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รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. ชุดโครงการวิจัย   :  - 
2. โครงการวิจัยเดี่ยว           :  พัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรม  

กิจกรรมที่ 1 พัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมด้วยวิธีชีวโมเลกุล 
กิจกรรมย่อย (ถ้ามี)  :  - 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การตรวจสอบข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ MON810    
และ NK603 ด้วยเทคนิค Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Detection of GM corn Mon810 and NK603 using 
Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) Technique 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 
หัวหน้าการทดลอง  :  นางปิยรัตน์ ธรรมกิจวัฒน์ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
ผู้ร่วมงาน                   : นายพงศกร สรรค์วิทยากุล ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภพ 
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      นางสาวฐิติรัตน์ อัศวมงคลศิริ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

5. บทคัดย่อ    
การตรวจสอบข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม ด้วยเทคนิค Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP)  

โดยการตรวจคัดกรองยีน CaMV 35S promoter และ Nos  terminator ดัดแปลงวิธีการของ Randhawa et al. 
(2013) และ Lee et al. (2009) ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา ปรับความเข้มข้นของไพร
เมอร์ อุณหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิริยา ทดสอบความจ าเพาะและความไว ในการตรวจสอบพืชดัดแปลง
พันธุกรรม โดยใช้วัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ต่างๆ และตัวอย่างพืช ได้แก่ข้าวโพด 
และมะละกอ  ดีเอ็นเอจากตัวอย่างวัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม สายพันธุ์ Mon810 BT 11 
BT176 NK603  MIR604 MIR162 Mon89034 ถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม GTS40-3-2 สกัดวิธี GeneScan  
ตัวอย่างพืชสด ข้าวโพด มะละกอ และเฟ่ืองฟ้า ใช้วิธี CTAB ปฏิกิริยา LAMP ประกอบด้วย 2X Bst buffer, 
0.4mM dNTPs, 0.5M Betaine, 0.2µM F3-B3 & FIP-BIP primers, 0.1µM Loop primers, 8 unit Bst 
polymerase, DNA 50-200 ng ชุดไพรเมอร์ตรวจ CaMV 35S promoter บ่มปฏิกิริยาที่ 60 oC 1 ชั่วโมง 
และ Nos terminator บ่มปฏิกิริยาที่ 55 oC  2 ชั่วโมง ตรวจผลการเกิดปฏิกิริยาโดยการเติมสาร SYBR 
greenI ตัวอย่างที่ตรวจพบยีนพืชดัดแปรพันธุกรรมจะเปลี่ยนจากสีส้มเป็นสีเขียวอมเหลือง ตัวอย่างพืชไม่ดัด
แปรพันธุกรรมจะเป็นสีส้มเหมือนเดิม สอดคล้องกับผลตรวจการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอบน 2% Agarose gel 
electrophoresis  
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 การตรวจคัดกรองยีน CaMV 35S promoter และ Nos  terminator ตัวอย่างวัสดุอ้างอิงมาตรฐาน
ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมทุกสายพันธุ์ และตัวอย่างพืชสด ให้ผลถูกต้องตรงกับข้อมูลการดัดแปรพันธุกรรม 
และผลการทดสอบ Real-time PCR  ตัวอย่าง Mon810, BT176 ตรวจพบยีน 35S promoter และไม่พบ 
Nos terminator ตั ว อ ย่ า ง  BT11, NK 603, Mon89034  ต ร ว จ พ บ ยี น  35S promoter แ ล ะ  Nos 
terminator โดยตัวอย่าง MIR604, MIR162 ตรวจพบ Nos terminator และตรวจไม่พบ 35S promoter 
ปฏิกิริยา LAMP มีความไวของวิธีทดสอบที่ขีดจ ากัด (LOD) <0.04% (NK603 100 ng) สามารถใช้เป็นวิธี
ตรวจคัดกรองเฝ้าระวังการปนเปื้อนข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมในภาคสนามหรือห้องปฏิบัติการขนาดเล็กได้   
  
 Abstract 

Genetically Modified Maize detection via loop-mediated isothermal amplification 
( LAMP)  was successfully validated on screening test using CaMV 35S promoter and Nos 
terminator.  This study was experimented base on Randhawa et al.  (2013)  and Lee et al. 
( 2009)  method.  Optimal and appropriated condition for detection ( primer concentration, 
temperature, duration of activity, specificity and sensitivity) were tested to develop GM plant 
detection method. Different maize CRMs and in-house positive samples were used such as 
Mon810, Bt11, BT 176, NK603, MIR604, MIR162, Mon89034 maize and GTS40-3-2 soybean. 
The results demonstrated that the samples contaminated with GM DNA will change the 
color from orange to green-yellow however Non-GM sample stayed always orange, the 
positive agreement and negative agreement results matched with the PCR-base detection 
result and shown the DNA band on agarose gel accordingly. 

Screening test via LAMP developed in this study for CaM35S promoter and NOS 
terminator detection on different maize CRMs and in-house positive samples, the positive 
agreement and negative agreement results matched with the Real-time PCR-base detection 
result.  35S promoter can be detected in Mon810, BT176, BT11, NK 603, Mon 89034. NOS 
terminator can be detected in BT11, NK 603, Mon 89034, MIR604 and MIR162 using LAMP. 
The Limit of Detection of the method was tested using NK603 100g and shown that the 
method can detect GM copies <0.04% contamination. The method developed in this study 
shown promising result to be implemented in field detection or in small GM analysis 
laboratory.          
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6. ค าน า       
สถานการณ์การปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมในปี 2559 มีประเทศท่ีปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมในเชิง

พาณิชย์ 28 ประเทศ พืชที่ปลูกมากในหลายประเทศ ได้แก่ ข้าวโพด ถั่วเหลือง คาโนล่า และฝ้าย (ISAAA, 
2016) ข้าวโพดเป็นพืชที่มีสายพันธุ์และลักษณะการดัดแปรพันธุกรรมมากท่ีสุด (231 events) ทั้งแบบยีนเดี่ยว
และยีนรวม ข้าวโพดต้านทานแมลงสายพันธุ์ MON810 และทนทานสารก าจัดวัชพืชไกลโฟเสทสายพันธุ์ 
NK603 ได้รับการอนุมัติปลูกในหลายประเทศทั่วโลกรวมถึงฟิลิปปินส์และเวียดนาม จึงมีโอกาสเล็ดลอดเข้ามาสู่
ประเทศไทย นอกจากนี้การน าเข้าเมล็ดข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมเพ่ือการอุตสาหกรรมเป็นข้อยกเว้นของ 
พ.ร.บ. กักพืช ดังนั้นกรมวิชาการเกษตรในฐานะที่เป็นหน่วยงานก ากับดูแล ซ่ึงไม่อนุญาตให้มีการน าเข้าและปลูก
พืชดัดแปรพันธุกรรม ยกเว้นเพ่ือการศึกษาทดลอง ต้องวิจัยพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบทีม่ีประสิทธิภาพ ไม่
ยุ่งยาก รวดเร็ว ส าหรับใช้ตรวจสอบเฝ้าระวังการปนเปื้อนในพ้ืนที่ภาคสนามหรือห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก  

เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นวิธีการตรวจดีเอ็นเอโดยใช้หลัก 
พ้ืนฐานของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย เป็นวิธีที่มีการใช้แพร่หลายในการตรวจสอบ
ความปลอดภัยอาหาร (food safety) แลตรวจพิสูจน์โรคคน สัตว์ และพืช ข้อดีของเทคนิค LAMP คือเป็นวิธีที่
มีความจ าเพาะและความไวสูง มีข้ันตอนไม่ยุ่งยาก ต้นทุนต่ า ตรวจสอบด้วยตาเปล่าไม่ต้องใช้เครื่องมือพิเศษ มี
ศักยภาพในการใช้เป็นวิธีการตรวจสอบในพ้ืนที่จริง เทคนิคดังกล่าวมีรายงานการน ามาใช้ตรวจคัดกรองพืชดัด
แปรพันธุกรรมครั้งแรกโดย Fukuta el al (2004) ซ่ึงต่อมามีการพัฒนาตรวจยีนคัดกรองพืชดัดแปรพันธุกรรม
อีกหลายชนิด ได้แก่ T-nos, P-35S, P-nos, pat (Li et al. 2015) Lee et al. (2009) ตรวจคัดกรองยีน 35S 
promoter และ Nos terminator โดยการออกแบบชุดไพรเมอร์ที่ฟอร์มเป็น loop ส าหรับตรวจยีน T-nos 
และ CaMV 35S Promoter โดยท าปฏิกิริยาสังเคราะห์เพ่ิมสายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 55 C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
ตรวจผลปฏิกิริยาบนอะกาโรสเจล พบว่ามีความจ าเพาะและความไวในการตรวจวิเคราะห์ที่ 0.01% GMO 
สามารถใช้เป็นวิธีในการตรวจคัดกรองพืชดัดแปรพันธุกรรมที่ปนเปื้อนในระดับต่ าได้ Randhawa et al. 
(2013) วิจัยพัฒนาเทคนิค LAMP ร่วมกับ Real-time PCR ในการตรวจยีน P35S CaMV, P-FMV และ 
marker ยีน aadA, nptII, uidA ของฝ้ายดัดแปรพันธุกรรม พบว่าเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูง ตรวจได้ภายใน
เวลา 35 นาที และมีความไวในการตรวจได้ถึง 4 copies ข้อดีของการตรวจด้วยเทคนิค LAMP คือสามารถใช้
อุปกรณ์ที่ควบคุมอุณหภูมิที่มีในห้องปฏิบัติการ เช่น heating block, Thermal cycler, Real-time PCR 
และ Isothermal Real-time system สามารถประยุกต์ใช้ตรวจสอบในภาคสนาม ตรวจคัดกรองพืชดัดแปร
พันธุกรรมชนิดอ่ืนๆ ได้ นอกจากนี้เทคนิค LAMP มีความไวต่ าต่อการเกิดปฏิกิริยายับยั้งของพีซีอาร์ แต่มี
ความจ าเพาะและความไวต่อดีเอ็นเอเป้าหมายสูง ปัจจุบันมีการศึกษาและน ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์พืช
และสินค้าพืชดัดแปลงพันธุกรรมจ านวนมาก การทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการทดสอบและประยุกต์ใช้
เทคนิค LAMP ในการตรวจสอบคัดกรองพืชดัดแปลงพันธุกรรม โดยเฉพาะตัวอย่างพืชจากแปลงปลูกของ
เกษตรกร ในพ้ืนที่ภาคสนาม โดยเก็บตัวอย่างทดสอบในห้องปฏิบัติการขนาดเล็กของหน่วยงานส่วนภูมิภาค
เป็นการเฝ้าระวังการปนเปื้อนในพ้ืนที่แปลงเกษตรกร และควบคุมก ากับดูแลตาม พ.ร.บ.กักพืช 
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วัตถุประสงค์ของการทดลอง เพ่ือพัฒนาเทคนิค LAMP ส าหรับตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรม โดย
วิธีการตรวจคัดกรองยีน CaMV 35S promoter และ Nos terminator จากนั้นจะพัฒนาเพ่ือตรวจจ าแนกยีน
จ าเพาะสายพันธุ์ข้าวโพดต้านทานแมลง event Mon810 และข้าวโพดทนทานสารก าจัดวัชพืช event 
NK603   

               

7. วิธีด าเนินการ                          
7.1 อุปกรณ์ : วัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ต่างๆ ได้แก่ event Mon810, 

Bt11, Bt176, NK603, MIR604, MIR162, Mon89034, วัสดุอ้างอิงมาตรฐานถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 
GTS-40-3-2, ตัวอย่างที่สกัดจากพืชสด ได้แก่ ข้าวโพด มะละกอ และเฟ่ืองฟ้า  

ชุ ด ไพรเมอร์ ส าห รับปฏิ กิ ริ ย า LAMP ตรวจวิ เคราะห์ ยี น  CaMV35S promoter และ  Nos 
terminator อ้างอิงวิธี Gurinder (2013) และ Lee (2008) 

สารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา PCR ได้แก่ Bst DNA polymerase, MgCl ,dNTPs, betaine,  
สารเคมีและอุปกรณ์ในการตรวจสอบปฏิกิริยา Agarose gel electrophoresis, SYBR GreenI, Gel-

Documentation magnesium pyrophosphate 
 

 7.2 วิธีการ 
1. ตัวอย่างทดสอบและการสกัดดีเอ็นเอ 
ตัวอย่างวัสดุอ้างอิงมาตรฐานพืชดัดแปรพันธุกรรม (IRMM-ERM, AOCS)  ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม  

และถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม สกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี GeneScan ดัดแปลงจาก Roger และ Bendich (1985)  
โดยชั่งตัวอย่าง 0.1-0.2 มก. ใส่หลอดทดลองขนาด 2 มล. เติม Lysis buffer (Eurofin) ปริมาตร 1 มล. ผสมให้
เข้ากันด้วย vortex บ่มตัวอย่างในเครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง (heat block, Eppendorf) ที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติม Proteinase K 10 ไมโครลิตร ผสมให้ เข้ากันโดยพลิกหลอดไปมา          
บ่มปฏิกิริยาต่ออีก 1 ชั่วโมง  วางให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง ปั่นตกตะกอนที่ 14000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ดูด
ส่วนใสใส่หลอดใหม่ ตกตะกอนโปรตีนโดยเติม Chloroform :Isoamyl alcohol (24:1) 1:1 สารละลาย ผสมให้
เข้ากันด้วย vortex ปั่นตกตะกอนแล้วดูดส่วนใสใส่หลอดทดลองใหม่ ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย isopropanol 
ปริมาตร 2 ใน 3 ของสารละลาย ที่ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง (หรือทิ้งไว้ข้ามคืน) ปั่นตกตะกอนดีเอ็น
เอที่ 14000 rpm เป็นเวลา 20 นาที ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% EtOH 2 รอบ ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง แล้ว
ละลายด้วยน้ าอุ่น  

ตัวอย่างพืชสด ได้แก่ ใบข้าวโพด ใบมะละกอ และใบเฟ้ืองฟ้า สกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ดัดแปลงจากวิธี
มาตรฐาน ISO 21571 (2005) โดยบดตัวอย่างพืชสด ใช้ 0.2 มิลลิกรัม ใส่หลอดทดลอง 2 มิลลิลิตร เติม 2% 
CTAB และ 0.1% B-mercaptoethanol ผสมให้เข้ากันด้วย vortex บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 ชั่วโมง วางให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง ปั่นตกตะกอนที่ 14000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ 
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ตกตะกอนโปรตีนโดยเติม Chloroform :Isoamyl alcohol (24:1) 1:1 สารละลาย ผสมให้เข้ากันด้วย vortex 
ปั่นตกตะกอนแล้วดูดส่วนใสใส่หลอดทดลองใหม่ ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย isopropanol ปริมาตร 2 ใน 3 ของ
สารละลาย ที่ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง (หรือทิ้งไว้ข้ามคืน) ปั่นตกตะกอนดีเอ็นเอที่ 14000 rpm 
เป็นเวลา 20 นาที ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% EtOH 2 รอบ ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง แล้วละลายด้วยน้ าอุ่น  

ตรวจวัดปริมาณและคุณภาพของดี เอ็นเอด้วยสเปกโตรโฟโตมิ เตอร์ (Multiskan GO, Thermo 
Scientific) แล้วเจือจางดีเอ็นเอให้มีความเข้มข้นดีเอ็นเอส าหรับทดลองในขั้นตอนต่อไป 

 
2. ชุดไพรเมอร์ LAMP ส าหรับการตรวจสอบคัดกรองพืชดัดแปรพันธุกรรม  
การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการตรวจสอบด้วยเทคนิค LAMP จะเป็นชุดไพรเมอร์ที่ประกอบด้วยไพร 

เมอร์ 2-3 คู่  ประกอบด้วย Displacement primers (outer primers), Lamp primers (inner primers) และ 
Loop primers สามารถใช้โปรแกรมการออกแบบไพรเมอร์ อาทิ LAMP Designer (Premier Biosoft, Palo 
Alto, CA) หรือ Primer Explorer version 4 (http://primerexplorer.jp/e)  
 ส าหรับงานวิจัยครั้งนี้เลือกทดสอบชุดไพรเมอร์อ้างอิงจาก Lee et al. (2009) เพ่ือทดสอบการตรวจ
วิเคราะห์คัดกรองพืชดัดแปรพันธุกรรมยีน CaMV35S promoter และ Nos terminator ซึ่งออกแบบจาก OSR 
events MS8 และ RF3 และไพรเมอร์อ้างอิงจาก Randhawa et al. (2013) ออกแบบส าหรับตรวจคัดกรอง 
ยีน P35S CaMV ของฝ้ายดัดแปรพันธุกรรม  

การทดลองครั้งนี้สังเคราะห์ชุดไพรเมอร์ LAMP การตรวจวิเคราะห์ CaMV35S Promoter และ Nos 
terminator (Sigma) จากบริษัท ธีระเทรดดิ้ง จ ากัด ล าดับเบสไพรเมอร์ของแต่ละคู่ไพรเมอร์แสดงดังตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1 ล าดับเบสของชุดไพรเมอร์ส าหรับการทดลองในครั้งนี้ 

Primer name Sequence (5’-3’) Reference 
CaMV35P LampF(FIC-F2)  GTCTTCAAAGCAAGTGGTTTTGGATAGTGGGATTGTGCG Lee et al, 
CaMV35P LampR(BI-B2C) TTCCACGATGCTCCTCGTTTTCCTCTGCCGACAGTGG 2009 
CaMV35P LoopF(LoopFc) TCCACTGACGTAAGGG  
CaMV35P LoopR(LoopB) GGGGTCCATCTTTGGG  
CaMV35P DisplF(F3) AGGAAGGGTCTTGCG  
CaMV35P DisplR(B3c) ATAAAGGAAAGGCCATCG  
T-nos LampF(Fic-F2) AGATGGTTTTTATGATTAGTTTTATTTATCCTAGTTTGCGC Lee et al, 
T-nos LampR(BI-B2C) TAATTCAACAGAATTATATGTTTTAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTG 2009 
T-nos LoopF(LoopFc) CAATTATACATTTAATACGCG  
T-nos LoopR(LoopB) TGCAAGACCGGC  
T-nos DisplF(F3) CATAGATGACACCGCG  
T-nos DisplR(B3c) GATCGTTCAAACATTTGG  

http://primerexplorer.jp/e
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F3-p35S CTCCTCGGATTCCATTGC Randhawa 
B3-p35S TCTACAGGACGGACCATG et al,2013 
FIP-p35S ACGATGCTCCTCGTGGGTCATCGTTGAAGATGCCTCT  
BIP-p35S CGTTCCAACCACGTCTTCAAGTCTTGCGAAGGATAGTGG  
LoopF-p35S ATCTTTGGGACCACTGTCG  
LoopB-p35S TGATATCTCCACTGACGTAAGG  

 

3. ทดสอบสภาวะ (condition) ที่เหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยาเทคนิค LAMP  
ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการสังเคราะห์ยีน  CaMV 35S promoter และ 

Nos terminator ด้วยชุดไพรเมอร์ LAMP โดยใช้ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 20 ul ประกอบด้วย 10X Bst 
polymerase buffer (NEB, UK), 0.4mM dNTPs, 10 uM primers (Incl. Displ primers, Lamp primers, 
Loop primers), 5M Betaine, Bst polymerase, DNA template 100 ng (Mon810 แ ล ะ  NK603) แ ล ะ 
paraffin oil  

ทดสอบปริมาณความเข้มข้นของแต่ละคู่ ไพรเมอร์  Displacement primers, Lamp primers และ 
Loop primers อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ (55-60 องศาเซลเซียส) เวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
(60-120 นาที) และปริมาณดีเอ็นเอทีเ่หมาะสมในการทดสอบ (50, 100, 150 และ 200 ng) 

การอ่านและบันทึกผลของปฏิกิริยา LAMP เพ่ือยืนยันผล โดยการทดสอบวิธี 4 แบบ ได้แก่ การเปลี่ยนสี
ของปฏิกิริยาเมื่อการเติมสาร SyBR GreenI (Sigma) ทดสอบดูความขุ่นและการตกตะกอนของแมกนีเซียม ไพโร
ฟอสเฟต (magnesium pyrophosphate) ตรวจดูการเรืองแสงภายใต้ UV transilluminator หรือ Dark reader 
และตรวจดูแถบดีเอ็นเอ บน 2% agarose electrophoresis  

 
4. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของเทคนิค LAMP 
ความจ าเพาะของปฏิกิริยา LAMP ทดสอบโดยใช้ดีเอ็นเอวัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม 

สายพันธุ์ต่างๆ ได้แก่ Mon810 BT 11 BT176 NK603  MIR604 MIR162 Mon89034 ถั่วเหลืองดัดแปร
พันธุกรรม GTS40-3-2 ตรวจผลการเกิดปฏิกิริยา เปรียบเทียบกับข้อมูลการตัดต่อพันธุกรรมที่มีองค์ประกอบของ
ยีนคัดกรอง CaMV 35S promoter และหรือ Nos terminator 
 ความไวของปฏิกิริยา ตรวจสอบโดยใช้วัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมที่มีการปนเปื้อน
ต่างๆ กัน อ้างอิงตามใบรับรองวัสดุ อ้างอิงมาตรฐาน (Certificate of CRM) ดังนี้  Mon810 ak (<0.9%), 
Mon810 ck (0.5%), Mon810 ek (1.98%), Mon810gk (9.9%), NK603a (<0.04), NK603b (0.1%), NK603c 
(0.49%), NK603d (0.98%), NK603e (1.96%), NK603f (4.91%), MIR604a (<0.09%), MIR604c (0.98%), 
MIR604d (9.85%)  
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 5. การตรวจสอบยีนคัดกรองการปนเปื้อนพืชดัดแปรพันธุกรรมด้วยเทคนิค LAMP 
 ท าการตรวจสอบยีน CaMV35Spromoter และ Nos terminator ของตัวอย่างทดสอบที่ได้จากการ
ตัวอย่างดีเอ็นเอของพืชสด และตัวอย่างจากห้องปฏิบัติการ อาทิ ตัวอย่างข้าวโพด ถั่วเหลือง มะละกอ โดยท า
การทดสอบ 2 ซ้ า ใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอวัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ NK603 (0.1% 
และ 0.5% GM) เป็นตัวอย่างเปรียบเทียบผลบวกแสดงการตรวจพบ และใช้น้ าเป็นตัวอย่างควบคุมผลลบ
แสดงว่าตรวจไม่พบ ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาด้วยการเติมสาร SyBR GreenI ปริมาตร (0.1-0.2 ไมโครลิตร)
การอ่านค่าและสรุปผลการทดสอบจะต้องได้ค่าการเปลี่ยนสีหรือไม่เปลี่ยนสีของปฏิกิริยา LAMP ที่เหมือนกัน
ทั้งสองซ้ า หากมีหลอดทดลองที่ให้ผลการทดสอบที่แตกต่างกัน ต้องท าการทดสอบซ้ า ถ้าผลการทดสอบยัง
เหมือนเดิม ให้สกัดดีเอ็นเอและทดสอบใหม ่ 
 
 7.3 เวลาและสถานที่ ระยะเวลาเริ่มต้น ตุลาคม 2558-กันยายน 2560  

 ห้องปฏิบัติการกลุ่มวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืชและจุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม ส านักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์   
1. ตัวอย่างทดสอบและการสกัดดีเอ็นเอ  
การทดลองนี้ใช้วัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ต่างๆ ได้แก่ event Mon810,  

Bt11, Bt176, NK603, MIR604, MIR162, Mon89034, วัสดุอ้างอิงมาตรฐานถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม GTS-
40-3-2 โดยใช้วิธี GeneScan ในการสกัดดีเอ็นเอตัวอย่าง ส าหรับตัวอย่างพืชสด ได้แก่ ข้าวโพด มะละกอ และ
เฟ่ืองฟ้า ใช้วิธี CTAB ในการสกัดดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างอ้างอิงข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม ด้วยวิธี GeneScan มีปริมาณความ

เข้มข้นดีเอ็นเอ 1,035 -1,897 ng/ul, โดยมีค่า ratio 260/280 เฉลี่ย 1.85-2.0 วิธี CTAB ได้ความเข้มข้นดี

เอ็นเอเฉลี่ย 750 ng/ul ค่า ratio 260/280 เฉลี่ย 1.84-2.01 ซึ่งมีปริมาณและคุณภาพในระดับดีมาก โดยไม่

ต้องท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ผ่านเรซิ่น สามารถน าไปทดสอบปฏิกิริยา ต่อด้วยเทคนิค LAMP ท าให้ลดขั้นตอน

ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่าย เนื่องจากเทคนิค LAMP มีความไวต่อปฏิกิริยายับยังต่ า จึงท าให้ลดขั้นตอนและ

ประหยดต้นทุนการท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ผ่านเรซิ่น ทั้งนี้ในขั้นตอนการตรวจสอบด้วย Real-time PCR ของ

ห้องปฏิบัติการต้องน าดีเอ็นเอผ่านเรซิ่นเพ่ือลดปริมาณสารยับยั้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ก่อน วิธีการสกัดโดยไม่ต้อง

ท าบริสุทธิ์ดีเอ็นเอ สอดคล้องกับรายงานของ Li et al (2015) ซ่ึงเทคนิค LAMP มีความไวต่อสารยับยั้งปฏิกิริยา 

ต่ า สามารถเป็นวิธีทดสอบในภาคสนาม อย่างไรก็ตามควรต้องพัฒนาวิธีการสกัดดีเอ็นเอให้มีขั้นตอนที่ง่ายไม่ต้อง

ใช้อุปกรณ์เครื่องปั่นเหวี่ยงที่มีราคาแพง เมื่อสกัดแล้วสามารถน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเทคนิค LAMP ต่อได้เลย 
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ส าหรับรายการวัสดุอ้างอิงมาตรฐาน และค่าเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อน GMOs องค์ประกอบยีนคัดกรอง (อ้างอิง: 

ISAAA, 2017 และ CBD Biosafety clearing house) ที่ใช้ในการทดลองครั้งนีแ้สดงใน ตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 แสดงรายการวัสดุอ้างอิงมาตรฐาน ค่าเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อน GMOs และยีนคัดกรอง 
IRMM-ERM Event %GM 

 
GM construct DNA conc. (ng/ul) 

/Ratio 260/280 35S promoter Nos terminator 
ERM-BF413ak Mon810 ak <0.09 + - 1,035/1.87 
ERM-BF413ck Mon810 ck 0.49 + 0.1 + - 1,570/1.89 
ERM-BF413ek Mon810 ek 1.98 + 0.15 + - 1,640/1.90 
ERM-BF413gk Mon810 gk 9.9 + 0.5 + - 1,642/1.88 
ERM-BF411f BT176 5 + 0.18 + - 1,745/1.89 
ERM-BF412f BT11 4.89 + 0.21 + + 1,348/1.88 
ERM-BF415a NK603 a <0.04 + + 1,630/1.89 
ERM-BF415b NK603 b 0.1 + 0.04 + + 1,539/1.87 
ERM-BF415c NK603 c 0.49 + 0.05 + + 1,008/1.84 
ERM-BF415d NK603 d 0.98 + 0.07 + + 1,156/1.86 
ERM-BF415e NK603 e 1.96 + 0.09 + + 1,038/1.91 
ERM-BF415f NK603 f 4.91 + 0.13 + + 1,299/1.90 
ERM-BF423a MIR604 a <0.09 - + 1,897/1.93 
ERM-BF423b MIR604 b 0.1 (-0.03;+0.1) - + 1,540/1.95 
ERM-BF423c MIR604 c 0.98 (-0.09;+0.13) - + 1,795/1.97 
ERM-BF423d MIR604 d 9.85 (-0.26;+0.29) - + 1,499/1.97 
AOCS 0607-A2 MIR604 100 - + 1,356/2.0 
AOCS 1208-A MIR162 100 - + 1,560/1.89 
AOCS 0906-E Mon89034 99.425 + + 1,353/2.0 
AOCS 0406-D Mon88017 99.05 + + 1,258/1.87 
ERM-BF414f GA21 4.29 + 0.17 - + 1,235/1.87 
ERM-BF410gk GTS 40-3-2 10 + 0.7 + + 1,560/1.94 
หมายเหตุ: + (positive) หมายถึงการดัดแปรพันธุกรรมมียีน CaMV 35S promoter และหรือNos terminator  
            ; - (negative) หมายถึงไม่มียีน CaMV 35S promoter และหรือNos terminator 

2. ชุดไพรเมอร์ LAMP ส าหรับการตรวจสอบคัดกรองพืชดัดแปรพันธุกรรม  
การตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมด้วยวิธีการตรวจคัดกรอง ทดสอบวิธีตรวจสอบยีน CaMV 35S 

promoter โดยชุดไพรเมอร์ซึ่ งประกอบด้ วยไพรเมอร์  3 คู่  ได้แก่  LAMP  CaMV35P LampF(FIC-F2) 
/CaMV35P LampR (BI-B2C) ไพรเมอร์ Loop CaMV35P LoopF(LoopFc)/ LoopR(LoopB) และไพรเมอร์ 
Displacement CaMV35P DisplF(F3)/ CaMV35P DisplR(B3c) (Lee et al. 2009) ทดสอบปฏิกิริยา ตาม
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วิธีของ Lee et al. (2009) ใช้ดีเอ็นเอตัวอย่าง CRM ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม สายพันธุ์ Mon810 และ NK603 
ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ตรวจสอบผลด้วย 
SyBR GreenI  ผลการทดสอบพบว่าสามารถตรวจสอบยีน 35S promoter ได้แต่ไม่มีความสม่ าเสมอของค่าการ
ทดสอบซ้ า จึงสังเคราะห์ไพรเมอร์ชุดใหม่ F3-p35S/ B3-p35S, FIP-p35S/BIP-p35S, LoopF-p35S/LoopB-
p35S (Rostamkhani et al. 2011) ทดสอบปฏิกิริยา LAMP ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง พบว่าไพรเมอร์ชุดใหม่มีความสม่ าเสมอของผลการทดสอบ จึงเลือกใช้เป็นไพรเมอร์ส าหรับการ
ทดสอบครั้งนี้ ทั้งนี้เนื่องจากอุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาที่ 60 องศาเซลเซียสสูงกว่าไพรเมอร์ชุดแรกที่ 55 องศา
เซลเซียส จึงท าให้ผลการทดสอบมีความสม่ าเสมอได้ดีกว่า  
 การตรวจคัดกรองยีน Nos terminator ใช้ชุดไพรเมอร์อ้างอิง Lee et al. (2009)  ประกอบด้วยไพร
เม อ ร์  3 คู่  ไ ด้ แ ก่  T-nos LampF(Fic-F2)/ T-nos LampR(BI-B2C), T-nos LoopF(LoopFc)/ T-nos 
LoopR(LoopB), T-nos DisplF(F3)/ T-nos DisplR(B3c) ใช้ดีเอ็นเอตัวอย่าง CRM ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม 
สายพันธุ์ Mon810 และ NK603 ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง ตรวจสอบผลด้วย SyBR GreenI  ผลการทดสอบพบว่าสามารถตรวจสอบยีน Nos terminator ได้
ให้ผลการทดสอบสอดคล้องกับข้อมูลการดัดแปรพันธุกรรมของสายพันธุ์ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม 
 ส าหรับชุดไพรเมอร์ LAMP มีการพัฒนาเพ่ือใช้ตรวจวิเคราะห์ยีนคัดกรองและยีนจ าเพาะพืชดัดแปร
พันธุกรรม รวมถึงการพัฒนาร่วมกับเทคนิคอ่ืน เช่น real-time PCR (Randhawa et al 2013), DNAzyme-
lateral flow biosensor (Cheng et al. 2017)  

3. ทดสอบสภาวะ (condition) ที่เหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยาเทคนิค LAMP  
ทดสอบปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อการท าปฏิกิริยา LAMP ได้แก่ความเข้มข้นของสารในปฏิกิริยา LAMP  

ความเข้มข้นของไพรเมอร์แต่ละคู่ ความเข้มข้นดีเอ็นเอ รวมถึงการใช้เครื่องควบคุมอุณหภูมิ platform ต่างๆ   
3.1 สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยา LAMP โดยเตรียมสารเคมีทดสอบปฏิกิริยารวม master  

mix ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  2X Bst buffer, 0.4 mM dNTPs, 0.5M Betaine, 0.2 µM ไพ ร เม อ ร์  F3 & B3 
(Displacement, outer primers), 0.2 µM ไพรเมอร์ FIP&BIP (LAMP primers), 0.1 µM ไพรเมอร์ LoopF & 
LoopB, Bst polymerase 8 unit จากนั้นแบ่งใส่หลอดละ 15 µl เติมดีเอ็นเอตัวอย่างทดสอบ (20 ng/ µl) 
ปริมาตร 5 µl (100 ng) แล้วปิดทับด้วยพาราฟินออย หลอดละ 10 µl เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนจาก aerosol 
จากนั้นน าไปบ่มที่เครื่องควบคุมอุณหภูมิ ตามวิธีการส าหรับแต่ละยีน เมื่อครบก าหนดเวลา หยุดปฏิกิริยาโดย
น าไปแช่น้ าแข็ง 5-10 นาที แล้วตรวจผลการเกิดปฏิกิริยาโดยแบ่งตัวอย่าง 5 µl ตรวจการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ บน 
2% agarose gel electrophoresis ปฏิกิริยา LAMP ที่เหลือเติม SyBR greenI หลอดละ 0.1-0.2 µl ผสมเบาๆ 
ให้เข้ากัน ตรวจดูการเปลี่ยนสีของสารเคมีในหลอดทดลอง การเปลี่ยนสีจากสีตั้งต้นของสาร SYBR ซึ่งเป็นสารสี
ส้ม เมื่อเติมลงในหลอดปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยชุดไพรเมอร์ LAMP เกิดปฏิกิริยา
เปลี่ยนเป็นสีเขียวเรืองแสง เกิดจากการจับของสาร SYBR ซึ่งเป็นสาร Fluorochrome ที่มีคุณสมบัติในการ
เข้าจับสายดีเอ็นเอสายคู่ตรงตาแหน่ง minor groove โดยหลอดที่เกิดปฏิกิริยาการสังเคราะห์ยีนมีการเพ่ิม
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ปริมาณดีเอ็นเอท าให้สาร SyBR จับกับดีเอ็นเอ LAMP product ซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายคู่ เมื่อสารนี้ถูกกระตุ้นด้วย
แสงอัตราไวโอเลตจะมีการคายพลังงานออกมาในรูปของแสงฟลูออเรสเซนต์ท า ให้เห็นการเรืองแสงสีเขียว
ชดัเจนมากข้ึน อ่านค่าผลปฏิกิริยาได้ด้วยตาเปล่า แต่ในขณะที่ดีเอ็นเอต้นแบบที่ไม่เป็นพืชดัดแปรพันธุกรรมจะ
ไม่เกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ เช่นเดียวกับหลอดทดลองควบคุมท่ีใช้น้ า จะไม่พบการเปลี่ยนสีของสาร SYBR  
 3.2 ความเข้มข้นดีเอ็นเอที่เหมาะสมส าหรับท าปฏิกิริยา LAMP (amplification range) ในการตรวจ
ยีน CaMV35Spromoter ใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ Mon810ek และตรวจยีน 
Nos terminator ทดสอบด้วยตัวอย่างดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ NK603e โดยเปรียบเทียบ
การใช้ดีเอ็นเอที่ความเข้มข้นต่างกัน 4 ระดบัคือ 50, 100, 150 และ 200 นาโนกรัม พบว่าทุกความเข้มข้น
ของดีเอ็นเอสามารถอ่านผลของปฏิกิริยา LAMP ในการตรวจวิเคราะห์ยีน CaMV 35S promoter และ Nos 
terminator ได ้ โดยการตรวจ Nos terminator อ่านผลการเปลี่ยนสีของปฏิกิริยาเป็นสีเขียวอมเหลืองได้
ชัดเจนที่ปริมาณดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัมสีจะอ่อนกว่าที่ความเข้มข้นดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัมขึ้นไป เมื่อพิจารณา
จากจ านวน Copies no. ของยีนดัดแปรพันธุกรรม มีค่าใกล้เคียงกัน แต่ทั้งนี้อาจเนื่องจากปัจจัยอื่นๆ ทั้งนี้
ปฏิกิริยาการทดสอบสามารถใช้ช่วงดีเอ็นเอได้ตั้งแต่ 50-200 นาโนกรัม โดยไม่เกิดปฏิกิริยายับยั้งจากความไม่
บริสุทธิ์ของตัวอย่าง (ตารางที่ 3, ภาพที่ 1) จากผลการทดสอบดังกล่าวจึงเลือกใช้ปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม 
100 ng ในการทดสอบ 
 
 ตารางที่ 3 ผลการทดสอบระดับความเข้มข้นของดีเอ็นเอและ copies no. ในการตรวจยีน  
                   CaMV 35S promoter (Mon810) และ Nos terminator(NK603) ด้วย LAMP 

 Event (GM %) DNA concentration Copies no. Result 
Mon810 ek 
(1.98% GM) 

50 ng 380 ++ 
100 ng 760 ++ 
150 ng 1140 ++ 
200 ng 1520 ++ 

NK603 e 
(1.96% GM) 

50 ng 377 + 
100 ng 754 ++ 
150 ng 1131 ++ 
200 ng 1508 ++ 
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       ภาพที่ 1  ผลการทดสอบระดบัความเข้มข้นของปริมาณดเีอ็นเอ 50, 100, 150, 200 นาโนกรัม ในการตรวจยีน  

CaMV 35S promoter (A) และ Nos terminator (B) อ่านผลปฏกิิริยาการเปลี่ยนสี SyBR GreenI  

 
ผลการทดสอบอุณหภูมิและระยะเวลาการบ่มปฏิกิริยาที่เหมาะสม ส าหรับชุดไพรเมอร์ CaMV 35S 

promoter บ่มปฏิกิริยาที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และชุดไพรเมอร์ Nos terminator บ่มปฏิกิริยา
ที่ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 นาที จะได้ผลการทดสอบที่สามารถอ่านค่าการเปลี่ยนสีของปฏิกิริยาได้ตรง
กับการตรวจสอบการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอของปฏิกิริยาพีซีอาร์  ส าหรับการทดสอบสภาวะการบ่มปฏิกิริยาใน
เครื่องควบคุมอุณหภูมิต่างๆ พบว่าการท าปฏิกิริยา LAMP สามารถใช้อุปกรณ์ที่ควบคุมอุณหภูมิในระดับ 55- 60 
องศาเซลเซียสได้ อาทิ อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) heating block หรือเครื่องท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่มี
อยู่ในห้องปฏิบัติการ (ไม่ได้แสดงผลการทดสอบ) สอดคล้องกับรายงานของ Randhawa et al. (2013) การท า
ปฏิกิริยา LAMP สามารถใช้ heating block, Thermal cycler, Real-time PCR และ Isothermal Real-
time system ท าให้เทคนิค LAMP เป็นวิธีที่มีศักยภาพในการประยุกต์ใช้ตรวจสอบการปนเปื้อนพืชดัดแปร
พันธุกรรมในภาคสนาม และขยายผลการทดสอบตรวจคัดกรองพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดอื่นเพ่ือการเฝ้าระวัง 

 
4. ทดสอบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของเทคนิค LAMP 
ตรวจความจ าเพาะและความไวปฏิกิริยาโดยเทคนิค LAMP ใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากวัสดุอ้างอิง 

มาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ์ต่างๆ ได้แก่ Mon810 BT11 BT176 NK603 GA21 MIR604 
MIR162 Mon88017 Mon89034 จ านวน 21 รายการ ที่มีเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อน GM ระดับต่างๆ ตั้งแต่
การปนเปื้อนระดับต่ าถึงระดับสูง พบว่าปฏิกิริยาโดยชุดไพรเมอร์ LAMP F3-p35S/ B3-p35S, FIP-p35S/BIP-
p35S, LoopF-p35S/LoopB-p35S (Rostamkhani et al. 2011) และ T-nos LampF(Fic-F2)/ T-nos 
LampR(BI-B2C), T-nos LoopF(LoopFc)/ T-nos LoopR(LoopB), T-nos DisplF(F3)/ T-nos 
DisplR(B3c) (Lee et al. 2009) ให้ผลการทดสอบที่มีความจ าเพาะในการตรวจวิเคราะห์คัดกรองยีนพืชดัด
แปรพันธุกรรม CaMV 35S promoter และ Nos terminator ตามล าดับ ถูกต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 
4, ภาพที่ 2, 3) ซึ่งจัดแบ่งออกได้เป็นสามกลุ่ม ดังนี้ กลุ่มที ่ 1 ตรวจพบยีน 35S promoter/ไม่พบ Nos 
terminator ได้แก่ ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม สายพันธุ์ Mon810 และ BT176 ระดับการปนเปื้อน <0.09 – 
9.9 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มที ่ 2 ตรวจพบยีน 35S promoter และ Nos terminator ได้แก่ ข้าวโพดดัดแปร
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พันธุกรรม สายพันธุ์ BT11, NK603, Mon89034, Mon88017 โดยระดับการปนเปื้อนต่ าสุดคือข้าวโพดดัด
แปรพันธุกรรมสายพันธุ์ NK603 ปนเปื้อน <0.04 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งคิดปริมาณดีเอ็นเอที่มีโอกาสปนเปื้อนใน 100 
ng เท่ากับ 15.38 copies และระดับการเจือปนสูงสุด สายพันธุ์ Mon89034 99.42 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มที่ 3 
ตรวจพบยีน Nos terminator และไม่พบยีน 35S promoter ได้แก่ GA21 MIR604 และ MIR162 ระดับการ
ปนเปื้อนต่ าสุด <0.09 – 100เปอร์เซ็นต ์ ซึ่งผลการตรวจยีนคัดกรองด้วยเทคนิค LAMP ถูกต้องตรงกับข้อมูล 
gene construction ของ events การดัดแปรพันธุกรรม (ที่มา: ISAAA, 2017 และ CBD Biosafety 
clearing house) 
ตารางที่ 4 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ CaMV 35S promoter และ Nos terminator ด้วยเทคนิค LAMP 

Event GM construct (Visual inspection) 2% agarose gel inspection 
35S promoter Nos terminator 35S promoter Nos terminator 

Mon810 ak + - + - 
Mon810 ck + - + - 
Mon810 ek + - + - 
Mon810 gk + - + - 
BT176 + - + - 
BT11 + + + + 
NK603 a + + + + 
NK603 b + + + + 
NK603 c + + + + 
NK603 d + + + + 
NK603 e + + + + 
NK603 f + + + + 
MIR604 a - + - + 
MIR604 b - + - + 
MIR604 c - + - + 
MIR604 d - + - + 
MIR604 - + - + 
MIR162 - + - + 
Mon89034 + + + + 
Mon88017 + + + + 
GA21 - + - + 
GTS 40-3-2 + + + + 

     หมายเหตุ: + (positive) หมายถึงตรวจพบยีน CaMV 35S promoter และหรือNos terminator ; 
                   - (negative) หมายถึงตรวจไม่พบ  
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ความไวของปฏิกิริยา ตรวจสอบโดยใช้วัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมที่มีการปนเปื้อน
ต่างๆ กัน อ้างอิงตามใบรับรองวัสดุอ้างอิงมาตรฐาน (Certificate of CRM) พบว่าเทคนิค LAMP สามารถตรวจ
วิเคราะห์การปนเปื้อนยีน CaMV 35S promoter และ Nos terminator ได้ต่ ากว่า 0.04% ซึ่งมีโอกาสปนเปื้อนยีน
คัดกรองจากการดัดแปรพันธุกรรม 15.38 copies จากรายงานของ Singh et al (2015) ที่พัฒนาเทคนิค LAMP 
เพ่ือตรวจคัดกรองพืชดัดแปรพันธุกรรมทั้งแบบยีนเดี่ยวและยีนรวม พบว่าสามารถตรวจได้ต่ าสุด 2 copies โดย 
Lee et al. (2009) รายงานความไวในการตรวจวิเคราะห์ที่ต่ าสุด 0.01 เปอร์เซ็นต์ ในการตรวจคัดกรองพืชดัด
แปรพันธุกรรมที่ Chen et al. (2012) ตรวจสอบด้วยเทคนิค LAMP ไดต้่ าถึง 0.01-0.005 เปอร์เซ็นต์ โดยเมื่อ
ใช้ปฏิกิริยา LAMP ร่วมกับเทคนิค Real-time PCR Rostamkhani et al. (2011) รายงานว่ามีความไวในการ
ตรวจมากกว่าการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี PCR ถึง 100 เท่า 
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 5. ตรวจคัดกรองการปนเปื้อนพืชดัดแปรพันธุกรรมด้วยชุดไพรเมอร์ LAMP 

การตรวจสอบยีน CaMV35Spromoter และ Nos terminator ของตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากใบ
ข้าวโพด 17 ตัวอย่าง (ต่างพันธุ์กัน) และใช้ดีเอ็นเอวัสดุอ้างอิงมาตรฐาน NK603 ที่มีการปนเปื้อน 0.1 และ 
0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นการทดสอบควบคุมตรวจพบ (positive control)  ใช้ดีเอ็นเอที่สกัดจากเฟ่ืองฟ้าซึ่งไม่เป็น
พืชดัดแปรพันธุกรรม และน้ าเป็นการทดลองควบคุมตรวจไม่พบ (negative control) และทดสอบตรวจคัด
กรองในตัวอย่างมะละกอ 4 ตัวอย่าง โดยท าการทดสอบตัวอย่างละ 2 ซ้ า การอ่านผลตรวจพบหรือตรวจไม่พบ 
ผลการทดสอบต้องได้เหมือนกันทั้ งสองซ้ า เปรียบเทียบกับผลการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีทดสอบใน
ห้องปฏิบัติการ multiplex Real-time PCR  

ผลการทดสอบตัวอย่างข้าวโพดรหัส 1895 จ านวน 17 ตัวอย่าง ตรวจพบยีน CaMV 35S promoter 
17/17 ตัวอย่าง และตรวจพบยีน Nos terminator 7/17 ตัวอย่าง โดยให้ผลการทดสอบสอดคล้องกับการ
ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค multiplex Real-time โดยการทดลองควบคุมที่ใช้ดีเอ็นเอ NK603 ที่มี 0.1 และ 
0.5 เปอร์เซ็นต์พืชดัดแปรพันธุกรรมตรวจพบยีนคัดกรอง CaMV35S promoter และ Nos terminator โดย
การทดลองเปรียบเทียบที่ใช้ดีเอ็นเอเฟ่ืองฟ้าและน้ า ตรวจไม่พบปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีเรืองแสง SyBR (ตารางที่ 
5 ภาพที่ 4) 
 
 
 



15 

 

     ตารางที่ 5 ผลการตรวจคัดกรองข้าวโพดด้วยเทคนิค LAMP เทียบผลกับการตรวจวิเคราะห์ด้วย 
       เทคนิค Real-time PCR 

พืช รหัสตัวอย่างทดสอบ ตรวจสอบด้วย SyBR ผลการตรวจ Real-time PCR 
35S CaMV T-Nos 35S CaMV T-Nos  

ข้าวโพด 1895/1 + - + - 
 1895/2 + - + - 
 1895/3 + + + + 
 1895/4 + + + + 
 1895/5 + + + + 
 1895/6 + + + + 
 1895/7 + - + - 
 1895/8 + - + - 
 1895/9 + + + + 
 1895/10 + - + - 
 1895/11 + - + - 
 1895/12 + - + - 
 1895/13 + - + - 
 1895/14 + - + - 
 1895/15 + - + - 
 1895/16 + + + + 
 1895/17 + + + + 
มะละกอ 1960 - + + + 
 4910 + + + + 
 4911 - + + + 
 Positive papaya + + + + 
Positive control NK603 0.1% GM + + + + 
 NK603 0.5% GM + + + + 
Negative control เฟื่องฟ้า - - - - 
Negative control น้ ากลั่น - - + + 

       หมายเหตุ: + (positive) หมายถึงตรวจพบยีน; - (negative) หมายถึงตรวจไม่พบ  
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9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

1. เทคนิค LAMP โดยชุดไพรเมอร์ CaMV 35S promoter และ Nos terminator มีประสิทธิภาพ
ในการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรม ปฏิกิริยาประกอบด้วย 2X Bst buffer, 0.4mM dNtPs, 0.5M 
Betaine, 0.2µM F3-B3 และ FIP-BIP primers, 0.1µM Loop primers, Bst polymerase โดยใช้  DNA 
template ได้ตั้งแต่ 50-200 ng (การทดลองครั้งนี้ใช้ดีเอ็นเอ 100 ng) บ่มปฏิกิริยาที่ 60 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 1 ชั่วโมง ตรวจผลการเกิดปฏิกิริยาโดยการเติมสาร SYBR greenI 0.2 µl อ่านผลได้ด้วยตาเปล่า ตัวอย่าง
ที่เป็นพืชดัดแปรพันธุกรรม สารละลายจะเปลี่ยนจากสีส้มเป็นสีเขียวอมเหลือง โดยตัวอย่างพืชไม่ดัดแปร
พันธุกรรมและตัวอย่างควบคุมที่ใช้น้ าเป็นการทดลองเปรียบเทียบจะยังเป็นสีส้มเช่นเดิม  สอดคล้องกับการ
ตรวจสอบด้วย 2% gel electrophoresis 

2. การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างวัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม สายพันธุ์ Mon810 
BT 11 BT176 NK603  MIR604 MIR162 Mon89034 ถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม GTS40-3-2 ด้วยวิธี 
GeneScan  ตัวอย่างพืชสด ได้แก่ ข้าวโพด มะละกอ และเฟ่ืองฟ้า สกัดวิธี CTAB ตรวจวัดปริมาณและ
คุณภาพดีเอ็นเอ และเจือจางความเข้มข้นที่เหมาะสม  

3. ผลการทดสอบตัวอย่างดีเอ็นเอวัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมทุกสายพันธุ์ และถั่ว
เหลืองดัดแปรพันธุกรรม (GTS40-3-2) จากการตรวจคัดกรองยีน CaMV 35S promoter และ Nos  terminator 
ถูกต้องตรงกับข้อมูลการดัดแปรพันธุกรรม และผลทดสอบด้วย Real-time PCR  อาทิ ตัวอย่าง Mon810, 
BT176 ให้ผลบวกของ CaMV35S promoter และผลลบของ Nos terminator ส าหรับตัวอย่าง BT11, NK 
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603, Mon89034  ตรวจพบทั้ งยี น  CaMV 35S promoter และ Nos terminator ตั วอย่ าง  MIR604, 
MIR162 ให้ผลลบของ CaMV 35S promoter และผลบวกของ Nos terminator  

4. ปฏิกิริยา LAMP มีความไวของวิธีทดสอบที่ขีดจ ากัด (LOD) 0.1% 100 ng NK603 ซึ่งเทคนิค 
LAMP สามารถน าไปใช้ตรวจคัดกรองเฝ้าระวังการปนเปื้อนพืชดัดแปรพันธุกรรม โดยใช้ห้องปฏิบัติการขนาด
เล็กในหน่วยงานส่วนภูมิภาคได้    

 
ข้อเสนอแนะ 
การประยุกต์ใช้เทคนิค LAMP เพ่ือตรวจคัดกรองเฝ้าระวังข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรมในพ้ืนที่แปลง

ปลูกของประเทศไทย สามารถท าได้ด้วยการพัฒนาวิธีการสกัดดีเอ็นเอส าหรับใช้ในภาคสนาม จากนั้นท าการ
ตรวจสอบยีน CaMV 35S promoter ตามวิธีการข้างต้น ซึ่งใช้ระยะเวลาบ่มปฏิกิริยาเพียง 1 ชั่วโมง อ่านผล
ปฏิกิริยาโดยเติมสารเรืองแสง SyBR GreenI ส าหรับตัวอย่างที่ตรวจไม่พบยีน CaMV 35S promoter ให้ท า
การตรวจสอบยีน Nos terminator ด้วยชุดไพรเมอร์ LAMP ส าหรับ Nos terminator หากตรวจพบยีนคัด
กรอง CaMV 35S promoter และหรือ Nos terminator สามารถน าดีเอ็นเอไปตรวจจ าแนกยีนจ าเพาะที่ตัด
ต่อเข้าพืชดัดแปรพันธุกรรมต่อไป 

 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ :  

-จัดท าเอกสารวิธีการตรวจวิเคราะห์คัดกรองข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม โดยการตรวจวิเคราะห์ยีน 
CaMV 35S promoter และ Nos terminator ด้วยเทคนิค LAMP  

-ขยายผลการใช้ประโยชน์ งานวิจัย โดยออกแบบจัดท าเป็นชุดตรวจสอบภาคสนาม และ
ห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก และอบรมถ่ายทอดวิธีการตรวจวิเคราะห์ให้กับเจ้าหน้าที่ทดสอบ ของหน่วยงานส่วน
ภูมิภาค เพื่อเฝ้าระวังพืชดัดแปรพันธุกรรม  

-น าเทคนิค LAMP ไปประยุกต์ใช้ร่วมกับการตรวจวิเคราะห์ด้วย Real-time PCR ช่วยลดระยะเวลา
การตรวจวิเคราะห์และเพ่ิมความไวในการตรวจสอบตามที่มีการตีพิมพ์เอกสารวิชาการนานาชาติ 

 
11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี)  :  

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการ กลุ่มวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืชและจุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม  
นักศึกษาฝึกงาน ผู้มีส่วนช่วยด าเนินการทดสอบให้งานวิจัยนี้ส าเร็จลุล่วงด้วยดี 
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13. ภาคผนวก  

สารเคมีปฏิกิริยา PCR ไพรเมอร์ LAMP ตรวจยีน CaMV35S Promoter และ Nos terminator 

ความเข้มข้นของสาร ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
Distilled water  8 - 
10x Bst buffer 5 2X 
10 mM dNTPs 1   0.4 mM 
5M Betaine 2.5 0.5  M 
10 µM F3 0.5 0.2 µM 
10 µM B3 0.5 0.2 µM 
10 µM FIP 0.5 0.2 µM 
10 µM BIP 0.5 0.2 µM 
10 µM LoopF 0.25 0.1 µM 
10 µM LoopB 0.25 0.1 µM 
DNA 20 ng/µl 5 100 ng/µl 
Bst polymerase 
Paraffin oil 

1 
10 

 

ชุดไพรเมอร์ CaMV 35S promoter บ่มปฏิกิริยาที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที, ชุดไพรเมอร์ 
Nos terminator บ่มปฏิกิริยาที่ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 นาท ี 

เมื่อครบก าหนดเวลา หยุดปฏิกิริยาโดยน าไปแช่น้ าแข็ง 5-10 นาที แล้วตรวจผลการเกิดปฏิกิริยาโดยแบ่ง
ตัวอย่าง 5 µl ตรวจการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ บน 2% agarose gel electrophoresis ปฏิกิริยา LAMP ที่เหลือเติม 
SyBR greenI หลอดละ 0.2 µl ผสมเบาๆ ให้เข้ากัน ตรวจดูการเปลี่ยนสีของสารเคมีในหลอดทดลอง  

 


