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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมสารละลายในกระบวนการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ 
 
        1. การเตรียม 10X Taq buffer 

            500 mM Tris pH 8.4    20.0  ml 
            2 M KCI     12.5  ml 
            150 mM MgCI2     5.0  ml 
            1% Bovine serum albumin   5.0   ml 
            100% Tween 20     0.25  ml 
             เติมน ้าใหค้รบ     50.0  ml 

 
        2. การเตรียม 1 mM Each Solution of dNTPs 

           100 mM dATP     10.0   µl 
           100 mM dCTP     10.0   µl 
           100 mM dGTP     10.0   µl 
           100 mM dTTP     10.0   µl 
           น ้า       960.0   µl 
           ผสมใหเ้ขา้กนัไดเ้ป็นสารละลายท่ีมีปริมาตรรวมเท่ากบั  1000.0 µl 
 

        3. การเตรียม Sus Scrofa Cytochorme b primer mix 
Primer F (100 mM)   5   µl 
Primer R (100 mM)   5   µl 
เติมน ้าใหค้รบ             100    µl  
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       4. การเตรียม Homo sapiens Cytochorme b primer mix 
Primer F (100 mM)   3   µl 
Primer R (100 mM)   3   µl 
เติมน ้าใหค้รบ             100    µl  

 
5. การเตรียม 0.5X TBE buffer 

  Tris       5.4      g 
Boric acid     2.75    g 
EDTA     0.373 g 
เติมน ้ากลัน่ใหค้รบ    1,000     ml 
(รศ.อุไรวรรณ วจิารณกุล, 2545) 

 
 6. วธีิเตรียมสารละลาย Ethidium bromide 

 Ethidium bromide      10 µl 
  0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) buffer   200 ml 
    เขยา่ใหเ้ขา้กนั แลว้เก็บไวใ้นท่ีมืด  
    (ระวงัอยา่ใหถู้กผวิหนงัโดยตรง เน่ืองจาก Ethidium bromide เป็นสารก่อมะเร็ง) 

 
 



52 
 

ภาคผนวก ข 
 

ขั้นตอนการแยกขนาดดีเอน็เอด้วย Agarose gel electrophoresis 

 

        เจลอะกาโรส 

 

 
      D-galactose       3,6-anhydro L-galactose  
 

ภาพ 14 สูตรโครงสร้างของ Agarose 
ท่ีมา (Sambrook te al., 1989, p. 6.3) 

 
 

        เจลอะกาโรสเป็นพอลิเมอร์ของ D-galactose สลบักบั 3, 6-anhydrogalactose แยกไดจ้าก
สาหร่ายทะเลเช่นเดียวกบัวุน้ (Agar) องค์ประกอบหรือหน่วยย่อยโดยรวมจะเหมือนกนั แต่จะมี
ความแตกต่างกบับา้งท่ีหมู่ R ท่ีต่ออยู่กบัหมู่ไฮดรอกซีท่ีต าแหน่งคาร์บอนท่ี 6 ของน ้ าตาลกา
แล็กโทส โดยช่ือ Agarose เป็นช่ือเรียกโดยรวม จึงประกอบดว้ยพอลิแซ็กคาไรดห์ลายชนิด และอาจ
มีสารประกอบอ่ืนเจือปน เช่น ซัลเฟต โปรตีน สารท่ีเจือปนน้ีถ้าเป็นสารท่ีมีประจุ จะท าให้เกิด
เหตุการณ์ท่ีเรียกวา่ Electroendosmosis (EEO) ซ่ึงขดัขวางการเคล่ือนท่ีของสารท่ีตอ้งการแยก เช่น 
ถา้มีหมู่ท่ีมีประจุลบในเน้ือเจล จะท าให้โมเลกุลของน ้ าท่ีจบัตวักบัไฮโดรเจนไอออน (H3O

+) เขา้มา
เกาะกบัประจุลบดงักล่าว เม่ือเปิดกระแสไฟฟ้า H3O

+ จะถูกผลกัใหเ้คล่ือนท่ีไปทางขั้วลบ ซ่ึงจะสวน
ทางกบัสารท่ีมีประจุลบ ขดัขวางการเคล่ือนท่ีของสารหรือดีเอ็นเอท่ีตอ้งการแยก เปรียบเทียบไดก้บั
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การพายเรือทวนน ้ า ดงันั้น Agarose gel ท่ีดีควรมีค่า EEO ต ่า ซ่ึงสังเกตได้จากฉลากท่ีขา้งขวด 
นอกจากน้ีการแยกดีเอน็เอหรืออาร์เอน็เอให้บริสุทธ์ิจากเจลอะกาโรสบางวิธี สารพอลิแซ็กคาไรด์ท่ี
มีหมู่ซัลเฟตเหล่าน้ีจะติดปนมาพร้อมกบัดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอ และเป็นตวัยบัย ั้งปฏิกิริยาของ
เอนไซมห์ลายชนิด เช่น พอลิเมอเรส ไลเกส เอนไซมต์ดัจ าเพาะ การเลือกอะกาโรสจึงตอ้งใชช้นิดท่ี
มีความบริสุทธ์ิสูงส าหรับใชใ้นงานระดบัโมเลกุล 
        อิเล็กโตโฟริซิส (Electrophoresis) เป็นเทคนิคท่ีใช้แยกโมเลกุลของสารท่ีมีประจุออกจากกนั
โดยใชก้ระแสไฟฟ้า โดยให้สารท่ีมีประจุนั้นเคล่ือนท่ีผา่นตวักลางชนิดหน่ึงในสารละลาย สารท่ีมี
ประจุต่างกนัจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงกนัขา้ม นอกจากประจุแลว้อตัราการเคล่ือนท่ียงัข้ึนอยูก่บั
ขนาด รูปร่างโมเลกุล แรงเคล่ือนไฟฟ้า และตวักลางท่ีใชด้ว้ย 

              โมเลกุลของดีเอน็เอประกอบดว้ยหมู่ฟอตเฟตจ านวนมาก สารละลายของดีเอ็นเอจึงมีประจุลบ
ท่ี PH เป็นกลาง เม่ืออยู่ในสนามไฟฟ้า โมเลกุลของดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจากขั้วลบไปยงัขั้วบวก 
เน่ืองจากหมู่ฟอตเฟตเป็นส่วนประกอบของนิวคลีโอไทด์ทุกชนิด ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กจะมี
หมู่ฟอตเฟตอยู่น้อยกว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ ดงันั้น จะพบว่าประจุต่อมวลโมเลกุลของดีเอ็นเอทุก
ขนาดมีค่าเท่ากนั ความเร็วในการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอจึงข้ึนอยู่กบัขนาดเป็นส่วนใหญ่ 
อยา่งไรก็ตามมีปัจจยัอ่ืนท่ีมีผลต่อการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอดว้ย ดงัน้ี 

1. ขนาดของโมเลกุล ดีเอ็นท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกว่าดีเอ็นเอท่ีมีขนาด
โมเลกุลใหญ่ ดีเอน็เอท่ีมีโมเลกุลแบบเส้นตรง (Linear) เกลียวคู่จะเคล่ือนท่ีไดร้ะยะทางท่ีแปรผกผนั
กบัขนาดโมเลกุล  

2. โครงแบบของดีเอ็นเอ (Configuration) กรณีท่ีมีขนาดโมเลกุลเท่ากนันั้น ดีเอ็นเอท่ีมี
โครงแบบเป็นวงแหวนท่ีพนัเกลียวซ้อนจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอ็นเอปลายเปิดแบบเส้นตรง และดี
เอน็เอแบบเส้นตรงจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอน็เอแบบวงแหวนท่ีมีช่องเปิด  
            3.  เปอร์เซ็นตข์องชนิดเจล ถา้เพิ่มความเขม้ขน้หรือเปอร์เซ็นตเ์จลโมเลกุลของดีเอ็นเอจะ
เคล่ือนท่ีได้ช้าลง โดยเจลท่ีนิยมใช้กบักรดนิวคลีอิก คือ Acrylamide gel และ Agarose gel โดย
Acrylamide gel ใช้แยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กระหวา่ง 6-1,000 คู่เบส ส่วน Agarose gel ใช้
แยกดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ประมาณ 100 คู่เบสจนถึงกวา่ 50,000 คู่เบส 
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ตาราง 4 ช่วงขนาดโมเลกุลของดีเอน็เอทีแ่ยกได้โดย Agarose gel  
 

ความเขม้ขน้ของ gel (%) ขนาดท่ีเหมาะสมในการแยก (คู่เบส) 

0.3 
0.6 
0.7 
0.9 
1.2 
1.5 
2.0 

5,000-60,000 
1,000-20,000 
800-10,000 
500-7,000 
400-6,000 
200-4,000 
100-3,000 

 

4. แรงเคล่ือนไฟฟ้า (Voltage) ถา้เพิ่มแรงเคล่ือนไฟฟ้าดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ ในการ
แยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสน้ีต้องใช้แรงเคล่ือนไฟฟ้าท่ีเหมาะสม  ถ้าใช้
แรงเคล่ือนไฟฟ้าสูงเกินไป ดีเอน็เอเคล่ือนท่ีไดเ้ร็ว แต่การแยกตวัจะไม่ดีแต่ถา้ต ่าดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ี
ชา้แยกตวัไดดี้ แต่แถบดีเอน็เอจะไม่คมชดั เพราะเกิดการแพร่ของดีเอน็เอ 

5. บฟัเฟอร์ท่ีใช้ ชนิดของพปัเฟอร์มีผลต่อการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอ บฟัเฟอร์ท่ีนิยมใช้มี      
3 ชนิด คือ TEA (Tris-acetate, EDTA), TBE (Tris- borate, EDTA), และ TPE (Tris- phosphate, 
EDTA) สามารถเกิดปฏิกิริยากบัเจลอะกาโรสได ้มีความสามารถเป็นบฟัเฟอร์ไดดี้ แยกดีเอ็นเอได้
เร็ว ดงัน้ีการเลือกใชบ้ฟัเฟอร์แต่ละชนิดจึงข้ึนอยูก่บัวตัถุประสงค ์
         
 

55 



ภาคผนวก ค 
 

ล าดับเบสบริเวณดีเอน็เอของสุกรในส่วนของยีนไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย 
 
Sub scrofa Cytochrome b gene มี Primer เร่ิมตน้ 2 ตวัคือ 

Primer Forward:     5’ -AATCTTGCAAATCCTAACAGGCC- 3’ 

Primer Reverse:      5’ -CCGTTTGCATGTAGATAGCGAAT- 3’ 

โดยมีล ำดบัเบสดงัน้ี 
atgaccaaca  tccgaaaatc  acacccacta  ataaaaatta  tcaacaacgc  attcattgac  

ctcccagccc  cctcaaacat  ctcatcatga  tgaaacttcg  gttccctctt  aggcatctgc 

ctaatcttgc  aaatcctaac  aggcctgttc  ttagcaatac  attacacatc  agacacaaca 

acagctttct  catcagttac  acacatttgt  cgagacgtaa  attacggatg  agttattcgc 

tatctacatg  caaacggagc  atccatattc  tttatttgcc  tattcatcca  cgtaggccga 

ggtctatact  acggatccta  tatattccta  gaaacatgaa  acattggagt  agtcctacta 

tttaccgtta  tagcaacagc  cttcataggc  tacgtcctgc  cctgaggaca  aatatcattc 

tgaggagcta  cggtcatcac  aaatctacta  tcagctatcc  cttatatcgg  aacagacctc 

gtagaatgaa  tctgaggggg  cttttccgtc  gacaaagcaa  ccctcacacg  attcttcgcc 

ttccacttta  tcctgccatt  catcattacc  gccctcgcag  ccgtacatct  catattcctg 

cacgaaaccg  gatccaacaa  ccctaccgga  atctcatcag  acatagacaa  aattccattt 

cacccatact  acactattaa  agacattcta  ggagccttat  ttataatact  aatcctacta 

atccttgtac  tattctcacc  agacctacta  ggagacccag  acaactacac  cccagcaaac 

ccactaaaca  ccccacccca  tattaaacca  gaatgatatt  tcttattcgc  ctacgctatt 

ctacgttcaa  ttcctaataa  actaggtgga  gtgttggccc  tagtagcctc  catcctaatc 

ctaattttaa  tgcccatact  gcacacatcc  aaacaacgag  gcataatatt  tcgaccacta 

agtcaatgcc  tattctgaat  actagtagca  gacctcatta  cactaacatg  aattggagga 

caacccgtag  aacacccgtt  catcatcatc  ggccaactag  cctccatctt  atacttccta 

atcattctag  tattgatacc  aatcactagc  atcatcgaaa  acaacctatt  aaaatgaaga 

 

ทีม่า http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X56295 
S.scrofa mitochondrion cytb gene for cytochrome b 
GenBank: X56295.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X56295
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ล าดับเบสบริเวณดีเอน็เอของมนุษย์ในส่วนของยีนไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย 

 

Human Cytochrome b gene มี Primer เร่ิมตน้ 2 ตวัคือ 

 Primer F : 5’ –TAGCAATAATCCCCATCCTCCATATAT- 3’ 

 Primer R : 3’ –ACTTGTCCAATGATGGTAAAAGG- 3’ 

โดยมีล ำดบัเบสดงัน้ี 
ttctcaccag  acctcctagg  cgacccagac  aattataccc  tagccaaccc  cttaaacacc  

cctccccaca  tcaagcccga  atgatatttc  ctattcgcct  acacaattct  ccgatccgtc  

cctaacaaac  taggaggcgt  ccttgcccta  ttactatcca  tcctcatcct  agcaataatc  

cccatcctcc  atatatccaa  acaacaaagc  ataatatttc  gcccactaag  ccaatcactt  

tattgactcc  tagccgcaga  cctcctcatt  ctaacctgaa  tcggaggaca  acagtaagct  

acccttttac  catcattgga  caagtagcat  ccgtactata  cttcacaaca  atcctaatcc  

taataccaac  tatctcccta  attgaaaaca  aaatactcaa  atgggcctgt  ccttgtagta  

taaactaata  caccagtctt  gtaaaccgga  gatgaaaacc  tttttccaag  gacaaatcag  

agaaaaagtc  tttaactcca  ccattagcac  ccaaagctaa  gattctaatt  taaactattc  

tctgttcttt  catggggaag  cagatttggg  taccacccaa  gtattgactc  acccatcaa 

 

ท่ีมำ NCBI Reference Sequence: NC_001807 (15648-15804) 

> ref|NC_012920.1|Homo sapiens mitochondrion, complete genome, Length=16569 
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