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ABSTRACT
Analysis of Genetically Modified plants in general laboratory uses qualitative PCR to 

detect CaMV 35S promoter and NOS terminator by single Real-Time PCR method. The 

quality of the DNA test was examined using plant specific reference gene, in the case of 

maize, the hmg gene was tested by PCR or Real-time PCR. This research has developed  

a method for screening genetically modified maize by testing three target genes  

simultaneously in a single reaction. The Triplex Real-Time PCR assay of CaMV 35S  

promoter, NOS terminator, and maize hmg gene were tested in the same reaction. Results 

show that the developed screening method was specific and sensitive for certified reference 

materials of corn-GM events. The Limit of detection was found at 0.01%. The concentration 

of the DNA template is 50-200 nanograms per reaction. Seventeen maize samples were also 

tested with this newly developed  method. The test results were comparable to those of 

Single plex Real time PCR but this method was more efficient because it reduced both 

cost and time for the analysis It can be used as a standard screening method for maize 

and maize products. The method has already been approved   as ISO / IEC17025 standard 

from Bureau of Laboratory Standards and used as a standard test method in laboratory of 

Department of Agriculture. 
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บทคัดย่อ
การตรวจวเิคราะห์พชืดดัแปลงพนัธกุรรม 

ห้องปฏิบัติการทั่วไปใช้วิธีการตรวจวิเคราะห์ 

เชิงคุณภาพ โดยตรวจคัดกรองยีน CaMV 35S 

promoter และ NOS terminator ที่ตัดต่อเข้าไป

ในพืชดัดแปลงพันธุกรรม แบบทดสอบทีละยีน 

(Single Real-Time PCR) ควบคุมคุณภาพการ

ทดสอบโดยตรวจยีนจ�ำเพาะอ้างอิงของพืช (กรณี

ข้าวโพดทดสอบยีน hmg) ด้วย PCR หรือ  

Real-time PCR ซึ่งเป็นวิธีที่ต้องใช้เวลาในการ

ทดสอบทีละปฏิกิริยา งานวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีการ

ตรวจคดักรองข้าวโพดดดัแปลงพนัธกุรรมโดยการ

ทดสอบยีนเป้าหมายท้ังสามชนิดพร้อมกันใน

ปฏิกิริยาเดียว (Triplex Real-Time PCR) จาก

การทดสอบความใช้ได้ของวิธีการตรวจวิเคราะห์ 

ในการตรวจยีน CaMV 35S promoter, NOS 

terminator และยีน hmg ของข้าวโพด ในปฏกิริยิา

เดียวกนั พบว่า มคีวามจ�ำเพาะและความไวในการ

ตรวจวเิคราะห์ ขดีจ�ำกดัขัน้ต�ำ่การปะปนทีส่ามารถ

ตรวจได้ (Limit of detection) ร้อยละ 0.01 ความ

เข้มข้นของดเีอน็เอต้นแบบในการทดสอบ 50-200 

นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา ผลการตรวจวิเคราะห์

ข้าวโพดจ�ำนวน 17 ตัวอย่าง ให้ผลถูกต้องตรงกับ

การทดสอบด้วยวิธีเดิมของห้องปฏิบัติการ วิธีการ

ทดสอบที่พัฒนาขึ้นใหม่สามารถลดต้นทุนและ

ระยะเวลาในการทดสอบโดยมีประสิทธิภาพการ

ตรวจวิเคราะห์เทียบเท่าและดีกว่าวิธีการเดิม 

สามารถใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจคัดกรอง

ข้าวโพดและผลติภณัฑ์ข้าวโพดดดัแปลงพนัธกุรรม 

และได้ผ่านการรับรองวธิกีารทดสอบตามมาตรฐาน 

สากล ISO/IEC17025 จากส�ำนักมาตรฐานห้อง

ปฏิบัติการ ปัจจุบันได้ขยายผลใช้เป็นวิธีการ

ทดสอบมาตรฐานของห้องปฏิบัติการ ส�ำนักวิจัย

พัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร

ค�ำส�ำคญั : ข้าวโพดดัดแปลงพนัธกุรรม, การตรวจ

คัดกรองพืชดัดแปลงพันธุกรรม, CaMV35S  

promoter, Nos terminator, hmg gne, Triplex 

Real-time PCR

บทน�ำ
เทคโนโลยชีวีภาพสมยัใหม่มคีวามก้าวหน้า 

และมีศักยภาพสูงในการสร้างประโยชน์ในด้าน

ต่าง ๆ  ทัง้การแพทย์ อตุสาหกรรม และการเกษตร 

ได้มีการน�ำเทคโนโลยชีวีภาพมาใช้ในการปรบัปรุง

พนัธุพ์ชืให้มคีณุลกัษณะทนทานต่อสภาพแวดล้อม

ทีไ่ม่เหมาะสม เช่น พชืทนแล้ง พชืทนเค็ม ทนทาน

สารก�ำจัดวัชพืช ต้านทานโรคและแมลงศัตรูพืช 

เพิ่มคุณค่าทางโภชนาการ ยืดอายุการเก็บรักษา 

รวมถึงสร้างพืชที่ให้มีสีสันแปลกใหม่ตามความ

ต้องการของตลาด พืชดัดแปลงพันธุกรรมมีการ

ปลูกและใช้ประโยชน์เชิงการค้าต้ังแต่ปี 2539 

ล่าสุดปี 2560 มีรายงานการปลูกพืชดัดแปลง

พนัธกุรรมใน 24 ประเทศ คดิเป็นพืน้ที ่1,186 ล้านไร่  

และมปีระเทศทีไ่ม่อนญุาตปลกูแต่ให้น�ำเข้าเพ่ือใช้

ประโยชน์ในอตุสาหกรรมอกี 43 ประเทศ ซึง่มพีชื

ดดัแปลงพนัธกุรรมทีไ่ด้รบัอนญุาตมากกว่า 30 ชนดิ  

(Species) จ�ำนวน 505 events จัดเป็นพืชไร่

เศรษฐกิจ ไม้ผล ไม้ยืนต้น และไม้ดอกไม้ประดับ 

โดยพืชที่ปลูกมากในเชิงพาณิชย์ ได้แก่ ข้าวโพด 

ถั่วเหลือง ฝ้าย และคาโนลา (ISAAA, 2560) 

ส�ำหรับสถานภาพของประเทศไทยไม่อนุญาตให้

ปลูกพืชดัดแปลงพันธุกรรม แต่อนุญาตให้น�ำเข้า

ข้าวโพดและถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรมเพื่อ

อุตสาหกรรมอาหารมนุษย์และอาหารสัตว์ ทั้งนี้

จากข้อกงัวลด้านความปลอดภยัทางชวีภาพ ท�ำให้

หลายประเทศใช้เป็นมาตรการกีดกันทางการค้า 

ส่งผลกระทบต่อภาคเกษตรและอุตสาหกรรม  

จึงมีความจ�ำเป็นต้องมีผลการตรวจวิเคราะห์จาก
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ห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรองมาตรฐานสากล 

ISO/IEC17025 ตามข้อก�ำหนดของประเทศผูน้�ำเข้า

ปัจจุบันห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์พืช

และผลิตภัณฑ์พืชดัดแปลงพันธุกรรม ส�ำนักวิจัย

พฒันาเทคโนโลยชีวีภาพ ได้ท�ำการตรวจวเิคราะห์

เชิงคุณภาพ โดยตรวจหาดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 

พีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction; PCR) 

และ Real-Time PCR ซึง่ในหนึง่ตวัอย่างทดสอบ

ต้องท�ำการตรวจวิเคราะห์แบบทีละยีน (Single 

plex) จ�ำนวน 3 ยีน ได้แก่ การตรวจยีนจ�ำเพาะ

ของพืช (reference gene) การตรวจยีนคัดกรอง 

(screening gene) ที่ตัดต่อเข้าไปในพืชดัดแปลง

พันธุกรรม CaMV 35S promoter และ NOS 

terminator ส่งผลให้มีค่าใช้จ่ายของสารเคมี วัสดุ

อปุกรณ์ ตลอดจนสิน้เปลืองทรพัยากรในการตรวจ

วิเคราะห์ อีกท้ังยังใช้ระยะเวลาในกระบวนการ

ตรวจวเิคราะห์ ถึง 12 วันท�ำการ 

จากรายงานการตรวจวิเคราะห์เชงิคณุภาพ 

หลายยีนในปฏิกิริยาเดียวกัน (Multiplex Real- 

Time PCR) โดยใช้ไพร์เมอร์และโพรบที่จ�ำเพาะ

ส�ำหรับการตรวจแต่ละยีน ติดฉลากสีวิเคราะห์ 

แตกต่างกัน สามารถท�ำปฏิกิริยาพร้อมกันใน 

หลอดเดียว โดยใช้เทคนิค Duplex Real-Time 

PCR ส�ำหรับตรวจยีนคัดกรองสองยีน (CaMV 

35S promoter และ NOS terminator)  

ในปฏิกิริยาเดียวกัน (Waiblinger et al., 2008) 

และเทคนิค Pentaplex Real-Time PCR ส�ำหรบั

การตรวจห้ายีนในปฏกิิรยิาเดยีวกัน (Huber et al., 

2013) เป็นต้น ท�ำให้สามารถลดขั้นตอนในการ

วิเคราะห์ ลดต้นทุนค่าสารเคมี วัสดุวิทยาศาสตร์ 

และระยะเวลาการตรวจวิเคราะห์ได้มาก

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ เพ่ือพัฒนา

และทดสอบความใช้ได้ของวิธีการตรวจคัดกรอง

ด้วยเทคนคิการตรวจวเิคราะห์หลายยนีในปฏกิริยิา

เดยีวกนั (Multiplex Real-Time PCR) โดยตรวจ

ยนี CaMV 35S promoter และ NOS terminator 

ร่วมกับการตรวจยีนจ�ำเพาะอ้างอิงของพืช แบบ 

Triplex Real-Time PCR เพ่ือลดขั้นตอนและ

ระยะเวลาการตรวจวเิคราะห์ของงานบรกิารตรวจ

วิเคราะห์รับรองของห้องปฏิบัติการ โดยยังคง

ประสิทธิภาพความถูกต้อง แม่นย�ำ และขยายผล

ส�ำหรับการขอรับรองวิธีการตรวจวิเคราะห์ห้อง

ปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC17025

อุปกรณ์และวิธีการ
1. การสกัดดีเอ็นเอ

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างวัสดุอ ้างอิง

มาตรฐาน (Certified Reference Material,CRM) 

ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม  events MON810, 

Bt11, Bt176, MON89034, NK603, MIR604 

MIR162 และถั่วเหลือง (GTS 40-3-2) โดยวิธี 

GeneScan Extraction ซึ่งเป็นวิธีสกัดดีเอ็นเอที่

ใช้ในห้องปฏิบติัการฯ ชัง่ตัวอย่าง 0.2 มก. ใส่หลอด

ทดลอง เตมิ Lysis buffer (GeneScan, Eurofin) 

บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 60 oซ  เป็นเวลา 1 ชม.  

เติม Proteinase K 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 

บ่มปฏิกิริยาต่ออีก 1 ชม. ปั่นตกตะกอนที่ 14,000 

รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที น�ำสารละลายส่วน

ใสมาตกตะกอนโปรตีนด้วย Chloroform : Isoamyl 

alcohol (24:1) แล้วน�ำสารละลายส่วนใสมา 

ตกตะกอนดเีอน็เอด้วย Isopropanol ล้างตะกอน

ดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70%   ละลายดีเอ็นเอ 

ด้วยน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ  แล้วท�ำดีเอ็นเอให้บริสุทธิ ์

โดยผ่าน Wizard Minipreps DNA purification 

resin (Promega corporation)  ตรวจวัด 

ปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอด้วยเครื่องสเปก

โตรโฟโตมเิตอร์ Multiskan GO (Thermo Fisher 

Scientific, Finland) 
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ตรวจสอบความบรสิทุธิข์องดเีอน็เอทีส่กดั 

ได้โดยทดสอบการปนเปื ้อนสารยับยั้งปฏิกิริยา 

(inhibition test) เตรยีมดเีอน็เอตวัอย่างให้มคีวาม

เข้มข้น 40 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เจือจางด้วยน�้ำ

บรสิทุธิอ์ตัรา 1:4, 1:8, 1:16 และ 1:64 และ 1:256 

ท�ำการทดสอบปฏกิริยิา Real-Time PCR ตรวจยนี 

จ�ำเพาะข้าวโพด (High mobility group: hgm) 

บนัทกึค่า Crossing Point (CP) วเิคราะห์ผลความ

แตกต่างของค่า CP โดยค่าที่ยอมรับได้ ∆ Ct  

(extrapolated) ต้องต�ำ่กว่า 0.5 ค่า slope ของกราฟ

จะต้องอยู่ในช่วง -3.1 ถึง -3.6 โดย amplification 

efficiencies อยู่ในช่วง 90-110% (EURL standard)

2. สังเคราะห์ไพร์เมอร์และโพรบส�ำหรับการ

ตรวจด้วย Triplex Real-Time PCR 

วิเตราะห์ข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ

ไพร์เมอร์และโพรบส�ำหรับยีน CaMV 35S 

promoter NOS terminator และ hmg ของ

ข ้ าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม อ ้ าง อิงจาก 

Waiblinger et al., 2008 และ ISO 21569 (2550) 

ส�ำหรับยีนจ�ำเพาะของข้าวโพด ใช้ล�ำดับนิวคลีโอ

ไทด์ไพร์เมอร์และโพรบจากข้อมูล Validation 

method ของ JRC-EURL (JRC-EURL-GMFF- 

ENGL, 2011) ส�ำหรบัใช้ในการตรวจคัดกรองแบบ 

Triplex Real-Time PCR วิเคราะห์ช ่วง

ความยาวคลื่นและชนิดสีฟลูออเรสเซนส์ที่เครื่อง

เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมสามารถตรวจจับได้ 

ออกแบบการติดฉลากสีที่สามารถตรวจวัดด้วย

เครื่อง Real-Time PCR รุ่น LC480 Cycler 

(Roche Technologies, Santa Clara, CA) โดย

โพรบส�ำหรับ CaMV 35S promoter ติดฉลากสี 

5’FAM-3’BHQ1 โพรบส�ำหรับ NOS terminator 

ติดฉลากสี 5’HEX-3’BHQ1 และโพรบส�ำหรับยีน

จ�ำเพาะอ้างองิข้าวโพดติดฉลากส ี5’Cy5- 3’BHQ3 

เลือกใช้ Black Hole Quencher® (BHQ) ซึ่งมี

ช่วงการตรวจจับสัญญาณกว้างกว่า Quencher 

ชนิด TAMRA ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการปัจจุบัน ซึง่

จะเพ่ิมความไวและความจ�ำเพาะในการอ่านค่า

ปฏกิริยิาทดสอบ โดยล�ำดับนวิคลโีอไทล์ของไพร์เมอร์ 

และโพรบที่ใช้ในการทดลอง แสดงใน Table 1 

Table 1 Oligonucleotide sequences of primer and probe labeling for detecting CaMV 35S 

promoter, NOS terminator and hmg gene 

Target Sequences Length Reference

Screening target ISO 21569:2005	

35S-FTM 5’-GCCTCTGCCGACAGTGGT-3’ 18 /Amd.1:2013

35S-RTM 5’-AAGACGTGGTTGGAACGTCTTC-3’ 22

35S-TMP 5’-FAM-CAAAGATGGACCCCCACCCACG-BHQ1-3’ 22

NOS180-F 5’-CATGTAATGCATGACGTTATTTATG-3’ 25

NOS180-R 5’-TTGTTTTCTATCGCGTATTAAATGT-3’ 25

NOS180-P 5’-Hex-ATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAA-BHQ1-3’ 28

Endogenous gene JRC-EURL-GMFF-

hmg-F 5’TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA-3’ 23 ENGL (2010)

hmg-R 5’GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT-3’ 22

hmg-P 5’Cy5-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-BHQ3-3’ 23

Probe for Single plex Real-Time PCR ISO 21569:2005	

35S-P 5’-FAM-CAAAGATGGACCCCCACCCACG- TAMRA-3’ 22 /Amd.1:2013

NOS-P 5’-FAM-ATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAA-TAMRA -3’ 28
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3. ทดสอบความจ�ำเพาะ (Specificity) ของ

ปฏกิริยิา Triplex Real-Time PCR ในการตรวจ

วิเคราะห์

ทดสอบความจ�ำเพาะการตรวจคัดกรอง

ข้าวโพดดดัแปลงพนัธกุรรมในการตรวจยนี CaMV 

35S promoter และ NOS terminator ร่วมกับ

ยีนจ�ำเพาะข้าวโพด hmg ในปฏิกิริยาเดียวกัน  

โดยทดสอบสภาวะที่เหมาะสม (optimize ความ

เข้มข้นของไพร์เมอร์และโพรบ) เมื่อได้สภาวะ

เหมาะสมแล้วจึงท�ำการทดสอบความจ�ำเพาะ 

ของปฏิกิริยากับข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมสาย

พันธุ์ต่าง ๆ โดยวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมทีละยีน 

เป้าหมาย บันทึกค่าการตรวจจับสัญญาณสีของ 

โพรบ (Crossing point, CP) เปรียบเทียบผลกับ

วิธีทดสอบแบบปฏิกิริยาเด่ียว (Single plex  

Real-Time PCR) ตามวิธีการเดิมของห้องปฏิบัติ

การฯ (ใช้โพรบติดฉลากสี 5’FAM-3’TAMRA) 

และเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจคัดกรองแบบ 

Duplex PCR ตามกรรมวิธีของ Waiblinger  

et al. (2008) และ ISO21569 (2005) วิเคราะห์

ผลการตรวจวิเคราะห์ยีนคัดกรองและยีนจ�ำเพาะ

ของพืชเทียบกับองค ์ประกอบโครงสร ้างยีน  

(construct) ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมแต่ละ 

events ปฏิกิริยาและสารเคมีที่ใช้ในการทดสอบ

แสดงใน Table 2

Table 2 Reagents used for Real-Time PCR reaction (Single plex, Duplex and Triplex) for 

detecting CaMV 35S promoter, NOS terminator and hmg gene

Reagent
Final concentration/reaction (µM)

Single plex PCR Duplex PCR Triplex PCR

2XLightCycer Probe master mix 

35S-F primer

35S-R primer

35S-Probe

NOS-F primer

NOS-R primer

NOS-Probe

hmg-F primer

hmg-R primer

hmg-Probe

DNA template (ng)

1X

0.25 

0.25 

0.25

0.25 

0.25 

0.25 

-

-

-

50100- 

1X

0.1

0.1

0.1

1.0

1.0

0.2

-

-

-

50200- 

1X

0.1

0.1

0.1

1.0

1.0

0.2

0.05

0.05

0.025

50200- 

Total reaction volume (ng) 20 20 20
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สงัเคราะห์ดเีอน็เอด้วยเครือ่งเพ่ิมปรมิาณ

สารพันธุกรรม Light Cycler 480 ตามโปรแกรม 

ดังนี้

Single plex: CaMV 35S promoter

Initial denaturation ที ่95oซ เป็นเวลา 

10 นาท ีจากนั้นท�ำซ�้ำ denaturation 95oซ เป็น

เวลา 5 วินาที annealing และ extension 60oซ 

เป็นเวลา 1 นาที จ�ำนวน 40 รอบ cooling ที ่40oซ

Single plex: NOS terminator

Initial denaturation ที ่95oซ เป็นเวลา 

10 นาท ีจากนั้นท�ำซ�้ำ denaturation 95oซ เป็น

เวลา 15 วินาที annealing และ extension 52oซ 

เป็นเวลา 30 วินาท ีจ�ำนวน 40 รอบ cooling ที ่40oซ

การควบคุมคุณภาพดีเอ็นเอตัวอย่างที่

ทดสอบแบบ Single plex และ Duplex ใช้วิธี 

conventional PCR และตรวจผลด้วย gel  

electrophoresis (ส�ำหรับการทดลองครั้งนี้ไม่ได้

แสดงผล)

Duplex: CaMV 35S promoter and 

NOS terminator ; Triplex (เพิ่มยีน hmg)

initial denaturation ที ่95oซ เป็นเวลา 

10 นาท ีจากนั้นท�ำซ�้ำ denaturation 95oซ เป็น

เวลา 5 วินาที annealing และ extension 60oซ 

เป็นเวลา 1 นาที จ�ำนวน 40 รอบ และ cooling ที ่4oซ

4.	ทดสอบความไว (Sensitivity) และปริมาณ

ดีเอ็นเอต้นแบบ (Amplification range) 

ทดสอบความไวในการตรวจวิเคราะห ์

โดยเจือจางตัวอย่างดีเอ็นเอวัสดุอ้างอิงมาตรฐาน

ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม ท่ีมีองค์ประกอบยีน 

CaMV 35S promoter และ NOS terminator 

ในการทดลองน้ีเลือกใช้ข้าวโพดดดัแปลงพนัธกุรรม 

event NK603 ท่ีมีการเจือปนยีนดัดแปลง

พันธุกรรม 98 ก./กก. GM (Genef ica l ly  

Modified) คิดเป็น 10% และ MON89034  

มีการเจือปน 994.25 ก./กก. คิดเป็น 100% GM  

สกัดดีเอ็นเอและเจือจางให้มีอัตราการปะปนยีน

ดัดแปลงพันธุกรรม event ละ 5 ระดับ ดังนี ้

NK603 ปะปนที่ร้อยละ 10, 1, 0.1 0.01 และ 

0.001 และ MON 89034 ปะปนที่ร้อยละ 100, 

10, 1, 0.1 และ 0.01 ค�ำนวณจ�ำนวน copies ยีน 

จากค่า haploid genome mass ของข้าวโพด 2.6 

พโิคกรมั ทดสอบทีป่รมิาณดีเอน็เอ 100 นาโนกรมั

ต่อปฏิกิริยา copies ของยีนการปะปนข้าวโพด

ดัดแปลงพนัธกุรรมทีร้่อยละ 100, 10, 1, 0.1, 0.01 

และ 0.001 โดยเฉลี่ย เท่ากับ 36697, 3669.7, 

366.97, 36.697, 3.6697 และ 0.36697 ตามล�ำดบั 

ทดสอบปฏิกิริยา Triplex Real-time PCR  

จ�ำนวน 12 ซ�้ำ ตามกรรมวิธี 

ท ดสอบป ริ ม าณดี เ อ็ น เ อ ต ้ น แบบ 

(Amplification range) ที่ปฏิกิริยา Real-Time 

PCR สามารถตรวจวเิคราะห์ได้ถกูต้อง โดยเตรยีม

ตัวอย่างดีเอ็นเอวัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพด

ดัดแปลงพันธุกรรม NK603 ที่มีการเจือปนยีนพืช

ดัดแปลงพันธกุรรม 1% ทดสอบปฏิกริยิา Triplex 

Real-time PCR โดยใช้ปรมิาณดีเอน็เอต้นแบบที่

ความเข้มข้น 50, 100, 150 และ 200 นาโนกรัม

ต่อปฏิกิริยา จ�ำนวน 12 ซ�้ำ 2 รอบการทดสอบ 

บันทึกค่า CP ของปฏิกิริยาการตรวจจับ

ฉลากสีโพรบ วิเคราะห์ค่าขีดจ�ำกัดขั้นต�่ำที่ตรวจ

วเิคราะห์ได้ (Limit of detection, LOD) ค่า PCR 

efficiency และค่าความชันของกราฟ (slope) 

ตามมาตรฐานการทดสอบความใช้ได้ของวธิทีดสอบ

5.	ทดสอบความใช้ได้ของวิธีในการตรวจคัด

กรองตัวอย่าวข้าวโพดและผลิตภัณฑ์

	 สกดัดเีอน็เอจากตวัอย่างข้าวโพดและ

ผลติภณัฑ์ (ตัวอย่างจากห้องปฏบิตักิาร) ทีผ่่านการ
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ตรวจคัดกรองแล้วว่าไม่เป็นข้าวโพดดัดแปลง

พนัธกุรรม ได้แก่ เมลด็ข้าวโพด เกรด็ข้าวโพด และ

น�ำ้นมข้าวโพด ตามวิธกีารสกดัของห้องปฏบิตักิาร 

ตรวจวดัปรมิาณและคณุภาพของดเีอน็เอ จากนัน้

น�ำมาเตรยีมตวัอย่างเพือ่ทดสอบความใช้ได้ของวธิ ี

โดยการเจือปน (fortified) ด้วยดีเอ็นเอข้าวโพด

ดัดแปลงพันธุกรรม NK603 0.5% เจือปนให้

ดีเอ็นเอตัวอย่างทดสอบมีความเข้มข้นปะปน 

0.05% GM ส�ำหรบัใช้เป็นดเีอน็เอต้นแบบทดสอบ

เพื่อตรวจคัดกรองการปะปนข้าวโพดดัดแปร

พันธุกรรม โดยใช้ปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ 100 

นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา จ�ำนวน 10 ซ�้ำ  บันทึกค่า 

CP ของการทดสอบยีน CaMV 35S promoter 

NOS terminator และ hmg gene จากนั้น

วิเคราะห์ค่าความไวและความจ�ำเพาะของวิธี

ทดสอบ จัดท�ำคูม่อืขัน้ตอนการปฏบิตังิาน ในระบบ

คณุภาพ เพ่ือขอรบัรองขอบข่ายการตรวจคดักรอง

ด้วยวิธี Triplex Real-Time PCR จากส�ำนัก

มาตรฐานห้องปฏบิตักิาร กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ 

จาก น้ันทดสอบปฏิกิ ริ ยา  T r ip lex  

Real-Time PCR ในการตรวจคดักรองยนี CaMV 

35S promoter และ Nos terminator กบัตวัอย่าง

ข้าวโพดท่ีส่งตรวจในห้องปฏิบัติการ จ�ำนวน  

17 ตัวอย่าง ท�ำการทดสอบตัวอย่างละ 2 ซ�้ำ 

เปรียบเทียบกับผลการตรวจคัดกรองของห้อง

ปฏิบัติการ (Single plex) ใช้ข้าวโพดดัดแปลง

พันธุกรรม 0.1% NK603 เป็นตัวอย่างอ้างอิงการ

ทดสอบ positive control และน�้ำกลั่นเป็น  

negative control วิเคราะห์ค่า CP ของปฏิกิริยา 

ตัวอย่างที่แสดงค่า CP อยู่ในเกณฑ์ของค่า CP 

positive control ทั้งสองซ�้ำ แปลผลว่าตรวจพบ 

(detected, +) ตัวอย่างที่ไม่แสดงค่า CP ทั้งสอง

ซ�้ำแปลผลว่าตรวจไม่พบ (not detected, -) 

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. การสกัดดีเอ็นเอ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากตัวอย่างวัสดุอ้างอิง

มาตรฐานข้าวโพดดัดแปลงพนัธกุรรมสายพนัธุต่์าง ๆ   

ด้วยวิธี GeneScan Extraction ได้ปริมาณความ

เข้มข้นดีเอ็นเอเฉลี่ย 1,467.17 นาโนกรัม/

ไมโครลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร การตรวจวัด

คุณภาพของดีเอ็นเอด้วยสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที ่

A260/280 มีค่า OD (Optical Density) เฉลี่ย 

1.8-2.0 ผลการทดสอบปฏิกิริยา inhibition test 

ดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมที่สกัดได้ 

events MON810 (2%GM), MON89034 

(100%GM), NK603 (0.5%GM), MIR162 

(100%GM), Bt11 (0.48%GM), Bt176 (5%GM) 

และ MIR604 (9.85%GM) พบว่า ค่า CP  

ที่ทดสอบของอัตราการเจือจางดีเอ็นเอได ้ ∆ 

Ct (extrapolate) อยู ่ในช่วง 0.13-0.34  

(ค่ามาตรฐานจะต้องไม่เกิน 2) สัมประสิทธิ์ R2  

อยู่ในช่วง 0.997-0.999 ค่า amplification  

efficiencies เท่ากับ 99% (Table 3) ซึ่งอยู่ 

ในช่วงเกณฑ์มาตรฐาน แสดงว่าวิธีการสกัด 

GeneScan Extraction และดีเอ็นเอที่สกัดได้ 

ไม่มีสารยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร์ สามารถน�ำไปใช้

ทดสอบการตรวจคัดกรองยีนขั้นตอนต่อไปได ้ 

ทั้ งนี้  วิธีการสกัดดี เอ็นเอมีความส�ำคัญต ่อ

ประสิทธิภาพการตรวจวิเคราะห์ (Cankar et al., 

2006) สอดคล้องกับ Turkec et al., (2016) 

รายงานว่า การสกัดดีเอ็นส่งผลต่อการตรวจสอบ

พืชและผลิตภัณฑ์พืชดัดแปลงพันธุกรรม วิธีสกัด

ดี เอ็นเอที่ เหมาะสมจะได ้ดี เอ็นเอที่บริสุทธิ์ 

มีปริมาณเพียงพอส�ำหรับทดสอบปฏิกิริยา  

ไม่มีสารยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา 
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Table 3 The DNA concentration, DNA ratio (A260/280) and ∆ Ct (extrapolated) of inhibition test 

GM Maize 
Event

% GMO
Value

concentration 
(ng/ul)

Ratio of
A260/280

Inhibition test

∆ Ct
(extrapolated)

R2

MON810

blank <0.04
0.5%
2

9.9%

1,035± 132
1,570± 192
1,640± 183
1,642± 157

1.87± 0.11
1.89± 0.05
1.90± 0.05
1.88± 0.07

NA
NA
0.34
NA

NA
NA 
0.998
NA

MON89034 100% 1,353± 133 2.00± 0.08 0.29 0.999

NK603

blank <0.04
0.1%
0.5%
1.0%
2%
10%

1,630± 347
1,539± 179
1,008± 152
1,156± 163
1,038± 135
1,299± 190

1.89± 0.02
1.87± 0.07
1.84± 0.05
1.86± 0.04
1.91± 0.08
1.90± 0.03

NA
NA
0.13
NA
NA
NA

NA
NA 
0.998
NA
NA
NA

MIR162 100 1,197± 90 1.98± 0.02 0.28 0.999

Bt11 4.89 1,508± 151 1.87± 0.06 0.25 0.997

Bt 176 5.00 1,849± 85 1.92± 0.10 0.32 0.999

MIR604

<0.09
0.98
9.85

1,897± 131
1,795± 231
1,499± 167

1.93± 0.05
1.97± 0.02
1.97± 0.08

NA
NA
0.24

NA
NA
0.999

Mean 1,467.17 1.91 - -

 NA: Not available

2. ทดสอบความจ�ำเพาะ (Specificity) และ

ประสิทธิภาพของปฏิกิริยา Triplex Real-Time 

PCR

ความจ�ำเพาะของปฏกิริยิาในการตรวจยนี 

CaMV 35S promoter, NOS terminator และ 

hmg พบว่า มีความจ�ำเพาะในการตรวจวิเคราะห์

สามยีนได้ในปฏิกิริยาเดียวกัน โดยความเข้มข้น

ของไพร์เมอร์ที่เหมาะสมในการตรวจยีน CaMV 

35S promoter (35S-FTM, 35S-RTM) และ 

โพรบ 35S-TMP เท่ากบั 0.1 µµµM ขณะทีก่ารตรวจ

ยีน NOS terminator (NOS180-F, NOS180-R) 

ต้องใช้ความเข้มข้นของไพร์เมอร์ 1.0 µM ต่อ

ปฏิกิริยา และโพรบ NOS180-P ใช้ 0.2 µM ทั้งนี้

วิธีมาตรฐานเดิมของห้องปฏิบัติการทดสอบแบบ 

Single plex ใช้ปริมาณความเข้มข้นไพร์เมอร์และ

โพรบมากกว่า คือ 0.25 µµµM ต่อปฏิกิริยา และใน

ปฏกิริยิาการตรวจยนี hmg ความเข้มข้นทีเ่หมาะสม 

ของไพร์เมอร์ คือ 0.05 µM และโพรบ 0.025 µµµM 

ซ่ึงการตรวจด้วย Triplex Real-Time PCR  

มีข้อดีกว่าวิธี Single plex และ PCR คือช่วยลด

ขั้นตอน และระยะเวลาการทดสอบคัดกรองพืช

ดัดแปลงพันธุกรรม และควบคุมคุณภาพดีเอ็นเอ

ในขั้นตอนเดียวกัน ลดโอกาสการปนเปื้อนที่อาจ

ส่งผลกระทบต่อการทดสอบจากการดูดสารละลาย

จากตวัอย่างในการทดสอบหลายครัง้ และช่วยลด

ปรมิาณการใช้สารเคมี Probe master mix ท�ำให้
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ต้นทุนค่าใช้จ่ายในการตรวจวเิคราะห์ลดลงจากวธิเีดิม 

ผลการทดสอบเปรยีบเทยีบปฏกิริยิา Single plex, 

Duplex และ Triplex Real-time PCR วิเคราะห์

ค่า CP ของการตรวจ พบว่า เทคนิค Triplex และ 

Duplex Real-Time PCR ให้ผลการตรวจ

วิเคราะห์ไม่ต่างกันทางสถิติ ในขณะที่วิธี Triplex 

และ Duplex ได้ค่า CP ต�ำ่กว่าการตรวจวเิคราะห์

แบบ Single plex อย่างมีนัยส�ำคัญ (Table 4)  

ผลการตรวจ CaMV 35S promoter ด้วยวิธี 

Single plex, Duplex และ Triplex สายพันธุ ์

Bt11 ได้ค่า CP เฉลี่ย 33.21, 30.24 และ 30,17 

ตามล�ำดับ ซึ่งวิธี Single plex มีค่า CP เฉลี่ย

มากกว่า 3 รอบ และการตรวจ NOS terminator 

ค่า CP เฉลีย่ 34.97, 31.23 และ 31.18 ตามล�ำดับ 

มากกว่าประมาณ 4 รอบ มีความแตกต่างอย่างมี

นัยส�ำคญัทางสถติ ิสอดคล้องกับผลการทดสอบใน

ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม event NK603, 

MON89034 และ MIR604 เนื่องจาก Quencher 

ชนิด BHQ ให้สัญญาณการตรวจวิเคราะห์ดีกว่า 

TAMRA ซึง่สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์สองด้านอาจ

ซ้อนทับกันท�ำให้การอ่านค่าสัญญาณล่าช้ากว่า 

BHQ (Johansson, 2006) ผลการทดสอบ

สอดคล้องกับรายงานของห้องปฏิบัติการ Lab 

Life-Real-Time PCR (2015) ปฏิกิริยาแบบ 

Triplex ประหยัดเวลาในการท�ำงาน เพราะตรวจ

สอบได้หลายยีนในครั้งเดียวกัน Alary et al. 

2003() พบว่า การตรวจคัดกรองด้วย Duplex 

สามารถตรวจสองยีนพร้อมกันแต่ต้องควบคุม

คุณภาพดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาพีซีอาร์อีกหนึ่งการ

ทดสอบซึ่งอาจเกิดการปนเปื้อนของตัวอย่าง ทั้งนี้

การตรวจแบบ Triplex Real-time PCR สามารถ

ตรวจคัดกรองสองยีนพร้อมกับการตรวจยีน

จ�ำเพาะพืชเพื่อการควบคุมคุณภาพ ใช้ระยะเวลา

น้อย ประหยัดและเป็นเทคนิคที่ให้ผลการทดสอบ

ที่แม่นย�ำเทียบเท่ากับวิธีเดิม (Debode et al., 

2013)

Table 4 Comparison of GM maize screening technique using Single plex, Duplex and Triplex 

Real-Time PCR at each event and target gene

Target gene/ 

Real-time PCR

GM Maize event 
Bt11 5% NK603 1% MON89034 10% MIR 604 1%

CaMV 35S promoter
Single plex 33.21 b 34.33 b 31.21 b Not detected
Duplex 30.24 a 32.15 a 28.38 a Not detected
Triplex 30.17 a 32.43 a 28.32 a Not detected
 (C.V. %) 9.74 6.61 9.81 -
NOS terminator
Single plex 34.97 b 35.94 b 34.46 b 36.19 b
Duplex 31.23 a 32.89 a 29.42 a 30.24 a
Triplex 31.18 a 32.95 a 30.21 a 30.18 a
 (C.V. %) 11.68 8.99 16.07 18.66
hmg gene (maize endogenous)
Triplex 22.17 22.28 21.57 21.78

Mean in the same column followed by a common letters are significantly different at 5 % level by DMRT
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ปฏิกิริยา Triplex Real-Time PCR  

ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีความถูกต้องตาม

โครงสร้าง (DNA construct) ของการดัดแปลง

พันธุกรรม event ต่าง ๆ การตรวจยีน CaMV 

35S promoter ได้ค่า CP เฉลี่ย 29.88-38.72  

ในการตรวจตัวอย่าง MON810, MON89034, 

NK603, Bt11, Bt176 และ GTS 40-3-2  

การตรวจยีน NOS terminator ค่า CP เฉลี่ย 

27.90- 39.11 ในตัวอย่าง MON89034, NK603, 

MIR162, Bt11, MIR604 และ GTS 40-3-2  

Table 5 The GM maize screening for specific detection using Triplex Real-time PCR

GM Event
% GMO
Value

Crossing Point of target gene detection

CaMV 35S 
promoter

NOS
terminator

hmg

MON810

blank <0.04
0.5
2
9.9

ND
36.50± 0.24
33.15± 0.35
29.88± 0.11

ND
ND
ND
ND

27.45± 0.09
25.51± 0.03
25.76± 0.15
25.08± 0.15

MON89034 100 28.04± 0.32 27.90± 0.74 27.68± 0.26

NK603

blank <0.04
0.1
0.5
1.0
2
10

ND
38.72± 0.27
37.29± 0.15
35.36± 0.11
34.55± 0.24
30.88± 0.56

ND
39.12± 0.17
38.11± 0.42
36.21± 0.10
35.41± 0.24
32.74± 0.60

28.77± 0.11
28.80± 0.07
32.03± 0.17
30.92± 0.09
28.51± 0.09
29.63± 0.14

MIR162 100 ND 28.36± 0.13 29.35± 0.09

Bt11 4.89 30.36± 0.17 30.21± 0.17 26.06± 0.07

Bt 176 5.00 35.02± 0.17 ND 29.56± 0.16

MIR604

<0.09
0.98
9.85

ND
ND
ND

30.36± 0.17
30.36± 0.17
30.36± 0.17

27.43± 0.41
27.93± 0.02
29.63± 0.14

GTS 40-3-2
0.1
10

38.56± 0.15
30.78± 0.44

39.11± 0.13
30.54± 0.59

ND
ND

NonGM maize - ND ND 25.36± 0.03

 ND = Not Detected 

ซึ่งให้ผลการตรวจวิเคราะห์ถูกต้องตรงกับข้อมูล

การดัดแปลงพันธุกรรม และไม่เกิดปฏิกิริยาการ

สังเคราะห์ยีน CaMV 35S promoter และ NOS 

terminator ในตัวอย่างที่ไม่ได้ดัดแปลงพันธุกรรม 

ในขณะที่ทุกตัวอย่างทดสอบที่มีองค์ประกอบของ

ข้าวโพดจะต้องตรวจพบยนี hmg ซึง่เป็นยนีอ้างองิ

จ�ำเพาะของพืช โดยตรวจไม่พบ hmg ในตัวอย่าง

วัสดุอ้างอิงมาตรฐานถั่วเหลือง (GTS 40-3-2)  

ที่ใช้ทดสอบเปรียบเทียบ ดังแสดงใน Table 5 
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3. ทดสอบความไว (Sensitivity) และปริมาณ

ดีเอ็นเอต้นแบบ (Amplification range) 

ความไวในการตรวจยีนคัดกรอง CaMV 

35S promoter และ NOS terminator และยีน

อ้างอิงของพืช (hmg) ในตัวอย่างดีเอ็นเอข้าวโพด

ดัดแปลงพันธุกรรม event NK603 โดยข้าวโพด 

มยีนีทีด่ดัแปลงพนัธกุรรมทีป่ะปน 10, 1, 0.1, 0.01 

และ 0.001 ผลการวิเคราะห์ค่า CP การตรวจยีน 

CaMV 35S promoter เท่ากับ 28.84, 33.80, 

36.30, 38.97 และ ND ตามล�ำดับ สอดคล้อง 

กับผลการตรวจ NOS terminator ได้ค่า CP  

เฉลี่ย 29.20, 34.15, 36.23, 39.10 และ ND  

ซ่ึงท่ีอัตราการปะปนร้อยละ 0.001 มีจ�ำนวน 

copies ยีนที่ต�่ำมากประมาณ 0.36697 ความไว

ของปฏิกิริยาท่ีทดสอบตรวจไม่พบทุกตัวอย่าง 

พบยีนจ�ำเพาะ hmg ซ่ึงเป็นยีนของข้าวโพด  

Table 6 The results of GM detection, PCR efficiency and slope using Triplex Real-Time PCR 

GM 
Maize 
Event

%
GMO level

DNA 
conc.

Target
Copies

No.

Crossing Point of target gene detection

CaMV 35S 
promoter

NOS 
terminator

hmg

NK603 10% 10 3669.7 28.84± 0.42 29.20± 0.53 26.10± 0.08

1% 1 366.97 33.80± 0.26 34.15± 0.23 27.80± 0.14

0.1% 0.1 36.697 36.30± 0.51 36.23± 0.42 31.42± 0.20

0.01% 0.01 3.6697 38.97± 0.92 39.10± 0.67 34.42± 0.66

0.001% 0.001 0.36697 ND ND 38.47± 1.20

PCR efficiency (%) 101.91 106.47 108.2

Slope -3.27 -3.18 -3.14

MON 
89034

100% 100 36,697 28.94± 0.30 29.11± 0.29 26.10± 0.14

10% 10 3669.7 30.60± 0.46 30.90± 0.49 27.96± 0.33

1% 1 366.97 34.19± 0.51 34.54± 0.62 31.28± 0.43

0.1% 0.1 36.697 36.80± 0.93 36.76± 0.57 34.24± 0.70

0.01% 0.01 3.6697 38.92± 0.97 39.12± 0.97 36.28± 0.26

PCR efficiency (%) 109.04 116.17 108.14

Slope -3.12 -3.104 -3.13

(CP เฉลีย่ 26.10- 38.47) ตามล�ำดบั (Table 6) น�ำค่า  

CP และ log ของอัตราการเจือจาง (dilution 

factor) สร้างกราฟมาตรฐาน วิเคราะห์ค่า slope 

ของการตรวจยีน CaMV 35S promoter, NOS 

terminator และ hmg ได้ค่าเฉลี่ย -3.27, -3.18 

และ -3.14 ตามล�ำดบั โดยทุกการทดสอบค่าอยูใ่น

เกณฑ์มาตรฐาน (-3.1 ถงึ -3.6) PCR efficiency 

ของปฏกิริยิาเท่ากบั 101.91, 106.47 และ 108.20 

ผลการทดสอบสอดคล้องกับการตรวจวิเคราะห์

ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม MON89034 ดังนั้น

สรปุได้ว่าค่าขดีจ�ำกดัการตรวจวเิคราะห์ (Limit of 

detection, LOD) ที่สามารถตรวจคัดกรอง

ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมด้วยวิธี Triplex  

Real-Time PCR ได้ต�่ำสุดอย่างน่าเชื่อถือที ่

0.01% โดยใช้ดีเอ็นเอต้นแบบที่ 100 นาโนกรัม

ต่อปฏิกิริยา (Table 6) 
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ปริมาณความเข้มข้นดีเอ็นเอที่ใช้ในการ

ทดสอบโดย Triplex Real-Time PCR พบว่า 

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบที่ 50, 100, 150 

และ 200 นาโนกรัม ได้ค่า CP การตรวจยีน 

CaMV 35S promoter เฉลีย่เท่ากบั 37.18, 36.72, 

36.21 และ 35.79 ตามล�ำดบั โดยดเีอน็เอต้นแบบ

ที ่50 นาโนกรัม ค่า CP แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิติกับดีเอ็นเอต้นแบบที่ 100, 150 และ  

200 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา สอดคล้องกับผลการ

ตรวจยีน NOS terminator ค่า CP 37.23, 36.27, 

35.72 และ 35.44 ซึง่ดเีอน็เอต้นแบบเพิม่ขึน้ค่า CP  

จะลดลง (Table 7) ผลการทดสอบ CP ของดีเอ็น

เอต้นแบบที่ 100, 150 และ 200 ไม่แตกต่างกัน

ทางสถิต ิโดยค่า CP ทุกความเข้มข้นอยู่ในเกณฑ์

การตรวจวิเคราะห์ที ่LOD 0.01 สรุปได้ว่า การใช้

ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 50-200 นาโนกรัม 

สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค Triplex 

Real-time PCR จึงเลือกใช้ปริมาณดีเอ็นเอ

Table 7 The amplification range concentration of GM detection using Triplex Real-Time PCR

GM Maize

Event

DNA concentration

(ng/reaction)

Crossing Point of target gene detection

CaMV 35S NOS hmg

NK603

GMO 1%

50 37.18b 37.23b 24.62

100 36.72a 36.27a 24.34

150 36.21a 35.72a 24.42

200 35.79a 35.44a 24.77
 (C.V. %) - 3.51 3.54 0.21

Mean in the same column followed by a common letter are significantly different at 5 % level by DMRT

ต้นแบบที ่100 นาโนกรมั เป็นวิธทีดสอบมาตรฐาน 

ในกรณีที่ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากตัวอย่างผลิตภัณฑ์

อาจมีความเข้มข้นต�่ำ สามารถใช้ดีเอ็นเอต้นแบบ

ทดสอบที่ 50 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา ทั้งนี้ในทุก

ระดับความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งต้นให้ค่า CP 

ของยีน hmg ซึ่งเป็นยีนจ�ำเพาะพืชไม่แตกต่างกัน 

Cankar et al. (2006) และ Turkec et al. (2016) 

รายงานว่า ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ใช้ในการ

ทดสอบปฏิกิริยา Real-Time PCR ค่า CP  

จะแปรผกผันกับค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอ  

โดยดีเอ็นเอความเข้มข้นน้อยจะมีได้ค่า CP ทีส่งู

และในทางกลบักนัถ้าความเข้มข้นดีเอน็เอต้ังต้นใน

ปฏกิริยิาสงูจะได้ค่า CP ต�ำ่ ซึง่ Ellison et al., (2006)  

รายงานว่า ความเข้มข้นของดีเอ็นเอไม่ใช่ปัจจัย

หลักที่ส่งผลต่อการท�ำปฏิกิริยา Real-Time PCR 

โดยจ�ำนวน copies ยนีของ ดเีอน็เอต้นแบบเป็นปัจจยั 

หลักที่จะท�ำให้การท�ำปฏิกิริยาเกิดขึ้นถึงแม้ความ

เข้มข้นจะน้อยเช่นเดียวกบัผลการทดสอบในครัง้นี้

4. ทดสอบความใช้ได้ของวิธี Triplex Real- 

Time PCR ในการตรวจคัดกรองตัวอย่าง

ข้าวโพดและผลิตภัณฑ์

การตรวจวเิคราะห์ข้าวโพดและผลติภณัฑ์ 

ท่ีเจือปนดีเอ็นเอข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม 

(forti fied 0.05% NK603) ด้วยวิธี  Triplex  

Real-Time PCR พบค่าเฉลี่ย CP การตรวจพบ

ยีน CaMV 35S promoter,  NOS terminator 

และ hmg เท่ากับ 35.07, 34.94 และ 27.62  

ตามล�ำดับ โดยตัวอย่างที่ไม่เป็น GM ตรวจพบ

เฉพาะยีนจ�ำเพาะข้าวโพด CP เฉลี่ย 26.31 และ

ตัวอย่างวัสดุอ้างอิงมาตรฐานข้าวโพดดัดแปลง
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พันธุกรรม NK 603 ที่ใช้เป็น positive control 

ตรวจพบยีน CaMV 35S promoter, NOS 

terminator และ hmg โดยค่า CP ที่การเจือปน 

0.5% เท่ากับ 30.14, 31.76 และ 29.42 และที่

การเจือปน 0.05% NK603 มค่ีา CP 35.15, 35.45 

และ 29.79 ตามล�ำดับ ค่า RSDr (%) การตรวจ

วิเคราะห์ทั้งสามยีนเท่ากับ 1.05, 0.88 และ 0.79 

ผลการทดสอบตัวอย่างผลิตภัณฑ์เกร็ดข้าวโพด 

Table 8 The results of GM detection using Triplex Real-Time PCR in fortified corn and corn 

products 

 Maize
Sample

Fortified sample (0.05% NK603)
Crossing Point (CP)

Result

 Non-GM (not fortified)
Crossing Point (CP)

ResultCaMV 35S NOS hmg CaMV 35S NOS hmg
Corn grain

Mean 35.07 34.94 27.62 Detected - - 26.31 ND
Min 34.69 34.68 27.26 Detected - - 25.84 ND
Max 35.91 35.24 27.90 Detected - - 26.62 ND
SD 0.36 0.31 0.22 NA NA 0.26
RSDr (%) 1.05 0.88 0.79 NA NA 1.01

Corn grit
Mean 35.89 35.72 28.69 Detected - - 25.53 ND
Min 35.24 34.95 28.35 Detected - - 24.39 ND
Max 36.47 36.23 29.13 Detected - - 26.42 ND
SD 0.49 0.40 0.24 NA NA 0.63
RSDr (%) 1.39 1.12 0.84 NA NA 2.50

Corn Milk
Mean 36.79 37.51 28.32 Detected - - 27.21 ND
Min 35.82 36.92 27.68 Detected - - 26.38 ND
Max 37.56 38.20 28.84 Detected - - 28.19 ND
SD 0.58 0.44 0.34 NA NA 0.48
RSDr (%) 1.58 1.18 1.24 NA NA 1.76

NK603 0.5% 30.14 31.76 29.42 Detected NA NA NA ND
NK603 0.05% 35.15 35.45 29.79 Detected NA NA NA ND
Negative control NA NA NA ND NA NA NA ND

Remark: Mean of 10 replications, ND=Not detected, NA=Not available

และน�้ำนมข้าวโพดที่เจือปน และไม่เจือปน GM 

ได้ค่า CP สอดคล้องกบัผลวเิคราะห์ตวัอย่างเมลด็

ข้าวโพด โดยมีความไว ความจ�ำเพาะ และค่า 

RSDr ของการทดสอบ สามารถตรวจซ�้ำโดยมีค่า

ความผันแปรต�่ำ  อยู่ในเกณฑ์มาตรฐานของการ

ทดสอบความใช้ได้ของวธิี โดยตวัอย่าง negative 

control ทีใ่ช้น�ำ้เป็นกรรมวธิคีวบคมุ ไม่เกดิปฏกิริยิา 

(Table 8)

ผลการทดสอบตัวอย่างข ้าวโพด 17 

ตัวอย่าง ในห้องปฏิบัติการ สามารถแบ่งออกได้

เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ตรวจพบยีน CaMV 35S 

promoter แต่ตรวจไม่พบยีน NOS terminator 

ได้แก่ตวัอย่างที ่1, 2, 7, 8, 10-15 และกลุม่ทีต่รวจ

พบทัง้สองยนี ได้แก่ตัวอย่างที ่3-6, 9, 16 และ 17  
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การทดสอบด้วยวิธี Triplex Real-Time PCR ให้

ผลเช่นเดียวกับทดสอบด้วยวิธี Single plex ของ

ห้องปฏิบัติการ (Table 9) แสดงว่าวิธีที่พัฒนาใน

การตรวจวิเคราะห์ Triplex Real-Time PCR 

สามารถตรวจคัดกรองข้าวโพดดดัแปลงพันธกุรรม

ได้เทียบเท่ากับวิธีเดิมของห้องปฏิบัติการ จากนั้น

ได ้ จัดท�ำเป ็นเอกสารขั้นตอนการปฏิบัติงาน  

Table 9 Comparison GM screening results of naturally GM contaminated Maize using Triplex  

Real-Time PCR and Single plex Real-Time PCR 

Corn sample

(grain)

Triplex Real-Time PCR Single plex Real-Time PCR

CaMV 35S NOS hmg CaMV 35S NOS
1, 2, 7, 8, 10-15 + - + + -
3-6, 9, 16 และ 17 + + + + +
Positive con. 0.1% NK603 + + + + +
Negative con. water - - - - -
 Notes: + (positive) GM detected; - (negative)Not detected

เรือ่ง การทดสอบความใช้ได้ของวธิตีรวจวเิคราะห์

ข้าวโพดและผลิตภัณฑ์ข้าวโพดดัดแปรพันธุกรรม

ด้วยเทคนคิ Triplex Real-Time PCR และขอรบัรอง 

ขอบข่ายการตรวจวิเคราะห์ตามมาตรฐานการ

ตรวจวิเคราะห์ ISO/IEC 17205 จากส�ำนัก

มาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย ์

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ
1. การตรวจคัดกรองข้าวโพดดัดแปลง

พันธุกรรมด้วยวิธี Triplex Real-Time PCR โดย

ตรวจยนี CaMV 35S promoter, NOS terminator  

และยนีจ�ำเพาะข้าวโพด (hmg gene) ในปฏกิริยิา

เดียวกัน มีความจ�ำเพาะและความไวในการตรวจ

เทียบเท่าและดีกว่าวิธี Single plex Real-time 

PCR โดยไม่พบ false positive หรือ false  

negative ทุกค่าพารามเิตอร์อยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน

การทดสอบความใช้ได้ของวิธี ขีดจ�ำกัดการตรวจ

ได้ต�่ำสุด (LOD) ที่ 0.01% สามารถใช้เป็นวิธี

มาตรฐานการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างข้าวโพด

ดัดแปลงพันธุกรรมและผลิตภัณฑ์ในเชิงคุณภาพ

ส�ำหรับห้องปฏิบัติการ 

2. จัดท�ำคู่มือวิธีทดสอบและขั้นตอนการ

ปฏบัิติงานตามระบบคณุภาพ น�ำไปขยายผลใช้เป็น

วิธีตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างในห้องปฏิบัติการ และ

ผ่านการประเมนิจากส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร  

กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ ได้รบัการรบัรองความ

สามารถตามมาตรฐาน ISO/IEC17025

ค�ำขอบคุณ
 ขอขอบคณุบคุลากรในระบบคณุภาพห้อง

ปฏิบัติการ กลุ่มวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืชและ

จุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม ส�ำนักวิจัยพัฒนา

เทคโนโลยีชีวภาพ 
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