
บทท่ี 3

อ ุปกรณ ์และว ิธ ีดำเน ินงานว ิจ ัย

3.1 อุปกรณ์ที่ใซ๊1นการทดลอง

1. เครื่องนึ่งอบฆ่าเชือ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan.
2. ตู้อบฆ่าเชือ (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany.
3. อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิพร้อมเครื่องเขย่า (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany.
4. เครื่องชั่ง รุ่น L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA.
5. เครืองปันผสม (vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA.
6. ตู้บ่มเชือ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany.
7. เครื่องปันเหวี่ยงชนิดตั้งโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan.
8. เครื่องปันเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan.
- หัวปันเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก รุ่น RA50J
- หัวปันเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ่ รุ่น RA228J

9. ตู้เฃียเชือ รุ่น Clean model. V4 ของบริษัท LAB Seivice, Thailand.
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

Japan.
11. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 24 0ของบริษัท Coming, USA.
12. ตู้แซ'แข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -70 °ซ ของบริษัท Forma Scientific 1 

USA.
13. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งตำ (deep freezer) อุณหภูมิ -20 °ซ ของบริษัท Sanyo Electric, 

Japan.
14. ชุดเครืองมือทำอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิล (agarose gel electrophoresis)

Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan.
Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad,
U S A .
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15. ไมโครปิเปต (micropipette) รุ่น P10 P20 P100 P200 P1000 และ P5000 ของบริษัท 
Gilson, France.

16. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแห้งแบบให้ความร้อน (thermo-block) รุ่น Mylab™ 
Thermo-Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea.

17. ชุดกรองสำเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดความกว้างรู 0.45 ไมโครเมตร รุ่น DISMIC- 
25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan.

18. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan.
19. หลอดเก็บเชื้อแซ่แข็ง (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 2400ของบริษัท Perkin Elmer, USA.
23. อุปกรณ์สำหรับถ่ายภาพ

- กล้องถ่ายภาพโพลารอยด์ของบริษัท Polariod, USA.
- แผ่นกรองแสงสีแดง
- ทีเล์มโพลารอยต์ฃาวดำ ความไวแสง 3000 (ISO 3000)

3.2 เคมีภัณฑ์และชุดทดสอบสำเร็จ

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 E Merck, Germany.
5. แคลเซียมคลอไรดํใดไฮเดรต (CaCI2 *2H 20) ของบริษัท Carlo ERBA, France.
6 . โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOFI) ของบริษัท E Merck, Germany.
7. กรดไฮโดรคลอริก (HCI) ของบริษัท BDH Chemical, AUS.
8 . กรดอะซีดิกเข้มข้น (glacial CPI3COOPI) ของบริษัท E Merck, Germany.
9. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France.
10. ทีเนอล (phenol) ของบริษัท E Merck, Germany.
11. นำตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท E Merck, Germany.
12. ลีบรอมทีเนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka, Germany.
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13. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H1 1NO3) ของบริษัท Sigma, 
USA.

14. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N20gNa2»2H20) ของบริษัท Sigma, 
USA.

15. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H250 S 0 3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan.
16. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br] ของบริษัท TCI-EP, 

Japan.
17. สารปฏิชีวนะ กานามัยชิน (kanamycin) แอมพิชิลลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai 

tesque, Japan.
18. เรลทริกชันเอนไซม์EcoRI, B a m H I, P s t i ,  S a i l ,  H/ndill, 8 g/ll, X h o \  และ X b a \  ของบริษัท 

Promega, USA.
19. lambda DNA/H/ndlll marker ของบริษัท Promega, USA.
20. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Promega, USA.
21. T a q  DNA polymerase ของบริษัท Promega, USA.
22. KOD DNA polymerase ของบริษัท TOYOBO, Japan.
23. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท Promega, USA.
24. เอนไซมํใลเกส (ligase) ของบริษัท Promega, USA.
25. เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเทล (alkaline phosphatase) ของบริษัท Promega, USA.
26. Ribonucléase A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA.
27. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA.
28. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-P-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA.
29. IPTG (Isopropyl thio-P-D-galactoside) ของบริษัท Wako, Japan.
30. ชุดสกัดพลาลมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany.
31. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรลเจล Geneclean II Kit ของบริษัท BIO101, USA.
32. ชุดติดฉลากและติดตามตำแหน่งดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany.

หมายเหตุ สารเคมีที่ใช้ไนการทดลองทุกชนิดเป็นเกรดเพื่อการวิเคราะห์ (analytical grade)
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3.3 แบคทีเรีย

แบคทีเรียที่ใช้ในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.1 

ตารางท่ี 3.1 แบคทีเรีย

แบคทีเรีย จีโนไทใ!]/ ที]โนไทป๋ เอกสารอ้างอิง
Escherichia coli 
สายพันธุ JM109

EndAî 1 recAใ 1 gyrA96, thi, 
hsdRไ 7, relA 1, supEAA, A(lac- 
proAB), [F, traD36, proAB, iacPZA 
M15]

Yanisch-Perron และ 
คณะ, 1985

E. coli สายพันธุ DH5a <J)80d/3cZAM15, end/น , recA 1 1 
gyrA96, thi-1, hsdRM 1 re/A1, 
supE44, deoE, A(lacZYA-argF) 
U169

Hanahan, 1983

Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1

สามารถย่อยสลายอะซีแนพธิลีน ศรัลยา แพงไตร, 2543

Rhizobium sp. สายพันธุ 
A53 D1 E11 G12 
G531 H1 J1

สายพันธุกลายจากลายพันธุ CU-A1 ท่ี 
มีทรานลโปซอน Tn5 ซึ่งไม่สามารถ 
ย่อยสลายอะซีแ'นพธิลีน

ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน์, 
2544
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3.4 พลาสมิดและ,โอลิ'โกนิวคลี'โอ'โทดไพร์เมอเ-

พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทดไ,พร์เมอร์ที่ใ^นการทดลองแลดงในตารางที่ 3.2 และ 3.3 
ตามลำดับ

ตารางท่ื 3.2 พลาสมิด

พลาสมิด จีโนไท!]/ ทีเโนไทป๋ เอกสารอ้างอิง
PSUP2021 Tn5(Kmr), Cmr, Tra’, Mob+1 pBR325 replicon Simon และคณะ, 1983
pBluescript KS(+A) Apr, cclac/MCS บริษัท Stratagene, USA
pGEM-7Zf(+/-) Apr, oclac/MCS บริษัท Promega, USA
pGEM-3Zf(+/-) Apr, oclac/MCS บริษัท Promega, USA
pTEM Apr, Kmr มีชิ้นส่วน E c o R \  จากดีเอ็นเอของสาย 

พันธุกลาย E11 ขนาดประมาณ 9.2 kb ในพลาส 
มิด pBluescript KS(+/-)

สร้างในการทดลองนี้

pTEB Apr มีชิ้นส่วน EamHI-EcoRI จาก pTEM ขนาด 
ประมาณ 3.9 kb ในพลาลมิด pGEM-7Zf(+/-)

สร้างในการทดลองนี้

pWT Apr มีชิ้นส่วน BamH\-Hind\\\ จากดีเอ็นเอของ 
R h i z o b i u m  sp. ลายพันธุ CU-A1 ขนาด 4.5 kb 
ในพลาลมิด pGEM-3Zf(+/-)

สร้างในการทดลองนี้

pES Apr มีชิ้นส่วน E c o R \ - S a l \  จาก pWT ขนาด 
ประมาณ 1.8 kb ในพลาสมิด pGEM-3Zf(+/-)

สร้างในการทดลองนี้

pWR Apr มีชิ้นส่วน EcoRI-H/ndlll จาก pWT ขนาด 
ประมาณ 0.7 kb ในพลาสมิต pGEM-3Zf(+/-)

สร้างในการทดลองนี้

psw Apr มีชิ้นส่วน S a l \ - E c o R \  จาก pWT ขนาด 
ประมาณ 1 .5 kb ในพลาสมิด pGEM-3Zf(+/-)

สร้างในการทดลองนี้
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ตารางท่ี 3.3 โอลิโกนิวคลีโอไทด็ไพแมอร์

โอลิโกนิวคลีโอไทด์ 
ไพร์เมอเ

ลำดับนิวคลีโอไทด์ (TJ เอกสารอ้างอิง

TN5-0E 5’-GGTT CCGTT CAGGACGCTAC-3’ (64°ซ) สร้างในการทดลองนี้
W1 5’-GT CGGCGCACGACCT CAT-3 ’ (60°ช) สร้างในการทดลองนี้
พ2 5’-AGCACT CCGACCGGGT GA-3’ (60°ซ) สร้างในการทดลองนี้
RV1 5’-GAACCAGGACGCCATCCA-3' (58°ซ) สร้างในการทดลองนี้
RV2 5’-ACAATGATCCGGACGAG-3’ (52°ซ) สร้างในการทดลองนี้
RV3 5’-ACACGGCACGTCGCAT C-3’ (56°ช) สร้างในการทดลองนี้
RV4 5-GACT GAAGGAACT GAT C-3’ (50°ช) สร้างในการทดลองนี้
1 7 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ (56°ซ) บริษัท Promega, USA
SP6 5’-TATTTAGGTGACACTATAG-3’ (50°ช) บริษัท Promega, USA
NCO 5’-GCCGACAT CCAT GGGAT-3’ (54°ซ) สร้างในการทดลองนี้
FW1 5’-AATCTCTTCCCGCCAGA-3’ (52°ซ) สร้างในการทดลองนี้
FW2 5’-GAT CCAAT GAACGCG AT-3’ (50°ซ) สร้างในการทดลองนี้
FW3 5’-GT GGT CCTT GAACTT GA-3' (50°ซ) สร้างในการทดลองนี้
PHNF 5’-T GGAT GGCGTCCT GGTT C-3’ (58°ซ) สร้างในการทดลองนี้
PHNR 5’-CT GACGTTTATT CGT GAAC-3’ (54°ซ) สร้างในการทดลองนี้
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3.5 การเล้ียงและเก็บรักษาแบคทีเรีย

3.5.1 เลี้ยง E s c h e r i c h i a  c o l i  ทุกสายพันธุ้ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก!) ใน 
กรณีที่ต้องเติมสารปฏิชีวนะ (ภาคผนวก ข2) ใช้ความเข้มข้นดังต่อไปนี้ กานามัยชิน (Km) 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และแอมพิชิลลิน (Am) 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อทำเป็นอาหาร
แข็งเติมวุ้น 1.5% บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °ช เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเพาะเลี้ยงไนอาหารเหลว
เขย่าบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 °ซ

3.5.2 เลี้ยง R h i z o b i u m  sp. สายพันธุ CU-A1 ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ LB บ่มที่อุณหภูมิ 
30 °ซ ทั้งอาหารแข็งและอาหารเหลว เป็นเวลา 2-3 วัน และ 24 ชั่วโมง ตามลำดับ โดยเพาะเลี้ยง 
ในอาหารเหลวเขย่าบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 2 0 0  รอบต่อนาที สำหรับสายพันธุกลายของ 
R h i z o b i u m  sp. เลี้ยงเซ่นเดียวกันแต่มีการเติมสารปฏิชีวนะกานามัยชิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

3.5.3 เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลี้ยง E .  c o l i  ทุกสายพันธุ R h i z o b i u m  sp. สายพันธุ CU- 
A1 และสายพันธุกลายต่างๆของ R h i z o b i u m  sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตาม 
ข้อ 3.5.1 และ 3.5.2 ตามลำดับ นำมาผสมกับกลีเชอรอล (ภาคผนวก ข1) ไนอัตราส่วนนํ้าเลี้ยง 
เชื้อต่อกลีเชอรอลเป็น 3 : 7 บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแซ่แข็ง เก็บที่อุณหภูมิ -20 °ซ เป็นเวลา 6  

เดือน หรือที่อุณหภูมิ -70 °ซ เป็นเวลา 1 ปี

3.6 ค้นหาชินส่วนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของสายพันธุกลายต่างๆของ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1 ที่มีชินทรานสโปซอนสอดแทรกอยู่ ด้วยเทคนิคไฮบรีไดเซชัน
(hybridization)

3.6.1 เตรียมดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe)

3.6.1.1 สกัดพลาลมิด PSUP2021

สกัดพลาสมิด PSUP2021 ชึ่งมีทรานสโปซอน Tn5 จาก E .  c o l i  ลายพันธุ S17-1 
ด้วยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก 
ฃร) ตามวิธีที,ระบุโดยบริษัทผู้ผลิต โดยเลี้ยง E .  c o l i  ลายพันธุ S17-1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
ที่มีสารปฏิชีวนะกานามัยชิน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ 37 °ซ ด้วย
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ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ปันเก็บเซลล์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใน 
หลอดไมโครพิวจ์ด้วยเครื่องปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1 0 , 0 0 0  รอบต่อนาที เป็นเวลา 2  นาที ท่ี 
อุณหภูมิห้อง แขวนลอยเชลล์ด้วยบัฟเฟอร์ P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ P2 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผลมโดยการกลับหลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้นภาย 
ในระยะเวลาไม่เกิน 5 นาที จากนั้นเติมสารละลาย N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับ
หลอดไปมาจนเกิดเป็นตะกอนขาว นำไปปันเหวี่ยงเพื่อไห้ตะกอนตกที่ความเร็วรอบ 1 2 , 0 0 0  รอบ 
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แยกส่วนนํ้าไสลงใน QIAprep spin column นำไปปัน 
เหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 1 2 , 0 0 0  รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนนั้าไสทิ้ง 
เติมบัฟเฟอร์ PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ นำไปปันเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ
12,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนนั้าใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร์ PE ปริมาตร 
750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ นำไปปันเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
นาที ที่อุณหภูมิห้อง เทส่วนนํ้าใลทิ้งก่อนทำการปันเหวี่ยงซํ้าอีกครั้งเพื่อกำจัดส่วนนั้าไลที่เหลือติด 
คอลัมน์ ย้ายคอลัมน์มายังหลอดไมโครพิวจัไหม่ เติมนั้าปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร์ EB 
ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ไห้ลงตรงแผ่นกรอง ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที นำไปปันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
รอบ 1 2 , 0 0 0  รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จะได้สารละลายพลาสมิดอยู่ในส่วน 
นํ้าไล เก็บพลาสมิดที่อุณหภูมิ-20 ๐ช

3.6.1.2 เตรียมชื้นส่วนของทรานสโปซอน Tn5

ตัดพลาลมิด PSUP2021 ประมาณ 10 ไมโครกรัม ด้วยเรลทริกชันเอนไซม์ H i n d w  

(Promega, USA) อย่างสมบูรณ์ตามวิธีที่ระบุโดยผู้ผลิต โดยใช้ส่วนผสมของปฏิกิริยาตังต่อไปนี้

ดีเอ็นเอ 1 0.5-10 ไมโครกรัม
10X บัฟเฟอร์ 1/10 ของปริมาตรทั่งหมด
เรลทริกชันเอนไซม์ 3-5 ยูนิตต่อไมโครกรัมของดีเอ็นเอ
นํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ ปรับปริมาตรตามต้องการ
ผ่สมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 37 °ช เป็นเวลา 4 ชั่วโมง

จากนั้นทำการแยกพลาลมิดที่ตัดไว้ด้วยอะกาโรลเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ซึ่งทำโดย
เตรียมอะกาโรสเข้มข้น 0.7% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร์ 1XTAE เทลงไนแบบพิมพ์ที่มีหวีเสียบอยู่ 
ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ ปล่อยให้อะกาโรลเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที วางชื้นอะกาโรสเจล
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ที่ได้ลงในแซมเบอร์ เทบัฟเฟอร์ 1XTAE ให้ท่วมสูงกว่าอะกาโรสเจลเล็กน้อย ผสมสารละลาย
ดีเอ็นเอก ับลีติดตาม (ภาคผนวก ข2 2 ) ให้ความเข้มข้นของลีเป็น 1 เท่า โดยอาจจะปรับปริมาตร 
ด้วยนํ้าในกรณีใช้ปริมาตรของดีเอ็นเอน้อย หยอดสารผสมลงในซ่องวิ่งและหยอดดีเอ็นเอมาตร
ฐาน ADNA/H/ndlll จากนั้นทำอีเลคโทรโฟเรซิลโดยใช้ความต่างศักย์ดังนี้ ชุดทำอีเลคโทรโฟเรชิล 
Mini Sub-Cell GT ใช้ความต่างศักย์ 75 โวลต์ หรือชุดทำอีเลคโทรโฟเรซิส Mupid-2 ใช้ความต่าง 
ศักย์ 1 0 0  โวลต์ ทิ้งไว้จนกระทั่งลีนั้าเงินของบรอมทีเนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาจนสุดขอบอะกาโรล 
เจลอีกด้าน ย้อมอะกาโรลเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 1 0  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาค 
ผนวก ข23) เป็นเวลา 5-10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 
นาโนเมตร

แยกช้ินดีเอ็นเอขนาด 3.4 กิโลเบส ซึ่งเป็นชิ้นส่วนของทรานสโปซอน Tn5 ออกจาก 
อะกาโรสเจลด้วย Geneciean II Kit (BIO101, USA) (ภาคผนวก ข4) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผู้ 
ผลิตดังนี้ ตัดอะกาโรสเจลตรงบริเวณแถบดีเอ็นเอที่ต้องการ ชั่งนี้าหนักชิ้นอะกาโรลเจลโดยใส่ไว้ 
ในหลอดไมโครทีเวจ์ เติมสารละลายโซเดียมไอโอไดด์ปริมาตร 3 เท่าของปริมาตรชิ้นอะกาโรลเจล 
บ่มที่อุณหภูมิ 45-55 °ช เป็นเวลา 5 นาที หรือจนกระทั่งอะกาโรลเจลละลายหมด เติมสาร
แขวนลอยที่เช้ากันของ glass milk ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร ผสมให้สารละลายดีเอ็นเอเช้ากันกับ 
glass milk แล้วทำการบ่มเป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ระหว่างบ่มให้กลับหลอดเบาๆเพื่อป้อง 
กัน glass milk ตกตะกอนทุก 1 - 2  นาที นำไปปันตกตะกอนด้วยเครื่องปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วินาที เทส่วนนํ้าใสทิ้ง ล้างตะกอนด้วยสารละลาย new wash 
ปริมาตร 500-700 ไมโครลิตร ทำเา 3 คร้ัง แต่ละครั้งที่ล้างให้กระจายตะกอนออกให้หมดแล้วปัน 
ตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วินาที เทส่วนนํ้าใลทิ้ง ระเหยแห้ง
ตะกอนแล้วชะดีเอ็นเอออกจากตะกอน glass milk ด้วยนั้าปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 2 0  

ไมโครลิตร โดยกระจายตะกอนออกให้เช้ากันดีในนํ้า ปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1 2 , 0 0 0  รอบต่อ 
นาที เป็นเวลา 30 วินาที ถ่ายส่วนนํ้าใลที่มีชิ้นดีเอ็นเอละลายอยู่ไปยังหลอดไมโครทีเวจํใหม่ เก็บ 
รักษาชิ้นดีเอ็นเอไว้ที่ - 2 0  °ซ

3.6.1.3 ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามด้วย Digoxigenin-dUTP ด้วยวิธี Random
labeling

ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 โดยใช้ชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ
DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข 12)
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ตามวิธีของบริษัทผู้ผลิตดังนี้ ดูดสารละลายดีเอ็นเอที'เตรียมได้จากข้อ 3.6.1.2 ปรีมาตร 16
ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครทิเวจ์ นำไปต้มในนี้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกสายดีเอ็นเอ
แล้วแซ่ในนํ้าแข็งทันที เติมสารละลาย DIG High Prime (หลอดหมายเลข 1) ปริมาตร 4
ไมโครลิตร ผสมเบาๆให้เข้ากัน บ่มในอ่างนํ้าอุณหภูมิ 37 ๐ซ เป็นเวลา 20 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยา 
โดยแซ่ในนี้าอุ่น 65 °ช เป็นเวลา 10 นาที เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไว้ที่อุณหภูมิ -20 °ช

ประมาณปริมาณดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่ถูกติดฉลากด้วย digoxigenin 
(DIG) ด้วยการเจือจางดีเอ็นเอติดตามใน DNA dilution buffer (หลอดหมายเลข 3) ตามตารางที่
3.4

ตารางที่ 3.4 วิธีเจือจางสารละลายดเีอ็นเอสำหรับหาปริมาณดีเอ็นเอท่ีต ิด ฉลากแล้ว

หลอดที่ทำการเจือจาง ปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ 
ต่อ DNA dilution buffer ((il)

1. 1 : 100 1/99
2. หลอดที่ 1 เจือจาง 1 : 3.3 15/35
3. หลอดที่ 1 เจือจาง 1 :1 0 5/45
4. หลอดที่ 2 เจือจาง 1 :1 0 5/45
5. หลอดที่ 3 เจือจาง 1 :1 0 5/45

นำสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางแล้วหลอด 1-5 อย่างละ 1 ไมโครลิตร หยดลงบนไนลอน 
เมมเบรนที่ดัดไว้เป็นแถบยาวเล็กๆ (strip) ทำควบคู่กับสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐานความเข้มข้น 
5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ด้วยการเจือจางแบบเดียวกับวิธีการข้างต้นแล้วหยดลงบนไนลอนเมม 
เบรนอีกแผ่นหนึ่ง ทิ้งไว้ให้แห้ง ทำการ่ตรึงดีเอ็นเอให้เกาะติดบนเมมเบรนด้วยการวางเมมเบรน
ด้านที่มีดีเอ็นเอไปเผยต่อแลงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร แล้วนำไปจุ่มใน 
สารละลายแต่ละชนิดตามลำดับขั้นตอนดังที่แสดงไว้ในตารางที่ 3.5
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ตารางที่ 3.5 ขั้นตอนการหาปริมาณดีเอ็นเอติดตามที่ดิดฉลาก

หลอดที่ 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 ในที่มืดจนเกิดจุดสัญญาณจากการไฮบริไดช็ลีม่วง 
นํ้าเงิน เมื่อจุดลีบนแถบทดสอบขึ้นจนชัดเจนทุกจุดแล้วให้ทำการล้างแถบทดสอบด้วยนํ้ากลั่น
ทิ้งไว้ให้แห้ง เทียบลีที่ได้กับดีเอ็นเอมาตรฐาน โดยที,ดีเอ็นเอมาตรฐานมีความเข้มข้นดังนี้ 50,
15, 5, 1.5, 0.5 พิโคกรัมต่อไมโครลิตร ตามลำดับ

3.6.2 เตรียมไนลอนเมมเบรนที่มืจีโนมิกดีเอ็นเอของ R h i z o b i u m  sp. ลายพันธุ CU-A1 
และลายพันธุกลายต่างๆ ลำหรับการ'โฮบ่ริ'ไดช์

3.6.2.1 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ R h i z o b i u m  sp. ลายพันธุ CU-A1 และสายพันธุ
กลายต่างๆ

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ R h i z o b i u m  sp. สายพันธุ CU-A1 และสายพันธุกลายต่างๆ 
ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วนำไปเขย่าที่อุณหภูมิห้องข้ามคืน (16-18 ชั่วโมง) ถ่ายเชื้อปริมาตร 5
มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครทิเวจ์ นำไปปันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์เป็นเวลา 2 นาที ที่ความเร็วรอบ
10,000 รอบต้อนาที เทส่วนนี้าใลทิ้ง นำตะกอนเซลล์ที่ได้มาเติมบัฟเฟอร์ TE (ภาคผนวก ข15) 
ปริมาตร 576 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลลํโดยการใช้ไมโครปิเปตดูดขึ้นลง จากนั้นเติม 10% 
SDS (ภาคผนวก รร) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเข้มข้น 20 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข25) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของโปรตีเนสเคใน 0.5% SDS) ผสมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอดไปมา
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นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้ม
ข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา เติมสารละลาย
CTAB/NaCI (ภาคผนวก ข17) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอดไปมา 
แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 °ซ เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอร์มบัอโซเอมิล 
แอลกอฮอล์ (ภาคผนวก ข20) ด้วยอัตราส่วนปริมาตรเท่ากับปริมาตรของสารละลายสุดท้าย 
(ประมาณ 0.7-0.8 มิลลิลิตร) ผสมให้เข้ากันเป็นอย่างดีจนกระทั่งกลายเป็นอิมัลชัน นำไปปัน 
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ถ่ายเฉพาะส่วนนั้าใสที่อยู่เหนือ
ตะกอนและชั้นคลอโรฟอร์มAอโชเอมิลแอลกอฮอล์!ปใส่ในหลอดไมโคร?เวจ์หลอดใหม่ (ระวังอย่า 
ให้ติดส่วนตะกอนไปด้วย) จากนั้นเติมสารละลายทีเนอล/คลอโรฟอร์มAอโชเอมิลแอลกอฮอล์
(ภาคผนวก ข19) ด้วยอัตราส่วนปริมาตรเท่ากับปริมาตรของสารละลายสุดท้าย ผสมให้เข้ากัน
เป็นอย่างดีจนกระทั่งกลายเป็นอิบัลชัน นำไปปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็น 
เวลา 5 นาที นำส่วนนํ้าใสที่อยู,เหนือชั้นตะกอนและชั้นทีเนอล/คลอโรฟอร์มAอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
ไปใส่ในหลอดไมโครทีเวจ์หลอดใหม่ แล้วเติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 เท่าของส่วนนั้าใส
กลับหลอดไปมาจนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ ทำการปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนของไอโซโปรพานอลทิ้งแล้วล้างตะกอนดีเอ็นเอที่ 
ได้ด้วยเอธานอล 70% ที่เย็นจัดปริมาตรประมาณ 1 มิลลิลิตร ทำซํ้า 2 ครั้ง โดยการปันล้างเก็บ 
ตะกอนที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ค่อยๆเทส่วนนั้าใสทิ้ง สุดท้ายนำตะกอนดีเอ็นเอที่ได้!ป
ระเหยให้แห้งสนิท แล้วละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร์ TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และใส่ 
RNase A เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข26) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกำจัดอาร์ 
เอ็นเอออก เก็บที,อุณหภูมิ 4 °ซ

3.6.2.2 วิเคราะห์ความบริลุทธิใเละความเข้มข้นของดีเอ็นเอ

*
นำสารละลายดีเอ็นเอไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 

260 และ 280 นาโนเมตร (A ^  และ A;,,30) คำนวณค่า Ajgo ต่อ Aja0 ค่าที,เหมาะลมควรจะอยู่ 
ในช่วง 1.8-2.0 ถ้าค่าน้อยกว่า 1.8 แสดง1ว่ามีโปรตีนปนเปีอนสูง ถ้าค่าสูงกว่า 2.0 แสดง'ว่ามีอาร์ 
เอ็นเอปนเปีอน่สูง

คำนวณหาความความเข้มข้นของดีเอ็นเอจากลมการ

ดีเอ็นเอสายคู่ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = A260X 50 X dilution factor
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3 .6 .2 .3  ต ัดด ีเอ ็น เอของสายพ ันธ ุกลายชน ิดต ่างๆและสายพ ันธ ุด ั้ง เด ิม ของ 
R h i z o b i u m  sp. ลายพันธุ CU-A1 ด้วยเรลทริกชันเอนไซม์ EcoRI

ตัดดีเอ็นเอของสายพันธุกลายชนิดต่างๆและสายพันธุดั้งเดิมของ R h i z o b i u m  sp. 
ลายพันธุ CU-A1 ประมาณ 10 ไมโครกรัม ด้วยเรลทริกชันเอนไซม์ EcoRI (Promega, USA) อย่าง 
สมบูรณ์ตามวิธีที่ระบุโดยผู้ผลิต โดยใช้ส่วนผสมของปฏิกิริยาดังต่อไปนี้

ดีเอ็นเอ 
10X บัฟเฟอร์ 
เรลทริกชันเอนไซม์

0.5-10 ไมโครกรัม
1/10 ของปริมาตรทั้งหมด
3-5 ยูนิตต่อไมโครกรัมของดีเอ็นเอ

นี้าปลอดประจุปลอดเชื้อ ปรับปริมาตรตามต้องการ
ผสมให้เช้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 4 ชั่วโมง

จากนั้นทำการแยกชื้นดีเอ็นเอที่ตัดไว้ด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรชิส

3.6.2.4 ย้ายดีเอ็นเอจากอะกาโรลเจลไปยังไนลอนเมมเบรน (Southern blot)

นำดีเอ็นเอของลายพันธุกลายชนิดต่างๆ ที่ตัดแล้วจากข้อ 3.6.2.3 มาทำอะกาโรสเจล 
อีเลคโทรโฟเรซิลเปรียบเทียบกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน XDNA/H/ndlll ใช้ดีเอ็นเอของสาย 
พันธุ CU-A1 เป็นตัวควบคุมผลลบ (negative control) และใช้พลาลมิด PSUP2021 ที,ตัดด้วยเรล 
ทริกชันเอนไซม์ H/'ndlll เป็นตัวควบคุมผลบวก (positive control) จากนั้นทำการย้อมอะกาโรส 
เจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ แล้วถ่ายภาพเก็บไว้โดยใช้ไม้บรรทัดแนบด้านข้างอะกาโรสเจลเพื่อระบุ 
ระยะทางการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ

ทำการเตรียมอะกาโรสเจลเพื่อทำการถ่ายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผ่นไนลอน 
เมมเบรน เริ่มจากการล้างชื้นอะกาโรสเจลที่เตรียมไว้ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 1 นอร์มัล ใน 
กล่องพลาสติก' โดยให้สารละลายท่วมอะกาโรสเจลเขย่าเบาๆเป็นเวลา1 0 นาที เทสารละลายทิ้ง 
เติม dénaturation buffer (ภาคผนวก ข6) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร หรือเติมให้ท่วมอะกาโรลเจล 
เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทบัฟเฟอร์ทิ้ง ทำซํ้า 2 คร้ัง ล้างด้วยนั้าปลอดประจุปลอดเชื้อ
2 คร้ัง จากนั้นเติม neutralization buffer (ภาคผนวก ข /) เป็นเวลา 15 นาที เทบัฟเฟอร์ทิ้ง ทำ 
ซ้ํา 2 คร้ัง
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การถ่ายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผ่นไนลอนเมมเบรนด้วยวิธี Capillary
transfer (Sambrook และ Russell, 2001) ทำโดยการวัดขนาดของชิ้นอะกาโรสเจลที่เตรียมไว้ 
กำหนดขนาด A คือขนาดเท่ากับขนาดของแผ่นอะกาโรสเจล ขนาด B คือขนาดความกว้างเท่า
กับด้านกว้างของอะกาโรสเจลแต่ความยาวจะยาวกว่าด้านยาวของอะกาโรลเจล ตัดไนลอนเมม
เบรนไห้มีขนาด A จำนวน 1 แผ่น ตัดกระดาษกรองให้มีขนาด A จำนวน 2 แผ่น และขนาด B 
จำนวน 1 แผ่น ตัดกระดาษทิซซูไห้มีขนาด A เพื่อใช้เป็น paper towel สูงประมาณ 5 เซนติเมตร 
การจัดวางชั้นต่างๆของการย้ายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผ่นไนลอนเมมเบรนตังแสดงไว้ไน 
รูปที่ 3.1 โดยเริ่มจากการเติม 20XSSC (ภาคผนวก ฃร) ซึ่งเป็น transfer buffer ลงในกล่อง 
พลาสติกปริมาตรพอประมาณ นำกระดาษกรองขนาด B ที่อิ่มตัวด้วย 20XSSC วางพาดบนแผ่น 
กระจกโดยให้ปลายทั้งสองช้างของกระดาษกรองแซ่ในบัฟเฟอร์เพื่อเป็นสะพานให้ 20XSSC
เคลื่อนที่ขึ้นมา จากนั้นวางกระดาษกรองขนาด A ที่อิ่มตัวด้วย 20XSSC ช้อนขึ้นด้านบน แล้วนำ 
อะกาโรสเจลที่เตรียมไว้วางลงด้านบนไนลักษณะที่ควํ่าหน้าเจลลงด้านล่าง วางไนลอนเมมเบรน
ที่อิ่มตัวด้วย 20XSSC ลงบนเจล ต้องระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศขึ้นไนแต่ละชั้น จากนั้นจึงวาง
กระดาษกรองขนาด A แล้ววางชั้นของกระดาษทิชชูและนั้าหนักกดด้านบน ตามลำตับ ทำการ 
ยึดชั้นต่างๆให้นั้นคงด้วยกระดาษกาว และระวังไม่ให้ชั้นทิซชูแตะโดนอะกาโรสเจลหรือกระดาษ
กรองด้านล่าง ตั้งทิ้งไว้ให้บัฟเฟอร์เคลื่อนที่ขึ้นมาเป็นเวลาข้ามคืน

นั้าหนัก

รูปที่ 3.1 แผนภาพแสดงการจัดวางชั้นต่าง ๆ ของการย้ายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยัง 
ไนลอนเมมเบรน โดยวิธี Capillary transfer

กระดาษทิซชู
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ภายหลังจากการเคลื่อนย้ายดีเอ็นเอจากอะกาโรลเจลไปยังไนลอนเมมฒรน ยกชั้นที่ 
อยู่เหนือไนลอนเมมเบรนออก แล้วใช้กรรไกรที่ละอาดตัดที่มุมด้านหนึ่งเพื่อเป็นการบ่งบอกถึงด้าน 
ของไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเออยู่ นำไนลอนเมมเบรนมาใส่ในกล่องล้างด้วย 2XSSC (ภาค
ผนวก ข9) โดยการเขย่าเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนำไปซับให้แห้งและทำการตรงดีเอ็นเอให้ติดบน 
ไนลอนเมมเบรนด ้วยการนำไนลอนเมมเบรนด ้านท ี่ม ีด ีเอ ็น เอไปเผยต ่อแลงอ ัลตราไวโอเลต 
ประมาณ 3 นาที เก็บไนลอนเมมเบรนไว้ที่อุณหภูมิห้องได้นาน 6 เดือน

3.6.3 ไฮบริไดเซซันดีเอ็นเอของ R h i z o b i u m  ด้วยดีเอ็นเอติดตามทรานลโปซอน Tn5

ทำพรีไฮปริไดเซชัน (prehybndization) โดยนำไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอมาใส่ถุง
พลาสติกลำหรับไฮบริไดเซชันและผนึกด้านข้างให้สนิทด้วยเครื่องผนึกที'ใช้ความร้อนตังรูปที่ 3.2 
เติมลารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ซ12) ซึ่งทำการอุ่นไว้ที,อุณหภูมิที่จะทำไฮบริไดเซชัน 
(อุณหภูมิ 42 °ช) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อ 100 ตารางเซนติเมตร ไล่ฟองอากาศออกให้หมด
จากนั้นผนึกปิดให้สนิท นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 °ซ เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 30 นาที

แนวผนึก

ถุงไฮบริไดซ์

รูปท่ี 3.2 ลักษณะการผนึกถุงพลาสติกสำหรับทำไฮบริไดเซชัน

เตรียมลารละลายดีเอ็นเอติดตามทรานลโปซอน Tn5 สำหรับการ'โฮบ'รีโดซ์ โดยเติมดีเอ็น 
เอติดตามทรานสโปชอน 'โก5 ในสารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร (ให้มีความ
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เข้มข้น 5-25 นาโนกรัมต่อสารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) ที่บรรจุอยู่ในหลอด 
พลาสติกฝาเกลียว (falcon tube) จากนั้นผลมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอดเบาๆ แล้วนำใปต้ม 
ในนํ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที เพื่อดืเนเจอร์สายดืเอ็นเอติดตาม ทำให้เย็นลงที่อุณหภูมิใฮบริไดซ์

เมื่อทำพรีใฮปริไดเซชันเสร็จแล้วตัดถุงพลาสติกออก เทสารละลาย DIG Easy Hyb ท้ิง 
แล้วย้ายเมมเบรนมาที่ถุงพลาสติกใบใหม่ จากนั้นทำการผนึกด้านข้างถุงเหมือนเดิม เทสาร
ละลายดีเอ็นเอติดตามทรานสโปชอน Tn5 ที่เตรียมไว้ข้างต้นลงไป ไล่ฟองอากาศออกให้หมด
แล้วปิดผนึกด้านบน 2 คร้ัง นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 °ซ ด้วยการเขย่าเบาๆ เป็นเวลาข้ามคืน (16- 
18 ชั่วโมง) (สารละลายดีเอ็นเอติดต^มที่ใช้แล้วกลับนำมาใช้ได้อีกหลายครั้งด้วยการเก็บรักษาใน 
หลอดพลาสติกฝาเกลียวที,อุณหภูมิ -20 °ซ เมื่อนำมาใช้ในครั้งต่อไปให้เติมดีเอ็นเอติดตามเพิ่ม
อีก 2-3 ไมโครลิตร และก่อนใช้ต้องทำการดีเนเจอร์ดีเอ็นเอติดตามที่อุณหภูมิ 68 °ซ เป็นเวลา 10 
นาที ระวังอย่านำไปต้มจนเดือดเพราะสารละลาย DIG Easy Hyb จะเลียสภาพ)

. เมื่อเสร็จลิ้นไฮบ่ริไดเซชันแล้ว นำไนลอนเมมเบรนที่ได้มาล้างดีเอ็นเอติดตามส่วนเกินออก 
โดยการนำมาใส่ในกล่องพลาสติกแล้วล้างดีเอ็นเอติดตามที่จับกับไนลอนเมมเบรนด้วยสารละลาย 
2XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ฃ10) ปริมาตร 30-50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิห้อง พร้อมกับการเขย่า 
เบาๆ เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทสารละลายทิ้ง ทำซํ้า 2 คร้ัง จากนั้นล้างอีก 2 ครั้งด้วย
0.5XSSC/0.1 %SDS (ภาคผนวก ข ท ) ที่อุณหภูมิ 68 °ซ เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทสารละลายทิ้ง

ตรวจหาตำแหน่งดีเอ็นเอของ R h i z o b i u m  ที,ไฮบริไดซํใด้กับดีเอ็นเอติดตามทรานลโปซอน 
Tn5 ด้วยวิธี Enzyme immunoassay โดยใช้ชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime 
Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข12) ตามวิธีของบริษัทผู้ 
ผลิตตังนี้ (ทุกขั้นตอนทำที่อุณหภูมิห้อง), เริ่มจากนำไนลอนเมมเบรนที่ล้างดีเอ็นเอติดตามส่วน
เกินออกแล้วมาล้างด้วย maleic acid buffer (ภาคผนวก ข12) ในกล่องพลาสติกโดยใช้ปริมาตร 
ท่วมไนลอนเมมเบรน เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอร์ทิ้ง จากนั้นเติม blocking solution 
(ภาคผนวก ข12) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอร์ทิ้ง แล้วเติม 
antibody solution (Anti-DIG-AP conjugate) ทีเตรียมโดยการเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate 
(ภาคผนวก ข12) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ใน blocking solution ปริมาตร 15 มิลลิลิตร (เตรียมก่อน 
ใช้ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว) (เจือจาง 1 : 5,000) เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอร์ทิ้ง 
แล้วล้าง Anti-DIG-AP conjugate ส่วนเกินออกด้วย maleic acid buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 15 นาที เทบัฟเฟอร์ทิ้ง ทำเา 2 คร้ัง เติม detection buffer ปริมาตร 20



3 8

มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ เป็นเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอร์ทิ้ง จากนั้นเตรียมสับสเตรท NBT/BCIP (ภาค 
ผนวก ข !2) โดยเจือจางสารละลายในหลอดที่ 5 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใน detection buffer 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (เตรียมก่อนใช้ในหลอดพลาสติกฝาเกลียวที่หุ้มให้มืด) ย้ายไนลอนเมม
เบรนมาใส่ในถุงพลาสติกแล้วติดผนึกด้านข้างเซ่นเดียวกับขั้นไฮบริไดซ์ จากนั้นเทสับสเตรทที่
เตรียมไว้ลงในถุง ไล่ฟองอากาศออกแล้วผนึกปิดถุง นำไปบ่มในที่มืด (ห้ามเขย่า) ตั้งทิ้งไว้จนกว่า 
จะเกิดแถบลีชัดเจน (ประมาณ 1 ชั่วโมง -  16 ชั่วโมง) เมื่อเสร็จสิ้นการบ่มกับสับลเตรทแล้วนำ 
เมมเบรนออกจากถุงพลาสติกมาล้างในนํ้ากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ เป็นเวลา 10 นาที ซับและ 
ตากให้แห้งจึงเก็บใส่ถุง

3.7 โคลนชันดีเอ็นเอของสายพ้นธุกลาย Rhizobium sp. ท่ีมึทรานสโปซอน Tn5 สอด 
แทรกอยู่

3.7.1 สกัดช้ืนดีเอ็นเอท่ีให้สัญญาณกับดีเอ็นเอติดตามทรานลโปซอน Tn5

ตัดดีเอ็นเอสายพันธุกลายของ R h i z o b i u m  sp. CU-A1 ที่เตรียมไว้อย่างสมบูรณ์ด้วย 
เรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI ตามวิธีในข้อ 3.6.2.3 นำดีเอ็นเอที่ตัดได้ไปทำอะกาโรสเจลอีเลคโทร 
โฟเรซิส ตัดอะกาโรสเจลให้คลุมตรงบริเวณที่มืชิ้นดีเอ็นเอที่ให้สัญญาณกับดีเอ็นเอติดตามทรานล 
โปชอน าก5 โดยเทียบผลจากการไฮบริไดซํในข้อ 3.6.3 จากนั้นสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล 
ด้วย Geneclean II Kit (BIO101, USA) ตามวิธีในข้อ 3.6.1.2

3.7.2 สกัดและทำพลาสมิดเวกเตอร์ให้ปริสุทธิใพ่ือการโคลน

สกัดพลาสมิด pBluescript KS(+/-) (Stratagene) จาก E .  c o l i  DH5a ด้วยชุดสกัดพลาล 
มิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) ตัดพลาลมิดอย่างลมบูรณ์ 
ด้วยเรลทริกชันเอนไซม์ EcoRI แล้วนำพลาสมิดที่ตัดแล้วมาสกัดด้วยที!นอล/คลอโรฟอร์ม โดย 
เติมทีเนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ปริมาตรเท่ากับปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอเริ่มต้น 
ผสมจนกระทั่งสารละลายเป็นอิมัลชัน นำไปปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็น 
เวลา 5 นาที ถ่ายเฉพาะส่วนนํ้าใลที,อยู่เหนือตะกอนและขั้นทีเนอล/คลอโรฟอร์มAอโซเอมิล
แอลกอฮอล์ไปใส่ในหลอดไมโครทีเวจ์หลอดใหม่ ตกตะกอนพลาสมิดด้วยเอธานอล โดยเติม
โซเดียมอะซีเตทค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.2 ความเข้มข้น 3 โมลาร์ (ภาคผนวก ข24) ปริมาตร 1/10 
เท่าของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอสุดท้าย ผสมให้เข้ากันแล้วจึงเติม absolute ethanol ปริมาตร
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2 เท่าของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอสุดท้าย ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปตกตะกอนที่อุณหภูมิ -20 
°ซ เป็นเวลา 60 นาที หรือ ที่อุณหภูมิ -70 °ซ เป็นเวลา 30 นาที นำไปปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ
13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนนํ้าไสทิ้ง จากนั้นล้างตะกอนดีเอ็น 
เอด้วยเอธานอล 70% โดยการปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ เป็น 
เวลา 5 นาที เทส่วนนั้าไสทิ้ง ทำซํ้า 2 คร้ัง แล้วทิ้งไว้ให้แห้ง ละลายพลาสมิดที่ได้ใน Tris-HCI
ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 8.0 ด้วยปริมาตรที่เหมาะสม (น้อยกว่าปริมาตรเริ่มต้นก่อนที'จะทำ 
การสกัดด้วยทีเนอล/คลอโรฟอร์ม)

3.7.3 การกำจัดหมู่ฟอลเฟสตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอร์

กำจัดหมู่ฟอสเฟสตรงปลายลายพลาสมิดเวกเตอร์เพื่อป้องกันการเชื่อมกันเองของปลาย 
สายพลาสมิดเวกเตอร์ที่ถูกตัดให้เป็นปลายเปิดด้วยเรลทริกชันเอนไซม์แล้ว โดยไซ้ Alkaline
phosphatase (Promega, USA) ตามวิธีของบริษ้ทผู้ผลิต โดยเริ่มจากการเจือจาง Alkaline 
phosphatase จากหลอดตั้งต้นความเข้มข้น 1 หน่วยต่อไมโครลิตร ให้ได้ความเข้มข้น 0.01 
หน่วยต่อไมโครลิตร ด้วยการใช้ส่วนผสมของการเจือจางตังนี้

Alkaline phosphatase 1 หน่วยต่อไมโครลิตร
10X บัฟเฟอร์
นํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ
ปริมาตรสุทธิ

1
10 ไมโครลิตร 
89 ไมโครลิตร 

100ไมโครลิตร
ผสมให้เข้ากัน (ควรทำการเตรียมใหม่ก่อนไซ้ทุกครั้งหรือเก็บรักษาไว้ใช้ได้ที่อุณหภูมิ -20 

°ซ ไม่เกิน 1 สัปดาห์))
\

จากนั้นเพิ่มปริมาตรของสารละลายพลาสมิดเวกเตอร์จากข้อ 3.7.2 ให้มีปริมาตร 40 
ไมโครลิตร ตามที่บริษัทผู้ผลิตกำหนด แล้วทำส่วนผสมของปฏิกิริยาตังนี้

พลาสมิดเวกเตอร์ pBluescript KS(+/-)/£coRI 1-5 ไมโครกรัม 40 ไมโครลิตร
10X บัฟเฟอร์ 5 ไมโครลิตร
Alkaline phosphatase 0.01 หน่วยต่อไมโครลิตร 5 ไมโครลิตร
ปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร
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บ่มที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม Alkaline phosphatase ที่เจือจาง
แล้วความเข้มข้น 0.01 หน่วยต่อไมโครลิตร ปริมาตรเท่าเดิมลงไปอีกครั้ง แล้วทำการบ่มที่
อุณหภูมิ 37 °ซ ต่อไปอีกเป็นเวลา 30 นาที ต่อจากนี้ทำการสกัดด้วยทีเนอล/คลอโรฟอร์ม และตก 
ตะกอนด้วยเอธานอลตามขั้นตอนดังที่ได้กล่าวไว้แล้วไนข้อ 3.7.2 สุดท้ายละลายพลาสมิดเวก
เตอร์ด้วยนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อในปริมาตรที่เหมาะลม (ปริมาตรน้อยที,ลุดที่จะละลายดีเอ็นเอ 
ได้และน้อยกว่าปริมาตรเริ่มต้น)

3.7.4 ทำการไลเกท (ligation) ชิ้นดีเอ็นเอเข้ากับพลาสมิดเวกเตอร์

ไลเกทชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไดในข้อ 3.7.1 เข้ากับพลาสมิดเวกเตอร์ pBluescript KS(+/-) ท่ี 
ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI ในข้อ 3.7.3 ด้วยไลเกส (ligase) (Promega, USA) ตามวิธีของ 
บริษัทผู้ผลิต โดยทำส่วนผสมของปฏิกิริยา10 ไมโครลิตร ดังนี้

ชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไดีในข้อ 3.7.1 ประมาณ 300 นาโนกรัม 3 ไมโครลิตร
พลาสมิดเวกเตอร์ pBluescript KS(+/-) ที่ตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI 
ประมาณ 50-200 นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร
10X ไลเกชันบัฟเฟอร์ 1 ไมโครลิตร
T4 DNA ligase ความเข้มข้น 3 หน่วยต่อไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร
นํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ 5 ไมโครลิตร
ทำไลเกชันที่อุณหภูมิ 16 °ซ เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง (อัตราส่วนระหว่างชื้นดีเอ็นเอสอด 

แทรกและพลาลมิดเวกเตอร์สามารถจะแปรกันได้ตามความเหมาะสมของปริมาณดีเอ็นเอ)

3.7.5 ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาลมิดจากข้อ 3.7.4 เข้าลู่ E s c h e r i c h i a  c o l i  DH5a 
และดัดเลือกทรานลฟอร์แมนท์ที่มีทรานสโปซอนสอดแทรกอยู่ภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก

3.7.5.1 ทำคอมพีเทนท์เซลล์ (competent cell)

คอมพีเทนท์เซลล์ทำด้วยวิธี Calcium chloride (Sambrook และ Russell, 2001) 
โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ E .  c o l i  DH5a ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (ภาคผนวก กร) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วนำไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลาข้ามคืน (16-18 ชั่วโมง) เพื่อใช้เป็น
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หัวเชื้อ จากนั้นถ่ายหัวเชื้อปริมาตร 700 ไมโครลิตร ไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT ปริมาตร 70 
มิลลิลิตร ที่บรรจุใน arm flask นำไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 °ซ จนกระทั่ง OD^n มีค่าเท่ากับ 0.3-0.5

ระหว่างช่วงที่รอการเจริญของเชื้อให้ทำการเตรียมสารละลาย MgS04/ CaCI2 (เตรียม 
ก่อนใช้และทุกขั้นตอนทำในอ่างนั้าแข็ง) ดังนี้ ผลมนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อที่เย็นปริมาตร 40
มิลลิลิตร เช้ากับสารละลาย CaCI2 ที่ปลอดเชื้อและเย็นความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 3.5 
มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกฝาเกรียว ผสมให้เช้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้ในอ่างนี้าแข็งให้ได้อุณหภูมิ 4 °ซ 
จากนั้นเติมสารละลาย MgS04 ที่ปลอดเชื้อและเย็นความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากันแล้วเติมนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อที่เย็นเพื่อปรับปริมาตรให้ได้ 50 มิลลิลิตร แช่ใน
อ่างนี้าแข็งก่อนจะใช้

เมื่อได้ค่า (วอ600 ตามท่ีต้องการแล้วให้ถ่ายเชื้อลงในหลอดเชนตริพีวจ์ปลอดเชื้อ
ปริมาตร 35 มิลลิลิตร ที่เย็น จำนวน 2 หลอด จากนั้นนำไปปันเหวี่ยงตกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่อง 
ปันเหวียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ทีอุณหภูมิ 4 °ซ ความเร็วในการปัน 
เหวี่ยง 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 6 นาที (ตั้งแต่ขั้นตอนนี้ต้องทำที่อุณหภูมิ 4 °ซ ตลอด) เท 
อาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง เติมสารละลาย MgS04/CaCI2 ที่เย็นปริมาตร 10.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอน 
เชลล์แต่ละหลอด กระจายตะกอนให้เข้ากับสารละลาย M gsoy CaCI2 (ห้ามใช้เครื่องปันผสม) 
แช่หลอดเซนตริทิเวจ์ที่มีตกตะกอนเซลล์และสารละลาย M gscy CaCI2 ในอ่างนี้าแข็ง เป็นเวลา 
30-45 นาที แล้วจึงนำไปปันเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ ความเร็วรอบ 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที เทส่วนนี้าใสทิ้ง จากนั้นเติมสารละลาย M g S O /CaCI2 ที,เย็นปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ลงใน 
ตะกอนเชลล์แต่ละหลอดอีกครั้ง กระจายตะกอนให้เข้ากับสารละลาย MgS04/CaCI2 แช่ในอ่าง 
นี้าแข็งเป็นเวลา 45 นาที หรือมากกว่า แล้วเติมกลีเชอรอลปลอดเชื้อปริมาตร 875 ไมโครลิตร ลง 
ไปในแต่ละหลอดและผสมให้เข้ากันเบาๆ,สุดท้ายทำการแบ่งใส่ในหลอดไมโครพีวจ์ปลอดเชื้อที่เย็น 
ปริมาตรประมาณหลอดละ 100-300 ไมโครลิตร แล้วเก็บคอมพีเทนที!เซลล็ไว้'ที,อุณหภูมิ -70 ๐ซ

3.7.5.2 ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาลมิดเข้าสู,เซลล์เจ้าบ้าน

ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาลมิดจากข้อ 3.7.4 เข้าลู่คอมพีเทนท์เชลล์ E .  c o l i  

DH5a ด้วยวิธี Heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยทุกขั้นตอนทำที่อุณหภูมิ 4 °ซ 
ยกเว้นช่วงทำ heat shock ดังนี้ นำคอมพีเทนท์เซลล์ E .  c o l i  DH5a ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -70 °ซ 
มาแช่ในอ่างนี้าแข็งให้ละลายช้าๆ เพื่อปัองกันเซลล์ตาย เมื่อเชลล์ละลายแล้วให้ใสรีคอมบิ
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แนนท์พลาสมิดที่ไลเกทไว้จากข้อ 3.7.4 ทั้งหมดลงในคอมพีเทนท์เซลล์ E .  c o l i  DH5a ปริมาตร 
100ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปบ่มในอ่างนํ้าแข็งเป็นเวลาอย่างน้อย3 0 นาที จากน้ันทำ 
การ heat shock ที่อุณหภูมิ 42 °ซ เป็นเวลา 90 วินาที เมื่อครบเวลาให้แช,ลงในอ่างนํ้าแข็งทันที 
เป็นเวลา 2 นาที แล้วจึงเติมอาหารเหลว 2YT ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดเชื้อ และนำไป 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลาอย่างน้อย 1 ชั่วโมง

3.7.5.3 คัดเลือกทรานสพ่อร์แมนท์ (transformant) ที่มีรีคอมบิแ'นนท์'พล'าสมิดท่ี
ต้องการ

คัดเลือกโคลนหรือโคโลนีของ E .  c o l i  DH5a ซึ่งมีรืคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีฑรานสโป 
ชอน Tn5 ลอดแทรกอยู่ ทำโดยนำสารละลายแขวนลอยของ E .  c o l i  DH5a ที่ทรานสพ่อร์มรืคอมบิ 
แนนท์พลาลมิดแล้วจากข้อ 3.7.5.2 มาทำการปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที เป็น 
เวลา 5 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล์ แล้วดูดอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้งให้เหลือปริมาตรตามต้องการเพื่อทำ 
เชลล์ไห้เข้มข้นและกระจายเซลลํในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เหลือให้เข้ากัน จากนั้นนำสาร
แขวนลอยของเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ซึ่งผสมสาร 
ปฏิชีวนะกานามัยชิน (เพื่อคัดเลือกยีนเครื่องหมายบน Tn5) ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อ 
มิลลิลิตร แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลาข้ามคืน

3.7.6 ลับโคลน (subclone) ชินดีเอ็นเอสอดแทรกในรืคอมบิแนนท์พลาลมิดที่ได้ในข้อ
3.7.5.3

การลับโคลนทำเพื่อตัดแบ่งครึ่งทรานลโปชอน Tn5 ที่อยู่ภายในชื้นดีเอ็นเอสอดแทรกของ 
รืคอมบิแนนท์พลาสมิดเพื่อให้เหมาะต่อการนำไปหาลำดับเบส เริ่มจากการสกัดรีคอมบิแนนท์
พลาลมิดออกจากเชื้อ E .  c o l i  DH5a ด้วยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep 
Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที'ได้กล่าวข้างต้น จากนั้นทำการตัดดีเอ็นเอด้วยเรสทริกชัน
เอนไซม์ 2 ชนิด ร่วมกัน (double digest) ได้แก่ เรสทริกชันเอนไซม์ £coRI-8a/7)HI แล้วนำไปทำ 
อะกาโรลเจลอเลคโทรโพ่ริซีสและทำการสกัดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3.9 กิโลเบส ออกจากเจล 
ด้วย Geneclean II Kit (BIO101, USA) ตามวิธีที่ได้กล่าวไว้ข้างต้น จากนั้นทำการเชื่อมชิ้นดีเอ็น 
เอที่เตรียมไว้ตังกล่าวกับพลาลมิดเวกเตอร์ pGEM-7Zf(+/-) ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ EcoRI- 
B a m Y W  แล้วทำการทรานลพ่อร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู' E .  c o l i  DH5a
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ทำการคัดเลือกทรานสฟอร์แมนท์ด้วยวิธี Blue/White selection (Sambrook และ 
Russell, 2001) โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที,ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเกลี่ยบนผิวอาหารด้วย X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- 
P-D-galactoside) ความเข้มข้น 50 มลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ฃ27) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-P'D-galactoside) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ (ภาคผนวก ข 
28) ปริมาตร 7 ไมโครลิตร (ทำการเตรียมเกลี่ยสารดังกล่าวก่อนใช้ทุกครั้ง) เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อไว้ 
ในที่มืดและตั้งทิ้งไว้เป็นระยะเวลา 30 นาที -  1 ชั่วโมง เพื่อไห้สารเคมีที,ผสมใน X-gal ระเหยออก 
เพื่อจะไม่เป็นอันตรายต่อเชื้อ แล้วจึงทำการเกลี่ยเชื้อที่ทำการทรานสฟอร์มแล้วทับลงไป บ่มที่
อุณหภูมิ 37 °ซ เป็นเวลาข้ามคืน และทำการคัดเลือกโคลนโดยการ์คัดเลือกที่โคโลนีลีขาว จาก 
นั้นทำการสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดและดัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ แล้วทำอะกาโรลเจลอีเลค
โทรโฟเรซิลเพื่อพิสูจน์ชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการอีกครั้งหนึ่ง

3.8 ค้นหาชันส่วนดีเอ็นเอบนโครโมโซมของสายพันธุกลายต่างๆของ R h izob ium  sp. สาย 
พันธุ CU-A1 ที่มียึนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะชัแนพธิลีนและอยู่ข้างเคียงทรานสโป 
ซอน Tn5 ด้วยเทคนิค Inverse Polymerase Chain Reaction (Inverse PCR)

3.8.1 เตรียมดีเอ็นเอแม่แบบ (template) ในการทำ Inverse PCR

3.8.1.1 สกัดชิ้นดีเอ็นเอที่ไห้สัญญาณกับดีเอ็นเอติดตามทรานสโปชอน Tn5 ของ
R h i z o b i u m  sp. สายพันธุกลายต่างๆ

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ R h i z o b i u m  sp. สายพันธุกลายต่างๆที่มืทรานสโปซอน Tn5 
ลอดแทรกอยู่ ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) ตามวิธีการที่กล่าวไว้ในข้อ 3.6.2.1 และดัด 
ดีเอ็นเอด้วยเรลทริกชันเอนไซม์ EcoRI อย่างสมบูรณ์ตามข้อ 3.6.2.3 นำดีเอ็นเอที,ดัดได้ไปทำ
อะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ดัดอะกาโรสเจลไห้คลุมตรงบริเวณที่มืชิ้นดีเอ็นเอที่ให้สัญญาณ
กับดีเอ็เอติดตามทรานลโปซอน Tn5 โดยเทียบดูกับผลจากการไฮบริไดชํในข้อ 3.6.3 จากนั้น
สกัดดีเอ็นเอออฺกจากอะกาโรสเจลด้วย Geneclean II Kit (BIO101, USA) ตามวิธีการที่กล่าวไว้ใน 
ในข้อ 3.6.1.2 โดยสุดท้ายละลายดีเอ็นเอในนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตรน้อยที่สุดที่จะละลาย 
ดีเอ็นเอได้ นำสารละลายดีเอ็นเอไปวัดค่าการดูดกลืนแลง A 2e0  และ 8 0  คำนวณหาปริมาณ
ดีเอ็นเอตามสูตรในข้อ 3.6.2.2
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3.8.1.2 ทำการเชื่อมดีเอ็นเอภายในสายเดียวกัน (intramolecular joining) และทำ 
ชิ้นดีเอ็นเอให้บริสุทธิ้เพื่อนำไปทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, 
PCR)

นำซิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไว้ในข้อ 3.8.1.1 มาเชื่อมปลายภายในสายเดียวกันโดยใช้ความ 
เข้มข้นของดีเอ็นเอ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยาดังนี้

ชิ้นดีเอ็นเอ ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 10 ไมโครลิตร
10X ใลเกชันบัฟเฟอร์ 2 ไมโครลิตร
T4 DNA ligase ความเข้มข้น 3 หน่วยต่อไมโครลิตร 2 ไมโครลิตร
นํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อปรับปริมาตรให้ครบ 20 ไมโครลิตร
ทำไลเกชันที่อุณหภูมิ 16 วช เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง

เมื่อทำการเชื่อมดีเอ็นเอแม่แแบบภายไนลายเดียวกันแล้วให้ทำลายเอนไซม์ไลเกล 
ด้วยความร้อน (heat inactivation) ที่อุณหภูมิ 65-70 °ซ เป็นเวลา 20 นาที แล้วสกัดด้วยทีเนอล/ 
คลอโรฟอร์ม และตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอธานอลตามวิธีในข้อ 3.7.2 สุดท้ายละลายด้วยนํ้า
ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตรน้อยที่สุดที่จะละลายดีเอ็นเอได้

3.8.2 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)

การทำ Inverse PCR ในงานวิจัยนี้ใช้ส่วนผสมของสารไนปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทด์ 
ไพร์เมอร์ที่ออกแบบตามวิธีของ Rich และ Willis (1990) โดยที่ความเข้มข้นสุดท้ายในปฏิกิริยา
ของสารแต่ละตัวเป็นดังนี้ สารละลาย MgCI2 ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์ สารละลาย dNTP 
ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ (ของแต่ละตัว) (Promega, USA) (ภาคผนวก ข29) สารละลาย 
TN5-OE primer ที่จำเพาะกับบริเวณปลายทั้ง 2 ด้านของทรานลโปซอน Tn5 ปริมาณ 50 พิโคโมล 
1X T a q  DNA polymerase buffer T a q  DNA polymerase (Promega, USA) ปริมาณ 2.5 
หน่วย ดีเอ็น'เอแม่แแบบที'เตรียมไว้ในข้อ 3.8.1 ปริมาณ 1 พิโคกรัม -1 ไมโครกรัม
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โปรแกรมในการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เป็นดังนี้

extention
annealing
dénaturation
hot start

final extention

ที่อุณหภูมิ 95 °ซ เป็นเวลา 3 นาที
ที่อุณหภูมิ 94 °ซ เป็นเวลา 1 นาที —
ที่อุณหภูมิ 55 °ช เป็นเวลา 2 นาที 35 รอบ
ที่อุณหภูมิ 72 °ช เป็นเวลา 4 นาที —
ที'อุณหภูมิ 72 °ซ เป็นเวลา 5 นาที

ดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 
(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรชิส

3.9 หาลำดับนิวคลีโอไทด์ฃองยีนข้างเคียงทราบสโปซอนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะย ี
แนพธิลีนจากรีคอมปิแนนท์พลาสมิดโดยใชโอลีโกนิวคลีโอไทด],พร์เมอเที่จำเพาะต่อ 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของทรานสโปชอน

3.9.1 ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด้ไพf เมอร์ที่จำเพาะต่อลำดับเบสของปลายทรานลโป 
ชอน Tn5

ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดํไพร์เมอร์ โดยอาศัยลำดับเบสของปลายชิ้นทรานสโปซอนทั้ง 
สองด้านที่หาได้จาก GenBank (Accession NO.U00004) โดยโอลิโกนิวคลีโอไทดํใพร์เมอร์มีทิศ 
ทาง 5’ -> 3' ออกจากชิ้นทรานสโปซอน สังเคราะห์โอลิโกนิวคลีโอไทด!พร์เมอร์โดยเครื่อง
สังเคราะห์ดีเอ็นเออัตโนมิติโดยหน่วยบริการชีวภาพ (BIOSERVICE UNIT, BSU) สำนักงาน 
พัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาดี (สวทซ.) ตั้งซื่อโอลิโกนิวคลีโอไทดํใพร์เมอร์นี้ว่า TN5- 
OE มีลำดับเบสดังนี้ 5’-GGTTCCGTTCAGGACGCTAC-3’

3.9.2 หาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่อยู่ติดภับทรานสโปซอนและเปรียบเทียบลำดับ 
นิวคลีโอไทดัที่ได้ภับลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีอยู่ใน GenBank

การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่อยู่ต ิดกับทรานลโปชอนทำโดยหน่วยบริการชีวภาพ 
(BSU) สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (ลวทซ.) ซึ่งตัวอย่างดีเอ็นเอที่ใช้ใน 
การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวคือ รีคอมบ ิแ นนท์พลาสมิดในข้อ 3.7.6 ที่สกัดจาก E .  c o l i
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นำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที'อยู่ติดกับทรานลโปซอนที่ได้มาทำการวิเคราะห์ด้วย 
โปรแกรม DNASIS และนำไปเปรียบเทียบกับข้อมูลที่มีอยู่ใน GenBank ด้วยโปรแกรม Blastx 
version 2.2.1 ซึ่งเป็นโปรแกรมที่จะเปลี่ยนลำดับนิวคลีโอไทดัไห้เป็นลำดับกรดอะมิโนแล้วจึงนำ 
ข้อมูลส่วนที่เป็นลำดับกรดอะมิโนที่ได้เข้าไปเปรียบเทียบกับข้อมูลที่เป็นลำดับกรดอะมิโนของยีนที่ 
มีอยู่ใน GenBank

DH5a ด้วยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) แล้ว
ละลายดีเอ็นเอด้วยนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ

3.10 ค้นหาดั้นส่วนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของสายพันธุด้ังเดิม Rhizobium sp. CU-A1 
ที่มีดั้นสวนของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะ?แนพธิลีนอยู่ด้วยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization)

3.10.1 ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดํใพร์เมอร์ที่จำเพาะต่อดีเอ็นเอข้างเคียงทรานสโปซอน 
Tn5

ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดํใพรีเมอร์โดยใช้ข้อมูลของลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอที่อยู่ 
ติดกับทรานสโปชอน Tn5 ที่หาได้จากข้อ 3.9 ซึ่งคาดว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวน่าจะเป็นยีนที่ 
เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน จากนั้นทำการออกแบบทั้ง forward primer และ
reverse primer ตั้งซื่อว่า PHNF และ PHNR ตามลำดับ ซึ่งมีลำดับเบสในทิศทาง 5’-» 3’ ดังนี้คือ 
5’-TGGATGGCGTCCTGGTTC-3’ และ 5’-CTGACGTTTATTCGTGAAC-3’ ตามลำดับ

3.10.2 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรล (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

สารละลายที่ไช้เป็นส่วนผสมในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เป็นดังนี้
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MgCI2 ความเข้มข้น 25 มิลลิโมลาร์ 3 ไมโครลิตร
(ความเข้มข้นสุดท้าย 1.5 มิลลิโมลาร์)

10X T a q  DNA polymerase buffer 5 ไมโครลิตร
(ความเข้มข้นสุดท้าย 1X T a q  DNA polymerase buffer) 

สารละลาย PHNF primer ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ 2.5 ไมโครลิตร
(ความเข้มข้นสุดท้าย 1 ไมโครโมลาร์)

สารละลาย PHNR primer ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ 2.5 ไมโครลิตร
(ความเข้มข้นสุดท้าย 1 ไมโครโมลาร์)

สารละลาย dNTP ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์(ของแต่ละตัว) 1 ไมโครลิตร
(ความเข้มข้นสุดท้าย 200 ไมโครโมลาร์) 

เอนไซม์ T a q  DNA polymerase ความเข้มข้น 5 หน่วยต่อไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร
(ปริมาณสุดท้าย 2.5 หน่วย)

ดีเอ็นเอแม่แบบจากข้อ 3.7.6 ความเข้มข้น 10 พิโคกรัมต่อไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร
น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ 34.5 ไมโครลิตร
ปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร

โปรแกรมในการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เป็นตังน้ี

hot start 
dénaturation 
annealing 
extention 
final extention

ท่ีอุณหภูมิ 95 °ซ 
ท่ีอุณหภูมิ 95 °ซ 
ท่ีอุณหภูมิ 53 °ช 
ท่ีอุณหภูมิ 72 °ซ 
ท่ีอุณหภูมิ 72 °ช

เป็นเวลา 3 นาที 
เป็นเวลา 1 นาที —  
เป็นเวลา 1 นาที 
เป็นเวลา 1 นาที —  
เป็นเวลา 5 นาที

30 รอบ

ดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมธเรลด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 
(Perkin Elmer, USA) ตามโปรแกรมที'ต้ังไว้ ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึนโดยอะกาโรสเจลอีเลค
โทรโฟเรชิล
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3.10.3 เตรียมดีเอ็น!,อติดตามยีนที,เก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน

นำผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีได้จากข้อ 3.10.2 มาสร้างเป็นดีเอ็นเอติดตามด้วยการทำอะกาโรส 
เจลอีเลคโทรโฟเรซิสแยกช้ินดีเอ็นเอท่ีเป็นผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีต้องการออกจากดีเอ็นเออ่ืนๆ  และ
ทำการสกัดแยกเฉพาะช้ินดีเอ็นเอดังกล่าวออกจากอะกาโรลเจล จากน้ันทำการติดฉลากด้วย
DIG โดยใช้ชุดสำเร็จตามวิธีการดังท่ีได้กล่าวมาแล้วในข้อ 3.6.1

3.10.4 เตรียมไนลอนเมมเบรนท่ีมีจีโนมิกดีเอ็นเอของ R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 
สำหรับการไฮบริไดช์

ทำการดัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ R h iz o b iu m  sp. ลายพันธุ CU-A1 อย่างลมบูรณ์ด้วย 
เรสทริกชันเอนไซม์ชนิดต่างๆ ท่ีเหมาะสม จากน้ันทำอะกาโรลเจลอีเลคโทรโฟเรซิสแล้วทำการ
เคล่ือนย้ายดีเอ็เอจากอะกาโรสเจลไปสู่ไนลอนเมมเบรนตามข้ันตอนและวิธีการดังท่ีได้กล่าวไว้แล้ว 
ในข้อ 3.6.2

3.10.5 ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ R h iz o b iu m  sp. ลายพันธุ CU-A1 ด้วยดีเอ็นเอติดตาม 
ท่ีจำเพาะกับยีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน

นำไนลอนเมมเบรนท่ีมีดีเอ็นเอจากข้อ 3.10.4 มาไฮบริไดช์กับดีเอ็นเอติดตามยีนท่ีเก่ียว 
ข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนซ่ึงได้เตรียมไว้ในข้อ 3.10.3 ตามข้ันตอนและวิธีการดังท่ีได้ 
กล่าวไว้แล้วในข้อ 3.6.3 โดยมีดีเอ็นเอแม่แบบท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยาลูกโช่พอริเมอเรสในข้อ
3.10.2 เป็นตัวควบคุมผลบวก (positive control) และพลาสมิด pGEM-7Zf(+/-) เป็นตัวควบคุม 
ผลลบ (negative control)



4 9

3.11 โคลนร้นดีเอ็นเอ'ของ R hizob ium  sp. สายพันธุ CU-A1 ที่มียีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อย 
สลายอะยีแนพธิลีน

3.11.1 ไลเกทซ้ินดีเอ็นเอท่ีต้องการเข้ายังพลาลมิดเวกเตอร์และทรานลฟอร์มรีคอมบิ 
แนนท์พลาสมิดเข้าสู, E. c o l i JM109

เตรียมซ้ินดีเอ็นเอท่ีถูกตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ BamHI-H/ndlll และเกิดสัญญาณกับ 
ดีเอ็นเอติดตามยีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะชีแนพธิสีนซึ่งเป็นซิ้นดีเอ็นเอขนาดเหมาะสมท่ี 
จะทำการโคลน เตรียมพลาสมิด pGEM-3Zf(+/-) ท่ีตัดด้วยเอนไซม์ B a m H \-H in d \\\ ไปทำอะกา 
โรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิลและทำการสกัดแยกพลาสมิดเวกเตอร์เฉพาะช้ินใหญ่ออกจากอะกาโรล 
เจลเพ่ือนำมาไชในการโคลน จากน้ันทำการเช่ือมต่อช้ินดีเอ็นเอเข้ากับพลาลมิดเวกเตอร์ท่ีเตรียม 
ไว้และทรานสฟอร์มเข้าสู่คอมพีเทนท์เซลล์ E. c o l i JM109 ท่ีเตรียมไว้ตามข้ันตอนและวิธีการเซ่น 
เดียวกับท่ีกล่าวไว้แล้วในข้อ 3.7.5

3.11.2 คัดเลือกทรานลฟอร์แมนท์ท่ีมียีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน

คัดเลือกทรานลฟอร์แมนท์ท่ีมียีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะชีแนพธิลืนด้วยวิธี 
Blue/White selection ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.7.6 โดยคัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวมาสกัด
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยข้ันตอนลงเช้ือก่อนสกัดพลาสมิดจะทำการผสมเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ 
เหลว LB จำนวน 10 โคลนต่อ 1 หลอดอาหารเล้ียงเช้ือ นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °ช เป็นเวลาข้าม 
คืน แล้วนำมาสกัดด้วยวิธี Alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 2001) ดังข้ันตอนต่อไปน้ี 
ถ่ายเช้ือ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครพีวจ์ นำไปปันเหว่ียงเพ่ือแยกเซลล์เป็นเวลา 2 
นาที ท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เทส่วนน้ําใสท้ิงให้หมด นำตะกอนเชลล์ท่ีได้มาเติม
สารละลาย I (ภาคผนวก ข21) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลล่โดยการใช้ไมโครปิ 
เปตดูดข้ึนลง จากน้ันเติมสารละลาย II (ภาคผนวก ข21) ท่ีเตรียมใหม่ๆ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากันด้วยการกสับหลอดไปมาเบาๆ  2-3 คร้ัง ต้ังท้ิง1ไว้ใน'อ่างน้ําแข็ง จากน้ันเติมสาร
ละลาย III (ภาคผนวก ข21) ท่ีเย็น ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการกสับหลอดไป 
มาเบาๆ  2-3 คร้ัง ต้ังท้ิงไวิในอ่างน้ัาแข็งเป็นเวลา 3-5 นาที นำไปปันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ถ่ายเฉพาะส่วนน้ีาใสท่ีอยู่เหนือตะกอนมาประมาณ 400
ไมโครลิตร แล้วเติมเอธานอล 95%ปริมาตร 2 เท่าของส่วนน้ําใส กลับหลอดไปมาเบาๆ  ต้ังท้ิงไว้ 
ท่ีอุณหภูมิ -20 °ซ ประมาณคร่ึงช่ัวโมง แล้วนำไปปันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที



50

เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนของเอรานอล 95 % ท้ิง ปันล้างตะกอนดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยเอรานอล
70% ท่ีเย็นจัด ปริมาตรประมาณ 500 ไมโครลิตร ทำซ้ํา 2 คร้ัง โดยการปันล้างเก็บตะกอนเป็น 
เวลา 5 นาที ค่อย เๆทส่วน'น้ําใลท้ิง สุดท้ายนำตะกอนดีเอ็นเอที'ไดีใประเหยให้แห้งสนิทแล้ว
ละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร์ TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และใส่ RNase A เข้มข้น 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพ่ือกำจัดอาร์เอ็นเอออก เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 °ซ

นำรีคอมป็แนนท์พลาลมิดท่ีลกัดได้มาทำการคัดเลือกด้วยวิธี Dot blot hybridization 
(Sambrook และ Russell, 2001) โดยตีตารางลงบนไนลอนเมมเบรนและระบุตำแหน่งโคลนให้ชัด 
เจน ระหว่างน้ันแช่ไนลอนเมมเบรนในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือเพ่ือไล่ฟองอากาศออก ต้มรีคอม 
บิแนนท์พลาสมิดไนน้ําเดือดเป็นเวลา 10 นาที แล้วแช่ในอ่างน้ําแข็งทันที นำเมมเบรนออกจาก 
น้ัาแล้วต้ังท้ิง1ไว้ให้เมมเบรนแห้งหมาด จากน้ันนำรีคอมบิแนนท์พลาสมิดดังกล่าวมาหยดลงบนแต่ 
ละช่องท่ีระบุตำแหน่งไว้คร้ังละ 1 ไมโครลิตร รอให้แห้งแล้วหยดช้ําจนครบ 3-5 ไมโครลิตร โดยใช้ 
รีคอมบิแนนท์พลาลมิดแม่แบบในการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรลในข้อ 3.10.2 เป็นตัวควบคุม 
ผลบวก (positive control) และพลาสมิด pGEM-3Zf(+/-) เป็นตัวควบคุมผลลบ (negative
control) เม่ือหยดตัวอย่างครบและแห้งแล้วไปทำการตรึงดีเอ็นเอไห้ติดกับเมมเบรนด้วยการนำ
เมมเบรนด้านท่ีมีดีเอ็นเอไปเผยต่อแลงอัลตราไวโอเลตประมาณ 3 นาที แล้วนำไปไฮบริไดซ์กับ 
ดีเอ็นเอติดตามยีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะชีแนพธิลืนจากข้อ 3.10.3 ด้วยวิธีการและ
ข้ันตอนตามท่ีกล่าวไว้แล้วในข้อ 3.6.3 เม่ือคัดเลือกกลุ่มโคลนท่ีมีช้ืนดีเอ็นเอที,ต้องการได้แล้วก็
นำกลุ่มโคลนมาสกัดแยกรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของแต่ละโคลนแล้วนำไปตัดด้วยเรลทริกชัน 
เอนไซม์ท่ีจดจำบริเวณท่ีโคลน (cloning site) เพ่ือแยกช้ืนดีเอ็นเอสอดแทรกออกจากพลาลมิดเวก 
เตอร์ จากน้ันนำไปทำ Southern hybridization ด้วยดีเอ็นเอติดตามยีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อย 
สลายอะซีแนพธิลืนจากข้อ 3.10.3 ตามวิธีการและข้ันตอนท่ีกล่าวไว้แล้วในข้อ 3.6.3

*
เม่ือคัดเลือกโคลนท่ีต้องการได้แล้วทำการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีเก่ียวข้องกับการ 

ย่อยสลายอะซีแนพธิลืนจากรีคอมบิแนนท์พลาลมิด ตามวิธีการและข้ันตอนท่ีกล่าวไว้แล้วไนข้อ
3.9 โดย'ไซ้ไพร์เมอร์ท่ี'จำเพาะกับลำดับนิวคลีโอ1ไทด์'ของดีเอ็นเอบางส่วน,ท่ีอยู่ข้างเคียงทรานลโป
ซอน Tn5 ท่ีทร่าบข้อมูลแล้วก่อนหน้าน้ี ซ่ึงลำดับนิวคลืโอไทด์ของยีนบางส่วนได้มาจาก primer
walking บางส่วนได้มาจากการสับโคลนและไข้ไพร์เมอร์ท่ีจำเพาะกับลำดับนิวคลืโอไทด์ของ
พลาลมิดเวกเตอร์ในการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของช้ืนดีเอ็นเอลอดแทรก เม่ือได้ข้อมูลของลำดับ
นิวคลีโอไทด์ของช้ืนดีเอ็นเอสอดแทรกครบถ้วนแล้วจึงนำไปวิเคราะห์หาแผนท่ีการตัดด้วยเรสทริก 
ชันเอนไชม่โดยละเอียด รวมท้ังหากรอบอ่านรหัสเปิด (Open Reading Frame, ORF) ในการถอด
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รหัสของยีนเป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนโดยใช้การวิเคราะห์ด้วย 
โปรแกรม DNASIS และรวมไปถึงการหาความเหมือนและบริเวณท่ีคาดว่าจะเป็นกรอบอ่านรหัส 
เปิดโดยเทียบกับข้อมูลใน GenBank ด้วยโปรแกรม Blastx version 2.2.1


	บทที่ 3 อุปกรณ์และวิธีดำเนินงานวิจัย

