
 
 

 
 
 
 
วัตถุประสงค 

เพ่ือใหทราบวิธีการสกัดดีเอ็นจากตัวอยางอาหารจีเอ็มโอ 1. 
เพ่ือใหทราบวิธีการตรวจสอบวิเคราะหจีเอ็มโอดวยเทคนิคพีซีอาร 2. 
สามารถตรวจวิเคราะหจีเอ็มโอ โดยการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอของ 35S promoter  3. 
ดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส 4. 

 

ทฤษฎีเบื้องตน 

 จีเอ็มโอ (Genetically modified organisms; GMOs) คือส่ิงมีชีวิตท่ีไดจากการดัดแปลงพันธุกรรม (DNA) 

หรือ ยีน และส่ิงมีชีวิตท่ีวานี้อาจเปนพืช สัตว หรือ จุลินทรีย ขณะนี้ในโลกมีผลิตภัณฑจีเอ็มโอที่เปนจุลินทรีย 
เชน จุลินทรียท่ีใชอยูในอุตสาหกรรมอาหารและยา สัตวบางชนิด เชน ปลาแซลมอน แตจีเอ็มโอจะนิยมทําใน
พืชเปนสวนใหญ ซึ่งการดัดแปลงพันธุกรรมในพืชเกิดขึ้นจากการใชเทคโนโลยีพันธุวิศวกรรม โดยนํายีนจาก
ส่ิงมีชีวิตหนึ่งใสเขาไปในพืชเพ่ือตองการใหพืชมีลักษณะใหม ซึ่งไมมีอยูในธรรมชาติ เชน ความสามารถใน
การผลิตสารพิษฆาแมลง ความสามารถในการตานทานสารปราบวัชพืช เปนตน 

ในการตรวจสอบจีเอ็มโอ และผลิตภัณฑจากจีเอ็มโอนั้น อาศัยหลักการคือ การตรวจหายีนหรือสาร
พันธุกรรมท่ีถูกดัดแปลง หรือท่ีตัดตอเขาสูส่ิงมีชีวิตนั้น หรือตรวจสอบโปรตีนท่ีเปนผลผลิตของยีนนั้น วิธีการ
สวนใหญท่ีพัฒนาขึ้นในปจจุบันเปนการตรวจสอบดีเอ็นเอมากกวาการตรวจสอบโปรตีนหรืออารเอ็นเอ ท้ังนี้
เพราะโมเลกุลดีเอ็นเอมีความคงตัวมากกวาอารเอ็นเอและโปรตีน ดีเอ็นเอยังสามารถเตรียมใหบริสุทธ์ิ 

ตลอดจนเพ่ิมปริมาณในหลอดทดลองไดเปนจํานวนลานๆ เทา ภายในเวลา 2-3 ชั่วโมง ดวยเทคนิคพีซีอาร 
(polymerase chain reaction; PCR) สําหรับการเพ่ิมปริมาณของอารเอ็นเอและโปรตีนจะชากวามาก และท่ีสําคัญ
คือการดัดแปลงพันธุกรรมจะเกิดขึ้นท่ีโมเลกุลของดีเอ็นเอโดยตรง 

ในปจจุบันพืชดัดแปลงพันธุกรรมที่ผลิตในเชิงพาณิชยสวนใหญจะมีโปรโมเตอรเปน CaMV 35S 

promoter (มาจาก 35S rRNA ของไวรัส Cauliflower mosaic) และมีเทอรมิเนเตอรเปน NOS terminator (มาจากยีน 
Nopaline synthase ของ Agrobacterium tumefaciens) ซึ่งจากการศึกษาในป พ.ศ. 2540 พบวาในพืชท่ีศึกษาเกือบ
ท้ังหมด (27 ชนิดจาก 28 ชนิด) ของพืชดัดแปลงพันธุกรรมจะพบลําดับเบสของยีน CaMV 35S promoter และ 
NOS terminator ดังนั้นในการตรวจสอบจีเอ็มโอ หรือผลิตภัณฑจากจีเอ็มโอ จึงนิยมใชการตรวจสอบยีนดังกลาว
โดยใชเทคนิคพีซีอารเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณ CaMV 35S promoter หรือ NOS terminator โดยการ
ออกแบบไพรเมอรจําเพาะตอยีนท้ังสอง (ตารางที ่6.1)  

 

ตารางที่ 6.1 แสดงลําดับของไพรเมอรสําหรับ 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’ 

การตรวจสอบและวิเคราะหจีเอ็มโอในอาหาร 

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’ 

 

โดยขั้นตอนเริ่มจากการสกัดดีเอ็นเอจากสารตัวอยาง จากนั้นทําใหมีความบริสุทธเพ่ิมขึ้น เพ่ือใช
เปนดีเอ็นเอแมพิมพในปฏิกิริยาพีซีอาร ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอโดยการทําอิเลกโทรโฟรีซีสแบบอะกาโรส 

(agarose gel electrophoresis) สําหรับผลผลิตของพีซีอารของ CaMV 35S promoter และ NOS terminator จะมีขนาด
ของชิ้นดีเอ็นเอเปน 195 คูเบสและ 180 คูเบส ตามลําดับ (รูปท่ี 6.1)  

นอกจากนี้ยังสามารถตรวจหายีนจําเพาะ หรือสารพันธุกรรมท่ีตัดตอเขาไป (coding sequence) เชน 
ยีนตานทานสารกําจัดวัชพืช ยีนตานทานโรคและแมลง ยกตัวอยางเชน ยีน chitinase ยีน Bt-toxin เปนตน และ
ยังสามารถตรวจหายีนคัดเลือก (selectable marker gene) ท่ีใชในการคัดเลือกเซลลหรือเนื้อเยื่อท่ีไดรับยีน ดวย
เทคนิคพีซีอารเชนเดียวกัน 

การตรวจจีเอ็มโอ ใชมาตรฐานเดียวกบัการตรวจสอบในกลุมประเทศยุโรป ใหผลแบบมี
หรือไมมีจีเอ็มโอปลอมปน ซึ่งในเดือนเมษายน พ.ศ. 2543 ไดมีการกําหนดสินคาทางการเกษตร
ที่สงไปขายในสหภาพยุโรปและประเทศญี่ปุน จะตองมีการระบุวาเปนจีเอ็มโอหรือไม 

 
 
 
ข้ันตอนในการตรวจสอบชิ้นสวนวัตถุดิบและผลติภัณฑแปรรูปจากพืชที่ไดรบั

การตกแตงยีน 
การสุมตัวอยางและขนาดของตัวอยางท่ีจะใชเปนตัวแทนของการตรวจสอบ 1. 
การสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีท่ีเหมาะสม 2. 
ตรวจสอบดีเอ็นเอตัวอยางดวยเทคนิคพีซีอาร 3. 
วิเคราะหผลดวยเจลอิเลกโทรโฟรีซีส  4. 

 โดยยีนท่ีไดรับการตกแตงจะประกอบดวย 3 สวนท่ีสําคัญ คือ สวนของยีนท่ีใสเขาไป (coding 

sequence)  โปรโมเตอร  (promoter)  และเทอรมิเนเตอร  (terminator)   ซึ่งจะใชเปนตัวบงชี้ถึงชิ้นสวนวัตถุดิบ
และผลิตภัณฑแปรรูปอาหารตางๆ วามีการปลอมปนจีเอ็มโอหรือไม 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 
 
 

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

 

ประเภทของตัวอยางท่ีตรวจวิเคราะหจีเอ็มโอ 
1.  วัตถุดิบ (raw material)  

1. ถ่ัวเหลือง - เมล็ดถ่ัวเหลือง กากถ่ัวเหลือง แปงถ่ัวเหลือง 
2. ขาวโพด - เมล็ดขาวโพด กากขาวโพด โปรตีนขาวโพด (corn gluten) ขาวโพดฝกออนสด แปง

ขาวโพด  
3. ขาวสาลี - เมล็ดขาวสาลี แปงขาวสาลี โปรตีนขาวสาลี (wheat gluten)  

4. ฝาย - เมล็ดฝาย สมอฝาย ใบฝาย 

5. ถ่ัวเขียว - เมล็ดถ่ัวเขียว โปรตีนถ่ัวเขียว  
6. พริก - พริกแหง 
7. มันสําปะหลัง - ทอนมันสําปะหลังแหง แปงมันสําปะหลัง  
8. อื่นๆ - งา ขาวกลอง มันฝรั่งสด ลําตนสับปะรด  

 

2.  ผลิตภัณฑ (processed products)  

1. ถ่ัวเหลือง - ซอสปรุงรส ซอสถ่ัวเหลือง เตาเจี้ยว ซีอิ้ว เตาหูยี้  
2. ขาวโพด - เมล็ดขาวโพดกระปอง ขาวโพดฝกออนกระปอง  
3. ขาวสาลี - อาหารสําเร็จรูป  
4. ผลไม - ผลไมอบแหง อาทิเชน มะพราว แคนตาลูป มะละกอ ฝรั่ง สับปะรด กลวย ขิง แอปเปล 

แอปริคอท มะเขือเทศ พีช แพร สตรอเบอรี่ 
5. อาหารสัตว - อาหารไกเนื้อทุกระยะ 
6. อื่นๆ - ปูอัด กะทิกระปอง น้ําจิ้มไก ซอสพริก ซอสมะเขือเทศ  

 

ข้ันตอนในการตรวจสอบและวเิคราะหจีเอ็มโอในอาหาร 

1. การสกัดดีเอ็นเอจากชิ้นสวนวัตถุดิบและผลิตภัณฑแปรรูป 
2. ตรวจสอบดีเอ็นเอตัวอยางดวยเทคนิคพีซีอาร 
3. วิเคราะหผลดวยวิธีอิเลกโทรโฟรีซีส 

 
 
 
 
 
 

การทดลอง 

ตอนท่ี 1 การสกัดดีเอ็นจากตัวอยางอาหารดวยวิธี CTAB/phenol-chloroform-isoamyl  

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางอาหารที่มีเนื้ออาหารตางชนิดกัน มีหลักการพ้ืนฐานอยู 2 ประการคือ 
การบดยอยเนื้ออาหารโดยใชโกรงบดจนเปนผงละเอียดและเขากัน จากนั้นทําการยอยตัวอยางอาหารดวย
เอนไซมยอยโปรตีนในบัฟเฟอรท่ีมี guanidine hydrochloride และ sodium dodecyl sulfate (SDS) และบางกรณีอาจ
มีการกําจัดคารโบไฮเดรทดวยสารละลาย CTAB ดีเอ็นเอในเนื้ออาหารจะละลายปะปนรวมอยูกับบัฟเฟอร และ



ทําใหตกตะกอนดวยแอบโซลูทเอทานอล หรือจะถูกเรซินสังเคราะหจับไวในกรณีใชชุดสําเร็จในการสกัดดีเอ็น
เอ จากนั้นลางดีเอ็นเอใหสะอาด แลวละลายในสารละลายที่เหมาะสมตอไป  
 

วัสดุและอุปกรณ 
1. โกรงบด (mortar) 

2. เครื่องเขยา (vortex mixture) 
3. เครื่องปนเหว่ียง (micro centrifuge) 
4. ตาชั่งละเอียด (balance) 
5. หลอดไมโครฟวจ (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีผานการอบฆาเชื้อแลว 

6. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (shaking water bath) 
 

สารเคมี 
1. อาหารตัวอยางจีเอ็มโอ 

2. สารละลายสําหรับสกัด (extraction buffer) ประกอบดวยสารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 10 

มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 150 มิลลิโมลาร 
สารละลาย EDTA ความเขมขน 2 มิลลิโมลารและสารละลาย 1% SDS 

3. สารละลาย proteinase K ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
4. สารละลาย 10 % SDS 

5. สารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 1 โมลาร พีเอช 8.0  

6. สารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร พีเอช 8.0 

7. สารละลายบัฟเฟอร TE (Tris-HCl ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 และ EDTA ความ
เขมขน 1 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0) 

8. สารละลาย CTAB (CTAB 10% โดยปริมาตร และโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.7 โมลาร)  
9. สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 5 โมลาร 
10. สารละลายฟนอล-คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลอัลกอฮอล (Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol) 

อัตราสวน 25:24:1   
11. เอทานอล 70% (v/v) 

12. แอบโซลูทเอทานอล (absolute ethanol) 
 

วิธีการทดลอง 

1. บดอาหารตัวอยางใหละเอียดดวยโกรงบดท่ีปลอดเชื้อ 

2. ชั่งตัวอยางอาหารหนัก 150 มิลลิกรัม ใสลงในหลอดไมโครฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
3. เติมบัฟเฟอร TE ปริมาตร 560 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครฟวจ ผสมใหเขากัน โดยการใช

เครื่องเขยา เพ่ือกระจายตัวอยางอาหารใหท่ัว 

4. เติมสารละลาย 10% SDS ปริมาตร 100 ไมโครลิตรและสารละลาย proteinase K  ความเขมขน 20 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขากันอีกครั้งดวยเครื่องเขยา 

5. นําไปบมปฏิกิรยิาท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เขยาใหเขากันตลอดเวลา 
โดยใชอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา  

6. เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย 10% CTAB-NaCl ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบม
ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที    



7. นําหลอดทดลองไปปนในเครื่องเซนตริฟวจท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10-15 

นาที แลวถายสารละลายสวนใสใสหลอดไมโครฟวจอันใหม อยาใหมีตะกอนติดมาเปนอันขาด  
8. เติมสารละลายฟนอล-คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลอัลกอฮอลปริมาตร 700 ไมโครลิตร (หรือ

ประมาณ 1 เทาของปริมาตรสารละลายที่ได) ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดขึ้นลง จน
สารละลายกลายเปนเนื้อเดียวกัน (สารละลายที่ไดจะมีลักษณะเปนของผสมขุนๆ) จากนั้น
นําไปปนแยกในเซนตริฟวจท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

9. ใชปเปตตดูดสารละลายใสชั้นบนที่มีดีเอ็นเอถายลงสูหลอดไมโครฟวจอันใหม ใหสังเกตดูวา
ระหวางชั้นของสารละลายฟนอล-คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลอัลกอฮอล มีตะกอนสีขาวของโปรตีน
เหลืออยูหรือไม หากถามีใหทําการสกัดซ้ําอีกครั้ง หรือทําการสกัดจนไมสามารถสังเกตเปน
ตะกอนสีขาวระหวางชั้นของสารละลาย 

10. นําสารละลายชั้นบนท่ีผานการสกัดจนสะอาดมาเติมแอบโซลูทเอทานอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
(หรือประมาณ 2.5 เทาของปริมาตรของสารละลาย) จากนั้นตั้งท้ิงไวในน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที 
แลวนําไปปนแยกดวยเครื่องเซนตริฟวจท่ีความเร็ว14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

11. คอยๆ เทสารละลายท้ิง (ระวังอยาใหตะกอนหลุด) แลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย 70% เอ
ทานอล  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นําไปปนแยกในเซนตริฟวจอีกคร้ังท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที 

12. คอยๆ เทสารละลายท้ิง (ระวังตะกอนหลุด) ท้ิงไวพอหมาด จากนั้นละลายตะกอนที่ไดดวย
สารละลายบัฟเฟอร TE ท่ีมี RNase 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

 

ตอนท่ี 2 การตรวจวิเคราะหจีเอ็มโอ โดยการตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอของ 35S  promoter ดวยเทคนิค
พีซีอาร 

ในการตรวจวเิคราะหในอาหารที่เปนจีเอ็มโอนั้น อาศัยหลักการที่วาสวนใหญจะมีดีเอ็น
เอที่มีสวนของ 35S promoter (เปน promoter ที่นิยมใชในการโคลนยีนเขาสูพืชหรือทํา GMOs 
ชนิดอ่ืนๆ) การวิเคราะหทําไดโดยการใช primer  ซึ่งเปนโอลิโกนิวคลิโอไทดสายสั้นๆ  1 คู ที่มี
ความจําเพาะตอลําดับนิวคลิโอไทดบน 35S promoter  แลวทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ 
35S promoter ดวยเทคนคิพีซีอาร และใหดีเอ็นเอผลิตภัณฑขนาด 195 คูเบส ซึ่งสามารถ
ติดตามดีเอ็นเอโดยการตรวจ สอบดวยวิธอีะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส 
 

วัสดุและอุปกรณ 
1. เครื่องควบคุมปฏิกิริยาอัตโนมัติ (PCR)  
2. หลอดไมโครฟวจ และหลอดทําปฏิกิริยา (reaction tube) ขนาด 0.2 มิลลิลิตร  
3. ออโตปเปตต ขนาดตางๆ ( p10, p20, p100, p1000) 

 

สารเคมี 
1. ดีเอ็นเอแมพิมพ (DNA template) ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
2. dNTP mix ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร  
3. PCR system ประกอบดวย เอนไซม, บัฟเฟอรและ 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. ผสมสารละลายที่จําเปนตอปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอลงในหลอดไมโครฟวจขนาด 0.2 

มิลลิลิตร โดยทุกขั้นตอนตองทําในภาวะท่ีเย็น (ในน้ําแข็ง) ในกรณีท่ีจํานวนตัวอยางมากควร
ผสมปฏิกิริยามากขึ้นตามสัดสวนจํานวนตัวอยาง แลวแบงใสหลอดไมโครฟวจขนาด 0.5 
มิลลิลิตร เพ่ือใสดีเอ็นเอตัวอยางภายหลัง ตามตารางที่ 6.2 

2. เมื่อผสมปฏิกิริยาดังกลาวแลว ใหนําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องพีซีอาร โดยใชภาวะในการ
ทําปฏิกิริยาดังตารางท่ี 6.3 ตอไป 

ตารางที่ 6.2 แสดงองคประกอบในการทําพีซีอาร 

องคประกอบ 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  จากตัวอยาง                                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 การตรวจวิเคราะหจีเอ็มโอ โดยการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอของ 35S promoter ดวยวิธีอะกาโรส
เจลอิเลกโทรโฟรีซีส 

อะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) เปนวิธีการมาตรฐานที่ใชในการแยก
วิเคราะห ตลอดจนทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ ซึ่งสามารถนําไปแยกดีเอ็นเอท่ีมีรูปรางและขนาดตางกันออกจากกัน 
โดยอาศัยเทคนิคท่ีวาอัตราการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอในสนามไฟฟาจะขึ้นอยูกับขนาดและรูปรางของดีเอ็นเอ 
การแยกชีวโมเลกุลในสนามไฟฟาโดยวิธีการนี้มักจะทําในตัวกลาง (supporter) โดยการใสสารท่ีตองการแยกใน
ตัวกลาง แลวปลอยกระแสไฟฟาใหผานตัวกลางนั้น ซึ่งตัวกลางที่นิยมใชมีหลายตัว เชน อะกาโรส (agarose) 

และพอลิอะคริลาไมด (polyacrylamide)  

ในการแยกดีเอ็นเอโดยอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส จะทําในบัฟเฟอรท่ีมีคาพีเอชประมาณ 8 ซึ่งท่ี
คาพีเอชน้ีดีเอ็นเอจะมีประจุลบ เน่ืองจากการแตกตัวของหมูฟอสเฟต โดยอัตราการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอใน
สนามไฟฟา จะขึ้นอยูกับปจจัยตางๆ เชน ขนาดและรูปรางของดีเอ็นเอ ความเขมขนของอะกาโรส และความ
ตางศักยไฟฟาท่ีใช 



การตรวจวิเคราะหอาหารที่เปนจีเอ็มโอ นั้นทําไดโดยการนําชิ้นดีเอ็นเอผลผลิตขนาด 195 คูเบสท่ีได
จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ 35S promoter ดวยเทคนิคพีซีอารไปวิเคราะหโดยใชเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก
โทรโฟรีซีส แลวยอมดีเอ็นเอดวยเอทิเดียมโบรไมด 
 

วัสดุและอุปกรณ 
1. เครื่องกําเนิดไฟฟา (power supply) 

2. เจลแชมเบอร (gel chamber) 

3. ออโตปเปตต ขนาดตางๆ (p10, p20, p100, p1000) 
4. Horizontal gel electrophoresis system 

5. UV transilluminator และอุปกรณบันทึกภาพ 
 

สารเคมี 
1. Agar/TBE buffer 
2. Ethidium bromide ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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 นําไปตมใหสารละลายใส 

2. ตั้งท้ิงไวใหเย็นลงท่ีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส แลวเทอะกาโรสลงในชุดเซตเจลท่ีปรับ
ระดับสมดุล และวางหวีไวแลว ตั้งท้ิงไวจนเจลแข็งตัว แลวจึงคอยๆ ดึงหวีออก 

3. นําเจลท่ีไดไปวางในแชมเบอร จากนั้นเท 1x TBE buffer ใหทวมแผนเจล 

4. นําดีเอ็นเอผสมกับ loading dye ในอัตราสวน 5:1 จากนั้นจึงหยอดตัวอยางลงในหลุมดวยไมโครป
เปตต โดยใชตัวอยาง 10 ไมโครลิตรตอหลุม 

5. ตอขั้วไฟฟาท้ังสองบนแชมเบอรเขากับเคร่ืองกําเนิดไฟฟา     ใชกระแสไฟฟาคงที่ 100 โวลต 

เปนเวลาประมาณ 50 นาที 

6. ทําอิเลกโทรโฟรีซีสจนสียอมตัวอยางอยูหางจากปลายแผนเจลทางดานลางประมาณ 1 

เซนติเมตร จึงปดเคร่ือง 

7. นําอะกาโรสเจลไปแชในกลองพลาสติกท่ีมีสารละลาย ethidium bromide ประมาณ 5 นาที 
หลังจากนั้นลางดวยน้ํากล่ัน 10 นาที 

8. นําอะกาโรสเจลไปสองดูภายใตแสง UV ดวยเครื่อง UV-transilluminator แลวถายภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 

 

การเตรียมสารละลายที่ใชในการทดลอง 
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 ความเขมขน 7 มิลลิโมลาร ในน้ํากล่ัน   
-เติมสารละลายกลีเซอรอล ในอัตราสวน 1 ตอ 4 ของสารละลาย Na2EDTA.2H2O    

 -เติม bromophenol blue 0.1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรท้ังหมด ผสมใหเขากัน  

3. สารละลายเอทิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) 

-ละลายเอทิเดียมโบรไมด ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในน้ํากล่ัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รายงานผลการทดลอง 
เร่ือง  การตรวจสอบและวเิคราะหจีเอ็มโอในอาหาร 

 

ชื่อผูทดลองและเขยีนรายงาน__________________________ รหัส___________________ 
ชื่อผูรวมทดลอง 1.  ______________________________ รหัส___________________ 

 2.  ______________________________ รหัส___________________ 

กลุมท่ี___________section/วันท่ีทําการทดลอง______________________เวลา_________ 

หองท่ีทําการทดลอง____________________ 

อาจารยผูควบคุมการทดลอง  1.  _____________________________________ 



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

ตอนท่ี 1 การสกัดดีเอ็นจากตัวอยางอาหารดวยวิธี CTAB/phenol-chloroform-isoamyl 

 

ตัวอยาง ชนิดของจีเอ็มโอ ปริมาณดีเอ็นเอ (ไมโครกรัม) 
........................................... .......................................... ............................................... 
........................................... .......................................... ............................................... 
........................................... .......................................... ............................................... 

 
ตอนท่ี 2 และ 3 การตรวจวิเคราะหจีเอ็มโอ โดยการตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอของ 35S promoter ท่ีเพ่ิม
ปริมาณดวยเทคนิคพีซีอาร โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปแสดงลักษณะการเคลื่อนท่ีของดีเอ็นเอบนแผนอะกาโรส 
สรุปและวิเคราะหผลการทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 

คําถามทายบท 

1. เพราะเหตใุด ในการตรวจสอบอาหารตัวอยางที่คาดวาอาจเปนจีเอ็มโอ จึงนิยมใช
การตรวจสอบดีเอ็นเอ จงอธิบาย 

2. CaMV 35S promoter และ NOS terminator มีความสําคัญอยางไรตอการ
ตรวจสอบอาหารจีเอ็มโอ จงอธิบาย 

3. นักศึกษาคิดวามีสาเหตุใดไดบาง ที่อาจทําใหตรวจสอบอาหารที่เปนจีเอ็มโอไมพบ
ทั้งๆ ที่ผลติภัณฑนั้นเปนจีเอ็มโอ 

4. นักศึกษาคิดวาประเทศที่อนุญาตใหมีการจําหนายอาหารจีเอ็มโอได ควรจะมี
มาตรการอยางไร เพ่ือไมใหมีการปลอมปนของอาหารจีเอ็มโอ 

5. ในปจจุบันประชากรโลกไดเพ่ิมจํานวนมากขึ้นเรื่อยๆ ซึ่งตรงกันขามกับปริมาณของ
อาหารที่ลดนอยลง และนกัวิจัยไดพยายามผลิตอาหารที่เปนจีเอ็มโอมากขึ้นเรื่อยๆ 
และอนุญาตใหจําหนายไดในบางประเทศนั้น นักศึกษาคิดวาอาหารจีเอ็มโอที่ผลิต
ขึ้นนั้นมีความปลอดภัยมากนอยเพียงใด และนักศึกษาสนับสนุนหรือคัดคานการทํา
จีเอ็มโอ เพราะเหตุใด 
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