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1.  สารละลายในการสกัดดีเอ็นเอ 
 

1.1 D-solution (Chomczynski and Sacchi, 1987) 
 - 4M guanidine thiocyanate  
 - 25 mM Sodium citrate pH 7 
 - 0.5% Sarcosyl  
 
1.2 TE buffer  
 - 10mM Tris base pH 8.0 
 - 1mM EDTA 

 
2.  สารเคมีในการทํา Agarose gel Electrophoresis 
 
 2.1 50X TA buffer 
  - Tris base   121 g 
  - Glacial acetic acid  28.55 ml  
  - ปรับ pH เปน 8.0 ดวย NaOH  
  - เติมน้ําใหครบ 500 มิลลิลิตร, autoclave 
 
 2.2 1.5% agarose 
  - Agarose   1.5 g 
  - 1X TA    100 ml  
 
 2.3 Loading dye 
  - 25% Bromphenol blue 
  - 30% glycerol 
 
3.  Gel extraction kit (Qiagen® kit) USA. 
 
 - QG buffer, PE buffer และ EB buffer 
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1.  การออกแบบ Primers 
  
 ส่ิงที่ควรพิจารณาเมื่อออกแบบ primers คือ ยิ่งมีขอมูลเกี่ยวกับลําดับเบสของดีเอ็นเอมาก
เทาใด ก็จะทําใหมีโอกาสทีจ่ะไดคู primer ที่สมบูรณมากขึ้นเทานัน้ โดยถาได primers ที่ออกแบบ
มาอยางถูกตองและเหมาะสม ก็จะใหผลในการเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอในลักษณะที่เหมอืนกับดีเอน็เอที่
เปนแมแบบนัน้ๆ แตถาออกแบบ primer ไดไมถูกตองหรือไมเหมาะสม  อาจทําใหไมมกีารเพิม่
จํานวนชิ้นดเีอน็เอขึ้นเลย หรือไดช้ินสวนที่ไมตรงตามความตองการ หรือมีช้ินดเีอ็นเอที่ถูกเพิม่
จํานวนขึ้นมากกวา 1 แถบ 
 
 หลักเกณฑสําคัญในการพิจารณาสําหรับการคัดเลือกการออกแบบ primer คือ 
 1. Primer ควรมีความยาวประมาณ 17-24 นิวคลีโอไทด และประกอบดวยเบส G และ C 
ประมาณ 40-60% ถา primer ส้ันเกินไป อาจเกิดการจับคูกับสวนที่ไมใชเปาหมายและใหผลผลิตที่
ไมตรงตามความตองการ 
 
 2. Primer ควรมีลําดับของนิวคลีโอไทดคูสมกับปลาย 3’ ของดีเอ็นเอเปาหมายในแตละสาย
ของแมแบบ และลําดับนวิคลีโอไทดดังกลาวควรมีความจําเพาะซึ่งไมพบในบริเวณอ่ืนในสายของ
แมแบบนัน้ นั่นคือสามารถที่จะจับและทําใหเกิด stable duplex ที่ตําแหนงจาํเพาะบนดีเอน็เอ
เปาหมายในสภาวะที่เหมาะสม ซ่ึงขึ้นอยูกบัความเขมขนของเกลือและอุณหภูม ิ
 
 3. การเรียงลําดับนิวคลีโอไทดตรงบริเวณปลาย 3’ ของ primer ทั้งคูไมควรมีเบสเปนคูสม
กัน เพื่อปองกนัการเกดิ primer-dimer ซ่ึงจะทําใหไดผลิตภัณฑที่ไมถูกตอง 
 
 4. การเรียงลําดับนิวคลีโอไทดของ primer แตละสวนไมควรมีลําดับเบสที่เปน palindromic 
sequence เพื่อปองกันการเกดิโครงสรางทุติยภูมิของ primer ทําให primer ไมสามารถจับกับดีเอ็นเอ
เปาหมายได 
 
 5. ความเขมขนสุดทายที่เหมาะสมของ primer ควรอยูในชวง 0.1-1 µM เพราะถามี primer 
มากเกินไป โอกาสในการเกดิ mispriming และ primer-dimer จะเพิ่มขึ้น 
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 6. มีคา Tm 50-70 % เพื่อใหเหมาะสมกับ annealing temperature ถาเปนไปไดควรจะสราง
ใหคูของ primer มีคา Tm ที่ใกลเคียงกัน การหาคา Tm โดยปกติสามารถคํานวณไดจากสูตร 
    
    Tm = (4x(G+C)) + (2x(A+T)) °C 
 
 ในขณะที่ (G+C) เปนจํานวนของนิวคลีโอไทด G และ C สวน (A+T) เปนจํานวนของ 
นิวคลีโอไทด A และ T (ศกลวรรณ, 2547) 
 
2.  การแยกสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล (Gel Extraction) ดวย Gel extraction kit (Qiagen® kit, 
USA) 
  
 ตัดเจลในบริเวณที่มีแถบดีเอน็เอที่มีขนาดที่ตองการดวยมีดสะอาด ใสเจลลงใน 1.5 ml 
microcentrifuge tube ทําการชั่งน้ําหนักเจลหนวยเปนมิลลิกรัม (mg) เติม QG buffer : gel slice 
อัตราสวน 3:1 (100 mg = 100 µl) บมที่อุณหภูม ิ50 °C นาน 10 นาที (vortex ทุกๆ 2-3 นาท)ี เมื่อเจล
ละลายทั้งหมดแลวจึงเติม Isopropanol 1 volume ของปริมาตร gel slice (กลับหลอดขึ้นลงเบาๆ) ดูด
สารละลายเจลทั้งหมดใสลงใน QIAquick spin column ที่อยูใน 2 ml collection tube ปนตกตะกอน
ที่ความเร็ว 4,500 xg ที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที ทิ้งสารละลายใน collection tube แลวใส column 
กลับลงไปอีกครั้ง เติม QG buffer 500 µl ลงใน column แลวปนตกตะกอน นาน 1 นาที ทิ้ง
สารละลายใน collection tube แลวใส column กลับลงไปอีกครั้ง เตมิ PE buffer 750 µl ลงใน 
column แลวปนตกตะกอน นาน 1 นาที ทิ้งสารละลายใน collection tube แลวใส column กลับลงไป
อีกครั้ง แลวปนที่ 4,500 xg นาน 1 นาที หลังจากนัน้ยาย column มาใสใน 1.5 ml microcentrifuge 
tube แลวเติม EB buffer 15-30 µl ลงใน column บมที่อุณหภูมหิองนาน 1 นาที และนาํไปตรวจสอบ
ดวย 1.5% agarose gel electrophoresis และเก็บที่อุณหภูม ิ-20 °C จนกวาจะใชงาน 
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3.  สวนประกอบในการทํา PCR 
 
ตารางผนวกที่ 1  แสดงสวนประกอบของสารละลายในการทํา PCR 25 µl 
 

สวนประกอบ ปริมาณ ความเขมขนสดุทาย 
 
น้ํา autoclaved 
10x PCR buffer 
50 mM MgCl2 

5 mMdNTP mixture 
Forward primer 
Reverse primer 
Template DNA 
 Taq DNA polymerase (5U/ µl) 

 
16 µl 
2.5 µl 
0.75 µl 
1.0 µl 
1.0 µl 
1.0 µl 
2.5 µl 
0.25 µl 

 
 

1X 
1.5 mM 

0.2 mM each 
 
 
 

0.5 units 
 
 
ตารางผนวกที่ 2  แสดงสวนประกอบของสารละลายในการติดฉลาก PCR product ดวยสาร 
  ฟลูออเรสเซน สําหรับการทํา sequencing 
 

สวนประกอบ ปริมาณ ความเขมขนสดุทาย 
น้ํา autoclaved 
5x  buffer 
RR mix 
Primer  
PCR product 

10 µl 
4 µl 
4 µl 
1 µl 
1 µl 

 
1X 
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ภาคผนวก ค 
สัญลักษณที่ใชแทนลําดับเบสและกรดอะมิโน 
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ตารางผนวกที่ 3  แสดงสัญลักษณทีใ่ชแทนลําดับเบส 
 

สัญลักษณ เบส 
 

A 
C 
G 
T 
M 
R 
W 
S 
Y 
K 
V 
H 
D 
B 

X/N 
* 

 
Adenine (A) 
Cytocine (C) 
Guanine (G) 
Thymine (T) 

A หรือ C 
A หรือ G 
A หรือ T 
C หรือ G 
C หรือ T 
G หรือ T 

A หรือ C หรือ G 
A หรือ C หรือ T 
A หรือ G หรือ T 
C หรือ G หรือ T 

A หรือ C หรือ G หรือ T 
ไมใช A, C, G, T 
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ตารางผนวกที่ 4  แสดงสัญลักษณทีใ่ชแทน Amino acid 
 

สัญลักษณ Amino acid 
 

A 
R 
N 
D 
C 
E 
Q 
G 
H 
I 
L 
K 
M 
F 
P 
S 
T 
W 
Y 
V 

 
Alanine 
Arginine 

Asparagine 
Aspatic acid 

Cysteine 
Glutamic acid 

Glutamine 
Glycine 

Histidine 
Isoleucine 
Leucine 
Lysine 

Methionine 
Phenylalanine 

Proline 
Serine 

Threonine 
Tryptophan 

Tyrosine 
Valine 
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ภาคผนวก ง 
ลําดับเบสไมโตคอนเดรียลดเีอ็นเอของชางไทยหมายเลข 96 ขนาด 16847 bp 
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