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การเตรียมดีเอ็นเอสําหรับโคลน 
 

การโคลนหรือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอน้ันข้ันแรกตองเตรียมดีเอ็นเอกอน ที่ไดมาจาก
แหลงที่ตองการ จึงนํามาเชื่อมตอกับเวคเตอรเพ่ือใหไดดีเอ็นเอสายผสมแลวจึงนําไปถาย
ฝากลงในเซลลผูรับ ซ่ึงที่มาของดีเอ็นเอมี 3 แหลง คือ 

1. ดีเอ็นเอที่แยกไดจากเซลลเน้ือเยื่อของสิ่งมีชีวิต เปนดีเอ็นเอท้ังหมดของ
สิ่งมีชีวิตชนิดน้ัน เรียกวา Genomic DNA  

2. ดีเอ็นเอที่สังเคราะหข้ึนจากเอ็มอารเอ็นเอ เรียกวา Complementary DNA หรือ 
cDNA โดยสรางอารเอ็นเอในอวัยวะหน่ึงในชวงหน่ึงของชีวิต 

3. ดีเอ็นเอที่สังเคราะหข้ึนโดยวิธีทางเคมี หรือใชเอ็นไซม หรือใชรวมกันทั้งวิธีทาง
เคมีและใชเอ็นไซม 

การเตรียมดีเอ็นเอจากเซลล เตรียมไดจากหลายแหลงอาจมาจากพืชหรือสัตว
ช้ันสูง ถาตองการดีเอ็นเอที่มีขนาดโมเลกุลใหญแลวตองนําไปโคลน หรือนําไปวิเคราะห
โดยวิธี Southern blot น้ันคือเตรียมดีเอ็นเอใหไดขนาดไมตํ่ากวา 100-200 กิโลเบส (kb) 
แลวนําไปแยกดวยวิธี อิเล็คโทรโฟริซิส ในอะกาโรสเจล 

ดีเอ็นเอจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเตรียมไดจากตับ มาม หรือ ไต ซ่ึงโดยทั่วไปนิยม
เตรียมจากมามเพราะไดดีเอ็นเอ บริสุทธิ์ในปริมาณมาก โดยเตรียมจากเนื้อเยื่อสดทันที
หรือตัดเปนช้ินเล็กๆ แลวใสลงในไนโตรเจนเหลว จึงนําไปเก็บไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ –80 
OC การเก็บเน้ือเยื่อโดยวิธีน้ีเก็บไดนานกวา 1 ป นอกจากนี้อาจเตรียมดีเอ็นเอจากเลือด 
หรือ จากเซลลที่เลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงก็ได 
 การเตรียมดีเอ็นเอจากพืช เตรียมไดจากเนื้อเยื่อตางๆ เชน ใบ กิ่ง ใบเลี้ยง ตนออน และ
กลุมเซลลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  โดยนําสวนของพืชมาบดในไนโตรเจนเหลว 
แลวใสบัฟเฟอรสําหรับสกัดดีเอ็นเอที่ประกอบดวยสารดีเทอรเจนต เชน SDS และจึงเติม 
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สารโปแตสเซียมอะซิเตท ที่มีสมบัติเปนกรด เพ่ือใหสวนตางๆของพืชตกตะกอน แลวจึง
นําสวนของเหลวดานบนมากรอง แลวจึงตกตะกอนโดยใชแอลกอฮอล เม่ือไดดีเอ็นเอแลว
นําไปตรวจสอบขนาดโดยอิเล็คโทรโฟริซิสและหาปริมาณดีเอ็นเอ โดยวัดจากคาการดูด
แสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร  
การเตรียมดีเอ็นเอจาก mRNA 
 การเตรียมดีเอ็นเอโดยวิธีน้ีไดมาจาก mRNA ซ่ึงเปนผลผลิตของยีนบางยีนที่มีการ
แสงออกในบางชวงเวลา และในอวัยวะหนึ่งเทานั้น ดีเอ็นเอท่ีไดจากการลอกรหัสมาจาก 
mRNA จะเปนสวนของยีนที่ไมมีอินทรอน เพราะmRNA ที่อยูในไซโตรพลาสซึมไดผาน
การตัดแตงเอาอินทรอน ออกเรียบรอยแลว ดีเอ็นเอที่ไดจากการลอกรหัสมาจาก mRNAน้ี
เรียกวา Complementary DNA หรือ cDNA ตองอาศัยเอนไซมหลายชนิด ข้ันแรกตอง
ศึกษาวายีนที่สนใจนั้นแสดงออกในอวัยวะใด และในชวงเวลาใด แลวจึงแยกสกัด mRNA 
จากเซลลดังกลาวมาใชเปนตนแบบในการสังเคราะห cDNA โดยใชเอนไซม reverse 
transcriptase เร่ิมตนโดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดที่ประกอบดวยเบสT หลายๆ เบสเปนไพร
เมอร เขาไปเกาะที่ปลาย 3’ ของ mRNA ดวยพันธะไฮโดเจนระหวางเบส T และ A จึง
สังเคราะห cDNA สายแรกในทิศทาง 5’ ไป 3’ โดยใชเอนไซมreverse transcriptase 
 
การสังเคราะหดีเอ็นเอโดยวิธีทางเคมี 

การสังเคราะหดีเอ็นเอในปจจุบัน สรางไดถึง 50 นิวคลีโอไทด ถาทราบลําดับ
กรดอะมิโนของยีนดังกลาวจะสังเคราะหเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดสายเดี่ยวสั้นๆ ที่ตอเน่ือง
ทั้งสองสาย และมีลําดับเบสที่ซอนกันในสายที่มีเบสเปนคูสมนั้น แลวจึงเช่ือมตอโอลิโกนิ
วคลีโอไทดเหลานี้โดยใชเอ็นไซม DNA ligase  

การสังเคราะหโอลิโกนิวคลีโอไทดมีหลายวิธีแตวิธีที่ใชกันอยางกวางขวางและมี
การผลิตเคร่ืองสังเคราะหดีเอ็นเอแบบอัตโนมัติ ในทางการคามี 2 วิธี คือ วิธี Phosphate 
triester และวิธี Phosphite triester ทั้งสองวิธีมีหลักการคลายกันคือ ตอนิวคลีโอไทดเขา
ไปในสายที่ละหน่ึงโมเลกุล โดยขั้นตอนแรกตองปองกันไมใหหมูที่เขาทําปฏิกริยาไดงาย
น่ันคือ ตองปองกันหมูอะมิโน ของเบส A C และ G ไมใหเกิดปฏิกริยาได โดยเติมหมู 
benzoyl เขาที่เบส A และ C และเติมหมู isobutyryl เขาที่เบส G เม่ือส้ินสุดการสังเคราะห
แลว หมูที่ปองกันเบสกําจัดออกไดโดยใชดางออนและหมู dimethoxytrityl กําจัดออกได
โดยยอยดวยกรดอยางออน 
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เวคเตอร  

หลักการโคลนยีน คือการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอท่ีตองการใหไดปริมาณมากเพื่อ
ตองการศึกษาหรือวิเคราะหตอไป แตช้ินดีเอ็นเอท่ีตองการน้ันไมสามารถเพิ่มจํานวนได
ดวยตัวเองในเซลลผูรับ จึงตองนําช้ินดีเอ็นเอดังกลาวมาตอเขากับดีเอ็นเออื่น ที่สามารถ
จําลองตัวไดในเซลลผูรับคือดีเอ็นเอท่ีเปนพาหะหรือเวคเตอรน่ันเอง 
พลาสมิด(Plasmid)  

พลาสมิดเปนดีเอ็นเอท่ีอยูนอกโครโมโซมพบในแบคทีเรียหลายชนิดมีโครงสราง
เปนวงแหวนเกลียวคูมีขนาดตั้งแต 1,000 คูเบสจนถึงมากกวา 200,000 คูเบส พลาสมิดมี
สมบัติเปนหนวยที่จําลองตัวได และเกิดความตานทานตอยาปฏิชีวนะได การแยกพลาสมิ
ดออกมาจากเซลลเดิมกอนแลวสงถายเขาสูเซลลใหมโดยทําใหเซลลผูรับเกิดการ
เปลี่ยนแปลงที่ผนังเซลล (Competent cell)และรับดีเอ็นเอจากภายนอกโดยกระบวนการ 
transformation ตัวอยางพลาสมิดที่ใชเปนเวคเตอรไดแก pBR322 และ pUC18, pUC19  
ฝาจแลมบดา(Lambda phage) 

เปนดีเอ็นเอเกลียวคูขนาด 48,500 คูเบสมีการดํารงชีวิตได 2 แบบ คือ  
1. Lytic pathway โดยดีเอ็นเอของไวรัสที่เขาไปในเซลลแบคทีเรีย แลวทําใหเซลล
แบคทีเรียแตกแลวปลอยอนุภาคไวรัสออกมา 
2.Lysogenic pathway โดยดีเอ็นเอของไวรัสซึ่งจับตัวกันเปนวงแหนวจะไปเกาะกับ
โครโมโซมของแบคทีเรียแลวแลกเปลี่ยนช้ินสวนของดีเอ็นเอทําใหจีโนมของฝาจแทรกตัว
เขาไปอยูในโครโมโซมของแบคทีเรีย เม่ือมีการจําลองโครโมโซมของแบคทีเรีย ฝาจก็จะ
จําลองโมเลกุลแลวสงตอไปยังเซลลลูกดวย 

ตัวอยางของฝาจแลมบดา ไดแก λgt10 , λgt11,λ2001 และ M13 
คอสมิด(Cosmid) 

คอสมิดมีสวนของดีเอ็นเอที่เปนจุดเริ่มตนของการจําลองตัวเองในแบคทีเรีย มียีน
เครื่องหมายสําหรับคัดเลือกเซลลที่ไดรับเวคเตอรน้ีและมี cos site ของฝาจแลมบดา เพ่ือ
ชวยใหสามารถบรรจุดีเอ็นเอลงในโปรตีนหอหุมของฝาจแลมบดาได ไดแก คอสมิด pJB8 
การโคลนยีน 

การสรางดีเอ็นเอ library ดีเอ็นเอที่แยกไดทั้งหมดจากเซลลนํามาตอกับเวคเตอร
และถายลงในเซลลผูรับก็จะไดประชากรของเซลล หรือของฝาจที่มีช้ินดีเอ็นเอตางๆ ที่มา
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จากสิ่งมีชีวิตที่แยกสกัดดีเอ็นเอมาไดทั้งหมดเรียกวา Genomic library สวนดีเอ็นเอท่ี
สังเคราะหข้ึนจาก mRNA เม่ือนํามาตอกับเวคเตอรและถายฝาจลงสูเซลลแลวจะได cDNA 
library ขนาดของ library จีโนมของคนมีขนาดประมาณ 3 x 10 6 kb  
การเชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอกับเวคเตอรมี 3 วิธี คือ  

1.เช่ือมตอดีเอ็นเอปลายเหนียวที่เกิดจากการตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ
(Cohensive end ligation) 

2.เช่ือมตอดีเอ็นเอปลายทู(Blunt end ligation) 
3.การเชื่อมตอดีเอ็นเอท่ีมีปลายเปนเบสคูสมที่เกิดจากการตอเบสชนิดเดียวกันเขา

ไปที่ปลาย 3’ ของดีเอ็นเอโมเลกุลหน่ึง โดยเอนไซม terminal deoxynucleotidyl 
transferase 
การตรวจหาโคลนที่ตองการ สามารถทําไดดังข้ันตอนดังตอไปน้ี 

ผลที่ไดจากการตัดตอช้ินดีเอ็นเอเขากับเวคเตอรแลวนําเขาสูเซลลผูรับคือ 
ประชากรของเซลล หรือ ประชากรของฝาจที่มีช้ินดีเอ็นเอตางๆกัน เปน library หรือ 
gene bank วิธีการตรวจหาโคลนที่ตองการของเซลลทั้งหมดนั้นทําไดหลายวิธีคือ  
คัดเลือกจากฟโนไทป (Phenotypic selection) 

ถายีนที่สอดใสเขาไปในเวคเตอรแสดงออกไดในเซลลผูรับน้ัน และลักษณะที่
ปรากฏแตกตางไปจากลักษณะของเซลลผูรับเดิม ก็สามารถคัดเลือกโดยวิธีน้ีได ทั้งน้ีใน
การโคลนยีนตองเลือกใชเวคเตอรที่เอื้ออาํนวยใหยนีสามารถแสดงออกไดในเซลลผูรับเชน 
expression vector  
ตรวจหาโดยวิธีอิมมูโนเคมี (immunochemical screening) 

ทําไดเม่ือโคลนที่ตองการแสดงออกไดโดยผลิตโพลีเพพไทด หรือโปรตีนที่ถูกตอง
คลายกับวิธีแรก แตโปรตีนดังกลาวไมแสดงฟโนไทปที่เดนชัดไมสามารถจะคัดเลือก
โดยตรงได แตตองมีแอนติบอดี ตอโปรตีนน้ีเตรียมพรอมอยูกอน แลวตรวจสอบโปรตีนที่
เซลลผลิตข้ึนโดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะกับโปรตีนที่ตองการนั้น 
การตรวจหาโดยวิธีการ Nucleic acid hybridization 

การคัดเลือกโคลนโดยวิธน้ีีใชเม่ือโคลนที่ตองการไมแสดงลักษณะใดๆ อาจจะผลิต
โพลีเพพไทดจําเพาะไดหรือไมก็ตามและอยูในเวคเตอรใดก็ได โดยใชดีเอ็นเอหรืออารเอ็น
เอที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับสวนหน่ึงสวนใดของช้ินดีเอ็นเอแยกนั้นเปนตัวตรวจสอบ เรียก
ดีเอ็นเอ หรือ อารเอ็นเอท่ีใชตรวจสอบน้ีวา Probe  
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การประยุกตใช 
1.พันธุวิศวกรรมทางการศึกษาวิจัย เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมสามารถนํามาใช

อธิบายกลไกตางๆในเซลล เชน การแสดงออกของยีน ปฏิกริยารวมระหวางโปรตีน และ
ลําดับเบสจําเพาะของดีเอ็นเอ การทํางานของยีนและเอนไซมบางชนิดในเซลล พัฒนาการ
และวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต 

2.พันธุวิศวกรรมทางอุตสาหกรรมและสิ่งแวดลอม การโคลนยีนน้ันวัตถุประสงค
อยางหน่ึงคือ พยายามใหยีนนั้นแสดงออก หรือ สรางผลผลิตไดในเซลลผูรับ ผลผลิตยีน
ดังกลาวนี้ไดแก อุตสาหกรรมยา การผลิตวัคซีน ผลิตสารที่เปนสวนผสมในอาหาร ผลิต
โปรตีนเซลลเดียว สวนที่เกี่ยวของกับสภาพแวดลอม เชน การสรางแบคทีเรียที่ยอยสลาย
หางนมและของเสียบางชนิด 

3.พันธุวิศวกรรมทางการเกษตร เขามามีบทบาทตอการปรับปรุงพันธุพืชและสัตว 
เชน การเพิ่มผลผลิตนํ้านม การสรางยีนตานทานโรคพืช และสัตว การสรางพืชตานทาน
แมลง เปนตน 

4.พันธุวิศวกรรมทางการแพทย เชน การทํายีนบําบัดในผูปวยที่เปนโรคมะเร็ง 
การวินิจฉัยโรคโดยใชเทคนิค PCR การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA figerprint) 
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ปฏิบัติการที่ 1 
การเพลทหองสมุดซีดีเอ็นเอ 

( Plating λgt 11 cDNA library ) 
 

 ปฏิบัติการนี้จะไดทราบวิธีการเพาะเลี้ยง λgt 11 ในเซลลใหอาศัย ( E.coli strain 

Y 1090 ) และการไตเตรทจํานวนอนุภาค λgt 11 ที่มีอยูในหองสมุดซีดีเอ็นเอ 
วัสดุและอุปกรณ 

1. หองสมุดซีดีเอ็นเอในเวคเตอร λgt 11เปนหองสมุดซีดีเอ็นเอ ซ่ึงสังเคราะห
จาก mRNA ที่สกัดจากละอองเรณูของขาว 

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. หลอดไมโครเซนตริฟวจ หลอดเซนตริฟวจขนาด 50 ml และ 15ml 
11. automatic pipettesและ pipette tips 
12. ตูถายเช้ือแบบไบโอฮาซาด 
13. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 
14. ตูเลี้ยงเช้ือ 
15. อางน้ําอุน 
16. เตาไมโครเวฟ 

วิธีทํา 
ข้ันตอนที่ 1  การสตีคเชื้อ E.coli Y1090 
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 ทําการสตรีคเช้ือ E.coli Y1090 ซ่ึงเปนเซลลใหอาศัยสําหรับฝาจ λgt 11 จาก 

glycerol stock บนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar+amplicillin (100μg/ml ) เลี้ยงเช้ือในตูเลี้ยง

เช้ือที่อุณหภูมิ 37 ° C เปนเวลาหนึ่งคืน ( 16-18 ช่ัวโมง ) 
ข้ันตอนที่ 2  การเตรียมเซลลใหอาศัย E.coli Y1090 

1. ยายเชื้อ E.coli Y1090 หน่ึงโคโลนีจากจานวุนไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ  

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) เขยาขามคืนที่ 37 ° C 
2. วันรุงข้ึนยาย overnight culture จํานวน 1ml ไปใสใน LB medium   ที่มีสารชื่อ 

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

37 ° Cเปนเวลา 2-3 ช่ัวโมงจนกระทั่งไดคา OD600 ประมาณ 0.6-0.8 
2. แชเซลลในกระบะน้ําแข็ง เปนเวลาประมาณ 15 นาที 
3. นําเซลลไปทําใหตกตะกอนโดยปนเหว่ียงใน refrigerated centrifugeที่ 3,000  

rpm เปนเวลา 15 นาที 
4. เทอาหารเลี้ยงเช้ือทิ้งไป แลวละลายตะกอนเซลลดวย 10 mM MgSO4      (เย็น 

จัด) จํานวน 3 ml แชเซลลในนํ้าแข็งจนกวาจะถึงเวลาใช 
 
ข้ันตอนที่ 3  การทํา dilution series ของ cDNA library 
 ตองทํา cDNA library ใหเจือจางแลวจึงนํามาผสมกับเช้ือ E.coli Y1090  ซ่ึงเปน
เซลลเจาบานกอนที่จะนําไปเพาะเลี้ยงในจานวุน 

1. แบง λgt 11 cDNA library จาก stock จํานวน 5 μl 

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

3. แบง dilution ที่ 1 มา 5 μl ใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจอีกหลอดหนึ่งแลวเติม 

SM buffer ลงไป 95  μl ( dilution ที่ 2 ) 
     4. ทําซ้ําขอ 2 และ 3 จนถึง  dilution ที่ 5 
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ข้ันตอนที่ 4  การเพลท λgt 11 cDNA library 
1. นําหลอดเซนตริฟวจขนาด 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 ใสลงไปใน 
หลอดที่ 2 ถึงหลอดที่ 6 ตามลําดับ 

4. ใสเซลล E.coli Y1090 ที่เตรียมไวในข้ันตอนที่ 2 ลงไปในหลอดที่ 1 ถึง หลอดที่ 6  

หลอดละ 150 μl 

5. นําหลอดเซนตริฟวจทั้ง 6 หลอดไปแชในอางน้ําอุน 37 ° C เปนเวลา 30 นาที  

เพ่ือใหฝาจ λgt 11  absorb กับ host cell 

6.  เติม top agarose เหลว ( 3.5 ml ) อุณหภูมิประมาณ 45-50 ° C ลงไปในหลอด 
เซนตริฟวจ เขยาใหเขากันแลวเทลงบนจานวุน   ( LB+amplicillin )     ( ข้ันตอนนี้ตองทํา
อยางรวดเร็ว ตองเท top agarose     และเกลี่ย  top agarose ใหทั่วพื้นผิววุน กอนที่ top 
agarose จะแข็งตัว   ดังน้ันจึงตองนําจานวุนที่จะใชไปทําใหอุนกอนโดยนําไปใสในตู

เพาะเลี้ยงเช้ือลวงหนา 37°C ประมาณ 2-3 ช่ัวโมงกอน ที่จะทําขั้นตอนน้ี ) 

7. นําจานวุนทั้ง 6 ใบ ไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 ° C เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
8. วันรุงข้ึนนับจํานวนพลากใส ( plaques )       ที่เกิดจากการเจริญเติบโตแบบ lytic  

cycle ของ λgt 11 แลวคํานวณหาจํานวน λgt 11 ที่มีอยูใน stock cDNA library มีหนวย
เปน pfu/ml ( plaque forming units/ml ) 

 
ปฏิบัติการที่ 2 

การเพิ่มจํานวนแบคทิริโอฝาจแลมดา 
(Preparation of higher Phage lysate) 

 
 จากปฏิบัติการที่ไดเพลท cDNA libraly เรียบรอยแลวจะไดพลาก (plagues) 

จํานวนมากบนจานวุน พลากแตละพลากจะมีฝาจ  λgt11 อยูเปนจํานวน 105 – 106 

อนุภาคขึ้นอยูกับขนาดและความสมบูรณ พลากแตละพลากคือโคลนของλ gt11 ซ่ึงมี

จีโนมเปนดีเอนเอสายผสม (recombinant DNA) ระหวาง DNA ของ λgt11 กับ cDNA 



  

AG 103 383 

ของขาว ในบทปฏิบัติการนี้จะใหสุมเอาพลากมาเพียงสองพลากแลวนํามาเพิ่มจํานวนให
ไดจํานวนมากพอที่จะสกัดเอาดีเอนเอมาทําการศึกษาตอไป 
วัสดุและอุปกรณ 

1. จานวุนที่มี cDNA library      จากปฏิบัติการที่ 2 เลือกเอาจานที่มีจํานวนพลากไม 
มากเกินไปไมนอยเกินไปและพลากหางกันพอสมควร 

2. เช้ือ E.coli.Y1090 ซ่ึงเปนเซลลใหอาศัย (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. หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
12. หลอดเซนตริฟวจขนาด 15 และ 50 ml 
13. automatic pipettes และ pipett tips 
14. Paster pipetts 
15. ตูถายเช้ือแบบไบโอฮาซาด 
16. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 
17. ตูเลี้ยงเช้ือ 
18. อางน้ําอุน 
19. เตาไมโครเวฟ 

วิธีทํา –การเพิ่มจํานวนแบคทิริโอฟาจจากพลากมี 2 วิธี นักศึกษาจะเลือกทําวิธีใดก็ได ใน
เบื้องตนแนะนําใหใชวิธีที่ 2 เพราะใชเวลานอยกวาและสิ้นเปลืองนอยกวา 
วิธีที่1-วิธีเพลทไลเสด (Plat lysate method) 

1. ใชปลายพลาสเจอรปเปตที่ไรเช้ือเจาะลงไปบนวุนที่มีพลาก (plaqe) ที่ตองการ 
จะนําไปเพิ่มจํานวนอยูแลวนําวุนที่มีพลากอยูน้ันไปใสใน phage dilution buffer หรือ SM 
buffer จํานวน 1 ml  ในหลอดไมโครเซนตริฟวจ 
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2. เติม Chloroform ลงไป 1 หยดเขยาแลวทิ้งไว 4  oC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หรือ 
ขามคืนเพื่อใหฝาจเคลื่อนที่ออกจากวุน 

3. ปเปต phage stock จากขอ 2 ใหไดจํานวนประมาณ 10 5 pfu (plague  
forming unit) นํามาผสม กับ E.coli host cells จํานวน 0.15 ml ในหลอดไรเช้ือขนาด 15 
ml (เตรียม host cells ตามขั้นตอนที่2, บทที่ 2) การที่จะทราบวาควรจะใช phage stock 
ปริมาณเทาใดนั้นตองทําการไตเตรทเสียกอนตามวิธีในบทปฏิบัติการที่2 

4. นําสวนผสมจากขอ 3 ไปแชไวที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 20 นาทีเพ่ือใหฝาจ 
และเซลล absorb กับผนังเซลลใหอาศัย  

5. เติม top agarose ที่ เหลวและอุน(45 oC) ลงไปในสวนผสมของฝาจและเซลล 
ใหอาศัยผสมใหเขากันแลวเทลงบนจานที่มีวุนเลี้ยงเชื้อ LB+ampicilin ที่แข็งตัวอยู 

6. นําจานวุนไปบมที่ 37 oC เปนเวลา 8-10 ช่ัวโมงในขั้นตอนน้ีบนพื้นผิวของจาน 
เพาะเชื้อควรมีลักษณะใสเกือบทั้งหมด       เน่ืองจากฝาจมีการเจริญมากจนทําใหเซลลให
อาศัยแตก (lyse) เกือบทั้งหมด 
       7. เติม SM buffer ลงไปบนจานเพาะเชื้อจํานวน 4 ml ปดฝา ปดชองระหวางฝา
กับตัวจานดวยพาราฟลม วางจานเพาะเชื้อน้ีไวที่ 4 oC เปนเวลา 8-10 ช่ัวโมง ถาเปนไป
ไดควรเขยาเบา ๆ เปนระยะ ๆ หรือวางจานบนเครื่องเขยาซึ่งวางไวในตูเย็น 

8. เท SM buffer จากขอ 7 ลงในหลอดไรเช้ือ เติม SM buffer อีก 1 ml ลงบนจาน
วุนเพ่ือลางฝาจที่ยังหลงเหลืออยูแลวเท SM buffer น้ีลงไปรวมกับ SM buffer จากขอ 7 

9. เติม chloroform  ลงไป 0.1 ml   ลงไปผสมโดยการ vortex     เล็กนอย นําไป 
เหว่ียงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เพ่ือใหเศษเซลลแบคทีเรียตกตะกอน 

10. ยาย  supernatant ไปใสในหลอดอีกหลอดหนึ่ง     เติม chloroform ลงไป 2-3  
หยด    
      11. plaqe stock ที่ไดน้ีจะมีจํานวนฝาจมากประมาณ 1010-1011 pfu/mlซ่ึงสามารถ
เก็บไวไดที่ 4 oC เปนเวลาหลายเดือน 
 
วิธีทํา 2 วิธีอาหารเหลวจํานวนนอย (Small scale liquid culture) 

1. ใชปลายของพลาสเจอรปเปต   ที่ไรเช้ือเจาะลงไปบนวุนที่มีพลาก (Plaque) ที่ 
ตองการเพิ่มจํานวนอยู แลวนําวุนที่มีพลากอยูน้ันไปใสลงในเซลลใหอาศัย จํานวน 0.2 ml
ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาที (เตรียมเซลลใหอาศัยตามขั้นตอนที่ 2 บทที่ 2) 
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2. เติมอาหารเลี้ยงเช้ือ LB+100 μg/ml ampicilin      ซ่ึงมี CaCl2 เขมขน 5 mM  
จํานวน 5 ml ในหลอดขนาด 50 ml 

3. นําไปเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ 37 oC เปนเวลา 4-5 ช่ัวโมง  (ควรเพาะเลี้ยง 
เฉพาะเซลลใหอาศัยอยางเดียวในหลอดอีกหลอดหนึ่ง      เพ่ือเปนตัวเปรียบเทียบอาหาร
เลี้ยงเช้ือที่มีฟาจอยูดวยจะใสเมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมมีฝาจ) 

4. เติม chloroform ลงไป2-3 หยดแลวเขยาตออีก 10 นาที 
5. นําไปเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เพ่ือกําจัดเศษเซลลแบคทีเรีย 
6. ยาย supernatant ไปใสในหลอดใหม       แลวเติม cloroform ลงไป 2-3 หยด  

สามารถเก็บ phage stock น้ีไวที่ 4 oC ไดหลายเดือน 
7. สําหรับวิธีที่ 2 สามารถ scale up ได     โดยเพิ่มจํานวนพลากเปน 3-4 พราก  

(จาก clone เดียวกัน)  ตอ culture 10 ml และเพิ่มปริมาณเซลลใหอาศัยเปน 0.5 ml      
 

 
ปฏิบัติการที่ 3 

การแยกดีเอ็นเอของแบคทีริโอฝาจแลมดา 
(Isolation of bacteriophage lambda DNA) 

 

ในปฏิบัติการที่ 2 นักศึกษาไดเตรียม phage lysate จากโคลนของ λgt 11 ที่
นักศึกษาคัดเลือกมาจํานวน 2 โคลน ในปฏิบัติการนี้นักศึกษาจะไดสกัดแยกเอาดีเอ็นเอ

ออกมาจากแบคทิริโอฝาจ λgt 11 ซ่ึงมีหลายวิธีในที่น้ีจะแนะนําวิธีที่ไมตองใชวัสดุราคา
แพงมากนักเพียง 2 วิธี สําหรับวิธีอื่นๆ นักศึกษาสามารถคนควาเพิ่มเติมไดจาก
เอกสารอางอิง 
 
วัสดุและอุปกรณ 

1. Buffer L1 (ประกอบดวย 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. หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
14. หลอดเซนตริฟวจ ขนาด 50 ml 
15. automatic pipettor และ pipet tips 
16. อางน้ําอุน 

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 ใสลงในหลอดเซนตริฟวจ ขนาด 50 ml แลวเติม 

Buffer L1ลงไป 50 μl นําไปแชในอางน้ําอุนที่ 37°C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
2. เติมสารละลาย 20 % PEG 8,000, 2 M NaCl ที่เย็นจัด 5 ml ลงไปผสมใหเขากันแลว

แชไวในนํ้าแข็ง 1 ช่ัวโมง 

3. นําไปเหวี่ยงที่ 10,000 g เปนเวลา 10 นาที ที่ 4°C 
4. เท supernatant ทิ้งไปแลวคว่ําหลอดบนกระดาษทิชชู ทิ้งไวครูหน่ึง เพื่อใหของเหลว

ที่เหลือไหลลงมาใหหมด 

5. ละลายตะกอนฝาจแลมดาดวย LB-broth จํานวน 1,200 μl ยายไปใสในหลอดไมโค

รเซนตริฟวจ 2 หลอดๆ ละ 600 μl 
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6. เติม DE 52 ion exchange cellulose ซ่ึงแขวนลอยอยูใน LB-broth ลงไปหลอดละ  

600 μl ผสมใหเขากันดวยการพลิกหลอดไปมา 20-30 ครั้ง 
7. เหว่ียงในไมโครเซนตริฟวจเปนเวลา 5 นาที แลวยาย supernatant ไปใสหลอดใหม

แลวเติม DE 52 ลงไปอีก 600 μl ผสมใหเขากันดวยการพลิกหลอด 
8. เหว่ียงอีกครั้งหน่ึง แลวยาย supernatant ไปใสหลอดใหม 

9. เติมสารละลาย proteinase K เขมขน 0.1 mg/ml ลงไป 10 μl ต้ังทิ้งไว 5 นาที แลว

เติม 10 % SDS ลงไป 50 μl ผสมใหเขากัน 

10. เติมสารละลาย 3% potassium acetate ลงไป 130 μl นําไปแชในอางน้ําอุนที่

อุณหภูมิ 70°C 10 นาที แลวยายไปแชในนํ้าแข็งอีก 10 นาที 
11. นําไปเหวี่ยงในไมโครเซนตริฟวจ เปนเวลา 10 นาที 
12. ยาย supernatant ไปใสหลอดใหมแลวเติม isopropanol ปริมาตรเทากันลงไป นําไป

แชในตูแชแข็ง (-70°C) เปนเวลา 15 นาที แลวนําไปเหวี่ยงเปนเวลา 15 นาที 
13. เท supernatant ทิ้งไป ผึ่งตะกอนใหแหงเล็กนอย แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย 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 เก็บในตูแชแข็ง(-20°C) 
2. 20% PEG 8000, 2 M NaCl 

PEG 8000                                        20 กรัม 
NaCl                                                11.96 กรัม 

ละลายใน SM buffer จนไดปริมาตรทั้งหมด 100 ml ฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
3. DE52 in LB-medium 
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ช่ัง DE52 10 กรัม ใสลงในบีกเกอร คอยๆ เติม 0.05 N HCl ลงไปพรอมกับคอยๆ 
คนเติม HClทั้งหมดเปนปริมาตรประมาณ 2-3 เทาของปริมาตร DE52 แลวคอยๆ เติม 
NaOH เขมขน (5N) ลงไปจนกระทั่ง pH ของสวนผสมมีคาใกลเคียง pH ของ LB medium 
คือประมาณ 7.0 ต้ังทิ้งไวให DE52  ตกตะกอนแลวจึงเทสวนลอยท้ิงไป แลวลาง DE52 
หลายๆ ครั้งดวย LB จํานวนมากจนกระทั่ง pH ของ LB มีคา 7.0 จากนั้นจึงละลาย DE52 
ดวย  LB ใหสวนผสมมีปริมาณ DE52 75% LB 25% เติม sodium azide ลงไปใหมีความ

เขมขน 0.1% เก็บสวนผสมนี้ไวที่ 4°C 
4. proteinase K 

proteinase K    1 mg 

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

Sodium dodecyl sulfate                 10 กรัม 
ละลายนํ้าจนไดปริมาตร 100ml เก็บไวที่อุณหภูมิหอง (ไมตองออโตเคลฟ SDS) 

6. 3 M Potassium acetate 
ช่ัง Potassium acetate 29.5 กรัม ละลายนํ้าใหไดปริมาตร 100 ml  ปรับ pH ให

เปน 4.8 แลวฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
7.    5% CTAB in 0.5 M NaCl 

CTAB                                              5 กรัม 
NaCl                                           2.92 กรัม 
ละลายน้ําใหไดปริมาตรทั้งหมด 100 ml ฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 

8.   1.2 M NaCl  
NaCl                                                    7.03 กรัม 
ละลายน้ําจนไดปริมาตร 100 ml  ฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 

9.   TE buffer 
Tris-base                                              0.121 กรัม 
Na2EDTA                                            0.037 กรัม 
ละลายนํ้า 80 ml ปรับ pH ใหเปน 7.5 ดวย HCl แลวเติมนํ้าใหไดปริมาตร 100ml 
ฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
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ปฏิบัติการที่ 4 
การยอยดีเอ็นเอของแบคทิริโอฝาจแลมดาดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

(Restrictuion  digestion  of  bacteriophage  lambda DNA) 
 

 จากบทปฎิบัติการที่ 3 ไดแยกดีเอ็นเอจากแบคทิริโอฝาจแลมดาจีที  11 โดยใช  
phage  lysate  จํานวน 15 ml  ข้ันสุดทายไดละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer 

จํานวน 30 μl ปฏิบัติการนี้นักศึกษาจะนําดีเอ็นเอดังกลาวซึ่งเปนดีเอ็นเอสายผสม 
(recombinant DNA) มายอยดวยเอนไซม Eco RI เพ่ือแยกช้ิน cDNA ออกมาจากดีเอ็นเอ
ของแลมดาจีที 11 
 
1. ดีเอ็นเอของแบคทิริโอฝาจแลมดาจีที 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. อางน้ําอุน 
10. electophoresis chamber 
11. power  supply 
12. UV Transilluminator 
 
วิธีทํา 

1 นําดีเอ็นเอของแบคทิริโอฝาจแลมดาจีที 11 มา 16 μl ใสลงในหลอดไมโครเซนตริ
ฟวจ 

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 นําไปแชในอางน้ําอุนที่ 37 oC เปนเวลา 1.5-2 ช่ัวโมง 
6 เติม 10 x gel loading  buffer ลงไป 2 ไมโครลิตร แลวนําไปแยกในอะกาโรสเจลอิเลค

โตรโฟลิซิส โดยหยอด DNA ทั้งหมดลงใน 1 หลุมของอะกาโรสเจล 
7 ในหลุมอีกหลุมหน่ึงขางๆ ใหหยอดดีเอ็นเอท่ีไมถูกยอยดวย Eco RI ลงไปดวยเพื่อ

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

8 เปดเครื่องจายกระแสไฟฟาโดยใชความตางศักย 50-60 โวลท เปนเวลาประมาณ 2 
ช่ัวโมง หรือจนกระทั่งสี bromophenol  blue เคลื่อนที่ไปไดประมาณ 80 % ของความ
ยาวของอะกาโรสเจล 

9 ปดเครื่องจายกระแสไฟฟา นําเจลไปวางบน UV Transilluminator และบันทึกภาพไว 
( ถาโคลนที่นักศึกษาคัดเลือกมาเปน recombinant แลมดาจีที 11 จะพบแถบดีเอ็นเอ

อยางนอย 2 แถบ แถบที่มีขนาดใหญประมาณ  48 kbp คือดีเอ็นเอของเวคเตอร λgt 
11 สวนแถบท่ีมีขนาดเล็กกวาเปนซีดีเอ็นเอของขาวที่ถูกตัดออกมาดวยเอนไซม Eco 
RI) 
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ปฏิบัติการที่ 5 
อะกาโรสเจลอิเล็กโทโฟริซิสของดีเอนเอ 
(Agarose Gel Electrophoresis of DNA) 

 
 อิเล็กโทรโฟริซิส เปนเทคนิคที่ใชแยกโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกซึ่งอยูใน
สนามไฟฟาออกจากกัน โดยอาศัยความแตกตางของอัตราการเคลื่อนที่ของโมเลกุล ซ่ึง
เปนผลมาจากความแตกตางของชนิดและปริมาณของประจุ ขนาดและโครงรูปของโมเลกุล
ของสาร การแยกโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกโดยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส มักทําใหตัวกลางที่เปน
สารโมเลกุลใหญพวกโพลีเมอร สําหรับดีเอ็นเอนิยมแยกโดยใชอะกาโรส หรือโพลีอะคริลา
ไมดเปนตัวกลาง การแยกดีเอ็นเอโดยใชอะกาโรสเปนตัวกลางเปนเทคนิคที่สําคัญมากใน
การศึกษาวิจัยดานพันธุวิศวกรรม เพราะเปนเทคนิคที่ใชแยก บงช้ีและทําช้ินดีเอ็นเอให
บริสุทธิ์ ซ่ึงทําใหสะดวกและรวดเร็ว เน่ืองจากการเตรียมอะกาโรสเจลทําไดสะดวกกวาการ
เตรียมโพลีอะคริลาไมดเจล การตรวจหาแถบของดีเอ็นเอท่ีแยกออกจากกันสามารถทําได
โดยการยอมอะกาโรสเอธิเทียมโบรไมด แลวตรวจหาสารเชิงซอนของเอธิเดียมไบรไมดกับ
ดีเอ็นเอ ซ่ึงจะเรืองแสง(fluorescence) เม่ือสองดวยแสงอุลตราไวโอเลต แถบดีเอ็นเอท่ีมี
ปริมาณต่ําเพียง 10 นาโนกรัม สามารถถูกตรวจพบไดโดยวิธีน้ี การแยกดีเอ็นเอโดยโพ
ลีอะคริลาไมดยุงยากกวา แตมีอํานาจการแยก (resolving power) สูงกวาอะกาโรส
เจลมากโดยสามารถแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันเพียงคูเบสเดียวออกจากกัน
ได จึงใชไดดีในเทคนิคการหาลําดับเบส (DNA sequencing) 
 
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 
 อะกาโรสเปนสารโพลีเมอรที่สกัดไดจากสาหรายทะเล ถากําหนดใหโครงรูปของดี
เอ็นเอเปนแบบเสนตรง ความสัมพันธระหวางขนาดของโมเลกุลกับระยะทางที่เคลื่อนที่
ในอะกาโรสเจลความเขมขนตาง ๆ สามารถแสดงไดในรูปของกราฟดังภาพที่ 1 ซ่ึงจะเห็น
วาสําหรับแตละความเขมขนของอะกาโรสเจลจะมีชวงที่การเคลื่อนที่กับ log ของขนาด
โมเลกุลมีความสัมพันธแบบเสนตรวจ ซ่ึงชวงขนาดของดีเอ็นเอท่ีมีความสัมพันธแบบ
เสนตรงกับระยะทางนั้นไดรวบรวมไวตารางที่ 1  
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ภาพที่ 1 ความสัมพันธระหวางขนาดของดีเอ็นเอกับการเคลื่อนที่ในอะกาโรสเจลความ
เขมขนตาง ๆ 
 
 ในปจจุปนมีการใชอะกาโรสในงานอิเล็กโทรโฟริซิสเพิ่มมากขึ้นทั่วโลก ผูผลิต
หลายบริษัทจึงทําการผลิตอะกาโรสชนิดพิเศษสําหรับใชในงานอิเล็กโทโฟริซิส โดยเฉพาะ
ซ่ึงเปนอะกาโรสที่บริสุทธิ์ปราศจากสารเจือปนซึ่งจะยับยั้งการทํางานของเอนไซมใน
ข้ันตอนตอไปหลังจากแยกดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล และปราศจากการปนเปอนจากนิวคลี
เอสซึ่งทําลายกรดนิวคลีอิก 
 ในการเตรียมเจลจะนําอะกาโรสมาหลอมในบัฟเฟอรซ่ึงมี pH ประมาณ 8 แลวเท
ลงในถาดรองเจล เม่ืออะกาโรสแข็งตัวแลวจึงทําการหยดดีเอ็นเอลงในหลุมแลวผาน
กระแสไฟฟาเขาสูเจล ดีเอ็นเอ ซ่ึงมีประจุลบจะเคลื่อนที่ไปหาขั้วบวก อัตราการเคลื่อนที่
ของดีเอ็นเอข้ึนอยูกับปจจัยตาง ๆตอไปน้ี 
1. ขนาดของดีเอ็นเอ  

อัตราการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอจะแปรผกผันกับ log10 ของจํานวนคูเบส ดีเอ็นเอ
โมเลกุลใหญจะเคลื่อนที่ชากวาเพราะมีแรงเสียดทานมากกวา และโมเลกุลจะเคลื่อนผานรู
ของเจลยากกวา 
2. ความเขมขนของอะกาโรส 
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ขณะที่ใหกระแสไฟฟาผานเจลดีเอ็นเอจะเคลื่อนที่ผานรูภายในเจล ถารูมีขนาด
ใหญอัตราการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอจะสูงกวาเจลที่มีรูขนาดเล็ก ขนาดของรูภายในเจลจะ
ข้ึนกับความเขมขนของอะกาโรส อะกาโรสยิ่งมีความเขมขนมากรูภายในจะมีขนาดเล็กลง 
การเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในอะกาโรส จะมีความสัมพันธแบบเสนตรงกับความเขมขน
ของอะกาโรส ตามสมการ 

 log u = logu0-Kr T 
 u =  ระยะทางที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ในอะกาโรสเจล 
 u0 = ระยะทางที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ในสภาพที่ไมมีในอะกาโรสเจล 

 Kr  = สัมประสิทธิ์ความหนวง(retardation coefficient) 
 
ตารางที่ 1 ชวงขนาดดีเอ็นเอที่มีความสัมพันธแบบเสนตรงกับระยะทางที่เคลื่อนที่ไป
ในอะกาโรสเจลความเขมขนตาง ๆ  
ความเขมขนของอะกาโรสเจล (%) ชวงขนาดของดีเอ็นเอปลายเปด(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 

ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเทากัน แตอยูในโครงรูปที่ตางกันจะเคลื่อนที่ในอะกาโรสเจลในอัตรา
ที่ตางกัน ข้ึนอยูกับความเขมขนของอะกาโรสเจล ความแรงของกระแสไฟฟาและ
ความแรงอิออนของบัพเฟอร โดยทั่วๆ ไป สําหรับพลาสมิดดีเอ็นเอ โครงรูปแบบ
ซูเปอรเฮลิคัล(superhelical) จะเคลื่อนที่เร็วกวาแยบบเสนตรง(linear) สวนแบบ
วงกลมนิก(nicked circular) จะเคลื่อนที่ชาที่สุด 

4. องคประกอบของบัพเฟอร 



  

การเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลขึ้นอยูกับองคประกอบและความแรงอิออน 
ของบัพเฟอร บัพเฟอรที่นิยมใชสําหรับอิเลกโทรโฟริซิสของดีเอ็นเอมี 4 ชนิด ดังสรุป
ไวใน ตารางที่ 2นิยมเตรียมบัพเฟอรเขมขนเก็บไว เชน 10X buffer หมายความวา
เปนบัพเฟอรที่มีความเขมขนเปน 10 เทาของความเขมขนที่ใชจริง TAE, TPE และ 
TBE ใชกับดีเอ็นเอสายคู สวนบัพเฟอรดาง(alkaline buffer) ใชกับดีเอ็นเอสายเดี่ยว 

 
ตารางที่ 2 แสดงบัพเฟอรที่นิยมใชในเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของดีเอ็นเอ 
บัพเฟอร ความเขมขนที่ใชในอิเล็กโทรโฟริซิส  บัพเฟอรเขมขน/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 จํานวนที่ตองการลงในฟลาสก เติม electrophoresis buffer (1 X TBE) 

ใหไดความเขมขนที่ตองการโดยทั่ว ๆ ไป mini-gel มักใชปริมาณ agarose 35-40  ml 
ถาตองการเตรียม 0.8 % agarose gel ใช agarose 0.32  กรัมตอบัพเฟอร 40 ml 

3. ทําให agarose ละลายโดยแชฟลาสกในนํ้าเดือด หรือในเตาไมโครเวฟนําออกมาวาง
ทิ้งไวใหเย็นลงถึงประมาณ 60 oC เติม ethidium bromide (10 mg/ml) ลงไปใหได

ความเขมขนสุดทาย 0.5 μg/ml ( 2 ไมโครลิตรตอ 40 มิลลิลิตร) ผสมใหเขากันโดย
การหมุนฟลาสกเบาๆ 

4. เท agarose ลงในถาดรองเจลที่เตรียมไว พยายามอยาใหเกิดฟองอากาศวาง comb 
ลงที่ปลายดานหนึ่งของถาดรองเจล ใหซ่ีของ comb อยูหางจากปลายของเจลป
ระมาณ 1 ซม. รอใหเจลแข็งตัว 

5. หลังจากเจลแข็งตัว นําถาดไปวางใน electrophoresis tank เท buffer (1X TBE) ลง
ไปจนทวมเจลใหบัพเฟอรทวมเจลข้ึนมาประมาณ 1-2 มม. คอยๆดึง comb ออก 

6. ผสม DNA sample กับ gel-loading buffer แลวหยอดตัวอยางลงในชองโดยใช 
disposable micropipette (gel-loading buffer คือบัพเฟอรที่มีสียอม 2 ชนิด คือ 
bromphenol blue กับ xylene cyanol, brompheol blue จะเคลื่อนที่ในอัตราเร็วพอๆ
กับดีเอ็นเอซ่ึงยาวประมาณ 300 คูเบสและเคลื่อนที่เร็วกวา xylene cyanol ประมาณ 
2.2 เทา xylene cyanol เคลื่อนที่ในอัตราเร็วพอๆกับดีเอ็นเอคูซ่ึงยาวประมาณ 4 kb 
นอกจากนี้ยังมี glycerol หรือ sucrose ผสมอยู เพ่ือถวงใหดีเอ็นเอตกลงสูกนหลุม 
มักจะเตรียม gel - loading buffer ที่เขมขนกวาที่ใชจริง 10 เทา ดังน้ัน ถามีดีเอ็นเอ
ตัวอยางอยู 10 ไมโครลิตร ใช gel - loading buffer 1 ไมโครลิตร ในการทําอิเล็ก
โทรโฟริซิสทุกครั้งตองมีดีเอ็นเอมาตรฐานที่รูขนาดแนนอนเปนตัวเปรียบเทียบ ซ่ึง
มักจะหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานนี้ลงในหลุมซายมือสุด ดีเอ็นเอมาตรฐานที่นิยมใชคือ แล
มดาดีเอ็นเอ ตัดดวยเอนไซม Hind III หรือ Eco RI หรือทั้งสอง 
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7. เม่ือหยอดตัวอยางเรียบรอยทุกหลุมแลว ปดฝา electrophoresis chamber แลวตอ
ข้ัวไฟฟาเขากับ power supply ต้ัง voltage สูงประมาณ 1-5 โวลท/ซม. ดีเอ็นเอจะ
เคลื่อนที่จาก cathode (ข้ัวสีดํา)ไปยัง anode(ข้ัวสีแดง) อยาตั้ง voltage ใหสูงเกินไป
จะทําใหเกิดความรอนสูง ซ่ึงจะทําลายดีเอ็นเอ โดยทั่วๆ ไปสําหรับ mini-gel ใช 50-
60 โวลท ใชเวลาประมาณ 2 ช่ัวโมง เม่ือ bromphenol blue เคลื่อนไปไดประมาณ 80 
% ของความยาวเจล หยุดกระแสไฟฟา นําเจลออกมาแลวนําไปวางบน UV 
Transilluminator เพ่ือตรวจดูผลการแยก  บันทึกภาพดวยกลองโพลารอยด 

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) 
ละลายน้ําใหไดปริมาตร 1 ลิตร 

2. 1 x TBE 
5 x TBE 1 สวน:นํ้า 4 สวน 

3. 10 mg/ml ethidium bromide 
ช่ัง ethidium bromide 100 มิลิกรัม ละลายในน้ํา 10 มิลลิลิตร โดยการกวนบน 
magnetic stirrer 
1-2 ช่ัวโมง เก็บไวในขวดหุมอะลูมิเนียมฟอยล (ethidium bromide อาจเปน strong 
mutagen สวมถุงมือตลอดเวลาที่เกี่ยวของกับสารนี้) 

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

 
 
 
 



  

AG 103 397 

ปฏิบัติการที่ 6 
การแยกแถบดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล 

(Recovery of DNA from agarose gel) 
 

 ในปฏิบัติการบทที่ 4 นักศึกษาไดยอย recombinant λgt 11 DNA ดวยเอนไซม 
Eco RI และแยกดวยอิเล็กโทรโฟริซิส ในปฏิบัติการนี้ นักศึกษาจะแยกแถบ cDNA 
ออกมาจากวุนอะกาโรสมีหลายวิธี ตามที่บรรยายในบทนี้ แตจะใหนักศึกษาทําเพียงวิธี
เดียวคือวิธี Prep-A-Gene DNA purification system (Bio-RAD) 
 
วัสดุและอุปกรณ 
1. แถบดีเอ็นเอในวุนอะกาโรสจากบทปฏิบัติการที่ 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.  หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
11. automatic pipettor และ pipet tips 
12. เครื่องไมโครเซนตริฟวจ 
13. อางน้ําอุน 
14. ไนโตรเจนเหลว 
 
วิธีทํา (Prep-A-Gene DNA purification system (Bio-RAD) 
1. ตัดแถบดีเอ็นเอที่ตองการออกมานําช้ินวุนไปใสหลอดไมโครเซนตริฟวจนําไปปน

เหว่ียงใหช้ินวุนตกลงที่กนหลอด คาดคะเนปริมาตรของวุนวาเปนเทาใด 
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2. เติม binding buffer ลงไปจํานวน 3 เทาของปริมาตรวุน แลวนําไปแชในอางน้ํา

อุณหภูมิ 37-55 °C ประมาณ 10-20 นาที จนกระทั่งวุนละลายหมด 

3. เติม prep-A-Gene matrix ลงไป (5 μl ตอ 1 μg DNA) ผสมใหเขากัน โดยการพลิก
หลอดกลับไปมาเปนเวลา 10 นาที  DNA จะไดตัวกับ matrix 

4. นําไปปนเหว่ียง 30 วินาที ให matrix ตกตะกอนดูด supernatant ทิ้งไปแลวลาง 
matrix ดวย washing buffer ปริมาตร 25 เทาของปริมาตร matrix ที่ใชในขอ 3. 

5. ลาง matrix ดวย washing buffer ทั้งหมด 3 ครั้ง ในการลางครั้งสุดทายดูด washing 
buffer ทิ้งใหหมด 

6. ชะ DNA ที่เกาะอยูกับ matrix ออกโดยเติม elution buffer ปริมาตรเทากับปริมาตร

ของ matrix ที่ใชในขอ 3 แลวแชในอางน้ําอุน (37-50°C) เปนเวลา 5 นาที 
7. นําไปปนเหว่ียง 1-2 นาที ให matrix ตกตะกอน ยาย supernatant ซ่ึงมีดีเอ็นเออยูไป

ใสหลอดใหม นําดีเอ็นเอไปใชตอไดทันทีโดยไมตองทํา ethanol precipitation 
 

ปฏิบัติการที่ 7 
การโคลนดีเอ็นเอเขาสูพลาสมิดเวคเตอร pGEM3Z 

(Cloning in pGEM3Z plasmid vector) 
 

                   ในบทปฏิบัติการที่ 4 และ 6 ที่ผานมาไดเตรียม DNA จากโคลนของ λgt 
11 ยอย DNA ดวยเอ็นไซม Eco RI และไดแยกช้ิน cDNA ออกมาจากอะกาโรสเจลแลว 
ในปฏิบัติการนี้จะโคลน cDNA น้ันเขาสู  vector ชนิดใหมคือ plasmid ชนิด pGEM3Z 
(ผลิตภัณฑของบริษัท Promega) ซ่ึงเปนพลาสมิดที่นิยมใชกันมากชนิดหนึ่ง 
 
วัสดุและอุปกรณ 
1. cDNA ที่ตองการโคลน (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. หลอดไรเช้ือขนาด 50 ml 
17. หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
18. autometic pipettors และ pipet tips 
19. อางน้ําอุน 
20. ตูถายเช้ือแบบไบโอฮาซาด 
21. กะบะน้ําแข็ง 
22. ตูเพาะเช้ือ 
 
วิธีทําการทดลอง 
ข้ันตอนที่ 1 Determination of the amount of cDNA insert 
           โดยจะตองทราบโดยประมาณวา cDNA ที่ dilute ออกจาก agarose gel น้ันมี
ปริมาณเทาใด โดยการ run agarose gel ของตัวอยาง cDNA เทียบกับ standard DNA ที่

ทราบปริมาณ เชน 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 ตามลําดับแลวหยอด
ตัวอยาง cDNA ที่เตรียมไดลงในหลุมที่เหลือ (แบง cDNA มาประมาณ 2-5 ไมโครลิตร) 
run electrophoresis ตามปกติ นํา gel ไปวางบน UV transilluminator จะสามารถทราบ
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ปริมาณ cDNA โดยประมาณได โดยเปรียบเทียบกับความสวางของแถบ cDNA กับความ

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

                   PGEM DNA                    1 μl (ความเขมขน 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 เขมขน 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
สูตรตอไปน้ี ในการเปลี่ยน molar ratio เปน 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 (ตามที่คํานวณไดจาก 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 (ขามคืน) 
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                   โดยจะตอง set up ligation reaction อีกหลอดหนึ่งเปนหลอดควบคุม ซ่ึง

ไมใส cDNA insert โดยใสนํ้าแทนใหมีปริมาตรทั้งหมด 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 เขยาขามคืนที่ 37 °C 
3. วันรุงข้ึน inoculate 1 ml ของ overnight culture ลงใน 100 ml ของ fresh LB 

medium เขยาที่ 37 °C จนกระทั่งไดคา OD600 ประมาณ 0.4-0.6 ใชเวลาประมาณ 4-
5 ช่ัวโมง 

4. แชเซลลในกะบะน้ําแข็งแลวนําไป centrifuge ที่ 3,500 x g เปนเวลา 5 นาที ที่ 4 °C 
5. resuspend เซลลดวย 0.4 volume ของ ice-cold 50 mM CaCl2  
6. แชเซลลไวในกะบะน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที 

7. centrifuge ที่ 3,500 x g เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 °C 
8. resuspend เซลลดวย 1/25 original volume ของ ice-cold 50 mM CaCl2 (culture 

100 ml ใช CaCl2 4 ml) ตองทําอยางเบามือที่สุดเพราะเซลลจะแตกไดงาย 

9. แชกะบะน้ําแข็งไวอีกอยางนอย 60 นาที แลวจึงแบงใสหลอด ๆ ละ 200 μl แลว
นําไปใชทํา transformaion ไดเลย ถายังไมพรอมที่จะทํา transformation ตองการเก็บ

เซลลไวใหเติม sterile glycerol ลงไป หลอดละ 40 μl แลวเก็บไวที่ –70 °C  freezer 
ไดประมาณ 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) ผสมใหเขากัน 

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

3. แชหลอดทั้งสองในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที 

4. ยายหลอดมาแชใน water bath (42°C) เปนเวลา 2 นาที (heat shock) 
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5. ยายกลับไปแชนํ้าแข็งอีก 2 นาที 

6. เติม LB medium ลงไป หลอดละ 0.5 ml นําไปแชอางน้ําอุนที่ 37 °C เปนเวลา 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 ขามคืนที่ 37°C 
9. ตรวจสอบและนับจํานวน recombinant colonies (สีขาว)  non-recombinant colonies 

(สีนํ้าเงิน) 
10. ทําขั้นตอนที่ 1-9 กับ ligation reaction ชุดควบคุมดวย 
 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลาย 
1. LB medium 

ดูทายบทปฏิบัติการที่ 1 
2. LB agar plate 

Bacto-tryptone           10 กรัม 
       Bacto-yeast extract    5 กรัม 
       NaCl                          5 กรัม 
       Bacto-agar                 15  กรัม 
       ละลายน้ําจนไดปริมาณทั้งหมด 1000 ml ปรับ pH เปน 7.0 ดวย 1N NaOH ฆาเช้ือ

โดยการออโตเครฟ รอจนเย็นลง (อุณหภูมิประมาณ 50 °C) เทลงในจานเพาะเชื้อแลว
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 82 มม. จานละประมาณ 25 ml ทิ้งไวใหแข็งแลวเก็บไวในตูเย็น 
3. IPTG / X-gal selection plates 

เตรียม LB agar ปริมาตร 1000 ml ตามขอ 2 กอนเทลงในจานเพาะเชื้อเติม
สารละลายตอไปน้ี 
                   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 ดวยพลาสมิด 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. หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
          16. automatic pipettor  และ pipet tips 
          17. อางน้ําอุน 
          18. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 
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.  นําเช้ือที่เลี้ยงขามคืน  จํานวน  1.5  ml  ใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจแลวนําไปปน

เหว่ียง 2 นาที  (เก็บเช้ือที่เหลือไวที่ 4°C) 
3.  ดูด supernatant ทิ้งไป 

4.  ละลายตะกอนเซลลดวย STE buffer 100 μl 

5.  เติม phenol : chloroform : isoammyl alcohol (25 : 24 : 1) จํานวน 100  μl  ผสม
ใหเขากันโดยใช vortex mixer 

6. นําไปปนเหว่ียง 5 นาที ยาย supernatant ไปใสในหลอดใหมแลวเติม 10 M 
ammonium acetate ลงไปใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2 M 

7.  เติมเอธานอลที่เย็นจัด 2 เทาของปริมาตรเดิม ผสมใหเขากันแลวแชนํ้าแข็งเปนเวลา 
15 นาที 
8.  นําไปปนเหว่ียงเปนเวลานาน 10 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ผึ่งให

ตะกอนแหง แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer 14 μl 

9.  เติม Rnase A (10 mg/ml) จํานวน 2 μl นําไปแชอางนํ้าอุนที่ 37°C เปนเวลา 30 
นาที เพ่ือกําจัด RNA 

10. เก็บพลาสมิดดีเอ็นเอไวในตูแชแข็ง -20°C  
การเตรียมสารละลาย 
1. miniprep lysis buffer 
    ประกอบดวย 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 (เตรียมกอนการทดลอง) 
    1 N  NaOH         1       มิลลิลิตร 
  10%  SDS            0.5    มิลลิลิตร 
  sterile H2O           3.5    มิลลิลิตร 
  รวม                      5       มิลลิลิตร     
3. สารละลาย Rnase A ที่ปราศจากการปนเปอนของ Dnase 
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 ละลาย Rnase A 10 มิลลิกรัม ในสารละลาย 10 mM Tris pH 7.5, 15 mM NaCl 
จํานวน 1 ml นําไปตมเปนเวลา 15 นาที เพื่อทําลาย Dnase แลวปลอยใหเย็นลงอยาง

ชาๆ แบงสารละลายออกเปนสวนเล็กๆ หลายๆ หลอดเก็บไวที่ -20°C 
4. 3 M K acetate, pH 4.8 ละลาย K acetate. 3H2O จํานวน 8.16 กรัมในน้ํา 16 
มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน 4.8 ดวย glcial acetic acid ปรับปริมาตรใหเปน 20 มิลลิลิตร 
แลวฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
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  ใหไดปริมาตร       10  มิลลิลิตร 
 นําไปฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
6. STE buffer 
 1 M  Tris-HCL pH 7.5   1 ml 
 0.5 M  Na2EDTA   0.2 ml  
 5 M NaCl    2 ml 
 ปรับปริมาตรใหเปน 100 ml ฆาเช้ือโดยการออโตเคลฟ 
ตัวอยางผลการทดลอง 
 

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) 
 
 การศึกษาโครงสรางและหนาที่ของยีนจําเปนตองมีการแยกดีเอ็นเอออกจากเซลล
ของสิ่งมีชีวิต การแยกดีเอ็นเอออกจากเนื้อเยื่อพืชมีหลายวิธี มีหลักการโดยทั่วไปโดยทํา
ใหเซลลแตกโดยการบด ทําลายเมมเบรนที่หอหุมนิวเคลียสดวยดีเทอรเจนท ทําใหดีเอ็น
เอตกตะกอนดวยแอลกอฮอล ทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์โดย phenol extraction และ ethanol 
precipitation กําจัดอารเอ็นเอดวยเอนไซม Rnase 
 
วัสดุและอุปกรณ 
1. เน้ือเยื่อพืชซ่ึงควรเปนเนื้อเยื่อสดและเปนสวนที่มีอายุนอยเชน ตนออน ใบออน 
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. หลอดเซนตริฟวจ 
15. หลอดไมโครเซนตริฟวจ 
16. โกรง 
17. กะบะน้ําแข็ง 
18. อางน้ําอุน 
 
วิธีการ ดัดแปลงจาก Graham et. al., 1994. 
1. บดเนื้อพืชหนัก 1 กรัมในโกรงโดยใชไนโตรเจนเหลวบดจนเปนเนื้อละเอียด 
2. ยายเนื้อเยื่อไปใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ แลวเติม extraction buffer ลงไป 1 ml ผสม

ใหเขากันโดยการพลิกหลอดแลวนําไปแชอางน้ําอุนที่ 55 oC เปนเวลา 20 นาที 
3. นําหลอดไปปนเหว่ียงในไมโครเซนตริฟวจเปนเวลา 5 นาที 
4. ยาย supernatant ไปใสหลอดใหมเติม chloroform : isoamyl alcohol (41 : 1) 

ปริมาตรเทากัน 
5. ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดกลับไปกลับมาเปนเวลา 2 นาทีแลวนําไปปนเหว่ียงเปน

เวลา 3 นาที 
6. ยาย supernatant ไปใสหลอดใหมแลวเติม 7.5 M ammonium acetate ลงไปใน

ปริมาตร 1/10 เทาของปริมาตรเดิมแลวเติม absolute ethanol (เย็นจัด) ลงไป 2 เทา
ของปริมาตรเดิม แชไวในตูแชแข็ง (-20 C) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

7. ปนเหว่ียงเปนเวลา 5 นาที 
8. เท supernatant ทิ้ง ลางตะกอนดวย 70% ethanol ผึ่งตะกอนใหแหงและละลาย

ตะกอนดวย 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 เปน 7.5 ฆาเช้ือโดยการออโตเครฟ 

2. 20% SDS ละลาย SDS 20 กรัม ในนํ้าใหไดปริมาตรทั้งหมด 200 ml (ใชนํ้ากลั่นฆา
เช้ือ) ไมตองออโตเครฟสารละลาย SDS เขมขน 

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 
ปรับปริมาตรใหเปน 100 ml ฆาเช้ือโดยออโตเครฟ 

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

- ทํา phenol ใหเปนของเหลวโดยนําขวด phenol ไปแชในอางน้ําอุนที่ 65 oC แลว
เติม 8-hydroxyquinoline ลงไป 0.1 กรัมตอ phenol 100 มิลลิลิตร 
- เติม 1M Tris-HCl pH 8.0 ลงไป 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวต้ังทิ้งไวใหช้ัน 
phenol และช้ันนํ้า aqueous phase แยกออกจากกัน 
- ตรวจ pH ของช้ันนํ้า (ช้ันบน) ดูวามากกวา 7.5 หรือไม ถายังตํ่ากวา 7.6 ใหดูด
เอาช้ันนํ้าทิ้งแลวเติม 1 M Tris-HCl pH 8.0 ลงไปอีก 
- ทําซ้ําจนกวา pH ของช้ันนํ้ามีคามากกวาหรือเทากับ 7.5 
- เก็บ phenol เหลวไวในขวดสีนํ้าตาลที่ 4 C โดยมี TE อยูช้ันบน 
- เม่ือตองการใชผสม phenol กับ chloroform : isoamyl alcohol (24 :1) ใน
สัดสวน 1 :1 

7. Chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) ผสม chloroform 240 ml กับ isoamyl 
alcohol 10 ml เก็บในขวดสีชา หรือขวดแกวหุมอลูมิเนียมฟอยลที่อุณหภูมิหอง 

 
ปฏิบัติการที่ 10 
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การหาปริมาณดีเอ็นเอ และปริมาณอารเอ็นเอ 
(Quantitative of DNA and RNA) 

การหาปริมาณดีเอ็นเอ และปริมาณอารเอ็นเอ เปนเทคนิคที่จําเปนมาก เพราะเมื่อ
สกัด ดีเอ็นเอ หรือ อารเอ็นเอจากสิ่งมีชีวิตไดแลว จําเปนที่จะตองทราบความเขมขนใน
ตัวอยางนั้น เพ่ือที่จะทราบวาควรจะปเปต สารละลายกรดนิวคลีอิกปริมาตรเทาใดไปใชใน
ข้ันตอนตอไป วิธีการที่นิยมใชมากที่สุดมี 2 วิธี คือ 
1. วิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี ซ่ึงใชในกรณีที่มีปริมาณของกรด นิวคลีอิกมากพอสมควร 

และเปนตัวอยางกรดนิวคลีอิกที่มีสารปนเปอนเชน โปรตีน ฟนอล หรืออะกาโรส อยูใน
ปริมาณที่ตํ่า 

2. วิธียอมดวยเอธิเดียมโบรไมด นิยมใชในกรณีที่มีปริมาณของกรดนิวคลีอิกนอย  
(> 250 ng/ml) และมีสารปนเปอนอยูคอนขางมาก 
 
วิธีการศึกษา 
 
การหาปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตรี 
1. แบงสารละลายดีเอ็นเอ ที่ตองการหาคาความเขมขน มา 5 ไมโครลิตร ใสในหลอดไม

โครเซนตริฟวจ เติมนํ้ากลั่นลงไป 995 มิลลิตร แลวนําไปหาคา absorbance ที่ความ
ยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร โดยใชนํ้ากลั่นเปน blank 

2. นําคา absorbance ที่ไดไปคํานวนหาความเขมขนของกรดนิวคลีอิก ดังน้ี 

ความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ (μg/ml)  = A260 x 50 μg/ml x dilution factor 
การคํานวณหาความเขมขนของสารละลาย DNA 

 

ความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ (μg/ml)  = A260 x 50 μg/ml x dilution factor 
    = 0.57 x 50 x 200 

         = 570 μg/ml 

         = 0.57 μg/ml 
เม่ือคา absorbanceที่ความยาวคลื่นแสง 260 = 0.57 
              dilution factor = 200 
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จากการสกัด DNA จากใบพืชแลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตรและที่ 
280 นาโนเมตร DNA ที่สกัดไดจากใบฟาทะลายโจร  
ทําใหอยูในรูปหนวย ug/ul   = 0.57/1000 ug/ul 
แสดงวาใน 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 
ถาใบพืช 1 กรัม มี DNA = 0.057/4  = 0.0143 ug/g  
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