
 

ปฏิบัติการบทที่  5 
การสงถายยีนสูพืช 

บทนํา 
Transformation 
 
 คือการใสดีเอ็นเอเขาสูเซลลโดยตรง โดยเวคเตอรน้ันตองเปนพลาสมิด  และทํา
เซลลผูรับใหอยูในสภาพที่พรอมจะรับดีเอ็นเอภายนอกกอน อาจทําไดหลายวิธีข้ึนอยูกับ
เซลลที่เปนผูรับ ถาเปนแบคทีเรีย เชน E. coli  ตองทําใหเซลลอยูในสภาพ competent 
cell โดยใชสารบางชนิด เชน CaCl2 หรือไอออนบวกอ่ืน ๆ แลวนําไปผานกรรมวิธี heat 
shock   ในกรณีที่เซลลผูรับเปนเซลลพืชเทคนิคการถายฝากจีนมีหลายวิธี เชน การถาย
ฝากจีนโดยตรง การถายฝากจีนโดยใชกระแสไฟฟา การถายฝากจีนโดยใชเข็มฉีด การ
ถายฝากจีนโดยใชเครื่องยิง และการถายฝากโดยใชแบคทีเรีย Agrobacterium 
 
การสงถายจีนสูพืช 
 
 คือ กระบวนการสงถายจีนที่เราสนใจเขาสูพืช ซ่ึงไมจําเปนตองเปนจีนจากพืช
เสมอไป อาจเปนจีนจากสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ  ก็ได เชนอาจเปนจีนจากแบคทีเรีย หรือเช้ือรา 
เปนตน  ผลลัพธที่ไดทําใหมีการสอดแทรกของจีนเขาไปในจีโนมของพืช ซ่ึงการ
สอดแทรกนี้ตองมีความเสถียร โดยสามารถผานขั้นตอนของการแบงเซลลแบบไมโตซีส 
และไมโอซีส ซ่ึงพืชที่ไดรับจีนเขาไปเรียกพืชแปลงพันธ 
พาหะที่ใชนําจีนเจาสูพืช 
พลาสมิด ( plasmid ) 
 พลาสมิดเปน DNA ที่อยูนอกโครโมโซม พบในแบคทีเรียหลายชนิด โครงสราง
เปนวงแหวนเกลียวคู มักมีจีนซ่ึงกําหนดการสรางเอนไซม หรือสารที่มีประโยชนกับ
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แบคทีเรีย ทําใหแบคทีเรียมีคุณสมบัติพิเศษ เชน ทําใหมีความตานทานตอ antibiotic  
พลาสมิดที่ใชเปนพาหะอาจเปน Ti plasmid ซ่ึงพบใน Agrobacterium  tuemefaciens   
หรือ Ri plasmid   ซ่ึงพบใน A. rhizogene 
 ในการสงถายจีนที่สนใจเขาสูพืชน้ัน สวนของจีนที่สงถายไปตองมีสวนที่เรียกวา 
โปรโมเตอร ( promotor ) อยูในสวนของจีนน้ัน ๆ ดวย  นอกจากนี้ยังตองมีจีน
เคร่ืองหมาย ( selectable marker ) และจีนรายงานผล ( reporter gene หรือ screenable 
marker  ) อยูดวย เพ่ือใหงายตอการตราจสอบผลสําเร็จของการสงถายจีน 
 
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  
การตรวจสอบผลการแสดงออกของจีน 
 หลังจากที่มีการสงถายจีนเขาไปในพืชแลวตองมีการตรวจสอบพืชวามีการ
แสดงออกของจีนหรือไม อาจตรวจสอบไดโดย 
 
gus assay 
 การใชจีน gus เปนจีนรายงานผลนั้น  gus gene จะเปนตัวกําหนดการสราง

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

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

(5-bromo-4-chloro-3-indole-β-D glucuronide) 
 
 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 

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 ) 
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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) เปนสารพวก phosphorylated sugar  

 
Ti   plasmid 
 Ti  plasmid ที่พบใน Agrobacterium tumefaciens  เปนสาเหตุที่กอใหเกิดโรค 
crown-gall diseases  
 Ti  plasmid จะมี 2 บริเวณที่มีความสําคัญตอการสงถายจีนสูพืช คือ 

1. T-DNA ( transfer DNA ) 
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 ) ดังแสดงในภาพที่ 4   พบวาบน T-DNA มี
รหัสสําหรับการสรางเอนไซม ที่จําเปนสําหรับการสังเคราะหสารโอปน  ฮอรโมนออกซิน
และไซโทไคนิน   
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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 6  ซ่ึง
ปลดปลอยออกจากบาดแผลของพืช 
 
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 เมื่อ
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 ที่ 6aจากนั้นโปรตีนที่สังเคราะห จาก Vir A จะกระตุน Vir G ซ่ึงทําหนาที่
เปน regulator component สันนิษฐานวาทําหนาที่กระตุนกระบวนการลอกรหัส ใน
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บริเวณ Vir region อื่น ๆ  Vir D เกี่ยงของกับข้ันตอนแรก ในกระบวนการขนสง T-DNA  
Vir D1 มีคุณสมบัติ 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 ซ่ึงเทากับเปนการสงเสริม
ประสิทธิภาพในการสง T-strand   ดังแสดงในภาพที่ 6b  Vir D2และ Vir E จะเขาเกาะ

ทางดานปลาย 5′ ของ T- strand  ที่ถูกตัดแลว เพ่ือปองกันไมใหเอนไซมในกลุม 
exonuclease  และ endonuclease มายอยสลาย  T-strand ในระหวางที่มีการขนสงผาน
จาก Agrobacterium ไปยังเซลลพืช และทําให T-strand อยูในรูปเสนตรง มีขอสันนิษฐาน
วา Vir B กําหนดการสรางโปรตีนที่ทําใหผนังเซลลของ Agrobacterium มี ลักษณะคลาย
กับกระบวนการ conjugation ของแบคทีเรีย แตการขนสง T-strand ผานเซลลพืชและเยื่อ
หุมนิวเคลียสของพืชรวมไปถึงการเขาแทรกของ T-strand ในโครโมโซมพืช จะเหมือนกับ
การบุกรุกของไวรัส  
 
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 ไปปนเหว่ียงที่ 1,800 g เปนเวลา 1 นาที  ดูดเอา
สวนของเหลวทิ้ง  ละลานตะกอนแบคทีเรียดวยอาหารเหลวสูตร MS   1  ml 

4. ผสมสารละลาย Agrobacterium กับอาหารเหลวที่จะใชเลี้ยงตนถั่วใหไดความ
เขมขนประมาณ 2X107 – 3X107  เซลลตอมิลลิลิตร 
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5. นําสวนของ callus และตนสดที่ตัดไวจุมลงในสารละลายอาหารเหลวที่มี 
Agrobacterium เปนเวลา 10 นาที 

6. ยายสวนของ callus และตนสด มาวางบนกระดาษที่ปลอดเชื้อ แลวจึงนําไป
วางในอาหารสูตร MS ที่เติมนํ้าตาลซูโครส 3% วุน 0.7% เพาะเลี้ยงที่ความ

เขมแสง 1,500 ลักซ เวลา 16 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
7. ยายสวนใบมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรชักนําใหเกิดตนที่เติม antibiotic เพ่ือ

กําจัด Agrobacterium และ selecting agent เชน กานามัยซิน เพื่อคัดเลือก
พืชที่ไดรับจีนที่สงถายเขาไป สังเกตการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืชและ
เปลี่ยนอาหารใหมทุก ๆ 14 วัน 

8. นําสวนตาง ๆ ของตนถั่วมาตรวจสอบการแสดงออกของจีนโดย GUS assay 
 
 
ผลการศึกษา 
 จากการศึกษาการสงถายจีนสูพืชโดยใช Agrobacterium และตรวจสอบผล
การศึกษาโดยวิธี GUS assay พบวา  
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
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สรุปและวิจารณผลการศึกษา 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
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