
 

บทที่  11 
การสงถายยีนสูพืชกับการปรับปรุงพันธุพืช 

จุดประสงคการเรียนรูเมื่ออานบทที่ 11 จบแลวนักศึกษาสามารถ 
1. สามารถอธิบายประวัติทางพันธุวิศวกรรมได 
2. สามารถอธิบายความสําคญัของพันธุวิศวกรรมได 
3. สามารถอธิบายขั้นตอนการสงถายยีนสูพืชได 
4. สามารถอธิบายประโยชนการสงถายยนีสูพืชได 
5. สามารถอธิบายกลไกการสงถายยีนสูพืชได 
6. บอกผลกระทบที่อาจเกิดข้ึนจากการสงถายยีนสูพืชได 
7. สามารถอธิบายปญหาตอการปรับปรุงพันธุพืชโดยวิธีพันธุวิศวกรรมได 
8. สามารถเชื่อมโยงหลักการพันธุวิศวกรรมกับวิทยาศาสตรสาขาอื่น ๆ ได 

เนื้อหาในบทที่ 11 ประกอบดวย 
1. บทนํา 
2. การสงถายยนีสูพืช 
3. พาหะที่ใชนําจีนเขาสูพืช 
4. การปรับปรุงพันธุพืชโดยวิธีพันธุวิศวกรรม 
5. ประโยชนการสงถายยีนสูพืช 
6. ข้ันตอนการนํายีนที่นาสนใจเขาสูพืช 
7. ปญหาการสงถายยีนเขาสูพืช 
8. การสรางพืชแปลงพันธุ 
9. การสงถายยนีโดยวิธีตรง 
10. บทสรุปกลไกการสงถายยีนจาก Agrobacterium ไปยังเซลลพืช 
11. แบบประเมินผลทายบทและเฉลย 
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11.1 บทนํา 
 นับต้ังแตมีการคนพบสารพันธุกรรมและการศึกษาคนควาวิจัยอยางตอเน่ือง จนถึง
ทศวรรษที่ผานมา  นักวิทยาศาสตรไดคนพบเทคโนโลยีที่สามารถควบคุมและดัดแปลง
พันธุกรรมในเซลล (genetic manipulation)  ที่รูจักกันในนามของพันธุวิศวกรรม  
(genetic engineering  หรือ  recombinant DNA technology)  ซ่ึงนับวาเปน
ความกาวหนาทางวิทยาการอยางมาก และนับเปนกาวสําคัญที่มนุษยจะสามารถวางแผน  
ออกแบบ  ควบคุม และสรางลักษณะพันธุกรรมใหม ๆ เพ่ือใหไดสิ่งมีชีวิตใหมที่มี
คุณสมบัติตามตองการได ความสามารถเหลานี้เปดโอกาสใหนักวิทยาศาสตรไดนํา
ลักษณะสําคัญ ๆ ที่ซอนเรนในธรรมชาติของส่ิงมีชีวิตมาใชศึกษาวิจัยและพัฒนา และ
นํามาประยุกตใชใหเกิดประโยชนทั้งในดานการแพทย เภสัชกรรม และดานการเกษตร  
ในดานการเกษตร พันธุวิศวกรรมจะมีบทบาทอีกอยางหน่ึง คือ การปรับปรุงพันธุพืช 
 วิธีการในการปรับปรุงพันธุพืชท่ีใชกันมานับศตวรรษนิยมใชกันอยู  2  วิธี คือ การ
คัดเลือกพันธุ  (selection)  จากความแปรปรวนในลักษณะทางพันธุกรรมของประชากร 
จนไดพืชที่มีลักษณะตามตองการและผสมพันธุพืชที่มีลักษณะดีเขาดวยกัน 
(hybridization)  เพ่ือใหลูกหลานที่เกิดขึ้นเปนผลรวมของลักษณะดีเดนจากพอและแม 
ตามหลักการทางพันธุศาสตรของเมลเดล (Mendelian genetics)  ในทางปฏิบัติการ
พัฒนาพันธุพืชสวนใหญเกิดจากการผสมพันธุเพ่ือเปดโอกาสใหสารพันธุกรรมรวมตัวกัน 
ทําใหไดประชากรที่มีความแปรปรวนในลักษณะทางพันธุกรรมที่มีลักษณะดีตามตองการ  
วิธีการดังกลาวแมวาจะไดผลดีและกอใหเกิดจากการรวมตัวกัน  ทําใหไดประชากรที่มี
ความแปรปรวนในลักษณะทางพันธุกรรม  จากนั้นจึงทําการคัดเลือกพันธุเพ่ือหาลูกผสมที่
เกิดจากการรวมตัวกันของสารพันธุกรรมที่มีลักษณะดีตามตองการ  วิธีการดังกลาวแมวา
จะไดผลดีและกอใหเกิดพันธุพืชท่ีดีมากมาย และยังเปนวิธีการหลักที่ใชในการปรับปรุง
พันธุพืชในปจจุบันก็ตาม แตก็เปนวิธีที่สิ้นเปลืองเวลา  แรงงาน  และเงินทุนมาก และไม
แนใจวาจะประสบผลสําเร็จเสมอไป ขอความสําคัญคือการผสมขาม  จะทําไดตอเม่ือเปน
พืชพันธุชนิดเดียวกันหรือใกลเคียงกันมากเทานั้น ดังนั้นการนําพันธุวิศวกรรมมา
ประยุกตใชกับการปรับปรุงพันธุพืช จึงกอประโยชนโดยไมเพียงแตจะชวยยนระยะเวลาใน
การพัฒนาพืชพันธุใหมเทานั้น  แตยังเปดโอกาสใหนักวิจัยไดถายทอดยนีจากสิ่งมีชีวิต
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ตางชนิดกัน ซ่ึงไมอาจทําไดในธรรมชาติ  อันอาจจะนําไปสูการปฏิบัติรูปโฉมของ
การเกษตรในอนาคตได 
 วิธีการอยางงายของพันธุวิศวกรรมทําไดโดย  ข้ันแรกทําการตัดทอนดีเอ็นเอ หรือ
ยีนที่ใหลักษณะตามตองการจากดีเอ็นเอผูให  (donor DNA)  โดยใชเอ็นไซมจําเพาะ 
(restrition enzyme)  ซ่ึงเอ็นไซมน้ีจะตัดยีนที่ลําดับเบสจําเพาะดวย ขณะเดียวกันก็เตรียม
พาหะ  (vector)  โดยใชเอ็นไซมชนิดเดียวกันตัดเพื่อใหลําดับเบสภายหลังการตัดในดีเอ็น
เอพาหะมีความสอดคลอง  (complementary)  กับลําดับเบสตรงจุดตัดของยีนที่ตองการ 
ข้ันตอมาจึงทําการเชื่อมดีเอ็นเอท่ีตองการเขากับดีเอ็นเอพาหะ โดยใชเอ็นไซมไลเกส  
(ligase enzyme) จะมําใหไดดีเอ็นเอสายพันธุผสม  (recombinant DNA)  ซ่ึงโมเลกุล
ดังกลาวจะเปนตัวกลางในการถายสารพันธุกรรมที่ตองการเขาสูยีนในพืชได  ในทาง
ปฏิบัติการนําพันธุวิศวกรรมมาใชปรับปรุงลักษณะตาง ๆ ของพืช สามารถทําไดตาม
ข้ันตอนกวาง ๆ ดังน้ี 
 1)  แยกเซลลจากพืชและเลี้ยงใหอยูในสภาพปลอดเชื้อ (ในรูปคัลลัสหรือโปรโตพ
ลาส)  ข้ันตอนนี้เปนการเตรียมการกอนที่จะคัดแปลงหรือสอดแทรกยีนที่ควบคุมลักษณะ
ที่ตองการ 
 2)  สรางหรือชักนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมภายนอกหรือ
ภายในโครโมโซมเพื่อแตงแตมหรือควบคุมเปลี่ยนแปลงโครงสรางของยีน (manipulation)  
ใหไดลักษณะตามตองการแลวทําการคัดเลือดเซลลที่แสดงลักษณะท่ีตองการไว ข้ันตอน
ในขอน้ีใชเทคโนโลยีพันธวิุศวกรรมและอณูพันธุศาสตร (molecular genetics) 
 3) ขยายจํานวนเซลลเหลานั้น  แลวกระตุนใหเจริญเปนตนที่สมบูรณจะเห็นวา 
พันธุวิศวกรรมเอื้อประโยชนใหนักปรับปรุงพันธุสามารถทําการสับเปลี่ยนหรือโยกยายยีน
จากสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆ ซ่ึงไมอาจเกิดขึ้นไดในธรรมชาติ จึงเปนการขยายขอบเขตของ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมหรือยีนพูล (gene pool)  ซ่ึงจะเปนประโยชนในการ
ปรับปรุงพันธุ นอกจากนี้ยังอาจจะกอใหเกิดลักษณะใหม ๆ ของพืช ซ่ึงการปรับปรุงพันธุ
ที่ใชกันในปจจุบันไมสามารถทําได 
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 การถายยีนจากพืชสองตนเขาดวยกันโดยใชเทคโนโลยีน้ีมีขอดีที่ไมตองทํางานกับ
พืชท้ังตน ทําใหลดภาระไดมาก และการดึงยีนจากตนที่เปนแหลงยีนแลวสอดแทรกเขาสู
ตนผูรับ (recipient plant)  ในตําแหนงที่เหมาะสมและไมรบกวนยีนในตําแหนงอื่น ๆ  
แลวจะทําใหไมตองกังวลกับยีนอื่นของตนผูรับแตอยางใด ขณะที่วิธีการปรับปรุงพันธุใน
ปจจุบัน  เม่ือนักปรับปรุงพันธุตองการปรับปรุงลักษณะหน่ึง ภายหลังจากการผสมขามจะ
พบวามียีนที่ควบคุมลักษณะอื่นเกิดการรวมตัวกันขึ้นดวย ซ่ึงเปนภาระยุงยากตอนัก
ปรับปรุงพันธุเปนอยางมาก นอกจากนี้แลว การถายทอดยนีโดยเทคโนโลียีน้ียังสามารถ
ปรับปรุงพันธุหรือสรางพืชชนิดใหมไดภายในการทดลองเดียวหรือเพียงช่ัวรุน 
(generation)  หน่ึง  ขณะที่วิธีการปรับปรุงพันธุในปจจุบันตองและคัดเลือกหลาย ๆ รุน 
ซ่ึงใชเวลานานยิ่งไปกวานั้น พันธุวศวกรรมยังเอื้ออํานวยใหนักปรับปรุงพันธุพืชสามารถ
นํายีนที่สําคัญ ๆ เชน ยีนตานทานโรคและแมลง ยีนตานทานตอสภาพแวดลอมที่ไม
เหมาะสม ยีนดานทานยาปราบวัชพืช ยีนตรึงไนโตรเจนและยีนควบคุมลักษณะสําคัญอื่น 
ๆ จากสิ่งมีชีวิตที่อยูนอกเหนืออาณาจักรพืชมาใชไดอีกดวย 
 ในปจจุบันมีรายงานถึงความสําเร็จของการทําพันธุวิศวกรรมกับพืชหลายชนิด 
เชน การสรางยาสูบตานทานไวรัส  TMV  หรือตานทานสารปราบวัชพืชไบอลาฟอส 
(bbialaphos)  การสรางมะเขือเทศ ตานทานยาปฏิชีวนะในขาว หนอไมฝร่ัง ฯลฯ  
ขณะเดียวกันนักวิทยาศาสตรทั่วโลกก็กําลังทุมเทศึกษาวิจัยเพื่อสรางพืชพันธุใหม ๆ และ
แสดงหาความรูเกี่ยวของกับยีนในพืชเพ่ิมข้ึนเร่ือย ๆ และเปนที่คาดคะเนกันวา ในราวป 
ค.ศ. 2000  มนุษยจะสามารถนําประโยชนจากเทคโนโลยีน้ีมาใชไดอยางเต็มที่  ซ่ึงเมื่อถึง
เวลานั้นอาจมีการเปลี่ยนรูปโฉมของการเกษตรไปจากปจจุบันมาก อยางไรก็ตาม  
เทคโนโลยีน้ีตองใชความสามารถของการประยุกตข้ันตอนการปฏิบัติตาง ๆ เพ่ือให
บรรลุผลสําเร็จในงานที่คอนขางยาก เชน งานปรับปรุงพันธุพืช ในอนาคตเทคโนโลยีน้ีจะ
สามารถนํามาใชอยางมีประสิทธิภาพ และมีความสําคัญมากขึ้น อยางนอยจะมีสวนชวยใน
การปรับปรุงลักษณะเฉพาะบางลักษณะของพืช ในสวนที่ยังเปนจุดออนของวิธีการที่ใชกัน
อยูในปจจุบันใหบรรลุผลมากขึ้น  นอกจากนี้ยังชวยเสริมใหนักปรับปรุงพันธุไดเขาใจ
กลไกของยีน เพ่ิมวิธีการที่นําไปสูการสรางพืชพันธุใหมที่ดีกวา  อันจะนําไปสูการปญหา
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การขาดแคลนอาหารที่มีคุณภาพ และปญหาความสมดุลระหวางอาหารกับประชากรของ
โลก ในขณะที่อัตราการเกิดและการตายของประชากรโลกยังไมสมดุลกันเชนทุกวันน้ี 
 
 ในบรรดาเทคโนโลยีที่กาวหนาในปจจุบัน  พันธุวิศวกรรมจัดไดวาเปนเทคโนโลยี
ที่มีความสําคัญตอการใชศึกษาและเปลี่ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตเปน
อยางยิ่ง  ซ่ึงขั้นตอนการสรางหรือชัดนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรม ทํา
ไดโดยภายหลังจาการแยกเซลลพืชใหเปนเซลลเดี่ยว ๆ และเลี้ยงใหอยูในสภาพปลอดเชื้อ
แลวจึงนําทอนยีนที่ควบคุมลักษณะที่ตองการมาตอเขากับทอนยีนในเซลลของพืช  
จากนั้นจึงชํานําใหยีนเกิดการแสดงออกในระดับตนพืช เทคโนโลยีน้ีนอกจากจะใชเปน
เครื่องมือในการศึกษากลไกของยีน  ถายทอดยนีซ่ึงไมอาจทําไดในธรรมชาติ  หรือ
โยกยายยีนจากสิ่งมีชีวิตนอกอาณาจักรพืชมาใช  อันจะชวยแกปญหาและเสริม
ประสิทธิภาพของวิธีการปรับปรุงพันธุใหสูงข้ึน แลวยังเปนการเพิ่มวิธีการใหนักปรับปรุง
พันธุสามารถเลือกประสิทธิภาพของวิธีการปรับปรุงพันธุใหสูงข้ึน แลวยังเปนการเพิ่ม
วิธีการใหนักปรับปรุงพันธุสามารถเลือกใชไดอีกดวย  อยางไรก็ดีการนําเทคโนโลยีน้ีมาใช
ใหประสบผล  ควรพิจารณาถึงกลไกรแสดงออกของยีนที่ตองการปรับปรุง การแยกยีน  
การ  clone  ยีน การเลือกใชพาหะ และการทําการถายทอดยนี การตรวจสอบเซลลเจา
บานที่มียีนที่ตองการ รวมถึงการตรวจสอบความคงตัวของยีนดวย และการเพาะเลี้ยง
เซลลดัดแปลงนั้นใหเจริญเปนตนพืชที่มีการแสดงออกของยีน  และถายทอดไปสูลูกหลาน
ได  ซ่ึงถาทําไดจะสามารถสรางพืชใหเหมาะสมกับการเพาะปลูก  มีคณุคาทางอาหาร
สูงข้ึน หรือสรางพืชพันธุตานทานโรคและแมลง ทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม ฯลฯ  
อันจะนําไปสูการปฏิวัติรูปโฉมของการเกษตรไปอยางสิ้นเชิง 
 
11.2 Transformation 
 คือการใสดีเอ็นเอเขาสูเซลลโดยตรง โดยเวคเตอรน้ันตองเปนพลาสมิด  และทํา
เซลลผูรับใหอยูในสภาพที่พรอมจะรับดีเอ็นเอภายนอกกอน อาจทําไดหลายวิธีข้ึนอยูกับ
เซลลที่เปนผูรับ ถาเปนแบคทีเรีย เชน E. coli  ตองทําใหเซลลอยูในสภาพ competent 
cell โดยใชสารบางชนิด เชน CaCl2 หรือไอออนบวกอ่ืน ๆ แลวนําไปผานกรรมวิธี heat 
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shock   ในกรณีที่เซลลผูรับเปนเซลลพืชเทคนิคการถายฝากจีนมีหลายวิธี เชน การถาย
ฝากจีนโดยตรง การถายฝากจีนโดยใชกระแสไฟฟา การถายฝากจีนโดยใชเข็มฉีด การ
ถายฝากจีนโดยใชเครื่องยิง และการถายฝากโดยใชแบคทีเรีย Agrobacterium เปนตน 
11.3 การสงถายจีนสูพืช 

ความหมายคือ กระบวนการสงถายจีนที่เราสนใจเขาสูพืช ซ่ึงไมจําเปนตองเปนจีน
จากพืชเสมอไป อาจเปนจีนจากสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ  ก็ได เชนอาจเปนจีนจากแบคทีเรีย หรือ
เช้ือรา เปนตน  ผลลัพธที่ไดทําใหมีการสอดแทรกของจีนเขาไปในจีโนมของพืช ซ่ึงการ
สอดแทรกนี้ตองมีความเสถียร โดยสามารถผานขั้นตอนของการแบงเซลลแบบไมโตซีส 
และไมโอซีส ซ่ึงพืชที่ไดรับจีนเขาไปเรียกวาพืชแปลงพันธุ 
 
11.4 พาหะที่ใชนําจีนเขาสูพืช 
พลาสมิด ( plasmid ) 
 พลาสมิดเปน DNA ที่อยูนอกโครโมโซม พบในแบคทีเรียหลายชนิด โครงสราง
เปนวงแหวนเกลียวคู มักมีจีนซ่ึงกําหนดการสรางเอนไซม หรือสารที่มีประโยชนกับ
แบคทีเรีย ทําใหแบคทีเรียมีคุณสมบัติพิเศษ เชน ทําใหมีความตานทานตอ antibiotic  
พลาสมิดที่ใชเปนพาหะอาจเปน Ti plasmid ซ่ึงพบใน Agrobacterium  tuemefaciens   
หรือ Ri plasmid   ซ่ึงพบใน A. rhizogenes 
 ในการสงถายจีนที่สนใจเขาสูพืชน้ัน สวนของจีนที่สงถายไปตองมีสวนที่เรียกวา 
โปรโมเตอร ( promotor ) อยูในสวนของจีนน้ัน ๆ ดวย  นอกจากนี้ยังตองมีจีน
เคร่ืองหมาย ( selectable marker ) และจีนรายงานผล ( reporter gene หรือ screenable 
marker  ) อยูดวย เพ่ือใหงายตอการตรวจสอบผลสําเร็จของการสงถายจีน 
 
11.5 การปรับปรุงพันธุพืชโดยวิธีพันธุวิศวกรรม 

ในอดีตมนุษยไดทําการปรับปรุงพันธุพืชแบบดั้งเดิม โดยวิธีผสมระหวางเกสรเพศ
ผูและเกสรเพศเมียที่เปนพันธุดีแลวสังเกตรุนลูกที่เกิดขึ้นวามีลักษณะดีข้ึนกวารุนพอแม
หรือไม หากแตการปรับปรุงพันธุพืชวิธีดังกลาวนั้นตองใชเวลานานและในบางครั้งผลท่ีได
ก็ไมไดเปนตามที่คาดหวังไวเสมอไป หรือบางครั้งอาจไดลักษณะที่เราไมตองการเขาไป
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ดวย จึงทําใหนักวิทยาศาสตรคิดคนวิธีที่จะประหยัดเวลา และใหผลที่นาพอใจตามที่เรา
คาดหวังไว แมในตางประเทศการปรับปรุงพันธุพืชแบบดั้งเดิมเร่ิมต้ังแตกอน 700 BC 
ชาวแอสซีเรียนและบาบิโลเนียนส ใชเทคนิคการผสมเทียม (Artificially pollination) โดย
ทําการทดลองกับตน date plam  

ชวงในโลกกําลังขาดแคลนอาหารเนื่องจากประชากรเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วซ่ึงอยู
ในชวงปคริสตศักราช 1960-1970 จึงเปนชวงเวลาที่ทําใหมีการปฏิวัติเขียว (green 
revolution) เพื่อปรับปรุงคุณภาพของพืชใหเพียงพอกับความตองการตามจํานวน
ประชากรที่เพ่ิมข้ึน โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศที่พัฒนา เชน สหรัฐอเมริกา ไดมีการ
คนควาวิจัยทางดานวิทยาศาสตรการเกษตร เพ่ือเรงเพ่ิมผลผลิตใหมากขึ้น เชน การเพิ่ม
ผลผลิตของขาวสาลี ใหมีผลผลิตสูงโดย นอรแมน อี โบรลาจ (Norman E. Borlaug) ผูซ่ึง
ไดรับรางวัลโนเบล ในป คริสตศักราช 1970 
 สาขาพันธุวิศวกรรม (Genetic engineering) เร่ิมเขามามีบทบาทในการ
พัฒนาการเกษตรแผนใหม พันธุวิศวกรรมมีขอไดเปรียบกวาการปรับปรุงพันธุพืชแบบ
ดั้งเดิม มากเพราะวิธีทางพันธุวิศวกรรมทําใหเราสามารถเลือกพันธุพืชใหมีลักษณะตาม
ความตองการไดในระยะเวลาอันสั้น เม่ือเทียบกับวิธีผสมกลับ ในปจจุบันน้ีเทคนิคการสง
ถายยีนสูพืชมีความกาวหนามาก สามารถถายทอดยีนระหวางสิ่งมีชีวิตตางชนิดกันได 
และสามารถสรางพืชท่ีมีความตานทานตอโรคและแมลงตาง ๆ ไดซ่ึงเปนการลดปญหา
การใชสารเคมีจําพวกยาฆาแมลง และชวยลดมลภาวะตอส่ิงแวดลอมได  
 
11.6 ประโยชนการสงถายยีนสูพืช 

1) สรางพืชตานทานโรค  
เชน การสรางพืชตานทานโรคไวรัส โดยการสงถายยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนหอหุม 
(coat protein : CP) ของไวรัสเขาไปในพืช เชน หารสงถายยีนซีพี (CP) ของเขาไปใน
ยาสูบ ซ่ึงพืชที่ยีนน้ีจะตานทานการบุกรุกของไวรัสชนิดน้ัน ๆ และชนิดใกลเคียงได 

2) สรางพืชตานทานแมลง  
เชน การสงถายยีนที่กําหนดการสรางสารพิษจากแบคทีเรีย บาซิลลัส ทูรินจินซิส 

(Bacillus thuringinsis) (bt toxin) เขาสูพืชที่ตองการปรับปรุงพันธุ เม่ือแมลงมากินพืชที่
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ยีนน้ีแลวแมลงจะตาย ดั้งน้ันพืชที่มียีนนี้จึงมักไมถูกแมลงกินเม่ือเทียบกับตนพืชที่ไมไดรับ
ยีน หรืออาจจะใชยีนที่กําหนดการสรางสารยับยั้งเอนไซมยอยโปรตีน (proteinase 
inhibitor) หรือ protein trypsin inhibitor จาก cow pea  โดยมีการทดลองถายยีนน้ีเขาสู
ยาสูบพบวาไดตนยาสูบแปลงพนธุสามารถตานทานตอการเขาทําลายของแมลงได 
 อน่ึงประโยชนที่ไดจากการสรางพืชที่ตานทานแมลงคือ ลดปญหาการนําเขา
สารเคมีที่เปนยาฆาแมลงจากตางประเทศไดอีกทางหนึ่ง 

3) สรางพืชตานทานตอสารกําจัดวัชพืช 
เชน การสรางพืชตานทานตอสารกําจัดวัชพืช คือสารไกลโฟเสท (glyphosate) (สาร
ไกลโฟเสท จะทํางานยับยั้งการทํางานของสาร อีพีเอสพี ซินเทส EPSP synthase 
(enolpyruvate shikinase-3-phosphate synthase) ซ่ึงเปนเอนไซมตัวหน่ึงในกระบวนการ
สรางกรดอะมิโนกลุมอะโรมาติก) พืชที่ไดรับสารไกลโฟเสทนี้จะเหี่ยวตายเพราะไม
สามารถสรางกรดอะมิโนดังกลาวได 
 
กลไกการตานทานตอสาร ไกลโฟเสท (glyphosate) 
สามารถอธิบายได 2 วิธีดังน้ี 

วิธีที่หน่ึง ใหพืชสราง EPSP synthase (enolpyruvate shikinase-3-phosphate 
synthase) ในปริมาณที่มาก (over product) จึงมีเอนไซมเพียงพอที่จะสามารถเรง
ปฏิกิริยาได ซ่ึงสามารถทําไดโดยใชยีนควบคุมการสราง EPSP synthase (enolpyruvate 
shikinase-3-phosphate synthase) จากพิทูเนียตอเขากับโปรโมเตอรและถายฝากยีนเขา
สูยาสูบซ่ึงจะมีการสรางเอนไซมในระดับสูง ทําใหพืชที่ไดรับยีนน้ีสามารถตานทานตอสาร
ไกลโฟเสท ไดดีกวาตนที่ไมไดรับยีนน้ี เน่ืองจากสารไกลโฟเสทเปนสารเคมีที่ไปยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซม EPSP synthase (enolpyruvate shikinase-3-phosphate synthase) 
พืชท่ีสามารถทนทานตอสารไกลโฟเสท เปนเพราะสามารถผลิตเอนไซม EPSP synthase 
(enolpyruvate shikinase-3-phosphate synthase) ไดในปริมาณที่สูงมาก 

วิธีที่สอง ทําใหพืชสรางเอนไซมที่ตางจากปกติ (mutant enzyme) จึงไมไวตอสาร
กําจัดไกลโฟเสท ทําไดโดยใชจีน อาโร เอ (aro A) ควบคุมการสรางเอนไซม EPSP 
synthase (enolpyruvate shikinase-3-phosphate synthase) จากแบคทีเรีย ซัลโมเนลลา 

320 AG 103 



ไทพิมูเรียม (Salmonella typhimurium) ซ่ึงตานทานตอสารไกลโฟเสท นํามาถายฝากลง
ในยาสูบเพ่ือสรางตนยาสูบที่ตานทานตอสารไกลโฟเสท 

4) การสรางพืชแปลงพันธุชนิดใหมที่มีลักษณะดีกวาเดิม 
 การสรางพืชแปลงพันธุใหมีลักษณะที่ดีกวาเดิมทําไดโดยใชเทคนิคเพาะเลี้ยง
เน้ือเยื่อชวย เชนสรางพืชที่ทนตอดินเค็ม ทนตอสารพิษ และสรางพืชที่ใหคุณคาทาง
อาหารเพิ่มมากขึ้น หรือการเพิ่มผลผลิตตอพ้ืนที่ใหสูงข้ึน เชนการถายฝากยีนใหถั่วเหลือง
สรางกรดอะมิโนที่จําเปนใหมากขึ้น และการสงถายยีนกับขาวโพดเพื่อไดใหขาวโพดที่มี
โปรตีนคุณภาพดีข้ึน 

5) การสรางพืชพันธุใหมที่สามารถตรึงไนโตรเจนได 
 เชน ขาวและพืชจําพวกธัญพืชที่เปนพืชเศรษฐกิจหลักของโลก หรือของประเทศ 
แตมีขอดอยคือไมสามารถตรึงไนโตรเจนได นักวิทยาศาสตรจึงไดมีวิธีที่จะยายยีนจากพืช
ใบเลี้ยงคูที่มียีนในการตรึงไนโตรเจนไดตามธรรมชาติ เชนในพืชตระกูลถั่วทั้งหลาย ไปใส
ในพืชธัญพืช เชน ขาวหรือขาวสาลีเพ่ือใหสามารถที่จะตรึงไนโตรเจนไดเชนเดียวกับพืช
ตระกูลถั่ว เพราะการตรึงไนโตรเจนทําใหพืชสามารถที่จะสรางอาหารเพื่อการเจริญเติบโต
ไดดีกวาเดิม และจะสงผลใหพืชท่ีไดรับยีนน้ันใหผลผลิตที่สูงข้ึน 

6) สามารถเก็บรักษาพืชไวไดนานขึ้น โดยไมมีปญหาเกี่ยวกับการขนสงหรือการ
เก็บรักษากอนการจําหนายหรือสงออก เชน การสรางมะเขือเทศที่สุกชาโดยการสงถายยีน
พวก แอนไทเซน เอซีซี ซินเทส (antisense ACC synthase) และ เอซีซีออกซิเดส (ACC 
oxidase) ทําใหมะเขือเทศนั้นสรางสารเอธิลีนชาลง สงผลใหมะเขือเทศสุกชาลง จึงทําให
สามารถเก็บรักษาไดนาน 
กลไกการสรางสารเอธิลีน 
CH3-S-CH2-CH2-CH-COO-

Methionine         NH+3 
                      ATP          PPi + Pi 
                                 
      CH3-S

+-CH2-CH2-CH-COO-

          adenosine     NH+3 
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       ACC oxidase             CO2 + HCN            1/2O2

 
       CH2=CH2

          Ethylene 
promote            fruit ripening             ACC synthase 
ethylene  senescene 
biosynthesis  auxin 
   wounding 
   elictors /pathogens 
   stress -   drougth 

- heat 
- cold 
- UV light 
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7) สามารถสงถายยีนเดี่ยวที่ควบคุมลักษณะที่ตองการเขาไปในตนพืชแทนที่จะ
เขาไปเปนกลุมเหมือนการผสมพันธุพืชตามธรรมชาติจึงทําใหไดลักษณะพืชตามที่
ตองการโดยไมตองพวงลักษณะที่ไมตองการ 

8) ชวยลดปญหารการเขาคูกันไมไดของยีน เน่ืองจากเทคนิคการผสมพันธุพืช
แบบดั้งเดิมสามารถทําไดกับพืชที่มีสายพันธุใกลชิดกันเทานั้น สวนพืชท่ีมีสายพันธุไม
ใกลชิดกันจะประสบปญหาน้ี เน่ืองจากยีนเขากันไมได ดังน้ันการนําเทคนิคนี้มาใชจึงทํา
ใหปญหาดังกลาวหมดไป 
 9) เปนเคร่ืองมือทางโมเลกุลาเจนิติกส (molecular genetics) ตัวอยางเชน ในการ
วิเคราะหหาลําดับของดีเอ็นเอ (DNA sequence) หรือหาโปรตีนหรือการแสดงออกของยีน 
(gene expression) 
 
11.7 ความหมายของการสงถายยีนสูพืช  
 การสงถายยีนสูพืช (Plant gene transfer) คือกระบวนการสงถายยีนที่เราสนใจ
เขาสูพืช (gene of interest) ซ่ึงไมจําเปนตองเปนยีนที่มาจากพืชเสมอไป อาจเปนยีนมา
จากสิ่งมีชีวิตตางชนิดกันก็ได เชน อาจเปนยีนจากแบคทีเรีย หรือจากเชื้อรา จากสัตว 
เปนตน ซ่ึงผลลัพธคือมีการแทรกสอดยีนเขาไปในจีโนมของพืชได ซ่ึงการสอดแทรกนนั้น
ตองมีความถาวรหรือเสถียร (stable) โดยสามารถผานขั้นตอนการแบงเซลลแบบไมโตซิส
และไมโอซิส ซ่ึงพืชท่ีไดรับจีนเขาไปเรียกพืชน้ีวาพืชแปลงพันธุ (transgenic plants) 
ตัวอยางพืชแปลงพันธุชนิดแรกนั้นคือพืชที่ไดรับ storage protein phaseolin จาก
ภายนอกเขาไป  
 
11.8 ข้ันตอนการนํายีนที่นาสนใจเขาสูพืช 
ในการนํายีนที่เราสนใจเขาสูพืช แบงเปนขั้นตอนไดดังน้ี 

1. ตองมีพาหะ (vector) นําพายีนที่เราสนใจเขาสูพืช 
2. ตองมีการรวมตัวกัน(incorporation) ระหวางยีนภายนอกและโครโมโซมของพืช 
3. ตองมีการรวมตัวกัน (incorporation) อยางคงที่   และผานขั้นตอนการทรานสคริป 

ช่ันและทรานสเลชั่น (transcription and translation) 
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4. ตองมีการถายทอดยีนน้ันโดยผานขั้นตอนการแบงเซลลแบบไมโตซิสและไมโอซิส 
 

พาหะที่ใชในการนํายีนเขาสูพืช (Plant gene vectors) 
พาหะที่ใชนํายีนเขาสูพืชสามารถแบงไดเปน 

1. พลาสมิด (plasmids) 
พลาสมิดเปนดีเอ็นเอท่ีอยูนอกโครโมโซม พบในแบคทีเรียหลายชนิด โครงสราง

เปนวงแหวนเกลียวคู มักมียีนที่กําหนดการสรางเอนไซม หรือสารที่เปนประโยชนกับ
แบคทีเรียทําใหแบคทีเรียมีคุณสมบัติพิเศษ เชน ทําใหมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
พลาสมิดที่ใชเปนพาหะอาจเปน Ti plasmid ซ่ึงพบใน Agrobacterium tumefaciens หรือ  
Ri plasmid  ซ่ึงพบใน  A. rhizogenes 

2. Lambda phage  
Lambda phage มีจีโนมเปนดีเอ็นเอ เกลียวคูขนาดประมาณ 48,000 bp. เม่ืออยูใน

อนุภาคของ Phage DNA จะเปนสายเดี่ยว แตเม่ือเขาไปในเซลลของ E. coli แลวปลายที่
เปนสายเดี่ยวจะวกกลับมาจับกันดวยพันธะไฮโดรเจนเปลี่ยนเปนดีเอ็นเอรูปวงแหวน  
3. Yaest Artificial Chromosome (YAC) 

YAC เปนเวคเตอรที่มีลักษณะคลายโครโมโซมขนาดเล็ก Yaest Artificial 
Chromosome จะประกอบดวยเซนโทรเมียรและทีโลเมียรเปนเวคเตอรที่ใชกับยีนที่มี
ขนาดใหญ ซ่ึงมีขนาดตั้งแต 400,000 bp. ซ่ึงไมสามารถใชกับเวคเตอรชนิดอื่นได  
4. Virus  

ไวรัสที่ใชเปนพาหะเชนพวก CaMV (Cauliflower mosaic virus)  
5. Cosmid  

คือพลาสมิดที่มีสวนของคอสไซท ของแลมปดาฝาจ อยูคอสมิดมีสวนของดีเอ็นเอ
ที่เปนจุดเริ่มตนของการจําลองตัวของแบคทีเรีย มียีนเคร่ืองหมายใชเปนตัวคัดเลือกเซลล
ที่ไดรับคอสมิด  

 
11.9 ปญหาการสงถายยีนสูพืช 
ปญหาการสงถายยีนสูพืชมีดังตอไปน้ี คือ 
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1. ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวบางชนิดไมเปนที่อาศัยของ Agrobacterium  
2. สายพันธุของ Agrobacterium  คอนขางจําเพาะตอพืชมาก  ทําใหการสงถายยีนสู 

พืชโดยใช Agrobacteriumv อาจมีปญหาในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว 
3. การสงถายยนีโดยใช Agrobacterium  จะตองมีข้ันตอนของการกําจัดแบคทีเรียช่ือ 

Agrobacterium เม่ือสงถายยีนเรียบรอยแลว ถาไมกําจัดอาจเปนอันตรายตอพืชได 
4. ในพืชบางชนิดการชักนําใหเกิดเปนตนใหมยากมาก       ตัวอยางเชนพบในพืชใบ 

เลี้ยงเดี่ยว พืชตระกูลถั่ว และพืชมีเน้ือไม (woody species) ดังน้ันแมจะมีการ 
transformation สําเร็จแตไมสามารถชักนําใหเกิดเปนตนไดก็ไมเกิดประโยชนอะไร 

5. ในการสงถายยีนโดยวิธีตรง  (direct transformation)     น้ันไมอาจใช selectable  
marker เปนพวกสารปฏิชีวนะได (antibiotic) เพราะถาใชจะทําใหเอ็มบริโอที่ยังออนอยู 
(immature embryo) ตายกอนที่จะเจริญไปเปนตนได 

6. การสงถายยนีโดยวิธีตรงบางครั้งพืชแปลงพันธุ (transgenic plant) ที่ไดอาจไมคง 
ที่ (stable) เปนการแสดงออกเพียงช่ัวคราวถือเปน transient expression 

7. ปญหาการอีกปญกาหนึ่งคือ การแสดงออกของยีนในเซลลที่ตองการ และในเวลาที่ 
ตองการ ซ่ึงตองเฉพาะเจาะจงมากที่ทําใหบางครั้งไมมีการแสดงออกของยีน 
 
ขอควรระวังเกี่ยวกับเทคโนโลยีการสงถายยีนสูพืช 
 ทุกสิ่งทุกอยางเมื่อมีประโยชนก็ยอมมีโทษบาง ดังน้ันการสงถายยีนน้ีจึงควรมีขอ
ควรระวังดังตอไปน้ี 

1. อาจเกิดความเปนพิษ หรือเกิดเช้ือโรค เชน ไวรัส ตัวใหม ๆ ข้ึนได 
2. อาจเกิดการทนทานตอยากําจัดวัชพืช จนกระทั่งไมสามารถควบคุมวัชพืชน้ัน  

ๆ ได 
3. อาจมีความเสี่ยงสูง ถาเราไมทราบวายีนที่สอดแทรกเขาไปนั้นจะไปทําอะไรใน 

พืชบาง 
4. ความเสี่ยงอันเน่ืองจากการผสมขามระหวาง สปชีส เชน หญา กับขาว อาจจะ 

ไดพืชพันธุใหมที่ไมตองการเกิดขึ้น 
5. ยีนที่นํามาศึกษานั้น อาจถูกสงตอไปสูพืชชนิดอื่น ๆ ที่ไมตองการได 
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6. อันตรายตอสภาพแวดลอมที่คาดไมถึงเชน เกี่ยวกับหวงโซอาหารในธรรมชาติ 
อาจเปลี่ยนแปลงไป 

7. การทิ้งสารเคมี และเช้ือแบคทีเรียโดยไมระมัดระวังอาจทําใหแพรกระจายไปสู 
สภาพแวดลอม ซ่ึงอาจเปนอันตรายทั้งตอสุขภาพและสิ่งแวดลอม 
 
ขอมูลพ้ืนฐานที่ตองศึกษากอนที่จะสงถายยีนสูพืช 
 กอนเริ่มตนการสงถายยีนสูพืชน้ันตองมีการศึกษาขอมูลดังตอไปน้ี 
 1.การศึกษาวิธีการเพิ่มประสิทธิภาพในการชักนําใหพืชน้ันเกิดตนใหมใหได
เปอรเซ็นตที่สูง 
 2. การหาชนิดของ Agrobacterium ที่เจาะจงตอพืชที่เราตองการสงถายยีนเขาไป 
 3. คัดเลือกสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมในการกําจัดเช้ือ Agrobacterium 
 4.คัดเลือก selecting agent ที่เหมาะสมในการคัดเลือกพืชแปลงพันธุ (transgenic 
plants) 
11.10 การสรางพืชแปลงพันธุ 
 การสรางพืชแปลงพันธุโดยใช Agrobacterium –mediated transformation ข้ึนอยู
กับความสามารถในการสงถายยีนเขาสูพืชและในชักนําใหเกิดเปนตนใหมน้ัน มีวิธี 2 วิธี
ดังน้ีคือ 

1. protoplast co-cultivation โดย incubate protoplast กับ Agrobacterium หลัง 
จากนั้น centrifuge เอา Agrobacterium ออก แลวเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตใหสรางแคลลัส 
ซ่ึงตอมาจะใช antibiotic เปนตัวคัดเลือก (select) transgenic tissue และตองกําจัด 
Agrobacterium ใหหมดไปจากนั้นจึงชักนําแคลลัสใหเกิดเปนยอดและรากตอไป 

2. tissueexplant inoculatioโดย incubate explants เชน leaf disc กับแบคทีเรีย  
Agrobacterium จากนั้นนํา leaf disc ไปวางบนอาหารที่ชักนําใหเกิดแคลลัส และคัดเลือก
พืชแปลงพันธุ โดยใชสารปฏิชีวนะ (antibiotic) จากนั้นจึงชักนําใหเกิดเปนตนตอไป  
ขอดีของการสงถายยีนโดยใช Agrobacterium  

1. สามารถสงถายดีเอ็นเอจากภายนอกเขาสูเน้ือเยื่อหรือโพรโทพลาสตได 
2. เน่ืองจาก ทีดีเอ็นเอ (T-DNA) มี border sequence เปนบริเวณที่กําหนด 
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ขอบเขตที่แนนอนของช้ินดีเอ็นเอ เม่ือสอดแทรกเขาไปในโครโมโซมของพืชแลว จึงไม
พบวามีการจัดเรียงตัวผิดไป แตถาใชระบบสงถายดีเอ็นเอโดยตรง พลาสมิดที่เขาไปใน
เซลลพืชจะมีการจัดเรียงตัวและเกิดการตอกันหลายโมเลกุลกอนที่เกิดการสอดแทรกเขา
ไปในโครโมโซมพืช จึงเปนเหตุใหเกิดการจัดเรียงตัวของโครโมโซมพืชผิดไป  
ข้ันตอนการสรางพืชแปลงพันธุโดยใช Agrobacterium 
 การสรางพืชแปลงพันธุโดย Agrobacterium ใชประกอบดวย 4 ข้ันตอนดังน้ี 

1. การสงยีนที่ตองการศึกษาเขาสู Agrobacterium 
2. ให Agrobacterium นํายีนที่สนใจเขาสูเซลลพืช 
3. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในสภาพปลอดเชื้อและคัดเลือกตนที่เจริญจากเซลลที่ได 

รับยีนน้ัน 
4. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในตนพืชที่ผานการคัดเลือกแลว 

กลไกการสงถายยีนจาก Agrobacterium ไปยังเซลลพืช 
 ข้ันตอนการสงถายยีนจาก Agrobacterium ไปยังเซลลพืชมีข้ันตอนดังน้ี 

1. พืชท่ีเกิดบาดแผลสังเคราะหสาร acetosyringone (AS)    ซ่ึงเปนสารพวกฟโนลิค   
(phenolic compound) และปลดปลอยออกมาจากบริเวณที่มีบาดแผล 

2. สาร phenolic compound ไปกระตุนผลิตผลของยีน chv ซ่ึงอยูบนโครโมโซมของ  
Agrobacterium  ทําให Agrobacterium เขาไปเกาะกับเซลลพืชตรงบริเวณท่ีมีบาดแผล  

3. โปรตีนจากยีน Vir A ทําหนาที่เปน chemoreceptor จดจํา AS และไปกระตุนให 
Vir G ทํางาน 

4. โปรตีนจากยีน Vir G  ไปกระตุน  Vir อื่น ๆ   ใหทํางานและในที่สุดกระตุน Vir D  
ใหทํางาน 

5. โปรตีนจากยีน Vir D ซ่ึงเปนเอนไซม endonuclease       ตัดพันธะฟอสโฟไดเอส 
เทอรที่ตําแหนงของ RB และ LB 

6. เกิด T-DNA  สายเดี่ยว หรือ t- strand 
7. Vir gene จะทําหนาที่สง t-strand     เขาสูเซลลพืชซ่ึงจะไปแทรกอยูในโครโมโซม 

ของพืช 
8. เกิดการแสดงออกของยีนที่อยูในสวนของ T-DNA     ซ่ึงจะทําใหเน้ือเยื่อพืชมีการ 
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แบงตัวเพิ่มจํานวนมากมายแลวกลายสภาพเปนเนื้อเยื่อ  ที่เปนปุมปม (crown gall) และมี
การผลิตสารออกโทปนออกมาก 

9. สารออกโทปนจะไปเหน่ียวนําใหเกิดการลอกรหัสของยีน   ทําหนาที่สรางเอนไซม 
เพ่ือใชสารนี้เปนแหลงพลังงาน 
 
ตารางสรุปขอดีและขอเสียของการสงถายยีนสูพืชโดยวิธี Agrobacterium 
mediated transformation 

ขอดี ขอเสีย 
1. มีประสิทธิภาพสูงในการที่จะสราง

พืชแปลงพันธุเม่ือเทียบกับวิธีสง
ถายยีนโดยวิธีตรง 

2. เปนวิธีการที่งายเมื่อเทียบการสง
ถายยีนโดยวิธีตรง ซ่ึงตองใช
เครื่องมือที่มีราคาแพง 

3. อาจใชสวนของพืชสวนใดก็ไดไม
จําเปนตองใชโพรโทพลาสตหรือ
เซลลเหมือนวิธีตรง ซ่ึงการสงถาย
ยีนสูพืชโดยใช Agrobacterium 
สวนของพืชที่ใชอาจเปน ใบ กานใบ 
ปลอง หรือใบเลี้ยง 

4. คาใชจายถูก 
5. พืชแปลงพันธุที่ไดจะทีความคงที่

ของยีน ซ่ึงไมคอยเปลี่ยนแปลง 

1. มีความยุงยากในการกําจัด 
Agrobacterium 

 
2. Agrobacterium แตละสายพันธุ 

(strain) จะเจาะจงกับพืชแตละ
ชนิด ซ่ึงเปนการยุงยากในการหา 
Agrobacterium ที่เหมาะสมกับ
พืชแตละชนิด 

 
11.11 การสงถายยีนโดยวิธีตรง (Direct gene transfer) 

การสงถายยนีโดยใช Agrobacterium มีขอจํากัดหลายอยางไดแก มีความยุงยากใน
การกําจัด Agrobacterium และ Agrobacterium แตละสายพันธุ (strain) จะเจาะจงกับ
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พืชแตละชนิด ซ่ึงเปนการยุงยากในการหา Agrobacterium ที่เหมาะสมกับพืชแตละชนิด 
โดยเฉพาะในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวไดแก ขาว ขาวโพด ขาวสาลีและขาวฟาง นักวิทยาศาสตร
จึงหันมาสนใจแกไขปญหาดังกลาวโดยการสงถายยีนโดยวิธีตรง ซ่ึงมีหลายวิธีดังน้ี 

1. การสงถายยีนโดยใชสาร Polyethylene glycol (PEG) 
 สาร Polyethylene glycol (PEG) มีประสิทธิภาพในการชักนําใหเกิดการรวมตัว
กันของโพรโทพลาสต และจากคุณสมบัติน้ีสาร Polyethylene glycol (PEG)จึงถูกนํามาใช
ในการกระตุนใหเกิดการชักนํา ดีเอ็นเอ เขาสูเซลล 
 2. การสงถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา (Electroporation) 
 3. การสงถายยีนโดยใช Microprojectile microprojectile bombardment particle 
gun 

4. การสงถายยีนโดยใช Microinjection 
5. การสงถายยีนโดยเขาสู single cell หรือ Protoplast โดยใช microinjection  
6. การสงถายยีนโดยเขาสู multicellular structure โดยใช microinjection  
7. การสงถายยีนโดยใช Electrophoretic 
8. การสงถายยีนโดยใช Ultrasonication 

9. การสงถายยีนโดยใชวิธีอื่น ๆ 
 
จีนรายงานผล หรือ reporter gene หรือ screenable marker 
 จีนรายงานผลเปนจีนที่กําหนดลักษณะบางอยางที่ทําใหทราบวาสวนของโปรโม
เตอรที่ตออยูกับจีนน้ัน มีการแสดงออกหรือไมและแสดงออกไดมากนอยเพียงใดในเซลล
หรือในเน้ือเยื่อสวนใด ตัวอยางเชน gus ( beta-glucuronidase ) 
 
beta-glucuronidase ( gus ) gene 
 เปนจีนจากแบคทีเรีย E. coli  นิยมใชกันอยางกวางขวางในการศึกษาดานชีว
โมเลกุล เอนไซม beta-glucuronidase ทําหนาที่คะตะไลซปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ของ 
glucuronidase เน่ืองจากมีการสันนิษฐานวาไมพบกิจกรรมของ intrinsic gus ในพืชช้ันสูง
อันเปนเหตุผลที่สําคัญที่ทําใหมีการใชจีน gus เปน reporter gene  
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การตรวจสอบผลการแสดงออกของจีน 
 หลังจากที่มีการสงถายจีนเขาไปในพืชแลวตองมีการตรวจสอบพืชวามีการ
แสดงออกของจีนหรือไม อาจตรวจสอบไดโดยวิธีการดังน้ี 
 
gus assay 

การใชจีน gus เปนจีนรายงานผลนั้น  gus gene จะเปนตัวกําหนดการสราง

เอนไซม β-glucuronidase ซ่ึงจะเปลี่ยน substrate ( X-gluc ) ที่เติมลงไป หรือสาร 5-

bromo-4-chloro-3-indole-β-D glucuronide ใหเปนสารอินโดลิล ( indolyl derivatives ) 
ที่มีสีฟาของ  5-bromo-4-chloro-indico ดังสมการ 

     β-glucuronidase 
   X-gluc     5-bromo-4-chloro-indico 

(5-bromo-4-chloro-3-indole-β-D glucuronide)  (ทําใหเน้ือเยื่อพืชมีสีฟา) 
 
 ดังน้ันถาเนื้อเยื่อพืชไดรับ DNA สายผสมไป ก็จะทําใหเน้ือเยื่อของพืชสวนที่ไดรับ 
gus gene มีสีฟา 
 
การสงถายจีนโดยใช Agrobacterium 

Agrobacterium  เปนแบคทีเรียแกรมลบชนิด aerobic bacteria ที่อาศัยอยูในดิน 
เปนสิ่งมีชีวิตชนิดแรกที่กอใหเกิดการสงถายจีนตามธรรมชาติหรือกอใหเกิดพันธุวิศวกรรม
ตามธรรมชาติ จัดอยูใน Family Rhizobiaceae 
 Agrobacterium  มี 4 ชนิด คือ 
1. Agrobacterium tumefaciens 
2. A. rubi 
3. A. rhizogenes 
4. A. radiobacter ซ่ึงเปน avirulent sp. 

ชนิดที่สําคัญ คือ Agrobacterium tumefaciens  ซ่ึงกอใหเกิดโรค crown gall และ 
A. rhizogenes ซ่ึงกอใหเกิดโรค hairy root 
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ภายในเซลล Agrobacterium มี extrachromosomal plasmid ขนาดใหญ มีขนาด
ประมาณ 200 kb โดยพบวามี Ti ( turmor inducing ) plasmid ใน Agrobacterium 
tumefaciens  และ Ri ( root inducing ) plasmid ใน A. rhizogenes   

 
Ti  plasmid ใน Agrobacterium tumefaciens เปน DNA  รูปวงแหวนอยูนอก

โครโมโซม Ti  plasmid ที่พบมาก 2 ชนิด คือ ชนิดออกโทปน ( octopine ) และโนปาลีน 
( nopaline ) 

สารพวกออกโทปน และโนปาลีนเปนสารโอปนที่เซลลพืชบริเวณที่ถูกบุกรุกดวย 
Agrobacterium สรางขึ้นไดตามชนิดของพลาสมิด Ti  พืชที่เปนโรค crown-gall tumour 
จะผลิตสารโอปนชนิดใดชนิดหนึ่งเทานั้น 

 
โอปน ( Opine )  

โอปน เปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่ Agrobacterium  จะนําไปใช โอ
ปน แบงเปน 4 กลุม คือ 

1. ออกโทปน ( octopine ) เปน carboxyethyl derivative     ของ อารจีนิน  
( arginine ) 

2. โนปาลีน ( nopaline ) เปน dicarboxypropyl derivative   ของ อารจินีน  
( arginine ) 

3. อะโกรปน ( agropine ) เปน bicyclic sugar derivative ของกรดกลูตามิค  
( glutamic acid ) 

4. อะโกรซิโนปน ( agrocinopine ) เปนสาร     พวก phosphorylated sugar  
 
Ti   plasmid 
 Ti  plasmid ที่พบใน Agrobacterium tumefaciens  เปนสาเหตุที่กอใหเกิดโรค 
crown-gall diseases  
 Ti  plasmid จะมี 2 บริเวณที่มีความสําคัญตอการสงถายจีนสูพืช คือ 

1. T-DNA ( transfer DNA ) 
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2. Vir region ( virulence region ) 
 
T – DNA 

 T-DNA ประกอบดวย DNA ประมาณ 23 kb ขอบเขตของ  DNA  กําหนดโดย
ลําดับเบสซ้ํา ( terminal repeat ) ประมาณ 25 bp อยูสองขางของ  T-DNA ซ่ึงเรียกวา 
left border ( LB ) และ right border ( RB ) ดังแสดงในภาพ 11.1  ในพบวาบน T-DNA 
มีรหัสสําหรับการสรางเอนไซม ที่จําเปนสําหรับการสังเคราะหสารโอปน  ฮอรโมนออกซิน
และไซโทไคนิน  ดังแสดงในภาพ 11.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 11.1 แสดง left border (LB) และ right border (RB) ที่อยูสองขางของ  

T-DNA 
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ภาพที่ 11.2   แสดงโครงสราง T-DNA ทีกําหนดการสรางสารโนปาลีน (บน) และออกโท
ปน (ลาง) 
 

Vir  region 
 สวนสําคัญอีกสวนหน่ึงที่ทําใหมีการสง T-DNA จาก Agrobacterium ไปยังพืช คือ

สวนของ  Vir region ซ่ึงมีขนาดประมาณ 35-40 Kbp กลุมจีนน้ีประกอบดวย จีน 6 
ตําแหนงคือ Vir A, Vir B, Vir C, Vir D, Vir G และ  Vir E 
การสงถาย T-DNA เขาสูเซลลพืช 
 การสงถาย T-DNA เขาสูเซลลพืชเกิดข้ึนจากการทํางานของ virulence gene และ 
chv gene คือจีนที่อยูบนโครโมโซมของ Agrobacterium โดยสามารถกระตุนการทํางาน
ของ Vir region บน Ti  plasmid ไดดวย specific wound substance ซ่ึงเปนสารพวก 
phenolic compounds เชน acetosyringone และ alphahydroxy ดังแสดงในภาพที่ 11.3  
ซ่ึงปลดปลอยออกจากบาดแผลของพืช 
 
 
 
 
 

AG 103 333 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 11.3  แสดงพลาสมิด Ti ชนิดออกโทปน (ซาย) และโนปาลีน (ขวา) 
 
กลไกการสง T-DNA สูเซลลพืช 
 กลไกการสง T-DNA เขาไปในเซลลพืชควบคุมโดยกลุมจีน Vir region ที่อยูใน Ti  
plasmid 
 ข้ันตอนแรกสุดที่ Agrobacterium จะบุกรุกเซลลพืชได คือ Agrobacterium  จะเขา
เกาะที่ตําแหนงจําเพาะบนเซลลพืช สารที่เปนตัวรับรู ( receptor ) ของเซลลพืชอยูที่ผนัง
เซลลซ่ึงคาดกันวาอาจจะเปนคารโบไฮเดรตและโปรตีน  จากการศึกษาพบวา บน
โครโมโซมของ Agrobacterium มีจีนที่ควบคุมการเขาเกาะกับเซลลพืช คือ จีน chv เม่ือ
พืชมีบาดแผลจะหลั่งสารฟนอลลิก เชน acetosyringone ( 4-acetyl 2, 6 dimethoxy 
phenol ) ซ่ึงจะไปกระตุนให vir gene มีการแสดงออก คือ  มีการลอกรหัสและแปลรหัส
ออกมา  โดยมีโปรตีนของ Vir A  ทําหนาที่เปน chemoreceptor รับรูสารประกอบของพืช 
Vir A มี hydrophobic region 2 ตําแหนงอยูทางดานปลายกรดอะมิโนซึ่งจะเกาะอยูกับ
เยื่อหุมออรกาเนลลภายในเซลล สวนปลายคารบอกซิลอยูในไซโทพลาซึม และมี
ความสามารถเติมหมูฟอสเฟตเขาสูโมเลกุลเองได ( autophosphorylating activity ) ดัง
แสดงในภาพ จากนั้นโปรตีนที่สังเคราะห จาก Vir A จะกระตุน Vir G ซ่ึงทําหนาที่เปน 
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regulator component สันนิษฐานวาทําหนาที่กระตุนกระบวนการลอกรหัส ในบริเวณ Vir 
region อื่น ๆ  Vir D เกี่ยงของกับข้ันตอนแรก ในกระบวนการขนสง T-DNA  Vir D1 มี
คุณสมบัติ topoisomerase activity   Vir D2     มีคุณสมบัติของ endonuclease activity    
ตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเตอร  ที่บริเวณ right border ( RB) และ left border ( LB) ของ T-
DNA    Vir C มีสวนชวย Vir D1 และ Vir D2 ซ่ึงเทากับเปนการสงเสริมประสิทธิภาพใน

การสง T-strand   ดังแสดงในภาพ Vir D2และ Vir E จะเขาเกาะทางดานปลาย 5′ ของ 
T- strand  ที่ถูกตัดแลว เพ่ือปองกันไมใหเอนไซมในกลุม exonuclease  และ 
endonuclease มายอยสลาย  T-strand ในระหวางที่มีการขนสงผานจาก Agrobacterium 
ไปยังเซลลพืช และทําให T-strand อยูในรูปเสนตรง มีขอสันนิษฐานวา Vir B กําหนดการ
สรางโปรตีนที่ทําใหผนังเซลลของ Agrobacterium มี ลักษณะคลายกับกระบวนการ 
conjugation ของแบคทีเรีย แตการขนสง T-strand ผานเซลลพืชและเยื่อหุมนิวเคลียสของ
พืชรวมไปถึงการเขาแทรกของ T-strand ในโครโมโซมพืช จะเหมือนกับการบุกรุกของ
ไวรัส ดังแสดงในภาพที่  11.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11.4 แสดง disarmed plasmid ที่ตัด T-DNA ออก แลวใส antibiotic  

      resistance gene แทน 
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ภาพที่  11.5   แสดงกลไกการสงถายจีนจาก Agrobacterium ไปยังเซลลพืช  
  
วิธีการศึกษา 

ตัวอยางพืชที่จะนํามาทําการสงถายจีนน้ีเปน callus ของตนถั่วสวนตาง ๆ คือ 
shoot, cotyledon, epicotyl, hypocotyl และ  leaf    และจากตนออนของตนถั่วสวนตาง 
ๆ คือ cotyledon, epicotyl, hypocotyl และ  leaf โดยมีข้ันตอนดังน้ี 

1. ตัด callus จากสวนตาง ๆ ประมาณ 4-5 ช้ิน   และตัดสวนตาง ๆ ของตนออน 
ใหเปนช้ินเล็ก ๆ ประมาณ 4-5 ช้ิน และตัดสวนตาง ๆ ใหเกิดบาดแผล 

2. เตรียม Agrobacterium โดยเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร LB ที่มี antibiotic แลวใส 

ในเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
3. นํา Agrobacterium 1 ml ไปปนเหวี่ยง   ที่ 1,800 g เปนเวลา 1 นาที  ดูดเอา 

สวนของเหลวทิ้ง  ละลานตะกอนแบคทีเรียดวยอาหารเหลวสูตร MS   1  ml 
4. ผสมสารละลาย Agrobacterium กับอาหารเหลวที่จะใชเลี้ยงตนถั่วใหไดความ 

เขมขนประมาณ 2X107 – 3X107  เซลลตอมิลลิลิตร 
5. นําสวนของ callus และตนสดที่ตัดไวจุมลง   ในสารละลายอาหารเหลวที่มีเช้ือ  
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Agrobacterium เปนเวลา 10 นาที 
6. ยายสวนของ callus และตนสด มาวางบนกระดาษที่ปลอดเชื้อ    แลวจึงนําไป 

วางในอาหารสูตร MS ที่เติมนํ้าตาลซูโครส 3% วุน 0.7% เพาะเลี้ยงที่ความเขมแสง1,500 

ลักซ เวลา 16 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
7. ยายสวนใบมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําใหเกิดตน    ที่เติม antibiotic เพ่ือ 

กําจัด Agrobacterium และ selecting agent เชน กานามัยซิน เพื่อคัดเลือกพืชที่ไดรับจีน
ที่สงถายเขาไป สังเกตการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืชและเปลี่ยนอาหารใหมทุก ๆ 14 วัน 

8. นําสวนตาง ๆ ของตนถั่วมาตรวจสอบการแสดงออกของจีนโดย GUS  assay
   

 
การแยกโพรโทพลาสตจากโปรโตครอมของกลวยไม 

โพรโทพลาสต คือ เซลลรางกาย (somatic cell) ที่ไมมีผนังเซลล มีเพียงเซลลเมม
เบรนที่หุมนิวเคลียสและไซโทพลาซึมไว เน่ืองจากโพรโตพลาสตไมมีผนังเซลลดังน้ันจึง
ทําใหสะดวกตอการใมยีนหรือสารพันธุกรรมที่เราสนใจเพื่อปรับปรุงพันธุพืชใหเกิดพันธุ
ใหมตามที่ตองการ 

ป 1982 เร่ิมมีการใชวิธีกลในการแยกโพรโทพลาสต โดย Klercher แตมประสบ
ความสําเร็จเพราะมีโพรโทพลาสตออกมานอย Cocking (1960) ไดทดลองใชเอนไซม 
cellulase แยกโพรโทพลาสตจากสวนปลายรากพืช 

Takebe, Otsuki and Aoki (1986) ไดแยกโพรโตพลาสตแบบวิธีกลและใช
เอนไซมรวมดวยทําใหสามารถแยกโพรโทพลาสตจากยาสูบไดจํานวนมาก แตมีปญหาคือ
ไมสามารถเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตใหเจริญเปนแคลลัสได และในป 1986 Takebe, Labib 
and Melckers ไดเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตจากใบยาสูบจนสามารถ regenerate เปนตนได
เปนครั้งแรก 
 
วิธีการแยกโพรโตพลาสต ทําได 2 วิธีคือ 
1. วิธีกล (mechanical method)  
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เปนวิธีการแรกที่มนุษยใชในการแยกโพรโทพลาสตออกจากเนื้อเยื่อของพืชโดย
เอาเนื้อเยื่อพืชมาแชในสารละลายที่มีความเขมขนสูง (hypertonic solution) นํ้าในเซลล
พืชจะถูกดึงออกมาภายนอกทําใหโพรโทพลาสตหดตัวลงคือเซลลเกิด plasmolysis สวน
เยื่อหุมเซลลจึงแยกออกจากผนังเซลล แลวตัดเนื้อเยื่อพืชเปนช้ินบาง ๆแลวนําไปแชใน
สารละลายที่มีความเขมขนนอย (hypotonic solution) โพรโทพลาสต จะพองตัวและหลุด
ออกมา 
2. วิธีใชเอนไซม (enzymatic method) 

เปนวิธีที่สามารถแยกโพรโทพลาสตไดสมบูรณและมีปริมาณมาก   โดยใชเอนไซม 
เซลลูเลส (cellulase) และเพคติเนส (pectinase)  มายอยสลายผนังเซลลจะไดสวนที่เหลือ
เปนโพรโทพลาสต 
 
ข้ันตอนการแยกโพรโทพลาสต 

นําโปรโตครอมกลวยไมมายอยโดยใชเอนไซม pectinase ซ่ึงจะทําหนาที่ยอย
สารประกอบเพคตินและสารประกอบที่เช่ือมติดกันใหแยกออกมาเปนเซลลเดี่ยว ๆ ยอย
บนเครื่องเขยาเบา ๆ เม่ือเซลลหลุดออกมาเปนเซลลเดี่ยว ๆ แลวจึงใชเอนไซม cellulase 
ซ่ึงทําหนาที่ยอยผนังเซลลออกจนได โพรโทพลาสต 
วิธีการเลี้ยงโพรโทพลาสต 
1. เลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งหรืออาหารแข็ง 
1.1 Plating method 
1.2 Feeder layer 
2. เลี้ยงในอาหารเหลว 
2.1 suspension or drop culture 
2.2 micro-drop culture 
2.3 microchamber techniqe 
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ปจจัยที่มีผลตอการเจรญิและการแบงตัวของโพรโทพลาสต 
1. ความเขมขนของโพรโทพลาสต ควรมีความเขมขน 5X104-105  โพรโทพลาสตตอ

มิลลิลิตร 
2. การที่เซลลโพรโทพลาสตสรางผนังเซลลเร็วทําใหเปนอุปสรรคในการรวมกันของโพ

รโทพลาสต 
3. การเก็บโพรโทพลาสตที่เลี้ยงในอาหาร ควรเก็บโพรโทพลาสตที่แยกใหม ๆ ในที่ ๆ มี

แสงสลัว เพราะถาไดรับแสงทันทีโพรโทพลาสตอาจตายได 
4. อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเลี้ยงโพรโทพลาสตคือ 25-29 องศาเซลเซียส 
 
พันธุวิศวกรรมของเมล็ดพืชที่เก็บสะสมโปรตีน 

ในชวงที่มีการพัฒนาการของเมล็ดน้ัน พืชสวนใหญมีการสะสมสารหรืออาหารที่จะ
เกี่ยวของกับกระบวนการเมทาโบลิซึมเพื่อใชในการงอกในชวงแรกของตนออน ซ่ึง
พลังงานเหลานี้จะอยูในรูปของสารประกอบจําพวกคารโบไฮเดรต (แปง) และไขมัน สวน
ในเมล็ดที่มีสารประกอบพวกโปรตีนจะสะสมในรูปของธาตุไนโตรเจน (N) คารบอน (C) 
และซัลเฟอร (S) ซ่ึงมนุษยมีการใชประโยชนจากเมล็ดโดยการหมักเพื่อใหได อัลกอฮฮล 
เชนจากขาวโพด และโปรตีนจากถั่วเหลือง เปนตน เมล็ดพันธุพืชไรไดแก ขาวโพด ขาว
สาลี ขาวโอต และถั่วเหลือง สวนใหญนิยมปลูกจากเมล็ด  ในดานอุตสาหกรรมการเกษตร 
ที่ตองการคุณภาพเมล็ดเพิ่มข้ึน ระหวางศตวรรษที่ผานมา นักปรับปรุงพันธุพืชไดปบปรุง
พันธุพืชใหม ๆ ที่มีสารสะสมในเมล็ดมากกวาแตกอน ซ่ึงไมเพียงแตเพ่ิมปริมาณของแปง 
ไขมัน และโปรตีนเทานั้น แตมีการปรับปรุงใหมีกรดไลโนเลอิก ในเมล็ดถั่วเหลืองลดลง 
เพ่ือใหมีกลิ่นที่นาพอใจยิ่งข้ึน 
 การสังเคราะหคารโบไฮเดรตและไขมัน รวมทั้งสารประกอบอื่น ๆ โดยนําวิธีทาง
พันธุวิศวกรรมชวย ในการเพิ่มประสิทธิภาพได เชนในกิจกรรม หน่ึงหรือสองเอนไซม แต
ขอจํากัดคือไมมีความสมดุลของธาตุคารบอนในเมล็ด สวนการปรับปรุงพันธุตามธรรมชาติ
จะเหมาะสมกวาในดานการพัฒนาใหเมล็ดสะสมคารโบไฮเดรตและไขมัน  
 การตัดตอยีนโดยตรงเพื่อตองการเพิ่มคุณภาพเมล็ด เปนสิ่งที่สําคัญ ในเมล็ดที่
สะสมโปรตีนน้ันมักจะมีการขาดกรดอะมิโนที่จําเปนตัวใดตัวหน่ึงไป ในธัญพืชจะมีกรดอะ
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มิโน ชนิด Lysine และ Tryptophan นอย สวนพืชตระกูลถั่ว มักจะขาด ธาตุซัลเฟอร 
Methionine และ Cystein ในชวงที่มีกรพัฒนาดานเศรษฐกิจจะมีความตองการเพิ่ม
ปริมาณสารอาหารในเมล็ดใหมากขึ้น เชนในประเทศสหรัฐอเมริกา มีการผลิตขาวโพดและ
ถั่วเหลืองถึง 16 ลานตันตอป เพ่ือปอนโรงงานอุตสาหกรรม และเก็บไวบริโภค  
 นักปรับปรุงพันธุมีขอจํากัดในดานการสงถายยีนเพ่ือเพ่ิมปริมาณโปรตีนใหมี
ระดับสูงในเมล็ดพืช แตพบวายีนไมมีการแสดงออกในพืชเหลาน้ันได แมจะเกิดอุปสรรค
ข้ึน แตก็ประสบความสําเร็จในการสกัด DNA สายผสมได และสงถายเขาสูเซลลพืชใน
หลอดทดลองเพื่อใหเกิดการกลายพันธุซ่ึงมีลําดับของกรดอะมิโนแทรกอยูดวย โดยมีการ
ทดลองในขาวโพดและถั่วเหลือง เมล็ดที่สะสมโปรตีนน้ีมีโครงสรางและตําแหนงที่เฉพาะ
ซ่ึงอยูภายในเซลลเมล็ด ซ่ึงสามารถดัดแปลงโดยไมทําใหโครงสรางเหลานั้นเปลี่ยนแปลง
ไป 
 การจัดกลุมเมล็ดที่เก็บสะสมโปรตีน ซ่ึงโปรตีนเหลานี้จะอยูในรูปเปนเยื่อบาง 
เรียกวา protein bodies เม่ือเมล็ดงอกปริมาณโปรตีนจะลดลง โดยเมล็ดใชพลังงานจาก
ธาตุ N, C และ S เพ่ือการเจริญในระยะแรก ๆ โปรตีนที่ละลายนํ้าไดมีช่ือเรียกวา 
albumins และสามารถละลายในสารละลายของเกลือได ถาไมละลายน้ําอยูในรูปของ 
glubulins ละลายในอัลกอฮอลเรียกวา prolamins  หรือละลายในสารละลายที่เปนกรดหรือ
เบสไดเรียกวา glutelins 
 

อธิบายคําศัพทบางคําทางชีวโมเลกุล 
 

adapter 
 โมเลกุลดีเอ็นเอสั้น ๆ ที่สังเคราะหข้ึน ประกอบดวยสวนปลายดานหน่ึงเปนสาย
เดี่ยวที่เปนคูสมกับปลายดีเอ็นเอท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดใดชนิดหนึ่ง 
agar 

โพลีแซคคาไรดที่สกัดจากสาหรายทะเลชนิดหนึ่งใชสําหรับทําใหอาหารแข็งตัว 
agarose 
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 โพลิเมอรของดีกาแลกโทสสลับกับ 3,6 แอนไฮโดรกาแลกโทส แยกมาจากอะการ
อีกทีหน่ึงใชเปนตัวกลางในการทําอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 
Agrobacterium tumefaciens 
 แบคทีเรียที่สามารถทําใหเกิดปุมปมขึ้นในพืชใบเลี้ยงคูหลายชนิด โดยแบคทีเรีย
จะบุกรุกเขาสูเซลลที่ตายหรือมีบาดแผลเทานั้น และแบคทีเรียจะสงที่เปน 
พลาสมิดเขาไปในเซลลพืช 
Angstrom unit 
 หนวยความยาวมีคาเทากับ 10–4 ไมครอน หรือ 10–10 เมตร ใชสัญลักษณ A๐ ต้ัง
ช่ือเพ่ือเปนเกียรติแกนักฟสิกสชาวสวีเดน Anders Janas Anstrom 
antibody 
 โปรตีนที่ผลิตขึ้นโดยเซลลนํ้าเหลือง เพื่อตอบสนองตอสารแปลกปลอมที่เขาสู
เซลลที่เรียกวาแอนติเจน และสามารถทําปฏิกิริยาจําเพาะกับสารดังกลาวได 
anticoding strand 
 สายหนึ่งของดีเอ็นเอเกลียวคูที่ใชเปนตนแบบในการลอกรหัสเปนอารเอ็นเอ มีเบส
เปนคูสมกับอารเอ็นเอท่ีได เรียกอีกอยางหน่ึงวา template strand 
antigen 
 สารแปลกปลอม ซ่ึงเม่ือนําเขาสูสัตวมีกระดูกสันหลัง จะกระตุนใหมีการสังเคราะห
แอนติบอดีที่จําเพาะตอกัน 
antisense RNA  
 โมเลกุลของอารเอ็นเอที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับ mRNA ซ่ึงสังเคราะหข้ึนในเซลล
โดยทั่วไป 
antitermination factor 
 โปรตีนซ่ึงทําหนาที่ชวยใหเอนไซม RNA polymerase ละเลยสัญญาณการหยุด
ลอกรหัส ที่ตําแหนงหน่ึงบนโมเลกุลของดีเอ็นเอ 
autoradiography 
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 เทคนิคการหาตําแหนงของโมเลกุลที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสี โดยวางฟลม
เอกซเรยบนตัวอยางที่เตรียมไวเปนเวลาหลายชั่วโมงจนถึงหลายวัน จะปรากฎเปนจุดสี
ดําบนฟลมตรงตําแหนงที่สนใจ 
autotroph 
 สิ่งมีชีวิตที่สามารถสรางสารโมเลกุลใหญจากสารอนินทรียงาย ๆ ใชสําหรับ
ดํารงชีวิตได เชน แอมโมเนีย คารบอนไดออกไซด ไดแก พืช และแบคทีเรียบางชนิด 
 
auxotroph 
 จุลินทรียพันธุกลายซึ่งไมสามารถสรางสารบางชนิดไดดวยตัวเอง จะเจริญเติบโต
ไดในสารอาหารที่เติมสารดังกลาวแลวเทานั้น 
 
bacteriophage 
 ไวรัสของแบคทีเรียเรียกสั้น ๆ วาฝาจ  ตัวอยางเชน P1,P2 แลมบดา เปนไวรัส
ของแบคทีเรีย E.coli 
 
biotin 
 วิตามินชนิดหนึ่งทําหนาที่เปนแฟคเตอรรวมของเอนไซมบางชนิด สามารถจับตัว
ไดดีกับสารปฏิชีวนะ streptavidin 
 
biotinylated DNA 
 DNA probe ที่ติดฉลากดวยสารไบโอติน 
 
cDNA 
 ดีเอ็นเอคูสมซึ่งสังเคราะหข้ึนโดยใชอารเอ็นเอเปนตนแบบ ใชเอนไซม reverse 
transcriptase  
 
cDNA library 
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 แหลงรวมของ cDNA ที่เปนตัวแทนของ mRNA ทุกชนิดที่สรางขึ้นจากเซลลหรือ
อวัยวะหนึ่งของสิ่งมีชีวิต ที่ตอเช่ือมอยูกับเวคเตอร เชน พลาสมิด หรือ ฝาจแลมบดา 
เน่ืองจากยีนทุกยีนในสิ่งมีชีวิตไมไดมีการแสดงออกในทุก ๆ เซลล cDNA library จึ ง
เปนแหลงรวมของยีนที่มีการแสดงออกในสวนน้ันเทานั้น 
 
chromosome walking 

วิธีแยกหาโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอซอนตอเน่ืองกันเปนลําดับ เพ่ือจะหาช้ินสวนของดี
เอ็นเอบนโครโมโซมที่ยาวมากเกินกวาที่จะบรรจุไวในเวคเตอรเพียงโมเลกุลเดียวได อาจ
ใชเทคนิคน้ีในการหายีนหรือช้ินดีเอ็นเอท่ีไมมี probe สําหรับติดตามได แตทราบวายีน
ดังกลาวนี้แยกตัวไปพรอมกับช้ินดีเอ็นเอช้ินหน่ึงที่แยกไวแลว ใชดีเอ็นเอท่ีแยกไดน้ีเปน 
probe เพื่อตรวจหาโคลนที่มีดีเอ็นเอซอนกันกับสวนของ probe จากgeomic library แลว
แยกดีเอ็นเอจากโคลนที่ไดใหม ทําแผนที่โดยการตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ เลือกใชสวน
ปลายที่อยูไกลจาก probe ช้ินแรกเปน probe ตอไป เพื่อตรวจหาโคลนที่มีสวนของดีเอ็น
เอซอนกันยาวออกไปเรื่อย ๆ ทั้ง 2 ทิศทาง จนกวาจะถึงยีนที่สนใจ 
 
clone 
 ถาเปนคํานามหมายถึงกลุมเซลลที่กําเนิดมาจากเซลลเดียวกัน ดังน้ันจึงมียีนที่มี
คุณสมบัติเหมือนกัน เม่ือเปนคํากริยาหมายถึงการสรางกลุมเซลลที่มีสารพันธุกรรมหรือ
ยีนเหมือนกันหรือเปนการขยายเพิ่มปริมาณเซลลที่มียีนที่ตองการใหมีจํานวนมาก เพ่ือ
เปนการเพิ่มปริมาณยีนน้ัน ๆ ใหมากขึ้นดวย 
 
coat protein 
 โปรตีนโครงสรางที่หอหุมอยูนอกอนุภาคของไวรัส 
 
coding strand 
 สายหนึ่งของดีเอ็นเอเกลียวคู ซ่ึงมีลําดับเบสเหมือนกับ mRNA ยกเวน T แทนที่
ดวย U ในอารเอ็นเอ 
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colony hybridization 
 เทคนิคที่ใชแยกแบคทีเรียที่มีเวคเตอรที่มีช้ินดีเอ็นเอท่ีสนใจสอดแทรกอยู วิธีทํา
คือถายโคโลนีของแบคทีเรียจากจานเลี้ยงเช้ือไปสูแผนเมมเบรนฟลเตอร แลวจึงนําแผน
ฟลเตอรไป hybridize กับ probe ที่ติดฉลากไวแลวดวยสารกัมมันตรังสีหรือสารปลอดรังสี 
เพ่ือหาตําแหนงของโคโลนีที่มียีนที่สนใจตอไป 
 
competence 
 สภาพของแบคทีเรียชวงที่เซลลสามารถจับกับดีเอ็นเอภายนอก และดูดเขาไป
ภายในเซลลได คือทําใหเกิด transfromation น่ันเอง 
 
concatemer 
 โครงสรางที่เกิดจากการเชื่อมตอโมเลกุลของสารที่มีหลาย ๆ หนวย โดยตอไปใน
ทิศทางเดียวกันตลอด เชน ดีเอ็นเอจากจีโนมของฝาจแลมบดาที่ตอกันเปนสายยาวหลาย
หนวยในขณะที่มีการจําลองโมเลกุล 
 
concensus sequence 
 ลําดับการเรียงตัวของเบสภายในดีเอ็นเอที่พบบอยในบริเวณหน่ึง ๆ เม่ือ
เปรียบเทียบยีนหลายยีนหรือยีนที่มาจากสิ่งมีชีวิตหลายชนิด 
cosmid 
 พลาสมิดที่มี cos site ของฝาจแลมบดาอยูดวย เพื่อใหสามารถสอดใสช้ินดีเอ็นเอ
ที่มีขนาดใหญและบรรจุลงในโปรตีนหอหุมของฝาจแลมบดาไดในหลอดทดลอง 
 
dalton 
 หนวยของสารมีคาเทากับมวลของอะตอมของไฮโดรเจน (1.67X10 -24 กรัม) 
 
denaturation  
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 การสูญเสียโครงสรางของธรรมชาติของสารโมเลกุลใหญ โดยความรอน pH หรือ
สารเคมีบางชนิด มักจะทําใหสูญเสียความสามารถในกิจกรรมตาง ๆ ไปดวย เชน ดีเอ็นเอ
เม่ือเกิดเสียสภาพหมายถึงการเปลี่ยนจากเกลียวคูเปนสายเดี่ยว 
 
DNA cloning  
 การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอจําเพาะใหมีปริมาณมากขึ้น โดยการเพิ่มปริมาณเซลล
ที่มีช้ินดีเอ็นเอดังกลาวอยู 
 
DNA library 
 แหลงรวมของช้ินดีเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิตชนิดหน่ึงที่ตออยูกับเวคเตอร และถายฝาก
ลงในเซลลผูรับที่เหมาะสม และมีขนาดเล็กกวา genomic library 
 
DNA ligase 
 เอนไซมที่ทําหนาที่เช่ือมตอช้ินดีเอ็นเอ โดยสรางพันธะฟอสโฟไดแอสเทอร
ระหวางดีเอ็นเอท้ังสองชิ้นน้ัน 
 
electrophoresis 
 วิธีแยกสารโดยอาศัยการเคลื่อนที่ของโมเลกุลที่ มีประจุในสารละลายใน
สนามไฟฟา โดยทั่วไปมักจะมีตัวกลางเพื่อเปนที่ยึดเกาะของโมเลกุลของสาร เชน 
กระดาษกรอง แผนเซลลูโลสอะซีเตท เจลที่ทําจากอะการ อะกาโรส หรือโพลีอะครีลาไมด 
เปนตน ซ่ึงเปนการแยกสารโดยอาศัยความแตกตางของประจุไฟฟา ขนาด และรูปทรง
ของโมเลกุล 
 
electroporation 
 เทคนิคการทําใหเยื่อหุมเซลลเกิดชอง เพ่ือใหยอมรับช้ินดีเอ็นเอจากภายนอกเขา
ไปไดดีข้ึน โดยใชกระแสไฟฟาเปนจังหวะที่เหมาะสมใชไดกับเซลลสัตว โพรโทพลาสต
ของพืช หรือเซลลแบคทีเรียก็ได 

AG 103 345 



 
enhancer  
 ลําดับของนิวคลีโอไทด ซ่ึงสงเสริมกิจกรรมการลอกรหัสของยีนที่อยูใกลกันน้ัน 
enhancer จะทํางานโดยเพิ่ม 
 
11.11 บทสรุปกลไกการสงถายยีนจาก Agrobacterium ไปยังเซลลพืช 
 1. ข้ันตอนการสงถายยีนจาก Agrobacterium ไปยังเซลลพืชมีข้ันตอนดังน้ีพืชที่
เกิดบาดแผลสังเคราะหสาร acetosyringone (AS) ซ่ึงเปนสารพวกฟโนลิค  (phenolic 
compound) และปลดปลอยออกมาจากบริเวณที่มีบาดแผล 

2. สาร phenolic compound ไปกระตุนผลิตผลของยีน chv ซ่ึงอยูบนโครโมโซม
ของ Agrobacterium  ทําให Agrobacterium เขาไปเกาะกับเซลลพืชตรงบริเวณท่ีมี
บาดแผล  

3. โปรตีนจากยีน Vir A ทําหนาที่เปน chemoreceptor จดจํา AS และไปกระตุน
ให Vir G ทํางาน 

4. โปรตีนจากยีน Vir G  ไปกระตุน  Vir อื่น ๆ ใหทํางานและในที่สุดกระตุน 
Vir D ใหทํางาน 

5.โปรตีนจากยีน Vir D ซ่ึงเปนเอนไซม endonuclease ตัดพันธะฟอสโฟไดเอส
เทอรที่ตําแหนงของ RB และ LB 

6. เกิด T-DNA  สายเดี่ยว หรือ t- strand 
7. Vir gene จะทําหนาที่สง t-strand เขาสูเซลลพืชซ่ึงจะไปแทรกอยูในโครโมโซม

ของพืช 
8. เกิดการแสดงออกของยีนที่อยูในสวนของ T-DNA  ซ่ึงจะทําใหเน้ือเยื่อพืชมีการ

แบงตัวเพิ่มจํานวนมากมายแลวกลายสภาพเปนเนื้อเยื่อที่เปนปุมปม (crown gall)   และมี
การผลิตสารออกโทปนออกมาก 

9. สารออกโทปนจะไปเหน่ียวนําใหเกิดการลอกรหัสของยีนทําหนาที่สรางเอนไซม
เพ่ือใชสารนี้เปนแหลงพลังงาน 
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ภาพที่ 11.6 แสดงขั้นตอนที่ Agrobacterium  T-DNA เขาสูเซลลพืช  
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(ดัดแปลงจาก สุมนทิพย บุนนาค, 2540) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 11.7 แสดงการทดลองเลี้ยงเน้ือเยื่อ Crow gall ในอาหารสังเคราะหซ่ึงไมมี  
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              ฮอรโมนซึ่งปรากฏวาเนื้อเยื่อ Crow gall น้ันสามารถเจริญเติบโตได 
      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11.8 ข้ันตอนการถายยีน EPSP สูตนยาสูบเพ่ือใหตานทานตอยากําจัดวัชพืช 
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      (glyphosate) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11.9 แสดงขั้นตอนการสรางเวคเตอรที่มียีนที่สนใจใน Agrobacterium 
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      (ดัดแปลงจาก สุมนทิพย บุนนาค, 2540) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11.10 สรุปกระบวนการสงถายยีนสูพืชโดย Agrobacterium 
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       (ดัดแปลงจาก สุมนทิพย บุนนาค, 2540) 
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ภาพที่ 11.11 แสดงการสรางเวคเตอรที่จะนํายีน EPSP synthase เขาสูพืช 
      (ดัดแปลงจาก สุมนทิพย บุนนาค, 2540) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11.12 ข้ันตอนการสงถายยีนสูพืชเพื่อใหเกิดพืชแปลงพันธุ 
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ภาพที่ 11.13 แสดงแผนที่ (A) Ti plasmid (B) Ri plasmid  
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ภาพที่ 11.14 แสดงการวิธีการทํา southern bloting  
        (ดัดแปลงจาก สุมนทิพย บุนนาค, 2540) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11.15 การสงถายยีนวิธีตรงโดยใช microprojectile bombartment 
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        (ดัดแปลงจาก สุมนทิพย บุนนาค, 2540) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11.16 การสงถายยีนวิธีตรงโดยใช microprojectile 
        (ดัดแปลงจาก สุมนทิพย บุนนาค, 2540) 
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ภาพที่ 11.17 การสงถายยีนวิธีตรงโดยใช microinjection 
        (ดัดแปลงจาก สุมนทิพย บุนนาค, 2540) 
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แบบประเมินผลทายบท 
จงเลือกคําตอบที่ถูกตองเพียงขอเดียว 
1. พืชหรือสัตวที่ไดจากการดัดแปลงหรือตัดตอสารพันธุกรรมเรียกวา ? 
 1) GMOs    2) DMOs 

3) GMS    4) GTS  
2.วิธีการปรับปรุงพันธุพืชที่นิยมใชกันในปจจุบันคือขอใด ? 

1) selection    2) hybridization 
3) combination   4) ขอ 1 และขอ 2 ถูกตอง 

3. พาหะที่นํายีนเขาสูเซลลพืชน้ันนิยมใชสิ่งมีชีวิตชนิดใด ? 
1) แบคทีเรีย    2) พืช 
3) สัตว     4) โปรโตซัว 

4. เอนไซมที่ใชในการตัดลําดับเบสคือ ? 
1) ligase enzyme 
2)  restriction enzyme 
3)  recombinant  
4)  complementary 

5. ในปจจุบันน้ีพืชชนิดใดที่ไดทําการตัดแตงสารพันธุกรรมสําเร็จแลว 
1) ยาสูบตานทานไวรัส TMV 
2)  มะเขือเทศตานทานสาร glyphosate 
3)  พิทูเนีย 
4)  ถูกตองทุกขอ 

 
 
เฉลยแบบประเมินผล  
 1. 1) 2. 4) 3. 1) 4. 2) 5. 4) 
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