
 

ปฏิบัติการบทที่  8 
การตรวจสอบ และวิเคราะหการถายฝากยีนในพืช 

 
 
การวิเคราะหยีนที่สนใจวามีการถายทอดเขาสูพืชที่ตองการจริงหรือไม มีหลายวิธี 

เชน การคัดเลือกบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะ การทํา southern hybridization และการทํา 
polymerase chain reaction (PCR) เปนตน  

สําหรับการทดลองนี้เลือกวิธีการทํา PCR เน่ืองจากเปนเทคนิคที่รวดเร็ว และ
แมนยําในการวิเคราะหหาเฉพาะยีนที่สนใจวามีการถายทอดเขาสูพืชที่ตองการจริงหรือไม 
ซ่ึงวิธีการนี้เปนการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA ที่สนใจ โดยการใชโอลิโกนิวคลีโอไทดสาย
สั้นๆ ที่มีความยาวประมาณ 20-25 เบส และตองมีลําดับเบสจําเพาะเจาะจงกับยีนที่สนใจ
ดวย ดังน้ันจึงเรียกโอลิโกนิวคลีโอไทดสายสั้นๆ น้ีวา ไพรเมอร (primer) ดังน้ันไพรเมอรที่
ใชในการทดลองมีอยู 2 ตัว คือ ตัวที่มีจําเพาะเจาะจงกับลําดับเบสบริเวณปลาย 3’ ของ
สาย DNA สาย 5’          3’ และตัวที่มีจําเพาะเจาะจงกับลําดับเบสบริเวณปลาย 3’ ของ
สาย DNA สาย 3’        5’ 

หลักการทํา PCR คือ การนําไพรเมอรทั้งสองตัวใสรวมกับ DNA ที่แยกไดจาก
เซลลทั้งหมด (genomic DNA) และใสเอนไซม DNA polymerase จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิ
ใหกับสาย DNA ที่แยกไดเพื่อเปนการแยกสาย DNA จากสายคูใหเปนสายเดี่ยว และทํา
การลดอุณหภูมิลงอยางรวดเร็ว เพื่อใหไพรเมอรเขาไปจับบริเวณปลาย 3’ ในสวนที่มีเบส
จําเพาะเจาะจงกับสาย DNA สายเดี่ยว แลวทําการปรับอุณหภูมิใหเหมาะสมกับการ
ทํางานของเอนไซม DNA polymerase เพ่ือใหเกิดการสรางสายนิวคลีโอไทดสายใหมตอ
จากบริเวณที่เปนไพรเมอร นอกจากสายนิวคลีโอไทดที่สังเคราะหข้ึนจะมีลําดับเบส
จําเพาะเจาะจงกับสาย DNA ตนแบบทั้งสองสาย ดังน้ัน DNA จากเดิมที่เคยมี 1 โมเลกุลก็
จะกลายเปน 2 โมเลกุล ดังน้ันถาหากตองการเพิ่มปริมาณโมเลกุล DNA จึงตองทําวิธีการ
เชนเดิมซํ้าตอไป คือการเพิ่มอุณหภูมิใหกับสาย DNA ทําให DNA สายคูแยกออกเปนสาย
เดี่ยว ลดอุณหภูมิลงอยางรวดเร็ว เพ่ือใหไพรเมอรเขาไปจับบริเวณปลาย 3’ ในสวนที่มี
เบสจําเพาะเจาะจงกับสาย DNA สายเดี่ยว และปรับอุณหภูมิใหเหมาะสมกับการทํางาน
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ของเอนไซม DNA polymerase เพ่ือใหเกิดการสรางสายนิวคลีโอไทดสายใหมตอจาก
บริเวณที่เปนไพรเมอร ทําเชนน้ีประมาณ 30-40 รอบ ปริมาณ DNA จะเพิ่มข้ึนใน
อัตราสวน 2n (n คือ จํานวนรอบของการทําปฏิกิริยา) 
วิธีการทดลอง 
 
- วิธีการสกัด DNA จากพืชทดลองที่ไดรับการถายยีน 
 
1. สกัด DNA จากพืชทดลองที่ไดรับการถายยีน โดยวิธีของ Qiu และคณะ (2007) 
2. วิเคราะหหายีนที่ตองการศึกษาในพืชทดลองที่ไดรับการถายยีน   โดยวิธี Polymerase  
chain reaction (PCR) ในสภาวะที่เหมาะสม พรอมกับใชเอนไซม DNA polymerase และ 
specific primer ที่มีความจําเพาะเจาะจงกับยีนที่ตองการศึกษา โดยใชปฏิกิริยา PCR 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ซ่ึงมี DNA ของพืชทดลอง 2 ไมโครลิตร 
3. ทําการตรวจสอบ DNA ที่ไดจากการทํา PCR มาแยกโดยวิธี   electrophoresis ที่มีตัว 
กลางเปน agarose gel ที่มีความเขมขน 1% (v/w) ในสารละลาย 1X TBE และใชความ
ตางศักยไฟฟา 110 โวลต 60 นาที 
4. ยอม DNA ดวย ethidium bromide ที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  เปนเวลา  
15 นาที แลวลางดวยนํ้ากลั่นเปนเวลา 5 นาที 
5. วิเคราะหแถบ DNA ที่สนใจภายใตรังสียูวี 
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