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โปรโตพลาสต์ (protoplast) หมายถึง เซลล์พืชท่ีผ่านกระบวนการย่อยเอาผนังเซลล์ (cell wall) ออก 
สามารถน ามาใช้สร้างลูกผสมท่ีไม่สามารถรวมกันได้ตามธรรมชาติ protoplast สามารถแยกได้จาก ใบ กลีบดอก 
ราก แคลลัส ละอองเกสร หรือ cell suspension แต่ท่ีนิยมได้แก่ ใบ และ cell suspension เนื่องจากเนื้อเย่ือมี
ผนังเซลล์ไม่หนาเกินไป และภายหลังการเพาะเล้ียงสามารถพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ได้ดี  

โดยท่ัวไปการเพาะเล้ียง protoplast นั้นจะต้องประกอบด้วยการแยก protoplast (protoplast 
isolation) การรวม protoplast (protoplast fusion) และการเล้ียง protoplast (protoplast culture) แต่
ส าหรับบทความนี้จะเป็นปฏิบัติการแยก protoplast เพื่อเป็นข้อมูลเบ้ืองต้นส าหรับผู้สนใจศึกษา หรือต้องการมา
อบรมในหลักสูตรเทคนิคการปรับปรุงพันธุ์พืช (protoplast) ซึ่งหน่วยงานได้จัดขึ้นเป็นประจ าทุกปี 

ส าหรับการแยก protoplast นั้น สามารถท าได้ 2 วิธี ดังนี้  
1. การแยกโดยวิธีกล (mechanical isolation) 
- แช่เนื้อเยื่อพืชในสารละลายน้ าตาล หรือเกลือของแคลเซียม/โปแตสเซียม ท่ีมีความเข้มข้นสูง  

(hypertonic solution) กว่าสารละลายภายในเซลล์  

- น้ าในเซลล์พืชจะถูกดึงออกมาภายนอกท าให้ protoplast หดตัวลง (plasmolysis) 
     - ตัดเนื้อเยื่อพืชเป็นช้ินบางๆ ให้เยื่อหุ้มเซลล์แยกออกจากผนังเซลล์ 

- แช่สารละลายท่ีมีความเข้มข้นน้อย (hypotonic solution) เป็นการลดแรงดันออสโมติกของสาร 
ละลายท่ีล้อมรอบช้ินส่วนพืช  

- เกิดการดูดน้ าเข้าไปภายในเซลล์ เซลล์ขยายขนาดใหญ่ขึ้น protoplast จะพองตัว และหลุดออกมา 
- วิธีนี้อาจได้ปริมาณ protoplast ออกมาน้อย เหมาะกับเซลล์ท่ีมีขนาดใหญ่  
2. การใช้เอนไซม์ 
เนื่องจากผนัง เซลล์ประกอบด้วย cellulose, hemi cellulose และช้ันระหว่างเซลล์ (middle 

lamella) ซึ่งมีเพกทิน (pectin) เป็นองค์ประกอบ จึงอาจต้องใช้เอนไซม์หลายชนิดร่วมกันเพื่อย่อยผนังเซลล์ 
เช่น cellulase, hemi cellulase และ pectinase ขั้นตอนการแยกด้วยเอนไซม์ มี 2 รูปแบบ คือ 

1) แยกทีละเอนไซม์ คือแยก cellulose ก่อนด้วย cellulase และแยก pectin ด้วย pectinase 
2) ใช้เอนไซม์ผสม คือแยก cellulose และ pectin ไปพร้อมๆ กันด้วย cellulase และ pectinase 
 

การแยกโปรโตพลาสต์จากใบเบญจมาศ  
- บทปฏิบัติการนี้จะต้องท าให้ตู้ปลอดเช้ือ (figure 2-A) และอุปกรณ์ทุกอย่างท่ีจะน ามาสัมผัสกับ 

protoplast จะต้องผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือ (autoclaved) แล้ว  
- การแยก protoplast จากใบเบญจมาศจะใช้ท้ังวิธีกล และการใช้เอนไซม์ร่วมด้วย โดยเอนไซม์ท่ีใช้คือ 

Cellulase R-10 ผสมกับ Pectolyase Y-23  
           - ใบเบญมาศนั้นจะต้องเป็นใบท่ีมีอายุ 5 สัปดาห์ ท่ีเล้ียงในอาหารท่ีไม่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต 

 



ซ่ึงขั้นตอนในปฏิบัติการแยก protoplast มีดังนี ้
1. ตัดใบเบญจมาศประมาณ 50 ใบ หรือประมาณ 1.0 กรัม ลงในจานแก้ว (petri dish) ขนาดเล็ก หยด  

washing solution* (สารละลายน้ าตาล และเกลือของแคลเซียมท่ีมีความเข้มข้นสูง ในท่ีนี่จะใช้ Mannitol ผสม
กับ CaCl2.2H2O)  2-3 หยด เพื่อให ้protoplast หดตัว  

2. วางใบทับซ้อนกันประมาณ 10 ใบ ซอยบางๆ โดยใช้ใบมีดโกนท่ีคม และผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว ตัดแยก 
ผนังเซลล์ออกจาก protoplast ระวังไม่ให้ protoplast ได้รับอันตราย  

3. เติม washing solution (สารละลายน้ าตาล และเกลือของแคลเซียมท่ีมีความเข้มข้นต่ า) 1-2 หลอด  
ให้ท่วมใบพืชท่ีหั่นละเอียด ท้ิงไว้ประมาณ 5 นาที เพื่อให้เกิดการดูดน้ าเข้าไปภายในเซลล์ เมื่อเซลล์ขยายขนาด
ใหญ่ขึ้น protoplast จะพองตัวหลุดออกมาจากผนังเซลล์ 

4. ดูด washing solution ท้ิง เติมเอนไซม์ Cellulase R-10 ท่ีผสมกับ Pectolyase Y-23 (figure 1- 
A) น าไปเขย่าเบาๆ บนเครื่องเขย่า (shaker) แบบวน ท่ีความเร็วรอบ 40 rpm นาน 2-3 ช่ัวโมง ระหว่างรอให้
ครบเวลาสามารถน าสารละลาย protoplast ไปศึกษาด้วยกล้องชนิดหัวกลับ (Inverted microscope) (figure 
2-C) เพื่อดูจ านวน protoplast ว่าออกมามากพอหรือยัง  

5. เมื่อครบ 2-3 ช่ัวโมง น าสารละลาย protoplast ไปกรองด้วยผ้ากรองท่ีมีรูขนาด 75 – 150 µm  
ท้ังนี้ขึ้นกับขนาดของ protoplast ของพืชแต่ละชนิด และล้างด้วย washing solution (figure 1-B) 

6. เมื่อได้ protoplast จ านวนมากพอน าไปป่ันเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ชนิดท่ีเป็น swinging 
bucket rotor (figure 2-B) ความเร็วรอบ 750 rpm เป็นเวลา 10 นาที แล้วดูดสารละลายด้านบนออกท้ิงด้วย 
pasteur pipette อย่างเบามือจะได้ protoplast ท่ีแยกส่วนอยู่ด้านล่าง (figure 1-C) 

7. เติม washing solution ลงไปประมาณ 2-3 หยด กระจาย protoplast ท่ีเกาะกันท่ีก้นหลอดบนฝ่า 
มืออย่างช้าๆ และเติม washing solution ลงไปอีก 1-2 หลอด จากนั้นท า resuspended โดยใช้ pasteur 
pipette  ดูดสารละลายเข้าและออก ให้ปลายหลอดจมอยู่ภายใต้สารละสาย อย่าให้เกิดฟองอากาศเพราะจะท า
ให ้protoplast แตก และได้จ านวนน้อย 

8. น า protoplast ไป centrifuge (figure 2-B) ท่ีความเร็วรอบ 750 rpm นาน 3 นาที เป็นจ านวน 
2-3 ครั้ง เป็นการล้างเอนไซม์ และ washing solution ออกจาก protoplast ระหว่างนั้นสามารถหยด 
protoplast บนสไลด์ไปศึกษารูปร่าง และจ านวนของ protoplast ได้ (figure 1-D) 

9. ท า protoplast ให้บริสุทธิ์ (protoplast purification) ด้วย sucrose 20 %  โดยหยอด protoplast 
ลงใน sucrose 20 % ซึ่งบรรจุใน vol. flask ขนาด 10 ml อย่างช้าๆ จากนั้นน าไป centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 
750 rpm เป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้ protoplast แยกช้ัน  

10. เก็บ protoplast ท่ีเกิดเป็น band ตรงกลางใส่ในหลอดทดลองท่ีมีฝาปิด เติม washing solution  
ลงไป 1 ml. แล้วน าไปหยดบนสไลด์นับเซลล์ Haemacytometer (figure 2-D) เพื่อนับจ านวน protoplast 

11. เติมอาหารลงไปเจือจางให ้protoplast มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม นั่นคือมี 1x105 protoplast/ml 
จากนั้นน าไปเล้ียงต่อไป 

 
 
 
 



       
 

           Figure 1  ข้ันตอนการแยก protoplast จากใบเบญจมาศ 
             A  ใบเบญจมาศแช่ในเอนไซม์                             B  การกรอง และการเก็บ protoplast 

       C  protoplast ที่ได้หลังจาก centrifuge               D  protoplast ที่ได้จากใบเบญจมาศ 

   
 

       
 

          Figure 2  เครื่องมือที่ใช้ในการแยก protoplast จากใบเบญจมาศ 

           A  ตู้ปลอดเชื้อ (Micro flow)                             B  เครื่อง Centrifuge (swinging bucket rotor) 
            C  กล้องชนิดหัวกลับ (Inverted Microscope)       D  สไลด์นับเซลล์ (Haemacytometer) 
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