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กิตตกิรรมประกาศ 

 โครงการวิจัยนีสํ้าเร็จลุล่วงได้ด้วยความอนุเคราะห์ของผู้ มีพระคุณท่ีได้ให้ความช่วยเหลืออย่าง

มากมาย ขอกราบขอบพระคุณคณะผู้บริหารของกรมวิชาการเกษตรท่ีให้งบประมาณสนบัสนุนโครงการ 

และคณะผู้ เช่ียวชาญของกรมวิชาการเกษตรท่ีคอยให้คําแนะนําชีแ้นะ ติดตามและประเมินผลตลอดเวลา 

ซึง่เป็นการสง่เสริมให้ผลงานวิจยัดําเนินได้อยา่งมีคณุภาพ 

 ขอขอบพระคณุนกัวิจยัทุกท่านท่ีให้ความร่วมมือและทํางานวิจยัอย่างมุ่งมัน่ และดําเนินงานวิจยั

ให้บรรลวุตัถปุระสงค์ สนบัสนนุให้งานวิจยัสามารถถ่ายทอดองค์ความรู้ และนําไปใช้ประโยชน์ได้ 

 สุดท้ายขอขอบพระคุณกองแผนงานและวิชาการ ท่ีคอยประสานงานด้านต่างๆ ทําให้งานวิจัย

สําเร็จลลุว่งไปด้วยดี 
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บทนํา 

พืชดัดแปรพันธุกรรมเริ่มปลูกเชิงการคาตั้งตั้งป 2539 ในประเทศสหรัฐอเมริกา และในป 2553 

สถานการณการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมเชิงการคาท่ัวโลก พบวามี 29 ประเทศท่ีปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรม 

ประเทศ คิดเปนพ้ืนท่ีปลูก 1 พันลานเฮกแตร โดยประเทศสหรัฐอเมริกามีพ้ืนท่ีปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมมากท่ีสุด 

62.5 ลานเฮกแตร ซ่ึงพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีปลูกเปนการคาไดแก ถ่ัวเหลือง, ขาวโพด, ฝาย, เรปซีด, squash, 

มะละกอ, alfalfa และ sugar beet พ้ืนท่ีปลูกรองลงมาคือประเทศอารเจนตินา 21 ลานเฮกแตร พืชดัดแปร

พันธุกรรมท่ีปลูกไดแก ถ่ัวเหลือง ขาวโพด และ ฝาย ประเทศบราซิล 15.8 ลานเฮกแตร ไดแก ถ่ัวเหลือง, ขาวโพด 

และ ฝาย ประเทศแคนาดา 7.6 ลานเฮกแตร ไดแก ถ่ัวเหลือง, ขาวโพด, เรปซีด และ sugar beet ประเทศอินเดีย 

7.6 ลานเฮกแตร ไดแก ฝาย และประเทศจีน 3.8 ลานเฮกแตร ไดแก ฝาย, มะละกอ, มะเขือเทศ, พริกหวาน, พิทู

เนีย และ poplar เปนตน พืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีปลูกเปนการคามากท่ีสุดคือ ถ่ัวเหลือง โดยมีพ้ืนท่ีปลูกถ่ัวเหลือง

ดัดแปรพันธุกรรม 65.8 ลานเฮกแตร คิดเปนรอยละ 72 ของพ้ืนท่ีปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรม และถ่ัวเหลืองดัดแปร

พันธุกรรมท่ีปลูกมากท่ีสุดคือ ถ่ัวเหลืองท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืชสายพันธุ GST 40-3-2 หรือท่ีเรียกวาถ่ัวเหลือง 

Roundup Ready ซ่ึงเปนของบริษัทมอนซานโต และพัฒนามาเพ่ือตานทานสารกําจัดวัชพืช glyphosate โดยตัด

ตอยีน CP4EPSPS และ CTP มี promoter คือ 35S CaMV และ terminator 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมเปนพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดหนึ่ง ซ่ึงไดรับการรับรองใหปลูกเปนการคา

และปลอดภัยในการนํามาใชเปนอาหารของมนุษยไดในบางประเทศ ในชวง ป 2539 – 2547 ท่ีผานมา  พ้ืนท่ี

เพาะปลูกขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมเพ่ิมข้ึนมากกวา 47 เทา โดยเฉพาะป 2547 ท่ัวโลกมีพ้ืนท่ีเพาะปลูกขาวโพด

ถึง 140 ลานเฮกแตร ในจํานวนพ้ืนท่ีเพาะปลูกขาวโพดท้ังหมดนี้คิดเปนพ้ืนท่ีเพาะปลูกเฉพาะขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรมถึงรอยละ 14  

และเนื่องจากมีการระบาดของไวรัสใบดางจุดดวงแหวนในหลาย ๆ ประเทศท่ัวโลก ทําใหมะละกอ

ใหผลผลิตลดลงจนกระท่ังไมใหผลผลิตเลย โรคดังกลาวแพรระบาดในทุกระยะของการเจริญเติบโตตั้งแตระยะตน

กลาจนกระท่ังระยะใหผลผลิต และการแพรกระจายของโรคโดยแมลงพาหะ คือ เพลี้ยออน ใชระยะเวลารวดเร็ว

มากเพียง 10-30 วินาที ทําใหการใชสารเคมีกําจัดแมลงพาหะไมไดผลในการควบคุมการแพรระบาดของโรค (วิชัย 

และคณะ, 2542) จึงไดมีการพัฒนาวิธีการควบคุมและปองกันโรคใหมีประสิทธิภาพสูงข้ึนดวยการปรับปรุงพันธุ

พืชใหมีความตานทานตอการเขาทําลายของไวรัสดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม โดยการตัดตอยีนของไวรัสเขาไป

ในพืช เพ่ือใหพืชมีความตานทานตอไวรัสชนิดนั้น ๆ หรือไวรัสสายพันธุท่ีใกลเคียงกันได เรียกความตานทาน

ลักษณะนี้วา pathogen-derived resistance (PDR) หากมีการใชยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (CP) จะเรียก

ความตานทานท่ีเกิดข้ึนวา coat protein-mediated resistance (CP-MR) ซ่ึงจะสงผลใหเกิดการชะลอหรือ

ยับยั้งการพัฒนาของโรคได (Beachy, 1990) โดยมีหลายประเทศไดพัฒนามะละกอดัดแปรพันธุกรรมข้ึน  
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ปจจุบันประเทศไทยตองเปดการคาเสรี ทําใหสินคาเกษตรจากประเทศอ่ืนๆ เขามาในประเทศไดงาย 

สินคาเกษตรของไทยอาจมีความเสี่ยงตอการปนเปอนพืชดัดแปรพันธุกรรมเหลานั้น ท่ีจะสงผลตอการสงออกสินคา

ทางการเกษตรของไทย และความวิตกกังวลตอความปลอดภัยของพืชดัดแปรพันธุกรรมในสุขภาพและสิ่งแวดลอม 

ในหลายประเทศจึงมีกฎระเบียบการติดฉลากพืชดัดแปลงพันธุกรรมในสินคาและผลิตภัณฑ ดังนั้นการพัฒนา

เทคนิคใหมีความถูกตอง แมนยํา และไดมาตรฐานสากล ดวยวิธีวิเคราะหทางดาน molecular biomarkers 

analysis ซ่ึงเปนเทคนิคการตรวจทางดานดีเอ็นเอและโปรตีน จะทําใหเกิดประโยชนตอประเทศไทยในดานการคา 

ซ่ึงมีผลตอการนําเขาและสงออกผลิตภัณฑของประเทศ หากไมพัฒนาอาจทําใหประเทศเกิดความเสียหายหรือถูก

กีดกันทางการคาโลกได เพราะ molecular biomarker analysis นับวันยิ่งมีบทบาทความสําคัญเพ่ิมมากใน

ภาคอุตสาหกรรมอาหารและเกษตร ถูกนําไปเพ่ือใชในการพิสูจนผลิตภัณฑ และการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปร

พันธุกรรม วิธีท่ีนิยมและเปนมาตรฐานในการตรวจวิเคราะหคือ Real-time PCR ซ่ึงเปนการวิเคราะหทาง 

molecular biomarker analysis โดยนําเอาเทคโนโลยีฟลูออเรสเซนสผสมผสานกับการทํา Thermal cycling 

แบบ Rapid PCR ทําใหสามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมไปกับการคํานวณ และวิเคราะหผลในเวลาเดียวกัน

ภายในหลอดทดลอง โดยตรวจผลจากสัญญาณฟลูออเรสเซนสท่ีเกิดข้ึนระหวางทํา PCR นอกจากนี้การพัฒนาชุด

ตรวจสอบโปรตีนอยางรวดเร็ว แบบงายๆ ท่ีอาศัยหลักการทางอิมมูโนวิทยา และการไหลของสารในการทํา

ปฏิกิริยา (lateral flow technique) บนแผนไนโตรเซลลูโลส เมมเบรนหรือเรียกอีกอยางวา Lateral Flow Test 

(LFT) เพ่ือเปนการตรวจติดตามการแพรกระจายพืชดัดแปรพันธุกรรม และสําหรับใหเจาหนาท่ีซ่ึงไมมีความ

ชํานาญการสามารถตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมไดเอง และรวดเร็วเพ่ือปองกันการปนเปอนพืชดัดแปร

พันธุกรรมแพรกระจายในประเทศไทย หรือการพัฒนาชุดตรวจสอบ (ELISA kit) ในเชิงพาณิชย จะสามารถทดแทน

การนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศ และลดตนทุนการตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรม และจะเปนประโยชน

อยางยิ่งในการเฝาระวังและติดตามการแพรระบาดของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม  

จากปญหาและความสําคัญท่ีกลาวมาขางตนจึงจําเปนอยางยิ่งท่ีกรมวิชาการเกษตร ตองมีงานวิจัย

ดานเทคโนโลยีชีวภาพในการตรวจสอบพืชท่ีอาจมีการนําเขา สงออก และตรวจติดตามการแพรกระจายพืช

ดัดแปลงพันธุกรรม เพ่ือควบคุมพันธุพืชท่ีมีการตัดตอยีนใหไดอยางทันทวงทีและมีประสิทธิภาพ และเพ่ือใหเขา

กับภาวะการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วของโลกในปจจุบัน  โดยมีโครงการวิจัยดังตอไปนี้ 1. พัฒนาวิธีการตรวจ

รับรองสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม และทดสอบความใชไดของวิธีใหไดตามมาตรฐานสากล และรับรอง

หองปฏิบัติการใหเปนมาตรฐานของ ISO/IEC17025 เพ่ือใหประเทศคูคาเกิดความม่ันใจในการออกใบรับรอง 2. 

พัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีนของขาว Bt63, ขาวโพด Roundup Ready, ขาวโพดตานทานแมลง และขาวโพด 

StarLink ซ่ึงเปนการตรวจอยางรวดเร็วเพ่ือใหเจาหนาท่ีดานกักพืชสามารถตรวจสอบเบื้องตน และสามารถใชชุด

ตรวจสอบ เพ่ือเฝาระวัง หรือติดตามการแพรกระจายพืชดัดแปลงพันธุกรรมในแปลงปลูกไดอยางรวดเร็ว 3. สราง

ดีเอ็นเอมาตรฐานในรูปแบบพลาสมิด ใชในการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ดวยวิธี PCR และ Real-time 

PCR ท่ีไดมาตรฐาน และถูกตองแมนยํา 4. พัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือตรวจสอบโปรตีน CP4EPEPS ของ

ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมตานทานสารกําจัดวัชพืช ในภาคสนามอยางรวดเร็ว  ถูกตองแมนยํา สามารถตรวจ
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วิเคราะหตัวอยางไดหลายตัวอยางตอครั้ง ลดตนทุนในการตรวจวิเคราะห เพ่ือเฝาระวัง หรือติดตามการ

แพรกระจายพืชดัดแปรพันธุกรรมในแปลงปลูกไดอยางรวดเร็ว เปนตน 

 

บทคัดยอ 

ปจจุบันประเทศไทยไดเปดเขตการคาเสรีกับตางประเทศและหลายประเทศมีกฎระเบียบการติดฉลาก

พืชดัดแปลงพันธุกรรม เพ่ือลดความเสี่ยงการปนเปอนพืช GMOs ในสินคาเกษตรเพ่ือการนําเขาและสงออก จึงเกิด

โครงการวิจัยการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืช GMOs เพ่ือรับรองสินคาเกษตรข้ึน โดยไดทดสอบความใชไดของ

วิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุ ประกอบดวยถ่ัวเหลือง GTS 40-3-2  1 

สายพันธุ ขาวโพด 9 สายพันธุ ไดแก Mon 810, Bt176, Bt11, Mon863, NK603, GA21, TC1507, CBH351 และ T25 

(LOD, LOQ : 0.05%-0.5%) การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788, 

356043 และ 305423 (LOQ : 0.1%, 0.5%, 0.5% และ LOD : 0.05%, 0.5%, 0.1%) และการทดสอบความใชไดของ

วิธีการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 88017, Mon89034, MIR604 และ MIR162 (LOD : 0.1%) ดวย

วิธี Real-time PCR เชิงคุณภาพและปริมาณ พบวาทุกวิธีมีคาความแมนและความเท่ียงอยูในเกณฑท่ียอมรับได ท้ังมี

การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วสําหรับโปรตีนขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63, โปรตีน CP4EPSPS ในขาวโพด

ตานทานสารกําจัดวัชพืช Roundup Ready, โปรตีน CryIAb ในขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม, และโปรตีน Cry9C ใน

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม โดยสังเคราะหยีน EPSPS, NK603, Cry1Ab และ CRY9C เพ่ือผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนใช

เปนแอนติเจนเพ่ือผลิตแอนติบอดีในสัตวทดลองท่ีจําเพาะกับโปรตีนในขาวและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม เตรียม 

Gold-conjugated IgG พนท่ี conjugated release pad ใช goat anti-rabbit (GAR) ทํา control line และใช IgG ท่ี

จําเพาะตอโปรตีนท่ีผลิตข้ึนเองทํา test line พบวาชุดตรวจสอบท้ัง 4 มีความไวท่ีปริมาณโปรตีนต่ําสุด ท่ี           

0.0625 µg/ml, 0.3 µg/ml, 0.03 µg/ml และ 0.01 µg/ml ตามลําดับ และตรวจสอบไดภายในเวลา 5-20 นาที ท้ังยัง

ไดผลิตโปรตีนมาตรฐานเพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA Kit ของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมในเชิงพาณิชย โดยผลิตรี

คอมบิแนนทโปรตีน EPSPS ในเซลล E. coli ทําบริสุทธิ์โปรตีน EPSPS ดวย Ni-NTA เพ่ือใชเปนแอนติเจนกระตุน

สัตวทดลองใหผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะเจาะจง และทดสอบทําแหงโปรตีนแบบเยือกแข็ง แลวทดสอบความใชไดของ

แอนติบอดีตอโปรตีนดวยวิธี ELISA พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจงตอโปรตีน EPSPS ในตัวอยางถ่ัวเหลืองสด 

โปรตีน EPSPS บริสุทธิ์ และตัวอยางโปรตีน EPSPS ท่ีผานกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง สอดคลองกับชุด

ตรวจสอบทางการคา (Agdia ELISA kit) รวมท้ังมีการสรางดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะหมะละกอดัดแปร

พันธุกรรม โดยสรางชุดยีนสามชุดท่ีประกอบดวยยีน CaMV35S, gus, nos และยีน papain ท่ีเหมือนกัน แตตางกันใน

สวนของยีน cp ท่ีคัดแยกสายพันธุมะละกอดัดแปรพันธุกรรมได คือ สายพันธุกรมวิชาการเกษตร (cp-DOA) สายพันธุ
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มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (cp_SC) และสายพันธุฮาวาย หรือ line 55-1 (cp_Hawaii) พันธุกรรม ดวยวิธี Real-time 

PCR โดยคา LOD ของดีเอ็นเอมาตรฐานท้ัง 3 ชุด อยูระหวาง 25-250 ชุด (copies) จะเห็นไดวาทุกเทคนิคท่ีพัฒนาข้ึน

ไดมาตรฐานในการตรวจสอบพืช GMOs ท้ังสําหรับหองปฏิบัติการและภาคสนาม  

การทดลองท่ี 1 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหถั่วเหลืองและขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรม 

 

ชนันตธร ดนัยสิริชัยชล  ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  อรรคพล ภูมีศรี  ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Chananton Danaisilichaichon  Khanitha Wongwathanarat   Arkkapon Phoomeesri           

Prasert Wongwathanarat 

บทคัดยอ 

การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 

สายพันธุ ประกอบดวยถ่ัวเหลือง GTS 40-3-2  1 สายพันธุ ขาวโพด 9 สายพันธุ ไดแก Mon 810, Bt176, 

Bt11, Mon863, NK603, GA21, TC1507, CBH351 และ T25 โดยทําการทดสอบกับชุดไพรเมอร และโพรบ

ท่ีออกแบบมาใหมีความจําเพาะเจาะจงกับ Gene-specific และ Event-specific  ดวยการติดฉลากท่ีปลาย 5’ 

ดวย FAM ซ่ึงและ ปลาย 3’ ดวย TAMRA โดยทดสอบกับเครื่อง LightCycler480 และพิจารณาความใชได

ของวิธีการจากการหาคา R2, Slop, และ PCR efficiency ซ่ึงเปนคาท่ีแสดงถึงความสัมพันธของการตรวจ

วิเคราะหระหวางรอบของการทํา Real-time PCR ท่ีสามารถตรวจวัดแสงฟลูออเรสเซนตได กับคาของจํานวน 

copy number ท่ีตรวจวิเคราะหไดจากการทดสอบ จากผลการทดสอบพบวาการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณใน

ตัวอยางพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 ชนิดมีคาของR2 อยูท่ี 1 ซ่ึงตามเกณฑการยอมรับไดจะตองมีคาอยูท่ีระดับ

ต่ํากวา 0.98 รวมถึงมีคา slop อยูในเกณฑการยอมรับได เม่ือพิจารณาความถูกตองแมนยําของการตรวจ

วิเคราะหพบวา การตรวจวิเคราะหจะมีความถูกตองแมนยําท่ีสูง เม่ือทําการทดสอบท่ีระดับการปนเปอน 

มากกวา 1% แตเม่ือทําการทดสอบท่ีระดับตํ่ากวา 1% คาความถูกตองแมนยําจะนอยลงแตยังคงสามารถทํา

การตรวจวิเคราะหได ท้ังนี้เม่ือพิจารณาท่ีคาเบี่ยงเบนของการวัด พบวาการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปร

พันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุอยูในเกณฑการยอมรับคือนอยกวา 25 % และมีคา LOD และ LOQ ของการตรวจ

วิเคราะหอยูระหวาง 0.05-0.5 % จากผลการทดสอบนี้ทําใหสามารถสรุปไดวาวิธีการตรวจวิเคราะหแบบ 

gene-specific และ event specific ท่ีใชในหองปฏิบัติการสามารถนํามาใชเพ่ือตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและ

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมในเชิงปริมาณได  

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

ปจจุบันมีพืชดัดแปรพันธุกรรมจํานวนมากท่ีไดรับการอนุมัติใหมีการคาขายในตลาดท่ัวโลก จาก

ป 1996 ถึง 2005  พบวาการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมมีจํานวนเพ่ิมมากข้ึน ถึง 53 เทา เม่ือพิจารณาจากการ

เพ่ิมข้ึนของพ้ืนท่ีปลูกในประเทศกําลังพัฒนา  ซ่ึงมีรายงานในป 1996-2011 วาพ้ืนท่ีเพาะปลูกพืชดัดแปร

พันธุกรรมมีปริมาณเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วจาก 1.7 เปน 160 ลานแฮกแตร โดยพืชท่ีทําการเพาะปลูกไดแก 

ขาวโพด ถ่ัวเหลือง คาโนลา มันฝรั่ง และ มะละกอ ซ่ึงท้ังหมดนี้เปนพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีนิยมปลูกกันมาก

ท่ีสุดในโลก โดยเฉพาะ ขาวโพด รองลงมาคือ ถ่ัวเหลือง (Meris, 2014) ท้ังนี้ในป 2005 มีการปลูกขาวโพด    

ดัดแปรพันธุกรรมคิดเปน 24% ของการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ังหมด ไดแก ขาวโพดทนทานสารกําจัด

วัชพืช (Herbicide tolerance) เชน B16, T25, NK603 และ GA21 ขาวโพดตานทานแมลง เชน Mon863, 

Mon802 และ Mon810 เปนตน รวมถึงขาวโพดท่ีมีการรวมลักษณะมากกวาหนึ่งลักษณะเขาดวยกันเชน 

ขาวโพด Bt176, Bt11, CBH351 และ TC1507 เปนตน ซ่ึงเปนขาวโพดท่ีมีลักษะทนทานตอสารกําจัดวัชพืช

และยังตานทานตอแมลงอีกดวย ในป 2004 และ 2005 มีพืชดัดแปรพันธุกรรมอีก 18 สายพันธุท่ีไดรับการ

อนุมัติใหคาขายในเมืองจีน ซ่ึงในจํานวนนี้ไดแก ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 1 สายพันธุไดแก GTS 40-3-2 

และ ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม อีก 8 สายพันธุไดแก Bt11, Bt176, GA21, T25, NK603, Mon810, 

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

Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA) ไดรายงานวาปจจุบันมีพืชดัดแปรพันธุกรรมอยู 336 

สายพันธุจากพืชท้ังหมด 27 ชนิด ท่ีไดรับอนุญาตใหวางขาย ปลูก เพ่ือเปนอาหารและอาหารสัตว 

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

ติดฉลากสินคาดัดแปรพันธุกรรมในแตละประเทศ เชน ยุโรป ใหมีการติดฉลากท่ี 0.9% เกาหลี 3% ญี่ปุน 5% 

(Yang L. et al., 2007) ผลจากการคาระหวางประเทศ ทําใหการติดฉลากสินคาดัดแปรพันธุกรรมซ่ึงเปน

สิ่งจําเปนท่ีประเทศคูคาตองใหความสนใจทําใหมีความพยายามในการคนควาวิจัย วิธีการตรวจวิเคราะหเชิง

ปริมาณเพ่ือตอบสนองตอมาตรการติดฉลากสินคาดัดแปรพันธุกรรมซ่ึงกําหนดข้ึนเพ่ือการกีดกันทางการคาใน

ทางออม (Milavec M. et al., 2014) ในป 2004 EU ไดออกแนวทางสําหรับการสุมตรวจและการตรวจ

วิเคราะห GMOs  ฉบับ EU Recommendation 2004/787/EC ซ่ึงระบุใหการรายงานการปนเปอนสิ่งมีชีวิต

ดัดแปรพันธุกรรมจะตองรายงานในรูปแบบของเปอรเซ็นตการปนเปอนโดยจะตองเปนเปอรเซ็นตความสัมพันธ

ระหวางจํานวน copy number ของ Event-specific กับ Taxon-specific โดยคํานวณจาก Haploid 

genomes  (European Commission, 2004) 

การตรวจทดสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมดวยเทคนิค Real-time PCR ถือวามีความนาเชื่อถือ จาก

รายงานของ Milavec et al., 2014 สรุปไววาการตรวจวิเคราะหแบบ Screening method แมจะบงชี้พืชดัด

แปรพันธุกรรมได แตก็มีความเปนไปไดท่ีจะเกิดผลบวกปลอม (False-positive) หากมี gene หรือ construct 

เดียวกันกระจายในพืชดัดแปรพันธุกรรมเดียวกัน หรืออาจเกิดกรณีท่ีพืชและผลิตภัณฑจากพืชดัดแปร

พันธุกรรมนั้นๆ ไมไดถูกพัฒนาข้ึนมาจากการใช Promoter หรือ Terminator เดียวกันกับท่ีทําการทดสอบ 

http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/
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เพ่ือลดปญหาการเกิดผลบวกปลอม จึงมีความพยายามออกแบบการทดสอบใหมีลักษณะของไพรเมอรและ    

โพรบท่ีมีชวงของลําดับนิวคลีโอไทดอยูระหวาง จีโนมของพืชท่ีตองการตรวจวิเคราะหกับ promoter หรือ 

terminator อยางใดอยางหนึ่ง ซ่ึงสามารถออกแบบการตรวจวิเคราะหได 4 รูปแบบ คือ การตรวจวิเคราะห

แบบ Screening –specific, gene-specific, construct-specific และ event-specific แตอยางไรก็ตามยัง

ขาดแนวทางในการทําการทดสอบความใชไดของวิธีการทดสอบ ซ่ึงโดยสวนใหญ มักจะเปน วิธีการและ

พารามิเตอรท่ีกําหนดหรือสรางข้ึนมาในหองปฏิบัติการเอง (In-house) หรือ กําหนดระหวางหองปฏิบัติการ 

(Inter- laboratory) (Broeders S. et al., 2014) การตรวจวิเคราะหพืชดัดแปรพันธุกรรม ดวยเทคนิค Real-

time PCR เปนเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะหมากท่ีสุดและมีความสําคัญอยางยิ่งสําหรับการ

ตรวจวิเคราะหในเชิงปริมาณ (Yang L. et al., 2007) เพ่ือใหเกิดความยืดหยุนทางการคา และสามารถให

ขอมูลแกผูบริโภคในการตัดสินใจ และเพ่ือตอบสนองตอมาตรการติดฉลากสินคาพืชและผลิตภัณฑ การทดสอบ

เชิงปริมาณดวยเทคนิค Quantitative Real-time PCR จึงเปนวิธีการตรวจวิเคราะห ท่ีสามารถใชในการบงชี้

และบอกปริมาณของพืชและผลิตภัณฑดัดแปรพันธุกรรมท่ีถูกเลือกใชกันอยูในปจจุบัน (Milavec M. et al., 

2014)  การตรวจวิเคราะหอาหารและอาหารสัตวดวยเทคนิค Real-time PCR หรือ qPCR เปนเทคนิคท่ีนิยม

นํามาใชเพ่ือการตรวจวิเคราะหเนื่องจากเปนเทคนิคท่ีมีความจําเพาะเจาะจงสูงและยังสามารถใหขอมูลเชิง

ปริมาณของสิ่งท่ีตองการตรวจวิเคราะหได ในป 2009 European Network of GMO Laboratories (ENGL) 

ไดจัดทําวิธีการและข้ันตอนในการทดสอบความใชได เชน จํานวนตัวอยางของการทํา Standard curves เพ่ือ

วิเคราะหคาความสัมพันธเชิงเสน linearity, ประสิทธิภาพของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม, ความเท่ียงตรง, 

ความถูกตอง, ความแมนยํา รวมไปถึงคา LOD (limit of detection) และคา LOQ (Limit of 

Quantification) ของการวิเคราะหซ่ึงท้ังหมดไดมีการต้ังคาเกณฑการยอมรับเพ่ือใชสําหรับพิจารณาคาท่ีได

จากการวิเคราะห เพ่ือท่ีแตละหองปฏิบัติการจะสามารถออกแบบการทดสอบวิธีทวนสอบความใชไดของการ

ตรวจวิเคราะหไดเอง(Papazova, 2013) 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม ดําเนินการท่ี

หองปฏิบัติการกลุมวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืชและจุลินทรียดัดแปรพันธุกรรม  ในป 2554-2558 ระยะเวลา 

4 ป มีวิธีการ 

 1. การเตรียมตัวอยางทดสอบ 

จัดซ้ือตัวอยางอางอิงมาตรฐาน CRM ขาวโพดและถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมจากบริษัท 

Eurofin ไดแก CRM ผงถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม Event GTS 40-3-2, CRM ผงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม 
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Specificity Amplificon

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

cry9C/T35S

5'maize 

genome/insert

3'pUC18/pUC1

8-maize 

genome

3' insert/maize 

genome

5' maize 

genome/insert

5'maize 

genome/CaMV 

35S pro

TC1507 event 

specific

Primer for Target gene 

CP4 epsps gene

Maize 

genome/ 

CaMV 35S pro

cryIA (b) gene

Event MON810, Bt176, Bt11, NK603, GA21, TC1507, Mon863, CRM จีโมมิกสดีเอ็นเอขาวโพดสาย

พันธุ CBH351 และ T25, CRM ผงถ่ัวเหลืองและขาวโพดไมดัดแปรพันธุกรรม สกัดดีเอ็นเอจาก CRM แบบผง

ดวยวิธี GeneScan extraction methods ทําบริสุทธิ์ DNA ดวย WizardMiniprep DNA Purification Kit 

แลววัดปริมาณและคุณภาพของ DNA ดวยเครื่อง GeneQuant100  และเจือจาง DNA ดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ

ใหไดความเขมขน 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร  

2. การออกแบบและคัดเลือกไพรเมอรและโพรบ 

คัดเลือกไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกับตัวอยางพืชดัดแปรพันธุกรรมแตละสายพันธุ จาก

ฐานขอมูลของ European CommissionJoint Research Centre (JCR) (Laura, 2007)และโพรบท่ีติดฉลาก

สีฟลูออเรสเซนต ท่ีนํามาใชในการทํา Real-time PCR แสดงดังตารางท่ี 1  

ตารางท่ี 1 แสดงลําดับเบสนิวคลีโอไทดไพรเมอรและโพรบท่ีใชเพ่ือการตรวจวิเคราะห Target gene และ 

Endogenous gene ของพืชดัดแปรพันธุกรรมในเชิงปริมาณ 

3. การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบ 

ทดสอบปฏิกิริยา PCR ดวยการตรวจสอบ Endogenousgene ของพืชดวยไพรเมอรท่ีใชในการ

ตรวจยีน Lectin, AdhและZeinทําการเพ่ิมชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยการเตรียมชุดน้ํายาจาก 

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

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

0.125 ไมโครลิตร และน้ํา nucleic free water ปริมาตร 10.37 มิลลิลิตร แลวทําปฏิกิริยาดวยอุณหภูมิ 95 
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องศาเซลเซียส นาน 5 นาทีเพ่ือเปนการกระตุนปฏิกิริยา แลวจึงทําปฏิกิริยาดวยอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 

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

จํานวนท้ังสิ้น 40 รอบ แลวตรวจสอบผลของปฏิกิริยาบนอะกาโรสเจล2% ดวยเครื่อง อิเล็กโตโฟลิซีส จากนั้น

ทดสอบความใชไดของไพรเมอรและโพรบและการทดสอบความจําเพาะเจาะจงดวยเทคนิค PCR และ Real-

time PCR โดยใชปริมาณสารเพ่ือการทดสอบดังตารางท่ี 4 เม่ือทําการผสม master mix เสร็จแลวจึงนําไปทํา

ปฏิกิริยาในเครื่อง Light Cycler480 ดวยโปรแกรม ดังตารางท่ี 4, 5 และ 6 

4. การสรางกราฟมาตรฐาน (Standard curve) 

เจือจางดีเอ็นเอจาก CRM ทุกตัวในอัตราสวน 1:4, 1:16, 1:64 และ 1:256 แตละความเขมขน 

ทํา 3 ซํ้า ยกเวนตัวอยางขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม CBH351 และ T25 ความเขมขน 100 copyตอไมโครลิตร 

ตองเจือจางในอัตราสวน 1:3, 1:9, 1:27 จํานวน 3 ซํ้าในแตละความเขมขน และสราง Stand curve ดังตาราง

ท่ี 2 

ตารางท่ี 2 แสดงการสราง Standard curve ดวยการเจือจางตัวอยางใหมีจํานวนการปนเปอนท่ีระดับตางกัน 

 

 

 

 

 

 

 

  5. การทดสอบ Quantitative Real-time PCR  

ตรวจวิเคราะห Target gene และ Reference gene โดยใชเทคนิค Real-time PCR ตาม

อัตราสวนผสมดังตารางท่ี 3 

ตารางท่ี 3 แสดงอัตราสวนผสมเพ่ือการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม ดวยเทคนิค 

Real-time PCR 
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นําสวนผสมท้ังหมดผสมตามสัดสวนขางบนลงใน Real-time PCR plate 96 well แลวนําเขา

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

ตารางท่ี 4, 5 และ 6 จากนั้นจึงนํา amplification curve ท่ีไดจากการสรางกราฟมาตรฐาน (standard 

curve) มาเปนสิ่งท่ีใชกําหนดคา Ct value และ copy number เพ่ือนํามาวิเคราะหคา ความเท่ียงตรง 

(Precision), ความถูกตอง (Trueness), ความแมนยํา(Accuracy), คาเฉลี่ยมาตรฐาน (SD), คาเบี่ยงเบน

สัมพันธ (RSD), คาความชันของกราฟ (slope), คาความสัมพันธเชิงเสน linearity (R2), ประสิทธิภาพของการ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR efficiency) และ คํานวณหาเปอรเซ็นตการปนเปอนและเปอรเซ็นต Bias, 

LOD และ LOQ, เพ่ือศึกษาวิธีการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ โดยทําการทดสอบอยางนอย 4รอบการทดลอง

แลวนํามาหาคาเฉลี่ย เพ่ือวิเคราะหคาดังกลาวตอไป  

ตารางท่ี 4 แสดงอุณหภูมิและจํานวนรอบการทํางานของระบบ Real-time PCR เม่ือทําการทดสอบขาวโพด

ดัดแปรพันธุกรรม Bt176 

 

 

 

ตารางท่ี 5 แสดงอุณหภูมิและจํานวนรอบการทํางานของระบบ Real-time PCR เม่ือทําการทดสอบถ่ัวเหลือง

และขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมRR, NK603, GA21, Mon810, TC1507, Mon863, T25 และ 

CBH351 

 

 

 

ตารางท่ี 6 แสดงอุณหภูมิและจํานวนรอบการทํางานของระบบ Real-time PCR เม่ือทําการทดสอบขาวโพด

ดัดแปรพันธุกรรมBt11 

 

 

ผลการทดลองและอภิปราย 
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ความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบ 

ไพรเมอรและโพรบจากฐานขอมูลของ Join Research Center (Laura, 2007) ท่ีใชตรวจ

วิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม GTS 40-3-2, ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Bt 176 และ TC1507 เปนการ

ตรวจสอบแบบ gene-specific สวนชุดไพรเมอรและโพรบท่ีใชตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Bt11, 

Mon810, Mon863, NK603, GA21, T25 และ CBH351 เปนการตรวจสอบแบบ event-specific ซ่ึงมี

ความจําเพาะเจาะจงมากกวาการตรวจวิเคราะหโดยหลักการ Screening method (Milavec M. et al., 

2014) เชนการทดสอบของ Yang et al., 2007 พบวา การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหพืชดัด

แปรพันธุกรรมเชิงปริมาณจะมีคาความเบี่ยงเบน (bias) นอยหากใชคูไพรเมอรและโพรบท่ีทําการตรวจ

วิเคราะห Target gene และ Endogenous gene แบบ event-specific 

การสรางกราฟมาตรฐาน (standard curve) เพ่ือการตรวจทดสอบเชิงปริมาณ  

การหาความสัมพันธของการปนเปอนยีนท่ีทําการตัดตอเขาไปในถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรม (Target gene) โดยทําการทดสอบควบคูไปกับการหาปริมาณของendogenous gene ท่ีมีอยูใน

พืชเปนการหาความสัมพันธรอยละระหวางตัวแปรท้ังสองดวยการใชคา crossing point (CP) และคา [log 

ของความเขมขนของดีเอ็นเอ] จากการตรวจวิเคราะหดวยเทคนิค Real-time PCR โดยทําการทดสอบเพ่ือ

ตรวจวิเคราะห Target gene และ endogenous gene ท้ัง 2 ระบบควบคูกัน นําขอมูลมาสรางกราฟ

มาตรฐาน เพ่ือหาสมการเชิงเสน ของการทดสอบวาปริมาณของตัวอยางและชวงของการตรวจพบสัญญาณมี

การสอดคลองกันหรือไม ดังภาพท่ี 1 และ 2 

การคํานวณหาคาความชันของกราฟคาความสัมพันธเชิงเสน และคาประสิทธิภาพของการเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรม 

 การคํานวณหาคาความชันของกราฟ คาความสัมพันธของสมการเชิงเสน และคาประสิทธิภาพ

ของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม จะไดจากการทํา Starndard curve แสดงดังตารางท่ี 7 จากรายงานของ 

(Papazova, 2013) ซ่ึงระบุจากขอกําหนดในการทําทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปร

พันธุกรรมในเชิงปริมาณ โดยกลุมงาน EU-RL GMFF ดวยการทดสอบภายใตกฎระเบียบของหองปฏิบัติการ

ตามมาตรฐาน ISO 17025 ซ่ึงไดระบุไว คาความสัมพันธของสมการเชิงเสนของกราฟ R2  จะมีคาของเกณฑ

การยอมรับอยูท่ี นอยกวาหรือเทากับ 0.98 คาความชันของกราฟ (Slop) มีคาเกณฑการยอมรับอยูระหวาง -

3.1 ถึง -3.6 และ มีเกณฑการยอมรับของคาประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR efficiency) 

อยูระหวาง 90-110 เปอรเซ็นต  
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ภาพท่ี 1 แสดงผลการตรวจวิเคราะห Target gene ควบคูกับการตรวจวิเคราะหEndogenous gene ในการ

ทดสอบถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม GTS 40-3-2, ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon810, Bt176, Bt11, และ 

NK603 ดวยการเจือจางตัวอยางท่ีระดับตางๆ เพ่ือสรางกราฟมาตรฐานจากคา crossing point และ Log 

(Experimental copy number) 
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ภาพท่ี 2 แสดงผลการตรวจวิเคราะห Target gene ควบคูกับการตรวจวิเคราะห Endogenous gene ในการ

ทดสอบขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม GA21, Mon863, TC1507, T25 และ NK603 ดวยการเจือจางตัวอยางท่ี

ระดับตางๆ เพ่ือสรางกราฟมาตรฐานจากคา crossing point และ Log (Experimental copy number) 
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ตารางท่ี 7 แสดงคาความชันของกราฟ คาความสัมพันธเชิงเสน และคาประสิทธิภาพของการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมจากการตรวจวิเคราะห Target gene และ Endogenous gene ในพืชดัดแปร

พันธุกรรม ท้ัง 10 สายพันธุ 

 

 

 

 

 

เม่ือพิจารณาคาความชันของกราฟ คาความสัมพันธเชิงเสน และคาประสิทธิภาพของการเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมท่ีไดจากการทดสอบ Endogenous gene ทดสอบควบคูกับ Target gene นั้น พบวา

พืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุมีความสัมพันธเชิงเสน และคาความชันของกราฟอยูในเกณฑยอมรับ คือ 

นอยกวาหรือเทากับ 0.98 และมีคาอยูระหวางชวง -3.1 ถึง -3.6 ตามลําดับ และมีคาประสิทธิภาพของการ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมอยูระหวาง 90-100 เปอรเซ็นต ยกเวนขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ 

Mon863 เพียง 1 สายพันธุท่ีมีคาประสิทธิภาพของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมต่ํากวาเกณฑการยอมรับคือ

มีคาอยูท่ี 87 เปอรเซ็นตซ่ึงอาจเกิดจากความไมเหมาะสมของสารละลายหรือรอบการทดสอบท่ีเกิดข้ึนระหวาง

การทําปฏิกิริยา 

การหาความถูกตองแมนยําความเท่ียง และความเบ่ียงเบน ของการตรวจวิเคราะห 

การทดสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุ ดวยชุดไพรเมอรและโพรบสําหรับทําการตรวจ

วิเคราะห Target gene และ Endogenous gene มีความแมนยําของการตรวจวิเคราะหอยูในเกณฑการ

ยอมรับไดคือมีคาของเปอรเซ็นตสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธอยูท่ี ±25% และมีความเบี่ยงเบนของการวัด

นอยกวา 25% ซ่ึงหมายความการเม่ือทําการทดสอบผลของการทดสอบมีความแมนยําตอการทดสอบโดย

สามารถทําการทดสอบไดใกลเคียงกับคาจริงท่ีไดทําการกําหนดไว ดังตารางท่ี 8 

 

 

 

 

 

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

MON810 1.0 -3.5 95.38 1 -3.4 95.12

Bt 176 1.0 -3.1 105.08 1 -3.5 96.73

Bt 11 1.0 -2.8 112.70 1 -3.4 99.02

NK603 1.0 -3.5 93.34 1 -3.5 93.13

GA21 1.0 -3.3 102.54 1 -3.3 101.88

MON863 1.0 -3.3 90.00 1 -3.3 87.00

TC1507 1.0 -3.5 94.70 1 -3.4 98.55

CBH351 1.0 -3.7 83.90 1 -3.5 93.00

T25 1.0 -3.5 92.00 1 -3.2 100.00

Target gene Endogenous gene



18 
 

ตารางท่ี 8 แสดงคาความถูกตองและความแมนยําของการตรวจวิเคราะหโดยใชเปอรเซ็นตความถูกตอง        

คาสัมประสิทธของความสัมพันธ (RSD) และ คาความเบี่ยงเบน ในการทดสอบ Target gene และ 

Endogenous geneจากการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุ 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 9 แสดงคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ และคาเบี่ยงเบนของการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปร

พันธุกรรม 10สายพันธุดวยการตรวจวิเคราะห Target gene และ Endogenous gene ท่ีระดับ

การปนเปอนตางกัน  

 

 

 

 

 

หมายเหตุ : U1 คือ GTS 40-3-2, MON810, Bt 176, Bt 11 และ NK603 ท่ีระดับการปนเปอน 

5%,  GA21 ท่ีระดับการปนเปอน 4.3%, MON863 และ TC1507  ท่ีระดับการปนเปอน 10% และ CBH351 

และ T25 ท่ีระดับการปนเปอน 100%, U2 คือ ตัวอยางพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุท่ีระดับการ

ปนเปอน 1% และ U2 คือระดับการปนเปอนพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 8 สายพันธุ ท่ีระดับ 0.1% ยกเวน

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม CBH351 และ T25  ซ่ึงมีปริมาณการปนเปอนอยูในปริมาณ copy number ท่ีต่ํา

มากอยูแลวจึงไมสามารถเจือจางใหมีการปนเปอนท่ีระดับ 0.1% ได 
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จากตารางท่ี 9 พบวาคาความเท่ียงตรงของการตรวจวิเคราะห จะสัมพันธกับปริมาณการ

ปนเปอน โดยเม่ือมีการปนเปอนในระดับต่ํา ความเท่ียงตรงของการตรวจวิเคราะหก็จะมีเปอรเซ็นตท่ีต่ําไปดวย 

เม่ือเปรียบเทียบความเท่ียงตรงของการตรวจวิเคราะหระหวาง Target gene และ Endogenous gene 

พบวาการตรวจวิเคราะห Endogenous gene จะมีความเท่ียงตรงของการตรวจวิเคราะหมากกวาการตรวจ

วิเคราะหดวย Target gene จากการทดสอบพบวาไพรเมอรและโพรบ ท่ีใชเพ่ือการตรวจวิเคราะหพืชดัดแปร

พันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุเปนวิธีการท่ีสามารถนํามาใชไดและเหมาะสมตอหองปฏิบัติการ  

 คาความทดสอบซํ้าได คา Limit of Detection และคา Limit of Quantification ของการ

ตรวจวิเคราะห 

หาคา LOD และ LOQ ได โดยคา LOD คือคาต่ําสุดของตัวอยางท่ีสามารถทําการตรวจวิเคราะห

ได และคา LOQ คือคาต่ําสุดของตัวอยางท่ีทําการวิเคราะหไดและมีคามาตรฐานการเบี่ยงเบนสัมพัทธ อยูใน

เกณฑยอมรับนอยกวา 25 สามารถสรุปไดดังตารางท่ี 10 

ตารางท่ี 10 แสดงคามาตรฐานเบี่ยงเบนสัมพัทธของการตรวจวิเคราะห Target gene และ Endogenous 

gene ในพืชดัดแปรพันธุกรรม 10 สายพันธุ เพ่ือใชในการพิจารณาคาความทดสอบซํ้าได 

 

 

 

 

 

 

 

 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม ดวย

วิธีการ ไพรเมอรและโพรบ ท่ีใชในหองปฏิบัติการมีในการตรวจวิเคราะหเนื่องจากคาความสัมพันธของการ

ตรวจวิเคราะหอยูในเกณฑการยอมรับของมาตรฐานสากล คือมีคาของ R2อยูในชวงสูงกวา 0.98 ซ่ึงคาท่ีไดจาก

ทุกการทดสอบดวยพืชดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 10 สายพันธุมีชวงคาการทดสอบท่ีดีซ่ึงแสดงใหเห็นวาในทุกรอบ

การทดสอบการเตรียมตัวอยางและการทําคา กราฟมาตรฐานมีความสัมพันธกัน และเม่ือพิจารณาท่ีคาความ

ถูกตองแมนยํา และเท่ียงตรง พบวา การตรวจวิเคราะหใหผลของความถูกตองแมนยํา และเท่ียงตรงท่ีดี 

เนื่องจากอยูในชวงคาของเกณฑการยอมรับ แตในการตรวจวิเคราะหบางสายพันธุยังมีความเบี่ยงเบนและมี
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บางพารามิเตอรท่ีอยูนอกเหนือเกณฑการยอมรับอยูโดยเฉพาะเม่ือทําการตรวจวิเคราะหในปริมาณการ

ปนเปอนท่ีต่ํากวา 0.1 % ท้ังนี้อาจเนื่องจากปริมาณของการปนเปอนท่ีมีอยูนอย หรือเกิดจากความผิดพลาดใน

ข้ันตอนการเจือจางตัวอยางซ่ึงอาจทําใหคาการตรวจวิเคราะหท่ีไดมีความคลาดเคลื่อนไปบางเพราะเม่ือ

ตัวอยางมีปริมาณของยีนท่ีทําการตรวจวิเคราะหเจือปนอยูในปริมาณนอย การตรวจวิเคราะหก็จะแปรผกผัน

ทําใหการตรวจวิเคราะหอาจมีความคลาดเคลื่อนได  โดยการตรวจวิเคราะหดวยไพรเมอรและโพรบ ท่ี

ออกแบบมาการตรวจวิเคราะห Event-specific จะมีความเหมาะสมตอการตรวจวิเคราะหตัวอยางพืช 

เนื่องจากจะสามารถยืนยันชนิดพืชท่ีทําการตรวจวิเคราะหได ในขณะท่ีการตรวจวิเคราะหโดยใชหลักการของ 

gene-specific แมจะมีความจําเพาะเจาะจงกับตัวยีนท่ีทําการตัดตอเขาไปในยีนพืชแตก็ไมสามารถใชเพ่ือ

ยืนยันไดวายีนท่ีทําการตรวจพบเปนของพืชชนิดนั้นๆจริงหรือ ซ่ึงวิธีการตรวจวิเคราะหแบบ gene-specific นี้

อาจมีขีดจํากัดในการตรวจวิเคราะหอยูบางในกรณีท่ีตัวอยางท่ีทําการตรวจวิเคราะหเปนตัวอยางสําเร็จรูป หรือ

แปรรูปท่ีมีการเจือปนของสวนผสมจากพืชหลายชนิด ซ่ึงวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรมท่ีผานทดสอบความใชไดของวิธีการจากการทดลองนี้สามารถนําไปใชเพ่ือการตรวจวิเคราะหตัวอยาง

พืช ผลิตภัณฑแปรรูปและอาหารสัตวท่ีตองการการตรวจรับรองสําหรับการนําเขา-สงออกสินคาระหวาง

ประเทศของหองปฏิบัติการได โดยสามารถตรวจวิเคราะหเพ่ือบงชี้การปนเปอนของถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัด

แปรพันธุกรรมในเชิงปริมาณ เพ่ือตอบสนองตอระเบียบมาตรการในการติดฉลากสินคาดัดแปรพันธุกรรมกับ

ประเทศคูคาท่ีมีการกําหนดเปอรเซ็นตการปนเปอนข้ันต่ําไว อีกท้ังขอมูลจากการวิจัยยังเปนฐานขอมูลในการ

ตรวจวิเคราะหตัวอยางถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม และสามารถใชเปนขอมูลมาตรฐานของการ

วิเคราะหท่ีเปนมาตรฐานสากลได 

การทดลองท่ี 2 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตนี  (เปนกรณีศกึษาการใชกับ) ขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63 

 

ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ชนันตธร ดนัยสิริชัยชล  พงศกร สรรควิทยากุล   

อรรคพล ภูมีศรี  ศรีเมฆ ชาวโพงพาง  ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Khanitha Wongwathanarat  Chananton Danaisilichaichon  Pongsakorn Sunvittayakul 

Arkkapon Phoomeesri  Srimek Chowpongpang  Prasert Wongwathanarat 

 

บทคัดยอ 

 สังเคราะหยีน EPSPS ขนาด 1,368 bp โคลนเขาสู expression vector pET 200/D-TOPO®  

ถายโอนเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 เพ่ิมปริมาณโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรีย ทําบริสุทธิ์โดยใช Ni-

NTA ผลการตรวจสอบขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE พบขนาดโปรตีนขนาด 52 กิโลดาลตัน ถูกชะ

ออกมาท่ี elution buffer pH 4.5 นําโปรตีนท่ีไดไปเปนแอนติเจนในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง แยกสกัด IgG 

จากแอนติบอดีปรับความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เจือจาง 1:200 ทดสอบความใชไดของแอนติบอดีตอ

โปรตีน EPSPS พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจงตอโปรตีน EPSPS ในตัวอยางถ่ัวเหลืองสด โปรตีน 
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EPSPS บริสุทธิ์ และตัวอยางโปรตีน EPSPS ท่ีผานกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง เม่ือเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพการตรวจสอบระหวางแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนในหองปฏิบัติการกับชุดตรวจสอบทางการคา 

(Agdia ELISA kit) ผลการทดสอบท้ังสองใหผลการทดสอบท่ีสอดคลองกัน  

คําสําคัญ : ยีน Cry1Ab, แอนติเจน, แอนติซีรัม, ชุดตรวจสอบ 

บทนํา 

ประเทศไทยมีสภาพอากาศท่ีเหมาะสมกับการปลูกถ่ัวเหลือง แตปริมาณการปลูกถ่ัวเหลืองไม

เพียงพอสําหรับการบริโภคภายในประเทศ รัฐบาลจึงแกไขปญหาโดยการนําเขาถ่ัวเหลืองจากตางประเทศในรูป

เมล็ดถ่ัวเหลืองและกากถ่ัวเหลือง สําหรับการแปรรูปในอุตสาหกรรมเกือบ 80 เปอรเซ็นต ถ่ัวเหลืองท่ีนําเขามา

จากประเทศบราซิล รอยละ 49 อารเจนตินา รอยละ 15 และอินเดีย รอยละ 15 จากสถานการณในยุค

ปจจุบันหลายประเทศท่ัวโลกมีการวิจัยพัฒนาพืชดัดแปรพันธุกรรม เพ่ือการเพ่ิมมูลคาของผลผลิตและลดความ

เสียหายจากการทําลายของแมลงศัตรูพืช พบวาในป 2546 มีประเทศปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ัวโลก 18 

ประเทศ พืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีปลูกเปนการคามากท่ีสุด คือ ถ่ัวเหลืองท่ีตานทานสารกําจัดวัชพืช หรือท่ี

เรียกวาถ่ัวเหลือง Roundup Ready ซ่ึงเปนของบริษัทมอนซานโต (Berdal and Holst-Jensen, 2001) โดย

มีประเทศผูผลิตสําคัญ  3  อันดับแรกของโลก  ไดแก  ประเทศจีน รอยละ 28.58 รองลงมา ไดแก 

สหรัฐอเมริกา รอยละ 19.17 บราซิล รอยละ 15.72  อารเจนตินา รอยละ 15.43 และในปจจุบันไดมีการ

ปรับปรุงพัฒนาพืชดัดแปรพันธุกรรมอีกเปนจํานวนมาก ดวยการปรับปรุงยีนใหมๆ เพ่ือตัดตอในพืช  จึงทําให

ประเทศหลายประเทศไดออกกฎระเบียบการติดฉลากพืชดัดแปรพันธุกรรม โดยเฉพาะในสหภาพยุโรป เม่ือ

เดือนกรกฎาคม 2546 ไดออกระเบียบท่ีเก่ียวของกับพืชดัดแปรพันธุกรรม ในเรื่องการติดฉลากและการ

ตรวจสอบยอนกลับท่ีเขมงวดกวาเดิมและมีผลบังคับใชตั้งแต 15 เมษายน 2547 กฎระเบียบดังกลาวนี้ 

กําหนดใหตองมีการตรวจสอบสินคายอนกลับไปทุกข้ันตอนตลอดหวงโซการผลิตอาหารจนถึงการทดสอบ

ระดับไรนา และกําหนดใหสินคาทุกชนิดท่ีมีสวนประกอบของพืชดัดแปรพันธุกรรมเกินรอยละ 0.9 ซ่ึงรวมถึง

สินคาท่ีไมสามารถตรวจสอบไดวามีพืชดัดแปรพันธุกรรม แตเปนสินคาท่ีใชพืชดัดแปรพันธุกรรมใน

กระบวนการผลิต เชน น้ํามันถ่ัวเหลือง จะตองติดฉลากดวย โดยในกฎระเบียบเดิมสินคาดังกลาวไมจําเปนตอง

ติดฉลาก มีการระบุขอความวา “This product contains genetically modified organisms” ท้ังนี้

กฎระเบียบดังกลาวยังครอบคลุมถึงอาหารท่ีมีสวนประกอบของพืชดัดแปรพันธุกรรมดวย (นิรนาม, 2547) 

จากกฎระเบียบดังกลาว สงผลใหประเทศไทยตองประสบปญหาและอุปสรรคมากเปนพิเศษใน

การสงสินคาเกษตรออก เนื่องจากประเทศผูนําเขาใชมาตรการเก่ียวกับมาตรฐานและสุขอนามัยเพ่ือควบคุม

มาตรฐานสินคา และอาจแอบแฝงการกีดกันทางการคาไวดวย  โดยเฉพาะอยางยิ่งการสงออกสินคาท่ีเปน

ผลิตภัณฑแปรรูปจากถ่ัวเหลืองหรือมีสวนผสมของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม เนื่องจากผลผลิตถ่ัวเหลืองท่ีมีใน

ประเทศไทยไมเพียงพอตอความตองการ  จึงตองมีการนําเขาเมล็ดถ่ัวเหลืองเปนวัตถุดิบเพ่ือใชภายในประเทศ

และสงออกในรูปของผลิตภัณฑแปรรูป การนําเขาถ่ัวเหลืองของไทย รอยละ 80 สั่งจากประเทศท่ีเปนแหลง
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ปลูกถ่ัวเหลือง GMOs ซ่ึงมีโอกาสเปนไปไดสูงท่ีจะปนเปอนดวยถ่ัวเหลือง GMOs ซ่ึงอาจสงผลกระทบตอการ

สงออกของผลิตภัณฑแปรรูปจากถ่ัวเหลืองก็มีโอกาสท่ีจะผลิตจากถ่ัวเหลือง GMOs เชนเดียวกัน 

เนื่องจากถ่ัวเหลืองท่ีผลิตในประเทศเปนผลผลิตจากธรรมชาติปราศจากปราศจากการตัดตอ

พันธุกรรม ประชาชนและผูบริโภคก็มีความวิตกกังวลเก่ียวกับการบริโภคอาหาร GMOs และมีการเรียกรองให

มีการติดฉลากสินคา หรือผลิตภัณฑอาหารท่ีมีสวนผสมของ GMOs หางสรรพสินคาบางแหงไดออกมาตรการ

ใหสินคาท่ีจะนํามาวางขาย ตองมีหนังสือรับรองวาเปนสินคาท่ีไมใช GMOs หรือไมไดใชวัตถุดิบท่ีผลิตจาก 

GMOs นอกจากนี้ในหลายประเทศท่ีซ้ือสินคาเกษตรของไทยไดกําหนดขอจํากัดของสวนผสมอาหาร GMOs 

โดยระบุเปนจํานวนเปอรเซ็นตของพืช GMOs ดังนั้นจึงมีความจําเปนท่ีตองตรวจวิเคราะหการปนเปอนถ่ัว

เหลือง GMOs ในเชิงปริมาณ (quantitative) สามารถระบุการปนเปอนของถ่ัวเหลือง GMOs เปนเปอรเซ็นต

ได งานตรวจสอบการปนเปอน GMOs ในสินคาเกษตรเปนเทคโนโลยีคอนขางใหมสําหรับประเทศไทย จึง

จะตองมีการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืช GMOs ใหมีประสิทธิภาพ มีความแมนยํา และเชื่อถือได เพ่ือ

นํามาใชประโยชนในการกํากับดูแลสินคาเกษตร GMOs และสรางมาตรการควบคุม ตรวจสอบ และออก

หนังสือรับรองสินคาพืช Non- GMOs 

ขนิษฐา และคณะ ป พ.ศ. 2552 ไดโคลนยีน EPSPS และผลิตแอนติบอดีในระบบเซลล

แบคทีเรีย เพื่อพัฒนาชุดตรวจสอบ GLIFT kit เพื่อใชตรวจโปรตีน CP4EPSPS ในถั่วเหลืองตานทานสาร

กําจัดวัชพืช 

Honghong Wu et al., (2012) สังเคราะหและเพิ่มปริมาณโปรตีน CP4EPEPS ในเซลล

แบคทีเรีย ตรวจสอบโปรตีนดวยเทคนิค western blot นําโปรตีนที่ไดมาเปนแอนติเจนเพื่อผลิตโพลี

โคลนอลแอนติบอดีเพื่อนํามาใชตรวจสอบโปรตีน CP4EPEPS ในผลิตภัณฑแปรรูปจากถั่วเหลืองดัดแปร

พันธุกรรมดวยเทคนิค ELISA 

ขอมูลจากสํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ซ่ึงมีหนาท่ีโดยตรงในการตรวจสอบเมล็ดพันธุพืชท่ี

นําเขาจากตางประเทศ  ในการตรวจสอบโปรตีนชนิดนี้ นิยมใชเทคนิค ELISA  เนื่องจากสามารถตรวจสอบ

ตัวอยางไดในปริมาณมากและการเตรียมตัวอยางสะดวกกวาวิธีการตรวจสอบแบบอ่ืน  โดยทางสํานักวิจัย

พัฒนาการอารักขาพืชตองซ้ือชุดตรวจสอบ ELISA  จากตางประเทศ ซ่ึงมีราคาประมาณชุดละ 30,000 บาท 

ชุดตรวจสอบ 1 ชุด สามารถตรวจสอบได 2-10 ตัวอยาง ประเทศไทยตองสูญเสียคาใชจายเปนจํานวนมากใน

การซ้ือชุดตรวจสอบนี้  Wei Wang (2000) นํา recombinant protein มาผานกระบวนการทําแหงแบบเยือก

แข็งท่ียังคงคุณสมบัติของโปรตีนไวไดอยางดี สามารถยืดเวลาเก็บรักษาโปรตีนไวไดยาวนาน เพราะฉะนั้นการ

พัฒนา recombinant protein CP4EPEPS โดยการทําแหงแบบเยือกแข็งเพ่ือนํามาใชเปนโปรตีนมาตรฐานใน

การตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมดวยเทคนิค ELISA  และพัฒนาเปนชุดตรวจสอบ (ELISA kit) ใน

เชิงพาณิชย จะเปนการทดแทนการนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศ และลดตนทุนการตรวจสอบพืชดัด

แปรพันธุกรรม และจะเปนประโยชนอยางยิ่งในการเฝาระวังและติดตามการแพรระบาดของถ่ัวเหลืองดัดแปร

พันธุกรรม 



23 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน  (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) ขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63 

ดําเนินการท่ีสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และกลุมงานไวรัสวิทยา กรมวิชาการเกษตร ในป 2557-2558 

ระยะเวลา 1 ป มีวิธีการ 

1. การเพ่ิมปริมาณโปรตีน EPSPS ในระบบเซลลแบคทีเรีย 

   โคลนยีน EPSPS จากถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม เชื่อมตอยีนเขากับ expression vector 

pET200 TOPO แลวถายโอนพลาสมิดลูกผสมเขาสู  E.coli  BL21 คัดเลือกโคลน นําไปเลี้ยงและชักนําให

สรางโปรตีนในอาหาร 2xYT ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L ปนเก็บตะกอนเซลล ทําใหเซลลแตก

โดยการ sonicate ดวยเครื่อง ultra schall BANDELIN SONOPULS HD รุน 2200 ปนเหวี่ยงแยกเก็บสวน

ใส (supernatant) ไปทําบริสุทธิ์โปรตีนดวย column NI-NTA super flow (QiAGEN)  

   2. การทําบริสุทธิ์โปรตีน EPSPS 

   ทําบริสุทธิ์โปรตีน EPSPS ท่ีอยูในสวนใสดวยคอลัมน Ni-NTA supser flow ตามวิธีการของ

บริษัท ตรวจสอบปริมาณและความเขมขนของโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE แลวนําโปรตีนท่ีไดไปกําจัดเกลือ

ดวยวิธีการ dialysis ในสารละลาย 1xPBS pH 7.4 ตรวจวัดปริมาณความเขมขนของโปรตีน EPSPS ผานการ

ทําบริสุทธิ์อีกครั้งโดย Bradford’s method  

   3. การตรวจสอบปริมาณโปรตีนโดย Bradford’s method 

 การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน EPSPS ท่ีผานการทําบริสุทธิ์ เปรียบเทียบปริมาณจากการสราง

กราฟโปรตีนมาตรฐาน ตามวิธีการของชุดวิเคราะหโปรตีน Bio-Rad Assay (บริษัท BIO-RAD) ซ่ึงอาศัย

หลักการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนของ (Bradford, 1976แตละความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน) ทํา 4 ซํ้า 

แลวนําขอมูลมาสรางกราฟมาตรฐาน เพ่ือสรางสมการเสนตรงท่ีเหมาะสมดวย Least square ท่ีระดับความ

เชื่อม่ัน 95% นําคาการดูดกลืนแสงท่ี OD595 ของโปรตีน EPSPS แทนคาในสมการเสนตรงเพ่ือตรวจวัดความ

เขมขนของโปรตีน  

 4. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในกระตาย 

 ใชกระตายเพศเมียพันธุ White New Zealand อายุประมาณ 3 เดือนและมีน้ําหนักประมาณ 

2.0 กิโลกรัมโดยเจาะเลือดกระตายในสัปดาหแรกเพ่ือใชเปนซีรัมปกติ (normal serum, Ns) แอนติเจนคือ

โปรตีน EPSPS บริสุทธิ์เขมขน 1 mg/ml ผสมกับ complete Freund’s adjuvant (CFA) ในอัตราสวน 1:1 

และฉีดเขาทางใตผิวหนัง (subcutaneous injection, SC) จํานวน 5 จุด แลวกระตุนภูมิในสัตวทดลองอีก 3 

ครั้งโดยผสมแอนติเจนกับ Incomplete Freund’s adjuvant (IFA)  เจาะเลือดท่ีเสนเลือดบริเวณใบหูครั้ง

แรกในสัปดาหท่ี 6 และเจาะเลือดทุกๆ สัปดาห จนครบ 10 ครั้ง  ปนเหวี่ยงแยกแอนติบอดีจากเม็ดเลือดแดงท่ี  

8,000 รอบตอนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาทีเก็บสวนซีรัมและเติม 2% NaN3 ใหไดความเขมขน

เปน 0.02% เพ่ือปองกันการปนเปอนของแบคทีเรีย ตรวจสอบคาไตเตอรของแอนติบอดีตอโปรตีน EPSPS 

ดวยเทคนิค indirect ELISA 
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 5. การตรวจสอบคาไตเตอร (Titer) ของแอนติซีรัมดวยเทคนิค indirectELISA  

  การตรวจสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมท่ีผลิตไดตอโปรตีน EPSPS ซีรัมท่ียังคงใหผลบวก 

(มากกวา 2 เทาของ A405ของซีรัมปกติ, Normal serum) ดวยวิธีการ indirect ELISA ตามวิธีการของ Clark 

และ Adam (1977)  

  6. การแยกสกัดและทดสอบประสิทธิภาพอิมมูโนโกลบูลิน 

  แยกสกัด IgG โดยใชชุดสกัด HiTrap Protein A HP ดวยเครื่องทําบริสุทธิ์โปรตีน 

(ÄKTA chromatography)  แลวปรับสภาพของ IgG ดวย 0.05 เทาของปริมาตร IgG ดวย neutralizing 

buffer ไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE และตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี OD.280 โดยใชคา 

Extinction coefficient ของ IgG เพ่ือปรับ pH ของ IgG ใหเปนกลางคํานวณความเขมขนของ IgG ท่ีแยกได

จากสูตร O.D.280/1.4 = X มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Clark และ Adam, 1977) จากนั้นปรับความเขมขนของ 

IgG ใหไดความเขมขน 1 mg/ml แลวเจือจางเพ่ิมดวยสารละลาย 1XPBS pH 7.4 ท่ีคาการเจือจางเริ่มตนท่ี 

1:200 ถึง 1:12,800 ทดสอบหาคาความเจือจางของ IgG แตละระดับความเขมขนตอการเกิดปฏิกิริยากับ

โปรตีน EPSPS บริสุทธิ์ท่ีความเขมขน  10 ng/µl ดวยเทคนิค indirect ELISA จํานวน 5 ซํ้า อานผลการ

ตรวจสอบท่ี 30 นาที หลังเติมสับสเตรท 

7. การหาคาความเจือจางของโปรตีน EPSPS บริสุทธิ์ดวยเทคนิค indirect ELISA 

 ปรับความเขมขนโปรตีนEPSPS บริสุทธิ์เริ่มตนท่ี 1 mg/ml เจือจางโปรตีน EPSPS ใน

สารละลาย Coating buffer pH 9.6 ท่ีระดับความเขมขน 1:2-1:2,048 (แบบ 2 fold –dilution) คาความ

เจือจางละ 5 ซํ้า ใช IgG เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรท่ีเจือจาง 1:200 และใช goat anti rabbit IgG ท่ีเจือ

จาง 1:10,000 เพ่ือตรวจดูระดับความเจือจางต่ําสุดของโปรตีน EPSPS ท่ีสามารถตรวจสอบได วัดคาดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร (A 405) ดวยเครื่อง ELISA microplate reader ท่ีเวลา  30 นาทีหลังเติม

สารละลายสับสเตรท กําหนดคาท่ีมากกวา 2 เทาของสารละลาย buffer ใหผลการตรวจสอบเปนบวก 

  8. การเตรียมตัวอยางถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรมตานทานสารกําจัดวัชพืชสําหรับทดสอบดวย

เทคนิค indirect ELISA 

 ตัวอยางถ่ัวเหลืองท่ีตรวจพบยีน EPSPS โดยเทคนิค real time PCR แชในสารละลายไกลโฟเสท

ความเขมขน 0.12% เปนเวลา 30 นาที ใชตนท่ีเจริญเปนตนไดเปนตัวอยางท่ีใหผลเปนบวก และเพาะถ่ัว

เหลืองท่ีตรวจไมพบยีน EPSPS ควบคูกันไปเพ่ือใชเปนตัวอยางท่ีใหผลเปนลบ แลวใชตัวอยางดังกลาวทดสอบ

ดวยเทคนิค indirect ELISA กับผลการทดสอบดวยเทคนิค real time PCR เพ่ือตรวจสอบความถูกตอง

แมนยํา และประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ  

   9. การทําแหงแบบเยือกแข็งของโปรตีนและแอนติบอดี 

 - การทําตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งตัวอยางโปรตีน 

  เจือจางโปรตีน EPSPS ท่ีผานการทําบริสุทธิ์ในสารละลาย coating buffer pH 9.6  ท่ี 4 ระดับ

ความเขมขนคือ 10, 100, 200 และ 400 นาโนกรัมตอไมโครลิตร โหลดตัวอยางปริมาณ 100 ไมโครลิตรลงใน
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หลุมไมโครเพลทชนิด 96 หลุม แชตัวอยางในตูควบคุมอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส นานขามคืน แลวเอาเขา

เครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง -80 องศาเซลเซียส ความดัน 132 mPa  

  - การทําตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งของแอนติบอดี 

 แยกสกัด IgG ท่ีมีความจําเพาะตอโปรตีน EPEPS ดวยดวยชุดสกัด Protein A 

Chromatography จากนั้นทํา desalting ให IgG อยูในสารละลาย 100 mM sodium phosphate buffer 

ตรวจวัดปริมาณโปรตีนท่ี OD.280 เจือจางความเขมขนของแอนติบอดีใหไดความเขมขนท่ี 1 mg/ml เจือจาง 

IgG ในอัตราสวน 1:100, 1:200, 1:400, 1:800  โหลด IgG แตละความเขมขนในปริมาณ 100 ไมโครลิตร 

จากนั้นนําไมโครเพลทแชท่ี อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส นานขามคืน แลวนําเขาเครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง

ภายใตสภาวะสุญญากาศ จนกวา IgG จะแหงสนิทติดบนผิวไมโครเพลท 

 10. การตรวจสอบตัวอยางท่ีทําแหงแบบเยือกแหงดวยเทคนิค indirect ELISA 

 - ตรวจสอบตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งของโปรตีน EPSPS และ IgG ดวยเทคนิค indirect ELISA 

      ตรวจสอบความใชไดของตัวอยางท่ีผานการทําแหงแบบเยือกแข็งดวยเทคนิค indirect ELISA  

ELISA ตามวิธีการของ Clark และ Adam (1977) ตรวจสอบผลโดยวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 นา

โนเมตร (A 405) ดวยเครื่อง ELISA microplate reader ท่ีเวลา 15 นาที หลังเติมสารละลายสับสเตรท 

กําหนดคาท่ีมากกวา 2 เทาของสารละลาย buffer หรือ BSA ซ่ึงเปน negative control ใหผลการตรวจสอบ

เปนบวก  

  11. การพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือตรวจสอบถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม  

        พัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือตรวจสอบถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม โดยใชโปรตีนมาตรฐาน

ท่ีเพ่ิมปริมาณและสังเคราะหโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรีย จากนั้นนําโปรตีนความเขมขน 1 mg/ml เจือจาง

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

ทดสอบดวยเทคนิค indirect ELISA ใชแอนติบอดีเขมขน 1 mg/ml เจือจาง 1:200 โดยใชสับสเตรท 2 ชนิด

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

เหมาะสมไปใชพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit ในเชิงพาณิชย และเปรียบเทียบผลตัวอยางเดียวกันกับชุด

ตรวจสอบทางการคา Agdia (Roundup Ready CP4EPSPS, USA) 

ผลการทดลองและอภิปราย 

  ผลการเพ่ิมปริมาณและทําบริสุทธิ์โปรตีนEPSPS  

          ได recombinant protein EPSPS ท่ีมีขนาดโปรตีนเทากับ  52 กิโลดาลตัน ท่ีมีความบริสุทธิ์

และมีปริมาณเพียงพอสําหรับนําไปใชเปน positive control ซ่ึงแถบโปรตีนเปาหมายเปนโปรตีนเดียว ไมมี

โปรตีนชนิดอ่ืนปนเปอน 
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 ผลการตรวจสอบปริมาณโปรตีนโดย Bradford’s method 

       ตรวจวัดปริมาณ โดย Bradford’s method เปรียบกับคาการดูดกลืนแสงของโปรตีนมาตรฐาน 

BSA ท่ีระยะเวล 5 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี A595ไดคาสมการ Y=0.005x+0.178 คาระดับความเชื่อม่ัน R2 

0.975 หรือท่ี 97.5% นําคาการดูดกลืนแสงของโปรตีน EPSPS แทนคา Y ในสมการขางตน คํานวณคา X จาก

สมการไดความเขมขนของโปรตีน EPSPS ไดปริมาณความเขมขนโปรตีน EPSPS เทากับ  70.6, 30.4, 24.0, 

44.07 mg/ml 

  ผลการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในกระตาย 

  ตรวจสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมท่ีเจาะเลือดจากกระตายมาท้ังหมด 10 ครั้ง พบวาแอนติซีรัม

ท่ี 5 มีคาไตเตอรสูงท่ีสุด (ภาพท่ี 1) วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร ไดเทากับ 1:3,876,800 เหมาะท่ี

จะนําไปแยกสกัด IgG ใหได IgG ท่ีมีความบริสุทธิ์และมีความจําเพาะเจาะจงตอโปรตีน EPSPS เพ่ือพัฒนาชุด

ตรวจสอบถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมใหตานทานสารกําจัดวัชพืช  

ผลการแยกสกัดอิมมูโนโกลบูลิน 

 IgG ท่ีจําเพาะตอโปรตีน EPSPS ซ่ึงแยกสกัดโดยใชชุดสกัด HiTrap Protein A HP ผานเครื่อง

ทําบริสุทธิ์โปรตีน (ÄKTA chromatography) วัดคา OD280 เทากับ 4.432 คิดเปนความเขมขนเทากับ  3.165 

mg/ml ดังภาพท่ี 2 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพอิมมูโนโกลบูลิน 

- การทดสอบคุณภาพของอิมมูโนโกลบูลินดวยเทคนิค indirect ELISA 

 IgG ท่ีเจือจางท่ีระดับความเขมขน 1:200-1:12,800 เพ่ือหาคาความเจือจางตํ่าสุดของ IgG ตอ

โปรตีน EPSPS พบวาใหผลการตรวจสอบท่ีถูกตองชัดเจน ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ Carbonate coating 

buffer ท่ีใชเปน Negative control และระดับความเจือจางต่ําสุดของ IgG ท่ีสามารถตรวจสอบโปรตีน 

EPSPS ไดอยางจําเพาะเจาะจงคือคาความเจือจางต่ําสุดท่ี 1:1,600 มีคาเทากับ 0.322 และระดับความเจือจาง

ท่ีใหผลการตรวจสอบท่ีชัดเจนสามารถอานผลการตรวจสอบไดในระดับสายตาอยางชัดเจนคือระดับความเจือ

จางท่ี 1:200-1:400 คา OD405 เทากับ 1.545 และ 0.884 เพราะฉะนั้นท่ีระดับความเจือจางของ IgG ท่ีระดับนี้

เหมาะสมในการตรวจสอบโปรตีน EPSPS อยางถูกตองแมนยํา และมีความจําเพาะเจาะจงสูง สามารถ

วิเคราะหผลไดในการอานผลในระดับสายตาโดยไมจําเปนตองตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงซ่ึงเหมาะกับการ

นําไปพัฒนาชุดตรวจสอบ  

 - การหาคาความเจือจางของโปรตีน EPSPS บริสุทธิ์ดวยเทคนิค indirect ELISA 

 ระดับความเจือจางสูงสุดของโปรตีน EPSPS บริสุทธิ์ ท่ี IgG สามารถตรวจสอบไดแสดงใหถึง

คุณภาพของแอนติบอดีท่ีมีประสิทธิภาพ จากการเจือจางแอนติเจนท่ีระดับ 1:2-1:2,048 ซ่ึงคิดเปนความ

เขมขนสุดทายท่ี 0.48 นาโนกรัมตอไมโครลิตร คา OD405 มีคาอยูในชวง 1.309 -0.286 ถือเปนระดับท่ีต่ํา

มากกวา 1 นาโนกรัม และระดับความเจือจางของโปรตีน EPSPS ท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบดวยเทคนิค 

indirect ELISA ท่ีสุด คือ คาความเจือจางท่ี 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนปริมาณโปรตีนท่ีเหมาะสมในการ
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จับกับพ้ืนท่ีผิวของ microplate ELISA แสดงวาปริมาณโปรตีนท่ีมากกวาระดับนี้ อาจมีโปรตีนมากเกินไปจน

เกิดเปนสวนเกินในการจับกับพ้ืนผิวของ microplate ELISA   

 - การทดสอบตัวอยางถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมตานทานสารกําจัดวัชพืชดวยเทคนิค indirect 

ELISA 

 เปรียบเทียบประสิทธิภาพและความจําเพาะเจาะจงของชุดตรวจสอบ ELISA ท่ีพัฒนาข้ึน กับ

เทคนิคการตรวจสอบดวยเทคนิค PCR พบวาถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมจํานวน 3 ตัวอยาง ตรวจพบโปรตีน 

EPSPS ซ่ึงใหคาการตรวจสอบท่ี OD405 อยูในชวง 0.5530-0.7866 แตใหผลการตรวจสอบท่ีไมชัดเจนมากนัก 

เม่ือเทียบกับโปรตีน EPSPS  จึงมีความจําเปนตองศึกษาหาคาความเจือจางท่ีเหมาะสมของตัวอยางตนถ่ัว

เหลืองตอสารละลายท่ีใชบดตัวอยาง เพ่ือใหไดอัตราสวนท่ีเหมาะสมสําหรับนําไปใชบดตัวอยางโดยไมมี

ผลกระทบกับการเกิดปฏิกิริยาในการตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 คาไตเตอรของแอนติซีรัมครั้งท่ี 1-10 เม่ือใชโปรตีน EPSPS บริสุทธิ์เขมขน 10 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร เปนแอนติเจน ตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA อานผลการตรวจสอบท่ีเวลา 30 นาที หลัง

เติมสับสเตรท 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 แสดงพ้ืนท่ีใตกราฟจากการแยกสกัด IgG-EPSPS แตละ fraction ตรวจวัดท่ีคา OD280 แสดงผล         

ณ เวลาจริงท่ีแยกสกัด IgG 

แสดงพ้ืนที่ไดกราฟจากการแยกสกัด IgG-EPSPSเทากับ 1504.5210 

ml*mAu คิดเปนความเขมขน 3.165 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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  ผลการทําแหงแบบเยือกแข็งของโปรตีนและแอนติบอดี 

  จากการเคลือบผิวไมโครเพลทดวยโปรตีน EPSPS พบวาตองใชเวลาในการทําแหงแบบเยือกแข็ง 

เปนเวลา 1 สัปดาห ตัวอยางจะแหงสนิทติดบนผิวไมโครเพลท สามารถเก็บรักษาตัวอยางสําหรับใชเปน 

positive control เพ่ือโปรตีน EPSPS ในถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมได สวน IgG ใชเวลาในการทําแหงแบบ

เยือกแข็งภายใตอุณหภูมิ -80 องศา เปนเวลา 1 สัปดาห เชนเดียวกัน เบื้องตนพบวา IgG แหงเคลือบติดพ้ืนผิว

ไมโครเพลทเปนอยางดี 

 ผลการตรวจสอบตัวอยางท่ีทําแหงแบบเยือกแหงดวยเทคนิค indirect ELISA 

 จากการตรวจสอบความใชไดของโปรตีน EPSPS ท่ีระดับความเจือจางท่ีแตกจางกัน เม่ือผาน

กระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง พบวาโปรตีนยังคงสภาพไดเปนอยางดี ทุกระดับความเจือจางท่ีนํามา

ทดสอบยังคงสภาพและโครงสรางของโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติในการเปนแอนติเจนไดเปนอยางดี แมวาในระดับ

ความเจือจางท่ีต่ําสุดท่ีทดสอบคือ 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร เม่ือตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA ให

การดูดกลืนแสงท่ี A405 เทากับ 2.565 ท่ีระดับความเขมขนของโปรตีนสูงสุดข้ึนไปในการทดสอบคือ 100, 200, 

400 นาโนกรัมตอไมโครลิตร มีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 3.575, 3.033, 3.611 ตามลําดับ เพราะฉะนั้นแสดง

ใหเห็นวาระดับความเจือจางของโปรตีนท่ีสามารถนําไปทําแหงแบบเยือกแข็งสามารถใชโปรตีนท่ีระดับต่ํากวา 

10 นาโนกรัมตอไมโครลิตรได  

ผลการตรวจสอบตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งของแอนติบอดีดวยเทคนิค indirect ELISA 

 จากการเคลือบไมโครเพลทดวย IgG ท่ีระดับความเจือจางท่ีแตกตางกันนั้น พบวาเม่ือเจือจาง IgG 

ท่ีระดับต่ําท่ี 1:800 พบวา IgG ในสภาพตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งท่ีระดับความเจือจางดังกลาวยังคง

คุณสมบัติในการตรวจจับกับโปรตีนเปาหมายไดเปนอยางดี ซ่ึงในการทําตัวอยางแหงแบบเยือกแข็งของ IgG ยัง

สามารถเจือจาง IgG ไดในระดับต่ํากวา 1:800 ไดอีก จาการตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงของการทําปฏิกิริยา

ระหวาง IgG แตละระดับความเจือจางกับโปรตีน EPSPS ท่ีความเขมขน  10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร พบวาท่ี

ระดับความเขมขนดังกลาวทุกระดับความเจือจางของ IgG ยังคงตรวจสอบโปรตีนไดอยางมีประสิทธิภาพ 

เพราะการทําแหงแบบเยือกแข็งเปนการรักษาโครงสรางของ IgG ใหคงคุณสมบัติของอิพิโทปท่ีดีในการ

ตรวจจับโปรตีนเปาหมาย เพราะฉะนั้นการเคลือบไมโครเพลทดวย IgG ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงจึงเปนวิธีการ

ท่ีเหมาะสมสําหรับนําไปตรวจสอบโปรตีนพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีการปนเปอนในระดับต่ํากวา 10 ng/µl 

  ผลการพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือตรวจสอบถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

 จากการเจือจางโปรตีน EPSPS ในผงถ่ัวเหลืองท่ี 4 ระดับความเจือจาง พบวาเม่ือเลือกใช AP 

และ HRP เปนสับสเตรทสามารถตรวจสอบ โปรตีน EPSPS ท่ีระดับความเจือจางท่ี 1:1, 1:10 ใหคาการ

ดูดกลืนแสงท่ี OD405 เทากับ 3.784 และ 2.490 เม่ือใชสับสเตรทชนิด AP สําหรับสับสเตรทชนิด HRP ใหคา

ดูดกลืนแสงท่ี OD405 เทากับ 2.490 และ 0.633 เม่ือใชแอนติบอดีท่ีระดับความเจือจาง 1:200 อานผลการ

ตรวจสอบท่ีระยะเวลา 30 นาที หลังจากเติมสับสเตรท แตเม่ือท้ิงระยะเวลาการตรวจสอบไวท่ี 60 นาที 

ตัวอยางท่ีใชสับสเตรทชนิด AP มีแนวโนมใหผลการทดสอบลวง (false positive) กับ negative control 
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เพราะฉะนั้นชนิดของสับสเตรทท่ีควรเลือกใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit คือ ชนิด HRP อีกท้ัง

สับสเตรทดังกลาวใหผลการตรวจสอบท่ีชัดเจนกวา AP สับสเตรท พบวาแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนใหผลการ

ตรวจสอบโปรตีน EPSPS สอดคลองกับ (Agdia ELISA kit) และสามารถตรวจสอบโปรตีนไดในระดับความเจือ

จางท่ี 1:100 ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดดีกวา Agdia ELISA kit ถึง 100 เทา เม่ือใช HRP เปนสับสเตรทและไม

เกิดปฏิกิริยาขามกับ negative control และ Extraction buffer  (ภาพท่ี 3) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ภาพท่ี 3  ผลการทดสอบโปรตีน EPSPS ดวยเทคนิค indirect ELISA  เม่ือทดสอบดวย แอนติบอดี Agdia 

เจือจาง 1:200 แอนติบอดี IgG-EPSPS-AP/2  ใชแอนติบอดีเจือจาง 1:200 สับสเตรทชนิด AP IgG-EPSPS-

HRP/3 ใชแอนติบอดีเจือจาง 1:200 สับสเตรทชนิด HRP อานผลการตรวจสอบท่ี 30 นาทีหลังเติมสับสเตรท 

 สวนวิธีการในการพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit ตนแบบ เพ่ือใชในการตรวจสอบถ่ัวเหลืองดัด

แปรพันธุกรรมและการขยายผลในเชิงพาณิชย โดยการตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA ชนิด 96 หลุม 

ซ่ึงสามารถใชตรวจสอบตัวอยางได 48 ตัวอยาง ชุดตรวจสอบ 1 ชุดประกอบดวย 
 

รายการ ปริมาณ 

- ไมโครเพลทชนิด 96 หลุม 

- IgG-EPSPS 1 มิลลิกรมัตอมลิลลิติร  

- secondary antibody-HRP 

-  TMB substrate 

- Extraction buffer 

- skim milk 

- PBST buffer 

- PBS 

- Positive control  

1 เพลท 

1 หลอด 

1 หลอด 

25 มิลลิลติร 

25 มิลลิลติร 

6 กรัม 

400 มิลลิลิตร 

200 มิลลิลิตร 

1 หลอด 

 

 

Buffer 

Negative 

โปรตีน EPSPS 1:1 

โปรตีน EPSPS 

1:10 

โปรตีน EPSPS 
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ซ่ึงมีวิธีใชดังนี้ 

 1. บดตัวอยางถ่ัวเหลืองท่ีจะตรวจสอบหาใน Extraction buffer อัตราสวน 1:10 ดูดสวนใสปริมาณ 

200 ไมโครลิตร บมตัวอยางในไมโครเพลทท่ี 4 องศาเซลเซียสนานขามคืน หรือ ท่ีอุณหภูมิหองนาน 2 ชั่วโมง 

ลางไมโครเพลทดวย PBST buffer หลุมละ 200 ไมโครลิตร ครั้งละ 3 นาที จํานวน 3 ครั้ง 

 2. เติม blocking solution (2% skim milk ท่ีละลายใน PBST) หลุมละ 200 ไมโครลิตร บมใน

กลองความชื้นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาทีลางไมโครเพลทดวย PBST buffer หลุมละ 200 

ไมโครลิตร ครั้งละ 3 นาที จํานวน 3 ครั้ง 

 3. เติม IgG-EPSPS 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เจือจาง 1: 200 ใน blocking solution หลุมละ 200 

ไมโครลิตร บมในกลองความชื้นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ลางไมโครเพลทดวย PBST 

buffer หลุมละ 200 ไมโครลิตร ครั้งละ 3 นาที จํานวน 3 ครั้ง 

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

ไมโครลิตร บมในกลองความชื้นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ลางไมโครเพลทดวย PBST 

buffer หลุมละ 200 ไมโครลิตร ครั้งละ 3 นาที จํานวน 3 ครั้ง 

 5. เติม TMB substrate หลุมละ 200 ไมโครลิตร บมในกลองปดแสงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 30 นาที อานผลการตรวจสอบท่ีวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร (A 405) ดวยเครื่อง 

ELISA microplate reader กําหนดคาท่ีมากกวา 2 เทาของ Negative control  ผลการตรวจสอบวาเปนถ่ัว

เหลืองดัดแปรพันธุกรรม  

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 สังเคราะหยีน EPSPS ขนาด 1,368 bp โคลนเขาสู expression vector pET 200/D-TOPO®  

แลวถายโอนยีนเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 เพ่ิมปริมาณโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรีย แลวทําบริสุทธิ์

โปรตีนโดยใช Ni-NTA ผลการตรวจสอบขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE พบโปรตีนขนาด 52 กิโลดาลตัน 

ถูกชะออกมาท่ี elution buffer pH 4.5 ใชโปรตีนท่ีผานการทําบริสุทธิ์เปนแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดี 

และไดเจาะเลือดกระตายเพ่ือเก็บแอนติซีรัมจํานวน 10 ครั้ง มาแยกสกัด IgG ดวยชุดสกัด protein A นํา

โปรตีน EPSPS และ IgG มาพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit โดยพัฒนาโปรตีนและแอนติบอดีในรูปแบบแหง

แบบเหยือกแข็ง เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบระหวางแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนกับแอนติบอดีทาง

การคา พบวาแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนสามารถใหผลการตรวจสอบโปรตีน EPSPS ไดดีกวาแอนติบอดีทางการคา

เม่ือใหอัตราสวนความเขมขนเดียวกัน แสดงวาแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบโปรตีน 

EPSPS ในถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมไดเปนอยางดีเหมาะสําหรับใชพัฒนา ELISA kit ในเชิงพาณิชย อยางไรก็

ตามชุดตรวจสอบท่ีไดพัฒนาข้ึนยังมีประสิทธิภาพดีเฉพาะการตรวจถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมในตนสดได

ดีกวาในสวนของผลิตภัณฑแปรรูป จึงควรมีการวิจัยพัฒนาการสกัดโปรตีนจากผลิตภัณฑแปรรูป เพ่ือนํามาใช

ตรวจสอบดวยเทคนิค indirect ELISA ตอไป อีกท้ังแอนติบอดีท้ังชนิดโพลีโคลนอลและโมโนโคลนอลและโปรตีน 
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EPSPS บริสุทธิ์ท่ีผลิตข้ึน สามารถจําหนายในเชิงพาณิชย ลดการนําเขาจากตางประเทศ และงานวิจัยชิ้นนี้ยังเปน

ตนแบบในการวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีสําหรับการตรวจสอบพืชหรือจุลินทรียดัดแปรพันธุกรรม โดยสามารถลด

ปริมาณและการใชสารเคมี ลดข้ันตอนการตรวจวิเคราะห ลดเวลาและคาใชจายไดอีกดวย  

การทดลองท่ี 3 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตนี CP4EPSPS (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) ขาวโพดตานทานสาร

กําจัดวัชพืช Roundup Ready 

 

ชนันตธร ดนัยสิริชัยชล  ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ปยรัตน ธรรมกิจวัฒน   

ศรีเมฆ ชาวโพงพาง  ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Chananton Danaisilichaichon  Khanitha Wongwathanarat  Piyarat Thammakijjawat 

Srimek Chowpongpang  Prasert Wongwathanarat 

 

บทคัดยอ 

 การศึกษาวิธีสังเคราะห โปรตีน EPSPS ท่ีมีความบริสุทธิ์ ในขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ 

NK603 ดวยการสังเคราะหยีน CP4EPSPS แลวโคลนยีน เขาเวคเตอร pET200/D-TOPO (ใหชื่อพลาสมิดวา 

pET200-NK603) แลวสังเคราะหโปรตีน EPSPS ท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสม ดวยการเลี้ยง E. coli ในอาหาร

เหลว 2xYT ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ และชักนําใหผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน โดยเติมสาร IPTG ความเขมขน 1   

มิลลิโมลาร เพ่ือผลิตโปรตีน EPSPS ท่ี 22 ชั่วโมง ซ่ึงรีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีไดมีขนาด 48 kDa จากนั้นนํา      

รีคอมบิแนนทโปรตีนไปทดสอบคุณภาพ IgG ดวยเทคนิค DIBA และเตรียม gold-conjugated IgG linked 

ดวยเทคนิค Hetero-funtional linker เขากับตําแหนง Fc ของแอนติบอดี้พบวาปริมาตรท่ีเหมาะสมในการ

เชื่อมตออนุภาคทองคํา คือ IgG linked เขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ตออนุภาคทอง 

1 มิลลิลิตร เม่ือทดสอบความเขมขนของ Gold-conjugated IgG ท่ีมีตอ conjugated release pad อยูท่ี

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

ดวย IgG ของ NK603 ซ่ึงจะทําปฏิกิริยาไดดีท่ีสุดกับสารละลาย Na2HPO4 โดยสามารถตรวจสอบไดภายใน

ระยะเวลา 5-10 นาที ปริมาณต่ําสุดท่ีวิเคราะหได คือ 0.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรโดยไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ

ตัวอยาง negative sample  

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

บทนํา 

 ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมเปนพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดหนึ่ง ซ่ึงไดรับการรับรองใหปลูกเปน

การคาและรับรองความปลอดภัยในการนํามาใชเปนอาหารของมนุษยในบางประเทศ  โดยในชวงป 2539 - 

2547 พ้ืนท่ีเพาะปลูกขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมไดเพ่ิมข้ึนมากกวา 47 เทา โดยเฉพาะป 2547 มีพ้ืนท่ี

เพาะปลูกขาวโพดถึง 140 ลานเฮกแตรท่ัวโลก ซ่ึงในจํานวนพ้ืนท่ีเพาะปลูกขาวโพดท้ังหมดนี้คิดเปนพ้ืนท่ี
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เพาะปลูกเฉพาะขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมถึงรอยละ 14 จากรายงานในป 2552 ของ Seong Hun Lee และ

คณะกลาววาพ้ืนท่ีสําหรับการเพาะปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมไดเพ่ิมข้ึนจากเดิม 1.7 ลานแฮกแตร ในป 2539 

เปน 125 ลานแฮกแตร ในป 2551 จากพ้ืนท่ีเพาะปลูกท้ังหมดพบวาพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีการปลูกกันเปน

จํานวนมาก 3 อันดับแรก คือถ่ัวเหลือง คิดเปน 70% ของพ้ืนท่ีปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ัวโลก รองลงมาคือ 

ฝาย คิดเปน 46% และอันดับท่ี 3 คือ ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม คิดเปน 24 % ของพ้ืนท่ีเพาะปลูกพืชดัดแปร

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

ISAAA ไดมีรายงานวาปจจุบัน มีขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมมากกวา 121 ชนิดท่ีไดรับการอนุญาตใหใชเปน

อาหารหรืออาหารสัตว และยังมีการปลูกเพ่ือการคาในประเทศตางๆ มากกวา 23 ประเทศ (James, 2013;  

Jae et al, 2014).  

 ขาวโพด NK603 หรือชื่อทางการคา คือ ขาวโพด Roundup Ready เปนพืชท่ีตานทานตอสาร

กําจัดวัชพืช ประกอบไปดวยยีน cp4epsps (CP4 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase) ได

มีการวิจัยพัฒนาการตรวจสอบดวยพืชดัดแปรพันธุกรรมตางๆมากมายไมวาจะเปน ทางดานดีเอ็นเอเชน 

เทคนิค PCR หรือ Real-time PCR หรือ การตรวจวิเคราะหทางโปรตีน  ท้ังนี้การเปดการคาเสรี ทําใหสินคา

เกษตรมีความเสี่ยงตอการปนเปอนพืชดัดแปรพันธุกรรม การพัฒนาชุดตรวจสอบ ดวยการใชเทคนิค 

immunochromatographic strip test ซ่ึงปจจุบันไดพัฒนากลายเปนเทคนิค gold labeled IgG flow test 

(GLIFT)  (สุรภี และคณะ, 2547 และ กิตติศักดิ์ และคณะ, 2549) ในการทดลองนี้เปนวิธีท่ีพัฒนาข้ึนมาเพ่ือ

การตรวจวิเคราะห โดยอาศัยหลักการทางอิมูโนวิทยา และการไหลของสารในการทําปฏิกิริยา (lateral flow 

technique) บนแผนไนโตรเซลลูโลส เมมเบรนหรือเรียกอีกอยางวา Lateral Flow Test (LFT) ซ่ึงเปนวิธีท่ี

สามารถนําไปใชอานผลไดอยางรวดเร็ว งาย และตรวจสอบภาคสนามได (Kobra et al, 2011;  Liu et al., 

2014) 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน CP4EPSPS (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) ขาวโพดตานทานสาร

กําจัดวัชพืช Roundup Ready ดําเนินท่ีสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และกลุมงานไวรัสวิทยา         

กรมวิชาการเกษตร ในป 2553-2558 ระยะเวลา 5 ป มีวิธีการ 

 1. การเตรียมและทําบริสุทธิ์แอนติบอดี 

สังเคราะหยีน CP4EPSPS เชื่อมตอเขากับเวกเตอร pET200/D-TOPO เพ่ือสรางพลาสมิดลูก

ผสม pET200-NK603 ถายโอนเขาสูเซลล E. coli BL21 คัดเลือกแบคทีเรีย NK603-BL21 จํานวน 2 โคลน

ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน เม่ือถูกชักนําดวยสาร IPTG เม่ือหาสภาวะท่ี

เหมาะสมได จึงทําบริสุทธิ์โปรตีนดวยหลักการ Affinity Chromatography (Jiang et al, 2014) โดยใช 

specific (affinity) elution หรือ non-specific elution ดวยการใชคา pH หรือ ionic strength ของ

บัฟเฟอรท่ีระดับpH 4.9-8 เพ่ือใหไดแอนติเจนท่ีมีความบริสุทธิ์มากท่ีสุด โดยเปรียบเทียบปริมาณและขนาด
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ของโปรตีนท่ีผลิตข้ึนดวยวิธี SDS-PAGE ใชโปรตีน CP4EPSPS ท่ีบริสุทธิ์เปนแอนติเจน โดยผสมโปรตีน 

เขมขน 1 mg/ml ผสมกับ complete adjuvant อัตราสวน 1:1 นําไปฉีดกระตาย สัปดาหละ 1 ครั้ง จํานวน 

3 สัปดาห เขาชั้นใตผิงหนังกระตายสายพันธุ New Zealand white ในสัปดาหท่ี 4 ใชแอนติเจนเขมขน 3 

mg/ml ผสมกับ incomplete adjuvant ฉีดใตผิวหนังของกระตายตัวเดิม จากนั้นจึงเจาะเลือดเพ่ือเก็บแอนตี

ซีรัม จํานวน 10 ครั้ง ปนเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที แยกเก็บแอนติซีรัมไวทําบริสุทธิ์ IgG 

2. การแยกสกัด IgG 

      นําแอนติซีรัมท่ีมีคาไตเตอรสูงท่ีสุดมาทําการแยกสกัด IgG โดยการตกตะกอนดวย ammonium 

sulphate saturated แลวนํา IgG ท่ีไดมาทํา dialysis ในบัฟเฟอร 0.5x PBS นานขามคืน (เปลี่ยนบัฟเฟอร  

3 ครั้ง) ตรวจสอบคุณภาพ IgG ท่ีสกัดไดดวยเทคนิค SDS-PAGE วัดความเขมขนของ IgG ดวยเครื่อง 

spectrophotometer แลวคํานวณปรับความเขมขนของ IgG ท่ีแยกไดจาก สูตร O.D.280/1.4 = X มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร (Clark และ Adam, 1977) และไดสกัด IgG โดยใชชุดสกัด HiTrap Protein A HP ดวยเครื่องทํา

บริสุทธิ์โปรตีน (ÄKTA chromatography) ตรวจสอบ IgG ท่ีทําบริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE จากนั้นปรับ

ความเขมขนของ IgG โดยใชคา Extinction coefficient ของ IgG เพ่ือปรับ pH ของ IgG ใหเปนกลาง และ

คํานวณความเขมดวยสูตรขางตน  

3. การทดสอบคุณภาพและความจําเพาะของแอนติบอดีและแอนติเจนดวยวิธี

immunochromatographic assay  

- ทดสอบแอนติซีรัมกับตัวอยางพืชดวยเทคนิค indirect ELISA  

ทดสอบ indirect ELISA ตามวิธีการของ Clark และ Adam (1977) โดยมีตัวอยางทดสอบ คือ 

CP4EPSPS ความเขมขน 100 ng/µl และตัวอยางพืชไดแกใบขาวโพด ทดสอบดวย IgG ท่ีเจือจางดวย 

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

การจบักันของโปรตีนและ IgG โดยเติมสารละลายสับเสตรท p-nitrophenyl phosphate บมไวท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในท่ีมืดนาน 30 นาทีหยุดปฏิกิริยาดวย 3N NaOH แลววัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น   

450 นาโนเมตร (A 405) ดวยเครื่อง ELISA microplate reader กําหนดคาท่ีมากกวา 2 เทาของซีรัมปกติ ท่ีให

คาเปนบวก 

- ทดสอบแอนติซีรัมดวยเทคนิค DIBA  

เจือจาง Recombinant protein NK603 บริสุทธิ์ท่ีระดับความเขมขน 1,000-1 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร หยดลงบนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน นําแผน NCM ไปทดสอบกับแอนติซีรัม เจือจางใน 

Blocking buffer ในอัตรา 1:200 ลางดวย TBST จากนั้นแชในสารละลาย GAR-conjugated ท่ีเจือจางใน 

Blocking buffer อัตราสวน 1:10,000 ลางแผนเมมเบรนดวย TBST แลวเติมสารละลาย Napthol AS-MX 

phosphate และ fast red TR salt บมในท่ีมืดจนกวาจะเกิดสีชมพูของปฏิกิริยา หยุดปฏิกิริยาโดยการลาง

แผนเมมเบรนในน้ํากลั่น 
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4. การติด linker ท่ี antibodies  

 เพ่ิมความเสถียรในการจับกันของ Gold และ IgG ดวยการติด linker ซ่ึงเปนการเชื่อม IgG และ 

อนุภาคทองดวยโมเลกุลท่ีมีลักษณะเปนสายโพลิเมอร หรือ HeterofuntionalLinker เขากับตําแหนง Fc ของ

แอนติบอดี้บริเวณหมูคารโบไฮเดรต (polysaccharide) ดวยการผสม IgG ท่ีความเขมขน 1 mg/ml กับ  100 

mMNaIO4 เขยาท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาทีในท่ีมืด จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 1x PBS และเติม 

46.5 mM linker solution แลวเขยาท่ีอุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม 40 mM HEPES แลวนําไปปน

เหวี่ยงท่ี 2,000 g นาน 10 นาที ท่ี 4 ˚C ดวย 10k MWCO จากนั้นเติมดวย 40 mM HEPES ใหมีปริมาตร

สุดทาย 1 ml  

5. ตรวจสอบ การ Oxidation ของ IgG linker ดวย Purpald test  

 ข้ันตอนสําคัญของการเชื่อมตอแอนติบอดี้กับอนุภาคทองคือการ ปลดปลอย aldehyde group 

ดวยการออกซิเดชั่นของน้ําตาล ซ่ึงข้ันตอนนี้ทําไดดวย 1xPBS และ NaIO4 เพ่ือทดสอบการมีอยูของ 

Aldehydes ในตัวอยาง IgG ท่ีไดรับการ Oxidation นั้นสามารถทําไดโดยการเติม 60 ไมโครลิตร purpled 

solution ลงใน 20 ไมโครลิตร IgG ซ่ึงวิธีการนี้จะตองทําอยางรวดเร็วเนื่องจากตัวอยางจะกลายเปนสีมวง ซ่ึง

หมายถึงการปลดปลอย Oxygen ออกมา  

6. การทดสอบการ conjugated ของ IgG กับ Gold เพ่ือหาอัตราสวนการทําปฏิกิริยาท่ี

เหมาะสม 

ทดสอบการเชื่อมตอของแอนติซีรั่ม กับ colloid gold ท่ีมีอนุภาคทองคําขนาดเสนผาศูนยกลาง 

40 นาโนเมตร ดวยการทดสอบท่ีระดับความเขมขนของ IgG linked 1 mg/ml  โดยผสม colloid gold 1 ml 

กับ IgG linked ปริมาตร 10, 15, 20, 25, 30 และ 35 ul จากนั้นบมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที แลวจึงเติม

สารละลาย NaCl 10% เพ่ือหยุดปฏิกิริยาอนุภาคทองคําท่ีไมไดจับกับ IgG และบมท้ิงไว 5 นาที แลวสังเกตสี

และการตกตะกอนของอนุภาคทอง ดวยกลอง transmission electron microscopy (TEM) ท่ีไดดังรูปภาพ

ท่ี 2 จากนั้นนําไปอานคา Absorbance ในชวงความยาวคลื่นตั้งแต 400 – 800 nm  

7. ทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบ 

ผลิตชุดตรวจสอบ Strip test ดวยการทดลองพน Gold conjugated ลงบนแผน Gold 

conjugate release pad โดยทําการ เตรียม gold pad ดวยการแชสารละลาย Pretreatment ท้ิงไวท่ี

อุณหภูมิหองจนแหง หลังจากนั้นเตรียมสารละลายอนุภาคทองท่ีอัตราสวนระหวาง Gold:IgG linked 1

มิลลิลิตร :1 ไมโครลิตร และ 1 มิลลิลิตร : 15 ไมโครลิตร แลวนํามาพนบน Gold conjugate release pad ท่ี

ไดรับการ Pretreatment แลว ทดสอบความหนาแนของการพนดวย ระยะ ตั้งแต 10 - 30 ไมโครลิตร/

เซนติเมตร จากนั้นนําไปอบ ใหแหง แลวเตรียมเมมเบรนสําหรับทดสอบดวยการขีดเสน Test line ดวย IgG 

NK603 ความเขมขน 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ เสน Control line  ดวย Goat anti-rabitIgGอบใหแหงท่ี    

37 ˚C ทําการประกอบชุดทดสอบดวยการติด Gold Conjugate release pad ลงไปแลวตามดวยแผน 

Sample pad เพ่ือใชสําหรับดูดซับตัวโปรตีน NK603 บนแผน Backing card จากนั้นวางแผนไนโตรเซลลูโลส
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แอนติ
ซีรัม (As)

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

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

เมมเบรนท่ีมีเสน Control line และ Test line ซ่ึงแผน Nitrocellulose membrane (NM) ท่ีใชในการ

ทดสอบนี้คือ AE99 แลวติดลงบน Backing card แลวจึงวางแผนซับ Wick pad ไวดานบนสุด 

ผลการทดลองและอภิปราย 

ผลของการเตรียมและทําบริสุทธิ์แอนติบอดี 

 ผลการทดสอบปริมาณโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE พบวาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการชักนํา

ใหเซลล Nk603 BL-21 ผลิตรีคอมบิแนนท EPSPS โปรตีนออกมามากท่ีสุดท่ีการชักนําดวย IPTG นาน 22 

ชั่วโมง และโปรตีนมีขนาดประมาณ 48  kDa  

คาไตเตอรของแอนติซีรัมท่ีไดจากการเจาะเลือดครั้งท่ี 1 (As-1 หรือ สัปดาหท่ี 4) จนถึงครั้งท่ี 10 

(As-10 หรือสัปดาหท่ี 13) แสดงใหเห็นในตารางท่ี 1  

ตารางท่ี 1 แสดงคาไตเตอรของแอนติซีรัมตั้งแตการเจาะเลือดครั้งท่ี 1 (As-1) จนถึงครั้งท่ี 10 (As-10) 

 

 

จากตารางจะเห็นไดวาแอนติซีรัมท่ีไดจากการเจาะเลือดกระตายในครั้งท่ี 4 และครั้งท่ี 6 ใหคาไต

เตอรท่ีสูงท่ีสุด คือ 819,000 ซ่ึงเปนปริมาณแอนติซีรัมท่ีเจือจางท่ีสุดหรือเขมขนนอยท่ีสุดท่ียังคงสามารถทํา

ปฏิกิริยากับแอนติเจน CP4EPSPS และใหผลเปนบวกหรือ positive ในเทคนิค indirect ELISA ไดพบวาหาก

ทําการสกัด IgG ดวยวิธี ตกตะกอนดวย ammonium sulphate saturated ปริมาณของ IgG ท่ีได มีคานอย

เม่ือเทียบกับการใช Hitrap Protein A ซ่ึงทําใหมีปริมาณความเขมขนของ IgG สูงกวาการทําบริสุทธิ์ดวยวิธี

ตกตะกอน ammonium sulphate saturated 

 การทดสอบคุณภาพและความจําเพาะของแอนติบอดีและแอนติเจนดวยวิธี 

immunochromatographic assay 

 - ผลการทดสอบแอนติซีรัมและIgGท่ีผลิตจากกระตายกับตัวอยางพืชดวยเทคนิค indirect ELISA 

นําผลิตภัณฑท่ีไดจากการทําบริสุทธิ์โปรตีน และ IgG ท่ีสกัดไดจากการใชวิธี Hitrap Protein A 

มาทําการทดสอบกับตัวอยางพืชท่ีคาดวาจะเปนขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม CP4EPSPS พบวาตัวอยางท่ีไดจาก

พืช มีคาความเขมขนสูงกวา 2x ของความเขมขนของ Negative control แตมีคานอยกวา Positive control 

ซ่ึงเปน protein บริสุทธิ์ ซ่ึงหมายความวาตัวอยางพืชท่ีนํามาทดสอบเปนพืชดัดแปรพันธุกรรมแตมีการ

ปนเปอนของยีนดัดแปรพันธุกรรมอยูในปริมาณท่ีต่ํา 

           - ทดสอบแอนติซีรัมท่ีไดจากกระตายดวยเทคนิค DIBA  

 ผลการตรวจสอบ recombinant protein CP4EPSPS ท่ีระดับความเขมขนท่ี 1,000-1 นาโน

กรัม/ไมโครลิตรดวยเทคนิค DIBA ผลการตรวจสอบท่ีระยะเวลา 10 นาทีหลังจากเติมสับสเตรทแสดงใหเห็นวา
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แอนติบอดีตอ recombinant protein CP4EPSPS ท่ีผลิตจากจากกระตายมีความจําเพาะเจาะจง และมีความ

ไวในการตรวจจับโปรตีนท่ีระดับความเขมขนท่ีต่ําสุดท่ีทดสอบคือ 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และระดับความ

ความเขมของสีท่ีแสดงผลการเกิดปฏิกิริยาจะแปรผันตามปริมาณความเขมขนของโปรตีน 

ทดสอบการเช่ือมตอ IgG กับอนุภาคทอง (Colloidal gold conjugated IgG) 

 - หลัก Physical interaction (electrostatic coupling) 

สราง AuNPIgG conjugates ดวยหลักการ Physical interaction (electrostatic coupling) 

ซ่ึงเปนวิธีการเชื่อมตอผานปฏิกิริยาสัมพันธของประจุ คือเชื่อมตอประจุลบจาก Colloidal gold และประจุ

บวกจากแอนติบอดี้ PAb-CP4EPSPS ใช IgG ความเขมขนสุดทายท่ี 16  นาโนกรัมตอไมโครลิตร ตกตะกอน 

Colloidal gold conjugated IgG ดวยสารละลาย passive gold diluents pH 7.4 กัน ตรวจวัดคา O.D. 

530 ใหมีคาเทากับ 3.065 เปนคาท่ีมีปริมาณและความเหมาะสมของการเชื่อมตอของอนุภาคทองกับ IgG 

 AuNPIgG conjugated ท่ีเชื่อมตอกันดวยหลักการ electrostatic coupling มาตรวจสอบ

ความจําเพาะเจาะจงของ Colloidal gold conjugated IgG ของ PAb-CP4EPSPS ตอ recombinant 

protein CP4EPSPS  ท่ีระดับความเขมขน 1,000, 100, 10, 0.1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร สามารถตรวจสอบ

ผลการเกิดปฏิกิริยาสีมวงแดงของ Colloidal gold conjugated IgG ท่ีทําปฏิกิริยาของโปรตีนท่ีความเขมขน

ท่ี 1,000 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ภายในระยะเวลา 1 ชั่วโมงซ่ึงแสดงใหเห็นวา Colloidal gold conjugated 

IgG สามารถตรวจจับกับโปรตีนเปาหมาย CP4EPSPS ไดอยางจําเพาะเจาะจงไมเกิดปฏิกิริยาขากับสารละลาย

บัพเฟอร (ภาพท่ี 1) 

 

 

 

 

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

recombinant protein CP4EPSPS 

 - ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG ตอโปรตีน EPSPS  

ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG ตอโปรตีน EPSPS ดวยวิธีทดสอบ Westhernbloting 

เม่ือถายโปรตีนจากเจลอะคริลาไมดไปยังแผนเมมเบรน และใช IgG มาตรวจจับโปรตีน  EPSPS และเติมสับ

เสตรจ ตรวจพบสัญญาณการจับกันของแอนติเจนและแอนติบอดี  

การทดสอบหาคาความเขมขนของโปรตีนดวยการวัด  Bradford  

นําโปรตีน BSA ซ่ึงจะใชในการสราง Standard Control มาเจือจางใหเปน 1-5 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร ตามลําดับเพ่ือเปรียบเทียบกับโปรตีน CP4EPSPS ท่ีผลิตได แลวนํามาผสมกับ dry ดวยอัตราสวน 
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5:1 (โปรตีน : dry) จากนั้นนําคา Standard curve ของ BSA ท่ีไดมาสรางกราฟสมการเสนตรง คือ 

Y=0.0011+0.1968, R2 = 0.9911 และเม่ือนําคา Abs ท่ีวัดไดจากโปรตีน CP4EPSPS มาคํานวณ พบวาคา

ความเขมขนของโปรตีนท่ีได คือ 66.09091 และ 31.36364 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

ตรวจสอบ การ Oxidation ของ IgG linker ดวย Purpald test  

 การเชื่อมตอแอนติบอดีกับอนุภาคทองคือการ ปลดปลอย aldehyde group ดวยการ          

ออกซิเดชั่นของน้ําตาล เพ่ือทดสอบการมีอยูของ Aldehydes ในตัวอยาง IgG ท่ีไดรับการ Oxidation นั้น

สามารถทําไดโดยการเติม 60 ไมโครลิตร purpled solution ลงใน 20 ไมโครลิตร IgG ซ่ึงวิธีการนี้จะตองทํา

อยางรวดเร็วเนื่องจากตัวอยางจะกลายเปนสีมวง ซ่ึงหมายถึงการปลดปลอย Oxygen ออกมาจากการทดสอบ

พบวา ตัวอยางท่ีทดสอบดวย purpled แสดงสีมวงเขมชัดเจน ในขณะท่ีตัวอยางท่ี เปน negative ไมมีสีเลย  

ผลการทดสอบการ conjugated ของIgGกับ Gold เพ่ือหาอัตราสวนการทําปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม 

ทดสอบการเชื่อมตอของแอนติซีรั่ม กับ colloid gold ท่ีมีอนุภาคทองคําขนาดเสนผาศูนยกลาง 

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

สังเกตสีท่ีและการตกตะกอนของอนุภาคทอง อานคา Absorbance ในชวงความยาวคลื่นท่ี 400 – 800 nm 

พบวาปริมาตร IgG ท่ีดีท่ีสุดท่ีเติมลงในสารละลายอนุภาคทองคําเพ่ือ Conjugate ท่ี 10 µl โดยมีคา λmax 

เทากับ 526 nm  และคา Absorbancemax เทากับ 0.3341  

การทดสอบประสิทธิภาพการเช่ือมตอของ อนุภาคทองคํากับ IgG-linked ดวย Dot blot 

เตรียมอนุภาคทอง ปริมาตร 10 ml กับ IgG-linked 100 และ 150 µl แลวนํามาทดสอบกับ

โปรตีน NK603 ดวยวิธี Dot blot พบวาการ conjugated Gold กับ IgG 150 ul ใหผลการทดสอบชัดเจน

ท่ีสุดโดยสามารถสังเกตเห็นปฏิกิริยาไดท่ีโปรตีนต่ําสุดท่ี 7.5 mg/ml  

เม่ือตรวจสอบการจับกันของอนุภาคทองและแอนติบอดีโดยใชกลอง Transmission electron 

micrographs พบอนุภาคทองจับกับ IgG ดังภาพท่ี 2B-C สวนภาพท่ี 2A เปนอนุภาคทองตั้งตน และภาพท่ี 

2D เปนตัวอยางสารละลายท่ีไมจับกับอนุภาคทอง 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 แสดงการจับกันของอนุภาคทองและแอนติบอดีโดยใชกลอง Transmission electron 

micrographs (TEM) ท่ีอนุภาคทองมีขนาด 40 nm (A) ตัวอยางของ Colloidal gold (bio science) (B) 

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

ในสารละลาย Diluent 

                      A                      B                      C                      D 
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 ทดสอบหา Extraction buffer เพ่ือใชในการทดสอบตัวอยาง 

  ทดสอบเพ่ือหา Extraction buffer ท่ีเหมาะสมในการสกัดโปรตีนจากตัวอยาง เพ่ือใชในการ

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

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

Lysis buffer แตสารละลาย 100mM Na2HPO4 ใหผลการทดสอบท่ีดีท่ีสุด โดยไมกอใหเกิด false positive 

และ false negative  

 ทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบ  

     ทดลองผลิตชุดตรวจสอบ Strip test พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมคือ เห็นขีดชัดเจนท่ีระดับ

ความเขมขนของ Gold 1 ml : IgG linked 15 ul  พนบน Gold conjugate release pad ท่ีไดรับการ 

Pretreatment แลว พนใหมีความหนาแนน 12-15 ul/cm ใหผลชัดเจนท่ีสุด (ภาพท่ี 3) คือสามารถอานผล

เปน negative ท่ีตัวอยาง Negative control และตัวอยางท่ีระดับโปรตีนท้ัง 3 ระดับ ปรากฏแถบสีมวงท้ัง 

Control line และ test line การขีดเสน Test line ดวย IgG NK603 ความเขมขน 1 mg/ml และ เสน 

Control line  ดวย Goat anti-rabitIgG ความเขมขน  1 mg/ml ทําการประกอบชุดทดสอบดวยการติด 

Gold Conjugate release pad ลงไปแลวตามดวยแผน Sample pad บนแผน Backing (card Backing 

Pad AE 99)  จากนั้นวางแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนท่ีมีเสน Control line และ Test line แลวลงบน 

Backing card แลวจึงวางแผนซับ Wick pad ไวดานบนสุด และเม่ือทําการทดสอบเจือจางตัวอยางโปรตีนท่ี

นํามาใชทดสอบชุด GLIFL พบวาคาต่ําสุดท่ีชุดทดสอบสามารถทําการตรวจวิเคราะหไดคือ 0.3 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร  

 

 

  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3 แสดงชุดตรวจสอบ Gold labeled IgG flow (GLIF) ดวยการทํา serial dilutions ระหวาง Gold 

conjugated IgG จาก NK603 IgG ท่ีผานการติด linker แลว. ผลการทดสอบพบวา เม่ือสังเกตดวยตาเปลาชุด

ตรวจสอบสามารถแสดงผลไดภาพในระยะเวลา 5-10 นาที โดยท่ีตัวอยาง blank ใหผลเปน ลบ และตัวอยางท่ี

มีโปรตีน NK603 อยูใหผลเปนบวก 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 ชุดตรวจสอบโปรตีน CP4EPSPS ในขาวโพด NK603 ซ่ึงเปนขาวโพดตานทานสารกําจัดวัชพืช

สามารถทําการเพ่ิมปริมาณและทําบริสุทธิ์แอนติเจนและแอนติบอดี เพ่ือใหเหมาะสมกับการใชเพ่ือทําชุด

ตรวจสอบโดยเม่ือทดสอบดวยเทคนิค DIBA พบวามีความจําเพาะเจาะจงระหวาง แอนติบอดีและแอนติเจนท่ี

ผลิตได Gold labeled IgG flow Test ได ดวยการทําเสน Test line จาก NK603 IgG ความเขมขน            

2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และเตรียม Gold conjugated release pad ดวยปริมาณความเขมขนของ IgG linked 

10-15 ไมโครลิตร ตอ อนุภาคทองคําขนาด 40 นาโมเมตร  ปริมาณ 10 มิลลิลิตร เม่ือทําการพนบน Gold 

conjugated release pad ในอัตรา 12-15 ไมโครลิตร/เซนติเมตร จะใหผลการทดสอบชัดเจนภายใน

ระยะเวลา 5-10 นาทีเม่ือทําปฏิกิริยาโปรตีน NK603 ดวยสารละลาย Na2HPO4 ซ่ึงความเขมขนของโปรตีน

ต่ําสุดท่ีสามารถตรวจสอบไดคือ 0.3 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร โดยไมกอใหเกิด false positive เม่ือทดสอบกับ 

Blank sample ซ่ึงจะตองทําการพัฒนาในสวนของระยะเวลาในการเก็บรักษาและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอไป 

เพ่ือใหสามารถเก็บไดนานข้ึนและองคความรูท่ีไดสามารถใชเปนฐานขอมูลในการผลิตชุดตรวจสอบขาวโพดดัด

แปรพันธุกรรม NK603 ในเชิงพาณิชยได และไดวิธีการท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต Recombonaint Protein 

และการ Pure Protein ดวยหลักการ Affinity Chromatography โดยใช specific (affinity) elution  

การทดลองท่ี 4 การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตนี CryIAb (เปนกรณศีึกษาการใชกับ) ขาวโพดดัดแปรพันธกุรรม 

 

ปยรัตน ธรรมกิจวัฒน  พงศกร สรรควิทยากุล  อรรคพล ภูมีศรี   

ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ศรีเมฆ ชาวโพงพาง  ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Piyarat Thammakijjawat  Pongsakorn Sunvittayakul  Arkkapon Phoomeesri   

Khanitha Wongwathanarat  Srimek Chowpongpang  Prasert Wongwathanarat 

บทคัดยอ 

 วิเคราะหลําดับเบสออกแบบไพรเมอรและโคลนยีน Cry1Ab ขนาด 1377 bp เขาสูเวคเตอร 

pET200 ถายยีนเขาแบคทีเรีย Eschericia coli ตรวจสอบลําดับเบสเปนสวนหนึ่งของยีน CryIAb จาก

ฐานขอมูล GenBank ซ่ึงมีขนาด 2,457 นิวคลีโอไทด เหนี่ยวนําการสังเคราะหโปรตีน Cry1Ab ดวย IPTG ใน

อาหาร LB ผสมน้ําตาลกลูโคสและแลคโตส สกัดรีคอมบิแนนทโปรตีน ดวย B-Per Bacterial extraction 

reagent ทําใหบริสุทธิ์ผาน Ni-NTA ไดรีคอมบิแนนทโปรตีนขนาดประมาณ 51 kdal วัดปริมาณความเขมขน

เตรียมเปนแอนติเจน ฉีดกระตายเพ่ือกระตุนการสรางแอนติซีรัม รวม 3 ครั้ง (1, 1.5 และ 2 มก./มล. 

ตามลําดับ) เจาะเก็บเลือดกระตาย (แอนติซีรัม) ทุกสัปดาหรวม 9 ครั้ง วัดคาไตเตอรไดสูงสุด 1:204,800 

นํามาสกัดแอนติบอดีชนิดอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) แลวเชื่อมตออนุภาคทองคํา (colloidal gold) ขนาด 40 นา

โนเมตร ดวยวิธีการเชื่อมตอ IgG กับอนุภาคทองคําแบบ nearly covalent ซ่ึงใหพันธะของอนุภาคทองคํา

และ IgG มีความเสถียร ผลิตเปนชุดตรวจสอบโปรตีนบนแผนไนโตรเซลลูโลส พน colloidal gold-IgG อัตรา 
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15ไมโครลิตร/เซนติเมตร control line ใช Goat anti-rabit IgG 330ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ Test line ใช 

CryIAb-IgG ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร อัตรา 3 ไมโครลิตร/เซนติเมตร ประกอบเปนชุดตรวจสอบ 

ทดสอบปฏิกิริยาการตรวจโปรตีน  ปฏิกิริยาผลบวกจะเกิดเสนสีมวงของ test line และ control line หลัง

หยดสารละลายตัวอยาง 5-10 นาที โดยชุดตรวจสอบมีความไวในการตรวจโปรตีนไดต่ําสุดท่ี 0.03 มิลลิกรัม 

สามารถเก็บรักษาชุดตรวจสอบในถุงฟรอยปดสนิทท่ีอุณหภูมิ 4 C และอุณหภูมิหอง ไดเปนเวลา 3 เดือน   

คําสําคัญ : ยีน Cry1Ab, แอนติบอดี 

บทนํา 

 ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมตานทานแมลง พัฒนาโดยบริษัทเมล็ดพันธุของประเทศสหรัฐอเมริกา 

และไดรับอนุญาตใหปลูกในเชิงการคาตั้งแตป 1995 ในสิบกวาประเทศท่ัวโลก ประเทศท่ีปลูกมากอันดับตนๆ 

ไดแก สหรัฐอเมริกา บราซิล แคนาดา และอารเจนตินา ซ่ึงสงขายท่ัวโลก ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมตานทาน

แมลง Mon 810 เปนพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดเดียวท่ีสหภาพยุโรปอนุญาตปลูกและใชในการเปนอาหารคน

และอาหารสัตว ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมตานทานแมลง พัฒนาข้ึนโดยเทคโนโลยีพันธุวิศวกรรมการตัดตอยีน 

CryIAb จากแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki เขาไปในพืชใหสราง CryIAb delta 

endotoxin มีผลตอเยื่อบุกระเพาะของแมลง lepidopteran บัจจุบันมีหลายกรณี (events) ท่ีอนุญาตใหผลิต

และจําหนายเปนการคา เชน Mon810, Bt11, Bt176 เปนตน โดยมีหลายสายพันธุท่ีเปนชนิดรวมยีน 

(stacked trait) ท้ังนี้การควบคุมการปลูกหรือใชประโยชนจากพืชและผลิตภัณฑพืชดัดแปรพันธุกรรมตางๆ 

ข้ึนอยูกับกฎหมายกํากับดูแลของแตละประเทศ ประเทศไทยโดยกระทรวงเกษตรและสหกรณ กรมวิชาการ

เกษตร ควบคุมตามพระราชบัญญัติกักพืช โดยกําหนดใหพืชดัดแปรพันธุกรรมเปนสิ่งตองหาม รวม 89 สกุล 

หามนําเขา และปลูก หรือครอบครอง ยกเวนไดรับอนุญาตเพ่ือการศึกษาทดลอง และมีขอยกเวนการนําเขา 

อาหารสําเร็จรูป ขาวโพดและถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมท่ีใชเปนวัตถุดิบในการผลิตอาหารสัตวหรืออาหาร

สําหรับมนุษยหรือใชเพ่ือการอุตสาหกรรม และกระทรวงสาธารณสุข มีกฎหมายควบคุมการแสดงฉลากอาหาร

ท่ีไดจากเทคนิคการดัดแปลงพันธุกรรม กําหนดใหผลิตภัณฑ 22 ชนิดท่ีมีขาวโพดและถ่ัวเหลืองดัดแปลง

พันธุกรรม ปนสารพันธุกรรมหรือโปรตีนตั้งแตรอยละ 5 เปนอาหารท่ีตองมีฉลาก ท้ังนี้พืชหรือผลิตภัณฑพืชดัด

แปรพันธุกรรมไมสามารถจําแนกไดดวยตาเปลา การตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรม มีวิธีพ้ืนฐาน 2 แบบ คือ 

การตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ และการตรวจโปรตีน สําหรับการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอเปนการตรวจยีนท่ีตัดตอ

เขาไปในพืช ดวยเทคนิค PCR หองปฏิบัติการหลายแหงใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจรับรองสินคาพืช 

เนื่องจากเปนวิธีการท่ีแมนยําและมีความไวในการตรวจสอบ ทําไดภายในเวลารวดเร็ว และสามารถตรวจสอบ

สินคาเกษตรท่ีถูกแปรรูปเปนอาหารได แตวิธีการนี้ก็มีขอจํากัดคือไมสามารถระบุปริมาณการปนเปอนของพืช 

GM ได บัจจุบันมีการพัฒนาเทคนิค Real-time PCR เปนวิธีมาตรฐานสามารถตรวจรับรองสินคาพืชดัดแปร

พันธุกรรม ในเชิงคุณภาพและปริมาณ (Berdal and Holst-Jensen, 2001) การตรวจโปรตีนดวยเทคนิคเซรุม

วิทยา บัจจุบันมีการพัฒนาเปนชุดตรวจสอบแบบ ELISA (Enzyme Link Immuno sorbent assay) และ 
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LFD (Lateral flow device) ซ่ึงรูปแบบ LFD เปนชุดตรวจสอบแบบ strip มีการจําหนายเปนการคาสําหรับ

ตรวจสอบตัวอยางเมล็ดพันธุ และวัตถุดิบ แตสําหรับกรณียีนหรือลักษณะการดัดแปรพันธุกรรมท่ีไมสราง

โปรตีน จะตองตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอเทานั้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน CryIAb 

ของขาวโพดตานทานแมลงเปนรูปแบบท่ีสามารถใชตรวจวิเคราะหในภาคสนามไดสําหรับตรวจขาวโพดดัดแปร

พันธุกรรมตานทานแมลง ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีอนุญาตปลูกและใชในเชิงการคาเปนระยะเวลานานและแพรหลาย 

ซ่ึงตองคอยตรวจติดตามเฝาระวังการปนเปอนในแปลงปลูก รวมถึงการตรวจคัดกรองวัตถุดิบเพ่ือใชในการ

อุตสาหกรรม   

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การพัฒนาชดุตรวจสอบโปรตีน CryIAb (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม

ดําเนินการท่ี สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และกลุมงานไวรัสวิทยา กรมวิชาการเกษตร ในป 2553- 

2558 ระยะเวลา 5 ป มีวิธีการ 

           1. การเตรียมแอนติเจน  

สืบคนขอมูลลําดับเบสของยีน CryIAb ขาวโพดดัดแปลงพันธุกรรม ในฐานขอมูล GenBank 

ออกแบบและสังเคราะหคูไพรเมอรดวยปฏิกิริยาพีซีอาร โคลนยีนเขาสู cloning vector วิเคราะหและ

ตรวจสอบลําดับเบสและแปรรหัสเปนโปรตีนโดยใช Program analysis โคลนยีนเขา expression vector 

ถายเขาเซลลเจาบาน Escherichia coli ศึกษาการสรางโปรตีนในอาหารเหลวผสมกลูโคสและแลคโตสความ

เขมขนตางๆ และเปรียบเทียบระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเหนี่ยวนําการสรางรีคอมบิแนนทโปรตีน เก็บเซลล

แบคทีเรีย สกัดโปรตีน และทําใหโปรตีนบริสุทธิ์ผานคอลัมน Ni-NTA ทดสอบคา pH ท่ีเหมาะสมในการ 

eluted โปรตีน ตรวจวัดความเขมขนและขนาดของโปรตีนท่ีแยกไดดวย SDS-PAGE  

 2. การผลิตแอนติซีรัม 

นํารีคอมบีแนนโปรตีน CryIAb บริสุทธิ์ มาใชเปนแอนติเจนฉีดเขากระตายทดลองพันธุ

นิวซีแลนดไวท เพศเมีย เพ่ือกระตุนการสรางแอนติบอดีข้ึนในระบบเลือดของกระตาย เจาะเก็บ Normal 

serum กอนฉีดแอนติเจน และวางโปรแกรมการฉีดแอนติเจน เลือกใชวิธีการฉีดแบบ subcutaneous บริเวณ

ตนคอ จํานวน 3 ครั้ง ความเขมขนรีคอมบิแนนทโปรตีน 1, 1.5 และ 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ เจาะ

เก็บเลือดจากกระตายทุกสัปดาห ครั้งละ 10-40 มิลลิลิตร นําน้ําเลือดท่ีได มาสกัดแยกเม็ดเลือดแดงออกเก็บ

สวนท่ีเปนแอนติซีรัมแบงใสหลอดทดลองเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส นํามาตรวจวัดคาไตเตอรประสิทธิภาพ

สูงสุดของแอนติซีรัมท่ีสามารถทําปฎิกริยาเฉพาะเจาะจงกับรีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีใชเปนแอนติเจนดวยวิธี 

indirect ELISA 

 3. การผลิตชุดตรวจสอบ 

 นําแอนติบอดีท่ีไดมาสกัด IgG ทดสอบการเกิดปฏิกิริยากับโปรตีนดวยวิธ ี DIBA ทดสอบความ

เขมขนใหเหมาะสมสําหรับผลิตเปนชุดตรวจสอบแบบ GLIFT kit นํา IgG บริสุทธิ์ท่ีไดมาเชื่อมตอกับอนุภาค
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ของทองคํา colloidal gold ทดสอบวิธีการตอเชื่อมของ colloidal  gold กับ IgG จากนั้นนํามาทดสอบหา

ปริมาณท่ีเหมาะสมในการพนบนแผน fiber glass สําหรับสงผานโปรตีนในการทดสอบ ใช IgG บริสุทธิ์ เปน

เสน test line และ control line ใช Goat Anti Rabbit IgG จากนั้นติดประกอบบนแผนไนโตรเซลลูโลส 

ทดสอบการเกิดปฏิกิริยากับรีคอมบิแนนทโปรตีน CryIAb 

 4. ทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ  

 โดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยากับรีคอมบิแนนทโปรตีน CryIAb และทดสอบความจําเพาะโดยใชรี

คอมบิแนนทโปรตีน Cry9C, cp4EPSPS และความไวของการเกิดปฏิกิริยาโดยทดสอบความเขมขนต่ําสุดของ

โปรตีนท่ีชุดตรวจสอบสามารถตรวจโปรตีนได การจับเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา วิธีการและอายุการเก็บ

รักษาชุดตรวจสอบ โดยทดสอบการเก็บในถุงฟรอยปดสนิท ใสตูเย็นอุณหภูมิ 4-10 องศาเซลเซียส และเก็บท่ี

อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส สุมตัวอยางมาทดสอบปฏิกิริยาทุก 2 สัปดาห รวม 6 ครั้ง)   

ผลการทดลองและอภิปราย 

การเตรียมแอนติเจน 

- การโคลนยีนและการเหนี่ยวนําสรางโปรตีน  

โคลนยีน CryIAb ขนาด 1377 bp เชื่อมตอเขาสูเวคเตอร pET200 ถายโอนเขาแบคทีเรีย E. 

coli BL21  คัดเลือกโคลน C2 และ C4 นํามาเลี้ยงเพ่ือชักนําใหสรางโปรตีนเม่ือเติมสาร IPTG เปนเวลา 2 

ชั่วโมง และแบคทีเรียเจริญไดในอาหารท่ีเติมน้ําตาลแลคโตส 1 mM แลคโตส  

- การสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีน  

สกัดโปรตีน ดวย extraction buffer B-Per (www.piercentt.com) จากนั้นนําตัวอยางสวนใส

มาทําบริสุทธิ์ ผาน Ni-NTA column พบวาสามารถ eluted ไดโปรตีนไดทุก pH จึงเลือกใช pH 6 นําโปรตีนมา

ทํา dialysis ในสารละลาย 1X PBS buffer, pH 7.4 วัดปริมาณความเขมขนของโปรตีนดวยสเปกโตรโฟโต

มิเตอร เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน BSA และเจือจางโปรตีนแลวตรวจสอบดวย SDS-PAGE พบวา รีคอม

บีแนนทโปรตีน CryIAb มีขนาดประมาณ 51 kDa (ภาพท่ี 1)  

                 

 

 

 

                     

ภาพท่ี 1 แสดงรีคอมบีแนนทโปรตีน CryIAb จากการตรวจสอบดวย SDS-PAGE  

 

http://www.piercentt.com/
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 การผลิตแอนติซีรัม 

 - การทดสอบคํ่าไตเตอร    

ทดสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมท่ีเก็บแตละครั้ง จํานวน 9 ครั้งตรวจวิเคราะหดวยวิธี Indirect 

ELISA โดยเจือจางรีคอมบิแนนทโปรตีน  CryIAb ท่ีใชเปนแอนติเจน ความเขมขน 10 ng/ul และเจือจางแอน

ติซีรัมท่ีเก็บแตละครั้งความเขมขน 1:200 ถึง 1: 1,638,400 ใช Normal Serum 1:200 เปนตัวเปรียบเทียบ 

จากการตรวจวัด AS 1- AS9 พบ As1 ไดคาไตเตอรสูงสุด คือ 1: 204,800  

           - การสกัดและการตรวจสอบคุณภาพ IgG   

  ปนตกตะกอนโปรตีนแอนติซีรัมดวยแอมโมเนียมซัลเฟต นําไปสกัด IgG ดวยคอลัมน protein A 

โดย เครื่อง AKTA pure ผสมแอนติซีรัมกับ binding buffer sodium phosphate ความเขมขน 20mM pH 

7.0 ในอัตราสวน 1:10 และนําไปผานคอลัมนโปรตีน A ใช Elution buffer กรด citric ความเขมขน 0.1 M 

pH3 เติม Neutralizing buffer Tris-HCL ความเขมขน 1M pH 9.0 ปรับสภาพ pH เพ่ือปองกันการเสีย

สภาพของ IgG จากนั้นทํา desalting IgG ผานคอลัมน ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสง OD 280 คํานวณคาความ

เขมขน  

- ทดสอบปฏิกิริยา DIBA  

ทดสอบการเกิดปฏิกิริยา รีคอมบิแนนทโปรตีนท่ีเจือจางความเขมขนของโปรตีน กับ IgG ดวยวิธี 

Dot blot (DIBA) บนแผน nitrocellulose membrane เตรียมรีคอมบีแนนทโปรตีน CryIAb 1 mg/ml เจือ

จาง 1:2 ถึง 1:256 หยดตัวอยางจุดละ 5 ไมโครลิตร ใช IgG ความเขมขน 1 mg/ml  เจือจาง 1:2,000 ใช 

blank buffer และรีคอมบิแนนทโปรตีน Cry9C 1:2 เปน negative control ผลการทดสอบพบการ

เกิดปฏิกิริยาเปนจุดสีมวงทุกความเขมขนของโปรตีน ไมเกิดปฏิกิริยากับบัฟเฟอรท่ีเปน negative control แต

พบการเกิดปฏิกิริยาจางๆ ตอรีคอมบิแนนทโปรตีน Cry9C  

 การผลิตชุดตรวจสอบ 

 - ทดสอบการเชื่อมตอ colloidal gold, pH7.4 และ pH 9.0 กับปริมาณ IgG ท่ีเหมาะสมเทากับ 

1.89 mg/ml โดยใช gold 100 ul ตอ IgG 1.89 ug, 3.78 ug และ 5.67 ug ตามลําดับ เปรียบเทียบกับการ

ไมไดเติม IgG และ colloidal gold ปกติ เม่ือเติม 10% NaCl เปรียบเทียบสีของสารแขวนลอยท่ีได พบวาแต

ละความเขมขนมีการจับของ IgG กับ gold ท่ีอัตราเหมาะสมแตกตางกนจึงใหสีของ gold ท่ีเปลี่ยนแปลงไป

แตกตางกัน จึงทดสอบโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสปกโตรโฟโตมิเตอร ท่ีความยาวคลื่นแสงตั้งแต 

400-800 nm พบวา colloidal gold pH 7.4 ปกติ มีคา่ λmax = A520 และวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดได 

0.3835 และเม่ือ conjugated กับ IgG วัดคา λmax = A530 และวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดได 0.3249 มี

คาความตาง 0.586 ในขณะท่ี colloidal gold pH 9.0 ซ่ึง gold ปกติ วัดคา λmax = A520 และวัดคาการ

ดูดกลืนแสงสูงสุดได 0.4284 และเม่ือ conjugated กับ IgG วัดคา λmax = A530 และวัดคาการดูดกลืนแสง

สูงสุดได 0.3668 มีคาความตาง 0.616 ซ่ึงคา λmax และคาการดูดกลืนแสงสูงสุด เปนคาท่ีประเมินคุณภาพ
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ของพันธะระหวาง IgG และอนุภาคทองคําได ยิ่งคาสูงก็แสดงวาพันธะจับกันไดดี (Michael, 2011) แสดงวา

ควรเลือก colloidal gold pH 9.0 มา conjugated กับ IgG เหมาะสมกวา colloidal gold pH 7.4 

 - ทดสอบปริมาณท่ีเหมาะสมของ  Gold conjugated IgG   

       ปริมาณ Gold conjugated IgG ท่ีเหมาะสม ซ่ึงอานคาท้ัง control line และ test line ได

ชัดเจน คือ อัตรา 15 ul/cm แลวประกอบชุดทดสอบโดยเริ่มจากการวางแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 

(NCM) ลงบนแผนรอง (Backing card) จากนั้นจึงวางแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) ซ่ึง

ไดรับการพนอนุภาคทองแลวดานลางของแผนเมมเบรนโดยใหเหลื่อมกับแผนเมมเบรนประมาณ 1 มม. วาง

แผนรับตัวอยาง (Sample application pad) โดยใหเหลื่อมกับแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release 

pad) 1 มม. และวางแผนดูดซับ (Absorbance pad) ดานบนของแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) โดย

ใหเหลื่อมกับแผนเมมเบรน 1 มม. ตัดดวยเครื่อง Biodot เปน strip กวาง 0.35 cm                           

 การทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบ 

- ทดสอบบัฟเฟอรท่ีใชในการตรวจวิเคราะห 

 การทดสอบปฏิกิริยาโดยใชบัฟเฟอร PBS พบการเกิดปฏิกิริยาแตเสน test line และ control 

line ไมคมชัด แตเม่ือทดสอบดวย extraction buffer (Sodium tetraborate, PVP, SDS, Triton X-100, 

Sodium sulfate pH 8.5-9.0) พบการเกิดปฏิกิริยาของ control line และ test line เสนคมชัดเจนข้ึน ท้ังนี้

การนําชุดตรวจสอบแบบ strip บรรจุลงตลับแนวนอน เกิดปฏิกิริยาไดดีกวาการนําชุดตรวจสอบจุมลงในหลอด

ทดลองแนวตั้ง โดยชุดตรวจสอบท่ีใหผลการตรวจโปรตีน CryIAb ดีท่ีสุด ประกอบดวย Gold conjugated 

อัตรา 15 ul/cm Test line ดวย IgG CryIAb ความเขมขน 1.0 mg/ml และ Control line ดวย Goat anti-

rabit IgG ความเขมขน 330 µg/ml (1:3)  ท้ังนี้ gold conjugatedIgG  5-10 ul/cm เกิดปฏิกิริยาจางกวา 

(ภาพท่ี 2)      

                                                            

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 ปฏิกิริยาการทดสอบชุดตรวจสอบโปรตีน CryIAb ของความเขมขน gold conjugated อัตรา 5, 10, 

15 และ 20 ไมโครลิตร/เซนติเมตร 
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 - ทดสอบความจําเพาะในการตรวจวิเคราะห (Specificity)  

 นําชุดตรวจสอบมาทดสอบกับรีคอมบิแนนทโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีอัตราความเขมขน 200 ng/ul 

ประกอบดวย โปรตีน CryIAb/Ac, Cry9C, NPTII และ CP4EPSPS พบปฏิกิริยาเกิดเสน test line เปนบวก

กับทุกโปรตีน ยกเวนโปรตีน NPTII และไมเกิดปฏิกิริยากับบัฟเฟอรซ่ึงเปน negative control อาจเนื่องจาก

ปฏิกิริยา false positive อยางไรก็ดีตองมีการพัฒนาใหมีความจําเพาะมากข้ึนเพ่ือปองกันการอานผลผิดพลาด  

 - ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาและความไวในการตรวจวิเคราะห Sensitivity  

 ทดสอบความไวในการเกิดปฏิกิริยา โดยเตรียมรีคอมบิแนนทโปรตีน CryIAb ท่ีความเขมขนตางๆ 

ในอัตรา 1:2 เริ่มจาก 200 ng/ul จนต่ําสุดคือ 0.39 ng/ul ใชปริมาณ 90 ไมโครลิตรตอการทดสอบ โดยใช

ความเขมขนสุดทายของโปรตีน ดังนี้ 18, 9, 4.5, 2.25, 1.125, 0.56, 0.28, 0.14, 0.07 และ 0.03 mg พบวา 

ชุดตรวจสอบท่ีพน gold ในอัตรา 7.5 µl/cm ไดคา sensitivity 0.56 mg สวนชุดตรวจสอบท่ีพน gold ใน

อัตรา 15 µl/cm ไดความเขมขนโปรตีนต่ําสุดคือ 0.39ng/ul ความเขมขนสุดทายคือ 0.03 มิลลิกรัม     

 - ทดสอบอายุการเก็บรักษาชุดตรวจสอบโปรตีน CryIAb 

 ผลการเก็บชุดทดสอบบรรจุใสซองอะลูมิเนียมฟรอยด ปดซองใหสนิท นําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 3 

ระดับ คืออุณหภูมิหอง ประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ

ประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบท่ีอายุการเก็บรักษาทุก 15 วัน เปนเวลา 3 เดือน พบวาการเก็บรักษาระยะแรก

ชุดตรวจสอบท่ีเก็บในอุณหภูมิหอง และ 4 ˚C เกิดผลบวกของปฏิกิริยากับโปรตีนเปาหมายแสดงผลการตรวจ

วิเคราะหของเสน test line และ control line ภายใน 10-20 นาที แตเม่ืออายุการเก็บรักษาไวเปนเวลานาน

กวา 2 สัปดาห ถึงนานกวา 2 เดือน พบการเกิดปฏิกิริยาตองใชเวลานานข้ึน ท้ังนี้จะดําเนินการทดสอบ

บัฟเฟอร และ GAR ในการประกอบชุดตรวจสอบใหม รวมถึงการลดความชื้นของชุดตรวจสอบกอนเก็บ       

เพ่ือยืดอายุการเก็บรักษาใหไดนานข้ึน 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

ชุดตรวจสอบโปรตีน CryIAb แบบ Strip พัฒนาจากการโคลนยีนท่ีสังเคราะหข้ึนเปนสวนหนึ่ง

ของยีน CryIAb ท่ีตัดตอเขาไปในขาวโพดดัดแปลงพันธุกรรมตานทานแมลง เหนี่ยวนําการสังเคราะหโปรตีน 

CryIAb  ท่ีถายเขาเวคเตอรในแบคทีเรีย Escherichia coli ใชเปนแอนติเจนผลิตแอนติซีรัม สกัดแอนติบอดี

ชนิด IgG เชื่อมกับอนุภาคทองคํา (colloidal gold) ขนาด 40 นาโนเมตร ดวยวิธี nearly covalent ชุด

ตรวจสอบท่ีใช Gold conjugated อัตรา 15ไมโครลิตร/เซนติเมตร ใช CryIAb-IgG ความเขมขน 1.0 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เปนเสนTest line และ Goatanti-rabit IgG อัตรา 1:3 (ความเขมขน 330ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) เปนเสน control line อัตรา 3 ไมโครลิตร/เซนติเมตร บนแผนไนโตรเซลลูโลส ใหผลการตรวจสอบ

โปรตีนเปนเสนสีมวงชัดสุดโดยผลบวกของการเกิดปฏิกิริยาจะเกิดเสนสีมวง 2 เสน และผลลบจะเกิดเฉพาะ 

contol line ความเขมขนตํ่าสุดท่ีชุดตรวจสอบสามารถตรวจโปรตีน CryIAb ได คือ 0.03 มิลลิกรัม เวลาท่ีใช
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ในการเกิดปฏิกิริยา 5-10 นาที สามารถเก็บชุดตรวจสอบในถุงฟรอยปดสนิทท่ี 4 องศาเซลเซียส ได 3 เดือน 

ทดสอบปฏิกริยาท่ีอุณหภูมิหอง 

ข้ันตอไปสําหรับการพัฒนา จะตองศึกษาความจําเพาะและทดสอบการเกิดปฏิกิริยากับตัวอยาง

ใบและวัสดุอางอิง โดยทําการพัฒนาวิธีการเก็บรักษาใหมีอายุไดนานข้ึน และระยะเวลาในการตรวจสอบไมเกิน 

5 นาที และรูปแบบในการผลิตชุดตรวจสอบโปรตีนแบบ GLIFT Kit สําหรับใชตรวจสอบโปรตีน CryIAb ของ

ขาวโพดตานทานแมลง สายพันธุ MON810, Bt176, Bt11 นี้ ยังสามารถนําไปขยายผลการทดสอบในภาคสนามตอ

กลุมเปาหมายภาคเอกชน ผูประกอบการนําเขาสงออกสินคาพืชและผลิตภัณฑขาวโพด และภาครัฐ กลุมวิจัย

การกักกันพืช ดานกักกันพืช ฯลฯ  

การทดลองท่ี 5 การผลิตชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วสําหรับโปรตีน Cry9C (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม 

 

พงศกร สรรควิทยากุล  ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ปยรัตน ธรรมกิจวัฒน 

ประเสริฐ  วงศวัฒนารัตน  ศรีเมฆ ชาวโพงพาง 

Pongsakorn Sunvittayakul  Khanitha Wongwathanarat  Piyarat Thammakijjawat 

Prasert Wongwathanarat  Srimek Chowpongpang 

บทคัดยอ 

   การพัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน CRY9C แบบ Strip โดยเหนี่ยวนําการสังเคราะหโปรตีน CRY9C จาก

ยีน cry9c ผูวิจัยสกัดโปรตีนรีคอมบิแนนทจากแบคทีเรีย Escherichia coli เพ่ือใชเปนแอนติเจนผลิตแอนติซีรั่ม         

นําแอนติซีรั่มมาสกัดแอนติบอดี้ชนิดอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) แลวเชื่อมกับอนุภาคทองคําขนาด 40นาโนเมตร โดยใช

แผน ไนโตรเซลลูโลส เปนวัสดุนําผานเปรียบเทียบการเชื่อมตอ electrostatic force และ nearly covalent พบวา

การเชื่อม IgG กับอนุภาคทองคําแบบ nearly covalent ทําใหพันธะของอนุภาคทองคําและ IgG มีความเสถียรกวา

การเชื่อมแบบ electrostatic force เม่ือนําไปผลิตเปนชุดตรวจสอบโปรตีน พบวาการพนอนุภาคทองคํา-IgG ท่ีอัตรา     

15 ไมโครลิตร/เซนติเมตรใหผลดีท่ีสุดโดยใช Goatanti – rabit IgG ความเขมขน 330 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ขีดเปน

เสน control line และใช Anti-CRY9C IgG ความเขมขน 2.3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ขีดเปนเสน Test line ใหผลการ

ตรวจสอบโปรตีนชัดเจนท่ีสุดท้ังนี้จากการทดสอบปริมาณความเขมขนต่ําสุดท่ีชุดตรวจสอบสามารถตรวจพบ โปรตีน 

CRY9C ไดคือ 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยาจนสามารถมองเห็นไดชัดเจนประมาณ 20 นาที

โดยสามารถเก็บชุดตรวจสอบไดเปนระยะเวลาประมาณ 3 เดือน ท่ีอุณหภูมิหอง 

คําสําคัญ : โปรตีน CRY9C, อนุภาคทองคํา, โปรตีนรีคอมบิแนนท 
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บทนํา  

 การตรวจวิเคราะหพืชดัดแปลงพันธุกรรมหรือผลิตภัณฑพืชดัดแปลงพันธุถกรรมในเชิงคุณภาพ

และปริมาณ วิธีท่ีนิยมและเปนมาตรฐานในการตรวจวิเคราะหคือ PCRและReal-time PCR (Berdal and 

Holst-Jensen., 2001) ขนิษฐา และคณะ ป พ.ศ. 2552 ไดพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจสอบ

การปนเปอนของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม MON810, Bt176, Bt11, GA21 และ MON863 โดยไดสภาวะท่ี

เหมาะสมในการทํา Real-time PCR นอกจากนี้กําลังดําเนินการวิจัยพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการ

ตรวจสอบการปนเปอนของขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63, LL62 และ LL601 อยางไรก็ดีการตรวจวิเคราะหโดย

วิธีดังกลาวตองใชเวลานานและไมสะดวก(Mettler et al., 2005) ตอการนําไปใชในพ้ืนท่ีจริงในกรณีท่ีตองมี

การเก็บตัวอยาง ขนิษฐา และคณะ ป พ.ศ. 2552 ไดพัฒนาชุดตรวจสอบ GLIFT kit เพ่ือใชตรวจโปรตีน 

CP4EPSPS ในถ่ัวเหลืองตานทานสารกําจัดวัชพืช   ซ่ึงชวยใหการตรวจวิเคราะห็มีความสะดวกรวดเร็วมาก

ยิ่งข้ึน 

 อนึ่งประเทศไทยมีนโยบายใหการสนับสนุนการพัฒนาศักยภาพการวิจัยและพัฒนาพันธุ

วิศวกรรมใหมีความเขมแข็ง นําไปสูการพ่ึงพาตนเองไดอยางมีประสิทธิภาพ  แตยังไมอนุญาตใหนําเขาพืช

ดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือการเพาะปลูก  ยกเวนเพ่ือการศึกษาทดลองเทานั้น โดยอาศัยกลไกการควบคุมของ

พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (แกไขเพ่ิมเติม พ.ศ. 2551)  ซ่ึงกําหนดใหมีพืชดัดแปลงพันธุกรรมจํานวน 

89 รายการเปนสิ่งตองหามนําเขา  ยกเวนขาวโพดและถ่ัวเหลืองท่ีใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเปนอาหารหรือเพ่ือ

ใชในอุตสาหกรรม โดยเฉพาะขาวโพด StarLinkซ่ึงทาง องคการอาหารและยาไมอนุญาตใหนําเขาโดยเด็ดขาด 

โดยไดออกประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 215 พ.ศ.2544 เรื่อง กําหนดอาหารท่ีหามผลิต นําเขา หรือ

จําหนาย โดยใหอาหารท่ีมีการปนเปอนสารพันธุกรรมครายไนนซี (Cry9C DNA Sequence) หรือโปรตีนท่ี

สรางมาจากสารพันธุกรรมนี้ ในขาวโพดและถ่ัวเหลือง เนื่องดวยโปรตีน Cry9c มีลักษณะโมเลกุลท่ีคลายกับ

โปรตีนท่ีสามารถกอใหเกิดอาการแพไดในมนุษย (Investigation of Human Health Effects  Associated 

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

เทคนิค ELISA  เนื่องจากสามารถตรวจสอบตัวอยางไดในปริมาณมากและการเตรียมตัวอยางสะดวกกวาวิธีการ

ตรวจสอบแบบอ่ืน  โดยทางสํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืชตองซ้ือชุดตรวจสอบ ELISA (Rica et al., 2012) 

จากตางประเทศ ซ่ึงมีราคาประมาณชุดละ 30,000 บาท ชุดตรวจสอบ 1 ชุด สามารถตรวจสอบได 2–10

ตัวอยาง ประเทศไทยตองสูญเสียงบประมาณเปนจํานวนมากในการซ้ือชุดตรวจสอบนี้ การทดลองมี

วัตถุประสงคเพ่ือผลิตชุดตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรมใหใชไดเองภายในประเทศ  ซ่ึงจะเปนการทดแทน

การนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศและลดตนทุนการตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรม  นอกจากนี้ยัง

สามารถพัฒนาเปน immune strip ใหมีความสะดวกและรวดเร็วในการใชงานกับพ้ืนท่ีในแปลงปลูกหรือดาน

ตรวจพืชไดอีกประการหนึ่งดวย 
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ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การผลิตชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วสําหรับโปรตีน Cry9C (เปนกรณีศึกษาการใชกับ) ขาวโพดดัด

แปรพันธุกรรม ดําเนินการท่ี สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพและกลุมงานไวรัสวิทยา กรมวิชาการเกษตร 

ในป 2553 – 2558 ระยะเวลา 5 ป มีวิธีการ 

 1. การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน CRY9C 

 สังเคราะห ยีน cry9C ของขาวโพดจากฐานขอมูล NCBI Protein Accession No. Q45733.1 

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

TOPO® และถายโอนพลาสมิดเขาสู E.coli BL21 คัดเลือกโคลนท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสม มาเลี้ยงในอาหาร

เหลว2xYT 100 ml กับ Kanamycin 50 mg/l เพ่ือใชเปน sterter 1 คืน เตรียมอาหารเหลว LB ท่ีเติม 

Glucose ใหไดความเขมขน 1% และ Kanamycin 50 mg/l ปริมาตร 1 – 2 ลิตร จากนั้นนํา starter ท่ีได

เติมลงในอาหารท่ีไวใหไดความเขมขนสุดทาย 20% เลี้ยงโดยบมท่ี 37˚C ท่ี 250 rpm นาน 1 ชม. หรือ 

จนกวาจะได OD600 ประมาณ 0.5 จากนั้นเติม IPTG 0.5 mM และเลี้ยงตออีก 3 ชม. เม่ือครบกําหนดนํา

เซลลท้ังหมดไปปนตกตะกอนท่ี 10,000 rpm นาน 10 นาที แลวนําเซลลมาแชท่ี -80 ˚C นาน 1 ชม. จากนั้น

นําออกมาละลายและเติม Lysozyme ประมาณ 2 กรัม  เขยานาน 2 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง แลวนําไปแช

น้ําแข็งอีก 1 ชั่วโมง และนําไปแชท่ี -80 ˚C อีก 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามาปนตกตะกอนท่ี 10,000 rpm นาน 10 

นาที ท่ี 4 ˚C แลวนําโปรตีนไปทําใหบริสุทธิ์โดยผาน Colum Ni-NTA 

 2. การผลิตแอนติซีรั่มจากกระตาย 

 เจาะเลือดกระตายเก็บเปน normal Serum เพ่ือใชเปน negative control โปรตีน Cry9c ท่ีใช

เปนแอนติเจน นํามาเจือจางดวยน้ําใหมีความเขมขน 1 mg/ml ผสมกับ adjuvant ชนิด Complete 

อัตราสวน 1:1 ฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอของกระตาย และฉีดกระตุนกระตายอีก 3 ครั้ง เวนชวงการฉีด1 

สัปดาห/ครั้ง โดยเพ่ิมความเขมขนของโปรตีนท่ีฉีดแตละครจํานวนครั้งละ 0.5 mg/ml และเปลี่ยน adjuvant 

เปนชนิด incomplete เม่ือครบกําหนดการฉีดสัปดาหท่ี 3 ท้ิงระยะไว 1 สัปดาหแลวจึงเริ่มเจาะเพ่ือเก็บแอนติ

ซีรั่ม ท้ังหมด 8 ครั้ง ระยะหาง 1 สัปดาห/ครั้ง ในการเจาะแตละครั้ง จะใชเข็มฉีดยาเจาะท่ีเสนเลือดบริเวณใบ

หูของกระตายและเก็บเลือดประมาณ 20 ml/ครั้ง เลือดท่ีไดท้ิงไวจน Clot แข็งแลวจึงดูดเก็บ Serum ใสท่ี

แยกชั้นกับเกล็ดเลือด นําไปปนท่ี 12,000 rpm 10 นาที แลวดูดสวนใสซ่ึงเปน Antiserum เก็บไวท่ี -20 ˚C 

 3. การสกัดและการตรวจสอบคุณภาพIgG 

 นําแอนตีซีรั่มมาทําบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนโปรตีนดวย (NH4)2SO4 แลวสกัด IgG จากแอนติ

ซีรัมดวยคอลัมน protein A โดยใชเครื่อง AKTA pure ทําโดยผสมแอนติซีรัมกับ binding buffer sodium 

phosphate ความเขมขน 20mM ท่ี pH 7.0 ในอัตราสวน 1:10 แลวนําไปผานคอลัมน  protein A ใช แลว

ชะ IgG จากคอลัมนดวย Elution buffer (กรด citric ความเขมขน 0.1 M, pH3) เติม Neutralizing buffer 

Tris-HCL ความเขมขน 1 M, pH 9.0 เพ่ือปรับ pH ของ IgG แลวนํา IgG ไปทํา Desalting วัดคาการดูดกลืน
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แสงท่ี 280 nm เพ่ือหาความเขมขนของโปรตีน ตรวจสอบคุณภาพของ IgG ดวยเทคนิค SDS-PAGE และ

ทดสอบประสิทธิภาพของ IgG ดวยวิธี NCM ELISA หรือ Dot blot โดยหยดโปรตีน Cry9C ลงบนแผน 

nitrocellulose membrane จากนั้นทดสอบโดยนํา IgG ท่ีสกัดไดมาเจือจางใหไดความเขมขน 1 mg/ml 

และทดสอบท่ีอัตราสวน 1:2,000 และใช BSA กับ blank buffer เปน negative control 

 4. การเช่ือมอนุภาคทองคําดวย Electrastatic force 

 นํา IgG ท่ีสกัดไดมาผสมกับสารละลายอนุภาคทองคําขนาดเสนผาศูนยกลาง 40 nm (Kestral) 

ท่ี pH 7.4 โดยใช IgG ท่ีปริมาตรแตกตางกัน 500 µl จากนั้นบมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที แลวจึงเติม

สารละลาย NaCl 10% W/V 100 µl เพ่ือหยุดปฏิกิริยาอนุภาคทองคําท่ีไมไดจับกับ IgG และบมท้ิงไว 5 นาที 

จากนั้นนําไปอานคา Absorbance ในชวงความยาวคลื่นต้ังแต 400 – 800 nm เพ่ือหาคา λmax ซ่ึงเปนตัว

บอกความยาวคลื่นแสง ท่ีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด ในการประเมินคุณภาพของพันธะระหวาง IgG และอนุภาค

ทองคํา 

 5. การเช่ือมอนุภาคทองคําดวยพันธะ neary-covalent 

 ผสม IgG กับ Sodium periodate (NaIO4) ซ่ึงจะทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับหมู cis-diols 

และเปลี่ยนหมู aldehyde เปน active aldehydes (–CHO) ท้ังนี้หมู (–CHO) จะสามารถทําปฏิกิริยา 

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

เปนตัวเชื่อม (Linker) กับ IgG ได IgG-linker ไปผสมกับอนุภาคทอง เพ่ือใหเกิดพันธะก่ึงโควาเลนต หรือ 

Nearly-covalent ซ่ึงจะทําใหแอนติบอดีและอนุภาคทองคําหลุดออกจากกันไดยาก และ Blocking บริเวณท่ี

ไมมี Linker จับดวยโปรตีน BSA 10% เพ่ือปองกัน Non-specific binding จากนั้นนําไปอานคา 

Absorbance ในชวงความยาวคลื่นตั้งแต 400 – 800 nm เพ่ือหาคา λmax และคาการดูดกลืนแสงสูงสุด ซ่ึง

เปนตัวบอกความยาวคลื่นแสง ท่ีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด เพ่ือประเมินคุณภาพของพันธะระหวาง IgG และ

อนุภาคทองคํา (Michael, 2011) 

 6. การเตรียมและการประกอบ Immunostrip 

 ดําเนินการเตรียมแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) โดยแชในสารละลาย 

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

0.05% Tween-20) และท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองจนแหง หลังจากนั้นเตรียมสารละลายอนุภาคทอง 10 ml แลว

นําไปผสมกับ IgG-linker500 µl บมท่ีอุณหภูมิหอง 20 นาทีจากนั้นจึงเติม BSA 10% และนําไปปนตกตะกอน

และนําตะกอนอนุภาคทองท่ีเตรียมไวมาละลายในสารละลายทอง (0.01 mol/L PBS; pH 8.0, 1% 

concentration BSA, 0.05% PEG) ใหไดปริมาตร 600µl เตรียมแผนไนโตรเซลลูโลสโดยขีดเสน Test line 

ดวย IgG Cry9c ความเขมขน 2.5 mg/ml และ Control line ดวย Goat anti-rabit IgG ความเขมขน 330 

µg/ml แลวนําไปแชใน Blocking buffer (PBS (0.001 mol/L, pH 7.4), 1% concentration BSA) 30 

นาที ท่ี 37˚C และตากใหแหงท่ี 37˚C  
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 เม่ือเตรียมอุปกรณทุกอยางแลวจึงนําสารละลายทองคํา-แอนติบอดีพนบนแผนซับอนุภาคทอง 

(Conjugate release pad) ดวยเครื่อง Biodot ปริมาณ 15 µl/cm จากนั้นนํา Conjugate release pad ไป

อบท่ี 37˚C นาน 2 ชั่วโมง แลวประกอบชุดตรวจสอบโดยประกอบ โดยเริ่มจากการวางแผนไนโตรเซลลูโลส

เมมเบรน (NCM) ลงบนแผนรอง (Backing card) จากนั้นจึงวางแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release 

pad) ซ่ึงไดรับการพนอนุภาคทองแลวดานลางของแผนเมมเบรนโดยใหเหลื่อมกับแผนเมมเบรนประมาณ 1 

mm จากนั้นจึงวางแผนรับตัวอยาง (Sample application pad) โดยใหเหลื่อมกับแผนซับอนุภาคทอง 

(Conjugate release pad) ประมาณ 1 mm เชนกัน และวางแผนดูดซับ (Absorbance pad) ดานบนของ

แผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) โดยใหเหลื่อมกับแผนเมมเบรนประมาณ 1 mm เม่ือประกอบเสร็จแลว

จึงนําไปตัดเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดกวาง 0.35 cm เพ่ือใหสามารถใสลงตลับได 

ผลการทดลองและอภิปราย 

 การผลิตโปรตีน Cry9C ของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมและการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ 

 สามารถผลิตโปรตีน Cry9c ของขาวดัดแปลงพันธุกรรมในระบบเซลลแบคทีเรีย และหลังทํา

บริสุทธิ์พบวาโปรตีน Cry9c มีขนาดประมาณ 48 kDa 

 การหาคาตวามเขมขนของโปรตีน Cry9c ท่ีทําใหบริสุทธิ์ 

 สราง Standard curve ของ BSA ไดกราฟสมการเสนตรงคือ y = 0.023x + 0.543 และ R² = 

0.875 เม่ือนําคาดูดกลืนแสงท่ีวัดไดจาก Cry9c [1-2] ท่ีอัตราสวน 1:10 มาคํานวน พบวาไดความเขมขนของ

โปรตีน Cry9c [1-2] ประมาณ 250 mg/ml 

 การผลิตแอนตี้ซีรัมจากกระตาย และวัดคาไตเตอร  

 ทดสอบคาไตเตอรแอนติซีรัม 1 – 6 ดวยเทคนิค Indirect-Elisa พบวา แอนติซีรัม 4 มีคาไต

เตอรสูงสุดเทากับ 1: 102,400 แสดงวาแอนติซีรัมตัวนี้ มีความเขมขนของ IgG มากท่ีสุด จึงทําใหคาไตเตอร

ของปฏิกิริยาสูงท่ีสุด 

          การทดสอบ NCM ELISA (Dot blot) 

 นํา Antiserum   6/2 มาทดสอบดวยวิธี NCM ELISA โดยหยดโปรตีน Cry9c ลงบนแผน 

nitrocellulose membrane ท่ีความเขมขน 25 ng/µl, 50 ng/µl, 75 ng/µl, 100 ng/µl และ 1 mg/µl 

จากนั้นทดสอบ Dot blot ดวย Antiserum   6/2 ท่ีอัตราสวน 1: 2,000 พบวา Antiserum   6/2 สามารถ

เกิดปฏิกิริยาไดดี สามารถจับกับโปรตีน Cry9c และตกตะกอนไดท่ีความเขมขนทุกคาความเขมขนโดยไม

เกิดปฏิกิริยากับ Buffer negative control และ BSA negative control    

 ภาวะท่ีเหมาะสมตอการ Conjugate ระหวางอนุภาคทองคําและแอนตีบอดี 

 ทดสอบผสมสารละลายอนุภาคทองคําขนาดเสนผาศูนยกลาง 40 nm กับ IgG ใหไดความเขมขน

สุดทายเทากับ 3.4 µg/ml – 34 µg/ml, 51 µg/ml, 68 µg/ml และ 85 µg/ml  บมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 

นาที แลวเติม NaCl 10% W/V 100 µl เพ่ือหยุดปฏิกิริยาการจับกันของอนุภาคทองคํากับ IgG บมอีก 5 นาที 



51 
 

วัดคา Absorbance ในชวงความยาวคลื่นตั้งแต 400 – 800 nm พบวาปริมาตร IgG ท่ีดีท่ีสุดท่ีเติมลงใน

สารละลายอนุภาคทองคําเพ่ือ Conjugate ท่ี pH 7.4 คือ 6 µl โดยมีคา λmax เทากับ 530 nm  และคา 

Absorbancemax  เทากับ ∆Absorbancemax = 0.0957  

 สวนของสารละลายอนุภาคทองคําท่ี pH 9 ปริมาตร IgG ท่ีดีท่ีสุดท่ีเติมลงในสารละลายอนุภาค

ทองคําเพ่ือ Conjugate ท่ี pH  9 คือ 5 µl โดยมีคา λmax เทากับ 530 nm  และคา Absorbancemax   เทากับ 

0.3284 และ ∆Absorbancemax = 0.0879  

 โดยหาก IgG สามารถจับกับ Colloidal gold ไดอยางสมบูรณ คาดูดกลืนแสงท่ีไดจาก

สารละลาย Colloidal gold-IgG ควรมีคามากกวาหรือเทากับคาท่ีไดจากสารละลาย Colloidal gold อยาง

เดียว สําหรับในการทดลองนี้พบวาคา ∆Absorbancemax ท่ีไดจากสารละลาย Colloidal gold-IgG pH9 มีคา

นอยกวาคา  ∆Absorbancemax ท่ีไดจากสารละลาย Colloidal gold-IgG pH 7.4 ดังนั้นมีแนวโนมวาท่ี pH 

สูง IgG Cry9c นาจะเชื่อมกับ gold particle ไดมากกวาท่ี pH ต่ํา และการท่ีคา Abs ของ Colloidal gold-

IgG ข้ึนไมถึงคา Abs ของ สารละลาย Colloidal gold อาจเปนไปไดวา IgG ท่ีไดยังไมบริสุทธิ์เพียงพอและ

เกิดปฏิกิริยาแบบ Competitive ระหวาง gold particle กับ โปรตีนชนิดอ่ืน ซ่ึงจะตองนํา IgG ไปทําให

บริสุทธิ์อีกครั้ง 

 การเช่ือมอนุภาคทองคําดวยวิธี Nearly-covalent 

 จากปญหาการจับตัวกันของ IgG และ อนุภาคทองซ่ึงมีความไมแนนอนสูงหากมีการเปลี่ยนแปลง

คา pH ในสารละลายเพียงเล็กนอย ทําใหหลุดออกจากกันไดเพราะเปนการจับตัวกันโดย Electrostatic force 

จึงทดลองเชื่อม  IgG และ อนุภาคทองดวยโมเลกุลท่ีมีลักษณะเปนสายโพลิเมอร หรือ Heterofuntional 

Linker เขากับตําแหนง Fc ของแอนติบอดีบริเวณหมูคารโบไฮเดรต (polysaccharide) โดยการผสม

แอนติบอดี กับ Sodium periodate (NaIO4) เพ่ือใหเกิดปฏิกิริยา Coupling ระหวางแอนติบอดีและอนุภาค

ทองโดยพันธะก่ึงโควาเลน หรือ Nearly-covalent ซ่ึงจะทําใหแอนติบอดีและอนุภาคทองคําหลุดออกจากกัน

ไดยาก และ Blocking บริเวณท่ีไมมี Linker จับดวยโปรตีน BSA 10% เพ่ือปองกัน Non-specific binding  

 เปรียบเทียบความเสถียรของอนุภาคทองคําท่ีเชื่อมกับแอนติบอดีแลวระหวางการจับกันแบบ 

Electrostatic force และ การใชวิธี Nearly-covalent เปรียบเทียบกราฟผลการวัดคา Absorbance UV-

Vis spectra  ชวงความยาวคลื่นแสง 400 – 800 nm ระหวาง IgG-linker และ อนุภาคทองคํา (Nearly-covalent) 

กับ IgG ท่ีเชื่อมกับอนุภาคทองคําแบบปกติ (Electrostatic force) ท่ีอุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 0 ชั่วโมง 24 

ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง  )ภาพท่ี  12) พบวาการเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG-linker มีความเสถียรและมีความ

หนาแนนของ IgG บนอนุภาคทองคํามากกวาการเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG ปกติโดยคา Absorbancemax 

ของการเชื่อม อนุภาคทองคํากับ IgG-linker ท่ี เวลา 0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมงมีคามากกวาคา 

Absorbancemax ของการเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG ปกติและเม่ือเวลาผานไปพบวา คา Absorbancemax 

ของการเชื่อม อนุภาคทองคํากับ IgG-linker ลดลงเล็กนอยและหยุดอยูท่ีระหวาง 0.3155 – 0.3194 ในขณะท่ี

คา Absorbancemax ของการเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG ปกติมีคาลดลงอยางรวดเร็วใน 48 ชั่วโมง  
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 จากการทดลองพบวาอุณหภูมิการเก็บรักษาอนุภาคทองคําท่ีเชื่อมกับแอนติบอดี้แลวมีผลตอ

ความเสถียรของแอนติบอดี้บนอนุภาคทองคําดวย โดยพบวาการเก็บรักษาอนุภาคทองคําท่ีเชื่อมกับแอนติบอดี้

แลวท่ีอุณหภูมิหอง ทําใหแอนติบอดี้หลุดออกจากอนุภาคทองคําไดงายและเร็วกวาท่ีอุณหภูมิ 4oC ท้ังสองกรณี

คือท้ังการเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG-linker และ การเชื่อมอนุภาคทองคํากับ IgG ปกติ  )ภาพท่ี  14,15   (แตใน

กรณีของการเชื่อมดวย IgG-linker ก็ยังมีความเสถียรมากกวา IgG ปกติถึงแมจะเปนท่ีอุณหภูมิหองก็ตามแตคา 

Absorbancemax  ของการเชื่อมดวย IgG-linker หยุดอยูท่ี 0.341-0.374 ท่ี 48 ชั่งโมง (ภาพท่ี 15) ในขณะท่ี

การเชื่อมดวย IgG นั้น IgG หลุดออกจากอนุภาคทองคําท้ังหมดท่ีอุณหภูมิหอง ท่ี 48 ชั่วโมง                  

(ภาพท่ี 14)  (โดยคา Absorbancemax กลับไปเทากับอนุภาคทองคํา Control) ท่ี 48 ชั่วโมง 

- การทดสอบหาปริมาตรท่ีเหมาะสมของ IgG-linker ในการเชื่อมกับอนุภาคทอง 

  พบวาการผสม IgG-linker ปริมาตร 50 µl กับสารละลายอนุภาคทองคํา ไดคา λmax ท่ี 533 nm 

ซ่ึงไมเกิน 10 nm เม่ือเทียบกับคา λmax ของอนุภาคทองคํา และคา Absorbancemax ดีท่ีสุดเทากับ 0.3563 

ดังนั้นจึงใชปริมาตร IgG-linker ท่ีอัตราสวน 50 µl/ml gold solution ในการผสมสารละลายอนุภาคทองกับ 

IgG-linker  

- การทดสอบ NCM ELISA (Dot blot) กับอนุภาคทองคําท่ีเชื่อมดวย IgG-linker 

 พบการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีบนอนุภาคทองกับโปรตีนเม่ือบมท่ีอุณหภูมิหอง 3 ชั่วโมง

ไปแลวโดยปฏิกิริยาสามารถเกิดข้ึนไดถึงอัตราสวน 1:256 หรือ ประมาณ 390 µg/mlและไมเกิดปฏิกิริยากับ

โปรตีน CryIAB และ Negative control buffer (ภาพท่ี 1)   

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงผลการทดสอบ Dot blot จากอนุภาคทองคําท่ีเชื่อมกับ IgG-linker 

-การประกอบชุดตรวจสอบ Strip test 

 การทดสอบปริมาณความเขมขนของอนุภาคทองท่ีเหมาะสมในการพนลงบนแผน Gold 

conjugate release pad พบวาท่ีความเขมขน 15 µl/cm ให Test-line และ Control-line ท่ีชัดเจนท่ีสุด  

 เตรียมแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนโดยขีดเสน Test line ดวย IgG Cry9c ความเขมขน 2.5 

mg/ml และ Control line ดวย Goat anti- rabit IgG ความเขมขน  1 mg/ml แลวนําไปแชใน Blocking 

buffer (PBS (0.001 mol/L, pH 7.4), 1% concentration BSA) 30 นาที ท่ี 37oC และตากใหแหงท่ี 37 oC 
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ประกอบชุดตรวจสอบโดยวางแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) ลงบนแผนรอง   (Backing card) จากนั้น

จึงวางแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) ซ่ึงไดรับการพนอนุภาคทองแลวดานลางของแผนเมม

เบรนโดยใหเหลื่อมกับแผนเมมเบรนประมาณ 1 mm จากนั้นจึงวางแผนรับตัวอยาง  )Sample application 

pad) โดยใหเหลื่อมกับแผนซับอนุภาคทอง (Conjugate release pad) ประมาณ 1 mm เชนกัน และวาง

แผนดูดซับ (Absorbance pad) ดานบนของแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (NCM) โดยใหเหลื่อมกับแผนเมม

เบรนประมาณ 1 mm เม่ือประกอบเสร็จแลวจึงนําไปตัด เปนชิ้นเล็กๆ ขนาดกวาง 0.35 cm เพ่ือใหสามารถ

ใสลงตลับได  

 การทดสอบปริมาณต่ําสุดท่ีชุด Strip test สามารถตรวจพบโปรตีน Cry9c ได 

 ทดสอบหาปริมาณต่ําสุดท่ีชุด Strip test โดยเจือจางโปรตีนและทดสอบชุด Strip test จาก

ความเขมขนโปรตีนตังแต 50 ng/µl, 25 ng/µl, 10 ng/µl, 5 ng/µl 1 ng/µl  พบวาสามารถตรวจพบโปรตีน 

Cry9c ไดท่ีปริมาณโปรตีน Cry9c ต่ําสุดเทากับ 10 ng/µl 

 

ภาพท่ี 2 แสดงภาพการทดสอบหาปริมาณต่ําสุดของชุด Strip test สามารถตรวจพบโปรตีน Cry9c ได 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 พัฒนาชุดตรวจสอบโปรตีน CRY9C แบบ Strip โดยเหนี่ยวนําการสังเคราะหโปรตีน CRY9C 

จากยีน cry9c ผูวิจัยสกัดโปรตีนรีคอมบิแนนทจากแบคทีเรีย Cry9c-Bl21 เพ่ือใชเปนแอนติเจนผลิตแอนติซีรั่ม 

นําแอนติซีรั่มมาสกัดแอนติบอดีชนิดอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) แลวเชื่อมกับอนุภาคทองคําขนาด 40 นาโนเมตร 

โดยใชแผนไนโตรเซลลูโลส เปนวัสดุนําผานเปรียบเทียบการเชื่อมตอ electrostatic force และ nearly 

covalent พบวาการเชื่อม IgG กับอนุภาคทองคําแบบ nearly covalent ทําใหพันธะของอนุภาคทองคําและ 

IgG มีความเสถียรกวาการเชื่อมแบบ electrostatic force เม่ือนําไปผลิตเปนชุดตรวจสอบโปรตีน พบวาการ

พนอนุภาคทองคํา-IgG ท่ีอัตรา 15ไมโครลิตร/เซนติเมตรใหผลดีท่ีสุดโดยใช Goatanti-rabitIgG ความเขมขน 

330 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ขีดเปนเสน control line และใช Anti-CRY9C IgG ความเขมขน 2.3 มิลลิกรัม/

      

Negative  

buffer 

Cry9c 

50 ng/µl 

Cry9c 

25 ng/µl 

Cry9c 

10 ng/µl 

Cry9c 

5 ng/µl 

Cry9c 

1 ng/µl 
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มิลลิลิตร ขีดเปนเสน Test line ใหผลการตรวจสอบโปรตีนชัดเจนท่ีสุดท้ังนี้จากการทดสอบปริมาณความ

เขมขนต่ําสุดท่ีชุดตรวจสอบสามารถตรวจพบ โปรตีน CRY9C ไดคือ 10นาโนกรัม/ไมโครลิตร เวลาท่ีใชในการ

เกิดปฏิกิริยาจนสามารถมองเห็นไดชัดเจนประมาณ 20 นาทีโดยสามารถเก็บชุดตรวจสอบไดเปนระยะเวลา

ประมาณ 3 เดือน ท่ีอุณหภูมิหอง 

 ท้ังนี้ในการทดลองพัฒนาเชิงพานิชยสามารถกระทําไดโดยการพัฒนาคุณภาพและความบริสุทธิ์

ของ IgG และพัฒนาวิธีการเก็บรักษาเพ่ือใหชุดตรวจสอบมีอายุการเก็บรักษาเพ่ิมข้ึนจาก 3 เดือน เปน 1 ป 

หรือมากกวานั้น ท้ังนี้ชุดตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรมท่ีพัฒนาข้ึน สามารถนํามาใชตรวจวิเคราะหการ

ปนเปอนของโปรตีน Cry9C ในขาวโพด ภายในประเทศ  ซ่ึงจะเปนการลดการนําเขาชุดตรวจสอบจาก

ตางประเทศและลดตนทุนการตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรม  นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนาเชิงพาณิชยเปน 

immune strip ใหมีความสะดวกและรวดเร็วในการใชงานกับพ้ืนท่ีในแปลงปลูกหรือดานตรวจพืชไดอีก

ประการหนึ่งดวย 

การทดลองท่ี 6 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหถั่วเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

Mon 89788, 356043 และ 305423 

 

อรรคพล  ภูมีศรี  ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ปยรัตน ธรรมกิจวัฒน  

ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Arkkapon Phoomeesri  Khanitha Wongwathanarat Piyarat Thammakijjawat 

Prasert Wongwathanarat 

 

บทคัดยอ 

      การตรวจสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788 ดวยวิธี 

real-time PCR ไดคา R2 ความชัน ของกราฟความเขมขนมาตรฐาน และ PCR efficiency อยูในชวงคาปกติ สวน

ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม DP305423 และ DP356043 พบวา คา R2 ความชัน และ PCR efficiency อยูนอก

ชวงคาปกติ ความแมน (accuracy) ความเท่ียง (precision) ของวิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม

ท้ัง 3 ชนิด อยูในเกณฑท่ียอมรับได โดยมีคาการเบี่ยงเบนไมเกินรอยละ 25 และมีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

(RSD) ไมเกินรอยละ 25 ในสวนของความทวนซํ้าได (repeatability) พบวา วิธีการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัด

แปรพันธุกรรมท้ัง 3 ชนิด มีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของความทวนซํ้าได (RSDr) อยูในเกณฑปกติ คือ ไมเกิน

รอยละ 25 ความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ีสามารถหาปริมาณไดอยางนาเชื่อถือ (LOQ) ในถ่ัว

เหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788, DP305423 และ DP356043 เทากับรอยละ 0.1, 0.5 และ 0.5 ตามลําดับ 
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ความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ีสามารถตรวจพบไดอยางนาเชื่อถือ (LOD) เทากับรอยละ 0.05, 

0.5 และ 0.1 ตามลําดับ 

คําสําคัญ : real-time PCR, LOD   

บทนํา 

     ปจจุบันหองปฏิบัติการตรวจสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรม

วิชาการเกษตร ยังไมมีบริการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788, DP305423 และ 

DP356043 เปนงานประจํา แตเนื่องจากการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมมีจํานวนมากข้ึนเรื่อยๆ และประเทศ

ไทยตองเปดการคาเสรี ทําใหสินคาเกษตรจากประเทศเพ่ือนบานและประเทศอ่ืนๆเขามาในประเทศไดงาย 

สงผลใหสินคาเกษตรของไทยมีความเสี่ยงตอการปนเปอนพืชดัดแปรพันธุกรรมโดยเฉพาะถ่ัวเหลืองท่ีมีการปลูก

เพ่ือการคาเพ่ิมมากข้ึนเรื่อยๆ ซ่ึงจะมีผลกระทบตอการสงออกสินคาเกษตร จึงตองเตรียมการและพัฒนา

เทคนิคการตรวจถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788, DP305423 และ DP356423 ใหไดตาม

มาตรฐานสากล เพ่ือใหประเทศคูคาเกิดความม่ันใจ ขอมูลโดยสังเขปของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมท้ัง 3 ชนิด  

ไดแก MON89788 ผลิตโดยบริษัท Monsanto โดยการตัดตอยีน Cp4EPSPS เขาสูถ่ัวเหลืองเพ่ือใหตานทาน

สารกําจัดวัชพืชจําพวก Glyphosate สวน DP305423 ผลิตโดยบริษัท Dupont Pioneer โดยการตัดตอยีน 

FAD2-1 เขาสูถ่ัวเหลือง เพ่ือเพ่ิมปริมาณกรดโอเลอิคใหสูงข้ึนและลดปริมาณกรดไลโนเลอิคใหต่ําลง และ 

DP356423 ผลิตโดยบริษัท Dupont Pioneer โดยการตัดตอยีน gat 4601 และ gm-hra เขาสูถ่ัวเหลือง เพ่ือ

เพ่ิมความตานทานสารกําจัดวัชพืชจําพวก Glyphosate และ ALS inhibiting (Meyer et al., 2006) 

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

          โดยปกติ เม่ือตองพัฒนาวิธีการตรวจยีนชนิดใหม หองปฏิบัติการฯ จะตรวจวิเคราะหและจําแนกยีน

โดยอางอิงวิธีการอางอิง (reference method) ท่ีใชในหองปฏิบัติการของสหภาพยุโรป (the European 

Network of GMO Laboratories ENGL) หองปฏิบัติการฯ จะอางอิงลําดับเบสของโอลิโกนิวคลีโอไทดท่ีใช

ออกแบบเปนไพรเมอรและโพรบ รวมไปถึงอุณหภูมิในวงจรการทํางานของวิธีการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอดวยวิธี 

real-time PCR ถึงแมวาจะนําวิธีการจากหองปฏิบัติการอางอิงมาใช แตก็ไมสามารถทําตามวิธีการตรวจ

วิเคราะหท่ีหองปฏิบัติการอางอิงระบุไวไดท้ังหมด เนื่องจากหองปฏิบัติการฯ มีปจจัยทางดานอุปกรณ สารเคมี 

แตกตางจากหองปฏิบัติการของสหภาพยุโรป จึงมีความจําเปนท่ีตองดัดแปลงวิธีการบางข้ันตอนเพ่ือให

สามารถนํามาใชในหองปฏิบัติการของกรมวิชาการเกษตรได และตองตรวจสอบความใชไดของวิธีการเพ่ือ

พิจารณาวา วิธีการดัดแปลง (in-house method) นี้มีความถูกตอง นาเชื่อถือ สามารถใชไดกับอุปกรณ และ

สารเคมี ในหองปฏิบัติการฯหรือไม  วิธีการดัดแปลงท่ีจะใชในหองปฏิบัติการฯมีความแตกตางจากวิธีการ

อางอิง (Delobel et al., 2008) (Mazzara et al., 2009)  

   การตรวจสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหใชพารามิเตอรหลายอยางในการพิจารณาวา 

สามารถใชวิธีการท่ีดัดแปลงในหองปฏิบัติการไดหรือไม พารามิเตอรเหลานั้นไดแก  ความเปนเสนตรงของ
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ขนาด
(base pair)

Lec for2 CCA GCT TCG CCG CTT CCT TC 20

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

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

MON89788-F TCC CGC TCT AGC GCT TCA AT 20

MON89788-R TCG AGC AGG ACC TGC AGA A 19

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

DP305-f1 CGT GTT CTC TTT TTG GCT AGC 21

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

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

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

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

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

ร   แส อมูลไ รเมอรแล โ ร ใ ใน ร ลอ

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

ตรวจยีน MON89788

 event-specific

รอยต่อระหว่างยีนถั�วเหลืองกับยีน MON89788 

(Transgene-soybean genome junction site)

ตรวจยีน DP305423 

event-specific

รอยต่อระหว่างยีนถั�วเหลืองกับยีน DP305423 

(Transgene-soybean genome junction site)

ตรวจยีน DP356043 

event-specific

รอยต่อระหว่างยีนถั�วเหลืองกับยีน DP356043 

(Transgene-soybean genome junction site)

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

endogenous 

(lectin)

ยีนถั�วเหลือง

กราฟความเขมขนมาตรฐาน ความแมน ความเท่ียง ความเบี่ยงเบน ความทวนซํ้าได ความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดท่ี

สามารถตรวจพบไดอยางนาเชื่อถือ และความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดท่ีสามารถหาปริมาณไดอยางนาเชื่อถือ โดยใน

งานวิจัยมีวิธีการดําเนินการวัดคาพารามิเตอรตางๆ ดังนี้ 

 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

Mon 89788, 356043 และ 305423 ดําเนินการท่ี สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ใน

ป 2555- 2557 ระยะเวลา 2 ป มีวิธีการ  

1. พืชท่ีใชในการทดลอง 

                 ใชสารมาตรฐานท่ีไดรับการรับรองแลว (Certified reference material: CRM) 3 ชนิด ไดแก 

ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788 DP305423 และ DP356043 ในระดับการปนเปอนรอยละ 10 โดย 

CRM ท้ัง 3 ชนิดอยูในรูปผงละเอียดซ่ึงไดจากการบดเมล็ดถ่ัวเหลืองใหเปนเนื้อเดียวกัน CRM ของ 

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

DP305423 และ DP356043 จัดซ้ือจาก Institute for Reference Materials and Measurements 

(IRMM) (Geel, Belgium) 

          2. ไพรเมอรและโพรบ 

                ใชฐานขอมูล Online วิธีการตรวจวิเคราะหท่ีจัดทําโดยหองปฏิบัติการสหภาพยุโรป (Delobel 

et al., 2008) (Mazzara et al., 2009) ซ่ึงระบุลําดับเบสของโอลิโกนิวคลีโอไทดท่ีใชเปนไพรเมอรและโพรบ

ไวในเอกสารวิธีการตรวจวิเคราะห ท้ังไพรเมอรและโพรบท่ีใชในงานวิจัยนี้ไดรับการสังเคราะหโดยบริษัท 

SIGMA ลําดับเบสของไพรเมอรและโพรบแสดงไวในตารางท่ี 1 ดังนี้        

ตารางท่ี 1 แสดงขอมูลไพรเมอรและโพรบท่ีใชในการทดลอง 
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          3. การสกัดดีเอ็นเอ 

                 ใชชุดสกัดดีเอ็นเอ GeneScan รวมกับ lysis buffer ของ Eurofins (Hamburg, Germany) ใน

การสกัดดีเอ็นเอจาก CRM ท้ัง 3 ชนิด และใช Wizard mini column ในการทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ แลว

ประมาณการความเขมขนของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดโดยใชเครื่อง spectrophotometer จากนั้นจึงเพ่ิมจํานวนดี

เอ็นเอท่ีสกัดไดดวยวิธี real-time PCR แลววิเคราะหผลโดยใชโปรแกรม เพ่ือตรวจสอบความจําเพาะของไพร

เมอรและโพรบ 

          4. สภาวะท่ีใชในปฏิกิริยา real-time PCR 

                 การเพ่ิมปริมาณยีน endogenous และยีน event-specific โดยวิธี real-time PCR ใชเครื่อง 

LightCycler®480 แลววิเคราะหผลโดยใชโปรแกรม LightCycler®480 Software (Roche Applied 

Science, Mannheim, Germany)  

                 ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา real-time PCR คือ 20 ไมโครลิตร (ul) โดยมีสารชนิดตางๆตามท่ี

แสดงไวในตารางท่ี 2 ดังนี้ 

ตารางท่ี 2 แสดงชนิดสารและปริมาณท่ีใชในปฏิกิริยา PCR 

 
 

                ยีนท้ัง 3 ชนิดไดรับการเพ่ิมปริมาณโดยวิธี real-time PCR ซ่ึงมีข้ันตอน อุณภูมิ และจํานวนรอบ

การทํางานตามท่ีแสดงไวในตารางท่ี 3 ดังนี้ (Delobel et al., 2008) (Mazzara et al., 2009)  

 ตารางท่ี 3 แสดงข้ันตอน อุณหภูมิ และจํานวนรอบการทดงานของปฏิกิริยา Real-time PCR 

 
  

 

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

Forward ไพรเมอร์ 0.5

Reverse ไพรเมอร์ 0.5

โพรบ 0.5

นํ�า 3.5

ดีเอ็นเอต้นแบบ (Template DNA ) 5

ปริมาณรวม
(Master mix + ดีเอ็นเอต้นแบบ)

20

ตารางท  แสดงชนดสารแล ปรมาณทใชในปฏ  

Master mix

1 50 120

1 95 600

Denaturation 95 15

Annealing และ 
Extension

60 60
Amplification 45

อุณหภูมิ (OC)

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

   ุ ู  ฏ   

ขั�นตอน จํานวนรอบการทํ ระยะเวลา (วินาที)
UNG*

Initial denaturation
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 5. สรางกราฟความเขมขนมาตรฐาน 

                ใชคา crossing point (CP) เปนแกน Y และคา log ฐาน 10 ของความเขมขนดีเอ็นเอเปนแกน 

X ในการสรางกราฟความเขมขนมาตรฐาน ข้ันตอนแรก CRM ถูกเจือจางใหมีความเขมขนในระดับตางๆ 

(serial dilution) 4 ระดับ โดยมีจํานวน copy ดีเอ็นเอตั้งแต 21645 ถึง 338 แตละความเขมขนมี 3 ซํ้า 

(replicate) การคํานวณหาจํานวน copy ดีเอ็นเอใน 1 ปฏิกิริยา ทําไดโดยใชสมการดังนี้ 

จํานวน 𝑐𝑜𝑝𝑦 ดีเอ็นเอ =  
ความเขมขนดีเอ็นเอที่ใช (ng/uL) × ปริมาณสารละลายดีเอ็นเอที่ใชใน 1 ปฏิกิริยา (uL)

น้ําหนักดีเอ็นเอจํานวน 1 𝑐𝑜𝑝𝑦
 

                 การทดลองนี้ใชดีเอ็นเอความเขมขน 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และใน 1 ปฏิกิริยาใชสารละลาย

ดีเอ็นเอจํานวน 5 ไมโครลิตร ดังนั้นจึงมีดีเอ็นเอรวมในปฏิกิริยาเทากับ 50 นาโนกรัม (10X5=50) ดีเอ็นเอถ่ัว

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

เม่ือนําไปแทนคาในสมการและคํานวณออกมา ก็จะไดจํานวน copy ยีน 21645 copy เปนความเขมขนดีเอ็น

เอเริ่มตน ดังสมการ 

จํานวน 𝑐𝑜𝑝𝑦 ดีเอ็นเอ =  
10 ng/uL × 5 uL

2.31 𝑝𝑔
= 21645 

                 จากนั้นจึงเจือจางดีเอ็นเอแบบ serial dilution ใหมี 4 ระดับความเขมขน แลวเพ่ิมปริมาณ      

ดีเอ็นเอท้ัง 4 ระดับความเขมขนโดยวิธี real-time PCR โดยทําการทดลองไปพรอมกันทุกซํ้า และทดลองซํ้า

ท้ังหมด 4 รอบ (repeat) บันทึกคา CP และจํานวน copy ดีเอ็นเอท่ีไดจากเครื่อง real-time PCR จากนั้นจึง

หาคาเฉลี่ยของคา CP และจํานวน copy ดีเอ็นเอในแตละระดับความเขมขน แลวคํานวณคา [log จํานวน 

copy ดีเอ็นเอ] ของท้ัง 4 ระดับความเขมขนเพ่ือนํามาสรางกราฟความเขมขนมาตรฐาน  

 6. วัดความเท่ียง (precision) ความแมน (accuracy) และรอยละความเบ่ียงเบน (%bias) ใน

การหาปริมาณการปนเปอนของยีน event-specific  

                Precision แสดงในรูปคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธหรือ RSD (relative standard deviation) 

ซ่ึงในการทดลองนี้ คา RSD ท่ีคํานวณได เปนคาท่ีคํานวณจากจํานวน copy ของยีน lectin และยีน event-

specific ท้ัง 3 ซํ้าในแตละรอบการทดลอง โดยใชโปรแกรม Microsoft excel ชวยในการคํานวณ     

                Accuracy ของวิธีการตรวจวิเคราะห คํานวณไดโดยการเปรียบเทียบรอยละการปนเปอนของยีน 

event-specific ท่ีไดจากการทดลองกับรอยละการปนเปอนจริงท่ีระบุไวโดยบริษัทผูผลิต CRM ซ่ึง Accuracy 

จะรายงานผลในรูปคา %bias ของวิธีการตรวจวิเคราะห สมการท่ีใชในการคํานวณ %bias คือ 

 
                 จากสมการขางตน True value หรือ ‘คาจริง’ ในการทดลองนี้คือคารอยละการปนเปอนจริงท่ี

ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต CRM สวน experimental value หรือ ‘คาท่ีไดจากการทดลอง’ เปนคารอยละการ

ปนเปอนท่ีไดจากการทดลองจริงโดยใชเครื่องมือและอุปกรณของหองปฏิบัติการฯ ท่ีผูวิจัยทําการทดลอง  
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                 การหารอยละการปนเปอนของยีน event-specific (transgene) ดวยวิธี real-time PCR ไดทํา

การทดสอบซํ้า 4 รอบ โดยรอยละการปนเปอนของยีน event-specific คํานวณไดจากการคูณจํานวน copy 

ดีเอ็นเอของยีน event-specific ดวย 100 แลวหารดวยจํานวน copy ดีเอ็นเอของยีน endogenous หรือ 

taxon-specific gene ซ่ึงในการทดลองนี้ ยีน endogenous คือ ยีน lectin สมการท่ีใชในการคํานวณ คือ 

 
 

7. วัดความทวนซํ้าได (repeatability) และความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ี

สามารถหาปริมาณไดอยางนาเช่ือถือ (Limit of quantification: LOQ) 

                 ดําเนินการโดยการเจือจางดีเอ็นเอของยีน lectin และยีน event-specific ดวย non-GM 

soybean ใหไดจํานวน copy ดีเอ็นเอในระดับตางๆ จากนั้นจึงเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวย real-time PCR โดย

ในแตละความเขมขนทําการทดสอบ 3 ซํ้า และทดลองซํ้า 4 รอบ จากนั้นจึงหาคาเฉลี่ยของคา CP ท่ีไดจาก

เครื่อง real-time PCR และวัด repeatability ซ่ึงอยูในรูปคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของความทวนซํ้าได

หรือ RSDr (repeatability relative standard deviation) คา RSDr ไดจากการนําคา CP ท้ังหมดในแต

ระดับความเขมขนดีเอ็นเอใสเขาไปในโปรแกรมคํานวณบนเว็บไซต MiniWebtool©2004   

                 การหาคา LOQ พิจารณาจากผลการทดลองวา ความเขมขนของดีเอ็นเอในระดับใดท่ีเครื่อง 

real-time PCR ยังคงสามารถตรวจจับสัญญาณฟลูออเรสเซนตไดครบทุกซํ้า โดยตองอยูภายใตเง่ือนไขท่ีวา 

ระดับความเขมขนท่ีเปน LOQ ตองมี precision ของคา CP อยูในเกณฑท่ียอมรับได 

8. วัดความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ีสามารถตรวจพบไดอยางนาเช่ือถือ 

(Limit of detection: LOD) 

                 การหาคา LOD ดําเนินการโดยการเจือจางดีเอ็นเอท่ีสกัดจาก CRM  ใหไดระดับความเขมขน

หรือจํานวน copy ของยีนตั้งแต 100 ไปจนถึง 1 แลวนําไปเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอดวย real-time PCR โดยใช

ไพรเมอรท่ีจําเพาะกับยีน event-specific ในถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมแตละชนิด ในแตละระดับ copy มี

ท้ังหมด 10 ซํ้า จากนั้นจึงพิจารณาวาความเขมขนต่ําสุดระดับใดท่ีเครื่อง real-time PCR ยังคงสามารถ

ตรวจจับสัญญาณฟลูออเรสเซนตไดครบทุกซํ้า จากนั้นจึงนําจํานวน copy ต่ําสุดนั้นไปเทียบกับจํานวน copy 

ของยีน endogenous ใน 1 ปฏิกิริยา PCR ซ่ึงในการทดลองนี้คือยีน lectin จํานวน 21645 copy แลว

รายงานผลเปน %LOD (copy/copy%) ตามสมการดังนี้ 
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ผลการทดลองและอภิปราย 

     การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรและโพรบ 

           เม่ือนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไปเพ่ิมจํานวนดวยวิธี real-time PCR โดยใชไพรเมอรและโพรบท่ี

จําเพาะกับยีน endogenous  พบวา ไพรเมอรสามารถเพ่ิมจํานวนยีน lectin ในถ่ัวเหลือง CRM ได ขอมูลนี้

แสดงใหเห็นวาถ่ัวเหลือง CRM ท่ีนํามาทดลองมียีน lectin อยูจริง และสามารถนําไปทดลองในงานวิจัยข้ัน

ตอไปได นอกจากนี้ ไพรเมอรไมสามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอในตัวอยางท่ีเปนขาวและขาวโพด แสดงวา        

ไพรเมอรมีความจําเพาะกับยีน lectin ในถ่ัวเหลืองเทานั้น 

          การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรท่ีใชเพ่ิมจํานวนยีน event-specific ท้ัง 3 ชนิดนั้น ไดนํา

ยีน event-specific ชนิดอ่ืนๆ เชน GA21 NK603 และ Roundup Ready มาทดสอบดวย ผลการทดสอบชี้

วาไพรเมอรและโพรบสามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอไดอยางจําเพาะกับยีน event-specific เปาหมาย และไม

สามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอกับยีนอ่ืนๆได  

 การสรางกราฟความเขมขนมาตรฐาน (Standard curve) เพ่ือตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ   

           การหารอยละการปนเปอนของยีน event-specific ท่ีถูกตัดตอเขาไปในถ่ัวเหลืองดัดแปร

พันธุกรรม MON89788, DP305423 และ DP356043 เปนการหาปริมาณการปนเปอนของยีน event-

specific เทียบกับยีน endogenous (lectin) ซ่ึงเปนยีนอางอิง (reference gene) ท่ีมีอยูแลวในถ่ัวเหลือง 

โดยการเปรียบเทียบจะแสดงผลเปนเปนรอยละ (%) การปนเปอน ดังนั้นการหารอยละการปนเปอนของยีน 

event-specific จะตองหาปริมาณท้ังยีน event-specific และยีน endogenous ควบคูไปพรอมกันเสมอ 

การคํานวณหาปริมาณของยีน event-specific และยีน endogenous สามารถทําไดโดยการสรางกราฟความ

เขมขนมาตรฐานของท้ังยีน event-specific และยีน endogenous กราฟความเขมขนมาตรฐานเปนกราฟท่ี

สรางโดยใชคาเฉลี่ย crossing point (CP) เปนแกน X และคาเฉลี่ย [log ของความเขมขนของดีเอ็นเอ] เปน

แกน Y สามารถสรางเปนกราฟความเขมขนมาตรฐานของยีน lectin และยีน event-specific ในถ่ัวเหลืองท้ัง 

3 ชนิด ดังนี้ 
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ภาพท่ี 1 A, C และ E แสดงกราฟความเขมขนมาตรฐานของ Lectin endogenous gene สําหรับถ่ัวเหลือง

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

เขมขนมาตรฐานของ Transgene ในถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม Mon 89788, DP 305423 และ DP356043 

ตามลําดับ  

 จากภาพท่ี 1 แสดงใหเห็นวาการตรวจสอบ ท้ัง endogenouse gene และ envent-specific 

gene ในสวนของขาวโพด MON89788, ถ่ัวเหลือง DP305423 และถ่ัวเหลือง DP356043 มีคาความชันและ

คา R2 อยูในเกณฑท่ียอมรับได สวนคาคา PCR efficiency ของ endogenouse gene และ envent-

specific สําหรับ ขาวโพด MON89788 เทากับ รอยละ 96.35 , ถ่ัวเหลือง DP305423 (รอยละ 94.7, รอยละ 

102.9) และถ่ัวเหลือง DP356043 (รอยละ 87.5, รอยละ 88.5)  ซ่ึง R2 ท่ียอมรับไดควรมีคาเทากับหรือ

มากกวา 0.98 เปนคาท่ีบงชี้ถึงความนาเชื่อถือในการประมาณคาบนแกน X โดยใชคาบนแกน Y หรือการใชคา

บนแกน Y ในการประมาณคาบนแกน X คาความชันของกราฟมีความสัมพันธกับประสิทธิภาพของการเพ่ิม

จํานวนผลิตภัณฑในปฏิกิริยา PCR (PCR efficiency) คาความชันท่ีอยูในเกณฑยอมรับไดควรอยูระหวาง -3.1 

ถึง -3.6 คา PCR efficiency ท่ีไดจากเครื่อง real-time PCR ควรมีคาอยูระหวางรอยละ 95 กับ 105 (Hougs 

และ Žel, 2011) 

         ดังนั้นจึงสามารถใชกราฟความเขมขนมาตรฐานท้ัง 2 กราฟในการคํานวณปริมาณของยีน 

endogenous และยีน event-specific ในถ่ัวเหลือง MON89788 มีความนาอยางนาเชื่อถือ   สวนถ่ัวเหลือง 

DP305423 กราฟความเขมขนมาตรฐานของยีน event-specific มีความเปนเสนตรงสูง แตกราฟความเขมขน
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มาตรฐานของยีน endogenous มีความเปนเสนตรงท่ีคลาดเคลื่อนไปจากคาปกติ ซ่ึงอาจสงผลตอความ

แมนยําและความนาเชื่อถือในการคํานวนปริมาณยีน lectin และถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม DP305423 

สําหรับกราฟในสวนของยีน endogenous และ event-specific อยูนอกชวงคาปกติ  

         สาเหตุท่ีทําใหคาความชัน R2 และ PCR efficiency ในถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม DP305423 

และ DP356043 ไมอยูในชวงคาปกติ อาจเกิดจากการมี PCR inhibitor หรือตัวยับยั้งปฏิกิริยา PCR รวมไปถึง

ความไมสอดคลองกันของปริมาณไพรเมอร/โพรบ กับจํานวนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกิริยา PCR โดยอาจมีสาร

ชนิดใดชนิดหนึ่งนอยหรือมากจนเกินไป สงผลใหไพรเมอร/โพรบ ไมสามารถจับกับดีเอ็นเอตนแบบไดอยาง

สมบูรณ ประสิทธิภาพในการเพ่ิมจํานวนผลิตภัณฑ PCR จึงลดลง สงผลใหไดคา R2 ไมอยูในชวงคาปกติ และ 

PCR efficiency ต่ํากวาปกติเล็กนอย  

 การวัดความเท่ียง (precision) ความแมน (accuracy) และรอยละการเบ่ียงเบน (%bias) ใน

การหาปริมาณการปนเปอนของยีน event-specific  

          ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมท่ีใชในการทดลองครั้งนี้ เปนถ่ัวเหลืองท่ีมียีน event-specific 

ปนเปอนอยูในปริมาณรอยละ 10 ดังนั้นจึงตองตรวจสอบวา อุปกรณ เครื่องมือ และวิธีการท่ีดัดแปลง สามารถ

ใหผลการตรวจท่ีมี ‘ความแมน’ และ ‘ความเท่ียง’ ในการหารอยละการปนเปอนของยีน event-specific 

เพียงใด รวมท้ังตรวจสอบวาหองปฏิบัติการฯ สามารถตรวจหารอยละการปนเปอนไดใกลเคียงหรือเบี่ยงเบนไป

จากปริมาณการปนเปอนท่ีบริษัทผูผลิตระบุไวท่ีรอยละ 10 หรือไม ซ่ึงจากการตรวจสอบพบวา คาเบี่ยงเบน

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

ยีน event-specific ท้ัง 3 ชนิด ในการทดลองท้ัง 4 รอบ อยูในเกณฑท่ียอมรับได โดยการวัดคา RSD (%) ใน

การหาปริมาณยีน event-specific ชนิด MON89788 DP305423 และ DP356043 ท้ัง 4 รอบ อยูในชวง

คาท่ียอมรับได คือ ไมเกินรอยละ 25 (Hougs และ Žel, 2011) แสดงวา อุปกรณ และสารเคมี รวมท้ังวิธีการท่ี

ดัดแปลงใหเขากับหองปฏิบัติการฯ สามารถใหผลการตรวจท่ีมีความเท่ียงสูง นั่นคือจํานวน copy ของ 

endogenous gene (lectin) และยีน event-specific ท้ัง 3 ชนิดท่ีไดจากการทดลองซํ้าในแตละครั้งมีความ

ใกลเคียงกัน และจํานวน copy ยีนไมแกวงออกไปจากคาเฉลี่ยมากนัก ยกเวนการทดลองครั้งท่ี 2 ในการหา

ปริมาณยีน event-specific ในถ่ัวเหลือง DP356043 ท่ีไดคา RSD เทากับรอยละ 26.94 ซ่ึงออกนอกชวงคา

ปกติไปเล็กนอย    

          ในสวนของความแมนของวิธีการตรวจ จะตรวจวัดโดยการเปรียบเทียบรอยละการปนเปอนของ

ยีน event-specific ท่ีไดจากการทดลอง กับรอยละการปนเปอนจริงท่ีระบุไวโดยบริษัทผูผลิต CRM จากการ

ทดลองคํานวณรอยละการเบี่ยงเบน (% bias) เทากับรอยละ 4.75 ซ่ึงอยูในเกณฑท่ียอมรับได (±25%) 

สําหรับการทดลองท้ัง 4 รอบ สําหรับยีน MON89788 สวนยีน DP305423 และ DP356043 มีคาเฉลี่ย      

% bias เทากับรอยละ 6.82 และ 10.33 ตามลําดับ โดยท้ัง 2 คาอยูในชวงคาปกติ (±25%) (Hougs และ 

Žel, 2011) ดังนั้น อุปกรณ เครื่องมือ และวิธีการท่ีดัดแปลงใหเขากับหองปฏิบัติการฯ สามารถตรวจหารอย

ละการปนเปอนไดใกลเคียงกับคาจริง  

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

สามารถหาปริมาณไดอยางนาเช่ือถือ (Limit of quantification: LOQ) 

           ความทวนซํ้าเปนพารามิเตอรท่ีบงชี้วา คาท่ีไดจากการทดลองซํ้าในแตละครั้งมีความแปรปรวน

มากนอยเพียงใดเม่ือทําการตรวจวัดโดยผูตรวจวัดคนเดียวกัน ตรวจวัดโดยใชวิธีการเดียวกัน ใชเครื่องมือ

ตรวจวัดเดียวกัน ตรวจวัดในสถานท่ีเดียวกัน และตรวจวัดในระยะเวลาท่ีใกลเคียงกัน วิธีการตรวจวิเคราะหท่ี

ดัดแปลงใหเขากับหองปฏิบัติการฯ ควรมีความทวนซํ้าไดอยูในเกณฑดี โดยความทวนซํ้าไดจะรายงานผลในรูป

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของความทวนซํ้าได (relative repeatability standard deviation: RSDr) ซ่ึง

คา RSDr ท่ียอมรับไดควรมีคาไมเกินรอยละ 25 (Hougs และ Žel, 2011) และจากการทดสอบพบวาคา (% 

RSDr) ของการเพ่ิมจํานวนยีน endogenous (lectin) ในทุกระดับความเขมขน  มีคาอยูในเกณฑท่ียอมรับได 

ไมเกินรอยละ 25 ดังนั้น วิธีการดัดแปลงสามารถใหผลการตรวจวิเคราะหท่ีมีความแปรปรวนนอย เม่ือตรวจวัด

โดยผูตรวจวัดคนเดียวกัน ตรวจวัดโดยใชวิธีการเดียวกัน ใชเครื่องมือตรวจวัดเดียวกัน ตรวจวัดในสถานท่ี

เดียวกัน และตรวจวัดในระยะเวลาท่ีใกลเคียงกัน    

          การเพ่ิมจํานวนยีน event-specific ดวยวิธี real-time PCR ดําเนินการไปพรอมๆกันกับการ

เพ่ิมจํานวนยีน endogenous เพ่ือท่ีจะคํานวณความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดท่ีสามารถหาปริมาณไดอยางนาเชื่อถือ 

(LOQ) ซ่ึงคา LOQ ของการทดสอบยีน MON89788 เทากับรอยละ 0.092 แต LOQ ท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง 

(reference method) ซ่ึงระบุวามีคาเทากับรอยละ 0.09 ซ่ึงพบวามีความใกลเคียงกันพอสมควร เชนเดียวกับ 

DP305423 คา LOQ อยูท่ีรอยละ 0.462 หรือประมาณรอยละ 0.5 (%copy/copy) แต LOQ ท่ีระบุไวใน

วิธีการอางอิง (รอยละ 0.08) และการทดสอบยีน DP3560433 มีคา LOQ เทากับรอยละ 0.462 หรือประมาณ

รอยละ 0.5 (%copy/copy) ซ่ึง LOQ ท่ีไดจากการทดลองนี้มีคาสูงกวาคา LOQ ท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง 

(รอยละ 0.08) สาเหตุอาจเกิดจากวิธีการดัดแปลงใชดีเอ็นเอตนแบบท่ีมีความเขมขนคอนขางต่ําเม่ือ

เปรียบเทียบกับวิธีการอางอิง  

    การหาความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ีสามารถตรวจพบไดอยางนาเช่ือถือ 

(Limit of detection: LOD) 

          พบวาการตรวจสอบยีน MON89788 ใหคาความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีน event-specific ท่ี

สามารถตรวจพบไดอยางนาเชื่อถือ โดยวิธี real-time PCR (LOD) คือ 10 copy ของยีน หรือรอยละ 0.05 

(% copy/copy) ซ่ึงแตกตางไปจากคา LOD ท่ีระบุไวในวิธีการอางอิงเล็กนอย (รอยละ 0.045)  ส ว น  LOD 

ของการตรวจสอบยีน DP305423 คือ 100 copy ของยีน หรือรอยละ 0.5 (%copy/copy) ซ่ึงแตกตางจาก

คา LOD ท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง (รอยละ 0.04) พอสมควร และ LOD ของการตรวจสอบยีน DP356043 คือ 

20 copy หรือรอยละ 0.1 (%copy/copy) ซ่ึงแตกตางจากคา LOD ท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง (รอยละ 0.04) 

เชนเดียวกับยีน DP305423 ซ่ึงสาเหตุอาจเกิดจากวิธีการดัดแปลงใชดีเอ็นเอตนแบบท่ีมีความเขมขนคอนขาง

ต่ํา (10 ng/ul) เม่ือเปรียบเทียบกับความเขมขนของดีเอ็นเอตนแบบท่ีใชในวิธีการอางอิง (ไมเกิน 100 ng/ul)  

 

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

     คาพารามิเตอรตางท่ีตรวจวัดไดจากการทดลองในหองปฏิบัติการ สําหรับถ่ัวเหลืองดัดแปร

พันธุกรรมท้ัง 3 ชนิด แสดงไวในตารางท่ี 4 ดังนี้ 

ตารางท่ี 4 สรุปคาพารามิเตอรของการตรวจสอบความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัด

แปรพันธุกรรม Mon89788 และ DP356043 

 
 

                จะเห็นไดวาคาพารามิเตอรท่ีไดจากการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม MON89788 

อยูในชวงคาปกติท้ังหมด ในสวนของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม DP305423 นั้น พารามิเตอรของความเปน

เสนตรง (Linearity) ไมอยูในชวงคาปกติ ซ่ึงไดแก ความชัน (slope) และ PCR efficiency ของยีน 

endogenous นอกจากนี้ ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม DP356043 ก็มีความชันและ PCR efficiency ของท้ัง

ยีน endogenous และยีน event-specific ไมอยูในชวงคาปกติเชนกัน โดยอาจมีสาเหตุตามท่ีไดกลาวมาแลว

ในผลการทดลองและวิจารณ 

            นอกจากพารามิเตอรท่ีกลาวมาแลวขางตน คา LOD และ LOQ ท่ีไดจากวิธีการดัดแปลงก็

แตกตางไปจากท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง โดยเฉพาะคา LOD และ LOQ ของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

DP305423 และ DP356043 หากตองนําวิธีการดัดแปลงนี้ไปใชจริงในหองปฏิบัติการ อาจตองเพ่ิมความ

เขมขนของดีเอ็นเอตนแบบใหมากข้ึนเพ่ือใหไดคา LOD และ LOQ ใกลเคียงกับท่ีระบุไวในวิธีการอางอิง         

การทดลองท่ี 7 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหขาวโพดดดัแปรพันธุกรรม 

Mon 88017, Mon89034, MIR604 และ MIR162 

 

ปยรัตน ธรรมกิจวัฒน  พงศกร สรรควิทยากุล  อรรคพล ภูมีศรี 

ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ประเสริฐ วงศวัฒนารัตน 

Piyarat Thammakijjawat  Pongsakorn Sunvittayakul  Arkkapon Phoomeesri 

Khanitha Wongwathanarat   Prasert Wongwathanarat 

 

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

2 1.000 1.000 1.000 0.999 1.000 0.999 0.98-1.000

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

  ุ ุ     

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

ค่าที�วัดได้ในห้องปฏิบัติการ
MON89788 DP305423 DP356043 ค่าปกติ*พารามิเตอร์
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บทคัดยอ 

 ความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 88017, Mon89034, 

MIR604 และ MIR162 เชิงคุณภาพและปริมาณ ดวยวิธีมาตรฐาน JRC-EURL ดําเนินการระหวางป 2556-

2558 ท่ีหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหพืชและสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม อาคารปฏิบัติการ สํานักวิจัยพัฒนา

เทคโนโลยีชีวภาพ โดยทดสอบวิธีการตรวจวิเคราะหวัสดุอางอิงของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตางๆ 

สกัดดีเอ็นเอดวย GeneScan Extraction buffer นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน Wizard 

Miniprep DNA Purification วัดปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอดวยสเปกโตรโฟโตมิเตอร จากนั้นเจือจางดีเอ็น

เอใหมีความเขมขน 40 และ 20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR ดวยเครื่องเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริง LightCycler480  ตรวจความจําเพาะของคูไพรเมอรสําหรับแตละกรณี 

และทดสอบวิธีการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณเทียบกับยีนอางอิงพืชโดยไพรเมอร Adh1 หรือ hmg ตาม

กรรมวิธีมาตรฐาน สรางกราฟมาตรฐานและวิเคราะหการเจือปน ผลการทดสอบพบวาการตรวจวิเคราะหเชิง

คุณภาพแตละคูไพรเมอรมีความจําเพาะในการตรวจยีน Mon88017 Mon89034 MIR604 และ MIR162 ท่ี 

LOD 0.1 % การวิเคราะหคาการทวนซํ้าของวิธี (repeatability) อยูในคามาตรฐาน RSdr < 0.5 คา Slope 

การทดสอบอยูในคามาตรฐาน คือ -3.2 ถึง -3.6 ท้ัง target gene และ reference gene คา R2 coefficient 

สูงกวา 0.98  คาความเท่ียงตรง (Trueness) พบวามีบางความเขมขนของตัวอยางวิเคราะหไดเปอรเซ็นตคา

ความเบี่ยงเบน (bias) สูงกวามาตรฐานโดยเฉพาะขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ MIR162 ซ่ึงไมมีคา

อางอิงมาตรฐานการเจือปน และมีความผิดพลาดการเจือจางใหตัวอยางมียีนดัดแปรพันธุกรรมระดับตํ่า ซ่ึงไม

สามารถใชวัสดุอางอิงท่ีไมมีการรับรองคาการปนเปอนใชเทียบการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณไดจึงสามารถใช

เปนตัวอยางเปรียบเทียบการตรวจวิเคราะหเชิงคุณภาพเทานั้น 

คําสําคัญ : Real-time PCR, ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม   

บทนํา 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม มีการวิจัยพัฒนาและอนุญาตปลูกในเชิงการคาในหลายประเทศ 

ซ่ึงมีท้ังชนิดท่ีเปนยีนเดี่ยว (single gene) และยีนผสม (stack trait) บัจจุบันไดรับการอนุญาตจํานวนกวา 

120 กรณี (events) ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event MIR 604 พัฒนาขึ้นโดยบริษัทซินเจนทา เพื่อใหมี

คุณสมบัติตานทานจําเพาะตอหนอนเจาะราก (Rootworm)  ที่เปนปญหาแพรระบาดทําความเสียหายตอ

ขาวโพดในประเทศแถบยุโรป โดยโปรตีนจากยีนดังกลาวไมมีผลตอสิ่งมีชีวิตอื่นที่ไมใชเปาหมาย MIR604 

เปนยีน (trait) ที่ไดรับการรับรองใหนําเขาเมล็ดพันธุไดเพื่อใชเปนอาหารสัตว และคน สําหรับประเทศใน

สหภาพยุโรปในป 1999 (2542) มีชื่อการคาเปน Syngenta AgrisureTM RW โดยการโคลนยีนในตระกูล 

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

รากของขาวโพด โดยใส marker gene mpi จากแบคทีเรีย E. coli ซึ่งสามารถยอยน้ําตาลแมนโนสได 

สามารถคัดเลือกไดโดยทดสอบการเจริญบนอาหารท่ีผสมน้ําตาลดังกลาวขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event 
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MIR604 ไดรับการยอมรับใหใชเปนอาหารสัตว อาหารคน ในหลายประเทศไดแก สหรัฐอเมริกา แคนาดา 

และญ่ีปุนและการรับรองใหนําเขาไดในหลายประเทศ ไดแก เม็กซิโก ไตหวัน เกาหลี จีน ฟลิปปนส รัสเซีย 

ออสเตรเลีย และนิวซีแลนด ในการตรวจสอบขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event MIR604 หองปฏิบัติการ

ของ JRC-EC ไดทําการพัฒนาวิธีการและทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหเสร็จสิ้นแลวในป 

2007 (Mazzara et al., 2007) 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event MON 88017 พัฒนาขึ้นโดยบริษัทมอนซานโต 

สหรัฐอเมริกา โดยการพัฒนาใหเปน stack traits โดยการตัดตอยีนตานทานแมลง cry3Bb1 จาก Bacillus 

thuringiensis (Bt) subspecies kumamotoensis แปรรหัสโปรตีน Cry3Bb ซ่ึงจะเปนพิษตอตัวออนของ

แมลงท่ีกินเขาไป มีผลในการปองกันแมลง western corn rootworm (Diabrotica vigifera) และ 

northern corn rootworm (Diabrotica barberi) และยีน cp4 epsps ท่ีตัดตอยีนเขาไปเพ่ือใหขาวโพดมี

คุณสมบัติทนทานตอสารกําจัดวัชพืชไกลโฟเสท โดยการถายยีนสูขาวโพดลูกผสมสายพันธุ LH198 โดย

แบคทีเรียอโกรแบคทีเรีย ไดรับการรับรองแลวในหลายประเทศ ตั้งแตป 2005-2009 ไดแก สหรัฐอเมริกา 

ออสเตรเลีย แคนาดา จีน สหภาพยุโรป ญ่ีปุน เกาหลี เม็กซิโก ฟลิปปนส และไตหวัน สําหรับวิธีการตรวจ

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

2008)  

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event MON 89034 พัฒนาขึ้นโดยบริษัทมอนซานโต 

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

thuringiensis  มีคุณสมบัติตานทานตอหนอน  lepidopteran เชน fall armyworm (Spodoptera sp.), 

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

earworm (Helicoverpa zea) ไดรับการรับรอง trait ในหลายประเทศ ตั้งแตป 2007-2009 ไดแก ประเทศ

สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย บราซิล แคนาดา โคลัมเบีย สหภาพยุโรป ญี่ปุน เกาหลี ฟลิปปนส และไตหวัน 

สําหรับวิธีการตรวจวิเคราะห event-specific gene ในเชิงปริมาณ มีวิธีการตามมาตรฐาน JRC48921 

(Savini et al., 2008) 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event MIR 162 พัฒนาข้ึนโดยบริษัท ซินเจนทา โดยการถายฝาก

ยีน vip3Aa20 จาก B. thuringiensis strain AB88 เพื่อสรางโปรตีน vip3Aa ที่เปนพิษตอหนอนแมลง 

Lepidopteran และยีน pmi จาก E. coli เพื่อสรางเอนไซม Phosphomannose isomerase (PMI) 

เพ่ือใชในการคัดเลือกพืชที่ไดรับการถายฝากยีน ซึ่งปจจุบันมีหลายประเทศ เชน อารเจนตินา บราซิล คา

นาดา และ สหภาพยุโรป เปนตน ที่ยอมรับขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม สายพันธุ MIR 162 ในเชิงการคา

เพื่อใชเปนอาหารและการแปรรูปในอุตสาหกรรม และเปนอาหารสัตว ซึ่งวิธีการมาตรฐานในการตรวจ

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

et al., 2011) 
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สําหรับวิธีการตรวจวิเคราะหยีนขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event Mon89034, Mon88017 

MIR604 และ MIR 162 ไดพัฒนาขึ้นโดยบริษัทผูผลิตเมล็ดพันธุมอนซานโต และ JRC reference 

methods โดยปจจุบันหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม สํานักวิจัยพัฒนา

เทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ยังไมไดจัดทําขอมูลการทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะห

ของยีนทั้ง 4 ชนิด ซึ่งเปนชนิดยีนที่มีอยูในการทดสอบความชํานาญ (Proficiency test) ของ USDA-

GIPSA งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม

จากขาวโพดของยีนท่ีมีการพัฒนาข้ึนใหม โดยเปนขอมูลสําหรับหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหสินคาพืชดัดแปร

พันธุกรรม ของสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ ไดแก ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม สายพันธุ Mon 88017, 

Mon89034, MIR604 และ MIR 162 เพ่ือใหไดวิธีการและผลการทดสอบถูกตอง ไดมาตรฐานสากล  

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 วิจัยและพัฒนาความใชไดของวิธีการทดสอบการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 

88017, Mon89034, MIR604 และ MIR162 ดําเนินการท่ีสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการ

เกษตร ในป 2555-2558 ระยะเวลา 3 ป มีวิธีการ  

 1. สังเคราะหไพรเมอรและโพรบ เพ่ือใชตรวจวิเคราะห ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event 

Mon88017 Mon89034 MIR604 และ MIR162 

          สืบคนขอมูลลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทดของไพรเมอรและโพรบและวิธีการตรวจวิเคราะหจาก

เอกสาร Validation methods ของ JRC-EURL การตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ   

2. การสกัดดีเอ็นเอของวัสดุอางอิงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม  

        สกัดดีเอ็นเอของวัสดุอางอิงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม ดวย Lysis buffer (GeneScan 

extraction method) ตามกรรมวิธีของหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม ทําใหดีเอ็น

เอบริสุทธิ์ โดยผาน Wizard Miniprep DNA Purification Kit ทําการสกัดตัวอยางครั้งละ 2 ซํ้า ตรวจวัด

ปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร  

 3. ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR และความจําเพาะของไพรเมอร 

 ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR และตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอรและโพรบสําหรับ

การตรวจวิเคราะหยีนจําเพาะและยีนอางอิงพืชลําดับนิวคลีโอไทดตามวิธีมาตรฐาน ทําปฏิกิริยา Real-time 

PCR ทดสอบตามกรรมวิธีมาตรฐานดัดแปลงตามกรรมวิธีของหองปฏิบัติการ ทดสอบปฏิกิริยาความจําเพาะ

โดยใชดีเอ็นเอตนแบบของวัสดุอางอิงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธอ่ืนๆ และถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

ประกอบดวย ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event Mon88017, Mon89034, MIR604, MIR162,  Mon810 

Bt11, Bt176, GA21, NK603, TC1507, Mon863, CBH351, RR soy และ DP356043   
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 4. ความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีนท่ีสามารถตรวจพบได (Limit of detection)  

 เตรียมดีเอ็นเอของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมแตละกรณี จากตัวอยางวัสดุอางอิงท่ีเปนสาร

มาตรฐานใหไดมีความเขมขนหรือจํานวน copies ยีนดัดแปรพันธุกรรมระดับต่ํา จากนั้นทําปฏิกิริยา real-

time PCR ความเขมขนละ 10 ซํ้า ความเขมขนต่ําสุดท่ีตรวจพบไดทุกซํ้าคือคา LOD ของการวิเคราะห    

 5. ความใชไดของวิธกีารตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ 

 เตรียมดีเอ็นเอตนแบบท่ีการปนเปอนระดับตางๆ เพ่ือใชในการวิเคราะหความใชไดของวิธีการ

ตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ สําหรับขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม MIR604 มีตัวอยางวัสดุอางอิงท่ีการปนเปอน

ระดับตางๆ ไดแก Level1 0.1 % Level2 1.0 % และ Level3 10%  และขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมอีก 3 

กรณี ไมมีตัวอยางวัสดุอางอิงระดับการปนเปอนตางๆ จึงตองคํานวณและทําการเจือจางจาก 10% ใหมีการ

ปนเปอน ท่ีระดับตางๆ ไดแก U1 (non dilute), U2-10%, U3-5%, U4-1%, U5-0.5% และ U6-0.1% 

 ทําปฏิกิริยาการสังเคราะหยีนเปาหมาย (ยีนท่ีดัดแปรพันธุกรรม) และยีนอางอิงของพืช นําคาท่ี

ไดจากการตรวจวิเคราะห สรางกราฟความเขมขนมาตรฐาน กราฟความเขมขนมาตรฐานสรางโดยใชคา 

crossing point (CP) เปนแกน Y และคา log ฐาน 10 ของความเขมขนของดีเอ็นเอ (จํานวน copies ของยีน) 

เปนแกน X ในแตละความเขมขนทําการทดลอง 3 ซํ้า (replicates) ทดลองซํ้า 4 รอบ (repeat)  

  - วิเคราะหคาความแมน (Accuracy) ความถูกตอง (Trueness) ความเท่ียง (Precision) และคา

เบี่ยงเบน (Bias) ของการคํานวณปริมาณการปนเปอนของยีนจําเพาะท่ีไดรับการดัดแปรพันธุกรรม 

        คํานวณรอยละการปนเปอนของยีนจําเพาะ ดวยวิธี real-time PCR โดยทําการทดสอบ 3 ซํ้า

และทําการทดลองซํ้า 4 รอบจากนั้นจึงหาคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (relative standard deviation: 

RSD) ในสวนของความแมนและความถูกตองของวิธีการตรวจ ทําการวิเคราะหโดยการเปรียบเทียบรอยละการ

ปนเปอนของยีนจําเพาะแตละชนิดท่ีไดจากการทดลอง เปรียบเทียบกับรอยละการปนเปอนคํานวณคาท่ีระบุไว

ในเอกสารใบรับรองของ ERM-IRMM หรือ AOCS  ซ่ึงรายงานเปนคาการเบี่ยงเบนของวิธีการตรวจวิเคราะห  

- ตรวจวัดความทวนซํ้า (repeatability) ไดของวิธีการตรวจวิเคราะห และความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดท่ี

สามารถหาปริมาณไดอยางนาเชื่อถือ (Limit of quantification)  

          เตรียมดีเอ็นเอของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตางๆ ดวยดีเอ็นเอขาวโพดไมดัดแปร

พันธุกรรม ใหมีความเขมขนของ copies ยีนในระดับตางๆ จากนั้นจึงนําดีเอ็นเอท่ีเจือจางแลวมาเพ่ิมปริมาณ

โดยใชวิธี real-time PCR โดยในแตละความเขมขน (จํานวน copy ของยีน) จะทดสอบพรอมกัน 3 ซํ้า และ

ทําการทดลองซํ้าท้ังหมด 4 รอบ จากนั้นจึงหาคาเฉลี่ยของคา CP และคํานวณคา RSDr (repeatability 

relative standard deviation: RSDr) รวมท้ังหาความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีนจําเพาะท่ีสามารถหาปริมาณ

ไดอยางนาเชื่อถือไปพรอมๆ กัน 
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ผลการทดลองและอภิปราย 

 สังเคราะหไพรเมอรและโพรบ เพ่ือใชตรวจวิเคราะห ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม event 

Mon88017 Mon89034 MIR604 และ MIR162 

          สืบคนขอมูลลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทดของไพรเมอรและโพรบและวิธีการตรวจวิเคราะหจาก

เอกสาร Validation methods ของ JRC-EURL การตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ (ตารางท่ี 1)  

ตารางท่ี 1 ลําดับนิวคลีไทดไพรเมอรและโพรบสําหรับตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตางๆ 

ไพรเมอร ลําดับเบส อางอิง 

Mon88017-forward 

Mon88017-reverse 

Mon88017-probe 

5’-GAGCAGGACCTGCAGAAGCT -3’ 

5’-TCCGGAGTTGACCATCCA-3’ 

5’-FAM-TCCCGCCTTCAGTTTAAACAGAGTCGGGT-TAMRA-3’ 

Charles Deobel et al. 

2008 

Mon89034-forware 

Mon89034-reverse 

Mon89034-probe 

5’-TTCTCCATATTGACCATCATACTCATT-3’ 

5’-CGGTATCTATAATACCGTGGTTTTTAAA-3’ 

5’-FAM-ATCCCCGGAAATTATGTT-MGBNFQ-3 

Savini et al. 2008 

MIR604-forward  

MIR604-reverse 

MIR604-probe 

5’-GCGCACGCAATTCAACAG-3’ 

5’-GGTCATAACGTGACTCCCTTAATTCT-3’ 

5’-FAM-AGGCGGGAAACGACAATCTGATCATG-TAMRA-3’ 

Mazzara et al. 2007 

MIR162-forward 

MIR162-reverse 

MIR162-probe 

5’-GCGCGGTGTCATCTATGTTACTAG -3’ 

5’-TGCCTTATTGTTGCCTTCAGA -3’ 

5’-FAM-TCTAGACAATTCAGTACATTAAAAACGTCCGCCA-TAMRA-3’ 

Delobel et al. 2011 

hmg primer1  

hmg primer2  

hmg probe 

5’-TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA-3’  

5’-GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT-3’ 

5’-FAM-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-TAMRA-3’ 

Savini et al. 2008 

Charles Deobel et al. 

2008 

Adh1-forward  

Adh1-reverse 

Adh1-probe 

5’-CGTCGTTTCCCATCTCTTCCTCC-3’  

5’-CCACTCCGAGACCCTCAGTC-3’ 

5’-FAM-AATCAGGGCTCATTTTCTCGCTCCTCA-TAMRA-3’ 

Mazzara et al. 2007 

Delobel et al. 2011 

 การสกัดดีเอ็นเอของวัสดุอางอิงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม  

        สกัดดีเอ็นเอของวัสดุอางอิงขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม (ตารางท่ี 2) ดวย Lysis buffer 

(GeneScan extraction method) ตามกรรมวิธีของหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม 

ทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ โดยผาน Wizard Miniprep DNA Purification Kit ทําการสกัดตัวอยางครั้งละ 2 ซํ้า 

ตรวจวัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร MultiskanGO (Thermo 

Scientific) 
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ตารางท่ี 2 วัสดุอางอิงมาตรฐานสําหรับตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม 

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

Mon88017 AOCS0406-D  >990.5 

MON89034  AOCS 0906-E  >994.25 g/kg 

MIR604  

 

ERM-BF423 :  

blank  

Level1 0.1%  

Level2 1.0%  

Level3 10%  

 

<0.9 g/kg 

1.0 g/kg 

9.8 g/kg 

98.5 g/kg 

MIR162 AOCS1208-A Not available 

nonGM 0406-A AOCS  < 2.0 g/kg 

  

 วิธีการสกัดดวย GenScan Extraction เปนวิธีท่ีสามารถสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางวัสดุอางอิง 

โดยปริมาณข้ันต่ําของตัวอยางท่ีใชสกัดดีเอ็นเอคือ 0.1 กรัม ทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน ไดดีเอ็นเอ

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

คา 260/280  เฉลี่ย 1.8-2.0 OD. ทดสอบคุณภาพดีเอ็นเอท่ีไดโดย ปฏิกิริยาการตรวจวิเคราะห inhibition 

test ของดีเอ็นเอท่ีสกัด 4 ซํ้า ไดคา R2 เทากับ 0.9997 และมีคา ∆Ct (extrapolated)=Extrapol. Ct - 

Mean Ct เทากับ 0.28, 0.16, 0.34 และ0.33 ซ่ึงอยูในชวงท่ียอมรับไดคือคาต่ํากวา 0.5 แสดงวาดีเอ็นเอท่ี

สกัดไดจากวิธีท่ีใชในหองปฏิบัติการ ไมมีสารยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาพีซีอาร และมีคุณภาพเหมาะสมนําไปใช

ตรวจวิเคราะหข้ันตอนตอไปได  

  ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร 

 ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรและโพรบสําหรับการตรวจวิเคราะหยีนจําเพาะและยีนอางอิง

พืชลําดับนิวคลีโอไทดตามวิธีมาตรฐาน (ตารางท่ี 1) ทําปฏิกิริยา Real-time PCR ทดสอบตามกรรมวิธี

มาตรฐานดัดแปลงองคประกอบของปฏิกิริยาตามกรรมวิธีของหองปฏิบัติการ ดังนี้ 

Component  X 1 reaction (ul) 

2X Quantitect Probe (Roach) 10 

Forward primer 10 uM 0.3 

Reverse primer 10 uM 0.3 

Probe 5uM 0.2 

Nuclease free water 4.2 

DNA template 10 ng/ul 5 

Total 20 
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โปรแกรมการทําปฏิกิริยา LightCycler480 RT PCR 

Step  Stage  Temp  Time  Acquisition  Cycles 

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

2 Denaturation  95C 15s No 45x 

3 Amplification Annealing and extension  60C 60s yes  

 

 ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรและโพรบในการตรวจขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ

ตางๆ ไดแก Mon88017 (Cry3Bb1+EPSPS), Mon89034 (Cry1A.105+Cry2Ab2), MIR604 (Cry3A) 

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

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

และ DP305423 ดวยปฏิกิริยา Real-time PCR ตามกรรมวิธีมาตรฐาน JRC พบวาไพรเมอรและโพรบท่ีใชใน

การทดสอบทุกยีนขางตนมีความจําเพาะเจาะจงกับยีนนั้นๆเทานั้น ไมพบสัญญาณฟลูออกเรสเซนตในดีเอ็นเอ

ของพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดอ่ืน   

 ความเขมขนท่ีนอยท่ีสุดของยีนท่ีไพรเมอรสามารถตรวจพบได (Limit of detection) 

 คา LOD ในการตรวจวิเคราะห Mon88017 เทากับ 10 copies สําหรับการทดสอบคา LOD 

ขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon89034, MIR604 และ MIR162 LOD เทากับรอยละ 0.1 และเนื่องจาก

Mon88017, Mon89034 และ MIR162 ไมมีคา certified จึงไมสามารถคํานวณคาข้ันต่ําไดแนนอน  

 ความใชไดของวิธกีารตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณ 

 การทดสอบความใชไดของวิธีการวิเคราะหเชิงปริมาณขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมดําเนินการตาม

การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะห Mon88017 อางอิง Delobel et al., (2010) Mon89034 

อางอิง Savini et al., (2008) MIR604 อางอิง  Mazzara et al., (2007) และ MIR162  อางอิง Delobel et 

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

การตรวจวิเคราะห MIR604 และ MIR162 ทดสอบเทียบกับยีน ZmAdh1 การวิเคราะหเชิงปริมาณใชความ

เขมขนดีเอ็นเอตอปฏิกิริยา 200 นาโนกรัม นําคา copies no. ของตัวอยาง unknown ท่ีวิเคราะห

เปรียบเทียบกับคามาตรฐาน มาคํานวณเปอรเซ็นตการเจือปนไดจากสมการ  

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

พบวาวิธีการตรวจสอบขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 88017 ดวยวิธี Real-time PCR ไดคา 

slope ของการสังเคราะหยีน Mon88017 และ hmg (reference gene) เฉลี่ย -3.362 และ -3.350 ซ่ึงอยูใน

เกณฑมาตรฐานคือ -3.2 และ -3.6 มีคา PCR efficiency ปฏิกิริยา 98.98 และ 99.40 ตามลําดับ สรางกราฟ

คํานวณคา Linearity (R2) เทากับ 1.0 ท้ังสองยีน การวิเคราะหการทวนซํ้าไดของวิธีทดสอบ Repeatability 

พบวามีคาเปอรเซ็นต RSDr เฉลี่ยอยูระหวาง 1.54 -2.32 ซ่ึงคาจะตองไมเกิน 25% การวิเคราะหความแมนยํา 

Accuracy และความเท่ียงตรง Precision พบผลการวิเคราะหมีคา %Bias ของการวิเคราะหการปนเปอน อยู
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ในชวงท่ียอมรับไดคือไมเกิน + 25% การวิเคราะหคา LOD มีคาอยูท่ีจํานวนปนเปอน 10 copies มีคาการ

ตรวจวิเคราะหท่ีทวนซํ้าไดรอยละ 0.5 และ 8  

ความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ Mon89034 พบวามีคา 

slope ของการสังเคราะหยีน Mon89034 และ hmg (reference gene) เฉลี่ย -3.56 และ -3.32 ซ่ึงอยูใน

เกณฑมาตรฐาน -3.2 และ -3.6 PCR efficiency 88 และ 102.4 ตามลําดับ เม่ือนํามาสรางกราฟหาคา 

Linearity (R2) ไดคาเทากับ 0.98 และ 1.0 การวิเคราะห Repeatability ในการตรวจวิเคราะหยีน 

Mon89034 มีคา RSDr เฉลี่ย 2.54 -3.32 การวิเคราะห Accuracy และ Precision พบวาการตรวจวิเคราะห

ท่ีทุกคาเปอรเซ็นตปนเปอน มีคา %Bias ของการวิเคราะหการปนเปอนสูงมาก  ซ่ึงเปนคาท่ีนํามาใชไมได 

เนื่องจากปญหาจากการเจือจางตัวอยางท่ีมีคาการเจือปนไมเท่ียงตรง การเจือจางตัวอยางเพ่ือวิเคราะหคา 

LOD สามารถตรวจวิเคราะหไดต่ําสุดท่ีรอยละ 0.1   

ความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ MIR604 คาความชัน

กราฟมาตรฐานของยีน MIR604 และยีน Adh ได -3.281 และ -3.326 ตามลําดับ คา R2 เฉลี่ย 1 และ 0.99 

ตามลําดับ PCR efficiency เทากับรอยละ 101.7 และ 99.83 ตามลําดับ คาความเท่ียง ของการปนเปอนท่ี 

10% และ 1% ไดคาวิเคราะห 10.5 และ 1.11 ตามลําดับ สวนคาท่ี 0.1% วัดได 0.07 และคาเบี่ยงเบนการ

ตรวจวิเคราะห ท่ีระดับการปนเปอน 10%, 1% และ 0.1% เทากับ 5%, 11% และ -26% ตามลําดับ  

ความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ MIR 162 โดยการตรวจ

ความจําเพาะของไพรเมอรและโพรบ โดยทดสอบกับขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตางๆ และถ่ัวเหลือง

ดัดแปรพันธุกรรม พบการสังเคราะหยีนจําเพาะเฉพาะกับขาวโพดสายพันธุ MIR162 ไมพบการสังเคราะหยีน

ในขาวโพดและถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุอ่ืน และเม่ือทดสอบสรางกราฟมาตรฐานการสังเคราะหยีน

อางอิง ผลการตรวจวิเคราะหยีน Adh และ MIR162 มีคาความชัน (slope) ของกราฟเฉลี่ย -3.55 และ -3.44 

คา PCR efficiency เทากับ 1.93 และคา R2 เทากับ 1.0 คาความเท่ียง (precision) หรือคาเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธเฉลี่ยของการวิเคราะหยีน Adh และ MIR162 เทากับ 2.20 และ 0.49 ตามลําดับ คาความ

แมนยํา (accuracy) หรือคาเฉลี่ยรอยละการเบี่ยงเบน (% bias) จากการเจือจางความเขมขนยีน MIR162 กับ

ขาวโพดไมดัดแปรพันธุกรรม ตามอัตราสวน 10%, 1% และ 0.1% มีคาเฉลี่ย 32, 28 และ 66 ตามลําดับ คา

การทดสอบซํ้า (repeatability) ในการตรวจยีน MIR162 เทากับ 0.45 โดยคาความเขมขนต่ําสุดของการตรวจ

วิเคราะห (LOD) คือ 0.1% 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

การตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 88017, Mon89034, MIR604 และ 

MIR162 เชิงคุณภาพและปริมาณ ดวยวิธีมาตรฐาน JRC-EURL ท่ีหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหพืชและสินคา

พืชดัดแปรพันธุกรรม ทดสอบวิธีการตรวจวิเคราะหวัสดุอางอิงของขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตางๆ 

สกัดดีเอ็นเอดวย GeneScan Extraction buffer ทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน Wizard Miniprep DNA 

Purification วัดปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอดวยสเปกโตรโฟโตมิเตอร เจือจางดีเอ็นเอใหมีความเขมขน 40 

และ 20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR ดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมใน

สภาพจริง LightCycler480 ตรวจความจําเพาะของคูไพรเมอรสําหรับแตละกรณี โดยใชดีเอ็นเอตอปฏิกิริยา 

100 นาโนกรัม และทดสอบวิธีการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณของยีนจําเพาะเทียบกับยีนอางอิงพืชโดยไพร

เมอร Adh1 หรือ hmg ตามกรรมวิธีมาตรฐาน ปริมาณดีเอ็นเอตอปฏิกิริยา 200 นาโนกรัม นําคา CP และ 

log copies สรางกราฟมาตรฐานและวิเคราะหการเจือปน พบวาแตละคูไพรเมอรมีความจําเพาะในการตรวจ

ยีน คือ Mon88017 ท่ี 20 copies และ Mon89034, MIR604 และ MIR162 ท่ี LOD 0.1% การวิเคราะหคา

การทวนซํ้าของวิธี (repeatability) อยูในคามาตรฐาน RSdr < 0.5 คา Slope การทดสอบอยูในคามาตรฐาน 

คือ -3.2 ถึง -3.6 ท้ัง target gene และ reference gene คา R2 coefficient สูงกวา 0.98  คาความ

เท่ียงตรง (Trueness) พบวามีบางความเขมขนของตัวอยางวิเคราะหไดเปอรเซ็นตคาความเบี่ยงเบน (bias) สูง

กวามาตรฐานเนื่องจากไมมีวัสดุอางอิงรับรองมาตรฐานท่ีมีการเจือปนของยีนดัดแปรพันธุกรรมระดับต่ํา ตอง

เตรียมตัวอยางเอง จึงทําใหเกิดคาความเบี่ยงเบนเกินกําหนดจากการเตรียมดีเอ็นเอขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม

ดวยขาวโพดไมดัดแปรพันธุกรรมใหมีเปอรเซ็นตการปนเปอนต่ํา 

สําหรับขอเสนอแนะ คือ การทดสอบความใชไดของวิธีการตรวจวิเคราะหตามมาตรฐาน JRC-

EURL พบวาขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon88017, Mon89034 และ MIR162 ไมมีวัสดุอางอิงมาตรฐานท่ี

ไดรับการรับรองการปนเปอนในระดับต่ํา ดังนั้นไมเหมาะสมสําหรับการนํามาใชเปนตัวอยางอางอิงในการตรวจ

วิเคราะหเชิงปริมาณ วิเคราะหรอยละการปนเปอนของตัวอยาง แตสามารถใชเปนวัสดุอางอิงสําหรับการตรวจ

วิเคราะหเชิงคุณภาพได สําหรับการตรวจวิเคราะห LOD จะตองทําการเจือจางใหไดตัวอยางท่ีมีการเจือปน

รอยละ 0.1 เพ่ือใชเปนตัวอยางอางอิงในการตรวจวิเคราะห 

อีกท้ังวิธีการทดสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีการทดสอบความใชไดของวิธีโดยดัดแปลงกรรมวิธี

ของหองปฏิบัติการ สามารถนําไปตรวจวิเคราะหเชิงคุณภาพได ซ่ึงเปนวิธีท่ียอมรับไดตามมาตรฐานสากล 

นํามาปรับใชและจัดทําเปนคูมือเปนวิธีการทดสอบในงานตรวจสอบวิเคราะหพืชดัดแปรพันธุกรรม และใชเปน
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วิธีการตรวจวิเคราะหทดสอบความชํานาญของหองปฏิบัติการ (Proficiency Test) รวมกับหองปฏิบัติการอ่ืน

ได 

  

การทดลองท่ี 8 การสรางดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะหมะละกอดัดแปรพันธุกรรม 

 

ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ชนันตธร ดนัยสิริชัยชล  อรรคพล ภูมีศรี   

พงศกร สรรควิทยากุล  ศรีเมฆ ชาวโพงพาง 

Khanitha Wongwathanarat  Chananton Danaisilichaichon  Arkkapon Phoomeesri 

Pongsakorn Sunvittayakul  Srimek Chowpongpang 

 

บทคัดยอ 

 การตรวจสอบการปนเปอนของมะละกอดัดแปรพันธุกรรมในตัวอยางมะละกอผลสดและ

ผลิตภัณฑ ท่ีมีมะละกอเปนสวนประกอบ ดวยเทคนิค Real-time PCR ของหองปฏิบัติการจําเปนตองมีวัสดุ

อางอิงมาเปนตัวควบคุมผลการทดสอบ แตเนื่องจากในปจจุบันยังไมมีวัสดุอางอิงสําหรับมะละกอทําออกมา

จําหนายทางการคา จึงไดพัฒนาดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือเปนวัสดุอางอิงสําหรับวิเคราะหมะละกอดัดแปร

พันธุกรรมข้ึน โดยการสังเคราะหชุดยีนข้ึนมาสามชุด คือ 1) ชุดยีน GMOs-Hawaii ประกอบดวยยีน 

CaMV35S, gus, nos, cp_Hawaii และยีน papain ขนาดประมาณ 624 คูเบส 2) ชุดยีน GMOs-SC 

ประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_SC และยีน papain ขนาดประมาณ 502 คูเบส และ 3) ชุดยีน 

GMOs-DOA ประกอบดวยยีน CaMV 35S, gus, nos, cp-DOA และยีน papain ขนาดประมาณ 1,379 คู

เบส โดยชุดยีนท้ังสามเชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T ทําใหไดชุดพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ขนาด

ประมาณ 2,941 คูเบส, พลาสมิดลูกผสม GMOs-SC ขนาดประมาณ 2,795 คูเบส และพลาสมิดลูกผสม 

GMOs-DOA ขนาดประมาณ 3,657 คูเบส พลาสมิดลูกผสมท้ังสามชุดถูกถายโอนเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli 

สายพันธุ Top 10 เพ่ิมปริมาณภายในเซลล คัดเลือกโคลนและสกัดพลาสมิด นํามาทดสอบความถูกตองดวยวิธี

พีซีอาร พบวาทุกโคลนใหผลเปนบวก และวิเคราะหความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสมท่ี

สรางข้ึนกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนตนแบบท่ีออกแบบเพ่ือตรวจสอบความถูกตอง พบวามีความเหมือน 100 

เปอรเซ็นต ศึกษาปริมาณความเขมขนต่ําสุดของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีตรวจสอบได (LOD) เม่ือทดสอบดวย   

ไพรเมอรและโพรบท่ีจําเพาะกับยีนตาง ๆ ในมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ดวยวิธี Real-time PCR พบวา LOD 

ของดีเอ็นเอมาตรฐานท้ัง 3 ชุด อยูท่ีระดับ 25-250 ชุด (copies) ซ่ึงดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสรางข้ึนสามารถ

พัฒนาใชตรวจสอบการปนเปอนของมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ดวยวิธี Real-time PCR เชิงปริมาณตอไป 

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

มะละกอมีชื่อวิทยาศาสตรวา Carica papaya เปนพืชท่ีเจริญเติบโตดีบริเวณประเทศเขตรอน มี

การปลูกเพ่ือบริโภคในครัวเรือนและปลูกเพ่ือการคา แตจากการระบาดของไวรัสใบดางจุดวงแหวนในหลาย ๆ 

ประเทศท่ัวโลก ทําใหผลผลิตมะละกอลดลงจนกระท่ังไมใหผลผลิตเลย ซ่ึงการใชสารเคมีกําจัดแมลงพาหะไม

ไดผลในการควบคุมการแพรระบาดของโรค (วิชัย และคณะ, 2542) ถึงแมจะมีการปรับปรุงสายพันธุมะละกอ

ใหไดสายพันธุใหมและการปลูกวัคซีนใหแกมะละกอ แตสายพันธุมะละกอท่ีไดก็ไมสามารถตานทานโรคไดอยาง

แทจริง  

จึงมีการวิจัยการปรับปรุงพันธุดวยวิธีทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) เพ่ือสราง

มะละกอดัดแปรพันธุกรรมใหตานทานตอไวรัส PRSV ข้ึนในหลายประเทศ เชน ในป 1992 Fitch et al. 

ประสบความสําเร็จในการสรางมะละกอดัดแปรพันธุกรรมโดยการถายยีน coat protein (cp) ของไวรัส PRSV 

เขาสูโซมาติคเอมบริโอมะละกอสายพันธุ sunset โดยวิธี Microprojectile bombardment ดวยพลาสมิด ซ่ึง 

cassette ยีน ประกอบดวยยีน cp ท่ีขนาบดวยยีน neomycin phosphotransferase II (nptII) และยีน 

beta-glucuronidase (gus) ไดมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ 55-1 ซ่ึงมะละกอสายพันธุนี้ถูกนําไป

พัฒนาเปนสายพันธุ Sun up (55-1 × 55-1) และสายพันธุ Rain bow (sun up × Kapoho) (Manshardt, 

1998) ท่ีใชปลูกเพ่ือการคาในฮาวาย สวนในประเทศไตหวัน Cheng et al. (1996) ไดสรางมะละกอดัดแปร

พันธุกรรม โดยใชเชื้อ Agrobacterium เปนตัวสงถายยีน cp ของไวรัส PRSV สายพันธุไตหวัน (PRSV-P YK) 

ซ่ึง cassette ยีน ประกอบดวยยีน cp PRSV ท่ีขนาบดวยยีน neomycin phosphotransferase II (nptII) 

และยีน beta-glucuronidase (gus) เขาสูเนื้อเยื่อเอมบริโอมะละกอสายพันธุ Tainung No. 2 ท่ีทําใหเกิด

บาดแผลดวย carborundum  ไดมะละกอดัดแปรพันธุกรรมหลายสายพันธุ  ไดแก GCP 16-0, GCP 17-0 

และ GCP 17-1 ท่ีมีความสามารถสูงในการตานทานการเขาทําลายของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุไตหวันได 

สําหรับประเทศไทยมีการวิจัยมะละกอดัดแปรพันธุกรรมโดยนักวิทยาศาสตรจากกรมวิชาการเกษตรรวมกับ

นักวิทยาศาสตรจากมหาวิทยาลัยคอรแนล ประเทศสหรัฐอเมริกา ประสบความสําเร็จในการสรางมะละกอดัด

แปรพันธุกรรมสายพันธุแขกนวลและแขกดําท่ีไดรับการถายยีน cp ของไวรัสสายพันธุประเทศไทยจากจังหวัด

ขอนแกน โดยพัฒนามะละกอดัดแปรพันธุกรรมพันธุแขกนวลได 3 สายพันธุ และพันธุแขกดํา 1 สายพันธุ ท่ี

สามารถตานทานตอโรคใบดางจุดวงแหวนในประเทศไทยได (Mendoza et al., 2008) ในเวลาเดียวกัน

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ (มก-ศช) ก็ประสบความสําเร็จในการ

สรางมะละกอดัดแปรพันธุกรรม โดยการถายยีน cp ของไวรัส PRSV สายพันธุเชียงใหม (PRSV-CMI) ซ่ึง 

cassette ยีน ประกอบดวยยีน cp PRSV-CMI ท่ีอยูภายใตการควบคุมของ CaMV 35S และ nos 

terminator และมี npt II (neomycin phosphotransferase II) เปนยีนคัดเลือก เขาสู somatic embryo 

ของมะละกอพันธุแขกนวล ดวยวิธี particle bombardment ไดมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ไดแก สายพันธุ 

KN 1.2.3, KN 13.2.3 และ KN 49 ท่ีมีความสามารถในการตานทานไวรัส PRSV สายพันธุเชียงใหมไดดี และมี

แนวโนมในการตานทานไวรัส PRSV จากจังหวัดนครปฐม, ราชบุร,ี สุราษฎรธานี, สกลนคร และยโสธร ซ่ึงเปน
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ไวรัสตัวแทนสายพันธุไวรัส PRSV ในแตละภาคของประเทศไทย ยกเวนพันธุ KN 1.2.3 ซ่ึงมีแนวโนมท่ีจะ

ออนแอตอไวรัส PRSV จากจังหวัดยโสธร (นุชนาถ และคณะ, มปป.) 

แมในหลายประเทศอนุญาตใหปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมเพ่ือการคาได แตประเทศไทยยังไมมีการ

อนุญาตใหปลูกพืชดังกลาวเพ่ือการคา แตสามารถปลูกเพ่ือการศึกษาวิจัยได โดยจะตองไดรับการอนุมัติจาก

กรมวิชาการเกษตร อีกท้ังในการควบคุมสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรม ทําใหหลายประเทศไดออกกฎระเบียบการ

ติดฉลากพืชดัดแปรพันธุกรรม โดยเฉพาะในสหภาพยุโรป ไดออกระเบียบท่ีเก่ียวของกับพืชดัดแปรพันธุกรรม 

ในเรื่องการติดฉลากและการตรวจสอบยอนกลับท่ีเขมงวดข้ึน โดยกําหนดใหตองตรวจสอบสินคายอนกลับไป

ทุกข้ันตอนตลอดหวงโซการผลิตอาหารจนถึงการทดสอบระดับไรนา และกําหนดใหสินคาทุกชนิดท่ีมี

สวนประกอบของพืชดัดแปรพันธุกรรมเกินรอยละ 0.9 ซ่ึงรวมถึงสินคาท่ีไมสามารถตรวจสอบไดวามีพืชดัดแปร

พันธุกรรม แตเปนสินคาท่ีใชพืชดัดแปรพันธุกรรมในกระบวนการผลิต จะตองติดฉลากท่ีระบุขอความวา       

“This product contains genetically  modified organisms” ท้ังนี้กฎระเบียบดังกลาวยังครอบคลุมถึง

อาหารท่ีมีสวนประกอบของพืชดัดแปรพันธุกรรมดวย (นิรนาม, 2547) และมีการปนเปอนของมะละกอดัดแปร

พันธุกรรมจากการสุมตรวจมะละกอสงออก ณ ดานตรวจพืชทาอากาศยานสุวรรณภูมิ ในป พ.ศ. 2554 และใน

ป พ.ศ. 2555 สํานักงานท่ีปรึกษาการเกษตรตางประเทศประจําสหภาพยุโรป ไดรายงานปญหาสินคาเกษตร

ของไทยท่ีสงออกมายังสหภาพยุโรปผานระบบเตือนภัยดานอาหารและอาหารสัตวของสหภาพยุโรป หรือ 

Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF) ตั้งแตเดือนมกราคม-พฤศจิกายน 2555 วามีการตรวจ

พบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม จากไทยท้ังหมด 10 ครั้ง โดยประเทศสมาชิกอียูท่ีตรวจพบมากท่ีสุด ไดแก 

ฝรั่งเศส (5 ครั้ง), เยอรมนี (3 ครั้ง) และฟนแลนด (2 ครั้ง) เปนตน (สํานักงานท่ีปรึกษาการเกษตรตางประเทศ

ประจําสหภาพยุโรป, 2555) 

จากปญหาการปนเปอนมะละกอดัดแปรพันธุกรรมในสินคาเกษตรในหลายประเทศ จึงมีความ

พยายามในการพัฒนาการตรวจสอบมะละกอใหสามารถจําแนกมะละกอดัดแปรพันธุกรรม จากมะละกอท่ี

ไมไดดัดแปรพันธุกรรม รวมถึงตรวจสอบจําแนกจากพืชดัดแปรพันธุกรรมชนิดอ่ืน ๆ ดวย ท้ังในรูปตัวอยางสด 

และผลิตภัณฑแปรรูป ซ่ึงการตรวจวิเคราะหพืชและผลิตภัณฑจากพืชดัดแปรพันธุกรรม ไมวาจะเปนการ

ตรวจสอบวามีการปนเปอนหรือไม และตรวจสอบวามีการปนเปอนมากนอยเพียงใดนั้น การตรวจสอบการ

ปนเปอนเหลานี้ในหองปฏิบัติการ จําเปนตองใชวัสดุอางอิงสําหรับเปนตัวควบคุมผลการตรวจวิเคราะห โดย

วัสดุอางอิงนี้อยูในรูปตัวอยางสดของมะละกอดัดแปรพันธุกรรมท่ีทราบสายพันธุ หรืออาจอยูในรูปพลาสมิด

มาตรฐานซ่ึงเปนดีเอ็นเอพาหะท่ีเชื่อมตอกับชิ้นสวนของยีนเปาหมายท่ีพบในมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสาย

พันธุตาง ๆ ไดแก ยีน CaMV35s, Nos, cp-55-1 และยีน Gus (Nakamura et al., 2013) ซ่ึงการใชดีเอ็นเอ

มาตรฐานท่ีอยูในรูปแบบของพลาสมิดเปนวัสดุอางอิงนั้น สามารถเปนตัวควบคุมผลการตรวจวิเคราะหการ

ปะปนของพืชดัดแปรพันธุกรรม และยังเปนตัวเปรียบเทียบปริมาณการปนเปอนวามีมากนอยเพียงใด 

ดังนั้นการทดลองสรางดีเอ็นเอมาตรฐานในรูปของพลาสมิดเพ่ือเปนวัสดุอางอิงในการควบคุมการ

ตรวจวิเคราะหการปนเปอนมะละกอดัดแปรพันธุกรรมในหองปฏิบัติการ นาจะชวยพัฒนาเทคนิคการ
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ตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสําหรับการตรวจสอบเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณใหไดมาตรฐาน และ

ถูกตองแมนยํามากยิ่งข้ึน อีกท้ังชวยลดการนําเขาวัสดุอางอิงซ่ึงมีราคาแพงท่ีตองนําเขาจากตางประเทศ และ

เม่ือการตรวจสอบมีความถูกตองแมนยํามากข้ึน ยอมสงผลเชิงบวกตอการควบคุมคุณภาพสินคาสงออก

ทางการเกษตรใหปลอดการปนเปอนมะละกอดัดแปรพันธุกรรม และเฝาระวังการแพรกระจายของมะละกอ 

ดัดแปรพันธุกรรมในพ้ืนท่ีปลูกภายในประเทศ  

ระเบียบวิธีการวิจัย 

 การสรางดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือการตรวจวิเคราะหมะละกอดัดแปรพันธุกรรมดําเนินงานท่ี                                 

สํานักเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ในป 2557-2558 ระยะเวลา 1 ป มีวิธีการ 

 1. การสรางดีเอ็นเอมาตรฐาน 

- สืบคนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมายจากฐานขอมูล 

      สืบคนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Cauliflower mosaic virus promoter (CaMV 35S), ยีน   
beta-glucuronidase (gus), ยีน nopaline synthase terminator (nos), ยีน coat protein (cp) ของ

เชื้อไวรัส PRSV สายพันธุ Hawaii (cp-Hawaii) สายพันธุไทยจากจังหวัดเชียงใหม (cp-SC) และสายพันธุจาก

จังหวัดขอนแกน (cp-DOA) และยีน papain ของมะละกอ โดยนําลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรและโพรบท่ี

ใชในการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ดวยวิธี Real-time PCR จากวารสารระดับนานาชาติ blast 

เขาไปในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi? 

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

 - วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย 

 นําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย ไดแก ยีน CaMV 35S, ยีน gus, ยีน nos, ยีน cp-

Hawaii,  cp-SC, cp-DOA และยีน Papain มาเรียงกัน และเชื่อมตอกันดวย linker ซ่ึงเปนจุดจดจําของ

เอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดไมเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดในยีนเปาหมายทุกยีน เพ่ือประโยชน

ในการเพ่ิมเติมหรือลดยีนท่ีตองการในภายหลัง จากนั้นใชโปรแกรม Primer map (http://www.bioinfor 

matics.org/sms2/primer_ map.html) ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของชุดยีนเปาหมายท่ีใหชื่อวา GMOs-Hawaii (ชุดยีนอางอิงสําหรับมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ

ฮาวาย) และ GMOs-SC (ชุดยีนอางอิงสําหรับมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุเชียงใหม) และ GMOs-DOA 

(ชุดยีนอางอิงสําหรับมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุขอนแกน) 

 - การสรางชุดยีนสังเคราะหและการสังเคราะหไพรเมอรและโพรบ 

สั่งสังเคราะหชุดยีนสังเคราะหท่ีใหชื่อวา GMOs-Hawaii ซ่ึงเปนชุดยีนท่ีประกอบดวยลําดับนิวคลี

โอไทดของยีน  CaMV 35S, ยีน gus, ยีน nos, ยีน cp-Hawaii และยีน papain ซ่ึงมีขนาดประมาณ 624 bp, 

ชุดยีนสังเคราะห GMOs-SC ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_SC และ papain ขนาดประมาณ 502 

bp และชุดยีนสังเคราะห GMOs-DOA ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_DOA และ papain ขนาด

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.bioinfor/
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ประมาณ 1,379 bp โดยบริษัท Lifetechnology ประเทศสหรัฐอเมริกา สวนไพรเมอรและโพรบสั่งสังเคราะห

โดยบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 - การถายโอนพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย 

ถายโอนพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii, GMOs-SC และ GMOs-DOA เขาสู competent 

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

จากนั้นคัดเลือกโคลนท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสมบนอาหารแข็ง 2xYT ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความ

เขมขน 50 mg/L (อาหารคัดเลือก) บมเชื้อไวท่ีอุณหภูมิ 37 ˚C นานขามคืน แลวคัดเลือกโคโลนีท่ีสามารถ

เจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได มาเลี้ยงในอาหารใหม เพ่ือสกัดพลาสมิด ดวยวิธี alkaline lysis โดย

ดัดแปลงวิธีการของ Sambrook and Russell (2001) แลวนําพลาสมิดท่ีไดไปตรวจสอบขนาดเทียบกับดีเอ็น

เอมาตรฐานโดยวิธี   อิเล็กโตรโฟรีซิส บน 1% อะกาโรสเจล และตรวจความถูกตองของพลาสมิดดวยวิธีพีซี

อาร 

 2. การทดสอบความถูกตองของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 - การทดสอบโคลนโดยวิธีพีซีอาร  

 เพ่ิมปริมาณยีน CaMV 35S และ nos ดวยวิธีพีซีอาร ในปฏิกิริยาปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซ่ึง

ประกอบดวยสารเคมีดังนี้  

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

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

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

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

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

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

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

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

ปริมาตรรวม  25.00  ไมโครลิตร 

     ผสมสารท้ังหมดในหลอดพีซีอาร จากนั้นนําหลอดพีซีอารเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ Gene 

Amp® PCR System 9700 ท่ีตั้งโปรแกรมดังนี้  

Initial denaturation 94 5 นาที 

Amplification  94 30 วินาที 

52 30 วินาที 

72 30 วินาที 

Final extension 72 5 นาที 

Hold   4 ∞ 

40 รอบ 



79 
 

      ตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอาร ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) บน 2%       

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

135 โวลต และตรวจดูแถบดีเอ็นเอ ดวยเครื่อง Gel Documentation  

 - การหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานดวยเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติและการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทด 

     สกัดพลาสมิดจากโคโลนีของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารคัดเลือกไดดวยชุดสกัดพลาสมิดสําเร็จรูป 

HiYieldTM Plasmid Kit mini จากนั้นวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดดวยชุด Big dye dideoxy 

termination kit ดวยไพรเมอรท่ีมีตําแหนงจดจําบนเวคเตอร คือ ไพรเมอร T7 promoter forward          

(5´ TAATACGACTCACTATAGGG 3´) จากนั้นเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ

มาตรฐานท่ีสังเคราะหข้ึนกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs ตนแบบท่ีไดออกแบบไวท้ังสามชุด ดวย

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

clustalw2/) 

 - การตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของ ไพรเมอรและโพรบ SC และ 55-1   

ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบ SC และ 55-1 เพ่ือตรวจสอบยีน cp-SC 

และยีน cp-Hawaii ตามลําดับ ดวยวิธี Real-time PCR ในดีเอ็นเอของพืชดัดแปรพันธุกรรมอ่ืน ๆ ไดแก ถ่ัว

เหลือง RR และขาวโพด Mon 863 เปนตน โดยปฏิกิริยาพีซีอาร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบดวย

สารเคมี ดังนี้ 

Water,PCR grade (Roche, Switzerland)   3.5 ไมโครลิตร  

10 µM  ไพรเมอร F (Qiagen, Germany)    0.5 ไมโครลิตร 

10 µM  ไพรเมอร R (Qiagen, Germany)          0.5 ไมโครลิตร 

10 µM  โพรบ (Qiagen, Germany)           0.5 ไมโครลิตร 

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

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

    หรือ Plasmid DNA (0.1 ng/ul)  5.0 ไมโครลิตร 

ปริมาตรรวม  20.00 ไมโครลิตร 

 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบสัญญาณฟลูออเรสเซนตของ hydrolysis โพรบ ดวยเครื่อง 

qT0wer 2.0 ท่ีตั้งโปรแกรมดังนี้  

Pre-Incubation  95 ºC 10 นาที 

Amplification  95 15  วินาที  

       60 1  นาที 

  

 

50 รอบ 

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

 - การเตรียมพลาสมิดมาตรฐานใหอยูในรูปเสนตรงดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมาตรฐานแตละชุดภายในเซลลแบคทีเรีย และสกัดพลาสมิดดังกลาวจาก

เซลลแบคทีเรีย โดยใชชุดน้ํายาสําเร็จรูป HiYieldTM Plasmid Kit mini วัดความเขมขนของดีเอ็นเอดวยเครื่อง 

Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer จากนั้นตัดดีเอ็นเอมาตรฐานทุกชุดใหอยูในรูปเสนตรง

โดยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III โดยทําปฏิกิริยาในหลอดทดลองดังนี้ 

- ปฏิกิริยาสําหรับดีเอ็นเอมาตรฐาน GMOs-Hawaii-C1  

10x NEB buffer 2  5  ไมโครลิตร 

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

dH2O    7.5 ไมโครลิตร 

enzyme HindIII   1 ไมโครลิตร 

ปริมาตรรวม   50 ไมโครลิตร 

- ปฏิกิริยาสําหรับพลาสมิด GMOs-SC-C1  

   10x NEB buffer 2  8.5  ไมโครลิตร 

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

dH2O    18 ไมโครลิตร 

enzyme HindIII   3 ไมโครลิตร 

ปริมาตรรวม   85 ไมโครลิตร 

- ปฏิกิริยาสําหรับพลาสมิด GMOs-DOA-C1  

10x NEB buffer 2  8 ไมโครลิตร 

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

dH2O    25 ไมโครลิตร 

enzyme HindIII   2 ไมโครลิตร 

ปริมาตรรวม   80 ไมโครลิตร 

เม่ือเตรียมปฏิกิริยาเสร็จแลว นําหลอดปฏิกิริยาไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน 

(ประมาณ 12 ชั่วโมง) และหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมตัดจําเพาะโดยการบมท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 

20 นาที แลวตรวจสอบการตัดดีเอ็นเอมาตรฐานแตละชุดใหเปนเสนตรงโดยเอนไซมตัดจําเพาะดวยเทคนิค   

อิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) บน 1% อะกาโรสเจล แลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง Gel 

Documentation (Bio-Rad) 

- การทําบริสุทธิ์ดีเอ็นเอ 

ทําบริสุทธิ์ดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะใหเปนเสนตรงดวยชุด Hiyield 
TM Gel/PCR Fragments Extraction Kit แลววัดความเขมขนของดีเอ็นเอมาตรฐานแตละชุดท่ีตัดดวยเอนไซม
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ตัดจําเพาะ ท่ีใหชื่อวา linear pGMOs-Hawaii-C1, linear pGMOs-SC-C1 และ linear pGMOs-DOA-C1 

ดวยเครื่อง Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer  

- การคํานวณจํานวนชุด (copy number) ของพลาสมิดมาตรฐาน 

คํานวณจํานวน copy number ของพลาสมิดมาตรฐานแตละชุด โดยใชสูตรดังตอไปนี้คือ (Wei 

et al., 2012)    

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

 4. การหาปริมาณความเขมขนต่ําสุดท่ีตรวจสอบไดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (LOD) ดวยวิธี  Real-

time PCR  

หาปริมาณความเขมขนต่ําสุดของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสามารถตรวจสอบไดดวยไพรเมอรและโพ

รบท่ีจําเพาะตอยีนท่ีมีในมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตาง ๆ ดวยวิธี Real-time PCR ไดแก linear 

pGMOs-Hawaii-C1 ทดสอบดวยชุดไพรเมอรและโพรบจํานวน 4 ชุด คือ Papain-B1/Papain-B2 , 35S-

F/35S-R, 180-F/180-R และ 55-1 Primer 1/55-1 Primer 2 สวน linear pGMOs-SC-C1 ทดสอบดวย 

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

F_new/SC-R และ linear pGMOs-DOA-C1 ทดสอบดวยไพรเมอรและโพรบจํานวน 3 ชุด คือ        

Papain-B1/Papain-B2 , 35S-F/35S-R, 180-F/180-R ซ่ึงดีเอ็นเอมาตรฐานท้ังหมดจะถูกเจือจางดวยน้ํากลั่น

ฆาเชื้อใหไดความเขมขนเทากับ 100, 10, 1 ชุดตอไมโครลิตร (copies/µl) นําไปทดสอบในปฏิกิริยา      

Real-time PCR แตละปฏิกิริยาปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ดังนั้นความเขมขนสุดทายของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีใช

ในการทดสอบจะอยูท่ีระดับ 250, 25 และ 2.5 ชุด (copies) ทําการทดสอบ จํานวน 9 ซํ้า ในแตละไพรเมอร 

สวนตัวอยางดีเอ็นเอควบคุมท่ีใหผลเปนบวก คือ ดีเอ็นเอจากมะละกอดัดแปรพันธุกรรมท้ังสามสายพันธุ คือ 

PRSV-Hawaii, PRSV-SC และ PRSV-DOA ท่ีปรับความเขมขนเทากับ 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร แลวนํามา

เจือจางกับดีเอ็นเอจากมะละกอท่ีไมไดดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีความเขมขนเทากับ 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตรให

ไดเปอรเซ็นตความปนเปอนเทากับ 0.1 เปอรเซ็นต และตัวอยางควบคุมท่ีใหผลเปนลบ คือ ดีเอ็นเอจาก

มะละกอท่ีไมไดดัดแปรพันธุกรรมความเขมขนเทากับ 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ซ่ึงในปฏิกิริยา Real-time 

PCR ใชปริมาณดีเอ็นเอแตละตัวอยางใหความเขมขนสุดทายเทากับ 25 นาโนกรัม โดยในปฏิกิริยา Real-time 

PCR 1ปฏิกิริยาประกอบดวยสารเคมี ดังนี้ 

Water, PCR grade (Roche, Switzerland)   6.0 ไมโครลิตร  

10 µM  ไพรเมอร F (Qiagen, Germany)    0.5 ไมโครลิตร 

10 µM  ไพรเมอร R (Qiagen, Germany)          0.5 ไมโครลิตร 

10 µM  โพรบ (Qiagen, Germany)           0.5 ไมโครลิตร 

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

DNA template           2.5 ไมโครลิตร

      ปริมาตรรวม  20 ไมโครลิตร 
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ซ่ึงสารเคมีขางตนจะถูกเตรียมแลวหยอดลงในแตละหลุมของไมโครเพลท เพ่ือนําไปเพ่ิมปริมาณดี

เอ็นเอและตรวจสอบสัญญาณฟลูออเรสเซนตของ hydrolysis โพรบ ดวยเครื่อง qT0wer 2.0 ท่ีตั้งโปรแกรม

ดังนี้  

Pre-Incubation  95 ºC 10 นาที 

Amplification  95 15  วินาที  

       60 1  นาที 

ผลการทดลองและอภิปราย 

 การสรางดีเอ็นเอมาตรฐาน 

- สืบคนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมายจากฐานขอมูล 

 จากการสืบคนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Cauliflower mosaic virus promoter (CaMV 35S)     

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

เชื้อไวรัส PRSV สายพันธุ Hawaii (cp-Hawaii) สายพันธุไทยจากจังหวัดเชียงใหม (cp-SC) และสายพันธุจาก

จังหวัดขอนแกน (cp-DOA) และยีน papain ของมะละกอ พบวางานวิจัยของ Xu et al. (2008), 

Nakamura et al. (2013) และ Nakamura et al. (2014) ไดรายงานการตรวจสอบยีนท่ีกลาวมาขางตนโดย

ใชไพรเมอรและโพรบท่ีมีความจําเพาะดวยวิธี Real-time PCR ดังแสดงในตารางท่ี 1 ประกอบดวยไพรเมอร

จํานวน 13 เสน และโพรบจํานวน 6 เสน 

ยีน

เปาหมาย 
ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด 

ขนาด 

(bp) 
reference 

 35S-F 5'  GCCTCTGCCGACAGTGGT  3'   

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

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

 GUS Primer 5’  GGCCGTCGAGTTTTTTGATTT   3’   

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

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

 180-F 5’  CATGTAATGCATGACGTTATTTATG  3’   

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

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

 55-1 Primer 1 5’  CAGCCTTAGATGCTTCAAGAAAAGA  3’   

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

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

 Papain-B1 5'  AGTGGCTCAATATGGTATTCACTACAGA  3'   

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

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

 SC-F new 5'- CATTTCATTTGGAGAGAACACG-3'   

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

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

50 รอบ 

ตารางท่ี 1 ไพรเมอรและโพรบท่ีใชตรวจสอบมะละกอดัดแปร
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เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรและโพรบท่ีใชในการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม 

blast เขาไปในฐานขอมูล GenBank โดยโปรแกรม blastn ก็ทําใหเราพบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนใน

มะละกอดัดแปรพันธุกรรมท่ีเราตองการศึกษา ซ่ึงมีรายละเอียดดังตอไปนี้  

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Cauliflower mosaic virus promoter (CaMV 35S) ซ่ึงมีความ

คลายคลึงกับยีน Zea mays transgenic line NK603 promoter region เลข ACCESSION: KJ608140 

เทากับ 100 เปอรเซ็นต มีขนาด 82 คูเบส  

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน beta-glucuronidase (gus) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน Carica 

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

neophosphotransferase, complete cds เลข ACCESSION: FJ467933 ในสวนของยีน gus เทากับ 100 

เปอรเซ็นต มีขนาด 75 คูเบส  

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nopaline synthase terminator (nos) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน 

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

neophosphotransferase, complete cds เลข ACCESSION: FJ467933 เทากับ 100 เปอรเซ็นต มีขนาด 

84 คูเบส 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน coat protein (cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุ Hawaii (cp-

Hawaii) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน Carica papaya transgenic cultivar Rainbow beta-

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

ACCESSION: FJ467933 ในสวนของยีน coat protein เทากับ 100 เปอรเซ็นต มีขนาด 71 คูเบส 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน papain ของมะละกอ ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน Carica papaya 

papain mRNA, complete cds เลข ACCESSION: M15203 เทากับ 100 เปอรเซ็นต มีขนาด 91 คูเบส 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน coat protein (cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุไทยจากจังหวัด

เชียงใหม (cp-SC) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน coat protein (cp) gene สายพันธุ Samut Sakhon SMK1, 

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

ตามลําดับ เทากับ 98 เปอรเซ็นต มีขนาด 70 คูเบส 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน coat protein (cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุไทยจากจังหวัด

ขอนแกน (cp-DOA) ซ่ึงมีความคลายคลึงกับยีน coat protein (cp) gene ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุ 

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

ตามลําดับ เทากับ 98 เปอรเซ็นต มีขนาด 866 คูเบส  

- การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย 

       การออกแบบชุดยีนของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

     เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเปาหมาย ไดแก ยีน CaMV 35S, ยีน gus, ยีน nos, ยีน 

cp-Hawaii, cp-SC, cp-DOA และยีน Papain มาเรียงกัน และเชื่อมตอกันดวย linker ซ่ึงเปนจุดจดจําของ
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เอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดไมเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดในยีนเปาหมายทุกยีน ลําดับนิวคลีโอ

ไทดของชุดยีน GMOs-Hawaii มีขนาด 624 คูเบส ดังภาพท่ี 1 ลําดับนิวคลีโอไทดของชุดยีน GMOs_SC มี

ขนาด 502 คูเบส ดังภาพท่ี 2 และลําดับนิวคลีโอไทดของชุดยีน GMOs_DOA มีขนาดประมาณ 1,379 คูเบส 

ดังภาพท่ี 3 

 
 

 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงโครงสรางของชุดยีน GMOs-Hawaii ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, gus, nos, cp_Hawaii, 

papain ท่ีค่ันดวยจุดตัดของเอนไซม EcoRI, PstI, SacI, HindIII, XhoI และ EcoRI ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 แสดงโครงสรางของชุดยีน GMOs-SC ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_SC และ papain ท่ี

ค่ันดวยจุดตัดของเอนไซม EcoRI, SacI, HindIII, XhoI และ EcoRI ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3 แสดงโครงสรางของชุดยีน GMOs_DOA ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_DOA และ 

papain ท่ีค่ันดวยจุดตัดของเอนไซม EcoRI, NheI, SacI, HindIII, XhoI และ EcoRI ตามลําดับ 

GMOs Hawaii
624 bp

P35S gus T-nos
cp-Hawaii

papain

HindIII (381)

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

GMOs-DOA all
1379 bp

P35S
gus

Nos
Papain

cp-DOA

HindIII (381)

NheI (130)

SacI (255)

XhoI (1253)

EcoRI (2) EcoRI (1375)

GMOs SC
508 bp

T-nos cp-SCCaMV35S papain
HindIII (266)

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

(260) 

502 bp 

(498) (376) (134) 
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- วิเคราะหความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 

   ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบจากตารางท่ี 1 กับลําดับนิวคลีโอไทด

ของชุดยีนเปาหมาย GMOs-Hawaii, ชุดยีน GMOs-SC และชุดยีน GMOs-DOA โดยใชโปรแกรม Primer 

map พบวาไพรเมอรและโพรบท่ีใชตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรมมีความจําเพาะเจาะจงตอชุดยีนท้ัง

สามชุด โดยชุดยีนเปาหมาย GMOs-Hawaii ตรวจสอบไดโดยใชชุดไพรเมอรและโพรบ 35S, 55-1, Gus, 180 

และ papain สวนชุดยีน GMOs-SC ตรวจสอบไดโดยใชชุดไพรเมอรและโพรบ 35s, 180, papain และ SC 

และชุดยีน GMOs-DOA ตรวจสอบไดโดยใชชุดไพรเมอรและโพรบ 35S, 180, Gus, และ papain เทานั้น ดัง

แสดงในตารางท่ี 2  

 ตารางท่ี 2 แสดงความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบกับลําดับนิวคลีโอไทดของชุดยีนเปาหมาย      

GMOs-Hawaii, ชุดยีน GMOs-SC และชุดยีน GMOs-DOA  โดยใชโปรแกรม Primer map 

*หมายเหตุ + คือ detected และ – คือ not detected 

 

 

ลําดับ ยีน Primer: Sequence 
ชุดยีน 

GMOs_Hawaii 

ชุดยีน 

GMOs_SC 

ชุดยีน 

GMOs_DOA 

1 

CaMV35S 

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

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

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

4 

cp_Hawaii 

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

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

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

7 

gus 

GUS_Primer 5'-GGCCGTCGAGTTTTTTGATTT-3' + - + 

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

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

10 

nos 

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

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

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

13 

papain 

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

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

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

16 

cp_SC 

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

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

18 SC-P 5'-ACTCTAGAGGATCCATGTCCAA-3' - + - 
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- การสรางชุดยีนสังเคราะหและการสังเคราะหไพรเมอรและโพรบ 

 หลังจากวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ือสรางชุดดีเอ็นเอมาตรฐานและสั่งสังเคราะหชุดยีน

สังเคราะห ไดชุดยีนสังเคราะหเพ่ือสรางดีเอ็นเอมาตรฐานจํานวน 3 ชุด ท่ีใหชื่อวา GMOs-Hawaii ซ่ึงเปนชุด

ยีนท่ีประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  CaMV 35S, ยีน gus, ยีน nos, ยีน cp-Hawaii และยีน papain 

ซ่ึงมีขนาด 624 bp, ชุดยีนสังเคราะห GMOs-SC ซ่ึงเปนชุดยีนท่ีประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  

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

เปนชุดยีนท่ีประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  CaMV 35S, ยีน gus, ยีน nos, ยีน cp-DOA และยีน 

papain ซ่ึงมีขนาด 1,379 bp โดยลําดับนิวคลีโอไทดของชุดยีนท่ีสังเคราะหได มีลําดับนิวคลีโอไทดตรงกับ

ลําดับนิวคลีโอไดทของชุดยีน GMOs-Hawaii, GMOs-SC และ GMOs-DOA ท่ีออกแบบไว สูงถึง 100 

เปอรเซ็นต ซ่ึงชุดยีนสังเคราะหท้ังสามชุดท่ีสังเคราะหข้ึนไดเชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T ไดพลาสมิดลูกผสม 

ชื่อ GMOs-Hawaii  ท่ีมีขนาด 2,941 คูเบส (ภาพท่ี 4), พลาสมิดลูกผสม GMOs-SC ท่ีมีขนาด 2,795 คูเบส 

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

ยีนท้ังสามมียีน kanamycin resistance เปนยีน selectable marker สามารถใชสารปฏิชีวนะ kanamycin 

คัดเลือกโคลนท่ีไดรับชุดยีนสังเคราะหในข้ันตอนการถายโอนพลาสมิดลูกผสม 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4 แสดงพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ขนาด 2,941 คูเบส ประกอบดวยชุดยีนสังเคราะห   GMOs-

Hawaii ขนาด 624 คูเบส เชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T โดยมียีน kanamycin resistance เปนยีน 

selectable marker  
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ภาพท่ี 5 แสดงพลาสมิดลูกผสม GMOs-SC ขนาด 2,795 คูเบส ประกอบดวยชุดยีนสังเคราะห GMOs-Sc 

ขนาด 502 คูเบส เชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T โดยมียีน kanamycin resistance เปนยีน selectable 

marker  

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 6 แสดงพลาสมิดลูกผสม GMOs-DOA ขนาด 3,657 คูเบส ประกอบดวยชุดยีนสังเคราะห GMOs-

DOA ขนาด 1,379 คูเบส เชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T โดยมียีน kanamycin resistance เปนยีน 

selectable marker 

- การถายโอนพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย 

ผลการถายโอนพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ท่ีมีขนาด 2,941 คูเบส, พลาสมิดลูกผสม 

GMOs-SC ขนาด 2,795 คูเบส และ GMOs-SDOA ขนาด 3,657 คูเบส เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ 

Top 10 พบวามีโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคาดวาจะไดรับพลาสมิดลูกผสมจํานวนมากสามารถเจริญเติบโตบน

อาหารแข็ง 2xYT ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขน 50 mg/L ได (อาหารคัดเลือก) สําหรับ

แบคทีเรียท่ีไมไดรับการถายโอนพลาสมิดลูกผสม พบวาไมสามารถเจริญบนอาหารคัดเลือกได แตสามารถ

เจริญเติบโตไดดีบนอาหารแข็ง 2xYT ท่ีไมเติมสารปฏิชีวนะ ตรวจสอบขนาดของพลาสมิดลูกผสมท้ังสามชนิดท่ี
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สกัดไดจากโคโลนีท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได ดวยวิธี อิเล็กโตรโฟรีซิส บน 1% อะกาโรสเจล 

ท่ีผสม ethidium bromide พบวาพลาสมิด GMOs-Hawaii จาก 14 โคโลนี, พลาสมิด GMOs-SC จาก 10 

โคโลน ีและพลาสมิด GMOs-DOA จาก 10 โคโลน ีมีขนาด >1500 คูเบส ทุกโคลน เม่ือเทียบขนาดกับดีเอ็นเอ

มาตรฐาน (ภาพท่ี 7 และ 8) 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 7 แสดงขนาดของพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ีสามารถเจริญเติบโตบน

อาหารจํานวนท้ังหมด 14 โคโลนี เม่ือตรวจสอบบน 1% อะกาโรสเจล ท่ีผสม ethidium bromide โดยชอง 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 Kb DNA Ladder ชองท่ี 1 ถึง 14 คือ พลาสมิดท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ี 

1 ถึง 14 ตามลําดับ  

 
 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 8 แสดงขนาดของพลาสมิดลูกผสมท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารจํานวนท้ังหมด 

10 โคโลนี เม่ือตรวจสอบบน 1% อะกาโรสเจล ท่ีผสม ethidium bromide โดยชอง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 bp + 1.5 Kb DNA Ladder ชองท่ี 1 ถึง 10 คือ พลาสมิด GMOs-DOA ท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ี 1 ถึง 10  

ชองท่ี 11 ถึง 20 คือ พลาสมิด GMOs-SC ท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ี 1 ถึง 10 
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  การทดสอบความถูกตองของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

- การทดสอบโคลนโดยวิธีพีซีอาร 

     ตรวจพบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 35S, gus และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาดประมาณ 359      

คูเบส บนพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii และ GMOs-DOA (ภาพท่ี 9 และ 11) จากทุกโคโลนีท่ีเจริญบน

อาหารคัดเลือก และตรวจพบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 35S และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาดประมาณ 

238 คูเบส บนพลาสมิดลูกผสม GMOs-SC (ภาพท่ี 10) จากทุกโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารคัดเลือกเชนกัน      

ซ่ึงผลิตภัณฑพีซีอารท่ีพบมีขนาดเทากับผลิตภัณฑพีซีอารท่ีเพ่ิมปริมาณไดในชุดพลาสมิดสังเคราะหซ่ึงเปนตัว

ควบคุมท่ีใหผลเปนบวก และไมพบผลิตภัณฑพีซีอารในน้ํากลั่นซ่ึงเปนตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

  

 

 

 

 

ภาพท่ี 9 แสดงการตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 35S, gus และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาด

ประมาณ 359 คูเบส ดวยวิธีพีซีอาร บนพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ีสามารถ

เจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือก จํานวนท้ังสิ้น 14 โคโลนี เม่ือตรวจสอบบน 2% อะกาโรสเจล ท่ีผสม 

ethidium bromide โดยชอง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 Kb DNA Ladder ชองท่ี 1 ถึง 14 คือ 

พลาสมิดท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ี 1 ถึง 14 ตามลําดับ สวนชองท่ี 15 คือ Positive control (พลาสมิดลูกผสม 

GMOs-Hawaii ท่ีสังเคราะหข้ึน) และชองท่ี 15 คือ negative control (dH2O)   
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ภาพท่ี 10 แสดงการตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV, 35S และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาดประมาณ 

238 คูเบส บนพลาสมิดลูกผสม GMOs-SC ท่ีสกัดไดจากโคโลนีท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือก ดวย

วิธีพีซีอาร เม่ือตรวจสอบบน 2% อะกาโรสเจล ท่ีผสม ethidium bromide โดยชอง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 bp + 1.5 Kb DNA Ladder ชองท่ี 1 ถึง 10 คือ พลาสมิดท่ีสกัดไดจากโคลน GMOs-SC โคโลนีท่ี 1 ถึง 

10 และชองท่ี 11 คือ negative control (dH2O)   

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 11 แสดงการตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 35S, gus และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาด

ประมาณ 359 คูเบส บนพลาสมิดลูกผสม GMOs-DOA ดวยวิธี PCR เม่ือตรวจสอบบน 2% อะกาโรสเจล ท่ี

ผสม ethidium bromide โดยชอง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 Kb DNA Ladder ชองท่ี 1 ถึง 

10 คือ พลาสมิดท่ีสกัดไดจากโคลน GMOs-DOA โคโลนีท่ี 1 ถึง 10 และชองท่ี 11 คือ negative control 

(dH2O) 
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 - การหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานดวยเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติและการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทด 

     วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs-Hawaii ดวยเครื่องอัตโนมัติ พบวาลําดับ               

นิวคลีโอไดทจากพลาสมิดลูกผสมโคโลนีท่ี 1 (GMOs-Hawaii-c1) วิเคราะหไดความยาวประมาณ 668 คูเบส 

สวนลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสมโคโลนีท่ี 8 (GMOs-Hawaii-c8)  วิเคราะหความยาวไดประมาณ 

702 คูเบส เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท้ังคูกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii 

ตนแบบท่ีสังเคราะหข้ึน พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs-Hawaii-c1 และ GMOs-Hawaii-c8 มี

ความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสม GMOs-Hawaii ตนแบบ (ในสวนของชุดยีน GMOs-

Hawaii) เทากับ 100 เปอรเซ็นต สวนลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs-SC จากโคโลนีท่ี 1 (GMOs-SC-

c1) วิเคราะหไดความยาวประมาณ 582 คูเบส, ลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs-DOA จากโคโลนีท่ี 1 

(GMO DOA-c1) วิเคราะหความยาวไดประมาณ 1,392 คูเบส และเม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท้ังคูกับ

ลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสม GMOs-SC และ GMOs-DOA ตนแบบท่ีสังเคราะหข้ึน พบวาลําดับ    

นิวคลีโอไทดของพลาสมิด GMOs-SC-c1 และ GMOs-DOA-c1 มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ   

พลาสมิดลูกผสมตนแบบ เทากับ 100 เปอรเซ็นต  

 การตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของ ไพรเมอรและโพรบ SC และ 55-1   

ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบ 55-1 และ SC เพ่ือตรวจสอบยีน cp-

Hawaii และยีน cp-SC ตามลําดับ ดวยวิธี Real-time PCR ในดีเอ็นเอของพืชดัดแปรพันธุกรรมอ่ืน ๆ ไดแก 

ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม RR และและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรม Mon 863 เปนตน พบวาไพรเมอรท้ังคูมี

ความจําเพาะเจาะจง  โดยไพรเมอรและโพรบ 55-1 ตรวจพบสัญญาณฟลูออเรสเซนต ในตัวอยางดีเอ็นเอ

มะละกอ GM6 (Hawaii genomic DNA) เทานั้น สวนไพรเมอรและโพรบ SC ตรวจพบสัญญาณฟลูออเรส

เซนต ในตัวอยางดีเอ็นเอมะละกอ GM9 (SC genomic DNA) เทานั้น  

การศึกษาจํานวนชุด (copy number) ของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

พลาสมิดมาตรฐานท่ีสกัดจากชุดน้ํายาสําเร็จรูปทุกชุดมีปริมาณและความบริสุทธิ์มากพอ (ตาราง

ท่ี 3) เม่ือนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII เปนเวลาขามคืน ก็สามารถตัดใหพลาสมิดมาตรฐานทุกชุด

อยูในรูปเสนตรงได เม่ือตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซิส โดยกอนตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะพลาส  

มิดทุกชุดจะอยูในรูปแบบขดเปนวง (supercoiled) ทําใหมีขนาดเล็กจึงเคลื่อนท่ีบนเจลอะกาโรสไดรวดเร็ว

กวา พลาสมิดท่ีถูกตัดใหอยูในรูปเสนตรง (lineared) ซ่ึงมีขนาดตรงกับพลาสมิดมาตรฐานแตละชุดท่ีออกแบบ

ไว คือ พลาสมิดมาตรฐาน GMOs-Hawaii มีขนาด 2,941 คูเบส, พลาสมิดมาตรฐาน GMOs-SC มีขนาด 

2,795  คูเบส และพลาสมิดมาตรฐาน GMOs-DOA มีขนาด 3,657 คูเบส (ภาพท่ี 12) ดีเอ็นเอมาตรฐานแตละ

ชุดท่ีอยูในรูปเสนตรงนี้ ใหชื่อวา linear pGMOs-Hawaii-C1, linear pGMOs-SC-C1 และ linear pGMOs-

DOA-C1 นําไปทําใหบริสุทธิ์ ซ่ึงปริมาณท่ีไดมากพอท่ีจะใชในการทดสอบ Real-time PCR และความเขมขน

ของดีเอ็นเอมาตรฐานจะถูกคํานวณกลับใหอยูในรูป copy number (ตารางท่ี 4) 
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ตารางท่ี 3 แสดงความเขมขนของพลาสมิดมาตรฐานท่ีทําบริสุทธิ์ได 

ช่ือพลาสมิดมาตรฐาน คา A260/A280 ความเขมขน (ng/ul) 

1. GMOs-Hawaii-c1 2.21 80.35 

2. GMOs-SC-C1 2.08 114.8 

3. GMOs-DOA-C1 2.28 34.1 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 12 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีถูกตัดใหอยูในรูปเสนตรงโดยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII เม่ือตรวจสอบบน 

1% อะกาโรสเจล ท่ีผสม ethidium bromide โดยชอง M1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1kb Gene ruler DNA 

Ladder ชองท่ี 1 คือ พลาสมิด GMOs-Hawaii (uncut) ชองท่ี 2 คือ พลาสมิด GMOs-Hawaii ท่ีถูกตัดดวย

เอนไซม HindIII มีขนาด 2,941 คูเบส ชองท่ี 3 พลาสมิด GMOs-SC (uncut) ชองท่ี 4 คือ พลาสมิด GMOs-

SC ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม HindIII มีขนาด 2,795 คูเบส ชองท่ี 5 คือ พลาสมิด GMOs-DOA (uncut) ชองท่ี 6 

คือ พลาสมิด GMOs-DOA ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม HindIII มีขนาด 3,657 คูเบส และ M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 bp + 1.5 Kb DNA 

ตารางท่ี 4 แสดงจํานวนชุดของดีเอ็นเอมาตรฐานจากการคํานวณ 

ช่ือดีเอ็นเอมาตรฐาน คา A260/A280 ความเขมขน (ng/ul) 
จํานวนชุด 

(copy number) 

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

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

3. linear GMOs-DOA-C1 1.70 13.75 3.48 ×109 copies 
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การหาปริมาณความเขมขนต่ําสุดท่ีตรวจสอบไดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (LOD) ดวยวิธี Real-time 

PCR  

หาปริมาณความเขมขนต่ําสุดท่ีตรวจสอบไดของดีเอ็นเอมาตรฐาน (LOD) โดยทดสอบท่ีความ

เขมขนของดีเอ็นเอมาตรฐาน เทากับ 250, 25 และ 2.5 ชุด (copy) ดวยเทคนิค Real-time PCR โดยใชไพร

เมอรและโพรบท่ีจําเพาะเจาะจงตอยีนตาง ๆ ท่ีมีในมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุตาง ๆ ไดแก ยีน 

papain, CaMV35s, nos, cp-Hawaii และ cp-SC พบวา 1. คูไพรเมอร Papain-B1/Papain-B2 สามารถ

ตรวจสอบยีน papain บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ีปริมาณต่ําสุด (LOD) เทากับ 

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

linear pGMOs-DOA-C1 เทากับ 250 copies 2. คูไพรเมอร 35S-F/35S-R สามารถตรวจสอบยีน 

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

DOA-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies 3. คูไพรเมอร 180-F/180-R สามารถตรวจสอบยีน nos บนดีเอ็นเอ

มาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 25 copies แต LOD ของการตรวจสอบยีน nos 

บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-SC-C1 และ linear pGMOs-DOA-C1ท่ี LOD เทากับ 250 copies 4. 

คูไพรเมอร 55-1 Primer 1/55-1 Primer 2 สามารถตรวจสอบยีน cp_Hawaii บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear 

pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies  5. ไพรเมอร SC-F/SC-R สามารถตรวจสอบยีน cp-SC 

บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-SC-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies (ตารางท่ี 5) ซ่ึงสอดคลองกับ

การทดลองของ Nakamura et al., (2013) ท่ีไดใชดีเอ็นเอพลาสมิดเปนตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกในการ

ตรวจสอบการปนเปอนของมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ Hawaii ในผลิตภัณฑมะละกอ ดวยวิธี Real-

time PCR พบวาคา LOD อยูท่ี 250 ชุด (copies) เชนเดียวกัน 

ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบหาปริมาณตํ่าสุดของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีตรวจสอบได (LOD) สําหรับตรวจสอบ

มะละกอดัดแปรพันธุกรรม 3 สายพันธุ ดวยวิธี Real-time PCR 

คูไพรเมอรและโพรบ 
คา LOD ของดีเอ็นเอมาตรฐาน 

linear pGMOs-Hawaii-C1 

(copy number) 
linear pGMOs-SC-C1 

(copy number) 
linear pGMOs-DOA-C1 

(copy number) 

Papain-B1/Papain-B2 25 250 250 

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

180-F/180-R 25 250 250 

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

SC-F/SC-R - 250 - 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

จากการสืบคนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนตาง ๆ ท่ีมีรายงานในวารสารระดับนานาชาติท่ีเก่ียวของ

กับการสรางพลาสมิดมาตราฐานใชตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ทําใหไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน ตอไปนี้ ไดแก ยีน Cauliflower mosaic virus promoter (CaMV 35S) ขนาด 82 คูเบส, ยีน beta-

glucuronidase (gus) ขนาด 75 คูเบส, ยีน nopaline synthase terminator (nos) ขนาด 84 คูเบส, ยีน 

coat protein (cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุ Hawaii (cp-Hawaii) ขนาด 71 คูเบส, ยีน coat protein 

(cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุไทยจากจังหวัดเชียงใหม (cp-SC) มีขนาด 70 คูเบส, , ยีน coat protein 

(cp) ของเชื้อไวรัส PRSV สายพันธุไทยจากจังหวัดขอนแกน (cp-DOA) มีขนาด 866 คูเบส และยีน papain 

ของมะละกอ ขนาด 91 คูเบส ซ่ึงเม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีกลาวมาขางตน มาเชื่อมตอกันดวย 

linker ซ่ึงเปนจุดจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดไมเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดในยีน

เปาหมายทุกยีน ทําใหสามารถออกแบบลําดับนิวคลีโอไทดของชุดยีนมาตรฐานไดสามชุดดวยกัน ประกอบดวย 

1) ชุดยีน GMOs-Hawaii ท่ีมีขนาด 624 คูเบส ซ่ึงชุดยีนนี้ประกอบดวยยีน CaMV35S, gus, nos, 

cp_Hawaii, papain ท่ีค่ันดวยจุดตัดของเอนไซม EcoRI, PstI, SacI, HindIII, XhoI และ EcoRI ตามลําดับ   

2) ชุดยีน GMOs-SC ขนาด 502 คูเบส ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV35S, nos, cp_SC และ papain ท่ีค่ันดวย

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

ประมาณ 1,379 คูเบส ซ่ึงประกอบดวยยีน CaMV 35S, gus, nos, cp-DOA และยีน Papain ท่ีค่ันดวยจุด

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

จึงดําเนินการสังเคราะหชุดยีนสามชุดดวยกัน แตละชุดยีนใหเชื่อมตอกับเวคเตอร pMK-T ทําให

ไดชุดพลาสมิดลูกผสมมาตรฐาน GMOs-Hawaii ขนาดประมาณ 2,941 คูเบส, พลาสมิดลูกผสมมาตรฐาน 

GMOs-SC ขนาดประมาณ 2795 คูเบส และพลาสมิดลูกผสมมาตรฐาน GMOs-DOA ขนาดประมาณ 3,657 คู

เบส โดยพลาสมิดมาตรฐานทุกชุดสามารถเพ่ิมปริมาณในเซลลแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ Top 10 ได 

คัดเลือกเอาโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารคัดเลือกได ซ่ึงคาดวาเปนโคลนท่ีไดรับพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลล จํานวน 

10-14 โคลน มาตรวจสอบขนาดของพลาสมิด พบวาขนาด พลาสมิดจากทุกโคลนท่ีคัดเลือกมา มีขนาดใหญ

กวา 1,500 คูเบส เม่ือเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน และตรวจสอบพบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 

35S, gus และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาดประมาณ 359 คูเบส ในพลาสมิดท่ีสกัดจากโคลนของ GMOs-Hawaii 

และ GMOs-DOA สวนพลาสมิดท่ีสกัดจากโคลน GMOs-SC ตรวจพบผลิตภัณฑพีซีอารของยีน CaMV 35S 

และ nos ท่ีเชื่อมตอกัน ขนาดประมาณ 238 คูเบส ในทุกโคลนเม่ือตรวจสอบดวยวิธีพีซีอาร ท้ังเม่ือคัดเลือก  

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

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ และเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอ

ไทดของพลาสมิดลูกผสมท้ังสามชุดกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดลูกผสมตนแบบแตละชนิด พบวามีความ

คลายคลึงกันสูงเทากับ 100 เปอรเซ็นต  
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สําหรับการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรและโพรบ SC และ 55-1 กับดีเอ็นเอของ

มะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ SC และ Hawaii, ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม RR และขาวโพด           

ดัดแปรพันธุกรรม Mon 863 พบวาไพรเมอรและโพรบ SC จําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอของมะละกอ           

ดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ SC (GM 9) สวนไพรเมอรและโพรบ 55-1 จําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอของมะละกอ

ดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุ Hawaii (GM 6) เทานั้น ดังนั้นไพรเมอรและโพรบท้ังคูนี้เหมาะสมในการใชเพ่ือ

จําแนกมะละกอดัดแปรพันธุกรรมท้ังสองสายพันธุออกจากกันได   

ทดสอบหาปริมาณความเขมขนต่ําสุดของดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีตรวจสอบได (LOD) ดวยเทคนิค    

Real-time PCR โดยใชไพรเมอรและโพรบท่ีจําเพาะเจาะจงตอยีนตาง ๆ ท่ีมีในมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสาย

พันธุตาง ๆ ไดแก ยีน papain, CaMV35s, nos, cp-Hawaii และ cp-SC พบวา 1. คูไพรเมอร Papain-

B1/Papain-B2 สามารถตรวจสอบยีน papain บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ี

ปริมาณต่ําสุด (LOD) เทากับ 25 copies แต LOD ของการตรวจสอบยีน papain บนดีเอ็นเอมาตรฐาน 

linear pGMOs-SC-C1 และ linear pGMOs-DOA-C1 เทากับ 250 copies 2. คูไพรเมอร 35S-F/35S-R 

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

และ linear pGMOs-DOA-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies 3. คูไพรเมอร 180-F/180-R สามารถ

ตรวจสอบยีน nos บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 25 copies แต LOD 

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

LOD เทากับ 250 copies 4. คูไพรเมอร 55-1 Primer 1/55-1 Primer 2 สามารถตรวจสอบยีน cp_Hawaii 

บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-Hawaii-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies  5. ไพรเมอร SC-F/SC-R 

สามารถตรวจสอบยีน cp-SC บนดีเอ็นเอมาตรฐาน linear pGMOs-SC-C1 ไดท่ี LOD เทากับ 250 copies  

สรุปไดวาการทดลองนี้ประสบความสําเร็จในการสรางดีเอ็นเอมาตรฐานข้ึนมาสามชุด คือ     

พลาสมิด GMOs-Hawaii, GMOs-SC และ GMOs-DOA เพ่ือเปนดีเอ็นเออางอิงสําหรับการตรวจมะละกอ               

ดัดแปรพันธุกรรม จํานวนสามสายพันธุ ประกอบดวยมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุฮาวาย, สายพันธุของ

ประเทศไทยจากจังหวัดเชียงใหม และสายพันธุของประเทศไทยจากจังหวัดขอนแกน ในการตรวจสอบดวยวิธี 

Real-time PCR เชิงคุณภาพได และเนื่องจากดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีสรางข้ึนเปนชุดยีนท่ีเชื่อมตออยูกับเวคเตอร 

pMK-T และไดถายโอนเขาสูเซลลแบคทีเรีย จึงสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมาตรฐานไดอยางรวดเร็ว และเพ่ิม

จํานวนไมจํากัดภายในเซลล ดวยการเลี้ยงแบคทีเรียในปริมาณท่ีตองการและสกัดพลาสมิดเพ่ือนํามาใชเปน

วัสดุอางอิงได ภายในระยะเวลาไมนาน และสามารถพัฒนาใชดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีถูกตัดใหเปนเสนตรงมา

เปรียบเทียบการปนเปอนของมะละกอดัดแปรพันธุกรรมในเชิงปริมาณดวยวิธี Real-time PCR ตอไปไดใน

อนาคต และความรูท่ีไดยังเปนพ้ืนฐานความรูในการพัฒนาสรางดีเอ็นเอมาตรฐานสําหรับพืชดัดแปรพันธุกรรม

ชนิดอ่ืนไดอีกดวย  

ในแงการนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน เอ็นเอมาตรฐานที่สรางขึ้นสามารถยืนยันความถูกตอง

ของผลการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรมในหองปฏิบัติการได เนื่องจากผลการตรวจสอบดีเอ็นเอ
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มาตรฐานที่สรางขึ้นมีความถูกตองตรงกับขอมูลที่มีรายงานในวารสารระดับนานาชาติ และถานําดีเอ็นเอ

มาตรฐานท่ีสรางข้ึนไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะใหอยูในรูปเสนตรง จะสามารถพัฒนาไปใชเปนวัสดุอางอิง

ในการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรม ดวยวิธีการ Real-time PCR เชิงปริมาณได และองคความรูท่ี

ไดจากงานวิจัยนี้ยังเปนพ้ืนฐานในการพัฒนาสรางดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือใชเปนวัสดุอางอิงสําหรับพืชดัดแปร

พันธุกรรมชนิดอ่ืน ๆ อีกดวย 

การทดลองท่ี 9 การผลิตโปรตีนมาตรฐานเพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA Kit ของถั่วเหลืองดัดแปร

พันธุกรรมในเชิงพาณิชย 

 

ขนิษฐา วงศวัฒนารัตน  ชนันตธร ดนัยสิริชัยชล  พงศกร สรรควิทยากุล 

อรรคพล ภูมีศรี 

Khanitha Wongwathanarat  Chananton Danaisilichaichon  Pongsakorn Sunvittayakul 

Arkkapon Phoomeesri 

 

บทคัดยอ 

 สังเคราะหยีน EPSPS ขนาด 1,368 bp โคลนเขาสู expression vector pET 200/D-TOPO®  

ถายโอนเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 เพ่ิมปริมาณโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรีย ทําบริสุทธิ์โดยใช Ni-

NTA ผลการตรวจสอบขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE พบขนาดโปรตีนขนาด 52 กิโลดาลตัน ถูกชะ

ออกมาท่ี elution buffer pH 4.5 นําโปรตีนท่ีไดไปเปนแอนติเจนในการฉีดกระตุนสัตวทดลอง แยกสกัด IgG 

จากแอนติบอดีปรับความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เจือจาง 1:200 ทดสอบความใชไดของแอนติบอดีตอ

โปรตีน EPSPS พบวาแอนติบอดีมีความจําเพาะเจาะจงตอโปรตีน EPSPS ในตัวอยางถ่ัวเหลืองสด โปรตีน 

EPSPS บริสุทธิ์ และตัวอยางโปรตีน EPSPS ท่ีผานกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง เม่ือเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพการตรวจสอบระหวางแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนในหองปฏิบัติการกับชุดตรวจสอบทางการคา 

(Agdia ELISA kit) ผลการทดสอบท้ังสองใหผลการทดสอบท่ีสอดคลองกัน  

คําสําคัญ : SDS-PAGE, IgG, โปรตีน EPSPS, กระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง 

บทนํา 

ขาวเปนพืชเศรษฐกิจท่ีมีความสําคัญของประเทศไทย มีการผลิตข้ึนเพ่ือบริโภคและสงออก

ตางประเทศ ซ่ึงประเทศไทยถือเปนผูสงออกขาวรายใหญท่ีสุดของโลก ขาวไทยถูกสงออกไปยังทวีปแอฟริกา 

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

โดยประเทศท่ีนําเขาขาวไทยมากท่ีสุดเรียงตามลําดับดังนี้ 1) ไนจีเรีย 2) แอฟริกาใต 3) เบนิน 4) ไอเวอรรี่ 

โคสต 5) สหรัฐอเมริกา 6) เซเนกัล 7) จีน 8) อิรัก 9) ฮองกง และ 10) ญ่ีปุน (หอการคาไทยและสํานักงาน

มาตรฐานสินคานําเขาและสงออก, 2552) กลุมประเทศท่ีสงออกขาวรองลงมา คือ เวียดนาม อินเดีย 
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ปากีสถาน และจีน ตามลําดับ ขาวในประเทศไทยเปนขาวท่ีมีคุณภาพและเปนท่ีนาเชื่อถือของผูจัดหาขาวปอน

สูตลาดโลกและอุตสาหกรรมขาว เนื่องจากในยุคปจจุบันของการปลูกพืชเทคโนโลยีชีวภาพหรือพืชจีเอ็มโอท่ีมี

การเจริญเติบโตอยางตอเนื่อง ประเทศสหรัฐอเมริกาเปนประเทศผูนําในการปลูกพืชเทคโนโลยีชีวภาพ ไดมี

การพัฒนาขาวดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีความตานทานยาฆาหญา เชน ขาวลิเบอรต้ีลิ้ง (Liberty Link, LL) โดย

บริษัท ไบเออร (Bayer) (Bethell, 2002) ขาวดัดแปรพันธุกรรมท่ีนํามาใชในทางเภสัชวิทยา ประเทศจีนและ

สถาบันวิจัยขาวนานาชาติ ท่ีมีศูนยวิจัยตั้งอยูภายในสถาบันวิจัยขาวแหงชาติ ประเทศฟลิปปนส  ไดพัฒนาขาว

บีที (Bt Rice) เพ่ือใหมีความตานทานแมลง และยังมีขาวสีทอง (Golden Rice) ซ่ึงเปนขาวดัดแปรพันธุกรรมท่ี

ไดรับการตัดตอยีนเพ่ือเพ่ิมระดับของสารเบตาเคโรตีน (International, 1977) ไดมีการปลูกทดสอบใน

ประเทศฟลิปปนส, บังคลาเทศ, อินเดีย, อินโดนีเซีย และเวียดนาม  

ในปจจุบันมีขาวดัดแปรพันธุกรรม 3 ชนิดเทานั้น ท่ีไดรับการข้ึนทะเบียน ไดแก LL601, 

LL06/LL62 ขาวดัดแปรพันธุกรรม LL06/LL62 ไดรับการข้ึนทะเบียนในประเทศออสเตรีย, แคนนาดา, 

เม็กซิโก และสหรัฐอเมริกา เปนประเทศเดียวท่ีท่ีมีการอนุญาตใหมีการข้ึนทะเบียนของขาวดัดแปรพันธุกรรม 

LL601 ในระยะเวลา 10 ปท่ีผานมามีเหตุการณการปนเปอนของขาวดัดแปรพันธุกรรม ขาวลิเบอรต้ีลิงค 

(LL601) ออกสูสิ่งแวดลอมในสหรัฐอเมริกา ซ่ึงมีผลกระทบกอใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจของ

อุตสาหกรรมขาว ขาวลิเบอรตี้ลิงค (LL601) ถูกพบวาปนเปอนในระบบการคาขาวในทวีปยุโรป, แอฟริกา และ

เอเชีย เม่ือเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549 ทําใหหลายประเทศในทวีปยุโรปและญ่ีปุนระงับการนําเขาขาวเมล็ดยาว

จากสหรัฐอเมริกา คาดการณวาความเสียหายท่ีเกิดข้ึนจากการปนเปอนของขาวดัดแปรพันธุกรรมอยูระหวาง 

741-1,285 ลานดอลลารสหรัฐ จากเหตุการณท่ีเกิดการปนเปอนของขาวลิเบอรตี้ลิงค (LL601) ทําใหประเทศ

ญี่ปุนเพ่ิมการตรวจสอบการปนเปอนขาวดัดแปรพันธุกรรมใหครอบคลุมขาวทุกชนิดท่ีนําเขาจากสหรัฐอเมริกา 

ซ่ึงรวมถึงขาวเมล็ดกลางและเล็ก รวมถึงญ่ีปุนจะมีการขอใหมีการตรวจสอบขาวทุกชนิดท่ีมีการนําเขาจาก

ประเทศไทย ซ่ึงเปนผลสืบเนื่องจากการตรวจพบการปนเปอนขาวดัดแปรพันธุกรรม LL601 ในเอเชีย 

ประเทศไทยเปนประเทศท่ีไมอนุญาตใหมีการปลูกพืชดัดแปรพันธุกรรมภายในประเทศ แต

สืบเนื่องจากปจจุบันเปนยุคของพืชเทคโนโลยีชีวภาพ มีการวิจัยพัฒนาพืชดัดแปรพันธุกรรมกันหลายประเทศ

ในแถบเอเชีย อยางเชน ประเทศจีน ซ่ึงเปนประเทศท่ีกําลังขยายฐานการผลิตวัตถุดิบสินคาเกษตรมายังกลุม

ประเทศท่ีมีพ้ืนท่ีใกลเคียงกับประเทศไทย อาจมีการลักลอบนําเขาพืชดัดแปรพันธุกรรม อยางเชน ขาว Bt63 

เขามาภายในประเทศ ถาเกิดกรณีดังกลาวข้ึน จะมีมูลคาความเสียหายเกิดข้ึนทางเศรษฐกิจอยางมหาศาล จาก

ข้ันตอนการสุมเก็บตัวอยางและการตรวจวิเคราะห การดูแลรักษา แรงงาน และอ่ืน ๆ ซ่ึงนั่นหมายถึง หากเกิด

การปนเปอนขาวดัดแปรพันธุกรรมจะตองแบกรับตนทุนในการจัดการใหม่ันใจวาขาวไทยปลอดจากจีเอ็มโอ 

และสงผลกระทบใหประเทศคูคา วางมาตรการการกีดกันทางการคา หรือยุติการนําเขาขาวจากประเทศไทย 

ปจจุบันมีนักวิจัยไดพัฒนาเทคนิคทางดานซีรัมวิทยาเขามาชวยตรวจสอบโปรตีนของพืชดัดแปร

พันธุกรรม Yang, 2005 ไดพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีสําหรับตรวจสอบ hygromycin B 

phosphotransferase (HPT)  ในขาวดัดแปรพันธุกรรมดวยเทคนิค ELISA ดวยเหตุนี้ทางกรมวิชาการเกษตร
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ซ่ึงเปนหนวยงานหลักในการตรวจวิเคราะหการปนเปอนของจีเอ็มโอในพืชและจุลินทรียดัดแปรพันธุกรรม จึงมี

ความจําเปนอยางยิ่งในการคิดคนเทคโนโลยีในการตรวจสอบ เพ่ือใหมีความสะดวก รวดเร็ว ถูกตองแมนยํา 

ขนิษฐาและคณะ, 2554 ไดพัฒนาชุดตรวจสอบถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม (Roundup Ready) โดยอิมมูโน

โครมาโตกราฟ ซ่ึงชุดตรวจสอบท่ีมีการวิจัยพัฒนาข้ึน สามารถนําไปใชการตรวจคัดกรองวัตถุดิบในเบื้องตน ลด

การนําเขาชุดตรวจจากตางประเทศ อีกท้ังยังเปนหนวยงานตนแบบในการพัฒนาชุดตรวจสอบพืชหรือจุลินทรีย

ดัดแปรพันธุกรรมชนิดอ่ืน ๆ นําไปสูการพัฒนาเทคโนโลยีท่ีใชสําหรับตรวจสอบ  
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 

การผลิตโปรตีนมาตรฐานเพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA Kit ของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมใน

เชิงพาณิชย ดําเนินงานทีสํานักเทคโนโลยีชีวภาพ และกลุมงานไวรัสวิทยา กรมวิชาการเกษตร และภาควิชา

โรคพืช มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในป 2554-2558 ระยะเวลา 4 ป มีวิธีการ 

1. การสังเคราะหยีน CryIAb/Ac และตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 สืบคนขอมูลในฐานขอมูลของขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63 รวบรวมขอมูลของรหัสพันธุกรรมเพ่ือ

คัดเลือกสวนของยีนขาวท่ีไดรับการตัดตอพันธุกรรม ซ่ึงสามารถผลิตโปรตีนท่ีตานทานแมลง คัดเลือกบริเวณ

ของยีนดังกลาว สังเคราะหยีน ขนาด 1,845 bp เชื่อมตอเขาสูเวคเตอร pET 101/D-TOPO® แลวโคลนเขาสู 

pET 200/D-TOPO®  และถายโอนพลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 เพ่ิมปริมาณเซลลแบคทีเรีย 

สกัดพลาสมิดลูกผสมตามวิธีการของ Sambrook and Russell, 2001 ตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีนท่ีสังเคราะหอีกครั้ง กอนนําไปเพ่ิมปริมาณโปรตีนในเซลลแบคทีเรีย 

 2. การเพ่ิมปริมาณโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรียและทําบริสุทธิ์ recombinant protein 

CryIAb/Ac  

 -การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการเพ่ิมปริมาณ Recombinant protein CryIAb/Ac ในระบบ

เซลลแบคทีเรีย 

 นําเซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 ท่ีมีพลาสมิดลูกผสมของยีน CryIAb/Ac มาศึกษาระยะเวลาท่ี

เหมาะสมของการสังเคราะห Recombinant protein CryIAb/Ac  โดยเลี้ยงแบคทีเรีย E. coli BL21 

transformants CryIAb/Ac-BL21 ในอาหารเหลว LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินใหมีความเขมขน 50 

มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา 220 รอบตอนาทีนานขามคืน (14-16 ชั่วโมง) 

เพ่ือจะใชเปนเซลลตั้งตน จากนั้นเพ่ิมปริมาณเซลลแบคทีเรียในอาหารเหลว LB ท่ีเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน

ใหมีความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลกลูโคสใหมีความเขมขน 1% (final concentration) เลี้ยง

เชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา 220 รอบตอนาที นาน 2 ชั่วโมง แลวชักนําเซลลดวยสาร IPTG เติมให

มีความเขมขนเทากับ 1 มิลลิโมลาร ชักนําเซลลใหผลิตโปรตีนในระยะเวลาตางกัน เพ่ือหาวาควรชักนําเซลล

ดวยสาร IPTG ท่ีระยะเวลานานเทาใดเซลลถึงจะผลิตโปรตีนลูกผสมออกมามากท่ีสุด 
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 - การทําโปรตีน CryIAb/Ac  ใหบริสุทธิ์  

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

มิลลิลิตร ซ่ึงมีสารปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาท่ีความเร็วรอบ 220 รอบตอ

นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นชักนําใหแบคทเรียผลโปรตีนโดยเติมสาร IPTG ใหมีความเขมขน

เทากับ 1 มิลลิโมลาร แลวชักนําเปนเวลา 5 ชั่วโมง เก็บเซลลแบคทีเรียทําใหเซลลแตกและทําใหโปรตีนให

บริสุทธิ์ ตามวิธีในคูมือการแยกและทําใหโปรตีนบริสุทธิ์ (The QIA expressionist ของบริษัท QIAGEN)  โดย

ใช nickel nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) resin ชะโปรตีน CryIAb/Ac ท่ีเกาะอยูในคอลัมน (elute) ดวย 

buffer E (pH 3.5) ตรวจสอบขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE ตรวจวัดปริมาณและความเขมขนโปรตีน

ดวยวิธีการ Bradford’s method (Bradford, 1776) 

 - การศึกษาขนาดและตรวจสอบ recombinant protein ดวยเทคนิค Western blotting 

       ศึกษาขนาดของ recombinant protein CryIAb/Ac โดยแยกขนาดของ recombinant 

protein ดวยวิธี SDS-PAG ดวยชุดอุปกรณของบริษัท Bio-RadTM  จากนั้นถายโอนโปรตีนจากเจลอะคริลา

ไมดข้ึนสูแผนไนโตรเซลลูโลส ดวยเครื่อง transfer blotting (Biorad, USA) โดยใชกระแสไฟฟา 15 โวลต 

เปนเวลา 15 นาที นําแผนไนโตรเซลลูโลสมาแชในสารละลาย BSA/TBST blocker™ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวนํามาลางดวย TBST 2 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที นําแผนไนโตรเซลลูโลสมาแชใน

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

อัตราสวน 1 ตอ 5000 บมท่ีอุณหภูมิหอง เขยาดวยเครื่องเขยาตามแนวนอนจนเกิดปฏิกิริยาชัดเจน ลางออก

ดวย TBST 4 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 

 3. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในสัตวทดลอง 

 - การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในกระตาย 

 กระตายท่ีใชเปนสัตวทดลองเปนกระตายเพศเมียพันธุ White New Zealand อายุประมาณ 3 

เดือน และมีน้ําหนักประมาณ 2.0 กิโลกรัม โดยเจาะเลือดกระตายในสัปดาหแรกเพ่ือใชเปนซีรัมปกติ (normal 

serum, Ns) จากนั้นนํา recombinant protein CryIAb/Ac ท่ีทําการสังเคราะหโปรตีนใน E. coli สายพันธุ 

BL21 ปรับความเขมขนของโปรตีนใหได 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ผสมกับ complete Freund’s adjuvant 

(CFA) ในอัตราสวน 1:1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ฉีดเขาทางใตผิวหนัง (subcutaneous injection, SC) ในครั้ง

แรก และฉีดแอนติเจนเขมขน 2, 3 และ 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ท่ีผสมกับ Incomplete Freund’s 

adjuvant (IFA) ในอัตราสวนและปริมาตรเทาเดิมในสัปดาหท่ี 2, 3 และ 4  

       เริ่มเจาะเลือดท่ีเสนเลือดบริเวณใบหูครั้งแรกในสัปดาหท่ี 5 และทําการเจาะเลือดทุก ๆ สัปดาห 

จนครบ 10 ครั้ง นําเลือดมาปนท่ี 8,000 rpmท่ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนซีรัมไปทดสอบ 
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 - การตรวจสอบคาไตเตอร (Titer) ของแอนติบอดีท่ีผลิตจากกระตายดวยเทคนิค indirect ELISA  

                 การตรวจสอบคาไตเตอรของแอนติบอดีท่ีผลิตไดตอ recombinant protein CryIAb/Ac เพ่ือ

หาคาความเจือจางสูงสุดของแอนติซีรัมท่ียังคงใหผลบวก (มากกวา 2 เทาของ A405 ของซีรัมปกติ, Normal 

serum) ดวยวิธีการ indirect ELISA ตามวิธีการของ Clark และ Adam (1977) 

 - การแยกสกัดแกมมาอิมมูโนโกลบูลิน ชนิด G (IgG) 

       การแยกสกัด IgG โดยใชชุดสกัด HiTrap Protein A HP (GE, Germany) ดวยเครื่องทําบริสุทธิ์

โปรตีน (ÄKTA chromatography)  นํา IgG ท่ีแยกสกัดไดไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

จากนั้นปรับความเขมขนของ IgG โดยใชคา Extinction coefficient คํานวณความเขมขนของ IgG ท่ีแยกได

จาก สูตร OD280/1.4 = X มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

 4. การพัฒนาชุดตรวจสอบดวยเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟ 

 โครงสรางของชุดตรวจสอบท่ีใชเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟ ท่ีเรียกวา อิมมูโนโครมาโทกราฟค

สตริป หรืออิมมูโนสตริป มีสวนประกอบสําคัญ ไดแก backing pad, sample pad, conjugate pad, 

reaction membrane และ absorption pad (Kumar, 2011) 

 - การเชื่อมตอ IgG กับอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตร ดวยเทคนิค electrostatic force 

 นําสารละลาย colloidal gold pH 7.4 ท่ีมีขนาดอนุภาค 40 นาโนเมตร มาทดสอบการเชื่อมตอ

กับ IgG เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในปริมาณ 10, 12, 14, 16, 18 และ 20 ไมโครลิตร กับสารละลาย 

colloidal gold (ปรับใหได pH 7.4) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที เติม 10% 

NaCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมอีก 5 นาที ตรวจวัดคา OD400-800 เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงของ 

colloidal gold และ colloidal gold conjugated IgG สรางกราฟความสัมพันธของคา OD530 กับปริมาณ 

IgG คัดเลือกตราสวนปริมาณ IgG ท่ีเหมาะสมในการเชื่อมตอกับอนุภาคทองไปใชพัฒนาชุดตรวจสอบ 

 - การเชื่อมตอ IgG กับอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตร ดวยเทคนิค neary covalent 

 นํา IgG ท่ีผานการทํา Desalting ใน 100 mM Na2HPO4  pH 7.5 เจือจางใหได 1 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร เติม NaIO4 10 ไมโครลิตร เขยาใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกันในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอง นาน 30 นาที 

หยุดปฏิกิริยาดวย 1X PBS ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยา Oxydation โดยผสม IgG ท่ีทําปฏิกิริยากับสารละลาย 

purpald ถาเกิดการ Oxydation ของ IgG จะใหผลการตรวจสอบเปนสีมวง เม่ือไดแอนติบอดีท่ีเกิดปฏิกิริยา 

Oxydation อยางสมบูรณแลว ติดฉลากแอนติบอดีดวยสารละลาย 46.5 mM linker เขยาท่ีอุณหภูมิหอง 

นาน 1 ชั่วโมง เติม 40 mM HEPES แลวคัดแยก IgG ท่ีตัดฉลากกับ linker จากโปรตีนอ่ืนท่ีปนเปอนโดยการ

กรองดวย 10K MW cut of (Michael, 2011) 

 ทดสอบหาปริมาณ IgG linker ท่ีเหมาะสมกับการเชื่อมตอดวยอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตร 

โดยการผสม IgG linker ตรวจสอบการเชื่อมตอของ gold conjugated IgG โดยการตรวจวัดคา OD400-800 นา

โนเมตร เปรียบเทียบกับ colloidal gold ปกติ คัดเลือก gold conjugated IgG ท่ีใหคา OD400-800 นาโนเมตร 

ท่ีมากกวา colloidal gold ท่ีไมไดเชื่อมตอกับ IgG  
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 - การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG และ gold conjugated IgG ตอตัวอยางชนิดตาง ๆ 

       ดําเนินการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG และ gold conjugated IgG ตอตัวอยาง

ชนิดตาง ๆ โดยใชตัวยาง supernatant ของเซลลแบคทีเรีย และ recombinant protein CryIAb/Ac ท่ีทํา

บริสุทธิ์ และตัวอยาง recombinant protein CryIAb ดวยเทคนิค DIBA  

- การตรวจวิเคราะหลักษณะ colloidal gold และ gold conjugated IgG ภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอน 

       เปรียบเทียบขนาดของ colloidal gold กอนและหลังการเชื่อมดวย IgG โดยการนําหยด

อนุภาคทองลงบนแผนกริดทองแดงท่ีเคลือบดวยฟอรมวามและคารบอนซับใหแหง นําไปสองภายใตกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM) ตรวจดูท่ีกําลังขยาย 120,000 เทา ท่ี 100 กิโลโวลต วัดขนาด

อนุภาคทอง ดูการกระจายและหาคาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางขนาด colloidal gold และ gold conjugated 

IgG  

 - การทดสอบหาคาพีเอชท่ีเหมาะสมสําหรับการเชื่อมตอกับ IgG ของสารละลาย colloidal gold 

ขนาด 40 นาโนเมตร  

        ทดสอบสารละลาย colloidal gold ขนาด 40 nm ท่ีคา pH 7.4 และ pH 9.0 เพ่ือหาคา 

pH ท่ีเหมาะสมของ colloidal gold ท่ีมีประสิทธิภาพในการเชื่อมตอกับ IgG โดยใช IgG : colloidal gold ท่ี

อัตราสวน 1:100 กวนสารละลาย gold conjugated IgG ท่ี 100 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม

สารละลาย BSA ใหไดความเขมขนสุดทาย 1% ของปริมาตร gold conjugated IgG กวนสารละลายตอท่ี

อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง ปนตกตะกอน gold conjugated IgG ท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที นาน 

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

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

ตรวจวัดคา OD400-800 นาโนเมตร เลือกคา pH ของ colloidal gold ท่ีใหคาดูดกลืนแสงท่ีสูงกวาไปพัฒนาชุด

ตรวจสอบ 

 - การศึกษาชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนและ conjugate pad 

       ทดสอบเปรียบเทียบการเกิดปฏิกิริยาในการตรวจสอบ protein CryIAb/Ac บนแผนเมม

เบรนท่ีตางชนิดกัน คือ AE 99 และ Unisart CN 140 และศึกษาเปรียบเทียบชนิดของ conjugate pad ท่ีทํา

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

ชนิดของเมมเบรนและconjugate pad ท่ีใหผลการตรวจสอบท่ีถูกตอง ชัดเจน ไปใชพัฒนาชุดตรวจสอบ 

 - ปริมาณความเขมขนและอัตราสวนของ control line และ test line 

    ปริมาณความเขมขนและความเขมขนของ control line ซ่ึงใช Anti-Rabbit IgG F(ab)2, F 

cross absorbed antibody produced in goat (Sigma, USA) ซ่ึงเปนแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะเจาะจง

ตอ IgG ของแอนติบอดีท่ีผลิตจากกระตายโดยเจือจาง GAR ดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อในอัตราสวน  1:2 และ 1:3 

เพ่ือศึกษาอัตราสวนของ control line ท่ีเหมาะสมในการตรวจจับกับ gold conjugated IgG บริเวณ 
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control line และหาความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการพน บริเวณ test line ซ่ึงหางจากตําแหนง 

control line เทากับ 0.5 เซนติเมตร 

 - การหาปริมาณความเหมาะสมของ gold conjugated IgG สําหรับลงบนแผน Conjugate pad 

      หาอัตราสวน  gold conjugated IgG ท่ีใช IgG-linker ปริมาณ 10 ไมโครลิตรตอ และ

ปริมาณ 15 ไมโครลิตรตอ colloidal gold 1 มิลลิลิตร โดยการพน gold conjugated IgG แตละความ

เขมขนท่ีอัตราสวน 10, 20 และ 30 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร บนแผน Conjugate pad เปรียบเทียบผลการ

เกิดปฏิกิริยาบริเวณ control line และ test line โดยทดสอบกับ DOA extraction buffer และ 

recombinant protein CryIAb/Ac คัดเลือกชวงของปริมาณ gold conjugated IgG ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา

ไดอยางรวดเร็ว ถูกตอง แมนยําไปเปนเกณฑกําหนดโดยการทดสอบซํ้าอีกในหลาย หลายอัตราสวน 

 - ทดสอบหา Extraction buffer สําหรับใชในการเตรียมตัวอยางทดสอบ 

       เปรียบเทียบการเกิดปฏิกิริยาของ Extraction buffer จํานวน  6 ชนิด คือ DOA extraction 

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

buffer  หยดตัวอยาง Extraction buffer แตละชนิดตรงบริเวณ sample pad ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ให 

Extraction buffer เคลื่อนท่ี ผาน conjugate pad, test line และ control line จนถึง absorption pad 

อานการเกิดปฏิกิริยาภายในเวลา 10 นาที คัดเลือก Extraction buffer สําหรับใชในการเตรียมตัวอยาง โดย

ใหผลการตรวจสอบ บริเวณ control line และ test line ท่ีชัดเจน ไมเกิดผลการทดสอบลวง (false 

positive) 

 - การทดสอบประสิทธิภาพและความจําเพาะเจาะจงของชุดตรวจสอบ  

        ผลิตชุดตรวจสอบโดยการใช colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร คา pH 7.4 เชื่อมตอกับ 

IgG-linker ปริมาณ 10 ไมโครลิตรตอ colloidal gold ปริมาณ 1 มิลลิลิตร กวน gold conjugated IgG ท่ี

อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที แลวเติมสารละลาย BSA ใหไดความเขมขนสุดทายท่ี 1% ของ

ปริมาตร gold conjugated IgG กวนตอไปท่ีความเร็วรอบเชนเดิมอีก 1 ชั่วโมง ปนตกตะกอน gold 

conjugated IgG ท่ีความเร็วรอบ  10,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ละลาย gold conjugated IgG ดวย 

diluent buffer เติม  10% trehalose และ 20% sucrose นําไปตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี OD400-800 ให

ไดคาการดูดกลืนแสงท่ี 530 นาโนเมตรเทากับ 3.0  พนสารละลาย gold conjugated IgG บนแผน 

polyester sheet ปริมาณ 12.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร นํา conjugate pad ไปอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นาน  2 ชั่วโมง  

        สวนของการแสดงผลปฏิกิริยาใชเมมเบรน Unisart CN 140 เตรียม control line โดยใช GAR 

1:2 อัตราสวน 1 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร บริเวณ test line ใช IgG เขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อัตราสวน 

1 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร ขีดเสน control line และ test line หางกัน 0.5 เซนติเมตร แลวนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อีก 2 ชั่วโมง ประกอบชุดตรวจสอบ โดยนําแตละสวนมาประกอบบน plastic 

backing card ใช absorption pad grade 222, conjugate pad และ sample pad แตละชิ้นเหลื่อมกัน
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ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร เพ่ือใหเกิดความตอเนื่องของการไหล จากนั้นตัดใหมีขนาดกวางชิ้นละ 3.8 มิลลิเมตร

บรรจุลงตลับเพ่ือนําไปใชในการตรวจสอบ 

 - ศึกษาความจําเพาะเจาะจงและประสิทธิภาพของความไวในการตรวจสอบไดคาต่ําสุดของชุด

ตรวจสอบ (LOD)  

       ทดสอบความจําเจาะจงของชุดตรวจสอบโดยใชตัวอยางโปรตีน NK 603, EPSPS, NPTII, 

Cry9C, CryIAb, CryIAb/Ac ตัวอยางเซลลแบคทีเรียและตัวอยางผลิตภัณฑขาวท่ีมีการตรวจพบการปนเปอน

ของโปรตีน ดวยเทคนิค Real time PCR เจือจางตัวอยางดวย DOA extraction buffer แลวตรวจสอบกับชุด

ทดสอบท่ีพัฒนาข้ึน 

        ตรวจสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบในการตรวจสอบโปรตีน CryIAb/Ac โดยใชตัวอยาง

ในการตรวจสอบ 2 ชนิด คือ โปรตีน CryIAb/Ac บริสุทธิ์ท่ีมีระดับความเขมขนของโปรตีนเริ่มตนท่ี 25 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 5 ระดับความเขมขน คือ 1:100, 1:200, 1:400, 1: 800, 1:1,600 และเจือจาง

เซลลแบคทีเรียท่ีมีโปรตีน CryIAb/Ac ท่ีระดับความเจือจางเดียวกันใน DOA extraction buffer นํามา

ตรวจสอบกับชุดทดสอบท่ีพัฒนาข้ึน 

 - การหาปริมาณท่ีเหมาะสมของตัวอยางสําหรับใชทดสอบ 

  หาปริมาณตัวอยางสําหรับการเตรียมตัวอยางและปริมาณตัวอยางท่ีเหมาะสมในการใชกับชุด

ตรวจสอบ เพ่ือใหชุดตรวจสอบแสดงผลการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว ถูกตอง ชัดเจน  

 - การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการคา 

        ทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนเทียบกับชุดตรวจสอบ 

Cry1Ab-Ac ของ Agdia ชุดตรวจสอบพืชดัดแปรพันธุกรรมของประเทศสหรัฐอเมริกา  

ผลการทดลองและอภิปราย 

การสังเคราะหยีน CryIAb/Ac และตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

จากการสังเคราะหยีน CryIAb/Ac ขนาด 1,839 bp ซ่ึงปรับ codon usage ใหเหมาะสมกับ

เซลลแบคทีเรีย E. coli BL21 เชื่อมตอยีน CryIAb/Ac เขาสู expression vector pET 200/D-TOPO® ได 

Recombinant vector CryIAb/Ac_Lab ถายโอนลูกผสมเขาสู E. coli BL21 คัดเลือกโคโลนีสกัดพลาสมิดสง

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบลําดับนิวคลีโอไทด CryIAb/Ac_Lab มีความคลายคลึงกับยีนตนแบบ 

CryIAb/Ac_Protein_Syn ในขาวดัดแปรพันธุกรรมBt 63 ถึง 99 %  และลําดับนิวคลีโอไทดมีความคลายคลึง

กับ Accesion No. CryIAb/Ac_AF537267  ถึง 100 % แปลรหัสโปรตีนได 613 กรดอะมิโน คิดเปนขนาด

โปรตีน 68 กิโลดาลตัน   
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การเพ่ิมปริมาณโปรตีนในระบบเซลลแบคทีเรียและทําบริสุทธิ์ recombinant protein 

CryIAb/Ac  

 - การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการสังเคราะห Recombinant protein CryIAb/Ac 

 พบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 68 กิโลดาลตัน ในการชักนําเซลล CryIAb/Ac -BL21 ท่ีเวลา 

1-5 ชั่วโมง โดยโปรตีนจะผลิตไดมากเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึนตามลําดับ และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการชักนําให

เซลลผลิตโปรตีนลูกผสมออกมามากเทียบเทากับระยะเวลาการการชักนํานานขามคืน และมีปริมาณ host 

protein นอย คือ เวลา 5 ชั่วโมง  

- การทําโปรตีน CryIAb/Ac  ใหบริสุทธิ์  

     พบวา buffer E, pH 3.5 เปนบัฟเฟอรท่ีมี pH เหมาะสมในการชะRecombinant protein 

CryIAb/Ac บริเวณ polyhistidine ทางปลาย N-terminal ของสายเปปไทด ใหหลุดออกจากคอลัมน Ni-NTA 

ได ซ่ึงโปรตีนขนาด ~68 กิโลดาลตันนี้ นาจะเปนโปรตีน CryIAb/Ac ของขาวดัดแปรพันธุกรรม สามารถนําไป

ทําใหบริสุทธิ์มากยิ่งข้ึนดวยวิธี dialysis หรือ desalting และตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของโปรตีนดวย

เทคนิค western blot กอนท่ีจะนําโปรตีนไปใชเปนแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีตอไป 

 - การศึกษาขนาดและตรวจสอบ recombinant protein ดวยเทคนิค Western blotting 

      ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของโปรตีนดวยเทคนิค Western blotting โดยใช

แอนติบอดีตรวจสอบ His tag ท่ีเชื่อมติดกับโปรตีน CryIAb/Ac พบวาแอนติบอดี anti-6x His tag สามารถ

ตรวจจับกับ His tag ไดอยางจําเพาะเจาะจง ท้ังในของ His tag ท่ีติดกับโปรตีนในเซลลแบคทีเรียและในสวน

ของโปรตีน CryIAb/Ac ท่ีผานกระบวนการทําบริสุทธิ์ ภาพท่ี ซ่ึงแสดงใหเห็นวาโปรตีนทีผานการทําบริสุทธิ์

เปนโปรตีนเปาหมายท่ีสามรถนําไปใชเปนแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีในสัตวทดลองไดอยางจําเพาะ

เจาะจง  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงแถบขนาดของ recombinant protein CryIAb/Ac ในขาวดัดแปรพันธุกรรม ทดสอบดวย

เทคนิค Western blotting ใชแอนติบอดี anti-6x His tag ตรวจจับ His tag ท่ีติดกับโปรตีน CryIAb/Ac 

(M=Protein marker, ชองท่ี 1 คือ BSA, ชองท่ี 2 คือ Supernatant จากเซลลแบคทีเรีย CryIAb/Ac-BL21, 

ชองท่ี 3 คือ โปรตีน CryIAb/Ac หลอดท่ี 1, ชองท่ี 4 คือ โปรตีน CryIAb/Ac หลอดท่ี 2) 

 M     1            2         3         4 kDa 
~ 95 

~ 70 
~ 62 

~ 42 

~ 51 

~ 29 

~ 68 kDa 
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การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในกระตาย 

ตรวจสอบคาไตเตอรแอนติซีรัมแตละหลอดดวยเทคนิค indirect ELISA พบวาคาไตเตอรอยู

ในชวง 204,800-1,638,400 ซ่ึงแอนติซีรัมจากการเจาะเลือดกระตายครั้งท่ี 6 และ 10 ใหคาไตเตอรสูงสุด คือ 

1,638,400 และแยกสกัด IgG ดวยเครื่องทําบริสุทธิ์โปรตีน โดยใชแอนติซีรัมเริ่มตนท่ี 1 มิลลิลิตร ซ่ึงจากแอน

ติซีรัม 1 มิลลิลิลิตร ตรวจวัดคา UV1_280 ไดเทากับ 340 mAU ตรวจวัดคาความเขมขนท่ี OD.280 ไดเทากับ 

2.381 คิดเปนความเขมขนของ IgG เทากับ 1.70 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 2.5 มิลลิลิตร IgG ท่ีแยกสกัด

ไดจะมี Heavy chain ขนาด 50 กิโลดาลตัน และ light chain และ 25 กิโลดาลตัน เม่ือตรวจสอบดวยเทคนิค 

SDS-PAGE  

 การพัฒนาชุดตรวจสอบดวยเทคนิคอิมมูโนโครมาโตกราฟ  

 - การเชื่อมตอ IgG กับอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตรดวยเทคนิค electrostatic force 

 เบื้องตนพบวา IgG ปริมาณ 16 ไมโครลิตร เหมาะสมกับการเชื่อมตอกับอนุภาทอง เพราะเม่ือ

ทดสอบกับ 10% NaCl  ยังคงมีสีท่ีใกลเคียงกับ colloidal gold ปกติ ซ่ึงหากปริมาณของ colloidal gold 

และ IgG มีอัตราสวนท่ีไมสมดุลกันนั้น colloidal gold ซ่ึงมีประจุบวก จะจับกับ NaCl ท่ีมีประจุเปนลบ  จน

ตกตะกอน หรือเปลี่ยนเปนสีมวงเทา เม่ือตรวจวัดคาการดูกลืนแสดงท่ีความยาวคลื่นแสง 400-800 นาโนเมตร 

colloidal gold conjugated IgG ใหคา OD400-800 ต่ํากวา Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร แตงยังคง

ใหคาการดูดกลืนแสงท่ีสูงกวา colloidal gold +10% NaCl แสดงวาท่ีระดับความเขมขนของ IgG ท่ี 16 

ไมโครลิตร ยังเปนระดับความเขมขนท่ีไมเหมาะสมในการเชื่อมตอกับ colloidal  

 - การเชื่อมตอ IgG กับอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตรดวยเทคนิค neary covalent 

 การใช IgG linker ในการเชื่อมตอกับอนุภาคทอง ซ่ึงจะได colloidal gold conjugated IgG ท่ี

เชื่อมตอกันดวยพันธะโควาเลนต colloidal gold และ IgG ท่ีเชื่อมตอกันจะมีความเสถียรและไมหลุดจากกัน

เม่ือเกิดการเปลี่ยนแปลงของ pH หรือสภาวะตางๆ จากการตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี OD.400-800 ของ gold 

และ gold conjugated IgG ชวงของคาดูดกลืนแสงสูงสุดควรแตกตางกันไมเกิน 10 นาโนเมตร จากการวัดคา

การดูด colloidal gold ใหคา OD.521 เทากับ  0.3781  และคา gold conjugated IgG ท่ีอัตราสวน 10 และ 

15 ไมโครลิตร คาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี OD.533 ท่ี 0.3565 และ 0.3567 ตามลําดับ สวนท่ีอัตราสวน  20 

ไมโครลิตร ใหคาการดูดกลืนแสงท่ีแตกตางกับ IgG อีก 2 อัตราสวนมาก ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 

OD.562 ไดเทากับ 0.3113 ความยาวของคาการดูดกลืนแสงแตกตางกับ colloidal gold ถึง 41 นาโนเมตร 

แสดงวาท่ี IgG อัตราสวนมากเกินเม่ือไปจับกับ colloidal gold แลวทําใหพ้ืนท่ีผิวของ colloidal gold เสีย

สภาพไปจากเดิม จึงเปนอัตราสวนท่ีไมควรนําไปใชในการพัฒนาชุด  

 - การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG และ gold conjugated IgG ตอตัวอยางชนิดตาง ๆ 

 ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของ IgG ดวยเทคนิค DIBA โดยใช IgG และ gold conjugated 

IgG ท่ีผลิตข้ึนสามารถตรวจสอบโปรตีนในตัวอยาง supernatant ของเซลลแบคทีเรีย และโปรตีน CryIAb/Ac 

ท่ีทําบริสุทธิ์ และตัวอยางโปรตีน CryIAb แตไมเกิด fale positibve ในตัวอยาง negative ท่ีเปนเชนนี้
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เนื่องจากเม่ือตรวจวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน CryIAb/Ac และ CryIAb  พบวาลําดับกรดอะมิโน

ของโปรตีนท้ัง 2 มีความคลายคลึงกัน โดยโปรตีน CryIAb เปนสวนหนึ่งของโปรตีน CryIAb/Ac  

- การตรวจวิเคราะหลักษณะ colloidal gold และ gold conjugated IgG ภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอน 

 จากการตรวจสอบขนาดของ colloidal gold และ colloidal gold conjugated IgG ภายใต

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสงผานพบวา ขนาดของ colloidal gold และ colloidal gold conjugated 

IgG มีความแตกตางกันเพียงเล็กนอย ขนาดของ colloidal gold conjugated IgG มีขนาดเฉลี่ย 30 นาโน

เมตร ใหญกวา colloidal gold มีขนาดเฉลี่ย 22  นาโนเมตร ภาพท่ี 2 ถึงแมขนาดของ colloidal gold ยังมี

ขนาดไมถึง 40 นาโนเมตร แตก็อยูในชวง 20-40 นาโนเมตร ซ่ึงเปนขนาดท่ีเหมาะสมในการเชื่อมตอกับ

แอนติบอดีและมีสีแดงทําใหแสดงผลการตรวจสอบท่ีชัดเจนยิ่งข้ึนเม่ือเกิดปฏิกิริยาบนเมมเบรนท่ีมีสีขาว  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 การเปรียบเทียบขนาดของ Colloidal gold กอนและ gold conjugated IgG ตรวจสอบภายใต

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานท่ีกําลังขยาย x40.0k ท่ี 100 กิโลโวลต 

                   ก) Colloidal gold กอนเชื่อมตอขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ย 22 นาโนเมตร   

                   ข) Colloidal gold conjugated IgG ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ย 30 นาโนเมตร ตามลําดับ 

 - การทดสอบหาคาพีเอชท่ีเหมาะสมสําหรับการเชื่อมตอกับ IgG ของสารละลาย colloidal gold 

ขนาด 40 นาโนเมตร 

 จากการเปรียบเทียบคา pH  ของสารละลาย colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร ท่ีคา 7.4 

และ 9.0 เพ่ือคัดเลือกคา pH ของ colloidal gold ท่ีประสิทธิภาพและความเสถียรในการเชื่อมตอกับ IgG 

พบวาคาการดูดกลืนแสงท่ีตรวจวัดจาก colloidal gold pH 7.4 มีคามากกวา colloidal gold pH 9.0 แสดง

วาบนพ้ืนท่ีผิวของ colloidal gold pH 7.4 มีการเชื่อมตอกับ IgG ไดมากกวา colloidal gold pH 9.0 จึง

ควรเลือก colloidal gold pH 7.4 ไปใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบ 

 - การศึกษาชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนและ conjugate pad 

 จากการทดสอบชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน AE 99 และ Unisart 140 gold 

conjugated IgG สามารถเคลื่อนท่ีผาน Unisart 140 เมมเบรนไดดีกวา AE 99 ผลการเกิดปฏิกิริยาบริเวณ 
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control line และ test line ใหผลการทดสอบท่ีชัดเจนกวา ซ่ึงแสดงใหเห็นวาโปรตีน CryIAb/Ac สามารถ

เคลื่อนท่ีผาน Unisart 140 ไกดีกวาเมมเบรนชนิด AE 99  จึงควรคัดเลือกเมมเบรนชนิดดังกลาวไปใชพัฒนา

ชุดตรวจสอบ และการเปรียบเทียบการเคลื่อนท่ีของ  conjugate pad ท่ีทําจากวัสดุ 2 ชนิดคือ glass fiber 

grade  8964 และ polyester sheet  พบวา polyester sheet  สามารถปลอย gold conjugated IgG 

คอยๆ ไหลผานไปไดรวดเร็ว เหลือปริมาณ gold conjugated IgG ท่ีไมสามารถเคลื่อนท่ีไปไดในปริมาณนอย

กวา  glass fiber grade  8964 แตควรเลือก glass fiber grade  8964 ไปพัฒนาชุดทดสอบเนื่องจากถา

โมเลกุลเคลื่อนท่ีเร็วเกินไปจะทําให IgG มีระยะเวลาในการตรวจจับกับแอนติเจนนอยเกิดไป สงผลใหมี

แอนติเจนตกคางอยูบริเวณ conjugate pad ทําใหแอนติเจนไมเพียงพอใหตรวจจับไดบริเวณ test line ซ่ึงชุด

ตรวจสอบจะไมสามารถตรวจจับแอนติเจนหรือโปรตีน CryIAb/Ac ในปริมาณต่ํา ๆ ได แตควรมีการศึกษา

สารละลาย blocking solution เพ่ิมเติมเพราะชนิดของ blocking solution ท่ีมีสวนผสมของ BSA และ 

Sucrose มีผลกระทบตอการเคลื่อนท่ีของตัวอยางท่ีหยดบนชุดตรวจสอบ และมีสวนชวยในการปองกันบริเวณ

พ้ืนผิวของ colloidal gold ท่ีไมไดตรวจจับกับโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ ซ่ึงจะชวยปองกันการเกิดปฏิกิริยาขามของชุด

ตรวจสอบ และสงผลใหการตรวจสอบสามารถตรวจสอบโปรตีนเปาหมายไดอยางถูกตองแมนยํามากยิ่งข้ึน 

- ปริมาณความเขมขนและอัตราสวนของ control line และ test line 

 พบวาอัตราสวนท่ีเกิดปฏิกิริยาบริเวณ control line และ test line ท่ีชัดเจนท่ีสุดคือ GAR 

อัตราสวน 1:2 ใหผลการตรวจสอบท่ีบริเวณไดดีกวา อัตราสวน 1:3 เม่ือใช GAR อัตราสวน 1:2 ท่ีปริมาณ 1, 

1.5 และ 2 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร ใหผลการทดสอบท่ีไมแตกตางเม่ืออานผลการตรวจสอบในระดับสายตา 

สวน test line ท่ีเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 1.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร ใหผลการตรวจสอบท่ี

ถูกตองชัดเจนเพียงพอ ฉะนั้นอัตราสวนของ control line ท่ีใช GAR อัตราสวน 1:2 ปริมาณ 1 ไมโครลิตรตอ

เซนติเมตร และ test line ท่ีเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 1.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตรไปใชพัฒนา

ชุดตรวจสอบ 

 - การหาปริมาณความเหมาะสมของ gold conjugated IgG สําหรับลงบนแผน Conjugate pad 

 จากการทดสอบอัตราสวนของ gold conjugated IgG จํานวน 2 ความเขมขนคือ gold 

conjugated IgG ท่ีใช IgG-linker ปริมาณ 10 และ 15 ไมโครลิตรตอ colloidal gold 1 มิลลิลิตร เพ่ือนําไป

พนท่ีบริเวณ Conjugate pad พบวาปริมาณ gold conjugated IgG  ท่ีเหมาะสม คือ อัตราสวน 12-14 

ไมโครลิตร แตไดเลือกอัตราสวนท่ี 12.5 ไมโครลิตร สําหรับพนบน conjugate pad ไปพัฒนาชุดตรวจสอบ 

ซ่ึงเปนอัตราสวนท่ีไมสิ้นเปลือง gold conjugated IgG และมีปริมาณท่ีพอเหมาะในการการจับกับโปรตีน

เปาหมายแลวสามารถเคลื่อนท่ีไปตามหลักโครมาโตกราฟฟไดอยางเหมาะสม  

 ชนิดของ Extraction buffer มีผลกระทบโดยตรงตอการเกิดปฏิกิริยาบนชุดตรวจสอบ ซ่ึง

คุณสมบัติของ Extraction buffer จะตองท่ีความสามารถในการสกัดโปรตีนจากตัวอยางท่ีใชทดสอบไดอยางมี

ประสิทธิภาพ มีปริมาณและรักษาสภาพโปรตีนไดดี ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีไมใชโปรตีน
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เปาหมาย ซ่ึง Extraction buffer ท่ีเหมาะสมสําหรับนําไปใชในการเตรียมตัวอยางท่ีสุด คือ DOA extraction 

buffer pH 8.5 และ 1xPBS pH 7.4  

 - การทดสอบประสิทธิภาพและความจําเพาะเจาะจงของชุดตรวจสอบ  

 จากการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของชุดตรวจสอบพบวา ชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนเพ่ือ

ตรวจสอบขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt 63 ชุดตรวจสอบไมเกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีนท้ัง NK 603, EPSPS, 

NPTII, Cry9C, BSA และ DOA extraction buffer แตเกิดปฏิกิริยากับโปรตีน CryIAb ซ่ึงพบวาโปรตีน

ดังกลาวมีสวนคลายคลึงกับโปรตีน CryIAb/AC จึงทําใหชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนสามารถนําไปตรวจสอบพืช

ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีการปนเปอนของโปรตีน CryIAb ไดเชนกัน โดยสามารถอานผลการตรวจสอบไดอยาง

ชัดเจนภายในระยะเวลา 10  นาทีหลังจากหยดตัวอยางทดสอบ แตเม่ือนําไปทดสอบกับผลิตภัณฑขาวท่ีมีการ

ปนเปอนของพืชดัดแปรพันธุกรรม พบวาชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนมาไมสามารถตรวจสอบได อาจเนื่องจาก

ตัวอยางดังกลาวมีการปนเปอนของดัดแปรพันธุกรรมในปริมาณนอย และตัวอยางผานการแปรรูปอาจทําให

โปรตีนมีการเสียสภาพไปจนแอนติบอดีไมสามารถตรวจจับได ซ่ึงอาจจะตองทดสอบหาชนิดของ Extraction 

buffer ท่ีเหมาะสมกับการสกัดโปรตีนจากผลิตภัณฑตอไป  

 จากการทดสอบความไวในการตรวจสอบและระดับความเจือจางต่ําสุดของชุดตรวจสอบท่ี

ประกอบดวยcontrol line ท่ีเจือจาง 1: 2 อัตราสวน 1 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร test line เขมขน 2 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อัตราสวน 1.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร และใช gold conjugated IgG  ท่ี 12.5 

ไมโครลิตรตอเซนติเมตร ทดสอบโปรตีน Cry IAb/Ac บริสุทธิ์ ไดท่ีระดับความเจือจางต่ําสุดท่ี 1:400 คิดเปน

ความเขมขนโปรตีน 150 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และสามารถตรวจสอบเซลลแบคทีเรียท่ีมีโปรตีน CryIAb/Ac 

ท่ีความเจือจาง 1:200 แสดงใหเห็นวาแมตัวอยางโปรตีนเปาหมายปนเปอนอยูในตัวอยางอ่ืนๆ ท่ีไมใชสภาพ

ตัวอยางโปรตีนบริสุทธิ์ ชุดตรวจสอบท่ี DOA extraction buffer สกัดโปรตีนยังคงสามารถตรวจสอบไดอยาง

มีประสิทธิภาพ ภาพท่ี 3 

 - การปริมาณท่ีเหมาะสมของตัวอยางสําหรับใชทดสอบ 

 ปริมาณตัวอยางท่ีใชในการทดสอบควรใชท่ี 80 ไมโครลิตร ซ่ึงเพียงพอสําหรับการทดสอบ เพราะ

ถาปริมาณตัวอยางมากเกินไปจะทําใหการเคลื่อนท่ีของตัวอยางท่ีจับกับ gold conjugated IgG เคลื่อนท่ีไดชา 

เม่ือเคลื่อนท่ีถึง absorption pad ทําใหสารละลายสวนท่ีเหลือเกินความสามารถในการดูดซับของ 

absorption pad ไหลยอนกลับ อาจสงผลกระทบ คือ มาบดบังการแสดงผลการตรวจสอบบริเวณของสวน 

control line และ test line ดังภาพท่ี 4  

 - การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบเปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการคา 

 จากการเปรยีบเทียบผลการตรวจสอบตัวอยางโปรตีน CryIAb/Ac ท่ีผานกระบวนการทําบริสุทธิ์ 

ซ่ึงโปรตีนท่ีไดอยูในสภาพ denature  และตัวอยางเซลลแบคทีเรียท่ีมี recombinant protein  ในสภาพ 

native พบวาท้ังชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนและชุดตรวจสอบท่ีมีจําหนายทางการคาสามารถตรวจสอบโปรตีน 

CryIAb/Ac ท่ีไดอยูในสภาพ denature  และสภาพ native ไดอยางจําเพาะเจาะจง ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ
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         Buffer                  1:100       1:200                  1:400               1:100             

โปรตีน เซลลแบคทีเรีย 

          70                    80                     90                     100    

บัฟเฟอรท่ีนํามาใชทดสอบ ซ่ึงชุดตรวจสอบ Cry1Ab-Ac ของบริษัท Agdia สามารถตรวจสอบโปรตีน 

CryIAb/Ac ท่ีอยูในสภาพธรรมชาติ (native) ไดดีกวาชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนภายในหองปฏิบัติการ สามารถ

ตรวจสอบเซลลแบคทีเรียท่ีมี recombinant protein ไดในระดับความเจือจางท่ี 1:1,600 ภายในระยะเวลา 5 

นาที ในขณะท่ีชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนตรวจสอบ recombinant protein ไดท่ีระดับความเจือจางท่ี 1:200 

แตสามารถตรวจสอบตัวอยางโปรตีน CryIAb/Ac บริสุทธิ์ (โปรตีนท่ีอยูในสภาพ denature) ท่ีเจือจางโปรตีน

ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในอัตราสวน 1:400 (ภาพท่ี 5) ไดดีกวาชุดตรวจสอบท่ีจําหนายเพ่ือ

การคา เพราะจะนั้นชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนถือเปนชุดตรวจสอบตนแบบท่ีสามารถนําไปพัฒนาเพ่ือใชในการ

ตรวจสอบขาวดัดแปรพันธุกรรมในเชิงพาณิชยไดในอนาคต  

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3 ผลการทดสอบชุดตรวจสอบท่ีใช gold conjugated IgG อัตราสวน 12.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร 

control line 1:2 อัตราสวน 1 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร test line เขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อัตราสวน 

1.5 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร ท่ีระยะเวลา 10 นาที หลังหยดตัวอยาง 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4 ผลการเกิดปฏิกิริยาบนชุดตรวจสอบใชปริมาณตัวอยางในการทดสอบความเขมขน 100 นาโนกรัม

ตอไมโครลิตรปริมาณ70, 80, 90 และ 100 ไมโครลิตรท่ีระยะเวลา 10 นาที 
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ภาพท่ี 5 ผลการทดสอบชุดตรวจสอบ Cry1Ab-Ac ของบริษัท Agdia ตอโปรตีน CryIAb/Ac,  ก : 1,   2,   3,   

4 คือ โปรตีน CryIAb/Ac ท่ีเจือจาง 1:100, 1:200, 1:400, 1:800  สวน ข : 5, 6, 7, 8, 9 คือ เซลลแบคทีเรีย

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

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

การพัฒนาชุดตรวจสอบขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt63 เริ่มจากการสังเคราะหยีน CryIAb/Ac  

ขนาด 1,845 bp เชื่อมตอเขาสูเวคเตอร pET 101/D-TOPO® แลวถายโอนพลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย       

E. coli BL21 เพ่ิมปริมาณโปรตีนภายในเซลลแบคทีเรีย จากนั้นจึงนํารีคอมบิแนนทโปรตีนมาผานกระบวนการ

ทําบริสุทธิ์โดยใช Ni-NTA ผลการตรวจสอบขนาดโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE พบโปรตีน CryIAb/Ac  มี

ขนาด 68 กิโลดาลตัน ถูกชะออกมาท่ี elution buffer pH 3.5 และเนื่องจากโปรตีนท่ีสังเคราะหข้ึนเปน

โปรตีนท่ีไมละลายน้ําทําใหกระบวนการทําบริสุทธิ์ทําไดยาก กระบวนการทําบริสุทธิ์โปรตีนทําใหไดโปรตีนท่ี

เสียสภาพ ถึงแมจะมีการนําโปรตีนดังกลาวไปทํา dialysis เพ่ือใหโปรตีนคืนกลับในสภาพธรรมชาติก็ไม

สามารถทําใหโปรตีนกลับสูสภาพธรรมชาติไดอยางสมบูรณ กอนนําโปรตีนไปใชเปนแอนติเจนตรวจสอบ

โปรตีนเปาหมายอีกครั้งโดยใช anti-6x His tag ตรวจสอบ His-tag mujเชื่อมติดอยูกับโปรตีนเปาหมายดวย

เทคนิค western blot จากนั้นนําโปรตีนท่ีไดฉีดกระตุนกระตาย เจาะเลือดกระตายเพ่ือเก็บแอนติซีรัมมาแยก

สกัด IgG ดวยชุดสกัด protein A ซ่ึงมีความจําเพาะเจาะจงตอ IgG โดยเฉพาะ ซ่ึงพบวาแอนติเจนท่ีฉีดกระตุน

สัตวทดลองมีผลกระทบตอคุณภาพของแอนติบอดอยางมาก เนื่องจากกระบวนการผลิตแอนติบอดี 

สัตวทดลองจะตอบสนองและจดจําแอนติเจนไดในสภาพของแอนติเจนท่ีเปนสิ่งแปลกปลอมเขาไปในรางกาย 

อิพิโทปของแอนติบอดีจดจําแอนติเจนในรูปแบบท่ีเสียสภาพ เม่ือนําแอนติบอดีท่ีไดมาใชในการพัฒนาชุด

ตรวจสอบจึงสงผลให ชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนตรวจสอบโปรตีน CryIAb/Ac ในสภาพธรรมชาติมี

ประสิทธิภาพในการทดสอบไมดีเทากับชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนทางการคา แตอยางไรก็ตามชุดตรวจสอบก็

สามารถตรวจสอบโปรตีนในขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt 63 ไดท้ังในสภาพ denature และ native โดยสามารถ

Bf.     ก : 1   2   3   4      ข : 5   6   7   8   9 
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ตรวจสอบโปรตีน CryIAb/Ac ท่ีระดับความเขมขนต่ําสุดท่ี  62.5 นาโนกรัมตอไมโครลิตร โดยใชตัวอยาง

ทดสอบครั้งละ 80 ไมโครลิตร โดยใช DOA extraction buffer ในการเตรียมตัวอยางทดสอบ การจับกัน

ระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีจับกันดวยพันธะท่ีไมใชพันธะโควาเลนต ซ่ึงเปนพันธะท่ีออนสามารถทําลาย

ไดดวยสารละลายท่ีเปน กรด เบส หรือเกลือ เพราะฉะนั้นชนิดของสารละลายบัฟเฟอรท่ีใชในการเตรียม

ตัวอยางทดสอบมีผลโดยตรงตอการเกิดปฏิกิริยาบนชุดตรวจสอบ ควรมีการศึกษาพัฒนาสารละลายบัฟเฟอร

ในการสกัดโปรตีนในตัวอยางทดสอบเพ่ือใหไดชุดตรวจสอบท่ีมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน  ชุดตรวจสอบขาวดัด

แปรพันธุกรรมท่ีพัฒนาข้ึน สามารถอานผลการตรวจสอบไดภายในระยะเวลา 10 นาทีหลังจากหยดตัวอยาง

ทดสอบ ซ่ึงผลการใชชุดตรวจสอบในการตรวจสอบโปรตีน CryIAb/Ac สอดคลองกับการตรวจสอบโดยใช

เทคนิค DIBA และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงชุดตรวจสอบนี้ถือวาเปนงานวิจัยตนแบบในการ

วิจัยพัฒนาเทคโนโลยี เพ่ือนํามาใชในการตรวจติดตามการแพรระบาดของขาวดัดแปรพันธุกรรมในสภาพแปลง 

การนําเขาสงออกสินคาเกษตร การตรวจคัดกรองวัตถุดิบ นอกจากชวยอํานวยความสะดวกในแกเจาหนาท่ี

หนวยงานของภาครัฐและเอกชน แลวสามารถขยายผลการผลิตในเชิงพาณิชย ท้ังนี้พลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน 

CryIAb/Ac สามารถนํามาใชเปน positive control ในการตรวจสอบขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt 63 ดวย

เทคนิค PCR หรือ real-time PCR และ protein ท่ีผลิตไดจากพลาสมิดลูกผสมยังสามารถนํามาใชเปน 

positive control ในการตรวจสอบขาวดัดแปรพันธุกรรม Bt 63 ดวยเทคนิค ELISA หรือ DIBA และพัฒนา

เปนโปรตีนในรูปแบบแหงเพ่ือจําหนายในเชิงพาณิชย ท่ีสําคัญ งานวิจัยนี้ถือวาเปนตนแบบในการวิจัยพัฒนา

เทคโนโลยีสําหรับการตรวจสอบพืชหรือจุลินทรียดัดแปรพันธุกรรม ท่ีสามารถลดปริมาณและการใชสารเคมี 

ลดข้ันตอนการตรวจวิเคราะห ลดเวลาและคาใชจาย เพ่ือตอยอดสรางชุดตรวจในเชิงพาณิชยตอไป 
 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

หลังจากดําเนินโครงการวิจัยการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืช GMOs เพ่ือรับรองสินคาเกษตร

เสร็จสิ้น ซ่ึงในโครงการวิจัยนี้ประกอบดวยการทดลองท้ังสิ้น 9 การทดลอง โดยเริ่มตนการทดลองตั้งแตเดือน 

ตุลาคม พ.ศ. 2554 และสิ้นสุดในเดือน กันยายน พ.ศ. 2558 รวมระยะเวลาท้ังสิ้น 5 ป สรุปไดวาการทดลองท่ี

ทําท้ังหมดไดผลผลิตดังนี้ คือ การทดลองท่ี 1 ไดวิธีการทดสอบ (Validation method) ของการตรวจ

วิเคราะหถ่ัวเหลือง GTS 40-3-2 และขาวโพด MON810 โดยวิธี Real-time PCR การทดลองท่ี 2 สามารถ

สังเคราะหยีน Bt63 ในขาว ท่ีผลิตโปรตีน CryI A(b)+ CryI A(c) ใชเปนแอนติเจนเพ่ือผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะ

กับโปรตีน Bt63 และมีความไวในการตรวจสอบโปรตีนดังกลาว  ทําใหประสบความสําเร็จในในการพัฒนา

วิธีการประดิษฐชุดตรวจสอบแบบ GLIFT Kit ไดชุดตรวจสอบท่ีจําเพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพสําหรับ

ตรวจขาว Bt63 ในภาคสนาม การทดลองท่ี 3 สามารถสังเคราะหยีน CP4EPSPS ของขาวโพดตานทานสาร

กําจัดวัชพืช Roundup Ready เพ่ือผลิต recombinant protein ใชเปนแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีท่ี

จําเพาะกับโปรตีน CP4EPSPS ของขาวโพดตานทานสารกําจัดวัชพืช Roundup Ready ซ่ึงสามารถผลิต

แอนติบอดีท่ีมีความไว สามารถพัฒนาวิธีการประดิษฐชุดตรวจสอบแบบ GLIFT Kit ไดชุดตรวจสอบท่ีจําเพาะ
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เจาะจงและมีประสิทธิภาพเพ่ือตรวจขาวโพดตานทานสารกําจัดวัชพืช Roundup Ready ในภาคสนาม การ

ทดลองท่ี 4  ไดสังเคราะหยีน Cry1Ab ของขาวโพดตานทานแมลง เพ่ือผลิต recombinant protein CryIAb 

ใชเปนแอนติเจน เพ่ือผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะและมีความไวในการตรวจหาโปรตีน CryIAb ของขาวโพด

ตานทานแมลง ทําใหพัฒนาวิธีการประดิษฐชุดตรวจสอบแบบ GLIFT Kit ไดชุดตรวจสอบเพ่ือใชตรวจขาวโพด

ท่ีตานทานแมลง สายพันธุ MON810, Bt176, Bt11 และ Bt10 การทดลองท่ี 5 ไดสังเคราหยีน Cry9C ของ

ขาวโพดตานทานแมลง สายพันธุ CBH351 (StarLink) เพ่ือผลิต recombinant protein ดังกลาว เพ่ือใชเปน

แอนติเจน ในการสรางแอนติบอดี ท่ีมีความไวในการตรวจหาโปรตีน Cry9c เพ่ือพัฒนาวิธีการประดิษฐชุด

ตรวจสอบแบบ GLIFT Kit ไดชุดตรวจสอบท่ีจําเพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพเพ่ือตรวจขาวโพดตานทาน

แมลง สายพันธุ CBH351 (StarLink) ในภาคสนาม การทดลองท่ี 6 ไดวิธีการทดสอบ (Validation method) 

ของการตรวจวิเคราะหถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรม Mon 89788, 356043 และ 305423 โดยวิธี Real-time 

PCR การทดลองท่ี 7 ไดวิธีการทดสอบ (Validation method) ของการตรวจวิเคราะหขาวโพดดัดแปร

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

ไดชุดยีน ซ่ึงเปนดีเอ็นเอมาตรฐานสามชุด คือ พลาสมิด GMOs-DOA, GMOs-SC และ GMOs-Hawaii เพ่ือใช

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

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และ Line 55-1 (ฮาวาย) ตามลําดับ ดวยวิธี PCR และ Real-time PCR ท่ีได

มาตรฐาน และถูกตองแมนยํา และการทดลองท่ี 9 ไดชุดตรวจสอบ ELISA kit ท่ีสามารถนําไปใชตรวจสอบถ่ัว

เหลืองดัดแปรพันธุกรรม 

ซ่ึงผลผลิตจากโครงการวิจัยนี้นับวามีประโยชนอยางยิ่ง กลาวคือ วิธีการตรวจวิเคราะหการ

ปนเปอนถ่ัวเหลืองและขาวโพดดัดแปรพันธุกรรมท่ีพัฒนาข้ึนเปนการวิเคราะหเชิงปริมาณ นอกจากจะเปนการ

พัฒนาวิธีการตรวจรับรองสินคาพืชดัดแปรพันธุกรรมใหไดตามมาตรฐานสากล และการขอการรับรอง

หองปฏิบัติการใหเปนมาตรฐานของ ISO/IEC17025 นําไปสูการสรางความม่ันใจใหกับประเทศคูคาในการออก

ใบรับรองของหองปฏิบัติการ ยังสามารถนําไปใชเปนคูมือการปฏิบัติงานตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณของ

หองปฏิบัติการ เพ่ือการตรวจวิเคราะหตัวอยางพืช ผลิตภัณฑแปรรูปและอาหารสัตวท่ีตองการการตรวจรับรอง

สําหรับการนําเขา-สงออกสินคาระหวางประเทศ ท้ังยังตอบสนองตอระเบียบมาตรการในการติดฉลากสินคาดัด

แปรพันธุกรรมกับประเทศคูคาท่ีมีการกําหนดเปอรเซ็นตการปนเปอนข้ันต่ําไว ในสวนของการพัฒนาชุด

ตรวจสอบโปรตีนของขาว Bt63, ขาวโพด Roundup Ready, ขาวโพดตานทานแมลง และขาวโพด StarLink ซ่ึง

เปนการตรวจสอบอยางรวดเร็ว เปนประโยชนตอเจาหนาท่ีดานกักพืช นักวิชาการและเจาหนาท่ีซ่ึงตอง

ปฏิบัติงานภาคสนาม ใหสามารถตรวจสอบการปนเปอนของพืชดัดแปรพันธุกรรมในเบื้องตน เพ่ือเปนการเฝา

ระวัง หรือติดตามการแพรกระจายพืชดัดแปลงพันธุกรรมในแปลงปลูกไดอยางงายและรวดเร็ว ท้ังนี้ภาคเอกชน

ก็สามารถใชชุดทดสอบในการคัดเลือกวัตถุดิบท่ีปลอดการปนเปอนพืชดัดแปรพันธุกรรมเขาสูโรงงาน ซ่ึงจะ

ชวยเพ่ิมมาตรฐานสินคาไดอีกดวย เชนเดียวกับการพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือตรวจสอบโปรตีน 

CP4EPEPS ของถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมตานทานสารกําจัดวัชพืช สามารถใชชุดตรวจสอบนี้เพ่ือตรวจสอบ
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ถ่ัวเหลืองดัดแปรพันธุกรรมภาคสนามอยางรวดเร็ว  ถูกตองแมนยํา สามารถตรวจวิเคราะหตัวอยางไดหลาย

ตัวอยางตอครั้ง ลดตนทุนในการตรวจวิเคราะห เปนประโยชนตอการเฝาระวัง หรือติดตามการแพรกระจายพืช

ดัดแปรพันธุกรรมในแปลงปลูกไดอยางรวดเร็ว ท้ังยังตอยอดผลิตเปนชุดตรวจสอบ ELISA kit เพ่ือจําหนายใน

เชิงพาณิชย ลดการนําเขาชุดตรวจสอบจากตางประเทศไดอีกดวย และประสบความสําเร็จในการสรางชุดยีน 

ซ่ึงเปนดีเอ็นเอมาตรฐาน เพ่ือใชเปนวัสดุอางอิงในการตรวจสอบมะละกอดัดแปรพันธุกรรมสายพันธุกรม

วิชาการเกษตร, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และสายพันธุ 55-1 (ฮาวาย) ไดอยางถูกตอง ชวยลดการนําเขา

วัสดุอางอิงท่ีมีราคาแพงจากตางประเทศ นับไดวาโครงการวิจัยนี้เปนการพัฒนาเทคนิคการตรวจสอบพืชดัด

แปรพันธุกรรมเพ่ือรับรองสินคาเกษตร ติดตาม และเฝาระวังพืชดัดแปรพันธุกรรมอยางมีประสิทธิภาพอยางยิ่ง 
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