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บทคดัย่อ 
 สยีอ้มสงัเคราะหม์รีาคาแพง เป็นอนัตรายต่อสุขภาพของมนุษย ์สตัว ์กระบวนการผลติสยีอ้มสงัเคราะหย์งัมี
ความเป็นพษิต่อสิง่แวดลอ้ม ดงันัน้ความปลอดภยั ความเป็นมติรต่อสิง่แวดลอ้ม การลดต้นทุนและหาไดง้่ายในทอ้งถิน่
เป็นแรงจูงใจในการหาสยีอ้มธรรมชาตจิากพชืทอ้งถิน่ การศกึษาครัง้นี้มวีตัถุประสงคเ์พื่ อหาวธิกีารเตรยีมสยีอ้มอย่าง
ง่ายและขัน้ตอนในการยอ้มโครโมโซมของหอม (Allium ascalonicum L.) ดว้ยสยีอ้มจากมะม่วงหาวมะนาวโห่ (Carissa 
caranda L.) โดยเปรยีบเทยีบกบัวธิมีาตรฐาน ทุกขัน้ตอนในการเตรยีมสยี้อมจากผลสุกมะม่วงหาวมะนาวโหมคีวาม
เหมาะสมต่อการยอ้มปลายรากหอม นอกจากนี้ไม่มตีวัท าละลายทีเ่ป็นพษิในการเตรยีมสยีอ้มมะมว่งหาวมะนาวโห่นี้ วธิี
มาตรฐาน คอืวธิทีีด่ทีีส่ดุส าหรบัการยอ้มสปีลายรากหอม เมื่อยอ้มปลายรากหอมทีเ่วลา 30-150 นาท ียงัคงไม่มกีารตดิ
สสี่วนไซโทพลาสซมึ สยี้อมคงสภาพเป็นระยะเวลา 2 เดอืน หลงัจากการเตรยีม ช่วง pH 1-3 ของสยี้อมมะม่วงหาว
มะนาวโห่เป็นช่วงทีเ่หมาะสมส าหรบัการศกึษาการแบ่งเซลลแ์บบไมโทซสิ อตัราสว่นของสยีอ้มมะม่วงหาวมะนาวโห่ต่อ
น ้าที่สามารถย้อมสโีครโมโซมรากหอมได้ด ีคอือตัราส่วน 1:1, 1:2 และ 1:5 วธิกีารเตรยีมสยี้อมที่ดีสุดคอืการกรอง
จากนัน้ปัน่เหวี่ยงที่ 5,200 rpm และ 1,400 rpm นาน 20 นาที สยี้อมมะม่วงหาวมะนาวโห่สามารถใช้ในการย้อมสี
โครโมโซมพชืได ้ นอกจากน้ีสยีอ้มนี้ยงัเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้ม ปลอดสารพษิ และตน้ทุนต ่า 
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Abstract 
Synthetic dyes are expensive and hazardous to human and animal health. The production processes 

of synthetic dyes have the toxicity for environment. Thus, eco-friendliness, personal safety, cost reduction, and 
local availability are motivation to find natural dyes from local plant resources. This study aims to determine 
simple procedures for preparing dye and staining procedures of shallot (Allium ascalonicum L.) chromosomes 
by using Karanda (Carissa caranda L. )  dye comparing with standard methods.  All preparation procedures of 
ripe Karanda dye were suitable for staining shallot root tip. Moreover, toxic solvent was not added in Karanda 
dye preparation methods. The standard staining procedures were the best for staining shallot root tip. The color 
of cytoplasm did not change even when the shallot root tip samples were stained for 30–150 minutes. The dye 
stability was two months after preparation. The pH ranges from 1 to 3 of karanda dye was suitable for mitotic 
study. The good ratios of Karanda dye to water for staining shallot chromosomes were 1:1, 1:2, and 1:5. We 
suggested that the best procedures for preparing dye was to filter the dye through straining cloth and then 
centrifuge at 5200 rpm and 14000 rpm for 20 minutes.  Karanda dye could be used for staining plant 
chromosomes. In addition, the dye was eco-friendly, non-toxic, and inexpensive. 
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บทน า 
ในหอ้งปฏบิตักิารเพื่อศกึษาทางดา้นชวีวทิยา 

โดยเฉพาะการศึกษาเพื่อสัง เกตพฤติกรรมของ
โครโมโซมภายในเซลล์ สีสงัเคราะห์ที่นิยมใช้ศึกษา
โครโมโซม เช่น aceto-carmine, aceto-orcein และ 
Giemsa’s เนื่องจากสสีงัเคราะห์มคีวามเสถียร มีการ
ติดสีได้ดี สีมีความคงทน การใช้งานมีความสะดวก
รวดเร็ว แต่สีสังเคราะห์มีข ัน้ตอนการผลิตและการ
เตรยีมสทีีม่กีารเตมิสารทีก่่อใหเ้กดิปัญหาดา้นสุขภาพ 
สิง่แวดลอ้ม และราคาแพง จงึมกีารน าสธีรรมชาตมิาใช้
มากขึน้ เช่น ใช้ท าสผีสมอาหาร ยา เครื่องส าอาง สิง่
ทอ และการยอ้มสเีพื่อศกึษาดา้นชวีวทิยา อาท ิการใช้
สธีรรมชาตจิากขงิในการยอ้มเนื้อเยื่อกลา้มเน้ือ การใช้
สธีรรมชาติจากพชืสมุนไพรทีส่กดัดว้ยน ้าในการยอ้มสี
เพื่อศกึษากายวภิาคของอสุจมินุษย ์[1-5] ส าหรบัการ
ยอ้มสโีครโมโซมพชืดว้ยสธีรรมชาตทิีส่กดัแอนโทไซยา
นินจากข้าวเหนียวด า (Oryza sativa L.) ครัง่ (Kerria 
lacca Kerr) และผลหม่อน (Morus alba L.) น ามาใช้
เป็นสยี้อมโครโมโซมเพื่อศึกษาการแบ่งเซลล์ในราก
หอมได้ โดยใช้สารสกัด 45% acetic acid และ 95% 
ethanol [2,6,7] สารแอนโทไซยานิน ของผลหม่อนที ่
 

สกัดด้วย 0.1% HCl ใน methanol และมะม่วงหาว
มะนาวโห่  (Carissa caranda L.) ที่สกัดด้วย  95% 
ethanol สามารถย้อมติดสโีครโมโซมได้อย่างชดัเจน 
[8] มะม่วงหาวมะนาวโห่เป็นพชืในวงศ ์Apocynaceae 
ผลในแต่ระยะมีการสกัดได้ปริมาณแอนโทไซยานิน
ต่างกนั โดยในผลสุกงอมพบปรมิาณแอนโทไซยานิน
ชนิดไซยานิดิน  (Cyanidin)  และ เพลาโกร์นิ ดิน 
(Pelargonidin) รวมกนัปริมาณมากถึง 338 มิลลิกรมั
ต่อ 50 กรมัของน ้าหนกัแหง้ [9] 

ส าหรับการย้อมสีโครโมโซมพืชจากสีย้อม
ธรรมชาติจากรายงานที่ผ่านมาพบว่าต้องมีการสกดั
สารแอนโทไซ-ยานินดว้ยสารเคมต่ีาง ๆ เพื่อให้มกีาร
ย้อมติดสขีองโครโมโซมที่ดี เห็นได้ว่าขัน้ตอนในการ
สกดัสยีงัคงมกีารใชส้ารที่เป็นพษิเป็นส่วนประกอบใน
การเตรียมส ีดงันัน้ผู้วิจยัจึงเล็งเห็นความส าคญัของ
การใช้สีย้อมจากธรรมชาติโดยมีวิธีเตรียมที่ง่ าย 
รวดเรว็และลดการใชส้ารทีเ่ป็นพษิในการเตรยีมสยีอ้ม
มาใช้ในการย้อมเซลล์เพื่อศึกษาพฤติกรรมของ
โครโมโซมในการแบ่งเซลลข์องรากหอมโดยการใช้สาร
สกัดจากมะม่วงหาวมะนาวโห่ที่เ ป็นพืชที่ปลูกใน
ทอ้งถิน่ของประเทศไทยมายอ้มเซลลร์ากหอม  
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วสัดแุละวิธีการทดลอง 
1. ตวัอย่างพืช 

หอมแดง: ตัดรากเก่าทิ้งแล้วแช่ในน ้ าเป็น
เวลา 2-3 วนั จากนัน้ตดัปลายรากหอมยาวประมาณ 1 
เซนติเมตร ล้างน ้าก่อนน าไปคงสภาพด้วยสารละลาย
คารน์อย (Carnoy’s solution) และเกบ็รากไวใ้น 70 % 
ethanol 

มะม่วงหาวมะนาวโห่: เกบ็ผลสกุแลว้ลา้งดว้ย
น ้าประปาเพื่อล้างสิง่สกปรกออก เช็ดให้แห้งจากนัน้
เกบ็ไว้ในตู้เยน็ที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส จนกว่า
จะน ามาเตรียมสีย้อม  ก่อนน ามาเตรียมสีย้อมให้น า
เมลด็ออกและบดใหล้ะเอยีด  

 

2. การย้อมสีรากหอมด้วย aceto-carmine (C) 
แช่รากหอมใน 1 N HCl เป็นเวลา 5-10 นาท ี

ดูดกรดทิ้ง แช่รากหอมในส ีaceto-carmine เป็นเวลา 
15-30 นาที จนรากหอมติดสดี ีน ารากหอมมาเตรยีม
สไลดด์ว้ยเทคนิค squash น าสไลดท์ีไ่ดต้รวจสอบการ
ติดสดี้วยกล้องจุลทรรศน์ (Olympus) และถ่ายภาพที่
ก าลงัขยาย 10x และ 40x ของเลนสใ์กลว้ตัถุ ใหค้ะแนน
การยอ้มสโีดยผูท้ดสอบ 3 คน 

 

3. การย้อมสีรากหอมด้วย Feulgen staining 
ใส่ 10% HCI ที่เย็นลงในรากหอม แช่ทิ้งไว้

ประมาณ 30-60 นาท ีแล้วน าปลายรากมาแช่ใน 10% 
HCI ทีอุ่่นในอุณหภูม ิ60°C เป็นเวลา 3-5 นาท ีจากนัน้
ลา้งปลายรากดว้ยน ้ากลัน่ 2 ครัง้ แลว้แช่ปลายรากในส ี
Feulgen เป็นเวลา 30 นาทแีลว้ตดัปลายรากบรเิวณที่
ติดสีเข้มกว่าส่วนอื่นวางบนสไลด์ เตรียมสไลด์ด้วย
เทคนิค squash น าสไลด์ที่ได้ตรวจสอบการติดสีด้วย
กลอ้งจุลทรรศน์ (Olympus) และถ่ายภาพทีก่ าลงัขยาย 
100x ของเลนส์ใกล้วัตถุ ให้คะแนนการย้อมสีโดย 
ผูท้ดสอบ 3 คน 

 

4. การเตรียมสีย้อมมะม่วงหาวมะนาวโห่ 
น ามะม่วงหาวมะนาวโห่ทีเ่กบ็ไว ้มาเตรยีมสี

ยอ้มตามวธิกีารต่าง ๆ  ดงันี้ (1) กรองดว้ยผา้ขาวบาง 
(2) กรองด้วยผ้าขาวบางและกรองด้วยกระดาษกรอง
เบอร ์1 (3) กรองดว้ยผา้ขาวบางและปัน่เหวีย่งที ่5,200 
RPM นาน 20 นาที (4) กรองด้วยผ้าขาวบางและปัน่

เหวีย่งที ่14,000 RPM นาน 20 นาท ี(5) กรองดว้ยผา้
ขาวบางปัน่เหวีย่งที ่5,200 RPM 20 นาท ีและ 14,000 
RPM นาน 20 นาท ีจากนัน้เกบ็สยีอ้มทีเ่ตรยีมไดไ้วท้ี ่
4 C จนกว่าจะน ามายอ้มรากหอมตามขัน้ตอนการยอ้มส ี
aceto-carmine ท าการยอ้มสซี ้าอย่างน้อย 3 ครัง้ และ
เตรยีมสไลดร์ากหอมโดยเทคนิค squash น าสไลดท์ีไ่ด้
ตรวจสอบการติดสีด้วยกล้องจุลทรรศน์ (Olympus) 
และถ่ายภาพ ที่ก าลังขยาย 10x และ 40x ของเลนส์
ใกลว้ตัถุใหค้ะแนนการยอ้มสโีดยผูท้ดสอบ 3 คน เพื่อ
ท าการคดิเป็นค่าเฉลีย่คะแนนการยอ้มตดิส ีเทยีบกบัสี
ยอ้ม aceto-carmine 

  

5. การศึกษาการย้อมสีมะม่วงหาวมะนาวโห่ 
ใชส้ยี้อมมะม่วงหาวมะนาวโห่ตามวธิกีารทีม่ี

คะแนนเฉลี่ยมากสุดในขอ้ 4 มาท าการศกึษาขัน้ตอน
การย้อมสีโดยมีชุดการทดสอบดังนี้  1) ขัน้ตอน
มาตรฐาน คอื การย้อมสโีดยแช่กรดและให้ความรอ้น 
ใส่สีแต่ไม่ให้ความร้อน 2) การย้อมสีโดยแช่กรดแต่
ไม่ใหค้วามรอ้น ใสส่แีละใหค้วามรอ้น 3) การยอ้มสโีดย
แช่กรดแต่ไม่ให้ความร้อน ใส่สีแต่ไม่ให้ความร้อน  
4) การย้อมสีโดยไม่แช่กรด ใส่สีและให้ความร้อน  
5) การย้อมสีโดยไม่แช่กรด ใส่สีแต่ไม่ให้ความร้อน 
เตรียมสไลด์ด้วยเทคนิค squash ในการศึกษาผล
ระยะเวลาของเซลลร์ากหอมหลงัจากการยอ้มสโีดยเมื่อ
ท าการยอ้มตามวธิมีาตรฐาน จากนัน้ท าการทิง้ให้ราก
หอมอยู่ในสยี้อมเป็นเวลาดงันี้ 30 นาท ี90 นาท ี150 
นาที 210 นาที 270 นาที และค้างคืน เมื่อครบแต่ละ
ช่วงเวลาน ารากหอมมาท าการเตรยีมสไลด์ ศกึษาผล
ของระยะเวลาในการเก็บรักษาสีต่อการย้อมด้วยสี
มะม่วงหาวมะนาวโห่โดยท าการยอ้มเซลลร์ากหอมและ
เตรยีมสไลด์ต่อเนื่องทุกสปัดาห์จนครบเวลา 4 เดอืน  
สทีีใ่ชถู้กเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ผลของ 
pH ต่อการยอ้มสที าไดโ้ดยน าสทีีเ่ตรยีมมาท าการวดัคา่ 
pH ของส ีจากนัน้ท าการปรบัค่า pH ตัง้แต่ 1-8 ด้วย
กระดาษวดัค่า pH แล้วน ามาย้อมสตีามวิธมีาตรฐาน
เตรยีมสไลด ์และการศกึษาปรมิาณของสยีอ้มมะมว่งหาว
มะนาวโห่ต่อการตดิสขีองเซลลร์ากหอม เตรยีมสมีะม่วง
หาวมะนาวโห่ในชุดการทดลองที่มปีระสทิธภิาพมาก
ทีสุ่ด ตามขอ้ 4 พรอ้มกบัน ้าในอตัราส่วนทีแ่ตกต่างกนั
คือ  1: 1, 1: 2, 1: 5, 1: 10, 1: 15 และ  1: 20 โ ดยทุ ก
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การศกึษาท าการทดลอง 3 ซ ้า และเปรยีบเทยีบกบัสี
ย้อม aceto-carmine โดยท าการให้คะแนนการย้อมสี
จากผู้ทดสอบผทีม่คีวามช านาญ 3 ท่าน โดยดดัแปลง
จาก Bondoc ในปี ค.ศ. 2018 [10] โดยมเีกณฑก์ารให้
คะแนนการยอ้มส ีaceto-carmine ดงันี้ 

4 คะแนน  หมายถงึ  ตดิสโีครโมโซมชดัเจน 
ตดิสไีซโตพลาสซมึจาง 

3 คะแนน  หมายถงึ  ตดิสโีครโมโซมชดัเจน 
    ตดิสไีซโตพลาสซมึเขม้ 

2 คะแนน  หมายถงึ   ตดิสโีครโมโซม
ค่อนขา้งชดัเจน  

 1 คะแนน  หมายถงึ   ตดิสโีครโมโซม     
                                       ไม่ชดัเจน 

0 คะแนน  หมายถงึ   ไมต่ดิสโีครโมโซม  
ไม่ตดิสไีซโตพลาสซมึ 

 

6. การใช้ สีย้อมมะม่วงหาวมะนาวโห่ส าหรับ
การศึกษาแครีโอไทป์ (Karyotype)  

น ารากหอมที่เตรียมโดยการใช้ 0.2% w/v 
colchicine ย้อมด้วยสมีะม่วงหาวมะนาวโห่ดว้ยสยีอ้ม
ของชุดการทดลองที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด โดย
เปรียบเทียบการย้อมกับสี  aceto-carmine และสี 
Feulgen โดยท าการยอ้มสตีามขอ้ 2 และ 3 ท าซ ้าอย่าง
น้อย 3 ครัง้ และใหค้ะแนนการยอ้มส ีโดยผูท้ดสอบทีม่ี

ความช านาญ 3 ท่าน โดยดดัแปลงจาก Bondoc ในปี 
ค.ศ. 2018 [10] เพื่อท าการคดิเป็นค่าเฉลีย่คะแนนการ
ย้อมติดส ีโดยใช้เกณฑ์การให้คะแนนตามการย้อมส ี
Feulgen ดงันี้ 

3 คะแนน  หมายถงึ  ตดิสโีครโมโซมชดัเจน   
                           ตดิสไีซโตพลาสซมึใส 
2 คะแนน  หมายถงึ  ตดิสโีครโมโซมชดัเจน 

ตดิสไีซโตพลาสซมึเขม้ 
1 คะแนน  หมายถงึ   ไม่ตดิสโีครโมโซม  
                            ไม่ตดิสไีซโตพลาสซมึ 

 
ผลการศึกษา 
1. วิธีการเตรียมสีย้อมมะม่วงหาวมะนาวโห่ 

ลกัษณะของสยีอ้มทีไ่ดจ้ากผลสุกมะม่วงหาว
มะนาวโห่จะได้สารที่มีสีแดงถึงชมพูเข้ม สีที่ได้มี
ลักษณะคล้ายกับสี aceto-carmine ซึ่งมีสีส้มถึงสีแดง
เข้ม ดังภาพ 1 ก ในวิธีการเตรียมสีย้อมที่ท าการ
ทดสอบทุกวธิกีารสามารถให้ผลการติดสยี้อมได้ โดย
การเตรยีมสดีว้ยการกรองดว้ยผา้ขาวบางตามดว้ยการ
ปัน่เหวี่ยงที่ความเร็ว 5,200 RPM นาน 20 นาที และ 
14,00 RPM นาน 20 นาท ีมคีะแนนเฉลี่ยเท่ากบั 3±0 
ซึ่งใกล้เคยีงการย้อมส ีaceto-carmine (4±0) โดยการ
เตรยีมสดีว้ยวธิกีารทีเ่หลอืมคีะแนนเฉลีย่เท่ากนั (2±0) 
คะแนนเฉลีย่การตดิสขีองวธิกีารต่าง ๆ (ภาพ 1ข)  
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ภาพ 1  ลกัษณะของสยีอ้มทีไ่ดจ้ากการเตรยีมแต่ละวธิ ี(ก)  
ลกัษณะการตดิสยีอ้มของรากหอมจากการเตรยีมสยีอ้มมะม่วงหาวมะนาวโห่ตามวธิกีารต่าง ๆ (ข) 

 
2. การศึกษาการย้อมสีมะม่วงหาวมะนาวโห่ 
 วิธีการย้อมสมีะม่วงหาวมะนาวโห่ที่ให้ผลดี 
คือ ย้อมตามวิธกีารมาตรฐาน (3.33±0.58) และย้อม
ดว้ยการแช่กรดใหค้วามร้อน ใส่สแีต่ไม่ใหค้วามรอ้นมี
คะแนนใกลัเคียงกับการย้อมด้วยสี aceto-carmine 
(4.00±0.00) มีการติดสยี้อมที่ชดัเจนสามารถจ าแนก
ระยะของการแบ่งเซลลไ์ด ้ขณะที่เมื่อไม่แช่รากหอมใน
กรดก่อนการย้อมสมีีคะแนนการติดสตี ่าสุดทัง้ที่ย้อม
ด้วยสี aceto-carmine และสีมะม่วงหาวมะนาวโห่ มี
คะแนนเฉลี่ย เท่ากบั1.00±0.00 ทัง้คู่ เซลล์รากหอมมี
การติดสีย้อมไม่ดีและมีการซ้อนทับกันไม่สามารถ
จ าแนกระยะได้ (ภาพ 2 ก) หลงัจากย้อมสเีมื่อทิ้งให้
รากหอมแช่ในสยีอ้มเป็นระยะเวลาต่าง ๆ พบว่าในการ
แช่สีก่อนน ามาเตรียมสไลด์ส าหรับสี aceto-carmine 
และสมีะม่วงหาวมะนาวโห่ คือตัง้แต่เวลาที่ 30 นาที 
ถงึ คา้งคนื มกีารตดิสโีครโมโซมชดัเจน และจะเริม่ตดิสี
ส่วนไซโตพลาสซมึเขม้มากขึน้ตามระยะเวลาทีเ่พิม่ขึน้ 
โดยมีคะแนนการติดสี aceto-carmine สูงสุด  คือ 
3.67±0.50 ต ่าสุด คอื 3.00±0.33 ในส่วนของสมีะม่วง

หาวมะนาวโห่มีคะแนนการติดสีสูงสุด 3.56±0.88 
ต ่าสุด 2.11±0.33 (ภาพ 2 ข) ส าหรบัระยะเวลาในการ
เก็บรกัษาสยี้อมหลงัจากการเตรียมส ีพบว่าสยี้อมมี
ประสิทธิภาพในการติดสีโครโมโซมที่ดีจะอยู่ในช่วง
ระยะเวลาในการเก็บ 2 เดือน ในอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซยีส จากนัน้สมีลีกัษณะเปลีย่นแปลงไปเกดิเชือ้รา
และตะกอนขึ้น ส าหรับผลค่า pH ต่อการติดสีย้อม
พบว่า ที่ pH เป็นกรดสมีะม่วงหาวมะนาวโห่มีเฉดสี
แดงเข้มและที่ pH เป็นด่างจะค่อยเปลี่ยนเป็นสีม่วง
หรือน ้าเงินเข้ม โดย pH 1, 2 และ 3 เซลล์รากหอมมี
การตดิสทีีใ่กลเ้คยีงกบัส ีaceto-carmine มคีะแนนการ
ตดิส ี4.00±0.00, 3.56±0.88 และ 3.00±0.33 ตามล าดบั 
(ภาพ 3) ส าหรบัการศกึษาการเจอืจางของสยีอ้ม (1:1, 
1: 2, 1: 5, 1: 10, 1: 15 และ  1: 20)  พบว่ า สี  aceto-
carmine มีการติดสีย้อมที่ชัดเจน (4.00±0.00) ทุก
อตัราส่วน ส่วนสยีอ้มมะม่วงหาวมะนาวโห่มกีารตดิสทีี่
ชดัเจนในสทีี่มกีารเจอืจางในอตัราส่วน 1:1, 1:2 และ 
1:5 (4.00±0.00) ในอัตราส่วนที่เจือจางมากสยี้อมมี
การตดิสโีครโมโซมไม่ชดัเจน จนไม่ตดิสยีอ้มเลย 
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ภาพ 2  ผลการศกึษาขัน้ตอนการยอ้มสมีะม่วงหาวมะนาวโห ่(ก)  
ผลของระยะเวลาทีร่ากหอมแชใ่นสยีอ้มหลงัจากผ่านขัน้ตอนการยอ้มส ี(ข) 
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ภาพ 3 ลกัษณะการตดิสยีอ้มของเซลลร์ากหอมในค่า pH ต่าง ๆ 
 
3. การใช้ สีย้อมมะม่วงหาวมะนาวโห่ส าหรับ
การศึกษาแครีโอไทป์ (Karyotype)  

สี Feulgen ให้การติดสีโครโมโซมชัดเจนดี
เป็นสมี่วง และตดิสบีรเิวณไซโทพลาสซมึใส มคีะแนน
การติดสเีท่ากบั 3.00±0.00 ส่วนสคีาร์มีนให้การติดสี

โครโมโซมชัดเจนให้สีแดง -ส้ม และติดสีบริเวณ 
ไซโทพลาสซึมจาง  มีคะแนนการติดสี เท่ า กับ 
2.00±0.00 และสีมะม่วงหาวมะนาวโห่มีการติดสี
โครโมโซมชดัเจนให้สแีดง-ชมพู และติดสบีรเิวณของ
ไซโทพลาสซึมจาง  มีคะแนนการติดสี เท่ า กับ 
2.00±0.00 (ภาพ 4) 

 

 
 

ภาพ 4 ลกัษณะของโครโมโซมของหอมทีย่อ้มดว้ยสต่ีางกนั 
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วิจารณ์ 
 ในวธิกีารเตรยีมสยี้อมด้วยวธิกีารต่าง ๆ ใน
การศึกษาครัง้นี้ เป็นการทดสอบเพื่อให้ทราบวธิกีาร
เตรยีมสยี้อมเพื่อใช้ส าหรบัการย้อมสโีครโมโซมพชืที่
ใหป้ระสทิธภิาพด ีมขี ัน้ตอนที่สะดวกและไม่ยุ่งยากใน
การเตรียมสีส าหรับศึกษาเรื่องการแบ่งเซลล์ใน
หอ้งเรยีนหรอืหอ้งปฏบิตักิารทีไ่ม่มคีวามพรอ้มในดา้น
เครื่องมือและสารเคมี โดยพบว่าผลสุกมะม่วงหาว
มะนาวโห่เมื่อน ามาเตรยีมสยีอ้มดว้ยวธิต่ีางๆ ใหส้แีดง-
ชมพู สีที่เตรียมจากทุกวิธีการสามารถน ามาย้อมสี
โครโมโซมของรากหอมได้ โดยวธิทีี่ง่ายสุด คอื กรอง
ด้วยผ้าขาวบาง แต่มรีะยะเวลาในการเกบ็รกัษาที่ส ัน้ 
เมื่อเตรียมแล้วควรใช้ภายในระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
ส าหรบัวธิกีารทีด่สีุด คอื การกรองดว้ยผา้ขาวบาง ปัน่
เหวีย่งที ่5,200 RPM 20 นาท ีและ 14,000 RPM นาน 
20 นาท ีใหผ้ลการตดิสยีอ้มของโครโมโซมใกลเ้คยีงกบั
สี aceto-carmine โดยมีผลการทดสอบเช่นเดียวกับ
การรายงานการใช้สยี้อมธรรมชาติจากขา้วเหนียวด า 
และลูกหม่อน ที่สกดัด้วย 45% acetic acid และ 95% 
ethanol [2] และการใช้สารสกัดแอนโทไซยานินจาก
มะม่วงหาวมะนาวโห่ด้วย  95% ethanol [8] และ
สามารถเกบ็สไีว้ได้นานสองเดอืนในอุณหภูม ิ4 องศา
เซลเซยีส โดยในการศกึษาก่อนหน้านี้มวีธิกีารเตรยีมสี
ย้อมที่มีการใช้สารเคมีที่เป็นอนัตรายในขัน้ตอนการ
เตรียมสยี้อม เช่น การใช้ acetic acid ในขัน้ตอนการ
สกดัสยี้อมธรรมชาติ หรือแม้แต่สี aceto-carmine ใน
ขัน้ตอนการเตรียมยงัคงต้องมีการใช้ acetic acid ซึ่ง
เป็นอนัตรายต่อเยื่อเมอืก ระบบทางเดนิหายใจส่วนบน 
ดวงตา และผวิหนงั [11] แต่ในการศกึษาครัง้นี้เป็นการ
เตรยีมสยีอ้มโดยใชว้ธีกีารกรองและการปัน่เหวีย่ง ซึง่
ไม่มขี ัน้ตอนการสกดัดว้ยสารเคมทีีเ่ป็นอนัตราย สยีอ้ม
มะม่วงหาวมะนาวโห่ควรเก็บไว้ที่เย็นเพื่อยืดอายุใน
การเกบ็รกัษา เนื่องจากสารแอนโทไซยานินเสยีสภาพ
ได้ง่ายที่อุณหภูมิสูงกว่า 35 องศาเซลเซียส [12] ใน
การทดสอบการเจือจางสีในอัตราส่วนต่าง ๆ ก่อน
น ามายอ้มสโีครโมโซมเพื่อทดสอบประสทิธภิาพของสี
ในการย้อมโครโมโซมได้ โดยเทียบกับการติดสี
โครโมโซมของ aceto-carmine  เห็นได้ว่าในการเจือ

จางสยี้อมกบัน ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:5 ในขัน้ตอนการ
เตรียมสนีัน้ สยี้อมจากมะม่วงหาวมะนาวโห่ยงัคงให้
ประสิทธิภาพดีเทียบเท่ากับการใช้สี aceto-carmine  
ซึ่งเป็นสีสงัเคราะห์ที่มีความเข้มข้นของสีที่มากกว่า 
ฉะนัน้การใช้สยี้อมที่เจอืจางลงจะช่วยลดค่าใช้จ่ายใน
การเตรียมสีลงได้  ส าหรับขัน้ตอนในการย้อมสรีาก
หอมนัน้จ าเป็นต้องมกีารบ่มใน 1N HCl ก่อนขัน้ตอน
ในการใส่สยีอ้มเพื่อเป็นการเตรยีมรากใหเ้หมาะสมต่อ
การย้อมสีและการเตรียมสไลด์ด้วยเทคนิค squash 
เนื่องจาก  HCl จะท าลายสว่นของผนงัเซลลท์ีต่ดิกนัซึง่
ประกอบดว้ยเพกตนิและเซลลูโลส ท าใหเ้ซลลอ์่อนนุ่ม
ง่ายต่อการขยี้ให้เซลล์หลุดออกจากกนัและเซลล์แยก
เป็นเซลล์เดี่ยว ๆ และควรแช่รากหอมในสยี้อมอย่าง
น้อย 30 นาท ีเพื่อการตดิสยีอ้มไดด้ ีรากหอมทีแ่ช่ในสี
ย้อมค้างคนืสามารถน ามาเตรยีมสไลด์เพื่อศกึษาการ
แบ่งเซลลไ์ด้ โดยค่า pH ทีเ่หมาะสมของสยีอ้ม คอื pH 
1-3 เมื่อมคี่า pH เป็นด่างสยี้อมมะม่วงหาวมะนาวโห่
ไม่สามารถย้อมตดิโครโมโซมได้ โดยค่า pH เป็นกรด
แก่ (pH 1-3) แอนโทไซยานินทีอ่ยู่ในรูปของ flavylium 
cation มปีระจุบวกเป็นสารละลายทีม่สีแีดง เมื่อค่า pH 
เพิ่มขึ้นเป็นกลางหรือเบสสารแอนโทไซ-ยานินจะ
เปลี่ยนไปอยู่ ในรูปของ  carbinol pseudobase และ 
chalcone  ซึ่ ง มี ป ร ะ จุ ข อ ง  anionic quinonoidal 
species [12] เมื่อน าไปยอ้มสเีซลลร์ากหอมจะท าให้ไม่
สามารถจบัโครโมโซมได ้เซลลร์ากหอมจงึตดิสจีางลง
และมองเห็นโครโมโซมไม่ชดัเจน สยี้อมมะม่วงหาว
มะนาวโห่ยงัสามารถน ามาย้อมโครโมโซมเพื่อศกึษา 
คารีโอไทป์ได้ชัดเจนเทียบเคียงกับสี Feulgen ที่มี
ข ัน้ตอนการเตรียมสทีี่ยุ่งยากและมกีารเติมสารเคมทีี่
เป็นอนัตราย  
 ในการศึกษาครัง้นี้สามารถเตรียมสีย้อม
มะม่วงหาวมะนาวโห่อย่างง่ายด้วยการกรองและการ
ปัน่เหวีย่งโดยไม่จ าเป็นตอ้งใชส้ารสกดัทีเ่ป็นพษิในการ
เตรียมสีย้อม ส าหรับขัน้ตอนการย้อมสีนั ้นยังคง
จ าเป็นต้องมีการใช้ 1N HCl ส าหรับการเตรียมราก
หอมเช่นเดยีวกบัวธิมีาตรฐาน จงึท าใหม้ปีระสทิธภิาพ
การใชส้ยีอ้มธรรมชาตจิากผลสกุของมะมว่งหาวมะนาว
โห่ในการยอ้มโครโมโซมในการศกึษาการแบ่งเซลลใ์น
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รากหอมที่เทียบเคียงได้กบัสยี้อมสงัเคราะห์ ผลจาก
การศึกษาครัง้นี้ท าให้ทราบศักยภาพของสีย้อมจาก
มะม่วงหาวมะนาวโห่มคีุณสมบัติที่เหมาะสมในการ
ย้อมสโีครโมโซมของพชื โดยที่มขี ัน้ตอนการเตรยีมที่
ง่าย ไม่จ าเป็นต้องมีเครื่องมือที่ซับซ้อนและไม่ ใช้
สารเคมทีีเ่ป็นอนัตรายต่อสุขภาพและสิง่แวดลอ้ม ควร
เก็บสทีี่เตรียมแล้วที่อุณหภูมิต ่าเพื่อให้สยี้อมยงัคงมี
ประสทิธภิาพทีด่ใีนการยอ้มสโีครโมโซม การเจอืจางสี
ยอ้มช่วยในการประหยดัวตัถุดบิ คอื ผลสุกมะม่วงหาว
มะนาวโห่ได ้นอกจากนี้มะม่วงหาวมะนาวโห่เป็นพชืที่
สามารถปลูกได้โดยทัว่ไปราคาไม่แพง ในห้องเรียน
หรือห้องปฏิบัติการที่ขาดความพร้อมสามารถน า
วธิกีารนี้ไปใช้ได้ โดยถ้าสามารถน าสยี้อมมะม่วงหาว
มะนาวโห่มาเตรยีมเป็นผงสไีดจ้ะมคีวามสะดวกสบาย
ในการใช้งานมากกว่านี้ ซึ่งจะได้ท าการศกึษาวิธีการ
เตรยีมทีเ่หมาะสมต่อไป 
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