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คำนำ 

 
วัตถุประสงค�ของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษาการส�งถ�ายยีนและศึกษาการแสดงออกของโปรตีนแบบชั่วคราวใน

แหนใหญ� Spirodela polyrhiza L. โดยอาศัยเชื้อ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ� GV3101 สำหรับ

ยีนที ่ใช �ในการศึกษาครั ้งนี้  คือ ยีน GFP ที ่อย ู �ในพลาสมิด pB7WGY และประกอบด�วย Bar gene, และ 

spectinomycin resistance gene ซึ่งจัดเป�นยีนรายงานผล สำหรับการตรวจสอบการเรืองแสงของยีน GFP แบบ

ชั่วคราวจะถูกตรวจสอบภายใต�กล�อง fluorescence microscope และโปรตีน GFP ท่ีผลิตได�จากแหนใหญ�จะถูก

นำมาวิเคราะห�ด�วย SDS-PAGE และ western blot ตามลำดับ โดยโปรตีน GFP ที่ผลิตได�จากแหนใหญ�ในครั้งนี้

จัดเป�นวิธีการศึกษาในระดับขั้นต�นเพื่อเป�นประโยชน�ต�อการนำไปประยุกต�ใช�ในงานวิจัยทางด�านการผลิตวัคซีนใน

รูปแบบท่ีกินได�ต�อโรคอบุัติการณ�ใหม� ๆ ต�อไปในอนาคต 
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บทคัดย�อ 

 

แหนใหญ� หรือ Spirodela polyrhiza L. เป�นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวลอยน้ำขนาดเล็ก  จัดอยู�วงศ� 

Lemnaceae  เป�นพืชท่ีนิยมนำมาใช�เป�นต�นแบบท่ีนิยมนำมาใช�ศึกษาทางชีววิทยาและเทคโนโลยีชีวภาพภายใต�

พืชที่มีคุณค�า มีความหลากหลายต�อการนำมาใช�งานและแหมาะสำหรับการศึกษาการส�งถ�ายยีน GFP เข�าสู�แหน

ใหญ� (S. polyrrhiza) โดยอาศัยเชื้อ Agrobacterium tumefaciens เพ่ือนำไปประยุกต�ใช�ในทางด�านอ่ืนๆได�  

ในการศึกษาครั้งนี้ ทางผู�วิจัยได�ทำการถ�ายโอนยีน GFP หรือโปรตีนเรืองแสงสเีขียวเข�าสู�ใบของแหนใหญ� โดย

แหนใหญ�ที่ใช�ศึกษาเป�นแหนใหญ�ท่ีโตในจังหวัดชลบุร ี

เก็บแหนใหญ�มาจากคณะวิทยาศาสตร� มหาวิทยาลัยบูรพา จำนวน 150 ต�น นำมาทำให�ปราศจากเชื้อ

ด�วย 0.9% NaClO เป�นระยะเวลา 2 นาที จากนั้นทำการถ�ายโอนรีคอมบิแนนพลาสมิดดีเอ็นเอ pB7WGY-GFP 

โดยอาศัยเชื้อ Agrobacterium tumefaciens เข�าสู�แหนใหญ� หลังจากนั้นทำการบ�มแหนใหญ�ลงบนอาหารแข็ง

สูตร MS, MS2 และ MS3 ภายใต�สภาวะสว�างและมืด เป�นระยะเวลา 1, 2 และ 3 วัน ผลที่ได�นั้นนำมาตรวจสอบ

ด�วยการเรืองแสงภายใต�กล�องจุลทรรศน�เรืองแสง (fluorescence microscope) และทำการตรวจสอบโปรตีนท่ี

ได�ด�วย SDS-PAGE และ Western blot ตามลำดับ 

การเพ่ิมจำนวนของแหนใหญ�ในอาหารเหลว E-media คิดเป�น 2.50, 2.72 และ 2.67% ณ เวลาการทำ

ให�ปราศจากเชื้อที่ 1, 2 และ 3 นาที ตามลำดับ และมีค�าการปนเป��อนของเชื้อสูงสุดคิดเป�น 4.48% ท่ี 1 นาที  

แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน GFP ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน มีประสิทธิภาพในการเรือง

แสงสูงสุดภายใต�กล�องจุลทรรศน�เรืองแสง และผลการวิเคราะห�โปรตีนด�วยวิธี SDS-PAGE และการใช� western 

blot โดยใช�แอนติบอดีที่มีความจำเพาะต�อ GFP ซึ่งแถบโปรตีนที่พบมีขนาด 28 กิโลดาลตัน พบในแหนใหญ�ท่ี

ได�รับการถ�ายโอนยีน บนอาหาร MS เป�นเวลา 10 นาท ีสภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน, แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�าย
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โอนยีน บนอาหาร MS เป�นเวลา 10 นาที สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน และแหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 

บนอาหาร MS เป�นเวลา 30 นาที สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน  

ระยะเวลาที่เหมาะสมในการทำให�แหนใหญ�ปราศจากเชื้อคือ 2 นาที โดยแหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอน

ยีน GFP บนอาหาร MS เป�นเวลา 10 นาที สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน มีความเหมาะสมสำหรับการ

เจริญเติบโตและการพัฒนามากที่สุด อย�างไรก็ตาม ผลการศึกษานี้เป�นเพียงการศึกษาเบื้องต�น ไม�แนะนำในการ

นำแหนใหญ�มาถ�ายโอนยีนแบบชั่วคราวโดยใช� Agrobacterium tumefaciens ลงบนอาหารคัดเลือก MS2 

และ MS3 ในช�วงเวลาสั้น ๆ ดังนั้น ข�อเสนอแนะเพิ่มเติม คือ จำเป�นต�องมีการเพาะเลี้ยงลงบนอาหารคัดเลือก

เป�นเวลา 2 สัปดาห� 

 

 

 

อาจารย�ท่ีปรึกษาหลัก............................................... 

         (อ.ดร. นิพัฒธา อิสโร) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Senior Project Academic Year 2020 

: Preliminary study of GFP transient expression in Spirodela polyrrhiza L. 

By 

     1. Miss Jirapat Butprom  ID 59210148 

     2. Mr. Apisit Saning      ID 59210218 

     3. Mr. Tharatep Worrameteesakul ID 59210242 

Advisor : 

1. Dr. Nipatha Isaro    

2. Dr. Salil Chanroj (faculty of science, Biotechnology department, Burapha university) 

ABSTRACT 

 

Spirodela polyrrhiza L. is the monocotyledonous free-floating aquatic plants and 

belonging to the members of the Lemnneceae family. It is the important model system used 

for study on plant biology and biotech protein factories.  Based on their valuable target plant 

and various application, the feasibility of Green fluorescence protein (GFP) gene transformation 

of S. polyrrhiza by Agrobacterium tumefaciens-mediated gene transfer may offer an extended 

range of application. In this study, we have attempted to transform the GFP gene encoding the 

GFP  in frond of S. polyrrhiza, a widely Giant duckweed grown in Chonburi province. 

Giant duckweeds (S. polyrrhiza) were collected from Faculty of Science, Burapha 

university (n=150) and steriled in 0.9% NaClO for 2 minutes. The recombinant plasmid pB7WGY-

GFP used for Agrobacterium transformation in S. polyrrhiza. The transgenic S. polyrrhiza were 

incubated on 3 types of  MS media such as MS, MS2 and MS3 under the dark and light 

incubations. The transgenic S. polyrrhiza were harvested on day 1, 2 and 3 and GFP expression 

at various time harvesting were observed under fluorescence microscope. The GFP protein was 

analyzed by SDS-PAGE and western blot, respectively. 

The doubling time growing of S. polyrrhiza in E-media were 2.50, 2.72 and 2.67% at time 

duration of of the steriled samples (1, 2 and 3 minutes) and the highest percentage of 

contaminated sterile sample was 4.48% at 1 minute. The transgenic S. polyrrhiza on MS media 

after incubated for 3 days under the dark condition showed highest GFP fluorescence was 

observed under fluorescence microscope. But the GFP protein expression were detected by 
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western blot with polyclonal anti-GFP antibody only detected on MS-D-10-2, MS-L-10-3, and 

MS-L-30-3 at 28 kDa in size. 

The optimal time for S. polyrrhiza sterilization was found at 2 minutes is the best time 

for steriled samples. The GFP-transferred to S. polyrrhiza by agroinfiltration method at 10 

minutes on MS media and incubated for 3 days under the light condition was appropriate for 

the best growth and development of transgenic S. polyrrhiza. However, this preliminary results 

will not be provide the transgenic S. polyrrhiza on selective media MS2 and MS3 by transient 

transformation method using Agrobacterium tumefaciens-mediated gene transfer within short 

time harvesting. Thus, the suggestion in further work need to culture to selective media for 2 

weeks. 

 

Major Advisor…………………………………………. 

                                                                                            (Dr. Nipatha Isaro) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

กิตติกรรมประกาศ 
 

งานวิจัยเรื่องการศึกษาเบื้องต�นของการแสดงออกของโปรตีนแสงสีเขียว (GFP) แบบชั่วคราวในแหนใหญ� 

Spirodela polyrrhiza L. โดยม ีว ัตถ ุประสงค�  เพ ื ่อศ ึกษาว ิธ ีการ transform gene เข � าสู�แหนใหญ�โดย 

S. polyrrhiza โดยวิธี vacuum agroinfiltration และเพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีน GFP ในแหนใหญ�ได� 

งานวิจัยฉบับนี้ได�สำเร็จ และลุล�วงไปได�ด�วยดี  

ขอขอบพระคุณท�านคณบดีคณะเภสัชศาสตร�และคณะเภสัชศาสตร�  ที่ให�การสนับสนุนจึงได�มีการวิจัย

ฉบับนี้ และขอขอบพระคุณอาจารย� ดร.นิพัฒธา อิสโร ที่ให�คำปรึกษาและคำแนะนำสำหรับงานวิจัยในครั้งนี้ให�

สำเร็จลุล�วงไปด�วยดี และขอขอพระคุณอาจารย� ดร.สลิล ชั้นโรจน� สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร� 

ให�ความอนุเคราะห�ในการสนับสนุนห�องปฏิบัติการและอุปกรณ�ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช และท�ายสุดขอขอบคุณ

นายปรวีย� สันติอาภรณ� นิสิตปริญญาโท เจ�าหน�าท่ีและเพ่ือนๆ ในภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร� ได�

ให�คำแนะนำในการใช�เครื่องมือ ตั้งแต�เริ่มวิจัยจนกระทั่งงานวิจัยเสร็จสิ้นสมบูรณ� 
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บทที่ 1 
บทนำ 

 

ความสำคัญและท่ีมาของป�ญหา 

แหนใหญ� Spirodela polyrhiza L. (S. polyrhiza L.) จัดเป�นพืชลอยน้ำขนาดเล็ก มีใบลอยอยู�

บนผิวน้ำ ส�วนรากจมอยู�ใต�น้ำ ชอบขึ้นตามหนองน้ำท่ัวไป สามารถพบได�โดยทั่วไป ได�แก� อเมริกาเหนือ 

ยุโรป และเอเชีย เป�นต�น โดยแหนใหญ�จัดอยู�ในพืชวงศ� Lemnaceae  เป�นที่นิยมนำมาใช�เป�นแหล�ง

อาหารสำหรับสัตว�น้ำและ การปศุสัตว�ต�าง ๆ (1) อีกทั้งนิยมนำมาใช�ในการดัดแปลงพันธุกรรมเพื่อผลิต

วัตถุดิบหรือผลิตภัณฑ�ทางการแพทย� (2) โดยข�อมูลพื้นฐานจากพืชตระกูลแหนใหญ�จัดเป�นกลุ�มท่ีประกอบ

ไปด�วยกลุ�มสารอาหารที่มีความจำเป�นต�อการดำรงชีวิตในสัตว� หรือมนุษย� เพราะจัดเป�นแหล�งที่อุดมไป

ด�วยคาร�โบไฮเดรต (30-75%) โปรตีน (15.02-38.6%) ทั้งนี้แหนใหญ�จัดเป�นพืชที่โตได�ไว สามารถเพิ่ม

ปริมาณได�สูงในช�วงเวลาการเพาะเลี้ยงสั้น ๆ ดังนัน้ในป�จจุบันจึงมีผลิตภัณฑ�จากแหนใหญ�เป�นจำนวนมาก

ที่นำมาขายในท�องตลาด โดยจัดอยู�ในกลุ�มผลิตภัณฑ�เสริมอาหาร ตัวอย�างเช�น ผลิตภัณฑ�เสริมอาหารยี่ห�อ 

Lantein®  ซ ึ ่ งประกอบไปด � วยอน ุพ ันธ �ของว ิ ตา มินบ ี  12 ในร ูปของ  adenosylcobalamin, 

methycobalamin และ hydroxocobalamin ที่มีประโยชน�ในการเสริมสร�างการเจริญเติบโต การ

ทำงานของระบบประสาท และการส�งเสริมการสร�างเม็ดเลือด อีกทั้งยังช�วยในการเสริมสร�างกล�ามเนื้อ

สำหรับคนที่กินมังสวิรัติ เป�นต�น นอกจากนี้ยังพบกรดไขมันไม�อิ่มตัว (polyunsaturated fatty acid) ถึง 

80% ในรูปของ alpha-linolenic acid (ALA) และ omega-3  ท่ีมีคุณค�าทางโภชนาการสูง 

ในป�จจุบันเทคโนโลยีชีวภาพทางด�านพืชจัดเป�นแขนงหนึ่งที่น�าสนใจและถูกนำมาใช�ในทางด�านการแพทย� 

เช�น การผลิตยารักษาโรคต�าง ๆ การผลิตยารักษามะเร็ง การผลิตแอนติบอดี และการผลิตวัคซีนเพื่อ

ป�องกันไวรัสชนิดต�าง ๆ หรือโรคอุบัติการณ�ใหม�  โดยอาศัยเซลล�พืชเป�นเซลล�เจ�าบ�าน ทั้งนี้ก�อนที่จะผลิต

ยาหรือวัคซีนในเซลล�พืชได�นั้นต�องอาศัยตัวนำพาหรือเทคนิคในการถ�ายโอนยีนเข�าสู�เซลล�พืชที่อาศัยเชื้อ 

Agrobacterium tumefaciens จัดเป�นเทคนิค indirection ในการขนถ�ายยีนเข�าสู�พืช โดยวิธีนี้สามารถ

ขนส�งย ีนได �ท ั ้ งแบบ stable และ transient โดยว ิธ ีการถ �ายโอนย ีนเข�าส ู � เซลล�พ ืชแบบ stable 

transformation นั้นเป�นการถ�ายยีนแบบถาวร ทำโดยนำดีเอ็นเอแปลกปลอม (foreign DNA) เข�าสู� cell 

host อย�างถาวร ทำให�สามารถถ�ายทอดจากรุ�นสู�รุ�นได� เป�นเทคนิคท่ีมีราคาสูง เหมาะสำหรับการศึกษา
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ระยะยาว จึงนิยมนำมาใช�ในการประยุกต�เกี่ยวกับวัคซีนในพืช ส�วนเทคนิค transient transformation 

เป�นการถ�ายยีนแบบชั่วคราว ทำโดยนำดีเอ็นเอแปลกปลอม เข�าสู� cell host เหมือนกันแต�เทคนิคนี้ไม�เกิน

การรวมเข�ากับจีโนมของ cell host จึงไม�สามารถถ�ายทอดจากรุ�นสู�รุ�นได�  แต�เทคนิคนี้สามารถขยายพันธุ�

ได�อย�างรวดเร็ว ราคาถูก จึงเป�นเทคนิคที่เหมาะสำหรับการศึกษาระยะสั้น ๆ ดังนั้นในขั้นตอนการทำ 

agroinfi ltration ที่เป�นการนำสารพันธุกรรมมาถ�ายโอนในแหนใหญ�นั ้น ทางผู�วิจัยจึงได�คัดเลือกวิธี 

transient ซึ่งจัดเป�นวิธีที่นิยมใช�และจัดเป�นเทคนิคที่ประสบความสำเร็จมาแล�วในหลายงานวิจัย โดยวิธี

ดังกล�าวเป�นเทคนิคที่ใช�เวลาสั้น ทำให�เมื่อถ�ายโอนสารพันธุกรรมสำเร็จแล�วสามารถตรวจสอบผลการ

แสดงออกของโปรตีนเรืองแสงได�อย�างรวดเร็วภายในระยะเวลา 1-2 วัน (3) และวิเคราะห�การแสดงออก

ของโปรตีนท่ีสนใจ ด�วยการวิธี western blot เพ่ือช�วยยืนยันการจับของโปรตีนท่ีสนใจได�อย�างจำเพาะ  

สำหรับงานวิจัยชิ้นนี้จัดเป�นการศึกษาเทคนิคเบื้องต�นในการถ�ายโอนยีน GFP เข�าสู�แหนใหญ�        

S. polyrhiza L. ที่พบในพื้นที่มหาวิทยาลัยบูรพา โดยอาศัยเชื้อ A. tumefaciens เป�นตัวนำพายีนท่ี

สนใจเข�าสู�เซลล�พืช ภายใต�วิธี vacuum infiltration โดยทำการตรวจสอบช�วงเวลาของการถ�ายโอนยีน

ช�วงใดมีประสิทธิภาพได�ดีที่สุดภายใต�การวิเคราะห�ระดับการแสดงออกของโปรตีนท่ีได�ในแหนใหญ� ด�วยวิธี 

western blot ที่จำเพาะต�อ GFP antibody อีกทั้งยังการตรวจสอบการเรืองแสงของยีน GFP ในแหน

ใหญ�ที่ได�รับการถ�ายฝากยีนภายใต�กล�องจุลทรรศน�เรืองแสง (fluorescence microscope) โดยข�อมูลท่ี

ได�จากการศึกษาครั ้งนี ้สามารถนำไปประยุกต�ใช�ต �อการนำยีนชนิดอื ่น ๆ ที ่สนใจเข�าสู�แหนใหญ�  

S. polyrhiza L. ทางด�านการวิจัยและพัฒนาวัคซีนในรูปแบบที่กินได�โดยผ�านกระบวนการผลิตโปรตีน 

(วัคซีน) จากแหนใหญ� ภายใต�การช�วยลดต�นทุนในการผลิตวัคซีน เนื่องจากการผลิตโปรตีนในพืชมี

ค�าใช�จ�ายต่ำกว�าเซลล�ชนิดอื่น ๆ ไม�จำเป�นต�องเก็บวัคซีนในตู�เย็น และช�วยกระจายวัคซีนสู�ประชากรใน

ประเทศที่ห�างไกลความเจริญได� ดังนั้นงานวิจัยชิ้นนี้สามารถใช�เป�นทางเลือกหนึ่งในการพัฒนางานวิจัยใน

การค�นหาแหล�งการผลิตวัคซีนจากแหนใหญ�ในรูปแบบท่ีกินได�ต�อไปในอนาคต 

 

วัตถุประสงค� 

1. เพื่อศึกษาวิธีการ transform gene เข�าสู�แหนใหญ� S. polyrhiza L.  โดยวิธี vacuum 

agroinfiltration  

2. เพื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสงสีเขียวในแหนใหญ� 
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สมมติฐาน  

1. การถ�ายโอนยีน GFP เข�าสู�แหนใหญ�โดยใช� A. tumefaciens ทำให�แหนใหญ�สามารถเรือง

แสงภายใต�กล�องจุลทรรศน�เรืองแสง (fluorescence microscope) ได� 

2. สามารถตรวจสอบโปรตีนที่สกัดจากแหนใหญ�ด�วย SDS-PAGE และ Western blot  

ตามลำดับได� 

 

ประโยชน�ที่คาดว�าจะได�รับ 

1. สามารถพัฒนาและประยุกต�ใช�การถ�ายโอนยีนเข�าสู� cell โดยการใช� A. tumefaciens ใน

แหนใหญ�ได� 

2. สามารถตรวจสอบโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (GFP) ในแหนใหญ�ได� 

 

การนำไปใช�ประโยชน�และการประยุกต�ใช�ทางด�านเภสัชกรรม 

1. สามารถใช�เป�นต�นแบบของพืช (plant model) ในการถ�ายโอนยีน เข�าสู�แหนใหญ�ต�อไปใน

อนาคต 

2. สามารถนำไปต�อยอดงานวิจัยทางด�านการพัฒนาวัคซีนในรูปแบบท่ีกินได�จากแหนใหญ�  

3. สามารถนำวิธีการที่ศึกษาได�ไปต�อยอดในการผลิตโปรตีนอื่น ๆ ที่มีประโยชน�ต�อการนำไปใช�

รักษาโรคต�าง ๆ (therapeutic protein) ในแหนใหญ�ต�อไปในอนาคต  
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กรอบแนวคิด   

 

1

2

3

ถ�ายโอนยีน GFP เข�าสู�แหนใหญ�โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการถ�ายโอนยีน

ด�วย vacuum infiltration ในช�วงเวลาท่ีแตกต�างกัน 

การวิจัยเบื้องต�นในศึกษาวิธีการถ�ายโอนยีนแบบชั่วคราวด�วย vacuum 

infiltration ในแหนใหญ�ได� 

นำแหนใหญ�ที่ได�จากการถ�ายยีน GFP ไปตรวจสอบด�วยการเรืองแสงภายใต�กล�อง

จุลทรรศน�เรืองแสง (fluorescence microscope) และทำการตรวจสอบโปรตีน

ท่ีได�ด�วย SDS-PAGE และ Western blot ตามลำดับ 
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บทที่ 2 
วรรณกรรมที่เกี่ยวข�อง 

 

แหนใหญ� Spirodela polyrhiza L. 

แหนใหญ�เป�นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวขนาดเล็กที่ลอยอยู�บนผิวน้ำ (4) จัดอยู�ในวงศ� Lemnaceae ซึ่ง

ประกอบด�วย 37 species และ 5 genus ได �แก � Spirodela, Landoltia, Lemna, Wolffiella และ 

Wolffia (5)  แหนใหญ�นั้นพบได�ง�ายตามบริเวณบ�อน้ำทั่วไป ลอยอยู�เป�นกลุ�ม ๆ ใบของแหนใหญ�มีลักษณะ

เป�นแผ�นเล็ก ๆ หรือวงรี เรียกว�า fronds ผิวใบเรียบด�านบนเส�นมีสีเขียว ด�านล�างสีออกแดง มีรากฝอย

ประมาณ 3-15 เส�น ดอกมีขนาดเล็กออกเป�นช�อประกอบด�วยดอกตัวเมีย 1 ดอก ดอกตัวผู� 2 ดอก ย่ืน

ออกจากถุงที ่ซอกใบ มีการสืบพันธ ุ �แบบอาศัยเพศ (ออกดอกและเมล็ด) และแบบไม�อาศัยเพศ 

(vegetative fronds) เป�นการขยายพันธุ�โดยการสร�างของ fronds จากใบหลัก 1 ใบ (mother frond) 

จะได� 2 ใบ (daughter frond) (รูปที่ 1) โดย fronds ที่เกิดขึ้นใหม�ยังคงติดอยู�ด�านข�างของ fronds หลัก 

(6)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

รูปที่  1 Spirodela polyrhiza L. (Giant duckweed) (6) 
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แหนใหญ�สามารถเจริญเติบโตและปรับตัวได�ในเขตภูมิอากาศที่มีความหลากหลาย เช�น เขตร�อน

และเขตอบอุ�น  การเจริญเติบโตและการพัฒนาของแหนใหญ�ขึ้นอยู�กับป�จจัยหลายอย�าง เช�น สารอาหาร 

อุณหภูมิ และ pH เป�นต�น แหนใหญ�มีการเติบโตท่ีดีเหมาะสมในอาหารเลี้ยงพืชท่ีมีค�า pH ท่ีกว�างระหว�าง 

5-7 (7) แหนใหญ�สามารถเติบโตอย�างรวดเร็วในช�วงเวลาสั้น ๆ (8) โดยมีค�าชีวมวล (biomass) ของแหน

ใหญ�สามารถเพิ่มเป�นสองเท�า (doubling time) ภายใน 16-48 ชั่วโมง องค�ประกอบหลักทางเคมีของ

แหนใหญ�ประกอบด�วยแป�ง (11.14-13.97%) โปรตีน (23.80-36.20%) (9) และอนุพันธ�ของวิตามินบี 12 

ได�แก� adenosylcobalamin, methycobalamin และ hydroxocobalamin เป�นต�น นอกจากนี้ยังพบ

กรดไขมันชนิดไม�อิ ่มตัว (polyunsaturated fatty acid) ในรูปของ alpha-linolenic acid (ALA) และ 

omega-3 จากองค�ประกอบต�าง ๆ เหล�านี้ จึงทำให�แหนใหญ�เป�นพืชที่มีคุณค�าทางโภชนาการท่ีสูง จึงนิยม

นำแหนใหญ�มาแปรรูปเป�นผลิตภัณฑ�อาหารสัตว�ต�าง ๆ เนื ่องจากแหนใหญ�มีปริมาณโปรตีนและ

คาร�โบไฮเดรตที่สูง เช�น อาหารปลา (10) สำหรับการเพาะเลี้ยงแหนใหญ�จำเป�นต�องปรับสูตรอาหารท่ี

เหมาะสมต�อการเจริญเติบโตของแหนใหญ�โดยองค�ประกอบที่สำคัญในอาหารเพาะเลี้ยง ได�แก� กลุ�ม

สารเคมีชนิดต�าง ๆ กลุ�มสารอินทรีย� ภายใต�การคัดเลือกองค�ประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงแหนใหญ�ในแต�

ละสายพันธุ �นั ้น ประกอบไปด�วยธาตุอาหาร เกลือแร� และวิตามิน ในปริมาณที ่แตกต�างกัน โดย

องค�ประกอบหลักที่สำคัญของสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยือพืช ได�แก� กลุ�มสารอนินทรีย� (inorganic 

compounds) เช�น nitrogen (N) , phosphorus (P) , potassium (K) , calcium (Ca) และ magnesium 

(Mg) และเกลือแร�ต�างๆ โดยมีปริมาณและสัดส�วนต�างๆ ท่ีถูกปรับอย�างเหมาะสม การใช�อัตราส�วนใน

ปริมาณที่สูงเกินไปอาจเป�นพิษต�อเซลล�พืชและการใช�อัตราส�วนในปริมาณที่ต่ำเกินไปเซลล�พืชอาจมีการ

เจริญเติบโตที่ไม�สมบูรณ� (11)  สำหรับกลุ�มสารอินทรีย�อื่น ๆ (organic compounds) ที่มีความสำคัญ

และจัดเป�นองค�ประกอบในอาหารเลี้ยงเซลล�พืช ได�แก� น้ำตาล sucrose, glucose และ fructose กลุ�ม

วิตามิน เช�น B1, B3 และ C และ กลุ�มฮอร�โมนพืช ได�แก� auxins ซ่ึงมีหน�าที่ในการช�วยเพิ่มขนาดเซลล� 

ช�วยเหนี่ยวนำรากกับแคลลัส และ cytokinins ที่ช�วยในการแบ�งเซลล� เหนี่ยวนำการสร�างยอด เป�นต�น 

(12)
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บทบาทของ GFP 

Green fluorescence protein (GFP) คือ โปรต ีนเร ืองแสงส ีเข ียวที ่พบได�ในแมงกะพรุน 

Aequorea Victoria ส�วนที่เรืองแสงเรียกว�า umbrella  ภายใน cytoplasm ของเซลล�ประกอบด�วย

ส�วนที่จำเป�นในการเรืองแสงคือ photoprotein และ aequorin เป�นต�น โปรตีนชนิดนี้มีขนาดอยู�ที่ 27 

กิโลดาลตัน ประกอบด�วยกรดอะมิโนจำนวน 238 ตัว โครงสร�างเป�นรูปทรงกระบอก (β-can) (รูปท่ี 2) 

ประกอบด�วยสาย polypeptide 11 สาย เรียงตัวแบบ antiparallel เป�นรูปทรงกระบอก (สีเขียว) ภายใน

ทรงกระบอกประกอบด�วยสาย polypeptide แบบเกลียวอัลฟ�า (สีน้ำเงิน)  มีโครโมฟอร� (สีแดง) บรรจุอยู�

ตรงกลางและมีปลายเป�น peptide ชนิดเกลียว (สีฟ�า) ซึ่งโปรตีนชนิดนี้มีความสามารถในการทนต�อค�า 

pH ในช�วง 5.5–12 

GFP ทำหน�าที่เป�นแปรสัญญาณจากพลังงานที่ได�รับจากแสงสีฟ�า (chemiluminescence) ของ

โปรตีน aequorin เป�นแสงฟลูออเรสเซนต�สีเขียว (13) โดยถูกนำมาใช�เป�น marker gene ครั้งแรก เพ่ือ

ติดตามการรับรู �ภายในเซลล�ประสาทของหนอนตัวกลม (14) นอกจากนั้น GFP ยังถูกใช�ในชีววิทยา

โมเลกุลในการแสดงออกของยีนซึ่งพิสูจน�การแสดงออกของยีนภายในสิ่งมีชีวิตที่เป�นโฮสต� เพื่อระบุ

ตำแหน�งของเซลล�ท่ีจะมีการแสดงออกของโปรตีนเฉพาะท่ีจำเพาะ โดย GFP มีความสามารถดูดกลืนคลื่น

แสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 395 นาโนเมตร (excitation maximum) และปล�อยคลื่นแสงสูงสุดที่ความ

ยาวคลื่น 509 นาโนเมตร (emission maximum) ซึ่งเป�นคลื่นแสงสีเขียวทั้งคู�  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  2  แสดงโครงสร�างของ green fluorescent protein (GFP) (15) 
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ตัวอย�างโปรตีนเรืองแสงชนิดอื่น ๆ ได�แก� Enhanced green fluorescence protein (EGFP) 

และ Yellow fluorescence protein (YFP) โดย EGFP ได�มาจากการเปลี่ยนแปลงตำแหน�งของกรดอะมิ

โน 2 ตัว บน GFP คือ กรดอะมิโน phenylalanine ลําดับที่ 64 เปลี่ยนไปเป�นกรดอะมิโน leucine และ

การเปลี่ยนกรดอะมิโน serine ลําดับที่ 64 เปลี่ยนไปเป�นกรดอะมิโน threonine ซึ่งทำให�เพิ่มคุณสมบัติ

ในการเร ืองแสงฟลูออเรสเซนต�ภายใต�แสงอัตราไวโอเลตได�มากกว�าเด ิมและสามารถแสดงออก 

(expression) ในเซลล�ของสัตว�เลี้ยงลูกด�วยนม (mammlian cells) ได�สูงขึ้น โดยสามารถดูดกลืนคลื่น

แสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 488 นาโนเมตร ซึ่งเป�นคลื่นแสงสีน้ำเงินและปล�อยคลื่นแสงสูงสุดที่ความยาว

คลื่น 507 นาโนเมตร ซึ่งเป�นคลื่นแสงสีเขียว ในขณะเดียวกัน YFP จัดเป�นโปรตีนเรืองแสงสีเหลืองที่เกิด

จากการเปลี่ยนแปลงตำแหน�งของกรดอะมิโนหลายตำแหน�งบน GFP โดยคุณสมบัติของ YFP สามารถ

ดูดกลืนคลื่นแสงได�ที่ 514 นาโนเมตรและปล�อยคลื่นแสงได�ที่ 530 นาโนเมตร (16) ยกตัวอย�างโดย YFP 

ถูกปรับให�มีประสิทธิภาพสูงขึ้น ได�แก� ypet, citrine และ venus ซึ่งช�วยเพิ่มความเข�มของการเรืองแสง, 

การเจริญเติบโตที่เร็วขึ้น, ช�วยเพ่ิมความสามารถในการทนต�อค�า pH และเพิ่มคุณสมบัติในการทนต�อคลอ

ไรด�ไอออนเมื่อเทียบกับรุ�นก�อนหน�า (17) 

ประโยชน�ของ GFP   

GPF เรืองแสงได�จากเซลล�โดยไม�ต�องอาศัยพลังงานได�นานตลอดอายุขัยของเซลล� สามารถ

แสดงออกได�ในสิ่งมีชีวิตทั้งยูคารีโอตและโปรคารีโอต จึงมีการนำมาใช�ประโยชน�ต�าง ๆ มากมาย เช�น ใช�

ติดตามการแสดงออกของยีน (marker gene), ติดตามจํานวนแบคทีเร ียในกระบวนการย�อยสลาย

ปฏิสัมพันธ�ระหว�างแบคทีเรียกับพืช และ ติดตามการอยู�รอดในระบบนิเวศวิทยา เป�นต�น  

 

การนำส�ง GFP 

 การใส�ตัวติดตาม GFP เข�าสู�เซลล�แบคทีเรียเป�าหมายสามารถทําได�หลายวิธี เช�น การใช�สารเคมี 

หรือการใช�กระแสไฟฟ�า เป�นต�น วิธีที่นิยมทั่วไปคือ การใช�สารแคลเซียมคลอไรด�ร�วมกับความร�อน เพ่ือ

เหนี่ยวนําให�เซลล�รับเอาพลาสมิดเข�าไป ส�วนการใช�กระแสไฟฟ�าซึ่งจัดเป�นการส�งถ�ายพลาสมิดเข�าสู�เซลล� 

โดยอาศัยกระแสไฟฟ�าที่มีความต�างศักย�สูงวิ่งผ�านเซลล�ในช�วงเวลาสั้น ๆ ทําให�เยื่อหุ�มเซลล�เกิดรูที่ใหญ�

พอที่พลาสมิดจะผ�านเข�าไปในเซลล�ได�รูที่เกิดขึ้นเป�นแบบชั่วคราวได� ดังนั้นหลังการหยุดให�กระแสไฟฟ�าก็

จะทําให�เยื่อหุ�มเซลล�สามารถกลับคืนสู�สภาพปกติได�ดังเดิม ตัวอย�างการศึกษาการถ�ายฝากยีนเข�าสู�แหน

ใหญ� (S. polyrhiza L.) โดยใช�พลาสมิดที่ประกอบด�วย GFP แบบต�าง ๆ ได�แก� pGFP , pGFP-HP1 , 

pPI-GFP และ pA5 เป�นต�น ภายใต�การควบคุมของยีน 35s หรือเรียกว�า 35s promoter มีหน�าที่สำคัญ
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รูปที่  3 ภาพแสดงตัวอย�างผลการเรืองแสงในแหนใหญ� (18) 

ในการควบคุมการแสดงออกของยีน GFP ในพืช และมีการใช�ยีน marker (selective marker gene) ใน

การคัดเลือกการแสดงออกของยีนที่สนใจหลังการถ�ายโอนยีนเข�าสู�เซลล�พืชโดยพืชที่ได�รับการถ�ายโอนยีน

จะโตได�ในอาหารคัดเลือกและเซลล�พืชปกติหรือเซลล�พืชที่ไม�ได�รับการถ�ายโอนยีนใดๆ โดยเซลล�ดังกล�าว

นั้นจะตายบนอาหารคัดเลือก จากรายงานผลการศึกษาแสดงออกของยีน GFP พบว�าแหนใหญ�ทั่วไป 

(wild type) และแหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน GFP มาตรวจส�องผ�านแสง UV ผลท่ีได�จากแหนใหญ�ท้ัง

สองสายพันธุ�สามารถมองเห็นด�วยแสงสีขาวได� และเมื่อนำมาส�องการเรืองแสง fluorescence ที่ความ

ยาวคลื่น 505–525 นาโนเมตร ภายใต�กล�องจุลทรรศน� พบว�าแหนใหญ�ทั่วไปไม�เรืองแสง ส�วนแหนใหญ�

สายพันธุ� PI 9.2 ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน GFP เกิดการเรืองแสงสีเขียว (18)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

การถ�ายโอนยีนเข�าสู�พืช (Plant Transformation method) 

การถ�ายฝากยีนท่ีสนใจเข�าสู�พืช สามารถทำได�หลายวิธีขึ้นอยู�กับชนิดของเซลล� กลุ�มเซลล�หรือ

เนื้อเย่ือของพืชเป�าหมายที่นำมาถ�ายฝากยีน วิธีการในการถ�ายฝากยีนเข�าสู�พืชสามารถแบ�งออกเป�น 2 วิธี 

ได�แก� 

1. การถ�ายฝากยีนโดยตรง (direct gene transfer) ได�แก� การถ�ายฝากยีนโดยใช�เครื่องยิงอนุภาค 

(Biolistic technique) การถ�ายฝากยีนโดยใช�เข็มฉีด (Microinjection) และการถ�ายฝากยีนโดยใช�

กระแสไฟฟ�า (Electroporation) เป�นต�น
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 2. การถ�ายฝากยีนโดยใช�พาหะ (vector-mediated gene transfer) ได�แก� การถ�ายฝากยีนโดยใช�

แบคทีเรีย A. tumefaciens (A. tumefaciens-mediated gene transfer) ซึ ่งเป�นวิธีการที ่นิยมและ

ประสบความสำเร็จในการถ�ายฝากยีนเข�าสู�พืชได�หลากหลายชนิดและเหมาะสม ดังนั้นงานวิจัยนี้ได�เลือก

วิธีการถ�ายฝากยีนโดยใช�พาหะ (vector-mediated gene transfer) ซึ่งเป�นวิธีที่นำส�งยีนได�หลายชนิด 

และมีความเหมาะสมนำมาใช�กับการศึกษาครั้งนี้ โดยลักษณะของเชื้อ A. tumefaciens มีองค�ประกอบ

ทางพันธุกรรมที่สําคัญในการถ�ายยีนเข�าสู�พืช คือ T-DNA (transfer DNA) ในการสร�างเวคเตอร�เพื่อถ�าย

ยีนโดย A. tumefaciens ที่นิยมใช� ในป�จจุบัน คือ binary vector เป�นการนําเอายีนที่ต�องการมาใส�ไว�

ในพลาสมิดขนาดเล็กระหว�าง RB และ LB ในขอบเขตของ T-DNA เดิม เพื่อเพิ่มจํานวนใน Escherichia 

coli (E.coli) แล�วจึงถ�ายทอดพลาสมิดเข�าสู� A. tumefaciens ซึ่งมี Ti- plasmid ที่ไม�มีส�วนของ T-DNA 

อยู� ดังนั้น A. tumefaciens จะมีทั้ง Ti-plasmid และส�วนของ T-DNA ที่ได�รับเข�าไป และ integrative 

vector เป�นการนํายีนที่ต�องการใสในพลาสมิดขนาดเล็ก เพื่อเพิ่มจํานวนใน E. coli แล�วจึงถ�ายพลาสมิ

ดจาก E. coli เข�าสู� A. tumefaciens ท่ีมี Ti-plasmid อยู�พลาสมิดขนาดเล็กนี้สามารถเข�าไปแทรกอยู�ใน

ส�วนของ T-DNA ทั้งหมดด�วยการเกิด recombination  ดังนั้น A. tumefaciens จึงมี Ti-plasmid อยู�

เพียงแค� 1 พลาสมิด โดย A. tumefaciens มีความไวต�อสาร phenolic compounds ต�าง ๆ ได�แก� 

acetocyringone ซึ่งเป�นสารที่พืชจะหลั่งเมื่อเกิดบาดแผล โดยสารนี้มีหน�าที่กระตุ�น Vir gene ต�าง ๆ 

เช�น VirA จะทำหน�าที่ในการกระตุ�น VirG, VirG จะทำหน�าที่โดยกระตุ�นการทำงานของ Vir protein อื่น 

ๆ และ VirD จัดเป�นเอนไซม� endonuclease ที่มีหน�าที่ในการตัดพันธะ phosphodiester bond บน

ตำแหน�ง right border (RB) และ left border (LB) เพื่อให� single strand T-DNA หรือ t-stand หลุด

ออก ซึ่ง Vir proteins ท้ังหมดมีหน�าที่เป�นตัวกลางในการขนส�ง T-DNA เข�าสู� chromosomes ของเซลล�

พืช หลังจากนั้นจะมีการแสดงออกของยีนที่เข�าไปในพืชโดยมีการเพิ่มจำนวนอย�างรวดเร็วในลักษณะ 

crown gall formation 

การถ�ายฝากยีนเข�าสู�พืชโดยใช�แบคทีเรีย A. tumefaciens หรือเรียกว�า indirection method 

(plant transformation) แบ�งได�เป�น 2 วิธีดังต�อไปนี้  

1. Stable transformation ซ่ึงวิธีเป�นการถ�ายยีนแบบถาวร ซึ่งจะเป�นการนำดีเอ็นเอ

แปลกปลอม (foreign DNA) เข�าสู� cell host อย�างถาวร สามารถถ�ายทอดจากรุ�นสู�รุ�นได� มีค�าใช�จ�ายใน

การ transform สูง ดังนั้นจึงเป�นเทคนิคที่เหมาะสำหรับการศึกษาระยะยาว  

2. Transient transformation เป�นการถ�ายยีนแบบชั ่วคราวซึ ่งจะเป�นการนำดีเอ ็นเอ

แปลกปลอม (foreign DNA) เข�าสู� cell host แต�ไม�ได�เกิดการรวมเข�ากับจีโนมของ cell host สามารถ
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ขยายพันธุ�ได�อย�างรวดเร็ว และค�าใช�จ�ายต่ำ ดังนั้นจึงเป�นเทคนิคที่เหมาะสำหรับการศึกษาระยะสั้น ๆ 

ประมาณ 1-4 วัน (19) และเหมาะสมในการนำมาใช�ในศึกษาครั้งนี้  

ตัวอย�างงานวิจัยที ่มีการศึกษาในพืชกลุ �มเดียวกับแหนใหญ� เช�น ไข�น้ำ (Wolffia globosa) 

จัดเป�นพืชที่มีความน�าสนใจต�อนักชีววิทยาหลายคนเนื่องจากเป�นพืชดอกที่มีขนาดเล็กที่สุดในโลก มีการ

นำมาใช�เป�นพลังงานชีวภาพ (bioenergy) หรือ biorefining และในการศึกษาระดับโมเลกุลพบว�า มีความ

ซับซ�อนของจีโนมสูงและมีความไม�แน�นอนที่เกี่ยวกับวิธีการ transformation แบบ stable  และมีการ

วิจัยพัฒนาการ transformation ทั้งชนิด stable และ transient ในไข�น้ำ โดยใช� A. tumefaciens ใน

การขนส�งยีนเข�าสู�ไข�น้ำ พบว�าวิธี transformation แบบ transient มีการเพิ่มจำนวนของไข�นำสูงขึ้นถึง 

21.8% ภายในระยะเวลา 18 วัน และ ขณะเดียวกัน transformation แบบ stable มีการใช�ส�วนของ

แคลลัสที่เกิด cluster พบว�ามีการจำนวนของไข�น้ำสูงขึ้นถึง 0.14% ภายในระยะเวลา 65 วัน (20) ดังนั้น

จะเห็นว�าว ิธีการ transient transformation  เป�นวิธ ีที ่สามารถเพิ ่มจำนวนของไข�น้ำได�เร ็วและมี

ประสิทธิภาพมากกว�าวิธี stable transformation   

 

Transient transgene expression ด�วยวิธ ีAgroinfiltration  

การนำวิธี transient transgene expression มาใช�สำหรับการถ�ายโอนยีนที่สนใจหรือยีน GFP 

เข�าสู�แหนใหญ�สามารถทำได�หลายเทคนิค ดังต�อไปนี้ ได�แก� 

1. Co-cultivation เป�นวิธีการถ�ายยีนเข�าสู �เซลล�พืชแบบปลูกร�วมและเป�นวิธ ีที ่ง �ายแต�มี

ประสิทธิภาพระดับต่ำ    

2. Syringe infiltration เป�นวิธีการใช�เข็มในการนำส�ง มีประสิทธิภาพระดับกลาง โดยมีการ

ทำลายเซลล�พืชบริเวณที่ฉีด 

3. Vacuum infiltration เป �นว ิธ ีแช �ต �นแหนใหญ�พร �อมในกับสารแขวนตะกอนที ่ม ี  A. 

tumefaciens ภายใต�ความดันต่ำ โดยกระบวนการนี้ทำให� A. tumefaciens สัมผัสกับเซลล�ของต�นแหน

ใหญ� ทำให�นำส�งยีนได�อย�างรวดเร็ว และสามารถทำได�ในปริมาณมาก ๆ  

ในป� 2011 มาได�มีการพัฒนาเทคนิคการนำส�งยีนในกล�วย โดยใช� A. tumefaciens ได�แก� สาย

พันธุ� (strain) EHA105, EHA101 และ LBA4404 เป�นต�น ภายใต�วิธีการ sonication และ vacuum 

infiltration โดยพบว�า A. tumefaciens สายพันธุ� EHA105 ประสบความสำเร็จและใช�เวลาเพียง 1 นาที

เท�านั้น (21) นอกจากนี้เคยมีการนำส�ง vector ZYMV-AGII ในพืชตระกูลแตง (22) A. tumefaciens 

KYRT เข�าสู�เมล็ดถั่วเหลืองภายในระยะเวลา 2 นาที (23) โดยอาศัยเทคนิค vaccum หรือ syringe
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infiltration ในใบข�าว (24) ใบยาสูบ และใบเบญจมาศ เป�นต�น (25) หรือการใช�สองวิธีร�วมกันระหว�าง 

sonication ร�วมกับ vacuum อีกทั้งเคยมีการศึกษาการถ�ายโอนยีน EGFP นำส�งเข�าสู�ไข�น้ำ (26) ซึ่งเป�น

พืชที่อยู�ในวงศ� Lamnacea เช�นเดียวกับแหนใหญ� จากที ่กล �าวมาเห็นได �ว �าม ีการนำส�งยีนด�วยว ิธี 

vacuum infiltration กันอย�างแพร�หลายและประสบผลสำเร็จ ดังนั้น วิธีการถ�ายโอนยีนเข�าสู�พืชอาศัย

เทคนิค vacuum infiltration สามารถนำมาประยุกต�ใช�ได�ภายในระยะเวลาอันสั ้น รวดเร็วและได�

ประสิทธิภาพ ภายใต�ช�วงเวลาและสภาวะที่เหมาะสม ซึ่งเป�นจุดเริ่มต�นของการนำมาใช�ในการพัฒนา

วัคซีนในแหนใหญ�โดยมีการนำยีนท่ีสนใจและที่มีความสำคัญในการสร�างภูมิคุ�มกันต�านต�อเชื้อโรคต�าง เช�น 

วัคซีนไข�หวัดนกสายพันธุ� H5N1 โดยมีการนำส�วนของ M2e peptide ที่มีตำแหน�ง epitope ที่สำคัญใน

การกระตุ�นภูมิคุ�มกันต�อเชื้อไวรัส โดยอาศัย A. tumefaciens strain CBE21 นำยีนที่สนใจเข�าไปในแหน

ใหญ�พบว�าแหนใหญ�สามารถผลิตโปรตีน M2e ในปริมาณ 40 กรัมต�อกิโลกรัมน้ำหนักพืชสดได� (27)  

 ดังนั้นผู�วิจัยจึงนำข�อมูลที่มีการรายงานวิจัยมาก�อนนำมาประยุกต�ใช� โดยทำการศึกษาวิธีการ

เหนี่ยวนำยีน GFP เข�าไปในแหนใหญ�ภายใต�ช�วงเวลาของการถ�ายโอนยีนด�วยเชื้อ A. tumefaciens และ

ศึกษาช�วงเวลาใดมีประสิทธิภาพในการถ�ายโอนยีนได�ดีที่สุด รวมถึงศึกษาระดับการแสดงออกของโปรตีนท่ี

ได�ในแหนใหญ� ด�วยวิธีการตรวจสอบโปรตีน GFP โดยวิธี western blot ที่ถูกจับด�วยแอนติบอดี GFP 

และตรวจสอบการเรืองแสงของยีน GFP ในแหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายฝากยีนภายใต�กล�องจุลทรรศน�เรือง

แสง (fluorescence microscope)
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บทที่ 3 
วิธีการดำเนินการวิจัย 

 

1. วัสดุอุปกรณ�และสารเคมี 

1.1 วัสดุและอุปกรณ� 

1.1.1 Autoclave (HICLAVE® HVA-85, Japan) 

1.1.2 Auto pipette (Dragonlab, China) 

1.1.3 Centrifuge (Hermile z 323 k, Germany) 

1.1.4 Centrifuge (Faithful®, China) 

1.1.5 Shaker (Gerhardt, Germany ) 

1.1.6 Hot air oven (SHEL LAB SL 1375 FX Sheldon manufacturing. Inc) 

1.1.7 Spectrophotometer (Spectronic 15, India)  

1.1.8 Analytical balance 4 digits (Mettler Toledo, USA)  

1.1.9 Plasmid minikit (Omega bio-TEX, USA) 

1.1.10 Laboratory film (Parafilm®, USA) 

1.1.11 Water bath (KQY®, China) 

1.1.12 pH meter (Ultrabasic UB-10, USA) 

1.1.13 Refrigerator (Beko, Thailand) 

1.1.14 Microwave (Toshiba®, Thailand) 

1.1.15 Western blot (Bio-rad, USA) 

 

1.2 สารเคม ี

 1.2.1 Glufosinate (Erabas®, Thailand) 

1.2.2 Sodium hypochlorite (Haiter®, Thailand)  

1.2.3 Yeast extract (Oxoid, USA)  
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1.2.4 Tryptone (Oxoid, USA) 

1.2.5 Acetosyingone (P hytotech lab®, USA) 

1.2.6 MS medium (Phytotech lab®, USA) 

1.2.7 TEMED (Himedia®, India) 

1.2.8 Coomassie brilliant blue R-250 (PanReac AppliChem®, Germany) 

1.2.9 Methanol (QReC®, USA) 

1.2.10 Ethanol (RCl LabscanTM, USA) 

1.2.11 Absolute Ethanol 99.9% (QReC®, USA) 

1.2.12 Acetic acid (EMSURE®, USA) 

1.2.13 Glycerol (Glentham life sciences, USA) 

1.2.14 Phenylmethylsulfonyl fluoride (Goldbio, USA) 

1.2.15 Rabbit monoclonal GFP antibody (Signaling tecnology®, USA) 

1.2.16 Goat anti-rabbit IgG conjugated HRP antibody (Signaling tecnology®, 

USA) 

1.2.17 Tween 20 (Glentham life sciences, USA) 

1.2.18 Tween 80 (KC, Thailand) 

1.2.19 Sucrose (Univar, USA) 

1.2.20 Tris (Glentham life sciences, USA) 

1.2.21 LB nutrient agar (Solarbio®, China) 

1.2.22 Sodium chloride (Univar, USA) 

1.2.23 Glycine (Glentham life sciences, USA) 

1.2.24 Ammonium persulphate (Himedia®, India)  

1.2.25 30% Acrylamide/Bis solution (Bio-Rad, USA) 

1.2.26 Western blotting luminal reagent (Santa Cruz Biotechnology, 

Germany) 

1.2.27 PVDF membrane (Bio-rad, USA) 

1.2.28 Skimmed milks (Himedia®, India) 
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1.3 ยาปฏิชีวนะ 

  1.3.1 Ceftriaxone (T.P®, Thailand) 

1.3.2 Gentamycin (Grand Pharmaceutical, China) 

1.3.3 Spectinomycin (Goldbio, USA) 

 

2. วิธีดำเนินการทดลอง  

2.1 การเพาะเล้ียงแหนใหญ�ในห�องทดลอง 

เก็บตัวอย�างแหนใหญ�จากบริเวณคณะวิทยาศาสตร� มหาวิทยาลัยบูรพา นำมาล�างทำความสะอาด

ด�วยน้ำประปา 2-3 ครั ้งเพื ่อกำจัดสิ ่งปนเป� �อนออกให�หมด แล�วนำมาตัดรากและล�างด�วยน้ำ DI 

(Deionized water) จนกำจัดสิ่งสกปรกออกหมดและแช�ในน้ำ DI เป�นเวลา 1 ชั่วโมงก�อนนำไปทำให�

ปราศจากเชื้อด�วยน้ำยา 0.9% NaClO นาน 2 นาที แล�วล�างต�อด�วยน้ำ DI จำนวน 3 รอบ รอบละ 1 

นาที จากนั้นนำแหนใหญ�ไปเลี้ยงบนอาหาร MS ใส�แหนใหญ�ขวดละ 10-15 ต�น โดยเลี้ยงต�อที่อุณหภูมิ 

25±2 องศาเซลเซียส ให�แสงสว�างด�วยหลอดฟลูออเรสเซนต� เป�นระยะเวลา 14 วัน แล�วถ�ายลงแหนใหญ�

ในอาหารเหลวสูตร Hoagland’s E เพื่อให�แหนใหญ�เจริญเติบโตได�ดีแล�วเพิ่มจำนวนเป�น 2 เท�า โดยเล้ียง

ต�อที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให�แสงสว�างด�วยหลอดฟลูออเรสเซนต� เป�นระยะเวลา 14 วัน 

 

2.2 การเพิ่มจำนวนพลาสมิดดีเอ็นเอ pB7WGY-GFP 

รีคอมบิแนนพลาสมิดดีเอ็นเอ pB7WGY-GFP จัดเป�น binary Ti vector  โดยรีคอมบิแนน 

พลาสมิดดีเอ็นเอ pB7WGY-GFP (แสดงดังรูปท่ี 4) ประกอบด�วย streptomycin-spectinomycin 

resistance gene (SM/SpR), left border (LB), glufosinate resistance gene (Bar), terminator 

gene (T35S), green fluorescence protein (GFP) และ promoter gene (p35S) ตามลำดับ ซ ี ่งรี

คอมบิแนนพลาสมิดดีเอ็นเอ pB7WGY-GFP สามารถนำมาใช�ในการเพิ่มจำนวนในเซลล�เจ�าบ�าน E.coli 

DH5α และสกัดพลาสมิดออกจากเซลล� พลาสมิดที่มียีน GFP ท่ีได�จะถูกเก็บไว�ที่ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือ

เตรียมใช�สำหรับการถ�ายโอนยีนเข�าสู�แหนใหญ�ต�อไป
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2.3 การเตรียมเซลล�เจ�าบ�านและการถ�ายโอนยีนในแหนใหญ�  
2.3.1 การเตรียมเซลล�เจ�าบ�าน A. tumefaciens GV3101  

นำเชื้อ A. tumefaciens GV3101 จาก stock ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง LB medium 

(Lysogeny Broth) ปริมาตร 25 ml ท่ีมียาปฏิชีวนะ gentamycin ความเข�มข�น 50 μg/ml ปริมาตร 12.5 

μl แล�วบ�มที่ 28 องศาเซลเซียส นาน 36 ชั่วโมง จากนั้นเลือกเชื้อท่ีสมบูรณ� 1 colony ลงในอาหารเหลว 

LB ปริมาตร 5 ml ที่มียาปฏิชีวนะ gentamycin ความเข�มข�น 50 μg/ml ปริมาตร 2.5 μl และเลี้ยงเชือ้

ท่ีอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 200 rpm เป�นเวลา 5-6 ชัว่โมง แล�วนำมาวดัค�าการ

ดูดกลืนแสง (OD) ที่600 nm ให�อยู�ในช�วง 0.6-0.8 แล�วนำไปป��นเหวี่ยงจนได�ส�วนท่ีเป�นตะกอน ละลาย

ตะกอนด�วย CaCl2 ความเข�มข�น 20 mM ปริมาตร 500 μl  และเติม glycerol ปริมาตร 214 μl บนน้ำแข็ง 

ผสมให�เข�ากันแล�วแบ�งใส�หลอดและเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมทำเป�น stock หรือ

นำไปใช�สำหรับการทดลองถัดไป 

 

2.3.2 การนำยีนเข�าสู�เซลล�เจ�าบ�าน E.coli สายพันธุ� DH5α โดยอาศัยวิธี heat shock 

นำพลาสมิด pB7WGY-GFP ลงในเชื้อ (E.coli) สายพันธุ� DH5α นำไป heat shock ที่ 42 องศา

เซลเซียสเป�นเวลา 45 วินาที แล�วแช�ในน้ำแข็งอีก 5 นาที นำมาเลี้ยงต�อในอาหารเหลว LB ปริมาตร  

900 µl บ�มเชื้อต�ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบท่ี 170 rpm นาน 1 แล�วนำไปป��นเหวี่ยงจน

ได�ส�วนที่เป�นตะกอน เทอาหารออก 800 µl ที่เหลือนำมา spread ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB แบบแข็ง  

Bar T35 p35LB RB GFP 

รูปท่ี  4 ภาพแสดงการออกแบบพลาสมิดดีเอ็นเอที่ใช�สำหรับการแสดงของโปรตีน GFP ในแหนใหญ� 
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ที่เต ิม spectinomycin ความเข�มข�น  200 μg/ml ปริมาตร 50 μl  เลี ้ยงต�อที ่อ ุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง นำเซลล�ที่ได�ไปสกัดพลาสมิดและนำไปใช�สำหรับการทดลองถัดไป  

 

2.3.3 การสกัดพลาสมิด pB7WGY-GFP  

คัดเลือก 1 single colony ท่ีมีลักษณะสีขาวที่คาดว�าได�รับการถ�ายโอนยีน ใส�ในอาหารเหลว LB  

ปริมาตร 5 ml ที่มี spectinomycin ความเข�มข�น  200 μg/ml ปริมาตร 10 μl แล�วทำการบ�มเป�นเวลา 

16±8 ชั่วโมง แล�วนำเชื้อที่โตใส� eppendorf โดยการป��นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 5 นาที นำ

ส�วนตะกอนที่ได�เติม solution I (ที่ผสม RNase A) ปริมาตร 250 μl ใช�ป�เปตดูดขึ้นลงเพื่อให�ตะกอน

ละลายและเพื่อทำลายผนังเซลล� จากนั้นเติม solution II ปริมาตร 250 μl ลงไปเพื่อทำลายเยื่อหุ�มเซลล� 

ในขั้นตอนนี้จะทำให�พลาสมิดเกิดการแยกออกมาจากเซลล� โดยทำการพลิก eppendorf ไปมาจนใส 

จากนั ้นทิ ้งไว� 5-10 นาที แล�วเติม solution III ปริมาตร 350 μl เพื ่อปรับค�า pH ให�เป�นกลางและ

ตกตะกอนพลาสมิด นำมาป� �นเหวี ่ยง 12,000 rpm นาน 10 นาที จากนั ้นป�เปต supernatant ลงใน 

Hibind DNA Column 2 ml ทำการป��นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm นาน 1 นาที แล�วเติม HBC buffer dilute 

100% isopropanol 500 μl ป��นเหวี่ยงต�อท่ี 12,000 rpm นาน 1 นาที นำ column มาเติม DNA wash 

buffer ท่ี dilute ด�วย 100% EtOH ปริมาตร 700 μl ป��นเหวี่ยงต�อที่ 12,000 rpm นาน 30 นาที (ทำซ้ำ 

2 รอบ) เมื่อครบแล�วให�ป�เปตสารออก ป��นเหวี่ยง 12,000 rpm นาน 10 นาที เพื่อทำให� column แห�ง 

แล�วย�าย mini column ส�วนบนใส� eppendorf เติม elution buffer ปริมาตร 30  μl เพื่อทำการชะ

ล�างพลาสมิดออกจาก column แล�วนำมาป��นเหวี่ยง 12,000 rpm นาน 1 นาที นำพลาสมิดที่ได�เก็บท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

2.3.4 การนำยีนเข�าสู� A. tumefaciens ด�วยวิธี heat shock       

 นำพลาสมิด pB7WGY-GFP ลงในเชื้อ A. tumefaciens แล�วทำการ heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 

องศาเซลเซียสนาน 2 นาทีและต�อด�วยการบ�มบนน้ำแข็งนาน 30 นาที นำเซลล�ที่ได�ไป spread บนอาหาร

แข ็ ง  LB ท่ี เ ต ิ มยาปฏ ิ ช ี วนะ gentamycin ความ เข � มข �น  50 μg/ml ปร ิม าตร  12.5 μl และ 

spectinomycin ความเข�มข�น 200 μg/ml ปริมาตร 50 μl ทำการเลี้ยงต�อที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 

เป�นเวลา 3 วัน จนปรากฏ colony สีขาวบนอาหาร 
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2.3.5 การถ�ายโอนยีนเข�าสู�แหนใหญ� (Spirodela polyrrhiza L.)   

2.3.5.1 การเตรียมเซลล� 

คัดเลือก colony จำนวน 1 single colony จากข้ันตอน 2.3.4 ลงไปในอาหารเหลว LB ปริมาตร 

15 ml และเต ิมยาปฏ ิช ี วนะ gentamycin  ความเข � มข �น  50 μg/ml ปร ิมาตร  7 .5 μl และ 

spectinomycin ความเข�มข�น  200 μg/ml ปริมาตร 30 μl จากนั้นบ�มที่ 28 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 

36 ชั่วโมง เมื่อครบแล�วจึงนำมาวัดค�าการดูดกลืนแสง (OD) ที่ 600 nm  โดยค�า OD ต�องมีค�ามากกว�า 2  

และทำการป�เปตอาหารเหลวที่มีเชื้อในอาหารใหม� (10 % inoculum) ที่เติมยาปฏิชีวนะ gentamycin 

ความเข�มข�น  50 μg/mlปริมาตร 25 μl  และ spectinomycin ความเข�มข�น 200 μg/ml ปริมาตร 100 

μl ความเร็วรอบในการเพาะเลี้ยงเซลล�ที่ 230 rpm เลี้ยงต�อเป�นเวลา 8 ชั่วโมง  วัดค�าการดูดกลืนแสง 

OD600 nm เท�ากับ 2 ต�อมานำไปป��นเหวี่ยงต�อที่ 5,000 rpm นาน 10 นาที ทำการเทอาหารทิ้งและ

ละลายตะกอนด�วยอาหารเหลว MS1 เติม 1% sucrose, 100 μM acetosyringone, 0.2% tween–80, 

pH 5.84  และทำการวัดค�า OD600 nm เท�ากับ 0.5 เพื่อใช�สำหรับขั้นตอนการถ�ายโอนยีนเข�าสู�แหนใหญ�

ต�อไป 

2.3.5.2 การถ�ายโอนยีน GFP เข�าสู�แหนใหญ�  

นำเชื้อ A. tumefaciens ท่ีละลายด�วยอาหาร MS เติม 1% sucrose, 100 μM acetosyringone 

, 0.2% tween–80, pH 5.84 ใส�ลงในขวด flask แล�วใส�แหนใหญ�ที่ผ�านการทำให�เกิดบาดแผล ทำการ 

vacuum เป�นเวลา 10, 20 และ 30 นาที ภายใต�ความดันสุญญากาศ 60 mmHg เมื่อครบเวลาแล�ว นำมา

พักที่อุณหภูมิห�องเป�นเวลา 30 นาที จากนั้นซบัแหนใหญ�บนกระดาษกรองพอหมาด แล�วย�ายแหนใหญ�ลง

ในขวดที่มีกระดาษกรองที่เติมด�วย MS1* ที่ประกอบไปด�วยอาหาร MS เติม 1% sucrose, 100 μM 

acetosyringone, pH 5.84 ปริมาตร 3-5 ml แล�วย�ายแหนใหญ�ลงไปในอาหารแข็งคัดเลือก ได�แก� MS, 

MS2 และ MS3 โดย MS2 ประกอบด�วยอาหาร MS, 1% sucrose, 100 µM acetosyringone, 250 

mg/l ceftriaxone, 0.8% agar, pH 5.84 และ MS3 ประกอบไปด�วยอาหาร MS, 1% sucrose, 100 

µM acetosyringone, 250 mg/l ceftriaxone, 0.01 mM glufosinate, 0.8% agar, pH 5.84 โ ดย

แบ�งเป�น 2 สภาวะ ได�แก� ส�วนที่ 1 ทำการห�อ foil เพื่อกันแสง (ในสภาวะที่มืด) และส�วนที่ 2 ไม�ห�อ foil 

เพื่อให�แสง (ในสภาวะที่สว�าง)  แล�วเลี้ยงต�อที่อุณหภูมิห�อง ภายใต�การให�แสงสว�างด�วยหลอดฟลูออเรส

เซนต� เป�นเวลานาน 1, 2 และ 3 วัน หลังจากนั้นให�ทำการเก็บข�อมูลแหนใหญ�ที่รอดตายบนอาหาร

คัดเลือกที่เติม (MS3) และไม�เติมสารกำจัดวัชพืช glufosinate (MS2) และเจริญโดยเพิ่มจำนวนหลังการ

เลี้ยงนาน 3-4 วัน ซึ่งทำให�สามารถแยกแหนใหญ�ที่ได�รับยีนคัดเลือก คือ bar gene ที่ต�านต�อสารกำจัด

วัชพืช glufosinate ออกจากแหนใหญ�ท่ีไม�ได�รับยีน GFP ได� โดยให�ทำการเปรียบเทียบร�วมกับแหนใหญ�ท่ี
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ไม�ได�รับการถ�ายโอนยีน GFP ให�จัดเป�นกลุ�มควบคุมแบบลบโดยเลี้ยงไว�บนอาหารแข็ง MS ที่เติม 1% 

sucrose 

 

2.3.5 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน GFP จากการเรืองแสงด�วยด�วยกล�องจุลทรรศน�  

นำแหนใหญ�ที ่ผ �านการถ�ายโอนยีนที่โตบนอาหาร MS ที ่เติม 1% sucrose, MS2 และ MS3 

รวมทั้งแหนใหญ�ที่ไม�ถูกถ�ายโอนยีนจัดเป�นกลุ�มควบคุมแบบลบโดยเลี้ยงไว�บนอาหารแข็ง MS ที่เติม 1% 

sucrose โดยนำแหนใหญ�จาก 54 ตัวอย�าง ๆ ละ 3 ต�น เทียบกับแหนใหญ�ท่ีไม�ได�รับการถ�ายโอนยีน นำมา 

fix บนแผ�นสไลด� แล�วนำไปตรวจสอบการเรืองแสงภายใต�กล�อง fluorescence microscope (Nikon 

Eclipse TS2, Japan) ทำการคัดเลือกแหนใหญ�ที่ให�ผลการเรืองแสงภายใต�กล�องจุลทรรศน� เพื่อนำมาใช�

ในการสกัดโปรตีน 

 

2.4 การสกัดโปรตีนและการตรวจสอบโปรตีนด�วยวิธี  western blot 

2.4.1 การสกัดโปรตีนจากแหนใหญ� (Spirodela polyrrhiza L.)       

 นำใบแหนใหญ�ที่ผ�านการถ�ายโอนยีนมาบดในไนโตรเจนเหลวเติมสารละลาย lysis buffer pH 8 

ซึ่งประกอบด�วย 50 mM Tris HCl, 300 mM NaCl, 2% glycerol, 1 mM PMSF ปรับปริมาตรด�วยน้ำ 

DI จนครบ 1,000 ml และปรับ pH เป�น 8 นำส�วนผสมที่สกัดได�ป��นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm ท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 20 นาที เก็บสารละลายโปรตีนส�วนบน เพื่อใช�สำหรับการวิเคราะห�

โปรตีนบนแผ�นเจล SDS-PAGE และ western blot ต�อไป หรือเก็บตัวอย�างไว�ที ่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

 

2.4.2 วิธีการวิเคราะห�โปรตีนบนแผ�นเจล SDS-PAGE  

 เตรียมกระจกสำหรับการเตรียมเจล SDS-PAGE และนำไปประกอบกับ electrophoresis set 

เริ่มต�นจากการเตรียม 12% separating gel ซึ่งประกอบไปด�วย DI ปริมาตร 1.65 ml, 30% acrylamine 

(29:1) ปริมาตร 2 ml, 1.5 M Tris HCl (pH 8.8) ปริมาตร 1.25 ml, 10% SDS ปริมาตร 50 µl, 10% 

AP ปริมาตร 50 µl และ TEMED ปริมาตร 4 µl ตามลำดับ จากนั้นบรรจุลง electrophoresis set แล�ว

ทำการป�เปตน้ำ DI ตามลงไปจนล�นออกมา รอจนเจลแข็งตัว นาน 30 นาที เมื่อเสร็จขั้นตอนแรกแล�วจึง

ทำการเตรียม 4% spacer gel ซึ ่งประกอบไปด�วย DI ปริมาตร 86.6 µl, 30% acrylamine (29:1) 

ปริมาตร 260 µl, 1.5 M Tris HCl (pH 6.8) ปริมาตร 394 µl, 10% SDS ปริมาตร 16 µl, 10% AP 

ปริมาตร 16 µl และ TEMED ปริมาตร 2 µl ตามลำดับ จากนั้นบรรจุลง electrophoresis set  โดยใส�
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หวีให�เกิดหลุม (well) ทิ้งไว�ที่อุณหภูมิห�อง 40 นาที เมื่อเจลแข็งตัวแล�วจึงดึงหวีออก นำกระจกไปต�อเข�า

กับตัวประกบของ electrophoresis chamber จากนั้นเติม 1X SDS-Running buffer ปริมาตร 200 ml 

จาก 5X SDS-Running buffer ซึ ่งประกอบด�วย Tris Base ปริมาณ 15.1 g, glycine ปริมาณ  72 g, 

SDS ปริมาณ 5 g ปรับปริมาตรด�วยน้ำ DI จนครบปริมาตร 1,000 ml ลงใน chamber ให�ท�วมเจลท้ังบน

และล�าง ต�อมาทำการเติมสารสกัดโปรตีนที่เตรียมไว�ลงในหลุม ปริมาตร 20 µl ที่ผสมด�วย SDS loading 

dye และให�กระแสไฟฟ�าที่ความต�างศักย�คงที่ 80 โวลต�นาน 20 นาที แล�วปรับความต�างศักย�ให�สูงขึ้นท่ี 

120 โวลต� จนสีของ SDS loading dye เคลื่อนไปชิดขอบเจลด�านล�างสุดของกระจก จากนั้นนำเจลออก

จากกระจกและวางลงในสีย�อม staining solution ปริมาตร 20-25 ml (R-250 ปริมาณ 0.5 g, MeOH 

ปริมาตร 100 ml, acetic Acid ปริมาตร 50 ml แล�วปรับปริมาตรด�วยน้ำ DI จนครบปริมาตร 500 ml) 

ร�วมกับการเขย�าข�ามคืน จากนั้นจึงทำการล�างสีย�อมด�วย destaining solution (EtOH ปริมาตร 200 ml, 

acetic acid ปริมาตร  100 ml แล�วปรับปริมาตรด�วยน้ำ DI จนครบปริมาตร 1,000 ml) นาน 10 นาที 

3-4 รอบ สลับกับการให�ความร�อน จนแผ�นเจลใส เห็นแถบโปรตีนชัดเจนและบันทึกภาพ 

 

2.4.3 วิธีการวิเคราะห�โปรตีนด�วยวิธี western blot         

 นำสารสกัดโปรตีนจากกลุ �มตัวอย�างและกลุ�มควบคุม (wild type) ที่ได�จากการสกัดด�วยวิธี

ข�างต�น นำมาแยกบน 12% SDS-PAGE แล�วถ�ายโอนโปรตีนจากเจลสู�แผ�นเมมเบรนโดยอาศัย western 

buffer tank  นำแผ�นเมมเบรนท่ีได� ไป blocking ด�วย 5% skimmed milk เป�นเวลา 1 ชั่วโมง ที่ 37 

องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 90 rpm (skim milk ปริมาณ 1 g ใน TBST buffer ปริมาตร 20 ml) ซึ่ง 

TBST buffer ประกอบด�วย NaCl ปริมาณ 8 g, KCl ปริมาณ 0.2 g , Tris ปริมาณ 3 g จากนั้นปรับ pH 

ให�ได� 7.4 แล�วปรับปริมาตรด�วยน้ำ DI จนครบปริมาตร 1,000 ml แล�วเติม Tween ปริมาตร 1 ml) 

ต�อมานำมาล�าง TBST buffer ทิ้ง 1 ครั้ง แล�วล�างต�อด�วย TBST buffer จำนวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 

แล�วติดตามผล (detection) โดยการบ�มแผ�นเมมเบรนด�วย primary antibody (Rabbit monoclonal 

GFP antibody) เป�นเวลา 18 ชั่วโมง แล�วจึงนำมาล�าง TBST buffer ทิ้ง 1 ครั้ง แล�วล�างต�อด�วย TBST 

buffer จำนวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาทีและบ�มต�อด�วย secondary antibody (Goat anti-rabbit IgG 

conjugated HRP antibody) เป�นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำแผ�นแผ�นเมมเบรนมาล�างด�วย TBST 

buffer ทิ้ง 1 ครั้ง แล�วล�างต�อด�วย TBST buffer จำนวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาทีก�อนนำไปเคราะห�ผล

และบันทึกภาพด�วยเครื่อง gel documentation ต�อไป 
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2.5 การวิเคราะห�ข�อมูล          

   GraphPad Prism เวอร �ช ั ่น 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) ถ ูกนำมาใช�

สำหรับการวิเคราะห�ข�อมูลผลการทดลองและการสร�างรูปแบบกราฟ วิธีการวิเคราะห�ความแปรปรวนทาง

เดียว (One-Way ANOVA) ถูกนำมาใช�เพื่อทำการเปรียบเทียบข�อมูลระหว�างกลุ�มการทดลองทั้งหมดที่มี

ความแตกต�างกันทางสถิติอย�างมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) และข�อมูลที่ได�แสดงเป�น

ค�าเฉลี่ย±ส�วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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บทที่ 4 
ผลและวิเคราะห�ผลการวิจัย 

 

4.1 ผลการทดสอบการนำแหนใหญ�มาทำให�ปราศจากเชื้อ 

 

ในการศึกษานี้มีวัตถุประสงค�เพื่อทดสอบปริมาณของ 0.9% NaClO ที่เหมาะสมในการทำให�แหน

ใหญ�ปราศจากเชื้อ ก�อนนำแหนใหญ�มาทำการเลี้ยงลงบนอาหารแข็งสูตร MS เพื่อเตรียมแหนใหญ�สำหรับ

การถ�ายโอนยีนในข้ันถัดไป โดยได�ทำการทดสอบ ณ เวลาท่ี 1, 2 และ 3 นาทีตามลำดับ 

 

 

เมื่อทำการเปรียบเทียบอัตราการรอดของแหนใหญ� โดยการทำให�ปราศจากเชื้อด�วย 0.9%  

NaClO ในระยะเวลาที่แตกต�างกัน แล�วเลี้ยงต�อในอาหารแข็งสูตร MS พบว�าแหนใหญ�ท่ีมีอัตราการรอด

มากที่สุด มีการใช� 0.9% NaClO ทำให�ปราศจากเชื้อที่ระยะเวลา 1 นาที อยู�ที่ 26.79 ± 23.26 และ

ระยะเวลา 2 นาทีอยู�ที่ 56.11 ± 38.09 ตามลำดับ ส�วนแหนใหญ�ท่ีมีอัตราการรอดน�อยที่สุดมีการใช�0.9% 

NaClO ทำให�ปราศจากเชื้อท่ีระยะเวลา 3 นาที อยู�ที ่41.10 ± 51.05 ดังนั้น ระยะเวลาที่ทำให�แหนใหญ�

ปราศจากเชื้อด�วย 0.9% NaClOเหมาะสมที่สุดคือ ระยะเวลา ที่ 1 นาที และ 2 นาทีตามลำดับ

รูปท่ี  5 แสดงอัตราการรอดของแหนใหญ�เม่ือทำให�ปราศจากเชื้อด�วย 0.9% NaClO โดยค�าเฉลี่ย ± ส�วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน, กลุ�มตัวอย�าง 3 กลุ�ม ไม�มีความแตกต�างกันอย�างมีนัยสำคัญ ทางสถิติ เม่ือ (p<0.05) 
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เมื่อทำการเปรียบเทียบอัตราการปนเป��อนเชื้อของแหนใหญ�เม่ือทำให�ปราศจากเชือ้ด�วย 0.9% 

NaClO ในระยะเวลาที่แตกต�างกัน โดยเลี้ยงต�อในอาหาร MS medium  พบว�าแหนใหญ�ท่ีมีอัตราการ

ปนเป��อนเชื้อมากท่ีสุด คือแหนใหญ�ทำให�ปราศจากเชื้อในระยะเวลา 1 นาที อยู�ที ่ 2.405 ± 2.258 ส�วน

แหนใหญ�ที่มีอัตราปนเป��อนเชื้อน�อยท่ีสุดโดยทำให�ปราศจากเชื้อในระยะเวลา 2 นาทีอยู�ที่ 0.3706 ± 

0.4243 และระยะเวลาที่ 3 นาทีไม�มีการปนเป��อนของเชื้อเลย ดังนั้นระยะเวลาที่ทำให�ปราศจากเชื้อที่ 2 

และ 3 นาที มีความเหมาะสมทำให�แหนใหญ�ปราศจากเชื้อได�อย�างเหมาะสมท่ีสุด 

รูปที่  6  แสดงอัตราการปนเป��อนของเชื้อหลังจากการทำให�ปราศจากเชื้อด�วย 0.9% NaClO  

โดยค�าเฉลี่ย ± ส�วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน,  

กลุ�มตัวอย�าง 3 กลุ�ม ไม�มีความแตกต�างกันอย�างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อ (p<0.05) 
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เมื่อทำการเปรียบเทียบการเพิ่มจำนวนของแหนใหญ� (doubling time) เมื่อทำให�ปราศจากเชื้อ

ด�วย 0.9% NaClO ในระยะเวลาที่แตกต�างกันโดยนำ แหนใหญ�ท่ีเลี้ยงในอาหาร MS medium  มาเลี้ยง

ต�อในอาหาร E-medium พบว�าแหนใหญ�ท่ีมีการเพิ่มจำนวนน�อยท่ีสุด คือ การทำให�ปราศจากเชื้อใน

ระยะเวลา 1 นาที การเพิ่มจำนวนของแหนใหญ� 2.578 เท�า ส�วนแหนใหญ�ท่ีมีการเพิ่มจำนวนมากท่ีสุด คือ 

แหนใหญ�ที่ทำให�ปราศจากเชื้อในระยะเวลา 2 และ 3 นาที การเพิ่มจำนวนของแหนใหญ�อยู�ที ่2.729 เท�า, 

2.693 เท�า  ตามลำดับ ดังนั้น ระยะเวลาที่ทำให�ปราศจากเชื้อที่ 1, 2 และ 3 นาที ทำให�แหนใหญ�เพ่ิม

จำนวนได�อย�างเหมาะสม ไม�ได�แตกต�างกัน 

รูปที่  7 แสดงการรอดและการปนเป��อนของเชื้อหลังจากการทำให�ปราศจากเชื้อด�วย 0.9% NaClO 

ในระยะเวลาแตกต�างกัน A1: 1 นาท,ี A2: 2 นาที และ A3: 3 นาที เป�นเวลา 14 วัน 

รูปที่  8 แสดงการเจริญเติบโตของแหนใหญ�เป�นสองเท�าหลังจากการทำให�ปราศจากเชื้อด�วย 0.9%         

NaClO โดยค�าเฉลี่ย, กลุ�มตัวอย�าง 3 กลุ�ม ไม�มีความแตกต�างกันอย�างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

เมื่อ (P<0.05) 
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4.2 ผลการเจริญเติบโตของแหนใหญ�ในอาหารเพาะเลี้ยง 

หลังจากการทำให�แหนใหญ�ปราศจากเชื้อด�วย 0.9% NaClO ณ เวลาต�าง ๆ แล�วจึงทำการย�าย

แหนใหญ�เพ่ือเลี้ยงต�อลงบนอาหารแข็งสูตร MS เป�นเวลา 14 วัน เพ่ือปรับสภาพและมีชีวิตรอด จากนั้นจึง

ย�ายลงอาหารเหลวสูตร Hoagland’s E ต�ออีก 14 วัน เพื่อเพิ่มจำนวนแหนใหญ�ก�อนนำแหนใหญ�มาถ�าย

โอนยีน GFP ต�อไป 

4.2.1 อาหารแข็งสูตร MS 

 

4.2.2 อาหารเหลวสูตร Hoagland’s E 

รูปท่ี  9 ภาพแสดงการรอดของแหนใหญ�หลังจากการทำให�ปราศเชื้อด�วย 0.9% NaClO ระยะเวลา 2 นาที  

B1 : 0 วัน, B2 : 7 วัน และ B3 :14วัน 

รูปที่  10 ภาพแสดงการเพ่ิมจำนวนของแหนใหญ�ใน C1: 0 วัน, C2: 7 วัน และ C3: 14วัน 
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4.2.3  อาหารคัดเลือกหลังการถ�ายโอนยีน MS, MS2 และMS3 

หลังจากนำแหนใหญ�มาทำการถ�ายโอนยีน GFP แล�วจึงมีการนำแหนใหญ�มาเลี้ยงในอาหาร

คัดเลือก ซึ่งได�แก� อาหารแข็งสูตร MS, MS2 (MS, 1% sucrose, 100 µM acetosyringone, 250 mg/l 

ceftriaxone, 0.8% agar, pH 5.84) แล ะ  MS3 (MS, 1% sucrose, 100 µM acetosyringone, 250 

mg/l ceftriaxone, 0.01 mM glufosinate, 0.8% agar, pH 5.84) ในสภาวะสว�างและมืด บ �มเป�น

ระยะเวลา 1, 2 และ 3 วันตามลำดับ เพ่ือดูอัตราการรอดและการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสงต�อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  11 ภาพแสดงการรอดของแหนใหญ�หลังจากการถ�ายโอนยีนบนอาหารคัดเลือก MS ซ่ึงมีตัวอย�างดังนี้ 

A1: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

A2: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

A3: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

 

รูปที่  12 ภาพแสดงการรอดของแหนใหญ�หลังจากการถ�ายโอนยีนบนอาหารคัดเลือก MS2 ซ่ึงมีตัวอย�างดังนี ้

B1: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

B2: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

B3: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 1 วัน 
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4.3 ผลการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสงด�วยกล�องจุลทรรศน� 

หลังจากทำการถ�ายโอนยีน GFP เข�าสู�แหนใหญ� โดยใช� A. tumefaciens  เป�นตัวนำในการพา

เข�าสู�แหนใหญ� ทั้งหมด 54 ตัวอย�าง ๆ ละ 3 ต�น และ Wild-type แล�วจึงมีการติดตามเพื่อตรวจสอบว�า

แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีนได�มีการแสดงออกของยีน GFP หรือไม� ซึ่งได�ทำการตรวจสอบโดยการนำ

แหนใหญ�มาส�องดูภายใต�กล�องจุลทรรศน�เรืองแสง (fluorescence microscope) เพื่อติดตามการผลิต

โปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green fluorescence protein, GFP) โดยพบว�าแหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 

GFP มีการผลิตโปรตีนเรืองแสงสีเขียวเมื่อกระตุ�นด�วยแสงที่มีค�าพลังงานที่อยู�ในช�วงเดียวกัน หรือ สูงกว�า 

เช�น แสงสีเขียว (นาโนเมตร = 520-565 nm.) หรือ แสงสีน้ำเงิน (นาโนเมตร = 500-520 nm.) ในการ

ตรวจสอบการเรืองแสงภายใต�กล�องจุลทรรศน� โดยโปรตีนเรืองแสง GFP จะปรากฏเป�นสีเขียวอมเหลือง 

(นาโนเมตร = 520-590 nm.) และ Chlorophyll จะปรากฏเป�นสีแดง (นาโนเมตร = 625-740 nm.) 

(26) แต�เนื่องจากทางคณะผู�จัดทำมีเพียงแสงสีม�วง (นาโนเมตร = 380-435 nm.) (Epi-fluorescence) 

จึงได�ใช�สภาวะแสงดังกล�าว ภายใต�ฟ�ลเตอร�สีน้ำเงิน (blue filter) ได�ผลจากการส�องกล�องออกมาดั่งใน 

(รูปท่ี 14, 15 และ 16 ตามลำดับ)

รูปท่ี  13 ภาพแสดงการรอดของแหนใหญ�หลังจากการถ�ายโอนยีนบนอาหารคัดเลือก MS3 ซึ่งมีตัวอย�างดังนี้ 

C1: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

C2: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

C3: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน 
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รูปที่  14 ภาพแสดงออกของโปรตีนเรืองแสง GFP ในอาหารแข็งสูตร MS 

A-C แหนใหญ�ทั่วไป (wild type) 

D1: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

D2: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

E1: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

E2: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

F1: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

F2: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 
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รูปที่  15  ภาพแสดงออกของโปรตีนเรืองแสง GFP ในอาหารแข็งสูตร MS2 

A-C แหนใหญ�ทั่วไป (wild type) 

D1: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

D2: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

E1: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

E2: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

F1: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

F2: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 
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จากรูปภาพที่ 14, 15 และ 16 พบว�าเมื่อทำการทดสอบการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสงสีเขียว 

(GFP) โดยนำแหนใหญ�ที่ถ�ายโอนยีนโดยใช� A. tumefaciens ไปตรวจสอบการเรืองแสงสีเขียวภายใต�การ

ให�แสงสีม�วง ภายใต�ฟ�ลเตอร�สีน้ำเงิน (blue filter) ซึ่งเป�นขั้นตอนการตรวจสอบเบื้องต�น เพื่อที่จะพิสูจน�

ว�าแหนใหญ�นั้นได�มีการถ�ายโอนยีน GFP ซึ่งการถ�ายโอนยีนนั้นเป�นการถ�ายโอนแบบไม�จำเพาะ กล�าวคือ

ยีน GFP นั้นไม�สามารถกำหนดได�ว�าจะให�เข�าไปอยู�ในส�วนใดของแหนใหญ�ได�บ�าง ซึ่งจากผลการทดสอบ

พบว�ายีน GFP นั้นมีการแทรกเข�าไปในส�วนของใบและรากของแหนใหญ� จึงทำให�แหนใหญ�แต�ละต�นมีการ

รูปที่  16  ภาพแสดงออกของโปรตีนเรืองแสง GFP ในอาหารแข็งสูตร MS3 

A-C แหนใหญ�ท่ัวไป (wild type) 

D1: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

D2: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

E1: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

E2: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

F1: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

F2: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 
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แสดงออกของโปรตีนเร ืองแสงที ่ต �างกัน การส�องด�วยกล�องจุลทรรศน�เร ืองแสง (fluorescence 

microscope) ในครั้งนี ้ ตัวกล�องที่ใช�ไม�มีตัวแยกแสงในแต�ละช�วงแสง จึงไม�สามารถตัดการเรืองแสง

รบกวนของคลอโรฟ�ลล�ออกได� ซึ่งคลอโรฟ�ลล�มีช�วงของการดูดกลืนแสงท่ี (นาโนเมตร = 400-500nm.) ส�วน

โปรตีนเรืองแสงของเรามีค�าการดูดกลืนแสงท่ี (นาโนเมตร = 515-530 nm.) ซึ่งพบว�าทั้งสองมีค�าการดูดกลืน

แสงที่ใกล�เคียงกัน จึงทำให�ภาพการเรืองแสงที่ได�อาจเกิดการเรืองแสงของคลอโรฟ�ลล�ร�วมด�วย  หากแหน

ใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน GFP เข�าไปมากจะมีการเรืองแสงที่มากกว�าแหนใหญ�สายพันธุ�ทั่วไป (wild 

type) โดยจะสังเกตได�ว�าเมื่อกระตุ�นด�วยแสงสีฟ�าแหนใหญ�ที่ไม�ได�รับการถ�ายโอนยีน (wild type) จะไม�มี

การเรืองแสงที่เมื่อเทียบกับแหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน  โดยทางผู�จัดทำได�ทดลองนำแหนใหญ�มาถ�าย

โอนยีนในช�วงเวลาที่ต�างกัน ได�แก� ช�วงเวลาที่ 10, 20 และ 30 นาที เพ่ือหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมที่ยีนจะ

ถูกถ�ายเข�าไปในแหนใหญ�มากที่สุด หลังจากนั้นจึงทำการนำแหนใหญ�มาพักบนอาหารแข็งสูตรต�าง ๆ 

ได�แก� อาหารแข็งสูตร MS, MS2 (MS, 1% sucrose, 100 µM acetosyringone, 250 mg/l ceftriaxone, 

0.8% agar, pH 5.84) แ ล ะ  MS3 (MS, 1% sucrose, 100 µM acetosyringone, 250 mg/l 

ceftriaxone, 0.01 mM glufosinate, 0.8% agar, pH 5.84) เป�นระยะเวลา 1, 2 และ 3 วันตามลำดับ 

โดยทำการบ�มในสองสภาวะได�แก� ที่สว�างและที่มืด ผลลัพธ�ที่ได� จากรูปภาพที่ 14, 15 และ 16 สามารถ

ตรวจสอบการเรืองแสงของโปรตีนเรืองแสง GFP ได�เบื้องต�น เพื่อนำมาใช�ในการทดสอบ Western blot 

ต�อไป แหนใหญ�ท่ีให�การเรืองแสงในใบและรากมากท่ีสุด โดยไม�เรียงลำดับ จำนวน 13 ตัวอย�าง ได�แก�  

1.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน  

2.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 2 วนั  

3.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วนั  

4.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 2 วนั  

5.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วนั  

6.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วนั  

7.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน  

8.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน  

9.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน  

10.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน  

11.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

12. แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน  

13.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน
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แหนใหญ�ที่ให�การเรืองแสงในใบและรากมาก รองลงมาจากข�างลำดับข�างต�น โดยไม�เรียงลำดับ 

จำนวน 8 ตัวอย�าง ได�แก� 

1.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วนั  

2.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน  

3.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน  

4.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน  

5.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน  

6.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 2 วัน  

7.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

8.แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วนั 

 

สรุปผลการส�องกล�องจุลทรรศน�พบการเรืองแสงของโปรตีนเรืองแสงที่ยังไม�ทราบชนิด ซึ่งคาดว�า

อาจจะเป�นโปรตีนเรืองแสง GFP แต�สภาวะในใช�ในการถ�ายโอนยีนของแหนใหญ� อาจทำให�เกิด

ความเครียดของเซลล�จนนำไปสู�การสร�างโปรตีนเรืองแสงชนิดอื่นด�วยหรือไม� จึงไม�อาจสรุปผลได�ว�าสภาวะ

ในการถ�ายโอนใดมีความเหมาะสมที่สุดในขั้นตอนนี้ จึงต�องนำตัวอย�างที่ได�จากขั้นตอนนี้ไปทดสอบต�อใน

ขั้นตอนถัดไป 
 

4.4 ผลการวิเคราะห�โปรตีนด�วยวิธี SDS-PAGE  

เมื่อนำแหนใหญ�มาส�องโปรตีนเรืองแสงด�วยกล�องจุลทรรศน�แล�ว จึงต�องมีการยืนยันว�าแหนใหญ�

นั้นมีการถ�ายโอนยีน GFP เบื้องต�น โดยทำการวิเคราะห�โปรตีนด�วยวิธี SDS-PAGE ซึ่งทางผู�จัดทำได�ทำ

การคัดเลือกแหนใหญ�ที่มีการเรืองแสงมากท่ีสุดจากทุกอาหารคัดเลือก MS, MS2 และ MS3 ในสภาวะ

สว�างและมืด ในขั้นตอนการส�องกล�องจุลทรรศน�เรืองแสง ได�ผลการทดสอบดังนี้  
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รูปที่  17 ภาพแสดงผล SDS-PAGE โดยมีตัวอย�างสารดังนี ้

A และ B: M marker, 1.แหนใหญ�ทั่วไป (wild type), 2.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะ

มืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน, 3.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 2 วัน, 4.

แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 5.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอน

ยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 2 วัน, 6.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS 

สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน, 7.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 

วัน, 8.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 9.แหนใหญ�ที่ได�รับการ

ถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน, 10.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ใน

อาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 11.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�ม

เป�นเวลา 2 วัน, 12.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 13. แหน

ใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 14.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 

20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน, 15.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS 

สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 16.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 

วัน, 17.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน, 18.แหนใหญ�ที่ได�รับ

การถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 19.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที 

ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน, 20.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง 

บ�มเป�นเวลา 2 วัน, 21.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน, 22.

แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 
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จาก (รูปที่ 17) แสดงผลของการสกัดโปรตีนและรันเจล SDS-PAGE โดยแหนใหญ�ที่ได�รับการ

ถ�ายโอนยีน GFP มีการแสดงออกของแถบโปรตีนที่ไม�ทราบชนิด อยู�ในช�วง 28 กิโลดาลตัน ซึ่งคาดว�าจะ

เป�นช�วงท่ีโปรตีนเรืองแสง GFP นั้นแสดงออก ซึ่งพบในตัวอย�าง ดังนี้  

แถวที่ 1: Wild-type,  

แถวที่ 2: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน  

แถวที่ 3: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 2 วัน 

แถวที่ 4: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

แถวที่ 6: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

แถวที่ 7: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

แถวที่ 8: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

แถวที่ 9: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน 

แถวที่ 10: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน  

แถวที่ 11: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน 

แถวที่ 12: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

แถวที่ 13: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน 

แถวที่ 14: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

เมื่อเทียบกับแถบโปรตีนของแหนใหญ�ทั่วไป (wild type) หรือ control ให�แถบโปรตีนในช�วง

ดังกล�าวเช�นกัน แต�จากผลการทดลองท่ีได�พบว�า แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีนในแถวที่ 2-14 ส�วนใหญ�

พบการแสดงออกของโปรตีนในช�วงดังกล�าว แต�มีการแสดงออกของแถบโปรตีนที่เจือจาง ไม�ชัดเจนซึ่งอาจ

เกิดข้ึนจากขั้นตอนการสกัดโปรตีน โดยการใช�ไนโตรเจนเหลว เพราะเม่ือนำแหนใหญ�มาบดลงในโกร�งแล�ว

ทำให�เกิดการควบแน�นของน้ำในอากาศกลับลงมาเป�นน้ำ ทำให�สารสกัดโปรตีนจากแหนใหญ�นั้นเจือจาง 

ระดับความเข�มข�นแตกต�างกัน จึงไม�เพียงพอสำหรับการนำมาวิเคราะห�โปรตีน ดังนั้นผู�จัดทำจึงได�มีการนำ

แหนใหญ�ที่มีการเรืองแสงรองลงมา ทำการสกัดโปรตีนและรันเจล SDS-PAGE ใหม� โดยมีความระมัดระวัง

เรื่องการปนเป��อนของน้ำ เพื่อยืนยันว�าตัวอย�างแหนใหญ�สามารถแสดงผลอยู�ในช�วง 28 กิโลดาลตัน ซึ่ง

พบว�าในทุกตัวอย�างแสดงแถบโปรตีนในช�วงดังกล�าวได�และมีแถบที่ชัดเจนกว�าตัวอย�างก�อนหน�า ดังนี้ 

แถวที่ 15: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

แถวที่ 16: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

แถวที่ 17: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

แถวที่ 18: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน
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แถวที่ 19: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน 

แถวที่ 20: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 2 วัน 

แถวที่ 21: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน 

แถวที่ 22.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

สรุปผลของการสกัดโปรตีนและรันเจล SDS-PAGE สามารถพบแถบของโปรตีนที่ยังไม�ทราบชนิด 

ซึ่งอยู�ในช�วง 28 กิโลดาลตัน ซึ่งคาดว�าจะเป�นช�วงที่โปรตีนเรืองแสง GFP จำนวน 21 ตัวอย�าง ซึ่งใน

ตัวอย�างของแถบที่ 1-14 มีความเจือจางเนื่องจากการควบแน�นของน้ำที่ไม�เท�ากัน ทำให�ความเข�มข�นของ

สารสกัดไม�เท�ากันด�วย ทางคณะผู�จัดทำจึงได�ทำการตรวจสอบใหม�สามารถพบแถบของโปรตีนท่ีชัดเจนขึ้น

ในตัวอย�างแถบที่ 15-22 จะเห็นได�ว�ามีการแสดงออกโปรตีนในช�วงดังกล�าว ว�าเป�นโปรตีนเรืองแสง GFP 

หรือไม�จึงต�องตรวจสอบในขั้นตอนการวิเคราะห�ด�วย Western blot 
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4.5 ผลการวิเคราะห�ด�วย Western blot 

 

รูปท่ี  18  ภาพแสดงผลการวิเคราะห�ด�วย western blot โดยมีตัวอย�างสารดังนี ้

A และ B: M marker, 1.แหนใหญ�ทั่วไป (wild type), 2.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะ

มืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน, 3.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 2 วัน, 4.

แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 5.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอน

ยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 2 วัน, 6.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS 

สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน, 7.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 

วัน, 8.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 9.แหนใหญ�ที่ได�รับการ

ถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน, 10.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ใน

อาหาร MS2 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 11.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะมืด บ�ม

เป�นเวลา 2 วัน, 12.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 13. แหน

ใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 14.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 

20 นาที ในอาหาร MS3 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน, 15.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS 

สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน, 16.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 3 

วัน, 17.แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 1 วัน, 18.แหนใหญ�ที่ได�รับ
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เมื่อทำการวิเคราะห�การแสดงออกของโปรตีนด�วยวิธีการ western blot ด�วยการใช�แอนติบอดี้ 

ที ่จำเพาะต�อโปรตีนเรืองแสง GFP (anti-rabbit IgG conjugated HRP antibody) จำนวน 4 ตัวอย�าง

ดังนี้  

แถวที่ 2: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน  

แถวที่ 4: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน  

แถวที่ 7: แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน  

แถวที่ 18: แหนใหญ�ที่ได�รับการถ�ายโอนยีน 20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน 

โดยพบว�าแถบโปรตีนที่จำเพาะต�อโปรตีนเรืองแสง GFP มีขนาดประมาณ 28 กิโลดาลตัน จากผล

การทดลองนี้แสดงให�เห็นว�าแหนใหญ� สามารถแสดงออกของโปรตีนเรืองแสง GFP ได� ตามช�วงน้ำมวล

โมเลกุลซึ่งตรงกับงานวิจัยก�อนหน�า (18) แถบโปรตีนที่พบใน western blot เมื่อเทียบกับ SDS-PAG ใน

แถวที่ 1-14 พบว�ามี 3 ตัวอย�างที่ให�ผลบวก คือ แถวที่ 2, 4 และ 7 ซึ่งใน SDS-PAGE มีแถบท่ีมีสีจางกว�า 

เมื่อเปรียบเทียบกับแถวที่ 15-22 พบว�ามี 1 ตัวอย�างที่ให�ผลบวก คือ แถวที่ 18 ซ่ึงใน SDS-PAGE มีแถบท่ี

มีสเีข�ม จากผลการเปรียบเทียบข�างต�น 

จากผลการทดลองได�ว�าแสดงให�เห็นว�า แหนใหญ�สามารถแสดงออกของ โปรตีนเรืองแสง GFP ใน

อาหาร MS ได�มากที ่สุด ส�วนในอาหาร MS2 ซึ่งมี ceftriaxone รองลงมา และในอาหาร MS3 มีท้ัง 

ceftriaxone และ glufosinate ไม�พบการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสง GFP ใน western blot เลย 

อาจเป�นเพราะกลไกในการยับยั้งการสร�างโปรตีน glutamine ทำให�การสังเคราะห�แสงในแหนใหญ�ลดลง 

และยังมีผลต�อการกดการสร�างโปรตีนอื่น ๆ จึงอาจเป�นไปได�ว�า การใส�แหนใหญ�ในอาหารทันทีคัดเลือก 

MS3 ทันทีจึงไม�เหมาะสม เนื ่องจากโปรตีนเรืองแสง GFP และการทำงานของยีน Bar ในการต�าน 

glufosinate ต�องใช�เวลาในการแสดงออกของยีน (30) และทั้งในอาหาร MS2 และ MS3 มีประสิทธิภาพ

การแสดงออกของโปรตีนเรืองแสง GFP ได�ต่ำกว�าอาหาร MS อาจเป�นสาเหตุมาจาก Ceftriaxone ท่ี

สามารถกำจัด A. tumefaciens  ที่กำลังเกาะบนผิวเซลล� ทำให�ลดประสิทธิภาพในการโอนยีนเข�าสู�แหน

ใหญ�ในช�วงระยะเวลาการบ�มได� ส�วนในช�วงระยะเวลาการบ�ม พบว�าในระยะเวลาการบ�มที่ 3 วัน, 2 วัน 

และ 1 วัน ให�ผลในการแสดงออกของโปรตีน GFP ดีสุดตามลำดับ เนื่องจากในโปรตีนมีความจำเป�นท่ี

จะต�องใช�เวลาในการแสดงออก จากยีนที่ได�ถ�ายโอนเข�าสู�ในเซลล� สอดคล�องกับผลในการทดลองคือ ใน

ระยะเวลา 1 วัน ไม�พบการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสง GFP เลย แต�เริ่มพบในระยะเวลา 2 วัน และ 3 

วัน จึงอาจเป�นไปได�ว�าในระยะเวลา 1 วันยังไม�เหมาะสมกับการเก็บตัวอย�าง ตามงานวิจัยที่เคยทดสอบกับ

แหนเล็ก (26) และข�าวบาร�เลย� (29) พบว�าในช�วงเวลาการบ�มที ่7-14 วัน มีประสิทธิภาพในการบ�มท่ีดีท่ีดี

ที ่ส ุด จึงอาจเพิ ่มเวลาในการบ�มเพื่อดูประสิทธิภาพการถ�ายโอนยีนที ่แตกต�างกันต�อไป ส�วนในช�วง
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ระยะเวลาการถ�ายโอนยีน พบว�า 10 นาที ให�ผลในการแสดงออกของโปรตีน GFP ดีสุด ส�วน 20 นาที 

และ 30 นาที ไม�แตกต�างกัน เมื่อเทียบกับงานวิจัย (26) พบว�า ระยะเวลาในการถ�ายโอนยีนที่เพิ ่มขึ้น 

ไม�ได�เพิ่มประสิทธิภาพให�การถ�ายโอนยีนได�ดีขึ้น ซึ่งอาจเป�นเพราะการปรับสภาพของเซลล�ที่ระยะเวลา

น�อย ทำให�สามารถฟ��นฟู และมีประสิทธิภาพที่แสดงออกของโปรตีนได�รวดเร็ว แต�ในระยะเวลาที่ 20 นาที 

และ 30 นาที นั้นให�ผลที่ไม�แตกต�างกัน ส�วนในช�วงสภาวะของการให�แสง พบว�า สภาวะสว�าง ให�ผลในการ

แสดงออกของโปรตีน GFP ดีกว�า สภาวะมืด ตามลำดับ อาจเป�นเพราะว�าพืชมีความจำเป�นที่จะต�อง

สังเคราะห�แสงในการดำรงชีวิต และช�วยในการผลิตโปรตีนในแหนใหญ�ได�ดีกว�าในสภาวะมืด  

ดังนั้น จากผลการทดสอบ Western blot พบว�าอาหารที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีน

เรืองแสง GFP คือ ในอาหาร MS, สภาวะสว�าง, ระยะเวลาในการถ�ายโอนยีน 10 นาที และบ�มนาน 3 วัน  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย 

 

จากการศึกษาทั้งหมดสามารถสรุปได�ว�า ระยะเวลาที่เหมาะสมในการทำให�แหนใหญ�ปราศจาก

เชื้อด�วย 0.9% NaClO ที่เวลา 1, 2 และ 3 นาที โดยคิดจากค�าเฉลี่ย ± ส�วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เมื่อทำ

การใช� 0.9% NaClO ที ่เวลา  2 และ 3 นาที พบว�ามีอัตราการปนเป� �อนของเชื้อที่ต่ำและไม�พบการ

ปนเป��อนของเชื้อ ตามลำดับ เมื่อพิจารณาจากอัตรารอดในระยะเวลา 2 นาที มีอัตราการรอดของแหน

ใหญ�ที่สูงกว�า 3 นาที ดังนั้น ระยะเวลาที่เหมาะสมในการทำให�แหนใหญ�ปราศจากเชื้อด�วย 0.9% NaClO 

คือ 2 นาที แต�ไม�มีความแตกต�างกันอย�างมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อ (p<0.05) เพื่อใช�ในการทำให�แหนใหญ�

ปราศจากเชื้อ  

จากการสังเกตการเรืองแสงของโปรตีนเรืองแสงภายใต�กล�องจุลทรรศน� เพื่อตรวจสอบเบื้องต�น 

โดยใช�แสงสีม�วง ภายใต�ฟ�ลเตอร�สีน้ำเงิน (blue filter) จำนวน 54 ตัวอย�าง ๆ ละ 3 ต�น พบว�าแหนใหญ�

สามารถพบการเรืองแสงของโปรตีนเรืองแสงสีเขียวอมเหลืองได� ซึ่งยังไม�ทราบว�าเป�นการเรืองแสงจาก

โปรตีนชนิดใด จึงได�ทำการคัดเลือกจากการเปรียบเทียบกับ Wild-type จำนวน 13 อย�างท่ีมีการเรืองแสง

มากที่สุด และ 8 ตัวอย�าง ที่มีการเรืองแสงรองลงมา รวมทั้งหมด 21 ตัวย�าง เพื่อใช�ในขั ้นตอนการ

ตรวจสอบโปรตีนถัดไป 

จากตัวอย�างแหนใหญ� ที่ได�จากการส�องกล�องจุลทรรศน�เรืองแสง มาวิเคราะห�โปรตีนด�วยวิธี SDS-

PAGE และ western blot พบการแสดงออกของแถบโปรตีนในช�วง 35-25 กิโลดาลตัน ซึ่งเป�นช�วงการ

แสดงออกของโปรตีนเรืองแสง GFP ซึ่งมีน้ำหนักโมเลกุลของแถบโปรตีนอยู�ประมาณ 28 กิโลดาลตัน ซึ่ง

จากการวิเคราะห�การแสดงออกของแถบโปรตีนที่ปรากฎบน SDS-PAGE พบการแสดงออกของโปรตีนท่ี

คาดว�าอาจจะเป�นโปรตีนเรืองแสง GFP ได�หลายตัวอย�าง แต�เมื่อนำมาทดสอบ western blot พบว�ามี 4 

ตัวอย�าง คือ แหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะมืด บ�มเป�นเวลา 2 วัน, แหน

ใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 10 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน, แหนใหญ�ที่ได�รับการ

ถ�ายโอนยีน 30 นาที ในอาหาร MS สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน และแหนใหญ�ท่ีได�รับการถ�ายโอนยีน 

20 นาที ในอาหาร MS2 สภาวะสว�าง บ�มเป�นเวลา 3 วัน
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สรุปได�ว�า แหนใหญ�สามารถพัฒนาและประยุกต�ใช �การถ�ายโอนยีนเข�าสู� cell โดยการใช� 

agrobacterium ได� ซึ่งในสภาวะที่มีความเหมาะสมคือ การเลี้ยงในอาหาร MS, สภาวะสว�าง, ระยะเวลา

ในการถ�ายโอนยีน 10 นาที และบ�มนาน 3 วัน โดยสามารถตรวจสอบโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (GFP) ใน

แหนใหญ�ด�วยวิธีการวิเคราะห�โปรตีน Western blot 

 

คำแนะนำเพิ่มเติม  

1. ควรมรีะยะเวลาในการพักแหนใหญ�หลังจากการถ�ายโอนยีน เป�นระยะเวลา 2 วัน เนื่องจากเป�น

ระยะเวลาท่ีพบการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสง GFP ใน Western blot และลงในอาหารคัดเลือกต�ออีก 

7-14 วัน ช�วงเวลาดังกล�าวสังเกตการรอดและการตายของแหนใหญ� รวมถึงระวังการเจริญเติบโตของ 

Agrobacterium บนอาหารคัดเลือกได� 

2. แหนใหญ� (Negative control) ควรทำการ Vacuum infiltration โดยใช�  Agrobacterium ท่ี

ไม�ได�รับการถ�ายโอนยีน pB7WGY-GFP ด�วย เพื่อดูว�าสภาวะดังกล�าวอาจทำให�แหนใหญ�สร�างโปรตีนอื่นๆ 

ที่รบกวนการตรวจสอบผลการเรืองแสงภายใต�กล�องจุลทรรศน�ได�หรือไม� 

3. การส�องกล�องเรืองแสงฟลูออเรสเซนต� เพ่ือแยกการเรืองแสงของโปรตีนเรืองแสง GFP ให�มี

ประสิทธิภาพท่ีดีขึ้น ควรเลือกใช�แสงสีเขียว (520-565 nm) หรือ แสงสีน้ำเงิน (500-520 nm) ในการ

ตรวจสอบการเรืองแสงภายใต�กล�องจุลทรรศน� โดยโปรตีนเรืองแสง GFP จะปรากฏเป�นสีเขียวอมเหลือง 

(520-590 nm) และ Chlorophyll จะปรากฏเป�นสีแดง (625-740 nm) วิธีนี้จะสามารถตรวจสอบการ

เรืองแสงเบื้องต�นได� เพ่ือคัดเลือกแหนใหญ�ท่ีพบการเรืองแสงของโปรตีนเรืองแสง GFP มากที่สุด เพ่ือใช�ใน

การวิเคราะห�โปรตีนด�วยวิธี western blot ต�อไป  

4. ในขั้นตอนการบดแหนใหญ�ด�วยมือในโกร�ง โดยใช�ไนโตรเจนเหลว ควรมีความระมัดระวังน้ำท่ี

เกิดจากการควบแน�น บริเวณผิวของโกร�งและน้ำที่เกาะอยู�บริเวณใบแหนใหญ� เพ่ือลดตัวแปรรบกวน จึง

อาจซับน้ำทุกต�นก�อนนำมาลงในโกร�ง เพ่ือให�ในแต�ละตัวอย�างมีระดับความเข�มข�นที่ใกล�เคียงกัน 

5. การตรวจสอบด�วยวิธี western blot ของคณะผู�จัดทำนั้น สามารถบอกได�แค�ข�อมูลเชิงคุณภาพ 

(Qualitative) แต�ไม�สามารถบอกข�อมูลเชิงปริมาณได� (Quantitative) จึงแนะนำให�ใช� โปรตีนเรืองแสง 

GFP มาตรฐาน ท่ีทราบความเข�มข�น เพ่ือสร�างเป�นกราฟมาตรฐาน BSA แล�วนำสารตัวอย�างมาคำนวณเพื่อ

ทราบปริมาณความเข�มข�นที่แน�นอนได� ใช�เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนเรืองแสงที่ได�ในแต�ละสภาวะ เพ่ือหา

ข�อสรุปวิธีท่ีให�ผลตรวจสอบดีท่ีสุดได� 
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งานวิจัยฉบับนีไ้ด�รับการรบัรองจริยธรรมพันธุวิศวกรรมในพืช 
ชื่อข�อเสนอโครงการวิจัย : การศึกษาเบื้องต�นของการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสงสีเขียวแบบชั่วคราว

ในแหนใหญ� Spirodela polyrrhiza L. 

สถาบันสังกัด : คณะเภสัชศาสตร� มหาวิทยาลัยบูรพา 

รหัสโครงการวิจัย : IBC 038/2563 
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ภาคผนวก ข 

ผลการเรืองแสงของแหนใหญ� 
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ตารางท่ี 1 ผลการเรืองแสงของแหนใหญ� 

 
ลำดับที ่ อาหาร

เลี้ยงพืช 

ภาวะ

ในการ

เลี้ยง 

ระยะเวลา

ในการถ�าย

โอนยีน

(นาท)ี 

ระยะเวลา

ในการบ�ม 
(วัน) 

น้ำหนัก Sample 1 Sample 2 Sample 3 

ราก ใบ ราก ใบ ราก ใบ 

1. MS มืด 10 1 46.0 1 1 1 1 1 1 

2. 2 79.0 1 1 1 1 1 1 

3. 3 76.9 1 1 1 1 1 0 

4. 20 1 91.5 1 0 1 0 1 1 

5. 2 131.1 1 0 1 1 0 0 

6. 3 189.0 1 0 1 1 1 0 

7. 30 1 92.9 1 0 1 0 1 0 

8. 2 21.0 1 0 1 0 1 0 

9. 3 52.9 1 1 1 0 1 0 

10. สว�าง 10 1 56.7 1 0 1 0 1 0 

11. 2 52.7 1 1 1 1 1 1 

12. 3 71.0 1 0 1 1 1 1 

13. 20 1 123.9 1 1 1 0 1 0 

14. 2 141.8 1 1 1 1 1 0 

15. 3 269.6 1 0 1 1 1 0 

16. 30 1 66.1 1 0 1 1 1 1 

17. 2 73.8 1 0 1 0 1 0 

18. 3 109.7 1 1 1 1 1 1 

19. MS2 มืด 10 1 39.5 1 1 1 0 1 0 

20. 2 44.8 1 0 1 0 1 1 

21. 3 66.6 1 1 1 1 1 1 

22. 20 1 79.2 1 0 1 1 1 1 

23. 2 80.6 1 0 1 0 1 0 
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24. 3 84.2 1 1 1 1 1 1 

25. 30 1 65.2 1 0 1 0 1 0 

26. 2 90.0 1 1 1 0 1 0 

27. 3 78.5 1 1 1 1 1 1 

28. สว�าง 10 1 44.3 1 1 1 0 1 1 

29. 2 48.8 1 1 1 0 1 0 

30. 3 43.8 1 0 1 0 1 1 

31. 20 1 83.4 1 0 1 0 1 0 

32. 2 34.6 1 1 1 0 1 0 

33. 3 82.0 1 0 1 1 1 1 

34. 30 1 85.6 1 0 1 0 1 0 

35. 2 65.1 1 0 1 0 1 0 

36. 3 80.1 1 1 1 1 1 1 

37. MS3 มืด 10 1 46.3 1 0 1 0 1 0 

38. 2 62.0 0 1 1 0 0 0 

39. 3 51.1 1 0 1 0 0 0 

40. 20 1 64.3 1 0 0 0 0 0 

41. 2 112.9 1 1 1 0 1 0 

42. 3 77.8 1 0 0 0 1 0 

43. 30 1 26.2 1 0 1 0 1 0 

44. 2 112.3 1 1 1 1 1 0 

45. 3 64.8 0 0 1 0 1 0 

46. สว�าง 10 1 54.0 1 1 1 0 1 0 

47. 2 51.6 0 0 1 1 0 0 

48. 3 45.3 1 0 1 0 1 0 

49. 20 1 80.2 1 1 1 1 1 1 

50. 2 81.8 1 0 1 0 1 0 

51. 3 64.8 0 0 1 0 1 0 
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52. 30 1 39.9 0 1 1 0 1 0 

53. 2 28.4 1 1 1 0 1 0 

54. 3 7.9 1 0 1 0 0 0 

55. Negative control  0 0 0 0 0 0 

 

หมายเหตุ         คือ แหนใหญ�กลุ�มที่มีน้ำหนักมากกว�า 80 mg และให�ผลการเรืองแสงท้ังใบ  

    และราก ไม�ต่ำกว�า 5 ใน 6 ส�วน
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ภาคผนวก ค 

แบบฟอร�มรายงานการเงิน 
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รายงานสรุปการเงิน 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได�คณะเภสัชศาสตร� มหาวิทยาลัยบูรพา 

ประจำป�งบประมาณ พ.ศ. 2563 มหาวิทยาลัยบูรพา 

ช่ือโครงการ 

การศึกษาเบื้องต�นของการแสดงออกของโปรตีนเรืองแสงสีเขียว แบบชั่วคราวในแหนใหญ�      

Spirodela polyrrhiza L. 

ชื่อหัวหน�าโครงการวิจัยผู�รับทุน 

นสภ. จิรภัทร  บุตรพรหม รหัสนิสิต 59210148 (หัวหน�าโครงการวิจัย) 

    นสภ. อภิสิทธิ ์ สานิง  รหัสนิสิต 59210218 

 นสภ. ธราเทพ  วรเมธีสกุล รหัสนิสิต 59210242 

รายงานในช�วงตั้งแต�วันท่ี 15/07/63 ถึงวันท่ี 01/04/64 

ระยะเวลาดำเนินการ 1 ป� 5 เดือน ตั้งแต�วันท่ี 15/11/62 

รายรับ 

จำนวนเงินท่ีได�รับ (100%) 9000 บาท เมื่อ 26/01/64 

รายจ�าย 
รายการ งบประมาณท่ีตั้งไว� งบประมาณที่ใช�จริง จำนวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1. หมวดวัสด ุ
- สารเคมี 
- ยาปฏิชีวนะ 
- ถุงมือยางและหน�ากากอนามัย 

4,500 6,200 - 

2. หมวดใช�สอย 
- ค�า Gel documentation 

2,000 2,000 - 

3. หมวดเตรียมเล�มจุลนิพนธ� 
- ค�าพิมพ�และเข�าเล�มรายงาน 

300 300 - 

4. ค�าโปสเตอร�และลงทะเบียน 500 500 - 
รวม 7,300 9,000 - 

 

(...........................................................) 

อ.ดร. นิพัฒธา อิสโร 

(อาจารย�ที่ปรึกษาโครงงานวิจัย) 


