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การถายยีน VP1 จากเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอยเขาสูถั่วฮามาตา 
 

Transformation of VP1 Gene from Foot and Mouth Disease Virus into 
Stylosanthes hamata 

 
คํานํา 

 

โรคปากและเทาเปอย (foot and mouth disease, FMD) เปนโรคติดเชื้อไวรัสที่ม ี

ความรุนแรง ถูกจัดเปนโรคระบาดที่สรางความเสยีหายอยางมากตอสัตวกีบคู เชน โค กระบือ สุกร 

แพะ แกะ และกวาง เชื้อไวรัสนี้สามารถแพรระบาดไดอยางรวดเร็วและรุนแรง สรางความเสยีหาย 

รายแรงตอเกษตรกรและประเทศชาต ิผลกระทบที่เกิดจากโรคนีท้ําใหสัตวมีน้าํนมลดลง  

เจริญเติบโตชา และออนแอ โรคปากและเทาเปอยเปนโรคสําคัญโรคหนึง่ที่สงผลกระทบตอการ 

สงออกสินคาปศุสัตว โดยประเทศผูซื้อจะตั้งเงื่อนไขในการไมรับซ้ือหากประเทศที่สงออกนั้นม ี

รายงานการเกดิโรค สาเหตุของโรคปากและเทาเปอยเกิดจากเชื้อไวรัสกลุม Piconavirus ที่มีจีโนม

เปนอารเอน็เอสายบวก ซึง่ไวรัสที่เปนสาเหตุของโรคมีอยูหลายชนิดและหลายสายพนัธุ จากการ 

จัดจําแนกเชื้อทางเทคนิคอิมมูโนวิทยา ปจจุบันพบ 7 ซีโรไทป (serotype)  คือซีโรไทป A  O  C  

SAT1  SAT2  SAT3 และ Asia1 (Murphy et al., 1999) สําหรับในประเทศไทยพบอยู 3 ซีโรไทป 

คือซีโรไทป A  O และ Asia1 สวนชนิดที่เปนสาเหตุของการระบาดในประเทศอังกฤษในชวงตนป 

พ.ศ.2544 ที่ผานมาคือซีโรไทป O เชื้อไวรัสแตละชนิดที่เปนสาเหตุของโรคปากและเทาเปอยนัน้จะ

ไมสามารถกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันโรคซึ่งกนัและกนัได ดังนัน้สัตวที่มีภูมิคุมกันตอโรคเฉพาะ 

ซีโรไทป O จะยังสามารถติดโรคที่เกิดจากเชื้อซีโรไทป A และ Asia1 ได ปจจุบันโรคทีเ่กิดจาก 

เชื้อไวรัสไมมียารักษาที่มีผลตอไวรัสโดยตรง การปองกนัที่สําคัญคือการฉีดวัคซีน (ปรีดา, 2543) 

โดยมีรายงานการผลิต peptide vaccine  ของโรคปากและเทาเปอยทีป่ระกอบดวยสวนของ

โปรตีน VP1 ซึง่สามารถกระตุนภูมิคุมกันของเซลลเจาบานไดดี (Brown, 1992)  

 

 ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคพนัธุวิศวกรรมมาชวยในการพฒันาการผลิตวัคซีนมากขึ้น และ

มีความพยายามในการใชพชืเปนพาหะในการแสดงออกของโปรตีนจากสิ่งมีชวีิตชนดิอื่น และ

ประสบผลสําเร็จในพืชตัดแตงพนัธุกรรมหลายชนิดที่ผลิตโปรตีนจากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน เชน โปรตีน

จากเชื้อไวรัส โปรตีนที่เปนสารพิษ (toxin) จากเชื้อแบคทเีรีย และแอนติบอดีหลายชนิด (Daniell  

et al.,  2001)  และมีการใชพืชเปนแหลงผลิต biophamaceutical protein อีกหลายชนิดเนื่องจาก
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วิธีมนีี้ขอดีคือ การถายยนีในพืชทาํไดไมยากนักทั้งการถายยีนโดยใชเชือ้อะโกรแบคทเีรียมเปน

พาหะ และวิธ ีparticle bombardment และพืชยงัเปนแหลงผลิต recombinant protein ที่มีตนทนุ

ถูกกวาในสิ่งมชีีวิตชนิดอื่น เนื่องจากพืชสามารถเจริญเติบโตไดดีและสามารถขยายพันธุไดงาย  

การเพาะเลีย้งไมยุงยาก ทาํใหผลิต recombinant protein ไดปริมาณมากและตอเนื่อง นอกจากนี้

ยังมกีารประยกุตเทคนิคพันธุวิศวกรรมในการผลิต edible vaccine โดยใชเซลลพืชซ่ึงไม

จําเปนตองแยกสกัดวัคซนีออกจากเซลลเหมือนการผลติในเซลลแบคทีเรียหรือในเซลลสัตว และ 

edible vaccine จากพืชยงัสามารถเก็บรักษางายโดยเก็บในรูปของเนื้อเยื่อพืช เชน หัว และเมลด็ 

เปนตน นอกจากนี ้edible vaccine จากพชืยังมีขอดีคือ ไมมีความเสีย่งในการปนเปอนของเชื้อ

โรคที่เปนอนัตรายตอมนุษยและสัตวเนื่องจากเชื้อโรคของสตัวไมสามารถติดตอผานทางพืชได 

ดังนัน้พืชจึงมคีวามเหมาะสมในการนํามาใชทดลองในการถายยีนที่สังเคราะหโปรตนีโครงสราง 

VP1 เพื่อใชในการผลิต edible vaccine ปองกันโรคปากและเทาเปอยเพื่อใหไดวัคซีนที่มีความ

ปลอดภัยสูง (Brown, 1992) ในการปรับปรุงพันธุพืชอาหารสัตวใหมีความสามารถในการกระตุน

การสรางภูมิคุมกันโรคนี้ ผูวจิัยเลือกใชถัว่ฮามาตา (Stylosanthes  hamata) ซึ่งนอกจากเปนพืช

อาหารสัตวทีม่ีคุณคาทางอาหารสามารถใชเปนอาหารหลักหรือพืชอาหารหยาบทีม่ีราคาถูกและไม

ทําใหโค 

กระบือทองอดืเหมือนกับถัว่ที่เปนพืชอาหารสัตวบางชนิดแลวยงัเปนพืชที่ปรับตัวไดดีในสภาพ 

แหงแลง ทนตอการแทะเลม็ของปศุสัตว เชน โค กระบือ (วรรณกรณ, 2529; สายัณห, 2540) จึง

เหมาะทีจ่ะนาํมาสรางเปนพชืที่เปน edible vaccine สําหรับสัตวเคี้ยวเอื้อง 

 

ในการวิจัยครัง้นี้เปนการถายยีนที่ควบคุมการสรางโปรตีน VP1 จากเชือ้ไวรัสปากและ 

เทาเปอย (FMDV) เขาสูถัว่ฮามาตา โดยมวีัตถุประสงคเพื่อสรางพืชอาหารสัตวที่เปนแหลงผลิต

โปรตีนที่ใชกระตุนภูมิคุมกนัตอโรคปากและเทาเปอยของสัตว โดยการนําสวนของยนีที่ควบคุม 

การสรางโปรตีน VP1 ตอเขากับพาหะ (vector) ที่สามารถแสดงออกไดในพืช ถายเขาสูพืชโดยใช 

Agrobacterium tumefaciens เปนพาหะในการถายยีน และคัดเลือกตนที่ไดรับยีนในอาหาร 

คัดเลือก ตรวจสอบการมีอยูและการแสดงออกของยนี เพื่อใหไดพืชทีม่ีการสรางโปรตีน VP1 ที่จะ

นําไปพฒันาเปน edible vaccine เพื่อกระตุนภูมิคุมกนัโรคปากเทาเปอย ซึ่งจะตองมีการศึกษา

ความสามารถในการกระตุมภูมิคุมกันในสตัว กอนที่จะนาํไปใชตอไปในอนาคต 
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วัตถุประสงค 
 

1. พัฒนาวิธกีารถายยีน VP1 จากเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอยเขาสูถั่วฮามาตา โดยใช   

Agrobacterium tumefaciens เปนพาหะสําหรับการถายยีน และคัดเลือกเนื้อเยื่อทีไ่ดรับยีน 

พรอมทัง้ชักนาํเนื้อเยื่อใหเปนตนพืชที่สมบูรณ  

   

2. ศึกษาการคงอยูของยนี VP1 ในถั่วฮามาตา โดยใชเทคนิค PCR และ Southern blot 

hybridization และตรวจสอบการแสดงออกของยนีโดยเทคนิค RT-PCR และ western blot 

hybridization 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ไวรัสโรคปากและเทาเปอย 

 

ในหลายประเทศทัว่โลกมกีารตรวจพบไวรัสโรคปากและเทาเปอย (Foot and mouth 

disease Virus; FMDV) เชื้อ FMDV นี้ จดัอยูในวงศ Piconaviridae  และ สกุล  Apthovirus เปน

ไวรัสที่ไมมี envelope อนุภาคไวรัสมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 27-30 นาโนเมตร ไวรัส

ปากและเทาเปอยทีพ่บวามกีารระบาดในหลายประเทศทั่วโลกมี 7 ซีโรไทป ซึ่งซโีรไทป A พบใน

ประเทศไทยเปนครั้งแรกในป พ.ศ. 2496 สวนซีโรไทป Asia1 และ O พบในป พ.ศ. 2497 และ 

พ.ศ. 2500 ตามลําดับ (Chaisrisongkram, 1993)  

 

1.1 การจัดเรียงตวัของจีโนมไวรัสปากและเทาเปอย (genomic organization) 

 

 จีโนมของไวรสัโรคปากและเทาเปอย เปนอารเอ็นเอสายบวกสายเดี่ยว มีขนาด

ประมาณ 8,500 เบสซึ่งมหีนาที่เปน mRNA โดยตรง มกีารจําลองตัว (replication) ใน 

ไซโตพลาสซึมของเซลลที่ติดเชื้อ อารเอ็นเอของไวรัสจะถกูแปลรหัสเปนโปรตีนสายยาวสายเดียว

ขนาดประมาณ 25,000 ดัลตัน ซึง่ตอมาโปรตีนนี้ถกูตัดดวยเอ็นไซม proteinase ที่มาจากตัวไวรัส

เอง และบางสวนจากเซลลทีต่ิดเชื้อ โดยโปรตีนสายยาว (polyprotein) จะถูกตัดเปนสวน ๆ โดยมี

การเรียงตวัของโปรตีนจาก L - P1 - P2 - P3 ซึ่งเรียกเปน primary cleavage products (ภาพที่ 1) 

และแตละสวนจะถกูตัดยอยออกเปน secondary cleavage products ซึ่งมีหนาทีต่าง ๆ กัน 

(Poster, 1993; Strebel et al., 1986) ทัง้นี้อนุภาคของไวรัสประกอบดวยโปรตีนโครงสราง 

(structural protein หรือ capsid) ตั้งแต VP1-VP4  ซึ่งโครงสรางของโปรตีน VP1 และ VP3 มี

ความสาํคัญในการกระตุนภมูิคุมกันของรางกายสัตวสําหรับการปองกนัการติดเชื้อ (Saiz et al., 

1992)   
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Capsid Replication 
AUG UAG 

VPg 1A 1B 1C 1D Pro VPg Pro Pol 

Translation Products 

Polyprotein 

P1 P2 P3 

1ABCD 2ABC 3ABCD 

1ABC 2AB 2A 3CD 3AB 

VP0 

VP4 VP2 VP3 VP1 

2B 2C 3C 3B 3D 

3’ 5’ 
Poly A 

L 

 

ภาพที ่1 ตําแหนงการเรียงตัวของยีนและโปรตีนในไวรสัโรคปากและเทาเปอย 

ที่มา : Alan (1997) 

 

นอกจากนี้ในจีโนมของไวรัสสามารถแบงเปนสวนดังนี ้

 

1.1.1 บริเวณ 5′untranslated regian (UTR) 

1.1.2 บริเวณ single open reading frame (ORF) 

1.1.3 บริเวณ structural proteins 

1.1.4 บริเวณ nonstructural proteins 

 

1.1.1  บริเวณ 5′ untranslated regian (UTR)  
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 บริเวณนีม้ีความยาวประมาณ 1200 นิวคลีโอไทด  ประกอบไปดวย บริเวณที่ 

encode ใหโปรตีน VPg ที่ปลาย 5′ (ภาพที่ 1)  บริเวณโครงสราง S-fragment   poly C   

pseudoknot (PKs)   cis acting replication elements (cre)  และตําแหนงที่จดจาํไดของ 

ไรโบโซม internal ribosome entry site (IRES) และจุดเริ่มตนของการแปลรหัส (AUG) 2 ตําแหนง 

(Monson et al., 2002) (ภาพที่ 2)  

 

1.1.1.1  บริเวณที ่encode ใหโปรตนี VPg ที่ปลาย 5′  
 

 ที่ปลาย 5′ ของจีโนมไวรัสโรคปากและเทาเปอย เปนจโีนมอารเอน็เอที่

ไมมีสวนของ 7-methyl-G cap ซึ่งเปนสิง่สําคัญเกี่ยวของกับการแปลรหัสของ mRNA แตมี 

อารเอ็นเอที่ encode ใหโปรตีน VPg อยูบริเวณปลาย 5′ มีความเกีย่วของกับการเปนจุดเริ่มตน
สําหรับจําลองตัวเองของอารเอ็นเอ และพบวาลาํดับของนิวคลีโอไทดแบบเดียวกนันีพ้บบริเวณที่ 

encode ใหโปรตีน 3B และพบวามี 3 ซ้ําในไวรัสปากและเทาเปอย และมีความจําเพาะสูง ซึ่ง

จํานวนซ้าํมีผลตอความสามารถในการเขาทาํลายของเชื้อและความหลากหลายของเซลลเจาบาน

ที่เขาทําลาย (Saiz et al., 2002) 

 

1.1.1.2  บริเวณโครงสราง S-fragment   poly C   pseudoknot  และ cis acting 

replication elements (cre) 

 

 เปนบริเวณทีถ่ัดมาจากขอ 1.1.1.1 ซึ่งอยูดาน 5′ untranslated region 

(UTR) ของไวรัสปากและเทาเปอยยาวประมาณ 1,300 เบส ซึ่งในบริเวณนี้ประกอบไปดวย  

S-fragment ที่มีขนาดประมาณ 360 เบส และมีโครงสรางเปน stem  loop (ภาพที่ 2)  การที่มี

โครงสรางของอารเอ็นเอโคงจับกันเปน loop ชวยในการปองกนัการถกูทําลายดวย exonuclease 

ตอจากนัน้ประมาณ 500 เบส จะพบลําดับเบสที่เปน polycytidylic acid (poly C) เกี่ยวของกับ

ความสามารถในการทําใหเกิดโรค และ pseudoknots (PKs) เปนโครงสราง hairpin loop  บริเวณ

นี้มีลักษณะเปน tandemly repeat อยูบริเวณเดียวกับ cis acting replication elements (cre) ซึ่ง

มีลักษณะเปน stem loop ซึ่งมีลําดับเบสซ้าํ AAACA สวน cre ที่อยูใน loop เกี่ยวของกับ

กระบวนการจาํลองตัวเอง (replication) ซึง่ถาเกิดการกลาย (mutation) ของนิวคลีโอไทดที่ลําดับ

ดังกลาว จะทาํใหความสามารถในการจําลองตัว ลดลง แตไมเกี่ยวของกับการแปรรหัส ( Monson 

et al., 2002) บริเวณทั้งหมดขางตนนี้มีบทบาทในการจาํลองตัวเองของจีโนมไวรัส  
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1.1.1.3  บริเวณ Internal ribosome entry site (IRES)  

 

 เปนบริเวณทีอ่ยูถัดมาจากขอ 1.1.1.2 (ภาพที่ 2) จีโนมของไวรัสปากเทา

เปอยไมมี 7-methyl-G cap ที่บริเวณ 5′ ที่ตําแหนงเริม่ตนของการแปลรหัส ดังนั้นจุดเริ่มตนของ

การแปลรหัสของไวรัสปากและเทาเปอยจงึเริ่มตนที่บริเวณไรโบโซมเขามาเกาะ (IRES) ของไวรัส

ปากและเทาเปอยซึ่งอยูตอจาก cis acting replication elements (cre) บริเวณ IRES นี้ม ี

ความยาวประมาณ 450 นิวคลีโอไทด สวนบริเวณที่ถัดจาก IREs ออกมาทางดาน 3′ พบวาเปน
บริเวณที่มีไพริมิดีนมาก (polypyrimidine tracts) และตอจากนั้นเปนจดุเริ่มตนของการแปลรหัส 

(AUG) อีก 2 ตําแหนง และมีความสาํคัญในการจับกับโปรตีนของเซลลเจาบาน (Monsan et al., 

2002) 

 

 
ภาพที ่2 บริเวณ 5′untranslated region (UTR) ที่ไมไดถูกแปลรหัสออกมาเปนโปรตีนซึ่ง   

 ประกอบไปดวย  S fragment , poly C, pseudonot (PKs), cis acting    

 replicative element (cre), internal ribosome entry site (IRES)   

ที่มา: Monsan et al. (2002) 
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1.1.2. บริเวณที่ encode ให Leader proteinase 

 

 บริเวณที่อยูถดัมาจากบริเวณ5′untranslated regian (UTR) ซึ่ง encode 

ใหโปรตีน L ถูกสรางขึ้นบริเวณ 5′ ของ ORF (ภาพที่ 1) ซึ่งมีจุดเริ่มตนของการแปลรหัสอยู 2 จุด 

ทําใหไดโปรตีน Lab และ Lb ซึ่งโปรตีน L ทาํหนาที่เปน proteinase ตัดตัวเองออกจากสาย 

โพลีเพปไทดทางดาน 5′ของโปรตีนหอหุม และทําหนาทีเ่ปน trans proteinase ไปหยดุการทํางาน

ของ host translation initiation factor eIF4G ของเซลลเจาบานทาํเซลลเจาบานใหไมสามารถ

แปรรหัสได นอกจากนั้นยังพบวาโปรตีน L เปนโปรตนีที่มีความสําคญัตอความสามารถในการเขา

ทําลายของเชือ้ และการแพรกระจายของโรคเขาสูสัตว (Monsan et al., 2002) 

 

1.1.3. บริเวณที่แปลรหัสเปนโปรตีนโครงสราง (structural proteins) 

 

 บริเวณที่ติดกบั 5′ untranslated regian (UTR) ซึ่งอารเอ็นเอสวนนีเ้มือ่

แปลรหัสจะไดเปนโปรตีนโครงสรางประกอบดวยโปรตีน VP1 VP2 VP3 และ VP4  มารวมตวักัน 

โดย VP1-VP3 เปนผวิดานนอก และ VP4 อยูดานในรวมเปน protomer (ภาพที ่3ข) และ 5 

protomer มาเรียงตัวกนัเปน pentamer (ภาพที่ 3ค)  จากนัน้ 12 pentamer มารวมตัวกันเปน

โปรตีนเปลือกหุม (capsid) (ภาพที ่3ง) โปรตีนเปลือกหุมของไวรัสปากและเทาเปอยมีลักษณะผิว

เรียบ และมี G-H loop (ภาพที่ 3ก) ซึ่งเปนลักษณะโปรตนี VP1 ซึ่งมีขนาดประมาณ 20 residues 

ระหวางตําแหนงที่ 140-160 เปนบริเวณ antigenic site ที่จะถกูจดจําไดดวยแอนติบอดี (Saiz  

et al., 2002) 
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ข ก 

Protomer Surface polypeptide 

ค ง 

Pentamer Capsid 

 

ภาพที ่3  โครงสรางของโปรตีนเปลือกหุมไวรัสปากและเทาเปอย 

(ก) โครงสรางสามมิติ wedge-shaped ของโปรตีน VP1 VP2 และ VP3 (ข) 

การเรียงตวัของ VP1-VP3 ในโปรโตเมอร (ค) การเรียงตวัของ 5 protomer เพื่อ

ประกอบขึ้นเปน 1 pentamer  (ง) โครงสรางของเปลือกหุม ซึง่ประกอบดวย

การรวมกนัของ protomer เปน pentamer และ pentamer รวมเปนเปลือกหุม 

(capsid)  

ที่มา: Saiz et al. (2002) 

 

1.1.4. บริเวณ nonstructural proteins 

 

 บริเวณ nonstructural protein เกี่ยวของกับกระบวนการจําลองตวัเองของ

ไวรัสปากและเทาเปอย ไดมาจากบริเวณ polyprotein P2 และ P3 โดยโปรตีน 2A 2B และ 2C 

ไดมาจากสวนของ polyprotein P2 และโปรตีน 2A ทําหนาที่เปน proteinase ในการตัดบริเวณ 

P1 ซึ่งเปนสวนของโปรตีนโครงสรางใหหลุดออกจาก polyprotein ในการตัดครั้งแรก (primary 
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cleavage) สวนโปรตนี 2B ทําหนาที่ใชในการตรวจสอบโปรตีนที่จะผานเขาออกเมมเบรน ทัง้ 2B 

และ 2C จํากดัอยูบริเวณผิวดานนอกของ endoplasmic reticulum ของเซลลเจาบานซึง่เปน

บริเวณที่มกีารจําลองตัวเองของจีโนม  บริเวณ P3 ประกอบไปดวยโปรตีน 3A 3B 3C และ 3D ใน

ไวรัสปากและเทาเปอยมีโปรตีน 3A ยาวกวาใน picornavirus กลุมอ่ืนๆ  สวนโปรตีน 3B มี 

ความเหมือนกบัโปรตีน VPg ที่อยูบริเวณดาน 5′ ของจีโนม แต VPg มบีทบาทตอการเริ่มตน 

การสังเคราะหอารเอ็นเอ โดยที่ VPg-pU ทําหนาทีเ่ปนไพรเมอรในการสังเคราะหอารเอ็นเอ  

โปรตีน 3C เปน proteinase ซึ่งทําหนาที่ตัด polyprotein ไดถึง 10 ตําแหนง และสามารถตัด

โปรตีนบางตัวของเซลลเจาบานซึง่ทาํใหเซลลเจาบานไมสามารถแปรรหัสได โปรตีน 3D ทําหนาที่

เปน RNA polymerase (ภาพที ่4 และ 5)  

 

 
 

ภาพที ่4  nonstructural protein ของไวรสักลุม piconavirus และบางโปรตีนของเซลล  

  เจาบานในการจําลองตวัเอง และการยบัยั้งหนาที่ของเซลลเจาบาน (host cell) 

ที่มา: Poster (1993) 
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ภาพที ่5  จีโนมของไวรัสปากและเทาเปอย แสดงสวนที ่encode สําหรับ 

structural protein และ nonstructural protein 

ที่มา: Monsan et al. (2002) 

 

1.1.5.  บริเวณ 3′ untranslated region 

 

บริเวณปลาย 3′ ของจีโนมไวรัสในกลุม piconavirus ประกอบดวย  

poly A (ภาพที ่4) เปนบริเวณที่เกี่ยวของกับ post transcription หลาย ๆ กระบวนการและม ี

บทบาทในการจําลองตัวเองของอารเอ็นเอของไวรัสปากและเทาเปอย 

 

1.2.  การจาํลองตัวเองของไวรัส (viral replication) 

 

  การจําลองตัว (replication) ของไวรัสปากและเทาเปอยเกิดในไซโตพลาสซึมของ

เซลลเจาบานที่ติดเชื้อ อารเอ็นเอของไวรัสจะถูกแปลรหสัเปนโปรตีนสายยาวสายเดยีวขนาด

ประมาณ 25,000 ดัลตัน การจําลองตวัเองของจีโนมอารเอ็นเอสายบวกสายเดี่ยวมี 2 ข้ันตอน 

ดังภาพที ่6 เร่ิมจากการลอกรหัสของสายอารเอ็นเอ ไดอารเอ็นเอสายใหมที ่complementary กับ

สายเดิม (opposite polarity) ซึ่งการจําลองตัวเองนี้เกิดตอเนื่องกนัไป โดยอาศัยการทํางานของ 

viral transcriptase (replicase) ดังนัน้อารเอ็นเอที่ไดใน replicative intermediate I (RI-1) จะ
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เปน antisense ของจีโนมิคอารเอ็นเอ ซึง่จะใชเปนแมแบบสําหรับการจําลองตัวเองในรอบตอไป 

(RI-2)  หลังจากทีม่ีการจําลองตัวใน RI-2 จะทาํใหไดอารเอ็นเอสายเดี่ยวทีเ่หมือนกบัเสนเริ่มตน 

(sense strand) การจําลองตัวเองของอารเอ็นเอทีม่ีอารเอ็นเอเปนแมแบบ (RNA directed RNA 

synthesis) มีโอกาสทีจ่ะเกิดการผิดพลาดไดมากประมาณ 1ตอ 105 ในขณะที ่DNA directed 

DNA synthesis มีโอกาสผิดพลาด 1ตอ 107-109  ที่เปนเชนนีเ้พราะวาไมมี proofreading สําหรับ 

อารเอ็นเอสายใหมทีถู่กสรางขึ้นมา (Wagner and Hewlett, 2004) 

 

 

 Virion genomic RNA 

replicase 

RI-1 

replicase 

RI-2 
Genomic sense RNA 

New genomic sense RNA 

 

ภาพที ่6  การจําลองตัว (replication) โดยใช RNA directed RNA ในการถอดรหัส การ

สังเคราะหอารเอ็นเอเสนใหมจะมีทิศทาง 5′ ไป 3′ เสมอ สายอารเอน็เอที่ไดใน 

replicative intermedate I (RI-1) จะเปน antisense ใชเปนแมแบบสาํหรับ 

การจําลองตัวเองใน RI-2  หลังจากที่มกีารจําลองตัวเองใน RI-2 จะทาํใหได 

อารเอ็นเอสายเดี่ยวทีเ่หมือนกับเสนเริ่มตน (sense strand) 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Wagner and Hewlett  (2004) 
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2.  การปองกันและรกัษาโรคปากและเทาเปอย
 

 โรคปากและเทาเปอยเปนโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสซ่ึงในปจจุบนันี้ยงัไมมียาทีส่ามารถ

รักษาไดโดยตรง การปองกนัการติดเชื้อเปนวิธกีารที่ปฏิบัติโดยทั่วไปเพื่อหลีกเลี่ยงจากการไดรับ

เชื้อ วิธกีารปองกนัทีน่ิยมใชมากคือการฉีดวัคซีน และการแยกและทาํลายสัตวที่ติดเชื้อ (Gebauer 

et al., 1988) ปจจุบันวัคซนีที่ใชในโรคปากและเทาเปอยเปนวัคซีนชนิดเชื้อตาย (inactivated 

vaccine) รวมกับ oil adjuvant วัคซีนชนิดนี้สามารถกระตุนใหรางกายสัตวสรางแอนติบอดี ทําให

สัตวที่ไดรับวัคซีนมีภูมิคุมกนัตอเชื้อไวรัส FMD นอกจากนี้ยงัมีรายงานการศึกษาการผลิต peptide 

vaccine ซึ่งจดัเปนวัคซนีทีม่ีความปลอดภัยสูง ซึง่วัคซนีดังกลาวประกอบไปดวยสวนของโปรตีน 

VP1 ซึ่งสามารถกระตุนภูมคิุมกันของเซลลเจาบานไดดีเทานัน้ (Brown, 1992) และนอกจากนีย้ังมี

ความพยายามที่จะใชพืชเปนแหลงผลิตโปรตีน VP1 เพือ่ใชพืชเปน edible vaccine (Santos  

et al., 2002) ซึ่ง edible vaccine นี้เมื่อสัตวกินเขาไปจะสามารถใชกระตุนภูมิคุมกนัใหกบัสัตวได 

ทําใหลดตนทนุในการผลิตและเปนการลดขั้นตอนการทาํวัคซนีใหกับสัตว ซึ่งแตเดมิใชวิธีการฉีด

วัคซีนเขาไปในรางกายสัตว และยังชวยลดความเสี่ยงทีจ่ะเกิดจาการติดเชื้อเนื่องจากการใชวัคซนี

แบบเดิมอีกดวย 

 
3.  Edible vaccine

 

ปจจุบันไดมีความพยายามในการใชพืชเปนพาหะในการแสดงออกของโปรตีนจาก 

ส่ิงมีชีวิตชนิดอื่น โดยใชเทคนิคพนัธุวิศวกรรม ประโยชนของการสรางโปรตีนที่กระตุนภูมิคุมกนัใน

พืชคือ มีความปลอดภัยเนื่องจากเชื้อโรคของสัตวไมสามารถติดตอผานทางพืชได และตนทนุ 

การผลิตถูกกวาในสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น (Daniell et al., 2001) ซึ่งมีรายงานวาสามารถผลติโปรตีน

หลายชนิดไดสําเร็จในพืช ไดแก การผลิตแอนติบอดีหลายชนดิ (During et al., 1990)  

การแสดงออกทางดาน immunogens โดยโปรตีนที่ผลิตจากพืช (Mason et al., 1992) ตอมามี

รายงานโปรตีนจากเชื้อไวรัสโดยพืชดัดแปลงพนัธุกรรม (Thanvala et al., 1995) การผลิตโปรตีนที่

เปนสารพิษจากเชื้อแบคทีเรีย (bacterial toxins) (Haq et al., 1995) หลังจากนั้นไดมี 

นักวทิยาศาสตรหลาย ๆ กลุมใชพืชเพื่อศึกษาการแสดงออกของแอนติเจนจากไวรสัและแบคทีเรีย 

(Arakawa et al., 1998; Carrillo et al., 2001)  

 



 
14

ในสวนของยนี VP1 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยนี ้พบวามกีารทดลองผลิตโปรตีน VP1 

ในพืชหลายชนิด เชน Arabidopsis อัลฟลฟา และมันฝร่ัง ซึง่โปรตีนเหลานี้สามารถกระตุนใหหนู

สรางแอนติบอดีที่เฉพาะเจาะจงได (Santos et al., 2002; Carrillo et al., 1998) แตอยางไรก็

ตามที่ผานมาพืชไดรับการถายยนีเพื่อใหสามารถสรางโปรตีน VP1 นัน้ยงัไมมีพืชที่ใชเปนอาหาร

สัตวที่เหมาะสาํหรับเขตรอน ดังนัน้จึงควรมกีารวิจยัเพื่อถายยนีที่ควบคมุการสรางโปรตีน VP1 เขา

สูพืชอาหารสตัวที่มกีารสงเสริมใหปลูกสาํหรับสัตวเคีย้วเอื้อง เชน ถัว่ฮามาตา และหญารูซี่  

  

4.  ถั่วฮามาตา

 

 ถั่วฮามาตาเปนพืชอาหารสตัวที่กรมปศุสัตวสงเสริมใหปลูกเพื่อใชเปนอาหารสําหรบัสัตว

เคี้ยวเอื้อง เชน ววั ควาย ซึ่งถั่วชนิดนีม้ีขอดีคือเปนพืชที่ใหโปรตีนสูง และไมทําใหสัตวทองอืด

เหมือนถั่วชนดิอื่น สามารถปลูกไดงายและทนตอสภาพแลงไดดี นอกจากนี้ยังเปนพชืผสมตัวเองซึง่

หลังจากการถายยนี VP1 เขาไปแลวสามารถสรางพชืที่เปนพนัธุแทไดงายกวาพืชผสมขาม  

 

ถั่วฮามาตา มชีื่อวิทยาศาสตรวา Stylosanthes hamata  จัดอยูในวงศ Leguminosae 

เปนถัว่พืชอาหารสัตวที่มีคณุคาทางอาหาร มีถิน่กาํเนดิอยูในหมูเกาะอินเดียตะวันตก และอเมรกิา

กลาง มีการนาํเขามาในประเทศไทยในป พ.ศ. 2514 เพือ่ใชเปนพืชอาหารสําหรับสัตวเคี้ยวเอื้อง  

เชน โค และกระบือ โดยการปลอยใหสัตวเขาแทะเล็มที่เรียกวา pasture crops หรือใชโดย 

การเก็บเกี่ยวมาใหสัตวกิน (forage crops) ถั่วฮามาตาจัดเปนพืชอายุ 1-2 ป และเปน 

พืชผสมตัวเองตามธรรมชาต ิลําตนของถั่วฮามาตาเปนลาํตนตั้งตรงมีลักษณะเปนไมเนื้อออน มี

ขนาดเล็ก ผิวเกลี้ยงมีขนเล็กนอย และเมื่อมีอายุมากขึ้นจะมีกิง่กานแผออกทางดานขาง 

(prostrate) ประกอบไปดวยใบและกิ่งเล็ก ๆ จํานวนมาก สูงประมาณ 60-100 เซนตเิมตร กิ่งที่

แตกจากแกนกลางมีการแตกกิ่งกานแบบ sympodial branching type คือ กิง่จะเจรญิมาจากตาที่

อยูบริเวณซอกใบ เมื่อเจริญเติบโตไดระยะหนึง่จะมกีารออกดอกที่ปลายยอด มีความทนทานตอ

สภาพแหงแลงไดดี  ตานทานโรคและแมลง ทนทานตอการแทะเล็มและเหยยีบย่าํของสัตวไดดี 

ปลูกขยายพนัธุดวยเมล็ด ใหผลผลิตน้าํหนักแหงประมาณ 1.5-2.0 ตันตอไรตอป มีโปรตีน

ประมาณ 16-18 เปอรเซ็นต จึงเหมาะทั้งใหสัตวแทะเล็มและเก็บเกีย่วใหสัตวกนิ การนํามาใช

ประโยชนในการเลี้ยงสัตว จะตัดครั้งแรกเมื่อมีอาย ุ60-70 วัน โดยตัดสูงจากพืน้ดิน 10-15 เซนติ

เมตร  แตถาปลอยใหสัตวเขาแทะเลม็ จะปลอยใหเขาแทะเล็มคร้ังแรกเมื่อหญามีอายุ 70-80 วนั 

หลังจากนั้นจะสามารถตัดหรือปลอยใหแทะเล็มทุก ๆ 30-45 วนั (สายัณห,  2540) จาก 
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คุณสมบัติของถั่วฮามาตาทีก่ลาวแลวนี้จงึเปนพชืเหมาะที่จะนํามาใชในการสรางพืชที่สามารถผลติ

โปรตีนที่กระตุนภูมิคุมกนัสําหรับสัตวเคี้ยวเอื้อง  

 
5.  การถายยนีเขาสูพืช  
 

การถายยนีเขาสูเซลลพืชในปจจุบันสามารถทําไดสําเร็จแลวในพืชหลายชนิด เนื่องจาก

เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่พืชที่ใชรองรับการถายยนีนั้นมีความกาวหนามาก ทาํใหการสรางพชื

แปลงพนัธุเพือ่ใหมีลักษณะตามที่ตองการทําไดกวางขวางมากขึ้น (สุรินทร, 2543) เทคนิค 

การถายยนีในพืชมหีลายวิธีโดยแบงเปน 2 ประเภทใหญ ๆ  คือ 

 

5.1  การถายยีนโดยตรง (direct gene transfer)  ซึง่เปนวิธกีารถายยนีเขาสูเซลลพชื 

โดยไมมีพาหะเปนตัวนํามหีลายวธิีการ เชน  

 

5.1.1  การถายยีนโดยใชสารเคมี เปนการถายยีนโดยผานโปรโตพลาสต โดยแยก 

โปรโตพลาสตจากพืช แลวนาํไปบมรวมกบัสารละลายดเีอ็นเอทีเ่ตรียมไว โดยนิยมใชสาร 

polyethylene glycol (PEG) รวมดวย ซึ่ง PEG จะทาํใหเยื่อหุมโปรโตพลาสตออนตวัลง ซึ่งมี

โอกาสทําใหดเีอ็นเอจากภายนอกเซลลเขาไปในเซลลไดมากขึ้น (สุรินทร และคณะ, 2539) 

 

5.1.2  การถายยีนโดยการกระตุนดวยกระแสไฟฟา (electroporation) เปนการใช

กระแสไฟฟาทาํใหเกิดชองทีเ่ยื่อหุมเซลล โดยการนาํเนื้อเยื่อบมรวมกับสารละลายดีเอ็นเอ แลว

ผานกระแสไฟฟาเขาไปทําใหเกิดชองเปดที่เยื่อหุมเซลล ทาํใหดีเอน็เอสามารถแทรกผานเขาสูเซลล

ได (สุรินทร และคณะ, 2539) 

 

5.1.3  การถายยีนโดยใชเขม็ฉีด (microinjection) นิยมใชในเซลลสัตวมากกวาเซลล

พืช เนื่องจากเซลลพืชมีแวคคิวโอลขนาดใหญ ซึง่เปนที่เก็บเอนไซมและสารพิษ การฉีดตองระมัด 

ระวังไมใหถูกแวคคิวโอล ขอดีของวิธีนี้คอืมีความเที่ยงตรงสูง แตขอเสียคือเครื่องมอืมีราคาแพง 

ซับซอนและตองอาศัยความชํานาญในการปฏิบัติงานสงู จงึไมคอยไดรับความนยิม (อารีย, 2541)  

 

5.1.4  การถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค (particle bombardment) เปนการถายยนี

ดวยเครื่องยงิอนุภาค โดยอาศัยหลกัการใชแรงดันของกาซเฉื่อย เชน กาซฮีเลยีม ขับดันอนุภาค
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โลหะขนาดเลก็ประมาณ 1 ไมครอน ซึ่งโดยทั่วไปใชอนุภาคทังสเตนหรือทองคํา อนุภาคเหลานี้จะ

ถูกเคลือบดวยดีเอ็นเอ และขับดันใหเคลื่อนที่ดวยความเร็วสูงทะลุผานผนังเซลลของพืช ทําให

สามารถนํายนีเขาสูเซลลของพืชได การถายยีนวิธนีี้นยิมกนัมากเนือ่งจากสามารถใชไดกับเนื้อเยื่อ

พืชทัง้ใบเลี้ยงคูและใบเลี้ยงเดี่ยว แตมีขอเสียคือเครื่องมอืมีราคาแพงและมีความเทีย่งตรงต่ํา  

(สนธชิัย, 2543) 

 

5.2  การถายยีนโดยใชพาหะ 

 

 การถายยีนใหกับเซลลพืชโดยใชพาหะนัน้ พาหะที่นยิมใชกันมากคอื  

เชื้ออะโกรแบคทีเรียม ซึง่โดยทั่วไปนิยมใช Agrobacterium tumefaciens ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรม

ลบ เปนสาเหตุของโรค crown gall โดยพชือาศัยสวนใหญของเชื้อชนดินี้เปนพืชใบเลี้ยงคู และ

ปจจุบันนี้ไดมีการพัฒนาใหใชไดกับพืชใบเลี้ยงเดี่ยว A. tumefaciens สามารถจะถายดีเอ็นเอที่

เรียกวา T-DNA ที่อยูบนพลาสมิด Ti เขาไปสอดแทรกอยูบนโครโมโซมของพืชไดโดยอาศัยสาร

บางชนิดที่ผลิตจากยนี virulence (vir) ที่อยูบนพลาสมดิ Ti ชวยในการสงถายยนี T-DNA เขาสู

เซลลของพืช ดังนัน้ถาสามารถสอดใสยีนที่ตองการไปเขาในบริเวณ T-DNA ไดก็จะสามารถนาํยนี

นั้นเขาสูเซลลพืช 

 

สวนของ T-DNA มีขอบเขตที่กําหนดโดยลําดับซํ้า 25 คูเบส อยูสองขางของ T-DNA  

เรียกวา left border (LB) และ right border (RB) โดยมบีริเวณกลุมของยีน vir ประกอบดวยยนี 

virA   virB   virC   virD และ virE ทําหนาที่เกีย่วของกับการสง T-DNA เขาไปในเซลลพชื สวนยนี 

chromosomal virulence (chv) อยูบนโครโมโซมของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมทําหนาทีร่วมกับกลุม

ยีน vir ในการควบคุมการสง T-DNA เขาไปในเซลลพืช เมื่อ T-DNA เขาไปรวมอยูในโครโมโซมของ

พืชแลว ยีน oncogenic (onc) ซึ่งอยูบน T-DNA สามารถแสดงออกไดสูงและทําใหปริมาณ

ฮอรโมนในพืชเปลี่ยนแปลงไป สงผลใหพืชแบงเซลลแบบผิดปกติเกิดเปนลักษณะปุมปม  

 

ในเซลลของเชือ้อะโกรแบคทเีรียมจะพบโปรตีน VirA และ VirD ทํางานเมื่อถูกกระตุนดวย

สารประกอบ phenolic ที่หล่ังมาจากบาดแผลพืช โดยทาํใหเกิดขบวนการ autophosphorylation 

ของโปรตีน VirA ซึ่งมีผลทาํใหโปรตีน VirG เกิดการ phosphorylation เชนกนั ขบวนการดังกลาว

สงผลใหเกิดการลอกรหัสของยนี vir ตาง ๆ ออกมาอยางรวดเร็ว การกระตุนของยนี virD1 และ 

virD2 ทําหนาที่กระตุน endonuclease ทีจ่ดจําตําแหนงจําเพาะที่เปนลําดับเบสขนาด 25 คูเบส 
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บริเวณ LB และ RB ของ พลาสมิด Ti ซึ่งอยูปลายทั้งสองดานของ T-DNA ทําใหเกดิการตัดไดเปน 

T-DNA จากนัน้โปรตีน VirD2 เขาจับที่ตาํแหนงปลาย 5′ ของเสน T-DNA สายเดี่ยว สารประกอบ

เชิงซอน VirE2/VirE1 เขาจับรอบ ๆ เสนT-DNA สายเดี่ยว และทําหนาที่ปองกันเสน T-DNA ไมให

ถูกทาํลายในระหวางการสงผานเขาไปในไซโตพลาสซมึของพืช  โปรตนี VirB ทําใหเกิดโครงสราง

คลายชองบริเวณผนงัเซลลของแบคทีเรีย ทําให T-DNA สายเดี่ยวทีห่อหุมดวยโปรตีน ผานผนัง

เซลลของแบคทีเรียได และอาจจะชวยใหเกิดการสงถาย T-DNA เขาสูผนังเซลลและเยื่อหุม

นิวเคลียสพืช สวนกลไกการรวมตัวของ T-DNA ในโครโมโซมของเซลลพืชนัน้ยงัไมแนชัดแตมี 

รายงานวา โปรตีน VirE2 ทาํหนาที่คลายสญัญาณนํา T-DNA เขาสูนิวเคลียส และอาจกอใหเกิด

ขบวนการ recombination ระหวาง T-DNA และโครโมโซมพืช โดยทีโ่ปรตีน VirD2 ทําหนาที่คลาย

เอนไซมไลเกส  ดังนั้นถาใสยนีที่ตองการเขาไปบริเวณ T-DNA ก็จะสามารถนาํยนีนัน้เขาสูเซลล 

และเขาไปสอดแทรกในโครโมโซมพชืได (Zupan et al., 2000) 

 
6.  ยีนเครื่องหมายทีใ่ชในการคัดเลือกและยีนรายงานผล (selectable marker gene and 

reporter gene) 
 
 ปจจุบันการถายยนีเขาสูพืชนิยมถายยีนคดัเลือก (selectable marker gene) และ 

ยีนรายงานผล (reporter gene) เขาไปในจีโนมพืชพรอมกับยนีที่ตองการ ยนีคัดเลอืกนี้ไมไดมุงที่

จะใชในงานปรับปรุงพันธุโดยตรง แตใชเปนยนีเครื่องหมายเพื่อเปนตวัคัดเลือกพืชที่ไดรับ 

การถายยนี 

 

6.1  ยนีเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลือก (selectable marker gene) 

     

 การเลือกใชยนีเครื่องหมายในการคัดเลือกเปนปจจัยทีสํ่าคัญตอการถายยีน  เซลลที่

ไดรับการถายยีนเครื่องหมายที่ควบคุมลักษณะเฉพาะบางประการ เชน การตานทานสารปฏิชีวนะ

จะทาํใหเซลลดังกลาวเจริญเติบโตไดในอาหารที่เติมสารคัดเลือก (selective agent) เชน  

สารปฏิชีวนะชนิดที่สอดคลองกับยนีนั้น ซึ่งจากการศึกษาดานการถายยนีที่ผานมาไดมีการทดลอง

ใชสารคัดเลือก และยนีที่ตานทานตอสารคัดเลือกตาง ๆ หลายชนิดดวยกนั ยีนเครือ่งหมายและ

สารคัดเลือกทีน่ิยมใชในการถายยีน ไดแก  
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 6.1.1  ยนี neomycin phosphotransferase (nptII) 

 

  ยนี neomycin phosphotransferase (nptII) เปนยนีทีไ่ดมาจาก 

Escherichia coli นี้เปนยนีที่ควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะกานามัยซนิ (kanamycin)  

neomycin  geneticin และ paramomycin ซึ่งเปนสารปฏิชีวนะในกลุม aminoglycoside ที่ม ี

บทบาทในการรบกวนกระบวนการสังเคราะหโปรตีน ทาํใหพืชไมสามารถสรางโปรตนีเพื่อนํามาใช

ในกิจกรรมตาง ๆ ของเซลลได จึงทําใหเซลลพืชที่เพาะเลีย้งในอาหารทีเ่ติมสารปฏิชีวนะเหลานี้

ตาย มีรายงานการนํากานามัยซินมาใชเปนสารคัดเลือกในการถายยีนเขาสูเซลลพืชหลายชนิด 

เชน พทิูเนยี และยาสูบ (Fraley et al., 1983; Bevan et al. 1983) นอกจากนี้การตอบสนองของ

พืชตอสารปฏิชีวนะกานามยัซินจะขึ้นกับชนิดและชิ้นสวนของพืช ในพืชใบเลี้ยงเดีย่วบางชนิดจะมี

ความตานทานตอสารปฏิชีวนะชนิดนี้สูง การใชสารนี้จงึตองใชในความเขมขนที่สูง เพื่อใหสามารถ

กําจัดเซลลปกติไดหมด เชน พืชในวงศหญา (Gramineae) เซลลปกติจะตายหมดเมื่อใช 

ความเขมขนของกานามัยซนิมากกวา 800 มิลลิกรัมตอลิตร และขาวจะใชที่ความเขมขนของ 

กานามยัซินมากกวา 500 มลิลิกรัมตอลิตร ในขณะที่ความเขมขนของกานามยัซินเพยีง 35 

มิลลิกรัมตอลิตร สามารถฆาเนื้อเยื่อของ Brassica napus ไดหมด (Charest et al., 1988)  

อยางไรก็ตามโดยสวนใหญแลวความเขมขนของสารปฏิชีวนะกานามยัซินที่ใชในการคัดเลือกเซลล

ที่ไดรับการถายยีนจะอยูในชวง 50-300 มิลลิกรัมตอลิตร เชน การถายยนีในยาสบู ใชความเขมขน

ของสารปฏิชีวนะกานามัยซนิ  300 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยนี 

(Horsch et al., 1985) 

 

6.1.2  ยีน hygromycin phosphotransferase (hpt) 

 

 ยีน hygromycin phosphotransferase (hpt) เปนยนีทีค่วบคุมลักษณะ 

ตานทานสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน ซึ่งเปนสารปฏิชีวนะที่อยูในกลุม aminoglycoside เชนเดียวกับ

สารปฏิชีวนะกานามยัซิน สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิเปนสารที่มีฤทธิ์ในการฆาเชื้อแบคทีเรีย รา 

และเซลลยูคาริโอต โดยมีความสามารถในการยับยัง้โปรตีน เนื่องจากไฮโกรมัยซนิจะไปขัดขวาง

การจดจําตําแหนงของ aminoacyl tRNA และการเขาเกาะที่ตาํแหนง A-site ของ ribosome พืช

โดยทัว่ไปมักมกีารตอบสนองตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซนิมากกวากานามยัซิน เชน ในยาสูบ 

Arabidopsis ขาวโพด ขาว และพืชวงศหญาตาง ๆ โดยทั่วไปแลวพบวา ความเขมขนที่เหมาะสม

สําหรับกาํจัดเซลลที่ไมไดรับการถายยนีจะอยูระหวาง 25-200 มิลลิกรัมตอลิตร (Potrykus and 
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Spangenberg, 1995) อยางไรก็ตามการเลือกใชชนิดอาหารในการคัดเลือกก็มีผลตอพืชดวย 

เชนกนั โดย Lin et al. (1999) พบวาเมื่อใชอาหารแข็งทีเ่ติมสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซนิความเขมขน 

50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนอาหารคัดเลือก มีผลยับยัง้การพัฒนาของตนยาสบู แตถาคัดเลือกโดยใช

อาหารเหลว พบวาความเขมขนเพยีง 25 มิลลิกรัมตอลิตรก็สามารถยบัยั้งการเจริญของเซลลได 

เนื่องจากชิน้เนื้อเยื่อสัมผัสกับอาหารทีม่สีารปฏิชีวนะทั้งชิน้เนื้อเยื่อทําใหมีประสิทธิภาพสูงกวาใน

อาหารแข็งที่สัมผัสเพียงบางสวน 

 

  6.2  ยีนรายงานผล (reporter gene) 

 

  ยนีรายงานผล (reporter gene) เปนยีนทีน่ิยมใชเพื่อศึกษาถงึประสิทธภิาพของ 

การถายยนีและการตรวจสอบการแสดงออกของยนี ยนีเหลานี้ไมเกีย่วของกับการแสดงลักษณะ

ตานทานตอสารปฏิชีวนะหรอืสารคัดเลือกอื่น ๆ แตเปนยนีที่เมื่อแสดงออกในเซลลที่ไดรับ 

การถายยนีแลวสามารถตรวจสอบไดงาย เชน ทําปฏิกิริยากับสารตั้งตนแลวไดสารสีตาง ๆ หรือ

เรืองแสงไดเปนตน  ยนีรายงานผลที่นยิมใชในการถายยนีเขาสูพืชไดแก ยนี gus  หรือ uid A ซึ่ง

เปนยนีสรางเอนไซม β- glucuronidase (GUS) ไดมาจากเชื้อ E. coli  สายพนัธุ K12  

การแสดงออกของยีนนี้สามารถตรวจสอบไดงาย โดยเมือ่โปรตีน GUS ทาํปฏิกิริยากบัสารตั้งตน 

คือ 5-bromo-4-chloro-3-indoly- β-D-glucuronide ผลที่ไดจะแสดงในรูปสารสีน้าํเงิน (Jefferson 

et al., 1987) สวนยนีที่สามารถตรวจสอบไดโดยการเรืองแสง เชน ยนี luc ไดจากหิง่หอยสายพนัธุ 

North America fire fly (Photinus pyralis) เปนยนีที่ควบคุมการสรางเอนไซม luciferase 

สามารถทําการตรวจสอบไดงายโดยนาํเนือ้เยื่อมาทําปฏกิิริยากับสาร luciferin แลวตรวจผล 

การแสดงออกในรูปสารเรืองแสง (Nilsson et al., 1992) และยีน gfp เปนยนีที่ไดจากแมงกะพรุน 

Aequorea vitoria สรางโปรตีน green fluorescent protein (GFP) ซึ่งสามารถตรวจสอบผลได

งายภายใตรังสีอัลตราไวโอเลต (Khan and Maliga, 1999) 

 
7.  ปจจัยที่มผีลตอการถายยีนโดยใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะ
 

7.1  สายพันธุของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium strain) 

 

 การเลือกสายพันธุของเชื้ออะโกรแบคทีเรียมมีความสําคัญในการถายยีนเขาสูพืช

ชนิดตาง ๆ เนือ่งจากสายพนัธุของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม มีความจาํเพาะตอชนิดพชื  Byrne et al. 
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(1987) รายงานวาอะโกรแบคทีเรียมบางสายพนัธุไมสามารถบุกรุกเขาสูเนื้อเยื่อถั่วเหลืองได  

เนื่องจากยีน vir มีความจําเพาะเจาะจงตอลักษณะทางสรีรวิทยาและพันธกุรรมของเนื้อเยื่อพืช 

เนื่องจากการทํางานของยนีกลุมนี้ตองอาศัยการกระตุนจากสารที่ปลดปลอยออกมาจากบาดแผล

ของพืช แบคทเีรียแตละสายพันธุ มีระดับของความรุนแรงที่ตางกนั เชน สายพนัธุ Ach5 ไม

สามารถชกันาํการเกิดเนื้อเยือ่ปุมปมได แตสายพนัธุ A281 สามารถชักนําการสรางเนือ้เยื่อปุมปม

ไดมากกวา 80 เปอรเซ็นต และการทาํงานของยนี vir นีต้องอาศัยการกระตุนจากสารที่ปลดปลอย

มาจากบาดแผลของพืช เชน acetosyringone ซึ่งพืชปลอยออกมาภายหลงัเกิดบาดแผล (Godwin 

et al., 1992) 

  

7.2  เนื้อเยื่อพชืที่ใชในการถายยนี 

 

 เนื้อเยื่อพืชทีม่ีอายุตางกนัมีผลตอการถายยนีโดยเชื้ออะโกรแบคทีเรียมไดแตกตางกนั 

จากงานวิจยัของ Yamashita et al. (1991) พบวาชนิดและอายุของเนื้อเยื่อที่นาํมาใชใน 

การถายยนีมผีลตอการแสดงออกของยนีทั้งแบบชัว่คราวและในแบบถาวร เนื่องจากชนิดและอายุ

ของเนื้อเยื่อพชืที่ตางกนัมีลักษณะทางกายภาพแตกตางกนั และ Pang and Sandford (1993)  

พบวาเนื้อเยื่อใบมะละกอทีม่ีอายุมากกวา 1 ป จะมีอัตราการถายยนีไดสูงกวาเนื้อเยื่อที่มีอายุเพยีง 

40 วัน เนื่องจากเนื้อเยื่อที่มอีายุมาก เซลลมีการจับตัวกันอยางหลวม ๆ ทาํใหงายตอการเขา

ทําลายของเชือ้อะโกรแบคทเีรียมมากกวาเนื้อเยื่อที่มีการอัดตัวกันแนนที่พบในใบที่มอีายุนอย   

 

7.3  วธิีการทําใหเกิดบาดแผลของเนื้อเยื่อเปาหมาย 

 

 การทําใหเกิดบาดแผลบริเวณเนื้อเยื่อเปาหมายมีผลตอการบุกรุกของเชื้อ 

อะโกรแบคทีเรียม เนื่องจากการเกิดบาดแผลทําใหพืชเกดิการขับสารประกอบที่จะทาํหนาที่เปน 

ตัวกระตุนใหยนี Vir ทํางาน และเปนจุดทีท่าํใหเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเขาไปจับกับเนื้อเยื่อของพืชได

งายขึน้ วิธีการทําใหเกิดบาดแผลทําไดหลายวิธ ีไดแก การทําบาดแผลโดยใชมีดกรีด ใชเครื่อง

กําเนิดคลื่นเสยีงความถี่สูง (sonicator) การใชสารเคมี เชน silicon carbide และการใชภาวะ 

สูญญากาศรวมกับการทําบาดแผล ซึ่งแตละวิธีจะมีความเหมาะสมกบัเนื้อเยื่อแตละชนิดแตกตาง

กัน Humara et al. (1999) ไดทดลองวิธกีารทําใหเกิดบาดแผลกับเนื้อเยื่อขอใบเลี้ยงของตนสน  

Pinus pinnea L. 4 วิธีการคอื (1) ไมไดทําบาดแผล (2) ใชมีดกรีด (3) ใชเครื่องยิงอนภุาค และ  

(4) ใชเครื่อง sonicator ซึ่งพบวาการใชวิธกีารที ่4 ใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยนี gus  
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มากที่สุด รองลงมาไดแกวธิทีี่ 1  2  และ 3  ตามลาํดับ แตก็พบวาเปอรเซ็นตการเกิดตายอด 

แสดงผลออกมาในลกัษณะตรงกันขามคือ วิธทีี่ 1 ใหผลดีที่สุด รองลงมาไดแก 2  3 และ 4  

ตามลําดับ ซึง่ก็แสดงใหเห็นวาวธิีการที่ 4 เปนวิธกีารที่ใหมีการแสดงออกของยนี gus มากที่สุดแต

มีการเกิดยอดนอยที่สุด  

 

7.4  ผลของสาร acetosyringone ที่มีตอการถายยนีโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 

เปนพาหะ 

 

 สารนีม้ีชื่อทางเคมี 3′, 5′ dimethoxy 4′ hydroxy acetophenone สารนี้ไดจาก

เนื้อเยื่อพืชทีเ่กิดบาดแผล และเชื้ออะโกรแบคทีเรียมตองการเพื่อใชในการกระตุนสงถาย T-DNA 

เขาสูพืช (Strachel et al.,1985) สารนี้ถูกสรางขึ้นระหวางการเกิดบาดแผลของเซลลพืชและ 

แสดงออกโดยกระตุนการถอดรหัส (transcription) ของยีน vir ใน A. tumefaciens โดยทํางาน 

รวมกับ transmembrane receptor protein (Melchers et al., 1989)  acetosyringone มี

ประโยชนในการเพิ่มประสทิธิภาพของการถายยีนในพืช โดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะ 

(Sheikholeslam and Week, 1987) และ Alt-Moerbe et al. (1988) พบวาสารประกอบฟนอล  

น้ําตาล อุณหภูมิและความเปนกรดดางของอาหาร มีผลตอความรุนแรงของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 

และความสามารถในการถายยนีเขาสูเซลล  acetosyringone ชวยในการกระตุนใหยนีที่มหีนาที่

ในการสงถาย T-DNA ทํางาน โดยในการทดลองสวนมากใชระดับความเขมขนประมาณ 100-200 

ไมโครโมลาร (Bond and Roose, 1998)  

 

 7.5  ผลของ cefotaxime ในการกําจัดเชื้ออะโกรแบคทีเรียมหลังจากการถายยีน 

 

 การถายยีนโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะนัน้ มีความจาํเปนจะตองกาํจัด 

เชื้ออะโกรแบคทีเรียมใหหมดภายหลงัเสร็จส้ินกระบวนการถายยนี ในปจจุบนัมีการใช 

สารปฏิชีวนะหลายชนิดในการกําจัด ไดแก carbenicillin  cefotaxime และ paromomycin  

เนื่องจากสารปฏิชีวนะดงักลาวเขาจบักับ penicillin binding protein ซึ่งเปนโปรตนีที่เปน 

องคประกอบของ inner membrane ใชในการแบงเซลลของแบคทีเรีย ทั้งนี้สารปฏิชวีนะ 

cefotaxime มีประสิทธิภาพในการยับยัง้เชือ้จุลินทรียไดมากกวาและยงัมีฤทธิท์างเภสัชสูงกวา 

carbenicillin (Mathais and Boyd, 1986) 
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จากการศึกษาผลของสารปฏิชีวนะที่ใชยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม

สายพนัธุ GV3101 และ C58 โดยการเติมสารปฏิชีวนะลงในอาหาร MS พบวา carbenicillin 

ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร cefotaxime ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร และ timentin 

ความเขมขน 75 มิลลิกรัมตอลิตร ไมสามารถควบคุมการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย แตถาใช 

carbenicillin ความเขมขน 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร cefotaxime ความเขมขน 500 มิลลิกรมัตอ

ลิตร และ timentin ความเขมขน 150 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของ 

เชื้ออะโกรแบคทีเรียมทั้งสองสายพนัธุได (Nauerby et al., 1997) 

 
8.  การสรางเวคเตอรเพื่อการถายยีนโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรยีม
 

 เชื้อ Agrobacterium tumefaciens เปนแบคทีเรียแกรมลบซึ่งอยูในดนิ สามารถบกุรุกเขา

ตนพืชไดบริเวณที่มีบาดแผล ทาํใหเกิดเปนปุมปม (tumour) ที่เรียกวา crown gall disease 

เนื้อเยื่อปุมปมที่เกิดจากการบุกรุกของ A. tumefaciens จะมีดีเอ็นเอบางสวนของพลาสมิด  

Ti (Tumour inducing plasmid) ขนาดประมาณ 20 กิโลเบสถูกถายทอดเขาไป และแทรกอยูใน

โครโมโซมของพืชเรียกดีเอน็เอสวนนี้วา T(transferred)DNA ขอบเขตของ T-DNA ทีจ่ะถูกสงถาย

ไปยังเซลลพชื กําหนดโดยลาํดับเบสซ้ํา (terminal repeat) 25 คูเบส 2 ขางของ T-DNA เรียกวา 

left  border (LB) และ right border (RB) พบวายนี virulence (vir)  มีผลตอการสงยนีที่อยู

ระหวาง RB และ LB ไดโดยไมจําเปนตองมีตําแหนงอยูใกลหรืออยูบนพลาสมิดเดียวกับสวนของ

ยีนที่อยูระหวาง RB กับ LB นั้น (สุรินทร, 2543) การสรางเวคเตอรเพือ่ถายยีนโดยใชเชื้อ 

อะโกรแบคทีเรียมจึงม ี2 แบบคือ 

 

8.1 Cointegrate vector  

 

เปนเวคเตอรทีม่ีการดัดแปลงพลาสมิด Ti โดยตัดสวนของยีนที่สรางฮอรโมนพืช และ

สารโอปนบางสวนออกไป  จากนัน้แทรกยนีที่สนใจเขาแทนที่ในสวนของ T-DNA เดิมที่อยูบน 

พลาสมิด Ti ของเชื้ออะโกรแบคทีเรียม โดยมีการเพิ่มปริมาณยนีที่สนใจใน E. coli  ซึ่ง

ประกอบดวยยีนเครื่องหมายที่คัดเลือกในแบคทีเรีย และยีนเครื่องหมายที่คัดเลือกในพืชบริเวณที่

สอดใสยีนที่ตองการ และจดุเริ่มตนของการจําลองโมเลกุลใน E. coli  แลวเคลื่อนยายพลาสมิดทีม่ี

ยีนที่สนใจเขาสูอะโกรแบคทเีรียมโดยเกิดรีคอมบิเนชัน่ระหวาง T-DNA ของพลาสมิดที่เพิม่ปริมาณ

ใน E. coli กับ T-DNA ของพลาสมิด Ti ทีอ่ยูในเชื้ออะโกรแบคทีเรียม ทาํใหพลาสมดิที่มียนีที่สนใจ
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เขาไปแทรกอยูในขอบเขตของ T-DNA ทั้งหมด เรียกเวคเตอรนี้วา cointegrate vector แลวจึงทํา 

การคัดเลือกโดยนําเซลลอะโกรแบคทีเรียมมาเลีย้งในอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะเพื่อคัดเลือกเซลล 

อะโกรแบคทีเรียมที่มพีลาสมิดหรือยีนที่ตองการถายเขาพืช (Bevan, 1984) 

 

8.2  Binary vector  

 

 เวคเตอรชนิดนี้แยกเอาสวนของ T-DNA มาไวในพลาสมิดขนาดเล็กประมาณ 10 

กิโลเบส สวนยีน vir ยังคงอยูในพลาสมิด Ti ที่มีขนาดใหญในเซลลอะโกรแบคทีเรียม ภายใน

ขอบเขต LB และ RB ประกอบดวยยนีเครื่องหมายสาํหรบัการคัดเลือกในพืช และตําแหนงที่

ตองการสอดใสยีนที่ตองการลงไป สวนนอกบริเวณ LB และ RB ของพลาสมิดขนาดเล็กประกอบ

ไปดวยจุดเริ่มตนของการจาํลองโมเลกุลในเซลลอะโกรแบคทีเรียม และใน E. coli และยีน 

เครื่องหมายทีใ่ชคัดเลือกในเซลลแบคทีเรีย เมื่อตัดตอยีนที่ตองการลงไปในตําแหนงภายใน

ขอบเขตของ T-DNA เดิมแลวนาํมาใสใน E. coli  แลวจึงถายพลาสมิดที่เพิม่ปริมาณใน E. coli 

เขาสูเซลลอะโกรแบคทีเรียม ที่มพีลาสมิด Ti แตเปนพลาสมิดที่ไมมีสวนของ T-DNA เมื่อนาํเชื้อ 

อะโกรแบคทีเรียมที่มทีั้งสองพลาสมิดถายเขาสูพืช จะมีการสงชิน้สวนของดีเอ็นเอที่อยูระหวาง LB 

ถึง RB ซึ่งรวมเอายนีที่ตองการ และยนีเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลือกเซลลหรือเนื้อเยื่อที่ไดรับยีน

เขาไปในเซลลพืช โดยการทาํงานของยีน vir และยีน chv ที่อยูบนโครโมโซมของเชื้อ 

อะโกรแบคทีเรียม (Klee et al., 1987) 

  
9.  งานวิจยัที่ใชอะโกรแบคทีเรียมเปนพาหะในการถายยีนเขาสูพืชวงศถัว่ 
 

 Manners (1987) ศึกษาการถายยีนเขาสูพชืสกุล Stylosanthes spp. โดยใช  

A. tumefaciens ถายยนีแบบ binary vectors โดยนาํพลาสมิด pGA472 และ BIN6 ซึ่งมยีีน nptII 

เปนยนีคัดเลือก ถายยนีเขาสูชิ้นสวนของใบทําใหตนพืชที่ไดรับยีน มีความตานทานตอ 

สารปฏิชีวนะกานามยัซิน แลวตรวจสอบการคงอยูของยีน neomycin phosphotransferase ใน

เซลลพืชโดยการ hybridization ที่ตําแหนง coding region ของยีน ตรวจสอบปฎิกริยาของ 

ยีน nptII ที่สกดัจากเนื้อเยื่อ พบวาปุมปมทีเ่กิดขึ้นสามารถสรางยอดทีม่ีการแสดงออกของยนี nptII 

แตไมสามารถชักนาํใหเกิดรากได 

 



 
24

Meijer (1982) ชักนาํแคลลัสจากเนื้อเยื่อใบของถั่ว Stylosanthes humilis ซึ่งอยูในสกุลเดียวกัน

กับถั่วฮามาตา เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 

ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาแคลลัสมีการพฒันาเปนยอดไดบนอาหารสูตร MS ที่เติม 

BA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 35 วัน โดยมีเปอรเซน็ต

การเกิดยอด 78 เปอรเซ็นต 

 

 และตอมา Manners (1988) ถายยนีเขา S. humilis พันธุ Paterson โดยใช  

A. tumefaciens เปนพาหะสําหรับการถายยีนแบบ binary vector (pGV3850:1103neo) ซึ่งมยีีน 

Tn5 neomycin phosphotransferaseII (nptII) และยีน nopaline synthase เปนยนีคัดเลือกเขาสู

เนื้อเยื่อใบ ใชสารปฏิชีวนะกานามยัซินความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เปนสารคัดเลือก และ

ทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน nptII โดยวิธ ีbiochemical analysis และ Southern blot 

ของยีน nptII ในตนพชืแปลงพนัธุ รุน R2 

 

Aoki et al. (2002) ศึกษาผลของการถายยีนโดยใชเชื้ออะโกรแบคทีเรียมเขาสูใบเล้ียงของ 

Lotus japonicus โดยใชยีนตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซนิเปนยีนคัดเลือก และยีน gus 

เปนยนีรายงานผล พบวาการใชไฮโกรมัยซนิความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 21 วนั 

และตามดวยไฮโกรมัยซนิความเขมขน 40 มิลลิกรัมตอลิตร หรือใชไฮโกรมัยซินความเขมขน 100 

มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 12 วัน และตามดวยไฮโกรมยัซินความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตร 

สามารถคัดเลอืกพืชแปลงพนัธุได 100 เปอรเซ็นต  

 

 Santos et al. (2002) ศึกษาการถายยนี FMDV peptide-based vaccine เขาสูอัลฟลฟา 

(alfalfa) โดยการสรางพลาสมิดที่มียนี VP1 ตอกับยีน gus A เปนยีนรายงานผล ทําการตรวจสอบ

พืชดวยวิธ ีPCR พบวาไดตนที่เปนพืชแปลงพนัธุ และทาํการทดสอบการตอบสนองของ antibody 

ตอ plant-expressed VP1 135-160 epitope ในหนู โดยใช วธิี ELISA และ western blot  พบวา

มีการกระตุนการสราง antibody ได 

 

Pensa et al. (1991) ทดลองถายยนี gus โดยใชเชื้อ A. tumefaciens ถายเขาสูสวน

ของคัพภะของ Vigna unguiculata ที่ตัดใบเล้ียงออกแลวชักนําใหเกดิแคลลัส พบวาแคลลัส

บางสวนไดรับยีนและบางสวนไมไดรับยีน ศึกษาการแสดงออกของยนีโดยวิธ ีdot blot และ 

Southern blot hybridization พบวาการทาํ co-cultivation แคลลัสรวมกับเชื้ออะโกรแบคทีเรียม
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เปนเวลา 3 วนั  

มีการแสดงออกของยนี gus และเมื่อทดสอบในอาหารคัดเลือกมีบางยอดที่พัฒนาขึน้จากแคลลัส

แตตายในที่สุด 

 

 Yamada et al. (2001) ถายยีนโดยใช A. tumefaciens สายพนัธุ LBA4404  AGL-1 และ 

EHA105 ที่มพีลาสมิด pIG 121 และ pSG65T เขา epicotyl ของถั่ว azuki  5 สายพันธุ พบวาเชือ้ 

อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ  EHA105 และ AGL-1 ใหเปอรเซ็นตการแสดงออกของยีน gus  

แบบชั่วคราวสงูกวาสายพนัธุ LBA4404 และสามารถนาํตนถั่วที่ไดจากการถายยนีมายืนยนัผล

ดวยเทคนิค PCR และ Southern blot analysis พบวามีการรวมตวัของยีน gus และยีน nptII  

กับจีโนมของถัว่ azuki ที่ถายยีน โดยใชเชื้อ A. tumefaciens สายพนัธุ EHA 105 
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