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การวิเคราะหรูปแบบไอโซไซมดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 

  
การเตรียมสาร 

1. การเตรียมสารเอนไซมสกัด (extraction buffer) 

A: 0.2 M Tris (hydroxymethyl) aminomethane ช่ัง Tris 2.42  กรัม ปรับปริมาตรให 
    ได 100  มิลลิลิตร 

B: 0.2 M HCl    ตวง HCl (37%)  1.7  มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร                                
  
  วิธีการเตรียม 

 1.  ตวง A 50  มิลลิลิตร ผสม B 16.5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได200  

มิลลิลิตร  

 2.  ปรับ pH ใหได 8.4  ดวย 0.2 M  HCl   

 3. ใสลงในขวดสีชา  เก็บไวท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  
 

2. การเตรียม electrode buffer (5x)  pH 8.3  

         Tris       3.00      กรัม 

        Glycine                  14.4     กรัม 
 
วิธีเตรียม 

1. ละลาย Tris 3.00 กรัม และ glycine 14.4  กรัม ในนํ้ากล่ัน 200 มิลลิลิตร 

2. ปรับ pH ใหได 8.3 ดวย 1N NaOH หรือ 1N HCl  ผสมน้ํากล่ันใหครบ500 มิลลิลิตร  

3. เก็บไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  

4. เม่ือจะใชตวงสาร  100 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากล่ัน 500 มิลลิลิตร 
 

3.  การเตรียม marker dye solution 

bromophenol blue    0.05  กรัม 

glycerol     1.00  มิลลิลิตร 
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4. การเตรียมสวนประกอบของเจล 

 stock A : acrylamide stock 30 เปอรเซ็นต 
   acrylamide     29.20  กรัม 

               N,N’-methylene bis acrylamide  0.80  กรัม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 100 มิลลิลิตรและเก็บไวในขวดสีชา  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 

stock B : 0.1 M Tris-HCl buffer pH 8.8 
    สาร X : Tris      HCl 1.41  กรัมตอน้ํากล่ัน   100  มิลลิลิตร 

    สาร Y : 0.1 M  HCl  0.83  มิลลิลิตรตอน้ํากล่ัน  100  มิลลิลิตร 

นําสารละลาย X : 50.00 มิลลิลิตร มาผสมกับสารละลาย Y : 8.10 มิลลิลิตร จากน้ันปรับ pH ให
ได 8.8 ดวย NaOH หรือ HCl แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 200 มิลลิลิตร กรองและเก็บ
ไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  

 
stock C : 10% ammonium persulfate 

กรัม     ammonium persulfate  0.10  

     น้ํากล่ัน    1.00  มิลลิลิตร 
 

Stock  Solution % separating  gel 
               7                               8.5 

acrylamide 30 % ( 5 5.66 มิลลิลิตร) 
น้ํากล่ัน ( ml. ) 9.7 9.04 

1.0  M  Tris – HCl  pH 8.8 (มิลลิลิตร ) 5 5 

APS 10 %    (ไมโครลิตร) 
เตรียมโดยช่ังสาร 0.1 g. ผสมน้ํา 1(มิลลิลิตร)  (

200 150 

TEMED ( 10 10 ไมโครลิตร) 
 
 
วิธีเตรียม  

ผสมนํ้ากล่ัน กับ 3 M. Tris pH 8.8 และ acrylamide 30 %  เขาดวยกัน แลวคอยๆ  
เติม APS. 10 % และ  TEMED คนใหเขากัน จากนั้นนํามาเทลงระหวางแผนกระจก
ท่ีเตรียมไว  ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ 

1. 
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สารเคมีท่ีใชในการยอมเอนไซม  5.  
 
 5.1 Acid  phosphatase (ACP) 
   

A: acetate buffer   0.2 M  pH 4.8  
  

50       มิลลิลิตร 

B: fast ganet GBC disodium salt 0.05    กรัม 
C: disodium  α - naphthyl  phosphate 0.025  กรัม 

   
  วิธีเตรียม 
  1. ผสมสาร A+B+C ใหเขากัน  กรองในท่ีมืด 

  2. เทสารทวมเจล เก็บไวในท่ีมืด (ใชเวลาประมาณ 2- 12 ชม. ) 
 
 5.2 Esterase (EST) 
 

A: phosphate buffer   0.2 M  pH 6.0 100     มิลลิลิตร 
B: fast  blue  B - salt 0.15     กรัม 

 
0.003   

C: α-naphthyl  acetate  
( กรัม ละลายในabs. ethanol    3 มิลลิลิตร) 

   
   วิธีเตรียม 
  1. ผสมสาร A+B ละลายใหเขากัน กรองในท่ีมืด แลวคอยๆเติม C ลงไปผสม  
  2. เทใสเจลใหทวม เก็บไวในท่ีมืด (ใชเวลาประมาณ 20- 30 นาที)  
 
 5.3 Peroxidase (POX) 
 

A: 3-amino-9-ethylcarbazol  
(

 
0.063  ละลายใน acetone 15 มิลลิลิตร ผสมในท่ีมืด) กรัม 
 
0.044  

B: β-naphthol  
( กรัม ละลายใน acetone 15  มิลลิลิตร ผสมในท่ีมืด) 
C: Tris – buffer   0.1 M  pH 4.0 120   มิลลิลิตร 
D: 3 % H2O2  
(

 
 
150  

เตรียมจาก H2O2    30 %  0.1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร 1  

มิลลิลิตร) 
ไมโครลิตร 
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วิธีเตรียม 

ผสมสาร C +A+B ใหเขากัน  (ผสมในท่ีมืด)  ผสม D ใหเขากัน 1. 

เทใสเจลใหทวม เก็บไวในท่ีมืด (ใชเวลาประมาณ 20- 30 นาที ) 2. 
 

6. น้ํายาเก็บรักษาเจลและลางสีสวนเกิน 

      กรดกลาเชียลอะซีติก    35.00               มิลลิลิตร 

       น้ํากล่ัน     465.00  มิลลิลิตร 
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เก็บสวนเนื้อเยือ่แคลลัสรอยตอพืช 1-3 กรัม 
 
 

บดช้ินสวนพืชกับสารละลาย buffer 1-3 มล.ใหละเอียด 

 
          หมุนเหวี่ยง 14,000 rpm 2 °ซ  30 นาที 

 
 

 ใช Pipette  ดูดเอาสวนใสขางบน 

เติม marker dry solution อัตราสวน 

ตัวอยางตอmarker dry 90:10 
 
 

ประกอบชุดอิเล็กโทรโฟรีซีส 

และหยดตัวอยางลงบนชองวางของเจลที่เตรียมไว 20 µl. 
 

 
เปดเคร่ืองจายกระแสไฟฟา ใชแรงเคล่ือนไฟฟาท่ี 25 Am. อุณหภูมิ 2 °C   

 
 
 

แกะแผนเจลออกยอมสีเอนไซมควรทําในที่มืด 

 นาน 20 – 40 นาที  หรือจนกวาจะเห็นแถบสีของเอนไซม 
 
 
 

ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 

แชแผนเจลใน อะเซอติก แอซิค 7 % 
 

 
 
 

วัดระยะทางการเคล่ือนท่ีของแถบสี บันทึกภาพ และศึกษาไซโมแกรม 

 
ภาพผนวกท่ี 1 ข้ันตอนในการทําอิเล็กโทรโฟรีซีส เพื่อศึกษารูปแบบไอโซไซม 
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การศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา 
 
อัตราสวนน้ํายา FAA  70 % 
 

สารเคมี ปริมาตร 

(มิลลิลิตร/ 100 มิลลิลิตร) 
70 เอทานอล  95 เปอรเซ็นต  
5 กรดกลาเชียลอะซีติก (glacial acetic acid) 
10 ฟอรมาลิน (formalin) 
10 น้ํากล่ัน 

 
 
การเตรียมสียอมเนื้อเยื่อ 
 
 ในการศึกษาคร้ังนี้ใชสี ซาฟรานินโอ และฟาสทกรีน  ตามลําดับ 

 l.  สวนประกอบสีซาฟรานินโอ มีดังนี้ 
  ซาฟรานินโอ     1    กรัม 

  เอทานอล  70 เปอรเซ็นต  100     มิลลิลิตร 

ถาสียอมติดเนื้อเยื่อมากเกินไป  สามารถลางออกไดดวย เอทานอล  50 เปอรเซ็นต    ท่ีหยด
กรด ไฮโดรคริกhydrochloric  หรือ  acetic acid  ลงไปเล็กนอย 

 
2.  สวนประกอบของฟาสทกรีน มีดังนี้ 
 ฟาสทกรีน   0.5       กรัม 

 เอทานอล  95 เปอรเซ็นต  100   มิลลิลิตร 
การเตรียมสีท้ังสองชนิด  กอนนําไปใชควรกรองสีดวยกระดาษกรอง  เพื่อใหสีสะอาด

ปราศจากเศษผงสีท่ีไมละลายไปติดช้ินสวนท่ีทําการยอม และสามารถลางสีท่ีติดมากเกินไปออก
ดวยสารละลายท่ีมีสวนผสม เอทานอลบริสุทธ์ิ  : clove oil : ไซลีน อัตราสวน1:2:1 
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ขั้นตอนการยอมสี 

 
ตัดช้ินสวนของพืช                                                                                xylene 

                                                                                                                        ( 2  คร้ังๆ ละ 30  นาที)    
                                                                                                                                   
                                                                                                         5  นาที            

50 %  ethyl alcohol                                                                   absolute  alcohol : xylene                        

                  2 คร้ังๆ ละ 30 นาที                                                         (อัตราสวน 1:1)      
                                                                                                                    3-5 นาที                                 
          safranin O                                                                            
                                                                                                absolute  alcohol  
                                                                                                                 
                    12- 24 ช่ัวโมง                                                                         3-5 นาที   
                                                                                                                   
50 %  acid ethyl alcohol                                                               95  %   ethyl alcohol 
 
 
                 3-5 นาที                                                                                                             3-5 นาที 
 
50 %   ethyl alcohol                                                                           cove oil                                           
 
                 3-5 นาที                                                                                   5- 10 วินาที 
                                                                                                                           
70 %   ethyl alcohol                                                                           Fast green 
 
    3-5 นาที                                                                                      3-5 นาที 

                                                      3 - 5 นาที         
80 % ethyl alcohol                                                                     95  %   ethyl     alcohol 
   

 
 
ภาพผนวกที ่2   ข้ันตอนการยอมสี Safranin O – Fast green  
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น้ํายายึดเนื้อเยื่อพืชใหติดแผนสไลดสูตรของ Haupt’s adhesive มีสวนประกอบดังนี ้
  เจลาติน (gelatin)   1  กรัม 

  ฟนอลคริสตัส (Phenol crystals)  2  กรัม 

 กลีเซอรีน (glycerine)   15  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน     100  มิลลิลิตร  

 
วิธีเตรียม 

1.  ละลายเจลาติน   1  กรัม ในนํ้ากล่ัน 100  มิลลิลิตรท่ีอุณหภูมิ  30-40  องศาเซลเซียส   
2.  เติมสารฟนอลคริสตัส  2  กรัม และ กลีเซอรีน  15   มิลลิลิตร   คนใหเขากัน  
3.  กรองดวยกระดาษกรอง เก็บขวดสีชา   
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ (Analysis of  Variance) ผลการ 

       งอกของเมล็ดนอยหนาชนิดตางกนัท่ีใชเปนตนตออะติโมยาพนัธุแอฟริกัน  
       ไพรด 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment        8                     649.5000          81.1875           6.42              0.0002** 
Error               24                 341.5000         12.6481       
Total               32                  991.0000         28.3143  
CV. = 17.6352    (%) 
 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 2 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิต ิ ผลสําเร็จการตอกิ่งอะติโมยาพันธุ 

        แอฟริกันไพรดบนตนตอนอยหนาชนิดตางท่ี 30 วัน 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          38.0975          4.7622               0.66            0.7248ns   
Error                 24                  195.6667         7.2469        
Total                 32                  233.7643         6.6790    
CV. = 11.3566 (%) 
 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 3  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ ผลสําเร็จการตอกิ่งอะติโมยาพนัธุ 

        แอฟริกันไพรดบนตนตอนอยหนาชนดิตางท่ี 60 วัน 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8           19.1392           2.3924     0.11             0.9976 ns   
Error                 24                    568.3251         21.0491         
Total                 32                   587.4643         16.7847   
CV. = 20.1004 (%) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 4 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ ผลความสูงตนอะติโมยาแอฟริกนั 

      ไพรดบนตนตอนอยหนาชนิดตางกนั  48  สัปดาหหลังตอกิ่ง 
 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          24872.5217      3109.0652    2.66    0.00** 
Error                24       18208.4348      91.9618       
Total                32     43080.9565      209.130935                    
CV. = 18.2132 (%) 
 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 5 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิต ิผลขนาดเสนผาศูนยกลางลําตน 

        เหนือรอยตออะติโมยาพันธุแอฟริกันไพรดบนตนตอนอยหนาชนิดตางกันท่ี   
      48 สัปดาหหลังตอกิ่ง 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          5.4572          0.6821    27.08     0.0000** 
Error                24       4.5340          0.0252       
Total                32     9.9912          0.0531  
CV. = 14.7765 (%) 
 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 6 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิต ิผลขนาดเสนผาศูนยกลางลําตนใต 

                       รอยตออะติโมยาพันธุแอฟริกันไพรดบนตนตอนอยหนาชนิดตางกัน ท่ี 48  

       สัปดาหหลังตอกิ่ง 
 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          2.6462          0.3308    18.23             0.0000**  
Error                24          4.0822           0.0181       
Total                32          6.7284           0.0289  
CV. = 17.4118 (%) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 7  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิต ิ       ผลจํานวนกิ่งเฉล่ียตอตน 

         ของอะติโมยาพันธุแอฟริกันไพรดบนตนตอนอยหนาชนิดตางกัน 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          5004.2415         625.5302     5.70       2.66ns   
Error                24          21731.4783       109.7549         
Total                32         26735.7198       129.7850  
CV. = 40.9250 (%) 
 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 8  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิต ิ  ผลจํานวนใบเฉล่ียตอตนของ 

         อะติโมยาพันธุแอฟริกันไพรดบนตนตอนอยหนาชนิดตางกันท่ี  48 สัปดาห  
         หลังตอกิ่ง 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          13.7422          1.7178     1.89            0.0623 *   
Error                24          196.3200         0.9089       
Total                32         210.0622         0.9378  
CV. = 34.6535 (%) 
 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 9 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิต ิ           ผลพื้นท่ีใบเฉล่ียตอตนของ  

        อะติโมยาพันธุแอฟริกันไพรดบนตนตอนอยหนาชนิดตางกัน 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          101.6692          12.7087      0.70            0.6950ns  
Error                24          1804.9086        18.2314       
Total                32         1906.5779        17.8185  
CV. =   8.5507 % 
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ตารางภาคผนวกท่ี 10 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิต ิผลจํานวนรากใหญของอะติโมยา 
          พันธุแอฟริกันไพรดเม่ือ 48  สัปดาหหลังตอกิ่งบนตนตอนอยหนาชนิด 

          ตางกัน 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          470.0741        58.7593     2.66              0.0400*  
Error                24          397.3333        22.0741             
Total                32         867.4074        33.3618  
CV. =   22.2162 % 
 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 11  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ ผลจํานวนรากแขนงอะติโมยา 

           พันธุแอฟริกันไพรด เม่ือ 48  สัปดาหหลังตอกิ่งบนตนตอนอยหนาชนิด 

           ตางกัน 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          46956.2403      5869.5300      5.37              0.0006*  
Error                24          29486.0001      1092.0741       
Total                32         76442.2404      2184.0640  
CV. =   31.1759 % 
 
 
ตารางภาคผนวกท่ี  12  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิต ิผลความยาวรากอะติโมยาพันธุ 

             แอฟริกันไพรด เม่ือ 48  สัปดาหหลังตอกิ่งบนตนตอนอยหนาชนิดตางกัน 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          1307.3333       163.4167     4.54     3.71*   
Error                24          647.3333         35.9630       
Total                32         1954.6667       75.1795  
CV. =   26.7189 % 
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ตารางภาคผนวกท่ี 13 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิต ิผลน้ําหนักแหงตนอะติโมยาพันธุ 
          แอฟริกันไพรด เม่ือ 48 สัปดาหหลังตอกิ่งบนตนตอนอยหนาชนิดตางกัน 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          150.8300        18.8537     3.52              0.0044 ns 
Error                24          92.6097           5.3503       
Total                32         343.4396         7.8054  
CV. =   18.8170  % 
 
 
 
ตารางภาคผนวกท่ี 14  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิต ิ  ผลน้ําหนักแหงรากอะติโมยา 

            พันธุแอฟริกันไพรด เม่ือ 48  สัปดาหหลังตอกิ่งบนตนตอนอยหนาชนิด  
            ตางกัน 
 

 
Source  df    SS   MS     F          F-Prob 
Treatment         8          206.8345        25.8543    0.52              0.833 ns 
Error                24          1786.0105      49. 6114       
Total                32         1992.8450      45.2919  
CV. =   30.3994 % 
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ประวัติผูเขยีน 
 
 

ชื่อ-สกุล     นายมณเทียน แสนดะหมื่น 
 
วัน เดือน ป เกิด     8   กุมภาพันธ  2519 
 
ประวัติการศึกษา     สําเร็จการศึกษามัธยมศึกษาตอนตน  โรงเรียนบางลี่วิทยา  

     อ.สองพี่นอง จ.สุพรรณบุรี   ปการศึกษา 2535 
     สําเร็จการศึกษาประกาศนียบัตรวิชาชีพ  วิทยาลัยเกษตรกรรมสิงหบุรี     

     ปการศึกษา 2538   
    สําเร็จการศึกษาประกาศนียบัตรวิชาชีพช้ันสูง วิทยาลัยเกษตรกรรม      
    และ เทคโนโลยีสิงหบุร ี ปการศึกษา 2540 
    สําเร็จการศึกษาปริญญาตรี  วิทยาศาสตรบัณฑิต (วท.บ.) 
   สาขาพืชศาสตร  (พืชสวนประดับ)  มหาวิทยาลัยแมโจ ปการศึกษา   
   2542   
 

ประสบการณทํางาน -  ผูจัดการ  แปลงเพาะชําและขยายพันธุสม    บริษัท เชียงใหมธนาธร จํากัด 
   -  เจาหนาที่สถานเพาะชํา   สถานีเกษตรหลวงปางดะ    มูลนิธิโครงหลวง 
 
ประสบการณดูงาน        2002 :  Training  course  for  pomologist  of  The Royal  

  Project Foundation Supported by International Cooperation   
  and   Development Fund (ICDF.) from National Chung Hsing  
  University. Taichung,   Taiwan R. P. C. 
 

ผลงานวิจัย  - หัวหนาโครงการวิจัยศึกษาวิธีการผลิตตนกลาและวิธีการเปล่ียนพันธุ 
    อะโวคาโด  ป 2544          ทุนวิจัยจากมูลนิธิโครงการหลวง 
- รวมเปนนักวิจัยโครงการศึกษาอิทธิพลของชนิดของตาดอกและพันธุที่  
    มีผลตอการเสียบตาดอกสาลี่ ป 2545     ทุนวิจัยจากมูลนิธิโครงการหลวง 

   - หัวหนาโครงการวิจัยศึกษาและคัดเลือกพันธุนอยหนาลูกผสมบางพันธุ 
    บนพ้ืนที่สูง   ป 2547-2548      ทุนวิจัยจากมูลนิธิโครงการหลวง 
- อิทธิพลของอายุตนตอและชนิดของก่ิงพันธุดีตอผลสําเร็จของการตอ    

         ก่ิงแบบ Epicotyl  Grafting ในอะโวคาโด. 2549.  
 

E-mail      saendamuen_m@yahoo.com 
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