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การเปรียบเทียบการสกัดอาร์เอ็นเอสามวิธีเพือ่ใช้ในการศึกษา 
การแสดงออกของยีนดว้ยเทคนิค RT-qPCR จากพืชวงศ์พริกไทย 

Comparison of Three RNA Extraction Methods for  
Gene Expression Analysis by RT-qPCR from Piperaceae Plants 
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บทคัดย่อ 
พืชในวงศพ์ริกไทยเป็นพืชสมุนไพรที่อยู่คู่สังคมไทยมานาน พบว่าสารเซสควิเทอร์ปีนซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์

ในพืชกลุ่มนี้มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่น่าสนใจ แต่มีราคาสูงเนื่องจากโครงสร้างโมเลกุลที่ซับซ้อน ท าให้ยากต่อการ
ผลิตโดยกระบวนการเคมี การใช้เทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วย จึงเป็นทางเลือกที่จะสามารถผลิตสารที่มีคุณภาพดี 
และราคาถูกได้ ในการนี้ต้องทราบการควบคุมการแสดงออกของยีนส าหรับเอนไซม์ในวิถีการสังเคราะห์สาร ซึ่ง
ต้องการอาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพดีแต่ปัญหาอุปสรรคที่พบในการสกัดอาร์เอ็นเอจากพืชวงศ์นี้คือ ในใบพืชมี
สารประกอบฟีโนลิคสูงและมีคลอโรฟิลล์สูง วัตถุประสงค์ของงานวิจัยช้ินนี้เพื่อที่จะหาวิธีการที่มีประสิทธิภาพที่จะ
สามารถสกัดแยกเอาอาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพสูงออกมาจากใบพลู ใบชะพลู และใบดีปลี จากการเปรียบเทียบวิธีสกัด
อาร์เอ็นเอโดยใช้ RNeasy Plant Mini kit (QIAGEN), TRIzol Reagent (Life technologiesTM) และ Easy-
REDTM Total RNA Extraction (iNtRON Biotechnology) พบว่าการใช้ชุด RNeasy Plant เป็นวิธีการที่มี
ประสิทธิภาพที่สุด สามารถสกัดอาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพสูง ปริมาณสม่ าเสมอ จากพืชทั้งสามชนิดที่ทดสอบ เมื่อน า
อาร์เอ็นเอไปวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-qPCR พบว่าอาร์เอ็นเอนี้สามารถใช้เป็นต้นแบบในการ
เพิ่มปริมาณทรานสคริปต์ของ Actin และ Sesquiterpene synthase ได้ ชุดสกัดอาร์เอ็นเอ RNeasy Plant จึง
เป็นวิธีการที่เหมาะสมส าหรับการสกัดอาร์เอ็นเอจากพืชวงศ์พริกไทยเพื่อใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนและ
การศึกษาพืชในระดับโมเลกุล 
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ABSTACT 
Piperaceae plants are medicinal herbs that coexist with Thai society for a long time. 

Sesquiterpenes, the active components of those plants, have pharmacological interest. 
However, the complexity of molecular structure makes them still be expensive. Biotechnology 
should be the better choice for high quality and cheap chemical production. To achieve that 
goal, the regulation of biosynthetic gene expression needed to be studied that requires high 
quality of RNA. However, high phenolics and high chlorophyll contents in leaves obstructed RNA 
isolation from Piperaceae. The aim of this work was to obtain the efficient method for RNA 
isolation from P. betle, P. sarmentosum and P. retrofractum leaf. By comparison between 
different methods, RNeasy Plant Mini kit (QIAGEN), TRIzol Reagent (Life technologies TM) and 
easy-RED TM RNA extraction (iNtRON Biotechnology), it was found that RNeasy Plant was the 
most efficient method. RNA isolated from RNeasy Plant method was high quality, integrity and 
equal amount from three tested plant species. Afterwards, RNeasy Plant - isolated RNA was 
further used for gene expression analysis using RT-qPCR technique. It was demonstrated that the 
RNA could be used as a template for Actin and Sesquiterpene synthase transcript amplification. 
Taken together, RNeasy Plant Mini kit was the ideal method for isolation of RNA from 
Piperaceae plants using for gene expression analysis and molecular study. 
 
ค าส าคัญ: พืชวงศ์พริกไทย  วิธีการสกัดอาร์เอ็นเอ  เทคนิค RT-qPCR 
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บทน า 

พืชในวงศ์พริกไทย (Piperaceae) ได้แก่ พลู (Piper 
betle Linn.) ชะพลู (Piper sarmentosum Roxb.) และ ดีปลี 
(Piper retrofractum Vahl.) เป็นต้น เป็นพืชสมุนไพรที่มี
สรรพคุณทางยามากมาย ตั้งแต่อดีตกาลถูกใช้ในต ารา
ยาไทย (Thai Pharmacopoeia) สามารถปลูกและ
เจริญเติบโตได้ดีในทุกครัวเรือน ทุกภาคของประเทศ
ไทย มีคุณค่าทั้งทางเศรษฐกิจ สังคม และวัฒนธรรม
ของคนไทยเป็นอย่างมาก พลูถูกใช้รับประทานพร้อม
ปูนแดงและหมาก ใช้ประกอบพิธีกรรมศักดิ์สิทธิ์ในงาน
บุญ ชะพลูถูกใช้รับประทานในอาหารประเภทแกง เป็น

ส่วนประกอบของอาหารเมี่ ยงค า ดีปลีถูกใช้เป็น
เครื่องเทศ เป็นต้น แต่คนรุ่นปัจจุบัน ไม่ค่อยเห็น
ความส าคัญของพืชวงศ์นี้  ดั งนั้นควรมีการศึกษา
เกี่ยวกับพืชกลุ่มนี้ให้มากขึ้น เพื่อให้เห็นถึงคุณค่าที่แฝง
อยู่ ท าให้สามารถใช้ประโยชน์จากความหลากหลาย
ทางชีวภาพของบ้านเราได้อย่างเต็มที่  โดยเฉพาะ
การศึกษาเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ บทบาท
ของสารในธรรมชาติ และกลไกการสังเคราะห์สารในพืช
ในระดับโมเลกุล ข้อมูลที่ได้จะเป็นประโยชน์ในการ
พัฒนาวิธีการเพิ่มการผลิตสารที่มีคุณภาพดี ราคาถูก 
และปริมาณเพียงพอต่อการที่จะน าไปประยุกต์ใช้
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ทางด้านการแพทย์ เภสัชวิทยา และทางด้านการเกษตร
ต่อไปได้ 

จากรายงานของฐานข้อมูลน้ ามันหอมระเหย
ไทย  แ ละ จ า ก ผล ก า ร ศึ ก ษ าขอ งค ณะ ผู้ วิ จั ย ที่
ท าการศึกษามาก่อนหน้านี้พบว่าองค์ประกอบทางเคมีที่
พบในน้ ามันหอมระเหยของพืชวงศ์นี้จะอยู่ ในกลุ่ม 
ฟีนิลโพรพานอยด์และกลุ่มเซสควิเทอร์ปีน (Qin et al., 
2010) ได้แก่ β-caryophyllene (Choopayak et 
al., 2010) สารนี้มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Gertsch et 
al., 2008; Ugusman et al., 2011) ต้านมะเร็ง 
(Zheng et al., 1992) มีฤทธิ์เป็นยาชาเฉพาะที่ 
(Ghelardini et al., 2001) และมีฤทธิ์ก าจัดจุลชีพ 
(Nalina and Rahim, 2007; Ramji et al., 2002) 
เป็นสารที่พืชใช้เพื่อข่มการเจริญเติบโตของพืชอื่น 
(allelopathy) (Pukclai and Kato-Noguchi, 2011)
ทั้งๆที่มีคุณค่ามากมาย แต่การใช้ประโยชน์จากสารใน
กลุ่มนี้ยังคงมีอยู่อย่างจ ากัด ข้อจ ากัดที่ส าคัญคือ ความ
ยากในการผลิต เนื่องจากโครงสร้างโมเลกุลที่ซับซ้อน
ท าให้การผลิตโดยกระบวนการทางเคมีท าได้ยาก เป็น
ผลให้ราคาของสารนี้ยังคงสูงอยู่ (β-caryophyllene 
ผลิตภัณฑ์ของ Sigma ราคาประมาณ 5,000 บาทต่อ
มิลลิลิตร) ดังนั้นการใช้เทคโนโลยีภาพเข้ามาช่วย ได้แก่ 
การใช้พืชเป็นแหล่งผลิตสาร หรือการให้แบคทีเรียเป็น
แหล่งของการผลิตสารที่ได้จากยีนของพืช จึงเป็น
ทางเลือกที่น่าสนใจ แต่การจะใช้เทคโนโลยีทางชีวภาพ
ได้นั้นจ าเป็นที่จะต้องเข้าใจถึงกระบวนผลิตสารในพืช
ก่อน ว่ายีนส าหรับเอนไซม์หลักของวิถีชีวสังเคราะห์ มี
ลักษณะโมเลกุลอย่างไร และมีกลไกการควบคุมการ
แสดงออกของยีนอย่างไร มีปัจจัยอะไรเป็นตัวควบคุม
การแสดงออกของยีน ยีนนั้นมีการแสดงออกเมื่อไหร่ 
แสดงออกที่ไหน เป็นต้น ข้อมูลพื้นฐานดังกล่าวจะ

สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการเพิ่มการผลิตสารด้วย
เทคโนโลยีชีวภาพได้ 

โดยเฉพาะอย่างย่ิงการศึกษาโดยใช้เทคนิค 
real-time quantitative polymerase chain 
reaction (RT-qPCR) ที่มีความไว (sensitivity) และ
ความจ าเพาะ (selectivity) สูงนั้น ต้องการอาร์เอ็นเอ
เริ่มต้นที่มีคุณภาพสูง มีความบริสุทธิ์ปราศจากสาร
ป น เ ปื้ อ น  (purity) มี ค ว า ม ส ม บู ร ณ์ ไ ม่ แ ต ก หั ก 
(integrity) มีปริมาณที่เพียงพอ และปริมาณที่ใกล้เคียง
กันในแต่ละตัวอย่างท่ีต้องการศึกษาเปรียบเทียบ ซึ่งท า
ให้เป็นปัญหาต่อการศึกษาพืชวงศ์พริกไทยในระดับ
โมเลกุล เนื่องจากพืชวงศ์นี้มีข้อจ ากัดที่เป็นปัญหาและ
อุปสรรคที่ส าคัญคือ ในเนื้อเ ย่ือส่วนใบของพืช มี
สารประกอบฟีโนลิคสูงและมีคลอโรฟิลล์สูง ท าให้
ปนเปื้อนออกมาพร้อมอาร์เอ็นเอส่งผลให้อาร์เอ็นเอนั้น
ไม่สามารถน าไปใช้ในการศึกษาระดับโมเลกุลต่อได้ 
ดังนั้นการหาวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอที่มีประสิทธิภาพจึง
เป็นขั้นตอนเริ่มต้นที่ส าคัญส าหรับการศึกษาพืชวงศ์
พริกไทยในระดับโมเลกุลต่อไป 
 งานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการ
สกัดอาร์เอ็นเอจากใบของพืชวงศ์พริกไทย 3 ชนิดคือ 
พลู ชะพลู และดีปลี โดยใช้วิธีการสกัด 3 วิธี คือ 1. 
RNeasy Plant (QIAGEN,Germany) 2. TRIzol 
Reagent (Life technologiesTM, USA) และ 3. easy-
REDTM (iNtRON Biotechnology, Korea) หลังจาก
นั้นวัดปริมาณและคุณภาพของอาร์เอ็นเอที่สกัดได้ ด้วย
เครื่อง Nanodrop spectrophotometer และท าการ
วิเคราะห์ใน agarose gel electrophoresis แล้วน า
อาร์ เอ็นเอไปวิ เคราะห์การแสดงออกของยีนหา
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณทรานสคริปของยีน 
sesquiterpene synthase (STS) ซึ่งเร่งปฏิกริยาการ
สังเคราะห์สารเซสควิเทอร์ปีนเทียบกับยีนควบคุม 



วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีที่ 41 ฉบับที่ 4 1033งานวิจัยงานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีท่ี 41 ฉบับท่ี 4 1033 
 
Actin (Actin) ซึ่งเป็น house keeping gene ส าหรับ
โปรตีนโครงสร้างซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวกับการเคลื่อนไหว 
และพบว่าการแสดงออกของยีนไม่ขึ้นอยู่กับปัจจัย
บ าบัดที่ใช้ในการทดสอบครั้งนี้ 
 
วิธีการด าเนินการวิจัย 
ตัวอย่างพืช 
 ตัวอย่างพืชที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้คือ ใบพลู 
ใบชะพลู และใบดีปลี ซึ่งได้มาจากพืชที่ปลูกในโรงเรือน
เพาะเลี้ยง ของคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 
จังหวัดพิษณุโลก โดยได้ท าการเก็บตัวอย่างใบพืชในช่วง
เดือนพฤษภาคม 2556 ท าความสะอาดด้วยน้ าประปา 
ซับให้แห้ง ช่ังตัวอย่าง 0.1 กรัม ห่อด้วยกระดาษ
อลูมิเนียม แล้วน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวก่อนที่จะ
น ามาสกัดอาร์เอ็นเอ 
การสกัดอาร์เอ็นเอ 

วิธี RNeasy Plant Mini kit 
 สกัดอาร์เอ็นเอตามคู่มือการสกัดจากบริษัท 
โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
1. บดใบพืชแช่แข็งในไนโตรเจนเหลว 0.1 กรัม ด้วย

โกร่ง จนได้เป็นผงละเอียดสีเขียวถ่ายผงใส่หลอด 
1.5 มล. 

2.  เติมบัฟเฟอร์ RLT 450 l ลงในหลอด ผสมอย่าง
แรงให้เข้ากันทันท ี

3.  ดูดสารผสมที่ได้ใส่ลงในคอลัมม์ QIA shredder 
spin 

4.  ป่ันด้วยความเร็ว 8000xg ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
2 นาที ดูดของเหลวที่ผ่านคอลัมม์ออกมาใส่หลอด
ใหม ่

5.  เติม 96% เอธานอลปริมาตรครึ่งเท่า ผสมให้เข้ากัน 
แล้วดูดสารผสมที่ใส่ในคอลัมม์ RNeasy Mini spin 

6.  ปั่นด้วยความเร็ว 8000xg ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
15 วินาที เก็บคอลัมม์ไปท าต่อ 

7.  เติมบัฟเฟอร์ RW1 700 l ลงในคอลัมม์ ปั่นด้วย
ความเร็ว 8000xg ที่อุณหภูมิห้อง 15 วินาที ทิ้ง
ของเหลว เก็บคอลัมม์ไปท าต่อ 

8.  เติมบัฟเฟอร์ RPE 500 l ลงในคอลัมม์ ปั่นด้วย
ความเร็ว 8000x g ที่อุณหภูมิห้อง 15 วินาที ทิ้ง
ของเหลว เก็บคอลัมม์ไปท าต่อ 

9.  เติมน้ าปราศจาก RNase ปริมาตร 50 l ลงใน
คอลัมม์ น าไปปั่นด้วยความเร็ว 8000x g ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 วินาที เก็บสารละลาย
อาร์เอ็นเอ 

วิธี TRIzol Reagent 
สกัดอาร์ เอ็นเอท าตามคู่มือการสกัดจาก

บริษัท โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
1. บดใบพืชแช่แข็งในไนโตรเจนเหลว 0.1 กรัม ด้วย

โกร่ง จนไดเ้ป็นผงละเอียดสเีขียว ถ่ายผงใส่หลอด 
1.5 มล. 

2.  เติมบัฟเฟอร์ Trizol 1 มล. ลงในหลอด ผสมอย่าง
แรงให้เข้ากันทันท ี

3.  น าไปปั่นที่ 12,000xg ที่อุณหภูมิ +4 °C เป็นเวลา 
10 นาที เก็บของเหลวใสส่วนบนถ่ายใส่หลอดใหม่ 

4.  เติมคลอโรฟอรม์ 0.2 มล. เขย่าอย่างแรง แล้ววาง
ไวท้ี่อุณหภมูิห้อง ประมาณ 3 นาที 

5.  น าไปปั่นที่ 12,000xg ที่อุณหภูมิ +4 °C เป็นเวลา 
15 นาที 

6.  ดูดของเหลวส่วนบนใส่หลอดใหม ่
7.  เติม isopropanol 0.5 มล. ผสมให้เข้ากัน แล้วตั้ง

ทิ้งไวท้ีอุ่ณหภูมิห้อง 10 นาที 
8.  น าไปปั่นที่ 12,000xg ทีอุ่ณหภูมิ +4 °C เป็นเวลา 

10 นาที เก็บตะกอนอาร์เอ็นเอ และลา้งตะกอน
ด้วย 70% เอธานอล ปรมิาตร 0.5 มล. 



KKU Science Journal Volume 41 Number 41034 Research1034 KKU Science Journal Volume 41 Number 4 Research 
 
9.  น าไปปั่นที่ 7500xg ที่อุณหภูมิ +4 °C เป็นเวลา 5 

นาที เทของเหลวท้ิง ระเหยของเหลวออก 
10. ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอในน้ าปราศจาก RNase

ปริมาตร 20 l 
วิธี easy-REDTM Total RNA Extraction 
สกัดอาร์ เอ็นเอท าตามคู่มือการสกัดจาก

บริษัท โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
1.  บดใบพืชแช่แข็งในไนโตรเจนเหลว 0.1 กรัม ด้วย

โกร่ง จนได้เป็นผงละเอียดสีเขียว ถ่ายผงใส่หลอด 
1.5 มล. 

2.  เติมบัฟเฟอร์ easy-REDTM solution 750 l ลง
ในหลอด ผสมอย่างแรงให้เข้ากันทันท ี

3.  วางหลอดไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 
4.  น าไปปั่นที่ 12,000xg ที่อุณหภูมิ +4 °C เป็นเวลา 

10 นาที เก็บของเหลวใสส่วนบนปริมาตร 400 l 
ใส่หลอดใหม่ 

5.  เติม 0.8M Sodium citrate/1.2M NaCl 250 l 
และ isopropanol 250 l ลงในหลอดผสมให้เข้า
กัน วางไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที 

6.  น าไปปั่นที่ 12,000xg ที่อุณหภูมิ +4 °C เป็นเวลา 
10 นาที เก็บตะกอนอาร์เอ็นเอและล้างตะกอนด้วย 
70% เอธานอลปริมาตร 0.5 มล. 

7.  น าไปปั่นที่ 7500xg ที่อุณหภูมิ +4 °C เป็นเวลา 5 
นาที เทของเหลวท้ิง ระเหยของเหลว 

8.  ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอในน้ าปราศจาก RNase
ปริมาตร 20 l 

การบ าบัดอาร์เอ็นเอหลังสกัด และการตรวจวิเคราะห์
อาร์เอ็นเอที่สกัดได้ 
1.  หลังจากได้สารละลาย RNA แล้ว น าอาร์เอ็นเอที่ได้

ไปบ าบัดด้วย DNase (Sigma, USA) และหยุด
ปฏิกิริยาด้วย stop solution ของชุด DNase 

2.  วิเคราะห์หาปริมาณและคุณภาพของอาร์เอ็นเอที่
สกัดได้ด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer และ
1% agarose gel electrophoresis 

3.  เก็บสารละลายอาร์เอ็นเอที่ –80 °C พร้อมส าหรับ
น าไปสังเคราะห์ cDNA 

การสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA) 
การสร้าง cDNA สายแรกจากอาร์เอ็นเอโดย

การท าปฏิกริยาในหลอดที่มีอาร์เอ็นเอ 500 นาโนกรัม 
ไพรเมอร์ Oligo dT12-18 (Invitrogen, USA) RiboLock 
RNase Inhibitor (Thermo Scientific, USA) และ
RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo 
Scientific, USA) หลังจากบ่มท่ี 42 °C เป็นเวลา 90 
นาที จะได้ cDNA ที่พร้อมส าหรับท า RT-qPCR 
การศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค Real-
Time quantitative PCR (RT-qPCR) 

โดยใช้ cDNA เป็นต้นแบบ ท าปฏิกริยาด้วย
ชุด iTaqTM Universal SYBR® Green Supermix 
(BIO-RAD, USA) และไพรเมอร์ที่จ าเพาะ โดย 1 
ตัวอย่าง ท าการเพิ่มปริมาณ 2 ยีน คือ ยีน Actin ใช้
เป็ น ยี นค วบคุ ม  และยี น  STS ส า ห รั บ เ อน ไ ซม์ 
sesquiterpene synthase ซึ่งเป็นยีนที่ต้องการศึกษา
การแสดงออก โดยในหลอดที่เพิ่มปริมาณยีนควบคุมจะ
ใช้ไพรเมอร์ Actin-F 5’-CATGAGACTACATACAACTCCATC-3’ 
และ Actin-R 5’-TCGTACTCAGCCTTGGCAATCCAC-3’ 
ส าหรับหลอดที่วัดการแสดงออกของยีน STS จะใช้ 
ไพรเมอร์ STS-F 5’-CGATATAGAAGGCATGTTGAGC-3’ และ 
STS-R 5’-CATGAGATTGACCTCCTTGC-3’ หลังจากผสม
ปฏิกิริยาเสร็จจะน าไปท าปฏิกิริยาในเครื่อง C1000 
Touch Thermal cycler รุ่น CFX96 Real-Time 
system (BIO-RAD, USA) โดยสภาวะที่ใช้ในการท า
ปฏิกิริยาคือ ที่อุณหภูมิ 96 °C เวลา 3 นาที แล้วต่อ
ด้วย 30 รอบของ 96 °C 10 วินาที 55 °C 10 วินาที 
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หลังจากนั้นเป็นการวัดจุดหลอมเหลวของผลิตภัณฑโ์ดย
ตั้งสภาวะที่ 95 °C เป็นเวลา 10 วินาที แล้วเพิ่มอุณหภูมิ
จาก 65 °C ถึง 95 °C โดยเพิ่มทีละ 0.5 °C เป็นเวลา 5 
วินาที หลังจากนั้นวิเคราะห์ผลที่ได้ด้วยโปรแกรม CFX 
managerTM version 3 การแสดงออกของยีน STS 
รายงานเป็นจ านวนเท่าของความสัมพันธ์ (relative 
normalized expression; ∆∆cq) ระหว่างยีน STS 
และยีนควบคุม Actin 

 

ผลการวิจัย 
 พืชวงศ์พริกไทยที่ใช้ในการศึกษา คือ พลู 
ชะพลู และดีปลี (รูปที่  1) ใบของพืชในวงศ์นี้มี
สารประกอบฟีโนลิคสูง และมีคลอโรฟิลล์สูง ท าให้เป็น
อุปสรรคต่อการสกัดอาร์เอ็นเอให้มีคุณภาพดีเพียง
พอที่จะน าไปใช้ในการศึกษาระดับโมเลกุลต่อได้ การ
วิจัยนี้ได้ท าการสกัดอาร์เอ็นเอ โดยเปรียบเทียบวิธีการ
สกัด 3 วิธีคือ วิธี RNeasy Plant Mini kit วิธี
TRIzol Reagent และวิธี easy-REDTM total RNA 
extraction พืชแต่ละชนิดจะท าการศึกษา 2 ซ้ า โดย
เก็บใบพืชจากพืชต้นเดียวกัน ที่ช่วงเวลาเดียวกัน และ

ใบพืชมีอายุ ขนาด ความสมบูรณ์ของใบเท่ากัน (รูปที่ 
1) 

เมื่อได้อาร์เอ็นเอแล้ว น าอาร์เอ็นเอที่ได้ไปวัด
ปริมาณ และคุณภาพโดยการวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสง
ท่ีความยาวคลื่น 230 260 และ 280 นาโนเมตร ด้วย
เครื่อง Nanodrop Spectrophotometer (ตารางที่ 
1) ผลที่ได้ แสดงให้เห็นว่าวิธี RNeasy Plant Mini kit
เป็นวิธีการที่สกัดอาร์เอ็นเอได้ดีจากพืชทั้ง 3 ชนิด  
อาร์เอ็นเอที่ได้มีปริมาณเพียงพอที่จะน าไปท า RT-q 
PCR ได้ มีความสม่ าเสมอ ปริมาณใกล้เคียงกันในการ
สกัดแต่ละครั้ง มีความบริสุทธิ์จากการปนเปื้อนของ
โปรตีนสูง ดูได้จากค่า OD260/280 ที่มีค่ามากกว่า 1.8 
จากค่า OD260/230 ที่มีค่ามากกว่า 1.0 แสดงว่ายังมี
การปนเปื้อนสารประกอบฟีโนลิคอยู่บ้างแต่ไม่สูงนัก 
ส าหรับวิธีการใช้ TRIzol Reagent และeasy-RED นั้น
พบว่าให้ผลในการสกัดที่ไม่สม่ าเสมอ อาร์เอ็นเอที่ได้
จากใบพลูและใบชะพลูมีทั้งที่ดีและไม่ดี มีเพียงบาง
ตัวอย่างเท่านั้นที่สามารถน าไปท า RT-qPCR ต่อได้ 
ในขณะที่สกัดอาร์เอ็นเอจากใบดีปลีได้ในปริมาณที่ต่ า
มากจนถึงไม่ได้เลยไม่เพียงพอที่จะน าไปท า RT-qPCR
ต่อได้ 

 

 
รูปที ่1 พืชที่ใช้ในการศึกษา (ก) พลู (ข) ชะพลู และ (ค) ดีปล ี

 
 
 
 

ก ข ค 
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ตารางที่ 1  ผลการสกัดอาร์เอ็นเอจากใบพลู ใบชะพลู และใบดีปลี ด้วยวิธี RNeasy Plant, TRIzol Reagent และ

easy-RED TM แต่ละตัวอย่างท า 2 ซ้ าจากตัวอย่างทีเ่ก็บจากธรรมชาติพร้อมกัน 

เนื้อเยื่อ RNA extraction method 
ปริมาณ คุณภาพ 

[RNA] ng/l OD260/280 OD260/230 

ใบพลู 

RNeasy Plant mini kit 108.88 2.25 0.83 
RNeasy Plant mini kit 118.47 2.24 1.04 

TRIzol Reagent 146.46 1.88 1.23 
TRIzol Reagent 81.08 2.17 0.27 

easy-RED RNA extraction kit 18.08 2.12 0.91 
easy-RED RNA extraction kit 16.85 2.12 0.51 

ใบชะพลู 

RNeasy Plant mini kit 112.02 2.16 1.06 
RNeasy Plant mini kit 129.24 2.18 1.07 

TRIzol Reagent 218.76 2.00 1.53 
TRIzol Reagent 64.23 2.04 0.81 

easy-RED RNA extraction kit 58.01 2.12 1.09 
easy-RED RNA extraction kit 39.7 2.12 0.65 

ใบดีปลี 

RNeasy Plant mini kit 126.55 2.18 1.15 
RNeasy Plant mini kit 126.93 2.19 1.11 

TRIzol Reagent 22.58 1.78 0.18 
TRIzol Reagent 53.11 1.97 0.78 

easy-RED RNA extraction kit 80.85 2.14 1.23 
easy-RED RNA extraction kit 0 0 0 

 

 
รูปที่ 2  ผลการวิเคราะห์อาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากใบ (ก) พลู (ข) ชะพลู (ค) ดีปลีโดยใช้วิธีการ RNeasy Plant 

Mini Kit, TRIzol Reagent และ easy-RED Reagent ใน 1% agarose gel electrophoresis แต่
ละตัวอย่างจะท า 2 ซ้ า 

 

     ) RNA               

RNeasy Trizol Easy Red

      ) RNA             

RNeasy Trizol Easy Red

    ) RNA               

RNeasy Trizol Easy Red
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นอกจากน้ันยังท าการวิเคราะห์อาร์เอ็นเอโดย
การท าอิเลคโทรโฟริซิสใน 1% agarose gel (รูปที่ 2) 
ผลจากเจลสอดคล้องกับผลการวัดอาร์เอ็นเอ ด้วย
เครื่อง Nanodrop ผลที่ได้เห็นชัดเจนว่าวิธี RNeasy 
นั้นสามารถสกัดอาร์เอ็นเอที่ดีได้จากพืชทั้ง 3 ชนิด  
อาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้มีคุณภาพดี ปริมาณเพียงพอ ขณะที่
วิธี TRIzol และวิธี easy-RED นั้นให้ผลอาร์เอ็นเอที่ไม่
สม่ าเสมอ บางครั้งได้ผลดี บางครั้งได้อาร์เอ็นเอที่มีการ
แตกหัก บางครั้งได้อาร์เอ็นเอปริมาณน้อยจนถึงน้อย
มากไม่เพียงพอที่จะน าไปศึกษาต่อ เมื่อน าอาร์เอ็นเอที่
ได้จากวิธีการสกัด RNeasy Plant ไปวิเคราะห์ต่อด้วย
การสร้าง cDNA แล้วน า cDNA ไปหาประสิทธิภาพของ
การท า real time โดยการเจือจาง cDNA ที่ใช้เป็น
ต้นแบบของปฏิกิริยาเป็นล าดับจาก 1:5 1:10 1:100 
และ1:1000 จากผล RT-qPCR ด้วยไพรเมอร์ส าหรับ

ยีน Actin ในรูปที่ 3ก และ ข แสดงให้เห็นว่าอาร์เอ็นเอ
ที่เจือจาง 1:5 และ 1:10 นั้นให้ผลใกล้เคียงกัน คือ 
สามารถใช้ทั้งสองความเข้มข้นท า PCR ได้ ในขณะที่
ความเข้มข้นที่ต่ าลงมาให้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่น้อยไม่
เหมาะสมที่จะใช้ในการวิเคราะห์ในขณะที่ผล RT-qPCR 
ด้วยไพรเมอร์ส าหรับยีน STS ในรูปที่ 3ค และ 3ง 
ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอที่เหมาะสมที่จะใช้วิเคราะห์
การแสดงออกของยีน STS นั้น ควรจะเป็น 1:5 
เนื่องจากความเข้มข้นท่ีต่ ากว่านี้จะให้ผลิตภัณฑ์ที่ต่ าลง
มามาก และจากการวิเคราะห์จุดหลอมเหลวของ
ผลิตภัณฑ์พบว่า ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากไพรเมอร์ Actin 
และ STS มีจุดหลอมเหลวที่ 81 °C และ 79 °C 
ตามล า ดับ ซึ่ งสอดคล้องกับจุดหลอมเหลวของ
ผลิตภัณฑ์ Actin และ STS ที่ควรจะเป็น 

 

 
รูปที่ 3  ผลการหาประสิทธิภาพของ RT-qPCR โดยใช้ cDNA ที่ได้จากอาร์เอ็นเอที่สกัดจากใบพลู โดยวิธี RNeasy 

Plant Mini kit แล้วน ามาเจือจางที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ ไม่เจือจาง (Un) เจือจางที่ความเข้มข้น 1:5 
1:10 1:100 และ 1:1000 ก่อนที่จะท า RT-qPCR ด้วยไพรเมอร์ส าหรับยีน Actin (ก และ ข) และ STS 
(ค และ ง) 
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เมื่อได้สภาวะที่ เหมาะสมส าหรับการท า 
qPCR แล้ว จึงได้ทดสอบกับตัวอย่างที่ต้องการทดสอบ
จริง โดยน าใบพลู ใบชะพลู และใบดีปลี ที่เก็บจาก
ธรรมชาติในช่วงเวลาต่าง ๆ ของวัน มาสกัดอาร์เอ็นเอ
ด้วยวิธี RNeasy Plant แล้วน าอาร์เอ็นเอมาท า RT-

qPCR พบว่าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้ และสภาวะที่ทดสอบ
นั้นสามารถใช้ในการวัดปริมาณการแสดงออกของยีน 
STS ได้ โดยวัดเป็นจ านวนเท่าความสัมพันธ์ระหว่างยีน 
STS กับยีน Actin (รูปที่ 4) 

 

 
Actin      STS ของพลู      STS ของชะพล ู     STS ของดีปล ี  

รูปที่ 4  ผลการท า RT-qPCR โดยใช้ cDNA ที่ได้จากอาร์เอ็นเอที่สกัดจากใบพลู ใบชะพลู และใบดีปลีที่เก็บจาก
ธรรมชาติในช่วงเวลาต่าง ๆ ของวัน (ก และ ข) จากใบพลู (ค และ ง) จากใบชะพลู (จ และ ฉ) จากใบ
ดีปลี 
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สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
 พืชวงศ์พริกไทยนั้น แม้ว่าจะมีคุณค่า และมี
ประโยชน์มากมาย แต่ยังไม่ค่อยมีการศึกษาในเชิงลึกใน
ระดับโมเลกุลมากนัก เท่าที่พบรายงานการวิจัยจะเป็น
การศึกษาเกี่ยวกับการสกัดดีเอ็นเอของพืชในวงศ์
พริกไทยหลายชนิด ได้แก่ พริกไทย (P. nigrum) พลู (P. 
betle) ชะพลู (P. sarmentosum) ดีปลี  (P. 
retrofractum) P. colubrinum, P. pendulispicum, 
P. ribesioides (Azevedo et al., 2003; Parker et al., 2007) 
แต่ยังไม่มีรายงานการศึกษาในระดับอาร์เอ็นเอ หรือ
การศึกษาการแสดงออกของยีนเลย อุปสรรคใหญ่ที่ท า
ให้ยังไม่มีการศึกษาอาร์เอ็นเอนั้น น่าจะเป็นเพราะ
ความยากในการที่จะสกัดอาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพดี 
ออกมาจากพืชวงศ์นี้ได้ เนื่องจากในใบของพืช มีสาร
ทุ ติ ย ภู มิ เ ป็ น อ ง ค์ ป ร ะ ก อบ ม า ก  ไ ม่ ว่ า จ ะ เ ป็ น
สารประกอบฟีโนลิค สารอินทรีย์ระเหยง่ายหรือสาร 
อัลคาลอยด์ เป็นต้น จากผลการตรวจวัดชนิดของ
สารอินทรีย์ระเหยง่ายในน้ ามันหอมระเหยจากใบของ
พลู ชะพลู และดีปลี จากจังหวัดพิษณุโลก โดยใช้
ตัวอย่างเดียวกับท่ีน ามาสกัดอาร์เอ็นเอในการศึกษาครั้ง
นี้ ด้วยวิธี GC-MS พบว่าสารประกอบหลักในน้ ามันจาก
ใบพืชทั้งสามชนิดเป็นสารประกอบฟีโนลิคน้ ามันพลูพบ 
isoeugenol 34.75% น้ ามันจากใบชะพลูพบ 
croweasin 22.62% และ isoeugenol 16.7% น้ ามัน
จากใบดีปลีพบ crowesin 22.6% (ข้อมูลยังไม่ได้
เผยแพร่) พบว่าสารเหล่านี้เมื่อถูกออกซิไดซ์จะเข้าจับ
กับอาร์เอ็นเออย่างถาวร โดยเฉพาะในขั้นตอนการสกัด
ที่ไม่มีประสิทธิภาพ สารออกซิไดซ์เหล่านี้จะเข้าจับกับ
อาร์เอ็นเอ และไม่สามารถก าจัดแยกสารปนเปื้อน
ออกไปได้ ท าให้อาร์เอ็นเอไม่บริสุทธิ์ไม่สามารถน า 
อาร์เอ็นเอนั้นไปใช้ต่อได้ ดังนั้นเพื่อท่ีจะให้ได้อาร์เอ็นเอ
ที่มีคุณภาพดี มีความบริสุทธิ์สูง และมีความสมบูรณ์ไม่

มีการแตกหักจากพืชวงศ์พริกไทยนั้น จ าเป็นที่จะต้อง
หาวิธีการที่มีประสิทธิภาพเหมาะสมส าหรับการสกัด
อาร์เอ็นเอจากผลการสกัดอาร์เอ็นเอจากพืชในวงศ์อื่นที่
มีปัญหาคล้ายกันคือมีสารทุติยภูมิสูง ได้แก่ องุ่น (Vitis 
rotundifolia Michx) (Louime et al., 2008; Reid 
et al., 2006) เมล็ดกาแฟ (Coffee Arabica) 
(Cordeiro et al., 2008) ผลลูกพีช (Prunus persica) 
(Meisel et al., 2005) สาหร่าย (Laminaria 
japonica) (Yoa et al., 2009) ใบพืชพื้นเมืองบราซิล 
(Cordeiro et al., 2008) และหนามของต้นไพน์ 
(Pinus pinaster Ait.) (Azevedo et al., 2003) 
พบว่าวิธีการในการสกัดที่เหมาะสมส าหรับพืชแต่ละ
ชนิดมีความแตกต่างกันโดยส่วนใหญ่แล้วจะใช้วิธีการที่
ต้องเตรียมน้ ายาสกัดเอง ซึ่งมีส่วนผสมของเกลือความ
เข้มข้นสูง CTAB และ PVP บางกรณีมีการใช้ LiCl ใน
กา รตกตะกอนอา ร์ เ อ็ น เ อ  ส่ วน ใหญ่ พบว่ า วิ ธี 
guanidium thiocyanate การใช้ phenol chloroform การ
ใช้ชุดน้ ายาส าเร็จรูป หรือชุดสกัดส าเร็จรูปมักไม่ประสบ
ความส าเร็จ จากความหลากหลายของวิธีการสกัด 
อาร์เอ็นเอ จากพืชที่มีสารทุติยภูมิสูงชนิดต่าง ๆ นั้น  
บ่งบอกว่าวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอมาตรฐานที่ใช้ออยู่
โ ด ย ทั่ ว ไ ป  ที่ ส กั ด บ น พื้ น ฐ า น ข อ ง  guanidine 
thiocyanate-phenol choloroform นั้น ไม่น่าจะ
เป็นวิธีการที่เหมาะสมในการสกัดอาร์เอ็นเอจากพืชวงศ์
พริกไทยได้ 

ทางกลุ่มผู้วิจัยจึงได้ท าการทดสอบหาวิธีการ
ที่มีประสิทธิภาพในการที่จะสกัดอาร์เอ็นเอจากพืชวงศ์
นี้  ที่มีคุณภาพดีเพียงพอที่จะน าไปใช้ท า  RT-
quantitative PCR ได้ เทคนิคนี้มีความไวและมี
ความจ าเพาะสูงในการวัดปริมาณการแสดงออกของยีน 
แต่ข้อเสียคือมีความไวต่อสารปนเปื้อนที่ติดมากับ 
อาร์เอ็นเอ ปฏิกิริยาจะถูกยับยั้งในสภาวะที่มีสาร
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ปนเปื้อนในอาร์เอ็นเอ ท าให้เป็นอุปสรรคในการศึกษา
วิเคราะห์เปรียบเทียบปริมาณระหว่างตัวอย่าง ปริมาณ
อาร์เอ็นเอเริ่มต้น และสารปนเปื้อนในอาร์เอ็นเอนั้นจะ
มีผลต่อการเพิ่มปริมาณผลิตภัณฑ์จากปฏิกริยาเป็น
อย่างมาก ในการศึกษาครั้งน้ีได้เปรียบเทียบวิธีการสกัด
จากชุดทางการค้า 3 ชุดคือ ชุด RNeasy Plant Mini 
Kit (QIAGEN, Germany) ซึ่งสกัดอาร์เอ็นเอบนพ้ืนฐาน
ของเยื่อ silica microspin technology และบัฟเฟอร์
ที่มีส่วนผสมของ guanidine-thiocyanate วิธีที่ 2 คือ 
น้ ายาสกัด TRIzol Reagent (Life technologies, 
USA) ซึ่งสกัดอาร์เอ็นเอ บนพื้นฐานของ guanidine 
thiocyanate-phenol-chloroform วิธีที่ 3 คือ น้ ายา
สกัด easy RED Total RNA extraction (iNtRON 
Biotechnology, Korea) ซึ่งสกัดอาร์เอ็นเอบนพื้นฐาน
เดียวกับ TRIzol 
 จากผ ลกา ร วิ เ ค ร า ะห์ อ า ร์ เ อ็ น เ อด้ ว ย 
nanodrop และ electrophoresis พบว่าวิธีการใช้ 
RNeasy Plant นั้นสกัดอาร์เอ็นเอได้จากทุกตัวอย่าง 
ในปริมาณเพียงพอและสม่ าเสมอส าหรับการน าไปท า 
cDNA และ qPCR ปริมาณอาร์เอ็นเอที่ใกล้เคียงกันนั้น
เป็นปัจจัยที่ส าคัญต่อการวิเคราะห์ด้วย qPCR เพราะ
ถ้าอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้ไม่เท่ากันจะมีผลต่อการวิเคราะห์
เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนเป็นอย่างมาก 
นอกจากนั้นการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยชุด RNeasy นั้นไม่
จ าเป็นต้องใช้เครื่องปั่นที่ควบคุมอุณหภูมิ ขั้นตอนใน
การท าก็ไมซับซ้อน ใช้เวลาท าเพียงแค่ 1 ช่ัวโมง ก็
สามารถสกัดเอ็นเอที่มีคุณภาพสูงได้ เหมาะที่จะใช้สกัด
อาร์เอ็นเอจากพืชในวงศ์พริกไทยซึ่งมีสารทุติยภูมิอยู่ใน
ปริมาณสูง ส าหรับวิธีการสกัดอาร์เอ็นเอโดยใช้แต่น้ ายา 
guanidine thiocyanate-phenol-chloroform ดังใน
วิธีการที่ 2 และ 3 นั้น พบว่ามีปัญหาต่อคุณภาพของ
อาร์เอ็นเอที่สกัดได้ ขั้นตอนที่ใช้ซับซ้อน ใช้เวลาในการ

สกัดนานกว่า ต้องใช้เครื่องปั่นตกตะกอนควบคุม
อุณหภูมิ และสารเคมีที่เป็นอันตราย เป็นผลให้ยากต่อ
การที่จะสกัดอาร์เอ็นเอที่มีคุณภาพสูง และปริมาณ
ใกล้เคียงกันได้ ท าให้วิธีการสกัดโดยใช้ TRIzol และ 
easy RED นั้นไม่เหมาะต่อการน ามาใช้กับพืชวงศ์
พริกไทย 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการใช้ชุด
สกัด RNeasy Plant Mini Kit นั้นมีประสิทธิภาพ 
สามารถน ามาใช้กับพืชในวงศ์พริกไทยที่น ามาทดสอบ
ทั้งสามชนิดอาร์เอ็นเอที่สกัดได้นั้นสามารถน ามาใช้ใน
การศึกษาระดับโมเลกุล โดยเฉพาะเทคนิคที่มีความไว
สูงอย่าง Real time PCR ได้ จึงน่าจะน าไปใช้ใน
การศึกษาระดับโมเลกุลโดยเทคนิคอื่น ๆ ได้อีก วิธีการ
นี้น่าจะเป็นทางเลือกส าหรับนักวิจัยที่ต้องการศึกษาพืช
วงศ์พริกไทยในระดับโมเลกุล โดยเฉพาะการศึกษาการ
แสดงออกของยีนได้เป็นอย่างดี 
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