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บทคดัย่อ 
 วิธีการทดสอบประสิทธิภาพของวคัซีนท่ีเป็นมาตรฐานโดยทัว่ไปนั้นจะท าการทดสอบกบัสัตวท์ดลองซ่ึง
จะตอ้งมีการใชส้ตัวเ์พื่อการทดสอบ อยา่งไรก็ตามในปัจจุบนัมีการประยกุตใ์ชเ้ทคนิคทางชีวโมเลกลุเพ่ือการตรวจสอบ
ประสิทธิภาพของวคัซีนได ้คณะผูว้จิยัจึงมีความประสงคท่ี์จะท าการศึกษาประสิทธิภาพของวคัซีนโรคนิวคาสเซิล สเต
รน Lentogenic ซ่ึงเป็นสเตรนท่ีมีการระบาดอยูใ่นประเทศไทย ณ ขณะน้ีดว้ยการเปรียบเทียบปริมาณและคุณภาพของ
สารพนัธุกรรมในวคัซีน จากการสกดัดว้ยวิธี spin column และวิธี phenol chloroform โดยใชต้วัอยา่งไวรัสจากแหล่ง
การผลิตต่างๆ 6 ชนิด ไดแ้ก่ วคัซีนนิวคาสเซิล สเตรน Lentogenic , วคัซีนรวมโรคนิวคาสเซิลและหลอดลมอกัเสบ
ติดต่อในไก่, น ้าไข่ไก่ฟักท่ีมีไวรัสนิวคาสเซิลก่อนน าไปผลิตเป็นวคัซีน, น ้าไข่ไก่ฟักท่ีมีไวรัสนิวคาสเซิล, น ้ าไข่ไก่ฟัก
ท่ีไม่มีไวรัสนิวคาสเซิล และใชน้ ้ าเพ่ือเป็นตวัควบคุมเปรียบเทียบผลการทดลอง พบวา่เม่ือวดัปริมาณสารพนัธุกรรม
ดว้ย UV/Vis spectrophotometer พบว่าการสกดัดว้ยวิธี spin column มีค่าเท่ากับ 2.61 , 5.94 , 5.25 , 11.94 และ 31.86 
ng/µl ตามล าดบั ซ่ึงเป็นวธีิท่ีใหส้ารพนัธุกรรมนอ้ยกวา่วิธี phenol chloroform มีค่าเท่ากบั 23.67 , 18.26 , 31.53 , 57.38 
และ 91.77 ng/µl ตามล าดบั ส าหรับการตรวจสอบคุณภาพต่อไพรเมอร์โรคนิวคาสเซิลสเตรน Lentogenic ดว้ยวธีิ Real 
Time Polymerase Chain Reaction พบว่า วิธี  spin column ให้ค่า Cycle threshold (CT) เท่ากับ  16.98, 15.41, 13.73, 
13.99 ตามล าดบัซ่ึงเฉล่ียต ่ากวา่วธีิ phenol chloroform เท่ากบั 18.90, 17.32, 14.02, 11.82 ตามล าดบั ซ่ึงผลการทดสอบ
แสดงให้เห็นวิธีการสกดัแบบ phenol chloroform ให้ปริมาณสารพนัธุกรรมในการสกดัสูงกว่าการสกดัด้วยวิธี spin 
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column ซ่ึงสารพนัธุกรรมท่ีไดจ้ะมีทั้ง RNA และ DNA เม่ือท าการทดสอบจากทั้งสองวิธีขอ้มูลจากการศึกษาในคร้ังน้ี
จะเป็นประโยชน์ในการพฒันาการทดสอบวคัซีนทางชีววทิยาโมเลกลุในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณในงานต่อไป 
 
ค ำส ำคญั: วิธีการสกัดสารพันธุกรรม, ไวรัสโรคนิวคาสเซิล, Real time PCR 

 
Abstract 
 The standard evaluation of vaccine qualities is generally processed in the laboratory animal. However, the 
molecular technique has been applied for the vaccine capacity assessment. This study of two RNA extraction 
methods, namely spin column method and phenol chloroform method in Newcastle disease vaccine Lentogenic 
strain, was progressed by comparing the quantity and quality of RNA amount from both extraction methods. The 
aim of this study is to evaluate the efficacy of both RNA extraction techniques that might be developed as a lutein 
Laboratory process in vaccine quantification protocol. Total 48 samples were from 6 RNA resource groups (ND 
vaccine Lentogenic strain, Combined ND and Infectious Bronchitis vaccine, Allantoic fluid Pre-Formulate, Allantoic 
fluid positive, Allantoic fluid negative, and water). The measurement of genetic material performance was processed 
by UV/Vis spectrophotometer. Phenol chloroform method showed the results at 23.67, 18.26, 31.53, 57.38 and 91.77 
ng/µl., while spin column method showed the results at 2.61, 5.94, 5.25, 11.94 and 31.86 ng/µl, respectively. The 
highest extracted RNA volume was found in phenol chloroform from the Allantoic fluid negative group. The quality 
test of the 28S primers using by Real Time PCR method of spin column method were 33.76, 28.33, 29.68, 18.63, 
and 18.89 which averaged lower than phenol chloroform method at 29.71, 31.47, 31.62, 21.31, and 27.61 
respectively. When the quality testing of ND Primer Lentogenic Strain was performed using Real Time PCR 
method. The results showed the cycle threshold of spin column method at 16.98, 15.41, 13.73, and 13.99 on 
averages lower than Phenol Chloroform at 18.90, 17.32, 14.02, and 11.82 respectively. This preliminary data can be 
used to develop the molecular biological testing of vaccine quantitative and qualitative in the future. 
 
Keywords: Extraction method, Newcastle virus, Real time PCR 

 
1. บทน า 

ไก่เป็นปศุสัตว์ท่ี ดูแลง่ายและให้ผลผลิตได้รวดเร็ว ใช้เวลาในการเล้ียงสั้ น ส่งผลให้ธุรกิจในระดับ
อุตสาหกรรมเพ่ิมมากข้ึน การเล้ียงไก่เป็นจ านวนมากจะตอ้งมีการจดัการท่ีดีรวมถึงระบบการป้องกนัโรค ซ่ึงเป็นปัจจยั
ท่ีส าคญัโรคนิวคาสเซิล (Newcastle Disease) เป็นโรคท่ีก่อให้เกิดความเสียหายเป็นอยา่งมาก ทั้งในภาคอุตสาหกรรม
และเกษตรกรรายยอ่ย ส่งผลให้การเจริญเติบโตและผลผลิตไข่ลดลง มีจ านวนไก่ตายคราวละมากๆ (สุรวฒัน์ ชะลอ
สันติสกุล และจารุณี เกสรพิกุล, 2558) เพ่ือเป็นการป้องกนัการเกิดโรคนิวคาสเซิล และให้เกิดความมัน่ใจในความ
ปลอดภยัในการส่งออกสตัวปี์ก จึงตอ้งใชว้คัซีนในการป้องกนัการแพร่ระบาดของโรคนิวคาสเซิล  
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ทั้งน้ีส าหรับการทดสอบประสิทธิภาพในการสกดัสารพนัธุกรรมโดยเทคนิคต่างๆพบวา่ไดมี้การศึกษาโดย
จากรายงานของ Dimitrov และคณะ (2014) ท่ีท าการเปรียบเทียบวิธีการสกดัสารพนัธุกรรมของไวรัสนิวคาสเซิลซ่ึง
เปรียบเทียบทั้ งหมด 3 วิธี โดยมีวิธี spin column 2 แบบ (Qiagen RNeasy mini kits และ Mag MAXTM -96 AI/ND 
Viral RNA Isolation Kit) และวธีิ phenol chloroform 1 แบบโดยใชส้ารTRIZOL ผลปรากฏวา่ เม่ือเปรียบเทียบการสกดั
ด้วยวิธี  spin column (Qiagen RNeasy mini kits) ให้ค่ าเฉ ล่ีย CT ท่ีต  ่ ากว่าสารพันธุกรรมวิธี  Phenol Chloroform 
(TRIZOL) แสดงถึงให้ปริมาณสารพนัธุกรรมตั้งตน้ท่ีสูงกวา่และมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ และเม่ือท า
การ เป รียบ เที ยบระหว่างวิ ธี  spin column (Mag MAXTM -96 AI/ND Viral RNA Isolation Kit) และวิ ธี  phenol 
chloroform (TRIZOL) ผลปรากฏว่าทั้ ง 2 วิธี ให้ค่าเฉล่ียCT ท่ีไม่มีความแตกต่างกนั นอกจากน้ียงัพบการศึกษาจาก 
Deng และคณะ (2005) ซ่ึงท าการเปรียบเทียบวธีิการสกดัสารพนัธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุ์กรซ่ึงเปรียบเทียบทั้งหมด 6 
วิธี โดยมีวิธี spin column 5 วิธี และวิธี phenol chloroform 1 วิธี ผลปรากฏวา่ มีวิธี spin column 2 วิธี ท่ีให้ค่าเฉล่ีย CT 
ต ่ากวา่วิธี phenol chloroform แสดงถึงให้ปริมาณสารพนัธุกรรมตั้งตน้ท่ีสูงกวา่ เน่ืองจากวิธี spin column มีความเส่ียง
ต่อการปนเป้ือนนอ้ยกวา่เพราะมีตวักรองสารพนัธุกรรมและยงัใชเ้วลาท่ีสั้นกวา่ วิธี phenol chloroform ท่ีมีความเส่ียง
ต่อการปนเป้ือนท่ีสูงเพราะมีวธีิการสกดัท่ีซบัซอ้นและท าการปรับความเป็นกรดด่างเพียงเท่านั้น  

การใชว้คัซีนเพ่ือควบคุมโรคนั้นจะตอ้งใชว้คัซีนท่ีมีคุณภาพ ดงันั้นจึงตอ้งมีการตรวจสอบคุณภาพซ่ึงวคัซีน
เหล่านั้นจะตอ้งผ่านการยนืยนัประสิทธิภาพวา่สามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนัต่อโรคก่อนน าไปใชใ้นสัตว ์โดยทัว่ไปวธีิการ
ตรวจสอบประสิทธิภาพของวคัซีนจะใชว้ธีิการท่ีเป็นมาตรฐาน เช่น มาตรฐานองคก์ารโรคระบาดสตัวร์ะหวา่งประเทศ
จะกระท าโดยการทดสอบในสตัวท์ดลองซ่ึงจะตอ้งใชส้ัตวท์ดลองเป็นจ านวนมากและใชร้ะยะเวลานาน ดงันั้นเพ่ือลด
การใชส้ัตวท์ดลองและระยะเวลาการทดสอบทดสอบวคัซีนจึงมีการศึกษาเทคนิคทางชีวโมเลกุลถือเป็นหน่ึงในวิธี
ทางเลือกท่ีน่าสนใจ เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีให้ผลเร็วและไม่ตอ้งใชส้ัตวท์ดลอง ซ่ึงในการทดสอบดงักล่าวเร่ิมตน้ดว้ยการ
สกดัสารพนัธุกรรมจากตวัอย่างวคัซีนและเพ่ือน ามาตรวจสอบคุณภาพของสารพนัธุกรรมท่ีได้ ซ่ึงวิธีการสกัดสาร
พนัธุกรรมท่ีเป็นเทคนิคพ้ืนฐานได้แก่วิธี phenol chloroform และชุดสกัดส าเร็จรูป (commercial kit) ท่ีใช้วิธี spin 
column ซ่ึงยงัไม่พบวา่มีการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกดัสารRNA จากวคัซีนโดยสองวิธีน้ีมาก่อน การศึกษาใน
คร้ังน้ีจึงได้ท าการทดลองเปรียบเทียบวิธีการสกัดสารพันธุกรรมของวคัซีนนิวคาสเซิล เพ่ือให้ได้ปริมาณสาร
พนัธุกรรมท่ีมากพอท่ีจะสามารถน าไปใช้ในการตรวจสอบคุณภาพวคัซีนโรคนิวคาสเซิลเพื่อพฒันาให้เป็นวิธีการ
ทดสอบวคัซีนทางชีวโมเลกลุต่อไป 
 
2. วตัถุประสงค์ 

การศึกษาทดลองคร้ังน้ีมีจุดประสงคเ์พ่ือท าการเพื่อเปรียบเทียบปริมาณและคุณภาพสารพนัธุกรรมของวคัซีน
โรคนิวคาสเซิล สเตรน Lentogenic ท่ีสกดัโดยวิธี spin column และวิธี phenol chloroform เพื่อประยกุต์ใชเ้ป็นวิธีการ
ตรวจพ้ืนในการตรวจคุณภาพการผลิตวคัซีนในหอ้งปฏิบติัการณ์ต่อไป 
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3. อุปกรณ์และวธีิการ / วธีิด าเนินการวจิยั 
3.1. การสกดั RNA ดว้ยวธีิ spin column ขั้นตอนดงัน้ี 
1) ใส่ตวัอยา่งวคัซีน ปริมาณ 200 µl ทั้งหมด 4 ตวัอยา่งและเติมสาร Binding buffer 400 µl เพื่อท าลายเซลล์

จากตวัอยา่งใหส้ารพนัธุกรรมออกจากเซลล ์ผสมกนัดว้ยเคร่ือง Vortex mixer 
2) จากนั้นดึงสารท่ีรวมกบัตวัอยา่งทั้งหมดใส่ลงใน High Pure filter tube ป่ันเหวี่ยงความเร็ว 8000xg นาน 1 

นาทีเพื่อท าการกรอง RNA ไวท่ี้คอลมัน์ 
3) เปล่ียน Collection tube ใหม่ เติมสาร Inhibitor Removal Buffer 500 µl เพ่ือท าการยบัย ั้งพวกเอนไซมต์่างๆ

ท่ีจะมาท าการยอ่ย RNA จากนั้นป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ือง Centrifuge ดว้ยความเร็ว 8000xg นาน 1 นาที 
4) เปล่ียน Collection tube ใหม่ เติมสาร Wash buffer 450 µl เพื่อท าการชะลา้งเศษเซลลห์รือสารอ่ืนๆท่ียงัติด

อยูอ่อก จากนั้นป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 8000xg นาน 1 นาที โดยท าทั้งหมด 2 รอบเหมือนกนั  
5) เปล่ียน Collection tube จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยง ดว้ยความเร็ว 13000xg นาน 1 นาที เพ่ือให้สารต่างๆหลุด

ออกจากตวัคอลมัน์โดยการป่ันแหง้และท าการเปล่ียน Collection tube เป็น Microcentrifuge Tubes 
6) เติมสาร Elution Buffer 50 µl เพื่อท าการละลาย RNA ท่ีอยูใ่นคอลมัน์ออกใหอ้ยูใ่นรูปแบบสารแขวนลอย

ในน ้ า โดยน าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 8000xg นาน 1 นาที จากนั้นน า High Pure filter Tubes ท้ิง 
7) แลว้แบ่งสารสกดัท่ีได ้หลอดละ 30 µl ไปเก็บท่ี -80°C แลว้น าส่วนท่ีเหลือ 20 µl เพ่ือตรวจสอบต่อไป 
3.2. การสกดั RNA ดว้ยวธีิ Phenol Chloroform ขั้นตอนดงัน้ี 
1) ใส่ตวัอยา่งวคัซีน ปริมาณ 200 µl ทั้งหมด 4 ตวัอยา่งและเติมสาร Tripure Isolation Reagent 1000 µl ผสม

กนัดว้ยเคร่ือง Vortex mixer แลว้ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที 
2) Centrifuge 12000 relative centrifugal force ; rcf (แรงหนีศูนยก์ลางสัมพทัธ์) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา เวลา 10

นาที 
3) ดึงสารส่วนท่ีใสใส่ Microcentrifuge Tubes ใหม่ แลว้ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที 
4) เติมสาร Chloroform 200 µl ลงไป และท าการผสม ดว้ยมือ15 วินาที และท้ิงไวอุ้ณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 

นาที 
5) Centrifuge 12000 rcf ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นท าการเก็บสารส่วนท่ีใส

ใส่ Microcentrifuge Tubes ใหม่ 
6) เติมสาร Ethanol เยน็จดั 500 µl ลงไป และท าการผสมดว้ยมือ แลว้ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา10 นาที 
7) Centrifuge 12000 rcf ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และค่อยๆดึงสารส่วนท่ีใสท้ิง  
8) เติมสาร 75% Ethanol 1 ml ลงไป แลว้น าไป Centrifuge 12000 rcf ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

15 นาทีจากนั้นค่อยๆดึงสารส่วนท่ีใสท้ิงและเปิดฝาของ Microcentrifuge Tubes ท้ิงไวจ้นแหง้ 
9) เติมสาร RNase free water 50 µl ลงไปแลว้แบ่งสารสกดัท่ีได ้หลอดละ 30 µl ไปเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส 

แลว้น าส่วนท่ีเหลือ 20 µl เพ่ือตรวจสอบต่อไป 
3.3. การตรวจวดัปริมาณของสารพนัธุกรรมเบ้ืองตน้ (RNA) ดว้ย UV/Vis Spectrophotometer ทั้ง 2 วธีิ ดงัน้ี 
1) ใช ้Elution Buffer และ RNase free water ของแต่ละวธีิ ปริมาณ 3 µl เป็น Blank ก่อนการวดัปริมาณ RNA 
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2) วดัค่าปริมาณ RNA จากตัวอย่างท่ีสกัดด้วยวิธี spin column และ วิธี Phenol Chloroform แต่ละวิธี 4 
ตวัอยา่ง โดยใชค้ร้ังละ 3 µl ซ่ึงเคร่ืองจะท าการค านวณแลว้แสดงค่าปริมาณ RNA (ng/µl) และ Ratio (OD260/280)  

3) จดบนัทึกปริมาณของ RNA ท่ีได ้
3.4. การตรวจคุณภาพของความจ าเพาะต่อไพรเมอร์ 28S และไพรเมอร์โรคนิวคาสเซิล สเตรน Lentogenic 

ดว้ย Real Time Polymerase Chain Reaction ทั้ง 2 วธีิการสกดัสารพนัธุกรรม ดงัน้ี 
1) ท าการเตรียมน ้ ายาปฏิกิริยา PCR โดยใช้ชุด Light Cycler Multiplex RNA Virus Master ซ่ึงจะมีสาร

ส าหรับขั้นตอน reverse transcriptase ดงัตารางท่ี 1 
2) น าตวัอย่างไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ือง Real Time PCR โดยตั้งค่าอุณหภูมิและระยะเวลาต่างๆในการท า

ปฏิกิริยามีดงัน้ี Hold 1 อุณหภูมิ 50°C เวลา 15 นาที Hold 2 อุณหภูมิ 95°C เวลา 30 วนิาที Cycling 95°C เวลา 15 วนิาที 
และ อุณหภูมิ 60°C เวลา 45 วนิาที จ านวน 40 รอบ  

3) เม่ือครบรอบปฏิกิริยาท าการอ่านผล และบนัทึกค่า Cycle threshold (CT) 
 

ตารางที่ 1 ชุดน ้ายาปฏิกิริยา PCR LightCycler Multiplex RNA Virus Master 
ล าดบัที่ ส่วนประกอบ ความเข้มข้น / ปริมาตร 

1 RT – qPCR Reaction Mix, 5x conc. 0.1x conc. 
2 RT Enzyme Solution, 200x conc. 0.1x conc. 
3 F Primer (10 µM) 5 µM 
4 R Primer (10 µM) 5 µM 
5 Probe (10 µM) 5 µM 
6 Water, PCR grade ปรับปริมาณให้ได ้ 11.45 µl 
7 Template  5 µl 

Total reaction  20 µl 

 
4.ผลการวจิยั 

4.1. ผลการวดัค่าปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเคร่ือง UV/Vis Spectrophotometer  
 จากการทดลองเปรียบเทียบปริมาณของวิธีการสกดัสารพนัธุกรรม (อาร์เอ็นเอ) ดว้ยวธีิ spin column และวิธี 
Phenol Chloroform โดยการวดัปริมาณของสารพนัธุกรรมเบ้ืองต้น พบว่าตัวอย่าง วคัซีนนิวคาสเซิล (ND) วดัค่า
ปริมาณอาร์เอน็เอเฉล่ีย 2.61 ng/µl และ 23.67 ng/µl ตามล าดบั ตวัอยา่งวคัซีนรวมโรคนิวคาสเซิลและหลอดลมอกัเสบ
ติดตอ่ในไก่ (ND+IB) วดัค่าปริมาณอาร์เอน็เอเฉล่ีย 5.94 ng/µl และ 18.26 ng/µl ตามล าดบั ตวัอยา่งของ Allantoic fluid 
Pre-formulated, Allantoic fluid Positive และ Allantoic fluid Negative โดยวดัปริมาณอาร์เอ็นเอเฉล่ีย 5.25 ng/µl, 
11.94 ng/µl, 31.86 ng/µl และ31.53 ng/µl, 57.38 ng/µl, 91.77 ng/µl ตามล าดบั (ตารางท่ี 2) 
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ตารางที่ 2 การวดัค่าปริมาณสารพนัธุกรรมเบ้ืองตน้ดว้ยเคร่ือง UV/Vis Spectrophotometer  

หมายเหตุ : A=จ านวนตวัอยา่งท่ีสกดัได ้/ B=จ านวนตวัอยา่งท่ีสกดัทั้งหมด 
 �̅�± SD (�̅� =ค่าเฉล่ียของการทดลอง, SD =ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 

 
4.2. ผลการตรวจความจ าเพาะต่อไพรเมอร์ 28S ดว้ยวธีิ Real time Polymerase Chain Reaction 
จากการทดลองตรวจความจ าเพาะต่อไพร์เมอร์ 28S เพื่อตรวจสอบปริมาณสารพนัธุกรรมของกลุ่มยคูาริโอต

ท่ีมีการปนเป้ือนกับสารพนัธุกรรมท่ีสกัดได้ซ่ึงยีน28Sเป็นส่วนหน่ึงของ Large subunit (60S) ของเซลล์ส่ิงมีชีวิต
จ าพวก Eukaryote ผลจากการตรวจสอบดว้ยวธีิ Real Time PCR พบวา่ ตวัอยา่งวคัซีนนิวคาสเซิล (ND) ท่ีสกดัดว้ยวิธี 
spin column และวิธี Phenol Chloroform มีค่า Cycle threshold (CT) เฉล่ีย 33.76 และ 29.71 ตามล าดับ และตวัอย่าง
วคัซีน ND+IB, Allantoic fluid Pre-formulated, Allantoic fluid Positive และ Allantoic fluid Negative ท่ีสกัดด้วยวิธี 
spin column และวิธี phenol chloroform มีค่า CT เฉล่ียคือ 28.33, 29.68, 18.63, 18.89 และ 31.47, 31.62, 21.31, 27.61 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 3) 

 
ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบสารพนัธุกรรมท่ีมีความจ าเพาะต่อไพรเมอร์ 28S ด้วยวิธี Real Time Polymerase Chain 

Reaction 

ตัวอย่าง. 
วธิี spin column วธิี phenol chloroform 

จ านวนตวัอย่าง 
(A/B) 

ปริมาณ RNA 
(ng/µl) 

Cycle threshold 
(CT) 

จ านวนตวัอย่าง 
(A/B) 

ปริมาณ RNA 
(ng/µl) 

Cycle threshold 
(CT) 

วคัซีน ND 3/4 2.61  33.76 ± 0.68 3/4 23.67  29.71 ± 5.92 
วคัซีน ND+IB  4/4 5.94 28.33 ± 1.27 4/4 18.26  31.47 ± 0.38 
Allantoic fiuld 
Pre-formulated 

4/4 5.25  29.68 ± 0.54 4/4 31.53  31.62 ± 1.04 

Allantoic fiuld Positive 4/4 11.94  18.63 ± 1.07 4/4 57.38 21.31 ± 0.74 
Allantoic fiuld Negative 4/4 31.86  18.89 ± 0.71 4/4 91.77  27.61 ± 4.41 
น า้ 0/4 - - 0/4 - - 
หมายเหตุ : A=จ านวนตวัอยา่งท่ีสกดัได ้/ B=จ านวนตวัอยา่งท่ีสกดัทั้งหมด 
 �̅� ± SD (�̅� =ค่าเฉล่ียของการทดลอง, SD =ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 

ตวัอย่าง. 
วธิี spin column วธิี phenol chloroform 

จ านวนตวัอย่าง 
(A/B) 

ปริมาณอาร์เอ็นเอ 
(ng/µl) 

OD (260/280) 
จ านวนตวัอย่าง 

(A/B) 
ปริมาณอาร์เอ็นเอ 

(ng/µl) 
OD (260/280) 

วคัซีน ND 2/4 2.61 ± 3.17 0.93 ± 0.27 1/4 23.67 ± 0 1.57 ± 0 
วคัซีน ND+IB  3/4 5.94 ± 1.18 1.36 ± 0.23 2/4 18.26 ± 18.24 2.31 ± 1.28 
Allantoic fiuld 
Pre-formulated 

4/4 5.25 ± 2.75 0.72 ± 0.10 4/4 31.53 ± 18.40 1.46 ± 0.17 

Allantoic fiuld Positive 4/4 11.94 ± 1.47 1.83 ± 0.55 4/4 57.38 ± 53.64 1.37 ± 0.09 
Allantoic fiuld Negative 4/4 31.86 ± 7.45 1.64 ± 0.15 4/4 91.77 ± 14.47 1.24 ± 0.02 
น า้ 0/4 - - 0/4 - - 
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4.3. ผลการตรวจความจ าเพาะต่อไพรเมอร์โรคนิวคาสเซิล สเตรน Lentogenic 
จากการทดลองเพ่ือตรวจความจ าเพาะต่อไพร์เมอร์ โรคนิวคาสเซิล สเตรน Lentogenic และวิเคราะห์เชิง

ปริมาณด้วยวิธี Real time PCR พบว่า ตวัอย่างวคัซีน ND, วคัซีน ND+IB ท่ีสกดัดว้ยวิธี spin column และวิธี phenol 
chloroform มีค่า CT เฉล่ีย 16.98, 18.90 และ 15.41, 17.32 ตามล าดบั โดยอาร์เอ็นเอท่ีไดจ้ากวธีิ spin column ให้ค่า CT 
ต ่ากวา่อาร์เอ็นเอท่ีไดจ้ากวธีิ phenol chloroform ซ่ึงมีค่าเฉล่ียท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) และ
ตัวอ ย่ าง  Allantoic fluid Pre-formulated, Allantoic fluid Positive มี ค่ า  CT เฉ ล่ี ย  13.73, 14.02 แ ละ  13.99, 11.82 
ตามล าดบั ซ่ึงมีความจ าเพาะต่อไพรเมอร์โรคนิวคาสเซิล สเตรน Lentogenic โดยใหค้่าเฉล่ียท่ีไม่มีความแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) (ตารางท่ี 4) 

 
ตารางที่ 4 การเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบสารพนัธุกรรมท่ีจ าเพาะต่อไพรเมอร์โรคนิวคาสเซิล สเตรน Lentogenic ด้วยวิธี Real Time 
Polymerase Chain Reaction 

ตัวอย่าง. 
วิธี spin column วิธี phenol chloroform 

p-value จ านวนตวัอย่าง 
(A/B) 

Cycle threshold (CT) 
จ านวนตวัอย่าง 

(A/B) 
Cycle threshold (CT) 

วัคซีน ND 4/4 16.98 ± 0.23* 4/4 18.90 ± 0.42* <0.05 
วัคซีน ND+IB 4/4 15.41 ± 0.35* 4/4 17.32 ± 0.15* <0.05 
Allantoic fiuld 
Pre-formulated 

4/4 13.73 ± 0.15ns 4/4 14.02 ± 0.18ns >0.05 

Allantoic fiuld Positive 4/4 13.99 ± 0.60ns 4/4 11.82 ± 0.53ns >0.05 
Allantoic fiuld Negative 0/4 - 0/4 - - 
น ้า 0/4 - 0/4 - - 
หมายเหตุ :  A=จ านวนตวัอยา่งท่ีสกดัได ้/ B=จ านวนตวัอยา่งท่ีสกดัทั้งหมด 
 �̅� ± SD (�̅� = ค่าเฉล่ียของการทดลอง, SD =ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 
 * ค่าเฉล่ียมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
 ns คือ ค่าเฉล่ียไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 
 โดยจากการตรวจสอบการท า real time PCR จากprimer ท่ีจ  าเพาะต่อ Newcastle LEntogenic strain พบวา่ใน
กลุ่มสารพันธุกรรมท่ีสกัดจากวิธี Spin column จะให้ค่า CT ท่ีต  ่ ากว่าการใช้สารพันธุกรรมท่ีสกัดจากวิธี phenol 
chloroform ทั้งจากตวัอยา่งสกดัจากวคัซีนและตวัอยา่งท่ีสกดัจาก allantoic fluid ทั้งสองชนิด (ดงัแสดงในภาพท่ี 1)  
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รูปที่ 1 กราฟแสดงค่า CT จากการตรวจ real time PCR ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือ Newcastle Lentogenic strain โดย (A) ค่า CT จากสารRNA ท่ีได้

จากวคัซีน ND ท่ีสกดัจากวิธี spin column ซ่ึงเฉล่ียท่ี 16.98, (B) ค่า CT จากสาร RNA ท่ีได้จากวคัซีน ND ท่ีสกดัจากวิธี phenol 
chloroform ซ่ึงเฉล่ียนท่ี18.90, (C) ค่าCT จากสารพนัธุกรรมท่ีได้จาก allantoic fluid ท่ีสกดัจากวิธี spin column ซ่ึงเฉล่ียท่ี 13.73 
และ (D) ค่าCT จากสารพนัธุกรรมท่ีไดจ้าก allantoic fluid ท่ีสกดัดว้ยวิธี phenol chloroform ซ่ึงเฉล่ียท่ี 14.02 

 
5. อภิปรายผล 

จากการศึกษาการสกัดอาร์เอ็นเอโดยวิธี Spin and Column และวิธี Phenol Chloroform จากนั้ นน ามาวดั
ปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ย UV/Vis spectrophotometer พบวา่ วิธี spin column มีปริมาณอาร์เอ็นเอเฉล่ียต ่ากวา่ของวิธี 
phenol chloroform เน่ืองจากวิธี spin column มีตวักรองอาร์เอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะสูง จึงไดป้ริมาณอาร์เอ็นเอท่ีต ่ากวา่
ซ่ึงแตกต่างจากวิธี phenol chloroform ท่ีใชส้ารเคมีในการท าให้เยื่อหุ้มเซลลส์ลายและตกตะกอนโปรตตีนชนิดต่างๆ
ภายในเซลล์จึงอาจไดอ้าร์เอ็นเอท่ีไม่จ าเพาะและสามารถปนเป้ือนกบัสารอ่ืนๆไดเ้ลยท าให้มีปริมาณสารท่ีไดรั้บจาก
การสกดัท่ีสูงกวา่ โดยผลการทดสอบน้ีมีความสอดคลอ้งกบั Deng et al. (2005) ท่ีท าการวดัปริมาณอาร์เอ็นเอ โดยวิธี 
phenol chloroform พบวา่ มีปริมาณอาร์เอน็เอสูงกวา่การสกดัสารพนัธุกรรมจากวธีิ spin column ท่ีพบวา่ใหป้ริมาณอาร์
เอน็เอต ่ากวา่ 

ทั้งน้ีการตรวจความจ าเพาะต่อไพร์เมอร์ 28S rRNA ดว้ยเทคนิค Real time PCR เพื่อตรวจสอบคุณภาพของ
สารพนัธุกรรมท่ีสกดัไดเ้พราะหากพบการ ซ่ึงพบวา่จาการตรวจสอบRNAท่ีสกดัจากตวัอยา่งวคัซีน ND ของวิธี Spin 
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and Column มีค่า CT สูงกว่าวิธี Phenol Chloroform แสดงว่ามีปริมาณสารพนัธุกรรมชนิด RNA ท่ีสกดัโดยวิธี spin 
column นอ้ยกวา่การสกดัโดยวิธี phenol chloroform โดยพบวา่แมว้ิธีการกรองสารพนัธุกรรมจากการใช ้spin column 
จะให้ความบริสุทธ์ิของสารพนัธุกรรมท่ีไดจ้ากการสกดัมากกวา่แต่วา่มีปริมาณ RNA ท่ีนอ้ยกวา่วธีิ Phenol chloroform 
ในการตรวจสอบยีน 28S rRNA เป็นการตรวจสอบการปนเป้ือนสารพนัธุกรรมจาก Eukaryote ซ่ึงไม่ควรจะพบการ
ปนเป้ือนในตวัอยา่ง RNAไวรัสท่ีใชใ้นการท าวคัซีนโดยในการผลิตวคัซีนท่ีมีคุณภาพจะตอ้งมีการปนเป้ือนนอ้ยท่ีสุด
ซ่ึงจากการตรวจสอบจะพบวา่ค่าCTท่ีสูงท่ีสุดจากการท าเทคนิค Real – time PCR ในตวัอยา่งทั้ง5ชนิดคือจากตวัอยา่ง
สาร RNA ท่ีสกัดจากวคัซีน NDซ่ึงแสดงให้เห็นว่าการปนเป้ือนสารพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตEukaryoteในตวัอย่าง
วคัซีน ND มีน้อยกวา่ตวัอยา่งอ่ืนๆในขณะท่ีพบค่า CT ต่อการตรวจยีน 28S ต ่าสุดจากตวัอยา่ง Allantoic fluid ทั้งสอง
แบบ ทั้ งน้ีส าหรับตัวอย่างอ่ืนๆพบว่าสารพันธุกรรมท่ีสกัดได้จากวิธี spin column มีค่า CT ต ่ ากว่าวิธี phenol 
chloroform เน่ืองจากมีสารพนัธุกรรมตั้งตน้ของโฮสตอ์ยูม่ากและวธีิการสกดัท่ีมีการปนเป้ือนนอ้ยกวา่จึงให้ไดป้ริมาณ
สารพนัธุกรรมท่ีมีปริมาณสูงและทั้งยงัใหค้่า CT ท่ีต  ่าจึงแสดงให้เห็นมีความบริสุทธ์ิมากกวา่ ซ่ึงผลการทดลองมีความ
สอดคลอ้งต่อการศึกษาต่อหน้าจาก Dimitrov et al. (2014) ท่ีท าการตรวจความจ าเพาะไวรัสนิวคาสเซิล ดว้ยวิธี Real 
Time-PCR พบว่า ค่า CT ท่ีสกัดด้วยวิธี spin column มีค่าต ่ากว่าวิธี phenol chloroform แต่อย่างไรก็ตามปริมาณของ
สารพนัธุกรรมท่ีสกดัไดจ้ะเก่ียวขอ้งกบัวิธีการสกดัท่ีแตกต่างกนัและทกัษะเทคนิคการสกดัของแต่ละบุคคล เช่น ความ
เส่ียงต่อการปนเป้ือน เวลาท าปฏิกิริยา  

ส าหรับการตรวจความจ าเพาะต่อไพร์เมอร์ โรคนิวคาสเซิล สเตรน Lentogenic และวิเคราะห์ด้วยวิธี Real 
time PCR พบวา่ การสกดัดว้ยวิธี spin column มีค่า CT เฉล่ียต ่ากวา่สารสกดั RNA ท่ีไดจ้ากวธีิ phenol chloroform โดย
การสกัดสาร RNA ด้วย วิธี spin column สามารถสกัด RNAของไวรัสนิวคาสเซิลได้มากกว่าและบริสุทธ์ิกว่า วิธี 
phenol chloroform เน่ืองจากการสกดัดว้ยวธีิ spin column มีความเส่ียงปนเป้ือนนอ้ยกวา่เพราะมีตวักรองอาร์เอน็เอท่ีมี
ความจ าเพาะสูงกวา่วธีิ phenol chloroform (Deng et al., 2005; Dimitrov et al., 2014) 
 
6. บทสรุป 
 จากผลการทดลองการเปรียบเทียบวธีิสกดัสารพนัธุกรรมชนิด RNA ระหวา่งการใชว้ิธี Phenol – chloroform 
extraction และวิธี Spin Column สามารถสรุปได้ว่าการสกัดทั้ งสองวิธีสามารถสกัดสารพนัธุกรรม RNA ออกจาก
ตัวอย่างทดลองได้ทั้ งสองวิธี หากแต่การสกัดด้วยวิธี Phenol Chloroform extraction จะท าให้มีการปริมาณการ
ปนเป้ือนสารชนิดอ่ืนๆในผลผลิตการสกดัสูงกวา่วิธีสกดัดว้ย Spin and Column อยา่งไรก็ตามหากตวัอยา่งท่ีใชใ้นการ
สกดัมีความบริสุทธ์ิค่อนขา้งสูงเช่น จากวคัซีนโดยตรงจะพบวา่การสกดัโดยวธีิ Phenol Chloroform จะใหป้ริมาณสาร
พนัธุกรรม RNA จากการสกัดไดม้ากกว่าการสกดัดว้ยวิธี Spin and Column ดงันั้นการเลือกวิธีการสกดัแบบใดควร
เลือกตามลกัษณะตัวอย่างท่ีจะน ามาสกัด นอกจากน้ียงัท าให้ทราบได้ว่าเทคนิคทางโมเลกุลลาร์สามารถน ามาใช้
ทดแทนการใชห้นูทดลองในการตรวจสอบประสิทธิภาพในการผลิตวคัซีนไดซ่ึ้งจะเป็นประโยชน์ต่อการลดการใช้
สตัวท์ดลองต่อไปในอนาคต 
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