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Abstract 
 

The Ministry of Commerce has set up Thai Hom Mali Rice standards which allow 
not more than 8% mixture of the other varieties for the first grade, and not more than 20% 
and 30% for other lower quality grades. Quality control by chemical process examination 
cannot prove other varieties having the same range of amylose content. Using DNA 
fingerprint technology to check other varieties in milled rice is different from that in seed, 
because seed can be germinated for DNA extraction for examination. Milled rice has 
gone through milling process in which embryo is removed and cannot, therefore, be 
germinated. Having starch as the main part of milled rice cells and very low DNA quantity 
making it relatively difficult to extract DNA from milled rice. It is hence necessary to 
conduct research and development method for DNA extraction from milled rice that is 
easy, rapid and inexpensive to operate. The experiment comprised 2 methods of 2 
varieties each having 94 seed per variety and conducted in 3 replicates. In the first 
method, milled rice was boiled and freezed, which in the second the milled rice was 
boiled and freezed followed by DNA precipitation. Clear liquid, or DNA, was taken from 
both methods to make PCR compairing to DNA extracted from leaf using 6 pairs of primer 
i.e. RM17, RM157, RM168, RM202, RM213 and RM247. It was found that in the first 
method, PCR prepared from DNA gave 50 - 60% result which it was 95-100% in the 
second method. Analyzing the size of DNA fingerprint may use automatic equipment or 
extract by submarine gel electrophoresis using 1.5% Metaphore + 2% Sea Kem LE 
Agarose or 3.5% Metaphore Agarose. 
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บทคัดยอบทคัดยอ  
 

           ตามที่กระทรวงพาณิชยไดจัดทํามาตรฐานสินคาขาวหอมมะลิไทย (Thai Hom Mali Rice 

Standards) โดยยอมใหมีขาวพันธุอ่ืนปนไดไมเกิน 8% สําหรับขาวคุณภาพดีเลิศ ปนไมเกิน 20 และ 

30% สําหรับชั้นคุณภาพรองลงมาตามลําดับ การควบคุมมาตรฐานโดยใชวิธีตรวจสอบทางเคมีจะ

ไมสามารถตรวจสอบขาวปนที่มีอมิโลสใกลเคียงกัน การใชเทคโนโลยีลายพิมพดีเอ็นเอ ตรวจการ

ปลอมปนในขาวสารตางจากการตรวจ พันธุปนในเมล็ดพันธุ เพราะเมล็ดพันธุสามารถเพาะใหงอก 

เปนตนออนแลวนําไปสกัดดีเอ็นเอเพื่อทําการตรวจสอบ แตในขาวสารเมล็ดที่ผานกระบวนการขัดสี

จนสวนของ embryo หลุดไปไมสามารถงอกเปนตนออนได การที่เซลลในเมล็ดขาวสารมีแปงเปน

องคประกอบหลัก และมีปริมาณ ดีเอ็นเอนอยมาก ทําใหข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากขาวสารเปน

ข้ันตอนที่ยากมาก ดังนั้นจึงจําเปนตองวิจัย และพัฒนาวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากขาวสารที่ทําไดงาย 

รวดเร็ว และไมแพงจนเกินไปโดยทําการทดลองสกัดดีเอ็นเอจากขาวสารแตละเมล็ด เปรียบเทียบกัน 

2 วิธี วิธีละ 2 พันธุๆ ละ 94 เมล็ด จํานวน 3 ซ้ํา โดยวิธีที่ 1 ทําการตมขาวสารแลวแชแข็ง สวนวิธีที่ 2 

ทําการตมขาวสารแลวแชแข็ง และตามดวยการตกตะกอนดีเอ็นเอแลวดูดน้ําใสหรือดีเอ็นเอจากทั้ง 2 

วิธี ไปทํา PCR เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอท่ีสกัดจากใบโดยใช primer จํานวน    6 คู ไดแก RM17 

RM157 RM168 RM202 RM213 RM247 ผลการทดลองพบวา วิธีที่ 1 ดีเอ็นเอที่นําไปทํา PCR 

ไดผล 50-60% สวนวิธีที่ 2 ไดผล 95 -100% การวิเคราะหขนาดของลายพิมพดีเอ็นเออาจใชเครื่อง

อัตโนมัติ หรือแยกดวย Submarine gel electrophoresis โดยใช 1.5% Metaphore + 2% Sea 

Kem LE Agarose หรือ 3.5% Metaphore Agarose 

  
คํานําคํานํา  

 

ขาวไทยมีชื่อเสียงไปทั่วโลกเรื่องคุณภาพมานาน มีหลักฐานยืนยันไดจากผลการประกวดขาว

โลกปพุทธศักราช 2475 ที่เมืองเรจินา ประเทศแคนาดา ไดรับรางวัลชนะเลิศที่ 1, 2, 3 และรางวัลอ่ืนๆ 

อีกรวม 11 รางวัล พันธุขาวที่ไดรับรางวัลที่ 1 คือ พันธุปนแกว ซึ่งมีลักษณะเมล็ดเรียวยาวใส นัก

ปรับปรุงพันธุขาวในสมัยตอมายึดถือเมล็ดลักษณะนี้เปนแบบอยางในการปรับปรุงพันธุเร่ือยมาจนถึง

ปจจุบัน ทําใหขาวพันธุแนะนําและพันธุรับรองของไทยสวนใหญ มีเมล็ดยาวตั้งแต 6–7 ซม. ข้ึนไป 

รูปรางเรียว (อัตราสวนระหวางความยาวตอความกวางมากกวา 3.0) คลายๆ กันหมด ยิ่งเมื่อสีเปน

ขาวสารจะผสมกันไดอยางกลมกลืนแยกไมออกเลย ทั้งๆ ที่คุณภาพของขาวสุกในแตละพันธุแตกตาง

กันสูงมาก ตัวอยางเชน ขาวชัยนาท 1 ซึ่งเปนขาวแข็งมีลักษณะเมล็ดขาวสารเหมือนกับขาวดอกมะลิ 



105 และปทุมธานี 1 ซึ่งเปนขาวออนนุม ทั้งนี้เนื่องจากแปงในเมล็ดขาวมีสัดสวนของอมิโลสกับอมิโล

เปคตินตางกัน กลาวคือ ขาวเหนียวมีอมิโลสในเมล็ด 0–5% สวนขาวเจาที่มีอมิโลสปานกลางคือ 21–

26% เมื่อหุงแลวจะไดขาวสวยคอนขางนุม เรียกขาวออน เชน พันธุขาวตาแหง 17 สําหรับขาวเสาไห

จะจัดเปนขาวแข็งมีอมิโลส 26–34% แปงที่เหลือเปนอมิโลเปคติน 

ในชวงที่ประเทศประสบปญหาวกิฤตเศรษฐกิจ (พ.ศ. 2540 – 2541) การสงออกขาว

สามารถนํารายไดเขาประเทศเปนอันดับ 3 ของสนิคาเกษตรที่สงออกทัง้หมด คิดเปนมูลคาถึง 

60,619.2 – 85,019.3 ลานบาท ในจํานวนนี้ขาวหอมมะลิมีสวนแบงตลาดถึงรอยละ 20 – 27 ของ

การสงออกขาวรวมในแตละป เนื่องจากความตองการขาวหอมมะลิสําหรับบริโภคทัง้ภายในประเทศ 

และตลาดตางประเทศทวีมากขึ้นทกุป ทําใหราคาขาวเปลือกของขาวหอมมะลิโดยเฉลี่ยสูงข้ึนอยาง

ตอเนื่อง จากราคาตันละ 4 พนักวาบาท เปนราคาตนัละ 8 พันกวาบาท ในป 2536 และ 10,000 

บาท ในป 2540 และคาดวาในฤดูการผลติ ป 2546 ขาวเปลือกเจาหอมมะล ิจะขายไดถึงราคาตัน

ละหนึง่หมืน่บาทดวยเชนกนั 

ปญหาการปลอมปนในขาวหอมมะลิ นั้นเนื่องจาก ราคาขาวเปลือกของขาวพันธุหอมมะลิมี

ราคาสูงขึ้นอยางตอเนื่อง ผูคาบางรายจึงนําขาวชนิดอ่ืนมาปนเพื่อลดตนทุนใหต่ําลงสวนการปนใน

ระดับเกษตรกรเกิดขึ้นไดยาก เพราะการปนขาวตั้งแตปลูกในนาจะประสบปญหาการสุกแกของขาว

ไมพรอมกันทําใหการเก็บเกี่ยวลําบาก ประกอบกับขาวหอมมะลิ 105 ปลูกไดเฉพาะฤดูนาป การ

กระจายของผลผลิตไมสม่ําเสมอ ทําใหราคาขาวในชวงกอนถึงฤดูเก็บเกี่ยวใหมมีราคาสูงมาก การ

ปลอมปนของขาวนี้ทําใหคุณภาพของขาวหอมมะลิต่ําลงไมเหนียวนุมอยางขาวหอมมะลิพันธุแท ถา

สถานการณเปนเชนนี้ตอไปโดยรัฐไมเขาไปชวยแกไข อนาคตผูบริโภคจะลืมรสชาดที่แทจริงของขาว

หอมมะลิ และคําวาขาวหอมมะลิจะคอยๆ หายไปจากตลาด เปนการทําลายการตลาดและความเชือ่

ที่วาขาวหอมมะลิเปนขาวคุณภาพดีที่สุดของประเทศไทย การรณรงคใหภาพลักษณของขาวไทย

กลับคืนมาจะยากมาก ซึ่งยอมสงผลกระทบตอการสงออกในเวลาตอมา ทายสุดผูไดรับความ

เดือดรอนคือ เกษตรกร 

เพื่อแกปญหาดังกลาวกระทรวงพาณิชยจึงไดจัดทํามาตรฐานสินคาขาวหอมมะลิไทย (Thai 

Hom Mali Rice) หรือ Thai Jasmine Rice, หรือ Thai Fragrant Rice โดยใหคํานิยามวา ขาวหอม

มะลิไทยเปนขาวที่แปรรูปจากขาวเปลือกเจาพันธุขาวหอมที่ผลิตในประเทศไทยซึ่งกรมวิชาการ

เกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ ประกาศรับรองวาเปนพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 และพันธุ กข 

15 มีการแบงขาวหอมมะลิไทยออกเปน 3 ชั้น คือ ชั้นดีเลิศ (Prime quality) ยอมใหมีขาวพันธุอ่ืนปน

ได 8% ชั้นดีพิเศษ (Super quality) ยอมใหมีขาวพันธุอ่ืนปนไดไมเกิน 20% และชั้นดีพิเศษ 

(Premium quality) มีขาวพันธุอ่ืนปนไดไมเกิน 30% สําหรับขาวเจาที่นํามาปนหรือผสมตองมี



คุณภาพไมต่ํากวาขาวตามประเภท ชนิด และชั้นเดียวกับขาวหอมมะลิไทยนั้นๆ เพื่อรักษาคุณภาพ

ขาวหอมมะลิไทย และใหผูบริโภคไดรับความเปนธรรมในการซื้อสินคา ขจัดปญหาโตแยงระหวาง

ผูประกอบการกับผูบริโภค กระทรวงพาณิชยจึงใหผูคาขาวทําตามมาตรฐานขาวหอมมะลิไทยที่

กําหนดไว ซึ่งแนนอนวาเมื่อมีมาตรฐานสินคาแลว จะตองมีการตรวจสอบ ควบคุมมาตรฐานใหได 

ปจจุบันใชวิธีตรวจสอบทางเคมีในการหาปริมาณขาวอื่นปนโดยใชวิธีการหาคาการสลายเมล็ดใน

ดางและการตรวจอมิโลส ซึ่งบางครั้งทําไดยาก เพราะถาขาวที่นํามาปน มีคาอมิโลสใกลเคียงกับขาว

ขาวดอกมะลิ 105 และ กข 15 ดังนั้นการใชเทคนิคลายพิมพดีเอ็นเอจึงเขามามีบทบาทในการชวย

พิสูจนการปลอมปนสวนนี้ซึ่งจะใหผลการตรวจ สอบที่แมนยําได 

แตการใชเทคโนโลยีลายพิมพดีเอ็นเอ ตรวจการปลอมปนในขาวสารนั้น ตางจากการตรวจ

การปลอมปนในระดับเมล็ดพันธุ เพราะเมล็ดพันธุสามารถเพาะใหงอกไดแลวนําสวนของใบ หรือ

รากไปสกัดดีเอ็นเอเพื่อใชในการตรวจสอบจึงสามารถใชวิธีการทําลายพิมพดีเอ็นเอของขาวไทยมา

ตรวจสอบไดทันทีโดยไมตองปรับปรุงวิธีการหรือเทคนิคตางๆ แตในขาวสารที่ผานขบวนการขดัสแีลว

ไมสามารถนํามาเพาะใหงอกไดเพราะสวนของตนออน (embryo) หรือที่เรียกจมูกขาวไดถูกขัด

ออกไป ฉะนั้นการที่จะตรวจพันธุปนในขาวสารจึงจําเปนตองสกัดดีเอ็นเอจากเมล็ดขาวสารโดยตรง 

ซึ่งเซลในเมล็ดขาวสารมีแปงเปนองคประกอบหลัก นอกนั้นก็จะมีโปรตีน (polysaccharides) และ 

enzymes ตางๆ ที่ละลายน้ําไดดีพอๆ กับดีเอ็นเอซึ่งมีนอยในเมล็ด ทําใหการแยกดีเอ็นเอออกจาก

สารอื่นๆ ดังกลาวที่มักตกตะกอนมาพรอมกันดวยนี้ทําไดยาก ฉะนั้นหัวใจสําคัญของการตรวจการ

ปลอมปนในขาวสารอยูที่เทคนิคการสกัดดีเอ็นเอในขาวสารใหไดคุณภาพและปริมาณเพียงพอที่จะ

ใชตรวจสอบไดโดยมีสารอื่นดังกลาวขางตนปนอยูในดีเอ็นเอปริมาณนอยจนไมสามารถยับยั้ง

ปฏิกิริยาการตรวจสอบในขั้นตอไปได วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้เพื่อพัฒนาวิธีการสกัดดีเอ็นเอจาก

ขาวสารที่งายไมแพงจนเกินไปและรวดเร็วสําหรับใชในหองปฏิบัติการ 1 วิธี ดีเอ็นเอที่ไดมี

ประสิทธิภาพดีเพียงพอสําหรับการตรวจสอบการปลอมปนในขาวสารดวยวิธี microsatellite PCR 

  
  
  
  
  
  
  



อุปกรณและอุปกรณและวิธีการวิธีการ  
 
อุปกรณอุปกรณ  
 1. ขาวสารพันธุขาวดอกมะลิ 105 และ ปทุมธานี 1 (ไดจากแปลงพันธุคัดที่ศูนยวิจัยขาว

ปทุมธานี นําไปสีและขัดเพื่อใชในการทดลองนี้) 

 2. CTAB (hexadecyltrimetyl ammonium bromide) 

 3. Chloroform : isoalmyl alcohol 24 : 1 (v/v) 

 4. Sodium chloride solution (3 M) 

 5. Isopropanol 

 6. Ethanol solution (95%) 

 7. sterile water 

 8. Eppendorf tubes, PCR tube 

 9. pipette tip 

 10. MgCl2
 11. dNTPs 

 12. microsatellite primer 

 13. 10X PCR buffer 

 14. Tag polymerase 

 15. Agarose 

 16. Loading buffer 

 17. TBE buffer (Tris-0.045 M, boric acid 0.045 M EDTA 0.001 M) 

 18. Ethidium bromide 

 19. Molecular weight size standard (100 bp) 

 20. Submarine gel electrophoresis 

 21. Gel Documentation 

 22. Centrifuge 

 23. เครื่อง ABI Prism 377, 310 Genetic Analyzer 
 

 
 
 



วิธีการวิธีการ  

11..    การสกัดดีเอ็นเอจากขาวสารการสกัดดีเอ็นเอจากขาวสาร  
การสกัดดีเอ็นเอจากขาวสารแตละเมล็ด ไดทําการเปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอของ

ขาวสาร 2 พันธุๆ ละ 2 วิธีๆ ละ 94 เมล็ดตอพันธุจํานวน 3 ซ้ํา ดังนี้คือ 

  วิธีที ่วิธีที ่11  ตม + แชแข็ง นาํขาวสารพันธุขาวดอกมะลิ 105 และปทุมธานี 1 มาลางน้าํให

สะอาดซับใหแหงดวยกระดาษซับ จากนัน้นําขาวแตละพันธุๆ ละ 94 เมล็ด ใสหลอด PCR ขนาด 

200 μl เติม 10 mM Tris-HCl pH 8.0 ลงไป 120 μl ตมที่ 95oC 15 นาท ีแลวนาํไปแช -20 oC นาน 

1 ชั่วโมง เมือ่นําออกจากตูแชแข็ง ปลอยใหละลายแลวนาํไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบ/นาที นาน      

5 นาที ดูดน้ําใส 30 μl ใสหลอดใหมพรอมที่จะนําไปใชทาํ PCR ตอไป 

  วิธีที ่วิธีที ่22 ตม + แชแข็ง + ตกตะกอน นําขาวสารทั้ง 2 พันธุ ลางน้าํใหสะอาดซับใหแหง แลว

ใสในหลอด PCR ขนาด 200 μl เติม TE buffer 200 μl แลวนําไปตมที่ 95oC 15 นาท ี เสร็จแลว

นําไปแชแข็งที ่ -20 oC นาน 1 ชั่วโมง (หรือ -80 oC คร่ึงชั่วโมง หรือแช liquid N2 ใชไดทันท)ี นํา

ออกมาปลอยใหละลายแลวปนเหวี่ยงที ่ 10,000 รอบ/นาท ี นาน 5 นาท ี จากนัน้ดดูน้ําใสใสหลอด

ใหม 100 - 120 μl นาํไป vortex เปนเวลา 1 – 2 นาที จึงนาํไปปนเหวี่ยงที ่10,000 รอบ/นาที นาน  

5 นาที ดูดน้ําใส 80 μl ใสหลอดใหม ในหลอดใหมเติม 3 M Sodium chloride ลงไป 8 μl เติม 2 μl 

ของ glycogen ที่เขมขน 20 mg/ml ลงไป จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอดวย 60 μl isopropanol ทิ้งไว

ที่อุณหภูมหิอง 30 นาท ีจึงนําไปปนที ่12,000 รอบ/นาที นาน 15 นาที ลางตะกอน 1 คร้ังดวย 70% 

Ethanol ปลอยตะกอน ใหแหง ละลายตะกอนดวย TE 20 μl จะไดดีเอ็นเอของขาวสารพรอมที่จะ

นําไปทาํ PCR ตอไป 

 

22..  การตรวจสอบขาวสารพันธุปทุมธานี การตรวจสอบขาวสารพันธุปทุมธานี 11  ปนในขาวหอมมะลิไทยปนในขาวหอมมะลิไทย  โดยการขยายยีนในโดยการขยายยีนใน
หลอดทดลอง หลอดทดลอง ((PPCCRR  AAmmpplliiffiiccaattiioonn))  ดวย ดวย mmiiccrroossaatteelllliittee  pprriimmeerr  

คัดเลือก primer ที่ใชแยกพันธุขาวดอกมะลิ 105 กับปทุมธานี 1 โดยดูจากฐานขอมูลลาย

พิมพดีเอ็นเอของขาวไทย ที่ไดจากโครงการวิจัยลายพิมพดีเอ็นเอของขาวพันธุรับรอง และขาว    

สายพันธุดี  ดังแสดงในตารางที่ 1  
 
 
 
 
 



ตารางที ่ตารางที ่11 แสดง primer ที่ใชในการจําแนกขาวขาวดอกมะลิ 105 กับขาวปทุมธาน ี1  
 

ลําดับที่ Primer/locus   Sequence 
Repeat type and 

length 
Chromosome 

No. 

1 RM17 R ggtgatcctttcccatttca 

    F tgccctgttattttcttctctc 
(GA)21 12 

2 RM157 R gggcttcttctccgccggcttc 

    F cctcctcctcacgaatcccgcc 
(CT)11(TC)10 3 

3 RM168 R gaaacgaatcaatccacggc 

    F tgctgcttgcctgcttccttt 
T15(GT)14 3 

4 RM202 R ccagcaagcatgtcaatgta 

    F cagattggagatgaagtcctcc 
(CT)30 11 

5 RM213 R aggtctagacgatgtcgtga 

    F atctgtttgcaggggacaag 
(CT)17 2 

6 RM247 R catatggttttgacaaagcg 

    F tagtgccgatcgatgtaacg 
(CT)16 12 

 

ปฏิกิริยา PCR ที่ทาํใน 20 μl มีสวนประกอบดังนี้ primer แตละสายจํานวน 0, 1 mM     

200 mM dNTP 50 mM KCl 10 mM Tris-HCl (pH 8.3) 0.01% gelatin 3 mM MgCl2 และ       

0.5 unit Tag DNA Polymerase ในกรณีที่ใชเครื่องอัตโนมัติ ABI Prism 310 หรือ 377 ในการตรวจ

ผลตองติดฉลากสวนของดีเอ็นเอทีถู่กขยายขึ้นมา (PCR Product) ดวยสีฟลูออเรสเซน โดยใส 

dCTP ที่ติดฉลากดวยสเีหลอืง (TAMRA) สีฟา (R110) และสีเขียว (R6G) ลงไป 0.1 mM ขณะ

เตรียมปฏิกิริยา PCR และใส DNA ของขาวสารที่สกัดไวแลวในขอ 1 จํานวน 2 μl เปนแมพมิพ ทาํ

การทดลองพนัธุละ 94 ตัวอยางเมล็ด และใชดีเอ็นเอจากใบของพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 และ

ปทุมธาน ี1 จํานวน 80 ng เปนดีเอ็นเอมาตรฐานเพื่อใชตรวจสอบปฏิกิริยาของ PCR และใชสําหรับ

เปรียบเทียบขนาดของ PCR Product จากนัน้นาํปฏิกิริยาเขาเครื่องขยายยนี (Thermal cycle 9700 

Perkin-Elmer) โดยตั้งเครื่องเปน 3 ระดับ ดังนี ้ 94oC นาน 3 นาท ี 1 รอบ ตามดวย 35 รอบของ 

94oC นาน 30 วนิาที 55oC 30 วินาที และ 72oC 30 วินาที และ 1 รอบของ 72oC นาน 8 นาที  

 

 

 



33..  การวิเคราะห การวิเคราะห PPCCRR  PPrroodduucctt  
  PPCCRR  PPrroodduucctt  ที่แยกพนัธุขาวสารสามารถวิเคราะหได ที่แยกพนัธุขาวสารสามารถวิเคราะหได 22  วิธีวิธี  

3.1 วิเคราะห PCR Product ดวย Submarine gel electrophoresis โดยใช 3.5% 

Metaphore Agarose ใน 1X TBE buffer และ 1.5% Metaphore Agarose ผสมกับ 2% SeaKem LE 

ยอมสีดีเอ็นเอดวย Ethidium Bromide ดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel Documentation และบันทึกภาพไว 

3.2 วิเคราะห PCR Product ที่ติดฉลากดวยสีฟลูออเรสเซนตดวยเครื่อง ABI Prism 310 

และ 377 ตองมีข้ันตอนดังนี ้

3.3 ลางสฟีลูออเรสเซนตสวนเกนิ 

 ทําการลางสีฟลูออเรสเซนต (F dCTP) สวนเกนิออกจาก PCR Product โดยการเติม 

75% isopropanol 80 μl ลงในหลอด PCR ที่ทาํปฏิกิริยาเสร็จแลว จากนัน้ตกตะกอน PCR 

Product โดยการนาํไปปนที ่12,000 rpm นาน 15 นาที เทน้ําใสทิ้ง ลางตะกอนดวย 70% Ethanol 

แลวปลอยใหตะกอนของดีเอ็นเอแหง ละลายตะกอนดวยน้าํ หรือ TE 10 μl 

 การวิเคราะห PCR Product (Fragment Analysis) ดวยเครื่อง ABI Prism 310 

 - เตรียมหลอด 310 Sample tube แตละหลอดใส 

  - Deionized formamide 12.75 μl 

  - Internal Size Standard GS-500 (ROX) 0.25 μl 

  - PCR Product หลงัจากลางสีสวนเกินแลว 1 μl 

 - ปดหลอดดวย Septa ซึ่งเปนฝายางที่มีชองสําหรับ Capillary และ Electrode แทง

ทะลุไดเพื่อดูด Sample ไปวเิคราะห 

 -  จากนัน้นาํ 310 Sample tube ที่มีตวัอยางซึง่เตรียมเสร็จเรียบรอยแลว โดยไมมี

การตมเพื่อ denature PCR Product ใส Sample Tray และนําเขาเครื่อง ABI 

Prism 310 for Genetic Analyzer ที่ได Set up ทุกอยางไวพรอมแลว เมื่อเครื่อง

เร่ิมทํางานจะทําการดูดตัวอยางตามเวลาที่ตั้งไว 

 - แยกขนาดดีเอน็เอ โดยวธิี electrophoresis ซึ่งม ี Capilliary ที่ใสโพลีเมอร POP4 

เปนตัวกลาง 

 - ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอโดย Argon Lazer 

 - บันทกึผลโดยใชโปรแกรม Gene Scan (Gene Scan Reference Guide) 

 - และวิเคราะหขนาดของดีเอน็เอ ดวยโปรแกรม Genotyper 

 ซึ่งทกุขั้นตอนที่กลาวมาแลว เครื่องจะทํางานโดยอัตโนมตัิ 



3.4 การวิเคราะห PCR product ดวยเครื่อง ABI 377 ซึ่งเปนเครื่องวิเคราะหกึ่งอัตโนมัติ 

ดังนั้นกอนที่จะนําตัวอยางเขาเครื่องจะตองเตรียมกระจกและฉีด gel acrylamide 5% เขาไปใน

กระจกที่เตรียมไว ซึ่งสวนประกอบของ acrylamide gel สําหรับกระจกขนาด 36 × 48 ซม. ที่ใชกับ

เครื่อง ABI 377 มีดังนี้ 

 Urea 9.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 13 มิลลิลิตร 

 50% Long Ranger 2.5 มิลลิลิตร 

 10X TBE 2.5 มิลลิลิตร 

 10% Ammonium persulfate 125.0 ไมโครลิตร 

 TEMED 17.5 ไมโครลิตร 

 รวม 25 มิลลิลิตร 

เมื่อ gel แข็งตัวหลังจากฉีดเขาไปในกระจกแลวประมาณ 2 ชั่วโมง จึงประกอบกระจก 

gel เขากับเครื่องและตั้งคาตางๆ ของเครื่องพรอมใส Sample sheet ที่มีชื่อพันธุขาวและ primer 

ตรงกับชองของ gel ที่จะหยดตัวอยางลงไปซึ่งมีทั้งหมด 36 ชอง 

  3.5 บันทกึและจัดเก็บลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากทัง้ 2 เครื่องไวในรูปของ digital file  

 
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่ทําการทดลองทําการทดลอง  

 

ระยะเวลาระยะเวลาทําการทดลองทําการทดลอง  ป 2546  
 

สถานทีท่ําการทดลองสถานทีท่ําการทดลอง  หองปฏิบัติการกลางของสาํนักวจิัยพฒันาเทคโนโลยีชวีภาพ 

 
ผลและวิจารณผลการทดลองผลและวิจารณผลการทดลอง  

 

1. ผลการสกัดดีเอ็นเอในขาวสารแตละเมล็ด พบวาทัง้ 2 วธิีคือ วิธทีี่ 1 ตม + แชแข็ง กบัวิธี

ที ่2 ตม + แชแข็ง + ตกตะกอน สามารถสกัดดีเอ็นเอขาวสารไดเพยีงพอที่จะนาํไปใชทํา PCR แตวิธี

ที่ 2 ใหผลดีกวาดังแสดงในตารางที่ 2 กลาวคือ วิธทีี่ 1 ดีเอ็นเอที่ไดเมือ่นําไปทาํ PCR แลวไดผลหรือ

ให PCR Product 50 – 60% นอกนั้นปฏิกิริยาลมเหลว แตเมื่อนําดเีอ็นเอของเมลด็ขาวสารที่สกดั

จากวธิีที ่2 ไปทํา PCR จะใหผล 95 – 100% แตทั้งนี้จะเหน็วาวิธีสกดัดีเอ็นเอจากขาวสารวธิีที ่1 ใช

เวลานอยเพียง 1 – 2 ชม. งานจะเสร็จ 1 ชุด ขณะที่วธิทีี่ 2 ใชเวลามากกวา 1 เทาตัว 



ตารางที ่ตารางที ่22 เปรียบเทียบวธิีการสกัดดีเอน็เอของขาวสารแตละเมล็ด 
 

วิธ ี
ระยะเวลาที่ใช
สกัด DNA 

DNA ที่ไดนําไปทํา 
PCR ไดผล (%) 

จํานวนตัวอยาง 
ที่ทําได/คน/วัน 

เสียคาใชจาย/
ตัวอยาง 

1. ตม + แชแข็ง 
 

2. ตม + แชแข็ง 

 + ตกตะกอน 

1 – 2 ชม. 
 

2 – 4 ชม.  

50 – 60% 
 

95 – 100% 

1000 
 

360 

3 – 3.5  บาท 
 

6 – 7  บาท 

 

หมายเหต ุ คิดแตเฉพาะคาหลอด + pipette tip + สารเคมี (ไมคิดคาไฟฟาที่ใชตม และแชแข็ง 

คาแรง และอ่ืนๆ) 
 

นอกจากนั้นจะเห็นวาจํานวนตัวอยางที่ทําไดตอวันยังมากกวาขณะเสียคาใชจายตอ

ตัวอยางต่ํากวามากแทบไมมีตนทุนสารเคมี เสียแตคาหลอดพลาสติก และ pipette tip เทานั้น 

ขณะที่หองปฏิบัติการเลือกวิธีที่ 2 ในการสกัดดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบการปลอมปนของขาวพันธุอ่ืนใน

ขาวหอมมะลิไทย เพราะใหผลในการทํา PCR Product ไดดีกวา แตก็พยายามพัฒนาวิธีสกัดดีเอ็น

เอจากวิธีที่ 1 ตอไป เพราะวิธีที่ 1 ราคาตอตัวอยางถูก ใชเวลารวดเร็วกวาสะดวกสําหรับผูปฏิบัตแิละ

ยังไมมีสารเคมีอันตรายขณะที่วิธีที่ 2 ยังมีข้ันตอนที่ตองใช chloroform อยูดวย 

ไดทดลองเติม Protenase K 20 mg/ml ลงในตัวอยางของวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากขาวสาร

วิธีที่ 1 ในขั้นตอนหลังออกจากตู -20o C เพื่อชวยลดปริมาณ Endonuclease ที่จะยอยสลายดีเอ็นเอ 

พบวาใหผลในการสกัดดีเอ็นเอเพิ่มข้ึน 15% ทั้งนี้เทียบจากความสําเร็จในการนําดีเอ็นเอไปทํา PCR 

แลวให PCR Product ออกมา โดยเทียบกับดีเอ็นเอของใบขาว ที่ตองวัดผลโดยวิธีนําเอาดีเอ็นเอไป

ทํา PCR เพราะดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเมล็ดขาวสารแตละเมล็ดมีปริมาณนอยมาก จนไมสามารถวัด

ได โดยใชเคร่ือง Spectophotometer ที่มีอยูในหองปฏิบัติการ หรือมีปริมาณนอยมากจนไมเพียง

พอที่จะนําไป run gel แลวยอมสีดวย Ethidium bromide ดูได 

แตขอดีของการตรวจผลการสกัดดีเอ็นเอขาวสารโดยนาํไปทํา PCR คือสามารถทําใหทราบ

วาวธิีการสกัดดีเอ็นเอนัน้ดีเพียงพอหรือไม มีสารปนเปอนที่จะยับยัง้ปฏิกิริยา PCR หรือไมกลาวคือ 

- ในกรณีที่นําดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดไปทํา PCR แลวไมไดผลทั้งนี้สวนใหญเนื่องมาจากมี

สารปนเปอน (contaminant) ที่ไปยับยั้งปฏิกิริยาของ PCR  สารปนเปอนในกรณีสกัดดีเอ็นเอจาก

ขาวสาร คาดวาสวนใหญจะเปน Polysaccharides เพราะในเมล็ดขาวสารมีแปงเปนองคประกอบ

หลัก ซึ่ง Polysaccharides ที่ตกตะกอนมาพรอมกับดีเอ็นเอจะไปยับยั้งปฏิกิริยา PCR ทั้งหมด แต

การสกัดดีเอ็นเอขาวสาร วิธีที่ 2 ตม + แชแข็ง + ตกตะกอน ที่ใหผลดีกวาเพราะในขั้นตอนตกตะกอน



มีการเติมเกลือ NaCl ลงไปดวยโดยเกลือจะไปชวยให Polysaccharide ที่มีอยูละลายใน ethanol ได

ดีข้ึนไมตกตะกอนตามดีเอ็นเอ ซึ่งตรงกับรายงานของ Fang et al. (1992) ที่พบวาใส 1 M NaCl ลงใน

ข้ันตอนตกตะกอนดีเอ็นเอดวย Ethanol จะชวยให Polysaccharides ละลาย ethanol ดีข้ึน ยิ่งใส

มากกวา 2.5 M จะยิ่งใหผลดียิ่งข้ึน 

นอกจากนั้นยังไดทดลองนําวิธีสกัดดีเอ็นเอจากใบขาว (CTAB method) มาสกัดดีเอ็นเอ

ของขาวสาร พบวาใหผลไมดีมีแปงขาวๆ ตกตะกอนมากับดีเอ็นเอมาก และพบวาถาไมตมขาวสาร

กอน ดีเอ็นเอที่ไดมักจะทําปฏิกิริยา PCR ไมให PCR Product ทั้งนี้คาดวาการตมจะมีผลไปทําลาย 

endonuclease จึงไมสามารถยอยสลายดีเอ็นเอที่มีอยูนอยในเมล็ดได 

2. ผลการตรวจสอบขาวสารพนัธุปทุมธาน ี 1 ปนในขาวขาวดอกมะลิ 105 พบวา ดีเอ็นเอที่

สกัดโดยวิธทีี่ 2 คือ ตม + แชแข็ง + ตกตะกอน เมื่อทาํ PCR แลวนํามาแยกขนาดของชิ้น PCR 

Product primer ที่ใช 6 คู สามารถแยกขาวพันธุปทมุธานี 1 ออกจากขาวขาวดอกมะลิ 105 ได 

อยางชัดเจน ดังแสดงในภาพที ่ 1 ทัง้ๆ ที่ขาวทั้ง 2 พันธุนี้มีคุณภาพการหงุตม คุณภาพทางเคมี

ใกลเคียงกนัมากจนไมสามารถแยกออกจากกันโดยวิธกีารตรวจ amylose และ alkaline test 

กลาวคือ เมื่อใช microsatellite primer 6 คู ใหผลดังนี ้
 

ตารางตารางที ่ที ่33  แสดงความแตกตางของ PCR Product ที่ไดจากขาวขาวดอกมะลิ 105 และปทุมธาน ี

1 โดยใช primer 6 คู 
 

ขนาดของ PCR Product (basepair) 
PRIMER 

KDML 105 PTT 1 
ความแตกตาง 

RM 17 

RM 157 

RM 168 

RM 202 

RM 213 

RM 247 

175.58 

124.57 

112.63 

160.71 

145.08 

134.74 

183.62 

132.66 

94.61 

143.42 

132.37 

130.57 

8.04 

8.09 

18.02 

17.29 

12.71 

4.17 
 

จากการทดลองจะเห็นวามี primer เดียวคือ RM 247 ที่ขาวปทุมธานี 1 และขาวขาวดอก

มะลิ 105 ใหความแตกตางของ PCR Product คอนขางนอย คือ 4.17 basepair เทานั้น ซึ่งจะทําให

การแยกขนาดบนตัวกลางที่เปน agarose โดยวิธี gel electrophoresis ไมสามารถบอกความ

แตกตางไดอยางชัดเจน ยกเวนการใชเครื่องอัตโนมัติซึ่งมีราคาแพงหลายลาน เชน ที่ทําในการ

ทดลองนี้  



ฉะนั้นเพื่อใหเทคนิคนี้สามารถนําออกสงเสริมใหผูประกอบการภาคเอกชนหรือภาครัฐที่

ตองการจัดตั้งหองปฏิบัติการตรวจการปลอมปนของขาวทั้งขาวสารและพันธุขาว จึงไดทําการ

วิเคราะห PCR Product ที่ไดนี้บน Submarine gel electrophoresis โดยใช 3.5% Metaphore 

Agarose และ 1.5% Metaphore + 2% Sea Kem LE Agarose ใน 1X TBE พบวาตัวกลางทั้งสอง

สามารถแยกความแตกตางของ PCR Product ชัดเจนพอควร แต Metaphore Agarose อยางเดียว

จะราคาแพงกวาใหผลชัดเจนกวา และใชเวลามากกวา    การใช Agarose ผสมระหวาง 1.5% 

Metaphore + 2% Sea Kem LE Agarose ดังแสดงในภาพที่ 2 
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ภาพที่ 2 b. ภาพแสดงแถบดีเอ็นเอที่ไดจาก run 

gel 60 นาที 150 Volt ดวย 3.5% Metaphore 

Agarose   
 

ภาพที่ 2 a. ภาพแสดงแถบดีเอ็นเอที่ไดจาก run gel 

45 นาที 250 Volt ดวย1.5% Metaphore +  

2% Sea Kem LE  Agarose   

 

สําหรับการตรวจสอบขาวพันธุอ่ืนๆ ปนในขาวหอมมะลิไทยก็ใชวิธีเดียวกันที่ทําไปแลว

ขางตนแตตางกันที่การเลือกใช primer ซึ่งไดทําการสรุปไวใน ตารางที่ 3 



สรุปผลการทดลองสรุปผลการทดลอง  
 

1. ไดวิธีสกัดดีเอ็นเอจากขาวสาร 1 วิธี สําหรับใชในงานบริการตรวจสอบการปลอมปนของ
ขาวสารพันธุอ่ืนในขาวหอมมะลิไทย 

2. ควรมีการพัฒนาเทคนิคการสกัดดีเอ็นเอจากขาวสารเพิ่มเติมโดยมีหลักวา ควรเปนวิธีที่
งาย สะดวก รวดเร็วที่สุด ราคาไมแพงและลดการใชสารเคมีที่เปนพิษตอผูใชและสิ่งแวดลอมให
เหลือนอยสุด เชน ในกรณีวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากขาวสารวิธีที่ 2 ตม + แชแข็ง + ตกตะกอน อาจนํา
เกลือ NaCl ในความเขมขนสูงมาใชรวมกับการตกตะกอนดวย ethanol โดยไมตองผานขั้นตอนการ
ใช chloroform 

3. ได primer ที่ใชในการแยกขาวสารพนัธุปทุมธานี 1 ออกจากขาวหอมมะลิไทย คือ RM 
17,  RM 157, RM 168, RM 202, RM 213, และ RM 247 โดยจะเลอืกใชตัวใดก็ไดแตควรมีการทํา
รวมกับวธิีอ่ืน เชน การตมขาวสารเพื่อแยกขาวแข็งออกจากขาวนุมกอน ดังภาพ 3  

 

     
 

ภาพภาพที่ที่  33  แสดงผลการตมขาวโดยใชน้าํ 15 μl/เมลด็ นาน 10 นาที พันธุชัยนาท 1 ที่มีอมิโลสสูง 
กข 23 ที่มีอมิโลสปานกลางจะไมสุกและมีไตสีขาว สําหรับขาวขาวดอกมะลิ 105 และ
ปทุมธาน ี1 ซึ่งมีอมิโลสต่าํจะคอนขางสกุหรือไตนอยมาก 

 
เอกสารอางอิงเอกสารอางอิง  
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