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บทคัดย�อภาษาไทย 

 

 ในปPจจุบัน คอลัมน+ที่ประกอบด�วยแผ�นซิลิกาเป/นที่นิยมใช�ในการสกัดกรดนิวคลิอิก เน่ืองจาก
ได�ปริมาณและความบริสุทธ์ิสูง แต�ข�อเสียคือชุดซิลิกาเมมเบรนคอลัมน+ดังกล�าวพร�อมน้ํายาสกัดต�อง
นําเข�าจากต�างประเทศทําให�มีราคาค�อนข�างแพง งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค+เพื่อหาหลักฐาน
สนับสนุนให�มีการนําคอลัมน+ซึ่งได�ผ�านการใช�งานแล�วกลับมาใช�ใหม� และเพื่อให�การนําไปใช�งานใหม�
เกิดขึ้นได�จริง   ผู�วิจัยได�คิดค�นส�วนผสมนํ้ายาที่จําเป/นในการสกัดพลาสมิดจากแบคทีเรีย เพื่อให�ผู�ใช�
สามารถเตรียมได�เองหลังนํ้ายาที่บริษัทให�มาพร�อมกับคอลัมน+หมดลง  ผลการทดลองพบว�าหลังการ
แช�คอลัมน+ที่ใช�แล�วด�วย 1 N HCl นาน 4 ช่ัวโมง แล�วปPXนท่ี 12,000 รอบต�อนาที ล�างตามด�วยนํ้ากลั่น 
3 ครั้ง สามารถนําคอลัมน+กลับมาใช�ใหม�ได�โดยไม�มี DNA จากการสกัดครั้งก�อนตกค�างอยู� และไม�ทํา
ให�ประสิทธิภาพของคอลัมน+ลดลงอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติ  สําหรับสารละลายที่จําเป/นต�องใช�
ประกอบด�วย สารละลาย 5 ชนิด ได�แก� (1) Resuspension buffer (2) Lysis buffer (3) Neutralization 
buffer (4) Washing buffer และ (5) Elution buffer ตามลําดับ  จากสารละลายทั้งหมด 5 ชนิด
ดังกล�าว ส�วนผสมของนํ้ายาชนิดที่ 3 มักจะเป/นสูตรเฉพาะของบริษัทผู�ผลิตและถูกเก็บเป/นความลับ
ไม�เปjดเผยทั้งส�วนประกอบและวิธีเตรียม จากผลการวิจัยน้ีพบว�า สามารถใช�สารละลาย 1 M 
potassium acetate ผสมกับ 5.5 M guanidine HCl (pH 6.0) เป/น neutralization buffer ทําหน�าที่ใน
การ ตกตะกอนโปรตีน ทําให�พลาสมิตเกิดการ renature และแยกตัวออกจากนํ้าเข�าจับกับหมู� 
anionic บนซิลิกาได�ดีขึ้น ผลการวิจัยน้ีได�แสดงหลักฐานเป/นที่ประจักษ+ว�าสามารถนําคอลัมน+ที่ผ�าน
การใช�งานแล�วกลับมาใช�ใหม�ได�จริงในทางปฏิบัติ อันจะทําให�เกิดทางเลือกอ่ืน สามารถประหยัด
งบประมาณ อีกทั้งยังเป/นการรักษาสภาพแวดล�อมด�วยการลดขยะจากการทิ้งคอลัมน+อีกด�วย 
 
 
คําสําคัญ:  พลาสมิด, การสกัด, คอลัมน+ที่นํากลับมาใช�ใหม� 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ค

Abstract 

 
 Nowadays, silica membrane column is very popular for extraction of nucleic acid 
because of purity and high yield. However, disadvantage of the commercial extraction kits is 
that they are quite expensive because all of them are imported.  The aim of this study was to 
establish a line of evidence to support the practical use of regenerated columns from the 
commercial kit. All the buffers needed were prepared and tested. The results showed that after 
soaked in 1 N HCl for 4 hours and centrifuged at 12,000 rpm followed by rinsing with distilled 
water for three times, the columns were reusable. There were no DNA from the previous 
extract contaminated and efficiency of the columns was not significantly decreased. There are 5 
solutions that are needed in this method including (1) Resuspension buffer, (2) Lysis buffer, (3) 
Neutralization buffer, (4) Washing buffer, and (5) Elution buffer, sequentially. Usually, the 
formula of the third solution is a proprietary of the company and kept it confidential.  The results 
from this research showed that 1 M potassium acetate solution plus 5.5 M guanidine HCl could 
be used as a neutralization buffer. Its functions were to precipitate protein, renature plasmids, 
and dissociate the plasmids from water and then bind to anionic group on silica. The data 
provide evidence to support that regenerated nucleic acid extraction column can be used 
efficiently. This will give users an alternative choice which will benefit them financially. 
Moreover utilization of regenerated columns means that these will be less discarded columns to 
contaminate the environment.  
 

Keywords:  Plasmid, Extraction, Regenerated column 
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บทท่ี  1  
 

บทนํา 
 

ความสําคัญและท่ีมาของป�ญหาการวิจัย  

ป�จจุบันการสกัด nucleic acid  มีความสําคัญและจําเป นอย#างมากในห'องปฏิบัติการทาง
ชีวโมเลกุล  ในการสกัด nucleic acid มีหลักการซึ่งอาจแบ#งได'เป น  3  แบบ ได'แก#  1) classic 
extraction method 2) unmodified silica resin-dependent protocol และ 3) commercial 
column-base strategy   วิธีที่ใช'แบบดั้งเดิม หรือ classic alkaline lysis [1] โดยการสกัดด'วย  
phenol และ chloroform หรือ   alcohol  precipitation น้ันเป นที่นิยมเนื่องจากราคาไม#แพงและไม#
จําเป นต'องใช'เคร่ืองมือช้ันสูงที่ซับซ'อน  อย#างไรก็ตามวิธีน้ีมีข'อจํากัดในด'านคุณภาพและความ
บริสุทธ์ิของ nucleic acid  ที่สกัดได' รวมทั้งต'องใช'เวลานานกว#าวิธีอ่ืน ๆ โดยเฉพาะอย#างย่ิงเมื่อ
ต'องสกัดตัวอย#างจํานวนมาก  อีกทั้งไม#นิยมใช'กับตัวอย#างทางคลินิกเนื่องจากมีความเส่ียงที่
ตัวอย#างจะมีการปนเปRSอนค#อนข'างสูง  ด'วยข'อจํากัดเหล#านี้จึงได'มีการพัฒนาการสกัด nucleic 
acid โดยการใช' silica resin  [2, 3] เพื่อปรับปรุงคุณภาพในการสกัดให'ดีข้ึน  แต#อย#างไรก็ตาม
การสกัดโดยใช' native silica resin  ก็ยังไม#เพียงพอต#องานที่ต'องการความบริสุทธ์ิสูงเช#น in vitro 
transcription/translation, microinjection หรือ immunization [4] ดังน้ันจึงมีบริษัทผู'ผลิตใน
ต#างประเทศจํานวนมากคิดค'น commercial nucleic acid extraction column ซึ่งประกอบด'วย  
silica membrace ซึ่ง modified ให'มี strong anionic group ติดอยู#  เช#น diethylaminoethyl moiety  
อันจะทําให' resin สามารถเข'าจับกับ nucleic acid ได'อย#างเฉพาะเจาะจงในสภาวะที่มีความเป น
เบสและความเข'มข'นของเกลือสูง ๆ nucleic acid ที่สกัดได'จากวิธีที่ 3 จะมีปริมาณ DNA และ
ความบริสุทธ์ิสูง   อย#างไรก็ตามการสกัด nucleic acid ด'วยวิธีน้ี  มีราคาแพงและคอลัมนbที่ใช'
มักจะเป นการใช'เพียงครั้งเดียวแล'วทิ้ง  แนวความคิดที่ต'องการนําคอลัมนbที่ใช'แล'วกลับมาใช'อีก
จึงเป นที่สนใจของนักวิจัยในประเทศที่ยังไม#มีศักยภาพในการผลิต silica column ได'เอง  เม่ือไม#
นานมาน้ี Siddappa และคณะ [5] พบว#า   commercial nucleic acid extraction column ที่ใช'แล'ว
สามารถนํามาล'างด'วย 1 N HCl นาน 24 ช่ัวโมงสามารถกลับมาใช'ใหม#ได'โดยจะทําให' DNA ถูก
ขจัดออกไปจาก membrane หมดและไม#สูญเสียคุณสมบัติในการแยกสกัดครั้งต#อ ๆ ไป ซึ่งผู'วิจัย
กลุ#มนี้ยังพบว#าสามารถนําคอลัมนbกลับมาใช'ใหม#ได'ถึง 20 ครั้ง  
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อย#างไรก็ตาม แม'ว#าจะสามารถนําคอลัมนbกลับมาใช'ใหม#ได'ก็ยังติดป�ญหานํ้ายาที่บริษัทให'
มาควบคู#กันจะมีปริมาณที่พอดีกับจํานวนคอลัมนbเท#านั้น       และส#วนประกอบต#าง ๆ ของนํ้ายา
น้ันเป นความลับที่แต#ละบริษัทไม#เปhดเผย  ป�จจุบันยังไม#มีผู'ใดผลิตอุปกรณbชุดสกัด nucleic acid 
เพื่อใช'กับซิลิกาเมมเบรนคอลัมนbออกจําหน#ายในประเทศไทย   จําเป นต'องนําเข'าจาก
ต#างประเทศ  อีกทั้งผู'ผลิตไม#นิยมแยกส#วนขายแต#เพียงน้ํายาเท#านั้น เพราะอาจจะต'องขายใน
ราคาตํ่าทําให'ไม#คุ'มกับค#าใช'จ#ายในการผลิต เนื่องจากการผลิตคอลัมนbมีต'นทุนสูงที่สุดในบรรดา
ส#วนประกอบทั้งหมด ผู'ใช'โดยเฉพาะอย#างย่ิงนักวิจัยไทยไม#มีทางเลือกอ่ืน จําเป นต'องใช'ชุด
เคร่ืองมือดังกล#าวที่นําเข'าจากต#างประเทศทั้งส้ิน ไม#ว#าจะเป นในการแยกสกัด genomic DNA, 
plasmid DNA หรือ PCR product     งานวิจัยช้ินน้ีมีวัตถุประสงคbเพื่อผลิตนํ้ายาในการสกัด 
plasmid จากแบคทีเรียเพื่อใช'กับซิลิกาเมมเบรนคอลัมนbที่ผ#านการล'างด'วยวิธีที่เหมาะสม   อัน
จะทําให'ผู'ใช'มีทางเลือกอ่ืน  สามารถประหยัดงบประมาณทําให'เกิดความคุ'มค#าในการใช'คอลัมนb 
อีกทั้งยังเป นการรักษาสภาพแวดล'อม ลดขยะจากการทิ้งคอลัมนbลงอีกด'วย  

วัตถุประสงค!ของการวิจัย 
เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการนําซิลิกาเมมเบรนคอลัมนbกลับมาใช'ใหม# และผลิตนํ้ายา

สกัด plasmid DNA  จากแบคทีเรียสําหรับใช'กับ regenerated column  

ขอบเขตของการวิจัย 
ในการวิจัยนี้ได'ทําการทดลองผลิตนํ้ายาในการสกัด plasmid DNA ก#อนเพื่อนําร#องในการ

ขยายผลไปผลิตน้ํายาสกัด DNA แบบอ่ืน ๆ ต#อไปในอนาคต  เน่ืองจาก plasmid จะมีคุณสมบัติ
ในการรับ insert gene ทําให'การตรวจสอบการปนเปRSอนด'วยวิธี polymerase chain reaction 
(PCR) ทําได'ง#าย  

ประโยชน!ท่ีได'รับจากการวิจัย  
นักวิจัยจะมีทางเลือกอ่ืนในการทําวิจัยด'านชีววิทยาระดับโมเลกุล  สนับสนุนให'เกิดการ

พ่ึงพาตนเอง ลดการนําเข'าวัสดุจากต#างประเทศ ลดต'นทุนในการทําวิจัย และอาจนําไปสู#การ
ผลิตเชิงพาณิชยbภายในประเทศ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่  2 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

การทดลองและสารเคมี  

1. การเตรียม  Transformed bacteria  
Transformed bacteria ที่ใช�ในการศึกษาน้ีเป นแบคทีเรียที่ประกอบด�วย  vector ที่ต+างกัน 2 ชนิด 

คือ 

1.1. pGAPZαA (Invitrogen) ขนาด 3.1 Kb ประกอบด�วย plasmid ที่มีและไม+มียีน α–amylase 
(AML) ขนาด 1542 base pair แทรกอยู+ ทําการ transform เข�าสู+ competent bacteria สาย
พันธุO Escherichia coli TOP10 

1.2. pQE-60 (Qiagen) ขนาด 3.4 Kb ประกอบด�วย plasmid ที่มีและไม+มียีน von Willibrand 
Factor A1 domain (VWF A1)  ขนาด 768 base pair แทรกอยู+ ทําการ transform เข�าสู+ 
competent bacteria สายพันธุO JM109  

หลังจากบ+มเช้ือแบคทีเรียข�ามคืนแล�วทําการเก็บเซลลOโดยการปbcนให�ตกตะกอน จากนั้น 
resuspend   ด�วยสารละลาย   buffer (50 mM Tris·Cl, pH 8.0; 10 mM EDTA)  แล�วทําการ aliquot 
ให�แต+ละหลอดมีจํานวนเซลลOประมาณเท+า ๆ กัน จากน้ันปbcนให�ตกตะกอน ดูด supernatant ออก เก็บ

เซลลOไว�ที่ -20° C  จนกระท่ังนําไปใช�  

2. การล-างคอลัมน.ท่ีผ0านการใช-งานแล-ว 
สกัด  plasmid จากแบคทีเรียในข�อ 1 ตามวิธีของบริษัทผู�ผลิต ได�แก+ บริษัท Qiagen (Q), GE 

Healthcare (G) และ Fermentus (F) จากน้ันทําการล�างคอลัมนOที่ผ+านการสกัด plasmid มาแล�ว โดย
การแช+ใน 1 N HCl  นาน 4 ช่ัวโมง  [เน่ืองจากได�ทํา preliminary experiment พบว+าหลังการแช+ 1 
ช่ัวโมง ยังมีการปนเปstอน DNA จากการสกัดครั้งก+อนอยู+ แต+การแช+นาน 4 ช่ัวโมงไม+พบการปนเปstอน
เช+นเดียวกับการแช+นาน 24 ช่ัวโมงตามการศึกษาวิจัยที่เคยรายงานมาแล�ว (Siddappa และคณะ, 
2007)] จากนั้นนําไป centrifuge ด�วยความเร็ว 12,000 rpm (~15,000 x g) นาน 1 นาที  จากนั้นล�าง
ด�วยนํ้ากลั่นจํานวนมาก (ประมาณ 15 ml) แล�ว centrifuge ด�วยความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาที 
อีก 3 ครั้ง  
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3. การทดสอบประสิทธิภาพของคอลัมน.ที่ใช-แล-วหลังจากการล-าง  
นําคอลัมนOที่ผ+านการล�างตามข�อ 2 ตรวจสอบประสิทธิภาพและการปนเปstอน โดยแบคทีเรีย

ที่ใช�ในการสกัดครั้งแรกเป น Transformed bacteria (E. coli TOP10) ที่มี insert gene และแบคทีเรียที่
ใช�ในการสกัดในคร้ังถัดมาหลังการล�างเป น Transformed bacteria ที่ไม+มี insert gene จากนั้นทําการ
ตรวจปริมาณและคุณสมบัติของ plasmid ที่สกัดได�จากคอลัมนOที่ผ+านใช�งานและล�างแล�ว ดังต+อไปน้ี 

3.1 ตรวจสอบปริมาณ plasmid DNA ที่สกัดได�โดยวัดค+า UV absorbance ที่ความคลื่น 
260 nm พร�อมกับตรวจสอบการปนเปstอน RNA โดยใช�อัตราส+วนระหว+างค+า UV 
absorbance ที่ 260/280 nm  

3.2 ตรวจสอบการปนเปstอนโดย gel electrophoresis และ PCR  
 

4. การเตรียมส0วนประกอบของ buffer ต0าง ๆ ในการสกัด plasmid (Homemade: HM) 
4.1. Resuspension buffer  

50 mM Tris·Cl, pH 8.0  
10 mM EDTA  
100 µg/ml RNase A 

4.2. Lysis buffer  
200 mM NaOH  
1% SDS (w/v) 

4.3. Neutralization buffer  
5.5 M Guanidine HCl 
1 M Potassium acetate 
Acetic acid ปรับ pH ให�เท+ากับ 6.0 

4.4. Washing buffer 
75% EtOH  
25 mM NaCl  
5 mM Tris-HCl 

4.5. Elution buffer 
Distilled water 
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5. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของน้ํายาสกัด HM 
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว+างนํ้ายาสกัด HM กับนํ้ายาของบริษัทผู�ผลิต แบ+งออกเป น 2 

ขั้นตอน ดังต+อไปนี้ 
5.1. เปรียบเทียบ yield ระหว+างการสกัดด�วยนํ้ายา HM และ นํ้ายาของบริษัทด�วยการใช�คอลัมนO 

ใหม+ทั้งคู+ โดยการวัด UV absorbance ที่ความคล่ืน 260 nm   พร�อมกับตรวจสอบการ
ปนเปstอน RNA โดยใช�อัตราส+วนระหว+างค+า UV absorbance ที่ 260/280 nm  

5.2. เปรียบเทียบ yield ระหว+างการสกัดด�วยน้ํายา HM โดยใช�คอลัมนOที่ผ+านการใช�และล�าง
มาแล�วเปรียบเทียบกับการสกัดด�วยน้ํายาของบริษัทโดยใช�คอลัมนOใหม+  

6. การยืนยันคุณภาพของ product ที่ได-ด-วยการส0งทําการวิเคราะห.หาลําดับเบส 
  นําคอลัมนOที่ผ+านการล�างตามข�อ 2 ร+วมกับนํ้ายา HM โดยใช�แบคทีเรียที่ Transformed 
bacteria (JM109) ที่มี insert gene เป น VWF A1 แล�วส+ง plasmid ที่สกัดได�ไปวิเคราะหOหาลําดับเบส
เพื่อยืนยันคุณภาพของ plasmid ที่สกัดได�ว+ามีความบริสุทธ์ิไม+มีการปนเปstอนจนไม+สามารถทําการ
วิเคราะหOหาลําดับเบสได� 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 
 

ผลการวิจัย 
 

1. ประสิทธิภาพของคอลัมน�ท่ีใช"แล"วหลังจากการล"าง   
1.1 ผลการตรวจสอบการปนเป��อน DNA จากการสกัดครั้งที่ 1 โดยใช# gel electrophoresis 

รูปที่ 3.1 (A)   แสดงให�เห็นถึงประสิทธิภาพของ regenerated column ว/าหลังจากการ
ล�างด�วย ใน 1 N HCl  นาน 4 ช่ัวโมง  สามารถนํามาใช�อีกได�โดยปราศจากการปนเป?@อนจากการ
สกัดครั้งก/อน โดยพบว/า plasmid ที่สกัดจาก column ที่เคยใช�มาแล�ว ปรากฏเปHน band เดี่ยว
เพียง band เดียวซึ่งมีขนาดเล็กกว/า plasmid ที่สกัดได�จากครั้งก/อน  

1.2 ผลการตรวจสอบการปนเป��อน DNA จากการสกัดครั้งที่ 1 โดยวิธี PCR  
เมื่อทําการตรวจสอบการปนเป?@อน plasmid ที่สกัดด�วย regenerated column โดยการทํา 

PCR ซึ่งเปHนวิธีที่ไวกว/าการใช� gel electrophoresis พบว/าไม/มีการปนเป?@อนจากการสกัดครั้งก/อน    
จากรูปที่ 3.1 (B) จะเห็นว/าเมื่อนํา column ใหม/ของแต/ละบริษัทมาสกัด plasmid ที่มี 

insert gene แทรกอยู/  สามารถนํามาเพิ่มจํานวน gene ที่แทรกอยู/ได�   แต/เมื่อใช� column ที่ผ/าน
การล�างมาสกัด plasmid ที่ไม/มี insert gene แทรกอยู/  พบว/าไม/สามารถทําการเพิ่มจํานวน gene 
ด�วยการทํา PCR แสดงว/าหลังจากทําการล�าง column ไม/มี plasmid เดิมตกค�างอยู/ 

1.3 การเปรียบเทียบ yield ที่ได#ระหว;างการใช#คอลัมน=ใหม;และ regenerated column 
เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ regenerated column ว/ามีประสิทธิภาพลดลงหรือไม/ โดย

การวัดความเข�มข�นของ nucleic acid ที่สกัดได�ด�วยการวัดค/า UV absorbance ที่ความคลื่น 260 
nm พบว/าไม/แตกต/างจากการใช�คอลัมนXใหม/อย/างมีนัยสําคัญทางสถิติ พร�อมกันนี้ได�เปรียบเทียบ
อัตราส/วนของ 260/280 พบว/าอัตราส/วนดังกล/าวไม/เกิน 1.8 ซึ่งเปHนค/าที่ยอมรับได�ว/า DNA ที่
สกัดได�ปราศจาก RNA (ตารางที่ 3.1) เนื่องจาก transformed bacteria  มีการสร�างจํานวน copy 

ของ plasmid ไม/เท/ากันดังนั้นจึงทําให� DNA ที่สกัดได�จาก pGAPZαA มีความเข�มข�นของ DNA ตํ่า
กว/าการสกัดจาก pQE-60 คือ ตํ่ากว/า 200 (ng/µl) และ มากกว/า 200 (ng/µl) ตามลําดับ 

2. ประสิทธิภาพนํ้ายาสกัด plasmid ท่ีทําข้ึนเอง (HM)  
2.1 การเปรียบเทียบ yield ที่ได#จากการใช#น้ํายาสกัด HM และน้ํายาของบริษัทต;าง ๆ ด#วยการใช# 
คอลัมน=ใหม; 

ตารางที่ 3.2 แสดงให�เห็นถึงประสิทธิภาพของน้ํายา HM จากทําการทดลองเปรียบเทียบ
กับน้ํายาของบริษัททั้ง 3 โดยใช�คอลัมนXใหม/ พบว/าน้ํายา HM มีประสิทธิภาพไม/แตกต/างอย/างมี
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นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับน้ํายาของบริษัท Qiagen และ Fermentus แต/ว/าน้ํายา HM ที่ทําขึ้น
นั้นสามารถสกัด  DNA plasmid  ได�มากกว/าของน้ํายาของบรษิัท GE    อย/างมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 
                                  QIAGEN       GE      Fermentus                 QIAGEN       GE     Fermentus                          
   Lane              Lane      1     2     3     4   5     6                 1      2     3     4     5     6  

(A)                                                (B) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

ตารางท่ี 3.1 การเปรียบเทียบ yield และความบริสุทธ์ิของ plasmid ที่ได�จากการใช� column ใหม/
และ reused column จากน้ํายาของบริษัทเดียวกัน 

   Yield 
(ng/µl) 

% yield  
เทียบกับ column ใหม/ 

260/280  
ratio 

Qiagen                    New 263.77 ± 26.12 - 1.86 ± 0.01 

reused 235.32 ± 15.61 86.77 ± 5.72 1.85 ± 0.01 

GE                  New 248.48 ± 17.65 - 1.89 ± 0.01 

reused 215.41 ± 21.65 90.70 ± 5.89 1.91 ± 0.01 

Fermentus    New 139.25 ± 3.77 - 1.87 ± 0.01 

reused 132.66 ± 3.93 95.55 ± 4.30 1.87 ± 0.00 

แสดงค/าด�วย     ± S.D., p > 0.05; n= 5  

รูปที่ 3.1  การตรวจสอบการปนเป:;อนในการสกัด  plasmid DNA ด"วย regenerated silica column  
Panel (A) = Plasmid ท่ีสกัดได�โดยใช�นํ้ายา commercial kit ของ 3 บริษัท โดย Lane 1, 3 และ 5 เปHน plasmid 
ขนาดประมาณ 4.6 (vector ขนาด 3.1 kb  รวม insert gene ขนาด  1542 bp) ซึ่งสกัดได�จากการใช� column ใหม/;  
Lane 2, 4 และ 6 เปHน plasmid ชนิดเดียวกันแต/ไม/มี insert gene ซึ่งสกัดได�จากการใช� column ท่ีเคยผ/านการ
สกัด plasmid ใน lane 2, 4 และ 6 มาแล�ว 1 คร้ัง  พบว/าไม/มี การปนเป?@อนจากการสกัดคร้ังก/อน   Panel (B) = 
PCR product ซึ่งได�จากการใช� plasmid ในท่ีกล/าวถึงใน panel (A) เปHน template ผลการทดลองยืนยันว/า column 
ท่ีผ/านการใช�งานและล�างแล�วไม/มีการตกค�างของ plasmid จากการสกัดในรอบแรก 
หมายเหตุ  DNA marker และ PCR Product เปHน linear DNA ขณะท่ี Plasmid ท่ีสกัดได�เปHน circular DNA 

Marker 

23130 

9416 
6557 
4361 

 

2322 

2027 
 

bp 

                                                                    
   
 

X
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ตารางท่ี 3.2  การเปรียบเทียบ yield ที่ได�จากการใช� column ใหม/กับน้ํายาสกัด HM และน้ํายา

ของบริษัทต/าง ๆ 
 

  

 Yield  
(ng/µl) 

% yield 
เทียบกับนํ้ายาของบริษัท 

260/280  
ratio 

Qiagen 307.22 ± 29.61 - 1.89 ± 0.01  

 HM 293.69 ± 32.41 95.44  ± 8.88 1.90 ± 0.02 

GE 255.01 ± 13.47 - 1.82 ± 0.01 

HM 359.54 ± 8.62* 141.07  ± 9.63* 1.82 ± 0.01 

Fermentus 249.96 ± 13.99 - 1.87 ± 0.00 

 HM 244.11 ± 30.98 96.79  ± 8.07 1.87 ± 0.01 

แสดงค/าด�วย     ± S.D., *p < 0.05; n = 5  
หมายเหตุ ใช� transformed bacteria ที่มี pQE-60 เปHน plasmid  
 

ตัวอย/างที่สกัดได�ไม/มีการปนเป?@อน RNA สังเกตได�จากอัตราส/วนระหว/างการดูดกลืนแสงที่ 260 
และ 280 nm ที่ไม/ตํ่ากว/า 1.80  

2.2 การเปรียบเทียบ yield ที่ได#จากการใช#น้ํายาสกัด HM ร;วมกับ regenerated column 
เปรียบเทียบกับการสกัดด#วยน้ํายาของบริษัทร;วมกับการใช#คอลัมน=ใหม;  

การใช�น้ํายา HM ร/วมกับ regenerated column เมื่อเปรียบเทียบกับการใช�คอลัมนXใหม/
ร/วมกับน้ํายาของบริษัท พบว/าได�ผลทํานองเดียวกับการใช�คอลัมนXใหม/ในหัวข�อ 2.1 คือ น้ํายา HM 
ที่ทําขึ้นนั้นสามารถสกัด DNA plasmid ได�มากกว/าของน้ํายาของบริษัท GE อย/างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ ขณะที่น้ํายา HM มีประสิทธิภาพไม/แตกต/างอย/างมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับน้ํายา
ของบริษัท Qiagen และ Fermentus (ตารางที่ 3.3) 

2.2 การทดสอบคุณภาพของ plasmid ที่สกัดได#จากน้ํายา HM  
คุณภาพของ plasmid ที่สกัดได�จากน้ํายา HM สามารถทําการวิเคราะหXลําดับเบสได� ไม/

พบป{ญหาในการวิเคราะหXแต/อย/างใด สังเกตได�จากผลที่ได�จากการส/งตัวอย/างไปตรวจวิเคราะหX
ซึ่งแสดงไว�ในรูปที่ 3.2 และอ/านลําดับเบสได�ดังรูปที่ 3.3 

 
 

X
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ตารางท่ี 3.3  การเปรียบเทียบ yield ที่ได�ระหว/างจากการใช�คอลัมนXใหม/กับน้ํายาของบริษัทและ 

น้ํายาสกัด HM กับ  regenerated column   
 

  

Yield 
(ng/µl) 

Compared % yield 
 

260/280 

Qiagen 135.22 ± 3.64  1.92 ± 0.01 

 HM 142.07 ± 9.40 103.52 ± 0.52 1.92 ± 0.01 

GE 141.10 ± 8.08  1.87 ± 0.00 

HM 146.14 ± 8.82* 110.72  ± 6.54* 1.87 ± 0.00 

Fermentus 131.01 ± 3.94  
1.87 ± 0.01 

 HM 144.36 ± 5.07 105.14  ± 6.70 1.88 ± 0.01 

แสดงค/าด�วย     ± S.D., *p < 0.05; n= 5 

หมายเหตุ ใช� transformed bacteria ที่มี pGAPZαA เปHน plasmid  
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รูปที่ 3.2   Chromatogram ที่ได�จากการวิเคราะห�การจัดเรียงลําดับ nucleotide ของ A1 domain gene ใน pQE60 vector ที่สกัดได�จากน้าํยาสกัด
ที่ผลิตขึ้น  (HM) 
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Nuleotide Sequence 

GATGTTGTCAACCTCACCTGTGAAGCCTGCCAGGAGCCGGGAGGCCTGGTGGTGCCT 

CCCACAGATGCCCCGGTGAGCCCCACCACTCTGTATGTGGAGGACATCTCGGAACCGCCG 

TTGCACGATTTCTACTGCAGCAGGCTACTGGACCTGGTCTTCCTGCTGGATGGCTCCTCC 

AGGCTGTCCGAGGCTGAGTTTGAAGTGCTGAAGGCCTTTGTGGTGGACATGATGGAGCGG 

CTGCGCATCTCCCAGAAGTGGGTCCGCGTGGCCGTGGTGGAGTACCACGACGGCTCCCAC 

GCCTACATCGGGCTCAAGGACCGGAAGCGACCGTCAGAGCTGCGGCGCATTGCCAGCCAG 

GTGAAGTATGCGGGCAGCCAGGTGGCCTCCACCAGCGAGGTCTTGAAATACACACTGTTC 

CAAATCTTCAGCAAGATCGACCGCCCTGAAGCCTCCCGCATCGCCCTGCTCCTGATGGCC 

AGCCAGGAGCCCCAACGGATGTCCCGGAACTTTGTCCGCTACGTCCAGGGCCTGAAGAAG 

AAGAAGGTCATTGTGATCCCGGTGGGCATTGGGCCCCATGCCAACCTCAAGCAGATCCGC 

CTCATCGAGAAGCAGGCCCCTGAGAACAAGGCCTTCGTGCTGAGCAGTGTGGATGAGCTG 

GAGCAGCAAAGGGACGAGATCGTTAGCTACCTCTGTGACCTTGCCCCTGAAGCCCCTCCT 

CCTACTCTGCCCCCCCACATGGCACAAGTCACTGTGGGCCACATGGCACAA 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.3 ลําดับ nucleotide ของ VWF A1 gene ท่ีแทรกอยู(ใน pQE-60 vector 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 
 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 
 

แนวความคิดในการนํา commercial nucleic acid extraction column ที่ใช�แล�วกลับมาใช�อีก
ก$อให�เกิดคําถามที่ว$า ยังคงมีการตกค�างของ DNA จากการสกัดในครั้งก$อนปนเป34อนอยู$หรือไม$ ผล
การทดลองจากการศึกษานี้ สรุปได�ว$า nucleic acid extraction column ที่ใช�แล�ว หากนํามาล�าง
ด�วย 1 N HCl นาน 4 ช่ัวโมง สามารถนํากลับมาใช�อีกได�  Siddappa และคณะ [5] ได�ทําการ
ทดสอบการนําคอลัมนIกลับมาใช�ใหม$กับ purified DNA plasmid พบว$าประสิทธิภาพของ column 
ยังคงดีอยู$แม�จะผ$านการใช�ถึง 20 ครั้ง อย$างไรก็ตามการศึกษาวิจัยดังกล$าวไม$ได�ทดลองกับการ
สกัด DNA plasmid จากแบคทีเรียตามวัตถุประสงคIจริงของ extraction column ในการศึกษาวิจัยนี้
ผู�วิจัยได�ทดสอบการใช� commercial silica membrane column กับการสกัด plasmid DNA จาก
แบคทีเรีย โดยครั้งที่ 1 นําไปสกัด plasmid ที่มี insert gene แล�วล�าง column เพื่อขจัด plasmid ที่
อาจติดค�างอยู$ออกก$อนที่จะสกัด plasmid ที่ไม$มี insert gene ผู�วิจัยได�ทําการตรวจสอบ plasmid 
ที่สกัดได�โดยการสังเกตจํานวนแถบและขนาดของ DNA บน electrophoresis gel ร$วมกับการทํา 
PCR เพื่อเพิ่มจํานวน insert gene ผลการทดลองพบว$าการสกัดครั้งที่ 2 ตรวจพบ plasmid เพียง
ชนิดเดียวเท$านั้น และไม$สามารถเพิ่มจํานวน insert gene จากการ PCR ได� แสดงให�เห็นว$าไม$มี 
DNA ตกค�างจากการสกัดครั้งก$อน (รูปที่ 3.1)  ประสิทธิภาพของ regenerated column ได�รับการ
ตรวจสอบโดยการวัดปริมาณ plasmid ที่สกัดได�เปรียบเทียบกับ column ใหม$ของ 3 บริษัท พบว$า
จากการทดลองซ้ํา 5 ครั้ง  ไม$มีความแตกต$างอย$างมีนัยสําคัญทางสถิติ  (ตารางที่ 3.1) 
 เมื่อเป]นที่แน$ชัดแล�วว$า extraction column ที่ผ$านการสกัด plasmid จากแบคทีเรียและทํา
การล�างด�วย  1 N HCl นาน 4 ช่ัวโมง  สามารถนํากลับมาใช�ใหม$ได� อย$างไรก็ตามป^ญหาที่เกิดขึ้น
ต$อไปหากต�องการใช�คอลัมนIซ้ํา คือ น้ํายาที่ใช�ในการสกัดนั้นบริษัทให�มานั้นมีจํากัด ดังนั้นเพื่อให�
การนําคอลัมนIมาใช�ซ้ําอีกมีความเป]นไปได�จริง ผู�ใช�จําเป]นต�องปรุงน้ํายาเหล$าขึ้นเอง เมื่อพิจารณา
ตามหลักการ alkaline lysis และความสามารถในการจับของ DNA (adsorption) บน silica [6] ใน
สภาวะที่มีความเข�มข�นของเกลือสูง ๆ น้ํายาที่จําเป]นในการสกัดประกอบด�วย buffer 5 ชนิด ได�แก$ 
(1) Resuspension buffer (2) Lysis buffer (3) Neutralization buffer (4) Washing buffer และ (5) 
Elution buffer สารละลายทั้ง 5 ชนิดที่กล$าวมานั้น ส$วนประกอบของ buffer ชนิดที่ 3 ซึ่งจะทําให� 
DNA จับกับ silica membrane ได�นั้นมักจะไม$เป]นที่เปgดเผยและถูกเก็บเป]นความลับของ
บริษัทผู�ผลิต  ตามหลักการพบว$า buffer ชนิดที่ 3 นั้นประกอบด�วย chaotropic salt เช$น sodium 
iodide, sodium perchlorate, lithium perchlorate, urea, guanidium thiocyanate หรือ guanidium 
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hydrochloride สารเหล$านี้ทําหน�าที่ช$วยทําลายพันธะเคมีต$าง ๆ ได�แก$ hydrogen bond, van der 
Waals force และ hydrophobic interaction เกิดทําให�เกิดการทําลายโครงสร�างและหน�าที่ของ
โปรตีนต$าง ๆ ภายในเซลลI โดยเฉพาะอย$างยิ่งเอนไซมI nuclease อีกทั้งยังทําให�  nucleic acids 
หรือ DNA แยกตัวจากน้ําเข�าไปจับกับ silica membrane ได�ดี  ในการศึกษานี้ได�เลือกใช� guanidine 
HCL มาใช�เพื่อทําหน�าที่เป]น chaotropic salt โดยมีส$วนผสมดังที่แจ�งไว�ในวิธีดําเนินการวิจัย หน�า 4  
หน�าที่ของสารละลายชนิดที่ 3 นี้คือช$วย renature plasmid หลังจากการถูก denature ในขั้นตอน
การ lysis  ข�อควรระวังในการสกัดทําเช$นเดียวกับที่แต$ละบริษัทแนะนําไว� เช$น ไม$ควรใช�เวลานาน
เกินไปในขั้นตอน lysis  หรือไม$ใช�เครื่องป^kนผสมในขั้นตอนการ renature เพื่อปlองกันไม$ให� genomic 
DNA แตกออกเป]นช้ินเล็ก ๆ      เพราะ DNA สายสั้น ๆ   จะสามารถเกิดการ re-anneal ได�ง$าย
พร�อมที่จะละลายกลับคืนมาใน supernatant ร$วมกับ plasmid DNA ที่ต�องการแยกสกัด สิ่งที่
จําเป]นจะต�องกล$าวเพิ่มเติมในการเตรียม neutralization buffer คือ ให�เตรียม 2 M acetic acid 
เพื่อใช�เป]นตัวทําละลาย potassium acetate ก$อนแล�วปรับ pH ให�ได� 4.5 จากนั้นจึงเติม guanidium 
HCl ให�ได�ความเข�มข�น 5.5 M จะได� neutralization buffer ที่มีส$วนประกอบตามสูตรหน�า 4 และมี 
pH เท$ากับ 6.0 พอดี  
 ผู�วิจัยได�ทําการทดสอบประสิทธิภาพของ HM buffer โดยในรอบแรกทําการเปรียบเทียบ
โดยใช�คอลัมนIใหม$ของแต$ละบริษัท  เพื่อตัดป^จจัยเรื่องคอลัมนIเก$า/ใหม$  พบว$าน้ํายา HM ที่ปรุงขึ้น
สกัด plasmid จากแบคทีเรียได�ไม$แตกต$างจากน้ํายาของบริษัท Qiagen และ Fermentus แต$
มากกว$าบริษัท GE Healthcare อย$างมีนัยสําคัญ จากนั้นผู�วิจัยถึงได�ทําการเปรียบเทียบ yield ที่
สกัดได�ระหว$างจากการใช�คอลัมนIใหม$กับน้ํายาของบริษัทและน้ํายาสกัด HM กับคอลัมนIที่ผ$าน
การล�างพบว$าปริมาณ plasmid DNA ที่ได�จากการใช� HM buffer ยังคงมากกว$าน้ํายาของบริษัท GE 
Healthcare อย$างมีนัยสําคัญทางสถิติ แต$ไม$แตกต$างจากของ บริษัท Qiagen และ Fermentus  

สรุป 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคIหลักเพื่อต�องการสนับสนุนให�มีการนํา nucleic acid extraction 
column ที่ผ$านการใช�งานแล�วกลับมาใช�ใหม$ อันจะช$วยให�เกิดการใช�ทรัพยากรอย$างคุ�มค$า ผู�วิจัยได�
แนะนําการผลิตสารละลายสิ้นเปลืองที่จําเป]นต�องใช�ในการสกัด เพื่อให�ผู�ใช�สามารถปรุงขึ้นเองได� 
นอกจากนั้นผู�วิจัยได�แสดงหลักฐานสนับสนุนความเป]นไปได�ในการนําคอลัมนIกลับมาใช�อีก แต$การ
จะนํากลับมาใช�ได�สูงสุดกี่ครั้งนั้น ผู�ใช�อาจต�องเป]นผู�สังเกตเองจากการตรวจสอบคุณสมบัติของ 
plasmid ซึ่งมักจะแตกต$างกันไปขึ้นอยู$กับวัตถุประสงคIของ plasmid ที่สกัดได�ว$าจะนําไปใช�ต$อใน
งานประเภทใด ในการวิจัยครั้งนี้ได�ทําการทดลองแต$เฉพาะวธิีสกัด plasmid จากแบคทีเรียเท$านั้น 

 

 

 

 

 

 

 

 



 15 

แต$ผู�วิจัยเช่ือว$าหลักฐานที่แสดงในการศึกษาครั้งนี้น$าจะสามารถใช�กับวิธีสกัด DNA แบบอื่น ๆ 
จากแบคทีเรียได�ในทํานองเดียวกัน   
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