
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  
------------------------ 

1. ชุดโครงการวิจัย :   - 
2.   โครงการวิจัยเดี่ยว : พัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรม 
     กิจกรรมย่อย (ถ้ามี) : พัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมด้วยวิธีชีวโมเลกุล 
3.  ชื่อการทดลอง  
(ภาษาไทย) วิจัยพัฒนาการตรวจวิเคราะห์ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon810    และ NK603 ด้วยเทคนิค

Multiplex Real-time PCR 
(ภาษาอังกฤษ) Method Validation of Event Specific Mon810 and NK603 Identification     

using Multiplex real-time PCR Technique 

4.  คณะผู้ด าเนินงาน 
    หัวหน้าการทดลอง :  นางสาวปิยนุช   ศรชัย   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
    ผู้ร่วมงาน     นางขนิษฐา วงศ์วัฒนารัตน์ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

     นางสาวฐิติรัตน์ อัศวมงคลศิริ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
             นายธีระ ชูแก้ว   ศูนย์วิจัยปาล์มน  ามันสุราษฎร์ธานี  

           สถาบันวิจัยพืชไร่และพืชทดแทนพลังงาน 
5. บทคัดย่อ /Abstract 

ในปัจจุบันนี พืชดัดแปรพันธุกรรมได้รับการยอมรับในหลายประเทศ ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมได้รับ
การอนุญาตให้มีการขายเชิงพาณิชย์มากที่สุด โดยข้าวโพดทนทานสารก าจัดวัชพืช (NK603 event) และ
ต้านทานแมลง (MON810 event) มีการอนุญาตใช้มากสุด แต่ส าหรับบางประเทศการน าเข้าและส่งออกสินค้า
เกษตรมีความจ าเป็นต้องท าการตรวจวิเคราะห์รายละเอียดของยีนหรือระบุสายพันธุ์ของพืชดัดแปรพันธุกรรม
นั นๆ ก่อน ซึ่งเป็นที่มาของการศึกษาการพัฒนาและทดสอบความใช้ได้วิธีการตรวจวิเคราะห์ข้าวโพดดัดแปร
พันธุกรรมสายพันธุ์ Mon810 และ NK603 ด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR โดยการตรวจสอบ
ความจ าเพาะและความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์และโพรบ Event Specific Mon810 NK603 และยีน 
HMG แบบ Multiplex ผลการทดลองพบว่า ไพรเมอร์และโพรบมีความจ าเพาะส าหรับการตรวจข้าวโพดดัด
แปรพันธุกรรมสายพันธุ์  Mon810 และ NK603  คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วนความเข้มข้นสุดท้ายของไพร
เมอร์ Mon810 NK603 และ HMG ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา Multiplex Real-time PCR คือ 0.15 0.3 
และ 0.05 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ และความเข้มข้นสุดท้ายของโพรบ Mon810 NK603 และ HMG            
ที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาคือ 0.05 0.15 และ0.025 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ เมื่อทดสอบความใช้ได้ของ
วิธีตรวจจ าแนกยีน Event Specific Mon810 และ NK603 ร่วมกับยีนอ้างอิงพืชพร้อมกันในปฏิกิริยาเดียว
ด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR พบว่าวิธีดังกล่าวมีความสามารถในการจ าแนกยีนโดยค่าพารามิเตอร์



ของการเกิดปฏิกิริยาอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ดังนี  ค่า PCR efficiency 97-112 เปอร์เซ็นต์ (ค่าที่ยอมรับของวิธี 
Multiplex 80-120 เปอร์เซ็นต์) ค่า Linearity (R2) และ ค่า Slope เท่ากับ 0.99 และอยู่ในช่วง -3.38 ถึง -
3.07 ตามล าดับ เทคนิคนี มีขีดจ ากัดการตรวจวิเคราะห์ (LOD) ที่ 0.1 เปอร์เซ็นต์ และเทคนิคการตรวจสอบ 
Mon810 NK603 และยีน HMG รวมกันในปฏิกิริยาเดียวกันแบบ Multiplex Real-time PCR สามารถใช้เป็น
วิธีการตรวจวิเคราะห์ยีนของตัวอย่างข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมและผลิตภัณฑ์จากข้าวโพดได้  
 

ค าส าคัญ: ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม, เทคนิค multiplex real-time PCR, Mon810, NK603 และ  
    การทดสอบความใช้ได้ 

 
Nowadays several countries widely accept GMOs. Genetically modified maize is the most 

events that has been approved for commercialization especially lepidopteran insect resistance 
(Mon810) and glyphosate herbicide tolerance (NK603). However, import and export of GM products of 
some countries is necessary to be analyzed the construct of the gene or GM event. The aim of this 
study was to develop GM maize, Mon810 and NK603, detection method using multiplex real-time PCR 
technique. The specificity and the final concentrations of Mon810, NK603 and HMG primers and 
probes were investigated. The results revealed that Mon810, NK603 and HMG primers and probes 
were specific to Mon810 and NK603 maize. The final concentrations of Mon810, NK603 and HMG 
primer were 0.15, 0.3 and 0.05 µM, respectively. The final concentrations of Mon810, NK603 and HMG 
probe were 0.05, 0.15 and 0.025 µM, respectively. Subsequently, the Event-specific Mon810 and 
NK603 and endogenous gene identification method, in the same reaction, were validated using 
multiplex real-time PCR. The parameters of this multiplex real-time PCR method were within the 
acceptable parameter standard including 97 to 112 percentage of PCR efficiency, -3.38 to -3.07 of 
slope, 0.99 of linearity (R2), limit of detection in 0.1 percentage and no false positive or negative 
results. In summary, multiplex real-time PCR in this study can be used for the events screening 
method of GM maize and maize products  
Key-words: Genetically Modified maize, multiplex real-time PCR technique, Mon810,      
               NK603 and validation 
 
 
 
 
 
 
 



6. ค าน า 
ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมเป็นพืชที่มีการปลูกในเชิงพาณิชย์มากที่สุด 232 สายพันธุ์ โดยข้าวโพดดัด

แปรพันธุกรรม Mon810 ซึ่งประกอบด้วยยีน Cry1A(b) ที่มีความสามารถต้านทานแมลงและข้าวโพด NK603 
ที่ประกอบด้วยยีน cp4epsps ที่ทนทานต่อยาก าจัดวัชพืช และได้รับการยอมรับให้สามารถวางขายในตลาด
สหภาพยุโรปได้ (Kramkowska et al., 2013; ISAAA, 2018) แต่อย่างไรก็ตามการน าเข้าและส่งออกสินค้า
เกษตรในบางประเทศจะต้องระบุชนิดของพืชดัดแปรพันธุกรรม (event) หรือต้องผ่านการตรวจวิเคราะห์
รายละเอียดของพืชดัดแปรพันธุกรรม เช่น โปรโมเตอร์ เทอร์มิเนเตอร์ ยีนต่างๆ เช่น construct หรือ event 
specific เป็นต้น  

ส าหรับการตรวจวิเคราะห์พืชดัดแปรพันธุกรรมที่เป็นมาตรฐานสากล (JRC-EU) ได้แบ่งระดับของการ
ตรวจวิเคราะห์เป็น 3 ระดับคือ 1.การตรวจคัดกรอง (screening method) ในต าแหน่งโปรโมเตอร์ หรือ   
เทอร์มิเนเตอร์ ซึ่งสามารถตรวจพบได้ในพืชดัดแปรพันธุกรรมเกือบทุกชนิดแต่ไม่สามารถระบุชนิดหรือ       
สายพันธุ์ของพืชดัดแปรพันธุกรรม 2.การตรวจวิเคราะห์ยีนที่ถูกถ่ายเข้าในพืชดัดแปรพันธุกรรม (target or 
construct gene) ซึ่งมีความจ าเพาะต่อลักษณะของพืชดัดแปรพันธุกรรมเป็นกลุ่มๆ เช่น ยีน Cry1Ab        
ยีน CP4EPSPS เป็นต้น 3. การตรวจจ าแนกชนิดหรือสายพันธุ์ของพืชดัดแปรพันธุกรรม (Event specific) จะ
ตรวจสอบบริเวณเอกลักษณ์คือต าแหน่งที่ยีนถูกถ่ายเข้าไปต่อกับส่วนของจีโนมพืช จึงมีความจ าเพาะต่อชนิด
พืชดัดแปรพันธุกรรมสูง ซึ่งส่งผลกับค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ด้วย 

ในปัจจุบันห้องปฏิบัติการระดับสากลตรวจคัดกรองพืชดัดแปรพันธุกรรมด้วยเทคนิค Multiplex 
real-time PCR ซึ่งเป็นการตรวจสอบยีนพร้อมกัน 3 ยีนในปฏิกิริยาเดียวกันโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนที่
ต้องการตรวจต่างกัน และโพรบที่ติดด้วย Reporter ที่แตกต่างกันท าให้สามารถเปล่งแสงที่ความยาวคลื่นที่
แตกต่างกัน แต่ส าหรับการตรวจจ าแนกชนิดพืชดัดแปรพันธุกรรมยังคงใช้เทคนิค Simplex real-time PCR 
(JRC-EURL-GMFF- ENGL, 2011) เป็นการตรวจวิเคราะห์ปฏิกิริยาแต่ละยีนแยกปฏิกิริยากัน ซึ่งต้องใช้เวลา 
สารเคมี และต้นทุนค่าตรวจวิเคราะห์มาก จึงเป็นที่มาการศึกษาครั งนี คือ การน าเทคนิค Multiplex  real-time 
PCR มาใช้ในการตรวจจ าแนกยีนข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon810 และ NK603 พร้อมกัน แต่อย่างไรก็ตาม
การพัฒนาวิธีการตรวจสอบของห้องปฏิบัติการที่มีมาตรฐานระบบ ISO17025 ต้องมีการทดสอบความใช้ได้ของ
วิธีที่พัฒนาขึ นใหม่ (Validation) ทุกวิธีการ โดยค่าพารามิเตอร์ของวิธีการที่ผ่านการทดสอบความใช้ได้เช่น 
ความแม่นย า ความถูกต้อง ประสิทธิภาพของวิธีการ และขีดจ ากัดของวิธีจะต้องอยู่ในมาตรฐานที่ก าหนดของ
วิธีการนั นๆ โดยงานวิจัยนี มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาและศึกษาความใช้ได้ของวิธีตรวจจ าแนกชนิดข้าวโพดดัด
แปรพันธุกรรม Mon810 และ NK603 ร่วมกับยีนอ้างอิงพืชด้วยเทคนิค Multiplex real-time PCR  
 
 
 
 
 



7. วิธีด าเนินการ 
7.1 วัสดุและอุปกรณ์ 

1. วัสดุอ้างอิง  
   ส าหรับการศึกษานี ใช้วัสดุอ้างอิง (certificate reference material) ของข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม
สายพันธุ์ Mon810 NK603 Bt11 Bt 176 และ GA 21 ถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ RR (GTS 40-3-
2) และ DP305423-1ที่มีเปอร์เซ็นต์การปนของพืชดัดแปรพันธุกรรมในระดับที่แตกต่างกันดังตาราง  ที่ 1 
(Table1) ซึ่งได้รับมาตรฐานจาก Institute for Reference Materials and Measurements นอกจากนี ยัง
ใช้พลาสมิดของข้าวดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ Bt63 และ มะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ 55-1 (ขนิษฐา 
และคณะ, 2558) เป็นตัวอย่างอ้างอิง และส าหรับตัวอย่างข้าวโพดและผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ เช่น เมล็ดข้าวโพด 
ข้าวโพดกระป๋อง ครีมข้าวโพด แป้งข้าวโพด และเกร็ดข้าวโพด ได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการตรวจ
วิเคราะห์พืชและผลิตภัณฑ์พืชดัดแปรพันธุกรรม ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
Table1 GM certified reference materials information in this study 

Plant Source/code Event %GM  
(+ uncertainty) 

 Event Specific 

Mon810 NK603 
Maize ERM-BF413ak Mon810 ak <0.09 + - 

ERM-BF413ck Mon810 ck 0.49 + 0.1 + - 
ERM-BF413ek Mon810 ek 1.98 + 0.15 + - 
ERM-BF413gk Mon810 gk 9.9 + 0.5 + - 
ERM-BF415a NK603 a <0.4 - + 
ERM-BF415b NK603 b 0.1 + 0.04 - + 
ERM-BF415c NK603 c 0.49 + 0.05 - + 
ERM-BF415d NK603 d 0.98 + 0.07 - + 
ERM-BF411f Bt176 5 + 0.18 - - 
ERM-BF412f Bt11 4.89 + 0.21 - - 

 ERM-BF414f GA21 42.9+ 0.17 - - 
Soybean ERM-BF410k GTS 40-3-2 10 + 0.7 - - 

ERM-BF426d DP305423-1 10 + 0.7 - - 
Notes: + (positive) = Event Specific Mon810 or NK603 was should detected 

                    - (negative) = Event Specific Mon810 or NK603 was should not  detected       

2. LightCycler480 Multiwell Plate 96, with sealing foil 
3. Real-Time PCR equipment model LightCycler 480(Roche Technologies, Santa Clara, CA) 
4. วัสดุวิทยาศาสตร์และสารเคมีในการท าสกัดดีเอ็นเอและทดสอบปฏิกิริยา 
5.ไพรเมอร์และโพรบ (Sigma-Aldrich Biotechnolgoy) 
 



Table 2 Oligonucleotide sequences of primer and probe of Event Specific and endogenous gene  

Gene 
GM 

event 
Primer/ 
Probe 

Sequence (5’-3’) Reference 

Event -
Specific 

NK603 
(1) 

NK603-F GACCTCGAGTAAGCTTGTTAACGC Shrestha  
et al. (2010) NK603-R CGAGAAGAGATAACAGGATCCACTC 

NK603-P FAMTACCACGCGACACACTBHQ1 
NK603 NK603-F ATGAATGACCTCGAGTAAGCTTGTTAA JRC-EURL-

GMFF-ENGL 
(2011) 

(2) NK603-R AAGAGATAACAGGATCCACTCAAACACT 
 NK603-P FAMTGGTACCACGCGACACACTTCCACTCBHQ1 
Mon810 
(1) 

MON810-F CACTTCTCCTTGGACATCGATG Shrestha  
et al. (2010) MON810-R GCAAGCAAATTCGGAAATGAA 

MON810-P HEXAGGACTTTCGGTAGCCTTBHQ1 
Mon810 MON810-F TCGAAGGACGAAGGACTCTAACGT  JRC-EURL-       

GMFF-ENGL    
(2011) 

(2) MON810-R GCCACCTTCCTTTTCCACTATCTT 
 MON810-P HEXAACATCCTTTGCCATTGCCCAGCBHQ1 

Endogenous 
gene 

Zein 
 

Zein-F GCTTGCCAGCTTGATGGCGT Shrestha  
et al. (2010) Zein-R GGCATCGTCTGAAGCGGTAAGG  

Zein-P Cy5ATGCTGCAGCAACTGBHQ3 
Adh 
 

Adh-F CCAGCCTCATGGCCAAAG  Mazzara  
et al. (2005);  
JRC-EURL-
GMFF- ENGL 
(2011) 

Adh-R CCTTCTTGGCGGCTTATCTG 
Adh-P Cy5CTTAGGGGCAGACTCCCGTGTTCCCTBHQ3 

HMG 
 

HMG-F TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA Charles et al. 
(2008);      
JRC-EURL-
GMFF-ENGL 
(2011) 

HMG-R  GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT 
HMG-P Cy5-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-BHQ3 

Noted: F= Forward primer, R= Reverse primer, P=probe, (1)= the first primer and probe set,  (2) = the 
second primer and probe set 



 
Figure1 Construct maps of NK603 and Mon810 GM Maize events referring the region 
amplification of Event Specific Real-time PCR primer and probes (1: the amplification area of 
1st primer and probe, 2: the amplification area of 2nd primer and probe)  
 
วิธีการ 
1. การสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบคุณภาพ 

สกัดดีเอ็นเอของวัสดุอ้างอิงข้าวโพดและถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม (Table1) และตัวอย่างข้าวโพด
และผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ เช่น เมล็ดข้าวโพด ข้าวโพดกระป๋อง ครีมข้าวโพด แป้งข้าวโพด และเกร็ดข้าวโพด ด้วยวิธี
ดัดแปลงจากวิธี GeneScan ตามกรรมวิธีของห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์สินค้าพืชดัดแปรพันธุกรรม 
(Roger and Bendich, 1985) โดยชั่งตัวอย่าง 0.1-0.2 กรัม ใส่หลอดทดลองขนาด 2 มิลลิลิตร เติม Lysis 
buffer (Eurofin) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย vortex บ่มตัวอย่างในเครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง 
(heat block, Eppendorf) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติม Proteinase K ความเข้มข้น 
20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยพลิกหลอดไปมา บ่มปฏิกิริยาต่ออีก 1 ชั่วโมง 
วางให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง ปั่นตกตะกอนที่ 14000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ ตกตะกอน
โปรตีนโดยเติม Chloroform :Isoamyl alcohol (24:1) ในอัตราส่วน 1:1 ผสมให้ เข้ากันด้วย vortex ปั่น
ตกตะกอนแล้วดูดส่วนใสใส่หลอดทดลองใหม่ ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย Isopropanol ปริมาตร 2 ใน 3 ของ
สารละลาย ที่ -20 องศาเซลเซียส    เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ปั่นตกตะกอนดีเอ็นเอที่ 14000 rpm เป็นเวลา 20 นาที 
ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70% จ านวน  2 รอบ ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง แล้วละลายด้วยน  าอุ่น และ
น ามาท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ด้วย Wizard™ minicolumn (Promega) โดยท าการสกัดดีเอ็นเอจากวัสดุอ้างอิง
ตัวอย่างละ 5 ซ  า ตรวจวัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  

 
2. ศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์และโพรบที่เหมาะสมต่อการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปร
พันธุกรรม Mon810 และ NK603 ด้วยเทคนิค Real-time PCR แบบ Simplex 

น าดีเอ็นเอของวัสดุอ้างอิงข้าวโพดและถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม (Table1) และตัวอย่างข้าวโพด
และผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ เช่น เมล็ดข้าวโพด ข้าวโพดกระป๋อง ครีมข้าวโพด แป้งข้าวโพด และเกร็ดข้าวโพด         
มาทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์และโพรบต่อปฏิกิริยา Real-time PCR แบบ Simplex โดยใช้



ไพรเมอร์และโพรบดังตารางที่ 2 (Table 2) ซึ่งมีต าแหน่งของการเข้าจับไพรเมอร์และโพรบที่แตกต่างกัน
ส าหรับการตรวจสอบยีน Event Specific Mon810  และ NK603 ดังภาพที่ 1 (Fig.1) และยีนอ้างอิงพืช
ส าหรับตรวจสอบข้าวโพดที่แตกต่างกัน 3 ยีนได้แก่ ยีน Zein ยีน Alcohol dehydrogenase (Adh) และ   
ยี น  High Mobility Group of maize (HMG)  ใช้ ส ภ าวะป ฏิ กิ ริ ย า ก ารท า  PCR ดั งต่ อ ไป นี  initial 
denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  10 นาที denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
วินาที annealing และ extension อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ท าซ  าตั งแต่ขั นตอนที่ 2 
จ านวน 40 รอบ ซึ่งในปฏิกิริยา Real-time PCR ใช้ปริมาณดีเอ็นเอแต่ละตัวอย่างให้ความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 100 นาโนกรัม โดยในปฏิกิริยา Real-time PCR ประกอบด้วยสารเคมี ดังนี  น  า (PCR grade; Roche, 
Switzerland) ปริมาตร 6 ไมโครลิตร ความเข้มข้นไพรเมอร์และโพรบ 10 ไมโครโมลาร์  อย่างละ 0.5 
ไมโครลิตร สาร Light Cycler® 480 Probes Master (Roche, Switzerland) ความเข้มข้น 2x ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร  ดีเอ็นเอต้นแบบความเข้มข้น 40 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  ปริมาตร  2.5 ไมโครลิตร โดยให้มี
ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร (Sornchai et al, 2018) น าผลการตรวจสอบการตรวจพบยีนต่างๆ มา
เปรียบเทียบกับข้อมูลองค์ประกอบของยีนดังตารางที่ 1 (Table1) แล้วน ามาหาค่า False negative rate 
และ False positive rate จากวิธีของ  Broeders et al, 2014  
 
3. ศึกษาอิทธิพลของต าแหน่งของไพรเมอร์และโพรบที่เหมาะสมต่อการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปร
พันธุกรรม Mon810 และ NK603 ด้วยเทคนิค Real-time PCR แบบ Simplex 

ตรวจสอบอิทธิพลของต าแหน่งการเข้าจับของไพรเมอร์และโพรบด้วยการน าดีเอ็นเอของวัสดุอ้างอิง
ข้าวโพดและถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม (Table1) และตัวอย่างข้าวโพดและผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ เช่น เมล็ดข้าวโพด 
ข้าวโพดกระป๋อง ครีมข้าวโพด แป้งข้าวโพด และเกร็ดข้าวโพด มาตรวจสอบด้วยเทคนิค  Real-time PCR      
แบบ Simplex โดยใช้ไพรเมอร์และโพรบดังตารางที่ 2 (Table 2) ซึ่งไพรเมอร์และโพรบแต่ละชุดมีต าแหน่ง
ของการเข้าจับไพรเมอร์และโพรบที่แตกต่างกันส าหรับการตรวจสอบยีน Event Specific Mon810  และ 
NK603 ดังภาพที่ 1 (Fig.1) และยีนอ้างอิงพืชส าหรับตรวจสอบข้าวโพดที่แตกต่างกัน 3 ยีนได้แก่ ยีน Zein   
ยีน Alcohol dehydrogenase (Adh) และยีน High Mobility Group of maize (HMG) ใช้สภาวะปฏิกิริยา
การท า PCR ดังต่อไปนี  initial denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที denaturation อุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที annealing และ extension อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา         
1 นาที ท าซ  าตั งแต่ขั นตอน  ที่ 2 จ านวน 40 รอบ ซึ่งในปฏิกิริยา Real-time PCR ใช้ปริมาณดีเอ็นเอแต่ละ
ตัวอย่างให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 100 นาโนกรัม โดยในปฏิกิริยา Real-time PCR ประกอบด้วยสารเคมี 
ดังนี  น  า (PCR grade; Roche, Switzerland) ปริมาตร 6 ไมโครลิตร ความเข้มข้นไพรเมอร์และโพรบ 10 ไม
โครโมลาร์  อย่างละ 0.5 ไมโครลิตร สาร Light Cycler® 480 Probes Master (Roche, Switzerland) 
ความเข้มข้น 2x ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอต้นแบบความเข้มข้น 40 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  ปริมาตร  
2.5 ไมโครลิตร โดยให้มีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร (Sornchai et al, 2018) ตรวจสอบผลค่า Crossing 
threshold (Ct) ที่ได้จากเครื่อง Real time PCR รุ่น LC480 Cycler (Roche Technologies, Santa Clara, 



CA) เปรียบเทียบกับข้อมูลการที่ได้จากการทดลองเทียบกับตารางที่ 1 (Table1) และเปรียบเทียบค่า Ct ของ
ไพรเมอร์แต่ละชุด และคัดเลือกชุดไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการทดลองต่อไป 
 

4. ศึกษาความเข้มข้นสุดท้ายที่เหมาะสมของโพรบและไพรเมอร์ในการท าปฏิกิริยา Real-time PCR 
 จากการทดลองที่ 3 สามารถท าการจัดกลุ่มเพ่ือศึกษาความเข้มข้นสุดท้ายที่เหมาะสมของการท า
ปฏิกิริยาของยีน Event Specific Mon810 และ NK603 ร่วมกับยีนอ้างอิงพืชที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 3 
ซึ่งท าให้สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มดังนี   กลุ่มที่ 1 ศึกษายีน Zein ควบคู่กับไพรเมอร์และโพรบของ 
Mon810 และ NK603 ชุดที่ 1 และกลุ่มที่ 2 ศึกษายีน HMG ควบคู่กับไพรเมอร์และโพรบของ Mon810 และ 
NK603 ชุดที่ 2 โดยน าดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์  Mon 810 และ NK603 มาศึกษาความ
เข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์และโพรบ  Mon 810  และ NK603 และ ยีน endogenous (Zein และ HMG)   
ที่เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาแบบ Duplex และแบบ Multiplex Real-time PCR  

4.1 ทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมของโพรบและไพรเมอร์ (Mon810, NK603 ชุดที่ 1 และ Zein) 
      น าดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์  Mon 810 และ NK603 ที่ระดับการปนเปื้อน 

0.1 เปอร์เซ็นต์มาผสมกันในอัตราส่วน 1:1  แล้วน ามาศึกษาความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์และโพรบ        
Mon 810 และ NK603 และ ยีน Zein ที่ เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยา  Real-time PCR แบบ Duplex 
(Mon810/Zein, NK603/Zein) และ Multiplex (Mon810/NK603/Zein) เพ่ื อการตรวจสอบข้ าวโพด 
Mon810 และ NK603 โดยในปฏิกิริยา Real-time PCR ใช้ปริมาณดีเอ็นเอรวม 100 นาโนกรัมและสารเคมี
ประกอบปฏิกิริยาดังตารางที่ 3  (Table 3) และทดสอบความเข้มข้นสุดท้ายของโพรบและไพรเมอร์ดังตารางที ่
4 (Table 4) ส าหรับความเข้มข้นของโพรบและไพรเมอร์ของกรรมวิธีที่ 1 อ้างอิงจากความเข้มข้นของโพรบ
และไพรเมอร์ของ Shrestha et al. (2010) ในการตรวจสอบ Event Specific Mon810 และ NK603 แบบ 
Multiplex และ เพ่ิมความเข้มข้นของโพรบและไพรเมอร์ขึ นในกรรมวิธีที่ 2 ถึงกรรมวิธีที่ 8 (Table 4) 
 

4.2 ทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมของโพรบและไพรเมอร์ (Mon810, NK603 ชุดที่ 2 และ HMG)  
ดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์  Mon 810 และ NK603 ที่ระดับการปนเปื้อน 

0.1 เปอร์เซ็นต์มาผสมกันในอัตราส่วน 1:1  แล้วน ามาศึกษาความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์และโพรบ    
Mon 810  และ NK603 และ ยีน HMG ที่เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาแบบ  Real-time PCR แบบ Duplex 
(Mon810/HMG, NK603/HMG) และ Multiplex (Mon810/NK603/HMG) เพ่ือการตรวจสอบข้าวโพด 
Mon810 และ NK603 โดยในปฏิกิริยา Real-time PCR ใช้ปริมาณดีเอ็นเอรวม 100 นาโนกรัมและสารเคมี
ประกอบปฏิกิริยา (Table 3) และทดสอบความเข้มข้นสุดท้ายของโพรบและไพรเมอร์ (Table 4) โดยกรรมวิธี
ที่ 1 เป็นความเข้มข้นของโพรบและไพรเมอร์ตามค าแนะน าของ JRC-EURL-GMFF-ENGL (2011) ในการ
ตรวจสอบ Event Specific Mon810 และ NK603 แบบ Simplex ส าหรับกรรมวิธีที่ 2 เพ่ิมความเข้มข้นของ
โพรบและไพรเมอร์เป็น 2 เท่า และส าหรับกรรมวิธีที่ 3 จะเพ่ิมความเข้มข้นของโพรบและไพรเมอร์ของ 
Event-Specific Mon810 และ NK603 เป็น 10 และ 3.3  เท่า ตามล าดับ และเพ่ิมความเข้มข้นของโพรบ
และไพรเมอร์ของการตรวจสอบยีน HMG เป็น 4 เท่า และในกรรมวิธีที่ 4 เพ่ิมความเข้มข้นของโพรบและ   



ไพรเมอร์ของ Event-Specific Mon810 และ NK603 เป็น 10 ไมโครโมลาร์ และเพ่ิมความเข้มข้นของโพรบ
และไพรเมอร์ของยีน HMG เป็น 5 ไมโครโมลาร์ (Table 5) 
 

Table 3 The component of PCR reaction for Mon810, NK603 and endogenous gene 
detection using duplex and multiplex real-time PCR 

Reagent 
Volume of chemical reagents (ul) 

Duplex   Triplex  
Mon810/HMG NK603/HMG  Mon810/NK603/HMG 

2XLightCycer master mix  
Mon810-F primer 
Mon810-R primer 
Mon810-Probe 
NK603-F primer 
NK603-R primer 
NK603-Probe 
Endogenous-F primer 
Endogenous-R primer 
Endogenous -Probe 
DNA template 20ng/ul 
Dionized water 

12.5 
0.5 
0.5 
0.5 
- 
- 
- 

0.5 
0.5 
0.5 
5 

4.5 

12.5 
- 
- 
- 

0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
5 

4.5 

 12.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
5 
3 

Total reaction volume 25 25  25 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Table 4 The final concentrations of probe and primer for Mon810 and NK603 GM maize detection 
using duplex and multiplex real-time PCR  

Table 5 The final concentrations of probe and primer for Mon810 and NK603 GM maize detection 
using duplex and multiplex real-time PCR  

 
 
 
 

Tr. 

Final concentrations of probe and primer (uM) 
Duplex  Multiplex 

Mon810/Zein NK603/Zein  Mon810/NK603/Zein 
Mon 810 Zein NK603 Zein  Mon 810 NK603 Zein 
Pri Pro Pri Pro Pro Pro Pri Pro  Pri Pro Pri Pro Pri Pro 

1 5 5 5 5 5 5 5 5  10 10 5 5 5 5 
2 10 10 10 10 10 10 10 10  20 10 5 5 5 5 
3 15 15 15 15 15 15 15 15  20 20 5 5 5 5 
4 20 20 20 20 20 20 20 20  30 15 5 5 5 5 
5 10 5 10 5 10 5 10 5  30 30 5 5 5 5 
6 20 10 10 5 20 10 20 10  40 20 5 5 5 5 
7 30 15 10 5 30 15 30 15  20 20 10 10 5 5 
8 40 20 10 5 40 20 40 20  30 30 10 10 5 5 
Notes: Tr: Treatment , Pri: Primer concentration, Pro: Probe concentration, Mon810 and NK603 primers and probes from the 
Shrestha et al., (2010) 
 

Tr. 

Final concentrations of probe and primer (uM) 
Duplex  Multiplex 

Mon810/HMG NK603/HMG  Mon810/NK603/HMG 
Mon 810 HMG NK603 HMG  Mon 810 NK603 HMG 
Pri Pro Pri Pro Pri Pro Pri Pro  Pri Pro Pri Pro Pri Pro 

1 0.15 0.05 0.05 0.025 0.30 0.15 0.05 0.025  0.15 0.05 0.30 0.15 0.05 0.025 
2 0.30 0.10 0.10 0.05 0.60 0.30 0.10 0.05  0.50 0.20 0.50 0.20 0.10 0.05 
3 1.00 0.50 0.20 0.10 1.00 0.50 0.20 0.10  1.00 0.50 1.00 0.50 0.10 0.05 
4 10 10 5 5 10 10 5 5  10 10 10 10 5 5 
Notes: Tr: Treatment , Pri: Primer concentration, Pro: Probe concentration, Mon810 and NK603 primers and 

probes from the JRC-EURL GMFF-ENGL (2011) 

 



5. ทดสอบความเหมาะสมและความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ และโพรบ (Practicability and 
Specificity) ต่อปฏิกิริยา Multiplex Real-time PCR  

น าดีเอ็นเอจากตัวอย่างวัสดุอ้างอิงข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม events ต่างๆ ได้แก่ Bt 11, Bt176, 
Mon810 และ NK603 ที่มีโครงสร้างของยีน และเปอร์เซ็นต์ปนเปื้อนในระดับต่างๆ และตัวอย่างพืชที่ไม่ได้รับ   
การดัดแปรพันธุกรรม เช่น ข้าวโพด มาทดสอบความเหมาะสมและความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์และโพรบ
ต่อปฏิกิริยา Multiplex Real-time PCR โดยใช้ไพรเมอร์และโพรบที่เหมาะสมที่สุดจากการทดลองที่ 4         
น ามาตรวจวิ เคราะห์ ยีน  Event-Specific Mon 810 Event-Specific NK603 และยีน อ้างอิงข้ าวโพด       
(ยีน HMG)  ด้วยเทคนิค Real-time PCR แบบตรวจตัวอย่างทีละยีน (Simplex) เปรียบเทียบกับการตรวจ
วิเคราะห์ แบบ Multiplex ที่ตรวจยีน Event-Specific Mon 810 และ NK603 ร่วมกับ ยีนอ้างอิงข้าวโพด 
HMG  ในปฏิกิริยาเดียวกัน ตัวอย่างละ 6 ซ  า บันทึก ค่า Crossing threshold (Ct) ที่ได้จากปฏิกิริยาของแต่ละ
วิธี น าค่า Ct ที่ได้มาตรวจสอบผลความเหมาะสมของไพรเมอร์โพรบจากการเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ย Ct ที่ได้จากวิธี Multiplex กับ วิธี Simplex ของแต่ละตัวอย่างดีเอ็นเอด้วยวิธี Pair Sample T-test 
และตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์โพรบจากความถูกต้องของการเกิดปฏิกิริยาเทียบกับข้อมูล
องค์ประกอบของยีนดังตารางที่ 1 แล้วน ามาหาค่า False negative rate และ False positive rate  

 
6. การทดสอบประสิทธิภาพการเกิดปฏิกิริยา Multiplex Real-time PCR  
 เตรียมดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ Mon810 และ NK603 ที่ระดับการปนเปื้อน 2% 
ผสมดีเอ็นเอทั งสองในอัตราส่วน 1:1 ปรับให้มีความเข้มข้น 20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร   
เจือจางดีเอ็นเอดังกล่าวด้วยน  าบริสุทธิ์ (deionized water) ที่สัดส่วน 1:2, 1:4, 1:16 และ 1:256 โดยแต่ละ
ล าดับท า 6 ซ  า ซ  าละ 4 รอบ น ามาทดสอบปฏิกิริยา Multiplex Real-time PCR หลังจากนั นน าผลของค่า Ct 
ของแต่ละยีน Event Specific Mon810 และ NK603 และยีนอ้างอิงข้าวโพด (ยีน HMG) มาสร้างกราฟความ
เข้มข้นมาตรฐาน (standard curve) ตามวิธีของ Broeders et al (2014) จากสมการของกราฟความเข้มข้น
มาตรฐานน ามาค านวณหา ค่า PCR efficiency, ค่า Linearity (R2) และค่า Slope และน าค่าดังกล่าวมา
เปรียบเทียบกับค่าพารามิเตอร์มาตรฐานต่างๆ ของเทคนิค Multiplex Real-time PCR จาd JRC-EURL-
GMFF-ENGL (2011) 
 
7. การทดสอบหาการปนเปื้อนและจ านวนส าเนาดีเอ็นเอที่น้อยที่สุดของยีน  Event-specific ที่สามารถ
ตรวจพบได้อย่างน่าเชื่อถือ (Limit of detection and Limited of: LOD)  

เตรียมดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ MON810 และ NK603 ที่ระดับการปนเปื้อน 2% 
ผสมดีเอ็นเอทั งสองในอัตราส่วน 1:1 ปรับให้มีความเข้มข้น 20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แล้วท าการเจือจางด้วย
น  ากลั่นฆ่าเชื อ (deionized water) ในระดับต่างๆ ตั งแต่ 0.002 ถึง 2% โดยใช้ความเข้มข้นดีเอ็นเอตัวอย่าง        
20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาณ 5 ไมโครลิตร ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR จ านวน 12 ซ  า             
น าไปเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR และหาค่าระดับการปนเปื้อนต่ าที่สุดของ



ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมที่สามารถตรวจพบสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ได้ และน าความเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อน
ระดับต่ าท่ีสุดนั นมาหาจ านวนส าเนาดีเอ็นเอที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบได้ 
 
8.การทดสอบความเที่ยงตรง (precision) และความแม่นย า (accuracy) ในการตรวจสอบข้าวโพดดัด
แปรพันธุกรรมสายพันธุ์ Mon810 และNK603 ด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR 
           เตรียมดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ MON810 และ NK603 ที่ระดับการปนเปื้อน 
0.1% ผสมดีเอ็นเอทั งสองในอัตราส่วน 1:1 ปรับให้มีความเข้มข้น 20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จากนั น
ตรวจสอบยีน Event Specific Mon810 และ NK603 ร่วมกับยีน HMG ด้วยเทคนิค Multiplex Real-time 
PCR  4 ครั ง ครั งละ 12 ซ  า แล้วหาค่าเฉลี่ยของค่า Ct  โดยค านวณหาค่าความเที่ยงของวิธีการตรวจสอบด้วย
การค านวณหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Relative standard deviation: RSD) ของค่า Ct ของแต่ละยีน 
ส าหรับค่าความแม่นย าของวิธีการตรวจสอบค านวณโดยใช้ค่าเปอร์เซ็นต์สัมประสิทธ์ความแปรผัน 
(Coefficient of variation: CV) และ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation: SD) ของการตรวจสอบ
แต่ละครั งและรวมทั ง 4 ครั ง (Broeders et al., 2014)  
 

9. การทดสอบปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อปฏิกิริยา Multiplex Real-time PCR  
เตรียมดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ MON810 และ NK603 ที่ระดับการปนเปื้อน 2% 

ผสมดีเอ็นเอทั งสองในอัตราส่วน 1:1 ทดสอบปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นที่ความเข้มข้น 50, 100, 150 และ 200     
นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา น าดีเอ็นเอมาตรวจสอบยีน Event Specific Mon810 และ NK603 ร่วมกับยีน HMG    
ด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR จ านวนตัวอย่างละ 12 ซ  า บันทึกค่า Ct เปรียบเทียบความแตกต่าง    
ของค่าเฉลี่ยไดจ้ากความเข้มข้นของดีเอ็นเริ่มต้นที่แตกต่าง 

 
 10.การตรวจคัดกรองตัวอย่างพืชและผลิตภัณฑ์จากพืชด้วย Multiplex Real-time PCR 
 ทดสอบปฏิกิริยาการตรวจวิเคราะห์คัดกรองพร้อมตรวจยีนอ้างอิงพืชในปฏิกิริยาเดียวกัน               
แบบ Multiplex Real-time PCR เตรียมดีเอ็นเอตัวอย่างแบบ blind sample ระดับความเข้มข้น 100 นาโน
กรัม จ านวน 20 ตัวอย่าง จากนั นน ามาตรวจสอบยีน  Event Specific Mon810 และ NK603 ร่วมกับ        
ยีน HMG  ด้วยการท าปฏิกิริยา Multiplex Real-time PCR โดยท าการทดสอบแต่ละตัวอย่าง 3 ซ  า และ
เปรียบเทียบผลการทดสอบกับผลการตรวจสอบจากห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์พืชและผลิตภัณฑ์พืชดัดแปร
พันธุกรรม ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 
เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลา: เดือนตุลาคม 2560 สิ นสุด เดือนสิงหาคม 2562 
สถานที่: ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์สินค้าพืชดัดแปรพันธุกรรม กลุ่มวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืชและ
จุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 



8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การสกัดดีเอ็นเอ 
 ผลการสกัดดีเอ็นเอของวัสดุอ้างอิงข้าวโพดและถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม และตัวอย่างข้าวโพดและ
ผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ เช่น เมล็ดข้าวโพด ข้าวโพดกระป๋อง ครีมข้าวโพด แป้งข้าวโพด และเกร็ดข้าวโพด ด้วยวิธีการ
ดัดแปลงจากวิธี GeneScan ของห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์สินค้าพืชดัดแปรพันธุกรรม  (Roger and 
Bendich, 1980) (Table 5) พบว่า ความเข้มข้นดีเอ็นเอวัสดุอ้างอิงจากข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมอยู่ในช่วง
ระหว่าง 1,439±179 ถึง 1,656±244  นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และมีคุณภาพของดีเอ็นเอ (A260/A280) อยู่
ในช่วงระหว่าง 1.84±0.12 ถึง 1.94±0.04 แต่ส าหรับผลิตภัณฑ์ที่ท าจากข้าวโพดสามารถแบ่งผลของการสกัด
ดีเอ็นเอได้สองกลุ่มคือกลุ่มที่ได้ความเข้มข้นสูงและคุณภาพของดีเอ็นอยู่ในช่วง 1.8-2.0 คือ เมล็ดข้าวโพด และ
ข้าวโพดกระป๋อง ในขณะที่ ครีมข้าวโพด แป้งข้าวโพดและเกร็ดข้าวโพดสามารถสกัดดีเอ็นเอออกมาได้ต่ ากว่า 
1,000 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และคุณภาพดีเอ็นเออยู่ในช่วง 1.74-1.78 ทั งนี อาจเนื่องมาจากผลิตภัณฑ์
ดังกล่าวผ่านกระบวนการด้านอุตสาหกรรมมาจึงท าให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย ท าให้ปริมาณและคุณภาพของ
ดีเอ็นเอต่ ากว่าเกณฑ์ (Sornsomboon et al, 2016) นอกจากนี ยังพบว่าปริมาณดีเอ็นเอของถั่วเหลืองและ
ข้าวต่ ากว่า 1,000 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แต่คุณภาพดีเอ็นเอยังอยู่ในช่วง 1.8-2.0 ซึ่งการเติม Proteinase K  
และ Chloroform และ Isoamyl alcohol มีส่วนช่วยให้คุณภาพดีเอ็นเอของข้าวและถั่วเหลืองยังอยู่ในช่วงที่
เหมาะสมส าหรับผลการทดลองในภาพรวมแสดงให้เห็นว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้มีคุณภาพเหมาะสมน าไปใช้ตรวจ
วิเคราะห์ขั นตอนต่อไปได ้

ส าหรับการสกัดดีเอ็นเอเป็นขั นตอนหนึ่งที่ส่งผลต่อการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมซ่ึงสอดคล้อง
กับการรายงานของ Cankar et al (2006) ที่กล่าวว่าการสกัดดีเอ็นเอมีความส าคัญอย่างมากซึ่งอาจจะส่งผล
ต่อประสิทธิภาพการตรวจสอบสิ่งมีชีวิตดัดแปรพันธุกรรม ด้วยเทคนิคต่างๆ โดยปัจจัยที่เกี่ยวข้องมีดังนี  สาร
ยับยั งปฏิกิริยา (inhibitor)  ที่เกิดจากสารภายในตัวอย่าง เช่น สารฟีนอลิค หรือ ที่เกิดจากขั นตอนการสกัด 
เช่น ฟีนอล คลอโรฟอร์ม หรือ ไอโซเอมิล เป็นต้น ซึ่งสามารถตรวจสอบได้หลายวิธี เช่นการตรวจสอบจากการ
วัดคลื่นการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร หรือการน าดีเอ็นเอไปท าปฏิกิริยา  PCR หรือ Real-time 
PCR เป็นต้น และจากการรายงานของ Turkec et al (2015)  ที่กล่าวว่าการสกัดดีเอ็นส่งผลต่อการตรวจสอบ
พืชและผลิตภัณฑ์จากสิ่งมีชีวิตดัดแปรพันธุกรรมจึงจ าเป็นต้องมีวิธีการสกัดที่สามารถให้คุณภาพและปริมาณ
ของดีเอ็นเอท่ีดีรวมถึงสามารถดึงเอาสาร Inhibitor ต่างๆ ออกได้มากที่สุด 

 
2. ศึกษาความจ าเพาะของไพรเมอร์และโพรบต่อข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon810 และ NK603 ด้วย
เทคนิค Real-time PCR แบบ Simplex 
                จากการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์และโพรบกับพืชดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ 
Mon810 และ NK603 (positive )และ ข้าวโพดดัดแปลงพันธุ์กรรมสายพันธุ์ อ่ืนๆ เช่น  Bt11 Mon863 
Bt176 GA21 และข้าวโพด Non GM รวมถึงถั่วเหลืองสายพันธุ์ 305423 และ GT40-3-2 ข้าวสายพันธุ์ Bt63 
และมะละกอ ด้วยการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพด้วยเทคนิค Simplex Real-time PCR ผลการทดลองพบว่า        



ไพรเมอร์และโพรบที่ท าการคัดเลือกมีความจ าเพาะกับต าแหน่งที่ต้องการตรวจสอบคิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์         
โดยไพรเมอร์และโพรบของ Mon810  ทั ง 2 ต าแหน่งสามารถตรวจจับได้ในข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสาย
พันธุ์ Mon810 ทุกระดับการปนเปื้อน ในขณะเดียวกันไพรเมอร์และโพรบของ NK603 ทั ง 2 ต าแหน่ง 
สามารถตรวจจับได้ในข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ NK603 ทุกระดับการปนเปื้อน แต่ไม่สามารถ
ตรวจจับสัญญาณจากพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดอื่นและผลิตภัณฑ์ต่างๆ   

ส าหรับยีนอ้างอิงพืช (endogenous gene) พบว่า ทั งสามไพรเมอร์ ที่ตรวจสอบยีน Zein Adh และ 
HMG นั นสามารถตรวจจับสัญญาณได้ในตัวอย่างข้าวโพดทุกตัวอย่างแต่ไม่พบสัญญาณในตัวอย่างพืชชนิดอ่ืนๆ 
เช่น มะละกอสายพันธุ์ 55-1 ถั่วเหลือง ข้าว (Table 6)  ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าไพรเมอร์และโพรบยีนอ้างอิงพืช
ทั งสามที่น ามาใช้ในการศึกษามีความจ าเพาะเจาะจงกับตัวอย่างข้าวโพด  

  
3. ผลการศึกษาต าแหน่งและชนิดของไพรเมอร์และโพรบที่เหมาะสมต่อการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปร
พันธุกรรม Mon810 และ NK603 ด้วยเทคนิค Real-time PCR แบบ Simplex 

จากการศึกษาต าแหน่งและชนิดของไพรเมอร์และโพรบที่เหมาะสมต่อการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปร
พันธุกรรม Mon810 และ NK603 ด้วยเทคนิค Simplex Real-time PCR ผลการทดลองพบว่า ไพรเมอร์และ   
โพรบทั งหมดที่ท าการคัดเลือกในตารางที่ 2 (Table 2) มีความสามารถในการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปร
พันธุกรรมคิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์กล่าวคือ ไพรเมอร์และโพรบของยีนอ้างอิงข้าวโพดทั งสามยีน Zein Adh 
และ HMG นั น สามารถตรวจจับสัญญาณฟลูออเรสเซ็นต์ได้ในตัวอย่างข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมและข้าวโพด         
ที่ไม่ดัดแปรพันธุกรรม แต่พบว่าเครื่องสามารถตรวจจับสัญญาณได้แตกต่างดังนี  สัญญาณของยีน HMG และ 
Adh ตรวจพบเร็วที่สุด (ค่า Ct น้อยที่สุด) ซึ่งมีค่า Ct เฉลี่ยเท่ากับ 25.84 และ 25.65 ตามล าดับ ซึ่งสามารถ
ตรวจจับสัญญาณได้เร็วกว่า ยีน Zein ที่มีค่า Ct เฉลี่ยเท่ากับ 28.33 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติตามล าดับ   

ส่วนไพรเมอร์และโพรบของ Mon810 สามารถตรวจจับสัญญาณได้ในข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม     
สายพันธุ์ Mon810 แต่ไม่พบสัญญาณในข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม NK603 และข้าวโพดที่ไม่ดัดแปรพันธุกรรม 
นอกจากนี พบว่า ต าแหน่งไพรเมอร์และโพรบชุดที่ 2 ที่อยู่บริเวณด้านปลาย 5’สามารถตรวจพบสัญญาณได้
ดีกว่าต าแหน่งไพรเมอร์และโพรบชุดที่ 1 ที่อยู่บริเวณด้านปลาย 3’ ถึง 2 Cycles (ค่า Ct น้อยกว่า 2 Cycles)         
ทั งนี อาจเนื่องมาจากอิทธิพลของไพรเมอร์เช่น อุณหภูมิ ความยาว และ ค่า GC content (Bustin et al., 
2004)  และลักษณะทางกายภาพของโพรบและไพรเมอร์ เช่นการเกิด hairpin และการเกิด primer dimer        
(Vallone and Butler, 2004) ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ตัวไพรเมอร์ที่ท าการศึกษาพบว่า ไพรเมอร์ชุดที่ 1 ต าแหน่ง 3’ 
(Reverse) มีค่า GC content ต่ าเพียง 38.10 เปอร์เซ็นต์ และโพรบของชุดที่ 1 มีความยาวเพียง 18 ล าดับ
เบส  จึงท าให้มีอุณหภูมิในการจับเกาะดีเอ็นเอต่ าเพียง 54 องศาเซลเซียสซึ่งไม่สอดคล้องกับอุณหภูมิของ     
ไพรเมอร์ที่สูงถึง 60 องศาเซลเซียสแต่ในทางกลับกันพบว่าไพรเมอร์ชุดที่ 2 มีความยาวใกล้เคียงกันระหว่าง
เส้น Forward ด้าน 5’ และเส้น Reverse ด้าน 3’ และโพรบมีความยาวของล าดับเบสใกล้เคียงกันกับ      
ไพรเมอร์ชุดที่ 2 จึงท าใหม้ีความสามารถในการท าปฏิกิริยา PCR ได้ดีกว่าชุดที่ 1 
 



Table 6 The results of DNA concentration, DNA purity and specificity of Mon810, NK603 and 
endogenous probe and primer 

Plant GM Event 
DNA 

Concentration  
(ng/ul) 

DNA 
Purity 

(A260/280 
Ratio) 

Specificity of probe and primer 

Event-specific Endogenous gene 

Mon810 NK603 Zein Adh Hmg 

Maize 

Mon810 ak 1,630±347 1.89±0.05 + - + + + 

Mon810 ck 1,539±179 1.90±0.07 + - + + + 

Mon810 ek 1,708±287 1.94±0.04 + - + + + 

Mon810 gk 1,439±179 1.84±0.12 + - + + + 

NK603 a 1,620±347 1.87±0.07 - + + + + 

NK603 b 1,450±216 1.85±0.09 - + + + + 

NK603 c 1,535±345 1.89±0.03 - + + + + 

NK603 d 1,656±244 1.87±0.04 - + + + + 

Bt176 1,498±320 1.89±0.13 - - + + + 

Bt11 1,539±179 1.89±0.05 - - + + + 

GA21 1,654±142 1.87±0.12 - - + + + 

Soy 
bean 

GTS 40-3-2 830±247 1.78±0.23 - - - - - 
305423 973±254 1.75±0.28 - - - - - 

Rice Bt63 930±255 2.00±0.04 - - - - - 
Papaya 55-1 1,456±239 1.82±0.14 - - - - - 

Pro-
duct 

Maize seed 1,832±142 1.89±0.09 - - + + + 

Canned Corn 1,273±152 1.89±0.15 - - + + + 

Cream corn 330±145 1.75±0.24 - - + + + 

Maize powder 630±210 1.78±0.18 - - + + + 

Corn grit 870±260 1.74±0.23 - - + + + 

Notes: + detected, - not detected 
 

ส าหรับส่วนไพรเมอร์และโพรบของยีน NK603 ให้ผลสอดคล้องกับยีน Mon810 คือสามารถตรวจจับ
สัญญาณได้ในข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ NK603 แต่ไม่พบสัญญาณในข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม 
Mon810 และข้าวโพดไม่ดัดแปรพันธุกรรม นอกจากนี พบว่าต าแหน่งไพรเมอร์และโพรบชุดที่ 2 สามารถตรวจ
พบสัญญาณได้ดีกว่าต าแหน่งไพรเมอร์และโพรบชุดที่ 1 ถึง 3 Cycles โดยพบว่าโพรบของชุดที่ 1 มีความยาว
เพียง 16 ล าดับเบสจึงท าให้มีอุณหภูมิในการจับเกาะดีเอ็นเอต่ าเพียง 53.5 องศาเซลเซียสซึ่งไม่สอดคล้องกับ
อุณหภูมิของไพรเมอร์ที่สูงถึง 62 องศาเซลเซียส โดยวีระพงศ์ (2557) กล่าวว่าปัจจัยที่ส าคัญที่สุดของการเพ่ิม



ปริมาณยีนด้วยเทคนิค Real-time PCR คือการออกแบบไพรเมอร์และโพรบให้ถูกต้องและมีความจ าเพาะต่อ
ยีนนั นๆ ที่ต้องการตรวจสอบและหลีกเลี่ยงการเกิดปฏิสัมพันธ์ระหว่างไพรเมอร์เช่นการเกิด dimer หรือ การ
เกิด hairpin loop หรือ การเกิด self-dimer เป็นต้น นอกจากนี  Bustin et al (2004) ได้รายงานว่าการ
ออกแบบโพรบควรให้มีความสามารถที่จะยึดเกาะดีเอ็นเอในช่วงอุณหภูมิ (Tm) อยู่ในช่วง 68 ถึง 70       
องศาเซลเซียสหรือมีค่าสูงกว่าอุณหภูมิ (Tm) ของไพรเมอร์ประมาณ 10 องศาเซลเซียส 

จากผลการตรวจสอบต าแหน่งและชนิดของไพรเมอร์และโพรบของยีน Event Specific Mon810 
และ NK603 และยีนอ้างอิงพืชทั ง 3 ยีน คือ ยีน Zein ยีน HMG และ ยีน Adh สามารถสรุปได้ว่าต าแหน่ง
และล าดับเบสของไพรเมอร์และโพรบมีผลต่อการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon810 และ NK603 
ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Rodriguez et al. (2015) ที่กล่าวว่า การออกแบบไพรเมอร์และโพรบเป็น
ปัจจัยที่ส าคัญที่สุดส าหรับเทคนิค Real-time PCR นอกจากนี การทดสอบความใช้ได้ของโพรบและไพรเมอร์
ก่อนจะใช้ก็มีความส าคัญเช่นกันถึงแม้ว่าจะใช้โปรแกรมที่น่าเชื่อถือในการออกแบบ และจากการทดลอง
เลือกใช้ไพรเมอร์โพรบยีน Event Specific Mon810 ชุดที่ 2 และ Event Specific NK603 ชุดที่2 และยีน
อ้างอิงพืชทั ง 3 ยีนมีความเหมาะสมที่จะน ามาใช้ถึงแม้ว่ายีน Zein จะให้ค่าในการตรวจสอบช้ากว่ายีนอื่นๆ แต่
การตรวจสอบยีนอ้างอิงพืชในปฏิกิริยาแบบ Multiplex Real-time PCR เป็นการควบคุมคุณภาพการ
ตรวจสอบเท่านั น โดยเป้าหมายหลักของการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมคือยีน Event Specific 
Mon810 และ NK603 (Hugo et al., 2002)  

ส าหรับการทดลองขั นต่อไปท าการจัดกลุ่มดังนี เลือกยีน Zein ศึกษาควบคู่กับไพรเมอร์และโพรบของ 
Mon810 และ NK603 ชุดที่ 1 และยีน HMG ศึกษาควบคู่กับไพรเมอร์และโพรบของ Mon810 และ NK603    
ชุดที่ 2 โดยน ามาศึกษาความเข้มข้นสุดท้ายที่เหมาะสมของโพรบและไพรเมอร์ 

 
4. ศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมของโพรบและไพรเมอร์ในการท าปฏิกิริยา Real-time PCR  

4.1 ทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมของโพรบและไพรเมอร์ (Mon810, NK603 และ Zein)  
จากการศึกษาความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์และโพรบ Mon 810  NK603 และ ยีน 

Zein   ที่เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยา Real-time PCR แบบ Duplex และ Multiplex ในการตรวจสอบ
ข้าวโพด Mon810 และ NK603 พร้อมกันในปฏิกิริยาเดียวกัน ผลการทดลองพบว่า การตรวจ Event 
Specific ของ Mon810 ควบคู่กับยีน Zein ในปฏิกิริยาเดียวกัน มีเพียงกรรมวิธีที่ 1 ที่ใช้ความเข้มข้นของ    
ไพรเมอร์ทั งส่วน Forward และ Reverse และโพรบของ Mon810 5 ไมโครโมลาร์ ที่ไม่สามารถตรวจจับ
สัญญาณ Event Specific ของ Mon810 ได้ ส าหรับไพรเมอร์ทั งส่วน Forward และ Reverse และโพรบของ
ยีน Zein ที่ระดับความเข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ เป็นต้นไป สามารถตรวจจับสัญญาณของยีน Zein ได้ 
นอกจากนี ยังพบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์ Mon 810 ที่ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ และโพรบที่
ระดับความเข้มข้น 5  ไมโครโมลาร์ นั นสามารถตรวจจับสัญญาณ  Event Specific ของ Mon810 ได้ แต่
ตรวจพบในระยะสุดท้ายของการท าปฏิกิริยา (Ct เฉลี่ย = 36.14) ซึ่งไม่เหมาะสมต่อการท า Real-time PCR 
โดยความเข้มข้นของไพร์เมอร์และโพรบของ Mon810 ที่สามารถใช้ในการท าปฏิกิริยาคือ ไม่ต่ ากว่า10         



ไมโครโมลาร์ ส่วนความเข้มข้นของไพรเมอร์และโพรบของยีน Zein ที่สามารถใช้ในการท าปฏิกิริยาคือ ไม่ต่ า
กว่า 5 ไมโครโมลาร์ ( Fig.2A)  ส าหรับการตรวจ Event Specific ของ NK603 ควบคู่กับยีน Zein พบว่าใน
ทุกกรรมวิธีสามารถตรวจพบสัญญาณของทั งสองยีนได้ โดยพบว่าในการตรวจสอบ  Event Specific ของ 
NK603 ควบคู่กับยีน Zein สามารถใช้ไพรเมอร์ทั งส่วน Forward และ Reverse และโพรบของ NK603 และ
ยีน Zein ที่ระดับความเข้มข้นตั งแต่ 5 ไมโครโมลาร์ ขึ นไป  ( Fig.2B)  จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าการ
ตรวจจับสัญญาณของยีน Zein พบเจอได้แม้ความเข้มข้นของไพร์เมอร์และโพรบจะอยู่ในระดับต่ าทั งนี 
เนื่องมาจากยีน Zein เป็นยีนอ้างอิงพืช (endogenous gene) ที่มีการแสดงออกอยู่ตลอดเวลาและทุกเนื อเยื่อ 
หรือ ที่เรียกว่า constitutive gene (Sinha et al., 2015) จึงสามารถตรวจจับสัญญาณได้รวดเร็ว (ค่า Ct ต่ า) 
ส่วนการตรวจจับ Event Specific ของ NK603 ก็สามารถตรวจจับสัญญาณได้รวดเร็วคล้ายกับยีน Zein ซึ่งผล
การทดลองสอดคล้องกับการทดลองของ  Shrestha et al. (2010) ที่ ท าการตรวจสอบยีน  NK603            
ยีน Mon810 ร่วมกับ ยีน Zein ด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR พบว่า ระดับความเข้มข้นของโพรบ
และไพรเมอร์ที่เท่ากันแต่สามารถตรวจจับสัญญาณของ Mon810 ได้ช้ากว่ายีน NK603 และ ยีน Zein 

 

A B 
Figure 2 The Ct value of each treatment that suitable for Duplex (Mon810 area 1/Zein, A) 

and (NK603 area 1 /Zein, B) Real-time PCR techniques. 

       ส าหรับการตรวจข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon810 NK603 ชุดที่ 1 ควบคู่กับยีน Zein พบว่า
ทุก กรรมวิธีตรวจพบสัญญาณทั ง 3 ต าแหน่ง คือ Event Specific ของ Mon810 และ NK603 และยีน Zein 
ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองตรวจสอบข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมแบบ Duplex ความเข้มข้นสุดท้ายที่
เหมาะสมของโพรบและไพรเมอร์ของ NK603 และ ยีน Zein คือ 5 ไมโครโมลาร์เป็นต้นไป ส่วนความเข้มข้น
สุดท้ายที่เหมาะสมของโพรบและไพร์เมอร์ของ Mon810 คือ 10  ไมโครโมลาร์เป็นต้นไป ซึ่งความเข้มข้นของ
โพรบและ ไพรเมอร์ที่เหมาะสมของ Mon810 NK603 และยีน Zein ส าหรับการศึกษาครั งนี คือ 10 5 และ 5 
ไมโครโมลาร์ตามล าดับ (Fig.3)  



 
Figure 3 The Ct value of each treatment that suitable for multiplex ( Mon810/NK603 

area1/Zein) Real-time PCR technique. 

4.2 ทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมของโพรบและไพรเมอร์ (Mon810, NK603 ชุดที่ 2 และ HMG)  
จากการศึกษาความเข้มข้นสุดท้ายของไพร์เมอร์และโพรบ Mon 810  NK603 และ ยีน 

HMG   ที่เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยา Real-time PCR แบบ Duplex และ Multiplex ในการตรวจสอบ
ข้าวโพด Mon810 และ NK603 ผลการทดลองพบว่า ในการท าปฏิกิริยาแบบ Duplex (Mon810ชุดที่
2/HMG) ทุกกรรมวิธีสามารถตรวจพบสัญญาณของยีน Event-Specific Mon810 และ ยีน HMG โดยพบว่า
ในการตรวจสอบ Event-Specific ของ Mon810 ควบคู่กับยีน HMG สามารถใช้ไพรเมอร์ทั งส่วน Forward 
และ Reverse ที่ระดับความเข้มข้น 0.15 ไมโครโมลาร์เป็นต้นไปและโพรบของ Event-Specific Mon810    
ที่ระดับความเข้มข้น 0.05 ไมโครโมลาร์เป็นต้นไป ส่วนยีน HMG สามารถใช้ไพรเมอร์ทั งส่วน Forward และ 
Reverse ที่ระดับความเข้มข้น 0.05 ไมโครโมลาร์เป็นต้นไป และโพรบของยีน HMG ที่ระดับความเข้มข้น
ตั งแต่ 0.025 ไมโครโมลาร์เป็นต้นไป ( Fig.2B)  นอกจากนี ยังพบว่าการเพ่ิมความเข้มข้นของโพรบและไพร
เมอร์ท าให้การตรวจพบสัญญาณของแต่ละยีนรวดเร็วมากขึ น (Ct น้อย) ดังภาพที่ 4 (Fig.4) ซึ่งสอดคล้องกับ
ผลการทดสอบความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์และโพรบที่ใช้ในการตรวจจับสัญญาณของยีน Event-
Specific NK603 และยีน HMG ที่สามารถตรวจจับสัญญาณของยีนทั งสองได้ทุกกรรมวิธีโดยในการตรวจสอบ 
Event-Specific ของ NK603 ควบคู่กับยีน HMG สามารถใช้ไพรเมอร์ทั งส่วน Forward และ Reverse        
ที่ระดับความเข้มข้นของไพรเมอร์ Event-Specific NK603 ตั งแต่ 0.3 ไมโครโมลาร์เป็นต้นไปและโพรบของ 
Event-Specific NK603 ที่ระดับความเข้มข้น 0.15 ไมโครโมลาร์เป็นต้นไป ส่วนยีน HMG สามารถใช้ไพรเมอร์
ทั งส่วน Forward และ Reverse ที่ระดับความเข้มข้น 0.05 ไมโครโมลาร์เป็นต้นไป และโพรบของยีน HMG ที่
ระดับความเข้มข้นตั งแต่ 0.025 ไมโครโมลาร์เป็นต้นไป และเมื่อเพ่ิมปริมาณความเข้มข้นของไพรเมอร์และโพ
รบก็สามารถตรวจจับสัญญาณของทั งสองยีนได้เร็วขึ นเช่นเดียวกัน โดยสอดคล้องกับผลการทดลองของ      
การตรวจสอบความเข้มข้นสุดท้ายของ  โพรบและไพรเมอร์ของปฏิกิริยาแบบ Duplex ที่รายงานโดย JRC-
EURL-GMFF-ENGL (2011) 



 

 

Figure 4 The Ct value of each treatment that suitable for Duplex (Mon810 area 2/HMG, A) 

and (NK603 area 2 /HMG, B) Real-time PCR techniques. 

     ส าหรับการตรวจข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon810 NK603 ควบคู่กับยีน HMG พบว่า ทุก ๆ กรรมวิธี
ตรวจพบสัญญาณทั ง 3 ต าแหน่ง คือ Event-Specific ของ Mon810 และ NK603 และยีน HMG (Fig.5) ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการทดลองตรวจสอบข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมแบบ Duplex ซึ่งความเข้มข้นในระดับนี 
เหมาะสมกับการวิเคราะห์แยก Event (quality Test) เพียงเท่านั น เพราะให้ค าตอบในการตรวจสอบเพียง
ตรวจพบหรือตรวจไม่พบ แต่อาจไม่เหมาะสมกับการหาปริมาณของแต่ละยีนนั นๆ (quantitative Test) ที่หา
ระดับการมีอยู่ของยีนนั น ว่ามีปริมาณเท่าไหร่มากน้อยเพียงใด นอกจากปัจจัยเรื่องความเข้มข้นของโพรบและ
ไพรเมอร์ที่ส่งผลต่อค่า Ct แล้วยังมีปัจจัยของโพรบที่ติดบริเวณต าแหน่ง 5' และบริเวณ3'  ที่ถูกติดด้วยสีที่
แตกต่างกันเช่น FAM HEX Cy5 หรือติดด้วย BHQ ซึ่งสีที่แตกต่างกันจะส่งผลต่อการแผ่รังสีในช่วงคลื่นที่
แตกต่างกัน และส าหรับการติดปลายบริเวณ 3' ที่ถูกติดด้วย BHQ สามารถตรวจสอบได้ดีกว่าการติดโพรบด้วย
สี อ่ืนๆ เพราะการแผ่รังสีของแสงทั งสองด้านซึ่งอาจจะซ้อนทับกันท าให้การตรวจสอบเป็นไปได้ยาก 
(Johansson, 2006) และส าหรับปัจจัยสุดท้ายซึ่งเกี่ยวข้องกับความคุ้มทุนการน าไปใช้ประโยชน์ คือเรื่องของ
ราคาโพรบซึ่งในการทดลองนี ความเข้มข้น  โพรบที่ต่ าที่สุดสามารถตรวจเจอจึงเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมใน
การตรวจวิเคราะห์คัดแยก Event ในเชิงคุณภาพ  

เมื่อเปรียบเทียบระหว่างการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Simplex Duplex และ Multiplex พบว่า 
ระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์แบบ Simplex และ Duplex ใช้เวลานานกว่าเนื่องจากต้องท าแต่ละยีน
แยกกัน ท าให้ต้องใช้เวลามากขึ น และมีโอกาสเสี่ยงต่อการปนเปื้อนในทุกครั งที่ท าการทดสอบ ส่วนการตรวจ
วิเคราะห์แบบ Multiplex ใช้เวลาในการตรวจรวดเร็วกว่าและให้ผลของค่า Ct ไม่แตกต่างกันกับการตรวจสอบ



ด้วย Simplex และ Duplex ที่ความเข้มข้นโพรบและไพรเมอร์ชุดเดียวกัน นอกจากนี ยังประหยัดต้นทุนเรื่อง
สารเคมี และอุปกรณ์ในการตรวจวิเคราะห์ (Debode et al., 2013)  ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Lab 
Life-Real-Time PCR (2015) ที่รายงานการตรวจวิเคราะห์ยีนด้วยเทคนิค Multiplex ว่าดีกว่าการตรวจ
วิเคราะห์ยีนด้วยเทคนิค Simplex ในหลายด้าน เช่น สามารถตรวจสอบได้หลายยีนในคราวเดียวกันและใช้
สารเคมีเทียบเท่าการท า Simplex แต่ให้ผลการตรวจสอบหลายยีนต่อครั งต่อปฏิกิริยา ลดความเสี่ยงที่เกิดใน
ขั นตอนปฏิบัติงานแต่ละครั ง และช่วยประหยัดเวลาในการท างาน แต่อย่างไรก็ตามพบว่าการตรวจสอบแบบ 
Multiplex มีความจ าเป็นจะต้องทดสอบหาความจ าเพาะเจาะจงและความเหมาะสมความเข้มข้นของไพรเมอร์ 
โพรบ และองค์ประกอบหรือสภาวะของสารเคมีร่วมกันก่อนที่จะปฏิบัติงานจริง ซึ่งสอดคล้องกับหลายงานเช่น 
Alary et al., 2003; Waiblinger et al., 2008; Cottent et al., 2013; Huber et al., 2013; Broeders 
et al., 2014; Fraiture et al., 2015; Peng et al., 2016) 
 

 
Figure 5 The Ct value of each treatment that suitable for multiplex (Mon810/NK603 area 2 

/HMG) Real-time PCR technique. 

 จากการทดลองที่ 3 และ 4 สามารถสรุปได้ว่าต าแหน่งและความเหมาะสมของไพรเมอร์และโพรบมี
ส่วนส าคัญอย่างยิ่งที่ส่งผลต่อความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์และโพรบที่ใช้ในปฏิกิริยาโดยไพรเมอร์และโพ
รบที่มีการจับเกาะได้ดีจะใช้ความเข้มข้นสุดท้ายต่ าจากการทดลองจะเห็นได้ว่าไพรเมอร์และโพรบชุดที่ 1 ของ
ทั งการตรวจสอบยีน Event Specific Mon810 และ NK603 ต้องใช้ความเข้มข้นมากกว่าไพรเมอร์และโพรบ
ชุดที่ 2 ถึง 100 เท่า สอดคล้องกับการรายงานของ Rodriguez et al. (2015) ที่กล่าวว่า การออกแบบไพร
เมอร์และโพรบเป็นปัจจัยที่ส าคัญที่สุดส าหรับเทคนิค Real-time PCR และควรจะท าการทดสอบความใช้ได้
ของโพรบและไพรเมอร์ก่อนจะใช้ถึงแม้ว่าไพรเมอร์และโพรบดังกล่าวจะใช้ โปรแกรมที่น่าเชื่อถือในการ
ออกแบบ 
  
 



5. ผลการทดสอบความเหมาะสมและความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ (Practicability and 
Specificity) ต่อปฏิกิริยา Multiplex Real-time PCR  

จากการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์และโพรบต่อตัวอย่างวัสดุอ้างอิงข้าวโพดดัดแปร
พันธุกรรม events ต่างๆ ได้แก่  Mon810, Bt 11, Bt176, NK603 และตัวอย่างพืชที่ ไม่ ได้รับการดัดแปร
พันธุกรรมด้วยเทคนิค Simplex Real-time PCR เปรียบเทียบกับ Multiplex Real-time PCR ผลการทดลอง
พบว่า ไพรเมอร์และโพรบที่ท าการคัดเลือกมีความจ าเพาะเฉพาะกับต าแหน่งที่ต้องการตรวจสอบคิดเป็น 100 
เปอร์เซ็นต์เมื่อตรวจสอบปฏิกิริยาด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR โดยไพรเมอร์และโพรบของ 
Mon810 สามารถตรวจจับได้ในข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ Mon810 ทุกระดับการปนเปื้อนตั งแต่ 
0.5 เปอร์เซ็นต์ขึ นไป แต่ไม่พบสัญญาณดังกล่าวในการตรวจสอบข้าวโพดไม่ดัดแปรพันธุกรรมและพืชชนิดอ่ืนๆ 
ในขณะเดียวกันไพรเมอร์และ โพรบของ NK603 สามารถตรวจจับได้ในข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ 
NK603 ในทุกระดับตั งแต่ 0.1 เปอร์เซ็นต์ขึ นไปและไม่สามารถตรวจจับสัญญาณจากพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิด
อ่ืนและผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่นเดียวกัน ส าหรับยีนอ้างอิงข้าวโพด (HMG) พบว่า สามารถตรวจจับสัญญาณได้ใน
ตัวอย่างข้าวโพดทุกตัวอย่างแต่ไม่พบสัญญาณในตัวอย่างพืชชนิดอ่ืนๆ (Table 6)  ซึ่งสามารถสรุปได้ว่า     
ไพรเมอร์และโพรบที่น ามาใช้ในการศึกษามีความจ าเพาะเจาะจงกับตัวอย่างข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม 
Mon810 และ NK603  

เมื่อเปรียบเทียบค่า Ct ที่ได้จากการตรวจจับสัญญาณด้วยเทคนิค Simplex และ Multiplex Real-
time PCR (Table7) พบว่าเทคนิค Multiplex Real-time PCR มีความเหมาะสมและประสิทธิภาพในการ
ตรวจวิเคราะห์จ าแนกยีนเทียบเท่ากับเทคนิค Simplex Real-time PCR ซึ่งเมื่อตรวจสอบค่า Ct เฉลี่ย      
ยีน Event Specific NK603 ของข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมที่ทุกระดับการปนเปื้อนที่ตรวจสอบด้วยเทคนิค 
Simplex ไม่แตกต่างทางสถิติเมื่อเทียบกับค่า Ct เฉลี่ยของการตรวจสอบยีน Event Specific NK603 ด้วย
เทคนิค Multiplex  แต่ส าหรับการตรวจสอบยีน Event Specific Mon810 พบว่า การตรวจสอบด้วยเทคนิค 
Multiplex มีความเหมาะสมและมีประสิทธิภาพดีกว่าการตรวจสอบด้วยเทคนิค Simplex Real-time PCR 
ในระดับการปนเปื้อนตั งแต่ 0.01 ถึง 10% โดยค่า Ct เฉลี่ยของยีน Event Specific Mon810 ที่ตรวจสอบ
ด้วยเทคนิค Multiplex มีค่าต่ ากว่าการตรวจสอบด้วยเทคนิค Simplex อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเมื่อ
ตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์จากความถูกต้องของการเกิดปฏิกิริยาเทียบกับข้อมูลองค์ประกอบ
ของยีนดังตารางที่ 1 แล้วน ามาหาค่า False negative rate และ False positive rate จากวิธีของ Broeders 
et al (2014) พบว่า การใช้เทคนิค Multiplex Real-time PCR ตรวจสอบข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ 
Mon810 และ NK603 สามารถตรวจสอบได้ถูกต้องไม่พบการเกิด False negative และ False positive  

นอกจากนี ยังพบว่าเทคนิค Multiplex Real-time PCR มีข้อดีหลายประการดังนี  ประหยัดเวลาใน
การท างาน ตรวจสอบได้หลายยีนในครั งเดียวกัน และใช้สารเคมีน้อยกว่าหรือเทียบเท่ากัน ลดความเสี่ยงของ
ผลการทดสอบจากการปฏิบัติงานหลายครั ง (Life-Real-Time PCR, 2015) และ สามารถตรวจคัดกรองสอง
ยีนพร้อมกับการตรวจยีนจ าเพาะพืชเพ่ือการควบคุมคุณภาพได้ในคราวเดียวกัน (ปิยรัตน์และคณะ, 2562; 
Alary et al., 2003; Debode et al., 2013) 



 
Table 7 Comparison of Event Specific Mon810 and NK603 and endogenous gene 
detection using Simplex and Multiplex Real-time PCR   

Event 

GM 
Conta-

minated
(%) 

 

Ct Mean of 

 Event Specific Endogenous gene 

Mon810 NK603 HMG 
Sim-
plex 

Multi- 
plex 

T-
test 

Sim-
plex 

Multi-
plex 

T-
test 

Sim-
plex 

Multi-
plex 

T-
test 

Mon810 ak <0.09 ND 37.62 * ND ND ns 28.82 27.65 ns 
Mon810 ck 0.5 35.44 34.25 * ND ND ns 28.52 27.47 ns 
Mon810 ek 2 33.76 31.8 * ND ND ns 28.40 27.94 ns 
Mon810 gk 10 31.24 28.04 * ND ND ns 28.48 27.92 ns 
NK603 a 0.1 ND ND ns 36.60 37.19 ns 28.27 28.14 ns 
NK603 b 0.5 ND ND ns 33.30 33.92 ns 27.94 28.32 ns 
NK603 c 1 ND ND ns 31.97 31.98 ns 28.32 27.98 ns 
NK603 d 2 ND ND ns 30.31 29.72 ns 28.23 27.97 ns 
Bt176 5 ND ND ns ND ND ns 25.43 24.77 ns 
Bt11 5 ND ND ns ND ND ns 25.31 24.89 ns 
Non-GM 
Maize 

0 
ND ND ns ND ND ns 24.33 25.07 ns 

Notes: ND=Not detected,   ns= non-significant, * = significant at p value < 0.05 

 
6. ผลการทดสอบประสิทธิภาพการเกิดปฏิกิริยา Multiplex Real-time PCR  
 การทดสอบประสิทธิภาพการเกิดปฏิกิริยาในการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon810 และ 
NK603 ร่วมกับยีนอ้างอิงพืช HMG ด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR ผลการทดลองพบว่า เทคนิค 
Multiplex Real-time PCR สามารถตรวจวัดได้ในระดับการเจือจางดีเอ็นเอตั งแต่ 1:2 ถึง 1:16 หรือระดับ
การปนเปื้อนข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมตั งแต่ 0.125% ถึง 2%  โดยอัตราการเจือจางที่ อัตรา 1: 256          
ไม่สามารถตรวจจับสัญญาณได้  โดยค่า Ct ที่ได้จะเพ่ิมสูงขึ นซึ่งแปรผกผันกับความเข้มข้นของปริมาณ      
Copy number  ที่ลดลง  เมื่อน าค่า Ct ที่ได้ของแต่ละระดับการเจือจางมาสร้างกราฟความเข้มข้นมาตรฐาน 
(standard curve) ตามวิธีของ Del Gaudio et al. (2012) พบว่า ค่า slope ของการสังเคราะห์ยีน Event-
specific Mon810 และ NK603 และ HMG เฉลี่ยคือ -3.10 -3.07 และ -3.38 ตามล าดับ ค่าประสิทธิภาพการ
ท าปฏิกิริยา (PCR efficiency) ของปฏิกิริยายีน Event-specific Mon810 และ NK603 และ HMG เท่ากับ 
110.17 111.71 และ 97.63 ตามล าดับ และมีค่าสัมประสิทธิของการท าปฏิกิริยาของทุกยีนเท่ากับ 0.99 ซึ่ง
ค่าท่ีได้ทั งหมดอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานที่ก าหนดไว้ของการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมเชิงคุณภาพด้วยเทคนิค 



Multiplex Real-time PCR (Broeders et al., 2014) ดังนี  ค่าSlope -3.1 ถึ ง -3.6 ค่า PCR efficiency 
เท่ากับ 80 ถึง 120 และค่าสัมประสิทธิของการท าปฏิกิริยาเท่ากับ 0.99 ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าการตรวจสอบ
ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์  Mon810 และ NK603 ร่วมกับยีนอ้างอิงพืช HMG ด้วยเทคนิค 
Multiplex Real-time PCR มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบจ าแนกยีน Event Specific Mon810 และ 
NK603 (Table 8) 
 
Table 8 The PCR efficiency and Slope of event-specific Mon810 and NK603 and HMG gene 
that were detected using Multiplex Real-time PCR  

Dilution Rate 
GM: total 
Volume 

% 
GMO 
level 

DNA 
conc. 

Target 
Copies 

No. 

Ct of target gene detection 

Mon810 NK603 HMG 

1:0 2% 100 7339.4 28.04±0.12 27.18±0.15 24.23±0.02 
1:2 1% 50 3669.7 30.90±0.13 30.18±0.12 27.46±0.08 
1:4 0.5% 25 1834.9 34.24±0.25 33.27±0.36 31.32±0.14 
1:16 0.125% 6.25 458.7 37.21±0.32 36.30±0.27 34.22±0.61 
1:256 0.008% 0.39 28.67 - - 37.54±0.4 

PCR efficiency (%)   110.17 111.71 97.63 
Slope   -3.10 -3.07 -3.38 

 
7. ผลการทดสอบหาการปนเปื้อนและจ านวนส าเนาดีเอ็นเอที่น้อยท่ีสุดของยีน Event-specific ที่สามารถ
ตรวจพบได้อย่างน่าเชื่อถือ (Limit of detection: LOD)  

ส าหรับการทดสอบหาร้อยละการปนเปื้อนที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได้อย่างน่าเชื่อถือ (LOD)        
ของวิธีการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม Event-specific Mon810 และ NK603 พร้อมกับยีน HMG   
ด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR พบว่า สามารถตรวจจับสัญญาณในตัวอย่างดีเอ็นเอที่มีการปนเปื้อน
ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมตั งแต่  369.7 ถึง 7,339 Copies ได้ครบทั ง 12 ซ  า ส่ วนตัวอย่ างดี เอ็นเอ                  
ที่มีการปนเปื้อนข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม 73.39 Copies เครื่องไม่สามารถตรวจจับสัญญาณของยีน       
Event-specific Mon810 และ NK603 ได้ครบทุกซ  า ยกเว้น ยีน HMG ซึ่งเป็นยีน endogenous สามารถ
ตรวจพบสัญญาณได้ตั งแต่ 7.34-7,339 Copies เป็นต้นไป ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าร้อยละการปนเปื้อนของ
ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon810 และ NK603 ที่ระดับต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้อย่างน่าเชื่อถือคือ 0.1 
เปอร์เซ็นต์ ดังตารางที่ 9 (Table 9)   
 
 
 



Table 9 The limited of detection of event-specific Mon810 and NK603 and HMG gene that 
were detected using Multiplex Real-time PCR  
 
GM 

Conta-
minated 

DNA  
copy 
No. 

Ct 
average 

 

 
Replicate 

% 
detection 
 

ค่าเฉลี่ย 
Ct  

SD RSD 

(%) 
1 2 3 4 

2% 7,339 Mon810 31.14 31.52 31.78 31.80 100 % 
All gene 

31.56 0.27 0.84 
  NK603 31.53 31.51 31.88 31.13 31.51 0.26 0.84 
  HMG 25.54 25.83 25.59 25.99 25.74 0.18 0.71 

0.2% 733.9 Mon810 35.34 35.61 35.63 35.46 100 % 
All gene 

35.51 0.12 0.33 
  NK603 34.81 34.66 34.60 34.85 34.73 0.10 0.30 
  HMG 29.10 29.61 29.54 29.47 29.43 0.19 0.66 

0.1% 369.7 Mon810 36.76 37.34 37.40 37.69 100% 
All gene 

37.29  0.33 0.90 
  NK603 36.17 37.32 37.19 36.82 36.87 0.45 1.21 
  HMG 30.67 30.41 30.74 30.80 32.66 0.15 0.46 

0.02% 73.39 Mon810 nd nd nd nd Only 
HMG 
100% 

- - - 
 NK603 nd nd nd nd - - - 
 HMG 34.61 34.72 34.75 34.02 34.52 0.34 0.99 

0.002% 7.339 Mon810 nd nd nd nd Only 
HMG 
100%  

- - - 
  NK603 nd nd nd nd - - - 
  HMG 36.16 35.93 36.71 36.60 36.35 0.32 0.87 

0.0002% 0.734 Mon810 nd nd nd nd 0% - - - 
  NK603 nd nd nd nd All  - - - 
  HMG nd nd nd nd     gene - - - 

Noted: nd = not detected 

 
8. ผลการทดสอบความเที่ยงตรง (accuracy) และความแม่นย า (precision) ในการตรวจสอบข้าวโพด
ดัดแปลงสายพันธุ์ Mon810 และNK603 ด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR 
   การทดสอบความเที่ยงตรงและความแม่นย าของวิธีนั นบ่งบอกถึงความสามารถของวิธีการตรวจสอบ
ข้าวโพดดัดแปลงสายพันธุ์ Mon810 และ NK603 โดยค่าความเที่ยงตรงและค่าความแม่นย าของวิธีสามารถ
ตรวจสอบโดยจากค่าเปอร์เซ็นต์การเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Relative standard deviation: RSD) และ     
ค่าเปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Standard Deviation: SD) ของการหาปริมาณยีน Event-specific 
Mon810 และ NK603 และยีนอ้างอิงพืช HMG จากการท าตรวจสอบข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมทั ง 4 รอบ     
ผลการทดลองพบว่า ค่าเปอร์เซ็นต์ RSD และ SD ของการหายีน Event-specific Mon810 มีค่าเท่ากับ 1.84 
และ 0.67 เปอร์เซ็นต์ และค่าเปอร์เซ็นต์ RSD และ SD ของการหายีน Event-specific  NK603 มีค่า 1.63 



และ 0.61เปอร์เซ็นต์ โดยค่าความเที่ยงตรงและความแม่นย าของทั งสองยีนมีค่าอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานที่ก าหนด
ไว้ของการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมเชิงคุณภาพด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR (Broeders et 
al., 2014) คือ ค่าเปอร์เซ็นต์ RSD ต้องไม่เกิน 25% ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Del Gaudio et al. 
(2012) ที่ได้รายงานว่าการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมเชิงคุณภาพต้องมีความเที่ยงในการตรวจสอบไม่ควร
เกิน 25 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าเทคนิค Multiplex Real-time PCR ที่ใช้ในการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปร
พันธุกรรมสายพันธุ์ Mon810 และ NK603 มีประสิทธิภาพคงท่ี นอกจากนี อาจกล่าวได้ว่า อุปกรณ์ เครื่องมือที่
ใช้ รวมถึงวิธีการที่เกี่ยวข้องเช่น การเตรียมตัวอย่าง และการสกัดดีเอ็นเอ มีความสม่ าเสมอสามารถท าให้ผล
การตรวจจ าแนกยีนที่มีความเที่ยงตรงและแม่นย า 
 
Table 10 The repeatability and reproducibility of event-specific Mon810 and NK603 and 
HMG gene that were detected using Multiplex Real-time PCR  
 
Sample Repli-

cate 
Target 
Gene 

Assign 
Average 
Copy 

number 

AVG 
Ct 

Accuracy  Precision 

 Assay 
Average 
Copy 

number 

 Assay 
conta-
minate 
Value (%) 

Bias(%)  Repeat-
ability 
(SD) 

Reproduci-
bility 

 (% RSDr) 
 

 
Mon810:
NK603  
(1:1)  

 
0.1% 
Assign 
conta-
minate 
value  

1 Mon810 369.7 36.33 366.15  0.0991 0.9  0.43  
 NK603 369.7 36.80 369.44  0.0997 0.3  0.35  
 HMG 733,940 27.93 734,234  100.04 0.04  0.07  
2 Mon810 369.7 36.93 368.37  0.0996 0.4  0.32  
 NK603 369.7 37.50 372.03  0.1006 -0.6  0.36  
 HMG 733,940 27.77 733,059  99.880 0.12  0.05  
3 Mon810 369.7 37.16 369.21  0.0999 0.1  0.31  
 NK603 369.7 37.58 372.32  0.1007 -0.7  0.28  
 HMG 733,940 27.73 732,766  99.840 0.16  0.12  
4 Mon810 369.7 35.72 363.90  0.0984 1.6  0.31  
 NK603 369.7 36.21 367.26  0.0993 0.7  0.37  
 HMG 733,940 27.69 732,472  99.800 0.2  0.04  

Standard 
information 

Mon810 369.7 37.29 Results of Precision, 
Repeatability and 
Reproducibility 

0.75  0.67 1.84 
NK603 369.7 36.87 0.58  0.61 1.63 
HMG 733,940 27.89 0.13  0.14 0.49 

 
 
 
 



9. ผลการทดสอบปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อปฏิกิริยา Multiplex Real-time PCR  
จากการทดสอบปริมาณความเข้มข้นดีเอ็นเอเริ่มต้นในปฏิกิริยา Real-time PCR ที่แตกต่าง 50  100 

150 และ 200 นาโนกรัม ผลการทดลองพบว่าความเข้มข้นดีเอ็นเอของข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม MON 810 
และ NK603 ในระดับที่ต่างๆ กันส่งผลให้การตรวจจับสัญญาณแตกต่างกัน (ค่า Ct ที่แตกต่างกัน) ในทุกๆ ยีน    
โดยความเข้มข้นของดีเอ็นเอเริ่มต้นที่ 50 นาโนกรัม ให้ค่า Ct ที่ได้จากการตรวจสอบยีน Event-specific 
Mon810 เท่ากับ 33.39±0.06  และยีน Event-specific NK603  เท่ากับ 35.12±1.19 ซึ่งมีค่ามากที่สุดและ
แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญกับค่า Ct ที่ได้จากความเข้มข้นดีเอ็นเริ่มต้นที่ 100 150 และ 200 นาโนกรัม 
ที่มีค่า Ct เฉลี่ยจากการตรวจสอบยีน Event-specific Mon810 เท่ากับ 31.27±1.06  และ ยีน Event-
specific NK603  เท่ากับ 32.33±1.27 นอกจากนี ยังพบว่าในทุกระดับความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั งต้นให้ค่า Ct 
ของ ยีน HMG ซึ่งเป็น endogenous gene ไม่แตกต่างกันทางสถิติ ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าความเข้มข้นของเอ็น
เอตั งต้นที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบได้และเหมาะสมส าหรับการตรวจสอบด้วยเทคนิค Multiplex Real-
time PCR คือ 100 นาโนกรัม และจากการรายงานของ Cankar et al (2006)และ Turkec et al (2016)    
ที่กล่าวว่า การสกัด  ดีเอ็นเอมีความส าคัญอย่างมากและมีความจ าเป็นที่จะต้องทดสอบปัจจัยที่จะส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพการตรวจสอบ GMO ด้วยเทคนิคต่างๆ โดยปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญคือความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ใช้ใน
การท า Real-time PCR โดยค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอ จะแปรผกผันกับค่า Ct ดีเอ็นเอที่มีความเข้มข้นสูงจะ
มีได้ค่า Ct ที่ต่ าและในทางกลับกันถ้าความเข้มข้นดีเอ็นเอตั งต้นในปฏิกิริยาต่ าจะท าได้ค่า Ct ที่สูง แต่ในทาง
กลับกัน Ellison et al. (2006) ได้กล่าวว่า ความเข้มข้นของดีเอ็นเอไม่ใช่ปัจจัยหลักท่ีส่งผลต่อการท าปฏิกิริยา
ใน Real-time PCR แต่ copy number ในดีเอ็นเอตั งต้นเป็นปัจจัยหลักที่จะท าให้การท าปฏิกิริยาเกิดขึ น 
ถึงแม้ความเข้มข้นจะน้อยแต่ถ้ามี copy number ของดีเอ็นเอต้นแบบที่ต้องการตรวจสอบระดับตั งแต่ 10 
copy ขึ นไปก็จะท าเกิดปฏิกิริยา Real-time PCR ได้ตามทฤษฎี 
 

10.ผลการตรวจคัดกรองตัวอย่างพืชและผลิตภัณฑ์จากพืชด้วย Multiplex Real-time PCR             
ทดสอบปฏิกิริยาการตรวจวิเคราะห์ Event Specific ของ Mon810 และ NK603 พร้อมตรวจยีน

อ้างอิงพืช HMG ในปฏิกิริยาเดียวกันแบบ Multiplex Real-time PCR ในตัวอย่างแบบ blind sample 
เปรียบเทียบผลการทดสอบกับผลการตรวจสอบจากห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์พืชและผลิตภัณฑ์พืชดัดแปร
พันธุกรรม ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ ผลการทดลองพบว่าทุกตัวอย่างที่ท าการทดสอบด้วยวิธี 
Multiplex Real-time PCR ให้ผลการทดสอบเหมือนกับผลการทดสอบของห้องปฏิบัติการ 100 % โดยไม่พบ
การเกิด False positive และ False negative (Table 11) 
 
 
 
 
 



Table 11 The event screening test results of blind samples were tested using Multiplex Real-time 
PCR technique (Mon810/NK603/HMG) compared with simplex Real-time PCR technique  

No. 
Sample 

Result of Screening test using 
Multiplex Real-time PCR   simplex Real-time PCR 

Mon810 NK603 HMG  Mon810 NK603 
0065 - - - - - 
0066 - - - - - 
0137 - - - - - 
0808 - - - - - 
0862 - + + - + 
0863 + +      + + + 
0864 + + +  + + 
0865 + + +  + + 
0866 + + +  + + 
0867 + + +  + + 
0868 + + +  + + 
0869 - - +  - - 
0876 - - -  - - 
0929 - - -  - - 
0936 - - -  - - 
0997 - - -  - - 
0998 - - -  - - 
0982 - - -  - - 
0983 - - -  - - 
Mon810 + - +  + - 
NK603 - + +  - + 
Deionized 
water 

- - -  - - 

Notes: + (positive), GM detected; - (negative) Not detected 

 

 

 

 

 

 

 



9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

การตรวจจ าแนกยีนข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ Mon810 และ NK603 ด้วยวิธี Multiplex Real-
time PCR โดยการตรวจจ าแนกยีน Event-specific Mon810 และ NK603 และยีนอ้างอิงข้าวโพด HMG ใน
ปฏิกิริยาเดียวกันมีประสิทธิภาพสามารถใช้ในตรวจจ าแนกยีนดังกล่าว โดยโพรบและไพรเมอร์มีความจ าเพาะ 
และเหมาะสมต่อการจ าแนกยีน Event Specific Mon810 และ NK603 อีกทั งค่าพารามิเตอร์ที่ได้จากการ
ทดสอบวิธี Multiplex Real-time PCR อยู่ในเกณฑ์มาตรฐานที่ก าหนดไว้ และเม่ือทดสอบใช้ในการจ าแนกยีน
พบว่าเทคนิคดังกล่าวสามารถจ าแนกยีนได้ถูกต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ โดยไม่มี False positive/negative โดยมี
ค่าขีดจ ากัดการปนเปื้อนต่ าสุดที่สามารถตรวจได้คือ 0.1 เปอร์เซ็นต ์

 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  

1)   น าผลงานไปจัดท าเอกสารวิธีการตรวจจ าแนกยีนข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ Mon810 
และ NK603 พร้อมกับยีน endogenous gene (HMG) ด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR เพ่ือ
ขยายขอบข่ายการทดสอบเข้าสู่ระบบ ISO/IEC17025:2017 ของห้องปฏิบัติการกลุ่มวิจัยพัฒนาการ
ตรวจสอบพืชและจุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม 

2) น าผลงานที่ได้ถ่ายทอดให้กับหน่วยงานเอกชนหรือภาคราชการอ่ืนๆ เพ่ือใช้ในการตรวจจ าแนก
ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ Mon810 และ NK603 เชิงคุณภาพ 

3) ตีพิมพ์ผลงานเผยแพร่ทางวารสารวิชาการจ านวน 2 ฉบับ  
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