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ว ิธ ีด ำ เ น ิน ก า ร ว ิจ ัย

4.1 ประชากร

เก็บรวบรวมตัวอย่างปลาที่อยู่ในสกุล C hita la  ที่พบในประเทศไทย 3 ชนิดคือ ปลากราย (C. 
ornata) ปลาตองลาย (C. b lanc i) และปลาสะตือ (C. lop is) และนำมาจำแนกชนิดปลาโดยได้รับ 
ความอนุเคราะห์จาก รศ. ธวัช ดอนสกุล ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศร ี
นครินทรวิโรฒ

4.2 วิธีดำเนินการวิจัยด้านพันธุศาสตร์โมเลกุล

4.2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA) โดยใช้ DNeasy Tissue Kit 
(QIAGEN, Germany)

ย่อยเนื้อเยื่อปลาด้วย lysis buffer (ดูวิธีเตรียมที่ภาคผนวก ก) ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ใน 
หลอดทดลองขนาด1 .5 นิลลิลิตร หลังจากนั้นปฏิบัติตามขั้นตอนในคู่มีอที่บริใ?ทผู้ผลิตแนะนำ

4.2.2 การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณไชโทโครมบีด้วยวิธีพีริเอาร์

การเตรียมสารผสมในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณไชโทโครมบี ปริมาตร 25

ไมโครลิตรต่อ 1 หลอดทดลอง ประกอบด้วย นํ้ากลั่น 17.15 ไมโครลิตร 10X PCR Buffer

(Invitrogen, บ.S.A.) 2.5 ไมโครลิตร 10 mM dNTP’s mix 0.5 ไมโครลิตร 50 mM MgCI2 0.75 
ไมโครลิตร 10 pM ไพรเมอร์ L และ 10 pM ไพรเมอร์ H (ตารางที่ 3) 1.25 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอ 
ต้นแบบ 1.5 ไมโครลิตร และเอนไชม์ Taq  DNA Polymerase 2.5 บ/ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และ 
นำเข้าเครี่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

สภาวะที่เหมาะสมในการเพ ิ่มปริมาณสารพันธ ุกรรมบริเวณไชโทโครมบีและไพรเมอร์ 
ตัดแปลงจาก Brito et al. (1997) ไข้อุณหภูมิเริ่มต้น 94 °c 3 นาที หลังจากนั้นเข้ายู่ปฏิกิริยาที ่
อุณหภูมิ 94 °c 1 นาที 50 °c 2 นาที และ 72 °c 2 นาที ทำชํ้า 30 รอบ อุณหภูมิสุดท้าย 72 °c 
15 นาที จากนั้นตรวจลอบขนาดของบริเวณยีนไซโทโครมบีที่เพิ่มปริมาณได้ (ประมาณ 1,140 คู่ 
เบส) ด้วยกระแสไฟฟ้า
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ตารางที่ 3 ลำดับเบสของไพรเมอร์ที่ไห้ในการทดลอง (Brito e t al., 1997)

ขื่อของไพรฌอร์ ลำดับเบส

ไพรเมอร์ L 5’ AAT GAC TTG AAG AAC CAC CGT 3’

ไพรเมอร์ H 5’ CTT TGG GAG TTG GGG GTG AGA 3’

- การแยกซนาดสารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้า (Sambrook, Fritsch and Maniatis,

1989)

ตรวจสอบขนาดและปรํมาณรองผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ โดยละลาย agarose gel 1% 
(นํ้าหนักต่อปริมาตร) ใน 1XTBE Buffer เทจุ้นที่ละลายดีแล้วลงถาดเตรียมแผ่นจุ้นที่มีหวีวางไว้ ท้ิง 
ไว้ให้จุ้นแข็ง ดึงหวีออกจากแผ่นจุ้นอย่างระนัดระวัง วางถาดลงในเครื่องให้กระแสไฟฟ้า เท 1X TBE 
Buffer ให้ท่วมแผ่นจุ้น ผสมตัวอย่างดีเอ็นเอ 9 ไมโครลิตร กับ 10X BlueJuice Gel Loading

Buffer (Invitrogen, ข .S.A.) (65% (w/v) Sucrose, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA,

0.3% (w/v) Bromophenol Blue) 1 ไมโครลิตร ให้กระแสไฟฟ้าที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที ให้ 
Hyper Ladder II เป็น DNA marker มาตรฐานในการบ่งบอกขนาดของดีเอ็นเอที่สกัดได้ หลังจาก 
นันย้อมแผ่นจุ้นด้วยสารละลาย ethidium brom ide และล้างสารละลายส่วนที่เกินออกด้วยนํ้ากลั่น 
ตรวจลอบแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเล็ด และถ่ายรูป

4.2.3 การทำผลิตภัณฑ์พีทีอารไห้บรีสุฑธึโดยการสกัดออกจากแผ่นจุ้น

ให้ชุดสกัด QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) โดยปฏินัติตามขั้นตอนใน 
คู่มอท่ีบริษัทผู้ผลิตแนะนำ

4.2.4 การเทีอมต่อผลิตภัณฑ์ฟ้ทีอาร์กับดีเอ็นเอพาหะและนำเข้าฟูเชลล์แบคทีเรีย
(Sambrook, Fritsch and Maniatis, 1989)

ดเอ็นเอพาหะทให้ในการทดลองคึอ pGEM-T Easy Vector (Promaga, U.s.A.) เตรียมโดย 
ใส่ดีเอ็นเอพาหะ 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตรในหลอดทดลอง เอนไชมํใลเกส 1 ไมโครลิตร 2X Buffer
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7.5 ไมโครลิตร ผลิตกัณฑ์พีชีอาร์ 5 ไมโครลิตร และเติมน้ํากล่ันให้ครบปริมาตร 15 ไมโครลิตร ผสม 
ให้เข้ากันเบาๆ เก็บท่ี 4 °c 16 ช่ัวโมงหรือข้ามคืน

นำคอมพิเทนท์เซลล์ E. c o li ลายพันธุ XL1-Blue (Stratagene, บ.S.A.) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย เชลล ์150 ไมโครลิตรและ 80% กลีเชอรอล 50 ไมโครลิตร) ออกจาก Deep 
freeze -70 °c มาทิ้งให้ละลายบนนํ้าแข็ง ดูด ligation mixture 15 ไมโครลิตร ท่ี 4 °c ผสมลงใน 
หลอดคอมพิเทนฑ์เซลล์ ผสมให้เข้ากันเบาๆ นำไปแซ่นํ้าแข็ง 30 นาที เมื่อครบเวลานำไปบ่มที ่
อุณหภูมิ 42 °c 2 นาทีทันที และนำไปแซ่นํ้าแข็งอย่างรวดเร็วเป็นเวลา 20 นาที เติมอาหารเหลว 
เล้ียงเช้ือ 1,000 ไมโครลิตรและนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °c 2 ชั่วโมง ก่อนครบเวลาบ่มประมาณ 30 
นาที ผสม IPTG (200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 6 ไมโครลิตร กับ X-gal (40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 25 
ไมโครลิตร ในหลอดทดลองใหม่ และดูดสารผสมหยดบนผิวอาหารแข็งเลี้ยงเชื้อ เกลี่ยทาให้ทั่วผิว 
อาหารเลี้ยงเชื้อ LB Agar ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิชิลลิน วางทิ้งให้แห้ง

เมื่อบ่มคอมพิเทนท์เชลล์ครบ 2 ชั่วโมงแล้ว นำไปปันที่ 9,400 g 5 นาที ดูดอาหารเหลว 
ด้านบนทิ้ง เหลือไว้ประมาณ 100 ไมโครลิตร ทำให้เชลล์ในหลอดทดลองกระจาย แล้วดูดใส่บนผิว 
อาหารเลี้ยงเชื้อ LB Agar ท่ีมิ IPTG และ X-gal จานละ 50 ไมโครลิตร เกลี่ยทาให้ทั่ว ควํ่าลงและ 
นำไปบ่มที่ 37 °c ทิ้งไว้ข้ามคืน และคัดเลือกโคโลนีที่มีสีชาวนำไปตรวจสอบการเชื่อมต่อชองดีเอ็นเอ 
พาหะกับผลิตกัณฑ์'พีซีอ'าร์ต่อ'ไป

4.2.5 การตรวจสอบการเช ื่อมต ่อของด ึเอ ็น เอพาหะก ับผลตภ ้ณ ฑ ์พ ีช ีอาร ์
(Sambrook, Fritsch and Maniatis, 1989)

ใข้ไมจิ้มฟันที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว เขี่ยโคโลนีที่มีสีขาวขีดลงบนผิวอาหารแข็ง LB Agar ใน 
จานเพาะเชือใบใหม่ เพ่ีอเก็บโคโลนีไวใช้อ้างอิงต่อไป ควํ่าลงและนำไปบ่มท่ี 37 °c ทิ้งไว้ข้ามคืน 
เม่ือครบเวลา ใช้ปลายไม้จิ้มฟันเขี่ยเชื้อที่ลากไว้มาเล็กน้อยใส่ลงในอาหารเหลว 5 มิลลิลิตรท่ีมียา 
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 5 ไมโครลิตร นำไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อ 
นาทีท่ี 37 °c ทิ้งไว้ข้ามคืน

แบ่งเช้ือในอาหารเหลว 1.5 มิลลิลิตร (ส่วนที่เหลือเก็บไว้เพี่อนำไปสกัดในขั้นตอนต่อไป) ปัน 
ท่ีความเร็ว 16,800 g 3 นาที ดูดเอาส่วนที่เป็นอาหารเหลวออกจนหมด ทำให้เซลล์กระจายด้วย 
GTE 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 3 นาที เติม 1% รอร/ 0.2 N NaOH (■ นากล่ัน 140 
ไมโครลิตร 1N NaOH 40 ไมโครลิตร และ 10% SDS 20 ไมโครลิตร) 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
เบาๆ นำไปแซ่ในน้ําแข็ง 5 นาที เติม 5M KAc 150 ไมโครลิตร เขย่าผสมให้เข้ากัน นำไปแซ่'นาแข็ง
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7 นาที นำไปปันแยกเศษเซลล์ออกที่ความเร็ว 16,800 g 3 นาที นำส่วนสารละลายใลใส่ในหลอด 
ทดลองหลอดใหม่ (ทำชํ้าอีกครั้ง ถ้าสารละลายที่ใด้ยังมีเศษเซลล์อยู่) เติมเอทานอลสัมใ,)รณ์ 900 
ใมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปนช่ที่ -70 °c 5 นาที ปันแยกที่ความเร็ว 44,000 g 10 นาที ล้าง 
พลาสมิดด้วย 70% เอทานอล ปันแยกอีกครั้ง 3 นาที ดูด 70% เอทานอลทิ้ง ปล่อย พลาลมิดให้ 
แห้งท่ี 55 °c ประมาณ 5 นาที ละลาย พลาสมิดด้วย TE 5 ไมโครลิตรและนํ้ากลั่น 15 ไมโครลิตร

ตรวจลอบขนาดซองผลิตกัณฑ์พีชีอาร็ที่แทรกอยู่ในพลาลมิดโดยผสมพลาสมิด 8 ไมโครลิตร 
เอนไซม์EcoR\ (15,000 บต่อมิลลิลิตร) 2 ไมโครลิตร 10X Buffer 2 ไมโครลิตร RNase A  (เจือจาง 
1/10) 1 ไมโครลิตร และนํ้ากลั่น 7 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเบาๆ นำไปปันลง 5-10 วนาที บ่มท่ี 
37 °c 2 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI ด้วยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้าบนแผ่นจุ้น 
เลีอกโคลนที,มีขนาดผลิตกัณฑ์พีซีอาร์ประมาณ 1,140 คู่เบส นำไปสกัด พลาลมิดเพื่อส่งหาลำตับ 
เบสต่อไป

4.2.6 การสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัดเพื่อสิกษาลำดับเบส

ใช้ชุดสกัดพลาลมิด Plasmid Mini Kit (QIAGEN, Germany) โดยปฏิปัติตามขั้นตอนใน 
คู่มีอที'บริษัทผู้ผลิตแนะนำ เมื่อได้พลาลมิดเป็นที่เรียบร้อย ส่งตัวอย่างพลาสมิดเพื่อสืกษาลำตับเบส

โดยวิธี d ideoxy chain termination โดยไข้เครือง automated DNA sequencer ที่บริษัท 
Macrogen Inc. (Republics of South Korea)

4.2.7 การวิเคราะห์ไฟโสเจเนติกทรี

การวิเคราะห์ข้อมูลทางลำตับเบสดีเอ็นเอ ใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ต่างๆ ตังนี ้

4.2.7.1 Chromas (McCarthy, 2001)

เป็นโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใข้ลำหรบตรวจลอบและเปรียบเทียบข้อมูลลำตับเบส 
ของดีเอ็นเอซึ่งได้จากกระบวนการหาลำตับเบส ข้อมูลลำตับเบสจะถูกเปลี่ยนให้อยู่ใน2ปแบบ

F ASTA ไฟล์ ก่อนนำเข้าส่โปรแกรม Clustal X

4.2.7.2 Clustal X (Thomson and Gibson, 2003)
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เป็นโปรแกรมคอมพิวเตอร์สำหรับเปรียบเทียบข้อมูลดีเอ็นเอ (multiple alignment)

4.2.7.3 PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony and other 
methods) version 4.0b10 (Swofford, 1998)

เป็นโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใข้สำหรับการสร้างใฟโลเจเนติกท่รี ซึ่งใช้หลักวิธี

วิเคราะห์แบบ neighbor-joining และ maximum parsimony
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4.3 วิธีดำเนินการวิจัยด้านเชลล์พันธุศาสตร์

4.3.1 การสืกษาโครโมโชมโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชลล์เม็ดเลีอดขาว (ดัดแปลงจาก เกรียง 
ดักด เม่งอำพัน และคณะ, 2547)

เตรียมอาหารเลี้ยงเชลล์ RPMI 1640 (GIBCO BRL, บ.S.A.) จำนวน 4 นิลลิลิตร ผลมยา 
ปฏิชีวนะ 200 บ Penicillin-Streptomycin 2 หยด เติม 20% Fetal Bovine Serum (FBS) 1 
นิลลิลิตร เติม 5% ไฟโทฮีมแอกกลูตินิน (PFA) 100 นิลลิลิตร ทำให้ปลาหมดความรู้ลืกชั่วคราวโดย 
ให้ความเย็นจากน้ําแข็ง ให้เข็มฉีดยาเบอร์ 26 ซ่ึงมี Heparin เจาะเลือดจากหัวใจ 0.2 นิลลิลิตร (ดูท่ี 
ภาคผนวก ข) ใส่ในอาหารที่เตรียมไว้ ผสมให้เข้ากันนำไปปมที่อุณหภูมิ 22-37 °c นาน 96 ช่ัวโมง 
ก่อนครบเวลา 1 ช่ัวโมง ตรีงโครโมโซมโดยเติม โคลชิชีนความเข้มข้น 2 นิลลิกรัม/นิลลิลิตร ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันนำไปใส่ดู้อบบ่มต่อจนกระทั่งครบเวลา ให้ Pasteur pipette ดูด 
อาหารเลี้ยงเชลล์นำมาใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1 5 นิลลิลิตร ปันด้วยความเร็ว 1,300 g เป็นเวลา 
10 นาที ดูดอาหารด้านบนทิ้งไป เหลืออาหารและเซลล์ที่ก้นหลอดประมาณ 1.5 นิลลิลิตร ผสมให้ 
เข้ากัน แล้วเติม 0.075 M KCI ปริมาตร 10 นิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วนำกล์บไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 °c เป็นเวลา 30 นาที นำไปปันนาน 10 นาที แล้วดูสารละลายส่วนบนทิ้ง เติมน้ํายาคงสภาพ 
คาร์นอย (กรดอะซิดิก : เมทานอล 1: 3) ที่เตรียมใหม่และแห้เย็นจัดทีละหยดอย่างข้าๆ พร้อมทั้ง 
เขย่าตลอดเวลา นำไปตั้งทิ้งไว้ในตู้เย็นนาน 10 นาที นำไปปันท่ี 2,360 g เป็นเวลา 10 นาทีและดูด 
ส่วนบนท้ิง ทำช้ําอีก 2 คร้ัง โดยครั้งสุดท้ายให้เหลือสารติดก้นหลอดประมาณ 1 นิลลิลิตร ใช้ 
Pasteur pipette หยดเชลล์ลงบนลไลดํที่แห้เย็นแผ่นละ 1-2 หยด ทิ้งไว้ให้แห้ง แล้วจึงนำมาย้อม 
ด้วย 10% Giemsa เป็นเวลา 15-20 นาที โดยระหว่างย้อมให้นำไปตั้งไว้ในตู้เย็น นำสไลด์ขึ้นจากลี 
ย้อมแล้วล้างลีที่เกินพอด้วยนำกลั่น ทิงให้แห้งในอากาศ นำไปตรวจหาโครโมโซมระยะเมทาเฟสด้วย 
กล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 1,000 เท่า ดัดเลือกเชลล์ที่กระจายดีเพื่อนำมาถ่ายรูปโครโมโซม
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4.3.2 การสืกษาโครโมโซมโดยวิธึกดให แ้ บ น  (squash) (ดัดแปลงจาก Denton and 
Howell, 1969; Ramirez, 1980.)

ดัดขอบครีบหางปลากราย 3 ตัว และปลาตองลาย 1 ตัว ให้มีความกว้างประมาณ 0.5 
เซนติเมตร นำไปแร!ในสารละลายโคลซซนท่ีมีความเข้มข้น 0.05% ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3-4 
ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาใข้ปิเปตดูดสารละลายโคลชิชีน ออกเบาๆ จนหมด โดยไม่ถูกช้ินส่วนครีบท่ีแร] 
ไว้ ล้างชิ้นส่วนครีบด้วยนํ้ากลั่น 1-2 คร้ัง หลังจากนั้นเติม 0.075 M KCI เพี่อไห้เซลล์พองตัว ทิ้งไว้ 
60 นาทื ที่อุณหภูมิห้อง เม่ือครบเวลา'ใข้ปิเปตดูดสารละลาย KCI ออก เติม 50% นํ้ายาคงสภาพ 
กรดอะซิติกลงไปแทนท่ี ทิ้งไว้ 15-30 นาที เม่ือครบเวลา เปลี่ยนนั้ายาคงสภาพอีก 1 คร้ัง ไข้ปิเปต 
ดูดออก ย้อมชิ้นส่วนครีบด้วย2% อะซิโต-ออชีนเป็นเวลา10นาที ไข้ปากคีบคีบชิ้นส่วนครีบนำมา 
วางบนแผ่นสไลด์ที่ละอาด ขูดเชลล์ครีบปลาด้วยใบมีดเบาๆ ลงบนแผ่นสไลด์ ไข้ปลายเข็มรเวยเข่ีย 
เศษเชลล์ท่ีมีฃนาดใหญ อ่อก หยด 2% อะชิโต-ออชีน 1 หยด ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ และนำไปวาง 
ระหว่างกระดาษกรอง ไข้ปลายยางลบหรือนิ้วมือกดลงบนกระดาษกรอง จนกระทั่งลีย้อมบนสไลด์ 
ไส นำไปตรวจหาโครโมโซมระยะเมทาเฟสด้วยกล้องจุลทรรศน์ กำลังขยาย 1,000 เท่า ตัดเลือก 
เซลล์ท่ีกระจายดี เพ่ีอนำมาถ่ายรูปโครโมโซม

ในกรณีที่ต้องการทดลองชํ้าในปลาตัวเดิม ควรปล่อยปลาไว้ประมาณ 1 สัปดาห์ เพ่ีอให้ 
เชลล์ที่ครีบหางได้สร้างทดแทนช้ินใหม่ แล้วจึงตัดหางส่วนที่งอกใหม่นั้นไปทำการทดลองต่อไป


	บทที่ 4 วิธีดำเนินการวิจัย
	4.1 ประชากร
	4.2 วิธีดำเนินการวิจัยด้านพันธุศาสตร์โมเลกุล
	4.3 วิธีดำเนินการวิจัยด้านเซลล์พันธุศาสตร์


