
อุปกรณ์และวิธีดำเนินงานวิจัย

3.1 อุปกรณ ์ท ี่ใช ํในการทดลอง

1. เครองนึ่งอบฆ่าเชื้อ (autoclave) รุ่น MLS 3020 ของบริษัท Sanyo, Japan.

2. ดู้อบฆ่าเชือ (hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany.

3. อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิพร้อมเครื่องเขย่า (waterbath shaker) รุ่น WB 14 ของบริษัท Memmert, 

Germany.

4. เคร่ืองช่ัง รุ่น AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland.

5. เครืองปันผสม (vortex mixer) รุ่น Vortex Genie II G-560E ของบริษัท Scientific Industries, 

USA.

6. ตู'บ่มเชือ (incubator) รุ่น BE600 ของบริษัท Memmert, Germany.

7. เครืองปันเหวียงชนิดตังโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น Pico ของบริษัท Kendro, Germany.

8. เครื่องปันเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 ของบริษัท Kubota, 

Japan.

- หัวปันเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก รุ่น RA50J

- หัวปันเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ่ รุ่น RA228J

9. ตู้เชียเชือ รุ่น Clean model. H1 ของบริษัท LAB Service, Thailand.

10. เครืองวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys ของบริษัท 

Thermo Spectronic, USA.

11. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น ION-check10 ของบริษัท Radiometer, France.

12. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -70 ๐ซ รุ่น REVCO ULT 1786 ของบริษัท 

Forma Scientific, USA.

13. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งตำ (deep freezer) อุณหภูมิ -20 ๐ซ รุ่น MDF-U536D ของบริษัท Sanyo 

Electric, Japan.

14. ชุดเครืองมือทำอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis)

- Personal gel-electrophoresis apparatus รุ่น GelMate° 2000 ของบริษัท

บ ท ท ี่ 3
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TOYOBO, Japan.

- Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad, USA.

15. ไมโครปิเปต (micropipette) รุ่น P10 P20 P100 P200 P1000 และ P5000 ของบริษัท Gilson, 

France.

16. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแห้งแบบให้ความร้อน (thermo-block) รุ่น Mylab™ Thermo- 

Block SL TDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea.

17. ชุดกรองสำเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตต ขนาดความกว้างรู 0.45 ไมโครเมตร รุ่น DISMIC-25SC 

ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan.

18. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 5 มิลสิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan.

19. หลอดเก็บเชื้อแช่แข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA.

20. ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) ของบริษัท Pall Bio Support, USA.

21. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan.

22. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA.

23. อุปกรณ์สำหรับถ่ายภาพ

- กล้องถ่ายภาพโพลารอยด์ของบริษัท Polariod, USA.

- แผ่นกรองแสงสีแดง

- ฟิล์มโพลารอยด์ฃาวดำ ความไวแสง 3000 (ISO 3000)

24. ชุดคอมพิวเตอร์สำหรับถ่ายภาพ รุ่น UNIVERSAL HOOD ใช้โปรแกรม Quantity One 

version 4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad, USA.

3.2 เคม ีภ ิณ ฑ ์และช ุดทดสอบสำเร ็จ

1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.

2. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.

3. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan.

4. โซเดียมคลอไรต์ (NaCI) ของบริษัท Merck, Germany.

5. แคลเซียมคลอไรด'ไดไฮเดรต (CaCI2*2H20) ของบริษัท Carlo ERBA, France.

6. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany.

7. กรดไฮโดรคลอริก (HCI) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland.



33

8. กรดอะซีดิกเข้มข้น (glacial CHgCOOH) ของบริษัท Merck, Germany.

9. กลีเชอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France.

10. ทีเนอล (phenol) ของบริษัท Merk, Germany.

11. นํ้าตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany.

12. สืบรอมทีเนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka, Germany.

13. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane),(C4F111NO3) ของบริษัท Sigma, USA.

14. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14NzO8Na2* 2FI20) ของบริษัท Sigma, USA.

15. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C.,2แ 250 ร 0 3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan.

16. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [C.,6H32N(CH3)3)Br] ของบริษัท TCI-EP, Japan.

17. สารปฏิชีวนะแอมพิซิดิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan.

18. เรสทริกชันเอนไซม์ทุกชนิดของบริษัท Promega, USA.

19. 1 kb DNA ladder ของบริษัท NewEngland Biolabs, USA.

20. 100 bp DNA ladder ของบริษัท NewEngland Biolabs, USA.

21. Taq DNA polymerase ของบริษัท Promega, USA.

22. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท Promega, USA.

23. T4 DNA ligase ของบริษัท NewEngland Biolabs, USA.

24. อัลคาไลน์ฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) ของบริษัท Promega, USA.

25. Ribonucléase A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA.

26. Proteinase K ของบริษัท Qiagen, Germany.

27. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA.

28. IPTG (Isopropyl thio-p-D-galactoside) ของบริษัท Wako, Japan.

29. ชุดสกัดพลาสมิด!]ริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany.

30. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick® Gel Extraction Kit ของบริษัท QIAGEN, USA.

31. ชุดติดฉลากและติดตามตำแหน่งดีเอ็นเอ DIG FHigh Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany.

32. ถุง1โดแอดิชิส Cellu • Sep T3 ของบริษัท Membrane Filtration Products, USA.

หมายเหตุ สารเคมีที่ใข้ในการทดลองทุกชนิดเป็นเกรดเพื่อการวิเคราะห์ (analytical grade) หรือดีกว่า
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3.3 แบคทีเร ีย

แบคทีเรียที่ใช้ในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.1 

ตารางที 3.1 แบคทีเร ีย

แบคทีเร ีย จีโนไทป ๋/ ที!โนไฑป้ เอกสารอ้างอ ิง

E. coli สายพันธุ DH5a (()80d/acZAM15, รก๙/41, recAใ, 

gyrA96, thi-ไ, hsdRM, relA'l, 

supE44, deoR, A{lacZYA-argF) 

U169

Hanahan, 1983

Pseudomonas sp. A41 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ชีวภาพแรมโนลิพิด (rhamnolipid)

อารีย์ ก๋งฉิน, 2542
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3.4 พลาสมิดและโอลิโกน ิวคล ีโอไทด์ไพร์เมอร

พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการทดลองแสดงในตารางที' 3.2 และ 3.3 

ตามลำดับ

ตารางที่ 3.2 พลาสม ิต

พลาสม ิต จีโนไทป้/ทีเโนไทป้ เอกสารอ้างอ ิง

pBluescript KS(+/-) 

(2961 bp)

Ap', alac/MCS บริษัท stratagene, USA

pGEM-3Zf(+/-) 

(3199 bp)

Apr, alac/MCS บริษัท Stratagene, USA

pBR123 

(4500 bp)

Apr, มีชิ้นส่วน Bam\-\\-Xho\ จากดีเอ็นเอ 

ของ Pseudomonas sp. A41 ขนาด 

ประมาณ 1.5 kb ในพลาสมิด pBluescript 

KS(+/-)

สร้างในการทดลองนี้

pBR530 

(3500 bp)

Apr, มีชิ้นส่วน BamH\-Xho\ จากดีเอ็นเอ 

ของ Pseudomonas sp. A41 ขนาด 

ประมาณ 0.5 kb ในพลาสมิด pBluescript 

KS(+/-)

สร้างในการทดลองนี้

pBBG8

(4000 bp)

Ap', pBR123 ที่ตัดชิ้นส่วน Bam\-\\-Bgl\\ 

ขนาดประมาณ 0.5 kb ออก

สร้างในการทดลองนี้

pBP1 

(4400 bp)

Ap', มีชิ้นส่วน BamHI-Psfl จากดีเอ็นเอ 

ของ Pseudomonas sp. A41 ขนาด 

ประมาณ 1.2 kb ในพลาสมิด pGEM-3Zf

(+/-)

สร้างในการทดลองนี้

ไ/ษัV)ใ)บิริ ÿ.
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ตารางที่ 3.2 พลาสม ิด (ต่อ)

พลาสม ิด จีโนไทป้/ทีเโนไทป้ เอกสารอ้างอ ิง

pBR157 

(4000 bp)

Apr, มีช้ินส่วน Xho\-Bgl\\ จากดีเอ็นเอของ 

Pseudomonas sp. A41 ขนาดประมาณ 

1 kb ในพลาสมิด pBluescript KS(+/-)

สร้างในการทดลองน้ี

pGA396 

(4700 bp)

Apr, มีช้ินส่วน EcoR\-Pst\ จากดีเอ็นเอของ 

Pseudomonas sp. A41 ขนาดประมาณ 

1.5 kb ในพลาสมิด pGEM-3Zf (+/-)

สร้างในการทดลองน้ี

pN9

(4000 bp)

Ap', มีชินส่วน EcoRI-BamHI จาก 

pGA396 ขนาดประมาณ 0.9 kb ใน 

พลาลมิด pGEM-3Zf (+/-)

สร้างในการทดลองน้ี

pKB261

(5000 bp)

Ap', มีช้ินส่วน BamHI จากดีเอ็นเอของ 

Pseudomonas sp. A41 ขนาดประมาณ 

2.0 kb ในพลาลมิด pBluescript KS(+/-)

สร้างในการทดลองน้ี
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ตารางที่ 3.3 โอลิโกน ิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์

โอลิโกนิวคลิโอไทด์ 

ไพ ร ์เมอ เ

ลำด ้บน ิวคล ีโอไทด์ (Tm) เอกสารอ้างอ ิง

T7 5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ (64°ซ) บริษัท Promega, USA

T3 5'-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’ (56๐ซ) บริษัท Promega, USA

SP6 5’-TATTTAGGTGACACTATAG-3’ (50°ซ) บริษัท Promega, USA

M13 Forward 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ (52°ซ) บริษัท Promega, USA

RA-F 5’-ATGCGGCGCGAAAGTCT-3' (54°ซ) สร้างในการทดลองน้ี

RA-R 5'-GGTTGCTTCAGCAGGTG-3’ (54๐ช) สร้างในการทดลองน้ี

RR-F 5’-ATGAGGAATGACGGAGG-3' (52๐ช) สร้างในการทดลองน้ี

RR-R 5’-GGCAGCCAGCGTCTTGT-3’ (56°ช) สร้างในการทดลองน้ี

N912r 5’-GAGACCAGGTGATTGAC-3’ (52°ซ) สร้างในการทดลองน้ี

1BF 5'-CGACGAACTGACCTAC-3’ (50°ซ) สร้างในการทดลองน้ี

2BR 5'-CCTATGACAACGTTCG-3' (48°ช) สร้างในการทดลองน้ี

27f 5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ (48°ช) Widada และคณะ

(2002)

350f 5’-TACGGGAGGCAGCAG-3’ (50๐ช) Mueller และคณะ 

(1997)

1240r 5’-CCATTGTAGCACGTGT-3’ (48°ซ) Achenbach และคณะ 

(2001)

1492r 5’-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' (62°ซ) Widada และคณะ 

(2002)
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3. 5 การเล ี้ยงและเก ็บร ักษาแบคท ีเร ีย

3.5.1) ทุกสายพันธุ Escherichia coli เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ LB (ภาคผนวก กใ) ใน 

กรณีท่ีต้องเติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (Am) (ภาคผนวก ข2) ใช้ความเข้มข้น 100ไมโครกรัมต่อ 

มิลลิลิตร เมื่อทำเป็นอาหารแข็งเติมวุ้น 1.5% บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37°ซ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เม่ือ 

เพาะเล้ียงในอาหารเหลวเขย่าบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

ท่ีอุณหภูมิ 37๐ซ

3.5.2) เลียง Pseudomonas sp. A41 เพาะเลียงเช่นเดียวกับ Escherichia coli แต่บ่มเชีอที 

อุณหภูมิ 30°ซ

3.5.3) เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลียง Escherichia coli และ Pseudomonas sp. A41 ใน 

อาหารเล้ียงเช้ือเหลวตามข้อ 3.5.1 และ 3.5.2 ตามลำดับ นำมาผสมกับกลีเชอรอล (ภาคผนวก ฃ1) ใน 

อัตราลํวนน้ําเล้ียงเช้ือต่อกลีเชอรอลเป็น 3 : 7 บรรจุลงในหลอดเก็บเช้ือแช่แข็ง เก็บที่อุณหภูมิ-20๐ซ

เป็นเวลา 6 เดือน หรีอท่ีอุณหภูมิ -70๐ช เป็นเวลา 1 ปี
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3.6 การพิสูจน์ลิเกษณะ Pseudomonas sp. A41 โดยการวิเคราะห ์ลำด้บน ิวคลีโอไทด์ของ 16S 

ribosomal DNA(16S rDNA)

3.6.1) การสบ ัดจ ีโนม ิกด ีเอ ็นเอของ Pseudomonas sp A41 เพื่อใช ้เป ็นด ีเอ ็น เอแม ่แบบ

3.6.1.1) การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41

สกัด1จี'โนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ตามวิธีของ Ausubel และคณะ(1999) 

โดยเข่ียโคโลนีเด่ียวของเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ปรมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วนำไปเขย่าท่ี 

อุณหภูมิห้องข้ามคืน (16-18 ช่ัวโมง) ถ่ายเช้ือปริมาตร 5 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดไมโครทีเวจ์ นำไป 

ป่นเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์เป็นเวลา 2 นาที ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เทส่วนนํ้าใสทิ้ง

นำตะกอนเชลล์ที่ได้มาเติมบัฟเฟอร์TE (ภาคผนวก ขาร) ปริมาตร 576 ไมโครลิตร กระจายตะกอน 

เซลล์โดยการใช้ไมโครปิเปตดูดช้ืนลง จากน้ันเติม 10%รอร (ภาคผนวก ขร) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

และ'โปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข25) ปริมาตร 

3 ไมโครลิตร (ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 100ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของโปรตีนเนสเคใน0.5% รอร) 

ผสมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอดไปมา นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°ช เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วจึงเติม 

สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 5 โมลาร์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับ 

หลอดไปมา เติมสารละลาย CTAB/NaCI (ภาคผนวก ข17) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย 

การกลับหลอดไปมาแล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65๐ซ เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 

คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (ภาคผนวก ข20) ด้วยอัตราส่วนปริมาตรเท่ากับปริมาตรของ 

สารละลายสุดท้าย ผสมให้เข้ากันเป็นอย่างดีจนกระท่ังกลายเป็นอิมัลชัน นำไปป่นเหว่ียงท่ีความเร็ว 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา5 นาที นำส่วนน้ําใลท่ีอยู่เหนือช้ันตะกอนและช้ันคลอโรฟอร์ม/ ไอโซ 

เอมิลแอลกอฮอล์ไปใส่ในหลอดไมโครทีเวจ์หลอดใหม่ (ระวังอย่าให้ติดส่วนตะกอนไปด้วย) จากน้ัน 

เติมสารละลายทีเนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (ภาคผนวก ข19) ในปริมาตรที่เท่ากับ 

ปริมาตรของสารละลายสุดท้าย ผสมโดยการเขย่าจนกระทั่งกลายเป็นอิบัลชัน นำไปหมุนเหว่ียงท่ี 

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที นำส่วนนํ้าใสที่อยู่เหนือช้ันตะกอนและช้ันทีเนอล/ 

คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ไปใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่ แล้วเติมไอโซโพรพานอล 

ปริมาตร 0.6 เท่าของส่วนน้ําใส กลับหลอดไปมาจนกระท่ังตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ ท่าการ 

ป่นเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนของไอโซโพรพานอลท้ิงแล้วล้าง
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ตะกอนดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยเอธานอล 70% ที่เย็นจัดปริมาตรประมาณ 1 มิลลิลิตร ทำซ้ํา 2 คร้ัง โดยการ 

ป่นล้างเก็บตะกอนที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา5 นาทีค่อยๆเทส่วนนํ้าใสทิ้ง สุดท้ายนำตะกอนดีเอ็นเอท่ี 

ได้ไประเหยให้แห้งสนิท แล้วละลายตะกอนดีเอ็นเอ1ในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

และใส่ RNase A เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข26) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพ่ือ

กำจัดอาร์เอ็นเอออก เก็บดีเอ็นเอท่ีได้ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ

3.6.1.2) การวิเคราะห์ความบริสุทธ้ิและความเข้มข้นของดีเอ็นเอ

นำสารละลายดีเอ็นเอไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance, A) ท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 

280 นาโนเมตร (A260 และ A280) คำนวณค่า A260 ต่อ A280 ค่าท่ีเหมาะสมควรจะอยู่ในช่วง 1.8-2.0 ถ้า 

ค่าน้อยกว่า 1.8 แสดงว่ามีโปรตีนปนฟ้อนสูง ถ้าค่าสูงกว่า2.0 แสดงว่ามีอาร์เอ็นเอปนฟ้อนสูง

คำนวณหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอจากสมการ

ดีเอ็นเอสายคู่ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 

3.6.2) ปฏ ิก ิร ิยาล ูกโซ ่พอล ิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)

ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสน้ี'ใช้'โอลิโกนิวคลีโอ1ไทด้ไพร์เมอร์คือ forward primer 27f 

(5'-GAGTTT GAT CCT GGCT CAG-3’) และ reverse primer 1492r (5’-ACGGCTACCTTGTTACG 

ACTT-3’) นอกจากน้ีในตารางท่ี 3.4 จะแสดงส่วนผสมสารในปฏิกิริยา ความเข้มข้นสุดท้ายและ

ปริมาณที่ใช้ในปฏิกิริยาของสารแต่ละตัวสำหรับการเพิ่มจำนวน 16S ribosomal DNA ของ

Pseudomonas sp. A41
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ตารางที่ 3.4 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสมในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสส่าหรับกา?เพิ่ม
จำนวน 16S ribosomal DNA ของ Pseudomonas sp. A41

สารเคมี ความเข้มข้น
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร)

ความเข้มข้น 

สุดท้าย

MgCI2 25 mM 3 1.5 mM

Taq DNA polymerase buffer 10 X 5 1 X

ไพร์เมอร์ 27f 50 fiM 1 1.0 (iM

ไพร์เมอร์ 1492r 50 แM 1 1.0 fiM

dNTP 2 mM 5 200 |.lM

(ของแต่ละตัว) (ของแต่ละตัว)

Taq DNA polymerase 1 บ /111 1.5 1.5 บ

ดีเอ็นเอแม่แบบ 1 pg -1 pg/pi 1 1 pg -1 pg

น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ 32.5

ปริมาตรสุทธิ 50

โปรแกรมในการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เป็นดังน้ี

hot start ทีอุณหภูมิ 95๐ซ เป็นเวลา 5 นาที

dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 95๐ซ เป็นเวลา 1 นาที

annealing ท่ีอุณหภูมิ 46°ซ เป็นเวลา 1 นาที

extention ท่ีอุณหภูมิ 72°ซ เป็นเวลา 1 นาที

final extention ท่ีอุณหภูมิ 72°ซ เป็นเวลา 7 นาที

ดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิฒอเรสด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึนโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ทำโดย

เตรียมอะกาโรสเข้มข้น 1.5%ซ่ึงหลอม1ในบัฟเฟอร์ 1XTAE เทลงในแบบพิมพ์ท่ีมีหวีเสียบอยู่ ระวังอย่า 

ให้มีฟองอากาศ ปล่อยให้อะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที วางข้ึนอะกาโรสเจลท่ีได้ลงใน

แซมเบอร์ เทบัฟเฟอร์ 1XTAE ให้ท่วมสูงกว่าอะกาโรสเจลเล็กน้อย ผสมสารละลายดีเอ็นเอภับ
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สีติดตาม (ภาคผนวก ข2 2 ) ให้ความเข้มข้นของสีเป็น 1 เท่า โดยอาจจะปรับปริมาตรด้วยนํ้าในกรณี 

ใช้ปริมาตรของดีเอ็นเอน้อย หยอดสารผสมลงในช่องวิ่งและหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder 

จากนั้นทำอีเล็กโทรโฟเรชิสโดยใช้ความต่างศักย์ดังนี้ ชุดทำอิเล็กโทรโฟเรซิส GelMate 2000 ใช้

ความต ่างศ ักย ์ 10 0  โวลต ์ท ิ้งไว ้จนกระท ั่งส ีน ํ้าเง ินของบรอมฟ ินอลบล ูเคล ื่อนท ี่ลงมาจนส ุดขอบ 

อะกาโรสเจลอีกด ้าน ย ้อมอะกาโรลเจลด้วยเอธ ิเด ียมโบรไมด ์ความเข ้มข ้น 10  ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข23) เป็นเวลา 5-10นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยแสงอัลตราไวโอเลตความ

ยาวคลื่น 312 นาโนเมตร

3.6.3) ก ารห าล ำด ้บ น ิว ค ล ีโอ ไ ฑ ด ์ข อ งผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่ไ ด ้จ าก ก ารท ำป ฏ ิก ิร ิย าล ูก โซ ่ 

พอล ิเมอเรส

นำผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการท่าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในข้อ 3.6.2) มาแยกช้ินผลิตภัณฑ์ท่ี 

ได้ด้วยอะกาโรลเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส จากน้ันสกัดช้ินดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1500 bp ออกจาก 

อะกาโรสด้วย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ข4) ตามวิธีท่ีระบุโดย 

บริษัทผู้ผลิตดังน้ี ดัดอะกาโรสเจลตรงบริเวณแถบดีเอ็นเอท่ีต้องการ ช่ังน้ําหนํกช้ินอะกาโรสเจลโดย 

ใส่ไว้ในหลอดไมโครทิเวจ์ เติมบัฟเฟอร์QG ปริมาตรเป็น 3 เท่าของปริมาตรช้ินอะกาโรสเจล บ่มท่ี 

อุณหภูมิ 50 °ซ เป็นเวลา 10 นาที หรือกระท่ังอะกาโรสเจลละลายหมดได้เป็นสารละลายใสสีเหลือง 

นำสารละลายดังกล่าวใส่ใน QIAquick spin column นำไปปันตกตะกอนด้วยเครื่องปันเหว่ียงท่ี 

ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีท่ีอุณหภูมิห้องเทส่วนน้ําใสท้ิง เติมบัฟเฟอร์QG 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในคอลัมน์ นำไปปันเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 

1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เทส่วนน้ําใสท้ิง เติมบัฟเฟอร์ PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน์นำไปปัน 

เหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เทส่วนน้ําใสท้ิงก่อนทำ 

การปันเหว่ียงซ้ําอีกคร้ังเพ่ือกำจัดบัฟเฟอร์ PE ท่ีเหลือติดคอลัมน์ออกให้หมด ย้ายคอลัมน์มายังหลอด 

ไมโครพิเวจ์ใหม่ เติมน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือหรือบัฟเฟอร์ EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตรให้ลงตรง 

แผ่นกรอง ต้ังท้ิงไว้ 1 นาที นำไปปันเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ี 

อุณหภูมิห้อง จะได้สารละลายดีเอ็นเออยู่ในส่วนน้ําใสเก็บดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 ๐ช

การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ทำโดยนำสารละลายดีเอ็นเอที่ได้ดังกล่าวส่งไปวิเคราะห์ที่หน่วย 

บริการชีวภาพ (BSU) สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) โดยใช้ไพร์เมอร์
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ดังนีคือ forward primer 27f, forward primer 350f, reverse primer 1240r และ reverse primer 

1492r นำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม DNASIS และนำไปเปรยบเทียบกับ 

ข้อมูลที่มีอยู่ใน GenBank ด้วยโปรแกรม BlastN

3.7 การเพ ิ่มจำนวน rhIA หรือ rhIR ด ้วยปฏ ิก ิร ิยาล ูกโซ ่พอล ิเมอเรส

3.7.1) การออกแบบโอลิโกน ิวคล ีโอไทด้โพร์เมอร์ท ี่จำเพาะต ่อ rhIA หรือ rhIR

ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดํใพร์เมอร์ท้ังแบบ forward primer และ reverse primer คือ RA-F 

และ RA-R หรือ RR-F และ RR-R สำหรับการเพ่ิมจำนวน rhIA หรือ rhIR ตามลำดับ โดยอาศัยข้อมูล 

ลำดับเบสของ rhIA หรือ rhIR จาก Pseudomonas aeruginosa PA01 (stover และ คณะ, 2000) 

และ Pseudomonas aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ 1 1994a, b) สังเคราะห์โอลิโก

นิวคลีโอไทด์ใพร์เมอร์โดยเครองสังเคราะห์ดีเอ็นเออัตโนมัติโดยหน่วยบริการชีวภาพ (BIOSERVICE 

UNIT, BSU) สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทซ.)

3.7.2) การเตร ียมด ีแน เอแม ่แบบ  (template) ในการทำปฏ ิก ิร ิยาล ูกโซ ่พอล ิเมอเรส

การสกัด การวิเคราะห์ความบริสุทธึ๋และการหาความเข้มข้นของจีโนมิกดีเอ็นเอของ 

Pseudomonas sp. A41 ตาม'วิธี'ของ Ausubel และคณะ(1999) ซ่ึงอธิบายไวิในข้อ3.6.1) โดย 

สุดท้ายให้ละลายตะกอนดีเอ็นเอในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือปริมาตร 30 ไมโครลิตร และใส่ RNase

A เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข26) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บ่มที'อุณหภูมิ 37°ซ เพ่ือ 

กำจัดอาร์เอ็นเอออก เก็บดีเอ็นเอท่ีได้ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ

3.7.3) ปฏ ิก ิร ิยาล ูกโซ ่พอล ิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)

การทำ PCR ในงานวิจัยนี้ใช้ส่วนผสมของสารในปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทด‘ไพร์เมอร์ที่ 

ออกแบบได้ในข้อ 3.7.1 โดยความเข้มข้นสุดท้ายและปริมาณที่ใช้ในปฏิกิริยาของสารแต่ละตัวแสดง 

ในตารางที่ 3.5 หรือ 3.6 สำหรับการเพิ่มจำนวน rhA หรือ rhIR ตามลำดับดังนี้
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ต า ร า ง ท ี่ 3 .5  ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ใ ช ้เป ็น ส ่ว น ผ ส ม ใ น ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่พ อ ล ิเม อ เร ส ส ำ ห ร ับ ก า ร เพ ิ่ม
จ ำน ว น  rhIA

ส าร เคมี ความเข้มข้น
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร)

ความเข้มข้น 

สุดท้าย

MgCI2 25 ทาM 3 1.5 mM

Taq DNA polymerase buffer 10 X 5 1 X

ไพร์เมอร์ RA-F 50 fiM 1 1.0 IJ.M

ไพร์เมอร์ RA-R 50 JJ.M 1 1.0 pM

dNTP 2 mM 5 200 piM

(ของแต่ละตัว) (ของแต่ละตัว)

Taq DNA polymerase 1 บ/ M-I 1.5 1.5 บ

ดีเอ็นเอแม่แบบ 1 pg -1  fig/pj 1 1 pg -1 pig

นํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ 32.5

ปริมาตรสุทธิ 50

โปรแกรมในการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เป็นดังนี้

hot start ที่อุณหภูมิ 95°ซ เป็นเวลา 5 นาที

dénaturation ที่อุณหภูมิ 95°ช เป็นเวลา 1 นาที

annealing ที่อุณหภูมิ 54°ซ เป็นเวลา 1 นาที

extention ที่อุณหภูมิ 72๐ช เป็นเวลา 1 นาที

final extention ที่อุณหภูมิ 72๐ช เป็นเวลา 7 นาที

ดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle)
(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึนโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส
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ต า ร า ง ท ี่ 3 .6  ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ใ ช ้เป ็น ส ่ว น ผ ส ม ใ น ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่พ อ ล ิเม อ เร ส ส ำ ห ร ับ ก า ร เพ ิ่ม
จ ำน ว น  rh IR

สารเคมี ความเข้มข้น
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร)

ความเข้มข้น 

สุดท้าย

MgCI2 25 mM 2 1.0 mM

Taq DNA polymerase buffer 10 X 5 1 X

ไพร์เมอริ RR-F 50 (AM 1 1.0 piM

ไพริเมอริ RR-R 50 jliM 1 1.0 (.iM

dNTP 2 mM 5 200 (iM

(ของแต่ละตัว) (ของแต่ละตัว)

Taq DNA polymerase 1 บ/ (.il 1.5 1.5 บ

ดีเอ็นเอแม่แบบ 1 pg -1 pig 1 1 pg -1 lag

นํ้าปลอดประจุ 33.5

ปริมาตรสุทธิ 50

โปรแกรมในการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิฌอเรส เป็นดังนี้

hot start ที่อุณหภูมิ 95°ซ เป็นเวลา 5 นาที

dénaturation ที่อุณหภูมิ 95°ซ เป็นเวลา 1 นาที

annealing ที่อุณหภูมิ 52๐ซ เป็นเวลา 1 นาที

extention ที่อุณหภูมิ 72๐ช เป็นเวลา 1 นาที

final extention ที่อุณหภูมิ 72๐ซ เป็นเวลา 7 นาที

ดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle)
(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึนโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส
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3.7.4) ก ารห าล ำด ้บ น ิว ค ล ีโอ ไ ฑ ด ์ข อ งผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่ไ ด ้จ าก ก ารท ำป ฏ ิก ิร ิย าล ูก โซ  ่

พอล ีเมอเรส

นำผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรลในข้อ 3.7.3) ทั้งที่ได้จากการเพิ่ม 

จำนวน rhIA และ rhlR มาตรวจสอบชิ้นผลิตภัณฑ์ที่ได้ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส แยกช้ิน

ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 หรือ 700 bp ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที1่ได้,จาก rhIA หรือ rhlR ตามลำดับออก 

จากอะกาโรสด้วย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ข4) ตามวิธีที่ระบุโดย 

บริษัทผู้ผลิตดังที่อธิบายแล้วในข้อ 3.6.3)

หาลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์โดยนำสารละลายด ีเอ ็น เอท ี่ได ้ด ังกล ่าวส ่งไปว ิเคราะห ์ท ี่หน ่วย  

บริการชีวภาพ (BSU) สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) นำข้อมูลลำดับ 

นัวคลีโอ1ไทดัที่1ได้มาวิเคราะห์ด ้วยโปรแกรม DNASIS และนำ1ไปเปรียบเท ียบก ับข ้อม ูลท ี่ม ีอย ู่1ใน

GenBank ด้วยโปรแกรม Blastx version 2.2.9

3.8 การด้นหาชิ้นส่วนของดีเอ ็นเอบนโครโมโซมของ Pseudomonas sp. A41 ท ี่ม ี rhIA หรือ 

rhlR ด้วยเทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization)

3.8.1) การเตร ียมด ีเอ ็น เอต ิดตาม (DNA probe)

3.8.1.1) การเตรียมผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ rhIA หรือ rhlR

จากการทำ PCR เพื่อให้ได้ชิ้นส่วนที่มาจาก rhIA หรือ rhlR ต้องใช้ส่วนผสมของสารใน 

ปฏิกิริยาและโอลิโกนัวคลีโอไทดไ,พร์เมอร์ตามข้อ 3.7.3) จากนั้นแยกชิ้นดีเอ็นเอในผลิตภัณฑ์ที่ได้ 

ดังกล่าว ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสและสกัดชิ้นดีเอ็นเอขนาด 800 หรือ 700 bp สำหรับ rhIA 

หรือ rhlR ตามลำดับ ออกจากอะกาโรสเจลด้วย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) 

(ภาคผนวก ข4) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผู้ผลิตที่อธิบายไว้ในข้อ 3.6.3)
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3.8.1.2) การติดฉลากดีเอ็นเอติดตามด้วย Digoxigenin-dUTP ด้วยวิธี Random labeling

ติดฉลากดีเอ็นเอติดตาม rhIA หรือ rhIR โดยใช้ชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High 

Prime Labeling and Detection starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข12) ตามวิธของ 

บริษัทผู้ผลิตดังนี้ ด ูดสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมได้จากข้อ 3.8.1.1) ปริมาตร 16 ไมโครลิตรใส่ใน 

หลอดไมโครทิเวจ์ นำไปต้มในนํ้าเดือดเป็นเวลา 1 0 นาทีเพื่อแยกสายดีเอ็นเอแล้วแช่ในนํ้าแข็งทันที 

เติมสารละลาย DIG High Prime (หลอดหมายเลข 1) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ ให้เช้ากัน บ่ม 

ในอ่างนํ้าอุณหภูมิ 37๐ช เป็นเวลา 20 ช่ัวโมง หยุดปฏิกิริยาโดยแช่ในนํ้าอุ่น 65°ช เป็นเวลา 10 นาที 

เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไว้ที่อุณหภูมิ -20° ซ

ประมาณปริมาณดีเอ็นเอติดตาม rhIA หรือ rhIR ที่ถูกติดฉลากด้วย digoxigenin (DIG) ด้วย 

การเจือจางดีเอ็นเอติดตามใน DNA dilution buffer (หลอดหมายเลข 3) ตามตารางที่ 3.7

ตารางที่ 3.7 ว ิธ ีเจ ือจางสารละลายด ีเอ ็น เอสำหร ับหาปร ิมาณ ด ีเอ ็น เอท ี่ต ิดฉลากแล้ว

หลอดท ี่ทำการเจ ือจาง ปร ิมาตรสารละลายด ีเอ ็น เอ  

ต่อ DNA dilution buffer (|4,l)

๐ ๐ 1/99

2. หลอดที่ 1 เจือจาง 1 : 3.3 15/35

3. หลอดที่ 1 เจือจาง 1: 10 5/45

4. หลอดที่ 2 เจือจาง 1:10 5/45

5. หลอดที่ 3 เจือจาง 1:10 5/45

นำสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางแล้วหลอดที่ 1-5 อย่างละ 1 ไมโครลิตร หยดลงบนไนลอน 

เมมเบรนที่ดัดไว้เป็นแถบยาวเล็กๆ (strip) ทำควบคู่กับสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐานความเข้มข้น

5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ด้วยการเจือจางแบบเดียวกันกับวิธีการข้างต้น แล้วหยดลงบนไนลอน

เมมเบรนอีกแผ่นหนึ่งทิ้งไว้ให้แห้ง ทำการตรืงดีเอ็นเอให้เกาะติดบนเมมเบรนด้วยการวางเมมเบรนด้าน 

ที่มีดีเอ็นเอให้สัมผัสแสงอัลตราไวโอเลตที,ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร แล้วนำไปจุ่มในสารละลายแต่ 

ละชนิดตามลำดับขั้นตอนดังที่แสดงไว้โนตารางที่ 3.8
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ตารางที่ 3.8 ข ั้นตอนการหาปริมาณ ดีเอ ็นเอต ิดตามท ี่ถ ูกต ิดฉลาก

หลอดท ี่ สารละลาย เวลา (นาที)

1 Blocking solution 2

2 Antibody solution (1 : 5,000 ใน 3

Blocking solution)

1 Blocking solution 1

3 Maleic acid buffer 1

4 Detection buffer 1

5 Color-substrate solution 5-30

บ่มแถบทดสอบดีเอ็นเอในหลอดที่ 5 ในที่มืดจนเกิดจุดสัญญาณจากการไฮบริไดซ์สิม่วงนํ้าเงิน 

เมื่อจุดสืบนแถบทดสอบขึ้นจนชันเจนทุกจุดแล้วให้ทำการล้างแถบทดสอบด้วยนํ้ากลั่นทิ้งไว้ให้แห้ง 

เทียบสีที่'ได้กับดีเอ็นเอมาตรฐาน โดยที่ดีเอ็นเอมาตรฐานมีความเข้มข้นด้งนี้ 50, 15, 5, 1.5, 0.5 

พิโคกรัมต่อไมโครลิตร ตามลำดับ

3.8.2) การเตร ียมไนลอนเมมเบรนที่ม ีจ ีโนม ิกด ีเอ ็น เอของ Pseudomonas sp. A41 

สัาหรับการไฮบริไดซ์

การเตรียมไนลอนเมมเบรนสำหรับการไฮบริไดช์เพื่อติดตาม rhIA หรือ rhIR บนจีโนมิกดีเอ็นเอ 

ของ Pseudomonas sp. A41 มีข้นตอนเหมือนสันด้งนี

3.8.2.1) การสดัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41

ลดัดและหาความเข้มข้นจีโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ตามวิธีของ Ausubel 

และคณะ (1999) ด้งอธิบายในข้อที่ 3.6.1)
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3.8.2.2) การตัดดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ชนิดต่างๆ

ตัดดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ประมาณ 10ไมโครกรัมด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ 

ต่างๆ (Promega, USA) อย่างสมบูรณ์ตามวิธีที่ระบุโดยผู้ผลิต โดยใช้ส่วนผสมของปฏิกิริยาดังต่อไปนี้

ผสมให้เช้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 37°ซ เป็นเวลา 2-4 ช่ัวโมง

จากนั้นทำการแยกชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดไว้ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส

3,8.2.3) การย้ายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน (Southern blot)

นำดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ที่ตัดแล้วจากข้อ 3.8.2.2) มาทำอะกาโรสเจล 

อิเล็กโทรโฟเรซิสเปรียบเทียบกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder ใช้ผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอริเมอเรสของ rhIA หรือ rhIR เป็นตัวควบคุมผลบวก (positive control) จากนั้นทำการ 

ย้อมอะกาโรสเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ แล้วถ่ายภาพเก็บไว้โดยใช้ไม้บรรทัดแนบด้านช้างอะกาโรสเจล 

เพื่อระบุระยะทางการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ

เตรียมอะกาโรสเจลเพื่อทำการถ่ายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผ่นไนลอนเมมเบรน เร่ิม

จากล้างชิ้นอะกาโรสเจลที่ได้ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 1 นอร์มอล ในกล่องพลาสติกโดยให้

สารละลายท่วมอะกาโรสเจลเขย่าเบาๆ เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม dénaturation buffer 

(ภาคผนวก ฃธ) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร หรือเติมให้ท่วมอะกาโรสเจลเขย่าเบาๆ เป็นเวลา 15 นาที แล้ว 

เทบัฟเฟอร์ทิ้ง ทำซ้ํา 2 คร้ัง ล้างด้วยนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ 2 คร้ัง จากนั้นเติม neutralization buffer 

(ภาคผนวก ข/) เป็นเวลา 15 นาที เทบัฟเฟอร์ทิ้ง ทำเา 2 คร้ัง

10 X บัฟเฟอร์ 

เรสทริกชันเอนไซม์ 

นํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ

ดีเอ็นเอ 0.5-10 ไมโครกรัม

1/10  ของปริมาตรทั้งหมด

3-5 ยูนิตต่อ1ไมโครกรัมของดีเอ็นเอ

ปรับให้ได้ปริมาตรสุดท้ายตามต้องการ
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การถ่ายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผ่นไนลอนเมมเบรนด้วยวิธี Capillary transfer

(Sambrook และ Russell, 2001) ทำโดยการวัดขนาดของชิ้นอะกาโรสเจลที่เตรียมไว้กำหนดขนาด A 

คือขนาดเท่ากับขนาดของแผ่นอะกาโรสเจล ขนาด B คือขนาดความกว้างเท่ากับด้านกว้างของ

อะกาโรสเจลแต่ความยาวจะยาวกว่าด้านยาวของอะกาโรสเจล ตัดไนลอนเมมเบรนให้มีขนาด A

จำนวน 1 แผ่น ตัดกระดาษกรองให้มีขนาด A จำนวน 2 แผ่น และขนาด B จำนวน 1 แผ่น ตัดกระดาษ 

ทิชชูให้มีขนาด A เพื่อใช้เป็น paper towel สูงประมาณ 5 เซนติเมตร การจัดวางชั้นต่างๆ ของการย้าย 

ดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผ่นไนลอนเมมเบรนตังแสดงไว้ในรูปที่ 3.1 โดยเริ่มจากการเติม 20 X 

SSC (ภาคผนวก ฃร) ซึ่งเป็น transfer buffer ลงในกล่องพลาสติกปริมาตรพอประมาณ นำกระดาษ 

กรองขนาด B ที่อิ่มตัวด้วย 20XSSC วางพาดบนแผ่นกระจกโดยให้ปลายทั้งสองข้างของกระดาษกรอง 

แช่ในบัฟเฟอร์เพื่อเป็นสะพานให้ 20XSSC เคลื่อนที่ชิ้นมา จากนั้นวางกระดาษกรองขนาด A ที่อิ่มตัว 

ด้วย 20XSSC ซ้อนชิ้นด้านบน แล้วนำอะกาโรสเจลที่เตรียมไว้วางลงด้านบนในลักษณะที่ควํ่าหน้า 

เจลลงด้านล่าง วางไนลอนเมมเบรนที่อิ่มตัวด้วย 20XSSC ลงบนเจล ต้องระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศชิ้น 

ในแต่ละชั้น จากนั้นจึงวางกระดาษกรองขนาด A แล้ววางชั้นของกระดาษทิชชูและนั้าหนักกดด้านบน 

ตามลำตับ ท่าการยึดชั้นต่างๆ ให้มั่นคงด้วยกระดาษกาว และระวังไม่ให้ชั้นทิชชูแตะโดนอะกาโรสเจล 

หรือกระดาษกรองด้านล่าง ตั้งทิ้งไว้ให้บัฟเฟอร์เคลื่อนที่ชิ้นมาเป็นเวลาข้ามคืน

กระดาษทิชชู

ไนลอนเมมเบรน 

อะกาโรสเจล

น้าหนัก

กระดาษกรอง 

แผ่นกระจก

รูปที่ 3.1 แผนภาพแสดงการจ้ดวางช ั้นต ่างๆ ของการอ ้ายด ีเอ ็นเอจากอะกาโรสเจลไปย ัง 

ไนลอนเมมเบรน โดยวิธ ี Capillary transfer
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ภายหลังจากการเคลื่อนย้ายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน ยกชันกระดาษที 

อยู่เหนือไนลอนเมมเบรนออก แล้วใช้กรรไกรที่สะอาดตัดที่มุมด้านหนึ่งเพื่อเป็นการระบุด้านของ

ไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเออยู่ นำไนลอนเมมเบรนมาใส่กล่องล้างด้วย 2XSSC (ภาคผนวก ข9) โดย 

การเขย่าเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนำไปซับให้แห้งและทำการตรึงดีเอ็นเอให้ติดบนไนลอนเมมเบรน 

ด้วยการนำไนลอนเมมเบรนด้านที่มีดีเอ็นเอไปเผยต่อแสงอัลตราไวโอเลตประมาณ 3 นาที เก็บไนลอน 

เมมเบรนไว้ที่อุณหภูมิห้องได้นาน 6 เดือน

3.8.3) ไฮบริไ.ดเซชันดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ด ้วยด ีเอ ็น เอต ิดตาม rhIA 
หรือ rhIR

ทำพรึไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยนำไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอมาใส่ถุง

พลาสติกสำหรับไฮบริไดเซชันและผนึกด้านข้างให้สนิทด้วยเครื่องผนึกที่ใช้ความร้อนตังรูปที่ 3.2 เติม 

สารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ข12) ซึ่งทำการอุ่นไว้ที่อุณหภูมิที่จะทำไฮบริไดเซชัน (อุณหภูมิ 

42๐ซ) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อ 100 ตารางเซนติเมตร ไล่ฟองอากาศออกให้หมด จากนั้นผนึกปิดให้ 

สนิท นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 42°ซ เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 30 นาที

แนวผนึก

ถุงไฮบริไดซ์

รูปที่ 3.2 ช ักษณะการผนึกถุงพลาสติกสำหรับทำไฮบริไดเซชัน
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เตรียมสารละลายดีเอ็นเอติดตาม rhIA หรือ rhIR สำหรับการไฮบรีไดช็โดยนำดีเอ็นเอติดตาม 

rhIA หรือ rhIR ไปต้มในนํ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที แล้วแช่ในน้ําแข็งทันที จากนั้นเติมลงในสารละลาย 

DIG Easy Hyb ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร (ให้มีความเข้มข้น 5-25 นาโนกรัมต่อสารละลาย DIG Easy 

Hyb ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) ที่บรรจุอยู่ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว (falcon tube) ผสมให้เข้ากันด้วย 

การกลับหลอดเบาๆ นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 68°ซ เป็นเวลา 10 นาที ก่อนนำไปไฮบริไดซ์

เมื่อทำพรืไฮบริไดเซชันเสร็จแล้วตัดถุงพลาสติกออก เทสารละลาย DIG Easy Hyb ทิ้งแล้ว 

ย้ายเมมเบรนมาที่ถุงพลาสติกใบใหม่ จากนั้นทำการผนึกด้านข้างถุงเหมือนเดิม เทสารละลายดีเอ็นเอ 

ติดตาม rhIA หรือ rhIR ที่เตรียมไว้ข้างต้นลงไป ไล่ฟองอากาศออกให้หมดแล้วปิดผนึกด้านบน 2 คร้ัง 

นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 42๐ซ ด้วยการเขย่าเบาๆ เป็นเวลาข้ามคืน (16-18 ช่ัวโมง) (สารละลายดีเอ็นเอ 

ติดตามที่ใช้แล้วกลับนำมาใช้ได้อีกหลายครั้งด้วยการเก็บรักษาในหลอดพลาสติกฝาเกลียวที่อุณหภูมิ 

-20๐ซ เมื่อนำมาใช้ในครั้งต่อไปให้เติมดีเอ็นเอติดตามเพิ่มอีก 2-3 ไมโครลิตร และก่อนใช้ต้องทำการ 

แยกสายดีเอ็นเอติดตามที่อุณหภูมิ 68°ซ เป็นเวลา 10 นาที (ระวังอย่านำไปต้มจนเดือดเพราะ 

สารละลาย DIG Easy Hyb จะเลียสภาพ)

เมื่อเสร็จสินไฮบริไดเซชันแล้ว นำไนลอนเมมเบรนที่ได้มาล้างดีเอ็นเอติดตามส่วนเกินออกโดย 

การนำมาใส่ในกล่องพลาสติกแล้วล้างดีเอ็นเอติดตามที่ลับกับไนลอนเมมเบรนด้วยสารละลาย 2XSSC 

/0.1 %SDS (ภาคผนวก ข10) ปริมาตร 30-50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิห้อง พร้อมกับการเขย่าเบาๆ เป็น 

เวลา 15 นาที แล้วเทสารละลายทิ้ง ทำซ้ํา 2 คร้ัง จากนั้นล้างอีก 2 ครั้งด้วย 0.5XSSC/0.1 %SDS 

(ภาคผนวก ข11) ที่อุณหภูมิ 68๐ซ เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทสารละลายทิ้ง

ตรวจหาตำแหน่งดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ที่ไฮบริไดซ็ใด้กับดีเอ็นเอติดตาม rhIA 
หรือ rhIR ด้วยวิธี Enzyme immunoassay โดยใช้ชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime 

Labeling and Detection starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข12) ตามวิธีของบริษัทผู้ผลิต 

ด้งนี้ (ทุกขั้นตอนทำที่อุณหภูมิห้อง) เริ่มจากนำไนลอนเมมเบรนที่ล้างดีเอ็นเอติดตามส่วนเกินออกแล้ว 

มาล้างด้วย maleic acid buffer (ภาคผนวก ข1 2 ) ในกล่องพลาสติกโดยใช้ปริมาตรท่วมไนลอน 

เมมเบรน เขย่าเบาๆเป็นเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอร์ทิ้ง จากนั้นเติม blocking solution (ภาคผนวก ข12) 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอร์ทิ้ง แล้วเติม antibody solution
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(Anti-DIG-AP conjugate) ที่เตรียมโดยการเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate (ภาคผนวก ข12) 

ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ใน blocking solution ปริมาตร 15 มิลลิลิตร (เตรียมก่อนใช้ในหลอดพลาสติก 

ฝาเกลียว) (เจือจาง 1 : 5,000 ) เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอร์ทิ้งแล้วล้าง Anti-DIG-AP 

conjugate ส่วนเกินออกด้วย maleic acid buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 15 นาที 

เทบัฟเฟอร์ทิ้ง ทำซ้ํา 2 คร้ัง เติม detection buffer ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 5 นาที 

เทบัฟเฟอร์ทิ้ง จากนั้นเตรียมซับสเตรท NBT/BCIP (ภาคผนวก ข12) โดยเจือจางสารละลายในหลอดที่ 

5 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใน detection buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (เตรียมก่อนใช้!นหลอด 

พลาสติกฝาเกลียวที่หุ้มให้มืด) ย้ายไนลอนเมมเบรนมาใส่ถุงพลาสติกแล้วผนึกด้านข้างเช่นเดียวกับขั้น 

ไฮบริไดช์ จากนั้นเทซับสเตรทที่เตรียมไว้ลงในถุง ไล่ฟองอากาศออกแล้วผนึกปิดถุง นำไปบ่มในที่มืด 

(ห้ามเขย่า) ตั้งทิ้งไว้จนกว่าจะเกิดแถบสิชัดเจน (ประมาณ 1 ช่ัวโมง -  16 ช่ัวโมง) เมื่อเสร็จสิ้นการบ่ม 

กับซับสเตรทแล้วนำเมมเบรนออกจากถุงพลาสติกมาล้างในนั้ากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ เป็นเวลา 10 

นาที ซับและตากให้แห้งจึงเก็บใส่ถุง

3.9 การโคลนช ันด ีเอ ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ท ี่ม ี rhIA หรือ rhIR

3.9.1) ก ารส ก ้ดช ันด ีเอ ็นเอท ี่ให ้ส ัญ ญ า ณ ก ็บด ีเอ ็น เอต ิด ต าม  rhIA หรือ rhIR

ตัดดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ที่เตรียมไว้อย่างสมบูรณ์ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ 

Pst\/EcoR\ และ BamHI สำหรับการโคลน rhIA หรือตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ BamH\/Xho\ สำหรับ 

การโคลน rhIR ตามวิธีในข้อ 3.8.2.2) นำดีเอ็นเอที่ตัดได้ไปทำอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส ตัด

อะกาโรสเจลให้ครอบคลุมตรงบริเวณที่มืชื้นดีเอ็นเอที่ให้สัญญาณกับดีเอ็นเอติดตาม rhIA หรือ rhIR 
โดยเทียบผลจากการไฮบริไดเซชั่นในข้อ 3.8.3) จากนั้นสกัดดีเอ ็นเอออกจากอะกาโรสเจลด้วยวิธ ี 

Electroelution โดยล้างถุงไดแอลิซิสที่เตรียมไว้ (ภาคผนวก ข30) ด้วยนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ ปิด 

ปลายด้านหนึ่งของถุงโดยใช้ตัวหนึบ (clamp) นำอะกาโรสเจลที่มืชื้นดีเอ็นเอที่ต้องการแยกใส่ลงในถุง 

ไดแอลิซิส เติมบัฟเฟอร์ 1XTAE ที่ปลอดเชือปริมาตรไม่เกิน 400 ไมโครลิตร ไล่ฟองอากาศออกจากถุง 

ให้หมดแล้วปิดปลายอีกด้านที่เหลือ จากนั้นทำอิเล็กโทรโฟเรซิสชื้นเจลในบัฟเฟอร์ 1XTAE ใช้ความต่าง 

ศ ัก ย ์100 โวลต์เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อให้ดีเอ็นเอหลุดออกจากเจลมาอยู่ที่สารละลาย จากนั้นกสับ 

ชัวไฟฟ้าและทำอิเล็กโทรโฟเรซิสชำใช้ความต่างศักย2์00 โวลต์ เป็นเวลา 2 นาที เพื่อให้ดีเอ็นเอที่ติดอยู่ 

กับถุงไดแอลิซิสหลุดออกมาอยู่ในสารละลาย นำสารละลายที่ได้ใส่หลอดไมโครฟิวจ์แล้วบันเหวี่ยงเพื่อ
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กำจัดเศษอะกาโรสเจลท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ถ่ายสารละลายดีเอ็นเอใน 

บัฟเฟอร์ 1XTAE ส่หลอด ไมโครทีเวจัใหม่ สกัดด้วยทีเนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 

ปริมาตรเท่ากับปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอเริ่มต้น ผสมโดยการเขย่าจนกระท่ังสารละลายเป็นอิมัลชัน 

นำไปปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ถ่ายเฉพาะส่วนนำใสท่ีอยู่เหนือ 

ตะกอนและชั้นทีเนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ไปใส่ในหลอดไมโครทีเวจ์หลอดใหม่ 

ตกตะกอนพลาลมิดด้วยเอธานอล โดยเติมโซเดียมอะซีเตทค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.2 ความเข้มข้น 

3 โมลาร์(ภาคผนวก ข24) ปริมาตร 1/10 เท่าของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอสุดท้าย ผสมให้เข้ากัน 

แล้วจึงเติมเอธานอลสัมบูรณ์ปริมาตร 2 เท่าของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอสุดท้าย ผสมให้เข้ากันแล้ว 

นำไปตกตะกอนท่ีอุณหภูมิ -20°ซ เป็นเวลา 60 นาที หรือท่ีอุณหภูมิ -70°ซ เป็นเวลา 30 นาที นำไปปัน 

เหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนน้ําใสท้ิง จากน้ันล้าง 

ตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอธานอล 70% โดยการปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ 

เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนน้ําใสท้ิงทำซ้ํา 2 คร้ัง ระเหยเอธานอลให้แห้ง ละลายดีเอ็นเอกสับ1ในน้ําปลอด 

ประจุปลอดเช้ือปริมาตร 20 ไมโครลิตร เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 °ซ

3.9.2) การเตรียมพลาสมิตเวกเตอเล์าหรับการโคลน

3.9.2.1) การสกัด การตัด และการทำพลาสมิดเวกเตอร์ให้บริสุทธ้ี

สกัดพลาสมิด pGEM-3Zf(+/-) หรือ พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (Stratagene) จาก 

E. coli DH5a ด้วยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 

(ภาคผนวก ข3) ตามวิธีท่ีระบุโดยบริษัทผู้ผลิต โดยเล้ียง E. coli DH5a ท่ีได้รับพลาสมิดดังกล่าวใน 

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีมีสารปฏิชีวนะแอมพิซิสิน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีอุณหภูมิ 

37°ช ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18ช่ัวโมง ปันเก็บเซลล์ปริมาตร5 มิลลิลิตรใน 

หลอดไมโครฟิวจ์ด้วยเคร่ืองปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 

แขวนลอยเซลล์ด้วยบัฟเฟอร์ P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากน้ันเติมบัฟเฟอร์ P2 ปริมาตร 250 

ไมโครลิตร ผสมโดยการกสับหลอดจนกระท่ังสารแขวนลอยเร่ิมหนืดและใสข้ึนภายในระยะเวลาไม่เกิน 

5 นาที จากน้ันเติมสารละลาย N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดเป็น 

ตะกอนขาว นำไปปันเหว่ียงเพ่ีอให้ตะกอนตกท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ี 

อุณหภูมิห้อง แยกส่วนน้ําใสลงใน QIAprep spin column นำไปปันเหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 รอบ
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ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนน้ําใสท้ิง เติมบัฟเฟอร์ PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลง 

ในคอลัมน์ นำไปปันเหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที เทส่วน 

น้ํา'ใสท้ิง เติมบัฟเฟอร์ PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ นำไปปันเหว่ียงด้วยความเร็ว 

12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เทส่วนน้ําใสท้ิงก่อนทำการปันเหว่ียงเาอีกคร้ัง 

เพ่ือกำจัดส่วนน้ําใสท่ีเหลือติดคอลัมน์ ย้ายคอลัมน์มายังหลอดไมโครพีเวจ‘ใหม่ เติมน้ําปลอดประจุ

ปลอดเช้ือหรือบัฟเฟอร์ EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ให้ลงตรงแผ่นกรอง ต้ังท้ิงไว้ 1 นาที นำไปปัน 

เหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จะได้สารละลายพลาสมิด 

อยู่ในส่วนน้ําใส เก็บพลาสมิดท่ีอุณหภูมิ -20°ซ

ตัดพลาสมิด pGEM-3Zf(+/-)frวยเรสท'ริกชันเอนไซม์ Pst\/EcoR\ สำหรับการโคลน rhIA หรือ 

ตัดพลาสมิด pBluescript KS(+/-) ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ BamH\/Xho\ สำหรับการโคลน rhIR ตาม 

วิธีในข้อ 3,8.2.2) แล้วนำพลาสมิดท่ีตัดได้ใปทำอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรชิส ตัดอะกาโรสเจลให้คลุม 

ตรงบริเวณท่ีมีช้ินดีเอ็นเอ จากน้ันสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลด้วยวิธี Electroelution ตามวิธีการ 

และข้ันตอนท่ีกล่าวในข้อ 3.9.1) ละลายพลาสมิดท่ีได้ในน้ําปลอดประจุด้วยปริมาตรท่ีเหมาะสม

ส่วนพลาสมิด pBluescript KS(+/-) ท่ีตัดอย่างสมบูรณ์ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ BamHI ต้อง 

เตรียมพลาลมิดดังกล่าวใน Tris-HCI ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 8.0 ก่อนจึงนำไปกำจัดหมู่ฟอสเฟส 

ตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอร์เพ่ือป้องกันการเช่ือมกันเองของปลายสายเวกเตอร์ซ่ึงมีข้ันตอนดังน้ีคือ 

นำพลาสมิดท่ีตัดอย่างสมบูรณ์ดังกล่าวมาสกัดด้วยพีเนอล/คลอโรฟอร์มน์อโซเอมิลแอลกอฮอล์ ตก

ตะกอนพลาสมิดแล้วละลายพลาสมิดท่ีได้ใน Tris-HCI ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 8.0 ด้วย 

ปริมาตรท่ีเหมาะสม (น้อยกว่าปริมาตรเร่ิมต้นก่อนท่ีจะทำการสกัดด้วยพีเนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิล 

แอลกอฮอล์)

3.9.2.2) การกำจัดหมู่ฟอสเฟสตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอร์

กำจัดหมู่ฟอสเฟสตรงปลายสายพลาลมิดเวกเตอร์เพ่ือป้องกันการเช่ือมกันเองของปลายสาย 

พลาลมิดเวกเตอร์ท่ีถูกตัดให้เป็นปลายเปิดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์แล้ว โดยใช้แอลคาไลน์ฟ่อสฟาเทส 

(Promega, USA) ตามวิธีของบริษัทผู้ผลิต โดยเร่ิมจากการเจือจางแอลคาไลน์ฟอสฟาเทสจากหลอด
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ต้ังต้นความเข้มข้น 1 หน่วยต่อไมโครลิตร ให้ได้ความเข้มข้น 0.01 หน่วยต่อไมโครลิตร ด้วยการใช้ 

ส่วนผสมของการเจือจางดังน้ี

แอลคาไลน์พ่อสฟาเทส 1 หน่วยต่อไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร

10Xtfฟเฟอร์ 10 ไมโครลิตร

น้ัาปลอดประจุปลอดเชือ 89 ไมโครลิตร

ปริมาตรสุทธิ 100 ไมโครลิตร

ผสมให้เข้ากัน (ควรทำการเตรียมใหม่ก่อนใช้ทุกคร้ังหรอเก็บรักษาไวใช้ได้ท่ีอุณหภูมิ -20°ซ ไม่ 

เกิน 1 สัปดาห์)

จากน้ันเพ่ิมปริมาตรของสารละลายพลาสมิดเวกเตอร์จากข้อ 3.9.2.1) (เฉพาะพลาสมิด

เวกเตอร์ท่ีดัดอย่างสมบูรณ์ด้วยเรสทริกซ้นเอนไซม์ BamHI) ให้มีปริมาตร 40 ไมโครลิตร ตามท่ีบริษัท 

ผู้ผลิตกำหนด แล้วทำส่วนผสมของปฏิกิริยาดังน้ี

พลาสมิดเวกเตอรั pBluescript KS(+/-)/ BamHI 1-5 ไมโครกรัม 

10XUฟเฟอร์

แอลคา'ไล'น'ฟ่อสฟาเทส 0.01 หน่วยต่อไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธิ

40 ไมโครลิตร

5 ไมโครลิตร

5 ไมโครลิตร

50 ไมโครลิตร

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°ซ เป็นเวลา 30 นาที จากน้ันเติมแอลคาไลน์ฟอสฟาเทสท่ีเจือจางแล้วความ 

เข้มข้น0.01 หน่วยต่อไมโครลิตรปริมาตรเท่าเดิมลงไปอีกคร้ัง แล้วทำการบ่มท่ีอุณหภูมิ37๐ซ 

ต่อไปอีกเป็นเวลา 30 นาที ต่อจากน้ีทำการสกัดด้วยพีเนอล/คลอโรฟอร์มAอโซเอมิลแอลกอฮอล์ และ 

ตกตะกอนด้วยเอธานอลตามข้ันตอนดังท่ีได้กล่าวไว้แล้วในข้อ 3.9.1) สุดท้ายละลายพลาสมิดเวกเตอร์ 

ด้วยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือในปริมาตรท่ีเหมาะสม (ปริมาตรน้อยท่ีสุดท่ีจะละลายดีเอ็นเอได้และน้อย 

กว่าปริมาตรเร่ิมต้น)
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3.9.3) ไ,ลเกชัน (ligation) ช ั่นด ีเอ ็น เอเข ้าก ับพลาสม ิตเวกเตอร ์

ไลเกทชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมได้ในข้อ 3.9.1) เข้ากับพลาสมิดเวกเตอร์ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ 

ชนิดเดียวกันในข้อ 3.9.2) ด้วยไลเกส (ligase) (Promega, USA) ตามวิธีของบริษัทผู้ผลิต โดยทำส่วน 

ผสมของปฏิกิริยา(ปริมาตรสุทธิ 1 0 ไมโครลิตร)ตังนี้

ชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมได้ในข้อ 3.8.1) ประมาณ 300 นาโนกรัม 3 ไมโครลิตร

พลาสมิดเวกเตอร์ที่ตัดด้วยเอนไซม์ชนิดเดียวกันประมาณ 50-200 นาโนกรัมใ ไมโครลิตร 

1 oxt ลเกชันบัฟเฟอร์ 1 ไมโครลิตร

T4 DNA ligase ความเข้มข้น 3 หน่วยต่อไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร

นํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ 4 ไมโครลิตร

ทำไลเกชันที่อุณหภูมิ1 6°ซ เป็นเวลา 16-18ชั่วโมง(อัตราส่วนระหว่างชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 

และพลาสมิดเวกเตอร์สามารถจะแปรผันได้ตามความเหมาะสมของปริมาณดีเอ็นเอ)

3.9.4) การทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนทพ์ลาส ม ิตจากข้อ 3.8.3 เข้าสู่ Escherichia coli 
D H 5a  และกั ดเลือกทรานสฟอร์มแมนท์ที่มี rhIA หรือ rhIR

3.9.4.1) เตรียมคอมพีเทนท์เซลล์ (competent cell)

คอมพีเทนท์เชลล์ทำด้วยวิธี Calcium chloride (Sambrook และ Russell, 2001) โดยเฃีย 

โคโลนีเด่ียวของเชื้อ E. coli DH5a ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (ภาคผนวก กร) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร แล้วน่าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37°ซ เป็นเวลาข้ามคืน (16-18 ช่ัวโมง) เพื่อใช้เป็นหัวเช้ือ จากนั้น 

ถ่ายหัวเชือปริมาตร 700 ไมโครลิตร ไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุใน 

arm flask นำไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37๐ซ จนกระทั่ง ODfi„„ มีค่าเท่ากับ 0.3-0.5ชุ ข OUU

เตรียมสารละลาย MgS04/CaCI2 (เตรียมก่อนใช้และทุกข้ันตอนทำในอ่างน้ัาแข็ง) โดยผสมน้ัา 

ปลอดประจุปลอดเช้ือท่ีเย็นปริมาตร 40 มิลลิลิตร เข้ากับสารละลาย CaCI2 ท่ีปลอดเช้ือและเย็น 

ความเข้มข้น 1 โมลาร์ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว ผสมให้เข้ากันแล้วต้ังท้ิงไว้ใน
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อ่างนํ้าแข็งให้ได้อุณหภูมิ 4°ช จากนั้นเติมสารละลาย MgS04 ที่ปลอดเชื้อและเย็นความเข้มข้น 

1 โมลารปร ิมาตร1 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากันแล้วเติมนั้าปลอดประจุปลอดเชื้อที่เย็นเพื่อปรับปริมาตรให้ 

ได้ 50 มิลลิลิตร แช่ในอ่างนั้าแข็งจนกว่าจะใช้

เม่ือเซลล์เจริญจนถึงค่า 0อ6[)0 ท่ีต้องการถ่ายเช้ือลงในหลอดเซนตริพิเวจ์ปลอดเช้ือปริมาตร 

35 มิลลิลิตร ท่ีเย็นจำนวน 2 หลอด จากน้ันนำไปป่นเหว่ียงตกตะกอนเซลล์ด้วยเคร่ืองป่นเหว่ียงชนิด 

ควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ ความเร็วในการป่นเหว่ียง 4000 รอบต่อ 

นาที เป็นเวลา 6 นาที (ต้ังแต่ข้ันตอนน้ีต้องทำท่ีอุณหภูมิ 4°ซ ตลอด) เทอาหารเล้ียงเช้ือท้ิง เติม 

สารละลาย MgS04/CaCI2 ท่ีเย็นปริมาตร 10.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลล์แต่ละหลอด กระจาย 

ตะกอนให้เข้ากับสารละลาย MgS04/CaCI2 (ห้ามใช้เคร่ืองป่นผสม) แช่หลอดเซนตริพิเวจ์ท่ีมีตะกอน 

เซลล์และสารละลาย MgS04/CaCI2 ในอ่างน้ัาแข็ง เป็นเวลา 30-45 นาที นำไปป่นเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 

4°ซ ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนน้ัาใสท้ิง จากน้ันเติมสารละลาย

MgS04/CaCI2 ท่ีเย็นปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลล์แต่ละหลอดอีกคร้ัง กระจายตะกอนให้ 

เข้ากับสารละลาย MgS04/CaCI2 แช่ในอ่างน้ัาแข็งเป็นเวลา 45 นาที หรือมากกว่า แล้วเติมกลีเชอรอล 

ปลอดเช้ือปริมาตร 875 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเบาๆ แบ่งใส่ในหลอดไมโครทิเวจ์ปลอดเช้ือท่ีเย็น 

ปริมาตรประมาณหลอดละ 100-300 ไมโครลิตร เก็บคอมพีเทนท์เซลล์!ว้ท่ีอุณหภูมิ -70°ช

3.9.4.2) ทรานสฟอร์มรืคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าส่เซลล์เจ้าบ้าน

ทรานสฟอร์มรืคอมบิแนนท์พลาสมิดจากข้อ 3.9.3) เข้าส่คอมพีเทนท์เชลล์ E. coli DH5a ด้วย 

วิธี Heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) ดังน้ี นำคอมพีเทนท์เซลล์ E. coli DH5a ท่ีเก็บไว้ท่ี 

อุณหภูมิ -70°ซ มาแช่ในอ่างน้ําแข็งให้ละลายช้าๆ ใส่รืคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีไลเกทไว้จากข้อ 3.9.3) 

ท้ังหมดลงในคอมพีเทนท์เซลล์ E. coli DH5a ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปบ่มใน 

อ่างน้ําแข็งเป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที ทำการ heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42๐ช เป็นเวลา 90 วินาที เม่ือ 

ครบเวลาให้แช่ลงในอ่างน้ัาแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที แล้วจึงเติมอาหารเหลว 2YT ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ลงไปในหลอดเช้ือ และนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐ซ เป็นเวลาอย่างน้อย 1 ช่ัวโมง
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3.9.4.3)การคัดเลือกทรานสฟอร์แมนท์ (transformant) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ต้องการ

คัดเลือกโคโลนีของ E. coli DH5a ชึ่งมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มี rhIA หรอ rhIR ด้วยวิธี 

Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) ทำโดยนำสารละลายแขวนลอยของ E. coli 

DH5a ที่ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดแล้วจากข้อ 3.9.4.2) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกลี่ย 

ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ซึ่งผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิสิน ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัมต่อ 

มิลลิลิตร และเกลี่ยบนผิวอาหารด้วย x-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside) ความ 

เข้มข้นสุดท้าย 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข27) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ IPTG 

(Isopropyl thio-p-D-galactoside) ความเข้มข้นสุดท้าย 1 โมลาร์ (ภาคผนวก ข28) ปริมาตร 7 

ไมโครลิตรไว้แล้ว หลังจากเกลี่ยเชื้อบ่มที่อุณหภูมิ 37๐ซ เป็นเวลาข้ามคืน

คัดเลือกทรานสฟอร์มแผน'ท์ที่มียีน rhIA หรือ rhIR โดยคัดเลือกเฉพาะโคโลนีสิขาวมาสกัด 

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB จำนวน 10 โคลนต่อ 1 หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ นำไป 

บ่มที่อุณหภูมิ 37๐ซ เป็นเวลาข้ามคืน แล้วนำมาสกัดด้วยวิธี Alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 

2001) ดังขั้นตอนต่อไปนี้ ถ่ายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครพิเวจ์ นำไปป่นเหวี่ยงที่ 

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนนํ้าใสทิ้งให้หมด นำตะกอนเชลล์ที่ได้มาเติม 

สารละลาย I (ภาคผนวก ข21) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลล์โดยการใช้ไมโครปิเปต 

ดูดชื้นลง จากนั้นเติมสารละลาย II (ภาคผนวก ข21) ที่เตรียมใหม่ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เช้า 

กันด้วยการกลับหลอด 2-3 คร้ัง ตั้งทิ้งไว้ในอ่างนํ้าแข็ง จากนั้นเติมสารละลาย III (ภาคผนวก ข21) ท่ี 

เย็น ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอด 2-3 คร้ัง ตั้งทิ้งไว้ในอ่างนํ้าแข็งเป็น 

เวลา 3-5 นาที นำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ถ่ายเฉพาะส่วนนํ้า1ใสท่ี 

อยู่เหนือตะกอนมาประมาณ 400 ไมโครลิตร แล้วสกัดด้วยพีเนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 

ปริมาตรเท่ากับปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอเริ่มต้น ผสมโดยการเขย่าจนกระทั่งสารละลายเป็นอิมัลชัน 

นำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ถ่ายเฉพาะส่วนนํ้าใสที่อยู่เหนือ 

ตะกอนและขั้นพีเนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ไปใส่ในหลอดไมโครพิเวจ์หลอดใหม่ ตก

ตะกอนพลาสมิดด้วยเอธานอลลัมบูรณ์ ปริมาตร 2 เท่าของส่วนนํ้าใส กลับหลอดไปมา ผสมให้เข้ากัน 

แล้วนำไปตกตะกอนที่อุณหภูมิ -20๐ซ เป็นเวลา 60 นาที หรือที่อุณหภูมิ -70๐ซ เป็นเวลา 30 นาที แล้ว 

นำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาที เทส่วน1ของเอธานอลลัมบูรณ์'ทิ้ง ป่น 

ล้างตะกอนดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเอธานอล 70% ที่เย็นจัด ปริมาตรประมาณ 500 ไมโครลิตร ทำ'ชา 2 คร้ัง
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โดยการปันล้างเก็บตะกอนเป็นเวลา 5 นาที ค่อยๆ เทส่วนนํ้าใสทิ้ง สุดท้ายนำตะกอนดีเอ็นเอที่ได้ไป 

ระเหยแห้งสนิทแล้วละลายตะกอนดีเอ็นเอในนํ้าปลอดเชื้อปลอดประจุ 50 ไมโครลิตร และเติม

RNase A เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกำจัดอาร์เอ็นเอออก เก็บ 

ริคอมปิแนนท์พลาสมิตที่ได้ที่อุณหภูมิ -20°ซ

นำริคอมบิแนนท์พลาสมิดที'สกัดได้มาทำการคัดเลือกด้วยวิธี Dot blot hybridization

(Sambrook และ Russell, 2001) โดยตีตารางลงบนไนลอนเมมเบรนและระบุตำแหน่งโคลนให้ชัดเจน 

ระหว่างนั้นแช่ไนลอนเมมเบรนในนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อเพื่อไล่ฟองอากาศออก ต้มริคอมบิแนนท์

พล'าสมิด'ในนํ้าเดีอดเป็นเวลา 10 นาที แล้วแช่'ใน1อ่างน้ําแข็ง'ทันที นำเมมเบรนออกจากนํ้าแล้วตั้งทิ้งไว้ 

ให้เมมเบรนแห้งหมาด จากนั้นนำริคอมบิแนนท์พลาสมิดดังกล่าวมาหยดลงบนแต่ละช่องที่ระบุ

ตำแหน่งไว้ครั้งละ 1 ไมโครลิตร รอให้แห้งแล้วหยดซํ้าจนครบ 3 -5  ไมโครลิตร โดยใช้ผลิตกัณฑ์ที่ได้จาก 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอริเมอเรสของ rhIA หรือ rhIR เป็นตัวควบคุมผลบวก (positive control) และพลาสมิด 

เวกเตอรท่ี'ใช้ในการ'โคลน เป็นตัวควบคุมผลลบ (negative control) เมื่อหยดตัวอย่างครบและแห้งแล้ว 

นำเมมเบรนด้านที่มีดีเอ็นเอไปเผยต่อแสงอัลตราไวโอเลตประมาณ 3 นาที เพื่อตรึงดีเอ็นเอให้ติดกับ 

เมมเบรนแล้วนำไปไฮบริไดซ์กับดีเอ็นเอติดตาม rhIA หรือ rhIR จากข้อ 3 .8 .1 )  ด้วยวิธีการและขั้นตอนที่ 

กล่าวไว้แล้วในข้อ 3 .8 .3 )  เมื่อได้กลุ่มโคลนที่ให้ผลบวกกับดีเอ็นเอติดตามแล้วนำกลุ่มโคลนมาสกัดแยก 

ริคอมบิแนนท์พลาสมิดของแต่ละโคลนแล้วนำไปทำ Dot blot hybridization เาอีกครั้ง เพื่อหาโคลนที่มี 

ชื้นดีเอ็นเอสอดแทรกที่ต้องการ จากนั้นนำริคอมบิแนนท์ที่ให้ผลบวกกับดีเอ็นเอติดตามไปตัดด้วย

เรสทริกชันเอนไซม''ที่จดจำบริเวณที่โคลน (cloning site) และเรสทริกชันเอนไซม์บางชนิดเพื่อนำข้อมูล 

ไปสร้างแผนที่เรสทริกชันของริคอมบิแนนท์พลาสมิด
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3.9 การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rhIA หรือ rhIR  จากรืคอมบิแนนท์พลาสมิดและ 
เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไฑด์ที่ได้พับลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มี'อยู่ใน GenBank

หาลำดับนิวคลีโอไทด์ฃองยีน rhIA หรือ rhIR ส่วนหนึ่งได้มาจากการสับโคลนและใช้ไพร์เมอร์ 

ที่จำเพาะกับลำดับนัวคลีโอไทด์ฃองพลาสมิดเวกเตอร์คือไพร์เมอร์T3 T7 SP6 และ M13 Forward ใน 

การหาลำดับนิวคลีไทด์ฃองชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอด ส่วนท่ีเหลือได้จากการทำ primer working ไพร์เมอร์ท่ี 

ใช้คือ RR-F N912r 1BF และ 2BR ไพร์เมอร์ที1่ใช้ดังกล่าวสังเคราะห์’โดยหน่วยบริการ;ชีวภาพ (BSU) 

สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) ซึ่งตัวอย่างดีเอ็นเอที่ใช้ในการหาลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ดังกล่าวคือ รืคอมบิแนนท์พลาลมิดในข้อ 3.9.4.3) ที่สกัดจาก E. coli DH5a ด้วยชุด 

สกัดพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) แล้วละลายดีเอ็นเอ 

ด้วยนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ นำรืคอมบิแนนท์พลาสมิดที่เตรียมได้ดังกล่าวส่งวิเคราะห์หาลำดับ

นิวคลีโอไทด์ที่หน่วยบริการชีวภาพ (BSU) สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ

(สวทช.)

นำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ฃองยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แรมโนลิพิดที่ได้มาทำการ 

วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม DNASIS และนำไปเปรียบเทียบกับข้อมูลที่มีอยู่ใน GenBank ด้วยโปรแกรม 

Blastx version 2.2.9 ซึ่งเป็นโปรแกรมที่จะเปลี่ยนลำดับนิวคลีโอไทดัให้เป็นลำดับกรดอะมิโนแล้วจึง 

นำข้อมูลส่วนที่เป็นลำดับกรดอะมิโนที่ได้เข้าไปเปรียบเทียบกับข้อมูลที่เป็นลำดับกรดอะมิโนของยีนที่มี 

อยู่ใน GenBank
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