
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

 การศึกษาลักษณะของเอ้ืองน้ําตนท่ีรวบรวมไวท่ีศูนยศึกษาการพัฒนาหวยฮองไครอัน
เนื่องมาจากพระราชดําริ แบงออกเปน 5 การทดลอง คือ  การทดลองท่ี 1 การศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา   การทดลองท่ี 2   การศึกษาความผันแปรของลักษณะหัว ใบ และดอก  การทดลองท่ี 3 
การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา   การทดลองที่ 4  การศึกษาเซลลวิทยา และ  การทดลองที่ 5 
การศึกษารูปแบบไอโซไซม 
 

อุปกรณและวิธีการทดลองมีดังตอไปนี้ 
 
การทดลองท่ี 1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเอื้องน้ําตนท่ีรวบรวมมาจากแหลงเจริญเติบโต
และกระจายพันธุ 3 แหลง  ซ่ึงมีสภาพทางนิเวศวิทยาท่ีแตกตางกัน  
 

1.1  วัสดุและอุปกรณ 
1.1.1 พืชทดลอง  ไดแก  เอื้องน้ําตนที่คัดจากตนท่ีปลูกเล้ียงไวในแปลง

รวบรวมพันธุโดยสุมจากตนท่ีคัดเลือกไวใหไดตนท่ีเปนตัวแทนของแหลงเจริญเติบโตและกระจาย
พันธุท่ีแตกตางกัน 3 แหลง  แหลงละ 5  ตน  โดยท่ีใหรหัสของกลุมท่ีกระจายพันธุในแหลงท่ีมีความ
สูงประมาณ  800, 1,000 และ 1,200 เมตรเหนือระดับน้ําทะเล  เปนกลุม  HCC08, HCC10 และ 
HCC12  ตามลําดับ 

1.1.2 อุปกรณ ไดแก สมุด ไมบรรทัด  ยางลบ  เวอรเนีย   ดินสอดํา HB  
และ 2B สําหรับรางภาพ ปากกาหมึกซึมขนาดไส 0.1 และ 0.05 มม  กระดาษสําหรับวาดภาพ 
สวนประกอบของตนพืช  แวนขยาย  มีดผาตัด และปากคีบ 

1.2  วิธีการ  
1.2.1 บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนประกอบของตนพืช

ทดลองซ่ึง ไดแก  ราก  หัว  ใบ  ดอก  ชอดอก  และฝก โดยบันทึกขอมูลดังกลาวจากตนพืชทดลอง 



แหลงละ 5 ตน ในระยะท่ีสวนตางๆ ของตนพืช เจริญเติบโตเต็มท่ีแลว  พรอมท้ังวาดภาพทาง
พฤกษศาสตรของสวนประกอบเพื่อแสดงรายละเอียดเสริมใหกับภาพถายใหไดความชัดเจนของ
ลักษณะใหมากข้ึน  

1.2.2  บันทึกจํานวนและขนาดของสวนประกอบตางๆ ของตนพืชดังนี้ 
1.2.2.1  หัว  นับจํานวนหัวตอตน จํานวนปลองของหัว  จํานวนสันของ

หัว  และวัดขนาดหัว 
 1.2.2.2  ตน  วัดความสูงของตนโดยวัดจากโคนตนจนถึงปลายของใบ

ท่ียาวท่ีสุด 
1.2.2.3  ใบ   นับจํานวนใบตอตน และวัดความกวางและความยาวของใบที ่  

3   จากโคนตน   
1.2.2.4  ชอดอก วัดความยาวและเสนผาศูนยกลางของกานชอดอก 

และนับจํานวนดอกตอชอ  
1.2.2.5  ดอก วัดความกวางของดอกจากตําแหนงท่ีกวางท่ีสุดของดอก

จากปลายสุดของกลีบเล้ียงดานบนถึงปลายกลีบปากดานลาง  สวนความยาวของดอกวัดจากปลายกลีบ
เล้ียงดานซายถึงปลายกลีบเล้ียงดานขวา  วัดความกวางและความยาวของกลีบเล้ียง  กลีบดอก  กลีบ
ปากของดอก  ความยาวของกานดอกยอย  ความกวางและความยาวของเสาเกสร  จํานวนกอนเรณู
ความกวางและความยาวของฝาอับเรณูของดอกท่ีบานเต็มท่ี  ในระยะของวันท่ี 3 ของการบาน 
ของดอก  และกลีบดอกยังไมเปล่ียนสี 

1.2.2.6  ฝก วัดความกวางและความยาวของฝกท่ีแกเต็มท่ี แตฝกยังไม
แตก 

 
การทดลองท่ี 2   การศึกษาความผันแปรของลักษณะหัว  ใบ  และดอก 
 การศึกษาความผันแปรของลักษณะหัว  ใบ  และดอกของเอ้ืองน้ําตน  ในการ
ทดลองน้ีเปนการศึกษาที่กระทํากับประชากรเอ้ืองน้ําตนซ่ึงเจริญเติบโตในแปลงรวบรวมพันธุซ่ึง
ปลูกเล้ียงตนพืชท่ีรวบรวมมาจากแหลงเจริญเติบโตและกระจายพันธุท้ัง  3  แหลงดังระบุในการ
ทดลองท่ี 1  
 
 2.1  วัสดุและอุปกรณ 
  2.1.1 พืชทดลอง ไดแก ตนเอ้ืองน้ําตนท่ีมีลักษณะของหวั ใบ และดอกท่ีมี
รูปทรงท่ีแตกตางกัน  

16 
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  2.1.2  อุปกรณ ไดแก สมุด ไมบรรทัด เวอรเนีย ยางลบ ดินสอดํา HB  
และ 2B  สําหรับใชรางภาพ  ปากกาหมึกซึมขนาดไส 0.1 และ 0.05 มม  กระดาษสําหรับวาดภาพ 
สวนประกอบของตนพืช  แวนขยาย  มีดผาตัด  และปากคีบ 
 2.2  วิธีการ  

  บันทึกภาพและวาดภาพทางพฤกษศาสตรของสวนประกอบของหัว ใบ   
และดอกของเอ้ืองน้ําตนท่ีแสดงลักษณะของการผันแปรและลักษณะท่ีหลากหลายของอวัยวะ
ดังกลาว  แลวนําความผันแปรของลักษณะมาเปรียบเทียบเพื่อแสดงความหลากหลายในลักษณะ
ของสวนประกอบของอวัยวะของตนพืชท่ีเจริญเติบโตและกระจายพันธุในระบบนิเวศนท่ีแตกตาง
กันดังระบุไวในการทดลองท่ี 1  

 
การทดลองท่ี 3   การศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยา       

ศึกษาลักษณะทางกายวิภาควิทยาของเนื้อเยื่อของราก ลําตน ใบ ดอก และฝก ของ
เอื้องน้ําตนแลวเปรียบเทียบลักษณะดังกลาวของตนพืชที่นํามาจากระบบนิเวศวิทยาที่แตกตางกัน
ดังระบุไวในการทดลองที่ 1 โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อที่ตัดตามขวางและตามยาวของอวัยวะดังกลาว 
ตามวิธีการศึกษาเนื้อเยื่อแบบ paraffin embedding ท่ีบรรยายไวโดย  Johansen (1940) และ Sass 
(1966) 

 
3.1  วัสดุและอุปกรณ 

3.1.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ   
3.1.1.1   เคร่ืองตัดช้ินสวนพืชแบบลอหมุน  (rotary  microtome) 

3.1.1.2 กลองจุลทรรศนแบบ dissecting microscope และ stereo 
microscope  พรอมอุปกรณถายภาพ 

3.1.1.3   ตูอบท่ีปรับอุณหภูมิเปน 56    ํซ 
3.1.1.4   แผนใหความรอน (hot plate) 
3.1.1.5   เคร่ืองอุนสไลดท่ีปรับอุณหภูมิเปน 40   ํซ 

3.1.1.6    แทงไมส่ีเหล่ียมขนาด 1.5×1.5×1.5 ลูกบาศกเซนติเมตร ท่ีแช
ในพาราฟนจนอ่ิมตัว  ภายในตูอบปรับอุณหภูมิ 

3.1.1.7    กระดาษเคลือบมันใชพับเปนรูปแมพิมพสําหรับฝงช้ินสวน
พืช 

3.1.1.8   แผนกระจกสไลด  (slide)  และแผนกระจกปดสไลด (cover  slip) 
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3.1.1.9  อุปกรณเคร่ืองแกว ไดแก ขวดใสช้ินสวนพืช บีกเกอร และ 
ขวดยอมสี 

3.1.1.10  อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก ตะเกียงแอลกอฮอล ปายติดกาว พูกัน
ขนออน  มีดผาตัด  ปากคีบ  และเข็มเข่ีย  

 
3.1.2  สารเคมี 

3.1.2.1 น้ํายารักษาสภาพเซลล (fixtative) ไดแก FAA (formalin -  
acetic  acid - alcohol)  ซ่ึงประกอบดวยสวนผสม  ดังนี้  
 

95%  ethyl  alcohol             50        มิลลิลิตร (มล) 
glacial  acetic  acid               5          มล 
formalin                               10        มล 
น้ํากล่ัน                                 35        มล 
 

3.1.2.2 น้ํายาที่ใชดึงน้ําออกจากเซลล (dehydrating solution) ประกอบ 
ดวยสวนผสมดังแสดงในตารางท่ี 1 

 
ตารางท่ี 1  สวนผสมของสารเคมีในน้ํายาท่ีใชสําหรับดงึน้ําออกจากเซลลพืชในแตละข้ันตอน 
 

ขั้นตอน 

ปริมาณแอลกอฮอล 
ในนํ้ายาที่ใชดึงนํ้า 
ออกจากเซลล (%) 

95 % ethyl  
alcohol 

(มล) 

100 % ethyl  
alcohol 

         (มล) 

tertiary butyl 
alcohol 

(TBA)(มล) 

 
นํ้ากล่ัน 

(มล) 

1 50 40 - 10 50 
2 70 50 - 20 30 
3 85 50 - 35 15 
4 95 45 - 55 - 
5 100 - 25 75 - 

 
3.1.2.3  สารตัวกลางท่ีใชสําหรับฝงเนื้อเยื่อ (embedding media) ไดแก  

Paraplast 
          3.1.2.4  น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลด (adhesive)  
    เตรียมน้ํายาเขมขน  โดยการนําไขไกมาแยกเอาเฉพาะสวนของ
ไขขาวเพียงอยางเดียว  นําไปตีจนเกิดฟองและมีลักษณะเหลวไมขนเปนกอน  จากน้ันใชชอนตัก 
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เอาสวนท่ีเปนฟองท้ิงไปแลวเอาเฉพาะสวนท่ีเปนของเหลวนําไปกรองผานกระดาษกรองหรือสําลี
อีกคร้ัง  เพื่อกรองเอาช้ินสวนโปรตีนท่ีมีขนาดใหญในไขขาวหรือตะกอนท้ิงไป  เนื่องจากช้ินสวน
หรือตะกอนดังกลาวอาจจะติดกับแผนกระจกอยูใตเนื้อเยื่อทําใหเนื้อเยื่อพืชฉีกขาด  หรือเกิดรอย
ตําหนิเม่ือนําเนื้อเยื่อไปยอมสี  นอกจากนี้อาจจะทําใหเนื้อเยื่อพืชติดกับแผนสไลดไมแนบแนน 
เม่ือยอมสีจะไดเนื้อเยื่อท่ีมีบางสวนเปนรอยยน  จากนั้นนําไขขาวที่ผานการกรองแลวบรรจุลงขวด 
ปดฝาใหแนน  แลวนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิประมาณ  10   ํซ  เพื่อรอใชงานตอไป  และเม่ือจะใชจึง 
นําน้ํายาเขมขนท่ีเตรียมไวนั้นมาเจือจาง  โดยใชน้ํายาเขมขน 1 มล มาเติมน้ํากล่ันใหปริมาตรสุด 
ทายเปน 50 มล  แลวนําไปกรองดวยกระดาษกรองทุกคร้ังเม่ือเตรียมน้ํายาเจือจางกอนนําไปใช  
เนื่องจากโปรตีนของไขขาวจะตกตะกอนอยูตลอดเม่ือเก็บเอาไวนาน ๆ 

3.1.2.5 สียอมเนื้อเยื่อใชสี Delafield’s hematoxylin ประกอบดวย
สวนผสมดังนี้ 

 

 aluminium sulfate [Al2(SO4)3.16H2O]     400    มล  
                 hematoxylin  (C16H14O6)                                 4      กรัม 

                                         95%  ethyl  alcohol                                       25      มล 
                                         methyl  alcohol                                         100      มล 
                                         glycerol                                                      100      มล 
 

3.1.2.6  น้ํายาทําใหเนื้อเยื่อสะอาด (clearing reagent) คือ xylene 
3.1.2.7  สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด (mounting media) 

คือ Canada  balsam 
3.2  วิธีการ 
การเตรียมสไลดถาวรของช้ินสวนพืชมีข้ันตอนของวิธีการดังนี ้

3.2.1  เก็บตัวอยางของราก  ลําตน  ใบ  ดอก  และ ฝกของพืชทดลองมาแช
ใน FAA ท่ีบรรจุอยูในขวดแกวเพื่อฆาเซลลและรักษาสภาพเซลลใหใกลเคียงกับเซลลในสภาพปกติ
ใหมากท่ีสุด  ในกรณีท่ีช้ินสวนของพืชท่ีนํามาแชน้ํายามีขนาดใหญมาก  ใชมีดผาตัดหรือใบมีดโกน
ตัดช้ินสวนพืชใหมีขนาดท่ีเล็กลงประมาณ 0.5 x 0.5 ซม  เพื่อใหน้ํายาสามารถซึมเขาสูเนื้อเยื่อพืชได
อยางท่ัวถึงและรวดเร็ว  จากน้ันนําขวดท่ีแชช้ินสวนพืชดังกลาวไปใสในเคร่ืองดูดอากาศเพื่อไล
ฟองอากาศออกจากเนื้อเยื่อ  วิธีการน้ีชวยใหน้ํายาแทรกซึมเขาสู เนื้อเยื่อพืชไดอยางท่ัวถึง   
กอนนําไปผานข้ันตอนตาง ๆ ตอไป  สวนระยะเวลาในการแชน้ํายาจะข้ึนอยูกับสภาพของเน้ือเยื่อ



 20 

พืช  ถาเปนเปนเนื้อเยื่อท่ีออนการแชเนื้อเยื่อในน้ํายาเพียง 18 – 24 ช่ัวโมงก็เพียงพอ  แตถาเนื้อเยื่อ 
มีความแข็งควรแชไวนาน 1 – 2  สัปดาห  หรือนานกวานี้ข้ึนอยูกับเนื้อเยื่อพืช 

3.2.2 นําเนื้อเยื่อมาผานข้ันตอนของการดึงน้ําออกจากเซลล โดยผานข้ันตอน
ของน้ํายาจากระดับความเขมขนของแอลกอฮอลในน้ํายา 50, 70, 85, 95 และ 100 % จากนั้นนํา
เนื้อเยื่อไปผาน 100 % TBA  ตามดวยน้ํายาท่ีประกอบดวย TBA และพาราฟนเหลวในอัตราสวน 
1:1  ในแตละข้ันตอนใชระยะเวลาในการแชเนื้อเยื่อ 1 คืน  ยกเวนในข้ันตอนท่ีระดับความเขมขน
แอลกอฮอล 100 % ซ่ึงน้ํายานี้ผสมสี erythrosin ลงไปดวยเพื่อใหเนื้อเยื่อติดสี  ซ่ึงจะชวยใหการฝง
เนื้อเยื่อในพาราฟนงายข้ึน  เนื่องจากเห็นเนื้อเยื่อในพาราฟนไดชัดเจน  ควรจะแชในน้ํายาระดับนี้
ใหนานพอที่ช้ินสวนจะติดสีท่ัวถึง  เม่ือผานน้ํายาตาง ๆ เรียบรอยแลวจึงถึงข้ันตอนของการแทรก
พาราฟนเขาไปในเนื้อเยื่อ (infiltration)  

3.2.3 เทน้ํายาในขวดแกวออกใหหมดและระวังอยาใหช้ินสวนพืชหลนเท
พาราฟน ท่ีหลอมเอาไวกอนหนานี้ลงในขวดแกวจนทวมช้ินสวนพืช  จากน้ันนําขวดแกวดังกลาวไป
เก็บไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 56   ํซ นานประมาณ 1 สัปดาหหรือมากกวา  จนกระท่ังพาราฟนแทรกเขา
ไปในเนื้อเยื่อเต็มท่ี 

3.2.4  เตรียมแมพิมพสําหรับฝงช้ินสวนพืช  โดยใชกระดาษเคลือบมันตัดเปน
รูปส่ีเหล่ียมผืนผาขนาด 5 x 7 ซม หรือมากกวา  ขนาดของกระดาษเปล่ียนแปลงไดตามขนาดของ
ช้ินสวนพืช  พับกระดาษใหเปนทรงส่ีเหล่ียมลูกบาศกใหเปนเบาเพื่อฝงพาราฟน  จากนั้นใช
กระดาษกาวปดตามรอยพับของกระดาษเพื่อปองกันการร่ัวซึมของพาราฟนในขณะท่ีฝงช้ินสวนพืช 

3.2.5  นําช้ินสวนพืชมาฝงในพาราฟน  โดยนําพาราฟนท่ีหลอมเอาไวเทลงใน
แมพิมพ  เอาชิ้นสวนพืชใสลงไปแลวจัดวางตําแหนงของชิ้นสวนใหอยูในแนวต้ังหรือแนวนอน
ตามท่ีตองการ 

3.2.6 นําแทงพาราฟนดังกลาวที่แข็งตัวดีแลวไปตัดแตงใหเปนรูปทรง
สี่เหลี่ยม ที่มีช้ินสวนพืชอยูตรงกลางแทง  จากนั้นนํามาติดกับแทงไมแลวนําไปตัดดวยเคร่ืองตัด
เนื้อเยื่อแบบลอหมุน  โดยตัดเนื้อเยื่อใหมีความหนา  13-15  ไมครอน 

3.2.7   นําแถบเนื้อเยื่อ (paraffin ribbon) ท่ีตัดได  ติดลงบนแผนกระจกสไลด
ดวยน้ํายายึดเนื้อเยื่อพืช วางแผนกระจกสไลดบนเคร่ืองอุนจนแถบช้ินสวนพืชแผออกจนตึง  จากน้ัน
ซับเอาน้ํายาสวนเกินออกเพ่ือปองกันการเกิดฟองอากาศแทรกอยูกับแถบเน้ือเยื่อ  ท้ิงเอาไวจนแผน
กระจกสไลดแหงเพื่อใหแถบเนื้อเยื่อติดแนนกับแผนกระจกสไลด  และเพื่อปองกนัไมใหเนือ้เยือ่หลุด
จากแผนกระจกไสลดในข้ันตอนการยอมสี  เม่ือแหงแลวนําไปเก็บไวในท่ีแหงและไมมีฝุนอยาง
นอย 1 สัปดาห  กอนนําไปยอมสี 
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3.2.8 นําแผนกระจกสไลดท่ีติดเนื้อเยื่อแลวมาผานการละลายพาราฟน   
โดยแชใน xylene ใหพาราฟนละลายออกจากเนื้อเยื่อจนเนื่อเยื่อสะอาดกอน  แลวจึงนําไปยอมสี 

3.2.9  นํากระจกสไลดที่ผานการยอมสีเนื้อเยื่อเรียบรอยแลวมาปดดวย
แผนกระจกปดสไลดโดยใช Canada balsam  เปนตัวยึด  ท้ิงไวใหแหง 

3.2.10  เมื่อแผนกระจกสไลดแหงสนิท นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาเนื้อเยื่อ
ภายใตกลองจุลทรรศน  และบันทึกภาพ 

 
การทดลองท่ี 4   การศึกษาเซลลวิทยา 

ศึกษาโครโมโซมจากเน้ือเยื่อปลายรากของพืชทดลองดังระบุไวในการทดลองท่ี 1 
ดวยวิธี Feulgen’s squash ท่ีดัดแปลงเพื่อการศึกษาโครโมโซมปลายรากของเอ้ืองน้ําตนโดย 
จารุวรรณ (2550) 

 
4.1  วัสดุและอุปกรณ 

4.1.1   ปลายรากของพืชทดลอง  
4.1.2   ขวดแกวขนาดเล็กสําหรับเก็บตัวอยางปลายรากพรอมฝาปด 
4.1.3   แผนกระจกสไลด และแผนกระจกปดสไลด 
4.1.4   ปรอทวัดความรอน 
4.1.5   น้ํากล่ัน 
4.1.6   อางน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิ 
4.1.7 อุปกรณอื่น ๆ ไดแก  กระติกน้ําแข็ง  กรรไกร   ปากคีบ  เข็มเข่ีย  

หลอดดูดสาร  กระบอกตวงสารเคมี  และนํ้ายาเคลือบเล็บ 
4.1.8   กลองจุลทรรศนชนิด  compound  microscope  และ  photomicroscope 
4.1.9   สารเคมี 

4.1.9.1  สารเคมีท่ีใชสําหรับหยุดวงชีพเซลล (pre-treatment)  ไดแก 
para-dichlorobenzene (PDB)           

4.1.9.2   สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการรักษาสภาพเซลล (fixtative) 
คือ  95 % ethyl  alcohol และ glacial  acetic  acid  ในอัตราสวน 3:1  

4.1.9.3   สารเคมีท่ีใชสําหรับยอยแยกเซลล (hydrolytic solution) คือ  
hydrochloric acid  เขมขน 1 นอรมอล (1 N HCl) 

4.1.9.4   สีท่ีใชยอมโครโมโซม  คือ  carbol  fuchsin 
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 4.2  วิธีการ 
4.2.1   เตรียมปลายรากโดยเลือกรากท่ีกําลังเจริญเติบโต คือ ปลายรากท่ีเร่ิม

งอกออกมายาวประมาณ  1  ซม  ตัดมาเฉพาะสวนปลายเพียง  3-5  มม  โดยเก็บตัวอยางปลายรากใน 
ชวงระยะเวลาประมาณ 8.00 น  ซ่ึงเปนระยะเวลาที่มีจํานวนเซลลท่ีแบงตัวในระยะเมตาเฟสมาก 

4.2.2  นําปลายรากมาลางเอาเศษดินที่ติดอยูออกดวยน้ํากลั่นจนสะอาด  
แลวนําไปหยุดวงชีพเซลล  โดยการแชปลายรากในสารละลาย PDB  เพื่อยับยั้งการเกิดเสนใย 
สปนเดิล  และชวยใหโครโมโซมในระยะการแบงเซลลดังกลาวเกิดการหดตัวไดอยางเต็มท่ี   
โดยแชไวเปนเวลา 36 ช่ัวโมง  ท่ีอุณหภูมิประมาณ  10    ํซ  

4.2.3  เม่ือแชปลายรากจนครบตามเวลาที่กําหนด นําปลายรากออกมาจาก
สารละลาย  PDB  ลางใหสะอาดดวยน้ํากล่ัน  แลวจึงนําไปแชในน้ํายารักษาสภาพเซลล  เพื่อตรึง 
เซลลเปนเวลา  5  นาที  แลวลางดวยน้ํากล่ันอีกคร้ัง   

4.2.4  ยอยเซลลใหแยกจากกันโดยการแชรากใน 1 N HCl นาน 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 60   ํซ แลวจึงลางออกดวยน้ํากล่ัน 

4.2.5  ยอมเนื้อเยื่อปลายรากในสารละลายสี carbol fuchsin โดยแชปลาย
รากไวในน้ํายาสีนาน 30 นาที  หลังจากนั้นคีบเนื้อเยื่อวางบนแผนกระจกสไลดแลวใชเข็มเข่ียตัด
เฉพาะสวนปลายรากใหยาวประมาณ 1 มม  เข่ียสวนเกินท้ิงไป  หยดสี 1 หยด ลงบนเน้ือเยื่อแลวใช
เข็มเข่ียเคาะหรือกดเนื้อเยื่อเบา ๆ   เพื่อใหกลุมเซลลท่ีอยูบริเวณปลายรากกระจายออกจากกัน  คีบเศษ
เนื้อเยื่อท่ีมีขนาดใหญท้ิง  เพื่อปองกันการปดแผนกระจกไมสนิทและไมเปนระนาบเดียวกัน  จากนั้น
ปดแผนกระจกปดสไลดบนบริเวณท่ีมีเนื้อเยื่อ  ถาเกิดฟองอากาศดานในใหใชดามเข็มเข่ียเคาะเบาๆ 
เพื่อไลเอาฟองอากาศออกใหหมด  วางกระดาษซับลงบนแผนปดกระจกสไลดแลวใชนิ้วหัวแมมือ
กดลงไปเบา ๆ เพื่อใหเซลลเกิดการกระจายตัวแลวซับเอาสีสวนเกินออก  จากนั้นใชน้ํายาเคลือบเล็บ
ทาบริเวณขอบโดยรอบของแผนกระจกปดสไลด  เพื่อปองกันเนื้อเยื่อแหงและกันอากาศเขาไป
ภายใน  

4.2.6  นําแผนกระจกสไลดไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน โดยเลือกเซลล 
ท่ีมีการแบงนิวเคลียสในระยะเมตาเฟสและมีการกระจายตัวของโครโมโซมดี  สามารถนับจํานวน
โครโมโซมไดอยางแมนยํา  ถาโครโมโซมไมอยูในระนาบเดียวกันใหใชกระดาษซับพับหลายช้ัน
วางบนแผนกระจกปดสไลด  แลวใชดามเข็มเข่ียกดหรือเคาะเบา ๆ ตรงตําแหนงของโครโมโซม 
ดังกลาวใหโครโมโซมแบนและอยูในระนาบเดียวกัน  เม่ือไดเซลลท่ีตองการและโครโมโซมอยูใน
ระนาบท่ีตองการแลว  ใหนําเอาแผนกระจกสไลดไปตรวจภายใตกลองจุลทรรศนท่ีสามารถ
บันทึกภาพได  เพื่อนับจํานวนโครโมโซมและบันทึกภาพ 



 23 

 
การทดลองท่ี 5   การศึกษารูปแบบไอโซไซม 

ศึกษารูปแบบไอโซไซมของพืชทดลองดังระบุในการทดลองท่ี 1 โดยศึกษาจากเนื้อเยื่อ
ของใบและใชเอนไซม 10 ชนิด คือ ACP, DIA, EST, GDH, GOT, LAP, MDH, POX , SKD และ 
SOD  ตามวิธีการของพสุ (2546)  และสุทธินันท (2548) 

 
5.1  วัสดุและอุปกรณ 

5.1.1  พืชทดลอง คือ ตนเอ้ืองน้ําตนท่ีเปนตัวแทนของตนพืช  กลุม  HCC 08, 
HCC 10 และ HCC 12   

5.1.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ 
5.1.2.1  เคร่ืองช่ังไฟฟา ทศนยิม 2 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง 
5.1.2.2 โกรงบดตัวอยางพืช 
5.1.2.3  ไนโตรเจนเหลว และถังบรรจุ 
5.1.2.4  ตูแชแข็งท่ีปรับอุณหภูมิเปน -20    ํ ซ  และตูเยน็ 
5.1.2.5  เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสารชนิดควบคุมความเย็นได 
5. 1.2 .6  เคร่ืองเขยาสาร 
5.1.2.7  เคร่ืองวัดความเปนกรด / ดางของสารละลาย 
5.1.2.8  ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ slab gel 
5.1.2.9  เคร่ืองจายกระแสไฟฟา  Model  1000/500 
5.1.2.10  ตูบม (incubator) 
5.1.2.11  ไมโครปเปตขนาด 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
5.1.2.12  หลอดใสสาร (Eppendrof  tube) ขนาด 1.5 มล 
5.1.2.13  ชุดอานเจล (visible light  transilluminator) 
5.1.2.14  เคร่ืองแกว 
5.1.2.15  หลอดใสสารปรับปริมาตรได (syringe) ขนาด 50 ไมโครลิตร 
5.1.2.16 อุปกรณอ่ืน ๆ เชน กลองโฟม  แผนอลูมิเนียมฟอยล  ถุงมือ  

กระดาษช่ังสาร ปากคีบ กระดาษซับ  ชอนตักสาร พลาสติกใส ถาดพลาสติก กลองพลาสติกใส  
กระดาษติดปาย กลองถายรูป พรอมฟลม  

5.1.3  สารเคมี 
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5.1.3.1 สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของสารสกัด (extraction 
buffer) คือ 

5.1.3.1.1   0.5 M dithiothreitol (DTT) 
5.1.3.1.2   0.5 M ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 
5.1.3.1.3   14.3 M β-mercaptoethanol (MSH)  
5.1.3.1.4   polyvinylpyrrolidone (PVP-10) 
5.1.3.1.5   1.0 M tris-HCl pH 7 

5.1.3.2   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ gel  
5.1.3.2.1  30 % acrylamide stock solution (acrylation  

29.2  กรัม และ  bis-acrylamide 0.8  กรัม ละลายในน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 100 มล เก็บไวในขวด 
สีชาท่ีอุณหภูมิ  4    ํซ ) 
 5.1.3.2.2   1.5  M  tris-HCl  pH  8.8 

 5.1.3.2.3  10 % ammonium persulfate (APS) เตรียมใหมทุก
คร้ังท่ีใช 
 5.1.3.2.4   TEMED  (N,N,N’,N’-tetramethyl ethylenediamine) 
 5.1.3.2.5   น้ํากล่ัน 

5.1.3.3   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ  sample  buffer   
 5.1.3.3.1    10 % glycerol   
 5.1.3.3.2    0.5 % bromophenol  blue   
5.1.3.4   สารเคมีท่ีใชเปน  running  buffer 
 5.1.3.4.1    tris 
 5.1.3.4.2    glycine  pH 8.3  ตอน้ํากล่ัน 500  มล  
5.1.3.5   สารเคมีท่ีใชยอมเอนไซม 
 5.1.3.5.1    0.05 M  acetate buffer  pH 4.8 
 5.1.3.5.2    0.05 M sodium phosphate buffer pH 7.5 
 5.1.3.5.3    0.1 M tris-HCl  pH 4.0 
 5.1.3.5.4    0.1 M tris-HCl  pH 7.4 
 5.1.3.5.5    0.1 M tris-HCl  pH 7.5 
 5.1.3.5.6    0.1 M tris-HCl  pH 8.0 

 5.1.3.5.7    0.1 M sodium phosphate buffer pH 6 
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 5.1.3.5.8    0.2 M phosphate buffer pH 6.0 
 5.1.3.5.9    fast blue BB salt  
 5.1.3.5.10   fast ganet GBC diasonium salt 
 5.1.3.5.11   fast  blue B-salt 
 5.1.3.5.12   α-naphthyl  acetate 

 5.1.3.5.13   α-D glucose 

 5.1.3.5.14   α-ketoglutaric acid 

 5.1.3.5.15   β-naphthol 
 5.1.3.5.16   L-leucine β–naphyl acid 

 5.1.3.5.17   L-malic acid 

 5.1.3.5.18   O-dianisidine salt 
 5.1.3.5.19   2, 6-dichloroindophenol sodium (DCIP) 

 5.1.3.5.20   3-amino-9-ethylcarbazole 

 5.1.3.5.21 3[4, 5-dimethyphiazol]2, 5-diphenyltetrazo- 
lium bromide (MTT) 

 5.1.3.5.22   3 % H2O2   

 5.1.3.5.23   aspartic acid 

 5.1.3.5.24   disodium α-naphthyl  phosphate 

 5.1.3.5.25   MgCl2 

 5.1.3.5.26    nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) 

 5.1.3.5.27  nicotinamide adenine dinucleotide, reduced 
form (NADH) 

 5.1.3.5.28  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
(NADP) 

 5.1.3.5.29   nitro blue tetrazolium (NBT) 

 5.1.3.5.30   phenazine methosulfate (PMS) 

 5.1.3.5.31   pyridoxal-5’-phosphate 

 5.1.3.5.32   riboflavin 

 5.1.3.5.33   shikimic acid 

 5.1.3.5.34   TEMED 
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5.2  วิธีการ 
5.2.1  การสกัดเอนไซม 

นําใบของพืชทดลองในตําแหนงของใบท่ีสามจากปลายยอดมาทํา
ความสะอาดดวยน้ํากล่ันแลวเช็ดใหแหง  ช่ังใบใหไดน้ําหนัก 1.0 กรัม  หั่นเปนช้ินเล็ก ๆ ใสลง 
ในโกรงท่ีแชเย็นจัด  เทไนโตรเจนเหลวลงไปในโกรงจนทวมเศษช้ินสวนพืชแลวบดอยาง 
รวดเร็วจนละเอียด  จากนั้นเติม extraction buffer ตามสูตรดัดแปลงของ พสุ (2546) จํานวน 3 มล 
แลวบดตอจนตัวอยางและ extraction buffer ละลาย เปนเนื้อเดียวกัน  จากนั้นเทของเหลวท่ีไดใส
ลงในหลอดใสสารขนาด 1.5 มล  ปดฝาใหแนนแลวนําไปแชในกระติกน้ําแข็ง  สวนโกรงบด
ตัวอยางลางทําความสะอาดดวยนํากล่ันและเช็ดใหแหงกอนนําไปบดตัวอยางใหม  เม่ือบดตัวอยาง
จนครบนําหลอดทดลองท้ังหมดไปปนดวยความเร็ว 14,000  รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ  2   ํซ เปนเวลา 
30 นาที   เม่ือปนเสร็จดูดสวนท่ีเปนของเหลวใสท่ีอยูดานบนตะกอนดวยไมโครปเปตใสลงในหลอด
ทดลองอันใหม  ในขณะท่ีดูดระวังอยาใหเศษตะกอนเกิดการฟุงตัว  จากนั้นนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 
-20   ํซ  เพื่อนําไปทํา  polyacrylamide gel electrophoresis  ตอไป 

5.2.2   การทํา  polyacrylamide gel electrophoresis 
 5.2.2.1  นําแผนกระจกของ  Mini-Protean®3 Cell  Electrophoresis 
(Bio-Rad)  มาเช็ดทําความสะอาดดวย 95 % ethyl alcohol  แลวนําแผนกระจกมาประกอบเขาดวยกัน
จากนั้นเตรียมสารละลาย separating gel ของเจล 7.5 %  โดยผสมสารจากสวนผสมท่ีแสดงไวใน
ตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 2  สวนผสมของสารเคมีในการเตรียม separating gel (Kuntapanom and Smitamana, 1997)

สําหรับเจล 4 แผน 
 

สาร ปริมาตร* 

  น้ํากล่ัน       9.7    มล 

  1.5 M tris pH 8.8       5    มล 

  30% acrylamide       5    มล 

  10% APS               200    ไมโครลิตร 

  TEMED       10    ไมโครลิตร 
 

  *สําหรับ 7.5% separating gel 



 27 

    5.2.2.2  นําสารท้ังหมดท่ีแสดงในตารางมาเทรวมกันในบีกเกอร
ยกเวน TEMED เนื่องจากสารนี้มีคุณสมบัติทําใหสารละลายเกิดการแข็งตัวไดเร็ว  จากน้ันใชแทง
แกวคนสารท้ังหมดใหเขากัน  แลวจึงใชไมโครปเปตดูดเอา TEMED ใสลงไปเปนข้ันตอนสุดทาย 
กอนจะเทสารลงในชองระหวางแผนกระจก 
 5.2.2.3  เม่ือเตรียมสารละลายเจลเรียบรอยแลวเทสารละลาย
ดังกลาวลงในชองระหวางแผนกระจกท่ีเตรียมเอาไวอยางรวดเร็วและระวังไมใหเกิดฟองอากาศ
ภายในแผนเจล  จากนั้นรีบเสียบหวี (comb) ลงไประหวางแผนกระจกท้ังสองกอนสารละลายจะ
แข็งตัวและระวังไมใหเกิดฟองอากาศในชองท่ีเสียบหวี  รอจนแผนเจลแข็งแลวจึงนําไปใชใน
ข้ันตอนตอไป 
 5.2.2.4  เตรียมตัวอยางท่ีผสมกับ bromophenol  blue ในอัตราสวน 
9:1 ลงในหลอดใสสารขนาด 1.5 มล  นําไปเขยาบนเคร่ืองเขยาสารเพ่ือใหสารรวมเปนเนื้อเดียวกัน
แลวนําไปเก็บไวในท่ีเย็น 
 5.2.2.5  เม่ือแผนเจลแข็งตัวดึงเอาหวีเสียบออก  จากน้ันตอชุดอิเล็ก
โทรโฟรีซิสท้ังหมดเขาดวยกัน เติม runnimg  buffer  ลงใน  chamber  แลวหยอดตัวอยางท่ีผสมกับ 
bromophenol  blue  ลงในชองของ  stacking gel  ปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอชอง โดยไมใหตัวอยาง
แตละชองปนกัน  จากนั้นปดฝาครอบ chamber แลวตอข้ัวไฟเขากับเคร่ืองจายกระแสไฟฟา เปด
สวิทชใหกระแสไฟผานโดยใชกระแสไฟ 20 มิลลิแอมแปร  ปดเคร่ืองจายกระแสไฟเมื่อสีของ 
bromophenol blue  เคลื่อนที่เกือบถึงปลายลางสุดของแผนเจล  จากนั้นนําแผนกระจกออกจาก 
chamber  แกะเจลท่ีอยูระหวางแผนกระจกท้ังสองออกมาวางในกลองพลาสติกใสที่ใสน้ํากล่ันเพียง
เล็กนอยเพื่อรอการยอมสีเอนไซมในข้ันตอนตอไป 

5.2.3  การยอมสีเอนไซมในเจล 
นําเจลท่ีไดมายอมดวย staining solution ของไอโซไซมตามระบบ

เอนไซม 10 ชนิด คือ ACP, DIA, EST, GDH, GOT, LAP, MDH, SKD, POX และ SOD 
(ภาคผนวก) 

5.2.4  การบันทึกขอมูล 
นําเจลที่ยอมสีแลวมาบันทึกตําแหนง  จํานวน  ขนาดของแถบ 

ไอโซไซม  และคาระยะทางการเคลื่อนที่ของแถบสีบนแผนเจล แลวนําตําแหนงระยะการ
เคลื่อนที่ดังกลาวมาคํานวณหาคาการเคล่ือนท่ีสัมพัทธ (Rf)  ตามสมการ  จากนั้นนําคาท่ีไดไปวาด
ไซโมแกรม 
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 แสดงผลในรูปแบบของเดนโดรแกรม โดยวิเคราะหกลุมตัวอยางหาคาความสัมพันธทาง
พันธุกรรมจากแถบสีดวย  UPGMA cluster analysis ตามวิธีการของ Jaccard’s similarity coefficient  
โดยใชโปรแกรม  SPSS   

คาการเคล่ือนท่ีสัมพัทธ          = 
        ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบสี 

ระยะทางการเคล่ือนท่ีของ marker 


