
 

ปฏิบัติการบทที่  8 
การตรวจสอบ และวิเคราะหการถายฝากยีนในพืช 

 
 
การวิเคราะหยีนที่สนใจวามีการถายทอดเขาสูพืชที่ตองการจริงหรือไม มีหลายวิธี 

เชน การคัดเลือกบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะ การทํา southern hybridization และการทํา 
polymerase chain reaction (PCR) เปนตน  

สําหรับการทดลองนี้เลือกวิธีการทํา PCR เน่ืองจากเปนเทคนิคที่รวดเร็ว และ
แมนยําในการวิเคราะหหาเฉพาะยีนที่สนใจวามีการถายทอดเขาสูพืชที่ตองการจริงหรือไม 
ซ่ึงวิธีการนี้เปนการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA ที่สนใจ โดยการใชโอลิโกนิวคลีโอไทดสาย
สั้นๆ ที่มีความยาวประมาณ 20-25 เบส และตองมีลําดับเบสจําเพาะเจาะจงกับยีนที่สนใจ
ดวย ดังน้ันจึงเรียกโอลิโกนิวคลีโอไทดสายสั้นๆ น้ีวา ไพรเมอร (primer) ดังน้ันไพรเมอรที่
ใชในการทดลองมีอยู 2 ตัว คือ ตัวที่มีจําเพาะเจาะจงกับลําดับเบสบริเวณปลาย 3’ ของ
สาย DNA สาย 5’          3’ และตัวที่มีจําเพาะเจาะจงกับลําดับเบสบริเวณปลาย 3’ ของ
สาย DNA สาย 3’        5’ 

หลักการทํา PCR คือ การนําไพรเมอรทั้งสองตัวใสรวมกับ DNA ที่แยกไดจาก
เซลลทั้งหมด (genomic DNA) และใสเอนไซม DNA polymerase จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิ
ใหกับสาย DNA ที่แยกไดเพื่อเปนการแยกสาย DNA จากสายคูใหเปนสายเดี่ยว และทํา
การลดอุณหภูมิลงอยางรวดเร็ว เพื่อใหไพรเมอรเขาไปจับบริเวณปลาย 3’ ในสวนที่มีเบส
จําเพาะเจาะจงกับสาย DNA สายเดี่ยว แลวทําการปรับอุณหภูมิใหเหมาะสมกับการ
ทํางานของเอนไซม DNA polymerase เพ่ือใหเกิดการสรางสายนิวคลีโอไทดสายใหมตอ
จากบริเวณที่เปนไพรเมอร นอกจากสายนิวคลีโอไทดที่สังเคราะหข้ึนจะมีลําดับเบส
จําเพาะเจาะจงกับสาย DNA ตนแบบทั้งสองสาย ดังน้ัน DNA จากเดิมที่เคยมี 1 โมเลกุลก็
จะกลายเปน 2 โมเลกุล ดังน้ันถาหากตองการเพิ่มปริมาณโมเลกุล DNA จึงตองทําวิธีการ
เชนเดิมซํ้าตอไป คือการเพิ่มอุณหภูมิใหกับสาย DNA ทําให DNA สายคูแยกออกเปนสาย
เดี่ยว ลดอุณหภูมิลงอยางรวดเร็ว เพ่ือใหไพรเมอรเขาไปจับบริเวณปลาย 3’ ในสวนที่มี
เบสจําเพาะเจาะจงกับสาย DNA สายเดี่ยว และปรับอุณหภูมิใหเหมาะสมกับการทํางาน
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ของเอนไซม DNA polymerase เพ่ือใหเกิดการสรางสายนิวคลีโอไทดสายใหมตอจาก
บริเวณที่เปนไพรเมอร ทําเชนน้ีประมาณ 30-40 รอบ ปริมาณ DNA จะเพิ่มข้ึนใน
อัตราสวน 2n (n คือ จํานวนรอบของการทําปฏิกิริยา) 
วิธีการทดลอง 
 
- วิธีการสกัด DNA จากพืชทดลองที่ไดรับการถายยีน 
 
1. สกัด DNA จากพืชทดลองที่ไดรับการถายยีน โดยวิธีของ Qiu และคณะ (2007) 
2. วิเคราะหหายีนที่ตองการศึกษาในพืชทดลองที่ไดรับการถายยีน   โดยวิธี Polymerase  
chain reaction (PCR) ในสภาวะที่เหมาะสม พรอมกับใชเอนไซม DNA polymerase และ 
specific primer ที่มีความจําเพาะเจาะจงกับยีนที่ตองการศึกษา โดยใชปฏิกิริยา PCR 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ซ่ึงมี DNA ของพืชทดลอง 2 ไมโครลิตร 
3. ทําการตรวจสอบ DNA ที่ไดจากการทํา PCR มาแยกโดยวิธี   electrophoresis ที่มีตัว 
กลางเปน agarose gel ที่มีความเขมขน 1% (v/w) ในสารละลาย 1X TBE และใชความ
ตางศักยไฟฟา 110 โวลต 60 นาที 
4. ยอม DNA ดวย ethidium bromide ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  เปนเวลา  
15 นาที แลวลางดวยนํ้ากลั่นเปนเวลา 5 นาที 
5. วิเคราะหแถบ DNA ที่สนใจภายใตรังสียูวี 
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