
 
 

 
 
 
 
วัตถุประสงค 

เพ่ือใหทราบวิธีการสกัดดีเอ็นจากตัวอยางอาหารจีเอ็มโอ 1. 
เพ่ือใหทราบวิธีการตรวจสอบวิเคราะหจีเอ็มโอดวยเทคนิคพีซีอาร 2. 
สามารถตรวจวิเคราะหจีเอ็มโอ โดยการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอของ 35S promoter  3. 
ดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส 4. 

 

ทฤษฎีเบื้องตน 

 จีเอ็มโอ (Genetically modified organisms; GMOs) คือส่ิงมีชีวิตท่ีไดจากการดัดแปลงพันธุกรรม (DNA) 

หรือ ยีน และส่ิงมีชีวิตท่ีวานี้อาจเปนพืช สัตว หรือ จุลินทรีย ขณะนี้ในโลกมีผลิตภัณฑจีเอ็มโอที่เปนจุลินทรีย 
เชน จุลินทรียท่ีใชอยูในอุตสาหกรรมอาหารและยา สัตวบางชนิด เชน ปลาแซลมอน แตจีเอ็มโอจะนิยมทําใน
พืชเปนสวนใหญ ซึ่งการดัดแปลงพันธุกรรมในพืชเกิดขึ้นจากการใชเทคโนโลยีพันธุวิศวกรรม โดยนํายีนจาก
ส่ิงมีชีวิตหนึ่งใสเขาไปในพืชเพ่ือตองการใหพืชมีลักษณะใหม ซึ่งไมมีอยูในธรรมชาติ เชน ความสามารถใน
การผลิตสารพิษฆาแมลง ความสามารถในการตานทานสารปราบวัชพืช เปนตน 

ในการตรวจสอบจีเอ็มโอ และผลิตภัณฑจากจีเอ็มโอนั้น อาศัยหลักการคือ การตรวจหายีนหรือสาร
พันธุกรรมท่ีถูกดัดแปลง หรือท่ีตัดตอเขาสูส่ิงมีชีวิตนั้น หรือตรวจสอบโปรตีนท่ีเปนผลผลิตของยีนนั้น วิธีการ
สวนใหญท่ีพัฒนาขึ้นในปจจุบันเปนการตรวจสอบดีเอ็นเอมากกวาการตรวจสอบโปรตีนหรืออารเอ็นเอ ท้ังนี้
เพราะโมเลกุลดีเอ็นเอมีความคงตัวมากกวาอารเอ็นเอและโปรตีน ดีเอ็นเอยังสามารถเตรียมใหบริสุทธ์ิ 

ตลอดจนเพ่ิมปริมาณในหลอดทดลองไดเปนจํานวนลานๆ เทา ภายในเวลา 2-3 ชั่วโมง ดวยเทคนิคพีซีอาร 
(polymerase chain reaction; PCR) สําหรับการเพ่ิมปริมาณของอารเอ็นเอและโปรตีนจะชากวามาก และท่ีสําคัญ
คือการดัดแปลงพันธุกรรมจะเกิดขึ้นท่ีโมเลกุลของดีเอ็นเอโดยตรง 

ในปจจุบันพืชดัดแปลงพันธุกรรมที่ผลิตในเชิงพาณิชยสวนใหญจะมีโปรโมเตอรเปน CaMV 35S 

promoter (มาจาก 35S rRNA ของไวรัส Cauliflower mosaic) และมีเทอรมิเนเตอรเปน NOS terminator (มาจากยีน 
Nopaline synthase ของ Agrobacterium tumefaciens) ซึ่งจากการศึกษาในป พ.ศ. 2540 พบวาในพืชท่ีศึกษาเกือบ
ท้ังหมด (27 ชนิดจาก 28 ชนิด) ของพืชดัดแปลงพันธุกรรมจะพบลําดับเบสของยีน CaMV 35S promoter และ 
NOS terminator ดังนั้นในการตรวจสอบจีเอ็มโอ หรือผลิตภัณฑจากจีเอ็มโอ จึงนิยมใชการตรวจสอบยีนดังกลาว
โดยใชเทคนิคพีซีอารเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณ CaMV 35S promoter หรือ NOS terminator โดยการ
ออกแบบไพรเมอรจําเพาะตอยีนท้ังสอง (ตารางที ่6.1)  

 

ตารางที่ 6.1 แสดงลําดับของไพรเมอรสําหรับ CaMV 35S promoter และ NOS-terminator ในการทําพีซีอาร 
 

35S promoter oligonucleotide primers 

Sense          5’ GCT CCT ACA AAT GCC ATC A 3’ 
Antisense      5’ GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA 3’ 

การตรวจสอบและวิเคราะหจีเอ็มโอในอาหาร 

บทที ่6 



NOS terminator oligonucleotide primers 

Sense         5’ GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG 3’ 
Antisense    5’ TTA  TCC TAG TTT GCG  CGC TA 3’ 

 

โดยขั้นตอนเริ่มจากการสกัดดีเอ็นเอจากสารตัวอยาง จากนั้นทําใหมีความบริสุทธเพ่ิมขึ้น เพ่ือใช
เปนดีเอ็นเอแมพิมพในปฏิกิริยาพีซีอาร ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอโดยการทําอิเลกโทรโฟรีซีสแบบอะกาโรส 

(agarose gel electrophoresis) สําหรับผลผลิตของพีซีอารของ CaMV 35S promoter และ NOS terminator จะมีขนาด
ของชิ้นดีเอ็นเอเปน 195 คูเบสและ 180 คูเบส ตามลําดับ (รูปท่ี 6.1)  

นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหายีนจําเพาะ หรือสารพันธุกรรมท่ีตัดตอเขาไป (coding sequence) เชน 
ยีนตานทานสารกําจัดวัชพืช ยีนตานทานโรคและแมลง ยกตัวอยางเชน ยีน chitinase ยีน Bt-toxin เปนตน และ
ยังสามารถตรวจหายีนคัดเลือก (selectable marker gene) ท่ีใชในการคัดเลือกเซลลหรือเนื้อเยื่อท่ีไดรับยีน ดวย
เทคนิคพีซีอารเชนเดียวกัน 

การตรวจจีเอ็มโอ ใชมาตรฐานเดียวกบัการตรวจสอบในกลุมประเทศยุโรป ใหผลแบบมี
หรือไมมีจีเอ็มโอปลอมปน ซึ่งในเดือนเมษายน พ.ศ. 2543 ไดมีการกําหนดสินคาทางการเกษตร
ที่สงไปขายในสหภาพยุโรปและประเทศญี่ปุน จะตองมีการระบุวาเปนจีเอ็มโอหรือไม 

 
 
 
ข้ันตอนในการตรวจสอบชิ้นสวนวัตถุดิบและผลติภัณฑแปรรูปจากพืชที่ไดรบั

การตกแตงยีน 
การสุมตัวอยางและขนาดของตัวอยางท่ีจะใชเปนตัวแทนของการตรวจสอบ 1. 
การสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีท่ีเหมาะสม 2. 
ตรวจสอบดีเอ็นเอตัวอยางดวยเทคนิคพีซีอาร 3. 
วิเคราะหผลดวยเจลอิเลกโทรโฟรีซีส  4. 

 โดยยีนท่ีไดรับการตกแตงจะประกอบดวย 3 สวนท่ีสําคัญ คือ สวนของยีนท่ีใสเขาไป (coding 

sequence)  โปรโมเตอร  (promoter)  และเทอรมิเนเตอร  (terminator)   ซึ่งจะใชเปนตัวบงชี้ถึงชิ้นสวนวัตถุดิบ
และผลิตภัณฑแปรรูปอาหารตางๆ วามีการปลอมปนจีเอ็มโอหรือไม 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 
 
 

รูปท่ี 6.1  แสดงแถบดีเอ็นเอผลผลิตของ 35S promoter (A) และ NOS terminator  (B) จากการทําพีซี
อาร 

 

ประเภทของตัวอยางท่ีตรวจวิเคราะหจีเอ็มโอ 
1.  วัตถุดิบ (raw material)  

1. ถ่ัวเหลือง - เมล็ดถ่ัวเหลือง กากถ่ัวเหลือง แปงถ่ัวเหลือง 
2. ขาวโพด - เมล็ดขาวโพด กากขาวโพด โปรตีนขาวโพด (corn gluten) ขาวโพดฝกออนสด แปง

ขาวโพด  
3. ขาวสาลี - เมล็ดขาวสาลี แปงขาวสาลี โปรตีนขาวสาลี (wheat gluten)  

4. ฝาย - เมล็ดฝาย สมอฝาย ใบฝาย 

5. ถ่ัวเขียว - เมล็ดถ่ัวเขียว โปรตีนถ่ัวเขียว  
6. พริก - พริกแหง 
7. มันสําปะหลัง - ทอนมันสําปะหลังแหง แปงมันสําปะหลัง  
8. อื่นๆ - งา ขาวกลอง มันฝรั่งสด ลําตนสับปะรด  

 

2.  ผลิตภัณฑ (processed products)  

1. ถ่ัวเหลือง - ซอสปรุงรส ซอสถ่ัวเหลือง เตาเจี้ยว ซีอิ้ว เตาหูยี้  
2. ขาวโพด - เมล็ดขาวโพดกระปอง ขาวโพดฝกออนกระปอง  
3. ขาวสาลี - อาหารสําเร็จรูป  
4. ผลไม - ผลไมอบแหง อาทิเชน มะพราว แคนตาลูป มะละกอ ฝรั่ง สับปะรด กลวย ขิง แอปเปล 

แอปริคอท มะเขือเทศ พีช แพร สตรอเบอรี่ 
5. อาหารสัตว - อาหารไกเนื้อทุกระยะ 
6. อื่นๆ - ปูอัด กะทิกระปอง น้ําจิ้มไก ซอสพริก ซอสมะเขือเทศ  

 

ข้ันตอนในการตรวจสอบและวเิคราะหจีเอ็มโอในอาหาร 

1. การสกัดดีเอ็นเอจากชิ้นสวนวัตถุดิบและผลิตภัณฑแปรรูป 
2. ตรวจสอบดีเอ็นเอตัวอยางดวยเทคนิคพีซีอาร 
3. วิเคราะหผลดวยวิธีอิเลกโทรโฟรีซีส 

 
 
 
 
 
 

การทดลอง 

ตอนท่ี 1 การสกัดดีเอ็นจากตัวอยางอาหารดวยวิธี CTAB/phenol-chloroform-isoamyl  

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางอาหารที่มีเนื้ออาหารตางชนิดกัน มีหลักการพ้ืนฐานอยู 2 ประการคือ 
การบดยอยเนื้ออาหารโดยใชโกรงบดจนเปนผงละเอียดและเขากัน จากนั้นทําการยอยตัวอยางอาหารดวย
เอนไซมยอยโปรตีนในบัฟเฟอรท่ีมี guanidine hydrochloride และ sodium dodecyl sulfate (SDS) และบางกรณีอาจ
มีการกําจัดคารโบไฮเดรทดวยสารละลาย CTAB ดีเอ็นเอในเนื้ออาหารจะละลายปะปนรวมอยูกับบัฟเฟอร และ



ทําใหตกตะกอนดวยแอบโซลูทเอทานอล หรือจะถูกเรซินสังเคราะหจับไวในกรณีใชชุดสําเร็จในการสกัดดีเอ็น
เอ จากนั้นลางดีเอ็นเอใหสะอาด แลวละลายในสารละลายที่เหมาะสมตอไป  
 

วัสดุและอุปกรณ 
1. โกรงบด (mortar) 

2. เครื่องเขยา (vortex mixture) 
3. เครื่องปนเหว่ียง (micro centrifuge) 
4. ตาชั่งละเอียด (balance) 
5. หลอดไมโครฟวจ (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีผานการอบฆาเชื้อแลว 

6. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (shaking water bath) 
 

สารเคมี 
1. อาหารตัวอยางจีเอ็มโอ 

2. สารละลายสําหรับสกัด (extraction buffer) ประกอบดวยสารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 10 

มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 150 มิลลิโมลาร 
สารละลาย EDTA ความเขมขน 2 มิลลิโมลารและสารละลาย 1% SDS 

3. สารละลาย proteinase K ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
4. สารละลาย 10 % SDS 

5. สารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 1 โมลาร พีเอช 8.0  

6. สารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร พีเอช 8.0 

7. สารละลายบัฟเฟอร TE (Tris-HCl ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 และ EDTA ความ
เขมขน 1 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0) 

8. สารละลาย CTAB (CTAB 10% โดยปริมาตร และโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.7 โมลาร)  
9. สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 5 โมลาร 
10. สารละลายฟนอล-คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลอัลกอฮอล (Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol) 

อัตราสวน 25:24:1   
11. เอทานอล 70% (v/v) 

12. แอบโซลูทเอทานอล (absolute ethanol) 
 

วิธีการทดลอง 

1. บดอาหารตัวอยางใหละเอียดดวยโกรงบดท่ีปลอดเชื้อ 

2. ชั่งตัวอยางอาหารหนัก 150 มิลลิกรัม ใสลงในหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
3. เติมบัฟเฟอร TE ปริมาตร 560 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครฟวจ ผสมใหเขากัน โดยการใช

เครื่องเขยา เพ่ือกระจายตัวอยางอาหารใหท่ัว 

4. เติมสารละลาย 10% SDS ปริมาตร 100 ไมโครลิตรและสารละลาย proteinase K  ความเขมขน 20 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากันอีกครั้งดวยเครื่องเขยา 

5. นําไปบมปฏิกิรยิาท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาใหเขากันตลอดเวลา 
โดยใชอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา  

6. เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย 10% CTAB-NaCl ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบม
ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที    



7. นําหลอดทดลองไปปนในเครื่องเซนตริฟวจท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10-15 

นาที แลวถายสารละลายสวนใสใสหลอดไมโครฟวจอันใหม อยาใหมีตะกอนติดมาเปนอันขาด  
8. เติมสารละลายฟนอล-คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลอัลกอฮอลปริมาตร 700 ไมโครลิตร (หรือ

ประมาณ 1 เทาของปริมาตรสารละลายที่ได) ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดขึ้นลง จน
สารละลายกลายเปนเนื้อเดียวกัน (สารละลายที่ไดจะมีลักษณะเปนของผสมขุนๆ) จากนั้น
นําไปปนแยกในเซนตริฟวจท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

9. ใชปเปตตดูดสารละลายใสชั้นบนที่มีดีเอ็นเอถายลงสูหลอดไมโครฟวจอันใหม ใหสังเกตดูวา
ระหวางชั้นของสารละลายฟนอล-คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลอัลกอฮอล มีตะกอนสีขาวของโปรตีน
เหลืออยูหรือไม หากถามีใหทําการสกัดซ้ําอีกครั้ง หรือทําการสกัดจนไมสามารถสังเกตเปน
ตะกอนสีขาวระหวางชั้นของสารละลาย 

10. นําสารละลายชั้นบนท่ีผานการสกัดจนสะอาดมาเติมแอบโซลูทเอทานอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
(หรือประมาณ 2.5 เทาของปริมาตรของสารละลาย) จากนั้นตั้งท้ิงไวในน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที 
แลวนําไปปนแยกดวยเครื่องเซนตริฟวจท่ีความเร็ว14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

11. คอยๆ เทสารละลายท้ิง (ระวังอยาใหตะกอนหลุด) แลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย 70% เอ
ทานอล  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นําไปปนแยกในเซนตริฟวจอีกคร้ังท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที 

12. คอยๆ เทสารละลายท้ิง (ระวังตะกอนหลุด) ท้ิงไวพอหมาด จากนั้นละลายตะกอนที่ไดดวย
สารละลายบัฟเฟอร TE ท่ีมี RNase 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

 

ตอนท่ี 2 การตรวจวิเคราะหจีเอ็มโอ โดยการตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอของ 35S  promoter ดวยเทคนิค
พีซีอาร 

ในการตรวจวเิคราะหในอาหารที่เปนจีเอ็มโอนั้น อาศัยหลักการที่วาสวนใหญจะมีดีเอ็น
เอที่มีสวนของ 35S promoter (เปน promoter ที่นิยมใชในการโคลนยีนเขาสูพืชหรือทํา GMOs 
ชนิดอ่ืนๆ) การวิเคราะหทําไดโดยการใช primer  ซึ่งเปนโอลิโกนิวคลิโอไทดสายสั้นๆ  1 คู ที่มี
ความจําเพาะตอลําดับนิวคลิโอไทดบน 35S promoter  แลวทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ 
35S promoter ดวยเทคนคิพีซีอาร และใหดีเอ็นเอผลิตภัณฑขนาด 195 คูเบส ซึ่งสามารถ
ติดตามดีเอ็นเอโดยการตรวจ สอบดวยวิธอีะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส 
 

วัสดุและอุปกรณ 
1. เครื่องควบคุมปฏิกิริยาอัตโนมัติ (PCR)  
2. หลอดไมโครฟวจ และหลอดทําปฏิกิริยา (reaction tube) ขนาด 0.2 มิลลิลิตร  
3. ออโตปเปตต ขนาดตางๆ ( p10, p20, p100, p1000) 

 

สารเคมี 
1. ดีเอ็นเอแมพิมพ (DNA template) ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
2. dNTP mix ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร  
3. PCR system ประกอบดวย เอนไซม, บัฟเฟอรและ MgCl2 
4. Forward primer (5′ GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA 3′) 
5. Reward primer or reverse primer (5′ GCT CCT ACA AAT GCC ATC A 3′) 

วิธีการทดลอง 



1. ผสมสารละลายที่จําเปนตอปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอลงในหลอดไมโครฟวจขนาด 0.2 

มิลลิลิตร โดยทุกขั้นตอนตองทําในภาวะท่ีเย็น (ในน้ําแข็ง) ในกรณีท่ีจํานวนตัวอยางมากควร
ผสมปฏิกิริยามากขึ้นตามสัดสวนจํานวนตัวอยาง แลวแบงใสหลอดไมโครฟวจขนาด 0.5 
มิลลิลิตร เพ่ือใสดีเอ็นเอตัวอยางภายหลัง ตามตารางที่ 6.2 

2. เมื่อผสมปฏิกิริยาดังกลาวแลว ใหนําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องพีซีอาร โดยใชภาวะในการ
ทําปฏิกิริยาดังตารางท่ี 6.3 ตอไป 

ตารางที่ 6.2 แสดงองคประกอบในการทําพีซีอาร 

องคประกอบ ปริมาตร / หลอด (μl) ปริมาตร /10 หลอด (μl) 

น้ํากล่ันปลอดเชื้อ         18.8 188 

10X  reaction  buffer        2.5 25 
25 mM  MgCl2                           1.5 25 

10 mM dNTP mix                    0.5 5 

DNA  จากตัวอยาง                                1.0 10 

Forward primer                                        0.25 2.5 
Reward primer                                 0.25 2.5 

0.2 2 เอนไซม Taq polymerase 5 U/μl           

ปริมาตรรวม                                          25 250 

ตารางที่ 6.3 แสดงภาวะในการทําพีซีอาร  

ขั้นตอน สภาวะ (อุณหภูมิ / เวลา) 
Denaturation 94  °C / 3 min 

94  °C / 20 sec 

54  °C / 40 sec Amplification 

72  °C / 60 sec 

จํานวนรอบ 45 

Final extension 72  °C / 3 min 
Cooling 4 °C / หลังเสร็จส้ินปฏิกิริยา 

ตอนท่ี  3 การตรวจวิเคราะหจีเอ็มโอ โดยการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอของ 35S promoter ดวยวิธีอะกาโรส
เจลอิเลกโทรโฟรีซีส 

อะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) เปนวิธีการมาตรฐานที่ใชในการแยก
วิเคราะห ตลอดจนทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ ซึ่งสามารถนําไปแยกดีเอ็นเอท่ีมีรูปรางและขนาดตางกันออกจากกัน 
โดยอาศัยเทคนิคท่ีวาอัตราการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอในสนามไฟฟาจะขึ้นอยูกับขนาดและรูปรางของดีเอ็นเอ 
การแยกชีวโมเลกุลในสนามไฟฟาโดยวิธีการนี้มักจะทําในตัวกลาง (supporter) โดยการใสสารท่ีตองการแยกใน
ตัวกลาง แลวปลอยกระแสไฟฟาใหผานตัวกลางนั้น ซึ่งตัวกลางที่นิยมใชมีหลายตัว เชน อะกาโรส (agarose) 

และพอลิอะคริลาไมด (polyacrylamide)  

ในการแยกดีเอ็นเอโดยอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส จะทําในบัฟเฟอรท่ีมีคาพีเอชประมาณ 8 ซึ่งท่ี
คาพีเอชน้ีดีเอ็นเอจะมีประจุลบ เน่ืองจากการแตกตัวของหมูฟอสเฟต โดยอัตราการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอใน
สนามไฟฟา จะขึ้นอยูกับปจจัยตางๆ เชน ขนาดและรูปรางของดีเอ็นเอ ความเขมขนของอะกาโรส และความ
ตางศักยไฟฟาท่ีใช 



การตรวจวิเคราะหอาหารที่เปนจีเอ็มโอ นั้นทําไดโดยการนําชิ้นดีเอ็นเอผลผลิตขนาด 195 คูเบสท่ีได
จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ 35S promoter ดวยเทคนิคพีซีอารไปวิเคราะหโดยใชเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก
โทรโฟรีซีส แลวยอมดีเอ็นเอดวยเอทิเดียมโบรไมด 
 

วัสดุและอุปกรณ 
1. เครื่องกําเนิดไฟฟา (power supply) 

2. เจลแชมเบอร (gel chamber) 

3. ออโตปเปตต ขนาดตางๆ (p10, p20, p100, p1000) 
4. Horizontal gel electrophoresis system 

5. UV transilluminator และอุปกรณบันทึกภาพ 
 

สารเคมี 
1. Agar/TBE buffer 
2. Ethidium bromide ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
3. loading dye  
4. 100 base pair ladder 

 
 
 

วิธีการทดลอง 

1. เตรียมเจล 1.5% อะกาโรส โดยชั่งอะกาโรสหนัก 1.5 กรัม ผสมกับ 1x TBE buffer ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร นําไปตมใหสารละลายใส 

2. ตั้งท้ิงไวใหเย็นลงท่ีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส แลวเทอะกาโรสลงในชุดเซตเจลท่ีปรับ
ระดับสมดุล และวางหวีไวแลว ตั้งท้ิงไวจนเจลแข็งตัว แลวจึงคอยๆ ดึงหวีออก 

3. นําเจลท่ีไดไปวางในแชมเบอร จากนั้นเท 1x TBE buffer ใหทวมแผนเจล 

4. นําดีเอ็นเอผสมกับ loading dye ในอัตราสวน 5:1 จากนั้นจึงหยอดตัวอยางลงในหลุมดวยไมโครป
เปตต โดยใชตัวอยาง 10 ไมโครลิตรตอหลุม 

5. ตอขั้วไฟฟาท้ังสองบนแชมเบอรเขากับเคร่ืองกําเนิดไฟฟา     ใชกระแสไฟฟาคงที่ 100 โวลต 

เปนเวลาประมาณ 50 นาที 

6. ทําอิเลกโทรโฟรีซีสจนสียอมตัวอยางอยูหางจากปลายแผนเจลทางดานลางประมาณ 1 

เซนติเมตร จึงปดเคร่ือง 

7. นําอะกาโรสเจลไปแชในกลองพลาสติกท่ีมีสารละลาย ethidium bromide ประมาณ 5 นาที 
หลังจากนั้นลางดวยน้ํากล่ัน 10 นาที 

8. นําอะกาโรสเจลไปสองดูภายใตแสง UV ดวยเครื่อง UV-transilluminator แลวถายภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 

 

การเตรียมสารละลายที่ใชในการทดลอง 
1. สารละลายบัฟเฟอร 10x TBE  

     -ชั่ง Tris-HCl 107.78 กรัม (0.89 M), Na2EDTA.2H2O 7.44 กรัม (0.02 M) และ  
      Boric acid 55.0 กรัม (0.89 M) ละลายในน้ํากล่ัน 1 ลิตร 
2. สารละลายสีสําหรับเตรียมดีเอ็นเอ (loading dye)  

-ละลาย Na2EDTA.2H2O ความเขมขน 7 มิลลิโมลาร ในน้ํากล่ัน   
-เติมสารละลายกลีเซอรอล ในอัตราสวน 1 ตอ 4 ของสารละลาย Na2EDTA.2H2O    

 -เติม bromophenol blue 0.1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรท้ังหมด ผสมใหเขากัน  

3. สารละลายเอทิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) 

-ละลายเอทิเดียมโบรไมด ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในน้ํากล่ัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รายงานผลการทดลอง 
เร่ือง  การตรวจสอบและวเิคราะหจีเอ็มโอในอาหาร 

 

ชื่อผูทดลองและเขยีนรายงาน__________________________ รหัส___________________ 
ชื่อผูรวมทดลอง 1.  ______________________________ รหัส___________________ 

 2.  ______________________________ รหัส___________________ 

กลุมท่ี___________section/วันท่ีทําการทดลอง______________________เวลา_________ 

หองท่ีทําการทดลอง____________________ 

อาจารยผูควบคุมการทดลอง  1.  _____________________________________ 



     2.  _____________________________________ 
………………………………………………………………………………………………………. 
 

ตอนท่ี 1 การสกัดดีเอ็นจากตัวอยางอาหารดวยวิธี CTAB/phenol-chloroform-isoamyl 

 

ตัวอยาง ชนิดของจีเอ็มโอ ปริมาณดีเอ็นเอ (ไมโครกรัม) 
........................................... .......................................... ............................................... 
........................................... .......................................... ............................................... 
........................................... .......................................... ............................................... 

 
ตอนท่ี 2 และ 3 การตรวจวิเคราะหจีเอ็มโอ โดยการตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอของ 35S promoter ท่ีเพ่ิม
ปริมาณดวยเทคนิคพีซีอาร โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปแสดงลักษณะการเคลื่อนท่ีของดีเอ็นเอบนแผนอะกาโรส 
สรุปและวิเคราะหผลการทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 

คําถามทายบท 

1. เพราะเหตใุด ในการตรวจสอบอาหารตัวอยางที่คาดวาอาจเปนจีเอ็มโอ จึงนิยมใช
การตรวจสอบดีเอ็นเอ จงอธิบาย 

2. CaMV 35S promoter และ NOS terminator มีความสําคัญอยางไรตอการ
ตรวจสอบอาหารจีเอ็มโอ จงอธิบาย 

3. นักศึกษาคิดวามีสาเหตุใดไดบาง ที่อาจทําใหตรวจสอบอาหารที่เปนจีเอ็มโอไมพบ
ทั้งๆ ที่ผลติภัณฑนั้นเปนจีเอ็มโอ 

4. นักศึกษาคิดวาประเทศที่อนุญาตใหมีการจําหนายอาหารจีเอ็มโอได ควรจะมี
มาตรการอยางไร เพ่ือไมใหมีการปลอมปนของอาหารจีเอ็มโอ 

5. ในปจจุบันประชากรโลกไดเพ่ิมจํานวนมากขึ้นเรื่อยๆ ซึ่งตรงกันขามกับปริมาณของ
อาหารที่ลดนอยลง และนกัวิจัยไดพยายามผลิตอาหารที่เปนจีเอ็มโอมากขึ้นเรื่อยๆ 
และอนุญาตใหจําหนายไดในบางประเทศนั้น นักศึกษาคิดวาอาหารจีเอ็มโอที่ผลิต
ขึ้นนั้นมีความปลอดภัยมากนอยเพียงใด และนักศึกษาสนับสนุนหรือคัดคานการทํา
จีเอ็มโอ เพราะเหตุใด 
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