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บทคัดยอ 
 

 การพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจสอบการปนถั่วเหลือง GM และผลิตภัณฑอาหาร
สําเร็จรูปไดทดลองเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA กับเมล็ด กากถั่วเหลือง และผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูป 4 
วิธี คือ guanidinium-chloroform, GeneScan extractionn, Silica based DNA extraction และ PVP based 
DNA extraction หลังจากได DNA แบง DNA ออกเปน 2 กลุม  กลุมที่ 1 ไมทํา DNA ใหบริสุทธิ์ กลุมที่ 2    

ทํา DNA ใหบริสุทธิ์ โดยใช Wizard® Miniprep DNA Purification Kit วัดผลโดยตรวจคุณภาพของยีน lectin 
ดวยวิธี PCR เพื่อดูการยับยั้งปฏิกิริยา PCR ของ DNA ผลการทดลองพบวาวิธีสกัด DNA ที่เหมาะสมกับเมล็ด
และกากถั่วเหลือง คือ วิธี guanidinium-chloroform และผานการทํา DNA ใหบริสุทธ์ิเปนวิธีที่ดีที่ สุด 
เทียบเทากับวิธี GeneScan extraction และผานการทํา DNA ใหบริสุทธ์ิเชนเดียวกัน สําหรับผลิตภัณฑอาหาร
สําเร็จรูปผลการทดลองพบวาวิธีการสกัด DNA ที่เหมาะสมขึ้นอยูกับสวนประกอบของผลิตภัณฑอาหาร
สําเร็จรูปและขบวนการแปรรูปที่แตกตางกัน 

การตรวจวิเคราะหปริมาณการปนเปอนของถั่วเหลือง GM ดวยวิธี Real-time PCR โดยออกแบบ
และสังเคราะหคู primers และ probe จํานวน 2 ชุด นํามาศึกษาประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณยีน Roundup 
Ready และ lectin ดวยวิธี Real-time PCR พบวาคู primers sttmf3a/sttm2a และ probe Sttmpa สามารถเพิ่ม
ปริมาณยีน Roundup Ready สวน CP4 EPSPS ขนาด 145 bp และคู primers sltm1/sltm2 และ probe Sltmp 
เพิ่มปริมาณยีน lectin ขนาด 81 bp ไดเปนสัดสวนโดยตรงกับคา log ของความเขมขนของ DNA และ
สามารถตรวจปริมาณการปนเปอนของถั่วเหลือง GM ไดในปริมาณต่ําสุดถึง 0.1% 
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การสํารวจปริมาณการปนเปอนของถั่วเหลือง GM โดยสุมตัวอยางเมล็ดและกากถั่วเหลืองจํานวน 
316 ตัวอยาง และสุมตัวอยางผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปจํานวน 136 ตัวอยาง นํามาสกัด DNA และตรวจการ
ปนเปอนของถั่วเหลือง GM เบื้องตนดวยวิธี PCR โดยตรวจหายีน 35S CaMV promoter และ Nos terminator  
แลวนํา DNA ที่ตรวจพบยีนทั้งสองมาตรวจหาปริมาณดวยวิธี Real-time PCR พบวา มีการปนเปอนของถั่วเหลือง 
GM ในเมล็ดและกากถั่วเหลือง จํานวน 47 ตัวอยาง โดยเปนถ่ัวเหลืองนําเขาทั้งหมด ซ่ึงนําเขาจากประเทศ
อารเจนตินา จํานวน 19 ตัวอยาง ปนในระดับ 23-100% รองลงมาคือบราซิลพบจํานวน 10 ตัวอยาง ปนใน
ระดับ 2.3-100%, สหรัฐอเมริกา พบจํานวน 6 ตัวอยาง ปนในระดับ 86.5-100%, อินเดีย พบจํานวน 3 ตัวอยาง 
ปนในระดับ 2-100%, อุรุกวัย พบจํานวน 1 ตัวอยาง ปนในระดับ 100%, แคนาดา พบจํานวน 1 ตัวอยาง      
ปนในระดับ 88.9%, สาธารณรัฐอาหรับอิมิเรต พบจํานวน 1 ตัวอยาง ปนในระดับ 100% และไมระบุประเทศ
นําเขาพบจํานวน 6 ตัวอยาง ปนในระดับ 0.5-100% และพบวาผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปที่มีถ่ัวเหลือง GM 
ปนเปอน ไดแก อาหารสัตว พบจํานวน 5 ตัวอยาง ปนในระดับ 0.4-27.8%, โปรตีนถ่ัวเหลืองพบจํานวน 5 
ตัวอยาง ปนในระดับ 0.1-0.2%  และแปงถ่ัวเหลือง พบจํานวน 3 ตัวอยาง ปนในระดับ 0.7-3.6% 
 

คํานํา 
 

จากสถานการณการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมเชิงการคาทั่วโลก พบวาในป 2550 มีประเทศปลูกพืช
ดัดแปรพันธุกรรมทั่วโลก 22 ประเทศ คิดเปนพื้นที่ปลูก 102 ลานเฮกแตร พืชดัดแปรพันธุกรรมที่ปลูก     
เปนการคามากที่สุด คือ ถ่ัวเหลืองที่ตานทานสารกําจัดวัชพืช หรือที่เรียกวาถ่ัวเหลือง Roundup Ready        
ซ่ึงเปนของบริษัทมอนซานโต (Berdal and Holst-Jensen, 2001) และในปจจุบันไดมีการปรับปรุงพัฒนา    
พืชดัดแปรพันธุกรรมอีกเปนจํานวนมาก ดวยการปรับปรุงยีนใหมๆ เพื่อตัดตอในพืช จึงทําใหประเทศ   
หลายประเทศไดออกกฎระเบียบการติดฉลากพืชดดัแปรพันธุกรรม จากกฎระเบียบดังกลาวสงผลใหประเทศไทย
ตองประสบปญหาและอุปสรรคมากในการสงสินคาเกษตรออก เนื่องจากประเทศผูนําเขาใชมาตรการ
เกี่ยวกับมาตรฐานและสุขอนามัยเพื่อควบคุมมาตรฐานสินคา และแอบแฝงการกีดกันทางการคา โดยเฉพาะ
อยางยิ่งการสงออกสินคาที่เปนผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปจากถั่วเหลืองหรือมีสวนผสมของถั่วเหลืองดัดแปร
พันธุกรรม (GM) เนื่องจากประเทศไทยผลิตถ่ัวเหลืองภายในประเทศไมเพียงพอ จึงตองมีการนําเขาเมล็ดถ่ัวเหลือง
สําหรับเปนวัตถุดิบเพื่อใชภายในประเทศและสงออกในรูปของผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูป ดวยการนํามาเปน
วัตถุดิบในการสกัดน้ํามัน ผลิตอาหารเพื่อบริโภค เชน เตาหู น้ําเตาหู ซีอ๊ิว ฯลฯ หรือกากถั่วเหลืองที่นํามา
แปรรูปเปนอาหารสัตว เปนตน การนําเขาถ่ัวเหลืองของไทย สวนใหญส่ังจากประเทศสหรัฐอเมริกา และ
ประเทศที่เปนแหลงปลูกถ่ัวเหลือง GM ซ่ึงมีโอกาสเปนไปไดสูงที่จะปนถั่วเหลือง GM และการสงออกของ
ผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปจากถั่วเหลืองก็มีโอกาสที่จะผลิตจากถั่วเหลือง GM เชนเดียวกัน 
 ในขณะเดียวกันภายในประเทศเองประชาชนและผูบริโภคก็มีความวิตกกังวลเกี่ยวกับการบริโภค
อาหาร GM และมีการเรียกรองใหมีการติดฉลากสินคา หรือผลิตภัณฑอาหารที่มีสวนผสมของ GM 
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หางสรรพสินคาบางแหงไดออกมาตรการใหสินคาที่จะนํามาวางขาย ตองมีหนังสือรับรองวาเปนสินคา        
ที่ไมใช GM หรือไมไดใชวัตถุดิบที่ผลิตจาก GM นอกจากนี้ในหลายประเทศที่ซ้ือสินคาเกษตรของไทย      
ไดกําหนดขอจํากัดของสวนผสมอาหาร GM โดยระบุเปนจาํนวนเปอรเซ็นตของพืช GM ดังนั้นจึงมีความ
จําเปนที่ตองตรวจวิเคราะหการปนเปอนของถั่วเหลือง GM ในเชิงปริมาณ (quantitative) สามารถระบุการ
ปนเปอนของถั่วเหลือง  GM เปนเปอร เซ็นตได  งานตรวจสอบการปนเปอน  GM ในสินคาเกษตร               
เปนเทคโนโลยีคอนขางใหมสําหรับประเทศไทย จึงจะตองมีการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืช GM         
ใหมีประสิทธิภาพ มีความแมนยํา และเชื่อถือได เพื่อนํามาใชประโยชนในการกํากับดูแลสินคาเกษตร GM 
และสรางมาตรการควบคุม ตรวจสอบ และออกหนังสือรับรองสินคาพืช Non-GM  

วัตถุประสงคของการทดลอง เพื่อพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหปริมาณการปนเปอนของ           
ถ่ัวเหลือง GM ในวัตถุดิบ และผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูป โดยตรวจหาตัวยีน (transgene) ที่ตัดตอในถั่วเหลือง 
ดวยวิธี Real-time PCR ตลอดจนหาวิธีการสกัด DNA ใหเหมาะสมกับผลิตภัณฑอาหารแตละชนิด เพื่อให
การตรวจวิเคราะหมีความถูกตอง รวดเร็วและแมนยํา 
 

วิธีดําเนินการ 
 

1. ศึกษาและเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA 
นําตัวอยางเมล็ดและกากถั่วเหลืองจํานวน 6 ตัวอยาง และผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูป ไดแก เตาหู 

และผงปรุงรสชนิดตางๆ จํานวน 6 ตัวอยาง นํามาบดใหเปนผงละเอียด โดยเมล็ดและกากถั่วเหลือง            
สุมตัวอยางละ 0.5 กรัม และผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปตัวอยางละ 2 กรัม นํามาสกัด DNA โดยใชวิธีการสกัด 
DNA 4 วิธี คือ guanidinium-chloroform (Studer et al. 1997, ISO 21571, 2002), GeneScan extraction, Silica 
based DNA extraction (Boyle and Lew, 1995, ISO 21571, 2002) และ polyvinyl-pyrrolidone (PVP) based 
DNA extraction (Kim et al., 1997 and ISO 21571, 2002) หลังจากได DNA แลวแบง DNA เปน 2 กลุม  
กลุมที่  1  ไมต องผ านการทํ า  DNA ใหบริ สุทธิ์  กลุมที่  2  ผ านการทํ า  DNA ใหบริ สุทธิ์  โดยใช 

Wizard®Miniprep DNA Purification Kit ทํากรรมวิธีละ 2 ซํ้า หลังจากนั้นนํา DNA ที่สกัดไดมาวัดปริมาณ 
DNA ดวยเครื่อง GeneQuant II RNA/DNA Calculator ที่ความยาวคลื่นแสง 260 และ 280 นาโนเมตร นํามา
เจือจางดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และตรวจคุณภาพ DNA ที่ไดจาก
การสกัด DNA ดวยวิธีตางๆ กัน โดยการเพิ่มปริมาณยีน lectin ซ่ึงใชคู primer Lec1/Lec2 ดวยวิธี PCR        
ซ่ึงในการทําปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยสวนผสมตอ 1 หลอด ดังนี้ 

1. 10X PCR buffer     5  ไมโครลิตร 
2. 25 mM MgCl2      3  ไมโครลิตร 
3. 10 mM dNTP (10 mM dATP,    1  ไมโครลิตร 
    10 mM dCTP, 10 mM dGTP และ10 mM dTTP) 
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4. Lec1 Primer (50 พิโคโมล/ไมโครลิตร)   1  ไมโครลิตร 
5. Lec2 Primer (50 พิโคโมล/ไมโครลิตร)   1  ไมโครลิตร 
6. Taq DNA Polymerase (5 ยูนิต/ไมโครลติร)  0.25  ไมโครลิตร 
7. น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (deionized water)   28.75 ไมโครลิตร 
8. สารละลาย DNA (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)  10  ไมโครลิตร 
 รวมปริมาตร     50  ไมโครลิตร 
นําสวนผสมทั้งหมดผสมตามสัดสวนขางบนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับ

ตัวควบคุมที่เปนบวก คือ DNA ของถ่ัวเหลือง (positive control) และตัวควบคุมที่เปนลบ คือ ใชน้ํากล่ันนึ่ง
ฆาเชื้อแทนสารละลาย DNA (negative control) หลังจากนั้นนําหลอดเขาเครื่องเพิ่มปริมาณ DNA โดยมี   
รอบการทํา PCR ดังนี้ คือ 

94°C  5 นาที   1 รอบ 

94°C  20 วินาท ี

57°C  20 วินาท ี 40 รอบ 

72°C  1 นาที 

72°C  10 นาท ี  1 รอบ 

4°C   hold     (Spoth and Strauss,1999)  
หลังจากนัน้นาํผลผลิต PCR ที่เกิดขึ้นจากแตละตวัอยางมาตรวจหาชิน้ DNA ขนาด 181 bp ดวยวธีิ 

gel electrophoresis เปรียบเทยีบกับขนาด DNA มาตรฐาน 
2. การพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหปริมาณการปนเปอนของถั่วเหลือง GM ดวยวิธี Real-time PCR 
     2.1 ศึกษาประสิทธิภาพของคู Primers และ probe ในการทําปฏิกิริยา Real-time PCR  

2.1.1 การเตรียม Reference ของตัวอยางถ่ัวเหลือง GM เพือ่ใชทํา standard curve 
นําถ่ัวเหลือง GM ชนิด Roundup Ready (Dried Soya Bean Powder containing Genetically 

Modified Roundup Ready Soya, Certified Reference Material IRMM) ที่ปนเปอนระดับ 0, 0.1, 0.5, 1 และ 
5% (CRM IRMM-410) นํามาสกัด DNA ดวย วิธี guanidinium-chloroform และทํา  DNA ใหบริสุทธิ์ โดยใช 

Wizard®Miniprep DNA Purification Kit หลังจากนั้นนํา DNA ที่สกัดไดมาวัดปริมาณ DNA ดวยเครื่อง 
GeneQuant II RNA/DNA Calculator ที่ความยาวคลื่นแสง 260 และ 280 นาโนเมตร (อัตราสวน 260/280 
ควรอยูระหวาง 1.8-2.0) นํามาเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อใหไดความเขมขน 50 และ 10 นาโนกรัม/

ไมโครลิตร เก็บ DNA ไวที่ -20°C เพื่อนาํมาทดลองตอไป หลังจากนั้นนํา DNA ของ Reference ถ่ัวเหลือง 
GM ที่ปนเปอนระดับ 5% ความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร มาทําใหเจือจางระดับ 1:4, 1:16 และ 1:64 
ตามลําดับ 

2.1.2 การออกแบบและสังเคราะหคู primer และ probe   
ในการทดลองนี้ตองการเปรียบเทียบคู primer และ probe ที่ใชตรวจยีน Roundup Ready และยีน 

Lectin 2 ชุด ดังตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1  แสดงการเปรียบเทียบของชุดคู primer และ probe ที่ใชทําปฏิกิริยา Real-time PCR 
 

ชุดการทดลอง ชื่อ primer/probe ลําดับเบส ยีน 

RR-F primer 5’-TGATCTGATATCTGCACTGACG-3’ 
RR-R primer 5’- TGTATCCGTTGACCCATGTTGT-3’ 
RR-P probe 5’FAM-CCCACTATGCTTGGCAAGACCCT-TAMRA-3’ 

35S promoter 

และ EPSPS 

CTP 
Lec1 primer 5’-GACGCTATTGTGAGCTCCTC-3’ 
Lec2 primer 5’-TGTCAGGGCCATAGAAGGTG-3’ 

1 
(Pietsch and 
Waiblinger, 

2000) 

Lecp Probe 5’FAM-CAACTCAATAGCTTGACGACGGC-TAMRA-3’ 

Lectin 

Sttmf3a primer 5’-GCAAATCCTGTAGCCTTTCC-3’ 
Sttmr2a primer 5’-CTTGCCCGTGTTGATAACGTC-3’ 
Sttmpa probe 5’ FAM-TTCATGTTCGCGGTCTCGCG-TAMRA-3’ 

CP4 EPSPS 

Sltm1 primer 5’-AACCGGTAGCGTTGCGAG-3’ 
Sltm2 primer 5’-AGCCCATCTGCAAGGCTTT-3’ 

2 
(ISO/CD2427, 

2002, Terry and 
Harris, 2001) 

Sltmp probe 5’FAM-TTCGCCGCTTCTTCAACTTCACCT-TAMRA-3’ 

Lectin 

 
2.1.3 การเตรียม Standard Curve 

นํา  DNA ของ  Reference ถ่ัวเหลือง  GM ที่ปนเปอนระดับ  5% ความเขมขน  50 นาโนกรัม /
ไมโครลิตร และที่เจือจางระดับ 1:4, 1:16 และ 1:64 โดยมี copy number ของยีน Lectin เปน 100,000  25,000   
6,250 และ 1,562.5 ตามลําดับ และ มี copy number ของยีน Roundup Ready เปน 5,000  1,250  312.5 และ 
78.1 ตามลําดับ และนํา DNA ของถั่วเหลือง GM ที่ปนเปอนระดับ 1% ความเขมขน 10 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร เปนตัวอยางเทียบ นํามาเพิ่มปริมาณยีน Roundup Ready และยีน Lectin โดยเปรียบเทียบ        
การทดลองดวยคู primer และ probe 2 ชุด ซ่ึงทั้ง 2 ชุดนี้ มีการทําปฏิกิริยา Real-time PCR เหมือนกัน          
ซ่ึงในการทําปฏิกิริยา Real-time PCR ประกอบดวยสวนผสมตอ 1 หลอด ดังนี้ 

1. 2X Quantitect Probe  PCR    10  ไมโครลิตร 
2. Primer F (5 พิโคโมล/ไมโครลิตร)   0.4  ไมโครลิตร 
3. Primer R (5 พิโคโมล/ไมโครลิตร)   0.4   ไมโครลิตร 
4. TaqMan Probe (1.5 พิโคโมล/ไมโครลิตร)  0.4   ไมโครลิตร 
5. น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (deionized water)   3.8 ไมโครลิตร 
6. สารละลาย DNA (10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)  5  ไมโครลิตร 
 รวมปริมาตร     20  ไมโครลิตร 
นําสวนผสมทั้งหมดผสมตามสัดสวนขางบนลงในหลอด  capillaries tube นําไป  centrifuged 

ประมาณ 10-20 วินาที เพื่อใหสวนผสมตกอยูกนหลอด แลวนําไปวางใน LightCycler rotor หลังจากนั้น
นําเขาเครื่อง LightCycler (Roche Molecular Biochemicals) โดยมีรอบการทํา Real-time PCR ตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 แสดงการทําปฏิกริิยา Real-time PCR โดยใชเครื่อง LightCycler 
 

 
Time (Sec) 

Temperature 

°C 
Pre-PCR-activation of DNA polymerase and denaturation of template DNA 900 95 
PCR (45 cycles)   
Step 1 Denaturation 15 95 
Step 2 Annealing Elongation 60 60 

 
     2.2 ศึกษาประสิทธิภาพการตรวจการปนเปอนของถั่วเหลือง GM ในปริมาณต่ําสุด  
            ดวยวิธี Real-time PCR 
นํา DNA ของถ่ัวเหลือง GM ที่มีปริมาณการปนเปอน ระดับ 0, 0.1, 0.5 และ 1% มาเพิ่มปริมาณยีน 

Roundup Ready ชวง CP4 EPSPS โดยใชคู primer Sttmf3a/ Sttmf2a และ probe Sttmpa และ ยีน Lectin  
โดยใชคู primer Sltm1/ Sltm2 และ probe Sltmp ในปฏิกิริยา Real-time PCR ซ่ึงเตรียมปฏิกิริยาเหมือน      
การทดลองขอ 2.1.3 
 

3.  สํารวจปริมาณการปนถัว่เหลือง GM  
     3.1 การสุมเก็บตัวอยางถัว่เหลือง 
ทําการสุมเก็บตัวอยางเมล็ดและกากถั่วเหลืองตั้งแตป พ.ศ. 2544-2548 ซ่ึงไดจากการตรวจสินคา

นําเขาจากดานตางๆ การสุมจากรานคาขายเมล็ดและกากถั่วเหลือง เมล็ดพันธุจากสถาบันพืชไร และ         
จากผูประกอบการสงมาตรวจวิเคราะห จํานวน 316 ตัวอยาง สุมตัวอยางละ 1 กิโลกรัม พรอมทั้งใหรหัส
ตัวอยาง นํามาบดใหเปนผงละเอียดดวยเครื่องบด นําตัวอยางที่ทําใหละเอียดแลวมาผสมใหเขากัน สําหรับ
อาหารสําเร็จรูปสุมจากหางสรรพสินคาตางๆ ผูประกอบการสงออกและนําเขา และผูประกอบการที่ผลิต เพื่อ
ใชบริโภคภายในประเทศ จํานวน 136 ตัวอยาง ไดแก ผงปรุงรสชนิดตางๆ 51, อาหารสัตว 20, นมถั่วเหลือง 
12, แปงถ่ัวเหลือง 9, แปงขาวโพดผสมเลซิติน 1, โปรตีนถ่ัวเหลือง 5, เลซิติน 5, ไขมันถ่ัวเหลือง 2, เครื่องดื่ม
ธัญญาหาร 3, ซุปเตาเจี้ยวผง 2, เตาเจ้ียว 4, เตาหู 2, ถ่ัวเหลืองหมักนัตโตะ 3, ผงเตาหูสําเร็จรูป 1, ฟองเตาหู 2, 
ซอสดิบ 3, ซอสถั่วเหลืองผง 4, ซอสปรุงรส 1, ซอสหอยนางรม 2, ซีอ๊ิวดิบ 1 และ Cracker 3 ตัวอยางโดยทํา
การสุม พรอมทั้งใหรหัสตัวอยาง สุมตัวอยางละ 1 กิโลกรัม นํามาบดหรือปนใหเปนละเอียดดวยเครื่องบด 
สวนนมถั่วเหลือง สุม 1,000 มิลลิลิตร นํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที
และเก็บตะกอนมารวมกัน นําตัวอยางที่ทําใหละเอียดแลว หรือตะกอนของนมถั่วเหลืองมาผสมใหเขากัน
ของแตละตัวอยาง เพ่ือจะไดเปนตัวแทนที่ดีในการตรวจวิเคราะหตอไป 

     3.2 สกัด DNA ถั่วเหลือง และอาหารผลิตภัณฑสําเร็จรูป 
นําตัวอยางเมล็ดและกากถั่วเหลืองที่บดใหเปนผงละเอียดมาสกัด DNA โดยสุมตัวอยางละ 0.5 กรัม 

สําหรับอาหารผลิตภัณฑสําเร็จรูปสุมตัวอยางละ  2 กรัม จํานวน 2 หลอด มาสกัด DNA โดยใช วิธี 

guanidinium-chloroform หลังจ ากนั้ นนํ า  DNA มาทํ า ให บ ริ สุท ธ์ิ  โดยใช  Wizard®Miniprep DNA 
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Purification Kit ตามวิธีของ Spoth และ Strauss, 1999 แลวนํา DNA ที่สกัดไดมาวัดปริมาณ DNA พรอมทั้ง
ปรับความเขมขนของ DNA ใหเทากัน คือ 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร แลวนํามาตรวจหายีน lectin โดยวิธี 
PCR เหมือนในขอที่ 1 

     3.3 ตรวจวิเคราะหถั่วเหลืองดวยวิธี PCR 
นํา DNA ที่ตรวจหายีน lectin ของถ่ัวเหลืองได มาตรวจจําแนกยีน CaMV 35S Promoter และ Nos 

terminator ดวยวิธี PCR โดยการเพิ่มปริมาณ DNA ของ CaMV 35S Promoter ดวยคู primer CaMV 35S 
Promoter Forward Primer และ CaMV 35S Promoter Reverse Primer และการเพิ่มปริมาณยีน Nos 
terminator ดวยคู  primer Nos1/Nos2 โดยใช อัตราสวนผสมของปฏิกิ ริยา  PCR เชนเดียวกับขอที่  1             
โดยเปรียบเทียบกับ ตัวควบคุมที่เปนบวก คือ DNA ของถั่วเหลืองที่เปน GMOs (positive control) และ        
ตัวควบคุมที่เปนลบ คือ DNA ของถ่ัวเหลืองที่เปน Non-GMOs (negative control) และตัวควบคุมที่เปนลบ    
ที่ใชน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อแทน สารละลาย DNA (negative control) เพื่อเปนตัวควบคุมการปนเปอนในสวนผสม
ของปฏิกิริยา PCR 

นําทุกหลอดเขาเครื่องเพิ่มปริมาณ DNA โดยมีรอบการทําตาม PCR ดังนี้ คือ 
 94°C 5 นาที   1 รอบ 
 94°C 20 วินาท ี
 60°C 20 วินาท ี 40 รอบ 
 72°C 1 นาที 
 72°C 10 นาที  1 รอบ 
 4°C  hold 

สําหรับเพิ่มปริมาณยีน CaMV 35S Promoter และ Nos terminator หลังจากนั้นนําผลผลิต PCR       
ที่เกิดขึ้นจากแตละตัวอยางมาตรวจหาชิ้น DNA ของ CaMV 35S Promoter ขนาด 123 bp และ Nos 
terminator ขนาด 180 bp  ดวยวิธี gel electrophoresis 

     3.4 ตรวจวิเคราะหปริมาณการปนเปอนของถั่วเหลือง GM ดวยวิธี Real-time PCR 
นํา DNA ที่ตรวจพบยีน 35S promoter และ Nos terminator ดวยวิธี PCR ซ่ึงเปนถ่ัวเหลือง GM      

มาทําการวิเคราะหหาเปอรเซ็นตการปนเปอน โดยการตรวจหาจํานวน copy gene  ของ Roundup Ready    
ชวง CP4 EPSPS โดยใชคู primer Sttmf3a/Sttmf2a และ probe Sttmpa และจํานวน copy gene ของ Lectin 
โดยใชคู primer Sltm1/Sltm2 และ probe Sltmp ในปฏิกิริยา Real-time PCR ซ่ึงเตรียมปฏิกิริยาเหมือนการ
ทดลองขอ 1.2.1.3 ทําตัวอยางละ 2 ซํ้า โดยมี Reference standard เปนถ่ัวเหลือง GM ที่มีปริมาณการปนเปอน
ระดับ 5% (ความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) และถูกทําใหเจือจางเปน 1:4, 1:16 และ 1:64 มาทําเปน 
Standard curve ของยีน Lectin และ Roundup Ready แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตการปนของยีน Roundup 
Ready ของถ่ัวเหลือง 
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ผลการทดลองและวจิารณ 
 

1.1 ศึกษาและเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA  
ไดศึกษาหาวิธีการสกัด DNA ใหเหมาะสมกับเมล็ด และกากถั่วเหลืองที่นํามาใชเปนวัตถุดิบในการ

แปรรูป และเปนพืชที่มีโปรตีนและไขมันสูง โดยเปรียบเทียบวิธีการสกัด 4 วิธี คือ guanidinium-chloroform 
method, GeneScan extraction method, Silica based DNA extraction method และ PVP based DNA 
extraction method จากการทดลองพบวาวิธีสกัด guanidinium-chloroform และ GeneScan extraction           
ที่ผานการทํา DNA ใหบริสุทธิ์ เปนวิธีที่ดีที่สุด โดยสามารถเพิ่มปริมาณ DNA ไดทุกตัวอยางเนื่องจาก        
ใหแถบ DNA ที่เขม ชัดเจน และขึ้นสม่ําเสมอทุกซ้ํา (ภาพที่ 1 B และ D) รองลงมา คือ วิธี GeneScan 
extraction ที่ไมผานการทํา DNA ใหบริสุทธิ์ วิธี PVP ที่ผานการทํา DNA ใหบริสุทธิ์ และ guanidinium-
chloroform ที่ไมผานการทํา DNA ใหบริสุทธ์ิ คือ ทุกตัวอยางสามารถเพิ่มปริมาณ DNA ไดหมด แตแถบ 
DNA ที่ไดบางตัวอยางจาง และบางตัวอยางขึ้นไมสม่ําเสมอทุกซ้ํา สําหรับวิธี PVP ที่ไมผานการทํา DNA    
ใหบริสุทธิ์ ไมขึ้น 1 ตัวอยาง และแถบ DNA ที่ไดบางตัวอยางจาง และบางตัวอยางขึ้นไมสม่ําเสมอทุกซํ้า    
วิธี Silica ที่ผานการทํา DNA ใหบริสุทธิ์ ขึ้น 3 ตัวอยาง บางตัวอยางขึ้นไมสม่ําเสมอทุกซ้ํา สวนวิธี Silica     
ที่ไมผานการทํา DNA ใหบริสุทธิ์ ขึ้นเพียง 1 ตัวอยาง และซํ้าเดียว 
 
ตารางที่ 3 แสดงการเปรียบเทียบวิธีการสกดัของ DNA 4 วิธี นํา DNA ไปทําใหบริสุทธิ์โดยผาน minicolumn  

   และไมผาน minicolumn โดยการตรวจคณุภาพของ DNA ดวยการตรวจยนี lectin (endogenous  
   gene) ถ่ัวเหลือง 

 

guanidinium-chloroform  GeneScan Silica PVP  

ตัวอยาง Unpurified 
DNA  

Purified 
DNA 

Unpurified 
DNA  

Purified 
DNA 

Unpurified 
DNA  

Purified 
DNA 

Unpurified 
DNA  

Purified 
DNA 

1. เมล็ดถั่วเหลือง ++ +++ +++ +++ + +++ - + 
2. เมล็ดถั่วเหลือง ++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ ++ 
3. กากถั่วเหลือง ++ +++ +++ +++ - ++ +++ +++ 
4. กากถั่วเหลือง + +++ +++ +++ - - +++ +++ 
5. กากถั่วเหลือง ++ +++ ++ +++ - - ++ +++ 
6. กากถั่วเหลือง ++ +++ +++ +++ - - + +++ 
หมายเหตุ 

-      หมายถึง ไมเกิดแถบ DNA เปาหมาย  +       หมายถึง แถบ DNA เปาหมายจางมาก 
++   หมายถึง แถบ DNA เปาหมายเขม  +++  หมายถึง แถบ DNA เปาหมายเขมมาก 
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ภาพที่ 1  การตรวจคุณภาพ DNA ของตัวอยางเมล็ดและกากถัว่เหลือง ดวยการเพิ่มปริมาณยีน Lectin  
 ของถ่ัวเหลืองดวยวิธี PCR: 
A, C, E, G  = DNA ไมไดทําใหบริสุทธิ์โดยการผาน minicolumn 
B, D, F, H = DNA ทําใหบริสุทธิ์โดยการผาน minicolumn 
A, B  = ใชวิธี guanidinium-chloroform 
C, D   = ใชวิธี GeneScan 
E, F   = ใชวิธี Silica 
H, G  = ใชวิธี PVP 
แถบที่ 1-4 = เมล็ดถ่ัวเหลือง (2 ตัวอยางๆ ละ 2 ซํ้า) 
แถบที่ 5-12  = กากถั่วเหลือง (2 ตัวอยางๆ ละ 2 ซํ้า) 
แถบที่ 13 = Positve control (DNA ถ่ัวเหลือง) 
แถบที่ 14  = Negative control (น้ํากลั่นนึง่ฆาเชื้อ) 
แถบที่ M = 100 bp DNA ladder 

 
 

  M   1   2     3   4     5   6    7    8    9   10  11 12  13 14 

A 

M   1    2    3    4     5   6    7    8    9    10   11  12  13 14 

B 

M   1    2     3    4     5   6    7    8    9   10  11 12  13  14 

D 

M   1    2     3    4     5    6    7    8    9   10  11 12  13  14 
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 M   1    2    3   4     5   6    7    8    9   10  11 12  13  14 

F 

M   1    2    3    4    5    6    7    8    9   10  11 12  13  14 

G 

M   1    2    3    4    5    6    7    8    9   10  11 12  13   14 

H 

M   1    2     3   4     5    6    7    8    9   10  11 12  13 14 
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เปรียบเทียบวิธีการสกัดกับผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปแตละชนิด พบวา ซอสดิบ และ ซีอ๊ิวดิบ         
วิธีที่สกัด DNA ไดดี คือ PVP และ GeneScan extraction ที่นํา DNA ผานการทําใหบริสุทธิ์เปนวิธีที่ดีที่สุด 
(ตารางที่ 4 และภาพที่ 2) สําหรับเตาหูถ่ัวเหลือง พบวา ทุกวิธีทั้งที่นํา DNA ผานและไมผานการทําใหบริสุทธิ์
สามารถเพิ่มปริมาณ DNA ไดหมด แตถานํา DNA ผานการทําใหบริสุทธิ์ แถบ DNA ที่ไดชัดเจนดีกวาไม
ผานการทําใหบริสุทธ์ิ ทั้งนี้เปนเพราะเตาหูถ่ัวเหลืองผานกระบวนการแปรรูปนอย จึงสกัด DNA ไดงาย 
(ตารางที่ 4 และภาพที่ 2) ผงปรุงรสชนิดตางๆ (ตารางที่ 4 และภาพที่ 3) พบวา ผงปรุงรสชนิด Zinger Predust  
ผงปรุงรสชนิด Zinger Batter  และผงปรุงรสชนิด KFCH & Inject Marinade  ทุกวิธีที่นํา DNA ผานการ     
ทําใหบริสุทธิ์สามารถเพิ่มปริมาณ DNA ไดหมด โดยใหแถบ DNA ที่เขม และชัดเจน แตถา DNA ไมผาน
การทําใหบริสุทธิ์ พบวา วิธี guanidinium-chloroform, GeneScan extraction และ PVP ทําใหไดแถบ DNA 
ของตัวอยาง Zinger Predust และ Zinger Batter ชัดเจนเชนเดียวกับนํา DNA ผานการทําใหบริสุทธิ์ (ภาพที่ 3) 
แตตัวอยาง KFCH & Inject Marinade  ถา DNA ไมผานการทําใหบริสุทธิ์ พบวา แถบ DNA ของแตละวิธีการสกัด 
จะจางและขึ้นไมสม่ําเสมอทุกซ้ํา หรือไมขึ้นเลย สําหรับผงปรุงรสชนิด Hot & Spicy Breading คอนขางสกัดยาก 
ถา DNA ไมผานการทําใหบริสุทธ์ิแลวเกือบทุกวิธีไมใหแถบ DNA เลย ยกเวนวิธี guanidinium-chloroform 
ซ่ึงใหแถบ DNA มากและขึ้นไมสม่ําเสมอ แตถานํา DNA ผานการทําใหบริสุทธิ์พบวาวิธี guanidinium-
chloroform ใหแถบ DNA ชัดที่สุด แตขึ้นเพียงซ้ําเดียว รองลงมา คือ GeneScan extraction แตก็ขึ้นเพียง      
ซํ้าเดียวเชนกัน สวนตัวอยาง Hot & Spicy Marinade Predust DNA ของทุกวิธีสกัดไมไดแถบ DNA เลย   
ทั้งนี้อาจเปนเพราะตัวอยางมีสวนประกอบของพริกปน ซ่ึงพริกจะมีพวก pigment ที่ทําใหเกิดสี และ pigment 
เหลานี้ถามีปริมาณมากจะไปยับยั้งปฏิกิริยา PCR ได อาจแกปญหาโดยการเจือจางตัวอยาง DNA ลง เพื่อลด
ปริมาณสารยับยั้งปฏิกิริยา PCR 
 
ตารางที่ 4  แสดงการเปรยีบเทยีบวิธีการสกดั DNA ของผลิตภณัฑอาหารสําเร็จรูป 4 วิธี นํา DNA ไปทําใหบริสุทธิ์ 

   โดยผาน minicolumn และไมผาน minicolumn โดยการตรวจคุณภาพของ DNA ดวยวิธี PCR 
 

guanidinium-chloroform GeneScan Silica PVP  

ตัวอยาง Unpurifie
d DNA  

Purified 
DNA 

Unpurifie
d DNA  

Purified 
DNA 

Unpurifie
d DNA  

Purified 
DNA 

Unpurifie
d DNA  

Purified 
DNA 

 1. ซอสดิบ - - - ++ - - - ++ 
 2. ซีอิ๊วดิบ - - ++ +++ - + +++ +++ 
 3. เตาหูถั่วเหลือง ++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ 
4. ผงปรุงรสชนิด 
Zinger Predust 

+++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ 

5. ผงปรุงรสชนิด 
Zinger Batter 

+++ +++ +++ +++ + ++ +++ +++ 
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guanidinium-chloroform GeneScan Silica PVP  

ตัวอยาง Unpurifie
d DNA  

Purified 
DNA 

Unpurifie
d DNA  

Purified 
DNA 

Unpurifie
d DNA  

Purified 
DNA 

Unpurifie
d DNA  

Purified 
DNA 

6. ผงปรุงรสชนิด 
Hot&Spicy Marinade 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

7. ผงปรุงรสชนิด 
Hot &Spicy Breading 

+ 
 

+++ 
 

- 
 

++ 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

8. ผงปรุงรสชนิด 
KFCH & Inject 
Marinade 

+++ +++ - ++ ++ +++ + ++ 

หมายเหตุ 
-     หมายถึง ไมเกิดแถบ DNA เปาหมาย +      หมายถึง แถบ DNA เปาหมายจางมาก 
++  หมายถึง แถบ DNA เปาหมายเขม +++  หมายถึง แถบ DNA เปาหมายเขมมาก 

 
 
 
 

ซอสดิบ ไมผาน minicolumn  ซอสดิบ ผาน minicolumn 
 
 
 
 

ซีอ๊ิวดิบ ไมผาน minicolumn  ซีอ๊ิวดิบ ผาน minicolumn 
 
 
 
 

  เตาหูถ่ัวเหลือง ไมผาน minicolumn เตาหูถ่ัวเหลือง ผาน minicolumn 
 

ภาพที่ 2  การตรวจคณุภาพ DNA ของซอสดิบ ซีอ๊ิวดิบ และเตาหูถ่ัวเหลือง ที่ไดจากการสกัด DNA ดวยวิธีตางๆ 
 แถบที่ 1-2 = Silica based DNA extraction method แถบที่ 3-4 = PVP method   
 แถบที่ 5-6 = GeneScan extraction method  แถบที่ 7-8 = guanidinium-chloroform method  
 แถบที่ 9 = Positive control (ถ่ัวเหลือง)  แถบที่ 10 = Negative control (น้ํากลั่น)  
 แถบที่ M = 100 bp DNA Ladder คอลัมภซาย DNA ไมไดทําใหบริสุทธิ์โดยการผาน minicolumn  
 คอลัมภขวา DNA ทําใหบริสุทธิ์โดยการผาน minicolumn 

M  1   2    3   4    5   6   7    8   9   10 

 M   1   2   3   4   5    6   7   8    9    10 

M   1    2   3   4    5    6   7   8   9   10 

M  1  2   3   4    5   6   7     8    9   10  

 M  1   2   3   4    5   6   7   8    9   10  M  1   2   3  4    5    6  7    8   9   10 
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guanidinium-chloroform  ไมผาน minicolumn guanidinium-chloroform ผาน minicolumn 
 

 
 
 

GeneScan ไมผาน minicolumn   GeneScan ผาน minicolumn 
 

 
 
 

Silica ไมผาน minicolumn   Silica ผาน minicolumn 
 

 
 
 

PVP ไมผาน minicolumn    PVP ผาน minicolumn 
 

ภาพที่ 3  การตรวจคุณภาพ DNA ของผงปรุงรส 5 ชนิด ที่ไดจากการสกัด DNA ดวยวิธีตางๆ 
 แถบที่ 1-2 = Zinger Predust   แถบที่ 3-4 = Zinger Batter 
 แถบที่ 5-6 = Hot & Spicy Marinade  แถบที่ 7-8 = Hot & Spicy Breading 
 แถบที่ 9-10 = KFCH & Inject Marinade  แถบที่ 11 = Positive control (ถ่ัวเหลือง) 
 แถบที่ 12 = Negative control (น้ํากลั่น)  แถบที่ M = 100 bp DNA Ladder 

 

2. การพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหปริมาณการปนเปอนของถั่วเหลือง GM ดวยวิธี Real-time PCR 
     2.1 ศึกษาประสิทธิภาพของคู Primers และ probe ในการทําปฏิกิริยา Real-time PCR  
ในการทดลองนี้ไดทดสอบคู primer และ probe 2 ชุด ที่ไดจากการทดลองของ Pietsch and 

Waiblinger, 2000 คือ คู primer จําเพาะ RR-F/RR-R และ TaqMan probe RR-P และคู primer จําเพาะ 
Sttmf3a/ Sttmr2a และ TaqMan probe Sttmpa ที่ติดฉลากดาน 5’ เปน FAM และ ดาน 3’ เปน TAMRA      
ไดจากการทดลองของ Terry and Harris, 2001 ผลการทดลอง พบวา การเพิ่มปริมาณยีน Roundup Ready 
ดวยคู primer จําเพาะ RR-F/RR-R และ TaqMan probe RR-P กับจํานวนรอบ ในปฏิกิริยา Real-time PCR 
พบวา การเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR ไมเปนไปตามสัดสวนโดยตรงกับคา log ความเขมขนของ DNA           
จึงทําใหไมสามารถทํา Standard curve ได และเมื่อเทียบกับตัวอยางที่ปนเปอนของถั่วเหลือง GM 1% พบวา    
การเพิ่มปริมาณยีน Roundup Ready อยูต่ํากวา Reference ถ่ัวเหลืองที่เจือจางระดับ 1:64 เทียบการปนเปอน

M 1   2   3   4  5   6  7   8   9  10 11 12 

M 1   2   3  4   5   6    7   8   9   10 11 12 

M 1  2   3  4   5   6  7  8    9 10 11 12  M 1  2   3   4   5  6  7  8 9  10  11 12 

 M 1 2   3  4   5   6   7   8   9  10 11 12 M 1  2   3  4    5   6  7  8   9   10  11 12 

M 1   2   3   4   5  6   7   8    9   10  11 12 M 1  2   3  4   5   6  7   8   9  10  11 12 
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เทากับ 0.08% ซ่ึงจะทําใหการคํานวณคาเปอรเซ็นตการปนเปอนของถั่วเหลือง GM ผิดพลาดได สวนการเพิ่ม
ปริมาณยีน lectin ดวยคู primer จําเพาะ Lec1/Lec2 และ TaqMan probe Lecp กับจํานวนรอบในปฏิกิริยา 
Real-time PCR พบวา การเพิ่มไมเปนไปตามสัดสวนโดยตรงกับคา log ความเขมขนของ DNA เชนเดียวกัน 
จึงทําใหไมสามารถทํา Standard curve ได จากการใชคู primer ชุดนี้ไดทดลองเพิ่มเติมอีกโดยการทดลอง
เปล่ียน  ความเขมขนของ DNA, primer และ probe ตลอดจนอุณหภูมิในการ Hybridization แตก็พบวา        
ไมสามารถทํา Standard cuve ได และไดนําเอาคู primer RR-F/RR-R และ Lec1/Lec2 มาทําปฏิกิริยา PCR 
แลวตรวจผลดวย gel electrophoresis พบวา ไดแถบ DNA เปาหมายที่คมชัดดีมาก จึงสันนิษฐานวาสาเหตุที่
ทําให primer และ probe ชุดนี้เพิ่มปริมาณผลผลิต PCR ไมเปนไปตามสัดสวนของความเขมขนของ DNA 
อาจเนื่องมาจาก probe ออกแบบไมดี หรืออาจเนื่องมาจาก probe ซ่ึงแทนที่จะไป Hybridization กับ ผลผลิต 
PCR แตกลับไป Hybridization กับ primer จึงทําใหการเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR ไมคงที่  

สําหรับการเพิ่มปริมาณยีน Roundup Ready ดวยคู primer จําเพาะ Sttmf3a/Sttmr2a และ TaqMan 
probe Sttmpa พบวา การเพิ่มปริมาณของผลผลิต PCR เปนไปตามสัดสวนโดยตรงกับคา log ความเขมขน
ของ DNA ตนแบบ (ภาพที่ 4 และตารางที่ 5) และการเพิ่มปริมาณยีน lectin ดวยคู primer จําเพาะ 
Sltm1/Sltm2 และ TaqMan probe Sltmp การเพิ่มปริมาณของผลผลิต PCR เปนไปตามสัดสวนโดยตรง      
กับความเขมขนของ DNA ตนแบบเชนเดยีวกัน (ภาพที่ 5) 
 
ตารางที่ 5  การคํานวณปริมาณยนี Roundup Ready ดวยคู primer จําเพาะ Sttmf3a/Sttmr2a  

    และ TaqMan probe Sttmpa การคํานวณปริมาณยีน lectin ดวยคู primer จําเพาะ Sltm1/Sltm2  
    และ TaqMan probe Sltmp และการคํานวณหาเปอรเซน็ตการปนเปอนยีน Roundup Ready 

 

Lectin-PCR Roundup Ready-PCR  
Sample Copy 

number 
(a) 

Copy 
number 

(b) 

Crossing 
point  

(c) 

Copy 
number 

(a) 

Copy 
number 

(b) 

Crossing 
point 

(c) 

Roundup 
Ready 

content (%) 
(d) 

5%RRS 
5%RRS, 1:4 
5%RRS, 1:16 
5%RRS, 1:64 
1% GM sample 

100,000 
25,000 
6,250 

1,562.5 
unknown 

100,000 
57,770 
8,950 
1563 

73,680 

28.20 
28.74 
30.59 
32.55 
28.50 

5,000 
1,250 
312.5 
78.1 

unknown 

5,265 
1,296 
249.1 
89.8 
739 

27.72 
29.33 
31.23 
32.40 
29.97 

Standard 
Standard 
Standard 
Standard 

1.00 
 

(a) หมายถึง คา Copy number ของยีนที่ใสเขาโปรแกรมของเครื่องครั้งแรก 
(b) หมายถึง คา Copy number ของยีนที่เครื่องคํานวณใหหลังจากทําปฏิกิริยา Real-time PCR 
(c) หมายถึง จํานวนรอบที่ยีนถูกเพิ่มปริมาณครั้งแรก  
(d) หมายถึง เปอรเซ็นตการปนเปอนของถั่วเหลือง Roundup Ready  

 
 

จํานวน copy gene ของ Roundup Ready 

จํานวน copy gene ของ Lectin 

X 100 = 
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ภาพที่ 4  ความสัมพันธในการเพิ่มปริมาณของยีน Roundup Ready (ชวง CP4EPSPS) โดยใชชุดคู 

 primer Sttmf3a/ Sttmr2a และ Sttma probe ในปฏิกิริยา Real-time PCR (ภาพซาย) และ 
 แสดง Standard curve ที่ไดจากคา log ของปริมาณความเขมขนของ DNA (X) กับ copy number 
 ของยีน Roundup Ready (Y) (ภาพขวา) 

 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  ความสัมพันธในการเพิ่มปริมาณของยีน lectin กับจํานวนรอบ ในปฏิกิริยา Real-time PCR 

 โดยใชชุดคู primer Sltm1/ Sltm2 และ Sltmp probe (ภาพซาย) และ แสดง Standard curve ที่ได 
 จากคา log ของปริมาณความเขมขนของ DNA (X) กับ copy number ของยีน lectin (Y) (ภาพขวา) 

 

     2.2 ศึกษาประสิทธิภาพการตรวจการปนเปอนของถั่วเหลือง GM ในปริมาณต่ําสุด  
            ดวยวิธี Real-time PCR 
จากการนํา  DNA ของถ่ัวเหลือง  GM ที่มีปริมาณการปนเปอน  ระดับ  0  0.1  0.5 และ  1%                 

มาตรวจสอบปริมาณยีน Roundup Ready ชวง CP4 EPSPS เทียบกับ Standard ถ่ัวเหลือง 5% โดยใชคู primer 
Sttmf3a/ Sttmf2a และ probe Sttmpa และ ยีน Lectin โดยใชคู primer Sltm1/ Sltm2 และ probe Sltmp        
ในปฏิกิริยา Real-time PCR พบวา DNA ของตัวอยางถ่ัวเหลือง GM ที่มีปริมาณการปนเปอน ระดับ 0.1, 0.5 
และ 1% สามารถเพิ่มปริมาณได เปนสัดสวนกัน (ภาพที่ 6) การเพิ่มปริมาณของยีน Roundup Ready         
ชวง CP4EPSPS ของถั่วเหลือง GM ที่มีปริมาณการปนเปอน 0.1% จะเพิ่มในอัตราที่สูงกวาเสน Standard 
ของ ถ่ัวเหลือง GM 5% ที่เจือจาง 1:64 เล็กนอย ซ่ึงปนเปอนประมาณ 0.08% และเมื่อคํานวณหาเปอรเซ็นต

5%RRS 
1:4 (1.25%RRS) 
1:16 (0.85%RRS) 
1:64 (0.08%RRS) 

Y = -2.248 X + 38.78, R2 = 0.9801 

5%RRS 
1:4 (1.25%RRS) 
1:16 (0.85%RRS) 
1:64 (0.08%RRS) 
1%GM soy sample 

Y = -2.594X + 37.26,   R2 = 0.9801 
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1%GM soy sample 

0.1%GM soy sample 

0.5%GM soy sample 

0%GM soy sample 

5%GM soy 
1:4 (1.25%GM) 
1:16 (0.85%GM) 
1:64 (0.08%GM) 

1%GM soy sample 
0.5%GM soy sample 
0.1%GM soy sample 
0%GM soy sample 

การปนเปอนจากการเทียบ copy number ของยีน Roundup Ready กับยีน lectin ไดเทากับ 0.12%  สําหรับ 
การเพิ่มปริมาณของยีน Roundup Ready ของถ่ัวเหลือง GM 0.5% เพิ่มในอัตราที่สูงกวาเสน Standard       
ของ  ถ่ัวเหลืองที่ เจือจาง  1:16 เล็กนอย  ซ่ึงปนเปอนประมาณ  0.31% และเมื่อคํานวณหาเปอร เซ็นต                 
การปนเปอนเทากับ 0.54% สําหรับการเพิ่มปริมาณของยีน Roundup Ready ของถั่วเหลือง GM 1% เพิ่ม      
ในอัตราที่อยูระหวางเสน Standard ของ ถ่ัวเหลืองที่เจือจาง 1:16  ซ่ึงปนเปอนประมาณ 0.31% กับ Standard 
ของ ถ่ัวเหลืองที่เจือจาง 1:4  ซ่ึงปนเปอนประมาณ 1.25% และเมื่อคํานวณหาเปอรเซ็นตการปนเปอนเทากับ 
0.97%  สําหรับถ่ัวเหลือง GM ระดับ 0% พบวา ไมเพิ่มปริมาณยีนเลย 
 จากการทดลองแสดงใหเห็นวาคู  primer Sttmf3a/ Sttmf2a และ  probe Sttmpa สามารถตรวจ        
การปนเปอนของยีน Roundup Ready ในตัวอยางถั่วเหลือง GM ไดในระดับถึง 0.1% หรืออาจจะต่ํากวานี้   
แตไมไดทดลอง เพราะที่ระดับ 0.1% ถือวาเปนมาตรฐานของการตรวจวิเคราะหพืช GM ซ่ึงเปนคาปริมาณ
ต่ําสุดที่ตรวจพบ (ISO 24276, 2002) 
 

ภาพที่ 6  การเพิ่มปริมาณของยีน Roundup Ready ของถ่ัวเหลือง GM ที่มีปริมาณการปนเปอน 0   0.1   0.5 และ 1% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. สํารวจปริมาณการปนเปอนถั่วเหลือง GM  
 จากการตรวจหาเปอรเซ็นตการปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ในเมล็ดและกากถั่วเหลืองที่ตรวจวิเคราะห
เบื้องตนวาเปนถ่ัวเหลือง GM จํานวน 47 ตัวอยาง (ตารางที่ 6) จากตัวอยางทั้งหมด 316 ตัวอยาง พบวา
จํานวนถั่วเหลืองนําเขาที่ปนเปอน GM มากที่สุด ไดแก ประเทศอารเจนตินามีจํานวน 19 ตัวอยาง ซ่ึงเปนกาก 
17 ตัวอยาง และเมล็ด 2 ตัวอยาง ปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ในระดับ 23-100% รองลงมา คือ บราซิล พบจาํนวน 
10 ตัวอยาง ซ่ึงเปนกากถั่วเหลืองทั้งหมด โดยปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ในระดับ 2.3-100%, สหรัฐอเมริกา   
พบจํานวน 6 ตัวอยาง ซ่ึงเปนเมล็ดทั้งหมด ปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ในระดับ 86.5-100%, อินเดีย พบจํานวน 
3 ตัวอยาง ซ่ึงเปนกากถั่วเหลืองทั้งหมด ปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ในระดับ 2-100%, อุรุกวัย พบจํานวน            
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1 ตัวอยาง ซ่ึงเปนเมล็ด ปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ในระดับ 100%, แคนาดา พบจํานวน 1 ตัวอยาง ซ่ึงเปน     
กากถ่ัวเหลือง ปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ในระดับ 88.9%, สาธารณรัฐอาหรับอิมิเรต พบจํานวน 1 ตัวอยาง      
ซ่ึงเปนเมล็ด ปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ในระดับ 100% และไมระบุประเทศนําเขา พบจํานวน 6 ตัวอยาง         
ซ่ึงเปนกากถั่วเหลือง 5 ตัวอยาง และเมล็ด 1 ตัวอยาง ปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ในระดับ 0.5-100% 
 
ตารางที่ 6  ปริมาณการปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ของเมล็ดและกากถั่วเหลือง 
 

ผลการตรวจวิเคราะห 
ลําดับท่ี รหัสเลขที่รับ ตัวอยาง 

ว/ด/ป ท่ีสุม
ตรวจ 

วิเคราะหผล
ดวยวิธี PCR 

คาเฉลี่ยปริมาณการ
ปนเปอน GM (%) 

ประเทศนําเขา 

1 2346 กากถั่วเหลือง 5/7/2545 GMOs 0.5 ไมระบุ 
2 2347 กากถั่วเหลือง 5/7/2545 GMOs 89.5 ไมระบุ 
3 2348 กากถั่วเหลือง 5/7/2545 GMOs 2.2 ไมระบุ 
4 3136 เมล็ดถั่วเหลือง 4/11/2546 GMOs 100 อุรุกวัย 

5 3137 เมล็ดถั่วเหลือง 4/11/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

6 3138 กากถั่วเหลือง 4/11/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

7 3139 กากถั่วเหลือง 4/11/2546 GMOs 26 บราซิล 

8 3140 กากถั่วเหลือง 4/11/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

9 3141 กากถั่วเหลือง 4/11/2546 GMOs 100 บราซิล 

10 3175 เมล็ดถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 55.5 อารเจนตินา 

11 3176 เมล็ดถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 100 สหรัฐอเมริกา 

12 3177 กากถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 13.2 บราซิล 

13 3178 กากถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 94.7 อารเจนตินา 

14 3179 กากถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 90.6 อารเจนตินา 

15 3180 กากถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 100 บราซิล 

16 3181 กากถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 100 บราซิล 

17 3182 กากถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 23 อารเจนตินา 

18 3183 กากถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 91.6 อารเจนตินา 

19 3184 กากถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

20 3185 กากถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

21 3186 กากถั่วเหลือง 1/12/2546 GMOs 36.6 อารเจนตินา 

22 3187 กากถั่วเหลือง 2/12/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

23 3188 กากถั่วเหลือง 2/12/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 
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ผลการตรวจวิเคราะห 
ลําดับท่ี รหัสเลขที่รับ ตัวอยาง 

ว/ด/ป ท่ีสุม
ตรวจ 

วิเคราะหผล
ดวยวิธี PCR 

คาเฉลี่ยปริมาณการ
ปนเปอน GM (%) 

ประเทศนําเขา 

24 3189 กากถั่วเหลือง 2/12/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

25 3190 กากถั่วเหลือง 2/12/2546 GMOs 100 อินเดีย 

26 3191 กากถั่วเหลือง 2/12/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

27 3192 กากถั่วเหลือง 2/12/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

28 3193 กากถั่วเหลือง 2/12/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

29 3196 กากถั่วเหลือง 9/12/2546 GMOs 88.8 แคนาดา 

30 3207 กากถั่วเหลือง 15/12/2546 GMOs 95.5 บราซิล 

31 3208 กากถั่วเหลือง 15/12/2546 GMOs 28.1 บราซิล 

32 3209 กากถั่วเหลือง 15/12/2546 GMOs 100 อารเจนตินา 

33 3246 เมล็ดถั่วเหลือง 8/1/2547 GMOs 100 สหรัฐอเมริกา 

34 3247 เมล็ดถั่วเหลือง 8/1/2547 GMOs 100 สหรัฐอเมริกา 

35 3248 เมล็ดถั่วเหลือง 8/1/2547 GMOs 86.5 สหรัฐอเมริกา 

36 3249 กากถั่วเหลือง 5/1/2547 GMOs 2.5 บราซิล 

37 3288 กากถั่วเหลือง 27/1/2547 GMOs 77.7 อารเจนตินา 

38 3289 กากถั่วเหลือง 27/1/2547 GMOs 2.3 บราซิล 

39 3292 กากถั่วเหลือง 27/1/2547 GMOs 21.1 บราซิล 

40 3293 เมล็ดถั่วเหลือง 27/1/2547 GMOs 100 สหรัฐอเมริกา 

41 3299 เมล็ดถั่วเหลือง 29/1/2547 GMOs 100 ไมระบุ 
42 3318 เมล็ดถั่วเหลือง 4/2/2547 GMOs 100 สหรัฐอเมริกา 

43 3332 กากถั่วเหลือง 12/2/2547 GMOs 2 อินเดีย 

44 3382 กากถั่วเหลือง 19/3/2547 GMOs 1 ไมระบุ 
45 3511 กากถั่วเหลือง 14/7/2547 GMOs 75.7 อินเดีย 

46 3559 กากถั่วเหลือง 8/10/2547 GMOs 0.1 สาธารณรัฐ
อาหรับ  อิมิเรต 

47 6586 กากถั่วเหลือง 9/12/2547 GMOs 100 ไมระบุ 
 

 จากการสํารวจผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปจํานวน 136 ตัวอยาง และตรวจวิเคราะหเบื้องตนโดยตรวจยีน 
CaMV 35S promoter และ Nos terminator พบวา มีผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปที่ปนพืช GM จํานวน             
13 ตัวอยาง ซ่ึงเปนผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปจากถั่วเหลืองทั้งหมด หลังจากนั้นนําตัวอยางที่เปน GM         
มาวิเคราะหหาปริมาณการปนดวยวิธี Real-time PCR โดยวิเคราะหหายีน CP4EPSPS ซ่ึงเปนยีนของ          
ถ่ัวเหลือง GM ผลการทดลอง พบวา ผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปที่มีถ่ัวเหลือง GM ปนเปอน ไดแก อาหารสัตว 
พบจํานวน 5 ตัวอยาง ปนเปอนในระดับ 0.4-27.8%, โปรตีนถ่ัวเหลืองพบจํานวน 5 ตัวอยาง ปนเปอน         
ในระดับ 0.1-0.2%  และแปงถ่ัวเหลือง พบจํานวน 3 ตัวอยาง ปนเปอนในระดับ 0.7-3.6% (ตารางที่ 8)  
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ตารางที่ 8  ปริมาณการปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ในผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูป 
 

ผลการตรวจวิเคราะห 
ลําดับท่ี 

รหัสเลขที่
รับ 

ตัวอยาง 
ว/ด/ป ท่ีสุม

ตรวจ 
วิเคราะหผลดวย

วิธี PCR 
คาเฉลี่ยปริมาณการ
ปนเปอน GM (%) 

1 2274 อาหารสัตว 18/6/2545 GMOs 27.8 

2 2275 อาหารสัตว 18/6/2545 GMOs 0.4 

3 2345 อาหารสัตว 5/7/2545 GMOs 1.2 

4 2372 แปงถั่วเหลือง 5/7/2545 GMOs 3.6 

5 2505 อาหารสัตว 3/9/2545 GMOs 3.3 

6 2506 อาหารสัตว 3/9/2545 GMOs 2.7 

7 2526 แปงถั่วเหลือง 25/9/2545 GMOs 0.7 

8 2641 แปงถั่วเหลือง 24/1/2546 GMOs 0.2 

9 3103 โปรตีนถั่วเหลือง 20/10/2546 GMOs 0.2 

10 4682 โปรตีนถั่วเหลือง 23/9/2547 GMOs 0.1 

11 6852 โปรตีนถั่วเหลือง 31/5/2548 GMOs 0.1 

12 6853 โปรตีนถั่วเหลือง 31/5/2548 GMOs 0.1 

13 6854 โปรตีนถั่วเหลือง 31/5/2548 GMOs 0.1 

 

สรุปผลการทดลอง 
 

 1. การศึกษาและเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA ที่เหมาะสมกับเมล็ดและกากถั่วเหลือง พบวา วิธีที่ดีที่สุด 

คือ วิธี guanidinium-chloroform ที่นํา DNA มาทําใหบริสุทธ โดยใช Wizard®Miniprep DNA Purification 
เปนวิธีการที่ดีที่สุด เทียบเทากับวิธี GeneScan extraction  
 2. การศึกษาและเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA ที่เหมาะสมสําหรับผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูป พบวา
วิธีการสกัด DNA ที่เหมาะสมขึ้นอยูกับสวนประกอบของผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูปและขบวนการแปรรูป
แตกตางกัน ดังนี้  
      - ซอสดิบ และซีอ๊ิวดิบ วิธีที่สกัด DNA ไดดี คือ PVP และ GeneScan extraction ที่นํา DNA    
ผานการทําใหบริสุทธิ์ 
      - เตาหูถ่ัวเหลือง พบวา ทุกวิธีที่นํา DNA ผานการทําใหบริสุทธิ์  
      - ผงปรุงรสชนิด Zinger Predust และ KFCH & Inject Marinade พบวา ทุกวิธีที่นํา DNA ผานการ
ทําใหบริสุทธิ์สามารถเพิ่มปริมาณ DNA ไดหมด  
      - สําหรับผงปรุงรสชนิด Hot & Spicy Breading พบวา วิธี guanidinium-chloroform ที่นํา DNA 
ผานการทําใหบริสุทธิ์ดีที่สุด 
      - สวนตัวอยาง Hot & Spicy Marinade Predust ไมมีวิธีไหนสกัดได  
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3. การพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหปริมาณการปนเปอนถ่ัวเหลือง GM ดวยวิธี Real-time PCR 
พบวา คู primers sttmf3a/sttm2a และ probe Sttmpa สามารถเพิ่มปริมาณยีน Roundup Ready สวน CP4 
EPSPS ขนาด 145 bp และคู primers sltm1/sltm2 และ probe Sltmp เพิ่มปริมาณยีน lectin ขนาด 81 bp       
ไดเปนสัดสวนโดยตรงกับคา log ความเขมขนของ DNA และสามารถตรวจปริมาณการปนถั่วเหลือง GM   
ไดในปริมาณต่ําสุดถึง 0.1% 

4. การสํารวจเมล็ดและกากถั่วเหลืองจํานวน 316 ตัวอยาง มีการปนเปอนถ่ัวเหลือง GM จํานวน 47 
ตัวอยาง โดยจํานวนถั่วเหลืองนําเขาที่ปนเปอน GM มากที่สุด ไดแก ประเทศอารเจนตินา มีจํานวน 19 
ตัวอยาง ซ่ึงเปนกาก 17 ตัวอยาง และเมล็ด 2 ตัวอยาง ปนถั่วเหลือง GM ในระดับ 23-100% รองลงมา คือ
บราซิล พบจํานวน 10 ตัวอยาง ซ่ึงเปนกากถั่วเหลืองทั้งหมด โดยปนในระดับ 2.3-100%, สหรัฐอเมริกา พบ
จํานวน 6 ตัวอยาง ซ่ึงเปนเมล็ดทั้งหมด ปนในระดับ 86.5-100%, อินเดีย พบจํานวน 3 ตัวอยาง ซ่ึงเปนกากถ่ัวเหลือง
ทั้งหมด ปนในระดับ 2-100%, อุรุกวัย พบจํานวน 1 ตัวอยาง ซ่ึงเปนเมล็ด ปนในระดับ 100%, แคนาดา พบ
จํานวน 1 ตัวอยาง ซ่ึงเปนกากถั่วเหลือง ปนในระดับ 88.9%, สาธารณรัฐอาหรับอิมิเรต พบจํานวน 1 ตัวอยาง 
ซ่ึงเปนเมล็ด ปนในระดับ 100% และไมระบุประเทศนําเขาพบจํานวน 6 ตัวอยาง ซ่ึงเปนกากถั่วเหลือง           
5 ตัวอยาง และเมล็ด 1 ตัวอยาง ปนในระดับ 0.5-100%   

5. การสํารวจผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูป 136 ตัวอยาง พบวา มีพืช GM ปนมาจํานวน 13 ตัวอยาง 
และเมื่อนํามาหาปริมาณการปนถั่วเหลือง GM ที่มียีน Roundyup Ready พบวา ผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูป     
ที่มีถ่ัวเหลือง GM ปน ไดแก อาหารสัตว พบจํานวน 5 ตัวอยาง ปนในระดับ 0.4-27.8%, โปรตีนถ่ัวเหลือง       
พบจํานวน 5 ตัวอยาง ปนในระดับ 0.1-0.2% และแปงถ่ัวเหลือง พบจํานวน 3 ตัวอยาง ปนในระดับ 0.7-3.6% 
 

การนําไปใชประโยชน 
 

1. นําเทคนิคการตรวจสอบมาใชประโยชนในงานบริการตรวจวิเคราะห และออกใบรับรองสินคาพืช 
Non-GMOs และใชเปนเปนขอมูลในการติดฉลากพืชดัดแปรพันธุกรรม โดยสามารถระบุเปอรเซ็นต        
การปนถั่วเหลือง GM ได ตามกฎระเบียบการติดฉลากพืชดัดแปรพันธุกรรม 

2. ใชประโยชนในการกํากับดูแลสินคาเกษตรตามพระราชบัญญัติกักพืช และสรางมาตรการควบคุม 
และตรวจสอบการแพรกระจายพชื GM 

3. ไดขอมูลการตรวจติดตามถั่วเหลืองทั้งนําเขาภายในประเทศ และผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูป     
เพื่อเปนขอมูลในการพิจารณาการนําเขาสินคาพืช Non-GMOs และเพิ่มประสิทธิภาพระบบการผลิตพืช  
Non-GMOs 
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