
 
 
 
 
วัตถุประสงค 

เพ่ือใหทราบวิธีการสกัดแยกกรดนิวคลิอิก ชนิดดีเอ็นเอ  1. 
เพ่ือใหเขาใจหลักการ และวิธีการในการหาปริมาณดีเอ็นเอ  2. 
เพ่ือใหสามารถอธิบายสมบัติบางประการของดีเอ็นเอ  3. 

 

ทฤษฎีเบื้องตน 

กรดนิวคลิอิก (nucleic acid) เปนสารพันธุกรรม (genetic material) ท่ีประกอบขึ้นจาก    พอลิเมอรของ
นิวคลีโอไทด (รูปท่ี 5.1) โดยแตละนิวคลีโอไทดประกอบดวย  

1. เบสไนโตรเจน (nitrogenous base) ซึ่งแบงไดตามลักษณะโครงสรางของโมเลกุลท่ีแตกตางกัน 2 

ชนิด คือ ไพริมิดีน (pyrimidine) ไดแก ไซโตซีน (cytosine; C) ไทมีน (thymine; T) และยูราซิล (uracil; U) สวน     
เพียวรีน (purine) ไดแก อะดีนีน (adenine; A) และกัวนีน (guanine; G) (รูปท่ี 5.2)  

2. น้ําตาลเพนโทส ซึ่งแบงได 2 ชนิดตามน้ําตาลเพนโทสที่เปนองคประกอบในโมเลกุล คือ น้ําตาลดี
ออกซีไรโบส (D-2-deoxyribose) และน้ําตาลไรโบส (D-ribose) (รูปท่ี 5.3)  

3. หมูฟอสเฟต 
 

กรดนิวคลิอิกสามารถแบงออกไดเปน 2 ชนิด ตามองคประกอบโครงสรางนิวคลีโอไทด ซึ่งตางกันท่ี
เบสไนโตรเจน และนํ้าตาลเพนโทส คือ ดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid; DNA) มีเบสไนโตรเจนที่ประกอบดวย 
A, C, G, T และนํ้าตาลเพนโทสเปนน้ําตาลดีออกซีไรโบส (D-2-deoxyribose) และอารเอ็นเอ (ribonucleic acid; 

RNA) มีเบสไนโตรเจนที่ประกอบดวย A, C, G, U และนํ้าตาลเพนโทสเปนน้ําตาลไรโบส (D-ribose) โดยดีเอ็นเอ
เปนสารพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตทุกชนิด หรือกลาวไดวาดีเอ็นเอเปนพิมพเขียว (blue print) ของส่ิงมีชีวิตนั่นเอง 
มีหนาท่ีกําหนดการสังเคราะหโปรตีนในส่ิงมีชีวิตนั้นๆ  

                         
 

รูปท่ี 5.1 แสดงโครงสรางของนิวคลีโอไทด 
 

 
 

 
 

 

      อะดีนีน (A)                 กัวนีน (G)             ไซโทซีน (C)      ไทมีน (T)            ยูราซิล (U) 

บทที ่5   
การสกัดแยกกรดนิวคลิอิกจากแหลงตางๆ 



 

รูปท่ี 5.2 แสดงโครงสรางของเบสไนโตรเจน 

 
 
 

 
 

                                            ไรโบส                    ดีออกซีไรโบส 

 

รูปท่ี 5.3 แสดงโครงสรางของน้ําตาลดีออกซีไรโบสและน้ําตาลไรโบส 
 

ในสัตวชั้นสูง ดีเอ็นเอจะมีโครงสรางตามธรรมชาติเปนเกลียวคูสายยาว (double helix) พันอยูกับ
โปรตีนฮีสโตน (รูปท่ี 5.4) ในลักษณะเหมือนลูกปดบนสรอยคอ (beads on a string) เปนลักษณะของโครโมโซม
ท่ีนิวเคลียสของเซลลมีเย่ือหุม (nuclear membrane) ซึ่งพบไดท่ีนิวเคลียส และไมโทคอนเดรีย สําหรับในพืชยัง
สามารถพบดีเอ็นเอไดท่ีคลอโรพลาสต  
         

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

รูปท่ี 5.4 แสดงโครงสรางเกลียวคูของดีเอ็นเอ 

ท่ีมา: www.kru-rud.com/images/1145630687/dna2.jpg 

 

การสกัดดีเอ็นเอจากเซลลของสัตวชั้นสูง (รูปท่ี 5.5) สามารถสรุปเปนขั้นตอนดังนี้ คือ     ทําให
เซลลแตก (cell lysis) ไดนิวเคลียสออกมา จากน้ันทําใหเย่ือหุมนิวเคลียสแตก ใหดีเอ็นเอละลายออกมาใน
สารละลาย แลวทําการลดการละลายของดีเอ็นเอโดยการตกตะกอนออกมา   

ขอท่ีควรคํานึงถึงในการสกัดดีเอ็นเอ คือ เอนไซมยอยดีเอ็นเอ (DNase) ภายในเซลลเอง การขาด
เปนสายเล็กๆ (fragmentation) ของดีเอ็นเอ เนื่องจากแรงท่ีเกิดจากการกวนหรือคนอยางรุนแรง (shear force) 

และ DNase ซึ่งเปนเอนไซมท่ียอยสลายดีเอ็นเอ 

ดังนั้นในสารละลายท่ีใชสกัดดีเอ็นเอจากเซลลส่ิงมีชีวิต จึงประกอบดวยสารตอไปนี้คือ สารซักฟอก 

(detergent) เชน sodium dodecyl sulfate (SDS) ซึ่งเปนสารท่ีใชในการละลายเยื่อหุมเซลล และเยื่อหุมนิวเคลียส 

สารคีเลต (chelating agent) เชน Na2EDTA.2H2O ซึ่งทําหนาท่ีในการจับกับสารท่ีมีประจุบวก (divalent cation) เชน 
Mg2+ เปนโคแฟกเตอรในการทํางานของ DNase สาร      โปรตีเอสใชในการยอยสลายโปรตีนฮีสโตนที่จับอยู



กับสายดีเอ็นเอ เกลือท่ีมีความเขมขนสูง เชน โซเดียมคลอไรด เพ่ือใหภาวะของสารละลายเปนประจุบวก ชวย
ในการปรับภาวะของดีเอ็นเอใหเปนกลาง (neutralize negative charge) และจากนั้นเติมแอลกอฮอล เชน ไอโซโพ
รพานอล หรือ        เอทานอล เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอท่ีเตรียมได  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 5.5 แสดงโครงสรางของดีเอ็นเอในเซลลสัตวชั้นสูง 

 

การหาปริมาณดีเอ็นเอ  

สามารถหาปริมาณดีเอ็นเอไดอาศัยคุณสมบัติจากโครงสรางของดีเอ็นเอ ท่ีมีเบสไนโตรเจน น้ําตาล
ดีออกซีไรโบส และกรดฟอสฟอริก ดังนั้นในการหาปริมาณสามารถใชคุณสมบัติของหมูดังกลาวในการหา
ปริมาณไดดังนี ้

  

 

-    การดูดกลืนแสงของหมูเบสไนโตรเจน  

-    การทําปฏิกิริยาของหมูดีออกซีไรโบส กับสารละลาย diphenylamine  

 ในสารละลายที่เปนกรดจะเกิดการไฮโดรไลซของเบสเพียวรีน ไดน้ําตาลโครงสรางแบบเปด 
และจะเกิดการดึงน้ําออกจากโมเลกุลน้ําตาลไดสาร hydroxylevulinyl aldehyde ทําปฏิกิริยา 
condensation กับ diphenylamine ไดผลิตภัณฑสีน้ําเงินเขมท่ีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

540 นาโนเมตร 
-    การเกิดปฏิกิริยาของหมูฟอสเฟต [PO4]

3- โดยจะทําปฏิกิริยากับสารละลายแอมโมเนียมโมลิบ
เดท ((NH4)2MoO4) ในกรดไนตริกเจือจางท่ีมากเกินพอ ไดตะกอนสีเหลืองของแอมโมเนียมฟอส
โฟโมลิบเดท ((NH4)3PO4⋅12MoO3) เกิดขึ้น 
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การตรวจสอบสมบัติบางประการดีเอ็นเอ 

ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจะมีลักษณะเปนสารละลายใส ซึ่งสามารถบงชี้วาสารละลายดังกลาวเปน     ดีเอ็น
เอได โดยอาศัยคุณสมบัติการดูดกลืนคล่ืนแสงอัลตราไวโอเลตของเบสที่เปนองคประกอบของ ดีเอ็นเอ ท่ี
ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร โดยการดูดกลืนคล่ืนแสง 1 หนวย (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร จะมี
ปริมาณของดีเอ็นเอประมาณ 50 ไมโครกรัม และสามารถตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีสกัดได โดยการทํา
อิเลกโทรโฟรีซีสแบบอะกาโรส (agarose gel electrophoresis)  โดยอาศัยโครงสรางของสายดีเอ็นเอในธรรมชาติท่ี
มักพบในลักษณะ 2 สายคูกัน อยูในสภาพเกลียวคูท่ีเปนแบบ 2 สายสวนทางกัน (antiparallel) มีคูเบสจับกันเปน
ขั้นบันได ทําใหสารเรืองแสง เชน    เอทิเดียมโบรไมด (EtBr) แทรกเขาไปในเกลียวคูของดีเอ็นเอ เมื่อสองดวย
แสงอัลตราไวโอเลต      จะเห็นเรืองแสงไดดีขึ้น โดยถาดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมีคุณภาพดีจะเห็นแถบเรืองแสงเดี่ยว 
แตถาคุณภาพของดีเอ็นเอไมดี มีการแตกหักของสายดีเอ็นเอเปนสายส้ันๆ (fragments) จะเห็นแถบเรืองแสง
คลายดาวหางบนแผนอะกาโรส 

นอกจากนี้ยังสามารถตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอไดอีกวิธี คือ การหาอัตราสวนของคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร ตอความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร หากวาดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมี
คุณภาพที่ดี มีความบริสุทธิ์มากจะมีคาอัตราสวนดังกลาวเทากับ 1.7-1.8 แตถาดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมีสวนของอาร
เอ็นเอเจือปนอยู จะมีคามากกวา 1.8 เนื่องจากอารเอ็นเอก็เปนกรดนิวคลิอิกเชนกัน ดังนั้นจึงมีเบสที่สามารถ
ดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตไดเชนกัน จึงทําใหคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตมากขึ้น และถาดีเอ็นเอท่ี
สกัดไดมีโปรตีนปนเปอนอยูจะมีคาอัตราสวนนอยกวา 1.7 เนื่องจากโปรตีนมีหมูท่ีสามารถดูดกลืนคล่ืนแสงได
ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 

ดังนั้น ในการทดลองนี้จะไดทําการศึกษาเทคนิคท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอจากส่ิงมีชีวิตชั้นสูง ซึ่งโดย
ปกติแลวไมสามารถสกัดดีเอ็นเอจากเซลลเม็ดเลือดแดงของสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม เพราะวาเซลลเม็ดเลือด
แดงของสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานมไมมีนิวเคลียส (เซลลเม็ดเลือดแดงจะมีนิวเคลียสเฉพาะตอนที่ยังคงเปนเซลล
ออน) ดังท่ีกลาวมาแลวในเบ้ืองตนวา สามารถพบดีเอ็นเอไดท่ีนิวเคลียส ในการทดลองนี้จึงไดทําการสกัดดี
เอ็นเอจากเม็ดเลือดแดงของไก เน่ืองจากไกเปนสัตวปกซึ่งในเม็ดเลือดแดงของไกยังคงมีนิวเคลียสอยู จากนั้น
ทําการหาปริมาณของดีเอ็นเอท่ีสกัดได โดยการวัดคาดูดกลืนคล่ืนแสงของหมูเบสไนโตรเจน และหาปริมาณ
โดยอาศัยการทําปฏิกิริยาของหมูดีออกซี-    ไรโบสกับสารละลาย diphenylamine และในสวนสุดทายของการ
ทดลองนั้น จะไดทําการศึกษาคุณสมบัติของดีเอ็นเอในดานคุณภาพ โดยการทําอิเลกโทรโฟรีซีสแบบอะกาโรส 

และการหาอัตราสวนของคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร ตอความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
การทดลอง 

ตอนท่ี 1 การสกัดแยกดีเอ็นเอจากเซลลเม็ดเลือดแดงไก 
วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

1. กระบอกตวง (cylinder) 

2. ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) 

3. เครื่องหมุนเหว่ียง (centrifuge) 

4. แทงแกว (stirring rod)  

5. บีกเกอร (beaker)  

6. ปเปตต (pipette)  

7. พาราฟลม (parafilm) 

8. ลูกยาง (rubber bulb) 

9. หลอดเซนตริฟวจ (centrifuge tube)  

10. หลอดทดลอง (test tube) 

11. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

1. เลือดไกท่ีผสมสารละลาย ACD 

2. สารละลาย 10 เปอรเซ็นต SDS 

3. สารละลายโปรตีเอส 

4. สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 6 โมลาร 
5. สารละลาย 95 เปอรเซ็นต ของเอทานอลที่เย็น 

6. สารละลาย ก. 

7. สารละลาย ข. 

 

วิธีการทดลอง 
1. ปเปตตเลือดไกปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร (เลือดไกท่ีป

เปตตขึ้นมาควรผสมใหเขากันเสียกอน) 

2. เติมสารละลาย ก. ปริมาตร 13.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 



3. ปเปตตสารละลาย 10 เปอรเซ็นต ของ SDS ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตรคอยๆ หยดลงในขวดรูปชมพู 
พรอมเขยาขวดเปนวงกลมชาๆ ไปดวยขณะเติม เมื่อเติมหมดแลวใหเขยาขวดรูปชมพูตออีก 10 

นาที 

4. นําขวดรูปชมพูไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นเติมสารละลายโปรตีเอสปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน บมตออีก 30 นาที 

5. เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 6 โมลาร ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร ลงไปพรอมกับ
เขยาใหเขากัน จากนั้นเทใสหลอดเซนตริฟวจขนาดใหญ 

6. นําไปหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทเอาเฉพาะสวนใสออกใส
กระบอกตวง วัดปริมาตรท่ีได (ระวังอยาใหเศษเลือดปนลงไป) ท้ิงสวนท่ีเปนตะกอน 

7. เทสวนท่ีวัดไดลงในบีกเกอร จากนั้นเติมสารละลาย 95 เปอรเซ็นต ของเอทานอลที่เย็นใน
ปริมาตรเปน 2 เทาของปริมาตรที่วัดได หรือไอโซโพรพานอลท่ีเย็นในปริมาตรเทา กับปริมาตร
ท่ีวัดได  

8. ใชแทงแกวกวนในลักษณะวงกลมอยางชาๆ เพ่ือเก็บสายดีเอ็นเอซึ่งมีลักษณะคลายเสนใย (ควร
ใหเสนใยมวนกันอยูบริเวณปลายๆ แทงแกว) ตั้งแทงแกวท่ีมีดีเอ็นเอท้ิงไวสักครู เมื่อแหงแลว
ใสลงในหลอดทดลอง 

9. นําแทงแกวท่ีมีสายดีเอ็นท่ีแหงแลวติดอยู วนในสารละลาย ข. ปริมาตร 10   มิลลิลิตร ท่ีอยูใน
หลอดทดลองขนาดใหญ จนแนใจวาดีเอ็นเอท่ีเกาะติดอยูปลายแทงแกวละลายออกหมด เพ่ือ
นําไปใชในการหาปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดไดในการทดลองตอนท่ี 3 ตอไป จากน้ันปดปากหลอด
ทดลองดวยพาราฟลม ควํ่าหลอดทดลองไปมาเพื่อสายของดีเอ็นเอท่ีจับพันกันแนนอยูคลาย
ออกจากกัน เพ่ือใหดีเอ็นเอสามารถละลายไดในสารละลาย ข. งายขึ้น ติดฉลากกลุมให
เรียบรอย แลวนําไปเก็บท่ีภาชนะรวมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

 
ตอนท่ี 2 การสกัดดีเอ็นเอจากหอมหัวใหญ 
วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

1. กระชอน 

2. กระบอกตวง (cylinder)  

3. เครื่องปน (blender) 

4. ชอนตักสาร (spoon) 

5. แทงแกว (stirring rod) 

6. บีกเกอร (beaker) 

7. ปเปตต (pipette)  

8. พาราฟลม (parafilm) 

9. มีดและเขียง 
10. ลูกยาง (rubber bulb) 

11. หลอดทดลองขนาดใหญ (test tube)  
 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

1. หอมหัวใหญ  



2. น้ํายาลางจาน 

3. ผงเนื้อนุม 

4. สารละลาย 1 เปอรเซ็นต ของเกลือแกง  
5. สารละลาย 95 เปอรเซ็นต ของเอทานอลที่เย็น 

6. สารละลาย ข. 
 

วิธีการทดลอง 
1. ปอกเปลือกหอมหัวใหญแลวแบงครึ่งลูก หั่นใหไดขนาดเล็กๆ 

2. เทใสเครื่องปน เติมสารละลาย 1 เปอรเซ็นต ของเกลือแกงพอทวม ปนเปนชวงๆ ชวงละ
ประมาณ 10-15 วินาที  

3. เทสวนท่ีปนไดลงในบีกเกอร เติมน้ํายาลางจานปริมาตร 5 มิลลิลิตร คนใหเขากนันานประมาณ 
5-10 นาที หลังจากนั้นตั้งท้ิงไวใหตกตะกอน 

4. กรองสารละลายหัวหอมดวยกระชอนพลาสติกลงในบีกเกอร 
5. เติมผงเนื้อนุมปริมาณครึ่งชอนชา คอยๆ คนชาๆ ใหเขากันประมาณ 5 นาที 

6. แบงสารละลายจากบีกเกอรลงในหลอดทดลองประมาณ 10 มิลลิลิตร  
7. เติมสารละลาย 95 เปอรเซ็นต ของเอทานอลที่เย็นลงไปปริมาตร 20 มิลลิลิตร เอียงหลอดขึ้นลง

ชาๆ จะเห็นเสนใยสีขาวของดีเอ็นเอหอมหัวใหญเกิดขึ้นในหลอด 

8. ใชแทงแกวกวนในลักษณะวงกลมอยางชาๆ เพ่ือเก็บสายดีเอ็นเอ ซึ่งคลายเสนใย (ควรใหเสน
ใยมวนกันอยูบริเวณปลายๆ แทงแกว) ตั้งแทงแกวท่ีมีดีเอ็นเอทิ้งไวสักครู เมื่อแหงแลวใสลงใน
หลอดทดลอง 

9. นําแทงแกวท่ีมีสายดีเอ็นท่ีแหงแลวติดอยู วนในสารละลาย ข. ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีอยูใน
หลอดทดลองขนาดใหญ จนแนใจวาดีเอ็นเอท่ีเกาะติดอยูปลายแทงแกวละลายออกหมด เพ่ือ
นําไปใชในการหาปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดไดในการทดลองตอนท่ี 3 ตอไป จากนั้นปดปากหลอด
ทดลองดวยพาราฟลม ควํ่าหลอดทดลองไปมาเพื่อใหสายของ    ดีเอ็นเอท่ีจับพันกันแนนอยู
คลายออกจากกัน เพ่ือใหดีเอ็นเอสามารถละลายไดในสารละลาย ข. งายขึ้น ติดฉลากกลุมให
เรียบรอย แลวนําไปเก็บท่ีภาชนะรวม ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

ตอนท่ี 3 การวิเคราะหหาปริมาณดีเอ็นเอจากสารที่สกัดไดจากตอนท่ี 1 และ 2 

วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

1. คิวเวตตแบบควอรทซ (quartz cuvette) และแบบพลาสติก (plastic cuvette)  

2. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 

3. เตาแก็ส และหมอตมน้ํา 

4. ปเปตต (pipette)  

5. แผนฟอยล (foil) 

6. แรกซ (rack) 

7. ลูกยาง (rubber bulb) 

8. หลอดทดลอง (test tube) 
 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 



สารละลายดีเอ็นเอจากตอนที่ 1 และ 2  1. 
สารละลายดีเอ็นเอท่ีเตรียมได 2. 
สารละลายกรดเปอรคลอริก (HClO4) ความเขมขน 0.45 โมลาร   3. 
สารละลายกรดเปอรคลอริก (HClO4) ความเขมขน 1.5 โมลาร 4. 
สารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง (unknown) 5. 
สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 6. 
สารละลาย diphenylamine 7. 

 

วิธีการทดลอง 
การหาปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสง 

เทสารละลายดีเอ็นเอท่ีเตรียมไดจากการทดลองตอนที่ 1 และ 2 ใสลงในคิวเวตตแบบ ควอรทซ 
นําไปวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร 

1. 

คํานวณปริมาณดีเอ็นเอ โดยนําคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร คูณ 

0.05 คาท่ีไดจะเทากับปริมาณดีเอ็นเอในหนวยมิลลิกรัม จากนั้นเทกลับหลอดเดิม 

2. 

การหาปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีทําปฏิกิริยากับสารละลาย diphenylamine  

ทําเฉพาะดีเอ็นเอตัวอยางจากตอนที่ 1 (สกัดจากเลือดไก) โดยปเปตตสารละลาย       ดีเอ็นเอ
ท่ีเตรียมไดปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง 

1. 

เติมสารละลายกรดเปอรคลอริก ความเขมขน 1.5 โมลาร ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงไป ผสมให
เขากัน นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที ตั้งท้ิงไวใหเย็น สวนท่ีไดเรียกวา “สารละลายดี
เอ็นเอท่ีเตรียมได” (กรดเปอรคลอริกเปนกรดแก ระวังอยาใหถูกผิวหนัง) 

2. 

เตรียมหลอดทดลอง 6 หลอด และเติมสารตางๆ ตามตารางขางลางนี้ 3. 
 

ปริมาตร (มิลลิลิตร) ท่ีใช หลอดท่ี                                

สาร 1 2-2’ 3-3’ 4-4’ 5-5’ 6-6’ 7-7’ 8-8’ 

สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน    ความ
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

- 0.2 0.4 0.6 0.8 - - - 

HClO4 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.5 - 0.5 ความเขมขน 0.45 โมลาร   
- - - - - 0.5 1 - สารละลายดีเอ็นเอท่ีเตรียมได 
- - - - - - - 0.5 ดีเอ็นเอตัวอยาง (unknown)  

 

*หมายเหตุ  n-n’ หมายถึง การทําซ้ํา (duplicate) 

 

ผสมใหเขากันแลวเติมสารละลาย diphenylamine ลงไปหลอดละ 2.5 มิลลิลิตร  4. 
ผสมสารละลายใหเขากัน ปดปากหลอดดวยแผนฟอยล นําไปตมในน้ําเดือด เปนเวลา 15 นาที 5. 
ตั้งท้ิงไวใหเย็น นําไปอานคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 610 นาโนเมตร  โดยใชหลอด
ทดลองที่ 1 เปนสารละลายเปรียบเทียบ  (blank) 

6. 

 

ตอนท่ี 4 การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดได 
วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 



คิวเวตตแบบควอรทซ (quartz cuvette)  1. 
เครื่องกําเนิดไฟฟา (power supply) 2. 
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 3. 
เจลแชมเบอร (gel chamber) 4. 
ออโตปเปตต และทิป (auto pipette, tip) 5. 
ชุดอิเลกโทรโฟรีซีส (horizontal gel electrophoresis system) 6. 

และอุปกรณบันทึกภาพ 7. UV transilluminator 
 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

อะกาโรส  1. 
สารละลายบัฟเฟอร TBE  2. 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส  (base pair ladder) 3. 
สียอมดีเอ็นเอ (loading dye) 4. 
เอทิเดียมโบรไมดความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  5. 

 

วิธีการทดลอง 
ดวยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสง  

เทสารละลายดีเอ็นเอท่ีเตรียมไดจากการทดลองตอนที่ 1 และ 2 ใสลงในคิวเวตตแบบ ควอรทซ 
นําไปแสกนวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร จากนั้นเทกลับ
หลอดเดิม 

1. 

คํานวณหาอัตราสวนระหวางคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 ตอ 280    นาโนเมตร 2. 
 

ดวยวิธีการทําอิเลกโทรโฟรีซีสแบบอะกาโรส 

เตรียมเจล 1.5 เปอรเซ็นต ของอะกาโรส โดยชั่งอะกาโรส 1.5 กรัม ผสมกับ สารละลายบัฟเฟอร 
TBE ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปตมใหสารละลายใส  

1. 

ตั้งท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิประมาณ 50  องศาเซลเซียส แลวเทอะกาโรสลงในชุดเซตเจลท่ีปรับ
ระดับสมดุล และวางหวีไวแลว ตั้งท้ิงไวจนเจลแข็งตัว แลวจึงคอยๆ ดึงหวีออก 

2. 

นําเจลท่ีไดไปวางในแชมเบอร จากนั้นเทสารละลายบัฟเฟอร TBE ใหทวมแผนเจล 3. 
นําดีเอ็นเอผสมกับสียอมดีเอ็นเอในอัตราสวน 5:1 จากนั้นจึงหยอดตัวอยางลงในหลุมดวยไม
โครปเปตต โดยใชตัวอยาง 10 ไมโครลิตรตอหลุม 

4. 

ตอขั้วไฟฟาท้ังสองบนแชมเบอรเขากับเคร่ืองกําเนิดไฟฟา ใชกระแสไฟฟาคงท่ี 50-100 โวลต 
เปนเวลาประมาณ 40-50 นาที 

5. 

ทําอิเลกโทรโฟรีซีส จนกระท่ังสียอมตัวอยางอยูหางจากปลายแผนเจลทางดานลางประมาณ 1 

เซนติเมตร แลวจึงปดเคร่ือง 

6. 

นําอะกาโรสเจลไปแชในกลองพลาสติกท่ีมีสารละลายเอทิเดียมโบรไมดประมาณ 5 นาที 
หลังจากนั้นลางดวยน้ํากล่ัน 5-10 นาที 

7. 

นําอะกาโรสเจลไปสองดูภายใตแสง UV ดวยเครื่อง UV-transilluminator แลวถายภาพ 8. 
 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
การเตรียมสารละลายที่ใชในการทดลอง 

1. สารละลายโปรตีเอส  

-ละลาย Na2EDTA.2H2O ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร ในน้ํากล่ัน 

-เติม SDS เขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ตั้งท้ิงไวใหละลาย  
-เติมโปรตีเอส (จาก Aspergillus oryzae) 10  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ผสมใหเขากัน นําไปอุนท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (เตรียมแลวใชทันที)     

2. สารละลาย diphenylamine 

-ละลาย diphenylamine เขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในสารละลายกรดแอซิติกเขมขน  
-เติมสารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน 2.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ผสมใหเขากัน 

-เติมสารละลาย acetaldehyde 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ผสมใหเขากัน (เตรียมแลวใชทันที)  

3. สารละลาย ACD 

โดยเตรียมเปนสารละลายผสมใหมีความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิด ในน้ํากล่ัน จะไดพี
เอช ประมาณ 5.0 ดังนี้ 
-ไตรโซเดียมซิเตรท (C6H5Na3O7.2H2O) ความเขมขน 75 มิลลิโมลาร  
-กรดซิตริก (C6H8O7.H2O) ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร  
-เด็กโทรส 2.45 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร    

4. สารละลาย ก. 

โดยเตรียมเปนสารละลายผสมใหมีความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิด ในน้ํากล่ัน  ดังนี้ 
-trizma base (Tris) ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร 
-โซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 85 มิลลิโมลาร   



- Na2EDTA.2H2O  ความเขมขน 4 มิลลิโมลาร   
-ปรับพีเอชใหได 8.2 ดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) หรือโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) (ละลาย
สวนผสมท้ังหมดกอนดวยน้ํากล่ัน โดยใชปริมาตรคร่ึงหนึ่งของทั้งหมด จากนั้นปรับพีเอชตาม
คาท่ีกําหนด จึงคอยเติมน้ํากล่ันใหไดครบตามปริมาตรท่ีตองการ) 

5. สารละลาย ข. 

โดยเตรียมเปนสารละลายผสมใหมีความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิด ในน้ํากล่ัน  ดังนี้ 
 

-trizma base (Tris) ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร  
-Na2EDTA.2H2O  ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร  
-ปรับพีเอชใหได 7.4 ดวยกรดไฮโดรคลอริก หรือโซเดียมไฮดรอกไซด (ละลายสวนผสมท้ังหมด
กอนดวยน้ํากล่ัน โดยใชปริมาตรคร่ึงหนึ่งของทั้งหมด จากนั้นปรับพีเอชตามคาท่ีกําหนด จึง
คอยเติมน้ํากล่ันใหไดครบตามปริมาตรท่ีตองการ)  

6. สารละลายบัฟเฟอร TBE 

-ละลาย Tris และกรดบอริก ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.178 โมลาร ในน้ํากล่ัน  
-ละลาย Na2EDTA.2H2O ความเขมขน 0.5 โมลาร ในน้ํากล่ัน ปรับพีเอชใหได 8.0 ดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 10 นอรมอล (ละลายสารทั้งหมดกอนดวยน้ํากล่ัน 
โดยใชปริมาตรคร่ึงหนึ่งของทั้งหมด จากนั้นปรับพีเอชตามคาท่ีกําหนด จึงคอยเติมน้ํากล่ันให
ไดครบตามปริมาตรท่ีตองการ) 
-ผสมสารละลาย Na2EDTA.2H2O  ลงในสารละลาย Tris-boric ในอัตรสวน 1 ตอ 250   

8. ยอมดีเอ็นเอ (loading dye)  

-ละลาย Na2EDTA.2H2O  ความเขมขน 7 มิลลิโมลาร ในน้ํากล่ัน   
-เติมสารละลายกลีเซอรอล ในอัตราสวน 1 ตอ 4 ของสารละลาย Na2EDTA.2H2O    

 -เติม bromophenol blue 0.1  เปอรเซ็นตโดยปริมาตรท้ังหมด ผสมใหเขากัน  

9. ละลายเอทิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) 

-ละลายเอทิเดียมโบรไมด  ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในน้ํากล่ัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รายงานผลการทดลอง 

เร่ือง  การสกัดแยกกรดนิวคลิอิกจากแหลงตางๆ 
 



ชื่อผูทดลองและเขยีนรายงาน__________________________ รหัส___________________ 
ชื่อผูรวมทดลอง 1.  ______________________________ รหัส___________________ 

รหัส___________________  2.  ______________________________ 

กลุมท่ี___________section/วันท่ีทําการทดลอง______________________เวลา_________ 

หองท่ีทําการทดลอง____________________ 

อาจารยผูควบคุมการทดลอง  1.  _____________________________________ 
     2.  _____________________________________ 
………………………………………………………………………………………………………. 
 

ตอนท่ี 1 และตอนท่ี 2 การสกัดแยกดีเอ็นเอจากสารตัวอยาง 

 

วิธีการ ผลการทดลอง 
 

.....................................
ตอนท่ี 1. การสกัดแยกดีเอ็นเอจากเม็ดเลือดแดงไก 

มิลลิลิตร ปริมาตรเลือดไกท่ีใช 1.1 
 
…………………………………….. 
…………………………………….. 

.....................................

ลักษณะของเลือดไกหลังเติมสารละลาย 10เปอรเซ็นต SDS 1.2 
ลักษณะของเลือดไกหลังเติมสารละลายโปรตีเอส  1.3 
ปริมาตรของสวนใสที่ไดหลังจากเซนตริฟวจ 1.4 

มิลลิลิตร 
ปริมาตรของ 95 เปอรเซ็นต แอลกอฮอลท่ีเติม 1.5 

.....................................มิลลิลิตร 
ปริมาตรของสารละลาย ข. ท่ีใชในการละลายดีเอ็นเอ 1.6 

.....................................มิลลิลิตร 
 

 
 

.....................................

ตอนท่ี 2.  ผลการสกัดดีเอ็นเอจากหัวหอมใหญ 
ปริมาตรของหอมหัวใหญท่ีไดจากการปน 2.1 มิลลิลิตร 
ปริมาตรของสวนใสที่ได 2.2 .....................................มิลลิลิตร 
ปริมาตรของ 95 เปอรเซ็นต แอลกอฮอลท่ีเติม 2.3 .....................................มิลลิลิตร 
ปริมาตรของสารละลาย ข. ท่ีใชในการละลายดีเอ็นเอ 2.4 .....................................มิลลิลิตร 

 

 

ตอนท่ี 3 ผลการหาปริมาณดีเอ็นเอจากสารท่ีสกัดได 
วิธีวัดคาการดูดกลืนแสง 

 

ดีเอ็นเอตัวอยาง คาการดูดกลืนแสง OD260 ปริมาณดีเอ็นเอท่ีคํานวณได (มลิลิกรัม) 

ตอนท่ี 1 ............................................ ................................................................ 
ตอนท่ี 2 ............................................ ................................................................ 

 

วิธีทําปฏิกิริยากับสารละลาย diphenylamine 

ปริมาตรของสารละลายดีเอ็นเอจากตอนที่ 1           = ........................ มิลลิลิตร 
เติมสารละลาย HClO4 ความเขมขน 1.5 โมลาร ลงไป = ........................ มิลลิลิตร 
ปริมาตรของสารละลายดีเอ็นเอท่ีเตรียมได  = ........................ มิลลิลิตร 

 

                          หลอดท่ี ปริมาตร (มิลลิลิตร) ท่ีใช 



1 2-2’ 3-3’ 4-4’ 5-5’ 6-6’ 7-7’ 8-8’ สาร 

สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน      
ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

- 0.2 0.4 0.6 0.8 - - - 

HClO4 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.5 - 0.5 ความเขมขน 0.45 โมลาร   
- - - - - 0.5 1 - สารละลายดีเอ็นเอท่ีเตรียมได 
- - - - - - - 0.5 ดีเอ็นเอตัวอยาง (unknown) 

…… …… …… …… …… …… …… …… คา OD610 ท่ีอานได 
…… …… …… …… …… …… …… …… ปริมาณของดีเอ็นเอ (มิลลิกรัม) 

ความเขมขนของดีเอ็นเอ         

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
…… …… …… …… …… …… …… …… 

 
 
 

 
 

กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา OD610 และปริมาณดีเอ็นเอ (มิลลิกรัม) 

 

จากกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา OD610 และปริมาณดีเอ็นเอ (มิลลิกรัม) 
ความเขมขนของดีเอ็นเอจากท่ีเตรียมไดในหลอดที่ 6 = …………… มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ความเขมขนของดีเอ็นเอจากท่ีเตรียมไดในหลอดที่ 7 = …………… มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ความเขมขนเฉล่ียของดีเอ็นเอท่ีเตรียมได   = …………… มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ความเขมขนของดีเอ็นเอจาก unknown ในหลอดท่ี 8 = …………… มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาณของดีเอ็นเอท่ีหาไดในเลือดไก  0.5 มิลลิลิตร = …………… มิลลิกรัม 
  
 



 
 

 
 
 
 

วิธีคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตอนท่ี 4 การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดได 
ดวยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสง 

 

ดีเอ็นเอตัวอยาง คา OD260 คา OD280 OD260 : OD280 สรุปผล 

ตอนท่ี 1 ............... ............... ....................... .............................................. 
ตอนท่ี 2 ............... ............... ....................... .............................................. 
 



 

ดวยวิธีการทําอิเลกโทรโฟรีซีสแบบอะกาโรส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปแสดงลักษณะการเคลื่อนท่ีของดีเอ็นเอบนแผนอะกาโรส 

 
 
 
 
 

สรุปและวิเคราะหผลการทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

คําถามทายบท 

1. เพราะเหตุใดจึงเลือกใชเลือดของไก ในการสกัดแยกดีเอ็นเพ่ือใชในการทดลอง สามารถใช
เลือดของมนุษยในการสกัดไดหรือไม เพราะเหตุใด และสามารถสกัดดีเอ็นเอเพ่ือใชใน
การศึกษาไดจากแหลงอื่นๆ จากที่ใดไดอีกบาง 

2. จงอธิบายถึงหลักการ และหนาท่ีของสารเคมีแตละชนิดในการสกัดดีเอ็นเอ จากท่ีไดทําการ
ทดลอง พอสังเขป 

3. นักศึกษามีวิธีการใดบางท่ีชวยในการรักษาสภาพความเปนสายดีเอ็นใหคงไว 
4. นักศึกษาสามารตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอไดโดยวิธีการใดบาง จงอธิบาย 

5. นักศึกษาสามารถหาปริมาณของดีเอ็นเอไดจากวิธีการใดบาง ใหอธิบายแตละวิธีการ และ
นักศึกษาคิดวาวิธีการใดนาจะใหความถูกตองนาเชื่อถือมากกวากัน 
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