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การถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตในยาสูบ 
 

Chloroplast Transformation in Tobacco 
 

คํานํา 
 

ปจจุบันพืชดัดแปรพันธุกรรม (Genetics Modified Plants, GMPs) หรือ พืชแปลงพันธุ 
(transgenic plant) มีบทบาทสําคัญตอการปรับปรุงพันธุพืชในการสรางพืชสายพันธุใหมที่มีลักษณะ
พิเศษเพิ่มขึน้ เชน พืชตานทานตอสารกําจัดวัชพืช พืชตานทานตอโรคและแมลงศัตรูพืช ตลอดจน
การเพิ่มคุณคาทางโภชนาการ โดยความสําเร็จของพืชดัดแปรพันธุกรรมเกิดจากการนําความรูและ
เทคนิคทางพนัธุวิศวกรรม (genetic engineering) ที่เปนการตัดตอยีนจากสิ่งมีชีวิตสายพันธุหนึ่ง 
เพื่อสรางดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) แลวนํากลับเขาไปในสิ่งมีชีวิตอีกสายพันธุหนึ่งดวย
กระบวนการถายยีน (Belize, 2002)  ซ่ึงนํามาประยุกตใชในการผลิตพืช เพื่อลดปญหาดานระยะ
เวลาและปญหาจากการปรับปรุงพันธุแบบปกติ (conventional breeding) (กษดิิศ, 2544)  
 
 การถายยีนในพืช โดยสวนใหญเปนการถายยีนเปาหมายสูนิวเคลียส ทาํใหเกิดคําถามและ
ความวิตกกังวลเกี่ยวกับความปลอดภัยทางชีวภาพ (biosafety) ของพืชที่ไดรับการถายยีนเปาหมาย
โดยยนีเปาหมายที่ถายเขาสูพืชนั้นมีโอกาสแพรกระจายผานทางละอองเกสรสูส่ิงแวดลอม เชน  
การแพรกระจายของละอองเกสรและเมล็ดจากตนพืชทีไ่ดรับการถายยนีตานทานตอสารกําจัด 
วัชพืชสูพืชสายพันธุเดยีวกันหรือวัชพืชสายพันธุใกลเคียง ทําใหพืชที่ไมใชเปาหมายไดรับยีน 
ดังกลาวและไมสามารถทําลายดวยสารกําจดัวัชพืชชนิดนัน้ ๆ (Daniell et  al., 1998) หรือ 
ละอองเกสรที่มียีนเปาหมายมีโอกาสที่จะกออันตรายตอแมลงที่มีประโยชนในการชวยผสมพันธุพืช 
เชน ผีเสื้อ สงผลใหระบบนิเวศเสียสมดุล เชน การถายยนี Bt เขาสูฝายเพื่อกําจัดหนอนเจาะสมอฝาย 
(Losey et al., 1999) 
 
 แนวทางหนึ่งที่สามารถแกปญหาดังกลาว คือ การถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต 
(chloroplast transformation) (Bogorad, 2000) เนื่องจากคลอโรพลาสตเปนแหลงพนัธุกรรมแหลง
หนึ่งของเซลลพืชที่อยูในไซโตพลาสซึม  มีการถายทอดลักษณะทางพนัธุกรรมผานทางตนแม 
(maternal inheritance) เปนการถายทอดยีนผานทางไขของตนแมแตไมถายทอดทางละอองเกสร
ของตนพอ ดังนั้นยนีเปาหมายจึงไมสามารถถายทอดผานทางละอองเกสรจากพืชที่ไดรับการถายยนี
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เขาสูพืชสายพนัธุใกลเคียงชนิดอื่น ๆ นอกจากนีก้ารถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตมีขอดีมากกวา
การถายยีนเขาสูนิวเคลียสหลายประการ เชน ทําใหพืชที่ไดรับการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต
มีระดับการแสดงออกของยีนเปาหมายสูงขึน้ สามารถถายยีนเปาหมายในลักษณะที่เปนโอเปอรอน 
(operon) ทําใหมีการแสดงออกของกลุมยีนภายใตการควบคุมโปรโมเตอรเดียวกันและไมปรากฏ
ตําแหนงยีนเปาหมายสอดแทรกอยูบนโครโมโซมมากกวา 1 ตําแหนง   (Bel et  al., 2001) ทําใหมี
ความสนใจศกึษาการถายยนีเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตในพืชหลายชนิด เชน  Arabidopsis  
(Yoshimoto et  al., 2001) และพิทูเนยี (Zubko et  al., 2004) ยาสูบเปนพชืตนแบบชนดิหนึ่งที่นยิม
ใชในการศึกษาการถายยีน เนื่องจากยาสูบมีขอมูลทางพันธุกรรมของคลอโรพลาสตที่สมบูรณ 
(Wakasugi et  al., 1998) และทําการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพือ่พัฒนาเปนตนไดงาย (Svab et  al., 1990 
และ Svab and Maliga, 1993) 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอรเขาสูจีโนมของ
คลอโรพลาสตยาสูบดวยเครื่องยิงอนุภาค 
 

2. ตรวจสอบการแสดงออกของยีน uidA แบบชั่วคราวดวยวิธี GUS histochemical assay 
ของปจจัยทีใ่ชในการถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาคและพื้นที่การกระจายตัวของอนุภาค 
 

3. คัดเลือกใบยาสูบที่ผานการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอรและตรวจสอบตนยาสูบ
ที่ตานทานตอการคัดเลือกในระดับโมเลกลุ 
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ตรวจเอกสาร 
 
1.  ลักษณะและหนาท่ีของคลอโรพลาสต 
   

คลอโรพลาสต เปนแหลงพนัธุกรรมหนึ่งของเซลลพืชนอกเหนือจากแหลงพันธุกรรมใน
นิวเคลียส (nucleus) และไมโตคอนเดรยี (mitochondria) คลอโรพลาสตมีวิวัฒนาการมาจาก 
ไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) ทําหนาที่โดยตรงเกีย่วกับการสังเคราะหแสง คลอโรพลาสตพบ
สวนใหญในสวนของพืชที่ไดรับแสง มีรูปรางและขนาดแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชนดิของพืช บาง
ชนิดเปนรูปทรงกลมรี รูปไข รูปจานหรือถวย เปนตน  ในพืชช้ันสูงคลอโรพลาสตมักเปนรูปกลมรี
คลายไข ยาว 5-8 ไมโครเมตร หนา 3-4 ไมโครเมตร (Buchanan et al., 2000) คลอโรพลาสตเปน
ออรแกเนลล (organelle)  ทีป่ระกอบดวยเมมเบรน  2  ช้ัน  คลายกับไมโตคอนเดรีย  คือ   
เมมเบรนชั้นนอกและชั้นใน ภายในคลอโรพลาสตมีลักษณะเปนของเหลวเรียกวา สโตรมา (stroma) 
บริเวณเมมเบรนของไทลาคอยด (thylakoids) มีรงควัตถุทําหนาที่เก็บเกี่ยวพลังงานแสง เพื่อใช
กระตุนการแตกตัวของน้ํา (H2O) และเกดิพลังงาน ATP กับ NADPH สวนไทลาคอยดที่เรียงซอน
กันเปนชัน้ ๆ เรียกวา กรานัม (granum) แตละกรานัมเชื่อมตอกันเปนระบบดวยสโตรมาไทลาคอยด 
(stroma thylakoids) หรือสโตรมาลาเมลลา (stroma lamellae)  สวนดีเอน็เอ (DNA)  อารเอ็นเอ 
(RNA) ไรโบโซม (ribosomes) และเอนไซมชนิดตาง ๆ ที่จําเปนตอการสังเคราะหแสงอยูใน 
สโตรมา  (Salisbury, 1992 and Ross, 1991)  

 
จีโนมคลอโรพลาสต เปนดีเอ็นเอเกลียวคูรูปวงแหวนและมีการจําลองตัวของดีเอ็นเอแบบ 

double rolling-circle model  จีโนมคลอโรพลาสตในพืชทั่ว ๆ ไป แบงเปน 4 สวน คือ สวน large 
region of single-copy genes (LSC) กับ small region of single-copy genes (SSC) อยางละ 1 สวน 
และสวนของ inverted repeat ชุด A (IRA) และ ชุด B (IRB) (Buchanan et al., 2000) ในพืชช้ันสูง 
จีโนมคลอโรพลาสตมีขนาด 120-160 กิโลเบส (kb) เชน จีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบมีขนาด 
155,939 คูเบส (bp) (ภาพที่ 1) และ ขาวมีขนาดเปน 134,525 คูเบส จํานวนยีนประมาณ 130 ยีน เปน
ยีนสราง rRNA ชนิด 16s 23s 4.5s และ 5s ยีนที่สราง tRNA  ยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแสง 
เชน ยีน psbA (Staub and Paliga, 1993) และ open reading frames (ORFs) ที่ยังไมรูหนาที่อยาง 
ชัดเจน (Russell, 2001) เนื่องจากแผนที่จีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบไดมีการศกึษาและมีขอมูล
อยางละเอียด ดังนั้นคลอโรพลาสตของยาสูบจึงเปนเปาหมายที่ใชเปนตนแบบในการถายยีนเขาสู 
จีโนมคลอโรพลาสตตอไป 
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ภาพที่ 1 แผนที่จีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบ (Nicotiana tabacum) ขนาด 155,939 คูเบส   

ประกอบดวยบริเวณลําดับเบส LSC, SSC, IR A และ IRB   
 
ที่มา: Wakasugi et  al. (1998)  
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2.  ขอไดเปรียบของการถายยนีเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต 
 
นักวจิัยหลายทานใหความสําคัญตอการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสต เนื่องจากเปนเทคนิคที่มี

ขอไดเปรียบมากกวาการถายยีนเขาสูนวิเคลียสพืชหลายประการ (Carrer, 2001และ Carrer et  al., 
1993 และ Daniell et  al., 1998 และ Svab et  al., 1990) ไดแก 

 
2.1  ระดับการแสดงออกของยีนเปาหมายและการสะสมโปรตีนเปาหมายสูง 

 
ในเซลลพืชหนึ่งเซลลคลอโรพลาสตมีจํานวนดีเอ็นเอมากกวานิวเคลียส ซ่ึงคิดเปน 10-

20  เปอรเซ็นต ของปริมาณดเีอ็นเอทั้งหมดของเซลล เพราะสภาวะที่เซลลเปนดิพลอยด (diploid 
plant cell, 2n)  นิวเคลียสมีจํานวนชดุดีเอน็เอเปน 2 ชุด ขณะที่คลอโรพลาสตมีจํานวนชุดดีเอน็เอ
ประมาณ 10,000 ชุด (ภาพที่ 2a) โดยคํานวณจากจํานวนคลอโรพลาสตตอเซลลใบยาสูบหนึ่งเซลล
ที่มีประมาณ 50-100 คลอโรพลาสตตอเซลล 10-20 นิวคลีโอไทดตอจีโนมคลอโรพลาสต และ 5-10 
ชุดดีเอ็นเอตอนิวคลีออยล (nucleoid) (Bel et  al., 2001และ Bock, 2001b) แมวาการถายยีนเปาหมาย
เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตจะเกิดการถายยีนเขาสูชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตเพียงหนึ่งชดุดีเอ็นเอ  
(ภาพที่ 2b) เมื่อนําเนื้อเยื่อที่ผานการถายยีนเปาหมายมาเพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีการคัดเลือกดวย 
สารปฏิชีวนะระดับความเขมขนสูง  ทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนของชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตที่ไดรับ
การถายยีนเปาหมาย สงผลใหภายในเซลลเกิดสภาวะที่มชุีดดีเอ็นเอคลอโรพลาสต 2 แบบ คือ  
ชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตแบบที่ไดรับและไมไดรับการถายยีนเปาหมาย เรียกสภาวะนีว้า  
“heteroplasmic”  (ภาพที่ 2c)  และจากการแบงเซลลหลาย ๆ รอบ  รวมทั้งการเกิด cytoplasmic 
sorting ซ่ึงเปนกระบวนการคดัแยกพันธุกรรมในไซโตพลาสซึมที่ทําใหชุดดีเอน็เอทัง้หมดของ 
คลอโรพลาสตหรือไมโตครอนเดรียมีลักษณะพันธุกรรมเหมือนกนัทกุชุดดีเอน็เอ (Anil, 2001) 
 ดังนั้นเซลลที่ไดรับการถายยีนเปาหมายประกอบดวยชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตที่ไดรับการถายยนี
เปาหมายทกุชดุดีเอ็นเอคลอโรพลาสต (ประมาณ  10,000  ชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตตอเซลลใบพืช
หนึ่งเซลล) เรียกสภาวะนี้วา “homoplasmic” (ภาพที่ 2d) การถายยีนเปาหมายเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตของพืชที่ทําใหมีการแสดงออกของยีนเปาหมายในทุกชดุดีเอ็นเอของคลอโรพลาสต
ของเซลลพืชหนึ่งเซลล สงผลใหระดับโปรตีนเปาหมายสูงกวาการถายยีนเขาสูนิวเคลียส  
(Bock, 2001a) สอดคลองกับรายงานของ Kota et  al. (1999) ซ่ึงไดทดลองถายยีน (Bt)  Cry2Aa2 
เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตของใบยาสูบ ทีม่ีจํานวนชุดดเีอ็นเอของคลอโรพลาสต 5,000-10,000  
ชุดดีเอ็นเอตอเซลล โดยใชเครื่องยิงอนุภาคมีระดับโปรตีน (Bt) Cry2Aa2 สูงถึง 2-3 เปอรเซ็นต ของ
โปรตีนทั้งหมด และสรางโปรตีนสูงกวาพืชที่ไดรับการถายยีนเขาสูนิวเคลียสถึง 20-30 เทา 



                                                                                                                                  
7

 
 

 
 ส 

ดีเอ็นเอเปาหมาย 

a 

  
  
  
  
    
  

ภาพที่ 2  ก
เซ
ด
ค
ช
(
ท
เร
ส
ท
ค

 
ที่มา: Bock
นิวเคลีย

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

d 

c 

b 

 
ารถายยีนเปาหมายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตตอเซลลพืชหนึ่งเซลล 
ลลมีจํานวนชุดดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตประมาณ 10,000 ชุด มากก
ีเอ็นเอของนวิเคลียสในสภาวะดิพลอยด  (b) ในระยะแรกของการถา
ลอโรพลาสต (primary plastid transformation) ยีนเปาหมายอาจแทร
ุดดีเอ็นเอเพียงหนึ่งชุดจากชดุดีเอ็นเอคลอโรพลาสตทั้งหมดของหน

c) ชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตของเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนเปาหมา
ําใหเซลลพืชมีชุดดีเอ็นเอคลอโรพลาสตทั้งที่ไดรับและไมไดรับการ
ียกสภาวะนีว้า “heteroplasmic”  (d)  เซลลพืชที่ผานการคัดเลือกใน
ารปฏิชีวนะความเขมขนสงูนาน 2-3 คร้ัง เกิดการแบงตัวและสภาวะ
ําใหไดชุดดเีอ็นเอคลอโรพลาสตที่มีถายยีนเปาหมายเหมือนกันทุกช
ลอโรพลาสตทั้งหมดของเซลล เรียกสภาวะนี้วา “homoplasmic”  

 (2001a)  
คลอโรพลาสต 
 (a) เซลลพืชหนึ่ง
วาจํานวนชดุ 
ยยีนเขาสูจีโนม 
กเขาไปใน 
ึง่เซลลพืช   
ยจะเกิดการแบงตัว 
ถายยีนเปาหมาย 
อาหารคัดเลือกทีเ่ติม
 cytoplasmic sorting 
ดุดีเอ็นเอ 
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2.2  สามารถถายยีนเปาหมายในลักษณะโอเปอรอนได 
 

คลอโรพลาสตเปนออรแกเนลลที่วิวัฒนาการมาจากไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) 
ทําใหสามารถแปลรหัสจาก polycistronic mRNA เปนโปรตีนเชิงซอนที่ควบคุมการแสดงออกของ
ยีนแบบโอเปอรอน de Cosa et  al. (2001) รายงานการถายกลุมยีนโอเปอรอนคลายโปรคาริโอต 
หรือ multiple genes เชน Bt cry2Aa2 operon (ซ่ึงประกอบดวย 3 ยีน ภายใตโปรโมเตอรเดียวกัน) 
เขาสูคลอโรพลาสตของยาสูบโดยใชเครื่องยิงอนุภาค พบวา ใบออนของยาสูบที่ไดรับการถายกลุม
ยีน Bt cry2Aa2 operon มีโปรตีน Bt cry2Aa2 สูงถึง 45.30 เปอรเซ็นต และในใบแกของยาสูบพบ
ปริมาณโปรตีน Bt cry2Aa2 เปน 46.10 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมด  หลังจากนัน้นาํหนอนเจาะ
สมอฝายอายุ 10 วัน มาทดสอบกินใบยาสูบที่ไดรับการถายกลุมยีนดังกลาว พบวา โปรตีน Bt 
cry2Aa2 เขาไปจับบริเวณผนังกระเพาะอาหารของหนอนเจาะสมอฝายทําใหเซลลเสียสมดุลและ
หนอนตาย 100เปอรเซ็นต สวนการแสดงออกของ multiple genes ในพืชที่ไดรับการถายยีนเขาสู
นิวเคลียสเกิดจากการถายยนีเปาหมายครั้งละหนึ่งยีนจนครบจํานวน multiple genes ทําใหระดับ 
การแสดงออกของแตละยนีแตกตางกัน (de Cosa et  al., 2001) 

 
2.3  ไมเกิดการแพรกระจายของยีนเปาหมายจากพืชดัดแปรพันธุกรรมสูส่ิงแวดลอมหรือ 

พืชสายพันธุใกลเคียง 
 

การถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตสามารถแกไขปญหาการแพรกระจายของละอองเกสร
จากตนพืชทีไ่ดรับการถายยนีสูส่ิงแวดลอมหรือวัชพืชสายพันธุใกลเคียง เชน พืชปลูกที่ไดรับ 
การถายยีนที่ตานทานตอสารกําจัดวัชพืชเขาสูนิวเคลียสอาจจะแพรกระจายยนีดังกลาวสูพืช 
สายพันธุเดยีวกันหรือพืชสายพันธุใกลเคียง ทําใหพืชที่ไมใชเปาหมายตานทานตอสารกําจัดวัชพืช
และทําลายดวยสารกําจัดวัชพืชดังกลาวไดยาก (Daniell et  al., 1998) และละอองเกสรของพืชที่ได
รับการถายยีน Bt  อาจเปนอันตรายตอแมลงที่มีประโยชนตอการผสมพันธุพืช เชน ผีเสื้อ  
(Losey et  al., 1999) เนื่องจากคลอโรพลาสตมีการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมทางตนแม 
(maternal inheritance) เซลลสืบพันธุจากฝายแมจะถายทอดพันธุกรรมในไซโตพลาสซึมใหกับลูก 
สวนเซลลสืบพันธุจากฝายพอจะถายทอดพนัธุกรรมเฉพาะในนิวเคลยีสเทานั้น (ประดษิฐ, 2543)  
ทําใหพืชที่ไดรับการถายยีนเปาหมายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต (transplastomic plant) ไมเกดิ 
การแพรกระจายของยีนเปาหมายสูส่ิงแวดลอมผานทางละอองเกสร และวิธีการหนึ่งที่สามารถกําจัด
ยีนคัดเลือกทีเ่ปนยีนตานทานตอสารปฏิชีวนะ หลังจากการถายยีนเปาหมายและคัดเลือกพืชไดแลว 
เพื่อปองกันยนีดังกลาวแพรไปในสิ่งมีชีวติอ่ืน โดยการออกแบบพลาสมิดเวคเตอรที่มีโปรโมเตอร
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และเทอรมิเนเตอรที่มีลําดับเบสที่ซํ้ากันหลายชดุและอาศยั native recombination ในการกาํจัด 
ยีนคัดเลือกออก (Iamtham and Day, 2000)

 
2.4    สามารถถายยีนเปาหมายไปสูตําแหนงที่จําเพาะบนจีโนมคลอโรพลาสต     
 

  การถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตไมเกิดการสอดแทรกของยีนเปาหมายมากกวา  
1 ตําแหนง เนือ่งจากคลอโรพลาสตมีโครงสรางของโครมาทินที่ไมซับซอนและวิธีการถายยีนดวย
กระบวนการการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนของลําดับเบสคูสม ที่เรียกวา “homologous recombination” 
ระหวางชิน้สวนลําดับเบสบนจีโนมคลอโรพลาสตกับพลาสมิดเวคเตอร (plasmid vector)  
ดังภาพที่ 3 (Boynton et  al., 1988 และ Staub and Maliga, 1992-1995) 

 
 การแลกเปลี่ยนชิ้นสวนของลําดับเบสคูสม (homologous recombination) เปนวิธีการ

ถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตอยางจําเพาะเจาะจง โดยพลาสมิดเวคเตอรมียีนเปาหมายถูกขนาบขาง
ดวยช้ินสวนลําดับเบสที่เปนคูสมกับชิ้นสวนลําดับเบสเปาหมายบนจีโนมคลอโรพลาสต   
 เมื่อพลาสมิดเวคเตอรถายเขาสูเซลลคลอโรพลาสตจะเกดิการแลกเปลีย่นยนีระหวางยีนเปาหมาย
จากพลาสมิดเวคเตอรและ intergenic spacer จากจีโนมคลอโรพลาสต (Bel et  al., 2001 และ 
Maliga, 2003) ทําใหยนีเปาหมายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต (ภาพที่ 3) 

 
การสงถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต เปนวิธีการหนึง่ในการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรม 

ของพืชใหมีลักษณะตามที่ตองการ พืชที่ไดรับการถายยนีเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตและสามารถ
แสดงออกลักษณะตามที่ยนีนั้นควบคุม เรยีกตนทีไ่ดรับการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตนี้วา  
 “ พืชดัดแปรพันธุกรรมคลอโรพลาสต ” หรือ “ transplastomic ” (Svab et  al., 1990) จากขอได
เปรียบตาง ๆ ดังกลาว ทําใหนักวิทยาศาสตรหันมาใหความสนใจในการผลิตพืชดัดแปรพันธุกรรม
คลอโรพลาสตเพิ่มมากขึ้น 

 
3.  ความสําเร็จในการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต 

 
นักวิทยาศาสตรใหความสนใจและความสําคัญของการผลิตพืชแปรพันธกุรรม 

คลอโรพลาสตอยางกวางขวาง ซ่ึงความสาํเร็จของการสรางพืชดัดแปรพันธุกรรมคลอโรพลาสต 
รายงานครั้งแรกในสาหรายเซลลเดียว Chlamydomonas  reinhardtii โดยนําเซลลปกติมาชักนําให
เกิดการกลายพันธุดวยวิธีการตัดลําดับเบสบางสวนของยนี atpB บนจีโนมคลอโรพลาสต ทําให
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เซลลสาหรายไมมีความสามารถในการสังเคราะหแสง หลังจากนั้นทําการถายยีน atpB ของ 
คลอโรพลาสตจากเซลลสาหรายปกตเิขาสูเซลลกลายพันธุโดยใชเครือ่งยิงอนุภาค พบวา เซลล  
กลายพันธุที่ไดรับการถายยนี atpB มีความสามารถในการสังเคราะหแสง โดยวิธีการแลกเปลี่ยนชิ้น
สวนดีเอ็นเอในบริเวณลําดับเบสที่เขากันไดในคลอโรพลาสตของเซลลกลายพันธุกบัเซลลปกติ 
(Boynton et  al., 1988) จากการศึกษาดังกลาวเปนจุดเริ่มตนในการพัฒนาการถายยีนเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตในพืชช้ันสูง  

 

 
 
ภาพที่ 3   แสดงการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตดวยการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนของลําดับเบส 

คูสม (homologous recombination) 2 ตําแหนง ระหวางจีโนมคลอโรพลาสต (ptDNA) 
และเวคเตอร (vector) ที่ขนาบขางดวยลําดบัเบสคูสม left target regions (LTR) และ 
right target regions (RTR) จีโนมคลอโรพลาสตที่ไดรับการถายยีนเปาหมายสามารถ
กําจัดยีนคัดเลอืก (selectable marker gene) ออกจากจีโนมได 

 
ที่มา: Maliga (2003) 
 

Svab et  al. (1990) รายงานการศึกษาการถายยยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตในชั้นสูงที่
ประสบผลสําเร็จครั้งแรกในยาสูบ (Nicotiana tabacum) โดยนํายีน 16s rRNA จากคลอโรพลาสตมา
ชักนํากอใหเกดิการกลายพนัธุแบบ point mutation สงผลใหมีการแสดงออกทีส่ามารถตานทานตอ
สารปฏิชีวนะ spectinomycin และ streptomycin ถายเขาสูใบยาสูบดวยวิธีการยิงอนภุาค หลังจากนัน้
นําใบยาสูบที่ไดรับการถายยนีมาเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกสูตร RMOP ที่มีสวนประกอบของ 
สารปฏิชีวนะ spectinomycin เซลลใบยาสูบที่ไดรับยีน 16s rRNA ที่กลายพันธุสามารถพัฒนาและ 
เจริญเติบโตเปนตนยาสูบไดโดยวิธีการแลกเปลี่ยนชิน้สวนดเีอ็นเอในบริเวณลําดับเบสที่เขากัน ซ่ึง    
สอดคลองกับรายงานของ Boynton et  al. (1988) นอกจากนีก้ารถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต
ในพืชช้ันสูงชนิดอื่น ๆ ที่ประสบความสําเร็จ ไดแก 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  แสดงการพัฒนาการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตในพชืช้ันสูงชนิดตาง ๆ 
 

ชนิดพืช วิธีการถายยนี อางอิง 
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) 

 
การพัฒนาการสรางพืชดัดแปรพันธุกรรมคลอโรพลาสตในพืชชนดิอืน่ ๆ ตองมีระบบ 

การถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตที่มีประสิทธิภาพ (Bock, 2001a และ Carrer, 2001) ไดแก (1) ตอง
เปนวิธีการที่สามารถสงถายยีนเปาหมายผานผนังเซลลพืช (cell wall) เยื่อหุมเซลล (plasma 
membrane) และ เมมเบรน 2 ช้ัน ของคลอโรพลาสต (outer membrane และ inner membrane) เขาสู
จีโนมของคลอโรพลาสต (2) ยีนคดัเลือก (selectable marker gene) ที่นํามาใชในวิธีการถายยีนนี้ตอง
สามารถแสดงออกลักษณะของยีนนัน้ในคลอโรพลาสตได (3) พืชที่ทําการถายยีนเขาสู 
คลอโรพลาสตตองมีความสามารถในการพัฒนาเปนตน transplastomic ในอาหารที่ใช 
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
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 4.  วิธีการสงถายยีนเปาหมายเขาสูคลอโรพลาสต
 

การถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตเปนวธีิการถายยีนทีไ่มพบรายงานวามีเชื้อแบคทเีรีย
หรือไวรัสที่สามารถเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต (Bock, 2001a) ดังนั้นการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสต
ตองเปนวิธีการถายยีนเขาสูเซลลพืชโดยตรง โดยใชพาหะเปนตวันํายีนเขาสูเซลล และสามารถทะลุ
ผานชั้นเมมเบรนของคลอโรพลาสต คือ 
 

4.1  การถายยนีโดยใชสารเคมีชนิด polyethylene glycol  
 

 เทคนิคนี้ใชเฉพาะกับเนื้อเยือ่เปาหมายที่เปนโปรโตพลาสต (เซลลที่กําจัดผนังเซลล
ออก) และพืชที่สามารถพัฒนาจากโปรโตพลาสตเปนตนไดเทานั้น (Koop et  al., 1996 และ  
O' Neill et  al., 1993) จากการศึกษาของ O' Neill et  al. (1993) พบวา การถายยีนในพลาสติด 
กลายพันธุ 16s rRNA ของ Nicotiana tabacum ที่แสดงความตานทานตอสารปฏิชีวนะ streptomycin 
และ spectinomycin เขาสูโปรโตพลาสตของ Nicotiana plumbaginifolia ดวยการใชสารเคมี 
polyethylene glycol โดยนําพลาสมิดเวคเตอร pIDS411 และ pTB116 จากภายนอกเซลลผาน 
เยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมพลาสติด  (plastid envelope) สูจีโนมพลาสติด โดยพลาสมิดเวคเตอรเขาสู 
โปรโตพลาสตและตองเคลือ่นที่จากตําแหนงไซโตพลาสซึมไปยังพลาสติดแบบสุม ทําใหยนี 
เปาหมายไมสามารถสอดแทรกเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตไดทุกชุด วิธีการถายยนีนี้มี 
ประสิทธิภาพต่ําในการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสต และไมสามารถใชกับพืชชนิดอืน่ ๆ ไดอยาง
กวางขวาง แตการถายยีนดวยการใชสารเคมีชนิด PEG นี้ มีตนทุนการผลิตต่ํากวาการถายยีนดวย 
วิธีการใชเครื่องยิงอนุภาค (Daniell, 1999 และ Sidebottom, 2002) 

 
4.2  การถายยีนดวยการฉีดดีเอ็นเอเขาสูเซลลพืชภายใตกลองจุลทรรศน   

 
การฉีดดีเอ็นเอเขาสูเซลลพืชภายใตกลองจลุทรรศนเปนวธีิการหนึ่งที่สามารถถายยีน

เขาสูคลอโรพลาสต (Sidebottom, 2002) แตวิธีการฉีดดีเอ็นเอนัน้จะชกันําใหเกิดความรอนระหวาง
โลหะกับของเหลว ซ่ึงสามารถทําลายพลาสมิดดีเอ็นเอทีผ่านหลอดฉีดยาขนาดเสนผาศูนยกลาง 
เทากับ 0.1 ไมโครเมตร และเซลลที่ไดรับดีเอ็นเอเกดิความเสียหาย (Daniell, 1999) 
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4.3  การถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาค   
 

การถายยีนดวยเครื่องยิงอนภุาคเปนวิธีการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตที่มีประสิทธิภาพ
และนยิมใชกนัอยางกวางขวาง (ตารางที่ 1) เนื่องจากเปนวธีิการที่ใชในการถายยีนหรือดีเอ็นเอเขาสู
พืช โดยใชการยิงยีนเขาสูเซลลพืช ยีนหรือดีเอ็นเอถูกเคลอืบบนอนุภาคโลหะเฉื่อยขนาดเล็ก ไดแก 
อนุภาคทองคํา หรืออนุภาคทงัสเตน ที่ทําหนาที่เปนตวันํายีนหรือดเีอ็นเอเขาสูเซลลโดยใชแรงดัน
จากกาซเปนตวัผลักดันอนภุาคโลหะทะลผุานผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลเขาสูเนื้อเยื่อเปาหมาย 
(Klein et al., 1987) การถายยนีโดยการใชเครื่องยิงอนุภาคเปนเทคนิคทีม่ีประสิทธิภาพสูงใน 
การสรางพืชแปลงพันธุกรรมและสามารถใชตัวอยางจากชิ้นสวนตาง ๆ ของพืช เชน ใบ  
(Svab et  al, 1990) แคลลัส (Maliga, 2001)  เซลลแขวนลอย (suspension cells) (Daniell et  al., 
1990) และชิ้นสวนพชืที่ไดรับการถายยีนดวยวิธีนี้สามารถพัฒนาเปนตนไดงาย วิธีการถายยีนนี้มี
ตนทุนสูงแตใหประสิทธิภาพมากกวาวิธีการอื่น ๆ (Bel et  al., 2001, Daniell, 1999 และ 
Sidebottom, 2002) 
 
5.  ปจจัยท่ีมีผลตอประสิทธิภาพการถายยนีเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตดวยเคร่ืองยิงอนุภาค 

 
ปจจัยสําคัญทีม่ีผลตอประสิทธิภาพการถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาค แบงออกเปน 2 ปจจัย 

คือ ปจจัยทางกายภาพ (abiotic parameters) และปจจัยทางชวีภาพ (biotic parameters) (คอลลีนส, 
2535) รวมทั้งองคประกอบของเวคเตอร ไดแก ลําดับเบสของยีนที่ควบคุมการแสดงออก 
(promoter) ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลอืก (selectable marker genes) และยีนรายงานผล 
(reporter genes) 

 
5.1  ปจจัยทางกายภาพ (Abiotic parameters) 

 
ปจจัยทางกายภาพ คือ ปจจยัภายนอกที่มีผลตอประสิทธิภาพการถายยนีเขาสูจีโนม 

คลอโรพลาสต ไดแก ชนิดของอนุภาค (particle composition) ขนาดของอนุภาค (particle size) 
อัตราเร็วในการยิง (velocity) และระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายในการยิงอนภุาค  (target distance) 
เปนตน 
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5.1.1  ชนิดของอนุภาค (Particle composition) 
 
อนุภาคที่ใชในการถายยนีดวยเครื่องยงิอนภุาค แบงเปน 2 ชนิด คือ อนภุาคทอง

คําและอนุภาคทังสเตน (Klein et  al., 1987) เนื่องจากอนุภาคทั้งสองชนิดเปนโลหะธาตุเฉื่อย ทําให
อนุภาคไมทําปฏิกิริยากับดีเอ็นเอและเกิดความเปนพษิตอเซลลพืชต่ํา อนุภาคสามารถทําใหมีขนาด
เล็กตามที่ตองการ และมีความสามารถในการทะลุผานเขาสูเซลลสูง โดยอนุภาคทองแตละโมเลกุล
มีขนาดและรปูรางที่สม่ําเสมอมากกวาอนภุาคทังสเตน (Randolph-Anderson et  al., 1995) และ 
ไมเกิดการแสดงความเปนพษิตอเซลลเหมือนอนุภาคทังสเตน (Birch and Bower, 1994) 
 

5.1.2  ขนาดของอนุภาค (Particle size) 
 
ขนาดของอนภุาคที่ใชในการเคลือบยีนหรือดีเอ็นเอมีความสําคัญตอการสง 

ถายยีนเขาสูเซลลพืช ถาขนาดอนุภาคทีใ่ชมีขนาดใหญไมเหมาะสมตอชนิดเนื้อเยื่อเปาหมาย ทําให
พืชเกิดความเสียหายและไมสามารถเจริญเติบโตได จากรายงานของ Svab et  al. (1990) ศึกษา 
การถายยีน 16sDNA mutation โดยใชอนภุาคทังสเตนขนาด 1 ไมโครเมตร เคลือบพลาสมิดดีเอ็นเอ 
pZS148 ขนาด 9.6 kb เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตของใบยาสูบ ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Svab 
and Maliga (1993) กลาววา อนุภาคทังสเตนขนาด 1 ไมโครเมตร เคลือบพลาสมิดดีเอน็เอ pZS197 
มีขนาดอนภุาคที่เหมาะสมตอการถายยีน aadA เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตของใบยาสูบไดดีที่สุด แต
การถายยีน gfp (Green Fluorescent Protein) เขาสูพลาสติดของเซลลแขวนลอยของยาสูบ รายงานวา 
การใชอนภุาคทองขนาด 0.4 ไมโครเมตร มีประสิทธิภาพในการถายยนีมากกวาการถายยีนดวย
อนุภาคทองขนาด 1 ไมโครเมตร ถึง 4 เทา (Langbecker et  al., 2004) สวนการศึกษาการถายยีน gfp 
เขาสูคลอโรพลาสตในใบมนัฝร่ัง (Sidorov et  al., 1999) และใบของถั่วเหลือง Glycine max  (L.) 
Merr. (Zang et  al., 2001) รายงานวา อนุภาคทองคําขนาด 0.6 ไมโครเมตร เปนขนาดอนุภาคที่
เหมาะสมที่สุดตอการถายยนีเขาสูคลอโรพลาสต ดังนั้นขนาดของอนุภาคที่เหมาะสมจึงแตกตางกัน
ขึ้นอยูกับชนดิของพืชที่นํามาถายยีน 
 

5.1.3  แรงดันกาซฮีเลียม (Helium pressure) และระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายใน 
การยิงอนภุาค  (Target distance) 

 
แรงดันกาซฮีเลียมในการยิงดีเอ็นเอเขาสูเนื้อเยื่อเปาหมายเปนปจจัยที่สําคัญตอ

ประสิทธิภาพในการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสต  โดยอัตราเร็วในการยงิมีความสัมพนัธกับสภาวะ
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สุญญากาศภายในตูและระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายในการยิงอนภุาค (Birch and Bower, 1994) 
Sidorov et  al. (1999) รายงานการศึกษาการถายยีนโดยเครื่องยิงอนุภาคสูใบมันฝร่ังที่ระดับแรงดนั
กาซฮีเลียมและระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายในการยิงอนุภาคระดบัตาง ๆ จากผลการตรวจสอบ
การแสดงออกของโปรตีน GUS พบวา การใชแรงดันกาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว  
ที่ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายในการยิงอนุภาคเทากับ 9 เซนติเมตร มีประสิทธิภาพในการถายยนี
เขาสูคลอโรพลาสตในใบมนัฝร่ังสูงที่สุด สําหรับการถายยีนใน Arabidopsis thaliana ระดับแรงดัน 
กาซฮีเลียมที่ 450 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายในการยิงอนภุาคเทากับ 9
เซนติเมตร และระดับแรงดันกาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย
ในการยิงอนุภาคเทากับ 12 เซนติเมตร เปนระดับทีเ่หมาะสมในการถายยีน aadA เขาสูใบ  
(Sikdar et  al., 1998)  
 

5.2  ปจจัยทางชวีภาพ (Biotic parameters) 
 

ปจจัยทางชวีภาพเปนปจจัยหนึ่งที่สําคัญตอสภาวะทีเ่หมาะสมในการถายยีนเขาสู 
จีโนมคลอโรพลาสต ไดแก แหลงที่มาของเนื้อเยือ่ (tissue source) และอายุของเนื้อเยื่อ (tissue age) 

 
5.2.1  แหลงที่มาของเนื้อเยื่อ (Tissue source) 

 
การถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาคสามารถถายยีนเขาสูเนือ้เยื่อพืชใบเลีย้งเดี่ยว

และใบเลีย้งคู (Galun and Breiman, 1997) จากการศึกษาของ Boynton  et  al. (1988) รายงานวา 
ชนิดของเนื้อเยื่อเปาหมายมผีลตอการแสดงออกของยีนทั้งระดับชั่วคราว (transient expression) 
และระดับถาวร (stable transformation) โดยเนื้อเยื่อเปาหมายที่ใชในการถายยีนตองเปนเนื้อเยื่อที่มี
ความสามารถตอการชักนําการเกิดตน transplastomic อยางมีประสิทธิภาพ จากรายงานการศกึษา
ของ Svab et  al. (1990) พบวา ใบยาสูบสามารถนํามาเปนเนือ้เยื่อเปาหมายในการถายยีนกลายพันธุ 
16s rRNA เขาสูคลอโรพลาสต สอดคลองกับรายงาน Svab and Maliga (1993) ที่นําใบยาสูบใชเปน
เนื้อเยื่อเปาหมายในการถายยนี aadA  แหลงทีม่าของเนื้อเยื่อนอกจากใบยาสูบ คือ เซลลแขวนลอย 
(suspension cells) จากใบยาสูบอายุ 4 วัน ทีม่ีน้ําหนกัสด 100 มิลลิกรัม สามารถใชเปนเซลลตั้งตน
ในการถายยีนที่ผลิต chloramphenicol acetyltransferase (cat) ดวยวิธีการยิงอนุภาค (Daniell et  al., 
1990) 
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5.2.2  อายุของเนื้อเยื่อ (Tissue age) 
 

ความเหมาะสมของสภาพเนือ้เยื่อเปาหมายที่นํามาใชในการถายยีนเปนหนึ่งใน
ปจจัยที่สําคัญตอการถายยีน โดยการใชอายุของเนื้อเยื่อทีเ่หมาะสมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของ
การถายยีน จากการศึกษาของ Daniell et  al. (2001) รายงานวา ใบยาสูบอายุ 2 เดือน ม ี
ความเหมาะสมตอการถายพลาสมิดเวคเตอร pLD-BADH ทําใหเกิดตน transplastomic จํานวนเฉลี่ย
สูงถึง 23 ตน ตอช้ินใบยาสบู ในพืช Lesquerella fendleri อายุใบ 6 สัปดาห เหมาะสมสําหรับเปน
เนื้อเยื่อเปาหมายในการถายยนี aadA16gfp ทีแ่สดงออกใหโปรตีน aminoglycoside 3" -
adenylyltransferase (AAD)-GFP มีประสิทธิภาพความสําเร็จคิดเปนตน transplstomic 1 โคลน ตอ
การถายยีน 25 คร้ัง  (Skarjinskaia, 2003) 

 
5.3  ตําแหนงควบคุมการแสดงออก (Promoter) ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลอืก 

(Selectable marker genes) และ ยีนรายงานผล (Reporter genes) 
 

นอกจากปจจยัทางชีวภาพและปจจยัทางกายภาพที่มีผลในการถายยนี แลวยังมีตําแหนง
ควบคุมการแสดงออกเหนือยีน (Promoter) ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลอืก (Selectable marker 
genes) และยีนรายงานผล (Reporter genes) ที่มีบทบาทสําคัญตอการเพิ่มประสิทธิภาพการถายยนี
เขาสูคลอโรพลาสตดวยเครือ่งยิงอนุภาค เนื่องจากยีนเปาหมายตองสามารถแสดงออกลักษณะของ
ยีนนัน้ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอรและเทอรมิเนเตอรในคลอโรพลาสตได (Carrer, 2001) 
และถูกคัดเลือกดวยยนีคัดเลอืกหรือยีนรายงานผล 
 

5.3.1  ตําแหนงควบคุมการแสดงออก หรือโปรโมเตอร (Promoter) 
 

โปรโมเตอรเปนตําแหนงดีเอน็เอที่ควบคุมการแสดงออกที่อยูเหนือยีนซึ่งเปน
บริเวณที่เอนไซมอารเอ็นเอโพลีเมอรเรส (RNA polymerase) จดจําและจะเขามาจับเพือ่เร่ิมตน 
การถอดรหัส (transcription) (ประดษิฐ, 2543) ทําหนาทีค่วบคุมการแสดงออกของยนีที่อยูถัดไป 
โปรโมเตอรที่นํามาใชในการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตเปนโปรโมเตอรที่ไดรับมาจากยนีของ 
คลอโรพลาสต เชน โปรโมเตอรจากยีน psbA  16s rRNA (rrn) rbcL trnV  และ rps 16 (Heifetz, 
2000) โดยการควบคุมการแสดงออกของยนีเปาหมายที่ถูกถายเขาไปในจีโนมคลอโรพลาสตนั้น
ตองมี promoter cassette (PL) คือ โปรโมเตอร รวมกับ translation control sequence ชนิดตาง ๆ  
ดังตารางที่ 2 ซ่ึงโปรโมเตอรที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมการแสดงออกของยนีเปาหมายใน 
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จีโนมคลอโรพลาสต คือ plastid 16s ribosomal RNA promoter (Prrn) เนื่องจาก Prrn เปน 
โปรโมเตอรของยีน 16s rDNA ในกลุมยีน rrn ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมการแสดงออกของ
ยีนเปาหมายสงูกวาโปรโมเตอรชนิดอื่น ๆ ในจีโนมคลอโรพลาสต (เชน โปรโมเตอร psbA) 
(Maliga, 2002) ซ่ึง Yoshimoto et  al. (2001) รายงานวา การถายยีน gus เขาสูจีโนมคลอโรพลาสต 
Arabidopsis thaliana ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร Prrn และพบโปรตีน GUS สูงถึง 1.2 
pmol min-1 µ protein-1 ซ่ึงมากกวาโปรโมเตอร psbA และ tac นอกจากนี้โปรโมเตอร Prrn มี 
ความสามารถในการควบคุมการแสดงออกของยีนเปาหมายไดในพืชหลายชนิด เชน Arabidopsis 
thaliana (Isono et  al., 1997) และยาสูบ (Sakai et  al., 1998)  และมีการสรางโปรตีนเปาหมายใน
ระดับที่แตกตางกันตั้งแตระดับต่ํา 0.001 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมดของเซลลถึงระดับสูงเทากบั 
45.0 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมดของเซลล (Maliga, 2002) นอกจากนี ้translation control 
sequence ยังสงเสริมระดับการแสดงออกของยีนเปาหมายเพิ่มขึ้น โดย translation control sequence 
เปนลําดับเบสที่ควบคุมการสังเคราะหโปรตีน ซ่ึงประกอบดวย (1) mRNA 5'-untranslated region 
(UTR) หรือ 5'-translation control region (TCR) ที่ประกอบดวย 5'-UTR และ N-terminal segment 
ของ coding region ที่ทําให mRNA ไมถูกทําลายได (mRNA  stability) และเปนตําแหนงแรกที่ 
ไรโบโซมเขามาจับเพื่อเร่ิมตนการสังเคราะหโปรตีน (Maliga, 2003) (2)  mRNA 3'-UTR หรือ 
Terminator-cassette (T-cassette) ที่ทําหนาที่เกี่ยวกับ mRNA  stability  และเปนลําดับเบสที่ส้ินสุด
การสังเคราะหโปรตีน (Maliga, 2003 และ Maliga, 2002) ดังนั้นความสําเร็จของการถายยีนเขาสู 
จีโนมคลอโรพลาสตตองอาศัยพลาสมิดเวคเตอรที่ประกอบดวย โปรโมเตอรที่สามารถควบคุม 
การแสดงออกของยีนเปาหมายในจีโนมคลอโรพลาสตได และ translation control sequence ที่ 
สงเสริมให mRNA ไมถูกทําลายไดงายและเกิดการสังเคราะหโปรตีน   

 
5.3.2  ยีนเครื่องหมายทีใ่ชในการคัดเลือก (Selectable marker genes)  

 
ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคดัเลือกเปนยีนที่กําหนดลักษณะบางประการที่

สามารถคัดเลือกเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนออกจากเซลลปกติ (สุรินทร, 2536) โดยยับยั้ง 
การเจริญเติบโตของพืชปกตแิละไมอันตรายตอพืชแปลงพันธุ จากการศึกษาของ Svab et  al. (1990) 
รายงาน การศกึษาการถายยนีตานทานตอสารปฏิชีวนะที่สรางจากการชักนํายีน 16s rDNA ของ 
จีโนมคลอโรพลาสตใหเกดิการกลายพันธุแบบ point mutation ตรงลําดับเบสที่ 278 คูเบส ถายเขาสู
ใบยาสูบดวยเครื่องยิงอนุภาคสามารถคัดเลือกตนยาสูบที่ไดรับการถายยีนซึ่งมีลักษณะตานทานตอ
สารปฏิชีวนะ spectinomycin และ streptomycin ที่ระดับความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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ตารางที่ 2  ตัวอยางพลาสมิดเวคเตอรสําหรับการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตที่ประกอบดวย
โปรโมเตอร 5'-UTR และ 3'-UTR ชนิดตาง ๆ และระดับการแสดงออกของยีนเปาหมาย
ของตนพืชที่ไดรับการถายยนีเปาหมายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต 

 
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) พบวา การถายยีน aadA ไดจากการแยกเชื้อ Escherichia 
coli ที่สรางโปรตีน aminoglycoside 3''-adenylyltransferase ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
spectinomycin และ streptomycin โดยตรงมีประสิทธิภาพการถายยนีเขาสูคลอโรพลาสตเพิ่มสูงถึง 
100 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับการถายยีนกลายพันธุ16s rDNA ที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะชนิดเดยีว
กันเขาสูใบยาสูบดวยการใชเครื่องยิงอนุภาคภายใตปจจยัการถายยีนเหมือนกัน Carrer et  al. (1993) 
รายงานการศกึษาของยนี nptII (neomycin phosphotransferase gene) ที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
kanamycin สามารถใชเปนยนีเครื่องหมายและแสดงออกลักษณะยีนนัน้ในคลอโรพลาสตใบยาสูบ
ในระดบัความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สอดคลองกับการศึกษาของ Huang et  al. (2002) 
พบวา ยนี aphA-6 จาก Acinetobacter baumannii ที่ใหโปรตีน aminoglycoside phosphotransferases 
สามารถตานทานตอสารปฏิชีวนะ kanamycin 
 

สารปฏิชีวนะ spectinomycin (ช่ือการคา Trobicin) เปนสารปฏิชีวนะใน 
กลุม aminoglycoside ที่ผลิตมาจากแบคทีเรีย Streptomyces spectabilis  กลไกการทํางานของ 
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ในเซลลพืชนั้น โดยไปยับยั้งการทํางานของไรโบโซมขนาด 70s 
(ตําแหนง 30s) (Ahlert  et  al., 2003) และขัดขวางการเคลื่อนที่ของเปปไทด tRNA จากตําแหนง P 
เปนตําแหนง A (Marins, 2004) ทําใหคลอโรพลาสตไมสามารถสังเคราะหแสงใหแกเซลลพืช จึงทํา
ใหเซลลพืชมีลักษณะสีขาวและตายในที่สุด 
 

ยีน  bar  (bialaphos resistance gene)  เปนยนีเครื่องหมายที่สามารถแสดงออก
ในคลอโรพลาสต และไดจากการแยกเชื้อ Streptomyces hygroscopicus ซ่ึงยีน bar สรางเอนไซม 
phosphinothricin acetyltransferase (PAT) ตานทานตอสารกําจัดวัชพืชในกลุม phosphinothricin 
(PPT) ไดแก bialaphos และ glufosinase โดยกลไกการทาํงานของเอนไซมนี้จะเกี่ยวกบัการยับยั้ง
การทํางานของเอนไซม glutamine synthetase (GS) ในกระบวนการสังเคราะหกรดอะมิโน 
glutamine เมื่อมีการสะสมในปริมาณสูงกอใหเกดิการยบัยั้งขบวนการสังเคราะหแสง แตม ี
ประสิทธิภาพสูงในการคัดเลือกเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสต (Lutz et  al. , 2001)   

 
Daniell et  al.(2001) รายงานการใชยนี betaine aldehyde dehydrogenase 

(BADH) จากผักขม (spinach) เปนยนีเครือ่งหมายในการถายยีนเขาสูคลอโรพลาสตของยาสูบ โดย
ปราศจากการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ นาํใบยาสูบที่ผานการถายยนีมาเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือก
ที่เติมสารตั้งตน betaine aldehyde (BA) ซ่ึงเปนอันตรายตอเซลล ใบยาสูบที่ไดรับการถายยีน BADH 
สามารถสรางเอนไซม glycine betaine ที่ยอยสลายสาร BA เปนสาร glycine betaine ที่ไมเปน
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อันตรายตอเซลลพืช ยีนเครื่องหมาย BADH เปนยนีที่ใชในการคดัเลือกพืช transplastomic ได  
แตไมสามารถนํามาใชในกลุมพืชที่มียีนนี้อยูแลว เชน พืชตระกูล Chenopodiaceae และ Poaceae 
 

5.3.3  ยีนรายงานผล (Reporter genes) 
 
ยีนรายงานผล ทําหนาที่เปนยนีตรวจสอบการแสดงออกของยีนซึ่งไมมบีทบาท

ในการคัดเลือกพืชที่ไดรับการถายยีน การรายงานผลของยีนเพื่อยืนยันวาโปรโมเตอรที่ถายเขาสู
เซลลพืชสามารถควบคุมการแสดงออกของยีนได (สุรินทร, 2536) จากการศึกษาของ Staub and 
Maliga (1992) รายงานวา ยีนรายงานผล uidA สรางเอนไซม β-glucuronidase (GUS) ที่ไดจาก 
การแยกเชื้อ Escherichia coli stain K 12 สามารถแสดงออกในคลอโรพลาสตของยาสูบ 
การตรวจกจิกรรมของเอนไซม β-glucuronidase ทําตามวิธี GUS histochemical assay ที่ตรวจสอบ
กับสารตั้งตน 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-glucuronide (X-Gluc) โดยเซลลพืชที่ไดรับการถายยีน 
uidA ที่มีการแสดงออกใหเอนไซม β-glucuronidase มาทําปฏิกิริยากับสารตั้งตน X-Gluc แสดงผล
ใหสารตกผลึกสีน้ําเงิน ดังภาพที่ 4  

 

 
 

ภาพที่ 4    การเกิดปฏิกิริยาระหวางสารตั้งตน X-Gluc กับเอนไซม β-glucuronidase ที่ใหผลผลิต
เปนสารตกผลึกสีน้ําเงิน dibromoindigo 

 
ที่มา: Gallagher (1992) 
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สวนยนี gfp มาจาก Aequorea victoria สรางโปรตีน green fluorescent protein 
(GFP) เปนยีนรายงานผลที่แสดงผานการมองเห็น (visual marker) ภายใตรังสีอัลตราไวโอเลต โดย
ไมตองทํา histochemical assay โดยการรายงานผลของยีน gfp เกิดจากโปรตีน GFP ดูดกลืนรังสี
อัลตราไวโอเลตจึงปรากฏตําแหนงของเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีนเขาสูเซลล (Khan and Maliga, 
1999) 
 

การถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตเปนวธีิหนึ่งของการถายยีนที่ไดรับความสนใจ 
จากนกัวิทยาศาสตรในการศกึษาขอมูลพื้นฐานของการถายยีนแทนการถายยีนเขาสูนวิเคลียสพืช  
เนื่องจากการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตมีขอดีมากกวาการถายยนีเขาสูนิวเคลยีส ไดแก ระดบั 
การแสดงออกของยีนเปาหมายสูงถึง 10-50 เทาของการแสดงออกของยีนเปาหมายจากการถายยนี
เขาสูนิวเคลียส สามารถแสดงออกของยีนเปาหมายทีเ่ปนลักษณะ polycistronic ไมปรากฏการเกิด 
position effects และไมถายทอดยีนเปาหมายผานทางละอองเกสรของตนที่ไดรับการถายยีนสู 
ส่ิงแวดลอม (Heifetz, 2000) การถายยนีเปาหมายเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตมีขอไดเปรียบ 
มากมายดังทีไ่ดกลาวมาแลว ดังนั้นการศึกษานี้จึงตองการหาสภาวะที่เหมาะสมในการถายยีน 
เปาหมายเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสต โดยใชยาสูบเปนพืชตนแบบในการศึกษา เนือ่งจากยาสูบ
เปนพืชที่คนพบขอมูลแผนที่ยีนในจีโนมคลอโรพลาสตอยางสมบูรณแลวและมีระบบเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อที่เหมาะสมสามารถพัฒนาเปนตนไดงาย ซ่ึงในการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตของ
ยาสูบครั้งนี้เพือ่ใชเปนขอมูลพื้นฐานในการนําไปประยุกตกับการถายยนีลักษณะตามตองการดวย
เครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He (Bio Rad gun) เพื่อผลิตพืชสายพันธุใหมที่มีลักษณะตานทาน
ตอโรค แมลง และศัตรูพืช ตลอดจนมีคุณคาทางโภชนาการเพิ่มสูงขึ้นและสามารถนํามาผลิตเปน
วัคซีนที่รับประทานได (edible vaccine) ไดตอไป 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  พืชท่ีใชในการทดลอง   
 
 ตนยาสูบปลอดเชื้อ (Nicotiana tabacum) 
 
2.  วัสดุอุปกรณในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการถายยีน 
 

2.1 เครื่องชั่งน้ําหนักทศนยิม 2 ตําแหนงและ 4 ตําแหนง 
2.2 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง  (pH-meter) 
2.3 ตูอบ (hot air oven) 
2.4 หมอนึ่งความดัน (autoclave machine) 
2.5 เครื่องแกวตาง ๆ เชน ขวดแกวขนาด 4 ออนซ กระบอกตวง บีกเกอร ปเปตแกว 
2.6 ตูเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ (laminar air flow cabinet) 
2.7 มีดผาตัด ปากคีบ (forceps) จานเพาะเลี้ยง (Petri dish) และตะเกียงแอลกอฮอล 
2.8 เครื่องยิงอนุภาคชนิด PDS-1000/He Biolistic® (BioRad gun) 
2.9 เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) และเครื่อง vortex 
2.10  ช้ันวางเนื้อเยื่อพืช 

 
3.  วัสดุอุปกรณในการตรวจสอบการถายยนีในระดับพนัธุศาสตรโมเลกุล 
 

3.1 ใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ 
3.2 เครื่องวัดคาดดูกลืนแสง (spectrophotometer รุน GeneQuant pro) 
3.3 เครื่อง PCR ของบริษัท PERKIN ELMER รุน GeneAmp PCR system 2400 
3.4 เครื่องอิเล็คโตรโฟริสิส TOYOBO GelMate 2000 
3.5 เครื่องถายภาพเจลอะกาโรสของบริษัท Vilber Lourmat รุน TCX-20 M   
3.6 เครื่อง hybridizer รุน Biometra Compact Line OV4 
3.7 อุปกรณที่ใชในการทํา Southern blot  
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4.  สารเคม ี
 

4.1 สารเคมีที่ใชการเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสูตร MS (Murashige 
and Skoog, 1962) (ภาคผนวก ข) 
 

4.2 สารควบคุมการเจริญเติบโต ไดแก α-naphthalene acetic acid (NAA) และ  
6-benzyladenine (BA) 
 

4.3 สารเคมีที่ใชในการเคลือบอนุภาคพลาสมิดดีเอ็นเอ 
4.4 สารเคมีที่ใชในการคัดเลือกเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีน ไดแก spectinomycin และ 

streptomycin 
 

4.5 สารเคมีที่ใชในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน uidA โดยวิธี GUS 
histochemical assay (ภาคผนวก ง) 
 

4.6 สารเคมีที่ใชในการสกัดดเีอน็เอพืช เชน ไนโตรเจนเหลว สารละลาย CTAB เปนตน 
(ภาคผนวก ง) 
 

4.7 สารเคมีที่ใชในการแยกขนาดดีเอ็นเอ เชน อะกาโรสเจล สารละลายเอธิเดียม 
โบรไมด และสารละลาย TE  
 

4.8 สารเคมีที่ใชในตรวจสอบตาํแหนงของยีนหมายในตนพชืที่คาดวาไดรับการถายยีน
ดวยเทคนิค  Southern blot เชน 10XSSC สารละลาย washing buffer (ภาคผนวก ง) 
 
5.  พลาสมิดดีเอ็นเอที่ใชในการถายยีน 
 
 คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ภายใตลิขสิทธิ์ของ Manchester university, 
Manchester, UK.  
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 6.  ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการถายยนี  (Iamtham and Day, 2000) 
 

6.1  ไพรเมอรที่ใชในการตรวจหายีนคดัเลือก 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  ไพรเมอรที่ใชในการตรวจหายีนรายงาน 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 ไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต  
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 ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตดัใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร 
มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ดัดแปลง (Murashige and Skoog, 1962) ที่เติม BA 
ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร น้ําตาลทราย 
30.0 กรัมตอลิตร และวุน 7.0 กรัมตอลิตร นํามาเพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่มีความเขมแสง 55 
ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส นาน 4 
สัปดาห (Svab et  al.,1990) เพื่อทดสอบประสิทธิภาพสูตรอาหารในการชักนําใบยาสูบใหพัฒนา
เปนตน  

 
บันทึกผลการทดลองโดยนบัจํานวนยอดที่เกิด และสังเกตลักษณะของยอดที่เกดิขึ้นจาก 

การชักนําผานแคลลัส เพื่อนําระบบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนี้ไปใชในการถายยีนตอไป  
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2.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏชิีวนะที่ใชในการคัดเลือกเนื้อเยื่อท่ีไดรับการถายยีน 
 
จากการศึกษาของ Svab et  al. (1990) รายงานวา สารปฏิชีวนะ spectinomycin ที่ระดับ

ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพในการคัดเลือกเซลลทําใหใบยาสูบที่ไมไดรับ
การถายยีนตายหมด จึงไดทดลองซ้ําเพื่อยนืยันผลกับพืชทดลอง โดยนาํใบยาสูบเพาะเลี้ยงบน
อาหารสังเคราะหสูตร MS ดัดแปลง ที่เติม BA ระดบัความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
NAA ระดับความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 
500 มิลลิกรัมตอลิตร ภายใตสภาวะความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที เปนเวลา 
16 ช่ัวโมงตอวนั อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ทําการเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห นาน 3 เดือน 

 
บันทึกผลการทดลองลักษณะสีของชิ้นเนื้อเยื่อใบยาสูบ วางแผนการทดลองแบบ 

completely randomized design (CRD) หนวยทดลองละ 5 ซํ้า 
 
3.  การถายยีนเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตดวยเคร่ืองยิงอนุภาคแบบ PDS 1000/He Biolistic® 

(Bio Rad gun) 
 

3.1  การเตรียมเนื้อเยื่อเปาหมาย 
 

การศึกษาการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบ นําใบออนของยาสูบอายุ 2 
สัปดาห ตัดเปนรูปสี่เหล่ียมวางเรียงเปนรูปวงกลมเสนผาศูนยกลางประมาณ 3 เซนตเิมตร บน
อาหารแข็งสูตร MS ดัดแปลง โดยเติม BA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA  
ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร (Svab et  al., 1990) บริเวณตรงกลางบนจานเพาะเลี้ยง  
ดังภาพที่ 7ก 

 
3.2  พลาสมิดดีเอ็นเอที่ใชในการทดลอง  

 
พลาสมิดดีเอ็นเอที่ใชในการทดลองการถายยีนเขาจีโนมคลอโรพลาสตยาสูบ คือ 

คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่มียนี uidA เปนยนีรายงานผล ภายใตการควบคุมการแสดงออก
ของโปรโมเตอร rrnHv รวมกับ ribosome binding site ของยีน rbcL จาก Hordeum vulgare และ 
3′untranslated region ของยีน psbA จาก Nicotiana  tabacum (NtpsbA 3′) และยนี aadA เปน 
selectable marker gene ที่ควบคุมลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin และ 
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streptomycin ภายใตการควบคุมการแสดงออกของโปรโมเตอร rrnBn รวมกับ ribosome binding 
site ของยีน rbcL จาก N.  tabacum และ 3′untranslated region ของยีน psbC  จาก Brassica napus  
(BnpsbC 3′) โดยยนี uidA และยีน aadA คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ถูกขนาบดวยช้ินสวน
ลําดับเบสของยีน rbcL และยีน accD  ที่เปนเบสคูสมกับจีโนมคลอโรพลาสต ดังภาพที่ 5 

 
การเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอที่ใชในการทดลอง โดยการเพิ่มปริมาณ E. coli  สายพันธุ 

DH-5α ที่บรรจุพลาสมิดดีเอน็เอดังกลาวในอาหารสูตร LB (ภาคผนวก ข) ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
แอมพิซิลินความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงนาน 14-16 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยา 
ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที ภายใตอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ
โดยใชวิธี QIAGEN plasmid maxi  kit (ภาคผนวก ค) 
 

3.3   การเตรียมอนุภาคทองคํา 
 

 ช่ังผงทองคําที่มีอนุภาคขนาด 1.0 ไมโครเมตร จํานวน 60 มิลลิกรัม ใสในหลอด 
ไมโครเซนตตริฟวจ แลวลางดวย เอธานอล 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยง 
(vortex) นาน 2 นาที นํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็วสูง 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เพื่อตก
ตะกอนอนุภาคโดยการปนเหวีย่ง  ดูดสวนใสทิ้ง ทําขั้นตอนการลางดวยเอธานอล 100 เปอรเซ็นต 
ซํ้าจํานวน 3 คร้ัง หลังจากนัน้ลางอนุภาคดวยน้าํกลั่นที่นึง่ฆาเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตรโดยเขยาให
ตะกอนของอนุภาคกระจายตัว นํามาปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที  ทําให
อนุภาคตกตะกอนแลวดูดน้าํใสทิ้ง ทําซํ้า 3 คร้ัง เก็บอนภุาคที่ไดใน กลีเซอรอล 50 เปอรเซ็นต  
ที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาอนุภาคใหกระจายตัวกอนแบงใสหลอด 
ไมโครเซนตตริฟวจ หลอดละ 50 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนําอนุภาค 
ทองคํานี้ไปใชในการเคลือบพลาสมิดดีเอ็นเอตอไป  
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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   แผนที่โครงสรางคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่ใชในการทดลองการถายยีนเขาสู                      

จีโนมคลอโรพลาสตโดยวิธีการใชเครื่องยิงอนุภาคแบบ  PDS-1000/He Biolistic®        
(Bio Rad gun) (Iamtham and Day, 2000) 
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3.4  การเคลือบอนุภาคทองคําดวยพลาสมิดดีเอ็นเอ 
 

นําอนุภาคทองคําที่เตรียมในกลีเซอรอล 50 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มา
เขยาดวยเครื่อง vortex เปนเวลา 2 นาที เพื่อใหอนภุาคกระจายตวั หลังจากนั้นเติมพลาสมิดดีเอ็นเอ
ความเขมขน 10 ไมโครกรัม ผสมใหเขากันและเติมสารละลาย CaCl2  ความเขมขน 2.5 โมลาร 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และเติมสารละลาย spermidine ความเขมขน 0.1 โมลาร 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั (เติมสารละลายอยางตอเนื่องและรวดเร็ว) กอนนําไป 
ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 30 วนิาที ดูดสวนใสทิ้งและลางดวย เอธานอล 70 
เปอรเซ็นต ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัอยางเบา ๆ แลวปนเหวีย่งดวยความเรว็ 13,000 
รอบตอนาที นาน 10 วินาที ดูดน้ําใสทิ้ง หลังจากนั้นลางตะกอนดวยเอธานอล 100 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมโดยการเขยาอยางเบา ๆ กอนนําไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 
รอบตอนาที นาน 10 วินาที อีกครั้งหนึ่ง ดดูสวนใสทิ้งและเติมเอธานอล 100 เปอรเซ็นต ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ผสมโดยการเขยาอยางเบา ๆ ใหเปนเนื้อเดียวกัน (Hunold et  al., 1994) จะได
อนุภาคทองคําที่ถูกเคลือบดวยพลาสมิดดีเอน็เอซึ่งพรอมนําไปใชในการถายยีน  

 
3.5  การยิงอนภุาคที่ถูกเคลือบพลาสมิดดีเอน็เอโดยใชเครื่องยิงอนุภาคแบบ  

PDS 1000/He® Biolistic (Bio Rad gun)  
 
การถายยีนดวยเครื่องยิงอนภุาค PDS 1000/He® Biolistic (Bio Rad gun) (ภาพที่ 6ก) 

ตองทําความสะอาดอุปกรณทุกชิ้น (ภาพที ่6ข) ดวยการเช็ดดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต และแช 
ช้ินสวนตาง ๆ ของเครื่องยิง ไดแก แผนกัน้ความดันแกส (rupture disk)  และ macrocarrier ดวย 
เอธานอล 70 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที แลวนําขึ้นมาวางบนกระดาษกรองที่นึ่งฆาเชื้อใหแหงกอนใช
งาน ใสแผน rupture disk ตามขนาดที่ตองการลงใน rupture disk  retaining cap (ภาพที่ 6ค-ง)  
โดยในการทดลองนี้เลือกใชขนาดความดนั 650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว (psi) แลวนําเขา
ประกอบกับเครื่องตรงสวนปลายของ gas acceleration tube ภายในตูยิง (ภาพที่ 6จ) จากนั้น
ประกอบแผน macrocarrier เขากับ macrocarrier holder แลวหยดอนุภาคทองคําที่ถูกเคลือบดวย 
พลาสมิดดีเอ็นเอ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงตรงกลางแผน macrocarrier (ภาพที่ 6ฉ) ทิ้งไวใหแหง 
ใชปากคีบหยบิตะแกรงลวด (stopping screen) วางบน macrocarrier launch assembly (ภาพที่ 6ช) 
หลังจากนัน้นาํ macrocarrier ดังกลาวทีแ่หงมาวางบน stopping screen ในลักษณะคว่ําลง ปดฝา 
macrocarrier launch assembly (ภาพที่ 6ซ) แลวนําแผน macrocarrier launch assembly ที่มีอนุภาค
ทองคําซ่ึงเคลือบดวยพลาสมิดดีเอ็นเอ วางในชองตําแหนงบนสุดของหองเครื่องยิง ที่ระยะหาง
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ระหวางสวนปลายของ rupture disk  retaining cap และสวนบนสุดของ macrocarrier launch 
assembly (gas distance) เทากับ 3/8 นิ้ว (ภาพที่ 6ฌ) นําจานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปาหมายที่เตรียมไว
วางบนชั้นวาง (target shelf) ในระดับที่ต่ําลงมาจาก macrocarrier launch assembly ที่ระยะหาง
เนื้อเยื่อเปาหมาย (target distance) เทากับ 6  9 และ 12 เซนติเมตร พรอมเปดฝาจานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
ไว ปดฝาหองเครื่องยิงใหสนทิ  

 
หลังจากนัน้เปดวาวลใหญบนถังแกสฮีเลียมและหมนุปรับระดับความดันแกสไปที่

ระดับเหนือกวาความดันที่ตองการใชอีก 200 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปดปมสุญญากาศ เปด power on 
และเปด main switch บนสวนควบคุมขาง ๆ หองเครื่องยิง โดยกดปุม vac เพื่อทําใหใน 
หองเครื่องยิงเปนสุญญากาศจนถึงระดับ 28 นิ้วปรอท (in.Hg) แลวกดปุม vac ไปที่ hold เมื่อเกิดไฟ 
สีแดงติดที่ปุม fire จึงกดปุม fire คางไว เมื่อเกิดแรงดันคลายเสียงระเบิดภายในหองเครื่องยิงจึง
ปลอยมือจากปุม fire กดปุม vac เปน vent เพื่อระบายอากาศภายในหองเครื่องยิงจนถึงระดับ 0  
กอนเปดฝาหองเครื่องยิง ปดฝาจานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและนําเนื้อเยื่อเปาหมายที่ผานการถายยีนออก
ไปเพาะเลี้ยงบนอาหารชักนําใหเกิดแคลลัส (ตามวิธีการทดลองที่ 1) ในที่มืด อุณหภูมิ 25±2  
องศาเซลเซียส นาน 2 วัน จึงนําใบยาสูบที่ผานการถายยีนมาตัดใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร 
กอนทําการสุมเนื้อเยื่อที่ผานการถายยนีมาตรวจสอบประสิทธิภาพการถายยีน uidA แบบชั่วคราว 
(transient expression) ดวยวธีิ GUS histochemical assay (Jefferson et  al.,1987) จากนั้นคัดเลือก
เซลลพืชที่ไดรับการถายยีนบนอาหารชักนําใหเกิดแคลลัสที่เติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin  
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเปลี่ยนอาหารทกุ 2 สัปดาห นาน 3 เดือน 
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ภาพที่ 6  เครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) ก : อุปกรณทีใ่ชในการถาย
ยีน ข : และขั้นตอนการเตรียมยิงอนุภาคที่ถูกเคลอืบดวยพลาสมิดดีเอ็นเอ pUM 75 เขาสูใบ
ยาสูบ คือ ค-ง : นําแผน rupture disk ใสลงใน rupture disk  retaining cap  
จ : นํา rupture disk  retaining cap ประกอบกับเครื่องตรงสวนปลายของ gas acceleration 
tube ฉ : หยดอนุภาคทองคําที่ถูกเคลือบดวยพลาสมิดดีเอน็เอลงตรงกลางแผน macrocarrier   
ช : นําตะแกรงลวด (stopping screen) วางบน macrocarrier launch assembly  
ซ : นํา macrocarrier ที่แหงมาวางบน stopping screen ในลักษณะคว่ําลง ปดฝา macrocarrier 
launch assembly ฌ : ตําแหนงของ macrocarrier launch assembly และตําแหนงของ 
จานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีตวัอยางใบยาสูบอยูตรงกลาง โดยสามารถปรับระดับนี้ได  
(6  9 และ 12 เซนติเมตร)     
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4.  การตรวจสอบการถายยีน 
 

4.1  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน uidA แบบชั่วคราว (transient expression) 
 

นําใบยาสูบทีผ่านการถายยนีซึ่งเพาะเลีย้งนาน 2  วนั (ภาพที่ 7ก) มาตรวจสอบ 
การแสดงออกของยีน uidA (เอนไซม β-glucuronidase ) แบบชัว่คราวดวยวิธี GUS histochemical 
assay (Jefferson et al, 1987) โดยสุมเนื้อเยื่อยาสูบที่ผานการถายยนีทีม่ีขนาดประมาณ 3x3 
มิลลิเมตร (ภาพที่ 7ข) มาแชในสารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-gluc-uronide (X-Gluc)  
ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ซ่ึงเปนซับสเตรตของเอนไซม β-glucuronidase สารละลาย sodium-
phosphate buffer pH 7.0 ความเขมขน 0.1 โมลาร EDTA pH 7.0 ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร 
potassium ferricyanide ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร potassium  ferrocyanide ความเขมขน 0.5  
มิลลิโมลาร  และ TritonX-100 ความเขมขน  0.1 เปอรเซ็นต นํามาเกบ็ในที่มืด อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยาดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ง)  
ทําการเปรียบเทียบปจจยัที่มผีลตอการถายยีนรวมกับพื้นที่การกระจายตัวของอนุภาค ปจจัยที่มีผล
ตอการถายยีนประกอบดวย 2 ปจจัย คือ ระดับแรงดันกาซฮีเลียมที่ 650 และ 1,100 ปอนดตอ 
ตารางนิ้ว รวมกับระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายที่ 6  9 และ 12 เซนติเมตร ตามลําดับ สวนพื้นที ่
การกระจายตวัของอนุภาค (ภาพที่ 7ก) คือ พื้นที่ตําแหนงตรงกลางเสนผาศูนยกลางประมาณ 1 
เซนติเมตร (c) และพืน้ที่ตาํแหนงรอบนอกที่มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 3 เซนติเมตร (a b d และ e) 
นําเนื้อเยื่อใบยาสูบดังกลาวมาตรวจนับจํานวนจดุสีน้ําเงินภายใตกลองจลุทรรศนแบบสเตอริโอ
เปรียบเทียบกบัเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีน  

 
วางแผนการทดลองแบบ CRD จัดสิ่งทดลองแบบแฟกทอเรียล ปจจยั 2X3 ในแตละ 

ทรีทเมนตมี 5 ซํ้า บันทึกขอมูล โดยการนบัจํานวนจุดสนี้ําเงินภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ 
จากนั้นนําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี analysis of variance (ANOVA) 
และเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของทรทีเมนตโดยวิธี Duncan’s New Multiple Rang Test (DMRT) 

  
 
 
 
 
 



                                                                                                                                  
32

 
 

 
 
 
 
 

9 mm 

ข 

5 mm 

ก 

b 

d 
c e 

a 

 
 
 
ภาพที่ 7  ช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายใบยาสูบที่ตัดเปนรูปสี่เหล่ียมวางเรยีงบรเิวณตรงกลาง 

 จานเพาะ เล้ียงรวมกับพื้นทีก่ารกระจายตวัของอนุภาค โดยตําแหนงตรงกลางที่มี 
 เสนผาศูนยกลางประมาณ 1 เซนติเมตร (c) และตําแหนงรอบนอกทีม่ีเสนผาศูนยกลาง   
 ประมาณ 3 เซนติเมตร (a b d และ e) (ก) หลังจากนัน้นําใบยาสูบที่ผานการถายยีนและ 
 พักฟนนาน 2 วัน ตัดใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร (ข)   

 
4.2  การตรวจสอบการมีอยูของยีนเปาหมายดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ Polymerase Chain 

Reaction (PCR)  
  

4.2.1  การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อพืช 
 

 การสกัดดีเอน็เอตนพืชที่ตานทานจากการคัดเลือกบนอาหารคัดเลือก และ 
ตนพืชที่ไมไดรับการถายยีนโดยดัดแปลงจากวิธีของ Aldrich and Cullis (1993) นําชิ้นเนื้อเยื่อจาก 
สวนใบ 1-2 ใบ ใสในหลอดไมโครเซนตตริฟวจ และแชลงในไนโตรเจนเหลว บดทีละตัวอยางให
ละเอียดจนเปนผง แลวเติมบัฟเฟอร CTAB extraction (ภาคผนวก ง) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันดวยการ vortex และบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หลังจากนัน้ 
เติมสารละลาย chloroform: isoamyl alchol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันเปนเวลา 
15 นาที กอนนํามาปนตกตะกอนดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที เก็บสวนใส 
ดานบน นํามาใสหลอดไมโครเซนตตริฟวจหลอดใหม แลวเติมสารละลาย chloroform: isoamyl 
alchol อีกครั้งหนึ่ง หลังจากนั้นนําสวนใสที่ไดเติมสารละลาย sodium acetate (NaOAc)  
ความเขมขน 3 โมลาร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และเติมเอธานอล 100 เปอรเซ็นต ในปริมาตร 1.2 
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เทาของสวนใส ผสมใหเขากันอยางเบา ๆ โดยการกลับหลอดไปมา แลวนําไปแชทีอุ่ณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง แลวปนเหวีย่งที่ความเรว็ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสวนใส
ทิ้งและเติมเอธานอล 70 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมอยางเบา ๆ นํามาตกตะกอน 
ดีเอ็นเออีกครั้งหนึ่ง แลวนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดมาผึ่งใหแหง หลังจากนัน้ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย
สารละลายบัฟเฟอร TE pH 8.0 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม RNase ความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ตรวจสอบความเขมขนดเีอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีการวดั
คาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer รุน GeneQuant pro ที่คาดูดกลืนแสง 260 นาโนเมตร 
(ภาคผนวก ค) เก็บดีเอ็นเอทีส่กัดไดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 

4.2.2  การทําปฏิกิริยาลูกโซ Polymerase Chain Reaction (PCR)  
 

นําดีเอน็เอที่สกัดจากขอ 4.2.1 มาทําการตรวจหายนี uidA  ยีน aadA และยีน 
คลอโรพลาสตบางสวนตรงบริเวณตําแหนงเปาหมาย (ยนี rbcL และยีน accD) โดยการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR  ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้ใชเครื่อง PCR ของบริษัท PERKIN ELMER รุน 
GeneAmp PCR system 2400 โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน uidA  ยนี aadA และยนี 
คลอโรพลาสตบางสวนตรงบริเวณตําแหนงเปาหมายมาตรวจหายีนดวยการเปรียบเทยีบระหวาง 
ดีเอ็นเอจากพชืที่อยูรอดจากการคัดเลือกบนอาหารคัดเลอืก ดีเอ็นเอจากพืชที่ไมไดรับการถายยีน
เปน negative control และพลาสมิดดีเอ็นเอ pUM 75 ที่เปน positive control ภายใตสวนผสมและ
การทําปฏิกิริยา PCR ตามภาคผนวก ง เมื่อส้ินสุดปฏิกิริยานําดีเอ็นเอที่ผานการเพิ่มปรมิาณมา 
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีส (gel eletrophoresis) บนอะกาโรสเจล 
ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ที่กระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 40 นาที และยอมอะกาโรสเจลที่ไดดวย 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด นาน 10 นาที และลางดวยน้าํสะอาด นาน 10 นาที ตรวจสอบผล 
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อตรวจหาขนาดของแถบดีเอ็นเอ  

 
4.3  การตรวจสอบตําแหนงของยีน aadA  ในตนพืชที่คาดวาไดรับการถายยีนดวยเทคนิค  

Southern blot  
 

4.3.1  การแยกขนาดจีโนมิกดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีส 
 

นําดีเอ็นเอตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin 
และดีเอน็เอของตนพืชที่ไมไดรับการถายยีน แตละตัวอยางที่ความเขมขน 10 ไมโครกรัม และ 
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คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ความเขมขน 1 นาโนกรัม มาตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ Hind III   
ความเขมขน 10 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 4 ช่ัวโมง หลังจากนัน้นาํดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III มาแยกขนาดดวย
เทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีสบนอะกาโรสเจลความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 
ภายใตกระแสไฟฟา 50 โวลต นาน 8 ช่ัวโมง และยอมอะกาโรสเจลทีไ่ดดวยสารละลาย 
เอธิเดียมโบรไมด นาน 10 นาที และลางดวยน สะอาดนาน 10 นาที ตรวจสอบผลภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต 

 
4.3.2  การยายจีโนมิกดีเอน็เอจากเจลอะกาโรสสูแผนเมมเบรนสําหรับการตรวจสอบ

ตําแหนงของของยีน aadA  
 

หลังจากการแยกขนาดจีโนมิกดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีส แลวนํา
แผนเจลอะกาโรสที่ไดมาลางสารละลายเอธิเดียมโบรไมดออกดวยสารละลาย depurination buffer 
เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง จนกระทั่งสีของสาร bromophenol blue เปลี่ยนจากสีน้ําเงินเปนสีเหลือง 
เทสารละลายทิ้งและหยุดปฏิกิริยาดวยการลางน้ําที่ผานการฆาเชื้อ 2 คร้ัง กอนการแยกดีเอ็นเอสายคู
เปนดีเอ็นเอสายเดีย่วดวยการเติมสารละลาย denaturation จนทวมแผนเจลอะกาโรส เขยาเบา ๆ  
ที่อุณหภูมิหอง นาน 15 นาที ทําซํ้าจํานวน 2 คร้ัง เทสารละลายทิ้งและลางดวยน ที่ผานการฆาเชื้อ  
2 ครั้ง แลวเติมสารละลาย neutralization เขยาเบา ๆ  ทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 15 นาที ทําซํ้าจํานวน  
2 ครั้ง และปรับสมดุลดวยสารละลาย 10XSSC เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมหิอง นาน 5 นาที จากนัน้
เตรียมการยายจีโนมิกดีเอน็เอจากเจลอะกาโรสสูแผนเมมเบรน โดยตดักระดาษ Whatman 3 MM ที่
ใชเปนสะพานมีขนาดใหญกวาเจลวางลงในแชมเบอรทีม่ีสารละลาย 10XSSC ซ่ึงกระดาษ 
Whatman 3 MM ตองดูดซึมสารละลายและตองไมเกิดฟองอากาศ กอนวางกระดาษ Whatman 3 
MM สําหรับรองแผนเจลที่มขีนาดใหญกวาเจลแตเล็กกวาสะพานที่ดดูซึมสารละลาย นําแผนเจลวาง
คว่ําหนาลง และวางแผนไนลอนเมมเบรนที่มีขนาดเทากบัเจลโดยไมใหเกิดฟองอากาศเพราะ 
ฟองอากาศจะขัดขวางการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอจากเจลสูไนลอนเมมเบรน จากนัน้วางกระดาษ 
Whatman 3 MM ขนาดเทากบัเจลจํานวน 3 แผน และกระดาษทิชชูที่มีขนาดเทากับเจล ความสูง
ประมาณ 6 นิว้ ที่อยูในระดบัระนาบกับพืน้ วางทับลงบนเจล ตามลําดบั กอนวางน หนักขนาด
ประมาณ 500 กรัม (ภาคผนวก ง) นาน 16-24 ช่ัวโมง จากนั้นนําแผนไนลอนเมมเบรนมาทํา
สัญลักษณเพื่อบอกตําแหนงของดีเอ็นเอแตละตัวอยาง เติมสารละลาย 2XSSC เขยาเบา ๆ ที่อุณหภมูิ
หอง นาน 10 นาที แลวอบแผนไนลอนเมมเบรนที่วางบนกระดาษ Whatman 3 MM ใหแหงที่
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อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เพื่อที่จะนําไปพรีไฮบริไดเซชั่นและไฮบริไดเซชั่น
ในขั้นตอนตอไป         

 
4.3.3  การเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) 

 
การเตรียมดีเอน็เอตรวจสอบดวยเทคนิค PCR Labeling of DNA Probes โดยนํา

คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เปนดีเอ็นเอตนแบบในการเตรยีมดีเอ็นเอตรวจสอบของยีน aadA 
ในการทําปฏิกริิยา PCR (ภาคผนวก ง) เติม dNTP ผสมที่มีการติดฉลากดีเอน็เอดวย Digoxigenin-
11-dUTP, alkali labile ของบริษัท Roche ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี 
aadA นํา PCR product หรือ PCR DIG probe synthesis มาตรวจสอบการติดฉลากดีเอน็เอดวย 
การเปรียบเทยีบขนาดดีเอ็นเอระหวางดีเอน็เอที่ผานการติดฉลากกับดีเอ็นเอที่ไมติดฉลาก 
โดยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีส บนอะกาโรสเจลความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ภายใตกระแสไฟฟา 
100 โวลต นาน 30 นาที (ภาคผนวก ค) หลังจากนั้นนํา PCR DIG probe synthesis ที่ความเขมขน 50 
นาโนกรัม มาปรับความเขมขนเปน 2 นาโนกรัม เก็บในที่มืด ที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  
จนกวาจะทําการไฮบริไดเซชั่น 

 
4.3.4  การไฮบริไดเซชั่น 

 
นําแผนไนลอนเมมเบรนที่ไดจากขอ 4.3.2 มาพรีไฮบริไดเซชั่น โดยเตมิ 

สารละลาย prehybridization ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
ลงในเครื่อง hybridizer รุน Biometra Compact Line OV4 สวนดีเอ็นเอตรวจสอบจากขอที่ 4.3.3  
นํามาปริมาตร 1 ไมโครลิตรในน้ํากลั่น ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 100  
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แชในน้ําแข็งทนัที นาน 5 นาที เติมลงในสารละลาย hybridization 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 16-24 ช่ัวโมง 

 
4.3.5  การตรวจสอบผลการไฮบริไดเซชั่น 

 
นําแผนไนลอนเมมเบรนที่ไดจากขอ 4.3.4 มาลางดวยสารละลาย  

low stringency buffer ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที ทําซํ้าจํานวน 
2 ครั้ง เทสารละลายทิ้ง เติมสารละลาย high stringency buffer ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เขยาเบา ๆ ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ทําซํ้าจํานวน 2 คร้ัง เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวเตมิสารละลาย 
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washing buffer (ภาคผนวก ค) เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง นาน 2 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม 
สารละลาย blocking buffer เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลานาน 1 ช่ัวโมง นาํแผนไนลอน 
เมมเบรนนี้มาเติมสารละลาย Anti-Digoxigenin-AP ของบริษัท Roche ในอัตราสวนระหวาง Anti-
Digoxigenin-AP กับสารละลาย blocking buffer เปน 1 ไมโครลิตรตอ 5,000 ไมโครลิตร เขยาเบา ๆ 
ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาท ีและลางแผนไนลอนเมมเบรนดวยสารละลาย washing buffer เขยา 
เบา ๆ ที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาที ทําซํ้าจํานวน 2 คร้ัง  เทสารละลายทิ้ง เติมสารละลาย detection 
buffer เขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมหิอง นาน 5 นาที จากนัน้ตรวจสอบผลการไฮบริไดเซชั่นโดยนําแผน
ไนลอนเมมเบรนวางลงบนสารละลายที่มีอัตราสวนระหวางสารละลาย CDP-star (บริษัท Roche) 
กับสารละลาย detection buffer เปน 1 ไมโครลิตร ตอ 500 ไมโครลิตร บนถุงพลาสติกและไล 
ฟองอากาศออกใหหมด นาน 5 นาที กอนทาํการรีดสารละลายที่อยูภายในถุงพลาสติกออกใหหมด
ดวยกระดาษทชิชูและปดถุงพลาสติกใหสนิท แลวนําไปประกบกับแผนฟลม (Kodak Medical X-
ray Film General Purpose Blue) ในหองมดื นาน 15 นาที และลางแผนฟลมดวยสารละลาย 
developer น้ํา สารละลาย fixer และน้ํา ตามลําดับ ตรวจสอบผลที่ปรากฏบนแผนฟลม     

 
5.  สถานที่ทําการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการวิจัยของสาขาวิชาพันธุศาสตร  คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร 
และหองปฏิบตัิการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและถายยนี  ศูนยเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม 

 
6.  ระยะเวลาการการทดลอง 
 

เร่ิมการทดลองตั้งแต เดือนมีนาคม 2546 ส้ินสุดการทดลอง เดือนมกราคม 2549   
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 
 

การทดสอบสูตรอาหารสังเคราะหในการชกันําใบยาสูบพัฒนาเปนตน โดยนําใบยาสบูอายุ 
2 สัปดาห ตัดใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอลิตร นาน 3 สัปดาห  (ภาพที่ 8ก) พบวา เกดิการชักนําใบยาสูบเปนกลุมเซลลสีเขียวและ
พัฒนาเปนยอดจํานวนมาก (ภาพ 8ข) ซ่ึงมจีํานวนยอดเฉลี่ย 15.73 ยอดตอช้ินเนื้อเยื่อยาสูบ 
 (ไมแสดงขอมูล) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Svab et  al. (1990) และ Newell et  al. (2003)          
เนื่องจากสารควบคุมการเจรญิเติบโตที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปนสารกลุมไซโตไคนิน (BA) 
รวมกับสารกลุมออกซิน (NAA) ที่มีผลตอการพัฒนาของเนื้อเยื่อพชื คือสารไซโตไคนินกระตุนให
เกิดการแบงเซลลและการเจรญิเติบโตของกลุมเซลลพัฒนาขึ้นเปนลําตน ขณะที่สารออกซินกระตุน
ใหเกิดการขยายขนาดและการยืดตัวของเซลล (พีรเดช, 2529) ทําใหกล ุ มเซลลเหลานี้พัฒนากลาย
เปนตนที่สมบรูณได ดังนั้นจงึเลือกใชอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
BA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถ 
ชักนําใบยาสูบใหเกิดยอด เพือ่ใชในการศึกษาการถายยนีตอไป  
  

ข ก 

1 cm 
 

1 mm 

 
ภาพที่ 8  การเพาะเลี้ยงใบยาสูบบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม NAA ความเขมขน 0.1 

มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร นาน 3 สัปดาห (ก) และ 
การชักนําใหเกิดยอดจากใบยาสูบ (ข) ภายใตความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตร
ตอวินาที นาน 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
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2.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะที่ใชในการคัดเลือกเนือ้เยื่อที่ไดรับการถายยีน 
 

การถายยีนเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตตองมียีนคัดเลือก (selectable marker gene) เพื่อ
ชวยในการคัดเลือกเนื้อเยื่อพชืที่ไดรับการถายยีนออกจากเนื้อเยื่อพืชที่ไมไดรับการถายยีน โดยยีน
คัดเลือกนี้จะแทรกอยูในสวนของคลอโรพลาสตเวคเตอรดังภาพที่ 5 ซ่ึงเซลลที่ไดรับการถายยีนจะ
แสดงลักษณะตานทานตอสารปฏิชีวนะทีจ่ําเพาะตอยีนนั้น ๆ ในการศึกษาครั้งนี้คือ สารปฏิชีวนะ 
spectinomycin ซ่ึงตองทดสอบประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะ spectinomycin ที่เหมาะสมเพื่อนํามา
ใชคัดเลือก โดยนําใบยาสูบอายุ 2 สัปดาห ตัดใหมีขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร มาเพาะเลี้ยงบน
อาหารสังเคราะหสูตร MS  ที่เติม BA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 
0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และเติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
ตามรายงานการศึกษาของ Svab et  al. (1990) (ภาพที่ 9ก) ทําการเปลีย่นอาหารทกุ 2 สัปดาห นาน 3 
เดือน พบวา สารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพใน 
การทําลายเนื้อเยื่อใบยาสูบที่ไมไดรับการถายยีนทําใหมีลักษณะสีขาวซีดและตายในทีสุ่ด  
(ภาพที่ 9ข) ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Svab et  al. (1990) โดยเนื้อเยื่อพืชที่ไมไดรับ 
การถายยีนมีลักษณะสีขาวซีด เนื่องจากสารปฏิชีวนะ spectinomycin ยับยั้งการสังเคราะหโปรตนี
ของไรโบโซมในพลาสติด โดยเขาจับกับโปรตีนของไรโบโซมขนาด 30s และขัดขวางการเคลื่อนที่
ของเปปไทด tRNA จากตําแหนง P เปนตาํแหนง A (Marins, 2004) ดังนั้นในการศึกษาถายยนีเขาสู
จีโนมคลอโรพลาสตจึงสามารถเลือกใชสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ในการคัดเลือกเซลลที่ไดรับการถายยีนออกจากเซลลที่ไมไดรับการถายยีน 
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ข  

 
ภาพที่ 9  การเพาะเลี้ยงใบยาสูบบนอาหารชักนํา

 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ BA ความ
 ยาสูบที่คัดเลือกบนอาหารคัดเลือกดวย
 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเปลี่ยนอาหาร
 ซีดและตายในที่สุด (ข)  ภายใตความเข
 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเ

 
3.  การตรวจสอบการถายยีนเขาสูจีโนมของคล
 

นําใบยาสูบทีผ่านการถายยนีโดยใชคล
Biolistic PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad g
ภายใตระดับแรงดันกาซฮีเลียมที่ 650 และ 1,10
เปาหมายที่ 6  9 และ 12 เซนติเมตร ตามลําดับ ม
ตามวิธีตาง ๆ ดังนี ้

 
 
 
 
 
 
 
 

1 
ก

 

ใหเกดิแคลลัสสูตร MS ที่เติม NAA ความเขมขน    
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร (ก) เปรียบเทียบกบัใบ 
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500  
ทกุ 2 สัปดาห นาน 3 เดือน ใบยาสูบมีลักษณะขาว 
มแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที นาน  
ซลเซียส 

อโรพลาสตยาสูบ 

อโรพลาสตเวคเตอรดวยเครื่องยงิอนุภาคแบบ 
un) โดยใชอนุภาคทองคําขนาด 1 ไมโครเมตร  
0 ปอนดตอตารางนิ้ว รวมกับระยะหางของเนื้อเยื่อ
าตรวจสอบประสิทธิภาพของการถายยีน 

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

ใบยาสูบ ภายหลังไดรับการถายยีนนาน 2 วัน เมื่อใชแรงดันกาซฮีเลียมและระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมายตางกัน คือ ก-ค : ช้ินเนื้อเยือ่เปาหมายทีแ่รงดันกาซฮีเลียม 650 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6 9 และ 12 เซนติเมตร ตามลําดับ  
ง-ฉ : เนื้อเยื่อเปาหมายทีแ่รงดนักาซฮเีลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมาย 6 9 และ 12 เซนติเมตร ตามลําดับ ช และ ซ คือ เนื้อเยื่อที่ไดรับ 
การถายยีนเขาสูนิวเคลียสและเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีน ตามลําดับ 
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3.1  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน uidA แบบชั่วคราว 
 
จากการสุมชิ้นเนื้อเยื่อเปาหมายที่ผานการถายยีนเปนเวลา 2 วัน มาตรวจสอบ 

การแสดงออกของยีน uidA  แบบชั่วคราว พบวา ทกุสภาวะปจจัยที่มีผลตอการถายยีนรวมกับพื้นที่
การกระจายตวัของอนุภาคที่ใชในการถายยีนสามารถเกิดการแสดงออกของยีน uidA  เปนจุด 
สีน้ําเงิน (ภาพที่ 10) ซ่ึงจุดสีน้ําเงินดังกลาวสามารถหาประสิทธิภาพในการถายยีนจาก 
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูเนื้อเยื่อใบยาสบูไดจากการคาํนวณหาเปอรเซ็นตจํานวนชิน้
เนื้อเยื่อเปาหมายที่มีจุดสีน้ําเงินและจํานวนจุดสีน้ําเงินตอช้ินเนื้อเยื่อเปาหมาย   

 
3.1.1  ปจจัยทีม่ีผลตอการถายยีน 

 
    ในการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการถายยีนระหวางระดับแรงดันกาซฮีเลียม  

(650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว) รวมกบัระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย (6  9 และ 12 
เซนติเมตร) พบวา ในทกุสภาวะการทดลองเกิดจดุสีน้ําเงนิที่ใหเปอรเซน็ตจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อ 
เปาหมายที่มจีดุสีน้ําเงินไมมคีวามแตกตางกันทางสถิติ แตตารางที่ 3 แสดงใหเห็นวา สภาวะ 
การทดลองที่ระดับแรงดันกาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว มีประสทิธิภาพในการถายยีนสูง
กวาสภาวะการทดลองที่ระดับแรงดันกาซฮีเลียม 650 ปอนดตอตารางนิ้ว เมื่อพจิารณาระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมายที่ใชในการถายยีน พบวา ระดับแรงดนักาซฮีเลียมทั้งสองระดับ (650 และ 1,100 
ปอนดตอตารางนิ้ว) ใหเปอรเซ็นตจํานวนชิน้เนื้อเยื่อเปาหมายที่มีจุดสีน้าํเงินมากสุดทีร่ะยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมายนอยสุด คือ 6 เซนติเมตร (62.46 และ 76.27 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) เมือ่ระยะหาง
ของเนื้อเยื่อเปาหมายเพิ่มสูงขึ้นเปน 9 และ 12 เซนติเมตร เปอรเซ็นตจํานวนชิน้เนื้อเยือ่เปาหมายที่มี
จุดสีน้ําเงินมแีนวโนมลดลง (ตารางที่ 3) แสดงวาระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายทีใ่กลกวาอาจไดรับ
ดีเอ็นเอที่ถูกเคลือบบนอนุภาคทองจากแรงผลักดันของกาซฮีเลียมไดมากกวาเนื้อเยื่อเปาหมายที่อยู
ไกล เมื่อพิจารณาปจจยัของแรงดันกาซฮีเลียม พบวา การใชแรงดันกาซฮีเลียมที่ 1,100 ปอนดตอ 
ตารางนิ้ว มีแนวโนมเกิดการแสดงออกของยีนที่ถูกถายเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตไดสูงกวาการใช
แรงดันกาซฮีเลียมที่ 650 ปอนดตอตารางนิ้ว อาจเกิดจากแรงดนักาซฮีเลียมที่สูงชวยขับเคลื่อน
อนุภาคทองที่เคลือบดีเอ็นเอไวและนําดเีอ็นเอทะลุเขาสูเซลลเนื้อเยื่อเปาหมายไดดีที่ระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมายใกลคือ 6 เซนติเมตร แมวาระดับแรงดนักาซฮีเลียมสูงมีโอกาสที่เนื้อเยื่อเกดิ 
ความเสียหายไดมากเมื่อเปรยีบเทียบกับแรงดันกาซฮีเลียมต่ําแตเนื้อเยื่อเปาหมายสามารถฟนตัวและ 
อยูรอดไดทําใหเพิ่มประสิทธิภาพในการถายยีนดวยคลอโรพลาสตเวคเตอรสูงซ่ึงสอดคลองกับ 
ผลการทดลองของ Hou et al. (2003) และ Skarjinskaia et al. (2003) ดังนั้นสภาวะการถายยนีที่
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ระดับแรงดนักาซฮีเลียมที่ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ใหประสิทธิภาพการถายยีนจากคลอโรพลาสต
เวคเตอร pUM 75 เขาสูใบยาสูบไดสูงที่สุด ซ่ึงมีเปอรเซ็นตจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อเปาหมายที่ม ี
จุดสีน้ําเงินสูงถึง 76.27 เปอรเซ็นต ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาในพิทูเนยีที่แรงดนักาซฮีเลียม 1,100 
ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6 เซนติเมตร เกิดการแสดงออกของยีน uidA   
สูงที่สุด (Zubko et  al., 2004) 

 
ตารางที่ 3  การแสดงออกของยีน uidA  แบบชั่วคราวของชิ้นเนื้อเยื่อใบยาสบูที่ถายยีนดวยเครื่องยิง

อนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) โดยใชอนภุาคทองขนาด 1 
ไมโครเมตร ที่เคลือบดวยคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ
นาน 2 วนั 

 
ระดับแรงดนักาซ

ฮีเลียม 
(ปอนดตอตารางนิ้ว) 

ระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมาย 

(เซนติเมตร) 

เปอรเซ็นตของจํานวน
ช้ินเนื้อเยื่อที่เกดิ 
จุดสีน้ําเงิน 

จํานวนจุดสีน้าํเงินเฉลี่ย
ตอช้ินเนื้อเยื่อเปาหมาย 

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 : คาเฉลี่ยตามดวยอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางทางสถิติ  
ดวยการวเิคราะหการเปรยีบเทียบแบบ DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 C.V.  เทากับ 33.84 เปอรเซ็นต 
    เปอรเซ็นตจาํนวนชิน้เนื้อเยื่อที่เกิดจุดสีน้าํเงิน =     ช้ินเนื้อเยือ่ที่เกิดจดุสีน้ําเงิน        x 100     
                                                       ช้ินเนื้อเยื่อทีน่ํามาตรวจสอบทั้งหมด 
 

เมื่อพิจารณาจาํนวนจุดสีน้ําเงินตอช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายทีแ่รงดันกาซฮีเลียม 650 
ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6 เซนติเมตร เทากับ 5.43 จุด เมื่อเพิ่มระยะหาง
ของเนื้อเยื่อเปาหมายเปน 9 และ 12 เซนติเมตร จํานวนจดุสีน้ําเงินตอช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายลดลง 
(2.41 และ 1.59 จุด ตามลําดบั) เมื่อใชแรงดันกาซฮีเลียมที่ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปาหมาย 6 เซนติเมตร มีจาํนวนจุดสีน้ําเงินตอช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายสูงที่สุดถึง 4.91 จุด  
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รองลงมาคือ ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 12 (2.40 จดุ) และ 9 เซนตเิมตร (1.31 จุด) ตามลําดับ 
ดังตารางที่ 3 แต Yoshimoto et al. (2001) รายงานวาใน Arabidopsis ที่แรงดันกาซฮีเลียม 1,100 
ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 9 เซนติเมตร เกิดการแสดงออกของยีน uidA  
จากคลอโรพลาสตเวคเตอรสูงที่สุด  
 

3.1.2  พื้นที่การกระจายตัวของอนุภาค 
 

พื้นที่การกระจายตวัของอนภุาคตําแหนงตรงกลางเสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร 
และตําแหนงรอบนอกเสนผาศูนยกลางประมาณ 3 เซนติเมตร (ภาพที่ 7ก) เปนปจจยัหนึ่งที่ทําให
เกิดการแสดงออกของยีน uidA แตกตางกัน จากภาพที่ 11 แสดงใหเหน็วา ตําแหนงตรงกลาง  
(ภาพที่ 7ก) ภายใตแรงดันกาซฮีเลียม 650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิว้ มีจํานวนจุดสีน้ําเงินตอ 
ช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายลดลงเมือ่ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายเพิ่มขึ้น กลาวคือ แรงดนักาซฮเีลียม 650 
ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6  9 และ12 เซนติเมตร มีจํานวนจดุสีน้ําเงินตอ
ช้ินเนื้อเยื่อเปาหมายเทากับ 8.45 1.61 และ 0.43 จุด ตามลําดับ สอดคลองกับผลจากแรงดันกาซ
ฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ซ่ึงที่ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6  9 และ12 เซนติเมตร ให
จํานวนจุดเทากับ 2.57 1.15 และ 1.49 จุด ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา การใชแรงดันในการขับเคลื่อน
อนุภาคทองทีร่ะยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายใกลมีการกระจายของอนุภาคนอยกวาที่ระยะไกลทําให
อนุภาคทองเขาสูตําแหนงตรงกลางไดมากจึงพบจุดสีน้ําเงินมากกวา ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลอง
ของลาวัลย (2543)  

 
สําหรับจํานวนจุดสีน้ําเงนิตอช้ินสวนเปาหมายตําแหนงรอบนอก 

เสนผาศูนยกลาง 3 เซนติเมตร  พบวา แรงดนักาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่ระยะหาง
เนื้อเยื่อเปาหมาย 6 เซนติเมตร มีจํานวนจุดสีน้ําเงินตอช้ินสวนเปาหมายสูงที่สุดถึง 6.11 จุด และ 
ต่ําที่สุดที่ระยะหางเนื้อเยื่อเปาหมาย 9 เซนติเมตร (1.41 จดุ) แตแรงดันกาซฮีเลียม 650 ปอนดตอ 
ตารางนิ้ว ที่ระยะหางเนื้อเยื่อเปาหมาย 9 เซนติเมตร ใหจํานวนจุดสีน้ําเงนิตอช้ินเนื้อเยือ่เปาหมาย 
สูงที่สุดถึง 3.16 จุด และต่าํทีสุ่ดที่ระยะหางเนื้อเยื่อเปาหมาย 12 เซนติเมตร เทากับ 2.09 จุด  
ดังภาพที่ 11 
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จํานวนจุด

 

6 6 9 9 12 12 เซนติเมตร 
ปอนดตอตารางนิ้ว 650 1,100 

ตําแหนงรอบนอก ตําแหนงตรงกลาง 

ภาพที่ 11  เปรยีบเทียบจํานวนจุดสีน้ําเงนิเฉลี่ยตอช้ินเนือ้เยื่อใบยาสูบของพื้นที่การกระจายตัวของ
อนุภาค ตําแหนงตรงกลางเสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร และตําแหนงรอบนอกเสนผา
ศูนยกลาง 3 เซนติเมตร ภายหลังไดรับการถายยีนนาน 2 วัน ภายใตแรงดันกาซฮีเลียมที่ 
650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว รวมกบัระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมายที่ 6  9 และ 12 
เซนติเมตร ตามลําดับ 

 
3.2  การคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยนีบนอาหารคดัเลือก 
 

การคัดเลือกเซลลหรือเนื้อเยือ่พืชที่มีโอกาสไดรับการถายยีนดวยวิธีการเพาะเลี้ยง 
นื้อเยื่อบนอาหารคัดเลือกเปนขั้นตอนแรกในการคัดเลือกพืชที่ไดรับการถายยีน (Maliga, 2003 และ 
Langbecker et  al., 2004) โดยการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ภายใตแรงดัน 
กาซฮีเลียม (แรงดันกาซฮีเลียม 650 และ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว) รวมกับระยะหางของเนื้อเยื่อ 
เปาหมาย (ระยะหางของเนือ้เยื่อเปาหมายที่ 6 9 และ 12 เซนติเมตร) ทีแ่ตกตางกันเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตยาสูบจากนัน้คัดเลือกบนอาหารคัดเลือกที่มีสารปฏิชีวนะ spectinomycin  
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเปลี่ยนอาหารทุก 2 สัปดาห พบวา ใบยาสบูที่ผาน 
การคัดเลือกนาน 45-50 วัน เกิดแคลลัสสีเขียวที่เซลลเกาะกันอยางหลวม (friable callus) ซ่ึงพัฒนา
เปนยอดได ขณะที่มีเซลลหรือเนื้อเยื่อบางสวนมีลักษณะสีขาวซีดซึ่งไมสามารถเจริญเติบโตและ
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พัฒนาตอ (ภาพที่ 12ก) จากนั้นเมื่อนํายอดยาสูบที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ดังกลาว
มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin และยอดดังกลาวสามารถพัฒนา
เปนตนยาสูบที่สมบูรณได (ภาพที่ 12ข) 

 
ในการศึกษาครั้งนี้ทําการถายยีนเขาสูใบยาสูบที่เปนเนื้อเยื่อเปาหมายทัง้หมดจํานวน 

390 คร้ัง ไดตนที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ทั้งหมดจํานวน 76 
โคลน ดังตารางที่ 4 โดยตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลอืกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin อาจ
เกิดจากสาเหต ุ3 ประการ คือ (1) ยนี aadA  สอดแทรกเขาสูโครโมโซมของนิวเคลียส (2) ยีน aadA 
สอดแทรกเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต หรือ (3) เกดิการกลายพันธุตามธรรมชาติของคลอโรพลาสต
ทําใหเซลลพืชตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin และ streptomycin (Svab and Maliga, 
1993, Hou et  al., 2003 และ Langbecker et  al., 2004) ดังนั้นตองทําการตรวจสอบตนยาสูบที่ 
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ในระดับโมเลกุลตอไป 

 

 

ข ก 

 5 mm  1 cm 

 
ภาพที่ 12  การเกิดยอดยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin  

ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากไดรับการถายยีนนาน 45-50 วัน (ก) และ
พัฒนาเปนตนยาสูบที่สมบูรณ (ข) ภายใตความเขมแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอ
วินาที นาน 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่  4   จํานวนตนยาสบูที่ตานทานตอการคัดเลือกในอาหารคัดเลือกที่เติมสารปฏิชีวนะ 
spectinomycin ภายหลังจากไดรับการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ดวย
เครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) ที่สภาวะตาง ๆ   

 
แรงดันกาซ
ฮีเลียม 
(psi)  

ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 
(cm) 

แรงดันกาซ
ฮีเลียม 
(psi)   

ระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 
(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.   การตรวจสอบการถายยนีในระดับโมเลกุล 
 

การตรวจสอบการถายยีนในระดับโมเลกุลเพื่อแสดงใหเหน็วายีน aadA สอดแทรกเขาสู
ตําแหนงจีโนมของคลอโรพลาสตยาสูบในตําแหนงเปาหมายทีย่ีน rbcL และยีน accD  
ทําโดยวิธีปฏิกริิยาลูกโซ Polymerase Chain Reaction (PCR) และเทคนิค  Southern blot 

 
4.1  การตรวจสอบการถายยนีดวยวิธีปฏิกริิยาลูกโซ PCR 

 
นําดีเอ็นเอจากตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ  spectinomycin 

นาน 3 เดือน (จากผลการทดลอง 3.2) มาตรวจสอบการถายยีนดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ PCR โดยใช
ไพรเมอรตรวจสอบยีน uidA ยีน aadA และตําแหนงการสอดแทรกเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสต
ยาสูบ เพื่อทําการตรวจสอบการมีอยูของยนี aadA ในจีโนมพืชและการสอดแทรกของยีนนี้เขาสู 
จีโนมของคลอโรพลาสตยาสูบในตําแหนงเปาหมายทีย่นี rbcL และยีน accD 

 
4.1.1  การตรวจสอบการมีอยูของยีน uidA 

 
เมื่อใชเทคนิค PCR ตรวจสอบการมีอยูของยีน uidA ดวยไพรเมอรของยีน uidA 

พบวา ดีเอน็เอของยาสูบที่ไดรับการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ไมปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอขนาดเทากับยีน uidA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 (250 คูเบส) เชนเดียวกับดีเอน็เอ
จากตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (ภาพที ่13) แสดงวายนี uidA ไมสอดแทรกเขาสูจีโนมของยาสูบ
อยางถาวร แตมีการแสดงออกของยีน uidA แบบชั่วคราว (ผลการทดลองที่ 3.1) เนื่องจาก 
การแสดงออกของยีนแบบชัว่คราวนัน้เปนการแสดงออกของยีนเปาหมายที่เขาสูเซลลพืชภายใน 
48-72 ช่ัวโมง ภายหลังไดรับการถายยีน แตยนีเปาหมายอาจจะไมสอดแทรกเขาสูจีโนมของพืช 
(Janssen, 2002) หรืออาจจะเกิดจากการฉีกขาดของคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 (ขนาด 15.3 
กิโลเบส) ในขัน้ตอนการเคลอืบดีเอ็นเอบนอนุภาคทองในวิธีการถายยนีดวยเครื่องยิงอนุภาคที่ทําให
บางสวนของยนี uidA ฉีกขาดออกจากกัน ดังนั้นอาจจะทําใหไมมีสวนของยีน uidA  เชื่อมอยูกับ
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 สงผลใหไมมียนี uidA ที่ไมสามารถเขารวมกับจีโนมพืชไดและ 
ไมมีลําดับเบสที่ไพรเมอรของยีน uidA สามารถเขาไปจับได จงึไมปรากฏแถบดีเอ็นเอตามขนาดที่
ตองการ (250 คูเบส) สอดคลองกับรายงานของกิริยา (2547) และ Heifetz (2000) วาเทคนิค 
การถายยีนดวยเครื่องยิงอนภุาคที่ใชพลาสมิดดีเอ็นเอขนาดใหญในการถายยีนอาจจะเกิดการฉีกขาด
ของพลาสมิดดีเอ็นเอไดงายซ่ึงเกิดขึ้นในขัน้ตอนตาง ๆ การถายยีน   
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pU
M 

75 

pU
M 

60

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

250 bp
 

 
ภาพที่ 13  ตวัอยางการตรวจสอบการมีอยูของยีน uidA ในตนยาสูบอายุ 3 เดือน ที่ตานทานตอ 

การคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ PCR โดยใชไพรเมอร uidA 
M  คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp DNA ladder plus จากบริษัท Fermentas  
pUM 60 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 60 ที่มียีน uidA ขนาด 250 คูเบส  

                 (positive control) 
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่มียีน uidA ขนาด 250 คูเบส  
(positive control) 
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control) 

   1C 2C 3C 1D 2D  คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin  
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                                  
49

4.1.2  การตรวจสอบการมีอยูของยีน aadA  
 

การตรวจสอบการมีอยูของยนี aadA ในจีโนมของตนยาสบูที่ตานทานตอ 
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ดวยไพรเมอร aadA ดังภาพที่ 14 พบวา ผล PCR ของตนยาสูบที ่
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin โคลนที่ 3.1D 3.2D 5D และ 9D ปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาด 
320 คูเบส ซ่ึงเทากับขนาดดเีอ็นเอของยีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 แตไมปรากฎ
แถบดีเอ็นเอของยีน aadA จากตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีนและน้ํากลั่น แสดงวาตนยาสูบที่ 
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ดังกลาวมยีนี aadA สอดแทรกเขาสูจีโนมของยาสูบ  

 
จากการศึกษาการถายยีนในทุกสภาวะการทดลองมีจํานวนเนื้อเยื่อเปาหมาย 

ทั้งหมด 390 คร้ัง เมื่อทําการคัดเลือกดวยการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อบนอาหารคัดเลือก พบวา มีตนยาสูบ
ที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ทั้งหมดจํานวน 76 โคลน (ตารางที่ 4) 
ซ่ึงทําการตรวจสอบโดยวิธี PCR พบตนยาสูบที่มียีน aadA สอดแทรกอยูในจีโนมพืชเพียงจํานวน 
26 โคลน (ตารางที่ 5) การที่มปีระสิทธิภาพในการถายยีนนอย อาจเนื่องมาจากการกระจายตัวของ
อนุภาคทองทีใ่ชในการยิงเขาสูเนื้อเยื่อเปาหมานแตละครั้งอาจจะมีการกระจายตัวไมสม่ําเสมอ  
ทําใหโอกาสทีพ่ลาสมิดดีเอ็นเอเคลือบบนอนุภาคทองที่ถูกยิงเขาสูเนื้อเยื่อเปาหมายในแตละครั้งได
ไมเทากันและสงผลใหยีนเปาหมายที่ตองการถายยีนเขาสูพืชนอยกวาการกระจายตัวของอนุภาค
ทองที่สม่ําเสมอ นอกจากนี้การถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาคยังมีปจจยัอ่ืน ๆ ที่มีผลตอความสําเร็จใน
เพิ่มประสิทธิภาพการถายยนีหลายประการ เชน การศึกษาของ Langbecker et  al. (2004) รายงานวา 
ขนาดของอนภุาคทองมีผลตอประสิทธิภาพการถายยนีเขาสูจีโนมพลาสติด (plastid) ของเซลล
แขวนลอยยาสบู โดยการถายยีนดวยอนุภาคทองที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางนอยถึง 0.4 ไมโครเมตร 
มีประสิทธิภาพในการถายยนีสูงกวาการถายยีนดวยอนภุาคทองที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางใหญ 3-4 
เทา สวนตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin แตไมสามารถตรวจ
พบการสอดแทรกยีน aadA เขาสูจีโนมพืชจํานวน 50 โคลน คิดเปน 65.79 เปอรเซ็นตของตนที่รอด
ชีวิตทั้งหมด (ขอมูลดังกลาวไดจากการนําจํานวนโคลนยาสูบที่ไมมียนี aadA ทั้งหมดคูณหนึ่งรอย
และหารดวยจาํนวนโคลนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin  
ทั้งหมด) การที่ตนยาสูบผานการคัดเลือกบนอาหารคัดเลือกแตไมปรากฏการมีอยูของยีน aadA  
อาจเนื่องมาจากขั้นตอนการคัดเลือกเนื้อเยือ่ใบยาสูบที่ผานการถายยนีดวยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อบน
อาหารคัดเลือกที่ใชการคัดเลือกบนอาหารแข็งเพียงอยางเดียว ทําใหเนื้อเยื่อใบยาสบูบริเวณขอบใบ
ไมไดสัมผัสกับอาหารคัดเลือกซึ่งสามารถชักนําเนื้อเยื่อใบยาสูบดังกลาวใหเกิดแคลลัสและพัฒนา
เปนตนยาสูบที่เจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได  ขณะที่ Svab et  al.,1990 และ Hou et  al.,2003 



                                                                                                                                  
50

รายงานวา ยาสูบที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin และ streptomycin เกิดจากการกลาย
พันธุตามธรรมชาติของยีน 16s rRNA ในคลอโรพลาสตบริเวณลําดับเบสที่ 278 คูเบส สอดคลองกับ
ผลการทดลองของ Hou  et  al. (2003) และ Sidorov  et  al. (1999) ที่รายงานวา การคัดเลือกเนื้อเยื่อ
ที่ไดรับการถายยีนบนอาหารคัดเลือกที่มีสารปฏิชีวนะ spectinomycin ชักนําใหเกดิการกลายพันธุที่
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin และ streptomycin จํานวนมากถึง 90 เปอรเซ็นต  

 
จากการทดลองนี้ พบวา ตนยาสูบที่ไดรับการถายยีน aadA จากคลอโรพลาสต

เวคเตอร pUM 75 ทั้งหมด (26 โคลน) ดังตารางที่ 5 อาจมียีน aadA สอดแทรกเขาอยูในนิวเคลียส
หรือจีโนมคลอโรพลาสตซ่ึงทําใหเนื้อเยื่อแสดงความตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ 
spectinomycin ดังนั้นตองตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของยีน aadA ตอไป  
 
 

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  ตวัอยางการตรวจสอบการมีอยูของยีน aadA ในตนยาสูบอายุ 3 เดือน ที่ตานทานตอ 

การคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ PCR โดยใชไพรเมอร aadA 
M  คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp DNA ladder plus จากบริษัท Fermentas  
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control)   
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่มียีน aadA ขนาด 320 คูเบส  
(positive control)  

    1C 2C 3C 1D 2D 3.1D 3.2D 4D 5D 9D 10D 1E และ 2E คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบที่ 
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ตารางที่ 5  จํานวนตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกดวยสารปฏิชีวนะ spectinomycin ที่มี 
 ยีน aadA ที่สภาวะตาง ๆ ของการถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He    
 Biolistic® (Bio Rad gun) จํานวนทั้งหมด 26 โคลน 

 
ระยะหางของเนื้อเยื่อเปา

หมาย  แรงดันกาซฮีเลียม (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  การตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของยีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร 

pUM 75 เขาสูจีโนมของยาสบู 
 

การตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของ chloroplast expression cassette จาก
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูจีโนมของยาสบูดวยวิธี PCR โดยใชไพรเมอร CP-F และ CP-
R จากภาพที่ 15 พบวา ผล PCR ของตนยาสูบที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ทุกโคลน 
ปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาดเทากับแถบดีเอ็นเอของตนยาสบูที่ไมไดรับการถายยีน (WT) คือ ปรากฏ
แถบดีเอ็นเอขนาด 820 คูเบส แสดงวาตนยาสูบที่ตานทานตอสารปฏชีิวนะ spectinomycin มี 
การสอดแทรกของ chloroplast expression cassette จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 บริเวณอืน่
ที่ไมใชตําแหนงเปาหมายของยีน rbcL และ ยีน accDในจีโนมของคลอโรพลาสต โดยเปรียบเทียบ
กับตนยาสูบทีไ่ดรับการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสตนั้นตองปรากฎขนาดดเีอ็นเอที่มากกวา 
820 คูเบส ดังภาพที่ 16 เนื่องจากไพรเมอร CP-F และไพรเมอร CP-R ที่เปนจุดเริ่มตนในการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี PCR มีความจาํเพาะเจาะจงกบัยีน rbcL และยีน accD ของคลอโรพลาสต 
โดยตําแหนงของยีนทั้งสองนี้เปนตําแหนงที่ยีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75  
สอดแทรกเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสต ดังนั้นเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายยีนเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต
นั้นตองปรากฎขนาดดีเอ็นเอประมาณ 5.2 กิโลเบส (ภาพที่ 16) โดยการตรวจสอบตําแหนง 
การสอดแทรกของยีน aadA ในเบื้องตนครั้งนี้แสดงใหเห็นวายีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร 
pUM 75 ไมมกีารสอดแทรกเขาสูคลอโรพลาสตในตําแหนงเปาหมายทีก่ําหนด (ดังตารางที่ 6) ซ่ึง
ตองทําการยืนยันตําแหนงการสอดแทรกของยีน aadA  ดวยเทคนิค Southern blot ตอไป 
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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  ตวัอยางการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของยีน aadA ใน chloroplast expression 

cassette จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูจีโนมของยาสูบดวยวิธี PCR ที่ใช 
ไพรเมอร CP-F และไพรเมอร CP-R  
M  คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp DNA ladder plus จากบริษัท Fermentas  
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control)   
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 (positive control)  

   1C 2C 3C 1D 2D 3.1D 3.2D 4D 5D 9D 10D 1E และ 2E คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบที่ 
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
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คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75  

  

จีโนมของคลอโรพลาสต
ในตนยาสูบ 

 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  ตําแหนงของยนี aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่สอดแทรกเขาสูจีโนมของ

คลอโรพลาสตในตนยาสูบดวยกลไกการแลกเปลี่ยนยีน homologous recombination  
เมื่อตรวจสอบโดยวิธี PCR ดวยไพรเมอร CP-F และ CP-R (        ) พบวา ตนยาสูบที่ 
ไมไดรับการถายยีนตองใหขนาดดีเอน็เอเทากับ 820 คูเบส ขณะที่ตนยาสูบที่ไดรับการ
ถายยีนเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตตองใหขนาดดเีอ็นเอเทากับ  5.2 กิโลคูเบส และ 
แสดงตําแหนงการเขาจับของไพรเมอร aadA (       ) และไพรเมอร uidA (     ) 
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4.1.4  การตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast expression cassette 
เพียงบางสวนเขาที่ตําแหนงเปาหมายของจโีนมคลอโรพลาสตยาสูบ 

 
การตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast expression 

cassette เพียงบางสวน คือ ยนี aadA หรือยนี uidA เขาที่ตําแหนงเปาหมายในจีโนมของ 
คลอโรพลาสตยาสูบดวยเทคนิค PCR คือ การตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยนี 
chloroplast expression cassette เขาที่ตําแหนงเปาหมายยนี rbcL บนจีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบ
ที่ตานทานตอการคัดเลือกการมีอยูของยีน aadA ดวยไพรเมอร CP-F และไพรเมอร aadA-R พบวา  
ดีเอ็นเอของยาสูบที่มีการสอดแทรกของยนี aadA เขาสูจีโนมของยาสูบจํานวน 26 โคลน  
(จากผลการทดลองที่ 4.12) ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 880 คูเบส เทากับขนาดดีเอ็นเอจาก 
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ขณะที่ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (WT) ไมปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอดังกลาว (ภาพที่ 17) แสดงวา ตนยาสูบดังกลาวนีม้ีการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast 
expression cassette ที่ยีน aadA เขาที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยีน rbcL บนจีโนมของคลอโรพลาสต
ยาสูบ (ตารางที่ 6) เนื่องจากตนยาสูบที่ไดรับการถายยีนจากคลอโรพลาสต เวคเตอร pUM 75 เขาสู 
จีโนมคลอโรพลาสตดวยกลไก homologous recombination สามารถตรวจสอบการสอดแทรกของ
ยีนเปาหมายดวยไพรเมอร CP-F ซ่ึงมีความจําเพาะจงตอยีน rbcL ในจโีนมของคลอโรพลาสตและ 
ไพรเมอร aadA-R ซ่ึงมีความจําเพาะเจาะจงตอยนี aadA (ภาพที่ 16) โดยไพรเมอรทั้งสองชนิดนีใ้ช
เปนจุดเริ่มตนในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอดวยเทคนิค PCR โดยยีน aadA  เปนยีนเปาหมายจาก 
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่โคลนยีนมาจากแบคทีเรีย (Goldschmidt-Clermont, 1991) ทําให
ยีน aadA ไมมีปรากฏในจีโนมของพืชตามธรรมชาติ ดังนั้นจงึมีเฉพาะตนยาสูบที่มียีนสอดแทรก
ของชุดยีน chloroplast expression cassette คือ ยีน aadA เขาที่ตําแหนงเปาหมายทีย่ีน rbcL ของ 
จีโนมคลอโรพลาสตเทานั้นที่ตรวจสอบไดดวยไพรเมอร CP-F และไพรเมอร aadA-R  
ใหผลดังภาพที่ 16  

 
 สวนการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast expression 

cassette ของยีน uidA เขาที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยนี accD บนจีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบ 
ดังกลาว ดวยไพรเมอร CP-R และไพรเมอร uidA-F พบวา ดีเอน็เอของยาสูบที่มีการสอดแทรกของ
ยีน aadA เขาสูจีโนมของยาสูบจํานวน 26 โคลน (จากผลการทดลองที่ 4.12) และตนยาสบูที่ไมได
รับการถายยีน (WT)  ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอเลย ขณะที่คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ปรากฏ
แถบดีเอ็นเอขนาดเทากับ 900 คูเบส (ภาพที่ 18)  แสดงวา ตนยาสูบดังกลาวไมมีการสอดแทรกของ
ชุดยีน chloroplast expression cassette ของยีน uidA (ตารางที่ 6) ทําใหการตรวจสอบดวยการเพิ่ม
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ปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ที่ใชไพรเมอร uidA-F ไมสามารถเขาจับกับดีเอ็นเอของยาสูบ 
ดังกลาวจึงไมมีจุดเริ่มตนในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอระหวางไพรเมอร uidA-F และไพรเมอร CP-R 
ได ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองที่ 4.1.1 ถาเนื้อเยื่อที่ไดรับการถายชุดยีน chloroplast expression 
cassette ของยีน uidA เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตนั้นตองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใช
ไพรเมอร uidA-F และไพรเมอร CP-R เปนจุดเริ่มตนในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอ (ภาพที่ 16) และ 
ปรากฎขนาดดเีอ็นเอเทากับ 900 คูเบส  
 

ดังนั้นในการศกึษาการถายยนีจากชุดยีน chloroplast expression cassette ของ
คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ดวยเครื่องยิงอนุภาคมีเพียงยนี aadA ที่สอดแทรกเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยีน rbcL เนื่องจากในขั้นตอนการคัดเลือกเนื้อเยื่อที่ไดรับ
การถายยีนบนอาหารคัดเลือกซึ่งใชสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซ่ึงปนตัวคัดเลอืกยาสูบที่มียนี aadA เทานั้น ขณะทีย่ีน uidA ไมไดสอดแทรกเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยีน accD เนื่องจากจีโนมของยาสูบที่ตานทานตอ 
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ไมคนพบการมีอยูของยีน uidA  ตามผลการทดลองที่ 4.1.1ซ่ึงอาจจะ
เกิดจากการฉกีขาดของดีเอน็เอบริเวณยนี uidA ในระหวางขั้นตอนการถายยีน เมื่อดีเอ็นเอเหลานี้ได
ถายเขาสูเซลลพืชจะทําใหถูกยอยสลายดวยเอนไซมที่อยูภายในเซลลไดงาย เชน เอนไซม 
exonuclease ที่ทําหนาที่ในการยอยดีเอ็นเอในทิศทางปลาย 5′ ไปปลาย 3′ หรือ ในทิศทางปลาย 3′  
ไปปลาย 5′ (Cooper, 2000) ฉะนัน้ตองทําการยืนยันตําแหนงการสอดแทรกของยนี aadA  จาก 
ชุดยีน chloroplast expression cassette เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตดวยเทคนิค Southern blot ตอไป 
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pU
M 

75

M H2O WT 1B  

 
 
ภาพที่ 17  ตวัอยางการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast expression cassette 

ตรงตําแหนงยนี aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูตําแหนงเปาหมาย
บริเวณยีน rbcL บนจีโนมคลอโรพลาสตของยาสูบดวยวิธี PCR ที่ใชไพรเมอร aadA-R 
และไพรเมอร CP-F 
M  คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp DNA ladder plus จากบริษัท Fermentas  
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control)   
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่มีขนาดดีเอ็นเอ 880 คูเบส  
(positive control)  

   1B 2B 11B 4C 11D 7E 11F และ 3B คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบที่ตานทานตอ                
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
 
 
 
 
 
 
 

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

800 bp900 bp
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ภาพที่ 18  ตวัอยางการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกของชุดยีน chloroplast expression cassette 

ตรงตําแหนงยนี uidA  จากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูตําแหนงเปาหมาย
บริเวณยีน accD บนจีโนมคลอโรพลาสตในยาสูบดวยวิธี PCR ที่ใชไพรเมอร uidA-F 
และไพรเมอร CP-R 
M  คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 100 bp DNA ladder plus จากบริษัท Fermentas  
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control)   
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่มีขนาดดีเอ็นเอ 900 คูเบส  
 (positive control)  

    1A 2A  1B 2B 3B 6B 7B 11B และ 9D คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบที่ตานทานตอ          
สารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
 
 
 

M H2O WT pU
M 

75

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

900 bp
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ตารางที่  6   ผลการตรวจสอบการมีอยูของยีน uidA ยีน aadA และตําแหนงการสอดแทรกของ 
ชุดยีน chloroplast expression cassette เขาที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยีน rbcL และ 
ยีน accD บนจีโนมคลอโรพลาสตของตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือกที่สภาวะ 
การถายยีนตาง 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   - = ไมมีแถบดีเอ็นเอ 
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4.2  การยืนยันตําแหนงสอดแทรกของชุดยนี chloroplast expression cassette เขาที่
ตําแหนงเปาหมายบนจีโนมคลอโรพลาสตดวยวิธี Southern blot 

 
ทําการยืนยันตาํแหนงการสอดแทรกของยนี aadA เขาสูจีโนมของคลอโรพลาสต

ยาสูบดวยวิธี Southern blot ซ่ึงตั้งสมมุติฐานผลการทดลองจากวิธี Southern blot ของจีโนมิก 
ดีเอ็นเอตนยาสูบที่ไดรับการถายชุดยีน chloroplast expression cassette (ยีน aadA และยนี uidA) เขา
สูตําแหนงเปาหมายทีย่ีน rbcL และยีน accD ในจีโนมคลอโรพลาสตซ่ึงจะถูกตดัไดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ Hind III  โดยเมื่อทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นดวยดีเอ็นเอตรวจสอบของยนี aadA ตองให
ขนาดดีเอ็นเอเทากับ 4.2 กิโลเบส ดังภาพที่ 16 เมื่อนําคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 และจีโนมิก
ดีเอ็นเอ (genomic DNA) ของตนยาสูบจากผลการทดลองที่ 4.1.1 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
Hind III  แลวทําการแยกขนาดดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟริซีส จากนั้นยายจีโนมิกดีเอน็เอ
จากเจลไปสูไนลอนเมมเบรนและทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นดวยดเีอ็นเอตรวจสอบของยีน aadA  
พบวา คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 ที่ใชเปน positive control ปรากฎขนาดดีเอ็นเอเทากับ 4.2 
กิโลเบส ซ่ึงขนาดดีเอน็เอดงักลาวนี้เปนขนาดดีเอน็เอเปาหมายหรือ ชุดยีน chloroplast expression 
cassette ที่ตองการถายทอดจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 สูจีโนมคลอโรพลาสตดวยกลไก 
homologous recombination (ภาพที่ 16) ขณะที่ตนยาสูบที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ spectinomycin 
ซ่ึงมียีน aadA สอดแทรกอยูในจีโนมพืชปรากฎขนาดดีเอ็นเอมากกวา 4.2 กิโลเบส หลายแถบ 
ดีเอ็นเอ (ภาพที่ 19) อาจจะเกิดจากการสอดแทรกของชดุยีน chloroplast expression cassette  
เพียงบางสวน (ยีน aadA) เขาที่ตําแหนงเปาหมายบริเวณยนี rbcL ในจีโนมคลอโรพลาสต ทําให
ตําแหนงการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III  เปล่ียนแปลงไปจากสมมุติฐานที่ไดตั้งไวใน 
ตอนตน โดยอาจจะทําใหตําแหนงในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III  จําเพาะเจาะจงที่
ตําแหนงลําดบัเบสระหวางบริเวณยีน aadA และยีน uidA ในชุดยนี chloroplast expression cassette  
เปล่ียนแปลงเปนตําแหนงลําดับเบสที่จําเพาะเจาะจงระหวางบริเวณยนี aadA  และบริเวณลําดับเบส
อ่ืน ๆ ที่จําเพาะตอเอนไซมตดัจําเพาะ Hind III ในจีโนมคลอโรพลาสตซ่ึงจีโนมคลอโรพลาสตมี
ลําดับเบสที่จําเพาะเจาะจงตอตอเอนไซมตดัจําเพาะ Hind III ทั้งหมด 41 ตําแหนง ดังภาคผนวก ก 
สงผลใหการตรวจสอบในปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นดวยดเีอ็นเอตรวจสอบของยีน aadA มีแถบดีเอน็เอ
มากกวา 4.2 กโิลเบส ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Hamilton et  al. (1996) ที่รายงานวา  
การตรวจสอบและยนืยันการมีอยูของยีน NPTII และยีน HYG ขนาดดเีอ็นเอ 150 กิโลเบส ที่ไดรับ
การถายยีนจากเวคเตอร BIBAC เขาสูจีโนมยาสูบดวยเทคนิค Southern blot ที่ตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ EcoRI ปรากฏแถบดีเอ็นเอหลายขนาด เนื่องจากยนีเปาหมายบางสวนอาจจะสูญหายใน
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ขบวนการการถายยีน ทําใหมียีนเปาหมายเพียงบางสวนที่สอดแทรกเขาสูจีโนมและสงผลให
ตําแหนงในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI เล่ือนไปจากตําแหนงเดิมในจีโนมของยาสูบ 
 
 

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 ในการตรวจสอบตําแหนงสอดแทรกของชุดยีนเปาหมายทั้ง 

ยีน uidA และยีน aadA เขาสูจีโนมคลอโรพลาสตในตัวอยางโคลนตาง ๆ ของตนยาสูบ
อายุ 3 เดือน ทีผ่านการตรวจสอบดวยวิธี PCR แลววามยีีน aadA โดยสกัดดีเอ็นเอของ 
ตนยาสูบ ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอโคลน แตละตนมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
ชนิด Hind III และทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นกบัดีเอ็นเอตรวจสอบยีน aadA ที่ติดฉลาก
ดวย DIG โดยตนยาสูบที่ไดรับการถายยีนเขาสูจีโนมของคลอโรพลาสตนั้นตองใหขนาด 
ดีเอ็นเอเทากับ 4.2 กิโลเบส 

                  M คือ ดีเอ็นเอเครื่องหมายโมเลกุล 1 kb DNA ladder จากบริษัท Fermentas 
pUM 75 คือ คลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 (positive control) 
WT คือ ตนยาสูบที่ไมไดรับการถายยีน (negative control)   
2A 2B 3B  6B 1D 5D 1C 2C 7C และ 13F คือ ดีเอ็นเอของตนยาสูบ (ความเขมขน 10 
ไมโครกรัมตอโคลน) ที่ตรวจสอบโดยวิธี PCR วามยีีน aadA 
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การศึกษาครั้งนี้เปนรายงานครั้งแรกของประเทศไทยที่รายงานการถายยีนจาก 
คลอโรพลาสตเวคเตอรเขาสูจีโนมคลอโรพลาสต ดังนั้นจึงเปนขอมูลพื้นฐานและนาํไปประยกุตใช
กับการถายยนีเขาสูจ ีโนมคลอโรพลาสตในพืชชนิดอื่น ๆ เพื่อผลิตพืชสายพันธุใหมที่มีลักษณะ 
ตานทานตอโรค แมลง และศตัรูพืช ตลอดจนมีคุณคาทางโภชนาการเพิม่สูงขึ้นและสามารถนํามา
ผลิตเปนวัคซีนที่รับประทานได (edible vaccine) ไดตอไป 
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สรุป 
 

การศึกษาปจจยัที่เหมาะสมตอการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอรเขาสูยาสูบดวย 
เครื่องยิงอนุภาคแบบ PDS-1000/He Biolistic® (Bio Rad gun) สรุปผลการทดลองไดดังนี ้

 
1.  อาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติม BA ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 

ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร มีประสิทธิภาพสูงในการชักนําเนื้อเยื่อจากใบยาสูบพฒันาเปนตน
และสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถใชคัดเลือกเซลลยาสูบ
ที่ไดรับการถายยีนออกจากเซลลปกติ 

 
2.  ปจจัยที่เหมาะสมตอการสงถายชุดยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาส ู 

ใบยาสูบที่ทําการตรวจสอบการแสดงออกของยีน uidA  แบบชั่วคราวเทานั้น คือ การถายยีนที่ระดับ
แรงดันกาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิว้ รวมกับระยะหางของเนื้อเยื่อเปาหมาย 6 เซนติเมตร 
โดยมีประสิทธิภาพการถายยีนสูงที่สุดซึ่งมีเปอรเซ็นตจาํนวนชิน้เนื้อเยื่อเปาหมายทีม่ีจุดสีน้ําเงิน 
เทากับ 76.27 เปอรเซ็นต และมีประสิทธิภาพสูงในการแสดงออกของยนีในพืน้ที่การกระจายตัว
ของอนุภาคทั้งตําแหนงตรงกลางที่เสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร และตําแหนงรอบนอกที ่
เสนผาศูนยกลาง 3 เซนติเมตร  
 

3.  การตรวจสอบตนยาสูบทีต่านทานตอการคัดเลือกในอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะที่ใชเปน
ตัวตรวจสอบในระดับโมเลกลุ จากทุกสภาวะการถายยีนไมพบตนยาสูบที่ตานทานตอการคัดเลือก
ปรากฏการสอดแทรกของชดุยีนเปาหมายทั้งยีน uidA และยีน aadA จากคลอโรพลาสตเวคเตอร 
pUM 75 เขาสูตําแหนงเปาหมายบริเวณยนี rbcL และยีน accD บนจีโนมคลอโรพลาสตในยาสูบ 
แตปรากฎการสอดแทรกของชุดยีนเปาหมายตาํแหนงยีน aadA เขาที่ตําแหนงยีน rbcL บนจีโนม
คลอโรพลาสตของยาสูบจํานวน 26 โคลน ทําใหมกีารแสดงออกของยีน aadA แตไมม ี
การแสดงออกของยีน uidA แบบถาวร 
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ตารางผนวกที ่1  แสดงประสิทธิภาพการถายยีนจากคลอโรพลาสตเวคเตอร pUM 75 เขาสูใบยาสูบ  
ดวยเครื่องยิงอนุภาคในสภาวะการทดลองตาง ๆ และคัดเลือกใบยาสูบบนอาหาร 
คัดเลือกที่เติมสารปฏิชีวนะ spectinomycin ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
นาน 3 เดือน และผลการตรวจสอบจํานวนตนยาสูบที่มียนี aadA  ดวยวิธี PCR  

 
ระดับ 

แรงดันกาซฮีเลียม 
(ปอนดตอตารางนิ้ว) 

ระยะหางของ
เนื้อเยื่อเปา
หมาย 

(เซนติเมตร) 

จํานวนครั้ง 
การถายยีน 

(คร้ัง) 

จํานวนตนยาสูบ
ที่ตานทานตอ
สารปฏิชีวนะ 
spectinomycin 

(โคลน) 

จํานวนตนยาสูบที่
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  จํานวนขนาดดีเอ็นเอของจีโนมคลอโรพลาสตยาสูบที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
Hind III ทั้งหมด 41 แถบดีเอ็นเอ  

 
ลําดับที่ ลําดับเบสที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III ขนาดดีเอ็นเอ 

(คูเบส) 
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  (ตอ) 
 

ลําดับที่ ลําดับเบสที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III ขนาดดีเอ็นเอ 
(คูเบส) 

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)  
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ภาพผนวกที่ 1  ขนาดดีเอ็นเอของจีโนมคลอโรพลาสตยาสูบที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hind III 
 เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอเครื่องหมายโมเลกลุ 1 kb DNA ladder จากบริษัท BioLabs 

 
 

)  

 
ที่มา  Anonymous (2001) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(bp
 chloroplast  genome
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ตารางผนวกที ่3  องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร Murashige and Skoog (1962) 
 
ธาตุอาหาร ปริมาณ (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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 
ความเปนกรด-ดาง (pH) 5.70 
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ตารางผนวกที ่4  องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสูตร LB 
 
สารเคมี ปริมาณตอ 1 ลิตร (กรัม) 
Bacto tryptone 10.00 
Bacto yeast extract 5.00 
NaCl 10.00 
Agar 15.00 
ความเปนกรด-ดาง (pH) 7.00 
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1.  การเตรียมคอมพีเทนตเซลล 
 

1.1  เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH-5α ในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหาร LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในเครื่องเขยาที ่37 องศาเซลเซียส   
ความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง  
 
 1.2  นําขอ 1.1 ไปวัดคา OD ที่ 600 นาโนเมตร ใหมคีา OD เทากับ 0.4 จากนั้น 
นําเชื้อแบคทีเรียไปปนเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวี่ยง 2,000 xg นาน 15 นาที 
 

1.3  เทสวนใสดานบนทิ้ง 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 คอย ๆ ผสมใหเขากันโดยใชไมโครปเปตตดูดขึ้นลงอยางเบา ๆ แชใน 
น้ําแข็งนาน 15 นาที 
 
 1.4  นําไปปนเหวีย่งที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวีย่ง 2,000 xg นาน 15 นาที  
แลวเทสวนใสดานบนทิ้ง  
 
 1.5  นําตะกอนที่ไดจากขอ 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 ผสมใหเขากนัโดยใชไมโครปเปตตดูดขึน้ลงอยางเบา ๆ แชในน้ําแขง็ นาน 15 นาที    
 
 1.6  แบงสารละลายคอมพีเทนตเซลลใสไมโครหลอดเซนตริฟวจ หลอดละ 100 
ไมโครลิตร และเก็บที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส 
 
2.  การนําพลาสมิดดีเอ็นเอเขาสูคอมพีเทนตเซลล 
 

2.1  เติมสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร ลงในคอมพีเทนตเซลล ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร (จากขอ 1.6) แชในน้ําแข็งนาน 30 นาที 
 
 2.2  นํามาทํา heat shock โดยแชในน้ําที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที แลวแช
ในน้ําแข็งทันทีนาน 5 นาท ี



                                                                                                                                  
83

 
2.3  เติมอาหาร LB ลงไป 800 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และนํามาเพาะเลี้ยงที่เครื่องเขยา

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง  
 

2.4  ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากขอ 2.3 จํานวน 200 ไมโครลิตร มาเกลี่ย (spread) ให
ทั่วผิวหนาอาหารแข็ง LB ที่เติมแอมพิซิลลิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร แลวนํามาเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  นาน 12-16 ช่ัวโมง   
 
3.  การสกัดแยกพลาสมิดดีเอน็เอจากแบคทเีรียวิธี QIAGEN plasmid maxi  kit  
 

3.1 นําลูปปายแบคทีเรียสีขาว 1 โคโลนี ที่ไดจากขอ 2.4 ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ
บรรจุอาหาร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร นําไปบมในเครื่องเขยาที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 16-18 ช่ัวโมง 
 

3.2  เทอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทเีรียในหลอดไมโครเซนตริฟวจจากขอ 3.1 ลงในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร จํานวน 5 ขวด โดยแตละขวดบรรจุอาหาร LB ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปบมใน
เครื่องเขยาที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 16-18 ช่ัวโมง   
 

3.3  นําเชื้อแบคทีเรียที่เล้ียงจากขอ 3.2 ใสในหลอดเซนตริฟวจขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปป ั่
นเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวี่ยง 6,000 xg นาน 15 
นาที เทของเหลวใสสวนบนทิ้ง นําไปแชในน้ําแข็ง                                                      

 
3.4  ใสสารละลาย P1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
3.5  เติมสารละลาย P2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอยางเบา ๆ โดยกลับ  

หลอดไปมาประมาณ 10 คร้ัง และบมที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาท ี
 

3.6  จากขอ 3.5 เติมสารละลาย P3 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอยางเบา ๆ  
โดยกลับหลอดไปมาประมาณ 10 คร้ัง และแชในน้ําแข็งนาน 20 นาที   
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  3.7  นําไปหมนุเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวี่ยง 25,000 xg นาน 30 นาที 
หลังจากนัน้เทของเหลวใสดานบนลงในหลอดเซนตริฟวจใหม ระวังอยาใหตะกอนสขีาวติดลงมา 
 
 3.8  จากขอ 3.7 นําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวีย่ง 25,000 xg 
นาน 15 นาที และเทของเหลวใสดานบนที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอลงในหลอดเซนตริฟวจใหม 
  
 3.9  นําคอลัมนสําหรับสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอมาชะลางคอลัมนดวยสารละลาย QBT 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนาํของเหลวจากขอ 3.8 ใสลงในคอลัมนและทิ้งของเหลวที่ไหล
ผานคอลัมน  
 
 3.10  ลางคอลัมนดวยสารละลาย QC ปริมาตร 30 มิลลิลิตร จํานวน 2 คร้ัง  

3.11  แยกพลาสมิดดีเอ็นเอในคอลัมนดวยสารละลาย QF ปริมาตร 15 มิลลิลิตร และ 
เก็บของเหลวที่ไหลผานคอลัมนลงในหลอดหลอดไมโครเซนตริฟวจ 

 
3.12  เติมเอธานอล 100 เปอรเซ็นต ลงไป 0.7 เทาของปริมาตรสารละลาย ปดฝาใหแนน

แลวผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา  
 

3.13  นําไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แรงปนเหวี่ยง 15,000 xg นาน 30 นาที 
แลวเทของเหลวดานบนทิ้ง ระวังอยาใหตะกอนทีก่นหลอดหลุดออก 

 
3.14  ใสเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ลงไป 1 มิลลิลิตร ปดฝาแลวผสมใหเขากันดวยการกลับ

หลอดไปมา จากนั้นนาํไปปนเหวี่ยงทีแ่รงปนเหวี่ยง 15,000 xg นาน 10 นาที แลวเทเอธานอลทิ้งไป 
 

3.15  เปดฝาใหตะกอนพลาสมิดดีเอ็นเอแหง  
3.16  ใสสารละลาย TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 200 ไมโครลิตร  

แลวเก็บสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส  
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4.  การหาความเขมขนของดเีอ็นเอดวยยูวแีอบซอรปชัน 
 

นําดีเอ็นเอในสารละลาย TE มามาเจือจางในอัตราสวนดีเอ็นเอตอ dH2O เทากับ 1 ตอ 99 
จากนั้นนํามาวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร จากเครื่อง 
Spectrophotometer รุน  GeneQuant pro คํานวณความเขมขนของดีเอ็นเอจากสูตร  
 

ความเขมขนดเีอ็นเอ       =   (A260) x (50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) x dilution factor  
               (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

 
การตรวจคณุภาพของดีเอ็นเอ โดยการหาคาอัตราสวนของ A260/A280 ที่สามารถอธิบายได 

ดังนี ้
1. 1.8-2.0 คือ ดีเอ็นเอที่เตรียมเปนดีเอ็นเอเกลียวคูสายบริสุทธิ์ 
2. มากกวา 2.0 คอื ดีเอ็นเอที่เตรียมมีอารเอ็นเอปนอยูมาก 
3. นอยกวา 1.8 คอื ดีเอ็นเอที่เตรียมมีโปรตีนปะปนอยู 
 

5.  การแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟลิซิส 
 

5.1  เตรียมอะกาโรส 0.8 % โดยช่ังผงอะกาโรส 0.8 กรัม ละลายในบัฟเฟอร 0.5xTBE 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดวยเครื่องไมโครเวฟนาน 3 นาที  

 
5.2  เทสารละลายอะกาโรสที่อุณหภูมิเยน็ลงในถาดรองที่มีหวีเสยีบอยู โดยเจลมีความหนา

ประมาณ 0.5 เซนติเมตร อยาใหเกิดฟองอากาศ 
 

5.3  ทิ้งเจลใหเย็นลงที่อุณหภมูิหอง ประมาณ 30 นาที แลวดึงหวีออกจากเจลอยาง
ระมัดระวัง 

 
5.4  นําแผนเจลจากขอ 5.3 ใสลงในเครื่องอิเลคโตรโฟลิซิสและเติมบัฟเฟอร 0.5xTBE 

 ใหทวมเจลอยางนอย 1-2 มิลลิเมตร 
 

5.5  ผสมดีเอ็นเอกับ 6X loading dye (0.25 % bromophenol blue และ 30 % glycerol)  
ใหเขากนัและหยอดลงในชองวางของรองหว ี
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5.6  ปดฝาเครื่องและเปดกระแสไฟฟา โดยใชความตางศักยไฟฟา 100 โวลต นานประมาณ 
50 นาที 

 
5.7  นําแผนเจลจากขอ 5.6 ยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 1 มิลลิกรัม

ตอลิตร นาน 15 นาที แลวนําแผนเจลลางดวยน้าํกลั่นนาน 5 นาท ี
 

5.8  นําแผนเจลที่ไดสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และบันทึกภาพ  
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ภาคผนวก ง 
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1.  การตรวจสอบการแสดงออกยีน uidA ดวยวิธี Histochemical Assay (Jefferson et. al, 1987) 
 

1.1  การเตรียมสารละลาย X-gluc substrate ทําไดโดยชั่งสาร 5-bromo-4-chloro-3-indoly-
β- glucuronide (Sigma) น้ําหนัก 0.1044 กรัม ละลายในสารละลาย dimethylformamide ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร แบงใสหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเก็บที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส   

 
1.2  การเตรียมสารละลายตาง ๆ ดังนี ้

 
ความเขมขนสารละลาย ความเขมขนสารละลายที่ตองการ       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  นําสารละลายจากขอ 1.2 มาผสมใหเขากัน แลวใสเนือ้เยื่อพืชที่ตองการตรวจสอบ 
ลงในสารละลายดังกลาว บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง และดูดสารละลายทิ้ง   
 
 1.4  เติมเอธานอล 70 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิหอง นาน 12 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเปลี่ยน 
เอธานอล 70 เปอรเซ็นตใหมทุก ๆ 6-12 ช่ังโมง จนเนื้อเยื่อพืชทีต่องการตรวจสอบมีสีขาวซีด  
 
 1.5  ตรวจนับจุดสีน้ําเงินบนเนื้อเยื่อพืชจากขอ 1.4 ภายใตกลองจุลทรรศน 
 
 
 
 
  
 



                                                                                                                                  
89

2.  สารเคมีที่ใชในการสกัดดเีอ็นเอจากเนื้อเยื่อพืช (Aldrich and Cullis,1993)  
  
 2.1  บัฟเฟอร CTAB Extraction  
 

สารเคมี ความเขมขน 
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 ความเขมขน 
sodium acetate pH 5.2 3 M 

 
 2.3  สารละลาย TE  (pH 8.0) 
  

สารเคมี ความเขมขน 
Tris-HCl 10 mM 
EDTA 1 mM 
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3.  การตรวจสอบผลการถายยีนดวยวิธี PCR 
 
 3.1  สวนผสมในการตรวจสอบการถายยีน uidA ดวยวิธี PCR ปริมาตรสุดทาย 20 
ไมโครลิตร 
 

สวนผสมของสารเคมี ความเขมขนทีต่องการ 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  สวนผสมในการตรวจสอบการถายยีน aadA ดวยวิธี PCR ปริมาตรสุดทาย 20 

ไมโครลิตร 
 

สวนผสมของสารเคมี ความเขมขนทีต่องการ 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 
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 3.3  สวนผสมในการตรวจสอบตําแหนงการสอดแทรกชุดยีนเปาหมายเขาสูจีโนม 
คลอโรพลาสตของยาสูบดวยวิธี PCR ปริมาตรสุดทาย 20 ไมโครลิตร 
 

สวนผสมของสารเคมี ความเขมขนทีต่องการ 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  นําสวนผสมตาง ๆ จากขอ 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.  การตรวจสอบผลการถายยีนดวยวิธี Southern Blot  
 
 4.1  สารละลายที่ใชในการแยกขนาดจีโนมิกดีเอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟลิซิส  
  

4.1.1  สารละลาย 5x TBE 
 

สารเคมี ความเขมขน 
Tris-base 54.0 g/l 
H3BO3 27.5 g/l 
EDTA pH 8.0   10.0 mM 
เติม dH2O จนปริมาตรรวมเปน 1,000 ml 

 
 4.1.2  บัฟเฟอร 6x loading dye 
  

สารเคมี ความเขมขน 
bromophenol blue 0.25 % 
glyceral 30 % 

 
 4.2  สารละลายที่ใชสําหรับวิธี Southern Blot 
 

4.2.1  deurination solution 
  

สารเคมี ความเขมขน 
HCl 0.25 M 

 
4.2.2  denaturation solution 

  
สารเคมี ความเขมขน 
NaOH 0.5 M 
NaCl 1.5 M 
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4.2.3  neutralization solution 
  

สารเคมี ความเขมขน 
Tris-HCl pH 7.5 0.5 M 
NaCl 1.5 M 

 
4.2.4  สารละลาย 10XSSC 

  
สารเคมี ความเขมขน 
sodium citrate 150.0 mM 
NaCl 1.5 M 

 
4.2.5  สารละลาย 2XSSC 

  
สารเคมี ความเขมขน 
sodium citrate 30 mM 
NaCl 0.3 M 

 
4.2.6  standard hybridization buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
SSC 5X 
N-lauroylsacosine (sarkosyl) 0.1 % 
SDS 0.2 % 
blocking solution 1 % 

 
4.2.7  low stringency buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
SSC 2X 
SDS 0.1 % 
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4.2.8  high stringency buffer 
  

สารเคมี ความเขมขน 
SSC 0.5X 
SDS 0.1 % 

 
4.2.9  maleic acid buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
maleic acid pH 7.5 0.1 M 
NaCl 0.15 M 

 
4.2.10  washing buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
maleic acid buffer pH 7.5 1X 
Tween 20 0.3 % 

 
4.2.11  blocking buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
maleic acid buffer pH 7.5 1X 
blocking solution 1 % 

 
4.2.12  detection buffer 

  
สารเคมี ความเขมขน 
Tris-HCl pH 9.5 0.1 M 
NaCl 0.1 M  
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5.  ขั้นตอนการถายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลสูไนลอนเมมเบรน 
 

 
500 กรัม

กระดาษทิชชู

กอนน้ําหนัก

บัฟเฟอร

สะพานกระดาษ 
แผนเจล
แผนเมมเบรน
แผนกระดาษ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ 2  การถายดีเอ็นเอจากแผนอะกาโรสเจลสูแผนเมมเบรน 

  
ที่มา : Sambrook  et  al., 1989 
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