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บทคัดัย่่อ 	 การสกัดัสารพัันธุุกรรมเป็็นขั้้�นตอนสำำ�คััญในวิิทยาศาสตร์์ชีีวโมเลกุุล การใช้้สารรีดิิวซ์์ (reducing agent) เช่่น 

β-mercaptoethanol, dithiothreitol, Ttris-2-carboxyethyl phosphine hydrochloride และ dithiobutylamine ใน

กระบวนการสกัดัสารพัันธุุกรรมจากตัวัอย่่างทางการแพทย์์ พบว่่า ส่่งผลให้้ได้้ deoxyribonucleic acid (DNA) และ 

ribonucleic acid (RNA) ที่่�มีีความบริิสุทุธิ์์� และความเข้้มข้้นสูงูขึ้้�น การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพ่ื่�อศึึกษาคุุณสมบัตัิิ

และประสิิทธิิภาพของสารรีดิิวซ์์ชนิิดต่่างๆ ที่่�สามารถนำำ�มาใช้้เพ่ื่�อเพ่ิ่�มประสิิทธิิภาพของกระบวนการสกัดัสารพัันธุุกรรม ซึ่่�ง

สารรีดิิวซ์์มีีบทบาทสำำ�คััญในการทำำ�ลายพัันธะไดซััลไฟด์์ (disulfide bond) ภายในโครงสร้้างโปรตีีนที่่�ห่่อหุ้้�มกรด- 

นิิวคลีอิิก ทำำ�ให้้การปลดปล่อย DNA และ RNA มีปีระสิิทธิิภาพมากขึ้้�น นอกจากนี้้� ยัังพบว่่า สารรีดิิวซ์์สามารถยับยั้้�งการ

ทำำ�งานของเอนไซม์์ที่่�ย่่อยสลายกรดนิิวคลีอิิกได้้ ในปัจจุุบััน สารรีดิิวซ์์ถููกนำำ�มาใช้้บ่่อยครั้้�งในกระบวนการสกัดักรด-

นิิวคลีอิิกแบบอัตัโนมัติิร่วมกับั magnetic nanoparticles ทำำ�ให้้ได้้ DNA และ RNA ที่่�มีีความเข้้มข้้นสูงู นอกจากนี้้� ยััง

สามารถลดระยะเวลาในการสกัดัลงได้้ โดยสรุปุแล้้ว การพััฒนาและประยุุกต์ใ์ช้้สารรีดิิวซ์์ในกระบวนการสกัดัสาร-

พัันธุุกรรมจะช่่วยปรัับปรุงุคุุณภาพและประสิิทธิิภาพของการสกัดักรดนิิวคลีอิิก การวิิเคราะห์์ทางพัันธุุกรรม และการ-
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นิิวคลีอิิก (nucleic acid) และปฏิิสัมัพัันธ์ร์ะหว่างโปรตีนี 

จึึงมีีความสำำ�คััญอย่่างย่ิ่�งในการไขปริิศนาความซัับซ้้อน

ของโมเลกุุลที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลงที่่�อาจก่่อให้้เกิิดการ- 

กลายพัันธุ์์� (mutations) ซึ่่�งทำำ�ให้้โครงสร้้าง หน้าที่่�ของโปรตีน

เปลี่่�ยนแปลงไป(2) และมีคีวามสัมัพัันธ์ก์ับัการดำำ�เนิินของ

โรคทางพัันธุุกรรม(1,2) จึึงกล่าวได้้ว่่าการสกััดสาร-

พัันธุุกรรมเป็็นขั้้�นตอนสำำ�คััญขั้้�นตอนหนึ่่�งในการตรวจ

วิินิิจฉััยโรค โดยเฉพาะอย่่างย่ิ่�งในช่วงการระบาดของโรค 

บทนำำ� 
กรดนิิวคลีอิิกเป็็นสารประกอบอิินทรีีย์์ประกอบด้้วย

หน่วยย่่อยเรีียกว่านิิวคลิิโอไทด์ ์(nucleotide) ซึ่่�งเช่ื่�อมต่่อ

กันัเป็็นสายยาว ทำำ�หน้าที่่�ในการเก็บ็ข้้อมููลทางพัันธุุกรรม

ของสิ่่�งมีีชีีวิิต และถ่่ายทอดการทำำ�งานทางชีีวภาพ เช่่น  

การควบคุุมการแสดงออกของยีีน (regulation of gene 

expression) กระบวนการแปลรหัสเพ่ื่�อสังัเคราะห์์โปรตีน 

(modulation of protein translation)(1) การศึึกษากรด- 
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เช่่น การแพร่ระบาดของโรค COVID-19(3) เป็็นต้น

การวิินิิจฉััยโรคทางอณูชีูีวโมเลกุุลในห้้องปฏิิบััติิการ

ด้้านการแพทย์์ที่่�แม่่นยำำ� จะช่่วยให้้แพทย์์สามารถวิินิิจฉััย

โรคได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ ทำำ�ให้้ผู้้�ป่วยได้้รัับประโยชน์์

จากการรัักษาโรคที่่�ถููกต้อง(4) การตรวจวิิเคราะห์์หาสาร-

พัันธุุกรรมเป้้าหมายด้้วย nucleic acid amplification test 

(NAAT) เช่่น ปฏิิกิิริิยา polymerase chain reaction (PCR) 

การศึึกษาลำำ�ดับัสารพัันธุุกรรม (DNA sequencing) และ

วิิธีทีางโมเลกุุลอื่่�นๆ(3) ต้้องอาศััยการสกัดักรดนิิวคลีอิิก 

ที่่�มีปีระสิิทธิิภาพ ซึ่่�งเป็็นกระบวนการแรกของการวิินิิจฉััย

ในระดับัโมเลกุุล(5,6) ที่่�มักัพบการปนเปื้้� อน สารพัันธุุกรรม

มีีความเข้้มข้้นต่ำำ�� และไม่่เพีียงพอต่่อการใช้้งาน ซึ่่�งใน 

การแยกสารพัันธุุกรรมที่่�ถููกห่อหุ้้�มด้้วยโปรตีนี ไขมันั และ 

สารชีีวโมเลกุุลอื่่�นๆ จึึงมีีความจำำ�เป็็นต้องใช้้สารรีดิิวซ์์ 

เพ่ื่�อทำำ�ลายพัันธะไดซััลไฟด์์ (disulfide bond)(7) ของ 

สารชีีวโมเลกุุลเหล่านั้้�น รวมทั้้�งยัับยั้้�งการทำำ�งานของ 

เอนไซม์น์ิิวคลิิเอส (nuclease) ในการย่อยสลายกรดนิิว-

คลีอิิกเพ่ื่�อให้้ได้้กรดนิิวคลีอิิกที่่�มีคีวามเข้้มข้้นเพ่ิ่�มมากขึ้้�น

สารรีดิิวซ์์ หรืือ “reductant” เป็็นโมเลกุุลที่่�ให้้

อิิเล็็กตรอน (electron-donating molecule) โดย

อิิเล็็กตรอนจะถููกถ่ายโอนจากโมเลกุุลหนึ่่� งไปยังอีีก

โมเลกุุลหนึ่่�ง(8) การใช้้สารรีดิิวซ์์ในกระบวนการสกัดัสาร-

พัันธุุกรรม เช่่น β-mercaptoethanol (BME), dithio- 

threitol (DTT), tris-2-carboxyethyl phosphine hydro- 

chloride (TCEP)(7) และ dithiobutylamine (DTBA) จะ

ช่่วยทำำ�ให้้โครงสร้้างของนิิวคลิิโอโซม (nucleosome)  

ไรโบนิิวคลิิโอโปรตีนี (ribonucleoprotein) และนิิวคลิิโอ-

แคปซิิด (nucleocapsid) ของไวรััส เกิิดความเสียีหายจาก

การทำำ�ลายพัันธะไดซััลไฟด์ ์ ส่่งผลให้้ DNA หรืือ RNA 

เป็็นอิิสระและหลุดออกจากโครงสร้้างโปรตีีนที่่�ห่่อหุ้้� ม 

ทำำ�ให้้ได้้ DNA และ RNA ที่่�มีีความเข้้มข้้นและความ

บริิสุุทธิ์์�เพ่ิ่�มมากขึ้้� น นอกจากนี้้�  สารรีดิิวซ์์ยัังไปทำำ�ลาย

โครงสร้้างของเอนไซม์์นิิวคลิิเอส (nuclease) บริิเวณที่่�มีี

การจับกัันด้วยพัันธะไดซััลไฟด์์ ทำำ�ให้้เอนไซม์สููญเสีีย

คุุณสมบััติิการทำำ�งาน เช่่น การสกัดั RNA ที่่�มีีการเติิม 

β-mercaptoethanol ลงไป เพ่ื่�อยัับยั้้�งการทำำ�งานของ

เอนไซม์์ ribonuclease (RNase)(9) เป็็นต้น

อย่่างไรก็็ตามจากการทบทวนวรรณกรรมพบว่่า  

การศึึกษาส่่วนใหญ่มุ่่�งเน้้นการใช้้สารรีดิิวซ์์ในกระบวนการ

สกัดับางรูปูแบบเท่่านั้้�น ขณะที่่�ข้้อมููลเชิิงเปรียบเทียีบเกี่่�ยว

กัับสารรีดิิวซ์์ต่่างๆ ในการสกััดกรดนิิวคลีอิิกจากสิ่่�ง- 

ส่่งตรวจทางการแพทย์์ ยัังมีรีายงานค่อนข้างน้้อย ซึ่่�งสะท้้อน

ถึึงช่่องว่่างขององค์์ความรู้้�ที่่�ควรได้้รัับการศึึกษาเพ่ิ่�มเติิม 

จึึงนำำ�มาสู่่�วัตถุุประสงค์์ของการศึึกษา เพ่ื่�อทบทวนและ

รวบรวมองค์์ความรู้้�เกี่่�ยวกับัสารรีดิิวซ์์ในกระบวนการสกัดั

สารพัันธุุกรรม และการนำำ�ไปประยุุกต์์ใช้้ในการสกััด 

กรดนิิวคลีอิิกจากสิ่่�งส่่งตรวจทางการแพทย์์ เพ่ื่�อเพ่ิ่�ม

คุุณภาพและประสิิทธิิภาพของการตรวจวิิเคราะห์์ทาง 

อณูชีูีววิิทยาโมเลกุุล และการวิินิิจฉััยโรคทางการแพทย์์

วิิธีการศึึกษา
บทความนี้้� เป็็นการทบทวนวรรณกรรมอย่่างเป็็น

ระบบโดยดำำ�เนิินการสืืบค้้นและคััดเลืือกข้อมููลตาม 

ขั้้�นตอนการดำำ�เนิินงานดังันี้้�

1. การสืืบค้้นข้อมููล

ดำำ�เนิินการสืืบค้้นบทความ งานวิิจัย และสื่่�อสิ่่�งพิิมพ์์ 

ที่่�เผยแพร่ในฐานข้อมููล เช่่น Google scholar และ PubMed 

โดยทำำ�การสืืบค้้นข้อมููลโดยไม่่จำำ�กััดปีีที่่�ตีีพิิมพ์์ และ

กำำ�หนดคำำ�สำำ�คััญ (Keyword) ที่่�ใช้้ในการสืืบค้้น ได้้แก่่ 

“reducing agent”, “nucleic acid extraction”, “nucle-

ic acid”, “DNA extraction”และ “RNA extraction”

2. เกณฑ์ก์ารคััดเลืือก

เกณฑ์ก์ารคััดเข้้า คััดเลืือกเฉพาะบทความ งานวิิจัย 

และสื่่�อสิ่่�งพิิมพ์์ ที่่�มีีการศึึกษาและมีีเนื้้� อหาเกี่่�ยวกัับ 

สารรีดิิวซ์์ การใช้้สารรีดิิวซ์์ในกระบวนการสกััดสาร-

พัันธุุกรรม หรืือคุุณสมบัตัิิและกลไกของ สารรีดิิวซ์์ 

เกณฑ์ก์ารคััดออก คืือบทความ งานวิิจัย และสื่่�อสิ่่�งพิิมพ์์ 

ที่่�ไม่่เกี่่�ยวข้องกัับสารรีดิิวซ์์ บทความที่่�มีีเนื้้� อหาซ้ำำ��ซ้อน 

บทความที่่�ใช้้สารรีดิิวซ์์ที่่�ไม่่เกี่่�ยวข้องกัับการวิินิิจฉััย

ทางการแพทย์ ์หรืือบทความที่่�ไม่่สามารถเข้้าถึึงเนื้้�อหาได้้
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3. การคััดเลืือกบทความ

 จากการสืืบค้้นพบเอกสารที่่�เกี่่�ยวข้องรวมทั้้�งสิ้้�น 23 

รายการ ซึ่่�งได้้จากการสืืบค้้นจาก Google scholar (พบ

บทความที่่�เกี่่�ยวข้องจำำ�นวน 12 รายการ) และ PubMed 

(พบบทความที่่�เกี่่�ยวข้องจำำ�นวน 11 รายการ) จากนั้้�น

ทำำ�การคััดเลืือกให้้สอดคล้องกัับวััตถุุประสงค์์ของ 

การศึึกษา ซึ่่�งพบว่่า บทความทั้้�ง 23 รายการ ผ่่านเกณฑ์์

การคััดเลืือก ซึ่่� งครอบคลุมเนื้้� อหาเกี่่�ยวกัับการสกััด 

สารพัันธุุกรรม การประยุุกต์์ใช้้สารรีดิิวซ์์ในกระบวนการ

สกัดัสารพัันธุุกรรมจากสิ่่�งส่่งตรวจทางการแพทย์์ และมีี

ความสมบููรณ์ข์องเนื้้�อหาครบถ้้วน 

4. การวิิเคราะห์์และสังัเคราะห์์ข้้อมููล

นำำ�ข้อมููลจากบทความที่่�ผ่่านการคััดเลืือกทั้้�ง 23 

รายการ มาทำำ�การวิิเคราะห์์ และสังัเคราะห์์เนื้้� อหาตาม

ประเด็น็สำำ�คััญ ได้้แก่่ กระบวนการสกัดักรดนิิวคลีอิิก ขั้้�น

ตอนพื้้�นฐานในการสกัดั บทบาทของสารรีดิิวซ์์ในการสกัดั

กรดนิิวคลีอิิก คุุณสมบััติิของสารรีดิิวซ์์แต่่ละชนิิดและ

กลไกการทำำ�ลายพัันธะไดซััลไฟด์์ในโปรตีนที่่�ห่่อหุ้้�มกรด

นิิวคลีอิิกที่่� ใ ช้้ในกระบวนการสกััดสารพัันธุุกรรม 

ประสิิทธิิภาพการยับยั้้�งเอนไซม์์นิิวคลีเอส และการนำำ�ไป

ใช้้งาน เพ่ื่�อนำำ�เสนอในบทความต่่อไป

ผลการศึึกษา
กระบวนการสกัดักรดนิิวคลีีอิิก

หลักการพื้้� นฐานของการสกััดกรดนิิวคลีอิิกคืือ 

การแยก DNA และ RNA ออกจากสิ่่�งส่่งตรวจ ให้้มีคีวาม-

บริิสุทุธิ์์� และมีปีริิมาณเพีียงพอต่่อการใช้้งาน ขั้้�นตอนแรก

เป็็นการทำำ�ลายโครงสร้้างส่่วนที่่�ห่่อหุ้้�มกรดนิิวคลีอิิก เช่่น 

ผนัังเซลล์์ เย่ื่�อหุ้้�มเซลล์์ เย่ื่�อหุ้้�มนิิวเคลียส(6) โปรตีีนที่่� 

ยึึดจัับกับักรดนิิวคลีอิิก (nucleoprotein) เช่่น histone  

ในส่วนของอนุุภาคไวรััส เร่ิ่�มจากการทำำ�ลายชั้้�นไขมันัห่อหุ้้�ม

โครงสร้้าง (lipid envelope) ชั้้�นโปรตีนีห่อหุ้้�มโครงสร้้าง 

(protein envelope) และ nucleocapsid(10) ด้้วยวิิธีกีาร

ทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีีวภาพ ช่่วยปลดปล่อย

โมเลกุุลของกรดนิิวคลีอีิิกให้้เป็็นอิิสระออกจากโครงสร้้าง

ที่่�ห่่อหุ้้�ม เมื่่�อผ่่านขั้้�นตอนการสกัดั และการชะล้้างจะได้้

กรดนิิวคลีอิิกที่่�มีีความบริิสุุทธิ์์�และมีีความเข้้มข้้นสููง(6) 

ปััจจุุบัันได้้มีีการพััฒนาการสกััดสารพัันธุุกรรมแบบ

อััตโนมััติิขึ้้� นมาเพ่ื่�อแทนวิิธีีการสกััดด้้วยมืือ ช่่วยให้้

สามารถสกัดัตัวัอย่่างได้้จำำ�นวนมากในระยะเวลาที่่�รวดเร็ว็ 

มีีความบริิสุทุธิ์์�สูงู สามารถสกัดัตััวอย่่างซ้ำำ��ได้้หลายรอบ 

ในระยะเวลาที่่�สั้้�นกว่าเดิิม(11)

ขั้้�นตอนพื้้� นฐานในการสกัดั 

เทคนิิคการสกััดกรดนิิวคลีอิิกช่วยให้้สามารถแยก

โมเลกุุลของ DNA และ RNA จากตััวอย่่างชนิิดต่่างๆ 

ได้้(19) ปััจจุุบันักระบวนการสกัดัและการทำำ�ให้้กรดนิิวคลี-

อิิกมีคีวามบริิสุทุธิ์์� ได้้พััฒนาไปมากในช่วงระยะเวลาที่่�ผ่่าน

มา การสกัดัสารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีกีารแบบดั้้�งเดิิมโดยใช้้

สารละลายในการสกััดแบบ chemical method เช่่น  

phenol-chloroform extraction(11) CTAB-chloroform- 

isoamyl alcohol extraction(12) และ alkaline extraction(11) 

มีีขั้้�นตอนการสกัดักรดนิิวคลีอิิกที่่�ซัับซ้้อน ประกอบด้้วย 

การแตกสลายอนุุภาคหรืือการแตกสลายโครงสร้้างของ

เซลล์์ ทำำ�ให้้เข้้มข้้นด้วยการแยก และการตกตะกอน หลัง

จากการทำำ�ให้้บริิสุทุธิ์์�แล้้วจึึงจะได้้โมเลกุุลกรดนิิวคลีอิิกที่่�

มีคีวามเข้้มข้้นสูงูขึ้้�น(6) ด้้วยข้้อจำำ�กัดัของกระบวนการแบบ

ดั้้�งเดิิม ที่่�ใช้้ระยะเวลานาน มีีปััญหาเกี่่�ยวกับัการปนเปื้้� อน

และการเสื่่�อมสภาพของ DNA และ RNA จนนำำ�มาสู่่� 

การพััฒนาวิิธีกีารสกัดัด้้วย solid-phase extraction แบบ 

silica column(11) และ magnetic beads ขึ้้�น ซึ่่�งประกอบ

ด้้วย 4 ขั้้�นตอนได้้แก่่ ขั้้�นตอนการทำำ�ลายโครงสร้้างเปลืือก

นอก (lysis) ขั้้�นตอนการจับกรดนิิวคลีอิิกหรืือการดูดซัับ 

(nucleic acid binding or adsorption) ขั้้�นตอนการชะล้้าง 

(washing) และ ขั้้�นตอนการละลายสารพัันธุุกรรม  

(elution)(6) ซึ่่�งระบบการสกัดัสารพัันธุุกรรม โดยใช้้วิิธีกีาร

ทางกายภาพ และ ทางเคมีีร่่วมกันั พบว่่า มีีประสิิทธิิภาพ

ดีกีว่าวิิธีกีารสกัดัสารพัันธุุกรรมแบบดั้้�งเดิิม ที่่�ใช้้ CTAB/

chloroform/isoamyl alcohol based method อย่่าง

ชััดเจน(12)
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บทบาทของสารรีีดิิวซ์ใ์นการสกัดักรดนิิวคลีีอิิก

การนำำ�สารรีดิิว ซ์์มาใ ช้้ เ พ่ื่� อ เ พ่ิ่� มประสิิทธิิภาพ

กระบวนการสกัดัสารพัันธุุกรรม ทำำ�ให้้ได้้ปริิมาณกรดนิิว

คลีอิิกที่่�มีีความเข้้มข้้นและมีีความบริิสุุทธิ์์�เพ่ิ่�มขึ้้� น โดย

อาศัยักลไกการทำำ�งานของสารรีดิิวซ์์ (reducing agents) 

เช่่น β-mercaptoethanol, dithiothreitol, tris(2-chlo-

roethyl) phosphate และ dithiobutylamine  

ในการทำำ�ลายโครงสร้้างโปรตีนที่่�ห่่อหุ้้�มสารพัันธุุกรรม 

และช่่วยยัับยั้้�งการทำำ�งานของเอนไซม์ต่่างๆ ที่่�จะย่่อย

สลายกรดนิิวคลีอิิกโดยการให้้และรัับอิิเล็ก็ตรอน (elec-

tron transfer) ด้้วยปฏิิกิิริิยารีีดอกซ์์ (redox reaction) ใน

การทำำ�ลายโครงสร้้างของโปรตีนี และเอนไซม์ ์บริิเวณที่่�มีี

การจับักันัด้วยพัันธะไดซัลัไฟด์ ์ซึ่่�งจะทำำ�ให้้โปรตีนีที่่�ห่่อหุ้้�ม 

กรดนิิวคลีอิิกสูญูเสียีโครงสร้้าง และยัับยั้้�งการทำำ�งานของ

เอนไซม์ทั้้�งหมดที่่�มีอียู่่�ในกระบวนการสกัดั(13-16) (ตาราง

ที่่� 1)

การเลืือกใช้้สารรีดิิวซ์์ในกระบวนการสกััดสาร

พัันธุุกรรม (genetic material extraction) ควรพิิจารณา

ให้้เหมาะสมสำำ�หรัับการใช้้งาน เช่่น ราคา ขั้้�นตอนการ 

เตรีียมสาร ความคงตััว ความสามารถในการละลายน้ำำ�� 

ความแรงในการรีดิิวซ์์ เช่่น β-mercaptoethanol ใช้้ลด

พัันธะไดซััลไฟด์ ์แต่่มีีข้้อเสียีคืือกลิ่�นแรง มีีความเป็็นพิิษ 

และระเหยง่่าย ในขณะที่่� dithiothreitol มีีความสามารถ

ในการรีดิิวซ์์สูงูใช้้ได้้ดีใีนสภาวะที่่�มี ีpH สูงูกว่า 7 แต่่ก็ม็ีี

ความไวต่อการออกซิิไดซ์์เช่่นกันั ส่่วน tris(2-chloroethyl) 

phosphate ละลายน้ำำ��ได้้ดีมีีีความเสถียีรสูงู และ dithio- 

butylamine ทำำ�งานได้้ดีีในสภาวะที่่�เป็็นกลาง มีีกลิ่�น 

เบากว่า β-mercaptoethanol เป็็นต้น(13-16) (ตารางที่่� 2)

ตารางที่่� 1 ลักัษณะปฏิิกิิริิยาของสารรีีดิิวซ์แ์ต่่ละชนิิดในกระบวนการสกัดัสารพันัธุุกรรม

                 ชนิิดของสารรีดิิวซ์์ 	                         ปฏิิกิิริิยาที่่�เกิิดขึ้้�นในกระบวนการสกัดัสารพัันธุุกรรม

β-mercaptoethanol (BME)(13)	 RS–SR + 2 HOCH
2
CH

2
SH ⇌ 2 RSH + HOCH

2
CH

2
S–SCH

2
CH

2
OH

Dithiothreitol (DTT)(14)	 R-S-S-R + DTT-R-SH + R-SH + oxidized DTT

Tris(2-chloroethyl) phosphate (TCEP)(15)	 R-S-S-R + TCEP - R-SH + R-SH + oxidized TCEP (phosphine oxide)

Dithiobutylamine (DTBA)(16)	 R-S-S-R + DTBA - R-SH + R -SH + oxidized DTBA

ตารางที่่� 2 คุุณสมบัตัิิทั่่ �วไปของสารรีีดิิวซ์ท์ี่่�ใช้ใ้นกระบวนการสกัดัสารพันัธุุกรรม

         คุุณสมบัตัิิ             β-mercaptoethanol(13)           dithiothreitol(14)           tris(2-chloroethyl) 	   dithiobutylamine(16)

                                                                                                        phosphate (TCEP)(15)

สูตูรทางเคมีี	           C
2
H

6
OS	            C4H

10
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มวลโมลาร์์ (molar mass)	 78.13 กรััม/โมล (g/mol)	 154.25 กรััม/โมล (g/mol)	 285.48 กรััม/โมล (g/mol)	 137.26 กรััม/โมล (g/mol)

ความสามารถในการรีดิิวซ์์	มี ีประสิิทธิิภาพ แต่่น้้อยกว่า	มี คีวามสามารถในการรีดิิวซ์์สูงู	มี ีความสามารถในการ	มี ปีระสิิทธิิภาพสูงูในการทำำ�

(reducing power)	ตั วัอื่่�น	ศั กัย์ไฟฟ้้ารีีดอกซ์์ -0.33 	รี ดิิวซ์์สูงู มีีความคงตััว	ป ฏิิกิิริิยารีีดักัชัน และมี ีpKa ต่ำำ��

		  โวลต์ท์ี่่�ค่่า pH เท่า่กับั 7 	 เมื่่�อสัมัผัสักับัอากาศ	ช่ วยให้้สามารถทำำ�ปฏิิกิิริิยา

				    ได้้ดีใีนสภาวะที่่� pH เป็็นกลาง

ความสามารถในการ	 สามารถละลายน้ำำ��ได้้	 สามารถละลายน้ำำ��ได้้ดี	ี สามารถละลายน้ำำ��ได้้ดีมีาก	 สามารถละลายน้ำำ��ได้้

ละลายน้ำำ��



การเพิ่่�มความเข้ม้ข้น้ของ DNA และ RNA ในกระบวนการสกัดัสารพันัธุุกรรมโดยใช้ส้ารรีีดิิวซ์์

วารสารวิชิาการสาธารณสุขุ 2569 ปีีท่ี่� 35 ฉบับัท่ี่� 5 927

วิิจารณ์ ์
การสกัดักรดนิิวคลีอิิก (nucleic acid extraction) เป็็น

จุุดเร่ิ่�มต้้นของการทดลองทั้้�งหมดในการวิิจัยทางชีีวการ-

แพทย์์(17) แนวทางพััฒนาเทคนิิคใหม่ๆ ร่่วมกับัการใช้้สาร

รีีดิิวซ์์ในกระบวนการสกััดสารพัันธุุกรรมจะช่่วยเพ่ิ่�ม

ประสิิทธิิภาพในการตรวจวิิเคราะห์์ทางด้้านโมเลกุุลด้้วย

เทคนิิคต่างๆ เช่่น การสกัดักรดนิิวคลีอิิก ด้้วยอนุุภาค 

แม่่เหล็ก็นาโน (magnetic nanoparticle) โดยใช้้ Pasteur 

pipette ซึ่่�งไม่่ต้้องใช้้เครื่�องมืือไฟฟ้้าใดๆ(18) การสกัดัแบบ 

bead-beating ร่่วมกัับ coagulation and proteolysis 

method โดยใช้้ magnetic bead สำำ�หรัับสกัดั DNA และ 

RNA จากตัวัอย่่างที่่�ซัับซ้้อน จะทำำ�ให้้ได้้สารพัันธุุกรรมที่่�

มีีคุุณภาพสููงในระยะเวลาที่่�รวดเร็ว็(19) หรืือการนำำ�สาร

รีีดิิวซ์์มาประยุุกต์์ใช้้ในการปรัับปรุุงกระบวนการสกััด

สำำ�หรัับการตรวจวิิเคราะห์์ทางพัันธุุกรรม จะช่่วยลดปััญหา

และอุปุสรรคในเร่ื่�องข้้อจำำ�กัดัของปริิมาณสารพัันธุุกรรม

ตั้้�งต้้นในกระบวนการตรวจวิิเคราะห์์ลงได้้ 

การทดสอบที่่�ต้้องการปริิมาณสารพัันธุุกรรมตั้้�งต้้นที่่�

มีคีวามเข้้มข้้นสูงู เช่่น การทำำ� high-throughput sequenc-

ing แบบ long-read sequencing (LRS) ซึ่่�งเป็็นวิิธีกีาร

ศึึกษาทางด้้านโมเลกุุลวิิธีหีนึ่่�งที่่�สามารถวิินิิจฉััยข้้อมููลทาง

พัันธุุกรรมได้้อย่่างครอบคลุม และเป็็นวิิธีีการที่่�ช่่วยลด

ระยะเวลาการทดสอบด้้วยวิิธีกีารทดสอบทางด้้านโมเลกุุล 

อื่่�นๆ(2) หรืือแม้้กระทั่่�งการวิิเคราะห์์ mass spectrometry 

analysis ซึ่่�งถืือเป็็นการทดสอบที่่�สำำ�คััญทางด้้าน genomic 

และ transcriptomic ที่่�ช่่วยให้้สามารถวิิเคราะห์์ข้้อมููล 

เชิิงลึึกเกี่่�ยวกับั epigenetic และ epitranscriptomic(1) ได้้ 

หากมีสารพัันธุุกรรมตั้้�งต้้นที่่�มีปีริิมาณความเข้้มข้้นต่ำำ��กว่า

ข้้อจำำ�กัดัการตรวจวิินิิจฉััย (limit of detection) อาจจะไม่่

สามารถทำำ�การทดสอบด้้วยวิิธีกีารเหล่านี้้� ได้้ ดังันั้้�น การใช้้

สารรีดิิวซ์์จะช่่วยเพ่ิ่�มปริิมาณความเข้้มข้้นของสาร-

พัันธุุกรรมจากกระบวนการสกัดัสารพัันธุุกรรม และลด

การสูญูเสียี DNA และ RNA จากการถูกย่อยสลายด้้วย

เอนไซม์์ในขั้้�นตอนการสกัดั เช่่น ป้้องกันั RNA จากการ

ตารางที่่� 2 คุุณสมบัตัิิทั่่ �วไปของสารรีีดิิวซ์ท์ี่่�ใช้ใ้นกระบวนการสกัดัสารพันัธุุกรรม (ต่่อ)

         คุุณสมบัตัิิ             β-mercaptoethanol(13)           dithiothreitol(14)           tris(2-chloroethyl) 	   dithiobutylamine(16)

                                                                                                        phosphate (TCEP)(15)

ความเสถียีร (stability)	 ไวต่อการเกิิดออกซิิเดชััน	มี ีความไวต่อการเกิิด	ค งคุุณสมบัตัิิได้้ดีเีมื่่�อสัมัผัสั	มี ศีักัย์รีีดิิวซ์์ไดซััลไฟด์ต์่ำำ��

	ต้ องเก็บ็รัักษาในสภาวะที่่�มีี	ป ฏิิกิิริิยาออกซิิเดชั่่�นเมื่่�อ	กั บัอากาศ	ซึ่่ �งช่่วยลดการเกิิดปฏิิกิิริิยา-

	 ไนโตรเจน 	สั มัผัสักับัออกซิิเจนในอากาศ 		  ออกซิิเดชั่่�น ทำำ�ให้้มีีความ

		มี  ีความเสถียีร ต้้องดำำ�เนิินการ		  เสถียีรสูงู

		ด้  วยความระมััดระวััง 

		  เน่ื่�องจากเกิิดการเปลี่่�ยนแปลง

		ข  องปฏิิกิิริิยาได้้ง่่าย	

การใช้้งาน (applications)	ทำ ำ�ให้้โปรตีนีเสื่่�อมสภาพ 	 ลดพัันธะไดซััลไฟด์ ์มักัใช้้ร่่วม	 ลดพัันธะไดซััลไฟด์ ์โดย-	 พััฒนาขึ้้�นเพ่ื่�อใช้้เป็็นทาง

	 และลดพัันธะไดซััลไฟด์ ์	กั บัสารที่่�ทำำ�ให้้โปรตีนีเสื่่�อม-	 เฉพาะในการใช้้งานกับั	 เลืือกแทน dithiothreitol

		  สภาพ เช่่น sodium 	 DNA และโปรตีนี	 โดยมีปีระสิิทธิิภาพที่่�ดีกีว่า

		  dodecylsulfate (SDS)	  	 ในสภาวะที่่�มีค่ี่า pH เป็็นกลาง

จุุดหลอมเหลว/จุุดเดืือด	จุ ดหลอมเหลว −100 °C 	จุ ดหลอดเหลว 42-43 °C	จุ ดเดืือด 192 °C (378 °F;	 ไม่่มีีการระบุุอย่่างชััดเจน

	 (−148 °F; 173 K); 	 (108-109 °F; 315- 	 465 K) ที่่� 10 mmHg	สั งัเคราะห์์เพ่ื่�อความสะดวก

	จุ ดเดืือด 157 °C 	 316 K); จุุดเดืือด 125-		  ในการใช้้งาน

	 (314 °F; 430 K)	 130 °C (257-266 °F; 

		  398-403 K) ที่่� 2 mmHg		

กลิ่�น 	มี ีกลิ่�นไม่่พึึงปรสงค์์ 	 ไม่่มีีกลิ่�น	 ไม่่มีีกลิ่�น	มี ีกลิ่�นเล็ก็น้อย

	มี ีกลิ่�นรุนุแรงเฉพาะตัวั 	
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ถููกย่อยสลายด้้วยเอนไซม์์ RNase และการย่อยสลาย 

DNA จากเอนไซม์์ DNase โดยการเติิมสารละลาย 

β-mercaptoethanol ลงไปในกระบวนการสกััดสาร-

พัันธุุกรรม เป็็นต้น(13)

การบูรณาการเพ่ื่�อใช้้สารรีดิิวซ์์ในกระบวนการสกััด

สารพัันธุุกรรม เช่่น จากตัวัอย่่างชิ้้�นเนื้้�อในบล็อ็กพาราฟิิน  

ซึ่่�งเป็็นวิิธีีการหนึ่่�งที่่�นำำ�มาใช้้ในการเก็บ็รัักษาตััวอย่่าง 

ชิ้้� นเนื้้� อ ได้้เป็็นระยะเวลานาน สามารถนำำ�มาใช้้ในงาน

วิิเคราะห์์ทางโมเลกุุลได้้ภายหลัง(20) การสกัดักรดนิิวคลีอิิก 

ให้้ได้้คุุณภาพสููงจากเนื้้� อเย่ื่� อทางชีีวภาพเหล่านี้้� ให้้ 

ประสบความสำำ�เร็็จได้้นั้้�น ต้้องอาศััยปััจจััยต่่างๆ เช่่น  

การทำำ�ลายเนื้้�อเย่ื่�อและโครงสร้้างเซลล์์อย่่างเพีียงพอ การ-

ทำำ�ลายโครงสร้้างเชิิงซ้้อนที่่�ประกอบด้้วยนิิวคลิิโอโปรตีีน 

(nucleoprotein complex) การยับยั้้�งการทำำ�งานของ 

เอนไซม์น์ิิวคลิิเอส (inactivation of nucleases) การทำำ�ให้้

กรดนิิวคลีอิิกมีีความบริิสุทุธิ์์� และการเพ่ิ่�มประสิิทธิิภาพ

ในการสกััดตััวอย่่างทางชีีวภาพจากแหล่งต่่างๆ(17) ได้้ 

โดยใช้้สารรีดิิวซ์์ (neducing agent) ร่่วมกัับเอนไซม์ ์ 

proteinase K ซึ่่� งเป็็นขั้้�นตอนการสกััด DNA ที่่�มีี

ประสิิทธิิภาพที่่�สุดุสำำ�หรัับเนื้้�อเย่ื่�อสด ส่่วนตัวัอย่่างเนื้้�อเย่ื่�อ

ที่่�ฝังัอยู่่�ในขี้้�ผึ้้� งพาราฟิิน  โดยปกติิอาจต้้องใช้้เวลาบ่่มเป็็น

เวลา 5 วัันด้วยเอนไซม์์ proteinase K จึึงจะได้้ DNA 

จำำ�นวนมาก(21) ดัังนั้้�น การนำำ�สารรีดิิวซ์์มาใช้้จะช่่วยลด

ระยะเวลาการสกัดัสารพัันธุุกรรมลงได้้ และ ยัังช่่วยเพ่ิ่�ม

ปริิมาณความเข้้มข้้นของสารพัันธุุกรรม จึึงควรนำำ�มา

พิิจารณาสำำ�หรัับนำำ�มาใช้้ในการตรวจวิิเคราะห์์ทางด้้าน

พัันธุุศาสตร์์ และการตรวจวิินิิจฉััยโรคทางการแพทย์์

ข้อ้เสนอแนะ 

การพััฒนาวิิธีกีารสกัดัสารพัันธุุกรรมด้้วยการใช้้สาร

รีีดิิวซ์์สำำ�หรัับห้้องปฏิิบััติิการ (in-house nucleic acid 

extraction) ควรทำำ�การประเมิินประสิิทธิิภาพการใช้้งาน 

(performance evaluation) การควบคุุมคุุณภาพการตรวจ

สอบและยืืนยันวิิธีีการวิิเคราะห์์ในห้้องปฏิิบััติิการทาง

คลิินิิก(validation and verification of analytical meth-

ods)(22,23) เพ่ื่�อศึึกษาความไว ความจำำ�เพาะ ความถููกต้อง 

ข้้อจำำ�กัดัการใช้้งาน ความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสมฯ โดยการ

เปรียบเทียีบกับัวิิธีกีารแบบดั้้�งเดิิมหรืือวิิธีมีาตรฐาน รวม

ทั้้�งการทดสอบความชำำ�นาญทางห้้องปฏิิบัตัิิการ (external 

quality assessment: EQA) หรืือ proficiency testing 

(PT) เพ่ื่� อให้้มั่่�นใจได้้ว่่าการนำำ�สารรีดิิวซ์์มาใช้้ใน

กระบวนการสกััดสารพัันธุุกรรม มีีคุุณภาพ ตรงตาม

มาตรฐาน และสามารถใช้้งานได้้จริิงในห้้องปฏิิบัตัิิการ(23)

สรุุป 

การใช้้สารรีดิิวซ์์จะช่่วยเพ่ิ่�มปริิมาณความเข้้มข้้น 

ความเสถียีร ทำำ�ให้้คุุณภาพของ DNA และ RNA จาก

กระบวนการสกัดัสารพัันธุุกรรมดีีขึ้้�น ในการพััฒนาวิิธีกีาร

สกัดัสารพัันธุุกรรมจากตัวัอย่่างทางการแพทย์์โดยใช้้สาร

รีีดิิวซ์์เช่่น ตัวัอย่่างชิ้้�นเนื้้�อจากพาราฟิิน  เนื้้�อเย่ื่�อที่่�มีไีขมััน

สูงู ร่่วมกับัตัวัทำำ�ละลายที่่�เหมาะสมจะช่่วยลดการปนเปื้้� อน 

ความซัับซ้้อนของกระบวนการทำำ�งาน และลดระยะเวลา

การสกัดัสารพัันธุุกรรมลงได้้
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Abstract:		  Genetic extraction constitutes a pivotal step in biomolecular science. The utilization of reducing 

agents, such as β-mercaptoethanol, dithiothreitol, tris-2-carboxyethyl phosphine hydrochloride, and 

dithiobutylamine, in the extraction of genetic material from medical specimens has been shown to result 

in higher purity and concentration of deoxyribonucleic acid (DNA) and ribonucleic acid (RNA). The 

objective of this study is to investigate the properties and efficacy of various reducing agents that can be 

utilized to enhance the process of genetic extraction. Reducing agents play a vital role in the process of 

disrupting disulfide bonds within the protein structures that encapsulate nucleic acids, thereby facilitating 

the efficient release of DNA and RNA. In addition, reducing agents have been shown to inhibit the activity 

of enzymes responsible for the breakdown of nucleic acids. At present, reducing agents are frequently 

utilized in automated nucleic acid extraction processes in conjunction with magnetic nanoparticles, thereby 

yielding highly concentrated DNA and RNA. Furthermore, it has been demonstrated to exhibit reduced 

extraction times. In summary, the development and application of reducing agents in the genetic material 

extraction process will improve the quality and efficiency of nucleic acid extraction, genetic analysis, and 

medical disease diagnosis.
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