
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมสารละลายในกระบวนการเพิม่และตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอ 
 
 
การเตรียมสารละลายในกระบวนการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ 

1. การเตรียม 10X Taq buffer 
 

- 500 mM Tris     20.0 ml 
- 2 M KCl     12.5 ml 
- 150 mM MgCl2    5.0 ml 
- 1% Brovine serum albumin   5.0 ml 
- 100% Tween 20    0.25 ml 

ปรับปริมาตรดว้ย Sterile water ใหค้รบ 50.0 ml 

2. การเตรียม 1 mM 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 
- Sterile water    960.0 µl 
 

       น าส่วนผสมทั้งหมดผสมใหเ้ป็นสารละลายเน้ือเดียวกนัปริมาตร 1,000 µl 

3. การเตรียม 1:20 Taq DNA polymerase 
 

- Taq DNA polymerase  (5 U/µl)  5.0 µl 
- Sterile water    95.0 µl 

 

น าส่วนผสมทั้งหมดผสมใหเ้ป็นสารละลายเน้ือเดียวกนัปริมาตร 100 µl 
 
 



42 

 

4. การเตรียม 1 µM Primers mix (Gallus gallus Cytochrome b)  
 

- Primer F    (100 µM)   1.0 µl 
- Primer R  (100 µM)   1.0 µl 
- Sterile water    98.0 µl 

 

        น าส่วนผสมทั้งหมดผสมใหเ้ป็นสารละลายเน้ือเดียวกนัปริมาตร 100 µl 

การเตรียมสารละลายในกระบวนการตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอ 

1. การเตรียม 0.5X TBE buffer 
 

- Tris      5.4 g 
- Boric acid     2.75 g 
- EDTA     0.373 g 
เติมน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย  1,000 ml 

2. การเตรียม 100 bp DNA marker 
 

- 100 bp DNA marker   2.5 µl 
- 6X Loading buffer    2.5 µl 

 

น าส่วนผสมทั้งหมดผสมใหเ้ป็นสารละลายเน้ือเดียวกนัปริมาตร 100 µl 

3. การเตรียม  10X Loading dye 
 

- Bromophenol blue    0.04 g 
- Glycerol 85 %    500.0 µl 
- Sterile water    500.0 µl 

 

น าส่วนผสมทั้งหมดผสมใหเ้ป็นสารละลายเน้ือเดียวกนัปริมาตร 1,000 µl 

4. การเตรียม Ethidium bromide 
 

- Ethidium bromide    (10 mg/ml)  10.0 µl  
- 0.5X TBE buffer    200.0 ml 

 

       น าส่วนผสมเขย่าให้เป็นสารละลายเน้ือเดียวกนัแลว้เก็บไวใ้นท่ีมืด (Ethidium 
bromide จะสลายตวัไดเ้ม่ือโดนแสง) และระวงัอยา่ให ้Ethidium bromide ถูกผิวหนงั 
เน่ืองจากเป็นสารก่อมะเร็ง   



 

 

ภาคผนวก ข 
 

การวเิคราะห์แถบผลติภัณฑ์ PCR ด้วย agarose gel electrophoresis  
 
 
เทคนิคอเิลก็โทรโฟรีซีส (Electrophoresis)  

อิเล็กโทรโฟรีซีส (Electrophoresis) มาจากค า 2 ค า คือ electron + phore โดย electron   
มาจากภาษากรีก หมายถึง อ าพนั สามารถท าให้เกิดไฟฟ้าสถิตได ้และ phore มาจากภาษาละติน 
หมายถึง ผูถื้อ หรือผูท่ี้มี เม่ือน ามารวมกนั จึงหมายถึง โมเลกุลท่ีมีประจุไฟฟ้า  

 

ค าวา่ อิเล็กโทรโฟรีซีส มีการเร่ิมใชต้ั้งแต่ ปี ค.ศ. 1909 เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกโมเลกุลของ
สารท่ีมีประจุออกจากกนัโดยใชก้ระแสไฟฟ้า สารท่ีมีประจุนั้นจะเคล่ือนท่ีผา่นตวักลางชนิดหน่ึงใน
สารละลาย ซ่ึงสารท่ีมีประจุต่างกนัจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงขา้มกนั นอกจากประจุแลว้อตัรา
การเคล่ือนท่ีของโมเลกุลของดีเอน็เอยงัข้ึนอยูก่บัปัจจยัอ่ืนๆ ไดแ้ก่  

 

1.   ขนาดของโมเลกุล ดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กจะสามารถเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอ็นเอ
ท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ ดีเอน็เอท่ีมีโมเลกุลแบบเส้นตรงเกลียวคู่จะเคล่ือนท่ีไดร้ะยะทางท่ีแปรผกผนั
กบัขนาดโมเลกุล 

 

2.   โครงแบบของดีเอน็เอ (Configuration) กรณีท่ีมีขนาดโมเลกุลเท่ากนั ดีเอ็นเอท่ีมีโครง
แบบเป็นวงแหวนท่ีพนัเกลียวซอ้นจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอ็นเอปลายเปิดแบบเส้นตรง และดีเอ็นเอ
ปลายเปิดแบบเส้นตรงจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอ็นเอแบบวงแหวนท่ีมีช่องเปิด 

 

3.   เปอร์เซ็นต์และชนิดเจล ถา้เพิ่มความเขม้ขน้หรือเปอร์เซ็นตเ์จล โมเลกุลของดีเอ็นเอ
จะเคล่ือนท่ีชา้ลง โดยเจลท่ีนิยมใชก้บักรดนิวคลีอิก คือ เจลพอลิอะครีลาไมด์ (polyacrylamide gel) 
และเจลอะกาโรส (agarose gel)  

 

4. แรงเคล่ือนไฟฟ้า (Voltage) ถ้าเพิ่มแรงเคล่ือนไฟฟ้าดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีได้เร็วข้ึน       
ในการแยกขนาดดีเอน็เอโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีส ตอ้งใชแ้รงเคล่ือนไฟฟ้าท่ีเหมาะสม ถา้ใชแ้รง
สูงเกินไป ดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็ว แต่การแยกตวัจะไม่ดี ถา้ใชแ้รงต ่าเกินไปดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีชา้ 
แยกตวัไดดี้ แต่แถบดีเอน็เอจะไม่คมชดั เพราะเกิดการแพร่ตวัของดีเอน็เอ 
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5.   บฟัเฟอร์ท่ีใช ้ชนิดของบฟัเฟอร์มีผลต่อการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอ บฟัเฟอร์ท่ีนิยมใช ้  
มี 3 ชนิด คือ TAE (Tris - Acetate - EDTA), TBE (Tris-- Borate - EDTA) และ TPE (Tris - Phosphate - 
EDTA) ซ่ึงการเลือกใช้บฟัเฟอร์แต่ละชนิดจะข้ึนอยู่กบัวตัถุประสงค์ของการศึกษาในรูปแบบท่ี
แตกต่างกนัออกไป  

เจลอะกาโรส (agarose gel)  

เจลอะกาโรสเป็นพอลิเมอร์ของ D - galactose สลบักบั 3, 6 – anhydrogalactose (ภาพ 17) 
ใชแ้ยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ประมาณ 100 - 60,000 คู่เบส ซ่ึงเจลอะกาโรสท่ีดีควรมีค่าการ
ขดัขวางการเคล่ือนท่ีของสารท่ีตอ้งการแยก (Electroendosmosis; EEO) ต ่า การเลือกเจลอะกาโรส
ตอ้งใชช้นิดท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงส าหรับใช้ในงานระดบัโมเลกุล โดยทัว่ไปตอ้งใช้อุณหภูมิ 80 - 90 
องศาเซลเซียส จึงจะหลอมได ้และจะแข็งตวัท่ีอุณหภูมิประมาณ 35 องศาเซลเซียส ส่วนอะกาโรส
ชนิดท่ีหลอมได้ท่ีอุณหภูมิต ่าเกิดจากการเติมหมู่ไฮดรอกซีเอทิล เข้าไปในสายพอลิแซ็กคาไรด ์     
ท าใหส้ามารถหลอมไดท่ี้อุณหภูมิอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และไม่ท าใหโ้มเลกุลดีเอน็เอเสียสภาพ 

 

      
 

ภาพ 17   โครงสร้างทางเคมีของอะกาโรส ทีแ่สดงโมเลกุลของ D - galactose สลบักบั 
                            3, 6 – anhydrogalactose 

 

 

(ท่ีมา: สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) 
 
โดยทั่วไปดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จะน ามาวิเคราะห์หาคุณภาพและปริมาณความเข้มข้น        

ดว้ยวธีิการวเิคราะห์แถบผลิตภณัฑ์ PCR ดว้ย agarose gel electrophoresis ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีท าไดง่้าย
และรวดเร็ว สามารถค านวณหาปริมาณความเขม้ขน้และตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้
โดยน าไปเทียบกบั 100 bp DNA marker ท่ีทราบความเขม้ขน้อยูแ่ลว้ (จุฑารัตน์ ประภารัตนะพนัธ์ุ, 
2548) 
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ดีเอ็นเอจะสามารถเคล่ือนผ่านบนเจลอะกาโรสไดด้ว้ยกระแสไฟฟ้า ซ่ึงดีเอ็นเอมีประจุ
เป็นลบ จะเคล่ือนตวัจากขั้วลบไปทางขั้วบวก และเคล่ือนไปตามขนาดของโมเลกุล ดีเอ็นเอท่ีมี
ขนาดเล็กจะเคล่ือนท่ีได้เร็วกว่าดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ การวิเคราะห์ขนาดและปริมาณดีเอ็นเอ
ดงักล่าว จะใชป้ริมาณความเขม้ขน้ของเจลอะกาโรสระหวา่ง 0.5 - 6.0 % (w/v) ข้ึนอยูก่บัขนาดของ 
ดีเอน็เอท่ีตอ้งการวเิคราะห์ (ตาราง 8) ประกอบกบัการใชบ้ฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสม 

 
ตาราง 8   ช่วงการแยกขนาดโมเลกุลของดีเอน็เอที่แยกได้โดยเจลอะกาโรส 

 

(ท่ีมา: สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) 
 

ปริมาณอะกาโรสในเจล (% w/v) 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 

 
ขั้นตอนการวเิคราะห์แถบผลติภัณฑ์ PCR ด้วย agarose gel electrophoresis 

1. เตรียม 2% agarose gel โดยชัง่ agarose powder 0.8 g แลว้เติม 0.5X TBE buffer  ลง
ไปปริมาณหน่ึง ค่อยๆ คนสารละลายให้เป็นเน้ือเดียวกนัและเติม 0.5X TBE buffer 
เพิ่มลงไปให้ไดป้ริมาตรสุดทา้ยเป็น 40 ml จากนั้นน าไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 65 C จน
สารละลายใสเป็นเน้ือเดียวกนัอีกคร้ัง 

 

2. เม่ืออุณหภูมิของเจลท่ีตม้ลดลงประมาณ 50 - 60 C น าไปเทในแม่พิมพส์ าหรับเทเจล 
แลว้เสียบ comb ทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที เพื่อใหเ้จลแขง็ตวั หลงัจากเจลแขง็ตวั ค่อยๆ 
ดึง comb ออก เพื่อใหเ้กิดหลุมบนเจล 
 

3. เตรียมเคร่ือง agarose gel electrophoresis โดยเปิดแหล่งจ่ายกระแสไฟฟ้า 100 V นาน 
25 นาที 
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4. เตรียม 100 bp DNA marker 5 µl และ DNA products 10 µl ซ่ึงผสมกบั 1 µl ของ 
10X Loading dye  
 

5. น าเจลท่ีแขง็ตวัเสียบลงในเคร่ือง จากนั้นโหลด 100 bp DNA marker 5 µl และ DNA 
products 9 µl ลงในหลุม แลว้เตรียม 0.5X TBE buffer ใหท้่วมเจลพอดี 

 

6. เม่ือครบก าหนดเวลาน าเจลมาแช่ในสารละลาย Ethidium bromide นาน 30 นาที 
แลว้น าเจลไปส่องดูผลภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต จะพบแถบของผลิตภณัฑ์ PCR
เทียบกบั 100 bp DNA marker   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ภาคผนวก ค 
 

ล าดับเบสบริเวณดีเอน็เอของไก่ในส่วนของยีนไซโตโครม บี  
 
 
ล าดับเบสของไพรเมอร์ (Primer) สองชนิดทีถู่กออกแบบเพือ่ใช้ในการศึกษา 

Primer F   :     5'- GCC CCA TCC AAC ATC TCT GC -3' 
 

Primer R   :    5'- GGA GAT TCC GGA TGA GTC AG -3'    

ล าดับเบสของ cytochrome b จาก Gallus gallus ช่วงทีเ่ลอืกมาท าการศึกษา   

14941   AACTCCCTAATCGACCTCCCAGCCCCATCCAACATCTCTGCTTGATGAAATTT 
CGGCTCCCTATTAGCAGTCTGCCTCATGACCCAAATCCTCACCGGCCTACTACTAGCC
ATGCACTACACAGCAGACACATCCCTAGCCTTCTCCTCCGTAGCCCACACTTGCCGG
AACGTACAATACGGCTGACTCATCCGGAATCTCCACGCAAACGGCGCCTCATTCTTC
TTCATCTGTATCTTC   15180  
 
ท่ีมา :   NCBI Reference Sequence: NC_001323.1 (14962 - 15142 = 181 bp)  

  ref|NC_001323.1| Gallus gallus mitochondrion, complete genome, Length=16775 
  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001323.1?report=GenBank 

  
 

 

 
 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=ref_contig&na=1&gnl=gnl%7CNCBI_GENOMES%7C10016&gi=5834843&term=5834843%5Bgi%5D&RID=79GMAATW01R&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001323.1?report=GenBank


 

 

ภาคผนวก ง 
 

การเปรียบเทยีบล าดับเบสของยนีไซโตโครมบีระหว่างดีเอ็นเอของไก่  
กบัดีเอน็เอของสัตว์แต่ละชนิด (มนุษย์ ปลา หมู ววั และเป็ด) 

-  
 
                                                                                            

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Gallus gallus GCCCCATCCAACATCTCTGC   ~ CTGACTCATCCGGAATCTCC 
Human A * * * * * * * * * * * * * * * * C * *   ~  * * * * A * * * * * * * CT * C * * T* 
Fish  * * * * * C * * A * * * * * T * * C * T   ~  * * * * * * * * * T * * A * * CA*A * 
Pig  * * * * * C * * A* * * * * * * * AT *   ~ A* * * G * T * * T* * CT * * * *A * 
Cow  * * * * * * * T T C * * T * * *GA * T   ~  *CT * A * TGGAG*CTGAGGGG 
Duck  * * * * * * * T * TCA * * * G * C *   A   ~  *GC*GC * TGATACTGA * A * T 

181 bp 

L 14962 H 15142 



 

 

ประวตัิผู้เขียน 
 
 

ช่ือ – สกุล  นางสาวมีณญา  บุญเจริญ 

วนั  เดือน  ปี  เกดิ  13 มีนาคม 2530 

ประวตัิการศึกษา           ส าเร็จการศึกษามธัยมศึกษาตอนตน้จากโรงเรียนบุญวาทยว์ทิยาลยั  
จงัหวดัล าปาง ปีการศึกษา 2545       
ส าเร็จการศึกษามธัยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนบุญวาทยว์ทิยาลยั  
จงัหวดัล าปาง ปีการศึกษา 2548       

             ส าเร็จการศึกษาปริญญาวทิยาศาสตรบณัฑิต สาขาวชิาอญัมณีวทิยา 
   มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ปีการศึกษา 2552 

 
 


