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บทคัดยอ 

 
การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการที่เหมาะสมสําหรับการสกัดดีเอ็นเอของกลวยไมสกุลชางทั้ง 3 

วิธี ไดแก วิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ดัดแปลงจากวิธีของ Doyle และ Doyle (1987)  วิธีสกัดดีเอ็นเอที่
ดัดแปลงจากวิธีของ Lim และคณะ (1997) และชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปของ NucleoSpin® Plant  จาก
ผลการทดลองพบวา ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบของกลวยไมสกุลชางโดยวิธีของ Doyle และ Doyle 
(1987) มีคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอไมแตกตางจากวิธีสกัดโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปของ 
NucleoSpin® Plant เมื่อยืนยันผลดวยการทํา AFLP และคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทั้งสองวิธี
ดังกลาวมีคุณภาพดีกวาดีเอ็นเอจากวิธี Lim เมื่อตรวจสอบผลจากวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจล 
และวัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตโดยใชเทคนิค spectrophotometer  

 
คําสําคัญ: วิธีการสกัด   ดีเอ็นเอ    กลวยไมสกุลชาง 
 

Abstract 
 

 Three methods for DNA extraction of Rhynchostylis spp. were examined; Doyle and Doyle 
(1987), Lim et. al. (1997) and NucleoSpin® Plant DNA extraction kit. The results indicated that 
DNA isolation from leaf of Rhynchostylis spp. using Doyle and Doyle (1987) method showed no 
significant different in quality and quantity of DNA from the NucleoSpin® Plant DNA extraction 
kit. The high quality of DNA from both methods could be confirmed by AFLP analysis and showed 
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better results than Lim’s method when detected by agarose gel electrophoresis and UV absorption 
spectrophotometer.  
 
Key words: Extraction methods, DNA, Rhynchostylis spp. 
 
บทนํา 
 เทคนิคการศึกษาทางอณูพันธุศาสตรนั้นเริ่มตนดวยขั้นตอนที่สําคัญขั้นตอนหนึ่งคือ การสกัด
ดีเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิต ซึ่งเปนขั้นตอนที่ทําไดยากในพืชแตละชนิด เนื่องจากเนื้อเยื่อแตละชนิดนั้นมี   
โพลีแซคคาไรด (polysaccharide) และ/หรือ สารทุติยภูมิ (secondary metabolites) เปนองคประกอบ 
ซึ่งสารเหลานี้เปนปญหาหลักในการสกัดดีเอ็นเอ (Porebski et al., 1997) โดยเฉพาะการสกัดดีเอ็นเอ
จากพืชในวงศกลวยไม มักพบปญหาหลายประการที่ทําใหดีเอ็นเอที่สกัดไดมีปริมาณและคุณภาพไม
เหมาะสมตอการนําไปใชในการวิเคราะหความแตกตางของรูปแบบดีเอ็นเอโดยใชเทคนิคการ
ตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุลตางๆ ซึ่งมีความสําคัญอยางยิ่งใน การตรวจพิสูจนพันธุพืช (Smith and 
Smith, 1992) ทั้งนี้การใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกของพืชอาจจะไมสามารถจําแนกความ
แตกตางของพันธุไดอยางชัดเจน เนื่องจากลักษณะดังกลาวสามารถผันแปรไปตามสภาพแวดลอม ทํา
ใหผลการตรวจสอบที่ไดมีความแปรปรวนหรือมีความผิดพลาดเกิดขึ้นได ในการศึกษาวิเคราะหความ
แตกตางของรูปแบบดีเอ็นเอโดยใชเครื่องหมายโมเลกุลนั้น จึงมีความจําเปนตองสกัดดีเอ็นเอใหได
คุณภาพและปริมาณที่เหมาะสมสําหรับการทดสอบแตละวิธี การสกัดดีเอ็นเอจากพืชนั้น มีอยูหลายวิธี
ดวยกัน ซึ่งแตละวิธีจะมีความเหมาะสมกับเนื้อเยื่อพืชแตละชนิด เนื่องจากเนื้อเยื่อพืชแตละสวนมี
ปริมาณสารปนเปอนจําพวกโพลีฟนอล (polyphenolic) และโพลีแซคคาไรด (polysaccharide) ใน
ปริมาณที่แตกตางกัน นอกจากนี้การสกัดดีเอ็นเอตองคํานึงถึงงานที่ตองนําดีเอ็นเอไปใช เชน การ
วิเคราะหดีเอ็นเอโดยวิธี Southern blot hybridization เปนวิธีที่ตองการดีเอ็นเอที่มีขนาดโมเลกุลใหญ 
แตกหักนอย และมีความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ จึงมีความจําเปนตองเลือกวิธีการสกัดใหเหมาะสมกับ
ความตองการดังกลาว สําหรับในพืชนั้น นิยมทําการสกัดดีเอ็นจากใบออนหรือตนออนเพราะมีเสนใย
นอย ทําใหเซลลแตกและปลดปลอยดีเอ็นเอออกมาไดงาย (สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2545) อยางไรก็
ตาม กลวยไมไมวาจะเปนสวนของใบ หรือตนที่เจริญเติบโตในธรรมชาตินั้น มักมีโครงสรางที่
คอนขางแข็ง และมีเสนใยมาก  จึงจําเปนที่จะตองทําการศึกษาวิธีที่เหมาะสมในการสกัดดีเอ็นเอจาก
ช้ินสวนดังกลาว   ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการสกัด
ใหไดดีเอ็นเอที่มีปริมาณและคุณภาพที่ดีเพื่อนําไปใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
กลวยไมสกุลชางตอไป 
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อุปกรณและวิธีการทดลอง 
ตัวอยางกลวยไมสกุลชาง 

กลวยไมสกุลชางที่นํามาใชสกัดดีเอ็นเอในการศึกษานี้ ไดมาจากการสุมคัดเลือกและเก็บ
ตัวอยางกลวยไมสกุลชาง ในพื้นที่ที่มีการกระจายพันธุของกลวยไมดังกลาว ไดแก จังหวัดตาก 
นครสวรรค ลําปาง และนาน โดยทําการเก็บตัวอยางของกลวยไมสกุลชางจากพื้นที่ตัวอยางตางๆ ดังนี้ 
จากจังหวัดตาก จํานวน 8 ตัวอยาง ไดแก ชางกระ (Rhynchostylis gigantea) 4 ตัวอยาง และไอยเรศ   
(R. retusa) 4 ตัวอยาง จากจังหวัดนครสวรรค จํานวน 8 ตัวอยาง ไดแก ชางกระ (R. gigantea)              
3 ตัวอยาง และเขาแกะ (R. coelestis) 5 ตัวอยาง จากจังหวัดลําปาง ไดแก ชางกระ (R. gigantea)           
2 ตัวอยาง  และจากจังหวัดนาน  ไดแก ไอยเรศดํา (R. sp.) 2 ตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 20 ตัวอยาง โดย
จําแนกเปน ชางกระ (R. gigantea) 9 ตัวอยาง เขาแกะ (R. coelestis) 5 ตัวอยาง ไอยเรศ (R. retusa) 4 
ตัวอยาง และไอยเรศดํา (R. sp.) 2 ตัวอยาง จากนั้นสุมเลือกตัวอยางในกลุมชาง 3 ตัวอยาง เขาแกะ 1 
ตัวอยาง ไอยเรศ 1 ตัวอยาง ไอยเรศดํา 1 ตัวอยาง และไอยเรศดําในสภาพปลอดเชื้อ 1 ตัวอยาง เพื่อ
นํามาศึกษาหาวิธีการที่เหมาะสมในการสกัดดีเอ็นเอ โดยเปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากสวนใบ
ออนของกลวยไมสกุลชางดวยวิธีการที่แตกตางกัน 3 วิธี คือ วิธีการสกัดของ Doyle และ Doyle (1987) 
วิธีการสกัดของ Lim และคณะ (1997) และวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป NucleoSpin® 
Plant โดยมีขั้นตอนตางๆ คือ  
 

วิธีสกัดดีเอ็นเอของ Doyle และ Doyle (1987)  
นําใบกลวยไมสกุลชางน้ําหนัก 0.1 กรัม มาบดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว ถายตัวอยางที่

บดลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 2X CTAB buffer (2% CTAB, 1% PVP, 100 mM Tris-
HCl pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl, 0.2 % 2-mercaptoethanol) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 60 0C เปนเวลา 30 นาที ผสมใหเขากัน จากนั้นเติม Chloroform : Isoamyl alcohol 
(24:1) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 rpm  อุณหภูมิ   4 0C   ทําซ้ําขั้นตอนการเติม 
Chloroform : Isoamyl alcohol  อีก 2 รอบ จากนั้นเติม Isopropanol 600 ไมโครลิตร เพื่อตกตะกอนดี
เอ็นเอ ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 80% Ethanol ซ้ํา 2 รอบ ปลอยใหตะกอนดีเอ็นเอแหงโดยอบที่อุณหภูมิ 
60 0C นาน 15 นาที  ละลายตะกอนใน TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) 50 
ไมโครลิตร และเติม     RNase A (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร  5 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 0C  
เปนเวลา 30 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 0C จนกวาจะใชงาน 
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วิธีสกัดดีเอ็นเอของ Lim และคณะ (1997)  
นําใบกลวยไมสกุลชางน้ําหนัก 0.1 กรัม บดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว เติม PVP (100 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ถายใสหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 
Extraction buffer (100 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM EDTA pH 8.0, 500 mM NaCl, 100 mM 2-
mercaptoethanol) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 20% SDS ปริมาตร 40 ไมโครลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 65 0C 
เปนเวลา 10 นาที ผสมใหเขากัน และเติม 5 M Potassium acetate (pH 5.2) บมบนน้ําแข็ง 20 นาที 
จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 0C  ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม แลวเติม 
Isopropanol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิ -20 0C  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นําไปปนเหว่ียงที่ 
10,000 rpm  อุณหภูมิ 4 0C เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นเติม TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 
mM EDTA pH 8.0) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ RNase A (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 100 
ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 0C  เปนเวลา 30 นาที กําจัดสารโปรตีนและสารปนเปอนอื่นๆ ดวย Phenol : 
Chloroform (1:1) ซ้ําสองครั้ง จากนั้นเติม  3M Sodium acetate (pH 5.2)  และ 100% Ethanol  ต้ังทิ้งไว
ที่ -80 0C  เปนเวลา 30 นาที และปนเหว่ียงที่ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 0C  ทําการลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 
70% Ethanol นําไปอบที่อุณหภูมิ 60 0C นาน 15 นาที เพื่อใหตะกอนดีเอ็นเอแหง จากนั้นละลาย
ตะกอนดวย TE buffer ปริมาตร 60 ไมโครลิตร และเก็บสารละลายดีเอ็นเอไวที่ -20 0C 
 

ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปของ NucleoSpin® Plant  
  สกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป NucleoSpin® Plant (MACHEREY-NAGEL) 
ซึ่งมีขั้นตอนโดยยอ คือ บดตัวอยางพืช 0.1 กรัมในไนโตรเจนเหลว จากนั้นทําลายเซลลดวย cell lysis 
buffer แยกเศษเซลลออกโดยใช NucleoSpin® Plant column  จากนั้นนําสารละลายตัวอยางมา
ตกตะกอนดีเอ็นเอและนําไปผาน NucleoSpin® Plant column ที่ทําหนาที่จับจําเพาะดีเอ็นเอไวบนแผน 
membrane filter ของ column  ลาง column ดวย wash buffer เพื่อใหดีเอ็นเอที่ไดมีความบริสุทธิ์  
จากนั้นทําการชะสารละลายดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์ออกจาก column ดวยสารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสมจาก
ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป 
 

การเปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได 
  ตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอโดยวัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตดวยวิธี 
Spectrophotometer และวัดการเรืองแสงของดีเอ็นเอที่จับตัวกับเอธิเดียมโบไมดหลังจากแยกขนาดดี
เอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส ทดสอบคุณภาพของดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดแตละวิธีดวยการทํา 
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) โดยใชดีเอ็นเอเริ่มตนที่มีความเขมขน 100 นาโน
กรัมตอไมโครลิตร นําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดไดแก EcoRI และ MseI และเชื่อมตอช้ินดี
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เอ็นเอที่ตัดไดเขากับ adaptor (EcoRI adaptor และ MseI adaptor) ทําการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่ได
ดวยปฏิกิริยา PCR 2 ขั้นตอน ตามวิธีของ Vos และคณะ (1995) และใชไพรเมอร แสดงดังตาราง 1 
 

ตาราง 1 ไพรเมอรที่ใชในการทํา AFLP 
 

ไพเมอร ลําดับเบส 
EcoRI adaptor  5′  –CTC GTA GAC TGC GTA CC- 3′ 
             3′–CAT CTG ACG CAT GGT TAA -5′ 
MseI adaptor 5′  –GAC GAT GAG TCC TGA G- 3′ 
              3′ –TAC TCA GGA CTC AT-5′ 
EcoRI + A preamplification 5′ – GAC TGC GTA CCA ATT CA – 3′ 
MseI + C preamplification 5′  – GAT GAG TCC TGA GTA AC – 3′ 
EcoRI + ACC 5′ – GAC TGC GTA CCA ATT CACC – 3′ 
MseI + CAA 5′  – GAT GAG TCC TGA GTA ACAA – 3′ 

 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
จากการทดลองสกัดดีเอ็นเอและเปรียบเทียบผลการสกัดดีเอ็นเอจากทั้ง 3 วิธีดังกลาวโดยวิธี 

อิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจลนั้น พบวาดีเอ็นเอที่ไดจากวิธีการสกัดของ Lim และคณะ (1997) เมื่อ
นํามาตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจลแลว ไมพบแถบดีเอ็นเอ รวมทั้งสารละลาย
ดีเอ็นเอที่ไดภายหลังจากการสกัดพบวามีสีเหลือง น้ําตาล (รูป 1ค และรูป 2ค)  การสกัดดีเอ็นเอโดยวิธี
ดังกลาว อาจไมเหมาะสมสําหรับการนํามาสกัดตัวอยางกลวยไมที่นํามาศึกษา เนื่องจากไดดีเอ็นเอ
ปริมาณนอย ไมสามารถเห็นแถบดีเอ็นเอภายหลังจากการตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสใน   
อะกาโรสเจล และอาจมีการปนเปอนของสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) หรือสารพวกโพลีแซค
คาไรด (polysaccharide) ที่มีอยูในพืช (Lim et al., 1997) ทั้งนี้พบวาสารละลาย extraction buffer ที่ใช
ในการสกัดของวิธี Lim และคณะ มีความแตกตางจาก extraction buffer วิธี Doyle และ Doyle  โดยมี
ความแตกตางคือ ไมมีสาร CTAB เปนองคประกอบ ทั้งนี้สาร CTAB มีความสามารถในการเกิด
สารประกอบเชิงซอนกับโปรตีนและสารโพลีแซคคาไรด  ซึ่งสามารถชวยในการกําจัดสารโพลีแซคคา
ไรดที่มีปริมาณมากในพืชออกไปได  ดังนั้นในการทดลองตอมาจึงไมนําวิธีการสกัดของ Lim มา
เปรียบเทียบในการทดลอง 

จากการสกัดดีเอ็นเอของกลวยไมสกุลชางโดยวิธี Doyle และ Doyle (1987) ไดสารละลาย    
ดีเอ็นเอใสและไมมีสี (รูป 1ก) เมื่อตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจล โดยแบงกลุม
แถบดีเอ็นเอเปนตัวอยางกลวยไมชาง (lane 5-10) เขาแกะ (lane 11-12) ไอยเรศ (lane 13-16) (รูป 2ก) 
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พบวา ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดในกลุมกลวยไมชาง (lane 5-10) นั้นมีปริมาณสูง เนื่องจากแถบดีเอ็นเอ
ที่สังเกตไดมีความเขมมาก (high yield) สวนดีเอ็นเอที่ไดการสกัดจากกลวยไมในกลุมเขาแกะ (lane 
11-12)  พบวามีคุณภาพไมดี เนื่องมาจากดีเอ็นเอมีการแตกหัก ทําใหเห็นผลการตรวจสอบโดยวิธี 
อิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจลเปนปน สําหรับกลวยไมในกลุมของไอยเรศ (lane 13-16) พบวา มี
บางตัวอยางที่ไดปริมาณดีเอ็นเอมาก คุณภาพดี ดีเอ็นเอไมแตกหัก  แตบางตัวอยาง (lane 13-14)  ได
ปริมาณดีเอ็นเอนอย อาจเนื่องจากตัวอยางมาจากแหลงที่แตกตางกัน และชนิดของเนื้อเยื่อ มี
องคประกอบของเสนใยมาก ทําใหในขั้นตอนการบดตัวอยางทําไดยาก มีผลทําใหไดปริมาณดีเอ็นเอที่
ตํ่า ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Sharma และคณะ (2003) ที่แสดงใหเห็นวาในการสกัดดีเอ็นเอจาก
ใบของอินทผลัม (Phoenix dactylifera) จะไดปริมาณดีเอ็นเอนอย และคุณภาพต่ํา เนื่องจากใบของ
อินทผลัมมีเสนใยสูง ทําใหยากตอการบด  โดยสรุปวิธีการสกัดดีเอ็นเอของ Doyle และ Doyle (1987) 
มีความเหมาะสมสําหรับสกัดดีเอ็นเอจากกลุมตัวอยางกลวยไมบางชนิด (species) หากเปนชนิด 
(species) ที่เหมาะสมจะทําใหไดปริมาณดีเอ็นเอที่มาก มีคุณภาพดี และเปนวิธีที่งาย ราคาถูก ใชเวลา
การสกัดไมมากนัก 

การสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป NucleoSpin® Plant พบวาการใชชุดสกัด 
NucleoSpin® Plant มีขอดีคือ ไดดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดี ไมแตกหัก ไดสารละลายดีเอ็นเอที่ใสและไมมีสี 
(รูป 1ข) การใชวิธี NucleoSpin® Plant จึงเปนวิธีที่ดีหากตองการดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดี เนื่องจาก
สามารถกําจัดสารปนเปอนจําพวกโปรตีน สารทุติยภูมิ (secondary metabolite) และสารพวกโพลีแซค
คาไรด (polysaccharide)  ที่มีอยูมากในพืช ออกไปได  นอกจากนี้ปริมาณดีเอ็นเอที่ไดจากการใชวิธี 
NucleoSpin® Plant จะมีปริมาณที่คอนขางใกลเคียงกัน สังเกตจากความเขมของแถบที่ไดจากการ 
ตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจล (รูป 2ข) ยกเวนในกรณีของกลุมเขาแกะ  ทั้งนี้
อาจเนื่องจากลักษณะเฉพาะของกลวยไมกลุมเขาแกะ ที่อาจมีสารจําเพาะบางอยางที่มีผลตอการสกัดดี
เอ็นเอ ทําใหไดปริมาณดีเอ็นเอคอนขางนอย จึงควรปรับหาวิธีที่เหมาะสมในการสกัดดีเอ็นเอจาก
กลวยไมกลุมเขาแกะ ในกรณีที่ตองการปริมาณดีเอ็นเอในการทดลองปริมาณมาก  
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รูป 1 (ก-ค)  ลักษณะสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดจากวิธีการ (ก) Doyle และ Doyle (1987) (ข) วิธี    
     สกัดโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป NucleoSpin® Plant (ค) และ วิธีการสกัดของ  
     Lim และคณะ (1997) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูป 2 (ก-ค)   ผลจากการตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจล (ก) เปนวิธีการสกัด 
 ดีเอ็นเอวิธีของ Doyle และ Doyle (1987) (ข) วิธีการสกัดดีเอ็นเอวิธีของ NucleoSpin® 
 Plant และ (ค) วิธีการสกัดดีเอ็นเอวิธีของ Lim และคณะ (1997)  Lane 1-4 เปนตัวอยาง 
 ดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบความเขมขนไดแก λ 25 ng, λ 50 ng, λ 75 ng, และ λ 100 ng  
 ตามลําดับ Lane 5-6 ชางกระ Lane 7-8 ชางเผือก Lane 9-10 ชางแดง Lane 11-12 เขาแกะ  
 Lane 13-14 ไอยเรศ และ Lane 15-16 ไอยเรศดํา  

ก ข ค 

1      2      3      4     5      6      7     8      9     10    11    12    13    14    15    
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การวัดคุณภาพของดี เอ็นเอโดยปกติสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงโดยใช เทคนิค 
spectrophotometer เนื่องจากดีเอ็นเอสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (OD260) ได  
การตรวจสอบคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์ทําไดโดยเปรียบเทียบคา OD260 และ OD280 คา
อัตราสวน OD260/OD280 ที่อยูในชวง 1.8-2.0  บงบอกถึงความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ จากตาราง 2 ดีเอ็นเอ
ที่ไดจากการสกัดโดยวิธี NucleoSpin® Plant  คาอัตราสวน OD260/OD280 มีคาใกลเคียง 1.8 แสดงวาดี
เอ็นเอที่ไดจากการใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป มีความบริสุทธิ์ สามารถแยกสารปนเปอนอื่นๆ ออกจาก
สารละลายดีเอ็นเอไดดี  ตัวอยางดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดโดยวิธี Doyle และ Doyle คาอัตราสวน 
OD260/OD280 มีคาต่ํากวา 1.8 เล็กนอย บงบอกวาสารละลายดีเอ็นเอที่ไดอาจมีการปนเปอนของสารกลุม
โปรตีนและฟนอลบางสวน นอกจากนี้ผลการวัดคาการดูดกลืนแสง    สามารถคํานวณเปนคาความ
เขมขนของดีเอ็นเอดังแสดงในตาราง 2 พบวาปริมาณดีเอ็นที่สกัดไดมีปริมาณใกลเคียงกัน  อยางไรก็
ตาม ผลการทดลองวัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตอาจไมสอดคลองกับผลการตรวจสอบโดย
วิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจล โดยตรง ทั้งนี้ในการสกัดดีเอ็นเอ หากมีอารเอ็นเอ สาร CTAB 
หรือสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) อื่นๆ ปนเปอนในสารละลายดีเอ็นเอบางสวน อาจไปบดบัง
การดูดกลืนแสงของโมเลกุลดีเอ็นเอ ทําใหมีผลรบกวนตอคาการดูดกลืนแสงที่วัดได วิธีนี้จึงไมเหมาะ
สําหรับการวัดดีเอ็นเอที่มีปริมาณนอยๆ (นอยกวา 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เนื่องจากคาที่ไดอาจไม
นาเชื่อถือ ดังนั้นในการทดลองที่ตองการความแมนยําสูง ๆ จึงมีการประยุกตใช fluorometric data มา
ใช ในการวัดปริมาณดี เอ็น เอแทนวิธี การ วัดค าการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอ เลตโดยใช 
Spectrophotometer (Drabkova et al., 2002) 

 

ตาราง 2 แสดงผลคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตโดยใช  Spectrophotometer 
 

วิธี Doyle และ Doyle วิธี NucleoSpin® Plant 
ตัวอยางกลวยไมที่สกัดดีเอ็นเอ 

260/280 ความเขมขน(ng/μl*) 260/280 ความเขมขน(ng/μl*) 

ชางกระ (R. gigantea) 1.55 3350 1.62 2262.5 
ชางแดง (R. gigantea var. rubrum) 1.59 2887.5 1.66 2387.5 
ชางเผือก  (R. gigantea var. harrisonianum) 1.65 2575 1.75 2575 
เขาแกะ (R. coelestis) 1.48 2712.5 1.58 2450 
ไอยเรศ (R. retusa) 1.69 1912.5 1.78 2337.5 
ไอยเรศดํา (R. sp.) 1.57 3050 1.74 2625 
ไอยเรศดําในสภาพปลอดเชื้อ  1.50 2325 1.72 2500 

* ng/μl คือ นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
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รูป 3   ผลการทํา AFLP เปรียบเทียบระหวางดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีการตาง ๆ กัน โดยใชคูไพรเมอร   
 E-ACC และ M-CAA; lane M คือ pUC Mix Marker,8 เปนดีเอ็นเอมาตรฐานสําหรับใชเปรียบเทียบ 
 เพื่อบอกขนาดตําแหนงตาง ๆ ของลายพิมพดีเอ็นเอ Lane 1-3 แสดงผล AFLP ของดีเอ็นเอที่สกัด 
 โดยวิธีของ Doyle และ Doyle Lane 4-6 แสดงผล AFLP ของดีเอ็นเอที่สกัดโดยวิธี NucleoSpin® Plant 
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แนวทางในการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดไดประการหนึ่ง คือการนําดีเอ็นเอที่ได มา
ทดสอบโดยใชเครื่องหมายโมเลกุลโดยวิธี AFLP  จากการทดลองพบวา ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธีของ 
Doyle และ Doyle (1987) และ วิธีของ NucleoSpin® Plant เกิดแถบดีเอ็นเอที่ถูกนํามาแยกบน 6% 
denaturing polyacrylamide gel มีความคมชัด ดังแสดงในรูป 3  ซึ่งแสดงใหเห็นวาดีเอ็นเอที่สกัดไดนั้น
มีคุณภาพดี เนื่องจากวิธีการทํา AFLP นั้น เปนวิธีที่มีความไวตอคุณภาพดีเอ็นเอสูง (high sensitivity 
for DNA quality)  ดีเอ็นเอที่นํามาใชนั้น ตองมีคุณภาพดี (Vos et al.,1995) หากดีเอ็นเอที่สกัดได
คุณภาพไมดี มีการปนเปอนของตัวยับยั้งเอนไซมตาง ๆ (Inhibitor) จะไมสามารถใหผลทดสอบดวยวิธี 
AFLP ได เนื่องจากเอนไซมตัดจําเพาะ (EcoRI และ MseI) ไมสามารถทํางานได ดังนั้นการทํา
เครื่องหมายโมเลกุลโดยวิธี AFLP จึงสามารถใชเปนวิธีที่สามารถยืนยันความมีคุณภาพของดีเอ็นเอที่
สกัดไดดังตัวอยางที่มีรายงานไวแลว (Sheoherd et al., 2002; Geuna et al., 2004)  
 
สรุปผลการทดลอง 

จากการทดลองสามารถสรุปไดวา วิธีการที่เหมาะสมในการสกัดดีเอ็นเอกลวยไมสกุลชางคือ 
วิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ดัดแปลงจากวิธีของ Doyle และ Doyle (1987) ซึ่งใหผลดีและไมแตกตางจากวิธี
สกัดโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปของ NucleoSpin® Plant อีกทั้งยังเปนวิธีที่งาย สะดวก สารเคมี
สามารถเตรียมไดเองในหองปฏิบัติการ และใชเวลาสกัดไมมากนัก 
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