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กิ่งกาญจน รักษมณี และ ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย  
ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 10400 

การเก็บรักษาดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ 
เพื่อการวินิจฉัยทางชีวโมเลกุล

บทคดัยอ DNA และ RNA เปนรหสัขอมลูทางพนัธกุรรม มบีทบาทสาํคญัในการควบคมุและถายทอดลกัษณะทางพนัธกุรรม
ในสิ่งมีชีวิต สารพันธุกรรมเหลานี้อาจเสื่อมสลายไดจากปจจัยแวดลอมตางๆ เชน อุณหภูมิ ความชื้น รังสียูวี เอนไซม DNase 
และ RNase ทีป่นเปอนในวสัดแุละอปุกรณของหองปฏบัิตกิาร การเสือ่มสลายของ DNA และ RNA สงผลกระทบตอกระบวนการ
ตรวจวิเคราะหทางดานชีวโมเลกุล การยับยั้งการเสื่อมสลายของสารพันธุกรรมสามารถทําไดผานกระบวนการทางเคมี เชน 
การใชสารตานอนุมูลอิสระ การใชสารคีเลต การใชสารควบคุมความเปนกรด-ดาง กระบวนการทางกายภาพ เชน การเก็บรักษา
ตวัอยางทีอ่ณุหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส และหลกีเลีย่งแสงยวู ีและกระบวนการทางชวีภาพ เชน การใชวสัดอุปุกรณทีป่ราศจากเชือ้
และการระงับการทาํงานของจุลนิทรยี กระบวนการเหลาน้ีชวยรกัษาคณุภาพสารพนัธกุรรมไดอยางมปีระสทิธภิาพ เหมาะสาํหรบั
นาํไปประยกุตใชในการเกบ็รกัษา DNA  RNA และตวัอยางทางชวีภาพ สาํหรบัการตรวจวเิคราะหทางชวีโมเลกลุของหองปฏบิตักิาร
ทางการแพทย 

คําสําคัญ: สารพันธุกรรม, DNA, RNA, การเสื่อมสลายของสารพันธุกรรม, การเก็บรักษาสารพันธุกรรม
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การเก็บรักษาดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ เพื่อการวินิจฉัยทางชีวโมเลกุล  กิ่งกาญจน รักษมณี และ ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย 

บทนํา

ดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid, DNA) 

และอารเอ็นเอ (Ribonucleic acid, RNA) เปน

สารพันธุกรรมซ่ึงเปนสารชีวโมเลกุล (Biomolecule)

ที่ควบคุมลักษณะทางพันธุกรรม DNA บรรจุขอมูล

ทั้งหมดที่จำเปนตอการดำรงอยูของสิ่งมีชีวิต โดยทำ

หนาที่จำลองตัวเอง (replicate) ซึ่งเปนกลไกสำคัญใน

การถายทอดขอมูลทางพนัธกุรรมและการเกดิวิวฒันาการ

ของสิ่งมีชีวิต(1) DNA เปนโมเลกุลท่ีมีความเสถียรสูง

เมื่อเทียบกับ RNA และโปรตีน ทำใหสามารถทนตอ

สภาพแวดลอมและปจจัยท่ีรุนแรงตอการยอยสลายได

เปนเวลานาน(2) การยอยสลายของ DNA เปนกระบวนการ

ที่มีการเปลี่ยนแปลงอยูตลอดเวลา(2) โดยไดรับอิทธิพล

จากสภาพแวดลอมและปจจยัตางๆ เชน อณุหภมู ิความชืน้ 

รังสีอัลตราไวโอเลต(2) และระยะเวลา(3) อยางไรก็ตาม

ชวงเวลาหลังการตาย (post-mortem) ของสิ่งมีชีวิต

กม็ผีลตอความเรว็ในการสลายของ DNA เชนกนั เนือ่งจาก

สภาพแวดลอมและปฏิกิริยาทางเคมีเกิดข้ึนในเซลล

หลังการตายมีความแตกตางกันในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด(2) 

การรักษาสารพันธุกรรมกอนการตรวจวิ เคราะห

จึงมีความสำคัญอยางยิ่งตอการวิจัยและการวินิจฉัย

ทางการแพทย(4) 

แมวาการยอยสลายของ DNA และ RNA สามารถ

เกดิข้ึนไดทัง้ในสิง่มชีวิีตและส่ิงมีชวิีตท่ีตายแลว แตปจจยั

ที่มีสวนเก่ียวของกับกระบวนการยอยสลาย DNA ลวน

แตกตางกันในแตละกรณี(2) ความคงทนของ DNA 

และ RNA ตอการเส่ือมสลายจึงข้ึนอยูกับปจจัยหลาย

ประการ โดยเฉพาะปจจัยจากภายนอก เชน อุณหภูมิ

ซึ่งเปนปจจัยหน่ึงที่สามารถชวยในการรักษาสภาพและ

การเสื่อมสลายของสารพันธุกรรม หากเก็บรักษา DNA 

และ RNA  ไวในชวงอุณหภูมิที่ไมเหมาะสมจะทำใหเกิด

การเสื่อมสลาย(5) ผานกลไกตางๆ เชน การไฮโดรไลซิส 

(hydrolysis) ออกซิเดชนั (oxidation) และดพีวิรเีนชัน 

(depurination) สงผลตอความสมบูรณของโครงสราง

ของ DNA ซึ่งเปนหนึ่งในกลไกความเสียหายของ DNA 

ที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติและพบไดบอยที่สุดในเซลล(2)

DNA-RNA hybrid เปนโครงสรางของกรด

นิวคลิอิก ประกอบดวย สาย DNA และ RNA ที่จับคูกัน

ดวยพนัธะไฮโดรเจนระหวางเบสคูสม (complementary

base) เปนโครงสรางท่ีสำคัญของกระบวนการทาง

ชีวภาพ(6) เอนไซม ribonuclease H (RNase H) เปน 

endonuclease ประเภทหนึง่ทีท่ำหนาทีย่อยสลาย RNA

ใน DNA-RNA hybrid ใหกลายเปนโมโนไรโบ-

นวิคลโิอไทด (mono-ribonucleotide) และ โอลโิกไรโบ-

นิวคลิโอไทด (oligo-ribonucleotide) ที่มีปลาย 

5'-phosphate ซึง่สามารถนำมาใชประโยชนในการตรวจ

วิเคราะห เชน นำมาใชในปฏิกิริยา cDNA synthesis 

สำหรับการทำ RT-PCR หากมีการปนเปอน RNase H 

ในปฏิกิริยา cDNA synthesis จะทำให RNA ตนแบบ

ถกูยอยสลาย สงผลใหกระบวนการ reverse transcription

เกิดขึ้นไมสมบูรณขาดความตอเนื่องหรือหยุดกลางคัน 

ทำใหได cDNA ทีม่ขีนาดสัน้ มลีำดบัเบสไมครบหรอืขาด

หายไป ทำใหไมสามารถตรวจวดัผลทัง้ในเชิงคุณภาพและ

ปริมาณได(6) สงผลกระทบตอการศึกษาและกระบวนการ

ตรวจวเิคราะหทางดานชวีโมเลกลุ (Molecular Biology)

การเก็บรักษาตัวอยางสิ่งสงตรวจ DNA และ RNA ใน

อุณหภูมิต่ำถือเปนปจจัยสำคัญในการรักษาคุณภาพ

ขอมูลทางพันธุกรรม อยางไรก็ตามการเก็บรักษา DNA 

และ RNA ในอุณหภูมิต่ำในบางพื้นที่อาจมีขอจำกัด

ดานทรัพยากรจึงไมสามารถดำเนินการเก็บรักษาได(3) 

ดวยเหตุนี้จึงไดทำการศึกษาขอมูลเก่ียวกับการรักษาสาร

พันธุกรรม โดยมีวัตถุประสงคเพื่อนำมาประยุกตใชใน

การปองกันการเส่ือมสลายของ DNA และ RNA ใหมี

ทั้งคุณภาพและปริมาณที่เพียงพอตอกระบวนการตรวจ

วิเคราะหในหองปฏิบัติการทางการแพทย

วิธีการสืบคน

ในการจัดทำบทความนี้ไดดำเนินการสืบคนขอมูล

จากแหลงตางๆ ไดแก ฐานขอมูลทางวิชาการ เชน 

PubMed และ SpringerLink รวมทั้งเอกสารงานวิจัย 

บทความ ส่ือส่ิงพิมพ และแหลงขอมูลทางวิชาการอื่นๆ 

จาก Google Scholar โดยใชคำสำคญัในการคนหา ไดแก 

Deoxyribonucleic acid (DNA), Ribonucleic acid 

(RNA), DNA and RNA degradation, DNA and 

RNA storage, Preservation of nucleic acid และ 

DNA preservation methods เปนตน
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Preservation of DNA and RNA for Molecular 
Biological Diagnosis      Kingkan Rakmanee and Treewat Watthanachockchai

เนื้อหา

การเสื่อมสลายของสารพันธุกรรม  

การเสื่อมสลายของ DNA และ RNA มีสาเหตุ

มาจากสภาพแวดลอม เวลา และปจจัยตางๆ(3) เชน 

ความชื้น(2) อุณหภูมิ รังสีอัลตราไวโอเลต(2,5) การสูญเสีย

เบสพิวรีน (Depurination) ใน DNA เปนหนึ่งใน

รูปแบบความเสียหายของ DNA ท่ีพบบอยท่ีสุดใน

กระบวนการของส่ิงมชีวีติ (in vivo) และในการทดลองทาง

หองปฏิบัติการ (in vitro)(7) ผานปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

(Hydrolysis) ออกซิเดชัน (Oxidation) และ

Depurination(2) 

การสูญเสียเบสพิวรีนจากกระบวนการ Depuri-

nation เกิดจากพันธะ Glycosidic ของสาย DNA

ถูกทำลายดวยกระบวนการ Hydrolysis(8) เหลือเพียง

โครงสรางของน้ำตาลและหมูฟอสเฟต การขาดหายไป

ของเบสพิวรีนหรือท่ีเรียกวา Apurinic site และ

การขาดหายไปของเบส pyrimidine หรือที่เรียกวา 

Apyrimidinic site บริเวณที่เบสหายไปในสาย DNA 

หรือที่เรียกวา บริเวณ AP site(9) เมื่อไมมีเบสเชื่อมตอ

อยูจะทำใหพันธะ Phosphodiester ภายในแกนกลาง

ของ DNA ถกูทำลาย ทำใหสาย DNA ขาดและหลดุออก

จากกนั(2) การสูญเสยีเบส ไดแก adenine หรอื guanine 

ซึง่ใน DNA มแีนวโนมการเส่ือมสลายมากกวา RNA เปน

อยางมาก สวนในการสูญเสียเบส pyrimidine ไดแก 

cytosine และ thymine เกดิข้ึนดวยกลไกท่ีคลายคลงึกัน

แตมีอัตราที่ต่ำกวา(8)

นอกจากนี้ในการศึกษาขอมูลเกี่ยวกับสภาวะ

ตางๆ ของเซลล พบวาเซลลมกีารถอดรหสั RNA (RNA 

transcription) มากกวาปริมาณ RNA ท่ีมีอยู

ซึ่งแสดงใหเห็นวามีกระบวนการยอยสลาย RNA (RNA 

degradation) เกิดขึ้น โดยท่ัวไปแลว RNA จะถูก

ยอยสลายเมื่อสิ้นสุดอายุการใชงาน แมวากระบวนการ

ยอยสลาย RNA จะมีอยูในเซลลและมีความซับซอน

อยางมาก แตกระบวนการยอยสลาย RNA ของแบคทเีรยี 

อารเคีย (Archaea) และ Eukaryote ก็มีหลักการ

พื้นฐานคลายคลึงกัน(10)

การยับยั้งการเสื่อมสลายของสารพันธุกรรม

การเกิด Depurination ใน DNA และ RNA 

เปนสาเหตขุองการเสือ่มสลายของสารพนัธกุรรมทีพ่บได

บอยที่สุด การยับยั้งกระบวนการเสื่อมสลายของสาร

พันธุกรรมนี้มีความสำคัญอยางยิ่งสำหรับการนำสาร

พนัธกุรรมไปใชในงานทางชวีโมเลกลุและทางการแพทย(7)

การรกัษาคุณภาพของสารพันธกุรรมตองใชการผสมผสาน

ระหวางกระบวนการทางเคมี กายภาพ และชีวภาพ

เพื่อปองกันการเสื่อมสลายของสารพันธุกรรมจากปจจัย

ตางๆ ไดอยางครอบคลุม ซึ่งกระบวนการปองกันการ

เสื่อมสลาย แบงออกเปน 3 ประเภท ไดแก กระบวนการ

ทางเคมี กระบวนการทางฟสิกส และกระบวนการทาง

ชีวภาพ ดังนี้

กระบวนการทางเคมี

สารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidants) เปน

สารประกอบที่ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา oxidation

เปนปฏกิริยิาเคมทีีก่อใหเกดิอนมุลูอสิระ (free radical) 

โดยปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดขึ้นจะทำใหสารประกอบ

อินทรียเสื่อมสลาย ตัวอยางสารตานอนุมูลอิสระ เชน

α-tocopherol, ascorbic acid, carotenes,

glutathione, lipoic acid, ubiquinol, uric acid(11) 

ที่พบในเซรัมมนุษย และ spermine(7) เปนตน 

สารคีเลต (Chelating agent) เปนสาร

ประกอบอินทรียที่มีบทบาทสำคัญในการจับกับไอออน

ของโลหะ เชน แมกนีเซียม (magnesium; Mg 2+) 

และแคลเซียม (calcium; Ca 2+) ซึ่งแมกนีเซียม

จัดเปน cofactor ท่ีสำคัญสำหรับเอนไซม DNase 

และ RNase ในการยอยสลาย DNA และ RNA แม 

DNA จะไดรับการปกปองในนิวเคลียส แตเมื่อผาน

กระบวนการสกัดสารพันธุกรรมก็จะมีโอกาสสัมผัส

กับเอนไซม nuclease ที่ถูกกระตุนดวยไอออนโลหะ

ดังกลาว ทำให DNA ถูกยอยสลาย นอกจากนี้ยังสงผล

กระทบตอกระบวนการตรวจวิเคราะหในหลายขั้นตอน 

ตั้งแตการสกัดไปจนถึงปฏิกิริยา Polymerase Chain

Reaction; PCR(12) สารคีเลตจึงนิยมนำมาใชปองกัน

การเสื่อมสภาพของสารพันธุกรรม โดยจะไปแยงจับ
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กับโลหะที่เปน cofactor ของเอนไซม เชน chitosan,

 citrate, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 

ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,

N',N'-tetraacetic acid (EGTA)(13) เปนตน

สารยับยั้งการทำงานของเอนไซม (Enzyme

inhibitor) โดยทั่วไปใชสารซักฟอก (detergent)

ซึ่ ง เปนสารลดแรงตึงผิว (surfactant) ที่ ใชใน

หองปฏิบัติการ มีคุณสมบัติในการทำลายเยื่อหุมเซลล 

เย่ือหุมนิวเคลียส ทำใหเอนไซมสูญเสียโครงสรางและ

การทำงาน เชน sodium lauryl sulfate (SDS)(14)  

นอกจากนี้ยังมีสารเคมีอื่นๆ ที่นำมาใชรวมกันในการ

ทำลายโครงสรางที่หอหุมสารพันธุกรรม และยับยั้งการ

ทำงานของเอนไซม เชน dithiothreitol (DTT) ทำลาย

พันธะ disulfide ทำใหโครงสรางของเอนไซมและโปรตนี

เสียสภาพ(15) เปนตน 

สารละลาย Buffer ควบคุมความเปนกรด-ดาง 

เปนสารละลายที่ใชรักษาความสมดุลของคา pH นิยมใช

ในงานทางดานชีวโมเลกุล เชน Tris-acetate-EDTA 

(TAE) buffer และ Tris-borate-EDTA (TBE) buffer

ใชในงาน gel-electrophoresis ซึ่งมีสวนประกอบ

ของ Tris base หรือ Tris (hydroxymethyl)

aminomethane ที่ชวยควบคุม pH ปองกันการ

เส่ือมสลายของ DNA และ RNA เนื่องจากการ

เปลี่ยนแปลง pH สามารถเรงปฏิกิริยา hydrolysis

ทำใหพันธะ phosphodiester ในสาย DNA หรือ

RNA เกิดการแตกหักและเสื่อมสลายได โดยชวง pH

ทีเ่หมาะสมของ Tris อยูที ่pH 7–9  การใช Tris นอกจาก

จะชวยยับยั้งการทำงานของเอนไซมในการยอยสลายสาร

พันธุกรรมไดโดยตรงแลว ยังสามารถยับยั้งการทำงาน

ของเอนไซมผานกระบวนการ chelation ไอออนของ

โลหะไดอีกดวย(16)

การรกัษาคุณภาพสารพันธกุรรมในหองปฏบิตักิาร

นิยมใชสารละลายบัฟเฟอรที่มีสวนประกอบของสาร

ตางๆ เพื่อปองกันการเสื่อมสลายของ DNA และ RNA 

ในกระบวนการสกัดสารพันธุกรรม กระบวนการตรวจ

วเิคราะห และการรกัษาสารพนัธกุรรมไวใชงานในภายหลงั

ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 สารละลายสำหรับใชในการรักษาคุณภาพ DNA และ RNA ในกระบวนการตาง ๆ

สารละลาย สวนประกอบและหนาที่ การนำไปใช

Cetyltrimethylammonium Bromide 
(CTAB) Buffer(17) 

ทำลายเมมเบรนของเซลลและชวยในการ
ตกตะกอน DNA และ RNA 

ใชในการสกัด DNA จากแบคทีเรียและเชื้อรา

dimethyl sulfoxide, disodium EDTA, 
และ Saturated NaCl (DESS) Buffer(18)

dimethyl sulfoxide (DMSO) ยับย้ัง
การทำงานเอนไซม DNase ปองกันการเกิด
ปฏิกิริยา oxidation, disodium EDTA 
จับกับไอออนของโลหะ, NaCl รักษาความ
เขมขนของไอออนในสารละลาย

เหมาะสำหรับใชเก็บรักษาตัวอยางเนื้อเยื่อ 
สารคัดหลั่ง แบคทีเรีย ใชเก็บตัวอยางในพื้นที่
หางไกลทีไ่มสามารถจดัเกบ็ในสภาวะแชเยน็ได

Diethylpyrocarbonate (DEPC)-Treated
Water(19)

ยับยั้งเอนไซม ribonuclease ใชในการเตรียมตัวอยาง ยับย้ังการยอยสลาย 
RNA 

DNA/RNA Defend (DRD) หรือ
DNA/RNA Defend Pro (DRDP)(20)

guanidinium thiocyanate ยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อกอโรค และการทำงานของ DNase 
และ RNase, mucolytic agent สำหรับ
ละลายสารที่มีความขนหนืด

buffer สำหรับ เก็บและขนส งตั วอย าง
โดยเฉพาะสามารถยับยั้ง (inactivation) 
เชื้อกอโรค ปองกันการเส่ือมสภาพ DNA 
และ RNA 

Formamide and EDTA (FAE) 
Solution(21)

formamide ใชทำลายพันธะไฮโดรเจน
ในการเตรียม DNA และ RNA สายเด่ียว, 
EDTA จับกับไอออนของโลหะ

ใชในการจดัสภาพโครงสราง DNA และ RNA 
ใหเปนสายเดี่ยว

Forensic DNA Laboratory (FDL) 
Buffer(4)

FDL Buffer อาจมสีวนประกอบของ Tris-HCl
ปกปอง DNA จากการเปลี่ยนแปลง pH, 
EDTA จับกับไอออนโลหะ, detergents 
ทำลายเยื่อหุมเซลลและโปรตีน, proteinase 
K ยอยโปรตีนในตัวอยาง

การเก็บรักษาตัวอยางทางนิติวิทยาศาสตร
เชน เลอืด นำ้ลาย เสนผม หรอืสารคดัหล่ังอืน่ๆ 
เพื่อรักษาคุณภาพของ DNA



534 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2568

Preservation of DNA and RNA for Molecular 
Biological Diagnosis      Kingkan Rakmanee and Treewat Watthanachockchai

ตารางที่ 1 สารละลายสำหรับใชในการรักษาคุณภาพ DNA และ RNA ในกระบวนการตาง ๆ (ตอ)

สารละลาย สวนประกอบและหนาที่ การนำไปใช

Milli-Q PF Plus Water(22) น้ำบริสุทธิ์ที่ไมมีการปนเปอนของ RNase 
ใชรักษาสภาพ RNA 

ใชในการเตรียม RNA สำหรับงานทางดาน
ชีวโมเลกุล

Nucleic Acid Preservation (NAP) 
Buffer(23)

ammonium sulfate เพิ่มความเขมขนของ
เกลือ ลดกิจกรรม DNase และ RNase, 
sodium citrate ควบคุมสมดุลไอออนิกใน
สารละลาย รักษาระดับ pH 5.2, EDTA 
จับกับไอออนของโลหะ

ใชในการเกบ็รกัษากรดนวิคลอิกิในอณุหภมูติำ่ 
ชวยรักษาความคงตัวของ DNA และ RNA 
ในการแชแข็งระยะยาว

Phosphate Buffer Saline (PBS)(24) phosphate salts: รักษา pH 7.4, NaCl 
รักษาความเขมขนของเกลือ (osmolarity) 
ใหเหมาะสม, KCl ชวยรักษาสมดุลไอออน
ในสารละลาย

ใชลางเซลล เก็บรักษาตัวอยางภายใตอุณหภูมิ
ที่เย็นจัด เพื่อรักษาความสมบูรณของ DNA 
และ RNA 

RNA Later Solution(25,26) เปนสารละลายทีซ่มึผานเนือ้เย่ือไดอยางรวดเร็ว 
มีหนาที่รักษาเสถียรภาพและเก็บรักษา RNA 

จัดเก็บตัวอยางไดในระยะยาวที่อุณหภูมิตางๆ 
โดยไมกระทบตอความสมบูรณของ RNA

Tris-EDTA (TE) buffer(27) Tris รักษาความเปนกลางของ pH, EDTA 
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม DNase ที่ยอย
สลาย DNA โดยแยงจับกับไอออนของโลหะ 

ใชสำหรับเก็บรักษา DNA และ RNA ใหมี
ความเสถียร

Tris-EDTA- NaCl-Tween 20 (TENT) 
buffer(28)

Tris ควบคมุ pH, EDTA จบักบัไออนของโลหะ,
NaCl รักษาสมดุลออสโมซิส และโครงสราง 
DNA และ RNA, Tween 20 สารลดแรงตึงผิว
ลดการยึดจับที่ไมจำเปน

การเกบ็รกัษาและคงสภาพตวัอยาง และ DNA 
เหมาะสำหรับสถานที่หางไกล มีอุณหภูมิและ
ความชื้นที่รุนแรง หรือไมมีตูเย็น

Tris-HCl Buffer(29) Tris ควบคุม pH, HCl ชวยรักษาสภาพ
แวดลอมไอออนิกที่เหมาะสม

ใชเปนตัวทำละลายในการเตรียม DNA และ 
RNA ในหลอดทดลอง 

Tris-Acetate-EDTA (TAE) Buffer(30) Tris ควบคุม pH, acetate นำไฟฟา, EDTA 
ยบัยัง้การทำงานของเอนไซมทีย่อยสลาย DNA 

สำหรับ Gel-electrophoresis

Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer(31) Tris ควบคุม pH, borate นำไฟฟา, EDTA 
ยับยั้งการทำงานของเอนไซมที่จะยอยสลาย 
DNA 

สำหรับ Gel-electrophoresis

Saline-Sodium Citrate (SSC) Buffer(32) NaCl รักษาแรงดันออสโมซสิ, sodium citrate
ควบคุมความเปนกรด

ใชในกระบวนการ Hybridization ของ
กรดนิวคลิอิก 

กระบวนการทางฟสิกส

อุณหภูมิ เปนปจจัยทางกายภาพท่ีสำคัญที่มีผล

ตอการเสื่อมสลายของกรดนิวคลิอิก จากการศึกษาขอมูล

การเกบ็รักษา DNA และ RNA ในอณุหภูมิแชแข็งตอการ

คงทนของคุณภาพของ DNA พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสม

ที่สุดอยูที่ -80 องศาเซลเซียส(33) การสลายตัวของ DNA 

มีความสัมพันธกับระยะเวลาที่ DNA สัมผัสกับอุณหภูมิ

ทีเ่พิม่สงูขึน้(34) โดยอณุหภมิูจะไปทำลายโครงสรางการยดึ

จบักนัระหวางพนัธะ hydrogen ของเบสคูสม และพนัธะ

phosphodiester ทำใหสาย DNA และ RNA แตกหัก 

การสัมผัสความรอนในระดับสูงและระยะเวลานาน

สามารถกระตุนให DNA เกิดความเสียหายผาน

กระบวนการตางๆ เชน การจบักันขอโปรตนีตามธรรมชาติ

(protein aggregation) การสราง Reactive

Oxygen Species (ROS) การตายของเซลลทัง้ในสภาวะ

รอนชื้นและรอนแหง(35) 

ความช้ืน ความชื้นในอากาศสามารถเพิ่มโอกาส

ที่โมเลกุลน้ำจะทำลายพันธะ phosphodiester โดยเรง

ใหเกิดกระบวนการ hydrolysis(11) และยังสรางสภาพ

แวดลอมที่เหมาะตอการกอตัวของอนุมูลอิสระ เชน 

hydrogen peroxide ไปทำปฏิกิริยากับ guanine ใน 

DNA และ RNA โดยเปลี่ยนเปน 8-oxoguanine ซึ่ง 
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8-oxoguanine สามารถจับคูกับเบส adenine แทนที่

จะเปน cytosine ทำให เกิดการกลายพันธุแบบ

G > T (C > A)(36)  ซึ่ง RNA ที่มี 8-oxoguanine 

อาจถูกกำจัดผานกระบวนการ Nonsense-mediated

RNA Decay Pathway(37)  ยิ่งมีอุณหภูมิและความชื้น

สัมพัทธสูงจะสงผลกระทบตอการเสื่อมสลายของ DNA 

โดยความชื้นทำใหคุณภาพของ DNA ลดลง ดังนั้น

การจัดการปจจัยแวดลอม เชน การลดระยะเวลาการนำ

สงตัวอยางและวิธีเก็บตัวอยางจึงเปนส่ิงสำคัญ เพื่อลด

ผลกระทบจากความชื้นและรักษาคุณภาพของ DNA(34)

แสงอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet light; UV)

ควรหลกีเลีย่งแสง UV เพือ่ปองกนัการเกดิ pyrimidine 

dimer ซึ่งจะทำใหโครงสราง DNA และ RNA เสียหาย

จากปฏิกิริยาเคมี เมื่อแสง UV โดยเฉพาะ UVC โดย 

UV photon จะกระตุนใหเบสสองตัวใน DNA หรือ 

RNA ที่อยูติดกันเกิดพันธะ covalent ระหวางเบส 

pyrimidine ที่อยูติดกัน เชน thymine หรือ cytosine 

ใน DNA สายเดียวกัน ซึ่งยังสามารถเกิดขึ้นใน RNA

สายคู (double-stranded RNA, dsRNA) เชน uracil 

หรอื cytosine สงผลทำใหเกดิการบดิเบีย้วของโครงสราง 

เกิดเปน cyclobutane ring ทำลายคูเบสของโครงสราง

สายคู (double-stranded) บริเวณนั้น(38,39)

การใชอุปกรณปลอดเชื้อ เนื่องจากจุลชีพอาจมี

การปนเปอนอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอมของหองปฏิบัติการ

เพ่ือลดความเสี่ยงและหลีกเลี่ยงการยอยสลายกรด

นิวคลิอิกจากเอนไซม nuclease ของจุลชีพที่ปนเปอน

ควรเลือกใชวัสดุ อุปกรณ และเครื่องมือที่สะอาด 

ปราศจากการปนเปอนของเอนไซม DNase และ RNase 

ในอปุกรณและวัสดสุิน้เปลอืงตางๆ และปฏบิตัติามระบบ

คณุภาพมาตรฐานของหองปฏบิตักิารอยางเครงครดั เชน 

การทำความสะอาดพื้นที่กอนและหลังการปฏิบัติงานจะ

ชวยลดการเสื่อมสภาพของกรดนิวคลีอิกจากเอนไซมที่

ปนเปอนในสิ่งแวดลอมลงได(17)

กระบวนการทางชีวภาพ

ก า ร ใ ช ก ลุ ม เ อ น ไ ซ ม ต า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ

(Antioxidant enzyme) เพือ่ยบัยัง้การเกดิปฏกิริยิา

oxidation เชน การเติมเอนไซม superoxide

dismutase (SOD) เอนไซม catalase และเอนไซม 

peroxidase ลงในสารละลายบัฟเฟอรที่ใชเก็บสาร

พันธุกรรมหรือสารละลายที่ใชในกระบวนการสกัดสาร

พนัธกุรรมเพือ่ปองกนัการเกดิ DNA/RNA degradation

ในขั้นตอนแรกเอนไซม SOD จะเปนตัวเรงปฏิกิริยา

สลายตัวของ superoxide anion ใหเปน oxygen และ 

hydrogen peroxide จากนั้นเอนไซม catalase จะเรง

ปฏิกิริยาการเปล่ียน hydrogen peroxide เปนน้ำและ 

oxygen และเอนไซม peroxidase จะทำหนาที่ในการ

เรงปฏิกิริยา กระบวนการรีดิวซ hydrogen peroxide 

ใหกลายเปนน้ำ ซึ่งเอนไซมเหลานี้มีความสำคัญในการ

เผาผลาญสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant meta-

bolism) เพิม่ความเสถยีรใหกบัสารพนัธกุรรมสำหรับนำ

ไปใชในการวิเคราะหทางชีวโมเลกุลตอไป(11)

การใชเอนไซม proteinase K เพื่อยอยสลาย

โปรตีนภายในเซลลและทำลายโครงสรางของเอนไซม 

DNase และ RNase โดยทั่วไปความเขมขนสุดทายของ

เอนไซม proteinase K ที่เหมาะสม คือ 0.25 mg/mL

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ซึ่งสามารถกำจัดโปรตีน

ทั้งหมดไดอยางมีประสิทธิภาพ ในการจัดเก็บเอนไซม 

proteinase K ควรหลีกเลี่ยงการแชแข็งและการละลาย

ซ้ำๆ เพราะอาจสงผลกระทบตอประสิทธิภาพการทำงาน

ของเอนไซม(40)

การใชสารยบัยัง้การทำงานของเอนไซม DNase 

และ RNase (DNase and RNase inhibitor)

เพื่อยับยั้งการทำงานของเอนไซม DNase ดวย DNase

inhibitor และยบัยัง้การทำงานของเอนไซม RNase ดวย 

RNase inhibitor โดย DNase inhibitor เชน EDTA 

จะทำหนาทีย่บัยัง้การทำงานของเอนไซม DNase ดวยการ

ไปแยงจับกับไอออนโลหะ เชน Mg2+ ซึ่งเปน cofactor 

จะทำใหเอนไซม DNase ไมสามารถทำงานได(41) สำหรบั 

RNase inhibitor เชน hydroxyisoquinoline-dione 

(HID)-type active-site inhibitors ดวยการไป

แยงจับกับตำแหนง active-site ของเอนไซม RNase 

เพื่อยับยั้งการทำงานของเอนไซมนั้นโดยตรง(42) 

การใชจลุนิทรยี (Microorganisms) จลุนิทรีย

ทั้งภายในและภายนอกรางกายลวนมีสวนทำใหเกิดการ

ยอยสลายทางชีวภาพ จุลินทรียไมไดยอย DNA โดยตรง

แตจุลินทรียจะผลิตเอนไซม ในกระบวนการยอยสลาย
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ทางชีวภาพซึ่งจะทำลายโมเลกุล DNA(43) การปองกัน

การยอยสลายจากจลิุนทรยี เชน การใช Viral Transport

Medium (VTM) ที่มีสวนผสมของ antibiotics

ในการเก็บและขนสงส่ิงสงตรวจทางการแพทย จะชวย

ทำลายเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยาง ยับยั้งการยอยสลาย

สารพันธุกรรมจากเอนไซม nuclease ที่หลั่งมาจาก

เชื้อจุลินทรียเหลานั้นที่อาจปนเปอนอยูในตัวอยาง

ดังกลาว(44) และปองกันการแพรระบาดเชื้อกอโรค 

วิจารณ

การเก็บรักษาสารพันธุกรรมใหมีความคงตัวและ

มีคุณภาพสูงเปนปจจัยสำคัญที่สงผลตอความแมนยำ

ในการวินิจฉัยทางชีวโมเลกุล โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อมี

ความจำเปนตองเกบ็รกัษาตวัอยางในภาคสนามหรอืพืน้ที่

หางไกล การสกัดสารพันธุกรรมดวย CTAB รวมกับ

phenol-chloroform และ isoamyl alcohol พบวา

มีประสิทธิภาพในการสกัดและรักษาคุณภาพของ DNA 

ที่มีคุณภาพสูงไดจากตัวอยางหลายชนิด(17) ปจจัยสำคัญ

อีกประการหนึ่ง คือ ลดการปนเปอนของ RNase ซึ่งเปน

ตัวเรงการเสื่อมสลายของ RNA การเลือกใชน้ำบริสุทธิ์

จาก Milli-Q PF plus หรือ DEPC-treated water

รวมถึงการปฏิบัติงานที่ดี เชน การสวมถุงมือขณะ

ปฏิบัติงานและการอบเครื่องแกวท่ีอุณหภูมิ 250–300 

องศาเซลเซยีส จะชวยลดปจจยัเสีย่งตอการเสือ่มคณุภาพ

ของ RNA(20,22)  

สำหรับหองปฏิบัติการณที่ไมมีเครื่องทำความเย็น

เชน ในพ้ืนที่หางไกล การใชสารละลายท่ีสามารถเก็บ

ตัวอยางที่อุณหภูมิหองได เชน NAP buffer สำหรับ 

RNA และ DESS buffer สำหรับ DNA โดยสามารถ

เก็บรักษา RNA ไดนานถึง 2 เดือน และ DNA ได

นานถึง 10 เดือน(23,45) นอกจากนี้สาร guanidinium

isothiocyanate (GITC) สามารถเกบ็รกัษา RNA และ 

DNA ไวที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียสไดนาน 8 สัปดาห 

ซึ่งเหมาะสำหรับตัวอยางที่ตองขนสงจากพื้นที่ภาคสนาม 

หรือพื้นที่หางไกลไปยังหองปฏิบัติการ(46) ทั้งนี้มีรายงาน

วาการใช FDL buffer สามารถเก็บตัวอยางทางชีวภาพ 

เชน น้ำลายหรือเลือดไดนานถึง 8 ป โดยไมจำเปน

ตองแชแข็ง ซึ่งแสดงถึงศักยภาพของการเก็บตัวอยาง

ในระยะยาว เพื่อการวิเคราะห DNA โดยไมตองใช

กระบวนการทีซ่บัซอน(3,4) RNAlater (นำ้ยาสำหรบัรกัษา

สภาพ RNA ในตวัอยางเนือ้เยือ่และเซลลเพือ่ปองกันการ

ยอยสลายของ RNA กอนการสกัด) ใชในการแชแข็ง

แทนไนโตรเจนเหลวสำหรบัการเกบ็รกัษาตวัอยางโปรตนี

ภาคสนาม สามารถคงสภาพการเก็บรักษาไดดีเทียบเทา

กับวิธี Flash freezing (การแชแข็งแบบรวดเร็วโดย

ใชอุณหภูมิต่ำมาก) สามารถเก็บไวที่อุณหภูมิหองได

นานถึง 4 สัปดาห ซึ่งขอดีเหลานี้ทำให RNAlater 

เปนทางเลือกหนึ่งสำหรับการเก็บรักษาไมเฉพาะแค

โปรตีนแตรวมถึงการรักษา DNA และ RNA ดังนั้นใน

สถานการณที่การใชน้ำแข็งแหงหรือไนโตรเจนเหลวมี

ขอจำกัด สามารถใช RNAlater ในการเก็บรักษา DNA 

และ RNA ใหคงคุณภาพของตัวอยางไดดีเทียบเทากับ

การแชแขง็ดวยไนโตรเจนเหลว นอกจากนีย้งัสามารถนำไป

พัฒนาเทคโนโลยีวัสดุและระบบควบคุมอุณหภูมิที่ดีได

ในอนาคต(25) 

ตวัอยางของผลกระทบจากการเก็บรกัษาตวัอยางที่

ไมเหมาะสม เชน ในการตรวจวิเคราะหหาสารพันธุกรรม

ของโรค COVID-19 ดวย Real-Time PCR ตองอาศยั

RNA ที่มีความสมบูรณจากตัวอยาง nasopharyngeal 

swab หากเก็บตัวอยางไวที่อุณหภูมิหองนานเกิน 24 

ช่ัวโมง โดยไมไดใชสารเพื่อชวยเก็บรักษา RNA เชน 

RNAlater หรือไมไดแชเย็นไวที่อุณหภูมิ 2−8 องศา-

เซลเซียส จะมีความเสี่ยงตอการเสื่อมสภาพของ RNA  

เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสำคัญ สงผลใหความไวของการตรวจ

วิเคราะหลดลง เกิดผลลบปลอมได และอาจสงผล

ตอการวินิจฉัยและควบคุมโรค โดยเฉพาะอยางยิ่ง

ในพื้นที่หางไกลที่ไมมีระบบทำความเย็น การเลือกใชวิธี

การเก็บรักษาที่ไมเหมาะสม จึงอาจลดคุณภาพของสาร

พนัธกุรรมจนไมสามารถนำมาใชในการตรวจวเิคราะหได

สรุป

การเก็บรักษา DNA และ RNA ใหมีคุณภาพและ

มีความคงตัวในระยะยาวเปนสวนสำคัญที่สงผลตอการ

ตรวจวเิคราะหทางชวีโมเลกลุ มหีลายปจจยัทีค่วรพจิารณา

กอนจะนำมาใชรักษาสารพันธุกรรมใหมีความเสถียร 

การศกึษาปจจยัทีส่งผลกระทบตอการเสือ่มสลายของสาร
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การเก็บรักษาดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ เพื่อการวินิจฉัยทางชีวโมเลกุล  กิ่งกาญจน รักษมณี และ ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย 

พันธกุรรมจะชวยใหสามารถเลอืกใชวธิกีารตางๆ รวมกนั

ในการเกบ็รกัษา DNA และ RNA ไดอยางมีประสิทธภิาพ 

และใหผลดีกวาการเลือกใชเพียงวิธีการเดียว เชน

ใชการควบคุมอุณหภูมิรวมกับการใชสารเคมี เพื่อยับยั้ง

การทำงานของเอนไซม DNase และ RNase นอกจากนี้ 

การเลือกใชสารละลายบัฟเฟอรเฉพาะที่เหมาะสมกับ

ตัวอยางแตละชนิดจะชวยลดการเสื่อมสลายของ DNA 

และ RNA ไดเปนอยางดี โดยเฉพาะพื้นที่ที่อยูหางไกล

หรือขาดแคลนอุปกรณเก็บรักษาความเย็น การพัฒนา

นวัตกรรมใหมๆ โดยใชวัสดุการเก็บรักษาที่มีตนทุนต่ำ 

ไมตองควบคุมอุณหภูมิ และมีขั้นตอนการเตรียมและ

การใชงานที่ไมซับซอนจะชวยเสริมสรางเทคโนโลยีและ
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ABSTRACT DNA and RNA are genetic information codes that play a crucial role in the regulation and 
transmission of hereditary traits in living organisms. These genetic materials can be degraded by various 
environmental factors such as temperature, humidity, UV radiation, and contamination with DNase and 
RNase enzymes in laboratory materials and equipment. Degradation of DNA and RNA can interfere with 
molecular diagnostic procedures. Preventing the degradation of genetic materials can be accomplished 
by chemical methods, such as the use of antioxidants, chelating agents, pH, physical processes such as 
storing samples at -80°C and avoiding exposure to UV light, and biological methods such as using sterile 
materials and equipment and preventing microbial activity. These processes are suitable for applications 
in preserving DNA, RNA, and biological samples for molecular analysis in medical laboratories.
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