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การสร้างดีเอน็เอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะห์ถั่วเหลืองและข้าวโพดดัดแปลงพนัธุกรรม 
Standard Plasmids Construction for Genetically Modified 

Soybean and Maize Detection 
 

ประสาน  สืบสุข 1    ก่ิงกาญจน์  พิชญกุล 1   ขนิษฐา  วงศว์ฒันารัตน ์1 
 กุหลาบ  คงทอง 1   อลงกรณ์  กรณ์ทอง 1 

 

บทคัดย่อ 
 

การตรวจวิเคราะห์ถัว่เหลืองและขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรมในห้องปฏิบติัการทุกคร้ัง ตอ้งใชว้สัดุ
อา้งอิงส าหรับเป็นตวัควบคุมผลการตรวจวิเคราะห์ ดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีอยูใ่นรูปแบบของพลาสมิดจดัเป็นวสัดุ
อ้างอิงชนิดหน่ึงท่ีสามารถใช้เป็นตัวควบคุม และเปรียบเทียบการปะปนของพืชดัดแปลงพันธุกรรมได ้
งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคห์ลกัในการสร้างส่ิงประดิษฐ์ ท่ีเป็นวสัดุอา้งอิงในรูปแบบของพลาสมิดส าหรับใชใ้น
การตรวจวิเคราะห์ถัว่เหลืองและขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรม ขึ้นใช้เอง เพื่อทดแทนการน าเขา้วสัดุอา้งอิงท่ี
น าเขา้จากต่างประเทศ ซ่ึงมีราคาสูงกวา่ผลิตเอง 15 เท่า ส่งผลใหต้น้ทุนค่าวิเคราะห์ตวัอยา่งลดลง 

การสร้างดีเอ็นเอมาตรฐานเพื่อการตรวจวิเคราะห์ถัว่เหลืองดดัแปลงพนัธุกรรม โดยการเพิ่มปริมาณ
ช้ินส่วนของยีน CP4EPSPS จากดีเอ็นเอของถัว่เหลืองดดัแปลงพนัธุกรรม และยีน Lectin จากถัว่เหลืองท่ีไม่
ดัดแปลงพันธุกรรม น าช้ินส่วนของยีนทั้ งสองเช่ือมต่อกันอยู่ในพลาสมิด ให้ช่ือดีเอ็นเอมาตรฐานน้ีว่า 
pStdDOA/GMO1 เม่ือน าไปทดสอบความถูกต้อง พบว่าดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสร้างขึ้นถือเป็นวสัดุอ้างอิงท่ี
สามารถน าไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์ถัว่เหลืองดดัแปลงพนัธุกรรมไดอ้ย่างถูกตอ้ง และจากการสร้างดีเอ็นเอ
มาตรฐานเพื่อตรวจวิเคราะห์ขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรม โดยการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอของ MON810 
จากดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม  MON810 ช้ินดีเอ็นเอของ Bt176 จากดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปลง
พนัธุกรรม Bt176 และช้ินดีเอ็นเอของยีน Zein จากดีเอ็นเอขา้วโพดไม่ดัดแปลงพนัธุกรรม  โดยน าช้ินส่วน      
ดีเอ็นเอของ MON810 และ Zein ท่ีได้มาเช่ือมต่อเข้าด้วยกันอยู่ในพลาสมิด ให้ช่ือว่าดีเอ็นเอมาตรฐาน 
pStdDOA/GMO2   ส่วนช้ินของดีเอ็นเอ Bt176 และ Zein ได้น ามาต่อเข้าด้วยกันอยู่ในพลาสมิด ให้ช่ือว่า        
ดีเอ็นเอมาตรฐาน pStdDOA/GMO3 เม่ือน าดีเอ็นเอมาตรฐานทั้งสองไปทดสอบความถูกตอ้ง พบว่าดีเอ็นเอ
มาตรฐานทั้งสองจดัเป็นวสัดุอา้งอิงท่ีสามารถน าไปใชก้ารตรวจวิเคราะห์ขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรมไดอ้ย่าง
ถูกตอ้ง  

ดังนั้ นดีเอ็นเอมาตรฐาน pStdDOA/GMO1, pStdDOA/GMO2 และ pStdDOA/GMO3 ท่ีสร้างขึ้ น
จดัเป็นนวตักรรมของกรมวิชาการเกษตรท่ีสามารถน ามาใชเ้ป็นวสัดุอา้งอิงในการตรวจวิเคราะห์ถัว่เหลืองและ
ขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรมไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ และประหยดัตน้ทุนค่าตรวจวิเคราะห์ตวัอยา่งไดม้าก 

 
1 ส านกัวิจยัพฒันาเทคโนโลยีชีวภาพ 
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ค าน า 
 

ปัจจุบนัเทคโนโลยีชีวภาพไดเ้ขา้มามีบทบาทในการพฒันาการเกษตรอย่างมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
การสร้างพืชดัดแปลงพนัธุกรรม เช่น ถั่วเหลือง ขา้วโพด ท่ีให้ผลผลิตสูง ทนทานต่อสารเคมีก าจดัวชัพืช 
ตา้นทานต่อโรคและแมลง และมีคุณค่าทางอาหารสูงขึ้น ในประเทศไทยการผลิตถัว่เหลือง และขา้วโพด เพื่อ
ใช้ภายในประเทศยงัไม่เพียงพอ จึงตอ้งน าเข้าจากต่างประเทศ   ซ่ึงอาจจะมีการปะปนของถัว่เหลือง หรือ
ขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรม ถัว่เหลืองท่ีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสทมีการตดัต่อยีน CP4EPSPS เพิ่ม
เข้าไปจึงท าให้ถั่วเหลืองท่ีถูกตัดต่อสารพันธุกรรมสามารถสร้างเอนไซม์  5-enolpyruvylshikimate-3- 
phosphate synthase (EPSPS) ได้ในปริมาณมาก มีคุณสมบัติในการต้านสารก าจัดวัชพืชไกลโฟเสท 
(Takabataka et al, 2011) ส่วนขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธุ์ MON810 มีการตดัต่อยีน cry1Ab มีผลท า
ใหข้า้วโพดท่ีถูกตดัต่อสารพนัธุกรรมน้ีสามารถผลิตโปรตีนท่ีเปรียบเสมือนกบัเป็นสารฆ่าแมลง เม่ือหนอนกิน
พืชท่ีมียีน cry1Ab  เข้าไปจะท าลายระบบย่อยอาหาร  และตายในท่ีสุด (Van et al.,1989) ส าหรับข้าวโพด
ดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธุ์ Bt176 ประกอบดว้ยยีน cry1Ab จ านวน 2 ชุด ท่ีมีการผลิตโปรตีนในการท าลาย
ระบบยอ่ยอาหารของแมลงเช่นเดียวกนั แต่อยูภ่ายใตก้ารควบคุมการแสดงออกของยนีท่ีแตกต่างกนั  

อยา่งไรก็ตามการผลิตพืชดดัแปลงพนัธุกรรมหรือพืชเทคโนโลยีชีวภาพเพื่อเป็นอาหารและวตัถุดิบ
ในการผลิตอาหารยงัเป็นท่ีถกเถียงกนัระหว่างขอ้ดี คือการแกไ้ขปัญหาการขาดแคลนอาหารของโลก  แต่มีขอ้
วิตกกงัวลเก่ียวกบัผลกระทบท่ีมีต่อสุขภาพของผูบ้ริโภคและส่ิงแวดลอ้ม หลายประเทศจึงไดอ้อกกฎหมายเพื่อ
ควบคุมการน าเขา้และการผลิตพืชดดัแปลงพนัธุกรรม อีกทั้งผูบ้ริโภคมีการเรียกร้องให้มีการติดฉลากสินคา้ 
หรือผลิตภณัฑ์อาหารท่ีมีส่วนผสมของพืชดดัแปลงพนัธุกรรม ห้างสรรพสินคา้บางแห่งไดอ้อกมาตรการให้
สินคา้ท่ีจะน ามาวางขายตอ้งมีหนงัสือรับรองวา่เป็นสินคา้ท่ีไม่ใช่พืชดดัแปลงพนัธุกรรม หรือไม่ไดใ้ชว้ตัถุดิบ
ท่ีผลิตจากพืชดดัแปลงพนัธุกรรม (ขนิษฐา และคณะ, 2553)  ดงันั้นวิธีการตรวจวิเคราะห์พืชและผลิตภณัฑ์
จากพืชดดัแปลงพนัธุกรรมตอ้งเป็นวิธีมาตรฐาน และผลการตรวจวิเคราะห์ตอ้งถูกตอ้ง  แม่นย  า  เป็นท่ียอมรับ
ของสากล ห้องปฏิบติัการตรวจพืชดัดแปลงพนัธุกรรมส่วนใหญ่ยอมรับการตรวจหาการปนเป้ือนของพืช 
อาหาร และผลิตภัณฑ์อาหารท่ีดัดแปลงพนัธุกรรม ด้วยวิธีพีซีอาร์  ซ่ึงเป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะ
ต าแหน่งท่ีตอ้งการในหลอดทดลอง นอกจากน้ีในปัจจุบนัการตรวจวิเคราะห์จ าเป็นตอ้งทราบถึงปริมาณการ
ปนเป้ือน โดยก าหนดให้อาหารท่ีมีการปนเป้ือนของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมมากกว่า 0.9% ขึ้นไป ตอ้งแสดง
ฉลาก เป็นตน้ (มณี, 2547)  

วิธีการตรวจวิเคราะห์พืชและผลิตภณัฑจ์ากพืชดดัแปลงพนัธุกรรม ไม่ว่าจะเป็นการตรวจสอบว่ามีการ
ปนเป้ือนหรือไม่ และตรวจสอบว่ามีการปนเป้ือนมากนอ้ยเพียงใดนั้น การตรวจในห้องปฏิบติัการทุกคร้ัง ตอ้งใช้
วสัดุอา้งอิงส าหรับเป็นตวัควบคุมผลการตรวจวิเคราะห์ท่ีได้  ดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีอยู่ในรูปแบบของ พลาสมิด
จัดเป็นวสัดุอ้างอิงชนิดหน่ึงท่ีสามารถใช้เป็นตัวควบคุมผลการตรวจวิเคราะห์การปะปนของพืชดัดแปลง
พนัธุกรรมได ้ซ่ึงตอ้งมีส่วนของยีนแปลกปลอมท่ีใส่เขา้ไปในพืช และยีนปกติท่ีมีอยู่แลว้ในพืชนั้นเช่ือมต่ออยู่
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ดว้ยกนั ซ่ึงยนี Lectin ท่ีอยู่ในถัว่เหลือง และยีน Zein ท่ีอยูใ่นขา้วโพด จดัเป็นยีนปกติท่ีสามารถน ามาใช้ได ้ ท่ีผา่น
มาได้มีการใช้พลาสมิดท่ีมีช้ินส่วนของดีเอ็นเอหรือยีนท่ีสนใจเป็นดีเอ็นเอมาตรฐานเพื่อการตรวจสอบพืช
ดัดแปลงพันธุกรรมหลายชนิด โดย Allnutt et al., (2005) ได้สร้างดีเอ็นเอมาตรฐาน  pMON810 ท่ีมีส่วนยีน 
MON810 และ pSSIIB มียีน Maize starch synthase II B เพื่อใช้เปรียบเทียบปริมาณการปนเป้ือนของข้าวโพด
ดัดแปลงพันธุกรรม  Takeshi (2001) ได้ใช้ดี เอ็นเอมาตรฐานท่ี มีส่วนของ CaMV35S promoter และ NOS 
terminator เป็นดีเอน็เอท่ีใชอ้า้งอิงถึงปริมาณการปนเป้ือนของพืชดดัแปลงพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค Real-time PCR  

จึงท าการทดลองสร้างดีเอ็นเอมาตรฐานในรูปแบบของพลาสมิดเพื่อการตรวจวิเคราะห์ถัว่เหลือง
และขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรม เป็นการสร้างวสัดุอา้งอิงขึ้นใช้เองของกรมวิชาการเกษตร เพื่อทดแทนการ
น าเขา้วสัดุอา้งอิงท่ีตอ้งน าเขา้จากต่างประเทศ ซ่ึงมีราคาสูงกว่าการผลิตได้เองถึง 15 เท่า ส่งผลให้ตน้ทุนค่า
วิเคราะห์ตัวอย่างลดลงมากด้วย ซ่ึงในแต่ละปีห้องปฏิบัติการท่ีรับผิดชอบในการตรวจวิเคราะห์พืชและ
ผลิตภณัฑ์จากพืชดัดแปลงพนัธุกรรม ตอ้งตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเป็นจ านวนมาก  นับว่าการสร้างดีเอ็นเอ
มาตรฐานขึ้นใช้เอง เป็นประโยชน์อย่างมากต่อห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์พืชและผลิตภัณฑ์จากพืช
ดดัแปลงพนัธุกรรมของกรมวิชาการเกษตร 

 

วัตถุประสงค์ 
 

1. เพื่อโคลนช้ินส่วนของยีน CP4EPSPS, Lectin จากถั่วเหลือง และ MON810, Bt176, Zein จาก
ขา้วโพด ท่ีมีและไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรม 

2. สร้างดีเอ็นเอมาตรฐานในรูปแบบพลาสมิดท่ีประกอบดว้ย  CP4EPSPS และ Lectin เพื่อใชต้รวจ
วิเคราะห์ถัว่เหลืองดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท  

3. สร้างดีเอ็นเอมาตรฐานในรูปแบบพลาสมิดท่ีประกอบด้วย  MON810 และ Zein เพื่อใช้ตรวจ
วิเคราะห์ขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธุ์ MON810 

4. สร้างดีเอน็เอมาตรฐานในรูปแบบพลาสมิดท่ีประกอบดว้ย Bt176 และ Zein เพื่อใชต้รวจวิเคราะห์
ขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธุ์ Bt176 

 

วิธีด าเนินการ 
 

อุปกรณ์ 
1. ตวัอย่างถัว่เหลืองดดัแปลงพนัธุกรรม (ตวัอย่างส่งตรวจหมายเลข Gm11533) และถัว่เหลืองไม่มีการ

ดดัแปลงพนัธุกรรม (พนัธุ์เชียงใหม่ 60) ตวัอย่างเมล็ดขา้วโพดบดละเอียด ท่ีมีการปนเป้ือนของขา้วโพดดดัแปลง
พนัธุกรรม MON810 ท่ีระดบั 5 เปอร์เซ็นต ์(ERM-BF413f ) และท่ีมีการปนเป้ือนของขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรม 
Bt176 ท่ีระดบั 5 เปอร์เซ็นต ์(ERM-BF411f ) และขา้วโพดท่ีไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรม (พนัธุ์ NSX042029) 

2. ชุดน ้ายา สารเคมี และเคร่ืองมือต่าง ๆ ท่ีใชใ้นงานวิจยัชีวโมเลกุล 
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วิธีการ  
การด าเนินการประกอบดว้ย 2 กิจกรรมดงัน้ี     
กจิกรรมท่ี 1. การสร้างดีเอน็เอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะห์ถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม 

1.1 การโคลนยีน CP4EPSPS และ Lectin  
สืบคน้ขอ้มูลของยนี CP4EPSPS และ Lectin ของถัว่เหลือง จากฐานขอ้มูลสาธารณะ NCBI  

วิเคราะห์หาต าแหน่งท่ีเหมาะสมในการเช่ือมต่อช้ินส่วนของยีนเขา้ดว้ยกัน และออกแบบไพรเมอร์เพื่อเพิ่ม
ปริมาณยีนด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยน าดีเอ็นเอของถั่วเหลืองดัดแปลงพนัธุกรรมไปเพิ่มปริมาณยีน CP4EPSPS 
ส าหรับยีน Lectin ใชดี้เอน็เอของถัว่เหลืองท่ีไม่ดดัแปลงพนัธุกรรมในการเพิ่มปริมาณส่วนของยนี น าช้ินส่วน
ยีนท่ีเพิ่มปริมาณไดน้ าไปเช่ือมต่อ (cloning) เขา้กบัพลาสมิด pGEM-T easy และส่งผ่านเขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย 
ตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบัเบสในแต่ละช้ินส่วนยนี 

1.2 การสร้างชุดยีน CP4EPSPS และ Lectin 
น าพลาสมิดท่ีได้รับยีน CP4EPSPS และ Lectin ท่ีมีการตรวจสอบความถูกต้องแล้วจาก    

ข้อ 1.1 มาสร้างเป็นชุดยีนประกอบด้วย CP4EPSPS + Lectin โดยน าพลาสมิดทั้ งสองมาตัดด้วยเอ็นไซม์
จ าเพาะ NdeI จากนั้นน าดีเอน็เอท่ีถูกตดัมาเช่ือมต่อกนัโดยเติมเอน็ไซม ์T4 DNA Ligase และน าไปเพิ่มปริมาณ
ช้ินดีเอ็นเอเพื่อเลือกเฉพาะช้ินท่ีมีการเช่ือมต่อกนัของยีน CP4EPSPS + Lectin ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ น าตวัอย่าง
ช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีมีการเช่ือมต่อกันไปใส่ไว้ในเวคเตอร์ pCR8/GW/TOPO และถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย 
ตรวจสอบความถูกตอ้งของโคลนโดยวิธีการตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ และเทคนิคพีซีอาร์ 

1.3 การทดสอบความถูกต้องของดีเอน็เอมาตรฐานท่ีใช้ตรวจถั่วเหลืองดัดแปลงพนัธุกรรม 
น าพลาสมิดท่ีมีช้ินยีนเป้าหมาย CP4EPSPS และ Lectin เช่ือมต่ออยู่ในพลาสมิดเดียวกัน 

ทดสอบความถูกต้องของดีเอ็นเอมาตรฐานด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการ
ตรวจสอบถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม และมีดีเอ็นเอของถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม ถั่วเหลืองท่ีไม่
ดดัแปลงพนัธุกรรม และน ้าเป็นตวัควบคุมในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
กจิกรรมท่ี 2. การสร้างดีเอน็เอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะห์ข้าวโพดดัดแปลงพนัธุกรรม 

2.1 การโคลนชิ้นส่วนดีเอน็เอของ MON810, Bt176 และ Zein 
สืบค้นข้อมูลของยีน MON810, Bt176 และ Zein ของข้าวโพด จากฐานข้อมูลสาธารณะ 

NCBI  วิเคราะห์หาต าแหน่งท่ีเหมาะสมในการเช่ือมต่อช้ินส่วนของยีนเขา้ดว้ยกนั และออกแบบไพรเมอร์เพื่อ
เพิ่มปริมาณยีนด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยน าดีเอ็นเอของข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม MON810 ไปเพิ่มปริมาณ
ช้ินส่วนของดีเอ็นเอ MON810  ส่วนดีเอน็เอของขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรม Bt176 น าไปเพิ่มปริมาณช้ินส่วน
ของดีเอ็นเอ Bt176 ส าหรับดีเอ็นเอของขา้วโพดท่ีไม่ดดัแปลงพนัธุกรรมใชเ้พิ่มปริมาณช้ินส่วนของดีเอน็เอยีน 
Zein น าตวัอยา่งช้ินส่วนยนีท่ีเพิ่มปริมาณไดน้ าไปเช่ือมต่อเขา้กบัพลาสมิด pCR8/GW/TOPO และส่งผ่านเขา้สู่
เซลลแ์บคทีเรีย ตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบัเบสในแต่ละช้ินส่วนยนี 
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2.2 การสร้างชุดยีน MON810 + Zein และ Bt176 + Zein 
น าพลาสมิดท่ีได้รับช้ินดีเอ็นเอ MON810, Bt176 และ Zein ท่ีผ่านการตรวจสอบความ

ถูกต้องแล้วจากข้อ 2.1 มาตัดด้วยเอ็นไซม์จ าเพาะ AscI แล้วน าไปสร้างเป็นชุดยีน 2 ชุด คือชุดยีนท่ี 1 
ประกอบด้วย MON810 + Zein และชุดยีนท่ี 2 ประกอบด้วย  Bt176 + Zein จากนั้ นน าดีเอ็นเอท่ีถูกตัดมา
เช่ือมต่อกนัตามชุดของยีนโดยใช้เอ็นไซม์ T4 DNA Ligase และน าไปเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอเพื่อเลือกเฉพาะ
ช้ินท่ีมีการเช่ือมต่อกันของยีน MON810+Zein และ Bt176+Zein ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ท่ี
เหมาะสมกับยีนแต่ละชุด  น าตัวอย่างช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ี มีการเช่ือมต่อกันไปใส่ไว้ในเวคเตอร์ 
pCR8/GW/TOPO และถ่ายเขา้สู่แบคทีเรีย ตรวจสอบความถูกตอ้งของโคลนโดยวิธีการตดัดว้ยเอ็นไซมต์ดัจ าเพาะ 
และเทคนิคพีซีอาร์ 

2.3 การทดสอบความถูกต้องของดีเอน็เอมาตรฐานท่ีใช้ตรวจข้าวโพดดัดแปลงพนัธุกรรม 
น าพลาสมิดท่ีมีช้ินยีนเป้าหมาย MON810+Zein และ Bt176+Zein เช่ือมต่ออยู่ในพลาสมิด

เดียวกนั ไปตรวจสอบดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ เพื่อทดสอบความถูกตอ้งของดีเอ็นเอมาตรฐานโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีใช้
ในห้องปฏิบติัการตรวจสอบขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรม MON810 และ Bt176 โดยมีดีเอน็เอของขา้วโพดท่ีมี
การดดัแปลงพนัธุกรรม และไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรมเป็นตวัเปรียบเทียบผลการตรวจสอบ และมีน ้าเป็นตวั
ควบคุมในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

 

เวลาและสถานที่ด าเนินการ 
 

ระยะเวลาด าเนินการ เร่ิมตน้ เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2550  ส้ินสุด เดือน กนัยายน 2553 
สถานท่ีด าเนินการ ส านกัวิจยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

กจิกรรมท่ี 1. การสร้างดีเอน็เอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะห์ถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม 
1.1 การโคลนยีน CP4EPSPS และ Lectin  

ผลการคน้หาล าดบัเบสของยีน CP4EPSPS และ Lectin ในฐานขอ้มูลสาธารณะ NCBI พบ
ขอ้มูลยีน CP4EPSPS ใน Accession no. AB209952 มีขนาด 2,457 คู่เบส ส าหรับยีน Lectin ของถัว่เหลืองพบ
ใน Accession no. K00821 มีขนาด 2,152 คู่ เบส เม่ือวิเคราะห์ข้อมูลล าดับเบสของยีนทั้ งสอง พบว่าไม่มี
ต าแหน่งจุดตดัของเอ็นไซม์ตดัจ าเพาะ SalI, NdeI และ SacI จึงไดน้ าล าดบัเบสของเอ็นไซม์ดงักล่าวไปเติมท่ี
ต าแหน่งปลายดา้นปลาย 5’ และ 3’ ของแต่ละยีน ทั้งน้ีเพื่อใชใ้นการตดัต่อช้ินส่วนยีนเขา้ดว้ยกนั ไดอ้อกแบบ
การจดัวางต าแหน่งจุดตดัของเอ็นไซมต์ดัจ าเพาะ โดยยีน CP4EPSPS ไดอ้อกแบบต าแหน่งจุดตดัของเอ็นไซม์
ไวท่ี้ปลายดา้นปลาย 5’ ดว้ยเอ็นไซม์ NdeI  ส่วนปลายดา้นปลาย 3’ ไดอ้อกแบบต าแหน่งจุดตดัดว้ยเอ็นไซม ์
SacI  ส่วนยนี Lectin ไดอ้อกแบบการวางต าแหน่งจุดตดัของเอ็นไซมไ์วท่ี้ปลายดา้นปลาย 5’ ดว้ยเอ็นไซม ์SalI 
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ส่วนปลายด้านปลาย 3’ ได้ออกแบบต าแหน่งจุดตัดด้วยเอ็นไซม์ NdeI จะเห็นได้ว่าการออกแบบการวาง
ต าแหน่งจุดตัดของเอน็ไซม์ได้ออกแบบให้มีจุดตัดของเอน็ไซม์ NdeI ปรากฏอยู่บนสายดีเอน็เอของท้ังสองยีน 
ท้ังนี้เพ่ือเป็นประโยชน์ในการต่อยีนท้ังสองเข้าด้วยกนั จากการน าขอ้มูลล าดบัเบสท่ีมีการดดัแปลงดงักล่าว ไป
ออกแบบไพรเมอร์ พบว่าได้ไพรเมอร์ CP4EPSPS-F และ CP4EPSPS-R ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ีเหมาะสมในการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี CP4EPSPS ส่วนไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณยีน Lectin คือ Gmlectin-
F และ Gmlectin-R เม่ือน าไปใช้เพิ่มปริมาณยีน CP4EPSPS จากดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากถั่วเหลืองดัดแปลง
พนัธุกรรม พบว่าให้แถบดีเอ็นเอขนาด 1,595 คู่เบส ส่วนการเพิ่มปริมาณยนี Lectin จากถัว่เหลืองไม่ดดัแปลง
พนัธุกรรม พบว่าให้แถบดีเอ็นเอขนาด 1,025 คู่เบส ดงัแสดงในภาพท่ี 1 จะเห็นไดว้่าดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้
จากแต่ละยีนมีเพียงแถบเดียวเท่านั้ น แสดงให้เห็นว่าล าดับเบสของไพรเมอร์ท่ีใช้เพิ่มปริมาณนั้ น มี
ความจ าเพาะกบัยนี CP4EPSPS ในถัว่เหลืองดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีตา้นทานสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท และมี
ความจ าเพาะกบัยีน Lectin ของถัว่เหลืองปกติ โดยช้ินดีเอ็นเอของยีน CP4EPSPS และ Lectin สามารถน าไป
เช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ pGEM-T easy และถ่ายฝากเขา้ไปในเซลล์แบคทีเรีย E. coli  JM109 ได้ส าเร็จ สามารถ
ตรวจพบโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีช้ินดีเอ็นเอเป้าหมายซ่ึงมีสีขาวเป็นจ านวนมาก จากการตรวจสอบเพื่อยืนยนั
ผลท่ีไดด้ว้ยเทคนิค Single Colony PCR พบวา่ทุกโคโลนีท่ีมีสีขาวมีช้ินส่วนของดีเอ็นเอเป้าหมายแทรกอย  ู ่่
ทุกโคโลนี  แต่อย่างไรก็ตามเพื่อให้เกิดความถูกตอ้งในระดบัการเรียงล าดบัของสารพนัธุกรรม จึงไดท้ าการ
แยกสกัดพลาสมิดจากแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีเป็นสีขาว น าไปหาล าดับเบสของช้ินส่วนยีน CP4EPSPS และ 
Lectin ท่ีแทรกตวัอยู่ในเวคเตอร์ pGEM-T easy ดว้ยไพรเมอร์ M13F และ M13R พบว่าล าดบัเบสของช้ินส่วน
ยนีทั้งสองท่ีโคลนได ้มีการเรียงตวัของล าดบัเบสเหมือนกบัยีน CP4EPSPS และ Lectin ท่ีมีรายงานไวแ้ลว้ จึง
สรุปไดว้า่ยนีทั้งสองท่ีโคลนไดมี้ความถูกตอ้ง 

 
ภาพท่ี 1 ขนาดของช้ินส่วนยีน CP4EPSPS ท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากถัว่เหลืองดดัแปลงพนัธุกรรม (ลูกศร 1) และ 

ขนาดของช้ินส่วนยนี Lectin ท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากถัว่เหลืองปกติ (ลูกศร 2) 
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1.2 การสร้างชุดยีน CP4EPSPS และ Lectin 
พบว่าสามารถน าพลาสมิดท่ีประกอบดว้ยช้ินส่วนยีน CP4EPSPS และ Lectin มาตดัและต่อ

เข้าด้วยกันได้ส าเร็จ โดยการตัดพลาสมิดทั้ งสองด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ NdeI แล้วเช่ือมต่อช้ินดีเอ็นเอ 
CP4EPSPS กบั Lectin  เขา้ดว้ยกนัดว้ยเอ็นไซม์ T4 DNA Ligase โอกาสการเช่ือมต่อกนัของช้ินดีเอ็นเอนั้น มี
ลักษณะเป็นแบบสุ่ม มี  3 แบบ คือ (1). CP4EPSPS ต่อกับ  CP4EPSPS  (2). Lectin ต่อกับ  Lectin และ           
(3). CP4EPSPS ต่อกบั Lectin แต่ในงานวิจยัน้ีไดค้ดัเลือกเฉพาะช้ินดีเอน็เอท่ีมีการเช่ือมต่อกนัของ CP4EPSPS 
ต่อกบั Lectin เท่านั้น ผลจากการคดัเลือกดว้ยเทคนิคพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ Gmlectin-F และ CP4EPSPS-R 
พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอได้ขนาด 2,620 คู่เบส จึงเป็นขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีถูกต้องตามท่ี
คาดหวงัไว ้ซ่ึงเกิดจากการต่อเช่ือมรวมกนัระหว่างยีน CP4EPSPS และ Lectin โดยขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีมี
การเช่ือมต่อกนัน้ี สามารถน าไปเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ pCR8/GW/TOPO และถ่ายเขา้สู่แบคทีเรียได ้ เม่ือตรวจ
คดัเลือกโคลนเป้าหมายท่ีมีช้ินดีเอน็เอ CP4EPSPS และ Lection เช่ือมอยู่ดว้ยกนัโดยใชไ้พรเมอร์ 3 คู่ พบว่าได้
ขนาดช้ินดีเอ็นเอดงัน้ี (1). Gmlectin-F และ CP4EPSPS-R ไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 2,620 คู่เบส (2). Gmlectin-F 
และ Gmlectin-R ได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,025 คู่เบส และ (3). CP4EPSPS-F  และ CP4EPSPS-R ได้
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,595 คู่เบส ซ่ึงช้ินดีเอ็นเอขนาดดังกล่าวเป็นขนาดท่ีตรงกับค่าท่ีคาดหมายไว ้
นอกจากน้ีไดต้รวจสอบโคลนเป้าหมายเพื่อยืนยนัผลให้ชดัเจนโดยการตดัดว้ยเอ็นไซมต์ดัจ าเพาะ 3 ชนิด คือ 
SacI, NdeI และ SalI  พบว่าขนาดของช้ินดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการตดัมี 3 ขนาด คือ 1,025 1,595 และ 2,817 คู่เบส 
ซ่ึงเป็นขนาดช้ินดีเอน็เอของยนี Lectin, CP4EPSPS และเวคเตอร์ pCR8/GW/TOPO ตามล าดบั  

1.3 การทดสอบความถูกต้องของดีเอน็เอมาตรฐานท่ีใช้ตรวจถั่วเหลืองดัดแปลงพนัธุกรรม 
ผลจากการน าพลาสมิดของโคลนเป้าหมายท่ีมีช้ินยนี CP4EPSPS และ Lectin เช่ือมต่ออยูใ่น 

พลาสมิดเดียวกนัไปตรวจสอบดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจสอบถัว่เหลืองดดัแปลง
พนัธุกรรม และมีดีเอ็นเอของถัว่เหลืองท่ีมี และไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรมเป็นตวัเปรียบเทียบ พบว่าจากการ
ใช้ไพรเมอร์ Sttmr3a และ Sttmr2a สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 146 คู่เบส ในดีเอ็นเอมาตรฐาน และ
ในถั่วเหลืองท่ีมีการดัดแปลงพันธุกรรม แต่ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดดังกล่าวในถั่วเหลืองไม่ดัดแปลง
พนัธุกรรม และเม่ือตรวจสอบยีน Lectin ซ่ึงเป็นยีนพื้นฐานท่ีอยู่ในถัว่เหลือง ดว้ยไพรเมอร์ Sltm1 และ Sltm2 
ผลปรากฏว่าสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 99 คู่ เบส ซ่ึงพบได้ทั้ งในดีเอ็นเอมาตรฐาน            
ถัว่เหลืองท่ีมีการดัดแปลงพนัธุกรรม และถั่วเหลืองไม่มีการดัดแปลงพนัธุกรรม (ภาพท่ี 2) นอกจากน้ีได้
ตรวจสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ทั้งสอง 2 คู่ ผสมกันในปฏิกิริยาพีซีอาร์หลอดเดียวกัน 
พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดท้ั้งขนาด 146 และ 99 คู่เบส ท่ีเกิดจากการตรวจสอบเพียงคร้ังเดียว จึงเป็น
การลดขั้นตอนและค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ตวัอย่างลงอีกวิธีหน่ึง (ภาพท่ี 2) ดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสร้างขึ้นได้
ให้ ช่ื อ ว่ า  pStdDOA/GMO1 ซ่ึ งป ระกอบด้วย ชุ ด ยีน ของ  CP4EPSPS แล ะLectin ท่ี อ ยู่ ในพ ล าส มิ ด 
pCR8/GW/TOPO (ภาพท่ี 3) จดัเป็นวสัดุอา้งอิงท่ีเป็นดีเอ็นเอมาตรฐานในรูปแบบของพลาสมิด ท่ีผลิตขึ้นเอง 
ท่ีสามารถใชใ้นการตรวจวิเคราะห์ถัว่เหลืองไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพตามมาตรฐานสากล เพื่อทดแทนการน าเขา้
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วสัดุอา้งอิงท่ีน าเขา้จากต่างประเทศ ซ่ึงมีราคาสูงกว่าการผลิตเองถึง 15 เท่า ส่งผลให้ช่วยประหยดัตน้ทุนค่า
ตรวจวิเคราะห์ตวัอยา่งไดม้าก  

 

ภาพท่ี 2 ขนาดของช้ินดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการตรวจสอบความถูกตอ้งของดีเอ็นเอมาตรฐานโดยใช้ไพรเมอร์ 
Sttmr3a + Sttmr2a  ลูกศร 1 และ Sltm1 + Sltm2 ลูกศร 2 ท่ีเพิ่มปริมาณจากดีเอ็นเอตน้แบบ 3 ชนิด คือ 
pStdDOA/GMO1 (ช่องท่ี 1,4) ถัว่เหลืองดัดแปลงพนัธุกรรม (ช่องท่ี 2,5) และ ถั่วเหลืองท่ีไม่มีการ
ดดัแปลงพนัธุกรรม (ช่องท่ี 3,6) ส าหรับช่องท่ี 7 เป็นน ้ ากลัน่บริสุทธ์ิ โดยมี 50 bp. DNA Ladder (M) 
เป็นตวัเปรียบเทียบขนาดแถบดีเอ็นเอ (ภาพดา้นซ้าย) และแถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณโดยใช้
ไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่ ดังกล่าวผสมกัน (ลูกศร 3 = Sttmr3a + Sttmr2a, ลูกศร 4 =  Sltm1 + Sltm2)  ท่ีเพิ่ม
ปริมาณจากดีเอ็นเอตน้แบบ 3 ชนิด คือ pStdDOA/GMO1 (ช่องท่ี 1) ถั่วเหลืองดัดแปลงพนัธุกรรม 
(ช่องท่ี 2) และ ถัว่เหลืองท่ีไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรม (ช่องท่ี 3) ส าหรับช่องท่ี 4 เป็นน ้ ากลัน่บริสุทธ์ิ 
โดยมี 100 bp. DNA Ladder (M1) และ 50 bp. DNA Ladder (M2)  เป็นตัวเปรียบเทียบขนาดแถบดี
เอน็เอ (ภาพดา้นขวา) 

 

 

ภาพท่ี 3 แผนท่ีของดีเอน็เอมาตรฐาน pStdDOA/GMO1 ท่ีมีส่วนประกอบของช้ินส่วนของยนี CP4EPSPS 

และ Lectin ท่ีอยูภ่ายในเวคเตอร์ pCR8/GW/TOPO 
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กจิกรรมท่ี 2  การสร้างดีเอน็เอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะห์ข้าวโพดดัดแปลงพนัธุกรรม 
2.1 การโคลนชิ้นส่วนดีเอน็เอของ MON810, Bt176 และ Zein 
ผลการค้นหาล าดับดีเอ็นเอของข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม MON810, Bt176 และ Zein ในฐานข้อมูล
สาธารณะ NCBI พบว่าข้อมูลล าดับดีเอ็นเอของข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม MON810 Accession no. 
AF434709 มีขนาด 927 คู่เบส และ AY326434 มีขนาด 4,180 คู่เบส ส าหรับ Bt176 Accession no. AJ878607 
มีขนาด 821 คู่เบส ส่วนยีน Zein พบในขา้วโพด Accession no. M23537 มีขนาด 2,562 คู่เบส และไดค้ดัเลือก
ต าแหน่งท่ีเหมาะสมกบัการออกแบบไพรเมอร์ MON810, Bt176 และ Zein อีกทั้งเป็นต าแหน่งท่ีสามารถเติม
ล าดับเบสของเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะของ  AscI, SalI, BamHI และ NdeI ได้ท่ีปลายทางด้าน 5’ และ 3’ โดย 
MON810 ไพรเมอร์ท่ีออกแบบไดค้ือ MON810.BamHI.SalI และ MON810.AscI.NdeI ส่วน Bt176 ไพรเมอร์
ท่ีออกแบบได้คือ Bt176.BamHI.SalI และ Bt176.AscI.NdeI  ส าหรับยีน Zein ไพรเมอร์ท่ีออกแบบได้คือ 
Zein.NdeI.AscI และ Zein.SalI.BamHI เม่ือน าไปเพิ่มปริมาณยีน MON810, Bt176 และ Zein จากดีเอ็นเอของ
ขา้วโพดท่ีมี และไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรม พบวา่ MON810 เพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอไดข้นาด 268 คู่เบส 
ส่วน Bt176 เพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอ ไดข้นาด 234 คู่เบส ส าหรับช้ินส่วนของยนี Zein สามารถเพิ่มปริมาณ
ไดข้นาด 621 คู่เบส ดังแสดงในภาพท่ี 4 จะเห็นไดว้่าดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากแต่ละยีนมีเพียงแถบเดียว
เท่านั้น แสดงให้เห็นว่าล าดับเบสของไพรเมอร์ท่ีใช้เพิ่มปริมาณนั้น มีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอท่ีอยู่ภายใน
ขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรม MON810 และ Bt176 และมีความจ าเพาะกบัยีน Zein ท่ีมีในขา้วโพดทัว่ไป และ
สามารถน าช้ินดีเอ็นเอของยีน MON810, Bt176 และ Zein ไปเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ pCR8/GW/TOPO  และถ่ายเขา้
สู่แบคทีเรีย E. coli  สายพนัธุ์ One Shot Mach1-T1R ไดส้ าเร็จ เม่ือตรวจสอบความถูกตอ้งในระดบัการเรียงล าดบั
ของสารพันธุกรรมของช้ินยีน MON810, Bt176 และ Zein ท่ี แทรกตัวอยู่ ในเวคเตอร์ pCR8/GW/TOPO            
ดว้ยไพรเมอร์ GW1 และ GW2 พบว่าช้ินยีน MON810 ท่ีโคลนไดมี้ล าดบัเบสเหมือนตรงกบั 2 Accession คือ 
Accession no.  AF434709 ตรงกบัเบสดา้นดา้นปลาย 3’ และ Accession no. AY326434 ตรงกบัเบสดา้นปลาย 
5’ ซ่ึงเป็นล าดบัเบสในต าแหน่งบริเวณรอยต่อระหว่างล าดบัเบสของยีนแปลกปลอมท่ีแทรกอยู่ในดีเอน็เอของ
จีโนมของขา้วโพด และเป็นบริเวณท่ีมีเพียงต าแหน่งเดียว ส าหรับล าดับเบสของช้ินยีน Bt176 ท่ีโคลนได้มี
ล าดับเบสเหมือนกับ Accession no. AJ878607 ส่วนล าดับเบสของช้ินยีน Zein เม่ือเปรียบเทียบแลว้ตรงกับ 
Accession no. M23537 แสดงให้เห็นว่าช้ินส่วนของดีเอ็นเอ MON810, Bt176 และ Zein ท่ีโคลนได้มีความ
ถูกตอ้ง จึงสรุปไดว้่าช้ินส่วนดีเอ็นเอของ MON810, Bt176 และ Zein สามารถน าไปใช้สร้างชุดของยีนตามท่ี
ตอ้งการได ้
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ภาพท่ี 4 ขนาดของช้ินส่วนยีน MON810 (ลูกศร 1) และ Bt176 (ลูกศร 2) ท่ีเพิ่มปริมาณได้จากข้าวโพด
ดดัแปลงพนัธุกรรม (ช่องท่ี 1), ดีเอน็เอขา้วโพดท่ีไม่ดดัแปลงพนัธุกรรม (ช่องท่ี 2), น ้ ากลัน่บริสุทธ์ิ 
(ช่องท่ี 3) และขนาดของช้ินส่วนยีน Zein  (ลูกศร 3) ท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากขา้วโพดปกติ (ช่องท่ี 1) 
และ น ้ากลัน่บริสุทธ์ิ (ช่องท่ี 2) โดยมี 50 bp. DNA Ladder (M) เป็นตวัเปรียบเทียบขนาดช้ินดีเอน็เอ 

 

2.2 การสร้างชุดยีน MON810 + Zein และ Bt176 + Zein 
ผลการสร้างชุดยีน MON810 + Zein และ Bt176 + Zein พบว่าสามารถน าพลาสมิดท่ีประกอบด้วย

ช้ินส่วนยีนเป้าหมายมาตดัและต่อเขา้ดว้ยกนัได ้โดยการตดัพลาสมิดดว้ยเอ็นไซมต์ดัจ าเพาะ AscI และต่อแต่
ละช้ินดีเอ็นเอเขา้ดว้ยกนัโดยใชเ้อ็นไซม ์T4 DNA Ligase ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะท่ีมีการเช่ือมต่อกนั
ระหวา่งยีน MON810 + Zein ไดข้นาด 889 คู่เบส ซ่ึงเป็นขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีถูกตอ้ง ท่ีเกิดจากการรวมกนั
ของช้ินยีน MON810 และ Zein อีกทั้งยงัสามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอเฉพาะท่ีมีการเช่ือมต่อกนัระหว่างยีน 
Bt176 + Zein ไดข้นาด 829 คู่เบส และเป็นขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีถูกตอ้ง ซ่ึงเกิดจากการเช่ือมต่อกนัระหว่าง
ยีน Bt176 และ Zein โดยชุดยีนท่ีมีการเช่ือมต่อของดีเอ็นเอทั้งสองชุด สามารถน าไปเช่ือมต่อกับเวคเตอร์ 
pCR8/GW/TOPO และถ่ายเขา้สู่แบคทีเรียได้ ผลการใช้เทคนิคพีซีอาร์ยืนยนัความถูกตอ้งของการคัดเลือก
โคลนเป้าหมายท่ีมีช้ินดีเอน็เอ MON810 และ Zein เช่ือมอยูด่ว้ยกนั โดยตรวจสอบดว้ยไพรเมอร์  3 คู่ พบว่าได้
ขนาดช้ินดีเอ็นเอดังน้ี  (1). MON810.BamHI.SalI และ Zein.SalI.BamHI ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 889 คู่ เบส    
(2). MON810.BamHI.SalI และ  MON810.AscI.NdeI ได้แถบ ดี เอ็น เอขนาด 268  คู่ เบส  และ  (3). Zein. 
NdeI.AscI และ Zein.SalI.BamHI  ไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 621 คู่เบส ซ่ึงช้ินดีเอ็นเอขนาดดังกล่าวเป็นขนาดท่ี
ตรงกบัค่าท่ีคาดหมายไวทุ้กขนาด นอกจากน้ีได้ตรวจสอบโคลนเป้าหมายโดยใช้เอ็นไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRI 
พบวา่ขนาดของช้ินดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการตดัมี 2 ขนาด คือ 899 และ 2,799 คู่เบส ซ่ึงเป็นขนาดช้ินดีเอน็เอของยีน 
MON810+Zein และเวคเตอร์ pCR8/GW/TOPO ตามล าดับ ส าหรับผลการใช้เทคนิคพีซีอาร์ยืนยนัความ
ถูกตอ้งของการคดัเลือกโคลนเป้าหมายท่ีมีช้ินดีเอน็เอ Bt176 และ Zein เช่ือมอยูด่ว้ยกนั จากการตรวจสอบโดย
ใช้ไพรเมอร์  3 คู่ พบว่าไดข้นาดช้ินดีเอ็นเอดงัน้ี (1). Bt176.BamHI.SalI และ Zein.SalI.BamHI ไดแ้ถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 829 คู่เบส (2). Bt176.BamHI.SalI และ Bt176.AscI.NdeI ไดแ้ถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 208 คู่
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เบส และ (3). Zein. NdeI.AscI และ Zein.SalI.BamHI  ไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 621 คู่เบส ซ่ึงช้ินดีเอ็นเอ
ขนาดดงักล่าวเป็นขนาดท่ีตรงกบัค่าท่ีคาดหมายไว ้นอกจากน้ีไดต้รวจสอบโคลนเป้าหมายโดยใชเ้อ็นไซมต์ดั
จ าเพาะ EcoRI พบว่าขนาดของช้ินดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการตดัมี 2 ขนาด คือ 839 และ 2,799 คู่เบส ซ่ึงเป็นขนาด
ช้ินดีเอน็เอของยนี Bt176+Zein และเวคเตอร์ pCR8/GW/ TOPO ตามล าดบั  
2.3 การทดสอบความถูกต้องของดีเอน็เอมาตรฐานท่ีใช้ตรวจข้าวโพดดัดแปลงพนัธุกรรม 

ผลการทดสอบความถูกตอ้งของพลาสมิดโคลนเป้าหมายท่ีมีช้ินยีน MON810+Zein เช่ือมต่ออยู่ในพ
ลาสมิดเดียวกันดว้ยเทคเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจสอบขา้วโพดดัดแปลงพนัธุกรรม 
MON810 และมีดีเอ็นเอของข้าวโพดท่ีมีการดัดแปลงพันธุกรรม และไม่มีการดัดแปลงพนัธุกรรมเป็นตัว
เปรียบเทียบ พบว่าพลาสมิดท่ีมีช้ินยีน MON810+Zein เม่ือตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ 81-80-L และ 81-80-R 
สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 170 คู่ เบส ในดีเอ็นเอมาตรฐาน และในข้าวโพดท่ีมีการดัดแปลง
พนัธุกรรม แต่ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดดงักล่าวในขา้วโพดท่ีไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรม และเม่ือตรวจสอบ
ยีน Zein ซ่ึงเป็นยีนพื้นฐานท่ีอยู่ในขา้วโพด ด้วยไพรเมอร์ Zein-1-L และ Zein-1-R สามารถตรวจพบแถบดี
เอ็นเอขนาด 104 คู่เบส ซ่ึงพบไดท้ั้งในดีเอ็นเอมาตรฐาน ขา้วโพดท่ีมีการดดัแปลงพนัธุกรรม และขา้วโพดท่ี
ไม่มีการดัดแปลงพันธุกรรม (ภาพท่ี 5) ดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสร้างขึ้ นได้ให้ ช่ือว่า pStdDOA/GMO2 ซ่ึง
ประกอบดว้ยชุดยีนของ MON810 และ Zein ท่ีอยู่ในพลาสมิด pCR8/GW/TOPO (ภาพท่ี 7) ส าหรับใช้เป็นดี
เอน็เอมาตรฐานในการตรวจสอบขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรม MON810 

ผลจากการน าพลาสมิดของโคลนเป้าหมายท่ีมีช้ินยนี Bt176+Zein เช่ือมต่ออยูใ่นพลาสมิดเดียวกนัไป
ตรวจสอบดว้ยเทคเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจสอบขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรม Bt176 
และมีดีเอ็นเอของขา้วโพดท่ีมีการดดัแปลงพนัธุกรรม และไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรมเป็นตวัเปรียบเทียบ 
พบว่าจากการใช้ไพรเมอร์ 54-97-L และ 54-97-R สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 209 คู่เบส ในดีเอ็นเอ
มาตรฐาน และในขา้วโพดท่ีมีการดดัแปลงพนัธุกรรม แต่ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดดงักล่าวในขา้วโพดท่ีไม่มี
การดดัแปลงพนัธุกรรม และเม่ือตรวจสอบยนี Zein ซ่ึงเป็นยนีพื้นฐานท่ีอยูใ่นขา้วโพด ดว้ยไพรเมอร์ Zein-1-L 
และ Zein-1-R สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 104 คู่เบส ซ่ึงพบได้ทั้ งในดีเอ็นเอมาตรฐาน 
ขา้วโพดท่ีมีการดดัแปลงพนัธุกรรม และขา้วโพดท่ีไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรม (ภาพท่ี 6) ดีเอน็เอมาตรฐานท่ี
สร้างขึ้ นได้ให้ ช่ือว่า pStdDOA/GMO3 ซ่ึงประกอบด้วยชุดยีนของ Bt176 และ  Zein ท่ีอยู่ในพลาสมิด 
pCR8/GW/TOPO (ภาพท่ี 8) ส าหรับใช้เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานในการตรวจสอบขา้วโพดดัดแปลงพนัธุกรรม  
Bt176  

ดีเอ็นเอมาตรฐาน  pStdDOA/GMO1, pStdDOA/GMO2 และ pStdDOA/GMO3 (โดย p หมายถึง 
พลาสมิด, Std หมายถึง มาตรฐาน, DOA หมายถึง กรมวิชาการเกษตร, GMO หมายถึงส่ิงมีชีวิตดัดแปลง
พนัธุกรรม และ 1, 2 และ 3 หมายถึง ล าดบัท่ีของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีไดส้ร้างขึ้น) เป็พลาสมิดท่ีไดเ้ก็บไวใ้น
แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ One Shot Mach 1 T1R  สามารถน าไปเพิ่มปริมาณได ้โดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เติมสารปฏิชีวนะ Spectinomycin และสกดัพลาสมิดน าไปใชเ้ป็นวสัดุอา้งอิงส าหรับเปรียบเทียบในเชิงคุณภาพ
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ไดท้นัที แต่ในกรณีท่ีตอ้งการน าดีเอน็เอมาตรฐานน้ีไปใชเ้ปรียบเทียบในเชิงปริมาณ จ าเป็นตอ้งท าพลาสมิดให้
อยู่รูปของสายตรง (linearised plasmid) โดยตดัดว้ยเอ็นไซม์ตดัจ าเพาะท่ีมีจุดตดัเพียงคร้ังเดียว และมีต าแหน่ง
ตดัท่ีตอ้งอยู่ภายนอกช้ินส่วนของยีน เช่น pStdDOA/GMO1 ใชเ้อ็นไซม์ SacI หรือ SalI ส่วน pStdDOA/GMO2 
และ pStdDOA/GMO3 สามารถใช้เอ็นไซม์ ApaI และ EcoRV จากนั้นแยกดีเอ็นเอท่ีถูกตดัมาท าให้บริสุทธ์ิ 
แลว้น าไปวดัหาปริมาณดีเอ็นเอท่ีถูกตอ้งและแน่นอน เพื่อน าปริมาณดีเอ็นเอท่ีได้ไปค านานหาจ านวน copy 
number ส าหรับใช้เปรียบเทียบปริมาณการปนเป้ือนของข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม โดยใช้เทคนิค 
Quantitative Real-time PCR ต่อไป  

 

 

ภาพท่ี 5 ขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการตรวจสอบความถูกตอ้งของดีเอ็นเอมาตรฐาน pStdDOA/GMO2 
โดยใชไ้พรเมอร์ 81-80-L + 81-80-R (ลูกศร 1) และ Zein-1-L + Zein-1-R (ลูกศร 2) ท่ีเพิ่มปริมาณจาก
ดีเอ็นเอต้นแบบ 3 ชนิด คือ pStdDOA/GMO2 (ช่องท่ี 1,5) ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม  MON810 
(ช่องท่ี 2,6) และขา้วโพดท่ีไม่มีการดดัแปลงพนัธุกรรม (ช่องท่ี 3,7) ส าหรับช่องท่ี 4 และ 8 น ้ ากลัน่
บริสุทธ์ิ โดยมี 50 bp. DNA Ladder เป็นตวัเปรียบเทียบขนาดดีเอน็เอ (ช่อง M) 

 

ภาพท่ี 6 ขนาดของแถบดีเอน็เอท่ีเกิดจากการตรวจสอบความถูกตอ้งของดีเอ็นเอมาตรฐาน pStdDOA/GMO3 
 โดยใช้ไพรเมอร์ 54-97-L + 54-97-R R (ลูกศร 1)  และ Zein-1-L + Zein-1-R R (ลูกศร 2) ท่ี เพิ่ม 
ปริมาณจากดีเอ็นเอตน้แบบ 3 ชนิด คือ pStdDOA/GMO3 (ช่องท่ี 1,5) ขา้วโพดดัดแปลงพนัธุกรรม 
Bt176 (ช่องท่ี 2,6) และ ขา้วโพดท่ีไม่ดดัแปลงพนัธุกรรม (ช่องท่ี 3,7) ส าหรับช่องท่ี 4 และ 8 น ้ ากลัน่
บริสุทธ์ิ โดยมี 50 bp. DNA Ladder เป็นตวัเปรียบเทียบขนาดดีเอน็เอ (ช่อง M) 



 

[107] 
 

 

 

ภาพท่ี 7 แผนท่ีของดีเอน็เอมาตรฐาน pStdDOA/GMO2 ท่ีมีส่วนประกอบของช้ินส่วนของยนี MON810 และ 

Zein ท่ีอยูภ่ายในเวคเตอร์ pCR8/GW/TOPO  

 

 

ภาพท่ี 8 แผนท่ีของดีเอน็เอมาตรฐาน pStdDOA/GMO3 ท่ีมีส่วนประกอบของช้ินส่วนของยนี Bt176 และ  
Zein ท่ีอยูภ่ายในเวคเตอร์ pCR8/GW/TOPO  

 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า   
 

สามารถโคลนช้ินส่วนยีน  CP4EPSPS, Lectin, MON810, Bt176 และ Zein จากถั่วเหลืองและ
ขา้วโพดท่ีมี และไม่มีการดัดแปลงพนัธุกรรม  ประสบผลส าเร็จ ด้วยการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยีนด้วย
เทคนิคพีซีอาร์ และได้ผ่านการตรวจสอบล าดบัการเรียงตวัของสารพนัธุกรรมแลว้พบว่ายีนมีความถูกตอ้ง 
และตรงกบัล าดบัของยนีท่ีไดร้ายงานไวแ้ลว้ นอกจากน้ีไดน้ ายีนท่ีโคลนไดไ้ปผ่านกระบวนการตดัและต่อเขา้
ด้วยกัน เพื่อสร้างเป็นชุดของยีนท่ีใช้เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานในการตรวจวิเค ราะห์ถั่วเหลืองและข้าวโพด
ดดัแปลงพนัธุกรรม ท าให้ไดดี้เอ็นเอมาตรฐาน จ านวน 3 ชุด คือ (1) pStdDOA/GMO1 เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน
ส าหรับตรวจวิเคราะห์ถัว่เหลืองดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีตา้นทานต่อสารก าจดัวชัพืชไกลโฟเสท ท่ีประกอบดว้ย
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ส่วนของยีน CP4EPSPS และ Lectin (2) pStdDOA/GMO2 เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานส าหรับตรวจวิเคราะห์
ขา้วโพดดัดแปลงพนัธุกรรม MON810 ท่ีตา้นทานต่อหนอนเจาะฝักขา้วโพด ซ่ึงประกอบด้วยส่วนของยีน 
MON810 และ Zein และ (3) pStdDOA/GMO3 เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานส าหรับตรวจวิเคราะห์ขา้วโพดดดัแปลง
พนัธุกรรม Bt176 ท่ีตา้นทานต่อหนอนเจาะฝักขา้วโพด ซ่ึงประกอบดว้ยส่วนของยนี Bt176 และ Zein  

ดีเอ็นเอมาตรฐานทั้ งสามชุดเช่ือมต่ออยู่กับเวคเตอร์ pCR8/GW/TOPO เก็บไว้ในแบคทีเรีย ซ่ึง
สามารถผลิตออกมาใชง้านไดง้่ายมาก โดยการน าแบคทีเรียไปเพิ่มปริมาณในอาหารเล้ียงเช้ือและสกดัพลาสมิด
น าไปใช้เป็นวสัดุอา้งอิงส าหรับเปรียบเทียบในเชิงคุณภาพไดท้นัที แต่ถา้ตอ้งการน าดีเอ็นเอมาตรฐานเหล่าน้ี
ไปใชเ้ปรียบเทียบในเชิงปริมาณ แนะน าให้ท าพลาสมิดใหอ้ยู่สภาพของสายตรงโดยตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ
ท่ีมีจุดตดัเพียงคร้ังเดียว และมีต าแหน่งตดัท่ีตอ้งอยู่ภายนอกช้ินส่วนของยีน แลว้จึงแยกดีเอ็นเอท่ีถูกตดัมาท า
ให้บริสุทธ์ิ แลว้น าไปวดัหาปริมาณดีเอ็นเอท่ีถูกตอ้งและแน่นอน ก็จะไดดี้เอ็นเอมาตรฐานท่ีสามารถน าไปหา
ปริมาณดีเอ็นเอในระดับท่ีเป็นจ านวน copy number ได้ทันที   ผลจากการทดลองน้ีท าให้ได้ขอ้มูลพื้นฐาน
น าไปใช้ในการสร้างดีเอ็นเอมาตรฐานของยีนต่าง ๆ ท่ีมีการใส่เขา้ไปในพืชดัดแปลงพนัธุกรรมชนิด อ่ืน ๆ 
ต่อไป ซ่ึงดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสร้างได้น้ีมีประสิทธิภาพสูง ได้มาตรฐานสากล จึงนับเป็นวสัดุอ้างอิงของ      
กรมวิชาการเกษตรท่ีน าไปใชป้ระโยชน์ไดจ้ริง 

 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
 

1. ดีเอ็นเอมาตรฐาน pStdDOA/GMO1 ท่ีสร้างขึ้นสามารถน าไปใช้เป็นวสัดุอา้งอิงส าหรับเป็นตวั
ควบคุมผลการตรวจวิเคราะห์ และใช้เปรียบเทียบปริมาณการปะปนของถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรมท่ี
ต้านทานต่อสารจ ากัดวชัพืชไกลโฟเสท  (Roundup Ready) ส่วนดีเอ็นเอมาตรฐาน  pStdDOA/GMO2 และ 
pStdDOA/GMO3 น าไปใช้เป็นวสัดุอา้งอิงส าหรับเป็นตวัควบคุมผลการตรวจวิเคราะห์ และใช้เปรียบเทียบ
ปริมาณการปะปนของขา้วโพดดดัแปลงพนัธุกรรมสายพนัธุ์ MON810 และ Bt176 ท่ีตา้นทานต่อหนอนเจาะ
ฝักขา้วโพด ซ่ึงท าให้ห้องปฏิบติัการตรวจสอบวิเคราะห์พืชดดัแปลงพนัธุกรรม ท่ีตอ้งการตรวจวิเคราะห์พืชและ
ผลิตภณัฑ์พืชส าหรับการออกใบรับรองปลอดพืชดดัแปลงพนัธุกรรม  เพื่อการน าเขา้ส่งออกตาม พรบ. กกัพืช 
จ านวนมากสามารถลดตน้ทุนการตรวจวิเคราะห์ พร้อมให้ผลการตรวจวิเคราะห์ท่ีแม่นย  า รวดเร็ว ท าให้การ
ใหบ้ริการตรวจวิเคราะห์ของหอ้งปฏิบติัการมีประสิทธิภาพสูง  

2. ผลงานวิจยัน้ีสามารถประยุกตใ์ชเ้ป็นแนวทางตน้แบบในการสร้างดีเอ็นเอมาตรฐานของยีนต่าง ๆ 
ท่ีมีการใส่เขา้ไปในพืชดัดแปลงพันธุกรรมหลายชนิด เช่น ข้าว Bt63, ขา้วโพด StarLink และพืชดัดแปลง
พนัธุกรรมอ่ืน ๆ ท่ีห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์พืชและสินคา้เกษตรเพื่อการส่งออก ตอ้งตรวจวิเคราะห์
จ านวนมากขึ้นทุกปี และมีพืชดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมียนีต่าง ๆ เพิ่มมากขึ้น ทั้งในรูปยีนเดียว และหลายยีน ซ่ึง
กรมวิชาการเกษตรเป็นหน่วยงานรับผิดชอบ ในการตรวจรับรองพืชดัดแปลงพนัธุกรรมและสินคา้เกษตร
ส่งออก ท าให้ห้องปฏิบติัการสามารถใชดี้เอ็นเอมาตรฐานท่ีสร้างไดเ้องน้ี ตรวจวิเคราะห์ไดผ้ลมีประสิทธิภาพ
เท่าเทียมกับของต่างประเทศ เป็นท่ียอมรับตามมาตรฐาน ISO 17025 ท าให้สินคา้เกษตรส่งออก สามารถ
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ส่งออกได้ตามเวลา และตามมาตรฐานสากล และยังสามารถผลิตดีเอ็นเอมาตรฐานเพื่อแบ่งปันให้
ห้องปฏิบติัการอ่ืนท่ีตอ้งตรวจสอบพืช หรืออาหารดดัแปลงพนัธุกรรม ในอนาคตดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสร้างขึ้น
น้ีสามารถถ่ายทอดไปยงัภาคเอกชน โดยความร่วมมือระหว่างกรมวิชาการเกษตรและภาคเอกชน จะท าให้
สามารถผลิตเป็นการคา้ต่อไปได ้

3. เป็นประโยชน์ในทางเศรษฐกิจของประเทศ เน่ืองจากดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสร้างขึ้ นใช้เองน้ี 
สามารถทดแทนการน าเขา้วสัดุอา้งอิงท่ีน าเขา้จากต่างประเทศ ซ่ึงมีราคาสูงกว่าผลิตเอง 15  เท่า โดยไม่ตอ้ง
สูญเสียเงินตราออกไปต่างประเทศ อีกทั้งยงัส่งผลให้ตน้ทุนค่าวิเคราะห์ตวัอย่างลดลง นับเป็นการสร้างวสัดุ
อา้งอิงท่ีเป็นนวตักรรมใหม่ของกรมวิชาการเกษตร ท่ีกา้วหนา้ และเป็นประโยชน์อยา่งยิง่ 
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