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ที่มาและความส าคญั 
     การเตรียม complementary DNA (cDNA) ด้วยการสังเคราะห์จาก messenger RNA (mRNA) โดยการใช้ reverse transcriptase 
enzyme เพื่อน ามาวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในล าดับการถอดรหัสจาก DNA เป็น RNA เป็นวิธีที่มีประโยชน์และใช้อย่างแพร่หลาย แต่มี
ขั้นตอนเฉพาะท่ีผู้ปฏิบัติงานควรทราบและท าได้อย่างถูกวิธี1-2 
 
วัตถุประสงค์ 
     เพื่อถ่ายทอดวิธีการสังเคราะห์ cDNA อย่างง่ายให้กับผู้ที่ต้องการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในล าดับการถอดรหสัของยีน 
ขั้นตอน 

1. เขียนรายละเอยีดของตัวอย่าง mRNA ให้ครบถ้วน เช่น mRNA ตัวอย่างเลือดผู้ป่วยเมื่อวันท่ี 1 ม.ค. พ.ศ.2566, number 101, 
concentration 300 ng/μl และ อัตราส่วนค่าการดดูกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร/280 นาโนเมตร ประมาณ 2.0  

2. เตรียมสารที่ต้องใช้ให้ครบถ้วน และเตรียมปริมาณดังนี้ **โดยในขณะที่เตรียมตัวอย่างให้ท าบน ice box หรือวางบนน ้าแข็ง 
 iScript RT Supermix                                 4 μl 
 RNA template (1 μg- 1pg total RNA)          ปริมาตรไมเ่กิน 16 μl 
 Nuclease-free water                                ปรับปริมาตรรวมไม่เกิน 20 μl 
 Total volume                                         20 μl 

3. เมื่อเตรียมตัวอย่างเรียบร้อยแล้วให้น าลงเครื่อง PCR รุ่นใดก็ไดโ้ดยตั้งอุณหภูมแิละเวลาดังนี้ 
 Priming                                                   5 min at 25℃ 
 Reverse transcription                               20 min at 46℃   
 RT inactivation                                        1 min at 95℃ 

4. เมื่อครบเวลาเครื่อง PCR แล้ว ให้น า cDNA ที่สังเคราะห์ได้มาวัดความเข้มข้นด้วยเครื่อง NanoDrop และ อัตราส่วนค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 260 นาโนเมตร/280 นาโนเมตร ประมาณ 1.8 

5. เก็บ cDNA ที่สังเคราะห์ไดไ้ว้ท่ีอุณหภูมิ -20℃ นานกวา่ 1 ปี 
หมายเหตุ 
     การสังเคราะห์ cDNA เป็นขั้นตอนท าต่อจากการสกัด mRNA ดังนั้นหากต้องการให้ได้ cDNA ที่มีคุณภาพ จึงต้องเริ่มต้นจากการสกัด 
mRNA ให้ได้คุณภาพที่ดีก่อนด้วย ซึ่งการสกัด mRNA จากเลือดให้ได้คุณภาพดี จะต้องท าภายในวันนั้นหลังเจาะเลือดผู้ป่วย หรือหากท าไม่ได้
ภายในวันเดียวกับท่ีเจาะเลือดนั้น สามารถแช่ตู้เย็นช่อง 4℃ และสกัดภายใน 72 ช่ัวโมงหลังเจาะเลือดผู้ป่วย 
ประโยชน์ที่ได้รับ 
     สามารถสังเคราะห์ cDNA จาก mRNA อย่างง่ายและมีคณุภาพได ้
ข้อควรระวัง 

1. ควรสวมถุงมือระหว่างท าการเก็บเลือดและเตรียมตัวอย่าง เพื่อป้องกันการปนเปื้อน 

2. ท าตัวอย่างบน ice box เนื่องจาก mRNA ถูกท าลายได้โดยง่ายจากอุณหภูมิทีสู่ง 
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