
รายงานสรุปเน้ือหาและการน าไปใช้ประโยชน์จากการเข้าอบรม สัมมนา หรือประชุมวิชาการ 

 

ข้าพเจ้า  นางวรศิรา สุวรรณ   ต าแหน่ง นักวิทยาศาสตร์  สังกัด หลักสูตรพันธุศาสตร์  

ขอน าเสนอรายงานสรุปเนื้อหาและการน าไปใช้ประโยชน์จากการเข้าร่วมอบรมเชิงปฏิบัติการ เรื่อง 2-D 

Electrophoresis Principles เมื่อวันที่ 16-17 มกราคม 2556 ณ ห้องประชุมสุขุม อัศเวศน์ ช้ัน 3 และ

หอ้งปฏิบัติการศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 

ตามหนังสือขออนุญาตเดินทางไปราชการ เลขที่ศธ.0523.4.9.1/007 ลงวันที่ 16 มกราคม 2556  

ซึ่งการเข้าร่วมอบรมเชิงปฏิบัติการ ดังกล่าวข้าพเจ้าได้เลือกใช้งบประมาณการพัฒนาบุคลากรตามกรณีที่ 2  

ดังนัน้จงึขอน าเสนอสรุปเนือ้หาและการน าไปใช้ประโยชน์ของการอบรมเชงิปฏิบัติการ ดังตอ่ไปนี ้

 

รายงานการอบรมเชิงปฏิบัติการเรื่อง 2-D Electrophoresis Principles 

วันท่ี 17-18 มกราคม 2556 ณ ห้องประชุมสุขุม อัศเวศน์ และห้องปฏิบัติการศูนย์เทคโนโลยีชวีภาพ

เกษตร  

คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 
******************************************************************************** 

ปัจจุบันเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ได้เข้ามามีบทบาทในงานวิจัยจ านวนมาก โดยใช้ในงานด้าน DNA 

การจัดเรียงล าดับของเบสต่างๆที่แตกต่างกัน การโคลนนิ่ง การแสดงออกของยีน การศึกษารูปร่างลักษณะ

ของโมเลกุล กลไกการท างานต่างๆของโปรตีนที่มีในสิ่งมีชีวิต กลไกการท างานของโปรตีนกับโรค ฯลฯ และ

เทคนิคที่เป็นที่นิยมในนักวิจัยที่สนใจงานด้านโปรตีน หรือ Proteomics  เพื่อตรวจสอบ จ าแนก โปรตีนชนิดต่าง 

ได้แก่ เทคนิคเจลอิเลคโทรโฟริซีส (Gel electrophoresis)  

เทคนิคอิเลคโทรโฟริซีสม ี2 แบบ คอื แบบ one-dimension และ two -dimension  

1) แบบ one-dimension เป็นการแยกโปรตนีใน 1 มิติ โดยแยกโปรตนีภายใต้สนามไฟฟ้าด้วยวิธี 

SDS-PAGE มี polyacylamide gel เป็นตัวกลาง สามารถแยกโปรตนีได้ตามขนาดโมเลกุล 

2) แบบ two-dimension เป็นการแยกโปรตนีใน 2 มิติ โดยมิติแรกโปรตนีจะถูกแยกด้วยวิธี Isoelectric 

focusing (IEF) โดยอาศัยความต่างของ pI จากนั้นจงึแยกโปรตนีอีกครั้งในมิตทิี่สองด้วยวิธี SDS-

PAGE ซึ่งอาศัยความแตกต่างของน้ าหนักโมเลกุล 

 

การท าอิเลคโทรโฟรซิีสแบบ 2 มิติ (2-D gel electrophoresis) 

 

มิติที่ 1 การแยกโปรตีนด้วยวิธี Isoelectric focusing (IEF) 

เป็นวิธีการแยกโปรตนีที่มีประจุแตกต่างกันออกจากกัน ภายใต้สนามไฟฟ้า โดยมีตัวกลางเป็น gel ที่เท

บนแผ่นพลาสติกส าเร็จรูป (strip) มี pH เป็นแบบ gradient คือบริเวณขั้วบวกจะมี pH ต่ ากว่าขั้วลบ เมื่อเปิด

กระแสไฟฟ้าโปรตนีจะเกิดการเคลื่อนที่บนแผ่นเจล โดยโปรตีนที่มีค่า pH ต่ ากว่าค่า pI จะมีประจุเป็นบวกและ



เคลื่อนที่เข้าหาขั้วลบ เมื่อโปรตีนเคลื่อนที่ไปจะท าให้ค่า pH ลดลงจนกระทั่งค่า pH เท่ากับค่า pI ท าให้ประจุ

สุทธิเป็นศูนย์ โปรตนีจะหยุดเคลื่อนที่ ในทางกลับกันเมื่อโปรตนีมคี่า pH สูงกว่าค่า pI โปรตีนจะมีประจุเป็นลบ

และเคลื่อนที่เข้าหาขั้วบวก ดังนั้นโปรตีนแต่ละชนิดจะเคลื่อนที่เป็นแถบ (band)บนแผ่นเจลเข้าขั้วไฟฟ้าและไป

หยุดที่ค่า pH เท่ากับค่า pI 

 

มิติที่ 2 การแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 

เป็นวิธีการแยกโปรตีนโดยอาศัยความแตกต่างกันของขนาดโมเลกุล ภายใต้กระแสไฟฟ้า โดยมี 

polyacrylamide gel เป็นตัวกลาง เมื่อน าแผ่นเจล (strip) ที่ท าการแยกโปรตีนด้วยวิธี IEF มา equilibrate ด้วย 

SDS buffer เพื่อท าให้โปรตีนทั้งหมดมีประจุเป็นลบแล้ว น าแผ่นเจลดังกล่าววางบน polyacrylamide gel เปิด

กระแสไฟฟ้า โปรตนีจะเคลื่อนที่จากขั้วบวกเข้าสู่ขั้วลบ โดยโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่จะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่า

โปรตนีที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก     

 

ขั้นตอนการท าอิเลคโทรโฟรซิีสแบบ 2 มิติ  

1. เตรียมเจล (strip) ที่เทบนแผน่พลาสติกส าเร็จรูป และมี pH เป็นแบบ gradient ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง

ประมาณ 1-3 มิลลเิมตร 

2. ใส่โปรตนีตัวอย่างลงในหลุมบนแผ่นเจล (strip) เปิดกระแสไฟฟ้า โปรตนีจะเคลื่อนที่ตามประจุและจะ

หยุดเคลื่อนที่เมื่อ pH ของโปรตนี เท่ากับค่า pI 

3. น าแผน่เจล (Strip) มา equilibrate ด้วย SDS buffer เพื่อท าให้โปตีนทั้งหมดมปีระจุเป็นลบ 

4. วางแผน่เจล (Strip) บน polyacrylamide gel เปิดกระแสไฟฟ้า โปรตนีจะเคลื่อนที่จากขั้วลบไปขั้วบวก

ตามแนวตั้ง 

5. ย้อมส ีpolyacrylamide gel ซึ่งท าได้หลายวิธี เช่น การย้อมด้วย coomassie blue staining, colloidal 

coomassie staining, silver staining, fluorescent staining, fluorescent labeling ควรเลือกวิธีที่เหมาะ

กับตัวอย่าง เนื่องจากแตล่ะวิธีม ีsensitivity limit ที่แตกต่างกัน 

6. ถ่ายรูป และ scan รูปเจลซึ่งจะมีลักษณะโปรตีนเป็นจุดๆ หรอื spot บนแผ่นเจล ท าการวิเคราะหจ์ุด

ของโปรตนีที่ได้โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

7. ตัดโปรตนีที่สนใจบนแผ่นเจลโดยใช้ปลาย tip จิ้มบนแผ่นเจลใส่หลอด เพื่อน าไปวิเคราะห์โดยใช้ Mass 

spectrophotometry (MS) 

8. ท าการย่อยตัวอย่างโปรตนีใหเ้ป็น peptide ก่อน แล้วจงึน าเข้าเครื่อง MS เพื่อวิเคราะห ์peptide mass 

spectrum 

9.  เปรียบเทียบ peptide mass spectrum กับ database เพื่อดูว่าเป็นโปรตนีชนิดใด 
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(นางวรศิรา สุวรรณ) 
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ความคิดเห็นของผู้บังคับบัญชาชั้นต้น (ประธานหลักสูตร/เลขานุการคณะ/หัวหนา้งาน) 
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(ผูช่้วยศาสตราจารย์ ดร. แสงทอง พงษ์เจรญิกิต) 
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(ผูช่้วยศาสตราจารย์ พึ่งพร เนียมทรัพย์) 
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