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เมื่อเกิดความสัมพันธ์ที่ดีระหว่างครูและนักเรียน

การสอนเรื่องพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล
และพันธุวิศวกรรมศาสตร์การโคลนยีนโดยอาศัยพลาสมิดของแบคทีเรีย
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สือ่การสอนเร่ืองพนัธศุาสตร์ระดับโมเลกุล
และพันธุวิศวกรรมศาสตร์ การโคลนยีน
โดยอาศัยพลาสมิดของแบคทีเรีย

	 ปัจจุบันเทคโนโลยีทางด้านพันธุศาสตร์ระดับ
โมเลกุลและพันธุวิศวกรรมศาสตร ์มีความส�ำคัญต ่อ 
การด�ำเนินชีวิตของมนุษย์เนื่องจากถูกน�ำมาใช้ประโยชน์
ทางด้านต่าง ๆ เช่น การแพทย์ อตุสาหกรรม และเกษตรกรรม 
นอกจากนี้การศึกษาวิจัยในระดับห้องปฏิบัติการก็มีอย่าง
ต่อเนื่องและมีการพัฒนาเทคนิคใหม่ ๆ อยู่เสมอ ในหนังสือ
เรียนระดับมัธยมศึกษาตอนปลายมี เนื้อหาเกี่ ยวกับ 
พันธุวิศวกรรมเบื้องต้นเพื่อสร้างสิ่งมีชีวิตดัดแปรพันธุกรรม 
(GMOs)  เช่น การโคลนยีนโดยอาศัยพลาสมิดของแบคทีเรีย

	 บทเรียนเร่ืองพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุลและ 
พนัธวุิศวกรรมศาสตร์เป็นเรื่องท่ียากต่อการจัดการเรียน 
การสอนของครูและยากต่อการเข้าใจของนักเรียนเนื่องจาก
เป็นเรื่องที่ค่อนข้างซับซ้อน การขาดวัสดุอุปกรณ์รวมทั้งครู 
ผู ้สอนไม่มีประสบการณ์ในการท�ำปฏิบัติการด้านนี้ท�ำให้ 
ในห้องเรียนส่วนมากจะจัดการเรียนการสอนโดยใช้วิธีการ
บรรยายเพราะไม่สามารถท�ำปฏิบัติการด้านพันธุวิศวกรรม
ในชั้นเรียนได้ 

	 ก า รจั ด ท� ำ ส่ื อ กา ร เรี ย นก า รสอน เรื่ อ ง 
พันธุศาสตร์ระดับโมเลกุลและพันธุวิศวกรรมศาสตร์จึงเป็น 
สิ่งจ�ำเป็น ซึ่งบทความนี้ได้น�ำเสนอสื่อส�ำหรับท�ำกิจกรรม
โดยจัดท�ำเป็นแบบจ�ำลองการโคลนยีนโดยอาศัยพลาสมิด
ของแบคทีเรียในระดับห้องปฏิบัติการเพ่ือให้นักเรียนที่ได ้
ท�ำกิจกรรมมีความเข้าใจมากขึ้น  

ดร.สุนัดดา  โยมญาติ  
ผู้ช�ำนาญ  สาขาวิชาวิทยาศาสตร์มัธยมศึกษาตอนปลาย  สสวท. / e-mail: syomy@ipst.ac.th

สาย DNA

เชือ่มช้ิน DNA และพลาสมดิ 
ได้เป็น DNA รคีอมบแินนท์

	 การโคลนยีนโดยอาศัยพลาสมิดของแบคทีเรีย  
เริ่มจาก การตัดยีนหรือ DNA ที่ต้องการศึกษาด้วยเอนไซม์
ตดัจ�ำเพาะแล้วน�ำมาเชือ่มต่อกบั DNA พาหะหรอืเวกเตอร์ 
(vector) เช่น พลาสมิด ได้เป็น DNA รีคอมบิแนนท์  
(recombinant DNA) แล้วถ่ายโอน DNA รีคอมบิแนนท์ 
ที่ได้เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน (host cell) เช่น แบคทีเรีย เมื่อเซลล์
เจ้าบ้านมีการเพิ่มจ�ำนวน ยีนหรือ DNA นี้จะเพิ่มจ�ำนวน
ตามเซลล์เจ้าบ้านด้วย เซลล์เจ้าบ้านที่มี DNA รีคอมบิแนนท์ 
เหมือน ๆ กันเรียกว่า โคลน (clone) ดงัภาพที ่1

ความรู ้พื้นฐานเรื่องการโคลนยีนโดยอาศัยพลาสมิด 
ของแบคทเีรยี 

พลาสมดิ

ยนีทีต้่องการ

เซลล ์แบคที เรียมีการเพิ่ม 
จ�ำนวน ยีนนีจ้ะเพิม่จ�ำนวนด้วย

ถ่ายโอน DNA รีคอมบิแนนท์ 
ที่ได้เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย

	 ภาพที่ 1 การโคลนยีนโดยอาศัยพลาสมิดของแบคทีเรีย
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	 ในปัจจุบันมีการสร้างพลาสมิดท่ีมีส ่วนของยีน 
ที่ต้านยาปฏิชีวนะ เช่น แอมพิซิลลิน (ampR) เพ่ือ 
ใช้เป็นเคร่ืองหมายในการคัดเลือก (selectable marker)  
เซลล์แบคทเีรยีท่ีได้รบัพลาสมดิ ซึง่จะเจริญได้ในอาหารเลีย้ง 
เชือ้ทีใ่ส่ยาปฏชิวีนะแอมพซิลิลนิ อย่างไรกต็ามเซลล์แบคทีเรีย
ท่ีได้รับพลาสมิดทุกเซลล์จะเจริญได้แม้ว่าพลาสมิดท่ีอยู ่
ในเซลล์น้ันจะไม่มีชิ้น DNA ที่ต้องการแทรกอยู ่ก็ตาม  
จึงไม่สามารถบอกได้ว่าโคลนใดมีช้ิน DNA หรือยีนท่ี
ต้องการ ดังนั้นในการสร้างพลาสมิดจึงใส่ยีน lacZ ที่
ควบคุมการสร้างเอนไซม์ beta-galactosidase เพ่ือใช้
เป็นยีนรายงานผล (reporter gene) ว่าพลาสมิดในเซลล์
แบคทีเรียนั้นมีชิ้น DNA ที่ต ้องการแทรกอยู ่หรือไม่  
ซึ่งเซลล์เจ้าบ้านที่ได้รับ DNA รีคอมบิแนนท์จะมีลักษณะที่
ต่างไปจากเดิม นอกจากนี้ในยีน lacZ มีต�ำแหน่งตัด
จ�ำเพาะของเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะชนิดต่าง ๆ ที่สามารถใส่ชิ้น 
DNA ที่ต้องการแทรกเข้าไปเพื่อให้สะดวกในการโคลนยีน  
ดังภาพที่ 2 และภาพที่ 3

	 ภาพท่ี 2 พลาสมิดที่มีเครื่องหมายในการคัดเลือกและ 
ยีนรายงานผล

	 ภาพที่ 3 ขั้นตอนการสร้าง DNA รีคอมบิแนนท์

ต�ำแหน่งตัดจ�ำเพาะ

พลาสมิด

ยนี lacZ ควบคุม
การสร้าง เอนไซม์ 
beta-galactosi-
dase

ต�ำแหน่งตดัจ�ำเฉพาะ

ตดัสาย DNA ด้วยเอนไซม์
ตัดจ�ำเพาะชนิดเดียว 
กบัทีใ่ช้ตดัพลาสมดิ

ผสมพลาสมดิและสาย DNA ทีต่ดั
ด้วยเอนไซม์ตดัจ�ำเฉพาะแล้ว

สาย DNA เชือ่มต่อกบัพลาสมดิ
ด้วยเอนไซม์ DNA ligase

ได้ DNA รคีอมบิแนนท์

สาย DNA ทีม่ยีนีทีต้่องการ

สาย DNA ยนีทีต้่องการ

ยนีต้านทานยา
ปฏิชวีนะ
แอมพซิลิลนิ

EcoRI KpnI BamHI

XmaI
SmaI

XbaI

lacZ
gene

ampR

gene

Origin of 
replication 

BspMI SphI

HindIII

SacI

HincII
AccII PstI

SaI I

lacZ

ampR
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	 เมื่อ DNA ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะแทรกเข้า 
ไปในพลาสมิดได้ตรงต�ำแหน่งที่เอนไซม์ตัดจะท�ำให้ยีน lacZ  
ไม่ท�ำงาน ไม่สามารถสร้างเอนไซม์ beta-galactosidase ได้ 
เม่ือน�ำพลาสมิดใส่เข้าไปในเซลล์เจ้าบ้านแล้วเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ใส่ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน และ IPTG ซึ่งเป็นสาร
เหนีย่วน�ำการสร้าง beta-galactosidase พร้อมกบัใส่สาร  
X–gal ซึง่เป็นสารตัง้ต้นของเอนไซม์น้ี เซลล์ท่ีได้รับพลาสมิด
เท่านั้นที่เจริญได้และเพิ่มจ�ำนวนข้ึนจนมองเห็นเป็นโคโลนี 
และสีของโคโลนีแบคทีเรียจะบอกได้ว่าแบคทีเรียโคลนนั้น
สร้าง beta-galactosidase ได้หรือไม่ และเป็นตัวรายงาน
ผลว่าแบคทีเรียโคลนนั้นได้รับ DNA รีคอมบิแนนท์หรอืมี 
DNA ทีต้่องการแทรกอยูใ่นพลาสมดิหรอืไม่ ดังภาพที่ 4

	 ก่อนการท�ำกิจกรรมครูอาจจะเปิดส่ือวีดิทัศน์เรื่อง 
การโคลนยีนโดยอาศัยพลาสมิดของแบคทีเรีย จาก http://
www.scimath.org/ebook/sci/sci-sec4/14/eBook/ ซึ่ง
เป็นสื่อการสอนที่อยู่ในหนังสือเรียนอิเล็กทรอนิกส์ รายวิชา
เพ่ิมเติมชีววิทยา เล่ม 4 ระดับมัธยมศึกษาตอนปลาย  
เพื่อให ้นักเรียนได ้เรียนรู ้ เรื่องการโคลนยีนโดยอาศัย 
พลาสมิดของแบคทีเรียในห้องปฏิบัติการ

การจัดกิจกรรมเร่ืองการโคลนยีนโดยอาศัยพลาสมิดของ
แบคทีเรีย
วัสดุอุปกรณ์ ส�ำหรับ 1 กลุ่ม จ�ำนวนสมาชิก 5 คน
1. กระดาษสฟ้ีาขนาดกว้าง 2.5 cm ยาว 29 cm จ�ำนวน 10 แผ่น
2. กระดาษสเีขยีว กว้าง 2.5 cm ยาว 20 cm จ�ำนวน 10 แผ่น
3. กระดาษสขีาว สฟ้ีา และสแีดง ขนาดกว้าง 8 cm ยาว 8 cm 
   สีละ 5 แผ่น
4. ถุงผ้าหรือถุงกระดาษทึบ 5 ถุง
5. ปากกา 5 อัน
6. เทปใส 2 อัน
7. กรรไกร 5 อัน
8. ถาดกระดาษ 6 ถาด

	 ภาพที่ 4 ฟีโนไทป์ของแบคทีเรียที่ได้รับและไม่ได้รับ DNA 
รีคอมบิแนนท์

ยนี lacZ ไม่ท�ำงาน และแบคทีเรยี
ไม่สามารถสร้างเอนไซม์ beta-ga-
lactosidase ได้

พลาสมิดที่มี DNA แทรก
บริเวณยีน lacZ ถูกใส่เข้าไป
ในเซลล์แบคทีเรีย

พลาสมิดที่ไม่มี DNA แทรก
บริเวณยีน lacZ ถูกใส่เข้าไป
ในเซลล์แบคทีเรีย

ยนี lacZ ท�ำงาน และแบคทเีรยี
สามารถสร้างเอนไซม์ beta-galac-
tosidase ได้

ไม่มีเอนไซม์ beta-galactosidase 
ย่อย X-gal ได้ท�ำให้มองเห็น 
โคโลนีของแบคทีเรียเป็นสีขาว

เอนไซม์ beta-galactosidase 
ย่อย X-gal ได้สารสีฟ้า ท�ำให้
มองเห็นโคโลนีของแบคทีเรีย
เป็นสีฟ้า

วิธีการท�ำกิจกรรม
	 1. นกัเรยีนแต่ละคนเขยีนล�ำดบัเบสและยนีทีต้่านทาน	
ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินลงแถบบนกระดาษสีฟ้าดังภาพ 
ส�ำหรับใช้เป็นพลาสมิด หรือ download ได้จาก http://
biology.ipst.ac.th/?p=2828
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	 2. เขยีนล�ำดบัเบสและยนีลงบนแถบกระดาษสีเขียว
ดังภาพ ส�ำหรับใช้เป็นสาย DNA หรือ download ได้จาก 
http://biology.ipst.ac.th/?p=2828

	 3. น�ำกระดาษสฟ้ีาทีเ่ป็นพลาสมดิแต่ละชิน้ ม้วนติด
กนัเป็นวงกลมด้วยเทปใส

	 4. ใช้ปากกาวาดกรอบล้อมรอบล�ำดับเบสท่ีเป็น
ต�ำแหน่งตดัจ�ำเพาะของเอนไซม์ BamHI 

G-G-A-T-C-C
C-C-T-A-G-G

5. จากนัน้ใช้กรรไกรตดักระดาษสฟ้ีาทีจ่ดุตดัจ�ำเพาะ

6. ใช้กรรไกรตัดกระดาษสเีขียวตรงต�ำแหน่งท่ีตรงกบัการตดั
ของเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ BamHI เช่นเดียวกนั

7. จากนัน้ต่อแถบกระดาษให้เป็นวงดังนี้ 
    -  ต่อพลาสมดิและ DNA ด้วยกนั 

-  ต่อปลายชิน้พลาสมดิบริเวณท่ีถูกตัดเข้าด้วยกนั

-  ต่อปลายชิน้ DNA บริเวณท่ีถูกตัดเข้าด้วยกนั

หลังจากต่อแถบกระดาษแล้วจะได้เป็น 3 วง และน�ำกระดาษ
ท้ัง 3 วง ใส่ลงในถุงทึบ
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	 8. จากนั้นให้จัดกิจกรรมเป็นกลุ่ม โดยมีกลุ่มละ  
5 คน เตรียมถาดกระดาษซึ่งใช้แทนแบคทีเรียท่ีเป็นเซลล ์
เจ้าบ้านกลุม่ละ 6 ถาด วางไว้ตรงกลางโต๊ะ  ให้นกัเรยีนแต่ละ
คนสุม่หยบิชิน้กระดาษจากถงุทบึของตนเองขึน้มา 1 วง แล้ว 
ใส่ลงในถาดกระดาษ 1 ถาด ให้สมาชกิในกลุม่ร่วมกนัพจิารณา
เลอืกถาดกระดาษทีไ่ด้รบัวงกระดาษทีม่ลีกัษณะแตกต่างกนั 
ซึง่จะม ี3 ถาดและ 1 ถาดทีไ่ม่ได้รบัวงกระดาษใด ๆ

	 - ได้รบัพลาสมดิทีต่่อกบั DNA จะใส่กระดาษสีขาว
ลงไปในถาด ซึง่แสดงว่า แบคทเีรยีนีเ้จรญิได้บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
และไม่สามารถสร้างเอนไซม์ beta-galactosidase เนือ่งจาก
ม ีDNA แทรกเข้าไปในพลาสมดิได้บรเิวณต�ำแหน่งยีน lacZ 
บนพลาสมดิท�ำให้ยนีนีไ้ม่ท�ำงาน 

	 9. ให้สมาชกิภายในกลุม่ร่วมกนัพจิารณาว่าวงกระดาษ 
ทีเ่ป็นพลาสมดิหรอื DNA ทีอ่ยูใ่นถาดกระดาษนัน้ ท�ำให้
ลกัษณะฟีโนไทป์ของแบคทเีรยีเป็นแบบใด แล้วใส่กระดาษ
สีเ่หลีย่มสขีาว ฟ้า หรอืแดงแผ่นใดแผ่นหนึง่ซึง่แทนลกัษณะ
แต่ละฟีโนไทป์ลงในแต่ละถาดกระดาษ ดงันี้
- กรณทีีโ่คโลนขีองแบคทเีรยีบนอาหารเลีย้งเชือ้เป็นสขีาวให้
ใส่กระดาษสขีาว 
-  กรณีที่โคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นสีฟ้าให้
ใส่กระดาษสฟ้ีา
- กรณีที่โคโลนีของแบคทีเรียไม่เจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อให้
ใส่สแีดง
	 10. สรุปและอภิปรายผลการท�ำกิจกรรมเกี่ยวกับ
ลกัษณะฟีโนไทป์ของแบคทเีรยีแต่ละเซลล์ว่าเจรญิเตบิโตบน
อาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ส่ยาปฏชิวีนะแอมพซิลิลนิ X-gal และ 
IPTG ได้หรอืไม่ และถ้าเจรญิได้จะเกดิเป็นโคโลนสีีอะไร 
เพราะเหตใุด

	 จากการท�ำกิจกรรมที่ให้ผู้เรียนได้ลงมือปฏิบัติเอง
และท�ำอย่างเป็นขัน้ตอน จะท�ำให้เข้าใจเรือ่งการโคลนยนีโดย
อาศัยพลาสมิดของแบคทีเรียซึ่งมีความซับซ้อนได้ง่ายขึ้น 
และนอกจากกิจกรรมนี้แล้ว ผู้สอนอาจจะให้นักเรียนไป
สืบค้นข้อมลูเกีย่วกบัการสร้าง GMOs อืน่ ๆ หรือผลติภณัฑ์
จาก GMOs อืน่ ๆ ท่ีนกัเรียนสนใจหรือเกีย่วข้องกบัชวีติ
ประจ�ำวนั เช่น อาหารและยา เพ่ือน�ำมาเสนอหน้าชัน้เรยีน
หรือจัดท�ำป้ายนเิทศเพ่ือเผยแพร่ความรู้ต่อไป

	 - ได้รับพลาสมดิทีต่่อปลายเข้าด้วยกนั จะใส่กระดาษ
สีฟ้าลงไปในถาด ซ่ึงแสดงว่า แบคทีเรียนีเ้จริญได้บนอาหาร
เล้ียงเชือ้ และสามารถสร้างเอนไซม์ beta-galactosidase 
เนือ่งจากไม่ม ีDNA แทรกเข้าไปในพลาสมดิบรเิวณต�ำแหน่งยนี 
lacZ ท�ำให้ยนีนีส้ามารถท�ำงานได้ สร้างเอนไซม์ย่อย X-gal 
ให้ได้เป็นสีฟ้า
	 -  ได้รับชิน้ DNA ทีต่่อปลายเข้าด้วยกนั จะใส่กระดาษ
สีแดงลงไปในถาด ซ่ึงแสดงว่า แบคทีเรียนีไ้ม่สามารถเจรญิได้
บนอาหารเล้ียงเชือ้ เนือ่งจากไม่ได้รับพลาสมดิท่ีมยีนีต้านยา
ปฏชิวีนะแอมพิซิลลิน 
	  -  ไม่ได้รับพลาสมดิหรือ DNA จะใส่กระดาษสแีดง
ลงไปในถาด ซึ่งแสดงว่า แบคทีเรียนี้ไม่สามารถเจริญได ้
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ เนื่องจากไม่ได้รับพลาสมิดที่มียีนต้าน 
ยาปฏชิวีนะแอมพิซิลลิน 
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	 จากการท�ำกิจกรรม นกัเรยีนควรสรปุได้ว่า ถาดกระดาษ
ทีเ่ป็นตวัแทนของแบคทเีรยีจะมลีกัษณะต่าง ๆ ดงันี้


