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การเตรียมดีเอ็นเอสําหรับโคลน 
 

การโคลนหรือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอน้ันข้ันแรกตองเตรียมดีเอ็นเอกอน ที่ไดมาจาก
แหลงที่ตองการ จึงนํามาเชื่อมตอกับเวคเตอรเพ่ือใหไดดีเอ็นเอสายผสมแลวจึงนําไปถาย
ฝากลงในเซลลผูรับ ซ่ึงที่มาของดีเอ็นเอมี 3 แหลง คือ 

1. ดีเอ็นเอที่แยกไดจากเซลลเน้ือเยื่อของสิ่งมีชีวิต เปนดีเอ็นเอท้ังหมดของ
สิ่งมีชีวิตชนิดน้ัน เรียกวา Genomic DNA  

2. ดีเอ็นเอที่สังเคราะหข้ึนจากเอ็มอารเอ็นเอ เรียกวา Complementary DNA หรือ 
cDNA โดยสรางอารเอ็นเอในอวัยวะหน่ึงในชวงหน่ึงของชีวิต 

3. ดีเอ็นเอที่สังเคราะหข้ึนโดยวิธีทางเคมี หรือใชเอ็นไซม หรือใชรวมกันทั้งวิธีทาง
เคมีและใชเอ็นไซม 

การเตรียมดีเอ็นเอจากเซลล เตรียมไดจากหลายแหลงอาจมาจากพืชหรือสัตว
ช้ันสูง ถาตองการดีเอ็นเอที่มีขนาดโมเลกุลใหญแลวตองนําไปโคลน หรือนําไปวิเคราะห
โดยวิธี Southern blot น้ันคือเตรียมดีเอ็นเอใหไดขนาดไมตํ่ากวา 100-200 กิโลเบส (kb) 
แลวนําไปแยกดวยวิธี อิเล็คโทรโฟริซิส ในอะกาโรสเจล 

ดีเอ็นเอจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเตรียมไดจากตับ มาม หรือ ไต ซ่ึงโดยทั่วไปนิยม
เตรียมจากมามเพราะไดดีเอ็นเอ บริสุทธิ์ในปริมาณมาก โดยเตรียมจากเนื้อเยื่อสดทันที
หรือตัดเปนช้ินเล็กๆ แลวใสลงในไนโตรเจนเหลว จึงนําไปเก็บไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ –80 
OC การเก็บเน้ือเยื่อโดยวิธีน้ีเก็บไดนานกวา 1 ป นอกจากนี้อาจเตรียมดีเอ็นเอจากเลือด 
หรือ จากเซลลที่เลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงก็ได 
 การเตรียมดีเอ็นเอจากพืช เตรียมไดจากเนื้อเยื่อตางๆ เชน ใบ กิ่ง ใบเลี้ยง ตนออน และ
กลุมเซลลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  โดยนําสวนของพืชมาบดในไนโตรเจนเหลว 
แลวใสบัฟเฟอรสําหรับสกัดดีเอ็นเอที่ประกอบดวยสารดีเทอรเจนต เชน SDS และจึงเติม 
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สารโปแตสเซียมอะซิเตท ที่มีสมบัติเปนกรด เพ่ือใหสวนตางๆของพืชตกตะกอน แลวจึง
นําสวนของเหลวดานบนมากรอง แลวจึงตกตะกอนโดยใชแอลกอฮอล เม่ือไดดีเอ็นเอแลว
นําไปตรวจสอบขนาดโดยอิเล็คโทรโฟริซิสและหาปริมาณดีเอ็นเอ โดยวัดจากคาการดูด
แสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร  
การเตรียมดีเอ็นเอจาก mRNA 
 การเตรียมดีเอ็นเอโดยวิธีน้ีไดมาจาก mRNA ซ่ึงเปนผลผลิตของยีนบางยีนที่มีการ
แสงออกในบางชวงเวลา และในอวัยวะหนึ่งเทานั้น ดีเอ็นเอท่ีไดจากการลอกรหัสมาจาก 
mRNA จะเปนสวนของยีนที่ไมมีอินทรอน เพราะmRNA ที่อยูในไซโตรพลาสซึมไดผาน
การตัดแตงเอาอินทรอน ออกเรียบรอยแลว ดีเอ็นเอที่ไดจากการลอกรหัสมาจาก mRNAน้ี
เรียกวา Complementary DNA หรือ cDNA ตองอาศัยเอนไซมหลายชนิด ข้ันแรกตอง
ศึกษาวายีนที่สนใจนั้นแสดงออกในอวัยวะใด และในชวงเวลาใด แลวจึงแยกสกัด mRNA 
จากเซลลดังกลาวมาใชเปนตนแบบในการสังเคราะห cDNA โดยใชเอนไซม reverse 
transcriptase เร่ิมตนโดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดที่ประกอบดวยเบสT หลายๆ เบสเปนไพร
เมอร เขาไปเกาะที่ปลาย 3’ ของ mRNA ดวยพันธะไฮโดเจนระหวางเบส T และ A จึง
สังเคราะห cDNA สายแรกในทิศทาง 5’ ไป 3’ โดยใชเอนไซมreverse transcriptase 
 
การสังเคราะหดีเอ็นเอโดยวิธีทางเคมี 

การสังเคราะหดีเอ็นเอในปจจุบัน สรางไดถึง 50 นิวคลีโอไทด ถาทราบลําดับ
กรดอะมิโนของยีนดังกลาวจะสังเคราะหเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดสายเดี่ยวสั้นๆ ที่ตอเน่ือง
ทั้งสองสาย และมีลําดับเบสที่ซอนกันในสายที่มีเบสเปนคูสมนั้น แลวจึงเช่ือมตอโอลิโกนิ
วคลีโอไทดเหลานี้โดยใชเอ็นไซม DNA ligase  

การสังเคราะหโอลิโกนิวคลีโอไทดมีหลายวิธีแตวิธีที่ใชกันอยางกวางขวางและมี
การผลิตเคร่ืองสังเคราะหดีเอ็นเอแบบอัตโนมัติ ในทางการคามี 2 วิธี คือ วิธี Phosphate 
triester และวิธี Phosphite triester ทั้งสองวิธีมีหลักการคลายกันคือ ตอนิวคลีโอไทดเขา
ไปในสายที่ละหน่ึงโมเลกุล โดยขั้นตอนแรกตองปองกันไมใหหมูที่เขาทําปฏิกริยาไดงาย
น่ันคือ ตองปองกันหมูอะมิโน ของเบส A C และ G ไมใหเกิดปฏิกริยาได โดยเติมหมู 
benzoyl เขาที่เบส A และ C และเติมหมู isobutyryl เขาที่เบส G เม่ือส้ินสุดการสังเคราะห
แลว หมูที่ปองกันเบสกําจัดออกไดโดยใชดางออนและหมู dimethoxytrityl กําจัดออกได
โดยยอยดวยกรดอยางออน 
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เวคเตอร  

หลักการโคลนยีน คือการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอท่ีตองการใหไดปริมาณมากเพื่อ
ตองการศึกษาหรือวิเคราะหตอไป แตช้ินดีเอ็นเอท่ีตองการน้ันไมสามารถเพิ่มจํานวนได
ดวยตัวเองในเซลลผูรับ จึงตองนําช้ินดีเอ็นเอดังกลาวมาตอเขากับดีเอ็นเออื่น ที่สามารถ
จําลองตัวไดในเซลลผูรับคือดีเอ็นเอท่ีเปนพาหะหรือเวคเตอรน่ันเอง 
พลาสมิด(Plasmid)  

พลาสมิดเปนดีเอ็นเอท่ีอยูนอกโครโมโซมพบในแบคทีเรียหลายชนิดมีโครงสราง
เปนวงแหวนเกลียวคูมีขนาดตั้งแต 1,000 คูเบสจนถึงมากกวา 200,000 คูเบส พลาสมิดมี
สมบัติเปนหนวยที่จําลองตัวได และเกิดความตานทานตอยาปฏิชีวนะได การแยกพลาสมิ
ดออกมาจากเซลลเดิมกอนแลวสงถายเขาสูเซลลใหมโดยทําใหเซลลผูรับเกิดการ
เปลี่ยนแปลงที่ผนังเซลล (Competent cell)และรับดีเอ็นเอจากภายนอกโดยกระบวนการ 
transformation ตัวอยางพลาสมิดที่ใชเปนเวคเตอรไดแก pBR322 และ pUC18, pUC19  
ฝาจแลมบดา(Lambda phage) 

เปนดีเอ็นเอเกลียวคูขนาด 48,500 คูเบสมีการดํารงชีวิตได 2 แบบ คือ  
1. Lytic pathway โดยดีเอ็นเอของไวรัสที่เขาไปในเซลลแบคทีเรีย แลวทําใหเซลล
แบคทีเรียแตกแลวปลอยอนุภาคไวรัสออกมา 
2.Lysogenic pathway โดยดีเอ็นเอของไวรัสซึ่งจับตัวกันเปนวงแหนวจะไปเกาะกับ
โครโมโซมของแบคทีเรียแลวแลกเปลี่ยนช้ินสวนของดีเอ็นเอทําใหจีโนมของฝาจแทรกตัว
เขาไปอยูในโครโมโซมของแบคทีเรีย เม่ือมีการจําลองโครโมโซมของแบคทีเรีย ฝาจก็จะ
จําลองโมเลกุลแลวสงตอไปยังเซลลลูกดวย 

ตัวอยางของฝาจแลมบดา ไดแก λgt10 , λgt11,λ2001 และ M13 
คอสมิด(Cosmid) 

คอสมิดมีสวนของดีเอ็นเอที่เปนจุดเริ่มตนของการจําลองตัวเองในแบคทีเรีย มียีน
เครื่องหมายสําหรับคัดเลือกเซลลที่ไดรับเวคเตอรน้ีและมี cos site ของฝาจแลมบดา เพ่ือ
ชวยใหสามารถบรรจุดีเอ็นเอลงในโปรตีนหอหุมของฝาจแลมบดาได ไดแก คอสมิด pJB8 
การโคลนยีน 

การสรางดีเอ็นเอ library ดีเอ็นเอที่แยกไดทั้งหมดจากเซลลนํามาตอกับเวคเตอร
และถายลงในเซลลผูรับก็จะไดประชากรของเซลล หรือของฝาจที่มีช้ินดีเอ็นเอตางๆ ที่มา
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จากสิ่งมีชีวิตที่แยกสกัดดีเอ็นเอมาไดทั้งหมดเรียกวา Genomic library สวนดีเอ็นเอท่ี
สังเคราะหข้ึนจาก mRNA เม่ือนํามาตอกับเวคเตอรและถายฝาจลงสูเซลลแลวจะได cDNA 
library ขนาดของ library จีโนมของคนมีขนาดประมาณ 3 x 10 6 kb  
การเชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอกับเวคเตอรมี 3 วิธี คือ  

1.เช่ือมตอดีเอ็นเอปลายเหนียวที่เกิดจากการตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ
(Cohensive end ligation) 

2.เช่ือมตอดีเอ็นเอปลายทู(Blunt end ligation) 
3.การเชื่อมตอดีเอ็นเอท่ีมีปลายเปนเบสคูสมที่เกิดจากการตอเบสชนิดเดียวกันเขา

ไปที่ปลาย 3’ ของดีเอ็นเอโมเลกุลหน่ึง โดยเอนไซม terminal deoxynucleotidyl 
transferase 
การตรวจหาโคลนที่ตองการ สามารถทําไดดังข้ันตอนดังตอไปน้ี 

ผลที่ไดจากการตัดตอช้ินดีเอ็นเอเขากับเวคเตอรแลวนําเขาสูเซลลผูรับคือ 
ประชากรของเซลล หรือ ประชากรของฝาจที่มีช้ินดีเอ็นเอตางๆกัน เปน library หรือ 
gene bank วิธีการตรวจหาโคลนที่ตองการของเซลลทั้งหมดนั้นทําไดหลายวิธีคือ  
คัดเลือกจากฟโนไทป (Phenotypic selection) 

ถายีนที่สอดใสเขาไปในเวคเตอรแสดงออกไดในเซลลผูรับน้ัน และลักษณะที่
ปรากฏแตกตางไปจากลักษณะของเซลลผูรับเดิม ก็สามารถคัดเลือกโดยวิธีน้ีได ทั้งน้ีใน
การโคลนยีนตองเลือกใชเวคเตอรที่เอื้ออาํนวยใหยนีสามารถแสดงออกไดในเซลลผูรับเชน 
expression vector  
ตรวจหาโดยวิธีอิมมูโนเคมี (immunochemical screening) 

ทําไดเม่ือโคลนที่ตองการแสดงออกไดโดยผลิตโพลีเพพไทด หรือโปรตีนที่ถูกตอง
คลายกับวิธีแรก แตโปรตีนดังกลาวไมแสดงฟโนไทปที่เดนชัดไมสามารถจะคัดเลือก
โดยตรงได แตตองมีแอนติบอดี ตอโปรตีนน้ีเตรียมพรอมอยูกอน แลวตรวจสอบโปรตีนที่
เซลลผลิตข้ึนโดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะกับโปรตีนที่ตองการนั้น 
การตรวจหาโดยวิธีการ Nucleic acid hybridization 

การคัดเลือกโคลนโดยวิธน้ีีใชเม่ือโคลนที่ตองการไมแสดงลักษณะใดๆ อาจจะผลิต
โพลีเพพไทดจําเพาะไดหรือไมก็ตามและอยูในเวคเตอรใดก็ได โดยใชดีเอ็นเอหรืออารเอ็น
เอที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับสวนหน่ึงสวนใดของช้ินดีเอ็นเอแยกนั้นเปนตัวตรวจสอบ เรียก
ดีเอ็นเอ หรือ อารเอ็นเอท่ีใชตรวจสอบน้ีวา Probe  
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การประยุกตใช 
1.พันธุวิศวกรรมทางการศึกษาวิจัย เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมสามารถนํามาใช

อธิบายกลไกตางๆในเซลล เชน การแสดงออกของยีน ปฏิกริยารวมระหวางโปรตีน และ
ลําดับเบสจําเพาะของดีเอ็นเอ การทํางานของยีนและเอนไซมบางชนิดในเซลล พัฒนาการ
และวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต 

2.พันธุวิศวกรรมทางอุตสาหกรรมและสิ่งแวดลอม การโคลนยีนน้ันวัตถุประสงค
อยางหน่ึงคือ พยายามใหยีนนั้นแสดงออก หรือ สรางผลผลิตไดในเซลลผูรับ ผลผลิตยีน
ดังกลาวนี้ไดแก อุตสาหกรรมยา การผลิตวัคซีน ผลิตสารที่เปนสวนผสมในอาหาร ผลิต
โปรตีนเซลลเดียว สวนที่เกี่ยวของกับสภาพแวดลอม เชน การสรางแบคทีเรียที่ยอยสลาย
หางนมและของเสียบางชนิด 

3.พันธุวิศวกรรมทางการเกษตร เขามามีบทบาทตอการปรับปรุงพันธุพืชและสัตว 
เชน การเพิ่มผลผลิตนํ้านม การสรางยีนตานทานโรคพืช และสัตว การสรางพืชตานทาน
แมลง เปนตน 

4.พันธุวิศวกรรมทางการแพทย เชน การทํายีนบําบัดในผูปวยที่เปนโรคมะเร็ง 
การวินิจฉัยโรคโดยใชเทคนิค PCR การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA figerprint) 
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ปฏิบัติการที่ 1 
การเพลทหองสมุดซีดีเอ็นเอ 

( Plating λgt 11 cDNA library ) 
 

 ปฏิบัติการนี้จะไดทราบวิธีการเพาะเลี้ยง λgt 11 ในเซลลใหอาศัย ( E.coli strain 

Y 1090 ) และการไตเตรทจํานวนอนุภาค λgt 11 ที่มีอยูในหองสมุดซีดีเอ็นเอ 
วัสดุและอุปกรณ 

1. หองสมุดซีดีเอ็นเอในเวคเตอร λgt 11เปนหองสมุดซีดีเอ็นเอ ซ่ึงสังเคราะห
จาก mRNA ที่สกัดจากละอองเรณูของขาว 

2. เช้ือ E.coli Y1090 
3. อาหารเลี้ยงเช้ือ LB medium 

4. อาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar+amplicillin (100μg/ml ) 
5. top agarose 
6. 1 M MgSO4   

7. amplicillin (100μg/ml ) 
8. 20% maltose 
9. SM buffer 
10. หลอดไมโครเซนตริฟวจ หลอดเซนตริฟวจขนาด 50 ml และ 15ml 
11. automatic pipettesและ pipette tips 
12. ตูถายเช้ือแบบไบโอฮาซาด 
13. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 
14. ตูเลี้ยงเช้ือ 
15. อางน้ําอุน 
16. เตาไมโครเวฟ 

วิธีทํา 
ข้ันตอนที่ 1  การสตีคเชื้อ E.coli Y1090 
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 ทําการสตรีคเช้ือ E.coli Y1090 ซ่ึงเปนเซลลใหอาศัยสําหรับฝาจ λgt 11 จาก 

glycerol stock บนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar+amplicillin (100μg/ml ) เลี้ยงเช้ือในตูเลี้ยง

เช้ือที่อุณหภูมิ 37 ° C เปนเวลาหนึ่งคืน ( 16-18 ช่ัวโมง ) 
ข้ันตอนที่ 2  การเตรียมเซลลใหอาศัย E.coli Y1090 

1. ยายเชื้อ E.coli Y1090 หน่ึงโคโลนีจากจานวุนไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ  

LB medium ที่มี amplicillin (100μg/ml ), MgSO4  mM และ 0.4%maltose (เตรียมโดย

ใส amplicillin (100μg/ml ) จํานวน 10 μl, 1 M MgSO4  จํานวน 100 μl, 20%moltose 

จํานวน  200 μl ลงใน LB medium จํานวน  10 ml) เขยาขามคืนที่ 37 ° C 
2. วันรุงข้ึนยาย overnight culture จํานวน 1ml ไปใสใน LB medium   ที่มีสารชื่อ 

amplicillin (100μg/ml ), MgSO4  mM และ 0.4%maltose จํานวน 10 ml เขยาที่อุณหภมิู 

37 ° Cเปนเวลา 2-3 ช่ัวโมงจนกระทั่งไดคา OD600 ประมาณ 0.6-0.8 
2. แชเซลลในกระบะน้ําแข็ง เปนเวลาประมาณ 15 นาที 
3. นําเซลลไปทําใหตกตะกอนโดยปนเหว่ียงใน refrigerated centrifugeที่ 3,000  

rpm เปนเวลา 15 นาที 
4. เทอาหารเลี้ยงเช้ือทิ้งไป แลวละลายตะกอนเซลลดวย 10 mM MgSO4      (เย็น 

จัด) จํานวน 3 ml แชเซลลในนํ้าแข็งจนกวาจะถึงเวลาใช 
 
ข้ันตอนที่ 3  การทํา dilution series ของ cDNA library 
 ตองทํา cDNA library ใหเจือจางแลวจึงนํามาผสมกับเช้ือ E.coli Y1090  ซ่ึงเปน
เซลลเจาบานกอนที่จะนําไปเพาะเลี้ยงในจานวุน 

1. แบง λgt 11 cDNA library จาก stock จํานวน 5 μl 

2. เติม SM buffer ลงไป 95 μl ( dilution ที่ 1 ) 

3. แบง dilution ที่ 1 มา 5 μl ใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจอีกหลอดหนึ่งแลวเติม 

SM buffer ลงไป 95  μl ( dilution ที่ 2 ) 
     4. ทําซ้ําขอ 2 และ 3 จนถึง  dilution ที่ 5 
 
 



  

382 AG 103 

ข้ันตอนที่ 4  การเพลท λgt 11 cDNA library 
1. นําหลอดเซนตริฟวจขนาด 15 ml มา 6 หลอด 

2. หลอดที่ 1 ใส SM buffer ลงไป 50 μl 

3. ใส diluted  λgt 11 cDNA library  dilution 1 ถึง dilution 5 ละ 50 μl ใสลงไปใน 
หลอดที่ 2 ถึงหลอดที่ 6 ตามลําดับ 

4. ใสเซลล E.coli Y1090 ที่เตรียมไวในข้ันตอนที่ 2 ลงไปในหลอดที่ 1 ถึง หลอดที่ 6  

หลอดละ 150 μl 

5. นําหลอดเซนตริฟวจทั้ง 6 หลอดไปแชในอางน้ําอุน 37 ° C เปนเวลา 30 นาที  

เพ่ือใหฝาจ λgt 11  absorb กับ host cell 

6.  เติม top agarose เหลว ( 3.5 ml ) อุณหภูมิประมาณ 45-50 ° C ลงไปในหลอด 
เซนตริฟวจ เขยาใหเขากันแลวเทลงบนจานวุน   ( LB+amplicillin )     ( ข้ันตอนนี้ตองทํา
อยางรวดเร็ว ตองเท top agarose     และเกลี่ย  top agarose ใหทั่วพื้นผิววุน กอนที่ top 
agarose จะแข็งตัว   ดังน้ันจึงตองนําจานวุนที่จะใชไปทําใหอุนกอนโดยนําไปใสในตู

เพาะเลี้ยงเช้ือลวงหนา 37°C ประมาณ 2-3 ช่ัวโมงกอน ที่จะทําขั้นตอนน้ี ) 

7. นําจานวุนทั้ง 6 ใบ ไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 ° C เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
8. วันรุงข้ึนนับจํานวนพลากใส ( plaques )       ที่เกิดจากการเจริญเติบโตแบบ lytic  

cycle ของ λgt 11 แลวคํานวณหาจํานวน λgt 11 ที่มีอยูใน stock cDNA library มีหนวย
เปน pfu/ml ( plaque forming units/ml ) 

 
ปฏิบัติการที่ 2 

การเพิ่มจํานวนแบคทิริโอฝาจแลมดา 
(Preparation of higher Phage lysate) 

 
 จากปฏิบัติการที่ไดเพลท cDNA libraly เรียบรอยแลวจะไดพลาก (plagues) 

จํานวนมากบนจานวุน พลากแตละพลากจะมีฝาจ  λgt11 อยูเปนจํานวน 105 – 106 

อนุภาคขึ้นอยูกับขนาดและความสมบูรณ พลากแตละพลากคือโคลนของλ gt11 ซ่ึงมี

จีโนมเปนดีเอนเอสายผสม (recombinant DNA) ระหวาง DNA ของ λgt11 กับ cDNA 
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ของขาว ในบทปฏิบัติการนี้จะใหสุมเอาพลากมาเพียงสองพลากแลวนํามาเพิ่มจํานวนให
ไดจํานวนมากพอที่จะสกัดเอาดีเอนเอมาทําการศึกษาตอไป 
วัสดุและอุปกรณ 

1. จานวุนที่มี cDNA library      จากปฏิบัติการที่ 2 เลือกเอาจานที่มีจํานวนพลากไม 
มากเกินไปไมนอยเกินไปและพลากหางกันพอสมควร 

2. เช้ือ E.coli.Y1090 ซ่ึงเปนเซลลใหอาศัย (host cell) 
3. อาหารเลี้ยงเช้ือ LB medium 
4. อาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar+ampicilin 
5. ampicilin 100 mg/ml 
6. 20% maltose 
7. 1M MgSO4 
8. 1M CaCl2 
9. SM buffer 
10. Top agarose 
11. หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
12. หลอดเซนตริฟวจขนาด 15 และ 50 ml 
13. automatic pipettes และ pipett tips 
14. Paster pipetts 
15. ตูถายเช้ือแบบไบโอฮาซาด 
16. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 
17. ตูเลี้ยงเช้ือ 
18. อางน้ําอุน 
19. เตาไมโครเวฟ 

วิธีทํา –การเพิ่มจํานวนแบคทิริโอฟาจจากพลากมี 2 วิธี นักศึกษาจะเลือกทําวิธีใดก็ได ใน
เบื้องตนแนะนําใหใชวิธีที่ 2 เพราะใชเวลานอยกวาและสิ้นเปลืองนอยกวา 
วิธีที่1-วิธีเพลทไลเสด (Plat lysate method) 

1. ใชปลายพลาสเจอรปเปตที่ไรเช้ือเจาะลงไปบนวุนที่มีพลาก (plaqe) ที่ตองการ 
จะนําไปเพิ่มจํานวนอยูแลวนําวุนที่มีพลากอยูน้ันไปใสใน phage dilution buffer หรือ SM 
buffer จํานวน 1 ml  ในหลอดไมโครเซนตริฟวจ 
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2. เติม Chloroform ลงไป 1 หยดเขยาแลวทิ้งไว 4  oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หรือ 
ขามคืนเพื่อใหฝาจเคลื่อนที่ออกจากวุน 

3. ปเปต phage stock จากขอ 2 ใหไดจํานวนประมาณ 10 5 pfu (plague  
forming unit) นํามาผสม กับ E.coli host cells จํานวน 0.15 ml ในหลอดไรเช้ือขนาด 15 
ml (เตรียม host cells ตามขั้นตอนที่2, บทที่ 2) การที่จะทราบวาควรจะใช phage stock 
ปริมาณเทาใดนั้นตองทําการไตเตรทเสียกอนตามวิธีในบทปฏิบัติการที่2 

4. นําสวนผสมจากขอ 3 ไปแชไวที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 20 นาทีเพ่ือใหฝาจ 
และเซลล absorb กับผนังเซลลใหอาศัย  

5. เติม top agarose ที่ เหลวและอุน(45 oC) ลงไปในสวนผสมของฝาจและเซลล 
ใหอาศัยผสมใหเขากันแลวเทลงบนจานที่มีวุนเลี้ยงเชื้อ LB+ampicilin ที่แข็งตัวอยู 

6. นําจานวุนไปบมที่ 37 oC เปนเวลา 8-10 ช่ัวโมงในขั้นตอนน้ีบนพื้นผิวของจาน 
เพาะเชื้อควรมีลักษณะใสเกือบทั้งหมด       เน่ืองจากฝาจมีการเจริญมากจนทําใหเซลลให
อาศัยแตก (lyse) เกือบทั้งหมด 
       7. เติม SM buffer ลงไปบนจานเพาะเชื้อจํานวน 4 ml ปดฝา ปดชองระหวางฝา
กับตัวจานดวยพาราฟลม วางจานเพาะเชื้อน้ีไวที่ 4 oC เปนเวลา 8-10 ช่ัวโมง ถาเปนไป
ไดควรเขยาเบา ๆ เปนระยะ ๆ หรือวางจานบนเครื่องเขยาซึ่งวางไวในตูเย็น 

8. เท SM buffer จากขอ 7 ลงในหลอดไรเช้ือ เติม SM buffer อีก 1 ml ลงบนจาน
วุนเพ่ือลางฝาจที่ยังหลงเหลืออยูแลวเท SM buffer น้ีลงไปรวมกับ SM buffer จากขอ 7 

9. เติม chloroform  ลงไป 0.1 ml   ลงไปผสมโดยการ vortex     เล็กนอย นําไป 
เหว่ียงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เพ่ือใหเศษเซลลแบคทีเรียตกตะกอน 

10. ยาย  supernatant ไปใสในหลอดอีกหลอดหนึ่ง     เติม chloroform ลงไป 2-3  
หยด    
      11. plaqe stock ที่ไดน้ีจะมีจํานวนฝาจมากประมาณ 1010-1011 pfu/mlซ่ึงสามารถ
เก็บไวไดที่ 4 oC เปนเวลาหลายเดือน 
 
วิธีทํา 2 วิธีอาหารเหลวจํานวนนอย (Small scale liquid culture) 

1. ใชปลายของพลาสเจอรปเปต   ที่ไรเช้ือเจาะลงไปบนวุนที่มีพลาก (Plaque) ที่ 
ตองการเพิ่มจํานวนอยู แลวนําวุนที่มีพลากอยูน้ันไปใสลงในเซลลใหอาศัย จํานวน 0.2 ml
ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาที (เตรียมเซลลใหอาศัยตามขั้นตอนที่ 2 บทที่ 2) 
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2. เติมอาหารเลี้ยงเช้ือ LB+100 μg/ml ampicilin      ซ่ึงมี CaCl2 เขมขน 5 mM  
จํานวน 5 ml ในหลอดขนาด 50 ml 

3. นําไปเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ 37 oC เปนเวลา 4-5 ช่ัวโมง  (ควรเพาะเลี้ยง 
เฉพาะเซลลใหอาศัยอยางเดียวในหลอดอีกหลอดหนึ่ง      เพ่ือเปนตัวเปรียบเทียบอาหาร
เลี้ยงเช้ือที่มีฟาจอยูดวยจะใสเมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมมีฝาจ) 

4. เติม chloroform ลงไป2-3 หยดแลวเขยาตออีก 10 นาที 
5. นําไปเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เพ่ือกําจัดเศษเซลลแบคทีเรีย 
6. ยาย supernatant ไปใสในหลอดใหม       แลวเติม cloroform ลงไป 2-3 หยด  

สามารถเก็บ phage stock น้ีไวที่ 4 oC ไดหลายเดือน 
7. สําหรับวิธีที่ 2 สามารถ scale up ได     โดยเพิ่มจํานวนพลากเปน 3-4 พราก  

(จาก clone เดียวกัน)  ตอ culture 10 ml และเพิ่มปริมาณเซลลใหอาศัยเปน 0.5 ml      
 

 
ปฏิบัติการที่ 3 

การแยกดีเอ็นเอของแบคทีริโอฝาจแลมดา 
(Isolation of bacteriophage lambda DNA) 

 

ในปฏิบัติการที่ 2 นักศึกษาไดเตรียม phage lysate จากโคลนของ λgt 11 ที่
นักศึกษาคัดเลือกมาจํานวน 2 โคลน ในปฏิบัติการนี้นักศึกษาจะไดสกัดแยกเอาดีเอ็นเอ

ออกมาจากแบคทิริโอฝาจ λgt 11 ซ่ึงมีหลายวิธีในที่น้ีจะแนะนําวิธีที่ไมตองใชวัสดุราคา
แพงมากนักเพียง 2 วิธี สําหรับวิธีอื่นๆ นักศึกษาสามารถคนควาเพิ่มเติมไดจาก
เอกสารอางอิง 
 
วัสดุและอุปกรณ 

1. Buffer L1 (ประกอบดวย 20 mg/ml  Rnase A, 6 mg/ml Dnase,0.2 mg/ml  
bovine serum albumin,10 mM EDTA,100 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 mM NaCl ) 

2. สารละลาย 20 % PEG 8,000, 2 M NaCl 
3. DE 52 ion exchange cellulose in LB medium 
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4. 3 M Potassium acetate pH 4.8 
5. proteinase K 0.1 mg/ml 
6. 10% SDS 
7. 5% CTAB, 0.5 M NaCl 
8. isopropanol 
9. absolute ethanol 
10.  70 % ethanol 
11. 1.2 M NaCl 
12. TE buffer 
13. หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
14. หลอดเซนตริฟวจ ขนาด 50 ml 
15. automatic pipettor และ pipet tips 
16. อางน้ําอุน 

17. Deep freezer (-70 °C) 
18. เครื่อง refrigerated centrifuge 
19. เครื่อง microcentrifuge 

 
วิธีทํา 
วิธีที่ 1-DE 52 method 
1. นํา phage lysate จํานวน 15 ml ใสลงในหลอดเซนตริฟวจ ขนาด 50 ml แลวเติม 

Buffer L1ลงไป 50 μl นําไปแชในอางน้ําอุนที่ 37°C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
2. เติมสารละลาย 20 % PEG 8,000, 2 M NaCl ที่เย็นจัด 5 ml ลงไปผสมใหเขากันแลว

แชไวในนํ้าแข็ง 1 ช่ัวโมง 

3. นําไปเหวี่ยงที่ 10,000 g เปนเวลา 10 นาที ที่ 4°C 
4. เท supernatant ทิ้งไปแลวคว่ําหลอดบนกระดาษทิชชู ทิ้งไวครูหน่ึง เพื่อใหของเหลว

ที่เหลือไหลลงมาใหหมด 

5. ละลายตะกอนฝาจแลมดาดวย LB-broth จํานวน 1,200 μl ยายไปใสในหลอดไมโค

รเซนตริฟวจ 2 หลอดๆ ละ 600 μl 
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6. เติม DE 52 ion exchange cellulose ซ่ึงแขวนลอยอยูใน LB-broth ลงไปหลอดละ  

600 μl ผสมใหเขากันดวยการพลิกหลอดไปมา 20-30 ครั้ง 
7. เหว่ียงในไมโครเซนตริฟวจเปนเวลา 5 นาที แลวยาย supernatant ไปใสหลอดใหม

แลวเติม DE 52 ลงไปอีก 600 μl ผสมใหเขากันดวยการพลิกหลอด 
8. เหว่ียงอีกครั้งหน่ึง แลวยาย supernatant ไปใสหลอดใหม 

9. เติมสารละลาย proteinase K เขมขน 0.1 mg/ml ลงไป 10 μl ต้ังทิ้งไว 5 นาที แลว

เติม 10 % SDS ลงไป 50 μl ผสมใหเขากัน 

10. เติมสารละลาย 3% potassium acetate ลงไป 130 μl นําไปแชในอางน้ําอุนที่

อุณหภูมิ 70°C 10 นาที แลวยายไปแชในนํ้าแข็งอีก 10 นาที 
11. นําไปเหวี่ยงในไมโครเซนตริฟวจ เปนเวลา 10 นาที 
12. ยาย supernatant ไปใสหลอดใหมแลวเติม isopropanol ปริมาตรเทากันลงไป นําไป

แชในตูแชแข็ง (-70°C) เปนเวลา 15 นาที แลวนําไปเหวี่ยงเปนเวลา 15 นาที 
13. เท supernatant ทิ้งไป ผึ่งตะกอนใหแหงเล็กนอย แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE 

จํานวน 30 μl  
การเตรียมสารละลาย 
1. Buffer L1 
เอนไซม Rnase A                                                               20 mg 
เอนไซม Dnase I                                                                 6 mg 
1 Mtris-HCl (pH 7.5)                                                       0.1 ml 

0.5 M Na2EDTA                                                                20 μl  

5 M NaCl                                                                         60 μl  

ในปริมาตรทั้งหมด 1 ml เก็บในตูแชแข็ง(-20°C) 
2. 20% PEG 8000, 2 M NaCl 

PEG 8000                                        20 กรัม 
NaCl                                                11.96 กรัม 

ละลายใน SM buffer จนไดปริมาตรทั้งหมด 100 ml ฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
3. DE52 in LB-medium 
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ช่ัง DE52 10 กรัม ใสลงในบีกเกอร คอยๆ เติม 0.05 N HCl ลงไปพรอมกับคอยๆ 
คนเติม HClทั้งหมดเปนปริมาตรประมาณ 2-3 เทาของปริมาตร DE52 แลวคอยๆ เติม 
NaOH เขมขน (5N) ลงไปจนกระทั่ง pH ของสวนผสมมีคาใกลเคียง pH ของ LB medium 
คือประมาณ 7.0 ต้ังทิ้งไวให DE52  ตกตะกอนแลวจึงเทสวนลอยท้ิงไป แลวลาง DE52 
หลายๆ ครั้งดวย LB จํานวนมากจนกระทั่ง pH ของ LB มีคา 7.0 จากนั้นจึงละลาย DE52 
ดวย  LB ใหสวนผสมมีปริมาณ DE52 75% LB 25% เติม sodium azide ลงไปใหมีความ

เขมขน 0.1% เก็บสวนผสมนี้ไวที่ 4°C 
4. proteinase K 

proteinase K    1 mg 

ละลายใน TE buffer10 ml  เก็บไว -20°C 
5. 10% SDS 

Sodium dodecyl sulfate                 10 กรัม 
ละลายนํ้าจนไดปริมาตร 100ml เก็บไวที่อุณหภูมิหอง (ไมตองออโตเคลฟ SDS) 

6. 3 M Potassium acetate 
ช่ัง Potassium acetate 29.5 กรัม ละลายนํ้าใหไดปริมาตร 100 ml  ปรับ pH ให

เปน 4.8 แลวฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
7.    5% CTAB in 0.5 M NaCl 

CTAB                                              5 กรัม 
NaCl                                           2.92 กรัม 
ละลายน้ําใหไดปริมาตรทั้งหมด 100 ml ฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 

8.   1.2 M NaCl  
NaCl                                                    7.03 กรัม 
ละลายน้ําจนไดปริมาตร 100 ml  ฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 

9.   TE buffer 
Tris-base                                              0.121 กรัม 
Na2EDTA                                            0.037 กรัม 
ละลายนํ้า 80 ml ปรับ pH ใหเปน 7.5 ดวย HCl แลวเติมนํ้าใหไดปริมาตร 100ml 
ฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
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ปฏิบัติการที่ 4 
การยอยดีเอ็นเอของแบคทิริโอฝาจแลมดาดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

(Restrictuion  digestion  of  bacteriophage  lambda DNA) 
 

 จากบทปฎิบัติการที่ 3 ไดแยกดีเอ็นเอจากแบคทิริโอฝาจแลมดาจีที  11 โดยใช  
phage  lysate  จํานวน 15 ml  ข้ันสุดทายไดละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer 

จํานวน 30 μl ปฏิบัติการนี้นักศึกษาจะนําดีเอ็นเอดังกลาวซึ่งเปนดีเอ็นเอสายผสม 
(recombinant DNA) มายอยดวยเอนไซม Eco RI เพ่ือแยกช้ิน cDNA ออกมาจากดีเอ็นเอ
ของแลมดาจีที 11 
 
1. ดีเอ็นเอของแบคทิริโอฝาจแลมดาจีที 11 
2. เอนไซม Eco RI 
3. 10 x Eco RI buffer  
4. sterile  distilled  water 
5. 10 x gel loading buffer 
6. 5 x TBE buffer 
7. Ethidium  bromide 10 mg/ml 
8. Agarose (elctophoresis grade) 
9. อางน้ําอุน 
10. electophoresis chamber 
11. power  supply 
12. UV Transilluminator 
 
วิธีทํา 

1 นําดีเอ็นเอของแบคทิริโอฝาจแลมดาจีที 11 มา 16 μl ใสลงในหลอดไมโครเซนตริ
ฟวจ 

2 เติม 10 x Eco RI  buffer ลงไป 6 μl 

3 เติม  sterile  distilled water  ลงไป 7 μl 
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4 เติมเอนไซม  Eco  RI ลงไป 3 μl 
5 นําไปแชในอางน้ําอุนที่ 37 oC เปนเวลา 1.5-2 ช่ัวโมง 
6 เติม 10 x gel loading  buffer ลงไป 2 ไมโครลิตร แลวนําไปแยกในอะกาโรสเจลอิเลค

โตรโฟลิซิส โดยหยอด DNA ทั้งหมดลงใน 1 หลุมของอะกาโรสเจล 
7 ในหลุมอีกหลุมหน่ึงขางๆ ใหหยอดดีเอ็นเอท่ีไมถูกยอยดวย Eco RI ลงไปดวยเพื่อ

เปรียบเทียบโดยนําดีเอ็นเอมาประมาณ 5 ไมโครลิตร เติมนํ้าลงไป 4 ไมโครลิตร และ 
10 x gel loading buffer 1 ไมโตรลิตร 

8 เปดเครื่องจายกระแสไฟฟาโดยใชความตางศักย 50-60 โวลท เปนเวลาประมาณ 2 
ช่ัวโมง หรือจนกระทั่งสี bromophenol  blue เคลื่อนที่ไปไดประมาณ 80 % ของความ
ยาวของอะกาโรสเจล 

9 ปดเครื่องจายกระแสไฟฟา นําเจลไปวางบน UV Transilluminator และบันทึกภาพไว 
( ถาโคลนที่นักศึกษาคัดเลือกมาเปน recombinant แลมดาจีที 11 จะพบแถบดีเอ็นเอ

อยางนอย 2 แถบ แถบที่มีขนาดใหญประมาณ  48 kbp คือดีเอ็นเอของเวคเตอร λgt 
11 สวนแถบท่ีมีขนาดเล็กกวาเปนซีดีเอ็นเอของขาวที่ถูกตัดออกมาดวยเอนไซม Eco 
RI) 
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ปฏิบัติการที่ 5 
อะกาโรสเจลอิเล็กโทโฟริซิสของดีเอนเอ 
(Agarose Gel Electrophoresis of DNA) 

 
 อิเล็กโทรโฟริซิส เปนเทคนิคที่ใชแยกโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกซึ่งอยูใน
สนามไฟฟาออกจากกัน โดยอาศัยความแตกตางของอัตราการเคลื่อนที่ของโมเลกุล ซ่ึง
เปนผลมาจากความแตกตางของชนิดและปริมาณของประจุ ขนาดและโครงรูปของโมเลกุล
ของสาร การแยกโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกโดยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส มักทําใหตัวกลางที่เปน
สารโมเลกุลใหญพวกโพลีเมอร สําหรับดีเอ็นเอนิยมแยกโดยใชอะกาโรส หรือโพลีอะคริลา
ไมดเปนตัวกลาง การแยกดีเอ็นเอโดยใชอะกาโรสเปนตัวกลางเปนเทคนิคที่สําคัญมากใน
การศึกษาวิจัยดานพันธุวิศวกรรม เพราะเปนเทคนิคที่ใชแยก บงช้ีและทําช้ินดีเอ็นเอให
บริสุทธิ์ ซ่ึงทําใหสะดวกและรวดเร็ว เน่ืองจากการเตรียมอะกาโรสเจลทําไดสะดวกกวาการ
เตรียมโพลีอะคริลาไมดเจล การตรวจหาแถบของดีเอ็นเอท่ีแยกออกจากกันสามารถทําได
โดยการยอมอะกาโรสเอธิเทียมโบรไมด แลวตรวจหาสารเชิงซอนของเอธิเดียมไบรไมดกับ
ดีเอ็นเอ ซ่ึงจะเรืองแสง(fluorescence) เม่ือสองดวยแสงอุลตราไวโอเลต แถบดีเอ็นเอท่ีมี
ปริมาณต่ําเพียง 10 นาโนกรัม สามารถถูกตรวจพบไดโดยวิธีน้ี การแยกดีเอ็นเอโดยโพ
ลีอะคริลาไมดยุงยากกวา แตมีอํานาจการแยก (resolving power) สูงกวาอะกาโรส
เจลมากโดยสามารถแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันเพียงคูเบสเดียวออกจากกัน
ได จึงใชไดดีในเทคนิคการหาลําดับเบส (DNA sequencing) 
 
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 
 อะกาโรสเปนสารโพลีเมอรที่สกัดไดจากสาหรายทะเล ถากําหนดใหโครงรูปของดี
เอ็นเอเปนแบบเสนตรง ความสัมพันธระหวางขนาดของโมเลกุลกับระยะทางที่เคลื่อนที่
ในอะกาโรสเจลความเขมขนตาง ๆ สามารถแสดงไดในรูปของกราฟดังภาพที่ 1 ซ่ึงจะเห็น
วาสําหรับแตละความเขมขนของอะกาโรสเจลจะมีชวงที่การเคลื่อนที่กับ log ของขนาด
โมเลกุลมีความสัมพันธแบบเสนตรวจ ซ่ึงชวงขนาดของดีเอ็นเอท่ีมีความสัมพันธแบบ
เสนตรงกับระยะทางนั้นไดรวบรวมไวตารางที่ 1  
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ภาพที่ 1 ความสัมพันธระหวางขนาดของดีเอ็นเอกับการเคลื่อนที่ในอะกาโรสเจลความ
เขมขนตาง ๆ 
 
 ในปจจุปนมีการใชอะกาโรสในงานอิเล็กโทรโฟริซิสเพิ่มมากขึ้นทั่วโลก ผูผลิต
หลายบริษัทจึงทําการผลิตอะกาโรสชนิดพิเศษสําหรับใชในงานอิเล็กโทโฟริซิส โดยเฉพาะ
ซ่ึงเปนอะกาโรสที่บริสุทธิ์ปราศจากสารเจือปนซึ่งจะยับยั้งการทํางานของเอนไซมใน
ข้ันตอนตอไปหลังจากแยกดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล และปราศจากการปนเปอนจากนิวคลี
เอสซึ่งทําลายกรดนิวคลีอิก 
 ในการเตรียมเจลจะนําอะกาโรสมาหลอมในบัฟเฟอรซ่ึงมี pH ประมาณ 8 แลวเท
ลงในถาดรองเจล เม่ืออะกาโรสแข็งตัวแลวจึงทําการหยดดีเอ็นเอลงในหลุมแลวผาน
กระแสไฟฟาเขาสูเจล ดีเอ็นเอ ซ่ึงมีประจุลบจะเคลื่อนที่ไปหาขั้วบวก อัตราการเคลื่อนที่
ของดีเอ็นเอข้ึนอยูกับปจจัยตาง ๆตอไปน้ี 
1. ขนาดของดีเอ็นเอ  

อัตราการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอจะแปรผกผันกับ log10 ของจํานวนคูเบส ดีเอ็นเอ
โมเลกุลใหญจะเคลื่อนที่ชากวาเพราะมีแรงเสียดทานมากกวา และโมเลกุลจะเคลื่อนผานรู
ของเจลยากกวา 
2. ความเขมขนของอะกาโรส 
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ขณะที่ใหกระแสไฟฟาผานเจลดีเอ็นเอจะเคลื่อนที่ผานรูภายในเจล ถารูมีขนาด
ใหญอัตราการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอจะสูงกวาเจลที่มีรูขนาดเล็ก ขนาดของรูภายในเจลจะ
ข้ึนกับความเขมขนของอะกาโรส อะกาโรสยิ่งมีความเขมขนมากรูภายในจะมีขนาดเล็กลง 
การเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในอะกาโรส จะมีความสัมพันธแบบเสนตรงกับความเขมขน
ของอะกาโรส ตามสมการ 

 log u = logu0-Kr T 
 u =  ระยะทางที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ในอะกาโรสเจล 
 u0 = ระยะทางที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ในสภาพที่ไมมีในอะกาโรสเจล 

 Kr  = สัมประสิทธิ์ความหนวง(retardation coefficient) 
 
ตารางที่ 1 ชวงขนาดดีเอ็นเอที่มีความสัมพันธแบบเสนตรงกับระยะทางที่เคลื่อนที่ไป
ในอะกาโรสเจลความเขมขนตาง ๆ  
ความเขมขนของอะกาโรสเจล (%) ชวงขนาดของดีเอ็นเอปลายเปด(กิโลเบส) 
0.3 5-60 
0.6 1-20 
0.7 0.8-10 
0.9 0.5-7 
1.2 0.4-6 
1.5 0.2-3 
2.0 0.1-2 
 
3. โครงรูปของดีเอ็นเอ 

ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเทากัน แตอยูในโครงรูปที่ตางกันจะเคลื่อนที่ในอะกาโรสเจลในอัตรา
ที่ตางกัน ข้ึนอยูกับความเขมขนของอะกาโรสเจล ความแรงของกระแสไฟฟาและ
ความแรงอิออนของบัพเฟอร โดยทั่วๆ ไป สําหรับพลาสมิดดีเอ็นเอ โครงรูปแบบ
ซูเปอรเฮลิคัล(superhelical) จะเคลื่อนที่เร็วกวาแยบบเสนตรง(linear) สวนแบบ
วงกลมนิก(nicked circular) จะเคลื่อนที่ชาที่สุด 

4. องคประกอบของบัพเฟอร 



  

การเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลขึ้นอยูกับองคประกอบและความแรงอิออน 
ของบัพเฟอร บัพเฟอรที่นิยมใชสําหรับอิเลกโทรโฟริซิสของดีเอ็นเอมี 4 ชนิด ดังสรุป
ไวใน ตารางที่ 2นิยมเตรียมบัพเฟอรเขมขนเก็บไว เชน 10X buffer หมายความวา
เปนบัพเฟอรที่มีความเขมขนเปน 10 เทาของความเขมขนที่ใชจริง TAE, TPE และ 
TBE ใชกับดีเอ็นเอสายคู สวนบัพเฟอรดาง(alkaline buffer) ใชกับดีเอ็นเอสายเดี่ยว 

 
ตารางที่ 2 แสดงบัพเฟอรที่นิยมใชในเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของดีเอ็นเอ 
บัพเฟอร ความเขมขนที่ใชในอิเล็กโทรโฟริซิส  บัพเฟอรเขมขน/1000  ml 

   (working solution)            (stock solution) 
Tris-acetate 1X:0.04 M Tris-acetate  10X:48.4 g Tris base 
(TAE)  0.001 M EDTA   11.4 ml glacial aceticacid 
       20 ml of 0.5 M EDTA 
       (pH 8.0 ) 
Tris-phosphate 1X:0.09 M Tris-phosphate 10X:108 g Tris base 
(TPE)  0.002 M EDTA   15.5 ml 85% phosphoric acid 
       40 ml of 0.5 M EDTA 
       (pH 8.0 ) 
Tris-borate 0.5X:0.045 M Tris-borate  5X:54 g Tris base 
(TBE)  0.002 M EDTA   27.5 ml boric acid 
       20 ml of 0.5 M EDTA 
       (pH 8.0 ) 
Alkaline 1X:50mM NaOH   10X:5 ml 10 N NaoH 
Butter  1 mM EDTA    2 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
 
วัสดุและอุปกรณ 

1. agarose (electrophoresis grade) 
2. 5x TBE buffer 
3. Ethidium bromide 10 mg/ml 
4. 10 x gel loading buffer 
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5. elctrophoresis chamber(mini gel) 
6. power supply 
7. UV transilluminator 
8. Polaroid Camera 

วิธีทํา 
1. เตรียมถาดรองเจล (gel mould) วางบนพื้นเรียบ 
2. ช่ัง agarose จํานวนที่ตองการลงในฟลาสก เติม electrophoresis buffer (1 X TBE) 

ใหไดความเขมขนที่ตองการโดยทั่ว ๆ ไป mini-gel มักใชปริมาณ agarose 35-40  ml 
ถาตองการเตรียม 0.8 % agarose gel ใช agarose 0.32  กรัมตอบัพเฟอร 40 ml 

3. ทําให agarose ละลายโดยแชฟลาสกในนํ้าเดือด หรือในเตาไมโครเวฟนําออกมาวาง
ทิ้งไวใหเย็นลงถึงประมาณ 60 oC เติม ethidium bromide (10 mg/ml) ลงไปใหได

ความเขมขนสุดทาย 0.5 μg/ml ( 2 ไมโครลิตรตอ 40 มิลลิลิตร) ผสมใหเขากันโดย
การหมุนฟลาสกเบาๆ 

4. เท agarose ลงในถาดรองเจลที่เตรียมไว พยายามอยาใหเกิดฟองอากาศวาง comb 
ลงที่ปลายดานหนึ่งของถาดรองเจล ใหซ่ีของ comb อยูหางจากปลายของเจลป
ระมาณ 1 ซม. รอใหเจลแข็งตัว 

5. หลังจากเจลแข็งตัว นําถาดไปวางใน electrophoresis tank เท buffer (1X TBE) ลง
ไปจนทวมเจลใหบัพเฟอรทวมเจลข้ึนมาประมาณ 1-2 มม. คอยๆดึง comb ออก 

6. ผสม DNA sample กับ gel-loading buffer แลวหยอดตัวอยางลงในชองโดยใช 
disposable micropipette (gel-loading buffer คือบัพเฟอรที่มีสียอม 2 ชนิด คือ 
bromphenol blue กับ xylene cyanol, brompheol blue จะเคลื่อนที่ในอัตราเร็วพอๆ
กับดีเอ็นเอซ่ึงยาวประมาณ 300 คูเบสและเคลื่อนที่เร็วกวา xylene cyanol ประมาณ 
2.2 เทา xylene cyanol เคลื่อนที่ในอัตราเร็วพอๆกับดีเอ็นเอคูซ่ึงยาวประมาณ 4 kb 
นอกจากนี้ยังมี glycerol หรือ sucrose ผสมอยู เพ่ือถวงใหดีเอ็นเอตกลงสูกนหลุม 
มักจะเตรียม gel - loading buffer ที่เขมขนกวาที่ใชจริง 10 เทา ดังน้ัน ถามีดีเอ็นเอ
ตัวอยางอยู 10 ไมโครลิตร ใช gel - loading buffer 1 ไมโครลิตร ในการทําอิเล็ก
โทรโฟริซิสทุกครั้งตองมีดีเอ็นเอมาตรฐานที่รูขนาดแนนอนเปนตัวเปรียบเทียบ ซ่ึง
มักจะหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานนี้ลงในหลุมซายมือสุด ดีเอ็นเอมาตรฐานที่นิยมใชคือ แล
มดาดีเอ็นเอ ตัดดวยเอนไซม Hind III หรือ Eco RI หรือทั้งสอง 
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7. เม่ือหยอดตัวอยางเรียบรอยทุกหลุมแลว ปดฝา electrophoresis chamber แลวตอ
ข้ัวไฟฟาเขากับ power supply ต้ัง voltage สูงประมาณ 1-5 โวลท/ซม. ดีเอ็นเอจะ
เคลื่อนที่จาก cathode (ข้ัวสีดํา)ไปยัง anode(ข้ัวสีแดง) อยาตั้ง voltage ใหสูงเกินไป
จะทําใหเกิดความรอนสูง ซ่ึงจะทําลายดีเอ็นเอ โดยทั่วๆ ไปสําหรับ mini-gel ใช 50-
60 โวลท ใชเวลาประมาณ 2 ช่ัวโมง เม่ือ bromphenol blue เคลื่อนไปไดประมาณ 80 
% ของความยาวเจล หยุดกระแสไฟฟา นําเจลออกมาแลวนําไปวางบน UV 
Transilluminator เพ่ือตรวจดูผลการแยก  บันทึกภาพดวยกลองโพลารอยด 

การเตรียมสารละลาย 
1. 5x TBE (0.045 M Tris-borate,0.001 M EDTAO 

54 กรัม Tris base 
27.5 กรัม Boric acid 
20 ml 0.5 M EDTA(pH8.0) 
ละลายน้ําใหไดปริมาตร 1 ลิตร 

2. 1 x TBE 
5 x TBE 1 สวน:นํ้า 4 สวน 

3. 10 mg/ml ethidium bromide 
ช่ัง ethidium bromide 100 มิลิกรัม ละลายในน้ํา 10 มิลลิลิตร โดยการกวนบน 
magnetic stirrer 
1-2 ช่ัวโมง เก็บไวในขวดหุมอะลูมิเนียมฟอยล (ethidium bromide อาจเปน strong 
mutagen สวมถุงมือตลอดเวลาที่เกี่ยวของกับสารนี้) 

4. 10 x gel-loading buffer 
0.4 % bromophenol blue 
0.4 % xylene cyanol 
50 % glycerol in water 
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ปฏิบัติการที่ 6 
การแยกแถบดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล 

(Recovery of DNA from agarose gel) 
 

 ในปฏิบัติการบทที่ 4 นักศึกษาไดยอย recombinant λgt 11 DNA ดวยเอนไซม 
Eco RI และแยกดวยอิเล็กโทรโฟริซิส ในปฏิบัติการนี้ นักศึกษาจะแยกแถบ cDNA 
ออกมาจากวุนอะกาโรสมีหลายวิธี ตามที่บรรยายในบทนี้ แตจะใหนักศึกษาทําเพียงวิธี
เดียวคือวิธี Prep-A-Gene DNA purification system (Bio-RAD) 
 
วัสดุและอุปกรณ 
1. แถบดีเอ็นเอในวุนอะกาโรสจากบทปฏิบัติการที่ 4 
2. สารละลาย 0.3 M Na acetate, 1 mM EDTA 
3. 3 M Na acetate pH 5.2 
4. low melting temperature agarose 
5. TE buffer 
6. Phenol : chloroform : isoamyl alcohol 
7. Absolute ethanol 
8. Prep-A-Gene Matrix DNA Purification Kit (Nio-Rad) 
9. NA 45 nitrocellulose membrane 
10.  หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
11. automatic pipettor และ pipet tips 
12. เครื่องไมโครเซนตริฟวจ 
13. อางน้ําอุน 
14. ไนโตรเจนเหลว 
 
วิธีทํา (Prep-A-Gene DNA purification system (Bio-RAD) 
1. ตัดแถบดีเอ็นเอที่ตองการออกมานําช้ินวุนไปใสหลอดไมโครเซนตริฟวจนําไปปน

เหว่ียงใหช้ินวุนตกลงที่กนหลอด คาดคะเนปริมาตรของวุนวาเปนเทาใด 
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2. เติม binding buffer ลงไปจํานวน 3 เทาของปริมาตรวุน แลวนําไปแชในอางน้ํา

อุณหภูมิ 37-55 °C ประมาณ 10-20 นาที จนกระทั่งวุนละลายหมด 

3. เติม prep-A-Gene matrix ลงไป (5 μl ตอ 1 μg DNA) ผสมใหเขากัน โดยการพลิก
หลอดกลับไปมาเปนเวลา 10 นาที  DNA จะไดตัวกับ matrix 

4. นําไปปนเหว่ียง 30 วินาที ให matrix ตกตะกอนดูด supernatant ทิ้งไปแลวลาง 
matrix ดวย washing buffer ปริมาตร 25 เทาของปริมาตร matrix ที่ใชในขอ 3. 

5. ลาง matrix ดวย washing buffer ทั้งหมด 3 ครั้ง ในการลางครั้งสุดทายดูด washing 
buffer ทิ้งใหหมด 

6. ชะ DNA ที่เกาะอยูกับ matrix ออกโดยเติม elution buffer ปริมาตรเทากับปริมาตร

ของ matrix ที่ใชในขอ 3 แลวแชในอางน้ําอุน (37-50°C) เปนเวลา 5 นาที 
7. นําไปปนเหว่ียง 1-2 นาที ให matrix ตกตะกอน ยาย supernatant ซ่ึงมีดีเอ็นเออยูไป

ใสหลอดใหม นําดีเอ็นเอไปใชตอไดทันทีโดยไมตองทํา ethanol precipitation 
 

ปฏิบัติการที่ 7 
การโคลนดีเอ็นเอเขาสูพลาสมิดเวคเตอร pGEM3Z 

(Cloning in pGEM3Z plasmid vector) 
 

                   ในบทปฏิบัติการที่ 4 และ 6 ที่ผานมาไดเตรียม DNA จากโคลนของ λgt 
11 ยอย DNA ดวยเอ็นไซม Eco RI และไดแยกช้ิน cDNA ออกมาจากอะกาโรสเจลแลว 
ในปฏิบัติการนี้จะโคลน cDNA น้ันเขาสู  vector ชนิดใหมคือ plasmid ชนิด pGEM3Z 
(ผลิตภัณฑของบริษัท Promega) ซ่ึงเปนพลาสมิดที่นิยมใชกันมากชนิดหนึ่ง 
 
วัสดุและอุปกรณ 
1. cDNA ที่ตองการโคลน (จากปฏิบัติการที่ 6) 
2. pGEM3Z DNA 
3. glycerol stock ของเซลล E. coli strain JM 109 
4. agarose 
5. 5xTBE buffer 
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6. ethidium bromide 10 mg/ml 
7. เอนไซม Eco RI 
8. Eco RI 10 x buffer 
9. เอนไซม T4 DNA ligase 
10. DNA ligase 10x buffer 
11. LB-medium 
12. LB-agar plate และ LB-ampicillin agar plate 
13. 50 mM CaCl2 

14. selection plates (LB agar + 100 μg/ml ampicillin + 0.1 mM IPTG + 50μ g/ml 
X-gal) 

15. petri dishes 
16. หลอดไรเช้ือขนาด 50 ml 
17. หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
18. autometic pipettors และ pipet tips 
19. อางน้ําอุน 
20. ตูถายเช้ือแบบไบโอฮาซาด 
21. กะบะน้ําแข็ง 
22. ตูเพาะเช้ือ 
 
วิธีทําการทดลอง 
ข้ันตอนที่ 1 Determination of the amount of cDNA insert 
           โดยจะตองทราบโดยประมาณวา cDNA ที่ dilute ออกจาก agarose gel น้ันมี
ปริมาณเทาใด โดยการ run agarose gel ของตัวอยาง cDNA เทียบกับ standard DNA ที่

ทราบปริมาณ เชน λDNA (บริษัท Gibco BRL) โดยนํา λDNA (10 ng/μl) จํานวน 2 

μl, 4 μl, 6 μl  load ลงในหลุมที่ 1, 2, 3 ของ 1% agarose gel ตามลําดับแลวหยอด
ตัวอยาง cDNA ที่เตรียมไดลงในหลุมที่เหลือ (แบง cDNA มาประมาณ 2-5 ไมโครลิตร) 
run electrophoresis ตามปกติ นํา gel ไปวางบน UV transilluminator จะสามารถทราบ
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ปริมาณ cDNA โดยประมาณได โดยเปรียบเทียบกับความสวางของแถบ cDNA กับความ

สวางของ λDNA 
 
ข้ันตอนที่ 2 Digestion of pGEM vector with Eco RI 
Set up Eco RI digestion ของ pGEM DNA ดังน้ี 

                   PGEM DNA                    1 μl (ความเขมขน 0.5 μg/μl)  

                   10 x Eco RI buffer           1 μl 

                   Enzyme Eco RI                1 μl 

                   Sterile distilled water       7.5 μl 

                   Total volume                    10 μl(pGEM DNA เขมขน 50 ng/μl) 

                   Incubate ที่ 37 °C 1-2 ช่ัวโมง 
 
ข้ันตอนที่ 3 Ligation of pGEM DNA to cDNA 
3.1 การหา vector : insert ratio ที่เหมาะสม 
                   โดยทั่ว ๆ ไป มักใช 1 : 1 หรือ 1 : 3 molar ratio ของ vector : insert ใช
สูตรตอไปน้ี ในการเปลี่ยน molar ratio เปน mass ratio 
                         Ng of vector x kb size of insert   X  molar ratio of insert / vector 
                                             Kb size of vector 
                                   =  ng of insert 
 
3.2 Set up ligation of reaction 

                   pGEM 3Z DNA จากขั้นตอนที่ 2              100 ng (1 μl) 
                   cDNA insert             …. Ng (ตามที่คํานวณไดจาก ข้ันตอนที่ 3.1) 

                  T4 DNA ligase enzyme                             1 unit (1μl) 

                   Ligase 10 x buffer                                   1 μl 

                   เติม nuclease-free water จนครบ                10 μl 

                   Incubate ที่ 22 °C  3 ช่ัวโมง หรือ 4 °C  16 ช่ัวโมง (ขามคืน) 
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                   โดยจะตอง set up ligation reaction อีกหลอดหนึ่งเปนหลอดควบคุม ซ่ึง

ไมใส cDNA insert โดยใสนํ้าแทนใหมีปริมาตรทั้งหมด 10 μl 
 
ข้ันตอนที่ 4 Transfornation of pGEM DNA into host cells 
4.1 Preparation of competent host cells (E. coli strain JM 109) 
1. streak plate ของ E. coli JM 109 บน LB plate 

2. Incubate single colony ใน 5 ml ของ LB medium เขยาขามคืนที่ 37 °C 
3. วันรุงข้ึน inoculate 1 ml ของ overnight culture ลงใน 100 ml ของ fresh LB 

medium เขยาที่ 37 °C จนกระทั่งไดคา OD600 ประมาณ 0.4-0.6 ใชเวลาประมาณ 4-
5 ช่ัวโมง 

4. แชเซลลในกะบะน้ําแข็งแลวนําไป centrifuge ที่ 3,500 x g เปนเวลา 5 นาที ที่ 4 °C 
5. resuspend เซลลดวย 0.4 volume ของ ice-cold 50 mM CaCl2  
6. แชเซลลไวในกะบะน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที 

7. centrifuge ที่ 3,500 x g เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 °C 
8. resuspend เซลลดวย 1/25 original volume ของ ice-cold 50 mM CaCl2 (culture 

100 ml ใช CaCl2 4 ml) ตองทําอยางเบามือที่สุดเพราะเซลลจะแตกไดงาย 

9. แชกะบะน้ําแข็งไวอีกอยางนอย 60 นาที แลวจึงแบงใสหลอด ๆ ละ 200 μl แลว
นําไปใชทํา transformaion ไดเลย ถายังไมพรอมที่จะทํา transformation ตองการเก็บ

เซลลไวใหเติม sterile glycerol ลงไป หลอดละ 40 μl แลวเก็บไวที่ –70 °C  freezer 
ไดประมาณ 2-3 เดือน  

 
4.2 Transformation of JM 109 competent cells 

1. เติม pGEM DNA จํานวน 1 μl  (จากขั้นตอนที่ 3.2) ลงใน 200 μl ของ E.coli JM 
109 competent cells (จาก step 5.1) ผสมใหเขากัน 

2. เติม pGEM DNA จํานวน 5 μl (จากขั้นตอนที่ 3.2) ลงใน 200 μl ของ E.coli JM 
109 competent cells อีกหลอดหนึ่ง 

3. แชหลอดทั้งสองในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที 

4. ยายหลอดมาแชใน water bath (42°C) เปนเวลา 2 นาที (heat shock) 
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5. ยายกลับไปแชนํ้าแข็งอีก 2 นาที 

6. เติม LB medium ลงไป หลอดละ 0.5 ml นําไปแชอางน้ําอุนที่ 37 °C เปนเวลา 1-1.5 
ช่ัวโมง 

7. plate 100 μl ของ transformation mixture ลงใน selection plates (selection plate 

คือ LB medium + 100 μg/ml ampicillin + 0.1 mM IPTG + 50 μg/ml X-gal) 

8. Incubate plate ขามคืนที่ 37°C 
9. ตรวจสอบและนับจํานวน recombinant colonies (สีขาว)  non-recombinant colonies 

(สีนํ้าเงิน) 
10. ทําขั้นตอนที่ 1-9 กับ ligation reaction ชุดควบคุมดวย 
 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลาย 
1. LB medium 

ดูทายบทปฏิบัติการที่ 1 
2. LB agar plate 

Bacto-tryptone           10 กรัม 
       Bacto-yeast extract    5 กรัม 
       NaCl                          5 กรัม 
       Bacto-agar                 15  กรัม 
       ละลายน้ําจนไดปริมาณทั้งหมด 1000 ml ปรับ pH เปน 7.0 ดวย 1N NaOH ฆาเช้ือ

โดยการออโตเครฟ รอจนเย็นลง (อุณหภูมิประมาณ 50 °C) เทลงในจานเพาะเชื้อแลว
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 82 มม. จานละประมาณ 25 ml ทิ้งไวใหแข็งแลวเก็บไวในตูเย็น 
3. IPTG / X-gal selection plates 

เตรียม LB agar ปริมาตร 1000 ml ตามขอ 2 กอนเทลงในจานเพาะเชื้อเติม
สารละลายตอไปน้ี 
                   ampicillin (100 mg/ml)    จํานวน  1 ml 
                   IPTG (0.1 M)                  จํานวน  1 ml 
                   X-gal (50 mg/ml)             จํานวน  1 ml 
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ปฏิบัติการที่ 8 
การแยกพลาสมิดดีเอ็นเอ 

(Isolation of plasmid DNA) 
 
วัสดุและอุปกรณ 

1. จานเพาะเลี้ยงเช้ือ E. coli JM 109 ที่ transform ดวยพลาสมิด pGEM 3Z (จาก
ปฏิบัติการที่ 7) 

2. LB medium 
 3. ampicillin 100 mg/ml 
 4. miniprep lysis buffer 
 5. 1 N NaOH 
 6. 10% SDS 
 7. 3 M Potassium acetate pH 4.8 
 8. phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) 
 9. chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) 
          10. 3 M Na acetate pH 5.2  
          11. Ethanol (Absolute) 
          12. Rnase A 10 mg/ml 
          13. STE buffer 
          14. 10 M Ammonium acetate  
          15. หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
          16. automatic pipettor  และ pipet tips 
          17. อางน้ําอุน 
          18. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 
วิธีทํา  Plasmid Miniprep (Serghini’ s method) 
1.  เข่ียเช้ือโคโลนีเดี่ยวสีขาว 3 โคโลนีและโคโลนีสีนํ้าเงิน 1 โคโลนี ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

LB medium  + 100 μl/ml ampicillin จํานวน 10 ml 
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2.  นําเช้ือที่เลี้ยงขามคืน  จํานวน  1.5  ml  ใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจแลวนําไปปน

เหว่ียง 2 นาที  (เก็บเช้ือที่เหลือไวที่ 4°C) 
3.  ดูด supernatant ทิ้งไป 

4.  ละลายตะกอนเซลลดวย STE buffer 100 μl 

5.  เติม phenol : chloroform : isoammyl alcohol (25 : 24 : 1) จํานวน 100  μl  ผสม
ใหเขากันโดยใช vortex mixer 

6. นําไปปนเหว่ียง 5 นาที ยาย supernatant ไปใสในหลอดใหมแลวเติม 10 M 
ammonium acetate ลงไปใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2 M 

7.  เติมเอธานอลที่เย็นจัด 2 เทาของปริมาตรเดิม ผสมใหเขากันแลวแชนํ้าแข็งเปนเวลา 
15 นาที 
8.  นําไปปนเหว่ียงเปนเวลานาน 10 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ผึ่งให

ตะกอนแหง แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer 14 μl 

9.  เติม Rnase A (10 mg/ml) จํานวน 2 μl นําไปแชอางนํ้าอุนที่ 37°C เปนเวลา 30 
นาที เพ่ือกําจัด RNA 

10. เก็บพลาสมิดดีเอ็นเอไวในตูแชแข็ง -20°C  
การเตรียมสารละลาย 
1. miniprep lysis buffer 
    ประกอบดวย 25 mM  Tris-HCL pH 8.0 
  10 mM           Na2EDTA    
  50 mM           glucose 
    2 mg/ml       lysozyme 
2. สารละลาย 0.2 N NaOH, 1% SDS (เตรียมกอนการทดลอง) 
    1 N  NaOH         1       มิลลิลิตร 
  10%  SDS            0.5    มิลลิลิตร 
  sterile H2O           3.5    มิลลิลิตร 
  รวม                      5       มิลลิลิตร     
3. สารละลาย Rnase A ที่ปราศจากการปนเปอนของ Dnase 
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 ละลาย Rnase A 10 มิลลิกรัม ในสารละลาย 10 mM Tris pH 7.5, 15 mM NaCl 
จํานวน 1 ml นําไปตมเปนเวลา 15 นาที เพื่อทําลาย Dnase แลวปลอยใหเย็นลงอยาง

ชาๆ แบงสารละลายออกเปนสวนเล็กๆ หลายๆ หลอดเก็บไวที่ -20°C 
4. 3 M K acetate, pH 4.8 ละลาย K acetate. 3H2O จํานวน 8.16 กรัมในน้ํา 16 
มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน 4.8 ดวย glcial acetic acid ปรับปริมาตรใหเปน 20 มิลลิลิตร 
แลวฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
5. TE buffer (10 mM Tris-HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA) 
 ผสมสารละลาย  1 M Tris-HCL, pH 8.0   0.1 มิลลิลิตร            
               0.5 M EDTA, pH 8.0                      20 ไมโครลิตร 
               เติม sterile H2O  ใหไดปริมาตร       10  มิลลิลิตร 
 นําไปฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
6. STE buffer 
 1 M  Tris-HCL pH 7.5   1 ml 
 0.5 M  Na2EDTA   0.2 ml  
 5 M NaCl    2 ml 
 ปรับปริมาตรใหเปน 100 ml ฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
ตัวอยางผลการทดลอง 
 

Vector Tube Plate 

(μl) 

Blue 
colony 

White 
colony 

% 
Recombinant 

PGEM DNA 
Eco RI-cut religated 

1 100 - - 0 

PGEM DNA 
Eco RI-cut A7 cDNA 

2 50 112 11 12.3 

PGEM DNA 
Eco RI-cut A7 cDNA 

2 100 300 20 6.25 

PGEM DNA 
Eco RI-cut A7 cDNA 

2 150 463 37 7.4 
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PGEM DNA 

EcoRI-cut λ2 cDNA 

3 50 ? 53 - 

PGEM DNA 

EcoRI-cut λ2 cDNA 

3 100 800 100 ? 

PGEM DNA 

EcoRI-cut λ2 cDNA 

3 150 - 113 ? 

PGEM DNA 4 50 - - ? 
 

ปฏิบัติการที่ 9 
การแยกสกดัดีเอ็นเอจากเน้ือเยื่อพชื 

(Isolation of DNA from plant tissues) 
 
 การศึกษาโครงสรางและหนาที่ของยีนจําเปนตองมีการแยกดีเอ็นเอออกจากเซลล
ของสิ่งมีชีวิต การแยกดีเอ็นเอออกจากเนื้อเยื่อพืชมีหลายวิธี มีหลักการโดยทั่วไปโดยทํา
ใหเซลลแตกโดยการบด ทําลายเมมเบรนที่หอหุมนิวเคลียสดวยดีเทอรเจนท ทําใหดีเอ็น
เอตกตะกอนดวยแอลกอฮอล ทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์โดย phenol extraction และ ethanol 
precipitation กําจัดอารเอ็นเอดวยเอนไซม Rnase 
 
วัสดุและอุปกรณ 
1. เน้ือเยื่อพืชซ่ึงควรเปนเนื้อเยื่อสดและเปนสวนที่มีอายุนอยเชน ตนออน ใบออน 
2. extraction buffer 
3. 20% SDS 

4. β-mer captoethanol 
5. isopropanol 
6. TE buffer เอนไซม RnaseA (10 mg/ml) 
7. Phenol : chloroform : isoamyl alcohol 
8. chloroform : isoamyl alcohol 
9. absolute alcohol 
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10. 70% ethanol 
11. 7.5 M ammonium acetate 
12. refigurated high-speed centrifuge 
13. microcentrifuge 
14. หลอดเซนตริฟวจ 
15. หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
16. โกรง 
17. กะบะน้ําแข็ง 
18. อางน้ําอุน 
 
วิธีการ ดัดแปลงจาก Graham et. al., 1994. 
1. บดเนื้อพืชหนัก 1 กรัมในโกรงโดยใชไนโตรเจนเหลวบดจนเปนเนื้อละเอียด 
2. ยายเนื้อเยื่อไปใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ แลวเติม extraction buffer ลงไป 1 ml ผสม

ใหเขากันโดยการพลิกหลอดแลวนําไปแชอางน้ําอุนที่ 55 oC เปนเวลา 20 นาที 
3. นําหลอดไปปนเหว่ียงในไมโครเซนตริฟวจเปนเวลา 5 นาที 
4. ยาย supernatant ไปใสหลอดใหมเติม chloroform : isoamyl alcohol (41 : 1) 

ปริมาตรเทากัน 
5. ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดกลับไปกลับมาเปนเวลา 2 นาทีแลวนําไปปนเหว่ียงเปน

เวลา 3 นาที 
6. ยาย supernatant ไปใสหลอดใหมแลวเติม 7.5 M ammonium acetate ลงไปใน

ปริมาตร 1/10 เทาของปริมาตรเดิมแลวเติม absolute ethanol (เย็นจัด) ลงไป 2 เทา
ของปริมาตรเดิม แชไวในตูแชแข็ง (-20 C) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

7. ปนเหว่ียงเปนเวลา 5 นาที 
8. เท supernatant ทิ้ง ลางตะกอนดวย 70% ethanol ผึ่งตะกอนใหแหงและละลาย

ตะกอนดวย TE buffer 50 μl 
 
การเตรียมสารละลาย 
1. extraction buffer (วิธีที่ 1) 

9.1 g sorbitol 
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1.21 g Tris-base 
0.94 g Na2 EDTA 
ในปริมาตรทั้งหมด 100 ml ปรับ pH เปน 7.5 ฆาเช้ือโดยการออโตเครฟ 

2. 20% SDS ละลาย SDS 20 กรัม ในนํ้าใหไดปริมาตรทั้งหมด 200 ml (ใชนํ้ากลั่นฆา
เช้ือ) ไมตองออโตเครฟสารละลาย SDS เขมขน 

3. 5 M potassium acetate 
4. extraction buffer (วิธีที่ 2) 
(2% CTAB , 100 mM Tris-HCl , 1.4 M NaCl , 20 mM EDTA) 
 CTAB      2 กรัม 
 1 M Tris-HCl pH 8.0    10 ml 

NaCl      8.18 กรัม 
0.5 M EDTA     4 ml 
ปรับปริมาตรใหเปน 100 ml ฆาเช้ือโดยออโตเครฟ 

5. 7.5 M ammonium acetate 
6. Phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25 :24 :1) 

- ทํา phenol ใหเปนของเหลวโดยนําขวด phenol ไปแชในอางน้ําอุนที่ 65 oC แลว
เติม 8-hydroxyquinoline ลงไป 0.1 กรัมตอ phenol 100 มิลลิลิตร 
- เติม 1M Tris-HCl pH 8.0 ลงไป 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวต้ังทิ้งไวใหช้ัน 
phenol และช้ันนํ้า aqueous phase แยกออกจากกัน 
- ตรวจ pH ของช้ันนํ้า (ช้ันบน) ดูวามากกวา 7.5 หรือไม ถายังตํ่ากวา 7.6 ใหดูด
เอาช้ันนํ้าทิ้งแลวเติม 1 M Tris-HCl pH 8.0 ลงไปอีก 
- ทําซ้ําจนกวา pH ของช้ันนํ้ามีคามากกวาหรือเทากับ 7.5 
- เก็บ phenol เหลวไวในขวดสีนํ้าตาลที่ 4 C โดยมี TE อยูช้ันบน 
- เม่ือตองการใชผสม phenol กับ chloroform : isoamyl alcohol (24 :1) ใน
สัดสวน 1 :1 

7. Chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) ผสม chloroform 240 ml กับ isoamyl 
alcohol 10 ml เก็บในขวดสีชา หรือขวดแกวหุมอลูมิเนียมฟอยลที่อุณหภูมิหอง 

 
ปฏิบัติการที่ 10 
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การหาปริมาณดีเอ็นเอ และปริมาณอารเอ็นเอ 
(Quantitative of DNA and RNA) 

การหาปริมาณดีเอ็นเอ และปริมาณอารเอ็นเอ เปนเทคนิคที่จําเปนมาก เพราะเมื่อ
สกัด ดีเอ็นเอ หรือ อารเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิตไดแลว จําเปนที่จะตองทราบความเขมขนใน
ตัวอยางนั้น เพ่ือที่จะทราบวาควรจะปเปต สารละลายกรดนิวคลีอิกปริมาตรเทาใดไปใชใน
ข้ันตอนตอไป วิธีการที่นิยมใชมากที่สุดมี 2 วิธี คือ 
1. วิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี ซ่ึงใชในกรณีที่มีปริมาณของกรด นิวคลีอิกมากพอสมควร 

และเปนตัวอยางกรดนิวคลีอิกที่มีสารปนเปอนเชน โปรตีน ฟนอล หรืออะกาโรส อยูใน
ปริมาณที่ตํ่า 

2. วิธียอมดวยเอธิเดียมโบรไมด นิยมใชในกรณีที่มีปริมาณของกรดนิวคลีอิกนอย  
(> 250 ng/ml) และมีสารปนเปอนอยูคอนขางมาก 
 
วิธีการศึกษา 
 
การหาปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี 
1. แบงสารละลายดีเอ็นเอ ที่ตองการหาคาความเขมขน มา 5 ไมโครลิตร ใสในหลอดไม

โครเซนตริฟวจ เติมนํ้ากลั่นลงไป 995 มิลลิตร แลวนําไปหาคา absorbance ที่ความ
ยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร โดยใชนํ้ากลั่นเปน blank 

2. นําคา absorbance ที่ไดไปคํานวนหาความเขมขนของกรดนิวคลีอิก ดังน้ี 

ความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ (μg/ml)  = A260 x 50 μg/ml x dilution factor 
การคํานวณหาความเขมขนของสารละลาย DNA 

 

ความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ (μg/ml)  = A260 x 50 μg/ml x dilution factor 
    = 0.57 x 50 x 200 

         = 570 μg/ml 

         = 0.57 μg/ml 
เม่ือคา absorbanceที่ความยาวคลื่นแสง 260 = 0.57 
              dilution factor = 200 
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จากการสกัด DNA จากใบพืชแลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตรและที่ 
280 นาโนเมตร DNA ที่สกัดไดจากใบฟาทะลายโจร  
ทําใหอยูในรูปหนวย ug/ul   = 0.57/1000 ug/ul 
แสดงวาใน 10 ul ของ DNA solution มีดีเอ็นเอ = 10x 0.57/1000 = 0.0057 ug 
100ul มี DNA = 100 x 0.0057/10  = 0.057 ug 
ในใบพืช 4 กรัม มี DNA   = 0.057 ug 
ถาใบพืช 1 กรัม มี DNA = 0.057/4  = 0.0143 ug/g  
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