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บทคััดย่่อ
ปััจจุุบัันมีีการพััฒนาและการประยุุกต์์ใช้้เทคโนโลยีีปรัับแต่่งยีีน (Gene-editing) ทางการเกษตรในพืืช

หลากหลายชนิิด สำหรัับประเทศไทยยัังไม่่มีีมาตรการในการควบคุุมกำกัับดููแลที่่�ชััดเจน การตรวจสอบพืืชที่่�ได้้รัับการ

ปรับัแต่ง่ยีนีเพื่่�อแยกความแตกต่่างจึงึมีคีวามสำคัญั ดังันั้้�นการศึึกษานี้้�จึงึพัฒันาวิิธีกีารตรวจสอบพืืชที่่�ได้ร้ับัการปรับัแต่ง่

ยีีนให้้ง่่ายและรวดเร็็วมากขึ้้�น โดยใช้้ตััวอย่่างข้้าวสาลีีที่่�มีีการปรัับแต่่งยีีน α-gliadin family ซึ่่� งเป็็นกลุ่่�มยีีนที่่�ควบคุุม

การสร้้างกลููเตนในข้้าวสาลีีตรงตำแหน่่งของยีีน sgAlpha-2 โดยมีีการปรัับแต่่งเบสเพีียงไม่่กี่่�เบสให้้หายไปจากจีีโนม

ของข้า้วสาลีทีำให้โ้ปรตีนีกลููเตนในข้า้วสาลีทีี่่�ผ่า่นการปรับัแต่ง่ลดลง ซึ่่�งการตรวจสอบจะใช้ว้ิธิี ีHomo/hetero duplex 

และ T7 endonuclease-I (T7E1) ที่่�อาศััยหลัักการเข้า้คู่่�กันของสายดีีเอ็น็เอแบบที่่�เป็็นคู่่�สมและไม่่เป็น็คู่่�สม โดยจะเกิิด

ลัักษณะ Loop ซึ่่� งเกิิดจากดีีเอ็็นเอสายคู่่�ที่่�เข้้าคู่่�กัันแบบไม่่เป็็นคู่่�สมไม่่จัับกัับลำดัับเบสตรงบริิเวณที่่�มีการปรัับแต่่ง 

จากนั้้�นตรวจสอบด้้วยการแยกแถบดีีเอ็็นเอด้้วยวิิธีีเจลอิิเล็็คโทรโฟเรซิิสทำให้้ทราบว่่าตััวอย่่างใดเป็็นตััวอย่่างของ

ข้้าวสาลีีปรัับแต่่งยีีน

คำสำคััญ:  ข้้าวสาลีี; ปรัับแต่่งจีีโนม; กลููเตน; Htomo/hetero duplex; T7 endonuclease-I
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Abstract
The development and application of agricultural gene-editing technology have been studied 

in various crops. The current regulation framework in Thailand is still under consideration. Therefore, 

the ability to detect gene-edited plants is essential for monitoring and verifying such plants as part 

of the preparation for the adoption of this technology. This study focuses on the research and 

development of an investigative method for detecting gene-edited wheat in a simpler and faster 

manner. Wheat with edited α-gliadin family genes in the sgAlpha-2 region, a group of genes 

responsible for controlling wheat gluten production, was used in this study. The gene editing involved 

the deletion of only a few bases from the genome, resulting in a significant reduction in gluten 

protein levels in the edited wheat. The homo/hetero duplex and T7 endonuclease-I (T7E1) assay 

was employed as the detection technique. This method relies on the principle of pairing 

complementary and non-complementary DNA strands. Mismatched DNA pairs form a characteristic 

loop in the editable region, which can be detected using gel electrophoresis analysis to differentiate 

DNA bands. This approach enables the identification of gene-edited plant samples effectively.

Keywords:  Wheat; Gene-editing; Gluten; Homo/hetero duplex; T7 endonuclease-I
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1. บทนำ
ในปััจจุุบัันมีีการพััฒนาและการประยุุกต์์ใช้้

เทคโนโลยีีปรัับแต่่งยีีนทางการเกษตรในพืืชหลากหลาย

ชนิดิ ซึ่่�งได้พ้ืชืที่่�มีลีักัษณะที่่�ต้อ้งการทั้้�งในเชิงิปริมิาณและ

เชิงิคุณุภาพที่่�เป็น็ลักัษณะดีทีางการเกษตร หลายประเทศ

ได้้มีีกฎระเบีียบในการควบคุุมกำกัับดููแลพืืชที่่�ได้้รัับการ

ปรัับแต่่งยีีนเพื่่�อตั้้�งรัับเทคโนโลยีีที่่�กำลัังจะเข้้ามา โดยใน

แต่่ละประเทศมีีการควบคุุมที่่� แตกต่่ างกััน  เช่่น 

สหรัฐัอเมริิกาถืือว่า่พืชืที่่�มีกีารปรัับแต่ง่ยีนีแบบ deletion 

ไม่่ต้้องมีีการควบคุุมกำกัับดููแลแบบพืืชดััดแปลง

พัันธุุกรรม ในสหภาพยุุโรปจััดให้้พืืชปรัับแต่่งยีีนทุุกรููป

แบบมีีการควบคุุมกำกัับดููแลแบบพืืชดััดแปลงพัันธุุกรรม 

[1] สำหรัับประเทศไทยยัังไม่่มีีแนวทางปฏิิบััติิที่่�แน่่นอน

เกี่่�ยวกัับพืืชปรัับแต่่งยีีน แต่่อาศััยอำนาจภายใต้้พระราช

บััญญััติิการกัักพืืชในการควบคุุมกำกัับดููแล นอกจากนี้้�

ปััจจุุบัันในประเทศไทยยัังไม่่มีีการปลููกพืืชดััดแปลง

พัันธุุกรรมและพืืชที่่�ผ่่านการปรัับแต่่งยีีน

การควบคุุมกำกับัดููแลพืชืที่่�ได้ร้ับัการปรับัแต่ง่ยีนี

สิ่่�งสำคัญัคือืการตรวจสอบเพื่่�อแยกความแตกต่า่งระหว่า่ง

พืชืไม่ป่รัับแต่ง่ยีีนและพืชืปรับัแต่ง่ยีีน ปัจจุุบันันิิยมใช้อ้่า่น

ลำดับัเบส (Sanger sequencing) บริเิวณยีีนที่่�มีการปรัับ

แต่ง่ของสิ่่�งมีชีีวีิติ ซึ่่�งมีคีวามแม่น่ยำแต่ใ่ช้เ้วลานานและค่า่

ใช้้จ่่ายสููง ทำให้้ไม่่เหมาะสำหรัับงานตรวจวิิเคราะห์์

ตัวัอย่่างพืืชหรืือสินิค้า้พืชืปรัับแต่่งยีนีที่่�มีปริมิาณตััวอย่่าง

มากและต้้องการความรวดเร็็วในการตรวจวิิเคราะห์์ ดั ัง

นั้้�นการศึึกษาวิิจัยัและพััฒนาการตรวจสอบพืืชที่่�ได้้รับัการ

ปรัับแต่่งยีีนที่่�มีีความง่่ายและรวดเร็็วมากขึ้้�นจึึงมีีความ

จำเป็็น เพื่่�อประยุุกต์์ใช้้กัับงานตรวจสอบพืืชหรืือสิินค้้า

พืชืปรับัแต่ง่ยีนีและสร้า้งความมั่่�นใจให้ก้ับัผู้้�บริโิภครองรับั

ความปลอดภััยทางอาหาร

กลูเูตน (Gluten) เป็น็ไกลโคโปรตีนีที่่�พบได้ต้าม

ธรรมชาติิในธััญพืืชบางชนิิดเช่่น ข้ ้าวสาลีี ข้ ้าวบาร์์เลย์์ 

และข้้าวไรย์์ กลููเตนมีีลัักษณะยืืดหยุ่่�น เหนีียว และไม่่

ละลายน้้ำ เนื่่�องจากกลููเตนมีีกลุ่่�มโปรตีีนกลููเตนิิน 

(Glutenin) และไกลอะดิิน (Gliadin) ที่่� รวมตััวกัันด้้วย

พัันธะไดซััลไฟด์์ (Disulfide Bond) แต่่อย่่างไรก็็ตามกลูู

เตนสามารถทำให้้เกิิดอาการแพ้้ โดยโปรตีีนกลุ่่�ม 

α-gliadin แม้้กลููเตนิินจะก่่อให้้เกิิดภููมิิแพ้้บ่่อย แต่่ไกล

อะดิินเป็็นกลุ่่�มที่่�ก่อให้้เกิิดอาการแพ้้หนัักกว่่า [2] ซึ่่� ง

อาการแพ้ก้ลูเูตนเรียีกว่่า Celiac disease (หรือื coeliac 

disease) โดยเมื่่�อได้้รับัโปรตีีนกลููเตนเข้า้สู่่�ร่า่งกายจะเกิดิ

การกระตุ้้�นให้้เซลล์์เยื่่�อบุุลำไส้้หลั่่� งโปรตีีนซููนููลิิน 

(Zonulin) ออกมา ส่่งผลให้้ผนัังลำไส้้เล็็กอัักเสบและทำ

ให้้กลููเตนเข้้าสู่่�กระแสเลืือด ระบบภููมิิคุ้้�มกัันจึึงเกิิดการ

ตอบสนองอย่่างรุุนแรงต่่อกลููเตน ทำให้้เกิิดอาการปวด

ท้้อง ท้ องเสีีย ท้ องอืืด มี ผื่่�นขึ้้�นตามร่่างกาย โลหิิตจาง 

อ่อ่นเพลียี และส่ง่ผลให้เ้กิดิการขาดสารอาหารต่อ่มา [3] 

ซึ่่�งในปััจจุุบัันได้้มีีการพััฒนาข้้าวสาลีี Low-gluten โดย

การปรัับแต่่งยีีน α-gliadin family ซึ่่� งเป็็นกลุ่่�มยีีนที่่�

ควบคุุมการสร้้างกลููเตนในข้้าวสาลีีตรงตำแหน่่งของยีีน 

sgAlpha-2 แบบ SDN1 โดยมีีการปรัับแต่่งเบสเพีียงไม่่

กี่่�เบสให้้หายไปจากจีีโนมของข้้าวสาลีี ทำให้้โปรตีีนกลูู

เตนในข้า้วสาลีีที่่�ผ่านการปรับัแต่ง่ลดลงอย่า่งมีนีัยัสำคัญั 

[4] ซึ่่�งจุุดประสงค์์ของการศึึกษานี้้�ต้้องการพััฒนาวิิธีีการ

ตรวจสอบตััวอย่่างข้้าวสาลีี Low-gluten โดยใช้้วิิธีี 

Homo/hetero duplex และ T7 endonuclease-I 

(T7E1) ที่่� อาศััยหลัักการเข้้าคู่่�กัันของสายดีีเอ็็นเอแบบที่่�

เป็น็คู่่�สมและไม่เ่ป็น็คู่่�สม โดยดีเีอ็น็เอสายคู่่�ที่่�เข้า้คู่่�กันัแบบ

ไม่่เป็็นคู่่�สมจะเกิิดการไม่่จัับกััน (Mismatch) ของลำดัับ

เบสในบริเิวณที่่�ปรับัแต่ง่ (Indel) ทำให้เ้กิดิลักัษณะที่่�เรียีก

ว่่า Loop ซึ่่�งดีีเอ็็นเอที่่�มีี Loop จะส่่งผลให้้การเคลื่่�อนที่่�

ในเจลอิิเล็็คโทรโฟเรซิิสช้้ากว่่าดีีเอ็็นเอสายคู่่�สมที่่�ไม่่มีี 

Loop ทำให้้สามารถแยกแถบดีีเอ็็นเอได้้อย่่างชััดเจนใน

เจลที่่�มีีความเข้้มข้้นสููงตั้้�งแต่่ 4% ขึ้้�นไป [5] แต่่ข้้อจำกััด

ของวิิธีีการนี้้�คือสามารถใช้้ได้้กัับกรณีีที่่�เกิิด Mismatch 

ของลำดัับเบส 2-7 คู่่�เบส หากเกิิด Mismatch เพีียง 1 

คู่่� เบส จะต้้องนำไปทำการตััดด้้ วยเอนไซม์์  T7 

endonuclease-I ก่อน จึงจะได้ด้ีเีอ็น็เอคู่่�สมสายสั้้�นและ

สายยาวที่่�สามารถแยกด้้วยเจลอิเิล็็คโทรโฟเรซิสิความเข้ม้

ข้้นปกติิได้้เป็็น 2 แถบดีีเอ็็นเอ ทำให้้ทราบว่่าตััวอย่่างใด
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เป็็นตััวอย่่างของพืืชปรัับแต่่งยีีน โดยทั้้�งสองเทคนิิคนี้้�ยัง

ไม่่มีี การศึึกษาในตัั วอ ย่่างพืืช  การศึึกษานี้้�จึ ึ งมีี

วััตถุุประสงค์์เพื่่�อออกแบบการตรวจสอบพืืชปรัับแต่่ง

อย่่างง่่ายให้้มีีความสะดวก รวดเร็็ว และปลอดภััยเมื่่�อ

เทีียบกัับการตรวจสอบด้้วยเทคนิิคอื่่�น [6].

2. อุุปกรณ์์และวิิธีีการ
2.1 การสร้้างพลาสมิิดมาตรฐานสำหรัับใช้้เป็็นวััสดุุ

อ้้างอิิงทดสอบ

ทำการออกแบบพลาสมิิดมาตรฐานที่่�ใช้้สำหรัับ

ตรวจข้า้วสาลีทีี่่�มีการปรับัแต่ง่ยีนี α-gliadin แบบ SDN1 

(Site- directed nuclease 1) โดยสืืบค้้นข้้อมููลลำดัับ

เบสยีนี α-gliadin ของข้า้วสาลีแีละตำแหน่ง่เบสลำดับัที่่�

มีีการปรัับแต่่ง (Indel) ในแต่่ละสายพัันธุ์์�ที่่�มีีการพััฒนา

อยู่่�ในปััจจุุบััน โดยให้้มีีลำดัับเบสหายไปจำนวนต่่างๆ 

ได้้แก่่ ที่่�จำนวน 1, 3 ,5, 8, 11 เบส จากนั้้�นสั่่�งสัังเคราะห์์

พลาสมิิดที่่�ออกแบบไว้้ในรููปแบบที่่�พร้้อมใช้้และรููปแบบ 

Tranformed E.coli โดยเลี้้�ยง Tranformed E.coli ใน

อาหารเลี้้�ยง LB ที่่�มียีาปฏิชิีวีนะชนิดิเดียีวกับัยีนีต้า้นทาน

ยาปฏิชิีวีนะในพลาสมิดิที่่�ได้อ้อกแบบไว้ ้จากนั้้�นสกัดั พลา

สมิดิดีเีอ็น็เอจาก Tranformed E.coli และส่่งอ่า่นลำดับั

เบส (Sequencing) เพื่่�อยืืนยัันความถููกต้้องของพลาสมิิ

ดมาตรฐาน เก็็บรัักษาไว้้ในตู้้�  -80 องศาเซลเซีียสเพื่่�อใช้้

เป็็นสต็็อกดีีเอ็็นเอมาตรฐาน 

 
Figure 1 Sequencing of the a-gliadin full length and different deletion types in wheat. 

2.2 การทดสอบวิธีตรวจวิเคราะห์ hetero-/homo-duplexes 

 ออกแบบไพร์เมอร์สำหรับใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยชิ้นดีเอ็นเอ (Amplicon) ที่ได้จากปฏิกิริยา ให้ครอบคุลมบริเวณที่

ลำดับเบสหายไป (Indel) และขนาดความยาวของชิ้นดีเอ็นเอ (Amplicon) ที่ความยาว 300 เบส (Table 1) จากนั้นเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอจากพลาสมิดวัสดุอ้างอิงทดสอบที่ได้ออกแบบไว้แล้ว โดยใช้พลาสมิดอ้างอิงที่ไม่มีลำดับเบสที่หายไป (Full length) คู่กับพ

ลาสมิดอ้างอิงที่มีลำดับเบสที่หายไป (Indel) ที่จำนวน 1, 3, 5, 8 และ 11 เบส เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ (Template DNA) ปฏิกิริยา

พีซีอาร์ ที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จำนวน 30 รอบ

ปฏิกิริยา สำหรับการทดสอบหาสัดส่วนที่เหมาะสมของการเกิด hetero-/homo-duplexes จะนำผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ได้

จากพลาสมิดอ้างอิงที่ไม่มีลำดับเบสที่หาย (Indel) มาผสมกับพลาสมิดอ้างอิงที่มีลำดับเบสที่หาย (Indel) ที่จำนวน 1, 3, 5, 8 และ 

11 เบส ที่ระดับอัตราส่วน 1:1 (V/V) เพื่อทดสอบหาอัตราส่วนที่เหมาะสม จากนั้นนำดีเอ็นเอผสมนั้นมาผ่านอุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียสเพื่อให้เกิดการแยกสายของดีเอ็นเอ (Denature) และลดอุณหภูมิที ่50-65 องศาเซลเซียสเพื่อให้เกิดการเข้าคู่กันของดีเอ็น

เอ (Annealing) ทำการตรวจวิเคราะห์ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสที่ความเข้มข้นของเจล 4 % ที่ 100 โวลต์ เวลา 2 ชั่วโมง ย้อมเจล

ด้วย Ethidium bromine และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Gel document โดยผลที่ได้จะมีดีเอ็นเอสายคู่รูปแบบ 

homo-duplexes ที่มีลักษณะแถบเจลดีเอ็นเอแถบเดียวและรูปแบบ hetero-duplexes ที่มีลักษณะแถบเจลดีเอ็นเอสองแถบ ซึ่ง

เกิดขึ้นจากตำแหน่งเบสที่ขาดหายไป (Indel) [7] 

Table 1 Primer designed for detection of α-gliadin gene-edited in wheat. 

Sequences (5'->3') Template strands 

FORWARD PRIMER CACCGCCACAATTGCAGTTAGA 

REVERSE PRIMER GAATACTGTGGTTGCGGTTGT 

PRODUCT LENGTH (BP) 300 

 

2.3 การทดสอบวิธีตรวจวิเคราะห์ T7 endonuclease-I (T7E1) 

 นำดีเอ็นเอจากข้อ 2.2 มาใส่ 10X NEBuffer2 (Buffer 1.8 µl + dH2O 11.2 µl) จากนั้นนำมาตัดด้วยเอ็นไซม์ T7 

endonuclease-I (T7E1) โดยใช้อัตราส่วน Product : T7 Endonuclease I (5 units/µl) ที่ 18:2 (V/V) บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศา

Figure 1	 Sequencing of the α-gliadin full length and different deletion types in wheat.

2.2 การทดสอบวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์ Hetero-/homo-

duplexes

ออกแบบไพร์์เมอร์์สำหรัับใช้้ในปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์

โดยชิ้้�นดีีเอ็็นเอ (Amplicon) ที่่� ได้้จากปฏิิกิิริิยา ให้้

ครอบคลุุมบริิเวณที่่�ลำดัับเบสหายไป (Indel) และขนาด

ความยาวของชิ้้�นดีีเอ็็นเอ (Amplicon) ที่่�ความยาว 300 

เบส (Table 1) จากนั้้�นเพิ่่�มปริมิาณดีเีอ็น็เอจากพลาสมิดิ

วััสดุุอ้้างอิิงทดสอบที่่�ได้้ออกแบบไว้้แล้้ว โดยใช้้พลาสมิิด

อ้้างอิิงที่่�ไม่่มีีลำดัับเบสที่่�หายไป (Full length) คู่่�กัับพลา

สมิิดอ้้างอิิงที่่�มีีลำดัับเบสที่่�หายไป (Indel) ที่่�จำนวน 1 3 

5 8 และ 11 เบส เป็น็ดีเีอ็น็เอต้้นแบบ (Template DNA) 

ปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์ ที่่� 95 องศาเซลเซีียส นาน 1 นาทีี 55 

องศาเซลเซีียส นาน 1 นาทีี และ 72 องศาเซลเซีียส นาน 

1 นาทีี จำนวน 30 รอบปฏิิกิิริิยา สำหรัับการทดสอบหา

สััดส่่วนที่่�เหมาะสมของการเกิิด Hetero-/homo-

duplexes จะนำผลผลิิตของปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์ที่่�ได้้จาก

พลาสมิิดอ้า้งอิิงที่่�ไม่่มีลีำดัับเบสที่่�หาย (Indel) มาผสมกัับ

พลาสมิิดอ้้างอิิงที่่�มีีลำดัับเบสที่่�หาย (Indel) ที่่�จำนวน 1 

3 5 8 และ 11 เบส ที่่�ระดัับอััตราส่่วน 1:1 (V/V) เพื่่�อ

ทดสอบหาอัตัราส่ว่นที่่�เหมาะสม จากนั้้�นนำดีเีอ็น็เอผสม

นั้้�นมาผ่า่นอุณุหภูมูิ ิ95 องศาเซลเซียีสเพื่่�อให้เ้กิดิการแยก

สายของดีีเอ็็นเอ (Denature) และลดอุุณหภููมิิที่่� 50-65 

องศาเซลเซีียสเพื่่�อให้้เกิิดการเข้้าคู่่�กันของดีีเอ็็นเอ 

(Annealing) ทำการตรวจวิิเคราะห์์ด้ว้ยเจลอิิเล็็กโทรโฟเร

ซิสิที่่�ความเข้ม้ข้น้ของเจล 4% ที่่� 100 โวลต์ ์เวลา 2 ชั่่�วโมง 

ย้้อมเจลด้้วย Ethidium bromine และตรวจสอบแถบ

ดีีเอ็็นเอด้้วยเครื่่�อง UV Gel document โดยผลที่่�ได้้จะ

มีีดีีเอ็็นเอสายคู่่�รููปแบบ Homo-duplexes ที่่�มีีลัักษณะ

แถบเจลดีีเอ็็นเอแถบเดีียวและรููปแบบ Hetero-

duplexes ที่่�มีีลัักษณะแถบเจลดีีเอ็็นเอสองแถบ ซึ่่�งเกิิด

ขึ้้�นจากตำแหน่่งเบสที่่�ขาดหายไป (Indel) [7]
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Table 1	 Primer designed for detection of α-gliadin gene-edited in wheat.

Sequences (5’->3’) Template strands
FORWARD PRIMER CACCGCCACAATTGCAGTTAGA
REVERSE PRIMER GAATACTGTGGTTGCGGTTGT
PRODUCT LENGTH (BP) 300

2.3 การทดสอบวิธิีตีรวจวิเิคราะห์์ T7 endonuclease-I 

(T7E1)

นำดีีเอ็็นเอจากข้้อ 2.2 มาใส่่ 10X NEBuffer2 

(Buffer 1.8 µl + dH2O 11.2 µl) จากนั้้�นนำมาตััดด้้วย

เอ็็นไซม์์ T7 endonuclease-I (T7E1) โดยใช้้อััตราส่่วน 

Product : T7 Endonuclease I (5 units/µl) ที่่� 18:2 

(V/V) บ่มที่่�อุณหภูมูิ ิ37 องศาเซลเซียีสเป็น็เวลา 2 ชั่่�วโมง 

จากนั้้�นตรวจวิิเคราะห์์ด้ว้ยเจลอิิเล็ก็โทรโฟเรซิิส โดยนำดีี

เอนเอที่่�ผ่านกระบวนการตััดด้้วย T7E1 มาแยกด้้วย

กระแสไฟฟ้้าในเจลอะกาโรสที่่�ความเข้ม้ข้น้ของเจล ปกติิ 

1-2 % ด้้วยกระแสไฟฟ้้า 100 โวลต์์ เวลา 45-60 นาทีี

2.4 การทดสอบตััวอย่่างข้้าวสาลีีที่่�นำเข้้าจากต่่าง

ประเทศด้ว้ยเทคนิคิ Homo/Hetero-duplexes และ 

T7 endonuclease-I (T7E1)

นำตััวอย่่างดีีเอ็็นเอของข้้าวสาลีีอื่่�นๆ มาเพิ่่�ม

ปริมิาณดีีเอ็็นเอโดยใช้ไ้พรเมอร์์ที่่�ทำการออกแบบจากข้้อ 

2.2 เมื่่�อได้้ผลผลิิต PCR ให้้แบ่่งออกเป็็น 2 หลอด หลอด

แรกนำมาตรวจสอบด้ว้ยเจลอิิเล็็กโทรโฟเรซิิสที่่�ความเข้ม้

ข้น้ของเจล 4% ที่่� 100 โวลต์ ์เวลา 2 ชั่่�วโมง ย้อมเจลด้้วย 

Ethidium bromine และตรวจสอบแถบดีีเอ็็นเอด้้วย

เครื่่�อง UV Gel document หลอดที่่�สองใส่่ 10X 

NEBuffer2 (Buffer 1.8 µl + dH2O 11.2 µl) จากนั้้�น

นำมาตัดัด้ว้ยเอ็็นไซม์ ์T7 endonuclease-I (T7E1) โดย

ใช้อ้ัตัราส่ว่น Product : T7 Endonuclease I (5 units/

µl) ที่่� 18:2 (V/V) บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียสเป็็น

เวลา 2 ชั่่�วโมง แล้้วจึงึตรวจสอบด้้วยเจลอิิเล็ก็โทรโฟเรซิสิ

ที่่�ความเข้้มข้้นของเจล 4% ที่่� 100 โวลต์์ เวลา 2 ชั่่�วโมง 

ย้้อมเจลด้้วย Ethidium bromine และตรวจสอบแถบ

ดีีเอ็็นเอด้้วยเครื่่�อง UV Gel document

2.5 การทดสอบหาความเข้ม้ข้น้ต่ำ่ที่่�สุดุที่่�สามารถตรวจ

สอบได้้ของตััวอย่่างข้้าวสาลีี

นำตััวอย่่างดีีเอ็็นเอของข้้าวสาลีีที่่�มีความเข้้มข้้น

ดีเีอ็น็เอ 0.1 1 5 และ 10 นาโนกรัมัต่อ่ไมโครลิติร มาเพิ่่�ม

ปริมิาณและเข้า้คู่่�กับดีเีอ็น็เอที่่�ระดัับความเข้ม้ข้น้เดีียวกััน

ด้ว้ยไพรเมอร์ท์ี่่�มีขนาดความยาว 300 เบส โดยใช้เ้ทคนิคิ

พีซีีอีาร์จ์ากนั้้�นตรวจวิเิคราะห์ด์้ว้ยเจลอิเิล็ก็โทรโฟเรซิสิที่่�

ความเข้้มข้้นเจล 1-2 %

3. ผลการวิิจััยและวิิจารณ์์์�
3.1 การตรวจสอบ Homo/Hetero duplexes จาก

ตััวอย่่างพลาสมิิดข้้าวสาลีี

การแยกผลผลิิต PCR ที่่�ได้้จากพลาสมิิดอ้้างอิิงที่่�

ไม่ม่ีลีำดับัเบสที่่�หายไปและพลาสมิิดอ้า้งอิงิที่่�มีลีำดับัเบส

ที่่�หายไปขนาดเล็ก็นั้้�นมีกีารตรวจสอบที่่�มีขี้อ้จำกัดั ดังันั้้�น

การใช้ว้ิธิี ีHomo/hetero duplexes ที่่�มีกีารเคลื่่�อนที่่�ใน

เจลอะกาโรสแตกต่่างกัันจึึงสามารถช่่วยตรวจสอบ

ผลผลิิต PCR ได้้ โดยความเข้้มข้้นของเจลอะกาโรสที่่�ใช้้

ตรวจสอบอยู่่�ที่่�  4-6% และใช้้เวลาประมาณ 2 ชั่่� วโมง 

เนื่่�องจากการเคลื่่�อนตััวของเจลที่่�มีความเข้ม้ข้น้สููงและใช้้

นานขึ้้�นจะทำให้้สามารถแยกความแตกต่่างของตััวอย่่าง

ที่่�มีีการปรัับแต่่งยีีนให้้มีีลำดัับเบสที่่�หายไปขนาดเล็็กได้้ 

[7] ซึ่่�งในการศึึกษานี้้�เราได้้ทำการตรวจสอบด้้วยตััวอย่่าง 

พลาสมิิดอ้้างอิิงที่่�ไม่่มีีลำดัับเบสที่่�หายไป (Full length) 

และพลาสมิิดอ้้างอิิงที่่�มีีลำดัับเบสที่่�หายไป (Indel) โดย

การเพิ่่�มปริมิาณดีเีอ็น็เอด้ว้ยเทคนิคิ PCR และตรวจสอบ

ผลการทดลองด้้วยขั้้�นตอนเจลอิเิล็็กโทรโฟเรซิิสบนเจลอะ

กาโรส 4% (รูปูที่่� 1) ชิ้้�นดีเีอ็น็เอของพลาสมิดิอ้า้งอิงิที่่�ไม่ม่ีี

ลำดับัเบสที่่�หายไป (Full length) และพลาสมิิดอ้า้งอิิงที่่�
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ปีที่ 33 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2568	 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

มีีลำดัับเบสหายไปที่่�จำนวน 1 เบส ให้้ผลเจลที่่�แถบเดีียว

ที่่�ขนาดประมาณ 300 bp ในส่่วนของพลาสมิิดอ้้างอิิงที่่�

มีลีำดับัเบสหายไปที่่�จำนวน 3 5 8 และ 11 เบสให้ผ้ลเจล

ที่่�สองแถบ การค้้นพบนี้้�เหล่่านี้้�ชี้้�ให้้เห็็นว่่าวิิธีีนี้้�ใช้้ได้้กัับ

การตรวจสอบกัับตััวอย่่างที่่�มีการปรัับแต่่งยีีนที่่�มากกว่่า 

2 เบส และจุุดที่่�น่าสนใจคืือชิ้้�นดีีเอ็็นเอของพลาสมิิด

อ้า้งอิงิที่่�มีลีำดับัเบสหายไปที่่�จำนวน 5 เบส มีแีถบเกิดิขึ้้�น 

3 แถบ ซึ่่� งอาจเกิิดจากการขาดหายไปของเบสแต่่ละ

ประเภทให้ล้ักัษณะของ Heteroduplex ที่่�เฉพาะเจาะจง

 

Figure 2 Detection of α-gliadin gene-edited wheat using the Homo/Hetero duplexes method. [M = 100 bp 

DNA Ladder (Solis BioDyne), N = full length plasmid, -1 to -11 = plasmid DNA with 1 to 11 bases missing, 

respectively, DW = Distilled Water (dH2O)]   

3.2 การทดสอบวิธีตรวจวิเคราะห์ T7 endonuclease-I (T7E1) 

 การตรวจสอบที ่นิยมนำมาวิเคราะห์สำหรับการตรวจสอบบริเวณที ่ปรับแต่ง (Indel) คือการตรวจสอบด้วย T7 
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3.3 การทดสอบตััวอย่่างข้้าวสาลีีที่่�นำเข้้าจากต่่าง

ประเทศด้ว้ยเทคนิคิ Homo/Hetero-duplexes และ 

T7 endonuclease-I (T7E1)

การทดสอบเทคนิคิ Homo/Hetero-duplexes 

และ T7 endonuclease-I (T7E1) มาใช้้กัับตััวอย่่างจริิง 
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เราได้้นำตััวอย่่างข้้าวสาลีีนำเข้้าจากต่่างประเทศมา

ทดสอบเปรีียบเทีียบกัับพลาสมิิดอ้้างอิิงที่่�ไม่่มีีลำดัับเบส

ที่่�หายไป (Full length) และพลาสมิิดอ้้างอิิงที่่�มีลำดัับ

เบสที่่�หายไป (Indel) ด้ ้วยเทคนิิค Homo/Hetero-

duplexes พบว่่าตััวอย่่างข้้าวสาลีีที่่�นำเข้้าจากต่่าง

ประเทศทั้้�งหมดให้ผ้ลเจลแถบเดียีวที่่�ขนาดประมาณ 300 

bp (Figure 4a) เพื่่�อตรวจสอบให้แ้น่ช่ัดัเนื่่�องจากตัวัอย่า่ง

ข้้าวสาลีีที่่�นำเข้้าจากต่่างประเทศอาจมีีลำดัับเบสหายไป

จำนวน 1 เบส จึ ึงทดสอบด้้วย T7E1 ผลปรากฏว่่า

ตัวัอย่า่งข้า้วสาลีทีี่่�นำเข้า้จากต่า่งประเทศทั้้�งหมดยังัคงให้้

ผลเจลแถบเดีียวที่่�ขนาดประมาณ 300 bp (Figure 4b) 

จึึงสามารถสรุุปได้้ว่่าตััวอย่่างข้้าวสาลีีนำเข้้าจากต่่าง

ประเทศไม่่ใช่่พืืชปรัับแต่่งยีีน
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การทดสอบเทคนิค Homo/Hetero-duplexes และ T7 endonuclease-I (T7E1) มาใช้กับตัวอย่างจริง เราได้นำ
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จากต่างประเทศไม่ใช่พืชปรับแต่งยีน 
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3.4 การทดสอบหาความเข้ม้ข้น้ต่ำ่ที่่�สุดุที่่�สามารถตรวจ

สอบได้้ของตััวอย่่างข้้าวสาลีี

การทดสอบหาความเข้้มข้้นต่่ำที่่�สุุดที่่�สามารถ

ตรวจสอบได้้ (Limit of detection; LOD) ทำให้้สามารถ

กำหนดความเข้้มข้้นขั้้�นต่่ำในการตรวจสอบตััวอย่่างที่่�มีี

การปรัับแต่่งยีีนด้้วยวิิธีี Homo/hetero duplexes ดััง

นั้้�นเราจึึงกำหนดความเข้้มข้้นของตััวอย่่างดีีเอ็็นเอของ

ข้า้วสาลีีที่่� 0.1 1 5 และ 10 นาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร และ

นำมาเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอด้้วยไพรเมอร์์ที่่�มีขนาด

ครอบคลุุมยีีนความยาว 300 เบส จากผลการตรวจสอบ

ด้้วยเจลอิิเล็็กโทรโฟเรซิิส (Figure 3) พบว่่าแถบดีีเอ็็นเอ

ที่่�สามารถสัังเกตเห็น็ได้น้้อ้ยที่่�สุดุคือืความเข้ม้ข้น้ 1 นาโน

กรััมต่่อไมโครลิิตร เพราะฉะนั้้�นหากทำการตรวจสอบ

ตััวอย่่างข้้าวสาลีีที่่�มีีการปรัับแต่่งยีีนด้้วยวิิธีี Homo/

hetero duplexes สามารถใช้้ความเข้้มข้้นขั้้�นต่่ำได้้ที่่� 1 

นาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร

 การทดสอบหาความเข้มข้นต่ำที่สุดที่สามารถตรวจสอบได้ (Limit of detection; LOD) ทำให้สามารถกำหนดความ

เข้มข้นขั้นต่ำในการตรวจสอบตัวอย่างที่มีการปรับแต่งยีนด้วยวิธี homo/hetero duplexes ดังนั้นเราจึงกำหนดความเข้มข้นของ

ตัวอย่างดีเอ็นเอของข้าวสาลีที่ 0.1, 1, 5 และ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และนำมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ที่มีขนาด

ครอบคลุมยีนความยาว 300 เบส จากผลการตรวจสอบด้วยเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (Figure 3) พบว่าแถบดีเอ็นเอที่สามารถ

สังเกตเห็นได้น้อยที่สุดคือความเข้มข้น 1 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เพราะฉะนั้นหากทำการตรวจสอบตัวอย่างข้าวสาลีที่มีการ

ปรับแต่งยีนด้วยวิธี homo/hetero duplexes สามารถใช้ความเข้มข้นขั้นต่ำได้ที่ 1 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

 

Figure 5 The limit of detection (LOD) of the PCR amplified from wheat sample. [M = 100 bp DNA Ladder (Solis 

BioDyne), DW = distilled water (dH2O), 10 5 1 and 0.1 = wheat DNA concentration] 

4. สรุปผลการทดลอง 

 การใช้วิธี homo/hetero duplexes ตรวจสอบข้าวสาลีที่มีการปรับแต่งยีน α-gliadin โดยให้มีการลำดับเบสหายไป

จำนวนต่างๆ ได้แก่ ที่จำนวน 1, 3 ,5, 8, 11 เบส สามารถตรวจสอบกับตัวอย่างที่มีการปรับแต่งยีนที่มากกว่า 2 เบส หากต้องการ

ตรวจสอบตัวอย่างที่มีการปรับแต่งยีนที่น้อยกว่า 2 เบส สามารถใช้เอนไซม์ T7E1 แยกดีเอ็นเอในบริเวณที่มีการเกิด loop ที่ไม่

สามารถแยกได้ด้วยวิธ ีhomo/hetero duplexes เพียงอย่างเดียว และสามารถนำทั้งสองเทคนิคมาประยุกต์ใชก้ับตัวอย่างจริงโดย

ใช้ตัวอย่างข้าวสาลีนำเข้าจากต่างประเทศได้ นอกจากนี้ยังสามารถกำหนดความเข้มข้นที่ 1 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรเป็นความ

เข้มข้นต่ำที่สุดที่สามารถตรวจสอบตัวอย่างข้าวสาลีได้ 

5. References 

[1] Kalaitzandonakes, N., Willig, C. and Zahringer, K., 2023, The economics and policy of genome editing in 

crop improvement, The plant genome. 16(2): e20248. 

[2] Howdle P. D., 2006, Gliadin, glutenin or both? The search for the Holy Grail in coeliac disease, Eur J 

Gastroenterol Hepatol. 18(7): 703–706. 

[3] Petersen, J., Montserrat, V., Mujico, J. et al., 2014, T-cell receptor recognition of HLA-DQ2–gliadin complexes 

associated with celiac disease, Nat Struct Mol Biol. 21: 480–488. 

Figure 5	 The limit of detection (LOD) of the PCR 

	 amplified from wheat sample. [M = 100 bp 

	 DNA Ladder (Solis BioDyne), DW = 

	 distilled water (dH2O), 10 5 1 and 0.1 = 

	 wheat DNA concentration]

Science33-N1_��������.indd   68Science33-N1_��������.indd   68 4/4/2568 BE   09:414/4/2568 BE   09:41



69

ปีที่ 33 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2568	 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

4. สรุุปผลการทดลอง
การใช้้วิิธี ีHomo/hetero duplexes ตรวจสอบ

ข้้าวสาลีีที่่�มีกีารปรัับแต่่งยีีน α-gliadin โดยให้้มีีการลำดัับ

เบสหายไปจำนวนต่่างๆ ได้้แก่่ ที่่�จำนวน 1 3 5 8 และ 11 

เบส สามารถตรวจสอบกัับตัวัอย่่างที่่�มีการปรับัแต่่งยีนีที่่�

มากกว่่า 2 เบส หากต้้องการตรวจสอบตัวัอย่่างที่่�มีกีารปรับั

แต่่งยีนีที่่�น้อยกว่่า 2 เบส สามารถใช้้เอนไซม์์ T7E1 แยก

ดีเีอ็น็เอในบริเิวณที่่�มีการเกิิด Loop ที่่�ไม่่สามารถแยกได้้

ด้้วยวิิธี ีHomo/hetero duplexes เพียีงอย่่างเดียีว และ

สามารถนำทั้้�งสองเทคนิคิมาประยุกุต์์ใช้้กัับตัวัอย่่างจริงิโดย

ใช้้ตัวัอย่่างข้้าวสาลีีนำเข้้าจากต่่างประเทศได้้ นอกจากนี้้�ยังั

สามารถกำหนดความเข้้มข้้นที่่� 1 นาโนกรัมัต่่อไมโครลิิตร

เป็็นความเข้้มข้้นต่่ำที่่�สุดที่่�สามารถตรวจสอบตััวอย่่างข้้าว

สาลีไีด้้
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