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 การประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพตามหลักการเทียบเทา (substantial equivalence) โดยการ
ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนจากยีนจํานวน 2 ยีน คือ ยีนของโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัสใบดางวง
แหวนมะละกอ (PRSV-CP) และ ยนีของโปรตีน neomycin phosphotransferase (NPTII) ที่ถายเขาสูมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือตานทานตอไวรัสใบดางวงแหวน สายพันธุแขกนวล 116/5 รุน R4 ดวยวิธี Western blot 
จากตัวอยาง ใบออน ใบแก ดอก ผลและราก พบวา มีการแสดงออกของโปรตีน neomycin phosphotransferase 
ที่ถายเขาสูเซลลเพ่ือทําหนาที่เปนตัวคัดเลือกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม โดยตรวจพบโปรตีนน้ีในทุกสวนของ
พืช และในปริมาณที่มากในสวนของเน้ือเยื่อใบ แตตรวจไมพบการแสดงออกของโปรตีน PRSV-CP   จากน้ัน
ตรวจการแสดงออกของยีน โดยใชเทคนิค 2-dimensional polyacrylamide gel eletrophoresis (2-D PAGE) และ
วิเคราะหเปรียบเทียบจุดโปรตีนบน 2-D PAGE ดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum software จากน้ัน นํา
โปรตีนที่แตกตางมาจําแนกชนิดของโปรตีนดวยเครื่อง matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrometer (MALDI-TOF/TOF MS) ผลการศึกษาพบวา รูปแบบโปรตีนบน 2-D PAGE ของ
เน้ือเยื่อสวนตางๆ ของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิมไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ เมื่อพิจารณาจากรูปแบบของโปรตีนโดยวิเคราะหดวยสายตา  แตเมื่อวิเคราะหโดยใชโปรแกรม 
ImageMaster 2D Platinum software พบจํานวนจุดของโปรตีนบน 2-D PAGE ของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม
กับมะละกอสายพันธุเดิมจากเน้ือเยื่อสวนตางๆ ของมะละกอในระยะตนกลา (60 วัน) และระยะติดผลแก (270 
วัน) มีเปอรเซ็นตความเหมือนอยูระหวาง 94.46 – 98.72 เปอรเซ็นต ซึ่งไมไดตํ่ากวาความเหมือนของจุดโปรตีน
ที่วิเคราะหจากตัวอยางเดียวกันในตางซ้ํา (replication) ของการทดลอง  ซึ่งมีคาอยูระหวาง 92.27 – 99.39 
เปอรเซ็นต และเมื่อนําจุดของโปรตีนที่แตกตางไปวิเคราะหดวยเครื่อง MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะห
ลําดับกรดอะมิโน โดยเทคนิค de novo sequencing  นําขอมูลไปเปรียบเทียบพบวา โปรตีนเหลาน้ีไมเหมือนกับ
โปรตีนที่กอใหเกิดภูมิแพใดๆ  ในฐานขอมูล  AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 ตามมาตรฐานของคณะกรรมาธิการ
โครงการมาตรฐานอาหาร (codex alimentarius commission)  
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               The expression pattern of two inserted gene, i.e. papaya ringspot virus coat protein 
(PRSV-CP) and neomycin phosphotransferase (NPTII) protein in transgenic papayas (Khak 
Nual 116/5 R4) resistant to papaya ringspot virus (PRSV) were determined and used as a part of 
substantial equivalence determination in biosafety assessment. Proteins extracted from seedling 
leaf, mature leaf, mature flower and mature fruit of papaya cv. Khak Nual were analyzed by 
SDS-PAGE followed by Western blotting. The expression of NPTII protein was only detected 
in transgenic papaya and mainly in leaf tissue. However, PRSV-CP protein was not detected. 
Additionally, the protein profile analysis was performed using  2-dimensional polyacrylamide 
gel electrophoresis (2D-PAGE) to compare the difference of protein spot and identification by 
matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometer (MALDI-TOF/TOF 
MS). No significant difference was observed in the protein pattern between transgenic and non 
transgenic plants based on image analysis by using the ImageMater 2D Platinum software. The 
similarity of protein expression pattern of transgenic and non transgenic plants from various 
tissues at seedling and mature stages ranged from 94.46 to 98.72%. However, this similarity was 
not lower than the similarity between each replication of the samples which were 92.27 – 
99.39%. The protein spots found to be different were further identified by de novo sequencing 
using MALDI-TOF/TOF MS and amino acid sequences obtained were compared to known 
allergen proteins. No protein could be matched with allergen available in AllergenOnline 
Database according to CODEX standard.  
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ตารางท่ี หนา 
  

7 โปรตีนท่ีจําแนกไดจากตัวอยางใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ีแตกตางจาก
มะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล เม่ือวเิคราะหดวยเคร่ือง MALDI-
TOF/TOF MS และวเิคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหา
ชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 75 

8 ลําดับกรดอะมิโนเม่ือวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนท่ี
จําแนกไดจากตัวอยางใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ีแตกตางจากมะละกอ
สายพันธุเดิมในระยะใหผลท่ีมีคา MOWSE score สูงท่ีสุดจากการวิเคราะหดวย
เทคนิค PMF 5 อันดับแรก 78 

9 โปรตีนท่ีจําแนกไดจากตัวอยางใบมะละกอสายพันธุเดิมที่แตกตางจากมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล เม่ือวิเคราะหดวยเคร่ือง  MALDI-TOF/TOF 
MS และวิเคราะหชนดิของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนดิของ
โปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 84 

10 ลําดับกรดอะมิโนเม่ือวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนท่ี
จําแนกไดจากตัวอยางใบมะละกอสายพันธุเดิมท่ีแตกตางจากมะละกอดัดแปลง
พันธุกรรมในระยะใหผลท่ีมีคา MOWSE score สูงท่ีสุดจากการวิเคราะหดวย
เทคนคิ PMF 5 อันดับแรก 87 

11 โปรตีนท่ีจําแนกไดจากตัวอยางดอกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ีแตกตางจาก
มะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล เม่ือวเิคราะหดวยเคร่ือง  MALDI-
TOF/TOF MS และวเิคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหา
ชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 95 

12 ลําดับกรดอะมิโนเม่ือวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนท่ี
จําแนกไดจากตัวอยางดอกมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมท่ีแตกตางจากมะละกอ
สายพันธุเดิมท่ีมีคา MOWSE score สูงท่ีสุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 
อันดับแรก 99 



 

(4) 
สารบัญตาราง (ตอ) 

 

 

ตารางท่ี หนา 
  

13 โปรตีนท่ีจําแนกไดจากตัวอยางดอกมะละกอสายพันธุเดมิท่ีแตกตางจาก
มะละกอสายดดัแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล เม่ือวิเคราะหดวยเคร่ือง  
MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผาน
การคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 104 

14 ลําดับกรดอะมิโนเม่ือวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนท่ี
จําแนกไดจากตัวอยางดอกมะละกอสายพันธุเดิมท่ีแตกตางจากมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมีคา MOWSE score สูงท่ีสุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค 
PMF 5 อันดับแรก 107 

15 โปรตีนท่ีจําแนกไดจากตัวอยางผลแกมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมท่ีแตกตาง
จากมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล เม่ือวิเคราะหดวยเคร่ือง  MALDI-
TOF/TOF MS และวเิคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหา
ชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 115 

16 ลําดับกรดอะมิโนเม่ือวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนท่ี
จําแนกไดจากตัวอยางผลแกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ีแตกตางจาก
มะละกอสายพันธุเดิมท่ีมีคา MOWSE score สูงท่ีสุดจากการวิเคราะหดวย
เทคนิค PMF 5 อันดับแรก 119 

17 โปรตีนท่ีจําแนกไดจากตัวอยางผลแกมะละกอสายพันธุเดิมท่ีแตกตางจาก
มะละกอสายดดัแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล เม่ือวิเคราะหดวยเคร่ือง  
MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผาน
การคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 129 

18 ลําดับกรดอะมิโนเม่ือวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนท่ี
จําแนกไดจากตัวอยางผลแกของมะละกอสายพันธุเดิมท่ีแตกตางจากมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมีคา MOWSE score สูงท่ีสุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค 
PMF 5 อันดับแรก 135 



 

(5) 
สารบัญตาราง (ตอ) 

 

 
 

ตารางท่ี หนา 
  

19 โปรตีนท่ีจําแนกไดจากตัวอยางรากมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ีแตกตางจาก
มะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล เม่ือวเิคราะหดวยเคร่ือง  MALDI-
TOF/TOF MS และวเิคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหา
ชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 144 

20 ลําดับกรดอะมิโนเม่ือวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนท่ี
จําแนกไดจากตัวอยางรากมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ีแตกตางจากมะละกอ
สายพันธุเดิมในระยะใหผลท่ีมีคา MOWSE score สูงท่ีสุดจากการวิเคราะหดวย
เทคนิค PMF 5 อันดับแรก 149 

21 โปรตีนท่ีจําแนกไดจากตัวอยางรากมะละกอสายพันธุเดมิท่ีแตกตางจาก
มะละกอสายดดัแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล เม่ือวิเคราะหดวยเคร่ือง  
MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผาน
การคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 155 

22 ลําดับกรดอะมิโนเม่ือวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนท่ี
จําแนกไดจากตัวอยางรากมะละกอสายพนัธุเดิมท่ีแตกตางจากมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมีคา MOWSE score สูงท่ีสุดจากการวิเคราะหดวยเทคนคิ 
PMF 5 อันดับแรก 158 

23 เปรียบเทียบความแปรปรวนของการวิเคราะหโปรตีโอมิกสในระหวางซํ้าของ 
2D-PAGE ในการทดลอง 167 



 

(6) 
สารบัญภาพ 

 

ภาพท่ี หนา 
  
     1 พลาสมิด p2CMCP ท่ีมียีนโปรตีนหอหุมอนุภาค (CP) ของไวรัสใบดางวงแหวน

มะละกอ (PRSV) สายพันธุเชียงใหม และยีนตานทานสารปฏิชีวนะ nptII ท่ีใชใน
การถายยีนเขาสูมะละกอสายพันธุแขกนวล โดยวิธียิงอนภุาค 18 

2 ข้ันตอนการตรวจสอบโปรตีโอมิกสดวยเทคนิค 2-D PAGE และ MALDI-
TOF/TOF MS 27 

3 การตรวจแยกโปรตีนจากเนือ้เยื่อใบ ดอก และผลแกของมะละกอดัดแปลง
พันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวน และมะละกอสายพันธุเดิม ดวย 15% 
SDS-PAGE และยอมดวยวิธี silver staining 32 

4 การตรวจแยกโปรตีนจากเนือ้เยื่อสวนรากของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม
ตานทานไวรัสใบดางวงแหวน และมะละกอสายพันธุเดิม ดวย 15% SDS-PAGE 
และยอมดวยวธีิ silver staining 33 

5 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัส PRSV ใน
ตัวอยางใบ ดอก และผลแกของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบ    
ดางวงแหวน และมะละกอสายพันธุเดิม ดวยเทคนิค Western blot  34 

6 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน neomycin phosphotransferase โดยวิธี 
Western blot และตรวสอบความเขมของแถบสัญญาณดวยวิธี densitometer ใน
ตัวอยางใบ ดอก และผลแกของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบ    
ดางวงแหวน และมะละกอสายพันธุเดิม   35 

7 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน neomycin phosphotransferase โดยวิธี  
Western blot และตรวสอบความเขมของแถบสัญญาณดวยวิธี densitometer ใน
ตัวอยางรากของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวน และ
มะละกอสายพันธุเดิม   36 

8 รูปแบบของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 
เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver  staining ของใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม
และมะละกอสายพันธุเดิม ระยะตนกลา อายุ 60 วัน กอนเปรียบเทียบดวย
โปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 38 



 

(7) 
สารบัญภาพ (ตอ) 

 

 
 

ภาพท่ี หนา 
  

9 จุดของโปรตีนท่ีแตกตางบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร 
และยอมดวยวธีิ silver staining ของใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมและมะละกอ
สายพันธุเดิม ระยะตนกลา อายุ 60 วัน เม่ือเปรียบเทียบดวยโปรแกรม 
ImageMaster 2D Platinum 39 

10 รูปแบบของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 
เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม
และมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน  กอนเปรียบเทียบดวย
โปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 42 

11 จุดของโปรตีนท่ีแตกตาง บน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร
และยอมดวยวธีิ silver staining ของใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมและมะละกอ
สายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน เม่ือเปรียบเทียบดวยโปรแกรม 
ImageMaster 2D Platinum 43 

12 รูปแบบของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 
เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของดอกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม
และมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน  กอนเปรียบเทียบดวย
โปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 44 

13 จุดของโปรตีนท่ีแตกตางบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร 
และยอมดวยวธีิ silver staining ของดอกมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมและมะละกอ 
สายพันธุเดิม ระยะใหผล เม่ือเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D 
Platinum 45 

14 รูปแบบของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 
เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของผลแกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม
และมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน  กอนเปรียบเทียบดวย
โปรแกรม ImageMaster 2D Platinum  46 



 

(8) 
สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพท่ี หนา 
  

15 จุดของโปรตีนท่ีแตกตางบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร  
และยอมดวยวธีิ silver staining ของผลแกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมและ
มะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน  เม่ือเปรียบเทียบดวยโปรแกรม 
ImageMaster 2D Platinum 47 

16 รูปแบบของโปรตีนท่ีแยกดวยวิธี 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 
เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของรากมะละกอดัดแปลง พันธุกรรม
และมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน  กอนเปรียบเทียบดวย
โปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 48 
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การศึกษาโปรตีนใหมและโปรตีโอมิกสของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานโรค
ไวรัสใบดางวงแหวน 

 

Study of Novel Proteins and Proteomics of Genetically Modified Papaya  
Resistant to Papaya Ringspot Virus  

คํานํา 

 
มะละกอ (Carica papaya Linn.) เปนพืชเศรษฐกิจสําคัญของประเทศไทย มีการปลูกท่ัวทุก

ภาคของประเทศ ใชรับประทานเปนผลไมและประกอบอาหาร โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียง 
เหนือมีการบริโภคมะละกอดิบเปนอาหารในชีวิตประจําวัน นอกจากนี ้มะละกอสุกยงัเปน
สวนประกอบที่สําคัญในอุตสาหกรรมการทําผลไมบรรจุกระปองเพื่อการสงออก  (ประพันธ, 2525)  
โรคสําคัญท่ีมักพบในมะละกอ คือ โรคใบดางวงแหวนท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสใบดางวงแหวน (papaya 
ringspot virus, PRSV-P) ซ่ึงถือเปนอุปสรรคสําคัญในการปลูกมะละกอท่ัวโลก ท้ังในประเทศ
สหรัฐอเมริกา หมูเกาะคาริเบียน อินเดีย และประเทศตะวนัออก รวมท้ังประเทศไทย (Yeh and 
Gonsalves, 1984)   ท้ังนี้  ไดมีความพยายามท่ีจะควบคุมโรคดวยวิธีการตางๆ หลายวธีิ อาทิ การใช
สารเคมีในการปองกันกําจดัแมลงพาหะนําโรค การขุดรากถอนโคนทําลายตนเปนโรค (Namba and 
Higa, 1977) การใชวิธี Cross protection หรือการทําวัคซีนพืช (Yeh et al., 1988) แตไมประสบ
ความสําเร็จมากนัก จนกระท่ังมีการนําเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรมมาใชในการพฒันาพันธุ
มะละกอใหมีความตานทานตอไวรัสใบดางวงแหวนเปนอยางดี  (Hautea et al., 1999) ปจจุบัน
นักวจิัยในประเทศตางๆ ท่ัวโลกประสบความสําเร็จในการพัฒนามะละกอดัดแปลงพันธุกรรมให
ตานทานโรคไวรัสใบดางวงแหวน รวมท้ังประเทศในภูมิภาคอาเซียน เชน อินโดนีเซีย มาเลเซีย 
ฟลิปปนส  เวยีตนาม และไทย (Mackey, 2002) 

 
อยางไรก็ดี กอนนําพืชดดัแปลงพันธุกรรม รวมท้ังมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม มาใช

ประโยชนในเชิงการคาได จะตองผานการประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพ (Biosafety 
assessment) กอนซ่ึง ประกอบดวย การทดสอบความปลอดภัยทางชวีภาพดานส่ิงแวดลอม 
(Environmental safety assessment) และการทดสอบความปลอดภัยทางชีวภาพดานอาหาร (Food 
safety assessment) เพื่อใหม่ันใจไดวาพืชดัดแปลงพันธุกรรมไมมีผลกระทบตอสภาพแวดลอม และ
สุขอนามัยมนษุย  (Dale et al., 2002) โดยการประเมินความเส่ียงจะพจิารณาดําเนินการบนพื้นฐาน
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เปนกรณีๆ ไป (case-by-case) และใชขอมูลท่ีถูกตองทางวทิยาศาสตรและมีความโปรงใส ตาม
แนวทางท่ีพัฒนาข้ึนโดยองคกรระดับนานาชาติท่ีเกี่ยวของ (Secretariat of the Convention on 
Biological Diversity , 2000) และมีการทดสอบเปนแบบทีละข้ันตอน (step-by-step) โดยเร่ิมตน
ตั้งแตการประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพในระดับหองปฏิบัติการ การประเมินความปลอดภัย
ทางชีวภาพระดับโรงเรือน การตรวจสอบระดับแปลงทดลองขนาดเล็ก และการตรวจสอบระดับไร-
นา (คณะกรรมการความปลอดภัยทางชวีภาพดานการเกษตร, 2544)   การทดสอบความปลอดภยั
ทางชีวภาพดานส่ิงแวดลอมจะตองทําการศึกษาผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตท่ีมิใชเปาหมาย (non target 
organisms) ศักยภาพของยนีท่ีจะมีผลใหพชืดัดแปลงพันธุกรรมกลายเปนวัชพืช (weediness) รวมทั้ง 
ศึกษาความเปนไปไดในการถายทอดของยนีจากพืชดัดแปลงพันธุกรรมไปสูส่ิงมีชีวิตอ่ืน 
(horizontal gene transfer) ท้ังในพืชอ่ืน  สัตว  และ จุลินทรียในดนิ  (Barton and Dracup, 2000) 
และหากเปนพชือาหารเพ่ือการบริโภคจะตองมีการประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพดานอาหาร
ดวย ซ่ึงจะตองทําการศึกษาถึงระดับสารโภชนาการ ระดับสารตานโภชนาการ (anti-nutrient) และ
ระดับการกอสารพิษ (toxicity)  และตรวจสอบโปรตีนใหมท่ีเกิดขึน้   ซ่ึงหากมีโปรตีนใหมผลิตข้ึน 
จะตองตรวจสอบความปลอดภัยและการกอภูมิแพ (allergenicity) ของโปรตีนใหมดวย ซ่ึงปกติการ
ทดสอบความปลอดภัยทางชีวภาพดานอาหารนี้จะใชหลักการเทียบเทา (substantial equivalent) กับ
พืชพันธุเดิมเปนตัวเปรียบเทียบ (counterpart) (Chassy, 2002) ถึงแมวาพืชท่ีไดจากการผสมพันธุ 
โดยวิธีการดั้งเดิมเอง ก็สามารถท่ีจะเกิดการชักนําใหผลิตโปรตีนใหมได เชนเดียวกบัการถายยีน
ของพืชดัดแปลงพันธุกรรม (Copillo et al., 2004)  

 
ในการประเมินความปลอดภัยทางชวีภาพของพืชดัดแปลงพันธุกรรม  นอกจากจะใช

เทคนิคพ้ืนฐานทางอณูชีววทิยา (molecular biology) แลว ยังมีความพยายามในการพัฒนาเทคนิค
ใหมเพื่อใชในการตรวจสอบความปลอดภยัทางชีวภาพ   เชน  DNA microarray  ในการวิเคราะห
การแสดงออกของยีนระดับ mRNA  และการศึกษาโปรตีโอมิกสเพื่อเปรียบเทียบการแสดงออก
ระดับโปรตีน  (Kuiper et al., 2001)   โปรตีโอมิกสเปนการหาโปรตีนท้ังหมดท่ีจีโนม  (genome)  
ในเซลลของส่ิงมีชีวิตแสดงออก  (express) ณ เวลาหน่ึง (Berkelman and Stenstedt, 1998)                   
โปรตีโอมิกสไมไดศึกษาไดเพียงปริมาณหรือคุณภาพของโปรตีนท้ังหมดเทานั้น แตยงัสามารถใช
ศึกษาคนหาลักษณะความสัมพันธระหวางโปรตีนกับโปรตีน และโปรตีนกับดีเอ็นเอ ซ่ึงลักษณะ
เหลานั้นมีความสัมพันธกับจโีนมิกส (genomics) ดวย  (Westermeier and Naven, 2002)  
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ปจจุบันการศึกษาโปรตีโอมิกสโดยใช 2-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis 
(2-D PAGE) เปนวิธีการหนึง่ในการศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน แลวจึงวิเคราะห
ชนิดและคุณสมบัติของโปรตีนดวย mass spectrometer (Twyman, 2004) มีการศึกษาโปรตีโอมิกส
ของพืชหลากหลายดานตางๆ เชน การศึกษาความสัมพนัธของโปรตีโอมเม่ือพืชถูกกระตุนดวย 
biotic stress หรือ abiotic stress รวมท้ัง การใชโปรตีโอมิกสในการศึกษาความสัมพันธทาง
พันธุกรรม (genetic relationship) ของพืช (Agrawal et al., 2005)  Corpillo et al. (2004) เร่ิม
ประยุกตใชโปรตีโอมิกสเพื่อประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพ โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบโปรตี
โอมระหวางมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมท่ีตานทานตอไวรัสสาเหตุโรคเห่ียวและจุดวงแหวนบน
ผลมะเขือเทศ (tomato spotted wilt virus) กับมะเขือเทศสายพันธุเดิมท่ีไมไดดัดแปลงพันธุกรรม 
พบวา ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญในการแสดงออกของโปรตีนหลัก (major protein) ในดาน
ปริมาณและคุณภาพ 

 
งานวิจยันี้มีวัตถุประสงค ศึกษาวิเคราะหเปรียบเทียบโปรตีโอมิกสระหวางมะละกอ

ดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวน  และมะละกอสายพันธุแขกนวล (พันธุเดิม) เพือ่
ศึกษาความเปนไปได ของการใชโปรตีโอมิกสในการประเมินความปลอดภัย ของพืชดัดแปลง
พันธุกรรม โดยใชมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวนเปนกรณีตัวอยาง เพื่อ
พัฒนาเทคนิคหาแนวทางใหมท่ีสะดวก แมนยํา และเช่ือถือได เพื่อการประเมินความปลอดภัยทาง
ชีวภาพตอไป 

 
 
 



วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีนจากยีนท่ีสอดแทรกเขาไปใหมในมะละกอแขกนวล
ดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวน และมะละกอสายพันธุเดิม 
 

2.  เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการใชเทคนิคโปรตีโอมิกสสนับสนุนการประเมินความ
ปลอดภัยทางชีวภาพของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางจุดวงแหวน  
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  มะละกอ  
 

มะละกอ (Carica papaya Linn.) อยูในวงศ Caricaceae เปนไมผลเขตรอนและกึ่งรอน มีถ่ิน
กําเนิดอยูแถบประเทศอเมริกากลาง บริเวณประเทศเม็กซิโกตอนใต และคอสตาริกา แลว
แพรกระจายไปยังประเทศแถบรอนตางๆ ท่ัวโลก มะละกอเปนพืชใบเลี้ยงคู ประเภทไมเนื้อออน ลํา
ตนเดีย่ว และมีใบขนาดใหญ ลักษณะเปนแบบ palmately lobe เจริญเติบโตไดเร็ว ใหผลผลิต
หลังจากการปลูกไปแลวประมาณ 4 – 8 เดอืน มะละกอจะใหผลผลิตสูงในปแรกๆ และเม่ือตนมีอายุ
มากข้ึนผลผลิตจะลดลง (วฒันา, 2531) มะละกอเปนผลไมท่ีคนไทยรูจักกนัแพรหลายและนิยมกัน
มานาน เพราะเปนผลไมท่ีรับประทานไดท้ังดิบและสุก น้ํายางมะละกอยังมีคุณสมบัติในการชวย
ยอยโปรตีนไดเปนอยางดี จึงนําไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมหลายอยาง เชน อุตสาหกรรมฟอก
หนัง อุตสาหกรรมเคร่ืองสําอาง อุตสาหกรรมยา และอุตสาหกรรมขนสัตว เปนตน จากการ
วิเคราะหคุณคาทางอาหารของมะละกอสุก พบวา ประกอบดวยน้ํา 88 เปอรเซ็นต น้ําตาล 10 – 13 
เปอรเซ็นต โปรตีน 0.5 เปอรเซ็นต และไขมัน 0.1 เปอรเซ็นต นอกจากน้ัน ยังอุดมไปดวยวิตามิน เอ 
วิตามิน บี1 วิตามิน บี 2 และวิตามิน ซี  (ประพันธ, 2525) สําหรับประเทศไทยมีการปลูกมะละกอ
กันท่ัวไป จะมีแหลงปลูกในจังหวดัราชบุรี นครปฐม สมุทรสงคราม กาญจนบุรี สุพรรณบุรี จันทบุรี 
ชุมพร และสุราษฎรธานี (วฒันา, 2531)  
 
2.  โรคไวรัสใบดางวงแหวน   
 

โรคใบดางวงแหวนมะละกอเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือไวรัส papaya ringspot virus 
(PRSV) ซ่ึงเปนไวรัสรูปทอนยาวคด (flexuous rod shape) ความยาวของอนุภาคประมาณ 780 นาโน
เมตร และเสนผาศูนยกลางประมาณ 12 นาโนเมตร (Tripathi et al., 2004) แพรระบาดโดยเพล้ีย
ออนหลายชนดิ โดยเฉพาะเพล้ียออนฝายและเพล้ียออนแตง ตนมะละกอท่ีเปนโรคจะพบความ
ผิดปกติไดท้ังบนใบ ลําตน กาน และผล อาการโดยท่ัวไปคือ ใบมีลักษณะดางสีเหลืองสลับเขียว 
เนื้อใบเปนคล่ืนไมเรียบ (puckering) หรือบิดเบ้ียวรูปรางผิดปกติ (distortion) บนผลจะมีอาการเปน
จุดสีเขียวชํ้านํ้าหรือเปนขีดเล็กๆ (รัชนี, 2529) โรคใบดางวงแหวนมะละกอเปนโรคสําคัญตอความ
สูญเสียมะละกอในฮาวาย เม็กซิโก หมูเกาะคาริเบียน ทวีปอเมริกาใต ทวีปแอฟริกา และภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต (Persley and Ploetz, 2003)  สําหรับประเทศไทยประสบปญหาการระบาด
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ของโรคใบดางวงแหวนมะละกอมาต้ังแตป   พ.ศ. 2518  โดยเร่ิมจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
(ถวิล, 2519)   ในป พ.ศ. 2546  พบการระบาดของโรคใบดางวงแหวนในทุกจังหวดัของภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือและมีความรุนแรงถึง  100  เปอรเซ็นต    ความรุนแรงของโรคมีผลทําให
ผลผลิตบางปลดลงมากกวา 50 เปอรเซ็นต  (วิไล, 2525) โรคใบดางวงแหวนมะละกอมีผลตอ
ปริมาณผลผลิตตลอดจนคุณภาพของผลผลิต วิธีควบคุมโรคทําไดโดยการขุดรากถอนโคน การ
ปองกันโดยใชเช้ือสายพันธุไมรุนแรงเปนวคัซีน และการผสมพันธุมะละกอใหทนทานตอโรค 
จนถึงปจจุบันไมสามารถควบคุมโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ เนื่องจากระบบการปลูก และ
สภาพแวดลอมของประเทศไทยท่ีเอ้ืออํานวยตอการระบาดของเช้ือไวรัสใบดางวงแหวน ทําใหมี
โอกาสเกิดการระบาดของโรคไดตลอดท้ังป (ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ, 
2547)  

 
3.  พืชดดัแปลงพันธุกรรม   
 

พืชดัดแปลงพันธุกรรม (genetically modified plant) คือ พืชท่ีไดรับการดัดแปลงสาร
พันธุกรรม ทําใหพืชแสดงคณุลักษณะบางอยางตามการแสดงออกของยีนท่ีไดรับการเปล่ียนแปลง 
(Conner et al., 2003) การพฒันาพืชดัดแปลงพันธุกรรม ทําไดโดยใชเทคโนโลยีพันธุวิศวกรรม 
(genetic engineering) มีเทคนิคการถายยนีใหเขาไปอยูในโครโมโซมเซลลใหมไดหลายทาง  วิธีท่ี
นิยมและประสบความสําเร็จมากท่ีสุดมี 2 วิธี ไดแก วิธีการถายยีนโดยใชพาหะนํายีนสูโครโมโซม
พืช (vector mediated gene transfer) โดยใชแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens เปนพาหะในการ
นํา และวิธีการถายยีนเขาสูโครโมโซมพืชโดยตรง (direct gene transfer) โดยใชเคร่ืองยิงอนุภาค 
(microprojectile bombardment)  (Birch, 1997) ดวยการพฒันาวิธีการถายยีนเขาสูพืช ผนวกกับ
ความรูเกี่ยวกบัโครงสรางและหนาท่ีของยีน ทําใหสามารถใชพันธุวิศวกรรมในการพัฒนาพืช
ดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือแกไขปญหาทางดานการเกษตรตางๆ อาทิเชน การเพิ่มคุณคาทางอาหาร 
การตานทานตอโรคและแมลง การทนทานตอส่ิงแวดลอมท่ีไมเหมาะสม และการทนทานตอสาร
กําจัดวัชพืช เปนตน (Pena, 2004)   
 
 พืชดัดแปลงพันธุกรรมหลายชนิดเร่ิมมีการปลูกในเชิงพาณิชยตั้งแตป ค.ศ. 1996 และมี
ปริมาณการเพาะปลูกเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเกินกวาท่ีคาดไว โดยมีอัตราการเพ่ิมข้ึนสูงถึงกวา 74 
เทาตัวจากประเทศตางๆ ท่ัวทุกมุมโลก ในป ค.ศ. 2008 พื้นท่ีการปลูกพืชไรดัดแปลงพันธุกรรมมี
เนื้อท่ีกวา 125 ลานเฮกตาร ในจํานวน 25 ประเทศท่ีปลูกในเชิงพาณิชย ซ่ึงปริมาณพ้ืนท่ีเพาะปลูก
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พืชดัดแปลงพันธุกรรมท่ีเพิม่ข้ึนไมไดมีแตในเฉพาะประเทศท่ีมีเทคโนโลยีสูงหรือประเทศพัฒนา
แลวเทานัน้ แตมีจํานวนประเทศกําลังพัฒนาท่ีไดนําเทคโนโลยีนี้มาใชถึง 15 ประเทศ และยังคาด
กันวาพื้นท่ีเพาะปลูกพืชไรดดัแปลงพันธุกรรมจะยังคงเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่องและรวดเร็วตอไป   
(James, 2008) จากขอมูลป ค.ศ. 2008 พบวา ประเทศหลักท่ีมีพื้นที่ปลูกพืชดัดแปลงพันธุกรรม
มากกวา 50,000 เฮกตาร มีมากถึง 14 ประเทศ ไดแก สหรัฐอเมริกา อารเจนตินา บราซิล อินเดีย 
แคนาดา จนี ปารากวัย แอฟริกาใต อุรุกวัย โบลิเวีย ฟลิปปนส ออสเตรเลีย เม็กซิโก และสเปน โดย
มีพื้นที่รวมกนัมากถึง 125 ลานเฮกตาร ซ่ึงพชืดัดแปลงพันธุกรรมท่ีปลูกในเชิงพาณิชยมากท่ีสุด
ตามลําดับ ไดแก ถ่ัวเหลือง ขาวโพด ฝาย และคาโนลา (James, 2008)  
 
4.  การผลิตมะละกอตานทานโรคใบดางวงแหวนโดยวิธีพันธุวิศวกรรม     
  

ในการสรางพชืดัดแปลงพันธุกรรมใหตานทานตอไวรัส (virus tolerant) ทําไดโดยการถาย
ยีนท่ีกําหนดการสรางโปรตีนหอหุม (coat protein – CP) ของไวรัสเขาไป พืชท่ีมียีนนี้สามารถ
ตานทานการเขาทําลายของไวรัสชนิดนัน้ๆ และชนิดใกลเคียง ตัวอยางไดแก การถายยีน CP ของ
ไวรัสตนยาสูบ (tobaaco mosaic virus – TMV) เขาไปในตนยาสูบ ยาสูบท่ีมียีน CP อยูจะตานทาน
ตอ TMV (Abel et al., 1986) และปจจุบันไดมีการถายยนีควบคุมการสรางโปรตีนหอหุมของไวรัส
ชนิดอ่ืน เชน AMV (alfalfa mosaic virus) (Loesch-Fries et al., 1987), PVX (potato virus X) 
(Hemenway et al., 1988), CMV (cucumber mosaic virus)  (Cuozzo et al.,1988) และ CTV (citrus 
tristaza virus) (Hoekema et al., 1988) เขาไปในตนพืช การแสดงออกของยีน CP เหลานี้ชวย
ปองกันตนพืชจากการติดเช้ือโรคไวรัสดังกลาวได  

 
นอกจากการถายยีนท่ีกําหนดการสรางยีน CP ของไวรัสเขาไปแลว การสรางพืชตานทาน

ไวรัสอาจใชเทคโนโลยี antisense RNA ไดดวย โดยการถายยีนของไวรัสท่ีตอกลับทิศเขาไปในพืช 
เม่ือเกิดการลอกรหัสจากยีนท่ีถายฝากเขาไป จะได RNA ท่ีเปนสายคูสมกับ RNA ท่ีมาจากการ
ถอดรหัสของไวรัส เม่ือไวรัสเขาทําลายพืช จะมีการสรางสารพันธุกรรมแมแบบ (minus sense 
RNA) และมีการลอกรหัสเปน RNA สายบวก และแปลรหัสเปนโพลีเปปไทด (polypeptide) เพื่อ
การทวีจํานวนของไวรัส แต antisense RNA ท่ีลอกรหัสมาจากยนีท่ีถายเขาไปในพืช จะมาจับกับ 
RNA ของไวรัส จึงทําใหไมมีการถอดรหัสและแปลรหสัเปนโพลีเปปไทด ทําใหไวรัสไมสามารถ
ทวีจํานวน และไมแสดงอาการของโรคข้ึน (Hanada, 1994; Kadzimin, 1994)  
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นักวิทยาศาสตรไดประสบความสําเร็จอยางสูงในการพฒันาพืชตานทานไวรัส โดยใช
ทฤษฎี Pathogen-derived resistance ของ Sanford and Johnson (1985) เชน Abel  et al. (1986) 
พัฒนาสายพนัธุยาสูบโดยวิธีพันธุวิศวกรรมดวยยีน CP ของไวรัสใบดางยาสูบ (TMV)  ทําใหยาสูบ
ตานทานตอ TMV ไดสําเร็จเปนคร้ังแรก และ Fitch et al. (1992) ประสบความสําเร็จในการปองกัน
กําจัด PRSV-P โดยการสรางพันธุมะละกอท่ีมียีน CP ของ PRSV-P-HA 5-1 ซ่ึงเปน mutant (Yeh 
and Gonsalves, 1984) ของสายพันธุ PRSV-P-HA เดิมของฮาวาย (Fitch et al., 1992) และสายพนัธุ
หนึ่งท่ีมีความตานทานตอไวรัสในสภาพแปลงปลูกอยางดีเยีย่ม คือ 55-1 ซ่ึงตอมาใชช่ือทางการคา
วา “SunUp” (Lius et al., 1997) นอกจากน้ัน Cai et al. (1999) ใชเคร่ืองยิงอนุภาค (biolistic) นํายีน 
untranslatable CP ของไวรัสสายพันธุฮาวาย (HA-51) เขามะละกอพนัธุ Sunrise ทําใหตานทาน 
PRSV-P อยางมีประสิทธิภาพสูง   Cheng et al. (1996) สามารถนํายีน CP ของ PRSV-P เขา somatic 
embryo มะละกอ โดยใช Agrobacterium เปนพาหะ  
 

อยางไรก็ตาม สายพันธุมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมท่ีพฒันาข้ึนนั้น มีความตานทานดีมาก
ตอไวรัสสายพันธุฮาวาย แตตานทานตํ่าหรือไมตานทานตอไวรัสสายพันธุจากแหลงอ่ืนๆ รวมท้ัง
สายพันธุจากภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยดวย (Tennant et al., 1994) เนือ่งจากความ
ตานทานเฉพาะเจาะจงตอไวรัสท่ีนํายีน CP มาใชในการสรางมะละกอพนัธุนี้ จึงมีความจําเปนตอง
สรางพันธุมะละกอที่มีความจําเพาะตอไวรัสแตละแหลง ดังนั้น ในเดอืนกรกฎาคม 2540 ประเทศ
ไทยโดยกรมวชิาการเกษตรดวยความชวยเหลือของมหาวิทยาลัยคอรแนล ประเทศสหรัฐอเมริกา ได
พัฒนามะละกอดัดแปลงพันธุกรรมข้ึนเปนคร้ังแรก หลังจากเสร็จส้ินการทดลองไดนาํพืชและ
เนื้อเยื่อกลับประเทศไทย เพือ่ทําการศึกษาตอในโรงเรือนทดลองและคัดเลือกตนท่ีมีความตานทาน
ตอ PRSV แลวนําไปทดสอบความปลอดภัยทางชวีภาพ ปจจุบันมีการวิจัยพัฒนามะละกอดัดแปลง
พันธุกรรมใน 3 แหง (ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ, 2547) ไดแก  
 

4.1 สถานีทดลองพืชสวน กรมวิชาการเกษตร จ. ขอนแกน ดําเนนิการทดลองปลูกมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมในแปลง ในมะละกอ 2 สายพันธุ คือแขกนวลและแขกดํามีระดับความตานทาน
ตอไวรัสใบดางวงแหวนประมาณ 90-100 เปอรเซ็นต    
 
 4.2  หนวยปฏิบัติการทางพนัธุวิศวกรรมดานพืช มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน โดยนกัวจิัยของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร รวมกับนกัวจิยัของศูนยพันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ ดําเนินการวิจยัพัฒนามะละกอดัดแปลงพันธุกรรมพันธุแขกนวลในการ
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ตานทานโรคใบดางวงแหวน โดยการถายพลาสมิด p2CMCP ท่ีมียีน CP ของไวรัส PRSV สายพันธุ
เชียงใหม ดวยวิธี microprojectile bombardment (นุชนาถ และคณะ, 2546) 
 
  4.3  สถาบันอณูชีววิทยาและพันธุศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา ดําเนนิการ
ศึกษาวจิัยข้ันพื้นฐานเกี่ยวกบักลไกความตานทานไวรัสใบดางวงแหวนของมะละกอดัดแปลง
พันธุกรรม (Ruanjan et al., 2007)  
 
5.  การประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพของพืชดัดแปลงพันธุกรรม   
 

เทคโนโลยีการถายยีนสามารถปรับปรุงพืชใหมีลักษณะที่ตองการอยางรวดเร็ว ในขณะท่ี
การปรับปรุงพันธุแบบอ่ืนไมสามารถทําได แตในขณะเดยีวกันพืชถายยนีอาจจะทําใหเกิดผล
กระทบที่ไมพงึประสงค (Thomas and Fuchs, 2002) แมพืชดัดแปลงพันธุกรรมจะ มีประโยชนตอ
ส่ิงแวดลอมและตอมนุษย แตปจจุบันยังมีความกังวลวาอาจจะมีผลกระทบในทางลบ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งผลกระทบในระยะยาว (ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ, 2546) ดังนั้น 
กอนนําพืชดัดแปลงพันธุกรรมมาใชประโยชนในเชิงการคาได จะตองผานการประเมินความ
ปลอดภัยทางชีวภาพ (Biosafety assessment) กอน ซ่ึงจะเปนการประเมินความเส่ียงหรือโอกาส
ความนาจะเปน  ท่ีจะเกิดผลกระทบในแงลบ (Wachbroit, 1991) เพื่อจดัระบบการบริหารจัดการท่ี
เหมาะสม ดังนั้น ในการประเมินความปลอดภัยทางชวีภาพจึงจําเปนตองทําการประเมินในหลายๆ 
ดาน (Kaplan and Garrick, 1981) กอนการตัดสินใจนําเขาหรือใชประโยชนจากส่ิงชีวติดัดแปลง
พันธุกรรม 
 

5.1 หลักการประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพ  (Ryan, 2005)    
 

5.1.1 อยูบนพื้นฐานทางวิทยาศาสตร (science-based) ตองมีเหตุผลท่ีสามารถอธิบาย
ไดดวยหลักการทางวิทยาศาสตร 
 

5.1.2 อยูบนพื้นฐานของผลิตภัณฑ จะตองทําการประเมินท่ีตวัผลิตภัณฑ มิใชท่ี
กระบวนการพัฒนา แตอาจนําขอมูลการพัฒนาเปนขอมูลประกอบการประเมินได 
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5.1.3 อยูบนพื้นฐานของการประเมินแบบเปนกรณีๆ ไป  (case-by-case)  จะตองทํา
การประเมินในส่ิงมีชีวิตแตละชนิดไปแตละพันธุไป  
 

5.1.4 อยูบนพื้นฐานการประเมินเปนข้ันตอน (step-by-step) จะตองมีระบบการ
ประเมิน โดยเร่ิมจากโรงเรือนท่ีปดมิดชิดกอนแลว จึงจะทําการประเมินในโรงเรือนท่ีควบคุม
บางสวน และภาคสนามตอไปได  
 

5.1.5 อยูบนพื้นฐานของความเทียบเทา (substantial equivalence) จะตองมีการ
เปรียบเทียบกบัพืชปกติท่ีไมไดดัดแปลงพันธุกรรม หากไดผลเหมือนกบัพืชปกติถือวามีความ
เทียบเทาไมมีความแตกตางไปจากพืชปกติ 
 

5.1.6 อยูบนพื้นฐานท่ีสาธารณชนไดมีสวนรวม (public participation) จะตองให
สาธารณชนไดมีสวนรวมในการพิจารณาผลการประเมินความเส่ียงกอนการตัดสินใจ  
 

5.2  การประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพดานส่ิงแวดลอม (Thomas and Fuchs, 2002) 
 

การประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพดานส่ิงแวดลอมของพืชดัดแปลงพันธุกรรม 
เปนการจําแนกและประเมินความเส่ียงในการปลดปลอยหรือเพาะปลูกพืชเหลานี้ โดยเปรียบเทียบ
กับพืชเดิมท่ีมีประวัติการใชอยางปลอดภยั ซ่ึงจะตองมีการประเมินและพิจารณาในประเด็นตางๆ 
ดังนี้  
 
   5.2.1  ศักยภาพในการเคล่ือนยายยีนไปยังพืชท่ีมีความใกลชิด  เปนการประเมิน
ความสามารถในการผสมขามพันธุกันไดและมีลูกท่ีสามารถมีชีวิตรอด 
 
   5.2.2  ศักยภาพในการเคล่ือนยายยีนไปยังส่ิงมีชีวิตอ่ืนท่ีไมมีความใกลชิด (horizontal 
gene transfer) เปนการประเมินความสามารถในการเคล่ือนยายยีนท่ีไมไดเกดิจากการผสมพันธุใน
ส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกัน แตเกดิจากตางส่ิงมีชีวิตกัน โดยเฉพาะความเปนไปไดท่ีจะเคล่ือนยายยีน
ระหวางพืชกับแบคทีเรีย   
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   5.2.3  ศักยภาพในกลายเปนวัชพืช (weediness)  เปนการประเมินความสามารถของพืช
ท่ีจะคงอยูในระบบนิเวศ โดยเฉพาะความสามารถท่ีจะทดแทนชนิดพนัธุอ่ืน  
 
   5.2.4  ผลกระทบทางลบในลําดับท่ีสองหรือผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตอ่ืนท่ีมิใชเปาหมาย  
เปนการประเมินผลท่ีจะเกดิข้ึนโดยไมไดตั้งใจ (unintended effect) ของการปลดปลอยพืชดัดแปลง
พันธุกรรมสูส่ิงแวดลอม  
 
  5.3  การประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพดานอาหาร 
 

 การประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพดานอาหารจะใชหลักการเทยีบเทา (substantial 
equivalence)  ท่ีเสนอโดยองคการเพื่อความรวมมือทางเศรษฐกิจและการพัฒนา (Organization for 
Economic Cooperation and Development, OECD) (OECD, 1993) ท้ังนี้ หลักการเทยีมเทาจะเปน
หลักการท่ีใชเปรียบเทียบอาหารที่ไดจากจุลินทรียและพืชดัดแปลงพันธุกรรมวามีความปลอดภัย
เทียมเทากับอาหารจากจุลินทรียหรือพืชเดิมท่ีไมไดดดัแปลงพันธุกรรมหรือไม (traditional 
counterpart)  (FAO/WHO, 2000) โดยในการประเมินความปลอดภัยดานอาหาร จะตองพิจารณา
ประเด็นตางๆ (CODEX, 2003) ดังนี้  

 
 5.3.1  ความเปนไปไดในการกอใหเกิดพษิ (toxicity) ของสารท่ีถูกแสดงออก 

(expressed substance) การดัดแปลงพันธุกรรมอาจมีผลตอยีนของพืช เปนผลใหเกดิการยับยั้งเมตา
โบลิซึม ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของปริมาณสารอาหาร และสารท่ีมีแนวโนมเปนพิษ (potentially 
toxic compound) (Twyman, 2004) หากพบมีสารใหมเกดิข้ึน จะตองทําการทดสอบทางพิษวิทยา 
โดยการพิจารณาองคประกอบทางเคมี และหนาท่ีของสารใหมท่ีเกดิข้ึน รวมท้ัง วเิคราะหหาความ
เขมขนท่ีจะนํามาบริโภคได แตหากสารใหมนั้นเคยมีการบริโภคหรือเปนสารท่ีมีคุณสมบัติใกลเคียง 
อาจไมจําเปนตองทําการทดสอบดานพิษวทิยา  

 
 5.3.2  ความเปนไปไดในการกอใหเกิดภูมิแพ (allergenicity) ของโปรตีน หากพบสาร

โปรตีนใหมท่ีเกิดจากการสอดแทรกยีน จะตองไดรับการประเมินความเปนไปไดในการกอภูมิแพ
ดวยวิธีการแบบสหวิทยาการ เปนข้ันตอน และใชเกณฑในการพิจารณาหลายๆ เกณฑรวมกัน 
เนื่องจาก ยังไมมีหลักเกณฑใดหลักเกณฑหนึ่งท่ีเพยีงพอตอการทํานายการกอสารภมิูแพในปจจุบัน  
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 5.3.3  การวิเคราะหองคประกอบสําคัญในอาหาร (key components) โดยเฉพาะ
องคประกอบหลักท่ีพบในอาหาร และตองทําการเปรียบเทียบกับพืชคูเหมือนตามธรรมชาติท่ีมีการ
เจริญเติบโตและเก็บเกีย่วในสภาวะเดียวกนั เพื่อลดปญหาจากปจจัยความผันแปรทางธรรมชาติ 
รวมท้ัง ตองทําการเปรียบเทียบภายใตสภาวะแวดลอมในพื้นท่ีตางๆ ท่ีคาดวาจะเปนสภาวะท่ีมีการ
นําพืชดัดแปลงพันธุกรรมไปปลูกเพื่อเก็บเกี่ยวจริงดวย  

 

 5.3.4  สารเมตาโบไลต (metabolites) ซ่ึงการดัดแปลงพันธุกรรมอาจสงผลตอระดับ
สารเมตาโบไลทในอาหาร จึงควรพิจารณาควรเปนไปไดในการสะสมสารเมตาโบไลทในปริมาณท่ี
อาจมีผลเสียตอสุขภาพมนุษย และวิเคราะหระดับสารเมตาโบไลทท่ีหลงเหลืออยูในอาหาร 

 
 5.3.5  กระบวนการแปรรูปเพื่อเปนอาหาร (food  processing) เปนการพิจารณาผลจาก

กระบวนการแปรรูปอาหาร รวมท้ังการเตรียมในระดับครัวเรือน ตอการเปล่ียนแปลงของ
สารประกอบในอาหารท่ีไดจากพืชดัดแปลงพันธุกรรม  

 

 5.3.6  การเปล่ียนแปลงคุณคาทางโภชนาการ (nutritional modification ) จะตองทําการ
ประเมินท้ังในระดับปกติ และระดับสูงสุดของการบริโภค อีกท้ัง ตองใหความสําคัญตอ
ลักษณะเฉพาะทางสรีระวิทยาและความตองการดานการครองธาตุ (metabolism) ของกลุมประชากร
ตางๆ เชน ทารก เด็ก สตรีมีครรภและใหนมบุตร ผูสูงอายุ และกลุมประชากรท่ีมีโรคเร้ือรังหรือ
ระบบภูมิคุมกนับกพรอง  

 

ในการประเมินความปลอดภัยดานอาหาร ส่ิงสําคัญท่ีจะตองพิจารณา คือ โปรตีนใหมท่ีเกิด
จากการแสดงออกของยีนท่ีสอดแทรกเขาไปใหมในพืชดัดแปลงพันธุกรรม  (Delaney et al., 2008) 
ซ่ึงหากมีการสรางโปรตีนใหมเกิดข้ึน โปรตีนเหลานัน้จะตองไดรับการประเมินศักยภาพในการกอ
ภูมิแพ โดยพิจารณาในประเด็นตางๆ ไดแก  แหลงท่ีมาของยีนท่ีแสดงออก  ความคลายคลึงของ
ลําดับกรดอะมิโนกับ allergen ท่ีกอภูมิแพ  ปฏิกริยาของโปรตีนใหมกบั IgE antibody จากเซร่ัมของ
ผูเปนภูมิแพ และความคงตัวของโปรตีนใหมน้ํายอย (Taylor, 2002) ท้ังนี้ การตรวจสอบความ
คลายคลึงของลําดับกรดอะมิโนกับ allergen ท่ีกอภูมิแพทําไดโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
allergen ตางๆ เชน Food Allergy Research and Resource Program (http://www.farrp.org) 
SwissProt (http://www.expasy.ch) AllergenOnline Database 
(http://allergenonline.org/databasefasta.shtml) หรือ Allergome (http://www.allergome.org)       
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เปนตน (Kleter และ Peijnenburg, 2002) หากมีลําดับกรดอะมิโนท่ีเหมือนกัน (sequence homology) 
กับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลมากกวา 35 เปอรเซ็นต (FAO/WHO, 2001) และมีการเรียงตัวกนั
ของกรดอะมิโนติดกนัมากกวา 8 ตัว เหมือนกับโปรตีนท่ีกอใหเกิดภูมิแพ ใหถือวามีโอกาสเปนสาร
กอภูมิแพ แตหากโปรตีนท่ีแสดงออกจากยีนท่ีสอดแทรกเขาไปนัน้ ไมใชโปรตีนใหม แตเปน
โปรตีนท่ีเคยมีการศึกษาและใชประโยชนมาแลว รวมถึงเปนโปรตีนที่มีประวัติดานความปลอดภัย
ในการใชจนเปนท่ียอมรับแลว สามารถใชขอมูลเหลานั้นเพื่อประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพ
ดานอาหารของพืชดัดแปลงพันธุกรรมได โดยไมจําเปนตองทําการศึกษาอีกคร้ัง 

 
อยางไรก็ดี แมวาพืชดดัแปลงพันธุกรรมจะมีการประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพอยาง

เขมงวดในทุกข้ันตอน แตยังคงมีความกังวลถึงผลกระทบท่ีอาจเกิดข้ึนโดยไมไดคาดหวัง 
(unintended effect) และผลกระทบในระยะยาว ผนวกกับความกาวหนาของเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
(molecular biology) จึงมีงานวิจยัท่ีมุงพัฒนาวิธีการใหมเพื่อเปรียบเทียบความปลอดภัยระหวางพืช
ดัดแปลงพันธุกรรมและพืชท่ีไมไดดดัแปลงพันธุกรรม ไดแก การเปรียบเทียบจีโนม การ
เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน  ท่ีระดบั mRNA และระดับโปรตีน (Kuiper et al., 2001)   
 

6.  โปรตีโอมิกส (proteomics)  
 

โปรตีโอมิกสเปนการศึกษาโปรตีนท้ังหมด (โปรตีโอม) ท่ีมีอยูในเซลลท่ีจีโนม (genome) 
ของส่ิงมีชีวิตแสดงออก (express) ณ เวลาหนึ่ง (Berkelman and Stenstedt, 1998) การศึกษาโปรติโอ
มิกสแบงไดเปน 3 ลักษณะ ไดแก  การศึกษารูปแบบของโปรตีโอม (profile proteomics) การศึกษา
หนาท่ีของโปรตีโอม (function proteomics) และการศึกษาโครงสรางของโปรตีโอม (structure 
proteomics) (Figeys, 2003)  
 

การประยกุตใชประโยชนจากโปรตีโอมิกสสามารถนําไปใชไดอยางหลากหลาย เม่ือใช
รวมกับศาสตรดานอ่ืนๆ เชน ชีวสารสนเทศ (bioinformatics) จีโนมิกส (genomics) และ เคมี 
(chemistry) เปนตน (Michaud and Snyder, 2002) โดยเร่ิมจากประโยชนทางดานการแพทย  
การศึกษาโปรตีโอมิกสเปนการศึกษาแบบ multidisciplinary study ในการประยุกตใชประโยชนใน
ยุคแรกเร่ิมตนดวยประโยชนทางดานการแพทย ในการศึกษาหายาเปาหมาย (drug target) ในการ
รักษาโรคตางๆ ในมนุษย (Chanda and Caldwell, 2003; Hanash, 2003) เชน มาเลเรีย และวณัโรค 
เปนตน (Smith, 2003) หรือใชในการศึกษาหาสาเหตุของการเกิดโรคตางๆ ในมนุษย เชน โรคหัวใจ 
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(Loscalzo, 2003) โรคมะเร็ง (Zheng et al., 2003)  โรคเอดส (Tang et al., 2002)  และโรคอัลไซ
เมอร (Alzheimer’s) (Castegna  et al., 2003) เปนตน   
 

สําหรับการศึกษาโปรตีโอมิกสในพืช เร่ิมมีการศึกษาในพชืหลายชนิด เชน Arabidopsis ถ่ัว
อัลฟลฟา  มันฝร่ัง ถ่ัวเหลือง ขาว และขาวโพด เปนตน โดยใหความสําคัญในการศึกษาถึงการ
เปล่ียนแปลง และการตอบสนองของการแสดงออกของโปรตีนพืช ตอปจจัยภายนอกตางๆ ท่ีมา
กระตุน นอกจากน้ัน ยังมีการศึกษาถึงความสัมพนัธของโปรตีโอมิกสในส่ิงมีชีวิตท่ีมีลักษณะการอยู
รวมกัน (symbiosis)   และศึกษาโปรตีโอมิกสตอความสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic 
relationships) (Agrawal et al., 2005)  
 

Salekdeh et al. (2002) สามารถแยกโปรตีนท่ีเกีย่วของกบัลักษณะทนแลงในขาว (Oryza 
sativa L.) สายพันธุ cv CT9993 และ cv IR62266 ไดจํานวน 42 ชนดิ จากโปรตีนท้ังหมด 1,000 จดุ
บนเจล 2-D PAGE  โดยในจํานวนนี้มีโปรตีนจํานวน 27 ชนิด ท่ีมีรูปแบบการตอบสนองแตกตาง
กันในระหวางสองสายพันธุ อยางไรก็ตาม มีเพียงโปรตีนชนิดเดยีว คือ chloroplast Cu-Zn 
superoxide dismutase ท่ีท้ังสองสายพันธุ มีการเปล่ียนแปลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือถูกกระตุนดวย
ความแลง  

 
Marques et al. (2001) ใชโปรตีโอมิกสในการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืช

ตระกูล  Brassicaceae โดยใช Brassica 2 ชนิด ไดแก กระหลํ่าปลี (cabbage) และมัสตารด 
(mustards) เปรียบเทียบกับ Arabidopsis จาก 2  แหลง (ecotype) ไดแก Erecta  และ Colombia โดย
ใช B.napus เปนตัวเปรียบเทียบ  สามารถคํานวณความสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic 
relationship) และสราง phylogenetic tree ไดจากความแตกตางกันของจุดโปรตีนในพืชแตละชนดิ  

   
Corpillo et al. (2004) เร่ิมศึกษาการประยุกตใชโปรตีโอมิกสเพื่อประเมินความปลอดภัย

ทางชีวภาพ โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบโปรตีโอมระหวางมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมท่ี
ตานทานตอไวรัสสาเหตุโรคเห่ียวและจุดวงแหวนบนผลมะเขือเทศ (tomato spotted wilt virus) กับ
มะเขือเทศสายพันธุเดิมท่ีไมไดดัดแปลงพันธุกรรม พบวา โปรตีนหลักจากมะเขือเทศท้ังสองชนิด
ไมมีความแตกตางกันทางชนดิและปริมาณ   
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Lehesranta et al. (2005) เปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของมันฝร่ัง (Solanum tuberosum) พบ
จํานวนโปรตีนท่ีแตกตางกนั 9 โปรตีน จาก 730 โปรตีนระหวางมันฝร่ังดัดแปลงพันธุกรรมและมัน
ฝร่ังสายพันธุเดิม ท้ังนี้ มีความแตกตางของโปรตีนระหวางสายพันธุท่ีดดัแปลงพันธุกรรมกับสาย
พันธุท่ีไมดัดแปลงพันธุกรรมไมมากนกั เม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีโอมของมันฝร่ังท่ีสายพันธุตางกัน 
และปลูกในพ้ืนท่ีตางกัน  
 
7.  การวิเคราะหโปรตีโอมิกส  
  

การวิเคราะหโปรตีโอมิกสปกติจะทําไดโดยการใชวิธี  2-dimensional polyacrylamide gel 
electrophoresis (2-D PAGE) ในการแยกโปรตีน รวมกับ การใช mass spectrometry (MS) เพื่อ
วิเคราะห peptide mass fingerprint (PMF) เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร 
เชน Mascot (http://www.matrixscience.com) หรือ Mass search (http://www.cbrg.ethz.ch/ 
server/MassSearch.html) (Twyman, 2004) เพื่อจําแนกชนิด หนาท่ี และคุณสมบัติของโปรตีน 
(Gygi et al., 2006)  
 

วิธี 2-D PAGE เปนการแยกโปรตีนบนแผนเจล polyacrylamide ดวยกระแสไฟฟา 2 
ระนาบ โดยในระนาบแรกแยกโปรตีนตามความแตกตางของ isoelectric points (pI)  และทําการ
แยกในระนาบที่สอง โดยอาศัยความแตกตางของน้ําหนักโมเลกุล  เม่ือทําการแยกโปรตีนดวยวิธี 
2D-PAGE จะไดจุด (spot) ของโปรตีนบนแผนเจล สามารถตรวจเห็นไดดวยการยอมสี (Fuchs et 
al., 2005) สามารถยอมสีโปรตีนไดหลายวธีิ ไดแก Comassie brilliant blue, silver staining และ 
fluorescence staining เปนตน หลังจากนั้น ใชโปรแกรมทางคอมพิวเตอร เพื่อวิเคราะหเปรียบเทียบ
รูปแบบเจล (image analysis) ท่ีแยกไดดวยวิธีเดียวกนั (Patton, 2002) แลวเจาะแตละจดุของโปรตีน
ท่ีใหความแตกตางออกมาทําการยอยดวยเอนไซม เพื่อใหไดสายเปปไทดท่ีมีขนาดพอเหมาะในการ
นําไปวิเคราะหดวย mass spectrometry  ตอไป  
 

mass spectrometry เปนเคร่ืองมือท่ีใชวิเคราะหจําแนกชนิดของโปรตีน โดยใชวิธีการหา
น้ําหนกัโมเลกลุ (molecular weight) ของเปปไทดท่ีผานการยอยดวยเอนไซมกอน นําไป
เปรียบเทียบกบัฐานขอมูลของโปรตีนมาตรฐาน ซ่ึงมีความไวและความแมนยําสูงมาก (Lesk, 2005) 
การวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค mass spectrometry  ชนิด Matrix-assisted Laser Desorption/ 
Ionization Time-of-flight Mass Spectrometer (MALDI-TOF-MS) เปนตรึงโปรตีนหรือเปปไทดกับ
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ผลึกของ matrix (crystalline matrix) และยงิแสงเลเซอรลงบนตัวอยางโปรตีนใหเกิดการแตกตัวเปน
ไอออน แลวเคล่ือนท่ีไปตามทอสุญญากาศท่ีมีสนามไฟฟา โดยสารท่ีมวลโมเลกุลนอยจะเคล่ือนท่ี
ไปไดเร็วกวาสารท่ีมีมวลโมเลกุลมาก และตกกระทบกบัตัวตรวจจับ (detector) ระยะเวลาท่ีไอออน
เคล่ือนท่ีไปตกกระทบกับตัวตรวจจับ เรียกกวา time-of-flight (TOF) ไดเปน m/z peak เรียงตัวกัน
เรียกวา peptide mass fingerprint (PMF) (Aebersold and Mann, 2003) ซ่ึงสามารถนํามาวิเคราะห
น้ําหนกัโมเลกลุของแตละเปปไทดท่ีอยูในแตละโปรตีนตัวอยางได นําไปสูการคนหาโดยเทียบกับ
สายเปปไทดในฐานขอมูล เพื่อระบุชนิดของโปรตีน (Aebersold and Goodlett, 2001) ชนิดโปรตีน
ท่ีนาจะเปนท่ีสืบคนได จะรายงานพรอมคา Mowse score ซ่ึงเปนคาคะแนนความเหมือนท่ีคํานวณ
ไดจากการเปรียบเทียบ m/z peak ของตัวอยางกับโปรตีนในฐานขอมูล และชนิดของโปรตีนที่คนหา
ได จะเปนชนดิเดียวกับโปรตีนท่ีทําการศึกษาอยางมีนัยสําคัญสถิติท่ี p<0.05 จะตองมีคา Mowse 
score มากกวา 65 (Butterfield et al., 2006)  
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1.  พืชท่ีใชทดลอง 
  
  1.1  มะละกอสายพันธุแขกนวล  
 

  1.2  มะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวน สายพันธุแขกนวล 116/5 
รุน R4 ซ่ึงไดจากการถายยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคของไวรัส Papaya ringspot virus (PRSV-CP) สาย
พันธุเชียงใหม (GenBank Accession number: DQ085856) เขาสู somatic embryo ดวยวิธียิงอนภุาค 
โดยใชพลาสมิด p2CMCP ท่ีมี nptII gene เปนยีนเคร่ืองหมายคัดเลือก (ภาพท่ี 1) (นุชนาถ และคณะ, 
2546) ปลูกมะละกอในถังซีเมนตท่ีมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 100 เซนติเมตร ดวยดินผสมท่ีมี
สวนผสมของดิน:ข้ีเถา:แกลบ:ปุยหมกั อัตราสวน 8:4:2:4 ภายใตสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง (32 
Mesh Netted House) กลุมวิจัยดานพืช มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน  
 
2.  วัสดุและอุปกรณในการวิเคราะหโปรตนี  
  2.1  เคร่ือง Trans-blot SD Semi-dry Transfer cell (Bio-Rad Laboratories, California, USA) 
  2.2  เคร่ือง densitometer GS-710 (Bio-Rad Laboratories, California, USA) 
  2.3  Immobiline DryStrip pH 3-10 NL ขนาด 18 เซนติเมตร (GE Healthcare Life 
Sciences, Uppsala, Sweden) 
  2.4  เคร่ือง Ettan IPGphor II (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden) 
  2.5  เคร่ือง Ettan DALTsix Electrophoresis Unit (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, 
Sweden) 
  2.6  เคร่ือง ImageMaster Scanner (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden) 
  2.7  โปรแกรมสําเร็จรูป ImageMaster 2D Platinum เวอรช่ัน 5 (GE Healthcare Life 
Sciences, Uppsala, Sweden) 
  2.8  เคร่ือง Ultraflex III Matrix assisted laser desorption ionisation time-of-flight mass 
spectrometry (MALDI TOF/TOF MS) (Bruker Daltonics, Massachusetts, UK)  
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ภาพท่ี 1  พลาสมิด p2CMCP ท่ีมียีนโปรตีนหอหุมอนภุาค (CP) ของไวรัสใบดางวงแหวนมะละกอ 

(PRSV) สายพันธุเชียงใหม และยีนตานทานสารปฏิชีวนะ nptII ท่ีใชในการถายยนีเขาสู
มะละกอสายพันธุแขกนวล โดยวิธียิงอนภุาค (นุชนาถ และคณะ, 2546) 
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3.  การวิเคราะหขอมูลโปรตนีบนเครือขายอินเตอรเน็ต  
 

  3.1  โปรแกรมสําหรับจําแนกชนิดของโปรตีนจาก peptide mass fingerprint  
 

   โปรแกรมจาก website http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl? 
FORMVER= 2&SEARCH=PMF (ภาคผนวก)  
 

4.  สารเคมี  
  
  4.1 สารเคมีท่ีใชในการสกัดโปรตีน ไดแก lysis buffer และ 2-D Clean-Up kit  (GE 
Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden) 
 

4.2 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณโปรตีนท่ีสกดัไดตามวิธีท่ีดดัแปลงมาจาก Bradford (1976)  
 

4.3 สารเคมีท่ีใชยอมเจลดวยวิธีซิลเวอร ตามวธีิท่ีดัดแปลงมาจาก Blume et al. (1987)  
 

4.4 สารเคมีท่ีใชวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Western blot analysis ตามวิธีท่ีดดัแปลงจาก 
Laemmli (1970)  
 

4.5 สารเคมีท่ีใชในการตรวจสอบโปรตีโอมิกสดวยเทคนิค 2-D PAGE ตามวิธีท่ีดัดแปลง
จาก Tonge et al. (2001)  
 

 16วิธีการ 

 

1.  การเตรียมตนกลามะละกอและการเก็บตัวอยาง 
 

  1.1  การเตรียมตนกลามะละกอ   
 
   เพาะเมล็ดมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม สายพันธุ 116/5 รุนท่ี R4  และมะละกอสาย
พันธุแขกนวลด้ังเดิมท่ีไมไดรับการดัดแปลงพันธุกรรม ในดินผสมท่ีมี ดิน:ข้ีเถาแกลบ:ปุยหมกั:ขุย
มะพราว อัตราสวน 6:4:2:4 จนตนกลามะละกอมีใบจริงประมาณ 5 - 7 ใบ หรืออายุประมาณ 1 - 2 
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เดือน ทําการปลูกมะละกอในถังซีเมนตท่ีมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 100 เซนติเมตร ประกอบดวยดนิ
ผสม และปุยสูตรเดิม ภายใตสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลอง (32 Mesh Netted House) ทําการรดน้ําวนั
ละ 2 คร้ัง และใหปุยสูตร 46-0-0 ในชวงบํารุงตน และใชปุยสูตร 16-16-16 ในชวงเร่ิมติดผล จํานวน 
2  คร้ังตอเดือน  
 

  1.2  การเก็บตัวอยาง   
 

   เก็บตัวอยางมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม  เพื่อวิเคราะห         
โปรตีโอม โดยเก็บตัวอยางมะละกอในระยะตางๆ ดังนี้  
 

   1.2.1  ระยะตนกลา (seedling stage) เก็บตัวอยางใบออน (อายุ 5 วนั) ของมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ 116/5 และมะละกอพนัธุเดมิ ระยะตนกลาอายุ 60 วัน  
 

  1.2.2  ระยะใหผล เก็บตัวอยาง ใบออน (อายุ 5 วัน) ดอกตูม (ดอกขางสมบูรณเพศ) ผล
แก (มีแตมสี 25 เปอรเซ็นต เก็บตัวอยางเฉพาะเน้ือสวนท่ีใชรับประทานไมรวมสวนเปลือก) และ
รากแขนงของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ 116/5 และมะละกอพันธุเดิม ท่ีอายุ 270 วัน  
 
2.  การเตรียมตัวอยางโปรตนี  
 

  2.1  การสกัดโปรตีน 
 

 นําตัวอยางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ 116/5 และมะละกอพันธุเดิมมาสกดั
โปรตีนตามวิธีการท่ีดัดแปลงจาก Westermeier and Naven (2002) โดยบดตัวอยางจํานวน 3 กรัม 
ในโกรงบดท่ีเติมไนโตรเจนเหลว สกัดโปรตีนดวย Lysis buffer (8 M urea, 4% CHAPS, 2% IPG 
buffer 3 – 10) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหว่ียงท่ี 5,000 rpm เปนเวลา 15 นาที นําสวนใส 
(supernatant) ปริมาณ 80 ไมโครลิตร มาทําความสะอาดตัวอยางโปรตีนที่สกัดไดดวย 2-D Clean-
Up Kit ตามขอแนะนําของผูผลิต (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden)  
 2.2  การวัดปริมาณโปรตีน  
 

   วิเคราะหปริมาณโปรตีนท่ีสกัดไดตามวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Bradford (1976) ดังน้ี ดดู
สารละลายตัวอยาง 20 ไมโครลิตร ใสหลอดทดลองโดยทําควบคูกับโปรตีนมาตรฐาน BSA (bovine 



 

 

21 

serum albumin) โดยเจือจางใหมีปริมาณโปรตีน 0 – 10 ไมโครกรัม ผสมกับสารละลาย Bradford’s 
(0.01% Coomassie Brilliant Blue G-250, 4.7% เอธิลแอลกอฮอล และ 85% w/ v  phosphoric acid) 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดีท้ิงไวใหทําปฏิกริยาเปนเวลา 1 – 2 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับคาท่ีวัดไดจากโปรตีนมาตรฐาน 
 
3.  การตรวจสอบโปรตีน PRSV-CP และโปรตีน NPTII ดวยเทคนิค Western blot  
 

  3.1  การตรวจวิเคราะหโปรตีนท่ีแสดงออกดวยวิธี SDS-PAGE 
 

 นําตัวอยางโปรตีนของใบมะละกอปริมาณ 5 ไมโครกรัม มาแยกโปรตีนใน 15% SDS-
PAGE บนเจลขนาด 7 เซนติเมาตร ตามวิธีของ Laemmli (1970) โดยใชกระแสไฟท่ีความตางศักย
คงท่ี 70 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง, 100 โวลต 2 ช่ัวโมง 30 นาที และ 120 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้น ยอมเจลดวยวิธี silver staining ตามวิธีการของ Blum et al. (1987) ดังนี้  

 
   3.3.1  ตรึงโปรตีนในแผนเจลแชในสารละลายเอธิลแอลกอฮอล (ethyl alcohol) 40 
เปอรเซ็นต และกรดอะซิติก (acetic acid) 10 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
 
   3.3.2  ลางดวยเอธิลแอลกอฮอล 30 % เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
 
   3.3.3  ลางดวยน้ํา deionization จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที  
 
   3.3.4  ทําการ sensitization เจล ดวยสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (sodium 
thiosulfate) 0.02 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 นาที 
 
   3.3.5  ลางดวยน้ํา deionization จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที  
 
   3.3.6  บมเจลในสารละลายซิลเวอรไนเตรท (silver nitrate) 0.1 เปอรเซ็นต ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซสเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
 
   3.3.7  ลางดวยน้ํา deionization จํานวน 2 คร้ังๆ ละ 1 นาที  
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   3.3.8  ลางเจลดวยสารละลายโซเดียมคารบอเนต (sodium carbonate) 3 เปอรเซ็นต ท่ี
เติมฟอรมาลิน (formalin) 0.05 เปอรเซ็นต จนกวาแถบของโปรตีนจะปรากฏบนเจลชัดเจน 
 
   3.3.9  ลางดวยสารละลายกรดอะซิติก 1 เปอรเซ็นต จํานวน 2 คร้ังๆ ละ 10 นาที เก็บ
แผนเจลในสารละลายกรดอะซิติก 1 เปอรเซ็นต ทําการตรวจดูขนาดและปริมาณของโปรตีนท่ี
เคล่ือนท่ีในเจลเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน 
 

  3.2  การตรวจวิเคราะหโปรตีนดวยวิธี Western blot analysis 
 

แยกโปรตีนตามขนาดโดย SDS-PAGE ใน 15% SDS-PAGE ตามวิธีของ Laemmli 
(1970) โดยใชกระแสไฟท่ีความตางศักยคงท่ี 70 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง, 100 โวลต 2 ช่ัวโมง 30 
นาที และ 120 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวทําการเคล่ือนยายโปรตีนจากแผนเจลไปยังแผนไนโตร

เซลลูโลสดวยกระแสไฟฟา โดยเคร่ือง Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cel (Bio-Rad 
Laboratories, California, USA) กระแสไฟฟา 70 โวลต เปนเวลา 5 ช่ัวโมง จากนั้น นําแผนไนโตร
เซลลูโลสที่มีโปรตีนตรึงอยูไปแชใน TBST buffer (10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.05% 
Tween-20, pH 7.5) ท่ีเติม 5% skim milk เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภมิูหอง ลางแผนไนโตร
เซลลูโลสดวย TBST buffer เปนเวลา 3 นาที นําแผนไนโตรเซลลูโลสแชใน TBST buffer ท่ีมีแอนติ
ซีรัมตอโปรตีนหอหุมอนภุาคของไวรัส PRSV ชนิด polyclonal ของหนวยปฎิบัติการวิจัยพืช      
ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน เจอืจาง 1:1,000 และแอนติซีรัมตอโปรตีน neomycin phosphotransferase (NPTII)  
ชนิด polyclonal (antibodies-online GmbH, Aachen, Germany) เจือจาง 1:1,000 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้นลางแผนไนโตรเซลลูโลสดวย TBST buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที แลวแชใน TBST buffer 
ท่ีมี alkaline phosphase conjugated rabbit anti-goat IgG (H+L) (Zymed Laboratories, California, 
USA) เจือจาง 1:10,000 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางแผน ไนโตรเซลลูโลสดวย TBST buffer 3 คร้ัง คร้ัง
ละ 10 นาท ีแลวนํามาแชในสารละลายซ่ึงประกอบดวย 10x Nitroblue tetrazolium (NBT) 1 
มิลลิลิตร และ 10x 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate (BCIP) 1 มิลลิลิตร (Zymed 
Laboratories, California, USA) เจือจางใน sterile water 10 มิลลิลิตร ปลอยใหเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซมในการยอยซับสเตรท เม่ือสังเกตเห็นการเกิดสีท่ีแถบโปรตีนตางๆ ชัดเจนแลว หยุด
ปฏิกิริยาโดยลางแผนไนโตรเซลลูโลสดวยน้ํากล่ัน นําไปวัดหาคาความเขมของแถบสีโปรตีนดวย
เคร่ือง densitometer รุน  BioRad GS-670 (Bio-Rad Laboratories, California, USA) 
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4.  การตรวจสอบโปรตีโอมิกสดวยเทคนิค 2-D PAGE 
  

เทคนิค 2-D PAGE เปนการนําโปรตีนมาแยกตามความแตกตางของคา pI ในการแยก 1st – 
dimension และแยกตามความแตกตางของน้ําหนักโมเลกุลบน SDS-PAGE ในการแยก 2nd – 
dimension (Tonge et al., 2001) 
 
  4.1  การแยกโปรตีนในระนาบท่ี 1 (1st – dimension) 
 
   นําตัวอยางโปรตีนของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมและมะละกอพันธุเดิมท่ีสกัดได
จากขอ 2  โดยใชโปรตีนจํานวน 150 ไมโครกรัม มาทําการแยกระนาบท่ี 1 (1st- dimension) โดยวิธี 
isoelectric focusing (IEF) ตามคา isoelectric point (pI) ของโปรตีนแตละชนิด ซ่ึงคา pI เปนคา pH 
ท่ีโปรตีนมีประจุรวมเปนศูนย ทําใหโปรตนีไมเคล่ือนตอไปในเจลท่ีมีกระแสไฟฟาผาน ท้ังนี้ คา pI 
ของโปรตีนแตละตัวจะมีคาเฉพาะตัวในโปรตีนแตละชนิด ทําการแยกโดยใชแผนเจลสําเร็จรูป 
ImmobilineTM DryStrip pH 3-10 ชนิด immobilized pH gradient gel (IPG) ขนาด 18 เซนติเมตร 
ดวยเคร่ือง Ettan IPGphor II (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden)โดยมีวธีิการ ดังนี้  
 
   4.1.1  นําแผนเจลสําเร็จรูป ImmobilineTM DryStrip pH 3-10 ขนาด 18 เซนติเมตร มา
ทําการแชเพื่อใหแผนเจลคืนสภาพ ดวยสารละลาย rehydration buffer 150 ไมโครลิตร ในภาชนะ 
Reswelling tray  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  
 
   4.1.2  ประกอบถาด manifold บนเคร่ือง Ettan IPGphor II นําแผนเจล ImmobilineTM 
DryStrip ท่ีคืนสภาพแลวจากขอ 3.1.1 วางบนถาด manifold ประกอบ cup loading และอุปกรณ
ตางๆ เพื่อใชในการใสตัวอยาง  
 
   4.1.3  ใสตัวอยางโปรตีนมะละกอท่ีสกัดไดจากขอ 2 ในปริมาณ 15 ไมโครกรัมตอ
ตัวอยางลงใน loading cup  ปดทับดวย Dry strip cover fluid  
 
   4.1.4  การแยกโปรตีนในระนาบท่ี 1 ดวยความแตกตางของ isoelectric point โดยใช
สภาวะ ดังนี้   
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ข้ันท่ี 1 Step and Hold   300 โวลต     600 Vh. 
ข้ันท่ี 2 Step and Hold     500 โวลต     500 Vh. 
ข้ันท่ี 3 Step and Hold 1,000 โวลต 1,000 Vh. 
ข้ันท่ี 4 Step and Hold 8,000 โวลต 14,500 Vh. 
ข้ันท่ี 5 Gradient       5,000 โวลต 20,000 Vh. 
ข้ันท่ี 6 Step and Hold   500 โวลต 3,000 Vh. 

 
  4.2  การแยกโปรตีนระดับท่ี 2  (2nd – dimension) โดยนํ้าหนักโมเลกุล  
   
   ทําการแยกโปรตีนในระนาบท่ี 2 (2nd- dimension) ตามนํ้าหนกัโมเลกลุ ดวยวิธี SDS-
PAGE ซ่ึงโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอยจะเคล่ือนท่ีไดเร็วกวาโปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกุลมาก โดย
มีวิธีการ ดังนี้  
 
   4.2.1  นําแผนเจล ImmobilineTM DryStrip ท่ีแยกไดจากขอ 3.1 มาทําการปรับสภาพ
โดยแชในสารละลาย equilibration buffer (2 % SDS, 50 mM tris-HCl pH 8.6, 6M urea, 30% (v/v) 
glycerol, 0.002% bromophenol blue) ท่ีมี DTT 100 มิลลิกรัมตอ 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 15 นาที  
 
   4.2.2  นํา ImmobilineTM DryStrip จากขอ 3.2.1 มาทําการ equilibration อีกคร้ังดวย
สารละลาย equilibration buffer ท่ีเติม iodoacetamide 250 มิลลิกรัมตอ 10 มิลลิลิตร ปริมาณ 10 
มิลลิลิตรตอแผนเจล เปนเวลา 15 นาที ในท่ีมืด 
 
   4.2.3  เตรียม polyacrylamide gel ความเขมขน 12.5% ความหนา 1.5 มิลลิเมตร ตาม
วิธีการท่ีดัดแปลงมาจาก Berkelman and Stenstedt (1998)   
 
   4.2.4  วาง ImmobilineTM DryStrip จากขอ 4.2.2 ลงในชองระหวางกระจกบน 
polyacrylamide gel ปดทับดวย agarose gel นําไปแยกโปรตีนตามน้ําหนักโมเลกุลโดยตอกับเคร่ือง
จายกระแสไฟฟาตรง (D.C. power supply) ใชกระแสไฟฟาคงท่ี 15 มิลลิแอมแปรตอเจล เปนเวลา 
15 นาที และตามดวย 40 มิลลิแอมแปรตอเจล เปนเวลา 5 ช่ัวโมง  
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  4.3  การยอมสีเจล  
    
   นําเจลท่ีไดไปยอมดวยวิธี sliver staining โดยดัดแปลงจากวิธีของ Blum et al. (1987)  
ดังขอ 3.1   
 
5.  การเปรียบเทียบความแตกตางของโปรตีโอมิกส  
 

นําแผนเจลท่ียอมโปรตีนดวยวิธี silver staining ตรวจจดุโปรตีนดวยเคร่ือง ImageMaster 
Scanner นําภาพท่ีสแกนไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare 
Life Sciences, Uppsala, Sweden) โดยการใชคา factor ดังนี้ smooth 2, min area 25 และ saliency 10 
(ภาคผนวก) เพื่อเปรียบเทียบความแตกตางของจุดโปรตีนในเจลของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม
และมะละกอพันธุเดิม นําจุดโปรตีนท่ีมีการเปล่ียนแปลงไปจากสายพนัธุเดิม ไประบุชนิดและ
ตรวจสอบคุณสมบัติและหนาท่ีของโปรตีนนั้นๆ ตอไป  
 
6.  การตรวจสอบคุณสมบัตแิละหนาท่ีของโปรตีนท่ีแตกตางดวยเคร่ือง  MALDI-TOF/TOF-MS 
 
  6.1  การวิเคราะหมวลเปปไทดดวยเคร่ือง  MALDI-TOF/TOF-MS 
 
   6.1.1  การยอยโปรตีนภายในกอนเจล (In-gel digestion) เจาะแตละจุดโปรตีนบนแผน
เจลที่แสดงออกแตกตางระหวางมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม และมะละกอพันธุเดิมออกมาทําการ
ลางสียอมดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 3 เปอรเซ็นต จํานวน 3 คร้ังๆ ละ 10 นาท ี
หลังจากนัน้ทําใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง โดยแชในสาร acetonitrite เปนเวลา 5 นาที และยอยพันธะ 
disulfide ดวย Dithiothreitol (DTT) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติมหมูอัลคิลท่ีปลายกรดอะมิโนซิสเตอิน
ดวย Iodoacetamide นาน 1 ช่ัวโมง เสร็จแลวยอยแตละจุดของโปรตีนดวยเอนไซมทริปซิน 
(trypsin) 10 นาโนกรัม เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง หลังจากนัน้ สกัดเปปไทดดวย 
acetonitrile ความเขมขน 50 เปอรเซ็นต ใน Trifluoroacetic acid (TFA) 1 เปอรเซ็นต ท้ังส้ิน 3 คร้ัง  
 

 6.1.2  การวิเคราะหลายพิมพมวลเปปไทด (Peptide Mass Fingerprint) ดวยเคร่ือง 
MALDI-TOF/TOF ผสมตัวอยางเปปไทดปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร กับ α-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA) หรือ 2,5-dihydrobenzoic acid (DHB) หยอดใส MALDI 
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anchorchip target plate รอจนตัวอยางแหง แลวนําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง Ultraflex III MALDI 
TOF/TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Massachusetts, UK) ใชแสงเลเซอรไนโตรเจน
ขนาดคล่ืนแสง 337 นาโนเมตร วิเคราะหน้าํหนักโมเลกุล (molecular weight) ของแตละเปปไทด 
ทําใหได peptide mass fingerprint (PMF)  นํา PMF เขาไปคนหาเปรียบเทียบกับโปรไฟลใน
ฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT (www.matrixscience.com) เพื่อจําแนกชนิดของ
โปรตีน (ภาคผนวก) จากนัน้ นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนท่ีวิเคราะหไดไปตรวจสอบความ
คลายคลึงของลําดับกรดอะมิโนกับ allergen ท่ีกอภูมิแพทําไดโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0  ของ Food Allergy Research and Resource Program 
(http://www.allergenonline.org/databasefasta.shtml) เลือกโปรแกรมตรวจสอบกับโปรตีนหรือเปป
ไทดกอภูมิแพโดยต้ังคาพิจารณาความเหมือนกับโปรตีนหรือเปปไทดท่ีมีในฐานขอมูลตองมากกวา 
35 เปอรเซ็นต ข้ึนไป และตองมีการเรียงตัวของกรดอะมิโนที่เหมือนกันกับโปรตีนหรือเปปไทดกอ
ภูมิแพตดิตอกนัมากกวา 8 ตวั ตามมาตรฐานของ CODEX (Codex, 2003) จึงถือวามีนัยสําคัญ 
(ภาคผนวก) สรุปข้ันตอนการวิจัยจากขอ 4 – 6 ดังภาพท่ี 2  
 

  6.2  การวิเคราะหดวยวิธี de novo peptide sequencing  
 

 คัดเลือก peak ของ PMF ท่ีมีคาความเขม (intentisy) ของอัตราสวน mass-to-charge 
(m/z) สูงสุดสามอันดับแรก มาแตกเปนอนพุันธเล็กๆ ดวยเทคนิค tandem mass spectrometry ได
เปน MS-MS spectra และนําไปคนหาเปรียบเทียบกับโปรไฟลในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 
MASCOT อีกคร้ัง จากนั้น วเิคราะหหาลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม Flex-analysis (Bruker 
Daltonics, Massachusetts, UK) จากนัน้ นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่วิเคราะหไดไป
ตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรดอะมิโนกับ allergen ท่ีกอภูมิแพทําไดโดยเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0  ของ Food Allergy Research and Resource Program 
(http://www.allergenonline.org/databasefasta.shtml) เลือกตรวจสอบกับโปรตีนหรือเปปไทดท่ีกอ
ภูมิแพในฐานขอมูล และใชขอกําหนดใหมีความเหมือนมากกวา 35 เปอรเซ็นต ข้ึนไป และมีการ
เรียงตัวกันของกรดอะมิโนท่ีเหมือนกับสารกอภูมิแพตดิตอกันมากกวา 8 ตัว ตามมาตรฐานของ 
CODEX 
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ภาพท่ี 2  ข้ันตอนการตรวจสอบโปรตีโอมิกสดวยเทคนิค 2-D PAGE และ MALDI-TOF/TOF MS 
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11ผลและวิจารณ 

 

ผล 
 
1.   การสกัดโปรตีนมะละกอ 
 

หลังจากปลูกมะละกอแขกนวลดัดแปลงพันธุกรรมท่ีตานทานไวรัสใบดางวงแหวน สาย
พันธุ 116/5 รุน R4 และมะละกอสายพันธุแขกนวลพันธุเดิม ในโรงเรือนจํานวนอยางละ 5 ตน เก็บ
ตัวอยางจากสวนตางๆ ของมะละกอในสองระยะการเจริญเติบโต โดยเก็บใบของมะละกอดดัแปลง
พันธุกรรม และมะละกอสายพันธุเดิม ในระยะตนกลาอายุ 60 วัน หลังปลูก และทําการเก็บตัวอยาง
ใบ ดอกตูม ผลแก และราก ของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม และมะละกอสายพันธุเดิม ในระยะผล
แก ท่ีอายุ 270 วัน หลังปลูก นําตัวอยางสวนใบในระยะตนกลา และใบ ดอก ผล และรากในระยะ
ใหผล สกัดโปรตีนดวย Lysis buffer และทําใหบริสุทธ์ิดวย 2-D Clean-Up Kit พบวา สารละลาย
โปรตีนจากสวนตางๆ ของมะละกอมีลักษณะเปนของเหลวใสเหมือนกนัในทุกตัวอยาง หลังจากนัน้ 
ตรวจวดัปริมาณของโปรตีนตามวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Bradford (1976) ของแตละตัวอยาง แลวจึงทํา
การรวมตัวอยางท้ังสามซํ้าของโปรตีนท่ีสกัดได และวัดปริมาณโปรตีนอีกคร้ัง พบวา โปรตีนท่ีสกัด
ไดจากตัวอยางใบในระยะใหผลมีปริมาณความเขมขนของโปรตีนมากท่ีสุด รองลงมา ไดแก ใบใน
ระยะตนกลา ดอก ผลแก และราก ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 1 
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ตารางท่ี 1  ปริมาณของโปรตีนท้ังหมดท่ีสกัดไดในตวัอยางของมะละกอแขกนวลดัดแปลง
พันธุกรรมท่ีตานทานไวรัสใบดางวงแหวน สายพันธุ 116/5 รุน R4 และมะละกอ 

  แขกนวลสายพันธุเดิม 
 

ปริมาณของโปรตีนท้ังหมด  
(total protein) ท่ีสกัดได  

(มิลลิกรัม) ระยะพืช 
สวนท่ีเก็บ
ตัวอยาง 

น้ําหนกัสด
ตัวอยางพืช 

(กรัม) มะละกอดัดแปลง
พันธุกรรม 

มะละกอ 
สายพันธุเดิม 

ระยะตนกลา 
(อายุ 60 วัน) 

ใบ 3.0 15.70 ± 1.43 14.28 ± 1.53 

ระยะใหผล ใบ 3.0 16.40 ± 0.20 16.17 ± 1.09 
(อายุ 270 วัน) ดอก 3.0 15.80 ± 0.56 14.60 ± 0.70 

 ผลแก 3.0 5.84 ± 1.19 4.76 ± 0.80 
 ราก 3.0 5.78 ± 0.22 4.90 ± 0.85 
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2.  การตรวจสอบโปรตีน PRSV-CP และโปรตีน NPTII ดวยเทคนิค Western blot 
 
  2.1  การตรวจสอบโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE  
 
   เม่ือปลูกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวน สายพันธุ 116/5 
รุน R4 และมะละกอสายพันธุเดิมภายในสภาวะโรงเรือน เก็บตัวอยางใบของตนกลา อายุ 60 วัน และ
เก็บตัวอยางของใบ ดอก ผลแก และรากของมะละกออายุ 270 วัน มาตรวจสอบแยกโปรตีนตาม
ขนาดดวย 15% SDS-PAGE ขนาด 7 เซนติเมตร ตามวธีิของ Laemmli (1970) และยอมสีดวยวิธี 
silver staining ตามวิธีของ  Blum  et al. (1999) พบวา มีโปรตีนหลายชนิดกระจายตัวท่ัวเจล แบบ
แผนการกระจายตัวของโปรตีนในใบ ดอก ผล และรากของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมมีความ
คลายคลึงกับมะละกอสายพนัธุเดิม เม่ือดดูวยสายตา ดังแสดงในภาพท่ี 3 และ 4  ในตวัอยางของใบ 
ดอก และผล สามารถตรวจพบโปรตีนขนาดประมาณ 30 – 36 กิโลดาลตัน ซ่ึงเปนขนาดท่ีใกลเคียง
กับขนาดมวลของโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัส PRSV (Hema และ Prasad, 2004) และพบโปรตีน
ขนาดประมาณ 26 กิโลดาลตัน ซ่ึงเปนขนาดใกลเคียงกบัขนาดมวลโมเลกุลของโปรตีน neomycin 
phosphotransferase (NPTII)  (Cucu et al,.2002) ดังภาพท่ี 3  
 
  2.2  การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนหอหุมอนภุาคเช้ือไวรัส PRSV และโปรตีน 
NPTII ดวยวิธี Western blot  
 
   การตรวจสอบชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค Western blot โดยใชแอนตีซีรัมตอโปรตีน
หอหุมอนภุาคเช้ือไวรัส PRSV ของหนวยปฎิบัติการวิจยัพชื ศูนยพันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน เจือจาง 1:1,000 และ
แอนติซีรัมตอโปรตีน NPTII  (antibodies-online GmbH, Aachen, Germany) เจือจาง 1:10,000 ซ่ึง
แอนติซีรัมท้ังสองเปนแอนต้ีบอดี้ชนิด polyclonal ท่ีไดจากการกระตุนภูมิคุมกนัในกระตาย  พบวา 
ในทุกตวัอยางของท้ังมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิมไมพบสัญญาณสีมวง
น้ําเงินตรงแถบโปรตีนของโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัส PRSV  ในขณะท่ี positive control ท่ีเปน
โปรตีนจากใบมะละกอพนัธุเดิมท่ีติดไวรัสใบดางวงแหวนพบสัญญาณสีมวงน้ําเงินตรงแถบโปรตีน
จํานวน 1 แถบ ท่ีตําแหนงนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 36 กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 5) สําหรับการ
ตรวจสอบโปรตีน NPTII พบวา ในทุกตวัอยางของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบ
ดางวงแหวน  สายพันธุ  116/5 รุน R4  มีสัญญาณสีมวงน้ําเงินตรงแถบโปรตีนขนาดประมาณ 26 
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กิโลดาลตันของโปรตีน NPTII แตไมพบสัญญาณดังกลาวในตัวอยางของมะละกอสายพันธุเดิม เม่ือ
ตรวจสอบความหนาของแถบโปรตีนท่ีปรากฎดวยเคร่ือง densitometer พบสัญญาณการแสดงออก
ของโปรตีน NPTII หนามากท่ีสุดในตวัอยางใบระยะตนกลา รองลงมา ไดแก ในตวัอยางใบระยะ
ใหผล  ผลแกและดอก ตามลําดับ (ภาพท่ี 6 และ 7) โดยในใบมีการแสดงออกมากกวาในผล
ประมาณ 15 เทา แตตรวจไมพบการแสดงออกของโปรตีน NPTII จากทุกสวนของมะละกอแขก
นวลสายพันธุเดิม 
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ภาพท่ี 3  การตรวจแยกโปรตีนจากเนื้อเยื่อใบ ดอก และผลแกของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม
ตานทานไวรัสใบดางวงแหวน และมะละกอสายพันธุเดิม ดวย 15% SDS-PAGE และยอม
ดวยวิธี silver staining 

 ชอง M :  Prestained Protein Ladder #SM0671, PageRuler™ (Fermentas)  
 ชองท่ี 1: โปรตีนท่ีแยกจากผลแกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 2: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะตนกลา อายุ 60 วัน 
 ชองท่ี 3: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 4: โปรตีนท่ีแยกจากดอกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 5: โปรตีนท่ีแยกจากผลแกมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 6: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอสายพันธุเดิมในระยะตนกลา อายุ 60 วัน  
 ชองท่ี 7: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอดัดสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 8: โปรตีนท่ีแยกจากดอกมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
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ภาพท่ี 4   การตรวจแยกโปรตีนจากเนื้อเยื่อสวนรากของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัส

ใบดางวงแหวน และมะละกอสายพันธุเดิม ดวย 15% SDS-PAGE และยอมดวยวิธี silver 
staining 

 ชอง M :  Prestained Protein Ladder #SM0671, PageRuler™ (Fermentas)  
 ชองท่ี 1: โปรตีนท่ีแยกจากรากมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 2: โปรตีนท่ีแยกจากรากมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน  
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ภาพท่ี 5  การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัส PRSV ในตัวอยางใบ 
 ดอก และผลแกของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวน และ 
 มะละกอสายพันธุเดิม ดวยเทคนิค Western blot  
 ชอง M :  Prestained Protein Ladder #SM0671, PageRuler™ (Fermentas)  
 ชอง C :  positive control, โปรตีนจากใบมะละกอพันธุเดิมท่ีติดไวรัสใบดางวงแหวน  
 ชองท่ี 1: โปรตีนท่ีแยกจากผลแกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน  
 ชองท่ี 2: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะตนกลา อายุ 60 วัน  
 ชองท่ี 3: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 4: โปรตีนท่ีแยกจากดอกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 5: โปรตีนท่ีแยกจากรากมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 6: โปรตีนท่ีแยกจากผลแกมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 7: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอสายพันธุเดิมในระยะตนกลา อายุ 60 วัน 
 ชองท่ี 8: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอดัดสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 9: โปรตีนท่ีแยกจากดอกมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 10: โปรตีนท่ีแยกจากรากมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 
  



 

 

35 

ค
วา
มห
น
าแ
น
น

0.00

49.6145.39

3.11
0.05 0.00 0.00 0.00

0

10

20

30

40

50

M 1 2 3 4 5 6 7 8

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 6  การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน neomycin phosphotransferase โดยวิธี  
 Western blot และตรวสอบความเขมของแถบสัญญาณดวยวิธี densitometer ในตัวอยางใบ  
 ดอก และผลแกของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวน  
 และมะละกอสายพันธุเดิม   
 ชอง M :  Prestained Protein Ladder #SM0671, PageRuler™ (Fermentas)  
 ชองท่ี 1: โปรตีนท่ีแยกจากผลแกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน  
 ชองท่ี 2: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะตนกลา อายุ 60 วัน  
 ชองท่ี 3: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 4: โปรตีนท่ีแยกจากดอกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 5: โปรตีนท่ีแยกจากผลแกมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 6: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอสายพันธุเดิมในระยะตนกลา อายุ 60 วัน 
 ชองท่ี 7: โปรตีนท่ีแยกจากใบมะละกอดัดสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
 ชองท่ี 8: โปรตีนท่ีแยกจากดอกมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล อายุ 270 วัน 
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ภาพท่ี 7  การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน neomycin phosphotransferase โดยวิธี  
 Western blot และตรวสอบความเขมของแถบสัญญาณดวยวิธี densitometer ในตัวอยาง 
 รากของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวน และมะละกอ 
 สายพันธุเดิม   
 ชอง M :  Prestained Protein Ladder #SM0671, PageRuler™ (Fermentas)  
 ชองท่ี 1: โปรตีนท่ีแยกจากรากมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล  
 ชองท่ี 2: โปรตีนท่ีแยกจากรากมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล 
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3.  การตรวจสอบโปรตีโอมิกสดวยเทคนิค 2-D PAGE และการเปรียบเทียบความแตกตาง 
 

ความแตกตางของโปรตีโอมิกสมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดมิ ใน
ฤดูปลูกท่ี 2 เม่ือแยกดวย Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร ยอมโปรตีนดวยวิธี silver staining และ
วิเคราะหความแตกตางของโปรตีนดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Plantimun เวอรช่ัน 5 โดยการ
ใชคา factor ดังนี้ smooth 2, min area 25 และ saliency 10 (ภาคผนวก) เปรียบเทียบความแตกตาง
ของจุดโปรตีนในเจลของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมและมะละกอพันธุเดิม โดยคัดเลือกจุด
โปรตีนท่ีมีความแตกตางจากการพิจารณาใน 3 ปจจยั ไดแก คาทางสถิติของ t-test คา histogram 
และภาพสามมิติของจุดโปรตีน ความแตกตางระหวางจดุโปรตีนระหวางมะละกอดดัแปลง
พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ดังน้ี 
 
  3.1  ระยะตนกลา 
   
   3.1.1  ใบ 
 

 ใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมระยะตนกลามีจํานวนจุดของโปรตีน  340 จุด  
สวนใบมะละกอสายพันธุเดมิในระยะเดียวกันมีจํานวนจุดของโปรตีน 292 จุด ดังภาพท่ี 8 เม่ือทํา
การวิเคราะหความแตกตางดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum เวอรช่ัน 5 (GE Healthcare 
Life Sciences, Uppsala, Sweden) พบวา มีจดุโปรตีนของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ีเหมือนกับ
โปรตีนของมะละกอสายพนัธุเดิม 94.46 เปอรเซ็นต มีจุดโปรตีนท่ีพบในมะละกอดัดแปลง
พันธุกรรม แตไมพบในมะละกอสายพันธุเดิม จํานวน 26 จุด (ภาพท่ี 9 ก) และมีจุดโปรตีนท่ีพบใน
มะละกอสายพันธุเดิม แตไมพบในมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม จํานวน 4 จดุ (ภาพท่ี 9 ข)  
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ภาพที่ 8  รูปแบบของโปรตีนที่แยกดวยวธิี 2-D PAGE เมื่อใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของใบมะละกอดดัแปลง
พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ระยะตนกลา อายุ 60 วัน กอนเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 

 ก. มะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
 ข. มะละกอสายพันธุเดิม 
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ภาพที่ 9  จุดของโปรตีนที่แตกตาง (ศรชี้) บน 2-D PAGE เมื่อใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของใบมะละกอดัดแปลง

พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ระยะตนกลา อายุ 60 วัน เมื่อเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 
 ก. มะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
 ข. มะละกอสายพันธุเดิม 
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 3.2  ระยะใหผล 
 
   3.2.1  ใบ 
 
    ใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมระยะใหผลมีจํานวนจุดของโปรตีน  925 จุด 
สวนใบมะละกอสายพันธุเดมิในระยะเดียวกันมีจํานวนจุดของโปรตีน 968 จุด ดังภาพท่ี 10 เม่ือทํา
การวิเคราะหความแตกตางดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum เวอรช่ัน 5 (GE Healthcare 
Life Sciences, Uppsala, Sweden) พบวา มีจดุโปรตีนของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ีเหมือนกับ
โปรตีนของมะละกอสายพนัธุเดิม จํานวน 98.72 เปอรเซ็นต มีจุดโปรตีนท่ีพบในมะละกอดัดแปลง
พันธุกรรม แตไมพบในมะละกอสายพันธุเดิม จํานวน 13 จุด (ภาพท่ี 11 ก) และมีจุดโปรตีนท่ีพบใน
มะละกอสายพันธุเดิม แตไมพบในมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม จํานวน 16 จดุโปรตีนท่ีแตกตาง
ท้ังหมดระหวางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมกับมะละกอสายพันธุเดิม แสดงในภาพที่ 11 ข 
 
   3.2.2  ดอก 
 
    ดอกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมระยะใหผลมีจํานวนจดุของโปรตีน 945 จุด 
สวนดอกมะละกอสายพันธุเดิมระยะเดยีวกันมีจํานวนจดุของโปรตีน 929 จุด ดังภาพท่ี 12 เม่ือทํา
การวิเคราะหดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum เวอรช่ัน 5 (GE Healthcare Life Sciences, 
Uppsala, Sweden) พบวา มีจดุโปรตีนของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ีเหมือนกับโปรตีนของ
มะละกอสายพันธุเดิม 97.24 เปอรเซ็นต มีจุดโปรตีนท่ีพบในมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม แตไมพบ
ในมะละกอสายพันธุเดิม จํานวน 20 จุด (ภาพท่ี 13 ก) และมีจุดโปรตีนท่ีพบในมะละกอสายพันธุ
เดิม แตไมพบในมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม จํานวน 17 จุดโปรตีนท่ีแตกตางท้ังหมดระหวาง
มะละกอดัดแปลงพันธุกรรมกับมะละกอสายพันธุเดิม แสดงในภาพที่ 13 ข  
 
   3.2.3  ผลแก 
 
     ผลแกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมระยะใหผลมีจํานวนจุดของโปรตีน 940 จุด 
สวนผลแกมะละกอสายพันธุเดิมในระยะเดียวกันมีจํานวนจุดของโปรตีน 901 จุด ดังภาพที่  14 เม่ือ
ทําการวิเคราะหดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum เวอรช่ัน 5 (GE Healthcare Life 
Sciences, Uppsala, Sweden) พบวา มีจดุโปรตีนของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมท่ีเหมือนกับ
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โปรตีนของมะละกอสายพนัธุเดิม จํานวน 96.72 เปอรเซ็นต มีจุดโปรตีนท่ีพบในมะละกอดัดแปลง
พันธุกรรม แตไมพบในมะละกอสายพันธุเดิม จํานวน 25 จุด (ภาพท่ี 15 ก) และมีจุดโปรตีนท่ีพบใน
มะละกอสายพันธุเดิม แตไมพบในมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม จํานวน 31 จุดโปรตีนท่ีแตกตาง
ท้ังหมดระหวางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมกับมะละกอสายพันธุเดิม แสดงในภาพที่ 15 ข 
 
   3.2.4  ราก 
 
    รากมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมระยะใหผลมีจํานวนจุดของโปรตีน  765 จุด 
สวนรากมะละกอสายพันธุเดมิระยะเดยีวกนัมีจํานวนจดุของโปรตีน 753 จุด ดังภาพท่ี 16 เม่ือทํา
การวิเคราะหดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum เวอรช่ัน 5 (GE Healthcare Life Sciences, 
Uppsala, Sweden) พบวา มีจดุโปรตีนของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ีเหมือนกับโปรตีนของ
มะละกอสายพันธุเดิม จํานวน 96.46 เปอรเซ็นต มีจุดโปรตีนท่ีพบในมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
แตไมพบในมะละกอสายพนัธุเดิม จํานวน 29 จุด (ภาพท่ี 17 ก) และมจีุดโปรตีนท่ีพบในมะละกอ
สายพันธุเดิม แตไมพบในมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม จํานวน 11 จุดโปรตีนท่ีแตกตางท้ังหมด
ระหวางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมกับมะละกอสายพนัธุเดิม แสดงในภาพท่ี 17 ข 
 
  3.3  สรุปการเปรียบเทียบความแตกตางของโปรตีโอมิกสดวย Gel strip 18 เซนติเมตร  
 
   การเปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีโอมของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมและมะละกอ
สายพันธุเดิมจากสวนตางๆ ของตนมะละกอ ดวยการแยกโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือเปรียบเทียบ
โดยใชสายตา พบวาไมแตกตางในรูปแบบของโปรตีน (protein profile) ของมะละกอท้ังสอง แต
เม่ือวิเคราะหผลโดยละเอียด โดยการวิเคราะหดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum เวอรช่ัน 5 
พบวามีความเหมือนกนัอยูในชวง 94.46 – 98.72 เปอรเซ็นต โดยพบเปอรเซ็นตความเหมือนของ
โปรตีนของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมกับมะละกอสายพันธุเดิมมากท่ีสุดในช้ินสวนของใบระยะ
ใหผล รองลงมาไดแก ดอก ผลแก ราก และใบในระยะตนกลา ตามลําดับ รายละเอียดดังตารางท่ี 2  
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ภาพที่ 10  รูปแบบของโปรตีนที่แยกดวยวิธี 2-D PAGE เมื่อใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของใบมะละกอดดัแปลง

พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน กอนเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum  
 ก. มะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
 ข. มะละกอสายพันธุเดิม 
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ภาพที่ 11  จุดของโปรตีนที่แตกตาง (ศรชี้) บน 2-D PAGE เมื่อใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของใบมะละกอดดัแปลง

พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน เมื่อเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 
 ก. มะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 

 ข. มะละกอสายพันธุเดิม 
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ภาพที่ 12  รูปแบบของโปรตีนที่แยกดวยวิธี 2-D PAGE เมื่อใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของดอกมะละกอดัดแปลง
พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน กอนเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum  

 ก. มะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
 ข. มะละกอสายพันธุเดิม 
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ภาพที่  13  จุดของโปรตีนที่แตกตาง (ศรชี้) บน 2-D PAGE เมื่อใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของดอกมะละกอดัดแปลง

พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน เมื่อเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 
 ก. มะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
 ข. มะละกอสายพันธุเดิม 
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ภาพที่ 14  รูปแบบของโปรตีนที่แยกดวยวิธี 2-D PAGE เมื่อใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของผลแกมะละกอดัดแปลง

พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน กอนเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 

 ก. มะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
 ข. มะละกอสายพันธุเดิม 
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ภาพที่ 15  จุดของโปรตีนที่แตกตาง (ศรชี้) บน 2-D PAGE เมื่อใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของผลแกมะละกอดดัแปลง

พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน เมื่อเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 
 ก. มะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
 ข. มะละกอสายพันธุเดิม 
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    ก          ข

       
ภาพที่ 16  รูปแบบของโปรตีนที่แยกดวยวิธี 2-D PAGE เมื่อใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของรากมะละกอดัดแปลง 

พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน กอนเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 
 ก. มะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
 ข. มะละกอสายพันธุเดิม 
 48 
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         ก          ข 
 
ภาพที่ 17  จุดของโปรตีนที่แตกตาง (ศรชี้) บน 2-D PAGE เมื่อใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ของรากมะละกอดัดแปลง

พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ระยะใหผล อายุ 270 วัน เมื่อเปรียบเทียบดวยโปรแกรม ImageMaster 2D Platinum 

 ก. มะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
 ข. มะละกอสายพันธุเดิม 
 49 
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ตารางท่ี 2  เปรียบเทียบจํานวนจดุของโปรตีนท่ีแตกตางบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18  
  เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver staining ระหวางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
  และมะละกอสายพันธุเดิม  

 
จํานวนจุดของโปรตีนที่แตกตาง (จุดโปรตีน) 

ระยะของตน
มะละกอ 

ช้ินสวน
ของพืช 

จุดท่ีพบในมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมแต
ไมพบในมะละกอสาย

พันธุเดิม 

จุดท่ีพบในมะละกอสาย
พันธุเดิมแตไมพบใน
มะละกอดัดแปลง

พันธุกรรม 

ความเหมือน 
(เปอรเซ็นต) 

ระยะตนกลา ใบ 26 4 94.46 ± 0.66 

ใบ 13 16 98.72 ± 2.64 

ดอก 20 17 97.24 ± 1.74 

ผลแก 25 31 96.72 ± 1.06  

ระยะใหผล 

ราก 27 11 96.46 ± 2.33 
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4.  การตรวจสอบระบุชนิดของโปรตีนท่ีแตกตางบนแผนเจล 2D-PAGE ดวยเคร่ือง MALDI-
TOF/TOF MS 
 

เจาะแตละจดุของโปรตีนบนแผนเจลท่ีแตกตางระหวางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม และ
มะละกอพนัธุเดิมมายอยดวยเอนไซมทริปซิน และวเิคราะหดวย Ultraflex III MALDI TOF/TOF 
Mass Spectrometer (Bruker Daltonics, Massachusetts, UK) ไดเปน Peptide Mass Fingerprint 
(PMF) นํา PMF ไปคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูลดวยโปรแกรม MASCOT 
(http://www.matrixscience.com/) โดยใช paprameter ไดแก คา database ตั้งคาเปน MSDB คา 
Taxonomy ตั้งคาเปน Viridiplantae (Green Plants) คา enzyme ตั้งคาเปน trypsin fix modification: 
carbamidomethyl (C) และคา variable modification ตั้งคาเปน oxidation (M) 
 

  4.1  ระยะตนกลา  
 

   4.1.1  ใบ 
 

    ก.  ใบของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
 

     นําจุดโปรตีนจาก 2-D PAGE ของใบมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมระยะตน
กลาท่ีแตกตางจากใบมะละกอสายพันธุเดิม จํานวน 26 จุด (ภาพท่ี 18) มาวิเคราะหเพื่อจําแนกชนิด
ของโปรตีนดวยเคร่ือง MALDI-TOF/TOF MS หลังจากนั้น วิเคราะหชนิดของโปรตีนที่แตกตาง
โดยเทคนิค PMF ไปคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา 
มีคา MOWSE score อยูระหวาง 38 – 61 โดยไมมีโปรตนีใดมีคา MOWSE score มากกวา 65 ดัง
ตารางท่ี 3  จากนั้น คัดเลือกโปรตีนท่ีมีคา MOWSE score มากท่ีสุด 5 อันดับแรก ไดแก โปรตีนจดุ
ท่ี 11 (คา score 61) โปรตีนจุดท่ี 9 (คา score 58) โปรตีนจุดท่ี 14 (คา score 54) โปรตีนจุดท่ี 26 (คา 
score 49) และโปรตีนจุดที่ 23 (คา score 38) วิเคราะหเพิ่มเติมดวยเทคนคิ tandem mass 
spectrometry โดยนํา m/z peak ท่ีมีคามากสุดสามอันดับแรกของแตละโปรตีน มาวิเคราะหซํ้าอีก
คร้ังดวย MS เพื่อใหได PMF ไปคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 
MASCOT  พบวา ทุกโปรตีนยังมีคา MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ัง คา pI น้ําหนกัโมเลกุล และ
ชนิดของโปรตีนท่ีไดไมตรงกับคา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนที่วิเคราะห PMF ในครั้ง
แรก (ตารางท่ี 4) เม่ือนํามาวิเคราะหตอดวยเทคนิค de novo sequencing วิเคราะหการเรียงตัวของ
ลําดับกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ และคัดเลือกรูปแบบการเรียงตัวท่ีวเิคราะหไดหาอันดับแรก
แสดงดังตารางท่ี 4   

http://www.matrixscience.com/�
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     นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีวิเคราะหดวย
เทคนิค de novo sequencing ในตารางท่ี 3 และ 4  มาตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรด            
อะมิโนกับ allergen ท่ีในฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0  พบวา ในทุกโปรตีนท่ีนําไป
ตรวจสอบท้ังหมด ไมพบลําดับกรดอะมิโนท่ีตรงกับสารกอภูมิแพในฐานขอมูลมากกวา 35 
เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรดอะมิโนยาวกวา 
8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพ 

  

     ข.  ใบของมะละกอสายพันธุเดิม 
 

     นําจุดโปรตีนจาก 2-D PAGE ของใบในระยะตนกลาของมะละกอสายพันธุ
เดิมท่ีแตกตางจากมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม จํานวน 4 จุด  (ภาพท่ี 19) มาวิเคราะหเพื่อจําแนก
ชนิดของโปรตีนดวยเคร่ือง MALDI-TOF/TOF MS หลังจากนั้น วิเคราะหชนดิของโปรตีนท่ี
แตกตางโดยเทคนิค PMF ไปคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 
พบวา มีคา MOWSE score อยูระหวาง 39 - 47 โดยไมมีโปรตีนใดมีคา score มากกวา 65 ดังตารางท่ี 
5จากนั้น คัดเลือกโปรตีนท่ีมีคา MOWSE score มากท่ีสุด 5 อันดับแรก ไดแก โปรตีนจุดท่ี 1 (คา 
score 39) โปรตีนจุดท่ี 2 (คา score 39) โปรตีนจุดท่ี 3 (คา score 40) และโปรตีนจุดที่ 4 (คา score 
47) วิเคราะหเพิ่มเติมดวยเทคนิค tandem mass spectrometry โดยนํา m/z peak ท่ีมีคามากท่ีสุดสาม
อันดับแรกของแตละโปรตนี มาวิเคราะหซํ้าอีกคร้ังดวย MS เพื่อใหได PMF ไปคนหาชนิดของ
โปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา ทุกโปรตีนยังมีคา MOWSE score 
ไมถึง 65 รวมท้ัง คา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีไดไมตรงกับคา pI น้ําหนกัโมเลกลุ 
และชนิดของโปรตีนที่วิเคราะห PMF ในครั้งแรก (ตารางท่ี 6) เม่ือนํามาวิเคราะหตอดวยเทคนิค de 
novo sequencing วิเคราะหการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ และคัดเลือกรูปแบบ
การเรียงตัวท่ีวเิคราะหไดหาอันดับแรกแสดงดังตารางท่ี 6 
   
      นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีวิเคราะหดวย
เทคนิค de novo sequencing ในตารางท่ี 5 และ 6  มาตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรด                
อะมิโนกับ allergen ท่ีในฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 พบวา ในทุกโปรตีนท่ีนําไป
ตรวจสอบท้ังหมด ไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลท่ี
สูงกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรด            
อะมิโนจํานวนมากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพ 



 

 

53 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 18  จุดโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver  
  staining ของตัวอยางใบในระยะตนกลา อายุ 60 วัน ของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ี 
  แตกตางจากจดุโปรตีนของมะละกอสายพันธุเดิม  
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ตารางที่ 3  โปรตีนที่จําแนกไดในตัวอยางใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่แตกตางจากมะละกอสายพันธุเดิมในระยะตนกลา เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง MALDI-
TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 

 
คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 

เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 8.50 76 Q94KG3_PHAVU 39 Pto-like kinase OG13 (Fragment) - 
Phaseolus vulgaris (Kidney bean) (French 
bean) 

9.19 19 

2 6.04 52 Q5GGR4_9GENT 43 Maturase K (Fragment) - Genipa americana 9.76 33 
3 9.00 17 Q9SE11_FUNHY 51 Chloroplast-localized small heat shock 

protein 22 - Funaria hygrometrica (Moss) 
7.88 27 

4 5.91 47 Q9XFD0_WHEAT 45 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 

5 6.17 44 Q8GV39_9POAL 38 Chloroplast low molecular weight heat shock 
protein HSP26.2 - Agrostis stolonifera var. 
palustris 

7.85 26 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

6 5.05 31 Q8H5S5_ORYSA 41 Hypothetical protein OJ1136_D11.115 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

5.00 6 

7 6.78 31 ABF96084 44 DP000009 NID  - Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

5.03 35 

8 7.18 30 Q94F60_9POAL 45 Lon protease - Dichanthelium lanuginosum 7.31 97 
9 9.96 32 Q6YUT7_ORYSA 58 Putative RPR1 - Oryza sativa (japonica 

cultivar-group) 
7.55 

 
106 

10 5.52 28 JC1481 46 Pyruvate kinase (EC 2.7.1.40), cytosolic - 
potato  

6.99 55 

11 6.48 26 Q6ZHJ9_ORYSA 61 Putative Vacuolar ATP synthase subunit G 1 
- Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

7.68 19 

12 10.02 27 T48051 45 Shypothetical protein F26K9.50 - 
Arabidopsis thaliana 

5.90 47 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

13 9.62 26 Q93YV0_ARATH 48 Putative S-linalool synthase - Arabidopsis 
thaliana (Mouse-ear cress) 

6.12 102 

14 4.68 25 Q6Z6G6_ORYSA 54 N-type ATP pyrophosphatase-like - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

8.86 40 

15 5.34 26 Q5N9E5_ORYSA 44 Putative immediate-early fungal elicitor 
protein CMPG1 - Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

8.75 42 

16 5.38 21 Q1SHU6_MEDTR 45 Hypothetical protein - Medicago truncatula 
(Barrel medic) 

6.81 4 

17 5.54 18 B86191 47 hypothetical protein [imported] - Arabidopsis 
thaliana  

8.70 36 

18 5.54 26  E86427 38 hypothetical protein T4K22.7 - Arabidopsis 
thaliana 

7.63 57 

19 4.76 24 AAT80714 43 AY660566 NID  - Huperzia lucidula 9.02 21 56 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

20 5.38 21 B96495 39 hypothetical protein T8D8.9 [imported] - 
Arabidopsis thaliana 

8.30 49 

21 6.23 21 Q9SXN6_TOBAC 45 NtRb1 protein - Nicotiana tabacum 
(Common tobacco) 

8.11 107 

22 6.70 22 Q94I67_ORYSA 45 Putative retroelement - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

8.63 103 

23 6.83 24 Q84YF6_SORBI 38 RPT2-like protein - Sorghum bicolor 
(Sorghum) (Sorghum vulgare)  

9.30 70 

24 5.09 17 Q53KI6_ORYSA 43 Transposon protein, putative, CACTA, 
En/Spm sub-class - Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

8.62 54 

25 5.25 17 Q2V2Q6_ARATH 45 Protein At4g32720 - Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

4.82 45 

26 5.49 17 Q8LHY7_ORYSA 49 Hypothetical protein P0022B05.113 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

9.92 18 
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ตารางที่ 4  ลําดับกรดอะมิโนเมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนในใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่แตกตางจากมะละกอสายพันธุเดิม 
              ระยะตนกลาที่มีคา MOWSE score สูงที่สุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 อันดับแรก 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

3 1051.5790 Q6ZL82_ORYSA 47 Hypothetical protein 
OJ1115_C05.11 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group)  

11.57 18.5 - TZRTWTCR 
- TZRMRTCR 
- TZRRMTCR 
- TZRWTTCR 
- ZRTTWTCR 

 1794.6860 Q60DS5_ORYSA 52 Hypothetical protein 
B1140B01.12 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

4.48 9.4 - CATNGWTGDLSGWGLT
R 

- SSTNGWTGDLSGWGLT
R 

- ACTNGWTGDLSGWGLT
R 

- CATNGWWSLSGWGLTR 
- SSTNGWWSLSGWGLTR 
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ตารางที่ 4  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

3 (ตอ) 2384.0440 Q94JF1_ORYSA 45 Hypothetical protein 
P0684B02.24-1 
(Hypothetical protein 
P0692C11.5- 1) - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

9.82 20.7 - APRTFGSGGGGGGVW
HWGSGHGFR 

- APRTFGSGGGGGGVW
HWGSGHTCR 

- APRTFGSGGGGGGVW
HWGSGHCTR 

- APRTFGSGGGGGGVW
HWGSGHFGR 

- APRTFGSGGGGGGVW
HWGSHGGFR 

9 1050.1260 Q259K3_ORYSA 50 H0402C08.10 protein - Oryza 
sativa (Rice) 

5.81 20.1 - TCHMWCNR 
- TCHMWNCR 
- TCHWMCNR 
- TCHWMNCR 

 59 



 

 

60 

ตารางที่ 4  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

9 (ตอ) 1765.8350 Q1RSZ8_MEDTR 45 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic)  
 

7.82 5.6 - TTMPWFPGGGGGGGG
GCGGR 

- TTNNWFPGGGGGGGG
GCGGR 

- TTPMWFPGGGGGGGG
GCGGR 

- TTDPWYPGGGGGGGG
GCGGR 

- TTPDWYPGGGGGGGG
GCGGR 

 1826.9260 Q95CW1_9FILI 52 Ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large 
subunit (Fragment) - 
Hymenophyllum hirsutum 

6.54 48.7 - AGRSCMWPEAZYGSZR 
- AGRSCMWPEAZYGTNR 
- AGRSCMWPEAZYGNTR 
- AGRSCMWPEAZYGZSR 
- AGRSCMWPEAZYASNR 
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ตารางที่ 4  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

11 1082.0930 Q6QVC5_PHAVU 50 Ribonuclease H (Fragment) 
- Phaseolus vulgaris 
(Kidney bean) (French 
bean) 

9.37 5.7 - CCYDNDHGR 

 1439.8640  Q49IC5_ZEAMP 46 Teosinte glume architecture 
1 (Fragment) - Zea mays 
subsp. parviglumis (Balsas 
teosinte) 

7.57 15.4 - LYLAAGRYAASGAR 
- LYLAAGRYAASAGR 
- LYLAAGRYAASZR 
- LYLAAGRYAATGGR 
- LYLAAGRYAATNR 

 1567.8070  Q6YVB3_ORYSA 52 Hypothetical protein 
OSJNBa0005C24.16 - 
Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

12.38 17.6 - THNPWWLPGGCGSR 
- THNPWLWPGGCGSR 
- THNPLWWPGGCGSR 
- THPNWWLPGGCGSR 
- THPNWLWPGGCGSR 
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ตารางที่ 4  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

14 1519.6850 HHPM21 52 heat shock protein 21 
precursor - garden pea 

6.36 26.2 - LFVGGSLRRGSSZR 
- LFVGGSLRRGSTNR 
- LFVGGSLRRGSNTR 
- LFVGGSLRRGSZSR 
- LFVGGSLRRGCAZR 

 1590.7340 Q69L53_ORYSA 49 Hypothetical protein 
OSJNBa0092O08.17 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group)  

8.53 6.3 - HFCASPYYAMGGMR 
- HFCASPYYAMGSTR 
- HFCASPYYAMGTSR 
- HFCASPYYAMGMGR 
- HFCASPYYAMAACR 
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ตารางที่ 4  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

14 (ตอ) 2247.1000 Q2R8I5_ORYSA 40 Retrotransposon protein, 
putative, Ty3-gypsy subclass 
- Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

5.41 29.2 - LGHZNLDVHNSMTHLN
FNR 

- LGHZNLHTMSNHVDLN
GGFR 

- LGHZNLHTMSNHVDLN
GFGR 

- LGHZNLHTMSNHVDLN
SSSR 

- LGHZNLHTMSNHVDLN
NFR 

 

 

 

 

 

 

63 



 

 

64 

ตารางที่ 4  (ตอ) 
  

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

26 1796.7610 Q2TKU1_9DIPS 52 CYCLOIDEA-like 
(Fragment) - Leycesteria 
formosa 

8.93 12.6 - ZFGGGWGCPNCGWGG
GTR 

- ZFGGGWGCPNCGWGG
ASR 

- ZFGGGWGCPNCGWGA
GSR 

- ZFGGGWGCNPCGWGG
GTR 

- ZFGGGWGCNPCGWGG
ASR 
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ตารางที่ 4  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

26 (ตอ) 1853.7890 Q6YSW5_ORYSA 56 Hypothetical protein 
B1032F05.8 - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group)  
 

10.18 20.6 - ZFNAGGTSSLNSGDGA
NTR 

- ZFNAGGTSSLNSGDAG
NTR 

- ZFNAGGTSSLNSGEGG
NTR 

- ZFNAGGTSSLNSADGG
NTR 

- ZFNAGGTSSLNSDGGA
NTR 

 1910.8160 Q9LRN9_ARATH 66 Gb|AAC33212.1 - 
Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

9.10 21.6 - TGCZAEASGCLLTGDNZ 
- TGCZAEASGCLLTGDNNT
- TGCZAEASGCLLTGDNS 
- TREECCWLLTGDNZSR 
- TREECCWLLTGDNNTR 65 
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ตารางที่ 4  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

26 (ตอ) 2384.0050 Q6UUM1_ORYSA 48 Hypothetical protein 
(Fragment) - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group)  

 

11.54 17.8 - ACARGLZGGGGGGGG
GVWWGCHGGNR 

- ACARGLZGGGGGGGG
GVWWGCHGNGR 

- ACARGLZGGGGGGGG
GVWWGCHPMR 

- ACARGLZGGGGGGGG
GVWWGCHVER 

- ACARGLZGGGGGGGG
GVWWGCHLDR 
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ภาพท่ี 19  จุดโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver  
  staining ของตัวอยางใบในระยะตนกลา อายุ 60 วัน ของมะละกอสายพันธุเดิมท่ี 
  แตกตางจากจดุโปรตีนของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
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ตารางที่ 5  โปรตีนที่จําแนกไดในตัวอยางใบมะละกอสายพันธุเดิมที่แตกตางจากมะละกอสายพันธุดัดแปลงพันธุกรรมในระยะตนกลา เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง 
MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 
MASCOT  

 
คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 

เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 5.56 78 Q6Z594_ORYSA 39 Hypothetical protein OSJNBa0005L24.4 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.81 9 

2 6.06 79 Q94KG3_PHAVU 39 Pto-like kinase OG13 (Fragment) - 
Phaseolus vulgaris (Kidney bean) (French 
bean) 

9.19 19 

3 6.15 46 Q653Z8_ORYSA 40 Hypothetical protein OSJNBb0065C04.36 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

4.22 6 

4 9.55 30 Q6ZJ08_ORYSA 47 Monodehydroascorbate reductase - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

5.30 47 
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ตารางที่ 6  ลําดับกรดอะมิโนเมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนที่จําแนกไดในตัวอยางใบมะละกอสายพันธุเดิมที่แตกตางจากมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมในระยะตนกลาที่มีคา MOWSE score สูงที่สุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 อันดับแรก 

 
โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

1 1320.6020 Q1S010_MEDTR 44 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

6.08 11043 - CHZDVDPPR  
- SSPPDVDPPR  
- ACPPDVDPPR  
- CAPPDVDPPR  
- SSPPDVDHGR  

 1794.8440 Q8W4L9_ARATH 64 Hypothetical protein 
At3g17800; MEB5.2 
(Hypothetical protein 
At3g17800) - Arabidopsis 
thaliana (Mouse-ear cress) 

9.18 46011 - AYRPPRYLER  
- AYRPPRYNZR  
- AYRPPRYZNR  
- AYRPPRYELR  

2 1066.1180 Q69NP5_ORYSA 44 Hypothetical protein 
OSJNBb0015B15.10 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

9.62 58062 N/A 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

2 (ตอ) 1838.8030 Q1EMQ6_PLAMJ 52 Translation elongation factor 
1 alpha (Fragment) - 
Plantago major (Common 
plantain) 

9.40 26997 - PVYSGGSGSHTSAFGS    
GGAR  

- PVYSGGSGSHTSAFGS 
GAGR  

- PVYSGGSGSHTSAFG S 
AGGR  

- PVYSGGSGSHTSAFGS  
ANR  

- PVYSGGSGSHTSAFGS  
NAR  

3 1066.0950 Q8L905_ARATH 38 Hypothetical protein - 
Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

9.73 11705 N/A 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

3 (ตอ) 1794.8330 CAC35406 50 Sequence 1 from Patent 
WO0118061 - Zea mays 
(Maize) 

9.18 37249 - ARGHGPLSGWSPWCZR  
- ARGHGPLSGWSPWZCR  
- ARGHGPLSGWSTZVWR  
- ARGHGPLSGWSTZERR  
- ARGHGPLSGWSTZRER 

4 1051.7260 Q69QM1_ORYSA 49 Hypothetical protein 
OSJNBa0024L18.38 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

11.25 11168 - TZRTWTCR  
- TZRMRTCR  
- TZRRMTCR  
- TZRWTTCR  
- THFTWTCR  

 1475.7620 Q45W87_ARAHY 46 Oleosin 1 - Arachis hypogaea 
(Peanut)  
 

10.08 14299 - TGGVSWYFNCWR  
- SAGVSWYFNCWR  
- ASGVSWYFNCWR  
- GTGVSWYFNCWR  
- SGAVSWYFNCWR  71 
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  4.2  ระยะใหผล  
 
   4.2.1  ใบ 
 
    ก.  ใบของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
 
      นําจุดโปรตีนจาก 2-D PAGE ของใบมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมระยะ
ใหผลที่แตกตางจากมะละกอสายพันธุเดิม จํานวน 13 จุด (ภาพท่ี 20) มาวิเคราะหเพื่อจําแนกชนิด
ของโปรตีนดวยเคร่ือง MALDI-TOF/TOF MS หลังจากนั้น วิเคราะหชนิดของโปรตีนที่แตกตาง
โดยเทคนิคPMF ไปคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT พบวา มี
คา MOWSE score อยูระหวาง 38 – 55 โดยไมมีโปรตีนใดมีคา MOWSE score มากกวา 65 ดัง
ตารางท่ี 7 จากนั้น คัดเลือกโปรตีนท่ีมีคา score มากท่ีสุด 5 อันดับแรก ไดแก โปรตีนจุดท่ี 2 (คา 
score 61) โปรตีนจุดท่ี 8 (คา score 55) โปรตีนจุดท่ี 10 (คา score 46) โปรตีนจุดท่ี 1 (คา score 44) 
และโปรตีนจดุท่ี 11 (คา score 44)  วิเคราะหเพิ่มเติมดวยเทคนิค tandem mass spectrometry โดยนํา 
m/z peak ท่ีมีคามากสุดสามอันดับแรกของแตละโปรตีน มาวิเคราะหซํ้าอีกคร้ังดวย MS เพื่อใหได 
PMF ไปคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา ทุกโปรตีน
ยังมีคา MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ัง คา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีไดไมตรงกับ
คา pI น้ําหนกัโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีวิเคราะห PMF ในครั้งแรก (ตารางท่ี 8) เม่ือนํามา
วิเคราะหตอดวยเทคนิค de novo sequencing วิเคราะหการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนในรูปแบบ
ตางๆ และคัดเลือกรูปแบบการเรียงตัวท่ีวิเคราะหไดหาอันดับแรกแสดงดังตารางท่ี 8 

 

     นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีวิเคราะหดวย
เทคนิค de novo sequencing ในตารางท่ี 7 และ 8  มาตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรด               
อะมิโนกับ allergen ท่ีในฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 พบวา ในทุกโปรตีนท่ีนําไป
ตรวจสอบท้ังหมด ไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลท่ี
สูงกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรด             
อะมิโนจํานวนมากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพ 
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     ข. ใบของมะละกอสายพันธุเดิม 
 
     นําจุดโปรตีนจาก 2-D PAGE ของใบมะละกอสายพันธุเดิมระยะตนกลาท่ี
แตกตางจากใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม จํานวน 16 จุด (ภาพท่ี 21) มาวิเคราะหเพื่อจําแนกชนดิ
ของโปรตีนดวยเคร่ือง MALDI-TOF/TOF MS หลังจากนั้น วิเคราะหชนิดของโปรตีนที่แตกตางกัน
โดยเทคนิค PMF ไปคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT พบวา 
มีคา MOWSE score อยูระหวาง 37 – 55 โดยไมมีโปรตีนใดมีคา MOWSE score มากกวา 65 ดัง
ตารางท่ี 9 จากนั้น คัดเลือกโปรตีนท่ีมีคา MOWSE score มากท่ีสุด 5 อันดับแรก ไดแก โปรตีนจดุท่ี 
3  (คา score 55) โปรตีนจุดท่ี 12 (คา score 52) โปรตีนจุดท่ี 13 (คา score 48) โปรตีนจุดท่ี 4  (คา 
score 46) และโปรตีนจุดที่ 8 (คา score 46)  วิเคราะหเพิ่มเติมดวยเทคนิค tandem mass 
spectrometry โดยนํา m/z peak ท่ีมีคามากสุดสามอันดับแรกของแตละโปรตีน มาวิเคราะหซํ้าอีก
คร้ังดวย MS เพื่อใหได PMF ไปคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 
MASCOT  พบวา ทุกโปรตีนมีคา MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ัง คา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิด
ของโปรตีนท่ีไดไมตรงกับคา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีวิเคราะห PMF ในครั้งแรก 
(ตารางท่ี 10) เม่ือนํามาวิเคราะหตอดวยเทคนิค de novo sequencing วิเคราะหการเรียงตัวของลําดับ
กรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ และคัดเลือกรูปแบบการเรียงตัวท่ีวิเคราะหไดหาอันดบัแรกแสดงดัง
ตารางท่ี 10 
 
     นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีวิเคราะหดวย
เทคนิค de novo sequencing ในตารางท่ี 9 และ 10  มาตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรด              
อะมิโนกับ allergen ท่ีในฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 พบวา ในทุกโปรตีนท่ีนําไป
ตรวจสอบท้ังหมด ไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลท่ี
สูงกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรด          
อะมิโนจํานวนมากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพ
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ภาพท่ี 20  จุดโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver  
  staining ของตัวอยางใบในระยะใหผล อายุ 270 วัน ของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมท่ี 
  แตกตางจากจดุโปรตีนของมะละกอสายพันธุเดิม  
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ตารางที่ 7  โปรตีนที่จําแนกไดในตัวอยางใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่แตกตางจากมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง MALDI- 
  TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 3.5 59 AAZ93621 44 DQ116386 NID  - Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

6.49 55 

2 3.6 53 Q2V2Q6_ARATH 50 Protein At4g32720 - Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

4.82 45 

3 3.5 454 Q6ZDX1_ORYSA 39 Hypothetical protein P0618H09.24 
(Hypothetical protein P0037D09.26) - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

9.18 30 

4 6.3 50 Q9XFD0_WHEAT 38 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 

5 7.7 38 Q9XFD0_WHEAT 43 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

6 8.3 32 T04161 43 trypsin inhibitor (Bowman-Birk) - rice 5.06 21 
7 9.7 29 Q2HVK8_MEDTR 41 HAD-superfamily hydrolase subfamily IIB - 

Medicago truncatula (Barrel medic) 
5.82 28 

8 3.2 27 Q40889_PETHY 55 Putative GTP-binding protein (Fragment) - 
Petunia hybrida (Petunia) 

5.89 10 

9 5.7 27 Q20GT6_9LAMI 42 Phosphoenolpyruvate carboxylase 
(Fragment) - Phryganocydia corymbosa 

5.67 7 

10 7.5 27 Q6UUB9_ORYSA 46 Putative integrase - Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

9.62 43 

11 9.5 22 AAC35538 44 F2P3 NID  - Arabidopsis thaliana 6.96 17 
12 5.1 17 Q5VQ12_ORYSA 44 Hypothetical protein P0548D03.24 - Oryza 

sativa (japonica cultivar-group) 
6.11 10 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

13 5.2 15 Q6QVD9_PHAVU 44 Ribonuclease H (Fragment) - Phaseolus 
vulgaris (Kidney bean) (French bean)  

4.69 3 
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ตารางที่ 8  ลําดับกรดอะมิโนเมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางใบมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่แตกตางจาก
มะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผลที่มีคา MOWSE score สูงที่สุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 อันดับแรก 

 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

1 1051.6810 S72625 49 hypothetical protein 1 - 
common tobacco 
transposable element Slide-
124  

7.64 24.1 - TZPGTRHVR 
- AGVVGTRHVR 
- GAVVGTRHVR 
- ZVVGTRHVR 
- HFVTRHVR 

 1707.7310 Q2WGD9_SELUN 35 Photosystem I subunit VII 
(Fragment) - Selaginella 
uncinata (Blue spikemoss) 
(Peacock spikemoss) 
 

10.08 
 

8.8 - TNDGYLDZHLYGRR 
- TNDGYLDZHLYVNR 
- TNDGYLDZHLYNVR 
- TNDGYLDZHLYRGR 
- TNDGYLDHZLYGRR 

2 905.9150 RROBHM 38 RNA-directed DNA 
polymerase homolog - 
evening primrose 
mitochondrion 

6.90 16.8 N/A 

78 



 

 

79 

ตารางที่ 8  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

2 (ตอ) 928.6550 Q5VN95_ORYSA 41 Hypothetical protein 
P0676G08.27 - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group)  

10.92 18.8 - VZDZDAPR 
- VZDZDPAR 
- VZDZGPER 
- VZDZGLLR 
- VZDZGEPR 

8 1479.7972 Q2QM94_ORYSA 45 CCAAT-box transcription 
factor complex WHAP5, 
putative, expressed - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

9.12 23.8 N/A 
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ตารางที่ 8  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

8 (ตอ) 1567.7451 T02529 44 Probable MYB family 
transcription factor 
[imported] - Arabidopsis 
thaliana  

9.16 42.2 - VPWYYGGGGGGGGG  
GGGR 

- VPYWYGGGGGGGGG  
GGGR 

- VPYYWGGGGGGGGG 
GGGRVPWR 

- RAGGGGGGGGGGGR 
- VPRWRAGGGGGGGGG 

GGR 
10 1794.8020 Q6Z065_ORYSA 41 Putative CCAAT box binding 

factor/transcription factor 
Hap2a - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

9.59 20.7 - TGGHDTNGHR 
- TGGHDTNPPR 
- TGGHDTNHGR 
- TGGHDTPPNR 
- TGGHDTPNPR 
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ตารางที่ 8  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

10 (ตอ) 1937.137 Q6Z065_ORYSA 41 Putative CCAAT box binding 
factor/transcription factor 
Hap2a.- Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

9.59 20.7 - ACTNGGEGTLDSGELN 
TR 

- SSTNGGEGTLDSGELN 
  TR 
- CATNGGEGTLDSGELN 

TR 
- ACTNGGEGTLDSWLN 
  TR 
- SSTNGGZGSZDSWLN 
  TR 

11 1051.6810 S72625 49 Hypothetical protein 1 - 
common tobacco 
transposable element Slide-
124  

7.64 24.1 - CCYLTRHR 
- RNVLTRHR 
- NRVLTRHR 
- TGGHDTNGHR 
- TGPPDTNGHR 81 
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ตารางที่ 8  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

11 (ตอ) 1707.7310 Q6I548_ORYSA 47 Hypothetical protein 
OSJNBa0055E23.5 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group)  
 

9.27 29.5 - SSATVNTDLYYGNCZR 
- SSATVNTDLYYGNZC 

RS 
- SATVNTDEFYGNCZR 
- SSATVNTDEFYGNZCR 
- SSATVNTDEYFGNCZR 
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 ภาพท่ี 21  จุดโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี 
silver staining ของตัวอยางใบในระยะใหผล อายุ 270 วัน ของมะละกอสายพันธุเดิม
ท่ีแตกตางจากจุดโปรตีนของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
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ตารางที่ 9  โปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางใบมะละกอสายพันธุเดิมที่แตกตางจากมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล เมื่อวิเคราะหดวยเครือ่ง  MALDI-
TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT 

 
คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 

เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 7.29 104 T48051 45 Hypothetical protein F26K9.50 - Arabidopsis 
thaliana 

5.90 47 

2 5.51 75 Q6EU31_ORYSA 42 Hypothetical protein OJ1123_G04.22 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

11.55 16 

3 4.20 36 Q1SQK8_MEDTR 55 Tetratricopeptide-like helical - Medicago 
truncatula (Barrel medic) 

6.56 109 

4 6.79 34 JC1481 46 Pyruvate kinase (EC 2.7.1.40), cytosolic - 
potato 

6.99 55 

5 5.10 27 Q5VQ12_ORYSA 43 Hypothetical protein P0548D03.24 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

6.11 10 

6 6.18 31 Q2R4P7_ORYSA 41 Retrotransposon protein, putative, Ty3-gypsy 
subclass - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

9.75 66 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

7 6.28 32 Q1S8Q1_MEDTR 41 PWWP; Regulation of nuclear pre-mRNA 
protein - Medicago truncatula (Barrel medic) 

8.65 114 

8 4.17 27 Q6UUB9_ORYSA 46 Putative integrase - Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

9.62 43 

9 7.81 27 Q69UX0_ORYSA 37 Hypothetical protein OJ1230_H04.30 
(Hypothetical protein P0577H07.1) - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

9.73 10 

10 4.08 22 Q9GFN9_9ROSI 41 Maturase - Kandelia candel 9.55 60 
11 5.39 19 Q500V1_ARATH 37 At2g04560 - Arabidopsis thaliana (Mouse-

ear cress) 
10.10 17 

12 5.86 20 Q7XSS1_ORYSA 52 OSJNBa0041A02.11 protein - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

8.83 48 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

13 9.71 23 Q9XFD0_WHEAT 48 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 

14 4.42 16 Q6ZDH4_ORYSA 42 Hypothetical protein P0451G12.7 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

12.63 17 

15 9.81 18 Q2A0T5_9LAMI 38 Phytochrome A (Fragment) - Pedicularis 
foliosa 

5.49 68 
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ตารางที่ 10  ลําดับกรดอะมิโนเมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางใบมะละกอสายพันธุเดิมที่แตกตางจาก
มะละกอดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผลที่มีคา MOWSE score สูงที่สุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 อันดับแรก 

 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

3 1051.7190 Q9SLS1_TOBAC 41 Histone H1 - Nicotiana 
tabacum (Common tobacco) 

10.62 29.5 - TVPANTRHR  
- TPLGNTRHR  
- TLPGNTRHR  
- TVAPNTRHR  
- TGLPNTRHR  

 927.6740 Q3ECM9_ARATH 34 Protein At1g56555 - 
Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

8.61 19.6 - WRHALDVLNDLLDLA 
HAPR  

- WRHALDVLNDLLDLA 
HPAR  

- RWHALDVLNDLLDLA 
HAPR  

- RWHALDVLNDLLDLA 
HPAR  

- DLNHALDLLDNLVDL 
AHPAR  87 
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ตารางที่ 10  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

4 1051.7270 Q6ZL82_ORYSA 42 Hypothetical protein 
OJ1115_C05.11 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

11.57 18.8 - TZRPSCTCR  
- TZRPCSTCR  
- TZRMRTCR  
- TZRRMTCR  
- TZRWTTCR  

 927.6700 Q6ZHP5_ORYSA 34 Hypothetical protein 
OJ1191_G08.17 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

10.11 18.1 - VZGWNAPR  
- VZGWNPAR  
- VZDZNAPR  
- VZDZNPAR  
- VZDNZPAR  

8 1051.7130 Q6ZL82_ORYSA 50 Hypothetical protein 
OJ1115_C05.11 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

11.57 18.8 - TZRPTRHR  
- TZRVVRHR  
- TZRTPRHR  
- TGARTPRHR  
- TGARPTRHR  88 
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ตารางที่ 10  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

8 (ตอ) 1334.8830 Q1SAM6_MEDTR 44 Retrotransposon gag protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

5.51 21.0 - SPTTPWPZHGAR  
- SPTTPWPHZGAR  
- SPTTPWTNFGAR  
- SPTTPWTFNGAR  
- SPTTPWCCRGAR  

12 1051.7520 Q9FWJ7_ARATH 44 Mitochondrial heat shock 
22kDa protein, putative; 
60724-61031 - Arabidopsis 
thaliana (Mouse-ear cress) 

5.18 6.9 - TALMHHWR  
- TALMHWHR  
- TALMWHHR  
- TALHZYYR  
- TALHMHWR  
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ตารางที่ 10  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

12 (ตอ) 2691.3460 Q6Z9B3_ORYSA 44 Hypothetical protein 
P0682A06.2 (Hypothetical 
protein OJ1449_H02.30) - 
Oryza sativa (japonica 
cultivar-group)  

9.48 15.6 - SGWVHAVCWWFPGG 
  GGGGVGVARHVR  
- GSWVHAVCWWFPGG 
  GGGGVGVARHVR  
- SGREHAVCWWFPGGG 
  GGGVGVARHVR  
- GSREHAVCWWFPGGG 
  GGGVGVARHVR  
- SGERHAVCWWFPGGG 
  GGGVGVARHVR  

13 1051.7180 Q7XM53_ORYSA 45 OSJNBb0018J12.6 protein - 
Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

10.61 19.4 - TGPGVATCSCR  
- TGPGVATSCCR  
- TGPRATCSCR  
- TGPRATSCCR  
- TGPRAZYCR  90 
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ตารางที่ 10  (ตอ)  
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

13 (ตอ) 1794.8070 Q9XEQ0_SORBI 52 Hypothetical protein - 
Sorghum bicolor (Sorghum) 
(Sorghum vulgare) 

9.32 71.1 - ESMVWGSZLSHMCSGR  
- DTMVWGSZLSHMCSGR  
- TDMVWGSZLSHMCSGR  
- SEMVWGSZLSHMCSGR  
- ESETWGSZLSHMCSGR  
- DTETWGSZLSHMCSGR  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

91 



 

 

92 

   4.2.2  ดอก 
 
     ก.  ดอกของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม  
 

 นําจุดโปรตีนจาก 2-D PAGE ของดอกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ี
แตกตางจากดอกมะละกอสายพันธุเดิม จํานวน 20 จุด (ภาพท่ี 22) มาวเิคราะหเพื่อจําแนกชนิดของ
โปรตีนดวยเคร่ือง MALDI-TOF/TOF MS หลังจากนัน้ วเิคราะหชนดิของโปรตีนที่แตกตางโดย
เทคนิค PMF ไปคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT พบวา มีคา 
MOWSE score อยูระหวาง 40 – 58 โดยไมมีโปรตีนใดมีคา MOWSE score มากกวา 65 ดังตารางท่ี 
11 จากนั้น คัดเลือกโปรตีนท่ีมีคา MOWSE score มากท่ีสุด 5 อันดับแรก ไดแก โปรตีนจุดท่ี 6 (คา 
score 58) โปรตีนจุดท่ี 10 (คา score 55) โปรตีนจุดท่ี 19 (คา score 55) โปรตีนจุดท่ี 20 (คา score 
54) และโปรตีนจุดท่ี 4 (คา score 52)  วิเคราะหเพิม่เติมดวยเทคนิค tandem mass spectrometry โดย
นํา m/z peak ท่ีมีคามากสุดสามอันดับแรกของแตละโปรตีน มาวิเคราะหซํ้าอีกคร้ังดวย MS เพื่อให
ได PMF ไปคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา ทุก
โปรตีนยังมีคา MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ัง คา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนที่ได
ไมตรงกับคา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนที่วิเคราะห PMF ในครั้งแรก (ตารางท่ี 12) 
เม่ือนํามาวิเคราะหตอดวยเทคนิค de novo sequencing วิเคราะหการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนใน
รูปแบบตางๆ และคัดเลือกรูปแบบการเรียงตัวท่ีวเิคราะหไดหาอันดับแรกแสดงดังตารางท่ี 12 

 
      นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีวิเคราะหดวย
เทคนิค de novo sequencing ในตารางท่ี 11 และ 12  มาตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรด         
อะมิโนกับ allergen ท่ีในฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 พบวา ในทุกโปรตีนท่ีนําไป
ตรวจสอบท้ังหมด ไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลท่ี
สูงกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรด        
อะมิโนจํานวนมากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพ 
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     ข.  ดอกของมะละกอสายพันธุเดิม 
 
     นําจุดโปรตีนจาก 2-D PAGE ของดอกมะละกอสายพันธุเดิมท่ีแตกตางจาก
ดอกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม จํานวน 17 จุด (ภาพท่ี 23) มาวิเคราะหเพื่อจําแนกชนิดของ
โปรตีนดวยเคร่ือง  MALDI-TOF/TOF MS หลังจากนัน้ วเิคราะหชนดิของโปรตีนที่แตกตางโดย
เทคนิค PMF ไปคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT มีคา 
MOWSE score อยูระหวาง 38 – 54 โดยไมมีโปรตีนใดมีคา MOWSE score มากกวา 65 ดังตารางท่ี 
13 จากนั้น คัดเลือกโปรตีนท่ีมีคา score มากท่ีสุด 5 อันดบัแรก ไดแก โปรตีนจุดที่ 2 (คา score 54) 
โปรตีนจุดท่ี 3 (คา score 52) โปรตีนจุดท่ี 4 (คา score 51) โปรตีนจุดท่ี 17 (คา score 51) และ
โปรตีนจุดท่ี 11 (คา score 50)  วิเคราะหเพิม่เติมดวยเทคนิค tandem mass spectrometry โดยนํา m/z 
peak ท่ีมีคามากสุดสามอันดบัแรกของแตละโปรตีน มาวิเคราะหซํ้าอีกคร้ังดวย MS เพื่อใหได PMF 
ไปคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา ทุกโปรตีนยังมีคา 
MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ัง คา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนที่ไดไมตรงกับคา pI 
น้ําหนกัโมเลกลุ และชนิดของโปรตีนที่วิเคราะห PMF ในคร้ังแรก (ตารางท่ี 14) เม่ือนํามาวิเคราะห
ตอดวยเทคนิค de novo sequencing วิเคราะหการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ และ
คัดเลือกรูปแบบการเรียงตัวท่ีวิเคราะหไดหาอันดับแรกแสดงดังตารางท่ี 14 
 
     นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีวิเคราะหดวย
เทคนิค de novo sequencing ในตารางท่ี 13 และ 14  มาตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรด         
อะมิโนกับ allergen ท่ีในฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 พบวา พบวา ในทุกโปรตีนท่ี
นําไปตรวจสอบท้ังหมด ไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกบัสารกอภูมิแพท่ีมีใน
ฐานขอมูลท่ีสูงกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัว
ของกรดอะมิโนจํานวนมากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอ
ภูมิแพ
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ภาพท่ี 22  จุดโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver  
  staining ของตัวอยางดอกในระยะใหผล อายุ 270 วัน ของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ี 
  แตกตางจากจดุโปรตีนของมะละกอสายพันธุเดิม  
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ตารางที่ 11  โปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางดอกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่แตกตางจากมะละกอสายพันธุเดมิในระยะใหผล เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง  
MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 
MASCOT 

 
คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 

เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 5.15 100 Q67WN6_ORYSA 44 Hypothetical protein P0017B12.6 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

9.47 22 

2 5.45 76 Q5JLD4_ORYSA 46 NBS-LRR disease resistance protein-like - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

6.09 44 

3 4.42 37 T10228 44 Hypothetical protein T11I11.60 - 
Arabidopsis thaliana 

8.90 31 

4 5.59 38 B86191 52 Hypothetical protein [imported] - 
Arabidopsis thaliana 

8.70 37 

5 5.57 37 A84862 48 3-isopropylmalate dehydratase, small subunit 
[imported] - Arabidopsis thaliana 

5.75 27 
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ตารางที่ 11  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

6 8.14 38 Q69TV8_ORYSA 58 Putative galactoside 2-alpha-L-
fucosyltransferase - Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

6.66 62 

7 8.71 38 Q947C7_TRIMO 47 Putative resistance protein - Triticum 
monococcum (Einkorn wheat) (Small spelt) 

5.73 103 

8 9.82 43 Q69XF8_ORYSA 44 Pentatricopeptide (PPR) repeat-containing 
protein-like - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

8.93 73 

9 9.93 43 Q5JLD4_ORYSA 50 NBS-LRR disease resistance protein-like - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

6.09 44 

10 9.82 38 Q52Z99_DUNSA 55 6-4 photolyase.- Dunaliella salina 9.51 67 
11 4.26 27 T10228  hypothetical protein 55 T11I11.60 - 

Arabidopsis thaliana 
8.90 31 
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ตารางที่ 11  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

12 4.18 26 Q9CAV4_ARATH 42 Hypothetical protein T9J14.16 - Arabidopsis 
thaliana (Mouse-ear cress) 

4.94 17 

13 5.92 25 H96601 50 hypothetical protein T6H22.14 [imported] - 
Arabidopsis thaliana 

5.61 45 

14 6.78 27 Q6IMT7_ORYSA  Transposase - Oryza  sativa (Rice) 8.14 68 
15 9.83 27 F86178 44 Hypothetical protein [imported] - 

Arabidopsis thaliana 
5.61 198 

16 9.88 27 O04868_ARATH 49 Alcohol dehydrogenase (EC 1.1.1.1) - 
Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress) 

5.83 41 

17 9.88 26 Q67WN6_ORYSA 40 Hypothetical protein P0017B12.6 
(Hypothetical protein P0416A11.39) - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

9.47 22 

18 4.77 20 D84480  Mutator-like transposase [46 imported] - 
Arabidopsis thaliana 

5.51 80 

97 
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ตารางที่ 11  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

19 9.71 18 Q1SYW6_MEDTR 55 MIT - Medicago truncatula (Barrel medic) 7.60 31 
20 3.77 15 CAD70056 54 Sequence 25 from Patent WO02103001 - 

Oryza sativa (Rice) 
5.75 42 
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ตารางที่ 12  ลําดับกรดอะมิโนเมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางดอกมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมที่แตกตางจาก
มะละกอสายพันธุเดิมที่มีคา MOWSE score สูงที่สุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 อันดับแรก 

 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

4 1082.5080. Q70JS0_WHEAT 34 Putative SKP1 protein - 
Triticum aestivum (Wheat) 

4.48 19.0 N/A 

 1435.0570 F84420 33 Hypothetical protein 
At2g01100 [imported] - 
Arabidopsis thaliana 

10.35 29.0 - HFZAHZZR  
- HFZAZHZR  
- HFZAZZHR  
- RZZAFFVR  
- ZRZAHZZR 

 
1618.7970 Q338C7_ORYSA 51 Hypothetical protein - Oryza 

sativa (japonica cultivar-
group) 

10.29 6.1 N/A 

6 1082.6040 Q94C16_ARATH 36 AT5g50940/K3K7_9 - 
Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress)  

4.88 10.2 - TAGHMSLPLR  
- TAGHMSLLPR  
- TGAHMSLPLR  
- TGAHMSLLPR  99 
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ตารางที่ 12  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

 1434.6250 Q1S0V0_MEDTR 34 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

8.77 6.2 - YZWWELAR  
- YZWWLEAR  
- YZWWEPSR  
- YZWWPESR  
- YZWWESPR  

 1617.6860 Q1T3F2_MEDTR 43 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

6.32 11.9 - TAEEHVPLR  
- TAEEHVLPR  
- TAEHEVPLR  
- TAEHEVLPR  
- PNVZZYFR 

10 1051.4070 Q2HTX9_MEDTR 33 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

9.69 9.9 - TZHNWPLR  
- TZHNWLPR  
- TZHHYPLR  
- TZHHYLPR  
- TZHYHPLR 100 
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ตารางที่ 12  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

10 (ตอ) 1826.8390 Q2LL21_9CHLO 48 Type I actin (Fragment) - 
uncultured Trebouxia 
photobiont 

4.53 7.5 - ZFNGNCGSLDSGCPGN 
  TR  
- ZFNGCNGSLDSGCPGN 
  TR  
- ZFNGNCGSLDGSCPGN 
  TR  
- ZFNGCNGSLDGSCPGN 
  TR  
- ZFNGNCGSLDSGPCGN 
  TR 

19 1109.9670 Q5Z9J4_ORYSA 43 Hypothetical protein 
P0621D05.36 - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

11.16 6.9 - N/A 
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ตารางที่ 12  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

 1178.9240 Q1RX64_MEDTR 37 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

6.70 5.7 - TGGNVHNPZVR  
- TGGNVHNPVZR  
- TNNVHNPZVR  
- TNNVHNPVZR  
- TNNHLTPLLR 

20 1334.6000 Q1T446_MEDTR 43 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

9.43 7.0 - GZVVWWLYZR  
- GNLVWWLYZR  
- GZVVWLWYZR  
- GNLVWLWYZR  
- GZVVLWWYZR  

 

1448.5800 AAA82743 36 CMU19481 NID  - Citrus 
maxima 

6.90 52.2 - WVTTSCPWTPDR  
- WVTTSCPWTDPR  
- WVTTSCWPTPDR  
- WVTTSCWPTDPR  
- WVTTPWSCTPDR  102 
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ภาพท่ี 23  จุดโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver  
  staining ของตัวอยางดอกในระยะใหผล อายุ 270 วัน ของมะละกอสายพันธุเดิมท่ี 
  แตกตางจากจดุโปรตีนของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 13  โปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางดอกมะละกอสายพันธุเดิมที่แตกตางจากมะละกอสายดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง  
MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 
MASCOT 

 
คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 

เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 6.77 70 Q1SKZ5_MEDTR 44 Hypothetical protein - Medicago truncatula 
(Barrel medic) 

5.74 12 

2 5.98 58 Q9FFZ5_ARATH 54 Gb|AAF00669.1 - Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

5.73 90 

3 5.28 53 Q9FFZ5_ARATH 52 Gb|AAF00669.1 - Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

5.73 90 

4 5.37 50 Q84QC3_ARATH 51 Putative RAS-related protein ARA-1 - 
Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress) 

6.77 29 

5 6.49 59 O24317_9MAGN 42 Alcohol dehydrogenase 1A (Fragment) - 
Paeonia veitchii 

5.59 23 

6 6.67 57 Q2WE96_ALLSA 46 Unspecific 9/13 divinyl ether synthase - 
Allium sativum (Garlic)  

8.52 53 
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ตารางที่ 13  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match 

pI น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

7 6.45 43 Q6K9D7_ORYSA 40 Hypothetical protein OJ1471_E11.23 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

9.25 23 

8 8.81 49 Q9FGG0_ARATH 47 Similarity to unknown protein - Arabidopsis 
thaliana (Mouse-ear cress) 

7.57 39 

9 9.66 44 Q2QR97_ORYSA 38 Hypothetical protein - Oryza sativa (japonica 
cultivar-group)  

6.95 67 

10 9.97 43 D84480 45 Mutator-like transposase [imported] - 
Arabidopsis thaliana 

5.51 80 

11 7.91 39 Q5WMY5_ORYSA 50 Hypothetical protein P0431G05.3 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

5.28 17 

12 8.29 39 T47327 45 Hypothetical protein T12K4.140 - 
Arabidopsis thaliana  

5.24 113 

13 4.22 30 Q94KQ7_PAEOF 49 Alchohol dehydrogenase 2 (Fragment) - 
Paeonia officinalis (Common peony) 

5.42 23 

105 



 

 

106 

ตารางที่ 13  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

14 7.23 27 G96637 44 Hypothetical protein F11P17.9 [imported] - 
Arabidopsis thaliana 

6.25 111 

15 6.70 24 Q9LGP5_ORYSA 43 Hypothetical protein P0510F03.33 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

10.95 13 

16 5.80 19 D84480 42 Mutator-like transposase [imported] - 
Arabidopsis thaliana 

5.51 80 

17 3.21 14 Q6EYK1_9CONI 51 Photosystem II subunit H (Fragment) - 
Cephalotaxus harringtonia  

8.26 3 
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ตารางที่ 14  ลําดับกรดอะมิโนเมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางดอกมะละกอสายพันธุเดิมที่แตกตางจาก
มะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่มีคา MOWSE score สูงที่สุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 อันดับแรก 

 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

2 1334.7450 Q948G3_ORYSA 42 Hypothetical protein 
OSJNBa0049O12.11 - Oryza 
sativa (Rice) 

11.83 4.5 - TNSGGGWWWZR  
- TNSGGSRWWZR  
- TNSGGSWRWZR  
- TNSGGSWWRZR  
- TNSGGGWWWGAR  

 1434.7830 Q33AV2_ORYSA 48 Transposon protein, putative, 
CACTA, En/Spm sub-class - 
Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

6.59 52.4 - TVGGGGGGGGGGFRWR 
- TVGGGGGGGGGGFWRR 
- TVGGGGGGGGGGRFWR 
- TVGGGGGGGGGGRWFR 
- TVGGGGGGGGGGWFRR 

3 1051.5510 Q8LBH6_ARATH 52 Lipoamide dehydrogenase 
(At3g17240) - Arabidopsis 
thaliana (Mouse-ear cress) 

9.85 13.7 - RETPVFFR  
- RETVPFFR  
- RETAZYZR  
- RETAYZZR  
- RETSZFZR  
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ตารางที่ 14  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

3 (ตอ) 1334.7710 Q1T5P3_MEDTR 36 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

10.17 26.1 - GLCLZFWGSPAR  
- GLCLZFWSGPAR  
- GLCLZWFGSPAR  
- GLCLZWFSGPAR  
- LATGWYRSGPAR  

4 1035.9020 Q53KL3_ORYSA 50 Hypothetical protein - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

5.84 5.1 - ZGVZVWYR  
- ZGVZERYR  
- ZGVZREYR  
- ZGVZWVYR  
- ZGVZVYWR  

 1036.8990 T08163 39 Malate dehydrogenase 
(NADP) (EC 1.1.1.82), 
chloroplast - Chlamydomonas 
reinhardtii (fragment) 

9.10 19.2 - YZARMLVR  
- ZYARMLVR  
- YZAMRLVR  
- ZYAMRLVR  
- YZVRFAPR    108 
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ตารางที่ 14  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

11 1334.9980 O47411_PANGI 36 Hypothetical protein - Panax 
ginseng (Korean ginseng) 

9.69 3.0 N/A 

 1794.9000 Q5Q0E0_ARATH 55 Hypothetical protein - 
Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

9.17 15.7 - CATNGWGSGALSGWG 
  NTR  
- SSTNGWGSGALSGWG 
  NTR  
- ACTNGWGSGALSGWG 
  NTR  
- CATNGWGSLAGSGWG 
  NTR  
- SSTNGWGSLAGSGWG 
  NTR 
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ตารางที่ 14  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

11 (ตอ) 1910.9660 Q75HM1_ORYSA 51 Hypothetical protein 
OSJNBb0011J16.15 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

9.10 9.4 - CASGAGWGSLMLSGW 
  GAGSR  
- SSSGAGWGSLMLSGW 
  GAGSR  
- ACSGAGWGSLMLSGW 
  GAGSR  
- CAGSAGWGSLMLSGW 
  GAGSR  
- SSGSAGWGSLMLSGW 
  GAGSR 

17 1435.0340 Q2RAM6_ORYSA 45 Ubiquitin-like protein 5, 
putative, expressed - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group)  

7.82 8.6 N/A 
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ตารางที่ 14  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

17 (ตอ) 1449.0610 Q33AJ5_ORYSA 35 Hypothetical protein - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group)  
 

10.18 16.2 - GNLSLPWNVHRR  
- GNLSLPWNVRHR  
- GNLSLPWNHVRR  
- GNLSLPWNHRVR  
- GNLSLPWNRVHR 

 1618.2100 Q2PMH6_9ERIC 32 AtpB (Fragment) - 
Pterostyrax psilophyllus 

10.99 2.6 - GGCPMDFYWAMANR  
- GGCPMDFYWAMNA 

R  
- GGCPMDFYWSGGWR  
- GGCPMDFYWSGNER  
- GGCPMDFYWSGENR 
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   4.2.3  ผลแก  
 
    ก.  ผลแกของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
 
     นําจุดโปรตีนจาก 2-D PAGE ของผลแกมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมท่ี
แตกตางจากผลแกมะละกอสายพันธุเดิม จํานวน 25 จุด (ภาพท่ี 24) มาวิเคราะหเพื่อจาํแนกชนิดของ
โปรตีนดวยเคร่ือง  MALDI-TOF/TOF MS หลังจากนัน้ วเิคราะหชนดิของโปรตีนที่แตกตางโดย
เทคนิค PMF คนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT พบวา มีคา 
MOWSE score อยูระหวาง 34 – 58 โดยไมมีโปรตีนใดมีคา MOWSE score มากกวา 65 ดังตารางท่ี 
15 จากนั้น คัดเลือกโปรตีนท่ีมีคา MOWSE score มากท่ีสุด 5 อันดับแรก ไดแก โปรตีนจุดท่ี 19 (คา 
score 58) โปรตีนจุดท่ี 7 (คา score 50) โปรตีนจุดท่ี 13 (คา score 49) โปรตีนจุดท่ี 9 (คา score 48) 
และโปรตีนจดุท่ี 8 (คา score 47)  วิเคราะหเพิ่มเติมดวยเทคนิค tandem mass spectrometry โดยนํา 
m/z peak ท่ีมีคามากสุดสามอันดับแรกของแตละโปรตีน มาวิเคราะหซํ้าอีกคร้ังดวย MS เพื่อใหได 
PMF ไปคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา ทุกโปรตีน
ยังมีคา MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ัง คา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีไดไมตรงกับ
คา pI น้ําหนกัโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีวิเคราะห PMF ในครั้งแรก (ตารางท่ี 16) เม่ือนํามา
วิเคราะหตอดวยเทคนิค de novo sequencing วิเคราะหการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนในรูปแบบ
ตางๆ และคัดเลือกรูปแบบการเรียงตัวท่ีวิเคราะหไดหาอันดับแรกแสดงดังตารางท่ี 16 

 

     นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีวิเคราะหดวย
เทคนิค de novo sequencing ในตารางท่ี 15 และ 16  มาตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรด         
อะมิโนกับ allergen ท่ีในฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 พบวา พบวา ในทุกโปรตีนท่ี
นําไปตรวจสอบท้ังหมด ไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกบัสารกอภูมิแพท่ีมีใน
ฐานขอมูลท่ีสูงกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัว
ของกรดอะมิโนจํานวนมากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอ
ภูมิแพ 
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    ข.  ผลแกของมะละกอสายพันธุเดิม 
 
     นําจุดโปรตีนจาก 2-D PAGE ของผลแกมะละกอสายพนัธุเดิมท่ีแตกตาง
จากมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม จํานวน 31 จุด มาวเิคราะหเพื่อจําแนกชนิดของโปรตีนดวยเคร่ือง  
MALDI-TOF/TOF MS (ภาพที่ 25) หลังจากนั้น วิเคราะหชนิดของโปรตีนที่แตกตางโดยเทคนิค 
PMF คนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา มีคา MOWSE 
score อยูระหวาง 34 - 64 โดยไมมีโปรตีนใดมีคา MOWSE score มากกวา 65 ดังตารางท่ี 17 จากน้ัน 
คัดเลือกโปรตีนท่ีมีคา MOWSE score มากท่ีสุด 5 อันดบัแรก ไดแก โปรตีนจุดที่ 2 (คา score 64) 
โปรตีนจุดท่ี 14 (คา score 51) โปรตีนจุดท่ี 26 (คา score 51) โปรตีนจุดท่ี 22 (คา score 50) และ
โปรตีนจุดท่ี 28 (คา score 50)  วิเคราะหเพิม่เติมดวยเทคนิค tandem mass spectrometry โดยนํา m/z 
peak ท่ีมีคามากสุดสามอันดบัแรกของแตละโปรตีน มาวิเคราะหซํ้าอีกคร้ังดวย MS เพื่อใหได PMF 
ไปคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา ทุกโปรตีนยังมีคา 
MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ัง คา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนที่ไดไมตรงกับคา pI 
น้ําหนกัโมเลกลุ และชนิดของโปรตีนที่วิเคราะห PMF ในคร้ังแรก (ตารางท่ี 18) เม่ือนํามาวิเคราะห
ตอดวยเทคนิค de novo sequencing วิเคราะหการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ และ
คัดเลือกรูปแบบการเรียงตัวท่ีวิเคราะหไดหาอันดับแรกแสดงดังตารางท่ี 18 

 

     นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีวิเคราะหดวย
เทคนิค de novo sequencing ในตารางท่ี 17 และ 18  มาตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรด   
อะมิโนกับ allergen ท่ีในฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 พบวา ในทุกโปรตีนท่ีนําไป
ตรวจสอบท้ังหมด ไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลท่ี
สูงกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรด           
อะมิโนจํานวนมากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพ 
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ภาพท่ี 24  จุดโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver  
  staining ของตัวอยางผลแกในระยะใหผล อายุ 270 วัน ของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
  ท่ีแตกตางจากจุดโปรตีนของมะละกอสายพันธุเดิม  
 

 

 

 

 



ตารางที่ 15  โปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางผลแกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่แตกตางจากมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง  
MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 
MASCOT 

 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 6.95 84 Q8MF01_9ASTR 42 Maturase K (Fragment) - Rhodanthe 
maryonii 

9.53 46 

2 5.58 65 Q9FLE7_ARATH 42 Dbj|BAA95751.1 - Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

10.00 32 

3 6.09 57 Q7XZW0_ORYSA 37 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

 9.12 42 

4 4.26 50 Q6K2B9_ORYSA 35 Hypothetical protein OSJNBa0011D16.24 
(Hypothetical protein OSJNBa0038I09.36) - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

11.74 22 

5 5.11 49 Q1ACM0_CHAVU 44 Magnesium chelatase subunit of 
protochlorophyllide reductase - Chara 
vulgaris (Common stonewort) 

5.22 40 
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ตารางที่ 15  (ตอ)  
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

6 5.95 52 T07258 43 Cell division protein homolog - Chlorella 
vulgaris chloroplast  

9.44 197 

7 5.97 49 Q9FLE7_ARATH 50 Dbj|BAA95751.1 - Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

10.00 32 

8 7.48 59 Q67XP3_ARATH 47 Hypothetical protein At4g28590 (Fragment) 
- Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress) 

5.29 38 

9 7.60 61 Q6K2B9_ORYSA 48 Hypothetical protein OSJNBa0011D16.24 
(Hypothetical protein OSJNBa0038I09.36) - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

11.74 22 

10 4.54 39 Q9FEP0_9MAGN 46 LYTB-like protein precursor - Adonis 
palaestina 

5.60 52 

11 5.02 41 Q9T2Y7_NEPOL 43 Hypothetical protein - Nephroselmis olivacea 10.05 8 
12 5.19 38 Q7XZW0_ORYSA 34 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 

Oryza sativa (japonica cultivar-group) 
9.12 42 
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ตารางที่ 15  (ตอ)  
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

13 6.82 45 Q1S162_MEDTR 49 F-box protein interaction domain - Medicago 
truncatula (Barrel medic) 

6.81 49 

14 9.68 45 Q7XZV9_ORYSA 44 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.31 46 

15 9.47 35 BAB10685  47 AB010075 NID  - Arabidopsis thaliana 6.85 44 
16 9.58 30 Q6ERL1_ORYSA 42 Hypothetical protein OJ1118_A10.28 - 

Oryza sativa (japonica cultivar-group) 
10.26 11 

17 9.70 30 Q6ZJL1_ORYSA 37 Hypothetical protein OJ1368_G08.7 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

7.82 8 

18 4.52 31 Q7XZV9_ORYSA 36 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.31 46 

19 5.74 27 Q9XFD0_WHEAT 58 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 
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ตารางที่ 15  (ตอ)  
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

20 6.01 26 Q5K6M3_9ASPA 37 RPS13 - Asparagus sp. Quagliariello 16104 10.54 13 
21 6.50 27 Q6K2B9_ORYSA 47 Hypothetical protein OSJNBa0011D16.24 

(Hypothetical protein OSJNBa0038I09.36) - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

11.74 22 

22 5.96 27 Q32RJ9_ZYGCR 40 Hypothetical chloroplast RF62 - Zygnema 
circumcarinatum (Green alga) 

9.55 49 

23 5.95 26 Q8S7H0_ORYSA 41 Hypothetical protein OSJNBa0010I09.28 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

11.48 50 

24 7.02 26 S26876 35 Hypothetical protein 25 (coxIII 5'region) - 
rice mitochondrion 

9.50 22 

25 9.55 23 Q9T2Y7_NEPOL 42 Hypothetical protein - Nephroselmis olivacea 10.05 8 
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ตารางที่ 16  ลําดับกรดอะมิโนเมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางผลแกมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่แตกตาง
จากมะละกอสายพันธุเดิมที่มีคา MOWSE score สูงที่สุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 อันดับแรก 

 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

7 1050.1260 Q259K3_ORYSA 50 H0402C08.10 protein - Oryza 
sativa (Rice) 

5.81 20.1 - TCHMWCNR 
- TCHMWNCR 
- TCHWMCNR 
- TCHWMNCR 

 1765.8350 Q1RSZ8_MEDTR 45 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic)  
 

7.82 5.6 - TTMPWFPGGGGGGGG 
  GCGGR 
- TTNNWFPGGGGGGGG 
  GCGGR 
- TTPMWFPGGGGGGGG 
  GCGGR 
- TTDPWYPGGGGGGGG 
  GCGGR 
- TTPDWYPGGGGGGGG 
   GCGGR 119 
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ตารางที่ 16  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

7 (ตอ) 1826.9260 Q95CW1_9FILI 52 Ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large 
subunit (Fragment) - 
Hymenophyllum hirsutum 

6.54 48.7 - AGRSCMWPEAZYGSZR 
- AGRSCMWPEAZYGTNR 
- AGRSCMWPEAZYGNTR 
- AGRSCMWPEAZYGZSR 
- AGRSCMWPEAZYASNR 

8 1796.7610 Q2TKU1_9DIPS 52 CYCLOIDEA-like 
(Fragment) - Leycesteria 
formosa 

8.93 12.6 - ZFGGGWGCPNCGWGG 
  GTR 
-ZFGGGWGCPNCGWGG 
  ASR 
- ZFGGGWGCPNCGWGA 
  GSR 
- ZFGGGWGCNPCGWGG 
  GTR 
- ZFGGGWGCNPCGWGG 
  ASR  120 
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ตารางที่ 16  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

8 (ตอ) 1853.7890 Q6YSW5_ORYSA 56 Hypothetical protein 
B1032F05.8 - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group)  

 

10.18 20.6 - ZFNAGGTSSLNSGDGA 
  NTR 
- ZFNAGGTSSLNSGDAG 
  NTR 
- ZFNAGGTSSLNSGEGG 
  NTR 
- ZFNAGGTSSLNSADGG 
  NTR 
- ZFNAGGTSSLNSDGGA 
  NTR 
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ตารางที่ 16  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

8 (ตอ) 1910.8160 Q9LRN9_ARATH 66 Gb|AAC33212.1 - 
Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

9.10 21.6 - TGCZAEASGCLLTGDN 
  ZSR 
- TGCZAEASGCLLTGDN 
  NTR 
- TGCZAEASGCLLTGDN 
  SZR 
- TREECCWLLTGDNZSR 
- TREECCWLLTGDNNTR 
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ตารางที่ 16  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

8 (ตอ) 2384.0050 Q6UUM1_ORYSA 48 Hypothetical protein 
(Fragment) - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group)  

 

11.54 17.8 -  ACARGLZGGGGGGGG 
  GVWWGCHGGNR 
-  ACARGLZGGGGGGGG 
  GVWWGCHGNGR 
- ACARGLZGGGGGGGG 
  GVWWGCHPMR 
- ACARGLZGGGGGGGG 
  GVWWGCHVER 
- ACARGLZGGGGGGGG 
  GVWWGCHLDR 

9 1051.5790 Q6ZL82_ORYSA 47 Hypothetical protein 
OJ1115_C05.11 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group)  
 

11.57 18.6 - TZRTWTCR 
- TZRMRTCR 
- TZRRMTCR 
- TZRWTTCR 
- ZRTTWTCR 
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ตารางที่ 16  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

9 (ตอ) 1794.6860 Q60DS5_ORYSA 52 Hypothetical protein 
B1140B01.12 - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

4.48 9.4 - CATNGWTGDLSGWGLTR
- SSTNGWTGDLSGWGLTR
- ACTNGWTGDLSGWGLTR
- CATNGWWSLSGWGLTR 
- SSTNGWWSLSGWGLTR 

 2384.0440 Q94JF1_ORYSA 45 Hypothetical protein 
P0684B02.24-1 
(Hypothetical protein 
P0692C11.5- 1) - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

9.82 20.7 - APRTFGSGGGGGGVW 
  HWGSGHGFR 
- APRTFGSGGGGGGVW 
  HWGSGHTCR 
- APRTFGSGGGGGGVW 
  HWGSGHCTR 
- APRTFGSGGGGGGVW 
  HWGSGHFGR 
- APRTFGSGGGGGGVW 
  HWGSHGGFR 

 124 



 

 

125 

ตารางที่ 16  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

13 1519.6850 HHPM21 52 Heat shock protein 21 
precursor - garden pea 

6.36 26.2 - LFVGGSLRRGSSZR 
- LFVGGSLRRGSTNR 
- LFVGGSLRRGSNTR 
- LFVGGSLRRGSZSR 
- LFVGGSLRRGCAZR 

 1590.7340 Q69L53_ORYSA 49 Hypothetical protein 
OSJNBa0092O08.17 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group).  

8.53 6.3 - HFCASPYYAMGGMR 
- HFCASPYYAMGSTR 
- HFCASPYYAMGTSR 
- HFCASPYYAMGMGR 
- HFCASPYYAMAACR 
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ตารางที่ 16  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

13 (ตอ) 2247.1000 Q2R8I5_ORYSA 40 Retrotransposon protein, 
putative, Ty3-gypsy subclass 
- Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

5.41 29.2 - LGHZNLDVHNSMTHLN 
  FNR 
- LGHZNLHTMSNHVDL 
  NGGFR 
- LGHZNLHTMSNHVDL 
  NGFGR 
- LGHZNLHTMSNHVDLN 
  SSSR 
- LGHZNLHTMSNHVDLN 
  NFR 

19 1082.0930 Q6QVC5_PHAVU 50 Ribonuclease H (Fragment) - 
Phaseolus vulgaris (Kidney 
bean) (French bean) 

9.37 5.6 - CCYDNDHGR 
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ตารางที่ 16  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

19 (ตอ) 1439.8640 Q49IC5_ZEAMP 46 Teosinte glume architecture 1 
(Fragment) - Zea mays subsp. 
parviglumis (Balsas teosinte) 

7.57 15.4 - LYLAAGRYAASGAR 
- LYLAAGRYAASAGR 
- LYLAAGRYAASZR 
- LYLAAGRYAATGGR 
- LYLAAGRYAATNR 

 1567.8070 Q6YVB3_ORYSA 52 Hypothetical protein 
OSJNBa0005C24.16 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

12.38 17.6 - THNPWWLPGGCGSR 
- THNPWLWPGGCGSR 
- THNPLWWPGGCGSR 
- THPNWWLPGGCGSR 
- THPNWLWPGGCGSR 
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ภาพท่ี 25  จุดโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver  
  staining ของตัวอยางผลแกในระยะใหผล อายุ 270 วัน ของมะละกอสายพันธุเดิมท่ี 
  แตกตางจากจดุโปรตีนของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
 

 

 

 

128 



ตารางที่ 17  โปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางผลแกมะละกอสายพันธุเดมิที่แตกตางจากมะละกอสายดัดแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง  
MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 
MASCOT 

 
คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 

เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 3.94 49 Q53LU0_ORYSA 42 RWP-RK domain, putative - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

8.35 71 

2 4.79 38 Q9XFD0_WHEAT 64 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 

3 5.21 42 Q9XFD0_WHEAT 44 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 

4 6.80 44 Q5N766_ORYSA 42 Inositol-1, 4, 5-trisphosphate 5-phosphatase-
like protein - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

8.73 16 

 

 129 



 

 

130 

ตารางที่ 17  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

5 6.81 42 Q9XFD0_WHEAT 41 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 

6 6.28 37 Q1SKK1_MEDTR 39 Cellular retinaldehyde-binding/triple 
function, N-terminal - Medicago truncatula 
(Barrel medic) 

8.69 64 

7 4.77 33 Q7XZW0_ORYSA 46 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.12 42 

8 5.68 34 Q8L8R9_ARATH 36 MFP1 attachment factor 1 - Arabidopsis 
thaliana (Mouse-ear cress) 

4.47 17 

9 5.23 32 Q7XX72_ORYSA 41 OSJNBb0115I21.8 protein - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

7.58 100 
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ตารางที่ 17  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

10 4.64 27 Q5WMN9_ORYSA 44 Hypothetical protein OSJNBa0053E01.16 
(Hypothetical protein OJ1116_F05.13) - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

11.41 67 

11 5.12 32 Q5N7R8_ORYSA 35 Myosin heavy chain-like - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

9.45 50 

12 5.11 26 Q1S8Q1_MEDTR 48 PWWP; Regulation of nuclear pre-mRNA 
protein - Medicago truncatula (Barrel medic) 

8.65 114 

13 5.82 27 Q5N766_ORYSA 49 Inositol-1, 4, 5-trisphosphate 5-phosphatase-
like protein - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

8.73 17 

14 6.21 28 Q8S6U6_ORYSA 51 Putative transposase (Transposon protein, 
putative, CACTA, En/Spm sub- class) - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group). 

8.87 58 
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ตารางที่ 17  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

15 6.14 27 Q5N766_ORYSA 45 Inositol-1, 4, 5-trisphosphate 5-phosphatase-
like protein - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

8.73 17 

16 6.95 25 Q7XZV9_ORYSA 44 
 

Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.31 46 

17 6.95 27 Q5N766_ORYSA 37 Inositol-1, 4, 5-trisphosphate 5-phosphatase-
like protein - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

8.73 17 

18 5.71 26 S29970 46 Desiccation-related protein (clone PCC27-
45) - Craterostigma plantagineum 

5.90 16 

19 5.84 25 Q6Y2H6_MUSBA 37 ORFIII-like polyprotein (Fragment) - Musa 
balbisiana (Banana) 

9.11 21 
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ตารางที่ 17  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

20 6.06 23 Q9XFD0_WHEAT 45 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 

21 4.68 22 T07853 48 Probable fructose-bisphosphatase (EC 
3.1.3.11) (clone pFBPB) - rape 

5.31 37 

22 5.00 21 Q7XZW0_ORYSA 50 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.12 42 

23 5.36 20 Q657D6_ORYSA 37 Nematode responsive protein-like - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

9.40 43 

24 5.36 21 Q56Y41_ARATH 40 Hypothetical protein At1g29240 - 
Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress) 

6.70 65 

25 3.75 18 Q5WQY1_9ASPA 40 Maturase K (Fragment) - Neocogniauxia 
hexaptera 

9.76 53 

26 5.38 19 BAB01450 51 AP000604 NID  - Arabidopsis thaliana 6.22 54 
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ตารางที่ 17  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

27 6.20 19 Q69RP0_ORYSA 49 Hypothetical protein OSJNBb0055I24.112 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

12.35 19 

28 4.73 17 Q7XZW0_ORYSA 50 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.12 42 

29 4.62 16 Q7XZV9_ORYSA 47 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.31 46 

30 3.03 15 Q7XZW0_ORYSA 50 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.12 42 

31 3.93 15 Q5N766_ORYSA 49 Inositol-1, 4, 5-trisphosphate 5-phosphatase-
like protein - Oryza sativa (japonica cultivar-
group). 

8.73 17 
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ตารางที่ 18  ลําดับกรดอะมิโนเมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางผลแกของมะละกอสายพันธุเดมิที่แตกตางจาก
มะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่มีคา MOWSE score สูงที่สุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 อันดับแรก 

 
โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

2 1034.3030 ABF96199 40 DP000009 NID  - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

10.14 15.6 - GHZCFTWR  
- GHZCTFWR  
- CPZPRDYR  
- TVZPRDYR  
- VTZPRDYR  

 1277.3140 Q5JL90_ORYSA 42 Hypothetical protein 
OSJNBa0047D12.33 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

11.22 9.4 - PZECNZYCHR  
- PZECNZYHCR  
- PZECNHWAHR  
- PZECNHWHAR  
- PZECNYZCHR  
- PZECNYZHCR  
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ตารางที่ 18  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

14 1050.2720 Q8L905_ARATH 37 Hypothetical protein - 
Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

9.73 11.7 - NPDCMWER  
- PNDCMWER  
- NPCDMWER  
- PNCDMWER  
- NPDCMEWR  

 1066.2520 Q53KL3_ORYSA 45 Hypothetical protein - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

5.84 5.1 N/A 

 1082.2210. Q9LTW7_ARATH 50 Zinc finger protein-like - 
Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

8.25 36.2 - TFLZTZRVZR  
- TFLZTZRZVR  
- TFLZTRZVZR  
- TFLZTRZZVR  
- FTLZTZRVZR  
- FTLZTZRZVR  
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ตารางที่ 18  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

22 1082.0930 Q6QVC5_PHAVU 50 Ribonuclease H (Fragment) - 
Phaseolus vulgaris (Kidney 
bean) (French bean) 

9.37 5.6 - CCYDNDHGR  

 1439.8640 Q49IC5_ZEAMP 46 Teosinte glume architecture 1 
(Fragment) - Zea mays subsp. 
parviglumis (Balsas teosinte)  
 

7.57 15.4 - LYLAAGRYAASGAR  
- LYLAAGRYAASAGR  
- LYLAAGRYAASZR  
- LYLAAGRYAATGGR  
- LYLAAGRYAATNR  

 1567.8070 Q6YVB3_ORYSA 52 Hypothetical protein 
OSJNBa0005C24.16 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 
 

12.38 17.6 - THNPWWLPGGCGSR  
- THNPWLWPGGCGSR  
- THNPLWWPGGCGS 

R  
- THPNWWLPGGCGSR  
- THPNWLWPGGCGSR  
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ตารางที่ 18  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

26 1051.7290 Q6ZL82_ORYSA 43 Hypothetical protein 
OJ1115_C05.11 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

11.57 18.8 - TZRLYSZR  
- TZRYLSZR  
- TGARYLSZR  
- TGARLYSZR  
- TZRZHLLR  

 1066.1010 Q2QVB0_ORYSA 42 Transposon protein, putative, 
CACTA, En/Spm sub-class - 
Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

4.95 22.6 N/A 
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ตารางที่ 18  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

26 (ตอ) 1791.8120 Q2HS32_MEDTR 55 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

7.85 7.2 - CAMPWWWGGGGGGG 
  GEAR  
- SSMPWWWGGGGGGG 
  GEAR  
- ACMPWWWGGGGGGG 
  GEAR  
- CAEVWWWGGGGGGG 
  GEAR  
- SSEVWWWGGGGGG 
  GEAR  

28 1050.1640 Q5QNF1_ORYSA 45 Hypothetical protein 
P0665D10.11 - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group)  
 

11.42 12.3 - TFDCDFYR  
- TFDCDYFR  
- TFCDDFYR  
- TFCDDYFR  
- TFDCMMYR  
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ตารางที่ 18  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

28 (ตอ) 1066.1410. Q1S6P2_MEDTR 40 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

9.30 23.8 N/A 

 1277.1620 Q8W415_TOBAC 42 CIG1 - Nicotiana tabacum 
(Common tobacco) 

7.57 55.1 N/A 
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   4.2.4  ราก 

 

     ก.  รากของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
 
     นําจุดโปรตีนจาก 2-D PAGE ของรากมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมท่ี
แตกตางจากรากมะละกอสายพันธุเดิม จํานวน 27 จุด (ภาพท่ี 26) มาวิเคราะหเพื่อจําแนกชนิดของ
โปรตีนดวยเคร่ือง  MALDI-TOF/TOF MS หลังจากนัน้ วเิคราะหชนดิของโปรตีนที่แตกตางโดยนํา 
PMF ไปคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา มีคา 
MOWSE score อยูระหวาง 38 – 52 โดยไมมีโปรตีนใดมีคา MOWSE score มากกวา 65 ดังตารางท่ี 
19 จากนั้น คัดเลือกโปรตีนท่ีมีคา MOWSE score มากท่ีสุด 5 อันดับแรก ไดแก โปรตีนจุดท่ี 4 (คา 
score 50) โปรตีนจุดท่ี 14 (คา score 50) โปรตีนจุดท่ี 1 (คา score 49) โปรตีนจุดท่ี 5 (คา score 48) 
และโปรตีนจดุท่ี 10 (คา score 45) วิเคราะหเพิ่มเติมดวยเทคนิค tandem mass spectrometry โดยนํา 
m/z peak ท่ีมีคามากสุดสามอันดับแรกของแตละโปรตีน มาวิเคราะหซํ้าอีกคร้ังดวย MS เพื่อใหได 
PMF ไปคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา ทุกโปรตีน
ยังมีคา MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ัง คา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีไดไมตรงกับ
คา pI น้ําหนกัโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีวิเคราะห PMF ในครั้งแรก (ตารางท่ี 20) เม่ือนํามา
วิเคราะหตอดวยเทคนิค de novo sequencing วิเคราะหการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนในรูปแบบ
ตางๆ และคัดเลือกรูปแบบการเรียงตัวท่ีวิเคราะหไดหาอันดับแรกแสดงดังตารางท่ี 20 

 

     นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีวิเคราะหดวย
เทคนิค de novo sequencing ในตารางท่ี 19 และ 20  มาตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรด                    
อะมิโนกับ allergen ท่ีในฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 พบวา ในทุกโปรตีนท่ีนําไป
ตรวจสอบท้ังหมด ไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลท่ี
สูงกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรด           
อะมิโนจํานวนมากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพ 
 
     ข.  รากของมะละกอสายพันธุเดิม 
 
     นําจุดโปรตีนจาก 2-D PAGE ของรากมะละกอสายพันธุเดิมท่ีแตกตางจาก
รากมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม จํานวน 11 จุด (ภาพท่ี 27) มาวิเคราะหเพื่อจําแนกชนดิของโปรตีน
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ดวยเคร่ือง  MALDI-TOF/TOF MS หลังจากนั้น วิเคราะหชนิดของโปรตีนที่แตกตางโดยเทคนิค 
PMF ไปคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา มีคา 
MOWSE score อยูระหวาง 40 - 50 โดยไมมีโปรตีนใดมีคา MOWSE score มากกวา 65 ดังตรางท่ี 
21 จากนั้น คัดเลือกโปรตีนท่ีมีคา MOWSE score มากท่ีสุด 5 อันดับแรก ไดแก โปรตีนจุดท่ี 11 (คา 
score 50) โปรตีนจุดท่ี 4 (คา score 48) โปรตีนจุดท่ี 6 (คา score 46) โปรตีนจุดท่ี 10 (คา score 45) 
และโปรตีนจดุท่ี 1 (คา score 43)  วิเคราะหเพิ่มเติมดวยเทคนิค tandem mass spectrometry โดยนํา 
m/z peak ท่ีมีคามากสุดสามอันดับแรกของแตละโปรตีน มาวิเคราะหซํ้าอีกคร้ังดวย MS เพื่อใหได 
PMF ไปคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT  พบวา ทุกโปรตีน
ยังมีคา MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ัง คา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีไดไมตรงกับ
คา pI น้ําหนกัโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีวิเคราะห PMF ในครั้งแรก (ตารางท่ี 22) เม่ือนํามา
วิเคราะหตอดวยเทคนิค de novo sequencing วิเคราะหการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนในรูปแบบ
ตางๆ และคัดเลือกรูปแบบการเรียงตัวท่ีวิเคราะหไดหาอันดับแรกแสดงดังตารางท่ี 22 

 

     นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีวิเคราะหดวย
เทคนิค de novo sequencing ในตารางท่ี 21 และ 22  มาตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรด    
อะมิโนกับ allergen ท่ีในฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 พบวา ในทุกโปรตีนท่ีนําไป
ตรวจสอบท้ังหมด ไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลท่ี
สูงกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรด           
อะมิโนจํานวนมากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพ 
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ภาพท่ี 26  จุดโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver  
  staining ของตัวอยางรากในระยะใหผล อายุ 270 วัน ของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรม 
  ท่ีแตกตางจากจุดโปรตีนของมะละกอสายพันธุเดิม  
 

 

 
 
 



ตารางที่ 19  โปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางรากมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่แตกตางจากมะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผล เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง  
MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 
MASCOT 

 
คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 

เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 5.00 100 Q27TU3_9LAMI 49 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche crenata 

9.04 17 

2 5.85 95 S41909 41 hypothetical protein phyD region pseudogene 
- Arabidopsis thaliana 

4.65 1 

3 6.23 84 Q1SRF3_MEDTR 43 Hypothetical protein - Medicago truncatula 
(Barrel medic) 

10.79 11 

4 6.61 78 Q27U09_9LAMI 50 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche cernua var. cumana 

8.49 17 

5 4.72 83 Q27U09_9LAMI 48 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche cernua var. cumana 

8.49 17 

6 4.18 74 Q27TU3_9LAMI 40 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche crenata 

9.04 17 
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ตารางที่ 19  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

7 4.41 66 Q27TU3_9LAMI 43 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche crenata 

9.04 17 

8 5.04 64 Q27TU3_9LAMI 43 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche crenata 

9.04 17 

9 5.18 65 Q27TU3_9LAMI 43 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche crenata 

9.04 17 

10 5.59 74 S52024 45 GTP-binding protein bra - rape 6.00 24 
11 5.48 65 Q27TZ1_9LAMI 38 Reverse transcriptase (Fragment) - 

Orobanche cernua var. cernua 
8.00 17 

12 5.96 69 Q2QMK5_ORYSA 42 Leucine Rich Repeat family protein, 
expressed - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

8.54 62 

13 6.20 69 Q27TU3_9LAMI 46 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche crenata 

9.04 17 
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ตารางที่ 19  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

14 5.02 55 B84870 50 Probable molybdopterin synthase large 
subunit [imported] - Arabidopsis thaliana 

5.76 22 

15 5.33 54 Q850L7_ORYSA 39 Putative TNP2 protein - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

8.40 125 

16 5.75 55 Q7XZW0_ORYSA 45 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.12 42 

17 5.51 50 Q7XZV9_ORYSA 42 Hypothetical protein OSJNBb0094O03.10 - 
Oryza sativa (japonica cultivar-group) 

9.31 46 

18 6.10 50 Q27TU3_9LAMI 52 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche crenata 

9.04 17 

19 6.15 52 Q27U09_9LAMI 46 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche cernua var. cumana 

8.49 17 

20 5.02 45 Q27TU3_9LAMI 48 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche crenata 

9.04 17 
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ตารางที่ 19  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

21 5.41 43 CAA93121 45 HLHOLLIGN NID  - Holcus lanatus 5.65 27 
22 5.75 43 Q27TZ1_9LAMI 43 Reverse transcriptase (Fragment) - 

Orobanche cernua var. cernua 
8.00 17 

23 5.26 37 Q9SGP9_ARATH 42 F3M18.5 (Hypothetical protein) 
(At1g28510/F3M18_5) - Arabidopsis 
thaliana (Mouse-ear cress). 

9.58 19 

24 4.73 37 Q6YXH5_ORYSA 42 Putative ZF-HD homeobox protein - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

7.01 30 

25 5.05 37 Q27TU3_9LAMI 42 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche crenata 

9.04 17 

26 6.31 37 Q6YXH5_ORYSA 39 Putative ZF-HD homeobox protein - Oryza 
sativa (japonica cultivar-group) 

7.01 30 

27 7.54 39 Q27TU3_9LAMI 42 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche crenata 

9.04 17 
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ตารางที่ 19  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

28 5.1 28 Q27U09_9LAMI 39 Reverse transcriptase (Fragment) - 
Orobanche cernua var. cumana. 

8.49 17 

29 6.0 26 Q850L7_ORYSA 45 Putative TNP2 protein - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

8.40 124 
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ตารางที่ 20  ลําดับกรดอะมิโนเมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางรากมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่แตกตางจาก
มะละกอสายพันธุเดิมในระยะใหผลที่มีคา MOWSE score สูงที่สุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 อันดับแรก 

 
โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

1 1046.0290 Q8LR65_ORYSA 37 RING zinc finger protein –
like - Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

9.34 34.4 - TTVPWEYR 
- TTVPWYER 
- TTVWPEYR 
- TTVWPYER 
- TLSPWEYR 

 1051.6230 Q1SXH4_MEDTR 35 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

10.19 11.8 - NATGAALYWPDR 
- NATGAALYWVLR 
- NATGAALYWLVR 
- NATGAALYWDPR 
- NATGAALWYPDR 
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ตารางที่ 20  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

1 (ตอ) 1151.5770 Q1SZ89_MEDTR 33 WRKY DNA-binding 
domain, putative - Medicago 
truncatula (Barrel medic)  

7.67 29.1 - TNNHZWTAMSCR 
- TNNHZWTAMCSR 
- TNNHZWTVCSCR 
 -TNNHZWTVCCSR 
- TNNHZWTTTSCR 

4 1042.8810 Q3EBH8_ARATH 34 Protein At2g42540 - 
Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

6.62 13.4 N/A 

 1151.9900 Q6Z541_ORYSA 39 Putative zinc finger protein - 
Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

8.17 22.9 N/A 

 1335.2010 Q7FAY5_ORYSA 45 OSJNBa0015K02.20 protein 
- Oryza sativa (japonica 
cultivar-group)  

6.85 21.7 N/A 
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ตารางที่ 20  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

5 1133.7440 Q8W2E2_SOYBN 42 Putative resistance gene 
analog (Fragment) - Glycine 
max (Soybean) 

8.81 19.1 N/A 

 1256.8850 Q2R3S0_ORYSA 41 Retrotransposon protein, 
putative, Ty3-gypsy subclass 
- Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

9.24 16.5 N/A 

 1528.0020 Q5Z4M4_ORYSA 57 Putative ribosomal protein 
L15 - Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

10.76 20.1 N/A 

10 
 

1617.4840 CAC43683 40 Sequence 97 from Patent 
WO0144476 (Fragment) - 
Physcomitrella patens (Moss) 

5.48 11.7 N/A 
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ตารางที่ 20  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

10 (ตอ) 1810.0030 Q6WIX2_9SOLA 49 S1 self-incompatibility locus-
linked pollen G211 protein - 
Petunia inflata 

8.84 28.7 N/A 

 1825.9860 Q85Y44_9MYRT 45 Ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large 
subunit (Fragment) - Olinia 
vanguerioides 

6.07 6.2 N/A 

14 1051.8120 Q3EBH8_ARATH 36 Protein At2g42540 - 
Arabidopsis thaliana 
(Mouse-ear cress) 

6.62 13.4 N/A 

 1151.9080 Q2R8T2_ORYSA 35 BZIP transcription factor 
family protein, expressed - 
Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

9.37 40.2 N/A 
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ตารางที่ 20  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

14 (ตอ) 1335.1590 Q9FRC0_ORYSA 44 Putative cytochrome P450-
related protein, 3'-partial 
(Fragment)  - Oryza sativa 
(Rice) 

9.45 20.9 N/A 
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ภาพท่ี 27  จุดโปรตีนบน 2-D PAGE เม่ือใช Gel strip ขนาด 18 เซนติเมตร และยอมดวยวิธี silver  
  staining ของตัวอยางผลแกในระยะใหผล อายุ 270 วัน ของมะละกอสายพันธุเดิมท่ี 
  แตกตางจากจดุโปรตีนของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม 
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ตารางที่ 21  โปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางรากมะละกอสายพันธุเดิมที่แตกตางจากมะละกอสายดดัแปลงพันธุกรรมในระยะใหผล เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง  
MALDI-TOF/TOF MS และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค PMF ผานการคนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 
MASCOT 

 
คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 

เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

1 6.81 65 Q1SRF3_MEDTR 43 Hypothetical protein - Medicago truncatula 
(Barrel medic) 

10.79 11 

2 6.81 63 Q9XFD0_WHEAT 42 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 

3 3.98 50 Q5N766_ORYSA 43 Inositol-1, 4, 5-trisphosphate 5-phosphatase-
like protein - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

8.73 17 

4 4.18 46 Q9XFD0_WHEAT 48 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 
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ตารางที่ 21  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

5 3.81 37 Q5N766_ORYSA 42 Inositol-1, 4, 5-trisphosphate 5-phosphatase-
like protein - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

8.73 17 

6 4.18 36 A96680 46 hypothetical protein F5I14.5 [imported] - 
Arabidopsis thaliana 

6.22 26 

7 9.79 27 Q5N766_ORYSA 42 Inositol-1, 4, 5-trisphosphate 5-phosphatase-
like protein - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

8.73 17 

8 3.56 18 Q9XFD0_WHEAT 40 ABA-inducible protein WRAB1 (Cold-
responsive LEA/RAB-related COR protein) - 
Triticum aestivum (Wheat) 

8.63 18 

9 5.41 18 Q5N766_ORYSA 40 Inositol-1, 4, 5-trisphosphate 5-phosphatase-
like protein - Oryza sativa (japonica cultivar-
group) 

8.73 17 
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ตารางที่ 21  (ตอ) 
 

คาจาก 2-D PAGE คาจากการคนหาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) 
เลขที่จุด
โปรตีน pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

10 6.47 18 Q850L7_ORYSA 45 Putative TNP2 protein - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

8.40 125 

11 6.80 17 Q1SYH9_MEDTR 50 Hypothetical protein - Medicago truncatula 
(Barrel medic) 

5.78 18 
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ตารางที่ 22  ลําดับกรดอะมิโนเมื่อวิเคราะหโดยเทคนิค de novo sequencing ของโปรตีนที่จําแนกไดจากตัวอยางรากมะละกอสายพันธุเดิมที่แตกตางจาก
มะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่มีคา MOWSE score สูงที่สุดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค PMF 5 อันดับแรก 

 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

1 1051.8710 Q1SU18_MEDTR 43 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic)  
 

4.94 16.3 N/A 

 1335.0180 Q84ZA9_ORYSA 42 Hypothetical protein 
P0705A05.115 - Oryza sativa 
(japonica cultivar-group) 

10.23 8.3 N/A 

 1826.9320 Q93XW9_ARATH 64 Hypothetical protein 
At1g50570; F17J6.9 
(Hypothetical protein 
At1g50570) - Arabidopsis 
thaliana (Mouse-ear cress) 

6.03 34.0 N/A 
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ตารางที่ 22  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

4 1151.8010 Q9AU99_AETGR 37 Chalcone synthase 
(Fragment) - Aethionema 
grandiflora (Persian stone-
cress) 

5.80 1.4 N/A 

 1335.0120 Q1RXV8_MEDTR 42 Hypothetical protein - 
Medicago truncatula (Barrel 
medic) 

4. 85 12.7 N/A 

 1449.0780 Q2A9S8_BRAOL 40 Hypothetical protein - 
Brassica oleracea (Wild 
cabbage) 

10.69 11.3 N/A 

6 1334.7960 Q7FAY5_ORYSA 40 OSJNBa0015K02.20 protein 
- Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

6.85 21.7 N/A 
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ตารางที่ 22  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

6 (ตอ) 1448.8630 Q9FKK8_ARATH 46 Arabidopsis thaliana genomic 
DNA, chromosome 5, P1 
clone:MUA2 - Arabidopsis 
thaliana (Mouse-ear cress) 

5.37 5.7 N/A 

 1617.9960 Q5NAU8_ORYSA 39 Hypothetical protein 
P0462H08.22 (Hypothetical 
protein P0462H08.19) - 
Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) 

11.20 14.8 N/A 

10 1007.6170 Q5MCR1_VOLCA 43 Chloroplast-specific 
ribosome-associated protein - 
Volvox carteri f. nagariensis  

10.03 25.0 N/A 

 1106.1080 Q94LS0_ORYSA 37 Hypothetical protein 
OSJNBb0011A08.19 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

11.80 11.8 N/A 
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ตารางที่ 22  (ตอ) 
 

โปรตีน
เลขที่ 

m/z accession no. 
MOWSE 

score 
Protein match pI 

น้ําหนกัโมเลกลุ 
(kDa) 

ลําดับกรดอะมิโน 

10 (ตอ) 1151.7610 T03709 40 Reverse transcriptase homolog 
- rice retrotransposon Tos7 
(fragment) 

9.05 9.3 N/A 

11 1106.1080 Q8LHQ0_ORYSA 41 Hypothetical protein 
OJ1008_F01.17 - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) 

12.27 24.5 N/A 

 1334.9730 Q7FAY5_ORYSA 41 OSJNBa0015K02.20 protein 
- Oryza sativa (japonica 
cultivar-group)  

6.85 21.7 N/A 

 1449.0930 Q8H8L2_ORYSA 37 Putative Tam1 transposon 
protein TNP2 (Transposon 
protein, putative, CACTA, 
En/Spm sub-class) - Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group)  

4.47 15.4 N/A 
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  4.3  สรุปผลการจําแนกชนิดของโปรตีนท่ีแตกตางดวยเคร่ือง MALDI -TOF/TOF MS  
 

 จากการวิเคราะหชนดิของโปรตีน โดยใชเคร่ือง MALDI -TOF/TOF MS ไดผลลัพธเปน 
Peptide Mass Fingerprint (PMF) นํา PMF ไปคนหาชนดิของโปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดย
โปรแกรม MASCOT พบวา โปรตีนท่ีคนหาทั้งหมดนั้น ยังมีคา MOWSE score ไมถึง 65 ซ่ึงยังไม
สามารถจําแนกไดชัดเจนวาเปนโปรตีนชนดิใดในฐานขอมูล อีกท้ัง ชนิดของโปรตีนท่ีคํานวณนั้นยงั
ไมพบเปนโปรตีนของมะละกอ อยางไรกด็ี เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนท่ีจําแนกไดท้ังหมดมา
ตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรดอะมิโนกับโปรตีนท่ีกอภูมิแพ (allergen) โดยเปรียบเทียบกบั
ฐานขอมูล  AllergenOnline  เวอรช่ัน 10.0  พบวา  ในทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมด   ไมพบ
การเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลท่ีสูงกวา  35  เปอรเซ็นต  และ
ทุกโปรตีนท่ีนาํไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรดอะมโินจํานวนมากกวา 8 กรด   
อะมิโนท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภมิูแพ 

 
 เม่ือคัดเลือก m/z peak ของ PMF ท่ีมี intensity สูงสุดสามอันดับแรก มาแตกเปน

อนุพันธเล็กๆ ดวยการเทคนิค tandem mass spectrometry เม่ือนําไปคนหาเปรียบเทียบกับขอมูล
โปรตีนในฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม MASCOT อีกคร้ัง พบวา ยังมีคา MOWSE score ไมถึง
ขอมูล 65 รวมทั้ง คา pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนท่ีไดไมตรงกับคา pI น้ําหนกัโมเลกลุ 
และชนิดของโปรตีนที่วิเคราะห PMF ในครั้งแรก  เม่ือนํามาวิเคราะหตอดวยเทคนิค de novo 
sequencing ดวยการนํา m/z peak ท่ีมี intensity สูงสุดสามอันดับแรกของ MS-MS spectra วิเคราะห
การเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ดวยโปรแกรม Flex-analysis (Bruker Daltonics, 
Massachusetts, UK) และเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับกรดอะมิโนกับ allergen ท่ีกอภูมิแพใน
ฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0  พบวา ทุกลําดบักรดอะมิโนท่ีวิเคราะหจากเทคนิค de novo 
sequencing ไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนตรงกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลท่ีสูงกวา 35 
เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรดอะมิโนจํานวน
มากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ีเช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพ 

 
 จึงสรุปไดวา รูปแบบของโปรตีนบน 2-D PAGE จากเนื้อเยื่อสวนตางๆ ของมะละกอ

ดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุแขกนวล 116/5 รุน R4 และมะละกอสายพันธุเดิมมีรูปแบบท่ีสอดคลอง
กัน และจุดของโปรตีนสวนใหญมีความเหมือนกัน มีเพียงบางจุดของโปรตีนท่ีมีความแตกตาง แต
โปรตีนเหลานัน้ไมเปนโปรตีนท่ีกอใหเกดิภูมิแพ  
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วิจารณ 
 
 การตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนหอหุมอนภุาคของไวรัส PRSV (PRSV-CP)  
ท่ีเกิดจากยีนท่ีสอดแทรก (insert) เขาไปใหมในโครโมโซมของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม
ตานทานไวรัสใบดางวงแหวนสายพันธุแขกนวล 116/5 รุน R4 ดวยวิธี Western blot โดยใชแอนตี
ซีรัมตอโปรตีนหอหุมอนภุาคของไวรัส PRSV ชนิด polyclonal เตรียมจากกระตาย ไมพบการ
แสดงออกของโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัส PRSV ในขณะท่ีตวัอยางท่ีเปน positive control ท่ีได
จากใบมะละกอพันธุเดิมท่ีตดิไวรัส ตรวจพบการแสดงออกเปนโปรตีนท่ีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 
30 – 36 กิโลดาลตัน ซ่ึงตรงกับขนาดของโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัส PRSV ท่ีรายงานโดย 
Hema และ Prasad (2004) แสดงวาเทคนิค Western blot ท่ีใชในการวิจยันี้มีประสิทธิภาพสามารถ
ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนโปรตีนหอหุมอนภุาคเช้ือไวรัส PRSV ได แตมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวนสายพันธุแขกนวล 116/5 รุน R4 ไมมีการ
แสดงออกของโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัส PRSV ในทุกสวนของตน ท้ังใบออน ใบแก ดอก ผล
และราก  
 

ท้ังนี้ มะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานโรคใบดางวงแหวน สายพันธุ 116/5 รุน R4 ซ่ึง
เปนสายพันธุเดียวกับท่ีใชในการวจิัยคร้ังนี้ Phironrit et al. (2009) รายงานการตรวจสอบการ
สอดแทรกของยีน PRSV-CP โดยวิธี Southern blot พบวา มะละกอมีความตานทานตอเช้ือไวรัส 
PRSV และพบวามียนี PRSV-CP สอดแทรกอยูบนโครโมโซมของมะละกอ นอกจากน้ัน 
Chowpongpang et al. (2002) รายงานวา โดยวิธี Northern blot ไมพบสาย mRNA ท่ีมีขนาดเต็มสาย 
(full length mRNA) แตพบ small interference RNA (siRNA) ขนาดเล็กประมาณ 21 – 24 เบส และ
เม่ือทําการตรวจสอบ mRNA ของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม ดวยเทคนิค RT-PCR สามารถตรวจ
พบ mRNA ท่ีมีขนาดเต็มสายได (Warin et al., 2007) จากการศึกษาท้ังหมดแสดงวา ยีนของโปรตีน
หอหุมอนภุาคเช้ือไวรัส PRSV มีการสอดแทรกเขาไปในโครโมโซมของพืชแลว และยังสามารถ
แสดงออกท่ีระบบ mRNA ได แตตรวจไมพบการแสดงออกเปนโปรตีน อันเปนผลมาจากกลไก 
post-transcriptional gene silencing หรือ RNA interference (RNAi) ทําใหส่ิงมีชีวิตมีการถอดรหัส
พันธุกรรมของยีนจากดีเอ็นเอเปน mRNA แตไมเกดิการแปลรหัสเปนโปรตีน อันเนือ่งมาจาก 
mRNA ถูกยอยสลายเปน RNA ขนาดเล็ก 21 – 24 เบส (Baulcombe et al., 1986) สอดคลองกับผล
การทดลองของ Nomura et al. (2004) ท่ีทําการทดลองการแสดงออกของโปรตีนหอหุมไวรัส 
Turnip mosaic virus (TuMV) ใน Arabidopsis thaliana พบวา A. thaliana ท่ีไดรับการถายยีน 
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TuMV-CP gene เม่ือตรวจสอบการสอดแทรกของดีเอ็นเอในพืชดวยวธีิ Southern blot สามารถ
ตรวจพบยีน TuMV-CP แตเม่ือตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนหอหุมไวรัส ดวยวิธี Western 
blot กลับไมพบการแสดงออกของโปรตีนดังกลาว อยางไรก็ตาม สามารถตรวจพบการเกิด small 
interference RNA (siRNA) ดวยวิธี Northern blot พบ siRNA ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอ TuMV-
CP gene เปนผลมาจากกลไก RNAi เชนเดียวกัน  

 
ดังนั้น การตรวจไมพบการแสดงออกของโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัส PRAV อาจมี

สาเหตุมาจากกลไก RNAi ดวยเหตุผลท่ีกลาวมาขางตน อยางไรก็ดี การตรวจไมพบการแสดงออก
ยังสามารถเกิดจากสาเหตุอ่ืน ไดแก โปรตีนหอหุมอนภุาคเช้ือไวรัส PRSV ท่ีมีเกิดการยอยสลาย 
(protein degradation) หรือโปรตีนมีปริมาณท่ีต่ํากวา 0.5 ไมโครกรัมซ่ึงตํ่ากวาพกิัดความไว 
(sensitivity) ของเทคนิค Western blot ปกติจะสามารถตรวจจับได (Hames, 2002) 

 
สวนการตรวจสอบการแสดงออกของยีน nptII ในมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทาน

ไวรัสใบดางวงแหวนสายพันธุแขกนวล 116/5 รุน R4 สามารถตรวจพบโปรตีนนี้ในทุกสวนของพืช
ดัดแปลงพันธุกรรม สอดคลองกับการศึกษาของ Kositratana et al. (2007) ซ่ึงพบวา มะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวนสายพันธุแขกนวล 116/5 รุน R4  มีการสอดแทรก
ยีน nptII ในโครโมโซมโดยสามารถตรวจสอบไดดวยเทคนิค Polymerease chain reaction (PCR) 
และสามารถตานทานตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินได เม่ือตรวจสอบระดับการแสดงออกของ
โปรตีน พบวา โปรตีน NPTII มีการแสดงออกมากท่ีสุดในเน้ือเยื่อของสวนใบ รองลงมา ไดแก ใน
ราก ผล และดอก ตามลําดับ   

 
อนึ่ง  ในกระบวนการสรางมะละกอแขกนวลดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวง

แหวนสายพันธุแขกนวล 116/5 รุน R4   ใช CaMV 35S  เปนโปรโมเตอร (นุชนาถ และคณะ, 2546) 
ซ่ึงเปนโปรโมเตอรชนิด constitutive promoter ซ่ึงยีนท่ีถูกควบคุมดวยโปรโมเตอรชนิดนี้จะ
สามารถแสดงออกในทุกสวนของพืช และตลอดเวลาโดยไมตองมีส่ิงใดมากระตุน (Chen    et al., 
1988) แตมีงานวิจยัสวนหนึง่ท่ีพบวา CaMV 35S มีระดับการแสดงออกท่ีแตกตางกันในเน้ือเยื่อตาง
ชนิดกัน และไมไดแสดงออกตลอดเวลา ดังเชนงานวิจัยของ Sunilkumar  et al. (2002) ท่ีไดศึกษา
การแสดงออกของยีน Green fluorescence protein (GFP) ท่ีถูกควบคุมการทํางานดวยโปรโมเตอร 
CaMV 35S ในฝาย โดยพบวา ในระยะแรกของกระบวนการพัฒนาเอมบริโอ ไมสามารถตรวจพบ
การแสดงออก แตจะเร่ิมพบการแสดงออกเม่ือเอมบริโอมีการพัฒนาของ hypocotyl และ cotyledon 
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แลว สวนในระยะพัฒนาของฝายเม่ือเจริญเติบโตเต็มท่ีแลวพบวา มีการแสดงออกไดในอวยัวะทุก
สวน แตมีระดบัการแสดงออกไมเทากนั และนอกจากน้ียังมีอีกหลายการทดลองในทํานองเดียวกนั 
ท่ีใชพืชตางชนิด แตใหผลการทดลองท่ีสอดคลองกัน เชนการทดลองใน ยาสูบ (Williamson et al., 
1989) ถ่ัวเหลือง (Yang and Christou, 1990) และขาว  (Terada and Shimamoto, 1990) เปนตน ทํา
ใหมีการเสนอแนวคิดวา โปรโมเตอรชนิด constitutive promoters ทําใหมีการแสดงออกของยีนท่ี
ถูกควบคุมในทุกสวนของพชื และตลอดเวลาโดยไมตองมีส่ิงใดการกระตุน (Chen et al., 1988) 
อยางไรก็ดี CaMV 35S  อาจมีการแสดงออกไมเทากนัหรือแสดงออกเฉพาะในบางสวนของพืช 
(Benfey and Chua, 1989) โดยพบตวัอยางในการทดลองในยาสูบ (Williamson et al., 1989) ถ่ัว
เหลือง (Yang and Christou, 1990) และขาว  (Terada and Shimamoto, 1990) เปนตน และเปนไปได
วาเกดิปรากฎการณนีใ้นมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสวงแหวนสายพันธแขกนวล 
116/5 รุน R4 

 
สําหรับวิธี Western blot เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชตรวจสอบโปรตีนเปาหมาย โดยหากพบการ

แสดงออกของโปรตีนจากยนีท่ีสงถายเขาไป จะตองนํามาพิจารณาถึงความปลอดภัยของโปรตีน
ชนิดนั้น สําหรับโปรตีน  NPTII ท่ีพบแสดงออกในการวิจัยคร้ังนี้ มีการศึกษาขอมูลโดยสํานักงาน
ความปลอดภยัดานอาหารของสหภาพยุโรป (European Food Safety Authority, 2007) และได
รับรองใหเปนยีนตานทานสารปฏิชีวนะกลุมท่ี 1 ซ่ึงมีความปลอดภยัตอส่ิงแวดลอม รวมท้ังตอ
สุขภาพของมนุษยและสัตว โดยจะพบยนีนี้ในแบคทีเรียท่ีอยูในดินท่ัวไป และสารปฏิชีวนะชนิดนี้
ไมไดมีการใชรักษาโรคของมนุษยอยางแพรหลายเหมือนในอดตีแลว จึงมีความปลอดภัยตอ
ส่ิงแวดลอมและการบริโภค   

 
จากนั้นศึกษาทางโปรตีโอมิกสเพิ่มเติม โดยใชเทคนิค 2-D PAGE หาความแตกตางของ

โปรตีนระหวางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม แลววเิคราะหระบุชนิดของ
โปรตีนท่ีแตกตางดวยเคร่ือง MALDI-TOF MS พบความแตกตางของจดุโปรตีนระหวางมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิมอยูในชวง 1.28 - 5.54 เปอรเซ็นต ท้ังนี้ ความแตกตาง
ของโปรตีนในการทดลองอาจเกิดจากสาเหตุ ดังน้ี  

 
1.  ความแปรปรวนระหวางเจลตอเจลในการแยกโปรตีนในระนาบท่ี 2 เนื่องจาก วิธีการ

ตรวจสอบมีความไวในการตรวจสอบโปรตีนสูง (ระดบันาโนกรัม) เม่ือยอมดวย silver staining 
ดังนั้น การทําซํ้า (replication) ของตัวอยางจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง เพือ่เปนมาตรฐานควบคุม
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กรรมวิธี ดังเชนในการทดลองเม่ือทําการเปรียบเทียบความแตกตางของโปรตีนระหวางซํ้าในแตละ
กรรมวิธี (treatment) ของการทดลอง พบวา มีคาความแตกตางท่ีใกลเคียง กับคาความแตกตาง
ระหวางโปรตีนของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิม ดังตารางท่ี 23 ดังน้ัน 
ความแตกตางของโปรตีนระหวางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมกับมะละกอสายพันธุเดิมไมไดสูงไป
กวาคาความคลาดเคล่ือนท่ีเกิดจากความแปรปรวนระหวางซํ้าของการทดลองโดยเทคนิค 2-D 
PAGE 

 
2.  โปรตีโอมิกสเปนการศึกษาโปรตีนท้ังหมดที่มีอยูในเซลลท่ีจีโนม (genome) ของ

ส่ิงมีชีวิตแสดงออก (express) ณ เวลาหนึ่ง ดังนั้น การเกบ็ตัวอยางพืชท่ีนํามาทดสอบจะตองมีอายุ
เทากันท้ังตนพืชและช้ินสวนของพืช และอยูในระยะการเจริญเติบโต (developmental stage) 
เดียวกัน จากการทดลองพบวา 2-D PAGE ของใบมะละกอสายพันธุเดมิในระยะตนกลากับใบ
มะละกอในระยะใหผล มีรูปแบบของโปรตีนท่ีแตกตางกันอยางเห็นไดชัด (ภาพท่ี 8 และ 9) 

 
3. ความแตกตางของสายพันธุเปนปจจยัสําคัญของรูปแบบโปรตีนท่ีแตกตาง จากการ

ทดลองของ Lehesranta et al. (2005) เปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของมันฝร่ัง (Solanum  tuberosum) 
พบวา มันฝร่ังสายพันธุท่ีตางกัน และปลูกในพืชท่ีท่ีตางกนั จะมีเปอรเซ็นตความแตกตางของ
โปรตีนสูงถึง 96 เปอรเซ็นตซ่ึงมากกวาความแตกตางระหวางสายพันธุมันฝร่ังท่ีดัดแปลงพันธุกรรม
กับสายพันธุท่ีไมดัดแปลงพันธุกรรม ท่ีพบวามีเปอรเซ็นตความแตกตางเพียง 1.28 เปอรเซ็นต  
 

4.  สภาพการปลูกพืช จากรายงานของ Carpillo et al. (2004) เปรียบเทียบโปรตีโอมิกส
ระหวางมะเขือเทศดัดแปลงพันธุกรรมและมะเขือเทศสายพันธุเดิม โดยปลูกพืชในสภาพ
หองควบคุมสภาพแวดลอม (growth chamber) ไมพบความแตกตางของโปรตีนท้ังในเชิงปริมาณ
และคุณภาพ ในขณะท่ี Lehesranta et al. (2005) รายงานวา รูปแบบโปรตีนของมันฝร่ัง (Solanum  

tuberosum) ท่ีปลูกแปลงท่ีพืน้ท่ีตางกัน จะพบความแตกตางของโปรตีนสูงถึง 96 เปอรเซ็นต 
สําหรับในการทดลองนี้ใชตวัอยางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมและมะละกอพันธุเดิมที่ปลูกใน
สภาพโรงเรือนตาขายภายใตสภาพอากาศธรรมชาติ โดยไมไดควบคุมสภาพแวดลอมภายใน
โรงเรือน ดังนัน้ สภาพอากาศและอุณหภูมิสามารถสงผลตอความแตกตางของจุดโปรตีนบน 2D-
PAGE ได  
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ตารางท่ี 23  เปรียบเทียบความแปรปรวนของการวิเคราะหโปรตีโอมิกสในระหวางซํ้าของ              
       2D-PAGE ในการทดลอง 

 
ความเหมือน (เปอรเซ็นต) 

ระยะของตน
มะละกอ 

ช้ินสวน
ของพืช 

ระหวางซํ้าของ
มะละกอดัดแปลง
พันธุกรรม (n = 3) 

ระหวางซํ้าของ
มะละกอสายพันธุ

เดิม (n= 3) 

มะละกอดัดแปลง
พันธุกรรมและ

มะละกอสายพันธุเดิม 
ระยะตนกลา 
(อายุ 60 วัน) 

ใบ 92.27 ± 1.00  92.54 ± 2.29 94.46 ± 0.6 

ใบ 97.21 ± 2.69 97.54 ± 2.66 98.72 ± 2.64 

ดอก 99.39 ± 2.94 97.26 ± 0.42 97.24 ± 1.74 

ผลแก 95.16 ± 1.78 96.65 ± 1.02 96.72 ± 1.06 

ระยะใหผล 
(อายุ 270 วัน) 

ราก 95.58 ± 0.75 95.74 ± 2.81 96.46 ± 2.33 
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ดังนั้น เปอรเซ็นตความเหมือนของโปรตีนบนเจล 2-D  PAGE ระหวางมะละกอดัดแปลง
พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิมมีคาสูงกวา คาเปอรเซ็นตความเหมือนของมะละกอสายพันธุ
เดิมเม่ือเทียบคากับ base lines ของความแปรปรวนระหวางซํ้าของกรรมวิธีเดียวกนั ระยะและอายุ
ของพืชท่ีนํามาทดสอบ ความแตกตางของสายพันธุ และ/หรือสภาพแวดลอมของการปลูกพืชท่ี
นํามาแยกสกัดโปรตีน 

 
ในสวนการวิเคราะหหาชนดิของโปรตีนดวยเทคนิค MALDI-TOF/TOF MS เพื่อวิเคราะห

ชนิดของโปรตีน และวิเคราะหการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ดวยเทคนิค de 
novo sequencing พบวา ในทุกตัวอยางโปรตีนไมพบการเรียงตัวของลําดับกรดอะมิโนท่ีตรงกับสาร
กอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูล มากกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ีตรวจพบ ไมมีการเรียงตัวของ
กรดอะมิโนท่ีตรงกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพตดิกนัมากกวา 8 ตัว 

 
อนึ่ง การใชเทคนิคโปรตีโอมิกสในการเปนเคร่ืองมือสนับสนุนการทดลองความปลอดภัย

ทางชีวภาพ จะเหมาะกับพืชดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมีฐานขอมูลโปรตีนมากเพียงพอในการคนหาเพือ่
จําแนกชนิดของโปรตีน เชน ขาวโพด ขาว หรือถ่ัวเหลือง เปนตน หรือพืชดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมี
โปรตีนใหมหรือโปรตีนเฉพาะท่ีตองการศกึษา แตสําหรับในกรณีของมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม
นั้น โปรตีโอมิกสอาจจะยังไมใชเทคนิคท่ีเหมาะสมเพ่ือใชในการประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพ 
เนื่องจาก ยังมีขอจํากัดของความแปรปรวนที่เกิดจากเทคนิค 2-D PAGE และฐานขอมูลโปรตีนของ
มะละกอทีจ่ะใชในการเปรียบเทียบ  

 
ท้ังนี้ หากพิจารณาถึงความแตกตางของจุดโปรตีนท่ีเกิดข้ึนในมะละกอดัดแปลงพันธุกรรม

และมะละกอสายพันธุเดิม พบวา ในแงเชิงปริมาณ (quantitative) แลว เม่ือวิเคราะหความแตกตาง
จํานวนจุดของโปรตีนระหวางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมกับมะละกอสายพันธุเดิมพบวา ความ
แตกตางท่ีพบเทียบเทากับระดับความแตกตางของโปรตีนท่ีเกิดข้ึนระหวางซํ้าของการทดลองใน
กรรมวิธีเดียวกัน หรือนยัหนึ่งคือ ไมมีความแตกตางของโปรตีนในมะละกอท้ังสองชนิด สําหรับใน
แงของคุณภาพ (qualitative) นั้น เนื่องจาก ขอจํากัดของฐานขอมูล (database) โปรตีนของมะละกอ 
จึงยังไมสามารถเปรียบเทียบในเชิงคุณภาพวา โปรตีนท่ีแตกตางแตละจุดเปนโปรตีนชนิดใด แมวา
จากงานวิจยันีจ้ะไดวิเคราะหลําดับกรดอะมิโน โดยเทคนิค de novo sequencing แลว และจากการ
ทดลองนี้ เม่ือนําผลการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนไปวิเคราะหเปรียบเทียบกับโปรตีนท่ี
กอใหเกิดภูมิแพ พบวา ไมมีแนวโนมท่ีจะเปนโปรตีนดังกลาว  
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ซ่ึงการใชเทคนิคโปรตีโอมิกสโดย 2-D PAGE สามารถใชเปนเคร่ืองมือสนับสนุนจากการ
ทดลองดานความปลอดภยัทางชีวภาพไดในภาพรวมเชิงปริมาณเม่ือวเิคราะหเปรียบเทียบรูปแบบ
ของโปรตีน (protein profile) ดวยตา (visual base) สําหรับในเชิงคุณภาพการใชเทคนคิ 2-D PAGE 
และจําแนกชนิดของโปรตีนดวย MALDI-TOF MS สามารถเปนเคร่ืองมือสนับสนุนการทดลอง
ดานความปลอดภัยทางชวีภาพในกรณีท่ีพชืชนิดนั้นมีฐานขอมูลโปรตีนมากเพยีงพอท่ีจะใชในการ
จําแนกชนิดของโปรตีน 



สรุปและขอเสนอแนะ 

 22สรุป 
 

โปรตีนท่ีสกัดไดจากตัวอยางใบในระยะใหผลจะมีความเขมขนของโปรตีนมากท่ีสุด 
รองลงมา ไดแก ดอก ราก และผลแก ตามลําดับ การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน 2 ชนิด 
ไดแก โปรตีนหอหุมอนภุาคของไวรัส (PRSV-CP) และโปรตีน neomycin phosphotransferase ท่ี
เกิดจากยีนท่ีสอดแทรก (insert) เขาไปใหมในโครโมโซมของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมตานทาน
ไวรัสใบดางวงแหวนสายพันธุแขกนวล 116/5 รุน R4 ไมพบการแสดงออกของโปรตีนหอหุม
อนุภาคเช้ือไวรัส PRSV เม่ือตรวจสอบดวยวิธี Western blot โดยใชแอนตีซีรัมตอโปรตีนหอหุม
อนุภาคของไวรัส PRSV (PRSV-CP) สําหรับการตรวจสอบการแสดงออกของยีน nptII ในมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรมตานทานไวรัสใบดางวงแหวนสายพันธุแขกนวล 116/5 รุน R4 พบวา มีการ
สอดแทรกของยีน nptII ท่ีสามารถตรวจสอบไดโดยเทคนิค Polymerease chain reaction (PCR) ได 
และเม่ือนํามาตรวจหาโปรตีน neomycin phosphotransferase ดวยวิธี Western blot โดยใชแอนตี
ซีรัมตอโปรตีน neomycin phosphotransferase สามารถตรวจพบโปรตนีนี้ในทุกสวนของพืช
ดัดแปลงพันธุกรรม โดยพบแสดงออกมากที่สุดในเนื้อเยือ่ของสวนใบ รองลงมา ไดแก ราก ผล 
และดอก   
 

รูปแบบโปรตีนบนเจล 2-D PAGE ระหวางมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมและมะละกอสาย
พันธุเดิม ในตัวอยางใบในระยะตนกลา และตัวอยางของใบ ดอก ผลแก และรากในระยะใหผล โดย
มีจุดของโปรตีนหลักๆ ท่ีเหมือนกัน  เม่ือเปรียบเทียบความแตกตาง โดยใชโปรแกม ImageMaster 
2D Plantinam เวอรช่ัน 5 พบวา จุดโปรตีนของเน้ือเย่ือสวนตางๆ ของพืช ระหวางมะละกอดัดแปลง
พันธุกรรมและมะละกอสายพันธุเดิมในระยะตนกลาและผลแก มีเปอรเซ็นตความเหมือนอยู
ระหวาง 94.46 – 98.72 เปอรเซ็นต โดยท่ีความแตกตางของจุดโปรตีนไมไดมากไปกวาคาความ
แปรปรวนของเทคนิค 2-D PAGE ในการวิเคราะหตัวอยางในกรรมวธีิเดียวกันของแตละซํ้าท่ีอยู
ในชวง 0.61 – 7.73 เปอรเซ็นต  

 
การวิเคราะหชนิดของโปรตีนท่ีพบวา แตกตางจาก 2D-PAGE โดยใชเคร่ือง MALDI-

TOF/TOF MS ไดเปน Peptide Mass Fingerprint (PMF) นํา PMF ไปคนหาชนดิของโปรตีนใน
ฐานขอมูลดวยโปรแกรมMASCOT ยังไมสามารถจําแนกชนิดของโปรตีนท่ีมีคาความเช่ือม่ันท่ีสูง 
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(p>0.05) เนื่องจาก ขอจํากดัของฐานขอมูลโปรตีนของมะละกอ เม่ือนํามาวิเคราะหเพิม่เติมดวย
เทคนิค tandem mass spectrometry แลวหาชนิดของโปรตีนดวยโปรแกรม MASCOT  อีกคร้ัง ยังคง
ไมสามารถจําแนกชนิดโปรตีนที่ใหคาความเช่ือถือ เนื่องจากคา MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ัง คา 
pI น้ําหนักโมเลกุล และชนิดของโปรตีนที่วิเคราะหผลได ยังมีคา pI  น้าํหนักโมเลกุล และชนิดของ
โปรตีนท่ีแตกตางไปจากการวิเคราะหดวย PMF ในเบ้ืองตน  

 
 นําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คนหาไดจากฐานขอมูล MSDB โดยโปรแกรม 

MASCOT และรูปแบบการเรียงตัวของกรดอะมิโนในรูปแบบตางๆ ท่ีผานการวิเคราะหดวยเทคนิค 
de novo sequencing ตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรดอะมิโนกบั allergen ท่ีในฐานขอมูล 
AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0 พบวา ในทุกโปรตีนท่ีนําไปตรวจสอบท้ังหมด ไมพบการเรียงตัวของ
ลําดับกรดอะมิโนตรงกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลท่ีสูงกวา 35 เปอรเซ็นต และทุกโปรตีนท่ี
นําไปตรวจสอบท้ังหมดพบวา ไมมีการเรียงตัวของกรดอะมิโนจํานวนมากกวา 8 กรดอะมิโน ท่ี
เช่ือมตอกันท่ีเหมือนกับฐานขอมูลโปรตีนกอภูมิแพ 

 
การใชเทคนิคโปรตีโอมิกสเพื่อสนับสนุนการทดลองความปลอดภัยทางชีวภาพ เหมาะกับ

พืชดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมีฐานขอมูลโปรตีนมากเพยีงพอ เชน ขาวโพด ขาว หรือถ่ัวเหลือง เปนตน 
หรือพืชดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมีโปรตีนใหมหรือโปรตีนเฉพาะท่ีตองการศึกษา แตสําหรับในกรณี
ของมะละกอดดัแปลงพันธุกรรมนั้น ปจจุบันยังมีขอจํากัดของความแปรปรวนจากปจจยัตางๆ ใน
การวิเคราะหตวัอยางดวยเทคนิค 2-D PAGE และฐานขอมูลโปรตีนท่ียังมีไมมากพอที่จะใชในการ
เปรียบเทียบ จาํเปนตองใชฐานขอมูลโปรตีนของพืชชนดิอ่ืนท่ีมีความใกลชิดกับมะละกอเทียบเคียง 
หากในอนาคตมีการพัฒนาฐานขอมูลโปรตีนมะละกอมากข้ึน โปรตีโอมิกสจะเปนเทคนิคท่ี
เหมาะสมเพื่อสนับสนุนการประเมินความปลอดภัยทางชีวภาพ  

 

ขอเสนอแนะ 

 

1. เนื่องจากขอจํากัดของฐานขอมูลโปรตีนมะละกอ ทําใหไมสามารถวเิคราะหและจําแนก
ชนิดของโปรตีนในเชิงคุณภาพได ดังนัน้ ควรมีการศึกษาขอมูลพื้นฐานของโปรตีนมะละกอ และ
จัดทําเปนฐานขอมูล ซ่ึงจะสามารถนําไปใชประโยชนไดท้ังในการประเมินความปลอดภัยทาง
ชีวภาพ และการประยุกตใชดานอ่ืนๆ ดวย เชน การปรับปรุงพันธุมะละกอ  
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2. เทคนิคการศึกษาโปรตีโอมโดยใช 2-D PAGE และวิเคราะหชนิดของโปรตีนดวย 
MALDI-TOF MS ยังมีขอจํากัดของเทคนิคในเร่ืองของ reproducibility โดยเฉพาะความแปรผันท่ี
เกิดข้ึนไดจากการยอมสีของจุดโปรตีนในแผนเจลท่ีไมคงท่ีในแตละเจล ซ่ึงปจจุบันเร่ิมมีการใช
เทคนิคทางเลือกอ่ืน ไดแก การใช Liquid Chromatography Mass Spectromestry (LC/MS) เพื่อลด
ความผันแปรจากการยอมสีโปรตีนในแผนเจล  
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ความหมายคา parameter ในการตรวจจับจุดของโปรตีนโดยโปรแกรม ImageMaster 2D 
Platinum เวอรชั่น 5 
 

smooth คือ คาความสามารถในการแยกจุดท่ีซอนทับกัน หากคา parameter ของ smooth สูง
ความสามารถในการแยกจุดซอนทับจะนอย  

 
saliency คือ ปจจัยท่ีแยกจุดของโปรตีนออกจากจดุท่ีไมใชโปรตีน โดยอาศัยคาความเขม

ของจุด หากตัง้คา parameter ในสวนนี้มาก จุดท่ีมีความเขมนอยจะไมสามารถ detect ได  
 
min area คือ คาพื้นท่ีของจุดท่ีนอยท่ีสุดท่ีคาดวาจะเปนจุดของโปรตีน เพื่อใชเปนคัดแยก

จุดของโปรตีนท่ีแทจริง ออกจากจุดสวนเกินท่ีไมใชโปรตีน   
 
วิธีการคนหาชนิดของโปรตนีในฐานขอมูล MASCOT 
 
1.  ขอมูลท่ีอานไดจากเคร่ือง MALDI-TOF MS  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 2. นํา คนหาชนิดของโปรตีนในฐานขอมูลของ MASCOT จากเว็บไซต 
http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl โดยใช paprameter ไดแก คา database ตั้งคา
เปน MSDB คา Taxonomy ตั้งคาเปน Viridiplantae (Green Plants) คา enzyme ตั้งคาเปน trypsin 1 
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mixed cleavage คา fix modification: carbamidomethyl (C) คา variable modification: oxidation 
(M) คา Mass value: MH+ Monoisotopic และคา Peptide Mass Tolerance : ± 1.2 Da 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. นําคา m/z จากขอมูลท่ีอานไดจากเคร่ือง MALDI-TOF MS ในขอ 1 ใสในชอง query ของ
โปรแกรม MASCOT เลือก Start Search เพื่อประมวลผล  
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4. ชนิดของโปรตีนและคาตางๆ ท่ีวิเคราะหไดจากฐานขอมูลของ MASCOT เลือก accession no. 
เพื่อแสดงลําดบักรดอะมิโนของโปรตีนที่คํานวณได  

 
 
5. ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่คํานวณได ไปไปตรวจสอบความคลายคลึงของลําดับกรดอะมิโน
กับ allergen ท่ีกอภูมิแพทําไดโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล AllergenOnline เวอรช่ัน 10.0  ของ 
Food Allergy Research and Resource Program (http://www.allergenonline.org) เลือกโหมด 
Sliding 80mer Window เพื่อตรวจสอบความเหมือนกับสารกอภูมิแพท่ีมีในฐานขอมูลตองมากกวา 
35 เปอรเซ็นต ข้ึนไป และมีการเรียงตัวกนัของกรดอะมิโนติดท่ีเหมือนกนักับโปรตีนหรือเปปไทด
กอภูมิแพติดตอกันมากกวา 8 ตัว ตามมาตรฐานของ CODEX คลิก submit เพื่อแสดงผลการคนหา 
 
 

accession no. 

นํ้าหนักโมเลกุล 

คา MOWSE score 

ชนิดของโปรตีนและชนิดพืช 
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