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คำขอบคุุณ

	 ผู้้�เขีียนขอกราบขอบพระคุุณบิิดามารดาที่่�ได้้อบรมสั่่�งสอน เลี้้�ยงดูู ให้้ความรััก  สนัับสนุุนลููก 

ในทุุกโอกาสเสมอมา ขอขอบพระคุุณครููบาอาจารย์์ทุุกท่่านที่่�ได้้ประสิิทธิ์์�ประสาทวิิชาความรู้้�  

ถ่่ายทอดประสบการณ์์ทางการสอนและวิิจััย

	 ขอขอบพระคุุณศาสตราจารย์์ ดร.รศนา วงศ์์รััตนชีีวิิน สาขาวิิชาชีีวเคมีี คณะแพทยศาสตร์์ 

มหาวิิทยาลัยัขอนแก่่น ที่่�มอบโอกาสในการร่่วมทำวิิจัยั และมอบแรงบันัดาลใจในการเขียีนหนังัสืือเล่่มนี้้� 

รวมถึึงให้้คำแนะนำเพื่่�อปรัับปรุุงเนื้้�อหาในบท  ขอบพระคุุณศาสตราจารย์์ ดร.ขวััญใจ ก นกเมธากุุล 

สาขาวิิชาเคมีี คณะวิิทยาศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยขอนแก่่น ที่่�ให้้ความกรุุณา ช่ ่วยเหลืือ ให้้คำแนะนำ 

ที่่�เป็็นประโยชน์์อย่่างยิ่่�งมาโดยตลอด ขอบคุุณ รศ.ดร.เมธา รั ัตนากรพิิทัักษ์์ สาขาวิิชาเคมีี  

คณะวิิทยาศาสตร์ มหาวิิทยาลััยนเรศวร ที่่�ช่่วยตรวจทาน ให้้คำแนะนำและแก้้ไขภาษาในหนัังสืือ 

เล่ม่นี้้� ขอบพระคุณุศาสตราจารย์์ ดร.สมปอง คล้า้ยหนองสรวง คณบดีีคณะวิิทยาศาสตร์ ์มหาวิิทยาลัยั

ขอนแก่่น และศููนย์์วิิจััยโปรตีีนและโปรติิโอมิิกส์์เพื่่�อการพาณิิชย์์และอุุตสาหกรรม (ศปพ.) ที่่�สนัับสนุุน

โอกาสทางงานวิิจััยอย่่างต่่อเนื่่�อง ขอบคุุณคณาจารย์์ในสาขาวิิชาจุุลชีีววิิทยา คณะวิิทยาศาสตร์์ 

มหาวิิทยาลััยขอนแก่่น สำหรัับความช่่วยเหลืือในทุุกๆ ด้้านมาโดยตลอด 

	 ขอบคุุณนางสาวนิิตติิยาภรณ์์ โสตะพงศ์์ และนางสาวขวััญชนก ลิิ พลธา สำหรัับภาพ  

ประกอบจากห้องปฏิิบััติิการและภาพประกอบปก รวมถึึงขอบคุุณสมาชิิกกลุ่่�มวิิจััยห้้องปฏิิบััติิการวิิจััย

จุุลชีีววิิทยาโมเลกุุล สาขาจุุลชีีววิิทยา คณะวิิทยาศาสตร์ มหาวิิทยาลััยขอนแก่่น ซึ่่ �งประกอบไปด้้วย

ศิิษย์์เก่่าและศิิษย์์ปััจจุุบัันระดัับปริิญญาตรีีและปริิญญาโท  ที่่�มีีความมุ่่�งมั่่�น ตั้้ �งใจทำงานมีีความใฝ่่รู้้�  

สร้้างงานวิิจััยที่่�มีีคุุณภาพ ซึ่่�งเป็็นส่่วนหนึ่่�งที่่�ทำให้้หนัังสืือเล่่มนี้้�สมบููรณ์์ยิ่่�งขึ้้�น
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บทที่ 1  

 
ขั้นตอนการผลิต 
โปรตีนสายผสมใน E. coli 



บทที่่� 1 ขั้้�นตอนการผลิิตโปรตีีนสายผสมใน E. coli

	 1.1	 การเตรีียมยีีนด้้วยปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส

	 1.2	ดีี เอ็็นเอพาหะ

	 1.3	 เอนไซม์์ที่่�ใช้้ในการเชื่่�อมต่่อยีีนเข้้ากัับดีีเอ็็นเอพาหะ

	 1.4	 การนำดีีเอ็็นเอที่่�เชื่่�อมต่่อกัันเข้้าสู่่�เซลล์์เจ้้าบ้้าน

	 1.5	 การตรวจหาเซลล์์เจ้้าบ้้านท่ี่�มีีพลาสมิิดซึ่่�งบรรจุุยีีนเป้้าหมาย

	 1.6	 การเหนี่่�ยวนำให้้เกิิดการแสดงออกของยีีนเป้้าหมาย

	 1.7	 การทำบริิสุุทธิ์์�โปรตีีนสายผสมที่่�แสดงออกในเซลล์์เจ้้าบ้้าน



1                              ขั้้�นตอนการผลิิตโปรตีีนสายผสมใน E. coli

	 โปรตีีนเป็็นชีีวโมเลกุุลที่่�มีีความสำคััญอย่่างยิ่่�งในสิ่่�งมีีชีีวิิต มี ีหน้้าที่่�หลัักในการทำให้้เกิิด

กระบวนการทางชีวีภาพต่า่งๆ ภายในเซลล์ ์ตั้้�งแต่่การแสดงออกของยีนี การเจริิญและเพ่ิ่�มจำนวนของ

เซลล์์ ก ารดููดซึึมและนำเข้้าสารอาหาร ก ารสื่่�อสารระหว่่างเซลล์์ และกระบวนการตายของเซลล์์  

(apoptosis) โดยมีกีารเก็บ็ข้อ้มูลูเพื่่�อสังัเคราะห์โ์ปรตีนีไว้ใ้น ดีเีอ็น็เอ ซึ่่�งดีีเอ็น็เอทำหน้้าที่่�เป็น็ต้น้แบบ

ในกระบวนการถอดรหััสเพ่ื่�อผลิิตอาร์์เอ็็นเอนำรหััสหรืือเอ็็มอาร์์เอ็็นเอ (messenger RNA; mRNA) 

โดยข้้อมููลรหััสบนสายเอ็็มอาร์์เอ็็นเอจะมีีการแปลให้้เป็็นกรดอะมิิโนชนิิดต่่าง ๆ เรีียงกัันเป็็นลำดัับ  

เกิิดเป็็นสายพอลิิเพปไทด์และม้้วนพัับตััวเป็็นโปรตีีน สรุุปได้้ว่่าในส่ิ่�งมีีชีีวิิตทุกชนิิด มี การสัังเคราะห์์

โปรตีีนด้้วยกระบวนการ 2 ขั้้�นตอนตามลำดัับคืือ 1) กระบวนการถอดรหััสดีีเอ็็นเอ (transcription) 

เกิิดการสัังเคราะห์์เอ็็มอาร์์เอ็็นเอ 2) ก ระบวนการแปลรหััสเอ็็มอาร์์เอ็็นเอ (translation) ให้้เป็็น 

สายพอลิิเพปไทด์์และม้้วนพัับตััวเป็็นโปรตีีนต่่อไป

	 มนุุษย์์ได้้นำโปรตีีนที่่�พบในธรรมชาติิมาใช้้ประโยชน์์ในด้้านต่่าง ๆ มากมายทั้้�งทางด้้าน 

การแพทย์์ อุ ุตสาหกรรมหรืือการเกษตร เช่่น ก ารใช้้อิินซููลิินในการรัักษาผู้้�ป่่วยโรคเบาหวาน  

การนำปััจจััยที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการแข็็งตััวของเลืือด (blot clotting factor) ไปใช้้เพื่่�อรัักษาผู้้�ป่่วยโรค 

ฮีีโมฟีีเลีีย การใช้้เอนไซม์์ไลเปสท่ี่�ผสมในสารชะล้้างเพ่ื่�อสลายคราบมััน การผลิิตชีีวพิิษ (toxin) เพื่่�อใช้้

เป็น็สารฆ่า่ศััตรูพูืืช เป็น็ต้น้ นอกจากการนำไปใช้ใ้นเชิิงประยุกุต์แ์ล้ว้ ยังัมีกีารนำโปรตีนีมาใช้ป้ระโยชน์์

ด้้านการวิิจััยด้้วย เช่่น การศึึกษาโครงสร้้างโปรตีีนแบบสามมิิติิ การศึึกษากลไกทางชีีวโมเลกุุลของโรค 

การศึึกษาระบบการส่่งยา (drug delivery) เป็็นต้้น 

	 อย่า่งไรก็ด็ีโีปรตีนีที่่�ผลิิตในธรรมชาติิส่วนใหญ่ม่ีปีริิมาณท่ี่�น้อ้ย ไม่เ่พียีงพอต่อ่การนำไปใช้ศ้ึกึษา

หรืือใช้้ประโยชน์ ดั งนั้้�นเพ่ื่�อให้้สามารถผลิิตโปรตีีนในปริิมาณท่ี่�มากขึ้้�น จึ งได้้เร่ิ่�มมีีง	านวิิจัยเพ่ื่�อผลิิต

โปรตีีนสายผสม (recombinant protein) ขึ้้�น โดยโปรตีีนสายผสมคืือโปรตีีนที่่�ถอดรหััสจากดีเอ็็นเอ

ของยีีนที่่�นำเข้้าในดีีเอ็็นเอพาหะ ซึ่่�งดีีเอ็็นเอพาหะช่่วยให้้เกิิดการแสดงออกของยีีน เกิิดการสัังเคราะห์์

เอ็็มอาร์์เอ็็นเอและนำไปสู่่�การแปลรหััสของเอ็็มอาร์์เอ็็นเอเป็็นโปรตีีนในท่ี่�สุุด โปรตีีนสายผสมจััดเป็็น

รููปแบบของโปรตีีนตามธรรมชาติิท่ี่�ดััดแปลงด้้วยวิิธีทางอณููชีีววิิทยาเพ่ื่�อเพ่ิ่�มปริิมาณการผลิิตโปรตีีน  

ซึ่่�งอาจมีีการดััดแปลงลำดัับเบสในยีีนร่่วมด้้วย ก ารผลิิตโปรตีีนสายผสมสามารถทำให้้เกิิดการสร้้าง

ผลิิตภัณฑ์์โปรตีีนเชิิงพาณิิชย์์ โดยกระบวนการที่่�นำไปสู่่�การผลิิตโปรตีีนสายผสมและการทำบริิสุุทธิ์์�

โปรตีีนสายผสม ต้้องอาศััยความรู้้�ทั้้�งทางด้้านอณููชีีววิิทยา พัันธุุวิิศวกรรมและชีีวเคมีีควบคู่่�กััน



4 การผลิตและทำ�บริสุทธิ์โปรตีนสายผสมใน Escherichia coli

	 ตััวอย่่างงานผลิิตโปรตีีนสายผสมท่ี่�เป็็นที่่�รู้้�จักคืือ อิิ นซููลิิน ซึ่่ �งเป็็นโปรตีีนท่ี่�สร้้างจากเซลล์์  

บีตีาของตับัอ่่อน ท ำหน้้าท่ี่�ควบคุุมระดัับคาร์์โบไฮเดรตและไขมัันในเลืือด โดยในผู้้�ป่วยเบาหวานชนิิด 

ที่่� 1 (Diabetes Mellitus Type 1; Type I DM) ตัับอ่่อนไม่่สามารถผลิิตอิินซููลิินและต้้องรัับอิินซููลิิน

จากภายนอกเพื่่�อการอยู่่�รอด เดิิมทีีอิินซูลูิินที่่�ใช้ใ้นการรักัษาผู้้�ป่ว่ยได้จ้ากการสกัดัจากเซลล์เ์นื้้�อเยื่่�อตัับ

อ่่อนของสุุกร ซึ่่ �งเป็็นวิิธีท่ี่�ราคาสููงและอิินซููลิินท่ี่�ได้้ไม่่มีีประสิิทธิิภาพ เนื่่�องจากเป็็นอิินซููลิินท่ี่�ไม่่ได้้ 

มาจากมนุุษย์ ์แต่ด่้ว้ยการพััฒนาทางด้้านอณููชีวีวิิทยาทำให้้สามารถผลิิตอิินซููลิินมนุุษย์ใ์นเซลล์์แบคทีีเรียี 

โดยใช้้แบคทีีเรีีย Escherichia coli (E. coli) เป็็นเซลล์์เจ้้าบ้้านในการผลิิต ทำให้้สามารถผลิิตอิินซููลิิน

มนุุษย์์ในราคาที่่�ถููกลงมากและปลอดภััยมากกว่่าการผลิิตจากสััตว์์ และทำให้้สามารถผลิิตในเชิิง

อุุตสาหกรรมได้้ จากตัวอย่่างจะเห็็นว่่าการผลิิตโปรตีีนสายผสมจะช่่วยพัฒนาแนวทางการได้้มา 

ซึ่่�งโปรตีีนแทนการสกััดออกมาจากเซลล์์ที่่�ผลิิตตามธรรมชาติิ อี กทั้้�งงานผลิิตโปรตีีนสายผสมสามารถ

ปรัับเปลี่่�ยนหรืือดััดแปลงโปรตีีนให้้มีีคุุณสมบััติิท่ี่�ดีีขึ้้�นเช่่น มี ีกิิจกรรมท่ี่�สููงขึ้้�น มี ีความเสถีียรมากขึ้้�น  

มีีความสามารถในการละลายเพิ่่�มขึ้้�น เป็็นต้้น อี ีกทั้้�งสามารถเพิ่่�มส่่วนของสายเพปไทด์์หรืือที่่�เรีียกว่่า 

ติิดสลาก  (tag) เพื่่�อให้้ง่่ายต่่อการทำบริิสุุทธิ์์�โปรตีีนสายผสมและเพื่่�อวััตถุประสงค์์อื่่�นเช่่น ก ารระบุุ

ตำแหน่่งของโปรตีีนสายผสมภายในเซลล์์ เป็็นต้้น

วิิดีีโอ – ภาพรวมของกระบวนการแสดงออก และทำบริิสุทธิ์์�โปรตีีนสายผสม

	 ภาพท่ี่� 1.1 แสดงขั้้�นตอนโดยสังเขปของการผลิิตโปรตีีนสายผสม เริ่่�มจากการเพ่ิ่�มจำนวน 

ยีีนเป้้าหมายท่ี่�แสดงออกของโปรตีีนท่ี่�ต้้องการศึึกษา จากนั้้�นนำยีีนเช่ื่�อมต่่อเข้้ากัับดีีเอ็็นเอพาหะ  

และนำดีีเอ็็นเอพาหะสายผสมเข้้าสู่่�เซลล์์เจ้้าบ้้าน หลัังจากมีการเหนี่่�ยวนำให้้เกิิดการแสดงออกของ

โปรตีนี จะนำเซลล์เ์จ้า้บ้า้นมาทำให้แ้ตกและนำของเหลวภายใน  เซลล์ม์าทำบริิสุทุธิ์์�โปรตีีนด้ว้ยวิิธีต่ี่างๆ 

เช่น่ แอฟฟินิิิตี้้�โครมาโตกราฟี ี(affinity chromatography) เป็น็ต้น้ โดยอาจแบ่ง่กระบวนการทั้้�งหมด

ออกเป็็นสองส่่วนใหญ่่คืือ ส่ ่วนของการโคลนยีีนเป้้าหมายและส่่วนของการแสดงออกและทำบริิสุุทธิ์์�

โปรตีีน



5การผลิตและทำ�บริสุทธิ์โปรตีนสายผสมใน Escherichia coli

ภาพที่่� 1.1	ภาพรวมของกระบวนการแสดงออกและทำบริิสุุทธ์ิ์�โปรตีีนสายผสมในเซลล์เจ้้าบ้้านท่ี่�เป็็นแบคทีีเรีีย  

	 ตััวอย่่างในรููปภาพคืือเซลล์์แบคทีีเรีีย Escherichia coli 
ที่่�มา: ดััดแปลงจาก Abgenex (2021)

	 ในการศึึกษาการแสดงออกของโปรตีีนจากยีนหรืือการศึึกษาการแสดงออกของยีีนนั้้�นจำเป็็น

ต้้องนำดีีเอ็็นเอหรืือชิ้้�นยีีนมาเชื่่�อมต่่อเข้้ากัับดีีเอ็็นเอพาหะเสีียก่่อน ซึ่่�งหากดีเอ็็นเอมาจากแหล่่งท่ี่�ไม่่มีี

ความซัับซ้้อนมากหรืือขนาดไม่่ใหญ่่มาก  เช่่น อยู่่�ในดีีเอ็็นเอพาหะอื่่�นมาก่่อน อาจใช้้วิิธีีการแยกชิ้้�น

ดีเีอ็น็เอที่่�ต้้องการออกมาโดยการย่่อยดีเีอ็น็เอตั้้�งต้้นด้้วยเอนไซม์์ตัดัจำเพาะแล้้วแยกด้วยวิิธีอีะกาโรสเจลอิิ

เล็็กโทรฟอเรซิิส (agarose gel electrophoresis) แล้้วตััดชิ้้�นดีีเอ็็นเอที่่�ต้้องการออกมา ทำให้้บริิสุุทธิ์์�

และบรรจุุเข้้าในดีีเอ็็นเอพาหะ แต่่หากดีีเอ็็นเอตั้้�งต้้นมีีความซัับซ้้อนมากหรืือมีีขนาดใหญ่่มากเช่่น  

นำมาจากโครโมโซมของเซลล์์โปรคาริิโอต  สามารถแยกชิ้้�นดีีเอ็็นเอท่ี่�ต้้องการโดยวิิธีีการสัังเคราะห์ ์

ทางเคมีีโดยปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส หรืือพีีซีีอาร์์ (polymerase chain reaction; PCR) ซึ่่�งเป็็นวิิธีี

ที่่�นิิยมใช้้กัันอย่่างกว้้างขวางและมัักเป็็นวิิธีีที่่�นัักวิิจัยนิิยมเลืือกใช้้เป็็นอย่่างแรกเมื่่�อทำการโคลนยีีน  

ส่่วนยีีนจากโครโมโซมเซลล์์ยููคาริิโอตมีีกระบวนการที่่�ซัับซ้้อนมากกว่่าเซลล์์โปรคาริิโอต  เนื่่�องจาก 

ยีีนเซลล์์ยููคาริิโอตมีทั้้�งส่่วนท่ี่�แปลรหััสโปรตีีน (exon) และส่่วนท่ี่�ไม่่แปลรหััสเป็็นโปรตีีน (intron)  

จึงึไม่ส่ามารถใช้ด้ีเีอ็็นเอจากเซลล์ย์ูคูาริิโอตมาทำปฏิิกิิริิยาพีซีีีอาร์ไ์ด้โ้ดยตรง จึงึจำเป็น็ต้้องสกัดัเอ็ม็อาร์์

เอ็น็เอจากเซลล์ย์ูคูาริิโอต และทำการแปลงให้เ้ป็น็สายดีเอ็น็เอคู่่�สม (complementary DNA; cDNA) 

ด้้วยเอนไซม์์รีีเวิิร์์สทรานสคริิปเทส (reverse transcriptase) แล้้วจึึงเข้้าสู่่�ปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์ต่่อไป  

ซึ่่�งในหนัังสืือเล่่มนี้้�กล่่าวถึึงเพีียงการเพิ่่�มจำนวนยีีนจากเซลล์์โปรคาริิโอตเท่่านั้้�น

เพิ่มส่วนของสายเพปไทด์หรือที่เรียกว่าติดสลาก (tag) เพื่อให้ง่ายต่อการท าบริสุทธิ์โปรตีน
สายผสมและเพื่อวัตถุประสงค์อื่นเช่น การระบุต าแหน่งของโปรตีนสายผสมภายในเซลล์ 
เป็นต้น 

ภาพที่ 1.1 แสดงขั้นตอนโดยสังเขปของการผลิตโปรตีนสายผสม เริ่มจากการเพ่ิม
จ านวนยีนเป้าหมายที่แสดงออกของโปรตีนที่ต้องการศึกษา จากนั้นน ายีนเชื่อมต่อเข้ากับ        
ดีเอ็นเอพาหะ และน าดีเอ็นเอพาหะสายผสมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน หลังจากมีการเหนี่ยวน าให้
เกิดการแสดงออกของโปรตีน จะน าเซลล์เจ้าบ้านมาท าให้แตกและน าของเหลวภายใน  
เซลล ์มาท าบร ิส ุทธ ิ ์ โปรตีนด ้วยว ิธ ีต ่างๆ เช ่น แอฟฟิน ิต ี ้ โครมาโตกราฟี (affinity 
chromatography) เป็นต้น โดยอาจแบ่งกระบวนการทั้งหมดออกเป็นสองส่วนใหญ่คือ 
ส่วนของการโคลนยีนเป้าหมายและส่วนของการแสดงออกและท าบริสุทธิ์โปรตีน 

 
ภาพที ่1.1 ภาพรวมของกระบวนการแสดงออกและท าบริสุทธิ์โปรตีนสายผสมในเซลล์เจ้าบ้านที่เป็น  
              แบคทีเรีย ตัวอย่างในรูปภาพคือเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli  
ที่มา: ดัดแปลงจาก Abgenex (2021) 
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1.1 การเตรีียมยีีนด้้วยปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส

วิิดีีโอ - การเพิ่่�มจำนวนยีีนด้้านปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส (PCR)

	 ผู้้�คิิดค้น้ปฏิิกิิริิยาลูกูโซ่พ่อลิิเมอเรสหรืือพีซีีีอาร์ค์ืือ Kary Banks Mullis นักัชีวีเคมีชีาวอเมริิกันั 

ซึ่่�งรัับรางวััลโนเบลสาขาเคมีีใน ค.ศ. 1993 หลัักการของปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์เป็็นหลัักการท่ี่�เข้้าใจง่่าย  

ไม่่ซัับซ้้อน ปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์เป็็นกระบวนการท่ี่�เกิิดที่่�บริิเวณใดบริิเวณหนึ่่�งบนโครโมโซมหรืือโมเลกุุล

ดีีเอ็็นเอ เช่่น ยี ีนใดยีีนหนึ่่�งเท่่านั้้�น โดยมีีการทำสำเนาโมเลกุุลของดีีเอ็็นเอบริิเวณนั้้�นหลายครั้้�ง 

จากเอนไซม์์ดีีเอ็็นเอพอลิิเมอเรส (DNA polymerase) เทคนิิคพีีซีีอาร์์นี้้�ได้้ช่่วยขยายขีีดความสามารถ

ของนักัวิิทยาศาสตร์ใ์นการวิิเคราะห์ด์ีเีอ็น็เอ อีกีทั้้�งยังัเป็น็แนวทางให้น้ักัอณูชูีวีวิิทยาสามารถคิิดค้น้วิิธีี

การปรัับใช้้ใหม่่ ๆ เพื่่�อศึึกษาวิิจััยในวงการแพทย์์ เกษตรกรรมและเทคโนโลยีีชีีวภาพ ก่ ่อให้้เกิิดการ 

นำไปใช้ง้านประยุกุต์ท์ี่่�หลากหลายทั้้�งงานวิิจัยัทางพันัธุศุาสตร์แ์ละงานทางชีวีวิิทยาในสาขาต่า่ง ๆ  อย่า่ง

กว้างขวาง ปั จจุุบัันพีีซีีอาร์์เป็็นวิิธีท่ี่�ใช้้ทั่่�วไปในห้้องปฏิิบัติิการและเป็็นเทคนิิคท่ี่�จำเป็็นในงานวิิจัยทาง 

การแพทย์์และชีีววิิทยาซึ่่�งมีีการประยุุกต์์ใช้้อย่่างหลากหลายเช่่น ก ารโคลนยีีน ก ารผลิิตโปรตีีน 

สายผสม ก ารวิิเคราะห์์ลำดัับเบสในสายดีีเอ็็นเอ ก ารศึึกษาวิิวััฒนาการชาติิพัันธุ์์�  (phylogeny)  

การศึึกษาหน้้าที่่�ของยีีน ก ารวิินิิจฉััยโรคทางกรรมพัันธุ์์� ก ารบ่่งชี้้�ลายมืือทางพัันธุุกรรม (genetic  

fingerprint) และการตรวจหาและวิินิิจฉัยัโรคติิดต่อ่ เป็น็ต้น้ ผลจากการคิิดค้น้เทคนิิคพีซีีีอาร์ท์ำให้เ้กิิด

สาขาวิิชาใหม่่ ๆ  ที่่�สามารถใช้้เทคนิิคพีีซีอีาร์์ในการศึึกษาเช่่น พันธุุศาสตร์โบราณคดีี (archaeogenetics) 

นิิเวศวิิทยาเชิิงโมเลกุุล (molecular ecology) และนิิติิวิิทยาศาสตร์์ (DNA forensics) เป็็นต้้น

	 วััตถุุประสงค์์หลัักของปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์คืือการเพิ่่�มจำนวนดีีเอ็็นเอในบริิเวณจำเพาะ  

โดยสามารถเพิ่่�มชิ้้�นดีีเอ็็นเอได้้ยาวถึึง 5-6 กิิ โลคู่่�เบส เทคนิิคที่่�มีีการดััดแปลงจากพีีซีีอาร์์บางเทคนิิค 

อาจเพิ่่�มจำนวนดีีเอ็็นเอท่ี่�ยาวถึึง 40 กิิ โลคู่่�เบส โดยปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์ต้้องใช้้ส่่วนประกอบและสารเคมีี

ต่่าง ๆ ในปฏิิกิิริิยาดัังนี้้� 
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	 1.	 ดีีเอ็็นเอต้้นแบบ (DNA template) ท่ี่�มีีบริิเวณของดีีเอ็็นเอที่่�ต้้องการเพิ่่�มจำนวน 

	 2.	 ไพรเมอร์์ 1 คู่่� (รายละเอีียดในบท)

	 3.	 เอนไซม์์ดีีเอ็็นเอพอลิิเมอเรสทนร้้อน เช่่น แท็็คพอลิิเมอเรส (รายละเอีียดในบท)

	 4.	 ดีีออกซีนิิวคลีีโอไทด์ไทรฟอสเฟตหรืือดีีเอ็็นทีีพีี (deoxynucleotide triphosphate;  

	 	 dNTP) เป็็นนิิวคลีีโอไทด์ที่่�มาเติิมให้้เป็็นสายดีเอ็็นเอที่่�สร้้างใหม่่ 

	 5.	 สารละลายบััพเฟอร์์ เพื่่�อช่่วยในการเตรีียมสภาวะทางเคมีีท่ี่�เหมาะสมกัับการทำงานของ 

	 	 เอนไซม์์ดีีเอ็็นเอพอลิิเมอเรสซึ่่�งควรมีีประจุุของแมกนีีเซีียม (Mg2+) หรืือโพแทสเซีียม (K+)

	 ไพรเมอร์์คืือ นิิ วคลีีโอไทด์สายเดี่่�ยวขนาดสั้้�น ๆ (Single-stranded oligo- nucleotides)  

ที่่�มีีลำดัับเบสเป็็นคู่่�สม (complementary) กัับดีีเอ็็นเอต้้นแบบ โดยไพรเมอร์์ทำหน้้าท่ี่�เป็็นจุุดเริ่่�มต้้น

ในการสัังเคราะห์์ดีีเอ็็นเอสายใหม่่ ในการทำพีีซีีอาร์์จำเป็็นต้้องมีีไพรเมอร์์อย่่างน้้อย  1 คู่่�  ท่ี่�มีีทิิศทาง

สวนทางกััน โดยคู่่�ของไพรเมอร์์นี้้�เมื่่�อเข้้าไปจัับกัับสายดีีเอ็็นเอตััวอย่่าง จะคร่่อมส่่วนของดีีเอ็็นเอ 

ที่่�ต้้องการศึึกษา โดยรายละเอีียดมีีดัังนี้้�: 	    

	 -	 ไพรเมอร์์ท่ี่�ออกแบบจากบริิเวณปลายฟอสเฟตหรืือปลาย 5´ (5´-phosphate; 5´ end) 

ของยีนี เรียีกว่าฟอร์เ์วิริ์ด์ไพรเมอร์ ์(forward primer; fw) โดยฟอร์เ์วิิร์ดไพรเมอร์จ์ะจับักับั ดีเอ็็นเอ

ต้้นแบบส่่วนท่ี่�เป็็นสายแอนติิเซนส์์ (anti-sense strand) หรืือสายดีเอ็็นเอเส้้นที่่�ใช้้เป็็นต้้นแบบ 

ในกระบวนการถอดรหััสและสัังเคราะห์์เอ็็มอาร์์เอ็็นเอ โดยไพร์์เมอร์์จัับท่ี่�บริิเวณปลายไฮดรอกซิิล 

หรืือปลาย 3´ (3´-hydroxyl; 3´ end) ของสายแอนติิเซนส์์

	 -	 ไพรเมอร์์ที่่�ออกแบบจากบริิเวณปลาย  3´ ของยีีน เรีียกว่่ารีีเวิิร์์สไพรเมอร์์ (reverse 

primer; rv) โดยรีเวิิร์สไพรเมอร์์จับักัับดีีเอ็็นเอต้้นแบบส่่วนท่ี่�เป็็นสายเซนส์์ (sense strand) หรืือสาย

ดีีเอ็็นเอที่่�ไม่่ใช่่แม่่แบบในกระบวนการถอดรหััส โดยลำดัับเบสบนสายของเอ็็มอาร์์เอ็็นเอที่่�ได้้จากการ

ถอดรหััสเหมืือนกัับลำดัับเบสบนสายเซนส์์ทุุกประการยกเว้้นการมีีเบสยููราซิิล (uracil; U) แทนที่่�จะ

เป็น็เบสไทมีน (thymine; T) โดยไพร์เ์มอร์จ์ับัที่่�บริิเวณปลาย 3´ ของสายเซนส์์ สำหรัับการสั่่�งสังัเคราะห์์

ไพรเมอร์์เส้้นรีีเวิิร์์สทั่่�วไปมัักเขีียนในทิิศทาง 5´ -> 3´ เช่่นเดีียวกัันกัับฟอร์์เวิิร์์ดไพรเมอร์์ (ภาพท่ี่� 1.2)
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ภาพที่่� 1.2  ฟอร์์เวิิร์์ดไพร์์เมอร์์และรีีเวิิร์์สไพร์์เมอร์์สำหรัับการทำปฏิริิิยาพีีซีีอาร์์
ที่่�มา: ดััดแปลงจาก อารีีรััตน์์ (2560)

	 ภาพรวมของปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส

	 ปฏิิกิิริิยาลูกูโซ่่พอลิิเมอเรสมีคีวามสำคัญักัับการพััฒนางานโคลนยีีนอย่่างเห็็นชััด อาจกล่าวได้้ว่่า

พีีซีีอาร์์ช่่วยให้้งานโคลนยีีนดำเนิินไปอย่่างสะดวกและรวดเร็็วขึ้้�นมาก  ปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์นี้้�เกิิดภายใน

หลอดทดลองขนาดเล็็ก (ภาพที่่� 1.3 A) โดยการผสมดีีเอ็็นเอเข้้ากัับสารต่่างๆ ที่่�ใช้้เป็็นตััวทำปฏิิกิิริิยา 

(reagents) โดยปริิมาตรของส่่วนผสมในปฏิิกิิริิยามีีประมาณ 20-200 ไมโครลิิตร จากนั้้�นนำ 

หลอดทดลองเข้้าสู่่�เครื่่�อง thermal cycler (ภาพที่่� 1.3 B) ซึ่่ �งมีีช่่องวางหลอดทดลองที่่�สามารถ

เปลี่่�ยนแปลงอุุณหภููมิิได้้อย่่างรวดเร็็วและต่่อเนื่่�อง (ภาพที่่� 1.3 C) ช่ ่วยให้้ผู้้�ใช้้สามารถบ่่มส่่วนผสม

ปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์ได้้สะดวกมากขึ้้�น โดยทั่่�วไปในวงจรของปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์มีีการเปลี่่�ยนแปลงอุุณหภููมิิ 

ในช่่วง 95-50 องศาเซลเซีียสสลัับไปมาวนเวีียนกััน 20-40 รอบ (เรีียกว่า cycle) ซึ่่ �งผู้้�ใช้้เคร่ื่�อง 

สามารถตั้้�งค่่าการเปลี่่�ยนแปลงของอุุณหภููมิิแบบต่่อเนื่่�องได้้ 
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ภาพที ่1.2  ฟอร์เวิร์ดไพร์เมอร์และรีเวิร์สไพร์เมอร์ส าหรับการท าปฏิริยาพีซีอาร์ 
ที่มา: ดัดแปลงจาก อารีรัตน์ (2560) 

 
ภาพรวมของปฏิกิริยาลูกโซพ่อลิเมอเรส 
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมีความส าคัญกับการพัฒนางานโคลนยีนอย่างเห็นชัด 

อาจกล่าวได้ว่าพีซีอาร์ช่วยให้งานโคลนยีนด าเนินไปอย่างสะดวกและรวดเร็วขึ้นมาก 
ปฏิกิริยาพีซีอาร์นี้เกิดภายในหลอดทดลองขนาดเล็ก (ภาพที่ 1.3 A) โดยการผสมดีเอ็นเอ
เข้ากับสารต่างๆ ที่ใช้เป็นตัวท าปฏิกิริยา (reagents) โดยปริมาตรของส่วนผสมในปฏกิิริยา
มีประมาณ 20-200 ไมโครลิตร จากนั้นน าหลอดทดลองเข้าสู่เครื่อง thermal cycler (ภาพ
ที่ 1.3 B) ซึ่งมีช่องวางหลอดทดลองที่สามารถเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิได้อย่างรวดเร็วและ
ต่อเนื่อง (ภาพที่ 1.3 C) ช่วยให้ผู้ใช้สามารถบ่มส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้สะดวกมากขึ้น 
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ภาพที่่� 1.3 	อุุปกรณ์์ท่ี่�ใช้้ในปฏิิกริิยาพีีซีีอาร์์ (A) หลอดที่่�ใช้้ในการทำปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์ (B) เครื่่�อง thermal cycler  

	 	 ท่ี่�ใช้ใ้นการทำปฏิิกิิริิยาพีซีีอีาร์ ์หน้า้จอแสดงการตั้้�งอุณุภูมูิิให้เ้ปลี่่�ยนตามลำดับัขั้้�นตอนต่า่งๆ (C) ลักัษณะ 

	 	 ของแท่่นท่ี่�วางหลอดพีีซีีอาร์์ เม่ื่�อวางลงผนัังหลอดจะแนบไปกัับขอบของแท่่นเพื่่�อการถ่่ายเทอุณหภููมิิ 

	 	 อย่่างทั่่�วถึึงภายในหลอด 
ที่่�มา: ภาพโดย อััชฌา อรอิินทร์์ นิิตติิญาภรณ์์ โสตะพงษ์์ และขวััญชนก ลิิพลธา ห้้องปฏิิบััติิการวิิจััยจุุลชีีววิิทยาโมเลกุุล  

       สาขาจุุลชีีววิิทยา คณะวิิทยาศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยขอนแก่่น

	 ขั้้�นตอนที่่�เกิิดขึ้้�นในปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส (ภาพที่่� 1.4)

 	 1)	การทำให้้สายดีีเอ็็นเอเสีียสภาพหรืือดีีเนเจอเรชั่่�น (denaturation) เป็็นขั้้�นตอนแรก

ของรอบปฏิิกิิริิยาพีซีีอีาร์์ปกติิ ในขั้้�นตอนนี้้�ช่่องใส่่หลอดพีซีีอีาร์์มีอีุณุหภูมูิิประมาณ 94-98 องศาเซลเซียีส

และใช้้เวลา 20-30 วิิ นาทีี อุ ุณหภููมิิดัังกล่่าวจะทำลายพัันธะไฮโดรเจนระหว่่างเบสคู่่�สมในดีีเอ็็นเอ 

สายคู่่�ของดีีเอ็็นเอตั้้�งต้้น ท ำให้้สายดีเอ็็นเอเสีียสภาพ (denaturation หรืือ DNA melting) และ 

แยกออกเป็็นโมเลกุุลดีีเอ็็นเอสายเดี่่�ยวจำนวน 2 สาย

 	 2) 	การเข้า้จัับของไพรเมอร์์หรืือแอนนีีลลิ่่�ง (annealing) ในขั้้�นตอนนี้้�อุณุหภูมูิิของปฏิิกิิริิยา

ปรัับลดลงเหลืือ 50-65 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 20-40 วิินาทีี ที่่�อุุณหภููมิินี้้�โมเลกุุลดีีเอ็็นเอทั้้�ง 2 สาย

ที่่�แยกออกจากกัันในขั้้�นตอนแรกสามารถกลัับมาจัับกัันอีีก  แต่่เหตุุการณ์์นี้้�มัักไม่่เกิิดขึ้้�นเนื่่�องจาก 

ในส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์จะมีีโมเลกุุลดีีเอ็็นเอสายสั้้�นๆ ในปริิมาณมาก ซึ่่ �งโมเลกุุลเหล่่านี้้� 

เรีียกว่่า โอลิิโกนิิวคลีีโอไทด์์ (oligonucleotide) หรืือไพรเมอร์์ (primer) ในสภาวะนี้้�ไพรเมอร์์ที่่�มีีอยู่่�

จำนวนมากในส่่วนผสมปฏิิกิิริิยาสามารถเข้้าจับักับัดีเีอ็น็เอสายเดี่่�ยวที่่�ตำแหน่ง่จำเพาะซึ่่�งมีเีบสคู่่�สมกันั

อย่่างรวดเร็็วเนื่่�องจากมีีโมเลกุุลท่ี่�มีีความยาวนิิวคลีีโอไทด์สั้้�นและมีีจำนวนมาก  โดยการออกแบบ 

ให้้เข้้าไปจัับที่่�ปลายของบริิเวณดีีเอ็็นเอท่ี่�ต้้องการเพิ่่�มจำนวน (ภาพที่่� 1.2) ทำให้้ไพรเมอร์์เข้้าไปจัับกัับ

10 การผลิตและทำาบริสุทธิ์โปรตีนสายผสมใน Escherichia coli

โดยทั่วไปในวงจรของปฏิกิริยาพีซีอาร์มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในช่วง 95-50 องศา
เซลเซียสสลับไปมาวนเวียนกัน 20-40 รอบ (เรียกว่า cycle) ซึ่งผู้ใช้เครื่องสามารถตั้งค่า
การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิแบบต่อเนื่องได้  

 

 
(A)                                          (B)                                       (C) 

ภาพที ่1.3 อุปกรณ์ที่ใช้ในปฏิกริยาพีซีอาร์ (A) หลอดที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ (B) เครื่อง 
                    thermal cycler ที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ หน้าจอแสดงการตั้งอุณภูมิให้เปลี่ยน

ตามล าดับขั้นตอนต่างๆ (C) ลักษณะของแท่นที่วางหลอดพีซีอาร์ เมื่อวางลงผนังหลอดจะ
แนบไปกับขอบของแท่นเพื่อการถ่ายเทอุณหภูมิอย่างทั่วถึงภายในหลอด  

ที่มา: ภาพโดย อัชฌา อรอินทร์ นิตติญาภรณ์ โสตะพงษ์ และขวัญชนก ลิพลธา ห้องปฏิบัติการวิจัยจุลชีววิทยาโมเลกุล   
       สาขาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

 
ขั้นตอนที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (ภาพที่ 1.4) 

 1) การท าให้สายดีเอ็นเอเสียสภาพหรือดีเนเจอเรชั่น (denaturation) เป็นขั้นตอน
แรกของรอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ปกติ ในขั้นตอนนี้ช่องใส่หลอดพีซีอาร์มีอุณหภูมิประมาณ 94-
98 องศาเซลเซียสและใช้เวลา 20-30 วินาที อุณหภูมิดังกล่าวจะท าลายพันธะไฮโดรเจน
ระหว่างเบสคู ่สมในดีเอ็นเอสายคู ่ของดีเอ็นเอตั ้งต้น ท าให้สายดีเอ็นเอเสียสภาพ 



10 การผลิตและทำ�บริสุทธิ์โปรตีนสายผสมใน Escherichia coli

สายดีเอ็็นเอต้้นแบบได้้อย่่างรวดเร็็ว และทำให้้สายดีเอ็็นเอต้้นแบบท่ี่�แยกสายออกจากกันไม่่สามารถ

กลัับเข้้ามาจัับกัันอีีก

	 อุุณหภููมิิท่ี่�เลืือกใช้้ในขั้้�นตอนนี้้�มีีความสำคััญอย่่างย่ิ่�งต่่อผลของปฏิิกิิริิยา เนื่่�องจากอุณหภููมิิ 

ในขั้้�นตอนแอนนีีลลิ่่�งส่่งผลโดยตรงกัับประสิิทธิิภาพและความจำเพาะในการจัับของ ไพรเมอร์์บนสาย

ดีเีอ็็นเอตั้้�งต้น้ กล่า่วคืืออุณุหภูมูิิต้อ้งต่่ำมากพอที่่�จะทำให้ไ้พรเมอร์ส์ามารถสร้า้งพันัธะไฮโดรเจนกับัเบส

ที่่�เป็น็คู่่�สมบนสายดีเีอ็น็เอตั้้�งต้น้ แต่ต่้อ้งสูงูมากพอที่่�จะทำให้ก้ารจับัคู่่�เบสมีคีวามจำเพาะเช่น่ ให้จั้ับกับั

บริิเวณที่่�ต้้องการเท่่านั้้�นและไม่่ไปจัับที่่�อื่่�น หากอุุณหภููมิิในขั้้�นตอนนี้้�ต่่ำเกิินไป ไพรเมอร์์อาจจัับกัับ

ดีีเอ็็นเอในตำแหน่่งที่่�ไม่่จำเพาะได้้ 

	 โดยทั่่�วไปอุณุหภูมูิิในขั้้�นตอนแอนนีลีลิ่่�งจะต่่ำกว่าค่่าหลอมละลาย (melting temperature; T
m
) 

ของไพรเมอร์์ท่ี่�ใช้้ประมาณ 3 - 5 องศาเซลเซีียส โดยอุุณหภููมิิหลอมละลายของดีีเอ็็นเอหมายถึึง 

อุุณหภููมิิที่่�ทำให้้ดีีเอ็็นเอสายคู่่�แยกออกจากกััน โดยที่่�อุุณหภููมิิแอนนีีลลิ่่�งนี้้� เมื่่�อไพรเมอร์์มีีลำดัับเบส 

ที่่�เหมืือนหรืือใกล้เคีียงมาก   กับดีเีอ็็นเอต้้นแบบ จะสามารถจัับกัับสายดีเอ็็นเอต้้นแบบและจะสามารถ

สร้้างพันัธะขึ้้�นระหว่่างเบสคู่่�สมของไพรเมอร์์และดีเีอ็น็เอต้้นแบบได้้ จากนั้้�นเอนไซม์์ดีเีอ็น็เอพอลิิเมอเรส

จึงึเกิิดการจัับที่่�คู่่�สายผสมระหว่่างไพรเมอร์์กับัดีเีอ็น็เอตั้้�งต้น้ แล้ว้จึงึเริ่่�มต้น้สังัเคราะห์์สายดีเอ็น็เอใหม่่ 

ซึ่่�งหากอุุณหภููมิิสููงเกิินไปอาจทำให้้ไพรเมอร์์ไม่่จัับกัับสายดีเอ็็นเอได้้เลย

	 3)	การเพิ่่�มความยาวของสายดีีเอ็็นเอหรืืออีีลองเกชั่่�นหรืือเอ็็กซ์์เทนชั่่�น (Elongation/ 

extension) อุุณหภููมิิในขั้้�นตอนนี้้�จะขึ้้�นอยู่่�กับชนิิดของเอนไซม์์ดีีเอ็็นเอพอลิิเมอเรสท่ี่�ใช้้ในปฏิิกิิริิยา 

ซึ่่�งอุณุหภูมูิิที่่�นิิยมใช้้โดยทั่่�วไปคืือ 72 องศาเซลเซียีส การทำงานโดยสังเขปของเอนไซม์์ดีเีอ็น็เอพอลิิเมอเรส 

มีีรายละเอีียดดัังนี้้� เอนไซม์์จัับกัับปลายของไพรเมอร์์และจะเกิิดการสัังเคราะห์์ดีีเอ็็นเอสายใหม่่ท่ี่�เป็็น

คู่่�สมกัับโมเลกุุลของดีีเอ็็นเอต้้นแบบโดยการเอื้้�อให้้ดีีเอ็็นทีีพีี (dNTPs) อิิ สระท่ี่�อยู่่�ในส่่วนผสมของ

ปฏิิกิิริิยาเข้้ามาสร้้างพัันธะไฮโดรเจนกัับเบสที่่�เป็็นคู่่�สมบนสายดีีเอ็็นเอต้้นแบบ ซึ่่ �งเอนไซม์์ดีีเอ็็นเอ 

พอลิิเมอเรสจะสัังเคราะห์์ดีเีอ็น็เอในทิิศทาง 5´ ไป 3´ เสมอ โดยจะเร่่งให้้เกิิดพัันธะไดเอสเทอร์์ระหว่่าง

หมู่่�ฟอสเฟตของดีีเอ็็นทีีพีกีับัหมู่่�ไฮดรอกซิิลท่ี่�ปลาย 3´ ของดีเีอ็็นเอสายท่ี่�สังัเคราะห์์ใหม่ ่และทำให้้เกิิด

เป็็นสายดีีเอ็็นเอใหม่่ที่่�ยาวต่่อเนื่่�องกัันไป

	 ระยะเวลาท่ี่�ใช้ใ้นการสัังเคราะห์์สายดีเอ็น็เอใหม่่ขึ้้�นอยู่่�กับชนิิดของเอนไซม์์ดีีเอ็น็เอพอลิิเมอเรส

ที่่�ใช้้และความยาวของบริิเวณดีเีอ็น็เอเป้้าหมายที่่�ต้้องการเพิ่่�มจำนวน โดยทั่่�วไปเอนไซม์์ดีเีอ็น็เอพอลิิเมอเรส

สามารถสัังเคราะห์์สายดีเอ็็นเอได้้ประมาณหนึ่่�งพัันคู่่�เบสต่่อนาทีี ในขณะท่ี่�เอนไซม์์ดีเีอ็็นเอพอลิิเมอเรส

ชนิิดพรููฟรีดดิ้้�ง (proofreading) (อธิิบายในหน้้าถััดไป) อาจใช้้เวลาถึึง 2 นาทีีต่่อหนึ่่�งพัันคู่่�เบส  

อย่่างไรก็็ดีีเมื่่�อเสร็็จสิ้้�นขั้้�นตอนนี้้�จำนวนของดีีเอ็็นเอเป้้าหมายจะเพ่ิ่�มขึ้้�นเป็็นสองเท่่า โดยในโมเลกุุล
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ดีีเอ็็นเอสายคู่่�นี้้� สายด้้านหนึ่่�งจะเป็็นสายดีีเอ็็นเอดั้้�งเดิิม ส่ ่วนสายอีีกด้้านหนึ่่�งจะเป็็นสายที่่�สัังเคราะห์์

ใหม่่หรืือท่ี่�เรีียกว่า เซมิิคอนเซอเวทีีฟ  (semi-conservative) และสายดีเอ็็นเอท่ี่�สัังเคราะห์์ใหม่่นี้้� 

จะเป็็นดีีเอ็็นเอต้้นแบบในปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์ในรอบถััดไป 

	 4)	การวนรอบใหม่่ของปฏิิกิิริิยาทั้้�งหมด เมื่่�อเสร็็จสิ้้�นปฏิิกิิริิยาในข้้อ 3) แล้้วอุุณหภููมิิของ 

สารผสมจะกลับไปท่ี่� 94 องศาเซลเซีียสอีีกครั้้�ง โมเลกุุลดีีเอ็็นเอสายคู่่�ท่ี่�เกิิดขึ้้�นจะเสีียสภาพและ 

กลายเป็็นดีีเอ็็นเอสายเดี่่�ยว จากนั้้�นจะเป็็นการเข้้าจัับของไพรเมอร์์และเกิิดการสัังเคราะห์์ดีีเอ็็นเอ 

สายใหม่่ขึ้้�นอีีกครั้้�ง ซึ่่ �งท้้ายสุุดของวงจรปฏิิกิิริิยาในครั้้�งที่่�สองนี้้�จะเกิิดสายดีีเอ็็นเอทั้้�งหมด 8 สาย  

(เป็็นดีีเอ็็นเอสายคู่่� 4 สาย) และหากทำปฏิิกิิริิยานี้้�วนซ้้ำ 30 รอบ จะได้้โมเลกุุลดีีเอ็็นเอสายคู่่�มากถึึง 

130 ล้ ้านโมเลกุุล จากการเริ่่�มต้้นปฏิิกิิริิยาโดยใช้้ดีีเอ็็นเอตั้้�งต้้นเพีียงโมเลกุุลเดีียวเท่่านั้้�น ซึ่่ �งโมเลกุุล

ของดีีเอ็็นเอที่่�สัังเคราะห์์ใหม่่นี้้�จะเป็็นดีีเอ็็นเอที่่�อยู่่�ระหว่่างไพรเมอร์์ที่่�จัับอยู่่�ทั้้�ง 2 ด้ านของโมเลกุุล

ดีีเอ็็นเอตั้้�งต้้น   

	 5)	การเพิ่่�มความยาวของสายดีีเอ็็นเอเป็็นรอบสุุดท้าย (Final elongation) หลัังจาก 

การเกิิดปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์ผ่่านวงจรครบ 20-30 รอบ ในขั้้�นตอนสุุดท้้ายอุณหภููมิิของปฏิิกิิริิยาจะอยู่่�ท่ี่� 

70-74 องศาเซลเซียีส เป็็นเวลาประมาณ 5-15 นาที ีเพื่่�อปล่อ่ยให้เ้อนไซม์ด์ีเีอ็น็เอพอลิิเมอเรสทำหน้า้ที่่�

สัังเคราะห์์สายดีีเอ็็นเอให้้ครบหลัังจากผ่านวงจรพีีซีีอาร์์รอบสุุดท้้าย  เพื่่�อให้้มั่่�นใจว่่าดีีเอ็็นเอสายเดี่่�ยว

ทั้้�งหมดในปฏิิกิิริิยาได้้สัังเคราะห์์ให้้เป็็นสายคู่่�ทั้้�งหมด

	 ปฏิิกิิริิยาพีซีีอีาร์ส์ามารถเพิ่่�มจำนวนโมเลกุลุดีเีอ็น็เอในบริิเวณที่่�ต้อ้งการ หากทราบลำดับัเบส

ในส่่วนขอบของบริิเวณสายดีีเอ็็นเอที่่�ต้้องการเพ่ิ่�มจำนวนซึ่่�งเป็็นเงื่่�อนไขสำคััญในการทำปฏิิกิิริิยา 

พีีซีีอาร์์ ทั้้ �งนี้้�เนื่่�องจากในการเกิิดปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์จำเป็็นต้้องมีีโอลิิโกนิิวคลีีโอไทด์เข้้าไปจัับบริิเวณ

โมเลกุุลของสายดีีเอ็็นเอตั้้�งต้้นแต่่ละสาย  (ซึ่่�งโอลิิโกนิิวคลีีโอไทด์์เหล่่านี้้�จะทำหน้้าที่่�เป็็นไพรเมอร์ ์

เพื่่�อเป็็นจุุดกำหนดการเริ่่�มต้้นปฏิิกิิริิยาการสัังเคราะห์์สายดีีเอ็็นเอและเป็็นตััวกำหนดบริิเวณของ 

สายดีีเอ็็นเอที่่�ต้้องการเพิ่่�มจำนวนอีีกด้้วย)



12 การผลิตและทำ�บริสุทธิ์โปรตีนสายผสมใน Escherichia coli
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14 การผลิตและทำาบริสุทธิ์โปรตีนสายผสมใน Escherichia coli
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