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ภาคผนวก



ภาคผนวก ก

1. ผลการศึกษาการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน C C N A 1  ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ 5 

azacytidine

Azacytidine
concentration

(uM)

Met
Or

Unmet
Rep 1 
(%)

Rep 2 
(%)

Rep 3 
(%)

Rep 4
(%)

Rep 5 
(%)

Average
(%)

0 met 43.73 47.11 45.32 30.20 38.15 42.42
unmet 56.27 52.89 54.68 69.80 61.85 57.58

3 met 39.27 42.54 40.39 27.78 36.56 38.50
unmet 60.73 57.46 59.61 72.22 63.44 61.50

5 met 30.03 34.98 39.14 25.98 35.95 34.31
unmet 69.97 65.02 60.86 74.02 64.05 65.69

7 met 28.70 29.59 35.72 26.92 29.29 30.79
unmet 71.30 70.41 64.28 73.08 70.71 69.21

ตารางที่ 19 เปอริเซบต์ méthylation และ unmethylation บริเวณโพรโมเตอริของยีน CCNA1 

ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ 5’-azacytidine

2. ผลการศ ึกษาการแสดงออกของย ีน  C C N A 1  ใน เฃลล ์ SiHa และ C33A ที่ได้รับ 

azacytidine

2.1 การแสดงออกของยีน C C N A 1  ในเซลล ์ SiHa ที่ได้รับ 5 ’-azacytidine

Azacytidine
concentration

(uM)
Gene Rep 1

(%)
Rep 2 
(%)

Rep 3 
(%)

Rep 4 
(%)

Rep 5
(%)

Average
(%)

0 H A T 63.18 44.78 70.37 49.39 55.46 56.64
CCNA1 36.82 55.22 29.63 50.61 44.54 43.36

3 H A T 64.24 43.91 66.58 46.88 52.87 54.90
CCNA1 35.76 56.09 33.42 53.12 47.13 45.10

5 H A T 62.91 42.87 58.23 33.03 44.70 48.35
CCNA1 37.09 57.13 41.77 66.97 55.30 51.65

7 H A T 66.34 34.08 44.76 35.12 42.68 44.60
CCNA1 33.66 65.92 55.24 64.88 57.32 55.40

ตารางท ี่ 20 ฟอร ิเซนต ์การแสดงออกของย ีน  CCNA1 ใน เซลล ์ SiHa ที่ได้ร ับ 5 ’ -azacytidine
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2.2 การแสดงออกของยีน C C N A 1  ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ 5’-azacytidine

Azacytidine
concentration

(uM)
Gene Rep 1 

(%)
Rep 2 
(%)

Rep 3 
(%)

Rep 4 
(%)

Rep 5 
(%)

Average
(%)

0 H AT 79.49 63.93 51.63 47.95 52.81 59.16
CCNA1 20.51 36.07 48.37 52.05 47.19 40.84

3 H A T 70.25 56.37 49.38 43.57 49.39 53.79
CCNA1 29.75 43.63 50.62 56.43 50.61 46.21

5 H A T 68.92 47.38 46.11 38.58 41.74 48.55
CCNA1 31.08 52.62 53.89 61.42 58.26 51.45

7 H AT 47.06 41.49 40.53 34.59 38.56 40.45
CCNA1 52.94 58.51 59.47 65.41 61.44 59.55

ตารางที่ 21 เปอร์เซนต์การแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ 5’-azacytidine



94

3. ผลการสิกษาการปริมาณ E 7  siRNA และระยะเวลาท ี่เหมาะสมต่อการทรานสเฟ ิก

3.1 ปริมาณ E 7  siRNA ท ี่เหมาะสมต่อการทรานสเฟ ิก

เงือนไฃ (condition) ค่า ct

GAPDH E7

Scrambled siRNA 18.97 23.70
19.01 24.12
19.97 24.05

E7siRNA condition 2 14.82 24.12
14.82 23.74
15.07 23.72

£7siRNA condition 3 13.56 20.62
13.52 20.98
13.46 20.90

F7siRNA condition 4 21.81 27.01
21.71 26.88
21.94 26.75

E7siRNA condition 5 14.69 22.42
14.84 22.55
14.39 22.65

F7siRNA condition 6 14.38 22.23
14.79 22.44
14.60 22.53

FFsiRNA condition 7 13.69 21.85
13.17 21.79
12.22 22.00

ตารางที่ 22 แสดงค่า et ของยีน GAPDH และ E7 จากการทำ real time PCR เพื่อหาปริมาณ E7 

siRNA ที่เหมาะสมต่อการทรานสเฟิก
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3.2 ระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการทรานสเฟ ืก

เง่ือนไข (condition) ค่า e t
GAPDH E7

Scrambled siRNA 48 ช่ัวโมง 13.75 18.35
14.13 18.33
13.56 18.45

ETsiRNA 48 ช่ัวโมง 13.95 19.14
13.87 18.96
13.88 18.62

Scrambled SiRNA 72 ช่ัวโมง 24.91 26.82
24.93 26.99
24.93 26.91

E7siRNA 72 ช่ัวโมง 24.83 27.27
24.75 27.47
24.65 27.68

ตารางที่ 23 แสดงค่า et ของยีน GAPDH และ E7 จากการทำ real time PCR เพื่อหาระยะเวลาที่ 

เหมาะสมต่อการทรานเพื่ก
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4. ผลการสืกษาการแสดงออกของยีน E 7  และยีน C C N A 1  และการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโม 

เตอรัของยีน C C N A 1  ในเซลล์ SiHa ที่ได้รับ E7 และ scrambled siRNA

4.1 การแสดงออกของยีน E 7  ของ HPV ชนิด 16 ในเซลล ์ SiHa ที่ได้รับ E7 และ 

scrambled siRNA

ลำดับท่ีของการซ้ํา SiRNA ค่า Ct
(replication) GAPDH E7

Rep 1 Scrambled siRNA 15.68 13.91
15.80 13.86

E7 SiRNA 20.34 19.39
19.97 19.29

Rep 2 Scrambled siRNA 12.27 18.89
12.07 18.96

E7 SiRNA 13.13 20.11
12.90 20.09

Rep 3 Scrambled siRNA 15.82 17.35
15.73 16.47

E7 SiRNA 12.86 15.45
11.40 13.64

Rep 4 Scrambled SiRNA 13.82 10.08
13.93 10.11

E7 SiRNA 13.85 10.44
13.96 10.97

ตารางที่ 24 แสดงค่า Q  ของยีน GAPDH และ E7 จากการทำ real time PCR ในเซลล์ SiHa ที่ 

ได้รับ E7 siRNA และ scrambled siRNA
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4.2 การแสดงออกของยีน C C N A 1  ในเฃลส ์ SiHa ที่ได้รับ E 7  และ scrambled siRNA

ลำด ับ ท ี่ข อ งก าร ซ ํ้า SiRNA ค ่า c t

(replication) GAPDH CCNA1

Rep 1 Scrambled siRNA 14.18 25.00
12.84 21.88

E7 SiRNA 16.98 23.98
13.39 20.78

Rep 2 Scrambled SiRNA 13.65 26.98
13.17 25.99

E7 SiRNA 15.52 25.46
14.95 25.52

Rep 3 Scrambled siRNA 15.92 23.83
15.87 23.94

E7 siRNA 15.79 21.27
15.98 21.99

Rep 4 Scrambled siRNA 15.47 25.72
15.62 25.98

E7 SiRNA 15.96 28.76
15.83 28.93

ตารางที่ 25 แสดงค่า et ของยีน GAPDH และ CCNA1 จากการทำ real time PCR ในเซลล์ SiHa ที่ 

ได้รับ E7 และ scrambled siRNA
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4.3 ระดับเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอรัฃองยีน C C N A 1  ในเซลล์ SiHa ที่ได้รับ E 7  และ 

scrambled siRNA

ลำดับท่ีของการซ้ํา Met or Unmet SiRNA
(replication) (%) E7 SiRNA Scrambled siRNA

Rep 1 met 61.37 66.91
57.73 66.99

unmet 38.63 33.09
42.27 33.01

Rep 2 met 50.45 63.48
59.37 63.46

unmet 49.55 36.52
40.63 36.54

Rep 3 met 56.88 63.47
43.77 51.82

unmet 43.12 36.53
56.23 48.18

Rep 4 met 39.37 57.75
37.63 51.89

unmet 60.63 42.25
62.37 48.11

ตารางที่ 26 เปอร์เซนต์ méthylation และ unmethylation บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 ใน 

เซลล์ SiHa ที่ได้รับ E7 และ scrambled siRNA
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5. ผลการส ิกบาการแสดงออกของยีน E 7  และยีน C C N A 1  และการเกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโม 

เตอริของยีน C C N A 1  ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  และ em pty plasmid

5.1 การแสดงออกของยีน E 7  ของ HPV ชนิด 16 ในเซลล ์ C33A ที่ได้รับ E 7  และ 

empty plasmid

ลำด ับ ท ี่ข อ งก ารฃ ํ้า plasmid ค ่า c t

(replication) GAPDH E7

Rep 1 E7 22.95 19.01
22.71 20.86

empty 17.19 29.70
17.26 30.99

Rep 2 E7 15.63 15.22
15.49 17.59

empty 15.66 31.83
15.52 31.05

Rep 3 E7 16.96 16.40
17.25 15.11

empty 16.78 31.47
16.99 31.46

Rep 4 E7 16.17 7.39
15.97 3.91

empty 16.93 25.21
16.54 24.99

ตารางที่ 27 แสดงค่า et ของยีน GAPDH และ E7 จากการทำ real time PCR ในเซลล์ C33A ท่ี 

ได้รับ E7 และ empty plasmid
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5.2 การแสดงออกของยีน C C N A 1  ในเซลล ์ C33A ที่ได้รับ E 7  และ empty plasmid

ลำดับที่ของการซํ้า 
(replication)

plasmid ค ่า c t

GAPDH CCNA1

Rep 1 E7 22.95 N/A
22.71 N/A

empty 17.19 29.06
17.26 29.70

Rep 2 E7 15.63 26.02
15.49 26.01

empty 15.66 25.09
15.52 24.30

Rep 3 E7 26.39 29.96
25.99 29.86

em pty 18.92 19.55
18.81 18.89

Rep 4 E7 15.97 15.61
15.73 14.46

empty 16.93 14.45
16.17 15.09

ตารางที่ 28 แสดงค่า et ของยีน GAPDH และ E7 จากการทำ real time PCR ในเซลล์ C33A ท่ี 

ได้รับ E7 และ empty plasmid
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5.3 ระดับเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน C C N A 1  ในเฃลส์ C33A ที่ได้รับ E 7  และ 

e m p ty  p lasm id

ลำดับที,ของการซ้ํา Met or Unmet plasmid
(replication) (%) E7 empty

Rep 1 met 60.35 54.32
61.60 46.44

unmet 39.65 45.68
38.40 53.56

Rep 2 met 36.46 35.65
29.04 35.65

unmet 63.54 64.35
70.96 64.35

Rep 3 met 57.36 30.19
51.86 30.19

unmet 42.64 69.81
48.14 69.81

Rep 4 met 40.56 30.60
55.43 34.58

unmet 59.44 69.40
44.57 65.42

ตารางที่ 29 เปอร์เซนต์ méthylation และ unmethylation บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 ใน 

เซลล์ C33A ที่ได้รับ E7 และ empty plasmid
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ภาคผนวก ข

1. การเร ิ่มต ้นเล ี้ยงเซลล์จากเซลล์แซ ่แข ็ง (thaw cell)

ในการทำ cell culture ทุกครั้งต้องทำในตู้ปลอดเชื้อ ก่อนใช้งานตู้ทุกครั้งควรเปิด UV เป็น 

เวลาอย่างน ้อย 15 นาที เพ ื่อทำลายจุลชีพต่างๆ จากนั้นจึงเข็ดทำความสะอาดพื้นที่ในตู้ด ้วย 70% 

แอลกอฮอล์ รวมถึงอุปกรณ์ท ุกอย่างที่จะต้องนำไปใช้ภายในตู้ เซ่น ขวดอาหารเล ี้ยงเซลล์ สายยาง 

สำหรับทำ suction เป็นต้น และหล ังจากใช ้งานต ู้เสร ็จท ุกคร ั้งให ้ทำความสะอาดต ู้ด ้วย 70%

แอลกอฮอล์เซ่นเดียวกัน

โดยปกติ cell line จะถูกเก็บแซ่แข็งไว้โนหลอด cryotube ภายในลังไนโตรเจนเหลว เพื่อ 

การเก็บรักษาในระยะยาว ดังนั้น การเริ่มเลี้ยงเซลล์จ ึงต้องทำให้เซลล์ท ี่ถ ูกแซ่แข็งไว้ละลายเสียก่อน 

โดยการแซ่ หลอด cryotube ไว้ใน water bath อุณหภูมิ 37°c ประมาณ 1-2 นาที จากนั้นดูด 

เซลล์ในหลอดชื้นลงเพ ื่อให้เซลล์ม ีการกระจายตัวที่ด ี แล ้วจึงด ูดเซลล์ท ั้งหมดใส่ลงในขวดเลี้ยงเซลล์ 

ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร (T25) ที่ม ีอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ซี่งประกอบด้วย 10% FBS และ 

1% antibiotic-antimycotic รวมปริมาตร 5 มิลลิล ิตร จากนั้นให้เอียงขวดเลี้ยงเซลล์ไปมา เพื่อให้ 

เซลล์กระจายต ัวอย่างท ั่วๆ เลี้ยงเซลล์ในตู้เลี้ยงเซลล์ที่ม ีก ๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ความชื้น 95- 

99% และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อให้เซลล์เกาะที่ผ ิวขวดเลี้ยงเซลล์ แล้ว 

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ เพื่อป๋องกันความเป็นพิษจาก DMSO ที่เป็นส่วนประกอบในการแซ่แข็งเซลล์ 

ซึ่งรวมอยู่กับอาหารเลี้ยงเซลล์ในคราวแรก

2. การเล ี้ยงเซลล ์

เมื่อเซลล์ที่เลี้ยงไว้ในขวดเลี้ยงเซลล์ T25 โตประมาณ 80% ช้ืนไป (80% confluent cells) 

ต้องมีการเคลื่อนย้ายเซลล์ไปเลี้ยงต่อในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 75 ลูกบาศก์เซนติเมตร (T75) เริ่มแรก 

ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ในขวดทิ้งให้หมดโดยใช้ suction แล้วล้างเซลล์ 2 ครั้ง ด้วย PBS ปริมาตร 5 

ม ิลลิล ิตร และ 3 ม ิลลิล ิตร ตามลำดับ โดยแต่ละครั้งของการล้างให้เอ ียงขวดเลี้ยงเซลล์ไปมาเพ ื่อให้ 

เซลล์ถ ูกล้างอย่างทั่วถึงและกำจัดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกได้หมด จากนั้นเติม trypsin EDTA ปริมาตร

0.5-1 ม ิลล ิล ิตร (trypsinization) แล้วนำไปบ่มในตู้เล ี้ยงเซลล์ประมาณ 3-5 นาที เพ ื่อช ่วยให ้เซลล์ 

หลุดออกจากผิวขวดเลี้ยงเซลล์ ระยะเวลาที่ใช้บ่มชื้นอยู่กับปริมาณเซลล์ในขวด และความสามารถใน) 

เมื่อครบเวลาให้เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร (การยึดเกาะของเซลล์2 เท่าของ trypsin ที่ใช้ เพื่อ 

ยับยั้งปฏิกิริยาของ trypsin ผสมให้เช้ากันโดยการดูดชื้นลง หลังจากนั้นย้ายไปใส่ในขวดเลี้ยงเซลล์ที่ม ี 

อาหาร 14 มิลลิลิตร รวมปริมาตร 15 มิลลิลิตร เอียงขวดเลี้ยงเซลล์ไปมา เพื่อให้เซลล์กระจายตัวทั่วๆ 

แล ้วเล ี้ยงเซลล์ในต ู้เล ี้ยงเซลล ์ หล ังจากน ั้นควรตรวจดูการโตของเซลล์ภายใต ้กล้องจุลทรรศน์อย ่าง 

สมํ่าเสมอ หากเซลล์ยังโตไม่มากพอ แต่สี1ของอาหารเล ี้ยงเซลล์เร ิ่มเปลี่ยนเป ็นส ีส ้มอมเหลือง หรือสี 

เหลืองควรเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ เพื่อเพิ่มอาหารให้แก่เซลล์ แต่หากเซลล์โตมากกว่า 80% ซ่ึง 

ปกติอาหารเลี้ยงเซลล์จะมีสีเปลี่ยนไป สามารถเก็บเซลล์ไปทำการทดลอง เช่น สกัดดีเอ็นเอ หรืออาร์
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เอ็นเอ เป็นต้น หรือลดจำนวนเซลลไห้มีปริมาณน้อยลงประมาณ 10-20% โดยทำตามขั้นตอนข้างต้น 

และเซลล์ท ี่เหลืออาจแบ่งเล ี้ยงเพ ิ่มเป ็นหลายๆ ขวด หรือเก็บเซลล์แซ่แข็งเพ ื่อการรักษาในระยะยาว 

ต่อไป

3. การแซ่แข็งเซลล์ (cell freezing)

การแซ่แข็งเซลล์ เป ็นการเก็บรักษาเซลล์ในระยะยาวเพื่อให้เซลล์คงสภาพเดิม และเพื่อใช้ 

สำหรับการศึกษาในอนาคต เริ่มต้นโดยการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ในขวดทิ้งให้หมดโดยใช้ suction แล้ว 

ล ้างเซลล ์ 2 ครั้งด้วย PBS ปริมาตร 5 มิลลิล ิตร และ 3 มิลลิล ิตรตามลำดับ แต่ละครั้งของการล้างให้ 

เอ ียงขวดเล ี้ยงเซลล ์ไปมาเพ ื่อให ้เซลล ์ถ ูกล ้างอย ่างท ั่วถ ึงและกำจ ัดอาหารเล ี้ยงเซลล ์ออกได ้หมด 

จากบั้นเติม trypsin EDTA 1-2 มีลลิลิตร (trypsinization) แล้วนำไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ประมาณ 3-5 

นาที เพื่อช่วยให้เซลล์หลุดออกจากผิวขวดเลี้ยงเซลล์ (ระยะเวลาที่ใช้บ่มขึ้นอยู่กับปริมาณเซลล์ในขวด 

และความสามารถในการยึดเกาะของเซลล์) เมื่อครบเวลาให้เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 2 เท่าของ 

trypsin ที่ใช้ เพ ื่อยับยั้งปฏิก ิริยาของ trypsin ผสมให้เช้ากันโดยการดูดขึ้นลง แล้วย้ายไปยังหลอด 

polypropylene ขนาด 15 ml ป่นตกตะกอนด้วยความเร็ว 1,000 รอบต่อนาที (rpm) เป็นเวลา 5 

นาที จากบั้นเทสารส่วนบนทิ้ง แล้วล้างตะกอนเซลล์ด ้วย PBS ปริมาตร 5 มิลลิล ิตร ป่นตกตะกอน 

ด้วยความเร็ว 1,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เท PBS ทิ้ง แล้วล้างตะกอนเซลล์ซํ้าอีกครั้งหนึ่ง 

ระหว่างบั้นเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ผสมกับ 10% DMSO โดย DMSO จะเป็นตัวช่วยลดการเกิดผลึก 

บั้าแข็งภายในเซลล์ในช่วงการลดอุณหภูม ิลง (cryoprotectant) หลังจากป่นตกตะกอนเสร็จแล้วเท 

PBS ทิ้ง แล้วค่อยๆ หยดอาหารเลี้ยงเซลล์ท ี่ม ี DMSO ลงบนตะกอนเซลล์ พร้อมกับดีดหลอดเพื่อให้ 

ตะกอนเซลล์แยกออกจากกัน จากบั้นแบ่งใส่หลอดสำหรับเก็บเซลล์ (cryotube vial) หลอดละ 1.8 

ม ิลลิล ิตร นำหลอดทิ้งหมดไปใส่ในกล่องลดอุณหภูมิท ีละ 1 องศาเซลเซียส แล้วนำกล่องไปเก็บไว้ที่ตู้ 

แซ่แข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซลเซ ียส หลังจากบ ั้น 1-2 วันจึงย้ายหลอดทิ้งหมดไปเก็บไว้ในลัง 

ไนโตรเจนเหลว

4. การสกัดด ีเอ ็นเอด ้วยวิธ ี phenol-chloroform-isoamyalcohol

หลังจากที่ตะกอนเซลล์ถ ูกย่อยจนหมด หรืออาจสังเกตจากสารละลาย (ตัวอย่าง) ในหลอดว่า 

ไม่เหลือความหนืดแล้ว จึงดูดตัวอย่างใส่หลอดขนาด 1.5 ml ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต่อหลอด เติม 

phenol-chloroform-isoamyalcohol (25:24:1) ปริมาตร 1 เท่าของตัวอย่าง (500 ไมโครลิตร) 

ผสมให้เช้ากัน แล้วนำไปป่นตกตะกอน 14,000 รอบต่อนาที เวลา 5 นาที จากบั้นดูดตัวอย่างส่วนบน 

(upper layer) ใส่หลอดขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ เติม 100% ethanol ปริมาตร 1 เท่าของตัวอย่าง 

และ 7.5M ของ CH3COONH4 ปริมาตร 0.5 เท่าของตัวอย่าง ควํ่าหงายหลอดเพื่อผสมสารในหลอด 

ให้เช้ากันกับตัวอย่าง แล้วนำไปป่นตกตะกอน 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จะเห็นตะกอน 

ดีเอ ็นเอส ีขาวท ี่ก ้นหลอด ดูดของเหลวด้านบน (supernatant) ทิ้ง ล ้างตะกอนดีเอ ็นเอด้วย 75% 

ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่นตกตะกอน 14,000 รอบต่อนาที เป ็นเวลา 5 นาที ดูด
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supernatant ทิ้ง ตากตะกอนดีเอ ็นเอให ้แห ้งท ี่อ ุณหภูม ิห ้อง แล ้วจ ึงละลายตะกอนด ีเอ ็น เอด ้วย 

distilled water (dH20) ปริมาตร 20-50 ไมโครลิตร ขึ้นอยู่ก ับความมากน้อยของตะกอนดีเอ ็นเอ 

นำไปบ่มใน water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีเพ ื่อละลายตะกอนดีเอ ็นเอ 

เก็บดีเอ็นเอที่ได้ไนตู้ -20 องศาเซลเซียส หรือนำดีเอ็นเอที่ได้ไปวัดความเข้มข้นเพื่อนำไปใช้ในการ 

ทดลองอื่นๆ ต่อไป

5. การสกัดอาร์เอ ็นเอด้วยวิธ ี trizol

เติม trizol 1 ม ิลลิล ิตรลงบนตะกอนเซลล์ ใข้ป็เปตต์ดูด trizol ขึ้นลงเพ ื่อผสมกับเซลล์และ 

ทำให ้เซลล์แตก บ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้องเป ็นเวลา 5 นาที แล้วจึงเต ิม chloroform ปริมาตร 200

ไมโครลิตร ผสมสารในหลอดให้เข ้าก ันโดยการเขย่าหลอดแรงๆ เป ็นเวลา 15 ว ินาท ี ตั้งบ่มไว้ที่ 

อุณหภูมิห้อง 3 นาที ป่นตกตะกอน 12,000 § เป็นเวลา 15 นาที ดูด upper layer ไปใส่หลอดขนาด

1.5 ml หลอดใหม่ แล้วเติม 100% isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ควํ่าหงายหลอดเพื่อผสม 

สารในหลอดให้เข้ากัน บ่มที่อ ุณหภูม ิห ้องเป็นเวลา 10 นาที ป ่นตะตกกอน 12,000 § เป็นเวลา 10 

นาที จากขั้นตอนนี้อาจเห็นตะกอนอาร์เอ็นเอที่ก ้นหลอด ดูด supernatant ทิ้ง แล้วล้างตะกอนอาร์ 

เอ็นเอด้วย 75% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่นตกตะกอน 7,500 § เป็นเวลา 5 นาที 

จากนั้นเท supernatant แล้วตากตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้ง ละลายตะกอนอาร์เอ ็นเอด ้วย nuclease 

free water ปริมาตร 20-50 ไมโครลิตร ขึ้นอยู่ก ับความมากน้อยของตะกอนอาร์เอ ็นเอ นำไปบ่มใน 

water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพ ื่อละลายตะกอนอาร์เอ ็นเอ เก็บอาร์ 

เอ็นเอที่ได้ในตู้ -80 องศาเซลเซียส หรือนำอาร์เอ็นเอที่ได้ไปวัดความเข้มข้นเพื่อนำไปใข้ในการทดลอง 

อื่นๆ ต่อไป
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