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Abstract : A series of study to find suitable factors for establishing isozyme patterns in 10 Thai
Paphiopedilum and 1 natural hybrid showed that 0.5 gram young leaf fresh weight, 0.1 M
Tris-HCl pH 7, 1 mM EDTA, 1 % w/v PVP-360, 2 mM DTT, 10 mM β-mercaptoethanol and 11% separating
gel are most suitable for polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).
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คํานํา

ประเทศไทยเปนแหลงกลวยไมเขตรอนทีสํ่าคญั
แหงหนึ่งของโลก เฉพาะในประเทศไทยสามารถพบ
กลวยไมอยูประมาณ 167 สกลุ 1,140 ชนดิ (อบฉันท, 
2544) หนึง่ในสกลุของกลวยไมทีพ่บในประเทศไทย และ
เปนทีไ่ดรับความสนใจเปนอยางมาก คอื สกลุรองเทานาร ี
(Paphiopedilum) ซึง่พบตามธรรมชาตขิองประเทศอยาง
นอย 14 ชนดิ กลวยไมสกลุนี ้มีรูปทรง สีสัน สวยแปลกตา 
บางชนิดมีลายที่ใบดวย มีการนํากลวยไมรองเทานารี     
มาปรบัปรุงพนัธุ เพือ่ใหไดพนัธุใหมๆ  และมกีารขยายพนัธุ
เพือ่การคาอยางแพรหลาย ทัง้ในประเทศ และตางประเทศ

กลวยไมรองเทานารทีีพ่บในธรรมชาต ิ บางชนดิ
มีลักษณะคลายคลงึกนัมาก  จงึมคีวามสบัสนในการจดั
จําแนก นอกจากนั้นแลวลูกผสมที่มนุษยไดทาํการผสม
พันธุขึ้นโดยเฉพาะลูกผสมชั่วแรกมีลักษณะคลายคลงึกบั
ตนพอ แม มาก การหาวธิกีารทีน่าํมาใชชวยจาํแนกชนดิให
แมนยาํ เพือ่สนบัสนนุงานดานอนกุรมวธิาน และยนืยนั
การเปนลูกผสมโดยเฉพาะอยางยิง่ลูกผสมชัว่แรกทีอ่าจมี
การเรียกชื่อพันธุสับสนใหสามารถนําไปใชงานอยาง      
ถกูตองตอไปจงึมคีวามจาํเปนมากในดานการพฒันาพนัธุ 
การวเิคราะหไอโซไซมเปนการวเิคราะหโปรตนีรปูแบบหนึง่ 
โดยใชเทคนคิอเิล็กโทรโฟรซีสี ซึง่เปนวธิกีารทีไ่มแพง ทัง้ยงั
สามารถทํากับพืชไดจํานวนมากอยางรวดเร็ว โดยการ    
ใชชิ้นสวนพชืเพยีงเลก็นอยเทานัน้ ทาํใหสามารถจาํแนก
ความแตกตางระหวางชนดิตลอดจนหาความสมัพนัธใกล
ชดิระหวางชนดิได (Moore and Collins, 1983)

การทดลองครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษา
ปจจัยที่เหมาะสมสําหรับการทําใหเกิดรูปแบบไอโซไซม
ของพชืกลุมนีโ้ดยวธิโีพลอีครลิาไมดเจลอเิล็กโทรโฟรซีสี

อุปกรณและวธิกีารทดลอง

การศกึษาเกีย่วกบัปจจยัทีเ่หมาะสมสาํหรบัการ
ศกึษารปูแบบไอโซไซม แบงเปนการทดลองยอยดงัตอไปนี้
1.  การศึกษาวธีิการสกดัเอนไซม

เปรยีบเทยีบวธิกีารสกดัเอนไซมจากตวัอยางพชื  
2 กรรมวธิ ีคอื

กรรมวธีิที ่ 1 นาํใบทีห่นึง่จากยอดของกลวยไม
รองเทานารีซึ่งปลูกในโรงเรือนพรางแสง 50 เปอรเซ็นต   
มาทาํความสะอาดดวยน้าํกลัน่ และเชด็ใหแหง ชัง่ใบมา 
0.5 กรมั หัน่เปนชิน้เลก็ๆ ใสลงในโกรงทีแ่ชเยน็จดั เตมิ
ไนโตรเจนเหลวแลวบดตวัอยางจนละเอยีดเปนผง จากนัน้
เตมิน้าํยาสกดัทีแ่ชเยน็จดัตามสตูรของ   Apavatjrut et al.
(1999) ซึง่ประกอบดวย 0.1 M Tris-HCl pH 8, 1 mM
EDTA, 0.5 % w/v PVP-10, 2 mM DTT, 10 mM           
β-mercaptoethanol 1.5 มิลลิลิตร แลวบดจนตวัอยาง
ละลายเปนเนื้อเดียวกัน เทสารของเหลวทีไ่ดใสในหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนัน้นาํไปปนดวยความ  
เรว็สูง 14,000 รอบตอนาท ี ทีอ่ณุหภมิู 4 องศาเซลเซยีส 
นาน 40 นาท ี แลวดดูสวนทีเ่ปนของเหลวใสใสในหลอด
ทดลองอนัใหม แชในน้าํแขง็ระหวางรอเพือ่ทาํโพลอีครลิา-
ไมดเจลอเิล็กโทรโฟรซีสี ทาํกรรมวธิลีะ 5 ซ้าํๆ ละ 1 ตน

กรรมวธีิที ่ 2 ขัน้ตอนการสกดัเหมอืนกรรมวธิทีี ่
1 แตดดัแปลงน้าํยาสกดัเปน 0.1 M Tris-HCl pH 7, 1 mM
EDTA, 1 % w/v PVP-360, 2 mM DTT, 10 mM 
β-mercaptoethanol ทาํกรรมวธิลีะ 5 ซ้าํๆ ละ 1 ตน     
การทดลองนีใ้ช separating gel 10 %

2.  pH ของน้าํยาสกดัเอนไซมทีเ่หมาะสมสาํหรบัการ
ศึกษารปูแบบไอโซไซม

เปรยีบเทยีบ pH น้าํยาสกดัเอนไซมทีแ่ตกตาง
กนั 5 ระดบั คอื pH 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 และ 8.5            
สวนประกอบอืน่เหมอืนกรรมวธิทีี ่2 ทาํกรรมวธิลีะ 5 ซ้าํ ๆ 
ละ 1 ตน

3. เนื้อเยื่อที่เหมาะสมสําหรับการศึกษารูปแบบ     
ไอโซไซม

เปรียบเทียบเนื้อเยื่อจากสวนตางๆของตน 5 
สวน คือ ใบ (ตําแหนงที่ 3 จากยอด) ใบออน (ตําแหนงที่ 
1 จากยอด) ดอก (บานเต็มที่) ดอกออน (ดอกตูม) และ
ราก นําตัวอยางของแตละสวนมาลางดวยน้ํากลั่นให
สะอาด แลวเช็ดใหแหง ชั่งแตละตัวอยางมา 0.5 กรัม  
นํามาสกัดเอนไซมดวยน้ํายาสกัดที่ไดจากการทดลอง
ขางตน แลวนําไปทําอิเล็กโทรโฟรีซีส ทํากรรมวิธีละ      
5 ซ้ํา ๆ ละ 1 ตน

วารสารเกษตร 21(1) : 47 – 54 (2548)
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4. น้าํหนักชิ้นสวนพืชที่เหมาะสมสาํหรับการศึกษา 
รปูแบบไอโซไซม

เปรยีบเทยีบน้าํหนกัสดจากเนือ้เยือ่ใบออน โดย
เปรยีบเทยีบน้าํหนกั 0.25, 0.5 และ 0.75 กรมั นาํมาสกดั
ดวยน้าํยาสกดัทีไ่ดจากกรรมวธิทีี ่ 2 จากการทดลองที ่ 1 
แลวนําไปทําอิเล็กโทรโฟรีซีส ทํากรรมวิธีละ 5 ซ้ํา ๆ        
ละ 1 ตน

5. ความเขมขนของเจลทีเ่หมาะสมสาํหรบัการศกึษา
รปูแบบไอโซไซม

เปรยีบเทยีบความเขมขนของ separating gel ที ่
3 ระดบัความเขมขน คอื 10, 11 และ 12 % ทาํกรรมวธิลีะ 
5 ซ้าํๆละ 1 ตน

การทดลองที ่ 1 ถงึ 5 ใชรองเทานารเีหลอืง-
ปราจนี [P. concolor (Lindl.) Pfitzer] เปนวสัดทุดลอง 
ยอมสีเอนไซม 4 ชนดิ คอื esterase (EST), glutamate 
oxaloacetate transaminase (GOT), leucine 
aminopeptidase (LAP) และ malate dehydrogenase 
(MDH) โดยทาํการทดลอง 2 ครัง้ ทกุการทดลอง ดาํเนนิ
การบนัทกึขอมูลโดยเปรยีบเทยีบจาํนวน ขนาด และความ
คมชดัของแถบสใีนแตละกรรมวธิี

การ
จาก
รอง
และ
สกดั
EDT
β-m
สีไอ
LAP
กรร
แตเ
สัมพ
เอน
อาจ
ผลข

pH 

น้ําย

Table 1  Effect of extraction buffer on 4 enzyme banding.
Enzyme
system

Extraction
buffer

Band
appearance

Number of
bands

1 + 4 0EST 2 + 4 0
1 + 3GOT 2 + 3
1 - -LAP 2 + 1
1 + 2MDH 2 + 2
ปจจัยที่เหมาะสมสําหรับการศึกษารูปแบบไอโซไซมใน
กลวยไมรองเทานารีของไทย
ผลการทดลองและวจิารณ

ศึกษาวธีิการสกดัเอนไซม
การศึกษาการสกัดเอนไซมจากใบออนของกลวยไม
เทานารีเหลืองปราจีนแลวนําไปทําอิเล็กโทรโฟรีซีส
ยอมสีเอนไซมทัง้ 4 ชนดิ พบวา กรรมวธิทีี ่2 ซึง่น้าํยา
มสีวนประกอบ 0.1 M Tris - HCl pH 7, 1 mM 
A, 1 % w/v PVP-360, 2 mM DTT, 10 mM 
ercaptoethanol ใหผลดกีวากรรมวธิทีี ่ 1 โดยใหแถบ
โซไซมทีค่มชดักวา (ตารางที ่ 1) และในระบบเอนไซม 
 พบวา แสดงแถบสเีพยีงแถบเดยีวเมือ่ใชน้าํยาสกดัใน
มวธิทีี ่2 แตไมแสดงแถบสเีมือ่ใชน้าํยาสกดักรรมวธิทีี ่1
มื่อเกิดแถบสีแลวจาํนวนแถบสี และคาการเคลื่อนที่
ทัธ (Rf) จากทัง้ 2 กรรมวธิไีมแตกตางกนัในแตละ
ไซม สาเหตทุีท่าํใหแถบสีแสดงความคมชดัไมเทากนั
เปนผลของ PVP ทีใ่ชซึง่มนี้าํหนกัโมเลกลุตางกนั และ
อง pH นาจะมสีวนรวมดวย

ของน้าํยาสกดัเอนไซม
การเปรยีบเทยีบ pH 5 ระดบั พบวา pH ของ  

าสกัดเอนไซมที่เหมาะสมสําหรับการศึกษารูปแบบ

Rf Remarks

.15, 0.25, 0.36, 0.5 Smear band

.15, 0.25, 0.36, 0.5 Sharp band
0.20, 0.26, 0.35 Sharp band
0.20, 0.26, 0.35 Very sharp band

- -
0.40 Sharp band

0.30, 0.36 Smear band
0.30, 0.36 Sharp band



ไอโซไซมกลวยไมรองเทานาร ี คอื pH 7 ซึง่ใหแถบสีที ่    
คมชดักวาทีร่ะดบั pH 6.5, 7.5, 8.0 และ 8.5 และเกดิ  
แถบสจีากทกุเอนไซมทีใ่ชทดสอบ (ตารางที ่2) โดยทีร่ะดบั 
pH 6.5 และ 8.5 เอนไซม EST ไมเกดิแถบส ีสวนเอนไซม 
GOT ทีร่ะดบั pH 6.5 ไมเกดิแถบส ี และเอนไซม LAP       
ทีร่ะดบั pH 6.5, 7.5, 8.0 และ 8.5 ไมเกดิแถบส ี  สําหรบั
เอนไซม MDH      ทีร่ะดบั pH 6.5 และ 8.5 ไมเกดิแถบสี
เชนเดียวกับเอนไซม EST ในกรณทีีเ่กดิแถบส ี จาํนวน  
แถบส ี และ คา Rf ทีเ่กดิจากการใช pH ตางกนัในแตละ
เอนไซม มีคาไมแตกตางกนั การทีน่้าํยาสกดั    pH 7     ให

แถบสีไดดีที่สุด นาจะเปนดังที่ อาภัสสรา (2537) ได
อธบิายไววา น้าํยาสกดัทีมี่ pH เหมาะสมทาํใหเอนไซมมี
ความเสถียรมากที่สุด แถบสีที่เกิดขึ้นจึงมีความคมชัด    
ผลของระดบั pH ทีเ่หมาะสมนีเ้ปนไปในทาํนองเดยีวกบั
รายงานของ Durham et al. (1987) ทีใ่ชสารสกดัทีมี่ pH 7 
ในการศกึษาเอนไซม MDH, diaphorase (DIA), isocitrate 
dehydrogenase (IDH), phosphoglucomutase (PGM) 
และ phosphoglucoisomerase (PGI) ในตนทอ และเชน
เดยีวกบั Marquard (1987) ทีใ่ชสารสกดั pH 7 ใน       
การศกึษา ไอโซไซม PGI และ MDH ในตน Pecan
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Table 2  Effect of pH levels of extraction buffer on 4 enzyme banding.
Enzyme
system pH Band

appearance
Number of

bands Rf Remarks

6.5 - - - -
7.0 + 4 0.15, 0.25, 0.36, 0.5 Sharp band
7.5 + 4 0.15, 0.25, 0.36, 0.5 Smear band
8.0 + 4 0.15, 0.25, 0.36, 0.5 Smear band

EST

8.5 - - - -
6.5 - - - -
7.0 + 3 0.22, 0.38, 0.46 Sharp band
7.5 + 3 0.22, 0.38, 0.46 Sharp band
8.0 + 3 0.22, 0.38, 0.46 Sharp band

GOT

8.5 + 3 0.22, 0.38, 0.46 Smear band
6.5 - - - -
7.0 + 1 0.44 Sharp band
7.5 - - - -
8.0 - - - -

LAP

8.5 - - - -
6.5 - - - -
7.0 + 2 0.27, 0.39 Smear band
7.5 + 2 0.27, 0.39 Smear band
8.0 + 2 0.27, 0.39 Smear band

MDH

8.5 - - - -
50
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เนื้อเยื่อที่เหมาะสม
การเปรยีบเทยีบสวนตางๆ ของตน 5 สวนคอื ใบ 

(ตาํแหนงที ่ 3 จากยอด) ใบออน (ตาํแหนงที ่ 1 จากยอด) 
ดอก (บานเตม็ที)่ ดอกออน (ดอกตมู) และรากเพือ่สกดั
เอนไซมพบวา ใบแสดงแถบสคีมชดัในเอนไซม LAPเทานัน้ 
ในขณะทีใ่บออนแสดงแถบสคีมชดัในเอนไซม EST, GOT 
และ LAP ดอกไมมีเอนไซมใดที่แสดงแถบสีที่คมชัด     
ดอกออนแสดงแถบสคีมชดัในเอนไซม GOT และ LAP
รากแสดงแถบสีคมชัดในเอนไซม EST สวนในเอนไซม
MDH   ไมมีเนื้อเยื่อใดที่แสดงแถบสีที่คมชัด โดยใบออน

 แล
และ
จําน
แถบ
MD
ตาง
ที่ใช
(ตา
GO
ควา

Table 3  Effect of plant tissues on 4 enzyme banding.
Enzyme
system Plant tissue Band

appearance
Number of

bands
Young flower + 4

Flower + 5

Leaf + 4
Young leaf + 4

EST

Root + 3
Young flower + 3

Flower + 3
Leaf + 3

Young leaf + 3

GOT

Root + 3
Young flower + 1

Flower + 1
Leaf + 1

Young leaf + 1
LAP

Root + 1
Young flower + 2

Flower + 2
Leaf + 2

Young leaf + 2
MDH

Root + 2
ปจจัยที่เหมาะสมสําหรับการศึกษารูปแบบไอโซไซมใน
กลวยไมรองเทานารีของไทย
ะดอกออนใหแถบสีที่มีรอยปนนอยกวาสวนดอก ใบ 
ราก นอกจากนี้ พบวาเอนไซม EST จากดอกให
วนแถบสีไอโซไซมมากที่สุด (5 แถบ) และรากให
สีนอยทีสุ่ด (3 แถบ) สวนเอนไซม GOT, LAP และ 

H ไมมีความแตกตางของจาํนวนแถบสีจากเนื้อเยื่อ
ชนดิกนั สําหรบัคา Rf มีคาเทากนัในแตละสวนของพชื
เพื่อวิเคราะหโดยใชเอนไซม LAP และ MDH           
รางที ่ 3) แตคา Rf ของแถบสจีากเอนไซม EST และ 
T จะแตกตางกนัไปตามเนือ้เยือ่ทีใ่ชการใชใบออนให
มคมชัดของแถบสีที่ดีสาเหตุเปนเพราะใบออนเปน

Rf Remarks

0.12, 0.16, 0.25, 0.51 Smear band
0.15, 0.28, 0.33, 0.36,

0.5 Smear band

0.15, 0.25, 0.36, 0.5 Smear band
0.15, 0.3, 0.46, 0.53 Sharp band

0.3, 0.36, 0.53 Sharp band
0.11, 0.28, 0.36 Sharp band
0.11, 0.26, 0.35 Smear band
0.2, 0.26, 0.36 Smear band
0.1, 0.26, 0.36 Sharp band
0.1, 0.2, 0.25 Smear band

0.41 Sharp band
0.41 Smear band
0.41 Sharp band
0.41 Sharp band
0.41 Smear band

0.32, 0.39 Smear band
0.33, 0.39 More smear band
0.35, 0.39 More smear band
0.33, 0.39 Smear band
0.32, 0.39 More smear band



สวนที่กําลังมีการเจริญเติบโต จึงเปนสวนของพืชที่มี      
กิจกรรมของเอนไซมหลักสูง ที่สุด (Wendel and 
Weeden, 1989) ซึง่สอดคลองกบั รายงานของ Soltis      
et al. (1987) ทีใ่ชใบออนของ Tillandsia ionantha และ      
T. recurvata (Bromeliaceae) จากตนทีโ่ตเตม็ทีเ่พราะให
แถบสทีีค่มชดัทีสุ่ด ในทาํนองเดยีวกนั Al-Jibouri and 
Adham (1990) ใชใบออนของตนอินทผลัมตัวผูในการ
สกดัเอนไซม ในขณะที ่Mowrey et al. (1990) ใชใบออน
ของตนทอ และ Apavatjrut et al. (1999) ใชใบออนของ
พชืกลุมกระเจยีว (Curcuma)

น้าํหนกัชิน้สวนพชืทีเ่หมาะสม
การเปรียบเทียบน้าํหนักสดจากใบออน พบวา 

น้าํหนกัสด 0.5 กรมั ตอน้าํยาสกดั 1.5 มิลลิลิตร ใหแถบสี
คมชัดที่สุด  รองลงมาคือ   0.25 กรัม และ ที่ 0.75 กรัม

แถบสเีริม่ไมคมชดั และมปีนมาก (ตารางที ่4) น้ําหนักสด
ของเนื้อเยื่อจากใบออนที่ใหปริมาณเอนไซมที่เหมาะสม
ที่สุดในการศึกษาครั้งนี้ เปนไปใน ทิศทางเดียวกับที่ 
Parfitt and Arulsekar (1989) ใชใบออนหนัก 0.5 กรัม 
ในการศึกษาไอโซไซมในองุน 145 สายพันธุ ในทํานอง
เดียวกัน Byrne and Littleton (1988) และ Kumar      
et al. (1995) ใชใบออน 0.5 กรัม ในการศึกษารูปแบบ    
ไอโซไซมจากพลัมสายพันธุญี่ปุน และจากตน Ber 
(Zizyphus mauritiana Lam.) ตามลําดับ การใช       
น้ําหนักของใบนอยลงครึ่งหนึ่งทําใหเกิดแถบสีไมเขม
เปนผลมาจากกิจกรรมของเอนไซมที่ทําปฏิกิริยากับ  
ซับสเตรทนอย และการที่เพิ่มประมาณของเนื้อเยื่อใบ 
ทําใหเกิดปนสี นาจะเปนผลมาจากกิจกรรมของเอนไซม
มีมากเกินไป และ/หรือ มีสาร phenol complex ปนมา
กับเนื้อเยื่อมากไป

วารสารเกษตร 21(1) : 47 – 54 (2548)
Table 4  Effect of fresh weights on 4 enzyme banding.

Enzyme
system

Fresh
weight
(gram)

Band
appearance

Number
of bands Rf Remarks

0.25 + 4 0.23, 0.37, 0.45, 0.51 Sharp, but not dark
band

0.50 + 4 0.23, 0.37, 0.45, 0.51 Sharp and dark bandEST

0.75 + 4 0.23, 0.37, 0.45, 0.51 Smear band
0.25 + 3 0.22, 0.38, 0.46 Sharp band
0.50 + 3 0.22, 0.38, 0.46 Sharp bandGOT
0.75 + 3 0.22, 0.38, 0.46 Smear band

0.25 + 1 0.42 Sharp, but not dark
band

0.50 + 1 0.42 Sharp and dark bandLAP

0.75 + 1 0.42 Smear band

0.25 + 2 0.29, 0.39 Sharp, but not dark
band

0.50 + 2 0.29, 0.39 Sharp and dark bandMDH
52

0.75 + 2 0.29, 0.39 Thick and very dark
band
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ความเขมขนของเจลที่เหมาะสมสําหรับการศึกษา
รูปแบบไอโซไซม

การเปรียบเทียบความเขมขนของ separating 
gel ที ่ 3 ระดบัความเขมขนคอื 10, 11 และ 12 % พบวา 
ความเขมขนของ separating gel ที ่ 11เหมาะสมสาํหรบั
การศกึษารปูแบบไอโซไซม เพราะใหแถบสีทีค่มชดักวาที ่
10 % และสามารถวดัระยะระหวางแถบสไีดดกีวาทีไ่ดจาก
การใช 12 % เปอรเซน็ตของ separating gel ทีใ่ชมีผลตอ
คาการเคลื่อนที่สัมพัทธของไอโซไซม โดยเมื่อมีความ    
เขมขนมากคาเคลือ่นทีสั่มพทัธจะลดลงเสมอ โดยเกดิขึน้
กับทุกเอนไซมที่ใชทดสอบ และการใชความเขมขนที่
เหมาะสมสาํหรบัพชืทีท่าํการศกึษาจะทาํใหไดรูปแบบแถบ
สีทีค่มชดั และลดรอยปนของสไีดระดบัหนึง่

สรปุผลการทดลอง

ปจจัยที่เหมาะสมสําหรับการศึกษารูปแบบ     
ไอโซไซมของกลวยไมรองเทานาร ี เมือ่พจิารณา จาํนวน 
ขนาด และความคมชดัของแถบส ี พบวา การใชใบออน 
0.5 กรมั กบัน้าํยาสกดัทีมี่สวนประกอบของ 0.1 M Tris-
HCl pH 7, 1 mM EDTA, 1 % w/v PVP-360, 2 mM DTT, 
10 mM  β-mercaptoethanol และการใช separating gel
11% ในการทาํโพลอีครลิาไมดเจลอเิล็กโทรโฟรซีสีใหผลดี
ทีสุ่ด
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