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การถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตในยาสูบ 
 

Chloroplast Transformation in Tobacco 
 

คํานํา 
 

ปจจุบันพืชดัดแปรพันธุกรรม (Genetics Modified Plants, GMPs) หรือ พืชแปลงพันธุ 
(transgenic plant) มีบทบาทสําคัญตอการปรับปรุงพันธุพืชในการสรางพืชสายพันธุใหมที่มีลักษณะ
พิเศษเพิ่มขึน้ เชน พืชตานทานตอสารกําจัดวัชพืช พืชตานทานตอโรคและแมลงศัตรูพืช ตลอดจน
การเพิ่มคุณคาทางโภชนาการ โดยความสําเร็จของพืชดัดแปรพันธุกรรมเกิดจากการนําความรูและ
เทคนิคทางพนัธุวิศวกรรม (genetic engineering) ที่เปนการตัดตอยีนจากสิ่งมีชีวิตสายพันธุหนึ่ง 
เพื่อสรางดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) แลวนํากลับเขาไปในสิ่งมีชีวิตอีกสายพันธุหนึ่งดวย
กระบวนการถายยีน (Belize, 2002)  ซ่ึงนํามาประยุกตใชในการผลิตพืช เพื่อลดปญหาดานระยะ
เวลาและปญหาจากการปรับปรุงพันธุแบบปกติ (conventional breeding) (กษดิิศ, 2544)  
 
 การถายยีนในพืช โดยสวนใหญเปนการถายยีนเปาหมายสูนิวเคลียส ทาํใหเกิดคําถามและ
ความวิตกกังวลเกี่ยวกับความปลอดภัยทางชีวภาพ (biosafety) ของพืชที่ไดรับการถายยีนเปาหมาย
โดยยนีเปาหมายที่ถายเขาสูพืชนั้นมีโอกาสแพรกระจายผานทางละอองเกสรสูส่ิงแวดลอม เชน  
การแพรกระจายของละอองเกสรและเมล็ดจากตนพืชทีไ่ดรับการถายยนีตานทานตอสารกําจัด 
วัชพืชสูพืชสายพันธุเดยีวกันหรือวัชพืชสายพันธุใกลเคียง ทําใหพืชที่ไมใชเปาหมายไดรับยีน 
ดังกลาวและไมสามารถทําลายดวยสารกําจดัวัชพืชชนิดนัน้ ๆ (Daniell et  al., 1998) หรือ 
ละอองเกสรที่มียีนเปาหมายมีโอกาสที่จะกออันตรายตอแมลงที่มีประโยชนในการชวยผสมพันธุพืช 
เชน ผีเสื้อ สงผลใหระบบนิเวศเสียสมดุล เชน การถายยนี Bt เขาสูฝายเพื่อกําจัดหนอนเจาะสมอฝาย 
(Losey et al., 1999) 
 
 แนวทางหนึ่งที่สามารถแกปญหาดังกลาว คือ การถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต 
(chloroplast transformation) (Bogorad, 2000) เนื่องจากคลอโรพลาสตเปนแหลงพนัธุกรรมแหลง
หนึ่งของเซลลพืชที่อยูในไซโตพลาสซึม  มีการถายทอดลักษณะทางพนัธุกรรมผานทางตนแม 
(maternal inheritance) เปนการถายทอดยีนผานทางไขของตนแมแตไมถายทอดทางละอองเกสร
ของตนพอ ดังนั้นยนีเปาหมายจึงไมสามารถถายทอดผานทางละอองเกสรจากพืชที่ไดรับการถายยนี
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เขาสูพืชสายพนัธุใกลเคียงชนิดอื่น ๆ นอกจากนีก้ารถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตมีขอดีมากกวา
การถายยีนเขาสูนิวเคลียสหลายประการ เชน ทําใหพืชที่ไดรับการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต
มีระดับการแสดงออกของยีนเปาหมายสูงขึน้ สามารถถายยีนเปาหมายในลักษณะที่เปนโอเปอรอน 
(operon) ทําใหมีการแสดงออกของกลุมยีนภายใตการควบคุมโปรโมเตอรเดียวกันและไมปรากฏ
ตําแหนงยีนเปาหมายสอดแทรกอยูบนโครโมโซมมากกวา 1 ตําแหนง   (Bel et  al., 2001) ทําใหมี
ความสนใจศกึษาการถายยนีเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตในพืชหลายชนิด เชน  Arabidopsis  
(Yoshimoto et  al., 2001) และพิทูเนยี (Zubko et  al., 2004) ยาสูบเปนพชืตนแบบชนดิหนึ่งที่นยิม
ใชในการศึกษาการถายยีน เนื่องจากยาสูบมีขอมูลทางพันธุกรรมของคลอโรพลาสตที่สมบูรณ 
(Wakasugi et  al., 1998) และทําการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพือ่พัฒนาเปนตนไดงาย (Svab et  al., 1990 
และ Svab and Maliga, 1993) 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอรเขาสูจีโนมของ
คลอโรพลาสตยาสูบดวยเครื่องยิงอนุภาค 
 

2. ตรวจสอบการแสดงออกของยีน uidA แบบชั่วคราวดวยวิธี GUS histochemical assay 
ของปจจัยทีใ่ชในการถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาคและพื้นที่การกระจายตัวของอนุภาค 
 

3. คัดเลือกใบยาสูบที่ผานการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอรและตรวจสอบตนยาสูบ
ที่ตานทานตอการคัดเลือกในระดับโมเลกลุ 
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ตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะและหนาท่ีของคลอโรพลาสต 
   

คลอโรพลาสต เปนแหลงพนัธุกรรมหนึ่งของเซลลพืชนอกเหนือจากแหลงพันธุกรรมใน
นิวเคลียส (nucleus) และไมโตคอนเดรยี (mitochondria) คลอโรพลาสตมีวิวัฒนาการมาจาก 
ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) ทําหนาที่โดยตรงเกีย่วกับการสังเคราะหแสง คลอโรพลาสตพบ
สวนใหญในสวนของพืชที่ไดรับแสง มีรูปรางและขนาดแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชนดิของพืช บาง
ชนิดเปนรูปทรงกลมรี รูปไข รูปจานหรือถวย เปนตน  ในพืชช้ันสูงคลอโรพลาสตมักเปนรูปกลมรี
คลายไข ยาว 5-8 ไมโครเมตร หนา 3-4 ไมโครเมตร (Buchanan et al., 2000) คลอโรพลาสตเปน
ออรแกเนลล (organelle)  ทีป่ระกอบดวยเมมเบรน  2  ช้ัน  คลายกับไมโตคอนเดรีย  คือ   
เมมเบรนชั้นนอกและชั้นใน ภายในคลอโรพลาสตมีลักษณะเปนของเหลวเรียกวา สโตรมา (stroma) 
บริเวณเมมเบรนของไทลาคอยด (thylakoids) มีรงควัตถุทําหนาที่เก็บเกี่ยวพลังงานแสง เพื่อใช
กระตุนการแตกตัวของน้ํา (H2O) และเกดิพลังงาน ATP กับ NADPH สวนไทลาคอยดที่เรียงซอน
กันเปนชัน้ ๆ เรียกวา กรานัม (granum) แตละกรานัมเชื่อมตอกันเปนระบบดวยสโตรมาไทลาคอยด 
(stroma thylakoids) หรือสโตรมาลาเมลลา (stroma lamellae)  สวนดีเอน็เอ (DNA)  อารเอ็นเอ 
(RNA) ไรโบโซม (ribosomes) และเอนไซมชนิดตาง ๆ ที่จําเปนตอการสังเคราะหแสงอยูใน 
สโตรมา  (Salisbury, 1992 and Ross, 1991)  

 
จีโนมคลอโรพลาสต เปนดีเอ็นเอเกลียวคูรูปวงแหวนและมีการจําลองตัวของดีเอ็นเอแบบ 

double rolling-circle model  จีโนมคลอโรพลาสตในพืชทั่ว ๆ ไป แบงเปน 4 สวน คือ สวน large 
region of single-copy genes (LSC) กับ small region of single-copy genes (SSC) อยางละ 1 สวน 
และสวนของ inverted repeat ชุด A (IRA) และ ชุด B (IRB) (Buchanan et al., 2000) ในพืชช้ันสูง 
จีโนมคลอโรพลาสตมีขนาด 120-160 กิโลเบส (kb) เชน จีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบมีขนาด 
155,939 คูเบส (bp) (ภาพที่ 1) และ ขาวมีขนาดเปน 134,525 คูเบส จํานวนยีนประมาณ 130 ยีน เปน
ยีนสราง rRNA ชนิด 16s 23s 4.5s และ 5s ยีนที่สราง tRNA  ยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแสง 
เชน ยีน psbA (Staub and Paliga, 1993) และ open reading frames (ORFs) ที่ยังไมรูหนาที่อยาง 
ชัดเจน (Russell, 2001) เนื่องจากแผนที่จีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบไดมีการศกึษาและมีขอมูล
อยางละเอียด ดังนั้นคลอโรพลาสตของยาสูบจึงเปนเปาหมายที่ใชเปนตนแบบในการถายยีนเขาสู 
จีโนมคลอโรพลาสตตอไป 
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ภาพที่ 1 แผนที่จีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบ (Nicotiana tabacum) ขนาด 155,939 คูเบส   

ประกอบดวยบริเวณลําดับเบส LSC, SSC, IR A และ IRB   
 
ที่มา: Wakasugi et  al. (1998)  
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2.  ขอไดเปรียบของการถายยนีเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต 
 
นักวจิัยหลายทานใหความสําคัญตอการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสต เนื่องจากเปนเทคนิคที่มี

ขอไดเปรียบมากกวาการถายยีนเขาสูนวิเคลียสพืชหลายประการ (Carrer, 2001และ Carrer et  al., 
1993 และ Daniell et  al., 1998 และ Svab et  al., 1990) ไดแก 

 
2.1  ระดับการแสดงออกของยีนเปาหมายและการสะสมโปรตีนเปาหมายสูง 

 
ในเซลลพืชหนึ่งเซลลคลอโรพลาสตมีจํานวนดีเอ็นเอมากกวานิวเคลียส ซ่ึงคิดเปน 10-

20  เปอรเซ็นต ของปริมาณดเีอ็นเอทั้งหมดของเซลล เพราะสภาวะที่เซลลเปนดิพลอยด (diploid 
plant cell, 2n)  นิวเคลียสมีจํานวนชดุดีเอน็เอเปน 2 ชุด ขณะที่คลอโรพลาสตมีจํานวนชุดดีเอน็เอ
ประมาณ 10,000 ชุด (ภาพที่ 2a) โดยคํานวณจากจํานวนคลอโรพลาสตตอเซลลใบยาสูบหนึ่งเซลล
ที่มีประมาณ 50-100 คลอโรพลาสตตอเซลล 10-20 นิวคลีโอไทดตอจีโนมคลอโรพลาสต และ 5-10 
ชุดดีเอ็นเอตอนิวคลีออยล (nucleoid) (Bel et  al., 2001และ Bock, 2001b) แมวาการถายยีนเปาหมาย
เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตจะเกิดการถายยีนเขาสูชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตเพียงหนึ่งชดุดีเอ็นเอ  
(ภาพที่ 2b) เมื่อนําเนื้อเยื่อที่ผานการถายยีนเปาหมายมาเพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีการคัดเลือกดวย 
สารปฏิชีวนะระดับความเขมขนสูง  ทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนของชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตที่ไดรับ
การถายยีนเปาหมาย สงผลใหภายในเซลลเกิดสภาวะที่มชุีดดีเอ็นเอคลอโรพลาสต 2 แบบ คือ  
ชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตแบบที่ไดรับและไมไดรับการถายยีนเปาหมาย เรียกสภาวะนีว้า  
“heteroplasmic”  (ภาพที่ 2c)  และจากการแบงเซลลหลาย ๆ รอบ  รวมทั้งการเกิด cytoplasmic 
sorting ซ่ึงเปนกระบวนการคดัแยกพันธุกรรมในไซโตพลาสซึมที่ทําใหชุดดีเอน็เอทัง้หมดของ 
คลอโรพลาสตหรือไมโตครอนเดรียมีลักษณะพันธุกรรมเหมือนกนัทกุชุดดีเอน็เอ (Anil, 2001) 
 ดังนั้นเซลลที่ไดรับการถายยีนเปาหมายประกอบดวยชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตที่ไดรับการถายยนี
เปาหมายทกุชดุดีเอ็นเอคลอโรพลาสต (ประมาณ  10,000  ชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตตอเซลลใบพืช
หนึ่งเซลล) เรียกสภาวะนี้วา “homoplasmic” (ภาพที่ 2d) การถายยีนเปาหมายเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตของพืชที่ทําใหมีการแสดงออกของยีนเปาหมายในทุกชดุดีเอ็นเอของคลอโรพลาสต
ของเซลลพืชหนึ่งเซลล สงผลใหระดับโปรตีนเปาหมายสูงกวาการถายยีนเขาสูนิวเคลียส  
(Bock, 2001a) สอดคลองกับรายงานของ Kota et  al. (1999) ซ่ึงไดทดลองถายยีน (Bt)  Cry2Aa2 
เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตของใบยาสูบ ทีม่ีจํานวนชุดดเีอ็นเอของคลอโรพลาสต 5,000-10,000  
ชุดดีเอ็นเอตอเซลล โดยใชเครื่องยิงอนุภาคมีระดับโปรตีน (Bt) Cry2Aa2 สูงถึง 2-3 เปอรเซ็นต ของ
โปรตีนทั้งหมด และสรางโปรตีนสูงกวาพืชที่ไดรับการถายยีนเขาสูนิวเคลียสถึง 20-30 เทา 
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ารถายยีนเปาหมายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตตอเซลลพืชหนึ่งเซลล 
ลลมีจํานวนชุดดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตประมาณ 10,000 ชุด มากก
ีเอ็นเอของนวิเคลียสในสภาวะดิพลอยด  (b) ในระยะแรกของการถา
ลอโรพลาสต (primary plastid transformation) ยีนเปาหมายอาจแทร
ุดดีเอ็นเอเพียงหนึ่งชุดจากชดุดีเอ็นเอคลอโรพลาสตทั้งหมดของหน

c) ชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตของเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนเปาหมา
ําใหเซลลพืชมีชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตทั้งที่ไดรับและไมไดรับการ
ียกสภาวะนีว้า “heteroplasmic”  (d)  เซลลพืชที่ผานการคัดเลือกใน
ารปฏิชีวนะความเขมขนสงูนาน 2-3 คร้ัง เกิดการแบงตัวและสภาวะ
ําใหไดชุดดเีอ็นเอคลอโรพลาสตที่มีถายยีนเปาหมายเหมือนกันทุกช
ลอโรพลาสตทั้งหมดของเซลล เรียกสภาวะนี้วา “homoplasmic”  

 (2001a)  
คลอโรพลาสต 
 (a) เซลลพืชหนึ่ง
วาจํานวนชดุ 
ยยีนเขาสูจีโนม 
กเขาไปใน 
ึง่เซลลพืช   
ยจะเกิดการแบงตัว 
ถายยีนเปาหมาย 
อาหารคัดเลือกทีเ่ติม
 cytoplasmic sorting 
ดุดีเอ็นเอ 
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2.2  สามารถถายยีนเปาหมายในลักษณะโอเปอรอนได 
 

คลอโรพลาสตเปนออรแกเนลลที่วิวัฒนาการมาจากไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) 
ทําใหสามารถแปลรหัสจาก polycistronic mRNA เปนโปรตีนเชิงซอนที่ควบคุมการแสดงออกของ
ยีนแบบโอเปอรอน de Cosa et  al. (2001) รายงานการถายกลุมยีนโอเปอรอนคลายโปรคาริโอต 
หรือ multiple genes เชน Bt cry2Aa2 operon (ซ่ึงประกอบดวย 3 ยีน ภายใตโปรโมเตอรเดียวกัน) 
เขาสูคลอโรพลาสตของยาสูบโดยใชเครื่องยิงอนุภาค พบวา ใบออนของยาสูบที่ไดรับการถายกลุม
ยีน Bt cry2Aa2 operon มีโปรตีน Bt cry2Aa2 สูงถึง 45.30 เปอรเซ็นต และในใบแกของยาสูบพบ
ปริมาณโปรตีน Bt cry2Aa2 เปน 46.10 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมด  หลังจากนัน้นาํหนอนเจาะ
สมอฝายอายุ 10 วัน มาทดสอบกินใบยาสูบที่ไดรับการถายกลุมยีนดังกลาว พบวา โปรตีน Bt 
cry2Aa2 เขาไปจับบริเวณผนังกระเพาะอาหารของหนอนเจาะสมอฝายทําใหเซลลเสียสมดุลและ
หนอนตาย 100เปอรเซ็นต สวนการแสดงออกของ multiple genes ในพืชที่ไดรับการถายยีนเขาสู
นิวเคลียสเกิดจากการถายยนีเปาหมายครั้งละหนึ่งยีนจนครบจํานวน multiple genes ทําใหระดับ 
การแสดงออกของแตละยนีแตกตางกัน (de Cosa et  al., 2001) 

 
2.3  ไมเกิดการแพรกระจายของยีนเปาหมายจากพืชดัดแปรพันธุกรรมสูส่ิงแวดลอมหรือ 

พืชสายพันธุใกลเคียง 
 

การถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตสามารถแกไขปญหาการแพรกระจายของละอองเกสร
จากตนพืชทีไ่ดรับการถายยนีสูส่ิงแวดลอมหรือวัชพืชสายพันธุใกลเคียง เชน พืชปลูกที่ไดรับ 
การถายยีนที่ตานทานตอสารกําจัดวัชพืชเขาสูนิวเคลียสอาจจะแพรกระจายยนีดังกลาวสูพืช 
สายพันธุเดยีวกันหรือพืชสายพันธุใกลเคียง ทําใหพืชที่ไมใชเปาหมายตานทานตอสารกําจัดวัชพืช
และทําลายดวยสารกําจัดวัชพืชดังกลาวไดยาก (Daniell et  al., 1998) และละอองเกสรของพืชที่ได
รับการถายยีน Bt  อาจเปนอันตรายตอแมลงที่มีประโยชนตอการผสมพันธุพืช เชน ผีเสื้อ  
(Losey et  al., 1999) เนื่องจากคลอโรพลาสตมีการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมทางตนแม 
(maternal inheritance) เซลลสืบพันธุจากฝายแมจะถายทอดพันธุกรรมในไซโตพลาสซึมใหกับลูก 
สวนเซลลสืบพันธุจากฝายพอจะถายทอดพนัธุกรรมเฉพาะในนิวเคลยีสเทานั้น (ประดษิฐ, 2543)  
ทําใหพืชที่ไดรับการถายยีนเปาหมายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต (transplastomic plant) ไมเกดิ 
การแพรกระจายของยีนเปาหมายสูส่ิงแวดลอมผานทางละอองเกสร และวิธีการหนึ่งที่สามารถกําจัด
ยีนคัดเลือกทีเ่ปนยีนตานทานตอสารปฏิชีวนะ หลังจากการถายยีนเปาหมายและคัดเลือกพืชไดแลว 
เพื่อปองกันยนีดังกลาวแพรไปในสิ่งมีชีวติอ่ืน โดยการออกแบบพลาสมิดเวคเตอรที่มีโปรโมเตอร
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และเทอรมิเนเตอรที่มีลําดับเบสที่ซํ้ากันหลายชดุและอาศยั native recombination ในการกาํจัด 
ยีนคัดเลือกออก (Iamtham and Day, 2000)

 
2.4    สามารถถายยีนเปาหมายไปสูตําแหนงที่จําเพาะบนจีโนมคลอโรพลาสต     
 

  การถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตไมเกิดการสอดแทรกของยีนเปาหมายมากกวา  
1 ตําแหนง เนือ่งจากคลอโรพลาสตมีโครงสรางของโครมาทินที่ไมซับซอนและวิธีการถายยีนดวย
กระบวนการการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนของลําดับเบสคูสม ที่เรียกวา “homologous recombination” 
ระหวางชิน้สวนลําดับเบสบนจีโนมคลอโรพลาสตกับพลาสมิดเวคเตอร (plasmid vector)  
ดังภาพที่ 3 (Boynton et  al., 1988 และ Staub and Maliga, 1992-1995) 

 
 การแลกเปลี่ยนชิ้นสวนของลําดับเบสคูสม (homologous recombination) เปนวิธีการ

ถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตอยางจําเพาะเจาะจง โดยพลาสมิดเวคเตอรมียีนเปาหมายถูกขนาบขาง
ดวยช้ินสวนลําดับเบสที่เปนคูสมกับชิ้นสวนลําดับเบสเปาหมายบนจีโนมคลอโรพลาสต   
 เมื่อพลาสมิดเวคเตอรถายเขาสูเซลลคลอโรพลาสตจะเกดิการแลกเปลีย่นยนีระหวางยีนเปาหมาย
จากพลาสมิดเวคเตอรและ intergenic spacer จากจีโนมคลอโรพลาสต (Bel et  al., 2001 และ 
Maliga, 2003) ทําใหยนีเปาหมายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต (ภาพที่ 3) 

 
การสงถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต เปนวิธีการหนึง่ในการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรม 

ของพืชใหมีลักษณะตามที่ตองการ พืชที่ไดรับการถายยนีเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตและสามารถ
แสดงออกลักษณะตามที่ยนีนั้นควบคุม เรยีกตนทีไ่ดรับการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตนี้วา  
 “ พืชดัดแปรพันธุกรรมคลอโรพลาสต ” หรือ “ transplastomic ” (Svab et  al., 1990) จากขอได
เปรียบตาง ๆ ดังกลาว ทําใหนักวิทยาศาสตรหันมาใหความสนใจในการผลิตพืชดัดแปรพันธุกรรม
คลอโรพลาสตเพิ่มมากขึ้น 

 
3.  ความสําเร็จในการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต 

 
นักวิทยาศาสตรใหความสนใจและความสําคัญของการผลิตพืชแปรพันธกุรรม 

คลอโรพลาสตอยางกวางขวาง ซ่ึงความสาํเร็จของการสรางพืชดัดแปรพันธุกรรมคลอโรพลาสต 
รายงานครั้งแรกในสาหรายเซลลเดียว Chlamydomonas  reinhardtii โดยนําเซลลปกติมาชักนําให
เกิดการกลายพันธุดวยวิธีการตัดลําดับเบสบางสวนของยนี atpB บนจีโนมคลอโรพลาสต ทําให
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เซลลสาหรายไมมีความสามารถในการสังเคราะหแสง หลังจากนั้นทําการถายยีน atpB ของ 
คลอโรพลาสตจากเซลลสาหรายปกตเิขาสูเซลลกลายพันธุโดยใชเครือ่งยิงอนุภาค พบวา เซลล  
กลายพันธุที่ไดรับการถายยนี atpB มีความสามารถในการสังเคราะหแสง โดยวิธีการแลกเปลี่ยนชิ้น
สวนดีเอ็นเอในบริเวณลําดับเบสที่เขากันไดในคลอโรพลาสตของเซลลกลายพันธุกบัเซลลปกติ 
(Boynton et  al., 1988) จากการศึกษาดังกลาวเปนจุดเริ่มตนในการพัฒนาการถายยีนเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตในพืชช้ันสูง  

 

 
 
ภาพที่ 3   แสดงการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตดวยการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนของลําดับเบส 

คูสม (homologous recombination) 2 ตําแหนง ระหวางจีโนมคลอโรพลาสต (ptDNA) 
และเวคเตอร (vector) ที่ขนาบขางดวยลําดบัเบสคูสม left target regions (LTR) และ 
right target regions (RTR) จีโนมคลอโรพลาสตที่ไดรับการถายยีนเปาหมายสามารถ
กําจัดยีนคัดเลอืก (selectable marker gene) ออกจากจีโนมได 

 
ที่มา: Maliga (2003) 
 

Svab et  al. (1990) รายงานการศึกษาการถายยยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตในชั้นสูงที่
ประสบผลสําเร็จครั้งแรกในยาสูบ (Nicotiana tabacum) โดยนํายีน 16s rRNA จากคลอโรพลาสตมา
ชักนํากอใหเกดิการกลายพนัธุแบบ point mutation สงผลใหมีการแสดงออกทีส่ามารถตานทานตอ
สารปฏิชีวนะ spectinomycin และ streptomycin ถายเขาสูใบยาสูบดวยวิธีการยิงอนภุาค หลังจากนัน้
นําใบยาสูบที่ไดรับการถายยนีมาเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกสูตร RMOP ที่มีสวนประกอบของ 
สารปฏิชีวนะ spectinomycin เซลลใบยาสูบที่ไดรับยีน 16s rRNA ที่กลายพันธุสามารถพัฒนาและ 
เจริญเติบโตเปนตนยาสูบไดโดยวิธีการแลกเปลี่ยนชิน้สวนดเีอ็นเอในบริเวณลําดับเบสที่เขากัน ซ่ึง    
สอดคลองกับรายงานของ Boynton et  al. (1988) นอกจากนีก้ารถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต
ในพืชช้ันสูงชนิดอื่น ๆ ที่ประสบความสําเร็จ ไดแก Arabidopsis thaliana (Sikdar et  al., 1998)   
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มันฝร่ัง (Sidorov et  al., 1999) ถ่ัวเหลือง (Zhang et  al., 2001) มะเขือเทศ (Ruf et  al., 2001)         
ผักกาด (Brassica napus L.) (Dovzhenko, 2001) oilseed rape (Hou et  al., 2003) และ Lesquerella  
fendleri (Skarjinskaia et  al., 2003)  ดังตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1  แสดงการพัฒนาการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตในพชืช้ันสูงชนิดตาง ๆ 
 

ชนิดพืช วิธีการถายยนี อางอิง 
Nicotiana tabacum (Tobacco) เครื่องยิงอนุภาค Svab et  al. (1990)  
Nicotiana plumbaginifolia PEG-mediated 

transformation 
O' Neill et  al. (1993)  

Arabidopsis  thaliana เครื่องยิงอนุภาค Sikdar et  al. (1998)   
Nicotiana  tabacum 
Solanum tuberosum (Potato) 

Microinjection 
เครื่องยิงอนุภาค 

Daniell (1999) 
Sidorov et  al. (1999) 

Lycopersicon esculentum (Tomato)  
Glycine max (L.) Merr. (Soybean) 
Brassica napus L.  

เครื่องยิงอนุภาค 
เครื่องยิงอนุภาค 
เครื่องยิงอนุภาค 

Ruf et  al. (2001)  

Zhang et  al. (2001) 
Dovzhenko (2001)  

Oilseed rape  
Lesquerella fendleri 

เครื่องยิงอนุภาค 
เครื่องยิงอนุภาค 

Hou et  al. (2003) 

Skarjinskaia et  al. (2003) 
cotton เครื่องยิงอนุภาค Kumer et  al. (2004) 
petunia เครื่องยิงอนุภาค Zubko et  al. (2004) 

 
การพัฒนาการสรางพืชดัดแปรพันธุกรรมคลอโรพลาสตในพืชชนดิอืน่ ๆ ตองมีระบบ 

การถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตที่มีประสิทธิภาพ (Bock, 2001a และ Carrer, 2001) ไดแก (1) ตอง
เปนวิธีการที่สามารถสงถายยีนเปาหมายผานผนังเซลลพืช (cell wall) เยื่อหุมเซลล (plasma 
membrane) และ เมมเบรน 2 ช้ัน ของคลอโรพลาสต (outer membrane และ inner membrane) เขาสู
จีโนมของคลอโรพลาสต (2) ยีนคดัเลือก (selectable marker gene) ที่นํามาใชในวิธีการถายยีนนี้ตอง
สามารถแสดงออกลักษณะของยีนนัน้ในคลอโรพลาสตได (3) พืชที่ทําการถายยีนเขาสู 
คลอโรพลาสตตองมีความสามารถในการพัฒนาเปนตน transplastomic ในอาหารที่ใช 
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
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 4.  วิธีการสงถายยีนเปาหมายเขาสูคลอโรพลาสต
 

การถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตเปนวธีิการถายยีนทีไ่มพบรายงานวามีเชื้อแบคทเีรีย
หรือไวรัสที่สามารถเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต (Bock, 2001a) ดังนั้นการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสต
ตองเปนวิธีการถายยีนเขาสูเซลลพืชโดยตรง โดยใชพาหะเปนตวันํายีนเขาสูเซลล และสามารถทะลุ
ผานชั้นเมมเบรนของคลอโรพลาสต คือ 
 

4.1  การถายยนีโดยใชสารเคมีชนิด polyethylene glycol  
 

 เทคนิคนี้ใชเฉพาะกับเนื้อเยือ่เปาหมายที่เปนโปรโตพลาสต (เซลลที่กําจัดผนังเซลล
ออก) และพืชที่สามารถพัฒนาจากโปรโตพลาสตเปนตนไดเทานั้น (Koop et  al., 1996 และ  
O' Neill et  al., 1993) จากการศึกษาของ O' Neill et  al. (1993) พบวา การถายยีนในพลาสติด 
กลายพันธุ 16s rRNA ของ Nicotiana tabacum ที่แสดงความตานทานตอสารปฏิชีวนะ streptomycin 
และ spectinomycin เขาสูโปรโตพลาสตของ Nicotiana plumbaginifolia ดวยการใชสารเคมี 
polyethylene glycol โดยนําพลาสมิดเวคเตอร pIDS411 และ pTB116 จากภายนอกเซลลผาน 
เยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมพลาสติด  (plastid envelope) สูจีโนมพลาสติด โดยพลาสมิดเวคเตอรเขาสู 
โปรโตพลาสตและตองเคลือ่นที่จากตําแหนงไซโตพลาสซึมไปยังพลาสติดแบบสุม ทําใหยนี 
เปาหมายไมสามารถสอดแทรกเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตไดทุกชุด วิธีการถายยนีนี้มี 
ประสิทธิภาพต่ําในการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสต และไมสามารถใชกับพืชชนิดอืน่ ๆ ไดอยาง
กวางขวาง แตการถายยีนดวยการใชสารเคมีชนิด PEG นี้ มีตนทุนการผลิตต่ํากวาการถายยีนดวย 
วิธีการใชเครื่องยิงอนุภาค (Daniell, 1999 และ Sidebottom, 2002) 

 
4.2  การถายยีนดวยการฉีดดีเอ็นเอเขาสูเซลลพืชภายใตกลองจุลทรรศน   

 
การฉีดดีเอ็นเอเขาสูเซลลพืชภายใตกลองจลุทรรศนเปนวธีิการหนึ่งที่สามารถถายยีน

เขาสูคลอโรพลาสต (Sidebottom, 2002) แตวิธีการฉีดดีเอ็นเอนัน้จะชกันําใหเกิดความรอนระหวาง
โลหะกับของเหลว ซ่ึงสามารถทําลายพลาสมิดดีเอ็นเอทีผ่านหลอดฉีดยาขนาดเสนผาศูนยกลาง 
เทากับ 0.1 ไมโครเมตร และเซลลที่ไดรับดีเอ็นเอเกดิความเสียหาย (Daniell, 1999) 
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4.3  การถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาค   
 

การถายยีนดวยเครื่องยิงอนภุาคเปนวิธีการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตที่มีประสิทธิภาพ
และนยิมใชกนัอยางกวางขวาง (ตารางที่ 1) เนื่องจากเปนวธีิการที่ใชในการถายยีนหรือดีเอ็นเอเขาสู
พืช โดยใชการยิงยีนเขาสูเซลลพืช ยีนหรือดีเอ็นเอถูกเคลอืบบนอนุภาคโลหะเฉื่อยขนาดเล็ก ไดแก 
อนุภาคทองคํา หรืออนุภาคทงัสเตน ที่ทําหนาที่เปนตวันํายีนหรือดเีอ็นเอเขาสูเซลลโดยใชแรงดัน
จากกาซเปนตวัผลักดันอนภุาคโลหะทะลผุานผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลเขาสูเนื้อเยื่อเปาหมาย 
(Klein et al., 1987) การถายยนีโดยการใชเครื่องยิงอนุภาคเปนเทคนิคทีม่ีประสิทธิภาพสูงใน 
การสรางพืชแปลงพันธุกรรมและสามารถใชตัวอยางจากชิ้นสวนตาง ๆ ของพืช เชน ใบ  
(Svab et  al, 1990) แคลลัส (Maliga, 2001)  เซลลแขวนลอย (suspension cells) (Daniell et  al., 
1990) และชิ้นสวนพชืที่ไดรับการถายยีนดวยวิธีนี้สามารถพัฒนาเปนตนไดงาย วิธีการถายยีนนี้มี
ตนทุนสูงแตใหประสิทธิภาพมากกวาวิธีการอื่น ๆ (Bel et  al., 2001, Daniell, 1999 และ 
Sidebottom, 2002) 
 
5.  ปจจัยท่ีมีผลตอประสิทธิภาพการถายยนีเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตดวยเคร่ืองยิงอนุภาค 

 
ปจจัยสําคัญทีม่ีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาค แบงออกเปน 2 ปจจัย 

คือ ปจจัยทางกายภาพ (abiotic parameters) และปจจัยทางชวีภาพ (biotic parameters) (คอลลีนส, 
2535) รวมทั้งองคประกอบของเวคเตอร ไดแก ลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการแสดงออก 
(promoter) ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลอืก (selectable marker genes) และยีนรายงานผล 
(reporter genes) 

 
5.1  ปจจัยทางกายภาพ (Abiotic parameters) 

 
ปจจัยทางกายภาพ คือ ปจจยัภายนอกที่มีผลตอประสิทธิภาพการถายยนีเขาสูจีโนม 

คลอโรพลาสต ไดแก ชนิดของอนุภาค (particle composition) ขนาดของอนุภาค (particle size) 
อัตราเร็วในการยิง (velocity) และระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายในการยิงอนภุาค  (target distance) 
เปนตน 
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5.1.1  ชนิดของอนุภาค (Particle composition) 
 
อนุภาคที่ใชในการถายยนีดวยเครื่องยงิอนภุาค แบงเปน 2 ชนิด คือ อนภุาคทอง

คําและอนุภาคทังสเตน (Klein et  al., 1987) เนื่องจากอนุภาคทั้งสองชนิดเปนโลหะธาตุเฉื่อย ทําให
อนุภาคไมทําปฏิกิริยากับดีเอ็นเอและเกิดความเปนพษิตอเซลลพืชต่ํา อนุภาคสามารถทําใหมีขนาด
เล็กตามที่ตองการ และมีความสามารถในการทะลุผานเขาสูเซลลสูง โดยอนุภาคทองแตละโมเลกุล
มีขนาดและรปูรางที่สม่ําเสมอมากกวาอนภุาคทังสเตน (Randolph-Anderson et  al., 1995) และ 
ไมเกิดการแสดงความเปนพษิตอเซลลเหมือนอนุภาคทังสเตน (Birch and Bower, 1994) 
 

5.1.2  ขนาดของอนุภาค (Particle size) 
 
ขนาดของอนภุาคที่ใชในการเคลือบยีนหรือดีเอ็นเอมีความสําคัญตอการสง 

ถายยีนเขาสูเซลลพืช ถาขนาดอนุภาคทีใ่ชมีขนาดใหญไมเหมาะสมตอชนิดเนื้อเยื่อเปาหมาย ทําให
พืชเกิดความเสียหายและไมสามารถเจริญเติบโตได จากรายงานของ Svab et  al. (1990) ศึกษา 
การถายยีน 16sDNA mutation โดยใชอนภุาคทังสเตนขนาด 1 ไมโครเมตร เคลือบพลาสมิดดีเอ็นเอ 
pZS148 ขนาด 9.6 kb เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตของใบยาสูบ ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Svab 
and Maliga (1993) กลาววา อนุภาคทังสเตนขนาด 1 ไมโครเมตร เคลือบพลาสมิดดีเอน็เอ pZS197 
มีขนาดอนภุาคที่เหมาะสมตอการถายยีน aadA เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตของใบยาสูบไดดีที่สุด แต
การถายยีน gfp (Green Fluorescent Protein) เขาสูพลาสติดของเซลลแขวนลอยของยาสูบ รายงานวา 
การใชอนภุาคทองขนาด 0.4 ไมโครเมตร มีประสิทธิภาพในการถายยนีมากกวาการถายยีนดวย
อนุภาคทองขนาด 1 ไมโครเมตร ถึง 4 เทา (Langbecker et  al., 2004) สวนการศึกษาการถายยีน gfp 
เขาสูคลอโรพลาสตในใบมนัฝร่ัง (Sidorov et  al., 1999) และใบของถั่วเหลือง Glycine max  (L.) 
Merr. (Zang et  al., 2001) รายงานวา อนุภาคทองคําขนาด 0.6 ไมโครเมตร เปนขนาดอนุภาคที่
เหมาะสมที่สุดตอการถายยนีเขาสูคลอโรพลาสต ดังนั้นขนาดของอนุภาคที่เหมาะสมจึงแตกตางกัน
ขึ้นอยูกับชนดิของพืชที่นํามาถายยีน 
 

5.1.3  แรงดันกาซฮีเลียม (Helium pressure) และระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายใน 
การยิงอนภุาค  (Target distance) 

 
แรงดันกาซฮีเลียมในการยิงดีเอ็นเอเขาสูเนื้อเยื่อเปาหมายเปนปจจัยที่สําคัญตอ

ประสิทธิภาพในการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสต  โดยอัตราเร็วในการยงิมีความสัมพนัธกับสภาวะ
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สุญญากาศภายในตูและระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายในการยิงอนภุาค (Birch and Bower, 1994) 
Sidorov et  al. (1999) รายงานการศึกษาการถายยีนโดยเครื่องยิงอนุภาคสูใบมันฝร่ังที่ระดับแรงดนั
กาซฮีเลียมและระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายในการยิงอนุภาคระดบัตาง ๆ จากผลการตรวจสอบ
การแสดงออกของโปรตีน GUS พบวา การใชแรงดันกาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว  
ที่ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายในการยิงอนุภาคเทากับ 9 เซนติเมตร มีประสิทธิภาพในการถายยนี
เขาสูคลอโรพลาสตในใบมนัฝร่ังสูงที่สุด สําหรับการถายยีนใน Arabidopsis thaliana ระดับแรงดัน 
กาซฮีเลียมที่ 450 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายในการยิงอนภุาคเทากับ 9
เซนติเมตร และระดับแรงดันกาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย
ในการยิงอนุภาคเทากับ 12 เซนติเมตร เปนระดับทีเ่หมาะสมในการถายยีน aadA เขาสูใบ  
(Sikdar et  al., 1998)  
 

5.2  ปจจัยทางชวีภาพ (Biotic parameters) 
 

ปจจัยทางชวีภาพเปนปจจัยหนึ่งที่สําคัญตอสภาวะทีเ่หมาะสมในการถายยีนเขาสู 
จีโนมคลอโรพลาสต ไดแก แหลงที่มาของเนื้อเยือ่ (tissue source) และอายุของเนื้อเยื่อ (tissue age) 

 
5.2.1  แหลงที่มาของเนื้อเยื่อ (Tissue source) 

 
การถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาคสามารถถายยีนเขาสูเนือ้เยื่อพืชใบเลีย้งเดี่ยว

และใบเลีย้งคู (Galun and Breiman, 1997) จากการศึกษาของ Boynton  et  al. (1988) รายงานวา 
ชนิดของเนื้อเยื่อเปาหมายมผีลตอการแสดงออกของยีนทั้งระดับชั่วคราว (transient expression) 
และระดับถาวร (stable transformation) โดยเนื้อเยื่อเปาหมายที่ใชในการถายยีนตองเปนเนื้อเยื่อที่มี
ความสามารถตอการชักนําการเกิดตน transplastomic อยางมีประสิทธิภาพ จากรายงานการศกึษา
ของ Svab et  al. (1990) พบวา ใบยาสูบสามารถนํามาเปนเนือ้เยื่อเปาหมายในการถายยีนกลายพันธุ 
16s rRNA เขาสูคลอโรพลาสต สอดคลองกับรายงาน Svab and Maliga (1993) ที่นําใบยาสูบใชเปน
เนื้อเยื่อเปาหมายในการถายยนี aadA  แหลงทีม่าของเนื้อเยื่อนอกจากใบยาสูบ คือ เซลลแขวนลอย 
(suspension cells) จากใบยาสูบอายุ 4 วัน ทีม่ีน้ําหนกัสด 100 มิลลิกรัม สามารถใชเปนเซลลตั้งตน
ในการถายยีนที่ผลิต chloramphenicol acetyltransferase (cat) ดวยวิธีการยิงอนุภาค (Daniell et  al., 
1990) 
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5.2.2  อายุของเนื้อเยื่อ (Tissue age) 
 

ความเหมาะสมของสภาพเนือ้เยื่อเปาหมายที่นํามาใชในการถายยีนเปนหนึ่งใน
ปจจัยที่สําคัญตอการถายยีน โดยการใชอายุของเนื้อเยื่อทีเ่หมาะสมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของ
การถายยีน จากการศึกษาของ Daniell et  al. (2001) รายงานวา ใบยาสูบอายุ 2 เดือน ม ี
ความเหมาะสมตอการถายพลาสมิดเวคเตอร pLD-BADH ทําใหเกิดตน transplastomic จํานวนเฉลี่ย
สูงถึง 23 ตน ตอช้ินใบยาสบู ในพืช Lesquerella fendleri อายุใบ 6 สัปดาห เหมาะสมสําหรับเปน
เนื้อเยื่อเปาหมายในการถายยนี aadA16gfp ทีแ่สดงออกใหโปรตีน aminoglycoside 3" -
adenylyltransferase (AAD)-GFP มีประสิทธิภาพความสําเร็จคิดเปนตน transplstomic 1 โคลน ตอ
การถายยีน 25 คร้ัง  (Skarjinskaia, 2003) 

 
5.3  ตําแหนงควบคุมการแสดงออก (Promoter) ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลอืก 

(Selectable marker genes) และ ยีนรายงานผล (Reporter genes) 
 

นอกจากปจจยัทางชีวภาพและปจจยัทางกายภาพที่มีผลในการถายยนี แลวยังมีตําแหนง
ควบคุมการแสดงออกเหนือยีน (Promoter) ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลอืก (Selectable marker 
genes) และยีนรายงานผล (Reporter genes) ที่มีบทบาทสําคัญตอการเพิ่มประสิทธิภาพการถายยนี
เขาสูคลอโรพลาสตดวยเครือ่งยิงอนุภาค เนื่องจากยีนเปาหมายตองสามารถแสดงออกลักษณะของ
ยีนนัน้ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอรและเทอรมิเนเตอรในคลอโรพลาสตได (Carrer, 2001) 
และถูกคัดเลือกดวยยนีคัดเลอืกหรือยีนรายงานผล 
 

5.3.1  ตําแหนงควบคุมการแสดงออก หรือโปรโมเตอร (Promoter) 
 

โปรโมเตอรเปนตําแหนงดีเอน็เอที่ควบคุมการแสดงออกที่อยูเหนือยีนซึ่งเปน
บริเวณที่เอนไซมอารเอ็นเอโพลีเมอรเรส (RNA polymerase) จดจําและจะเขามาจับเพือ่เร่ิมตน 
การถอดรหัส (transcription) (ประดษิฐ, 2543) ทําหนาทีค่วบคุมการแสดงออกของยนีที่อยูถัดไป 
โปรโมเตอรที่นํามาใชในการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตเปนโปรโมเตอรที่ไดรับมาจากยนีของ 
คลอโรพลาสต เชน โปรโมเตอรจากยีน psbA  16s rRNA (rrn) rbcL trnV  และ rps 16 (Heifetz, 
2000) โดยการควบคุมการแสดงออกของยนีเปาหมายที่ถูกถายเขาไปในจีโนมคลอโรพลาสตนั้น
ตองมี promoter cassette (PL) คือ โปรโมเตอร รวมกับ translation control sequence ชนิดตาง ๆ  
ดังตารางที่ 2 ซ่ึงโปรโมเตอรที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมการแสดงออกของยนีเปาหมายใน 



                                                                                                                                  
17

จีโนมคลอโรพลาสต คือ plastid 16s ribosomal RNA promoter (Prrn) เนื่องจาก Prrn เปน 
โปรโมเตอรของยีน 16s rDNA ในกลุมยีน rrn ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมการแสดงออกของ
ยีนเปาหมายสงูกวาโปรโมเตอรชนิดอื่น ๆ ในจีโนมคลอโรพลาสต (เชน โปรโมเตอร psbA) 
(Maliga, 2002) ซ่ึง Yoshimoto et  al. (2001) รายงานวา การถายยีน gus เขาสูจีโนมคลอโรพลาสต 
Arabidopsis thaliana ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร Prrn และพบโปรตีน GUS สูงถึง 1.2 
pmol min-1 µ protein-1 ซ่ึงมากกวาโปรโมเตอร psbA และ tac นอกจากนี้โปรโมเตอร Prrn มี 
ความสามารถในการควบคุมการแสดงออกของยีนเปาหมายไดในพืชหลายชนิด เชน Arabidopsis 
thaliana (Isono et  al., 1997) และยาสูบ (Sakai et  al., 1998)  และมีการสรางโปรตีนเปาหมายใน
ระดับที่แตกตางกันตั้งแตระดับต่ํา 0.001 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมดของเซลลถึงระดับสูงเทากบั 
45.0 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมดของเซลล (Maliga, 2002) นอกจากนี ้translation control 
sequence ยังสงเสริมระดับการแสดงออกของยีนเปาหมายเพิ่มขึ้น โดย translation control sequence 
เปนลําดับเบสที่ควบคุมการสังเคราะหโปรตีน ซ่ึงประกอบดวย (1) mRNA 5'-untranslated region 
(UTR) หรือ 5'-translation control region (TCR) ที่ประกอบดวย 5'-UTR และ N-terminal segment 
ของ coding region ที่ทําให mRNA ไมถูกทําลายได (mRNA  stability) และเปนตําแหนงแรกที่ 
ไรโบโซมเขามาจับเพื่อเร่ิมตนการสังเคราะหโปรตีน (Maliga, 2003) (2)  mRNA 3'-UTR หรือ 
Terminator-cassette (T-cassette) ที่ทําหนาที่เกี่ยวกับ mRNA  stability  และเปนลําดับเบสที่ส้ินสุด
การสังเคราะหโปรตีน (Maliga, 2003 และ Maliga, 2002) ดังนั้นความสําเร็จของการถายยีนเขาสู 
จีโนมคลอโรพลาสตตองอาศัยพลาสมิดเวคเตอรที่ประกอบดวย โปรโมเตอรที่สามารถควบคุม 
การแสดงออกของยีนเปาหมายในจีโนมคลอโรพลาสตได และ translation control sequence ที่ 
สงเสริมให mRNA ไมถูกทําลายไดงายและเกิดการสังเคราะหโปรตีน   

 
5.3.2  ยีนเครื่องหมายทีใ่ชในการคัดเลือก (Selectable marker genes)  

 
ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคดัเลือกเปนยีนที่กําหนดลักษณะบางประการที่

สามารถคัดเลือกเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนออกจากเซลลปกติ (สุรินทร, 2536) โดยยับยั้ง 
การเจริญเติบโตของพืชปกตแิละไมอันตรายตอพืชแปลงพันธุ จากการศึกษาของ Svab et  al. (1990) 
รายงาน การศกึษาการถายยนีตานทานตอสารปฏิชีวนะที่สรางจากการชักนํายีน 16s rDNA ของ 
จีโนมคลอโรพลาสตใหเกดิการกลายพันธุแบบ point mutation ตรงลําดับเบสที่ 278 คูเบส ถายเขาสู
ใบยาสูบดวยเครื่องยิงอนุภาคสามารถคัดเลือกตนยาสูบที่ไดรับการถายยีนซึ่งมีลักษณะตานทานตอ
สารปฏิชีวนะ spectinomycin และ streptomycin ที่ระดับความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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ตารางที่ 2  ตัวอยางพลาสมิดเวคเตอรสําหรับการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตที่ประกอบดวย
โปรโมเตอร 5'-UTR และ 3'-UTR ชนิดตาง ๆ และระดับการแสดงออกของยีนเปาหมาย
ของตนพืชที่ไดรับการถายยนีเปาหมายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต 

 
Protein Total Soluble 

Protein (TSP) 
concentration 

Plasmid Promoter 5′ -UTR N-terminal 
fusion 

Coding 
region 

3′-UTR 

GUS 2.5% pJS80 psbA psbA – uidA psbA 
NPTII 2.5% pHK31 Prrn atp B  –  neo rbcL (1) 
NPTII 7.0%  pHK30 Prrn atp B  atp Bและ 

14AA 
neo rbcL (1) 

NPTII 4.0%  pHK60 Prrn atp B  atp Bและ 
14AA c

neo rbcL (1) 

NPTII 4.7%  pHK35 Prrn rbcL  – neo rbcL (1) 
NPTII 10.8%  pHK34 Prrn rbcL  rbcLและ 

14AA 
neo rbcL (1) 

NPTII 0.31%  pHK64 Prrn rbcL  rbcLและ 
14AA c

neo rbcL (1) 

NPTII 23.0%  pHK40 Prrn T7 g10  – neo rbcL (1) 
NPTII 16.4%  pHK38 Prrn T7 g10  T7 g10และ

14AA 
neo rbcL (1) 

TetC 25.0% pJST10  Prrn T7 g10  – tetC-AT rbcL (1) 
TetC 10.0%  pJST11 Prrn atpB  – tetC-GC rbcL (1) 
TetC 10.0%  pJST12 Prrn T7 g10  – tetC-AT rbcL (1) 
EPSPS  0.2% PMON38773 Prrn T7 g10  – CP4bact rps16 (2) 
EPSPS  >10.0%  PMON45259 Prrn T7 g10  GFPและ 

14AA 
CP4synt rps16 (2) 

GFP  5.0% PMON30125 Prrn(3) rbcL  – gfp rps16 (2) 
GFP  5.0% MR220 Prrn(3) rbcL  – gfp rps16 (2) 
AAD-
GFP  

8.0% pMSK56 Prrn(1) atp B  atp Bและ 
14AA 

aadA-gfp psbA 

PAT  >7.0% pKO3 Prrn(1) atpB  atp Bและ 
14AA  

s-bar rbcL (1) 

Cry1Ac  5.0% pZS224 Prrn(3) rbcL –  cry1A(c) rps16 (2) 
 
ที่มา: Maliga (2003) 
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โดยรายงานของ Svab and Maliga (1993) พบวา การถายยีน aadA ไดจากการแยกเชื้อ Escherichia 
coli ที่สรางโปรตีน aminoglycoside 3''-adenylyltransferase ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
spectinomycin และ streptomycin โดยตรงมีประสิทธิภาพการถายยนีเขาสูคลอโรพลาสตเพิ่มสูงถึง 
100 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับการถายยีนกลายพันธุ16s rDNA ที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะชนิดเดยีว
กันเขาสูใบยาสูบดวยการใชเครื่องยิงอนุภาคภายใตปจจยัการถายยีนเหมือนกัน Carrer et  al. (1993) 
รายงานการศกึษาของยนี nptII (neomycin phosphotransferase gene) ที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
kanamycin สามารถใชเปนยนีเครื่องหมายและแสดงออกลักษณะยีนนัน้ในคลอโรพลาสตใบยาสูบ
ในระดบัความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สอดคลองกับการศึกษาของ Huang et  al. (2002) 
พบวา ยนี aphA-6 จาก Acinetobacter baumannii ที่ใหโปรตีน aminoglycoside phosphotransferases 
สามารถตานทานตอสารปฏิชีวนะ kanamycin 
 

สารปฏิชีวนะ spectinomycin (ช่ือการคา Trobicin) เปนสารปฏิชีวนะใน 
กลุม aminoglycoside ที่ผลิตมาจากแบคทีเรีย Streptomyces spectabilis  กลไกการทํางานของ 
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ในเซลลพืชนั้น โดยไปยับยั้งการทํางานของไรโบโซมขนาด 70s 
(ตําแหนง 30s) (Ahlert  et  al., 2003) และขัดขวางการเคลื่อนที่ของเปปไทด tRNA จากตําแหนง P 
เปนตําแหนง A (Marins, 2004) ทําใหคลอโรพลาสตไมสามารถสังเคราะหแสงใหแกเซลลพืช จึงทํา
ใหเซลลพืชมีลักษณะสีขาวและตายในที่สุด 
 

ยีน  bar  (bialaphos resistance gene)  เปนยนีเครื่องหมายที่สามารถแสดงออก
ในคลอโรพลาสต และไดจากการแยกเชื้อ Streptomyces hygroscopicus ซ่ึงยีน bar สรางเอนไซม 
phosphinothricin acetyltransferase (PAT) ตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในกลุม phosphinothricin 
(PPT) ไดแก bialaphos และ glufosinase โดยกลไกการทาํงานของเอนไซมนี้จะเกี่ยวกบัการยับยั้ง
การทํางานของเอนไซม glutamine synthetase (GS) ในกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโน 
glutamine เมื่อมีการสะสมในปริมาณสูงกอใหเกดิการยบัยั้งขบวนการสังเคราะหแสง แตม ี
ประสิทธิภาพสูงในการคัดเลือกเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสต (Lutz et  al. , 2001)   

 
Daniell et  al.(2001) รายงานการใชยนี betaine aldehyde dehydrogenase 

(BADH) จากผักขม (spinach) เปนยนีเครือ่งหมายในการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตของยาสูบ โดย
ปราศจากการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ นาํใบยาสูบที่ผานการถายยนีมาเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือก
ที่เติมสารตั้งตน betaine aldehyde (BA) ซ่ึงเปนอันตรายตอเซลล ใบยาสูบที่ไดรับการถายยีน BADH 
สามารถสรางเอนไซม glycine betaine ที่ยอยสลายสาร BA เปนสาร glycine betaine ที่ไมเปน
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อันตรายตอเซลลพืช ยีนเครื่องหมาย BADH เปนยนีที่ใชในการคดัเลือกพืช transplastomic ได  
แตไมสามารถนํามาใชในกลุมพืชที่มียีนนี้อยูแลว เชน พืชตระกูล Chenopodiaceae และ Poaceae 
 

5.3.3  ยีนรายงานผล (Reporter genes) 
 
ยีนรายงานผล ทําหนาที่เปนยนีตรวจสอบการแสดงออกของยีนซึ่งไมมบีทบาท

ในการคัดเลือกพืชที่ไดรับการถายยีน การรายงานผลของยีนเพื่อยืนยันวาโปรโมเตอรที่ถายเขาสู
เซลลพืชสามารถควบคุมการแสดงออกของยีนได (สุรินทร, 2536) จากการศึกษาของ Staub and 
Maliga (1992) รายงานวา ยีนรายงานผล uidA สรางเอนไซม β-glucuronidase (GUS) ที่ไดจาก 
การแยกเชื้อ Escherichia coli stain K 12 สามารถแสดงออกในคลอโรพลาสตของยาสูบ 
การตรวจกจิกรรมของเอนไซม β-glucuronidase ทําตามวิธี GUS histochemical assay ที่ตรวจสอบ
กับสารตั้งตน 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-glucuronide (X-Gluc) โดยเซลลพืชที่ไดรับการถายยีน 
uidA ที่มีการแสดงออกใหเอนไซม β-glucuronidase มาทําปฏิกิริยากับสารตั้งตน X-Gluc แสดงผล
ใหสารตกผลึกสีน้ําเงิน ดังภาพที่ 4  

 

 
 

ภาพที่ 4    การเกิดปฏิกิริยาระหวางสารตั้งตน X-Gluc กับเอนไซม β-glucuronidase ที่ใหผลผลิต
เปนสารตกผลึกสีน้ําเงิน dibromoindigo 

 
ที่มา: Gallagher (1992) 
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สวนยนี gfp มาจาก Aequorea victoria สรางโปรตีน green fluorescent protein 
(GFP) เปนยีนรายงานผลที่แสดงผานการมองเห็น (visual marker) ภายใตรังสีอัลตราไวโอเลต โดย
ไมตองทํา histochemical assay โดยการรายงานผลของยีน gfp เกิดจากโปรตีน GFP ดูดกลืนรังสี
อัลตราไวโอเลตจึงปรากฏตําแหนงของเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีนเขาสูเซลล (Khan and Maliga, 
1999) 
 

การถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตเปนวธีิหนึ่งของการถายยีนที่ไดรับความสนใจ 
จากนกัวิทยาศาสตรในการศกึษาขอมูลพื้นฐานของการถายยีนแทนการถายยีนเขาสูนวิเคลียสพืช  
เนื่องจากการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตมีขอดีมากกวาการถายยนีเขาสูนิวเคลยีส ไดแก ระดบั 
การแสดงออกของยีนเปาหมายสูงถึง 10-50 เทาของการแสดงออกของยีนเปาหมายจากการถายยนี
เขาสูนิวเคลียส สามารถแสดงออกของยีนเปาหมายทีเ่ปนลักษณะ polycistronic ไมปรากฏการเกิด 
position effects และไมถายทอดยีนเปาหมายผานทางละอองเกสรของตนที่ไดรับการถายยีนสู 
ส่ิงแวดลอม (Heifetz, 2000) การถายยนีเปาหมายเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตมีขอไดเปรียบ 
มากมายดังทีไ่ดกลาวมาแลว ดังนั้นการศึกษานี้จึงตองการหาสภาวะที่เหมาะสมในการถายยีน 
เปาหมายเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสต โดยใชยาสูบเปนพืชตนแบบในการศึกษา เนือ่งจากยาสูบ
เปนพืชที่คนพบขอมูลแผนที่ยีนในจีโนมคลอโรพลาสตอยางสมบูรณแลวและมีระบบเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อที่เหมาะสมสามารถพัฒนาเปนตนไดงาย ซ่ึงในการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตของ
ยาสูบครั้งนี้เพือ่ใชเปนขอมูลพื้นฐานในการนําไปประยุกตกับการถายยนีลักษณะตามตองการดวย
เครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He (Bio Rad gun) เพื่อผลิตพืชสายพันธุใหมที่มีลักษณะตานทาน
ตอโรค แมลง และศัตรูพืช ตลอดจนมีคุณคาทางโภชนาการเพิ่มสูงขึ้นและสามารถนํามาผลิตเปน
วัคซีนที่รับประทานได (edible vaccine) ไดตอไป 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  พืชท่ีใชในการทดลอง   
 
 ตนยาสูบปลอดเชื้อ (Nicotiana tabacum) 
 
2.  วัสดุอุปกรณในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการถายยีน 
 

2.1 เครื่องชั่งน้ําหนักทศนยิม 2 ตําแหนงและ 4 ตําแหนง 
2.2 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง  (pH-meter) 
2.3 ตูอบ (hot air oven) 
2.4 หมอนึ่งความดัน (autoclave machine) 
2.5 เครื่องแกวตาง ๆ เชน ขวดแกวขนาด 4 ออนซ กระบอกตวง บีกเกอร ปเปตแกว 
2.6 ตูเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ (laminar air flow cabinet) 
2.7 มีดผาตัด ปากคีบ (forceps) จานเพาะเลี้ยง (Petri dish) และตะเกียงแอลกอฮอล 
2.8 เครื่องยิงอนุภาคชนิด PDS-1000/He Biolistic® (BioRad gun) 
2.9 เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) และเครื่อง vortex 
2.10  ช้ันวางเนื้อเยื่อพืช 

 
3.  วัสดุอุปกรณในการตรวจสอบการถายยนีในระดับพนัธุศาสตรโมเลกุล 
 

3.1 ใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ 
3.2 เครื่องวัดคาดดูกลืนแสง (spectrophotometer รุน GeneQuant pro) 
3.3 เครื่อง PCR ของบริษัท PERKIN ELMER รุน GeneAmp PCR system 2400 
3.4 เครื่องอิเล็คโตรโฟริสิส TOYOBO GelMate 2000 
3.5 เครื่องถายภาพเจลอะกาโรสของบริษัท Vilber Lourmat รุน TCX-20 M   
3.6 เครื่อง hybridizer รุน Biometra Compact Line OV4 
3.7 อุปกรณที่ใชในการทํา Southern blot  
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4.  สารเคม ี
 

4.1 สารเคมีที่ใชการเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสูตร MS (Murashige 
and Skoog, 1962) (ภาคผนวก ข) 
 

4.2 สารควบคุมการเจริญเติบโต ไดแก α-naphthalene acetic acid (NAA) และ  
6-benzyladenine (BA) 
 

4.3 สารเคมีที่ใชในการเคลือบอนุภาคพลาสมิดดีเอ็นเอ 
4.4 สารเคมีที่ใชในการคัดเลือกเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีน ไดแก spectinomycin และ 

streptomycin 
 

4.5 สารเคมีที่ใชในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน uidA โดยวิธี GUS 
histochemical assay (ภาคผนวก ง) 
 

4.6 สารเคมีที่ใชในการสกัดดเีอน็เอพืช เชน ไนโตรเจนเหลว สารละลาย CTAB เปนตน 
(ภาคผนวก ง) 
 

4.7 สารเคมีที่ใชในการแยกขนาดดีเอ็นเอ เชน อะกาโรสเจล สารละลายเอธิเดียม 
โบรไมด และสารละลาย TE  
 

4.8 สารเคมีที่ใชในตรวจสอบตาํแหนงของยีนหมายในตนพชืที่คาดวาไดรับการถายยีน
ดวยเทคนิค  Southern blot เชน 10XSSC สารละลาย washing buffer (ภาคผนวก ง) 
 
5.  พลาสมิดดีเอ็นเอที่ใชในการถายยีน 
 
 คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ภายใตลิขสิทธิ์ของ Manchester university, 
Manchester, UK.  
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 6.  ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการถายยนี  (Iamtham and Day, 2000) 
 

6.1  ไพรเมอรที่ใชในการตรวจหายีนคดัเลือก aadA 
aad A-F : 5′-CgT CAT CgA gCg CCA TCT CgA A-3′ 
aad A-R : 5′-Tgg CTC gAA gAT ACC TgC Aag AAT-3′ 
 

6.2  ไพรเมอรที่ใชในการตรวจหายีนรายงาน β-glucuronidase (uidA) 
uid A-F : 5′-gCg TTA CAA gAA AgC Cgg gCA AT-3′ 
uid A-R : 5′-CAC AgT TTT CgC gAT CCA gAC TgA ATg-3′ 
 

6.3 ไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต  
CP-F : 5′-AgC AgT ggA CgT TTT ggA TAA gTA A-3′ 
CP-R : 5′-gCA TgA AAA TAC AAT AgA TgA ATA g-3′ 

 
วิธีการ 

 
1.  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 

ใบยาสูบอายุ 2 สัปดาห ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตดัใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร 
มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ดัดแปลง (Murashige and Skoog, 1962) ที่เติม BA 
ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลทราย 
30.0 กรัมตอลิตร และวุน 7.0 กรัมตอลิตร นํามาเพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีความเขมแสง 55 
ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 
สัปดาห (Svab et  al.,1990) เพื่อทดสอบประสิทธิภาพสูตรอาหารในการชักนําใบยาสูบใหพัฒนา
เปนตน  

 
บันทึกผลการทดลองโดยนบัจํานวนยอดที่เกิด และสังเกตลักษณะของยอดที่เกดิขึ้นจาก 

การชักนําผานแคลลัส เพื่อนําระบบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนี้ไปใชในการถายยีนตอไป  
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2.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏชิีวนะที่ใชในการคัดเลือกเนื้อเยื่อท่ีไดรับการถายยีน 
 
จากการศึกษาของ Svab et  al. (1990) รายงานวา สารปฏิชีวนะ spectinomycin ที่ระดับ

ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพในการคัดเลือกเซลลทําใหใบยาสูบที่ไมไดรับ
การถายยีนตายหมด จึงไดทดลองซ้ําเพื่อยนืยันผลกับพืชทดลอง โดยนาํใบยาสูบเพาะเลี้ยงบน
อาหารสังเคราะหสูตร MS ดัดแปลง ที่เติม BA ระดบัความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
NAA ระดับความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 
500 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตสภาวะความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 
16 ช่ัวโมงตอวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ทําการเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห นาน 3 เดือน 

 
บันทึกผลการทดลองลักษณะสีของชิ้นเนื้อเยื่อใบยาสูบ วางแผนการทดลองแบบ 

completely randomized design (CRD) หนวยทดลองละ 5 ซํ้า 
 
3.  การถายยีนเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตดวยเคร่ืองยิงอนุภาคแบบ PDS 1000/He Biolistic® 

(Bio Rad gun) 
 

3.1  การเตรียมเนื้อเยื่อเปาหมาย 
 

การศึกษาการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบ นําใบออนของยาสูบอายุ 2 
สัปดาห ตัดเปนรูปสี่เหล่ียมวางเรียงเปนรูปวงกลมเสนผาศูนยกลางประมาณ 3 เซนตเิมตร บน
อาหารแข็งสูตร MS ดัดแปลง โดยเติม BA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA  
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร (Svab et  al., 1990) บริเวณตรงกลางบนจานเพาะเลี้ยง  
ดังภาพที่ 7ก 

 
3.2  พลาสมิดดีเอ็นเอที่ใชในการทดลอง  

 
พลาสมิดดีเอ็นเอที่ใชในการทดลองการถายยีนเขาจีโนมคลอโรพลาสตยาสูบ คือ 

คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่มียนี uidA เปนยนีรายงานผล ภายใตการควบคุมการแสดงออก
ของโปรโมเตอร rrnHv รวมกับ ribosome binding site ของยีน rbcL จาก Hordeum vulgare และ 
3′untranslated region ของยีน psbA จาก Nicotiana  tabacum (NtpsbA 3′) และยนี aadA เปน 
selectable marker gene ที่ควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin และ 
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streptomycin ภายใตการควบคุมการแสดงออกของโปรโมเตอร rrnBn รวมกับ ribosome binding 
site ของยีน rbcL จาก N.  tabacum และ 3′untranslated region ของยีน psbC  จาก Brassica napus  
(BnpsbC 3′) โดยยนี uidA และยีน aadA คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ถูกขนาบดวยช้ินสวน
ลําดับเบสของยีน rbcL และยีน accD  ที่เปนเบสคูสมกับจีโนมคลอโรพลาสต ดังภาพที่ 5 

 
การเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอที่ใชในการทดลอง โดยการเพิ่มปริมาณ E. coli  สายพันธุ 

DH-5α ที่บรรจุพลาสมิดดีเอน็เอดังกลาวในอาหารสูตร LB (ภาคผนวก ข) ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
แอมพิซิลินความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงนาน 14-16 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยา 
ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที ภายใตอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ
โดยใชวิธี QIAGEN plasmid maxi  kit (ภาคผนวก ค) 
 

3.3   การเตรียมอนุภาคทองคํา 
 

 ช่ังผงทองคําที่มีอนุภาคขนาด 1.0 ไมโครเมตร จํานวน 60 มิลลิกรัม ใสในหลอด 
ไมโครเซนตตริฟวจ แลวลางดวย เอธานอล 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยง 
(vortex) นาน 2 นาที นํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็วสูง 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เพื่อตก
ตะกอนอนุภาคโดยการปนเหวีย่ง  ดูดสวนใสทิ้ง ทําขั้นตอนการลางดวยเอธานอล 100 เปอรเซ็นต 
ซํ้าจํานวน 3 คร้ัง หลังจากนัน้ลางอนุภาคดวยน้าํกลั่นที่นึง่ฆาเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตรโดยเขยาให
ตะกอนของอนุภาคกระจายตัว นํามาปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที  ทําให
อนุภาคตกตะกอนแลวดูดน้าํใสทิ้ง ทําซํ้า 3 คร้ัง เก็บอนภุาคที่ไดใน กลีเซอรอล 50 เปอรเซ็นต  
ที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาอนุภาคใหกระจายตัวกอนแบงใสหลอด 
ไมโครเซนตตริฟวจ หลอดละ 50 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนําอนุภาค 
ทองคํานี้ไปใชในการเคลือบพลาสมิดดีเอ็นเอตอไป  
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rbcL  rrnBn  rrnHv aadA uidA accD 
BnpsbC 3’ 

NtpsbA 3’ 

5’ 3’ 

4.2 kb 

Hind III Hind III 

Hind III 

 
rrnBn = Brassica napus 16s ribosomal RNA promoter + RBS N. tabacum rbcL 
BnpsbC =  3′untranslated region B. napus psbC gene 
NtpsbA =  3′untranslated region N. tabacum psbA gene 
rrnHv  = Hordeum vulgare 16s ribosomal RNA promoter + RBS H. vulgare rbcL 

 
ภาพที่ 5   แผนที่โครงสรางคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่ใชในการทดลองการถายยีนเขาสู                      

จีโนมคลอโรพลาสตโดยวิธีการใชเครื่องยิงอนุภาคแบบ  PDS-1000/He Biolistic®        
(Bio Rad gun) (Iamtham and Day, 2000) 
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3.4  การเคลือบอนุภาคทองคําดวยพลาสมิดดีเอ็นเอ 
 

นําอนุภาคทองคําที่เตรียมในกลีเซอรอล 50 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มา
เขยาดวยเครื่อง vortex เปนเวลา 2 นาที เพื่อใหอนภุาคกระจายตวั หลังจากนั้นเติมพลาสมิดดีเอ็นเอ
ความเขมขน 10 ไมโครกรัม ผสมใหเขากันและเติมสารละลาย CaCl2  ความเขมขน 2.5 โมลาร 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และเติมสารละลาย spermidine ความเขมขน 0.1 โมลาร 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั (เติมสารละลายอยางตอเนื่องและรวดเร็ว) กอนนําไป 
ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 30 วนิาที ดูดสวนใสทิ้งและลางดวย เอธานอล 70 
เปอรเซ็นต ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัอยางเบา ๆ แลวปนเหวีย่งดวยความเรว็ 13,000 
รอบตอนาที นาน 10 วินาที ดูดน้ําใสทิ้ง หลังจากนั้นลางตะกอนดวยเอธานอล 100 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมโดยการเขยาอยางเบา ๆ กอนนําไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 
รอบตอนาที นาน 10 วินาที อีกครั้งหนึ่ง ดดูสวนใสทิ้งและเติมเอธานอล 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ผสมโดยการเขยาอยางเบา ๆ ใหเปนเนื้อเดียวกัน (Hunold et  al., 1994) จะได
อนุภาคทองคําที่ถูกเคลือบดวยพลาสมิดดีเอน็เอซึ่งพรอมนําไปใชในการถายยีน  

 
3.5  การยิงอนภุาคที่ถูกเคลือบพลาสมิดดีเอน็เอโดยใชเครื่องยิงอนุภาคแบบ  

PDS 1000/He® Biolistic (Bio Rad gun)  
 
การถายยีนดวยเครื่องยิงอนภุาค PDS 1000/He® Biolistic (Bio Rad gun) (ภาพที่ 6ก) 

ตองทําความสะอาดอุปกรณทุกชิ้น (ภาพที ่6ข) ดวยการเช็ดดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต และแช 
ช้ินสวนตาง ๆ ของเครื่องยิง ไดแก แผนกัน้ความดันแกส (rupture disk)  และ macrocarrier ดวย 
เอธานอล 70 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที แลวนําขึ้นมาวางบนกระดาษกรองที่นึ่งฆาเชื้อใหแหงกอนใช
งาน ใสแผน rupture disk ตามขนาดที่ตองการลงใน rupture disk  retaining cap (ภาพที่ 6ค-ง)  
โดยในการทดลองนี้เลือกใชขนาดความดนั 650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว (psi) แลวนําเขา
ประกอบกับเครื่องตรงสวนปลายของ gas acceleration tube ภายในตูยิง (ภาพที่ 6จ) จากนั้น
ประกอบแผน macrocarrier เขากับ macrocarrier holder แลวหยดอนุภาคทองคําที่ถูกเคลือบดวย 
พลาสมิดดีเอ็นเอ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงตรงกลางแผน macrocarrier (ภาพที่ 6ฉ) ทิ้งไวใหแหง 
ใชปากคีบหยบิตะแกรงลวด (stopping screen) วางบน macrocarrier launch assembly (ภาพที่ 6ช) 
หลังจากนัน้นาํ macrocarrier ดังกลาวทีแ่หงมาวางบน stopping screen ในลักษณะคว่ําลง ปดฝา 
macrocarrier launch assembly (ภาพที่ 6ซ) แลวนําแผน macrocarrier launch assembly ที่มีอนุภาค
ทองคําซ่ึงเคลือบดวยพลาสมิดดีเอ็นเอ วางในชองตําแหนงบนสุดของหองเครื่องยิง ที่ระยะหาง
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ระหวางสวนปลายของ rupture disk  retaining cap และสวนบนสุดของ macrocarrier launch 
assembly (gas distance) เทากับ 3/8 นิ้ว (ภาพที่ 6ฌ) นําจานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปาหมายที่เตรียมไว
วางบนชั้นวาง (target shelf) ในระดับที่ต่ําลงมาจาก macrocarrier launch assembly ที่ระยะหาง
เนื้อเยื่อเปาหมาย (target distance) เทากับ 6  9 และ 12 เซนติเมตร พรอมเปดฝาจานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
ไว ปดฝาหองเครื่องยิงใหสนทิ  

 
หลังจากนัน้เปดวาวลใหญบนถังแกสฮีเลียมและหมนุปรับระดับความดันแกสไปที่

ระดับเหนือกวาความดันที่ตองการใชอีก 200 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปดปมสุญญากาศ เปด power on 
และเปด main switch บนสวนควบคุมขาง ๆ หองเครื่องยิง โดยกดปุม vac เพื่อทําใหใน 
หองเครื่องยิงเปนสุญญากาศจนถึงระดับ 28 นิ้วปรอท (in.Hg) แลวกดปุม vac ไปที่ hold เมื่อเกิดไฟ 
สีแดงติดที่ปุม fire จึงกดปุม fire คางไว เมื่อเกิดแรงดันคลายเสียงระเบิดภายในหองเครื่องยิงจึง
ปลอยมือจากปุม fire กดปุม vac เปน vent เพื่อระบายอากาศภายในหองเครื่องยิงจนถึงระดับ 0  
กอนเปดฝาหองเครื่องยิง ปดฝาจานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและนําเนื้อเยื่อเปาหมายที่ผานการถายยีนออก
ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําใหเกิดแคลลัส (ตามวิธีการทดลองที่ 1) ในที่มืด อุณหภูมิ 25±2  
องศาเซลเซียส นาน 2 วัน จึงนําใบยาสูบที่ผานการถายยีนมาตัดใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร 
กอนทําการสุมเนื้อเยื่อที่ผานการถายยนีมาตรวจสอบประสิทธิภาพการถายยีน uidA แบบชั่วคราว 
(transient expression) ดวยวธีิ GUS histochemical assay (Jefferson et  al.,1987) จากนั้นคัดเลือก
เซลลพืชที่ไดรับการถายยีนบนอาหารชักนําใหเกิดแคลลัสที่เติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin  
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเปลี่ยนอาหารทกุ 2 สัปดาห นาน 3 เดือน 
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ภาพที่ 6  เครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) ก : อุปกรณทีใ่ชในการถาย
ยีน ข : และขั้นตอนการเตรียมยิงอนุภาคที่ถูกเคลอืบดวยพลาสมิดดีเอ็นเอ pUM 75 เขาสูใบ
ยาสูบ คือ ค-ง : นําแผน rupture disk ใสลงใน rupture disk  retaining cap  
จ : นํา rupture disk  retaining cap ประกอบกับเครื่องตรงสวนปลายของ gas acceleration 
tube ฉ : หยดอนุภาคทองคําที่ถูกเคลือบดวยพลาสมิดดีเอน็เอลงตรงกลางแผน macrocarrier   
ช : นําตะแกรงลวด (stopping screen) วางบน macrocarrier launch assembly  
ซ : นํา macrocarrier ที่แหงมาวางบน stopping screen ในลักษณะคว่ําลง ปดฝา macrocarrier 
launch assembly ฌ : ตําแหนงของ macrocarrier launch assembly และตําแหนงของ 
จานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีตวัอยางใบยาสูบอยูตรงกลาง โดยสามารถปรับระดับนี้ได  
(6  9 และ 12 เซนติเมตร)     
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4.  การตรวจสอบการถายยีน 
 

4.1  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน uidA แบบชั่วคราว (transient expression) 
 

นําใบยาสูบทีผ่านการถายยนีซึ่งเพาะเลีย้งนาน 2  วนั (ภาพที่ 7ก) มาตรวจสอบ 
การแสดงออกของยีน uidA (เอนไซม β-glucuronidase ) แบบชัว่คราวดวยวิธี GUS histochemical 
assay (Jefferson et al, 1987) โดยสุมเนื้อเยื่อยาสูบที่ผานการถายยนีทีม่ีขนาดประมาณ 3x3 
มิลลิเมตร (ภาพที่ 7ข) มาแชในสารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-gluc-uronide (X-Gluc)  
ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ซ่ึงเปนซับสเตรตของเอนไซม β-glucuronidase สารละลาย sodium-
phosphate buffer pH 7.0 ความเขมขน 0.1 โมลาร EDTA pH 7.0 ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร 
potassium ferricyanide ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร potassium  ferrocyanide ความเขมขน 0.5  
มิลลิโมลาร  และ TritonX-100 ความเขมขน  0.1 เปอรเซ็นต นํามาเกบ็ในที่มืด อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยาดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ง)  
ทําการเปรียบเทียบปจจยัที่มผีลตอการถายยีนรวมกับพื้นที่การกระจายตัวของอนุภาค ปจจัยที่มีผล
ตอการถายยีนประกอบดวย 2 ปจจัย คือ ระดับแรงดันกาซฮีเลียมที่ 650 และ 1,100 ปอนดตอ 
ตารางนิ้ว รวมกับระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายที่ 6  9 และ 12 เซนติเมตร ตามลําดับ สวนพื้นที ่
การกระจายตวัของอนุภาค (ภาพที่ 7ก) คือ พื้นที่ตําแหนงตรงกลางเสนผาศูนยกลางประมาณ 1 
เซนติเมตร (c) และพืน้ที่ตาํแหนงรอบนอกที่มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 3 เซนติเมตร (a b d และ e) 
นําเนื้อเยื่อใบยาสูบดังกลาวมาตรวจนับจํานวนจดุสีน้ําเงินภายใตกลองจลุทรรศนแบบสเตอริโอ
เปรียบเทียบกบัเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีน  

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD จัดสิ่งทดลองแบบแฟกทอเรียล ปจจยั 2X3 ในแตละ 

ทรีทเมนตมี 5 ซํ้า บันทึกขอมูล โดยการนบัจํานวนจุดสนี้ําเงินภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ 
จากนั้นนําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี analysis of variance (ANOVA) 
และเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของทรทีเมนตโดยวิธี Duncan’s New Multiple Rang Test (DMRT) 
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ภาพที่ 7  ช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายใบยาสูบที่ตัดเปนรูปสี่เหล่ียมวางเรยีงบรเิวณตรงกลาง 

 จานเพาะ เล้ียงรวมกับพื้นทีก่ารกระจายตวัของอนุภาค โดยตําแหนงตรงกลางที่มี 
 เสนผาศูนยกลางประมาณ 1 เซนติเมตร (c) และตําแหนงรอบนอกทีม่ีเสนผาศูนยกลาง   
 ประมาณ 3 เซนติเมตร (a b d และ e) (ก) หลังจากนัน้นําใบยาสูบที่ผานการถายยีนและ 
 พักฟนนาน 2 วัน ตัดใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร (ข)   

 
4.2  การตรวจสอบการมีอยูของยีนเปาหมายดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ Polymerase Chain 

Reaction (PCR)  
  

4.2.1  การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อพืช 
 

 การสกัดดีเอน็เอตนพืชที่ตานทานจากการคัดเลือกบนอาหารคัดเลือก และ 
ตนพืชที่ไมไดรับการถายยีนโดยดัดแปลงจากวิธีของ Aldrich and Cullis (1993) นําชิ้นเนื้อเยื่อจาก 
สวนใบ 1-2 ใบ ใสในหลอดไมโครเซนตตริฟวจ และแชลงในไนโตรเจนเหลว บดทีละตัวอยางให
ละเอียดจนเปนผง แลวเติมบัฟเฟอร CTAB extraction (ภาคผนวก ง) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันดวยการ vortex และบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หลังจากนัน้ 
เติมสารละลาย chloroform: isoamyl alchol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันเปนเวลา 
15 นาที กอนนํามาปนตกตะกอนดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที เก็บสวนใส 
ดานบน นํามาใสหลอดไมโครเซนตตริฟวจหลอดใหม แลวเติมสารละลาย chloroform: isoamyl 
alchol อีกครั้งหนึ่ง หลังจากนั้นนําสวนใสที่ไดเติมสารละลาย sodium acetate (NaOAc)  
ความเขมขน 3 โมลาร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และเติมเอธานอล 100 เปอรเซ็นต ในปริมาตร 1.2 
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เทาของสวนใส ผสมใหเขากันอยางเบา ๆ โดยการกลับหลอดไปมา แลวนําไปแชทีอุ่ณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง แลวปนเหวีย่งที่ความเรว็ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสวนใส
ทิ้งและเติมเอธานอล 70 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมอยางเบา ๆ นํามาตกตะกอน 
ดีเอ็นเออีกครั้งหนึ่ง แลวนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดมาผึ่งใหแหง หลังจากนัน้ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย
สารละลายบัฟเฟอร TE pH 8.0 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม RNase ความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ตรวจสอบความเขมขนดเีอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีการวดั
คาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer รุน GeneQuant pro ที่คาดูดกลืนแสง 260 นาโนเมตร 
(ภาคผนวก ค) เก็บดีเอ็นเอทีส่กัดไดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 

4.2.2  การทําปฏิกิริยาลูกโซ Polymerase Chain Reaction (PCR)  
 

นําดีเอน็เอที่สกัดจากขอ 4.2.1 มาทําการตรวจหายนี uidA  ยีน aadA และยีน 
คลอโรพลาสตบางสวนตรงบริเวณตําแหนงเปาหมาย (ยนี rbcL และยีน accD) โดยการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR  ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้ใชเครื่อง PCR ของบริษัท PERKIN ELMER รุน 
GeneAmp PCR system 2400 โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน uidA  ยนี aadA และยนี 
คลอโรพลาสตบางสวนตรงบริเวณตําแหนงเปาหมายมาตรวจหายีนดวยการเปรียบเทยีบระหวาง 
ดีเอ็นเอจากพชืที่อยูรอดจากการคัดเลือกบนอาหารคัดเลอืก ดีเอ็นเอจากพืชที่ไมไดรับการถายยีน
เปน negative control และพลาสมิดดีเอ็นเอ pUM 75 ที่เปน positive control ภายใตสวนผสมและ
การทําปฏิกิริยา PCR ตามภาคผนวก ง เมื่อส้ินสุดปฏิกิริยานําดีเอ็นเอที่ผานการเพิ่มปรมิาณมา 
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีส (gel eletrophoresis) บนอะกาโรสเจล 
ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ที่กระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 40 นาที และยอมอะกาโรสเจลที่ไดดวย 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด นาน 10 นาที และลางดวยน้าํสะอาด นาน 10 นาที ตรวจสอบผล 
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อตรวจหาขนาดของแถบดีเอ็นเอ  

 
4.3  การตรวจสอบตําแหนงของยีน aadA  ในตนพืชที่คาดวาไดรับการถายยีนดวยเทคนิค  

Southern blot  
 

4.3.1  การแยกขนาดจีโนมิกดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีส 
 

นําดีเอ็นเอตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin 
และดีเอน็เอของตนพืชที่ไมไดรับการถายยีน แตละตัวอยางที่ความเขมขน 10 ไมโครกรัม และ 
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คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ความเขมขน 1 นาโนกรัม มาตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ Hind III   
ความเขมขน 10 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 4 ช่ัวโมง หลังจากนัน้นาํดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III มาแยกขนาดดวย
เทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีสบนอะกาโรสเจลความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 
ภายใตกระแสไฟฟา 50 โวลต นาน 8 ช่ัวโมง และยอมอะกาโรสเจลทีไ่ดดวยสารละลาย 
เอธิเดียมโบรไมด นาน 10 นาที และลางดวยน สะอาดนาน 10 นาที ตรวจสอบผลภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต 

 
4.3.2  การยายจีโนมิกดีเอน็เอจากเจลอะกาโรสสูแผนเมมเบรนสําหรับการตรวจสอบ

ตําแหนงของของยีน aadA  
 

หลังจากการแยกขนาดจีโนมิกดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีส แลวนํา
แผนเจลอะกาโรสที่ไดมาลางสารละลายเอธิเดียมโบรไมดออกดวยสารละลาย depurination buffer 
เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง จนกระทั่งสีของสาร bromophenol blue เปลี่ยนจากสีน้ําเงินเปนสีเหลือง 
เทสารละลายทิ้งและหยุดปฏิกิริยาดวยการลางน้ําที่ผานการฆาเชื้อ 2 คร้ัง กอนการแยกดีเอ็นเอสายคู
เปนดีเอ็นเอสายเดีย่วดวยการเติมสารละลาย denaturation จนทวมแผนเจลอะกาโรส เขยาเบา ๆ  
ที่อุณหภูมิหอง นาน 15 นาที ทําซํ้าจํานวน 2 คร้ัง เทสารละลายทิ้งและลางดวยน ที่ผานการฆาเชื้อ  
2 ครั้ง แลวเติมสารละลาย neutralization เขยาเบา ๆ  ทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 15 นาที ทําซํ้าจํานวน  
2 ครั้ง และปรับสมดุลดวยสารละลาย 10XSSC เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมหิอง นาน 5 นาที จากนัน้
เตรียมการยายจีโนมิกดีเอน็เอจากเจลอะกาโรสสูแผนเมมเบรน โดยตดักระดาษ Whatman 3 MM ที่
ใชเปนสะพานมีขนาดใหญกวาเจลวางลงในแชมเบอรทีม่ีสารละลาย 10XSSC ซ่ึงกระดาษ 
Whatman 3 MM ตองดูดซึมสารละลายและตองไมเกิดฟองอากาศ กอนวางกระดาษ Whatman 3 
MM สําหรับรองแผนเจลที่มขีนาดใหญกวาเจลแตเล็กกวาสะพานที่ดดูซึมสารละลาย นําแผนเจลวาง
คว่ําหนาลง และวางแผนไนลอนเมมเบรนที่มีขนาดเทากบัเจลโดยไมใหเกิดฟองอากาศเพราะ 
ฟองอากาศจะขัดขวางการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอจากเจลสูไนลอนเมมเบรน จากนัน้วางกระดาษ 
Whatman 3 MM ขนาดเทากบัเจลจํานวน 3 แผน และกระดาษทิชชูที่มีขนาดเทากับเจล ความสูง
ประมาณ 6 นิว้ ที่อยูในระดบัระนาบกับพืน้ วางทับลงบนเจล ตามลําดบั กอนวางน หนักขนาด
ประมาณ 500 กรัม (ภาคผนวก ง) นาน 16-24 ช่ัวโมง จากนั้นนําแผนไนลอนเมมเบรนมาทํา
สัญลักษณเพื่อบอกตําแหนงของดีเอ็นเอแตละตัวอยาง เติมสารละลาย 2XSSC เขยาเบา ๆ ที่อุณหภมูิ
หอง นาน 10 นาที แลวอบแผนไนลอนเมมเบรนที่วางบนกระดาษ Whatman 3 MM ใหแหงที่
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อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เพื่อที่จะนําไปพรีไฮบริไดเซชั่นและไฮบริไดเซชั่น
ในขั้นตอนตอไป         

 
4.3.3  การเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) 

 
การเตรียมดีเอน็เอตรวจสอบดวยเทคนิค PCR Labeling of DNA Probes โดยนํา

คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เปนดีเอ็นเอตนแบบในการเตรยีมดีเอ็นเอตรวจสอบของยีน aadA 
ในการทําปฏิกริิยา PCR (ภาคผนวก ง) เติม dNTP ผสมที่มีการติดฉลากดีเอน็เอดวย Digoxigenin-
11-dUTP, alkali labile ของบริษัท Roche ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี 
aadA นํา PCR product หรือ PCR DIG probe synthesis มาตรวจสอบการติดฉลากดีเอน็เอดวย 
การเปรียบเทยีบขนาดดีเอ็นเอระหวางดีเอน็เอที่ผานการติดฉลากกับดีเอ็นเอที่ไมติดฉลาก 
โดยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีส บนอะกาโรสเจลความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ภายใตกระแสไฟฟา 
100 โวลต นาน 30 นาที (ภาคผนวก ค) หลังจากนั้นนํา PCR DIG probe synthesis ที่ความเขมขน 50 
นาโนกรัม มาปรับความเขมขนเปน 2 นาโนกรัม เก็บในที่มืด ที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  
จนกวาจะทําการไฮบริไดเซชั่น 

 
4.3.4  การไฮบริไดเซชั่น 

 
นําแผนไนลอนเมมเบรนที่ไดจากขอ 4.3.2 มาพรีไฮบริไดเซชั่น โดยเตมิ 

สารละลาย prehybridization ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
ลงในเครื่อง hybridizer รุน Biometra Compact Line OV4 สวนดีเอ็นเอตรวจสอบจากขอที่ 4.3.3  
นํามาปริมาตร 1 ไมโครลิตรในน้ํากลั่น ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 100  
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แชในน้ําแข็งทนัที นาน 5 นาที เติมลงในสารละลาย hybridization 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 16-24 ช่ัวโมง 

 
4.3.5  การตรวจสอบผลการไฮบริไดเซชั่น 

 
นําแผนไนลอนเมมเบรนที่ไดจากขอ 4.3.4 มาลางดวยสารละลาย  

low stringency buffer ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที ทําซํ้าจํานวน 
2 ครั้ง เทสารละลายทิ้ง เติมสารละลาย high stringency buffer ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เขยาเบา ๆ ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ทําซํ้าจํานวน 2 คร้ัง เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวเตมิสารละลาย 
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washing buffer (ภาคผนวก ค) เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง นาน 2 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม 
สารละลาย blocking buffer เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลานาน 1 ช่ัวโมง นาํแผนไนลอน 
เมมเบรนนี้มาเติมสารละลาย Anti-Digoxigenin-AP ของบริษัท Roche ในอัตราสวนระหวาง Anti-
Digoxigenin-AP กับสารละลาย blocking buffer เปน 1 ไมโครลิตรตอ 5,000 ไมโครลิตร เขยาเบา ๆ 
ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาท ีและลางแผนไนลอนเมมเบรนดวยสารละลาย washing buffer เขยา 
เบา ๆ ที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาที ทําซํ้าจํานวน 2 คร้ัง  เทสารละลายทิ้ง เติมสารละลาย detection 
buffer เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมหิอง นาน 5 นาที จากนัน้ตรวจสอบผลการไฮบริไดเซชั่นโดยนําแผน
ไนลอนเมมเบรนวางลงบนสารละลายที่มีอัตราสวนระหวางสารละลาย CDP-star (บริษัท Roche) 
กับสารละลาย detection buffer เปน 1 ไมโครลิตร ตอ 500 ไมโครลิตร บนถุงพลาสติกและไล 
ฟองอากาศออกใหหมด นาน 5 นาที กอนทาํการรีดสารละลายที่อยูภายในถุงพลาสติกออกใหหมด
ดวยกระดาษทชิชูและปดถุงพลาสติกใหสนิท แลวนําไปประกบกับแผนฟลม (Kodak Medical X-
ray Film General Purpose Blue) ในหองมดื นาน 15 นาที และลางแผนฟลมดวยสารละลาย 
developer น้ํา สารละลาย fixer และน้ํา ตามลําดับ ตรวจสอบผลที่ปรากฏบนแผนฟลม     

 
5.  สถานที่ทําการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการวิจัยของสาขาวิชาพันธุศาสตร  คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร 
และหองปฏิบตัิการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและถายยนี  ศูนยเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม 

 
6.  ระยะเวลาการการทดลอง 
 

เร่ิมการทดลองตั้งแต เดือนมีนาคม 2546 ส้ินสุดการทดลอง เดือนมกราคม 2549   
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 
 

การทดสอบสูตรอาหารสังเคราะหในการชกันําใบยาสูบพัฒนาเปนตน โดยนําใบยาสบูอายุ 
2 สัปดาห ตัดใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอลิตร นาน 3 สัปดาห  (ภาพที่ 8ก) พบวา เกดิการชักนําใบยาสูบเปนกลุมเซลลสีเขียวและ
พัฒนาเปนยอดจํานวนมาก (ภาพ 8ข) ซ่ึงมจีํานวนยอดเฉลี่ย 15.73 ยอดตอช้ินเนื้อเยื่อยาสูบ 
 (ไมแสดงขอมูล) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Svab et  al. (1990) และ Newell et  al. (2003)          
เนื่องจากสารควบคุมการเจรญิเติบโตที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปนสารกลุมไซโตไคนิน (BA) 
รวมกับสารกลุมออกซิน (NAA) ที่มีผลตอการพัฒนาของเนื้อเยื่อพชื คือสารไซโตไคนินกระตุนให
เกิดการแบงเซลลและการเจรญิเติบโตของกลุมเซลลพัฒนาขึ้นเปนลําตน ขณะที่สารออกซินกระตุน
ใหเกิดการขยายขนาดและการยืดตัวของเซลล (พีรเดช, 2529) ทําใหกล ุ มเซลลเหลานี้พัฒนากลาย
เปนตนที่สมบรูณได ดังนั้นจงึเลือกใชอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
BA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถ 
ชักนําใบยาสูบใหเกิดยอด เพือ่ใชในการศึกษาการถายยนีตอไป  
  

ข ก 

1 cm 
 

1 mm 

 
ภาพที่ 8  การเพาะเลี้ยงใบยาสูบบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม NAA ความเขมขน 0.1 

มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 3 สัปดาห (ก) และ 
การชักนําใหเกิดยอดจากใบยาสูบ (ข) ภายใตความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตร
ตอวินาที นาน 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
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2.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะที่ใชในการคัดเลือกเนือ้เยื่อที่ไดรับการถายยีน 
 

การถายยีนเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตตองมียีนคัดเลือก (selectable marker gene) เพื่อ
ชวยในการคัดเลือกเนื้อเยื่อพชืที่ไดรับการถายยีนออกจากเนื้อเยื่อพืชที่ไมไดรับการถายยีน โดยยีน
คัดเลือกนี้จะแทรกอยูในสวนของคลอโรพลาสตเวคเตอรดังภาพที่ 5 ซ่ึงเซลลที่ไดรับการถายยีนจะ
แสดงลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะทีจ่ําเพาะตอยีนนั้น ๆ ในการศึกษาครั้งนี้คือ สารปฏิชีวนะ 
spectinomycin ซ่ึงตองทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะ spectinomycin ที่เหมาะสมเพื่อนํามา
ใชคัดเลือก โดยนําใบยาสูบอายุ 2 สัปดาห ตัดใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร มาเพาะเลี้ยงบน
อาหารสังเคราะหสูตร MS  ที่เติม BA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 
0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
ตามรายงานการศึกษาของ Svab et  al. (1990) (ภาพที่ 9ก) ทําการเปลีย่นอาหารทกุ 2 สัปดาห นาน 3 
เดือน พบวา สารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพใน 
การทําลายเนื้อเยื่อใบยาสูบที่ไมไดรับการถายยีนทําใหมีลักษณะสีขาวซีดและตายในทีสุ่ด  
(ภาพที่ 9ข) ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Svab et  al. (1990) โดยเนื้อเยื่อพืชที่ไมไดรับ 
การถายยีนมีลักษณะสีขาวซีด เนื่องจากสารปฏิชีวนะ spectinomycin ยับยั้งการสังเคราะหโปรตนี
ของไรโบโซมในพลาสติด โดยเขาจับกับโปรตีนของไรโบโซมขนาด 30s และขัดขวางการเคลื่อนที่
ของเปปไทด tRNA จากตําแหนง P เปนตาํแหนง A (Marins, 2004) ดังนั้นในการศึกษาถายยนีเขาสู
จีโนมคลอโรพลาสตจึงสามารถเลือกใชสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ในการคัดเลือกเซลลที่ไดรับการถายยีนออกจากเซลลที่ไมไดรับการถายยีน 
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ข  

 
ภาพที่ 9  การเพาะเลี้ยงใบยาสูบบนอาหารชักนํา

 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA ความ
 ยาสูบที่คัดเลือกบนอาหารคัดเลือกดวย
 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเปลี่ยนอาหาร
 ซีดและตายในที่สุด (ข)  ภายใตความเข
 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเ

 
3.  การตรวจสอบการถายยีนเขาสูจีโนมของคล
 

นําใบยาสูบทีผ่านการถายยนีโดยใชคล
Biolistic PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad g
ภายใตระดับแรงดันกาซฮีเลียมที่ 650 และ 1,10
เปาหมายที่ 6  9 และ 12 เซนติเมตร ตามลําดับ ม
ตามวิธีตาง ๆ ดังนี ้

 
 
 
 
 
 
 
 

1 
ก

 

ใหเกดิแคลลัสสูตร MS ที่เติม NAA ความเขมขน    
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (ก) เปรียบเทียบกบัใบ 
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500  
ทกุ 2 สัปดาห นาน 3 เดือน ใบยาสูบมีลักษณะขาว 
มแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที นาน  
ซลเซียส 

อโรพลาสตยาสูบ 

อโรพลาสตเวคเตอรดวยเครื่องยงิอนุภาคแบบ 
un) โดยใชอนุภาคทองคําขนาด 1 ไมโครเมตร  
0 ปอนดตอตารางนิ้ว รวมกับระยะหางของเนื้อเยื่อ
าตรวจสอบประสิทธิภาพของการถายยีน 

cm 1 cm 
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ภาพที่ 10   การแสดงออกของยีน uidA  แบบชั่วคราววิธี GUS histochemical assay ของเนื้อเยื่อ 

ใบยาสูบ ภายหลังไดรับการถายยีนนาน 2 วัน เมื่อใชแรงดันกาซฮีเลียมและระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมายตางกัน คือ ก-ค : ช้ินเนื้อเยือ่เปาหมายทีแ่รงดันกาซฮีเลียม 650 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6 9 และ 12 เซนติเมตร ตามลําดับ  
ง-ฉ : เนื้อเยื่อเปาหมายทีแ่รงดนักาซฮเีลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมาย 6 9 และ 12 เซนติเมตร ตามลําดับ ช และ ซ คือ เนื้อเยื่อที่ไดรับ 
การถายยีนเขาสูนิวเคลียสและเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีน ตามลําดับ 
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3.1  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน uidA แบบชั่วคราว 
 
จากการสุมชิ้นเนื้อเยื่อเปาหมายที่ผานการถายยีนเปนเวลา 2 วัน มาตรวจสอบ 

การแสดงออกของยีน uidA  แบบชั่วคราว พบวา ทกุสภาวะปจจัยที่มีผลตอการถายยีนรวมกับพื้นที่
การกระจายตวัของอนุภาคที่ใชในการถายยีนสามารถเกิดการแสดงออกของยีน uidA  เปนจุด 
สีน้ําเงิน (ภาพที่ 10) ซ่ึงจุดสีน้ําเงินดังกลาวสามารถหาประสิทธิภาพในการถายยีนจาก 
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูเนื้อเยื่อใบยาสบูไดจากการคาํนวณหาเปอรเซ็นตจํานวนชิน้
เนื้อเยื่อเปาหมายที่มีจุดสีน้ําเงินและจํานวนจุดสีน้ําเงินตอช้ินเนื้อเยื่อเปาหมาย   

 
3.1.1  ปจจัยทีม่ีผลตอการถายยีน 

 
    ในการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการถายยีนระหวางระดับแรงดันกาซฮีเลียม  

(650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว) รวมกบัระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย (6  9 และ 12 
เซนติเมตร) พบวา ในทกุสภาวะการทดลองเกิดจดุสีน้ําเงนิที่ใหเปอรเซน็ตจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อ 
เปาหมายที่มจีดุสีน้ําเงินไมมคีวามแตกตางกันทางสถิติ แตตารางที่ 3 แสดงใหเห็นวา สภาวะ 
การทดลองที่ระดับแรงดันกาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว มีประสทิธิภาพในการถายยีนสูง
กวาสภาวะการทดลองที่ระดับแรงดันกาซฮีเลียม 650 ปอนดตอตารางนิ้ว เมื่อพจิารณาระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมายที่ใชในการถายยีน พบวา ระดับแรงดนักาซฮีเลียมทั้งสองระดับ (650 และ 1,100 
ปอนดตอตารางนิ้ว) ใหเปอรเซ็นตจํานวนชิน้เนื้อเยื่อเปาหมายที่มีจุดสีน้าํเงินมากสุดทีร่ะยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมายนอยสุด คือ 6 เซนติเมตร (62.46 และ 76.27 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) เมือ่ระยะหาง
ของเนื้อเยื่อเปาหมายเพิ่มสูงขึ้นเปน 9 และ 12 เซนติเมตร เปอรเซ็นตจํานวนชิน้เนื้อเยือ่เปาหมายที่มี
จุดสีน้ําเงินมแีนวโนมลดลง (ตารางที่ 3) แสดงวาระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายทีใ่กลกวาอาจไดรับ
ดีเอ็นเอที่ถูกเคลือบบนอนุภาคทองจากแรงผลักดันของกาซฮีเลียมไดมากกวาเนื้อเยื่อเปาหมายที่อยู
ไกล เมื่อพิจารณาปจจยัของแรงดันกาซฮีเลียม พบวา การใชแรงดันกาซฮีเลียมที่ 1,100 ปอนดตอ 
ตารางนิ้ว มีแนวโนมเกิดการแสดงออกของยีนที่ถูกถายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตไดสูงกวาการใช
แรงดันกาซฮีเลียมที่ 650 ปอนดตอตารางนิ้ว อาจเกิดจากแรงดนักาซฮีเลียมที่สูงชวยขับเคลื่อน
อนุภาคทองที่เคลือบดีเอ็นเอไวและนําดเีอ็นเอทะลุเขาสูเซลลเนื้อเยื่อเปาหมายไดดีที่ระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมายใกลคือ 6 เซนติเมตร แมวาระดับแรงดนักาซฮีเลียมสูงมีโอกาสที่เนื้อเยื่อเกดิ 
ความเสียหายไดมากเมื่อเปรยีบเทียบกับแรงดันกาซฮีเลียมต่ําแตเนื้อเยื่อเปาหมายสามารถฟนตัวและ 
อยูรอดไดทําใหเพิ่มประสิทธิภาพในการถายยีนดวยคลอโรพลาสตเวคเตอรสูงซ่ึงสอดคลองกับ 
ผลการทดลองของ Hou et al. (2003) และ Skarjinskaia et al. (2003) ดังนั้นสภาวะการถายยนีที่
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ระดับแรงดนักาซฮีเลียมที่ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ใหประสิทธิภาพการถายยีนจากคลอโรพลาสต
เวคเตอร pUM 75 เขาสูใบยาสูบไดสูงที่สุด ซ่ึงมีเปอรเซ็นตจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อเปาหมายที่ม ี
จุดสีน้ําเงินสูงถึง 76.27 เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาในพิทูเนยีที่แรงดนักาซฮีเลียม 1,100 
ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6 เซนติเมตร เกิดการแสดงออกของยีน uidA   
สูงที่สุด (Zubko et  al., 2004) 

 
ตารางที่ 3  การแสดงออกของยีน uidA  แบบชั่วคราวของชิ้นเนื้อเยื่อใบยาสบูที่ถายยีนดวยเครื่องยิง

อนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) โดยใชอนภุาคทองขนาด 1 
ไมโครเมตร ที่เคลือบดวยคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ
นาน 2 วนั 

 
ระดับแรงดนักาซ

ฮีเลียม 
(ปอนดตอตารางนิ้ว) 

ระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมาย 

(เซนติเมตร) 

เปอรเซ็นตของจํานวน
ช้ินเนื้อเยื่อที่เกดิ 
จุดสีน้ําเงิน 

จํานวนจุดสีน้าํเงินเฉลี่ย
ตอช้ินเนื้อเยื่อเปาหมาย 

650 6 62.46a 5.43a 
 9 60.75a 2.41a 
 12 48.46a 1.59a 

1,100 6 76.27a 4.91a 
 9 56.37a 1.31a 
 12 69.95a 2.40a 

หมายเหตุ : คาเฉลี่ยตามดวยอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางทางสถิติ  
ดวยการวเิคราะหการเปรยีบเทียบแบบ DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 C.V.  เทากับ 33.84 เปอรเซ็นต 
    เปอรเซ็นตจาํนวนชิน้เนื้อเยื่อที่เกิดจุดสีน้าํเงิน =     ช้ินเนื้อเยือ่ที่เกิดจดุสีน้ําเงิน        x 100     
                                                       ช้ินเนื้อเยื่อทีน่ํามาตรวจสอบทั้งหมด 
 

เมื่อพิจารณาจาํนวนจุดสีน้ําเงินตอช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายทีแ่รงดันกาซฮีเลียม 650 
ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6 เซนติเมตร เทากับ 5.43 จุด เมื่อเพิ่มระยะหาง
ของเนื้อเยื่อเปาหมายเปน 9 และ 12 เซนติเมตร จํานวนจดุสีน้ําเงินตอช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายลดลง 
(2.41 และ 1.59 จุด ตามลําดบั) เมื่อใชแรงดันกาซฮีเลียมที่ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมาย 6 เซนติเมตร มีจาํนวนจุดสีน้ําเงินตอช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายสูงที่สุดถึง 4.91 จุด  
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รองลงมาคือ ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 12 (2.40 จดุ) และ 9 เซนตเิมตร (1.31 จุด) ตามลําดับ 
ดังตารางที่ 3 แต Yoshimoto et al. (2001) รายงานวาใน Arabidopsis ที่แรงดันกาซฮีเลียม 1,100 
ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 9 เซนติเมตร เกิดการแสดงออกของยีน uidA  
จากคลอโรพลาสตเวคเตอรสูงที่สุด  
 

3.1.2  พื้นที่การกระจายตัวของอนุภาค 
 

พื้นที่การกระจายตวัของอนภุาคตําแหนงตรงกลางเสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร 
และตําแหนงรอบนอกเสนผาศูนยกลางประมาณ 3 เซนติเมตร (ภาพที่ 7ก) เปนปจจยัหนึ่งที่ทําให
เกิดการแสดงออกของยีน uidA แตกตางกัน จากภาพที่ 11 แสดงใหเหน็วา ตําแหนงตรงกลาง  
(ภาพที่ 7ก) ภายใตแรงดันกาซฮีเลียม 650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิว้ มีจํานวนจุดสีน้ําเงินตอ 
ช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายลดลงเมือ่ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายเพิ่มขึ้น กลาวคือ แรงดนักาซฮเีลียม 650 
ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6  9 และ12 เซนติเมตร มีจํานวนจดุสีน้ําเงินตอ
ช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายเทากับ 8.45 1.61 และ 0.43 จุด ตามลําดับ สอดคลองกับผลจากแรงดันกาซ
ฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ซ่ึงที่ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6  9 และ12 เซนติเมตร ให
จํานวนจุดเทากับ 2.57 1.15 และ 1.49 จุด ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา การใชแรงดันในการขับเคลื่อน
อนุภาคทองทีร่ะยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายใกลมีการกระจายของอนุภาคนอยกวาที่ระยะไกลทําให
อนุภาคทองเขาสูตําแหนงตรงกลางไดมากจึงพบจุดสีน้ําเงินมากกวา ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลอง
ของลาวัลย (2543)  

 
สําหรับจํานวนจุดสีน้ําเงนิตอช้ินสวนเปาหมายตําแหนงรอบนอก 

เสนผาศูนยกลาง 3 เซนติเมตร  พบวา แรงดนักาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่ระยะหาง
เนื้อเยื่อเปาหมาย 6 เซนติเมตร มีจํานวนจุดสีน้ําเงินตอช้ินสวนเปาหมายสูงที่สุดถึง 6.11 จุด และ 
ต่ําที่สุดที่ระยะหางเนื้อเยื่อเปาหมาย 9 เซนติเมตร (1.41 จดุ) แตแรงดันกาซฮีเลียม 650 ปอนดตอ 
ตารางนิ้ว ที่ระยะหางเนื้อเยื่อเปาหมาย 9 เซนติเมตร ใหจํานวนจุดสีน้ําเงนิตอช้ินเนื้อเยือ่เปาหมาย 
สูงที่สุดถึง 3.16 จุด และต่าํทีสุ่ดที่ระยะหางเนื้อเยื่อเปาหมาย 12 เซนติเมตร เทากับ 2.09 จุด  
ดังภาพที่ 11 
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จํานวนจุด

 

6 6 9 9 12 12 เซนติเมตร 
ปอนดตอตารางนิ้ว 650 1,100 

ตําแหนงรอบนอก ตําแหนงตรงกลาง 

ภาพที่ 11  เปรยีบเทียบจํานวนจุดสีน้ําเงนิเฉลี่ยตอช้ินเนือ้เยื่อใบยาสูบของพื้นที่การกระจายตัวของ
อนุภาค ตําแหนงตรงกลางเสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร และตําแหนงรอบนอกเสนผา
ศูนยกลาง 3 เซนติเมตร ภายหลังไดรับการถายยีนนาน 2 วัน ภายใตแรงดันกาซฮีเลียมที่ 
650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว รวมกบัระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายที่ 6  9 และ 12 
เซนติเมตร ตามลําดับ 

 
3.2  การคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยนีบนอาหารคดัเลือก 
 

การคัดเลือกเซลลหรือเนื้อเยือ่พืชที่มีโอกาสไดรับการถายยีนดวยวิธีการเพาะเลี้ยง 
นื้อเยื่อบนอาหารคัดเลือกเปนขั้นตอนแรกในการคัดเลือกพืชที่ไดรับการถายยีน (Maliga, 2003 และ 
Langbecker et  al., 2004) โดยการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ภายใตแรงดัน 
กาซฮีเลียม (แรงดันกาซฮีเลียม 650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว) รวมกับระยะหางของเนื้อเยื่อ 
เปาหมาย (ระยะหางของเนือ้เยื่อเปาหมายที่ 6 9 และ 12 เซนติเมตร) ทีแ่ตกตางกันเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตยาสูบจากนัน้คัดเลือกบนอาหารคัดเลือกที่มีสารปฏิชีวนะ spectinomycin  
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห พบวา ใบยาสบูที่ผาน 
การคัดเลือกนาน 45-50 วัน เกิดแคลลัสสีเขียวที่เซลลเกาะกันอยางหลวม (friable callus) ซ่ึงพัฒนา
เปนยอดได ขณะที่มีเซลลหรือเนื้อเยื่อบางสวนมีลักษณะสีขาวซีดซึ่งไมสามารถเจริญเติบโตและ
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พัฒนาตอ (ภาพที่ 12ก) จากนั้นเมื่อนํายอดยาสูบที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ดังกลาว
มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin และยอดดังกลาวสามารถพัฒนา
เปนตนยาสูบที่สมบูรณได (ภาพที่ 12ข) 

 
ในการศึกษาครั้งนี้ทําการถายยีนเขาสูใบยาสูบที่เปนเนื้อเยื่อเปาหมายทัง้หมดจํานวน 

390 คร้ัง ไดตนที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ทั้งหมดจํานวน 76 
โคลน ดังตารางที่ 4 โดยตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลอืกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin อาจ
เกิดจากสาเหต ุ3 ประการ คือ (1) ยนี aadA  สอดแทรกเขาสูโครโมโซมของนิวเคลียส (2) ยีน aadA 
สอดแทรกเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต หรือ (3) เกดิการกลายพันธุตามธรรมชาติของคลอโรพลาสต
ทําใหเซลลพืชตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin และ streptomycin (Svab and Maliga, 
1993, Hou et  al., 2003 และ Langbecker et  al., 2004) ดังนั้นตองทําการตรวจสอบตนยาสูบที่ 
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ในระดับโมเลกุลตอไป 

 

 

ข ก 

 5 mm  1 cm 

 
ภาพที่ 12  การเกิดยอดยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin  

ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากไดรับการถายยีนนาน 45-50 วัน (ก) และ
พัฒนาเปนตนยาสูบที่สมบูรณ (ข) ภายใตความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอ
วินาที นาน 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่  4   จํานวนตนยาสบูที่ตานทานตอการคัดเลือกในอาหารคัดเลือกที่เติมสารปฏิชีวนะ 
spectinomycin ภายหลังจากไดรับการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ดวย
เครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) ที่สภาวะตาง ๆ   

 
แรงดันกาซ
ฮีเลียม 
(psi)  

ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 
(cm) 

แรงดันกาซ
ฮีเลียม 
(psi)   

ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 
(cm) 

 6 9 12  6 9 12 
650 1A 1B 1C 1,100 1D 1E 1F 

 2A 2B 2C  2D 2E 2F 
 3A 3B 3C  3D 3E 3F 
  4B 4C  4D 4E 4F 
  5B 5C  5D 5E 5F 
  6B 6C  6D 6E 6F 
  7B 7C  7D 7E 7F 
  8B 8C  8D 8E 8F 
  9B 9C  9D 9E 9F 
  10B 10C  10D 10E 10F 
  11B 11C  11D 11E 11F 
  12B 12C  12D  12F 
  13B 13C  13D  13F 
   14C  14D  14F 
   15C  15D  15F 
   16C    16F 
   17C     
   18C     
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4.   การตรวจสอบการถายยนีในระดับโมเลกุล 
 

การตรวจสอบการถายยีนในระดับโมเลกุลเพื่อแสดงใหเหน็วายีน aadA สอดแทรกเขาสู
ตําแหนงจีโนมของคลอโรพลาสตยาสูบในตําแหนงเปาหมายทีย่ีน rbcL และยีน accD  
ทําโดยวิธีปฏิกริิยาลูกโซ Polymerase Chain Reaction (PCR) และเทคนิค  Southern blot 

 
4.1  การตรวจสอบการถายยนีดวยวิธีปฏิกริิยาลูกโซ PCR 

 
นําดีเอ็นเอจากตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ  spectinomycin 

นาน 3 เดือน (จากผลการทดลอง 3.2) มาตรวจสอบการถายยีนดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ PCR โดยใช
ไพรเมอรตรวจสอบยีน uidA ยีน aadA และตําแหนงการสอดแทรกเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสต
ยาสูบ เพื่อทําการตรวจสอบการมีอยูของยนี aadA ในจีโนมพืชและการสอดแทรกของยีนนี้เขาสู 
จีโนมของคลอโรพลาสตยาสูบในตําแหนงเปาหมายทีย่นี rbcL และยีน accD 

 
4.1.1  การตรวจสอบการมีอยูของยีน uidA 

 
เมื่อใชเทคนิค PCR ตรวจสอบการมีอยูของยีน uidA ดวยไพรเมอรของยีน uidA 

พบวา ดีเอน็เอของยาสูบที่ไดรับการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ไมปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอขนาดเทากับยีน uidA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 (250 คูเบส) เชนเดียวกับดีเอน็เอ
จากตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (ภาพที ่13) แสดงวายนี uidA ไมสอดแทรกเขาสูจีโนมของยาสูบ
อยางถาวร แตมีการแสดงออกของยีน uidA แบบชั่วคราว (ผลการทดลองที่ 3.1) เนื่องจาก 
การแสดงออกของยีนแบบชัว่คราวนัน้เปนการแสดงออกของยีนเปาหมายที่เขาสูเซลลพืชภายใน 
48-72 ช่ัวโมง ภายหลังไดรับการถายยีน แตยนีเปาหมายอาจจะไมสอดแทรกเขาสูจีโนมของพืช 
(Janssen, 2002) หรืออาจจะเกิดจากการฉีกขาดของคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 (ขนาด 15.3 
กิโลเบส) ในขัน้ตอนการเคลอืบดีเอ็นเอบนอนุภาคทองในวิธีการถายยนีดวยเครื่องยิงอนุภาคที่ทําให
บางสวนของยนี uidA ฉีกขาดออกจากกัน ดังนั้นอาจจะทําใหไมมีสวนของยีน uidA  เชื่อมอยูกับ
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 สงผลใหไมมียนี uidA ที่ไมสามารถเขารวมกับจีโนมพืชไดและ 
ไมมีลําดับเบสที่ไพรเมอรของยีน uidA สามารถเขาไปจับได จงึไมปรากฏแถบดีเอ็นเอตามขนาดที่
ตองการ (250 คูเบส) สอดคลองกับรายงานของกิริยา (2547) และ Heifetz (2000) วาเทคนิค 
การถายยีนดวยเครื่องยิงอนภุาคที่ใชพลาสมิดดีเอ็นเอขนาดใหญในการถายยีนอาจจะเกิดการฉีกขาด
ของพลาสมิดดีเอ็นเอไดงายซ่ึงเกิดขึ้นในขัน้ตอนตาง ๆ การถายยีน   
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pU
M 

75 

pU
M 

60

M 2D M H2O WT 3C 2C 1C 1D  

250 bp
 

 
ภาพที่ 13  ตวัอยางการตรวจสอบการมีอยูของยีน uidA ในตนยาสูบอายุ 3 เดือน ที่ตานทานตอ 

การคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ PCR โดยใชไพรเมอร uidA 
M  คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp DNA ladder plus จากบริษัท Fermentas  
pUM 60 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 60 ที่มียีน uidA ขนาด 250 คูเบส  

                 (positive control) 
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่มียีน uidA ขนาด 250 คูเบส  
(positive control) 
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control) 

   1C 2C 3C 1D 2D  คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin  
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
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4.1.2  การตรวจสอบการมีอยูของยีน aadA  
 

การตรวจสอบการมีอยูของยนี aadA ในจีโนมของตนยาสบูที่ตานทานตอ 
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ดวยไพรเมอร aadA ดังภาพที่ 14 พบวา ผล PCR ของตนยาสูบที ่
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin โคลนที่ 3.1D 3.2D 5D และ 9D ปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาด 
320 คูเบส ซ่ึงเทากับขนาดดเีอ็นเอของยีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 แตไมปรากฎ
แถบดีเอ็นเอของยีน aadA จากตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีนและน้ํากลั่น แสดงวาตนยาสูบที่ 
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ดังกลาวมยีนี aadA สอดแทรกเขาสูจีโนมของยาสูบ  

 
จากการศึกษาการถายยีนในทุกสภาวะการทดลองมีจํานวนเนื้อเยื่อเปาหมาย 

ทั้งหมด 390 คร้ัง เมื่อทําการคัดเลือกดวยการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อบนอาหารคัดเลือก พบวา มีตนยาสูบ
ที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ทั้งหมดจํานวน 76 โคลน (ตารางที่ 4) 
ซ่ึงทําการตรวจสอบโดยวิธี PCR พบตนยาสูบที่มียีน aadA สอดแทรกอยูในจีโนมพืชเพียงจํานวน 
26 โคลน (ตารางที่ 5) การที่มปีระสิทธิภาพในการถายยีนนอย อาจเนื่องมาจากการกระจายตัวของ
อนุภาคทองทีใ่ชในการยิงเขาสูเนื้อเยื่อเปาหมานแตละครั้งอาจจะมีการกระจายตัวไมสม่ําเสมอ  
ทําใหโอกาสทีพ่ลาสมิดดีเอ็นเอเคลือบบนอนุภาคทองที่ถูกยิงเขาสูเนื้อเยื่อเปาหมายในแตละครั้งได
ไมเทากันและสงผลใหยีนเปาหมายที่ตองการถายยีนเขาสูพืชนอยกวาการกระจายตัวของอนุภาค
ทองที่สม่ําเสมอ นอกจากนี้การถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาคยังมีปจจยัอ่ืน ๆ ที่มีผลตอความสําเร็จใน
เพิ่มประสิทธิภาพการถายยนีหลายประการ เชน การศึกษาของ Langbecker et  al. (2004) รายงานวา 
ขนาดของอนภุาคทองมีผลตอประสิทธิภาพการถายยนีเขาสูจีโนมพลาสติด (plastid) ของเซลล
แขวนลอยยาสบู โดยการถายยีนดวยอนุภาคทองที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางนอยถึง 0.4 ไมโครเมตร 
มีประสิทธิภาพในการถายยนีสูงกวาการถายยีนดวยอนภุาคทองที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางใหญ 3-4 
เทา สวนตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin แตไมสามารถตรวจ
พบการสอดแทรกยีน aadA เขาสูจีโนมพืชจํานวน 50 โคลน คิดเปน 65.79 เปอรเซ็นตของตนที่รอด
ชีวิตทั้งหมด (ขอมูลดังกลาวไดจากการนําจํานวนโคลนยาสูบที่ไมมียนี aadA ทั้งหมดคูณหนึ่งรอย
และหารดวยจาํนวนโคลนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin  
ทั้งหมด) การที่ตนยาสูบผานการคัดเลือกบนอาหารคัดเลือกแตไมปรากฏการมีอยูของยีน aadA  
อาจเนื่องมาจากขั้นตอนการคัดเลือกเนื้อเยือ่ใบยาสูบที่ผานการถายยนีดวยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อบน
อาหารคัดเลือกที่ใชการคัดเลือกบนอาหารแข็งเพียงอยางเดียว ทําใหเนื้อเยื่อใบยาสบูบริเวณขอบใบ
ไมไดสัมผัสกับอาหารคัดเลือกซึ่งสามารถชักนําเนื้อเยื่อใบยาสูบดังกลาวใหเกิดแคลลัสและพัฒนา
เปนตนยาสูบที่เจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได  ขณะที่ Svab et  al.,1990 และ Hou et  al.,2003 
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รายงานวา ยาสูบที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin และ streptomycin เกิดจากการกลาย
พันธุตามธรรมชาติของยีน 16s rRNA ในคลอโรพลาสตบริเวณลําดับเบสที่ 278 คูเบส สอดคลองกับ
ผลการทดลองของ Hou  et  al. (2003) และ Sidorov  et  al. (1999) ที่รายงานวา การคัดเลือกเนื้อเยื่อ
ที่ไดรับการถายยีนบนอาหารคัดเลือกที่มีสารปฏิชีวนะ spectinomycin ชักนําใหเกดิการกลายพันธุที่
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin และ streptomycin จํานวนมากถึง 90 เปอรเซ็นต  

 
จากการทดลองนี้ พบวา ตนยาสูบที่ไดรับการถายยีน aadA จากคลอโรพลาสต

เวคเตอร pUM 75 ทั้งหมด (26 โคลน) ดังตารางที่ 5 อาจมียีน aadA สอดแทรกเขาอยูในนิวเคลียส
หรือจีโนมคลอโรพลาสตซ่ึงทําใหเนื้อเยื่อแสดงความตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ 
spectinomycin ดังนั้นตองตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของยีน aadA ตอไป  
 
 

pU
M 

75

 
 

 
 

M H2O WT 1C 2C 3C 1D 2D 3.1D 4D 3.2D 5D 9D 10D 1E 2E M 

 
 
 
                  320 bp
 
ภาพที่ 14  ตวัอยางการตรวจสอบการมีอยูของยีน aadA ในตนยาสูบอายุ 3 เดือน ที่ตานทานตอ 

การคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ PCR โดยใชไพรเมอร aadA 
M  คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp DNA ladder plus จากบริษัท Fermentas  
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control)   
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่มียีน aadA ขนาด 320 คูเบส  
(positive control)  

    1C 2C 3C 1D 2D 3.1D 3.2D 4D 5D 9D 10D 1E และ 2E คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบที่ 
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ตารางที่ 5  จํานวนตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ที่มี 
 ยีน aadA ที่สภาวะตาง ๆ ของการถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He    
 Biolistic® (Bio Rad gun) จํานวนทั้งหมด 26 โคลน 

 
ระยะหางของเนื้อเยื่อเปา

หมาย  แรงดันกาซฮีเลียม (psi) 
 (cm) 650 1,100 

6 1A 2A 1D 3D 4D 5D 9D 11D 12D 
9 1B 2B 3B 6B 7B 10B 11B 12B 7E 
12 1C 2C 4C 7C 3F 11F 12F 13F 

 
4.1.3  การตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของยีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร 

pUM 75 เขาสูจีโนมของยาสบู 
 

การตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของ chloroplast expression cassette จาก
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูจีโนมของยาสบูดวยวิธี PCR โดยใชไพรเมอร CP-F และ CP-
R จากภาพที่ 15 พบวา ผล PCR ของตนยาสูบที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ทุกโคลน 
ปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาดเทากับแถบดีเอ็นเอของตนยาสบูที่ไมไดรับการถายยีน (WT) คือ ปรากฏ
แถบดีเอ็นเอขนาด 820 คูเบส แสดงวาตนยาสูบที่ตานทานตอสารปฏชีิวนะ spectinomycin มี 
การสอดแทรกของ chloroplast expression cassette จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 บริเวณอืน่
ที่ไมใชตําแหนงเปาหมายของยีน rbcL และ ยีน accDในจีโนมของคลอโรพลาสต โดยเปรียบเทียบ
กับตนยาสูบทีไ่ดรับการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตนั้นตองปรากฎขนาดดเีอ็นเอที่มากกวา 
820 คูเบส ดังภาพที่ 16 เนื่องจากไพรเมอร CP-F และไพรเมอร CP-R ที่เปนจุดเริ่มตนในการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี PCR มีความจาํเพาะเจาะจงกบัยีน rbcL และยีน accD ของคลอโรพลาสต 
โดยตําแหนงของยีนทั้งสองนี้เปนตําแหนงที่ยีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75  
สอดแทรกเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสต ดังนั้นเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต
นั้นตองปรากฎขนาดดีเอ็นเอประมาณ 5.2 กิโลเบส (ภาพที่ 16) โดยการตรวจสอบตําแหนง 
การสอดแทรกของยีน aadA ในเบื้องตนครั้งนี้แสดงใหเห็นวายีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร 
pUM 75 ไมมกีารสอดแทรกเขาสูคลอโรพลาสตในตําแหนงเปาหมายทีก่ําหนด (ดังตารางที่ 6) ซ่ึง
ตองทําการยืนยันตําแหนงการสอดแทรกของยีน aadA  ดวยเทคนิค Southern blot ตอไป 
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800 bp900 bp

3 kbp

3.2D3C 2C 1C 1D 2D 3.1D 4D 5D 9D 10D 1E 2E WT pU
M 

75

H2O M 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 15  ตวัอยางการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของยีน aadA ใน chloroplast expression 

cassette จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูจีโนมของยาสูบดวยวิธี PCR ที่ใช 
ไพรเมอร CP-F และไพรเมอร CP-R  
M  คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp DNA ladder plus จากบริษัท Fermentas  
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control)   
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 (positive control)  

   1C 2C 3C 1D 2D 3.1D 3.2D 4D 5D 9D 10D 1E และ 2E คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบที่ 
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
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คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75  

  

จีโนมของคลอโรพลาสต
ในตนยาสูบ 

 rbcL  accD 
820 bp 

CP-R primer 

rbcL  rrnBn  rrnHv aadA uidA accD 

BnpsbC 3’ 
NtpsbA 3’ 

5’ 3’ 

Hind III Hind III 

4.2 kb 

aadA-F  primer uidA- R primer 

uidA- F primer aadA-R  primer

CP-F primer 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 16  ตําแหนงของยนี aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่สอดแทรกเขาสูจีโนมของ

คลอโรพลาสตในตนยาสูบดวยกลไกการแลกเปลี่ยนยีน homologous recombination  
เมื่อตรวจสอบโดยวิธี PCR ดวยไพรเมอร CP-F และ CP-R (        ) พบวา ตนยาสูบที่ 
ไมไดรับการถายยีนตองใหขนาดดีเอน็เอเทากับ 820 คูเบส ขณะที่ตนยาสูบที่ไดรับการ
ถายยีนเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตตองใหขนาดดเีอ็นเอเทากับ  5.2 กิโลคูเบส และ 
แสดงตําแหนงการเขาจับของไพรเมอร aadA (       ) และไพรเมอร uidA (     ) 
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4.1.4  การตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast expression cassette 
เพียงบางสวนเขาที่ตําแหนงเปาหมายของจโีนมคลอโรพลาสตยาสูบ 

 
การตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast expression 

cassette เพียงบางสวน คือ ยนี aadA หรือยนี uidA เขาที่ตําแหนงเปาหมายในจีโนมของ 
คลอโรพลาสตยาสูบดวยเทคนิค PCR คือ การตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยนี 
chloroplast expression cassette เขาที่ตําแหนงเปาหมายยนี rbcL บนจีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบ
ที่ตานทานตอการคัดเลือกการมีอยูของยีน aadA ดวยไพรเมอร CP-F และไพรเมอร aadA-R พบวา  
ดีเอ็นเอของยาสูบที่มีการสอดแทรกของยนี aadA เขาสูจีโนมของยาสูบจํานวน 26 โคลน  
(จากผลการทดลองที่ 4.12) ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 880 คูเบส เทากับขนาดดีเอ็นเอจาก 
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ขณะที่ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (WT) ไมปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอดังกลาว (ภาพที่ 17) แสดงวา ตนยาสูบดังกลาวนีม้ีการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast 
expression cassette ที่ยีน aadA เขาที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยีน rbcL บนจีโนมของคลอโรพลาสต
ยาสูบ (ตารางที่ 6) เนื่องจากตนยาสูบที่ไดรับการถายยีนจากคลอโรพลาสต เวคเตอร pUM 75 เขาสู 
จีโนมคลอโรพลาสตดวยกลไก homologous recombination สามารถตรวจสอบการสอดแทรกของ
ยีนเปาหมายดวยไพรเมอร CP-F ซ่ึงมีความจําเพาะจงตอยีน rbcL ในจโีนมของคลอโรพลาสตและ 
ไพรเมอร aadA-R ซ่ึงมีความจําเพาะเจาะจงตอยนี aadA (ภาพที่ 16) โดยไพรเมอรทั้งสองชนิดนีใ้ช
เปนจุดเริ่มตนในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอดวยเทคนิค PCR โดยยีน aadA  เปนยีนเปาหมายจาก 
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่โคลนยีนมาจากแบคทีเรีย (Goldschmidt-Clermont, 1991) ทําให
ยีน aadA ไมมีปรากฏในจีโนมของพืชตามธรรมชาติ ดังนั้นจงึมีเฉพาะตนยาสูบที่มียีนสอดแทรก
ของชุดยีน chloroplast expression cassette คือ ยีน aadA เขาที่ตําแหนงเปาหมายทีย่ีน rbcL ของ 
จีโนมคลอโรพลาสตเทานั้นที่ตรวจสอบไดดวยไพรเมอร CP-F และไพรเมอร aadA-R  
ใหผลดังภาพที่ 16  

 
 สวนการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast expression 

cassette ของยีน uidA เขาที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยนี accD บนจีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบ 
ดังกลาว ดวยไพรเมอร CP-R และไพรเมอร uidA-F พบวา ดีเอน็เอของยาสูบที่มีการสอดแทรกของ
ยีน aadA เขาสูจีโนมของยาสูบจํานวน 26 โคลน (จากผลการทดลองที่ 4.12) และตนยาสบูที่ไมได
รับการถายยีน (WT)  ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอเลย ขณะที่คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ปรากฏ
แถบดีเอ็นเอขนาดเทากับ 900 คูเบส (ภาพที่ 18)  แสดงวา ตนยาสูบดังกลาวไมมีการสอดแทรกของ
ชุดยีน chloroplast expression cassette ของยีน uidA (ตารางที่ 6) ทําใหการตรวจสอบดวยการเพิ่ม
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ปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ที่ใชไพรเมอร uidA-F ไมสามารถเขาจับกับดีเอ็นเอของยาสูบ 
ดังกลาวจึงไมมีจุดเริ่มตนในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอระหวางไพรเมอร uidA-F และไพรเมอร CP-R 
ได ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองที่ 4.1.1 ถาเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายชุดยีน chloroplast expression 
cassette ของยีน uidA เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตนั้นตองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใช
ไพรเมอร uidA-F และไพรเมอร CP-R เปนจุดเริ่มตนในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอ (ภาพที่ 16) และ 
ปรากฎขนาดดเีอ็นเอเทากับ 900 คูเบส  
 

ดังนั้นในการศกึษาการถายยนีจากชุดยีน chloroplast expression cassette ของ
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ดวยเครื่องยิงอนุภาคมีเพียงยนี aadA ที่สอดแทรกเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยีน rbcL เนื่องจากในขั้นตอนการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับ
การถายยีนบนอาหารคัดเลือกซึ่งใชสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซ่ึงปนตัวคัดเลอืกยาสูบที่มียนี aadA เทานั้น ขณะทีย่ีน uidA ไมไดสอดแทรกเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยีน accD เนื่องจากจีโนมของยาสูบที่ตานทานตอ 
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ไมคนพบการมีอยูของยีน uidA  ตามผลการทดลองที่ 4.1.1ซ่ึงอาจจะ
เกิดจากการฉกีขาดของดีเอน็เอบริเวณยนี uidA ในระหวางขั้นตอนการถายยีน เมื่อดีเอ็นเอเหลานี้ได
ถายเขาสูเซลลพืชจะทําใหถูกยอยสลายดวยเอนไซมที่อยูภายในเซลลไดงาย เชน เอนไซม 
exonuclease ที่ทําหนาที่ในการยอยดีเอ็นเอในทิศทางปลาย 5′ ไปปลาย 3′ หรือ ในทิศทางปลาย 3′  
ไปปลาย 5′ (Cooper, 2000) ฉะนัน้ตองทําการยืนยันตําแหนงการสอดแทรกของยนี aadA  จาก 
ชุดยีน chloroplast expression cassette เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตดวยเทคนิค Southern blot ตอไป 
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pU
M 

75

M H2O WT 1B  

 
 
ภาพที่ 17  ตวัอยางการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast expression cassette 

ตรงตําแหนงยนี aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูตําแหนงเปาหมาย
บริเวณยีน rbcL บนจีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบดวยวิธี PCR ที่ใชไพรเมอร aadA-R 
และไพรเมอร CP-F 
M  คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp DNA ladder plus จากบริษัท Fermentas  
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control)   
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่มีขนาดดีเอ็นเอ 880 คูเบส  
(positive control)  

   1B 2B 11B 4C 11D 7E 11F และ 3B คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบที่ตานทานตอ                
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
 
 
 
 
 
 
 

3B 11F 11B 2B 4C 11D 7E 

800 bp900 bp
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ภาพที่ 18  ตวัอยางการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast expression cassette 

ตรงตําแหนงยนี uidA  จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูตําแหนงเปาหมาย
บริเวณยีน accD บนจีโนมคลอโรพลาสตในยาสูบดวยวิธี PCR ที่ใชไพรเมอร uidA-F 
และไพรเมอร CP-R 
M  คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp DNA ladder plus จากบริษัท Fermentas  
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control)   
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่มีขนาดดีเอ็นเอ 900 คูเบส  
 (positive control)  

    1A 2A  1B 2B 3B 6B 7B 11B และ 9D คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบที่ตานทานตอ          
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
 
 
 

M H2O WT pU
M 

75

1A 9D 11B 1B 2A 2B 3B 6B 7B 

900 bp
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ตารางที่  6   ผลการตรวจสอบการมีอยูของยีน uidA ยีน aadA และตําแหนงการสอดแทรกของ 
ชุดยีน chloroplast expression cassette เขาที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยีน rbcL และ 
ยีน accD บนจีโนมคลอโรพลาสตของตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกที่สภาวะ 
การถายยีนตาง ๆ โดยเทคนคิ PCR 
 

      ผลการตรวจสอบ 
โคลนยาสูบ PCR 

uidA-F 
/uidA-R 

aadA-F 
/aadA-R 

CP-F 
/CP-R 

CP-F 
/aadA-R 

uidA-F 
/CP-R 

1A - + - + - 
2A - + - + - 
1B - + - + - 
2B - + - + - 
3B - + - + - 
6B - + - + - 
7B - + - + - 

10B - + - + - 
11B - + - + - 
12B - + - + - 
1C - + - + - 
2C - + - + - 
4C - + - + - 
7C - + - + - 
1D - + - + - 
3D - + - + - 
4D - + - + - 
5D - + - + - 
9D - + - + - 

11D - + - + - 
12D - + - + - 
7E - + - + - 
3F - + - + - 
11F - + - + - 
12F - + - + - 
13F - + - + - 

หมายเหต ุ + =  มีแถบดีเอ็นเอ   - = ไมมีแถบดีเอ็นเอ 
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4.2  การยืนยันตําแหนงสอดแทรกของชุดยนี chloroplast expression cassette เขาที่
ตําแหนงเปาหมายบนจีโนมคลอโรพลาสตดวยวิธี Southern blot 

 
ทําการยืนยันตาํแหนงการสอดแทรกของยนี aadA เขาสูจีโนมของคลอโรพลาสต

ยาสูบดวยวิธี Southern blot ซ่ึงตั้งสมมุติฐานผลการทดลองจากวิธี Southern blot ของจีโนมิก 
ดีเอ็นเอตนยาสูบที่ไดรับการถายชุดยีน chloroplast expression cassette (ยีน aadA และยนี uidA) เขา
สูตําแหนงเปาหมายทีย่ีน rbcL และยีน accD ในจีโนมคลอโรพลาสตซ่ึงจะถูกตดัไดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ Hind III  โดยเมื่อทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นดวยดีเอ็นเอตรวจสอบของยนี aadA ตองให
ขนาดดีเอ็นเอเทากับ 4.2 กิโลเบส ดังภาพที่ 16 เมื่อนําคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 และจีโนมิก
ดีเอ็นเอ (genomic DNA) ของตนยาสูบจากผลการทดลองที่ 4.1.1 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
Hind III  แลวทําการแยกขนาดดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีส จากนั้นยายจีโนมิกดีเอน็เอ
จากเจลไปสูไนลอนเมมเบรนและทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นดวยดเีอ็นเอตรวจสอบของยีน aadA  
พบวา คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่ใชเปน positive control ปรากฎขนาดดีเอ็นเอเทากับ 4.2 
กิโลเบส ซ่ึงขนาดดีเอน็เอดงักลาวนี้เปนขนาดดีเอน็เอเปาหมายหรือ ชุดยีน chloroplast expression 
cassette ที่ตองการถายทอดจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 สูจีโนมคลอโรพลาสตดวยกลไก 
homologous recombination (ภาพที่ 16) ขณะที่ตนยาสูบที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin 
ซ่ึงมียีน aadA สอดแทรกอยูในจีโนมพืชปรากฎขนาดดีเอ็นเอมากกวา 4.2 กิโลเบส หลายแถบ 
ดีเอ็นเอ (ภาพที่ 19) อาจจะเกิดจากการสอดแทรกของชดุยีน chloroplast expression cassette  
เพียงบางสวน (ยีน aadA) เขาที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยนี rbcL ในจีโนมคลอโรพลาสต ทําให
ตําแหนงการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III  เปล่ียนแปลงไปจากสมมุติฐานที่ไดตั้งไวใน 
ตอนตน โดยอาจจะทําใหตําแหนงในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III  จําเพาะเจาะจงที่
ตําแหนงลําดบัเบสระหวางบริเวณยีน aadA และยีน uidA ในชุดยนี chloroplast expression cassette  
เปล่ียนแปลงเปนตําแหนงลําดับเบสที่จําเพาะเจาะจงระหวางบริเวณยนี aadA  และบริเวณลําดับเบส
อ่ืน ๆ ที่จําเพาะตอเอนไซมตดัจําเพาะ Hind III ในจีโนมคลอโรพลาสตซ่ึงจีโนมคลอโรพลาสตมี
ลําดับเบสที่จําเพาะเจาะจงตอตอเอนไซมตดัจําเพาะ Hind III ทั้งหมด 41 ตําแหนง ดังภาคผนวก ก 
สงผลใหการตรวจสอบในปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นดวยดเีอ็นเอตรวจสอบของยีน aadA มีแถบดีเอน็เอ
มากกวา 4.2 กโิลเบส ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Hamilton et  al. (1996) ที่รายงานวา  
การตรวจสอบและยนืยันการมีอยูของยีน NPTII และยีน HYG ขนาดดเีอ็นเอ 150 กิโลเบส ที่ไดรับ
การถายยีนจากเวคเตอร BIBAC เขาสูจีโนมยาสูบดวยเทคนิค Southern blot ที่ตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ EcoRI ปรากฏแถบดีเอ็นเอหลายขนาด เนื่องจากยนีเปาหมายบางสวนอาจจะสูญหายใน
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ขบวนการการถายยีน ทําใหมียีนเปาหมายเพียงบางสวนที่สอดแทรกเขาสูจีโนมและสงผลให
ตําแหนงในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI เล่ือนไปจากตําแหนงเดิมในจีโนมของยาสูบ 
 
 

M                      2A    2A   3B    2B    2B    6B    1D    5D   1C    2C     7C   13F WT pU
M 

75

10 kb 

4 kb

3 kb

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 19  เทคนิค Sounthern blot ในการตรวจสอบตําแหนงสอดแทรกของชุดยีนเปาหมายทั้ง 

ยีน uidA และยีน aadA เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตในตัวอยางโคลนตาง ๆ ของตนยาสูบ
อายุ 3 เดือน ทีผ่านการตรวจสอบดวยวิธี PCR แลววามยีีน aadA โดยสกัดดีเอ็นเอของ 
ตนยาสูบ ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอโคลน แตละตนมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
ชนิด Hind III และทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นกบัดีเอ็นเอตรวจสอบยีน aadA ที่ติดฉลาก
ดวย DIG โดยตนยาสูบที่ไดรับการถายยีนเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตนั้นตองใหขนาด 
ดีเอ็นเอเทากับ 4.2 กิโลเบส 

                  M คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมายโมเลกุล 1 kb DNA ladder จากบริษัท Fermentas 
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 (positive control) 
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control)   
2A 2B 3B  6B 1D 5D 1C 2C 7C และ 13F คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบ (ความเขมขน 10 
ไมโครกรัมตอโคลน) ที่ตรวจสอบโดยวิธี PCR วามยีีน aadA 
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การศึกษาครั้งนี้เปนรายงานครั้งแรกของประเทศไทยที่รายงานการถายยีนจาก 
คลอโรพลาสตเวคเตอรเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต ดังนั้นจึงเปนขอมูลพื้นฐานและนาํไปประยกุตใช
กับการถายยนีเขาสูจ ีโนมคลอโรพลาสตในพืชชนิดอื่น ๆ เพื่อผลิตพืชสายพันธุใหมที่มีลักษณะ 
ตานทานตอโรค แมลง และศตัรูพืช ตลอดจนมีคุณคาทางโภชนาการเพิม่สูงขึ้นและสามารถนํามา
ผลิตเปนวัคซีนที่รับประทานได (edible vaccine) ไดตอไป 
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สรุป 
 

การศึกษาปจจยัที่เหมาะสมตอการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอรเขาสูยาสูบดวย 
เครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) สรุปผลการทดลองไดดังนี ้

 
1.  อาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม BA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 

ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพสูงในการชักนําเนื้อเยื่อจากใบยาสูบพฒันาเปนตน
และสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถใชคัดเลือกเซลลยาสูบ
ที่ไดรับการถายยีนออกจากเซลลปกติ 

 
2.  ปจจัยที่เหมาะสมตอการสงถายชุดยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาส ู 

ใบยาสูบที่ทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน uidA  แบบชั่วคราวเทานั้น คือ การถายยีนที่ระดับ
แรงดันกาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิว้ รวมกับระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6 เซนติเมตร 
โดยมีประสิทธิภาพการถายยีนสูงที่สุดซึ่งมีเปอรเซ็นตจาํนวนชิน้เนื้อเยื่อเปาหมายทีม่ีจุดสีน้ําเงิน 
เทากับ 76.27 เปอรเซ็นต และมีประสิทธิภาพสูงในการแสดงออกของยนีในพืน้ที่การกระจายตัว
ของอนุภาคทั้งตําแหนงตรงกลางที่เสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร และตําแหนงรอบนอกที ่
เสนผาศูนยกลาง 3 เซนติเมตร  
 

3.  การตรวจสอบตนยาสูบทีต่านทานตอการคัดเลือกในอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะที่ใชเปน
ตัวตรวจสอบในระดับโมเลกลุ จากทุกสภาวะการถายยีนไมพบตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือก
ปรากฏการสอดแทรกของชดุยีนเปาหมายทั้งยีน uidA และยีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร 
pUM 75 เขาสูตําแหนงเปาหมายบริเวณยนี rbcL และยีน accD บนจีโนมคลอโรพลาสตในยาสูบ 
แตปรากฎการสอดแทรกของชุดยีนเปาหมายตาํแหนงยีน aadA เขาที่ตําแหนงยีน rbcL บนจีโนม
คลอโรพลาสตของยาสูบจํานวน 26 โคลน ทําใหมกีารแสดงออกของยีน aadA แตไมม ี
การแสดงออกของยีน uidA แบบถาวร 
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ตารางผนวกที ่1  แสดงประสิทธิภาพการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูใบยาสูบ  
ดวยเครื่องยิงอนุภาคในสภาวะการทดลองตาง ๆ และคัดเลือกใบยาสูบบนอาหาร 
คัดเลือกที่เติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
นาน 3 เดือน และผลการตรวจสอบจํานวนตนยาสูบที่มียนี aadA  ดวยวิธี PCR  

 
ระดับ 

แรงดันกาซฮีเลียม 
(ปอนดตอตารางนิ้ว) 

ระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปา
หมาย 

(เซนติเมตร) 

จํานวนครั้ง 
การถายยีน 

(คร้ัง) 

จํานวนตนยาสูบ
ที่ตานทานตอ
สารปฏิชีวนะ 
spectinomycin 

(โคลน) 

จํานวนตนยาสูบที่
มียีน aadA 

(โคลน) 

650 6 65 3 2 
 9 65 13 8 
 12 65 18 4 

1,100 6 65 15 7 
 9 65 11 1 
 12 65 16 4 

รวม  390 76 26 
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ตารางผนวกที ่2  จํานวนขนาดดีเอ็นเอของจีโนมคลอโรพลาสตยาสูบที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
Hind III ทั้งหมด 41 แถบดีเอ็นเอ  

 
ลําดับที่ ลําดับเบสที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III ขนาดดีเอ็นเอ 

(คูเบส) 
1 110,772-131,854  21,083  
2  52,383-63,868  11,486 
3 87,228-98,530  11,303 
4 144,096-155,398  11,303 
5 72,723-82,474  9,752 
6 28,609-36,406  7,798 
7 98,531-106,200  7,670 
8 136,426-144,095  7,670 
9 63,869-71,344  7,476 
10 45,372-52,382  7,011 
11 16,772-23,617  6,846  
12 1-5,362  5,362 
13 36,407-40,904  4,498 
14  40,905-45,209  4,305 
15 82,475-86,617  4,143 
16 24,832-28,608  3,777  
17  13,919-16,771  2,853 
18 5,363-8,094  2,732 
19 11,344-13,918  2,575 
20 9,214-11,295  2,082 
21 108,416-109,728  1,313 
22 132,898-134,210  1,313 
23 71,345-72,508  1,164 
24  8,095-9,213  1,119 
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ตารางผนวกที ่2  (ตอ) 
 

ลําดับที่ ลําดับเบสที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III ขนาดดีเอ็นเอ 
(คูเบส) 

25 107,318-108,415  1,098 
26 134,211-135,308  1,098 
27 109,729-110,771  1,043 
28 131,855-132,897  1,043 
29 106,201-107,046  846 
30 135,580-136,425  846 
31 23,618-24,306  689 
32 155,399-155,943  545 
33 86,684-87,227  544 
34 24,307-24,831  525 
35 107,047-107,317  271 
36 135,309-135,579  271 
37 72,509-72,722  214 
38 45,261-45,371  111 
39 86,618-86,683  66 
40 45,210-45,260  51 
41 11,296-11,343  48 

 
ที่มา  Anonymous (2001)  
 
 
 
 



                                                                                                                                  
77

ภาพผนวกที่ 1  ขนาดดีเอ็นเอของจีโนมคลอโรพลาสตยาสูบที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III 
 เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอเครื่องหมายโมเลกลุ 1 kb DNA ladder จากบริษัท BioLabs 

 
 

)  

 
ที่มา  Anonymous (2001) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(bp
 chloroplast  genome
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ตารางผนวกที ่3  องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร Murashige and Skoog (1962) 
 
ธาตุอาหาร ปริมาณ (มิลลิกรัมตอลิตร) 
Macronutrients  
NH4NO3 1,650.00 
KNO3 1,900.00 
CaCl2.2H2O 440.00 
MgSO4.7H2O 370.00 
KH2PO4 170.00 
Micronutrients  
KI 0.83 
H3BO3 6.20 
MnSO47H2O 6.90 
ZnSO47H2O 6.14 
Na2MoO4.2H2O 0.25 
CuSO4.5H2O 0.025 
CoCl2.6H2O 0.025 
Fe-EDTA solution  
FeSO47H2O 27.85 
Na2EDTA.2H2O 37.25 
Organic compounds  
Myo-inositol 100.00 
Glycine 2.00 
Nicoticine acid 0.50 
Pyridoxine-HCl 0.50 
Thiamine-HCl 0.50 
Other  
Sucrose 30,000.00 
ความเปนกรด-ดาง (pH) 5.70 
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ตารางผนวกที ่4  องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสูตร LB 
 
สารเคมี ปริมาณตอ 1 ลิตร (กรัม) 
Bacto tryptone 10.00 
Bacto yeast extract 5.00 
NaCl 10.00 
Agar 15.00 
ความเปนกรด-ดาง (pH) 7.00 
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1.  การเตรียมคอมพีเทนตเซลล 
 

1.1  เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH-5α ในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหาร LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในเครื่องเขยาที ่37 องศาเซลเซียส   
ความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง  
 
 1.2  นําขอ 1.1 ไปวัดคา OD ที่ 600 นาโนเมตร ใหมคีา OD เทากับ 0.4 จากนั้น 
นําเชื้อแบคทีเรียไปปนเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวี่ยง 2,000 xg นาน 15 นาที 
 

1.3  เทสวนใสดานบนทิ้ง เตมิสารละลาย RF1 (100 mM KCl, 50 mM MnCl2-4H2O, 30 
mM potassium acetate, 10 mM CaCl2-2H2O, 15% glycerolc และปรบั pH 5.8) ปริมาตร 1/3 ของ
ปริมาตรอาหารที่เล้ียงเชื้อ คอย ๆ ผสมใหเขากันโดยใชไมโครปเปตตดูดขึ้นลงอยางเบา ๆ แชใน 
น้ําแข็งนาน 15 นาที 
 
 1.4  นําไปปนเหวีย่งที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวีย่ง 2,000 xg นาน 15 นาที  
แลวเทสวนใสดานบนทิ้ง  
 
 1.5  นําตะกอนที่ไดจากขอ 1.4 มาเติมสารละลาย RF2 (10 mM MOPS pH 6.8, 10 mM 
KCl, 75 mM CaCl2-2H2O, 15 % glycerol และปรับ pH 6.8) ปริมาตร 1/25 ของปริมาตรอาหาร 
ที่เล้ียงเชื้อ ผสมใหเขากนัโดยใชไมโครปเปตตดูดขึน้ลงอยางเบา ๆ แชในน้ําแขง็ นาน 15 นาที    
 
 1.6  แบงสารละลายคอมพีเทนตเซลลใสไมโครหลอดเซนตริฟวจ หลอดละ 100 
ไมโครลิตร และเก็บที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส 
 
2.  การนําพลาสมิดดีเอ็นเอเขาสูคอมพีเทนตเซลล 
 

2.1  เติมสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร ลงในคอมพีเทนตเซลล ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร (จากขอ 1.6) แชในน้ําแข็งนาน 30 นาที 
 
 2.2  นํามาทํา heat shock โดยแชในน้ําที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที แลวแช
ในน้ําแข็งทันทีนาน 5 นาท ี
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2.3  เติมอาหาร LB ลงไป 800 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และนํามาเพาะเลี้ยงที่เครื่องเขยา

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง  
 

2.4  ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากขอ 2.3 จํานวน 200 ไมโครลิตร มาเกลี่ย (spread) ให
ทั่วผิวหนาอาหารแข็ง LB ที่เติมแอมพิซิลลิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร แลวนํามาเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  นาน 12-16 ช่ัวโมง   
 
3.  การสกัดแยกพลาสมิดดีเอน็เอจากแบคทเีรียวิธี QIAGEN plasmid maxi  kit  
 

3.1 นําลูปปายแบคทีเรียสีขาว 1 โคโลนี ที่ไดจากขอ 2.4 ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ
บรรจุอาหาร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร นําไปบมในเครื่องเขยาที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 16-18 ช่ัวโมง 
 

3.2  เทอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทเีรียในหลอดไมโครเซนตริฟวจจากขอ 3.1 ลงในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร จํานวน 5 ขวด โดยแตละขวดบรรจุอาหาร LB ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปบมใน
เครื่องเขยาที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 16-18 ช่ัวโมง   
 

3.3  นําเชื้อแบคทีเรียที่เล้ียงจากขอ 3.2 ใสในหลอดเซนตริฟวจขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปป ั่
นเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวี่ยง 6,000 xg นาน 15 
นาที เทของเหลวใสสวนบนทิ้ง นําไปแชในน้ําแข็ง                                                      

 
3.4  ใสสารละลาย P1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
3.5  เติมสารละลาย P2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอยางเบา ๆ โดยกลับ  

หลอดไปมาประมาณ 10 คร้ัง และบมที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาท ี
 

3.6  จากขอ 3.5 เติมสารละลาย P3 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอยางเบา ๆ  
โดยกลับหลอดไปมาประมาณ 10 คร้ัง และแชในน้ําแข็งนาน 20 นาที   
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  3.7  นําไปหมนุเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวี่ยง 25,000 xg นาน 30 นาที 
หลังจากนัน้เทของเหลวใสดานบนลงในหลอดเซนตริฟวจใหม ระวังอยาใหตะกอนสขีาวติดลงมา 
 
 3.8  จากขอ 3.7 นําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวีย่ง 25,000 xg 
นาน 15 นาที และเทของเหลวใสดานบนที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอลงในหลอดเซนตริฟวจใหม 
  
 3.9  นําคอลัมนสําหรับสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอมาชะลางคอลัมนดวยสารละลาย QBT 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนาํของเหลวจากขอ 3.8 ใสลงในคอลัมนและทิ้งของเหลวที่ไหล
ผานคอลัมน  
 
 3.10  ลางคอลัมนดวยสารละลาย QC ปริมาตร 30 มิลลิลิตร จํานวน 2 คร้ัง  

3.11  แยกพลาสมิดดีเอ็นเอในคอลัมนดวยสารละลาย QF ปริมาตร 15 มิลลิลิตร และ 
เก็บของเหลวที่ไหลผานคอลัมนลงในหลอดหลอดไมโครเซนตริฟวจ 

 
3.12  เติมเอธานอล 100 เปอรเซ็นต ลงไป 0.7 เทาของปริมาตรสารละลาย ปดฝาใหแนน

แลวผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา  
 

3.13  นําไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวี่ยง 15,000 xg นาน 30 นาที 
แลวเทของเหลวดานบนทิ้ง ระวังอยาใหตะกอนทีก่นหลอดหลุดออก 

 
3.14  ใสเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ลงไป 1 มิลลิลิตร ปดฝาแลวผสมใหเขากันดวยการกลับ

หลอดไปมา จากนั้นนาํไปปนเหวี่ยงทีแ่รงปนเหวี่ยง 15,000 xg นาน 10 นาที แลวเทเอธานอลทิ้งไป 
 

3.15  เปดฝาใหตะกอนพลาสมิดดีเอ็นเอแหง  
3.16  ใสสารละลาย TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 200 ไมโครลิตร  

แลวเก็บสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส  
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4.  การหาความเขมขนของดเีอ็นเอดวยยูวแีอบซอรปชัน 
 

นําดีเอ็นเอในสารละลาย TE มามาเจือจางในอัตราสวนดีเอ็นเอตอ dH2O เทากับ 1 ตอ 99 
จากนั้นนํามาวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร จากเครื่อง 
Spectrophotometer รุน  GeneQuant pro คํานวณความเขมขนของดีเอ็นเอจากสูตร  
 

ความเขมขนดเีอ็นเอ       =   (A260) x (50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) x dilution factor  
               (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

 
การตรวจคณุภาพของดีเอ็นเอ โดยการหาคาอัตราสวนของ A260/A280 ที่สามารถอธิบายได 

ดังนี ้
1. 1.8-2.0 คือ ดีเอ็นเอที่เตรียมเปนดีเอ็นเอเกลียวคูสายบริสุทธิ์ 
2. มากกวา 2.0 คอื ดีเอ็นเอที่เตรียมมีอารเอ็นเอปนอยูมาก 
3. นอยกวา 1.8 คอื ดีเอ็นเอที่เตรียมมีโปรตีนปะปนอยู 
 

5.  การแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟลิซิส 
 

5.1  เตรียมอะกาโรส 0.8 % โดยช่ังผงอะกาโรส 0.8 กรัม ละลายในบัฟเฟอร 0.5xTBE 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดวยเครื่องไมโครเวฟนาน 3 นาที  

 
5.2  เทสารละลายอะกาโรสที่อุณหภูมิเยน็ลงในถาดรองที่มีหวีเสยีบอยู โดยเจลมีความหนา

ประมาณ 0.5 เซนติเมตร อยาใหเกิดฟองอากาศ 
 

5.3  ทิ้งเจลใหเย็นลงที่อุณหภมูิหอง ประมาณ 30 นาที แลวดึงหวีออกจากเจลอยาง
ระมัดระวัง 

 
5.4  นําแผนเจลจากขอ 5.3 ใสลงในเครื่องอิเลคโตรโฟลิซิสและเติมบัฟเฟอร 0.5xTBE 

 ใหทวมเจลอยางนอย 1-2 มิลลิเมตร 
 

5.5  ผสมดีเอ็นเอกับ 6X loading dye (0.25 % bromophenol blue และ 30 % glycerol)  
ใหเขากนัและหยอดลงในชองวางของรองหว ี
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5.6  ปดฝาเครื่องและเปดกระแสไฟฟา โดยใชความตางศักยไฟฟา 100 โวลต นานประมาณ 
50 นาที 

 
5.7  นําแผนเจลจากขอ 5.6 ยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 1 มิลลิกรัม

ตอลิตร นาน 15 นาที แลวนําแผนเจลลางดวยน้าํกลั่นนาน 5 นาท ี
 

5.8  นําแผนเจลที่ไดสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และบันทึกภาพ  
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ภาคผนวก ง 
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1.  การตรวจสอบการแสดงออกยีน uidA ดวยวิธี Histochemical Assay (Jefferson et. al, 1987) 
 

1.1  การเตรียมสารละลาย X-gluc substrate ทําไดโดยชั่งสาร 5-bromo-4-chloro-3-indoly-
β- glucuronide (Sigma) น้ําหนัก 0.1044 กรัม ละลายในสารละลาย dimethylformamide ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร แบงใสหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเก็บที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส   

 
1.2  การเตรียมสารละลายตาง ๆ ดังนี ้

 
ความเขมขนสารละลาย ความเขมขนสารละลายที่ตองการ       ปริมาตร     

(ไมโครลิตร) 
1.0 M NaPO4 (pH 7.0) 0.1 M 100.0 
5.0 mM K3Fe (CN)6: potassium ferricyanide 0.5 mM 100.0 
5.0 mM K4Fe (CN)6: potassium ferrocyanide 0.5 mM 100.0 
0.25 M Na2EDTA (pH 7.0) 10 mM 40.0 
0.02 M X-gluc substrate 1.0 mM 50.0 
10 % Triton X-100 1.0 % 10.0 
dH2O   600.0 
 

1.3  นําสารละลายจากขอ 1.2 มาผสมใหเขากัน แลวใสเนือ้เยื่อพืชที่ตองการตรวจสอบ 
ลงในสารละลายดังกลาว บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง และดูดสารละลายทิ้ง   
 
 1.4  เติมเอธานอล 70 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิหอง นาน 12 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเปลี่ยน 
เอธานอล 70 เปอรเซ็นตใหมทุก ๆ 6-12 ช่ังโมง จนเนื้อเยื่อพืชทีต่องการตรวจสอบมีสีขาวซีด  
 
 1.5  ตรวจนับจุดสีน้ําเงินบนเนื้อเยื่อพืชจากขอ 1.4 ภายใตกลองจุลทรรศน 
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2.  สารเคมีที่ใชในการสกัดดเีอ็นเอจากเนื้อเยื่อพืช (Aldrich and Cullis,1993)  
  
 2.1  บัฟเฟอร CTAB Extraction  
 

สารเคมี ความเขมขน 
CTAB 2 % 
NaCl 1.4 M 
EDTA pH 8.0 20 mM 
Tris –HCl pH 8.0 100 mM 
b-mercaptonethanol 0.2 % (v/v) 

 
 2.2  สารละลายโซเดียมอะซิเตท 
  

สารเคมี ความเขมขน 
sodium acetate pH 5.2 3 M 

 
 2.3  สารละลาย TE  (pH 8.0) 
  

สารเคมี ความเขมขน 
Tris-HCl 10 mM 
EDTA 1 mM 
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3.  การตรวจสอบผลการถายยีนดวยวิธี PCR 
 
 3.1  สวนผสมในการตรวจสอบการถายยีน uidA ดวยวิธี PCR ปริมาตรสุดทาย 20 
ไมโครลิตร 
 

สวนผสมของสารเคมี ความเขมขนทีต่องการ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
10x PCR buffer  1x 2.0 
2 mM dNTP 0.2 mM 2.0 
25 mM MgCl2 1.5 mM 1.2 
20 µM Primer uidA-F 1.0 µM 1.0 
20 µM Primer uidA-R 1.0 µM 1.0 
5 U Taq DNA polymerase 2.0 U 0.4 
DNA sample  50-100 ng 1.0 
dH2O  11.4 
Total volume  20.0 

 
3.2  สวนผสมในการตรวจสอบการถายยีน aadA ดวยวิธี PCR ปริมาตรสุดทาย 20 

ไมโครลิตร 
 

สวนผสมของสารเคมี ความเขมขนทีต่องการ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
10x PCR buffer  1x 2.0 
2 mM dNTP 0.2 mM 2.0 
25 mM MgCl2 1.5 mM 1.2 
20 µM Primer aadA-F 1.0 µM 1.0 
20 µM Primer aadA-R 1.0 µM 1.0 
5 U Taq DNA polymerase 2.0 U 0.4 
DNA sample  50-100 ng 1.0 
dH2O  11.4 
Total volume  20.0 

 



                                                                                                                                  
91

 3.3  สวนผสมในการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกชุดยีนเปาหมายเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตของยาสูบดวยวิธี PCR ปริมาตรสุดทาย 20 ไมโครลิตร 
 

สวนผสมของสารเคมี ความเขมขนทีต่องการ ปริมาณ (ไมโครลิตร) 
10x PCR buffer  1x 2.0 
2 mM dNTP 0.2 mM 2.0 
25 mM MgCl2 1.5 mM 1.2 
20 µM Primer CP-F 1.0 µM 1.0 
20 µM Primer CP-R 1.0 µM 1.0 
5 U Taq DNA polymerase 2.0 U 0.4 
DNA sample  50-100 ng 1.0 
dH2O  11.4 
Total volume  20.0 

 
 3.4  นําสวนผสมตาง ๆ จากขอ 3.1 และ 3.2 ทําปฏิกิริยา PCR ในเครื่อง  GeneAmp PCR 
system 2400 ของบริษัท PERKIN ELMER ที่สภาวะอณุหภูมแิละเวลา ดังนี ้
   

 อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาท)ี 
 96 2.00 

Denature 96 0.45 
Annealing 62 0.45 
Extension 72 0.50 

 72 5.00 
 4 α 

35 รอบ 
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4.  การตรวจสอบผลการถายยีนดวยวิธี Southern Blot  
 
 4.1  สารละลายที่ใชในการแยกขนาดจีโนมิกดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟลิซิส  
  

4.1.1  สารละลาย 5x TBE 
 

สารเคมี ความเขมขน 
Tris-base 54.0 g/l 
H3BO3 27.5 g/l 
EDTA pH 8.0   10.0 mM 
เติม dH2O จนปริมาตรรวมเปน 1,000 ml 

 
 4.1.2  บัฟเฟอร 6x loading dye 
  

สารเคมี ความเขมขน 
bromophenol blue 0.25 % 
glyceral 30 % 

 
 4.2  สารละลายที่ใชสําหรับวิธี Southern Blot 
 

4.2.1  deurination solution 
  

สารเคมี ความเขมขน 
HCl 0.25 M 

 
4.2.2  denaturation solution 

  
สารเคมี ความเขมขน 
NaOH 0.5 M 
NaCl 1.5 M 
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4.2.3  neutralization solution 
  

สารเคมี ความเขมขน 
Tris-HCl pH 7.5 0.5 M 
NaCl 1.5 M 

 
4.2.4  สารละลาย 10XSSC 

  
สารเคมี ความเขมขน 
sodium citrate 150.0 mM 
NaCl 1.5 M 

 
4.2.5  สารละลาย 2XSSC 

  
สารเคมี ความเขมขน 
sodium citrate 30 mM 
NaCl 0.3 M 

 
4.2.6  standard hybridization buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
SSC 5X 
N-lauroylsacosine (sarkosyl) 0.1 % 
SDS 0.2 % 
blocking solution 1 % 

 
4.2.7  low stringency buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
SSC 2X 
SDS 0.1 % 
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4.2.8  high stringency buffer 
  

สารเคมี ความเขมขน 
SSC 0.5X 
SDS 0.1 % 

 
4.2.9  maleic acid buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
maleic acid pH 7.5 0.1 M 
NaCl 0.15 M 

 
4.2.10  washing buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
maleic acid buffer pH 7.5 1X 
Tween 20 0.3 % 

 
4.2.11  blocking buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
maleic acid buffer pH 7.5 1X 
blocking solution 1 % 

 
4.2.12  detection buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
Tris-HCl pH 9.5 0.1 M 
NaCl 0.1 M  
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5.  ขั้นตอนการถายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลสูไนลอนเมมเบรน 
 

 
500 กรัม

กระดาษทิชชู

กอนน้ําหนัก

บัฟเฟอร

สะพานกระดาษ 
แผนเจล
แผนเมมเบรน
แผนกระดาษ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ 2  การถายดีเอ็นเอจากแผนอะกาโรสเจลสูแผนเมมเบรน 

  
ที่มา : Sambrook  et  al., 1989 
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