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ABSTRACT

The	ban	of	Genetically	Modified	crops	 importation	by	many	countries,	had	papaya	 
exporters	in	Thailand	screening	for	genetically	modified	(GM)	papaya	throughout	the	production	 
chain	 i.e.,	 seedling	 selection,	 raw	material	 purchasing,	 and	 before	 product	 exporting	 to	 
prevent	the	product	from	being	rejected	at	the	receiving	end.	Nowadays,	Real-time	PCR	technique 
is	popular	for	the	GMO	screening	and	recognized	as	an	international	standard	method	but	is	
high	cost	to	run	and	high	investment	for	equipment.	The	aim	of	this	study	was	to	refine	the	
PCR	technique	that	was	a	basic	technique	for	GM	papaya	detection	in	small	laboratories.	The	 
internal	 factors	 (annealing	 temperature,	primer	 set,	DNA	concentration	and	DNA	extraction	
methods)	and	external	factors	(PCR	machine	brand,	PCR	programs	and	PCR	cycles)	for	GM	
screening:	the	CaMV35S	promoter,	Nos	terminator,	neomycin phosphotransferase (nptII),	and	
papain	gene	by	PCR	technique	were	improved.	The	studies	revealed	that	GM	screening	by	
PCR	technique	have	to	consist	of	the	following	factors:1)	The	optimum	annealing	temperature	
was	58๐C.	2)	The	primer	final	concentration	was	0.2	uM	and	3)	the	optimum	initial	DNA	content	
was	50	nanograms	per	reaction.	Improper	DNA	extraction	methods	that	did	not	remove	all	 
inhibitors	affect	the	PCR	reaction	yield.	In	addition,	reducing	the	initial	denaturation	and	extension  
steps	by	5	min	each	and	reducing	the	number	of	PCR	cycles	by	10	can	help	reduce	the	GM	
papaya	detection	processing	time	by	40	min.	and	be	as	effective	as	the	original	program	that	
takes	approximately	2	hrs.
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บทคัดย่อ
จากมาตรการห้ามนำาเข้าพืชดัดแปลง

พนัธกุรรมในหลายประเทศ	ผูป้ระกอบการส่งออก
มะละกอของประเทศไทย	มคีวามจำาเป็นต้องตรวจ
คัดกรองการปะปนของมะละกอดดัแปลงพนัธุกรรม	
ต้ังแต่แปลงเกษตร	 การตรวจผลิตผลที่รับซื้อ
และตรวจผลติภณัฑ์ก่อนการส่งออกไปยงัประเทศ
อื่น	 ๆ	 ซึ่งปัจจุบันการตรวจคัดกรองพืชดัดแปลง
พนัธกุรรมนิยมใช้เทคนิค	Real-time	PCR	ที่เป็น
วิธีมาตรฐานระดับสากล	 แต่มีต้นทุนการตรวจ
วเิคราะห์สงู	งานวจัิยนีม้วีตัถปุระสงค์	เพือ่ปรับแต่ง
เทคนิค	PCR	 	ซึ่งเป็นเทคนิคพื้นฐานให้สามารถ
นำามาใช้ตรวจวิเคราะห์การปะปนของมะละกอ
ดัดแปลงพันธุกรรม	 ให้มีประสิทธิภาพเหมาะสม
กบัห้องปฏบิตักิารขนาดเลก็	และมต้ีนทุนการตรวจ
วเิคราะห์ตำา่	โดยศกึษาปัจจยัภายในทีเ่กีย่วข้องกบั
การทำาปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อใช้ในการตรวจสอบยีน	
35SCaMV	promoter	Nos	terminator	ยีน	nptII 
และยีน	papain	ได้แก่	ช่วงอุณหภูมิ	annealing	
ที่สามารถตรวจพร้อมกัน	3	ยีน	ชุดไพรเมอร์ของ
แต่ละยนี	ความเข้มข้นสดุท้ายของไพรเมอร์	ปรมิาณ
ดีเอ็นเอท่ีใช้	 และวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่เหมาะสม 
ในการทำาปฏิกิริยา	 PCR	 และดำาเนินการศึกษา
ปัจจัยภายนอกได้แก่	เครื่อง	PCR	โปรแกรมและ
จำานวนรอบของการทำาปฏิกิริยา	 PCR	 ผลการ
ศึกษา	 พบว่า	 การตรวจคัดกรองยีนดังกล่าวด้วย
เทคนิค	PCR		ต้องประกอบด้วยปัจจัยดังต่อไปนี้	
1)	 อุณหภูมิ	 annealing	 ที่เหมาะสมสำาหรับการ
เพิ่มปริมาณทุก	ๆ	ยีน	คือ	58๐ซ.	2)	ความเข้มข้น
สุดท้ายของไพรเมอร์	คือ	0.2	ไมโครโมลาร์	และ	
3)	ปรมิาณดเีอน็เอเริม่ต้นทีเ่หมาะสม	คอื	50	นาโนกรมั 
ต่อปฏิกิริยา	 เป็นต้นไป	 โดยวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่
ไม่เหมาะสมอาจหลงเหลือสารยับย้ังปฏิกิริยา	 ซึ่ง
ส่งผลต่อผลผลิตปฏิกิริยา	 PCR	 นอกจากนี้	 การ
ลดระยะเวลาในข้ันตอน	 Initial	 Denaturation	
และ	 Extension	 ลงขัน้ตอนละ	 5	 นาท	ี รวมถึง
การลดจำานวนรอบในการทำาปฏิกิริยา	 PCR	 เป็น

จำานวน	 10	 รอบ	 สามารถช่วยลดระยะเวลาการ
ตรวจวเิคราะห์มะละกอดัดแปลงพนัธกุรรมได้		40	
นาที	โดยให้ผลปฏิกิริยาที่มีประสิทธิภาพเทียบเท่า
วิธีการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมดั้งเดิม	 ที่ใช้ระยะ
เวลาประมาณ	2	ชม.

ค�าส�าคัญ: มะละกอดัดแปลงพันธุกรรม,	 เทคนิค 

พีซีอาร์,	การตรวจคัดกรองยีน

บทน�า
จากปัญหาโรคไวรสัจดุวงแหวนในมะละกอ

สร้างความเสยีหายต่อผลผลติมะละกอ	และยงัส่ง
ผลต่ออตุสาหกรรมมะละกอไทย	นกัวจิยัทัว่โลกได้
ร่วมกนัแก้ไขปัญหา	โดยการสร้างมะละกอดดัแปลง
พนัธกุรรม	ทีม่คีวามสามารถในการต้านทานต่อโรค
ไวรัสจุดวงแหวน	(นุชนาถ	และคณะ,	2546)	แต่
อย่างไรก็ตาม	 ผู้บริโภคบางส่วนยังมีความกังวล
เกีย่วกบัความปลอดภยัของพืชดัดแปลงพันธกุรรม	
และหลายประเทศมีมาตรการห้ามนำาเข้าพืช
ดดัแปลงพนัธกุรรม	ซึง่ส่งผลกระทบต่อภาคเกษตร	
ภาคอุตสาหกรรม	 และการส่งออกมะละกอเป็น
อย่างมาก	เช่น	สหภาพยโุรป	ญ่ีปุ่น	สมาพนัธรฐัสวสิ  
สาธารณรฐัไอซ์แลนด์	และสาธารณรฐัประชาชนจนี  
มีมาตรการการตรวจสอบมะละกอดัดแปลง 
พันธุกรรม	ในสินค้านำาเข้าที่เกี่ยวข้องกับมะละกอ	
ทำาให้เกษตรกร	ผู้ส่งออก	หรือผู้ประกอบการภาค
อุตสาหกรรมของประเทศไทย	 จำาเป็นต้องตรวจ 
คัดกรองมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมก่อนการ 
ส่งออกตามประกาศกรมวิชาการเกษตร	 เรื่อง	
กำาหนดพืชเป็นพืชควบคุมเฉพาะ	 ที่ประกาศให้
มะละกอเป็นพืชควบคุมเฉพาะ	 ต้องตรวจสอบ
การเป็นพืชดัดแปลงพันธกุรรมก่อนส่งสนิค้าไปยงั
ประเทศดงักล่าว	

ป ัจจุบันการตรวจสอบพืชดัดแปลง
พันธุกรรมสามารถตรวจสอบได้	2	รูปแบบ	คือ	1)	
ตรวจสอบจากโปรตนี	เช่น	ใช้ชดุตรวจสอบโปรตนี
สำาเร็จรูป	(Protein	ELISA	test	kit)	2)	ตรวจสอบ



250 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 39 ฉบับที่ 3 กันยายน - ธันวาคม 2564

จากดีเอ็นเอ	 เช่น	 เทคนิค	 PCR	 (Polymerase	
Chain	Reaction)		และ	Real-time	PCR	(Chris	
et al.,	 2014)	 การตรวจวิเคราะห์พืชดัดแปลง
พันธุกรรมเบ้ืองต้นจะทำาการตรวจคดักรอง	(screening 
method)	ส่วนของยีนที่มีอยู่เฉพาะในพืชดัดแปลง
พนัธกุรรม	เช่น	CaMV35S	promoter	NOS	terminator	
และ	nptII	 โดยนิยมใช้เทคนิค	Real-time	PCR	
เนื่องจากสามารถตรวจได้ทั้งในเชิงคุณภาพและ
ปริมาณ	 และเป็นวิธีมาตรฐานท่ีได้รับการยอมรับ
ในระดบัสากล	แต่การตรวจวเิคราะห์ในห้องปฏบิตัิ
การขนาดเล็ก	 ไม่สามารถใช้เครื่อง	 Real-time	
PCR	ได้		เนื่องจากมีอุปกรณ์	สารเคมี	และต้นทุน
ในการตรวจวเิคราะห์จำากดั	จงึจำาเป็นต้องปรับแต่ง
กรรมวิธี	PCR	ให้มีศักยภาพเทยีบเท่ากบัการตรวจ
วเิคราะห์ด้วยเครือ่ง	 Real-time	 PCR	 งานวิจัยนี้ 
จงึมีวตัถปุระสงค์เพือ่พัฒนาวธิกีารตรวจวิเคราะห์
มะละกอดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค	PCR	ให้
เหมาะสม	 เพื่อใช้ในการคัดกรองมะละกอสำาหรับ
ห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก

อุปกรณ์และวิธีการ
1. ตัวอย่างมะละกอและวัสดุอ้างอิง 

ตัวอย่างที่นำามาใช้การทดลอง	 ได้แก่	 1)	
ตัวอย่างมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมที่ได้รับการ
ตรวจสอบแล้วว่า	ประกอบด้วย	CaMV	35S	promoter 
NOS	terminator	และ	nptII	ที่ระดับการปะปน	
10%	 โดยได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติ
การตรวจวิเคราะห์พืชและผลิตภัณฑ์พืชดัดแปลง
พันธุกรรม	 สำานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ	
กรมวิชาการเกษตร	 1	 ตัวอย่าง	 2)	 มะละกอไม่
ดัดแปลงพันธุกรรม	 1	 ตัวอย่าง	 3)	 ผลิตภัณฑ์
จากมะละกอ	มะละกอในนำ้าเชื่อม	5	ตัวอย่าง	4)	
ผลติภณัฑ์จากมะละกอในผลไม้รวม	5	ตวัอย่าง	และ	
5)	 ตวัอย่างวสัดอุ้างองิ	 (Certificate	 Reference	
Material:	CRM)	ของถัว่เหลืองดดัแปลงพันธกุรรม
สายพันธุ์	RR	(GTS	40-3-2)	ที่มีเปอร์เซ็นต์การ
ปนของพืชดัดแปลงพันธุกรรม	 10	 และ	 0.1%	

สำาหรับใช้เป็นตัวควบคุมบวกในการตรวจสอบพืช
ดัดแปลงพันธุกรรม

2. การสกัดดีเอ็นเอ
สกดัดเีอน็เอจากตวัอย่างมะละกอ	(ข้อ	1)	

และวัสดุอ้างอิง	 ด้วยกรรมวิธีของห้องปฏิบัติการ
ตรวจวเิคราะห์สนิค้าพชืดดัแปลงพนัธกุรรม	(Roger 
and	Bendich,	1985;	ปิยนุช	และคณะ,	2562)	
โดยสกัดดีเอน็เอจากตัวอย่างมะละกอชนดิละ	5	ซำา้	
และสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างวัสดุอ้างอิงชนิดละ	 
3	 ซำ้า	 ตรวจวัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ
ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์	 ก่อนนำาดีเอ็นเอ
ไปใช้ในการทดสอบต่อไป

3. การศึกษาปัจจัยภายในที่เกี่ยวข้องกับการท�า

ปฏิกิริยา PCR เพื่อใช้ในการตรวจสอบยีน 

35SCaMV promoter Nos terminator, ยีน 
nptII และ ยีน papain

3.1 ศึกษาช่วงอุณหภูมิที่ เหมาะสม
ของไพรเมอร์ในการท�าปฏิกิริยา PCR ขั้นตอน  
Annealing 

ทำาการทดสอบหาอณุหภมูทีิเ่หมาะสมในขัน้
ตอน	annealing	ของการทำาปฏิกิริยา	PCR		สำาหรับเพิม่
ปริมาณยีน	35SCaMV	promoter	Nos	terminator,	 
ยนี	nptII		และ	ยนี	papain	ของแต่ละชดุไพรเมอร์	 
(Table	1)	โดยใช้ส่วนผสมของปฏิกริยิา	PCR		20	
ไมโครลติร	ประกอบด้วย	1X	DreamTaq	Mastermix	 
(Thermo	 Scientific,	 USA)	 ไพรเมอร์	 forward	 
และ	 reverse	 ทีมี่ความเข้มข้น	 0.2	 ไมโครโมลาร์	 
และใช้ดเีอ็นเอทีส่กัดจากมะละกอดดัแปลงพนัธุกรรม 
ทีมี่ความเข้มข้นประมาณ	100	นาโนกรัม/ไมโครลิตร	
ปรมิาตร	2	ไมโครลติร	นำาส่วนผสมปฏกิริยิาไปใส่เครือ่ง
เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ	 Thermocycler	 (Biometra®,	 
Germany)	 และกำาหนดอุณหภูมิของ	 annealing	
ตัง้แต่	55,	56,	57,	58,	59,	60	และ	61º๐ซ.	โดยใช้
โปรแกรมดงัต่อไปนี	้ Initial	PCR	activation	step	 
ที	่95๐°ซ.	นาน	10	นาที	3	steps	cycling	จำานวน	 
40	รอบ	กำาหนดอณุหภมิู	ดงันี้
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	 Denature	ที่	96๐°°ซ.	นาน	30	วินาที
	 Annealing	ที่	55,	56,	57,	58,	59,	60,	
61๐°°ซ.	นาน	30	วินาที
	 Extension	ที่	72๐°°ซ.	นาน	40	วินาที

จากน้ัน	 ตรวจสอบผลปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
ของทุก	 ๆ	 ยีน	 โดยการนำามาแยกขนาดด้วยวิธ ี
อเิลคโตรโฟรีซีส	 ใช้อะกาโรสเจล	 2%	 ใช้กระแส
ไฟฟ้าทีม่คีวามต่างศักย์คงท่ี	100	โวลต์	นาน	35	นาที	 
ในบัฟเฟอร์	 1X	 TBE	 เปรียบเทียบขนาดกับแถบ
ดีเอ็นเอมาตรฐาน	 แลมป์ดาดีเอ็นเอมาร์คเกอร	์ 
ย้อมเจลในสารละลายเอทธเิดยีมโบรไมด์	ตรวจสอบ
ผลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต	และบันทกึภาพ

3.2 การศึกษาลักษณะของไพรเมอร์ที่
ส่งผลต่ออุณหภูมิในการท�าปฏิกิริยา PCR ขั้น  
Annealing 

จากการทีผ่ลผลติปฏกิริยิา	PCR	สามารถ
นำาไปใช้เพือ่ตรวจสอบด้วยวธีิอืน่	ๆ 	ได้	นอกจากการ
ตรวจสอบด้วยวิธอีเิลคโตรโฟรซีสี	 ดงันัน้	 จงึศึกษา
ลกัษณะของอณุหภมูขิัน้ตอน	annealing	ทีเ่หมาะสม 
กับไพรเมอร์	 2	 ลักษณะ	 ได้แก่	 ไพรเมอร์ที่ไม่ติด

ฉลาก	(Set	1,	control)	และไพรเมอร์ทีต่ดิฉลากด้วย	
Non-radioactive	(Set	2)	สำาหรบัการตรวจสอบยนี	
35SCaMV	promoter	Nos	terminator,	ยนี	nptII 
และยนี	 papain	 (Table	 1)	 โดยใช้ส่วนผสมและ
โปรแกรมปฏิกริยิา	PCR	รวมถงึอณุหภมูขิอง	annealing  
ที่ได้จากการทดลองที่	 3.1	 (58-60๐ ° ºซ.)	 ทำาการ
เปรียบเทียบผลของอุณหภูมิข้ันตอน	 annealing	 
ทีเ่หมาะสมจากการใช้ไพรเมอร์	2	ลกัษณะ	กบัการ
ตรวจสอบยนีทัง้	4	ยนี

3.3 การศึกษาความเข้มข้นสุดท้ายของ
ไพรเมอร์ที่เหมาะสมส�าหรับปฏิกิริยา PCR

ทดสอบความเข้มข้นสดุท้ายของไพรเมอร์	 
35SCaMV	 promoter,	 Nos	 terminator,	 ยีน	 
nptII	 และ	 ยีน	papain	 ที่	 0.04,	 0.2	 และ	 0.4	
ไมโครโมลาร์	ในส่วนผสมปฏิกิริยา	20	ไมโครลิตร	
ประกอบด้วย	1X	DreamTaq	Mastermix	ไพรเมอร์ 
ทีค่วามเข้มข้นต่าง	 ๆ	 และดเีอน็เอต้นแบบเข้มข้น	
100	นาโนกรัม/ไมโครลิตร	ปริมาตร	2	ไมโครลิตร	
นำาส่วนผสมของปฏิกิริยาเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณ
ดเีอน็เอ	และใช้โปรแกรมเช่นเดยีวกบัข้อ	3.1		ตรวจ

Table 1 Primer	sequences	for	35SCaMV	promoter,	Nos	terminator,	nptII,	and	papain	genes	
detections	in	genetically	modified	papaya

Target gene set Sequence (5´- 3´) Product size (bp)

35S	CaMV

promoter

	1 Forward	 TAGCTGGGCAATGGAATC

194
(From	this	study)

Reverse AGACTGGCGAACAGTTCA

	2 Forward	
Reverse

DIG-TAGCTGGGCAATGGAATC
AGACTGGCGAACAGTTCA

Nos		

terminator

	1 Forward GAATCCTGTTGCCGCTCTTG
180

(From	this	study)

Reverse TTATCCTAGTTTGCGCGCTA

	2 Forward
Reverse

DIG-GAATCCTGTTG0CCGCTCTTG
TTATCCTAGTTTGCGCGCTA

nptII 	1 Forward
Reverse

TGATGCTCTTCGTCCAGA
CTCGACGTTGTCACTGAAG 248

(From	this	study)	2 Forward
Reverse

DIG-TGATGCTCTTCGTCCAGA
CTCGACGTTGTCACTGAAG

papain 	1 Forward GGCATTCTCAGCTGTTGT

191
(From	this	study)

Reverse CCTCATATGGGTAAGTATTTCTG

	2 Forward DIG-GGCATTCTCAGCTGTTGT
Reverse CCTCATATGGGTAAGTATTTCTG
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สอบผลปฏกิิริยา	PCR	จากทุก	ๆ 	ยีน	ด้วยวธีิการเดยีว
กบัข้อ	3.1	และตรวจสอบความเข้มของผลปฏกิิรยิา	
PCR	โดยเลอืกแถบผลปฏกิริยิา	PCR	ทีช่ดัเจน	และ
ไม่หลงเหลือแถบดีเอ็นเอที่ไม่ใช่ผลปฏิกิริยา	 PCR	
เช่น	 แถบดเีอน็เอด้านบน	 และแถบไพรเมอร์ทีจ่บัคู่
กนัเอง	(primer	dimer)

3.4 ศกึษาปรมิาณดเีอน็เอเริม่ต้นทีเ่หมาะสม
ต่อการท�าปฏกิิรยิา PCR

การศึกษาปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้น	 จะใช้
ดเีอน็เอทีไ่ด้จากการสกดัด้วยชดุสกดัดเีอน็เออย่าง
ง่าย	 โดยให้มีดเีอน็เอเริม่ต้นท่ีความเข้มข้น	 10,	 20,	
50,	 100	และ	200	นาโนกรมัต่อปฏกิิริยา	จากนัน้
นำาดเีอน็เอมาตรวจสอบยีน	 35SCaMV	promoter	
Nos	terminator	ยนี	nptII	และ	ยนี	papain	ด้วย
เทคนคิ	PCR	จำานวนตวัอย่างละ	3	ซำา้	นำาส่วนผสม
ของปฏกิริยิาเข้าเครือ่งเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ	 โดยใช้
โปรแกรม	 และตรวจสอบผลปฏกิิรยิา	 PCR	 ของ 
ทุก	ๆ	ยนี	เช่นเดยีวกบัข้อ	3.1	

3.5 เปรียบเทยีบประสทิธภิาพของวธีิการ
สกดัดีเอน็เอต่อการเกิดปฏกิริยิา PCR 

ศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอ
มะละกอ	5	วธิ	ีได้แก่	วธิทีี	่1	(Kasajima	)	ดดัแปลง
จากวิธีของ	 Kasajima	 et al.	 (2004)	 วิธีที่	 2	 
(Hwang	 Bo)	 ดัดแปลงจากวิธีของ	 Hwang	 Bo	 
et al.	(2010)	วธิทีี	่3	(Kim)	ดดัแปลงจากวธิขีอง	Kim	 
et al.	 (2016)	 วธีิท่ี	 4	 (Kit)	 จากชดุสกัดดเีอน็เอ 
อย่างง่าย	(เลขคำาขอจดอนสุทิธิบตัร	2003000065)	
และวธิทีี	่5	(Lysis)	กรรมวธีิของห้องปฏิบัติการตรวจ
วเิคราะห์สนิค้าพชืดดัแปลงพนัธกุรรม	(Roger	and	
Bendich,	1985;	ปิยนชุ	และคณะ,	2562)	จากน้ัน	
ตรวจสอบค่าความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของ 
ดเีอ็นเอทีไ่ด้จากการสกัดจากท้ัง	 5	 วธีิ	 ด้วยเครือ่ง
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์	(Multiskan™	FC	Microplate	 
Photometer,	 USA)	 นำาดีเอ็นเอมาเจือจางด้วย 
นำ้ากลั่นบริสุทธ์ิท่ีนึ่งฆ่าเช้ือให้มีความเข้มข้น	 20	 
นาโนกรัม/ไมโครลติร	แล้วนำาไปทำาปฏกิริยิา	PCR	โดย
ใช้ส่วนผสมของปฏกิริิยาท่ีได้จากผลการทดสอบข้อ	 

3.1-3.4	 และตรวจสอบผลปฏิกิริยา	 PCR	 โดยใช้
โปรแกรมเช่นเดยีวกนักับข้อ	3.1		

4. การศึกษาปัจจัยภายนอกที่เกี่ยวข้องกับการท�า

ปฏิกิริยา PCR เพื่อใช้ในการตรวจสอบยีน 

35SCaMV promoter, Nos terminator, ยีน 
nptII และ ยนี papain ท่ีเหมาะสมส�าหรบัน�าไปใช้
ในเทคนคิ PCR

4.1 ศึกษาผลของโปรแกรมและจ�านวน
รอบของการท�าปฏกิริยิา PCR

ศึกษาผลกระทบจากปัจจัยภายนอกที่
เกี่ยวข้องกับการทำาปฏิกิริยา	 PCR	 คือ	 โปรแกรม
ของปฏกิริยิา	PCR	ทีแ่ตกต่างกนัทัง้หมด	6	โปรแกรม	
โดยแต่ละโปรแกรมจะส่งผลต่อระยะเวลาของการทำา	
PCR	และการตรวจสอบมะละกอดดัแปลงพนัธกุรรม	
ในการวจิยัคร้ังนี	้ทำาการลดระยะเวลาแต่ละข้ันตอน	
ซึง่มรีายละเอยีดของโปรแกรมต่าง	 ๆ	 ดงัแสดงใน	
Table	2	นอกจากนี	้ ได้ทำาการลดรอบของปฏกิริยิา
ลงจาก	40	รอบ	ให้เหลอื	35,	30,	25,	20,	15,	10	
และ	5	รอบ	(Table	3)	เพือ่ตรวจสอบความเป็นไปได้
ของการลดระยะเวลาในการทำาปฏกิริิยา	โดยประเมิน
จากผลของปฏกิิรยิา	PCR	ซึง่ทำาการตรวจสอบ	เช่น
เดยีวกบัข้อ	3.1		

4.2 การศกึษาผลของเคร่ือง PCR ต่อการ
เกดิปฏกิริยิา PCR    

การศึกษาคร้ังนี้ทำาการเปรียบเทียบการใช้
เครื่อง	PCR	2	รูปแบบ	คือ	เครื่อง	PCR	ที่มีอัตรา
การเพิม่อณุหภมู	ิหรอื	Ramp	Rate	เท่ากับ	8๐ซ./วนิาท ี
(Tadvance,	Biometra®,	Germany)	และเครื่อง	
PCR	ทีม่	ีRamp	Rate	เท่ากบั	3๐ºซ./วนิาท	ี(miniPCR 
bio®,	USA)	ซึง่ทัง้สองเครือ่งมีความแตกต่างในการ
เปล่ียนผ่านอุณหภูมิ	จึงอาจส่งผลให้ระยะเวลาในการ
ทำาปฏกิริยิาต่างกนั	และราคาของเครือ่งกแ็ตกต่างกัน
ด้วย	 ในการทดลองใช้โปรแกรมทีไ่ด้จากการทดลอง
ที	่ 3.1	และข้อ	4.1	มาทดสอบและเปรียบเทยีบผล
ปฏกิริิยาจากทัง้	2	เคร่ือง	เช่นเดยีวกบัข้อ	3.1	



Thai	Agricultural	Research	Journal	Vol.	39	No.	3		September	-	December	2021 253

Table 2 Details	and	duration	of	1st,	2nd,	3rd,	4th	and	5th	PCR	program	for	genetically	
modified	papaya	detection

Step Temp.
Time of Program 

1st 2nd 3rd 4th 5th 6th

Initial	

Denaturation 95°C 10	min 10	min 5	min 5	min 5	min 5	min

Denaturation 95°C 30	sec 30	sec 30	sec 20	sec 20	sec 20	sec

Annealing 58°C 30	sec 30	sec 30	sec 10	sec 20	sec 20	sec

Extension 72°C 40	sec 35	sec 35	sec 30	sec 30	sec 30	sec

Final	Extension 72°C 7	min 5	min 5	min 5	min 5	min 7	min

All	Process	 1.41	hr 1.36	hr 1.31	hr 1.08	hr 1.14	hr 1.16	hr

Table 3 Total duration of PCR reactions at different number of cycles

No. of Cycles
Process time of Program 

1st 2nd 3rd 4th 5th 6th

40 1.41	hr 1.36	hr 1.31	hr 1.08	hr 1.14	hr 1.16	hr

35 1.30	hr 1.26	hr 1.21	hr 1.01	hr 1.06	hr 1.08	hr

30 1.20	hr 1.16	hr 1.11	hr 54	min 59	min 1.01	hr

25 1.10	hr 1.06	hr 1.01	hr 47	min 	51	min	 53	min

20 1.00	hr 56	min 51	min 40	min 43	min 45	min

15 49	min 46	min 41	min 33	min 35	min 37	min	

10 39	min 36	min 31	min 26	min 28	min 30	min

5 29	min 26	min 21	min 19	min 20	min 22	min

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. ปัจจัยภายในที่เกี่ยวข้องกับการท�าปฏิกิริยา 

PCR เพื่อใช้ในการตรวจสอบยีน 35SCaMV  
promoter, Nos terminator, ยีน nptII และ ยีน 
papain 

1.1 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมของไพรเมอร์ 
ในการท�าปฏิกิริยา PCR ขั้นตอน Annealing 

การศกึษาอณุหภมูใินขัน้ตอน	 annealing	 

ต่อการเพิม่ปริมาณยนีทัง้	 4	 ชนดิ	 คอื	 35SCaMV	 

promoter,	Nos	 terminator,	 ยนี	nptII	 และ	 ยนี	

papain	พบว่า	ช่วงอณุหภมูทิีเ่หมาะสมของขัน้ตอน	

annealing	แตกต่างกันในการเกิดปฏกิิรยิา	PCR	ของ

แต่ละยนี	สำาหรบัยนี	35SCaMV	promoter,	Nos	 

terminator	 และ	 ยนี	 nptII	 สามารถใช้อณุหภมิู 

ขัน้ตอน	annealing	ได้ตัง้แต่	58	-	61º๐ซ.	แต่สำาหรบั

ยนี	papain	สามารถใช้อุณหภมูขิัน้ตอน	annealing	

ได้ตัง้แต่	55	-	61º๐ซ.	(Table	4)	ทัง้นี	้เมือ่ตรวจสอบ

ผลผลติปฏกิริยิา	PCR	พบว่า	อณุหภมู	ิannealing	

ที่เหมาะสมตามหลักการ	 คือ	 ให้ผลผลิตปฏิกิริยา	

PCR	 จำานวนคู่เบสตรงตามเป้าหมาย	 มีความเข้ม

ของผลผลติปฏกิริยิา	 PCR	 เหมาะสม	 (Mehmet	 

et al.,	 2001)	 ไม่เกดิผลของการปนเป้ือนทีเ่รยีกว่า	

carry	over	และไม่ม	ีprimer	dimer	หลงเหลอือยู่	

(Van	Pelt-Verkuil	et al.,	2008)	สำาหรบัการศกึษา

ครัง้นีจ้งึเลอืกใช้อณุหภมูทิี	่58๐ซ.
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1.2 ลักษณะของไพรเมอร์ท่ีส่งผลต่อ

อณุหภมิูในการท�าปฏกิริิยา PCR ขัน้ตอน Annealing 

	ผลการศกึษาอณุหภมิูขัน้ตอน	annealing	ที่

เหมาะสมกับไพรเมอร์	2	ลกัษณะ	สำาหรบัการตรวจ

สอบยนี	35SCaMV	promoter,	Nos	 terminator,	

ยนี	nptII	และ	ยนี	papain	พบว่า	 ช่วงอณุหภมูทิี่

เหมาะสมของขัน้ตอน	annealing	ทีใ่ช้ไพรเมอร์ทีไ่ม่

ตดิฉลาก	คอื	58	-	60	๐ºซ.	โดยอณุหภมู	ิannealing	

ท่ีเหมาะสมตามหลกัการ	คอื	60	๐ºซ.	ในขณะทีไ่พรเมอร์

ท่ีตดิฉลากด้วย	Non-radioactive	พบว่า	ช่วงอุณหภูมิ

ทีเ่หมาะสมเป็นช่วงเดยีวกนักบัไพรเมอร์ท่ีไม่ตดิฉลาก	

แต่อุณหภูมิ	 annealing	 ที่เหมาะสมตามทฤษฎี	 คือ	 

58	๐ºซ. (Table	4,	Figure	1)	จะเห็นได้ว่าลักษณะ

ของไพรเมอร์ไม่ส่งผลต่อช่วงอุณหภูมิของข้ันตอน	

annealing	 ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ	 

Van	Pelt-Verkuil	et al.	(2008)	ทีก่ล่าวว่า	การเพิม่

ตำาแหน่งของโพรบทีด้่านปลาย	5′	ของไพรเมอร์	ไม่มี

ผลกระทบต่อการจบัของไพรเมอร์	 แต่ถ้าตดิฉลาก

ท่ีตำาแหน่งอืน่	 ๆ	 เช่น	 ด้านปลาย	 3′	 จะทำาให้เกดิ

การรบกวนไพรเมอร์	 การเข้าจบัของไพรเมอร์ทำาให้

ผลผลติปฏกิิรยิา	PCR	ลดลง	แต่อย่างไรกต็าม	พบว่า	 

อณุหภมู	ิ annealing	 ทีเ่หมาะสมตามหลกัวชิาการ

ของ	 2	 ลกัษณะไพรเมอร์	 แตกต่างกนั	 2๐ºซ.	 ทัง้นี้

อาจเนื่องมาจากการติดฉลากที่ตำาแหน่งปลาย	 5′	

ทำาให้ไพรเมอร์มีความหนาแน่นมากขึ้น	 ส่งผลให้

มีความไวในการเข้าจับมากขึ้น	 สามารถเข้าจับที่

อณุหภมิูตำา่ได้ดกีว่า	 จึงหลงเหลือ	 primer	 dimer	 

น้อยลง	 แต่อย่างไรก็ตาม	 พบว่า	 มกีารนำาไพรเมอร์ 

ที่ติดฉลากด้วย	 Non-radioactive	 มาใช้กันอย่าง 

แพร่หลาย	เพือ่ใช้ผลผลติปฏกิริยิา	PCR	นัน้	ๆ	ใน

การตรวจจบัด้วยเทคนิค	 Spectroscopic	 and	 

Immunochemical	(Hahn	et al.,	2001)

1.3 ความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ที่

เหมาะสมส�าหรับปฏิกิริยา PCR

ผลการทดสอบความเข้มข้นสุดท้ายของ

ไพรเมอร์	35SCaMV	promoter,	Nos	terminator,	 

ยีน	nptII		และ	ยีน	papain	ที่	0.04,	0.2	และ	

0.4		ไมโครโมลาร์	พบว่า	ผลผลิตปฏิกิริยา	PCR	

แปรผันตรงกับความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร ์

ในทุกผลผลิต	 เม่ือความเข้มข้นของไพรเมอร์ 

เพิ่มมากขึ้นจะทำาให้ได้ผลผลิต	PCR	เพิ่มมากขึ้น

ด้วย	ทั้งนี้	 ไพรเมอร์ที่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ	

0.2	 ไมโครโมลาร์	 มีความเหมาะสมกับส่วนผสม

ของปฏิกิริยา	PCR	และโปรแกรมต่างๆ	 โดยพบ

แถบดีเอ็นเอชัดเจน	 และไม่มีแถบคู่ไพรเมอร์ที่

เรียกว่า	primer	dimer	หลงเหลืออยู่	แต่ในขณะ

ทีไ่พรเมอร์ทีค่วามเข้มข้นสุดท้าย	0.4	ไมโครโมลาร์	

ให้ผลผลิตปฏกิริยิาทีเ่ข้มกว่า	และพบแถบ	primer	

dimer	 ซึ่งจะมีความยาวของแถบขนาดตำ่ากว่า	 

100	 คู่เบส	 เมื่อเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน	

(DNA	ladder)	และสำาหรบัไพรเมอร์ทีค่วามเข้มข้น 

สุดท้ายที่	 0.04	 ไมโครโมลาร์	 พบว่า	 ไม่สามารถ

เห็นผลผลิตปฏิกิริยา	PCR	ได้	เนื่องมาจากความ

เข้มข้นไม่เพียงพอต่อปฏิกิริยา	 จึงทำาให้ได้ผลผลิต

ปฏิกิริยาตำ่า	 ส่งผลให้การแยกผลผลิตปฏิกิริยา

ด้วยอะกาโรสเจลไม่สามารถเห็นแถบดีเอ็นเอได้	 

ดงันัน้	ความเข้มข้นสดุท้ายทีเ่หมาะสมของไพรเมอร์	 

35SCaMV	promoter	Nos	terminator	ยนี	nptII 

และ	ยีน	papain	คอื	0.2	ไมโครโมลาร์	

การทดลองความเข้มข้นของไพรเมอร์	 

ทีใ่ช้ในปฏกิริยิานัน้	ให้ผลสอดคล้องกบัรายงานของ	

Brownie et al.	(1997)	ที่พบว่า	ปริมาณไพรเมอร์

ทีใ่ช้จะต้องมีความเหมาะสมต่อปฏกิริยิา	ซึง่หากมี

การใช้ไพรเมอร์ในปริมาณที่มีสัดส่วนมากเกินไป	

อาจเกดิการจบัคูก่นัของไพรเมอร์	(	primer	dimer)	

ทำาให้ผลผลิต	PCR	ที่ได้	ไม่ใช่ผลผลิต	PCR	จาก

ดีเอ็นเอต้นแบบ

1.4 ปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นท่ีเหมาะสม

ต่อปฏิกิริยา PCR

ผลการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นท่ี
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Table 4 Testing	of	annealing	temperature	for	35SCaMV	promoter,	Nos	terminator,	nptII	and	
papain	genes	detections	in	GM	papaya

Gene

Annealing 
Temperature (๐C)

Appropriate 
Temperature (๐C)

55 56 57 58 59 60 61

58-60	

35SCaMV	promoter	 X X X ü√ ü√ ü ü√ ü ü√

Nos	terminator X X X ü ü√ ü ü√ ü ü√ ü ü√

nptII  X X X ü ü√ ü ü√ ü ü√ ü ü√

papain ü ü√ ü√ ü ü ü√ ü ü√ ü ü√ ü ü√ 	X

Noted:			ü:	PCR	product	Detected			X	:	PCR	product	Not	Detected

Figure 1 PCR	products	of	35SCaMV	promoter,	Nos	terminator,	nptII	and	papain	genes	at	
58๐ºC	annealing	temperature	using	Non-radioactive	primers	

เหมาะสม	พบว่า	การใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ

เริม่ต้นท่ี	10	นาโนกรมั	เป็นต้นไป	สำาหรบัการเพ่ิม

ปริมาณยีน	papain	ด้วยเทคนิค	PCR	ได้ผลผลิต

ปฏกิริิยาทัง้หมด	แต่สำาหรบั	35SCaMV	promoter,

Nos	terminator	และ	ยีน	nptII	ต้องใช้ปริมาณ

ดีเอ็นเอเริ่มต้นที่	50	นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา	จึงจะ

ให้ผลผลิตปฏิกิริยา	 จากผลการทดลองนี้สามารถ

สรปุได้ว่า	ปรมิาณดเีอน็เอทีต่ำา่ทีส่ดุทีเ่หมาะสมใน

การทำาปฏกิริยิา	PCR	เพ่ือเพิม่ปริมาณยีนทัง้	4	ยนี	

คือ	50	นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา

1.5 ผลของวิธีการสกัดดีเอ็นเอต่อการ

เกิดปฏิกิริยา PCR    

ผลการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัด

ดีเอ็นเอมะละกอทั้งหมด	 5	 วิธี	 	 โดยการตรวจ

สอบความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ

จากแต่ละวธีิ	และการหลงเหลอืสารยบัยัง้ปฏกิิรยิา	

PCR	พบว่า	วิธีที่	5	(Lysis)	และวิธีที่	4	(Kit)		มี

ค่าความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอเท่ากับ	 1.8-1.9	 มี

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งแต่	 100	 นาโนกรัม/

ไมโครลิตรขึ้นไป	วิธีที่	3	(Kim)	ได้ค่าความเข้มข้น 

ดีเอ็นเอประมาณ	60	นาโนกรัม/ไมโครลิตร	และ

มีความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ	 เท่ากับ	 1.5	 ซึ่งมี

ความสามารถเพียงพอในการทำาปฏิกิริยา	 PCR	

แต่สำาหรับวิธีที่	 2	 (Hwang	 Bo)	 และวิธีที่	 1	 

(Kasajima)	 ให้ค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเออยู่ใน

ช่วงระหว่าง	100-200	นาโนกรัม/ไมโครลิตร	แต่		

ดีเอ็นเอที่ได้จากทั้ง	2	วิธี	มีค่าความบริสุทธิ์ตำ่าอยู่

ในช่วง	0.9-1.2
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เมือ่ตรวจสอบผลผลิตปฏกิริยิา	PCR	จาก

ภาพเจล	พบว่า	วิธีที่	1	 (Kasajima)	ไม่สามารถ

ตรวจสอบผลผลิตปฏิกิริยา	PCR	ได้	ขณะที่วิธีที่	2	

(Hwang	Bo)	วธิท่ีี	3	(Kim)	วธิท่ีี	4	(Kit)	และวธิทีี	่5	 

(Lysis)	 ให้ผลผลิตปฏิกิริยา	 PCR	 ที่มีความเข้ม

แตกต่างกันไป	โดยวิธีที่	4	และวิธีที่	5	มีความเข้ม

ของแถบผลผลิตปฏิกิริยา	PCR	สูง	รองลงมาคือ

วิธีที่	2	(Hwang	Bo)	และตามด้วยวิธีที่	3	(Kim)	

ดังแสดงใน	Figure	2

เม่ือวิเคราะห์ภาพเจลร่วมกับค่าความ

บรสิทุธ์ิของดเีอ็นเอมะละกอ	พบว่า	วธิทีี	่5	(Lysis)	 

ของห้องปฏบิติัการตรวจวเิคราะห์สนิค้าพชืดดัแปลง

พันธุกรรม	วิธีที่	 3	 (Kim)	วิธีที่	 4	 (Kit)	ชุดสกัด

ดีเอ็นเออย่างง่าย	 และวิธีที่	 2	 (Hwang	 Bo)	

สามารถเห็นผลปฏิกิริยา	PCR	แต่สำาหรับวิธีที่	1	 

(Kasajima)	 ไม่สามารถเห็นผลของปฏิกิริยาได	้ 

จะเหน็ได้ว่า	ในขณะทีด่เีอ็นเอทีไ่ด้จากวธิ	ีHwang	Bo	 

ถงึแม้จะมีความบรสิทุธิต์ำา่	แต่สารยบัยัง้ในดเีอน็เอ

มีน้อย	 ท้ังนี้	 เน่ืองมาจากในสารเคมีที่ใช้ในวิธ	ี

Hwang	Bo	คอื	Chelex	100	ซึง่มคีวามสามารถใน

การดึงสารทตุยิภมูอิอกจากดเีอน็เอ	(Walsh	et al,	

1991)	ดงันัน้	จงึสรปุได้ว่า	วธิกีารสกดัดเีอน็เอจาก

ชุดสกัดดีเอ็นเออย่างง่าย	(Kit),	Kim	และ	Hwang	

Bo	สามารถนำามาใช้ในการทำาปฏิกิริยา	PCR	ได้	

ปรมิาณดเีอน็เอเริม่ต้นในการทำาปฏกิริิยา

ส่งผลโดยตรงกับปริมาณของผลผลิตปฏิกิริยา	

PCR	แต่ในภาคสนาม	การสกัดดีเอ็นเอมะละกอ

ส่วนใหญ่จะใช้ชุดสกัดดีเอ็นเออย่างง่าย	 อาจ

ทำาให้ได้ดีเอ็นเอความเข้มข้นตำ่า	 และยังคงมีสาร

ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาอยู่	 ส่งผลให้โอกาสในการ

เกิดปฏิกิริยาหรือเพิ่มปริมาณยีนที่มีจำานวนสำาเนา

น้อย	(low	copy)	เป็นไปได้ยากขึ้น	ซึ่งสอดคล้อง

กับ	Debnath	et al	(2010)	ที่รายงานว่า	อัตรา

การเกดิปฏกิิรยิาข้ึนอยูก่บัปรมิาณและคณุภาพของ 

ดีเอ็นเอต้นแบบที่ปราศจากสารยับยั้งที่ได้รับจาก

Figure 2 PCR	 products	 of	 35SCaMV	 
promoter,	Nos	terminator,	nptII	and	papain 
genes	 obtained	 from	 different	 DNA	 
extraction	methods	(Kasajima,	Hwang	Bo,	
Kim,	Kit	and	Lysis	methods)

Figure 3 	 PCR	 products	 of	 35SCaMV	 
promoter,	Nos	terminator,	nptII	and	papain 
genes	from	six	PCR	testing	programs 

Figure 4	 PCR	 products	 obtained	 from	 
different	DNA	extraction	methods	and	the	
number	of	PCR	cycles	with	primer	35SCaMV	
promoter
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ขัน้ตอนสกดัดเีอน็เอ	โดยตวัอย่างของสารยบัยัง้การ

เกดิปฏกิริยิา	PCR	ทีเ่กดิในช่วงสกดัดเีอน็เอ	ได้แก่	

ฟีนอล	โพลีแซ็กคาไรด์จากพืช	เป็นต้น	นอกจากนี้	 

Peist	et al. (2001)	รายงานว่า	เอนไซม์ที่มาจาก

พืชระหว่างสกัดดีเอ็นเอ	 ไขมัน	 และสารที่ใช้ใน

การสกัดดเีอน็เอ	 เช่น	 ไอโซโพรพานอล	 เอทานอล	 

ก็สามารถส่งผลกระทบต่อการเกิดปฏิกิริยาได้	

2. ผลของปัจจัยภายนอกที่เกี่ยวข้องกับการท�า

ปฏิกิริยา PCR เพื่อใช ้ ในการตรวจสอบ 

35SCaMV promoter Nos terminator ยีน 

nptII และ ยีน papain

2.1 ผลของโปรแกรมและจ�านวนรอบ

ของการท�าปฏิกิริยา PCR

ผลจากการทดสอบทัง้	6	โปรแกรม	พบว่า	 

โปรแกรมท่ี	 1	 ซึ่งเป็นโปรแกรมตัวควบคุมให้ผล

ปฏกิริยิา	 PCR	 ทีแ่น่นอน	 และเมือ่ลดระยะเวลา

ของแต่ละข้ันตอนลงมา	 พบว่า	 โปรแกรมที่	 2	

และ	3	สามารถให้ผลผลติปฏกิริิยา	PCR	ได้	โดย

สามารถลดระยะเวลาลงได้เพยีง	10	นาที	ในขณะ

ทีโ่ปรแกรมที	่4,	5	และ	6	ถงึแม้จะลดระยะเวลาได้

ถงึ	30	นาท	ีแต่ไม่สามารถพบผลผลติปฏกิิรยิา	PCR	

บนอะกาโรสเจลได้	(Figure	3)	ดงัน้ัน	สามารถสรปุ

ได้ว่า	โปรแกรมที	่3	มขีัน้ตอน	และเวลาทีเ่หมาะสม 

สำาหรบัการเกดิปฏกิริยิาได้อย่างสมบรูณ์	สำาหรบัการ

ทดสอบจำานวนรอบปฏกิิริยา	 PCR	 ท่ีจำานวน	 40,	

30,	20,	15,	10,	5	รอบ	(Table	3)	พบว่า	สามารถ

ตรวจพบแถบผลผลติดีเอน็เอบนอะกาโรสเจล	2%	 

เม่ือทำาปฏกิิรยิา	จำานวน	40	และ	30	รอบ	และไม่พบ 

แถบดีเอ็นเอในผลผลิตปฏิกิริยาที่	 20	 รอบลงมา	 

(Figure	 4)	 สอดคล้องกับการรายงานของ	 

Van	Pelt-Verkuil	et al.	(2008)	ทีพ่บว่า	ผลผลติ

ปฏิกิริยาขึ้นกับหลายปัจจัย	 โดยปัจจัยที่สำาคัญคือ	

จำานวนของรอบในการทำา	 PCR	 ซึ่งจำาเป็นต้องมี 

จำานวนรอบมากพอให้ผลผลิตปฏิกิริยาถึงระยะ	

Plateus	phase	นอกจากนี	้ยงัรายงานว่า	จำานวน

ผลผลติปฏกิริยิา	PCR	ทีไ่ด้จาก	จำานวนรอบ	30	รอบ 

ขึน้ไป	จะสามารถแสดงผลได้ในเจลอะกาโรส	

2.2 ผลการเปรียบเทียบเครื่อง PCR ต่อ

การเกิดปฏิกิริยา PCR

ผลจากการทดลองใช้โปรแกรมที่ได้จาก

การทดลองที่	 3.1	 ทดลองและเปรียบเทียบผล

ปฏิกิริยาจาก	2	เครื่อง	พบว่า	เครื่อง	PCR	ทั้ง	2	

แบบ	 สามารถทำาให้ได้ผลผลิตปฏิกิริยาเหมือนกัน	

แต่ต่างกันที่ระยะเวลาในการทำาปฏิกิริยา	 เครื่อง	

PCR	ที่มี	Ramp	rate	สูง	จะทำาให้อัตราการเกิด

ปฏิกิริยาเร็วกว่าถึง	 30	 นาที	 ทั้งนี้	 จำาเป็นต้อง

วิเคราะห์รายละเอียดอื่น	 ๆ	 เพิ่มเติมก่อนที่จะนำา

งานวิจัยไปใช้ประโยชน์	 เช่น	 ราคาของเคร่ือง	

จำานวนตัวอย่างที่ต้องการทดสอบต่อวัน	 ระยะ

เวลาทีผู่ป้ระกอบการสามารถรอผลการทดสอบได้	

สำาหรับเทคนิค	PCR	หรือ	Polymerase	

Chain	Reaction	เป็นการจำาลองการเพิ่มปริมาณ

ชิน้ส่วนดเีอน็เอในสิง่มชีวีติ	 ซึง่ประกอบด้วยหลาย 

ข้ันตอน	ได้แก่	การแยกสายของดีเอน็เอ	(denaturation)	 

การเข้าจบัของไพรเมอร์	(annealing)	และการเตมิ 

เบสให้กบัดเีอ็นเอสายใหม่	(extension)	ทัง้น้ี	แต่ละ 

ขั้นตอนอาจมีปัจจัยที่สามารถส่งเสริมให้การ 

ตรวจสอบมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น	 หรืออาจมี 

ปัจจัยที่เป็นผลกระทบต่อการทำาปฏิกิริยา	 PCR 

(Amersham	Biosciences,	1998)	เช่น	อุณหภูมิ

ของการเข้าจับของไพรเมอร์	 ความเข้มข้นของ 

ไพรเมอร์	ปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้น	จำานวนรอบของ

ปฏกิริยิาสารยับยัง้ปฏกิริิยาของดเีอน็เอ	นอกจากนี ้

ยังพบว่า	 ปัจจัยภายนอกเช่น	 โปรแกรมการทำา

ปฏิกิริยา	 PCR	 และ	 เครื่อง	 PCR	 ที่มี	 Ramp	

rate	ต่างกัน	ก็ส่งผลต่อประสิทธิภาพของการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอ		
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สรุปผลการทดลอง
ปัจจยัสำาหรบัการตรวจวเิคราะห์ยนี	CaMV35S	

promoter,	 Nos	 terminator,	 ยีน	 neomycin 

phosphotransferase (nptII) และยีน	 papain 

ในมะละกอดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค	 PCR	

ที่พัฒนาขึ้นมาสำาหรับห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก	

ต้องประกอบด้วย

1.	 อุณหภูมิ	 annealing	 ที่เหมาะสม

สำาหรับการเพิ่มปริมาณทุก	 ๆ	 ยีน	 คือ	 58-60๐ºซ. 

และการติดฉลากด้วย	Non-radioactive	ทีไ่พรเมอร์ 

ไม่ส่งผลต่อการเปลีย่นแปลงของอณุหภมิู	annealing	

2.	 ความเข้มข้นสุดท้ายของไพรเมอร์ที่

น้อยที่สุดที่สามารถใช้ได้คือ	0.2	ไมโครโมลาร์	

3.	 ปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นที่เหมาะสมคือ	

50	 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยาเป็นต้นไป	 โดยวิธีการ

สกดัดเีอน็เอทีไ่ม่เหมาะสม	อาจหลงเหลอืสารยบัยัง้

ปฏกิริิยาซึง่ส่งผลต่อผลผลิตปฏกิริยิา	PCR	ได้	

4.	วิธีการสกัดดีเอ็นเอที่เหมาะสม	ได้แก่	

วธิท่ีีดดัแปลงจากวธีิของ	Hwang	Bo et al.	(2010)	

วิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ	Kim	et al.	(2016)		และ

วธิสีกดัโดยชดุสกัดดเีอ็นเออย่างง่าย	(เลขคำาขอจด

อนุสทิธบิตัร	2003000065)	ซึง่สามารถนำามาใช้ใน

การทำาปฏิกิริยา	PCR	ได้	

5.	 การลดระยะเวลาลงในข้ันตอน	 Initial	

Denaturation	 และ	 Extension	 ข้ันตอนละ	 5	

นาท	ี รวมถงึการลดจำานวนรอบในการทำาปฏิกริยิา	

PCR	ลง	10	รอบ	สามารถลดระยะเวลาการตรวจ

วิเคราะห์มะละกอดัดแปลงพันธุกรรมเหลือ	 40	

นาท	ี โดยทีย่งัให้ผลปฏกิริยิาทีม่ปีระสิทธภิาพเทยีบ

เท่าโปรแกรมด้ังเดมิทีใ่ช้ระยะเวลาประมาณ	2	ชม.
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