
บทที่ 2 
ตรวจเอกสาร 

 
ขา มีชื่อวิทยาศาสตรวา Alpinia galanga (L.) Willd. อยูในตระกูล Zingiberaceae ลักษณะ

ทั่วไปเปนพืชลมลุกมีอายุหลายป   สูงประมาณ 1.5-2.0 เมตร  
ลําตน เปนลําตนใตดินเรียกเหงา (rhizome) มีขนาดใหญและมีขอปลองชัดเจน  
ใบ เดี่ยว เรียงสลับ รูปรีแกมขอบขนาน หรือรูปใบหอก กวาง 6-9 ซม. ยาว 20-40 ซม. ปลาย

ใบแหลมฐานใบรูปล่ิม   กานใบยาวและหอตัวเขาหากัน เปนลําตนเทียมอยูเหนือดิน 
ดอก สีขาวครีมอมเขียวออกเปนชอตั้ง ยาวไดถึง 25 ซม. กลีบรองดอกสีเขียวออน โคน

เชื่อมกัน ปลายแยกเปน 3 แฉก กลีบดอก 3 กลีบ โคนเชื่อมกัน กลีบปากแผรูปไขกวาง สีขาวครีมมี
เสนสีมวงแดงเปนทาง เกสรเพศผูสีเหลืองออน ยื่นพนกลีบดอกชัดเจน  

ผล รูปทรงกลม ขนาดประมาณ 1 ซม. ผลออนสีเขียว เมื่อแกมีสีแดง 
ฤดูออกดอก-ผล  ระหวางเดือน มิถุนายน ถึง กันยายน  
การกระจายและนิเวศวิทยา อินเดีย เอเชียตะวันออกเฉียงใตถึงอินโดเซีย เจริญงอกงามดีใน

เขตรอนชื้น และเขตกึ่งรอน ที่เปนพืชเกาะอาศัยมีนอย (สวนพฤกษศาสตรสมเด็จพระนางเจาสิริกิติ์, 
2546) 

ประโยชน นิยมนํามาปลูกเพื่อเปนอาหารและยารักษาโรค   นําเหงามาตมเอาน้ําดื่มเพื่อ
บรรเทาอาการทองอืด ทองเฟอ และขับลม  สําหรับเหงาสดตําเพื่อผสมเหลาโรง ใชทารักษาผิวหนัง
ที่เกิดจากเชื้อรา เชน กลากเกลื้อน คุดทะราด แผลพุพอง ลมพิษ แกไขและพยาธิ นอกจากนี้ยังพบ
สารออกฤทธิ์ที่สําคัญคือ สาร 1´ acetoxychavicol acetate ซ่ึงมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อรา  (อนุศักดิ์ , 2536; Janssen and Scheffer, 1998) ยับยั้ งการเจริญของเชื้อรา  Cryptococcus 
neoformans และ Microsporum gypseum ที่เปนสาเหตุของโรคในกลุมผูปวยที่ติดเชื้อเอดส ยับยั้ง
การพัฒนาของเนื้องอก (Itokawa et al., 1987; Kondo et al., 1993; Moffatt et al., 2000; Zheng et 
al., 2002) ยับยั้งอาการอักเสบ  (Nakamura et al., 1998) ตานอนุมูลอิสระ  (Kubota et al., 2001) 
รักษาโรคกระเพาะอาหาร (Matsuda et al., 2003) ปองกันโรคภูมิแพ (Matsuda et al., 2003) 
 สําหรับการศึกษาประโยชนจากขา   มีการศึกษาอยางแพรหลายและกวางขวาง ทั้งการศึกษา
ในดานสรรพคุณทางยา และการใชประโยชนทางการเกษตร ตัวอยางในการศึกษาเชน อนุศักดิ์ 
(2536) ศึกษาสารตานเชื้อราจากขา (Languas galangal Linn) พบวาสารสกัดหยาบดวย 
dichoromethane จากเหงามีฤทธิ์ตานเชื้อรา Cladosporium cladosprioides การแยกสารตานเชื้อรา
ดวยวิธีทางโครมาโตกราฟ และ ตรวจสอบทางชีววิทยาได fraction ที่มีฤทธิ์ตานเชื้อรา คือ  LG I, 
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LG II, LG III เมื่อวิเคราะหสารดวย GC-MS, IR และ CHNS/O Analyzer พบสารที่ออกฤทธิ์ใน 3 
fractionคือ 1´acetoxychavical acetate และ ไอโซเมอร เมื่อนําสวนสกัดหยาบไปทดสอบกับเชื้อรา  
สาเหตุโรคในลิ้นจี่ ลําไย และมะมวงจํานวน 11 สายพันธุ พบวาสามารถยับยั้งการเจริญเชื้อราไดทุก
ชนิด โดยยับยั้งเชื้อ Alternaria sp. ไดสูงสุด ความเขมขนที่นอยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญไดคือ 
1:1000 (v/v) ยกเวน Colletotrichum gloeocosporioides กับ Lasiodiplodia sp. เฉพาะสารสกัดหยาบ
เขมขนเทานั้นที่ยับยั้งได สวนการทดสอบบนผลลําไยไมสามารถยับยั้งเชื้อ Lasiodiplodia sp., 
Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp.  
 อนุวัฒน (2545) ไดศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากขาตอโรคแอนแทรคโนสและการเจริญ
เติบโตของมะมวงพันธุน้ํ าดอกไม  พบวา สารสกัดหยาบจากเหงาขา (Alpinia galangal Sw.) 
dichloromethane แลวนํามาแยกองคประกอบโดยวิธี TLC (Thin Layer Chromatography และตรวจ
สอบทางชีววิทยา พบแถบตานเชื้อราที่มีขนาดกวางที่สุด ใหชื่อวา L14 มีคา Rf 0.5-0.83 จากนั้นเพิ่ม
ป ริม าณ ส าร  L14 ด ว ย  Column Chromatography นํ าไป ท ดสอบกั บ เชื้ อ ร า  Colletotrichum 
gloeosporioides บนอาหาร PDA พบวา L14 สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยและการงอกของส
ปอรเชื้อราได 100 เปอรเซ็นตที่ความเขมขน 5,000 สวนตอลาน สาร L14 มีคา ED50 เทากับ 72 สวน
ตอลาน 
 สุวคนธ (2540) ทําการสกัดสารจากลําตนใตดินของพืช 8 ชนิด คือ ขิง, ขา, ขมิ้น, กระชาย, 
เผือก , มันเทศ , หัวผักกาด  และแครอท  ดวย dichloromethane นําสวนสกัดหยาบมาทํา TLC-
bioassay ตรวจสอบดวยเชื้อรา Cladosporium cladosporioides และ เชื้อแบคทีเรีย พบวา ในขามี
สารตานเชื้อรามีคา Rf เทากับ 0.63-0.83 และแถบตานเชื้อแบคทีเรียมีคา Rf เทากับ 0.41-0.50 และ  
0.63-0.77 นํามาทําใหบริสุทธิ์โดย preparative-TLC อีก 4 คร้ัง ไดสาร G-5 ซ่ึงนํามาวิเคราะหโดย
แกสโครมาโตรกราฟและสเปกโตรสโคป พบวาเปนสารตัวเดียวกัน นั่นก็คือ 1´ acetoxychavicol 
acetate 
 สาร 1´ acetoxychavicol acetate เปนสารในกลุม phenylpropanoids มีรายงานวา พบทั้งใน
เหงา เมล็ด และใบของขา Mitsui et al (1976) พบวาสาร 1´ acetoxychavicol acetate จากเมล็ดของ
ขา มีคุณสมบัติในการรักษาแผลติดเชื้อเรื้อรัง โดยทดสอบกับเนื้อเยื่อในชองทองของหนู 
 Tanaka et al. (1997) พบวาสาร 1´ acetoxychavicol acetateจากขา สามารถยับยั้งการพัฒนา
ของเนื้ องอกและการขยายตัวของเซลลในชั้น  Mucosa ของลํ าไสหนู  ที่ กระตุนดวยสาร 
azoxymetrone ได และมีผลชักนําให glutathione S-transferase (GST) และ quinone reductase (QR) 
ในตับและลําไสมีกิจกรรมมากขึ้น ซ่ึงเอนไซม GST จะพบในสัตวเล้ียงลูกดวยนม และมีหนาที่
ทําลายสารพิษและสารกอมะเร็ง โดยเปลี่ยนใหเปนสารที่มีพิษต่ําลงและขับออกจากรางกาย 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 5 

 Itokawa et al.(1987) พบ ว าส าร  1´ acetoxychavicol acetate แล ะ  1´ acetoxy -eugenol 
acetate จากขามีฤทธิ์ในการตานการเกิดมะเร็ง Sarcoma 180 ascites ในหนู 
 Lee and Houghton (2005) ไดทําการทดสอบสารที่เปนพิษตอเซลลมะเร็งจากขารวบรวม
จากประเทศมาเลเซียและประเทศไทย พบวา สวนประกอบหลักของสารที่สามารถทําลายเซลล
มะเร็งจากปอด  CORL23 (Human non-small cell lung cancer) และเซลลมะเร็งเต านม  MCF7 
(Human breast adenocarcinoma) เปนสาร 1´ acetoxychavicol acetate ซ่ึงใหคา IC50 ที่การใหสาร 
48 ช่ัวโมง มีคาเทากับ 7.8µM (CORL23 Cell) 23.9 µM (MCF7 Cell) นอกจากนี้ยังพบวา สารที่แยก
จากขาจากประเทศไทยใหสาร 1´ acetoxychavicol acetate ที่มากกวาขาของประเทศมาเลเซีย นอก
จากนี้ยังพบวาในขายังมีสารสําคัญอื่นๆ อีกหลายชนิด ดังตารางที่ 1 (Morita and Itokawa, 1987; 
Itokawa et al., 1987; De Pooter et al., 1985; Barik et al., 1987; Matsuda et al.,2003) 
 
ตารางที่ 1 สารสําคัญที่พบในขา 

สารที่พบ 
1'-acetoxychavicol acetate 
1'S-1'acetoxychavicol acetate 
1'S-1'acetoxyeugenol acetate 
1'S-1'-hydroxychavicol acetate 
trans-p-hydroxycinnamaldehyde 
trans-p-coumaryl alcohol 
trans-p-hydroxycinnamylacetate 
trans-p-coumaryl diacetate 
eugenol acetate 
eugenol 
[di-(p-hydroxy-cis-styryl)]methane 
demethyleugenol 
cinnamaldehyde 
trans-cinnamic acid 
trans-o-coumaric acid 
trans-m-coumaric acid 
trans-p-coumaric acid 

α-Bergamotene  
β-Bisabolene 
Bornyl acetate 
Borneol 
Camphene 
Caryophyllene oxide 
Chavicol 
Chavicol acetate 
1,8-Cineole 
p-hydroxycinnamaldehyde 
trans-β-Farnesene 
Geranyl acetate 
α-Humulene 
Limonene 
Linalool 
 p-Cymene 
 

p-Cymeol 
Citronellyl acetate 
ar-Curcumene 
Methyleugenol 
2-Methylpropyl acetate 
Neryl acetate 
Pentadecane 
α-Pinene 
β-Pinene 
Sabinene 
Santalene 
γ-Terpinene 
α-Terpineol 
4-Terpineol 
Terpinolene 
Tridecane 
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เคร่ืองหมายทางโมเลกุล (Molecular markers) 
 สุรินทร (2545)ไดรวบรวมเนื้อหาเกี่ยวกับเครื่องหมายทางโมเลกุลไวดังนี้คือ ในการศึกษา
เพื่อจําแนกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตโดยใชเครื่องหมาย (marker) เพื่อบงชี้ความแตกตางและความ
หลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) ของสิ่งมีชีวิตทั้งทางปริมาณและคุณภาพ ในระหวาง
และภายในสป ชีส  (inter and intra-species) ระหว างและภายในประชากร (inter and intra -
populations) หรือระหวางแตละตัว(inter and intra-individuals) เครื่องหมายที่ใชจําแนกความแตก
ตาง มี 2 ประเภท คือ 

1. เคร่ืองหมายทางสัณฐานวิทยา (Morphological marker) 
การบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตดวยวิธีการเปรียบเทียบลักษณะภายนอกทางสัณฐาน

วิทยาหรือทางสรีรวิทยา ซ่ึงลักษณะที่ตรวจสอบนี้มักจะขึ้นกับสภาพแวดลอมทําใหตรวจสอบผลผิด
พลาดได บางครั้งตองใชผูที่มีความชํานาญเปนพิเศษ อยางไรก็ตามการตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐานวิทยายังมีความจําเปนตองทําเปนอันดับแรก แลวจึงใชวิธีอ่ืนประกอบเพื่อใหไดขอมูลที่
สมบูรณขึ้น หรือแกปญหาในกรณีที่ไมสามารถใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว 

2. เคร่ืองหมายทางโมเลกุล (Molecular marker) 
เครื่องหมายทางโมเลกุลมี 2 ระดับ คือ ระดับโปรตีน เปนการตรวจสอบที่โมเลกุลของ

โปรตีนชนิดตางๆ และระดับดีเอ็นเอ ซ่ึงตรวจสอบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดในโมเลกุล
ของดีเอ็นเอ ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ 

2.1 เคร่ืองหมายโปรตีน (Protein marker)  
การตรวจสอบสิ่งมีชีวิตโดยใชความแตกตางของโมเลกุลของโปรตีนใชวิธีแยกโมเลกุลของ

โปรตีนดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส แลวจึงยอมดูแถบของโปรตีนจําเพาะโดยใชสารที่เหมาะสม 
เชน การตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนในเลือด โปรตีนสะสมในเมล็ดพืช เปนตน นอกจากนี้ยัง
นิยมตรวจสอบรูปแบบของเอนไซมบางชนิดหรือไอโซไซมตาง ๆ ขอดีของการตรวจสอบโปรตีน 
คือ สามารถตรวจไดหลายตําแหนง คาใชจายไมสูงมากนัก และแถบของโปรตีนหรือไอโซไซมนี้ยัง
มีการขมรวมกันแบบ codominant ชวยใหแยกความแตกตางระหวางแถบโปรตีนแบบโฮโมไซกัส
และเฮเทอโรไซกัสได 

ขอจํากัดของการตรวจสอบโปรตีนหรือไอโซไซม คือ จํานวนยีนที่ตรวจสอบไดยังมีไม
มากนัก ไมกระจายครอบคลุมทั้งจีโนม และตองมีการแสดงออกของยีนที่ศึกษาจึงตองเลือกเนื้อเยื่อ
และระยะเวลาที่เหมาะสมในการวิเคราะห ผลที่ไดยังขึ้นอยูกับชนิดของเนื้อเยื่อ ระยะของการเจริญ
เติบโตและสิ่งแวดลอมดวย นอกจากนี้โปรตีนและไอโซไซมยังสูญเสียสภาพธรรมชาติไดงาย จึง
ตองวิเคราะหผลในเวลาจํากัด ไมสามารถเก็บตัวอยางไวนานได ในแงของโอกาสการตรวจพบความ
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แตกตางในระดับโปรตีนยังมีคาต่ํามากเมื่อเทียบกับการตรวจสอบระดับดีเอ็นเอ  เนื่องจาก 
อัลลีลหรือรูปแบบของยีนที่แตกตางกันนั้น นิวคลีโอไทดที่แตกตางกันอาจไมมีผลตอการเปลี่ยน
แปลงกรดอะมิโน หรือบางครั้งแมวาจะมีการเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนที่ตําแหนงใดตําแหนง
ห นึ่ ง แ ล ว ก็ ต าม  อ าจ จ ะ ไ ม มี ผ ล ต อ ร ะ ย ะ ท า ง ก า ร เค ลื่ อ น ที่ ข อ ง โ ม เล กุ ล เมื่ อ ทํ า 
อิเล็กโทรโฟริซิส ทําใหไมสามารถตรวจพบความแตกตางนั้น ๆ ได พบวาการตรวจสอบระดับ
โปรตีนนี้ตรวจพบความแตกตางของเครื่องหมายโปรตีนไดเพียง 30 เปอรเซ็นตของที่เกิดการแทนที่
เบสทั้งหมดเทานั้น ทําใหผลที่ตรวจสอบได พบความแตกตางต่ํากวาที่เปนจริง 

2.2 เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker)  
 การตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอมีขอดีกวาการตรวจสอบโปรตีน คือ โมเลกุลของดีเอ็นเอมี
ความเสถียรกวาจึงเก็บไวไดนาน สามารถวิเคราะหจากตัวอยางที่ถูกเก็บไวเปนเวลายาวนานได และ
เนื่องจากดีเอ็นเอเปนองคประกอบที่มีอยูในเซลลเกือบทุกเซลลในปริมาณเทากัน จึงสามารถตรวจ
สอบดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อใด ๆ ระยะการเจริญเติบโตหรือสภาพทางสรีรวิทยาใดก็ไดโดยไมขึ้นกับ
สภาพแวดลอม ตรวจสอบดีเอ็นเอจากสวนที่เปนยีนหรือไมใชยีนก็ได จะมีการแสดงออกหรือไมก็
ได จึงตรวจสอบไดโดยไมจํากัด ครอบคลุมทั้งจีโนม ประกอบกับมีวิธีตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็น
เอแบบตาง ๆ ใหเลือกมากมาย ทําใหการใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายทําไดอยางกวางขวาง ประยุกต
ใชในดานตาง ๆ ไดไมจํากัด 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายบงชี้ความจําเพาะ
ของสิ่งมีชีวิตตัวหนึ่ง สายพันธุหนึ่ง สปชีสหนึ่ง หรือในระดับตางสปชีส เปนดีเอ็นเอที่อยูตําแหนง
หนึ่ง ๆ บนโครโมโซม(nuclear DNA) หรือ ดีเอ็นเอในออรแกเนลล (mitochondrial DNA หรือ 
chloroplast DNA) การที่ สามารถใชดี เอ็น เอ เปน เครื่องหมายได เนื่ องจากเกิดความแปรป
รวน(variation)ของนิวคลิโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ หรือเกิดโพลีมอรฟซึม (polymorphism) 
ของลําดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอนั่นเอง 
 วิธีตรวจสอบโพลีมอรฟซึมของดีเอ็นเอ (DNA polymorphism) ทําไดโดยการหาลําดับเบส
ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) หรือตรวจสอบโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอ การใชดีเอ็น
เอเปนเครื่องหมายบงบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตมีที่มาจากการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอซึ่ง
ปจจุบันนี้ก็ยังใชอยู โดยมีความคาบเกี่ยวกันอยู 
 การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) เปนวิธีการที่ทําใหเกิดลายพิมพหรือแบบ
แผนของดีเอ็นเอที่จําเพาะ สามารถตรวจสอบโพลีมอรฟซึมได  โดยไดจากการนําดีเอ็นเอทั้งหมดใน
เซ ล ล  (genomic DNA) ม า ตั ด ด ว ย เอ น ไ ซ ม ตั ด จํ า เพ า ะ  แ ล ว แ ย ก ข น า ด โ ด ย วิ ธี 
อิเล็กโทรโฟริซิส ยายชิ้นดีเอ็นเอที่แยกแลวทั้งหมดไปยังแผนเมมเบรนฟลเตอร(membrane filter)   
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ไฮบริไดซกับโพรบ (probe) ซ่ึงมาจากดีเอ็นเอสวนที่เปนมินิแซทเทลไลท สามารถตรวจสอบชิ้น 
ดีเอ็นเอไดจากหลายตําแหนง (multi-locus) พรอมๆ กัน เกิดเปนลายพิมพที่จําเพาะกับแตละบุคคล มี
ความหมายเดียวกับคําวา DNA profiling หรือ DNA typing 
 การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอในปจจุบันยังหมายรวมถึง วิธีตรวจสอบดีเอ็นเอโดยการเพิ่ม
ปริมาณดวยเทคนิคพี ซีอารที่ เปนการเพิ่มปริมาณดี เอ็นเอจากหลายตําแหนงพรอม  ๆ  กัน  
(multi-locus PCR) เพราะทําใหเกิดแบบแผนของดีเอ็นเอจําเพาะเชนเดียวกัน สําหรับการตรวจลาย
พิมพดีเอ็นเอของมนุษยในทางการแพทยจะใชวิธีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารที่เปนแบบ
จําเพาะครั้งละ 1 ตําแหนง (single locus PCR) แตทําหลายตําแหนง โดยใชไพรเมอรหลายคู นํามา
วิเคราะหผลรวมกัน ก็สามารถแยกความแตกตางของบุคคลไดเชนเดียวกัน 
 จะเห็นไดวาการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ ก็คือการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอนั่นเอง 
วิธีตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเออาจทําไดโดยใชวิธีไฮบริไดเซชัน หรือ วิธีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดย
เทคนิคพีซีอารเปนหลัก ดังตัวอยางตอไปนี้ 
 2.2.1 อารเอฟแอลพี (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) 
 อารเอฟแอลพี หมายถึง ความแตกตางหรือความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอที่เกิดจากการ
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) เนื่องจากการตรวจสอบในระดับโปรตีนทําไดไม
กวางขวางเทาที่ควร จึงมีการตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอ ซ่ึงมีขอไดเปรียบ คือ สามารถวิเคราะหจาก
สวนใดก็ได โดยไมขึ้นกับเนื้อเยื่อ ระยะการเจริญเติบโต และสภาพแวดลอม ทั้งยังสามารถตรวจ
สอบไดทั้งสวนของยีนและสวนที่ไมใชยีน สวนของดีเอ็นเอในเซลลของสิ่งมีชีวิตอยูในนิวเคลียส 
และออรแกเนลลบางชนิด ไดแก คลอโรพลาสตและไมโตคอนเดรีย โมเลกุลของดีเอ็นเอนี้มีความ
สามารถที่จะจําลองโมเลกุลไดอยางถูกตองแมนยํา เพื่อถายทอดไปสูเซลลลูกและคงลักษณะที่
เหมือนเดิมตลอดไป แตบางครั้งก็อาจมีการเปลี่ยนแปลงของเบสภายในดีเอ็นเอได เนื่องจากสภาพ
แวดลอมหรือขอผิดพลาดของเซลลเอง นอกจากมีการเปลี่ยนแปลงของเบสแตละตัวแลว อาจมีการ
เปลี่ยนแปลงของชิ้นดีเอ็นเอขนาดใหญ หรือเปล่ียนแปลงในระดับโครโมโซม เชน มีช้ินสวนของดี
เอ็นเอหรือโครโมโซมหายไป (deletion) มีชิ้นสวนดีเอ็นเอบางสวนเพิ่มขึ้นมา (insertion) มีการจัด
เรียงตัวใหมของสวนของดีเอ็นเอภายในโครโมโซม  (chromosome rearrangement) หรือมีการ
เปล่ียนตําแหนงของดีเอ็นเอบางสวนภายในโครโมโซมหรือจากตางโครโมโซม (transposition) การ
เปล่ียนแปลงดังกลาวนี้ ทําใหเกิดความหลากหลายภายในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ซ่ึงสามารถตรวจสอบ
ไดโดยหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) แลวนํามาเปรียบเทียบกัน แตเปนวิธีที่ทําไดยาก
และใชเวลามาก วิธีที่งายกวา คือ นําดีเอ็นเอที่ตองการหาความแตกตางนั้น มายอยดวยเอนไซมตัด
จําเพาะบางชนิด แลวเปรียบเทียบชิ้นสวนของ ดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมนั้น  
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 เอนไซมตัดจําเพาะเปนเอนไซมที่แยกไดจากแบคทีเรีย และ จะตัดดีเอ็นเอที่ตําแหนงที่มี
การเรียงตัวของเบสแบบจําเพาะ เรียกวาตําแหนงจดจํา (recognition site) ตําแหนงจดจําของเอนไซม
แตละชนิดประกอบดวยเบส 4 ถึง 8 คูเบส ดังนั้นเมื่อใชเอนไซมชนิดหนึ่งตัดดีเอ็นเอเปาหมาย
โมเลกุลหนึ่ง จะไดช้ินดีเอ็นเอที่มีขนาดและจํานวนคงที่เสมอ ถาดีเอ็นเอเปาหมายมาจากแหลงตาง
กันและมีลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงไป หรือมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางแบบใดแบบหนึ่งดังที่กลาว
มาแลว เมื่อนํามาตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกัน จะไดขนาดและจํานวนชิ้น         ดีเอ็นเอที่
แตกตางจากเดิม เรียกวาเกิดโพลีมอรฟซึม หรือ มีอารเอฟแอลพี 
 2.2.2 อารเอพีดี (RAPD, Random Amplified Polymorphic DNA) 
 อารเอพีดี เปนวิธีวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชเทคนิคพีซีอารอีกแบบหนึ่ง โดยไมจํา
เปนตองทราบขอมูลที่เกี่ยวกับลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมาย เนื่องจากไพรเมอรที่ใชไมจําเพาะ
เจาะจงกับดี เอ็นเอบริเวณใด  (arbitrary primer) วิธีการนี้มีการเรียกชื่อแบบอื่น  ๆ  ไดอีก  เชน 
Arbitrarily Primed PCE (AR-PCR), DNA Amplification Fingerprinting (DAF) ห รื อ  Multiple 
Arbitrary Amplicon Profiling (MAAP) ซ่ึงแตละวิธีที่ เรียกนี้มีขอแตกตางกันบาง คือ ขนาดของ 
ไพรเมอรที่ใช แตหลักการไมแตกตางกัน คือ ใชไพรเมอรที่มีขนาดสั้นเพียงชนิดเดียว เพื่อเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอแบบสุม มีนักวิจัยบางกลุมใชไพรเมอร 2 ชนิดพรอมกันซึ่งก็ใชไดเชนเดียวกัน แตที่
นิยม คือ ใชไพรเมอรเพียงชนิดเดียว และใชวิธีแบบที่เรียกวาอารเอพีดีซ่ึงตั้งขึ้นโดย William และ
คณะในป ค.ศ. 1990 โดยใชไพรเมอรขนาด 10 นิวคลิโอไทดเพียงชนิดเดียวเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
แลวแยกขนาดของดีเอ็นเอที่ไดโดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรสเจลและยอมแถบดีเอ็นเอ
ดวยเอทธิเดียมโบรไมด 
 DAF ใชคร้ังแรกโดย Caetano-Anolles และคณะในป ค.ศ. 1991 โดยใชไพรเมอรขนาดสั้น
เพียง 5-8 นิวคลีโอไทด และ ใชโปรแกรมการเพิ่มปริมาณโดยใชอุณหภูมิ 2 ระดับเทานั้น แทนที่จะ
ใช 3 ระดับแบบที่ใชกับพีซีอารทั่วไป  แลวแยกชิ้นดีเอ็นเอที่ไดโดยทําอิเล็กโทรโฟริซิสใน 
โพลีอะครีลาไมดเจลและยอมดวยซิลเวอรไนเตรท 
 AP-PCR ทําโดย Welsh and McClelland ในป ค.ศ. 1990 โดยใชไพรเมอรขนาด 20 หรือ
มากกวา 20 นิวคลีโอไทด ใชโปรแกรมการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 2 โปรแกรม คือ ใชอุณหภูมิสําหรับ 
annealing ต่ํ าในรอบแรกแลวจึงเพิ่มให สูงขึ้นอีก  30-40 รอบ  ในการทําพี ซีอารชวงหลังใส 
นิวคลีโอไทดที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีลงไป แลวจึงแยกขนาดดีเอ็นเอดวยโพลีอะครีลาไมด
เจล ตรวจสอบผลโดยทําออโตเรดิโอกราฟ ซ่ึงนับเปนวิธีที่ยุงยากที่สุด 
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 วิธีอารเอพีดีของ William et al. (1990) ใชไพรเมอรขนาด 10 นิวคลีโอไทด ซ่ึงจะเขาไป
เกาะกับดีเอ็นเอเปาหมายในบริเวณที่มีเบสเปนคูสมกันโดยไมจําเปนตองทราบวาไพรเมอรจะเขาไป
เกาะกับดีเอ็นเอสวนใดบนโครโมโซมใด  
 ความแตกตางของแถบอารเอพีดีหรือโพลีมอรฟซึมที่เกิดขึ้นระหวางแตละตัวอยางอาจจะ
เกิดจาก 

1. มีชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดใหญมาสอดแทรกในระหวางตําแหนง 2 ตําแหนงที่ไพรเมอร
เกาะทําใหไพรเมอรทั้งสองโมเลกุลอยูหางกันเกินกวาที่จะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได จึงไม
เกิดแถบดีเอ็นเอ 

2. ชิ้นสวนดีเอ็นเอสวนที่เปนที่เกาะกับไพรเมอรหายไปหนึ่งตําแหนง หรือท้ัง 2 ตําแหนง
ทําใหไมเกิดแถบดีเอ็นเอจากบริเวณดังกลาว 

3. มีการแทนที่หรือเปลี่ยนแปลงเบสบริเวณที่เปนที่เกาะของไพรเมอร ทําใหไพรเมอร
เกาะกับดีเอ็นเอเปาหมายไมไดจึงไมเกิดแถบดีเอ็นเอ 

4. มีช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดเล็กสอดแทรกเขามาหรือหายไป ทําใหขนาดของแถบดีเอ็นเอที่
เกิดขึ้นเปลี่ยนแปลงไป 

อยางไรก็ตาม โพลีมอรฟซึมของอารเอพีดีมักเกิดขึ้นในลักษณะการมีและไมมีแถบดีเอ็นเอ
ที่ตําแหนงหนึ่ง ๆ มากกวาการเปลี่ยนขนาดของแถบดีเอ็นเอ เนื่องจากดีเอ็นเอของพืชพบทั้งจาก
นิวเคลียส คลอโรพลาสต และไมโตคอนเดรีย ในการสกัดดีเอ็นเอจากเซลลทั้งหมดนํามาวิเคราะห 
อารเอพีดี พบวาแถบดีเอ็นเอบางสวนประมาณ 5 เปอรเซ็นต เกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวน
ของไมโตคอนเดรีย และนอยกวา 5 เปอรเซ็นต มาจากดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต ดังนั้น แถบดีเอ็นเอ
เครื่องหมายอารเอพีดี (RAPD Marker) สวนใหญจึงมาจากดีเอ็นเอในนิวเคลียส ซ่ึงมีการถายทอดมา
จากทั้งฝายพอและฝายแม แมวาเทคนิคอารเอพีดีจะทําไดงาย รวดเร็วและใหขอมูลไดมาก แตก็มีขอ
เสียในเรื่องการทดลองซ้ํา บางครั้งไดผลที่ตางจากเดิม เนื่องจากอารเอพีดีมีความไวตอการเปลี่ยน
สภาวะตาง ๆ จึงตองระมัดระวังและควบคุมสภาพการทดลองใหคงที่ นอกจากนี้แถบดีเอ็นเอที่เกิด
จากอารเอพีดียังแสดงการขม (dominant) ตอการไมเกิดแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงทําใหไมสามารถบอกความ
แตกตางระหวางโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกตได 
 2.2.3 เอเอฟแอลพี (AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism) 

เอเอฟแอลพี (AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism) เปนเทคนิคของเครื่อง
หมายดีเอ็นเอ (DNA marker) แบบหนึ่ง พื้นฐานของเอเอฟแอพี คือ การตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่ตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิ ริยาพี ซีอาร  (PCR, Polymerase Chain 
Reaction) ดังนั้น จึงรวมเอาความนาเชื่อถือของเทคนิคอารเอฟแอลพี (RFLP, Restriction Fragment 
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Length Polymorphism) และประสิทธิภาพของพีซีอารเขาดวยกัน เทคนิคเอเอฟแอลพีพัฒนาขึ้นโดย 
Zabeau และ Vos นักวิจัยของบริษัท Keygene N.V. ประเทศเนเธอรแลนด และไดจดสิทธิบัตรในป  
ค.ศ. 1993 

การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่มาจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทําไดโดยการเชื่อมตอ 
adapter เขาที่ปลายของชิ้นดีเอ็นเอตอจากตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซม โดย adapter เปนดีเอ็นเอ
สายคูชิ้นสั้น ๆ ที่มีปลายดานหนึ่งเปนปลายเหนียวเหมือนกับปลายโมเลกุลของดีเอ็นเอที่ตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะที่เลือกใช ดังนั้นจึงสามารถเชื่อมตอกับชิ้นดีเอ็นเอที่ตัวไวไดโดยใชปลายเหนียว 
(sticky end ligation) และจะทําหนาที่เปนตําแหนงที่จับของไพรเมอรในการทําพีซีอารตอไป ดวย
วิธีการดังกลาวนี้ ช้ินดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะก็จะสามารถเพิ่มปริมาณขึ้นได
โดยใชไพรเมอรซ่ึงมีลําดับเบสตรงกับสวนของ adapter รวมกับสวนของเบสที่ตําแหนงตัดจําเพาะ
ของเอนไซม อยางไรก็ตาม จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่มปริมาณไดในคราวเดียวกันมีมากและ
ไมสามารถจะแยกจากกันหรือตรวจสอบโดยวิธีทั่ว ๆ ไป เชน การทําอิเล็กโทรโฟรีซิส ดังนั้นการ
สังเคราะหไพรเมอรในการทําเอเอฟแอลพี จึงเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกเขาที่ปลาย 3’ ตอจากเบสที่
ตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซม เพื่อใหเลือกจับกับชิ้นดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสสวนที่อยูตอจากบริเวณ
ตัดจําเพาะสอดคลองกับเบสที่เพิ่มเขาไปที่ปลาย 3’ ของไพรเมอรนั้นเทานั้น ทําใหเกิดการเพิ่ม
ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเพียงบางสวนและสามารถกําหนดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการเพิ่มปริมาณได
โดยจํานวนเบสที่เพิ่มเขาไปนั่นเอง ถาดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตหรือจีโนมที่ศึกษามีสวนประกอบของ
เบสทั้ง 4 ชนิด (G,A,C,T) ในสัดสวนเทากัน การเพิ่มเบสเขาที่ปลาย 3’ ของ  ไพรเมอรเพื่อคัดเลือก 
1 เบส จะชวยลดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณเหลือเพียง 1 ใน 4 ของทั้งหมด ถาเพิ่มเบสเพื่อ
คัดเลือก 2 เบส จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจสอบไดก็จะลดลงเหลือ (1/4)2 หรือ 1 ใน 16 ของชิ้น 
ดีเอ็นเอที่ตัดไดทั้งหมดเทานั้น ดังนั้นจึงสามารถควบคุมใหเกิดการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอในจํานวน
ที่เหมาะสมได โดยจํานวนเบสที่เพิ่มเขาไปแตละเบสจะลดปริมาณชิ้นดีเอ็นเอลงเหลือ (1/4)n ของทั้ง
หมด (n คือ จํานวนเบสสําหรับคัดเลือกที่เพิ่มขึ้น) ในทางปฏิบัติ ตองการใหมีจํานวนชิ้นดีเอ็นเอใน
ชวง 50-100 แถบ  ซ่ึงเปนชวงที่สามารถตรวจสอบไดโดยวิธี อิเล็กโทรโฟรีซิสใน  denaturing 
polyacrylamide gel ในสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดเล็ก จะใชไพรเมอรที่มีการเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือก
จํานวนนอย ในขณะที่ทําการตรวจสอบดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดใหญหรือมีความซับ
ซอนมากตองใชไพรเมอรที่มีการเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกจํานวนมากขึ้น เพื่อปรับจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่
จะเพิ่มปริมาณใหมีจํานวนพอเหมาะ แบบของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจากการทําพีซีอารโดยใช 
ไพรเมอรคูหนึ่ง ๆ เรียกวา ลายพิมพเอเอฟแอลพี (AFLP Fingerprint) ดังนั้นเทคนิคเอเอฟแอลพี จึง
เปนวิธีตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอวิธีหนึ่ง แถบดีเอ็นเอในลายพิมพของแตละตัวอยางบงบอกถึง
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ความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจึงสามารถใชเครื่องหมาย เรียกวา 
เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (AFLP Marker) หรือเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA Marker) ใชศึกษาความ
หลากหลายของสิ่งมีชีวิตไดเชนเดียวกับเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบอื่น 

 
หลักการทําเอเอฟแอลพี 
 ขั้นแรก คือ การนําดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด นิยมใชเอนไซมที่มี
ตําแหนงจดจํา 6 คูเบส ซ่ึงจะตัดดีเอ็นเอที่ตําแหนงหางกันประมาณ 46 (=4,096) คูเบส เรียกวา Rare 
cutter รวมกับเอนไซมที่มีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส ซ่ึงจะตัดดีเอ็นเอที่ตําแหนงหางกันประมาณ 44 
(=256) คูเบส เรียกวา frequent cutter แลวเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับ adapter ของเอนไซมทั้งสองชนิด 
เพื่อใหเปนที่จับของไพรเมอรในการเพิ่มปริมาณโดยวิธีพีซีอารในขั้นตอไป 
 การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดจะทําใหไดขนาดของชิ้นดีเอ็นเอพอเหมาะ
และมีขอดีอีกหลายประการ ดังนี้ 

1. เอนไซมตัดจําเพาะที่ เปน  frequent cutter จะตัดดีเอ็นเอไดช้ินขนาดเล็กซ่ึงจะเพิ่ม
ปริมาณไดดีในการทําพีซีอารและอยูในชวงที่เหมาะสมสําหรับแยกดวยวิธี        อิเล็ก
โทรโฟริซิสโดยใช denaturing polyacrylamide gel 

2. เอนไซมตัดจําเพาะที่ เปน rare cutter มีตําแหนงที่จะตัดดีเอ็นเอไดนอย จึงชวยลด
จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณจากการทําพีซีอารลง เนื่องจากชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่ม
ปริมาณไดทั้งหมดหรือเกือบทั้งหมดเปนชิ้นดีเอ็นเอที่มีปลายดานหนึ่งเปนตําแหนงตัด
ของเอนไซมที่ เปน rare cutter และอีกดานหนึ่งเปน frequent cutter ชิ้นดีเอ็นเอที่มี
ปลายทั้ง 2 ดานเปนตําแหนงของเอนไซมแบบ frequent cutter เมื่อเชื่อมตอกับ adapter 
แลวจะมีลักษณะเปนลําดับเบสซ้ํา (inverted repeat) เมื่อถูกทําใหเสียสภาพเปนสาย
เดี่ยว จะสามารถกลับมาจับกันเองโดยเบสคูสม เกิดเปนโครงสรางแบบ stem-loop ทํา
ใหไพรเมอรไมสามารถเขามาจับได สวนชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกตัดโดยเอนไซมที่เปน rare 
cutter ทั้ง 2 ดานมักจะมีขนาดใหญมาก จึงไมสามารถเพิ่มปริมาณไดในสภาวะที่ใช
ทดลอง 

3. การใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดในการทําพีซีอาร จะใชไพรเมอร 2 ชนิดเชนเดียวกัน 
ทําใหสามารถเลือกติดฉลากที่ไพรเมอรชนิดใดชนิดหนึ่งได ดังนั้น จึงมีดีเอ็นเอที่ติด
ฉลากเพียงสายเดียว เมื่อนําไปแยกขนาดโดย denaturing polyacrylamide gel  ดีเอ็นเอ
ทั้ง 2 สายอาจจะเคลื่อนที่ไปไดระยะทางไมเทากัน เกิดเปนแถบดีเอ็นเอ 2 แถบคูกัน 
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(Double) การวิเคราะหผลจึงยุงยาก ในกรณีที่มีการติดฉลากเพียงสายเดียว จะตรวจพบ
แถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวทําใหวิเคราะหไดงายขึ้น 

4. การใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด ชวยใหการปรับจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณมี
ความยืดหยุนดี โดยปรับจํานวนเบสเพื่อคัดเลือกที่ไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดรวมกัน 

5. สามารถทําใหเกิดลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันไดจํานวนมาก โดยใชคูผสมของ 
ไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดจํานวนนอย เชน มีไพรเมอรชนิดละ 5 แบบ จากการเพิ่มเบสเพื่อ
คัดเลือก สามารถสรางลายพิมพดีเอ็นเอไดถึง 25 แบบ เปนตน 

การใชเอนไซมตัดจําเพาะอาจใชชนิดที่เปน rare cutter ทั้ง 2 ชนิดก็ได แตจะตรวจพบชิ้น 
ดีเอ็นเอจํานวนนอยเฉพาะชิ้นที่มีขนาดเล็กเทานั้น เพราะช้ินดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็กจะเพิ่มปริมาณไดดี
กวาจึงไมคอยนิยม 

เอนไซมตัดจําเพาะที่ใชไดมีหลายชนิด เชน EcoRI, HindIII, PslI, BglI, XbaI(6-cutter) และ 
Sse 8387l(8-cutter) รวมกับ MseI หรือ TagI ซ่ึงเปน 4-cutter เอนไซม MseI มีตําแหนงจดจําเปน 5’-
TTAA-3’และ TaqI มีตําแหนงจดจําเปน 5’-TCGA-3’ 

ดีเอ็นเอของยูคาริโอทสวนใหญจะมีองคประกอบเปนเบส A และ T จํานวนมาก (AT rich) 
เอนไซม MseI จึงตัดดีเอ็นเอไดขนาดเล็กกวาเอนไซม TaqI เมื่อใชเอนไซม TaqI ช้ินดีเอ็นเอที่เพิ่ม
ปริมาณไดมักไมคอยสม่ําเสมอ จะปรากฏเปนแถบขนาดใหญซ่ึงอยูสวนบนของเจล ดังนั้นจึงนิยม
ใชเอนไซม MseI มากกวา เพราะตัดดีเอ็นเอไดขนาดพอเหมาะสําหรับการเพิ่มปริมาณโดยวิธี 
พีซีอาร และ การแยกโดยใช denaturing polyacrylamide gel สวนเอนไซมที่เปน rare cutter ใชได
ทั่วไป แตที่ใชเอนไซม EcoRI กันมาก เนื่องจากมีราคาถูกและการตัดดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพดี โดยมี
โอกาสพบการตัดไมสมบูรณไดนอย 

การเชื่อมตอดีเอ็นเอกับ adapter การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะและการเชื่อมตอ 
ดีเอ็นเอที่ไดกับ adapter สามารถทําพรอมกันได เนื่องจาก adapter ที่สังเคราะหขึ้นมานั้น ออกแบบ
ใหมีปลายที่เปนดีเอ็นเอสายเดียวมีลําดับเบสเปนคูสมกับปลายเหนียวของดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะที่เลือกใช แตเบสคูที่อยูในตําแหนงถัดมาเปนเบสคนละชนิดกับเบสที่บริเวณจดจําของ
เอนไซม ดังนั้นเมื่อ adapter เขาไปเชื่อมตอกับชิ้นดีเอ็นเอแลว เอนไซมตัดจําเพาะนั้นจะไมสามารถ
ตัดไดอีก แตถาชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกตัดเชื่อมตอกลับไปใหมจะสามารถตัดไดอีก การเชื่อมตอ adapter 
โดยมีเอนไซมตัดจําเพาะอยูดวยจึงไมมีผลเสียใด ๆ และยังชวยใหการตัดดีเอ็นเอเกิดไดสมบูรณอีก
ดวย 
 ขั้นท่ีสอง  คือ การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบางสวนโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ ไพรเมอรที่ใช
มีลําดับเบสทางปลาย 5’ เหมือนกับลําดับเบสของ adapter ตอดวยลําดับเบสบริเวณจดจําหรือบริเวณ
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ตัดจําเพาะของเอนไซม และ เพิ่มเบสเขาไปที่ปลาย 3’ อีกสวนหนึ่ง เพื่อใหเกิดการคัดเลือกเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอบางชิ้น สวนของไพรเมอรที่เหมือนกับ adapter และบริเวณจดจําของเอนไซม เรียก
วา common part สวนเบสที่เพิ่มเขาไปที่ปลาย 3’ เรียกวา selective part จํานวนเบสที่เพิ่มเขาไปที่
ปลาย 3’ จะชวยลดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณลง โดยชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณได ตองมี
ลําดับเบสที่อยูตอกับตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมสอดคลองกับเบสที่เพิ่มเขาไป ถาเพิ่มเบสเพื่อ
คัดเลือกมากขึ้น จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณจะลดลงประมาณ 4 เทาตอทุก ๆ เบสที่เพิ่มขึ้น 
ในการศึกษาจีโนมขนาดเล็กหรือโคลนที่อยูในพลาสมิด คอสมิดหรือ BAC (Bacterial Artificial 
Chromosome) ไมจําเปนตองเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือก เนื่องจากจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดโดย
เอนไซมตัดจําเพาะมีจํานวนนอยอยูแลว ส่ิงมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดไมใหญมาก เชน แบคทีเรีย หรือ
เช้ือราจะเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือก 1-2 เบส สวนพวกที่มีจีโนมขนาดใหญจะเพิ่มเบสมากกวา 2 เบสที่
ไพรเมอรทั้งสองชนิด ไพรเมอรที่เพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกที่ปลาย 3’ จะเรียกวาเปนไพรเมอร +1, +2, +3 
และ +4 ตามลําดับ เชน ไพรเมอรทางปลาย EcoRI adapter จะเรียกวา EcoRI+1, EcoRI+2, EcoRI+3 
และ  EcoRI+4 เปนตน 
 การทําพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่ เพิ่มเบสที่ปลาย 3’ มากกวา 2 เบส จะทําปฏิกิริยาเพิ่ม
ปริมาณ  2 คร้ัง ครั้งแรกเรียกวา preselective amplification และ การทําพีซีอารครั้งที่ 2 เรียกวา 
selective amplification 
 การทําปฏิกิริยา preselective amplification เปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตนแบบใหมากขึ้น 
และชวยใหเกิดการคัดเลือกเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกตอง มีการทดลองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพียง
คร้ังเดียวโดยใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสเพื่อคัดเลือก +1, +2, +3 และ +4 เบสตามลําดับ พบวาจํานวนชิ้น
ดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดลดลงเปนลําดับจากการใชไพรเมอรแบบ +1, +2 และ +3  แสดงถึงประสิทธิ
ภาพในการคัดเลือกที่ถูกตอง แตไพรเมอร +4 ใหผลไมสอดคลองกัน สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอ
จํานวนมากที่ไมตรงกับแถบดีเอ็นเอที่เกิดจากการเพิ่มปริมาณโดยไพรเมอร +1, +2 และ +3 แสดงวา
เกิดการจับคูของเบสที่ไมจําเพาะ (mismatch) ในตําแหนงที่อยูหางจากปลาย 3’ 3 เบส หรือเบสคัด
เลือกตัวแรกที่อยูติดกับตําแหนงตัดจําเพาะนั่นเอง ในการทดลองตอมาพบวาการเพิ่มเบสเพื่อคัด
เลือกครั้งเดียว 3 เบส ก็ทําใหเกิดการจับคูไมจําเพาะของเบสที่เพิ่มขึ้นตัวแรกสุดไดเชนเดียวกัน แต
เกิดในความถี่ต่ํา ดังนั้นถาตองการเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกตั้งแต 3 เบสขึ้นไป จึงตองใชวิธีเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ 2 คร้ัง โดยครั้งแรกใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสคัดเลือกเพียง 1-2 เบส และครั้งที่ 2 จึงใชไพรเมอรที่
เพิ่มเบสคัดเลือกตอจากไพรเมอรที่ใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในครั้งแรกอีก 1-2 เบส รวมเบสที่เพิ่มเพื่อ
การคัดเลือก 3-4 เบสตามที่ตองการ 
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การทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปน 2 ขั้น นอกจากเปนการประกันวาการคัดเลือกเพิ่ม
ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของไพรเมอรที่ใชเปนไปอยางถูกตองและมีประสิทธิภาพสูงสุดแลว ยังชวยลด 
background ที่เปนพื้นดําในลายพิมพดีเอ็นเอดวย นอกจากนี้ยังอาจทํา preselective amplification 
โดยใชไพรเมอรที่ไมมีเบสคัดเลือก(ไพรเมอร +0) ไดในกรณีการวิเคราะหจีโนมขนาดเล็กที่ตองใช
ไพรเมอรที่เพิ่มเบสคัดเลือกจํานวนนอย เพื่อทําใหปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มมากขึ้นและสามารถตรวจ
สอบแถบดีเอ็นเอไดชัดเจนขึ้น 
 ขั้นสุดทาย คือ การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดโดยทําอิเล็กโทรโฟรีซีสใน denaturing 
polyacrylamide gel แบบเดียวกับที่ใชหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ แถบดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการแยก
โดยวิธีนี้อยูในชวง 50-100 แถบ การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นใชวิธีติดฉลากไพรเมอร ชนิด
ใดชนิดหนึ่งดวยสารกัมมันตรังสี หลังจากทําอิเล็กโทรโฟรีซิสเสร็จแลว ตรวจผลโดยการทํา 
ออโตเรดิโอกราฟ หรืออาจใชวิธีติดฉลากดวยสารเรืองแสง (fluorescent dye) แลวตรวจสอบโดยใช
เครื่องหาลําดับเบสแบบอัตโนมัติ (automated sequencer) ก็ได จากการที่ตองตรวจสอบผลการทํา 
เอเอฟแอลพีโดยใชสารกัมมันตรังสีหรือใชเครื่องหาลําดับเบสแบบอัตโนมัติ ทําใหเกิดขอจํากัดใน
หองปฏิบัติการหลายแหง เนื่องจากขาดประสบการณและระบบการปฏิบัติงานที่ใชสารกัมมันตรังสี 
หรือไมสามารถซื้อเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติที่มีราคาแพงได จึงมีการประยุกตใชวิธีตรวจสอบ 
เอเอฟแอลพีดวยการไฮบริไดเซชันโดยใชโพรบ(probe) ที่ติดฉลากดวยสารปลอดรังสี  (non 
radioactive label) หรือ วิธียอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรท(silver staining) ซ่ึงใหผลเปนที่นาพอใจและ
สามารถทําไดในหองปฏิบัติการทางดีเอ็นเอทั่วไป 
ท่ีมาของความแตกตางระหวางลายพิมพเอเอฟแอลพี 
 ลายพิมพดีเอ็นเอที่เกิดจากการทําเอเอฟแอลพี มีลักษณะเปนลายพิมพแบบสุม (random 
fingerprint) ซ่ึงใชกับดีเอ็นเอใด ๆ ก็ได ไมขึ้นกับขนาดและความซับซอนของจีโนม สามารถปรับ
ใหเกิดลายพิมพที่เหมาะสมไดโดยปรับจํานวนเบสคัดเลือกที่ปลาย 3’ ของไพรเมอรที่ใช แมวาวิธี
การทําเอเอฟแอลพีจะคอนขางยุงยาก แตผลที่ไดสามารถทําซ้ําไดผลคงเดิม (reproducible) และ
สามารถเลือกคูผสมของไพรเมอรไดหลายแบบ ทําใหเกิดลายพิมพที่แตกตางกันจํานวนมาก ในการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยไพรเมอรคูหนึ่งนั้น จะเกิดแถบดีเอ็นเอจํานวนมากในเวลาเดียวกัน แบบของ
แถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันในแตละตัวอยางหรือโพลีมอรฟซึมที่เกิดขึ้นมาจากการเปลี่ยนแปลง
เบส(point mutation) ที่ตําแหนงจดจําของเอนไซม ทําใหตําแหนงจดจําของเอนไซมหายไปหรือเกิด
ขึ้นใหม หรือการเปลี่ยนแปลงของเบสที่ตําแหนงติดกับตําแหนงจดจําของเอนไซมตรงสวนที่มีการ
เพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกของไพรเมอรที่ใช ทําใหสามารถหรือไมสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอดัง
กลาวแลวแตกรณี หรืออาจเกิดจากมีช้ินดีเอ็นเอสั้น ๆ ขาดหายไป หรือสอดแทรกเขามาในระหวาง
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ตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมก็ได ผลที่เกิดขึ้น คือการมีแถบดีเอ็นเอ หรือไมมีแถบดีเอ็นเอที่
ตําแหนงนั้น ๆ หรือช้ินดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดมีขนาดเปลี่ยนไป  

การถายทอดลักษณะของแถบดีเอ็นเอจากการทําเอเอฟแอลพี จึงมีทั้งแบบที่แสดงลักษณะ
ขม (dominance) โดยปรากฏเปนการมีหรือไมมีแถบดีเอ็นเอ และแบบที่แสดงลักษณะขมรวมกัน 
(codominance) โดยปรากฏเปนแถบดี เอ็นเอที่มีขนาดตางกัน  โดยทั่วไปจะพบเครื่องหมาย 
เอเอฟแอลพี (AFLP Marker) แบบที่เปนลักษณะขมมากกวา 
ขอดีและขอดอยของเทคนิคเอเอฟแอลพี 
 เทคนิคเอเอฟแอลพี ตั้งชื่อเลียนแบบจากเทคนิคอารเอฟแอลพี แตโพลีมอรฟซึมที่เกิดขึ้น
สวนใหญไมไดเกิดจากความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอเหมือนในอารเอฟแอลพี จะเกิดจากการมี
และไมมีแถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณขึ้น อยางไรก็ตามเอเอฟแอลพีเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบหนึ่ง
ซ่ึงใชในการศึกษาทางพันธุศาสตรไดแบบเดียวกับเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบอื่น ๆ เชน การศึกษา
พันธุศาสตรประชากร ศึกษาเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต ความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ความหลาก
หลายทางชีวภาพ และใชทําแผนที่ของจีโนมไดเปนอยางดี โดยมีขอดีที่ไดเปรียบกวาเทคนิคอื่น ๆ 
ดังนี้ 

1. การวิเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิคเอเอฟแอลพี ไมตองการขอมูลลําดับเบสของดีเอ็นเอ
เชนเดียวกับเทคนิคอารเอพีดี จึงทําไดอยางกวางขวาง 

2. ทําไดรวดเร็วและใชปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตนจํานวนนอย โดยอาศัยการเพิ่มปริมาณโดย
วิธีพีซีอารจึงมีประสิทธิภาพสูง 

3. ในการทําปฏิกิริยาครั้งหนึ่ง ๆ สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอไดหลายตําแหนง (multi-
locus) พรอมกันคือ มี multiplex ratio สูง ในหนึ่งปฏิกิริยาจะใหแถบดีเอ็นเอมากกวา
อารเอพีดีประมาณ 4 เทา 

4. ทําใหเกิดโพลิมอรฟซึมไดจํานวนมาก จึงสามารถใชบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิต
แตละตัวอยางไดดี ใชในการศึกษาเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต การจดทะเบียนลิขสิทธิ์ การ
ตรวจสอบความเปนลูกผสม เปนตน 

5. ใชกับสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดใดก็ได โดยการปรับจํานวนเบสที่ใชคัดเลือกที่สวน
ปลาย 3’ ของไพรเมอร หรือใชกับดีเอ็นเอที่โคลนไวก็ได 

6. รายงานของ Vos and Kuiper (1997) กลาววาสามารถแยกความแตกตางของแถบ 
ดีเอ็นเอแบบโฮโมไซกัสและเฮเทอโรไซกัสไดโดยดูจากความเขมของแถบ  จึง
วิเคราะหผลไดแบบเดียวกับดีเอ็นเอเครื่องหมายที่แสดงการขมแบบ codominance แต
จากรายงานอื่น ๆ จะถือวาเครื่องหายเอเอฟแอลพีแสดงการขมแบบ dominance 
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ขอดอยหรือขอจํากัดของเอเอฟแอลพี คือ 
1. คาใชจายในการทําเอเอฟแอลพีคอนขางสูง วัสดุหลายอยางมีราคาแพง วิธีการที่ใชคอน

ขางสลับซับซอนเมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคอารเอพีดีหรือการวิเคราะหไมโคร   แซท
เทลไลท 

2. แถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นสวนใหญแสดงการขมแบบ dominance ซ่ึงทําใหวิเคราะหผลได
ยากกวาเครื่องหมายแบบที่เปน codominance เชน อารเอฟแอลพี 

3. เนื่องจากการทําปฏิกิริยาคร้ังหนึ่ง ๆ เกิดแถบดีเอ็นเอจํานวนมาก และมีขนาดใกลเคียง
กัน บางครั้งแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากันอาจมาจากชิ้นดีเอ็นเอคนละตําแหนง ทําให
การวิเคราะหผลผิดพลาดได 

4. เทคนิคเอเอฟแอลพีไมเหมาะสําหรับใชเปรียบเทียบสิ่งมีชีวิตที่มีความแตกตางกันมาก 
คือ มีลําดับเบสที่เหมือนกันต่ํากวา 90 เปอรเซ็นต เพราะจะมีแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 
(common band) จํานวนนอย ทําใหการวิเคราะหผลในแงการหาความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการผิดพลาดได 

5. สําหรับสิ่งมีชีวิตที่ลําดับเบสใกลเคียงกันมาก ก็ไมเหมาะสมเชนกัน เพราะจะพบแถบดี
เอ็นเอที่แตกตางกันจํานวนนอย แมวาในการทําปฏิกิริยาจะทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอ
จํานวนมากก็ตาม 

จากขอดีของเทคนิค AFLP และขอจํากัดของเทคนิคเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) วิธี
การอื่น เชน เทคนิค RAPD ใหผลไมแนนอน เทคนิค RFLP มีวิธีการที่ยุงยาก ใชเวลานาน ให 
polymorphic band นอย เทคนิค DNA sequence ถึงแมจะเปนเทคนิคที่มีความแมนยําสูง แตในการ
ทดลองจําเปนตองทราบขอมูลของ genome ที่จะทําการศึกษา และเปนวิธีการที่เสียคาใชจายสูง จึง
ทําใหไดมีการนําเอา เทคนิค AFLP มาใชในการศึกษาดานอณูวิทยามากขึ้น (Vos et al., 1995)      
จากรายงานของ Qi  et al. (1999) ใชเทคนิค AFLP ศึกษาแผนที่ gene ของขาวบารเลยสายพันธุ RIL 
ซ่ึงมี gene QTL ตานทานตอการเขาทําลายของเชื้อรา Puccinia horidei isolates 1.2.1 พบวา gene 
QTL3 มีความตานทานตอโรคในระยะตนกลา และ gene QTL5 มีความตานทานตอโรคในระยะตน
โต จึงนําความรูที่ไดมา สรางพืชตานทานตอโรค O’Neil et  al. (1997) ใชเทคนิค AFLP จําแนก 
สปชีสของเชื้อรา Colletotrichum sp. เชื้อสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในอัลฟลฟา เนื่องจากไม
สามารถจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาได  เพราะมีลักษณะคาบเกี่ยวกันระหวาง  
C. trifolii และC. gloeosporioides พบวา Arl-Nw และ 57RR คือ  C. trifolii และ C. gloeosporioides  
ตามลําดับ  Maughan et al .(1996) ใชเทคนิค AFLP เพื่อวิเคราะหความหลากหลายของถั่วเหลือง
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พันธุปลูก (Gycine max.) และพันธุปา (G. Soja) จํานวน 23 ตัวอยาง เปนพันธุนําเขา 16 ตัวอยาง 
พันธุปลูกในประเทศ 6 ตัวอยาง พันธุที่มียีนตานทาน 4 ตัวอยาง  ใชไพรเมอร 15 คู ในการตรวจ
สอบพบจํานวนแถบที่มีความแตกตางในกลุมของ G .max จํานวน 37 แถบ และแถบที่แตกตางใน
กลุมของ G .soja จํานวน 147 แถบ แสดงใหเห็นวา ถ่ัวเหลืองพันธุปามีความหลากหลายทางพันธุ
กรรมสูงกวา  ถ่ัวเหลืองพันธุปลูก Paul et al. (1997) ศึกษาความหลากหลายและความแตกตางทาง
พันธุกรรมระหวางประชากรของชาอินเดีย และชาจากเคนยา (Camello sinensis (L.) C. Kuntze) 
จํานวน 32 ตัวอยาง เปนชาที่เก็บจากอินเดีย 15 ตัวอยาง และชาที่เก็บจากเคนยา 17 ตัวอยาง เมื่อ
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาแลวสามารถแบงชาไดเปน 3 ชนิด คือ China type, Assam type และ 
Cambod type ในการทดลองใชไพรเมอร 5 คู พบแถบที่แตกตางกัน 73 แถบ แถบมีขนาด 106-218 
คูเบส และเมื่อวิเคราะหความหลากหลายของประชากรพบวา ชาจากเคนยามีความหลากหลายสูง
กวาชาจากอินเดีย เมื่อเปรียบเทียบความหลากหลายของกลุมชาพบวา Cambod type เปนชาที่มีความ
หลากหลายในสายพันธุต่ําสุดเมื่อเทียบกับ China type และ Assam type เปนตน นอกจากนี้ยังพบวา
เทคนิค AFLP มีประสิทธิภาพสูง เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคเครื่องหมายโมเลกุลอ่ืนๆ ตัวอยางเชน  
Sharma et al. (1996) ใชเทคนิค AFLP จําแนกความแตกตางทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการของถั่ว
ฝกยาว 54 ตัวอยาง โดยใชไพรเมอร 4 คู พบแถบดีเอ็นเอซึ่งสามารถใชเปนเครื่องบงชี้และแบงแยก
ความหลากหลายของถั่วฝกยาวสายพันธุตาง ๆ ไดมากกวาเทคนิค RAPD  Huang et al. (1994) 
เปรียบเทียบเทคนิค AFLP marker กับ RFLP marker ที่ไดจากประชากรขาว พบวา AFLP marker 
ใหความแตกตางของแถบดีเอ็นเอสูงกวา มีประสิทธิภาพมากกวา และยังใหผลที่รวดเร็วกวาเทคนิค 
RFLP marker  ยุคลธร (2542) ไดวิเคราะหจีโนมของพืชโดยเทคนิค AFLP พืชในสกุล Garcinia 
จํานวน 22 ตัวอยาง ประกอบดวยมังคุด ( G. mangostana Linn.) 11 ตัวอยาง และพืชสกุลใกลเคียง
อีก 2 ชนิด รวม 24 ตัวอยาง ใชไพรเมอรจํานวน 10 คู พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันของมังคุด
กับพืชสกุล Garcinia ชนิดอื่น และสกุลใกลเคียงซึ่งสามารถใชเปน ดีเอ็นเอเครื่องหมายทางโมเลกุล
ที่จําเพาะในการจําแนกชนิดของพืชได  กาญจนา (2544) ไดศึกษาเครื่องหมายเชิงโมเลกุลที่ใชบงชี้
ลักษณะตานทานโรคขอบใบแหงของขาวที่เปน Near Isogenic Line จํานวน 120 ตนดวยเทคนิค 
AFLP พบวามีไพรเมอร 12 คูที่สามารถบอกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอในตําแหนงเดียวกันได 
ซ่ึงใหผลสอดคลองกับประชากร bulk resistant และ bulk susceptible ที่ไดจากการรวมดีเอ็นเอ 2 
กลุม โดยดูทั้งจาก ฟโนไทปและ จากการรวมจีโนไทป ของดีเอ็นเอแตละกลุม วารุณี (2544) ได
ศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่อยูใกลกับยีนควบคุมความทนทานตอการขาดธาตุเหล็กในถั่วเขียว จาก
ประชากร 3 กลุม กลุมละ 15 สายพันธุ โดยแตละกลุมมีจีโนไทปที่แตกตางกัน จากนั้น นํามา
วิเคราะห AFLP จากเครื่องหมายดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางระหวางกลุมประชากร พบวามี 8 
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แถบที่แสดงความแตกตางระหวางสายพันธุทนทานและออนแอตอการขาดธาตุเหล็ก  Lin et al. 
(1996) ไดเปรียบเทียบการทําแผนที่ดีเอ็นเอถ่ัวเหลือง (Glycine max) โดยใชเทคนิค RFLP RAPD 
และ AFLP พบวาเทคนิค AFLP เหมาะสมในการนํามาทําแผนที่ดีเอ็นเอของถั่วเหลืองมากที่สุด 
เนื่องจากเปนเทคนิคที่ใหจํานวนแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางมากกวาเทคนิคอื่นๆ Powell et al. 
(1996) วิเคราะหแหลงพันธุกรรมของถั่วเหลืองโดยเปรียบเทียบดวยเทคนิค RFLP, RAPD, AFLP 
และ SSR ในการตรวจ expected heterozygosity และจํานวน loci ในการทดลอง multiplex ratio พบ
วาเทคนิค SSR มี expected heterozygosity สูงที่สุด ในขณะที่เทคนิค AFLP มี multiplex ratio สูงสุด 
สวนการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวาเทคนิค RFLP, AFLP และ SSR แสดงความ
สัมพันธไดสูง ทั้งในพันธุปลูกและพันธุปา แตถาเปรียบเทียบเฉพาะ Glycine max . เทานั้น เทคนิค 
RAPD และ AFLP จะใหความสัมพันธไดมากกวาเทคนิคอื่น ๆ Yee (1999) ไดเปรียบเทียบเทคนิค 
RAPD และ AFLP ในการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของถั่ว Vigna angularis 
(Azuki) เพื่อการคัดเลือกพอแมพันธุ พบวาในการใชไพรเมอร 1 คู มีการสังเคราะหดีเอ็นเอดวย วิธี 
RAPD 57 แถบ และวิธี AFLP 214 แถบ และมีคาเฉล่ียในการเกิดแถบในลักษณะ polymorphic จาก
วิธี RAPD และ AFLP เปน 3.2 และ 11.3 ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาเทคนิค AFLP มีประสิทธิภาพ
สูงกวาเทคนิค RAPD ในการเพิ่มแถบดีเอ็นเอ 

สุรินทร (2545) ไดสรุปการเปรียบเทียบเทคนิคเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดตาง ๆ ไดแก 
เทคนิค RFLP, RAPD และ SSR (micro satellite) ในดานตาง ๆ ไวดังนี้ 

 
ตารางที่   2   การเปรียบเทียบเทคนิคของเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบตาง ๆ     ( สุรินทร ,2545)  

 RFLP RAPD SSR AFLP 
Principle 
 
 
 
 

Restriction 
endonuclease 
digestion, 
Southern 
blotting 
hybridization 

DNA 
amplification 
with random 
primers 

PCR of simple 
sequence repeat 
regions 

PCR of subset 
of restriction 
fragments from 
extended 
adapter primers 

Abundance in the 
genome 

High Very high Medium High 

Level of 
polymorphism 

Medium Medium High Medium 
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ตารางที่   2   (ตอ) 

 RFLP RAPD SSR AFLP 
Dominance 
 

Co-dominant Dominant Co-dominant Mixed 

Multiplex ratio 1-2 5-20, adjustable 1 30-100, 
adjustable 

DNA amt. required 2-10 µg. 10-25 ng. 50-100 ng. 1-2 µg. 

DNA sequence 
information 

No No Yes No 

Radioactive detection Yes/No No Yes/No Yes/No 

Development cost Medium Low High Medium 

Start-up costs Medium/High Low High Medium 
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