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การพฒันาเทคโนโลยเีกิดข้ึนรวดเร็วมาก
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DNA technology
• DNA technology = DNA + technology 
• -the way in which genetic material from one organism is artificially 

introduced into the genome of another organism and then replicated and 
expressed by that other organism-

• เพื่อท า/สร้างส่ิงมีชีวติหรือองคป์ระกอบของส่ิงมีชีวติให้มีลกัษณะตามที่ตอ้งการ

• ลกัษณะอยา่งไรบา้งคือ “ลกัษณะท่ีตอ้งการ” ?

• ‘Trait’

what is genetic modification

what is genetic engineering



ความกาวหนาทางชีววิทยา
1) ชีววิทยาดั้งเดิม 

(classical biology), 

2) เทคโนโลยีชีวภาพดั้งเดิม 

(classical biotechnology) 

3) ชีวโมเลกุล 

(molecular biology) 

4) วิศวพันธุกรรม 

(genetic engineering) 

5) ชีววิทยาระบบ 

(system biology) 

6) ชีววิทยาสังเคราะห

(synthetic biology)

เครดิต: Biology Beyond Nature: ชีววิทยาเหนือธรรมชาติ

ระบบของส่ิงมีชีวิตมนัก็เป็นเหมือน

เครื่องจกัรหนึง่ชิน้

การคดัเลือกพนัธท่ีุมีลกัษณะท่ีดี

จดัการอย่างง่าย เช่น ใหย้า ผา่ตดั 

ใสปุ่๋ ย ตอนก่ิง

การถ่ายทอดและแสดงออก

ทางพนัธกุรรมโดยดีเอน็เอ

การตัดตอยีนงายๆ เชน 

recombinant insulin, 
BT-tobacco

เครือขา่ยความสมัพนัธอ์นั

ยุ่งเหยิงของยีนหลายๆตวั

การวิศวกรรม “ระบบของยีน” 

หลายๆ ยีนที่ตอ้งท างานรว่มกนัเพื่อ
สรา้งฟีโนไทป์ที่ซบัซอ้น



แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) 
– our best friend!!!100x Light microscope

g-/short rod/ gut of warm blooded
เลี้ยงงาย  โตไว (overnight/16h) ไมสรางสารพิษ

SEM

Transformation 
ในธรรมชาติ-กระบวนการท่ีทําใหเกิดการสงผานสารพันธุกรรมจากแบคทีเรีย

ตัวหน่ึงไปยังอีกตัวหน่ึง

DNA technology – การทําใหสิ่งมีชีวิตมีลักษณะตามตองการโดยอาศัยการ

สงถาย DNA ท่ีควบคุมลักษณะดังกลาวเขาไปในสิ่งมีชีวิตน้ัน 
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แผนภาพการสร้างแบคทเีรียทีผ่ลิต

ฮอรโ์มนอินซูลินส าหรับผู้ป่วย

เบาหวานด้วยการใช้เทคนิคการตัด

ต่อยนีจากคนใส่เข้าไปในแบคทเีรีย



DNA technology = Genetic engineering = Recombinant tech.

DNA fragment = ช้ินส่วนดีเอน็ หรือ ยีน (บางคร้ังเรียก insert)
DNA vector =  ดีเอน็เอพาหะท่ีสามารถขนส่งช้ินดีเอน็เอ/ยีนเขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายได ้
Recombinant DNA = โมเลกุลดีเอน็เอท่ีเกิดจากการเช่ือมต่อของดีเอน็เอท่ีมาจากแหล่งท่ีแตกต่างกนั (บางคร้ังเรียก ดีเอน็ลูกผสม )

Gene/DNA fragment 

ส่ิงมีชีวิตท่ีตอ้งการดดัแปลง



Genetic engineering

ตดั gene/DNA vector ท่ีตอ้งการ
ดว้ย Restriction enzyme

เช่ือมดว้ย DNA ligase

ได ้Recombinant DNA 

Biology
+ 

Genetics
ส่งถ่ายเขา้ Host cell เพ่ิมจ านวน

แยกผลผลิต

DNA/protein

enzyme





กระบวนการ

Genetic engineering
ตดั (แลว้) ต่อยนี



ตดั (แลว้) ต่อยนี

ตดั
“Recombinant DNA”

vector
insert



เอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ (restriction enzyme)
• มีคุณสมบติัเป็นเอน็ไซมช์นิด Endonuclease 
• พบในแบคทีเรีย ใชส้ าหรับตดัช้ินส่วนดีเอน็เอแปลกปลอมของ

ไวรัสท่ีพยายามส่งเขา้มาในเซลล์

• มนุษยน์ ามาใชป้ระโยชน์ในการตดัช้ินดีเอน็เอ

• Molecular scissors that cut double stranded DNA molecules at 
specific points - Restriction site

“Restriction endonuclease”  an important tool for manipulating DNA

* noofnomsBadr



เอน็ไซมต์ดัจ าเพาะ (restriction enzyme)

MECHANISM OF ACTION: when enzyme
recognizes a specific sequence and makes one cut in 
each of the sugar phosphate backbones of the double 
helix – by hydrolyzing the phoshphodiester bond. 
Specifically, the bond between the 3’ O atom and the 
P atom is broken , 3’OH and 5’ PO4

3- are  producedSticky end/ปลายเหนียว Blunt end/ปลายทู่



เอน็ไซมต์ดัจ าเพาะตดัดีเอน็เอดว้ยการจดจ าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์จ าเพาะเจาะจง

Haemophilus influenza

Providencia stuartii

Escherichia  coli

Recognition sites Product endsRecognition sites 
ล าดบัจดจ า

เอ็นไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) มีมากมายหลายชนิด

Atamiannow a@Is boomnon'so now



How to cut DNA vector/plasmid with restriction enzyme

Restriction enzyme มีจ าหน่าย ผสมเอน็ไซมก์บัดีเอน็เอท่ีตอ้งการตดั + บฟัเฟอร์

DNA vector

จุดตดัท่ี 1

จุดตดัท่ี 2

DNA vector
ส่วนท่ีตอ้งการน าไปใช้

ประโยชน์



ตดั (แลว้) ต่อยนี

(เช่ือม) ต่อ
“Recombinant DNA”

vector
insert



DNA Ligase

• covalently joins the phosphate backbone of DNA with blunt or compatible cohesive ends
• repairing double strand breaks in DNA molecules
• two steps of the DNA ligation reaction

1) DNA ends have to collide by chance and stay together long enough for the ligase to join them
2) joining of the 3′-OH to the 5′-phosphate 

การเช่ือมต่อของช้ิน DNA ท าไดก้บัทั้ง sticky ends และ blunt ends 
โดยท่ีการเช่ือมกนัของ sticky ends จะง่ายกว่ามาก 



Restriction enzyme & ligase: Commercial products

เอ็นไซม์ที่มีใช้ในห้องแลปปัจจุบันนี้เกือบ 300 ชนิด ผลิตด้วย recombinant DNA technology เพ่ือให้
คุณภาพบริสุทธ์ิ คุณภาพดี ผลิตได้จ านวนมาก และราคาถูก 



ตดั (แลว้) ต่อยนี จนได้ ‘recombinant’ DNA แลว้ไงต่อ?

“Recombinant DNA”

vector
insert

ส่ิงมีชีวิตท่ีตอ้งการดดัแปลง

ให้เกิดลกัษณะท่ีตอ้งการ 

(Host)

ส่งถ่ายเขา้สู่เซลล์

ดว้ยวิธีการต่างๆ



Recombinant DNA ส่งถ่ายสู่ Host cell: Bacteria

การส่งถ่าย Recombinant DNA molecule เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรียท าไดห้ลายวธีิ
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Bacterial transformation-ท าไดง่้ายและรวดเร็ว

ใช ้heat shock (42 C) หรือกระแสไฟฟ้า ท าให้เกิดรูชัว่คราวท่ี cell membrane ของแบคทีเรีย  
แลว้ช้ินส่วนพลาสมิดดีเอน็เอจึงผา่นเขา้ไปได ้

Competent cell

*ftp.deas 42°C
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Bacterial transformation-ท าไดง่้ายและรวดเร็ว

heat shock transformation protocol

*



Transgenic bacteria

Commercial Recombinant Insulin Production
ส าหรับผู้ป่วยเบาหวาน



Recombinant DNA ส่งถ่ายสู่ Host cell
• Host cell เป็นอะไรไดบ้า้ง?  

• Archaea

• Bacteria
• Eukarya

• Protists
• Fungi

• Plant
• Animal
• Organelles: Chloroplast & Mitochondria



Recombinant DNA ส่งถ่ายสู่ Host cell: พืช

Agrobacterium-mediated Particle gun/gene gun/particle bombardment

Ogata bacterium



Transgenic plant- พืชดดัแปรพนัธุกรรม
*
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Recombinant DNA ส่งถ่ายสู่ Host cell: สัตว์



Transgenic animals-สัตวด์ดัแปรพนัธุกรรม

หนูเรืองแสง ปลาแซลมอนโตเร็ว



ยนี/ช้ินดีเอน็เอ หรือ Insert มาจากไหนไดบ้า้ง?

หลายล้านช้ิน

Old school
สกดัดเีอน็เอ

Classic
เพิม่จ านวนในหลอดด้วย PCR

Modern
สังเคราะห์ทางเคมี

DNA extraction then cut Amplification of insert then cut DNA synthesis then cut



DNA extraction-แยกดีเอน็เอจากส่วนอ่ืนของเซลล์

ท าให้เซลล/์

นิวเคลียสแตก

ก าจดัซากเซลล/์

โปรตีน

ส่วนประกอบใน

เซลลล์ะลายใน

สารละลาย

ตกตะกอน 

DNA ดว้ย
แอลกอฮอล์

DNA

ข้ันตอนหลักของการสกัดดเีอ็นเอ



ชุดเคร่ืองมือส าเร็จรูป Genomic DNA/ plasmid isolation

ตวัอยา่งชุดสกดัดีเอน็เอท่ีมีขายในเชิงพาณิชย์

DNA extraction kit



A full set of DNA = Genome

a book with only 4 letters
A T G C

Genome = A bookA genome is the full set of genetic information 
that an organism carries in its DNA



การศึกษาจีโนม (genome)
• จีโนม (Genome) หมายถึง ขอ้มูลทางพนัธุกรรมทั้งหมดของส่ิงมีชีวติหน่ึง ๆ โดย

อาจอยูใ่นรูปของ DNA หรือ RNA (ในกรณีของ RNA virus) ก็ได ้โดยนบัรวมทั้ง
ส่วนท่ีเป็นยนีและส่วนท่ีไม่มีการถอดรหัสดว้ย

• Genomics is the study of whole sets of genes and their interactions
• Bioinformatics is the application of computational methods to the storage 

and analysis of biological data
• จีโนม (Genome) ของส่ิงมีชีวติสปีชีส์เดียวกนัมีล าดบันิวคลีโอไทดแ์ตกต่างกนัและ

ส่ิงมีชีวติแต่ละชนิดมีขนาดของจีโนมแตกต่างกนั

• จีโนมของแบคทีเรีย = chromosomal DNA + plasmid DNA
• จีโนมของพืช = chromosomal DNA + plastid DNA + mitochondrial DNA



The genetic similarity between a human and a chimpanzee is………….%



Human genome Project
• โครงการจีโนมมนุษย ์(The Human Genome Project; HGP) เป็นอภิมหาโครงการ

ทางเทคโนโลยีชีวภาพ ท่ีได้ศึกษาจดัท าแผนท่ีของจีโนมของมนุษย ์ซ่ึ งมีความ

ละเอียดระดับนิวคลีโอไทด์ หรือ คู่เบส เพื่อท่ีจะวิเคราะห์ต าแหน่งของหน่วย

พนัธุกรรม หรือ ยีนของมนุษย์ complete genome sequences ใช้เวลาตั้งแต่

คศ.1990-2003 หลายประเทศช่วยกนั

• 23 chromosome pairs
• 3,100 Mbp (mega-basepairs) per haploid genome
• Coding (<2%) vs. noncoding DNA (98%)
• how many gene are in a human genome?

https://www.youtube.com/watch?v=MvuYATh7Y74

https://en.wikipedia.org/wiki/Human_genome

muumuu



การศึกษาจีโนม- from Bacteriophage to Human



นกัวิทยาศาสตร์สามารถศึกษาขอ้มูลของสารพนัธุกรรมไดใ้นเชิงลึก อีกทั้งเปรียบเทียบกบัส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน

*19,000-20,000 genes



เปรียบเทยีบข้อมูลจโีนมของคนปกตกิบัคนป่วยเพ่ือศึกษาสาเหตุของโรคในระดบั DNA



Cut DNA into fragment at precise location Restriction enzyme
Join DNA fragment  DNA ligase

Transport DNA into cells  Vector
Produce millions of DNA fragment  Polymerase Chain reaction; PCR

Separate DNA fragment by size  Gel electrophoresis

Writing a sentence   DNA synthesis สงัเคราะห์
Reading a book  DNA sequencing หาล าดบั

Editing a book  DNA editing   ปรับแต่ง

Q: DNA technology ทําอยางอื่นไดอีกไหม?

A: ได  ไดหลายอยางเลยละ



Only way to see DNA is by Gel electrophoresis
• DNA ละลายน ้าไดดี้ ใส ไม่มีสี มองเห็นไดด้ว้ยการยอ้ม

ดว้ยสีท่ีเรืองแสงภายใตรั้งสี UV 
• DNA เคล่ือนท่ีผา่นตวักลางท่ีเป็นแผน่วุน้ เช่น agarose 

gel หรือ polyacrylamide gel ท่ีอยูภ่ายใตส้นามไฟฟ้า 
และบฟัฟอร์ (pH~ 8.3)

• DNA molecule จะเคล่ือนท่ีเขา้หาขั้วบวก โดยโมเลกุล
เล็กจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่โมเลกุลใหญ่

• เม่ือเปรียบเทียบกบั DNA ท่ีทราบขนาด ท่ีเรียก DNA 
ladder จะท าให้ทราบขนาดคร่าวๆ ของดีเอน็เอท่ีสนใจ
จากแถบ (band) 



Gel electrophoresis

• ดีเอ็นเอละลายน ้ าไดดี้  ใส ไม่มีสี

• มองดว้ยตาเปล่าไม่เห็น

• ยอ้ม DNA ด้วยสารเรืองแสงฟลูออเรส
เซนส์ ตรวจสอบภายใต้ UV สารยอ้ม

เหล่าน้ีสามารถแทรกเขา้ไปจบักบัโมเลกุล

ของ double –stranded DNA ท าให้มนุษย์

สามารถตรวจสอบดีเอเอ็นเอได้

• สารเคมีและอุปกรณ์ส าหรับท างานกับดี

เอ็นเอมีขายเพื่อให้สามารถศึกษา/วจิยัได้

UV illuminator

DNA เรืองแสง

ภาพถ่าย DNA 

Ethidium bromideDNA loading dye
DNA Ladder

1



(Classical) DNA cloning: เพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอ/ยนีท่ีตอ้งการ 
(เพราะมีนอ้ยเอาไปใชศึ้กษา/ท าประโยชน์ยาก)

DNA cloning ในแบคทีเรีย/ยสีตต์อ้งใชเ้วลา ทรัพยากร แรงงานบุคคล (ท่ีมีความเช่ียวชาญ) มาก



Polymerase Chain Reaction; PCR
DNA replication inside the cell DNA replication outside  the cell

การเพ่ิมช้ินส่วน DNA ในหลอดแกว้โดยไม่ตอ้งใชเ้ซลล์
ส่ิงมีชีวิตใดๆ อาศยัเลียนแบบกระบวนการสงัเคราะห์ดี

เอน็เอในส่ิงมีชีวิตดว้ยเอน็ไซม ์DNA polymerase



การโคลน DNA/ยนีในหลอดทดลองโดยใชเ้ทคนิคพอลิเมอเรสเชนรีแอคชนั
DNA/gene cloning via polymerase chain reaction (PCR)

• อาศยัการท างานของ Thermophilic DNA polymerase + 
Thermocycler

1) การแยกสายดเีอน็เอเกลยีวคู่ออกจากกนั (Denaturation) อุณหภูมิ 
ประมาณ 94 °C จากดีเอน็เอแม่แบบเกลียวคู ่การเพิ่มอุณหภูมิถึง~ 94 °C 
จะท า H-bond ระหวา่งคูเ่บสของดีเอน็เอถูกท าลาย ดีเอน็เอแยกจากกนัเป็น
สายเด่ียว ขั้นตอนน้ีแตกตา่งจากการสังเคราะห์ DNA ในธรรมชาติ คือ ใน

ส่ิงมีชีวิตจะมีเอนไซม ์Helicase ช่วยในการแยกและคลายเกลียวดีเอน็เอ
2) การจับของไพร์เมอร์กบัดเีอน็เอแม่แบบ (Annealing) ใชอุ้ณหภูมิ 40-62 

°C เพื่อใหดี้เอน็เอสังเคราะห์ขนาด 15-25 เบส ท่ีเรียกวา่ ไพร์เมอร์ 
(Primer) เขา้มาจบับริเวณท่ีมีล าดบัเบสคูส่มกนั เร่ิมการสังเคราะห์ท่ี 
ปลาย-OH ของดา้น 3‘ โดยการน านิวคลีโอไทด ์(A, G, T, C) มาตอ่

3) การสังเคราะห์ดเีอน็เอสายใหม่ต่อจากไพรเมอร์ (Extension) ใชอุ้ณหภูมิ 
ประมาณ 68-72 องศาเซลเซียส ขั้นตอนน้ีจะเป็นการสร้างสายดีเอน็เอตอ่

จากไพร์เมอร์ โดยอุณหภูมิท่ีใชจ้ะพอเหมาะกบัการท างานของ DNA 
polymerase thermocycler



PCR components & reactions
• การเกิดปฏิกริยาในหลอดทดลองต้องอาศัยองค์ประกอบต่อไป

1) DNA แม่แบบ (DNA template) ท่ีมีส่วนท่ีตอ้งการเพ่ิมจ านวน
2) Oligonucleotide ซ่ึงท าหนา้ท่ีเป็นไพรเมอร์ (primer) ท่ีจะเกาะ

กบัช้ินส่วนของ DNA เพ่ือเป็นจุดเร่ิมตน้ของการสร้าง DNA 
สายใหม่ มกัมี forward และ reverse primer

3) Nucleotides: A, G, T และ C
4) เอนไซม ์DNA polymerase  (และบฟัเฟอร์)
5) น ้าฆ่าเช้ือ และ nuclease-free

มกัเรียก Taq polymerase เพราะเอ็นไซมท่ี์น ามาใชย้คุแรกๆ แยก

ไดจ้าก Thermus aqauticus ปัจจุบนัมี DNA polymerase มากมาย
ท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน



PCR processing



ท า PCR วนไปค่ะ!
• สามารถเพิ่มจ านวน DNA 

molecule ท่ีตอ้งการจาก DNA 
template ปริมาณนอ้ยมากๆ  
เพียง 10-20 นาโนกรัม ไดใ้น

เวลาอนัรวดเร็ว

• ไม่สามารถศึกษาการแสดงออก

ของยนี

• อาจเกิดความผดิพลาดของล าดบั

นิวคลีโอไทดข์อง DNA สาย
ใหม่

25-35 รอบ ยงัไหว!



PCR process UV illuminator

DNA เรืองแสง



Application of PCR



PCR is just a tool.
How to use it, definitely up to you!!

Mosquito Preserved in Amber
(Photo by Karen Fiorino.)


