
 

ปฏิบัติการ บทที่  6 
การแยกโพรโทพลาสต 

บทนํา 
การแยกโพรโทพลาสตจากโปรโตครอมของกลวยไม 
 

โพรโทพลาสต คือ เซลลรางกาย (somatic cell) ที่ไมมีผนังเซลล มีเพียงเซลลเมม
เบรนที่หุมนิวเคลียสและไซโทพลาซึมไว เน่ืองจากโพรโตพลาสตไมมีผนังเซลลดังน้ันจึง
ทําใหสะดวกตอการใมยีนหรือสารพันธุกรรมที่เราสนใจเพื่อปรับปรุงพันธุพืชใหเกิดพันธุ
ใหมตามที่ตองการ 

ป 1982 เร่ิมมีการใชวิธีกลในการแยกโพรโทพลาสต โดย Klercher แตไมประสบ
ความสําเร็จเพราะมีโพรโทพลาสตออกมานอย Cocking (1960) ไดทดลองใชเอนไซม 
cellulase แยกโพรโทพลาสตจากสวนปลายรากพืช 

Takebe, Otsuki and Aoki (1986) ไดแยกโพรโตพลาสตแบบวิธีกลและใช
เอนไซมรวมดวยทําใหสามารถแยกโพรโทพลาสตจากยาสูบไดจํานวนมาก แตมีปญหาคือ
ไมสามารถเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตใหเจริญเปนแคลลัสได และในป 1986 Takebe, Labib 
and Melckers ไดเพาะเลี้ยงโพรโทพลาสตจากใบยาสูบจนสามารถ regenerate เปนตนได
เปนครั้งแรก 
 
วิธีการแยกโพรโตพลาสต ทําได 2 วิธีคือ 
1. วิธีกล (mechanical method)  

เปนวิธีการแรกที่   มนุษยใชในการแยกโพรโทพลาสต     ออกจากเนื้อเยื่อของพืช 
โดยเอาเนื้อเยื่อพืชมาแชในสารละลายที่มีความเขมขนสูง (hypertonic solution) นํ้าใน
เซลลพืชจะถูกดึงออกมาภายนอกทําใหโพรโทพลาสตหดตัวลงคือเซลลเกิด plasmolysis 
สวนเยื่อหุมเซลลจึงแยกออกจากผนังเซลล แลวตัดเนื้อเยื่อพืชเปนช้ินบาง ๆแลวนําไปแช
ในสารละลายที่มีความเขมขนนอย (hypotonic solution) โพรโทพลาสต จะพองตัวและ
หลุดออกมา 
2. วิธีใชเอนไซม (enzymatic method) 
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เปนวิธีที่สามารถแยกโพรโทพลาสตไดสมบูรณและมีปริมาณมาก โดยใชเอนไซมเซลลูเลส 
(cellulase) และเพคติเนส (pectinase) มายอยสลายผนังเซลลจะไดสวนที่เหลือเปนโพ
รโทพลาสต 
 
ข้ันตอนการแยกโพรโทพลาสต 

นําโปรโตครอมกลวยไมมายอยโดยใชเอนไซม pectinase ซ่ึงจะทําหนาที่ยอย
สารประกอบเพคติและสารประกอบที่เช่ือมติดกันใหแยกออกมาเปนเซลลเดี่ยว ๆ ยอยบน
เครื่องเขยาเบา ๆ เม่ือเซลลหลุดออกมาเปนเซลลเดี่ยว ๆ แลวจึงใชเอนไซม cellulase ซ่ึง
ทําหนาที่ยอยผนังเซลลออกจนได โพรโทพลาสต 
 
วิธีการเลี้ยงโพรโทพลาสต 
1. เลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งหรืออาหารแข็ง 
1.1 Plating method 
1.2 Feeder layer 
2. เลี้ยงในอาหารเหลว 
2.1 suspension or drop culture 
2.2 micro-drop culture 
2.3 microchamber techniqe 
 
ปจจัยที่มีผลตอการเจรญิและการแบงตัวของโพรโทพลาสต 
1. ความเขมขนของโพรโทพลาสต ควรมีความเขมขน 5X104-105  โพรโทพลาสตตอ

มิลลิลิตร 
2. การที่เซลลโพรโทพลาสตสรางผนังเซลลเร็วทําใหเปนอุปสรรคในการรวมกันของโพ

รโทพลาสต 
3. การเก็บโพรโทพลาสตที่เลี้ยงในอาหาร ควรเก็บโพรโทพลาสตที่แยกใหม ๆ ในที่ ๆมี

แสงสลัว เพราะถาไดรับแสงทันทีโพรโทพลาสตอาจตายได 
4. อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเลี้ยงโพรโทพลาสตคือ 25-29 องศาเซลเซียส 
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