
1.  บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง

ขาวไร (upland rice หรือ  dryland rice)  เปนพืชท่ีมีการปลูกอยูท่ัวไป  คิดเปน
ประมาณ 15 เปอรเซ็นตของขาวปลูกทั้งหมดในโลก   ในประเทศแถบอเมริกาใต, อเมริกา
กลาง และอาฟริกา มีการปลูกขาวไรกันถึง  75 เปอรเซ็นตของพื้นที่ปลูกขาวทั้งหมด  ขาวไร
จึงนับเปนพืชท่ีสํ าคัญที่สุดที่ปลูกในประเทศแถบละตินอเมริกา ในเอเซียมีการปลูกขาวไร
ประมาณ 10 เปอรเซ็นตของพื้นที่ปลูกขาวทั้งหมด  และไดรับผลผลิตเปน 5 เปอรเซ็นตของ
ผลผลิตขาวรวม  สํ าหรับขาวไรในประเทศไทย  พบวามีการปลูกอยางแพรหลายทั่วประเทศ
โดยปลูกบนพื้นที่ราบหรือท่ีลาดเชนเดียวกับการปลูกพืชไรอื่นๆ     ในภาคใตเกษตรกรนิยม
ปลูกขาวไร เปนพืชแซมระหวางแถวยางพาราในชวงที่ยางมีอายุ 1-3 ป (ฉกรรจ แสงรักษา
วงศ, 2528 อางโดย ยุทธนา พงศพิริยะเดชะ, 2532) ขอดีของการปลูกขาวไรมีหลายประการ
เชน ไมตองทํ าคันนากักนํ้ า อาศัยนํ้ าฝนอยางเดียวเหมือนพืชไรอื่นๆ ทนแลงไดดีพอสมควร
สามารถปลูกเปนพืชหมุนเวียนสลับกับพืชชนิดอื่นได  ไมมีปญหาดานการตลาด และ มี
โปรตีนสูงกวาขาวนาดํ า (ชัยฤกษ  มณีพงษ, 2524)

โดยทั่วไปขาวไรจะใหผลผลิตตํ่ า  อันเนื่องจาก สวนใหญเปนการปลูกโดยเกษตรกร
รายยอยเพื่อใชบริโภค  และเปนการปลูกโดยใชขาวพันธุพื้นเมืองที่ใชกันมาเปนเวลานาน  มี
การกํ าจัดวัชพืชและกํ าจัดโรคพืชไมมากนัก  รวมทั้งเกษตรกรปลูกขาวไรในลักษณะของการ
ปลูกเปนพืชแซม  รวมกับ ขาวโพด  ขาวฟาง มันสํ าปะหลัง ยางพารา  เปนตน  เพื่อจะไดไม
เสี่ยงตอการปลูกขาวไรเพียงอยางเดียว  การกระทํ าดังกลาวมีผลใหการปลูกขาวไรไดผลผลิต
นอย  ดังนั้นเพื่อเปนการเพิ่มศักยภาพในการผลิตขาวไรใหสูงขึ้น  จึงจํ าเปนที่จะตองมีการคัด
เลือกและปรับปรุงพันธุขาวไร  ตลอดจนการใหปุยที่เหมาะสมกับตนขาวในระบบปลูก  ก็จะ
ชวยแกปญหาทางดานเศรษฐกิจ และสังคมของเกษตรกรดวย

สํ าหรับในพื้นที่ภาคใตน้ัน  พันธุขาวที่ทางกรมวิชาการเกษตรแนะนํ าใหเกษตรกร
ปลูกคือ  พันธุกูเมืองหลวง  และดอกพยอม (ชาญ มงคล,  2536)   ซ่ึงขาวทั้งสองพันธุน้ี เปน
พันธุพื้นเมืองของภาคใต ท่ีมีความสามารถในการปรับตัวไดดีท้ังในสภาพที่มีความอุดม
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สมบูรณของดินสูง และสภาพที่มีความอุดมสมบูรณของดินตํ่ า (ธีระ เอกสมทราเมษฐ, 2528)
อยางไรก็ตามผลผลิตที่ไดโดยเฉลี่ยยังคอนขางตํ่ า  ซ่ึงอาจเปนผลจากขอจํ ากัดที่เกี่ยวกับการ
ตอบสนองตอการใชปุยซึ่งนับวามีการศึกษากันนอยในพื้นที่ปลูกภาคใต  อยางไรก็ตาม  จาก
การศึกษาของ  De Datta (1981) ไดช้ีใหเห็นถึงความสํ าคัญของการใชปุยไนโตรเจน และ
ระยะเวลาที่เหมาะสมจะทํ าใหผลผลิตขาวไรไดสูงสุด

ไนโตรเจนเปนธาตุอาหารที่พืชตองการในปริมาณสูง เพื่อนํ าไปใชในการเจริญเติบโต
และผลิดอกออกผล  พืชไดรับไนโตรเจนจากดินในรูปท่ีละลายชา เชนแอมโมเนียมไอออน
(ammonium  ion, NH4

+)   ไนเทรต ไอออน (nitrate ion, NO3
-) หรือสารประกอบอินทรีย เชน

ยูเรีย  หลังจากนั้นจะเปลี่ยนสารเหลานี้ใหอยูในรูปท่ีพืชสามารถนํ าไปใชในการสังเคราะห
กรดอะมิโน,กรดนิวคลีอิก และสารอื่นๆ ตอไป

ในนาขาวซึ่งมีน้ํ าขัง ปุยไนโตรเจนที่ไดรับการแนะนํ าใหใชเปนปุยนา  อาจอยูในรูป
ของปุยเดี่ยว  เชน  ปุยแอมโมเนียมซัลเฟต (20 เปอรเซ็นต ไนโตรเจน)  ปุยแอมโมเนียมคลอ
ไรด (25 เปอรเซ็นต ไนโตรเจน)  และปุยยูเรีย (45 เปอรเซ็นตไนโตรเจน)  หรือปุยรวม เชน
ปุยสูตร 16-20-0, 18-22-0, 20-20-0 และ  16-16-8 (ประพาส  วีระแพทย, 2531)   สํ าหรับ
ปุยไนโตรเจนในรูปไนเทรต  ไมแนะนํ าใหใชเปนปุยนาเพราะ  ในภาวะที่มีน้ํ าขัง  ช้ันดินที่มี
รากขาวอยูจะไมมีออกซิเจน  ซ่ึงสภาวะดังกลาว  ไนโตรเจนในรูปไนเทรตจะกลายเปนกาซ
ไนโตรเจนโดยกระบวนการ  denitrification โดยจุลินทรียบางชนิด และจะสูญหายไปใน
อากาศ (สรสิทธิ์, 2517 อางโดย ชาญ  มงคล, 2536)นอกจากนี้ ไนเทรตยังเปนอนุมูลประจุ
ลบจึงไมยึดเกาะกับอนุภาคของดินซึ่งเปนประจุลบเชนกัน  ดังนั้น จึงถูกชะลางไปกับน้ํ าได
งาย (ชาญ มงคล, 2536) อยางไรก็ตามการใหปุยในระยะที่ตนขาวโตพอสมควรแลวจะ
สามารถใชไดท้ังรูปของไนเทรต และแอมโมเนียม (De Datta, 1981) อยางไรก็ตาม  ในทาง
เกษตรกรรม ไดมีการพัฒนาการใชปุยไนเทรตเพื่อเพิ่มผลผลิตในกลุมของพืชไร

เนื่องจาก ไนเทรตในรูปสารละลาย สามารถถูกชะลางจากดินไปสะสมที่น้ํ า
ผิวดิน ซ่ึงมีผลตอสุขภาพของมนุษยเนื่องจากไนเทรตจะถูกรีดิวซโดยแบคทีเรีย ไปเปน
nitrous oxide และสารพิษชนิดอื่นๆ โดยจะเกิดขึ้นผานกระบวนการ denitrification ในดิน
เปนเหตุใหเกิด greenhouse gas (Campbell and Kinghorn, 1990) ดังนั้นจึงกลาวไดวา
nitrate assimilation pathway มีความสํ าคัญทั้งทางดานเศรษฐศาสตร นิเวศนวิทยา เกษตร
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กรรม และทางการแพทย  จากเหตุผลดังกลาวจึงไดมีการศึกษาขอมูลตางๆ ท่ีเกี่ยวกับ
nitrate assimilation กันมาก เพื่อปรับปรุงปริมาณผลผลิตโดยใชกระบวนการที่จะลดราคา
ทุนของเกษตรกร และเอาชนะผลลบทางนิเวศนวิทยาที่เปนผลจากปุยไนเทรต

เมื่อพืชไดรับไนโตรเจนจากดินในรูปไนเทรต   พืชจะเปลี่ยนใหเปนแอมโมเนียซึ่งเปน
รูปท่ีพืชสามารถนํ าไปใชในการสังเคราะหสารอินทรียตางๆไดตอไป  กระบวนการเปลี่ยนไน
เทรตเปนแอมโมเนีย เปนปฏิกิริยา 2 ข้ันตอน  โดยมีเอนไซมไนเทรตรีดักเทส (nitrate
reductase, NR) และเอนไซมไนไทรตรีดักเทส (nitrite reductase, NiR) เปนตัวเรงปฏิกิริยา
ซ่ึงมีไนไทรต (nitrite, NO2

-)เปนตัวกลาง  การเปลี่ยนไนเทรตเปนไนไทรตโดยการเรงของ NR
เปนจุดแรกและเปนขั้นตอนที่ควบคุมปฏิกิริยา  และเนื่องจากไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจนที่
สํ าคัญสํ าหรับธัญพืช  ดังนั้นการเขาใจกลไกการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในพืชช้ัน
สูงจึงมีความสํ าคัญตอทางเศรษฐกิจมาก

ความรูทางดานชีวเคมี  และสรีระวิทยาของพืช  สามารถนํ ามาใชเปนตัวโยงศักย
ภาพในการสรางผลผลิตตางๆ ภายในตนพืชไปยังศักยภาพในการสรางอาหาร การเจริญเติบ
โต และการพัฒนาของพืช  กลาวคือ  การที่พืชมีศักยภาพในการผลิตสูง  และปจจัยแวดลอม
ไมถูกจํ ากัด  พืชจะสามารถสรางอาหารไดสูงดวย  ซ่ึงศักยภาพในการสรางอาหารของพืช จะ
ข้ึนกับความวองไว (activity) และความไว (sensitivity) ตอสิ่งแวดลอมของเอนไซมในวิถีหรือ
กระบวนการที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโมเลกุลชนิดตางๆ ดังนั้นถาทราบปจจัยที่เหมาะสม
ในการสรางผลผลิตในตนพืชเชน เอนไซมบางชนิด ก็จะสามารถปรับปรุงและสงเสริมการ
แสดงออกของเอนไซมและนํ าไปสูการพัฒนาในสวนตางๆ ท่ีเกี่ยวของอันเปนกระบวนการตอ
เนื่องกับเอนไซมน้ีไดตอไป

กระบวนการนํ าไนเทรตไปใชในตนพืช  มีเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเปนเอนไซมตัวแรก
ท่ีทํ าหนาที่เรงปฎิกิริยาการเปลี่ยนไนเทรตเปนไนไทรต การทํ างานของเอนไซมไนเทรต    รีดัก
เทสในธรรมชาติมีความสัมพันธกับปจจัยตางๆ ไดแก ปริมาณไนเทรต  ปริมาณ
คารบอนไดออกไซดในอากาศ  ความเขมแสง  ชวงเวลาของการไดรับแสง  ความเค็มของดิน
ฯลฯ   ผลผลิตสุดทายจากกระบวนการนํ าไนเทรตมาใชในพืช คือ  แอมโมเนียมไอออน ซ่ึงจะ
ถูกใชไปในกระบวนการตางๆ ภายในเซลลพืชตอไปเชน  การสรางกรดอะมิโน  โดยผานทาง
glutamine synthetase - glutamate synthase cycle (GOGAT- cycle)
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จากที่กลาวมาแลวขางตน  ขาวไรจึงเปนพืชท่ีมีโอกาสปรับปรุงและพัฒนาผลผลิตให
ดีข้ึนได  ซ่ึงจะมีผลตอเกษตรกรในแงเศรษฐกิจได  อยางไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับการเพิ่ม
ผลผลิตในขาวไรยังมีนอย  โดยการศึกษาที่ผานมาจะมุงประเด็นไปยังการใชปริมาณปุย
หรือวิธีการใสปุย  มากกวาที่จะศึกษาลงไปถึงระบบการควบคุมการเจริญเติบโต  และการใช
อาหารในตนขาวไร

ผูวิจัยไดเล็งเห็นวาการทํ าความเขาใจถึงระบบที่เกี่ยวของกับการเจริญในตนพืช อาจ
เปนอีกวิธีหนึ่งที่สามารถนํ าไปใชในการพัฒนาผลผลิตได ดังนั้นการศึกษาเอนไซมไนเทรตรี
ดักเทสซึ่งเปนเอนไซมสํ าคัญที่มีความเกี่ยวของกับการเจริญเติบโตของตนขาวไร   จึงเปนอีก
แนวทางหนึ่งที่จะนํ ามาซึ่งวิธีการปรับปรุงและพัฒนาผลผลิตของขาวไรไดตอไป  งานวิจัยนี้
จึงได ศึกษาถึงรูปแบบการแสดงออกของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  รวมไปถึงผลของแสง  และ
แรธาตุตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในขาวไรพันธุตางๆ  ตลอดจนศึกษาคุณ
สมบัติบางประการของเอนไซมท่ีสกัดจากตนขาวไร

การตรวจเอกสาร

1.1 ไนเทรตรีดักเทส (nitrate reductase)
       1.1.1  ประวัติการคนพบเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

       เอนไซมไนเทรตรีดักเทสถูกคนพบเปนครั้งแรกในป 1953    โดยพบเอนไซมชนิด
น้ีในรากและใบของพืชช้ันสูง และไดมีการทดลองสกัดเอนไซมจากใบถั่วเหลืองเพื่อทํ าบริสุทธิ์
และศึกษาคุณสมบัติ ซ่ึงตอมาในป 1969 มีการเสนอวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสนี้ เปน
เอนไซมตัวแรกในวิถีการใชไนเทรต (nitrate assimilation) นอกจากนี้ยังอาจเปนตัวที่ควบคุม
ความเร็วของปฏิกิริยาอีกดวย และหลังจากนั้นในป 1976 มีการรายงานการคนพบคุณสมบัติ
NAD(P)H-bispecific ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในตนขาว น่ันคือ พบวาเอนไซมสามารถ
รับอิเล็กตรอนไดท้ังจาก NADH และ NADPH เพื่อใชในการรีดิวซไนเทรตใหเปนไนไทรต และ
ในชวงเวลาสองปตอมาไดมีรายงานการพบคุณสมบัติ NAD(P)H-bispecific ของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสในขาวโพด  หลังจากนั้นในป 1979 มีการรายงานวาสวนใบของพืชช้ันสูง เปน
ตํ าแหนงหลักในการเกิด nitrate assimlation และในป 1980 ก็พบวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
ในถั่วเหลืองก็มีคุณสมบัติ NAD(P)H–bispecific เชนกัน หลังจากนั้นในป 1983 ไดมีรายงาน
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เกี่ยวกับผลของสิ่งแวดลอมตอการรีดิวซไนเทรต, การรีดิวซไนไทรต และกระบวนการเปลี่ยน
แอมโมเนียมไปเปนกลูตาเมต จํ าเปนตองมีกระบวนการสังเคราะหแสงรวมดวย นอกจากนี้ใน
ปจจัยภายในตนพืชก็ไดมีการศึกษา โดยในป 1985 มีการรายงานวารากมีสวนเสริมความ
สามารถรวมของพืชในการรีดิวซไนเทรตในพืชบางชนิด (Wray and Fido, 1990)

จากการศึกษาโดยนักวิทยาศาสตรกลุมตางๆ จากอดีตมาจนถึงปจจุบัน  ความรูเกี่ยว
กับเอนไซมไนเทรตรีดักเทสไดกาวหนามากขึ้น  โดยครอบคลุมในสิ่งมีชีวิตหลายๆชนิด  ไดแก
ในพืชช้ันสูง  สาหราย   แบคทีเรีย และ รา

1.1.2 โครงสรางของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
       เอนไซมไนเทรตรีดักเทส เปน soluble enzyme พบในสวนไซโทซอล โครงสราง

ของเอนไซมประกอบดวยหนวยยอยสองหนวยที่เหมือนกัน จากการศึกษาพบวาเอนไซมไน
เทรตรีดักเทส ประกอบดวย 900 residuesซ่ึงแตละหนวยยอยมีขนาดประมาณ 100 กิโลดาล
ตันประกอบดวย FAD domain, heme(cyt.b557) domain และ molybdenum domain
(Mo-pterin) ในอัตราสวน 1:1:1 ดังรูปท่ี 1 (Redinbaugh and Campbell, 1985 และ
Campbell, 2001) ซ่ึง Campbell (1996) ไดจํ าแนกเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเปนสองสวน
ตามตํ าแหนงที่เรงปฏิกิริยา ดังนี้

        1.  บริเวณที่มีการถายอิเล็กตรอนจาก NADH ไปยัง FAD เพื่อเริ่มตนในการสง
อิเล็กตรอนผาน heme-Fe  ไปยัง Mo/Mo-pterin

2. บริเวณที่ไนเทรตถูกรีดิวซไปเปนไนไทรต

     H++ NAD(P)H                                                                                NO3
-

                                                         FAD           Cyt.b557          Mo
                          NAD(P)+                                                                             NO2

-+ H2O
                                  บริเวณที่ 1                                                       บริเวณที่ 2
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         รูปที่ 1 แสดงโครงสรางของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส (Campbell, 1996)



      1.1.3  หนาที่ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในสิ่งมีชีวิต
              ไนเทรตรีดักเทสเปน soluble และ multi center redox enzyme ซ่ึงทํ าหนาที่เรง
การรีดิวซดวย 2 อิเล็กตรอนเพื่อเปลี่ยนไนเทรต ไปเปนไนไทรต  โดยใช  pyridine nucleotide
เปนตัวใหอิเล็กตรอน สํ าหรับหนาที่ทางสรีระวิทยาของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส คือการเรง
ปฏิกิริยาการรีดิวซไนเทรต ซ่ึงเปนกลไกในการใชไนโตรเจนในพืชช้ันสูง  รา และ สาหราย
นอกจากการทํ าหนาที่ดังกลาวแลว เอนไซมไนเทรตรีดักเทสในธรรมชาติยังสามารถทํ างาน
เกี่ยวกับการรีดิวซเหล็กไดโดยการเรงปฏิกิริยา NADH ferric:citrate reduction  เชนเดียวกับ
เอนไซมอีกหลายตัวที่สามารถเรงปฏิกิริยานี้ไดในพืช  นอกจากนี้ ในธรรมชาติยังมีปฏิกิริยา
อื่นที่เรงโดยไนเทรตรีดักเทสเพียงอยางเดียว โดยใช สารตั้งตนตางๆกัน เชน chlorate,
bromate และ iodate  ซ่ึงจะไดผลิตภัณฑเปน  chlorite, bromite และ iodide  สํ าหรับ กรณี
ของ chlorate ซ่ึงปกติจะใชในการกํ าจัดวัชพืช หากไมมีไนเทรตรีดักเทส หรือ nitrate
transport system ก็จะทํ าใหพืชตายได  หรือ การรีดิวซของ iodate โดยไนเทรตรีดักเทสใน
พวกสาหราย ก็เปนกลไกในการรักษาสมดุลยของ iodate-iodide ในนํ้ าทะเล นอกจากนี้ยัง
เคยพบวาไนเทรตรีดักเทสในถั่วเหลืองสามารถทํ างานไดท่ีพีเอช 6.5    โดยไมปรากฏวามีไน
เทรต (Campbell, 1999)   และจากการศึกษาพบวาไนเทรตรีดักเทสยังสามารถทํ าหนาที่ใน
การเรงการ reduction ของไนไทรต ไดเปน nitric oxide แตกระบวนการที่เกิดขึ้นยังไมไดรับ
การศึกษาถึงรายละเอียดขั้นตอนที่เกิดขึ้น รวมทั้งประโยชนท่ีมีตอพืช (Yamasaki and
Sakihama, 2000 )
       1.1.4  การทํ างานของเอนไซม

       Campbell (1999) ไดจํ าแนกรูปแบบการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
โดยพิจารณาจากลักษณะการรับอิเล็กตรอนจาก NADH หรือ NADPH หรือการมีคุณสมบัติ
NAD(P)H bispecific โดยแบงเปน 3 รูปแบบ คือ

       1. NADH-NR   เปนรูปแบบทั่วไปพบในพืชช้ันสูง และสาหราย
       2. NAD(P)H-NR  พบในพืชบางชนิด  เชน ขาวโพด  ขาว และขาวบารเลย
       3. NADPH-NR  พบในรา
       นอกจากการจํ าแนกรูปแบบการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสตามแบบดัง

กลาวแลว ไนเทรตรีดักเทส ยังเปนเอนไซมท่ีมีการทํ างานไดเปนสวนยอยโดยเรียกวา   partial
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activity (Kramer et al., 1987) ซ่ึง เมื่อพิจารณาจากตํ าแหนงการเรงที่จํ าเพาะเฉพาะบาง
สวนบนโมเลกุลของเอนไซมแลว สามารถแบงได เปน 2 กลุมกวางๆ (รูปท่ี 2)คือ
   1. NADH dehydrogenase    ซ่ึงจะเกิดรีดักชันของ  ferricyanide จากการทํ างาน
ของเอนไซม NADH: ferricyanide reductase   หรือ รีดักชัน ของ cytochrome c  จากการ
ทํ างานของเอนไซม NADH: cytochrome c reductase    หรือรีดักชันของ dichlorophenol
indophenol   จากการทํ างานของเอนไซม NADH: dichlorophenol indophenol reductase
         2. activity ท่ีเกิดจากมีการใหอิเล็กตรอน จาก FADH2 หรือ  FMNH2: nitrate
reductase โดยผาน heme redox center   หรือโดยการใหอิเล็กตรอนจาก dithionite
reduced methyl viologen (MV: nitrate reductase)  หรือ  bromophenol   blue (BPB:
nitrate reductase  โดยผาน  molybdenum redox center)

NADH            Fe3(CN)6
-3                  FH2                                     MV , BPB

 HS                                            Cyt c DCPIP

        รูปที่ 2  แสดง partial activity ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส (Kramer et al.,1987)

FAD b557 Mo-pterin nitrate
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รูปที่ 3  แสดงโครงสรางและการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในพืชช้ันสูง
             (Kleinhofs et al., 1989)
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        1.1.5 วธิกีารศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส และกลไกการเกิด
              ปฏิกิริยา
              วิธีการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมีหลายวิธีดวยกันไดแก
              1.1.5.1  การใช NAD(P)H เปนตัวใหอิเล็กตรอน                             
                               จากปฏิกิริยา    NO3

-+ NAD(P)H     NR       NO2
- + OH- + NAD+

        หลักการ : 1. วัดปริมาณ ไนไทรต (NO2
- ) ซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีไดจาก

การทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส เทียบกับเวลาที่ใชในการทํ าปฏิกิริยา โดยการทํ าให
ไนไทรตเปลี่ยนเปนสารประกอบเชิงซอนที่มีสีซ่ึงไดจากการทํ าปฏิกิริยากับ N-(1-napthyl)
ethylenediamide dihydrochloride ในสภาวะที่เปนกรด แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540
นาโนเมตร  (Nakamura and Ikawa,1993, Feil et al., 1993, Ramalho et al., 1995 และ
Larios et al., 2001)
                                               2. วัดอัตราการลดลงของสารตั้งตน  ไดแก NAD(P)H โดย
วัดคาการดูดกลืนแสงของ NAD(P)H ท่ี 340 นาโนเมตรเทียบกับเวลา (Lillo et al., 1997)

1.1.5.2  การใช methyl viologen เปนตัวใหอิเล็กตรอน
   หลักการ : reduced methyl viologen จะถูกออกซิไดสไดโดย
molybdenum domain ซ่ึงเปน domain สวนสุดทายของโมเลกุลเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
จากนั้นอิเล็กตรอนจะถูกสงตอไปใชในการรีดิวซไนเทรต ไปเปนไนไทรตได  การวัดปฏิกิริยา
ทํ าไดโดยการวัดปริมาณไนไทรตท่ีเกิดขึ้นจากการเกิดปฏิกิริยาเทียบกับเวลา (Coombs and
Hall, 1982 และ Antipov et al., 2000)
       1.1.6  การแพรกระจายของเอนไซมในสิ่งมีชีวิต

       ไดมีการศึกษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในสิ่งมีชีวิตหลายพวก  ซ่ึง
แบงไดเปน 2 กลุม  ดังนี้

               1.1.6.1  ไนเทรตรีดักเทสในพวกยูคาริโอต
ขนาดโมเลกุล      200-300  กิโลดาลตัน
องคประกอบในโมเลกุล   -  flavin (FAD)
                                      -  heme (cytochrome b557)

   -  molybdenum-pterin
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ตํ าแหนงในเซลล    ในพวก eukaryotic algae  และ เนื้อเยื่อของพืชช้ันสูงที่สังเคราะหแสง
จะพบเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในสวนไซโทซอล  หรือติดอยูกับดานนอกของคลอโรพลาสต
และจะไดรับอิเล็กตรอนจากการสังเคราะหแสงหรือ การสลายคารโบไฮเดรต
              1.1.6.2  ไนเทรตรีดักเทสในพวกโปรคาริโอต
ขนาดโมเลกุล      75,000  ดาลตัน
องคประกอบในโมเลกุล   - molybdenum   ไมมี FAD หรือ heme
ตํ าแหนงในเซลล        จับอยูท่ี thylakoids  และใช FADH  จากการสังเคราะหแสง  แตไมใช
NAD(P)H  เปนตัวใหอิเล็กตรอน

    1.1.7  การทํ าบริสุทธิ์
                   Solomonson (1975) ไดสกัดแยกเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใหบริสุทธิ์จาก
สาหรายสีเขียว (Chlorella vulgaris) พบวา ตํ าแหนงที่จับกับ NADH ของเอนไซมมีความ
จํ าเพาะในการชะเอนไซมออกจากคอลัมนชนิด affinity–medium ไดแก Blue Dextran-
Sepharose  โดยใช NADH ในระดับความเขมขนเปนไมโครโมลาร  อยางไรก็ตามพบวาใน
พืชช้ันสูง เอนไซมน้ีมีความจํ าเพาะในการจับกับตัวกลางดังกลาวไดนอย  และในชวงเวลา
ใกลกัน Campbell (1976)  พบวาการชะเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ท่ีสกัดจากพืชช้ันสูง จํ าเปน
ตองใชเกลือความเขมขนสูงชวยในการชะดวย  ตอมาไดมีการพัฒนา affinity–medium มา
เปน  Blue Sepharose ซ่ึงมีความสามารถในการจับกับเอนไซมไนเทรตรีดักเทสไดสูงขึ้น
และไดใชในการทํ าบริสุทธิ์เอนไซมน้ีจากพืชช้ันสูงหลายๆชนิด  เชน ถั่วเหลือง (Jolly et al.,
1976  และ  Campbell  et al., 1987 ) ขาวบารเลย (Campbell  and Wray, 1983) และใน
ผักโขม (Jawali and Sane, 1984)

สํ าหรับตัวกลางชนิดอื่นที่ไดเคยทดลองใชในการทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทส 
ไดแก hydroxyapatite butyl, Toyopearl 650-M, NADH-Sepharose, zinc chelate AMP-
Sepharose (Wray and Fido, 1990) และ (Redinbaugh and Campbell, 1983)

Kramer et al. (1987) รายงานวา  การทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทส ในพืชช้ัน
สูงจะพบวามีการสูญหายขององคประกอบพวก FAD และ molybdenum ระหวางขั้นตอน
การสกัด  และทํ าบริสุทธิ์  และปริมาณเอนไซมท่ีไดจะตํ่ า (นอยกวา 5 มิลลิกรัมตอน้ํ าหนักสด
ของพืชหนึ่งกิโลกรัม)
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1.2  ไนเทรตรีดักเทสในพืช
      1.2.1  การนํ าไนเทรตเขาสูพืช

            ไนเทรตในดินจะถูกนํ าผานเยื่อหุมเซลลเขาสูเซลลรากพืชโดยอาศัยความแตกตาง
ของศักยไฟฟาภายในและภายนอกเซลล  ซ่ึงมีคาประมาณ 100-250 มิลลิโวลต หรืออาศัย
ความแตกตางระหวางความเขมขนของเกลือภายในและภายนอกเซลลราก นอกจากนี้ยัง
สามารถอาศัยโปรตีนขนสง (carrier protein) เปนตัวนํ าเขาสูรากพืช หลังจากนั้นไนเทรตบาง
สวนอาจถูกเก็บไวในแวคิวโอล อยูเปนอิสระในไซโทซอล  ถูกรีดิวซไปเปนไนไทรตในบริเวณ
ราก หรือถูกสงไปยังสวนลํ าตนโดยผานทางทอลํ าเลียงนํ้ า (Crawford, 1995)

       รูปที่ 4    แสดงกลไกการขนสงไนเทรตและแอมโมเนียมบริเวณเยื่อหุมเซลลรากพืช
                       (Crawford, 1995)
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       1.2.2  การขนสงไนเทรตในพืช
         จากการศึกษาโดย Crispeels et al. (1999) Forde (2000)และ Glass et al.

(2001) ไดรายงานถึงระบบการขนสงไนเทรตในรากพืชประกอบดวย 3 ระบบ คือ
ระบบที่ 1 inducible high-affinity transport system (iHATS)

ระบบนี้จะทํ างานเมื่อไดรับการชักนํ าจากไนเทรต หรือไนไทรตภายนอกลํ าตน  และ
จะถูกควบคุมโดยระดับไนเทรตในเนื้อเยื่อ หรือผลผลิตที่ไดจากกระบวนการใชไนเทรตในพืช
ระบบที่ 2 constitutively  high-affinity transport system (cHATS)

ระบบนี้จะทํ างานไดเอง แมวาจะไมมีไนเทรตจากภายนอกมากระตุนและมีความ
จํ าเพาะตอไนเทรตสูง นอกจากนี้ในพืชบางชนิดพบวาแอคติวิตียังสามารถกระตุนใหเพิ่มข้ึน
ไดหลายเทาเมื่อไดรับไนเทรต
ระบบที่3 low-affinity transport system (LATS)

ระบบนี้จะทํ างานไดเอง แตตองมีระดับไนเทรตภายนอกเขมขนมากกวา 1 มิลลิโม
ลาร

ในธรรมชาติการนํ าไนเทรตเขามาใชในเซลลพืชจะตองอาศัยการทํ างานรวมกันของ
ระบบการขนสงไนเทรตทั้ง 3 ระบบ โดยจะพบวา iHATS และ LATS ในพืชบางชนิดจะมีการ
ควบคุมแบบ negative feedback regulation  อยางไรก็ตามแมวาความสามารถในการดูด
ซึมและขนสงไนเทรตในตนจะมีความแตกตางกันตามแตชนิดพืช แตการศึกษาพืชสายพันธุท่ี
สามารถดูดซึมไนเทรตไดดี ก็จะเปนทางเลือกในการใหปุยไนเทรตแกสายพันธุน้ันซึ่งจะชวย
เพิ่มความประสิทธิภาพในการใชไนโตรเจนไดอีกทางหนึ่ง (Hirel et al., 2001)
        1.2.3  ขัน้ตอนการใชไนเทรตในพืช

        เมื่อพืชไดรับไนเทรต จะมีการตอบสนองให NR-gene มีการถอดรหัส เพื่อเพิ่ม
ปริมาณ mRNA ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  (Campbell, 1996) ขณะเดียวกัน  การไดรับ
ไนเทรตแมในปริมาณนอย (ตํ่ ากวา 10 ไมโครโมลาร) จะมีผลใหเซลลมีการสังเคราะห
เอนไซมไนเทรตรีดักเทส ไนไทรตรีดักเทส  กลูตามีนซินเธเทส และ กลูตาเมทซินเทส   ไน
เทรตอิสระที่อยูในไซโทซอล  จะถูกรีดิวซใหเปนไนไทรตโดยการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรี
ดักเทส   จากนั้นไนไทรตจะถูกนํ าเขาไปในสวนของคลอโรพลาสต  หรือพลาสติด  และถูกรี
ดิวซใหเปนแอมโมเนียม ซ่ึงจะถูกใชเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหกรดอะมิโนเพื่อใชในพืช
ตอไป โดยผานทาง glutamine synthetase glutamate  synthase cycle (GOGAT-cycle)
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(Crawford, 1995) ดังแผนผัง

NO3
-  (+5)   NR (+2e-)          NO2

- (+3)          NiR(+6e- )          NH4
+ (-3)                 GOGAT cycle

NR= nitrate reductase  , NiR= nitrite reductase
GOGAT= glutamine synthetase glutamate  synthase

   รูปที่ 5  แสดงการนํ าไนเทรตเขาสูพืช และการขนสงไนเทรตในพืช (Crawford, 1995)
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       1.2.4  สมบัติบางประการของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในพืช
                1.2.4.1  จลนศาสตรของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

              Campbell and Smarrelli (1978 ) ไดศึกษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
ในพืชพวกแตง (Squash)  และ ขาวโพด โดยนํ าเอนไซมท่ีผานการทํ าใหบริสุทธิ์แลวมาศึกษา
พบวา เอนไซมน้ีมีกลไกการทํ างานแบบ two-site pingpong โดยNRท่ีไดรับอิเล็กตรอนจะมี
การสงผานอิเล็กตรอน จาก  NADH-site ไปยัง nitrate-site จากการศึกษาคา Km ของ
squash  และ ยาสูบ โดย Lillo et al. (1997) พบวา Km ของ NADH อยูในชวง 1.5-2.0 µM
และ Km ของไนเทรตอยูในชวง 50 – 60 µM  นอกจากนี้ Ahmad  and  Abdin (1999) ไดราย
งานการหาคา Km ของ substrate สํ าหรับเอนไซม NAD(P)H-NR ท่ีสกัดจากตนออนของตน
มัสตารด (mustard) และผานการทํ าบริสุทธิ์เอนไซม โดยใช Blue-sepharose สามารถแบง
เอนไซมเปน 2 กลุม คือ

  1)  NAD(P)H:NR ซ่ึงมี  Km ของ KNO3 เทากับ 2.5 mM  , คา Km ของ NADPH เทา
กับ 0.05 mM และ คา Km ของ NADH เทากับ 0.2 mM

2) NADH: NR  ซ่ึงมี  Km ของ KNO3 เทากับ 0.1 mM และ คา Km ของ
NADH เทากับ 0.01 mM
                    1.2.4.2  ความเสถียรของเอนไซม

                     ไนเทรตรีดักเทสเปนเอนไซมท่ีมีความเสถียรตํ่ า ซ่ึงจากการศึกษาใน
สวนรากพืชพบวาตํ าแหนงของรากบริเวณที่ปลายรากจะมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทสคอนขางเสถียรกวาบริเวณสวนรากที่เจริญเต็มท่ีแลว โดยเชื่อวาการที่เอนไซมมีความ
เสถียรตํ่ าเปนผลมาจากการทํ างานของเอนไซม endopeptidase ภายในราก (Oaks, 2000)

เอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่บริสุทธิ์สามารถเก็บไดนานหลายเดือนโดยเก็บในกลีเซอ-
รอล 50 เปอรเซ็นต ท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส (Solomonson et al., 1975)
                1.2.4.3  คาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซม
                       Ahmad and  Abdin (1999) ไดรายงานการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทส (NAD(P)H: NR) ท่ีไดจากตน mustard พบวาคา pH ท่ีเหมาะสมสํ าหรับการ
ทํ างานของเอนไซมคือ pH 6.8
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        1.2.5  การแสดงออกของเอนไซมและการควบคุมการทํ างานของเอนไซม
               1.2.5.1  การควบคุมการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสโดยแสง

    แสงมีอิทธิพลอยางยิ่งตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส  โดย
แสงมีความสัมพันธกับเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ตั้งแตการสังเคราะห mRNA ของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทส  ซ่ึงจะพบวา NR-mRNA มีปริมาณเพิ่มมากขึ้นเมื่อไดรับแสง และจะมีระดับตํ่ า
ในที่มืด (Crawford, 1995) นอกจากนี้แสงยังมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซม  โดยในสภาวะที่มี
แสงจะกระตุนการทํ างานของเอนไซม protein phosphatase ซ่ึงทํ าหนาที่ในการตัดฟอสเฟต
ออกจากโมเลกุลของเอนไซมทํ าใหเอนไซมอยูในรูปท่ีสามารถทํ างานได (active-form)
(Huber et al., 1992 )  

                ในเรื่องของอิทธิพลของแสงตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสนี้
ไดมีนักวิทยาศาสตรหลายๆ กลุมใหความสนใจ  และทํ าการศึกษาในแงตางๆ ท่ีเกี่ยวของ ซ่ึง
จากการศึกษาโดย Strater and Hachtel (2000) ไดศึกษาการถอดรหัสของไนเทรตรีดักเทส
ยีนในตน birch (Betula pendula Roth) พบวาเมื่อไดรับแสง จะมีการตอบสนองไนเทรตรีดัก
เทสยีนทั้งในสวนใบและราก  Haba et al. (2001) ไดรายงานวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสใน
ใบแตงกวามีแอคติวิตีเพิ่มข้ึนเมื่อมีแสงและลดลงเมื่อไมมีแสง
              1.2.5.2  ผลของปริมาณคารบอนไดออกไซด
                        Su et al. (1996) ไดรายงานผลของการลดระดับปริมาณคารบอนได-
ออกไซดตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส จากตน Arabidopsis  โดยในสภาวะดัง
กลาว พบวา เอนไซมถูกยับยั้งการทํ างานอยางรวดเร็วโดยกระบวนการ  phosphorylation ท่ี
serine  ตํ าแหนงที่ 543 ซ่ึงอยูบริเวณ hinge I region ของเอนไซม  และ Larios et al.
(2001) ไดทํ าการทดลองผลของคารบอนไดออกไซดระดับตางๆ กัน ตอแอคติวิตีของเอนไซม
ไนเทรตรีดักเทสจากตนแตงกวา (Cucumis sativus L.) พบวาภายใตสภาวะที่มีคารบอน
ไดออกไซดเพิ่มสูงขึ้นจะมีการเพิ่มปริมาณแปง และ soluble sugar ในใบ รวมทั้งลดปริมาณ
ไนเทรต ขณะเดียวกัน พบวาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมีแอคติวิตีสูงขึ้น และจากการศึกษา
NR-mRNA  ผูทดลองไดสรุปวา  อัตราการใช คารบอนไดออกไซด จะมีผลไปควบคุมท่ีการ
แสดงออกของยีนบริเวณใบ รวมถึงควบคุมแอคติวิตีของเอนไซม  โดยมีความเกี่ยวของกับน้ํ า
ตาล  ซ่ึงมีลักษณะเปน regulatory metabolite
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1.2.5.3  ผลของสภาวะเครียดของพืช
                  ในสภาวะเกิดความเครียด   เชน  การขาดนํ้ า หรือขาดออกซิเจนพบวา
มีการกระตุนใหเกิดการรีดิวซของไนเทรตเพิ่มข้ึนควบคูไปดวย ซ่ึง  Huber and Kaiser
(1996) ไดอธิบายวา  ในสภาวะดังกลาวจะมีการเปลี่ยน ATP ใหอยูในรูปของสารที่มีพลัง
งานตํ่ า คือ AMP   ซ่ึงการกระตุนการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเปนผลจากการตอบ
สนองตอสัญญาณของ AMP น่ันเอง  และในป 2001 Haba et al. ไดผลการทดลองที่
สนับสนุนในทํ านองเดียวกันนี้โดยพบวา สภาวะที่ขาดออกซิเจนจะมีผลตอการเสริมการ
ทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในรากของพืชกลุมแตงกวา  ขณะที่การใหออกซิเจนใน
ปริมาณสูงจะมีผลในการยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
                              แตจากการศึกษาในรากขาวโพดพบวามีผลตรงกันขาม กลาวคือแอคติวิ
ตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสลดลง ซ่ึงผูทดลองไดอธิบายวาสภาวะที่แหงแลงจะมีผลใหการ
นํ าไนเทรตเขามาในรากเกิดนอยลง  อยางไรก็ตามการไดรับน้ํ าชดเชยเปนเวลา 2 วันจะทํ าให
รากขาวโพดทั้งรากเกาและใหมสามารถดูดซึมเอาไนเทรตในดินมาใชไดซ่ึงจะชวยใหแอคติวิ
ตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพิ่มข้ึนได (Buljovcic and Engels, 2001)

                  นอกจากการขาดนํ้ าหรือขาดออกซิเจนจะมีผลตอการทํ างานของเอนไซม
ไนเทรตรีดักเทสแลว  ความเค็มก็เปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีความสํ าคัญตอการทํ างานของเอนไซม
น้ี  โดย Lorenzo et al. (2001) ไดศึกษาในตนกุหลาบลัมบาดา (Rosa hybrida ) ท่ีปลูกใน
ระบบไฮโดรโพนิคพบวาแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบกุหลาบมีคาลดลงเมื่อได
รับแอมโมเนียมไอออนในสารละลายธาตุอาหาร ซ่ึงการนํ าแอมโมเนียมเขาสูตนกุหลาบเปน
การตอบสนองตอความเค็มเมื่อมีแอมโมเนียมไอออนเปนแหลงของไนโตรเจนในสารละลาย

1.2.5.4  ผลของอุณหภูมิ
                  จากการทดลองของ Aslam et al. (2001) ซ่ึงไดศึกษาในตนฝาย พบวา
อุณหภูมิมีผลตอการนํ าไนเทรตเขามาใชในพืช ซ่ึงปริมาณไนเทรตที่มีการขนสงในตนพืชน้ีจะ
เปนตัวควบคุมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส และจากการทดลองของ Sakamoto
and Bryant (1999) ไดรายงานวา ท่ีอุณหภูมิตํ่ า 15 องศาเซลเซียส เซลลจะมีการนํ าไนเทรต
มาใชไดตํ่ าแมวาจะมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสก็ตาม ซ่ึงอาจสรุปไดวาอุณหภูมิไม
ไดมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสโดยตรง แตจะมีผลตอการนํ าไนเทรตเขาสู
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เซลลมากกวา  และไนเทรตจะเปนปจจัยในการควบคุมการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทสตอไป

1.2.5.5 ผลของไนโตรเจนในรูปไนเทรตไอออน และแอมโมเนียมไอออนที่
พืชไดรับ

ผลของไนเทรต ( NO3
- )

            Lin et al. (1994) ไดศึกษากลไกการกระตุน NR-gene ในพืชช้ันสูง พบวา บริเวณ
promoter ของ NR-gene จากตน Arabidopsis มีการตอบสนองตอการกระตุนโดยไนเทรต
 ผลของแอมโมเนียม ( NH4

+ )
Kronzycker et al. (1999) รายงานวา ปริมาณไนเทรตสะสมในตนออนขาว จะลด

ลงเมื่อมีแอมโมเนียม ซ่ึงจะเปนผลใหมีการลดแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ซ่ึงตอมา
Vidmar et al. (2000) ไดเสนอวา แอมโมเนียมอาจไปยับยั้งการแสดงออกของยีนที่ทํ าหนาที่
ในการควบคุมการสราง high-affinity NO3

_-transporter ในขาวบารเลยซ่ึงนํ าไปสูการยับยั้ง
การนํ าไนเทรตเขาสูตน

1.2.5.6 ผลของ สารเคมี  ไอออน และ metabolite บางตัวตอแอคติวิตี
         ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส

ผลของ  casein และ DTT
Lewis et al. (1982) พบวา การเติม 1% casein ลงใน สารละลายที่ใชสกัดเอนไซม

ซ่ึงประกอบดวย phosphate buffer pH 7.5 ความเขมขน 0.1 โมลาร EDTA ความเขมขน  1
มิลลิโมลาร และ  DTT ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร จะทํ าให เอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่สกัด
จากใบและรากของขาวบารเลย มีความเสถียรไดนานหลายชั่วโมง  แตจะลดลงเมื่อไมมี DTT
ผลของ glucose-6-phosphate (G-6-P)

McMichael  et al. (1995) ไดศึกษาการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ท่ีไดจาก
ผักโขม (Spinacia oleracea L.)  พบวาการยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส ซ่ึง
เกิดจากการทํ างานของเอนไซมโปรตีนไคเนส จะถูกยับยั้งไดโดย glucose-6-phosphate
นอกจากนี้ พวก metabolic phosphate ตัวอื่นเชน  dihydroxyacetone phosphate  และ
fructose-1,6-bisphosphate ก็สามารถยับยั้งการทํ างานของโปรตีนไคเนสไดเชนกัน
(Bachmann et al. ,1995)
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ผลของ 5/-AMP(adenosine 5/- monophosphate)
Huber  and Kaiser (1996)  ไดรายงานถึงความสัมพันธของ 5/ AMP กับเอนไซมไน

เทรต รีดักเทส โดยจากการศึกษาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ไดจากสวนใบของผักโขม และถั่ว
ลันเตา ในหลอดทดลองพบวาการเกิด dephosphorylation ของ phospho-NR ถูกเรงโดย
เอนไซมฟอสฟาเทสภายในเซลล และเอนไซมฟอสฟาเทสนี้จะถูกเรงโดย 5/-AMP นอกจากนี้
ยังชี้วา  การเพิ่มของ 5/-AMP ในไซโทซอล อาจเพียงพอตอการกระตุนการทํ างานของเอนไซม
ไนเทรตรีดักเทสในเซลลพืช

ผลเชนเดียวกันนี้ ไดมีการรายงานในป 1999 โดย Agüera et al. และในป 2001 โดย
Haba et al. ซ่ึงได ศึกษาผลของ 5/-AMP ตอการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ไดจาก
ใบของพืชกลุมแตงกวาพบวาการเติม 5/-AMP ลงในเอนไซมสกัดที่ถูก pre-incubate ดวย
ATP เพื่อใหเอนไซมอยูในรูปท่ีไมทํ างาน  มีผลใหเกิดการกระตุนใหทํ างานไดอยางรวดเร็ว
และไดอธิบายวา 5/-AMP มีผลไปเรงการทํ างานของเอนไซมฟอสฟาเทส ทํ าใหเอนไซมฟอส
ฟาเทสสามารถทํ างานได โดยไปกระตุนอัตราการ dephosphorylation ของ  phospho-NR
(pNR)  สงผลใหเอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่ถูกยับยั้งการทํ างานโดย ATP สามารถกลับมา
ทํ างานได
ผลของ divalent cation

การใช Mg 2+ ความเขมขน  5 mM พบวาสามารถยับยั้ง pNR  ได ในขณะที่ ไมมีผล
ยับยั้ง dephospho-NR  ดังนั้นการวัดการทํ างานของเอนไซมในสภาวะที่มี Mg2+ จึงเปนคาที่
เกี่ยวเนื่องกับกลไกการเกิด phosphorylation/dephosphorylation และมีความสัมพันธกับ
คาที่เกิดขึ้นในเซลลพืช เนื่องจากภายในไซโทซอลจะมีMg2+ อิสระอยู Bachmann et al.
(1995) ตอมา  Athwal et al.(1998)  ไดศึกษากลไกการจับกันระหวางโปรตีน 14-3-3 กับ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสที่อยูในรูปท่ีจับอยูกับฟอสเฟต (pNR) และไดเสนอวา กลไกที่เปนไป
ไดคือ มีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน 14-3-3 กอนจะมาจับกับโปรตีนเปาหมาย  ซ่ึงจากการ
ทดลองพบวา  divalent cation ไดแก  Ca2+ , Mg2+ และ Mn2+ สามารถจับกับ 14-3-3
โปรตีนโดยตรง มีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปของโปรตีน 14-3-3 โดยเพิ่มสมบัติไฮโดร
โฟบิกที่ผิวเอนไซมและมีผลตอการจับกับ pNR ไดดีข้ึน สงผลใหมีการยับยั้งการทํ างานของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทส อยางไรก็ตามแมวาการมี Ca2+ จะมีผลในการยับยั้งการทํ างานของ
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสได แตจากการรายงานของ Lavon (1999) ไดแสดงใหเห็นวาใน
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สภาวะที่ใบพืชขาด Ca2+ จะมีผลใหมีการสะสมของไนโตรเจน ไนเทรต และ กรดอะมิโนอิสระ
ลดลง สงผลใหมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสตํ่ า

1.2.5.7 กลไกการควบคุมการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในพืช
                 Hoff et al.(1995)  และ Crawford (1995)  ไดเสนอวาการควบคุมการ

ทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส แบงไดเปน 2 ระดับคือ  ระดับ transcription  และระดับ
protein turnover  ซ่ึงในเวลาตอมา Douglas et al.(1995) , Bachmann et al.(1996) , Su
et al. (1996) และ Lillo et al. (1997) ไดแสดงใหเห็นวา post-translation modification
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส โดยการเกิด phosphorylation  เปนกระบวนการหลักในการ
ควบคุมแอคติวิตีของเอนไซม  การเกิด phosphorylation และ dephosphorylation ของ
เอนไซมน้ีจะมีความเกี่ยวของกับการสังเคราะหแสง  โดยเอนไซมโปรตีนฟอสฟาเทส (protein
phosphatase) ทํ าหนาที่ในการตัดหมูฟอสเฟต  ซ่ึงโปรตีนนี้จะถูกกระตุนโดยแสงในขั้นตอน
การสังเคราะหโปรตีน (Huber et al., 1992)  นอกจากนี้ยังพบวามีโปรตีนยับยั้ง (inhibitor
protein, IP) ท่ีทํ าหนาที่ในการยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสนี้ สามารถยับยั้ง
การทํ างานของเอนไซมไดในสภาวะที่มี divalent cation  (เชน Ca 2+, Mg 2+ และ Mn2+) ภาย
หลังจากเอนไซมถูกเติมฟอสเฟตที่ตํ าแหนง Ser-543 แลว  และตอมา  inhibitor protein  ดัง
กลาวเปนที่รูจักกันในนามของโปรตีน 14-3-3  (Bachmann et al., 1996 และ  Moorhead
et al., 1996)  จากการศึกษาโดย Bachmann  et al.(1995) ไดช้ีวา NADH-NR ในใบผักโขม
ถูกควบคุมโดยวิธี protein phosphorylation ท้ังในหลอดทดลอง และ เซลลของใบ   และเมื่อ
ศึกษาในใบยาสูบ ซ่ึงเปนสายพันธุกลายที่มีการสะสม phosphate ester ซ่ึงไดแก G-6-P
และ fructose-1,6-bisphosphate ในระหวางชวงเวลาที่ไดรับแสง  พบวา metabolite ดัง
กลาวจะมีผลไปลดการควบคุมการเกิด  NR-inactivation  นอกจากนี้ยังคาดวา   Ca2+ ท่ีอยู
อยางอิสระในไซโทซอล อาจทํ าหนาที่สํ าคัญในการควบคุมแอคติวิตีของเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทส ในพืช   โดย Kaiser  and Huber (1994)  ไดแสดงแบบจํ าลองการควบคุมการทํ างาน
ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในใบและรากพืช  ในระดับ protein turn over ดังรูปท่ี  6
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         รปูที่ 6  แสดงแบบจํ าลองการควบคุมการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
          (Kaiser and Huber,1994)

           นอกจากการควบคุมการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสดังกลาวขางตนแลว
ยังไดมีรายงานโดย Ogawa et al. 2000 ถึงการควบคุมการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดัก
เทสวา มีความสัมพันธกับการควบคุมการทํ างานของเอนไซมไนไทรตรีดักเทสดวย โดย
mRNA ของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสอาจเปนปจจัยที่ชวยเสริมใหเอนไซมไนไทรตรีดักเทสเกิด
การปรับโครงสรางใหอยูในรูปท่ีสามารถทํ างานได
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1.3 ไนเทรตรีดักเทสในสิ่งมีชีวิตอื่นๆ
Nakamura and Ikawa (1993) รายงานการทํ าบริสุทธิ์ NADH-NR จาก Porphyra

yezoensis  โดยใช PEG-treatment, ammonium sulfate fractionation, chromatography
บนคอลัมน butyl Toyopearl 650-M, Blue sepharose CL-6B, DEAE-cellulose ( DE52 )
และ hydroxyapatite, gel filtration บน  Sephacryl S-400 ไดเอนไซมท่ีบริสุทธิ์ 5,700เทา
และมีคา specific activity 12.5 µmol/min/mg.Protein  และจากการทํ า Native-
Polyacrylamide gel electrophoresis แลวยอมดู nitrate reductase activity พบวา
เอนไซมมีน้ํ าหนักโมเลกุล ประมาณ 220,000 ดาลตัน  และเมื่อทํ า SDS-Polyacrylamide
gel electrophoresis พบวานํ้ าหนักของแตละหนวยยอยเทากับ 100 กิโลดาลตัน นอกจากนี้
จากการศึกษาพบวาคา Km ของ NADH = 23 µM และ Km ของ KNO3 =  64 µM , คา pH
ท่ีเหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซม อยูในชวง 7.0-8.5

Martinez-Espinasa et al. (2001) ไดรายงานการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไน
เทรตรีดักเทสในแบคทีเรีย Halferax mediterranei  พบวาเอนไซมประกอบดวยหนวยยอย 2
หนวย มีขนาดตางกันคือ 105+1.3 กิโลดาลตัน และ 50+1.3 กิโลดาลตัน มีคาพีเอชที่เหมาะ
สมตอการทํ างานของเอนไซมคือท่ีพีเอช 9.0 โดยเอนไซมจะทํ างานไดดีท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส ความเสถียรของเอนไซมข้ึนอยูกับความเขมขนของเกลือ  นอกจากนี้ยังพบวา
เอนไซมน้ีสามารถรับอิเล็กตรอนมาจาก reduced methyl viologen ซ่ึงตางจากสภาพธรรม
ชาติท่ีพืชใช NADH หรือ NADPH เปนตัวใหอิเล็กตรอน
1.4  การใชประโยชนจากเอนไซมไนเทรตรีดักเทส
       เนื่องจากในการวัดไนเทรตในแหลงนํ้ าทั่วไป พบวาการวัดมักถูกรบกวนจากไอออนอื่นๆ
ในสิ่งแวดลอมท่ีนํ าตัวอยางนํ้ ามาวัด ดังนั้นจึงไดมีนักวิทยาศาสตรหลายกลุมพยายามนํ า
เอนไซมไนเทรตรีดักเทสมาประยุกตใชในการวัดไนเทรตในนํ้ า เชน Mori et al., (2000)   ได
ประยุกตนํ าเอาเอนไซมไนเทรตรีดักเทสมาใชในการหาปริมาณไนเทรต โดยใชวิธีการนํ าไน
เทรตผานทอท่ีมีเอนไซมไนเทรตรีดักเทสอยูภายใน และใชตัวพาคือ NADPH  จากนั้นวัด
ปริมาณการลดลงของ NADPH ท่ีความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร  ซ่ึงวิธีการดังกลาว ผู
ทดลองไดนํ าไปประยุกตใชในการหาปริมาณไนเทรตที่อยูในแหลงนํ้ าธรรมชาติ
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1.5  ขาวไร
      ขาวจัดเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยว (monocotyledon) อยูในวงศหญา (Gramineae) เผาพันธุ
(tribe) โอไรซี่ (Oryzae) เผาพันธุน้ีมี 25 ชนิด แตมีเพียงสองชนิดที่ปลูกไวเปนอาหาร คือ
Oryza sativa L. และ  Oryza glaberrima สวนที่เหลือเปนขาวปา (ชาญ มงคล, 2536)
สํ าหรับขาวพันธุ Oryza sativa น้ี เปนพันธุท่ีปลูกแพรหลายในประเทศตางๆ และยังสามารถ
แบงออกไดตามการปรับตัวและวิวัฒนาการการกํ าเนิดเปน 3 พวก คือ japonica, indica
และ javanica ซ่ึงพันธุขาวที่ปลูกในประเทศไทยสวนใหญจะเปนพวก indica ยกเวนขาวไร
ทางภาคเหนือซ่ึงมีลักษณะบางอยางของขาว japonica รวมอยูดวย (ประพาส วีระแพทย,
2531) ขาวที่ปลูกโดยทั่วไปแบงตามสภาพการปลูกไดเปนสองพวก คือ ขาวที่ปลูกในนาขาว
ท่ัวไป และขาวที่ปลูกบนที่ดอนหรือในไร ซ่ึงเรียกวาขาวไร
         ขาวไรเปนพืชท่ีตองการนํ้ านอย และปลูกขึ้นงายโดยไมตองมีน้ํ าหลอเลี้ยงลํ าตน จึงเปน
ท่ีรูจักและปลูกกันอยางแพรหลายในหมูเกษตรกรชาวไรและชาวเขาในภาคตางๆ สํ าหรับใน
ภาคใต นิยมปลูกขาวไรในที่ดอนทั่วไป และปลูกแซมในสวนยางระหวางที่ตนยางมีอายุ 1-4
ป (ธีระ เอกสมทราเมษฐ, 2528) การปลูกขาวไรทํ าไดสองวิธีคือ  วิธีหวาน และวิธีขุดหลุม
หยอดเมล็ด โดยวิธีหลังเปนวิธีท่ีใหผลดีและนิยมมากกวาวิธีหวาน  นอกจากนี้การใสปุยก็ยัง
เปนสิ่งจํ าเปนอยางยิ่งเพราะดินทั่วๆไปที่ใชปลูกพืชมาหลายปจะมีธาตุอาหารพืชในดินนอย
ลง ดังนั้นจึงมีความจํ าเปนที่จะตองเพิ่มปุยและธาตุอาหารพืชลงไป เพื่อตนขาวจะสามารถ
นํ าไปสรางเปนสารอาหารไดอยางเพียงพอ เพื่อนํ าไปสรางลํ าตนใหสมบูรณแข็งแรงและติด
เมล็ดไดอยางเต็มท่ี  ปุยชนิดตางๆที่มีการแนะนํ าใหใชมีดังนี้ (กองสงเสริมพืชพันธุ กรมวิชา
การเกษตร, 2520)
         1. ปุยวิทยาศาสตร หรือ ปุยเคมี ควรแบงใส 2 ครั้งๆ ละเทาๆกัน คือ ครั้งที่หนึ่งใสเมื่อ
ขาวมีอายุไดประมาณ 20-25 วัน หรือหลังจากดายหญาและพรวนดินครั้งแรกเสร็จเรียบรอย
และครั้งที่สองเมื่อขาวมีอายุประมาณ 45-50 วัน
   2. ปุยคอก  ไดแก ปุยมูลสัตว โดยใสกอนปลูก ใชปุยคลุกกับดินระหวางเตรียมดิน
        3. ปุยหมัก  ใชไรละ 600-700 กิโลกรัม ใสกอนปลูกเชนเดียวกับการใชปุยคอก
        4. ปุยหมักหรือปุยคอก ควบคูไปกับการใชปุยเคมี
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         ผลผลิตของขาวไรจะมากหรือนอยยอมข้ึนอยูกับชนิดพันธุ สภาพดินฟาอากาศ ความ
อุดมสมบูรณของดิน และการบํ ารุงรักษา ถาหากไดมีการใชปุยในอัตราที่เหมาะสม และทํ า
การบํ ารุงรักษาใหถูกวิธี จะสามารถเพิ่มผลผลิตขาวไรไดสูงกวาไรละ 400-500 กิโลกรัม
         ตารางที่ 1 แสดงลักษณะประจํ าพันธุของขาวที่นํ ามาใชในการวิจัย ซ่ึงไดแกขาวไรพันธุ
ดอกพยอม และกูเมืองหลวง ซ่ึงเปนขาวไรท่ีทางกรมวิชาการเกษตรแนะนํ าใหใชเปนพันธุท่ี
เหมาะสมสํ าหรับปลูกในพื้นที่ภาคใต โดยเปรียบเทียบกับขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 ซ่ึงเปน
พันธุท่ีมีการปลูกโดยทั่วไปในนานํ้ าขัง และมีคุณสมบัติในการทนแลงไดดีพอสมควรจึง
สามารถนํ ามาปลูกในลักษณะของขาวไรไดในบางพื้นที่ เชนในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ
ไทย
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ตารางที่1  ความแตกตางของขาวพันธุดอกพยอม กูเมืองหลวง และ ขาวดอกมะลิ105
     (วิชา  ธติิประเสริฐ และคณะ, 2544)

หัวขอ ลักษณะประจํ าพันธุขาว
1. จีเอสนัมเบอร 04003 04002 04020
2. ชื่อพันธุ ดอกพยอม กูเมืองหลวง ขาวดอกมะลิ105
3. ชือ่พนัธุ (อังกฤษ) Dakphayawm KooMuang Luang Khaodokmali105

4. ความยาวของแผนใบ (ซม.) 60.00 69.60 56.20
5.ความกวางของแผนใบ (ซม.) 1.66 1.66 1.54
6. ขนบนแผนใบ มีบาง มีบาง มีบาง
7. สีแผนของใบ เขียว เขียว เขียวเขม
8.สีของกาบใบ เขียว เขียว เขียว
9. มุมของยอดแผนใบ ตก ตก ตั้งตรง
10. ลักษณะใบธง หักลง หักลง ปานกลาง
11. การแกของใบ ปานกลาง ปานกลาง ปานกลาง
12. ความยาวของลิ้นใบ (มม.) 21.60 25.20 10.00
13. สีของลิ้นใบ ขาว ขาว ขาว
14. รูปรางของลิ้นใบ แหลม แหลม แหลม
15. สีของขอตอใบ เขียวออน เขียวออน เขียวออน
16. สีของหูใบ เขียว เขียว เขียว
17. ทรงกอ กอตั้ง กอตั้ง กอตั้ง
18. ความยาวของลํ าตน (ซม.) 178.80 171.80 93.00
19. เสนผาศูนยกลางของลํ าตน (มม.) 4.00 5.00 4.00
20. สีปลอง เขียว เหลืองออน เหลืองออน
21. ความแข็งของลํ าตน แข็งปานกลาง แข็งปานกลาง คอนขางแข็ง
22. ความยาวของรวง (ซม.) 24.60 26.40 26.30
23. ลักษณะรวง ปานกลาง ปานกลาง ปานกลาง
24. การแตกระแง ปานกลาง ปานกลาง ระแงถี่
25. การยืดของคอรวง คอรวงยาว คอรวงยาว สั้น
26. กานรวง ออน ออน ออน
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ตารางที่1 (ตอ)
หัวขอ ลักษณะประจํ าพันธุขาว
ชื่อพันธุ ดอกพยอม กูเมืองหลวง ขาวดอกมะลิ105
27. การรวงของเมล็ด รวงงาย รวงงาย รวงนอย
28. การนวด งาย ปานกลาง งาย
29. จํ านวนรวง - - -
30. หางขาว ไมมี ไมมี ไมมี
31. สีของหางขาว - - -
32. สียอดดอก ดํ า ฟาง ขาว
33. สีของยอดเกสรตวเมีย ขาว ขาว ขาว
34. สีเปลือกเมล็ด สีฟาง สีฟาง -
35. ขนบนเปลือกเมล็ด - - -
36. สีกลีบรองดอก ฟาง ฟาง ฟาง
37. ความยาวของกลีบรองดอก (มม.) - - -
38. การติดเมล็ด ติดปานกลาง (75-

90%)
ติดปานกลาง (75-
90%)

ติดปานกลาง (75-
90%)

39. ความยาวเมล็ดขาวเปลือก (มม.) 7.30 8.40 -
40. ความกวางเมล็ดขาวเปลือก(มม.) - - -
41. สีขาวกลอง - - -
42. ชนิดของขาวสาร ขาวเจา ขาวเจา -
43. กล่ินหอม - - -
44. รูปรางขาวกลอง เรียว เรียว -
45. การเปนทองไข นอย มาก -
46. จํ านวนวันตกกลาถึงออกดอก 50% - - -
47. วันออกดอก - 3 พย. 30 ตค.
48. เปอรเซ็นตการติดเมล็ด (%) - - -
49. จํ านวนตนตอกอ - - -
50. นน. 100 เมล็ด 2.58 3.64 -
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วัตถุประสงค
 
    1.  ศึกษาการควบคุมการทํ างานของเอนไซมไนเทรตรีดักเทสในตนขาวไรพันธุกูเมือง-
    หลวง และดอกพยอม โดยใชพันธุขาวดอกมะลิ105 เปนพันธุเปรียบเทียบ ซ่ึงมีผลมา
    จากการไดรับไนเทรต และอิทธิพลของสิ่งแวดลอม
    2.  แยกและทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเทรตรีดักเทสเพื่อศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซมน้ี
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