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ดํารงวุฒิ  ออนวิมล  2553: การจําแนกสายพันธุแตงกวาโดยการวิเคราะห โปรตีนในเมล็ด
ดวยเทคนิค Ultrathin Layer Isoelectric Focusing  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑติ 
(เกษตรศาสตร) สาขาวิชาพืชสวน ภาควิชาพืชสวน  อาจารยที่ปรึกษาวทิยานิพนธหลัก: ผูชวย
ศาสตราจารยธรรมศักดิ์  ทองเกต,ุ Ph.D.  113 หนา 
 

การศึกษาตัวทําละลายสําหรับสกัดโปรตีนที่สะสมในเมล็ด และชวง pH ของเจลที่
เหมาะสม เพื่อใชแยกความแตกตางของพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 พันธุการคา 4 พันธุปลูก คือ 
พันธุไมโครซี พันธุบิ๊กซี พันธุโชคดี และพันธุบุษบา 2005 ดวยเทคนิค Ultrathin-layer Isoelectric 
Focusing (UTLIEF) โดยใชตัวทําละลายที่แตกตางกัน 4 ชนิด คือ น้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอร ได
โซเดียม อีดีทีเอ (Na2EDTA) และ โซเดียมคลอไรด (NaCl) รวมกับการใชชวง pH ของเจล 2 ชวง 
ไดแก pH 2-11 และ pH 4-5/3-10 รวมเปน 8 กรรมวิธี พบวามีเพียงกรรมวิธีการใชน้ําสกัดโปรตีน
ในเมล็ดรวมกับการใช pH ของเจล 2-11 ในการทํา UTLIEF ใหแถบโปรตีนที่ใชจําแนกพันธุทั้ง 4 
พันธุออกจากกันไดท้ังหมด จึงนํากรรมวิธีไปทดสอบจําแนกความแตกตางระหวางพันธุแตงกวา
อีก 8 พันธุปลูก พบวากรรมวิธีดังกลาวสามารถจําแนกพันธุแตงกวาทั้ง 8 พันธุปลูกออกจากกันได 
25 คูพันธุจาก 28 คูพันธุในการเปรียบเทียบทีละคูพันธุ และเมื่อนําวิธีการไปใชทดสอบความเปน
ลูกผสมชั่วท่ี 1 ของสายพันธุแตงกวาลูกผสม 10 สายพันธุ พบวาสามารถแยกความเปนลูกผสมได 
8 สายพันธุ 
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The suitable solvent and gel pH-gradient for varietal identification of cucumber via 

Ultrathin-layer isoelectric focusing (UTLIEF) technique was studied using 4 commercial 
cultivars of F-1 hybrids namely; Micro C, Big C, Chokedee and Bussaba2005. Four different 
solvents; water, phosphate buffer, Disodium ethylenediamine tetraacetate (Na2EDTA) and 
Sodium chloride (NaCl) and two different gel pH of 2-11 and pH 4-5/3-10 forming 8 treatment 
combinations were compared. The results demonstrated that only the treatment combination 
between water as protein extract solvent and gel pH 2-11 gave the protein band markers that 
could differentiate all four cucumber cultivars from each other. Therefore, this finding protocol 
was used to identify other 8 commercial cultivars (3 commercial cultivars and 5 cucumber 
accessions) and found that it could differentiate 25 out of 28 cultivars pairs in pairwise 
comparison. In hybrid purity test, it could detect F-1 hybrid purity of 8 out of 10 F-1 hybrid 
lines. 
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(1) 

 

สารบัญ 

 
 หนา 
 
สารบัญ                                                                                                                                           (1) 
สารบัญตาราง                                                                                                                                 (2) 
สารบัญภาพ                                                                                                                                    (4) 
คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ  (9) 
คํานํา 1 
วัตถุประสงค 4 
การตรวจเอกสาร 5 
อุปกรณและวธีิการ  30 
ผลและวิจารณ  41 
สรุป  83 
เอกสารและสิ่งอางอิง  84 
ภาคผนวก  93 
 ภาคผนวก ก สวนประกอบของสารเคมีที่ใชสําหรับทํา UTLIEF  94 
 ภาคผนวก ข วิธีการวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการ Bradford protein assay  98 
 ภาคผนวก ค ตนทุนในการทาํ UTLIEF 111 
ประวัติการศึกษา และการทํางาน 113 
 



(2) 

 

สารบัญตาราง 

 
ตารางที่ หนา 
  

1 วิธีการจําแนกความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดดวยวิธีการตาง ๆ 12 
2 ตัวอยางรายชื่อ good carrier ampholyte และ poor carrier ampholyte 26 
3 ความเขมขนของโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุแตงกวาดวยน้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอร 

Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร และ NaCl 5 มิลลิโมลาร 42 
4 จํานวนแถบโปรตีนที่บอกความแตกตางระหวางสายพันธุ และประสิทธิภาพใน

การจําแนกเมื่อทําการเปรียบเทียบเปนคู ของ 8 กรรมวิธีที่ทดสอบ 55 
5 จํานวนแถบโปรตีนที่แตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบระหวางแตงกวาทั้ง 

 8 พันธุปลูกทีละคู 62 
6 ลักษณะปรากฏของสายพันธุ #01 79 

 
ตารางผนวกที่  

  
1 ปริมาตรของสารละลายที่ใชเตรียมตัวอยางสารละลาย BSA โปรตีน เพื่อนําไป

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) ดวยเครื่อง 
spectrophotometer จากนั้นนําขอมูลที่ไดไปสราง BSA Standard curve 99 

2 ผลการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดแตงกวา
พันธุการคา 4 พันธุ โดยใชตัวทําละลายทั้ง 4 ชนิด คือ น้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอร  
Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร และ NaCl 5 มิลลิโมลาร เปนตัวทําละลายดวยเครื่อง 
spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 101 

3 ผลการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุ
แตงกวา สําหรับนํามาทดสอบประสิทธิภาพ 8 พันธุปลูก โดยใชน้ําเปนตัวทํา
ละลายดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 102 

4 ผลการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดแตงกวา 
10 สายพันธุโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความ
ยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 103 



(3) 

 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 
ตารางผนวกที่ หนา 

  
5 ผลการคํานวณหาปริมาณโปรตีนรวมของเมล็ดพันธุแตงกวาพันธุการคา 4 

พันธุโดยใชตัวทําละลายทั้ง 4 ชนิด คือ น้ํา  ฟอสเฟตบัฟเฟอร  Na2EDTA 5 
มิลลิโมลาร และ NaCl 5 มิลลิโมลาร ในการสกัดโปรตีน 105 

6 ผลการคํานวณหาปริมาณโปรตีนรวม ของเมล็ดพันธุแตงกวาสําหรับนํามา
ทดสอบประสิทธิภาพ 8 พันธุปลูกโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย 106 

7 ผลการคํานวณหาปริมาณโปรตีนรวม ของสายพันธุแตงกวาโดยใชน้ําเปน
ตัวทําละลาย เพื่อนําไปตรวจสอบความเปนลูกผสม 107 

8 ปริมาตรของสารละลายโปรตีนที่สกัดได และปริมาตรน้ําที่ใชในการหยด
ลงในแตละหลุมสําหรบัการทํา electrophoresis ดวยวิธี UTLIEF 109 

 



(4) 

 

สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่ หนา 

  
1 ชนิดของโปรตีนที่สะสมอยูในสวนตาง ๆ ของเมล็ดแตงกวา 16 
2 จุดไอโซอิเล็คทริก (isoelectric point) หรือจุดไอโซไอออนิก (isoionic point) ซ่ึงมี

ประจุสุทธิของโปรตีนเทากับศูนย คา pH = pI 19 
3 amphotheric molecule :ซ่ึงสามารถเก็บและแลกเปลี่ยนประจุได เมื่อเขาสูระบบจะ

เคลื่อนที่เขาสูจุด equilibrium (pH = pI) ซ่ึงเปนจุดที่ครึ่งหนึ่งของโมเลกุลท้ังหมดมี
ประจุสุทธิเปนศูนย 25 

4 การเคลื่อนที่ของ ampholytes กอนและหลังใหกระแสไฟฟา ทําใหเกิด pH gradiant 
บนเจล 27 

5 การเคลื่อนที่ของโปรตีนซึ่งเปน amphoteric compound ไปยังจุดไอโซอิเล็คทริก 
(isoelectric point, pH = pI ) 27 

6 ตําแหนงการวางอุปกรณตาง ๆ ในการทํา electrophoresis โดยใชเครื่อง IEF-SYS® 
(Scie-Plus) 34 

7 ลูกผสมชั่วที่ 1 ที่เปนลูกผสมอยางแทจริง (ลําดับการหยดสารละลายโปรตีนเพื่อการ
ทดสอบความเปนลูกผสม     คือสายพันธุแม     คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุ
ลูกผสมชั่วที่ 1) 38 

8 ลูกผสมชั่วที่ 1 ที่เกิดจากสายพันธุแมผสมตัวเอง (ลําดับการหยดสารละลายโปรตีน
เพื่อการทดสอบความเปนลูกผสม     คือสายพันธุแม    คือสายพันธุพอ และ F1 คือ
สายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1) 38 

9 ลูกผสมชั่วที่ 1 ที่ไมทราบสายพันธุ (ลําดับการหยดสารละลายโปรตีนเพื่อการ
ทดสอบความเปนลูกผสม     คือสายพันธุแม     คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุ
ลูกผสมชั่วที่ 1) 39 

10 ซาย : แถบโปรตีนที่ไดจากเมล็ดพันธุแตงกวา 4 พันธุปลูก (ไมโครซี  บิ๊กซี  โชคดี 
และ บุษบา 2005) ซ่ึงสกัดโปรตีนดวยน้ําและทํา UTLIEF ดวยชวง pH บนเจล 2-11  
ขวา : แถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คูซ่ึงพบในแตละพันธุ 
       = anode        = cathode 45 



(5) 

 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 
ภาพที ่ หนา
  

11 ซาย : แถบโปรตีนที่ไดจากเมล็ดพันธุแตงกวา 4 พันธุปลูก (ไมโครซี  บิ๊กซี  โชค
ดี และ บุษบา 2005) ซ่ึงสกัดโปรตีนดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร และทํา UTLIEF ดวย
ชวง pH บนเจล 2-11  ขวา : แถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คูซ่ึง
พบในแตละพันธุ        = anode       = cathode       46 

12 ซาย : แถบโปรตีนที่ไดจากเมล็ดพันธุแตงกวา 4 พันธุปลูก (ไมโครซี  บิ๊กซี   
โชคดี และ บุษบา 2005) ซ่ึงสกัดโปรตีนดวย Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร และทํา 
UTLIEF ดวยชวง pH บนเจล 2-11  ขวา : แถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืน
อยางนอย 1 คูซ่ึงพบในแตละพันธุ        = anode       = cathode       47 

13 ซาย : แถบโปรตีนที่ไดจากเมล็ดพันธุแตงกวา 4 พันธุปลูก (ไมโครซี  บิ๊กซี   
โชคดี และ บุษบา 2005) ซ่ึงสกัดโปรตีนดวย NaCl 5 มิลลิโมลาร และทํา 
UTLIEF ดวยชวง pH บนเจล 2-11  ขวา : แถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืน
อยางนอย 1 คูซ่ึงพบในแตละพันธุ        = anode      = cathode       48 

14 ซาย : แถบโปรตีนที่ไดจากเมล็ดพันธุแตงกวา 4 พันธุปลูก (ไมโครซี  บิ๊กซี  
โชคดี และ บุษบา 2005) ซ่ึงสกัดโปรตีนดวยน้ํา และทํา UTLIEF ดวยชวง pH 
บนเจล 4-5/3-10  ขวา : แถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คูซ่ึงพบ
ในแตละพันธุ        = anode        = cathode       50 

15 ซาย : แถบโปรตีนที่ไดจากเมล็ดพันธุแตงกวา 4 พันธุปลูก (ไมโครซี  บิ๊กซี  
โชคดี และ บุษบา 2005) ซ่ึงสกัดโปรตีนดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร และทํา UTLIEF 
ดวยชวง pH บนเจล 4-5/3-10  ขวา : แถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 
1 คูซ่ึงพบในแตละพันธุ        = anode       = cathode       51 

16 ซาย : แถบโปรตนีที่ไดจากเมล็ดพันธุแตงกวา 4 พันธุปลูก (ไมโครซี  บิ๊กซี   
โชคดี และ บุษบา 2005) ซ่ึงสกัดโปรตีนดวย Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร และทํา 
UTLIEF ดวยชวง pH บนเจล 4-5/3-10  ขวา : แถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืน
อยางนอย 1 คูซ่ึงพบในแตละพันธุ        = anode      = cathode       52 

  



(6) 

 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที ่ หนา 
  

17 ซาย : แถบโปรตีนที่ไดจากเมล็ดพันธุแตงกวา 4 พันธุปลูก (ไมโครซี  บิ๊กซี   
โชคดี และ บุษบา 2005) ซ่ึงสกัดโปรตีนดวย NaCl 5 มิลลิโมลาร และทํา 
UTLIEF ดวยชวง pH บนเจล 4-5/3-10  ขวา : ไมพบแถบโปรตีนที่แตกตางจาก
พันธุอ่ืนอยางนอย 1 คู       = anode       = cathode   53 

18 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวา 8 พันธุปลูก คือพันธุ
ไฉไล ภูฟา  บิงโก  CS017  CS018  CS054  CS059 และ CS091 ดวยน้ําแลว แยก
โปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 องศา
เซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง (ศรชี้คือตําแหนง
แถบโปรตีนที่มีความแตกตางกัน)   60 

19 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #01 ดวยน้ํา
แลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง      คือสาย
พันธุแม     คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนง
แถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุพอ)   65 

20 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #02 ดวยน้ํา
แลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง      คือสาย
พันธุแม     คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนง
แถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุพอหรือสายพันธุแม)   66 

21 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #03 ดวยน้ํา
แลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง     คือสาย
พันธุแม      คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนง
แถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุแม)   67 

  



(7) 

 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
 ภาพที ่  หนา 
   

22 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #04 ดวยน้ํา
แลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ช่ัวโมง      คือสาย
พันธุแม      คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนง
แถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุพอหรือสายพันธุแม) 70 

23 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #05 ดวยน้ํา
แลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง      คือสาย
พันธุแม      คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนง
แถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุพอหรือสายพันธุแม) 71 

24 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #06 ดวยน้ํา
แลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง      คือสาย
พันธุแม     คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนง
แถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุพอหรือสายพันธุแม) 72 

25 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #07 ดวยน้ํา
แลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ช่ัวโมง      คือสาย
พันธุแม      คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพนัธุลูกผสมชั่วที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนง
แถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุพอหรือสายพันธุแม) 73 

26 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #08 ดวยน้ํา
แลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง      คือสาย
พันธุแม        คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนง
แถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุพอหรือสายพันธุแม) 75 

 



(8) 

 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที ่ หนา
  

27 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #09 ดวยน้ํา
แลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ช่ัวโมง     คือสาย
พันธุแม     คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนง
แถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุพอ)        76 

28 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #10 ดวยน้ํา
แลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง pH 2-11 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง     คือสาย
พันธุแม     คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1         77 

29 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #03 ดวย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรแลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง 
pH 5-8/2-11 อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 
1.5 ชั่วโมง      คือสายพันธุแม     คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่ว
ที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนงแถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุพอ)        80 

30 แถบโปรตีนที่ไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดแตงกวาของสายพันธุ #10 ดวย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรแลวแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวง 
pH 5-8/2-11 อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 1,500 โวลต เปนเวลา 
1.5 ช่ัวโมง      คือสายพันธุแม     คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่ว
ที่ 1 (ศรชี้คือตําแหนงแถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุแม)        81 

   
ภาพผนวกที ่  

   
1 Standard curve ของ Bovine Serum Albumin (BSA)โปรตีน ที่ไดจากการวัดคา

การดูดกลืนแสงของสารละลาย BSAโปรตีน ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร     100 

2 ปริมาณโปรตีนรวมจากเมล็ดแตงกวาเมื่อใชน้ําเปนตัวทําละลายทั้ง 10 สายพันธุ 
คือสายพันธุ #01 #02 #03 #04 #05 #06 #07 #08 #09 และ #10     109 



(9) 
 

 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

AFLP = amplified fragment length polymorphism 
AOSA = Association of Official Seed Analysis 
APS = ammonium peroxydisulphate 
BSA = Bovine Serum Albumin 
DTE = dithioerythritol 
EDTA = ethylene diamine tetra acetic acid 
IEF = isoelectric focusing 
ISTA = International Seed Testing Association 
PAGE  = Polyacrylamide Gel Electrophoresis  
PCR = polymerase chain reaction 
pH = logarithm of reciprocal of hydrogen (H+) ion concentration 
pI = isoelectric point 
RAPDs = random amplified polymorphic DNAs 
RFLP = restriction fragment length polymorphism 
SDS = sodium dodecyl sulfate 
SSLP = simple sequence length polymorphism 
STS = sequence tagged site 
TCA = trichloroacetic acid 
TEMED = N N N’ N’- Tetramethylethylenediamine 
UTLIEF = Ultrathin-layer isoelectric focusing 

 
 



 
 
 

 

การจําแนกสายพันธุแตงกวาโดยการวิเคราะห โปรตีนในเมล็ดดวยเทคนิค Ultrathin 
Layer Isoelectric Focusing  

 
Varietal Identification of Cucumber Using Seed Protein Analysis via Ultrathin 

Layer Isoelectric Focusing Technique 
 

คํานํา 
 
 ธุรกิจการผลิตเมล็ดพันธุเปนอีกภาคสวนที่สรางมูลคาใหกับเศรษฐกิจของประเทศเปน
จํานวนหลายพันลานบาทตอป ปจจุบันธุรกิจการผลิตเมล็ดพันธุเพื่อการสงออกมีแนวโนมเติบโต
เพิ่มมากขึ้น ในป พ.ศ. 2550 สงออกจํานวน 14,836.21 ตัน มูลคาราว 1,895.21 ลานบาท โดยเฉพาะ
เมล็ดพันธุแตงกวาที่มีการสงออกราว 59.48 ตัน มูลคาการสงออก 162.03 ลานบาท คิดเปนรอยละ 
8.55 ของมูลคาการสงออก ซ่ึงสวนใหญสงออกไปยังประเทศอินเดีย (สํานักควบคุมพืชและวัสดุ
เกษตร, 2551) จะเห็นไดวาการสงออกเมล็ดพันธุแตงกวามีปริมาณนอยแตมูลคาตอน้ําหนักสูงเพราะ
สวนใหญเปนเมล็ดพันธุลูกผสม  เมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 มีขอเดนที่ใหผลผลิตตอไรสูงทั้ง
ผลผลิตที่ไดยังมีคุณภาพดี รวมไปถึงความสามารถในการตานทานตอโรคและแมลงไดดีเหนือกวา
สายพันธุพอแม (heterosis effect) ดังนั้นเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 จึงเปนที่ตองการของ
ตลาดอยางมากและมีการใชเพิ่มมากขึ้น แมวาราคาของเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมจะมีราคาสูง แต
เกษตรกรมีความตองการที่จะใชเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 มากกวาลูกผสมเปด เนื่องจากทํา
ใหไดผลผลิตที่มีคุณภาพตอไรสูงขึ้น สงผลใหเกษตรกรมีรายไดสูงขึ้น ดังนั้นเพื่อเปนการสราง
ความเชื่อมั่นใหกับผูใชเมล็ดพันธุ ผูผลิตจึงจําเปนตองมีการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม
ของเมล็ดพันธุ และความเปนลูกผสมซึ่งเปนคุณสมบัติที่สําคัญของเมล็ดพันธุ เพื่อเปนการยืนยัน
และสรางความเชื่อมั่นตอเกษตรกรวาเมล็ดพันธุที่ไดมีคุณภาพดีและตรงตามพันธุอยางแทจริง ดวย
เหตุผลดังกลาวสงผลใหการตรวจสอบความบริสุทธิ์และความตรงตอสายพันธุทวีความสําคัญมาก
ขึ้น ขอดีของการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมและความเปนลูกผสมคือ เกษตรกรผู
เพาะปลูกไดเมล็ดที่ตรงตามสายพันธุ ขณะที่บริษัทเจาของพันธุใชเปนหลักฐานสําหรับซ้ือคืนเมล็ด
พันธุจากเกษตรกรลูกไร (วันชัย, 2542) 
 

การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุมีหลายวิธี เชน การตรวจสอบทางสัณฐานวิทยา 
เปนการตรวจสอบทางดาน สี ขนาด รูปรางของเมล็ดพนัธุ หรือตรวจสอบลักษณะของตนกลา โดย
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ใชวิธี grow-out test หรือ field test ซ่ึงการตรวจสอบดวยวิธีนี้จะตองนําเมล็ดไปทดลองปลูกใน
แปลง ทําใหตองใชเวลานานและใชพื้นที่คอนขางมากในการตรวจสอบ ในบางครั้งใหผลไมแมนยํา 
เพราะมีส่ิงแวดลอมเขามาเกี่ยวของ (Arus, 1983; McDonald, 1998) สําหรับการตรวจสอบทาง
ชีววิทยาโมเลกุล เปนการตรวจสอบในระดับ DNA ที่ใชเวลาในการตรวจสอบเร็วกวาวิธีการแรก
และมีความแมนยําสูง สามารถตรวจสอบไดทุกสวนของพืชแตมีขอดอยคือคาใชจายในการ
ตรวจสอบสูง และวิธีการสกัด DNA ยังยุงยากไมคุมคาที่จะนํามาใชในลักษณะของงานประจํา 
(ธรรมศักดิ์ และ เสริมศิริ, 2549) สวนการตรวจสอบทางชีวเคมีในระดับเอนไซม มีความยุงยากใน
การเตรียมตัวอยางของเอนไซม และแตละระยะของการเจริญเติบโตพืชจะผลิตเอนไซมที่แตกตาง
กันออกไป 

 
ปจจุบันไดมีการพัฒนาเทคนิคเพื่อเพิ่มความสามารถในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ

สายพันธุโดยใชการแยกความแตกตางของโปรตีนที่สะสมในเมล็ด (seed storage protein) ดวย
เทคนิค ultrathin layer isoelectric focusing (UTLIEF) เทคนิคนี้มีประสิทธิภาพในการแยกชนิดของ
โปรตีนสูง สามารถแยกโปรตนีที่มีคา isoelectric point ที่ตางกันเพียงเล็กนอยไดดี ขอดีของเทคนิค
นี้คือ ใชเวลาในการตรวจสอบนอย อีกทั้งยังงายตอการปรับเปลี่ยนคา pH gradients ของเจลให
เหมาะสมสําหรับโปรตีนในพืชแตละชนิด และเจลที่ใชในการทํา electrophoresis มีความบางมาก
จัดเปนแบบ ultrathin layer ซ่ึงนอกจากจะทําใหมีตนทุนในการตรวจสอบถูกกวาวิธีอ่ืน ๆ แลวยัง
สามารถทําใหเจลแหงและเก็บรักษาเจลจริงในรูปของเอกสารไดเปนเวลานาน ที่สําคัญคือโปรตีนที่
ใชในการตรวจสอบ เปนโปรตีนที่พืชสะสมไวในเมล็ดซึ่งมีความคงตัวสูง มีการเปลี่ยนแปลง
เนื่องจากสภาพแวดลอมและระยะการเจริญเติบโตนอยกวาโปรตนีทําหนาที่เปนเอนไซม (Van den 
Berg, 1990, 1991) จึงทําใหเทคนิคนี้มีความถูกตองแมนยําสูงกวา 

 
เทคนิค UTLIEF ถูกนําไปใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมและพิสูจนความบริสุทธิ์

ของสายพันธุพืชชนิดตาง ๆ มากมาย เชน ขาวไรย (Nakamura, 1979)  พืชวงศหญา (Spoor and 
Hay, 1979)  ขาวโอต (Gavriljuk et al., 1984)  ขาวบารเรย (Chauhan et al., 1985)  ถ่ัวเหลือง 
(Chauhan et al., 1985)  แอปเปล (Berger et al., 1985)  ขาวสาลี (Van De Weghe, 1991)  พริกไทย 
(Lucchese et al., 1999)  มะเขือเทศ (Wang et al., 2000)  ขาว (Yan et al., 2006) ฯลฯ นอกจากนี้
เทคนิคนี้ไดรับการยอมรับจาก International Seed Testing Association (ISTA) ใหเปนเทคนิค
มาตรฐานในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของพืช 2 ชนิด ไดแก ขาวโพดไร และ
ทานตะวัน (ISTA, 2007) แตยังขาดขอมูลในอีกหลาย ๆ พืช 
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หลักการทํางานของ UTLIEF นั้นเปนเทคนิคที่ใชแยกโปรตีนแตละชนิดออกจากกันโดย
อาศัยความแตกตางของประจุสุทธิของโปรตีนที่เคล่ือนที่บน pH gradient ซ่ึงสรางขึ้นจาก carrier 
ampholytes ในสนามไฟฟา โปรตีนแตละชนิดมีจุด isoionic point (pI) หรือจุดที่มีประจุสุทธิเปน
ศูนยเฉพาะตัว เมื่อโปรตีนแตละโมเลกุลเคลื่อนที่ผาน pH gradient จะสูญเสียประจุสุทธิไปเรื่อย ๆ 
จนกระทั่งประจุสุทธิเปนศูนยที่ตําแหนงนี้โปรตีนจะหยุดการเคลื่อนที่และรวมตัวกันเปนแถบ
เขมขน ซ่ึงแถบโปรตีนดังกลาวสามารถนํามาใชในการจําแนกสายพันธุได (Cooke, 1995; Noli, 
2004) แตการที่จะนําเทคนิคนี้ไปใชในการจําแนกพันธุพืชชนิดใด ๆ ไดอยางมีประสิทธิภาพและ
แมนยํา จําเปนตองทราบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการตรวจสอบดวยเทคนิคนี้ เชน ชนิดของตัวทํา
ละลายที่ใชในการสกัดโปรตีนและชวงคา pH gradient ของเจลเสียกอน  แมแตงกวาจะเปนพืชท่ีมี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจและนิยมบริโภคกันแพรหลาย แตปจจุบันยังไมพบรายงานการใชเทคนิค
ดังกลาวกับแตงกวา ดวยเหตุนี้จึงสนใจศึกษาการนําเทคนิค UTLIEF มาประยุกตใชกับแตงกวา 

 
 การศึกษาวิจัยคร้ังนี้จึงทดลองใชเทคนิค UTLIEF จําแนกสายพันธุและตรวจพิสูจนความ
เปนลูกผสมของเมล็ดพันธุแตงกวา โดยเนนศึกษาปจจัยหลักสองปจจัยที่มีผลตอการตรวจสอบดวย
เทคนิคดังกลาวไดแก ตัวทําละลายที่ใชในการสกัดโปรตีนและชวงคา pH gradient ของเจล เพื่อให
ทราบถึงศักยภาพและความเหมาะสมสําหรับการที่จะพัฒนาเทคนิคดังกลาวเพื่อใชในการตรวจสอบ
เมล็ดพันธุแตงกวา ซ่ึงจะเปนประโยชนในดานการลดตนทุนและระยะเวลาในการตรวจสอบความ
บริสุทธิ์ทางพนัธุกรรม (genetic purity test) และความเปนลูกผสม (hybrids test) ของเมล็ดพันธุ
แตงกวา สําหรับธุรกิจการผลิตเมล็ดพันธุและเกษตรกรโดยทั่วไป 
 



 

 

วัตถุประสงค 

 
 ศึกษาตัวทําละลายที่ใชในการสกัดโปรตีนและชวงคา pH gradient ของเจล ที่เหมาะสม
เพื่อใหทราบปจจัยที่เหมาะสมสําหรับใชในการจําแนกพันธุแตงกวา และตรวจสอบความเปน
ลูกผสมของเมล็ดพันธุแตงกวา 



 

 

การตรวจเอกสาร 

 
1.  แตงกวา (Cucumber) 
 
 จัดอยูในวงศ (Family) Cucurbitaceae มีจํานวนโครโมโซม 2n=14 เปนพืชผสมขามโดย
ธรรมชาติ (cross pollinated crop) (จานุลักษณ, 2535) 
 
 ลักษณะทางพฤกษศาสตรที่เกี่ยวของกับการพัฒนาผล 
 
 แตงกวาเปนพืชที่การแสดงออกของเพศหลากหลาย ขึ้นกับทั้งพันธุกรรมและสิ่งแวดลอม
สามารถแบงการแสดงของเพศออกเปนประเภทตาง ๆ ไดเปน 7 ประเภทดังนี้ (George, 1999) 
 
 1. hermaphroditic คือลักษณะตนที่มีดอกสมบูรณเพศทั้งหมด 
 2. monoecious คือลักษณะตนที่มีดอกเพศผูและเพศเมียอยูบนตนเดียวกัน 
 3. gynomonoecious คือลักษณะตนที่มีดอกสมบูรณเพศและดอกเพศเมียอยูบนตนเดียวกัน 
 4. andromonoecious คือลักษณะตนที่มีดอกสมบูรณเพศและดอกเพศผูอยูบนตนเดียวกัน 
 5. trimonoecious คือลักษณะตนที่มีดอกสมบูรณเพศ ดอกเพศผู และดอกเพศเมียอยูบนตน
เดียวกัน 
 
 6. androecious คือลักษณะตนที่มีดอกเพศผูทั้งหมด 
 7. gynoecious คือลักษณะตนที่มีดอกเพศเมียทั้งหมด 
 
 การแสดงเพศของแตงกวาตามธรรมชาติมักมี 3 ระยะ ในระยะแรกดอกที่เกิดจะเปนดอก
เพศผูทั้งหมด จากนั้นจะมีการแสดงดอกเพศผูสลับดอกเพศเมีย และในชวงทายของการพัฒนาจะ
แสดงเฉพาะดอกเพศเมียซ่ึงมักจะเกิดในกิ่งแขนง ในปจจุบันแตงกวาไดรับการพัฒนาโดยเฉพาะ
ลักษณะการแสดงออกของเพศเมีย (gynoecious) มากขึ้น ปจจุบันพันธุการคาและสายพันธุที่ใชใน
การผลิตเมล็ดพันธุลูกผสมมักมีลักษณะการแสดงเพศของดอกเพศเมีย เพราะใหผลผลิตสูง การ
แสดงเพศของดอกเพศเมียแบงออกเปน 4 ชนิด (สมศักดิ์, 2535) คือ 
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 1. Gynoecious main vine type คือ แสดงดอกเพศเมียและติดผลเฉพาะกิ่งหลัก 
2. Gynoecious main and lateral vine type คือ แสดงดอกเพศเมียและติดผลเฉพาะในกิ่ง

หลัก และกิ่งแขนง โดยแตกกิ่งในตําแหนงที่ติดผลในกิ่งหลัก 
 

 3. Quasi-gynoecious main and lateral vine type คือ แสดงดอกเพศเมียและติดผลไดในกิ่ง
หลักและกิ่งแขนง ซ่ึงกิ่งแขนงสามารถเจริญเติบโตไดจากทุกตําแหนงบนกิ่งหลัก 
 
 4. Quasi-gynoecious lateral vine type คือ แสดงดอกเพศเมียและติดผลไดเฉพาะในกิ่ง
แขนงเทานั้น 
 
 หลังการถายละอองเกสรและเกิดการปฏิสนธิ กลีบเล้ียงและกลีบดอกจะรวงภายใน 2 วัน 
จากนั้นผลจะเจริญตอโดยมีการเพิ่มขนาดทั้งความกวางและความยาว ผลออนที่เก็บเกี่ยวไดจะมี
ขนาดกวาง 2-4 เซนติเมตร ยาว 8-10 เซนติเมตรขึ้นกับพันธุของแตงกวา เปลือกมีสีเขียวเขมตรงขั้ว
ผลและมีสีเขียวออนเปนทางตลอดความยาวผล (Robinson, 1997) ผลออนของแตงกวาที่ปลูกใน
เมืองไทยมักมีหนามสีดํา ขณะที่พันธุในเขตหนาวมีสีขาว  
 
 สุเทวี (2522) จําแนกแตงกวาโดยลักษณะการบริโภคออกเปน 2 ชนิดคือ 
 
 1. พวกที่ใชรับประทานสด เปนพันธุที่มีเนื้อบาง ไสใหญ สีเปลือกไมเขียวเขม ไดแก
แตงกวาที่นิยมปลูกในประเทศไทย 
 
 2. พวกที่ใชดอง เปนพันธุที่มีเนื้อหนา ไสเล็ก บางพันธุไมมีไสเลย เปลือกสีเขียวเขม เมื่อ
นําไปดองจะคงรูป ไมเหี่ยว 
 
 การผลิตเมล็ดพันธุลูกผสมแตงกวา 
 
 แตงกวาเปนพืชผสมขามโดยธรรมชาติ สงผลใหลูกผสมชั่วที่ 1 แตงกวามีความดีเดนเหนือ
พอแมในหลาย ๆ ลักษณะ (สมเกียรติ, 2527; สมศักดิ์, 2535; เอนก, 2529) จานุลักษณ (2528) 
อธิบายวาปรากฏการณดังกลาวอาจเกิดจาก 2 ทฤษฎีหลัก ไดแก ทฤษฎีการขม (dominance theory) 
ที่อธิบายวาลูกผสมจะมี gene ดอยที่อยูในสภาพ homozygous นอยกวาพอแม จึงทําใหลูกผสมดีเดน
กวาพอแมเนื่องจากมีลักษณะ dominance มากกวา  และ ทฤษฎีการขมเกิน (over dominance theory) 
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วาความดีเดนเหนือพอแมเกิดจาการรวมตัวของ gene ที่มีความแตกตางกันมากเขามาอยูรวมกันใน
สภาพ heterozygous โดย gene แตละคูจะสนับสนุนซึ่งกันและกัน สงผลใหลักษณะเดนซึ่งเปน
ผลรวมของ gene เหลานั้นแสดงออกเหนือพอแม เหตุดังกลาวจึงเหมาะที่จะผลิตแตงกวาเปนเมล็ด
พันธุลูกผสมชั่วที่ 1 (F1 hybrid) พันธุแตงกวาที่เกษตรกรนิยมปลูกเพื่อนําไปจําหนายสําหรับ
รับประทานผลสดมักเปนพันธุที่มีการแสดงออกของเพศเมียมากเพราะใหผลผลผิตสูง รสชาติไมขม 
รวมทั้งมีลักษณะตานทานอื่น ๆ ที่ทําใหเกษตรกรผูปลูกสามารถใชตนทุนในการผลิตต่ําที่สุดและ
ขายผลผลิตไดกําไรมากที่สุด การปรับปรุงพันธุใหไดพันธุที่มีลักษณะซึ่งเปนที่ตองการเหลานี้เปน
ภาระของนักปรับปรุงพันธุที่ตองปรับปรุงพันธุใหทันกับความตองการที่เปล่ียนแปลงอยูเสมอของ
เกษตรกร ปจจุบันโครงการ Cucumber Genome Initiative (CuGI)  ซ่ึงเปนโครงการวิจัยที่เกิดจาก
การรวมมือกัน 4 ประเทศ  ไดแก  จีน ออสเตรเลีย สหรัฐอเมริกา และ เนเธอรแลนด โครงการวิจัย
ดังกลาวไดพยายามศึกษาวิจัยและรวบรวมขอมูลจีโนม (genome) แตงกวาจนประสบผลสําเร็จ ผล
การศึกษาของโครงการดังกลาวเปนประโยชนอยางมากสําหรับนักปรับปรุงพันธุ เนื่องจากใหขอมูล
เชิงลึกของ gene ที่เกี่ยวของกับการแสดงออกทางเพศของแตงกวา การตานทานโรค วิวัฒนาการ 
และสายธารชีวสังเคราะห (biosynthetic pathways) โดยท่ีขอมูลดังกลาวสามารถใชประโยชนได
ผานทางเว็บไซด Cucurbit Genomics Database (Huang et al., 2009) 
 
 การผลิตเมล็ดพันธุลูกผสมแตงกวาโดยทั่วไปสําหรับประเทศไทยมักสงเสริมในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ เนื่องจากมีอุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธที่ เหมาะสมในระหวางเดือน
พฤศจิกายนถึงธันวาคม ซ่ึงเปนชวงผสมเกสร หลังจากเกษตรกรลูกไร (contract farmer) ไดรับเมล็ด
พันธุขยาย (registered seed) จากนักปรับปรุงพันธุ จะเริ่มทําการผลิตเมล็ดพันธุจําหนาย (certified 
seed) โดยการเพาะกลาซึ่งมักกระทําชวงตนเดือนพฤศจิกายน ทําการยายปลูกเมื่อตนกลาอายุ 15 วัน
หลังจากยายปลูกประมาณ 25 วันจึงผสมเกสร และเก็บเกี่ยวผลในชวงตนเดือนกุมภาพันธถึงปลาย
เดือนมีนาคม ระยะเวลาปฏิบัติงานประมาณ 100-110 วัน (จานุลักษณ, 2535) 
 
 การผลิตเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมแตกตางจากการผลิตเมล็ดพันธุผสมปลอยพอสมควร 
เมล็ดพันธุผสมปลอยนิยมผลิตโดยใชวิธีเดียวกับการปลูกเพื่อผลิตผลสดที่ไมขึ้นคางและปลอยให
ผสมเกสรเองตามธรรมชาติ ขณะที่ขั้นตอนการผลิตเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมนิยมปลูกแบบขึ้นคาง 
 
 ขั้นตอนการเตรียมกลาควรใหอัตราสวนของตนพอตอตนแม เทากับ 1:6 โดยทําการเพาะ
กลา ตนพอกอน 7-10 วัน เพราะดอกเพศผูมักบานกอนดอกเพศเมีย ระยะหางที่เหมาะสมสําหรับ
การแยกปลูก (isolation) ควรปลูกใหหางกันอยางนอย 400 เมตรขึ้นไป สําหรับเมล็ดพันธุขยาย 
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(registered seed) (จานุลักษณ, 2535) ระยะหางระหวางหลุม 40 เซนติเมตร ระยะหางระหวางแถว 
70 เซนติเมตร หลังยายปลูกประมาณ 25 วันจะเปนระยะเริ่มผสมเกสร กอนการผสมเกสรควรเตรียม
เกสรเพศเมียโดยคลุมดอกเพศเมียตั้งแตขอที่ 5 ขึ้นไป โดยเลือกดอกที่กําลังจะบานในวันรุงขึ้น 
สังเกตไดจากดอกตูมที่มีกลีบสีเหลืองออน การคลุมดอกอาจใชลวดอะลูมิเนียมรัดกลีบดอกหรือใช
ถุงกระดาษสีคลุมเพื่อไมใหดอกบานกอนไดรับการผสม หลังจากนั้นทําเครื่องหมายเพื่อใหสังเกต
ตําแหนงดอกที่จะผสมเกสรไดงาย ระยะเวลาที่เหมาะสมในการผสมเกสรคือระหวาง 7.00-11.00 
นาฬิกา อุณหภูมิที่เหมาะสมอยูระหวาง 15-27 องศาเซลเซียส ผสมโดยนําดอกเพศผูจากตนพอฉีก
กลีบออกใหเหลือเฉพาะอับละอองเกสรเพศผูและกานชูดอก หลังจากนั้นถอดลวดที่รัดกลีบดอกเพศ
เมียออก แตะอับละอองเกสรเพศผูลงบนยอดเกสรเพศเมีย โดยใชอัตราสวนดอกเพศผูตอดอกเพศ
เมีย 1:1 หรือ 1:2 (George, 1999) 
 
 ระยะเวลาในการผสมเกสรจะปฏิบัติประมาณ 7-10 วัน ผสม 6-10 ดอกตอตน หลังจากติด
ผลแลวเลือกผลที่สมบูรณไว 6-8 ผลตอตน เร่ิมไวผลตั้งแตกิ่งแขนงในขอที่ 5-10 โดยปลอยใหติดผล 
1-2 ผลตอกิ่งแขนง ไวใบ 1-2 ใบตอกิ่งระหวางขอที่ 11-25 ตัดยอดออกตั้งแตขอที่ 25 โดยทั่วไป
ระยะแกของเมล็ดแตงกวา (physiological maturity) อยูที่ประมาณ 21 วันหลังผสมติด จึงเริ่มเก็บ
เกี่ยวเมื่อสีผลเปลี่ยนเปนสีเหลืองที่ 28-30 วันหลังจากผสมติด หลังทําการเก็บเกี่ยวนํามาบมในรม 5-
7 วัน จากนั้นนําเมล็ดไปหมัก 24-48 ชั่วโมง จากนั้นทําความสะอาดเพื่อเตรียมเขาสูขั้นตอนการ
ปรับปรุงสภาพเมล็ดพันธุตอไป (George, 1999; Robinson, 1999) 
 
 การตรวจสอบตนที่มีลักษณะผิดปกติ ทั้งในตนพอและตนแมพันธุ กําหนดใหพันธุปน (off 
type) ในแปลงปลูกเมล็ดพันธุหลัก (foundation seed) ซ่ึงยอมใหมีได 1 ตนจากจํานวนตนที่ปลูก 
500 ตน (0.2 เปอรเซ็นต) และ 1 ตนจากจํานวนตนที่ปลูก 250 ตน (0.4 เปอรเซ็นต) สําหรับแปลง

ปลูกพันธุขยายและพันธุจําหนาย  สามารถทําได 4 ระยะ (จานุลักษณ, 2535) คือ  
 
 ระยะกอนการยายปลูก สังเกตไดจากใบ สีใบ และลักษณะการเจริญเติบโตเปนตน 
 ระยะกอนการผสมเกสร สังเกตจากสีดอก ลักษณะการแสดงออกของเพศ ลักษณะสีผล 
และสีหนาม  
 ระยะผสมเกสร  สังเกตสีผล ลักษณะผลและหนามเปนตน 
 ระยะกอนการเก็บเกี่ยว สังเกตลักษณะผล สีผล และลักษณะตาขาย 
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ขอเท็จจริงที่วาประเทศไทยมีศักยภาพในการแขงขัน และความเปนเจาของพันธุซ่ึงมีฐาน
การวิจัยและพัฒนาที่เขมแข็งอยูแลว ทําใหทั้งภาครัฐและเอกชนตระหนักถึงความสําคัญและกําลัง
รวมมือกันจัดทําแผนยุทธศาสตรดานการวิจัยและพัฒนาอุตสาหกรรมเมล็ดพันธุ โดยมีเปาหมายให
ประเทศไทยเปลี่ยนบทบาทจากการรับจางผลิตเมล็ดพันธุมาเปนผูพัฒนาพันธุและสงออกแทน 
(ประกาย, 2550ก) ธุรกิจการสงออกเมล็ดพันธุแตงกวาที่ผลิตเพื่อการสงออกมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น 
โดยเฉพาะเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 โดยเฉลี่ยแลวในแตละปสามารถสรางรายไดใหกับผู
ประกอบกิจการเปนจํานวนหลายลานบาท เนื่องจากเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 ใหผลผลิตที่มี
คุณภาพตอไรสูงกวาเมล็ดพันธุลูกผสมเปด ขณะที่ใชปจจัยการผลิตไมตางกัน สงผลใหเกษตรกรมี
รายไดสูงขึ้น ดังนั้นกอนที่ผูผลิตจะทําการจําหนายหรือสงออกเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 
ผลผลิตที่ผลิตไดในแตละครั้งจําเปนอยางยิ่งที่จะตองผานระบบการตรวจสอบคุณภาพของเมล็ด
พันธุที่เรียกวาการตรวจสอบความเปนลูกผสมหรือความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม ใหผานมาตรฐานที่
กําหนดไว เพื่อเปนการยืนยันและสรางความเชื่อมั่นตอเกษตรกรผูใชเมล็ดพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 วา
เมล็ดพันธุที่ผลิตไดนั้นมีคุณภาพดีและเปนเมล็ดพันธุลูกผสมที่แทจริงตรงตามพันธุที่ตองการ 
(ประกาย, 2550ข) ขณะที่บริษัทเจาของพันธุใชเปนหลักฐานสําหรับซื้อเมล็ดพันธุจําหนาย (certified 
seed) คืนจากเกษตรกรลูกไร 
 
2.  การตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุ (seed testing) 
 
 การตรวจวิเคราะหคุณภาพของเมล็ดพันธุ เปนการตรวจสอบเพื่อใหทราบวาเมล็ดพันธุมี
คุณภาพดีมากนอยเพียงใด อันจะเปนขอมูลเพื่อใชสําหรับการควบคุมคุณภาพของเมล็ดพันธุให
เปนไปตามมาตรฐานสากล เพื่อควบคุมการนําเขาและสงออก ตลอดไปจนถึงการกําหนดมาตรฐาน
และกฎเกณฑตาง ๆ ของคูคา 
 

การตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุนั้น นิยมใชกฎของการตรวจสอบคุณภาพที่ใชกันอยู 2 
หนวยงานคือ กฎของการตรวจสอบคุณภาพที่บัญญัติขึ้นโดย International Seed Testing 
Association (ISTA) สํานักงานใหญตั้งอยูที่ประเทศสวิตเซอรแลนด และกฎบัญญัติขึ้นโดย 
Association of Official Seed Analysts (AOSA) ตั้งอยูในสหรัฐอเมริกา กฎของการตรวจสอบ
คุณภาพที่บัญญัติขึ้นโดยสถาบันทั้งสองแหงนี้มีลักษณะคลายคลึงกัน แตแตกตางกันในรายละเอียด
และขั้นตอนในการปฏิบัติงานบางประการ ในการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุนั้นจะปฏิบัติตามกฎ
ของสถาบันหนึ่งสถาบันใดก็ได ขึ้นอยูกับความประสงคของผูปฏิบัติงาน แตโดยทั่วไปในประเทศ
แถบยุโรป เอเชียและละตินอเมริกา เชน เนเธอรแลนด บราซิล ฟลิปปนส อินเดีย เหลานี้เปนตน มัก
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นิยมใชกฎของ ISTA ซ่ึงใชกันมาก สําหรับประเทศอเมริกาและแคนนาดานั้นใชกฎของ AOSA 
สําหรับการตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุที่ปฏิบัติกันอยูในหองปฏิบัติการตรวจสอบคุณภาพ
ของภาครัฐและเอกชนของประเทศไทยขณะนี้สวนใหญยึดตามกฎของ ISTA เปนหลัก (จวงจันทร, 
2529) 
 
3.  การตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรม 
 
 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุมีวัตถุประสงคเพื่อการรับรอง
เมล็ดพันธุ คือตรวจสอบเมล็ดพันธุในลอตวามีความบริสุทธิ์มากนอยเพียงใด มีพันธุปนหรือไม 
ในบางกรณีการตรวจสอบอาจเพื่อยืนยันวาพันธุใหมที่ไดจากการปรับปรุงพันธุนั้นเปนพันธุใหมที่
แทจริง ไมใชพันธุเดิมที่เคยมีอยูแลว หรือมีพันธุกรรมซ้ํากับพันธุที่มีอยู ซ่ึงการตรวจสอบพันธุใน
บริบทนี้นับวันจะยิ่งทวีความสําคัญมากขึ้นเพราะสามารถรองรับกฎหมายคุมครองพันธุพืช พ.ศ. 
2542 หมวดที่ 3 การคุมครองพันธุพืชใหมได โดยเฉพาะอยางยิ่งในมาตรา 15 และมาตรา 19 ในเรื่อง
ของการขอจดทะเบียนพันธุพืชใหมใหเปนไปตามหลักเกณฑและวิธีการที่กําหนดในกฎกระทรวง 
ซ่ึงจําเปนตองมีรายละเอียดแสดงที่มาของพันธุใหมและการตรวจสอบพันธุ (สํานักคุมครองพันธุพืช
แหงชาติ กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2542)  
 
 ในอุตสาหกรรมผลิตเมล็ดพันธุ การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุ
จําเปนตองกระทําใหเปนไปตามความประสงคของคูคา แมวาสาเหตุหลักที่บริษัทคูคาหรือผูซ้ือไม
รับซื้อเมล็ด สวนใหญเปนเพราะเมล็ดลอตนั้นมีคุณภาพต่ํา อาทิ อัตราการงอกต่ํา และงอกไม
สม่ําเสมอก็ตาม กระนั้นความตรงตอสายพันธุก็ยังเปนเหตุผลแรกสุดที่บริษัทคูคาหรือผูใชเมล็ด
พันธุเพื่อผลิตพืชใชพิจารณาในการสั่งหรือเลือกซื้อเมล็ดลอตนั้น ๆ จากผูผลิตเมล็ดพันธุ จึงเปน
ธุรกรรมที่เปลาประโยชนหากเมล็ดพันธุที่ซ้ือมีอัตราการงอกที่สูงและงอกไดอยางสม่ําเสมอแต
ลักษณะทางพันธุกรรมไมตรงตามสายพันธุที่ตองการและไมเปนที่ตองการของตลาด (ณัฏยา และ
คณะ, 2546) ดวยเหตุนี้การตรวจสอบพันธุหรือการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ด
พันธุจะกระทําในระหวางรอการปรับปรุงสภาพเมล็ดพันธุโดยการสุมตัวอยางตามหลักวิชาการให
ไดตัวแทนที่ดีนํามาวิเคราะหตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุ เมื่อตรวจสอบวา
ผานมาตรฐานที่กําหนดจึงจะนําเมล็ดลอตนั้น ๆ ไปปรับปรุงสภาพตอไป การนําเมล็ดเขาปรับปรุง
สภาพทั้ง ๆ ยังไมทราบผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุนั้นเสี่ยงตอการ
สูญเสียทรัพยากร เวลา แรงงาน และคาเสื่อมราคาของเครื่องจักรของบริษัทไปโดยเปลาประโยชน 
อีกทั้งการควบคุมอุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธระหวางรอการปรับปรุงสภาพเมล็ดเปนไปไดยาก
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เนื่องจากเมล็ดอยูในสภาพแวดลอมเปด ดังนั้นในการทํางานควรใชเวลาในชวงนี้ใหนอยที่สุด เพื่อ
ไมใหเมล็ดเสื่อมสภาพลงไปกวาที่เปนอยู การเลือกวิธีการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม
ของเมล็ดพันธุจึงควรคํานึงถึงขอพิจารณาที่วา วิธีการที่จะเลือกใชนั้นมีประสิทธิภาพสูง แมนยํา 
ประหยัดคาใชจาย และรวดเร็วมากนอยเพียงไร (วันชัย, 2542) 
 
 วิธีการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุแตงกวาที่นิยมใชโดยท่ัวไป 
ไดแกวิธีการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานและลักษณะทางพืชสวน (morphological and 
horticultural characteristics) ซ่ึงตองนําเมล็ดมาปลูกเพื่อสังเกตลักษณะตาง ๆ ระหวางการ
เจริญเติบโตบางครั้งตองตรวจสอบจนถึงระยะที่พืชแก อีกทั้งการปลูกทดสอบตองปลูกใหมี
ประชากรมากพอ สงผลใหมีคาใชจาย แรงงานและพื้นที่มาก นอกจากนี้ในหลาย ๆ กรณีผลการ
ตรวจสอบที่ไดกลับมีความแมนยํานอย  เพราะการแสดงออกของพืชแปรปรวนไปตาม
สภาพแวดลอม ปจจุบันการผลิตพันธุพืชแตละชนิดมีจํานวนพันธุเพิ่มมากขึ้น วิธีการตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานจึงปฏิบัติกันนอยลง เวนเสียแตตองการยืนยันผลกับวิธีการอื่น หรือพันธุที่นํามา
ตรวจสอบไมมีทางเลือกอ่ืนนอกจากตองตรวจสอบดวยวิธีนี้เทานั้น ดังนั้นการคนควาวิจัยเพื่อหา
วิธีการที่รวดเร็ว มีประสิทธิผลและไมแพงจนเกินไปนั้นจึงไดรับความสนใจเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะวิธี
ทางชีวเคมี (biochemical marker) และเครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) (นุชจรี และคณะ, 
2550) 
 
 วันชัย (2542) จําแนกวิธีการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมและการจําแนกพันธุวิธี
ตาง ๆ ที่ไดมีผูศึกษาวิจัยไว ดังแสดงในตารางที่ 1 วิธีการในตารางนี้สวนใหญไมสามารถใชเพียงวิธี
เดียวในการแยกพันธุไดอยางเบ็ดเสร็จ การจําแนกพันธุที่ดีตองใชหลายวิธีประกอบการตัดสินใจ  
สามารถแบงรูปแบบการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุออกเปน 4 แนวทาง
ดวยกัน คือ 1. การตรวจสอบทางสัณฐานวิทยา (morphological methods) อาทิ การจําแนกตาม
รูปรางและขนาดของเมล็ดพันธุ และตามลักษณะสัณฐานของตนกลาเปนตน 2. การตรวจสอบทาง
สรีรวิทยา (physiological methods) อาทิ การจําแนกตามความสามารถในการดูดน้ําของเมล็ด การ
ตอบสนองตอฮอรโมน และความออนแอตอสารเคมีกําจัดวัชพืชเปนตน 3. วิธีทางโรคพืช 
(pathological methods) อาทิ จําแนกตามความตานทานตอการเขาทําลายของเชื้อรา แบคทีเรีย ไวรัส 
และแมลงเปนตน 4. วิธีทางเคมี (chemical composition methods) อาทิ การจําแนกโดยอาศัย
สารประกอบบางประเภท (กรดไขมัน สารประกอบฟโนลิกส เปนตน) และการจําแนกโดยวิธีทาง 
อิเล็กโทรโฟลิซิส (โปรตีนและดีเอ็นเอ เปนตน) 
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ตารางที่ 1  วิธีการจําแนกความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดดวยวิธีการตาง ๆ 
 

categories methods 

morphological shape or size (geometry or weight),  seed coat characteristics,  
pubescence of seedling,  pigmentation,  fruit colors 

physiological germination vigor,  swelling capacity,  response to phytohormones,  
sensitivity to herbicides,  phenol test,  fluorescence, seed coat 
peroxidase activity 

pathological resistance to fungal infection, 
resistance to bacterial, viral or insect infection 

chemical composition gas-liquid chromatography 
thin layer chromatography  
electrophoresis of  
    general seed storage proteins 
    isozymes in seeds 
    leaf isozymes 
DNA marker 
    restriction fragment length polymorphism 
        using DNA into chloroplast and mitochondria 
        using DNA into nucleus 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

categories methods 

chemical composition     polymerase chain reaction techniques 
        specific primer  
             sequence-tagged site 
             simple sequence length polymorphism 
         random primer 
             amplified fragment length polymorphism 
              random amplified polymorphic DNAs 

 
ท่ีมา: วันชยั (2542) 
 
 วิธีการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุที่นิยมกระทํากันโดยทั่วไป
สําหรับธุรกิจเมล็ดพันธุแบงออกเปน 3 วิธี ไดแก การตรวจสอบทางสัณฐานวิทยา การตรวจสอบ
ทางชีววิทยาโมเลกุล และการตรวจสอบทางดานชีวเคมี เปนตน 
 

3.1 การตรวจสอบทางสัณฐานวิทยา (morphological marker) 
 

 การตรวจสอบทางสัณฐานวิทยาเปนการตรวจสอบที่ตองนําตัวอยางของเมล็ดพืชไป
ทดลองปลูกเรียกวา grow out test ซ่ึงเปนวิธีการที่อาศัยหลักการตรวจสอบจากลักษณะภายนอกที่
ปรากฏในระยะตาง ๆ ของการเจริญเติบโตของพืช เชน ลักษณะของตนกลา ใบ ดอก ผล การ
ตรวจสอบดวยวิธีนี้จําเปนตองอาศัยผูมีประสบการณและมีความชํานาญสูงในการสังเกตผลและตอง
ใชเวลาหลายเดือน เสียคาใชจายและแรงงานในการดําเนินงานสูงอีกทั้งขาดความถูกตองแมนยํา 
เนื่องจากลักษณะภายนอกของพืชที่ใชสังเกตไมใชผลจากพันธุกรรมเพียงอยางเดียว หากเปนผลรวม
จากปฏิสัมพันธระหวางพันธุกรรมกับสภาพแวดลอมที่พืชข้ึนอยู (Arus, 1983; McDonald, 1998) 
นอกจากนี้ลักษณะทางสัณฐานบางประการ เชน ลักษณะของตน สี การเจริญของตนและมือพัน 
(tendril) ไมสามารถนํามาจัดจําแนกแตงกวาบางสายพันธุออกจากกันได (อรพรรณ, 2548) 
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3.2 การตรวจสอบทางชีววิทยาโมเลกุล (molecular markers) (อภิชาติ, ม.ป.ป.) 
 
 การตรวจสอบทางชีววิทยาโมเลกุลเปนการใชดีเอ็นเอมาเปนเครื่องหมายในการ

ตรวจสอบถึงความแตกตางในระดับของ gene หรือดีเอ็นเอในพืชที่ทําการศึกษา ตัวอยางเชน 
 
 3.2.1 restriction fragment length polymorphism (RFLP) เปนวิธีการตรวจสอบความ

แตกตางหรือความหลากหลายของชิ้นดีเอ็นเอหลังจากถูกยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction 
enzyme) เมื่อนําชิ้นดีเอ็นเอ มาทําการแยกดวย agarose gel electrophoresis ก็จะสามารถแยกความ
แตกตางของดีเอ็นเอไดและจะทําใหทราบความแตกตางระหวางพันธุที่เกิดขึ้นได 

 
 3.2.2 polymerase chain reaction (PCR) เปนวิธีการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอขึ้นใน

หลอดทดลองดวยการทําปฏิกิริยาอยางตอเนื่องเปนลูกโซโดยอาศัยเอนไซม DNA polymerase ใน
การทําปฏิกิริยา เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ไดรับการพัฒนามาจากเทคนิค PCR สามารถแบงไดเปน 2 
ประเภทคือ 

 3.2.2.1 ประเภทที่มีไพรเมอรชนิดจําเพาะเจาะจง (specific primer) เครื่องหมาย
ชนิดนี้ไดแก Sequence-tagged site (STS) และ SSLP (simple sequence length polymorphism) หรือ 
micro satellite เปนตน  
 

 3.2.2.2 ประเภทที่มีไพรเมอรชนิดไมจําเพาะเจาะจง (random primer) ไดแก 
RAPDs (random amplified polymorphic DNAs) และ AFLP (amplified fragment length 
polymorphism) เปนตน 

 
 แมการตรวจสอบทางชีววิทยาโมเลกุลเปนวิธีการที่สามารถตรวจสอบไดเร็วกวาวิธีทาง

สัณฐานวิทยา ผลที่ไดมีความถูกตองแมนยําสูง ใชแรงงานนอย เนื่องจากเปนการตรวจสอบในระดับ 
DNA สามารถตรวจสอบไดในทุกสวนของพืช และทุกระยะการเจริญเติบโตของพืช แตมีขอจํากัด
คือ มีคาใชจายในการตรวจสอบแตละครั้งคอนขางสูง ใชระยะเวลานาน และวิธีการสกัด DNA 
ซับซอนและยุงยาก (ณัฏยา และคณะ, 2546; นุชจรี และคณะ, 2550; สุรินทร, 2545) 
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3.3 การตรวจสอบทางดานชีวเคมี (biochemical markers) 
 

เปนวิธีการตรวจสอบในระดับโปรตีน หรือเอนไซมที่พืชสรางขึ้น โดยโปรตีนหรือ
เอนไซมเหลานี้มีหลายชนิดรวมกัน สามารถแยกออกจากกันดวยวิธี electrophoresis ในการจําแนก
สายพันธุพืชสามารถใชการตรวจสอบทางเอนไซมไดโดยใชเทคนิคที่เรียกวา isozymes ซ่ึงเปน
วิธีการที่ใชตรวจสอบกิจกรรมการทํางานของเอนไซม โดยอาศัยความจําเพาะในการทําปฏิกิริยา
ของเอนไซมแตละกลุมกับสารตั้งตนที่เหมาะสม ซ่ึงแมวาวิธีนี้มีประสิทธิภาพ  ในการจําแนกสาย
พันธุพืชไดสูงพอสมควรและเชื่อถือได (Payne, 1987) แตมีขอจํากัดคือ ในการเตรียมตัวอยางของ
เอนไซมคอนขางยุงยาก และในแตละระยะของการเจริญเติบโตของพืชจะผลิตเอนไซมที่มีความ
แตกตางกันจึงตองเลือกตัวอยางที่นํามาทดสอบใหอยูในระยะการเจริญเติบโตที่เหมือนกัน และอยู
ในสภาพแวดลอมเดียวกัน เนื่องจากสภาพแวดลอมมีผลตอการแสดงออก ขอดอยดังกลาวของการ
ใชเอนไซมในการจําแนกสายพันธุพืชทําใหเกิดแนวคิดที่ตองการนําโปรตีนสะสม (storage protein) 
มาใชในการจําแนกสายพันธุแทน ราวทศวรรษ 1980 จึงไดมีการพัฒนาเทคนิค ultrathin layer 
isoelectric focusing (UTLIEF) เพื่อใชในการจําแนกสายพันธุโดยทดสอบกับโปรตีนที่พืชสะสมไว 
เนื่องจากโปรตีนที่พืชสะสมไว เปนโปรตีนที่มีความคงตัวสูงและเปลี่ยนแปลงนอยกวาเอนไซม 
เทคนิคนี้มีประสิทธิภาพสูง ในการแยกโปรตีนที่มีคา isoelectric piont ที่แตกตางกันไดดี  (Eckersall 
and Conner, 1984; Gorg et al., 1980; Radola, 1980) 

 
4.  โปรตีนสะสมในเมล็ด (seed storage protein)  
 

ชนิดของโปรตีนที่สะสมในเมล็ดสามารถแบงไดเปน 4 กลุมใหญ ๆ (Peter and Casey, 
1999) คือ albumins  globulins  glutelins และ prolamins (ภาพที่ 1) ซ่ึงโปรตีนทั้ง 4 กลุมมีคุณสมบัติ
ของการละลายที่แตกตางกัน (Osborne classification) ดังนี้ 

 
albumins เปนโปรตีนที่ละลายไดในน้ํา และจะเสื่อมสภาพเมื่อไดรับความรอน สามารถพบ

ไดในเมล็ดพืชบางชนิด หรือ ในเมล็ดธัญพืช โปรตีนชนิดนี้สวนใหญจะทําหนาที่เปนเอนไซม จะ
สะสมอยูในเอ็มบริโอ (embryo) และ ใบเลี้ยง (cotyledon) ของเมล็ดพืช 

 
globulins สามารถละลายไดเล็กนอยในน้ําแตจะละลายไดดีในสารละลายเกลือ สามารถพบ

ไดในเมล็ดพืชหลายชนิด เปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับเซลลเมมเบรน หรือเปนโปรตีนสะสมใน 
aleurone layer หรือ เอ็มบริโอของเมลด็พืช  
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glutelins ไมสามารถละลายไดในสารละลายเกลือหรือแอลกอฮอล แตวาจะละลายไดใน 
alkali เปนกลุมโปรตีนที่พบมาก และสะสมอยูในชั้น endosperm ในเมล็ดขาว ขาวสาลี และ
ขาวโพด  

 
prolamins ละลายไดในแอลกอฮอลเขมขน (60-70% v/v) แตไมละลายในน้ําหรือใน

สารละลายเกลือ เปนกลุมโปรตีนที่พบมากโดยสะสมอยูในชั้น endosperm ในเมล็ดธัญพืช เชน ขาว 
หรือขาวสาลี  
 

           
 
ภาพที่ 1  ชนิดของโปรตีนที่สะสมอยูในสวนตาง ๆ ของเมล็ดแตงกวา (ที่มา: Hara-Nishimura et al., 
 1998) 
 
 ตอมาพบวาในพืชบางชนิด เชน ขาวสาลี (wheat) ขาวบารเลย (barley) และ ขาวโพด 
(maize) มีโครงสรางของ glutelins คลายคลึงกับ prolamins ทําใหการจําแนกดวยสมบัติดังกลาวไม
ครอบคลุมจึงไดปรับปรุงหลักการจําแนกใหมโดยพิจารณาคุณสมบัติการละลายดังกลาวรวมกับ 
สัมประสิทธิ์การตกตะกอน (Sedimentation coefficient; S20w) ทําใหไดโปรตีนสะสมที่จําแนกตาม
หลักการนี้ 4 กลุม (modified Osborne classification) ไดแก prolamins  2S albumins  7S และ 11S 
globulins ซ่ึงโปรตีนทั้ง 4 กลุมมีคุณสมบัติที่แตกตางกัน ดังนี้ 
 
 prolamins เปนโปรตีนที่พบไดในหลาย ๆ โครงสราง มวลโมเลกุลประมาณ 10,000–
100,000 เกิดจากหลาย monomer มายึดกันดวยพันธะ disulphide ภายในประกอบดวยการจัดเรียงตัว 
(domain) ซํ้า ๆ อุดมไปดวย proline และ glutamine ในหลายกรณีพบวามี lysine tryptophan 

สวนของ protein storage vacuole ภายในใบเลี้ยงจะพบ
โปรตีนจําพวก albumin และ globulins เปนหลัก 
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threonine และ methionine อยูแตมีปริมาณนอย ไมพบวาผานกระบวนการ glycosylation และ 
proteolytic สามารถละลายไดใน สารละลายน้ํากับแอลกอฮอล  
 
 2S albumins ละลายไดในน้ํา มวลโมเลกุลประมาณ 10,000–15,000 อุดมไปดวย 
methionine มีพันธะ disulphide เชื่อมระหวาง 2 large subunits ไมผานกระบวนการ glycosylation 
 
 7S globulins ละลายไดในสารละลายเกลือเจือจาง เปน trimeric โปรตีน มวลโมเลกุล
ประมาณ 40,000–80,000 ผานกระบวนการ glycosylation และ proteolytic พบ cystein และ 
methionine ในปริมาณนอย 
 
 11S globulins ละลายไดในสารละลายเกลือเจือจาง เปน hexameric โปรตีน มวลโมเลกุล
ประมาณ 300,000–450,000 มีพันธะ disulphide 1 พันธะ พบ cystein และ methionine ในปริมาณ
นอย และผานกระบวนการ glycosylation  
 
 กลุมของโปรตีนที่ตองการศึกษามีความสําคัญตอการเลือกตัวทําละลาย ซ่ึงโดยทั่วไปการใช
เทคนิค UTLIEF ในการแยกสายพันธุพืชมักจะใช 2-chloroethanol ในการสกัดโปรตีน (Cooke and 

Draper, 1986; Hahn and Schoberlein, 1999; Wang et al., 2001; Yan et al., 2006) เนื่องจากเปนตัว
ทําละลายที่สามารถละลายโปรตีนไดหลายกลุมและเปนตัวทําละลายที่ ISTA แนะนําในการ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมโดยเทคนิค UTLIEF ของพืช 2 ชนิด ไดแก ขาวโพดไร และ
ทานตะวัน (ISTA, 2007) แต 2-chloroethanol เปนสารที่มีอันตรายตอสุขภาพและสิ่งแวดลอม
คอนขางมาก (ประกาย, 2550ค) นอกจากนี้ยังเปนสารเคมีที่ตองกํากัดอยูในบัญชีรายช่ือยุทธภัณฑ
ของกรมการอุตสาหกรรมทหาร กระทรวงกลาโหม (กรมศุลกากร, 2550) ทําใหการนํามาใชตองขอ
อนุญาตเปนการเฉพาะ ดังนั้นจึงไมเหมาะสมที่จะนําสารเคมีชนิดนี้มาใชในประเทศไทย เหตุ
ดังกลาวจึงเปนที่มาของหลาย ๆ งานวิจัยที่ตองการหาตัวทําละลายชนิดใหมที่มีความเหมาะสมในแง
ที่เปนตัวทําละลายที่ดี มีตนทุนการวิเคราะหที่ต่ํา และมีผลกระทบตอสุขภาพและสิ่งแวดลอมนอย
กวาการใช 2-chloroethanol สําหรับพืชแตละชนิด 
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5.  หลักการเบื้องตนของเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีส (electrophoresis) ในการจําแนกพันธุพืช 
 
 อิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) เปนคําที่ใชอธิบายการเคลื่อนที่ของอนุภาคที่มีประจุ
ไฟฟาในสนามไฟฟา มหัพโมเลกุลทางชีวภาพ (biological macromolecule) สวนใหญมีประจุจึง
สามารถเคลื่อนที่ในสนามไฟฟาไดโดยอาศัยคุณสมบัติดังกลาวนี้ เทคนิค electrophoresis จึงถูก
นํามาใชในการศึกษาคุณสมบัติตาง ๆ ของมหัพโมเลกุล เชน โปรตีน และกรดนิวคลิอิก เปนตน  
 
 ขณะที่ isoelectric focusing (IEF) เปนการทํา electrophoresis แบบหนึ่งที่พอลีเมอรทาง
ชีวภาพที่มีประจุดังกลาว เคล่ือนที่ไปบน pH gradient ซ่ึงเกิดจากการผสมกันของสาร zwitter ion 
เรียกสารดังกลาววา ampholytes (Ö. Gaál, 1980) ซ่ึงสาร ampholytes เตรียมไดจากสารผสมของ
กรดและเบสโมเลกุลเล็ก ๆ (amphoteric compound) ทําหนาที่สราง pH gradient แบบ linear (Dunn, 
1993) เมื่อโปรตีนตัวอยางที่มีประจุไฟฟาเคลื่อนที่ผาน pH gradient บนเจล (electrophoretic 
migration) จะสูญเสียประจุระหวางทางไปจนถึงจุดที่ pH บนเจลมีคาเทากับ pI ของโปรตีนตัวอยาง 
เมื่อสูญเสียประจุอยางสมบูรณหรือมีประจุสุทธิเปนศูนย (ปริมาณประจุบวกเทากับปริมาณประจุ
ลบ) (Hawcroft, 1997) ดังแสดงในภาพที่ 2  ณ จุดนี้โปรตีนจะหยุดการเคลื่อนที่ (focusing) และ
สะสมมากขึ้นทําใหเห็นโปรตีนรวมตัวเปนแถบ  
 
 ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการทํา electrophoresis มีหลายปจจัย อาทิ ขนาดอนุภาคของโปรตีนใน
เมล็ด  ตัวทําละลายและอุณหภูมิของตัวทําละลาย  ระบบและความเขมขนของบัฟเฟอร ความเขมขน
ของเจลที่เตรียม  รูปแบบของชองบน application strip  pH ของเจล  กระแสและความตาง
ศักยไฟฟา  อุณหภูมิขณะทําการทดลอง และชวงเวลาที่ใชในการทดลอง เหลานี้เปนตน (Leist and 
Knobluch, 2003) มีการตั้งขอสังเกตวาการจะทํา electrophoresis ใหประสบความสําเร็จนั้นขึ้นกับ
การพัฒนาและประยุกตใชปจจัยตาง ๆ ใหเหมาะสมกับการทดลองในแตละครั้ง 
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ภาพที่ 2  จุดไอโซอิเล็คทริก (isoelectric point) หรือจุดไอโซไอออนิก (isoionic point) ซ่ึงมี 
 ประจุสุทธิของโปรตีนเทากับศูนย คา pH = pI (ที่มา: Anonymous, 2006; Dunn, 1993) 
 
 การแยกโปรตีนดวยเทคนิค electrophoresis นั้นสามารถทําไดหลายรูปแบบตามคุณสมบัติ
ของมหัพโมเลกุลที่นํามาแยกและขึ้นกับวัตถุประสงคในการจําแนก เชน แยกตามขนาด (size)   
ประจุ (charge)  หนาที่ (function) และแยกตามขนาดรวมกับประจุ (size and charge) การทํา 
electrophoresis สวนใหญการทดลองแยกโปรตีนจะทําบนตัวกลางค้ําจุน (gel media) ประเภท  
วุนแปง (agarose) และ polyacrylamide การทํา electrophoresis ที่ใชตัวกลางค้ําจุนประเภท 
polyacrylamide เรียกเทคนิคดังกลาววา Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) เทคนิค 
PAGE เปนเทคนิคที่นิยมใชกันมากเพราะ polyacrylamide เปนสารที่มีความบริสุทธิ์สูง เฉื่อยตอสาร
ตัวอยางที่ตองการแยก เสถียรในชวง pH และอุณหภูมิที่กวาง และโปรงแสง ทั้งสามารถเตรียมเจลที่
มี รูพรุนขนาดตาง  ๆ  ได  ตางกับเจลแปงที่มีขนาดรูพรุนจํากัด  สงผลให เทคนิค  PAGE  มี
ประสิทธิภาพสูงที่สุดในการแยกโปรตีน (Righetti et al., 1990) ตัวกลางของ PAGE เกิดจาก
ปฏิกิริยาการสรางพอลิเมอร (polymerization) ระหวาง acrylamide และ bisacrylamide (N’N’-
methylenebisacrylamide, BIS) มีลักษณะเปนตาขายหรือรูพรุน ขนาดของรูถูกกําหนดโดยปริมาณ
ของ acrylamide และ bisacrylamide ตามสมการที่ (1) และ (2) 
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+ (pI) 

HOOC-R-NH3
+ 
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    %T =  AାB 
V

 × 100                       (1) 
 

    %C =  B
AାB

 ×100                        (2) 
 
 เมื่อ T คือ ปริมาณของ acrylamide และ bisacrylamide  C คือ ปริมาณของ bisacrylamide 
เมื่อเทียบเปนเปอรเซ็นตของ acrylamide และ bisacrylamide  A คือปริมาณ acrylamide (กรัม)   
B คือปริมาณ bisacrylamide (กรัม) และ V คือ ปริมาตรสุดทายทั้งหมดที่ได (มิลลิลิตร) การเพิ่ม
ความเขมขนของสารทั้ง 2 จะทําใหเจลแข็งกระดางและแตกหักงาย แตถาลดความเขมขนลงจะทํา
ใหเจลออนและยืดหยุนขึ้น (อาภัสสรา, 2537ข; Janson and Ryden, 1998) โดยทั่วสําหรับการแยก
ชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค isoelectric focusing มักใช  %T ที่ 5–15 เปอรเซ็นต และ %C ประมาณ 
2–4 เปอรเซ็นต ซ่ึงถือวาต่ําเมื่อเทียบกับการทํา PAGE ของดีเอ็นเอที่ใช %T ที่ 20–40 เปอรเซ็นต ที่
ใชปริมาณต่ําก็เพื่อเปนการลดผลกระทบจากขนาดโมเลกุล (molecular sieving effect) เพราะเทคนิค 
isoelectric focusing ใชประจุในการแยกโมเลกุลออกจากกัน (อภิชาติ, ม.ป.ป.; Dunn, 1989) 
 
 เนื่องจาก electrophoresis เปนเทคนิคที่มีไฟฟาเขามาเกี่ยวของ การทําความเขาใจเกี่ยวกับ
ความสัมพันธของ  ความตานทาน  ความตางศักย  และกระแสไฟฟานับวา เปนส่ิงสําคัญ 
ความสัมพันธดังกลาวแสดงไวในสมการ (3) และ (4) 
 
         I = E/R                                   (3) 
 
         P = EI                                     (4) 
 
 เมื่อ I คือ กระแสไฟฟา  E คือ ความตางศักย (โวลต)  R คือ ความตานทาน (โอหม) และ  
P คือ กําลังไฟฟา (วัตต) (Janson and Ryden, 1998) 
 

จากสมการ (3) และ (4) ทําใหทราบวา หากใหกระแสไฟฟาสูง เมื่อทําการทดลองจะทําให
ความเร็วในการเคลื่อนที่ของประจุในสนามไฟฟาคงที่ ขณะที่การใชความตางศักยที่สูงจะสงผลให
ความเร็วในการเคลื่อนที่ของประจุในสนามไฟฟาเพิ่มขึ้นแตก็ทําใหมีความรอนเพิ่มมากขึ้นตามไป
ดวย หลายคร้ังความตางศักยที่ใชสูงประมาณ 1000–3000 โวลต ทําใหเกิดความรอนสูง ซ่ึงจะมีผล
ตอการเสียสภาพของโปรตีนที่ทดสอบ ดังนั้นระบบควบคุมความเย็นใหกับเจลมีความสําคัญมาก 



21 

 

เพราะตองระบายความรอนที่เกิดขึ้นออกจากระบบอยางสม่ําเสมอ มิเชนนั้นจะเกิดความรอนสูง
เกินไป โปรตีนอาจจะเสียสภาพสงผลใหแยกความแตกตางไมไดชัดเจน และอาจทําใหเจลไหมได 
(อาภัสสรา, 2537ก; John, Jr. and Switzer, 1997) 

 
การใชเทคนิค electrophoresis เพื่อการจําแนกโปรตีนสามารถแบงไดเปน 4 ประเภท ดังนี้ 
 
5.1. การจําแนกโปรตีนตามหนาที่ทางชีวภาพโดยใชเทคนิคไอโซไซม หรือ ไอโซเอนไซม 

(Isoenzyme)  
 

 ไอโซไซม หรือ ไอโซเอนไซม หมายถึง เอนไซมที่มีรูปรางโมเลกุลหลายแบบ แตเรง
ปฏิกิริยาเดียวกันในสิ่งมีชีวิตเดียวกัน ซ่ึงไอโซไซมมีความจําเพาะกับเนื้อเยื่อระยะการเจริญเติบโต
และชนิดของสิ่งมีชีวิต (Leist and Knoblauch,  2003) การศึกษาไอโซไซมเพื่อการจําแนกพันธุพืช 
โดยใชเทคนิค electrophoresis อาศัยหลักการที่สําคัญคือ ไอโซไซมเปนสายโพลีเปปไทด 
(polypeptides) ซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโน (amino acid) เรียงกันอยู ลําดับของกรดอะมิโนนี้จะ
แปลมาจากรหัสพันธุกรรม (gene) บนสายนิวคลีโอไทด (nucleotides) ไอโซไซมที่ประกอบดวย
กรดอะมิโนแตกตางกันจะมีประจุสุทธิ ขนาดและรูปรางของโมเลกุลแตกตางกันดวย เมื่อนําไอโซ
ไซมมาแยกบนตัวกลางที่เหมาะสมดวยเทคนิค electrophoresis ซ่ึงเปนการแยกอนุภาคซึ่งมีประจุใน
สนามไฟฟาโมเลกุลของเอนไซมจะเคลื่อนที่ในอัตราที่ตางกัน หลังจากที่ทําการยอมสีดวยปฏิกิริยา
จําเพาะสําหรับไอโซไซมแตละชนิดก็จะเห็นสีของเอนไซมรูปแบบตาง ๆ (Bailey, 1983) แถบสีที่
ปรากฏนี้เรียกวารูปแบบของไอโซไซม (isozyme patterns) ซ่ึงไอโซไซมที่มีประจุสุทธิมากกวาจะ
เคล่ือนที่ไดเร็วกวาไอโซไซมที่มีประจุสุทธินอยกวา อนุภาคที่มีประจุไฟฟาลบจะเคลื่อนที่ไปยัง
ขั้วบวกดวยอัตราการเคลื่อนที่ที่ขึ้นอยูกับความเขมในสนามไฟฟาและจํานวนประจุไฟฟารวมของ
อนุภาค การเคลื่อนที่ของไอโซไซมซ่ึงมีลักษณะแตกตางกันนั้นจึงเปนผลโดยตรงจากลักษณะ
พันธุกรรมที่แตกตางกัน (Crawford, 1983) 
 

5.2. การจําแนกโปรตีนโดยอาศัยความแตกตางของประจุสุทธิของโปรตีน โดยใชเทคนิค
ไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิง (isoelectric focusing) 

 
 Isoelectric focusing เปนเทคนิคที่ใชแยกโปรตีนแตละชนิดออกจากกันโดยอาศัยความ
แตกตางของประจุสุทธิโดยใชกระแสไฟฟา โปรตีนเปนสารที่มีประจุซ่ึงเกิดจากการแตกตัวของ
หมูอะมิโน และหมูคารบอกซิลที่ปลายเสนโพลิเปปไทด และอาจเกิดจากการแตกตัวของ R group 
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ซ่ึงการแตกตัวของหมูดังกลาวจะทําใหประจุรวมของโมเลกุลโปรตีนเปนบวก ลบ หรือเปนกลาง
ขึ้นอยูกับคา pH ของสารละลายโปรตีนขณะนั้น ระบบจะมีการเติมสารผสม ที่เรียกวา carrier 
ampholytes เขาไป สารผสมนี้มีลักษณะเปน amphotheric molecule ขนาดประมาณ 300–600  
ดาลตัน เมื่อผานกระแสไฟฟาเขาสูระบบ สารนี้จะจัดเรียงตัวทําใหเกิดการเรียงของ carrier 
ampholytes ที่มี pH ต่ําทางดานขั้วบวกไปยัง carrier ampholytes ที่มี pH สูงทางดานขั้วลบ เรียกวา 
pH gradient (สุกัญญา, 2538) เมื่อโปรตีนอยูในระบบ โปรตีนที่มีประจุบวกจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วลบ 
โปรตีนที่มีประจุลบจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วบวก ขณะที่โปรตีนเคลื่อนที่ผาน pH gradient จะสูญเสีย
ประจุไปเรื่อย ๆ จนกระทั่งถึงจุด isoelectric point (pH=pI) ของตัวมันเอง ซ่ึงเปนจุดที่มีประจุสุทธิ
เปนศูนย ตําแหนงนี้โปรตีนจะหยุดการเคลื่อนที่และรวมตัวกันเปนแถบเขมขน จากการปรากฏของ
แถบโปรตีนที่มีตําแหนงตางกันสามารถคาดเดาไดวาเปนโปรตีนตางชนิดกัน 
 

5.3. การจําแนกโปรตีนตามมวลโมเลกุลโดยใชเทคนิค SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) 
 

 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis เปนเทคนิคที่ใชอีเล็กโตรโฟรีซิส และ 
anionic detergent ชนิดหนึ่ง คือ sodium dodecyl sulphate (SDS) ชวยหาน้ําหนักโมเลกุลของ
โปรตีน ทําไดโดยนําโปรตีนมาผสมกับ SDS ซ่ึงจับกับโปรตีน ในลักษณะ non covalent ใน
อัตราสวน 1.4 กรัมของ SDS ตอโปรตีน 1 กรมั ทําใหโปรตีนมีประจุสุทธิเปนลบ จํานวนประจุลบ
จึงเทากับจํานวนกรดอะมิโนในโปรตีน ในขณะเดียวกันโปรตีนจะเสียสภาพธรรมชาติและเปลี่ยน
รูปรางเปนทรงแทง (rod shape) ที่มีความยาวเปนสัดสวนกับจํานวนกรดอะมิโนทําใหอัตราการ
เคลื่อนที่ภายในเจลขึ้นอยูกับน้ําหนักโมเลกุลเพียงประการเดียว ระยะทางที่โปรตีนเคลื่อนที่ไปบน
เจลเปนสัดสวนกับคา log ของน้ําหนักโมเลกุล ดังนั้นเมื่อทํา electrophoresis ก็สามารถคํานวณ
น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนตัวอยางโดยวัดระยะทางหรือตําแหนงของแถบโปรตีนบนเจล โดย
เปรียบเทียบกับอัตราการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุล เชน Bromphenol 
blue เปนตน (ชิษณุสรร, 2530; วันชัย, 2542)  
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 5.4. การจําแนกโปรตีนตามประจุสุทธิ และ มวลโมเลกุล โดยใชเทคนิค 2-dimension gel 
electrophoresis  
 
 เทคนิค 2-dimension gel electrophoresis ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อแยกโปรตีนแตละชนิดออก  
จากกันโดยอาศัย 2 เทคนิครวมกันคือการแยกโปรตีนโดยอาศัยความแตกตางของประจุสุทธิ หรือคา 
pI นั่นคือใชเทคนิค isoelectric focusing รวมกับเทคนิค  SDS-PAGE ซ่ึงเปนการแยกโปรตีนตาม
มวลโมเลกุล เนื่องจากเทคนิคนี้มีปญหาสําคัญ คือการวิเคราะหผลที่ซับซอนจึงไมเปนที่นิยมใชใน
การตรวจสอบโดยทั่วไป (อาภัสสรา, 2537ก) 
 
6.  การแยกชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค isoelectric focusing  
 
 Isoelectric focusing เปนการประยุกตใชเทคนิค PAGE สําหรับแยกมหัพโมเลกุลทาง
ชีวภาพที่มีความแตกตางของจุดไอโซอิเล็คทริก (isoelectric point) หรือคา pI โดยอาศัย
ปรากฏการณการเคลื่อนที่ของพอลีเมอรทางชีวภาพที่มีประจุไฟฟาในสนามไฟฟา ซ่ึงเปนองค
ความรูที่มีมานานกวา 170 ป (Mosher et al., 1992) แตกลไกของการเคลื่อนที่ยังไมเปนที่ทราบแน
ชัดจนกระทั่งการทดลองของ Tiselius ชวงปลายทศวรรษ 1920 ที่ทําการแยกโปรตีนและคอลลอยด
ออกจากกันในสารละลายบัฟเฟอร (Dunn, 1986) จากนั้นเทคนิคนี้ไดรับการพัฒนาเรื่อยมา ในระยะ
หลังเทคนิคนี้ไดรับการปรับปรุงใหสามารถแยกโปรตีน โพลีเปปไทด และกรดนิวคลีอิกที่มีคา pI 
ตางกันเพียง 0.02 หนวย pH ได ซ่ึงประสิทธิภาพของวิธีการสามารถพิจาณาไดจากระยะหาง
ระหวางหนวย pH (Δ pI) เปนไปตามสมการที่ (5) 
 

    Δ pI =ට
pH gradient

voltage gradient
                           (5) 

 
 กลาวคือ ความตางศักย (voltage gradient) ที่เพิ่มมากขึ้นสงผลใหประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้น
ตามไปดวย เนื่องจากสามารถแยกมหัพโมเลกุลทางชีวภาพที่มีจุดไอโซอิเล็คทริกความแตกตางกัน
เพียงเล็กนอยได (Deutscher, 1990; Unlu and Minden, 2002) นอกจากนี้การใชความตางศักยที่สูงยัง
ชวยลดระยะเวลาในการปฏิบัติงานลงเนื่องจากโมเลกุลท่ีมีประจสุุทธิ q เมื่อเขาสูสนามไฟฟาจะเกิด
แรง F แรงดังกลาวสัมพันธกับความตางศักยระหวางขั้วไฟฟาและประจุสุทธิของแตละโมเลกุล
เปนไปตามสมการ (6) (อาภัสสรา, 2537ก) 
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     F = ா
ௗ

 q                                         (6) 
 
 เมื่อ E คือ ความตางศักยระหวางขั้วไฟฟา (โวลต) d คือ ระยะหางระหวางขั้วไฟฟา 
(เซนติเมตร) แตในสารละลาย การเคลื่อนที่ของโมเลกุลจะมีแรงเสียดทาน (F') เขามาเกี่ยวของ แรง
นี้ขึ้นกับขนาดและรูปรางของโมเลกุล รวมทั้งความหนืดของตัวกลางดังสมการ (7) 
 
     F' = 6¶ŋrv                                      (7) 
 
 เมื่อ F' คือ แรงเสียดทานของโมเลกุลทรงกลม ŋ คือ สัมประสิทธ์ิความหนืดของสารละลาย 
(พาสคาลวินาที, PaS) r คือ รัศมีของโมเลกุล (เมตร) และ v คือ ความเร็วในการเคลื่อนที่ของโมเลกุล
ในสนามไฟฟา (เมตร/วินาที, m/s) เมื่อโมเลกุลเคลื่อนที่มาถึง isoelectric point แรงที่เกิดจากสนาม
ไฟฟจะเทากับแรงเสียดทาน (F = F') (อาภัสสรา, 2537ก) ทําให 
 

 ா
ௗ

 q = 6¶ŋrv                                    หรือ 
 

     v = ா௤
ௗ଺¶ŋ௥

                                    (8) 

 
 จากสมการที่ (8) กลาวไดวาความเร็วของการเคลื่อนที่ของแตละโมเลกุลในสารละลายจะ
เพิ่มขึ้นเมื่อความตางศักยเพิ่มขึ้น แตการใชความตางศักยที่สูงจะสงผลใหความรอนของระบบสูงขึ้น 
จําเปนตองหาจุดสมดุลของระบบซึ่งโดยทั่วไปจะใชความตางศักยประมาณ 100-200 V/cm.  
(อาภัสสรา, 2537ข; Janson and Ryden, 1998) 
 
 บริเวณ isoelectric point ซ่ึงเปนจุดที่โปรตีนจะหยุดการเคลื่อนที่และสะสมขึ้นเปนแถบ
โปรตีน ในแตละแถบของโปรตีนอาจมีโปรตีนชนิดเดียวหรือหลายชนิดก็ได เนื่องจากโปรตีนตาง
ชนิดกันอาจมีคา pI ที่เทากัน จึงทําใหเคลื่อนที่ไปสะสมอยูในตําแหนงเดียวกัน ดังนั้นการแยก
โปรตีนโดยวิธีนี้จึงไมสามารถบอกไดวาในแตละแถบของโปรตีนคือโปรตีนชนิดใด มีขนาดเทาใด 
แตสามารถพิจารณาเบื้องตนไดวาโปรตีนตําแหนงนั้นมีคา pI อยูระหวางชวง pH ที่เทาไหร ถา
โปรตีนมีคา pI ที่อยูในชวง pH ที่ตางกันมาก ๆ สันนิษฐานไดวาอาจจะเปนโปรตีนที่ตางชนิดกัน 
นอกจากนี้ในแตละแถบอาจมีโปรตีนที่มีคา pI ที่ไมเทากันสะสมอยูได ทั้งนี้ขึ้นกับเวลาที่ใชในการ
ปฏิบัติงาน และการเลือกใช carrier ampholyte (Righetti et al., 1990) carrier ampholyte ที่ดีจะเพิ่ม
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ประสิทธิภาพในการปฏิบัติงาน แตการปฏิบัติที่นานขึ้นอันเนื่องมาจากการใชความตางศักยต่ํา จะ
สงผลใหแถบโปรตีนมีการแพรและซอนทับกันมากขึ้น (ภาพที่ 3)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  amphotheric molecule :ซ่ึงสามารถเก็บและแลกเปลี่ยนประจุได เมื่อเขาสูระบบจะ
 เคลื่อนที่เขาสูจุด equilibrium (pH = pI) ซ่ึงเปนจุดที่คร่ึงหนึ่งของโมเลกุลทั้งหมดมี
 ประจุสุทธิเปนศูนย (ที่มา: Righetti et al., 1990) 
 
 เหตุดังกลาวสงผลใหการเตรียม carrier ampholyte ใชเองควรคํานึงถึง ‘carrier ampholyte 
ที่ดี (good carrier ampholyte)’ และ ‘carrier ampholyte ที่เลว (poor carrier ampholyte)’  carrier 
ampholyte ที่ดีคือ carrier ampholyte ที่มี pI (pK1)  ต่ํา สามารถนําไฟฟา และมีสมรรถนะในการจุ
ไฟฟาสูง สงผลให รอบ ๆ pI ของ ampholyte ประเภทนี้จะมี curve ของ pH ที่แคบ (flat) นําไปใช
ในการแยกแถบโปรตีนที่ติดกันไดดี แตควรใชในปริมาณต่ํา (ประมาณ 0.005-0.05 โมลาร) ตรงกัน
ขามกับ carrier ampholyte ที่เลว โดยรอบ ๆ pI ของ ampholyte ประเภทนี้จะมี curve ของ pH ท่ี
กวาง (broad plateaux) นําไปใชในการชะลอการ focusing ปริมาณที่ใชควรสูงกวา carrier 
ampholyte ที่ดี (ใชประมาณ 0.2-1 โมลาร) ตัวอยางรายชื่อของ ampholyte ทั้ง 2 ลักษณะแสดงไวใน
ตารางที่ 2 
  

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของ peak (σ) 

จุด focusing 

การแพร (diffuse) สู pH gradient อ่ืน ๆ ที่ไมใช pH = pI 

pH = pI 
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ตารางที่ 2  ตัวอยางรายชื่อ good carrier ampholyte และ poor carrier ampholyte 
 

good carrier ampholyte pI 
Aspartic acid 2.77 
Glutamic acid 3.22 
Pentaglycine 5.32 
Arginine 0.76 

poor carrier ampholyte pK1 pK2 pI 
β-Alanine 3.55 10.24 6.9 
γ-Aminobutyric acid 4.03 10.56 7.3 
δ-Aminovaleric acid 4.26 10.77 7.52 
ε-Aminocaproic acid 4.42 11.66 8.04 

 
ท่ีมา: Righetti et al. (1990) 
 

เมื่อเริ่มตนทํา Isoelectric focusing เจลที่มีสาร ampholytes ผสมอยูจะมี pH ที่สม่ําเสมอซึ่งมี
คาเทากับคาเฉลี่ยของ pI ของ ampholytes แตการเกิดเกรเดียนตของ pH จะเกิดขึ้นเมื่อมีการให
กระแสไฟฟา ซ่ึงเมื่อวางขั้วลบ (cathode) ในสารละลายที่เปนดางแก และขั้วบวก (anode) ใน
สารละลายกรดแก และบริเวณชองวางระหวางขั้วทั้งสองมีสารละลายของ ampholytes ผสมอยูใน
เจล เมื่อใหสนามไฟฟาจะทําใหสาร ampholytes ที่เปนกรดเคลื่อนที่ไปยังขั้วบวกทําใหบริเวณ
ขั้วบวกมีคา pH ต่ําในขณะที่ ampholytes ที่เปนดางทําใหบริเวณขั้วลบมีคา pH สูง เมื่อให
กระแสไฟฟาจนกระทั่ง ampholytes ทุกโมเลกุลที่มีการจัดเรียงตามคา pI ของแตละโมเลกุล 
ampholytes ที่เปนดางมากที่สุดจะอยูใกลขั้วลบมากที่สุด และจะมีการจัดเรียงตามคา pI ที่เพิ่มขึ้น
เร่ือยมาจนกระทั่งสิ้นสุดดวย ampholytes ที่เปนกรดมากที่สุดจะอยูใกลขั้วบวกมากที่สุด ทําใหเกิด
ลักษณะของ pH gradient บนแผนเจลนั้น (ภาพที่ 4) เมื่อเติมโปรตีนลงบนเจล โปรตีนที่มีประจุสุทธิ
เปนบวกจะเคลื่อนที่ไปทางขั้วลบ สวนโปรตีนที่มีประจุเปนลบจะเคลื่อนที่ไปทางขั้วบวก และใน
ระหวางที่โปรตีนเคลื่อนที่ไปนั้นก็จะสูญเสียประจุเนื่องจากถูกสะเทินประจุโดย H+ และ/หรือ OH- 
จาก pH gradient จนกระทั่งประจุสุทธิของตัวมันเองเปนศูนย ปริมาณประจุบวกเทากับปริมาณ
ประจุลบหรือถึงจุด ที่ pH = pI โปรตีนก็จะหยุดการเคลื่อนที่ (ภาพที่ 5)  
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ภาพที่ 4  การเคลื่อนที่ของ ampholytes กอนและหลังใหกระแสไฟฟา ทําใหเกิด pH gradiant บน
 เจล (ที่มา: ประกาย, 2550ค) 
 
 

 
ภาพท่ี 5  การเคลื่อนที่ของโปรตีนซ่ึงเปน amphoteric compound ไปยังจุดไอโซอิเล็คทริก 
 (isoelectric point, pH = pI ) 
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การเปล่ียนแปลงที่เกิดขึ้นขณะให



28 

 

 ขอดีของเทคนิค isoelectric focusing (อาภัสสรา, 2537ก) คือ 
 

1. ใชสารเคมีนอยชนิด และวิธีการไมยุงยากสามารถทําเสร็จสมบูรณไดภายใน 2-3 ช่ัวโมง 
2. ใหผลการแยกโปรตีนที่ดีมากสามารถแยกโปรตีนที่มีคา pI ตางกันเพียง 0.02 หนวย pH 

เทานั้นและแถบของโปรตีนมีความคมชัด 
 
3. สามารถหาคา pI ของโปรตีนไดโดยการวัด pH ในเจลตรงตําแหนงของแถบโปรตีนที่

ปรากฏ  
 

 4. เนื่องจากโปรตีนเคลื่อนที่จากจุดตาง ๆ ไปสูตําแหนง pI ของมันจึงไมคํานึงถึงตําแหนงที่
หยดสารตัวอยาง และสามารถใชสารตัวอยางที่เจือจางได 
 
7.  เทคนิค Ultrathin-layer isoelectric focusing (UTLIEF) 
 

UTLIEF เปนเทคนิคยอยของ isoelectric focusing ใชในการแยกโปรตีนโดยอาศัยความ
แตกตางของคุณสมบัติเร่ืองคา isoelectric point ของโปรตีนโดยใชแผนเจล polyacrylamide ที่บาง
มากเพียงประมาณ 0.1-0.2 มิลลิเมตร ทําใหเทคนิค UTLIEF นี้มีขอดีเดนเหนือเทคนิค isoelectric 
focusing โดยทั่วไปคือเจลมีขนาดบางมากสามารถทําใหแหงแลวเก็บในรูปแบบของเอกสารได และ
มีคาใชจายตอเจลต่ํากวาเจลปกติ (ธรรมศักดิ์ และ เสริมศิริ, 2549; Massi, et al., 1979) 

 
 ขอดีของการใช UTLIEF ในการจําแนกพันธุ  
 

1. เปนเทคนิคที่มีความแมนยําสูงกวาวิธีการจําแนกพันธุแบบการปลูกทดสอบในแปลง 
เพราะชนิดของโปรตนีที่สะสมในเมล็ดไมขึ้นกับสภาพแวดลอมและการดูแลรักษา 

 
2. เปนเทคนิคที่ปฏิบัติไดงาย และรวดเร็ว ทราบผลภายใน 4 ชั่วโมง เร็วกวาการปลูก

ทดสอบในแปลง และการใชเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อการคัดเลือก 
 

 3. เปนเทคนิคที่เสียคาใชจายต่ํากวาวิธีอ่ืน ๆ เชน ลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) และ
การปลูกทดสอบในแปลง ที่ตองใชพื้นที่ เวลาและแรงงานในการดูแลรักษา  
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ปจจุบันไดมีรายงานผลการทดลองที่นําเทคนิค UTLIEF ไปประยุกตใชไดประสบผลสําเร็จ 
เชน 
 

Wang et al. (2000) ไดทดลองใช UTLIEF ในการแยกพันธุปลูกของมะเขือเทศ 11 พันธุ 
โดยสกัดโปรตีนในเมล็ดดวยตัวทําละลาย NaCl ความเขมขน 4 มิลลิโมลาร จากนั้นแยกแถบ
โปรตีนโดยใชชวง pH 4-8 พบวา มะเขือเทศทั้ง 11 พันธุมีความแตกตางกันทางพันธุกรรม โดยพบ
ความแตกตางของแถบโปรตีน 8 ตําแหนง 

 
Zhao et al. (2003) ไดทดสอบความเปนไปไดที่จะตรวจความเปนลูกผสมของขาวลูกผสม

ช่ัวที่ 1 โดยใชเมล็ดขาวหนึ่งเมล็ด ที่ถูกตัดแบงเปนสองสวน คือสวนแรกจะเปนสวนที่เปน 
endosperm (ไมมีเอ็มบริโออยู) นํามาสกัดโปรตีนในเมล็ดและแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF 
จากนั้นนําสวนที่มีเอ็มบริโอไปทดสอบการงอกดวยวิธี grow-out test พบวา ผลที่ไดจากการ
ตรวจสอบทั้งสองวิธีตรงกัน จึงสรุปไดวาสามารถใชเมล็ดขาว 1 เมล็ดในการตรวจสอบทั้งสองวิธี
ไดดวยการตัดแบงครึ่งเมล็ด 

 
Noli (2004) ไดทําการวิเคราะหความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของมะเขือเทศ พริกไทย และ 

มะเขือยาวโดยเปรียบเทียบระหวางเทคนิค UTLIEF-PAGE กับวิธี grow-out test พบวาเมล็ดชุดที่ทํา
การตรวจสอบดวยเทคนิค UTLIEF-PAGE มีความแตกตางกันอยางชัดเจน ขณะที่การตรวจสอบ
ดวยวิธี grow-out test ไมสามารถบอกความแตกตางได จึงแนะนําวาสามารถใชเทคนิค UTLIEF-
PAGE เพื่อยืนยันผลการวิเคราะหของวิธี grow-out test ไดสําหรับพืชทั้ง 3 ชนิด  

 
Yan et al. (2006) ไดศึกษาวิจัยเกี่ยวกับความเปนไปไดในการตรวจสอบความเปนลูกผสม

ของขาวสองพันธุกอนถึงชวงระยะเก็บเกี่ยวดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชโปรตีนในเมล็ด โดย 
จะศึกษาในรูปแบบของ male marker bands ซ่ึงถูกพัฒนาใชในขาวพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 จากการ
ทดลองพบวา สามารถใชเทคนิค UTLIEF ในการตรวจสอบความเปนลูกผสมกอนถึงชวงระยะการ
เก็บเกี่ยวได 
 



 

 

อุปกรณและวิธีการ 

 
ในการศึกษาวิธีการจําแนกสายพันธุแตงกวาโดยการวิเคราะห โปรตีนในเมล็ดดวยเทคนิค 

Ultrathin Layer Isoelectric Focusing (UTLIEF) แบงการวิจัยออกเปน 2 การศึกษา 
 
1.  การศึกษาตัวทําละลาย และ pH ของเจล acrylamide ท่ีมีผลตอการแยกโปรตีนในเมล็ดพันธุ
แตงกวาดวยเทคนิค UTLIEF เพื่อใชแยกความแตกตางของพันธุ 
  
 ในการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการแยกโปรตีนในเมล็ดพันธุดวยเทคนิค UTLIEF เพื่อการแยก
ความแตกตางของพันธุ มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาปจจัย 2 ปจจัยที่มีผลตอการแยกโปรตีนดวยเทคนิค 
UTLIEF ไดแก 1) ชนิดของตัวทําละลาย และ 2) pH ของเจล acrylamide สําหรับทํา electrophoresis 
ที่เหมาะสม ดังนี้  
 
 1.1 เมล็ดพันธุแตงกวาที่นํามาทดลอง 
 
 ในการศึกษานี้ใชเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 พันธุการคา 4 พันธุปลูก ไดแก 
พันธุไมโครซี (Micro C) และพันธุบิ๊กซี (Big C) ของบริษัท อีสท เวสท ซีด จํากัด  พันธุโชคดี ของ
บริษัท ที ทรอปโค จํากัด  และพันธุบุษบา 2005 ของบริษัท ซีด เทค มารเก็ตติ้ง จํากัด 
 
 1.2 กรรมวิธีการศึกษา 
 
 เนื่องจากโปรตีนตางชนิด จะละลายไดในตัวทําละลายที่แตกตางกันในการทดลองนี้
จึงใชตัวทําละลายทุกชนิดที่ละลายโปรตีนได ไดแก นํ้า สารละลายเกลือเจือจางสารละลายดางเจือ
จาง ยกเวนแอลกอฮอลเขมขน (60-70 เปอรเซ็นต) ซ่ึงผลการทดลองเบื้องตนพบวาตัวทําละลาย
จําพวกแอลกอฮอลเขมขนจะละเหยออกไปจาก application strip จนหมดในระหวางการทํา 
electrophoresis  
 
 สําหรับการเลือกคา pH ของเจลไดเลือกใชชวง pH ของเจลที่กวาง เพื่อครอบคลุม pI 
ของโปรตีนสวนใหญ  
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 ในการศึกษาผลของตัวทําละลายและ pH ของเจลตอการแยกโปรตีนในเมล็ดแตงกวา
เพื่อการจําแนกพันธุ จึงใชตัวทําละลาย 4 ชนิด ไดแก น้ํา  ฟอสเฟสบัฟเฟอร  Na2EDTA 0.005 โม
ลาร (5 มิลลิโมลาร, mM) และ เกลือแกง (NaCl) 0.005 โมลาร และความเหมาะสมของ pH ของเจล 
2 ชวง คือ 2-11 และ 4-5/3-10 ในการทดสอบประสิทธิภาพของปจจัยทั้ง 2 ปจจัย เมื่อศึกษาทั้งสอง
ปจจัยรวมกันไดเปนกรรมวิธี 8 กรรมวิธี ดังนี้ 
 
 กรรมวิธีที่ 1 ใชน้ําเปนตัวทําละลายรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา pH 2-11 
 กรรมวิธีที่ 2 ใชฟอสเฟตบัฟเฟอรเปนตัวทําละลายรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา  
 pH 2-11 
 กรรมวิธีที่ 3 ใช Na2EDTA 5 มิลลิโมลารเปนตัวทําละลายรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา  
 pH 2-11 
 กรรมวิธีที่ 4 ใช NaCl 5 มิลลิโมลารเปนตัวทําละลายรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา  
 pH 2-11 
 กรรมวิธีที่ 5 ใชน้ําเปนตัวทําละลายรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา pH 4-5/3-10 
 กรรมวิธีที่ 6 ใชฟอสเฟตบัฟเฟอรเปนตัวทําละลายรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา  
 pH 4-5/3-10 
 กรรมวิธีที่ 7 ใช Na2EDTA 5 มิลลิโมลารเปนตัวทําละลายรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา 
 pH 4-5/3-10 
 กรรมวิธีที่ 8 ใช NaCl 5 มิลลิโมลารเปนตัวทําละลายรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา  
 pH 4-5/3-10 
 
 1.3 การเตรียมตัวทําละลาย 
 
 ในการศึกษาถึงผลของตัวทําละลายในการสกัดโปรตีนในเมล็ดพันธุแตงกวาดวยเทคนิค 
UTLIEF เพื่อการแยกความแตกตางระหวางพันธุ ทําการเลือกตัวทําละลาย 4 ชนิด คือ น้ํา ฟอสเฟส
บัฟเฟอร Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร และ เกลือแกง 5 มิลลิโมลาร การเตรียมตัวทําละลายแตละชนิดมี
วิธีการดังนี้ 
 
 - ตัวทําละลายน้ําเตรียมโดยนําน้ําขจัดไอออน (deionised water) ไปนึ่งฆาเชื้อที่ 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที   
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 - ฟอสเฟสบัฟเฟอรเตรียมโดยใช K2HPO4 น้ําหนัก 0.194 กรัม KH2PO4  น้ําหนัก 0.528 
กรัม EDTA น้ําหนัก 0.38 กรัม และ DTE 1 กรัมตามลําดับ รวมกับ glycerin 25 มิลลิลิตร จากนั้น
ใชน้ําปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 - ตัวทําละลาย Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร เตรียมโดยใช Na2EDTA (UNIVAR) 1.861 
กรัมนํามาละลายน้ํา ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร 
 - ตัวทําละลายเกลือแกง 5 มิลลิโมลาร เตรียมโดยใช NaCl (UNIVAR) 0.29 กรัมนํามา
ละลายน้ําปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร 
 
 1.4 การสกัดโปรตีนในเมล็ด 
 
 สกัดโปรตีนในเมล็ดโดยกะเทาะเปลือกเมล็ดดวยเครื่องบด (RT-02 150g high speed 
grinder) จากนั้นชั่งเมล็ดใหไดปริมาณ 200 มิลลิกรัม เติมตัวทําละลาย 500 ไมโครลิตร แชเมล็ดที่บด
ในตัวทําละลายเปนเวลา 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง โดย vortex ทุก ๆ 20 นาที เมื่อครบตามเวลานําไป
ปนเหวี่ยง (MIKRO 20) ที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที แยกสวนใสใสหลอดใหม แบง
สวนใสที่ไดเปน 2 สวนเพื่อนําไปวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford 
(1976) และอีกสวนหนึ่งสําหรับนําไปทํา electrophoresis ดวยเทคนิค UTLIEF 
 
 1.5 วิธีการทดสอบความเขมขนของโปรตีน 
 
 วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนที่สกัดไดจากตัวทําละลายแตละชนิด ตามวิธีการของ 
Bradford (1976) เพื่อใหทราบปริมาณโปรตีนรวมในเมล็ดแตงกวาและเปรียบเทียบความ สามารถ
ในการสกัดโปรตีนของตัวทาํละลายแตละชนิด โดยใช BSA ความเขมขน 0-100 ไมโครกรัม เปน
โปรตีนมาตรฐาน โดยนํา BSA ปริมาตร 0.5  1  5  10  15 และ 20 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย 
Bradford ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันจากนั้นตั้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที จากนั้นนําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข) 
 
 1.6 การเตรียม UTLIEF เจล 

 
 เตรียมสารละลายเจลสําหรับ 10 เจลตามวิธีการของ Radola (1980) ซ่ึงประกอบดวย    
ทอรีน 1.5 กรัม  สารละลาย acrylamide (acrylamide solution) 50 มิลลิลิตร (%T =  6.8 เปอรเซ็นต 
และ %C = 2.5 เปอรเซ็นต)  ampholytes (SINUS, Germany) สําหรับศึกษาถึงผลของ pH ของเจล 
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acrylamide สําหรับทํา electrophoresis เพื่อใชแยกความแตกตางระหวางสายพันธุ ดวยเทคนิค 
UTLIEF โดยเลือก pH ของเจล 2 ชวง คือ pH ที่อยูในชวง 2-11 และ 4-5/3-10 ปริมาตรชวง pH ละ 
4.4 มิลลิลิตร  N N N’N’-tetramethylenediamine (TEMED) 50 ไมโครลิตร และ ammonium 
peroxydisulphate (APS : ความเขมขน 20% 350 ไมโครลิตร ซ่ึงเตรียมจาก การละลาย ammonium 
persulphate 2.0 กรัม ในนํ้า 10 มิลลิลิตร) ผสมรวมกัน จากนั้นแบงสารละลายเจลปริมาตร 6 
มิลลิลิตร เทลงบน polyester support film ขนาด 240 × 180 × 0.12 มิลลิเมตร ที่วางบนกระจก ใช
เทปพันสายไฟปดทับสองดานของขอบกระจกอีกแผนที่ใชในการปดเจลเพื่อเปน spacer สําหรับ
กําหนดความหนาของเจล เคลือบผิวกระจกนี้ดวย Gel – slick®(Serva) เพื่อปองกันกระจกติดกับเจล 
หลังจากเจลแข็งตัว ปดกระจกนี้ทับลงบนแผน polyester support film ที่มีสารละลายเจลอยูให
น้ําหนักกระจกกดทับใหสารละลายเจล กระจายตัวเต็มแผนฟลมวางเจลไวที่อุณหภูมิหองเพื่อให 
เจลแข็งตัว ใชเวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง จึงแกะกระจกดานบนออก จากนั้นลอกเอาแผนฟลมที่มีเจล 
บาง ๆ ติดอยูดานบนนําไปใชในการทํา electrophoresis  
 
 1.7 การทํา electrophoresis 
 
 นําโปรตีนที่สกัดไดจากขอ 1.4 มาทํา electrophoresis ดวยเทคนิค isoelectric focusing 
โดยนําแผนเจลวางบนเครื่อง IEF-SYS®(Scie-Plus) ซ่ึงเชื่อมตอกับเครื่องทําความเย็นดวยระบบน้ํา
หลอเย็น (HARVEST SC-972®) โดยปรับอุณหภูมิที่ผิวหนาเจลใหได 7-8 องศาเซลเซียส ตัด
กระดาษ 3 MM® ขนาด 1 x 25 เซนติเมตร เพื่อใชเปนแผน anode และแผน cathode หยดสารละลาย 
anode และ cathode ใหชุมแผนกระดาษนั้น (แยกชนิดสารละลายชนิดละแผน) วางแผน anode ที่
ขอบเจล ดานลาง และแผน cathode ที่ขอบเจล ดานบน จากนั้นวาง application strip ขนาด 52 หลุม 
ลงบนแผนเจลใหหางจากแผน anode ประมาณ 1.5 เซนติเมตร (ภาพที่ 6) และหยดสารละลาย
โปรตีนที่สกัดได 8 ไมโครลิตร และน้ํา 12 ไมโครลิตร ลงไปในแตละหลุม จากนั้นประกอบ
ขั้วไฟฟาเพื่อทํา electrophoresis โดยใชกระแสไฟฟาความตางศักย 1,500 โวลต เปนเวลา 1.5 
ชั่วโมง  
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โปรตีน จํานวนแถบโปรตีนทั้งหมด และจํานวนแถบโปรตีนที่สามารถใชเปนเอกลักษณของแตละ
พันธุ 
 
 1.8.2 วิเคราะหประสิทธิภาพของตัวทําละลายและชวง pH ในการแยกความแตกตาง
ของพันธุแตงกวา 
 
 ทําการวิเคราะหแถบโปรตีนที่แยกความแตกตางระหวางพันธุโดยเฉลี่ยตอ 
เจลของแตละชวง pH ไดโดยเฉลี่ยจํานวนแถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คูของทั้ง 4 
ตัวทําละลายในแตละชวง pH ดังสมการที่ 9 
 

 แถบโปรตีนเฉลี่ย = ∑ P
4                                                         (9) 

 
 เมื่อ P คือ จํานวนแถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คู ของทั้ง 4 ตัวทําละลาย
ในแตละชวง pH ที่นํามาทดลอง 
 
 และพิจารณาประสิทธิภาพในการจําแนกความแตกตางระหวางพันธุเปนคูดวย
แถบโปรตีนโดยอาศัยหลักที่วา พันธุที่นํามาเปรียบเทียบทั้ง 2 พันธุจะแยกออกจากกันไดออกจาก
กันไดตองมีแถบโปรตีนที่มีความแตกตางกันอยางนอย 1 ตําแหนง โดยทั้ง 4 พันธุปลูกที่นํามา
ทดสอบ สามารถเปรียบเทียบเปนคูไดทั้งหมด 6 คู ซ่ึงคํานวณไดดังสมการที่ 10 
 

 จํานวนคูที่นํามาเปรียบเทียบ = 
C!

൫C-2൯! 2!
  คู                         (10) 

 
 เมื่อ C คือจํานวนพันธุที่นํามาเปรียบเทียบ (4 พันธุปลูก) 
 
 โดยที่ประสิทธิภาพในการจําแนกนั้นพิจารณาจาก อัตราการแยกพันธุที่นํามา
ทดสอบทั้ง 6 คูออกจากกันได ยกตัวอยางเชน ถากรรมวิธีที่ 1 พบแถบโปรตีนที่สามารถแยกพันธุที่
นํามาทดสอบทั้ง 6 คูออกจากกันได 3 คู ดังนั้นในกรณีนี้กรรมวิธีดังกลาวจะมีประสิทธิภาพในการ
จําแนกคิดเปน 50 เปอรเซ็นต   
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2.  การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค UTLIEF ในการจําแนกสายพันธุแตงกวา  
 
 2.1 การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค UTLIEF ในการจําแนกแตงกวาพันธุตาง ๆ 
 
 หลังจากศึกษาหาตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนในเมล็ดของแตงกวาเพื่อ
การจําแนกพันธุ และชวง pH ของเจลในการทํา electrophoresis ที่เหมาะสมแลวในการทดลองนี้จึง
นําวิธีการมาทดสอบจําแนกแตงกวาพันธุการคาที่มีจําหนายโดยทั่วไปรวมทั้งหมดจํานวน 8 พันธุ
ปลูก ไดแกเมล็ดพันธุลูกผสมพันธุไฉไลและพันธุภูฟา ของบริษัท เจียไต จํากัด และพันธุบิงโก ของ
บริษัท ที เอส เอ จํากัด รวมทั้งเมล็ดพันธุผสมปลอย 5 พันธุซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก ศูนยวิจัย
พืชผักเขตรอน แหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กําแพงแสน ไดแกพันธุ CS017 CS018 CS054 
CS059 และ CS091 เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของตัวทําละลายและ pH ของเจลที่พัฒนาขึ้น โดยนํา
ตัวอยางแตงกวาแตละพันธุมาบดใหละเอียดดวยวิธีบดรวมเมล็ด โดยสกัดโปรตีนที่สะสมในเมล็ด
ตามวิธีการในขอ 1.4 จากนั้นนํามาทดสอบความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการ 1.5 เพื่อปรับปริมาณ
ตัวอยางสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุแตละพันธุใหใกลเคียงกัน แลวจึงนํามาแยกความ
แตกตางของโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF ตามวิธี 1.7 หลังจากการทํา electrophoresis เรียบรอยแลว 
นําผลที่ไดมาวิเคราะหประสิทธิภาพของวิธีการในการแยกความแตกตางของพันธุแตงกวาโดย
พิจารณาประสิทธิภาพในการจําแนกความแตกตางระหวางพันธุเปนคูตามวิธีการ 1.8.2 เพื่อยืนยันวา
ตัวทําละลายและ pH ของเจลดังกลาวมีความเหมาะสมที่จะนําไปใชแยกความแตกตางของพันธุหรือ
สายพันธุแตงกวาดวยเทคนิค UTLIEF ได 
 
 2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค UTLIEF ในการทดสอบความเปนลูกผสม 
(hybridity test) ของแตงกวา 

 
 นําตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสกัดโปรตีนในเมล็ดแตงกวา และชวง pH ของเจลที่
เหมาะสมในการทํา electrophoresis มาทดสอบประสิทธิภาพในการทดสอบความเปนลูกผสม 
(hybridity) ของพันธุแตงกวาโดยใชสายพันธุแท (inbreed line) ของ พอ-แม และลูกผสมชั่วที่ 1 
จํานวน 10 สายพันธุ ไดแก สายพันธุ #01 #02 #03 #04 #05 #06 #07 #08 #09 และ #10 ซ่ึงไดรับ
ความอนุเคราะหเชื้อพันธุจากบริษัท ที เอส เอ จํากัด (Thai Seed & Agriculture Co.,Ltd.) ทําการ
จําแนกโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF นําเมล็ดแตงกวาดังกลาวมาบดแบบเมล็ดเดี่ยวทั้งเมล็ด (single 
seed) จากนั้นนําไปสกัดโปรตีนดวยตวัทําละลายและทํา electrophoresis ดวย pH ของเจลที่ไดศึกษา
ไวในการทดลองที่ 1 ปรับปริมาตรตัวทําละลายใหเหมาะสมโดยคํานวณจากสัดสวนเมล็ดแตงกวาที่
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บดเรียบรอยแลว 200 มิลลิกรัมตอตัวทําละลาย 500 ไมโครลิตร โดยใชวิธีการตามขอ 1.5 โดยใชผล
การวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford เพื่อปรับความเขมขนของโปรตีนใน
แตละสายพันธุที่มีความแตกตางกันสําหรับหยดลงในแตละหลุมบน application strip (ภาพผนวกที่ 
2 และ ตารางผนวกที่ 8) 

 
เมื่อปรับปริมาณของสารละลายโปรตีนแลว นําไปทํา electrophoresis ตามวิธี 1.7 โดยหยด

สารละลายโปรตีนที่สกัดไดลงไปเรียงตามลําดับจากซายไปขวา คือ สายพันธุแม สายพันธุที่ตองการ
ทดสอบความเปนลูกผสมชั่วที่ 1 และสายพันธุพอ สายพันธุละ 5  10 และ 5 หลุมตามลําดับ 
สารละลายโปรตีนที่หยดใน 1 หลุมมาจาก 1 เมล็ด 

 
การวิเคราะหผลการทดสอบความเปนลูกผสม 
 
วิเคราะหความเปนลูกผสมชั่วที่ 1 ของเมล็ดพันธุที่สกัดโปรตีนมาหยดในแตละหลุมโดยใช

เกณฑการพิจารณาดังนี้ 
 
1. ลูกผสมชั่วที่ 1 ที่เปนลูกผสมอยางแทจริง จะมีแถบโปรตีนที่ไดมาจากสายพันธุพอซ่ึง

สายพันธุแมไมมี และที่ไดจากสายพันธุแมที่พอไมมี (ภาพที่ 7) 
 
2. ลูกผสมชั่วที่ 1 ที่เกิดจากสายพันธุแมผสมตัวเอง (self pollination) โดยจะมีแถบโปรตีน

เหมือนสายพันธุแมทุกประการ (ภาพที่ 8) 
 
3. ลูกผสมชั่วที่ 1 ที่ไมทราบสายพันธุ เนื่องจากไมมีแถบโปรตีนที่ไดจากสายพันธุพอและ

สายพันธุแม (ภาพที่ 9) 
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ภาพท่ี 7  ลูกผสมชั่วที่ 1 ที่เปนลูกผสมอยางแทจริง (ลําดับการหยดสารละลายโปรตีนเพื่อการ
 ทดสอบความเปนลูกผสม     คือสายพันธุแม    คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุ
 ลูกผสมชั่วที่ 1) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 8  ลูกผสมชั่วที่ 1 ที่เกิดจากสายพันธุแมผสมตัวเอง (ลําดับการหยดสารละลายโปรตีนเพื่อการ
 ทดสอบความเปนลูกผสม     คือสายพันธุแม    คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุ
 ลูกผสมชั่วที่ 1) 
  

F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 

F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 
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ภาพที่ 9  ลูกผสมชั่วที่ 1 ที่ไมทราบสายพันธุ (ลําดับการหยดสารละลายโปรตีนเพื่อการทดสอบ
 ความเปนลูกผสม     คือสายพันธุแม     คือสายพันธุพอ และ F1 คือสายพันธุลูกผสมชั่ว 
 ที่ 1) 
  

F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 
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สถานที่ทําการวิจัย 

 
 ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
จังหวัดนครปฐม และ หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและการถายยีน ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพ
เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

ระยะเวลาทําการวิจัย 

 
 ตุลาคม พ.ศ. 2551 ถึง ตุลาคม พ.ศ. 2552 
 



 

 

ผลและวิจารณ 
 
 การทํา electrophoresis กับโปรตีนในเมล็ดดวยเทคนิค UTLIEF เปนการแยกโปรตีนใน
เมล็ดบนแผนเจลที่มีความหนาเพียง 0.15 มิลลิเมตร โดยอาศัยหลักการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่มี
ประจุสุทธิเปนบวกหรือลบเขาหาขั้วไฟฟาที่มีประจุตรงกันขามบนแผนเจลที่มี pH gradient ที่
กําหนด โปรตีนจะหยุดเคลื่อนที่เมื่อถึงจุดที่คา pH บนแผนเจลมีคาเทากับ pI ของโปรตีนที่ประจุ
สุทธิเปนศูนย โปรตีนตางชนิดกันมีคา pI ตางกันจึงหยุดเคลื่อนที่ตําแหนงตางกัน ทําใหเกิดการแยก
ออกจากกันบนแผนเจลได พันธุพืชตางสายพันธุมีโอกาสจะมีโปรตีนสะสมในเมล็ดตางชนิดกัน 
เมื่อทําการแยกโปรตีนบนแผนเจล จึงมีโอกาสไดเอกลักษณโปรตีนที่ตางกันทําใหจําแนกสายพันธุ
ได อยางไรก็ตามประสิทธิภาพในการจําแนกขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน ระยะเวลาในการทํา 
electrophoresis  กระแสไฟฟาที่ใชขณะทํา electrophoresis  ชนิดของตัวทําละลาย และ pH gradient 
ของเจล เหลานี้เปนตน (Leist and Knobluch, 2003) ซ่ึงการทําการทดลองในครั้งนี้เลือกทําการศึกษา
ปจจัยตัวทําละลาย และ ชวง pH ของเจลเพื่อหาวิธีการที่เหมาะสมของปจจัยทั้งสองในการจําแนก
สายพันธุแตงกวา 
 
1.  การศึกษาตัวทําละลาย และ pH ของเจล acrylamide ท่ีมีผลตอการแยกโปรตีนในเมล็ดพันธุ
แตงกวาดวยเทคนิค UTLIEF เพื่อใชแยกความแตกตางของพันธุ 
 
 1.1 ผลการเปรียบเทียบความเขมขนของโปรตนีตามวิธีการ Bradford protein assay 
 
 เมื่อนําโปรตีนที่ไดจากการสกัดโดยใชตัวทําละลาย 4 ชนิด คือ ไดแก น้ํา ฟอสเฟส
บัฟเฟอร Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร และ เกลือแกง 5 มิลลิโมลาร มาวิเคราะหหาความเขมขนของ
โปรตีนตามวิธีการ Bradford protein assay ไดผลการทดลองดังตารางที่ 3  
 
 ผลดังกลาวสอดคลองกับคุณสมบัติการละลายของโปรตีนคือโปรตีนโดยทั่วไปสามารถ
ละลายน้ําไดดี และจะละลายไดดีขึ้นเมื่อเติมเกลืออนินทรียลงไปเล็กนอย (salting in) เนื่องจากใน
สภาพดังกลาวไอออนของเกลือจะมีโมเลกุลของน้ําติดอยู และเมื่อไอออนของเกลือเขาไปลอมรอบ
โปรตีนจะทําใหโปรตีนจับกับน้ําและละลายน้ําไดดีขึ้น แตถาความเขมขนของเกลือมีมากเกินไปจะ
สงผลใหการละลายของโปรตีนลดลงเพราะเกิดการแยงน้ําระหวางไอออนของเกลือและโมเลกุล
ของโปรตีนเปนผลใหการละลายของโปรตีนลดลง (salting out) ดังนั้นความเขมขนของเกลือจึงมีผล
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อยางมากตอการละลายของโปรตีน (อาภัสสรา, 2537(ก); Deutscher, 1990; Janson and Ryden, 
1998) จากผลการทดลองจึงเห็นไดวาฟอสเฟตบัฟเฟอร ซ่ึงเปนตัวทําละลายที่มีเกลืออนินทรียผสม
อยูมาก สามารถละลายโปรตีนออกมาไดมากกวาน้ํา รวมทั้ง Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร และ NaCl 5 
มิลลิโมลารซ่ึงเปนเกลือกลาง (neutral salt) ที่ตองเขมขน 0.5-1 โมลารจึงจะสงผลใหการละลายของ
โปรตีนเพิ่มขึ้นตามทฤษฎี นอกจากนี้ยังพบวาความเขมขนเฉลี่ยของโปรตีนที่สกัดไดจากแตงกวาที่
นํามาทดสอบในทุกตัวทําละลายมีคามากกวาความเขมขนเฉลี่ยของโปรตีนที่สกัดไดจากขาวโพด
หวานซึ่งใชวิธีการสกัดโปรตีนใกลเคียงกันเล็กนอย (ประกาย, 2550ค) โดยความเขมขนเฉลี่ยของ
โปรตีนที่สกัดไดจากแตงกวาและขาวโพดหวานเทากับ 2.72 และ 1.45 ไมโครกรัม / ไมโครลิตร 
ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 3  ความเขมขนของโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุแตงกวาดวยน้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร และ NaCl 5 มิลลิโมลาร 
 

พันธุปลูก 
  

ความเขมขนของโปรตีนที่สกัดดวยตวัทําละลายชนิดตาง ๆ 
 (ไมโครกรัม / ไมโครลิตร) 

น้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
Na2EDTA 

5 มิลลิโมลาร 
NaCl 

5 มิลลิโมลาร 
ไมโครซี 2.67 2.77 2.65 2.59 
บิ๊กซี 3.13 2.67 2.39 2.26 
โชคดี 2.51 3.93 2.27 2.32 

บุษบา 2005 2.25 4.64 2.57 1.92 
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 1.2 ผลการแยกแถบโปรตีนโดยทํา electrophoresis ดวยเทคนิค UTLIEF ของทั้ง 8 กรรมวิธี 
 
การศึกษาในครั้งนี้เลือกศึกษาปจจัยสําคัญ 2 ประการ คือตัวทําละลายและชวง pH ของเจล ตัวทํา
ละลายที่ดีคือตัวทําละลายที่สามารถสกัดโปรตีนชนิดที่ใหความแตกตางระหวางพันธุได ขณะที่ชวง 
pH ของเจลที่เหมาะสมคือชวง pH ที่ทําใหเกิดการแยกของแถบโปรตีนที่มีความแตกตางกันระหวาง
พันธุได ในการศึกษาเลือกใชตัวทําละลาย 4 ชนิด ไดแก น้ํา ฟอสเฟสบัฟเฟอร Na2EDTA 5 มิลลิโม
ลารและ เกลือแกง 5 มิลลิโมลาร และศึกษาชวง pH ของเจล ในการทํา electrophoresis 2 ชวงคือ 2-
11 และ 4-5/3-10 ซ่ึงเมื่อรวม 2 ปจจัยเขาดวยกันไดเปน 8 กรรมวิธี นําไปทดสอบการแยกโปรตีนใน
เมล็ดพันธุแตงกวา 4 พันธุการคา (ไมโครซี บิ๊กซี โชคดีและบุษบา 2005) ซ่ึงมีผลการทดลอง
ดงัตอไปนี้ 
 
 กรรมวิธีที่ 1 ใชเจลที่มีชวงคา pH 2-11 รวมกับการใชน้ําเปนตัวทําละลาย พบแถบโปรตีนที่
แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คู จํานวน 7 ตําแหนง โดยพันธุไมโครซีพบแถบโปรตีนครบทุก
ตําแหนงยกเวนตําแหนงที่ 3 พันธุบิ๊กซีพบแถบโปรตีนที่ตําแหนง 3 และ 6 พันธุโชคดีพบที่ตําแหนง 
2 4 5 และ 6 ขณะที่พันธุบุษบา 2005 พบที่ตําแหนง 2 4 5 และ 7 ลักษณะดังกลาวทําใหสามารถแยก
ทั้ง 4 พันธุที่นํามาทดสอบออกจากกันได (ภาพที่ 10) 
 
 กรรมวิธีที่ 2 ใชเจลที่มีชวงคา pH 2-11 รวมกับฟอสเฟตบัฟเฟอรเปนตัวทําละลาย พบแถบ
โปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คู จํานวน 4 ตําแหนง โดยพันธุไมโครซีและพันธุบุษบา 
2005 พบแถบโปรตีนครบทุกตําแหนง พันธุโชคดีพบที่ตําแหนง 2 3 และ 4 ขณะที่พันธุบิ๊กซีไมพบ
แถบโปรตีนที่ตําแหนงใด ๆ เหลานี้ทําใหสามารถแยกทั้ง 4 พันธุที่นํามาทดสอบออกเปน 3 กลุม 
ไดแกพันธุบิ๊กซี พันธุโชคดี และกลุมของพันธุไมโครซีกับพันธุบุษบา 2005 ที่ไมสามารถแยกออก
จากกันได (ภาพที่ 11) 
 
 กรรมวิธีที่ 3 ใชเจลที่มีชวงคา pH 2-11 รวมกับการใช Na2EDTA 5 มิลลิโมลารเปนตัวทํา
ละลาย พบแถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คู จํานวน 2 ตําแหนง โดยพันธุไมโครซี
และพันธุบุษบา 2005 พบแถบโปรตีนครบทุกตําแหนง ขณะที่พันธุบิ๊กซีและพันธุโชคดีไมพบแถบ
โปรตีนที่ตําแหนงใด ๆ เลย ทําใหสามารถแยกทั้ง 4 พันธุที่นํามาทดสอบออกเปน 2 กลุม คือกลุม
ของพันธุไมโครซีและพันธุบุษบา 2005 กับกลุมของพันธุบิ๊กซีและพันธุโชคดี (ภาพที่ 12) 
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 กรรมวิธีที่ 4 ใชเจลที่มีชวงคา pH 2-11 รวมกับการใช NaCl 5 มิลลิโมลารเปนตัวทําละลาย 
พบแถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คู จํานวน 2 ตําแหนง โดยพันธุไมโครซี พันธุ
โชคดีและพันธุบุษบา 2005 พบแถบโปรตีนที่ตําแหนง 1 2 3 และ 5 ขณะที่พันธุบิ๊กซีพบแถบ
โปรตีนในตําแหนงที่ 4 ทําใหสามารถแยกทั้ง 4 พันธุที่นํามาทดสอบออกเปน 2 กลุม ไดแก พันธุบิ๊ก
ซี และกลุมของพันธุไมโครซี พันธุโชคดีและพันธุบุษบา 2005 ที่ไมสามารถแยกออกจากกันได 
(ภาพที่ 13) 



 

 

 
 

                
ภาพที่ 10  ซาย 
 pH 

 

ไม

5 
4 
3 
2 
1 

: แถบโปรตีนที่ได
บนเจล 2-11  ขวา 

มโครซี               บิ๊ก

จากเมล็ดพันธุแตง
: แถบโปรตีนที่แต

กซี                โชคดี

งกวา 4 พันธุปลูก (
กตางจากพันธุอื่นอ

            บุษบา 200

 
ไมโครซี  บิ๊กซี  โช
อยางนอย 1 คูซึ่งพบ

ไม
(1,2

(อั

05 

6 

7 

ชคดี และ บุษบา 20
บในแตละพันธุ     

การแยกสาย
แตกต

มโครซี  

2,4,5,6,7) 
บิ๊
(

อักษรเลขในวงเล็บ

005) ซึ่งสกัดโปรตี
    = anode       = ca

ยพนัธุออกจากกนัโ
ตางจากพนัธุอื่นอย

บิ๊กซี 
3,6) (

แสดงแถบโปรตีน

นดวยน้ําและทํา U
athode 

โดยแถบโปรตีนที ่
ยางนอย 1 คู 

โชคดี 
(2,4,5,6) 

บุษ
(

ที่พบในแตงกวาแต
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UTLIEF ดวยชวง 

 

ษบา 2005 
(2,4,5,7) 

ตละพันธุ) 

45 



 

 

 
 

               
ภาพที่ 11  ซาย 

UTLI

ไม

3 
2 
1 

4 

: แถบโปรตีนที่ได
IEF ดวยชวง pH บ

โครซี                บิก๊

ดจากเมล็ดพันธุแตง
นเจล 2-11  ขวา : แ

กซี                 โชคดี

งกวา 4 พันธุปลูก (
แถบโปรตีนที่แตก

ด ี            บุษบา 20

 
(ไมโครซี  บิ๊กซี  โ
ตางจากพันธุอื่นอย

005 

บิ

(อั

ชคดี และ บุษบา 2
ยางนอย 1 คูซึ่งพบใ

บิ๊กซ ี

การแยกสายพนัธุ
แตกตางจา

อักษรเลขในวงเล็บ

2005) ซึ่งสกัดโปรตี
ในแตละพันธุ        

โชคดี 
(2,3,4) 

ธุออกจากกนัโดยแถ
ากพนัธุอื่นอยางนอ

แสดงแถบโปรตีน

ตีนดวยฟอสเฟตบัฟ
 = anode      = cath

ไมโครซี  บุ
(1,2,3

ถบโปรตีนที่ 
ย 1 คู 

ที่พบในแตงกวาแต
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ฟเฟอร และทํา 
hode 

บุษบา 2005 
3,4) 

ตละพันธุ) 
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ภาพที่ 12  ซาย : แ

และทํ
       = 

ไมโ

2 

1 

แถบโปรตีนที่ไดจ
ทํา UTLIEF ดวยชว
 cathode 

โครซี                บิ๊ก

ากเมล็ดพันธุแตงก
วง pH บนเจล 2-11

ซี                 โชคดี

กวา 4 พันธุปลูก (ไ
  ขวา : แถบโปรตนี

             บุษบา 200

 
ไมโครซี  บิ๊กซี  โช
นที่แตกตางจากพัน

05 

(อั

ชคดี และ บุษบา 20
นธุอื่นอยางนอย 1 ค

การแยกสายพั
แตกตา

บิ๊กซี  โชคดี

อักษรเลขในวงเล็บแ

005) ซึ่งสกัดโปรตีน
คูซึ่งพบในแตละพั

พนัธุออกจากกนัโด
งจากพนัธุอื่นอยาง

ด ี

แสดงแถบโปรตีนที

นดวย Na2EDTA 5
ันธุ      = anode 

ยแถบโปรตีนที่ 
งนอย 1 คู 

ไมโครซี  บุษบา 2
(1,2) 

ที่พบในแตงกวาแต
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5 มิลลิโมลาร 

2005 

ตละพันธุ) 

47 



 

 

 

               
ภาพที่ 13  ซาย : แ

ทํา  UTLI

5 

ไม

1 

3 

2 

4 
5 

แถบโปรตีนที่ไดจ
IEF ดวยชวง pH บ

โครซี                บิก๊

ากเมล็ดพันธุแตงก
บนเจล 2-11  ขวา :

กซี                 โชคดี

กวา 4 พันธุปลูก (ไ
: แถบโปรตีนที่แต

ด ี            บุษบา 20

 
มโครซี  บิ๊กซี  โช
กตางจากพันธุอื่นอ

005 

(อั

คดี และ บุษบา 20
อยางนอย 1 คูซึ่งพ

การแยกสายพนั
แตกตางจ

บิ๊กซี 
(4) 

อักษรเลขในวงเล็บแ

05) ซึ่งสกัดโปรตีน
พบในแตละพันธุ   

นธุออกจากกนัโดยแ
จากพนัธุอื่นอยางน

ไมโครซี

แสดงแถบโปรตีนที

นดวย NaCl 5 มิลลิ
      = anode    

แถบโปรตีนที่ 
นอย 1 คู 

ซ  โชคดี  บุษบา 200
(1,2,3,5) 

ที่พบในแตงกวาแต

 

48 

ลิโมลาร และ
   = cathode

05 

ตละพันธุ) 

48 
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 กรรมวิธีที่ 5 ใชเจลที่มีชวงคา pH 4-5/3-10 รวมกับการใชน้ําเปนตัวทําละลาย พบแถบ
โปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คู จํานวน 2 ตําแหนง โดยพันธุบิ๊กซีและพันธุโชคดี พบ
แถบโปรตีนครบทุกตําแหนง พันธุไมโครซีพบท่ีตําแหนง 1 ขณะที่พันธุบุษบา 2005 ไมพบแถบ
โปรตีนที่ตําแหนงใด ๆ เหลานี้ทําใหสามารถแยกทั้ง 4 พันธุที่นํามาทดสอบออกเปน 3 กลุม ไดแก
พันธุไมโครซี พันธุบุษบา 2005 และกลุมของพันธุบิ๊กซี และพันธุโชคดีที่ไมสามารถแยกออกจาก
กันได (ภาพที่ 14) 
 
 กรรมวิธีที่ 6 ใชเจลที่มีชวงคา pH 4-5/3-10 รวมกับการใชฟอสเฟตบัฟเฟอรเปนตัวทํา
ละลาย พบแถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คู จํานวน 3 ตําแหนง โดยพันธุไมโครซี 
พันธุโชคดีและพันธุบิ๊กซี พบแถบโปรตีนที่ตําแหนง 1 2 และ 3 ขณะที่พันธุบุษบา 2005 ไมพบแถบ
โปรตีนในตําแหนงใด ๆ ทําใหสามารถแยกทั้ง 4 พันธุที่นํามาทดสอบออกเปน 2 กลุม ไดแกพันธุ
บุษบา 2005 และกลุมของพันธุไมโครซี พันธุโชคดีและพันธุบิ๊กซี ที่ไมสามารถแยกออกจากกันได 
(ภาพที่ 15) 
 
 กรรมวิธีที่ 7 ใชเจลที่มีชวงคา pH 4-5/3-10 รวมกับการใช Na2EDTA 5 มิลลิโมลารเปนตัว
ทําละลาย พบแถบโปรตีนที่แตกตางจากพันธุอ่ืนอยางนอย 1 คู จํานวน 1 ตําแหนง โดยแถบโปรตีน
ดังกลาวพบเฉพาะในพันธุไมโครซี ขณะที่พันธุบิ๊กซี พันธุโชคดี และพันธุบุษบา 2005 ไมพบแถบ
โปรตีนในตําแหนงใด ๆ ทําใหสามารถแยกทั้ง 4 พันธุที่นํามาทดสอบออกเปน 2 กลุม ไดแกพันธุ
ไมโครซี และกลุมของพันธุบิ๊กซี พันธุโชคดีและพันธุบุษบา 2005 ที่ไมสามารถแยกออกจากกันได 
(ภาพที่ 16) 
 
 กรรมวิธีที่ 8 ใชเจลที่มีชวงคา pH 4-5/3-10 รวมกับการใช NaCl 5 มิลลิโมลารเปนตัวทํา
ละลาย ไมพบความแตกตางของแถบโปรตีน จึงไมสามารถแยกทั้ง 4 พันธุที่นํามาทดสอบออกจาก
กันได (ภาพที่ 17) 
 



 

 

 
 

 

               
 

ภาพที่ 14  ซาย : แ
 ชวง p

ไมโ

1 

2 

แถบโปรตีนที่ไดจ
pH บนเจล 4-5/3-10

โครซี                บิก๊

ากเมล็ดพันธุแตงก
0  ขวา : แถบโปรตี

กซี                 โชคดี

กวา 4 ปลูกพันธุ (ไ
ตนีที่แตกตางจากพั

ด ี            บุษบา 20

 

ไมโครซี  บิ๊กซี  โช
ันธุอื่นอยางนอย 1 

(อัก

05 

ชคดี และ บุษบา 20
 คูซึ่งพบในแตละพั

กษรเลขในวงเล็บแ

ไมโครซี 
(1) 

การแยกสายพั
แตกตา

005) ซึ่งสกัดโปรตี
พันธุ        = anode  

แสดงแถบโปรตีนที่

บุษบา 2005 

พนัธุออกจากกนัโด
างจากพนัธุอื่นอยาง

นดวยน้ํา และทํา U
      = cathode 

ที่พบในแตงกวาแต

บิ๊กซี  
(1

ดยแถบโปรตีนที่ 
งนอย 1 คู 
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UTLIEF ดวย

ละพันธุ) 

 โชคดี 
,2) 

50 



 

 

 
 

 

               
 
ภาพที่ 15  ซาย : แ

 UTLI

1 

2 
3 

ไมโ

แถบโปรตีนที่ไดจ
IEF ดวยชวง pH บ

ครซี                บิ๊กซี

ากเมล็ดพันธุแตงก
บนเจล 4-5/3-10  ข

ซี                 โชคด ี

กวา 4 พันธุปลูก (ไ
วา : แถบโปรตีนที่

             บุษบา 200

 

มโครซี  บิ๊กซี  โชค
ที่แตกตางจากพันธุอื

05 

(อัก

คดี และ บุษบา 200
อื่นอยางนอย 1 คูซึ

การแยกสายพนั
แตกตางจ

บุษบา 2005 

กษรเลขในวงเล็บแ

05) ซึ่งสกัดโปรตีน
ซึ่งพบในแตละพันธ

ธุออกจากกนัโดยแ
จากพนัธุอื่นอยางน

ไมโ

แสดงแถบโปรตีนที่

นดวยฟอสเฟตบัฟเ
ธุ       = anode    

แถบโปรตีนที่ 
อย 1 คู 

โครซี  บิ๊กซี  โชคดี
(1,2,3) 

ที่พบในแตงกวาแตล
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เฟอร และทํา 
   = cathode

 

ละพันธุ) 

51 



 

 

 

 

            
 
ภาพที่ 16  ซาย : แ
 และทํา 
     = c

ไมโ

1 

แถบโปรตีนที่ไดจ
 UTLIEF ดวยชวง

cathode 

โครซี                บิก๊

ากเมล็ดพันธุแตงก
 pH บนเจล 4-5/3-

กซี                 โชคดี

กวา 4 พันธุปลูก (ไ
10  ขวา : แถบโปร

ด ี            บุษบา 20

 

มโครซี  บิ๊กซี  โช
รตีนที่แตกตางจากพ

005 

(อัก

ชคดี และ บุษบา 20
พันธุอื่นอยางนอย 

ไมโครซี 
(1) 

การแยกสาย
แตกต

กษรเลขในวงเล็บแ

005) ซึ่งสกัดโปรตีน
 1 คูซึ่งพบในแตละ

บิ๊กซี

พนัธุออกจากกนัโด
างจากพนัธุอื่นอยา

แสดงแถบโปรตีนที่

นดวย Na2EDTA 5
ะพันธุ        = anode

ซี  โชคดี  บุษบา 20

ดยแถบโปรตีนที่ 
างนอย 1 คู 

ที่พบในแตงกวาแตล
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5 มิลลิโมลาร 
e 

005 

ละพันธุ) 
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ภาพที่ 17  ซาย : แ
 UTLI

ไ

แถบโปรตีนที่ไดจา
IEF ดวยชวง pH 

ไมโครซี                

ากเมล็ดพันธุแตงก
 บนเจล 4-5/3-10

บิ๊กซี                 โช

วา 4 พันธุปลูก (ไม
0 ขวา : ไมพบแถบ

ชคดี             บุษบา 

 

มโครซี  บิ๊กซี  โชค
บโปรตีนที่แตกตาง

 2005 

คดี และ บุษบา 200
งจากพันธุอื่นอยาง

ไมสามารถ
โปรตีน

ไมโ

5) ซึ่งสกัดโปรตีนด
นอย 1 คู   =

ถแยกสายพันธุออก
ที่แตกตางจากพนัธ

โครซี  บิ๊กซี  โชคดี

ดวย NaCl 5 มิลลิโ
= anode    

กจากกันได โดยแถ
ธุอื่นอยางนอย 1 คู 

  บุษบา 2005 

 

53 

โมลารและทํา 
= cathode

ถบ
 

53 



54 

 

 เมื่อเปรียบเทียบผลของ pH ของเจลระหวาง pH 2-11 (กรรมวิธีที่ 1-4) กับ pH 4-5/3-10 
(กรรมวิธีที่ 5-8) พบวาทั้งสองชวง pH ใหจํานวนแถบโปรตีนทั้งหมดใกลเคียงกัน (25-30 แถบ) แต
กรรมวิธีที่ใชเจลที่มีชวงคา pH 2-11 ใหความคมชัดและจํานวนแถบโปรตีนที่สามารถใชเปน
เอกลักษณของแตละพันธุไดมากกวากรรมวิธีที่ใชเจลที่มีชวงคา pH 4-5/3-10 โดยเจลที่ใชชวงคา 
pH 2-11 พบแถบโปรตีนที่บอกความแตกตางระหวางพันธุเฉลี่ย 5.75 แถบตอเจล ขณะที่การใชเจล
ที่มีชวงคา pH 4-5/3-10 มี 1.50 แถบตอเจลโดยเฉลี่ย (สมการที่ 9) 

 
 พิจารณาประสิทธิภาพในการจําแนกความแตกตางระหวางพันธุเปนคู ดวยแถบโปรตีนโดย
อาศัยหลักที่วาการแยกพันธุ 2 พันธุออกจากกันได พันธุทั้งสองตองมีแถบโปรตีนที่มีความแตกตาง
กันอยางนอย 1 ตําแหนง พบวาที่กรรมวิธีที่ 1 สามารถแยกแตงกวา 4 พันธุที่นํามาเปรียบเทียบกัน
เปนคู ๆ ไดทั้งหมด 6 คู (สมการที่ 10) หรือกลาวอีกนัยหนึ่งกรรมวิธีดังกลาวสามารถแยกแตงกวา
ทั้ง 4 พันธุที่นํามาทดสอบออกจากกันไดทั้งหมด ทําใหกรรมวิธีดังกลาวมีประสิทธิภาพในการ
จําแนกคิดเปน 100 เปอรเซ็นต ขณะที่กรรมวิธีที่ 2 สามารถแยก 4 พันธุที่นํามาทดสอบออกจากกัน
ได 5 คูจากทั้งหมด 6 คู ทําใหประสิทธิภาพในการจําแนกคิดเปน 83.33 เปอรเซ็นต ซ่ึงกรรมวิธีที่
เหลืออ่ืน ๆ แสดงผลดังตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4  จํานวนแถบโปรตีนที่บอกความแตกตางระหวางพันธุ และประสิทธิภาพในการ
 จําแนกเมื่อทําการเปรียบเทียบเปนคู ของ 8 กรรมวิธีที่ทดสอบ 
 

กรรมวิธี 

โปรตีนที่มีความ

แตกตางกัน

ระหวางพันธุ 

ประสิทธิภาพการจําแนกเมือ่

เปรียบเทียบเปนคู (เปอรเซ็นต) 

1 น้ํา รวมกับ pH 2-11  7  100 

2 ฟอสเฟตบัฟเฟอร รวมกับ pH 2-11 4  83.33 

3 Na2EDTA รวมกับ pH 2-11 2  66.66 

4 NaCl รวมกับ pH 2-11 5  50.00  

5 น้ํา รวมกับ pH 4-5/3-10 2  83.33 

6 ฟอสเฟตบัฟเฟอร รวมกับ pH 4-5/3-10 3  50.00 

7 Na2EDTA รวมกับ pH 4-5/3-10 1  50.00 

8 NaCl รวมกับ pH 4-5/3-10 0  0.00 
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 โปรตีนที่สะสมในเมล็ดพืชวงศแตงสวนใหญคือ globulin (Vickery et al., 1941) ซ่ึงเปน
โปรตีนที่ละลายในสารละลายเกลือเจือจาง อาจเปนเหตุใหตัวทําละลายที่มีเกลืออนินทรียผสมอยูจะ
ละลาย globulin ซ่ึงมีอยูโดยทั่วไปในเมล็ดพันธุแตงกวาที่นํามาทดลองทั้ง 4 พันธุปลูก ทําใหพบ
แถบโปรตีนที่บอกความแตกตางระหวางพันธุนอย ตางกับน้ําที่ละลายโปรตีนออกมาไดนอยกวา
การใชตัวทําละลายที่มีเกลืออนินทรียผสมอยู แตแถบโปรตีนที่ไดสามารถแยกความแตกตางของ
พันธุแตงกวาที่ทดสอบไดมากกวา ทั้งนี้ตัวทําละลายที่เหมาะสมสําหรับการสกัดโปรตีนเพื่อ
นํามาใชจําแนกพันธุหรือสายพันธุพืชโดยอาศัยความแตกตางของแถบโปรตีนนั้นไมจําเปนจะตอง
ละลายโปรตีนออกมาไดมากเสมอไป แตควรจะละลายโปรตีนชนิดที่มีความจําเพาะของแตละพันธุ
เพื่อใหสามารถใชในการแยกความแตกตางของพันธุไดชัดเจน ดังนั้นการเลือกใชตัวทําละลายใน
การสกัดโปรตีนจึงมีความสําคัญมาก เพราะถาเลือกตัวทําละลายไมเหมาะสมแมจะสามารถละลาย
โปรตีนออกมาไดจํานวนมากแตก็ไมสามารถแยกความแตกตางของพันธุได จากการทดลองชี้วา
โปรตีนที่ใหความแตกตางของพันธุแตงกวาที่นํามาทดสอบไดอาจเปนโปรตีนจําพวก albumin 
เนื่องจากเปนกลุมโปรตีนที่ละลายไดในน้ํา สอดคลองกับงานวิจัยของ Degtyarenko et al. (1986) ที่
ทําการวิเคราะหความแตกตางของแตงกวาจํานวน 20 พันธุจากโปรตีนกลุม globulin และ albumin 
พบวาโปรตีนกลุม albumin ใหแถบโปรตีนที่ไดสามารถแยกความแตกตางของพันธุแตงกวาที่นํามา
ทดสอบไดดีกวา ซ่ึงโดยทั่วไปในเมล็ดพันธุพืชตระกูลแตงจะสะสม albumin ไวภายในใบเลี้ยง 
(Hara-Nishimura et al., 1998) จากการทดลองนี้ทําใหทราบวาสามารถใชน้ําเปนตัวทําละลาย
โปรตีนสําหรับการจําแนกความแตกตางของพันธุแตงกวาดวยเทคนิค UTLIEF ไดนอกจากนี้น้ํายังมี
ตนทุนการวิเคราะหที่ต่ํา และมีผลกระทบตอสุขภาพและสิ่งแวดลอมนอยกวาการใช 2-
chloroethanol 
 
 การแยกโปรตีนดวยเทคนิค isoelectric focusing เปนการแยกโปรตีนโดยอาศัยความ
แตกตางของประจุของโปรตีน จุดที่โปรตีนหยุดเคลื่อนที่แลวรวมกันเปนแถบเขมขน ซ่ึงจุดนี้
เรียกวาจุด isoelectric point เปนจุดที่ pH มีคาเทากับ pI ของสารละลายโปรตีนขณะนั้น (Righetti et 
al., 1990) เหตุนี้จึงสามารถพิจารณาคา pI ของแถบโปรตีนจาก pH บนเจลได จากผลการวิเคราะห
แถบโปรตีนพบวาโปรตีนที่สะสมอยูในเมล็ดพันธุแตงกวาสวนใหญมีคา pI อยูในชวง pH 2-11 
เพราะมีการกระจายตัวของแถบโปรตีนไดดีในชวง pH ของเจลดังกลาว นอกจากนี้ยังพบวาชวง pH 
ที่มักพบความแตกตางของแถบโปรตีนที่สะสมอยูในเมล็ดพันธุแตงกวามากกวาชวงอื่น ๆ คือ 
บริเวณชวง pH 7-10 สําหรับในพืชชนิดอื่น ๆ อาจจะมีโปรตีนที่ตางกันออกไปทั้งชนิดและปริมาณ
ซ่ึงจะมีคา pI ที่แตกตางกันออกไปดวยขึ้นอยูกับชนิดของโปรตีนที่สะสมอยูในเมล็ดพืชแตละชนิด 
เชนในขาว พบวาโปรตีนสวนใหญมีคา pI อยูในชวง pH 5-8 (Wang et al., 2001) ขาวสาลี และขาว
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บาเลย โปรตีนสวนใหญมีคา pI อยูในชวง pH 3-10 และมีความถี่มากอยูในชวง pH 4-5 สําหรับ
ขาวโพดไร และขาวโพดหวานโปรตีนสวนใหญมีคา pI อยูในชวง pH 2-9 (ประกาย, 2550ค; Leist 
and Knoblauch, 2003) หรือในมะเขือเทศ ที่พบวาโปรตีนสวนใหญ มีคา pI อยูในชวง pH 4-8 เปน
ตน (Van den Berg, 1990, 1991; Wang et al., 2000) ดังนั้นการเลือกใชชวง pH ของเจล จึงตอง
เลือกใชใหเหมาะสมกับชนิดของโปรตีนที่สะสมในเมล็ดของพืชชนิดนั้น ๆ สําหรับแตงกวาแนะนํา
วาหากตองการแยกพันธุแตงกวาโดยวิธีการทํา electrophoresis ดวยเทคนิค UTLIEF ควรใหความ
สนใจกับเจลที่มีชวง pH ระหวาง 7-10 มากเปนพิเศษ 
 
 การที่เจลชวงคา pH 4-5/3-10 ใหประสิทธิภาพในการแยกต่ํา อาจเปนเพราะชวง pH 
ดังกลาวมีการขยายชวง 4-5 มากขึ้นทําใหไปเบียดชวง pH ขางเคียงใหชิดติดกัน รวมทั้งชวง pH 
ระหวาง 7-10 สงผลใหไมสามารถสังเกตเห็นแถบโปรตีนที่แตกตางกันของแตละพันธุในบริเวณ
ดังกลาวได ตางกับการใชเจลชวงคา pH 2-11 ที่ pH gradient มีการจัดเรียงตัวอยางสม่ําเสมอทําให
การวิเคราะหผลโดยใชสายตาทําไดงาย หรืออีกกรณีที่โดยปกติการใชเจลที่มีชวง pH ผสม เชน 5-
8/2-11 หรือ 4-5/3-10 เปนตน ควรเติม urea ที่มีความเขมขนไมเกิน 8 โมลารลงไปเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพการจําแนก (resolution) ของเจล เพราะ urea จะชวยให carrier ampholyte ที่ pH ตางๆ 
รวมเขาดวยกันไดดีขึ้น (Dunn, 1989) แตการเติม urea แมจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพดังกลาว แตการ
แยกโปรตีนดวยเทคนิค isoelectric focusing เปนการแยกโปรตีนโดยอาศัยความแตกตางของประจุ
ของโปรตีน เทคนิคนี้จึงไวตอประจุในระบบมาก ระบบที่ดีควรจะมีประจุใหนอยที่สุด แตการใส 
urea ลงในเจลจะทําใหระบบมีประจุมากขึ้น เพราะ urea จะแตกตัวเปน ammonium และ isocyanate 
ซ่ึงไวตอการการทําปฏิกิริยากับ หมู amine ในโปรตีน ทําใหเกิดขบวนการ carbamylation ซ่ึง
สารประกอบที่เกิดขึ้นใหมดังกลาวจะไมเคลื่อนที่ในสนามไฟฟา หรือถาเคลื่อนก็จะเพี้ยนไปสงผล
ใหเจลเสียหายจนไมสามารถวิเคราะหผลได (Janson and Ryden, 1998; Unlu and Minden, 2002) 
ตรงกันขามกับเจลที่มีชวงคา pH ที่ไมผสม เชน 3-10  2-9 และ 2-11 ซ่ึงเจลที่มีชวงคา pH เหลานี้จะ
มีประสิทธิภาพการจําแนกสูงโดยไมจําเปนตองเติม urea เหตุนี้กรรมวิธีที่ใชเจล ชวงคา pH 2-11 จึง
ใหผลการวิเคราะหดีกวา 
 
 เมื่อเปรียบเทียบความคมชัดและความเขมของแถบโปรตีนของทั้ง 8 กรรมวิธีที่ทําการ
ทดสอบพบวาแถบโปรตีนที่ไดจากสกัดดวยน้ํารวมกับการใชเจลที่มีชวงคา pH 2-11 (กรรมวิธีที่ 1) 
ในการทํา electrophoresis ดวยเทคนิค UTLIEF ใหแถบโปรตีนที่มีความคมชัด และสามารถแยก
พันธุแตงกวาที่นํามาทดสอบไดดีที่สุด จึงเลือกใชกรรมวิธีดังกลาวในการทดสอบกับแตงกวา
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จํานวน 8 พันธุ รวมทั้งการทดสอบความเปนลูกผสมของแตงกวาเพื่อยืนยันผลการทดลองที่ได
ตอไป 
 
2.  ทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค UTLIEF ในการจําแนกสายพันธุแตงกวา  
 
 2.1 การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค UTLIEF ในการจําแนกแตงกวาพันธุตาง ๆ 
 
 หลังจากไดตัวทําละลาย และ pH ของเจล ที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 1 คือการใชน้ํา
ในการสกัดโปรตีนรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา pH 2-11 เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของกรรมวิธี
ดังกลาวจึงนําไปทดสอบกับสายพันธุแตงกวาอีก 8 พันธุปลูก ไดแก เมล็ดพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 พันธุ
ไฉไลและพันธุภูฟา ของบริษัท เจียไต จํากัด และพันธุบิงโก ของบริษัท ที เอส เอ จํากัด รวมทั้ง
เมล็ดพันธุผสมปลอยอีก 5 พันธุซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก ศูนยวิจัยพืชผักเขตรอน แหง
มหาวิทยาลัย เกษตรศาสตร กําแพงแสน ไดแกพันธุ CS017 CS018 CS054 CS059 และ CS091 เพื่อ
ทดสอบประสิทธิภาพของตัวทําละลายและ pH ของเจลที่พัฒนาขึ้น  
 
 จากผลการศึกษาความเขมขนโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุแตงกวาทั้ง 8 พันธุปลูก ทํา
ใหทราบวา ความเขมขนของโปรตีนของเมล็ดพันธุแตงกวาทั้ง 8 พันธุปลูกมีคาใกลเคียงกันอยู
ระหวาง 2.16-3.36 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร (ตารางผนวกที่ 6) ในการทดสอบประสิทธิภาพของ
เทคนิค UTLIEF ดวยกรรมวิธีดังกลาว (ใชน้ําเปนตัวทําละลาย และ pH ของเจลชวง 2-11) จึงใช
ปริมาณตัวอยางสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุแตละพันธุที่เทากัน คือสารละลายโปรตีน
ที่สกัดได 8 ไมโครลิตร เจือจางกับน้ํา 12 ไมโครลิตรตอหนึ่งหลุมบน application strip 
 
 ผลการเปรียบเทียบแถบโปรตีนของเมล็ดพันธุแตงกวาทั้ง 8 พันธุที่ไดจากการสกัดดวย
น้ํา และทํา electrophoresis ที่ pH เจล 2-11 พบแถบโปรตีนที่มีความตางกันอยางนอย 1 คูพันธุ 
จํานวน 7 ตําแหนงดังนี้ (ภาพที่ 18) 
 
 ตําแหนงที่ 1 พบเฉพาะในพันธุ บิงโก เทานั้น  
 ตําแหนงที่ 2 พบเฉพาะในพันธุ ภูฟา และ บิงโก 
 ตําแหนงที่ 3 พบเฉพาะในพันธุ ไฉไล  ภูฟา และ บิงโก  
 ตําแหนงที่ 4 พบเฉพาะในพันธุ CS017  CS018  CS054 และ CS059 
 ตําแหนงที่ 5 พบเฉพาะในพันธุ CS091 เทานั้น  
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 ตําแหนงที่ 6 พบเฉพาะในพันธุ ไฉไล  ภูฟา  บิงโก  CS017  CS018  CS054 และ CS059 
 ตําแหนงที่ 7 พบเฉพาะในพันธุ ไฉไล  ภูฟา  บิงโก  CS054 และ CS059 
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 วิธีการสกัดโปรตีนในเมล็ดแตงกวา 8 พันธุปลูกดวยน้ํา และวิธีการแยกโปรตีนบนเจลที่มี
ชวง pH 2-11 ซ่ึงพบแถบโปรตีนที่มีความแตกตางกันอยางนอย 1 คูพันธุ จํานวน 7 ตําแหนง เปน
จํานวนที่ใกลเคียงรายงานการทดสอบจําแนกพันธุดวยเทคนิค UTLIEF ในมะเขือเทศจาํนวน 11 
พันธุโดยใช NaCl 4 มิลลิโมลารในการสกัดรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา pH 4-8 ที่พบแถบโปรตีนที่
สามารถแยกความแตกตางไดทั้งหมดจํานวน 8 ตําแหนง (Wang et al., 2000) และแถบโปรตีนที่ใช
แยกความแตกตางของพันธุขาวโพดหวาน 6 พันธุที่ใชน้ําในการสกัดรวมกับการใชเจลที่มีชวงคา 
pH 2-9 ซ่ึงมีแถบโปรตีนที่แตกตางกันท้ังหมด 6 ตําแหนง (ประกาย, 2550ค) แสดงใหเห็นวาน้ํามี
ประสิทธิภาพในการจําแนกใกลเคียงกันกับตัวทําละลายอื่น 
 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบความแตกตางของแถบโปรตีนทีละคู ซ่ึงทั้ง 8 พันธุจะไดการ
เปรียบเทียบทั้งหมด 28 คู (สมการที่ 10) เปรียบเทียบความแตกตางโดยอาศัยหลักที่วาการแยกพันธุ 
2 พันธุออกจากกันได พันธุทั้งสองตองมีแถบโปรตีนที่มีความแตกตางกันอยางนอย 1 ตําแหนง 
พบวาวิธีการทํา UTLIEF สําหรับเมล็ดพันธุแตงกวาดวยการใชน้ําเปนตัวทําละลายและทํา 
electrophoresis บนเจลที่มีคา pH 2-11 สามารถจําแนกความแตกตางระหวางพันธุแตงกวาทั้ง 8 
พันธุออกจากกันไดทั้งหมด 25 คูจาก 28 คูหรือคิดเปน 89.29 เปอรเซ็นต ยกเวนเพียง 3 คูพันธุคือ 
พันธุบิงโกกับภูฟา พันธุ CS017 กับ CS018 และพันธุ CS054 กับ CS059 (ตารางที่ 5) จึงเห็นไดวา
วิธีการใชน้ําเปนตัวทําละลายเพื่อสกัดโปรตีนและการใชเจลที่มีชวง pH 2-11 นาจะเปนกรรมวิธีที่มี
ปะสิทธิภาพในการจําแนกพันธุแตงกวา 
 
 กรณี 3 คูพันธุที่ไมสามารถแยกออกจากกันได คือ พันธุบิงโกกับภูฟา พันธุ CS017 กับ 
CS018 และพันธุ CS054 กับ CS059 แสดงวาทั้ง 3 คูพันธุนี้มีโปรตีน albumin ซ่ึงละลายไดในน้ําที่
ไมแตกตางกัน (Peter and Casey, 1999) การแยกความแตกตางของ 3 คูพันธุดังกลาว อาจตองใชตัว
ทําละลายชนิดอื่น เชน สารละลายที่ละลายโปรตีนกลุมอื่น เชน prolamin หรือ glutelin ซ่ึงอาจแสดง
ความแตกตางระหวางพันธุของทั้ง 3 คูพันธุไดดีกวา 
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ตารางที่ 5  จํานวนแถบโปรตีนที่แตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบระหวางแตงกวาทั้ง 8 พันธุปลูกทีละคู 
 

 ไฉไล ภูฟา บิงโก CS017 CS018 CS054 CS059 CS091 

ไฉไล 0        
ภูฟา 1 0       
บิงโก 2 0 0      
CS017 3 4 5 0     
CS018 3 4 5 0 0    
CS054 2 3 4 1 1 0   
CS059 2 3 4 1 1 0 0  
CS091 4 5 6 3 4 4 4 0 
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2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค UTLIEF ในการทดสอบความเปนลูกผสม 
(hybridity test) ของแตงกวา 

 
 ในการทดสอบประสิทธิภาพของการใชน้ําเปนตัวสกัดโปรตีน และการแยกโปรตีนบน
เจลที่มีชวง pH 2-11 โดยใชแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 (F-1 hybrid) จํานวน 10 สายพันธุ ไดแก สาย
พันธุ #01 #02 #03 #04 #05 #06 #07 #08 #09 และ #10 ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหเชื้อพันธุจากบริษัท 
ที เอส เอ จํากดั 

 
และในการพิสูจนความเปนลูกผสมชั่วที่ 1 โดยการเปรียบเทียบโปรตีนกับสายพันธุพอ-

แม โดยที่สายพันธุพอตองมีแถบโปรตีนที่สายพันธุแมไมมีอยางนอย 1 ตําแหนง และสายพันธุแม
ตองมีแถบโปรตีนที่สายพันธุพอไมมีอยางนอย 1 ตําแหนง และลูกผสมชั่วที่ 1 ของสายพันธุพอ-แม
ดังกลาวตองมีแถบโปรตีนที่เปนเอกลักษณของพอและแมทั้งหมดไวดวยกัน เมื่อนําหลักการนี้ไป
พิจารณาทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 ทั้ง 10 สายพันธุมีผลการ
ทดลองดังนี้ 

 
การทดสอบความเปนลูกผสมของสายพนัธุ #01 
 
เมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพันธุพอและแม พบวาสายพันธุพอมีแถบโปรตีน

เอกลักษณที่สายพันธุแมไมมีอยู 1 ตําแหนง (แถบสีดํา ลูกศรชี้) แตไมพบแถบโปรตีนเอกลักษณของ
แมที่สายพันธุพอไมมี เมื่อพิจารณาดูแถบโปรตีนของเมล็ดพันธุที่เปนลูกผสม พบวาทุกเมล็ด (ชอง 
6-15) มีแถบโปรตีนที่มีเอกลักษณเหมือนพอทุกประการ ในกรณีนี้หากพิจารณาวาลูกผสมที่ไดเกิด
บนตนแมที่กําหนดและรับการผสมจากสายพันธุพอที่กําหนดทุกเมล็ด ดังนั้นเมล็ดนี้จึงควรเปน
ลูกผสมระหวางสายพันธุพอ-แมที่ทดสอบ (ภาพที่ 19) 

 
การทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุ #02  
 
เมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพันธุพอและแม พบวาสายพันธุพอมีแถบโปรตีน

เอกลักษณที่สายพันธุแมไมมีอยู 3 ตําแหนง (แถบสีดํา) และพบแถบโปรตีนเอกลักษณของสายพันธุ
แมที่สายพันธุพอไมมีจํานวน 1 ตําแหนง (แถบสีแดง) เมื่อพิจารณาดูแถบโปรตีนของเมล็ดพันธุที่
เปนลูกผสม พบวาทุกเมล็ด (ชอง 6-15) มีแถบโปรตีนเปนเอกลักษณของพอและแมทั้งหมดไว
ดวยกัน กรณีนี้จึงสามารถบอกไดวาลูกผสมทุกเมล็ดเกิดจากการผสมของสายพันธุพอ-แม และเปน
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ลูกผสมระหวางสายพันธุพอ-แมที่ทดสอบ (ภาพที่ 20) นอกจากนี้ยังพบแถบโปรตีนจํานวน 1 
ตําแหนงที่พบในสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 เทานั้น (แถบสีเขียว) ลักษณะดังกลาวสันนิษฐานวาเกิด
จากการที่แถบโปรตีนของลูกผสมเขมขนมากกวาสายพันธุพอ-แม สามารถตรวจสอบไดโดยการ
นํามาทํา electrophoresis อีกครั้งโดยปรับปริมาณตัวอยางสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุ
สายพันธุพอและแมใหมากกวาสายพันธุลูกประมาณ 2 เทา เพื่อใหมีความเขมขนของโปรตีนที่
ใกลเคียงกันกอน 

 
การทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุ #03 
 
เมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพันธุพอและแม พบแถบโปรตีนเอกลักษณของสาย

พันธุแมที่สายพันธุพอไมมีจํานวน 1 ตําแหนง (แถบสีแดง) แตไมพบแถบโปรตีนเอกลักษณของพอ
ที่สายพันธุแมไมมี เมื่อพิจารณาดูแถบโปรตีนของเมล็ดพันธุที่เปนลูกผสม พบวาทุกเมล็ด (ชอง 6-
15) มีแถบโปรตีนที่มีเอกลักษณเหมือนแมทุกประการ กรณีนี้จึงไมสามารถบอกไดวาเมล็ดลูกผสม
เหลานั้นเปนลูกผสมระหวางสายพันธุพอ-แมที่ทดสอบ นอกจากนี้ยังพบแถบโปรตีนจํานวน 1 
ตําแหนงที่พบในสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 เทานั้น (แถบสีเขียว) ลักษณะดังกลาวสันนิษฐานวาเกิด
จากการที่แถบโปรตีนของลูกผสมเขมขนมากกวาสายพันธุพอ-แม ตรวจสอบไดโดยการนําสาย
พันธุคูนี้มาทํา electrophoresis โดยปรับปริมาณตัวอยางสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุ
สายพันธุพอและแมใหมากกวาสายพันธุลูกประมาณ 2 เทาเพื่อใหมีความเขมขนของโปรตีนที่
ใกลเคยีงกันกอน (ภาพที่ 21) 

 



 

 

 
 
 

 
ภาพที่ 19  แถบโป
 pH 2
 พันธุลู

  1   2    3   4    5   6
   

ปรตีนที่ไดจากการ
-11 อุณหภูมิ 8 อง
ลูกผสมชั่วที่ 1 (ศร

6   7   8    9  10  11 12 
     F-1  

สกัดโปรตีนจากเม
ศาเซลเซียส ความ
ชี้คือตําแหนงแถบโ

  13  14  15 16  17  18  
  

 

มล็ดแตงกวาของสา
ตางศักยไฟฟา 1,5
โปรตีนที่ไดมาจาก

 19  20 
 

ายพันธุ #01 ดวยน้าํ
00 โวลต เปนเวลา
กสายพันธุพอ) 

าแลวแยกแถบโปร
า 1.5 ชั่วโมง    คือ

  1   2    3   4    5   6  
   

ตีนดวยเทคนิค UT
อสายพันธุแม      คื

  7   8    9  10  11 12  
     F-1  

TLIEF โดยใชเจลที่
คือสายพันธุพอ แล

13  14  15 16  17  18  1
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ภาพที่ 20  แถบโป
 pH 2-
 พันธุลู

 

ปรตีนที่ไดจากการ
-11 อุณหภูมิ 8 อง
ลูกผสมชั่วที่ 1 (ศร

           
 1   2    3   4   5   6   7

สกัดโปรตีนจากเม
ศาเซลเซียส ความ
ชี้คือตําแหนงแถบโ

 F-1  
7    8   9  10  11 12  13 

มล็ดแตงกวาของสา
ตางศักยไฟฟา 1,50
โปรตีนที่ไดมาจาก

        
 14  15  16 17  18 19  2

 

ายพันธุ #02 ดวยน้าํ
00 โวลต เปนเวลา
กสายพันธุพอหรือส

20 

าแลวแยกแถบโปร
 1.5 ชั่วโมง     คือ
สายพันธุแม) 

          
 1   2    3   4   5   6 

ตีนดวยเทคนิค UT
อสายพันธุแม     คื

 F-1 
   7    8   9  10  11 12  

TLIEF โดยใชเจลที่
คือสายพันธุพอ แล

         
 13 14  15  16 17  18 1
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ภาพที่ 21  แถบโป
 pH 2
 พันธุลู

 1

ปรตีนที่ไดจากการ
-11 อุณหภูมิ 8 อง
ลูกผสมชั่วที่ 1 (ศร

1   2    3   4   5    6   7
  

สกัดโปรตีนจากเม
ศาเซลเซียส ความ
ชี้คือตําแหนงแถบโ

7   8    9  10  11 12  13 
      F-1  

มล็ดแตงกวาของสา
ตางศักยไฟฟา 1,5
โปรตีนที่ไดมาจาก

  14 15  16  17  18  19 
  

 

ายพันธุ #03 ดวยน้าํ
00 โวลต เปนเวลา
กสายพันธุแม) 

  20 

าแลวแยกแถบโปร
า 1.5 ชั่วโมง    คือ

          
 1   2    3   4   5   6   

ตีนดวยเทคนิค UT
อสายพันธุแม      คื

 F-1 
 7    8   9  10  11 12  1

TLIEF โดยใชเจลที่
คือสายพันธุพอ แล

         
3 14  15  16 17  18 19 
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การทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุ #04 
 
เมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพันธุพอและแม พบวาสายพันธุพอมีแถบโปรตีน

เอกลักษณที่สายพันธุแมไมมีอยู 1 ตําแหนง (แถบสีดํา) และพบแถบโปรตีนเอกลักษณของสายพันธุ
แมที่สายพันธุพอไมมีจํานวน 6 ตําแหนง (แถบสีแดง) เมื่อพิจารณาดูแถบโปรตีนของเมล็ดพันธุที่
เปนลูกผสม พบวาทุกเมล็ด (ชอง 6-15) มีแถบโปรตีนเปนเอกลักษณของพอและแมทั้งหมดไว
ดวยกัน กรณีนี้สามารถบอกไดวาลูกผสมทุกเมล็ดเกิดจากการผสมของสายพันธุพอ-แม และเปน
ลูกผสมระหวางสายพันธุพอ-แมที่ทดสอบ (ภาพที่ 22)  
 

การทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุ #05 
 
เมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพันธุพอและแม พบวาสายพันธุพอมีแถบโปรตีน

เอกลักษณที่สายพันธุแมไมมีอยู 1 ตําแหนง (แถบสีดํา) และพบแถบโปรตีนเอกลักษณของสายพันธุ
แมที่สายพันธุพอไมมีจํานวน 1 ตําแหนง (แถบสีแดง) เมื่อพิจารณาดูแถบโปรตีนของเมล็ดพันธุที่
เปนลูกผสม พบวาทุกเมล็ด (ชอง 6-15) มีแถบโปรตีนเปนเอกลักษณของพอและแมทั้งหมดไว
ดวยกัน กรณีนี้สามารถบอกไดวาลูกผสมทุกเมล็ดเกิดจากการผสมของสายพันธุพอ-แม และเปน
ลูกผสมระหวางสายพันธุพอ-แมที่ทดสอบ (ภาพที่ 23)  
 

การทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุ #06 
 
เมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพันธุพอและแม พบวาสายพันธุพอมีแถบโปรตีน

เอกลักษณที่สายพันธุแมไมมีอยู 2 ตําแหนง (แถบสีดํา) และพบแถบโปรตีนเอกลักษณของสายพันธุ
แมที่สายพันธุพอไมมีจํานวน 2 ตําแหนง (แถบสีแดง) เมื่อพิจารณาดูแถบโปรตีนของเมล็ดพันธุที่
เปนลูกผสม พบวาทุกเมล็ด (ชอง 6-15) มีแถบโปรตีนเปนเอกลักษณของพอและแมทั้งหมดไว
ดวยกัน กรณีนี้สามารถบอกไดวาลูกผสมทุกเมล็ดเกิดจากการผสมของสายพันธุพอ-แม และเปน
ลูกผสมระหวางสายพันธุพอ-แมที่ทดสอบ (ภาพที่ 24) นอกจากนี้ยังพบแถบโปรตีนจํานวน 2 
ตําแหนงที่พบในสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 เทานั้น (แถบสีเขียว) ลักษณะดังกลาวสันนิษฐานวาเกิด
จากการที่แถบโปรตีนของลูกผสมเขมขนมากกวาสายพันธุพอ-แม สามารถตรวจสอบไดโดยการ
นํามาทํา electrophoresis โดยปรับปริมาณตัวอยางสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุสาย
พันธุพอและแมใหมากกวาสายพันธุลูกประมาณ 2 เทา 

การทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุ #07 
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เมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพันธุพอและแม พบวาสายพันธุพอมีแถบโปรตีน
เอกลักษณที่สายพันธุแมไมมีอยู 1 ตําแหนง (แถบสีดํา) และพบแถบโปรตีนเอกลักษณของสายพันธุ
แมที่สายพันธุพอไมมีจํานวน 1 ตําแหนง (แถบสีแดง) เมื่อพิจารณาดูแถบโปรตีนของเมล็ดพันธุที่
เปนลูกผสม พบวาทุกเมล็ด (ชอง 6-15) มีแถบโปรตีนเปนเอกลักษณของพอและแมทั้งหมดไว
ดวยกัน กรณีนี้สามารถบอกไดวาลูกผสมทุกเมล็ดเกิดจากการผสมของสายพันธุพอ-แม และเปน
ลูกผสมระหวางสายพันธุพอ-แมที่ทดสอบ (ภาพที่ 25) นอกจากนี้ยังพบแถบโปรตีนจํานวน 1 
ตําแหนงที่พบในสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 เทานั้น (แถบสีเขียว) ลักษณะดังกลาวสันนิษฐานวาเกิด
จากการที่แถบโปรตีนของลูกผสมเขมขนมากกวาสายพันธุพอ-แม สามารถตรวจสอบไดโดยการ
นํามาทํา electrophoresis โดยปรับปริมาณตัวอยางสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุสาย
พันธุพอและแมใหมากกวาสายพันธุลูกประมาณ 2 เทา 
 



 

 

 
 
 

 
ภาพที่ 22  แถบโป
 pH 2-
 พันธุลู

 1

ปรตีนที่ไดจากการ
-11 อุณหภูมิ 8 อง
ลูกผสมชั่วที่ 1 (ศร

1   2    3   4    5   6    7
  

รสกัดโปรตีนจากเม
ศาเซลเซียส ความ
ชี้คือตําแหนงแถบโ

7   8   9  10  11  12 13
     F-1  

มล็ดแตงกวาของสา
ตางศักยไฟฟา 1,50
โปรตีนที่ไดมาจาก

  14  15  16  17 18  19 
  

 

ายพันธุ #04 ดวยน้ํ
00 โวลต เปนเวลา
กสายพันธุพอหรือส

  20 

้าแลวแยกแถบโปร
 1.5 ชั่วโมง     คือ
สายพันธุแม) 

 1   2    3   4    5  
  

รตีนดวยเทคนิค UT
อสายพันธุแม     คื

  6    7   8   9  10  11  
      F-1  

TLIEF โดยใชเจลที
คือสายพันธุพอ แล

12 13  14  15  16  17 1
 

 

70 

ที่มีชวง  
ะ F1 คือสาย

8  19  20 
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ภาพที่ 23  แถบโป
 pH 2-
 พันธุลู

 1

ปรตีนที่ไดจากการ
-11 อุณหภูมิ 8 อง
ลูกผสมชั่วที่ 1 (ศร

  
1   2    3   4   5    6   7

สกัดโปรตีนจากเม
ศาเซลเซียส ความ
ชี้คือตําแหนงแถบโ

       F-1  
7    8   9   10 11  12  13

มล็ดแตงกวาของสา
ตางศักยไฟฟา 1,50
โปรตีนที่ไดมาจาก

  
3  14  15  16 17  18  19

 

ายพันธุ #05 ดวยน้ํ
00 โวลต เปนเวลา
กสายพันธุพอหรือส

9  20 

้าแลวแยกแถบโปร
 1.5 ชั่วโมง    คือ
สายพันธุแม) 

   
 1   2    3   4   5    6

รตีนดวยเทคนิค UT
อสายพันธุแม      คื

       F-1  
6   7    8   9   10 11  12

TLIEF โดยใชเจลที
คือสายพันธุพอ แล

  
2  13  14  15  16 17  18
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ที่มีชวง  
ะ F1 คือสาย

8  19  20 

71 



 

 

 
 
 

 
ภาพที่ 24  แถบโป
 pH 2-
 พันธุลู

 1

ปรตีนที่ไดจากการ
-11 อุณหภูมิ 8 อง
ลูกผสมชั่วที่ 1 (ศร

1   2   3   4    5   6   7  
  

สกัดโปรตีนจากเม
ศาเซลเซียส ความ
ชี้คือตําแหนงแถบโ

  8   9   10 11  12 13  1
     F-1  

มล็ดแตงกวาของสา
ตางศักยไฟฟา 1,50
โปรตีนที่ไดมาจาก

14  15 16  17 18  19  20
  

 

ายพันธุ #06 ดวยน้ํ
00 โวลต เปนเวลา
กสายพันธุพอหรือส

0 

้าแลวแยกแถบโปร
 1.5 ชั่วโมง    คือ
สายพันธุแม) 

 1   2   3   4    5   6   7
   

รตีนดวยเทคนิค UT
อสายพันธุแม      คื

7   8   9   10 11  12 13
     F-1  

TLIEF โดยใชเจลที
คือสายพันธุพอ แล

  14  15 16  17 18  19  
  

 

72 

ที่มีชวง  
ะ F1 คือสาย
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ภาพที่ 25  แถบโป
 pH 2-
 พันธุลู

  1

ปรตีนที่ไดจากการ
-11 อุณหภูมิ 8 อง
ลูกผสมชั่วที่ 1 (ศร

1   2    3   4   5   6    7 
  

สกัดโปรตีนจากเม
ศาเซลเซียส ความ
ชี้คือตําแหนงแถบโ

   8    9  10  11 12  13 
      F-1  

มล็ดแตงกวาของสา
ตางศักยไฟฟา 1,50
โปรตีนที่ไดมาจาก

 14  15  16  17 18  19  2
  

 

ายพันธุ #07 ดวยน้ํ
00 โวลต เปนเวลา
กสายพันธุพอหรือส

20   

้าแลวแยกแถบโปร
 1.5 ชั่วโมง    คือ
สายพันธุแม) 

 1   2    3   4   5   6    
   

รตีนดวยเทคนิค UT
อสายพันธุแม      คื

7   8    9  10  11 12  13
      F-1  

TLIEF โดยใชเจลที
คือสายพันธุพอ แล

3 14  15  16  17 18  19
  

 

73 

ที่มีชวง  
ะ F1 คือสาย

9  20 

73 
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 การทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุ #08 
 

เมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพันธุพอและแม พบวาสายพันธุพอมีแถบโปรตีน
เอกลักษณที่สายพันธุแมไมมีอยู 1 ตําแหนง (แถบสีดํา) และพบแถบโปรตีนเอกลักษณของสายพันธุ
แมที่สายพันธุพอไมมีจํานวน 1 ตําแหนง (แถบสีแดง) เมื่อพิจารณาดูแถบโปรตีนของเมล็ดพันธุที่
เปนลูกผสม พบวาทุกเมล็ด (ชอง 6-15) มีแถบโปรตีนเปนเอกลักษณของพอและแมทั้งหมดไว
ดวยกัน กรณีนี้สามารถบอกไดวาลูกผสมทุกเมล็ดเกิดจากการผสมของสายพันธุพอ-แม และเปน
ลูกผสมระหวางสายพันธุพอ-แมที่ทดสอบ (ภาพที่ 26) นอกจากนี้ยังพบแถบโปรตีนจํานวน 2 
ตําแหนงที่พบในสายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 เทานั้น (แถบสีเขียว) ลักษณะดังกลาวสันนิษฐานวาเกิด
จากการที่แถบโปรตีนของลูกผสมเขมขนมากกวาสายพันธุพอ-แม สามารถตรวจสอบไดโดยการ
นํามาทํา electrophoresis โดยปรับปริมาณตัวอยางสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุสาย
พันธุพอและแมใหมากกวาสายพันธุลูกประมาณ 2 เทา 

 
การทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุ #09 
 
เมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพันธุพอและแม พบวาสายพันธุพอมีแถบโปรตีน

เอกลักษณที่สายพันธุแมไมมีอยู 2 ตําแหนง (แถบสีดํา) แตไมพบแถบโปรตีนเอกลักษณของแมที่
สายพันธุพอไมมี เมื่อพิจารณาดูแถบโปรตีนของเมล็ดพันธุที่เปนลูกผสม พบวาทุกเมล็ด (ชอง 6-15) 
มีแถบโปรตีนที่มีเอกลักษณเหมือนพอทุกประการ ซ่ึงในกรณีนี้เชื่อวาลูกผสมที่ไดเกิดบนตนแม
ไดรับการผสมจากสายพันธุพอทุกเมล็ด และเปนลูกผสมระหวางสายพันธุพอ-แมที่ทดสอบ  
(ภาพที่ 27) 

 
การทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุ #10 
 
ไมพบแถบโปรตีนที่แตกตางกันระหวางสายพันธุพอ-แม และลูกผสมชั่วที่ 1 (ภาพที่ 28) 

กรณีนี้ไมสามารถทดสอบความเปนลูกผสมของสายพันธุนี้ได 
 



 

 

 

 
 

 
ภาพที่ 26  แถบโป
  pH 2
 พันธุลู

  1

ปรตีนที่ไดจากการ
2-11 อุณหภูมิ 8 อง
ลูกผสมชั่วที่ 1 (ศร

1   2    3   4    5   6    7
   

สกัดโปรตีนจากเม
งศาเซลเซียส ความ
ชี้คือตําแหนงแถบโ

7   8    9  10  11 12  13
      F-1  

มล็ดแตงกวาของสา
มตางศักยไฟฟา 1,5
โปรตีนที่ไดมาจาก

3 14  15   16  17 18  19 
  

 

ายพันธุ #08 ดวยน้ํ
500 โวลต เปนเวลา
กสายพันธุพอหรือส

  20   

้าแลวแยกแถบโปร
า 1.5 ชั่วโมง     คือ
สายพันธุแม) 

1   2    3   4    5   6    
   

รตีนดวยเทคนิค UT
อสายพันธุแม      คื

 7   8    9  10  11 12  13
      F-1  

TLIEF โดยใชเจลที
คือสายพันธุพอ แล

3 14  15   16  17 18  19
  

 

75 

ที่มีชวง 
ะ F1 คือสาย

9  20 

75 



 

 

 

 
 

 
ภาพที่ 27  แถบโป
 pH 2
 พันธุลู

  1 

ปรตีนที่ไดจากการ
-11 อุณหภูมิ 8 อง
ลูกผสมชั่วที่ 1 (ศร

   2    3   4    5   6   7  
  

สกัดโปรตีนจากเม
ศาเซลเซียส ความ
ชี้คือตําแหนงแถบโ

  8    9  10  11  12  13 
      F-1  

มล็ดแตงกวาของสา
ตางศักยไฟฟา 1,5
โปรตีนที่ไดมาจาก

 14  15  16  17  18  19 
  

 

ายพันธุ #09 ดวยน้ํ
00 โวลต เปนเวลา
กสายพันธุพอ) 

20 

้าแลวแยกแถบโปร
า 1.5 ชั่วโมง    คือ

  1   2    3   4    5   
  

รตีนดวยเทคนิค UT
อสายพันธุแม      คื

 6   7   8    9  10  11  1
       F-1  

TLIEF โดยใชเจลที
คือสายพันธุพอ แล

12  13 14  15  16  17  1
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ะ F1 คือสาย
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ภาพที่ 28  แถบโป
 pH 2-
 พันธุลู

  1

ปรตีนที่ไดจากการ
-11 อุณหภูมิ 8 อง
ลูกผสมชั่วที่ 1 

   2    3   4    5   6    7
  

สกัดโปรตีนจากเม
ศาเซลเซียส ความ

7   8    9  10  11 12  13
       F-1  

มล็ดแตงกวาของสา
ตางศักยไฟฟา 1,50

  14  15  16  17 18  19 
  

 

ายพันธุ #10 ดวยน้ํ
00 โวลต เปนเวลา

  20  

้าแลวแยกแถบโปร
 1.5 ชั่วโมง    คือ

  1   2    3   4    5   6   
   

รตีนดวยเทคนิค UT
อสายพันธุแม      คื

  7   8    9  10  11 12  1
       F-1  

TLIEF โดยใชเจลที
คือสายพันธุพอ แล

13  14  15  16  17 18  1
  

 

77 

ที่มีชวง  
ะ F1 คือสาย

19  20 

77 



78 
 

 

 ผลการทดลองความเปนลูกผสมชั่วที่ 1 ของแตงกวาดวย UTLIEF โดยใชน้ําเปนตัวสกัด
โปรตีน และใช pH ของเจลชวง 2-11 สามารถพิสูจนความเปนลูกผสมได 8 สายพันธุ (สายพันธุ #01 
#02 #04 #05 #06 #07 #08 และ #09) จากทั้งหมด 10 สายพันธุ หรือประมาณ 80 เปอรเซ็นต มีเพียง 
2 สายพันธุ (สายพันธุ #03 และ #10) ซ่ึงไมสามารถใชวิธีการนี้พิสูจนความเปนลูกผสมชั่วที่ 1 ได 
เนื่องจากวิธีการนี้ไมพบความแตกตางของแถบโปรตีนระหวางสายพันธุพอและแม อาจเปนเพราะ
สายพันธุพอ-แมมีความใกลชิดกันทางพันธุกรรมมาก หรืออาจเปนเพราะวิธีการนี้ยังไมสามารถ
สกัดโปรตีนที่ใหความแตกตางกันระหวางสายพันธุพอ–แมได สอดคลองกับผลการทดสอบ
ประสิทธิภาพการจําแนกสายพันธุแตงกวาดวยวิธีการนี้ ที่พบวาสามารถจําแนกสายพันธุแตงกวาได
ประมาณ 89.29 เปอรเซ็นต แตยังมีประมาณ 10 เปอรเซ็นตที่วิธีการนี้ไมสามารถจําแนกความแตก
ตางของสายพันธุได ซ่ึงแสดงวาวิธีการใชน้ําเปนตัวสกัดโปรตีน และใช pH ของเจลชวง 2-11 ยังไม
มีประสิทธิภาพถึง 100 เปอรเซ็นต ในการจําแนกสายพันธุ และทดสอบความเปนลูกผสมชั่วที่ 1 
ของเมล็ดพันธุแตงกวา อยางไรก็ตามประสิทธิภาพที่พบ (89.29 เปอรเซ็นตสามารถจําแนกสายพันธุ 
และ 80 เปอรเซ็นตสามารถพิสูจนความเปนลูกผสมชั่วที่ 1) ก็ยังถือวามีประสิทธิภาพที่สูง 
 
 วิธีการนี้จึงนาจะมีความเหมาะสมในการตรวจสอบความแตกตางของสายพันธุและใชใน
การตรวจสอบความเปนลูกผสมของแตงกวาได ทั้งนี้ในหลาย ๆ สายพันธุ เชน สายพันธุ #02 และ 
#04 เปนตน จะพบแถบโปรตีนที่ใชทดสอบความเปนลูกผสมของลูกผสมชั่วที่ 1 ที่ไดมาจากสาย
พันธุพอหรือสายพันธุแมมากกวา 1 แถบ แตเนื่องจากขอพิจารณาการตรวจสอบความเปนลูกผสม
นั้นแมจะพบแถบโปรตีนที่ใชทดสอบความเปนลูกผสมซึ่งไดมาจากสายพันธุพอหรือสายพันธุแม
เพียงหนึ่งตําแหนงก็ถือวาเพียงพอสําหรับการตรวจสอบความเปนลูกผสม (Arus, 1983)  
 
 อนึ่งในกรณีสายพันธุ #01 ที่มีแถบโปรตีนที่ใชทดสอบความเปนลูกผสมของลูกผสมชั่วที่ 
1 ที่ไดมาจากสายพันธุพอเพียงอยางเดียวนั้นสันนิษฐานวาแถบโปรตีนดังกลาวเปนแถบโปรตีนที่
เกี่ยวของกับการแสดงออกของสีผล ที่แยกไดดวยการสกัดดวยน้ําและเจลที่มีชวงคา pH 2-11 
เนื่องจากทั้ง 2 สายพันธุ มีความแตกตางกันของลักษณะปรากฏ (phenotype) ลักษณะหนึ่งที่เดนชัด
ระหวางสายพันธุพอและสายพันธุแม โดยที่สายพันธุพอของสายพันธุ #01 มีผลสีเขียว ขณะที่ผล
ของสายพันธุแมมีสีขาว (ตาราง 6) แสดงถึงการไมมี gene สําหรับสรางคลอโรฟลล (chlorophyll) 
ในผล ซ่ึงลักษณะดังกลาวเปนลักษณะดอย ฉะนั้นกรณีที่สายพันธุ #01 ที่มีแถบโปรตีนที่ใชทดสอบ
ความเปนลูกผสมของลูกผสมชั่วที่ 1 ซ่ึงไดมาจากสายพันธุพอเพียงอยางเดียว จึงสามารถสรุปไดวา
ลูกผสมของสายพันธุ #01 เปนลูกผสมที่ไดจากสายพันธุพอและแมของสายพันธุนั้น ๆ จริง 
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 อยางไรก็ตามสายพันธุ #03 ที่พบแคแถบโปรตีนสําหรับใชทดสอบความเปนลูกผสมที่
ไดมาจากสายพันธุแมเพียงอยางเดียว และสายพันธุ #10 ที่ไมพบความแตกตางระหวางสายพันธุพอ-
แม และลูกผสม จึงยังสรุปไมไดวาลูกผสมของสายพันธุ #03 และสายพันธุ #10 เปนลูกผสมที่ได
จากสายพันธุพอและแมสายพันธุนั้น ๆ จริง แมจะมีความแตกตางกันลักษณะปรากฏของผลในสาย
พันธุพอและสายพันธุแมคลายกับสายพันธุ #01 แตเมื่อทดลองแยกทั้ง 2 สายพันธุโดยการสกัดดวย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรและเจลที่มีชวงคา pH 5-8/2-11 โดยหวังวาโปรตีนในกลุม globulin ซ่ึงเปน
โปรตีนที่พบมากในพืชวงศนี้ (Vladova et al., 2004, 2008) และละลายไดดีในสารละลายเกลือเจือ
จางจะใหผลการวิเคราะหไดดีกวาน้ํา ผลการทดลองปรากฏวาสายพันธุ #03 พบแถบโปรตีนสําหรับ
ใชทดสอบความเปนลูกผสมของลูกผสมชั่วที่ 1 มีแถบโปรตีนที่ไดเอกลักษณมาจากสายพันธุพอทุก
ประการ เนื่องจากลูกผสมที่ไดเกิดบนตนแมที่กําหนดและรับการผสมจากสายพันธุพอท่ีกําหนดทุก
เมล็ด ดังนั้นเมล็ดนี้จึงควรเปนลูกผสมระหวางสายพันธุพอ-แมที่ทดสอบทําใหสามารถสรุปไดวา
ลูกผสมสายพันธุ #03 เปนลูกผสมที่ไดจากสายพันธุพอและแมที่นํามาทดสอบจริง (ภาพที่ 29) 
ขณะที่สายพันธุ #10 พบแคแถบโปรตีนสําหรับใชทดสอบความเปนลูกผสมที่ไดมาจากสายพันธุแม
เทานั้น (ภาพที่ 30) 
 
ตารางที่ 6  ลักษณะปรากฏของสายพันธุ #01 
 

สายพันธุ ลักษณะปรากฏ 
สายพันธุพอ #01 ผลส้ัน สีเขียว (ยาวประมาณ 9 เซนติเมตร) 
สายพันธุแม #01 ผลส้ัน สีขาว (ยาวประมาณ 9 เซนติเมตร) 
สายพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 #01 ผลส้ัน สีเขียว (ยาวประมาณ 9 เซนติเมตร) 

 
 



 

 

 

 
 

 
ภาพที่ 29  แถบโป
 เจลที่มี
 และ F

  1

ปรตีนที่ไดจากการ
มีชวง pH 5-8/2-11
F1 คือสายพันธุลูกผ

  
   2    3   4    5   6    7

รสกัดโปรตีนจากเม
1 อุณหภูมิ 8 องศา
ผสมชั่วที่ 1 (ศรชี้คื

        F-1  
7   8    9   10  11 12  13

มล็ดแตงกวาของส
าเซลเซียส ความตา
ือตําแหนงแถบโป

     
3  14  15  16  17  18  19

 

ายพันธุ #03 ดวยฟ
างศักยไฟฟา 1,500
รตีนที่ไดมาจากสา

9 20  

ฟอสเฟตบัฟเฟอรแ
 โวลต เปนเวลา 1.
ายพันธุพอ) 

   
  1   2    3   4    5   6   

แลวแยกแถบโปรตี
.5 ชั่วโมง     คือส

        F-1  
  7   8    9   10  11 12  

ตีนดวยเทคนิค UTL
สายพันธุแม      คือ

     
 13  14  15  16  17  18  
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LIEF โดยใช
อสายพันธุพอ 

 
 19 20 



 

 

 
 

 
ภาพที่ 30  แถบโป
 เจลที่มีช
 F1 คือส

   

ปรตีนที่ไดจากการ
ชวง pH 5-8/2-11 อ
สายพันธุลูกผสมชัว่

   
1   2   3   4   5   6   7  

รสกัดโปรตีนจากเม
อุณหภูมิ 8 องศาเซ
วที่ 1 (ศรชี้คือตําแห

    F-1  
  8   9  10 11  12 13  1

มล็ดแตงกวาของส
ซลเซียส ความตางศั
หนงแถบโปรตีนทีไ่

   
4 15  16 17 18  19  20 

 

ายพันธุ #10 ดวยฟ
ศักยไฟฟา 1,500 โว
ไดมาจากสายพันธุ

 21    1

ฟอสเฟตบัฟเฟอรแ
วลต เปนเวลา 1.5 
แม) 

    
1   2   3   4   5   6   7   

แลวแยกแถบโปรตี
ชั่วโมง    คือสายพั

    F-1  
 8   9  10 11  12 13  14

ตีนดวยเทคนิค UTL
พันธุแม     คือสายพ

   
4 15  16 17 18  19  20 2
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LIEF โดยใช
พันธุพอ และ 

21 
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จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาน้ํานอกจากจะใชเปนตัวทําละลายในการสกัดโปรตีน
สะสมในเมล็ดของแตงกวาเพื่อนําไปตรวจสอบความแตกตางของสายพันธุดวยเทคนิค UTLIEF ได
แลวยังสามารถใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมได แมจะมีงานวิจัยเพียง 1-2 งานที่ใชน้ําเปน
ตัวสกัดโปรตีนสะสมเพื่อนําไปตรวจสอบดวยเทคนิค UTLIEF เชน งานวิจัยของ Degtyarenko et 
al. (1986) เปนตน และในการสกัดโปรตีนสะสมเพื่อนําไปตรวจสอบดวยเทคนิค UTLIEF สวน
ใหญมักจะใช 2-chloroethanol แตเนื่องจาก 2-chloroethanol เปนสารอันตรายและตองกํากัดอยูใน
บัญชีรายช่ือยุทธภัณฑของกรมการอุตสาหกรรมทหาร กระทรวงกลาโหมทําใหการนํามาใชมี
ขอจํากัดสูงดังที่กลาวไปแลว ดังนั้นน้ํามีความเหมาะสมที่จะนํามาใชทดแทน 2-chloroethanol เพื่อ
สกัดโปรตีนสะสมในเมล็ดพันธุแตงกวาและนําไปตรวจสอบความแตกตางของสายพันธุดวยเทคนคิ 
UTLIEF ทั้งในแงของการเปนตัวทําละลายที่มีประสิทธิภาพ ตนทุนการวิเคราะหต่ํา และมีผล 
กระทบตอสุขภาพและสิ่งแวดลอมนอยกวาการใช 2-chloroethanol 

 
จากผลการทดลองที่ไดนี้อาจกลาวไดวาเทคนิค UTLIEF เปนอีกเทคนิคหนึ่งที่สามารถ

ตรวจสอบความเปนลูกผสม และแยกความแตกตางของสายพันธุ หรือนําไปศึกษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมในพืชได ซ่ึงขอดีของวิธีนี้คือตนทุนของสารเคมีที่ใช รวมถึงเวลาในการตรวจสอบ
นอยกวาวิธีการอื่น ๆ (ภาคผนวก ค) โดยเฉพาะเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจสอบแบบดั้งเดิม เชน 
การปลูกทดสอบในแปลง นอกจากนี้เทคนิคนี้ยังไดรับการรับรองจาก International Seed Testing 
Association ใหเปนเทคนิคมาตรฐานในการตรวจสอบความตรงตอพันธุและความบริสุทธ์ิของเมล็ด
พันธุพืชหลายชนิดอีกดวย แตในการทดลองที่ใชกับพืชชนิดอ่ืนที่ไมเคยมีผูทดลองมากอนนั้นอาจ
ตองพิจารณาคัดเลือกตัวทําละลายรวมทั้ง pH ของเจลที่ใช ใหมีความเหมาะสมเพื่อใหไดผลที่ชัดเจน 
แมนยําเปนการเฉพาะสําหรับพืชชนิดนั้น ๆ ตอไป 



 
 

 

สรุป 
 

 จากการทดลองสกัดโปรตีนในเมล็ดแตงกวา 4 พันธุ ดวยตัวทําละลาย 4 ชนิด คือน้ํา 

ฟอสเฟตบัฟเฟอร Na2EDTA เขมขน 5 มิลลิโมลาร และ NaCl เขมขน 5 มิลลิโมลาร จากนั้นนํามา
แยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF ที่กระทําบนเจลที่มีคา pH gradient แตกตางกัน 2 ชวง คือ pH 
2-11 และ 4-5/3-10 รวมเปน 8 กรรมวิธี พบวามีเพียงกรรมวิธีการสกัดโปรตีนดวยน้ํารวมกับการใช
เจลที่มีชวงคา pH 2-11 เทานั้นที่ใหแถบโปรตีนที่มีความคมชัด และสามารถจําแนกทั้ง 4 สายพันธุที่
นํามาทดลองออกจากกันไดทั้งหมด จึงนํากรรมวิธีนี้ไปทดสอบประสิทธิภาพในการจําแนกสาย
พันธุแตงกวาสายพันธุอ่ืน ๆ อีก 8 สายพันธุ พบวากรรมวิธีดังกลาวสามารถจําแนกความแตกตาง
ของสายพันธุไดดี โดยพบแถบโปรตีนที่มีความแตกตางกันในแตละพันธุทั้งหมด 7 ตําแหนง เมื่อทํา
การเปรียบเทียบเปนคูทีละคู ใหประสิทธิภาพในการจําแนก 25 คูจากทั้งหมด 28 คูคิดเปน 89.29 
เปอรเซ็นต และเมื่อนําวิธีการนี้ไปทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจสอบความเปนลูกผสมชั่วที่ 1
ของเมล็ดพันธุแตงกวา 10 สายพันธุ พบวาสามารถพิสูจนความเปนลูกผสมชั่วที่ 1 ได 8 สายพันธุ 
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ภาคผนวก ก 
สวนประกอบของสารเคมีที่ใชสําหรับทํา UTLIEF 
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สวนประกอบของสารเคมีที่ใชสําหรับทํา electrophoresis ดวยเทคนิค UTLIEF (Leist and 
Knoblauch, 2003)  
 

1. Acrylamide solution 
 

สารเคมี     ปริมาณ 
acrylamide (4x)    33.14 กรัม 
bisacrylamide (2x)    0.86 กรัม 
ละลายน้ําและปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 500 มิลลิลิตร 

 
2. 20% APS solution 
 

สารเคมี     ปริมาณ 
ammonium persulphate   2.0 กรัม 
ละลายน้ําและปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 10 มิลลิลิตร 
 

3. Anode buffer 
 

สารเคมี     ปริมาณ 
L-asparagine anhydrous   0.8 กรัม 
L-glutamine      0.92 กรัม 
ละลายน้ําและปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 250 มิลลิลิตร 

 
4. Cathode buffer 
 

สารเคมี     ปริมาณ 
L-arginine     1.18 กรัม 
L-lysine     0.91 กรัม 
ethylene-diamine    30.0 มิลลิลิตร 
ละลายน้ําและปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 250 มิลลิลิตร 

5. 12% TCA solution  
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สารเคมี     ปริมาณ 
Trichloroacetic acid    266.67 กรัม 
ละลายน้ําและปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 

6. Staining solution 
 

สารเคมี     ปริมาณ 
Coomassie R250    0.15 กรัม 
Coomassie G250    0.45 กรัม 
glacial acetic acid    110 มิลลิลิตร 
ethanol 95%     180 มิลลิลิตร 
ละลายน้ําและปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
7. Destaining solution 
 

สารเคมี     ปริมาณ 
ethanol 95%     300 มิลลิลิตร 
glacial acetic acid    50 มิลลิลิตร 
ละลายน้ําและปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
8. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

สารเคมี     ปริมาณ 
K2HPO4      0.194 กรัม  
KH2PO4      0.528 กรัม  
EDTA     0.38 กรัม  
DTE      1 กรัม  
glycerin      25 มิลลิลิตร  
ละลายน้ําและปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
 9. การเตรียมสารละลาย Na2EDTA ความเขมขน 0.005 โมลาร 
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สารเคมี     ปริมาณ 
Na2EDTA     1.861 กรัม 
ละลายน้ําและปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
 10. การเตรียมสารละลายเกลือแกงความเขมขน 0.005 โมลาร 
 

สารเคมี     ปริมาณ 
NaCl      0.29 กรัม 
ละลายน้ําและปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
หมายเหตุ  สําหรับ acrylamide solution  20% APS solution  Anode buffer  Cathode buffer ฟอสเฟ
 บัฟเฟอร และ ยูเรีย เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ APS ไมควรเตรียมไว 
 นานเกิน 2 สัปดาห สําหรับ 12% TCA solution  staining solution และ destaining 
 solution เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหอง 
 



 

 

ภาคผนวก ข 
วิธีการวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการ Bradford protein assay 
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วิธีการวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการ Bradford protein assay (1976) 
 

1. เตรียมตัวอยาง Bovine Serum Albumin (BSA) โปรตีน เพื่อนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ชวงคลื่น 595 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer เพื่อใชสําหรับเตรียมหาความเขมขนของ
โปรตีนในเมล็ดแตงกวาสายพันธุตาง ๆ โดยใชตัวอยางสารละลายโปรตีน BSA ตัวอยางละ 2 ซํ้า 
นํามาหาคาเฉลี่ย จากนั้นนําขอมูลที่ไดไปสราง BSA standard curve (ตารางผนวกที่ 1 และ ภาพ
ผนวกที่ 1) 
 
ตารางผนวกที่ 1  ปริมาตรของสารละลายที่ใชเตรียมตัวอยางสารละลาย BSA โปรตีน เพื่อนําไปวัด 

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร  (A595) ดวยเครื่อง 
spectrophotometer จากนั้นนําขอมูลที่ไดไปสราง BSA Standard curve  

 
ปริมาตร 

สารละลายโปรตีน 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตรน้ํา 
(ไมโครลิตร) 

 

สารละลาย  
Bradford  

(ไมโครลิตร) 

A595 

ซํ้า1 ซํ้า2 คาเฉลี่ย 

0 0 1000 0.000 0.000 0.000 

0.5 19.5 880 0.020 0.031 0.025 

1 19 880 0.020 0.057 0.038 

5 15 880 0.131 0.143 0.137 

10 10 880 0.252 0.269 0.261 

15 5 880 0.365 0.392 0.378 

20 0 880 0.475 0.509 0.492 
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ภาพผนวกที่ 1  Standard curve ของ Bovine Serum Albumin (BSA)โปรตีน ที่ไดจากการวัดคาการ 
 ดูดกลืนแสงของสารละลาย BSAโปรตีน ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาว
 คล่ืน 595 นาโนเมตร 

 
2. เตรียมตัวอยางโปรตีนของเมล็ดแตงกวาแตละสายพันธุ เพื่อทดสอบหาปริมาตรของ

โปรตีนที่เหมาะสมสําหรับใชในการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer โดย
ทดลองใชตัวอยางสารละลายโปรตีนของเมล็ดแตงกวาในปริมาตรตาง ๆ กัน คือ 1 2 และ 3 
ไมโครลิตร โดยใชตัวอยางสารละลายโปรตีนปริมาตรละ 2 ซํ้า จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสง ที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร  

 
3. หลังจากนําตัวอยางโปรตีนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

พบวาแตงกวาใชสารละลายโปรตีนในปริมาตร 2 ไมโครลิตรจะไดคาการดูดกลืนแสงที่อยูในชวง 
BSA standard curve มากที่สุด ดังนั้นสําหรับแตงกวาจึงเลือกใชตัวอยางสารละลายโปรตีนใน
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร หลังจากนั้นเตรียมตัวอยางสารละลายโปรตีนของเมล็ดแตงกวา เพื่อนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (ตารางผนวกที่ 2 3 และ 4) และนําคาที่ไดไป
คํานวณหาปริมาณโปรตีนทั้งหมด (มิลลิกรัม/เมล็ด) (ตารางผนวกที่ 5 6 และ 7) 
  

y = 0.024x + 0.017
R² = 0.997

0
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ตารางผนวกที่ 2  ผลการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดแตงกวา
 พันธุการคา 4 พันธุ โดยใชตัวทําละลายทั้ง 4 ชนิด คือ น้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอร  
 Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร และ NaCl 5 มิลลิโมลาร เปนตัวทําละลายดวยเครื่อง 
 spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

 
 

พันธุแตงกวา 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

 ซํ้า 1 ซํ้า 2 ซํ้า 3 ซํ้า 4 ซํ้า 5 คาเฉลี่ย 
สกัดดวยน้ํา       

ไมโครซี 0.642 0.603 0.648 0.601 0.611 0.621 
บิ๊กซี 0.563 0.638 0.703 0.583 0.63 0.623 
โชคดี 0.531 0.529 0.537 0.611 0.541 0.549 

บุษบา 2005 0.535 0.566 0.538 0.568 0.545 0.550 
สกัดดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร       

ไมโครซี 0.946 0.976 0.762 0.758 0.636 0.816 
บิ๊กซี 0.634 0.629 0.626 0.628 0.748 0.653 
โชคดี 0.812 0.831 0.993 1.023 0.999 0.932 

บุษบา 2005 0.974 1.005 1.001 1.025 0.882 0.977 
สกัดดวย Na2EDTA (5 mM)       

ไมโครซี 0.643 0.636 0.617 0.611 0.602 0.622 
บิ๊กซี 0.585 0.603 0.547 0.583 0.554 0.574 
โชคดี 0.527 0.508 0.53 0.504 0.591 0.532 

บุษบา 2005 0.654 0.645 0.541 0.534 0.575 0.589 
สกัดดวย NaCl (5 mM)       

ไมโครซี 0.642 0.627 0.61 0.593 0.592 0.613 
บิ๊กซี 0.628 0.606 0.683 0.666 0.561 0.629 
โชคดี 0.493 0.474 0.546 0.533 0.503 0.510 

บุษบา 2005 0.506 0.495 0.586 0.571 0.596 0.551 
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ตารางผนวกที่ 3  ผลการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดพันธุ
 แตงกวา สําหรับนํามาทดสอบประสิทธิภาพ 8 สายพันธุ โดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย
 ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
 

พันธุแตงกวา 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

ซํ้า 1 ซํ้า 2 ซํ้า 3 ซํ้า 4 ซํ้า 5 คาเฉลี่ย 
ไฉไล 0.630 0.642 0.703 0.603 0.608 0.637 
ภูฟา 0.563 0.587 0.648 0.583 0.611 0.598 
บิงโก 0.465 0.453 0.517 0.476 0.661 0.514 
CS017 0.623 0.594 0.581 0.593 0.604 0.599 
CS018 0.564 0.589 0.635 0.579 0.594 0.592 
CS054 0.601 0.591 0.772 0.725 0.657 0.669 
CS059 0.511 0.593 0.6 0.576 0.583 0.573 
CS091 0.514 0.563 0.598 0.523 0.556 0.551 
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ตารางผนวกที่ 4  ผลการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากเมล็ดแตงกวา 10 
 สายพันธุโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
 595 นาโนเมตร 
 

พันธุแตงกวา 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

เมล็ดที่ 1 เมล็ดที่ 2 เมล็ดที่ 3 เมล็ดที่ 4 คาเฉลี่ย 

สายพันธุ #01      
พันธุพอ 0.263 0.262 0.306 0.232 0.266 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.265 0.268 0.395 0.304 0.308 
พันธุแม 0.362 0.236 0.331 0.405 0.333 

สายพันธุ #02      
พันธุพอ 0.317 0.387 0.297 0.331 0.333 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.253 0.373 0.253 0.281 0.290 
พันธุแม 0.338 0.321 0.237 0.235 0.283 

สายพันธุ #03      
พันธุพอ 0.352 0.385 0.327 0.262 0.332 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.317 0.340 0.277 0.307 0.310 
พันธุแม 0.311 0.256 0.240 0.249 0.264 

สายพันธุ #04      
พันธุพอ 0.240 0.343 0.251 0.262 0.274 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.276 0.230 0.282 0.235 0.256 
พันธุแม 0.231 0.245 0.405 0.360 0.310 

สายพันธุ #05      
พันธุพอ 0.207 0.228 0.244 0.197 0.219 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.285 0.256 0.464 0.279 0.321 
พันธุแม 0.242 0.271 0.237 0.215 0.241 
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ตารางผนวกที่ 4  (ตอ) 
 

พันธุแตงกวา 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

เมล็ดที่ 1 เมล็ดที่ 2 เมล็ดที่ 3 เมล็ดที่ 4 คาเฉลี่ย 
สายพันธุ #06      

พันธุพอ 0.233 0.249 0.405 0.250 0.284 
ลูกผสมชั่วที่ 1 0.242 0.284 0.388 0.265 0.295 

พันธุแม 0.363 0.265 0.275 0.290 0.298 

สายพันธุ #07      
พันธุพอ 0.287 0.441 0.271 0.256 0.314 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.461 0.302 0.306 0.349 0.355 
พันธุแม 0.275 0.226 0.279 0.236 0.254 

สายพันธุ #08      
พันธุพอ 0.251 0.245 0.261 0.282 0.259 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.254 0.294 0.257 0.269 0.268 
พันธุแม 0.287 0.300 0.283 0.328 0.299 

สายพันธุ #09      
พันธุพอ 0.240 0.241 0.230 0.263 0.243 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.223 0.282 0.236 0.234 0.244 
พันธุแม 0.254 0.251 0.298 0.229 0.258 

สายพันธุ #10      
พันธุพอ 0.242 0.329 0.244 0.293 0.277 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.341 0.259 0.217 0.254 0.268 
พันธุแม 0.347 0.297 0.269 0.281 0.299 
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ตารางผนวกที่ 5  ผลการคํานวณหาปริมาณโปรตีนรวมของเมล็ดพันธุแตงกวาพันธุการคา 4 พันธุ
 โดยใชตัวทําละลายทั้ง 4 ชนิด คือ น้ํา  ฟอสเฟตบัฟเฟอร  Na2EDTA 5 มิลลิโมลาร 
 และ NaCl 5 มิลลิโมลาร ในการสกัดโปรตีน 

 

พันธุแตงกวา 
 

คาดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 
595 นาโนเมตร 

 

ความเขมขนของ
โปรตีนเริ่มตน 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

ปริมาตร 
สารละลาย 

โปรตีนที่สกัดได 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาณ 
โปรตีนรวม 
(มิลลิกรัม/ 
เมล็ด) 

สกัดดวยน้ํา         

ไมโครซี 0.621 0.043 78 2.67 
บิ๊กซี 0.624 0.043 91 3.13 
โชคดี 0.549 0.040 78 2.51 

บุษบา 2005 0.550 0.040 70 2.25 
สกัดดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร     

ไมโครซี 0.816 0.051 54 2.77 
บิ๊กซี 0.653 0.044 60 2.67 
โชคดี 0.932 0.056 70 3.93 

บุษบา 2005 0.977 0.058 80 4.64 

สกัดดวย Na2EDTA (5 mM)     
ไมโครซี 0.622 0.043 62 2.65 

บิ๊กซี 0.574 0.041 55 2.39 

โชคดี 0.532 0.039 59 2.27 
บุษบา 2005 0.589 0.042 64 2.57 

สกัดดวย NaCl (5 mM)     
ไมโครซี 0.613 0.043 60 2.59 

บิ๊กซี 0.629 0.043 55 2.26 

โชคดี 0.509 0.038 59 2.32 

บุษบา 2005 0.551 0.040 46 1.92 
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ตารางผนวกที่ 6  ผลการคํานวณหาปริมาณโปรตีนรวม ของเมล็ดพันธุแตงกวาสําหรับนํามาทดสอบ
 ประสิทธิภาพ 8 สายพันธุโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย 

 

พันธุแตงกวา 
 

คาดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 

 595 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
ของโปรตีนเริ่มตน  

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

ปริมาตรสารละลาย 
โปรตีนที่สกัดได 

(ไมโครลิตร) 

ปริมาณ 
โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม/ เมล็ด) 

ไฉไล 0.637 0.032 84 2.71 
ภูฟา 0.598 0.031 78 2.45 
บิงโก 0.514 0.029 92 2.70 
CS017 0.599 0.031 69 2.16 
CS018 0.592 0.031 73 2.28 
CS054 0.669 0.033 80 2.64 
CS059 0.573 0.031 86 2.63 
CS091 0.551 0.030 111 3.36 
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ตารางผนวกที่ 7  ผลการคํานวณหาปริมาณโปรตีนรวม ของสายพันธุแตงกวาโดยใชน้ําเปนตัวทํา
 ละลาย เพื่อนําไปตรวจสอบความเปนลูกผสม 

 

สายพันธุแตงกวา 
คาดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 

 595 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
ของโปรตีนเริ่มตน  

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

ปริมาตรสารละลาย 
โปรตีนที่สกัดได 

(ไมโครลิตร) 

ปริมาณ 
โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม/ เมล็ด) 

สายพันธุ #01     
พันธุพอ 0.266 0.023 32 1.50 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.308 0.024 23 1.14 

พันธุแม 0.334 0.025 28 1.42 

สายพันธุ #02     

พันธุพอ 0.333 0.025 24 1.22 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.290 0.024 25 1.18 
พันธุแม 0.283 0.024 16 0.77 

สายพันธุ #03     

พันธุพอ 0.332 0.025 34 1.67 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.310 0.024 20 1.00 

พันธุแม 0.264 0.023 33 1.52 

สายพันธุ #04     

พันธุพอ 0.274 0.024 57 2.71 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.256 0.023 33 1.53 

พันธุแม 0.310 0.024 31 1.49 

สายพันธุ #05     

พันธุพอ 0.219 0.022 39 1.75 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.321 0.025 31 1.51 

พันธุแม 0.241 0.023 48 2.19 
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ตารางผนวกที่ 7  (ตอ) 
 

สายพันธุแตงกวา 
คาดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 
595 นาโนเมตร 

ความเขมขน 
ของโปรตีนเริ่มตน 

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

ปริมาตรสารละลาย 
โปรตีนที่สกัดได 

(ไมโครลิตร) 

ปริมาณ 
โปรตีนรวม 

(มิลลิกรัม/ เมล็ด) 

สายพันธุ #06     

พันธุพอ 0.284 0.024 42 2.01 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.295 0.024 30 1.46 

พันธุแม 0.298 0.024 29 1.40 

สายพันธุ #07     
พันธุพอ 0.314 0.025 29 1.42 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.355 0.026 34 1.71 

พันธุแม 0.254 0.023 30 1.39 

สายพันธุ #08     

พันธุพอ 0.260 0.023 38 1.78 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.269 0.023 34 1.61 
พันธุแม 0.300 0.024 35 1.71 

สายพันธุ #09     

พันธุพอ 0.244 0.023 35 1.62 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.244 0.023 27 1.23 

พันธุแม 0.258 0.023 36 1.68 

สายพันธุ #10     

พันธุพอ 0.277 0.024 35 1.64 

ลูกผสมชั่วที่ 1 0.268 0.023 31 1.46 

พันธุแม 0.299 0.024 40 1.91 
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ภาพผนวกที่ 2  ปริมาณโปรตีนรวมจากเมล็ดแตงกวาเมื่อใชน้ําเปนตัวทําละลายทั้ง 10 สายพันธุ คือ
 สายพันธุ #01 #02 #03 #04 #05 #06 #07 #08 #09 และ #10 
 
ตารางผนวกที่ 8  ปริมาตรของสารละลายโปรตีนที่สกัดได และปริมาตรน้ําที่ใชในการหยดลงในแต
 ละหลุมสําหรับการทํา electrophoresis ดวยวิธี UTLIEF 
 

สายพันธุแตงกวา 
ปริมาตรที่ใชในการทํา electrophoresis (ไมโครลิตร) 
สารละลายโปรตีน น้ํา 

สายพันธุ #01   
พันธุพอ 8.0 12.0 

ลูกผสมชั่วที่ 1 8.4 11.6 
พันธุแม 8.1 11.9 

สายพันธุ #02   
พันธุพอ 8.0 12.0 

ลูกผสมชั่วที่ 1 8.0 12.0 
พันธุแม 8.5 11.5 

สายพันธุ #03   
พันธุพอ 8.0 12.0 

ลูกผสมชั่วที่ 1 8.7 11.3 
พันธุแม 8.1 11.9 
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ตารางผนวกที่ 8 (ตอ) 
 

สายพันธุแตงกวา 
ปริมาตรที่ใชในการทํา electrophoresis (ไมโครลิตร) 

สารละลายโปรตีน น้ํา 
สายพันธุ #04   

พันธุพอ 8.0 12.0 
ลูกผสมชั่วที่ 1 9.2 10.8 

พันธุแม 9.2 10.8 
สายพันธุ #05   

พันธุพอ 8.4 11.6 
ลูกผสมชั่วที่ 1 8.7 11.3 

พันธุแม 8.0 12.0 
สายพันธุ #06   

พันธุพอ 8.0 12.0 
ลูกผสมชั่วที่ 1 8.6 11.4 

พันธุแม 8.6 11.4 
สายพันธุ #07   

พันธุพอ 8.3 11.7 
ลูกผสมชั่วที่ 1 8.0 12.0 

พันธุแม 8.3 11.7 
สายพันธุ #08   

พันธุพอ 8.0 12.0 
ลูกผสมชั่วที่ 1 8.2 11.8 

พันธุแม 8.1 11.9 
สายพันธุ #09   

พันธุพอ 8.1 11.9 
ลูกผสมชั่วที่ 1 8.4 11.6 

พันธุแม 8.0 12.0 
สายพันธุ #10   

พันธุพอ 8.3 11.7 
ลูกผสมชั่วที่ 1 8.5 11.5 

พันธุแม 8.0 12.0 



 

 

ภาคผนวก ค 
ตนทุนในการทํา UTLIEF 
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ตนทุนในการทํา UTLIEF 
 

คํานวณในรูปแบบของตนทุนผันแปรโดยคํานึงถึง ตนทุนที่เปนเงินสด และตนทุนที่ไมเปน
เงินสด ซ่ึงประกอบดวย 3 สวนดังนี้ 

 
 1. คาจางแรงงานรายวัน 
 2. คาวัสดุส้ินเปลืองและสารเคมีที่ใชในหองปฏิบัติการ 
 3. คาใชจายอ่ืน เชน คาน้ํา คาไฟ และคาเสียโอกาสตางๆ 
 

ตนทุนในการทํา UTLIEF ตอการตรวจสอบตัวอยาง 1 เมล็ดโดยทําการตรวจสอบ 52 เมล็ด 
ในระยะเวลา 4 ชั่วโมง 
 

รายการ ราคา (บาท) ตนทุนตอ 1 เมล็ด 
ตนทุนผันแปร   
      1. แรงงาน 267 5.13 
      2. วัสดุปจจัย   
           2.1 สารเคมี   
                 2.1.1 Ampholyte 113 2.17 
                 2.1.2 Acetate sheet 200 3.85 
                 2.1.3 สารเคมีอ่ืนๆ 200 3.85 
           2.2 อุปกรณ 50 0.96 
      3. คาน้ําและคาไฟ 9 0.17 

รวม 839 16.13 
ตนทุนคงที ่   
      1. คาเสื่อมเครื่องมือ และอุปกรณ 44 0.85 
รวมตนทุนท้ังหมดตอ 52 เมล็ด 883 16.98 



 

 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นายดํารงวุฒิ  ออนวิมล 
วัน เดือน ป ที่เกิด 21 มีนาคม 2527 
สถานที่เกิด  จังหวัดสุพรรณบุรี 
ประวัติการศึกษา - จบการศึกษาระดับมัธยมปลาย ปการศึกษา 2544   

   โรงเรียนกรรณสูตศึกษาลัย จังหวัดสุพรรณบุรี  
- จบการศึกษาระดับปริญญาตรี ปการศึกษา 2548   
   สาขาวิชาวนวัฒนวิทยา คณะวนศาสตร   
   มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กรุงเทพมหานคร 

ตําแหนงหนาที่การงานปจจุบนั - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนวิจัยระดับบัณฑิตศึกษา  เพื่อการตีพิมพผลงานใน

วารสารวิชาการระดับนานาชาติ ประจําปงบประมาณ 
2552 สําหรับนิสิตที่สงโครงการวิทยานิพนธแลว 

 
 

 




