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การทดสอบความใช้ได้ของการตรวจจ�าแนกยีน Event Specific Mon810 และ NK603 
และยีนอ้างอิงพืชด้วยเทคนิค Multiplex Real-time PCR

Validation of the Method for Event Specific Mon810 and NK603 
and Endogenous Gene Identification by using Multiplex 

Real-time PCR Technique
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ABSTRACT
Genetically	 modified	 maize	 has	 been	 widely	 accepted	 for	 commercialization.															

The	 most	 popular	 approved	 events	 are	 lepidopteran	 insect	 resistance	 (Mon810)	 and	 
glyphosate	herbicide	tolerance	(NK603).	However,	importation	conditions	of	GM	products	in	
some	 countries	 requires	 identification	 of	 the	 GM	 event	 and	 biosafety	 assessment.	 
At	present,	the	international	laboratory	analyzes	GM	event	by	using	simplex	real-time	PCR	
technique	 which	 is	 lengthy,	 contains	 many	 steps	 and	 is	 prone	 to	 contamination.	 
The	multiplex	real-time	PCR	had	been	developed	for	detecting	multiple	modified	genes	 
at	 the	same	 time.	We	validated	 this	method	 for	GM	maize:	Mon810	and	NK603	events	 
detection.	The	results	revealed	that	Mon810,	NK603	and	HMG	primers	and	probes	were	
absolutely	 specific	 to	 Mon810	 and	 NK603	 maize.	 The	 parameters	 of	 this	 multiplex	 
real-time	 PCR	method	 were	 within	 the	 acceptable	 parameter	 standard	 including	 97	 to	 
112	percentage	of	PCR	efficiency,	 -3.38	 to	-3.07	of	slope,	0.99	of	 linearity	 (R2),	 limit	of	 
detection	in	0.1	percentage	and	no	false	positive	or	negative	results.	In	summary,	multiplex	
real-time	PCR	in	this	study	can	be	used	for	the	events	screening	method	of	GM	maize	 
and	maize	products

Key words:	genetically	modified	maize,	multiplex	real-time	PCR	technique,	Mon810,	NK603,	
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บทคัดย่อ
ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมได้รับการ

ยอมรับให้มีการขายเชิงพาณิชย์ในหลายประเทศ
โดยสายพันธุ์ทีไ่ด้รับการอนุญาตให้ปลูกมากทีสุ่ด
ได้แก่	ข้าวโพดทนทานสารกำาจัดวัชพืชไกลโฟเสท	
(NK603	 event)	 และต้านทานแมลง	 (Mon810	
event)	แต่การนำาเข้าสนิค้าเกษตรของบางประเทศ
จะต้องผ่านการประเมนิความปลอดภัยทางชีวภาพ
และผ่านการตรวจวิเคราะห์จำาแนกสายพันธุ์ของ
พืชดัดแปลงพันธุกรรมก่อน	ปัจจุบันห้องปฏบัิติการ
ระดับสากลตรวจจำาแนกสายพันธุ์พืชดัดแปลง
พันธุกรรมด้วยเทคนิค	simplex	real-time	PCR	
ซึ่งมีขั้นตอนในการตรวจสอบหลายขั้นตอนส่งผล
ให้มีโอกาสเกิดความผิดพลาดได้สูง	 และใช้ระยะ
เวลาในการตรวจสอบนาน	 จึงได้พัฒนาวิธีการ
จำาแนกสายพันธุ์ข ้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม 
สายพันธ์ุ	Mon810	และ	NK603	ร่วมกบัยนีอ้างองิ
พืชด้วยเทคนิค	multiplex	real	time	PCR	โดย
วัตถุประสงค์ของงานวิจัยครั ้งนี ้คือการทดสอบ
ความใช้ได้ของวิธีการดังกล่าว	 ผลการทดลอง	 
พบว่า	 เทคนิค	multiplex	มีความจำาเพาะในการ
ตรวจจำาแนกยีนข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม 
สายพันธ์ุ	Mon810	และ	NK603	ได้ถกูต้อง	100%	
ค่าพารามเิตอร์ของปฏกิิริยาอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรบัได้	 
ดังนี้	 ค่า	 PCR	 eff iciency	 97-112%	 ค่า	 
linearity	 (R2)	 และค่า	 Slope	 เท่ากับ	 0.99	 
อยู่ในช่วง	-3.38	ถึง	-3.07	ตามลำาดับ	และระดับ
การปนเปื้อนตำ่าทีสุ่ดที่สามารถตรวจสอบได้	 คือ	
0.1%	 และไม่พบการเกิด	 false	 positive	 และ	 
false	 negative	 สรุปได้ว่าเทคนิคการตรวจสอบ	
Mon810	 NK603	 และยีน	 HMG	 รวมกันใน
ปฏิกิริยาเดียว	แบบ	multiplex	 real-time	PCR	
สามารถใช้เป็นวธีิการตรวจจำาแนกยนีของตัวอย่าง
ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมและผลิตภัณฑ์จาก
ข้าวโพดได้	

ค�าส�าคญั: ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม,	multiplex	 
real-time	PCR,	Mon810,	NK603,	การทดสอบ
ความใช้ได้

บทน�า
ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมเป็นพืชทีม่ี

การปลูกในเชิงพาณิชย์มากทีสุ่ด	 232	 สายพันธุ์	
โดยข ้าวโพดด ัดแปลงพ ันธ ุกรรม	 Mon810	 
ซึ่งประกอบด้วยยีน	Cry1A(b)	 มีความสามารถ
ต ้านทานต ่อแมลง	 และข ้าวโพด	 NK603	 
ทีป่ระกอบด้วยยีน	 cp4epsps	 มีความทนทาน 
ต่อสารกำาจดัวัชพืชไกลโฟเสท	 และได้รับการ
ยอมรบัให้สามารถวางขายในตลาดสหภาพยุโรปได้	
(Kramkowska	 et al.,	 2013;	 ISAAA,	 2018)	 
แต่อย่างไรก็ตามการนำาเข้าและส่งออกสินค้า
เกษตรในบางประเทศจะต้องระบุสายพันธ์ุของพืช
ดัดแปลงพันธุกรรม	(event)	หรอืต้องผ่านการตรวจ
วิเคราะห์รายละเอียดของพืชดัดแปลงพันธุกรรม	 
เช่น	โปรโมเตอร์	 เทอร์มิเนเตอร์	ยีนต่าง	ๆ	เช่น	
construct	หรือ	event	specific	เป็นต้น	

สำาหรับการตรวจวิเคราะห์พืชดัดแปลง
พันธุกรรมทีเ่ป็นมาตรฐานสากลของสหภาพยุโรป	
(Joint	Research	Center-European	Commission;	 
JRC-EU)	ได้แบ่งระดับของการตรวจวเิคราะห์เป็น	
3	 ระดับ	 คือ	 1)	 การตรวจคัดกรอง	 (screening	
method)	ในตำาแหน่งโปรโมเตอร์	หรอืเทอร์มเินเตอร์	 
ซึ่งสามารถตรวจพบได้ในพืชดัดแปลงพันธุกรรม
เกอืบทุกชนดิ	แต่ไม่สามารถระบุชนดิหรอืสายพันธ์ุ
ของพืชดัดแปลงพันธุกรรม	2)	การตรวจวิเคราะห์
ยีนที่ถูกถ่ายเข้าในพืชดัดแปลงพันธุกรรม	(target	
or	construct	gene)	ซึ่งมคีวามจำาเพาะต่อลักษณะ
ของพืชดัดแปลงพันธุกรรมเป็นกลุ ่ม	 ๆ	 เช่น	 
ยีน	Cry1Ab	ยีน	cp4epsps	เป็นต้น	3)	การตรวจ
จำาแนกชนดิหรอืสายพันธ์ุของพืชดัดแปลงพันธุกรรม	 
(Event	specific)	จะตรวจสอบบรเิวณเอกลักษณ์		
คือ	 ตำาแหน่งที่ยีนถูกถ่ายเข้าไปต่อกับส่วนของ 
จีโนมพืช	 จึงมีความจำาเพาะต่อชนิดพืชดัดแปลง
พันธุกรรมสงู	ซึ่งแต่ละระดับของการตรวจวเิคราะห์ 
จะมีค่าใช้จ่ายที่ต่างกันด้วย

ปัจจุบัน	ห้องปฏบัิติการระดับสากลสามารถ 
ตรวจคัดกรองพืชดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค	
multiplex	real-time	PCR	ซึ่งเป็นการตรวจสอบยนี 
พร้อมกนั	3	ยนี	ในปฏกิริยิาเดียวกนั	โดยใช้ไพรเมอร์ 
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ที่จำาเพาะต่อยีนทีต่ ้องการตรวจต่างกัน	 และ 
โพรบที่ติดด้วย	 Reporter	 ทีแ่ตกต่างกัน	 ทำาให้
สามารถเปล่งแสงทีค่วามยาวคลืน่ที่แตกต่างกัน	
แต่สำาหรับการตรวจจำาแนกชนิดพืชดัดแปลง
พันธุกรรมยังคงใช้เทคนิค	 simplex	 real-time	
PCR	 (JRC-EURL-GMFF-	 ENGL,	 2011)	
เป็นการตรวจวิเคราะห์ปฏิกิริยาแต่ละยีนแยกกัน	
ซึ ่งต้องใช้เวลา	 สารเคมี	 และต้นทุนค่าตรวจ
วิเคราะห์มาก	 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพือ่นำา
เทคนิค	 multiplex	 real-time	 PCR	 มาใช้ใน 
การตรวจจำาแนกยีนข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม	
Mon810	และ	NK603	พร้อมกนั	ร่วมกบัยนีอ้างองิ
พืช	 และการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทีพ่ัฒนา 
ขึ้นใหม่	(Validation)	ประกอบด้วย	ความแม่นยำา	
ความถูกต้อง	 ประสิทธิภาพของวิธีการ	 และ 
ขีดจำากัดของวิธีจะต้องอยู่ในมาตรฐานทีก่ำาหนด
ของวิธีการนั้น	ๆ 	ตามมาตรฐานระบบ	ISO17025	

อุปกรณ์และวิธีการ
1. วสัดอุ้างอิง ตวัอย่างพืชและผลิตภัณฑ์ท่ีใช้ใน
การทดสอบ

การศึกษานี้ใช้วัสดุอ้างอิง	 (certificate	
reference	 material)	 ของข้าวโพดดัดแปลง
พันธกุรรมสายพันธุ์	 Mon810	 NK603	 ที่มี
เปอร์เซ็นต์การปนของพืชดัดแปลงพันธุกรรมใน
ระดับท่ีแตกต่างกนั	Bt11	และ	Bt176	ท่ีระดบัการ
ปนเป้ือน	 5%	และ	 ถั่วเหลืองดัดแปลงพันธุกรรม 
สายพันธ์ุ	RR	(GTS	40-3-2)	ท่ีระดับการปนเป้ือน	
10%	 ซึ่งผ่านเกณฑ์มาตรฐานจาก	 Institute	 for	 
Reference	Materials	 and	Measurements	 เป็น
ตัวอย่างอ้างองิ	(Table	1)	และสำาหรบัตัวอย่างข้าวโพด 
และผลิตภณัฑ์อื่น	 ๆ	 เช่น	 เมล็ดข้าวโพด	 ข้าวโพด
กระป๋อง	ครมีข้าวโพด	แป้งข้าวโพด	และเกล็ดข้าวโพด	 
ได้รบัความอนเุคราะห์จากห้องปฏบิตักิารตรวจวเิคราะห์ 
พืชและผลิตภัณฑ์พืชดัดแปลงพันธุกรรม	 สำานัก
วิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ	กรมวิชาการเกษตร

Table 1	GM	certified	reference	materials	information	in	this	study

Plant Source/code Event
%GM 

(+ uncertainty)
 Event specific

Mon810 NK603

Maize ERM-BF413ak Mon810	ak <0.09 + -
ERM-BF413ck Mon810	ck 0.49	+	0.1 + -
ERM-BF413ek Mon810	ek 1.98	+	0.15 + -
ERM-BF413gk Mon810	gk 9.9	+	0.5 + -
ERM-BF415a NK603	a <0.4 - +
ERM-BF415b NK603	b 0.1	+	0.04 - +
ERM-BF415c NK603	c 0.49	+	0.05 - +
ERM-BF415d NK603	d 0.98	+	0.07 - +
ERM-BF411f Bt176 5	+	0.18 - -
ERM-BF412f Bt11 4.89	+	0.21 - -

Soybean ERM-BF410k GTS	40-3-2 10	+	0.7 - -
Notes:	+	(positive)	=	Event	specific	Mon810	or	NK603	should	detected,	-	(negative)	=	Event	specific	
Mon810	or	NK603	should	not	detected	

2. การสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบคุณภาพ
สกัดดีเอ็นเอของวัสดุอ้างอิง	ตัวอย่างพืช

และผลิตภัณฑ์ที่ใช้ในการทดสอบโดยดัดแปลง 
จ ากวิ ธ ี	 GeneScan 	 ตามกรรมวิ ธ ีข อ ง 

ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์สินค้าพืชดัดแปลง
พันธุกรรม	 (Roger	 and	 Bendich,	 1985)	 
โดยทำาการสกดัดีเอน็เอจากวสัดุอ้างองิตัวอย่างละ	
3	 ซำ้า	 ตรวจวัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ
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ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์	นำาดีเอ็นเอมาใช้
ในการทดสอบต่อไป

3. ศึกษาต�าแหน่งและชนิดของไพรเมอร์และ 
โพรบที่เหมาะสมต่อการตรวจสอบข้าวโพด
ดัดแปลงพนัธุกรรม Mon810 และ NK603  
ด้วยเทคนิค real-time PCR แบบ simplex

นำาดีเอน็เอของข้าวโพดดดัแปลงพันธุกรรม	 
(positive	control)	(Table	1)	และข้าวโพดท่ีไม่ได้ 
ดัดแปลงพันธุกรรม	(negative	control)	จากห้อง
ปฏิบัติการกลุ่มวิจัยพัฒนาการตรวจสอบพืช	และ
จุลินทรีย์ดัดแปรพันธุกรรม	 จากสำานกัวจัิยพัฒนา
เทคโนโลยชีีวภาพ มาเป็นดีเอน็เอต้นแบบในปฏกิริยิา	 
real-time	 PCR	 โดยใช้ไพรเมอร์และโพรบ 
ดังแสดงใน	 Table	 2	 ซึ่งมตีำาแหน่งของการเข้าจบั
ไพรเมอร์และโพรบท่ีแตกต่างกนั	สำาหรบัการตรวจสอบ 
ยีน	 Event	 specific	 Mon810	 และ	 NK603	 
(Figure	 1)	 และยีนอ้างอิงพืชสำาหรับตรวจสอบ
ข้าวโพดทีแ่ตกต่างกัน	 3	 ยีน	 ได้แก่	 ยีน	 Zein  
ยีน	 Alcohol dehydrogenase	 (Adh)	 และ	 
ยีน	High Mobility Group	 of	maize (HMG)	 
การตรวจสอบด้วยเทคนิค	 Simplex	 Real-time	

PCR	 ใช้สภาวะปฏิกิริยา	 initial	 denaturation	 
ที	่95°oซ.	เป็นเวลา	10	นาที	denaturation	อุณหภมูิ	
95°oซ.	 เป็นเวลา	 30	 วินาที	 annealing	 และ	 
extension	 อุณหภูมิ	 60°oซ.	 เป็นเวลา	 1	 นาท	ี 
ทำาซำ้าตั้งแต่ขั้นตอนที่	 2	 จำานวน	 40	 รอบ	 ซึ่งใน
ปฏิกิริยา	 Real-time	 PCR	 ใช้ปริมาณดีเอ็นเอ
แต่ละตัวอย่างให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ	 
100	นาโนกรัม	โดยในปฏิกิริยา	Real-time	PCR	
ประกอบด้วยสารเคมี	 ดังนี้	 นำ้า	 (PCR	 grade;	
Roche,	Switzerland)	ปริมาตร	3.5	ไมโครลิตร	
ความเข้มข้นไพรเมอร์และโพรบ	10	ไมโครโมลาร์	
อย่างละ	0.5	ไมโครลิตร	สาร	Light	Cycler®	480	
Probes	Master	(Roche,	Switzerland)	ความ
เข้มข้น	 2x	 ปริมาตร	 10	 ไมโครลติร	 ดเีอ็นเอ
ต้นแบบความเข้มข้น	20	นาโนกรัมต่อไมโครลิตร	
ปริมาตร	 5	 ไมโครลิตร	 โดยให้มีปริมาตรรวม	 
20	ไมโครลิตร	(Sornchai	et al.,	2018)	ตรวจสอบ 
ผลค่า	Crossing	threshold	(Ct)	ที่ได้จากเครื่อง	
Real	 time	 PCR	 รุ่น	 LC480	Cycler	 (Roche	
Technologies,	Santa	Clara,	CA)	เปรียบเทียบ
กับข้อมูลที่ได้จากการทดลองเทียบกับ	Table1

Figure 1	Construct	maps	of	NK603	and	Mon810	GM	Maize	events	referring	to	the	region	 
amplification	of	event	specific	Real-time	PCR	primer	and	probes	(1:	the	amplification	area	
of	1st	primer	and	probe,	2:	the	amplification	area	of	2nd	primer	and	probe)	

ปฏิกริยิา Real-time PCR ประกอบด.วยสารเคมี ดังน้ี น้ำ (PCR grade; Roche, Switzerland) ปริมาตร 3.5 

ไมโครลิตร ความเข.มข.นไพรเมอรiและโพรบ 10 ไมโครโมลารi อยáางละ 0.5 ไมโครลิตร สาร Light Cycler® 

480 Probes Master (Roche, Switzerland) ความเข.มข.น 2x ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  ดีเอ็นเอต.นแบบ

ความเข.มข.น 20 นาโนกรัมตáอไมโครลิตร  ปริมาตร  5 ไมโครลิตร โดยให.      มีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร 

(Sornchai et al, 2018) ตรวจสอบผลคáา Crossing threshold (Ct) ท่ีได.จากเคร่ือง Real time PCR รุáน 

LC480 Cycler (Roche Technologies, Santa Clara, CA) เปรียบเทียบกับข.อมูลการท่ีได.จากการทดลอง

เทียบกับ Table1 
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Table 2	 Oligonucleotide	 sequences	 of	 primers	 and	 probes	 of	 event	 specifics	 and	 
endogenous	gene	

Gene GM
event

Primer/
Probe Sequence (5’-3’) Reference

Event	

-Specific

NK603

(1)

NK603-F GACCTCGAGTAAGCTTGTTAACGC Shrestha et al., 

(2010)NK603-R CGAGAAGAGATAACAGGATCCACTC

NK603-P FAM-TACCACGCGACACACT-BHQ1

NK603 NK603-F ATGAATGACCTCGAGTAAGCTTGTTAA JRC-EURL-

GMFF-ENGL	

(2011)

(2) NK603-R AAGAGATAACAGGATCCACTCAAACACT

NK603-P FAM-TGGTACCACGCGACACACTTCCACTC-BHQ1

Mon810

(1)

Mon810-F CACTTCTCCTTGGACATCGATG Shrestha et al.,

(2010)Mon810-R GCAAGCAAATTCGGAAATGAA

Mon810-P HEX	-AGGACTTTCGGTAGCCTT-BHQ1

Mon810 Mon810-F TCGAAGGACGAAGGACTCTAACGT JRC-EURL-

GMFF-ENGL	

(2011)

(2) Mon810-R GCCACCTTCCTTTTCCACTATCTT

Mon810-P HEX-AACATCCTTTGCCATTGCCCAGC-BHQ1

Endogenous

gene

Zein Zein-F GCTTGCCAGCTTGATGGCGT Shrestha et al., 

(2010)Zein-R GGCATCGTCTGAAGCGGTAAGG	

Zein-P Cy5-ATGCTGCAGCAACTG-BHQ3

Adh Adh-F CCAGCCTCATGGCCAAAG	 Mazzara et al., 

(2005);	

JRC-EURL-

GMFF-	ENGL	

(2011)

Delobel	et al.,	

(2008);	

JRC-EURL-

GMFF-	ENGL	

(2011)

Adh-R CCTTCTTGGCGGCTTATCTG

Adh-P Cy5CTTAGGGGCAGACTCCCGTGTTCC

CTBHQ3

HMG HMG-F TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA

HMG-R	 GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT

HMG-P Cy5-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-BHQ3

Noted: F= Forward primer, R= Reverse primer, P=probe, (1)= the first primer and probe set, (2) = the 
second primer and probe set

4. ทดสอบความเหมาะสมและความจ�าเพาะ
เจาะจงของไพรเมอร์ (Practicability and 
Specificity) ต่อปฏกิิรยิา multiplex real-time 
PCR 

นำาดีเอน็เอจากตัวอย่างวสัดุอ้างองิข้าวโพด 
ดัดแปลงพันธุกรรม	events	ต่าง	ๆ	ได้แก่	Bt	11,	
Bt176,	Mon810	และ	NK603	ที่มีโครงสร้างของ

ยีน	และเปอร์เซ็นต์ปนเปื้อนในระดับต่าง	ๆ	และ
ตัวอย่างพืชที่ไม่ได้รับการดัดแปลงพันธุกรรม	เช่น	
ข้าวโพด	 มาทดสอบความเหมาะสม	 และความ
จำาเพาะเจาะจงของไพรเมอร์	 และโพรบต่อ
ปฏิกิริยา	 multiplex	 real-time	 PCR	 โดยใช ้
ไพรเมอร์และโพรบท่ีเหมาะสมทีส่ดุจากการทดลอง
ที่	 3	 นำามาตรวจวิเคราะห์ยีน	 Event	 specific	 
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Mon810	Event	specific	NK603	และยนีอ้างองิ
ข้าวโพด	(ยีน	HMG) ด้วยเทคนิค	real-time	PCR	
แบบตรวจตัวอย่างทีละยนี	(simplex)	เปรยีบเทียบ
กับการตรวจวิเคราะห์แบบ	multiplex	ที่ตรวจยีน	
Event	specific	Mon810	และ	NK603	ร่วมกับ	
ยีนอ้างอิงข้าวโพด	HMG ในปฏิกิริยาเดียวกัน	
ตัวอย่างละ	6	ซำา้	บันทึก	ค่า	Crossing	threshold	
(Ct)	ที่ได้จากปฏิกิริยาของแต่ละวิธี	นำาค่า	Ct	ที่ได้
มาตรวจสอบความเหมาะสมของไพรเมอร ์ 
และโพรบจากการเปรียบเทียบความแตกต่างของ 
ค่าเฉล่ีย	Ct	ท่ีได้จากวธีิ	multiplex	กบั	วธีิ	simplex	
ของแต่ละตัวอย่างดีเอ็นเอ	ด้วยวิธี	Pair	Sample	
T-test	 และตรวจสอบความจำาเพาะเจาะจงของ 
ไพรเมอร์และโพรบจากความถูกต้องของการเกิด
ปฏิกิริยาเทยีบกับข้อมูลองค์ประกอบของยีนใน	 
Table	1	แล้วนำามาหาค่า	False	negative	rate	และ	
False	positive	rate	จากวธิขีอง	Broeder	et al.,	2014

5. การทดสอบประสิทธิภาพการเกิดปฏิกิริยา 
multiplex real-time PCR 

เตรยีมดีเอน็เอข้าวโพดดดัแปลงพันธุกรรม 
สายพันธุ์	 Mon810	 และ	 NK603	 ทีร่ะดับการ 
ปนเปื้อน	 2%	 ผสมดีเอ็นเอทัง้สองในอัตราส่วน	
1:1	ปรบัให้มคีวามเข้มข้น	20	นาโนกรมั/ไมโครลิตร	
ปริมาตร	 5	 ไมโครลิตร	 เจือจางดีเอ็นเอดังกล่าว
ด้วยนำา้บรสิทุธ์ิ	(deionized	water)	ท่ีสดัส่วน	1:2,	
1:4,	1:16	และ	1:256	โดยแต่ละลำาดับทำา	6	ซำ้า	
ซำ้าละ	4	รอบ	นำามาทดสอบปฏิกิริยา	multiplex	
real-time	PCR	หลังจากนั้นนำาผลของค่า	Ct	ของ
แต่ละยนี	Event	specific	Mon810	และ	NK603	
และยนีอ้างองิพืช	(ยนี	HMG)	มาสร้างกราฟความ
เข้มข้นมาตรฐาน	(standard	curve)	ตามวิธีของ	
Broeder	 et al.,	 (2014)	 จากสมการของกราฟ
ความเข้มข้นมาตรฐานนำามาคำานวณหา	ค่า	PCR	
efficiency,	 ค่า	 linearity	 (R2)	 และค่า	 slope	 
จากนั้น	 นำาค่าดังกล่าวมาเปรียบเทียบกับค่า
พารามิเตอร์มาตรฐานของ	JRC-EURL

6. การทดสอบหาการปนเป้ือนและจ�านวนส�าเนา
ดีเอ็นเอทีน่้อยทีสุ่ดของยีน Event specific  
ที่สามารถตรวจพบได้อย่างน่าเชื่อถือ (Limit of 
detection: LOD) 

เตรยีมดีเอน็เอข้าวโพดดัดแปลงพนัธุกรรม 
สายพันธุ์	 Mon810	 และ	 NK603	 ทีร่ะดับการ 
ปนเป้ือน	2%	ผสมดเีอน็เอทั้งสองในอตัราส่วน	1:1	 
ปรับให้มีความเข้มข้น	20	นาโนกรัมต่อไมโครลิตร	
แล้วทำาการเจือจางด้วยนำา้กลั่นฆ่าเช้ือ	(deionized	
water)	ในระดับต่าง	ๆ  ตั้งแต่	0.002	ถึง 2% โดย
ใช้ความเข้มข้นดีเอ็นเอตัวอย่าง	 20	 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร	ปรมิาณ	5	ไมโครลิตร	ทดสอบปฏกิริยิา	
real-time	PCR	จำานวน	12	ซำ้า	ตามกรรมวิธีการ
ทดสอบ	 แล้วนำาไปเพ่ิมจำานวนดีเอน็เอด้วยเทคนคิ	
multiplex	real-time	PCR	หาค่าระดับ	การปนเป้ือน 
ตำา่ท่ีสดุของข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมท่ีสามารถ
ตรวจพบสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ได้	 และนำา
เปอร์เซ็นต์การปนเปื้อนระดับตำ่าที่สุดนั้นมาหา
จำานวนสำาเนาดีเอ็นเอทีน่้อยทีสุ่ดทีส่ามารถตรวจ
พบได้ตามวิธีการของ	Broeder	et al.,	2014

7. การทดสอบความเทีย่ง (precision) และ
ความแม่นย�า (accuracy) ในการตรวจสอบ
ข้าวโพดดดัแปลงสายพันธุ ์Mon810 และNK603 
ด้วยเทคนิค multiplex real-time PCR

เตรยีมดีเอน็เอข้าวโพดดดัแปลงพนัธุกรรม 
สายพันธ์ุ	Mon810	และ	NK603	ท่ีระดับการปนเป้ือน	
0.1%	 ผสมดีเอ็นเอทัง้สองในอัตราส่วน	 1:1	 
ปรบัให้มคีวามเข้มข้น	20	นาโนกรมั/ไมโครลติร	จาก
นั้นตรวจสอบยนี	Event	specific	Mon810	และ	
NK603	ร่วมกบัยนี	HMG	ด้วยเทคนคิ	multiplex	
real-time	 PCR	 4	 ครั้ง	 ครั้งละ	 12	 ซำา้	 แล้วหา 
ค่าเฉล่ียของค่า	Ct	โดยคำานวณหาค่าความเทีย่งของ
วิธีการตรวจสอบด้วยการคำานวณหาค่าเบีย่งเบน
มาตรฐานสมัพัทธ์	(Relative	standard	deviation:	
RSD)	ของค่า	Ct	แต่ละยนี	สำาหรบัค่าความแม่นยำา 
ของวธีิการตรวจสอบ	 คำานวณโดยใช้ค่าเปอร์เซน็ต์ 
สัมประสิทธ์ความแปรผัน	 (Coef c ient 	 of	 
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variation:	CV)	และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน	(Standard	
deviation:	SD)	ของการตรวจสอบแต่ละครั้ง	และ
รวมท้ัง	4	ครัง้	(Broeders	et al.,	2014)	

8. การทดสอบปรมิาณดเีอ็นเอเริ่มต้นท่ีเหมาะสม
ต่อปฏิกิริยา multiplex real-time PCR 

เตรยีมดีเอน็เอข้าวโพดดดัแปลงพันธุกรรม 
สายพันธุ์	 Mon810	 และ	 NK603	 ทีร่ะดับการ 
ปนเป้ือน	2%	ผสมดีเอน็เอทั้งสองในอตัราส่วน	1:1	 
ทดสอบปริมาณดเีอ็นเอเริ ่มต้นทีค่วามเข้มข้น	 
50,	 100,	 150	และ	 200	นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา	 
นำาดีเอ็นเอมาตรวจสอบยีน	 Event	 specif ic	
Mon810	 และ	 NK603	 ร่วมกับยีน	HMG ด้วย
เทคนิค	 multiplex	 real-time	 PCR	 จำานวน
ตัวอย่างละ	12	ซำา้	บันทึกค่า	Ct	เปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียได้จากดีเอน็เริ่มต้นท่ีแตกต่าง

9. การตรวจคัดกรองตัวอย่างพืชและผลิตภัณฑ์
จากพืชด้วย multiplex real-time PCR

	 ทดสอบปฏิกิริยาการตรวจวิเคราะห์
คัดกรอง	 พร้อมตรวจยีนอ้างอิงพืชในปฏิกิริยา
เดียวกัน	แบบ	multiplex	real-time	PCR	เตรียม
ดีเอ็นเอตัวอย่างแบบ	blind	sample	ระดับความ
เข้มข้น	100	นาโนกรัม	จำานวน	20	ตัวอย่าง	จาก
นั้นนำามาตรวจสอบยนี	Event	specific	Mon810	
และ	 NK603	 ร่วมกับยีน	 HMG	 ด้วยการทำา
ปฏิกิริยา	multiplex	real-time	PCR	โดยทำาการ
ทดสอบตัวอย่างละ	3	ซำ้า	และเปรียบเทียบผลการ
ทดสอบกับผลการตรวจสอบจากห้องปฏิบัติการ
ตรวจวิเคราะห์พืชและผลิตภัณฑ์พืชดัดแปลง
พันธุกรรม	 สำานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ	
กรมวิชาการเกษตร

ผลการทดลองและวิจารณ์

1. ผลการศึกษาต�าแหน่งและชนิดของไพรเมอร์
และโพรบทีเ่หมาะสมต่อการตรวจสอบข้าวโพด
ดัดแปลงพนัธุกรรม Mon810 และ NK603  
ด้วยเทคนิค real-time PCR แบบ simplex

จากการศึกษาตำาแหน่งและชนดิของไพรเมอร์ 
และโพรบทีเ่หมาะสมต่อการตรวจสอบข้าวโพด
ดัดแปลงพันธุกรรม	 Mon810	 และ	 NK603	 
ด้วยเทคนิค	 simplex	 real-time	 PCR	 พบว่า	 
ไพรเมอร์และโพรบท้ังหมดท่ีใช้ทดสอบ	(Table	2)	
สามารถใช้ในการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปลง
พันธุกรรมคิดเป็น	100%	กล่าวคือ	ไพรเมอร์และ
โพรบของยีนอ้างอิงข้าวโพดทั้งสามยีน	Zein Adh 
และ	HMG	สามารถเข้าจับกบัดีเอน็เอและสามารถ
ตรวจจบัสัญญาณฟลอูอเรสเซ็นต์ได้ในตัวอย่าง
ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม	 และข้าวโพดทีไ่ม่
ดัดแปลงพันธุกรรม	แต่พบว่า	เครื่องสามารถตรวจ
จับสัญญาณได้แตกต่างกันดังนี้	 สัญญาณของยีน	
HMG	และ	Adh	ตรวจพบเรว็ท่ีสดุ	(ค่า	Ct	น้อยท่ีสดุ)	 
โดยมีค่า	 Ct	 เฉลี่ยเท่ากับ	 25.84	 และ	 25.65	 
ซึ่งสามารถตรวจจับสัญญาณได้เร็วกว่า	ยีน	Zein 
ที่มีค่า	 Ct	 เฉลี่ยเท่ากับ	 28.33	 อย่างมีนัยสำาคัญ
ทางสถิติ	

ส่วนไพรเมอร์และโพรบของยนี	Mon810	
ทั้ง	2	ชุด	สามารถตรวจจับสัญญาณได้ในข้าวโพด
ดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธ์ุ	Mon810	ในทกุระดับ	
ยกเว้นในระดับการปนเปื้อนที่ตำ่ากว่า	0.09%	แต่
ไม่พบสัญญาณในข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม	
NK603	 และข้าวโพดทีไ่ม่ดัดแปลงพันธุกรรม	
นอกจากนี้	 พบว่า	 ตำาแหน่งไพรเมอร์และโพรบ 
ชุดที่	2	ที่อยู่บริเวณด้านปลาย	5’	สามารถตรวจ
พบสัญญาณได้ดีกว่าตำาแหน่งไพรเมอร์และโพรบ
ชุดที่	 1	ที่อยู่บริเวณด้านปลาย	3’	ถึง	2	cycles	
(ค่า	Ct	น้อยกว่า	2	cycles)	ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก
อิทธิพลของไพรเมอร์	 เช่น	 อุณหภูมิ	 ความยาว	 
และ	ค่า	GC	content	(Bustin	and	Nalon,	2004)	
และลักษณะทางกายภาพของโพรบและไพรเมอร์	
เช่น	การเกิด	hairpin	และการเกิด	primer	dimer	
(Vallone	and	Butler,	2004)	ซึ่งพบว่า	ไพรเมอร์
ชุดที่	 1	 ตำาแหน่ง	 Reverse	 มีค่า	GC	 content	 
ตำ่าเพียง	38.10%	และโพรบของชุดที่	1	มีความ
ยาวเพียง	18	ลำาดับเบส	จึงทำาให้มีอุณหภูมิในการ
จับเกาะดีเอน็เอตำา่เพียง	54°oซ.	ซึ่งไม่สอดคล้องกับ
อุณหภูมิของไพรเมอร์ที่สูงถึง	60oซ.	
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สำาหรบัไพรเมอร์และโพรบของยนี	NK603	 
ทั้ง	 2	 ชุด	 ให้ผลสอดคล้องกับยีน	 Mon810	 คือ
สามารถตรวจจับสัญญาณได้ในข้าวโพดดัดแปลง
พันธุกรรมสายพันธุ์	 NK603	 ในทุกระดับการ 
ปนเปื้อน	 แต่ไม่พบสัญญาณในข้าวโพดดัดแปลง
พันธุกรรม	 Mon810	 และข้าวโพดไม่ดัดแปลง
พันธุกรรม	นอกจากนี้	พบว่า	ไพรเมอร์และโพรบ
ชุดที่	 2	 สามารถตรวจพบสัญญาณได้ด ีกว ่า
ตำาแหน่งไพรเมอร์และโพรบชุดที่	1	ถึง	3	cycles	
โดย	 พบว่า	 โพรบของชุดที	่ 1	 มีความยาวเพียง	 
16	 ลำาดับเบส	 จึงทำาให้มีอุณหภูมิในการจับเกาะ
ดีเอ็นเอตำ่าเพียง	 53.5°oซ.	 ซึ่งไม่สอดคล้องกบัค่า
อณุหภมูท่ีิไพรเมอร์สามารถเข้ามายดึเกาะดีเอน็เอได้	 
(Tm)	ของ	 ไพรเมอร์ที่สูงถึง	62oซ.	 โดยวีระพงศ์	
(2557)	 กล่าวว่า	 ปัจจัยที่สำาคัญที่สุดของการเพิ่ม
ปริมาณยีนด้วยเทคนิค	 Real-time	 PCR	 คือ	 
การออกแบบไพรเมอร์และโพรบให้ถูกต้อง	และมี
ความจำาเพาะต่อยนีนั้น	ๆ 	ท่ีต้องการตรวจสอบและ
หลีกเล่ียงการเกดิปฏสิมัพันธ์ระหว่างไพรเมอร์	เช่น	
การเกิด	dimer	หรือ	การเกิด	hairpin	loop	หรือ	
การเกิด	self-dimer	 เป็นต้น	นอกจากนี้	Bustin	
and	Nalon	(2004)	ได้รายงานว่า	การออกแบบ
โพรบควรให้มีความสามารถทีจ่ะยึดเกาะดีเอ็นเอ
ในช่วงอณุหภมู	ิ(Tm)	อยูใ่นช่วง	68	ถงึ	70oซ.	หรอื
มีค่าสูงกว่าอุณหภูมิ	(Tm)	ของไพรเมอร์ประมาณ	
10oซ.	

จากผลการตรวจสอบตำาแหน่งและชนิด
ของไพรเมอร์และโพรบของยีน	Event	 specific	
Mon810	และ	NK603	และยนีอ้างองิพืชทัง้	3	ยนี	
คือ	ยีน	Zein	ยีน	HMG	และ	ยีน	Adh	สามารถ
สรุปได้ว่าตำาแหน่งและลำาดับเบสของไพรเมอร์
และโพรบมีผลต่อการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปลง
พันธุกรรม	Mon810	และ	NK603	ซึ่งสอดคล้อง
กับการรายงานของ	 Rodriguez	 et al.,	 (2015)	 
ทีก่ล่าวว่า	 การออกแบบไพรเมอร์และโพรบเป็น
ปัจจัยท่ีสำาคัญท่ีสดุสำาหรบัเทคนคิ	real-time	PCR	
นอกจากนี้	 การทดสอบความใช้ได้ของโพรบและ
ไพรเมอร์ก่อนจะใช้กม็คีวามสำาคัญเช่นกนัถงึแม้ว่า
จะใช้โปรแกรมทีน่่าเชือ่ถือในการออกแบบ	 และ

จากการทดลองเลือกใช้ไพรเมอร์และโพรบยีน	
Event	specific	Mon810	และ	Event	specific	
NK603	 ชุดที่	 2	 และยีนอ้างอิงพืชทัง้	 3	 ยีน 
มีความเหมาะสมทีจ่ะนำามาใช้ถึงแม้ว่ายีน	 Adh  
จะให้ค่าในการตรวจสอบช้ากว่ายนีอืน่	ๆ 	เพราะการ 
ตรวจสอบยนีอ้างองิพืชในปฏกิริยิาแบบ	multiplex	
real-time	 PCR	 เป็นการควบคุมคุณภาพการ 
ตรวจสอบเท่านั้น	 โดยเป้าหมายหลักของการตรวจ
สอบข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม	 คือ	 ยีน	 Event	
specific	Mon810	และ	NK603	(Hugo	et al.,	
2002)	 โดยในการทดลองนี้เลือกยีน	HMG	 เพื่อ
ทำางานร่วมกับการตรวจสอบยีน	Event	specific	
Mon810	และ	NK603	ในการทดลองอื่น	ๆ 	ต่อไป

2. ผลการทดสอบความเหมาะสมและความ
จ�าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ (Practicability 
and Specificity) ต่อปฏิกิริยา multiplex  
real-time PCR 

จากการทดสอบความจำาเพาะเจาะจงของ
ไพรเมอร์และโพรบต่อตัวอย่างวสัดุอ้างองิข้าวโพด
ดัดแปลงพันธุกรรม	 events	 ต่าง	 ๆ	 ได้แก่	
Mon810,	 Bt11,	 Bt176,	 NK603	 และตัวอย่าง 
พืชทีไ่ม่ได้รับการดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค	 
simplex	 real-time	 PCR	 เปรียบเทียบกับ	 
multiplex	real-time	PCR	ผลการทดลองพบว่า	
ไพรเมอร์และโพรบทีเ่ลือกใช้ในปฏิกิริยามีความ
จำาเพาะกับตำาแหน่งทีต่้องการตรวจสอบคิดเป็น	
100%	 เมื ่อตรวจสอบปฏิกิริยาด ้วยเทคนิค	 
multiplex	 real-time	 PCR	 โดยไพรเมอร์และ 
โพรบของ	Mon810	สามารถตรวจจับได้ในข้าวโพด 
ดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ์	Mon810	ทุกระดับ
การปนเป้ือนต้ังแต่	0.5%	ขึ้นไป	แต่ไม่พบสัญญาณ
ดังกล่าวในการตรวจสอบข้าวโพดไม่ดัดแปลง
พันธุกรรมและพืชชนิดอื่น	 ๆ	 ในขณะเดียวกัน 
ไพรเมอร์และโพรบของ	NK603	สามารถตรวจจับ
ได้ในข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ	์NK603	
ในทุกระดับตัง้แต่	 0.1%	 ขึ้นไป	 และไม่สามารถ
ตรวจจบัสญัญาณจากพชืดดัแปลงพนัธกุรรมชนดิ
อื่นและผลิตภัณฑ์ต่าง	ๆ	เช่นเดียวกัน	สำาหรับยีน
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อ้างอิงพืช	 (HMG)	 พบว่า	 สามารถตรวจจับ
สัญญาณได้ในตัวอย่างข้าวโพดทุกตัวอย่างแต่ไม่
พบสัญญาณในตัวอย่างพืชชนิดอื่น	ๆ	(Table	3)	
ซึ่งสามารถสรุปได้ว่า	 ไพรเมอร์และโพรบทีน่ำามา
ใช้ในการศึกษามคีวามจำาเพาะเจาะจงกบัตัวอย่าง
ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม	Mon810	และ	NK603	

เมื่อเปรยีบเทียบค่า	Ct	ท่ีได้จากการตรวจ
จับสัญญาณด้วยเทคนิค	simplex	และ	multiplex	
real-time	PCR	(Table	3)	พบว่า	เทคนคิ	multiplex	 
real-time	PCR	มคีวามเหมาะสมและมปีระสทิธิภาพ 
ในการตรวจวเิคราะห์จำาแนกยนีเทียบเท่ากบัเทคนคิ	 
simplex	 real-time	 PCR	 ซึ่งเมื่อตรวจสอบค่า	 
Ct	เฉล่ีย	ยนี	Event	specific	NK603	ของข้าวโพด
ดัดแปลงพันธุกรรมท่ีทุกระดับการปนเปื ้อนที ่
ตรวจสอบด้วยเทคนิค	 simplex	 ไม่แตกต่างทาง
สถติิเมือ่เทียบกบัค่า	Ct	เฉล่ียของการตรวจสอบยนี	
Event	specific	NK603	ด้วยเทคนคิ	multiplex	
แต่สำาหรับการตรวจสอบยีน	 Event	 specif ic	
Mon810	 พบว่า	 การตรวจสอบด้วยเทคนิค	 
multiplex	มีความเหมาะสมและมีประสิทธิภาพดี
กว่าการตรวจสอบด้วยเทคนคิ	simplex	real-time	
PCR	ในระดับการปนเปื้อนตั้งแต่	<0.09	ถึง	10%	 

โดยค่า	Ct	เฉล่ียของยนี	Event	specific	Mon810	
ท่ีตรวจสอบด้วยเทคนคิ	multiplex	มค่ีาตำา่กว่าการ
ตรวจสอบด้วยเทคนิค	simplex	อย่างมีนัยสำาคัญ
ทางสถิติ	 และเม่ือตรวจสอบความจำาเพาะเจาะจง
ของไพรเมอร์จากความถกูต้องของการเกดิปฏกิริยิา 
เทียบกับข้อมูลองค์ประกอบของยีนใน	 Table1	
แล้วนำามาหาค่า	False	negative	rate	และ	False	
positive	rate	จากวธีิของ	Broeder	et al.,	(2014)	
พบว่า	การใช้เทคนิค	multiplex	real	time	PCR	
ตรวจสอบข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธุ	์
Mon810	และ	NK603	สามารถตรวจสอบได้ถูกต้อง 
และไม่พบ	False	negative	และ	False	positive	

นอกจากนี้	 ยังพบว่า	 เทคนิค	multiplex	
real-time	PCR	มีข้อดีหลายประการคือ	ประหยดั
เวลาในการทำางาน	 ตรวจสอบได้หลายยีนในครั้ง
เดียวกนั	และใช้สารเคมน้ีอยกว่าหรอืเทียบเท่ากัน	
ลดความเสี่ยงของผลการทดสอบจากการปฏิบัติงาน 
หลายครั้ง	 (Lab	 Life-Real-time	 PCR,	 2015)	
และสามารถตรวจคัดกรองสองยีนพร้อมกับการ
ตรวจยนีจำาเพาะพืช	เพ่ือการควบคุมคุณภาพได้ใน
คราวเดียวกัน	 (ปิยรัตน์และคณะ,	 2562;	 Alary	 
et al.,	2003;	Debode	et al.,	2013)

Table 3	 Comparison	of	Event	specific	Mon810	and	NK603	and	endogenous	gene	detection	
by	using	simplex	and	multiplex	real-time	PCR	

Event

GM

Conta-

minated

(%)

Ct Mean of
 Event specific Endogenous gene

Mon810 NK603 HMG
Sim-
plex

Multi-
plex

T-
test

Sim-
plex

Multi-
plex

T-
test

Sim-
plex

Multi-
plex

T-
test

Mon810	ak <0.09 ND 37.62 * ND ND ns 28.82 27.65 ns
Mon810	ck 0.5 35.44 34.25 * ND ND ns 28.52 27.47 ns
Mon810	ek 2 33.76 31.8 * ND ND ns 28.40 27.94 ns
Mon810	gk 10 31.24 28.04 * ND ND ns 28.48 27.92 ns
NK603	a 0.1 ND ND ns 36.60 37.19 ns 28.27 28.14 ns
NK603	b 0.5 ND ND ns 33.30 33.92 ns 27.94 28.32 ns
NK603	c 1 ND ND ns 31.97 31.98 ns 28.32 27.98 ns
NK603	d 2 ND ND ns 30.31 29.72 ns 28.23 27.97 ns
Bt176 5 ND ND ns ND ND ns 25.43 24.77 ns
Bt11 5 ND ND ns ND ND ns 25.31 24.89 ns
Non-GM	Maize 0 ND ND ns ND ND ns 24.33 25.07 ns
Notes:	ND=Not	detected,	ns=	non-significant,	*	=	significant	at	p	value	≤	0.05
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3. ผลการทดสอบประสิทธิภาพการเกิดปฏิกิริยา 
multiplex real-time PCR 

การทดสอบประสทิธิภาพการเกดิปฏกิริยิา 
ในการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรม	
Mon810	และ	NK603	ร่วมกบัยนีอ้างองิพืช	HMG	
ด้วยเทคนิค	multiplex	 real-time	PCR	ผลการ
ทดลองพบว่า	เทคนิค	multiplex	real-time	PCR	
สามารถตรวจวัดได้ในระดับการเจือจางดีเอ็นเอ
ตัง้แต่	 1:2	 ถึง	 1:16	 หรือระดับการปนเปื้อน
ข้าวโพดดัดแปลงพันธุกรรมตัง้แต่	 0.125%	 
ถึง	 2%	 โดยอัตราการเจือจางทีอ่ัตรา	 1:	 256	 
ไม่สามารถตรวจจับสญัญาณได้	โดยค่า	Ct	ท่ีได้จะ
เพ่ิมสูงขึ้นซึ่งแปรผกผันกบัความเข้มข้นของปรมิาณ 
สำาเนา	ดีเอ็นเอต้นแบบ	(copy	number)	ที่ลดลง	
เมื่อนำาค่า	Ct	ที่ได้ของแต่ละระดับการเจือจางมา 
สร้างกราฟความเข้มข้นมาตรฐาน	(standard	curve)	 
ตามวิธีของ	Del	Gaudio	et	al.,	 (2012)	พบว่า	 
ค่า	slope	ของการสงัเคราะห์ยีน	Event	 specific	

Mon810	 และ	 NK603	 และ	 HMG	 เฉลีย่	 คือ	
-3.10	-3.07	และ	-3.38	ตามลำาดับ	ค่าประสทิธิภาพ
การทำาปฏิกิริยา	(PCR	efficiency)	ของปฏิกิริยา
ยีน	Event	specific	Mon810	และ	NK603	และ	
HMG	 เท่ากับ	 110.17	 111.71	 และ	 97.63	 
ตามลำาดับ	 (Table	 4)	 และมีค่าสัมประสิทธิของ 
การทำาปฏกิริยิาของทุกยีนเท่ากับ	 0.99	 ซึ่งค่าท่ีได้
ทัง้หมดอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานทีก่ำาหนดไว้ของการ
ตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรมเชิงคุณภาพด้วย
เทคนคิ	multiplex	 real-time	 PCR	 (Broeders	 
et	al.,	2014)	ดังนี้	ค่า	Slope	-3.1	ถึง	-3.6	ค่า	
PCR	 efficiency	 เท่ากับ	 80	 ถึง	 120	 และค่า 
สัมประสิทธิของการทำาปฏิกิริยาเท่ากับ	 0.99	 
ซึ ่งสามารถสรุปได้ว่า	 การตรวจสอบข้าวโพด
ดัดแปลงพันธุกรรมสายพันธ์ุ	Mon810	และ	NK603	 
ร่วมกบัยนีอ้างองิพืช	HMG	ด้วยเทคนคิ	multiplex	
real-time	PCR	มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบ
จำาแนกยนี	Event	specific	Mon810	และ	NK603	

Table 4	The	PCR	efficiency	and	slope	of	event-specific	Mon810	and	NK603	and	HMG 
gene	that	were	detected	by	using	multiplex	real-time	PCR	

Dilution Rate
GM: total 
volume

%
GMO 
level

DNA 
conc.

Target
Copies

No.

Ct of target gene detection

Mon810 NK603 HMG

1:0 2% 100 7,339.4 28.04±0.12 27.18±0.15 24.23±0.02

1:2 1% 50 3,669.7 30.90±0.13 30.18±0.12 27.46±0.08

1:4 0.5% 25 1,834.9 34.24±0.25 33.27±0.36 31.32±0.14

1:16 0.125% 6.25 458.7 37.21±0.32 36.30±0.27 34.22±0.61

1:256 0.008% 0.39 28.67 - - 37.54±0.4

PCR	efficiency	(%) 110.17 111.71 97.63

Slope -3.10 -3.07 -3.38

4. ผลการทดสอบหาเปอร์เซ็นต์การปนเป้ือนและ
จ�านวนส�าเนา (copy number) ดีเอ็นเอที่น้อย
ที่สุดของยีน Event specific ที่สามารถตรวจ
พบได้อย่างน่าเช่ือถือ (limit of detection: LOD) 

การทดสอบหาเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อน 
ทีน่้อยทีสุ่ดทีส่ามารถตรวจวัดได้อย่างน่าเชือ่ถือ	
(LOD)	 ของวิธกีารตรวจสอบข้าวโพดดดัแปลง

พันธุกรรม	 Event	 specific	 Mon810	 และ	
NK603	พร้อมกบัยนี	HMG	ด้วยเทคนคิ	multiplex	 
real-time	PCR	พบว่า	สามารถตรวจจับสญัญาณ
ในตัวอย่างดีเอน็เอท่ีมีการปนเป้ือนข้าวโพดดดัแปลง 
พันธุกรรมตั้งแต่	369.7	-	7,339	Copies	ได้ครบ
ทั้ง	 12	ซำ้า	ส่วนตัวอย่างดีเอ็นเอที่มีการปนเปื้อน
ข้าวโพดดดัแปลงพนัธกุรรม	 73.39  Copies	 
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ไม่สามารถตรวจจับสญัญาณของยีน	Event	specific	 
Mon810	 และ	 NK603	 ได้ครบทุกซำ้า	 ยกเว้น	 
ยนี	HMG	ซึ่งเป็นยนี	endogenous	สามารถตรวจ
พบสญัญาณได้ตั้งแต่	7.34-7,339	Copies	เป็นต้นไป	 

สามารถสรุปได้ว่า	 การปนเปื ้อนของข้าวโพด
ดัดแปลงพันธุกรรม	 Mon810	 และ	 NK603	 ที่
ระดับตำ่าสุดทีส่ามารถตรวจวัดได้อย่างน่าเชือ่ถือ
คือ	0.1	%	(Table	5)	

Table 5	The	limited	of	detection	of	Event	specific	Mon810	and	NK603	and	HMG	gene	were	
detected	by	using	multiplex	real-time	PCR	

GM
Conta-
minated

DNA 
copy
No.

Ct
average

Replications %
detection

Ct
 average SD RSD 

(%)1 2 3 4

2% 7,339 Mon810 31.14 31.52 31.78 31.80 100	%

All	gene

31.56 0.27 0.84
NK603 31.53 31.51 31.88 31.13 31.51 0.26 0.84
HMG 25.54 25.83 25.59 25.99 25.74 0.18 0.71

0.2% 733.9 Mon810 35.34 35.61 35.63 35.46 100	%

All	gene

35.51 0.12 0.33
NK603 34.81 34.66 34.60 34.85 34.73 0.10 0.30
HMG 29.10 29.61 29.54 29.47 29.43 0.19 0.66

0.1% 369.7 Mon810 36.76 37.34 37.40 37.69 100%

All	gene

37.29 0.33 0.90
NK603 36.17 37.32 37.19 36.82 36.87 0.45 1.21
HMG 30.67 30.41 30.74 30.80 32.66 0.15 0.46

0.02% 73.39 Mon810 nd nd nd nd Only

HMG	100%

- - -
NK603 nd nd nd nd - - -
HMG 34.61 34.72 34.75 34.02 34.52 0.34 0.99

0.002% 7.339 Mon810 nd nd nd nd Only

HMG	100%	

- - -
NK603 nd nd nd nd - - -
HMG 36.16 35.93 36.71 36.60 36.35 0.32 0.87

0.0002% 0.734 Mon810 nd nd nd nd 0% - - -
NK603 nd nd nd nd All	 - - -
HMG nd nd nd nd 	gene - - -

Noted: nd	=	not	detected

5. ผลการทดสอบความเที่ยงตรง (accuracy) 
และความแม่นย�า (precision) ในการตรวจสอบ
ข้าวโพดดัดแปลงสายพนัธุ ์ Mon810 และ 
NK603 ด้วยเทคนิค multiplex real-time PCR

การทดสอบความเท่ียงตรง	และความแม่นยำา 
ของวิธีนั้น	 บ่งบอกถึงความสามารถของวิธีการ
ตรวจสอบข้าวโพดดดัแปลงสายพนัธุ์	 Mon810	
และ	NK603	 โดยค่าความเท่ียงตรง	 และค่าความ
แม่นยำาของวธีิสามารถตรวจสอบได้จากค่าเปอร์เซน็ต์ 
การเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์	(Relative	standard	 
deviation:	RSD)	และค่าเปอร์เซน็ต์เบ่ียงเบนมาตรฐาน	
(Standard	Deviation:	SD)	ของการหาปรมิาณยนี	 
Event	specific	Mon810	และ	NK603	และยีน

อ้างอิงพืช	 HMG	 จากการตรวจสอบข้าวโพด
ดัดแปลงพนัธุกรรมทัง้	 4	 รอบ	 ผลการทดลอง 
พบว่า	%	RSD	และ	SD	ของการหายีน	Event	
specific	Mon810	มค่ีาเท่ากบั	1.84	และ	0.67%	
และ	%	RSD	 และ	 SD	 ของการหายีน	 Event	
specif ic	 NK603	 มีค่า	 1.63	 และ	 0.61%	 
(Table	6)	โดยค่าความเท่ียงตรงและความแม่นยำา
ของท้ังสองยนีมีค่าอยูใ่นเกณฑ์มาตรฐานท่ีกำาหนด
ไว้ของการตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธ ุกรรม 
เชิงคุณภาพด้วยเทคนิค	 multiplex	 real-time	
PCR	(Broeders	et al.,	2014)	คือ	ค่าเปอร์เซ็นต์	
RSD	ต้องไม่เกิน	25%	ซึ่งสอดคล้องกับรายงาน
ของ	Del	Gaudio	et al.,	(2012)	ที่ได้รายงานว่า 
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การตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรมเชิงคุณภาพ
ต้องมคีวามเท่ียงในการตรวจสอบไม่ควรเกนิ	25%	
แสดงว่า	เทคนิค	multiplex	real-time	PCR	ท่ีใช้
ในการตรวจสอบข้าวโพดดัดแปลงพันธกุรรมสายพันธุ	์ 
Mon810	 และ	 NK603	 มีประสิทธิภาพคงที	่
นอกจากน้ี	 อาจกล่าวได้ว่า	 อปุกรณ์	 เครื่องมอืท่ีใช้ 
รวมถงึวธีิการท่ีเกี่ยวข้อง	 เช่น	 การเตรยีมตัวอย่าง	
และการสกดัดีเอน็เอ	มคีวามสมำา่เสมอสามารถทำาให้
ผลการตรวจจำาแนกยนีท่ีมคีวามเท่ียงตรงและแม่นยำา

Table 6	 The	repeatability	and	reproducibility	
of	event-specific	Mon810	and	NK603	and	
HMG	 gene	 detection	 by	 using	 multiplex	
real-time	PCR	

Sample Replicate
Ct average

Mon810 NK603 HMG
Mon810	:	NK603
0.1%	GM	
contaminated	

1 36.33 36.80 27.93

2 36.93 37.50 27.77

3 37.16 37.58 27.73

4 35.72 36.21 27.69

Mean 36.51 37.10 27.76

Min 35.71 36.21 27.51

Max 37.36 37.80 27.93

SD 0.67 0.61 0.14

RSD	(%) 1.84 1.63 0.49

6. ผลการทดสอบปรมิาณดเีอน็เอเริ่มต้นท่ีเหมาะสม 
ต่อปฏิกิริยา multiplex real-time PCR 

จากการทดสอบปรมิาณความเข้มข้นดีเอน็เอ 
เริ่มต้นในปฏิกิริยา	real-time	PCR	ที่แตกต่าง	50	
100	 150	 และ	 200	 นาโนกรัม	 ผลการทดลอง 
พบว่า	ความเข้มข้นดีเอ็นเอของข้าวโพดดัดแปลง
พันธุกรรม	MON	810	และ	NK603	 ในระดับที่
ต่าง	ๆ 	กนั	ส่งผลให้การตรวจจับสญัญาณแตกต่างกนั	 
(ค่า	Ct	ท่ีแตกต่างกนั)	ในทุก	ๆ 	ยนี	โดยความเข้มข้น 
ของดีเอ็นเอเริ่มต้นที่	50	นาโนกรัม	ให้ค่า	Ct	ที่ได้
จากการตรวจสอบยีน	Event	specific	Mon810	
เท่ากับ	 33.39± 0.06	 และยีน	 Event	 specific	
NK603	เท่ากับ	35.12± 1.19	ซึ่งมีค่ามากที่สุดและ
แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำาคัญกับค่า	 Ct	 ที่ได้

จากความเข้มข้นดีเอ็นเริ่มต้นที่	 100	 150	 และ	 
200	นาโนกรมั	ท่ีมค่ีา	Ct	เฉล่ียจากการตรวจสอบยนี	 
Event	specific	Mon810	เท่ากบั	31.27± 1.06	และ
ยนี	Event	specific	NK603	 เท่ากบั	32.33± 1.27	 
นอกจากนี้	ยังพบว่า	ในทุกระดับความเข้มข้นของ 
ดีเอ็นเอตัง้ต้นให้ค่า	 Ct	 ของยีน	HMG ซึ่งเป็น	 
endogenous	 gene	 ไม่แตกต่างกันทางสถิต	ิ 
ซึ่งสามารถสรุปได้ว่า	 ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 
ต้ังต้นท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจพบได้และเหมาะสม 
สำาหรับการตรวจสอบด้วยเทคนิค	 multiplex	 
real-time	PCR	คือ	100	นาโนกรมั	Cankar	et al.,  
(2006)	 และ	 Turkec	 et al.,	 (2015)	 รายงานว่า	 
ปัจจัยหนึ่งท่ีสำาคัญส่งผลต่อประสทิธิภาพการตรวจ
สอบ	 คือ	 ความเข้มข้นของดีเอ็นเอทีใ่ช้ในการทำา	
Real-time	 PCR	 โดยค่าความเข ้มข ้นของ 
ดีเอ็นเอ	จะแปรผกผันกับค่า	Ct	ดีเอ็นเอที่มีความ
เข้มข้นสูงจะมีค่า	 Ct	 ตำ่า	 และในทางกลบักันถ้า
ความเข้มข้นดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยาตำ่าจะได้ค่า	
Ct	สูง	ขณะที่	Ellison	et al.,	(2006)	ได้กล่าวว่า	 
ความเข้มข้นของดีเอน็เอไม่ใช่ปัจจัยหลักท่ีส่งผลต่อ
การทำาปฏิกิริยาใน	 Real-time	 PCR	 แต่จำานวน
สำาเนา	 ในดีเอ็นเอตัง้ต้นเป็นปัจจัยหลักทีจ่ะทำาให้
การทำาปฏิกิริยาเกิดขึ้น	 ถงึแม้ความเข้มข้นจะน้อย
แต่ถ้ามจีำานวนสำาเนา	(copy	number)	ของดีเอน็เอ 
ต้นแบบท่ีต้องการตรวจสอบระดับต้ังแต่	10	สำาเนา	
ขึน้ไปก็จะทำาเกิดปฏิกิริยา	 real-time	 PCR	 ได้ 
ตามทฤษฎี

7. ผลการตรวจคดักรองตวัอย่างพืชและผลิตภณัฑ์ 
จากพืชด้วย multiplex real-time PCR  

ผลการทดสอบปฏกิริยิาการตรวจวิเคราะห์	
ในตัวอย่างแบบ	 blind	 sample	 เปรียบเทียบผล
กับผลการตรวจสอบจากห้องปฏิบัตกิารตรวจ
วเิคราะห์พืชและผลิตภณัฑ์พืชดัดแปลงพันธุกรรม	
พบว่า	ทุกตัวอย่างท่ีทำาการทดสอบด้วยวธีิ	multiplex	 
real-time	PCR	ให้ผลการทดสอบตรงกับผลการ
วิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการ	 100%	 โดยไม่พบ 
การเกิด	False	positive	และ	False	negative	
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สรุปผลการทดลอง
การตรวจจำาแนกยีนข้าวโพดดัดแปลง

พันธุกรรมสายพันธุ์	 Mon810	 และ	 NK603	 
ด้วยวิธี	multiplex	real-time	PCR	โดยการตรวจ
จำาแนกยนี	Event	specific	Mon810	และ	NK603	
และยีนอ้างอิงพืช	 HMG	 ในปฏิกิริยาเดียวกัน	 
มีประสิทธิภาพสามารถใช้ในตรวจจำาแนกยีน 
ดงักล่าว	 โดยโพรบและไพรเมอร์มีความจำาเพาะ	
และเหมาะสมต่อการจำาแนกยีน	Event	specific	
Mon810	 และ	NK603	 และค่าพารามิเตอร์ที่ได้
จากการทดสอบวิธี	 multiplex	 real-time	 PCR	 
อยูใ่นเกณฑ์มาตรฐานท่ีกำาหนดไว้	และเมื่อทดสอบใช้
ในการจำาแนกยนี	 พบว่า	 เทคนคิดังกล่าวสามารถ
จำาแนกยนีได้ถกูต้องโดยไม่ม	ีFalse	positive/negative	
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