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บทคัดย่อ  
คุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอเป็นส่วนส าคัญในการศึกษาการแสดงออกของยีน การสกัดอาร์เอ็นเอจากล าต้นยางพาราให้

บริสุทธิ์ท าได้ยาก เนื่องจากประกอบด้วยพอลิแซคคาไรด์ พอลีฟีนอล และสารประกอบอื่น ๆ ที่ตกตะกอนรวมกับอาร์เอ็นเอ ดังนั้นจึง
ท าการศึกษาวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอที่มีประสิทธิภาพ ใช้เวลาน้อย และเหมาะสมกับช้ินส่วนล าต้นยางพารา โดยเปรียบเทียบวิธีการสกัด
อาร์เอ็นเอจากสารละลาย CTAB 2 วิธี ได้แก่ วิธีการที่ 1 Rubio-Piña และ Zapata-Pérez (2011) และวิธีการที่ 2 Gambino และคณะ 
(2008) พบว่าการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธีการที่ 1 ให้อาร์เอ็นเอความเข้มข้นเฉลี่ย 188.97 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีค่า OD260/280 
เท่ากับ 1.85 และการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธีการที่ 2 ได้อาร์เอ็นเอที่มีความเข้มข้น เฉลี่ย 642.93 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีค่า 
OD260/280 เท่ากับ 1.97 เป็นอาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพสูง และมีปริมาณสม่ าเสมอ เมื่อน าอาร์เอ็นเอไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
ด้วยเทคนิค real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) พบว่าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากวิธีการที่ 2 สามารถใช้
เป็นต้นแบบในการเพิ่มปริมาณของ 18S rRNA และ APX1 (Ascorbate peroxidase) ได้ และมีประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์สูง 
การสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธีการที่ 2 จึงเป็นวิธีการที่เหมาะสมส าหรับการสกัดอาร์เอ็นเอจากล าต้นยางพาราในระยะต้นกล้าเพื่อใช้ใน
การศึกษาการแสดงออกของยีนได้ 
ค าส าคัญ: ยางพารา, การสกดัอาร์เอ็นเอ, เทคนิค RT-qPCR 
 
Abstract  

RNA quality and quantity are critical for gene expression analysis. Isolating high-quality RNA from the stem 
of rubber tree is often difficult due to large quantities of polysaccharides, polyphenols, and other compounds that 
bind or co-precipitate with the RNA. This work aimed to obtain an efficient method for RNA isolation to reduce 
extraction time without reducing the quality and yield. RNA isolation methods were compared between Rubio-Piña 
and Zapata-Pérez (2011) (method 1) and Gambino et al. (2008) (method 2). It was found that method 1 gave the 
RNA concentration at 188.97 ng/µl which had an OD260/280 ratio of 1.85. RNA extraction by method 2 gave higher 
RNA concentration at 642.93 ng/µl and OD260/280 was 1.97. Method 2 was the most efficient that gave high quality, 
integrity, and an equal amount of RNA. Afterward, RNA was further used for gene expression analysis using the real-
time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) technique. It was demonstrated that the RNA could be used 
as a template for 18S rRNA and APX1 (Ascorbate peroxidase) transcript amplification. Taken together, method 2 was 
the ideal method for isolation of RNA from stem of rubber tree using for gene expression analysis. 
Keywords: Rubber tree, RNA extraction, RT-qPCR 
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บทน า  
ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell-Arg.) เป็นพืชที่

มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย เป็นพืชยืนต้นที่ให้ผล
ผลิตเป็นน้ ายางธรรมชาติ มีอายุการปลูกและเก็บเกี่ยวยาวนาน
กว่า 20 ปี  ผลผลิตน้ ายางธรรมชาติที่ ได้มีคุณสมบัติที่ยาง
สังเคราะห์ไม่สามารถทดแทนได้ในระบบอุตสาหกรรมหลาย
ประเภท การท าสวนยางพาราสามารถสร้างรายได้ให้แก่เกษตรกร
ไม่น้อยกว่า 6 ล้านคนท่ัวประเทศ ยางพาราจึงเป็นพืชที่ท าให้มีการ
กระจายรายได้ให้แก่เกษตรกรเป็นจ านวนมาก ยางพารามีการ
ส่งออกในรูปของวัตถุดิบ ผลิตภัณฑ์ยาง ไม้ยางพาราแปรรูป และ
ผลิตภัณฑ์ไม้ คิดเป็นมูลค่ากว่า 287,230 ล้านบาท (Office of 
Agricultural Economics, 2021) ดังนั้นการขยายพันธุ์ยางพารา
เพื่อผลิตต้นกล้ายางพาราทางการค้าจึงเป็นขั้นตอนท่ีมีความส าคัญ 
ยางพารานิยมขยายพันธุ์ด้วยวิธีการติดตา เพราะสามารถผลิตต้น
ยางได้เป็นจ านวนมาก ท าได้ง่าย สะดวกรวดเร็ว และได้ผลส าเร็จ
สูง (Rubber Authority of Thailand, 2015) ภายหลังการติดตา
พืชจะมีการตอบสนองต่อบาดแผลอย่างรวดเร็ว โดยมีกลไกในการ
สร้างสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ จากบริเวณบาดแผลขึ้น เพื่อช่วย
ป้องกันเซลล์ที่ได้รับความเสียหาย (Melnyk, 2017) การที่จะ
สามารถคัดเลือกต้นตอและกิ่งพันธุ์ดีที่มีความเข้ากันได้ จ าเป็นที่
จะต้องเข้าใจถึงกลไกที่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงสารชีวโมเลกุล
ต่าง ๆ โดยเฉพาะการศึกษาในระดับโมเลกุล และการแสดงออก
ของยีน (Wang et al., 2008) ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการใช้เป็น
ข้อมูลพื้นฐานในการน าไปคัดเลือกต้นตอและกิ่งพันธุ์ดีเพื่อการ
ผลิตต้นกล้ายางพาราทางการค้าที่เหมาะสมต่อไปได้  

การศึกษาการแสดงออกของยีน (gene expression) ที่
ถูกต้องและเช่ือถือได้ ขึ้นอยู่กับวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอที่เหมาะสม
เพื่อให้ได้อาร์เอ็นเอที่บริสุทธิ์และมีคุณภาพสูง (Toni et al., 2018) 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการศึกษาโดยการใช้เทคนิค RT-qPCR ซึ่งเป็น
วิธีทีม่ีความจ าเพาะ (selectivity) สูง จึงต้องการอาร์เอ็นเอเริ่มต้นที่
มีคุณภาพด ีมีความบริสุทธิ์ปราศจากสารปนเปื้อน (purity) มคีวาม
สมบู รณ์ ไ ม่ แ ตกหั ก  (integrity) และมี ป ริ ม าณที่ เ พี ย งพอ 
(Choopayak et al., 2013) การสกัดอาร์เอ็นเอจากล าต้นยางพารา
ให้มีคุณภาพดี และบริสุทธ์ิยังมีข้อจ ากัด เนื่องจากล าต้นของพืชมัก
ประกอบด้วยสารจ าพวกพอลิแซคคาไรด์ พอลีฟีนอล และสาร      
เมแทบอไลท์ทุติยภูมิ (Ratanasut, 2018) ที่อยู่ในเซลล์ ซึ่งส่งผลให้
คุณภาพและปริมาณของอาร์เอ็นเอลดลง และยังรบกวนการ
เกิดปฏิกิริยาในการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วย ดังนั้นจึง
ต้องมีการศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการสกัดอาร์เอ็นเอจากล าต้น
ยางพารา วิธีการสกัดอาร์เอ็นเอที่เหมาะสมขึ้นอยู่กับชนิดและ
ช้ินส่วนที่น ามาใช้ การใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอทางการค้ามักไม่มี
ความจ าเพาะต่อพืชแต่ละชนิด โดยเฉพาะช้ินส่วนล าต้นของ
ยางพารา อีกทั้งยังมีราคาสูง การสกัดอาร์เอ็นเอโดยวิธีการใช้ 
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) ซึ่ งเป็นสารเคมี
พื้นฐานที่ ใช้กันทั่วไปในห้องปฏิบัติการ (Chan et al., 2004; 
Rodrigues et al., 2007) จึงเหมาะสมต่อการน ามาประยุกต์ใช้ใน
การสกัดอาร์เอ็นเอจากช้ินส่วนล าต้นของยางพารา การสกัด      
อาร์เอ็นเอด้วยสารละลาย CTAB นิยมใช้กับพืชหลายชนิดที่มีสาร
จ าพวกพอลิแซคคาไรด์ และพอลีฟีนอลในปริมาณสูง เช่น พีช กีวี 
แอปเปิล มะม่วง และองุ่น เป็นต้น (Hu et al., 2002; Tattersall 

et al., 2005; Barbier et al., 2019) เนื่องจากมีคุณสมบัติในการ
ย่อยผนังเซลล์ ท าให้โปรตีนเกิดการเสียสภาพ รวมทั้งสามารถแยก
พอลิแซคคาไรด์ออกจากกรดนิวคลีอิกได้ดีอีกด้วย (Ratanasut, 
2018; Barbier et al., 2019)  

งานวิจัยครั้งนี้ได้ท าการศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการ
สกัดอาร์เอ็นเอจากล าต้นยางพารา โดยประยุกต์ใช้วิธีการสกัดอาร์
เอ็นเอจากสารละลาย CTAB เพื่อให้ได้อาร์เอ็นเอที่มีปริมาณและ
คุณภาพสูงเพื่อน าไปใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนที่
เกี่ยวข้องกับความสามารถในการเข้ากันได้ระหว่างต้นตอและกิ่ง
พันธุ์ดีต่อไป 
 
วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การเตรียมตัวอย่างพืช 

ท าการเก็บตัวอย่างบริเวณล าต้นยางพารา ท าความ
สะอาดด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ ตามด้วยน้ า DEPC (DEPC-treated 
water) ซับให้แห้งด้วยกระดาษทิชชูฆ่าเช้ือ ห่อตัวอย่างด้วย
อะลูมิเนียมฟอยล์แล้วแช่ลงในไนโตรเจนเหลวทันที ก่อนน ามา
สกัดอาร์เอ็นเอ  
 
2. การสกัดอาร์เอ็นเอ 

น าช้ินส่วนล าต้นยางพารา 0.15 กรัม มาสกัดอาร์เอ็นเอ
โดยการประยุกต์ใช้ CTAB จ านวน 2 วิธี วิธีการละ 3 ซ้ า 
 วิธีการสกัดที่  1 ตามวิธีการของ Rubio-Piña และ 
Zapata-Pérez (2011) บดตัวอย่างล าต้นด้วยไนโตรเจนเหลวจน
ละเอียด เติมสารละลายบัฟเฟอร์ ประกอบด้วย 2% CTAB, 2% 
PVP, 1.4 M NaCl, 100 mM Tris HCl pH 8.0, 20 mM EDTA 
pH 8.0 และ 10% ß-mercaptoethanol) 900 ไมโครลิตร น าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที กลับหลอดทกุ  
3 นาที เติม chloroform ปริมาตร 800 ไมโครลิตร กลับหลอดไป
มา และเขย่าให้สารละลายเข้ากันเป็นเนื้อเดียว น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ดูดสารละลายส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่  ปริมาตร 650 
ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  เ ติ ม  phenol: chloroform: isoamyl alcohol 
อัตราส่วน 25 : 24 : 1 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา
และเขย่าให้สารละลายเข้ากันเป็นเนื้อเดียว น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ดึงสารละลายส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่ ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร เติม chloroform: isoamyl alcohol อัตราส่วน 24 : 
1 ที่เย็นจัด ปริมาตร 1 เท่าของส่วนใส กลับหลอดไปมาและเขย่า
ให้สารละลายเข้ากันเป็นเนื้อเดียว น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดึง
สารละลายส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่  เติม 8 M lithium 
chloride ปริมาตร 1/3 เท่าของส่วนใส กลับหลอดไปมาเบา ๆ 
น าไปตกตะกอนอาร์เอ็นเอท่ีอุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
4 ช่ัวโมง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 
100% และ 70% ethanol ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ตากตะกอน
อาร์เอ็นเอนาน 2-5 นาที ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วยน้ า DEPC 
(DEPC-treated water) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วตกตะกอน
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อาร์เอ็นเอซ้ าด้วย 3 M sodium acetate ปริมาตร 0.1 เท่าของ
ส่วนใส และ 100% ethanol ปริมาตร 2 เท่าของส่วนใส น า     
อาร์เอ็นเอไปตกตะกอนทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ช่ัวโมง ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งสารละลายส่วนใส ล้างตะกอน  
อาร์เอ็นเอด้วย 70% ethanol ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ตาก
ตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้งนาน 10-15 นาที ละลายตะกอนอาร์เอ็น
เอด้วยน้ า DEPC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (Figure 1) 

วิธีการสกัดที่ 2 ตามวิธีการของ Gambino และคณะ 
(2008) บดตัวอย่างด้วยไนโตรเจนเหลวจนละเอียด เติมสารละลาย
บัฟเฟอร์ (2% CTAB, 2.5% PVP, 2 M NaCl, 100 mM Tris HCl 
pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0 และ 2% ß-mercaptoethanol) 
ปริมาตร 900 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที  เติม  chloroform: isoamyl alcohol ใน
อัตราส่วน 24 : 1 ที่เย็นจัด ปริมาตร 900 ไมโครลิตร กลับหลอด
ไปมาและเขย่าให้สารละลายเข้ากันเป็นเนื้อเดียว น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 11,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ย้ายสารละลายส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่ เติม 8 M 
lithium chloride ปริมาตร 1/3 เท่าของส่วนใส กลับหลอดไปมา
เบา ๆ น าไปตกตะกอนอาร์เอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 20,000 rpm อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 
SSTE (1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 
8.0 และ 1% SDS) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ที่ท าการบ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เติม chloroform: isoamyl alcohol 
อัตราส่วน 24 : 1 ที่เย็นจัด ปริมาตร 1 เท่าของส่วนใส น าไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที ดึงสารละลายส่วนใสใส่หลอดใหม่ ตกตะกอน     
อาร์เอ็นเอด้วย isopropanol ที่เย็นจัด ปริมาตร 0.7 เท่าของส่วน
ใส ปั่นเหวี่ยงทันทีที่ความเร็ว 20,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 70% 
ethanol ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ตากตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้ง 
นาน 10-15 นาที ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอดว้ยน้ า DEPC ปริมาตร 
20 ไมโครลิตร (Figure 1) 
 
3. การก าจัดดีเอ็นเอที่ปนเป้ือน และการตรวจสอบคุณภาพและ
ปริมาณอาร์เอ็นเอหลังการสกัด 

น าอาร์ เอ็นเอที่ ได้จากการสกัดไปก าจัดดี เอ็นเอที่
ปนเปื้อน ด้วย DNase ตามวิธีการของ Dnase I, RNase-free 
( Thermo Scientific, USA)  แ ล ะ ห ยุ ดป ฏิ กิ ริ ย า ด้ ว ย  stop 
solution ของชุด DNase น าอาร์เอ็นเอที่ปราศจากดีเอ็นเอไป
ตรวจสอบคุณภาพด้วย 1% agarose gel electrophoresis และ
ตรวจปริมาณด้วย Nanodrop spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 230, 260 และ 280 นาโนเมตร เก็บรักษาอาร์เอ็นเอไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 

4. การสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA) 
ท าการสังเคราะห์ cDNA ตามวิธีการของ Maxima H 

Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, 
USA) โดยเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย
อาร์ เอ็นเอความเข้มข้น 1 pg-5 µg, Oligo (dT)18 primer 1 
ไมโครลิตร, 10 mM dNTP Mix 1 ไมโครลิตร และเติมน้ า DEPC 
จนมีปริมาตรครบ 15 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และวางบนน้ าแข็งทันที เติม 5X 
RT Buffer 4 ไมโครลิตร และ Maxima H Minus Enzyme Mix 
1 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาท ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และ
ที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จะได้ cDNA ที่
พร้อมส าหรับการท า RT-qPCR  
 
5. การศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค Real-Time 
quantitative PCR (RT-qPCR) 

น า cDNA ที่ได้เป็นต้นแบบ โดยการท าปฏิกิริยาด้วยชุด 
SsoAdvanced™ Universal® Green Super Mix (Bio-Rad, 
USA) และไพรเมอร์ที่จ าเพาะ โดย 1 ตัวอย่าง ท าการเพิ่มปริมาณ 
2 ยีน คือยีน 18s rRNA ซึ่ ง เป็นยีนควบคุม  และยีน APX1 
(ascorbate peroxidase)  ซึ่ ง เ ป็ น ยี นที่ ต้ อ งก ารศึ กษาการ
แสดงออก โดยใช้ไพรเมอร์  18S - F 5’- AAGCCTACGCTC 
TGGATACATT-3’ แ ล ะ  1 8 S - R 5’- CCCGACTGTCCCTGT 
TAATC-3’ เป็นยีนควบคุม ส าหรับการแสดงออกของยีน APX1 
ใช้ไพรเมอร์ APX1 - F 5’-GCATGGCACTCAGCTGGAAC-3’ และ 
APX1 - R 5’- ACGGCAACAACACCAGCAAG-3’ น า ไ ป ท า
ปฏิกิริยา Real-time PCR โดยใช้ cDNA ความเข้มข้น 100 นาโน
กรัมต่อปฏิกิริยา 10 ไมโครลิตรด้วยเครื่อง Thermal cycler รุ่น 
CFX maestro (Bio-Rad, USA) โดยมีสภาวะในการเกิดปฏิกิริยา
ดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาที ต่อด้วยอุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส เวลา 10 วินาที อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที ท าปฏิกิริยาจ านวน 39 รอบ วิเคราะห์ผลด้วย
โปรแกรม CFX Manager™ Software ตรวจสอบการแสดงออก
ของยีนเป็นจ านวนเท่าของความสัมพันธ์ (relative normalized 
expression) ด้วยวิธีการ 2−∆∆CT  ระหว่างยีน APX1 และยีน 18S 
rRNA  
 
6. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

วิเคราะห์ความแตกต่างของปริมาณและคุณภาพอาร์เอน็
เอของแต่ละวิธีการ ค่าเฉลี่ยของข้อมูล และความแปรปรวนของ
ข้อมูลด้วยโปรแกรม R version 2.14.0 และเปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยความเข้มข้นและคุณภาพของอาร์เอ็นเอที่
สกัดได้ด้วยด้วยวิธี Least Significant Difference (LSD) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% 
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Figure 1 RNA extraction methods for rubber tree

Fine powder 0.15 g of stem sample  

Add 900 µl of extraction buffer  

Add 800 µl of chloroform 
Invert vigorously 

Centrifuge at 10,000 rpm for 10 min at 4ºC 

Transfer 650 µl of supernatant  

Add 850 µl of phenol: chloroform: isoamyl alcohol 

25: 24: 1  

Invert 

Centrifuge at 10,000 rpm for 10 min at 4ºC 

Transfer 500 µl of supernatant  

Add 500 µl of chloroform: isoamyl alcohol 24:1  

Centrifuge at 10,000 rpm for 10 min at 4ºC 

Transfer 500 µl of supernatant  

Add 1/3X of 8M LiCl 

Incubated at -20ºC for 4 hrs. 

Centrifuge at 10,000 rpm for 20 min at 4ºC 

Add 900 µl of 100% and 70% ethanol  

Precipitated with 0.1X of 3M sodium acetate and 2X of 

100% ethanol at -20ºC for 2 hrs. 

Centrifuge at 13,000 rpm for 15 min at 4ºC 

Wash with 900 µl of 70% ethanol  

Air dried and dissolved in 20 µl DEPC water 

Incubated at 65ºC for 10 min 

Method 1 

Fine powder 0.15 g of stem sample  

Add 900 µl of extraction buffer  

Invert vigorously 

Centrifuge at 11,000 rpm for 10 min at 4ºC 

Incubated at 65ºC for 10 min 

Add 900 µl of cold chloroform: isoamyl alcohol 24:1 

Transfer supernatant 

Add 1/3X of 8M LiCl 

Incubated at -20ºC for 30 min 

Centrifuge at 20,000 rpm for 20 min at 4ºC 

Discard supernatant 

Resuspended with 500 µl of warm SSTE  

Add 1X of cold chloroform: isoamyl alcohol 24:1 

Centrifuge at 11,000 rpm for 10 min at 4ºC 

Transfer supernatant 

Precipitated with 0.7X of cold isopropanol 

Centrifuge at 20,000 rpm for 15 min at 4ºC 

Wash with 900 µl of 70% ethanol  

Air dried and dissolved in 20 µl DEPC water 

Method 2 
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ผลการทดลอง 
จากการเปรียบเทียบวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอ 2 วิธีการ 

(Figure 1) ได้แก่วิธีการของ Rubio-Piña และ Zapata-Pérez 
(2011) (วิธีการที่ 1) และวิธีการของ Gambino และคณะ (2008) 
(วิธีท่ีการ 2) การวัดปริมาณและคุณภาพของอาร์เอ็นเอด้วยการวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 230 260 และ 280 นาโน
เมตร พบว่าการสกัดอาร์เอ็นเอจากล าต้นยางพาราวิธีท่ี 2 สามารถ
สกัดอาร์เอ็นเอที่มีความเข้มข้นเฉลี่ย 642.93 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตรซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
กับวิธีการที่ 1 ที่สามารถสกัดอาร์เอ็นเอที่มีความเข้มข้นเฉลี่ยเพียง 
188.97 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แต่อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของ
อาร์เอ็นเอที่สามารถสกัดได้จากทั้ง 2 วิธี มีปริมาณอาร์เอ็นเอที่
เ พี ย งพอต่ อการน า ไปท า  RT-qPCR ไ ด้  เ มื่ อพิ จ า รณาค่ า 
OD260/280 พบว่าการสกัดอาร์เอ็นเอทั้ง 2 วิธีมีค่า 1.85 และ 
1.97 ตามล าดับซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ อย่างไรก็
ตามการสกัดอาร์เอ็นเอทั้ง 2 วิธีการสามารถสกัดอาร์เอ็นเอได้
บริสุทธิ์ไม่มีการปนเปื้อนของโปรตีนเนื่องจากมีค่า OD260/280 
มากกว่า 1.8 ในขณะที่ค่า OD260/230 มีค่าอยู่ระหว่าง 1.35-
1.53 แสดงว่าอาร์เอ็นเอยังมีการปนเปื้อนสารพวกพอลีแซคคาไรด์
และพอลีฟีนอลอยู่ อย่างไรก็ตามการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธีการที่ 
2 ท าให้อาร์เอ็นเอที่สกัดได้มีปริมาณและคุณภาพที่ดีกว่าการสกัด
ด้วยวิธีท่ี 1 (Table 1)  
 
Table 1 RNA purity and yield measured on different 
methods 

Method OD260/230 OD260/280 
Concentration 
RNA (ng/µl) 

1 1.35 1.85 188.97 
2 1.53 1.97 642.93 

F-test ns * * 
C.V. (%) 9.03 0.54 9.42 

* = significantly different at p≤0.05 by LSD; ns = not significant at 
p>0.05 

 
ส าหรับการวิเคราะห์อาร์เอ็นเอด้วยการท าอิเลคโทรโฟ- 

ริซิสใน 1% agarose gel (Figure 2) พบว่าอาร์เอ็นเอที่สามารถ
สกัดได้จาก 2 วิธีการเป็นอาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพดี เนื่องจากมีการ
ปรากฏแถบอาร์เอ็นเอ 2 แถบหลักคือ 28S rRNA และ 18S rRNA 
อย่างชัดเจนสมบูรณ์ ไม่มีการแตกหัก โดยผลการทดลองสอดคลอ้ง
กับการวัดอาร์เอ็นเอจากค่าการดูดกลืนแสง เมื่อได้อาร์เอ็นเอที่มี
คุณภาพดีแล้ว น าไปสังเคราะห์เป็น cDNA เพื่อน าไปวิเคราะห์ 
RT-qPCR พบว่าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จาก 2 วิธีการ สามารถใช้วัด
การแสดงออกของยีนได้ แต่การสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธีการที่ 2 
พบว่ามีประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ดีกว่า เนื่องจากมีค่า 
cycle threshold (Ct) ต่ ากว่า และมีค่าที่ใกล้เคียงกันในแต่ละซ้ า 
อย่างไรก็ตามเพื่อวิเคราะห์ประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดย
วิเคราะห์จากกราฟจุดหลอมเหลว (Melting curve) พบว่าวิธีการ
สกัดอาร์เอ็นเอ 2 วิธีการ ท าให้สามารถเกิดปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ดี 
และมีความจ าเพาะกับไพรเมอร์ เพราะมีการปรากฏยอดกราฟ
เพียงยอดเดียวท่ีอุณหภูมิเดียวกัน (Figure 3 and 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Agarose gel electrophoresis of total RNA 
extracted from two methods (n=3) 
 
วิจารณ์ 

การศึกษาการแสดงออกของยีนจากล าต้นของยางพารา
เพื่อประเมินความสามารถในการเข้ากันได้ระหว่างต้นตอและกิ่ง
พันธุ์ดียังไม่ค่อยมีการศึกษามากนัก เนื่องมาจากข้อจ ากัดในการ
สกัดอาร์เอ็นเอให้มีคุณภาพดี เพราะในล าต้นมักประกอบด้วยสาร
ทุติยภูมิต่าง ๆ พอลีแซคคาไรด์ และสารประกอบฟีโนลิก โดยสาร
เหล่านี้จะเข้าไปจับกับอาร์เอ็นเอ ท าให้อาร์เอ็นเอไม่สามารถแยก
ออกจากสารที่ปนเปื้อนได้  ท าให้ได้อาร์ เอ็นเอที่ ไม่บริสุทธิ์  
(Salzmann et al., 1999) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า 
ยางพารายังมีค่าการปนเปื้อนของอาร์เอ็นเอจากสารพวกพอลีแซค
คาไรด์และพอลีฟีนอลสูง แต่เมื่อเปรียบเทียบกับการสกัดอาร์เอ็น
เอโดยการใช้สารละลาย CTAB ร่วมกับ SDS ในล าต้นของแมคคา
เดเมีย พบว่าอาร์เอ็นเอท่ีได้ยังคงมีการปนเปื้อนสารพวกพอลีแซค
คาไรด์และพอลีฟีนอลสูงกว่าการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธีที่  2 
(Barbier et al., 2019) อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบ
ระหว่างการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยสารละลาย CTAB ในพืชตระกูล
โกงกาง ซึ่งเป็นพืชที่มีสารทุติยภูมิต่าง ๆ ปริมาณมาก พบว่า
ปริมาณอาร์เอ็นเอที่สกัดได้มีปริมาณต่ ากว่าการสกัดอาร์เอ็นเอ
ด้วยวิธีที่ 2 ส่วนค่าการปนเปื้อนโปรตีน (OD260/280) พบว่าทั้ง
สองวิธีการสกัดให้ผลใกล้เคียงกัน (Rubio-Piña and Zapata-
Pérez, 2011) สารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอ
มักจะมีส่วนผสมของ CTAB, Polyvinyl pyrollidone (PVP) และ
เกลือที่มีความเข้มข้นสูง (sodium chloride, NaCl) (Chang et 
al., 1993) ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักของทั้ง 2 วิธีการ โดยสาร
เหล่านี้จะเข้าไปท าหน้าท่ีในการก าจัดโปรตีน สารประกอบฟีโนลิก 
และสารพวกพอลิแซคคาไรด์ รวมทั้งช่วยยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ RNase อีกด้วย  ท าให้อาร์เอ็นเอที่สกัดได้มีความบริสุทธ์ิ 
ไม่มีการปนเปื้อน (Ratanasut, 2018) โดยเฉพาะการสกัดอาร์เอ็น
เอด้วยวิธีการที่ 2 ท าให้อาร์เอ็นเอมีความบริสุทธิ์และได้ความ
เข้มข้นของอาร์เอ็นเอมากกว่าการสกัดด้วยวิธีการที่ 1 เนื่องจาก
วิธีการที่ 2 มีเกลือความเข้มข้นสูงกว่า ท าให้ CTAB เข้าไปรวมกับ
โปรตีนและพอลีแซคคาไรด์เป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่ไม่ละลาย
น้ า ขณะที่อาร์เอ็นเอละลายอยู่ในสารละลายท าให้สามารถแยก
อาร์เอ็นเอให้บริสุทธ์ิได้ (Zhang and Teng, 2008; Aiello et al., 
2010; Barbier et al., 2019) 

Method 1 Method 2 

28S rRNA 
18S rRNA 
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Figure 3 Amplification and melting curves for 18S rRNA and APX1 using RNA extracted by method 1 (n=3) 
 
 

 
 
Figure 4 Amplification and melting curves for 18S rRNA and APX1 using RNA extracted by method 2 (n=3) 

 
รวมทั้งความเข้มข้นของ PVP ที่สูงกว่ายังช่วยเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการก าจัดพอลีฟีนอลออกจากอาร์เอ็นเอ โดย PVP 
จะเข้าไปรวมกับพอลีฟีนอลด้วยพันธะไฮโดรเจน ท าให้สารพอลี-  
ฟีนอลแยกออกมาจากอาร์ เ อ็น เอได้  (Wang et al., 2005; 
Gambino et al., 2008; Dash, 2013) อีกหนึ่งขั้นตอนที่มีความ
แตกต่างกันได้แก่วิธีการที่ 2 มีการย่อยเซลล์ (cell lysis) อีกครั้ง
ด้วย 1% Sodium dodecyl sulphate (SDS) โดย SDS มีหน้าที่
ในการย่อยเยื่อหุ้มเซลล์และแยกกรดนิวคลีอิกกับโปรตีนออกจาก
กัน (Gani et al., 1999) ท าให้อาร์เอ็นเอที่ได้จากการสกัดด้วย
วิธีการที่ 2 มีการปนเปื้อนของโปรตีนน้อยกว่าวิธีการที่ 1 และมี
ปริมาณอาร์เอ็นเอที่ได้จากการสกัดมากกว่าวิธีการที่ 1 ด้วย และ
ในขั้นตอนของการตกตะกอนอาร์เอ็นเอ วิธีการที่  2 ท าการ
ตกตะกอนอาร์ เอ็น เอด้ วย  isopropanol ท า ให้ อาร์ เ อ็น เอ
ตกตะกอนทันทีเมื่อน าไปปั่นเหวี่ยง รวมทั้งโปรตีนและสาร
ปนเปื้อนอื่น ๆ ที่ละลายอยู่ในสารละลายส่วนใสสามารถก าจัด
ออกไปได้ง่ายอีกด้วย (Gambino et al., 2008; Rio et al., 2010) 
และในการน าไปท าปฏิกิริยา RT-qPCR พบว่า การสกัดอาร์เอ็นเอ
ที่สกัดได้จากทั้ง 2 วิธีการมีคุณภาพดีเพียงพอต่อการวิเคราะห์การ
แสดงออกยีนได้ อย่างไรก็ตามการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธีการที่ 2 

ให้อาร์เอ็นเอที่มีปริมาณสม่ าเสมอมากกว่าวิธีการที่ 1 เนื่องจากค่า 
Ct ซึ่งเป็นค่าที่ใช้ในการค านวณจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมายเริ่มต้น 
( initial DNA copy number)  ( Ratanasut, 2018)  มี ค ว า ม
ใกล้เคียงกัน การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยวิธีการ RT-
qPCR ต้องอาศัยความใกล้เคียงกันของอาร์เอ็นเอเริ่มต้นเป็นส าคัญ 
เพราะถ้าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้ไม่เท่ากันจะมีผลอย่างมากต่อการ
วิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน (Taylor et al., 
2018) นอกจากนั้นการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยวิธีการที่ 2 มีความ
ปลอดภัยต่อผู้ปฏิบัติงานมากกว่าเพราะไม่มีการใช้ phenol ที่มี
ความเป็นพิษท าให้มีอาการปวดหัว คลื่นไส้ และระคายเคือง
ทางเดินหายใจ (Sanprasert, 2020) อีกทั้งขั้นตอนในการสกัดก็ไม่
ซับซ้อนสามารถปฏิบัติตามได้ง่าย ใช้สารเคมีไม่มาก ท าให้ช่วย
ประหยัดค่าใช้จ่าย และใช้ระยะเวลาไม่นานในการสกัดอารเ์อ็นเอที่
มีคุณภาพสูง 

 
สรุป 

จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่า วิธีการสกัดอาร์เอ็น
เอวิธีที่ 2 เป็นวิธีการที่เหมาะสมในการสกัดอาร์เอ็นเอจากล าต้น
ยางพารา เนื่องจากให้อาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพดี ไม่มีการปนเปื้อน
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ของโปรตีน และมีความเข้มข้นสูง ท าให้อาร์เอ็นเอมีประสิทธิภาพ
ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-qPCR อีก
ทั้งยังเป็นวิธีการที่ง่าย สามารถปฏิบัติตามไดส้ะดวก และใช้เวลาใน
การสกัดไม่นาน เหมาะส าหรับการสกัดที่ใช้ตัวอย่างจ านวนมาก 
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