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 การทดลองที ่ 13                                กรดนวิคลีอิก 

อ. ชยัวฒัน ์  วามวรรตัน ์

 

วตัถุประสงค ์ 1.  เพ่ือให้รู้จักวิธกีารแยกกรดนิวคลีอกิชนิดดีเอน็เอจากเซลล์เมด็เลือดแดงไก่ 

  2.  เพ่ือให้ทราบถึงความแตกต่างชนิดของน า้ตาลที่เป็นองค์ประกอบในกรดนิวคลีอกิ 

 

 กรดนิวคลีอกิมีบทบาทเป็นสารพันธุกรรมและเป็นตัวกลางในการถ่ายทอดข้อมูลพันธุกรรม เป็นแม-

โครโมเลกุลที่เป็นพอลิเมอร์ของนิวคลีโอไทด์ แบ่งตามโครงสร้างได้เป็น 2 ชนิด คือ กรดดีออกซีไรโบนิวคลี-

อกิ (deoxyribonucleic acid) และกรดไรโบนิวคลีอกิ (ribonucleic acid) หรือเรียกย่อๆ ว่า ดีเอน็เอ (DNA) 

และอาร์เอน็เอ (RNA) ตามล าดับ   ความแตกต่างของกรดนิวคลีอกิทั้ง 2 ชนิดอยู่ที่ชนิดของน า้ตาลและเบส

ไพริมิดีน(pyrimidine) ที่เป็นองค์ประกอบอยู่ในกรดนิวคลีอกิ  ในดีเอน็เอเป็นน า้ตาลดีออกซีไรโบส(deoxy-

ribose) และเบสไพริมิดีน ชนิดไซโทซีน (cytosine) และไธมีน (thymine) เป็นองค์ประกอบ  ส่วนในอาร์เอน็

เอเป็นน า้ตาลไรโบส (ribose) และ เบสไพริมิดีน ชนิดไซโทซีนและยูราซิล (uracil)   ปกติดีเอน็เอมีบทบาท

หน้าที่เป็นสารพันธุกรรม   ส่วนอาร์เอน็เอท าหน้าที่เป็นตัวกลางในการถ่ายทอดข้อมูลพันธุกรรมจากดีเอน็เอ

ไปใช้ในการสร้างโปรตีน 

 

การสกดัแยกดีเอ็นเอ 

  ดีเอน็เอของสตัว์ช้ันสงูพบอยู่ในนิวเคลียสของเซลล์และไม่อยู่ในรูปโมเลกุลอสิระ แต่รวมตัวจับอยู่กบั

โปรตีนพวกฮีสโทน (histone) และนอนฮีสโทน (non-histone)   การแยกดีเอน็เอให้บริสทุธิ์จึงต้องมีล าดับ

ขั้นตอนดังน้ี 

  1.  การท าให้เย่ือหุ้มเซลล์และเย่ือหุ้มนิวเคลียสของเซลล์แตก เพ่ือปลดปล่อยดีเอน็เอออกมาละลาย

ในสารละลายบัฟเฟอร์ ซ่ึงมีเกลือและ EDTA ผสมอยู่ด้วย   เกลือช่วยให้ดีเอน็เอมีเสถียรภาพและละลายได้ดี

ขึ้นกว่าการละลายในน า้กล่ันธรรมดา   ความเข้มข้นของเกลือไม่ควรต ่ากว่า 100 มิลลิโมลาร์   เพ่ือให้พันธะ

ไฮโดรเจนระหว่างสายดีเอน็เอคู่สมมีความแข็งแรงขึ้ น   ส่วน EDTA จะจับกับไดวาเลนท์ไอออน เช่น  

แมกนีเซียมไอออน (Mg
2+
) และแมงกานีสไอออน (Mn

2+
) ซ่ึงจ าเป็นต่อการท างานของดีออกซีไรโบนิวคลี

เอส (deoxyribonuclease)    นอกจากน้ีอาจเติมซิเตรท (citrate) เพ่ือเป็น chelating agent ร่วมกับ EDTA 

ด้วย  พีเอชของสารละลายบัฟเฟอร์เป็นด่างเลก็น้อย (พีเอช 8)   เพ่ือลดแรงดึงดูดทางประจุไฟฟ้าระหว่างดี

เอน็เอกับเบสิกฮีสโทน    นอกจากน้ีที่พีเอชค่อนข้างสูงน้ียังช่วยยับย้ังการท างานของนิวคลีเอส (nuclease)  

และช่วยท าให้โปรตีนบางส่วนเสยีสภาพธรรมชาติไป 

  2.  การแยกโปรตีนที่จับกับดีเอน็เอออกมา โดยการใช้สารซักฟอก เช่น SDS (sodium dodecyl 

sulfate) ท าลายพันธะที่จับกันระหว่างดีเอน็เอและโปรตีน และท าให้ดีออกซีโรโบนิวคลีเอสและโปรตีนอื่นๆ 

เสยีสภาพธรรมชาติ อาจเติมโปรติเอสลงไปเพ่ือช่วยในการย่อยสลายโปรตีน 
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  3.  การแยกดีเอน็เอออกจากชีวโมเลกุลอื่นๆ  โปรตีนถูกก าจัดออกโดยเติมตัวท าละลายอนิทรีย์  เช่น 

ฟีนอล (phenol)  คลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (chloroform-isoamyl alcohol)  หลังการป่ันเหว่ียง

เสรจ็สิ้น  สารละลายในหลอดทดลองจะแยกตัวเป็น 3 ช้ันดังรูป  โปรตีนที่เสยีสภาพธรรมชาติแล้ว 

                                                            รวมตัวอยู่ระหว่างช้ันของตัวท าละลายอนิทรีย์และช้ันน า้ 

                                                            คลอโรฟอร์มท าให้โปรตีนเสยีสภาพธรรมชาติ ส่วนไอโซ 

                                                            เอมิลแอลกอฮอล์ลดการเกดิฟองและช่วยท าให้เกดิช้ันขึ้น 

                                                            ระหว่างช้ันน า้กบัช้ันตัวท าละลายอนิทรีย์ 

                                                          

    

  ดีเอน็เอที่ละลายอยู่ในช้ันน า้ถูกแยกออกมาได้โดยการตกตะกอนด้วย 95% เอธานอล  เน่ืองจากดีเอน็เอ

เป็นโมเลกุลที่มีประจุ  การผสมตัวท าละลายอนิทรีย์ลงไปในสารละลายที่ดีเอน็เอละลายอยู่ จะลดความมีขั้ว

ของสารละลาย ท าให้การละลายของดีเอน็เอลดลงมาก  ดีเอน็เอจะตกตะกอนอยู่ในรูปของเส้นใย ซ่ึงเกบ็ได้

โดยใช้แทง่แก้วหมุนวนช้าๆ  สายดีเอน็เอจะพันติดกบัแทง่แก้วขึ้นมา น าดีเอน็เอที่ได้ไปละลายในน า้กล่ันหรือ 

TE บัฟเฟอร์ (10 mM Tris-HCl pH 7.6 1 mM EDTA)  ในกรณีที่ต้องการดีเอน็เอที่บริสทุธิ์มากข้ึน อาจ

น าดีเอน็เอที่ละลายได้น้ี กลับไปก าจัดโปรตีนที่ยังคงเหลืออยู่ด้วยการใช้คลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์

อกี ท าซ า้จนพบว่าไม่มีช้ันโปรตีนเสยีสภาพธรรมชาติเกดิขึ้นระหว่างช้ันน า้และช้ันตัวท าละลายอนิทรีย์ ดีเอน็-

เอที่บริสทุธิ์ต้องมีอตัราส่วนค่าการดูดแสงที่ 260 นาโนเมตรและที่ 280 นาโนเมตร (A260/A280) ไม่น้อยกว่า 

1.8 - 1.9  ในกรณีที่ต ่ากว่า 1.8 แสดงว่าดีเอน็เอยังคงมีโปรตีนหรือฟีนอลที่ใช้ในข้ันตอนการสกดัปนเป้ือน

อยู่ 

 

การหาปริมาณของกรดนวิคลีอิก  กระท าได้ 2 วิธคีือ 

  1.  การวัดค่าการดูดแสงที่ 260 นาโนเมตร    เบสที่เป็นองค์ประกอบในดีเอน็เอและอาร์เอน็เอ 

สามารถดูดกลืนแสงช่วงอลัตราไวโอเลตที่ความยาวคล่ืนประมาณ 260 นาโนเมตร   สารละลายดีเอน็เอที่วัด

ค่าการดูดแสงที่ 260 นาโนเมตรได้เทา่กบั 1 มีความเข้มข้นเป็น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร    

                                                                       
 

น า้ตาลจะเกดิปฏกิริิยาต่อกบัสารท าให้เกดิส ี ซ่ึงในการหาปริมาณดีเอน็เอ ใช้ปฏกิริิยาของดิชเก้ (Dische 

reaction) ดังสมการต่อไปนี้  

               

ช้ันน า้ 

ช้ันของโปรตีนเสยีสภาพธรรมชาติ

ชาติ     ช้ันของตัวท าละลาย

อินทรีย ์ 

          2.  การวัดค่าการดูดแสงของสารประกอบที่

มีสซ่ึีงเกดิจากปฏกิริิยาของน า้ตาลในกรดนิวคลีอกิ

กบัสารท าให้เกดิส ี ในภาวะที่เป็นกรดและมีอุณหภมิู

สงู กรดนิวคลีอกิถูกไฮโดรไลซ์จนได้องค์ประกอบ

ย่อยๆ ได้แก่ น า้ตาล  เบส และกรดฟอสฟอริก   
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  น า้ตาลดีออกซีไรโบสที่ได้จากการย่อยสลายดีเอน็เอเกดิการสญูเสยีน า้ออกจากโมเลกุลในภาวะที่เป็น

กรด  เกดิเป็น -hydroxylevulinyl  aldehyde ซ่ึงไปรวมตัวกบั diphenylamine ให้สารประกอบที่มีสนี า้เงิน

ซ่ึงสามารถวัดค่าการดูดแสงที่ 610 นาโนเมตร  ความเข้มของสนี า้เงินของสารประกอบ - hydroxylevuli-

nyl aldehyde diphenylamine ที่เกดิข้ึนเป็นสดัส่วนโดยตรงกบัปริมาณดีเอน็เอที่มีอยู่ 

   

  ส่วนการหาปริมาณอาร์เอน็เอใช้ปฏกิริิยาไบอลั  ดังสมการต่อไปนี้  

                          
 

น ้าตาลไรโบสที่เกิดข้ึนจากการย่อยสลายอาร์เอ็นเอ ถูกดึงน ้าออกจากโมเลกุลในภาวะที่เป็นกรดให้ได้

สารประกอบเฟอฟิวรัล ซ่ึงไปท าปฏิกิริยากับออร์ซินอลโดยมีเฟอริกไอออน (Fe
3+
) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาได้

สารประกอบที่มีน า้เงินแกมเขียวที่สามารถวัดค่าการดูดแสงสงูสดุได้ที่ 660 นาโนเมตร 

 

สารเคมีทีใ่ช ้

 1.  เมด็เลือดแดงไก่ 

 2.  สารละลาย acid citrate dextrose (ACD) เตรียมโดยละลาย trisodium citrate. 2H2O 2.2 กรัม 

citric acid. H2O 0.8 กรัม  และกลูโคส 2.45 กรัม ในน า้กล่ัน 100 มิลลิลิตร และปรับพีเอชให้ได้ ~  5.0 

 3.  สารละลายบัฟเฟอร์ พีเอช 8.2  ประกอบด้วย 10 mM Tris-HCl   400 mM NaCl    2 mM 

Na2 EDTA 

 4.   10% SDS (sodium dodecyl sulfate) 

 5.  สารละลายโปรตีเอส เตรียมโดยช่ังโปรตีเอสจาก Aspergillus oryzae 1 กรัม ละลายในสารละลาย 

1% SDS   2 mM Na2EDTA 10 มิลลิลิตร น าไปอุ่น 37ซ 30 นาทกี่อนใช้  เพ่ือก าจัดเอนไซม์นิวคลีเอส 

 6.  สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 5 โมลาร์ 

 7.  95% เอธานอล 

 8.  สารละลาย diphenylamine เตรียมโดยละลาย diphenylamine 0.3 กรัมในกรดแอซีติกล้วน 20 

มิลลิลิตร แล้วเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 0.3 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากนั เตรียมแล้วใช้ทนัท ี

 9.  น ้ายาไบอัล เตรียมโดยละลาย FeCl3.6H2O 0.1 กรัม และออร์ซินอล 0.1 กรัม ใน 100 

มิลลิลิตร กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น แล้วเติมสารละลายน้ีลงในน า้กล่ัน 100 มิลลิลิตร 

 10. สารละลายผสมคลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24 : 1 โดยปริมาตร) 

 11. สารละลายอาร์เอน็เอ   
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การทดลองที ่13.1  การแยกดีเอ็นเอจากเลือดไก่ 

วิธีทดลอง 

1.   ผสมเลือดไก่สดๆ กบัสารละลาย acid citrate dextrose (ACD) ในอตัราส่วนเลือดไก่สด 10 มิลลิลิตรต่อ 

ACD 1.5 มิลลิลิตร เพ่ือป้องกนัไม่ให้เลือดแขง็ตัว 

2.   น าเลือดไก่ที่เตรียมได้ในข้อ 1 ไปป่ันที่ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกส่วนที่เป็นน ้า

เลือดออก และเกบ็ส่วนที่เป็นเมด็เลือดแดงไว้ 

3.   น าเมด็เลือดแดงที่ได้จากข้อ 2 มา 1 มิลลิลิตรใส่ลงใน conical tube ขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วเติม

สารละลายบัฟเฟอร์พีเอช 8.2 ลงไป 13 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนั 

4.   เติมสารละลาย 10% SDS 1 มิลลิลิตรอย่างช้า ๆ พร้อมกับเขย่าขวดไปด้วยขณะที่เติม  แล้วเขย่าแรงๆ 

ต่ออกี 10 นาท ี

5. เติมสารละลายโปรตีเอส 0.2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันเป็นระยะๆ ในระหว่างที่แช่ในอ่างน ้าที่ปรับ

อุณหภมิูไว้ที่ 37ซ  เป็นเวลา 30 นาท ี

6. เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 5 โมลาร์ 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วถ่ายสารละลายในขวดทั้งหมด

ลงในหลอดป่ัน แล้วป่ันเหว่ียงที่ความเรว็ 4,000 รอบต่อนาท ีนาน 10 นาท ี

7.  ใช้ pasteur pipette ค่อยๆ ดูดส่วนใสลงในกระบอกตวง (ระวังอย่าให้เศษเลือดปะปนลงไป) ทิ้งตะกอน

ส่วนที่เหลือ 

8. วัดปริมาตรส่วนใสที่ได้ทั้งหมด แล้วเทลงในบีกเกอร์ เติม 95% เอธานอลจ านวนประมาณ 2 เทา่ปริมาตร

ส่วนใสที่วัดได้ 

9.  ใช้แทง่แก้วคนกวนเป็นวงอย่างช้าๆ เพ่ือเกบ็เส้นดีเอน็เอที่ได้ทั้งหมด ซ่ึงมีลักษณะเป็นเส้นใยให้ติดพันอยู่

บนแท่งแก้ว   กดเส้นใยกับบีกเกอร์ด้านในเพ่ือไล่เอธานอลออกให้มากที่สุด  โดยให้รีบท าอย่างรวดเรว็และ

ละลายเส้นใยดีเอน็เอที่ได้ในน า้กล่ัน 1 มิลลิลิตรทนัท ี 

10. เติมสารละลายผสมคลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ด้วยปริมาตรที่เท่ากันคือ 1 มิลลิลิตร เขย่าให้

เข้ากนั 

11. น าไปป่ันเหว่ียงที่ 4,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีเกบ็สารละลายส่วนบนไว้ด้วย pasteur pipette ที่มี

ปลายเปิดที่ใช้ดูดกว้างกว่าปกติ   เพ่ือลดการขาดของเส้นดีเอน็เอที่ท  าการแยก 

12. ท าการทดลองซ า้ในข้อ 8-9 เกบ็สารละลายดีเอน็เอที่ได้ไปท าการทดลองต่อในการทดลองที่ 13.2   
 

 

การทดลองที ่13.2   การวิเคราะหช์นดิน ้ าตาลทีเ่ป็นองคป์ระกอบในกรดนวิคลีอิก 
 

วิธีทดลอง   ก.  การวิเคราะหช์นดิน ้ าตาลทีเ่ป็นองคป์ระกอบในดีเอ็นเอ 

1. ใส่สารละลายดีเอน็เอจากเลือดไก่ 0.5 มิลลิลิตร แล้วเติมสารละลาย diphenylamine 2.0 มิลลิลิตร ผสม

ให้เข้ากนัแล้วน าไปต้มในอ่างน า้เดือด 10 นาท ีสงัเกตสขีองสารละลาย 

2. ท าการทดลองซ า้ในข้อ 1 แต่ให้ใช้สารละลายอาร์เอน็เอ 0.5 มิลลิลิตรแทนแล้วเปรียบเทยีบผลที่ได้จาก

หลอดทดลองทั้งสอง 
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                ข.  การวิเคราะหช์นดิน ้ าตาลทีเ่ป็นองคป์ระกอบในอารเ์อ็นเอ 

วิธีทดลอง 

1. ใส่สารละลายอาร์เอน็เอลงในหลอดทดลอง 0.5 มิลลิลิตร แล้วเติมน า้ยาไบอัลลงไป 2 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากนั แล้วน าหลอดทดลองไปต้มในอ่างน า้เดือด 10 นาท ีสงัเกตสขีองสารละลาย 

2. ท าการทดลองซ า้ในข้อ 2-4 แต่ให้ใช้สารละลายดีเอน็เอที่สกดัได้ 0.5 มิลลิลิตร แทนแล้วเปรียบเทยีบผล

ที่ได้จากหลอดทดลองทั้งสอง 
 

ผลการทดลองและสรุปผลการทดลองที ่13.1 – 13.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ค าถาม 

สารละลายดีเอน็เอให้ค่าการดูดแสงที่ 260 นาโนเมตร เทา่กบั 0.65  จงค านวณหาความเข้มข้นของดีเอน็เอ

ในสารละลายเป็นไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ฉบับปรับปรงุ  25 มิย. 2564 


