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บทน า 

มัลลิกา  แก้ววิเศษ 

ปัจจุบันการตรวจสอบสิ่งมีชีวิตโดยใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอเป็นแนวทางหนึ่งที่มีผู๎สนใจและมีพัฒนาการ
ที่รวดเร็ว และน าไปใช๎ประโยชน์ในด๎านตํางๆ ทั้งด๎านการเกษตร สิ่งแวดล๎อม การแพทย์ โบราณคดี  
กระบวนการยุติธรรม โดยด๎านการเกษตรการพัฒนาวิธีการตรวจสอบพืชอยํางงํายและรวดเร็วด๎วยเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอจะชํวยให๎การด าเนินงานวิจัยเป็นไปได๎อยํางสะดวกและรวดเร็ว รวมทั้งใช๎ประโยชน์ในแงํการปรับปรุง
พันธุ์ได๎ด๎วย ซึ่งองค์ความรู๎ในการพัฒนาวิธีการตรวจสอบพืชดังกลําวยังสามารถถํายทอดให๎กับบุคลากรภายใน
และภายนอกหนํวยงาน รวมถึงนักศึกษาและผู๎สนใจ  

วิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ใช๎อยูํเดิมมีหลายขั้นตอน มีความยุํงยากซับซ๎อน ใช๎เวลา มีคําใช๎จํายสูง และมี
ความจ าเป็นต๎องใช๎อุปกรณ์และเครื่องมือหลายอยําง รวมถึงมีการใช๎ตัวท าละลายอินทรีย์อันตราย เชํน ฟีนอล 
คลอโรฟอร์ม ซึ่งเป็นสารเคมีที่เป็นอันตรายตํอผิวหนังและระบบประสาท ต๎องใช๎ด๎วยความระมัดระวัง ดังนั้น
นักวิจัยจึงได๎พยายามพัฒนาการสกัดและตรวจสอบดีเอ็นเอพืชที่งํายไมํยุํงยาก ลดการใช๎สารเคมีอันตราย     
ลดขั้นตอนท าให๎ลดระยะเวลาในการปฏิบัติงานและลดคําใช๎จําย เพ่ือให๎สะดวกและปลอดภัยตํอผู๎ปฏิบัติงาน 
รวมถึงได๎ผลการตรวจสอบที่ถูกต๎องแมํนย าตามหลักวิชาการและได๎ผลไมํแตกตํางจากวิธีการเดิม   

ในการที่จะท างานทางด๎านการตรวจสอบดีเอ็นเอพืชอยํางรวดเร็วจ าเป็นจะต๎องมีความรู๎พ้ืนฐาน
เกี่ยวกับดีเอ็นเอและการสกัดดีเอ็นเอจากพืช เพ่ือให๎ทราบถึงองค์ประกอบ โครงการของดีเอ็นเอ ขั้นตอน    
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (DNA Replication) วิธีการสกัดดีเอ็นเอ และการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอซึ่งเป็น
ขั้นตอนที่ส าคัญกํอนที่จะน าดีเอ็นเอไปใช๎ประโยชน์ในด๎านตํางๆ ได๎มีการศึกษาและประยุกต์ใช๎เทคนิคตํางๆ  
เพ่ือท าให๎การสกัดดีเอ็นเอมีความสะดวกรวดเร็วขึ้น เชํน การประยุกต์ใช๎เทคนิคการสกัดดีเอ็นเอด๎วยวิธี  
SDS/NaCl ในถั่วเหลือง เป็นการสกัดดีเอ็นเอที่ไมํต๎องใช๎ตัวท าละลายอินทรีย์อันตรายท าให๎ปลอดภัยตํอ
ผู๎ปฏิบัติงานและเป็นมิตรกับสิ่ งแวดล๎อม สามารถสกัดดีเ อ็นเอได๎จ านวนตัวอยํางมากกวําวิธี  CTAB             
ในระยะเวลาที่เทํากัน และประหยัดคําใช๎จําย นอกจากนี้ยังมีการประยุกต์ใช๎เทคนิคการบดชิ้นสํวนพืชโดย  
การตีด๎วยเม็ดลูกเหล็กเพ่ือสกัดดีเอ็นเออยํางรวดเร็วส าหรับการตรวจเพศอินทผลัม ซึ่งสะดวกและรวดเร็วกวํา
วิธีการสกัดดีเอ็นเอด๎วยวิธี CTAB  และดีเอ็นเอที่ได๎มีคุณภาพไมํตํางกัน ซึ่งหลังจากได๎ดีเอ็นเอตามขั้นตอน
วิธีการตํางๆ แล๎ว การตรวจสอบหรือจ าแนกลักษณะพืชเบื้องต๎นสามารถท าได๎ด๎วยเทคนิคการท าพีซีอาร์ ซึ่งมี
องค์ประกอบที่ส าคัญคือ ดีเอ็นเอต๎นแบบ ไพรเมอร์ dNTP สารละลายบัฟเฟอร์ เอนไซม์ DNA polymerase 
และสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์   

นอกจากนี้ได๎มีการน าดีเอ็นเอมาใช๎ประโยชน์ในการเป็นเครื่องหมายทางพันธุกรรมส าหรับประยุกต์ใช๎
ในการตรวจสอบพืชหลายๆ ด๎าน เชํน การจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ การจ าแนกพันธุ์และวิเคราะห์ความหลากหลายทาง
พันธุกรรม การจัดท าแผนที่ทางพันธุกรรม การใช๎ประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์พืช โดยทางส านักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพได๎มีการศึกษาวิจัยการใช๎ประโยชน์ในหลายๆ ด๎าน ทั้งการตรวจสอบเพศอินทผลัมซึ่งสามารถ
ตรวจสอบเพศได๎ตั้งแตํในระยะกล๎า จากเดิมที่จะต๎องเพาะด๎วยเมล็ดและต๎องรอเวลา 3 -7 ปีถึงจะทราบเพศ   
ซึ่งจะชํวยประหยัดเวลาและคําใช๎จํายให๎กับเกษตรกร และยังมีการศึกษาประยุกต์ใช๎การเตรียมดีเอ็นเอ 
ต๎นแบบอยํางรวดเร็วเพ่ือตรวจสอบต าแหนํงสนิปส์ในปาล์มน้ ามันด๎วยเทคนิค Real-time PCR  ท าให๎สามารถ
จ าแนกชนิดของปาล์มน้ ามันได๎อยํางถูกต๎อง นอกจากนี้ยังได๎มีการศึกษาการตรวจสอบยีนที่ถูกถํายฝากใน
หน๎าวัวและยาสูบตัดตํอพันธุกรรมโดยใช๎เทคนิคไดเร็คพีซีอาร์ ซึ่งใช๎ตัวอยํางน๎อย ไมํต๎องมีขั้นตอนสกัดดีเอ็นเอ
ให๎บริสุทธิ์ (DNA Purification) และใช๎ระยะเวลาสั้น   
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การประยุกต์ใช๎การตรวจสอบดีเอ็นเออยํางรวดเร็วในพืชตํางๆ ได๎แกํ ถั่วเหลือง ปาล์มน้ ามัน  
อินทผลัม ยาสูบ หน๎าวัว จะชํวยให๎ผู๎อํานสามารถทราบหลักการพ้ืนฐานเบื้องต๎นในการตรวจสอบพืชด๎วย
เทคนิคทางชีวภาพที่นิยมใช๎ทั่วไป และการพัฒนาประยุกต์วิธีการให๎งํายขึ้น สะดวกรวดเร็ว ปลอดภัย เพ่ือเป็น
การประหยัดเวลา ประหยัดคําใช๎จําย และปลอดภัยตํอผู๎ปฏิบัติงาน ซึ่งนักวิจัยหรือผู๎ท างานด๎านนี้สามารถน า
วิธีการเหลํานี้ไปท าการตรวจสอบพืชดังกลําวได๎ 
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ความรู้พื้นฐานเกี่ยวกับดีเอ็นเอและการสกัดดีเอ็นเอจากพืช 

สุภาวดี ง้อเหรียญ 

สารพันธุกรรม 

สิ่งมีชีวิตจะถํายทอดลักษณะทางพันธุกรรมไปยังรุํนลูกหลานโดยอาศัยสารพันธุกรรมคือ กรดนิวคลีอิก 
ซึ่งจัดเป็นสารจ าพวกแมคโครโมเลกุล เป็นโพลีเมอร์ของนิวคลีโอไทด์เรียกวํา polynucleotide ในธรรมชาติมี
กรดนิวคลีอิกอยูํเพียง 2 ชนิด ได๎แกํ กรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (deoxyribonucleic acid) หรือดีเอ็นเอ 
(DNA) ประกอบด๎วยน้ าตาล 2 deoxyribos และกรดไรโบนิวคลีอิก (ribonucleic acid) หรืออาร์เอ็นเอ 
(RNA) ประกอบด๎วยน้ าตาล ribose ซึ่งความแตกตํางของน้ าตาล 2 ชนิดนี้ คือ น้ าตาลที่พบใน RNA จะมีกลุํม 
ไฮดรอกซีล (OH) ที่ต าแหนํง 2 ในขณะที่น้ าตาลที่พบใน DNA ไมํมีกลุํม OH ที่ต าแหนํง 2 น้ าตาลจะเชื่อมตํอ
กับหมูํฟอสเฟต (PO4) ที่ต าแหนํง 3 หรือ 5 เรียกพันธะนี้วํา 5  3 phosphodiester bone  
 
ดีเอ็นเอ (DNA) 

ดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid) เป็นสารชีวโมเลกุลที่มีขนาดใหญํที่สุด เป็นกรดนิวคลีอิก (nucleic acid) 
ท าหน๎าที่เก็บข๎อมูลและถํายทอดข๎อมูลทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต DNA สํวนใหญํอยูํในสํวนของโครโมโซม 
(chromosome) ซึ่งอยูํในนิวเคลียสภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต DNA มีหน๎าที่ส าคัญ 2 ประการคือ (1) การจ าลอง
ตัวเอง (DNA replication) DNA ของสิ่งมีชีวิตมีความสามารถสร๎างและจ าลองตัวเองขณะเกิดกระบวนการ 
แบํงเซลล์ เพ่ือสร๎าง DNA ที่เหมือนเดิมทุกประการให๎แกํเซลล์ใหมํ (2) การถํายทอดข๎อมูลทางพันธุกรรมผําน
กระบวนการสังเคราะห์ RNA (RNA synthesis) โดยที่ DNA สามารถถูกถอดรหัส (transcription) เพ่ือสร๎างเป็น 
RNA (ribonucleic acid; RNA) ซึ่ง RNA ที่ได๎จะท าหน๎าที่ก าหนดการเรียงตัวของกรดอะมิโนในกระบวนการ
สังเคราะห์โปรตีน จากนั้นโปรตีนจะถูกน ามาเป็นสํวนประกอบส าคัญในโครงสร๎างขององค์ประกอบตํางๆ 
ภายในเซลล์ และเป็นสารเรํงปฏิกิริยาทางชีวเคมีหรือเอนไซม์ (enzyme) ในสิ่งมีชีวิต ด๎วยหน๎าที่ทั้ง 2 ประการ
ของ DNA ท าให๎สิ่งมีชีวิตสามารถสืบทอดลักษณะประจ าพันธุ์ และด ารงเผําพันธุ์อยูํได๎  นอกจากนี้ยังท าหน๎าที่
ควบคมุการเจริญเติบโตและกระบวนการตํางๆ ของสิ่งมีชีวิต  

 
องค์ประกอบทางเคมีของดีเอ็นเอ (Chemical composition of DNA)  

ดีเอ็นเอ (DNA) ประกอบด๎วยหนํวยยํอยที่เรียกวํา นิวคลีโอไทด์ (nucleotide) ซึ่งมีสํวนประกอบ 3 สํวน 
ได๎แกํ สารประกอบพวกเบส (nitrogenous base) น้ าตาล และหมูํฟอสเฟต (มยุรี, 2549) 

1. ไนโตรจีนัสเบส (nitrogenous base) แบํงเป็น 2 ประเภทคือ เบสพิวรีน (purine base) มีวงแหวน 
2 วง แบํงเป็น 2 ชนิด ได๎แกํ อะดีนีน (Adenine; A), กัวนีน (Guanine; G) และ เบสไพริมีดีน (pyrimidine base) 
มีวงแหวน 1 วง มี 2 ชนิด ได๎แกํ ไทมนี (Thymine; T), ไซโตซีน (Cytosine; C) (ภาพที ่1) 
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ภาพที่ 1  โครงสร๎างของไนโตรจีนัสเบส 
(ที่มา:  http://www.thaibiotech.info) 

 
2. น้ าตาลดีออกซีไรโบส (deoxyribose sugar) มีสูตรโมเลกุล C5H10O4 ซึ่งเป็นน้ าตาลที่มี

คาร์บอน 5 อะตอม โดยที่คาร์บอนต าแหนํงที่ 2 จะไมํมีหมูํไฮดรอกซีล (OH-group) (ภาพที่ 2) 
 

 

ภาพที่ 2  โครงสร๎างของน้ าตาลดีออกซีไรโบส 
(ที่มา:  http://www.thaibiotech.info) 

 
3. หมู่ฟอสเฟต (phosphate group) โครงสร๎างของนิวคลีโอไทด์ที่ประกอบขึ้นเป็นนิวคลีโอไทด์นั้น 

ทั้งสามสํวนจะประกอบกันโดยมีน้ าตาลเป็นแกนหลัก มีไนโตรจีนัสเบสอยูํที่คาร์บอนต าแหนํงที่ 1 และหมูํ
ฟอสเฟตอยูํที่คาร์บอนต าแหนํงที่ 5 ดังนั้นจึงสามารถจ าแนกนิวคลีโอไทด์ใน DNA ได๎ 4 ชนิด ซึ่งจะแตกตํางกัน
ตามองค์ประกอบทีเ่ป็นเบส ได๎แกํ เบส A  เบส T  เบส C และ เบส G (ภาพที่ 3) 

 

 
 

ภาพที่ 3  โครงสร๎างของหมูํฟอสเฟต (phosphate group) 
(ที่มา:  http://www.thaibiotech.info) 

 
 
 

http://www.thaibiotech.info/
http://www.thaibiotech.info/
http://www.thaibiotech.info/
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โครงสร้างของดีเอ็นเอ (Structure of DNA) 

โครงสร๎างของ DNA จะประกอบด๎วยสายพอลินิวคลีโอไทด์ (polynucleotide) ที่เกิดจากการ
เชื่อมตํอกันของนิวคลีโอไทด์หลายๆ หนํวยด๎วยพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร์จ านวน 2 สายเรียงตัวขนานกัน      
ในทิศทางตรงกันข๎าม (antiparallel) พันกันเป็นเกลียวคูํเวียนขวา เรียกวํา ดับเบิ้ลเฮลิกซ์ (double helix) 
โดยที่สายพอลินิวคลีโอไทด์ทั้งสองเส๎นที่มีล าดับเบสคูํสม (complementary bases) มาเชื่อมตํอกัน แตํละคํูเบส
หํางกัน 3.4 อังสตรอม (0.34 nm) เอียงท ามุม 36 องศา 1 รอบ = 10 คูํเบส = 34 อังสตรอมเส๎นผําศูนย์กลาง 
20 อังสตรอม น้ าตาลและหมูํฟอสเฟตท าหน๎าที่เป็นแกนอยูํด๎านนอกโมเลกุล การเข๎าคูํกันของสายพอลินิวคลีโอไทด์
เกิดจากการเข๎าคูํกันระหวํางเบสพิวรีนและเบสไพริมิดีน จากการสร๎างพันธะไฮโดรเจน โดย A จะสร๎างพันธะ
จ านวน 2 พันธะ กับ T (A = T) และ G จะสร๎างพันธะจ านวน 3 พันธะกับ C (G  C) (ภาพที่ 4) การจับคูํเบส
แบบนี้เรียกวํา การจับคูํเบสแบบวัตสันและคริก (Watson-Crick base-pairing) จึงท าให๎ดีเอ็นเอมีคุณสมบัติ
ทางเคมี 3 ประการคือ  

1. ปริมาณของเบสพิวรีนและเบสไพริมิดีนจะเทํากันเสมอ (A+G = G+T) ในสิ่งมีชีวิตทุกๆ ชนิด 
2. ปริมาณของ Adenine (A) จะเทํากับ Thymine (T) และ Guanine (G) จะเทํากับ Cytosine (C) 

ดังนั้นองค์ประกอบเบสของดีเอ็นเอจึงมีสัดสํวน G + C หรือ % GC = % G + % C ซึ่งอยูํในชํวง 26 – 74%  
เชํน ดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตชนิดหนึ่งมี % GC = 42% หมายความวํา ดีเอ็นเอนี้มี เบส G = 21% เบส C = 21% 
เบส A = 29% และ เบส T = 29% (อุไรวรรณ, 2545) 

3. อัตราสํวนของ A+T / G+C จะไมํคงที่ในสิ่งมีชีวิตทั่วๆ ไป แตํจะคงที่ในสิ่งมีชีวิตหนึ่งๆ ท าให๎
สิ่งมีชีวิตมีความหลากหลาย 

 

       
 

ภาพที่ 4 โครงสร๎างของดีเอ็นเอ (DNA) 
(ที่มา: http://www.biogang.thmy.com , http://www.thaigoodview.com) 

... 

http://www.biogang.thmy.com/
http://www.thaigoodview.com/
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การสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (DNA Replication) 
 DNA สามารถท าหน๎าที่เป็นแหลํงข๎อมูลทางพันธุกรรม (heredity) ของสิ่งมีชีวิตได๎ โดยอาศัยการเก็บ

ในรูปของรหัสพันธุกรรม (genetic code) และสามารถเพ่ิมจ านวนได๎โดยการจ าลองตัวเอง (self replication) 
ซึ่งเป็นคุณสมบัติพิเศษที่ส าคัญมากในการท าหน๎าที่ถํายลักษณะทางพันธุกรรมจากสิ่งมีชีวิตรุํนหนึ่งไปยังอีกรุํนหนึ่ง 
เมื่อถึงเวลาที่เซลล์ต๎องการแบํงตัวนั้นสํวนของ DNA ก็จะมีการจ าลองตัวเอง (DNA replication) (ภาพที่ 5) 
การสังเคราะห์ DNA หรือ การจ าลองตัวเองของ DNA เริ่มต๎นจาก DNA เกลียวคูํจะแยกออกจากกันเป็นสายเดี่ยว
เพ่ือใช๎เป็นต๎นแบบ (template) ให๎กับการสังเคราะห์พอลินิวคลีโอไทด์สายใหมํขึ้นมา ขบวนการนี้อาศัยเอนไซม์ 
topoisomerase เพ่ือคลายเกลียว supercoil ออกโดยกลไกการตัดสายออกชั่วคราวเพ่ือคลายเกลียวแล๎วตํอ
สาย DNA เหมือนเดิม จากนั้นเอนไซม์ helicase จะท าหน๎าที่คลายเกลียว helix และแยกสายทั้งสองของ 
DNA ออกจากกันโดยมี ssDNA binding protein ชํวยยึดจับให๎สายทั้งสองคงอยูํในสภาพสายเดี่ยวได๎       
การท างานของเอนไซม์ helicase ต๎องการ ATP 2 โมเลกุลส าหรับการแยกเบสหนึ่งคูํ การสร๎าง DNA สายใหมํ 
เริ่มจากการท างานของเอนไซม์ primase รํวมกับการท างานของ primosome สร๎างสาย RNA primer ซึ่งเป็น 
RNA สายสั้นๆ (ประมาณ 10 – 200 นิวคลีโอไทด์) โดยใช๎ DNA สายเดี่ยวเป็นแมํพิมพ์ ตํอจากนั้น DNA 
polymerase จะท าหน๎าที่ตํอสาย RNA primer นี้ด๎วย precursor dNTP ซึ่งชนิดของแตํละ nucleotide ที่
จะน ามาตํอจะถูกก าหนดด๎วยล าดับเบสบนสาย DNA แมํพิมพ์ เอนไซม์นี้จะตํอหมูํฟอสเฟตที่ติดอยูํบนคาร์บอน
ต าแหนํงที่ 5 ของ dNTP ใหมํเข๎ากับหมูํ hydroxyl บนคาร์บอนต าแหนํงที่ 3 ของสาย primer ไปเรื่อยๆ ด๎วย 
phosphodiester bond จนได๎เป็นสาย DNA การท างานของเอนไซม์ primase และ DNA polymerase 
ทิศทางของการสังเคราะห์มีทิศทางเดียวโดยจะเริ่มจากปลาย 5  3 แตํเนื่องจาก DNA จัดตัวแบบ 
antiparallel ดังนั้นจากจุดเริ่มต๎น replication origin ด๎านที่ DNA สายแมํพิมพ์มีทิศทางจากปลาย 3  5 
การสร๎าง DNA สายใหมํตาม replication fork จะมีความตํอเนื่องเพราะจะเป็นไปในทิศทาง 5  3 เรียกสาย 
DNA ใหมํนี้วํา leading stand ในขณะที่สายตรงกันข๎ามนับจากจุดเริ่มต๎นไปตาม replication fork จะมี
ทิศทาง 5  3 DNA สายใหมํนี้มีกลไกพิเศษคือ จะเริ่มสร๎างจาก fork movement ไปทาง replication origin 
(5  3) เป็น DNA สายสั้นๆ เรียกวํา Okazaki fragment การสร๎างจะเริ่มตาม replication fork        
ไปเรื่อยๆ แล๎วจึงตํอ fragment เหลํานี้เป็น DNA สายเดียวกันเรียก DNA สายใหมํนี้วํา lagging strand  
ดังนั้นในการสังเคราะห์ DNA เกลียวคูํของสายพอลินิวคลีโอไทด์ที่จ าลองขึ้นใหมํจะประกอบด๎วยพอลินิวคลีโอไทด์
จากสายต๎นแบบเดิมกับสายที่เกิดจากการสังเคราะห์ใหมํเสมอ  จึงเรียกการจ าลองตัวเองในลักษณะนี้วํา      
การจ าลองตัวเองแบบกึ่งอนุรักษ ์(semiconservative replication) (ตวงพร, 2542) 

 

 
 

ภาพที่ 5 การสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (DNA replication) 
(ที่มา: https://www.bloggang.com/mainblog.php?id=dnahunsa&month=24-09-2010&group=4&gblog=2)

https://www.bloggang.com/mainblog.php?id=dnahunsa&month=24-09-2010&group=4&gblog=2
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การสกัดดีเอ็นเอจากพืช 
 

ปัจจุบันวิทยาการทางด๎านเทคโนโลยีชีวภาพมีการพัฒนาก๎าวหน๎าไปมาก โดยเฉพาะการศึกษาทาง
ชีววิทยาโมเลกุล (molecular biology) มีการน าเทคนิคทางชีวโมเลกุล (molecular technique) มาใช๎
ประโยชน์ในการศึกษาวิจัยกับพืชในด๎านตํางๆ อาทิเชํน การปรับปรุงพันธุ์ การจ าแนกและตรวจสอบพันธุ์ เป็นต๎น 
การใช๎เทคนิคเหลํานี้สํวนใหญํจะมุํงเน๎นศึกษาเกี่ยวกับดีเอ็นเอ (DNA) ซึ่งเป็นสารพันธุกรรม (genetic material) 
ในนิวเคลียสของสิ่งมีชีวิต ดังนั้นขั้นตอนการสกัดแยกดีเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิตจึงเป็นขั้นตอนที่ส าคัญอยํางยิ่ง 
วิธีการสกัดดีเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิต มีหลายวิธีด๎วยกัน แตกตํางกันไปตามสิ่งมีชีวิตแตํละชนิด หรือแม๎แตํในพืชตําง
ชนิดกันก็จะมีองค์ประกอบทางชีวเคมีที่แตกตํางกันไป ซึ่งวิธีการสกัด genomic DNA จากพืช สามารถเตรียม
ได๎จากเนื้อเยื่อตํางๆ เชํน ใบ ล าต๎น ราก เมล็ด และเซลล์ที่ได๎จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เป็นต๎น เพ่ือให๎ได๎ปริมาณ
และคุณภาพของดีเอ็นเอที่มีความเหมาะสมส าหรับน าไปใช๎เพ่ือการศึกษาวิจัยในด๎านตํางๆ นั้น โดยมีหลักการ 
และขั้นตอนวิธีการ ดังนี้ 
 1) การท าให๎เซลล์แตก (Cell lysis) โดยการท าให๎ผนังเซลล์ เยื่อหุ๎มเซลล์ และเยื่อหุ๎มนิวเคลียสแตกออก
เพ่ือปลดปลํอยดีเอ็นเอออกมา โดยใช๎สารพวก detergent ได๎แกํ sodium dodecyl sulfate (SDS) โดย SDS 
จะเข๎าไปละลายไขมันที่เป็นองค์ประกอบหลักของเยื่อเซลล์และเยื่อนิวเคลียส รวมทั้งจับกับโปรตีนพวก 
hydrophobic protein ท าให๎เซลล์แตกปลดปลํอยองค์ประกอบตํางๆ ภายในเซลล์ เชํน โปรตีน คาร์โบไฮเดรต 
เกลือตํางๆ น้ าตาล อาร์เอ็นเอและดีเอ็นเอ ออกมาในสารละลาย การผสมในขั้นนี้จึงต๎องระวังไมํเขยําหรือคน
สารละลายแรงเกินไป  
 2) การยํอยโปรตีนและอาร์เอ็นเอ (Deproteinization) ออกจากดีเอ็นเอ โดยใช๎ protease และ 
RNase จากนั้นตกตะกอนโปรตีนด๎วย phenol/chloroform บางครั้งอาจเติมเกลือ sodium chloride หรือ 
sodium acetate เพ่ือชํวยเพิ่มประสิทธิภาพในการตกตะกอนโปรตีน  
 3)  การตกตะกอนดีเอ็นเอ (DNA precipitation) ดีเอ็นเอสามารถตกตะกอนโดยใช๎ 70% iso-propanol 
หรือ absolute ethanol (แชํเย็น) เนื่องจาก ethanol มีความหนาแนํนมากกวําน้ า ดังนั้นเมื่อเติม ethanol ลงไป 
ethanol จะลอยอยูํด๎านบนและละลายในน้ าได๎ดีกวําดีเอ็นเอมาก จึงไปแยํงโมเลกุลของน้ าที่จับกับดีเอ็นเออยูํ 
ท าให๎ดีเอ็นเอจับตัวกันเองแล๎วตกตะกอนเป็นสีขาวอยูํก๎นหลอด อาจเติมเกลือ sodium acetate ด๎วย เพ่ือให๎เกิด 
dehydrate water ออกจากสายดีเอ็นเอ จากนั้นละลายดีเอ็นเอด๎วยน้ าหรือ TE buffer และเก็บดีเอ็นเอไว๎ที่ 
–20 องศาเซลเซียส 
 การสกัดดีเอ็นเอของพืช มักพบปัญหาหลายประการคือ 1) โมเลกุลดีเอ็นเอมีขนาดใหญํอาจถูกยํอยได๎
ด๎วยเอนไซม์ nucleases ซ่ึงอยูํภายในเซลล์พืชเอง 2) การปนเปื้อนของสารประกอบ polysaccharides 3) การ
ปะปนของ phenol และสารประกอบ secondary metabolites ซึ่งอาจท าลายโมเลกุลดีเอ็นเอ และขัดขวาง
การท างานของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ หรือ Taq polymerase ที่เกิดในระหวํางการท าปฏิกิริยา PCR ในพืชบางชนิด
ดีเอ็นเอที่แยกสกัดได๎อาจมีสีน้ าตาลซึ่งเกิดจาก oxidation ของสารประกอบ phenol เป็นสารประกอบ 
quinine มีฤทธิ์ในการ oxidize สูง สามารถท าลายดีเอ็นเอและโปรตีน สํงผลให๎ดีเอ็นเอที่สกัดได๎จากพืชมี
คุณภาพต่ า ดังนั้นจึงจ าเป็นต๎องมีการปรับวิธีการสกัดดีเอ็นเอให๎เหมาะสมกับเนื้อเยื่อพืชและชนิดของพืช     
แตํละชนิด สารประกอบสํ วนใหญํที่ ใช๎ ในการปกปูองดี เ อ็นเอไมํ ให๎ถู กยํอยหรือถูกท าลาย เชํน 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ท าหน๎าที่เป็นตัวจับไอออนที่มีประจุบวกสอง Mg2+ ซึ่งเป็น
ตัวเรํงปฏิกิริยาของเอนไซม์ตํางๆ เพื่อชํวยปูองกันไมํให๎ดีเอ็นเอถูกยํอย โดยเอนไซม์ DNase นอกจากนี้ยังมีสาร               
-mercaptoethanol ท าหน๎าที่ชํวยขัดขวางการเกิดปฏิกิริยา oxidation ที่อาจสํงผลตํอขบวนการท างาน
ของดีเอ็นเอด๎วย 
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 การสกัดดีเอ็นเอจากพืชนิยมใช๎วิธี CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) ซึ่งเป็น
สารประกอบ detergent ที่มีประจุบวก สามารถท าลายเยื่อหุ๎มเซลล์และจับโมเลกุลของกรดนิวคลีอิก         
ซึ่งเป็นสารประกอบเชิงซ๎อนหลังจากท าให๎เซลล์แตกและบํมกับสารละลายบัฟเฟอร์ CTAB ที่ 65C ดีเอ็นเอ
สามารถตกตะกอนได๎ด๎วย isopropanol หรือ ethanol ในบางกรณีจะเห็นการตกตะกอนเป็นลักษณะขาวขุํน
สามารถแยกดีเอ็นเอออกได๎ด๎วยการปั่นเหวี่ยงให๎ดีเอ็นเอตกตะกอนหรือใช๎แทํงแก๎วงอเกี่ยวดีเอ็นเอขึ้นมา 
จากนั้นท าดีเอ็นเอให๎บริสุทธิ์โดยการก าจัด RNA, polysaccharides, polyphenols และสิ่งปนเปื้อนอ่ืนๆ 
นอกจากนี้ยังมีวิธีสกัดดีเอ็นเออีกหลายวิธี เชํน วิธี potassium acetate/SDS เป็นการตกตะกอนรวมกันของ
โปรตีน และ polysaccharides ใน potassium acetate ที่มีความเข๎มข๎นสูงในสารละลาย SDS วิธีนี้มีข๎อดีคือ
ไมํจ าเป็นต๎องสกัดสารประกอบอินทรีย์ออก แตํเป็นวิธีที่มีหลายขั้นตอน ซึ่งใช๎เวลามากกวําการสกัดดีเอ็นเอ   
โดยใช๎ CTAB (กิตติพัฒน์, ม.ป.ป.) หรือการสกัดดีเอ็นเอโดยใช๎ชุดสกัดส าเร็จรูปซึ่งมีอยูํหลายบริษัทให๎เลือกใช๎ 
อยํางไรก็ตามการสกัดดีเอ็นเอด๎วยวิธีใดก็ตามขึ้นอยูํกับเนื้อเยื่อพืช ชนิดของพืช และวัตถุประสงค์ในการน าไปใช๎ 
ซึ่งถ๎าในงานวิจัยมีตัวอยํางพืชที่ต๎องการสกัดดีเอ็นเอจ านวนหลายตัวอยําง และต๎องการดีเอ็นเอในปริมาณมาก
เพ่ือให๎เพียงพอตํอการศึกษาวิจัย อาจเลือกใช๎วิธีการสกัดดีเอ็นเอด๎วยวิธี CTAB ซึ่งจะมีขั้นตอน (ภาพที่ 6) และ        
ข๎อปฏิบัติ ดังนี้  
 

ข้อปฏิบัติการสกัดดีเอ็นเอพืช ด้วยวิธี CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)  
ประยุกต์จาก Agrawal และคณะ (1992) 

 
1. ตัดใบอํอนพืช ประมาณ 1 กรัม บดในโกรํงพร๎อมกับไนโตรเจนเหลวจนละเอียดเป็นผงแปูง  
2. น าใบพืชที่บดแล๎ว ใสํหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม extraction buffer [(เตรียม 500 

มิลลิลิตร : CTAB (hexadecyltrimetyl ammonium bromide) 10 กรัม, NaCl 40.9 กรัม, 0.5M EDTA (pH 8.0) 
20 มิลลิลิตร, 2M Tris-HCl (pH 8.0) 25 มิลลิลิตร, PVP-40T 5 กรัม)] 700 ไมโครลิตร และเติม mercaptoethanol 
2 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน น าไปบํมทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เขยําทุกๆ 10 นาที 

3. เติม chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) 700 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน โดยการกลับ
หลอดไปมาเบาๆ หรือใช๎เครื่อง shaker เบาๆ นาน 10 นาที  

4. ปั่นเหวี่ยงด๎วยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 12,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที ดูดน้ าใสสํวนบน 
500 ไมโครลิตร ใสํหลอดใหมํ 

5. เติม isopropanol 300 ไมโครลิตร (0.6 เทําของสารละลาย DNA) และ 3M sodium acetate 
50 ไมโครลิตร (0.1 เทําของสารละลาย DNA) กลับหลอดไปมาเบาๆ บํมที่ –20 องศาเซลเซียส หรือแชํใน
น้ าแข็ง 30 นาที ระยะนี้จะเห็นตะกอน DNA เป็นเส๎นใยสีขาวใส 

6. ปั่นเหวี่ยงด๎วยเครื่อง centrifuge ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตํอนาที นาน 
10 นาที เพ่ือตกตะกอน DNA เทน้ าใสทิ้ง 

7. ล๎างตะกอน DNA ด๎วย 70% ethanol 500 ไมโครลิตร (2 ครั้ง) โดยเขยําเบาๆ 2 – 3 นาที น าไป
ปั่นเหวี่ยงด๎วยเครื่อง centrifuge ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตํอนาที นาน 5 นาที    
เทน้ าใสทิ้ง ปลํอยตะกอนให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎อง 

8. ละลายตะกอนด๎วย TE 100 ไมโครลิตร และเติม RNase A (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 2 ไมโครลิตร 
บํมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หรือ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  

9. น าดีเอ็นเอที่ไปวัดปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอด๎วยเครื่อง spectrophotometer แล๎วเก็บ
สารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส ส าหรับใช๎ในการศึกษาวิจัยตํอไป 
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ภาพที่ 6 แสดงขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจากพืช ด๎วยวิธี CTAB 

 

การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ  
 เมื่อแยกสกัดดีเอ็นเอจากเซลล์พืชได๎แล๎ว ต๎องมีการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอกํอนน าไปท าการ
วิจัยตํอไป สามารถท าได ๎2 วิธี คือ  
 1) วิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ด๎วยเครื่อง spectrophotometry ซึ่งเป็นการวัด
ปริมาณการดูดกลืนแสงของ nucleic acid (DNA และ RNA) ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร 
โดยดีเอ็นเอสามารถดูดกลืนแสงได๎มากที่สุดที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ในสํวนของอาร์เอ็นเอการวัดคํา
การดูดกลืนแสงจะคล๎ายกับดีเอ็นเอ โดยวัดคําความยาวคลื่นที่ A260/A280 ถ๎าคําที่วัดได๎อยูํในชํวง 1.7 – 2.0 
แสดงวํา อาร์เอ็นเอที่สกัดได๎บริสุทธิ์หรือมีคุณภาพดี สํวนโปรตีนสามารถดูดกลืนแสงได๎ดีที่สุดที่ความยาวคลื่น 
280 นาโนเมตร จากนั้นน าผลที่ได๎มาค านวณหาความเข๎มข๎นของสารละลายดีเอ็นเอ จากสูตร “ความเข๎มข๎น
ของดีเอ็นเอ (ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร) = A260  x  50 x dilution factor” ดังนั้น ถ๎าวัดคําความเข๎มข๎นของดีเอ็นเอ 
โดยวัดที่คําความยาวคลื่นที่ A260 หรือ OD260 ได๎เทํากับ 1 จะพบวํา สารละลายดีเอ็นเอมีความเข๎มข๎นเทํากับ 
50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร สํวนสารละลายอาร์เอ็นเอหรือโอลิโกนิวคลีโอไทด์ มีความเข๎มข๎นเทํากับ 40 และ 
33 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ตามล าดับ การวัดปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีนี้จะใช๎ได๎ดีในกรณีที่สารละลายดีเอ็นเอที่
สกัดได๎คํอนข๎างบริสุทธิ์ไมํมีอาร์เอ็นเอหรือโอลิโกนิวคลีโอไทด์เจือปน และต๎องมีปริมาณมากพอที่จะอํานคํา  
OD ได๎ ซึ่งต๎องอยูํในระดับไมโครกรัม ถ๎าคําที่วัดได๎จากความยาวคลื่นที่ A260/A280 อยูํในชํวง 1.7 – 1.8 แสดงวํา 
ดีเอ็นเอที่สกัดได๎บริสุทธิ์หรือมีคุณภาพดี ถ๎าต่ ากวํา 1.7 แสดงวํามีโปรตีนและฟีนอลปนเปื้อนอยูํในสารละลาย 
และถ๎าคําท่ีวัดได๎มากกวํา 1.8 แสดงวํา มีอาร์เอ็นเอปนอยูํในสารละลาย (สุรินทร์, 2545) 
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 2)  วิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) อิเล็กโตรโฟริซิสเป็นเทคนิค
ที่ใช๎แยกโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกซึ่งอยูํในสนามไฟฟูาออกจากกัน  โดยอาศัยความแตกตํางของอัตราการ
เคลื่อนที่ของโมเลกุล ซึ่งเป็นผลมาจากความแตกตํางของชนิดและปริมาณของประจุ ขนาดและโครงรูปโมเลกุล
ของสาร การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอนิยมใช๎อะกาโรสเป็นตัวกลาง สามารถท าได๎โดยใช๎หลักการที่
โมเลกุลของเอธิเดียมโบรไมด์จะเข๎าไปแทรกอยูํในเกลียวคูํของดีเอ็นเอ เมื่อน าไปสํองด๎วยแสงอุลตราไวโอเลต
จะเกิดการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence) โดยความเข๎มของแสงเป็นสัดสํวนโดยตรงกับปริมาณการ
ย๎อมอะกาโรสด๎วยเอธิเดียมโบรไมด์ ดังนั้นปริมาณแสงที่วัดได๎จากปริมาณเอธิเดียมโบรไมด์จะสะท๎อนถึง
ปริมาณโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีถูกเอธิเดียมโบรไมด์เข๎าไปแทรกจับ ซึ่งสามารถตรวจหาสารเชิงซ๎อนของเอธิเดียม 
โบรไมด์กับดีเอ็นเอได๎ (ภาพที่ 7) นอกจากนี้การตรวจสอบดีเอ็นเอด๎วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสยังสามารถบอก
คุณภาพของดีเอ็นเอที่ได๎อีกด๎วยวํามีการปนเปื้อนจากอาร์เอ็นเอซึ่งจะเห็นเป็นปื้นอยูํบริเวณด๎านลํางของแผํนเจล 
และดีเอ็นเอที่ได๎มีขนาดโมเลกุลใหญํขนาดไหนหรือเกิดการแตกตํางหักของโมเลกุลมากน๎อยเพียงใด ซึ่งวิธีการ
ปฏิบัติท าโดยการหยดดีเอ็นเอที่สกัดได๎ลงในแผํนอะกาโรสเจลที่มีความเข๎มข๎น 0.8 เปอร์เซ็นต์ และท าอิเล็กโตร
โฟรีซิสเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบขนาดและปริมาณความเข๎มข๎น เมื่อสิ้นสุดการท าอิเล็กโตรโฟรีซิส
แล๎วจึงย๎อมด๎วยเอธิเดียมโบรไมด์ที่ความเข๎มข๎น 0.5 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร น าไปสํองผํานด๎วยแสงอุลตราไวโอเลต 
การวัดความเข๎มข๎นของดีเอ็นเอโดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA molecular weight marker)      
ที่ทราบความเข๎มข๎นแล๎ว วิธีการนี้สามารถวิเคราะห์ ดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณต่ าเพียง 10 นาโนกรัม (สุรินทร์, 2545 ; 
Beckmann and Thomas, 1992; Walker, 1984)  

 

 
 

   ภาพที ่7 จีโนมิกดีเอ็นเอท่ีแยกสกัดได๎จากมันส าปะหลัง จ านวน 18 ตัวอยําง โดยใช๎วิธี CTAB 
 และตรวจสอบคุณภาพ โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (gel electrophoresis)  
 
 การเก็บรักษาดีเอ็นเอ (DNA Storage) 
  เมื่อสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอเรียบร๎อยแล๎ว การเก็บรักษาดีเอ็นเอเป็นอีกหนึ่ง
ขั้นตอนที่มีความส าคัญ โดยสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได๎ ควรเก็บไว๎ที่ตู๎เย็น -20 องศาเซลเซียส หรือถ๎าต๎องการ
เก็บไว๎เป็นระยะเวลานาน ควรเก็บที่ตู๎เย็น -80 องศาเซลเซียส สํวนสารละลายดีเอ็นเอที่ต๎องการหยิบใช๎
บํอยครั้ง ให๎เก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และแบํงสารละลายดีเอ็นเอแยกเก็บไว๎ในตู๎เย็นหลายๆ หลอด 
เพ่ือปูองกันเหตุการณ์ที่ไมํคาดคิด เชํน การปนเปื้อนดีเอ็นเออ่ืนในขณะที่มีการเปิดใช๎งานบํอยๆ หรือ เกิดการ
แตกหักของดีเอ็นเอจากการท าให๎สารละลายดีเอ็นเอที่แข็งตัวละลาย ที่ส าคัญควรลดเวลาที่สารละลายดีเอ็นเอ
อยูํในอุณหภูมิห๎องให๎น๎อยที่สุด (สุรินทร์ ปิยะโชคณากูล, 2552) 
 

bp 

1000      

6000      
3000      
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ทฤษฎีพีซีอาร์ 

นัยเนตร เจริญสันติ ทานากะ 

 Polymerase Chain Reaction (PCR) เป็นปฏิกิริยาที่ใช๎ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอชนิดใดชนิดหนึ่ง
ในหลอดทดลอง โดยสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอให๎ได๎มากกวําเดิมหลายล๎านเทํา PCR ถูกคิดค๎นครั้งแรกโดย 
Mullis  และคณะ (1983) จากบริษัท Cetus Corporation ในปี 1983 และตํอมาได๎มีการน าเอนไซม์ DNA 
polymerase (Taq polymerase) ที่สามารถทนความร๎อนได๎มาใช๎ท าปฏิกิริยา  โดย Saiki และคณะ (1988) 
ท าให๎การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด๎วย PCR มีความถูกต๎องและมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 
 เทคนิค PCR ได๎ถูกน ามาใช๎ประโยชน์ในงานตํางๆได๎หลากหลาย เชํน ด๎านอณูชีววิทยา น าเทคนิค 
PCR มาใช๎ในการโคลนยีนหรือใช๎ศึกษาล าดับเบสที่ยังไมํมีข๎อมูลมากํอน ด๎านการแพทย์ใช๎ในการวินิจฉัยโรค
ตํางๆ เชํน เอดส์หรือมะเร็ง ด๎านอาหารน ามาใช๎ตรวจเชื้อโรคปนเปื้อนหรือตรวจพืชอาหารดัดแปลงพันธุกรรม 
เป็นต๎น นอกจากนี้ ปัจจุบันเทคนิคในการตรวจปริมาณดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้นระหวํางการท าปฏิกิริยาที่เรียกวํา 
Real-time PCR ได๎ถูกน ามาใช๎กันอยํางแพรํหลาย ท าให๎สามารถตรวจปริมาณดีเอ็นเอที่มีอยูํในตัวอยํางหรือ
น ามาใช๎วิเคราะห์ปริมาณ mRNA ได๎อยํางแมํนย าและรวดเร็วอีกด๎วย 
 
หลักการของ PCR      
 ปฏิกิริยา PCR อาศัยการเลียนแบบหลักการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิต ตามที่ได๎กลําวไว๎ในบทที่ 1  
โดยอาศัยดีเอ็นเอต๎นแบบเป็นตัวเริ่มต๎น โดยสามารถเปรียบเทียบได๎ ดังนี้ 

การสังเคราะห์ดีเอ็นเอในเซลล์ PCR 
1. การคลายเกลียวคูํของดีเอ็นเอโดย DNA Helicase 
2. การท าให๎ดี เ อ็นเอสายเดี่ยวคงตัวด๎วยSingle 
strand binding protein 

1. Denaturing : ขั้นตอนการท าให๎ดีเอ็นเอสายคูํ
แยกเป็นสายเดี่ยวรวมถึงคงตัวอยูํในรูปสายเดี่ยว 
โดยอาศัยความร๎อน  

3. การสร๎าง RNA primer สั้นๆ ด๎วย DNA primase 2. Primer annealing : เมื่อลดอุณหภูมิของ
ปฏิกิริยาลง primer ซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว
สังเคราะห์จะเข๎าไปจับกับดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่เป็น
ต๎นแบบ  

4. DNA polymerase ใช๎ RNA primer เป็นจุดเริ่ม
และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
5.  dNTPs ถูกตํอตามชนิดเบสที่เป็นคูํจ าเพาะกับดี
เอ็นเอสายเดี่ยวต๎นแบบ 

3. Primer extension : ปฏิกิริยาสร๎างดีเอ็นเอ
สายใหมํจากทาง 3’ ของ primer ด๎วย DNA 
polymerase ดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่เป็นคูํสมกับดี
เอ็นเอสายเดี่ยวต๎นแบบจะถูกสังเคราะห์ขึ้น 

 
 ทั้งนีเ้มื่อ 3 ขั้นตอนของ PCR ดังภาพที่ 1 ได๎เสร็จสิ้นลงจะเรียกวําท าปฏิกิริยาได๎ 1 รอบ จากดีเอ็นเอ
ต๎นแบบ 2 สาย จะได๎ดีเอ็นเอ 4 สาย โดยทั้งดีเอ็นเอต๎นแบบและดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ขึ้นใหมํจะเป็นต๎นแบบ
ของปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบตํอไป ซึ่งเมื่อท าปฏิกิริยา 2 รอบ จะได๎ดีเอ็นเอ 8 สาย ดังนั้น จะเห็นได๎วํา
ดีเอ็นเอเพ่ิมข้ึนในอัตราทวีคูณ จะได๎ DNA= 2n โดย n คือจ านวนรอบการท าปฏิกิริยา  
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(แก๎ไขภาพจาก By Enzoklop - Own work, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=32003643) 

 
ภาพที่ 1 ขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอในปฏิกิริยา PCR 

 
องค์ประกอบในปฏิกิริยา PCR 
1. ดีเอ็นเอต้นแบบ (Template DNA) ใช๎ได๎ทั้งดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดีและดีเอ็นเอที่มีคุณภาพไมํดีนัก ทั้งนี้ 
ขึ้นอยูํกับจุดประสงค์ในการท าปฏิกิริยาPCR เชํน กรณีที่ท าปฏิกิริยาPCR เพ่ือตรวจสอบพันธุ์โดยใช๎
เครื่องหมายโมเลกุล ก็ไมํจ าเป็นต๎องใช๎ดีเอ็นเอที่คุณภาพดีมากได๎ เป็นต๎น ปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาPCR 
ใช๎ได๎ตั้งแตํ 5-500 ng โดยทั่วไปนิยมใช๎ 10-50 ng ตํอปฏิกิริยา  
2. ไพรเมอร์ (Primer) เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่ถูกออกแบบให๎มีล าดับเบสจับคูํสมกับดีเอ็นเอต๎นแบบใน
ปฏิกิริยาPCR ต๎องใช๎ primer 2 สายที่ออกแบบให๎ชนิดเบสเป็นคูํจ าเพาะกับปลายหัวและท๎ายของบริเวณดีเอ็น
เอที่ต๎องการเพ่ิมปริมาณ โดยปลาย 3’ของไพรเมอร์ทั้งสองมีทิศทางเข๎าสูํบริเวณดีเอ็นเอที่ต๎องการสังเคราะห์ 
ความยาวของไพรเมอร์ นิยมใช๎อยูํที่ 18-30 นิวคลีโอไทด์แล๎วแตํลักษณะงาน มีองค์ประกอบของชนิดเบส C
และ G อยูํที่ 40-60 เปอร์เซ็นต์ ไพรเมอร์ที่ใช๎ในปฏิกิริยาควรมีคํา Tm ใกล๎เคียงกัน (Melting temperature; 
Tm คือ อุณหภูมิที่ท าให๎ 50 เปอร์เซ็นต์ของดีเอ็นเอเกลียวคูํแยกเป็นสายเดี่ยว) โดยทั่วไปคํา Tm ควรอยูํ
ระหวําง 55-80 องศา นอกจากนี้การออกแบบไพรเมอร์ควรหลีกเลี่ยงล าดับเบสที่จะท าให๎เกิดคูํสมกันเอง
ระหวํางไพรเมอร์หรือภายในไพรเมอร์เส๎นเดียวกันเอง 
3. dNTPs ประกอบด๎วย dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ปกติจะใช๎ความเข๎มข๎นของแตํละ dNTPs ระหวําง 
50-200 µM ในปัจจุบัน dNTPs มักจะอยูํในรูปแบบสารละลายรวมที่ให๎มากับ DNA polymerase หรือถูก
ผสมรวมกับบัฟเฟอร์ (buffer) ในรูปแบบมาสเตอร์มิกซ ์
4. บัฟเฟอร์ส าหรับปฏิกิริยา PCR (PCR buffer) โดยทั่วไปจะมีสํวนประกอบ Tris-HCl, KCl, MgCl2 และ 
Glycerol การใช๎บัฟเฟอร์จะชํวยปรับความเข๎มข๎นของเกลือและภาวะ pH ที่เหมาะสมให๎ DNA polymerase 
ท างานได๎ดี โดยแตํละผู๎ผลิตจะท าบัฟเฟอร์ให๎เพ่ือให๎การท างานของ DNA polymerase ของบริษัทตนเองเกิด
ประสิทธิภาพสูงสุด นอกจากนี้ในผู๎ผลิตบางรายจะมีการแยก MgCl2 ออกมาตํางหากเพ่ือให๎สามารถปรับใช๎ได๎
ในปริมาณท่ีเหมาะสม เนื่องจาก MgCl2 จ าเป็นตํอการท างานของ DNA polymerase ที่สามารถทนความร๎อน 
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(เชํน Taq DNA polymerase) รวมถึงมีผลตํอการ annealing ของไพรเมอร์ โดยทั่วไปมักใช๎ MgCl2 ที ่  
ความเข๎มข๎นท๎ายสุด เป็น 1.5 mM 
5. เอนไซม์ DNA polymerase  
ในปัจจุบัน DNA polymerase ที่มีจ าหนํายสามารถแยกเป็น 2 กลุํมใหญํ คือ เอนไซม์กลุํม Pol I (Family A) 
และเอนไซม์กลุํม α (Family B)  
    5.1 เอนไซม์กลุํม Pol I เป็น Thermostable DNA polymerase โดยแรกเริ่มได๎รับการพัฒนามาจาก
เอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่เจริญได๎ในน้ าพุร๎อนชื่อ Thermus aquaticus (Taq) ที่มีคุณสมบัติทนความร๎อน
ได๎สูงและไมํเสียคุณสมบัติของเอนไซม์ในขั้นตอน denaturing เอนไซม์กลุํม Pol I มี 5’-3’exonuclease 
activity ท าให๎ชิ้นสํวน PCR ที่ได๎จะมี dA ติดอยูํตรงปลาย 3’ แตํขาดคุณสมบัติ proofreading เนื่องจาก
เอนไซม์กลุํม Pol I ไมํมี 3’-5’exonuclease activity ท าให๎มีเปอร์เซ็นต์ที่จะเกิดความผิดพลาดในการ
สังเคราะห์ล าดับเบสได๎มากกวํา DNA polymerase อีกกลุํม  
    5.2 เอนไซม์กลุํม α (Family B) เอนไซม์นี้ได๎รับจากพัฒนามาจากแบคทีเรียกลุํม Hyperthermophile 
archaea มีคุณสมบัติทนความร๎อนสูงและมี 3’-5’exonuclease activity ท าให๎มีคุณสมบัติ proofreading  
ที่ท าให๎การสังเคราะห์ดีเอ็นเอตามดีเอ็นเอต๎นแบบมีความแมํนย าสูง (High Fidelity) ชิ้นสํวน PCR ที่ได๎จาก
การใช๎เอนไซม์กลุํม α จะมีลักษณะปลายเรียบ 
    นอกจากนี้ ในระยะหลังได๎มีการพัฒนาวิธีการท าปฏิกิริยา PCR ให๎เอนไซม์ DNA polymerase เริ่มท างาน
ได๎อยํางแมํนย ามากขึ้น เรียกวํา Hot start PCR โดยในระยะที่อุณหภูมิของปฏิกิริยาต่ า เชํน ที่อุณหภูมิห๎อง 
DNA polymerase จะถูกยับยั้งการท างานโดยแอนติบอดี เมื่ออุณหภูมิของปฏิกิริยาสูงถึงจุดของอุณหภูมิ 
denaturing (>90   C) แอนติบอดีจะเสียสภาพ ท าให๎ DNA polymerase ถูกกระตุ๎นให๎เริ่มท างาน 
    การเลือกใช๎ DNA polymerase ในการท าปฏิกิริยา PCR ขึ้นอยูํกับลักษณะงาน หากงานที่ต๎องการความ
แมํนย าสูง เชํน งานโคลนยีนที่ต๎องการน าชิ้นสํวน PCR ที่ได๎ไปใช๎ตัดตํอเข๎าเวคเตอร์เพ่ือการแสดงออกของ
โปรตีน ก็ควรจะใช๎ DNA polymerase กลุํม α แตํหากงานที่ต๎องการเพ่ิมชิ้นสํวน PCR ในปริมาณมาก     
เพ่ือการตรวจสอบยีนหรือสายพันธุ์โดยใช๎ต๎นทุนต่ า ก็สามารถเลือกใช๎ DNA polymerase กลุํม Pol I เป็นต๎น 
 
ตัวอย่างเทคนิค PCR แบบประยุกต์ท่ีนิยมใช้ในปัจจุบัน 

- Quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR)  
 เป็นการท า PCR โดยใช๎สารตั้งต๎นเป็น RNA ล าดับแรกของวิธีการนี้จะท าการถอดรหัส RNA สายเดี่ยว
เป็น complementary DNA (cDNA) โดยใช๎เอนไซม์ Reverse transcriptase และ cDNA ที่ได๎จะน ามาใช๎
เป็นต๎นแบบในการท าปฏิกิริยา Quantitative PCR (qPCR)  qPCR หรือ Real-time PCR นั้น สามารถ
ติดตามการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอภายในรอบปฏิกิริยา PCR ได๎อยํางแมํนย า ท าให๎สามารถวัดปริมาณผลผลิต 
PCR ที่เกิดขึ้นในแตํละรอบได๎  
 เทคนิค Real-time PCR ได๎ถูกน าไปใช๎กว๎างขวาง เชํน การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน          
การตรวจสอบเชื้อโรค  การตรวจสอบพันธุกรรม เป็นต๎น การท าปฏิกิริยาจะใช๎เครื่อง thermal cycler        
ที่สามารถให๎แสงกระตุ๎นตํอทุกตัวอยํางด๎วยความยาวของแสงที่ก าหนด และสามารถตรวจปริมาณแสงที่เปลํง
ออกมาจากการถูกกระตุ๎น นอกจากนี้เครื่อง thermal cycler ที่ใช๎ต๎องสามารถปรับอุณหภูมิให๎ความร๎อนและ
แชํเย็นลงอยํางรวดเร็วเพ่ือให๎สามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงทางเคมีกายภาพของกรดนิวคลีโอไทด์และ DNA 
polymerase ได๎อีกด๎วย  



15 
 

 เทคนิค Real-time PCR สามารถแยกเป็น 2 ประเภทใหญํ ตามกลไกทางเคมีที่ใช๎ในการตรวจการเพ่ิม
ปริมาณของดีเอ็นเอ ได๎ดังนี้ 
 1) Generic dye based : การใช๎สารสี (dye) ที่สามารถจับกับดีเอ็นเอทั่วไปได๎ สารสีที่นิยมใช๎กัน คือ 
SYBR Green Dye I กลไกการท างานของสารสีนี้ คือ ในปฏิกิริยา PCR ขั้นตอน denaturing ดีเอ็นเอจะอยูํใน
สภาพสายเดี่ยว ท าให๎ SYBR Green Dye I อยูํในสภาพอิสระและเปลํงแสงได๎น๎อย แตํเมื่อดีเอ็นเอถูก
สังเคราะห์ขึ้นใหมํอยูํในสภาพสายคูํ SYBR Green Dye I จะเข๎าไปจับกับดีเอ็นเอสายคูํและเปลํงแสงได๎มาก 
การวิเคราะห์ปริมาณแสงที่ถูกเปลํงออกมาในแตํละรอบปฏิกิริยา PCR ท าให๎สามารถวัดปริมาณดีเอ็นเอที่
เพ่ิมข้ึนได ๎(ภาพท่ี 2) 

 
(ที่มา In Vivo Animal Modeling) 

ภาพที่ 2 กลไกการท างานของ SYBR green Dye 
 

 2) Probe based : ใช๎ probe ซึ่งเป็นสาย DNA เส๎นเดี่ยวที่ออกแบบให๎มีล าดับเบสจ าเพาะกับล าดับ
เบสของดีเอ็นเอที่ต๎องการวิเคราะห์ แล๎วติดฉลาก (label) ด๎วย fluorophore ลักษณะตํางๆกัน การออกแบบ 
probe นี้สามารถท าได๎ในหลายลักษณะ เพื่อเอ้ือตํอการตรวจวัดโดยวิธี real-time PCR เชํน Taqman/Dual-
labelled probes, MGB Hybridization probes เป็นต๎น  

 Probe based Real-time PCR นิยมน ามาประยุกต์ใช๎ในการตรวจเครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ 
(Single Nucleotide Polymorphisms – SNPs)  ยกตัวอยํางเทคนิค Taqman assay อาศัยการท างานของ
5’-3’ exonuclease และการใช๎ probe ติดฉลากสีฟลูออเรสเซนต์ ที่จ าเพาะจับคูํเบสกับชิ้นสํวนดีเอ็นเอ
ต๎นแบบที่ต๎องการวิเคราะห์ ในระหวํางการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ โพรบที่จ าเพาะกับชิ้นสํวนดีเอ็นเอต๎นแบบ
เทํานั้นที่จะถูก5’-3’ exonuclease ตัด เมื่อโพรบถูกตัด จะท าให๎สี (reporter) ถูกแยกออกจากตัวยับยั้ง 
(quencher) และท าให๎เกิดการเปลํงสีที่สามารถตรวจได๎ (ภาพที่ 3) ความแมํนย าในการวิเคราะห์สนิปส์ขึ้นอยูํ
กับโพรบที่ออกแบบ โพรบต๎องมีความจ าเพาะกับจีโนมดีเอ็นเอ เพ่ือไมํให๎เกิดการสะสมของสัญญาณสีที่เกิดจาก
การจับกันแบบไมํจ าเพาะของโพรบและสายดีเอ็นเอ (Olivia et al., 2009) 
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(ที่มา http://www.e-oligos.com/eoweb/products/eo-taqman.asp) 

ภาพที่ 3 กลไกการท างานของ Taqman assay 
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เครื่องหมายดีเอ็นเอในการตรวจสอบพืช 

ประสาน สืบสุข 

เครื่องหมายโมเลกุล (Molecular markers) หมายถึง ลักษณะหรือตัวบํงชี้ที่มีความ
เฉพาะเจาะจง สามารถน ามาใช๎แยกความแตกตํางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตทั้งทางปริมาณและคุณภาพ อาจ
เป็นการจ าแนกความแตกตํางในระหวํางและภายในสปีชีส์ ระหวํางและภายในประชากร หรือระหวํางแตํละตัว 
(between individuals) ก็ได๎ (สุรินทร์, 2552) โดยเครื่องหมายทางพันธุกรรมสามารถถํายทอดลักษณะนั้น ๆ 
ไปยังรุํนลูกได ๎เครื่องหมายที่ใช๎บํงบอกความแตกตํางนี้สามารถแบํงได๎ 2 ประเภท คือ 

1. เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยา (Morphological marker) 
 เป็นเครื่องหมายที่บํงบอกความแตกตํางของสิ่งมีชีวิต โดยใช๎วิธีเปรียบเทียบลักษณะภายนอก

ทางสัณฐานวิทยา หรือทางสรีรวิทยา เชํน  การใช๎ลักษณะรูปพรรณสัณฐานพืชที่มีความแตกตํางกันมาใช๎เป็น
เครื่องหมาย เชํน ความสูง ลักษณะทรงพํุม สีของล าต๎น ขนาด รูปรํางและสีของเมล็ด อายุวันออกดอก และวัน
เก็บเก่ียว เป็นต๎น อยํางไรก็ตามพบวําลักษณะดังกลําวมักผันแปรไปตามสภาพแวดล๎อมที่เปลี่ยนแปลงไป ท าให๎
เกิดความผิดพลาดในการแยกความแตกตํางของสายพันธุ์ได๎ นอกจากนั้นแล๎วการเปรียบเทียบลักษณะภายนอก
นี้ยังไมํสามารถแยกความแตกตํางของสายพันธุ์พืชบางชนิดที่มีความใกล๎ชิดทางพันธุกรรมได๎  หรือบางครั้งต๎อง
ใช๎ผู๎ที่มีความช านาญเป็นพิเศษ และต๎องมีวิธีที่จะบอกจีโนไทป์ที่ถูกต๎องจากฟีโนไทป์ที่ตรวจสอบได๎ อยํางไรก็
ตามการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยายังมีความจ าเป็นต๎องท าเป็นอันดับแรก แล๎วจึงใช๎วิธีอ่ืนประกอบ
เพ่ือให๎ได๎ข๎อมูลที่สมบูรณ์ขึ้น หรือแก๎ปัญหาในกรณีที่ไมํสามารถใช๎ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอยํางเดียวได๎ 
ดังนั้นจึงจ าเป็นต๎องหาเครื่องหมายบํงชี้ชนิดอ่ืนมาประกอบ เพ่ือชํวยให๎การจ าแนกความแตกตํางของสายพันธุ์
มีความถูกต๎อง 

2. เครื่องหมายทางโมเลกุล (Molecular marker) 
 เครื่องหมายทางโมเลกุล สามารถแบํงออกได๎เป็น 2 ระดับ คือ ระดับโปรตีน  เป็นการ

ตรวจสอบที่โมเลกุลของโปรตีนชนิดตําง ๆ และระดับดีเอ็นเอ เป็นการตรวจสอบความแตกตํางของล าดับนิวคลี
โอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ 

2.1 เครื่องหมายโปรตีน (Protein marker) 
เป็นเครื่องหมายที่สร๎างขึ้นจากการศึกษาวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีในสิ่งมีชีวิต   

เพ่ือตรวจสอบสิ่งมีชีวิตโดยใช๎ความแตกตํางของโมเลกุลของโปรตีน โดยใช๎วิธีแยกโมเลกุลของโปรตีนด๎วย
เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส แล๎วจึงย๎อมดูแถบของโปรตีนจ าเพาะโดยใช๎สารที่เหมาะสม เชํน การตรวจสอบโปรตีน
ที่สะสมในเมล็ดพืช นอกจากนี้ยังตรวจสอบในรูปแบบของเอนไซม์ชนิดตําง ๆ หรือ  ไอโซไซม์ วิธีการศึกษา
เอนไซม์คํอนข๎างงําย ข๎อดีของการตรวจสอบในระดับโปรตีน คือสามารถตรวจได๎หลายต าแหนํง คําใช๎จํายไมํสูง
มากนัก และแถบของโปรตีนหรือไอโซไซม์นี้ยังมีการขํมรํวมกันแบบ codominance ชํวยให๎แยกความแตกตําง
ระหวํางแถบโปรตีนแบบโฮโมโลกัส และเฮเทอโรไซกัสได๎ สํวนข๎อจ ากัดของการตรวจสอบโปรตีนหรือเอนไซม์
นั้น คือจ านวนยีนที่ตรวจสอบได๎มีไมํมากนัก ไมํกระจายครอบคลุมทั้งจีโนม และผลการแสดงออกของเอนไซม์
ได๎รับผลกระทบโดยตรงจากสภาพแวดล๎อมที่เปลี่ยนแปลง และต๎องศึกษาในระยะที่ยีนมีการแสดงออก จึงต๎อง
เลือกเนื้อเยื่อ และระยะเวลาที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ ผลที่ได๎ยังขึ้นอยูํกับชนิดของเนื้อเยื่อ ระยะการ
เจริญเติบโตของพืช และระยะเวลาที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ นอกจากนี้โปรตีนและเอนไซม์ยังสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติได๎งําย จึงต๎องวิเคราะห์ผลในเวลาจ ากัด ไมํสามารถเก็บตัวอยํางไว๎ได๎นาน ในแงํของโอกาสการตรวจ
พบความแตกตํางในระดับโปรตีนยังมีคําต่ ามากเมื่อเทียบกับการตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอ เนื่องจาก       
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แอลลีลหรือรูปแบบของยีนที่แตกตํางกัน บางครั้งแม๎วําจะมีการเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนที่ต าแหนํงใด
ต าแหนํงหนึ่งแล๎วก็ตาม อาจจะไมํมีผลตํอระยะทางการเคลื่อนที่ของโมเลกุลโปรตีนเมื่อท าอิเล็กโทรโฟรีซิส   
ท าให๎ไมํสามารถตรวจพบความแตกตํางนั้น ๆ ได๎ พบวําการตรวจสอบระดับโปรตีนสามารถตรวจพบความ
แตกตํางของเครื่องหมายโปรตีนได๎เพียง 30 เปอร์เซ็นต์ของที่เกิดการแทนที่เบสทั้งหมดเทํานั้น ท าให๎ผลที่
ตรวจสอบได๎พบความแตกตํางต่ ากวําที่เป็นจริง (สุรินทร์, 2552) เครื่องหมายโปรตีนถูกน ามาใช๎อยําง
แพรํหลายในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพันธุ์พืชในธุรกิจเมล็ดพันธุ์  เนื่องจากคําใช๎จํายไมํสูงมากนัก 
เป็นการลดต๎นทุนในธุรกิจเมล็ดพันธุ์ 

2.2 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 
  เครื่องหมายดีเอ็นเอ หมายถึงล าดับเบสชํวงหนึ่งของดีเอ็นเอที่ใช๎เป็นเครื่องหมายบํงชี้ความเป็น

เอกลักษณ์ของสิ่งมีชีวิต โดยอาจมีต าแหนํงบนโครโมโซมในนิวเคลียส (nuclear DNA) หรือในออร์แกเนลล์ 
(mitochondria DNA หรือ chloroplast DNA) และสามารถถํายทอดไปยังรุํนลูกได๎ พืชแตํละชนิดแตํละสาย
พันธุ์ มีการจัดเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลักษณ์ ความแตกตํางหรือโพลีมอร์ฟิซึม 
(polymorphisms) ของล าดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอท าให๎สิ่งมีชีวิตมีความแตกตํางกัน และสามารถน ามา
ประยุกต์ใช๎เป็นเครื่องหมายโมเลกุลได ๎

 การตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอมีข๎อได๎เปรียบกวําการตรวจสอบในระดับโปรตีน คือ โมเลกุลของ
ดีเอ็นเอมีความเสถียรกวําจึงเก็บไว๎ได๎นานกวํา โดยสามารถวิเคราะห์จากตัวอยํางที่ถูกเก็บไว๎เป็นเวลายาวนาน
ได๎ และเนื่องจากดีเอ็นเอเป็นองค์ประกอบที่มีอยูํในเซลล์เกือบทุกเซลล์ในปริมาณเทํากัน จึงสามารถตรวจสอบ
ดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อชนิดใด ๆ ระยะการเจริญเติบโต หรือสภาพทางสรีรวิทยาใด ๆ ก็ได๎ โดยไมํขึ้นอยูํกับ
สภาพแวดล๎อม การตรวจอาจใช๎ดีเอ็นเอจากสํวนที่เป็นยีนหรือไมํใชํยีนก็ได๎ จะมีการแสดงออกหรือไมํมี       
การแสดงออกก็ได๎ จึงตรวจสอบได๎โดยไมํจ ากัด และครอบคลุมทั้งจีโนม และมี วิธีการตรวจสอบเครื่องหมาย   
ดีเอ็นเอแบบตําง ๆ ให๎เลือกใช๎มากมาย ท าให๎การใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอ และมีการประยุกต์ใช๎ในงานด๎าน    
ตําง ๆ ได๎กว๎างขวาง  

การที่สามารถใช๎ดีเอ็นเอเป็นเครื่องหมายได๎เนื่องจากเกิดความแปรปรวน (variation) ของนิวคลี
โอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ หรือ ที่เรียกวําเกิดโพลิมอร์ฟิซึม (polymorphism) ของล าดับเบสในโมเลกุลของ
สายดีเอ็นเอนั้น ๆ วิธีการตรวจสอบโพลิมอร์ฟิซึมของดีเอ็นเอ ท าให๎โดยการหาล าดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ 
(DNA sequencing) หรือตรวจสอบโดยใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอ การใช๎ดีเอ็นเอเป็นเครื่องหมายในการบํงบอก
ความแตกตํางของสิ่งมีชีวิต สามารถท าได๎โดยการเปรียบเทียบลักษณะของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ  โดย
เทคนิคทางอณูวิทยา ซึ่งเป็นที่รู๎จักกันโดยทั่วไปวํา “ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ” (DNA Fingerprinting) ซึ่งความ
แตกตํางที่เกิดขึ้น หมายถึง แบบแผนดีเอ็นเอที่จ าเพาะของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง ๆ นั่นเอง สามารถน ามาตรวจสอบ
ความแตกตํางหรือโพลีเมอร์ฟิซึมของสิ่งมีชีวิตหรือสายพันธุ์พืชที่ต๎องการตรวจสอบได๎ (สุรินทร์, 2552) 
 
ประเภทของเครื่องหมายดีเอ็นเอ  

ในปัจจุบันมีการคิดค๎นสร๎างเครื่องหมายดีเอ็นเอขึ้นมากมายหลายชนิด มีการใช๎อักษรยํอ และชื่อ
ทางเทคนิคอยํางหลากหลาย ในบางกรณีมีอักษรยํอของเทคนิคตํางกัน แตํเป็นเทคนิควิธีเดียวกัน ท าให๎เกิด
ความสับสนส าหรับผู๎เริ่มท างานวิจัยด๎านนี้ ดังนั้นการจัดกลุํมของเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เหมาะสมจะท าให๎ผู๎ที่
สนใจทางด๎านนี้ท าความเข๎าใจได๎งําย ซ่ึงการจัดประเภทของเครื่องหมายดีเอ็นเอสามารถแบํงออกเป็นประเภท
ใหญํๆ ได ๎2 ประเภท คือ  
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1. Hybridization-based marker เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ ซึ่งพัฒนาขึ้นโดยอาศัยหลักการ
เข๎าคูํของล าดับเบสดีเอ็นเอที่เป็นคูํสมกันระหวํางดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) กับดีเอ็นเอที่ต๎องการตรวจสอบ 
โดยใช๎เทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization) ตัวอยํางได๎แกํ เครื่องหมายอาร์เอฟแอลพี (RFLP marker) 
(Tanksley et al., 1989, McCouch and Tankslay, 1991) โพลิมอร์ฟิซึมของ RFLP ที่เกิดขึ้นเป็นลักษณะ
ของขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน ซึ่งเป็นผลมาจากการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบการขาดหายไป 
(deletion) หรือการเพิ่มเบสขึ้นมา (insertion) หรือแบบอ่ืน ๆ ก็ได๎ 

2. PCR-based marker เป็นเครื่องหมายโมเลกุลดีเอ็นเอที่พัฒนาขึ้น โดยอาศัยหลักการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction : PCR) ซึ่งเทคนิคพีซีอาร์มีข๎อดีคือใช๎
ปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต๎นน๎อย ใช๎ระยะเวลาสั้น แรงงานน๎อย คําใช๎จํายต่ า และแปลผลงําย เครื่องหมายดีเอ็นเอที่
ได๎รับการพัฒนามาจากเทคนิค PCR สามารถแบํงได๎เป็น 2 ประเภทคือ 
                2.1 เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีใช๎ไพรเมอร์ชนิดไมํจ าเพาะเจาะจง (random primer)  

เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดนี้มีการตรวจสอบดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร์ที่ใช๎ไพรเมอร์แบบสุํม เพ่ือให๎
สามารถเกาะกับดีเอ็นเอเปูาหมายได๎หลายต าแหนํง และเพ่ิมปริมาณได๎จากหลายบริเวณ เกิดเป็นแบบแผนดี
เอ็นเอที่จ าเพาะโดยใช๎ไพรเมอร์เพียงชนิดเดียว ตัวอยํางเครื่องหมายดีเอ็นเอที่นิยมใช๎ ได๎แกํ เครื่องหมาย 
RAPD (random amplified polymorphic DNA)(William et al., 1990) เครื่องหมาย AFLP (Vos et al., 
1995), เครื่องหมาย ISSR (inter-simple sequence repeats) (Bornet et al., 2004) เป็นต๎น  
                2.2 เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีใช๎ไพรเมอร์ชนิดจ าเพาะเจาะจง (specific primer) 

เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดนี้เป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช๎ไพรเมอร์ 2 ชนิด ที่จ าเพาะกับชํวง
ของดีเอ็นเอ หรือยีนหนึ่ง ๆ โดยจะต๎องทราบข๎อมูลล าดับเบสของดีเอ็นเอเปูาหมายกํอน เพ่ือเป็นข๎อมูลในการ
ออกแบบและสังเคราะห์ ไพรเมอร์ เพ่ือน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปูาหมาย ซึ่งเป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจาก
ต าแหนํงจ าเพาะเพียงต าแหนํงเดียว (single locus) เครื่องหมายชนิดนี้ ได๎แกํ STS (Sequence-tagged site) 
และ SSLP (simple sequence length polymorphism) หรือ microsatellite หรือ SSR (Simple 
Sequence Repeat) (Brown et al., 1996, Powell et al., 1996), SCAR (Sequence characterized 
amplified region) เป็นต๎น 

 
การประยุกต์ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ 

การศึกษาทางด๎านพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล (molecular genetics) ซึ่งเป็นการศึกษาลึกลงไปถึง
ความแตกตํางระดับโมเลกุลของยีนที่ท าหน๎าที่เป็นสํวนควบคุมการแสดงออกของลักษณะตํางๆในสิ่งมีชีวิต จึงมี
ประโยชน์ที่จะน ามาใช๎ในการปรับปรุงพันธุ์ การใช๎เครื่องหมายระดับโมเลกุล (molecular markers) เป็นการ
ใช๎ดีเอ็นเอเพ่ือเป็นเครื่องหมายในการตรวจสอบในระดับของยีน หรือดีเอ็นเอ ถูกน ามาใช๎ในการปรับปรุงพันธุ์
พืชในหลาย ๆ ด๎าน เชํน 

1. การจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
 การประยุกต์ใช๎ตัวเครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช๎ในการจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ หรือ การสร๎าง

เอกลักษณ์พันธุกรรม (DNA Fingerprint) ของพืชนับวํามีความส าคัญ เนื่องจากมีการปลูก ขยายพันธุ์และ
ปรับปรุงพันธุ์ใหมํๆ ขึ้นมาหลากหลายสายพันธุ์ โดยหนํวยงานของรัฐ และบริษัทเอกชน ซึ่งประสบปัญหาการ
ขโมยพันธุ์ และการปลอมปนเมล็ดพันธุ์เพ่ือการสํงออก ดังนั้นบริษัทเอกชนและหนํวยงานของรัฐที่ผลิตเมล็ด
พันธุ์ตําง ต๎องมีการสร๎างเอกลักษณ์พันธุกรรมส าหรับพันธุ์ของตนไว๎เพ่ือเป็นฐานข๎อมูลอ๎างอิง และจดทะเบียน
พันธุ์เพ่ือเป็นตัวยืนยันเมื่อมีการตรวจสายพันธุ์ นอกจากนี้ยังมีประโยชน์อยํางยิ่งตํอการหาความแตกตํางหรือ
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ความหลากหลายทางพันธุกรรม การน าเครื่องหมายระดับดีเอ็นเอมาใช๎เป็นตัวก าหนดสายพันธุ์ หรือแยกสาย
พันธุ์ สามารถน ามาใช๎ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพันธุ์ได๎อยํางรวดเร็ว และมีประสิทธิภาพถูกต๎อง
แมํนย า  

การประยุกต์ใช๎ตัวเครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช๎ท าให๎เพ่ิมประสิทธิภาพ ชํวยลดปัญหาตํางๆ ของ
การผลิตและการตรวจคุณภาพสินค๎า การตรวจการปลอมปนพันธุ์พืชลูกผสมการค๎า  ซึ่งคุณภาพของเมล็ดพันธุ์
เป็นสิ่งส าคัญอยํางยิ่ง  เครื่องหมายดีเอ็นเอจึงเป็นเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพสูง ให๎ความถูกต๎องแนํนอน และ
ท าได๎รวดเร็วโดยไมํจ าเป็นต๎องปลูกทดสอบในแปลง ในปัจจุบันเครื่องหมายดีเอ็นเอได๎เข๎ามามีบทบาทอยําง
มากในการรับรองพันธุ์ นอกจากนี้ได๎มีการน าเครื่องหมายดีเอ็นเอมาประยุกต์ใช๎ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ
สายพันธุ์พํอแมํ เพ่ือการผลิตพันธุ์ลูกผสม โดยสายพันธุ์พํอแมํต๎องมีความสม่ าเสมอ ตรงตามพันธุ์ นับวําส าคัญ
อยํางยิ่งตํอการผลิตพันธุ์ลูกผสม ซึ่งการใช๎ลักษณะภายนอกที่มองเห็นมีความไมํแนํนอน เครื่องหมายดีเอ็นเอ
สามารถท าให๎ขั้นตอนการคัดเลือกต๎นพันธุ์ที่ถูกต๎องท าได๎งํายและรวดเร็ว จึงเป็นการลดต๎นทุนการผลิตและได๎
พันธุ์ที่ตรงตามพันธุ์มากขึ้น (http://www.dna.kps.ku.ac.th) 

     ตัวอยํางการประยุกต์ใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอในการจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA Fingerprint) 
ของข๎าวโพด เป็นการสร๎างเอกลักษณ์พันธุกรรมประจ าพันธุ์ข๎าวโพดทนแล๎งของกรมวิชาการเกษตร ในการวิจัย
นี้ได๎จัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของข๎าวโพด จ านวน 26 พันธุ์ โดยใช๎เครื่องหมายโมเลกุลชนิด microsatellite 
จ านวน 36 คูํ จัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของข๎าวโพด จ านวน 26 พันธุ์ พบแถบดีเอ็นเอที่ให๎ความแตกตําง จ านวน 
139 แถบ ที่เป็นเอกลักษณ์เฉพาะระดับดีเอ็นเอ (ภาพที่ 1) ส าหรับใช๎เป็นฐานข๎อมูลอ๎างอิง และจดทะเบียน
พันธุ์เพ่ือเป็นตัวยืนยันเมื่อมีการตรวจสายพันธุ์ข๎าวโพด (ประสาน และคณะ, 2554) 
 

http://www.dna.kps.ku.ac.th/
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ภาพที่ 1 แสดงลายพิมพ์ดีเอ็นเอของข๎าวโพด จ านวน 12 พันธุ์ โดยใช๎เทคนิค microsatellite ไพรเมอร์ umc 

1185 ที่แยกขนาดของดีเอ็นเอด๎วยเครื่องอัตโนมัติ ABI 310 Genetic Analyzer (ประสาน และ
คณะ, 2554) 
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2. การจ าแนกพันธุ์และวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยการจ าแนกลักษณะประจ าพันธุ์ของเชื้อ

พันธุกรรมพืชที่รวบรวมไว๎ สํวนใหญํเป็นการประเมินจากลักษณะทางฟีโนไทป์ รวมถึงลักษณะทางการเกษตรตําง 
ๆ ซึ่งต๎องใช๎ระยะเวลาและพ้ืนที่ในการศึกษา แตํการศึกษาถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมพืชในระดับดีเอ็นเอ 
ท าให๎การใช๎ประโยชน์จากเชื้อพันธุกรรมได๎อยํางเต็มที่ นอกจากนี้การจ าแนกด๎วยลักษณะภายนอกเพียงอยํางเดียว
อาจให๎ข๎อมูลที่ไมํถูกต๎อง เพราะลักษณะบางอยํางแยกจากกันได๎ยาก บางลักษณะจะเป็นผลจากสภาพแวดล๎อม
ภายนอกท่ีแตกตํางกัน การประเมินลักษณะประจ าพันธุ์ที่ถูกต๎องจะสํงผลดี โดยเฉพาะอยํางยิ่งงานปรับปรุงพันธุ์ 
ซึ่งนอกจากต๎องมีการบํงบอกพันธุ์และลักษณะประจ าพันธุ์ที่ถูกต๎องแมํนย าแล๎ว ยังต๎องมีข๎อมูลที่สามารถระบุ
ความใกล๎ชิดทางพันธุกรรมอีกด๎วย เพ่ือการคัดเลือกพํอแมํพันธุ์ที่เหมาะสม การน าความแตกตํางในระดับ
เครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช๎เป็นข๎อมูลประกอบหรือสนับสนุนข๎อมูลลักษณะภายนอก จึงท าให๎การจ าแนกพันธุ์มี
ความแมํนย า รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น สามารถระบุความใกล๎ชิดทางพันธุกรรมได๎อยํางจ าเพาะ ซึ่ง
ลักษณะภายนอกไมํสามารถแยกได๎ทั้งหมด การหาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอ จึงเป็นวิธีที่
ตอบสนองความต๎องการดังกลําวได๎เป็นอยํางดี สามารถใช๎เป็นหลักฐานยืนยันลักษณะจ าเพาะของพันธุ์ตําง ๆ ได๎ 
รวมทั้งเป็นฐานข๎อมูลส าหรับการปรับปรุงพันธุ์พืช ในปัจจุบันได๎มีการใช๎ข๎อมูลในระดับดีเอ็นเอเพ่ือสร๎าง
เอกลักษณ์เฉพาะประจ าพันธุ์พืชหลายชนิด ส าหรับใช๎ตรวจสอบข๎อมูลพันธุกรรม และสร๎างเอกลักษณ์พันธุกรรม
ส าหรับพันธุ์ของตนไว๎เพ่ือเป็นฐานข๎อมูลอ๎างอิง และจดทะเบียนพันธุ์เพ่ือยืนยันเมื่อมีการตรวจสายพันธุ์ 

ตัวอยํางการใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของข๎าวโพดพันธุ์     
ทนแล๎ง จ านวน 26 พันธุ์  โดยใช๎เทคนิค microsatellite ที่ใช๎ไพรเมอร์ 36 คูํ ได๎รูปแบบแถบดีเอ็นเอของ    
แตํละตัวอยําง โดยใช๎ระบบตัวเลข 1 และ 0 โดยตัวเลข  1 แสดงการมีแถบดีเอ็นเอที่ต าแหนํง 1  ส าหรับ 0 
แสดงการไมํมีแถบดีเอ็นเอขนาดเดียวกันนั้น ได๎จ านวนรูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนในข๎าวโพดพันธุ์ตําง 
ๆ รวมทั้งสิ้น 2,860 ต าแหนํง น าไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยใช๎โปรแกรม NTSYSpc 2.2 ด๎วย
วิธี UPGMA พบวําสามารถจัดกลุํมและสร๎างเดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของข๎าวโพดได๎  
ดังแสดงในภาพที่ 2 โดยมีคําความใกล๎ชิดกันทางพันธุกรรมระหวําง 0.65-0.95 พบวําพันธุ์ที่มีพันธุกรรมใกล๎ชิด
กันที่สุดคือ Nei462004 และ Nei462014 มีคําความใกล๎ชิดทางพันธุกรรมเทํากับ 0.95 (ประสาน, 2554) 

 
3. การจัดท าแผนที่ทางพันธุกรรม 

 การน าเอาเครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช๎ในการท าแผนที่ทางพันธุกรรม (genetic mapping) หรือ
แผนที่จีโนม (genome mapping) ได๎มีการศึกษากันมานานแล๎ว แตํแผนที่ที่ได๎มีความละเอียดคํอนข๎างน๎อย 
เนื่องจากจ านวนยีนที่ศึกษามีน๎อย การท าแผนที่ยีนบนโครโมโซมได๎เริ่มท าในแมลงหวี่ ซึ่งเป็นการท าแผนที่โดย
ใช๎จ านวนยีนไมํกี่ยีนที่เรียงตัวบนโครโมโซม x ของแมลงหวี่ ผลจากการพัฒนาเทคนิคทางด๎านเครื่องหมาย     
ดีเอ็นเอหลายชนิด เชํน RFLP ท าให๎มีการสร๎างแผนที่จีโนมมากขึ้นในพืชหลายชนิด ตํอจากนั้นได๎มีการพัฒนา
เทคนิคการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด๎วยวิธีพีซีอาร์ และพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถตรวจสอบได๎ครั้งละ
หลาย ๆ ต าแหนํง เชํน RAPD และ AFLP ตลอดจนการพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าหรับวิเคราะห์     
ความเชื่อมโยงของเครื่องหมายดีเอ็นเอจ านวนมาก ท าให๎การสร๎างแผนที่พันธุกรรมก๎าวหน๎าขึ้นอยํางรวดเร็ว   
มีการท าแผนที่พันธุกรรมแล๎วในพืชหลายชนิด ในการสร๎างแผนที่พันธุกรรมนั้นแผนที่ที่ได๎ต๎องมีความหนาแนํน
สูง หรือมีความละเอียดมาก ซึ่งเป็นสิ่งส าคัญในงานด๎านการปรับปรุงพันธุ์พืช เพราะสามารถระบุต าแหนํงของ
ยีนที่ควบคุมลักษณะตําง ๆ ทั้งที่ควบคุมด๎วยยีนเดี่ยว และยีนที่ควบคุมด๎วยยีนหลายต าแหนํง ซึ่งสามารถ
น ามาใช๎คัดเลือกพันธุ์ด๎วยเครื่องหมายดีเอ็นเอ (marker-assisted selection)  
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ภาพที่ 2 แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของข๎าวโพด จ านวน 26 พันธุ์ โดยใช๎ไพรเมอร์ SSR จ านวน   
           36 คูํ 2,860 ต าแหนํง (ประสาน และคณะ, 2554) 

 
การสร๎างแผนที่พันธุกรรมโดยใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอ ใช๎วิธีการเดียวกับการสร๎างแผนที่ยีนบน

โครโมโซมท่ีต๎องหายีนที่ควบคุมลักษณะที่มีความแตกตํางกัน มีการกลายพันธุ์ของยีนนั้น แล๎วน าพํอแมํพันธุ์ที่มี
จีโนไทป์ตํางกันมาผสมกัน และศึกษาอัตราสํวนการกระจายตัวของยีนนั้นในลูกผสมจ านวนมาก ซึ่งในคูํผสม
หนึ่งสามารถศึกษาได๎เพียงไมํก่ีลักษณะเทํานั้น และใช๎เวลานาน การผสมพันธุ์ระหวํางคูํผสมที่มีลักษณะตํางกัน
มากกวํา 1 ลักษณะ ถ๎ายีนที่ควบคุมลักษณะเหลํานั้นอยูํคนละโครโมโซม การแยกตัวของยีนจะเป็นอิสระตํอกัน 
แตํถ๎ายีนนั้นอยูํใกล๎ชิดกันบนโครโมโซมเดียวกัน การแยกตัวจะไมํเป็นอิสระตํอกัน ซึ่งขึ้นอยูํกับระยะทาง
ระหวํางยีนทั้งสองต าแหนํง ถ๎าอยูํใกล๎กันมากโอกาสจะเกิดรีคอมบิเนชั่นก็น๎ อย จึงมักจะติดไปด๎วยกัน 
เครื่องหมายดีเอ็นเอเป็นสํวนของดีเอ็นเอท่ีอยูํบนโครโมโซม เปรียบเทียบได๎กับยีนที่มีต าแหนํงอยูํบนโครโมโซม
นั่นเอง และมีการถํายทอดทางพันธุกรรมไปสูํลูกหลาน ถ๎าเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีต าแหนํงอยูํใกล๎ชิดกันบน
โครโมโซมก็มักจะถํายทอดไปด๎วยกัน การสร๎างแผนที่พันธุกรรมโดยใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอ จะท าโดย        
การคัดเลือกพันธุ์พํอและพันธุ์แมํที่มีรูปแบบของเครื่องหมายดีเอ็นเอแตกตํางกัน น ามาผสมกันเพ่ือสร๎างลูกผสม
ที่มีการกระจายตัวของเครื่องหมายดีเอ็นเอในรูปแบบตําง ๆ แล๎วจึงวิเคราะห์ผลความเชื่อมโยงของเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอแตํละกลุํม ในประชากรหนึ่ง ๆ นั้นสามารถศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอได๎ไมํจ ากัด สามารถท าแผนที่
พันธุกรรมได๎หลายต าแหนํง เนื่องจากสามารถใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอได๎หลายชนิด ทั้งที่ตรวจสอบได๎ครั้งละ 1 

Coefficient

0.60 0.69 0.77 0.86 0.95

Nei452008MW

 Nei9202 

 Nei462011 

 Nei422006 

 Nei462010 

 Nei462004 

 Nei462014 

 Nei462013 

 Nei492001 

 Nei492002 

 Nei492004 

 Nei492003 

 Nei492005 

 Nei452015 

 Nei452009 

 Nei452006 

 NSX052012 

 NSX052018 

 NSX052011 

 NSX052016 

 NSX052015 

 NSX052014 

 NS2 

 Nei452008 

 NSX042029 

 NSX042022 

 Nei9008 
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ต าแหนํง หรือหลายต าแหนํง ไมํวําจะเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่แสดงการขํมรํวมกัน หรือขํมแบบสมบูรณ์ 
นอกจากนี้สามารถใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอสร๎างแผนที่พันธุกรรมได๎โดยไมํขึ้นอยูํกับระยะการแสดงออกของยีน 
และไมํขึ้นอยูํกับสภาพแวดล๎อม จึงสามารถสร๎างแผนที่พันธุกรรมได๎อยํางรวดเร็ว โดยไมํต๎องรอให๎สิ่งมีชีวิตที่
ศึกษาแสดงลักษณะออกมา (สุรินทร์, 2552) 

 
 ตัวอย่างการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอสร้างแผนที่พันธุกรรมของยางพารา  

      ที่ผํานมาในยางพาราเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ท าการศึกษา เชํน RFLP RAPD  AFLP และ 
microsatellite (SSR) แตํเครื่องหมายโมเลกุลชนิด RFLP มีข๎อจ ากัดในเรื่องเวลานาน คําใช๎จํายสูง และ
ขั้นตอนยุํงยาก สํวน AFLP และ RAPD ซึ่งเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีขั้นตอนไมํยุํงยากเนื่องจากอาศัยพ้ืนฐาน
ของเทคนิคพีซีอาร์ แตํมีข๎อจ ากัดที่สํวนใหญํเป็นลักษณะ dominant สํวน SSR นั้นมีข๎อดีที่น าไปใช๎ประโยชน์
ได๎งํายเนื่องจากอาศัยเทคนิคของพีซีอาร์ และมีลักษณะเป็น co-dominant การศึกษาทางพันธุศาสตร์ที่
เกี่ยวกับการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลชนิด microsatellite ในสมัยแรกได๎ค๎นหาสํวนที่มีล าดับเบสซ้ ากันโดย
แยกจาก genomic DNA library หรือเรียกวํา g-SSR ซึ่งต๎องใช๎ต๎นทุนสูงในการคัดเลือกโคลนและหาล าดับเบส
เพ่ือหาคูํของ primer ที่ขนาบข๎างชิ้นสํวน SSR ในปัจจุบันมีการรายงานล าดับเบสที่เกิดจากการถอดรหัสของ
ยีนที่เรียกวํา EST (Expressed sequence tags) ในฐานข๎อมูลจ านวนมากซึ่งเป็นแหลํงที่นําสนใจมากส าหรับ
น ามาใช๎พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลชนิด microsatellite ได๎อยํางมีศักยภาพ เรียกเครื่องหมายโมเลกุลชนิดนี้วํา 
EST-SSR หรือ eSSR ซึ่งเป็นการค๎นหา SSR ที่ใช๎เวลาและคําใช๎จํายน๎อย อีกทั้งยังเป็นเครื่องหมายโมเลกุลที่
เกิดขึ้นจากการแสดงออกของยีน ซึ่งมีประโยชน์มากในการน าไปใช๎ในกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืช          
และการท าแผนที่พันธุกรรม ส าหรับในยางพาราได๎มีรายงานล าดับเบสที่เกิดจากการแสดงออกของยีนในระดับ
การถอดรหัสและได๎ถูกน าไปวิเคราะห์และออกแบบไพรเมอร์ เพ่ือพัฒนาเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ EST-SSR 
(ประสาน และคณะ 2553) และได๎น าไปใช๎สร๎างแผนที่พันธุกรรมของยางพารา โดยใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด 
microsatellite ที่ได๎จากที่พัฒนาจากข๎อมูล EST และ g-SSR จ านวน 81 เครื่องหมาย ได๎น ามาวิเคราะห์ 
ความเชื่อมโยง (linkage) ระหวํางเครื่องหมายดีเอ็นเอ โดยใช๎ประชากรยางพาราลูกผสม 100 สายพันธุ์ และ
ท าการวิเคราะห์ความเชื่อมโยงระหวํางเครื่องหมายครั้งละ 2 เครื่องหมาย และวิเคราะห์ต าแหนํงการวางตัว
ของแตํละเครื่องหมาย โดยใช๎โปรแกรม OneMap (Margarido et al., 2007)  ซึ่งท างานอยูํบนโปรแกรม R 
โดยก าหนดคํา LOD score เทํากับ 5 คํา recombination fraction ที่ 0.35 ระยะหํางระหวํางเครื่องหมาย
โมเลกุลใช๎แบบ Kosambi function การวิเคราะห์อาศัยหลักการที่วํา ถ๎าเครื่องหมายโมเลกุลอยูํตํางโครโมโซม
กัน การแยกตัวจะเป็นอิสระตํอกัน ( independent assortment) แตํถ๎าเครื่องหมายโมเลกุลเหลํานั้นอยูํ
ใกล๎ชิดกันบนโครโมโซมเดียวกัน การแยกตัวจะไมํเป็นอิสระ ซึ่งขึ้นอยูํกับระยะทางระหวํางเครื่องหมายโมเลกุล
ของทั้งสองต าแหนํงนั้น ถ๎าอยูํใกล๎กันมากโอกาสจะเกิดรีคอมบิเนชั่นก็น๎อย จึงมักไปด๎วยกัน 

จากการวิเคราะห์เครื่องหมายดีเอ็นเอทั้งหมด 81 เครื่องหมาย พบวําเครื่องหมายที่วิเคราะห์
ความเชื่อมโยงได๎ จ านวน 60 เครื่องหมาย จ าแนกเป็นเครื่องหมายโมเลกุลชนิด EST-SSR จ านวน 16 
เครื่องหมาย และเครื่องหมายโมเลกุลชนิด g-SSR จ านวน 44 เครื่องหมาย สํวนเครื่องหมายโมเลกุลที่         
ไมํสามารถวิเคราะห์ความเชื่อมโยงได๎มีจ านวน 21 เครื่องหมาย จ าแนกเป็นเครื่องหมายโมเลกุล EST-SSR 
จ านวน 3 เครื่องหมาย และเครื่องหมายโมเลกุล g-SSR จ านวน 18 เครื่องหมาย โดยเครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 
60 เครื่องหมาย สามารถวิเคราะห์การจัดกลุํมความเชื่อมโยงได๎ทั้งหมด 18 กลุํม ซึ่งตรงกับจ านวน haploid 
genome ของยางพารา ดังแสดงในภาพที่ 3 แสดงวําเครื่องหมายโมเลกุลที่อยูํในกลุํมเดียวกัน หรือโครโมโซม
เดียวกันนั้น จะมีแนวโน๎มที่จะแยกตัวไปด๎วยกัน (co-segregation) แตํถ๎าเครื่องหมายโมเลกุลอยูํหํางกันมาก 
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หรือตํางกลุํมกัน จะมีการแยกตัวเป็นอิสระตํอกัน แผนที่พันธุกรรมยางพาราที่สร๎างได๎มีประโยชน์อยํางมากใน
การใช๎เป็นเครื่องหมายก ากับหน๎าที่ (functional markers) ที่สัมพันธ์กับยีนที่ควบคุมลักษณะที่สนใจ หรือยีน
ที่ควบคุมลักษณะทางปริมาณ (QTL) ซึ่งสามารถน าไปประยุกต์ใช๎กับการปรับปรุงพันธุ์ยางพาราโดยใช๎
เครื่องหมายโมเลกุล  ท าให๎เพิ่มความแมํนย าในการคัดเลือกพันธุ์ และชํวยลดระยะเวลาลงได๎ (ประสาน, 2554) 

 
 
ภาพที่ 3 แสดงแผนที่พันธุกรรมของยางพาราที่สร๎างจากประชากรลูกผสม ที่เกิดจากการผสมระหวํางยางพันธุ์  

RRIM600 และ PB217 จ านวน 100 สายพันธุ์ โดยใช๎เครื่องหมายโมเลกุล EST-SSR (emHbDOA) 
และ g-SSR (gmHb) (ประสาน, 2554) 
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ภาพที่ 3 (ตํอ) แสดงแผนที่พันธุกรรมของยางพาราที่สร๎างจากประชากรลูกผสม ที่เกิดจากการผสมระหวํางยาง

พันธุ์ RRIM600 และ PB217 จ านวน 100 สายพันธุ์ โดยใช๎เครื่องหมายโมเลกุล EST-SSR 
(emHbDOA) และ g-SSR (gmHb) (ประสาน, 2554)  
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4. การใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอในการปรับปรุงพันธุ์พืช 
การปรับปรุงพันธุ์พืชจัดเป็นหัวใจส าคัญในการสร๎างพืชพันธุ์ใหมํ ๆ ให๎มีลักษณะดีตรงตามต๎องการ 

เชํน ให๎ผลผลิตสูง ต๎านทานโรค แมลง และสภาพแวดล๎อมไมํเหมาะสม ฯลฯ โดยรวมลักษณะทางพันธุกรรมที่
ดีเดํนจากพันธุ์พืชในแหลํงตําง ๆ สร๎างพืชพันธุ์ใหมํ โดยใช๎กระบวนการผสมพันธุ์ และคัดเลือกพันธุ์โดยใช๎
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา หรือลักษณะทางการเกษตรตําง ๆ (ลักษณะทางฟีโนไทป์) เป็นตัวบํงชี้ ซึ่งบาง
ลักษณะอาจจะคัดเลือกได๎ยาก และใช๎เวลานาน   

เครื่องหมายดีเอ็นเอเป็นล าดับเบสชํวงหนึ่งของดีเอ็นเอท่ีสามารถใช๎เป็นเครื่องหมายบํงชี้ความเป็น
เอกลักษณ์ของสิ่งมีชีวิต ที่สามารถถํายทอดไปยังรุํนลูกได๎ พืชแตํละสายพันธุ์มีล าดับเบสของดีเอ็น เอที่เป็น
เอกลักษณ์ ความแตกตํางของล าดับเบสในดีเอ็นเอท าให๎สิ่งมีชีวิตมีความแตกตํางกัน และสามารถน ามา
ประยุกต์ใช๎เป็นเครื่องหมายโมเลกุล เพ่ือคัดเลือกลักษณะที่ต๎องการในระดับดีเอ็นเอ ซึ่งเป็นการคัดเลือกที่ชํวย
เพ่ิมประสิทธิภาพของการคัดเลือกให๎ได๎จีโนไทป์ตามต๎องการ การคัดเลือกพันธุ์โดยใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
(Marker-assisted selection : MAS) เป็นการน าเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีทราบแล๎ววํามีต าแหนํงอยูํใกล๎กับยีนที่
ควบคุมลักษณะที่ต๎องการ มาใช๎ชํวยในการคัดเลือกพันธุ์พืชที่คาดวํามีลักษณะนั้น ๆ โดยไมํจ าเป็นต๎องดูฟีโน
ไทป์ของพืชที่ต๎องการ ไมํต๎องทราบวํายีนที่ควบคุมลักษณะเหลํานั้นมีการท างานหรือให๎ผลผลิตอะไร ไมํต๎อง
ทราบล าดับเบสของยีน หรือต าแหนํงที่แนํนอนบนโครโมโซม โดยเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช๎ส าหรับการคัดเลือก
นั้นต๎องอยูํใกล๎กับยีนที่สนใจ ยิ่งอยูํใกล๎มากเทําใด ประสิทธิภาพในการใช๎เพ่ือชํวยคัดเลือกลักษณะก็ยิ่งสูง และ
มีความแมํนย ามากขึ้น เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช๎เป็นได๎ทั้งชนิดที่มีการขํมรํวมกัน และขํมสมบูรณ์ เครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอที่มีต าแหนํงอยูํใกล๎ยีนที่สนใจ จะถํายทอดไปพร๎อมกับยีนนั้น เนื่องจากอยูํบนโครโมโซมเดียวกัน แตํก็
อาจจะถูกแยกจากกันได๎ ถ๎าเกิดการแลกเปลี่ยนชิ้นสํวนโครโมโซม และมีการรวมตัวกันใหมํของยีน 
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่อยูํใกล๎กับยีนที่สนใจยิ่งมากเทําไร โอกาสที่จะเกิดการแลกเปลี่ยนชิ้นโครโมโซมและ
แยกตัวออกจากกันก็น๎อย ถือเป็นเครื่องหมายที่มีประสิทธิภาพสูงในการใช๎ชํวยเพ่ือคัดเลือกพันธุ์ เครื่องหมายดี
เอ็นเอที่อยูํใกล๎กับยีนมากนี้จะถํายทอดไปด๎วยกันแบบ linkage disequilibrium (LD) สํวนเครื่องหมายที่อยูํ
หํางจากยีนจะเกิดการแยกตัวออกจากกันได๎แบบ linkage equilibrium ซึ่งถือวํามีประสิทธิภาพต่ าในการใช๎
เพ่ือคัดเลือกพันธุ์ ซึ่งเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการคัดเลือก คือ เครื่องหมายที่เป็นสํวนหนึ่ง
ของยีนที่ควบคุมลักษณะนั้นโดยตรง ในกรณีนี้อาจเรียกได๎เป็น gene-assisted selection (GAS) (สุรินทร์, 
2552) ซึ่งในปัจจุบันมีการศึกษากันมาก นอกจากนี้การมีจ านวนเครื่องหมายโมเลกุลหลาย ๆ ต าแหนํงที่วางอยูํ
บนแผนที่ยีน สามารถใช๎เป็นเครื่องมือที่จะชํวยให๎นักปรับปรุงพันธุ์พืชได๎ทราบถึงต าแหนํง และอิทธิพลของยีน
ที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ ใช๎เป็นแนวทางในการวบรวมยีนที่ดีเดํนตําง ๆ เข๎ามาอยูํในพืชพันธุ์ใหมํที่มี
ลักษณะที่ต๎องการได๎อยํางรวดเร็ว ถูกต๎อง และแมํนย า  

การคัดเลือกพันธุ์ที่มีลักษณะที่จัดวําเป็นลักษณะที่คัดเลือกได๎ยาก ได๎แกํ ลักษณะเชิงปริมาณ 
(quantitative trait loci) ซึ่งเป็นลักษณะที่แสดงออกสํวนใหญํในพืช คือมียีนหลายตัว (polygene) ในการ
ควบคุมการแสดงออกของลักษณะ และสภาพแวดล๎อมจะมีผลตํอการแสดงออกสูง  เชํน ผลผลิต เหตุผลที่
ลักษณะเหลํานี้คัดเลือกยากเพราะลักษณะเหลํานี้ต๎องอาศัยวิธีการหรือกระบวนการที่พัฒนาขึ้นมาใช๎คัดเลือก
เฉพาะ เนื่องจากลักษณะเหลํานี้ไมํปรากฏให๎เห็นด๎วยสายตาเปลํา จ าเป็นต๎องมีวิธีทดสอบ ซึ่งตํางจากการ
คัดเลือกพันธุ์โดยใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอ ที่การคัดเลือกจะด าเนินการภายในห๎องปฏิบัติการ จึงไมํจ าเป็นต๎อง
คัดเลือกฟีโนไทป์ตํอไปอีก เชํน การปรับปรุงพันธุ์พืชต๎านทานโรคก็สามารถที่จะท าการคัดเลือกได๎ในระยะแรก
ของการเจริญเติบโต (ระยะต๎นกล๎า) หรือระยะกํอนที่จะมีการเจริญเติบโต (ระยะเมล็ด) โดยไมํจ าเป็นต๎องปลูก
เชื้อ (จุลภาค, 2548) 
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การประยุกต์ใช้เทคนิคการสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี SDS/NaCl ในถั่วเหลือง 

  จีราพร แก่นทรัพย์ 

 เนื้อหาในบทนี้เก่ียวกับวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากพืชอยํางงํายและรวดเร็วโดยใช๎ SDS/NaCl ซึ่งถูกคิดค๎น
โดย Edwards และคณะ (1991) จากนั้นมีการปรับปรุงโดย Kotchoni และ Gachomo (2009) และมีเนื้อหา
เกี่ยวกับการประยุกต์ใช๎วิธีดังกลําวในการสกัดดีเอ็นเอจากถั่วเหลือง 
 การสกัดดีเอ็นเอในพืชชั้นสูงสํวนใหญํมีปัญหาเรื่องสารรบกวน (interfering substance) เชํน โพลี   
ฟีนอล โพลีแซคคาไรด์และน้ ายาง ซึ่งสํงผลกระทบตํอคุณภาพของดีเอ็นเอ โพลีแซคคาไรด์ขัดขวางเอนไซม์ใน
การเข๎าถึงดีเอ็นเอจึงสํงผลให๎เกิดการยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสและปฏิกิริยาของเอนไซม์อ่ืนๆ ที่มี         
ดีเอ็นเอของพืชเป็นดีเอ็นเอต๎นแบบ (DNA template) การสกัดดีเอ็นเอโดยทั่วไปใช๎ตัวท าละลายอินทรีย์
อันตรายตํางๆ เชํน ฟีนอล คลอโรฟอร์ม เพ่ือก าจัดสารรบกวน นอกจากนี้วิธีการสํวนใหญํใช๎ไนโตรเจนเหลว
หรือการท าแห๎งแบบแชํเยือกแข็ง (lyophilization) กับเนื้อเยื่อส าหรับการบดเบื้องต๎น ซึ่งกระบวนการเหลํานี้
ไมํสามารถด าเนินการได๎ในสถานที่ที่ไมํมีความพร๎อมของไนโตรเจนเหลว 
 วิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบดั้งเดิมท่ีใช๎กันอยํางแพรํหลายส าหรับสิ่งมีชีวิตเกือบทั้งหมดมีการใช๎สารลดแรง
ตึงผิวประจุบวก (cationic detergent) ได๎แกํ CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide)     
ตามด๎วยฟีนอล-คลอโรฟอร์มเพ่ือแยกโปรตีนออกจากกรดนิวคลิอิก และการตกตะกอนดีเอ็นเอด๎วยแอลกอฮอล์ 
โปรโตคอลนี้มักเรียกวําวิธี CTAB (Murray and Thompson, 1980) วิธี CTAB นี้ไมํเพียงแตํมีการใช๎ตัวท า
ละลายอินทรีย์อันตราย แตํยังมีหลายขั้นตอนท าให๎ใช๎เวลานานจึงไมํเหมาะกับการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยําง
จ านวนมาก ซึ่งขั้นตอนดังกลําวประกอบด๎วย การบดเนื้อเยื่อโดยใช๎ไนโตรเจนเหลว ตามด๎วยการแยกโปรตีน
ออกจากกรดนิวคลิอิก การตกตะกอนดีเอ็นเอ การล๎างก๎อนดีเอ็นเอ (DNA pellet) และการท าให๎แห๎ง (drying) 
มีการปั่นเหวี่ยงหลายครั้ง ในกรณีที่มีตัวอยํางจ านวนมากและมีความจ าเป็นต๎องท าการคัดเลือก (screening) 
หรือวิเคราะห์ภายใน 1 วัน การลดระยะเวลาที่ใช๎ในการสกัดดีเอ็นเอจึงเป็นความท๎าทายที่ส าคัญ โดยเป็น   
การปรับให๎มีขั้นตอนที่รวดเร็วและงําย รวมถึงได๎คุณภาพของดีเอ็นเอที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ที่
หลากหลาย 
 วิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบรวดเร็วโดยไมํใช๎ CTAB ถูกเสนอโดย Dellaporta และคณะ (1983) และ
ดัดแปลงโดย Edwards และคณะ (1991) หลักการของวิธีการนี้ ได๎แกํ การบดเชิงกลรํวมกับสารละลาย
บัฟเฟอร์สกัดดีเอ็นเอท่ีมี  sodium dodecyl sulfate (SDS) 0.5 - 2% เป็นสํวนประกอบ ซึ่ง SDS มีหน๎าที่ใน
การท าลายเยื่อหุ๎มเซลล์และเยื่อหุ๎มนิวเคลียสเพ่ือปลดปลํอยดีเอ็นเอออกมาละลายในสายละลายบัฟเฟอร์ 
หลังจากนั้นดีเอ็นเอจะถูกท าให๎แยกออกมาโดยขั้นตอนปั่นเหวี่ยงให๎เกิดการตกตะกอน โพลีแซคคาไรด์และ
โปรตีนสํวนใหญํจะถูกอัดแนํนด๎วย SDS ที่ไมํละลายน้ าและตกตะกอนในระหวํางการปั่นเหวี่ยงครั้งแรก ขณะที่
ดีเอ็นเอจะอยูํในน้ าใสสํวนบน (supernatant) น้ าใสสํวนบนดังกลําวจะถูกย๎ายไปยังหลอดใหมํและดีเอ็นเอจะ
ถูกท าให๎ตกตะกอนด๎วยไอโซโพรพานอล 

 การสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยใช้ SDS/NaCl ตามวิธีของ Edwards และคณะ (1991) 
 Edwards และคณะ (1991) ได๎พัฒนาโปรโตคอลส าหรับการสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยใช๎ SDS/NaCl   
ที่รวดเร็วเรียบงําย ปราศจากตัวท าละลายอินทรีย์อันตราย เป็นมิตรตํอสิ่งแวดล๎อม ไมํจ าเป็นต๎องใช๎
ไนโตรเจนเหลวและสามารถท าได๎แม๎ไมใํชํผู๎เชี่ยวชาญ ด๎วยโปรโตคอลนี้สามารถสกัดตัวอยํางดีเอ็นเอได๎มากกวํา 
100 ตัวอยํางตํอ 1 วัน ท าให๎สามารถรับมือกับความท๎าทายของตัวอยํางจ านวนมากในการสกัดดีเอ็นเอและ
การวิเคราะห์ทางพันธุกรรมตํางๆ ผลงานวิจัยของ Edwards และคณะ (1991) พบวําดีเอ็นเอที่สกัดจากพืช 
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Brassica napus ด๎วยวิธี SDS/NaCl สามารถน ามาตรวจสอบชิ้นสํวนของยีน ß-glucuronidase (GUS) ที่ถูก
ถํายฝากลงในพืชดังกลําวโดยวิธีพีซีอาร์ได๎  
 การสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยใช๎ SDS/NaCl ตามวิธีของ Edwards และคณะ (1991) มีข้ันตอนดังนี ้

1. เก็บใบอํอนโดยใช๎หลอด 1.5 ml ใช๎สํวนฝากดเพ่ือตัดสํวนใบให๎ลงไปในหลอด ซึ่งวิธีการตัดใบ
เชํนนี้ชํวยให๎ตัวอยํางที่เก็บมีขนาดสม่ าเสมอ ท าการบดตัวอยํางด๎วยก๎านบด 15 วินาทีที่
อุณหภูมิห๎องโดยไมํใสํบัฟเฟอร์  

2. เติมสารละลายบัฟเฟอร์สกัดดีเอ็นเอ SDS/NaCl (SDS/NaCl Extraction Buffer ตามวิธีของ 
Edwards และคณะ (1991): 200 mM Tris-HCl pH 7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 
0.5% SDS) ปริมาณ 400 ไมโครลิตร และท าการผสมแบบหมุนวน (vortex) 5 วินาที  

3. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 1 นาที ดูดน้ าใสสํวนบน 
(supernatant) 300 ไมโครลิตรใสํในหลอด 1.5 ml อันใหมํ 

4. ใสํ isopropanol ที่แชํเย็น 300 ไมโครลิตร และผสมเบา ๆ จากนั้นวางไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 
2 นาท ี

5. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 5 นาท ีเทน้ าใสสํวนบนทิ้ง 
6. ก๎อนดีเอ็นเอถูกท าให๎แห๎งด๎วยเครื่องสุญญากาศ (vacuum) 
7. ใสํ 1XTE ปริมาณ 100 ไมโครลิตรเพื่อละลายดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยใช้ SDS/NaCl ตามวิธีของ Kotchoni และ Gachomo (2009) 
Kotchoni และ Gachomo (2009) ท าการปรับปรุงวิธีการสกัดดีเอ็นเอของ Edwards และคณะ  

(1991) โดยไมํใช๎ EDTA และ Tris-HCl เป็นสํวนประกอบในสารละลายบัฟเฟอร์สกัดดีเอ็นเอ (SDS/NaCl 
Extraction Buffer ตามวิธีของ Kotchoni และ Gachomo (2009): 500 mM NaCl, 1% SDS) ท าให๎ชํวยลด
ขั้นตอนการปรับคํา pH ในการเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์สกัดดีเอ็น เอและสามารถด าเนินการได๎               
ในห๎องปฏิบัติการที่ไมํได๎ติดตั้งตู๎ดูดไอสารเคมี (fume hood) นอกจากนี้มีการเพ่ิมขั้นตอนการล๎างก๎อนดีเอ็นเอ 
(DNA pellet) ด๎วย 70% (v/v) เอทานอลเพื่อให๎ได๎ดีเอ็นเอท่ีมีความสะอาดมากขึ้น ผลงานวิจัยของ Kotchoni 
และ Gachomo (2009) พบวําดีเอ็นเอที่สกัดจากพืชต๎นแบบ Arabidopsis thaliana ด๎วยวิธี SDS/NaCl 
สามารถน ามาตรวจสอบชิ้นสํวนของ T-DNA ในพืช Arabidopsis thaliana พันธุ์กลาย และชิ้นสํวนของยีน
เปูาหมายที่ถูกท าให๎ผิดปกติไมํสามารถแสดงออกหรือยีนน็อกเอาต์ (gene knockout) โดยวิธีพีซีอาร์ได ๎
  การสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยใช๎ SDS/NaCl ตามวิธีของ Kotchoni และ Gachomo (2009) มีขั้นตอน
ดังนี้ 

1. เก็บเนื้อเยื่อพืช (plant tissue) 10 – 50 มิลลิกรัมใสํในหลอด 1.5 ml หรือในกรณีที่ตัวอยํางเป็น
ใบอํอน ใช๎สํวนฝากดเพ่ือตัดสํวนใบให๎ลงไปในหลอด เชํนเดียวกับวิธีของ Edwards และคณะ 
(1991) ท าการบดตัวอยํางด๎วยก๎านบดที่อุณหภูมิห๎องโดยไมํใสํบัฟเฟอร์ 

2. เติมสารละลายบัฟเฟอร์สกัดดีเอ็นเอ SDS/NaCl (SDS/NaCl Extraction Buffer ตามวิธีของ 
Kotchoni และ Gachomo (2009): 500 mM NaCl, 1% SDS) ปริมาณ 400 ไมโครลิตร และ
ท าการผสมแบบหมุนวน (vortex) 20 วินาที  

3. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 1 นาที ดูดน้ าใสสํวนบน 
(supernatant) 400 ไมโครลิตรใสํในหลอด 1.5 ml อันใหมํ 

4. ใสํ isopropanol ที่แชํเย็น 400 ไมโครลิตร และผสมเบา ๆ โดยการพลิกหลอดกลับไปมา 
(inversion)  
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5. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 1 นาท ีเทน้ าใสสํวนบนทิ้ง 
6. ใสํ 70% (v/v) เอทานอล 500 ไมโครลิตร เพ่ือล๎างก๎อนดีเอ็นเอ 
7. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 1 นาท ีเทน้ าใสสํวนบนทิ้ง 
8. ซับเอทานอลสํวนเกินจากก๎อนดีเอ็นเอโดยคว่ าหลอด 1.5 ml ลงบนกระดาษช าระที่สะอาดเพ่ือผึ่ง

ดีเอ็นเอให๎แห๎ง 
9. ใสํน้ า (ddH2O) ปริมาณ 50 ไมโครลิตรเพื่อละลายดีเอ็นเอ 

 การสกัดดีเอ็นเอจากถั่วเหลืองโดยใช้วิธี SDS/NaCl แบบประยุกต ์
 ผู๎วิจัยได๎ท าการสกัดดีเอ็นเอจากถั่วเหลืองโดยใช๎ SDS/NaCl ซึ่งประยุกต์จากวิธีของ Edwards และ
คณะ (1991) ผสมผสานกับวิธีของ Kotchoni และ Gachomo (2009) กลําวคือ ใช๎สารละลายบัฟเฟอร์สกัด  
ดีเอ็นเอ SDS/NaCl ตามวิธีของ Edwards และคณะ (1991) และเพ่ิมขั้นตอนการล๎างก๎อนดีเอ็นเอด๎วย 70% 
(v/v) เอทานอล เชํนเดียวกับวิธีของ Kotchoni และ Gachomo (2009) สาเหตุที่เลือกใช๎สารละลายบัฟเฟอร์
สกัดดีเอ็นเอ SDS/NaCl ตามวิธีของ Edwards และคณะ (1991) เนื่องจากมีสํวนประกอบของ EDTA และ 
Tris-HCl ซึ่ง EDTA มีคุณสมบัติในการยับยั้งการท างานของ DNase ท าให๎ดีเอ็นเอถูกปกปูองจากการยํอยของ 
DNase ส าหรับ Tris-HCl ชํวยในการควบคุมระดับความเป็นกรด-ดํางในสารละลายให๎เหมาะสม สารละลาย
บัฟเฟอร์ที่เป็นดํางเล็กน๎อยชํวยลดแรงดึงดูดทางประจุไฟฟูาระหวํางดีเอ็นเอกับโปรตีน และสาเหตุที่เพ่ิม
ขั้นตอนการล๎างก๎อนดีเอ็นเอ (DNA pellet) ด๎วย 70% (v/v) เอทานอล ตามวิธีของ Kotchoni และ 
Gachomo (2009) เนื่องจากต๎องการล๎างดีเอ็นเอให๎มีความสะอาดมากข้ึน 
 การสกัดดีเอ็นเอจากพืชถั่วเหลืองโดยใช๎ SDS/NaCl ประยุกต์จากวิธีของ Edwards และคณะ (1991) 
และวิธีของ Kotchoni และ Gachomo (2009) มีข้ันตอนดังนี้ 

1. เก็บใบอํอนและล าต๎นอํอนของถั่วเหลืองประมาณ 30 มิลลิกรัมมาใสํในโกรํง 
2. เติมสารละลายบัฟเฟอร์สกัดดีเอ็นเอ SDS/NaCl (SDS/NaCl Extraction Buffer ตามวิธีของ 

Edwards และคณะ (1991): 200 mM Tris-HCl pH 7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 
0.5% SDS) ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ท าการบดตัวอยํางด๎วยโกรํงและสาก (mortar and 
pestle) ที่อุณหภูมิห๎อง ดูดสารที่บดตวัอยํางใสํในหลอด 1.5 ml 

3. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 1 นาที ดูดน้ าใสสํวนบน 
(supernatant) 300 ไมโครลิตรใสํในหลอด 1.5 ml อันใหมํ 

4. ใสํ isopropanol ที่แชํเย็น 300 ไมโครลิตร และผสมเบา ๆ จากนั้นวางไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 
2 นาท ี

5. ปัน่เหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 5 นาท ีเทน้ าใสสํวนบนทิ้ง 
6. ใสํ 70% (v/v) เอทานอล 500 ไมโครลิตร เพ่ือล๎างก๎อนดีเอ็นเอ 
7. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 rpm ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 5 นาที เทน้ าใสสํวนบนทิ้งด๎วย 

ความระมัดระวัง เพ่ือไมํให๎ตะกอนดีเอ็นเอตกหลํนออกไป 
8. ดูดน้ าสํวนที่เหลือออกให๎หมด และผึ่งดีเอ็นเอให๎แห๎ง 
9. ใสํน้ าที่ไมํมีนิวคลีเอส (nuclease-free water) 60 ไมโครลิตรเพื่อละลายดีเอ็นเอ 
ในงานวิจัย เรื่อง การคัดเลือกพันธุ์ถั่วเหลืองโปรตีนสูงโดยการใช๎เครื่องหมายโมเลกุล  ผู๎วิจัยท าการ

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยํางถั่วเหลืองจ านวนทั้งสิ้น 180 สายพันธุ์/พันธุ์ โดยใช๎วิธี SDS/NaCl แบบประยุกต์
ดังกลําวข๎างต๎น (ภาพที่ 1) ผลการสกัดดีเอ็นเอพบวํา ได๎คําเฉลี่ยความเข๎มข๎นของดีเอ็นเอตัวอยํางละประมาณ 
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600 นาโนกรัม/ไมโครลิตร คําความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได๎ มีคําเฉลี่ย OD260/OD280 เทํากับ 1.97   
ซึ่ งถือวํา เป็นดี เ อ็นเอที่มีคุณภาพดี  เนื่องจากมีรายงานวําดี เ อ็นเอที่มีคุณภาพดีนั้นต๎องมีต๎องมีคํา 
OD260/OD280 อยูํในชํวง 1.7-2.0 (Maniatis et al., 1982) สามารถน าไปใช๎ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์
ส าหรับการตรวจสอบสายพันธุ์ การคัดเลือกพันธุ์โดยใช๎เครื่องหมายโมเลกุล (ภาพที่ 2) และการหาล าดับเบส
ของดีเอ็นเอ (sequencing) ได ๎นอกจากนี้วิธี SDS/NaCl แบบประยุกต์ดังกลําว อ าไพ และคณะ (2559) ได๎ใช๎
ในการสกัดดีเอ็นเอจากใบของกระทือและพบวําสามารถสกัดดีเอ็นเอได๎อยํางมีประสิทธิภาพเชํนกัน  

ข้อดีของการสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยใช้วิธี SDS/NaCl เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี CTAB  
วิธี SDS/NaCl ไมํต๎องใช๎ตัวท าละลายอินทรีย์อันตรายท าให๎ปลอดภัยตํอผู๎ปฏิบัติงานและเป็นมิตรกับ

สิ่งแวดล๎อม สามารถสกัดดีเอ็นเอได๎จ านวนตัวอยํางมากกวําวิธี CTAB ในระยะเวลาที่เทํากัน และประหยัด
คําใช๎จําย 

ข้อดีของการสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยใช้วิธี SDS/NaCl เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้น้ ายาส าเร็จรูป 
ประหยัดคําใช๎จําย 
ข้อจ ากัดของการสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยใช้วิธี SDS/NaCl 
ตัวอยํางพืชที่มีแปูงหรือยาง เชํน ใบของถั่วเขียว และใบมันส าปะหลัง ไมํเหมาะกับการสกัดดีเอ็น เอ

โดยใช๎วิธี SDS/NaCl ผู๎วิจัยพบวําดีเอ็นเอที่สกัดแบบ SDS/NaCl ของตัวอยํางเหลํานี้ไมํสามารถเพ่ิมปริมาณ   
ดีเอ็นเอโดยใช๎ DNA polymerase แบบธรรมดาที่ไมํมีคุณสมบัติในการแขํงขันกับสารรบกวนได๎ 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
การสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยใช๎วิธี SDS/NaCl มีขั้นตอนที่สะดวกรวดเร็ว ประหยัดคําใช๎จําย รวมถึง  

ไดค๎ุณภาพของดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ที่หลากหลาย เชํน สามารถน าไปใช๎ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์
ส าหรับการตรวจสอบสายพันธุ์พืช การตรวจสอบชิ้นสํวนของยีนที่ถูกถํายฝากลงในพืช การคัดเลือกพันธุ์โดยใช๎
เครื่องหมายโมเลกุล และการหาล าดับเบสของดีเอ็นเอ (sequencing) อยํางไรก็ตามมีข๎อจ ากัดคือตัวอยํางพืชที่
มีแปูงหรือยางไมํเหมาะกับการสกัดดีเอ็นเอโดยใช๎วิธี SDS/NaCl 

 

 

ภาพที่ 1 สรุปขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอโดยใชวิ้ธี SDS/NaCl แบบประยุกต์ 
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ภาพที่ 2 การทดสอบจีโนไทป์คัดเลือกพันธุ์ถั่วเหลืองโปรตีนสูงโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล Satt184 ใน
ประชากรสายพันธุ์แท้รุ่น F8จากคู่ผสม C5-2 x S1-3 
Lane1, 12: DNA Marker, Lane 2: พันธุ์แมํ C5-2, Lane 3: พันธุ์พํอS1-3 (โปรตีนสูง), Lane 4 – 11: 
ประชากรสายพันธุ์แทร๎ุํน F8 , 1: แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พํอ S1-3, 2: แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แมํ 
C5-2, 3: แสดงแถบดีเอ็นเอแตกตํางจากพันธุ์พํอ S1-3 และพันธุ์แมํ C5-2 
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การประยุกต์ ใช้ เทคนิคการบดชิ้นส่วนพืช  
โดยการตีด้วยเม็ดลูกเหล็กเพื่ อสกัดดี เ อ็นเออย่างรวดเร็วส าหรับการ ตรวจเพศอินทผลัม  

อรุโณทัย  ซาววา                        

อินทผลัมเริ่มน าเข๎ามาปลูกในประเทศไทยประมาณปี 2555 เป็นผลไม๎ที่ได๎รับความนิยมเนื่องจากเป็น
ผลไม๎ที่มีคุณคําทางโภชนาการสูง มีเส๎นใยและวิตามินบีหลายชนิดแตํแคลอรี่ต่ า  รับประทานได๎ทั้งผลสดและ
อบแห๎ง ราคาจ าหนํายอยูํที่กิโลกรัมละ 500-800 บาท แล๎วแตํขนาดและสายพันธุ์ เกษตรกรจึงให๎ความสนใจ
ปลูกเป็นพืชทางเลือกที่มีราคาสูง การปลูกอินทผลัมมีหลากหลายสายพันธุ์ มีทั้งอินทผลัมประดับ อินทผลัม
บริโภคผลสดและผลแห๎ง โดยพันธุ์ที่นิยมปลูกมากทางภาคเหนือคือ พันธุ์ KL1 (Maejo 36) ซึ่งเป็นพันธุ์บริโภค
ผลสด ที่มีการพัฒนาสายพันธุ์ในอ าเภอไชยปราการ จังหวัดเชียงใหมํ มีแหลํงปลูกมากทางภาคเหนือ ภาคกลาง 
และภาคอีสานในบางพ้ืนที่ รองลงมาคือ พันธุ์ Deglet Nour และ Medjun ซึ่งเป็นพันธุ์บริโภคผลแห๎ง ซึ่งปลูก
มากทางภาคอีสาน 

การขยายพันธุ์อินทผลัม สามารถขยายพันธุ์ได๎ 3 วิธี คือ การเพาะเมล็ด การแยกเหง๎า และการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ วิธีแรกการเพาะเมล็ด ถือเป็นการปลูกอินทผลัมที่เป็นการลงทุนที่ต่ าที่สุด แตํเนื่องจาก
อินทผลัมเป็นต๎นพืชที่แยกเพศ การทราบเพศต๎องรอ 3-7 ปี จึงจะทราบวําเป็นต๎นตัวผู๎ หรือต๎นตัวเมีย วิธีที่สอง
การแยกเหง๎า อินทผลัมจะมีเหง๎าแตกออกมาทางโคนด๎านลํางของต๎น สามารถขุดแยกเหง๎า เพ่ือน ามาปลูกให๎ได๎
ต๎นตามพันธุ์นั้นๆ แตตํ๎นแมพัํนธุ์ดีต๎นหนึ่งจะได๎เหง๎าตลอดอายุเพียงไมํเกิน ๒๐ เหง๎า หากจะขยายจ านวนมากๆ 
ต๎องอาศัยต๎นแมํจ านวนมาก เหง๎าที่เกิดจะไปดึงต๎นให๎โตช๎าลงและให๎ผลช๎ากวําการปลูกด๎วยเมล็ด และวิธี
สุดท๎าย คือ การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เป็นการขยายต๎นตัวเมียพันธุ์ดีๆ แบบจ านวนมาก ได๎ต๎นตรงตามพันธุ์ เป็น
อีกวิธีการปลูกที่ตํางประเทศนิยมน าไปปลูกในเชิงพาณิชย์ ราคาตํอต๎นคํอนข๎างสูง และในประเทศไทยยังคง
ต๎องสั่งน าเข๎าจากตํางประเทศ ดังนั้นต๎องใช๎ทุนจ านวนมากในการปลูก และต๎องพิจารณาดูวําห๎องปฏิบัติการ
เพาะเนื้อเยื่อขายนําเชื่อถือระดับไหน ต๎องดูแหลํงข๎อมูลวําเคยมีปัญหาอะไรหรือไมํ มีมาตรฐานระดับไหน 
สํงไปขายที่ประเทศไหนบ๎าง เคยมีประวัติการฟูองร๎องกันหรือไมํ เป็นต๎น ข๎อมูลเหลํานี้จะชํวยสร๎างความมั่นใจ
เพราะห๎องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงบางที่อาจไมํได๎มาตรฐาน เลือกต๎นพันธุ์แมํที่ไมํได๎มาตรฐาน  (พันธุ์แมํไมํดี หรือ 
พันธุ์ยังไมํนิ่ง) มาหลอกขาย เป็นต๎น 

การปลูกแบบเพาะเมล็ดอาจมีความเสี่ยงเรื่องเพศของต๎นและการกลายพันธุ์ แตํก็มีข๎อดี คือ ประหยัด
ต๎นทุนการปลูกมากกวํา มีโอกาสได๎พันธุ์ใหมํๆ ที่เกิดจากการผสมข๎ามต๎น มีการปรับตัวเข๎ากับสภาพภูมิศาสตร์
ของประเทศไทยได๎ด ีการเริ่มต๎นพัฒนาการปลูกด๎วยการเพาะเมล็ดนําจะชํวยเพ่ิมประสบการณ์และการเรียนรู๎
เกี่ยวกับอินทผลัมมากยิ่งขึ้น และอนาคตคํอยน าไปสูํการพัฒนาเรื่องการปลูกด๎วยวิธีอ่ืนๆ มากยิ่งขึ้น การเพาะ
เมล็ดจะชํวยสร๎างพันธุ์อินทผลัมพันธุ์ใหมํๆ เกิดข้ึนได๎ เนื่องจากอินทผลัมเป็นต๎นแยกเพศ ต๎นตัวผู๎และต๎นตัวเมีย
อยูํคนละต๎น และต๎องรอ 3-7 ปี ถึงจะทราบเพศ ท าให๎เสียทั้งเวลาและคําใช๎จํายในการดูแลรักษา เชํน ปุ๋ย และ
สารเคมี เป็นต๎น ดังนั้น การตรวจเพศอินทผลัมโดยเครื่องหมายโมเลกุลในระยะต๎นกล๎า ท าให๎ทราบเพศได๎เร็ว
ขึ้น สามารถก าหนดจ านวนต๎นตัวผู๎และต๎นตัวเมียตํอแปลง และลดคําใช๎จํายในการดูแลรักษาต๎นตัวผู๎           
ที่ไมํต๎องการได ๎ 

เทคนิคการตรวจเพศอินทผลัมด๎วยวิธีพีซีอาร์โดยใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจงตํอเพศ
อินทผลัมได๎มีการพัฒนากันอยํางแพรํหลาย เชํน เครื่องหมาย SSR SCAR และ SNP เป็นต๎น อยํางไรก็ตาม 
การใช๎เครื่องหมายดีเอ็นเอในการตรวจสอบด๎วยวิธีพีซีอาร์นั้น จ าเป็นต๎องท าการสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อพืชให๎
บริสุทธิ์ ซึ่งการสกัดดีเอ็นเอด๎วยวิธี CTAB เป็นวิธีที่ให๎ดีเอ็นเอที่มีคุณภาพที่ดีที่สุด แตํมีหลายขั้นตอน           
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ใช๎ระยะเวลาในการสกัดที่นานมาก รวมถึงต๎องใช๎ไนโตรเจนเหลวในการบดเซลล์ให๎แตกกํอนเริ่มการสกัดด๎วย
น้ ายาและขั้นตอนอ่ืนๆ ดังนั้นบทนี้จึงได๎กลําวถึงการประยุกต์ใช๎เทคนิคการสกัดดีเอ็นเอด๎วยการตีเม็ดลูกเหล็ก 
เพ่ือลดระยะเวลาและสารเคมี ส าหรับการตรวจสอบเพศอินทผลัมด๎วยวิธีพีซีอาร์ โดยท าการเปรียบเทียบ
วิธีการสกัดดีเอ็นเอจากใบอินทผลัมด๎วยวิธี CTAB ที่บดด๎วยไนโตรเจนเหลว และสกัดดีเอ็นเออยํางรวดเร็วด๎วย
การตีเม็ดลูกเหล็ก 
 
การสกัดดีเอ็นเอจากใบอินทผลัม 
1. การสกัดดีเอ็นเอจากใบอินทผลัมด้วยวิธี CTAB ที่บดด้วยไนโตรเจนเหลว 

ท าการสกัดดีเอ็นเอด๎วยวิธี CTAB ดัดแปลงจาก Lodhi et al.(1994) ตามรายงานของอรุโณทัยและ
คณะ (2552) ดังนี้ 

- เตรียมบัฟเฟอร์ส าหรับสกัดดีเอ็นเอ (Extraction buffer) [ประกอบด๎วย 20 mM sodium 
EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl และ 2% (W/V) CTAB (cetyltrimethylammonium 
bromide)] เติม 0.2% β-mercaptoethanol น าบัฟเฟอร์ไปบํมท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส กํอนการใช๎งาน  

- ชั่งใบอินทผลัม 0.5 กรัม ใสํโกรํงพร๎อมด๎วยไนโตรเจนเหลวแล๎วบดให๎ละเอียดจนเป็นผงแปูง     
ใสํหลอด 15 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร์ส าหรับสกัดดีเอ็นเอ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากัน  

- น าหลอดบํมที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง (เขยําทุก 20 นาที) แล๎วน าหลอดออกมาวางที่
อุณหภูมิห๎องนาน 10 นาที เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมโดย      
การกลับหลอดไปมา 10 นาที  

- น าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที  
- ดู ดน้ า ใ ส ป ริ ม า ต ร  7 50  ไ ม โ ค รลิ ต ร  ใ สํ ใ นหลอด ใหมํ ขน าด  1 . 5  มิ ล ลิ ลิ ต ร  เ ติ ม 

Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 
12,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที  

- ดูดสํวนใสใสํหลอดใหมํขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 3M NaOAC ปริมาตร 0.1 เทํา และ 
Isopropanol ปริมาตร 0.6 เทํา  

- น าไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  
- น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที เทน้ าใสทิ้ง  

ล๎างตะกอนดีเอ็นเอด๎วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 750 ไมโครลิตร สองครั้ง  
- ละลายตะกอนดีเอ็นเอด๎วยบัฟเฟอร์ TE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บํมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที แล๎วน าไปวัดคําดูดกลืนแสง 
(O.D.) โดยใช๎เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น A260/A280 
 
2. การสกัดดีเอ็นเอโดยการบดชิ้นส่วนพืชด้วยการตีเม็ดลูกเหล็ก 

- เตรียมสารละลายส าหรับการสกัดดีเอ็นเอดัดแปลงจาก Miller et al. (1999) ตามรายงานของ
อรุโณทัยและคณะ (2563) ดังนี้ 

สารละลายที่ 1: 30 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 M NaCl, 0.2 M Sucrose และ 10 mM EDTA 
สารละลายที่ 2: 400 mM Tris-HCl pH 9.2, 250 mM EDTA และ 2.5% SDS 

 สารละลายที่ 3: เตรียมปริมาตร 400 มิลลิลิตร มีสํวนผสมดังนี้ 5M KOAc ปริมาตร 240 มิลลิลิตร, 
96% Acetic acid ปริมาตร 46 มิลลิลิตร และ ddH2O ปริมาตร 114 มิลลิลิตร 
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- ตัดใบอินทผลัมด๎วยใบมีดผําตัดให๎ได๎จ านวน 0.05 กรัม ใสํในหลอด 2 มิลลิลิตร ที่มีลูกเหล็ก
ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 0.4 เซนติเมตร จ านวน 2 ลูก  

- เติมสารละลายที่ 1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล๎วตีด๎วยเครื่อง Tissue homogenizer           
ที่ความเร็ว 4,500 รอบตํอนาที  

- เติมสารละลายที่ 2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน น าไปบํมที่ 55 องศาเซลเซียส   
นาน 15 นาที  

- เติมสารละลายที่ 3 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และคลอโรฟอร์ม 700 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน
โดยกลับหลอดขึ้นลงนาน 5 นาที แล๎วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตํอนาที นาน 10 นาที  

- ดูดสํวนใสปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสํหลอดใหมํขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
- เติม Iso-propanol ที่แชํเย็นจัดปริมาตร 500 ไมโครลิตร  
- น าหลอดไปแชํที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ แล๎วน าไป 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตํอนาที นาน 5 นาที  
- ล๎างตะกอนดีเอ็นเอด๎วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 700 ไมโครลิตร จ านวน 2 รอบ  
- ละลายตะกอนดีเอ็นเอด๎วยบัฟเฟอร์ TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร บํมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที แล๎วน าไปวัดคําดูดกลืน
แสง (O.D.) โดยใช๎เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น A260/A280 

การเปรียบเทียบการสกัดดีเอ็นเอจากใบอินผลัมด๎วยวิธี CTAB ที่บดด๎วยไนโตรเจนเหลว และการสกัด
ดีเอ็นเอโดยการบดชิ้นสํวนพืชด๎วยการตีเม็ดลูกเหล็ก จ านวน 10 ตัวอยําง พบวํา การสกัดดีเอ็นเออยํางรวดเร็ว
ด๎วยการตีเม็ดลูกเหล็กได๎ปริมาณดีเอ็นเอมีคําเฉลี่ยเทํากับ 318 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ส าหรับการสกัดดีเอ็นเอ
ด๎วยวิธี CTAB ที่บดด๎วยไนโตรเจนเหลวมีปริมาณดีเอ็นเอคําเฉลี่ยเทํากับ 499 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ซึ่งพบวํา
การสกัดดีเอ็นเอท้ังสองวิธี มีความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอไมํมีความแตกตํางกัน (ตารางท่ี 1 และภาพท่ี 1)  

 
ตารางท่ี 1 ผลการเปรียบเทียบปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอจากใบอินทผลัมที่สกัดด๎วยวิธี CTAB และ
วิธีการตีลูกเหล็ก 

No. 
การสกัดดีเอ็นเอด๎วยวิธี CTAB การสกัดดีเอ็นเออยํางรวดเร็วโดยการตีด๎วยลูกเหล็ก 

ปริมาณดีเอ็นเอ 
(ng/ul) 

ความบริสุทธิ์ 
(A260/A280) 

ปริมาณดีเอ็นเอ 
(ng/ul) 

ความบริสุทธิ์ 
(A260/A280) 

1 237 1.814 200 1.921 
2 316 2.014 451 1.866 
3 357 1.775 218 1.822 
4 449 1.817 478 1.978 
5 626 1.914 336 1.926 
6 561 1.794 103 1.811 
7 561 1.934 386 1.886 
8 556 1.883 285 1.964 
9 684 1.947 367 1.881 
10 644 1.786 353 1.803 

คําเฉลี่ย 499 1.868 318 1.886 
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ภาพที ่1 ดีเอ็นเออินทผลัม (A.) สกัดด๎วยวิธี CTAB และ (B.) สกัดด๎วยวิธีการตีลูกเหล็ก โดยหยดดีเอ็นเอ

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บนเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 
 

ข้อดีของการสกัดดีเอ็นเอโดยการบดชิ้นส่วนพืชด้วยการตีเม็ดลูกเหล็กเปรียบเทียบกับวิธี CTAB  
 ลดระยะเวลา ลดปริมาณสารเคมีชํวยให๎ประหยัดคําใช๎จําย ใช๎จ านวนตัวอยํางใบน๎อยกวํา ขั้นตอน 
การด าเนินการน๎อยกวําท าให๎สามารถสกัดดีเอ็นเอได๎จ านวนตัวอยํางมากกวําในระยะเวลาที่เทํากัน  

ข้อจ ากัดของการสกัดดีเอ็นเอโดยการบดชิ้นส่วนพืชด้วยการตีเม็ดลูกเหล็กเปรียบเทียบกับวิธี CTAB 
ระยะเวลาและความแรงของการตีด๎วยเม็ดลูกเหล็กมีผลตํอการฉีกขาดของดีเอ็นเอ หากเปลี่ยนชนิด 

พืชจ าเป็นต๎องท าการทดสอบระยะเวลาการตีใบพืชกํอนการสกัดจริงทุกครั้ง นอกจากนี้เครื่องตี (Homoginizer) 
ที่ใช๎ในการตีด๎วยเม็ดลูกปัด (beat bead) หรือเม็ดลูกเหล็ก (metal bead) สํวนใหญํมีราคาสูง 

 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ 
 เตรียมสํวนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช๎น้ ายา Green Gotaq® Flexi ยี่ห๎อ Promega ดังนี้ ดีเอ็นเอ
ต๎นแบบ (100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บัฟเฟอร์ 5X Green Gotaq® Flexi ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร 25 mM MgCl2 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 2 mM dNTP ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ forward 
(5uM) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ reverse (5uM) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร Gotaq DNA polymerase 
(5 ยูนิตตํอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.15 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรม
การท างานของเครื่อง thermal cycle, Gene Amp 9700 ตามข้ันตอนดังนี ้
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จ านวน cycles 
Initial denaturation 94 °C 3 นาที 1 cycle 
Denaturation 94 °C 30 วินาที 

35 cycle Annealing  60 °C 30 วินาที 
Extension 72 °C 30 วินาที 
Final extension 72 °C 7 นาที 1 cycle 
 
การตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ 

ท าการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ได๎จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ด๎วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส 
(electrophoresis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บนเจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ในบัฟเฟอร์ 
1xTBE ใช๎แรงเคลื่อนไฟฟูา 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย๎อมด๎วยสีเอธิเดียมโบรไมด์ แล๎วบันทึกแถบดีเอ็นเอ
ด๎วยชุดถํายภาพ UV Transilluminators ยี่ห๎อ BIORAD)  
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การน าไปใช้ประโยชน์ 
ในปี 2559-2560 กลุํมวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร ส านักวิจัยและพัฒนา

เทคโนโลยีชีวภาพ ได๎ท าการศึกษาและพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบเพศอินทผลัมในระยะต๎นกล๎า 
ด๎วยวิธีพีซีอาร์ (ภาพท่ี 2) โดยท าการศึกษากับต๎นอินทผลัมที่ปลูกในประเทศไทย ได๎แกํ พันธุ์ KL1 เดจเลทนัวร์ 
และบาฮี พบไพรเมอร์ที่สามารถใช๎เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับการแยกเพศอินทผลัม คือ ไพรเมอร์ 
DpDOAmal5F และ DpDOAmal4R จะได๎แถบดีเอ็นเอขนาด 450 เบส เมื่อท าพีซีอาร์แบบรวมรํวมกับ
ชิ้นสํวนดีเอ็นเอหรือยีนอ๎างอิง ผลที่ได๎จะมองเห็นแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนสองแถบในเพศผู๎และหนึ่งแถบในเพศ
เมีย สามารถใช๎ชิ้นสํวนดีเอ็นเออ๎างอิงที่ใช๎ไพรเมอร์ PDK30sF และ PDK30sR ให๎แถบดีเอ็นเอ ขนาด 693 เบส 
(ภาพท่ี 3) สามารถน าไปใช๎ตรวจสอบเพศอินทผลัมในระยะต๎นกล๎าอายุตั้งแตํ 4 เดือน ได๎โดยไมํต๎องรอ 3-7 ปี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 2 สรุปขั้นตอนการตรวจสอบเพศอินทผลัมในระยะต๎นกล๎าด๎วยวิธีการสกัดดีเอ็นเออยํางรวดเร็วโดย  

การตีด๎วยเม็ดลูกเหล็ก 

เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอด๎วยวิธี PCR (Polymerase Chain Reaction) 

ใบอนิทผลัมจากต๎นกล๎าอายุ 4-8 เดือน 

การบดช้ินสํวนพืชโดยการตดี๎วยเมด็ลูกเหล็ก 

ตรวจสอบผลด๎วยเจลอิเล็คโตรโฟรซีิส 
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ภาพที่ 3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด๎วยวิธีพีซีอาร์ด๎วยไพรเมอร์ DpDOAmale5F และ DpDOAmale4R          
ที่ เฉพาะเจาะจงกับอินทผลัมเพศผู๎ ให๎แถบดีเอ็นเอประมาณ 450 คูํ เบส บนเจลอะกาโรส             
1.5 เปอร์เซ็นต์ (Sawwa and Seubsuk, 2019) 

 
เอกสารอ้างอิง 
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การประยุกต์ใช้การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบอย่างรวดเร็วเพื่อตรวจสอบ 
ต าแหน่งสนิปส์ในปาล์มน้ ามันด้วยเทคนิค Real-time PCR 

ประสาน สืบสุข 
ค าน า 

วิธีการสกัดดีเอ็นเอของพืชที่มีรายงานสํวนใหญํมีความจ าเพาะกับชนิดของพืชที่ต๎องการสกัด ที่ผํานมา
ชุดสกัดดีเอ็นเอท่ีใช๎ในเชิงพาณิชย์สํวนมากมักมีราคาแพง จึงไมํเหมาะสมส าหรับใช๎สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยํางพืช
ที่มีจ านวนมาก และอาจจะไมํเหมาะสมกับตัวอยํางของเนื้อเยื่อพืชบางชนิดที่มีปริมาณสารพวกโพลีฟีนอล 
(Pholyphenols) และ พอลิแซ็กคาไรด์ (Polysaccharide) การสกัดดีเอ็นเอจากพืชบางวิธีต๎องการวัสดุที่มี
ความพิเศษพวก magnetic beads หรือ binding columns ซึ่งเป็นวิธีการที่มีราคาแพง ท าให๎บาง
ห๎องปฏิบัติการไมํสามารถเข๎าถึงได๎ ส าหรับการสกัดดีเอ็นเอแบบพ้ืนฐานโดยใช๎ CTAB ได๎มีการใช๎กันอยําง
แพรํหลายและให๎ผลที่ประสพผลส าเร็จกับพืชหลายชนิด แตํในพืชบางชนิดอาจจะได๎ผลไมํดีเทําที่ควร        
การเตรียมดีเอ็นเอให๎คุณภาพและปริมาณที่เหมาะสมกับวัตถุประสงค์ของการน าดีเอ็นเอไปใช๎จึงเป็นสิ่งจ าเป็น 
การวิเคราะห์และตรวจสอบโดยใช๎เครื่องหมายโมเลกุลที่อาศัยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด๎วยเทคนิคพีซีอาร์ 
จ าเป็นต๎องใช๎ดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ และปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพียงพอ จึงจะให๎ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต๎อง 

การตรวจสอบจีโนไทป์ของพืชที่ใช๎วิธีการตรวจต าแหนํงดีเอ็นเอที่มีการเปลี่ยนแปลงเบสแบบสนิปส์ 
(Single Nucleotide Polymorphism: SNP) โดยใช๎เทคนิค Real-time PCR นับเป็นวิธีการหนึ่งที่ใช๎กันอยําง
แพรํหลาย ซึ่งต๎องใช๎ดีเอ็นเอต๎นแบบที่ต๎องผํานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยํางพืชด๎วยวิธีพ้ืนฐานโดยใช๎ 
CTAB หรือการใช๎ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป อยํางไรก็ตามวิธีการดังกลําวต๎องใช๎ระยะเวลานาน และคําใช๎จํายสูง 
บางวิธีมีข้ันตอนการสกัดท่ียุํงยากซับซ๎อน ปัจจุบันได๎มีเทคนิคการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด๎วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช๎
ชิ้นสํวนใบพืชที่มีขนาดเล็กใสํลงในปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยตรง หรือการบดชิ้นสํวนของใบพืชในน้ ายา dilution 
buffer แล๎วน าสารละลายที่ได๎ไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ เรียกวิธีการนี้วํา direct PCR ซึ่งวิธีการที่กลําวมานี้   
เมื่อน ามาใช๎ตรวจต าแหนํงสนิปส์ในปาล์มน้ ามันโดยใช๎เทคนิค Real-time PCR พบวําให๎ผลการตรวจสอบที่
ผิดพลาด ดังนั้นจึงหาวิธีการเตรียมดีเอ็นเอเพ่ือให๎เป็นต๎นแบบส าหรับการตรวจสอบต าแหนํงสนิปส์ด๎วยเทคนิค 
Real-time PCR โดยน าวิธี Nested PCR มาประยุกต์ใช๎  

Nested PCR เป็นเทคนิคการท า PCR เพ่ือให๎ได๎ผลผลิต PCR ที่มากขึ้น ในกรณีดีเอ็นเอต๎นแบบที่เพ่ิม
ขยายยากหรือเพ่ิมได๎ปริมาณน๎อย จุดเดํนของเทคนิค nested PCR คือเป็นการเพ่ิมความไว (sensitivity) และ
ความจ าเพาะ (specificity) ในการเพิ่มจ านวนและการตรวจสอบดีเอ็นเอบริเวณที่ต๎องการศึกษา Nested PCR 
ใช๎หลักการแบํงการท า PCR 2 ขั้นตอนด๎วยไพรเมอร์สองคูํที่จ าเพาะกับยีนเดียวกัน แตํไพรเมอร์แตํละตัวจะจับ
กับดีเอ็นเอต๎นแบบในบริเวณที่แตกตํางกัน การท า PCR ขั้นตอนแรก (first round PCR) ใช๎ไพรเมอร์คูํที่จับ
บริเวณรอบนอกของดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญํกวําดีเอ็นเอเปูาหมายแตํมีดีเอ็นเปูาหมายอยูํภายในล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของผลผลิตของดีเอ็นเอ เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต๎นแบบกํอน หลังจากนั้นน าผลผลิตของ PCR ขั้นตอน
แรกไปท า PCR ขั้นตอนที่สอง (second round PCR) โดยใช๎ไพรเมอร์คูํที่สองซึ่งออกแบบให๎เพ่ิมขยายได๎
เฉพาะดีเอ็นเอเปูาหมาย 

วิธีด าเนินการ 
ได๎น าเทคนิค Nested PCR มาประยุกต์ใช๎เพ่ือเพ่ิมดีเอ็นเอสํวนที่ต๎องการตรวจสอบ ส าหรับใช๎ใน

ปฏิกิริยาของ Real-time PCR เพ่ือตรวจสอบต าแหนํงสนิปส์ของยีน MADS-box ที่เกี่ยวข๎องกับลักษณะความ
หนาของกะลาปาล์มน้ ามัน (Singh et al., 2013) โดยมีวิธีด าเนินการ ดังนี้ 
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1. การเตรียมดีเอ็นเอต๎นแบบโดยใช๎สารละลาย dilution buffer 
1.1 ตัดใบปาล์มน้ ามันให๎มีเส๎นขนาด 2 ตารางมิลลิเมตร ใสํในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย 

dilution buffer 20 ไมโครลิตร (Thermo Scientific, 2020)  บดตัวอยํางใบกับผนังหลอดโดยใช๎ pipette 
tip ขนาด 200 ไมโครลิตร จนสารละลายมีสีเขียว จากนั้นปั่นรวบรวมตัวอยํางไว๎ที่ก๎นหลอด (spin down)   
น าสารละลายสํวนบน 1 ไมโครลิตร ไปใช๎เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด๎วยเทคนิคพีซีอาร์ 

1.2 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด๎วยเทคนิคพีซีอาร์รอบแรก  โดยมีสํวนผสมของปฏิกิริยา แสดงในตารางที่ 1 
และสภาวะการท างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Solis BioDyne, 2020) แสดงในตารางที่ 2 ดังนี้  

 
ตารางท่ี 1 สํวนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ใช๎เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรอบแรก 
Compoment Volume Final concentration 
5X HOT FIREPol Blend Master Mix 4 ul 1X 
Forward primer (10 pmol/ul)1 0.6 ul 0.3 uM 
Reverse primer (10 pmol/ul) 2 0.6 ul 0.3 uM 
DNA template in dilution buffer  1 ul  
H2O 13.8  

1 Forward primer (5’-CCAACTTCAGCAGACAGAGGTGAAAGAG-3’) 
2 Reverse primer  (5’-GAGAAGGCGTCATCAAAGCATACCTGTT-3’) 

 
ตารางท่ี 2 สภาวะการท างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมรอบแรก 
Operation Temperature Time Cycles 
Initial activation 95 oC 15 min 1 
Denaturation 95 oC 10 sec  

20  Annealing 55 oC 30 sec 
Extention 72 oC 30 sec 
Final extention 95 oC 10 min 1 

 
2. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอรอบที่สองเพ่ือและตรวจสอบต าแหนํงสนิปส์ 

เมื่อปฏิกิริยาพีซีอาร์รอบแรกเสร็จสิ้น ให๎น าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได๎ไปใช๎เป็นดีเอ็นเอต๎นแบบส าหรับเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอรอบที่สอง และตรวจสอบต าแหนํงสนิปส์โดยใช๎โพรบชนิด TaqMan Genotyping Assay โดย
มีสํวนผสมของปฏิกิริยาดังแสดงในตารางที่ 3 และก าหนดสภาวะการท างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรม ดังแสดงในตารางที่ 4 โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์จะได๎คําการเกิดสีของฟลูออเรสเซนต์ ถูกบันทึกไว๎ตาม
จ านวนรอบที่ท าพีซีอาร์ การวิเคราะห์ต าแหนํงสนิปส์ จะสร๎าง allelic discrimination plot ของแตํละ
ตัวอยํางด๎วยโปรแกรม QuantStudio Design & Analysis Software โดย allele ของแตํละต าแหนํงสนิปส์ 
จะอยูํที่แกน X และ แกน Y ถ๎าหากปรากฏต าแหนํงสนิปส์ทั้งสองจะอยูํกึ่งกลางระหวํางแกนทั้งสอง 
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ตารางท่ี 3 สํวนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ใช๎เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรอบที่สอง 
Compoment Volume Final concentration 
TaqMan GTXpress Master Mix (2X) 5 ul 1X 
TaqMan genotyping assay (40X)1 0.25 ul 0.3 uM 
DNA template 1 ul  
Nuclease-free H2O 3.75  

1 TaqMan genotyping assay : Forward primer (5’-CTGCAAACGCCGAAATGGA-3’), Reverse 
primer (5’-CCTCAGCATCACAAAGGACAGA-3’), Reporter 1 (VIC-CAACTCATAAGCTTTCTTC-NFQ), 
Report 2 (FAM CTCATAAGCATTCTTC-NFQ) 

 
ตารางท่ี 4 สภาวะการท างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมรอบท่ีสอง 
Operation Temperature Time Cycles 
DNA polymerase activation 95 oC 20 sec 1 
Denaturation 95 oC 3 sec  

40  Annealing/Extend 60 oC 20 sec 
 

ผลการทดลอง 
จากการตรวจลักษณะผลของกะลาของปาล์มน้ ามันด๎วยเทคโนโลยี TaqMan SNP Genotyping ที่ใช๎

เครื่อง Real-time PCR โดยใช๎ดีเอ็นเอที่จากวิธีการเตรียมดีเอ็นเอต๎นแบบอยํางงําย ใช๎โพรบและไพรเมอร์ตาม
เทคโนโลยี TaqMan SNP genotyping assays (Applied Biosystems, USA) ไพรเมอร์ 1 คูํ ขนาบข๎าง
ต าแหนํงของสนิปส์ที่ต๎องการตรวจสอบ และโพรบ 2 เส๎น ที่มีความจ าเพาะและเป็นเบสคูํสมกับต าแหนํงสนิปส์
ที่ต๎องการตรวจสอบ โพรบแตํละเส๎นจะติดฉลากด๎วยฟลูออเรสเซนต์ที่แตกตํางกัน ท าให๎สามารถจ าแนก
แยกสนิปส์ที่มีความจ าเพาะกับลักษณะผลของปาล์มน้ ามันต๎นแมํดูรา และต๎นพํอพิสิเฟอราออกจากกันได๎   
โดยติดฉลากด๎วยฟลูออเรสเซนต์สี FAM และ VIC ที่ปลายด๎าน 5’ ตามล าดับ สํวนปลายด๎าน 3’ ของโพรบ  
ทั้งสองเส๎นติดฉลากด๎วย nonfluorescent quencher (NFQ) เมื่อน าไพรเมอร์และโพรบที่ได๎ไปตรวจสอบ
กับดีเอ็นเอของปาล์มน้ ามันด๎วยเครื่อง Real-time PCR จะมีการเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอและตรวจสอบ
สัญญาณของแสงฟลูออเรสเซนต์ตามชนิดของสีที่ติดฉลากไว๎ ท าให๎สามารถจ าแนกชนิดของสนิปส์ที่เกิดขึ้นบน 
ดีเอ็นเอตามลักษณะผลของปาล์มน้ ามันชนิดดูรา และพิสิเฟอราได๎ (ภาพที ่1) 
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ภาพที ่1 ผลการตรวจต าแหนํงสนิปส์ของลักษณะกะลาปาล์มน้ ามันกลุํมพันธุ์ Deli และ Tanzania (dura, 

pisifera and tenera) ด๎วยเทคนิค Real-time PCR จากตัวอยํางปาล์มน้ ามันที่มีการเตรียมดีเอ็นเอ
ต๎นแบบอยํางงําย โดยใช๎ไพรเมอร์และโพรบตรวจสอบที่ต าแหนํง 274 (A/T)  

 
ข้อดีและข้อจ ากัด 

การเตรียมดีเอ็นเออยํางงํายเพ่ือตรวจต าแหนํงสนิปส์ในปาล์มน้ ามันด๎วยเทคนิค Real-time PCR วิธีนี้
มีข๎อดี ได๎แกํ ประหยัดเวลาและคําใช๎จําย ไมํต๎องใช๎ไนโตรเจนเหลว และสะดวกในการปฏิบัติงาน สํวนข๎อจ ากัด
ของการเตรียมดีเอ็นเออยํางงํายวิธีนี้ คือ ต๎องระวังการปนเปื้อนของตัวอยํางกันระหวํางการเตรียมดีเอ็นเอ
ต๎นแบบ ในขั้นตอนของการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์รอบที่สอง เนื่องจากการมีการปนเปื้อนที่เกิดขึ้นได๎งําย จะสํงผล
ให๎การตรวจสอบเกิดความผิดพลาดได๎ 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
นักปรับปรุงพันธุ์ปาล์มน้ ามัน และหนํวยงานที่เกี่ยวข๎องกับการวิจัยปาล์มน้ ามัน สามารถน าวิธีการ

เตรียมดีเอ็นเออยํางงํายไปใช๎แทนการสกัดดีเอ็นเอแบบปกติ ท าให๎ชํวยลดระยะเวลาในการสกัดดีเอ็นได๎ 
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การประยุกต์ใช้เทคนิคการเตรยีมดีเอ็นเอต้นแบบในการตรวจสอบยีนที่ได้รับการถ่ายฝากในหน้าวัวและยาสูบ
โดยวิธี Direct PCR 

กุหลาบ คงทอง 

ค าน า 

การตรวจสอบดีเอ็นเอเปูาหมายโดยการใช๎หลักการพีซีอาร์ได๎มีการน าไปใช๎ในงานวิจัยด๎านพืชอยําง
แพรํหลายเชํน การตรวจจีโนไทป์ และการตรวจยีนเปูาหมายที่ได๎รับการถํายฝาก เป็นต๎น การท าพีซีอาร์จาก
ชิ้นสํวนพืชโดยทั่วไป จะต๎องเริ่มต๎นด๎วยขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ ซึ่งวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยทั่วไปอาจจะต๎องใช๎
สารเคมีที่มีราคาแพง หรือใช๎สารเคมีเป็นอันตราย ใช๎ระยะเวลาในการท างานนาน มีความเสี่ยงตํอการปนเปื้อน
ของดีเอ็นเอระหวํางตัวอยํางในขั้นตอนการสกัด  

เทคนิค Direct PCR เป็นวิธีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยตรงจากตัวอยํางชิ้นสํวนพืช หรือสัตว์ โดยไมํ
ผํานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอและการท าดีเอ็นเอให๎บริสุทธิ์ การใช๎เทคนิคนี้สามารถลดคําใช๎จํายและ           
ลดระยะเวลาในการท างานวิจัยได๎มาก ลดการปนเปื้อนของดีเอ็นเอระหวํางตัวอยํางที่ท าการสกัดได๎         
และเป็นทางเลือกที่ดีมากส าหรับการแก๎ปัญหาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในตัวอยํางที่มีปริมาณน๎อย  เชํน 
ตัวอยํางของชิ้นสํวนพืชที่ได๎รับการถํายฝากยีนที่มีขนาดเล็กมากและมีจ านวนจ ากัด สามารถแบํงตัวอยําง
ปริมาณน๎อยมาตรวจได๎ โดยไมํต๎องผํานขั้นตอนการท าดีเอ็นเอให๎บริสุทธิ์  (DNA Purification) จะลดการ    
สูญหายของดีเอ็นเอในตัวอยํางได๎    

การใช๎เทคนิค Direct PCR ในการตรวจสอบพืชนั้นมีชุดน้ ายาส าเร็จรูปตําง ๆ ที่ท าเป็นการค๎า      
และมีจ าหนํายในท๎องตลาดมีให๎เลือกใช๎หลายยี่ห๎อ เชํน InstantAmp Plant Direct PCR Kit (Goldbio) 
,FastAmp Plant Direct PCR Kit (IntactGenomics), KAPA3G Plant PCR Kit (Sigma-Aldrich) และ 
Phire Plant Direct PCR Kit  (Thermo Scientific) เป็นต๎น ส าหรับงานการใช๎เทคนิค Direct PCR     
ในการตรวจสอบจีโนไทป์พืชและตรวจสอบพืชที่ได๎รับการถํายยีนในบทนี้ จะเลือกใช๎ชุดน้ ายาส าเร็จรูป Phire 
Plant Direct PCR Kit (Thermo Scientific)     

ชุดน้ ายาส าเร็จรูป Phire Plant Direct PCR (Thermo Scientific) ถูกออกแบบส าหรับการท า PCR 
โดยตรงจากชิ้นสํวนใบและเมล็ดพืชโดยไมํต๎องผํานขั้นตอนการท าดีเอ็นเอให๎บริสุทธิ์มากํอน การท า PCR 
สามารถท าได๎โดยวิธี Direct protocol ที่ใช๎ใบพืชขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 0.5 มิลลิเมิตร หรือใช๎วิธี Dilution 
protocol ที่ใช๎ใบพืชขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 2 มิลลิเมตร บดตัวอยํางพืชในสารละลาย Dilution Buffer  
แล๎วน าสารละลายสํวนบน 0.5 ไมโครลิตร ไปท า PCR วิธี Derect PCR เหมาะส าหรับใช๎ในชิ้นสํวนพืชสด 
ชิ้นสํวนพืชที่เก็บไว๎ใน 4 องศาเซนเซียส หรือในสภาพแชํแข็งรวมทั้งชิ้นสํวนพืชที่เก็บบนการ์ดส าหรับเก็บ
ตัวอยํางพืชที่ผลิตเป็นการค๎า เชํน Whatman 903 และ FTA cards 

ในงานวิจัยได๎ใช๎เทคนิค Direct PCR ในการตรวจสอบยีนที่ได๎รับการถํายฝากในหน๎าวัว และยาสูบ 
โดยตรวจสอบยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ในรูป antisene ที่ควบคุมสีดอกในหน๎าวัว และ
ตรวจสอบยีน Flavonoid 3',5' hydroxylase (F3' 5'H) ทีค่วบคุมสีดอกในยาสูบ  
 

วิธีด าเนินการ 
การประยุกต์ใช๎เทคนิค Direct PCR ในตรวจสอบต๎นหน๎าวัวและต๎นยาสูบที่ได๎รับการถํายยีน โดยใช๎วิธี 

Dilution buffer จากชุด Phire Plant Direct PCR Kit มีวิธีการ ดังนี้ 
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1. น าใบหน๎าวัว หรือยาสูบ ที่ต๎องการตรวจสอบการได๎รับยีน ตัดตัวอยํางใบอํอนพืช ให๎ได๎ขนาด
เส๎นผําศูนย์กลางประมาณ 2 มิลลิเมตร ใสํในสารละลาย Dilution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

2. ท าให๎ใบแตกออกโดยการบดด๎วยปลายปิเปตทิป กับข๎างหลอด จนได๎สารละลายสีเขียว 
3. ปั่นเศษชิ้นสํวนให๎ตกตะกอน 
4. ดูดสํวนที่เป็นสารละลายไปใช๎ในขั้นตอน ท า PCR  โดยใช๎สารละลาย 0.5 µl ใสํใน ปฏิกิริยาPCR 

ปริมาตร 20  µl  
5. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด๎วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยมีสํวนผสมของปฏิกิริยา แสดงในตารางที่ 1 และสภาวะ

การท างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม แสดงในตารางที่ 2  
6. ตรวจสอบผลผลิตของ PCR ด๎วยเทคนิค 2% Agarose gel electrophoresis 
 

ตารางท่ี 1 สํวนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ใช๎เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
Component 20 µl rxn Final conc.  

H2O  Add to 20 µl   
2x Phire Plant PCR Buffer) 10 µl  1x 
Primer A x  µl 0.5   µM 
Primer B x  µl 0.5   µM 
Phire Hot Start II DNA Polymerase 0.4 µl  
Plant tissue  
Dilution protocol 

0.5 µl  

 
ตารางท่ี 2 สภาวะการท างานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 
Cycle step Temp. Time Cycles 

Initial denaturation  5 minute 1 

Duration 
Anealing 
Extension 

 
 
 

5 s 
5 s 
20 s 

40 

Final extension  
 

1 minute  
hold 

1 

 
ผลการทดลอง 

1.การตรวจสอบต้นหน้าวัวที่ได้รับยีน DFRAS ด้วยเทคนิค PCR  
 ผลการตรวจสอบการปรากฏของยีน DFR ในรูป antisense (DFRAS) ในต๎นหน๎าวัวที่ได๎จากการถําย
ยีนด๎วยเทคนิค PCR โดยใช๎ไพรเมอร์ NOSter204.F และ NOSter204.R  พบวําสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 204 คูํเบส เพียงแถบเดียวเทํานั้น (ภาพที่16) ซึ่งแสดงให๎เห็นวําไพรเมอร์ที่ออกแบบได๎มีความจ าเพาะ
กับต าแหนํงของยีน DFR และ Nos terminater ซึ่งเป็นชุดยีนที่ถํายเข๎าสูํหน๎าวัว จะเห็นได๎วําไพรเมอร์ที่ใช๎
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ตรวจสอบนั้นจะเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได๎เฉพาะต๎นหน๎าวัวที่ได๎รับการถํายยีนเทํานั้น ไมํสามารถเพ่ิมปริมาณจาก 
ดีเอ็นเอของต๎นหน๎าวัวที่ไมํได๎รับการถํายยีน (ภาพท่ี 1)  

 

 
 

ภาพที่ 1 ผลการตรวจสอบต๎นหน๎าวัวที่ได๎รับการถํายยีน DFR ในรูป antisene ด๎วยเทคนิค PCR โดยใช๎    
ไพรเมอร์  NOSter204.F, NOSter204.R  (204 bp) (1-4 : ต๎นที่ได๎รับการถํายยีน , 5 : ต๎นที่
 ไมํได๎รับการถํายยีน , 6 : AaDFRAS_PMDC32, 7 : control,  M : 100 bp marker ) 

 
2. การตรวจสอบต้นยาสูบได้รับยีน F3' 5'H ด้วยเทคนิค PCR  
 ผลการตรวจสอบการปรากฏของยีน F3' 5'H ในยาสูบที่ได๎จากการถํายยีนด๎วยเทคนิค PCR โดยใช๎ 
ไพรเมอร์ Nos.F1 และ CtF35H.R1 พบวําสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 405 คูํเบส เพียงแถบเดียว
เทํานั้น (ภาพที่ 2) ซึ่งแสดงให๎เห็นวําไพรเมอร์ที่ออกแบบได๎มีความจ าเพาะกับต าแหนํงของยีน F3' 5'H และ 
Nos terminater ซึ่งเป็นชุดยีนที่ถํายเข๎าสูํต๎นยาสูบ จากการตรวจสอบด๎วยไพรเมอร์ CtF35H.F2 และ 
2X35S.R2 พบวําแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวขนาด 451 คูํเบส (ภาพที่ 2) และมีความจ าเพาะกับต าแหนํงของ
ยีน F3' 5'H และ 2X35S promoter ของชุดยีนที่ถํายเข๎าสูํต๎นยาสูบเชํนเดียวกัน นอกจากนี้จะเห็นได๎วํา    
ไพรเมอร์ 2 ชุดที่ใช๎ตรวจสอบนั้นจะเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได๎เฉพาะต๎นยาสูบที่ได๎รับการถํายยีนเทํานั้น           
ไมํสามารถเพ่ิมปริมาณจากดีเอ็นเอของต๎นยาสูบที่ไมํได๎รับการถํายยีน (ภาพท่ี 2 และ 3)  
 
 
  
 
 
 
 
 
ภาพที ่2  ผลการตรวจสอบต๎นยาสูบที่ได๎รับการถํายยีน F3' 5'H ด๎วยเทคนิค PCR โดยใช๎ไพรเมอร์       

CtF35H.Nos.F1, CtF35H.Nos.R1 (405 bp) (Lane M : 100 bp DNA Ladder, 1-8 : ต๎นที่ได๎รับ
การถํายยีน , 9 :  ต๎นที่ไมํได๎รับการถํายยีน , 10 : Plasmid pMDC32 ที่มียีน F3’5’H, 11 : control) 
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ภาพที ่3  ผลการตรวจสอบต๎นยาสูบที่ได๎รับการถํายยีน F3' 5'H ด๎วยเทคนิค PCR โดยใชไ๎พรเมอร์    

CtF35H.2X35S.F2 และ CtF35H.2X35S.R2 (415 bp) (Lane M : 100 bp DNA Ladder,1-8 : 
ต๎นที่ได๎รับการถํายยีน , 9 :  ต๎นที่ไมํได๎รับการถํายยีน , 10 : Plasmid pMDC32 ที่มียีน F3’5’H, 
11 : control) 

 
 การตรวจสอบการปรากฏของยีนในต๎นหน๎าวัวและต๎นยาสูบที่ได๎รับการถํายยีนด๎วยเทคนิค Direct 
PCR โดยใช๎ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ พบวําเทคนิค Direct PCR เป็นเทคนิคที่ใช๎ได๎อยํางมีประสิทธิภาพ ต๎นที่ได๎รับ
การถํายยีน จะปรากฏแถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได๎ สํวนต๎นที่ไมํได๎รับการถํายฝากจะไมํปรากฏแถบดีเอ็นเอ  

 
ข้อดีและข้อจ ากัด 

ข้อดีของวิธีการตรวจสอบพืชโดยวิธี Direct PCR 
ไมํต๎องการขั้นตอนการท าดีเอ็นเอให๎บริสุทธิ์ (DNA purification) ท าให๎ลดเวลาและคําใช๎จําย ต๎องการ

ตัวอยํางในการวิเคราะห์ในปริมาณน๎อย เชํน ตัวอยํางของชิ้นสํวนพืชที่ได๎รับการถํายฝากยีนที่มีขนาดเล็กมาก 
และมีจ านวนจ ากัด สามารถแบํงตัวอยํางปริมาณน๎อยมาตรวจได๎ และใช๎ได๎ในพืชหลายชนิด  

ข้อจ ากัดของวิธีการตรวจสอบพืชโดยวิธี Direct PCR  
ชุดน้ ายาส าเร็จรูปมีราคาคํอนข๎างสูง  

 
การน าไปใช้ประโยชน์ 

นักปรับปรุงพันธุ์สามารถตรวจสอบยีนเปูาหมายได๎อยํางสะดวกรวดเร็ว  โดยไมํต๎องผํานขั้นตอน     
การสกัดดีเอ็น รวมทั้งสามารถน าเทคนิคและวิธีการไปใช๎ในการการตรวจสอบยีนเปูาหมายในพืชที่ได๎รับ     
การถํายยีนชนิดอื่นได๎ 

 
เอกสารอ้างอิง 

 
กุหลาบ  คงทอง ประสาน สืบสุข. และจีราพร แกํนทรัพย์ 2558. การโคลนยีนFlavonoid 3',5' hydroxylase 

(F3' 5'H) จากอัญชัน และ พิทูเนีย. ใน: รายงานผลงานวิจัยประจ าปี 2558. ส านักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร. 

กุหลาบ  คงทอง ประสาน สืบสุข. และจีราพร แกํนทรัพย์ 2558. การถํายยีน  Flavonoid 3',5' hydroxylase  
(F3' 5'H) จากอัญชันเข๎าสูํยาสูบ. ใน: งานการประชุมทางวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์   
ครั้งที่ 53  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 
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