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กิตตกิรรมประกาศ 

 โครงการวิจัยนีสํ้าเร็จลุล่วงได้ด้วยความอนุเคราะห์ของผู้ มีพระคุณท่ีได้ให้ความช่วยเหลืออย่าง

มากมาย ขอกราบขอบพระคุณคณะผู้บริหารของกรมวิชาการเกษตรท่ีให้งบประมาณสนบัสนุนโครงการ 

และคณะผู้ เช่ียวชาญของกรมวิชาการเกษตรท่ีคอยให้คําแนะนําชีแ้นะ ติดตามและประเมินผลตลอดเวลา 

ซึง่เป็นการสง่เสริมให้ผลงานวิจยัดําเนินได้อยา่งมีคณุภาพ 

 ขอขอบพระคณุนกัวิจยัทุกท่านท่ีให้ความร่วมมือและทํางานวิจยัอย่างมุ่งมัน่ และดําเนินงานวิจยั

ให้บรรลวุตัถปุระสงค์ สนบัสนนุให้งานวิจยัสามารถถ่ายทอดองค์ความรู้ และนําไปใช้ประโยชน์ได้ 

 สุดท้ายขอขอบพระคุณกองแผนงานและวิชาการ ท่ีคอยประสานงานด้านต่างๆ ทําให้งานวิจัย

สําเร็จลลุว่งไปด้วยดี 

 

 

 

      ขนิษฐา วงศ์วฒันารัตน์ 

      หวัหน้าโครงการวิจยั 
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การทดลองท่ี 4  การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตนี CryIAb (เปนกรณศีึกษาการใชกับ) ขาวโพดดดัแปร
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การทดลองท่ี 7 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหขาวโพดดดัแปรพันธุกรรม 
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หัวหนาการทดลองท่ี 8  นางขนิษฐา   วงศวัฒนารัตน สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

ผูรวมงาน   นางสาวชนันตธร ดนัยสิริชัยชล สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

    นายพงศกร สรรควิทยากุล สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
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พันธุกรรมในเชิงพาณิชย 

หัวหนาการทดลองท่ี 9 นางขนิษฐา   วงศวัฒนารัตน สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

ผูรวมงาน   นางสาวชนันตธร ดนัยสิริชัยชล สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

    นายพงศกร สรรควิทยากุล สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

        นายศรีเมฆ       ชาวโพงพาง       มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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บทนํา 

พืชดัดแปรพันธุกรรมเริ่มปลูกเชิงการคาตั้งตั้งป 2539 ในประเทศสหรัฐอเมริกา และในป 2553 

สถานการณการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมเชิงการคาท่ัวโลก พบวามี 29 ประเทศท่ีปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรม 

ประเทศ คิดเปนพ้ืนท่ีปลูก 1 พันลานเฮกแตร โดยประเทศสหรัฐอเมริกามีพ้ืนท่ีปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมมากท่ีสุด 

62.5 ลานเฮกแตร ซ่ึงพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีปลูกเปนการคาไดแก ถ่ัวเหลือง, ขาวโพด, ฝาย, เรปซีด, squash, 

มะละกอ, alfalfa และ sugar beet พ้ืนท่ีปลูกรองลงมาคือประเทศอารเจนตินา 21 ลานเฮกแตร พืชดัดแปร

พันธุกรรมท่ีปลูกไดแก ถ่ัวเหลือง ขาวโพด และ ฝาย ประเทศบราซิล 15.8 ลานเฮกแตร ไดแก ถ่ัวเหลือง, ขาวโพด 

และ ฝาย ประเทศแคนาดา 7.6 ลานเฮกแตร ไดแก ถ่ัวเหลือง, ขาวโพด, เรปซีด และ sugar beet ประเทศอินเดีย 

7.6 ลานเฮกแตร ไดแก ฝาย และประเทศจีน 3.8 ลานเฮกแตร ไดแก ฝาย, มะละกอ, มะเขือเทศ, พริกหวาน, พิทู

เนีย และ poplar เปนตน พืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีปลูกเปนการคามากท่ีสุดคือ ถ่ัวเหลือง โดยมีพ้ืนท่ีปลูกถ่ัวเหลือง

ดัดแปรพันธุกรรม 65.8 ลานเฮกแตร คิดเปนรอยละ 72 ของพ้ืนท่ีปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรม และถ่ัวเหลืองดัดแปร

พันธุกรรมท่ีปลูกมากท่ีสุดคือ ถ่ัวเหลืองท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืชสายพันธุ GST 40-3-2 หรือท่ีเรียกวาถ่ัวเหลือง 

Roundup Ready ซ่ึงเปนของบริษัทมอนซานโต และพัฒนามาเพ่ือตานทานสารกําจัดวัชพืช glyphosate โดยตัด

ตอยีน CP4EPSPS และ CTP มี promoter คือ 35S CaMV และ terminator 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมเปนพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดหนึ่ง ซ่ึงไดรับการรับรองใหปลูกเปนการคา

และปลอดภัยในการนํามาใชเปนอาหารของมนุษยไดในบางประเทศ ในชวง ป 2539 – 2547 ท่ีผานมา  พ้ืนท่ี

เพาะปลูกขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมเพ่ิมข้ึนมากกวา 47 เทา โดยเฉพาะป 2547 ท่ัวโลกมีพ้ืนท่ีเพาะปลูกขาวโพด

ถึง 140 ลานเฮกแตร ในจํานวนพ้ืนท่ีเพาะปลูกขาวโพดท้ังหมดนี้คิดเปนพ้ืนท่ีเพาะปลูกเฉพาะขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรมถึงรอยละ 14  

และเนื่องจากมีการระบาดของไวรัสใบดางจุดดวงแหวนในหลาย ๆ ประเทศท่ัวโลก ทําใหมะละกอ

ใหผลผลิตลดลงจนกระท่ังไมใหผลผลิตเลย โรคดังกลาวแพรระบาดในทุกระยะของการเจริญเติบโตตั้งแตระยะตน

กลาจนกระท่ังระยะใหผลผลิต และการแพรกระจายของโรคโดยแมลงพาหะ คือ เพลี้ยออน ใชระยะเวลารวดเร็ว

มากเพียง 10-30 วินาที ทําใหการใชสารเคมีกําจัดแมลงพาหะไมไดผลในการควบคุมการแพรระบาดของโรค (วิชัย 

และคณะ, 2542) จึงไดมีการพัฒนาวิธีการควบคุมและปองกันโรคใหมีประสิทธิภาพสูงข้ึนดวยการปรับปรุงพันธุ

พืชใหมีความตานทานตอการเขาทําลายของไวรัสดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม โดยการตัดตอยีนของไวรัสเขาไป

ในพืช เพ่ือใหพืชมีความตานทานตอไวรัสชนิดนั้น ๆ หรือไวรัสสายพันธุท่ีใกลเคียงกันได เรียกความตานทาน

ลักษณะนี้วา pathogen-derived resistance (PDR) หากมีการใชยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (CP) จะเรียก

ความตานทานท่ีเกิดข้ึนวา coat protein-mediated resistance (CP-MR) ซ่ึงจะสงผลใหเกิดการชะลอหรือ

ยับยั้งการพัฒนาของโรคได (Beachy, 1990) โดยมีหลายประเทศไดพัฒนามะละกอดัดแปรพันธุกรรมข้ึน  
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ปจจุบันประเทศไทยตองเปดการคาเสรี ทําใหสินคาเกษตรจากประเทศอ่ืนๆ เขามาในประเทศไดงาย 

สินคาเกษตรของไทยอาจมีความเสี่ยงตอการปนเปอนพืชดัดแปรพันธุกรรมเหลานั้น ท่ีจะสงผลตอการสงออกสินคา

ทางการเกษตรของไทย และความวิตกกังวลตอความปลอดภัยของพืชดัดแปรพันธุกรรมในสุขภาพและสิ่งแวดลอม 

ในหลายประเทศจึงมีกฎระเบียบการติดฉลากพืชดัดแปลงพันธุกรรมในสินคาและผลิตภัณฑ ดังนั้นการพัฒนา

เทคนิคใหมีความถูกตอง แมนยํา และไดมาตรฐานสากล ดวยวิธีวิเคราะหทางดาน molecular biomarkers 

analysis ซ่ึงเปนเทคนิคการตรวจทางดานดีเอ็นเอและโปรตีน จะทําใหเกิดประโยชนตอประเทศไทยในดานการคา 

ซ่ึงมีผลตอการนําเขาและสงออกผลิตภัณฑของประเทศ หากไมพัฒนาอาจทําใหประเทศเกิดความเสียหายหรือถูก

กีดกันทางการคาโลกได เพราะ molecular biomarker analysis นับวันยิ่งมีบทบาทความสําคัญเพ่ิมมากใน

ภาคอุตสาหกรรมอาหารและเกษตร ถูกนําไปเพ่ือใชในการพิสูจนผลิตภัณฑ และการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปร

พันธุกรรม วิธีท่ีนิยมและเปนมาตรฐานในการตรวจวิเคราะหคือ Real-time PCR ซ่ึงเปนการวิเคราะหทาง 

molecular biomarker analysis โดยนําเอาเทคโนโลยีฟลูออเรสเซนสผสมผสานกับการทํา Thermal cycling 

แบบ Rapid PCR ทําใหสามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมไปกับการคํานวณ และวิเคราะหผลในเวลาเดียวกัน

ภายในหลอดทดลอง โดยตรวจผลจากสัญญาณฟลูออเรสเซนสท่ีเกิดข้ึนระหวางทํา PCR นอกจากนี้การพัฒนาชุด

ตรวจสอบโปรตีนอยางรวดเร็ว แบบงายๆ ท่ีอาศัยหลักการทางอิมมูโนวิทยา และการไหลของสารในการทํา

ปฏิกิริยา (lateral flow technique) บนแผนไนโตรเซลลูโลส เมมเบรนหรือเรียกอีกอยางวา Lateral Flow Test 

(LFT) เพ่ือเปนการตรวจติดตามการแพรกระจายพืชดัดแปรพันธุกรรม และสําหรับใหเจาหนาท่ีซ่ึงไมมีความ

ชํานาญการสามารถตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมไดเอง และรวดเร็วเพ่ือปองกันการปนเปอนพืชดัดแปร

พันธุกรรมแพรกระจายในประเทศไทย หรือการพัฒนาชุดตรวจสอบ (ELISA kit) ในเชิงพาณิชย จะสามารถทดแทน

การนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศ และลดตนทุนการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรม และจะเปนประโยชน

อยางยิ่งในการเฝาระวังและติดตามการแพรระบาดของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม  

จากปญหาและความสําคัญท่ีกลาวมาขางตนจึงจําเปนอยางยิ่งท่ีกรมวิชาการเกษตร ตองมีงานวิจัย

ดานเทคโนโลยีชีวภาพในการตรวจสอบพืชท่ีอาจมีการนําเขา สงออก และตรวจติดตามการแพรกระจายพืช

ดัดแปลงพันธุกรรม เพ่ือควบคุมพันธุพืชท่ีมีการตัดตอยีนใหไดอยางทันทวงทีและมีประสิทธิภาพ และเพ่ือใหเขา

กับภาวะการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วของโลกในปจจุบัน  โดยมีโครงการวิจัยดังตอไปนี้ 1. พัฒนาวิธีการตรวจ

รับรองสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม และทดสอบความใชไดของวิธีใหไดตามมาตรฐานสากล และรับรอง

หองปฏิบัติการใหเปนมาตรฐานของ ISO/IEC17025 เพ่ือใหประเทศคูคาเกิดความม่ันใจในการออกใบรับรอง 2. 

พัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีนของขาว Bt63, ขาวโพด Roundup Ready, ขาวโพดตานทานแมลง และขาวโพด 

StarLink ซ่ึงเปนการตรวจอยางรวดเร็วเพ่ือใหเจาหนาท่ีดานกักพืชสามารถตรวจสอบเบื้องตน และสามารถใชชุด

ตรวจสอบ เพ่ือเฝาระวัง หรือติดตามการแพรกระจายพืชดัดแปลงพันธุกรรมในแปลงปลูกไดอยางรวดเร็ว 3. สราง

ดีเอ็นเอมาตรฐานในรูปแบบพลาสมิด ใชในการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ดวยวิธี PCR และ Real-time 

PCR ท่ีไดมาตรฐาน และถูกตองแมนยํา 4. พัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือตรวจสอบโปรตีน CP4EPEPS ของ

ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมตานทานสารกําจัดวัชพืช ในภาคสนามอยางรวดเร็ว  ถูกตองแมนยํา สามารถตรวจ
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วิเคราะหตัวอยางไดหลายตัวอยางตอครั้ง ลดตนทุนในการตรวจวิเคราะห เพ่ือเฝาระวัง หรือติดตามการ

แพรกระจายพืชดัดแปรพันธุกรรมในแปลงปลูกไดอยางรวดเร็ว เปนตน 

 

บทคัดยอ 

ปจจุบันประเทศไทยไดเปดเขตการคาเสรีกับตางประเทศและหลายประเทศมีกฎระเบียบการติดฉลาก

พืชดัดแปลงพันธุกรรม เพ่ือลดความเสี่ยงการปนเปอนพืช GMOs ในสินคาเกษตรเพ่ือการนําเขาและสงออก จึงเกิด

โครงการวิจัยการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืช GMOs เพ่ือรับรองสินคาเกษตรข้ึน โดยไดทดสอบความใชไดของ

วิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุ ประกอบดวยถ่ัวเหลือง GTS 40-3-2  1 

สายพันธุ ขาวโพด 9 สายพันธุ ไดแก Mon 810, Bt176, Bt11, Mon863, NK603, GA21, TC1507, CBH351 และ T25 

(LOD, LOQ : 0.05%-0.5%) การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788, 

356043 และ 305423 (LOQ : 0.1%, 0.5%, 0.5% และ LOD : 0.05%, 0.5%, 0.1%) และการทดสอบความใชไดของ

วิธีการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 88017, Mon89034, MIR604 และ MIR162 (LOD : 0.1%) ดวย

วิธี Real-time PCR เชิงคุณภาพและปริมาณ พบวาทุกวิธีมีคาความแมนและความเท่ียงอยูในเกณฑท่ียอมรับได ท้ังมี

การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วสําหรับโปรตีนขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63, โปรตีน CP4EPSPS ในขาวโพด

ตานทานสารกําจัดวัชพืช Roundup Ready, โปรตีน CryIAb ในขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม, และโปรตีน Cry9C ใน

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม โดยสังเคราะหยีน EPSPS, NK603, Cry1Ab และ CRY9C เพ่ือผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนใช

เปนแอนติเจนเพ่ือผลิตแอนติบอดีในสัตวทดลองท่ีจําเพาะกับโปรตีนในขาวและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม เตรียม 

Gold-conjugated IgG พนท่ี conjugated release pad ใช goat anti-rabbit (GAR) ทํา control line และใช IgG ท่ี

จําเพาะตอโปรตีนท่ีผลิตข้ึนเองทํา test line พบวาชุดตรวจสอบท้ัง 4 มีความไวท่ีปริมาณโปรตีนต่ําสุด ท่ี           

0.0625 µg/ml, 0.3 µg/ml, 0.03 µg/ml และ 0.01 µg/ml ตามลําดับ และตรวจสอบไดภายในเวลา 5-20 นาที ท้ังยัง

ไดผลิตโปรตีนมาตรฐานเพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA Kit ของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมในเชิงพาณิชย โดยผลิตรี

คอมบิแนนทโปรตีน EPSPS ในเซลล E. coli ทําบริสุทธิ์โปรตีน EPSPS ดวย Ni-NTA เพ่ือใชเปนแอนติเจนกระตุน

สัตวทดลองใหผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะเจาะจง และทดสอบทําแหงโปรตีนแบบเยือกแข็ง แลวทดสอบความใชไดของ

แอนติบอดีตอโปรตีนดวยวิธี ELISA พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจงตอโปรตีน EPSPS ในตัวอยางถ่ัวเหลืองสด 

โปรตีน EPSPS บริสุทธิ์ และตัวอยางโปรตีน EPSPS ท่ีผานกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง สอดคลองกับชุด

ตรวจสอบทางการคา (Agdia ELISA kit) รวมท้ังมีการสรางดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะหมะละกอดัดแปร

พันธุกรรม โดยสรางชุดยีนสามชุดท่ีประกอบดวยยีน CaMV35S, gus, nos และยีน papain ท่ีเหมือนกัน แตตางกันใน

สวนของยีน cp ท่ีคัดแยกสายพันธุมะละกอดัดแปรพันธุกรรมได คือ สายพันธุกรมวิชาการเกษตร (cp-DOA) สายพันธุ
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มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (cp_SC) และสายพันธุฮาวาย หรือ line 55-1 (cp_Hawaii) พันธุกรรม ดวยวิธี Real-time 

PCR โดยคา LOD ของดีเอ็นเอมาตรฐานท้ัง 3 ชุด อยูระหวาง 25-250 ชุด (copies) จะเห็นไดวาทุกเทคนิคท่ีพัฒนาข้ึน

ไดมาตรฐานในการตรวจสอบพืช GMOs ท้ังสําหรับหองปฏิบัติการและภาคสนาม  

การทดลองท่ี 1 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหถั่วเหลืองและขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรม 

 

ชนันตธร ดนัยสิริชัยชล  ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  อรรคพล ภูมีศรี  ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Chananton Danaisilichaichon  Khanitha Wongwathanarat   Arkkapon Phoomeesri           

Prasert Wongwathanarat 

บทคัดยอ 

การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 

สายพันธุ ประกอบดวยถ่ัวเหลือง GTS 40-3-2  1 สายพันธุ ขาวโพด 9 สายพันธุ ไดแก Mon 810, Bt176, 

Bt11, Mon863, NK603, GA21, TC1507, CBH351 และ T25 โดยทําการทดสอบกับชุดไพรเมอร และโพรบ

ท่ีออกแบบมาใหมีความจําเพาะเจาะจงกับ Gene-specific และ Event-specific  ดวยการติดฉลากท่ีปลาย 5’ 

ดวย FAM ซ่ึงและ ปลาย 3’ ดวย TAMRA โดยทดสอบกับเครื่อง LightCycler480 และพิจารณาความใชได

ของวิธีการจากการหาคา R2, Slop, และ PCR efficiency ซ่ึงเปนคาท่ีแสดงถึงความสัมพันธของการตรวจ

วิเคราะหระหวางรอบของการทํา Real-time PCR ท่ีสามารถตรวจวัดแสงฟลูออเรสเซนตได กับคาของจํานวน 

copy number ท่ีตรวจวิเคราะหไดจากการทดสอบ จากผลการทดสอบพบวาการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณใน

ตัวอยางพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 ชนิดมีคาของR2 อยูท่ี 1 ซ่ึงตามเกณฑการยอมรับไดจะตองมีคาอยูท่ีระดับ

ต่ํากวา 0.98 รวมถึงมีคา slop อยูในเกณฑการยอมรับได เม่ือพิจารณาความถูกตองแมนยําของการตรวจ

วิเคราะหพบวา การตรวจวิเคราะหจะมีความถูกตองแมนยําท่ีสูง เม่ือทําการทดสอบท่ีระดับการปนเปอน 

มากกวา 1% แตเม่ือทําการทดสอบท่ีระดับตํ่ากวา 1% คาความถูกตองแมนยําจะนอยลงแตยังคงสามารถทํา

การตรวจวิเคราะหได ท้ังนี้เม่ือพิจารณาท่ีคาเบี่ยงเบนของการวัด พบวาการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปร

พันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุอยูในเกณฑการยอมรับคือนอยกวา 25 % และมีคา LOD และ LOQ ของการตรวจ

วิเคราะหอยูระหวาง 0.05-0.5 % จากผลการทดสอบนี้ทําใหสามารถสรุปไดวาวิธีการตรวจวิเคราะหแบบ 

gene-specific และ event specific ท่ีใชในหองปฏิบัติการสามารถนํามาใชเพ่ือตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและ

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมในเชิงปริมาณได  

คําสําคัญ : Real-time PCR, gene-specific, event specific, LOD, LOQ 
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บทนํา  

ปจจุบันมีพืชดัดแปรพันธุกรรมจํานวนมากท่ีไดรับการอนุมัติใหมีการคาขายในตลาดท่ัวโลก จาก

ป 1996 ถึง 2005  พบวาการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมมีจํานวนเพ่ิมมากข้ึน ถึง 53 เทา เม่ือพิจารณาจากการ

เพ่ิมข้ึนของพ้ืนท่ีปลูกในประเทศกําลังพัฒนา  ซ่ึงมีรายงานในป 1996-2011 วาพ้ืนท่ีเพาะปลูกพืชดัดแปร

พันธุกรรมมีปริมาณเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วจาก 1.7 เปน 160 ลานแฮกแตร โดยพืชท่ีทําการเพาะปลูกไดแก 

ขาวโพด ถ่ัวเหลือง คาโนลา มันฝรั่ง และ มะละกอ ซ่ึงท้ังหมดนี้เปนพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีนิยมปลูกกันมาก

ท่ีสุดในโลก โดยเฉพาะ ขาวโพด รองลงมาคือ ถ่ัวเหลือง (Meris, 2014) ท้ังนี้ในป 2005 มีการปลูกขาวโพด    

ดัดแปรพันธุกรรมคิดเปน 24% ของการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ังหมด ไดแก ขาวโพดทนทานสารกําจัด

วัชพืช (Herbicide tolerance) เชน B16, T25, NK603 และ GA21 ขาวโพดตานทานแมลง เชน Mon863, 

Mon802 และ Mon810 เปนตน รวมถึงขาวโพดท่ีมีการรวมลักษณะมากกวาหนึ่งลักษณะเขาดวยกันเชน 

ขาวโพด Bt176, Bt11, CBH351 และ TC1507 เปนตน ซ่ึงเปนขาวโพดท่ีมีลักษะทนทานตอสารกําจัดวัชพืช

และยังตานทานตอแมลงอีกดวย ในป 2004 และ 2005 มีพืชดัดแปรพันธุกรรมอีก 18 สายพันธุท่ีไดรับการ

อนุมัติใหคาขายในเมืองจีน ซ่ึงในจํานวนนี้ไดแก ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 1 สายพันธุไดแก GTS 40-3-2 

และ ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม อีก 8 สายพันธุไดแก Bt11, Bt176, GA21, T25, NK603, Mon810, 

Mon863 และ TC1507 (Yang L. et al., 2007)ในป 2014 The International Service for the 

Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA) ไดรายงานวาปจจุบันมีพืชดัดแปรพันธุกรรมอยู 336 

สายพันธุจากพืชท้ังหมด 27 ชนิด ท่ีไดรับอนุญาตใหวางขาย ปลูก เพ่ือเปนอาหารและอาหารสัตว 

(http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/ (02/2014);  (James, 2013)) จากการท่ีมีกฎระเบียบการ

ติดฉลากสินคาดัดแปรพันธุกรรมในแตละประเทศ เชน ยุโรป ใหมีการติดฉลากท่ี 0.9% เกาหลี 3% ญี่ปุน 5% 

(Yang L. et al., 2007) ผลจากการคาระหวางประเทศ ทําใหการติดฉลากสินคาดัดแปรพันธุกรรมซ่ึงเปน

สิ่งจําเปนท่ีประเทศคูคาตองใหความสนใจทําใหมีความพยายามในการคนควาวิจัย วิธีการตรวจวิเคราะหเชิง

ปริมาณเพ่ือตอบสนองตอมาตรการติดฉลากสินคาดัดแปรพันธุกรรมซ่ึงกําหนดข้ึนเพ่ือการกีดกันทางการคาใน

ทางออม (Milavec M. et al., 2014) ในป 2004 EU ไดออกแนวทางสําหรับการสุมตรวจและการตรวจ

วิเคราะห GMOs  ฉบับ EU Recommendation 2004/787/EC ซ่ึงระบุใหการรายงานการปนเปอนสิ่งมีชีวิต

ดัดแปรพันธุกรรมจะตองรายงานในรูปแบบของเปอรเซ็นตการปนเปอนโดยจะตองเปนเปอรเซ็นตความสัมพันธ

ระหวางจํานวน copy number ของ Event-specific กับ Taxon-specific โดยคํานวณจาก Haploid 

genomes  (European Commission, 2004) 

การตรวจทดสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมดวยเทคนิค Real-time PCR ถือวามีความนาเชื่อถือ จาก

รายงานของ Milavec et al., 2014 สรุปไววาการตรวจวิเคราะหแบบ Screening method แมจะบงชี้พืชดัด

แปรพันธุกรรมได แตก็มีความเปนไปไดท่ีจะเกิดผลบวกปลอม (False-positive) หากมี gene หรือ construct 

เดียวกันกระจายในพืชดัดแปรพันธุกรรมเดียวกัน หรืออาจเกิดกรณีท่ีพืชและผลิตภัณฑจากพืชดัดแปร

พันธุกรรมนั้นๆ ไมไดถูกพัฒนาข้ึนมาจากการใช Promoter หรือ Terminator เดียวกันกับท่ีทําการทดสอบ 

http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/
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เพ่ือลดปญหาการเกิดผลบวกปลอม จึงมีความพยายามออกแบบการทดสอบใหมีลักษณะของไพรเมอรและ    

โพรบท่ีมีชวงของลําดับนิวคลีโอไทดอยูระหวาง จีโนมของพืชท่ีตองการตรวจวิเคราะหกับ promoter หรือ 

terminator อยางใดอยางหนึ่ง ซ่ึงสามารถออกแบบการตรวจวิเคราะหได 4 รูปแบบ คือ การตรวจวิเคราะห

แบบ Screening –specific, gene-specific, construct-specific และ event-specific แตอยางไรก็ตามยัง

ขาดแนวทางในการทําการทดสอบความใชไดของวิธีการทดสอบ ซ่ึงโดยสวนใหญ มักจะเปน วิธีการและ

พารามิเตอรท่ีกําหนดหรือสรางข้ึนมาในหองปฏิบัติการเอง (In-house) หรือ กําหนดระหวางหองปฏิบัติการ 

(Inter- laboratory) (Broeders S. et al., 2014) การตรวจวิเคราะหพืชดัดแปรพันธุกรรม ดวยเทคนิค Real-

time PCR เปนเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะหมากท่ีสุดและมีความสําคัญอยางยิ่งสําหรับการ

ตรวจวิเคราะหในเชิงปริมาณ (Yang L. et al., 2007) เพ่ือใหเกิดความยืดหยุนทางการคา และสามารถให

ขอมูลแกผูบริโภคในการตัดสินใจ และเพ่ือตอบสนองตอมาตรการติดฉลากสินคาพืชและผลิตภัณฑ การทดสอบ

เชิงปริมาณดวยเทคนิค Quantitative Real-time PCR จึงเปนวิธีการตรวจวิเคราะห ท่ีสามารถใชในการบงชี้

และบอกปริมาณของพืชและผลิตภัณฑดัดแปรพันธุกรรมท่ีถูกเลือกใชกันอยูในปจจุบัน (Milavec M. et al., 

2014)  การตรวจวิเคราะหอาหารและอาหารสัตวดวยเทคนิค Real-time PCR หรือ qPCR เปนเทคนิคท่ีนิยม

นํามาใชเพ่ือการตรวจวิเคราะหเนื่องจากเปนเทคนิคท่ีมีความจําเพาะเจาะจงสูงและยังสามารถใหขอมูลเชิง

ปริมาณของสิ่งท่ีตองการตรวจวิเคราะหได ในป 2009 European Network of GMO Laboratories (ENGL) 

ไดจัดทําวิธีการและข้ันตอนในการทดสอบความใชได เชน จํานวนตัวอยางของการทํา Standard curves เพ่ือ

วิเคราะหคาความสัมพันธเชิงเสน linearity, ประสิทธิภาพของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม, ความเท่ียงตรง, 

ความถูกตอง, ความแมนยํา รวมไปถึงคา LOD (limit of detection) และคา LOQ (Limit of 

Quantification) ของการวิเคราะหซ่ึงท้ังหมดไดมีการต้ังคาเกณฑการยอมรับเพ่ือใชสําหรับพิจารณาคาท่ีได

จากการวิเคราะห เพ่ือท่ีแตละหองปฏิบัติการจะสามารถออกแบบการทดสอบวิธีทวนสอบความใชไดของการ

ตรวจวิเคราะหไดเอง(Papazova, 2013) 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม ดําเนินการท่ี

หองปฏิบัติการกลุมวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืชและจุลินทรียดัดแปรพันธุกรรม  ในป 2554-2558 ระยะเวลา 

4 ป มีวิธีการ 

 1. การเตรียมตัวอยางทดสอบ 

จัดซ้ือตัวอยางอางอิงมาตรฐาน CRM ขาวโพดและถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมจากบริษัท 

Eurofin ไดแก CRM ผงถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม Event GTS 40-3-2, CRM ผงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม 
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Specificity Amplificon

GTS 40-3-2 F 5'-gCA AAT CCT CTg gCC TTT CC-3' 146 bp

R 5'-CTT gCC CgT ATT gAT gAC gTC-3'

Probe 5'-FAM-TTC ATg TTC ggC ggT CTC gCg-TAMRA-3'

MON810 F 5'-TCg AAg gACg AAg gAC TCT AAC gT-3' 92 bp

R 5'-gCC ACC TTC CTT TTC CAC TAT CTT-3'

Probe 5'-FAM- AAC ATC CTT TgC CAT TGC CCA gC-TAMRA-3'

Bt 176 F 5'-CCC ATC gAC ATC AgC CTg AgC-3' 129 bp

R 5'-CAg gAA ggC gTC CCA CTg gC-3'

Probe 5'-FAM-Atg TCC ACC Agg CCC AgC ACg-TAMRA-3'

Bt 11 F 5'-gCg gAA CCC CTA TTT gTT TA-3' 70 bp

R 5'-TCC Aag AAT CCC TCC ATg Ag-3'

Probe 5'-FAM-AAA TAC ATT CAA ATA TgT ATC CgC TCA-TAMRA-3'

NK603 F 5'-ATg AAT gAC CTC gAg TAA gCT TgT TAA-3' 108 bp

R 5'-Aag AgA TAA Cag gAT CCA CTC AAA CAC-3'

Probe 5'-FAM-Tgg TAC CAC gCg ACA CAC TTC CAC TC-TAMRA-3'

GA21 F 5'-CTT ATC gTT Atg CTA TTT gCA ACT TTA gA-3' 112 bp

R 5'-Tgg CTC gCg ATC CTC CT-3'

Probe 5'-FAM-CAT ATA CTA ACT CAT ATC TCT TTC TCA ACA gCA ggT ggg T-TAMRA-3'

MON863 F 5'-gTA ggA TCg gAA AgC TTg gTA C-3' 84 bp

R 5'-TgT TAC ggC CTA AAT gCT gAA CT-3'

Probe 5'-FAM-TgA ACA CCC ATC CgA ACA AgT Agg gTC A-TAMRA-3'

TC1507 F 5'-TAg TCT TCg gCC AgA ATg g-3' 58 bp

R 5'-CTT TgC CAA gAT CAA gCg-3'

Probe 5'-FAM-TAA CTC Aag gCC CTC ACT CCg-TAMRA-3'

CBH351 F 5'-TAC TAC ATC gAC CgC ATC gA-3' 171 bp

R 5'-CCT AAT TCC CTT ATC Tgg gA-3'

Probe 5'-FAM-CgT gCC CgT gAA CCC AgC TC-TAMRA-3'

T25 F 5'-ACA AgC gTg TCg TgC TCC AC-3' 102 bp

R 5'-gAC ATg ATA CTC CTT CCA CCg-3'

Probe 5'-FAM-TCA TTg AgT CgT TCC gCC ATT gTC g-TAMRA-3'

cry9C/T35S

5'maize 

genome/insert

3'pUC18/pUC1

8-maize 

genome

3' insert/maize 

genome

5' maize 

genome/insert

5'maize 

genome/CaMV 

35S pro

TC1507 event 

specific

Primer for Target gene 

CP4 epsps gene

Maize 

genome/ 

CaMV 35S pro

cryIA (b) gene

Event MON810, Bt176, Bt11, NK603, GA21, TC1507, Mon863, CRM จีโมมิกสดีเอ็นเอขาวโพดสาย

พันธุ CBH351 และ T25, CRM ผงถ่ัวเหลืองและขาวโพดไมดัดแปรพันธุกรรม สกัดดีเอ็นเอจาก CRM แบบผง

ดวยวิธี GeneScan extraction methods ทําบริสุทธิ์ DNA ดวย WizardMiniprep DNA Purification Kit 

แลววัดปริมาณและคุณภาพของ DNA ดวยเครื่อง GeneQuant100  และเจือจาง DNA ดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ

ใหไดความเขมขน 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร  

2. การออกแบบและคัดเลือกไพรเมอรและโพรบ 

คัดเลือกไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกับตัวอยางพืชดัดแปรพันธุกรรมแตละสายพันธุ จาก

ฐานขอมูลของ European CommissionJoint Research Centre (JCR) (Laura, 2007)และโพรบท่ีติดฉลาก

สีฟลูออเรสเซนต ท่ีนํามาใชในการทํา Real-time PCR แสดงดังตารางท่ี 1  

ตารางท่ี 1 แสดงลําดับเบสนิวคลีโอไทดไพรเมอรและโพรบท่ีใชเพ่ือการตรวจวิเคราะห Target gene และ 

Endogenous gene ของพืชดัดแปรพันธุกรรมในเชิงปริมาณ 

3. การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบ 

ทดสอบปฏิกิริยา PCR ดวยการตรวจสอบ Endogenousgene ของพืชดวยไพรเมอรท่ีใชในการ

ตรวจยีน Lectin, AdhและZeinทําการเพ่ิมชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยการเตรียมชุดน้ํายาจาก 

5xbuffer GoTaq 5 ไมโครลิตร, 25mM MgCl2 ปริมาตร 3 ไมโครลิตร, 10mM dNTPปริมาตร 0.5 

ไมโครลิตร, 10uMol Forward และ Reverse Primer ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, Taqpolymereseปริมาตร 

0.125 ไมโครลิตร และน้ํา nucleic free water ปริมาตร 10.37 มิลลิลิตร แลวทําปฏิกิริยาดวยอุณหภูมิ 95 



12 
 

องศาเซลเซียส นาน 5 นาทีเพ่ือเปนการกระตุนปฏิกิริยา แลวจึงทําปฏิกิริยาดวยอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 

นาน 20 วินาที อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที และ อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

จํานวนท้ังสิ้น 40 รอบ แลวตรวจสอบผลของปฏิกิริยาบนอะกาโรสเจล2% ดวยเครื่อง อิเล็กโตโฟลิซีส จากนั้น

ทดสอบความใชไดของไพรเมอรและโพรบและการทดสอบความจําเพาะเจาะจงดวยเทคนิค PCR และ Real-

time PCR โดยใชปริมาณสารเพ่ือการทดสอบดังตารางท่ี 4 เม่ือทําการผสม master mix เสร็จแลวจึงนําไปทํา

ปฏิกิริยาในเครื่อง Light Cycler480 ดวยโปรแกรม ดังตารางท่ี 4, 5 และ 6 

4. การสรางกราฟมาตรฐาน (Standard curve) 

เจือจางดีเอ็นเอจาก CRM ทุกตัวในอัตราสวน 1:4, 1:16, 1:64 และ 1:256 แตละความเขมขน 

ทํา 3 ซํ้า ยกเวนตัวอยางขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม CBH351 และ T25 ความเขมขน 100 copyตอไมโครลิตร 

ตองเจือจางในอัตราสวน 1:3, 1:9, 1:27 จํานวน 3 ซํ้าในแตละความเขมขน และสราง Stand curve ดังตาราง

ท่ี 2 

ตารางท่ี 2 แสดงการสราง Standard curve ดวยการเจือจางตัวอยางใหมีจํานวนการปนเปอนท่ีระดับตางกัน 

 

 

 

 

 

 

 

  5. การทดสอบ Quantitative Real-time PCR  

ตรวจวิเคราะห Target gene และ Reference gene โดยใชเทคนิค Real-time PCR ตาม

อัตราสวนผสมดังตารางท่ี 3 

ตารางท่ี 3 แสดงอัตราสวนผสมเพ่ือการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม ดวยเทคนิค 

Real-time PCR 
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นําสวนผสมท้ังหมดผสมตามสัดสวนขางบนลงใน Real-time PCR plate 96 well แลวนําเขา

เครื่อง LightCycler® 480 (Roche Molecular Biochemicals) โดยมีรอบการทํา Real-time PCR ดัง

ตารางท่ี 4, 5 และ 6 จากนั้นจึงนํา amplification curve ท่ีไดจากการสรางกราฟมาตรฐาน (standard 

curve) มาเปนสิ่งท่ีใชกําหนดคา Ct value และ copy number เพ่ือนํามาวิเคราะหคา ความเท่ียงตรง 

(Precision), ความถูกตอง (Trueness), ความแมนยํา(Accuracy), คาเฉลี่ยมาตรฐาน (SD), คาเบี่ยงเบน

สัมพันธ (RSD), คาความชันของกราฟ (slope), คาความสัมพันธเชิงเสน linearity (R2), ประสิทธิภาพของการ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR efficiency) และ คํานวณหาเปอรเซ็นตการปนเปอนและเปอรเซ็นต Bias, 

LOD และ LOQ, เพ่ือศึกษาวิธีการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ โดยทําการทดสอบอยางนอย 4รอบการทดลอง

แลวนํามาหาคาเฉลี่ย เพ่ือวิเคราะหคาดังกลาวตอไป  

ตารางท่ี 4 แสดงอุณหภูมิและจํานวนรอบการทํางานของระบบ Real-time PCR เม่ือทําการทดสอบขาวโพด

ดัดแปรพันธุกรรม Bt176 

 

 

 

ตารางท่ี 5 แสดงอุณหภูมิและจํานวนรอบการทํางานของระบบ Real-time PCR เม่ือทําการทดสอบถ่ัวเหลือง

และขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมRR, NK603, GA21, Mon810, TC1507, Mon863, T25 และ 

CBH351 

 

 

 

ตารางท่ี 6 แสดงอุณหภูมิและจํานวนรอบการทํางานของระบบ Real-time PCR เม่ือทําการทดสอบขาวโพด

ดัดแปรพันธุกรรมBt11 

 

 

ผลการทดลองและอภิปราย 
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ความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบ 

ไพรเมอรและโพรบจากฐานขอมูลของ Join Research Center (Laura, 2007) ท่ีใชตรวจ

วิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม GTS 40-3-2, ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Bt 176 และ TC1507 เปนการ

ตรวจสอบแบบ gene-specific สวนชุดไพรเมอรและโพรบท่ีใชตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Bt11, 

Mon810, Mon863, NK603, GA21, T25 และ CBH351 เปนการตรวจสอบแบบ event-specific ซ่ึงมี

ความจําเพาะเจาะจงมากกวาการตรวจวิเคราะหโดยหลักการ Screening method (Milavec M. et al., 

2014) เชนการทดสอบของ Yang et al., 2007 พบวา การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหพืชดัด

แปรพันธุกรรมเชิงปริมาณจะมีคาความเบี่ยงเบน (bias) นอยหากใชคูไพรเมอรและโพรบท่ีทําการตรวจ

วิเคราะห Target gene และ Endogenous gene แบบ event-specific 

การสรางกราฟมาตรฐาน (standard curve) เพ่ือการตรวจทดสอบเชิงปริมาณ  

การหาความสัมพันธของการปนเปอนยีนท่ีทําการตัดตอเขาไปในถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรม (Target gene) โดยทําการทดสอบควบคูไปกับการหาปริมาณของendogenous gene ท่ีมีอยูใน

พืชเปนการหาความสัมพันธรอยละระหวางตัวแปรท้ังสองดวยการใชคา crossing point (CP) และคา [log 

ของความเขมขนของดีเอ็นเอ] จากการตรวจวิเคราะหดวยเทคนิค Real-time PCR โดยทําการทดสอบเพ่ือ

ตรวจวิเคราะห Target gene และ endogenous gene ท้ัง 2 ระบบควบคูกัน นําขอมูลมาสรางกราฟ

มาตรฐาน เพ่ือหาสมการเชิงเสน ของการทดสอบวาปริมาณของตัวอยางและชวงของการตรวจพบสัญญาณมี

การสอดคลองกันหรือไม ดังภาพท่ี 1 และ 2 

การคํานวณหาคาความชันของกราฟคาความสัมพันธเชิงเสน และคาประสิทธิภาพของการเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรม 

 การคํานวณหาคาความชันของกราฟ คาความสัมพันธของสมการเชิงเสน และคาประสิทธิภาพ

ของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม จะไดจากการทํา Starndard curve แสดงดังตารางท่ี 7 จากรายงานของ 

(Papazova, 2013) ซ่ึงระบุจากขอกําหนดในการทําทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปร

พันธุกรรมในเชิงปริมาณ โดยกลุมงาน EU-RL GMFF ดวยการทดสอบภายใตกฎระเบียบของหองปฏิบัติการ

ตามมาตรฐาน ISO 17025 ซ่ึงไดระบุไว คาความสัมพันธของสมการเชิงเสนของกราฟ R2  จะมีคาของเกณฑ

การยอมรับอยูท่ี นอยกวาหรือเทากับ 0.98 คาความชันของกราฟ (Slop) มีคาเกณฑการยอมรับอยูระหวาง -

3.1 ถึง -3.6 และ มีเกณฑการยอมรับของคาประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR efficiency) 

อยูระหวาง 90-110 เปอรเซ็นต  
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ภาพท่ี 1 แสดงผลการตรวจวิเคราะห Target gene ควบคูกับการตรวจวิเคราะหEndogenous gene ในการ

ทดสอบถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม GTS 40-3-2, ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon810, Bt176, Bt11, และ 

NK603 ดวยการเจือจางตัวอยางท่ีระดับตางๆ เพ่ือสรางกราฟมาตรฐานจากคา crossing point และ Log 

(Experimental copy number) 
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ภาพท่ี 2 แสดงผลการตรวจวิเคราะห Target gene ควบคูกับการตรวจวิเคราะห Endogenous gene ในการ

ทดสอบขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม GA21, Mon863, TC1507, T25 และ NK603 ดวยการเจือจางตัวอยางท่ี

ระดับตางๆ เพ่ือสรางกราฟมาตรฐานจากคา crossing point และ Log (Experimental copy number) 
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ตารางท่ี 7 แสดงคาความชันของกราฟ คาความสัมพันธเชิงเสน และคาประสิทธิภาพของการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมจากการตรวจวิเคราะห Target gene และ Endogenous gene ในพืชดัดแปร

พันธุกรรม ท้ัง 10 สายพันธุ 

 

 

 

 

 

เม่ือพิจารณาคาความชันของกราฟ คาความสัมพันธเชิงเสน และคาประสิทธิภาพของการเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมท่ีไดจากการทดสอบ Endogenous gene ทดสอบควบคูกับ Target gene นั้น พบวา

พืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุมีความสัมพันธเชิงเสน และคาความชันของกราฟอยูในเกณฑยอมรับ คือ 

นอยกวาหรือเทากับ 0.98 และมีคาอยูระหวางชวง -3.1 ถึง -3.6 ตามลําดับ และมีคาประสิทธิภาพของการ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมอยูระหวาง 90-100 เปอรเซ็นต ยกเวนขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ 

Mon863 เพียง 1 สายพันธุท่ีมีคาประสิทธิภาพของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมต่ํากวาเกณฑการยอมรับคือ

มีคาอยูท่ี 87 เปอรเซ็นตซ่ึงอาจเกิดจากความไมเหมาะสมของสารละลายหรือรอบการทดสอบท่ีเกิดข้ึนระหวาง

การทําปฏิกิริยา 

การหาความถูกตองแมนยําความเท่ียง และความเบ่ียงเบน ของการตรวจวิเคราะห 

การทดสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุ ดวยชุดไพรเมอรและโพรบสําหรับทําการตรวจ

วิเคราะห Target gene และ Endogenous gene มีความแมนยําของการตรวจวิเคราะหอยูในเกณฑการ

ยอมรับไดคือมีคาของเปอรเซ็นตสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธอยูท่ี ±25% และมีความเบี่ยงเบนของการวัด

นอยกวา 25% ซ่ึงหมายความการเม่ือทําการทดสอบผลของการทดสอบมีความแมนยําตอการทดสอบโดย

สามารถทําการทดสอบไดใกลเคียงกับคาจริงท่ีไดทําการกําหนดไว ดังตารางท่ี 8 

 

 

 

 

 

R2 Slope PCR efficiency R2 Slope PCR efficiency
ค่าการยอมรับ ≥0.98  -3.1 ถึง -3.6 90% - 110% ≥0.98  -3.1 ถึง -3.6 90% - 110%
GTS 40-3-2 1.0 -3.6 90.92 1 -3.5 93.01

MON810 1.0 -3.5 95.38 1 -3.4 95.12

Bt 176 1.0 -3.1 105.08 1 -3.5 96.73

Bt 11 1.0 -2.8 112.70 1 -3.4 99.02

NK603 1.0 -3.5 93.34 1 -3.5 93.13

GA21 1.0 -3.3 102.54 1 -3.3 101.88

MON863 1.0 -3.3 90.00 1 -3.3 87.00

TC1507 1.0 -3.5 94.70 1 -3.4 98.55

CBH351 1.0 -3.7 83.90 1 -3.5 93.00

T25 1.0 -3.5 92.00 1 -3.2 100.00

Target gene Endogenous gene
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ตารางท่ี 8 แสดงคาความถูกตองและความแมนยําของการตรวจวิเคราะหโดยใชเปอรเซ็นตความถูกตอง        

คาสัมประสิทธของความสัมพันธ (RSD) และ คาความเบี่ยงเบน ในการทดสอบ Target gene และ 

Endogenous geneจากการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุ 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 9 แสดงคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ และคาเบี่ยงเบนของการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปร

พันธุกรรม 10สายพันธุดวยการตรวจวิเคราะห Target gene และ Endogenous gene ท่ีระดับ

การปนเปอนตางกัน  

 

 

 

 

 

หมายเหตุ : U1 คือ GTS 40-3-2, MON810, Bt 176, Bt 11 และ NK603 ท่ีระดับการปนเปอน 

5%,  GA21 ท่ีระดับการปนเปอน 4.3%, MON863 และ TC1507  ท่ีระดับการปนเปอน 10% และ CBH351 

และ T25 ท่ีระดับการปนเปอน 100%, U2 คือ ตัวอยางพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุท่ีระดับการ

ปนเปอน 1% และ U2 คือระดับการปนเปอนพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 8 สายพันธุ ท่ีระดับ 0.1% ยกเวน

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม CBH351 และ T25  ซ่ึงมีปริมาณการปนเปอนอยูในปริมาณ copy number ท่ีต่ํา

มากอยูแลวจึงไมสามารถเจือจางใหมีการปนเปอนท่ีระดับ 0.1% ได 
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จากตารางท่ี 9 พบวาคาความเท่ียงตรงของการตรวจวิเคราะห จะสัมพันธกับปริมาณการ

ปนเปอน โดยเม่ือมีการปนเปอนในระดับต่ํา ความเท่ียงตรงของการตรวจวิเคราะหก็จะมีเปอรเซ็นตท่ีต่ําไปดวย 

เม่ือเปรียบเทียบความเท่ียงตรงของการตรวจวิเคราะหระหวาง Target gene และ Endogenous gene 

พบวาการตรวจวิเคราะห Endogenous gene จะมีความเท่ียงตรงของการตรวจวิเคราะหมากกวาการตรวจ

วิเคราะหดวย Target gene จากการทดสอบพบวาไพรเมอรและโพรบ ท่ีใชเพ่ือการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปร

พันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุเปนวิธีการท่ีสามารถนํามาใชไดและเหมาะสมตอหองปฏิบัติการ  

 คาความทดสอบซํ้าได คา Limit of Detection และคา Limit of Quantification ของการ

ตรวจวิเคราะห 

หาคา LOD และ LOQ ได โดยคา LOD คือคาต่ําสุดของตัวอยางท่ีสามารถทําการตรวจวิเคราะห

ได และคา LOQ คือคาต่ําสุดของตัวอยางท่ีทําการวิเคราะหไดและมีคามาตรฐานการเบี่ยงเบนสัมพัทธ อยูใน

เกณฑยอมรับนอยกวา 25 สามารถสรุปไดดังตารางท่ี 10 

ตารางท่ี 10 แสดงคามาตรฐานเบี่ยงเบนสัมพัทธของการตรวจวิเคราะห Target gene และ Endogenous 

gene ในพืชดัดแปรพันธุกรรม 10 สายพันธุ เพ่ือใชในการพิจารณาคาความทดสอบซํ้าได 

 

 

 

 

 

 

 

 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม ดวย

วิธีการ ไพรเมอรและโพรบ ท่ีใชในหองปฏิบัติการมีในการตรวจวิเคราะหเนื่องจากคาความสัมพันธของการ

ตรวจวิเคราะหอยูในเกณฑการยอมรับของมาตรฐานสากล คือมีคาของ R2อยูในชวงสูงกวา 0.98 ซ่ึงคาท่ีไดจาก

ทุกการทดสอบดวยพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุมีชวงคาการทดสอบท่ีดีซ่ึงแสดงใหเห็นวาในทุกรอบ

การทดสอบการเตรียมตัวอยางและการทําคา กราฟมาตรฐานมีความสัมพันธกัน และเม่ือพิจารณาท่ีคาความ

ถูกตองแมนยํา และเท่ียงตรง พบวา การตรวจวิเคราะหใหผลของความถูกตองแมนยํา และเท่ียงตรงท่ีดี 

เนื่องจากอยูในชวงคาของเกณฑการยอมรับ แตในการตรวจวิเคราะหบางสายพันธุยังมีความเบี่ยงเบนและมี
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บางพารามิเตอรท่ีอยูนอกเหนือเกณฑการยอมรับอยูโดยเฉพาะเม่ือทําการตรวจวิเคราะหในปริมาณการ

ปนเปอนท่ีต่ํากวา 0.1 % ท้ังนี้อาจเนื่องจากปริมาณของการปนเปอนท่ีมีอยูนอย หรือเกิดจากความผิดพลาดใน

ข้ันตอนการเจือจางตัวอยางซ่ึงอาจทําใหคาการตรวจวิเคราะหท่ีไดมีความคลาดเคลื่อนไปบางเพราะเม่ือ

ตัวอยางมีปริมาณของยีนท่ีทําการตรวจวิเคราะหเจือปนอยูในปริมาณนอย การตรวจวิเคราะหก็จะแปรผกผัน

ทําใหการตรวจวิเคราะหอาจมีความคลาดเคลื่อนได  โดยการตรวจวิเคราะหดวยไพรเมอรและโพรบ ท่ี

ออกแบบมาการตรวจวิเคราะห Event-specific จะมีความเหมาะสมตอการตรวจวิเคราะหตัวอยางพืช 

เนื่องจากจะสามารถยืนยันชนิดพืชท่ีทําการตรวจวิเคราะหได ในขณะท่ีการตรวจวิเคราะหโดยใชหลักการของ 

gene-specific แมจะมีความจําเพาะเจาะจงกับตัวยีนท่ีทําการตัดตอเขาไปในยีนพืชแตก็ไมสามารถใชเพ่ือ

ยืนยันไดวายีนท่ีทําการตรวจพบเปนของพืชชนิดนั้นๆจริงหรือ ซ่ึงวิธีการตรวจวิเคราะหแบบ gene-specific นี้

อาจมีขีดจํากัดในการตรวจวิเคราะหอยูบางในกรณีท่ีตัวอยางท่ีทําการตรวจวิเคราะหเปนตัวอยางสําเร็จรูป หรือ

แปรรูปท่ีมีการเจือปนของสวนผสมจากพืชหลายชนิด ซ่ึงวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรมท่ีผานทดสอบความใชไดของวิธีการจากการทดลองนี้สามารถนําไปใชเพ่ือการตรวจวิเคราะหตัวอยาง

พืช ผลิตภัณฑแปรรูปและอาหารสัตวท่ีตองการการตรวจรับรองสําหรับการนําเขา-สงออกสินคาระหวาง

ประเทศของหองปฏิบัติการได โดยสามารถตรวจวิเคราะหเพ่ือบงชี้การปนเปอนของถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัด

แปรพันธุกรรมในเชิงปริมาณ เพ่ือตอบสนองตอระเบียบมาตรการในการติดฉลากสินคาดัดแปรพันธุกรรมกับ

ประเทศคูคาท่ีมีการกําหนดเปอรเซ็นตการปนเปอนข้ันต่ําไว อีกท้ังขอมูลจากการวิจัยยังเปนฐานขอมูลในการ

ตรวจวิเคราะหตัวอยางถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม และสามารถใชเปนขอมูลมาตรฐานของการ

วิเคราะหท่ีเปนมาตรฐานสากลได 

การทดลองท่ี 2 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตนี  (เปนกรณีศกึษาการใชกับ) ขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63 

 

ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ชนันตธร ดนัยสิริชัยชล  พงศกร สรรควิทยากุล   

อรรคพล ภูมีศรี  ศรีเมฆ ชาวโพงพาง  ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Khanitha Wongwathanarat  Chananton Danaisilichaichon  Pongsakorn Sunvittayakul 

Arkkapon Phoomeesri  Srimek Chowpongpang  Prasert Wongwathanarat 

 

บทคัดยอ 

 สังเคราะหยีน EPSPS ขนาด 1,368 bp โคลนเขาสู expression vector pET 200/D-TOPO®  

ถายโอนเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 เพ่ิมปริมาณโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรีย ทําบริสุทธิ์โดยใช Ni-

NTA ผลการตรวจสอบขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE พบขนาดโปรตีนขนาด 52 กิโลดาลตัน ถูกชะ

ออกมาท่ี elution buffer pH 4.5 นําโปรตีนท่ีไดไปเปนแอนติเจนในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง แยกสกัด IgG 

จากแอนติบอดีปรับความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เจือจาง 1:200 ทดสอบความใชไดของแอนติบอดีตอ

โปรตีน EPSPS พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจงตอโปรตีน EPSPS ในตัวอยางถ่ัวเหลืองสด โปรตีน 



21 
 

EPSPS บริสุทธิ์ และตัวอยางโปรตีน EPSPS ท่ีผานกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง เม่ือเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพการตรวจสอบระหวางแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนในหองปฏิบัติการกับชุดตรวจสอบทางการคา 

(Agdia ELISA kit) ผลการทดสอบท้ังสองใหผลการทดสอบท่ีสอดคลองกัน  

คําสําคัญ : ยีน Cry1Ab, แอนติเจน, แอนติซีรัม, ชุดตรวจสอบ 

บทนํา 

ประเทศไทยมีสภาพอากาศท่ีเหมาะสมกับการปลูกถ่ัวเหลือง แตปริมาณการปลูกถ่ัวเหลืองไม

เพียงพอสําหรับการบริโภคภายในประเทศ รัฐบาลจึงแกไขปญหาโดยการนําเขาถ่ัวเหลืองจากตางประเทศในรูป

เมล็ดถ่ัวเหลืองและกากถ่ัวเหลือง สําหรับการแปรรูปในอุตสาหกรรมเกือบ 80 เปอรเซ็นต ถ่ัวเหลืองท่ีนําเขามา

จากประเทศบราซิล รอยละ 49 อารเจนตินา รอยละ 15 และอินเดีย รอยละ 15 จากสถานการณในยุค

ปจจุบันหลายประเทศท่ัวโลกมีการวิจัยพัฒนาพืชดัดแปรพันธุกรรม เพ่ือการเพ่ิมมูลคาของผลผลิตและลดความ

เสียหายจากการทําลายของแมลงศัตรูพืช พบวาในป 2546 มีประเทศปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ัวโลก 18 

ประเทศ พืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีปลูกเปนการคามากท่ีสุด คือ ถ่ัวเหลืองท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืช หรือท่ี

เรียกวาถ่ัวเหลือง Roundup Ready ซ่ึงเปนของบริษัทมอนซานโต (Berdal and Holst-Jensen, 2001) โดย

มีประเทศผูผลิตสําคัญ  3  อันดับแรกของโลก  ไดแก  ประเทศจีน รอยละ 28.58 รองลงมา ไดแก 

สหรัฐอเมริกา รอยละ 19.17 บราซิล รอยละ 15.72  อารเจนตินา รอยละ 15.43 และในปจจุบันไดมีการ

ปรับปรุงพัฒนาพืชดัดแปรพันธุกรรมอีกเปนจํานวนมาก ดวยการปรับปรุงยีนใหมๆ เพ่ือตัดตอในพืช  จึงทําให

ประเทศหลายประเทศไดออกกฎระเบียบการติดฉลากพืชดัดแปรพันธุกรรม โดยเฉพาะในสหภาพยุโรป เม่ือ

เดือนกรกฎาคม 2546 ไดออกระเบียบท่ีเก่ียวของกับพืชดัดแปรพันธุกรรม ในเรื่องการติดฉลากและการ

ตรวจสอบยอนกลับท่ีเขมงวดกวาเดิมและมีผลบังคับใชตั้งแต 15 เมษายน 2547 กฎระเบียบดังกลาวนี้ 

กําหนดใหตองมีการตรวจสอบสินคายอนกลับไปทุกข้ันตอนตลอดหวงโซการผลิตอาหารจนถึงการทดสอบ

ระดับไรนา และกําหนดใหสินคาทุกชนิดท่ีมีสวนประกอบของพืชดัดแปรพันธุกรรมเกินรอยละ 0.9 ซ่ึงรวมถึง

สินคาท่ีไมสามารถตรวจสอบไดวามีพืชดัดแปรพันธุกรรม แตเปนสินคาท่ีใชพืชดัดแปรพันธุกรรมใน

กระบวนการผลิต เชน น้ํามันถ่ัวเหลือง จะตองติดฉลากดวย โดยในกฎระเบียบเดิมสินคาดังกลาวไมจําเปนตอง

ติดฉลาก มีการระบุขอความวา “This product contains genetically modified organisms” ท้ังนี้

กฎระเบียบดังกลาวยังครอบคลุมถึงอาหารท่ีมีสวนประกอบของพืชดัดแปรพันธุกรรมดวย (นิรนาม, 2547) 

จากกฎระเบียบดังกลาว สงผลใหประเทศไทยตองประสบปญหาและอุปสรรคมากเปนพิเศษใน

การสงสินคาเกษตรออก เนื่องจากประเทศผูนําเขาใชมาตรการเก่ียวกับมาตรฐานและสุขอนามัยเพ่ือควบคุม

มาตรฐานสินคา และอาจแอบแฝงการกีดกันทางการคาไวดวย  โดยเฉพาะอยางยิ่งการสงออกสินคาท่ีเปน

ผลิตภัณฑแปรรูปจากถ่ัวเหลืองหรือมีสวนผสมของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม เนื่องจากผลผลิตถ่ัวเหลืองท่ีมีใน

ประเทศไทยไมเพียงพอตอความตองการ  จึงตองมีการนําเขาเมล็ดถ่ัวเหลืองเปนวัตถุดิบเพ่ือใชภายในประเทศ

และสงออกในรูปของผลิตภัณฑแปรรูป การนําเขาถ่ัวเหลืองของไทย รอยละ 80 สั่งจากประเทศท่ีเปนแหลง
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ปลูกถ่ัวเหลือง GMOs ซ่ึงมีโอกาสเปนไปไดสูงท่ีจะปนเปอนดวยถ่ัวเหลือง GMOs ซ่ึงอาจสงผลกระทบตอการ

สงออกของผลิตภัณฑแปรรูปจากถ่ัวเหลืองก็มีโอกาสท่ีจะผลิตจากถ่ัวเหลือง GMOs เชนเดียวกัน 

เนื่องจากถ่ัวเหลืองท่ีผลิตในประเทศเปนผลผลิตจากธรรมชาติปราศจากปราศจากการตัดตอ

พันธุกรรม ประชาชนและผูบริโภคก็มีความวิตกกังวลเก่ียวกับการบริโภคอาหาร GMOs และมีการเรียกรองให

มีการติดฉลากสินคา หรือผลิตภัณฑอาหารท่ีมีสวนผสมของ GMOs หางสรรพสินคาบางแหงไดออกมาตรการ

ใหสินคาท่ีจะนํามาวางขาย ตองมีหนังสือรับรองวาเปนสินคาท่ีไมใช GMOs หรือไมไดใชวัตถุดิบท่ีผลิตจาก 

GMOs นอกจากนี้ในหลายประเทศท่ีซ้ือสินคาเกษตรของไทยไดกําหนดขอจํากัดของสวนผสมอาหาร GMOs 

โดยระบุเปนจํานวนเปอรเซ็นตของพืช GMOs ดังนั้นจึงมีความจําเปนท่ีตองตรวจวิเคราะหการปนเปอนถ่ัว

เหลือง GMOs ในเชิงปริมาณ (quantitative) สามารถระบุการปนเปอนของถ่ัวเหลือง GMOs เปนเปอรเซ็นต

ได งานตรวจสอบการปนเปอน GMOs ในสินคาเกษตรเปนเทคโนโลยีคอนขางใหมสําหรับประเทศไทย จึง

จะตองมีการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืช GMOs ใหมีประสิทธิภาพ มีความแมนยํา และเชื่อถือได เพ่ือ

นํามาใชประโยชนในการกํากับดูแลสินคาเกษตร GMOs และสรางมาตรการควบคุม ตรวจสอบ และออก

หนังสือรับรองสินคาพืช Non- GMOs 

ขนิษฐา และคณะ ป พ.ศ. 2552 ไดโคลนยีน EPSPS และผลิตแอนติบอดีในระบบเซลล

แบคทีเรีย เพื่อพัฒนาชุดตรวจสอบ GLIFT kit เพื่อใชตรวจโปรตีน CP4EPSPS ในถั่วเหลืองตานทานสาร

กําจัดวัชพืช 

Honghong Wu et al., (2012) สังเคราะหและเพิ่มปริมาณโปรตีน CP4EPEPS ในเซลล

แบคทีเรีย ตรวจสอบโปรตีนดวยเทคนิค western blot นําโปรตีนที่ไดมาเปนแอนติเจนเพื่อผลิตโพลี

โคลนอลแอนติบอดีเพื่อนํามาใชตรวจสอบโปรตีน CP4EPEPS ในผลิตภัณฑแปรรูปจากถั่วเหลืองดัดแปร

พันธุกรรมดวยเทคนิค ELISA 

ขอมูลจากสํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ซ่ึงมีหนาท่ีโดยตรงในการตรวจสอบเมล็ดพันธุพืชท่ี

นําเขาจากตางประเทศ  ในการตรวจสอบโปรตีนชนิดนี้ นิยมใชเทคนิค ELISA  เนื่องจากสามารถตรวจสอบ

ตัวอยางไดในปริมาณมากและการเตรียมตัวอยางสะดวกกวาวิธีการตรวจสอบแบบอ่ืน  โดยทางสํานักวิจัย

พัฒนาการอารักขาพืชตองซ้ือชุดตรวจสอบ ELISA  จากตางประเทศ ซ่ึงมีราคาประมาณชุดละ 30,000 บาท 

ชุดตรวจสอบ 1 ชุด สามารถตรวจสอบได 2-10 ตัวอยาง ประเทศไทยตองสูญเสียคาใชจายเปนจํานวนมากใน

การซ้ือชุดตรวจสอบนี้  Wei Wang (2000) นํา recombinant protein มาผานกระบวนการทําแหงแบบเยือก

แข็งท่ียังคงคุณสมบัติของโปรตีนไวไดอยางดี สามารถยืดเวลาเก็บรักษาโปรตีนไวไดยาวนาน เพราะฉะนั้นการ

พัฒนา recombinant protein CP4EPEPS โดยการทําแหงแบบเยือกแข็งเพ่ือนํามาใชเปนโปรตีนมาตรฐานใน

การตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมดวยเทคนิค ELISA  และพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ (ELISA kit) ใน

เชิงพาณิชย จะเปนการทดแทนการนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศ และลดตนทุนการตรวจสอบพืชดัด

แปรพันธุกรรม และจะเปนประโยชนอยางยิ่งในการเฝาระวังและติดตามการแพรระบาดของถ่ัวเหลืองดัดแปร

พันธุกรรม 
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ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน  (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) ขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63 

ดําเนินการท่ีสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และกลุมงานไวรัสวิทยา กรมวิชาการเกษตร ในป 2557-2558 

ระยะเวลา 1 ป มีวิธีการ 

1. การเพ่ิมปริมาณโปรตีน EPSPS ในระบบเซลลแบคทีเรีย 

   โคลนยีน EPSPS จากถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม เชื่อมตอยีนเขากับ expression vector 

pET200 TOPO แลวถายโอนพลาสมิดลูกผสมเขาสู  E.coli  BL21 คัดเลือกโคลน นําไปเลี้ยงและชักนําให

สรางโปรตีนในอาหาร 2xYT ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ปนเก็บตะกอนเซลล ทําใหเซลลแตก

โดยการ sonicate ดวยเครื่อง ultra schall BANDELIN SONOPULS HD รุน 2200 ปนเหวี่ยงแยกเก็บสวน

ใส (supernatant) ไปทําบริสุทธิ์โปรตีนดวย column NI-NTA super flow (QiAGEN)  

   2. การทําบริสุทธิ์โปรตีน EPSPS 

   ทําบริสุทธิ์โปรตีน EPSPS ท่ีอยูในสวนใสดวยคอลัมน Ni-NTA supser flow ตามวิธีการของ

บริษัท ตรวจสอบปริมาณและความเขมขนของโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE แลวนําโปรตีนท่ีไดไปกําจัดเกลือ

ดวยวิธีการ dialysis ในสารละลาย 1xPBS pH 7.4 ตรวจวัดปริมาณความเขมขนของโปรตีน EPSPS ผานการ

ทําบริสุทธิ์อีกครั้งโดย Bradford’s method  

   3. การตรวจสอบปริมาณโปรตีนโดย Bradford’s method 

 การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน EPSPS ท่ีผานการทําบริสุทธิ์ เปรียบเทียบปริมาณจากการสราง

กราฟโปรตีนมาตรฐาน ตามวิธีการของชุดวิเคราะหโปรตีน Bio-Rad Assay (บริษัท BIO-RAD) ซ่ึงอาศัย

หลักการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนของ (Bradford, 1976แตละความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน) ทํา 4 ซํ้า 

แลวนําขอมูลมาสรางกราฟมาตรฐาน เพ่ือสรางสมการเสนตรงท่ีเหมาะสมดวย Least square ท่ีระดับความ

เชื่อม่ัน 95% นําคาการดูดกลืนแสงท่ี OD595 ของโปรตีน EPSPS แทนคาในสมการเสนตรงเพ่ือตรวจวัดความ

เขมขนของโปรตีน  

 4. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในกระตาย 

 ใชกระตายเพศเมียพันธุ White New Zealand อายุประมาณ 3 เดือนและมีน้ําหนักประมาณ 

2.0 กิโลกรัมโดยเจาะเลือดกระตายในสัปดาหแรกเพ่ือใชเปนซีรัมปกติ (normal serum, Ns) แอนติเจนคือ

โปรตีน EPSPS บริสุทธิ์เขมขน 1 mg/ml ผสมกับ complete Freund’s adjuvant (CFA) ในอัตราสวน 1:1 

และฉีดเขาทางใตผิวหนัง (subcutaneous injection, SC) จํานวน 5 จุด แลวกระตุนภูมิในสัตวทดลองอีก 3 

ครั้งโดยผสมแอนติเจนกับ Incomplete Freund’s adjuvant (IFA)  เจาะเลือดท่ีเสนเลือดบริเวณใบหูครั้ง

แรกในสัปดาหท่ี 6 และเจาะเลือดทุกๆ สัปดาห จนครบ 10 ครั้ง  ปนเหวี่ยงแยกแอนติบอดีจากเม็ดเลือดแดงท่ี  

8,000 รอบตอนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาทีเก็บสวนซีรัมและเติม 2% NaN3 ใหไดความเขมขน

เปน 0.02% เพ่ือปองกันการปนเปอนของแบคทีเรีย ตรวจสอบคาไตเตอรของแอนติบอดีตอโปรตีน EPSPS 

ดวยเทคนิค indirect ELISA 
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 5. การตรวจสอบคาไตเตอร (Titer) ของแอนติซีรัมดวยเทคนิค indirectELISA  

  การตรวจสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมท่ีผลิตไดตอโปรตีน EPSPS ซีรัมท่ียังคงใหผลบวก 

(มากกวา 2 เทาของ A405ของซีรัมปกติ, Normal serum) ดวยวิธีการ indirect ELISA ตามวิธีการของ Clark 

และ Adam (1977)  

  6. การแยกสกัดและทดสอบประสิทธิภาพอิมมูโนโกลบูลิน 

  แยกสกัด IgG โดยใชชุดสกัด HiTrap Protein A HP ดวยเครื่องทําบริสุทธิ์โปรตีน 

(ÄKTA chromatography)  แลวปรับสภาพของ IgG ดวย 0.05 เทาของปริมาตร IgG ดวย neutralizing 

buffer ไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE และตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี OD.280 โดยใชคา 

Extinction coefficient ของ IgG เพ่ือปรับ pH ของ IgG ใหเปนกลางคํานวณความเขมขนของ IgG ท่ีแยกได

จากสูตร O.D.280/1.4 = X มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Clark และ Adam, 1977) จากนั้นปรับความเขมขนของ 

IgG ใหไดความเขมขน 1 mg/ml แลวเจือจางเพ่ิมดวยสารละลาย 1XPBS pH 7.4 ท่ีคาการเจือจางเริ่มตนท่ี 

1:200 ถึง 1:12,800 ทดสอบหาคาความเจือจางของ IgG แตละระดับความเขมขนตอการเกิดปฏิกิริยากับ

โปรตีน EPSPS บริสุทธิ์ท่ีความเขมขน  10 ng/µl ดวยเทคนิค indirect ELISA จํานวน 5 ซํ้า อานผลการ

ตรวจสอบท่ี 30 นาที หลังเติมสับสเตรท 

7. การหาคาความเจือจางของโปรตีน EPSPS บริสุทธิ์ดวยเทคนิค indirect ELISA 

 ปรับความเขมขนโปรตีนEPSPS บริสุทธิ์เริ่มตนท่ี 1 mg/ml เจือจางโปรตีน EPSPS ใน

สารละลาย Coating buffer pH 9.6 ท่ีระดับความเขมขน 1:2-1:2,048 (แบบ 2 fold –dilution) คาความ

เจือจางละ 5 ซํ้า ใช IgG เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรท่ีเจือจาง 1:200 และใช goat anti rabbit IgG ท่ีเจือ

จาง 1:10,000 เพ่ือตรวจดูระดับความเจือจางต่ําสุดของโปรตีน EPSPS ท่ีสามารถตรวจสอบได วัดคาดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร (A 405) ดวยเครื่อง ELISA microplate reader ท่ีเวลา  30 นาทีหลังเติม

สารละลายสับสเตรท กําหนดคาท่ีมากกวา 2 เทาของสารละลาย buffer ใหผลการตรวจสอบเปนบวก 

  8. การเตรียมตัวอยางถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรมตานทานสารกําจัดวัชพืชสําหรับทดสอบดวย

เทคนิค indirect ELISA 

 ตัวอยางถ่ัวเหลืองท่ีตรวจพบยีน EPSPS โดยเทคนิค real time PCR แชในสารละลายไกลโฟเสท

ความเขมขน 0.12% เปนเวลา 30 นาที ใชตนท่ีเจริญเปนตนไดเปนตัวอยางท่ีใหผลเปนบวก และเพาะถ่ัว

เหลืองท่ีตรวจไมพบยีน EPSPS ควบคูกันไปเพ่ือใชเปนตัวอยางท่ีใหผลเปนลบ แลวใชตัวอยางดังกลาวทดสอบ

ดวยเทคนิค indirect ELISA กับผลการทดสอบดวยเทคนิค real time PCR เพ่ือตรวจสอบความถูกตอง

แมนยํา และประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ  

   9. การทําแหงแบบเยือกแข็งของโปรตีนและแอนติบอดี 

 - การทําตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งตัวอยางโปรตีน 

  เจือจางโปรตีน EPSPS ท่ีผานการทําบริสุทธิ์ในสารละลาย coating buffer pH 9.6  ท่ี 4 ระดับ

ความเขมขนคือ 10, 100, 200 และ 400 นาโนกรัมตอไมโครลิตร โหลดตัวอยางปริมาณ 100 ไมโครลิตรลงใน
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หลุมไมโครเพลทชนิด 96 หลุม แชตัวอยางในตูควบคุมอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส นานขามคืน แลวเอาเขา

เครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง -80 องศาเซลเซียส ความดัน 132 mPa  

  - การทําตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งของแอนติบอดี 

 แยกสกัด IgG ท่ีมีความจําเพาะตอโปรตีน EPEPS ดวยดวยชุดสกัด Protein A 

Chromatography จากนั้นทํา desalting ให IgG อยูในสารละลาย 100 mM sodium phosphate buffer 

ตรวจวัดปริมาณโปรตีนท่ี OD.280 เจือจางความเขมขนของแอนติบอดีใหไดความเขมขนท่ี 1 mg/ml เจือจาง 

IgG ในอัตราสวน 1:100, 1:200, 1:400, 1:800  โหลด IgG แตละความเขมขนในปริมาณ 100 ไมโครลิตร 

จากนั้นนําไมโครเพลทแชท่ี อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส นานขามคืน แลวนําเขาเครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง

ภายใตสภาวะสุญญากาศ จนกวา IgG จะแหงสนิทติดบนผิวไมโครเพลท 

 10. การตรวจสอบตัวอยางท่ีทําแหงแบบเยือกแหงดวยเทคนิค indirect ELISA 

 - ตรวจสอบตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งของโปรตีน EPSPS และ IgG ดวยเทคนิค indirect ELISA 

      ตรวจสอบความใชไดของตัวอยางท่ีผานการทําแหงแบบเยือกแข็งดวยเทคนิค indirect ELISA  

ELISA ตามวิธีการของ Clark และ Adam (1977) ตรวจสอบผลโดยวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 นา

โนเมตร (A 405) ดวยเครื่อง ELISA microplate reader ท่ีเวลา 15 นาที หลังเติมสารละลายสับสเตรท 

กําหนดคาท่ีมากกวา 2 เทาของสารละลาย buffer หรือ BSA ซ่ึงเปน negative control ใหผลการตรวจสอบ

เปนบวก  

  11. การพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือตรวจสอบถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม  

        พัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือตรวจสอบถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม โดยใชโปรตีนมาตรฐาน

ท่ีเพ่ิมปริมาณและสังเคราะหโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรีย จากนั้นนําโปรตีนความเขมขน 1 mg/ml เจือจาง

โปรตีนบริสุทธิ์ในผงถ่ัวเหลืองท่ีระดับความเจือจาง 1:1, 1:10, 1:100, 1:1,000, 1:10,000 เปรียบเทียบผลการ

ทดสอบดวยเทคนิค indirect ELISA ใชแอนติบอดีเขมขน 1 mg/ml เจือจาง 1:200 โดยใชสับสเตรท 2 ชนิด

คือ Alkaline Phosphatase (AP) และ Horseradish Peroxidase (HRP) เพ่ือคัดเลือกชนิดสับสเตรทท่ี

เหมาะสมไปใชพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit ในเชิงพาณิชย และเปรียบเทียบผลตัวอยางเดียวกันกับชุด

ตรวจสอบทางการคา Agdia (Roundup Ready CP4EPSPS, USA) 

ผลการทดลองและอภิปราย 

  ผลการเพ่ิมปริมาณและทําบริสุทธิ์โปรตีนEPSPS  

          ได recombinant protein EPSPS ท่ีมีขนาดโปรตีนเทากับ  52 กิโลดาลตัน ท่ีมีความบริสุทธิ์

และมีปริมาณเพียงพอสําหรับนําไปใชเปน positive control ซ่ึงแถบโปรตีนเปาหมายเปนโปรตีนเดียว ไมมี

โปรตีนชนิดอ่ืนปนเปอน 
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 ผลการตรวจสอบปริมาณโปรตีนโดย Bradford’s method 

       ตรวจวัดปริมาณ โดย Bradford’s method เปรียบกับคาการดูดกลืนแสงของโปรตีนมาตรฐาน 

BSA ท่ีระยะเวล 5 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี A595ไดคาสมการ Y=0.005x+0.178 คาระดับความเชื่อม่ัน R2 

0.975 หรือท่ี 97.5% นําคาการดูดกลืนแสงของโปรตีน EPSPS แทนคา Y ในสมการขางตน คํานวณคา X จาก

สมการไดความเขมขนของโปรตีน EPSPS ไดปริมาณความเขมขนโปรตีน EPSPS เทากับ  70.6, 30.4, 24.0, 

44.07 mg/ml 

  ผลการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในกระตาย 

  ตรวจสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมท่ีเจาะเลือดจากกระตายมาท้ังหมด 10 ครั้ง พบวาแอนติซีรัม

ท่ี 5 มีคาไตเตอรสูงท่ีสุด (ภาพท่ี 1) วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร ไดเทากับ 1:3,876,800 เหมาะท่ี

จะนําไปแยกสกัด IgG ใหได IgG ท่ีมีความบริสุทธิ์และมีความจําเพาะเจาะจงตอโปรตีน EPSPS เพ่ือพัฒนาชุด

ตรวจสอบถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมใหตานทานสารกําจัดวัชพืช  

ผลการแยกสกัดอิมมูโนโกลบูลิน 

 IgG ท่ีจําเพาะตอโปรตีน EPSPS ซ่ึงแยกสกัดโดยใชชุดสกัด HiTrap Protein A HP ผานเครื่อง

ทําบริสุทธิ์โปรตีน (ÄKTA chromatography) วัดคา OD280 เทากับ 4.432 คิดเปนความเขมขนเทากับ  3.165 

mg/ml ดังภาพท่ี 2 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพอิมมูโนโกลบูลิน 

- การทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลินดวยเทคนิค indirect ELISA 

 IgG ท่ีเจือจางท่ีระดับความเขมขน 1:200-1:12,800 เพ่ือหาคาความเจือจางตํ่าสุดของ IgG ตอ

โปรตีน EPSPS พบวาใหผลการตรวจสอบท่ีถูกตองชัดเจน ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ Carbonate coating 

buffer ท่ีใชเปน Negative control และระดับความเจือจางต่ําสุดของ IgG ท่ีสามารถตรวจสอบโปรตีน 

EPSPS ไดอยางจําเพาะเจาะจงคือคาความเจือจางต่ําสุดท่ี 1:1,600 มีคาเทากับ 0.322 และระดับความเจือจาง

ท่ีใหผลการตรวจสอบท่ีชัดเจนสามารถอานผลการตรวจสอบไดในระดับสายตาอยางชัดเจนคือระดับความเจือ

จางท่ี 1:200-1:400 คา OD405 เทากับ 1.545 และ 0.884 เพราะฉะนั้นท่ีระดับความเจือจางของ IgG ท่ีระดับนี้

เหมาะสมในการตรวจสอบโปรตีน EPSPS อยางถูกตองแมนยํา และมีความจําเพาะเจาะจงสูง สามารถ

วิเคราะหผลไดในการอานผลในระดับสายตาโดยไมจําเปนตองตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงซ่ึงเหมาะกับการ

นําไปพัฒนาชุดตรวจสอบ  

 - การหาคาความเจือจางของโปรตีน EPSPS บริสุทธิ์ดวยเทคนิค indirect ELISA 

 ระดับความเจือจางสูงสุดของโปรตีน EPSPS บริสุทธิ์ ท่ี IgG สามารถตรวจสอบไดแสดงใหถึง

คุณภาพของแอนติบอดีท่ีมีประสิทธิภาพ จากการเจือจางแอนติเจนท่ีระดับ 1:2-1:2,048 ซ่ึงคิดเปนความ

เขมขนสุดทายท่ี 0.48 นาโนกรัมตอไมโครลิตร คา OD405 มีคาอยูในชวง 1.309 -0.286 ถือเปนระดับท่ีต่ํา

มากกวา 1 นาโนกรัม และระดับความเจือจางของโปรตีน EPSPS ท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบดวยเทคนิค 

indirect ELISA ท่ีสุด คือ คาความเจือจางท่ี 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนปริมาณโปรตีนท่ีเหมาะสมในการ
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จับกับพ้ืนท่ีผิวของ microplate ELISA แสดงวาปริมาณโปรตีนท่ีมากกวาระดับนี้ อาจมีโปรตีนมากเกินไปจน

เกิดเปนสวนเกินในการจับกับพ้ืนผิวของ microplate ELISA   

 - การทดสอบตัวอยางถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมตานทานสารกําจัดวัชพืชดวยเทคนิค indirect 

ELISA 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพและความจําเพาะเจาะจงของชุดตรวจสอบ ELISA ท่ีพัฒนาข้ึน กับ

เทคนิคการตรวจสอบดวยเทคนิค PCR พบวาถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมจํานวน 3 ตัวอยาง ตรวจพบโปรตีน 

EPSPS ซ่ึงใหคาการตรวจสอบท่ี OD405 อยูในชวง 0.5530-0.7866 แตใหผลการตรวจสอบท่ีไมชัดเจนมากนัก 

เม่ือเทียบกับโปรตีน EPSPS  จึงมีความจําเปนตองศึกษาหาคาความเจือจางท่ีเหมาะสมของตัวอยางตนถ่ัว

เหลืองตอสารละลายท่ีใชบดตัวอยาง เพ่ือใหไดอัตราสวนท่ีเหมาะสมสําหรับนําไปใชบดตัวอยางโดยไมมี

ผลกระทบกับการเกิดปฏิกิริยาในการตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 คาไตเตอรของแอนติซีรัมครั้งท่ี 1-10 เม่ือใชโปรตีน EPSPS บริสุทธิ์เขมขน 10 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร เปนแอนติเจน ตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA อานผลการตรวจสอบท่ีเวลา 30 นาที หลัง

เติมสับสเตรท 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 แสดงพ้ืนท่ีใตกราฟจากการแยกสกัด IgG-EPSPS แตละ fraction ตรวจวัดท่ีคา OD280 แสดงผล         

ณ เวลาจริงท่ีแยกสกัด IgG 

แสดงพ้ืนที่ไดกราฟจากการแยกสกัด IgG-EPSPSเทากับ 1504.5210 

ml*mAu คิดเปนความเขมขน 3.165 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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  ผลการทําแหงแบบเยือกแข็งของโปรตีนและแอนติบอดี 

  จากการเคลือบผิวไมโครเพลทดวยโปรตีน EPSPS พบวาตองใชเวลาในการทําแหงแบบเยือกแข็ง 

เปนเวลา 1 สัปดาห ตัวอยางจะแหงสนิทติดบนผิวไมโครเพลท สามารถเก็บรักษาตัวอยางสําหรับใชเปน 

positive control เพ่ือโปรตีน EPSPS ในถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมได สวน IgG ใชเวลาในการทําแหงแบบ

เยือกแข็งภายใตอุณหภูมิ -80 องศา เปนเวลา 1 สัปดาห เชนเดียวกัน เบื้องตนพบวา IgG แหงเคลือบติดพ้ืนผิว

ไมโครเพลทเปนอยางดี 

 ผลการตรวจสอบตัวอยางท่ีทําแหงแบบเยือกแหงดวยเทคนิค indirect ELISA 

 จากการตรวจสอบความใชไดของโปรตีน EPSPS ท่ีระดับความเจือจางท่ีแตกจางกัน เม่ือผาน

กระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง พบวาโปรตีนยังคงสภาพไดเปนอยางดี ทุกระดับความเจือจางท่ีนํามา

ทดสอบยังคงสภาพและโครงสรางของโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติในการเปนแอนติเจนไดเปนอยางดี แมวาในระดับ

ความเจือจางท่ีต่ําสุดท่ีทดสอบคือ 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร เม่ือตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA ให

การดูดกลืนแสงท่ี A405 เทากับ 2.565 ท่ีระดับความเขมขนของโปรตีนสูงสุดข้ึนไปในการทดสอบคือ 100, 200, 

400 นาโนกรัมตอไมโครลิตร มีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 3.575, 3.033, 3.611 ตามลําดับ เพราะฉะนั้นแสดง

ใหเห็นวาระดับความเจือจางของโปรตีนท่ีสามารถนําไปทําแหงแบบเยือกแข็งสามารถใชโปรตีนท่ีระดับต่ํากวา 

10 นาโนกรัมตอไมโครลิตรได  

ผลการตรวจสอบตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งของแอนติบอดีดวยเทคนิค indirect ELISA 

 จากการเคลือบไมโครเพลทดวย IgG ท่ีระดับความเจือจางท่ีแตกตางกันนั้น พบวาเม่ือเจือจาง IgG 

ท่ีระดับต่ําท่ี 1:800 พบวา IgG ในสภาพตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งท่ีระดับความเจือจางดังกลาวยังคง

คุณสมบัติในการตรวจจับกับโปรตีนเปาหมายไดเปนอยางดี ซ่ึงในการทําตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งของ IgG ยัง

สามารถเจือจาง IgG ไดในระดับต่ํากวา 1:800 ไดอีก จาการตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงของการทําปฏิกิริยา

ระหวาง IgG แตละระดับความเจือจางกับโปรตีน EPSPS ท่ีความเขมขน  10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร พบวาท่ี

ระดับความเขมขนดังกลาวทุกระดับความเจือจางของ IgG ยังคงตรวจสอบโปรตีนไดอยางมีประสิทธิภาพ 

เพราะการทําแหงแบบเยือกแข็งเปนการรักษาโครงสรางของ IgG ใหคงคุณสมบัติของอิพิโทปท่ีดีในการ

ตรวจจับโปรตีนเปาหมาย เพราะฉะนั้นการเคลือบไมโครเพลทดวย IgG ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงจึงเปนวิธีการ

ท่ีเหมาะสมสําหรับนําไปตรวจสอบโปรตีนพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีการปนเปอนในระดับต่ํากวา 10 ng/µl 

  ผลการพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือตรวจสอบถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

 จากการเจือจางโปรตีน EPSPS ในผงถ่ัวเหลืองท่ี 4 ระดับความเจือจาง พบวาเม่ือเลือกใช AP 

และ HRP เปนสับสเตรทสามารถตรวจสอบ โปรตีน EPSPS ท่ีระดับความเจือจางท่ี 1:1, 1:10 ใหคาการ

ดูดกลืนแสงท่ี OD405 เทากับ 3.784 และ 2.490 เม่ือใชสับสเตรทชนิด AP สําหรับสับสเตรทชนิด HRP ใหคา

ดูดกลืนแสงท่ี OD405 เทากับ 2.490 และ 0.633 เม่ือใชแอนติบอดีท่ีระดับความเจือจาง 1:200 อานผลการ

ตรวจสอบท่ีระยะเวลา 30 นาที หลังจากเติมสับสเตรท แตเม่ือท้ิงระยะเวลาการตรวจสอบไวท่ี 60 นาที 

ตัวอยางท่ีใชสับสเตรทชนิด AP มีแนวโนมใหผลการทดสอบลวง (false positive) กับ negative control 
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เพราะฉะนั้นชนิดของสับสเตรทท่ีควรเลือกใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit คือ ชนิด HRP อีกท้ัง

สับสเตรทดังกลาวใหผลการตรวจสอบท่ีชัดเจนกวา AP สับสเตรท พบวาแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนใหผลการ

ตรวจสอบโปรตีน EPSPS สอดคลองกับ (Agdia ELISA kit) และสามารถตรวจสอบโปรตีนไดในระดับความเจือ

จางท่ี 1:100 ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดดีกวา Agdia ELISA kit ถึง 100 เทา เม่ือใช HRP เปนสับสเตรทและไม

เกิดปฏิกิริยาขามกับ negative control และ Extraction buffer  (ภาพท่ี 3) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ภาพท่ี 3  ผลการทดสอบโปรตีน EPSPS ดวยเทคนิค indirect ELISA  เม่ือทดสอบดวย แอนติบอดี Agdia 

เจือจาง 1:200 แอนติบอดี IgG-EPSPS-AP/2  ใชแอนติบอดีเจือจาง 1:200 สับสเตรทชนิด AP IgG-EPSPS-

HRP/3 ใชแอนติบอดีเจือจาง 1:200 สับสเตรทชนิด HRP อานผลการตรวจสอบท่ี 30 นาทีหลังเติมสับสเตรท 

 สวนวิธีการในการพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit ตนแบบ เพ่ือใชในการตรวจสอบถ่ัวเหลืองดัด

แปรพันธุกรรมและการขยายผลในเชิงพาณิชย โดยการตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA ชนิด 96 หลุม 

ซ่ึงสามารถใชตรวจสอบตัวอยางได 48 ตัวอยาง ชุดตรวจสอบ 1 ชุดประกอบดวย 
 

รายการ ปริมาณ 

- ไมโครเพลทชนิด 96 หลุม 

- IgG-EPSPS 1 มิลลิกรมัตอมลิลลิติร  

- secondary antibody-HRP 

-  TMB substrate 

- Extraction buffer 

- skim milk 

- PBST buffer 

- PBS 

- Positive control  

1 เพลท 

1 หลอด 

1 หลอด 

25 มิลลิลติร 

25 มิลลิลติร 

6 กรัม 

400 มิลลิลิตร 

200 มิลลิลิตร 

1 หลอด 

 

 

Buffer 

Negative 

โปรตีน EPSPS 1:1 

โปรตีน EPSPS 

1:10 

โปรตีน EPSPS 
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ซ่ึงมีวิธีใชดังนี้ 

 1. บดตัวอยางถ่ัวเหลืองท่ีจะตรวจสอบหาใน Extraction buffer อัตราสวน 1:10 ดูดสวนใสปริมาณ 

200 ไมโครลิตร บมตัวอยางในไมโครเพลทท่ี 4 องศาเซลเซียสนานขามคืน หรือ ท่ีอุณหภูมิหองนาน 2 ชั่วโมง 

ลางไมโครเพลทดวย PBST buffer หลุมละ 200 ไมโครลิตร ครั้งละ 3 นาที จํานวน 3 ครั้ง 

 2. เติม blocking solution (2% skim milk ท่ีละลายใน PBST) หลุมละ 200 ไมโครลิตร บมใน

กลองความชื้นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาทีลางไมโครเพลทดวย PBST buffer หลุมละ 200 

ไมโครลิตร ครั้งละ 3 นาที จํานวน 3 ครั้ง 

 3. เติม IgG-EPSPS 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เจือจาง 1: 200 ใน blocking solution หลุมละ 200 

ไมโครลิตร บมในกลองความชื้นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ลางไมโครเพลทดวย PBST 

buffer หลุมละ 200 ไมโครลิตร ครั้งละ 3 นาที จํานวน 3 ครั้ง 

 4. เติม secondary antibody-HRP เจือจาง 1:10,000 ใน blocking solution หลุมละ 200 

ไมโครลิตร บมในกลองความชื้นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ลางไมโครเพลทดวย PBST 

buffer หลุมละ 200 ไมโครลิตร ครั้งละ 3 นาที จํานวน 3 ครั้ง 

 5. เติม TMB substrate หลุมละ 200 ไมโครลิตร บมในกลองปดแสงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 30 นาที อานผลการตรวจสอบท่ีวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร (A 405) ดวยเครื่อง 

ELISA microplate reader กําหนดคาท่ีมากกวา 2 เทาของ Negative control  ผลการตรวจสอบวาเปนถ่ัว

เหลืองดัดแปรพันธุกรรม  

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 สังเคราะหยีน EPSPS ขนาด 1,368 bp โคลนเขาสู expression vector pET 200/D-TOPO®  

แลวถายโอนยีนเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 เพ่ิมปริมาณโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรีย แลวทําบริสุทธิ์

โปรตีนโดยใช Ni-NTA ผลการตรวจสอบขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE พบโปรตีนขนาด 52 กิโลดาลตัน 

ถูกชะออกมาท่ี elution buffer pH 4.5 ใชโปรตีนท่ีผานการทําบริสุทธิ์เปนแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดี 

และไดเจาะเลือดกระตายเพ่ือเก็บแอนติซีรัมจํานวน 10 ครั้ง มาแยกสกัด IgG ดวยชุดสกัด protein A นํา

โปรตีน EPSPS และ IgG มาพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit โดยพัฒนาโปรตีนและแอนติบอดีในรูปแบบแหง

แบบเหยือกแข็ง เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบระหวางแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนกับแอนติบอดีทาง

การคา พบวาแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนสามารถใหผลการตรวจสอบโปรตีน EPSPS ไดดีกวาแอนติบอดีทางการคา

เม่ือใหอัตราสวนความเขมขนเดียวกัน แสดงวาแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบโปรตีน 

EPSPS ในถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมไดเปนอยางดีเหมาะสําหรับใชพัฒนา ELISA kit ในเชิงพาณิชย อยางไรก็

ตามชุดตรวจสอบท่ีไดพัฒนาข้ึนยังมีประสิทธิภาพดีเฉพาะการตรวจถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมในตนสดได

ดีกวาในสวนของผลิตภัณฑแปรรูป จึงควรมีการวิจัยพัฒนาการสกัดโปรตีนจากผลิตภัณฑแปรรูป เพ่ือนํามาใช

ตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA ตอไป อีกท้ังแอนติบอดีท้ังชนิดโพลีโคลนอลและโมโนโคลนอลและโปรตีน 
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EPSPS บริสุทธิ์ท่ีผลิตข้ึน สามารถจําหนายในเชิงพาณิชย ลดการนําเขาจากตางประเทศ และงานวิจัยชิ้นนี้ยังเปน

ตนแบบในการวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีสําหรับการตรวจสอบพืชหรือจุลินทรียดัดแปรพันธุกรรม โดยสามารถลด

ปริมาณและการใชสารเคมี ลดข้ันตอนการตรวจวิเคราะห ลดเวลาและคาใชจายไดอีกดวย  

การทดลองท่ี 3 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตนี CP4EPSPS (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) ขาวโพดตานทานสาร

กําจัดวัชพืช Roundup Ready 
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บทคัดยอ 

 การศึกษาวิธีสังเคราะห โปรตีน EPSPS ท่ีมีความบริสุทธิ์ ในขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ 

NK603 ดวยการสังเคราะหยีน CP4EPSPS แลวโคลนยีน เขาเวคเตอร pET200/D-TOPO (ใหชื่อพลาสมิดวา 

pET200-NK603) แลวสังเคราะหโปรตีน EPSPS ท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสม ดวยการเลี้ยง E. coli ในอาหาร

เหลว 2xYT ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ และชักนําใหผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน โดยเติมสาร IPTG ความเขมขน 1   

มิลลิโมลาร เพ่ือผลิตโปรตีน EPSPS ท่ี 22 ชั่วโมง ซ่ึงรีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีไดมีขนาด 48 kDa จากนั้นนํา      

รีคอมบิแนนทโปรตีนไปทดสอบคุณภาพ IgG ดวยเทคนิค DIBA และเตรียม gold-conjugated IgG linked 

ดวยเทคนิค Hetero-funtional linker เขากับตําแหนง Fc ของแอนติบอดี้พบวาปริมาตรท่ีเหมาะสมในการ

เชื่อมตออนุภาคทองคํา คือ IgG linked เขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ตออนุภาคทอง 

1 มิลลิลิตร เม่ือทดสอบความเขมขนของ Gold-conjugated IgG ท่ีมีตอ conjugated release pad อยูท่ี

อัตรา 10-15 ไมโครลิตร/เซนติเมตร โดยใช goat anti-rabbit (GAR) ทํา control line และทํา test line 

ดวย IgG ของ NK603 ซ่ึงจะทําปฏิกิริยาไดดีท่ีสุดกับสารละลาย Na2HPO4 โดยสามารถตรวจสอบไดภายใน

ระยะเวลา 5-10 นาที ปริมาณต่ําสุดท่ีวิเคราะหได คือ 0.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรโดยไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ

ตัวอยาง negative sample  

คําสําคัญ : โปรตีน EPSPS, DIBA, Gold-conjugated IgG, Hetero-funtional linker   

บทนํา 

 ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมเปนพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดหนึ่ง ซ่ึงไดรับการรับรองใหปลูกเปน

การคาและรับรองความปลอดภัยในการนํามาใชเปนอาหารของมนุษยในบางประเทศ  โดยในชวงป 2539 - 

2547 พ้ืนท่ีเพาะปลูกขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมไดเพ่ิมข้ึนมากกวา 47 เทา โดยเฉพาะป 2547 มีพ้ืนท่ี

เพาะปลูกขาวโพดถึง 140 ลานเฮกแตรท่ัวโลก ซ่ึงในจํานวนพ้ืนท่ีเพาะปลูกขาวโพดท้ังหมดนี้คิดเปนพ้ืนท่ี



32 
 

เพาะปลูกเฉพาะขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมถึงรอยละ 14 จากรายงานในป 2552 ของ Seong Hun Lee และ

คณะกลาววาพ้ืนท่ีสําหรับการเพาะปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมไดเพ่ิมข้ึนจากเดิม 1.7 ลานแฮกแตร ในป 2539 

เปน 125 ลานแฮกแตร ในป 2551 จากพ้ืนท่ีเพาะปลูกท้ังหมดพบวาพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีการปลูกกันเปน

จํานวนมาก 3 อันดับแรก คือถ่ัวเหลือง คิดเปน 70% ของพ้ืนท่ีปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ัวโลก รองลงมาคือ 

ฝาย คิดเปน 46% และอันดับท่ี 3 คือ ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม คิดเปน 24 % ของพ้ืนท่ีเพาะปลูกพืชดัดแปร

พันธุกรรม ตามท่ี The International Service for the Acquistion of Agri biotech Application หรือ 

ISAAA ไดมีรายงานวาปจจุบัน มีขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมมากกวา 121 ชนิดท่ีไดรับการอนุญาตใหใชเปน

อาหารหรืออาหารสัตว และยังมีการปลูกเพ่ือการคาในประเทศตางๆ มากกวา 23 ประเทศ (James, 2013;  

Jae et al, 2014).  

 ขาวโพด NK603 หรือชื่อทางการคา คือ ขาวโพด Roundup Ready เปนพืชท่ีตานทานตอสาร

กําจัดวัชพืช ประกอบไปดวยยีน cp4epsps (CP4 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase) ได

มีการวิจัยพัฒนาการตรวจสอบดวยพืชดัดแปรพันธุกรรมตางๆมากมายไมวาจะเปน ทางดานดีเอ็นเอเชน 

เทคนิค PCR หรือ Real-time PCR หรือ การตรวจวิเคราะหทางโปรตีน  ท้ังนี้การเปดการคาเสรี ทําใหสินคา

เกษตรมีความเสี่ยงตอการปนเปอนพืชดัดแปรพันธุกรรม การพัฒนาชุดตรวจสอบ ดวยการใชเทคนิค 

immunochromatographic strip test ซ่ึงปจจุบันไดพัฒนากลายเปนเทคนิค gold labeled IgG flow test 

(GLIFT)  (สุรภี และคณะ, 2547 และ กิตติศักดิ์ และคณะ, 2549) ในการทดลองนี้เปนวิธีท่ีพัฒนาข้ึนมาเพ่ือ

การตรวจวิเคราะห โดยอาศัยหลักการทางอิมูโนวิทยา และการไหลของสารในการทําปฏิกิริยา (lateral flow 

technique) บนแผนไนโตรเซลลูโลส เมมเบรนหรือเรียกอีกอยางวา Lateral Flow Test (LFT) ซ่ึงเปนวิธีท่ี

สามารถนําไปใชอานผลไดอยางรวดเร็ว งาย และตรวจสอบภาคสนามได (Kobra et al, 2011;  Liu et al., 

2014) 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน CP4EPSPS (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) ขาวโพดตานทานสาร

กําจัดวัชพืช Roundup Ready ดําเนินท่ีสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และกลุมงานไวรัสวิทยา         

กรมวิชาการเกษตร ในป 2553-2558 ระยะเวลา 5 ป มีวิธีการ 

 1. การเตรียมและทําบริสุทธิ์แอนติบอดี 

สังเคราะหยีน CP4EPSPS เชื่อมตอเขากับเวกเตอร pET200/D-TOPO เพ่ือสรางพลาสมิดลูก

ผสม pET200-NK603 ถายโอนเขาสูเซลล E. coli BL21 คัดเลือกแบคทีเรีย NK603-BL21 จํานวน 2 โคลน

ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน เม่ือถูกชักนําดวยสาร IPTG เม่ือหาสภาวะท่ี

เหมาะสมได จึงทําบริสุทธิ์โปรตีนดวยหลักการ Affinity Chromatography (Jiang et al, 2014) โดยใช 

specific (affinity) elution หรือ non-specific elution ดวยการใชคา pH หรือ ionic strength ของ

บัฟเฟอรท่ีระดับpH 4.9-8 เพ่ือใหไดแอนติเจนท่ีมีความบริสุทธิ์มากท่ีสุด โดยเปรียบเทียบปริมาณและขนาด
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ของโปรตีนท่ีผลิตข้ึนดวยวิธี SDS-PAGE ใชโปรตีน CP4EPSPS ท่ีบริสุทธิ์เปนแอนติเจน โดยผสมโปรตีน 

เขมขน 1 mg/ml ผสมกับ complete adjuvant อัตราสวน 1:1 นําไปฉีดกระตาย สัปดาหละ 1 ครั้ง จํานวน 

3 สัปดาห เขาชั้นใตผิงหนังกระตายสายพันธุ New Zealand white ในสัปดาหท่ี 4 ใชแอนติเจนเขมขน 3 

mg/ml ผสมกับ incomplete adjuvant ฉีดใตผิวหนังของกระตายตัวเดิม จากนั้นจึงเจาะเลือดเพ่ือเก็บแอนตี

ซีรัม จํานวน 10 ครั้ง ปนเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที แยกเก็บแอนติซีรัมไวทําบริสุทธิ์ IgG 

2. การแยกสกัด IgG 

      นําแอนติซีรัมท่ีมีคาไตเตอรสูงท่ีสุดมาทําการแยกสกัด IgG โดยการตกตะกอนดวย ammonium 

sulphate saturated แลวนํา IgG ท่ีไดมาทํา dialysis ในบัฟเฟอร 0.5x PBS นานขามคืน (เปลี่ยนบัฟเฟอร  

3 ครั้ง) ตรวจสอบคุณภาพ IgG ท่ีสกัดไดดวยเทคนิค SDS-PAGE วัดความเขมขนของ IgG ดวยเครื่อง 

spectrophotometer แลวคํานวณปรับความเขมขนของ IgG ท่ีแยกไดจาก สูตร O.D.280/1.4 = X มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร (Clark และ Adam, 1977) และไดสกัด IgG โดยใชชุดสกัด HiTrap Protein A HP ดวยเครื่องทํา

บริสุทธิ์โปรตีน (ÄKTA chromatography) ตรวจสอบ IgG ท่ีทําบริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE จากนั้นปรับ

ความเขมขนของ IgG โดยใชคา Extinction coefficient ของ IgG เพ่ือปรับ pH ของ IgG ใหเปนกลาง และ

คํานวณความเขมดวยสูตรขางตน  

3. การทดสอบคุณภาพและความจําเพาะของแอนติบอดีและแอนติเจนดวยวิธี

immunochromatographic assay  

- ทดสอบแอนติซีรัมกับตัวอยางพืชดวยเทคนิค indirect ELISA  

ทดสอบ indirect ELISA ตามวิธีการของ Clark และ Adam (1977) โดยมีตัวอยางทดสอบ คือ 

CP4EPSPS ความเขมขน 100 ng/µl และตัวอยางพืชไดแกใบขาวโพด ทดสอบดวย IgG ท่ีเจือจางดวย 

blocking solution และGAR-conjugated เจือจาง 1:10,000 ใน blocking solution ตรวจสอบปฏิกิริยา

การจบักันของโปรตีนและ IgG โดยเติมสารละลายสับเสตรท p-nitrophenyl phosphate บมไวท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในท่ีมืดนาน 30 นาทีหยุดปฏิกิริยาดวย 3N NaOH แลววัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น   

450 นาโนเมตร (A 405) ดวยเครื่อง ELISA microplate reader กําหนดคาท่ีมากกวา 2 เทาของซีรัมปกติ ท่ีให

คาเปนบวก 

- ทดสอบแอนติซีรัมดวยเทคนิค DIBA  

เจือจาง Recombinant protein NK603 บริสุทธิ์ท่ีระดับความเขมขน 1,000-1 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร หยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน นําแผน NCM ไปทดสอบกับแอนติซีรัม เจือจางใน 

Blocking buffer ในอัตรา 1:200 ลางดวย TBST จากนั้นแชในสารละลาย GAR-conjugated ท่ีเจือจางใน 

Blocking buffer อัตราสวน 1:10,000 ลางแผนเมมเบรนดวย TBST แลวเติมสารละลาย Napthol AS-MX 

phosphate และ fast red TR salt บมในท่ีมืดจนกวาจะเกิดสีชมพูของปฏิกิริยา หยุดปฏิกิริยาโดยการลาง

แผนเมมเบรนในน้ํากลั่น 
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4. การติด linker ท่ี antibodies  

 เพ่ิมความเสถียรในการจับกันของ Gold และ IgG ดวยการติด linker ซ่ึงเปนการเชื่อม IgG และ 

อนุภาคทองดวยโมเลกุลท่ีมีลักษณะเปนสายโพลิเมอร หรือ HeterofuntionalLinker เขากับตําแหนง Fc ของ

แอนติบอดี้บริเวณหมูคารโบไฮเดรต (polysaccharide) ดวยการผสม IgG ท่ีความเขมขน 1 mg/ml กับ  100 

mMNaIO4 เขยาท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาทีในท่ีมืด จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 1x PBS และเติม 

46.5 mM linker solution แลวเขยาท่ีอุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม 40 mM HEPES แลวนําไปปน

เหวี่ยงท่ี 2,000 g นาน 10 นาที ท่ี 4 ˚C ดวย 10k MWCO จากนั้นเติมดวย 40 mM HEPES ใหมีปริมาตร

สุดทาย 1 ml  

5. ตรวจสอบ การ Oxidation ของ IgG linker ดวย Purpald test  

 ข้ันตอนสําคัญของการเชื่อมตอแอนติบอดี้กับอนุภาคทองคือการ ปลดปลอย aldehyde group 

ดวยการออกซิเดชั่นของน้ําตาล ซ่ึงข้ันตอนนี้ทําไดดวย 1xPBS และ NaIO4 เพ่ือทดสอบการมีอยูของ 

Aldehydes ในตัวอยาง IgG ท่ีไดรับการ Oxidation นั้นสามารถทําไดโดยการเติม 60 ไมโครลิตร purpled 

solution ลงใน 20 ไมโครลิตร IgG ซ่ึงวิธีการนี้จะตองทําอยางรวดเร็วเนื่องจากตัวอยางจะกลายเปนสีมวง ซ่ึง

หมายถึงการปลดปลอย Oxygen ออกมา  

6. การทดสอบการ conjugated ของ IgG กับ Gold เพ่ือหาอัตราสวนการทําปฏิกิริยาท่ี

เหมาะสม 

ทดสอบการเชื่อมตอของแอนติซีรั่ม กับ colloid gold ท่ีมีอนุภาคทองคําขนาดเสนผาศูนยกลาง 

40 นาโนเมตร ดวยการทดสอบท่ีระดับความเขมขนของ IgG linked 1 mg/ml  โดยผสม colloid gold 1 ml 

กับ IgG linked ปริมาตร 10, 15, 20, 25, 30 และ 35 ul จากนั้นบมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที แลวจึงเติม

สารละลาย NaCl 10% เพ่ือหยุดปฏิกิริยาอนุภาคทองคําท่ีไมไดจับกับ IgG และบมท้ิงไว 5 นาที แลวสังเกตสี

และการตกตะกอนของอนุภาคทอง ดวยกลอง transmission electron microscopy (TEM) ท่ีไดดังรูปภาพ

ท่ี 2 จากนั้นนําไปอานคา Absorbance ในชวงความยาวคลื่นตั้งแต 400 – 800 nm  

7. ทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบ 

ผลิตชุดตรวจสอบ Strip test ดวยการทดลองพน Gold conjugated ลงบนแผน Gold 

conjugate release pad โดยทําการ เตรียม gold pad ดวยการแชสารละลาย Pretreatment ท้ิงไวท่ี

อุณหภูมิหองจนแหง หลังจากนั้นเตรียมสารละลายอนุภาคทองท่ีอัตราสวนระหวาง Gold:IgG linked 1

มิลลิลิตร :1 ไมโครลิตร และ 1 มิลลิลิตร : 15 ไมโครลิตร แลวนํามาพนบน Gold conjugate release pad ท่ี

ไดรับการ Pretreatment แลว ทดสอบความหนาแนของการพนดวย ระยะ ตั้งแต 10 - 30 ไมโครลิตร/

เซนติเมตร จากนั้นนําไปอบ ใหแหง แลวเตรียมเมมเบรนสําหรับทดสอบดวยการขีดเสน Test line ดวย IgG 

NK603 ความเขมขน 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ เสน Control line  ดวย Goat anti-rabitIgGอบใหแหงท่ี    

37 ˚C ทําการประกอบชุดทดสอบดวยการติด Gold Conjugate release pad ลงไปแลวตามดวยแผน 

Sample pad เพ่ือใชสําหรับดูดซับตัวโปรตีน NK603 บนแผน Backing card จากนั้นวางแผนไนโตรเซลลูโลส
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แอนติ
ซีรัม (As)

As-1 As-2 As-3 As-4 As-5 As-6 As-7 As-8 As-9 As-10

ค่าไตเตอร1์:51,200 1:102,400 1:409,600 1:819,200 1:409,600 1:819,200 1:204,800 1: 409,600 1:204,800 1:204,800

เมมเบรนท่ีมีเสน Control line และ Test line ซ่ึงแผน Nitrocellulose membrane (NM) ท่ีใชในการ

ทดสอบนี้คือ AE99 แลวติดลงบน Backing card แลวจึงวางแผนซับ Wick pad ไวดานบนสุด 

ผลการทดลองและอภิปราย 

ผลของการเตรียมและทําบริสุทธิ์แอนติบอดี 

 ผลการทดสอบปริมาณโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE พบวาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการชักนํา

ใหเซลล Nk603 BL-21 ผลิตรีคอมบิแนนท EPSPS โปรตีนออกมามากท่ีสุดท่ีการชักนําดวย IPTG นาน 22 

ชั่วโมง และโปรตีนมีขนาดประมาณ 48  kDa  

คาไตเตอรของแอนติซีรัมท่ีไดจากการเจาะเลือดครั้งท่ี 1 (As-1 หรือ สัปดาหท่ี 4) จนถึงครั้งท่ี 10 

(As-10 หรือสัปดาหท่ี 13) แสดงใหเห็นในตารางท่ี 1  

ตารางท่ี 1 แสดงคาไตเตอรของแอนติซีรัมตั้งแตการเจาะเลือดครั้งท่ี 1 (As-1) จนถึงครั้งท่ี 10 (As-10) 

 

 

จากตารางจะเห็นไดวาแอนติซีรัมท่ีไดจากการเจาะเลือดกระตายในครั้งท่ี 4 และครั้งท่ี 6 ใหคาไต

เตอรท่ีสูงท่ีสุด คือ 819,000 ซ่ึงเปนปริมาณแอนติซีรัมท่ีเจือจางท่ีสุดหรือเขมขนนอยท่ีสุดท่ียังคงสามารถทํา

ปฏิกิริยากับแอนติเจน CP4EPSPS และใหผลเปนบวกหรือ positive ในเทคนิค indirect ELISA ไดพบวาหาก

ทําการสกัด IgG ดวยวิธี ตกตะกอนดวย ammonium sulphate saturated ปริมาณของ IgG ท่ีได มีคานอย

เม่ือเทียบกับการใช Hitrap Protein A ซ่ึงทําใหมีปริมาณความเขมขนของ IgG สูงกวาการทําบริสุทธิ์ดวยวิธี

ตกตะกอน ammonium sulphate saturated 

 การทดสอบคุณภาพและความจําเพาะของแอนติบอดีและแอนติเจนดวยวิธี 

immunochromatographic assay 

 - ผลการทดสอบแอนติซีรัมและIgGท่ีผลิตจากกระตายกับตัวอยางพืชดวยเทคนิค indirect ELISA 

นําผลิตภัณฑท่ีไดจากการทําบริสุทธิ์โปรตีน และ IgG ท่ีสกัดไดจากการใชวิธี Hitrap Protein A 

มาทําการทดสอบกับตัวอยางพืชท่ีคาดวาจะเปนขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม CP4EPSPS พบวาตัวอยางท่ีไดจาก

พืช มีคาความเขมขนสูงกวา 2x ของความเขมขนของ Negative control แตมีคานอยกวา Positive control 

ซ่ึงเปน protein บริสุทธิ์ ซ่ึงหมายความวาตัวอยางพืชท่ีนํามาทดสอบเปนพืชดัดแปรพันธุกรรมแตมีการ

ปนเปอนของยีนดัดแปรพันธุกรรมอยูในปริมาณท่ีต่ํา 

           - ทดสอบแอนติซีรัมท่ีไดจากกระตายดวยเทคนิค DIBA  

 ผลการตรวจสอบ recombinant protein CP4EPSPS ท่ีระดับความเขมขนท่ี 1,000-1 นาโน

กรัม/ไมโครลิตรดวยเทคนิค DIBA ผลการตรวจสอบท่ีระยะเวลา 10 นาทีหลังจากเติมสับสเตรทแสดงใหเห็นวา
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แอนติบอดีตอ recombinant protein CP4EPSPS ท่ีผลิตจากจากกระตายมีความจําเพาะเจาะจง และมีความ

ไวในการตรวจจับโปรตีนท่ีระดับความเขมขนท่ีต่ําสุดท่ีทดสอบคือ 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และระดับความ

ความเขมของสีท่ีแสดงผลการเกิดปฏิกิริยาจะแปรผันตามปริมาณความเขมขนของโปรตีน 

ทดสอบการเช่ือมตอ IgG กับอนุภาคทอง (Colloidal gold conjugated IgG) 

 - หลัก Physical interaction (electrostatic coupling) 

สราง AuNPIgG conjugates ดวยหลักการ Physical interaction (electrostatic coupling) 

ซ่ึงเปนวิธีการเชื่อมตอผานปฏิกิริยาสัมพันธของประจุ คือเชื่อมตอประจุลบจาก Colloidal gold และประจุ

บวกจากแอนติบอดี้ PAb-CP4EPSPS ใช IgG ความเขมขนสุดทายท่ี 16  นาโนกรัมตอไมโครลิตร ตกตะกอน 

Colloidal gold conjugated IgG ดวยสารละลาย passive gold diluents pH 7.4 กัน ตรวจวัดคา O.D. 

530 ใหมีคาเทากับ 3.065 เปนคาท่ีมีปริมาณและความเหมาะสมของการเชื่อมตอของอนุภาคทองกับ IgG 

 AuNPIgG conjugated ท่ีเชื่อมตอกันดวยหลักการ electrostatic coupling มาตรวจสอบ

ความจําเพาะเจาะจงของ Colloidal gold conjugated IgG ของ PAb-CP4EPSPS ตอ recombinant 

protein CP4EPSPS  ท่ีระดับความเขมขน 1,000, 100, 10, 0.1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร สามารถตรวจสอบ

ผลการเกิดปฏิกิริยาสีมวงแดงของ Colloidal gold conjugated IgG ท่ีทําปฏิกิริยาของโปรตีนท่ีความเขมขน

ท่ี 1,000 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ภายในระยะเวลา 1 ชั่วโมงซ่ึงแสดงใหเห็นวา Colloidal gold conjugated 

IgG สามารถตรวจจับกับโปรตีนเปาหมาย CP4EPSPS ไดอยางจําเพาะเจาะจงไมเกิดปฏิกิริยาขากับสารละลาย

บัพเฟอร (ภาพท่ี 1) 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงผลการทดสอบ Colloidal gold conjugated IgG ท่ีระดับความเจือจาง 1: 50 ทําปฏิกิยากับ 

recombinant protein CP4EPSPS 

 - ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG ตอโปรตีน EPSPS  

ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG ตอโปรตีน EPSPS ดวยวิธีทดสอบ Westhernbloting 

เม่ือถายโปรตีนจากเจลอะคริลาไมดไปยังแผนเมมเบรน และใช IgG มาตรวจจับโปรตีน  EPSPS และเติมสับ

เสตรจ ตรวจพบสัญญาณการจับกันของแอนติเจนและแอนติบอดี  

การทดสอบหาคาความเขมขนของโปรตีนดวยการวัด  Bradford  

นําโปรตีน BSA ซ่ึงจะใชในการสราง Standard Control มาเจือจางใหเปน 1-5 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร ตามลําดับเพ่ือเปรียบเทียบกับโปรตีน CP4EPSPS ท่ีผลิตได แลวนํามาผสมกับ dry ดวยอัตราสวน 
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5:1 (โปรตีน : dry) จากนั้นนําคา Standard curve ของ BSA ท่ีไดมาสรางกราฟสมการเสนตรง คือ 

Y=0.0011+0.1968, R2 = 0.9911 และเม่ือนําคา Abs ท่ีวัดไดจากโปรตีน CP4EPSPS มาคํานวณ พบวาคา

ความเขมขนของโปรตีนท่ีได คือ 66.09091 และ 31.36364 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

ตรวจสอบ การ Oxidation ของ IgG linker ดวย Purpald test  

 การเชื่อมตอแอนติบอดีกับอนุภาคทองคือการ ปลดปลอย aldehyde group ดวยการ          

ออกซิเดชั่นของน้ําตาล เพ่ือทดสอบการมีอยูของ Aldehydes ในตัวอยาง IgG ท่ีไดรับการ Oxidation นั้น

สามารถทําไดโดยการเติม 60 ไมโครลิตร purpled solution ลงใน 20 ไมโครลิตร IgG ซ่ึงวิธีการนี้จะตองทํา

อยางรวดเร็วเนื่องจากตัวอยางจะกลายเปนสีมวง ซ่ึงหมายถึงการปลดปลอย Oxygen ออกมาจากการทดสอบ

พบวา ตัวอยางท่ีทดสอบดวย purpled แสดงสีมวงเขมชัดเจน ในขณะท่ีตัวอยางท่ี เปน negative ไมมีสีเลย  

ผลการทดสอบการ conjugated ของIgGกับ Gold เพ่ือหาอัตราสวนการทําปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม 

ทดสอบการเชื่อมตอของแอนติซีรั่ม กับ colloid gold ท่ีมีอนุภาคทองคําขนาดเสนผาศูนยกลาง 

40nm กับ IgG linked ปริมาตร 10, 25, 50 และ 75 ul เติมสารละลาย NaCl 10% W/V 100 µl แลว

สังเกตสีท่ีและการตกตะกอนของอนุภาคทอง อานคา Absorbance ในชวงความยาวคลื่นท่ี 400 – 800 nm 

พบวาปริมาตร IgG ท่ีดีท่ีสุดท่ีเติมลงในสารละลายอนุภาคทองคําเพ่ือ Conjugate ท่ี 10 µl โดยมีคา λmax 

เทากับ 526 nm  และคา Absorbancemax เทากับ 0.3341  

การทดสอบประสิทธิภาพการเช่ือมตอของ อนุภาคทองคํากับ IgG-linked ดวย Dot blot 

เตรียมอนุภาคทอง ปริมาตร 10 ml กับ IgG-linked 100 และ 150 µl แลวนํามาทดสอบกับ

โปรตีน NK603 ดวยวิธี Dot blot พบวาการ conjugated Gold กับ IgG 150 ul ใหผลการทดสอบชัดเจน

ท่ีสุดโดยสามารถสังเกตเห็นปฏิกิริยาไดท่ีโปรตีนต่ําสุดท่ี 7.5 mg/ml  

เม่ือตรวจสอบการจับกันของอนุภาคทองและแอนติบอดีโดยใชกลอง Transmission electron 

micrographs พบอนุภาคทองจับกับ IgG ดังภาพท่ี 2B-C สวนภาพท่ี 2A เปนอนุภาคทองตั้งตน และภาพท่ี 

2D เปนตัวอยางสารละลายท่ีไมจับกับอนุภาคทอง 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 แสดงการจับกันของอนุภาคทองและแอนติบอดีโดยใชกลอง Transmission electron 

micrographs (TEM) ท่ีอนุภาคทองมีขนาด 40 nm (A) ตัวอยางของ Colloidal gold (bio science) (B) 

un-conjugated gold (C) gold conjugated กับ NK603 IgG และ (D) gold conjugated กับ NK603 IgG

ในสารละลาย Diluent 

                      A                      B                      C                      D 
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 ทดสอบหา Extraction buffer เพ่ือใชในการทดสอบตัวอยาง 

  ทดสอบเพ่ือหา Extraction buffer ท่ีเหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากตัวอยาง เพ่ือใชในการ

ทดสอบกับชุดทดสอบแบบรวดเร็วท่ีพัฒนาข้ึน ซ่ึงมีสารละลาย 8 ชนิด คือ 1xPBS pH 7.4, 100mM 

Na2HPO4, 5M Guanidinuim, SEBA buffer, 2% CTAB, Doa extraction buffer, Buffer B pH8.0 และ 

Lysis buffer แตสารละลาย 100mM Na2HPO4 ใหผลการทดสอบท่ีดีท่ีสุด โดยไมกอใหเกิด false positive 

และ false negative  

 ทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบ  

     ทดลองผลิตชุดตรวจสอบ Strip test พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมคือ เห็นขีดชัดเจนท่ีระดับ

ความเขมขนของ Gold 1 ml : IgG linked 15 ul  พนบน Gold conjugate release pad ท่ีไดรับการ 

Pretreatment แลว พนใหมีความหนาแนน 12-15 ul/cm ใหผลชัดเจนท่ีสุด (ภาพท่ี 3) คือสามารถอานผล

เปน negative ท่ีตัวอยาง Negative control และตัวอยางท่ีระดับโปรตีนท้ัง 3 ระดับ ปรากฏแถบสีมวงท้ัง 

Control line และ test line การขีดเสน Test line ดวย IgG NK603 ความเขมขน 1 mg/ml และ เสน 

Control line  ดวย Goat anti-rabitIgG ความเขมขน  1 mg/ml ทําการประกอบชุดทดสอบดวยการติด 

Gold Conjugate release pad ลงไปแลวตามดวยแผน Sample pad บนแผน Backing (card Backing 

Pad AE 99)  จากนั้นวางแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนท่ีมีเสน Control line และ Test line แลวลงบน 

Backing card แลวจึงวางแผนซับ Wick pad ไวดานบนสุด และเม่ือทําการทดสอบเจือจางตัวอยางโปรตีนท่ี

นํามาใชทดสอบชุด GLIFL พบวาคาต่ําสุดท่ีชุดทดสอบสามารถทําการตรวจวิเคราะหไดคือ 0.3 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร  

 

 

  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3 แสดงชุดตรวจสอบ Gold labeled IgG flow (GLIF) ดวยการทํา serial dilutions ระหวาง Gold 

conjugated IgG จาก NK603 IgG ท่ีผานการติด linker แลว. ผลการทดสอบพบวา เม่ือสังเกตดวยตาเปลาชุด

ตรวจสอบสามารถแสดงผลไดภาพในระยะเวลา 5-10 นาที โดยท่ีตัวอยาง blank ใหผลเปน ลบ และตัวอยางท่ี

มีโปรตีน NK603 อยูใหผลเปนบวก 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 ชุดตรวจสอบโปรตีน CP4EPSPS ในขาวโพด NK603 ซ่ึงเปนขาวโพดตานทานสารกําจัดวัชพืช

สามารถทําการเพ่ิมปริมาณและทําบริสุทธิ์แอนติเจนและแอนติบอดี เพ่ือใหเหมาะสมกับการใชเพ่ือทําชุด

ตรวจสอบโดยเม่ือทดสอบดวยเทคนิค DIBA พบวามีความจําเพาะเจาะจงระหวาง แอนติบอดีและแอนติเจนท่ี

ผลิตได Gold labeled IgG flow Test ได ดวยการทําเสน Test line จาก NK603 IgG ความเขมขน            

2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และเตรียม Gold conjugated release pad ดวยปริมาณความเขมขนของ IgG linked 

10-15 ไมโครลิตร ตอ อนุภาคทองคําขนาด 40 นาโมเมตร  ปริมาณ 10 มิลลิลิตร เม่ือทําการพนบน Gold 

conjugated release pad ในอัตรา 12-15 ไมโครลิตร/เซนติเมตร จะใหผลการทดสอบชัดเจนภายใน

ระยะเวลา 5-10 นาทีเม่ือทําปฏิกิริยาโปรตีน NK603 ดวยสารละลาย Na2HPO4 ซ่ึงความเขมขนของโปรตีน

ต่ําสุดท่ีสามารถตรวจสอบไดคือ 0.3 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร โดยไมกอใหเกิด false positive เม่ือทดสอบกับ 

Blank sample ซ่ึงจะตองทําการพัฒนาในสวนของระยะเวลาในการเก็บรักษาและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอไป 

เพ่ือใหสามารถเก็บไดนานข้ึนและองคความรูท่ีไดสามารถใชเปนฐานขอมูลในการผลิตชุดตรวจสอบขาวโพดดัด

แปรพันธุกรรม NK603 ในเชิงพาณิชยได และไดวิธีการท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต Recombonaint Protein 

และการ Pure Protein ดวยหลักการ Affinity Chromatography โดยใช specific (affinity) elution  

การทดลองท่ี 4 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตนี CryIAb (เปนกรณศีึกษาการใชกับ) ขาวโพดดัดแปรพันธกุรรม 

 

ปยรัตน ธรรมกิจวัฒน  พงศกร สรรควิทยากุล  อรรคพล ภูมีศรี   

ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ศรีเมฆ ชาวโพงพาง  ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Piyarat Thammakijjawat  Pongsakorn Sunvittayakul  Arkkapon Phoomeesri   

Khanitha Wongwathanarat  Srimek Chowpongpang  Prasert Wongwathanarat 

บทคัดยอ 

 วิเคราะหลําดับเบสออกแบบไพรเมอรและโคลนยีน Cry1Ab ขนาด 1377 bp เขาสูเวคเตอร 

pET200 ถายยีนเขาแบคทีเรีย Eschericia coli ตรวจสอบลําดับเบสเปนสวนหนึ่งของยีน CryIAb จาก

ฐานขอมูล GenBank ซ่ึงมีขนาด 2,457 นิวคลีโอไทด เหนี่ยวนําการสังเคราะหโปรตีน Cry1Ab ดวย IPTG ใน

อาหาร LB ผสมน้ําตาลกลูโคสและแลคโตส สกัดรีคอมบิแนนทโปรตีน ดวย B-Per Bacterial extraction 

reagent ทําใหบริสุทธิ์ผาน Ni-NTA ไดรีคอมบิแนนทโปรตีนขนาดประมาณ 51 kdal วัดปริมาณความเขมขน

เตรียมเปนแอนติเจน ฉีดกระตายเพ่ือกระตุนการสรางแอนติซีรัม รวม 3 ครั้ง (1, 1.5 และ 2 มก./มล. 

ตามลําดับ) เจาะเก็บเลือดกระตาย (แอนติซีรัม) ทุกสัปดาหรวม 9 ครั้ง วัดคาไตเตอรไดสูงสุด 1:204,800 

นํามาสกัดแอนติบอดีชนิดอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) แลวเชื่อมตออนุภาคทองคํา (colloidal gold) ขนาด 40 นา

โนเมตร ดวยวิธีการเชื่อมตอ IgG กับอนุภาคทองคําแบบ nearly covalent ซ่ึงใหพันธะของอนุภาคทองคํา

และ IgG มีความเสถียร ผลิตเปนชุดตรวจสอบโปรตีนบนแผนไนโตรเซลลูโลส พน colloidal gold-IgG อัตรา 
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15ไมโครลิตร/เซนติเมตร control line ใช Goat anti-rabit IgG 330ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ Test line ใช 

CryIAb-IgG ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร อัตรา 3 ไมโครลิตร/เซนติเมตร ประกอบเปนชุดตรวจสอบ 

ทดสอบปฏิกิริยาการตรวจโปรตีน  ปฏิกิริยาผลบวกจะเกิดเสนสีมวงของ test line และ control line หลัง

หยดสารละลายตัวอยาง 5-10 นาที โดยชุดตรวจสอบมีความไวในการตรวจโปรตีนไดต่ําสุดท่ี 0.03 มิลลิกรัม 

สามารถเก็บรักษาชุดตรวจสอบในถุงฟรอยปดสนิทท่ีอุณหภูมิ 4 C และอุณหภูมิหอง ไดเปนเวลา 3 เดือน   

คําสําคัญ : ยีน Cry1Ab, แอนติบอดี 

บทนํา 

 ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมตานทานแมลง พัฒนาโดยบริษัทเมล็ดพันธุของประเทศสหรัฐอเมริกา 

และไดรับอนุญาตใหปลูกในเชิงการคาตั้งแตป 1995 ในสิบกวาประเทศท่ัวโลก ประเทศท่ีปลูกมากอันดับตนๆ 

ไดแก สหรัฐอเมริกา บราซิล แคนาดา และอารเจนตินา ซ่ึงสงขายท่ัวโลก ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมตานทาน

แมลง Mon 810 เปนพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดเดียวท่ีสหภาพยุโรปอนุญาตปลูกและใชในการเปนอาหารคน

และอาหารสัตว ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมตานทานแมลง พัฒนาข้ึนโดยเทคโนโลยีพันธุวิศวกรรมการตัดตอยีน 

CryIAb จากแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki เขาไปในพืชใหสราง CryIAb delta 

endotoxin มีผลตอเยื่อบุกระเพาะของแมลง lepidopteran บัจจุบันมีหลายกรณี (events) ท่ีอนุญาตใหผลิต

และจําหนายเปนการคา เชน Mon810, Bt11, Bt176 เปนตน โดยมีหลายสายพันธุท่ีเปนชนิดรวมยีน 

(stacked trait) ท้ังนี้การควบคุมการปลูกหรือใชประโยชนจากพืชและผลิตภัณฑพืชดัดแปรพันธุกรรมตางๆ 

ข้ึนอยูกับกฎหมายกํากับดูแลของแตละประเทศ ประเทศไทยโดยกระทรวงเกษตรและสหกรณ กรมวิชาการ

เกษตร ควบคุมตามพระราชบัญญัติกักพืช โดยกําหนดใหพืชดัดแปรพันธุกรรมเปนสิ่งตองหาม รวม 89 สกุล 

หามนําเขา และปลูก หรือครอบครอง ยกเวนไดรับอนุญาตเพ่ือการศึกษาทดลอง และมีขอยกเวนการนําเขา 

อาหารสําเร็จรูป ขาวโพดและถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมท่ีใชเปนวัตถุดิบในการผลิตอาหารสัตวหรืออาหาร

สําหรับมนุษยหรือใชเพ่ือการอุตสาหกรรม และกระทรวงสาธารณสุข มีกฎหมายควบคุมการแสดงฉลากอาหาร

ท่ีไดจากเทคนิคการดัดแปลงพันธุกรรม กําหนดใหผลิตภัณฑ 22 ชนิดท่ีมีขาวโพดและถ่ัวเหลืองดัดแปลง

พันธุกรรม ปนสารพันธุกรรมหรือโปรตีนตั้งแตรอยละ 5 เปนอาหารท่ีตองมีฉลาก ท้ังนี้พืชหรือผลิตภัณฑพืชดัด

แปรพันธุกรรมไมสามารถจําแนกไดดวยตาเปลา การตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรม มีวิธีพ้ืนฐาน 2 แบบ คือ 

การตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ และการตรวจโปรตีน สําหรับการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอเปนการตรวจยีนท่ีตัดตอ

เขาไปในพืช ดวยเทคนิค PCR หองปฏิบัติการหลายแหงใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจรับรองสินคาพืช 

เนื่องจากเปนวิธีการท่ีแมนยําและมีความไวในการตรวจสอบ ทําไดภายในเวลารวดเร็ว และสามารถตรวจสอบ

สินคาเกษตรท่ีถูกแปรรูปเปนอาหารได แตวิธีการนี้ก็มีขอจํากัดคือไมสามารถระบุปริมาณการปนเปอนของพืช 

GM ได บัจจุบันมีการพัฒนาเทคนิค Real-time PCR เปนวิธีมาตรฐานสามารถตรวจรับรองสินคาพืชดัดแปร

พันธุกรรม ในเชิงคุณภาพและปริมาณ (Berdal and Holst-Jensen, 2001) การตรวจโปรตีนดวยเทคนิคเซรุม

วิทยา บัจจุบันมีการพัฒนาเปนชุดตรวจสอบแบบ ELISA (Enzyme Link Immuno sorbent assay) และ 
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LFD (Lateral flow device) ซ่ึงรูปแบบ LFD เปนชุดตรวจสอบแบบ strip มีการจําหนายเปนการคาสําหรับ

ตรวจสอบตัวอยางเมล็ดพันธุ และวัตถุดิบ แตสําหรับกรณียีนหรือลักษณะการดัดแปรพันธุกรรมท่ีไมสราง

โปรตีน จะตองตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอเทานั้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน CryIAb 

ของขาวโพดตานทานแมลงเปนรูปแบบท่ีสามารถใชตรวจวิเคราะหในภาคสนามไดสําหรับตรวจขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรมตานทานแมลง ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีอนุญาตปลูกและใชในเชิงการคาเปนระยะเวลานานและแพรหลาย 

ซ่ึงตองคอยตรวจติดตามเฝาระวังการปนเปอนในแปลงปลูก รวมถึงการตรวจคัดกรองวัตถุดิบเพ่ือใชในการ

อุตสาหกรรม   

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การพัฒนาชดุตรวจสอบโปรตีน CryIAb (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม

ดําเนินการท่ี สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และกลุมงานไวรัสวิทยา กรมวิชาการเกษตร ในป 2553- 

2558 ระยะเวลา 5 ป มีวิธีการ 

           1. การเตรียมแอนติเจน  

สืบคนขอมูลลําดับเบสของยีน CryIAb ขาวโพดดัดแปลงพันธุกรรม ในฐานขอมูล GenBank 

ออกแบบและสังเคราะหคูไพรเมอรดวยปฏิกิริยาพีซีอาร โคลนยีนเขาสู cloning vector วิเคราะหและ

ตรวจสอบลําดับเบสและแปรรหัสเปนโปรตีนโดยใช Program analysis โคลนยีนเขา expression vector 

ถายเขาเซลลเจาบาน Escherichia coli ศึกษาการสรางโปรตีนในอาหารเหลวผสมกลูโคสและแลคโตสความ

เขมขนตางๆ และเปรียบเทียบระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเหนี่ยวนําการสรางรีคอมบิแนนทโปรตีน เก็บเซลล

แบคทีเรีย สกัดโปรตีน และทําใหโปรตีนบริสุทธิ์ผานคอลัมน Ni-NTA ทดสอบคา pH ท่ีเหมาะสมในการ 

eluted โปรตีน ตรวจวัดความเขมขนและขนาดของโปรตีนท่ีแยกไดดวย SDS-PAGE  

 2. การผลิตแอนติซีรัม 

นํารีคอมบีแนนโปรตีน CryIAb บริสุทธิ์ มาใชเปนแอนติเจนฉีดเขากระตายทดลองพันธุ

นิวซีแลนดไวท เพศเมีย เพ่ือกระตุนการสรางแอนติบอดีข้ึนในระบบเลือดของกระตาย เจาะเก็บ Normal 

serum กอนฉีดแอนติเจน และวางโปรแกรมการฉีดแอนติเจน เลือกใชวิธีการฉีดแบบ subcutaneous บริเวณ

ตนคอ จํานวน 3 ครั้ง ความเขมขนรีคอมบิแนนทโปรตีน 1, 1.5 และ 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ เจาะ

เก็บเลือดจากกระตายทุกสัปดาห ครั้งละ 10-40 มิลลิลิตร นําน้ําเลือดท่ีได มาสกัดแยกเม็ดเลือดแดงออกเก็บ

สวนท่ีเปนแอนติซีรัมแบงใสหลอดทดลองเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส นํามาตรวจวัดคาไตเตอรประสิทธิภาพ

สูงสุดของแอนติซีรัมท่ีสามารถทําปฎิกริยาเฉพาะเจาะจงกับรีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีใชเปนแอนติเจนดวยวิธี 

indirect ELISA 

 3. การผลิตชุดตรวจสอบ 

 นําแอนติบอดีท่ีไดมาสกัด IgG ทดสอบการเกิดปฏิกิริยากับโปรตีนดวยวิธ ี DIBA ทดสอบความ

เขมขนใหเหมาะสมสําหรับผลิตเปนชุดตรวจสอบแบบ GLIFT kit นํา IgG บริสุทธิ์ท่ีไดมาเชื่อมตอกับอนุภาค
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ของทองคํา colloidal gold ทดสอบวิธีการตอเชื่อมของ colloidal  gold กับ IgG จากนั้นนํามาทดสอบหา

ปริมาณท่ีเหมาะสมในการพนบนแผน fiber glass สําหรับสงผานโปรตีนในการทดสอบ ใช IgG บริสุทธิ์ เปน

เสน test line และ control line ใช Goat Anti Rabbit IgG จากนั้นติดประกอบบนแผนไนโตรเซลลูโลส 

ทดสอบการเกิดปฏิกิริยากับรีคอมบิแนนทโปรตีน CryIAb 

 4. ทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ  

 โดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยากับรีคอมบิแนนทโปรตีน CryIAb และทดสอบความจําเพาะโดยใชรี

คอมบิแนนทโปรตีน Cry9C, cp4EPSPS และความไวของการเกิดปฏิกิริยาโดยทดสอบความเขมขนต่ําสุดของ

โปรตีนท่ีชุดตรวจสอบสามารถตรวจโปรตีนได การจับเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา วิธีการและอายุการเก็บ

รักษาชุดตรวจสอบ โดยทดสอบการเก็บในถุงฟรอยปดสนิท ใสตูเย็นอุณหภูมิ 4-10 องศาเซลเซียส และเก็บท่ี

อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส สุมตัวอยางมาทดสอบปฏิกิริยาทุก 2 สัปดาห รวม 6 ครั้ง)   

ผลการทดลองและอภิปราย 

การเตรียมแอนติเจน 

- การโคลนยีนและการเหนี่ยวนําสรางโปรตีน  

โคลนยีน CryIAb ขนาด 1377 bp เชื่อมตอเขาสูเวคเตอร pET200 ถายโอนเขาแบคทีเรีย E. 

coli BL21  คัดเลือกโคลน C2 และ C4 นํามาเลี้ยงเพ่ือชักนําใหสรางโปรตีนเม่ือเติมสาร IPTG เปนเวลา 2 

ชั่วโมง และแบคทีเรียเจริญไดในอาหารท่ีเติมน้ําตาลแลคโตส 1 mM แลคโตส  

- การสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีน  

สกัดโปรตีน ดวย extraction buffer B-Per (www.piercentt.com) จากนั้นนําตัวอยางสวนใส

มาทําบริสุทธิ์ ผาน Ni-NTA column พบวาสามารถ eluted ไดโปรตีนไดทุก pH จึงเลือกใช pH 6 นําโปรตีนมา

ทํา dialysis ในสารละลาย 1X PBS buffer, pH 7.4 วัดปริมาณความเขมขนของโปรตีนดวยสเปกโตรโฟโต

มิเตอร เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน BSA และเจือจางโปรตีนแลวตรวจสอบดวย SDS-PAGE พบวา รีคอม

บีแนนทโปรตีน CryIAb มีขนาดประมาณ 51 kDa (ภาพท่ี 1)  

                 

 

 

 

                     

ภาพท่ี 1 แสดงรีคอมบีแนนทโปรตีน CryIAb จากการตรวจสอบดวย SDS-PAGE  

 

http://www.piercentt.com/
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 การผลิตแอนติซีรัม 

 - การทดสอบคํ่าไตเตอร    

ทดสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมท่ีเก็บแตละครั้ง จํานวน 9 ครั้งตรวจวิเคราะหดวยวิธี Indirect 

ELISA โดยเจือจางรีคอมบิแนนทโปรตีน  CryIAb ท่ีใชเปนแอนติเจน ความเขมขน 10 ng/ul และเจือจางแอน

ติซีรัมท่ีเก็บแตละครั้งความเขมขน 1:200 ถึง 1: 1,638,400 ใช Normal Serum 1:200 เปนตัวเปรียบเทียบ 

จากการตรวจวัด AS 1- AS9 พบ As1 ไดคาไตเตอรสูงสุด คือ 1: 204,800  

           - การสกัดและการตรวจสอบคุณภาพ IgG   

  ปนตกตะกอนโปรตีนแอนติซีรัมดวยแอมโมเนียมซัลเฟต นําไปสกัด IgG ดวยคอลัมน protein A 

โดย เครื่อง AKTA pure ผสมแอนติซีรัมกับ binding buffer sodium phosphate ความเขมขน 20mM pH 

7.0 ในอัตราสวน 1:10 และนําไปผานคอลัมนโปรตีน A ใช Elution buffer กรด citric ความเขมขน 0.1 M 

pH3 เติม Neutralizing buffer Tris-HCL ความเขมขน 1M pH 9.0 ปรับสภาพ pH เพ่ือปองกันการเสีย

สภาพของ IgG จากนั้นทํา desalting IgG ผานคอลัมน ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสง OD 280 คํานวณคาความ

เขมขน  

- ทดสอบปฏิกิริยา DIBA  

ทดสอบการเกิดปฏิกิริยา รีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีเจือจางความเขมขนของโปรตีน กับ IgG ดวยวิธี 

Dot blot (DIBA) บนแผน nitrocellulose membrane เตรียมรีคอมบีแนนทโปรตีน CryIAb 1 mg/ml เจือ

จาง 1:2 ถึง 1:256 หยดตัวอยางจุดละ 5 ไมโครลิตร ใช IgG ความเขมขน 1 mg/ml  เจือจาง 1:2,000 ใช 

blank buffer และรีคอมบิแนนทโปรตีน Cry9C 1:2 เปน negative control ผลการทดสอบพบการ

เกิดปฏิกิริยาเปนจุดสีมวงทุกความเขมขนของโปรตีน ไมเกิดปฏิกิริยากับบัฟเฟอรท่ีเปน negative control แต

พบการเกิดปฏิกิริยาจางๆ ตอรีคอมบิแนนทโปรตีน Cry9C  

 การผลิตชุดตรวจสอบ 

 - ทดสอบการเชื่อมตอ colloidal gold, pH7.4 และ pH 9.0 กับปริมาณ IgG ท่ีเหมาะสมเทากับ 

1.89 mg/ml โดยใช gold 100 ul ตอ IgG 1.89 ug, 3.78 ug และ 5.67 ug ตามลําดับ เปรียบเทียบกับการ

ไมไดเติม IgG และ colloidal gold ปกติ เม่ือเติม 10% NaCl เปรียบเทียบสีของสารแขวนลอยท่ีได พบวาแต

ละความเขมขนมีการจับของ IgG กับ gold ท่ีอัตราเหมาะสมแตกตางกนจึงใหสีของ gold ท่ีเปลี่ยนแปลงไป

แตกตางกัน จึงทดสอบโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสปกโตรโฟโตมิเตอร ท่ีความยาวคลื่นแสงตั้งแต 

400-800 nm พบวา colloidal gold pH 7.4 ปกติ มีคา่ λmax = A520 และวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดได 

0.3835 และเม่ือ conjugated กับ IgG วัดคา λmax = A530 และวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดได 0.3249 มี

คาความตาง 0.586 ในขณะท่ี colloidal gold pH 9.0 ซ่ึง gold ปกติ วัดคา λmax = A520 และวัดคาการ

ดูดกลืนแสงสูงสุดได 0.4284 และเม่ือ conjugated กับ IgG วัดคา λmax = A530 และวัดคาการดูดกลืนแสง

สูงสุดได 0.3668 มีคาความตาง 0.616 ซ่ึงคา λmax และคาการดูดกลืนแสงสูงสุด เปนคาท่ีประเมินคุณภาพ
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ของพันธะระหวาง IgG และอนุภาคทองคําได ยิ่งคาสูงก็แสดงวาพันธะจับกันไดดี (Michael, 2011) แสดงวา

ควรเลือก colloidal gold pH 9.0 มา conjugated กับ IgG เหมาะสมกวา colloidal gold pH 7.4 

 - ทดสอบปริมาณท่ีเหมาะสมของ  Gold conjugated IgG   

       ปริมาณ Gold conjugated IgG ท่ีเหมาะสม ซ่ึงอานคาท้ัง control line และ test line ได

ชัดเจน คือ อัตรา 15 ul/cm แลวประกอบชุดทดสอบโดยเริ่มจากการวางแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 

(NCM) ลงบนแผนรอง (Backing card) จากนั้นจึงวางแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) ซ่ึง

ไดรับการพนอนุภาคทองแลวดานลางของแผนเมมเบรนโดยใหเหลื่อมกับแผนเมมเบรนประมาณ 1 มม. วาง

แผนรับตัวอยาง (Sample application pad) โดยใหเหลื่อมกับแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release 

pad) 1 มม. และวางแผนดูดซับ (Absorbance pad) ดานบนของแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) โดย

ใหเหลื่อมกับแผนเมมเบรน 1 มม. ตัดดวยเครื่อง Biodot เปน strip กวาง 0.35 cm                           

 การทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบ 

- ทดสอบบัฟเฟอรท่ีใชในการตรวจวิเคราะห 

 การทดสอบปฏิกิริยาโดยใชบัฟเฟอร PBS พบการเกิดปฏิกิริยาแตเสน test line และ control 

line ไมคมชัด แตเม่ือทดสอบดวย extraction buffer (Sodium tetraborate, PVP, SDS, Triton X-100, 

Sodium sulfate pH 8.5-9.0) พบการเกิดปฏิกิริยาของ control line และ test line เสนคมชัดเจนข้ึน ท้ังนี้

การนําชุดตรวจสอบแบบ strip บรรจุลงตลับแนวนอน เกิดปฏิกิริยาไดดีกวาการนําชุดตรวจสอบจุมลงในหลอด

ทดลองแนวตั้ง โดยชุดตรวจสอบท่ีใหผลการตรวจโปรตีน CryIAb ดีท่ีสุด ประกอบดวย Gold conjugated 

อัตรา 15 ul/cm Test line ดวย IgG CryIAb ความเขมขน 1.0 mg/ml และ Control line ดวย Goat anti-

rabit IgG ความเขมขน 330 µg/ml (1:3)  ท้ังนี้ gold conjugatedIgG  5-10 ul/cm เกิดปฏิกิริยาจางกวา 

(ภาพท่ี 2)      

                                                            

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 ปฏิกิริยาการทดสอบชุดตรวจสอบโปรตีน CryIAb ของความเขมขน gold conjugated อัตรา 5, 10, 

15 และ 20 ไมโครลิตร/เซนติเมตร 

 



45 
 

 - ทดสอบความจําเพาะในการตรวจวิเคราะห (Specificity)  

 นําชุดตรวจสอบมาทดสอบกับรีคอมบิแนนทโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีอัตราความเขมขน 200 ng/ul 

ประกอบดวย โปรตีน CryIAb/Ac, Cry9C, NPTII และ CP4EPSPS พบปฏิกิริยาเกิดเสน test line เปนบวก

กับทุกโปรตีน ยกเวนโปรตีน NPTII และไมเกิดปฏิกิริยากับบัฟเฟอรซ่ึงเปน negative control อาจเนื่องจาก

ปฏิกิริยา false positive อยางไรก็ดีตองมีการพัฒนาใหมีความจําเพาะมากข้ึนเพ่ือปองกันการอานผลผิดพลาด  

 - ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาและความไวในการตรวจวิเคราะห Sensitivity  

 ทดสอบความไวในการเกิดปฏิกิริยา โดยเตรียมรีคอมบิแนนทโปรตีน CryIAb ท่ีความเขมขนตางๆ 

ในอัตรา 1:2 เริ่มจาก 200 ng/ul จนต่ําสุดคือ 0.39 ng/ul ใชปริมาณ 90 ไมโครลิตรตอการทดสอบ โดยใช

ความเขมขนสุดทายของโปรตีน ดังนี้ 18, 9, 4.5, 2.25, 1.125, 0.56, 0.28, 0.14, 0.07 และ 0.03 mg พบวา 

ชุดตรวจสอบท่ีพน gold ในอัตรา 7.5 µl/cm ไดคา sensitivity 0.56 mg สวนชุดตรวจสอบท่ีพน gold ใน

อัตรา 15 µl/cm ไดความเขมขนโปรตีนต่ําสุดคือ 0.39ng/ul ความเขมขนสุดทายคือ 0.03 มิลลิกรัม     

 - ทดสอบอายุการเก็บรักษาชุดตรวจสอบโปรตีน CryIAb 

 ผลการเก็บชุดทดสอบบรรจุใสซองอะลูมิเนียมฟรอยด ปดซองใหสนิท นําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 3 

ระดับ คืออุณหภูมิหอง ประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ

ประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบท่ีอายุการเก็บรักษาทุก 15 วัน เปนเวลา 3 เดือน พบวาการเก็บรักษาระยะแรก

ชุดตรวจสอบท่ีเก็บในอุณหภูมิหอง และ 4 ˚C เกิดผลบวกของปฏิกิริยากับโปรตีนเปาหมายแสดงผลการตรวจ

วิเคราะหของเสน test line และ control line ภายใน 10-20 นาที แตเม่ืออายุการเก็บรักษาไวเปนเวลานาน

กวา 2 สัปดาห ถึงนานกวา 2 เดือน พบการเกิดปฏิกิริยาตองใชเวลานานข้ึน ท้ังนี้จะดําเนินการทดสอบ

บัฟเฟอร และ GAR ในการประกอบชุดตรวจสอบใหม รวมถึงการลดความชื้นของชุดตรวจสอบกอนเก็บ       

เพ่ือยืดอายุการเก็บรักษาใหไดนานข้ึน 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

ชุดตรวจสอบโปรตีน CryIAb แบบ Strip พัฒนาจากการโคลนยีนท่ีสังเคราะหข้ึนเปนสวนหนึ่ง

ของยีน CryIAb ท่ีตัดตอเขาไปในขาวโพดดัดแปลงพันธุกรรมตานทานแมลง เหนี่ยวนําการสังเคราะหโปรตีน 

CryIAb  ท่ีถายเขาเวคเตอรในแบคทีเรีย Escherichia coli ใชเปนแอนติเจนผลิตแอนติซีรัม สกัดแอนติบอดี

ชนิด IgG เชื่อมกับอนุภาคทองคํา (colloidal gold) ขนาด 40 นาโนเมตร ดวยวิธี nearly covalent ชุด

ตรวจสอบท่ีใช Gold conjugated อัตรา 15ไมโครลิตร/เซนติเมตร ใช CryIAb-IgG ความเขมขน 1.0 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เปนเสนTest line และ Goatanti-rabit IgG อัตรา 1:3 (ความเขมขน 330ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) เปนเสน control line อัตรา 3 ไมโครลิตร/เซนติเมตร บนแผนไนโตรเซลลูโลส ใหผลการตรวจสอบ

โปรตีนเปนเสนสีมวงชัดสุดโดยผลบวกของการเกิดปฏิกิริยาจะเกิดเสนสีมวง 2 เสน และผลลบจะเกิดเฉพาะ 

contol line ความเขมขนตํ่าสุดท่ีชุดตรวจสอบสามารถตรวจโปรตีน CryIAb ได คือ 0.03 มิลลิกรัม เวลาท่ีใช
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ในการเกิดปฏิกิริยา 5-10 นาที สามารถเก็บชุดตรวจสอบในถุงฟรอยปดสนิทท่ี 4 องศาเซลเซียส ได 3 เดือน 

ทดสอบปฏิกริยาท่ีอุณหภูมิหอง 

ข้ันตอไปสําหรับการพัฒนา จะตองศึกษาความจําเพาะและทดสอบการเกิดปฏิกิริยากับตัวอยาง

ใบและวัสดุอางอิง โดยทําการพัฒนาวิธีการเก็บรักษาใหมีอายุไดนานข้ึน และระยะเวลาในการตรวจสอบไมเกิน 

5 นาที และรูปแบบในการผลิตชุดตรวจสอบโปรตีนแบบ GLIFT Kit สําหรับใชตรวจสอบโปรตีน CryIAb ของ

ขาวโพดตานทานแมลง สายพันธุ MON810, Bt176, Bt11 นี้ ยังสามารถนําไปขยายผลการทดสอบในภาคสนามตอ

กลุมเปาหมายภาคเอกชน ผูประกอบการนําเขาสงออกสินคาพืชและผลิตภัณฑขาวโพด และภาครัฐ กลุมวิจัย

การกักกันพืช ดานกักกันพืช ฯลฯ  

การทดลองท่ี 5 การผลิตชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วสําหรับโปรตีน Cry9C (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม 

 

พงศกร สรรควิทยากุล  ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ปยรัตน ธรรมกิจวัฒน 

ประเสริฐ  วงศวัฒนารัตน  ศรีเมฆ ชาวโพงพาง 

Pongsakorn Sunvittayakul  Khanitha Wongwathanarat  Piyarat Thammakijjawat 

Prasert Wongwathanarat  Srimek Chowpongpang 

บทคัดยอ 

   การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน CRY9C แบบ Strip โดยเหนี่ยวนําการสังเคราะหโปรตีน CRY9C จาก

ยีน cry9c ผูวิจัยสกัดโปรตีนรีคอมบิแนนทจากแบคทีเรีย Escherichia coli เพ่ือใชเปนแอนติเจนผลิตแอนติซีรั่ม         

นําแอนติซีรั่มมาสกัดแอนติบอดี้ชนิดอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) แลวเชื่อมกับอนุภาคทองคําขนาด 40นาโนเมตร โดยใช

แผน ไนโตรเซลลูโลส เปนวัสดุนําผานเปรียบเทียบการเชื่อมตอ electrostatic force และ nearly covalent พบวา

การเชื่อม IgG กับอนุภาคทองคําแบบ nearly covalent ทําใหพันธะของอนุภาคทองคําและ IgG มีความเสถียรกวา

การเชื่อมแบบ electrostatic force เม่ือนําไปผลิตเปนชุดตรวจสอบโปรตีน พบวาการพนอนุภาคทองคํา-IgG ท่ีอัตรา     

15 ไมโครลิตร/เซนติเมตรใหผลดีท่ีสุดโดยใช Goatanti – rabit IgG ความเขมขน 330 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ขีดเปน

เสน control line และใช Anti-CRY9C IgG ความเขมขน 2.3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ขีดเปนเสน Test line ใหผลการ

ตรวจสอบโปรตีนชัดเจนท่ีสุดท้ังนี้จากการทดสอบปริมาณความเขมขนต่ําสุดท่ีชุดตรวจสอบสามารถตรวจพบ โปรตีน 

CRY9C ไดคือ 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยาจนสามารถมองเห็นไดชัดเจนประมาณ 20 นาที

โดยสามารถเก็บชุดตรวจสอบไดเปนระยะเวลาประมาณ 3 เดือน ท่ีอุณหภูมิหอง 

คําสําคัญ : โปรตีน CRY9C, อนุภาคทองคํา, โปรตีนรีคอมบิแนนท 
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บทนํา  

 การตรวจวิเคราะหพืชดัดแปลงพันธุกรรมหรือผลิตภัณฑพืชดัดแปลงพันธุถกรรมในเชิงคุณภาพ

และปริมาณ วิธีท่ีนิยมและเปนมาตรฐานในการตรวจวิเคราะหคือ PCRและReal-time PCR (Berdal and 

Holst-Jensen., 2001) ขนิษฐา และคณะ ป พ.ศ. 2552 ไดพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจสอบ

การปนเปอนของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม MON810, Bt176, Bt11, GA21 และ MON863 โดยไดสภาวะท่ี

เหมาะสมในการทํา Real-time PCR นอกจากนี้กําลังดําเนินการวิจัยพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการ

ตรวจสอบการปนเปอนของขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63, LL62 และ LL601 อยางไรก็ดีการตรวจวิเคราะหโดย

วิธีดังกลาวตองใชเวลานานและไมสะดวก(Mettler et al., 2005) ตอการนําไปใชในพ้ืนท่ีจริงในกรณีท่ีตองมี

การเก็บตัวอยาง ขนิษฐา และคณะ ป พ.ศ. 2552 ไดพัฒนาชุดตรวจสอบ GLIFT kit เพ่ือใชตรวจโปรตีน 

CP4EPSPS ในถ่ัวเหลืองตานทานสารกําจัดวัชพืช   ซ่ึงชวยใหการตรวจวิเคราะห็มีความสะดวกรวดเร็วมาก

ยิ่งข้ึน 

 อนึ่งประเทศไทยมีนโยบายใหการสนับสนุนการพัฒนาศักยภาพการวิจัยและพัฒนาพันธุ

วิศวกรรมใหมีความเขมแข็ง นําไปสูการพ่ึงพาตนเองไดอยางมีประสิทธิภาพ  แตยังไมอนุญาตใหนําเขาพืช

ดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือการเพาะปลูก  ยกเวนเพ่ือการศึกษาทดลองเทานั้น โดยอาศัยกลไกการควบคุมของ

พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (แกไขเพ่ิมเติม พ.ศ. 2551)  ซ่ึงกําหนดใหมีพืชดัดแปลงพันธุกรรมจํานวน 

89 รายการเปนสิ่งตองหามนําเขา  ยกเวนขาวโพดและถ่ัวเหลืองท่ีใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเปนอาหารหรือเพ่ือ

ใชในอุตสาหกรรม โดยเฉพาะขาวโพด StarLinkซ่ึงทาง องคการอาหารและยาไมอนุญาตใหนําเขาโดยเด็ดขาด 

โดยไดออกประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 215 พ.ศ.2544 เรื่อง กําหนดอาหารท่ีหามผลิต นําเขา หรือ

จําหนาย โดยใหอาหารท่ีมีการปนเปอนสารพันธุกรรมครายไนนซี (Cry9C DNA Sequence) หรือโปรตีนท่ี

สรางมาจากสารพันธุกรรมนี้ ในขาวโพดและถ่ัวเหลือง เนื่องดวยโปรตีน Cry9c มีลักษณะโมเลกุลท่ีคลายกับ

โปรตีนท่ีสามารถกอใหเกิดอาการแพไดในมนุษย (Investigation of Human Health Effects  Associated 

with Potential Exposure to Genetically Modified Corn, 2001) ในการตรวจสอบโปรตีนชนิดนี้ นิยมใช

เทคนิค ELISA  เนื่องจากสามารถตรวจสอบตัวอยางไดในปริมาณมากและการเตรียมตัวอยางสะดวกกวาวิธีการ

ตรวจสอบแบบอ่ืน  โดยทางสํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชตองซ้ือชุดตรวจสอบ ELISA (Rica et al., 2012) 

จากตางประเทศ ซ่ึงมีราคาประมาณชุดละ 30,000 บาท ชุดตรวจสอบ 1 ชุด สามารถตรวจสอบได 2–10

ตัวอยาง ประเทศไทยตองสูญเสียงบประมาณเปนจํานวนมากในการซ้ือชุดตรวจสอบนี้ การทดลองมี

วัตถุประสงคเพ่ือผลิตชุดตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรมใหใชไดเองภายในประเทศ  ซ่ึงจะเปนการทดแทน

การนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศและลดตนทุนการตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรม  นอกจากนี้ยัง

สามารถพัฒนาเปน immune strip ใหมีความสะดวกและรวดเร็วในการใชงานกับพ้ืนท่ีในแปลงปลูกหรือดาน

ตรวจพืชไดอีกประการหนึ่งดวย 
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ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การผลิตชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วสําหรับโปรตีน Cry9C (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) ขาวโพดดัด

แปรพันธุกรรม ดําเนินการท่ี สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพและกลุมงานไวรัสวิทยา กรมวิชาการเกษตร 

ในป 2553 – 2558 ระยะเวลา 5 ป มีวิธีการ 

 1. การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน CRY9C 

 สังเคราะห ยีน cry9C ของขาวโพดจากฐานขอมูล NCBI Protein Accession No. Q45733.1 

(Lambert et al., 1996) ขนาด 1,100 bp โดยบริษัท GenScript, USA ท่ีเชื่อมตอกับเวคเตอร pET 200/D-

TOPO® และถายโอนพลาสมิดเขาสู E.coli BL21 คัดเลือกโคลนท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสม มาเลี้ยงในอาหาร

เหลว2xYT 100 ml กับ Kanamycin 50 mg/l เพ่ือใชเปน sterter 1 คืน เตรียมอาหารเหลว LB ท่ีเติม 

Glucose ใหไดความเขมขน 1% และ Kanamycin 50 mg/l ปริมาตร 1 – 2 ลิตร จากนั้นนํา starter ท่ีได

เติมลงในอาหารท่ีไวใหไดความเขมขนสุดทาย 20% เลี้ยงโดยบมท่ี 37˚C ท่ี 250 rpm นาน 1 ชม. หรือ 

จนกวาจะได OD600 ประมาณ 0.5 จากนั้นเติม IPTG 0.5 mM และเลี้ยงตออีก 3 ชม. เม่ือครบกําหนดนํา

เซลลท้ังหมดไปปนตกตะกอนท่ี 10,000 rpm นาน 10 นาที แลวนําเซลลมาแชท่ี -80 ˚C นาน 1 ชม. จากนั้น

นําออกมาละลายและเติม Lysozyme ประมาณ 2 กรัม  เขยานาน 2 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง แลวนําไปแช

น้ําแข็งอีก 1 ชั่วโมง และนําไปแชท่ี -80 ˚C อีก 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาปนตกตะกอนท่ี 10,000 rpm นาน 10 

นาที ท่ี 4 ˚C แลวนําโปรตีนไปทําใหบริสุทธิ์โดยผาน Colum Ni-NTA 

 2. การผลิตแอนติซีรั่มจากกระตาย 

 เจาะเลือดกระตายเก็บเปน normal Serum เพ่ือใชเปน negative control โปรตีน Cry9c ท่ีใช

เปนแอนติเจน นํามาเจือจางดวยน้ําใหมีความเขมขน 1 mg/ml ผสมกับ adjuvant ชนิด Complete 

อัตราสวน 1:1 ฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอของกระตาย และฉีดกระตุนกระตายอีก 3 ครั้ง เวนชวงการฉีด1 

สัปดาห/ครั้ง โดยเพ่ิมความเขมขนของโปรตีนท่ีฉีดแตละครจํานวนครั้งละ 0.5 mg/ml และเปลี่ยน adjuvant 

เปนชนิด incomplete เม่ือครบกําหนดการฉีดสัปดาหท่ี 3 ท้ิงระยะไว 1 สัปดาหแลวจึงเริ่มเจาะเพ่ือเก็บแอนติ

ซีรั่ม ท้ังหมด 8 ครั้ง ระยะหาง 1 สัปดาห/ครั้ง ในการเจาะแตละครั้ง จะใชเข็มฉีดยาเจาะท่ีเสนเลือดบริเวณใบ

หูของกระตายและเก็บเลือดประมาณ 20 ml/ครั้ง เลือดท่ีไดท้ิงไวจน Clot แข็งแลวจึงดูดเก็บ Serum ใสท่ี

แยกชั้นกับเกล็ดเลือด นําไปปนท่ี 12,000 rpm 10 นาที แลวดูดสวนใสซ่ึงเปน Antiserum เก็บไวท่ี -20 ˚C 

 3. การสกัดและการตรวจสอบคุณภาพIgG 

 นําแอนตีซีรั่มมาทําบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนโปรตีนดวย (NH4)2SO4 แลวสกัด IgG จากแอนติ

ซีรัมดวยคอลัมน protein A โดยใชเครื่อง AKTA pure ทําโดยผสมแอนติซีรัมกับ binding buffer sodium 

phosphate ความเขมขน 20mM ท่ี pH 7.0 ในอัตราสวน 1:10 แลวนําไปผานคอลัมน  protein A ใช แลว

ชะ IgG จากคอลัมนดวย Elution buffer (กรด citric ความเขมขน 0.1 M, pH3) เติม Neutralizing buffer 

Tris-HCL ความเขมขน 1 M, pH 9.0 เพ่ือปรับ pH ของ IgG แลวนํา IgG ไปทํา Desalting วัดคาการดูดกลืน
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แสงท่ี 280 nm เพ่ือหาความเขมขนของโปรตีน ตรวจสอบคุณภาพของ IgG ดวยเทคนิค SDS-PAGE และ

ทดสอบประสิทธิภาพของ IgG ดวยวิธี NCM ELISA หรือ Dot blot โดยหยดโปรตีน Cry9C ลงบนแผน 

nitrocellulose membrane จากนั้นทดสอบโดยนํา IgG ท่ีสกัดไดมาเจือจางใหไดความเขมขน 1 mg/ml 

และทดสอบท่ีอัตราสวน 1:2,000 และใช BSA กับ blank buffer เปน negative control 

 4. การเช่ือมอนุภาคทองคําดวย Electrastatic force 

 นํา IgG ท่ีสกัดไดมาผสมกับสารละลายอนุภาคทองคําขนาดเสนผาศูนยกลาง 40 nm (Kestral) 

ท่ี pH 7.4 โดยใช IgG ท่ีปริมาตรแตกตางกัน 500 µl จากนั้นบมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที แลวจึงเติม

สารละลาย NaCl 10% W/V 100 µl เพ่ือหยุดปฏิกิริยาอนุภาคทองคําท่ีไมไดจับกับ IgG และบมท้ิงไว 5 นาที 

จากนั้นนําไปอานคา Absorbance ในชวงความยาวคลื่นต้ังแต 400 – 800 nm เพ่ือหาคา λmax ซ่ึงเปนตัว

บอกความยาวคลื่นแสง ท่ีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด ในการประเมินคุณภาพของพันธะระหวาง IgG และอนุภาค

ทองคํา 

 5. การเช่ือมอนุภาคทองคําดวยพันธะ neary-covalent 

 ผสม IgG กับ Sodium periodate (NaIO4) ซ่ึงจะทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับหมู cis-diols 

และเปลี่ยนหมู aldehyde เปน active aldehydes (–CHO) ท้ังนี้หมู (–CHO) จะสามารถทําปฏิกิริยา 

Coupling กับ Linker (Kumar et al., 2008) ได ซ่ึงในท่ีนี้ใชโมเลกุล dithiol aromatic PEG6-CONHNH2  

เปนตัวเชื่อม (Linker) กับ IgG ได IgG-linker ไปผสมกับอนุภาคทอง เพ่ือใหเกิดพันธะก่ึงโควาเลนต หรือ 

Nearly-covalent ซ่ึงจะทําใหแอนติบอดีและอนุภาคทองคําหลุดออกจากกันไดยาก และ Blocking บริเวณท่ี

ไมมี Linker จับดวยโปรตีน BSA 10% เพ่ือปองกัน Non-specific binding จากนั้นนําไปอานคา 

Absorbance ในชวงความยาวคลื่นตั้งแต 400 – 800 nm เพ่ือหาคา λmax และคาการดูดกลืนแสงสูงสุด ซ่ึง

เปนตัวบอกความยาวคลื่นแสง ท่ีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด เพ่ือประเมินคุณภาพของพันธะระหวาง IgG และ

อนุภาคทองคํา (Michael, 2011) 

 6. การเตรียมและการประกอบ Immunostrip 

 ดําเนินการเตรียมแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) โดยแชในสารละลาย 

Pretreatment (Conjugate pad pretreatmentbuffer, PBS (0.01 mol/L, pH 8.0), 10% sucrose, 

0.05% Tween-20) และท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองจนแหง หลังจากนั้นเตรียมสารละลายอนุภาคทอง 10 ml แลว

นําไปผสมกับ IgG-linker500 µl บมท่ีอุณหภูมิหอง 20 นาทีจากนั้นจึงเติม BSA 10% และนําไปปนตกตะกอน

และนําตะกอนอนุภาคทองท่ีเตรียมไวมาละลายในสารละลายทอง (0.01 mol/L PBS; pH 8.0, 1% 

concentration BSA, 0.05% PEG) ใหไดปริมาตร 600µl เตรียมแผนไนโตรเซลลูโลสโดยขีดเสน Test line 

ดวย IgG Cry9c ความเขมขน 2.5 mg/ml และ Control line ดวย Goat anti-rabit IgG ความเขมขน 330 

µg/ml แลวนําไปแชใน Blocking buffer (PBS (0.001 mol/L, pH 7.4), 1% concentration BSA) 30 

นาที ท่ี 37˚C และตากใหแหงท่ี 37˚C  
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 เม่ือเตรียมอุปกรณทุกอยางแลวจึงนําสารละลายทองคํา-แอนติบอดีพนบนแผนซับอนุภาคทอง 

(Conjugate release pad) ดวยเครื่อง Biodot ปริมาณ 15 µl/cm จากนั้นนํา Conjugate release pad ไป

อบท่ี 37˚C นาน 2 ชั่วโมง แลวประกอบชุดตรวจสอบโดยประกอบ โดยเริ่มจากการวางแผนไนโตรเซลลูโลส

เมมเบรน (NCM) ลงบนแผนรอง (Backing card) จากนั้นจึงวางแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release 

pad) ซ่ึงไดรับการพนอนุภาคทองแลวดานลางของแผนเมมเบรนโดยใหเหลื่อมกับแผนเมมเบรนประมาณ 1 

mm จากนั้นจึงวางแผนรับตัวอยาง (Sample application pad) โดยใหเหลื่อมกับแผนซับอนุภาคทอง 

(Conjugate release pad) ประมาณ 1 mm เชนกัน และวางแผนดูดซับ (Absorbance pad) ดานบนของ

แผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) โดยใหเหลื่อมกับแผนเมมเบรนประมาณ 1 mm เม่ือประกอบเสร็จแลว

จึงนําไปตัดเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดกวาง 0.35 cm เพ่ือใหสามารถใสลงตลับได 

ผลการทดลองและอภิปราย 

 การผลิตโปรตีน Cry9C ของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมและการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ 

 สามารถผลิตโปรตีน Cry9c ของขาวดัดแปลงพันธุกรรมในระบบเซลลแบคทีเรีย และหลังทํา

บริสุทธิ์พบวาโปรตีน Cry9c มีขนาดประมาณ 48 kDa 

 การหาคาตวามเขมขนของโปรตีน Cry9c ท่ีทําใหบริสุทธิ์ 

 สราง Standard curve ของ BSA ไดกราฟสมการเสนตรงคือ y = 0.023x + 0.543 และ R² = 

0.875 เม่ือนําคาดูดกลืนแสงท่ีวัดไดจาก Cry9c [1-2] ท่ีอัตราสวน 1:10 มาคํานวน พบวาไดความเขมขนของ

โปรตีน Cry9c [1-2] ประมาณ 250 mg/ml 

 การผลิตแอนตี้ซีรัมจากกระตาย และวัดคาไตเตอร  

 ทดสอบคาไตเตอรแอนติซีรัม 1 – 6 ดวยเทคนิค Indirect-Elisa พบวา แอนติซีรัม 4 มีคาไต

เตอรสูงสุดเทากับ 1: 102,400 แสดงวาแอนติซีรัมตัวนี้ มีความเขมขนของ IgG มากท่ีสุด จึงทําใหคาไตเตอร

ของปฏิกิริยาสูงท่ีสุด 

          การทดสอบ NCM ELISA (Dot blot) 

 นํา Antiserum   6/2 มาทดสอบดวยวิธี NCM ELISA โดยหยดโปรตีน Cry9c ลงบนแผน 

nitrocellulose membrane ท่ีความเขมขน 25 ng/µl, 50 ng/µl, 75 ng/µl, 100 ng/µl และ 1 mg/µl 

จากนั้นทดสอบ Dot blot ดวย Antiserum   6/2 ท่ีอัตราสวน 1: 2,000 พบวา Antiserum   6/2 สามารถ

เกิดปฏิกิริยาไดดี สามารถจับกับโปรตีน Cry9c และตกตะกอนไดท่ีความเขมขนทุกคาความเขมขนโดยไม

เกิดปฏิกิริยากับ Buffer negative control และ BSA negative control    

 ภาวะท่ีเหมาะสมตอการ Conjugate ระหวางอนุภาคทองคําและแอนตีบอดี 

 ทดสอบผสมสารละลายอนุภาคทองคําขนาดเสนผาศูนยกลาง 40 nm กับ IgG ใหไดความเขมขน

สุดทายเทากับ 3.4 µg/ml – 34 µg/ml, 51 µg/ml, 68 µg/ml และ 85 µg/ml  บมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 

นาที แลวเติม NaCl 10% W/V 100 µl เพ่ือหยุดปฏิกิริยาการจับกันของอนุภาคทองคํากับ IgG บมอีก 5 นาที 
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วัดคา Absorbance ในชวงความยาวคลื่นตั้งแต 400 – 800 nm พบวาปริมาตร IgG ท่ีดีท่ีสุดท่ีเติมลงใน

สารละลายอนุภาคทองคําเพ่ือ Conjugate ท่ี pH 7.4 คือ 6 µl โดยมีคา λmax เทากับ 530 nm  และคา 

Absorbancemax  เทากับ ∆Absorbancemax = 0.0957  

 สวนของสารละลายอนุภาคทองคําท่ี pH 9 ปริมาตร IgG ท่ีดีท่ีสุดท่ีเติมลงในสารละลายอนุภาค

ทองคําเพ่ือ Conjugate ท่ี pH  9 คือ 5 µl โดยมีคา λmax เทากับ 530 nm  และคา Absorbancemax   เทากับ 

0.3284 และ ∆Absorbancemax = 0.0879  

 โดยหาก IgG สามารถจับกับ Colloidal gold ไดอยางสมบูรณ คาดูดกลืนแสงท่ีไดจาก

สารละลาย Colloidal gold-IgG ควรมีคามากกวาหรือเทากับคาท่ีไดจากสารละลาย Colloidal gold อยาง

เดียว สําหรับในการทดลองนี้พบวาคา ∆Absorbancemax ท่ีไดจากสารละลาย Colloidal gold-IgG pH9 มีคา

นอยกวาคา  ∆Absorbancemax ท่ีไดจากสารละลาย Colloidal gold-IgG pH 7.4 ดังนั้นมีแนวโนมวาท่ี pH 

สูง IgG Cry9c นาจะเชื่อมกับ gold particle ไดมากกวาท่ี pH ต่ํา และการท่ีคา Abs ของ Colloidal gold-

IgG ข้ึนไมถึงคา Abs ของ สารละลาย Colloidal gold อาจเปนไปไดวา IgG ท่ีไดยังไมบริสุทธิ์เพียงพอและ

เกิดปฏิกิริยาแบบ Competitive ระหวาง gold particle กับ โปรตีนชนิดอ่ืน ซ่ึงจะตองนํา IgG ไปทําให

บริสุทธิ์อีกครั้ง 

 การเช่ือมอนุภาคทองคําดวยวิธี Nearly-covalent 

 จากปญหาการจับตัวกันของ IgG และ อนุภาคทองซ่ึงมีความไมแนนอนสูงหากมีการเปลี่ยนแปลง

คา pH ในสารละลายเพียงเล็กนอย ทําใหหลุดออกจากกันไดเพราะเปนการจับตัวกันโดย Electrostatic force 

จึงทดลองเชื่อม  IgG และ อนุภาคทองดวยโมเลกุลท่ีมีลักษณะเปนสายโพลิเมอร หรือ Heterofuntional 

Linker เขากับตําแหนง Fc ของแอนติบอดีบริเวณหมูคารโบไฮเดรต (polysaccharide) โดยการผสม

แอนติบอดี กับ Sodium periodate (NaIO4) เพ่ือใหเกิดปฏิกิริยา Coupling ระหวางแอนติบอดีและอนุภาค

ทองโดยพันธะก่ึงโควาเลน หรือ Nearly-covalent ซ่ึงจะทําใหแอนติบอดีและอนุภาคทองคําหลุดออกจากกัน

ไดยาก และ Blocking บริเวณท่ีไมมี Linker จับดวยโปรตีน BSA 10% เพ่ือปองกัน Non-specific binding  

 เปรียบเทียบความเสถียรของอนุภาคทองคําท่ีเชื่อมกับแอนติบอดีแลวระหวางการจับกันแบบ 

Electrostatic force และ การใชวิธี Nearly-covalent เปรียบเทียบกราฟผลการวัดคา Absorbance UV-

Vis spectra  ชวงความยาวคลื่นแสง 400 – 800 nm ระหวาง IgG-linker และ อนุภาคทองคํา (Nearly-covalent) 

กับ IgG ท่ีเชื่อมกับอนุภาคทองคําแบบปกติ (Electrostatic force) ท่ีอุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 0 ชั่วโมง 24 

ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง  )ภาพท่ี  12) พบวาการเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG-linker มีความเสถียรและมีความ

หนาแนนของ IgG บนอนุภาคทองคํามากกวาการเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG ปกติโดยคา Absorbancemax 

ของการเชื่อม อนุภาคทองคํากับ IgG-linker ท่ี เวลา 0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมงมีคามากกวาคา 

Absorbancemax ของการเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG ปกติและเม่ือเวลาผานไปพบวา คา Absorbancemax 

ของการเชื่อม อนุภาคทองคํากับ IgG-linker ลดลงเล็กนอยและหยุดอยูท่ีระหวาง 0.3155 – 0.3194 ในขณะท่ี

คา Absorbancemax ของการเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG ปกติมีคาลดลงอยางรวดเร็วใน 48 ชั่วโมง  
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 จากการทดลองพบวาอุณหภูมิการเก็บรักษาอนุภาคทองคําท่ีเชื่อมกับแอนติบอดี้แลวมีผลตอ

ความเสถียรของแอนติบอดี้บนอนุภาคทองคําดวย โดยพบวาการเก็บรักษาอนุภาคทองคําท่ีเชื่อมกับแอนติบอดี้

แลวท่ีอุณหภูมิหอง ทําใหแอนติบอดี้หลุดออกจากอนุภาคทองคําไดงายและเร็วกวาท่ีอุณหภูมิ 4oC ท้ังสองกรณี

คือท้ังการเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG-linker และ การเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG ปกติ  )ภาพท่ี  14,15   (แตใน

กรณีของการเชื่อมดวย IgG-linker ก็ยังมีความเสถียรมากกวา IgG ปกติถึงแมจะเปนท่ีอุณหภูมิหองก็ตามแตคา 

Absorbancemax  ของการเชื่อมดวย IgG-linker หยุดอยูท่ี 0.341-0.374 ท่ี 48 ชั่งโมง (ภาพท่ี 15) ในขณะท่ี

การเชื่อมดวย IgG นั้น IgG หลุดออกจากอนุภาคทองคําท้ังหมดท่ีอุณหภูมิหอง ท่ี 48 ชั่วโมง                  

(ภาพท่ี 14)  (โดยคา Absorbancemax กลับไปเทากับอนุภาคทองคํา Control) ท่ี 48 ชั่วโมง 

- การทดสอบหาปริมาตรท่ีเหมาะสมของ IgG-linker ในการเชื่อมกับอนุภาคทอง 

  พบวาการผสม IgG-linker ปริมาตร 50 µl กับสารละลายอนุภาคทองคํา ไดคา λmax ท่ี 533 nm 

ซ่ึงไมเกิน 10 nm เม่ือเทียบกับคา λmax ของอนุภาคทองคํา และคา Absorbancemax ดีท่ีสุดเทากับ 0.3563 

ดังนั้นจึงใชปริมาตร IgG-linker ท่ีอัตราสวน 50 µl/ml gold solution ในการผสมสารละลายอนุภาคทองกับ 

IgG-linker  

- การทดสอบ NCM ELISA (Dot blot) กับอนุภาคทองคําท่ีเชื่อมดวย IgG-linker 

 พบการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีบนอนุภาคทองกับโปรตีนเม่ือบมท่ีอุณหภูมิหอง 3 ชั่วโมง

ไปแลวโดยปฏิกิริยาสามารถเกิดข้ึนไดถึงอัตราสวน 1:256 หรือ ประมาณ 390 µg/mlและไมเกิดปฏิกิริยากับ

โปรตีน CryIAB และ Negative control buffer (ภาพท่ี 1)   

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงผลการทดสอบ Dot blot จากอนุภาคทองคําท่ีเชื่อมกับ IgG-linker 

-การประกอบชุดตรวจสอบ Strip test 

 การทดสอบปริมาณความเขมขนของอนุภาคทองท่ีเหมาะสมในการพนลงบนแผน Gold 

conjugate release pad พบวาท่ีความเขมขน 15 µl/cm ให Test-line และ Control-line ท่ีชัดเจนท่ีสุด  

 เตรียมแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนโดยขีดเสน Test line ดวย IgG Cry9c ความเขมขน 2.5 

mg/ml และ Control line ดวย Goat anti- rabit IgG ความเขมขน  1 mg/ml แลวนําไปแชใน Blocking 

buffer (PBS (0.001 mol/L, pH 7.4), 1% concentration BSA) 30 นาที ท่ี 37oC และตากใหแหงท่ี 37 oC 
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ประกอบชุดตรวจสอบโดยวางแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) ลงบนแผนรอง   (Backing card) จากนั้น

จึงวางแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) ซ่ึงไดรับการพนอนุภาคทองแลวดานลางของแผนเมม

เบรนโดยใหเหลื่อมกับแผนเมมเบรนประมาณ 1 mm จากนั้นจึงวางแผนรับตัวอยาง  )Sample application 

pad) โดยใหเหลื่อมกับแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) ประมาณ 1 mm เชนกัน และวาง

แผนดูดซับ (Absorbance pad) ดานบนของแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) โดยใหเหลื่อมกับแผนเมม

เบรนประมาณ 1 mm เม่ือประกอบเสร็จแลวจึงนําไปตัด เปนชิ้นเล็กๆ ขนาดกวาง 0.35 cm เพ่ือใหสามารถ

ใสลงตลับได  

 การทดสอบปริมาณต่ําสุดท่ีชุด Strip test สามารถตรวจพบโปรตีน Cry9c ได 

 ทดสอบหาปริมาณต่ําสุดท่ีชุด Strip test โดยเจือจางโปรตีนและทดสอบชุด Strip test จาก

ความเขมขนโปรตีนตังแต 50 ng/µl, 25 ng/µl, 10 ng/µl, 5 ng/µl 1 ng/µl  พบวาสามารถตรวจพบโปรตีน 

Cry9c ไดท่ีปริมาณโปรตีน Cry9c ต่ําสุดเทากับ 10 ng/µl 

 

ภาพท่ี 2 แสดงภาพการทดสอบหาปริมาณต่ําสุดของชุด Strip test สามารถตรวจพบโปรตีน Cry9c ได 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 พัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน CRY9C แบบ Strip โดยเหนี่ยวนําการสังเคราะหโปรตีน CRY9C 

จากยีน cry9c ผูวิจัยสกัดโปรตีนรีคอมบิแนนทจากแบคทีเรีย Cry9c-Bl21 เพ่ือใชเปนแอนติเจนผลิตแอนติซีรั่ม 

นําแอนติซีรั่มมาสกัดแอนติบอดีชนิดอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) แลวเชื่อมกับอนุภาคทองคําขนาด 40 นาโนเมตร 

โดยใชแผนไนโตรเซลลูโลส เปนวัสดุนําผานเปรียบเทียบการเชื่อมตอ electrostatic force และ nearly 

covalent พบวาการเชื่อม IgG กับอนุภาคทองคําแบบ nearly covalent ทําใหพันธะของอนุภาคทองคําและ 

IgG มีความเสถียรกวาการเชื่อมแบบ electrostatic force เม่ือนําไปผลิตเปนชุดตรวจสอบโปรตีน พบวาการ

พนอนุภาคทองคํา-IgG ท่ีอัตรา 15ไมโครลิตร/เซนติเมตรใหผลดีท่ีสุดโดยใช Goatanti-rabitIgG ความเขมขน 

330 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ขีดเปนเสน control line และใช Anti-CRY9C IgG ความเขมขน 2.3 มิลลิกรัม/

      

Negative  

buffer 

Cry9c 

50 ng/µl 

Cry9c 

25 ng/µl 

Cry9c 

10 ng/µl 

Cry9c 

5 ng/µl 

Cry9c 

1 ng/µl 



54 
 

มิลลิลิตร ขีดเปนเสน Test line ใหผลการตรวจสอบโปรตีนชัดเจนท่ีสุดท้ังนี้จากการทดสอบปริมาณความ

เขมขนต่ําสุดท่ีชุดตรวจสอบสามารถตรวจพบ โปรตีน CRY9C ไดคือ 10นาโนกรัม/ไมโครลิตร เวลาท่ีใชในการ

เกิดปฏิกิริยาจนสามารถมองเห็นไดชัดเจนประมาณ 20 นาทีโดยสามารถเก็บชุดตรวจสอบไดเปนระยะเวลา

ประมาณ 3 เดือน ท่ีอุณหภูมิหอง 

 ท้ังนี้ในการทดลองพัฒนาเชิงพานิชยสามารถกระทําไดโดยการพัฒนาคุณภาพและความบริสุทธิ์

ของ IgG และพัฒนาวิธีการเก็บรักษาเพ่ือใหชุดตรวจสอบมีอายุการเก็บรักษาเพ่ิมข้ึนจาก 3 เดือน เปน 1 ป 

หรือมากกวานั้น ท้ังนี้ชุดตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรมท่ีพัฒนาข้ึน สามารถนํามาใชตรวจวิเคราะหการ

ปนเปอนของโปรตีน Cry9C ในขาวโพด ภายในประเทศ  ซ่ึงจะเปนการลดการนําเขาชุดตรวจสอบจาก

ตางประเทศและลดตนทุนการตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรม  นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนาเชิงพาณิชยเปน 

immune strip ใหมีความสะดวกและรวดเร็วในการใชงานกับพ้ืนท่ีในแปลงปลูกหรือดานตรวจพืชไดอีก

ประการหนึ่งดวย 

การทดลองท่ี 6 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

Mon 89788, 356043 และ 305423 

 

อรรคพล  ภูมีศรี  ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ปยรัตน ธรรมกิจวัฒน  

ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Arkkapon Phoomeesri  Khanitha Wongwathanarat Piyarat Thammakijjawat 

Prasert Wongwathanarat 

 

บทคัดยอ 

      การตรวจสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788 ดวยวิธี 

real-time PCR ไดคา R2 ความชัน ของกราฟความเขมขนมาตรฐาน และ PCR efficiency อยูในชวงคาปกติ สวน

ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม DP305423 และ DP356043 พบวา คา R2 ความชัน และ PCR efficiency อยูนอก

ชวงคาปกติ ความแมน (accuracy) ความเท่ียง (precision) ของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม

ท้ัง 3 ชนิด อยูในเกณฑท่ียอมรับได โดยมีคาการเบี่ยงเบนไมเกินรอยละ 25 และมีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

(RSD) ไมเกินรอยละ 25 ในสวนของความทวนซํ้าได (repeatability) พบวา วิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัด

แปรพันธุกรรมท้ัง 3 ชนิด มีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของความทวนซํ้าได (RSDr) อยูในเกณฑปกติ คือ ไมเกิน

รอยละ 25 ความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ีสามารถหาปริมาณไดอยางนาเชื่อถือ (LOQ) ในถ่ัว

เหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788, DP305423 และ DP356043 เทากับรอยละ 0.1, 0.5 และ 0.5 ตามลําดับ 
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ความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ีสามารถตรวจพบไดอยางนาเชื่อถือ (LOD) เทากับรอยละ 0.05, 

0.5 และ 0.1 ตามลําดับ 

คําสําคัญ : real-time PCR, LOD   

บทนํา 

     ปจจุบันหองปฏิบัติการตรวจสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรม

วิชาการเกษตร ยังไมมีบริการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788, DP305423 และ 

DP356043 เปนงานประจํา แตเนื่องจากการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมมีจํานวนมากข้ึนเรื่อยๆ และประเทศ

ไทยตองเปดการคาเสรี ทําใหสินคาเกษตรจากประเทศเพ่ือนบานและประเทศอ่ืนๆเขามาในประเทศไดงาย 

สงผลใหสินคาเกษตรของไทยมีความเสี่ยงตอการปนเปอนพืชดัดแปรพันธุกรรมโดยเฉพาะถ่ัวเหลืองท่ีมีการปลูก

เพ่ือการคาเพ่ิมมากข้ึนเรื่อยๆ ซ่ึงจะมีผลกระทบตอการสงออกสินคาเกษตร จึงตองเตรียมการและพัฒนา

เทคนิคการตรวจถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788, DP305423 และ DP356423 ใหไดตาม

มาตรฐานสากล เพ่ือใหประเทศคูคาเกิดความม่ันใจ ขอมูลโดยสังเขปของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 3 ชนิด  

ไดแก MON89788 ผลิตโดยบริษัท Monsanto โดยการตัดตอยีน Cp4EPSPS เขาสูถ่ัวเหลืองเพ่ือใหตานทาน

สารกําจัดวัชพืชจําพวก Glyphosate สวน DP305423 ผลิตโดยบริษัท Dupont Pioneer โดยการตัดตอยีน 

FAD2-1 เขาสูถ่ัวเหลือง เพ่ือเพ่ิมปริมาณกรดโอเลอิคใหสูงข้ึนและลดปริมาณกรดไลโนเลอิคใหต่ําลง และ 

DP356423 ผลิตโดยบริษัท Dupont Pioneer โดยการตัดตอยีน gat 4601 และ gm-hra เขาสูถ่ัวเหลือง เพ่ือ

เพ่ิมความตานทานสารกําจัดวัชพืชจําพวก Glyphosate และ ALS inhibiting (Meyer et al., 2006) 

(Pavely et al., 2006) (Rood et al., 2006) 

          โดยปกติ เม่ือตองพัฒนาวิธีการตรวจยีนชนิดใหม หองปฏิบัติการฯ จะตรวจวิเคราะหและจําแนกยีน

โดยอางอิงวิธีการอางอิง (reference method) ท่ีใชในหองปฏิบัติการของสหภาพยุโรป (the European 

Network of GMO Laboratories ENGL) หองปฏิบัติการฯ จะอางอิงลําดับเบสของโอลิโกนิวคลีโอไทดท่ีใช

ออกแบบเปนไพรเมอรและโพรบ รวมไปถึงอุณหภูมิในวงจรการทํางานของวิธีการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอดวยวิธี 

real-time PCR ถึงแมวาจะนําวิธีการจากหองปฏิบัติการอางอิงมาใช แตก็ไมสามารถทําตามวิธีการตรวจ

วิเคราะหท่ีหองปฏิบัติการอางอิงระบุไวไดท้ังหมด เนื่องจากหองปฏิบัติการฯ มีปจจัยทางดานอุปกรณ สารเคมี 

แตกตางจากหองปฏิบัติการของสหภาพยุโรป จึงมีความจําเปนท่ีตองดัดแปลงวิธีการบางข้ันตอนเพ่ือให

สามารถนํามาใชในหองปฏิบัติการของกรมวิชาการเกษตรได และตองตรวจสอบความใชไดของวิธีการเพ่ือ

พิจารณาวา วิธีการดัดแปลง (in-house method) นี้มีความถูกตอง นาเชื่อถือ สามารถใชไดกับอุปกรณ และ

สารเคมี ในหองปฏิบัติการฯหรือไม  วิธีการดัดแปลงท่ีจะใชในหองปฏิบัติการฯมีความแตกตางจากวิธีการ

อางอิง (Delobel et al., 2008) (Mazzara et al., 2009)  

   การตรวจสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหใชพารามิเตอรหลายอยางในการพิจารณาวา 

สามารถใชวิธีการท่ีดัดแปลงในหองปฏิบัติการไดหรือไม พารามิเตอรเหลานั้นไดแก  ความเปนเสนตรงของ
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ขนาด
(base pair)

Lec for2 CCA GCT TCG CCG CTT CCT TC 20

GMO3-126 Rev GAA GGC AAG CCC ATC TGC AAG CC 29

Lec probe* CTT CAC CTT CTA TGC CCC TGA CAC 24

MON89788-F TCC CGC TCT AGC GCT TCA AT 20

MON89788-R TCG AGC AGG ACC TGC AGA A 19

MON89788-P* CTG AAG GCG GGA AAC GAC AAT CTG 24

DP305-f1 CGT GTT CTC TTT TTG GCT AGC 21

DP305-r5 GTG ACC AAT GAA TAC ATA ACA CAA ACT A 28

DP305-p* TGA CAC AAA TGA TTT TCA TAC AAA AGT CGA GA 32

DP356-f1 GTC GAA TAG GCT AGG TTT ACG AAA AA 26

DP356-r1 TTT GAT ATT CTT GGA GTA GAC GAG AGT GT 29

Dp356-p* CTC TAG AGA TCC GTC AAC ATG GTG GAG CAC 30

ร   แส อมูลไ รเมอรแล โ ร ใ ใน ร ลอ

*เส้นโพรบติดฉลากด้วย 5’-6-carboxy-fluorescein (FAM) และ 3’ tetramethylrhodamine (TAMRA)

ตรวจยีน MON89788

 event-specific

รอยต่อระหว่างยีนถั�วเหลืองกับยีน MON89788 

(Transgene-soybean genome junction site)

ตรวจยีน DP305423 

event-specific

รอยต่อระหว่างยีนถั�วเหลืองกับยีน DP305423 

(Transgene-soybean genome junction site)

ตรวจยีน DP356043 

event-specific

รอยต่อระหว่างยีนถั�วเหลืองกับยีน DP356043 

(Transgene-soybean genome junction site)

ชื�อ ลําดับเบส (5’ – 3’) วัตถุประสงค์ ความจําเพาะ
ตรวจยีน 

endogenous 

(lectin)

ยีนถั�วเหลือง

กราฟความเขมขนมาตรฐาน ความแมน ความเท่ียง ความเบี่ยงเบน ความทวนซํ้าได ความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดท่ี

สามารถตรวจพบไดอยางนาเชื่อถือ และความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดท่ีสามารถหาปริมาณไดอยางนาเชื่อถือ โดยใน

งานวิจัยมีวิธีการดําเนินการวัดคาพารามิเตอรตางๆ ดังนี้ 

 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

Mon 89788, 356043 และ 305423 ดําเนินการท่ี สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ใน

ป 2555- 2557 ระยะเวลา 2 ป มีวิธีการ  

1. พืชท่ีใชในการทดลอง 

                 ใชสารมาตรฐานท่ีไดรับการรับรองแลว (Certified reference material: CRM) 3 ชนิด ไดแก 

ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788 DP305423 และ DP356043 ในระดับการปนเปอนรอยละ 10 โดย 

CRM ท้ัง 3 ชนิดอยูในรูปผงละเอียดซ่ึงไดจากการบดเมล็ดถ่ัวเหลืองใหเปนเนื้อเดียวกัน CRM ของ 

MON89788 จัดซ้ือจาก American Oil Chemists’ Society (AOCS) (Urbana, IL, USA) สวน CRM ของ 

DP305423 และ DP356043 จัดซ้ือจาก Institute for Reference Materials and Measurements 

(IRMM) (Geel, Belgium) 

          2. ไพรเมอรและโพรบ 

                ใชฐานขอมูล Online วิธีการตรวจวิเคราะหท่ีจัดทําโดยหองปฏิบัติการสหภาพยุโรป (Delobel 

et al., 2008) (Mazzara et al., 2009) ซ่ึงระบุลําดับเบสของโอลิโกนิวคลีโอไทดท่ีใชเปนไพรเมอรและโพรบ

ไวในเอกสารวิธีการตรวจวิเคราะห ท้ังไพรเมอรและโพรบท่ีใชในงานวิจัยนี้ไดรับการสังเคราะหโดยบริษัท 

SIGMA ลําดับเบสของไพรเมอรและโพรบแสดงไวในตารางท่ี 1 ดังนี้        

ตารางท่ี 1 แสดงขอมูลไพรเมอรและโพรบท่ีใชในการทดลอง 
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          3. การสกัดดีเอ็นเอ 

                 ใชชุดสกัดดีเอ็นเอ GeneScan รวมกับ lysis buffer ของ Eurofins (Hamburg, Germany) ใน

การสกัดดีเอ็นเอจาก CRM ท้ัง 3 ชนิด และใช Wizard mini column ในการทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ แลว

ประมาณการความเขมขนของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดโดยใชเครื่อง spectrophotometer จากนั้นจึงเพ่ิมจํานวนดี

เอ็นเอท่ีสกัดไดดวยวิธี real-time PCR แลววิเคราะหผลโดยใชโปรแกรม เพ่ือตรวจสอบความจําเพาะของไพร

เมอรและโพรบ 

          4. สภาวะท่ีใชในปฏิกิริยา real-time PCR 

                 การเพ่ิมปริมาณยีน endogenous และยีน event-specific โดยวิธี real-time PCR ใชเครื่อง 

LightCycler®480 แลววิเคราะหผลโดยใชโปรแกรม LightCycler®480 Software (Roche Applied 

Science, Mannheim, Germany)  

                 ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา real-time PCR คือ 20 ไมโครลิตร (ul) โดยมีสารชนิดตางๆตามท่ี

แสดงไวในตารางท่ี 2 ดังนี้ 

ตารางท่ี 2 แสดงชนิดสารและปริมาณท่ีใชในปฏิกิริยา PCR 

 
 

                ยีนท้ัง 3 ชนิดไดรับการเพ่ิมปริมาณโดยวิธี real-time PCR ซ่ึงมีข้ันตอน อุณภูมิ และจํานวนรอบ

การทํางานตามท่ีแสดงไวในตารางท่ี 3 ดังนี้ (Delobel et al., 2008) (Mazzara et al., 2009)  

 ตารางท่ี 3 แสดงข้ันตอน อุณหภูมิ และจํานวนรอบการทดงานของปฏิกิริยา Real-time PCR 

 
  

 

สาร ปริมาณ (uL)/1 ปฏิกิริย
นํ�ายาโพรบ master 10

Forward ไพรเมอร์ 0.5

Reverse ไพรเมอร์ 0.5

โพรบ 0.5

นํ�า 3.5

ดีเอ็นเอต้นแบบ (Template DNA ) 5

ปริมาณรวม
(Master mix + ดีเอ็นเอต้นแบบ)

20

ตารางท  แสดงชนดสารแล ปรมาณทใชในปฏ  

Master mix

1 50 120

1 95 600

Denaturation 95 15

Annealing และ 
Extension

60 60
Amplification 45

อุณหภูมิ (OC)

*เป็นขั�นตอนที�ใช้กับยีน MON89788 เท่านั�น ส่วนยีน DP305423 และ DP356043 ให้เริ�มที�ขั�นตอน Initial denaturation

   ุ ู  ฏ   

ขั�นตอน จํานวนรอบการทํ ระยะเวลา (วินาที)
UNG*

Initial denaturation
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 5. สรางกราฟความเขมขนมาตรฐาน 

                ใชคา crossing point (CP) เปนแกน Y และคา log ฐาน 10 ของความเขมขนดีเอ็นเอเปนแกน 

X ในการสรางกราฟความเขมขนมาตรฐาน ข้ันตอนแรก CRM ถูกเจือจางใหมีความเขมขนในระดับตางๆ 

(serial dilution) 4 ระดับ โดยมีจํานวน copy ดีเอ็นเอตั้งแต 21645 ถึง 338 แตละความเขมขนมี 3 ซํ้า 

(replicate) การคํานวณหาจํานวน copy ดีเอ็นเอใน 1 ปฏิกิริยา ทําไดโดยใชสมการดังนี้ 

จํานวน 𝑐𝑜𝑝𝑦 ดีเอ็นเอ =  
ความเขมขนดีเอ็นเอที่ใช (ng/uL) × ปริมาณสารละลายดีเอ็นเอที่ใชใน 1 ปฏิกิริยา (uL)

น้ําหนักดีเอ็นเอจํานวน 1 𝑐𝑜𝑝𝑦
 

                 การทดลองนี้ใชดีเอ็นเอความเขมขน 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และใน 1 ปฏิกิริยาใชสารละลาย

ดีเอ็นเอจํานวน 5 ไมโครลิตร ดังนั้นจึงมีดีเอ็นเอรวมในปฏิกิริยาเทากับ 50 นาโนกรัม (10X5=50) ดีเอ็นเอถ่ัว

เหลืองจํานวน 1 copy มีน้ําหนัก 2.31 พิโคกรัม (2.13 × 10-12 กรัม) (Arumuganathan และ Earle, 1991) 

เม่ือนําไปแทนคาในสมการและคํานวณออกมา ก็จะไดจํานวน copy ยีน 21645 copy เปนความเขมขนดีเอ็น

เอเริ่มตน ดังสมการ 

จํานวน 𝑐𝑜𝑝𝑦 ดีเอ็นเอ =  
10 ng/uL × 5 uL

2.31 𝑝𝑔
= 21645 

                 จากนั้นจึงเจือจางดีเอ็นเอแบบ serial dilution ใหมี 4 ระดับความเขมขน แลวเพ่ิมปริมาณ      

ดีเอ็นเอท้ัง 4 ระดับความเขมขนโดยวิธี real-time PCR โดยทําการทดลองไปพรอมกันทุกซํ้า และทดลองซํ้า

ท้ังหมด 4 รอบ (repeat) บันทึกคา CP และจํานวน copy ดีเอ็นเอท่ีไดจากเครื่อง real-time PCR จากนั้นจึง

หาคาเฉลี่ยของคา CP และจํานวน copy ดีเอ็นเอในแตละระดับความเขมขน แลวคํานวณคา [log จํานวน 

copy ดีเอ็นเอ] ของท้ัง 4 ระดับความเขมขนเพ่ือนํามาสรางกราฟความเขมขนมาตรฐาน  

 6. วัดความเท่ียง (precision) ความแมน (accuracy) และรอยละความเบ่ียงเบน (%bias) ใน

การหาปริมาณการปนเปอนของยีน event-specific  

                Precision แสดงในรูปคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธหรือ RSD (relative standard deviation) 

ซ่ึงในการทดลองนี้ คา RSD ท่ีคํานวณได เปนคาท่ีคํานวณจากจํานวน copy ของยีน lectin และยีน event-

specific ท้ัง 3 ซํ้าในแตละรอบการทดลอง โดยใชโปรแกรม Microsoft excel ชวยในการคํานวณ     

                Accuracy ของวิธีการตรวจวิเคราะห คํานวณไดโดยการเปรียบเทียบรอยละการปนเปอนของยีน 

event-specific ท่ีไดจากการทดลองกับรอยละการปนเปอนจริงท่ีระบุไวโดยบริษัทผูผลิต CRM ซ่ึง Accuracy 

จะรายงานผลในรูปคา %bias ของวิธีการตรวจวิเคราะห สมการท่ีใชในการคํานวณ %bias คือ 

 
                 จากสมการขางตน True value หรือ ‘คาจริง’ ในการทดลองนี้คือคารอยละการปนเปอนจริงท่ี

ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต CRM สวน experimental value หรือ ‘คาท่ีไดจากการทดลอง’ เปนคารอยละการ

ปนเปอนท่ีไดจากการทดลองจริงโดยใชเครื่องมือและอุปกรณของหองปฏิบัติการฯ ท่ีผูวิจัยทําการทดลอง  
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                 การหารอยละการปนเปอนของยีน event-specific (transgene) ดวยวิธี real-time PCR ไดทํา

การทดสอบซํ้า 4 รอบ โดยรอยละการปนเปอนของยีน event-specific คํานวณไดจากการคูณจํานวน copy 

ดีเอ็นเอของยีน event-specific ดวย 100 แลวหารดวยจํานวน copy ดีเอ็นเอของยีน endogenous หรือ 

taxon-specific gene ซ่ึงในการทดลองนี้ ยีน endogenous คือ ยีน lectin สมการท่ีใชในการคํานวณ คือ 

 
 

7. วัดความทวนซํ้าได (repeatability) และความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ี

สามารถหาปริมาณไดอยางนาเช่ือถือ (Limit of quantification: LOQ) 

                 ดําเนินการโดยการเจือจางดีเอ็นเอของยีน lectin และยีน event-specific ดวย non-GM 

soybean ใหไดจํานวน copy ดีเอ็นเอในระดับตางๆ จากนั้นจึงเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวย real-time PCR โดย

ในแตละความเขมขนทําการทดสอบ 3 ซํ้า และทดลองซํ้า 4 รอบ จากนั้นจึงหาคาเฉลี่ยของคา CP ท่ีไดจาก

เครื่อง real-time PCR และวัด repeatability ซ่ึงอยูในรูปคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของความทวนซํ้าได

หรือ RSDr (repeatability relative standard deviation) คา RSDr ไดจากการนําคา CP ท้ังหมดในแต

ระดับความเขมขนดีเอ็นเอใสเขาไปในโปรแกรมคํานวณบนเว็บไซต MiniWebtool©2004   

                 การหาคา LOQ พิจารณาจากผลการทดลองวา ความเขมขนของดีเอ็นเอในระดับใดท่ีเครื่อง 

real-time PCR ยังคงสามารถตรวจจับสัญญาณฟลูออเรสเซนตไดครบทุกซํ้า โดยตองอยูภายใตเง่ือนไขท่ีวา 

ระดับความเขมขนท่ีเปน LOQ ตองมี precision ของคา CP อยูในเกณฑท่ียอมรับได 

8. วัดความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ีสามารถตรวจพบไดอยางนาเช่ือถือ 

(Limit of detection: LOD) 

                 การหาคา LOD ดําเนินการโดยการเจือจางดีเอ็นเอท่ีสกัดจาก CRM  ใหไดระดับความเขมขน

หรือจํานวน copy ของยีนตั้งแต 100 ไปจนถึง 1 แลวนําไปเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอดวย real-time PCR โดยใช

ไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน event-specific ในถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมแตละชนิด ในแตละระดับ copy มี

ท้ังหมด 10 ซํ้า จากนั้นจึงพิจารณาวาความเขมขนต่ําสุดระดับใดท่ีเครื่อง real-time PCR ยังคงสามารถ

ตรวจจับสัญญาณฟลูออเรสเซนตไดครบทุกซํ้า จากนั้นจึงนําจํานวน copy ต่ําสุดนั้นไปเทียบกับจํานวน copy 

ของยีน endogenous ใน 1 ปฏิกิริยา PCR ซ่ึงในการทดลองนี้คือยีน lectin จํานวน 21645 copy แลว

รายงานผลเปน %LOD (copy/copy%) ตามสมการดังนี้ 
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ผลการทดลองและอภิปราย 

     การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรและโพรบ 

           เม่ือนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไปเพ่ิมจํานวนดวยวิธี real-time PCR โดยใชไพรเมอรและโพรบท่ี

จําเพาะกับยีน endogenous  พบวา ไพรเมอรสามารถเพ่ิมจํานวนยีน lectin ในถ่ัวเหลือง CRM ได ขอมูลนี้

แสดงใหเห็นวาถ่ัวเหลือง CRM ท่ีนํามาทดลองมียีน lectin อยูจริง และสามารถนําไปทดลองในงานวิจัยข้ัน

ตอไปได นอกจากนี้ ไพรเมอรไมสามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอในตัวอยางท่ีเปนขาวและขาวโพด แสดงวา        

ไพรเมอรมีความจําเพาะกับยีน lectin ในถ่ัวเหลืองเทานั้น 

          การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรท่ีใชเพ่ิมจํานวนยีน event-specific ท้ัง 3 ชนิดนั้น ไดนํา

ยีน event-specific ชนิดอ่ืนๆ เชน GA21 NK603 และ Roundup Ready มาทดสอบดวย ผลการทดสอบชี้

วาไพรเมอรและโพรบสามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอไดอยางจําเพาะกับยีน event-specific เปาหมาย และไม

สามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอกับยีนอ่ืนๆได  

 การสรางกราฟความเขมขนมาตรฐาน (Standard curve) เพ่ือตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ   

           การหารอยละการปนเปอนของยีน event-specific ท่ีถูกตัดตอเขาไปในถ่ัวเหลืองดัดแปร

พันธุกรรม MON89788, DP305423 และ DP356043 เปนการหาปริมาณการปนเปอนของยีน event-

specific เทียบกับยีน endogenous (lectin) ซ่ึงเปนยีนอางอิง (reference gene) ท่ีมีอยูแลวในถ่ัวเหลือง 

โดยการเปรียบเทียบจะแสดงผลเปนเปนรอยละ (%) การปนเปอน ดังนั้นการหารอยละการปนเปอนของยีน 

event-specific จะตองหาปริมาณท้ังยีน event-specific และยีน endogenous ควบคูไปพรอมกันเสมอ 

การคํานวณหาปริมาณของยีน event-specific และยีน endogenous สามารถทําไดโดยการสรางกราฟความ

เขมขนมาตรฐานของท้ังยีน event-specific และยีน endogenous กราฟความเขมขนมาตรฐานเปนกราฟท่ี

สรางโดยใชคาเฉลี่ย crossing point (CP) เปนแกน X และคาเฉลี่ย [log ของความเขมขนของดีเอ็นเอ] เปน

แกน Y สามารถสรางเปนกราฟความเขมขนมาตรฐานของยีน lectin และยีน event-specific ในถ่ัวเหลืองท้ัง 

3 ชนิด ดังนี้ 
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ภาพท่ี 1 A, C และ E แสดงกราฟความเขมขนมาตรฐานของ Lectin endogenous gene สําหรับถ่ัวเหลือง

ดัดแปรพันธุกรรม Mon 89788, DP 305423 และ DP356043 ตามลําดับ B, D และ F แสดงกราฟความ

เขมขนมาตรฐานของ Transgene ในถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม Mon 89788, DP 305423 และ DP356043 

ตามลําดับ  

 จากภาพท่ี 1 แสดงใหเห็นวาการตรวจสอบ ท้ัง endogenouse gene และ envent-specific 

gene ในสวนของขาวโพด MON89788, ถ่ัวเหลือง DP305423 และถ่ัวเหลือง DP356043 มีคาความชันและ

คา R2 อยูในเกณฑท่ียอมรับได สวนคาคา PCR efficiency ของ endogenouse gene และ envent-

specific สําหรับ ขาวโพด MON89788 เทากับ รอยละ 96.35 , ถ่ัวเหลือง DP305423 (รอยละ 94.7, รอยละ 

102.9) และถ่ัวเหลือง DP356043 (รอยละ 87.5, รอยละ 88.5)  ซ่ึง R2 ท่ียอมรับไดควรมีคาเทากับหรือ

มากกวา 0.98 เปนคาท่ีบงชี้ถึงความนาเชื่อถือในการประมาณคาบนแกน X โดยใชคาบนแกน Y หรือการใชคา

บนแกน Y ในการประมาณคาบนแกน X คาความชันของกราฟมีความสัมพันธกับประสิทธิภาพของการเพ่ิม

จํานวนผลิตภัณฑในปฏิกิริยา PCR (PCR efficiency) คาความชันท่ีอยูในเกณฑยอมรับไดควรอยูระหวาง -3.1 

ถึง -3.6 คา PCR efficiency ท่ีไดจากเครื่อง real-time PCR ควรมีคาอยูระหวางรอยละ 95 กับ 105 (Hougs 

และ Žel, 2011) 

         ดังนั้นจึงสามารถใชกราฟความเขมขนมาตรฐานท้ัง 2 กราฟในการคํานวณปริมาณของยีน 

endogenous และยีน event-specific ในถ่ัวเหลือง MON89788 มีความนาอยางนาเชื่อถือ   สวนถ่ัวเหลือง 

DP305423 กราฟความเขมขนมาตรฐานของยีน event-specific มีความเปนเสนตรงสูง แตกราฟความเขมขน
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มาตรฐานของยีน endogenous มีความเปนเสนตรงท่ีคลาดเคลื่อนไปจากคาปกติ ซ่ึงอาจสงผลตอความ

แมนยําและความนาเชื่อถือในการคํานวนปริมาณยีน lectin และถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม DP305423 

สําหรับกราฟในสวนของยีน endogenous และ event-specific อยูนอกชวงคาปกติ  

         สาเหตุท่ีทําใหคาความชัน R2 และ PCR efficiency ในถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม DP305423 

และ DP356043 ไมอยูในชวงคาปกติ อาจเกิดจากการมี PCR inhibitor หรือตัวยับยั้งปฏิกิริยา PCR รวมไปถึง

ความไมสอดคลองกันของปริมาณไพรเมอร/โพรบ กับจํานวนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกิริยา PCR โดยอาจมีสาร

ชนิดใดชนิดหนึ่งนอยหรือมากจนเกินไป สงผลใหไพรเมอร/โพรบ ไมสามารถจับกับดีเอ็นเอตนแบบไดอยาง

สมบูรณ ประสิทธิภาพในการเพ่ิมจํานวนผลิตภัณฑ PCR จึงลดลง สงผลใหไดคา R2 ไมอยูในชวงคาปกติ และ 

PCR efficiency ต่ํากวาปกติเล็กนอย  

 การวัดความเท่ียง (precision) ความแมน (accuracy) และรอยละการเบ่ียงเบน (%bias) ใน

การหาปริมาณการปนเปอนของยีน event-specific  

          ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมท่ีใชในการทดลองครั้งนี้ เปนถ่ัวเหลืองท่ีมียีน event-specific 

ปนเปอนอยูในปริมาณรอยละ 10 ดังนั้นจึงตองตรวจสอบวา อุปกรณ เครื่องมือ และวิธีการท่ีดัดแปลง สามารถ

ใหผลการตรวจท่ีมี ‘ความแมน’ และ ‘ความเท่ียง’ ในการหารอยละการปนเปอนของยีน event-specific 

เพียงใด รวมท้ังตรวจสอบวาหองปฏิบัติการฯ สามารถตรวจหารอยละการปนเปอนไดใกลเคียงหรือเบี่ยงเบนไป

จากปริมาณการปนเปอนท่ีบริษัทผูผลิตระบุไวท่ีรอยละ 10 หรือไม ซ่ึงจากการตรวจสอบพบวา คาเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ (relative standard deviation: RSD) ของการหาปริมาณยีน endogenous (lectin) และ

ยีน event-specific ท้ัง 3 ชนิด ในการทดลองท้ัง 4 รอบ อยูในเกณฑท่ียอมรับได โดยการวัดคา RSD (%) ใน

การหาปริมาณยีน event-specific ชนิด MON89788 DP305423 และ DP356043 ท้ัง 4 รอบ อยูในชวง

คาท่ียอมรับได คือ ไมเกินรอยละ 25 (Hougs และ Žel, 2011) แสดงวา อุปกรณ และสารเคมี รวมท้ังวิธีการท่ี

ดัดแปลงใหเขากับหองปฏิบัติการฯ สามารถใหผลการตรวจท่ีมีความเท่ียงสูง นั่นคือจํานวน copy ของ 

endogenous gene (lectin) และยีน event-specific ท้ัง 3 ชนิดท่ีไดจากการทดลองซํ้าในแตละครั้งมีความ

ใกลเคียงกัน และจํานวน copy ยีนไมแกวงออกไปจากคาเฉลี่ยมากนัก ยกเวนการทดลองครั้งท่ี 2 ในการหา

ปริมาณยีน event-specific ในถ่ัวเหลือง DP356043 ท่ีไดคา RSD เทากับรอยละ 26.94 ซ่ึงออกนอกชวงคา

ปกติไปเล็กนอย    

          ในสวนของความแมนของวิธีการตรวจ จะตรวจวัดโดยการเปรียบเทียบรอยละการปนเปอนของ

ยีน event-specific ท่ีไดจากการทดลอง กับรอยละการปนเปอนจริงท่ีระบุไวโดยบริษัทผูผลิต CRM จากการ

ทดลองคํานวณรอยละการเบี่ยงเบน (% bias) เทากับรอยละ 4.75 ซ่ึงอยูในเกณฑท่ียอมรับได (±25%) 

สําหรับการทดลองท้ัง 4 รอบ สําหรับยีน MON89788 สวนยีน DP305423 และ DP356043 มีคาเฉลี่ย      

% bias เทากับรอยละ 6.82 และ 10.33 ตามลําดับ โดยท้ัง 2 คาอยูในชวงคาปกติ (±25%) (Hougs และ 

Žel, 2011) ดังนั้น อุปกรณ เครื่องมือ และวิธีการท่ีดัดแปลงใหเขากับหองปฏิบัติการฯ สามารถตรวจหารอย

ละการปนเปอนไดใกลเคียงกับคาจริง  

http://www.google.co.th/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Lotte+Hougs%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
http://www.google.co.th/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jana+%C5%BDel%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
http://www.google.co.th/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Lotte+Hougs%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
http://www.google.co.th/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jana+%C5%BDel%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
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 การวัดความทวนซํ้าได (repeatability) และความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ี

สามารถหาปริมาณไดอยางนาเช่ือถือ (Limit of quantification: LOQ) 

           ความทวนซํ้าเปนพารามิเตอรท่ีบงชี้วา คาท่ีไดจากการทดลองซํ้าในแตละครั้งมีความแปรปรวน

มากนอยเพียงใดเม่ือทําการตรวจวัดโดยผูตรวจวัดคนเดียวกัน ตรวจวัดโดยใชวิธีการเดียวกัน ใชเครื่องมือ

ตรวจวัดเดียวกัน ตรวจวัดในสถานท่ีเดียวกัน และตรวจวัดในระยะเวลาท่ีใกลเคียงกัน วิธีการตรวจวิเคราะหท่ี

ดัดแปลงใหเขากับหองปฏิบัติการฯ ควรมีความทวนซํ้าไดอยูในเกณฑดี โดยความทวนซํ้าไดจะรายงานผลในรูป

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของความทวนซํ้าได (relative repeatability standard deviation: RSDr) ซ่ึง

คา RSDr ท่ียอมรับไดควรมีคาไมเกินรอยละ 25 (Hougs และ Žel, 2011) และจากการทดสอบพบวาคา (% 

RSDr) ของการเพ่ิมจํานวนยีน endogenous (lectin) ในทุกระดับความเขมขน  มีคาอยูในเกณฑท่ียอมรับได 

ไมเกินรอยละ 25 ดังนั้น วิธีการดัดแปลงสามารถใหผลการตรวจวิเคราะหท่ีมีความแปรปรวนนอย เม่ือตรวจวัด

โดยผูตรวจวัดคนเดียวกัน ตรวจวัดโดยใชวิธีการเดียวกัน ใชเครื่องมือตรวจวัดเดียวกัน ตรวจวัดในสถานท่ี

เดียวกัน และตรวจวัดในระยะเวลาท่ีใกลเคียงกัน    

          การเพ่ิมจํานวนยีน event-specific ดวยวิธี real-time PCR ดําเนินการไปพรอมๆกันกับการ

เพ่ิมจํานวนยีน endogenous เพ่ือท่ีจะคํานวณความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดท่ีสามารถหาปริมาณไดอยางนาเชื่อถือ 

(LOQ) ซ่ึงคา LOQ ของการทดสอบยีน MON89788 เทากับรอยละ 0.092 แต LOQ ท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง 

(reference method) ซ่ึงระบุวามีคาเทากับรอยละ 0.09 ซ่ึงพบวามีความใกลเคียงกันพอสมควร เชนเดียวกับ 

DP305423 คา LOQ อยูท่ีรอยละ 0.462 หรือประมาณรอยละ 0.5 (%copy/copy) แต LOQ ท่ีระบุไวใน

วิธีการอางอิง (รอยละ 0.08) และการทดสอบยีน DP3560433 มีคา LOQ เทากับรอยละ 0.462 หรือประมาณ

รอยละ 0.5 (%copy/copy) ซ่ึง LOQ ท่ีไดจากการทดลองนี้มีคาสูงกวาคา LOQ ท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง 

(รอยละ 0.08) สาเหตุอาจเกิดจากวิธีการดัดแปลงใชดีเอ็นเอตนแบบท่ีมีความเขมขนคอนขางต่ําเม่ือ

เปรียบเทียบกับวิธีการอางอิง  

    การหาความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ีสามารถตรวจพบไดอยางนาเช่ือถือ 

(Limit of detection: LOD) 

          พบวาการตรวจสอบยีน MON89788 ใหคาความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ี

สามารถตรวจพบไดอยางนาเชื่อถือ โดยวิธี real-time PCR (LOD) คือ 10 copy ของยีน หรือรอยละ 0.05 

(% copy/copy) ซ่ึงแตกตางไปจากคา LOD ท่ีระบุไวในวิธีการอางอิงเล็กนอย (รอยละ 0.045)  ส ว น  LOD 

ของการตรวจสอบยีน DP305423 คือ 100 copy ของยีน หรือรอยละ 0.5 (%copy/copy) ซ่ึงแตกตางจาก

คา LOD ท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง (รอยละ 0.04) พอสมควร และ LOD ของการตรวจสอบยีน DP356043 คือ 

20 copy หรือรอยละ 0.1 (%copy/copy) ซ่ึงแตกตางจากคา LOD ท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง (รอยละ 0.04) 

เชนเดียวกับยีน DP305423 ซ่ึงสาเหตุอาจเกิดจากวิธีการดัดแปลงใชดีเอ็นเอตนแบบท่ีมีความเขมขนคอนขาง

ต่ํา (10 ng/ul) เม่ือเปรียบเทียบกับความเขมขนของดีเอ็นเอตนแบบท่ีใชในวิธีการอางอิง (ไมเกิน 100 ng/ul)  

 

http://www.google.co.th/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Lotte+Hougs%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
http://www.google.co.th/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jana+%C5%BDel%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

     คาพารามิเตอรตางท่ีตรวจวัดไดจากการทดลองในหองปฏิบัติการ สําหรับถ่ัวเหลืองดัดแปร

พันธุกรรมท้ัง 3 ชนิด แสดงไวในตารางท่ี 4 ดังนี้ 

ตารางท่ี 4 สรุปคาพารามิเตอรของการตรวจสอบความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัด

แปรพันธุกรรม Mon89788 และ DP356043 

 
 

                จะเห็นไดวาคาพารามิเตอรท่ีไดจากการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788 

อยูในชวงคาปกติท้ังหมด ในสวนของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม DP305423 นั้น พารามิเตอรของความเปน

เสนตรง (Linearity) ไมอยูในชวงคาปกติ ซ่ึงไดแก ความชัน (slope) และ PCR efficiency ของยีน 

endogenous นอกจากนี้ ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม DP356043 ก็มีความชันและ PCR efficiency ของท้ัง

ยีน endogenous และยีน event-specific ไมอยูในชวงคาปกติเชนกัน โดยอาจมีสาเหตุตามท่ีไดกลาวมาแลว

ในผลการทดลองและวิจารณ 

            นอกจากพารามิเตอรท่ีกลาวมาแลวขางตน คา LOD และ LOQ ท่ีไดจากวิธีการดัดแปลงก็

แตกตางไปจากท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง โดยเฉพาะคา LOD และ LOQ ของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

DP305423 และ DP356043 หากตองนําวิธีการดัดแปลงนี้ไปใชจริงในหองปฏิบัติการ อาจตองเพ่ิมความ

เขมขนของดีเอ็นเอตนแบบใหมากข้ึนเพ่ือใหไดคา LOD และ LOQ ใกลเคียงกับท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง         

การทดลองท่ี 7 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหขาวโพดดดัแปรพันธุกรรม 

Mon 88017, Mon89034, MIR604 และ MIR162 

 

ปยรัตน ธรรมกิจวัฒน  พงศกร สรรควิทยากุล  อรรคพล ภูมีศรี 

ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Piyarat Thammakijjawat  Pongsakorn Sunvittayakul  Arkkapon Phoomeesri 

Khanitha Wongwathanarat   Prasert Wongwathanarat 

 

ยีน endogenous ยีน event-specific ยีน endogenous ยีน event-specific ยีน endogenous ยีน event-specific
Linearity:
R

2 1.000 1.000 1.000 0.999 1.000 0.999 0.98-1.000

Slope -3.48 -3.52 -3.62 -3.40 -3.73 -3.68 -3.1 ถึง -3.6
PCR efficiency 97.10% 96.35% 94.70% 102.90% 87.50% 88.50% 95% - 105%
Accuracy และ precision:
%Bias - 4.75% - 6.82% - 10.33% ±25%
Relative standard deviation (RSD) 5.11% 5.99% 9.10% 14.56% 9.20% 16.52% <25%
Repeatability:
Relative repeatability standard deviation (RSDr) 4.24% 3.32% 1.75% 3.99% 4.55% 2.35% <25%
Limit of quantification (LOQ) - 0.10% - 0.50% - 0.50% -
Limit of detection (LOD) - 0.05% - 0.50% - 0.10% -

  ุ ุ     

*Verification of analytical methods for GMO testing when implementing interlaboratory validated methods, Guidance document from the European Network of GMO laboratories (ENGL)

ค่าที�วัดได้ในห้องปฏิบัติการ
MON89788 DP305423 DP356043 ค่าปกติ*พารามิเตอร์
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บทคัดยอ 

 ความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 88017, Mon89034, 

MIR604 และ MIR162 เชิงคุณภาพและปริมาณ ดวยวิธีมาตรฐาน JRC-EURL ดําเนินการระหวางป 2556-

2558 ท่ีหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหพืชและสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม อาคารปฏิบัติการ สํานักวิจัยพัฒนา

เทคโนโลยีชีวภาพ โดยทดสอบวิธีการตรวจวิเคราะหวัสดุอางอิงของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตางๆ 

สกัดดีเอ็นเอดวย GeneScan Extraction buffer นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน Wizard 

Miniprep DNA Purification วัดปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอดวยสเปกโตรโฟโตมิเตอร จากนั้นเจือจางดีเอ็น

เอใหมีความเขมขน 40 และ 20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR ดวยเครื่องเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริง LightCycler480  ตรวจความจําเพาะของคูไพรเมอรสําหรับแตละกรณี 

และทดสอบวิธีการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณเทียบกับยีนอางอิงพืชโดยไพรเมอร Adh1 หรือ hmg ตาม

กรรมวิธีมาตรฐาน สรางกราฟมาตรฐานและวิเคราะหการเจือปน ผลการทดสอบพบวาการตรวจวิเคราะหเชิง

คุณภาพแตละคูไพรเมอรมีความจําเพาะในการตรวจยีน Mon88017 Mon89034 MIR604 และ MIR162 ท่ี 

LOD 0.1 % การวิเคราะหคาการทวนซํ้าของวิธี (repeatability) อยูในคามาตรฐาน RSdr < 0.5 คา Slope 

การทดสอบอยูในคามาตรฐาน คือ -3.2 ถึง -3.6 ท้ัง target gene และ reference gene คา R2 coefficient 

สูงกวา 0.98  คาความเท่ียงตรง (Trueness) พบวามีบางความเขมขนของตัวอยางวิเคราะหไดเปอรเซ็นตคา

ความเบี่ยงเบน (bias) สูงกวามาตรฐานโดยเฉพาะขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ MIR162 ซ่ึงไมมีคา

อางอิงมาตรฐานการเจือปน และมีความผิดพลาดการเจือจางใหตัวอยางมียีนดัดแปรพันธุกรรมระดับตํ่า ซ่ึงไม

สามารถใชวัสดุอางอิงท่ีไมมีการรับรองคาการปนเปอนใชเทียบการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณไดจึงสามารถใช

เปนตัวอยางเปรียบเทียบการตรวจวิเคราะหเชิงคุณภาพเทานั้น 

คําสําคัญ : Real-time PCR, ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม   

บทนํา 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม มีการวิจัยพัฒนาและอนุญาตปลูกในเชิงการคาในหลายประเทศ 

ซ่ึงมีท้ังชนิดท่ีเปนยีนเดี่ยว (single gene) และยีนผสม (stack trait) บัจจุบันไดรับการอนุญาตจํานวนกวา 

120 กรณี (events) ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event MIR 604 พัฒนาขึ้นโดยบริษัทซินเจนทา เพื่อใหมี

คุณสมบัติตานทานจําเพาะตอหนอนเจาะราก (Rootworm)  ที่เปนปญหาแพรระบาดทําความเสียหายตอ

ขาวโพดในประเทศแถบยุโรป โดยโปรตีนจากยีนดังกลาวไมมีผลตอสิ่งมีชีวิตอื่นที่ไมใชเปาหมาย MIR604 

เปนยีน (trait) ที่ไดรับการรับรองใหนําเขาเมล็ดพันธุไดเพื่อใชเปนอาหารสัตว และคน สําหรับประเทศใน

สหภาพยุโรปในป 1999 (2542) มีชื่อการคาเปน Syngenta AgrisureTM RW โดยการโคลนยีนในตระกูล 

Cry ชื่อยีน mCry3a gene จากแบคทีเรีย Bacillus turingenesis (Bt) แปรรหัสโปรตีน Cry3a บริเวณ

รากของขาวโพด โดยใส marker gene mpi จากแบคทีเรีย E. coli ซึ่งสามารถยอยน้ําตาลแมนโนสได 

สามารถคัดเลือกไดโดยทดสอบการเจริญบนอาหารท่ีผสมน้ําตาลดังกลาวขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event 
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MIR604 ไดรับการยอมรับใหใชเปนอาหารสัตว อาหารคน ในหลายประเทศไดแก สหรัฐอเมริกา แคนาดา 

และญ่ีปุนและการรับรองใหนําเขาไดในหลายประเทศ ไดแก เม็กซิโก ไตหวัน เกาหลี จีน ฟลิปปนส รัสเซีย 

ออสเตรเลีย และนิวซีแลนด ในการตรวจสอบขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event MIR604 หองปฏิบัติการ

ของ JRC-EC ไดทําการพัฒนาวิธีการและทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหเสร็จสิ้นแลวในป 

2007 (Mazzara et al., 2007) 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event MON 88017 พัฒนาขึ้นโดยบริษัทมอนซานโต 

สหรัฐอเมริกา โดยการพัฒนาใหเปน stack traits โดยการตัดตอยีนตานทานแมลง cry3Bb1 จาก Bacillus 

thuringiensis (Bt) subspecies kumamotoensis แปรรหัสโปรตีน Cry3Bb ซ่ึงจะเปนพิษตอตัวออนของ

แมลงท่ีกินเขาไป มีผลในการปองกันแมลง western corn rootworm (Diabrotica vigifera) และ 

northern corn rootworm (Diabrotica barberi) และยีน cp4 epsps ท่ีตัดตอยีนเขาไปเพ่ือใหขาวโพดมี

คุณสมบัติทนทานตอสารกําจัดวัชพืชไกลโฟเสท โดยการถายยีนสูขาวโพดลูกผสมสายพันธุ LH198 โดย

แบคทีเรียอโกรแบคทีเรีย ไดรับการรับรองแลวในหลายประเทศ ตั้งแตป 2005-2009 ไดแก สหรัฐอเมริกา 

ออสเตรเลีย แคนาดา จีน สหภาพยุโรป ญ่ีปุน เกาหลี เม็กซิโก ฟลิปปนส และไตหวัน สําหรับวิธีการตรวจ

วิเคราะห event-specific gene ในเชิงปริมาณ มีวิธีการตามมาตรฐาน JRC48920 (Delobel et al., 

2008)  

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event MON 89034 พัฒนาขึ้นโดยบริษัทมอนซานโต 

สหรัฐอเมริกา โดยแปรรหัสโปรตีน 2 ชนิด จากยีน cry1A.105 และยีน cry2Ab2 จากแบคทีเรีย Bacillus 

thuringiensis  มีคุณสมบัติตานทานตอหนอน  lepidopteran เชน fall armyworm (Spodoptera sp.), 

black cutworm (Agrotis ipsilon), european corn borer (Ostrinia nubilalis) และ the corn 

earworm (Helicoverpa zea) ไดรับการรับรอง trait ในหลายประเทศ ตั้งแตป 2007-2009 ไดแก ประเทศ

สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย บราซิล แคนาดา โคลัมเบีย สหภาพยุโรป ญี่ปุน เกาหลี ฟลิปปนส และไตหวัน 

สําหรับวิธีการตรวจวิเคราะห event-specific gene ในเชิงปริมาณ มีวิธีการตามมาตรฐาน JRC48921 

(Savini et al., 2008) 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event MIR 162 พัฒนาข้ึนโดยบริษัท ซินเจนทา โดยการถายฝาก

ยีน vip3Aa20 จาก B. thuringiensis strain AB88 เพื่อสรางโปรตีน vip3Aa ที่เปนพิษตอหนอนแมลง 

Lepidopteran และยีน pmi จาก E. coli เพื่อสรางเอนไซม Phosphomannose isomerase (PMI) 

เพ่ือใชในการคัดเลือกพืชที่ไดรับการถายฝากยีน ซึ่งปจจุบันมีหลายประเทศ เชน อารเจนตินา บราซิล คา

นาดา และ สหภาพยุโรป เปนตน ที่ยอมรับขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม สายพันธุ MIR 162 ในเชิงการคา

เพื่อใชเปนอาหารและการแปรรูปในอุตสาหกรรม และเปนอาหารสัตว ซึ่งวิธีการมาตรฐานในการตรวจ

วิเคราะห event-specific เชิงปริมาณ ตามมาตรฐาน EURL-GMFF report maize MIR 162 (Delobel 

et al., 2011) 
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สําหรับวิธีการตรวจวิเคราะหยีนขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event Mon89034, Mon88017 

MIR604 และ MIR 162 ไดพัฒนาขึ้นโดยบริษัทผูผลิตเมล็ดพันธุมอนซานโต และ JRC reference 

methods โดยปจจุบันหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม สํานักวิจัยพัฒนา

เทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ยังไมไดจัดทําขอมูลการทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะห

ของยีนทั้ง 4 ชนิด ซึ่งเปนชนิดยีนที่มีอยูในการทดสอบความชํานาญ (Proficiency test) ของ USDA-

GIPSA งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม

จากขาวโพดของยีนท่ีมีการพัฒนาข้ึนใหม โดยเปนขอมูลสําหรับหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหสินคาพืชดัดแปร

พันธุกรรม ของสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ ไดแก ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม สายพันธุ Mon 88017, 

Mon89034, MIR604 และ MIR 162 เพ่ือใหไดวิธีการและผลการทดสอบถูกตอง ไดมาตรฐานสากล  

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 

88017, Mon89034, MIR604 และ MIR162 ดําเนินการท่ีสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการ

เกษตร ในป 2555-2558 ระยะเวลา 3 ป มีวิธีการ  

 1. สังเคราะหไพรเมอรและโพรบ เพ่ือใชตรวจวิเคราะห ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event 

Mon88017 Mon89034 MIR604 และ MIR162 

          สืบคนขอมูลลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทดของไพรเมอรและโพรบและวิธีการตรวจวิเคราะหจาก

เอกสาร Validation methods ของ JRC-EURL การตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ   

2. การสกัดดีเอ็นเอของวัสดุอางอิงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม  

        สกัดดีเอ็นเอของวัสดุอางอิงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม ดวย Lysis buffer (GeneScan 

extraction method) ตามกรรมวิธีของหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม ทําใหดีเอ็น

เอบริสุทธิ์ โดยผาน Wizard Miniprep DNA Purification Kit ทําการสกัดตัวอยางครั้งละ 2 ซํ้า ตรวจวัด

ปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร  

 3. ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR และความจําเพาะของไพรเมอร 

 ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR และตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอรและโพรบสําหรับ

การตรวจวิเคราะหยีนจําเพาะและยีนอางอิงพืชลําดับนิวคลีโอไทดตามวิธีมาตรฐาน ทําปฏิกิริยา Real-time 

PCR ทดสอบตามกรรมวิธีมาตรฐานดัดแปลงตามกรรมวิธีของหองปฏิบัติการ ทดสอบปฏิกิริยาความจําเพาะ

โดยใชดีเอ็นเอตนแบบของวัสดุอางอิงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธอ่ืนๆ และถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

ประกอบดวย ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event Mon88017, Mon89034, MIR604, MIR162,  Mon810 

Bt11, Bt176, GA21, NK603, TC1507, Mon863, CBH351, RR soy และ DP356043   
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 4. ความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีนท่ีสามารถตรวจพบได (Limit of detection)  

 เตรียมดีเอ็นเอของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมแตละกรณี จากตัวอยางวัสดุอางอิงท่ีเปนสาร

มาตรฐานใหไดมีความเขมขนหรือจํานวน copies ยีนดัดแปรพันธุกรรมระดับต่ํา จากนั้นทําปฏิกิริยา real-

time PCR ความเขมขนละ 10 ซํ้า ความเขมขนต่ําสุดท่ีตรวจพบไดทุกซํ้าคือคา LOD ของการวิเคราะห    

 5. ความใชไดของวิธกีารตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ 

 เตรียมดีเอ็นเอตนแบบท่ีการปนเปอนระดับตางๆ เพ่ือใชในการวิเคราะหความใชไดของวิธีการ

ตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ สําหรับขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม MIR604 มีตัวอยางวัสดุอางอิงท่ีการปนเปอน

ระดับตางๆ ไดแก Level1 0.1 % Level2 1.0 % และ Level3 10%  และขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมอีก 3 

กรณี ไมมีตัวอยางวัสดุอางอิงระดับการปนเปอนตางๆ จึงตองคํานวณและทําการเจือจางจาก 10% ใหมีการ

ปนเปอน ท่ีระดับตางๆ ไดแก U1 (non dilute), U2-10%, U3-5%, U4-1%, U5-0.5% และ U6-0.1% 

 ทําปฏิกิริยาการสังเคราะหยีนเปาหมาย (ยีนท่ีดัดแปรพันธุกรรม) และยีนอางอิงของพืช นําคาท่ี

ไดจากการตรวจวิเคราะห สรางกราฟความเขมขนมาตรฐาน กราฟความเขมขนมาตรฐานสรางโดยใชคา 

crossing point (CP) เปนแกน Y และคา log ฐาน 10 ของความเขมขนของดีเอ็นเอ (จํานวน copies ของยีน) 

เปนแกน X ในแตละความเขมขนทําการทดลอง 3 ซํ้า (replicates) ทดลองซํ้า 4 รอบ (repeat)  

  - วิเคราะหคาความแมน (Accuracy) ความถูกตอง (Trueness) ความเท่ียง (Precision) และคา

เบี่ยงเบน (Bias) ของการคํานวณปริมาณการปนเปอนของยีนจําเพาะท่ีไดรับการดัดแปรพันธุกรรม 

        คํานวณรอยละการปนเปอนของยีนจําเพาะ ดวยวิธี real-time PCR โดยทําการทดสอบ 3 ซํ้า

และทําการทดลองซํ้า 4 รอบจากนั้นจึงหาคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (relative standard deviation: 

RSD) ในสวนของความแมนและความถูกตองของวิธีการตรวจ ทําการวิเคราะหโดยการเปรียบเทียบรอยละการ

ปนเปอนของยีนจําเพาะแตละชนิดท่ีไดจากการทดลอง เปรียบเทียบกับรอยละการปนเปอนคํานวณคาท่ีระบุไว

ในเอกสารใบรับรองของ ERM-IRMM หรือ AOCS  ซ่ึงรายงานเปนคาการเบี่ยงเบนของวิธีการตรวจวิเคราะห  

- ตรวจวัดความทวนซํ้า (repeatability) ไดของวิธีการตรวจวิเคราะห และความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดท่ี

สามารถหาปริมาณไดอยางนาเชื่อถือ (Limit of quantification)  

          เตรียมดีเอ็นเอของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตางๆ ดวยดีเอ็นเอขาวโพดไมดัดแปร

พันธุกรรม ใหมีความเขมขนของ copies ยีนในระดับตางๆ จากนั้นจึงนําดีเอ็นเอท่ีเจือจางแลวมาเพ่ิมปริมาณ

โดยใชวิธี real-time PCR โดยในแตละความเขมขน (จํานวน copy ของยีน) จะทดสอบพรอมกัน 3 ซํ้า และ

ทําการทดลองซํ้าท้ังหมด 4 รอบ จากนั้นจึงหาคาเฉลี่ยของคา CP และคํานวณคา RSDr (repeatability 

relative standard deviation: RSDr) รวมท้ังหาความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีนจําเพาะท่ีสามารถหาปริมาณ

ไดอยางนาเชื่อถือไปพรอมๆ กัน 
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ผลการทดลองและอภิปราย 

 สังเคราะหไพรเมอรและโพรบ เพ่ือใชตรวจวิเคราะห ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event 

Mon88017 Mon89034 MIR604 และ MIR162 

          สืบคนขอมูลลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทดของไพรเมอรและโพรบและวิธีการตรวจวิเคราะหจาก

เอกสาร Validation methods ของ JRC-EURL การตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ (ตารางท่ี 1)  

ตารางท่ี 1 ลําดับนิวคลีไทดไพรเมอรและโพรบสําหรับตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตางๆ 

ไพรเมอร ลําดับเบส อางอิง 

Mon88017-forward 

Mon88017-reverse 

Mon88017-probe 

5’-GAGCAGGACCTGCAGAAGCT -3’ 

5’-TCCGGAGTTGACCATCCA-3’ 

5’-FAM-TCCCGCCTTCAGTTTAAACAGAGTCGGGT-TAMRA-3’ 

Charles Deobel et al. 

2008 

Mon89034-forware 

Mon89034-reverse 

Mon89034-probe 

5’-TTCTCCATATTGACCATCATACTCATT-3’ 

5’-CGGTATCTATAATACCGTGGTTTTTAAA-3’ 

5’-FAM-ATCCCCGGAAATTATGTT-MGBNFQ-3 

Savini et al. 2008 

MIR604-forward  

MIR604-reverse 

MIR604-probe 

5’-GCGCACGCAATTCAACAG-3’ 

5’-GGTCATAACGTGACTCCCTTAATTCT-3’ 

5’-FAM-AGGCGGGAAACGACAATCTGATCATG-TAMRA-3’ 

Mazzara et al. 2007 

MIR162-forward 

MIR162-reverse 

MIR162-probe 

5’-GCGCGGTGTCATCTATGTTACTAG -3’ 

5’-TGCCTTATTGTTGCCTTCAGA -3’ 

5’-FAM-TCTAGACAATTCAGTACATTAAAAACGTCCGCCA-TAMRA-3’ 

Delobel et al. 2011 

hmg primer1  

hmg primer2  

hmg probe 

5’-TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA-3’  

5’-GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT-3’ 

5’-FAM-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-TAMRA-3’ 

Savini et al. 2008 

Charles Deobel et al. 

2008 

Adh1-forward  

Adh1-reverse 

Adh1-probe 

5’-CGTCGTTTCCCATCTCTTCCTCC-3’  

5’-CCACTCCGAGACCCTCAGTC-3’ 

5’-FAM-AATCAGGGCTCATTTTCTCGCTCCTCA-TAMRA-3’ 

Mazzara et al. 2007 

Delobel et al. 2011 

 การสกัดดีเอ็นเอของวัสดุอางอิงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม  

        สกัดดีเอ็นเอของวัสดุอางอิงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม (ตารางท่ี 2) ดวย Lysis buffer 

(GeneScan extraction method) ตามกรรมวิธีของหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม 

ทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ โดยผาน Wizard Miniprep DNA Purification Kit ทําการสกัดตัวอยางครั้งละ 2 ซํ้า 

ตรวจวัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร MultiskanGO (Thermo 

Scientific) 
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ตารางท่ี 2 วัสดุอางอิงมาตรฐานสําหรับตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม 

GM corn (events) Product code  Certified Value (g/kg) 

Mon88017 AOCS0406-D  >990.5 

MON89034  AOCS 0906-E  >994.25 g/kg 

MIR604  

 

ERM-BF423 :  

blank  

Level1 0.1%  

Level2 1.0%  

Level3 10%  

 

<0.9 g/kg 

1.0 g/kg 

9.8 g/kg 

98.5 g/kg 

MIR162 AOCS1208-A Not available 

nonGM 0406-A AOCS  < 2.0 g/kg 

  

 วิธีการสกัดดวย GenScan Extraction เปนวิธีท่ีสามารถสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางวัสดุอางอิง 

โดยปริมาณข้ันต่ําของตัวอยางท่ีใชสกัดดีเอ็นเอคือ 0.1 กรัม ทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน ไดดีเอ็นเอ

เฉลี่ยประมาณ 500 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ปริมาตร eluted 50-100 ไมโครลิตร คุณภาพของดีเอ็นเอ คํานวณ

คา 260/280  เฉลี่ย 1.8-2.0 OD. ทดสอบคุณภาพดีเอ็นเอท่ีไดโดย ปฏิกิริยาการตรวจวิเคราะห inhibition 

test ของดีเอ็นเอท่ีสกัด 4 ซํ้า ไดคา R2 เทากับ 0.9997 และมีคา ∆Ct (extrapolated)=Extrapol. Ct - 

Mean Ct เทากับ 0.28, 0.16, 0.34 และ0.33 ซ่ึงอยูในชวงท่ียอมรับไดคือคาต่ํากวา 0.5 แสดงวาดีเอ็นเอท่ี

สกัดไดจากวิธีท่ีใชในหองปฏิบัติการ ไมมีสารยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาพีซีอาร และมีคุณภาพเหมาะสมนําไปใช

ตรวจวิเคราะหข้ันตอนตอไปได  

  ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร 

 ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรและโพรบสําหรับการตรวจวิเคราะหยีนจําเพาะและยีนอางอิง

พืชลําดับนิวคลีโอไทดตามวิธีมาตรฐาน (ตารางท่ี 1) ทําปฏิกิริยา Real-time PCR ทดสอบตามกรรมวิธี

มาตรฐานดัดแปลงองคประกอบของปฏิกิริยาตามกรรมวิธีของหองปฏิบัติการ ดังนี้ 

Component  X 1 reaction (ul) 

2X Quantitect Probe (Roach) 10 

Forward primer 10 uM 0.3 

Reverse primer 10 uM 0.3 

Probe 5uM 0.2 

Nuclease free water 4.2 

DNA template 10 ng/ul 5 

Total 20 
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โปรแกรมการทําปฏิกิริยา LightCycler480 RT PCR 

Step  Stage  Temp  Time  Acquisition  Cycles 

1 Activation DNA polymerase and denaturation  95C 600s No 1x 

2 Denaturation  95C 15s No 45x 

3 Amplification Annealing and extension  60C 60s yes  

 

 ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรและโพรบในการตรวจขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ

ตางๆ ไดแก Mon88017 (Cry3Bb1+EPSPS), Mon89034 (Cry1A.105+Cry2Ab2), MIR604 (Cry3A) 

MIR162 (Vip3A), Mon810, Bt11, Bt167 (CryIAb), GA21, NK603 (EPSPS), TC1507 (CryIF+PAT), T25,  

Mon863, CBH351 (Cry9C+PAT) และถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม สายพันธุ 40-3-2 (EPSPS), DP356043 

และ DP305423 ดวยปฏิกิริยา Real-time PCR ตามกรรมวิธีมาตรฐาน JRC พบวาไพรเมอรและโพรบท่ีใชใน

การทดสอบทุกยีนขางตนมีความจําเพาะเจาะจงกับยีนนั้นๆเทานั้น ไมพบสัญญาณฟลูออกเรสเซนตในดีเอ็นเอ

ของพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดอ่ืน   

 ความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีนท่ีไพรเมอรสามารถตรวจพบได (Limit of detection) 

 คา LOD ในการตรวจวิเคราะห Mon88017 เทากับ 10 copies สําหรับการทดสอบคา LOD 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon89034, MIR604 และ MIR162 LOD เทากับรอยละ 0.1 และเนื่องจาก

Mon88017, Mon89034 และ MIR162 ไมมีคา certified จึงไมสามารถคํานวณคาข้ันต่ําไดแนนอน  

 ความใชไดของวิธกีารตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ 

 การทดสอบความใชไดของวิธีการวิเคราะหเชิงปริมาณขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมดําเนินการตาม

การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะห Mon88017 อางอิง Delobel et al., (2010) Mon89034 

อางอิง Savini et al., (2008) MIR604 อางอิง  Mazzara et al., (2007) และ MIR162  อางอิง Delobel et 

al.,(2011)  โดยการตรวจวิเคราะห Mon88017 และ Mon89034 ทดสอบเทียบกับยีน hmg specific และ

การตรวจวิเคราะห MIR604 และ MIR162 ทดสอบเทียบกับยีน ZmAdh1 การวิเคราะหเชิงปริมาณใชความ

เขมขนดีเอ็นเอตอปฏิกิริยา 200 นาโนกรัม นําคา copies no. ของตัวอยาง unknown ท่ีวิเคราะห

เปรียบเทียบกับคามาตรฐาน มาคํานวณเปอรเซ็นตการเจือปนไดจากสมการ  

GM% = (copies no. Target gene/ copies no. reference gene) x 100 

พบวาวิธีการตรวจสอบขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 88017 ดวยวิธี Real-time PCR ไดคา 

slope ของการสังเคราะหยีน Mon88017 และ hmg (reference gene) เฉลี่ย -3.362 และ -3.350 ซ่ึงอยูใน

เกณฑมาตรฐานคือ -3.2 และ -3.6 มีคา PCR efficiency ปฏิกิริยา 98.98 และ 99.40 ตามลําดับ สรางกราฟ

คํานวณคา Linearity (R2) เทากับ 1.0 ท้ังสองยีน การวิเคราะหการทวนซํ้าไดของวิธีทดสอบ Repeatability 

พบวามีคาเปอรเซ็นต RSDr เฉลี่ยอยูระหวาง 1.54 -2.32 ซ่ึงคาจะตองไมเกิน 25% การวิเคราะหความแมนยํา 

Accuracy และความเท่ียงตรง Precision พบผลการวิเคราะหมีคา %Bias ของการวิเคราะหการปนเปอน อยู
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ในชวงท่ียอมรับไดคือไมเกิน + 25% การวิเคราะหคา LOD มีคาอยูท่ีจํานวนปนเปอน 10 copies มีคาการ

ตรวจวิเคราะหท่ีทวนซํ้าไดรอยละ 0.5 และ 8  

ความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ Mon89034 พบวามีคา 

slope ของการสังเคราะหยีน Mon89034 และ hmg (reference gene) เฉลี่ย -3.56 และ -3.32 ซ่ึงอยูใน

เกณฑมาตรฐาน -3.2 และ -3.6 PCR efficiency 88 และ 102.4 ตามลําดับ เม่ือนํามาสรางกราฟหาคา 

Linearity (R2) ไดคาเทากับ 0.98 และ 1.0 การวิเคราะห Repeatability ในการตรวจวิเคราะหยีน 

Mon89034 มีคา RSDr เฉลี่ย 2.54 -3.32 การวิเคราะห Accuracy และ Precision พบวาการตรวจวิเคราะห

ท่ีทุกคาเปอรเซ็นตปนเปอน มีคา %Bias ของการวิเคราะหการปนเปอนสูงมาก  ซ่ึงเปนคาท่ีนํามาใชไมได 

เนื่องจากปญหาจากการเจือจางตัวอยางท่ีมีคาการเจือปนไมเท่ียงตรง การเจือจางตัวอยางเพ่ือวิเคราะหคา 

LOD สามารถตรวจวิเคราะหไดต่ําสุดท่ีรอยละ 0.1   

ความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ MIR604 คาความชัน

กราฟมาตรฐานของยีน MIR604 และยีน Adh ได -3.281 และ -3.326 ตามลําดับ คา R2 เฉลี่ย 1 และ 0.99 

ตามลําดับ PCR efficiency เทากับรอยละ 101.7 และ 99.83 ตามลําดับ คาความเท่ียง ของการปนเปอนท่ี 

10% และ 1% ไดคาวิเคราะห 10.5 และ 1.11 ตามลําดับ สวนคาท่ี 0.1% วัดได 0.07 และคาเบี่ยงเบนการ

ตรวจวิเคราะห ท่ีระดับการปนเปอน 10%, 1% และ 0.1% เทากับ 5%, 11% และ -26% ตามลําดับ  

ความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ MIR 162 โดยการตรวจ

ความจําเพาะของไพรเมอรและโพรบ โดยทดสอบกับขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตางๆ และถ่ัวเหลือง

ดัดแปรพันธุกรรม พบการสังเคราะหยีนจําเพาะเฉพาะกับขาวโพดสายพันธุ MIR162 ไมพบการสังเคราะหยีน

ในขาวโพดและถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุอ่ืน และเม่ือทดสอบสรางกราฟมาตรฐานการสังเคราะหยีน

อางอิง ผลการตรวจวิเคราะหยีน Adh และ MIR162 มีคาความชัน (slope) ของกราฟเฉลี่ย -3.55 และ -3.44 

คา PCR efficiency เทากับ 1.93 และคา R2 เทากับ 1.0 คาความเท่ียง (precision) หรือคาเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธเฉลี่ยของการวิเคราะหยีน Adh และ MIR162 เทากับ 2.20 และ 0.49 ตามลําดับ คาความ

แมนยํา (accuracy) หรือคาเฉลี่ยรอยละการเบี่ยงเบน (% bias) จากการเจือจางความเขมขนยีน MIR162 กับ

ขาวโพดไมดัดแปรพันธุกรรม ตามอัตราสวน 10%, 1% และ 0.1% มีคาเฉลี่ย 32, 28 และ 66 ตามลําดับ คา

การทดสอบซํ้า (repeatability) ในการตรวจยีน MIR162 เทากับ 0.45 โดยคาความเขมขนต่ําสุดของการตรวจ

วิเคราะห (LOD) คือ 0.1% 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

การตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 88017, Mon89034, MIR604 และ 

MIR162 เชิงคุณภาพและปริมาณ ดวยวิธีมาตรฐาน JRC-EURL ท่ีหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหพืชและสินคา

พืชดัดแปรพันธุกรรม ทดสอบวิธีการตรวจวิเคราะหวัสดุอางอิงของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตางๆ 

สกัดดีเอ็นเอดวย GeneScan Extraction buffer ทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน Wizard Miniprep DNA 

Purification วัดปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอดวยสเปกโตรโฟโตมิเตอร เจือจางดีเอ็นเอใหมีความเขมขน 40 

และ 20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR ดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมใน

สภาพจริง LightCycler480 ตรวจความจําเพาะของคูไพรเมอรสําหรับแตละกรณี โดยใชดีเอ็นเอตอปฏิกิริยา 

100 นาโนกรัม และทดสอบวิธีการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณของยีนจําเพาะเทียบกับยีนอางอิงพืชโดยไพร

เมอร Adh1 หรือ hmg ตามกรรมวิธีมาตรฐาน ปริมาณดีเอ็นเอตอปฏิกิริยา 200 นาโนกรัม นําคา CP และ 

log copies สรางกราฟมาตรฐานและวิเคราะหการเจือปน พบวาแตละคูไพรเมอรมีความจําเพาะในการตรวจ

ยีน คือ Mon88017 ท่ี 20 copies และ Mon89034, MIR604 และ MIR162 ท่ี LOD 0.1% การวิเคราะหคา

การทวนซํ้าของวิธี (repeatability) อยูในคามาตรฐาน RSdr < 0.5 คา Slope การทดสอบอยูในคามาตรฐาน 

คือ -3.2 ถึง -3.6 ท้ัง target gene และ reference gene คา R2 coefficient สูงกวา 0.98  คาความ

เท่ียงตรง (Trueness) พบวามีบางความเขมขนของตัวอยางวิเคราะหไดเปอรเซ็นตคาความเบี่ยงเบน (bias) สูง

กวามาตรฐานเนื่องจากไมมีวัสดุอางอิงรับรองมาตรฐานท่ีมีการเจือปนของยีนดัดแปรพันธุกรรมระดับต่ํา ตอง

เตรียมตัวอยางเอง จึงทําใหเกิดคาความเบี่ยงเบนเกินกําหนดจากการเตรียมดีเอ็นเอขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม

ดวยขาวโพดไมดัดแปรพันธุกรรมใหมีเปอรเซ็นตการปนเปอนต่ํา 

สําหรับขอเสนอแนะ คือ การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหตามมาตรฐาน JRC-

EURL พบวาขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon88017, Mon89034 และ MIR162 ไมมีวัสดุอางอิงมาตรฐานท่ี

ไดรับการรับรองการปนเปอนในระดับต่ํา ดังนั้นไมเหมาะสมสําหรับการนํามาใชเปนตัวอยางอางอิงในการตรวจ

วิเคราะหเชิงปริมาณ วิเคราะหรอยละการปนเปอนของตัวอยาง แตสามารถใชเปนวัสดุอางอิงสําหรับการตรวจ

วิเคราะหเชิงคุณภาพได สําหรับการตรวจวิเคราะห LOD จะตองทําการเจือจางใหไดตัวอยางท่ีมีการเจือปน

รอยละ 0.1 เพ่ือใชเปนตัวอยางอางอิงในการตรวจวิเคราะห 

อีกท้ังวิธีการทดสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีการทดสอบความใชไดของวิธีโดยดัดแปลงกรรมวิธี

ของหองปฏิบัติการ สามารถนําไปตรวจวิเคราะหเชิงคุณภาพได ซ่ึงเปนวิธีท่ียอมรับไดตามมาตรฐานสากล 

นํามาปรับใชและจัดทําเปนคูมือเปนวิธีการทดสอบในงานตรวจสอบวิเคราะหพืชดัดแปรพันธุกรรม และใชเปน
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วิธีการตรวจวิเคราะหทดสอบความชํานาญของหองปฏิบัติการ (Proficiency Test) รวมกับหองปฏิบัติการอ่ืน

ได 

  

การทดลองท่ี 8 การสรางดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะหมะละกอดัดแปรพันธุกรรม 

 

ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ชนันตธร ดนัยสิริชัยชล  อรรคพล ภูมีศรี   

พงศกร สรรควิทยากุล  ศรีเมฆ ชาวโพงพาง 

Khanitha Wongwathanarat  Chananton Danaisilichaichon  Arkkapon Phoomeesri 

Pongsakorn Sunvittayakul  Srimek Chowpongpang 

 

บทคัดยอ 

 การตรวจสอบการปนเปอนของมะละกอดัดแปรพันธุกรรมในตัวอยางมะละกอผลสดและ

ผลิตภัณฑ ท่ีมีมะละกอเปนสวนประกอบ ดวยเทคนิค Real-time PCR ของหองปฏิบัติการจําเปนตองมีวัสดุ

อางอิงมาเปนตัวควบคุมผลการทดสอบ แตเนื่องจากในปจจุบันยังไมมีวัสดุอางอิงสําหรับมะละกอทําออกมา

จําหนายทางการคา จึงไดพัฒนาดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือเปนวัสดุอางอิงสําหรับวิเคราะหมะละกอดัดแปร

พันธุกรรมข้ึน โดยการสังเคราะหชุดยีนข้ึนมาสามชุด คือ 1) ชุดยีน GMOs-Hawaii ประกอบดวยยีน 

CaMV35S, gus, nos, cp_Hawaii และยีน papain ขนาดประมาณ 624 คูเบส 2) ชุดยีน GMOs-SC 

ประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_SC และยีน papain ขนาดประมาณ 502 คูเบส และ 3) ชุดยีน 

GMOs-DOA ประกอบดวยยีน CaMV 35S, gus, nos, cp-DOA และยีน papain ขนาดประมาณ 1,379 คู

เบส โดยชุดยีนท้ังสามเชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T ทําใหไดชุดพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ขนาด

ประมาณ 2,941 คูเบส, พลาสมิดลูกผสม GMOs-SC ขนาดประมาณ 2,795 คูเบส และพลาสมิดลูกผสม 

GMOs-DOA ขนาดประมาณ 3,657 คูเบส พลาสมิดลูกผสมท้ังสามชุดถูกถายโอนเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli 

สายพันธุ Top 10 เพ่ิมปริมาณภายในเซลล คัดเลือกโคลนและสกัดพลาสมิด นํามาทดสอบความถูกตองดวยวิธี

พีซีอาร พบวาทุกโคลนใหผลเปนบวก และวิเคราะหความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสมท่ี

สรางข้ึนกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนตนแบบท่ีออกแบบเพ่ือตรวจสอบความถูกตอง พบวามีความเหมือน 100 

เปอรเซ็นต ศึกษาปริมาณความเขมขนต่ําสุดของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีตรวจสอบได (LOD) เม่ือทดสอบดวย   

ไพรเมอรและโพรบท่ีจําเพาะกับยีนตาง ๆ ในมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ดวยวิธี Real-time PCR พบวา LOD 

ของดีเอ็นเอมาตรฐานท้ัง 3 ชุด อยูท่ีระดับ 25-250 ชุด (copies) ซ่ึงดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสรางข้ึนสามารถ

พัฒนาใชตรวจสอบการปนเปอนของมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ดวยวิธี Real-time PCR เชิงปริมาณตอไป 

คําสําคัญ : ดีเอ็นเอมาตรฐาน, Real-time PCR, พลาสมิดลูกผสม, LOD 
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บทนํา  

มะละกอมีชื่อวิทยาศาสตรวา Carica papaya เปนพืชท่ีเจริญเติบโตดีบริเวณประเทศเขตรอน มี

การปลูกเพ่ือบริโภคในครัวเรือนและปลูกเพ่ือการคา แตจากการระบาดของไวรัสใบดางจุดวงแหวนในหลาย ๆ 

ประเทศท่ัวโลก ทําใหผลผลิตมะละกอลดลงจนกระท่ังไมใหผลผลิตเลย ซ่ึงการใชสารเคมีกําจัดแมลงพาหะไม

ไดผลในการควบคุมการแพรระบาดของโรค (วิชัย และคณะ, 2542) ถึงแมจะมีการปรับปรุงสายพันธุมะละกอ

ใหไดสายพันธุใหมและการปลูกวัคซีนใหแกมะละกอ แตสายพันธุมะละกอท่ีไดก็ไมสามารถตานทานโรคไดอยาง

แทจริง  

จึงมีการวิจัยการปรับปรุงพันธุดวยวิธีทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) เพ่ือสราง

มะละกอดัดแปรพันธุกรรมใหตานทานตอไวรัส PRSV ข้ึนในหลายประเทศ เชน ในป 1992 Fitch et al. 

ประสบความสําเร็จในการสรางมะละกอดัดแปรพันธุกรรมโดยการถายยีน coat protein (cp) ของไวรัส PRSV 

เขาสูโซมาติคเอมบริโอมะละกอสายพันธุ sunset โดยวิธี Microprojectile bombardment ดวยพลาสมิด ซ่ึง 

cassette ยีน ประกอบดวยยีน cp ท่ีขนาบดวยยีน neomycin phosphotransferase II (nptII) และยีน 

beta-glucuronidase (gus) ไดมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ 55-1 ซ่ึงมะละกอสายพันธุนี้ถูกนําไป

พัฒนาเปนสายพันธุ Sun up (55-1 × 55-1) และสายพันธุ Rain bow (sun up × Kapoho) (Manshardt, 

1998) ท่ีใชปลูกเพ่ือการคาในฮาวาย สวนในประเทศไตหวัน Cheng et al. (1996) ไดสรางมะละกอดัดแปร

พันธุกรรม โดยใชเชื้อ Agrobacterium เปนตัวสงถายยีน cp ของไวรัส PRSV สายพันธุไตหวัน (PRSV-P YK) 

ซ่ึง cassette ยีน ประกอบดวยยีน cp PRSV ท่ีขนาบดวยยีน neomycin phosphotransferase II (nptII) 

และยีน beta-glucuronidase (gus) เขาสูเนื้อเยื่อเอมบริโอมะละกอสายพันธุ Tainung No. 2 ท่ีทําใหเกิด

บาดแผลดวย carborundum  ไดมะละกอดัดแปรพันธุกรรมหลายสายพันธุ  ไดแก GCP 16-0, GCP 17-0 

และ GCP 17-1 ท่ีมีความสามารถสูงในการตานทานการเขาทําลายของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุไตหวันได 

สําหรับประเทศไทยมีการวิจัยมะละกอดัดแปรพันธุกรรมโดยนักวิทยาศาสตรจากกรมวิชาการเกษตรรวมกับ

นักวิทยาศาสตรจากมหาวิทยาลัยคอรแนล ประเทศสหรัฐอเมริกา ประสบความสําเร็จในการสรางมะละกอดัด

แปรพันธุกรรมสายพันธุแขกนวลและแขกดําท่ีไดรับการถายยีน cp ของไวรัสสายพันธุประเทศไทยจากจังหวัด

ขอนแกน โดยพัฒนามะละกอดัดแปรพันธุกรรมพันธุแขกนวลได 3 สายพันธุ และพันธุแขกดํา 1 สายพันธุ ท่ี

สามารถตานทานตอโรคใบดางจุดวงแหวนในประเทศไทยได (Mendoza et al., 2008) ในเวลาเดียวกัน

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ (มก-ศช) ก็ประสบความสําเร็จในการ

สรางมะละกอดัดแปรพันธุกรรม โดยการถายยีน cp ของไวรัส PRSV สายพันธุเชียงใหม (PRSV-CMI) ซ่ึง 

cassette ยีน ประกอบดวยยีน cp PRSV-CMI ท่ีอยูภายใตการควบคุมของ CaMV 35S และ nos 

terminator และมี npt II (neomycin phosphotransferase II) เปนยีนคัดเลือก เขาสู somatic embryo 

ของมะละกอพันธุแขกนวล ดวยวิธี particle bombardment ไดมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ไดแก สายพันธุ 

KN 1.2.3, KN 13.2.3 และ KN 49 ท่ีมีความสามารถในการตานทานไวรัส PRSV สายพันธุเชียงใหมไดดี และมี

แนวโนมในการตานทานไวรัส PRSV จากจังหวัดนครปฐม, ราชบุร,ี สุราษฎรธานี, สกลนคร และยโสธร ซ่ึงเปน
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ไวรัสตัวแทนสายพันธุไวรัส PRSV ในแตละภาคของประเทศไทย ยกเวนพันธุ KN 1.2.3 ซ่ึงมีแนวโนมท่ีจะ

ออนแอตอไวรัส PRSV จากจังหวัดยโสธร (นุชนาถ และคณะ, มปป.) 

แมในหลายประเทศอนุญาตใหปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมเพ่ือการคาได แตประเทศไทยยังไมมีการ

อนุญาตใหปลูกพืชดังกลาวเพ่ือการคา แตสามารถปลูกเพ่ือการศึกษาวิจัยได โดยจะตองไดรับการอนุมัติจาก

กรมวิชาการเกษตร อีกท้ังในการควบคุมสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม ทําใหหลายประเทศไดออกกฎระเบียบการ

ติดฉลากพืชดัดแปรพันธุกรรม โดยเฉพาะในสหภาพยุโรป ไดออกระเบียบท่ีเก่ียวของกับพืชดัดแปรพันธุกรรม 

ในเรื่องการติดฉลากและการตรวจสอบยอนกลับท่ีเขมงวดข้ึน โดยกําหนดใหตองตรวจสอบสินคายอนกลับไป

ทุกข้ันตอนตลอดหวงโซการผลิตอาหารจนถึงการทดสอบระดับไรนา และกําหนดใหสินคาทุกชนิดท่ีมี

สวนประกอบของพืชดัดแปรพันธุกรรมเกินรอยละ 0.9 ซ่ึงรวมถึงสินคาท่ีไมสามารถตรวจสอบไดวามีพืชดัดแปร

พันธุกรรม แตเปนสินคาท่ีใชพืชดัดแปรพันธุกรรมในกระบวนการผลิต จะตองติดฉลากท่ีระบุขอความวา       

“This product contains genetically  modified organisms” ท้ังนี้กฎระเบียบดังกลาวยังครอบคลุมถึง

อาหารท่ีมีสวนประกอบของพืชดัดแปรพันธุกรรมดวย (นิรนาม, 2547) และมีการปนเปอนของมะละกอดัดแปร

พันธุกรรมจากการสุมตรวจมะละกอสงออก ณ ดานตรวจพืชทาอากาศยานสุวรรณภูมิ ในป พ.ศ. 2554 และใน

ป พ.ศ. 2555 สํานักงานท่ีปรึกษาการเกษตรตางประเทศประจําสหภาพยุโรป ไดรายงานปญหาสินคาเกษตร

ของไทยท่ีสงออกมายังสหภาพยุโรปผานระบบเตือนภัยดานอาหารและอาหารสัตวของสหภาพยุโรป หรือ 

Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) ตั้งแตเดือนมกราคม-พฤศจิกายน 2555 วามีการตรวจ

พบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม จากไทยท้ังหมด 10 ครั้ง โดยประเทศสมาชิกอียูท่ีตรวจพบมากท่ีสุด ไดแก 

ฝรั่งเศส (5 ครั้ง), เยอรมนี (3 ครั้ง) และฟนแลนด (2 ครั้ง) เปนตน (สํานักงานท่ีปรึกษาการเกษตรตางประเทศ

ประจําสหภาพยุโรป, 2555) 

จากปญหาการปนเปอนมะละกอดัดแปรพันธุกรรมในสินคาเกษตรในหลายประเทศ จึงมีความ

พยายามในการพัฒนาการตรวจสอบมะละกอใหสามารถจําแนกมะละกอดัดแปรพันธุกรรม จากมะละกอท่ี

ไมไดดัดแปรพันธุกรรม รวมถึงตรวจสอบจําแนกจากพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดอ่ืน ๆ ดวย ท้ังในรูปตัวอยางสด 

และผลิตภัณฑแปรรูป ซ่ึงการตรวจวิเคราะหพืชและผลิตภัณฑจากพืชดัดแปรพันธุกรรม ไมวาจะเปนการ

ตรวจสอบวามีการปนเปอนหรือไม และตรวจสอบวามีการปนเปอนมากนอยเพียงใดนั้น การตรวจสอบการ

ปนเปอนเหลานี้ในหองปฏิบัติการ จําเปนตองใชวัสดุอางอิงสําหรับเปนตัวควบคุมผลการตรวจวิเคราะห โดย

วัสดุอางอิงนี้อยูในรูปตัวอยางสดของมะละกอดัดแปรพันธุกรรมท่ีทราบสายพันธุ หรืออาจอยูในรูปพลาสมิด

มาตรฐานซ่ึงเปนดีเอ็นเอพาหะท่ีเชื่อมตอกับชิ้นสวนของยีนเปาหมายท่ีพบในมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสาย

พันธุตาง ๆ ไดแก ยีน CaMV35s, Nos, cp-55-1 และยีน Gus (Nakamura et al., 2013) ซ่ึงการใชดีเอ็นเอ

มาตรฐานท่ีอยูในรูปแบบของพลาสมิดเปนวัสดุอางอิงนั้น สามารถเปนตัวควบคุมผลการตรวจวิเคราะหการ

ปะปนของพืชดัดแปรพันธุกรรม และยังเปนตัวเปรียบเทียบปริมาณการปนเปอนวามีมากนอยเพียงใด 

ดังนั้นการทดลองสรางดีเอ็นเอมาตรฐานในรูปของพลาสมิดเพ่ือเปนวัสดุอางอิงในการควบคุมการ

ตรวจวิเคราะหการปนเปอนมะละกอดัดแปรพันธุกรรมในหองปฏิบัติการ นาจะชวยพัฒนาเทคนิคการ
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ตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสําหรับการตรวจสอบเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณใหไดมาตรฐาน และ

ถูกตองแมนยํามากยิ่งข้ึน อีกท้ังชวยลดการนําเขาวัสดุอางอิงซ่ึงมีราคาแพงท่ีตองนําเขาจากตางประเทศ และ

เม่ือการตรวจสอบมีความถูกตองแมนยํามากข้ึน ยอมสงผลเชิงบวกตอการควบคุมคุณภาพสินคาสงออก

ทางการเกษตรใหปลอดการปนเปอนมะละกอดัดแปรพันธุกรรม และเฝาระวังการแพรกระจายของมะละกอ 

ดัดแปรพันธุกรรมในพ้ืนท่ีปลูกภายในประเทศ  

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การสรางดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะหมะละกอดัดแปรพันธุกรรมดําเนินงานท่ี                                 

สํานักเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ในป 2557-2558 ระยะเวลา 1 ป มีวิธีการ 

 1. การสรางดีเอ็นเอมาตรฐาน 

- สืบคนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมายจากฐานขอมูล 

      สืบคนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Cauliflower mosaic virus promoter (CaMV 35S), ยีน   
beta-glucuronidase (gus), ยีน nopaline synthase terminator (nos), ยีน coat protein (cp) ของ

เชื้อไวรัส PRSV สายพันธุ Hawaii (cp-Hawaii) สายพันธุไทยจากจังหวัดเชียงใหม (cp-SC) และสายพันธุจาก

จังหวัดขอนแกน (cp-DOA) และยีน papain ของมะละกอ โดยนําลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรและโพรบท่ี

ใชในการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ดวยวิธี Real-time PCR จากวารสารระดับนานาชาติ blast 

เขาไปในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi? 

PROGRAM =blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome)   

 - วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย 

 นําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย ไดแก ยีน CaMV 35S, ยีน gus, ยีน nos, ยีน cp-

Hawaii,  cp-SC, cp-DOA และยีน Papain มาเรียงกัน และเชื่อมตอกันดวย linker ซ่ึงเปนจุดจดจําของ

เอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดไมเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดในยีนเปาหมายทุกยีน เพ่ือประโยชน

ในการเพ่ิมเติมหรือลดยีนท่ีตองการในภายหลัง จากนั้นใชโปรแกรม Primer map (http://www.bioinfor 

matics.org/sms2/primer_ map.html) ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของชุดยีนเปาหมายท่ีใหชื่อวา GMOs-Hawaii (ชุดยีนอางอิงสําหรับมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ

ฮาวาย) และ GMOs-SC (ชุดยีนอางอิงสําหรับมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุเชียงใหม) และ GMOs-DOA 

(ชุดยีนอางอิงสําหรับมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุขอนแกน) 

 - การสรางชุดยีนสังเคราะหและการสังเคราะหไพรเมอรและโพรบ 

สั่งสังเคราะหชุดยีนสังเคราะหท่ีใหชื่อวา GMOs-Hawaii ซ่ึงเปนชุดยีนท่ีประกอบดวยลําดับนิวคลี

โอไทดของยีน  CaMV 35S, ยีน gus, ยีน nos, ยีน cp-Hawaii และยีน papain ซ่ึงมีขนาดประมาณ 624 bp, 

ชุดยีนสังเคราะห GMOs-SC ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_SC และ papain ขนาดประมาณ 502 

bp และชุดยีนสังเคราะห GMOs-DOA ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_DOA และ papain ขนาด

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.bioinfor/
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ประมาณ 1,379 bp โดยบริษัท Lifetechnology ประเทศสหรัฐอเมริกา สวนไพรเมอรและโพรบสั่งสังเคราะห

โดยบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 - การถายโอนพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย 

ถายโอนพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii, GMOs-SC และ GMOs-DOA เขาสู competent 

cell  E. coli สายพันธุ Top 10 โดยวิธีการ heat-shock ตามวิธีการของ Sambrook and Russell (2001) 

จากนั้นคัดเลือกโคลนท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสมบนอาหารแข็ง 2xYT ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความ

เขมขน 50 mg/L (อาหารคัดเลือก) บมเชื้อไวท่ีอุณหภูมิ 37 ˚C นานขามคืน แลวคัดเลือกโคโลนีท่ีสามารถ

เจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได มาเลี้ยงในอาหารใหม เพ่ือสกัดพลาสมิด ดวยวิธี alkaline lysis โดย

ดัดแปลงวิธีการของ Sambrook and Russell (2001) แลวนําพลาสมิดท่ีไดไปตรวจสอบขนาดเทียบกับดีเอ็น

เอมาตรฐานโดยวิธี   อิเล็กโตรโฟรีซิส บน 1% อะกาโรสเจล และตรวจความถูกตองของพลาสมิดดวยวิธีพีซี

อาร 

 2. การทดสอบความถูกตองของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 - การทดสอบโคลนโดยวิธีพีซีอาร  

 เพ่ิมปริมาณยีน CaMV 35S และ nos ดวยวิธีพีซีอาร ในปฏิกิริยาปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซ่ึง

ประกอบดวยสารเคมีดังนี้  

1. Sterile water (Wisent Inc., Canada)    13.375   ไมโครลิตร 

2. 5x Green Go Taq® Flexi buffer (Promega, USA)  5.00   ไมโครลิตร 

3. 25 mM MgCl2 (Promega, USA)     1.50   ไมโครลิตร 

4. 10 mM dNTP (Fermentas, Canada)    0.50   ไมโครลิตร 

5. 20 µM  ไพรเมอร 35s_F (Qiagen, Germany)   1.00  ไมโครลิตร 

6. 20 µM  ไพรเมอร 180R (Qiagen, Germany)         1.00  ไมโครลิตร 

7. Go Taq® DNA Polymerase (Promega, USA)   0.125   ไมโครลิตร 

8. plasmid DNA template (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)  2.50  ไมโครลิตร  

ปริมาตรรวม  25.00  ไมโครลิตร 

     ผสมสารท้ังหมดในหลอดพีซีอาร จากนั้นนําหลอดพีซีอารเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ Gene 

Amp® PCR System 9700 ท่ีตั้งโปรแกรมดังนี้  

Initial denaturation 94 5 นาที 

Amplification  94 30 วินาที 

52 30 วินาที 

72 30 วินาที 

Final extension 72 5 นาที 

Hold   4 ∞ 

40 รอบ 
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      ตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอาร ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) บน 2%       

อะกาโรสเจล ท่ีผสม ethidium bromide (0.5 mg/ml) ใน 1X TAE buffer เปนเวลา 50 นาที กระแสไฟ 

135 โวลต และตรวจดูแถบดีเอ็นเอ ดวยเครื่อง Gel Documentation  

 - การหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานดวยเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติและการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทด 

     สกัดพลาสมิดจากโคโลนีของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารคัดเลือกไดดวยชุดสกัดพลาสมิดสําเร็จรูป 

HiYieldTM Plasmid Kit mini จากนั้นวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดดวยชุด Big dye dideoxy 

termination kit ดวยไพรเมอรท่ีมีตําแหนงจดจําบนเวคเตอร คือ ไพรเมอร T7 promoter forward          

(5´ TAATACGACTCACTATAGGG 3´) จากนั้นเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ

มาตรฐานท่ีสังเคราะหข้ึนกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs ตนแบบท่ีไดออกแบบไวท้ังสามชุด ดวย

โปรแกรม ClustalW2, Multiple Sequence Alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ 

clustalw2/) 

 - การตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของ ไพรเมอรและโพรบ SC และ 55-1   

ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบ SC และ 55-1 เพ่ือตรวจสอบยีน cp-SC 

และยีน cp-Hawaii ตามลําดับ ดวยวิธี Real-time PCR ในดีเอ็นเอของพืชดัดแปรพันธุกรรมอ่ืน ๆ ไดแก ถ่ัว

เหลือง RR และขาวโพด Mon 863 เปนตน โดยปฏิกิริยาพีซีอาร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย

สารเคมี ดังนี้ 

Water,PCR grade (Roche, Switzerland)   3.5 ไมโครลิตร  

10 µM  ไพรเมอร F (Qiagen, Germany)    0.5 ไมโครลิตร 

10 µM  ไพรเมอร R (Qiagen, Germany)          0.5 ไมโครลิตร 

10 µM  โพรบ (Qiagen, Germany)           0.5 ไมโครลิตร 

2x Light Cycler® 480 Probes Master (Roche, Switzerland) 10 ไมโครลิตร 

DNA template  Genomic DNA (10 ng/ul)  5.0 ไมโครลิตร

    หรือ Plasmid DNA (0.1 ng/ul)  5.0 ไมโครลิตร 

ปริมาตรรวม  20.00 ไมโครลิตร 

 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบสัญญาณฟลูออเรสเซนตของ hydrolysis โพรบ ดวยเครื่อง 

qT0wer 2.0 ท่ีตั้งโปรแกรมดังนี้  

Pre-Incubation  95 ºC 10 นาที 

Amplification  95 15  วินาที  

       60 1  นาที 

  

 

50 รอบ 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/
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 3. การศึกษาจํานวนชุด (copy number) ของดีเอ็นเอมาตรฐาน   

 - การเตรียมพลาสมิดมาตรฐานใหอยูในรูปเสนตรงดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมาตรฐานแตละชุดภายในเซลลแบคทีเรีย และสกัดพลาสมิดดังกลาวจาก

เซลลแบคทีเรีย โดยใชชุดน้ํายาสําเร็จรูป HiYieldTM Plasmid Kit mini วัดความเขมขนของดีเอ็นเอดวยเครื่อง 

Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer จากนั้นตัดดีเอ็นเอมาตรฐานทุกชุดใหอยูในรูปเสนตรง

โดยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III โดยทําปฏิกิริยาในหลอดทดลองดังนี้ 

- ปฏิกิริยาสําหรับดีเอ็นเอมาตรฐาน GMOs-Hawaii-C1  

10x NEB buffer 2  5  ไมโครลิตร 

Plasmid GMOs-Hawaii-C1 37.5  ไมโครลิตร ( ̴ 3 ไมโครกรัม) 

dH2O    7.5 ไมโครลิตร 

enzyme HindIII   1 ไมโครลิตร 

ปริมาตรรวม   50 ไมโครลิตร 

- ปฏิกิริยาสําหรับพลาสมิด GMOs-SC-C1  

   10x NEB buffer 2  8.5  ไมโครลิตร 

Plasmid GMOs-SC-C1  47.5  ไมโครลิตร ( ̴ 3 ไมโครกรัม) 

dH2O    18 ไมโครลิตร 

enzyme HindIII   3 ไมโครลิตร 

ปริมาตรรวม   85 ไมโครลิตร 

- ปฏิกิริยาสําหรับพลาสมิด GMOs-DOA-C1  

10x NEB buffer 2  8 ไมโครลิตร 

Plasmid GMOs-DOA-C1 45  ไมโครลิตร ( ̴ 1.2 ไมโครกรัม) 

dH2O    25 ไมโครลิตร 

enzyme HindIII   2 ไมโครลิตร 

ปริมาตรรวม   80 ไมโครลิตร 

เม่ือเตรียมปฏิกิริยาเสร็จแลว นําหลอดปฏิกิริยาไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน 

(ประมาณ 12 ชั่วโมง) และหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมตัดจําเพาะโดยการบมท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 

20 นาที แลวตรวจสอบการตัดดีเอ็นเอมาตรฐานแตละชุดใหเปนเสนตรงโดยเอนไซมตัดจําเพาะดวยเทคนิค   

อิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) บน 1% อะกาโรสเจล แลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง Gel 

Documentation (Bio-Rad) 

- การทําบริสุทธิ์ดีเอ็นเอ 

ทําบริสุทธิ์ดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะใหเปนเสนตรงดวยชุด Hiyield 
TM Gel/PCR Fragments Extraction Kit แลววัดความเขมขนของดีเอ็นเอมาตรฐานแตละชุดท่ีตัดดวยเอนไซม
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ตัดจําเพาะ ท่ีใหชื่อวา linear pGMOs-Hawaii-C1, linear pGMOs-SC-C1 และ linear pGMOs-DOA-C1 

ดวยเครื่อง Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer  

- การคํานวณจํานวนชุด (copy number) ของพลาสมิดมาตรฐาน 

คํานวณจํานวน copy number ของพลาสมิดมาตรฐานแตละชุด โดยใชสูตรดังตอไปนี้คือ (Wei 

et al., 2012)    

                Number of copies = ( amount * 6.022x1023) / (length * 1x109 * 650)  

 4. การหาปริมาณความเขมขนต่ําสุดท่ีตรวจสอบไดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (LOD) ดวยวิธี  Real-

time PCR  

หาปริมาณความเขมขนต่ําสุดของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสามารถตรวจสอบไดดวยไพรเมอรและโพ

รบท่ีจําเพาะตอยีนท่ีมีในมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตาง ๆ ดวยวิธี Real-time PCR ไดแก linear 

pGMOs-Hawaii-C1 ทดสอบดวยชุดไพรเมอรและโพรบจํานวน 4 ชุด คือ Papain-B1/Papain-B2 , 35S-

F/35S-R, 180-F/180-R และ 55-1 Primer 1/55-1 Primer 2 สวน linear pGMOs-SC-C1 ทดสอบดวย 

ไพรเมอรและโพรบจํานวน 4 ชุด คือ Papain-B1/Papain-B2 , 35S-F/35S-R, 180-F/180-R และ SC-

F_new/SC-R และ linear pGMOs-DOA-C1 ทดสอบดวยไพรเมอรและโพรบจํานวน 3 ชุด คือ        

Papain-B1/Papain-B2 , 35S-F/35S-R, 180-F/180-R ซ่ึงดีเอ็นเอมาตรฐานท้ังหมดจะถูกเจือจางดวยน้ํากลั่น

ฆาเชื้อใหไดความเขมขนเทากับ 100, 10, 1 ชุดตอไมโครลิตร (copies/µl) นําไปทดสอบในปฏิกิริยา      

Real-time PCR แตละปฏิกิริยาปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ดังนั้นความเขมขนสุดทายของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีใช

ในการทดสอบจะอยูท่ีระดับ 250, 25 และ 2.5 ชุด (copies) ทําการทดสอบ จํานวน 9 ซํ้า ในแตละไพรเมอร 

สวนตัวอยางดีเอ็นเอควบคุมท่ีใหผลเปนบวก คือ ดีเอ็นเอจากมะละกอดัดแปรพันธุกรรมท้ังสามสายพันธุ คือ 

PRSV-Hawaii, PRSV-SC และ PRSV-DOA ท่ีปรับความเขมขนเทากับ 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร แลวนํามา

เจือจางกับดีเอ็นเอจากมะละกอท่ีไมไดดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีความเขมขนเทากับ 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตรให

ไดเปอรเซ็นตความปนเปอนเทากับ 0.1 เปอรเซ็นต และตัวอยางควบคุมท่ีใหผลเปนลบ คือ ดีเอ็นเอจาก

มะละกอท่ีไมไดดัดแปรพันธุกรรมความเขมขนเทากับ 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ซ่ึงในปฏิกิริยา Real-time 

PCR ใชปริมาณดีเอ็นเอแตละตัวอยางใหความเขมขนสุดทายเทากับ 25 นาโนกรัม โดยในปฏิกิริยา Real-time 

PCR 1ปฏิกิริยาประกอบดวยสารเคมี ดังนี้ 

Water, PCR grade (Roche, Switzerland)   6.0 ไมโครลิตร  

10 µM  ไพรเมอร F (Qiagen, Germany)    0.5 ไมโครลิตร 

10 µM  ไพรเมอร R (Qiagen, Germany)          0.5 ไมโครลิตร 

10 µM  โพรบ (Qiagen, Germany)           0.5 ไมโครลิตร 

2x Light Cycler® 480 Probes Master (Roche, Switzerland) 10 ไมโครลิตร 

DNA template           2.5 ไมโครลิตร

      ปริมาตรรวม  20 ไมโครลิตร 
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ซ่ึงสารเคมีขางตนจะถูกเตรียมแลวหยอดลงในแตละหลุมของไมโครเพลท เพ่ือนําไปเพ่ิมปริมาณดี

เอ็นเอและตรวจสอบสัญญาณฟลูออเรสเซนตของ hydrolysis โพรบ ดวยเครื่อง qT0wer 2.0 ท่ีตั้งโปรแกรม

ดังนี้  

Pre-Incubation  95 ºC 10 นาที 

Amplification  95 15  วินาที  

       60 1  นาที 

ผลการทดลองและอภิปราย 

 การสรางดีเอ็นเอมาตรฐาน 

- สืบคนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมายจากฐานขอมูล 

 จากการสืบคนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Cauliflower mosaic virus promoter (CaMV 35S)     

ยีน beta-glucuronidase (gus) ยีน nopaline synthase terminator (nos) ยีน coat protein (cp) ของ

เชื้อไวรัส PRSV สายพันธุ Hawaii (cp-Hawaii) สายพันธุไทยจากจังหวัดเชียงใหม (cp-SC) และสายพันธุจาก

จังหวัดขอนแกน (cp-DOA) และยีน papain ของมะละกอ พบวางานวิจัยของ Xu et al. (2008), 

Nakamura et al. (2013) และ Nakamura et al. (2014) ไดรายงานการตรวจสอบยีนท่ีกลาวมาขางตนโดย

ใชไพรเมอรและโพรบท่ีมีความจําเพาะดวยวิธี Real-time PCR ดังแสดงในตารางท่ี 1 ประกอบดวยไพรเมอร

จํานวน 13 เสน และโพรบจํานวน 6 เสน 

ยีน

เปาหมาย 
ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด 

ขนาด 

(bp) 
reference 

 35S-F 5'  GCCTCTGCCGACAGTGGT  3'   

CaMV35S 35S-R 5'  AAGACGTGGTTGGAACGTCTT  3' 82 Nakamura et al. (2013) 

 35S-P 5'  FAM-CAAAGATGGACCCCCACCCACG-TAMRA  3'   

 GUS Primer 5’  GGCCGTCGAGTTTTTTGATTT   3’   

Gus P35S Primer 5’  GATCCCCGGGTGGTCAGT  3’ 75 Nakamura et al. (2013) 

 GUS-P35S probe 5’  FAM-CAGGACGTAACATAAGG-MGBNFQ  3’   

 180-F 5’  CATGTAATGCATGACGTTATTTATG  3’   

Nos 180-R 5’  TTGTTTTCTATCGCGTATTAAATGT  3’ 84 Nakamura et al. (2013) 

 TM-180 5’  FAM-ATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAA-TAMRA  3’   

 55-1 Primer 1 5’  CAGCCTTAGATGCTTCAAGAAAAGA  3’   

cp_Hawaii 55-1 Primer 2 5’  TCCGCCTCCATCCAGTCTATT   3’   71 Nakamura et al. (2013) 

 55-1 Probe 5’  FAM-TCTTCTAGCTTCCCGGCAACAAT-TAMRA  3’   

 Papain-B1 5'  AGTGGCTCAATATGGTATTCACTACAGA  3'   

Papain Papain-B2 5'  AAAATGTAGATATACCTCCCTTGAGCG  3' 91 Xu et al. (2008) 

 Papain-P 5'  FAM-ATACTTACCCATATGAGGGAGTGCAACGTTATTG-TAMRA  3'   

 SC-F new 5'- CATTTCATTTGGAGAGAACACG-3'   

cp-SC SC-R 5'  ACCAGCATCCACAGCTTC  3' 70 Nakamura et al. (2014) 

 SC-P 5'  FAM-ACTCTAGAGGATCCATGTCCAA-TAMRA  3'   

50 รอบ 

ตารางท่ี 1 ไพรเมอรและโพรบท่ีใชตรวจสอบมะละกอดัดแปร
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เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรและโพรบท่ีใชในการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม 

blast เขาไปในฐานขอมูล GenBank โดยโปรแกรม blastn ก็ทําใหเราพบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนใน

มะละกอดัดแปรพันธุกรรมท่ีเราตองการศึกษา ซ่ึงมีรายละเอียดดังตอไปนี้  

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Cauliflower mosaic virus promoter (CaMV 35S) ซ่ึงมีความ

คลายคลึงกับยีน Zea mays transgenic line NK603 promoter region เลข ACCESSION: KJ608140 

เทากับ 100 เปอรเซ็นต มีขนาด 82 คูเบส  

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน beta-glucuronidase (gus) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน Carica 

papaya transgenic cultivar Rainbow beta-glucuronidase (uidA), coat protein and 

neophosphotransferase, complete cds เลข ACCESSION: FJ467933 ในสวนของยีน gus เทากับ 100 

เปอรเซ็นต มีขนาด 75 คูเบส  

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nopaline synthase terminator (nos) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน 

Carica papaya transgenic cultivar Rainbow beta-glucuronidase (uidA), coat protein and 

neophosphotransferase, complete cds เลข ACCESSION: FJ467933 เทากับ 100 เปอรเซ็นต มีขนาด 

84 คูเบส 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน coat protein (cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุ Hawaii (cp-

Hawaii) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน Carica papaya transgenic cultivar Rainbow beta-

glucuronidase (uidA), coat protein and neophosphotransferase, complete cds เลข 

ACCESSION: FJ467933 ในสวนของยีน coat protein เทากับ 100 เปอรเซ็นต มีขนาด 71 คูเบส 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน papain ของมะละกอ ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน Carica papaya 

papain mRNA, complete cds เลข ACCESSION: M15203 เทากับ 100 เปอรเซ็นต มีขนาด 91 คูเบส 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน coat protein (cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุไทยจากจังหวัด

เชียงใหม (cp-SC) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน coat protein (cp) gene สายพันธุ Samut Sakhon SMK1, 

Kanjanaburi KJR1 และ Chiangmai ท่ีมีเลข ACCESSION: DQ085864, DQ085859 และ DQ085856 

ตามลําดับ เทากับ 98 เปอรเซ็นต มีขนาด 70 คูเบส 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน coat protein (cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุไทยจากจังหวัด

ขอนแกน (cp-DOA) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน coat protein (cp) gene ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุ 

Chiangmai, Chumporn, Ratchaburi ท่ีมีเลข ACCESSION: DQ085856, AY010713.1, AY010721.1 

ตามลําดับ เทากับ 98 เปอรเซ็นต มีขนาด 866 คูเบส  

- การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย 

       การออกแบบชุดยีนของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

     เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย ไดแก ยีน CaMV 35S, ยีน gus, ยีน nos, ยีน 

cp-Hawaii, cp-SC, cp-DOA และยีน Papain มาเรียงกัน และเชื่อมตอกันดวย linker ซ่ึงเปนจุดจดจําของ
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เอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดไมเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดในยีนเปาหมายทุกยีน ลําดับนิวคลีโอ

ไทดของชุดยีน GMOs-Hawaii มีขนาด 624 คูเบส ดังภาพท่ี 1 ลําดับนิวคลีโอไทดของชุดยีน GMOs_SC มี

ขนาด 502 คูเบส ดังภาพท่ี 2 และลําดับนิวคลีโอไทดของชุดยีน GMOs_DOA มีขนาดประมาณ 1,379 คูเบส 

ดังภาพท่ี 3 

 
 

 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงโครงสรางของชุดยีน GMOs-Hawaii ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, gus, nos, cp_Hawaii, 

papain ท่ีค่ันดวยจุดตัดของเอนไซม EcoRI, PstI, SacI, HindIII, XhoI และ EcoRI ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 แสดงโครงสรางของชุดยีน GMOs-SC ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_SC และ papain ท่ี

ค่ันดวยจุดตัดของเอนไซม EcoRI, SacI, HindIII, XhoI และ EcoRI ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3 แสดงโครงสรางของชุดยีน GMOs_DOA ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_DOA และ 

papain ท่ีค่ันดวยจุดตัดของเอนไซม EcoRI, NheI, SacI, HindIII, XhoI และ EcoRI ตามลําดับ 

GMOs Hawaii
624 bp

P35S gus T-nos
cp-Hawaii

papain

HindIII (381)

PstI (134) SacI (255) XhoI (498)EcoRI (2) EcoRI (620)

GMOs-DOA all
1379 bp

P35S
gus

Nos
Papain

cp-DOA

HindIII (381)

NheI (130)

SacI (255)

XhoI (1253)

EcoRI (2) EcoRI (1375)

GMOs SC
508 bp

T-nos cp-SCCaMV35S papain
HindIII (266)

SacI (134) XhoI (382)EcoRI (2) EcoRI (504)

(260) 

502 bp 

(498) (376) (134) 
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- วิเคราะหความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 

   ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบจากตารางท่ี 1 กับลําดับนิวคลีโอไทด

ของชุดยีนเปาหมาย GMOs-Hawaii, ชุดยีน GMOs-SC และชุดยีน GMOs-DOA โดยใชโปรแกรม Primer 

map พบวาไพรเมอรและโพรบท่ีใชตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรมมีความจําเพาะเจาะจงตอชุดยีนท้ัง

สามชุด โดยชุดยีนเปาหมาย GMOs-Hawaii ตรวจสอบไดโดยใชชุดไพรเมอรและโพรบ 35S, 55-1, Gus, 180 

และ papain สวนชุดยีน GMOs-SC ตรวจสอบไดโดยใชชุดไพรเมอรและโพรบ 35s, 180, papain และ SC 

และชุดยีน GMOs-DOA ตรวจสอบไดโดยใชชุดไพรเมอรและโพรบ 35S, 180, Gus, และ papain เทานั้น ดัง

แสดงในตารางท่ี 2  

 ตารางท่ี 2 แสดงความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบกับลําดับนิวคลีโอไทดของชุดยีนเปาหมาย      

GMOs-Hawaii, ชุดยีน GMOs-SC และชุดยีน GMOs-DOA  โดยใชโปรแกรม Primer map 

*หมายเหตุ + คือ detected และ – คือ not detected 

 

 

ลําดับ ยีน Primer: Sequence 
ชุดยีน 

GMOs_Hawaii 

ชุดยีน 

GMOs_SC 

ชุดยีน 

GMOs_DOA 

1 

CaMV35S 

35S-F 5'-GCCTCTGCCGACAGTGGT-3' + + + 

2 35S-R 5'-AAGACGTGGTTGGAACGTCTTC-3' + + + 

3 35S-P 5'-CAAAGATGGACCCCCACCCACG-3' + + + 

4 

cp_Hawaii 

55-1_Primer1 5'-CAGCCTTAGATGCTTCAAGAAAAGA-3' + - - 

5 55-1_Primer2 5'-TCCGCCTCCATCCAGTCTATT-3' + - - 

6 55-1_Probe 5'-TCTTCTAGCTTCCCGGCAACAAT-3' + - - 

7 

gus 

GUS_Primer 5'-GGCCGTCGAGTTTTTTGATTT-3' + - + 

8 P35S_Primer 5'-GATCCCCGGGTGGTCAGT-3' + - + 

9 GUS-P35S_probe 5'-CAGGACGTAACATAAGG-3' + - + 

10 

nos 

180-F 5'-CATGTAATGCATGACGTTATTTATG-3' + + + 

11 180-R 5'-TTGTTTTCTATCGCGTATTAAATGT-3' + + + 

12 TM-180 5'-ATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAA-3' + + + 

13 

papain 

Papain-B1 5'-AGTGGCTCAATATGGTATTCACTACAGA-3' + + + 

14 Papain-B2 5'-AAAATGTAGATATACCTCCCTTGAGCG- 3' + + + 

15 Papain-P 5'-ATACTTACCCATATGAGGGAGTGCAACGTTATTG-3' + + + 

16 

cp_SC 

SC-F_new 5'- CATTTCATTTGGAGAGAACACG-3' - + - 

17 SC-R 5'-ACCAGCATCCACAGCTTC-3' - + - 

18 SC-P 5'-ACTCTAGAGGATCCATGTCCAA-3' - + - 
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- การสรางชุดยีนสังเคราะหและการสังเคราะหไพรเมอรและโพรบ 

 หลังจากวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ือสรางชุดดีเอ็นเอมาตรฐานและสั่งสังเคราะหชุดยีน

สังเคราะห ไดชุดยีนสังเคราะหเพ่ือสรางดีเอ็นเอมาตรฐานจํานวน 3 ชุด ท่ีใหชื่อวา GMOs-Hawaii ซ่ึงเปนชุด

ยีนท่ีประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  CaMV 35S, ยีน gus, ยีน nos, ยีน cp-Hawaii และยีน papain 

ซ่ึงมีขนาด 624 bp, ชุดยีนสังเคราะห GMOs-SC ซ่ึงเปนชุดยีนท่ีประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  

CaMV35S, ยีน nos,  ยีน cp-SC และยีน papain ซ่ึงมีขนาด 502 bp และชุดยีนสังเคราะห GMOs-DOA ซ่ึง

เปนชุดยีนท่ีประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  CaMV 35S, ยีน gus, ยีน nos, ยีน cp-DOA และยีน 

papain ซ่ึงมีขนาด 1,379 bp โดยลําดับนิวคลีโอไทดของชุดยีนท่ีสังเคราะหได มีลําดับนิวคลีโอไทดตรงกับ

ลําดับนิวคลีโอไดทของชุดยีน GMOs-Hawaii, GMOs-SC และ GMOs-DOA ท่ีออกแบบไว สูงถึง 100 

เปอรเซ็นต ซ่ึงชุดยีนสังเคราะหท้ังสามชุดท่ีสังเคราะหข้ึนไดเชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T ไดพลาสมิดลูกผสม 

ชื่อ GMOs-Hawaii  ท่ีมีขนาด 2,941 คูเบส (ภาพท่ี 4), พลาสมิดลูกผสม GMOs-SC ท่ีมีขนาด 2,795 คูเบส 

(ภาพท่ี 5), และพลาสมิด GMOs-DOA มีขนาด 3,657 คูเบส (ภาพท่ี 6) ซ่ึงบนพลาสมิด backbone ของชุด

ยีนท้ังสามมียีน kanamycin resistance เปนยีน selectable marker สามารถใชสารปฏิชีวนะ kanamycin 

คัดเลือกโคลนท่ีไดรับชุดยีนสังเคราะหในข้ันตอนการถายโอนพลาสมิดลูกผสม 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4 แสดงพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ขนาด 2,941 คูเบส ประกอบดวยชุดยีนสังเคราะห   GMOs-

Hawaii ขนาด 624 คูเบส เชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T โดยมียีน kanamycin resistance เปนยีน 

selectable marker  
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ภาพท่ี 5 แสดงพลาสมิดลูกผสม GMOs-SC ขนาด 2,795 คูเบส ประกอบดวยชุดยีนสังเคราะห GMOs-Sc 

ขนาด 502 คูเบส เชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T โดยมียีน kanamycin resistance เปนยีน selectable 

marker  

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 6 แสดงพลาสมิดลูกผสม GMOs-DOA ขนาด 3,657 คูเบส ประกอบดวยชุดยีนสังเคราะห GMOs-

DOA ขนาด 1,379 คูเบส เชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T โดยมียีน kanamycin resistance เปนยีน 

selectable marker 

- การถายโอนพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย 

ผลการถายโอนพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ท่ีมีขนาด 2,941 คูเบส, พลาสมิดลูกผสม 

GMOs-SC ขนาด 2,795 คูเบส และ GMOs-SDOA ขนาด 3,657 คูเบส เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ 

Top 10 พบวามีโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคาดวาจะไดรับพลาสมิดลูกผสมจํานวนมากสามารถเจริญเติบโตบน

อาหารแข็ง 2xYT ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขน 50 mg/L ได (อาหารคัดเลือก) สําหรับ

แบคทีเรียท่ีไมไดรับการถายโอนพลาสมิดลูกผสม พบวาไมสามารถเจริญบนอาหารคัดเลือกได แตสามารถ

เจริญเติบโตไดดีบนอาหารแข็ง 2xYT ท่ีไมเติมสารปฏิชีวนะ ตรวจสอบขนาดของพลาสมิดลูกผสมท้ังสามชนิดท่ี
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สกัดไดจากโคโลนีท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได ดวยวิธี อิเล็กโตรโฟรีซิส บน 1% อะกาโรสเจล 

ท่ีผสม ethidium bromide พบวาพลาสมิด GMOs-Hawaii จาก 14 โคโลนี, พลาสมิด GMOs-SC จาก 10 

โคโลน ีและพลาสมิด GMOs-DOA จาก 10 โคโลน ีมีขนาด >1500 คูเบส ทุกโคลน เม่ือเทียบขนาดกับดีเอ็นเอ

มาตรฐาน (ภาพท่ี 7 และ 8) 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 7 แสดงขนาดของพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ีสามารถเจริญเติบโตบน

อาหารจํานวนท้ังหมด 14 โคโลนี เม่ือตรวจสอบบน 1% อะกาโรสเจล ท่ีผสม ethidium bromide โดยชอง 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 Kb DNA Ladder ชองท่ี 1 ถึง 14 คือ พลาสมิดท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ี 

1 ถึง 14 ตามลําดับ  

 
 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 8 แสดงขนาดของพลาสมิดลูกผสมท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารจํานวนท้ังหมด 

10 โคโลนี เม่ือตรวจสอบบน 1% อะกาโรสเจล ท่ีผสม ethidium bromide โดยชอง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 bp + 1.5 Kb DNA Ladder ชองท่ี 1 ถึง 10 คือ พลาสมิด GMOs-DOA ท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ี 1 ถึง 10  

ชองท่ี 11 ถึง 20 คือ พลาสมิด GMOs-SC ท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ี 1 ถึง 10 

   

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

1500  
1000  
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~ 2941 bp  
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100
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GMOs-DOA GMOs-SC 

     M   1   2   3   4   5   6   7    8   9  10      M  11  12 13  14 15  16  17 18  19  20 
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  การทดสอบความถูกตองของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

- การทดสอบโคลนโดยวิธีพีซีอาร 

     ตรวจพบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 35S, gus และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาดประมาณ 359      

คูเบส บนพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii และ GMOs-DOA (ภาพท่ี 9 และ 11) จากทุกโคโลนีท่ีเจริญบน

อาหารคัดเลือก และตรวจพบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 35S และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาดประมาณ 

238 คูเบส บนพลาสมิดลูกผสม GMOs-SC (ภาพท่ี 10) จากทุกโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารคัดเลือกเชนกัน      

ซ่ึงผลิตภัณฑพีซีอารท่ีพบมีขนาดเทากับผลิตภัณฑพีซีอารท่ีเพ่ิมปริมาณไดในชุดพลาสมิดสังเคราะหซ่ึงเปนตัว

ควบคุมท่ีใหผลเปนบวก และไมพบผลิตภัณฑพีซีอารในน้ํากลั่นซ่ึงเปนตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

  

 

 

 

 

ภาพท่ี 9 แสดงการตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 35S, gus และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาด

ประมาณ 359 คูเบส ดวยวิธีพีซีอาร บนพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ีสามารถ

เจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือก จํานวนท้ังสิ้น 14 โคโลนี เม่ือตรวจสอบบน 2% อะกาโรสเจล ท่ีผสม 

ethidium bromide โดยชอง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 Kb DNA Ladder ชองท่ี 1 ถึง 14 คือ 

พลาสมิดท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ี 1 ถึง 14 ตามลําดับ สวนชองท่ี 15 คือ Positive control (พลาสมิดลูกผสม 

GMOs-Hawaii ท่ีสังเคราะหข้ึน) และชองท่ี 15 คือ negative control (dH2O)   
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ภาพท่ี 10 แสดงการตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV, 35S และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาดประมาณ 

238 คูเบส บนพลาสมิดลูกผสม GMOs-SC ท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือก ดวย

วิธีพีซีอาร เม่ือตรวจสอบบน 2% อะกาโรสเจล ท่ีผสม ethidium bromide โดยชอง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 bp + 1.5 Kb DNA Ladder ชองท่ี 1 ถึง 10 คือ พลาสมิดท่ีสกัดไดจากโคลน GMOs-SC โคโลนีท่ี 1 ถึง 

10 และชองท่ี 11 คือ negative control (dH2O)   

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 11 แสดงการตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 35S, gus และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาด

ประมาณ 359 คูเบส บนพลาสมิดลูกผสม GMOs-DOA ดวยวิธี PCR เม่ือตรวจสอบบน 2% อะกาโรสเจล ท่ี

ผสม ethidium bromide โดยชอง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 Kb DNA Ladder ชองท่ี 1 ถึง 

10 คือ พลาสมิดท่ีสกัดไดจากโคลน GMOs-DOA โคโลนีท่ี 1 ถึง 10 และชองท่ี 11 คือ negative control 

(dH2O) 
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 - การหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานดวยเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติและการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทด 

     วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs-Hawaii ดวยเครื่องอัตโนมัติ พบวาลําดับ               

นิวคลีโอไดทจากพลาสมิดลูกผสมโคโลนีท่ี 1 (GMOs-Hawaii-c1) วิเคราะหไดความยาวประมาณ 668 คูเบส 

สวนลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสมโคโลนีท่ี 8 (GMOs-Hawaii-c8)  วิเคราะหความยาวไดประมาณ 

702 คูเบส เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท้ังคูกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii 

ตนแบบท่ีสังเคราะหข้ึน พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs-Hawaii-c1 และ GMOs-Hawaii-c8 มี

ความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ตนแบบ (ในสวนของชุดยีน GMOs-

Hawaii) เทากับ 100 เปอรเซ็นต สวนลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs-SC จากโคโลนีท่ี 1 (GMOs-SC-

c1) วิเคราะหไดความยาวประมาณ 582 คูเบส, ลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs-DOA จากโคโลนีท่ี 1 

(GMO DOA-c1) วิเคราะหความยาวไดประมาณ 1,392 คูเบส และเม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท้ังคูกับ

ลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสม GMOs-SC และ GMOs-DOA ตนแบบท่ีสังเคราะหข้ึน พบวาลําดับ    

นิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs-SC-c1 และ GMOs-DOA-c1 มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ   

พลาสมิดลูกผสมตนแบบ เทากับ 100 เปอรเซ็นต  

 การตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของ ไพรเมอรและโพรบ SC และ 55-1   

ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบ 55-1 และ SC เพ่ือตรวจสอบยีน cp-

Hawaii และยีน cp-SC ตามลําดับ ดวยวิธี Real-time PCR ในดีเอ็นเอของพืชดัดแปรพันธุกรรมอ่ืน ๆ ไดแก 

ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม RR และและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 863 เปนตน พบวาไพรเมอรท้ังคูมี

ความจําเพาะเจาะจง  โดยไพรเมอรและโพรบ 55-1 ตรวจพบสัญญาณฟลูออเรสเซนต ในตัวอยางดีเอ็นเอ

มะละกอ GM6 (Hawaii genomic DNA) เทานั้น สวนไพรเมอรและโพรบ SC ตรวจพบสัญญาณฟลูออเรส

เซนต ในตัวอยางดีเอ็นเอมะละกอ GM9 (SC genomic DNA) เทานั้น  

การศึกษาจํานวนชุด (copy number) ของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

พลาสมิดมาตรฐานท่ีสกัดจากชุดน้ํายาสําเร็จรูปทุกชุดมีปริมาณและความบริสุทธิ์มากพอ (ตาราง

ท่ี 3) เม่ือนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII เปนเวลาขามคืน ก็สามารถตัดใหพลาสมิดมาตรฐานทุกชุด

อยูในรูปเสนตรงได เม่ือตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซิส โดยกอนตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะพลาส  

มิดทุกชุดจะอยูในรูปแบบขดเปนวง (supercoiled) ทําใหมีขนาดเล็กจึงเคลื่อนท่ีบนเจลอะกาโรสไดรวดเร็ว

กวา พลาสมิดท่ีถูกตัดใหอยูในรูปเสนตรง (lineared) ซ่ึงมีขนาดตรงกับพลาสมิดมาตรฐานแตละชุดท่ีออกแบบ

ไว คือ พลาสมิดมาตรฐาน GMOs-Hawaii มีขนาด 2,941 คูเบส, พลาสมิดมาตรฐาน GMOs-SC มีขนาด 

2,795  คูเบส และพลาสมิดมาตรฐาน GMOs-DOA มีขนาด 3,657 คูเบส (ภาพท่ี 12) ดีเอ็นเอมาตรฐานแตละ

ชุดท่ีอยูในรูปเสนตรงนี้ ใหชื่อวา linear pGMOs-Hawaii-C1, linear pGMOs-SC-C1 และ linear pGMOs-

DOA-C1 นําไปทําใหบริสุทธิ์ ซ่ึงปริมาณท่ีไดมากพอท่ีจะใชในการทดสอบ Real-time PCR และความเขมขน

ของดีเอ็นเอมาตรฐานจะถูกคํานวณกลับใหอยูในรูป copy number (ตารางท่ี 4) 
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ตารางท่ี 3 แสดงความเขมขนของพลาสมิดมาตรฐานท่ีทําบริสุทธิ์ได 

ช่ือพลาสมิดมาตรฐาน คา A260/A280 ความเขมขน (ng/ul) 

1. GMOs-Hawaii-c1 2.21 80.35 

2. GMOs-SC-C1 2.08 114.8 

3. GMOs-DOA-C1 2.28 34.1 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 12 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีถูกตัดใหอยูในรูปเสนตรงโดยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII เม่ือตรวจสอบบน 

1% อะกาโรสเจล ท่ีผสม ethidium bromide โดยชอง M1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1kb Gene ruler DNA 

Ladder ชองท่ี 1 คือ พลาสมิด GMOs-Hawaii (uncut) ชองท่ี 2 คือ พลาสมิด GMOs-Hawaii ท่ีถูกตัดดวย

เอนไซม HindIII มีขนาด 2,941 คูเบส ชองท่ี 3 พลาสมิด GMOs-SC (uncut) ชองท่ี 4 คือ พลาสมิด GMOs-

SC ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม HindIII มีขนาด 2,795 คูเบส ชองท่ี 5 คือ พลาสมิด GMOs-DOA (uncut) ชองท่ี 6 

คือ พลาสมิด GMOs-DOA ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม HindIII มีขนาด 3,657 คูเบส และ M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 bp + 1.5 Kb DNA 

ตารางท่ี 4 แสดงจํานวนชุดของดีเอ็นเอมาตรฐานจากการคํานวณ 

ช่ือดีเอ็นเอมาตรฐาน คา A260/A280 ความเขมขน (ng/ul) 
จํานวนชุด 

(copy number) 

1. linear GMOs-Hawaii-c1 1.76 5.9 1.86×109 copies 

2. linear GMOs-SC-C1 1.75 20.45 6.78 ×109 copies 

3. linear GMOs-DOA-C1 1.70 13.75 3.48 ×109 copies 

 

M    1   2    3    4    5    6     7  

3000 

bp 

1000 

1500 

6000 

2000 

4000 

M1     1         2       3         4       5        6       M2 
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การหาปริมาณความเขมขนต่ําสุดท่ีตรวจสอบไดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (LOD) ดวยวิธี Real-time 

PCR  

หาปริมาณความเขมขนต่ําสุดท่ีตรวจสอบไดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (LOD) โดยทดสอบท่ีความ

เขมขนของดีเอ็นเอมาตรฐาน เทากับ 250, 25 และ 2.5 ชุด (copy) ดวยเทคนิค Real-time PCR โดยใชไพร

เมอรและโพรบท่ีจําเพาะเจาะจงตอยีนตาง ๆ ท่ีมีในมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตาง ๆ ไดแก ยีน 

papain, CaMV35s, nos, cp-Hawaii และ cp-SC พบวา 1. คูไพรเมอร Papain-B1/Papain-B2 สามารถ

ตรวจสอบยีน papain บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ีปริมาณต่ําสุด (LOD) เทากับ 

25 copies แต LOD ของการตรวจสอบยีน papain บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-SC-C1 และ 

linear pGMOs-DOA-C1 เทากับ 250 copies 2. คูไพรเมอร 35S-F/35S-R สามารถตรวจสอบยีน 

CaMV35S บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1, linear pGMOs-SC-C1 และ linear pGMOs-

DOA-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies 3. คูไพรเมอร 180-F/180-R สามารถตรวจสอบยีน nos บนดีเอ็นเอ

มาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 25 copies แต LOD ของการตรวจสอบยีน nos 

บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-SC-C1 และ linear pGMOs-DOA-C1ท่ี LOD เทากับ 250 copies 4. 

คูไพรเมอร 55-1 Primer 1/55-1 Primer 2 สามารถตรวจสอบยีน cp_Hawaii บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear 

pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies  5. ไพรเมอร SC-F/SC-R สามารถตรวจสอบยีน cp-SC 

บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-SC-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies (ตารางท่ี 5) ซ่ึงสอดคลองกับ

การทดลองของ Nakamura et al., (2013) ท่ีไดใชดีเอ็นเอพลาสมิดเปนตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกในการ

ตรวจสอบการปนเปอนของมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ Hawaii ในผลิตภัณฑมะละกอ ดวยวิธี Real-

time PCR พบวาคา LOD อยูท่ี 250 ชุด (copies) เชนเดียวกัน 

ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบหาปริมาณตํ่าสุดของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีตรวจสอบได (LOD) สําหรับตรวจสอบ

มะละกอดัดแปรพันธุกรรม 3 สายพันธุ ดวยวิธี Real-time PCR 

คูไพรเมอรและโพรบ 
คา LOD ของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

linear pGMOs-Hawaii-C1 

(copy number) 
linear pGMOs-SC-C1 

(copy number) 
linear pGMOs-DOA-C1 

(copy number) 

Papain-B1/Papain-B2 25 250 250 

35S-F/35S-R 250 250 250 

180-F/180-R 25 250 250 

55-1 Primer 1/55-1 Primer 2 250 - - 

SC-F/SC-R - 250 - 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

จากการสืบคนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนตาง ๆ ท่ีมีรายงานในวารสารระดับนานาชาติท่ีเก่ียวของ

กับการสรางพลาสมิดมาตราฐานใชตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ทําใหไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน ตอไปนี้ ไดแก ยีน Cauliflower mosaic virus promoter (CaMV 35S) ขนาด 82 คูเบส, ยีน beta-

glucuronidase (gus) ขนาด 75 คูเบส, ยีน nopaline synthase terminator (nos) ขนาด 84 คูเบส, ยีน 

coat protein (cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุ Hawaii (cp-Hawaii) ขนาด 71 คูเบส, ยีน coat protein 

(cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุไทยจากจังหวัดเชียงใหม (cp-SC) มีขนาด 70 คูเบส, , ยีน coat protein 

(cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุไทยจากจังหวัดขอนแกน (cp-DOA) มีขนาด 866 คูเบส และยีน papain 

ของมะละกอ ขนาด 91 คูเบส ซ่ึงเม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีกลาวมาขางตน มาเชื่อมตอกันดวย 

linker ซ่ึงเปนจุดจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดไมเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดในยีน

เปาหมายทุกยีน ทําใหสามารถออกแบบลําดับนิวคลีโอไทดของชุดยีนมาตรฐานไดสามชุดดวยกัน ประกอบดวย 

1) ชุดยีน GMOs-Hawaii ท่ีมีขนาด 624 คูเบส ซ่ึงชุดยีนนี้ประกอบดวยยีน CaMV35S, gus, nos, 

cp_Hawaii, papain ท่ีค่ันดวยจุดตัดของเอนไซม EcoRI, PstI, SacI, HindIII, XhoI และ EcoRI ตามลําดับ   

2) ชุดยีน GMOs-SC ขนาด 502 คูเบส ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_SC และ papain ท่ีค่ันดวย

จุดตัดของเอนไซม EcoRI, SacI, HindIII, XhoI และ EcoRI ตามลําดับ และ3 ชุดยีน GMOs-DOA ขนาด

ประมาณ 1,379 คูเบส ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV 35S, gus, nos, cp-DOA และยีน Papain ท่ีค่ันดวยจุด

จดจําของเอนไซม EcoRI, NheI, SacI, HindIII, XhoI และ EcoRI ตามลําดับ 

จึงดําเนินการสังเคราะหชุดยีนสามชุดดวยกัน แตละชุดยีนใหเชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T ทําให

ไดชุดพลาสมิดลูกผสมมาตรฐาน GMOs-Hawaii ขนาดประมาณ 2,941 คูเบส, พลาสมิดลูกผสมมาตรฐาน 

GMOs-SC ขนาดประมาณ 2795 คูเบส และพลาสมิดลูกผสมมาตรฐาน GMOs-DOA ขนาดประมาณ 3,657 คู

เบส โดยพลาสมิดมาตรฐานทุกชุดสามารถเพ่ิมปริมาณในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ Top 10 ได 

คัดเลือกเอาโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารคัดเลือกได ซ่ึงคาดวาเปนโคลนท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลล จํานวน 

10-14 โคลน มาตรวจสอบขนาดของพลาสมิด พบวาขนาด พลาสมิดจากทุกโคลนท่ีคัดเลือกมา มีขนาดใหญ

กวา 1,500 คูเบส เม่ือเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน และตรวจสอบพบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 

35S, gus และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาดประมาณ 359 คูเบส ในพลาสมิดท่ีสกัดจากโคลนของ GMOs-Hawaii 

และ GMOs-DOA สวนพลาสมิดท่ีสกัดจากโคลน GMOs-SC ตรวจพบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 35S 

และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาดประมาณ 238 คูเบส ในทุกโคลนเม่ือตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร ท้ังเม่ือคัดเลือก  

พลาสมิดลูกผสมท้ังสามชุดยีนจากโคลนท่ี 1 (GMOs-Hawaii-c1, GMOs-SC-c1, GMOs-DOA-c1) ไป

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ และเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอ

ไทดของพลาสมิดลูกผสมท้ังสามชุดกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสมตนแบบแตละชนิด พบวามีความ

คลายคลึงกันสูงเทากับ 100 เปอรเซ็นต  
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สําหรับการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบ SC และ 55-1 กับดีเอ็นเอของ

มะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ SC และ Hawaii, ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม RR และขาวโพด           

ดัดแปรพันธุกรรม Mon 863 พบวาไพรเมอรและโพรบ SC จําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอของมะละกอ           

ดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ SC (GM 9) สวนไพรเมอรและโพรบ 55-1 จําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอของมะละกอ

ดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ Hawaii (GM 6) เทานั้น ดังนั้นไพรเมอรและโพรบท้ังคูนี้เหมาะสมในการใชเพ่ือ

จําแนกมะละกอดัดแปรพันธุกรรมท้ังสองสายพันธุออกจากกันได   

ทดสอบหาปริมาณความเขมขนต่ําสุดของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีตรวจสอบได (LOD) ดวยเทคนิค    

Real-time PCR โดยใชไพรเมอรและโพรบท่ีจําเพาะเจาะจงตอยีนตาง ๆ ท่ีมีในมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสาย

พันธุตาง ๆ ไดแก ยีน papain, CaMV35s, nos, cp-Hawaii และ cp-SC พบวา 1. คูไพรเมอร Papain-

B1/Papain-B2 สามารถตรวจสอบยีน papain บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ี

ปริมาณต่ําสุด (LOD) เทากับ 25 copies แต LOD ของการตรวจสอบยีน papain บนดีเอ็นเอมาตรฐาน 

linear pGMOs-SC-C1 และ linear pGMOs-DOA-C1 เทากับ 250 copies 2. คูไพรเมอร 35S-F/35S-R 

สามารถตรวจสอบยีน CaMV35S บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1, linear pGMOs-SC-C1 

และ linear pGMOs-DOA-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies 3. คูไพรเมอร 180-F/180-R สามารถ

ตรวจสอบยีน nos บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 25 copies แต LOD 

ของการตรวจสอบยีน nos บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-SC-C1 และ linear pGMOs-DOA-C1ท่ี 

LOD เทากับ 250 copies 4. คูไพรเมอร 55-1 Primer 1/55-1 Primer 2 สามารถตรวจสอบยีน cp_Hawaii 

บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies  5. ไพรเมอร SC-F/SC-R 

สามารถตรวจสอบยีน cp-SC บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-SC-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies  

สรุปไดวาการทดลองนี้ประสบความสําเร็จในการสรางดีเอ็นเอมาตรฐานข้ึนมาสามชุด คือ     

พลาสมิด GMOs-Hawaii, GMOs-SC และ GMOs-DOA เพ่ือเปนดีเอ็นเออางอิงสําหรับการตรวจมะละกอ               

ดัดแปรพันธุกรรม จํานวนสามสายพันธุ ประกอบดวยมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุฮาวาย, สายพันธุของ

ประเทศไทยจากจังหวัดเชียงใหม และสายพันธุของประเทศไทยจากจังหวัดขอนแกน ในการตรวจสอบดวยวิธี 

Real-time PCR เชิงคุณภาพได และเนื่องจากดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสรางข้ึนเปนชุดยีนท่ีเชื่อมตออยูกับเวคเตอร 

pMK-T และไดถายโอนเขาสูเซลลแบคทีเรีย จึงสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมาตรฐานไดอยางรวดเร็ว และเพ่ิม

จํานวนไมจํากัดภายในเซลล ดวยการเลี้ยงแบคทีเรียในปริมาณท่ีตองการและสกัดพลาสมิดเพ่ือนํามาใชเปน

วัสดุอางอิงได ภายในระยะเวลาไมนาน และสามารถพัฒนาใชดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีถูกตัดใหเปนเสนตรงมา

เปรียบเทียบการปนเปอนของมะละกอดัดแปรพันธุกรรมในเชิงปริมาณดวยวิธี Real-time PCR ตอไปไดใน

อนาคต และความรูท่ีไดยังเปนพ้ืนฐานความรูในการพัฒนาสรางดีเอ็นเอมาตรฐานสําหรับพืชดัดแปรพันธุกรรม

ชนิดอ่ืนไดอีกดวย  

ในแงการนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน เอ็นเอมาตรฐานที่สรางขึ้นสามารถยืนยันความถูกตอง

ของผลการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรมในหองปฏิบัติการได เนื่องจากผลการตรวจสอบดีเอ็นเอ
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มาตรฐานที่สรางขึ้นมีความถูกตองตรงกับขอมูลที่มีรายงานในวารสารระดับนานาชาติ และถานําดีเอ็นเอ

มาตรฐานท่ีสรางข้ึนไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะใหอยูในรูปเสนตรง จะสามารถพัฒนาไปใชเปนวัสดุอางอิง

ในการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ดวยวิธีการ Real-time PCR เชิงปริมาณได และองคความรูท่ี

ไดจากงานวิจัยนี้ยังเปนพ้ืนฐานในการพัฒนาสรางดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือใชเปนวัสดุอางอิงสําหรับพืชดัดแปร

พันธุกรรมชนิดอ่ืน ๆ อีกดวย 

การทดลองท่ี 9 การผลิตโปรตีนมาตรฐานเพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA Kit ของถั่วเหลืองดัดแปร

พันธุกรรมในเชิงพาณิชย 

 

ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ชนันตธร ดนัยสิริชัยชล  พงศกร สรรควิทยากุล 

อรรคพล ภูมีศรี 

Khanitha Wongwathanarat  Chananton Danaisilichaichon  Pongsakorn Sunvittayakul 

Arkkapon Phoomeesri 

 

บทคัดยอ 

 สังเคราะหยีน EPSPS ขนาด 1,368 bp โคลนเขาสู expression vector pET 200/D-TOPO®  

ถายโอนเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 เพ่ิมปริมาณโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรีย ทําบริสุทธิ์โดยใช Ni-

NTA ผลการตรวจสอบขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE พบขนาดโปรตีนขนาด 52 กิโลดาลตัน ถูกชะ

ออกมาท่ี elution buffer pH 4.5 นําโปรตีนท่ีไดไปเปนแอนติเจนในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง แยกสกัด IgG 

จากแอนติบอดีปรับความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เจือจาง 1:200 ทดสอบความใชไดของแอนติบอดีตอ

โปรตีน EPSPS พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจงตอโปรตีน EPSPS ในตัวอยางถ่ัวเหลืองสด โปรตีน 

EPSPS บริสุทธิ์ และตัวอยางโปรตีน EPSPS ท่ีผานกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง เม่ือเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพการตรวจสอบระหวางแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนในหองปฏิบัติการกับชุดตรวจสอบทางการคา 

(Agdia ELISA kit) ผลการทดสอบท้ังสองใหผลการทดสอบท่ีสอดคลองกัน  

คําสําคัญ : SDS-PAGE, IgG, โปรตีน EPSPS, กระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง 

บทนํา 

ขาวเปนพืชเศรษฐกิจท่ีมีความสําคัญของประเทศไทย มีการผลิตข้ึนเพ่ือบริโภคและสงออก

ตางประเทศ ซ่ึงประเทศไทยถือเปนผูสงออกขาวรายใหญท่ีสุดของโลก ขาวไทยถูกสงออกไปยังทวีปแอฟริกา 

(ประมาณ 54%),  ทวีปเอเชีย (21%), ตะวันออกกลาง (10%), ยุโรป (7%), อเมริกา (6%), อินโดนีเซีย (2%) 

โดยประเทศท่ีนําเขาขาวไทยมากท่ีสุดเรียงตามลําดับดังนี้ 1) ไนจีเรีย 2) แอฟริกาใต 3) เบนิน 4) ไอเวอรรี่ 

โคสต 5) สหรัฐอเมริกา 6) เซเนกัล 7) จีน 8) อิรัก 9) ฮองกง และ 10) ญ่ีปุน (หอการคาไทยและสํานักงาน

มาตรฐานสินคานําเขาและสงออก, 2552) กลุมประเทศท่ีสงออกขาวรองลงมา คือ เวียดนาม อินเดีย 
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ปากีสถาน และจีน ตามลําดับ ขาวในประเทศไทยเปนขาวท่ีมีคุณภาพและเปนท่ีนาเชื่อถือของผูจัดหาขาวปอน

สูตลาดโลกและอุตสาหกรรมขาว เนื่องจากในยุคปจจุบันของการปลูกพืชเทคโนโลยีชีวภาพหรือพืชจีเอ็มโอท่ีมี

การเจริญเติบโตอยางตอเนื่อง ประเทศสหรัฐอเมริกาเปนประเทศผูนําในการปลูกพืชเทคโนโลยีชีวภาพ ไดมี

การพัฒนาขาวดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีความตานทานยาฆาหญา เชน ขาวลิเบอรต้ีลิ้ง (Liberty Link, LL) โดย

บริษัท ไบเออร (Bayer) (Bethell, 2002) ขาวดัดแปรพันธุกรรมท่ีนํามาใชในทางเภสัชวิทยา ประเทศจีนและ

สถาบันวิจัยขาวนานาชาติ ท่ีมีศูนยวิจัยตั้งอยูภายในสถาบันวิจัยขาวแหงชาติ ประเทศฟลิปปนส  ไดพัฒนาขาว

บีที (Bt Rice) เพ่ือใหมีความตานทานแมลง และยังมีขาวสีทอง (Golden Rice) ซ่ึงเปนขาวดัดแปรพันธุกรรมท่ี

ไดรับการตัดตอยีนเพ่ือเพ่ิมระดับของสารเบตาเคโรตีน (International, 1977) ไดมีการปลูกทดสอบใน

ประเทศฟลิปปนส, บังคลาเทศ, อินเดีย, อินโดนีเซีย และเวียดนาม  

ในปจจุบันมีขาวดัดแปรพันธุกรรม 3 ชนิดเทานั้น ท่ีไดรับการข้ึนทะเบียน ไดแก LL601, 

LL06/LL62 ขาวดัดแปรพันธุกรรม LL06/LL62 ไดรับการข้ึนทะเบียนในประเทศออสเตรีย, แคนนาดา, 

เม็กซิโก และสหรัฐอเมริกา เปนประเทศเดียวท่ีท่ีมีการอนุญาตใหมีการข้ึนทะเบียนของขาวดัดแปรพันธุกรรม 

LL601 ในระยะเวลา 10 ปท่ีผานมามีเหตุการณการปนเปอนของขาวดัดแปรพันธุกรรม ขาวลิเบอรต้ีลิงค 

(LL601) ออกสูสิ่งแวดลอมในสหรัฐอเมริกา ซ่ึงมีผลกระทบกอใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจของ

อุตสาหกรรมขาว ขาวลิเบอรตี้ลิงค (LL601) ถูกพบวาปนเปอนในระบบการคาขาวในทวีปยุโรป, แอฟริกา และ

เอเชีย เม่ือเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549 ทําใหหลายประเทศในทวีปยุโรปและญ่ีปุนระงับการนําเขาขาวเมล็ดยาว

จากสหรัฐอเมริกา คาดการณวาความเสียหายท่ีเกิดข้ึนจากการปนเปอนของขาวดัดแปรพันธุกรรมอยูระหวาง 

741-1,285 ลานดอลลารสหรัฐ จากเหตุการณท่ีเกิดการปนเปอนของขาวลิเบอรตี้ลิงค (LL601) ทําใหประเทศ

ญี่ปุนเพ่ิมการตรวจสอบการปนเปอนขาวดัดแปรพันธุกรรมใหครอบคลุมขาวทุกชนิดท่ีนําเขาจากสหรัฐอเมริกา 

ซ่ึงรวมถึงขาวเมล็ดกลางและเล็ก รวมถึงญ่ีปุนจะมีการขอใหมีการตรวจสอบขาวทุกชนิดท่ีมีการนําเขาจาก

ประเทศไทย ซ่ึงเปนผลสืบเนื่องจากการตรวจพบการปนเปอนขาวดัดแปรพันธุกรรม LL601 ในเอเชีย 

ประเทศไทยเปนประเทศท่ีไมอนุญาตใหมีการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมภายในประเทศ แต

สืบเนื่องจากปจจุบันเปนยุคของพืชเทคโนโลยีชีวภาพ มีการวิจัยพัฒนาพืชดัดแปรพันธุกรรมกันหลายประเทศ

ในแถบเอเชีย อยางเชน ประเทศจีน ซ่ึงเปนประเทศท่ีกําลังขยายฐานการผลิตวัตถุดิบสินคาเกษตรมายังกลุม

ประเทศท่ีมีพ้ืนท่ีใกลเคียงกับประเทศไทย อาจมีการลักลอบนําเขาพืชดัดแปรพันธุกรรม อยางเชน ขาว Bt63 

เขามาภายในประเทศ ถาเกิดกรณีดังกลาวข้ึน จะมีมูลคาความเสียหายเกิดข้ึนทางเศรษฐกิจอยางมหาศาล จาก

ข้ันตอนการสุมเก็บตัวอยางและการตรวจวิเคราะห การดูแลรักษา แรงงาน และอ่ืน ๆ ซ่ึงนั่นหมายถึง หากเกิด

การปนเปอนขาวดัดแปรพันธุกรรมจะตองแบกรับตนทุนในการจัดการใหม่ันใจวาขาวไทยปลอดจากจีเอ็มโอ 

และสงผลกระทบใหประเทศคูคา วางมาตรการการกีดกันทางการคา หรือยุติการนําเขาขาวจากประเทศไทย 

ปจจุบันมีนักวิจัยไดพัฒนาเทคนิคทางดานซีรัมวิทยาเขามาชวยตรวจสอบโปรตีนของพืชดัดแปร

พันธุกรรม Yang, 2005 ไดพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีสําหรับตรวจสอบ hygromycin B 

phosphotransferase (HPT)  ในขาวดัดแปรพันธุกรรมดวยเทคนิค ELISA ดวยเหตุนี้ทางกรมวิชาการเกษตร
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ซ่ึงเปนหนวยงานหลักในการตรวจวิเคราะหการปนเปอนของจีเอ็มโอในพืชและจุลินทรียดัดแปรพันธุกรรม จึงมี

ความจําเปนอยางยิ่งในการคิดคนเทคโนโลยีในการตรวจสอบ เพ่ือใหมีความสะดวก รวดเร็ว ถูกตองแมนยํา 

ขนิษฐาและคณะ, 2554 ไดพัฒนาชุดตรวจสอบถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม (Roundup Ready) โดยอิมมูโน

โครมาโตกราฟ ซ่ึงชุดตรวจสอบท่ีมีการวิจัยพัฒนาข้ึน สามารถนําไปใชการตรวจคัดกรองวัตถุดิบในเบื้องตน ลด

การนําเขาชุดตรวจจากตางประเทศ อีกท้ังยังเปนหนวยงานตนแบบในการพัฒนาชุดตรวจสอบพืชหรือจุลินทรีย

ดัดแปรพันธุกรรมชนิดอ่ืน ๆ นําไปสูการพัฒนาเทคโนโลยีท่ีใชสําหรับตรวจสอบ  
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

การผลิตโปรตีนมาตรฐานเพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA Kit ของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมใน

เชิงพาณิชย ดําเนินงานทีสํานักเทคโนโลยีชีวภาพ และกลุมงานไวรัสวิทยา กรมวิชาการเกษตร และภาควิชา

โรคพืช มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในป 2554-2558 ระยะเวลา 4 ป มีวิธีการ 

1. การสังเคราะหยีน CryIAb/Ac และตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 สืบคนขอมูลในฐานขอมูลของขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63 รวบรวมขอมูลของรหัสพันธุกรรมเพ่ือ

คัดเลือกสวนของยีนขาวท่ีไดรับการตัดตอพันธุกรรม ซ่ึงสามารถผลิตโปรตีนท่ีตานทานแมลง คัดเลือกบริเวณ

ของยีนดังกลาว สังเคราะหยีน ขนาด 1,845 bp เชื่อมตอเขาสูเวคเตอร pET 101/D-TOPO® แลวโคลนเขาสู 

pET 200/D-TOPO®  และถายโอนพลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 เพ่ิมปริมาณเซลลแบคทีเรีย 

สกัดพลาสมิดลูกผสมตามวิธีการของ Sambrook and Russell, 2001 ตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีนท่ีสังเคราะหอีกครั้ง กอนนําไปเพ่ิมปริมาณโปรตีนในเซลลแบคทีเรีย 

 2. การเพ่ิมปริมาณโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรียและทําบริสุทธิ์ recombinant protein 

CryIAb/Ac  

 -การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการเพ่ิมปริมาณ Recombinant protein CryIAb/Ac ในระบบ

เซลลแบคทีเรีย 

 นําเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 ท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีน CryIAb/Ac มาศึกษาระยะเวลาท่ี

เหมาะสมของการสังเคราะห Recombinant protein CryIAb/Ac  โดยเลี้ยงแบคทีเรีย E. coli BL21 

transformants CryIAb/Ac-BL21 ในอาหารเหลว LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินใหมีความเขมขน 50 

มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา 220 รอบตอนาทีนานขามคืน (14-16 ชั่วโมง) 

เพ่ือจะใชเปนเซลลตั้งตน จากนั้นเพ่ิมปริมาณเซลลแบคทีเรียในอาหารเหลว LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน

ใหมีความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลกลูโคสใหมีความเขมขน 1% (final concentration) เลี้ยง

เชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา 220 รอบตอนาที นาน 2 ชั่วโมง แลวชักนําเซลลดวยสาร IPTG เติมให

มีความเขมขนเทากับ 1 มิลลิโมลาร ชักนําเซลลใหผลิตโปรตีนในระยะเวลาตางกัน เพ่ือหาวาควรชักนําเซลล

ดวยสาร IPTG ท่ีระยะเวลานานเทาใดเซลลถึงจะผลิตโปรตีนลูกผสมออกมามากท่ีสุด 
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 - การทําโปรตีน CryIAb/Ac  ใหบริสุทธิ์  

 เลี้ยงเซลล E. coli CryIAb/Ac-BL21 transformants ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร ซ่ึงมีสารปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาท่ีความเร็วรอบ 220 รอบตอ

นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นชักนําใหแบคทเรียผลโปรตีนโดยเติมสาร IPTG ใหมีความเขมขน

เทากับ 1 มิลลิโมลาร แลวชักนําเปนเวลา 5 ชั่วโมง เก็บเซลลแบคทีเรียทําใหเซลลแตกและทําใหโปรตีนให

บริสุทธิ์ ตามวิธีในคูมือการแยกและทําใหโปรตีนบริสุทธิ์ (The QIA expressionist ของบริษัท QIAGEN)  โดย

ใช nickel nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) resin ชะโปรตีน CryIAb/Ac ท่ีเกาะอยูในคอลัมน (elute) ดวย 

buffer E (pH 3.5) ตรวจสอบขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE ตรวจวัดปริมาณและความเขมขนโปรตีน

ดวยวิธีการ Bradford’s method (Bradford, 1776) 

 - การศึกษาขนาดและตรวจสอบ recombinant protein ดวยเทคนิค Western blotting 

       ศึกษาขนาดของ recombinant protein CryIAb/Ac โดยแยกขนาดของ recombinant 

protein ดวยวิธี SDS-PAG ดวยชุดอุปกรณของบริษัท Bio-RadTM  จากนั้นถายโอนโปรตีนจากเจลอะคริลา

ไมดข้ึนสูแผนไนโตรเซลลูโลส ดวยเครื่อง transfer blotting (Biorad, USA) โดยใชกระแสไฟฟา 15 โวลต 

เปนเวลา 15 นาที นําแผนไนโตรเซลลูโลสมาแชในสารละลาย BSA/TBST blocker™ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวนํามาลางดวย TBST 2 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที นําแผนไนโตรเซลลูโลสมาแชใน

แอนติบอดี anti-6x His tag , Alkaline Phosphatatse  (abcam, England) ท่ีเจือจางดวย TBST ใน

อัตราสวน 1 ตอ 5000 บมท่ีอุณหภูมิหอง เขยาดวยเครื่องเขยาตามแนวนอนจนเกิดปฏิกิริยาชัดเจน ลางออก

ดวย TBST 4 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 

 3. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในสัตวทดลอง 

 - การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในกระตาย 

 กระตายท่ีใชเปนสัตวทดลองเปนกระตายเพศเมียพันธุ White New Zealand อายุประมาณ 3 

เดือน และมีน้ําหนักประมาณ 2.0 กิโลกรัม โดยเจาะเลือดกระตายในสัปดาหแรกเพ่ือใชเปนซีรัมปกติ (normal 

serum, Ns) จากนั้นนํา recombinant protein CryIAb/Ac ท่ีทําการสังเคราะหโปรตีนใน E. coli สายพันธุ 

BL21 ปรับความเขมขนของโปรตีนใหได 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ผสมกับ complete Freund’s adjuvant 

(CFA) ในอัตราสวน 1:1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ฉีดเขาทางใตผิวหนัง (subcutaneous injection, SC) ในครั้ง

แรก และฉีดแอนติเจนเขมขน 2, 3 และ 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีผสมกับ Incomplete Freund’s 

adjuvant (IFA) ในอัตราสวนและปริมาตรเทาเดิมในสัปดาหท่ี 2, 3 และ 4  

       เริ่มเจาะเลือดท่ีเสนเลือดบริเวณใบหูครั้งแรกในสัปดาหท่ี 5 และทําการเจาะเลือดทุก ๆ สัปดาห 

จนครบ 10 ครั้ง นําเลือดมาปนท่ี 8,000 rpmท่ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนซีรัมไปทดสอบ 
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 - การตรวจสอบคาไตเตอร (Titer) ของแอนติบอดีท่ีผลิตจากกระตายดวยเทคนิค indirect ELISA  

                 การตรวจสอบคาไตเตอรของแอนติบอดีท่ีผลิตไดตอ recombinant protein CryIAb/Ac เพ่ือ

หาคาความเจือจางสูงสุดของแอนติซีรัมท่ียังคงใหผลบวก (มากกวา 2 เทาของ A405 ของซีรัมปกติ, Normal 

serum) ดวยวิธีการ indirect ELISA ตามวิธีการของ Clark และ Adam (1977) 

 - การแยกสกัดแกมมาอิมมูโนโกลบูลิน ชนิด G (IgG) 

       การแยกสกัด IgG โดยใชชุดสกัด HiTrap Protein A HP (GE, Germany) ดวยเครื่องทําบริสุทธิ์

โปรตีน (ÄKTA chromatography)  นํา IgG ท่ีแยกสกัดไดไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

จากนั้นปรับความเขมขนของ IgG โดยใชคา Extinction coefficient คํานวณความเขมขนของ IgG ท่ีแยกได

จาก สูตร OD280/1.4 = X มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

 4. การพัฒนาชุดตรวจสอบดวยเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟ 

 โครงสรางของชุดตรวจสอบท่ีใชเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟ ท่ีเรียกวา อิมมูโนโครมาโทกราฟค

สตริป หรืออิมมูโนสตริป มีสวนประกอบสําคัญ ไดแก backing pad, sample pad, conjugate pad, 

reaction membrane และ absorption pad (Kumar, 2011) 

 - การเชื่อมตอ IgG กับอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตร ดวยเทคนิค electrostatic force 

 นําสารละลาย colloidal gold pH 7.4 ท่ีมีขนาดอนุภาค 40 นาโนเมตร มาทดสอบการเชื่อมตอ

กับ IgG เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในปริมาณ 10, 12, 14, 16, 18 และ 20 ไมโครลิตร กับสารละลาย 

colloidal gold (ปรับใหได pH 7.4) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที เติม 10% 

NaCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมอีก 5 นาที ตรวจวัดคา OD400-800 เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงของ 

colloidal gold และ colloidal gold conjugated IgG สรางกราฟความสัมพันธของคา OD530 กับปริมาณ 

IgG คัดเลือกตราสวนปริมาณ IgG ท่ีเหมาะสมในการเชื่อมตอกับอนุภาคทองไปใชพัฒนาชุดตรวจสอบ 

 - การเชื่อมตอ IgG กับอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตร ดวยเทคนิค neary covalent 

 นํา IgG ท่ีผานการทํา Desalting ใน 100 mM Na2HPO4  pH 7.5 เจือจางใหได 1 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร เติม NaIO4 10 ไมโครลิตร เขยาใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกันในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง นาน 30 นาที 

หยุดปฏิกิริยาดวย 1X PBS ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยา Oxydation โดยผสม IgG ท่ีทําปฏิกิริยากับสารละลาย 

purpald ถาเกิดการ Oxydation ของ IgG จะใหผลการตรวจสอบเปนสีมวง เม่ือไดแอนติบอดีท่ีเกิดปฏิกิริยา 

Oxydation อยางสมบูรณแลว ติดฉลากแอนติบอดีดวยสารละลาย 46.5 mM linker เขยาท่ีอุณหภูมิหอง 

นาน 1 ชั่วโมง เติม 40 mM HEPES แลวคัดแยก IgG ท่ีตัดฉลากกับ linker จากโปรตีนอ่ืนท่ีปนเปอนโดยการ

กรองดวย 10K MW cut of (Michael, 2011) 

 ทดสอบหาปริมาณ IgG linker ท่ีเหมาะสมกับการเชื่อมตอดวยอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตร 

โดยการผสม IgG linker ตรวจสอบการเชื่อมตอของ gold conjugated IgG โดยการตรวจวัดคา OD400-800 นา

โนเมตร เปรียบเทียบกับ colloidal gold ปกติ คัดเลือก gold conjugated IgG ท่ีใหคา OD400-800 นาโนเมตร 

ท่ีมากกวา colloidal gold ท่ีไมไดเชื่อมตอกับ IgG  
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 - การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG และ gold conjugated IgG ตอตัวอยางชนิดตาง ๆ 

       ดําเนินการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG และ gold conjugated IgG ตอตัวอยาง

ชนิดตาง ๆ โดยใชตัวยาง supernatant ของเซลลแบคทีเรีย และ recombinant protein CryIAb/Ac ท่ีทํา

บริสุทธิ์ และตัวอยาง recombinant protein CryIAb ดวยเทคนิค DIBA  

- การตรวจวิเคราะหลักษณะ colloidal gold และ gold conjugated IgG ภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอน 

       เปรียบเทียบขนาดของ colloidal gold กอนและหลังการเชื่อมดวย IgG โดยการนําหยด

อนุภาคทองลงบนแผนกริดทองแดงท่ีเคลือบดวยฟอรมวามและคารบอนซับใหแหง นําไปสองภายใตกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM) ตรวจดูท่ีกําลังขยาย 120,000 เทา ท่ี 100 กิโลโวลต วัดขนาด

อนุภาคทอง ดูการกระจายและหาคาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางขนาด colloidal gold และ gold conjugated 

IgG  

 - การทดสอบหาคาพีเอชท่ีเหมาะสมสําหรับการเชื่อมตอกับ IgG ของสารละลาย colloidal gold 

ขนาด 40 นาโนเมตร  

        ทดสอบสารละลาย colloidal gold ขนาด 40 nm ท่ีคา pH 7.4 และ pH 9.0 เพ่ือหาคา 

pH ท่ีเหมาะสมของ colloidal gold ท่ีมีประสิทธิภาพในการเชื่อมตอกับ IgG โดยใช IgG : colloidal gold ท่ี

อัตราสวน 1:100 กวนสารละลาย gold conjugated IgG ท่ี 100 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม

สารละลาย BSA ใหไดความเขมขนสุดทาย 1% ของปริมาตร gold conjugated IgG กวนสารละลายตอท่ี

อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ปนตกตะกอน gold conjugated IgG ท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที นาน 

15 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส ละลายตะกอน gold conjugated IgG ดวย Diluent buffer (1x PBS pH 7.4, 

1% BSA, 0.05% PEG) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นํา gold conjugated IgG ท่ีละลายใน diluent buffer 

ตรวจวัดคา OD400-800 นาโนเมตร เลือกคา pH ของ colloidal gold ท่ีใหคาดูดกลืนแสงท่ีสูงกวาไปพัฒนาชุด

ตรวจสอบ 

 - การศึกษาชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนและ conjugate pad 

       ทดสอบเปรียบเทียบการเกิดปฏิกิริยาในการตรวจสอบ protein CryIAb/Ac บนแผนเมม

เบรนท่ีตางชนิดกัน คือ AE 99 และ Unisart CN 140 และศึกษาเปรียบเทียบชนิดของ conjugate pad ท่ีทํา

จากวัสดุ 2 ชนิด คือ glass fiber grade 8964 และ polyester sheet นํามาประกอบชุดตรวจสอบ  คัดเลือก

ชนิดของเมมเบรนและconjugate pad ท่ีใหผลการตรวจสอบท่ีถูกตอง ชัดเจน ไปใชพัฒนาชุดตรวจสอบ 

 - ปริมาณความเขมขนและอัตราสวนของ control line และ test line 

    ปริมาณความเขมขนและความเขมขนของ control line ซ่ึงใช Anti-Rabbit IgG F(ab)2, F 

cross absorbed antibody produced in goat (Sigma, USA) ซ่ึงเปนแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะเจาะจง

ตอ IgG ของแอนติบอดีท่ีผลิตจากกระตายโดยเจือจาง GAR ดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อในอัตราสวน  1:2 และ 1:3 

เพ่ือศึกษาอัตราสวนของ control line ท่ีเหมาะสมในการตรวจจับกับ gold conjugated IgG บริเวณ 
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control line และหาความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการพน บริเวณ test line ซ่ึงหางจากตําแหนง 

control line เทากับ 0.5 เซนติเมตร 

 - การหาปริมาณความเหมาะสมของ gold conjugated IgG สําหรับลงบนแผน Conjugate pad 

      หาอัตราสวน  gold conjugated IgG ท่ีใช IgG-linker ปริมาณ 10 ไมโครลิตรตอ และ

ปริมาณ 15 ไมโครลิตรตอ colloidal gold 1 มิลลิลิตร โดยการพน gold conjugated IgG แตละความ

เขมขนท่ีอัตราสวน 10, 20 และ 30 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร บนแผน Conjugate pad เปรียบเทียบผลการ

เกิดปฏิกิริยาบริเวณ control line และ test line โดยทดสอบกับ DOA extraction buffer และ 

recombinant protein CryIAb/Ac คัดเลือกชวงของปริมาณ gold conjugated IgG ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา

ไดอยางรวดเร็ว ถูกตอง แมนยําไปเปนเกณฑกําหนดโดยการทดสอบซํ้าอีกในหลาย หลายอัตราสวน 

 - ทดสอบหา Extraction buffer สําหรับใชในการเตรียมตัวอยางทดสอบ 

       เปรียบเทียบการเกิดปฏิกิริยาของ Extraction buffer จํานวน  6 ชนิด คือ DOA extraction 

buffer pH 8.5, 1xPBS pH 7.4, 2% CTAB, Extraction strip kit Agdia, Borate buffer pH 7.4, Lysis 

buffer  หยดตัวอยาง Extraction buffer แตละชนิดตรงบริเวณ sample pad ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ให 

Extraction buffer เคลื่อนท่ี ผาน conjugate pad, test line และ control line จนถึง absorption pad 

อานการเกิดปฏิกิริยาภายในเวลา 10 นาที คัดเลือก Extraction buffer สําหรับใชในการเตรียมตัวอยาง โดย

ใหผลการตรวจสอบ บริเวณ control line และ test line ท่ีชัดเจน ไมเกิดผลการทดสอบลวง (false 

positive) 

 - การทดสอบประสิทธิภาพและความจําเพาะเจาะจงของชุดตรวจสอบ  

        ผลิตชุดตรวจสอบโดยการใช colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร คา pH 7.4 เชื่อมตอกับ 

IgG-linker ปริมาณ 10 ไมโครลิตรตอ colloidal gold ปริมาณ 1 มิลลิลิตร กวน gold conjugated IgG ท่ี

อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที แลวเติมสารละลาย BSA ใหไดความเขมขนสุดทายท่ี 1% ของ

ปริมาตร gold conjugated IgG กวนตอไปท่ีความเร็วรอบเชนเดิมอีก 1 ชั่วโมง ปนตกตะกอน gold 

conjugated IgG ท่ีความเร็วรอบ  10,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ละลาย gold conjugated IgG ดวย 

diluent buffer เติม  10% trehalose และ 20% sucrose นําไปตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี OD400-800 ให

ไดคาการดูดกลืนแสงท่ี 530 นาโนเมตรเทากับ 3.0  พนสารละลาย gold conjugated IgG บนแผน 

polyester sheet ปริมาณ 12.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร นํา conjugate pad ไปอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นาน  2 ชั่วโมง  

        สวนของการแสดงผลปฏิกิริยาใชเมมเบรน Unisart CN 140 เตรียม control line โดยใช GAR 

1:2 อัตราสวน 1 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร บริเวณ test line ใช IgG เขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อัตราสวน 

1 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร ขีดเสน control line และ test line หางกัน 0.5 เซนติเมตร แลวนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อีก 2 ชั่วโมง ประกอบชุดตรวจสอบ โดยนําแตละสวนมาประกอบบน plastic 

backing card ใช absorption pad grade 222, conjugate pad และ sample pad แตละชิ้นเหลื่อมกัน
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ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร เพ่ือใหเกิดความตอเนื่องของการไหล จากนั้นตัดใหมีขนาดกวางชิ้นละ 3.8 มิลลิเมตร

บรรจุลงตลับเพ่ือนําไปใชในการตรวจสอบ 

 - ศึกษาความจําเพาะเจาะจงและประสิทธิภาพของความไวในการตรวจสอบไดคาต่ําสุดของชุด

ตรวจสอบ (LOD)  

       ทดสอบความจําเจาะจงของชุดตรวจสอบโดยใชตัวอยางโปรตีน NK 603, EPSPS, NPTII, 

Cry9C, CryIAb, CryIAb/Ac ตัวอยางเซลลแบคทีเรียและตัวอยางผลิตภัณฑขาวท่ีมีการตรวจพบการปนเปอน

ของโปรตีน ดวยเทคนิค Real time PCR เจือจางตัวอยางดวย DOA extraction buffer แลวตรวจสอบกับชุด

ทดสอบท่ีพัฒนาข้ึน 

        ตรวจสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบในการตรวจสอบโปรตีน CryIAb/Ac โดยใชตัวอยาง

ในการตรวจสอบ 2 ชนิด คือ โปรตีน CryIAb/Ac บริสุทธิ์ท่ีมีระดับความเขมขนของโปรตีนเริ่มตนท่ี 25 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 5 ระดับความเขมขน คือ 1:100, 1:200, 1:400, 1: 800, 1:1,600 และเจือจาง

เซลลแบคทีเรียท่ีมีโปรตีน CryIAb/Ac ท่ีระดับความเจือจางเดียวกันใน DOA extraction buffer นํามา

ตรวจสอบกับชุดทดสอบท่ีพัฒนาข้ึน 

 - การหาปริมาณท่ีเหมาะสมของตัวอยางสําหรับใชทดสอบ 

  หาปริมาณตัวอยางสําหรับการเตรียมตัวอยางและปริมาณตัวอยางท่ีเหมาะสมในการใชกับชุด

ตรวจสอบ เพ่ือใหชุดตรวจสอบแสดงผลการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว ถูกตอง ชัดเจน  

 - การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการคา 

        ทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนเทียบกับชุดตรวจสอบ 

Cry1Ab-Ac ของ Agdia ชุดตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมของประเทศสหรัฐอเมริกา  

ผลการทดลองและอภิปราย 

การสังเคราะหยีน CryIAb/Ac และตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

จากการสังเคราะหยีน CryIAb/Ac ขนาด 1,839 bp ซ่ึงปรับ codon usage ใหเหมาะสมกับ

เซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 เชื่อมตอยีน CryIAb/Ac เขาสู expression vector pET 200/D-TOPO® ได 

Recombinant vector CryIAb/Ac_Lab ถายโอนลูกผสมเขาสู E. coli BL21 คัดเลือกโคโลนีสกัดพลาสมิดสง

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบลําดับนิวคลีโอไทด CryIAb/Ac_Lab มีความคลายคลึงกับยีนตนแบบ 

CryIAb/Ac_Protein_Syn ในขาวดัดแปรพันธุกรรมBt 63 ถึง 99 %  และลําดับนิวคลีโอไทดมีความคลายคลึง

กับ Accesion No. CryIAb/Ac_AF537267  ถึง 100 % แปลรหัสโปรตีนได 613 กรดอะมิโน คิดเปนขนาด

โปรตีน 68 กิโลดาลตัน   
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การเพ่ิมปริมาณโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรียและทําบริสุทธิ์ recombinant protein 

CryIAb/Ac  

 - การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการสังเคราะห Recombinant protein CryIAb/Ac 

 พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 68 กิโลดาลตัน ในการชักนําเซลล CryIAb/Ac -BL21 ท่ีเวลา 

1-5 ชั่วโมง โดยโปรตีนจะผลิตไดมากเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึนตามลําดับ และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการชักนําให

เซลลผลิตโปรตีนลูกผสมออกมามากเทียบเทากับระยะเวลาการการชักนํานานขามคืน และมีปริมาณ host 

protein นอย คือ เวลา 5 ชั่วโมง  

- การทําโปรตีน CryIAb/Ac  ใหบริสุทธิ์  

     พบวา buffer E, pH 3.5 เปนบัฟเฟอรท่ีมี pH เหมาะสมในการชะRecombinant protein 

CryIAb/Ac บริเวณ polyhistidine ทางปลาย N-terminal ของสายเปปไทด ใหหลุดออกจากคอลัมน Ni-NTA 

ได ซ่ึงโปรตีนขนาด ~68 กิโลดาลตันนี้ นาจะเปนโปรตีน CryIAb/Ac ของขาวดัดแปรพันธุกรรม สามารถนําไป

ทําใหบริสุทธิ์มากยิ่งข้ึนดวยวิธี dialysis หรือ desalting และตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของโปรตีนดวย

เทคนิค western blot กอนท่ีจะนําโปรตีนไปใชเปนแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีตอไป 

 - การศึกษาขนาดและตรวจสอบ recombinant protein ดวยเทคนิค Western blotting 

      ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของโปรตีนดวยเทคนิค Western blotting โดยใช

แอนติบอดีตรวจสอบ His tag ท่ีเชื่อมติดกับโปรตีน CryIAb/Ac พบวาแอนติบอดี anti-6x His tag สามารถ

ตรวจจับกับ His tag ไดอยางจําเพาะเจาะจง ท้ังในของ His tag ท่ีติดกับโปรตีนในเซลลแบคทีเรียและในสวน

ของโปรตีน CryIAb/Ac ท่ีผานกระบวนการทําบริสุทธิ์ ภาพท่ี ซ่ึงแสดงใหเห็นวาโปรตีนทีผานการทําบริสุทธิ์

เปนโปรตีนเปาหมายท่ีสามรถนําไปใชเปนแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีในสัตวทดลองไดอยางจําเพาะ

เจาะจง  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงแถบขนาดของ recombinant protein CryIAb/Ac ในขาวดัดแปรพันธุกรรม ทดสอบดวย

เทคนิค Western blotting ใชแอนติบอดี anti-6x His tag ตรวจจับ His tag ท่ีติดกับโปรตีน CryIAb/Ac 

(M=Protein marker, ชองท่ี 1 คือ BSA, ชองท่ี 2 คือ Supernatant จากเซลลแบคทีเรีย CryIAb/Ac-BL21, 

ชองท่ี 3 คือ โปรตีน CryIAb/Ac หลอดท่ี 1, ชองท่ี 4 คือ โปรตีน CryIAb/Ac หลอดท่ี 2) 

 M     1            2         3         4 kDa 
~ 95 

~ 70 
~ 62 

~ 42 

~ 51 

~ 29 

~ 68 kDa 
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การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในกระตาย 

ตรวจสอบคาไตเตอรแอนติซีรัมแตละหลอดดวยเทคนิค indirect ELISA พบวาคาไตเตอรอยู

ในชวง 204,800-1,638,400 ซ่ึงแอนติซีรัมจากการเจาะเลือดกระตายครั้งท่ี 6 และ 10 ใหคาไตเตอรสูงสุด คือ 

1,638,400 และแยกสกัด IgG ดวยเครื่องทําบริสุทธิ์โปรตีน โดยใชแอนติซีรัมเริ่มตนท่ี 1 มิลลิลิตร ซ่ึงจากแอน

ติซีรัม 1 มิลลิลิลิตร ตรวจวัดคา UV1_280 ไดเทากับ 340 mAU ตรวจวัดคาความเขมขนท่ี OD.280 ไดเทากับ 

2.381 คิดเปนความเขมขนของ IgG เทากับ 1.70 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 2.5 มิลลิลิตร IgG ท่ีแยกสกัด

ไดจะมี Heavy chain ขนาด 50 กิโลดาลตัน และ light chain และ 25 กิโลดาลตัน เม่ือตรวจสอบดวยเทคนิค 

SDS-PAGE  

 การพัฒนาชุดตรวจสอบดวยเทคนิคอิมมูโนโครมาโตกราฟ  

 - การเชื่อมตอ IgG กับอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตรดวยเทคนิค electrostatic force 

 เบื้องตนพบวา IgG ปริมาณ 16 ไมโครลิตร เหมาะสมกับการเชื่อมตอกับอนุภาทอง เพราะเม่ือ

ทดสอบกับ 10% NaCl  ยังคงมีสีท่ีใกลเคียงกับ colloidal gold ปกติ ซ่ึงหากปริมาณของ colloidal gold 

และ IgG มีอัตราสวนท่ีไมสมดุลกันนั้น colloidal gold ซ่ึงมีประจุบวก จะจับกับ NaCl ท่ีมีประจุเปนลบ  จน

ตกตะกอน หรือเปลี่ยนเปนสีมวงเทา เม่ือตรวจวัดคาการดูกลืนแสดงท่ีความยาวคลื่นแสง 400-800 นาโนเมตร 

colloidal gold conjugated IgG ใหคา OD400-800 ต่ํากวา Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร แตงยังคง

ใหคาการดูดกลืนแสงท่ีสูงกวา colloidal gold +10% NaCl แสดงวาท่ีระดับความเขมขนของ IgG ท่ี 16 

ไมโครลิตร ยังเปนระดับความเขมขนท่ีไมเหมาะสมในการเชื่อมตอกับ colloidal  

 - การเชื่อมตอ IgG กับอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตรดวยเทคนิค neary covalent 

 การใช IgG linker ในการเชื่อมตอกับอนุภาคทอง ซ่ึงจะได colloidal gold conjugated IgG ท่ี

เชื่อมตอกันดวยพันธะโควาเลนต colloidal gold และ IgG ท่ีเชื่อมตอกันจะมีความเสถียรและไมหลุดจากกัน

เม่ือเกิดการเปลี่ยนแปลงของ pH หรือสภาวะตางๆ จากการตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี OD.400-800 ของ gold 

และ gold conjugated IgG ชวงของคาดูดกลืนแสงสูงสุดควรแตกตางกันไมเกิน 10 นาโนเมตร จากการวัดคา

การดูด colloidal gold ใหคา OD.521 เทากับ  0.3781  และคา gold conjugated IgG ท่ีอัตราสวน 10 และ 

15 ไมโครลิตร คาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี OD.533 ท่ี 0.3565 และ 0.3567 ตามลําดับ สวนท่ีอัตราสวน  20 

ไมโครลิตร ใหคาการดูดกลืนแสงท่ีแตกตางกับ IgG อีก 2 อัตราสวนมาก ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 

OD.562 ไดเทากับ 0.3113 ความยาวของคาการดูดกลืนแสงแตกตางกับ colloidal gold ถึง 41 นาโนเมตร 

แสดงวาท่ี IgG อัตราสวนมากเกินเม่ือไปจับกับ colloidal gold แลวทําใหพ้ืนท่ีผิวของ colloidal gold เสีย

สภาพไปจากเดิม จึงเปนอัตราสวนท่ีไมควรนําไปใชในการพัฒนาชุด  

 - การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG และ gold conjugated IgG ตอตัวอยางชนิดตาง ๆ 

 ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG ดวยเทคนิค DIBA โดยใช IgG และ gold conjugated 

IgG ท่ีผลิตข้ึนสามารถตรวจสอบโปรตีนในตัวอยาง supernatant ของเซลลแบคทีเรีย และโปรตีน CryIAb/Ac 

ท่ีทําบริสุทธิ์ และตัวอยางโปรตีน CryIAb แตไมเกิด fale positibve ในตัวอยาง negative ท่ีเปนเชนนี้
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เนื่องจากเม่ือตรวจวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน CryIAb/Ac และ CryIAb  พบวาลําดับกรดอะมิโน

ของโปรตีนท้ัง 2 มีความคลายคลึงกัน โดยโปรตีน CryIAb เปนสวนหนึ่งของโปรตีน CryIAb/Ac  

- การตรวจวิเคราะหลักษณะ colloidal gold และ gold conjugated IgG ภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอน 

 จากการตรวจสอบขนาดของ colloidal gold และ colloidal gold conjugated IgG ภายใต

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสงผานพบวา ขนาดของ colloidal gold และ colloidal gold conjugated 

IgG มีความแตกตางกันเพียงเล็กนอย ขนาดของ colloidal gold conjugated IgG มีขนาดเฉลี่ย 30 นาโน

เมตร ใหญกวา colloidal gold มีขนาดเฉลี่ย 22  นาโนเมตร ภาพท่ี 2 ถึงแมขนาดของ colloidal gold ยังมี

ขนาดไมถึง 40 นาโนเมตร แตก็อยูในชวง 20-40 นาโนเมตร ซ่ึงเปนขนาดท่ีเหมาะสมในการเชื่อมตอกับ

แอนติบอดีและมีสีแดงทําใหแสดงผลการตรวจสอบท่ีชัดเจนยิ่งข้ึนเม่ือเกิดปฏิกิริยาบนเมมเบรนท่ีมีสีขาว  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 การเปรียบเทียบขนาดของ Colloidal gold กอนและ gold conjugated IgG ตรวจสอบภายใต

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานท่ีกําลังขยาย x40.0k ท่ี 100 กิโลโวลต 

                   ก) Colloidal gold กอนเชื่อมตอขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ย 22 นาโนเมตร   

                   ข) Colloidal gold conjugated IgG ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ย 30 นาโนเมตร ตามลําดับ 

 - การทดสอบหาคาพีเอชท่ีเหมาะสมสําหรับการเชื่อมตอกับ IgG ของสารละลาย colloidal gold 

ขนาด 40 นาโนเมตร 

 จากการเปรียบเทียบคา pH  ของสารละลาย colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร ท่ีคา 7.4 

และ 9.0 เพ่ือคัดเลือกคา pH ของ colloidal gold ท่ีประสิทธิภาพและความเสถียรในการเชื่อมตอกับ IgG 

พบวาคาการดูดกลืนแสงท่ีตรวจวัดจาก colloidal gold pH 7.4 มีคามากกวา colloidal gold pH 9.0 แสดง

วาบนพ้ืนท่ีผิวของ colloidal gold pH 7.4 มีการเชื่อมตอกับ IgG ไดมากกวา colloidal gold pH 9.0 จึง

ควรเลือก colloidal gold pH 7.4 ไปใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบ 

 - การศึกษาชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนและ conjugate pad 

 จากการทดสอบชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน AE 99 และ Unisart 140 gold 

conjugated IgG สามารถเคลื่อนท่ีผาน Unisart 140 เมมเบรนไดดีกวา AE 99 ผลการเกิดปฏิกิริยาบริเวณ 
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control line และ test line ใหผลการทดสอบท่ีชัดเจนกวา ซ่ึงแสดงใหเห็นวาโปรตีน CryIAb/Ac สามารถ

เคลื่อนท่ีผาน Unisart 140 ไกดีกวาเมมเบรนชนิด AE 99  จึงควรคัดเลือกเมมเบรนชนิดดังกลาวไปใชพัฒนา

ชุดตรวจสอบ และการเปรียบเทียบการเคลื่อนท่ีของ  conjugate pad ท่ีทําจากวัสดุ 2 ชนิดคือ glass fiber 

grade  8964 และ polyester sheet  พบวา polyester sheet  สามารถปลอย gold conjugated IgG 

คอยๆ ไหลผานไปไดรวดเร็ว เหลือปริมาณ gold conjugated IgG ท่ีไมสามารถเคลื่อนท่ีไปไดในปริมาณนอย

กวา  glass fiber grade  8964 แตควรเลือก glass fiber grade  8964 ไปพัฒนาชุดทดสอบเนื่องจากถา

โมเลกุลเคลื่อนท่ีเร็วเกินไปจะทําให IgG มีระยะเวลาในการตรวจจับกับแอนติเจนนอยเกิดไป สงผลใหมี

แอนติเจนตกคางอยูบริเวณ conjugate pad ทําใหแอนติเจนไมเพียงพอใหตรวจจับไดบริเวณ test line ซ่ึงชุด

ตรวจสอบจะไมสามารถตรวจจับแอนติเจนหรือโปรตีน CryIAb/Ac ในปริมาณต่ํา ๆ ได แตควรมีการศึกษา

สารละลาย blocking solution เพ่ิมเติมเพราะชนิดของ blocking solution ท่ีมีสวนผสมของ BSA และ 

Sucrose มีผลกระทบตอการเคลื่อนท่ีของตัวอยางท่ีหยดบนชุดตรวจสอบ และมีสวนชวยในการปองกันบริเวณ

พ้ืนผิวของ colloidal gold ท่ีไมไดตรวจจับกับโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ ซ่ึงจะชวยปองกันการเกิดปฏิกิริยาขามของชุด

ตรวจสอบ และสงผลใหการตรวจสอบสามารถตรวจสอบโปรตีนเปาหมายไดอยางถูกตองแมนยํามากยิ่งข้ึน 

- ปริมาณความเขมขนและอัตราสวนของ control line และ test line 

 พบวาอัตราสวนท่ีเกิดปฏิกิริยาบริเวณ control line และ test line ท่ีชัดเจนท่ีสุดคือ GAR 

อัตราสวน 1:2 ใหผลการตรวจสอบท่ีบริเวณไดดีกวา อัตราสวน 1:3 เม่ือใช GAR อัตราสวน 1:2 ท่ีปริมาณ 1, 

1.5 และ 2 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร ใหผลการทดสอบท่ีไมแตกตางเม่ืออานผลการตรวจสอบในระดับสายตา 

สวน test line ท่ีเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 1.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร ใหผลการตรวจสอบท่ี

ถูกตองชัดเจนเพียงพอ ฉะนั้นอัตราสวนของ control line ท่ีใช GAR อัตราสวน 1:2 ปริมาณ 1 ไมโครลิตรตอ

เซนติเมตร และ test line ท่ีเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 1.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตรไปใชพัฒนา

ชุดตรวจสอบ 

 - การหาปริมาณความเหมาะสมของ gold conjugated IgG สําหรับลงบนแผน Conjugate pad 

 จากการทดสอบอัตราสวนของ gold conjugated IgG จํานวน 2 ความเขมขนคือ gold 

conjugated IgG ท่ีใช IgG-linker ปริมาณ 10 และ 15 ไมโครลิตรตอ colloidal gold 1 มิลลิลิตร เพ่ือนําไป

พนท่ีบริเวณ Conjugate pad พบวาปริมาณ gold conjugated IgG  ท่ีเหมาะสม คือ อัตราสวน 12-14 

ไมโครลิตร แตไดเลือกอัตราสวนท่ี 12.5 ไมโครลิตร สําหรับพนบน conjugate pad ไปพัฒนาชุดตรวจสอบ 

ซ่ึงเปนอัตราสวนท่ีไมสิ้นเปลือง gold conjugated IgG และมีปริมาณท่ีพอเหมาะในการการจับกับโปรตีน

เปาหมายแลวสามารถเคลื่อนท่ีไปตามหลักโครมาโตกราฟฟไดอยางเหมาะสม  

 ชนิดของ Extraction buffer มีผลกระทบโดยตรงตอการเกิดปฏิกิริยาบนชุดตรวจสอบ ซ่ึง

คุณสมบัติของ Extraction buffer จะตองท่ีความสามารถในการสกัดโปรตีนจากตัวอยางท่ีใชทดสอบไดอยางมี

ประสิทธิภาพ มีปริมาณและรักษาสภาพโปรตีนไดดี ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีไมใชโปรตีน
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เปาหมาย ซ่ึง Extraction buffer ท่ีเหมาะสมสําหรับนําไปใชในการเตรียมตัวอยางท่ีสุด คือ DOA extraction 

buffer pH 8.5 และ 1xPBS pH 7.4  

 - การทดสอบประสิทธิภาพและความจําเพาะเจาะจงของชุดตรวจสอบ  

 จากการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของชุดตรวจสอบพบวา ชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนเพ่ือ

ตรวจสอบขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt 63 ชุดตรวจสอบไมเกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีนท้ัง NK 603, EPSPS, 

NPTII, Cry9C, BSA และ DOA extraction buffer แตเกิดปฏิกิริยากับโปรตีน CryIAb ซ่ึงพบวาโปรตีน

ดังกลาวมีสวนคลายคลึงกับโปรตีน CryIAb/AC จึงทําใหชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนสามารถนําไปตรวจสอบพืช

ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีการปนเปอนของโปรตีน CryIAb ไดเชนกัน โดยสามารถอานผลการตรวจสอบไดอยาง

ชัดเจนภายในระยะเวลา 10  นาทีหลังจากหยดตัวอยางทดสอบ แตเม่ือนําไปทดสอบกับผลิตภัณฑขาวท่ีมีการ

ปนเปอนของพืชดัดแปรพันธุกรรม พบวาชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนมาไมสามารถตรวจสอบได อาจเนื่องจาก

ตัวอยางดังกลาวมีการปนเปอนของดัดแปรพันธุกรรมในปริมาณนอย และตัวอยางผานการแปรรูปอาจทําให

โปรตีนมีการเสียสภาพไปจนแอนติบอดีไมสามารถตรวจจับได ซ่ึงอาจจะตองทดสอบหาชนิดของ Extraction 

buffer ท่ีเหมาะสมกับการสกัดโปรตีนจากผลิตภัณฑตอไป  

 จากการทดสอบความไวในการตรวจสอบและระดับความเจือจางต่ําสุดของชุดตรวจสอบท่ี

ประกอบดวยcontrol line ท่ีเจือจาง 1: 2 อัตราสวน 1 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร test line เขมขน 2 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อัตราสวน 1.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร และใช gold conjugated IgG  ท่ี 12.5 

ไมโครลิตรตอเซนติเมตร ทดสอบโปรตีน Cry IAb/Ac บริสุทธิ์ ไดท่ีระดับความเจือจางต่ําสุดท่ี 1:400 คิดเปน

ความเขมขนโปรตีน 150 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และสามารถตรวจสอบเซลลแบคทีเรียท่ีมีโปรตีน CryIAb/Ac 

ท่ีความเจือจาง 1:200 แสดงใหเห็นวาแมตัวอยางโปรตีนเปาหมายปนเปอนอยูในตัวอยางอ่ืนๆ ท่ีไมใชสภาพ

ตัวอยางโปรตีนบริสุทธิ์ ชุดตรวจสอบท่ี DOA extraction buffer สกัดโปรตีนยังคงสามารถตรวจสอบไดอยาง

มีประสิทธิภาพ ภาพท่ี 3 

 - การปริมาณท่ีเหมาะสมของตัวอยางสําหรับใชทดสอบ 

 ปริมาณตัวอยางท่ีใชในการทดสอบควรใชท่ี 80 ไมโครลิตร ซ่ึงเพียงพอสําหรับการทดสอบ เพราะ

ถาปริมาณตัวอยางมากเกินไปจะทําใหการเคลื่อนท่ีของตัวอยางท่ีจับกับ gold conjugated IgG เคลื่อนท่ีไดชา 

เม่ือเคลื่อนท่ีถึง absorption pad ทําใหสารละลายสวนท่ีเหลือเกินความสามารถในการดูดซับของ 

absorption pad ไหลยอนกลับ อาจสงผลกระทบ คือ มาบดบังการแสดงผลการตรวจสอบบริเวณของสวน 

control line และ test line ดังภาพท่ี 4  

 - การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการคา 

 จากการเปรยีบเทียบผลการตรวจสอบตัวอยางโปรตีน CryIAb/Ac ท่ีผานกระบวนการทําบริสุทธิ์ 

ซ่ึงโปรตีนท่ีไดอยูในสภาพ denature  และตัวอยางเซลลแบคทีเรียท่ีมี recombinant protein  ในสภาพ 

native พบวาท้ังชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนและชุดตรวจสอบท่ีมีจําหนายทางการคาสามารถตรวจสอบโปรตีน 

CryIAb/Ac ท่ีไดอยูในสภาพ denature  และสภาพ native ไดอยางจําเพาะเจาะจง ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ
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         Buffer                  1:100       1:200                  1:400               1:100             

โปรตีน เซลลแบคทีเรีย 

          70                    80                     90                     100    

บัฟเฟอรท่ีนํามาใชทดสอบ ซ่ึงชุดตรวจสอบ Cry1Ab-Ac ของบริษัท Agdia สามารถตรวจสอบโปรตีน 

CryIAb/Ac ท่ีอยูในสภาพธรรมชาติ (native) ไดดีกวาชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนภายในหองปฏิบัติการ สามารถ

ตรวจสอบเซลลแบคทีเรียท่ีมี recombinant protein ไดในระดับความเจือจางท่ี 1:1,600 ภายในระยะเวลา 5 

นาที ในขณะท่ีชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนตรวจสอบ recombinant protein ไดท่ีระดับความเจือจางท่ี 1:200 

แตสามารถตรวจสอบตัวอยางโปรตีน CryIAb/Ac บริสุทธิ์ (โปรตีนท่ีอยูในสภาพ denature) ท่ีเจือจางโปรตีน

ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในอัตราสวน 1:400 (ภาพท่ี 5) ไดดีกวาชุดตรวจสอบท่ีจําหนายเพ่ือ

การคา เพราะจะนั้นชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนถือเปนชุดตรวจสอบตนแบบท่ีสามารถนําไปพัฒนาเพ่ือใชในการ

ตรวจสอบขาวดัดแปรพันธุกรรมในเชิงพาณิชยไดในอนาคต  

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3 ผลการทดสอบชุดตรวจสอบท่ีใช gold conjugated IgG อัตราสวน 12.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร 

control line 1:2 อัตราสวน 1 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร test line เขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อัตราสวน 

1.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร ท่ีระยะเวลา 10 นาที หลังหยดตัวอยาง 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4 ผลการเกิดปฏิกิริยาบนชุดตรวจสอบใชปริมาณตัวอยางในการทดสอบความเขมขน 100 นาโนกรัม

ตอไมโครลิตรปริมาณ70, 80, 90 และ 100 ไมโครลิตรท่ีระยะเวลา 10 นาที 
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ภาพท่ี 5 ผลการทดสอบชุดตรวจสอบ Cry1Ab-Ac ของบริษัท Agdia ตอโปรตีน CryIAb/Ac,  ก : 1,   2,   3,   

4 คือ โปรตีน CryIAb/Ac ท่ีเจือจาง 1:100, 1:200, 1:400, 1:800  สวน ข : 5, 6, 7, 8, 9 คือ เซลลแบคทีเรีย

ท่ีมี recombinant protein ในระดับความเจือจางท่ี 1:100, 1:200, 1:400, 1:800  และ 1:1,600 ตามลําดับ 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

การพัฒนาชุดตรวจสอบขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63 เริ่มจากการสังเคราะหยีน CryIAb/Ac  

ขนาด 1,845 bp เชื่อมตอเขาสูเวคเตอร pET 101/D-TOPO® แลวถายโอนพลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย       

E. coli BL21 เพ่ิมปริมาณโปรตีนภายในเซลลแบคทีเรีย จากนั้นจึงนํารีคอมบิแนนทโปรตีนมาผานกระบวนการ

ทําบริสุทธิ์โดยใช Ni-NTA ผลการตรวจสอบขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE พบโปรตีน CryIAb/Ac  มี

ขนาด 68 กิโลดาลตัน ถูกชะออกมาท่ี elution buffer pH 3.5 และเนื่องจากโปรตีนท่ีสังเคราะหข้ึนเปน

โปรตีนท่ีไมละลายน้ําทําใหกระบวนการทําบริสุทธิ์ทําไดยาก กระบวนการทําบริสุทธิ์โปรตีนทําใหไดโปรตีนท่ี

เสียสภาพ ถึงแมจะมีการนําโปรตีนดังกลาวไปทํา dialysis เพ่ือใหโปรตีนคืนกลับในสภาพธรรมชาติก็ไม

สามารถทําใหโปรตีนกลับสูสภาพธรรมชาติไดอยางสมบูรณ กอนนําโปรตีนไปใชเปนแอนติเจนตรวจสอบ

โปรตีนเปาหมายอีกครั้งโดยใช anti-6x His tag ตรวจสอบ His-tag mujเชื่อมติดอยูกับโปรตีนเปาหมายดวย

เทคนิค western blot จากนั้นนําโปรตีนท่ีไดฉีดกระตุนกระตาย เจาะเลือดกระตายเพ่ือเก็บแอนติซีรัมมาแยก

สกัด IgG ดวยชุดสกัด protein A ซ่ึงมีความจําเพาะเจาะจงตอ IgG โดยเฉพาะ ซ่ึงพบวาแอนติเจนท่ีฉีดกระตุน

สัตวทดลองมีผลกระทบตอคุณภาพของแอนติบอดอยางมาก เนื่องจากกระบวนการผลิตแอนติบอดี 

สัตวทดลองจะตอบสนองและจดจําแอนติเจนไดในสภาพของแอนติเจนท่ีเปนสิ่งแปลกปลอมเขาไปในรางกาย 

อิพิโทปของแอนติบอดีจดจําแอนติเจนในรูปแบบท่ีเสียสภาพ เม่ือนําแอนติบอดีท่ีไดมาใชในการพัฒนาชุด

ตรวจสอบจึงสงผลให ชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนตรวจสอบโปรตีน CryIAb/Ac ในสภาพธรรมชาติมี

ประสิทธิภาพในการทดสอบไมดีเทากับชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนทางการคา แตอยางไรก็ตามชุดตรวจสอบก็

สามารถตรวจสอบโปรตีนในขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt 63 ไดท้ังในสภาพ denature และ native โดยสามารถ

Bf.     ก : 1   2   3   4      ข : 5   6   7   8   9 
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ตรวจสอบโปรตีน CryIAb/Ac ท่ีระดับความเขมขนต่ําสุดท่ี  62.5 นาโนกรัมตอไมโครลิตร โดยใชตัวอยาง

ทดสอบครั้งละ 80 ไมโครลิตร โดยใช DOA extraction buffer ในการเตรียมตัวอยางทดสอบ การจับกัน

ระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีจับกันดวยพันธะท่ีไมใชพันธะโควาเลนต ซ่ึงเปนพันธะท่ีออนสามารถทําลาย

ไดดวยสารละลายท่ีเปน กรด เบส หรือเกลือ เพราะฉะนั้นชนิดของสารละลายบัฟเฟอรท่ีใชในการเตรียม

ตัวอยางทดสอบมีผลโดยตรงตอการเกิดปฏิกิริยาบนชุดตรวจสอบ ควรมีการศึกษาพัฒนาสารละลายบัฟเฟอร

ในการสกัดโปรตีนในตัวอยางทดสอบเพ่ือใหไดชุดตรวจสอบท่ีมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน  ชุดตรวจสอบขาวดัด

แปรพันธุกรรมท่ีพัฒนาข้ึน สามารถอานผลการตรวจสอบไดภายในระยะเวลา 10 นาทีหลังจากหยดตัวอยาง

ทดสอบ ซ่ึงผลการใชชุดตรวจสอบในการตรวจสอบโปรตีน CryIAb/Ac สอดคลองกับการตรวจสอบโดยใช

เทคนิค DIBA และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงชุดตรวจสอบนี้ถือวาเปนงานวิจัยตนแบบในการ

วิจัยพัฒนาเทคโนโลยี เพ่ือนํามาใชในการตรวจติดตามการแพรระบาดของขาวดัดแปรพันธุกรรมในสภาพแปลง 

การนําเขาสงออกสินคาเกษตร การตรวจคัดกรองวัตถุดิบ นอกจากชวยอํานวยความสะดวกในแกเจาหนาท่ี

หนวยงานของภาครัฐและเอกชน แลวสามารถขยายผลการผลิตในเชิงพาณิชย ท้ังนี้พลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน 

CryIAb/Ac สามารถนํามาใชเปน positive control ในการตรวจสอบขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt 63 ดวย

เทคนิค PCR หรือ real-time PCR และ protein ท่ีผลิตไดจากพลาสมิดลูกผสมยังสามารถนํามาใชเปน 

positive control ในการตรวจสอบขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt 63 ดวยเทคนิค ELISA หรือ DIBA และพัฒนา

เปนโปรตีนในรูปแบบแหงเพ่ือจําหนายในเชิงพาณิชย ท่ีสําคัญ งานวิจัยนี้ถือวาเปนตนแบบในการวิจัยพัฒนา

เทคโนโลยีสําหรับการตรวจสอบพืชหรือจุลินทรียดัดแปรพันธุกรรม ท่ีสามารถลดปริมาณและการใชสารเคมี 

ลดข้ันตอนการตรวจวิเคราะห ลดเวลาและคาใชจาย เพ่ือตอยอดสรางชุดตรวจในเชิงพาณิชยตอไป 
 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

หลังจากดําเนินโครงการวิจัยการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืช GMOs เพ่ือรับรองสินคาเกษตร

เสร็จสิ้น ซ่ึงในโครงการวิจัยนี้ประกอบดวยการทดลองท้ังสิ้น 9 การทดลอง โดยเริ่มตนการทดลองตั้งแตเดือน 

ตุลาคม พ.ศ. 2554 และสิ้นสุดในเดือน กันยายน พ.ศ. 2558 รวมระยะเวลาท้ังสิ้น 5 ป สรุปไดวาการทดลองท่ี

ทําท้ังหมดไดผลผลิตดังนี้ คือ การทดลองท่ี 1 ไดวิธีการทดสอบ (Validation method) ของการตรวจ

วิเคราะหถ่ัวเหลือง GTS 40-3-2 และขาวโพด MON810 โดยวิธี Real-time PCR การทดลองท่ี 2 สามารถ

สังเคราะหยีน Bt63 ในขาว ท่ีผลิตโปรตีน CryI A(b)+ CryI A(c) ใชเปนแอนติเจนเพ่ือผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะ

กับโปรตีน Bt63 และมีความไวในการตรวจสอบโปรตีนดังกลาว  ทําใหประสบความสําเร็จในในการพัฒนา

วิธีการประดิษฐชุดตรวจสอบแบบ GLIFT Kit ไดชุดตรวจสอบท่ีจําเพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพสําหรับ

ตรวจขาว Bt63 ในภาคสนาม การทดลองท่ี 3 สามารถสังเคราะหยีน CP4EPSPS ของขาวโพดตานทานสาร

กําจัดวัชพืช Roundup Ready เพ่ือผลิต recombinant protein ใชเปนแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีท่ี

จําเพาะกับโปรตีน CP4EPSPS ของขาวโพดตานทานสารกําจัดวัชพืช Roundup Ready ซ่ึงสามารถผลิต

แอนติบอดีท่ีมีความไว สามารถพัฒนาวิธีการประดิษฐชุดตรวจสอบแบบ GLIFT Kit ไดชุดตรวจสอบท่ีจําเพาะ
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เจาะจงและมีประสิทธิภาพเพ่ือตรวจขาวโพดตานทานสารกําจัดวัชพืช Roundup Ready ในภาคสนาม การ

ทดลองท่ี 4  ไดสังเคราะหยีน Cry1Ab ของขาวโพดตานทานแมลง เพ่ือผลิต recombinant protein CryIAb 

ใชเปนแอนติเจน เพ่ือผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะและมีความไวในการตรวจหาโปรตีน CryIAb ของขาวโพด

ตานทานแมลง ทําใหพัฒนาวิธีการประดิษฐชุดตรวจสอบแบบ GLIFT Kit ไดชุดตรวจสอบเพ่ือใชตรวจขาวโพด

ท่ีตานทานแมลง สายพันธุ MON810, Bt176, Bt11 และ Bt10 การทดลองท่ี 5 ไดสังเคราหยีน Cry9C ของ

ขาวโพดตานทานแมลง สายพันธุ CBH351 (StarLink) เพ่ือผลิต recombinant protein ดังกลาว เพ่ือใชเปน

แอนติเจน ในการสรางแอนติบอดี ท่ีมีความไวในการตรวจหาโปรตีน Cry9c เพ่ือพัฒนาวิธีการประดิษฐชุด

ตรวจสอบแบบ GLIFT Kit ไดชุดตรวจสอบท่ีจําเพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพเพ่ือตรวจขาวโพดตานทาน

แมลง สายพันธุ CBH351 (StarLink) ในภาคสนาม การทดลองท่ี 6 ไดวิธีการทดสอบ (Validation method) 

ของการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม Mon 89788, 356043 และ 305423 โดยวิธี Real-time 

PCR การทดลองท่ี 7 ไดวิธีการทดสอบ (Validation method) ของการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรม Mon 88017, Mon89034, MIR604 และ MIR162 โดยวิธี Real-time PCR การทดลองท่ี 8       

ไดชุดยีน ซ่ึงเปนดีเอ็นเอมาตรฐานสามชุด คือ พลาสมิด GMOs-DOA, GMOs-SC และ GMOs-Hawaii เพ่ือใช

เป น วั ส ดุ อ า ง อิ ง ในการตรวจสอบมะละกอดั ดแปร พันธุ ก รรม  สาย พันธุ กรมวิ ช าการ เ กษตร , 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และ Line 55-1 (ฮาวาย) ตามลําดับ ดวยวิธี PCR และ Real-time PCR ท่ีได

มาตรฐาน และถูกตองแมนยํา และการทดลองท่ี 9 ไดชุดตรวจสอบ ELISA kit ท่ีสามารถนําไปใชตรวจสอบถ่ัว

เหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

ซ่ึงผลผลิตจากโครงการวิจัยนี้นับวามีประโยชนอยางยิ่ง กลาวคือ วิธีการตรวจวิเคราะหการ

ปนเปอนถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมท่ีพัฒนาข้ึนเปนการวิเคราะหเชิงปริมาณ นอกจากจะเปนการ

พัฒนาวิธีการตรวจรับรองสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรมใหไดตามมาตรฐานสากล และการขอการรับรอง

หองปฏิบัติการใหเปนมาตรฐานของ ISO/IEC17025 นําไปสูการสรางความม่ันใจใหกับประเทศคูคาในการออก

ใบรับรองของหองปฏิบัติการ ยังสามารถนําไปใชเปนคูมือการปฏิบัติงานตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณของ

หองปฏิบัติการ เพ่ือการตรวจวิเคราะหตัวอยางพืช ผลิตภัณฑแปรรูปและอาหารสัตวท่ีตองการการตรวจรับรอง

สําหรับการนําเขา-สงออกสินคาระหวางประเทศ ท้ังยังตอบสนองตอระเบียบมาตรการในการติดฉลากสินคาดัด

แปรพันธุกรรมกับประเทศคูคาท่ีมีการกําหนดเปอรเซ็นตการปนเปอนข้ันต่ําไว ในสวนของการพัฒนาชุด

ตรวจสอบโปรตีนของขาว Bt63, ขาวโพด Roundup Ready, ขาวโพดตานทานแมลง และขาวโพด StarLink ซ่ึง

เปนการตรวจสอบอยางรวดเร็ว เปนประโยชนตอเจาหนาท่ีดานกักพืช นักวิชาการและเจาหนาท่ีซ่ึงตอง

ปฏิบัติงานภาคสนาม ใหสามารถตรวจสอบการปนเปอนของพืชดัดแปรพันธุกรรมในเบื้องตน เพ่ือเปนการเฝา

ระวัง หรือติดตามการแพรกระจายพืชดัดแปลงพันธุกรรมในแปลงปลูกไดอยางงายและรวดเร็ว ท้ังนี้ภาคเอกชน

ก็สามารถใชชุดทดสอบในการคัดเลือกวัตถุดิบท่ีปลอดการปนเปอนพืชดัดแปรพันธุกรรมเขาสูโรงงาน ซ่ึงจะ

ชวยเพ่ิมมาตรฐานสินคาไดอีกดวย เชนเดียวกับการพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือตรวจสอบโปรตีน 

CP4EPEPS ของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมตานทานสารกําจัดวัชพืช สามารถใชชุดตรวจสอบนี้เพ่ือตรวจสอบ
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ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมภาคสนามอยางรวดเร็ว  ถูกตองแมนยํา สามารถตรวจวิเคราะหตัวอยางไดหลาย

ตัวอยางตอครั้ง ลดตนทุนในการตรวจวิเคราะห เปนประโยชนตอการเฝาระวัง หรือติดตามการแพรกระจายพืช

ดัดแปรพันธุกรรมในแปลงปลูกไดอยางรวดเร็ว ท้ังยังตอยอดผลิตเปนชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือจําหนายใน

เชิงพาณิชย ลดการนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศไดอีกดวย และประสบความสําเร็จในการสรางชุดยีน 

ซ่ึงเปนดีเอ็นเอมาตรฐาน เพ่ือใชเปนวัสดุอางอิงในการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุกรม

วิชาการเกษตร, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และสายพันธุ 55-1 (ฮาวาย) ไดอยางถูกตอง ชวยลดการนําเขา

วัสดุอางอิงท่ีมีราคาแพงจากตางประเทศ นับไดวาโครงการวิจัยนี้เปนการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืชดัด

แปรพันธุกรรมเพ่ือรับรองสินคาเกษตร ติดตาม และเฝาระวังพืชดัดแปรพันธุกรรมอยางมีประสิทธิภาพอยางยิ่ง 
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