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การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อโปรตีน CP4 EPSPS เพื่อการตรวจสอบ
ถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม

Selection of DNA Aptamers for Detection of CP4 EPSPS Protein 
in GM Soybean

อัจฉราพรรณ ใจเจริญ1/, 2/, 3/ รัชนี ฮงประยูร1/, 2/, 4/

Adcharapun Chaicharoen2/, 3/ Ratchanee Hongprayoon2/, 4/

ABSTRACT
Genetically modified (GM) soybean containing 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate 

synthase (epsps) gene from Agrobacterium tumefaciens strain CP4, which confers resistance 
to the herbicide glyphosate, have been found with the highest frequency in transgenic plants 
worldwide. Precise and rapid assay is required to detect the transgenic plants for monitor-
ing the spread of transgenes in the environment. This study focused on the selection of DNA 
aptamers specific to the CP4 EPSPS protein which can be further applied in the development 
of GM test kit. The CP4 EPSPS protein (accession No. AAL67577.1) from GM soybean was 
selected from Genbank and codon optimization was carried out for its gene expression in 
E. coli. Result showed that the recombinant CP4 EPSPS protein still positively reacted with 
the commercial antibody, therefore its native epitopes were conserved. This protein was 
used as an aptagen to select CP4 EPSPS specific DNA aptamers by systematic evolution of 
ligands by exponential enrichment (SELEX) method. Two DNA aptamers designated AptRR-A3 
and AptRR-A5 were selected from the binding affinity test with GM soybean sap. The result 
showed the highest binding activity at an S/N ratio of 1.64 when using clone AptRR-A5 as 
capture aptamer and AptRR-A3 as detecting aptamer in sandwich ELAA. Sandwich ELAA 
was applied to detect CP4 EPSPS protein in three transgenic soybean seed samples  
and the results were in accordance with those from the commercial enzyme-linked  
immunosorbent assay (ELISA) test kit. However, the sensitivity of the developed sandwich 
ELAA in this research requires further improvement.
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บทคัดย่อ
ถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรมต้านทาน 

สารกําจัดวัชพืชไกลโฟเสท ซึ่งมียีน cp4 epsps 

(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate  

synthase) ท่ีได้จากแบคทีเรีย Agrobacterium 

tumefaciens สายพันธุ์ CP4 มีการปลูกมากที่สุด

ในโลก การตรวจติดตามที่แม่นย�ำและรวดเร็ว  

จงึเป็นสิง่จ�ำเป็น เพือ่ป้องกนัการแพร่กระจายของ

พืชดัดแปลงพันธุกรรม งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์

เพื่อคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อ

โปรตีน CP4 EPSPS เพ่ือน�ำไปพัฒนาเป็นชุด

ตรวจสอบถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม โดยน�ำล�ำ

ดบักรดอะมโินของโปรตนี CP4 EPSPS (accession  

No. AAL67577.1) จากถั่วเหลืองดัดแปลง

พันธุกรรม มาแปลงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  

ให้มีโคดอนที่เหมาะสมกับการแสดงออกในเซลล์

แบคทีเรีย พบว่า โปรตีนลูกผสม CP4 EPSPS  

ที่ผลิตได้ยังคงอิพิโทปที่สามารถท�ำปฏิกิริยากับ

แอนติบอดีทางการค้า จึงน�ำไปใช้เป็นแอปตาเจน 

ในการคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร ์ด ้วยวิธ ี 

Systematic evolution of l igands by  

exponential enrichment (SELEX) การทดสอบ

ปฏิกิริยากับน�้ำคั้นจากเมล็ดถั่วเหลืองดัดแปลง

พนัธกุรรม คัดเลอืกดเีอน็เอแอปตาเมอร์ ได้ 2 โคลน  

คือ AptRR-A3 และ AptRR-A5 เม่ือน�ำไปพฒันา

วิธีตรวจสอบแบบ indirect enzyme-linked  

aptamer assay (ELAA) พบว่า โคลน AptRR-A3 

ให้ค่า S/N ratio สงูทีส่ดุ คอื 1.56 ส่วนการพัฒนา

วิธี sandwich ELAA โดยใช้โคลน AptRR-A5 

เป็น capture aptamer และ AptR-A3 เป็น 

detecting aptamer ให้ค่า S/N ratio สูงที่สุด คือ 

1.64 เมื่อน�ำวิธี sandwich ELAA ที่พัฒนาขึ้นไป

ตรวจสอบโปรตีน CP4 EPSPS ในถั่วเหลือง

ดดัแปลงพนัธกุรรมจ�ำนวน 3 ตวัอย่าง เปรียบเทยีบ 

กับชุดตรวจสอบทางการค้า พบว่า วิธี sandwich 

ELAA ให้ผลทีส่อดคล้องกนั แต่ยงัคงต้องปรบัปรงุ

ประสิทธิภาพให้มีความไวสูงขึ้นต่อไป 

ค�ำส�ำคัญ:	 ไกลโฟเสท, เอนไซม์ ลงิค์ โอลโิกนวิคลี

โอไทด์ แอสเซย์, อีโลน่า, ถั่วเหลืองไบโอเทค

บทน�ำ
การเพาะปลูกพืชดัดแปลงพันธุกรรมมี

ปริมาณเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว โดยในปี พ.ศ. 2560 

มกีารปลกูพืชดัดแปลงพันธกุรรมในเชงิพาณชิย์ถงึ  

26 ประเทศ รวมพื้นที่ในการเพาะปลูกทั้งหมด

ประมาณ 185.1 ล้านเฮกตาร์ และพื้นที่ปลูก 

ถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม 91.4 ล้านเฮกตาร ์

เป็นถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรมที่ที่มีลักษณะ

ต้านทานสารกําจัดวัชพืชไกลโฟเสท สายพันธุ ์

(event )  GST 40-3-2 หรือ ถั่ ว เหลือง  

Roundup Ready โดยตัดต่อยีน cp4 epsps 

(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate  

synthase) ซึ่ ง เป ็นยีนที่ ได ้จากแบคที เรีย  

Agrobacterium tumefaciens strain CP4 และ

คาดการณ์ว ่า พื้นที่ เพาะปลูกพืชดัดแปลง

พันธุกรรมจะเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องและรวดเร็ว 

(ISAAA, 2016) ถึงแม้ว่าเทคโนโลยีการสร้างพืช

ดัดแปลงพันธุกรรมจะก่อให้เกิดประโยชน์อย่าง

มากมาย และประเทศไทยมีนโยบายให้การ

สนบัสนนุการพฒันาศกัยภาพการวจิยั และพฒันา

พนัธวุศิวกรรมให้มคีวามเข้มแขง็ น�ำไปสูก่ารพึง่พา

ตนเองได้อย่างมีประสทิธภิาพ แต่ยงัไม่อนญุาตให้

น�ำเข้าพชืดดัแปลงพนัธกุรรมเพือ่การเพาะปลกู ดงั

นั้นจึงต้องมีการคัดกรองพืชดังกล่าวก่อนน�ำเข้า

ประเทศ เทคนิคที่นิยมใช้ในการตรวจสอบพืช

ดัดแปลงพันธุกรรม คือ Enzyme-l inked  

immunosorbent assay (ELISA) (Randhawa, 
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et al., 2016; Waminal, et al., 2013) เนือ่งจาก

สามารถตรวจสอบตัวอย่างได้ในปริมาณมากและ

การเตรยีมตัวอย่างสะดวกกว่าวธิกีารตรวจสอบแบบ 

อื่น ๆ  แต่ขั้นตอนในการผลิตแอนติบอดีนั้นต้องใช้

ระยะเวลามากกว่า 8 เดอืน และจ�ำเป็นต้องใช้สตัว์

ทดลองในการผลิต 

ปัจจบุนัมกีารน�ำล�ำดบันวิคลโีอไทด์สายสัน้ ๆ   

อาจเป็น RNA, ssDNA หรือ dsDNA ที่เรียกว่า

แอปตาเมอร์ (Aptamer) ซ่ึงมกีารท�ำงานคล้ายกบั

โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ สามารถจับกับ

โมเลกุลเป้าหมายต่าง ๆ  ได้อย่างจ�ำเพาะและหลาก

หลายชนิด เช่น ไอออนโลหะ (Cho et al., 2015) 

สารพิษ  (Wang e t  a l . ,  2011 )  ไวรั ส  

(Lautner et al., 2010) และใช้ในการตรวจสอบ

พืชดัดแปลงพันธุกรรม ดังรายงานของ Yan 

(2011) ที่คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ เพ่ือใช้

ตรวจสอบโปรตีน CP4 EPSPS ในพืชดัดแปลง

พันธุกรรม และ Jin et al. (2017) รายงานการ 

ใช้แอปตาเมอร์ ในการตรวจสอบโปรตีน Cry1Ab 

ในพืชดดัแปลงพนัธกุรรมด้วยเทคนคิ Impedimetric  

Microfluidic Analysis ส�ำหรับในประเทศไทยนั้น 

พบว่า ได้คัดเลือกแอปตาเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อไวรัส

ใบด่างมันส�ำปะหลัง เพื่อใช้ในการตรวจสอบโรค 

(ปัญญาวุฒิ, 2559) นอกจากแอปตาเมอร์จะ

สามารถจับกบัโมเลกลุเป้าหมายทีห่ลากหลายแล้ว 

ข้อดีอีกประการของ แอปตาเมอร์ คือ ไม่จ�ำเป็น

ต้องใช้สัตว์ทดลอง มีค่าใช้จ่ายน้อย และใช้เวลา

ในการผลติสัน้กว่าการผลิตแอนตบิอด ีโดยใช้เวลา

ประมาณ 4 เดือน ในขั้นตอนการคัดเลือกแอปตา

เมอร์ งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือก 

ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ (DNA aptamer) ที่จ�ำเพาะ

ต่อโปรตีน CP4 EPSPS เพื่อน�ำไปพัฒนาเป็นชุด

ตรวจสอบถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรมที่มียีน 

ดังกล่าว 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1.	การผลิตโปรตีน recombinant CP4- 

EPSPS (rCP4 EPSPS)

	 1.1	 การสังเคราะห์ rcp4 epsps gene

น�ำข้อมลูโปรตนี CP4 EPSPS (accession 

No. AAL67577.1) ในถั่วเหลืองจากฐานข้อมูล 

GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

มาแปลงล�ำดับของกรดอะมิโนที่ได้ เป็นล�ำดับ 

นวิคลโีอไทด์ทีม่รีหสัพนัธกุรรม (codon) เหมาะส�ำหรบั 

การแสดงออกในแบคทีเรีย Escherichia coli  

โดยใช้โปรแกรม Reverse Translate (http://

www.bioinformatics.org/) (ดดัแปลงจากวธิกีาร

ของ Chin et al, 2014) สังเคราะห์ล�ำดับนิวคลี 

โอไทด์ของยีน cp4 epsps และเชื่อมต่อเข้ากับ

พลาสมิดพาหะ pET-22b(+) แล้วน�ำพลาสมิดที่มี

ยีน cp4 epsps สังเคราะห์ ถ่ายฝากใน E. coli 

สายพันธุ ์ BL21 ด้วยวิธีการ heat shock  

transformation น�ำโคโลนเีด่ียวทีเ่จรญิบนอาหาร

ตรวจสอบโคลนที่มีชิ้นยีนอยู่โดยเทคนิค colony 

PCR ใช้ไพรเมอร์ จ�ำนวน 2 สาย คือ ไพรเมอร์ 

T7-primer และ T7 Reverse-primer น�ำ ดีเอน็เอ

ที่เพิ่มปริมาณได้มาวิเคราะห์ขนาดด้วยวิธี อิเลค

โตรโฟรีซิส บน 0.8% อะกาโรสเจล

	 1.2	 การตรวจสอบการสังเคราะห์และสกัด

โปรตีน rCP4 EPSPS

เลีย้งเซลล์ E. coli สายพนัธุ ์BL21 ทีผ่ลติ 

rCP4 EPSPS ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2YT ที่มี  

Ampicillin 100 ไมโครกรัม/มล. เป็นเวลา 1 คืน 

ที ่37°oซ. จากนัน้ย้ายลงในอาหารเหลว 2YT ทีผ่สม 

Ampicillin 100 ไมโครกรัม/มล. เลี้ยงเชื้อต่อจน

เซลล์เจริญ และมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 

คลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 0.5 จากนั้น

เติม Isopropyl- ßß-D-thiogalactoside (IPTG)  

ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0 มิลลิโมลลาร์ 
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น�ำ  crude extract ที่สกัดได้มาผ่านคอลัมน์  

Ni-NTA (Qiagen, Germany) เก็บสารละลาย

โปรตีน rCP4 EPSPS ที่ผ่านคอลัมน์ น�ำไปหาค่า

ความเข้มข้นโปรตีนด้วยการวัดค่า OD280 และ

ตรวจสอบความบรสิทุธิด้์วยวธิี Sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) 

	 1.3	 การตรวจสอบความคงอยู่ของอิพิโทป

(epitope) บนโปรตีน rCP4 EPSPS

ใช้ชุดตรวจสอบ Roundup Ready CP4 

EPSPS (Agdia, USA) ในการตรวจสอบความคง

อยู่ของอิพิโทป (epitope) บนโปรตีนของ rCP4 

EPSPS โดยใช ้  rCP4 EPSPS เข ้มข ้น  

5 ไมโครกรัม/มล. ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 

เปรียบเทียบกับ crude extract จากเซลล ์E. coli 

สายพนัธุ ์BL21 โดยใช้บฟัเฟอร์เป็นชดุควบคุมลบ 

และโปรตีน CP4 EPSPS เป็นชุดควบคุมบวก 

2.	การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับ

โปรตีน CP4 EPSPS ด้วยวิธี SELEX 

	 2.1	 การเตรียมคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 

(DNA aptamer library)

		  การสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายเดี่ยว 

สงัเคราะห์ดเีอน็เอสายเดีย่วขนาด 86 นวิ

คลีโอไทด์ เพื่อเตรียมคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 

ดั ง นี้  5 ’ - A A A G A A T T C A AGC T T G -

CAAGCTTGTTCGAGCCAG-(N40)TCGGATC-

CGCTATAGTGAGTCGTATTA-3’ ประกอบด้วย

นิวคลี โอ ไทด ์แบบสุ ่ มจ�ำ นวน 40 เมอร  ์ 

(N40) อยู่บริเวณกลางของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 

และบรเิวณด้านข้างทัง้สองด้านเป็นล�ำดบันวิคลโีอ

ไทด์ส�ำหรบัเพิม่ปรมิาณด้วยไพรเมอร์ โดยวธีิ PCR 

ดงันี ้forward primer (AptF): 5’-TTTCTGCAG-

GTCGACTAATACGACTCACTATAGCG-

GA-3’; reverse primer (AptR): 5’-AAAGAAT-

TCAAGCT TGCAAGCTTGTTCGAGCCAG-3’ 

และสังเคราะห์ไพรเมอร์ AptR–Biotin: (bi-

o t i n ) - 5 ’ - A A A G A A T T C A A G C T T G 

CAAGCTTGTTCGAGCCAG-3’ ส�ำหรับติด 

biotin ที่ปลาย 5’ ของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 

การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับโปรตีน 

CP4-EPSPS 

คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับ

โปรตีน CP4 EPSPS ซึ่งดัดแปลงจากวิธีการของ 

ปัญญาวฒิุ (2559) โดยนําคลงัดีเอน็เอแอปตาเมอร์  

1 นาโนโมลลาร์ มาละลายใน Phosphate buffered  

saline (136 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4.12H2O, 

1.4 mM KH2PO4, 2.6 mM KCl, pH 7.4) ที่เติม 

0.05% Tween-20 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

(PBST) ต้มที่อุณหภูม ิ95 °oซ. นาน 10 นาที และ

แช่ในน�้ำแข็งทันที นาน 10 นาที จากนั้นเติม

โปรตีน rCP4 EPSPS 1 ไมโครกรัม เขย่าที่ 200 

รอบ/นาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชม. ถ่ายลง

คอลมัน์ Vivaspin 500 (GE Healthcare, Sweden)  

ที่มี molecular weight cut off (MWCO)  

50 กิโลดาลตัน (KDa) หมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 

13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 นาที ล้างคอลัมน์

ด้วย PBST ปริมาตร 1 มล. หมุนเหวี่ยงเช่นเดิม 

เป็นเวลา 30 นาท ีท�ำซ�ำ้ 3 ครัง้ ละลาย aptamer- 

protein complex ออกจากคอลัมน์ ด้วย PBST 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นํา aptamer-protein 

complex ไปเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยา PCR โดย

ใช้ 1X GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, 

 USA) และไพรเมอร์ AptF และ AptR มีการ

เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในขั้นตอนการท�ำปฏิกิริยา

ดังนี้ คือ อุณหภูมิ 95oซ. 120 วินาที ตามด้วย  

35 รอบ ของอณุหภมิู 95oซ. 30 วนิาท ี(denature) 

อุณหภูมิ 55oซ. 30 วินาที (annealing) และ
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อุณหภมิู 72oซ .30 วนิาท ี(extension) น�ำดเีอน็เอ

ที่เพิ่มปริมาณแล้ว ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟ

รีซิส บน 1% อะกาโรสเจล 

น�ำผลผลิตจาก PCR โคลนเข ้ากับ 

pGEM®-T Vector (Promega, USA) และถ่าย

ฝากใน E. coli สายพันธุ์ DH5α ด้วยวิธีการ heat 
shock transformation น�ำโคโลนเีดีย่วทีเ่จรญิบน

อาหาร 2YT ท่ีเตมิ ampicillin 100 ไมโครกรมั/มล.  

มาตรวจสอบขนาดของดีเอน็เอแอปตาเมอร์ทีส่อด

แทรกอยู่ในพลาสมิดโดยเทคนิค colony PCR  

ท�ำโดยใช้โคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารเป็นแม่

แบบ และใช้ไพรเมอร์ AptF และ AptR จากนั้น

คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวจ�ำนวน 10 โคลน น�ำมาติด 

biotin ที่ปลาย 5’ (DNA aptamer-) ด้วยเทคนิค 

PCR โดยใช้ไพรเมอร์ AptR–Biotin ในการท�ำ

ปฏิกิริยา และแยกให้เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวด้วย 

Dynabeads® M-280 Streptavidin (Invitrogen, 

Norway) ตามวิธีการของผู้ผลิต 

	 2.2	 การท�ำปฏกิริยิาของดเีอน็เอแอปตาเมอร์

ต่อ CP4 EPSPS ด้วยเทคนิค indirect  

enzyme-linked aptamer assay (indirect 

ELAA)

น�ำดเีอน็เอแอปตาเมอร์ ท่ีจบักบัโปรตนี CP4 

EPSPS จ�ำนวน 10 โคลน จากข้อ 2.1 ไปทดสอบ 

ด้วยวิธี indirect ELAA โดยดัดแปลงจากวิธีการ

ของ Barthelmebse, et al. (2011) ใช้เมล็ด 

ถ่ัวเหลืองดัดแปลงพันธุกรรมที่มี CP4 EPSPS  

บดใน coating buffer pH 9.6 อัตราส่วน 1:20 

เป็นแอนติเจน เคลือบลงในหลุมของถาด ELISA 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลมุ ขณะท่ีอกีถาดเคลอืบ

ด้วยน�้ำค้ันถั่วเหลืองปกติเพื่อเป็นถาดควบคุมลบ 

บ่มท่ี 37oซ. นาน 1 ชม. เตมิ DNA aptamer-biotin  

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37oซ.  

นาน 1 ชม. ล้างถาด ด้วย PBST ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร/หลุม จ�ำนวน 3 ครั้ง ๆ  ละ 5 นาที เติม 

AP-Streptavidin conjugate (Invitrogen, USA) 

เจอืจาง 1:1,000 ใน PBS ปรมิาตร 50 ไมโครลติร/

หลุม บ่มที่ 37oซ. นาน 1 ชม. ล้างถาด และเติม 

substrate buffer ทีม่ ีp-nitrophenyl phosphate 

1 มก./มล. ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 

37oซ. นาน 1 ชม. อ่านค่าปฏิกิริยา ที่ OD405  

ด้วย ELISA reader 

	 2.3	 การทดสอบความจ�ำเพาะของดีเอ็นเอ

แอปตาเมอร์ 

ใช้วธิ ีindirect ELAA เช่นเดียวกบัข้อ 2.2 

โดยเคลือบถาด ELISA ด้วยโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ 

ข้าวโพดและถ่ัวเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม ได้แก ่

Cry1Ab, Cry2A, Cry3A, Cry34Ab, Cry3Bb, 

Cry1F และ CP4 EPSPS (Agdia, USA) ปรมิาตร 

50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 4oซ. นานข้ามคืน และ

ท�ำปฏิกิริยากับ DNA aptamer-biotin ที่คัดเลือก

แล้วจากข้อ 2.2 ความเข้มข้น 25 นาโนกรัม/มล. 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37oซ.  

นาน 1 ชม.

3.	การทดสอบความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของดเีอน็

เอแอปตาเมอร์ ในการท�ำปฏิกิริยากับ CP4  

EPSPS ในถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรมด้วย

เทคนิค indirect ELAA

ใช้วธิ ีindirect ELAA เช่นเดียวกบัข้อ 2.2 

โดยเปรยีบเทยีบความเข้มข้นของดีเอน็เอแอปตาเมอร์ 

ที่ระดับ 50, 25 และ 12.5 นาโนกรัม/มล. ในการ

ท�ำปฏิกิริยากับถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม

4.	การทดสอบการท�ำปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอป

ตาเมอร์กับ CP4 EPSPS ในถั่วเหลืองดัดแปลง

พันธุกรรมด้วยเทคนิค sandwich ELAA 

น�ำตัวอย่างถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม
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ที่ได้รับความอนุเคราะห์จาก กลุ่มวิจัยพัฒนาการ

ตรวจสอบพืชและจุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม 

ส�ำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการ

เกษตร ท�ำการสุ่มตัวอย่างตามมาตรฐานสากล; 

The Grain and Feed Trade Association 

(GAFTA) Sampling Rules No. 124 และมีการ

ตรวจสอบด้วยวิธี Real-Time PCR ในตัวอย่าง 

เพ่ือยืนยันการมีอยู่ของยีน cp4 epsps จากนั้น 

น�ำมาทดสอบโดยใช้เทคนิค sandwich ELAA ซึ่ง

ดดัแปลงจากวธิกีารของ Lee et al. (2012) ท�ำการ

เคลอืบถาด ELISA ด้วย capture aptamer ความ

เข้มข้น 25 นาโนกรัม/มล. ปรมิาตร 50 ไมโครลติร/

หลุม บ่มที ่4oซ. นานข้ามคืน ล้างถาดด้วย PBST 

เติม Blocking buffer 100 ไมโครลิตร/หลุม บ่ม

ที่ 37oซ. นาน 30 นาที ล้างถาดด้วย PBST 3 ครั้ง 

เติมน�้ำคั้นเมล็ดถั่วเหลืองที่ม ีCP4 EPSPS หรือ

น�ำ้คัน้ถ่ัวเหลอืงปกต ิ(อตัราส่วน 1:20 ใน coating 

buffer) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่  

37oซ. นาน 1 ชม. ล้างถาดด้วย PBST แล้วเติม 

detecting aptamer ที่จ�ำเพาะต่อ CP4 EPSPS 

ความเข้มข้น 25 นาโนกรัม/มล. ขัน้ตอนต่อไปท�ำ 

การทดสอบเช่นเดียวกับวธิ ีindirect ELAA ในข้อ 2.2

5.	การทดสอบประสิทธิภาพของวิธี sandwich 

ELAA เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการค้า

น�ำวิธี sandwich ELAA เช่นเดียวกับ 

ข้อ 4 โดยใช้โคลน AptRR-A5 เป็น capture 

aptamer และ AptRR-A3 เป็น detecting  

aptamer เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบ ELISA 

ทางการค้า (Agdia, USA) ในการตรวจสอบโปรตนี 

CP4 EPSPS ในตัวอย่างถ่ัวเหลือง จ�ำนวน  

3 ตัวอย่าง ที่มีการตรวจสอบยีน cp4 epsps  

ด้วยวธิ ีReal-Time PCR แล้ว (ตวัอย่างถัว่เหลอืง

ดัดแปลงพันธุกรรมได้รับความอนุเคราะห์จาก 

กลุ่มวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืชและจุลินทรีย ์

ดัดแปรพันธุกรรม ส�ำนักวิจัยพัฒนเทคโนโลยี

ชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร) 

ผลการทดลองและวิจารณ์
1.	การผลิตโปรตีน rCP4 EPSPS

การสงัเคราะห์โปรตนี rCP4 EPSPS โดย

โคลนยีน rcp4 epsps เข้ากับพลาสมิดพาหะ 

pET-22b (+) และถ่ายฝากพลาสมิดลูกผสมเข้า

ในเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 พบแถบดีเอ็นเอ

ขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส (Figure 1A) จาก

โคลน pETrCP4EPSPS แสดงว่า โคลนดงักล่าว

มพีลาสมดิ ลกูผสมทีม่ยีนี cp4 epsps สอดแทรกอยู่  

เมื่อชักน�ำให้เกิดการแสดงออกของยีนด้วย IPTG 

เป็นเวลา 6 ชม. มีการแสดงออกของแถบโปรตีน

ขนาดประมาณ 48 กิโลดาลตัน (Figure 1B)  

ซึ่งเป็นน�้ำหนักโมเลกุลที่ใกล้เคียงกับโปรตีน CP4 

EPSPS จากถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม คือ 

47.6 กิโลดาลตัน (Wu et al., 2012) ส�ำหรับการ

สกัด rCP4 EPSPS ให้บริสุทธิ์โดยใช้คอลัมน์  

Ni-NTA ได้โปรตีน rCP4 EPSPS ทั้งหมด  

25.68 มก. จากเซลล์แบคทีเรียเริ่มต้นปริมาตร  

1 ล. และเม่ือน�ำไปทดสอบการท�ำปฏิกิริยากับ 

anti-CP4 EPSPS antibody ทางการค้า  

(Agdia, USA) เพื่อยืนยันความคงอยู่ของอิพิโทป 

พบว่า ให้ผลบวก (Figure 1C) แสดงว่า โปรตนี 

ที่ผลิตได้ยังคงมีอิพิโทปที่เหมือนกับ CP4 EPSPS 

ในพชืดดัแปลงพนัธกุรรม จงึน�ำไปเป็นแอปตาเจน 

ในการคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ต่อไป

2.	การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ที่จับกับ

โปรตีน CP4 EPSPS

คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ที่สามารถ

จับกับโปรตีน rCP4 EPSPS จากคลังดีเอ็นเอ 
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แอปตาเมอร์ โดยให้ท�ำปฏิกิริยากับโปรตีน rCP4 

EPSPS และปั่นแยกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ไม่จับ

กับโปรตีนออกโดยใช้ Vivaspin 500 เนื่องจาก 

ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ท่ีจับกับ rCP4 EPSPS  

มีน�้ำหนักโมเลกุลประมาณ 74 กิโลดาลตัน ซึ่งมี

ขนาดใหญ่กว่า MWCO ของ Vivaspin และยงัคง

อยู่ในหลอด จากนั้นน�ำ aptamer- rCP4 EPSPS 

complex ไปท�ำปฏกิริยิา PCR ด้วยไพรเมอร์ aptF 

และ aptR และเชือ่มต่อกบั pGEM-T Vector คดั

เลือกโคโลนีเดี่ยวได้ 10 โคโลน ีเพื่อน�ำไปพ่วงกับ 

Biotin ด้วยปฏิกิรยิา PCR (DNA aptamer-biotin) 

ซ่ึงทัง้ 10 โคลน สามารถจับกับโปรตนี CP4 EPSPS 

ในพืชดัดแปลงพันธุกรรมได้ โดยมีค่า S/N ration 

อยูใ่นช่วง 1.14-1.36 จงึเลือกดเีอน็เอแอปตาเมอร์

โคลน AptRR-A3 และ AptRR-A5 ซึ่งมีค่า S/N 

ratio เท่ากับ 1.36 และ 1.25 ตามล�ำดับ เพื่อใช้

ในการทดสอบขั้นต่อไป

3. การทดสอบความจ�ำเพาะของดเีอน็เอแอปตาเมอร์ 

การทดสอบความจ�ำเพาะของดีเอ็นเอ

แอปตาเมอร์โคลน AptRR-A3 และ AptRR-A5 

ด้วยเทคนิค indirect ELAA พบว่า ดีเอ็นเอแอป

ตาเมอร์ท้ัง 2 โคลน ท�ำปฏกิริยิาจ�ำเพาะกบัโปรตนี 

CP4 EPSPS (Figure 2) เมื่อน�ำไปตรวจสอบล�ำ

ดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า ล�ำดบันวิคลโีอไทด์บรเิวณ

สุม่มคีวามแตกต่างกนั (Figure 3A) จงึท�ำให้ดเีอน็เอ 

แอปตาเมอร์ มีโครงสร้างตติยภูมิ (Figure 3B)  

ที่ประกอบด้วย loop และ hairpin ที่แตกต่างกัน 

ซึ่งโครงสร้างเหล่านี้มีส่วนส�ำคัญในการจับกับ

โปรตีนเป้าหมาย 

4.	 ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของดเีอน็เอแอปตาเมอร์ 

ในการท�ำปฏกิริยิากบั CP4 EPSPS ในถัว่เหลอืง

ดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค indirect ELAA 

ความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของดเีอน็เอแอป

ตาเมอร์ โคลน AptRR-A3 และ AptRR-A5 ใน

การท�ำปฏิกิริยากับ CP4 EPSPS ในถั่วเหลือง

ดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค indirect ELAA 

พบว่า ทีค่วามเข้มข้น 12.5 นาโนกรัม/มล. ดีเอน็เอ 

แอปตาเมอร์ทุกโคลน ให้ค่า S/N ratio อยู่ในช่วง 

1.42 - 1.56 ซึ่งสูงกว่าการใช้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์

ทีค่วามเข้มข้น 50 และ 25 นาโนกรมั/มล. จงึเลอืก

ใช้ AptRR-A3 ที่ความเข้มข้น 12.5 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร ในการตรวจสอบโปรตีน CP4 EPSPS 

ในถัว่เหลอืงดดัแปลงพนัธกุรรมต่อไป (Figure 4A)

5.	การท�ำปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์กับ 

CP4 EPSPS ในถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม

ด้วยเทคนิค sandwich ELAA

เม่ือใช้ AptRR-A3 เป็น detecting  

aptamer ร่วมกับการใช้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์จาก

แต่ละโคลนเป็น capture aptamer ได้ค ่า  

S/N ratio มากกว่า 1.0 (1.33-1.64) แต่เมื่อใช้ 

AptRR-A5 เป็น capture aptamer และ  

AptRR-A3 เป็น detecting aptamer ได้ค่า  

S/N ratio สูงที่สุด คือ 1.64 (Figure 4B)
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6.	การทดสอบประสิทธิภาพของวิธี sandwich 

ELAA เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการค้า

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี 

sandwich ELAA ที่พัฒนาขึ้นกับชุดตรวจสอบ 

ทางการคา (Agdia ELISA kit) โดยใช้ตวัอย่าง 

ถัว่เหลอืง จ�ำนวน 3 ตัวอย่าง พบว่า ให้ผลสอดคล้อง 

กนัทกุตัวอย่าง (Table 1) แต่วิธ ีsandwich ELAA 

ทีพั่ฒนาขึน้ในห้องปฏบิติัการยงัคงมีค่า S/N ratio 

ต�่ำเมื่อเทียบกับค่า S/N ratio ของชุดตรวจสอบ

ทางการค้าทีมี่ค่าถงึ 13 เม่ือตรวจสอบตัวอย่างเดียวกนั

Table 1 Comparison of the specificity of the in-house sandwich ELAA and the commercial 

ELISA kit for the detection of three soybean samples

Sample Commercial ELISA

 (S/N ratio)

In-house Sandwich ELAA

(S/N ratio)

Soybean 1 1.00 - 1.08 -

Soybean 2 17.30 ++ 2.09 +

Soybean 3 17.07 ++ 1.84 +

Soybean (positive control) 13.00 + 1.63 +

สรุปผลการทดลอง 
แอปตาเจนที่เตรียมได้จากการน�ำล�ำดับ

กรดอะมิโนของโปรตนี CP4 EPSPS จากถัว่เหลอืง 
ดัดแปลงพันธุกรรมที่รายงานไว้ใน Genbank  
มาดัดแปลงล�ำดบันวิคลโีอไทด์ ให้มโีคดอนทีเ่หมาะ
กบัการแสดงออกของโปรตนีในเซลล์แบคทเีรยี พบ
ว่า โปรตีนลูกผสม rCP4 EPSPS ท�ำปฏิกิริยากับ
แอนติบอดีได ้แสดงว่ายังคงมีอิพิโทปที่เหมือนกับ 
CP4 EPSPS จากถั่วเหลืองอยู่ คลังดีเอ็นเอแอป
ตาเมอร์ท่ีผลิตขึ้นในงานวิจัยนี้เป็น ดีเอ็นเอสาย
เดี่ยวขนาด 86 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งบริเวณส่วนกลาง
ของดีเอน็เอแอปตาเมอร์ เป็นนิวคลีโอไทด์แบบสุม่
จ�ำนวน 40 เมอร์ ท�ำการแยกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์
ที่สามารถจับกับโปรตีนลูกผสม rCP4 EPSPS  
ได ้10 โคโลน ีน�ำไปติดฉลากด้วย Biotin โดยใช้
ปฏิกิริยา PCR (DNA aptamer-biotin) แล้ว 
คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อโปรตีน 
CP4 EPSPS ในพืชดัดแปลงพันธุกรรมด้วยวิธี 
indirect ELAA โดยทดสอบกับน�้ำคั้นของเมล็ด 

ถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม พบว่า โคลน  
AptRR-A3 และ AptRR-A5 มีค่า S/N ratio ของ
ปฏิกิริยาสูงสุดคือ 1.36 และ 1.25 ตามล�ำดับ เมื่อ
น�ำดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ทั้ง 2 โคลน มาใช้ในการ
พฒันาวธิกีารตรวจสอบแบบ indirect ELAA และ 
sandwich ELAA พบว่า วิธี sandwich ELAA  
ที่ใช้ AptRR-A5 เป็น capture aptamer และใช้ 
AptRR-A3 เป็น detecting aptamer ให้ค่า S/N 
ratio สูงที่สุด คือ 1.64 และสามารถตรวจสอบ
โปรตนี CP4 EPSPS ในถัว่เหลอืง ให้ผลสอดคล้อง
กับชุดตรวจสอบทางการค้า 

ค�ำขอบคุณ
งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจากศูนย์

เ ทค โนโลยี ชี วภาพ เกษตร  มหาวิ ทยาลั ย
เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน ศูนย์ความ
เป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนัก
พฒันาบณัฑติศกึษาและวจิยัด้านวทิยาศาสตร์และ

เทคโนโลย ีส�ำนกังานคณะกรรมการการอดุมศกึษา
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ทั้งหมด 25.68 มิลลิกรัม จากเซลล์แบคทีเรียเริ่มต้นปริมาตร 1 ลิตร และเม่ือนําไปทดสอบการทําปฏิกิริยา
กับ anti-CP4 EPSPS antibody ทางการค้า (Agdia, USA) เพ่ือยืนยันความคงอยู่ของอิพิโทป พบว่า ให้
ผลบวก (Figure 1C) แสดงว่า โปรตีนที่ผลิตได้ยังคงมีอิพิโทปที่เหมือนกับ CP4 EPSPS ในพืชดัดแปลง
พันธุกรรม จึงนําไปเป็นแอปตาเจน ในการคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ต่อไป 

 
2 การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ที่จับกับโปรตีน CP4 EPSPS 

คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ที่สามารถจับกับโปรตีน rCP4 EPSPS จากคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 
โดยให้ทําปฏิกิริยากับโปรตีน rCP4 EPSPS และปั่นแยกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ไม่จับกับโปรตีนออกโดยใช้ 
Vivaspin 500  เนื่องจากดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับ rCP4 EPSPS มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 74 กิโลดาลตัน  
ซึ่งมีขนาดใหญ่กว่า MWCO ของ Vivaspin และยังคงอยู่ในหลอด จากนั้นนํา aptamer- rCP4 EPSPS 
complex ไปทําปฏิกิริยา PCR ด้วยไพรเมอร์ aptF และ aptR  และเชื่อมต่อกับ pGEM-T Vector  
คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวได้ 10 โคโลนี  เพ่ือนําไปพ่วงกับ Biotin ด้วยปฏิกิริยา PCR (DNA aptamer-biotin) ซึ่ง
ทั้ง 10 โคลน สามารถจับกับโปรตีน CP4 EPSPS ในพืชดัดแปลงพันธุกรรมได้ โดยมีค่า S/N ration อยู่
ในช่วง 1.14-1.36 จึงเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์โคลน AptRR-A3 และ AptRR-A5 ซึ่งมีค่า S/N ratio เท่ากับ 
1.36 และ 1.25 ตามลําดับ  เพ่ือใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

 
3 การทดสอบความจ าเพาะของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์  

การทดสอบความจําเพาะของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์โคลน AptRR-A3 และ AptRR-A5 ด้วยเทคนิค 
indirect ELAA พบว่า ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ทั้ง 2 โคลน ทําปฏิกิริยาจําเพาะกับโปรตีน CP4 EPSPS  (Figure 
2) เมื่อนําไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณสุ่มมีความแตกต่างกัน (Figure 
3A) จึงทําให้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ มีโครงสร้างตติยภูมิ (Figure 3B) ที่ประกอบด้วย loop และ hairpin ที่
แตกต่างกัน ซึ่งโครงสร้างเหล่านี้มีส่วนสําคัญในการจับกับโปรตีนเป้าหมาย   

 

 

 
Figure 1 Expression of cp4 epsps gene in E. coli (BL21). (A) Gel electrophoresis of 1.5 kb 

PCR product from pETrCP4EPSPS clone, (B) the SDS-PAGE analysis of the purified rCP4 
EPSPS protein of 48 kDa and (C) the antigenicity of the rCP4 EPSPS was confirmed by 
ELISA using anti-CP4 EPSPS antibody (Agdia) compared with the negative control (E. coli 
cell lysate) and the positive control (CP4 EPSPS protein, Agdia). 
 
 

 
Figure 2 Binding affinity of 2 aptamers; AptRR-A3 and AptRR-A5, for CP4-EPSPS in GM soybean. 
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Figure 3   (A) Sequence and (B) secondary structures of AptRR-A3 and AptRR-A5 

predicted by Mfold web server (http://mfold.rna.albany.edu/?=mfold). 
 

4 ความเข้มข้นที่เหมาะสมของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ในการท าปฏิกิริยากับ CP4 EPSPS ในถั่ว
เหลืองดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค indirect ELAA  
ความเข้มข้นที่เหมาะสมของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โคลน AptRR-A3 และ AptRR-A5 ในการทํา

ปฏิกิริยากับ CP4 EPSPS ในถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค indirect ELAA  พบว่า    ที่ความ
เข้มข้น 12.5 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ทุกโคลน ให้ค่า S/N ratio อยู่ในช่วง       1.42 - 
1.56  ซึ่งสูงกว่าการใช้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ความเข้มข้น 50 และ 25 นาโนกรัม/มิลลิลิตร      จึงเลือกใช้ 
AptRR-A3 ที่ความเข้มข้น 12.5 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ในการตรวจสอบโปรตีน CP4 EPSPS ในถั่วเหลือง
ดัดแปลงพันธุกรรมต่อไป (Figure 4A) 

 
5 การท าปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์กับ CP4 EPSPS ในถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรมด้วย

เทคนิค sandwich ELAA 
เมื่อใช้ AptRR-A3 เป็น detecting aptamer ร่วมกับการใช้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์จากแต่ละโคลน

เป็น capture aptamer  ได้ค่า S/N ratio มากกว่า 1.0 (1.33-1.64) แต่เมื่อใช้ AptRR-A5 เป็น 
capture aptamer  และ AptRR-A3 เป็น detecting aptamer ได้ค่า S/N ratio สูงที่สุด คือ 1.64 
(Figure 4B) 

 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของวิธี sandwich ELAA เปรียบเทียบกับชุดตรวจสอบทางการค้า 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี sandwich ELAA ที่พัฒนาขึ้นกับชุดตรวจสอบทางการคา 
(Agdia ELISA kit) โดยใช้ตัวอย่างถั่วเหลือง จํานวน 3 ตัวอย่าง พบว่า ให้ผลสอดคล้องกันทุกตัวอย่าง 
(Table 1) แต่วิธี sandwich ELAA  ที่พัฒนาขึ้นในห้องปฏิบัติการยังคงมีค่า S/N ratio ต่ําเมื่อเทียบกับ
ค่า S/N ratio ของชุดตรวจสอบทางการค้าที่มีค่าถึง 13 เมื่อตรวจสอบตัวอย่างเดียวกัน  
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