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บทที ่3 
อปุกรณ์และวธิีการทดลอง 

 
 
3.1 การเพาะเลีย้งเพิม่ปริมาณมอดหัวป้อม 

3.1.1 การส ารวจ และเก็บตวัอยา่งมอดหวัป้อม 
  ส ารวจแมลงศตัรูในโรงเก็บท่ีพบบริเวณยุง้ฉาง โรงเก็บอาหารสัตว ์และโรงสีขา้วในจงัหวดั
เชียงใหม่ พร้อมทั้งเก็บตวัอยา่งแมลงศตัรูในโรงเก็บแลว้น ามาแยกชนิด คดัเลือกเฉพาะมอดหวัป้อม
ตวัเตม็วยั (ภาพ 3.1) มาเพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณในหอ้งปฏิบติัการต่อไป 
      3.1.2 การเพาะเล้ียงเพิ่มปริมาณมอดหวัป้อมในห้องปฏิบติัการ 
  อุปกรณ์ในการเพาะเล้ียงมอดหวัป้อมใชข้วดโหลแกว้สีใสมีฝาปิด ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 
6 เซนติเมตร สูง 15 เซนติเมตร บริเวณฝาเจาะช่องระบายอากาศ และปิดทบัดว้ยผา้ตาข่ายเพื่อ
ป้องกนัแมลงหลบหนี เป็นภาชนะส าหรับเพาะเล้ียงมอดหวัป้อม (ภาพ 3.2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพ 3.1 มอดหวัป้อม (Rhyzopertha dominica) ระยะตวัเตม็วยั  
(ก) ดา้นขา้ง (ข) ดา้นใตท้อ้ง (ค) ดา้นบน 

 
 

 

 

2-3 ม.ม. 

(ก) (ข) (ค) 
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ภาพ 3.2   (ก) ขวดโหลแกว้มีฝาปิดเป็นตาข่ายถ่ี ขนาดบรรจุ 500 มิลลิลิตรเพื่อใชเ้ล้ียงแมลง 
(ข) ฝาปิดเป็นตาข่ายถ่ี 

 
น ามอดหวัป้อมตวัเต็มวยัมาเพาะเล้ียงดว้ยขา้วเปลือกโดยน าขา้วเปลือกมาแช่ในตูแ้ช่แข็งท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง เพื่อก าจดัแมลงอ่ืน ๆ ท่ีอาจปนเป้ือนมากบัขา้วเปลือก
ก่อนน ามาเล้ียงมอดหัวป้อม ขา้วเปลือกท่ีน าออกจากช่องแช่แข็งควรพกัไวเ้พื่อคลายความเยน็ท่ี
อุณหภูมิห้อง จากนั้นปรับความช้ืนเมล็ดขา้วเปลือกให้มีความช้ืน (moisture content) 15 เปอร์เซ็นต์
ดว้ยน ้าสะอาดแลว้คลุกใหท้ัว่ ปิดฝาใหส้นิทพกัไว ้48 ชัว่โมง ตวงขา้วเปลือกท่ีปรับความช้ืนแลว้ใส่
ลงในขวดโหล ประมาณ 3 ใน 4 ของขวด แลว้จึงปล่อยมอดหวัป้อมตวัเต็มวยัจ านวน 100 ตวัลงไป
แล้วปิดฝาให้มอดหัวป้อมเจริญเติบโต และสืบพนัธ์ุอยู่ภายใน จากนั้นน าไปจดัวางไวบ้นชั้นวาง
ป้องกนัมด และแมลงศตัรูอ่ืนเขา้ไปรบกวนระหว่างการเพาะเล้ียง มอดหัวป้อมจะอยู่ภายในขวด
โหลนานประมาณ 5 วนัเพื่อให้แมลงผสมพนัธ์ุ และวางไข่ จากนั้นร่อนแยกแมลงดว้ยตะแกรงร่อน
ท่ีมีความถ่ีช่องตะแกรงขนาด 2.5 และ 0.5 มิลลิเมตร วางซ้อนกนัให้ตะแกรงร่อนขนาด 2.5 
มิลลิเมตร วางอยูด่า้นบนเพื่อดกัขา้วเปลือกแลว้ให้มอดหัวป้อมหล่นลงบนตะแกรงร่อนขนาด 0.5 
มิลลิเมตร ซ่ึงอยูด่า้นล่างพร้อมทั้งวางถาดหรือภาชนะรองพื้นเพื่อเก็บเศษผงจากการร่อน รวมทั้งไข่
ของมอดหวัป้อม (ภาพ 3.3) ท่ีหลุดลอดลงไปในระหวา่งการร่อน  เม่ือร่อนแยกขา้วเปลือกออกจาก
มอดหวัป้อมตวัเต็มวยัแลว้ น าขา้วเปลือกท่ีแยกไดพ้ร้อมทั้งเศษผงต่าง ๆ ท่ีมีไข่ของแมลงปะปนอยู่
ใส่ในขวดโหลเดิมพร้อมกบัขา้วเปลือก หลงัจากไข่ฟักเป็นตวัอ่อน (ภาพ 3.4) จะเจาะเขา้ไปกดักิน
ภายในเมล็ดขา้วเปลือกจนกระทัง่เขา้ดกัแด ้(ภาพ 3.5) และเป็นตวัเต็มวยัในท่ีสุด ระยะจากไข่จนถึง
ตวัเตม็วยัใชเ้วลาประมาณ 4 สัปดาห์  

(ก) (ข) 
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ภาพ 3.3 ไข่ของมอดหวัป้อม  
(ก) กลุ่มไข่ของมอดหวัป้อมบนเศษเมล็ดพืช (ข) ไข่มอดหวัป้อมขนาด 0.5 มิลลิเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพ 3.4 มอดหวัป้อมระยะตวัอ่อน 
 
 

0.5 ม.ม. 

(ก) (ข) 
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ภาพ 3.5 มอดหวัป้อมระยะดกัแดท่ี้ไดจ้ากการผา่เมล็ดขา้วเปลือก 
 

3.2 การศึกษาประสิทธิภาพสารไซเปอร์เมทรินในการควบคุมมอดหัวป้อม 
ท าการทดสอบค่าความเป็นพิษทางการสัมผสั ค่าความเขม้ขน้ของสารไซเปอร์เมทรินท่ีท า

ใหม้อดหวัป้อมตวัเตม็วยัตาย 50 % หรือ median lethal concentration (LC50) ท่ีหอ้งปฏิบติัการ
สาขาวชิากีฏวทิยา ภาควชิากีฏวทิยาและโรคพืช คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ โดยจดั
ความเขม้ขน้ของสารไซเปอร์เมทรินจ านวน 6 ความเขม้ขน้ น าสารไซเปอร์เมทรินละลายในน ้า  
ตามความเขม้ขน้ดงักล่าว ฉีดพน่บนเมล็ดขา้วเปลือกอตัรา 1.5 มิลลิลิตรต่อขา้วเปลือก 500 กรัม 
คลุกใหท้ัว่แลว้ทิ้งไวใ้หส้ารระเหยจนแหง้ซ่ึงใชเ้วลาประมาณ 5 นาที จากนั้นน าขา้วเปลือกท่ีผา่น
การคลุกเมล็ดดว้ยสารไซเปอร์เมทรินประมาณ 150 กรัม บรรจุลงในแกว้พลาสติกขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลาง 7.5 เซนติเมตร สูง 10 เซนติเมตร แลว้ปล่อยมอดหวัป้อมตวัเตม็วยั 20 ตวัต่อแกว้ ปิดฝา
แกว้พลาสติกดว้ยผา้ขาวบางรัดดว้ยยางรัดใหแ้น่นเพื่อป้องกนัแมลงหลบหนี ท าการทดลอง 4 ซ ้ า
โดยในแต่ละความเขม้ขน้ของสารไซเปอร์เมทรินใชม้อดหวัป้อมตวัเตม็วยัจ านวน 20 ตวั 
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ความเขม้ขน้ของสารไซเปอร์เมทรินท่ีใชค้ลุกกบัขา้วเปลือก 500 กรัม ในแต่ละกรรมวธีิมี
ดงัน้ี (สารไซเปอร์เมทริน 25% EC ) 
  กรรมวธีิท่ี 1 ชุดควบคุม      น ้ากลัน่  
  กรรมวธีิท่ี 2 สารไซเปอร์เมทริน   อตัราสารออกฤทธ์ิ  6 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
  กรรมวธีิท่ี 3 สารไซเปอร์เมทริน   อตัราสารออกฤทธ์ิ 12 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
  กรรมวธีิท่ี 4 สารไซเปอร์เมทริน   อตัราสารออกฤทธ์ิ 18 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
 กรรมวธีิท่ี 5 สารไซเปอร์เมทริน   อตัราสารออกฤทธ์ิ 24 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
 กรรมวธีิท่ี 6 สารไซเปอร์เมทริน   อตัราสารออกฤทธ์ิ 30 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
 

 หลงัจากปล่อยมอดหวัป้อมตวัเต็มวยัลงสัมผสักบัขา้วเปลือกท่ีคลุกสารไซเปอร์เมทรินใน           
แกว้พลาสติกแลว้ ท าการบนัทึกอตัราการตายของมอดหวัป้อมท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง จากนั้นน า
ค่าท่ีไดไ้ปวเิคราะห์หาค่า LC50 โดยใชโ้ปรแกรม Logis PC  
  เม่ือไดค้่า median lethal concentration (LC50) จะใชค้่าดงักล่าวเป็นค่ามาตรฐาน เพื่อน ามา
ปรับใช้ในการคดัเลือก (selection) มอดหัวป้อมและกระตุน้ให้เกิดการสร้างความตา้นทานต่อสาร
ไซเปอร์เมทรินกบัมอดหวัป้อมข้ึน 
 
3.3 การคัดเลอืกมอดหัวป้อมทีต้่านทานต่อสารไซเปอร์เมทรินในห้องปฏิบัติการ 
  ท าการคดัเลือกมอดหัวป้อมท่ีตา้นทานต่อสารไซเปอร์เมทริน ท่ีห้องปฏิบติัการสาขาวิชา 
กีฏวทิยา ภาควชิากีฏวทิยาและโรคพืช คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 

1) คดัแยกมอดหัวป้อมตวัเต็มวยัออกจากขา้วเปลือกโดยใช้ตะแกรงร่อน จากนั้นเตรียม
ขา้วเปลือกความช้ืน 15 เปอร์เซ็นต ์น ้าหนกั 2 กิโลกรัมมาคลุกกบัสารไซเปอร์เมทรินใชค้วามเขม้ขน้
ท่ีระดับ LC25 เพื่อเป็นการคดัเลือกให้แมลงปรับตวัตา้นทาน (selection pressure) ต่อสาร                
ไซเปอร์เมทริน โดยใชส้ารไซเปอร์เมทรินอตัรา 6 มิลลิลิตรต่อขา้วเปลือก 2 กิโลกรัม น าขา้วเปลือก
คลุกสารไซเปอร์เมทรินแลว้น ามาเล้ียงมอดหวัป้อม 

2) มอดหัวป้อมอาศยัอยูใ่นขา้วเปลือกท่ีคลุกดว้ยสารไซเปอร์เมทรินเป็นเวลา 48 ชัว่โมง
จากนั้ นแยกมอดหัวป้อมท่ีมีชีวิตออกจากข้าวเปลือกโดยใช้ตะแกรงร่อน น ามาเพาะเล้ียงใน
ขา้วเปลือกปกติ (ไม่ปนเป้ือนสารฆ่าแมลง) ต่อไป โดยน าไปเก็บไวใ้นกล่องท่ีควบคุมความช้ืน 75 
เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงบรรจุสารละลายอ่ิมตวัของโซเดียมคลอไรด์ ภายในกล่องพลาสติก น าแมลงท่ีไดไ้ป
เล้ียงเพิ่มปริมาณเช่นเดียวกนักบัขอ้ 3.1 
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3) ในชุดควบคุมมอดหวัป้อมปกติจะน ามาแยกเล้ียงดว้ยขา้วเปลือกท่ีไม่ไดค้ลุกดว้ยสารเคมี 
4) ประชากรมอดหวัป้อมท่ีไดรั้บการคดัเลือก (selection pressure) ดว้ยสารไซเปอร์เมทริน 

น ามาคดัเลือกอีก 5 รุ่น ด้วยสารไซเปอร์เมทรินอตัราความเข้มข้นท่ีระดับ LC25 จากนั้นน า          
มอดหัวป้อมท่ีถูกคดัเลือกไปศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมเปรียบเทียบกบัมอดหัวป้อมประชากร
ปกติท่ีไม่ไดรั้บสารเคมี (ภาพ 3.6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 3.6 แผนภาพแสดงการคดัเลือกมอดหวัป้อมดว้ยสารไซเปอร์เมทรินเพื่อใชใ้นการตรวจสอบ 

ลกัษณะทางพนัธุกรรมดว้ยวิธีอาร์เอพีดี (RAPD) 
 

มอดหวัป้อมชุดควบคุม 

 (ไม่ไดรั้บสารเคมี) 
มอดหวัป้อม 

(คดัเลือกดว้ยสารไซเปอร์เมทริน) 

กระตุน้ความตา้นทานดว้ย 
สารไซเปอร์เมทรินความเขม้ต ่า  

(sub - lethal dose) 

คดัเลอืก
(Selection) 

มอดหวัป้อม รุ่นท่ี 1 

 
มอดหวัป้อม รุ่นท่ี 2 

 
มอดหวัป้อม รุ่นท่ี n 

 

ถูกชกัน า (Induced) 
ดว้ยสารไซเปอร์เมทริน (LC25) 

ตรวจสอบความแตกต่าง 

ทางพนัธุกรรมดว้ย RAPD 
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3.4 การเปรียบเทยีบลกัษณะทางพนัธุกรรมระหว่างมอดหัวป้อมปกติกบัมอดหัวป้อมทีผ่่านการ
คัดเลอืกด้วยสารไซเปอร์เมทริน 
       3.4.1 การแยกสกดัดีเอน็เอของมอดหัวป้อม  
    ตวัอยา่งมอดหวัป้อมตวัเตม็วยัถูกสกดัดีเอน็เอตามวธีิการท่ีดดัแปลงมาจาก Nishiguchi et 
al. (2002) มีขั้นตอนดงัน้ี 

1) น ามอดหัวป้อมตวัเต็มวยัทั้ งมอดหัวป้อมปกติท่ีเล้ียงด้วยข้าวเปลือก และไม่ได้รับ      
สารฆ่าแมลงกบัมอดหวัป้อมท่ีผา่นการคดัเลือกดว้ยสารไซเปอร์เมทรินทั้ง 5 รุ่น จ านวน 10 ตวัต่อ
ตวัอยา่ง มาบดใน microcentrifuge tube 1.5 มิลลิลิตรท่ีเติม lysis buffer 30 ไมโครลิตร จากนั้นปรับ
ปริมาตรเป็น 1,000 ไมโครลิตร ดว้ย lysis buffer  

2) เติม 10% SDS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ proteinase k แช่เยน็ความเขม้ขน้ 20 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมสารใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex mixer  

3) บ่มสารจากขอ้ (2) ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และเขย่าอย่างต่อเน่ืองเป็นเวลา 4 
ชัว่โมง หรือขา้มคืน  

4) เติม RNaseI (20 ยูนิต/มิลลิลิตร) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37               
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

5) เติม phenol pH 8.0 ปริมาตรต่อปริมาตร เขยา่ให้เขา้กนั 5 – 10 นาที จากนั้นน าไป       
ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

6) ดูดส่วนของเหลวสีใสท่ีอยู่ด้านบนของหลอดใส่ในหลอดใหม่และท าซ ้ าจนได้
สารละลายใส 

7) เติม chloroform ปริมาตรต่อปริมาตร เขย่าให้เขา้กัน ท าซ ้ า 2 คร้ัง แล้วป่ันเหวี่ยงท่ี 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  

8) ดูดส่วนท่ีเป็นของเหลวสีใสดา้นบนของหลอด ใส่ในหลอดใหม่ จากนั้นเติม 100 % 
ethanol แช่เยน็ ปริมาตร 2 เท่าของปริมาตร ผสมให้เขา้กนัโดยกลบัหลอดไปมาแลว้น าไปแช่ใน     
ตูท้  าความเยน็ท่ีอุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

9) น ามาป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 25 นาที แลว้เทส่วนท่ีเป็นของเหลวทิ้ง 
เก็บตะกอนไว ้

10)  ลา้งตะกอนดว้ย 70 % ethanol ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 2 คร้ัง จากนั้นน าไปป่ัน
เหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

11)  เทส่วนของเหลวทิ้ง ให้เหลือเพียงส่วนท่ีเป็นตะกอน จากนั้นตากตะกอนให้แห้ง          
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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12)  ละลายตะกอนด้วย TE buffer 30 ไมโครลิตร ก่อนน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ – 20           
องศาเซลเซียส จนกวา่จะน าไปใช ้

13)  ตรวจสอบปริมาณ และคุณภาพดีเอ็นเอดว้ย Electrophoresis ใน 1% agarose gel หรือ
วดัค่าการดูดกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร โดยความเขม้ขน้ของ
สารละลายดีเอ็นเอค านวณไดจ้าก : 

    ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ = ค่า OD ท่ี 260 nm × 50 µg/ml × 100 
   โดยท่ี  ค่า OD260 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายดีเอน็เอ 
   50 µg/ml   คือ ค่าความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอ็นเอท่ี OD260 เท่ากบั 1 
    100     คือ dilution factor (ดีเอ็นเอเจือจางดว้ย TE buffer อตัราส่วน 1:100) 
  การตรวจสอบคุณภาพสารละลาย ดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิ ค  านวณจากอัตราส่วนของค่า        
OD260 : OD280โดยดีเอน็บริสุทธ์ิจะตอ้งมีค่าประมาณ 1.8 
 
       3.4.2 การวเิคราะห์ดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD มีวธีิการดังนี ้
 1) การสุ่มเลือกไพรเมอร์ 
  การทดลองเบ้ืองต้นตอ้งตรวจหาไพรเมอร์ท่ีมีความสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้โดย     
สุ่มใช ้arbitrary primer ความยาว 10 นิวคลีโอไทด ์(ตาราง 3.1) 

ตาราง 3.1 ล าดบัเบสของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทดลอง 
 

NO. Primer Nucleotide Sequence  
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

OPD 01 
OPD 07 
OPD 16 
OPD 18 
OPD 19 
OPF 02 
OPF 05 
OPF 06 

5’-ACC GCG AAG G-3’ 
5’-TTG GCA CGG G-3’ 
5’-AGG GCG TAA G-3’ 
5’-GAG AGC CAA C-3’ 
5’-CTG GGG ACT T-3’ 
5’-GAG CAT CCC T-3’ 
5’-CCG AAT TCC C-3’ 
5’-GGG AAT TCG G-3’ 
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ตาราง 3.1 (ต่อ) 
 

NO. Primer Nucleotide Sequence 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

OPF 11 
OPF 12 
OPF 20 
AP-A 01 
AP-A 05 
AP-A 06 
AP-A 07 
AP-A 10 
OPAB 11 
OPAB 14 
OPAB 17 
OPAB 18 

5’-GGG AAT TCG G-3’ 
5’-ACG GTA CCA G-3’ 
5’-GGT CTA GAG G-3’ 
5’-TAC AAC GAG G-3’ 
5’-GGA ACC AAT C-3’ 
5’-AAA CTC CGT C-3’ 
5’-TCG ATA CAG G-3’ 
5’-GGT ACT AAG G-3’ 
5’-GTG CGC AAT G-3’ 
5’-AAG TGC GAC C-3’ 
5’-TCG CAT CCA G-3’ 
5’-CTG GCG TGT C-3’ 

 
  2) การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยปฏิกิริยาพีซีอาร์  
  เติมสารต่าง ๆ ในปฏิกิริยาท่ีระดบัความเขม้ขน้หน่ึง เม่ือเลือกไดไ้พรเมอร์ท่ีตอ้งการแลว้จึง
ทดลองเปล่ียนแปลงสภาพต่าง ๆ เช่น ความเข้มข้นของดีเอ็นเอเป้าหมาย ความเข้มข้นของ
แมกนีเซียมคลอไรด์ และอุณหภูมิกบัเวลาท่ีใชใ้นพีซีอาร์ เพื่อให้ไดส้ภาพท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับ
ตวัอยา่งท่ีทดลอง โดยใส่สารต่าง ๆ ดงัตาราง 3.2  
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 ตาราง 3.2 ปริมาตรและความเขม้ขน้ของสารต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์  
 

สารทีใ่ช้ ปริมาตร ความเข้มข้นในปฏิกิริยา 
1. ดีเอน็เอ (Template) 
2. บฟัเฟอร์ 
3. MgCl2  
4. dNTP  
5. ไพรเมอร์  
6. Taq polymerase  
7. น ้ากลัน่ 

1.0      ไมโครลิตร 
1.0      ไมโครลิตร 
1.0      ไมโครลิตร 
2.0      ไมโครลิตร 
0.8      ไมโครลิตร 
0.1      ไมโครลิตร 
4.1      ไมโครลิตร 

          20    ng/µl 
          10    เท่า 
          25    mM 
           1     mM 
         10     pmole 
           5     unit/µl 

ปริมาตรรวม     10  ไมโครลิตร 
 

   
ถา้ใชเ้คร่ืองพีซีอาร์ท่ีไม่มีระบบให้ความร้อนท่ีฝาปิด ให้เติม paraffin oil 1-2 หยด ถา้เป็น

เคร่ืองพีซีอาร์ท่ีมีระบบให้ความร้อนท่ีฝาไม่ตอ้งหยดน ้ ามนัปิดหนา้สารละลายน ามาท าพีซีอาร์โดย
ใชอุ้ณหภูมิ และเวลาตามเง่ือนไขดงัน้ี 
    96 องศาเซลเซียส 90 วนิาที 
denature  96 องศาเซลเซียส 30 วนิาที   
annealing  42 องศาเซลเซียส 60 วนิาที   ท าซ ้ า 45 รอบ 
extension  72 องศาเซลเซียส          150 วนิาที   
   72 องศาเซลเซียส   5 นาที (เพื่อใหเ้กิด primer extension สมบูรณ์)  
  แลว้เก็บไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามาท าอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 

3.4.3 การตรวจสอบผลโดยวธีิอเิลก็โทรโฟรีซิส 
  ช้ินดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้โดยอาร์เอพีดีตรวจสอบได้ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบน          
อะกาโรสเจล (agarose gel) และโพลีอะคริลาไมดเ์จล (polyacrylamide gel) มีวธีิการท าดงัน้ี 

- การตรวจสอบแถบดีเอน็เอโดยอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต ์
1) เตรียมถาดส าหรับเทเจลในแนวราบ และหว ี(comb) 
2) ชัง่ผงอะกาโรส 1.2 กรัม เติมบฟัเฟอร์ส าหรับท าอิเล็กโทรโฟรีซิส (1x TAE buffer) 100 

มิลลิลิตร 
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3) หลอมอะกาโรสโดยอุ่นให้ร้อนหรือใช้ไมโครเวฟ เขย่าเป็นคร้ังคราวให้อะกาโรส      
ละลายจนหมด 

4) ตั้งไวใ้หเ้ยน็ลงท่ีอุณหภูมิประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส แลว้จึงเทลงในถาดท่ีเตรียมไว้
ใหเ้จลหนาประมาณ 5 มิลลิเมตร เสียบหวีลงไปตรงต าแหน่งเพื่อท าให้เกิดร่องส าหรับหยดตวัอยา่ง     
ดีเอน็เอ ปล่อยใหเ้จลแขง็ตวัท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

5) เม่ือเจลแข็งตวัแลว้ค่อย ๆ ดึงหวีออก น าเจลใส่ลงในเคร่ืองส าหรับท าอิเล็กโทรโฟรีซิส     
ใส่บฟัเฟอร์ใหท้่วมเจล โดยใหสู้งกวา่ผวิเจล 2-3 มิลลิเมตร 

6) ดูดสารละลายดีเอ็นเอหรือสารละลายท่ีผ่านการท าพีซีอาร์ 5 ไมโครลิตร ผสมกับ 
loading buffer 1 ไมโครลิตร แลว้หยอดลงไปในช่องของแผน่เจลท่ีเตรียมไว ้

7) ต่อกระแสไฟฟ้าเข้ากับเค ร่ืองอิ เล็กโทรโฟรีซิสแล้วเปิดกระแสไฟฟ้าโดยใช้
แรงเคล่ือนไฟฟ้าประมาณ 5-10 โวลตต่์อเซนติเมตร  

8) ปล่อยให้ดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีไปพอประมาณ โดยดูจากสีท่ีผสมอยูใ่น loading buffer ซ่ึงใช้
เวลาประมาณ 45 นาที แลว้จึงปิดเคร่ือง 

9) น าเจลมายอ้มในเอธิเดียมโบรไมด์เขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรนาน 10-20  นาที 
ควรระวงัการสัมผสัเอธิเดียมโบรไมด์ด้วยมือเปล่า เน่ืองจากเอธิเดียมโบรไมด์เป็นสารก่อมะเร็ง 
(carcinogen) 

10)  น าเจลมาใส่ในกล่องพลาสติก ลา้งเอธิเดียมโบรไมด์ท่ีไม่ไดเ้กาะกบัดีเอ็นเอออกโดย
เปิดน ้าใหไ้หลผา่นเบา ๆ ประมาณ 5-10 นาที 

11)  น าเจลไปส่องดูแถบดีเอ็นภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ด้วยเคร่ืองถ่ายภาพเจล                  
(Gel Documentation) พร้อมบนัทึกขอ้มูลภาพถ่ายในคอมพิวเตอร์ 
 
  - การตรวจสอบแถบดีเอน็เอโดยโพลีอะคริลาไมดเ์จล  

1) ลา้งท าความสะอาดแผ่นกระจกท่ีใช้เตรียมเจล ซ่ึงเป็นกระจกใสขนาดต่างกนั 2 แผ่น 
ประกบกนัแลว้เช็ดดว้ย 95% ethanol ใหส้ะอาดทัว่กระจก ทั้ง 2 แผน่ 

2) ใส่ clear view บนกระจกแผ่นเล็ก เช็ดให้ทัว่กระจก ท า 3 คร้ัง เพื่อไม่ให้เจลเกาะติด
กระจก จากนั้นใส่ bind silane คร้ังละ 0.5 มิลลิลิตร บนกระจกแผ่นใหญ่เพื่อให้เจลติดกบักระจก 
แลว้เช็ดใหท้ัว่ ท า 2 คร้ัง 

3) น ากระจกทั้ง 2 แผน่ มาประกอบเขา้ชุดโดยวาง spacer หนา 0.3 มิลลิเมตร ไวท่ี้ขอบ    
ทั้งสองขา้งของกระจกเพื่อให้เกิดช่องวา่งระหวา่งกระจกทั้งสองโดยหนัดา้นท่ีทา bind silane และ 
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clear view เขา้หากนั แลว้ใช้ท่ีหนีบกระดาษ หนีบยึดกระจกให้อยู่กบัท่ีทั้งสองดา้น เพื่อรอเทเจล
ต่อไป 

4) เตรียมโพลีอะคริลาไมดเ์จลเขม้ขน้ 6 % มีส่วนผสมดงัน้ี 
    urea    29.4 กรัม 
    40 % polyacrylamide  10.5  มิลลิลิตร 
    10 % TBE     7.0  มิลลิลิตร 
    10 % APS              400.0  ไมโครลิตร 
    TEMED   30.0  ไมโครลิตร 
  ชัง่ urea 29.4 กรัม เติมน ้ ากลัน่ 15 มิลลิลิตร น าไปให้ความร้อนดว้ยเตาไมโครเวฟ ให้ urea 
ละลาย เม่ือ urea ละลายแล้ว ทิ้งให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นเติม 10xTBE และ 40 % 
polyacrylamide ผสมให้เขา้กนั แลว้จึงเติม 10% ammonium persulphate (APS) ปรับปริมาตรให้ได ้
70 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ จากนั้น เติม TEMED เขยา่เบา ๆ ให้เขา้กนัอยา่งรวดเร็ว ระวงัอย่าให้เกิด
ฟองอากาศ จากนั้นน ามาเทเจลใส่ลงในช่องระหว่างกระจกจนเต็ม แลว้ใส่หวีลงไปดา้นบน วาง
กระจกในแนวนอน เจลจะแขง็ตวัประมาณ 2 ชัว่โมง  
 

3.4.4 การวเิคราะห์ข้อมูล 
  รูปถ่ายของเจลท่ีไดจ้ะน าไปวิเคราะห์ผลดว้ยโปรแกรม GeneTools ยี่ห้อ Syngene ซ่ึงเป็น
โปรแกรมการวิเคราะห์ภาพเจล สามารถตรวจดูต าแหน่งของการปรากฏแถบดีเอ็นเอ ในแบบแผน
ลายพิมพดี์เอ็นเอของมอดหัวป้อม ซ่ึงโปรแกรมดงักล่าวสามารถบอกขนาดของดีเอ็นเอแต่ละแถบ
โดยเปรียบเทียบกบัน ้าหนกัโมเลกุลมาตรฐานของ marker คือ 100 bp Plus DNA ladder  
 
 
 


