
บทท่ี 3 
วัสดุอุปกรณ และวิธีการ 

 
3.1 พันธุพืช 

 
 ในการทดลองคร้ังนี้ใชบัวชั้น 2 กลุมคือ  
  กลุมท่ี 1 บัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก จํานวน 58 หัว  
  กลุมท่ี 2 บัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก จํานวน 21 หัว  
 ป ลูก บั ว ช้ั นล ง ใน ถุ งดํ า ขน าด  6×12 นิ้ ว  ท่ี เ รื อน เพ า ะ ชํ า คณะ เ กษตรศ าสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม สุมเก็บตัวอยางพืช ในระยะการเจริญเติบโต 4 ระยะ ไดแก ระยะใบออน 
ระยะชอดอกตูม ระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน (ภาพท่ี 1-2) กลุมละ 12 ตน   
ตนละ 1 ตัวอยาง เก็บตัวอยางใบ ใบประดับสวนลาง และใบประดับสวนบนของบัวช้ันจากแปลงมา
แชในน้ําแข็งทันที นํามาลางดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง เพื่อนําไปสกัด RNA 
 

 
 

 ภาพท่ี 1 บัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1ใน 3 ของชอดอก  
  (1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน; 4: ระยะดอกจริงดอก

แรกบาน) 
 

  

 1                 2                    3                           4 
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 ภาพท่ี 2 บัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก  
  (1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน; 4: ระยะดอกจริงดอก

แรกบาน) 
 
3.2 การสกัด RNA 
 
 นําตัวอยางพืชแตละสวนมาสกัด RNA โดยใช TrizolTM Reagent (Invitrogen, USA) โดยมี
รายละเอียดดังนี้ 
 
 1) ช่ังช้ินสวนพืชตัวอยางละ 0.2 กรัม บดตัวอยางในโกรงท่ีแชใน -80 C เติม TrizolTM 

Reagent 1,000 μl บดใหเปนเนื้อเดียวกัน เทสารละลายท่ีไดใสใน microcentrifuge tube 
ขนาด 1.5 ml  

 2) ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 C เปนเวลา 10 นาที 
 3) ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอด microcentrifuge tube หลอดใหม วางบนน้ําแข็ง เปน

เวลา 5 นาที เติม chloroform 200 μl ผสมใหเขากัน บมท่ี 5 C เปนเวลา 2-3 นาที 
 4) นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 C เปนเวลา 15 นาที ดูดสารละลาย

สวนใสใสหลอด microcentrifuge tube หลอดใหม เติม isopropanol ปริมาตร 1 ใน 2 
ของสารละลายท่ีได กลับหลอดไปมาเบาๆ จากนั้นวางบนน้ําแข็ง เปนเวลา 10 นาที 

 5) นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 C เปนเวลา 10 นาที 
6) เทสารละลายสวนใสท้ิง ลางตะกอนดวย 75% ethanol ปริมาณ 1,000 μl นําไปปนเหวี่ยง

ท่ีความเร็ว 7,500 rpm อุณหภูมิ 4 C เปนเวลา 5 นาที 

  1                    2                     3                   4 



 

16 
 

 7) เทสารละลายสวนใสท้ิง ตากตะกอน RNA ใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง  
 8) ละลายตะกอน RNA ดวย RNase free water ปริมาณ 20 μl (หรือข้ึนอยูกับปริมาณของ

ตะกอน RNA) 
 9) ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณ RNA ดวย agarose gel electrophoresis (1.2 %) ภายใต

แสงอัลตราไวโอเลต RNA ท่ีไดเก็บไวท่ี -80 C 
 
3.3 การทํา DNase digestion 
  
 นํา RNA ท่ีสกัดไดมากําจัด genomic DNA ท่ีมีการปนเปอนออกไป สวนผสมของปฏิกิริยา
มีรายละเอียดดังนี้ 
  สารละลาย RNA    3 μl 
  10X DNase buffer   1.5 μl 
  25 mM MgCl2    0.6 μl 
  0.1 M DTT    1.5 μl 
  RNase free H2O    3.4 μl 
  DNase I  (1U/μl)    5 μl 
  ปริมาตรรวม    15 μl 
  
 นําสวนผสมท่ีไดบมท่ีอุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อใหเอนไซม DNase I ทํางาน
จากน้ันนํามาเติม EDTA (25 mM) 1.5 μl และหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 65 C เปนเวลา  
10 นาที ตรวจสอบคุณภาพของ RNA ท่ีไดดวย agarose gel electrophoresis (1.2%) ภายใตแสง  
อัลตราไวโอเลต  
 
3.4 การสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA synthesis)  
 
 นํา RNA จากสวนตางๆ ของบัวช้ันท่ีไดจากการทํา DNase digestion มาสังเคราะห cDNA 
โดยใชชุดน้ํายา SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) 
โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
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 1) เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยา  
  สารละลาย RNA    3 μl 
  50 μM oligo (dT)20   1 μl 
  10 μM dNTP mix   1 μl 
  DEPC-treated water   5 μl 
  ปริมาตรรวม    10 μl 
  

2) นําสวนผสมท่ีไดไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 C เปนเวลา 5 นาที จากน้ันนําไปวางบนน้ําแข็ง 
นาน 1 นาที 

3) เติมสวนผสมของ cDNA Synthesis Mix ปริมาณ 10 μl ประกอบไปดวย 
  10X RT buffer    2 μl 
  25 mM MgCl2    4 μl 
  0.1 M DTT    2 μl 
  RNaseOUTTM (40 U/μl)   1 μl 
  SuperScriptTM III RT (200 U/μl)  1 μl 
  ปริมาตรรวม    10 μl 
 
4) นําสวนผสมท่ีไดท้ังหมดไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 C เปนเวลา 50 นาที 
5) หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 85 C เปนเวลา 5 นาที 
6) กําจัด RNA โดยเติม RNase H 1 μl จากน้ันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 20 นาที 

เก็บ cDNA ท่ีไดไวท่ีอุณหภูมิ -20 C 
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3.5 การตรวจสอบคุณภาพของ cDNA 
 
 การตรวจสอบคุณภาพ cDNA ดวยปฏิกิริยา PCR ใชไพรเมอร ndhB มีรายละเอียดดังนี้คือ 
  
 1)  สวนผสมของปฏิกิริยา 
  10X buffer    2 μl 
  50 mM MgCl2    0.6 μl 
  10 mM dNTP mix   0.4 μl 
  Taq DNA polymerase (5 U/μl)  0.4 μl 
  ndhB up    0.5 μl 
  ndhB down    0.5 μl 
  RNase-free H2O    13.6 μl 
  สารละลาย cDNA   2 μl 
  ปริมาตรรวม    20 μl 
 

nucleotide sequences 
ndhB up ndhB down 

5’-ATG GTTTCTCTTGGCTATATGG-3’ 5’-GCATACGTTTCATGC TTGTTTGAG-3’ 
  
 โปรแกรมสําหรับทําปฏิกิริยาประกอบไปดวย 
  รอบท่ี 1 denaturation 95 C  4 นาที 
    annealing 50 C  30 วินาที 
  รอบท่ี 2 denaturation 95 C  30 วินาที 
    annealing 50 C  60 วินาที จํานวน 35 รอบ  
    extension 72 C  70 วินาที 
  รอบท่ี 3 extension 72 C  8 นาที  
   
 2) ตรวจสอบผลของ PCR ท่ีไดโดยใช agarose gel electrophoresis (1.8 %) ภายใตแสง 

อัลตราไวโอเลต  
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3.6 การคัดกรองคูไพรเมอร 
 
 1) จากบัวช้ันท้ัง 2 กลุม ท่ีไดใน 4 ระยะไดแก ระยะใบออน ระยะชอดอกตูม ระยะชอดอก

บาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน (ในชอดอกแตละระยะจะใชสวนของใบประดับ
สวนลางและใบประดับสวนบน) รวม 14 ตัวอยาง นํา cDNA ตัวอยางละ 2 μl ผสม
รวมกัน เพื่อนํามาคัดกรองคูไพรเมอรท่ีใชในการทํา DDRT-PCR ประกอบดวย forward 
primer 58 ชนิด (ตารางท่ี 1) และ reverse primer 4 ชนิด คือ oligoVA (5’-TTT TTT 
TTT TTT VA-3’) oligoVG (5’-TTT TTT TTT TTT VG-3’) oligoVC (5’-TTT TTT 
TTT TTT VC-3’) และ oligoVT (5’-TTT TTT TTT TTT VT-3’)  

 
 ตารางท่ี 1 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 
 

primer primer 
primer nucleotide sequences primer nucleotide sequences 

OPF01 5’-ACG GAT CCT G-3’ OPD10 5’-GGT CTA CAC C-3’ 
OPF02 5’-GAG CAT CCC T-3’ OPD11 5’-AGC GCC ATT G-3’ 
OPF03 5’-CCT GAT CAC C-3’ OPD12 5’-CAC CGT ATC C-3’ 
OPF04 5’-GGT GAT CAG G-3’ OPD13 5’-GGG GTG ACG A-3’ 
OPF05 5’-CCG AAT TCC C-3’ OPD14 5’-CTT CCC CAA G-3’ 
OPF06 5’-GGG AAT TCG G-3’ OPD15 5’-CAT CCG TGC T-3’ 
OPF07 5’-CCG ATA TCC C-3’ OPD16 5’-AGG GCG TAA G-3’ 
OPF08 5’-GGG ATA TCG G-3’ OPD17 5’-TTT CCC ACG G-3’ 
OPF09 5’-CCA AGC TTC C-3’ OPD18 5’-GAG AGC CAA C-3’ 
OPF10 5’-GGA AGC TTG G-3’ OPD19 5’-CTG GGG ACT T-3’ 
OPF11 5’-TTG GAT CCC C-3’ OPD20 5’-ACC CGG TCA C-3’ 
OPF12 5’-ACG GTA CCA G-3’ OPAB11 5’-GTG CGC AAT G-3’ 
OPF13 5’-GGC TGC AGA A-3’ OPAB12 5’-CCT GTA CCG A-3’ 
OPF14 5’-TGC TGC AGG T-3’ OPAB13 5’-CCT ACC GTG G-3’ 
OPF15 5’-CCA GTA CTC C-3’ OPAB14 5’-AAG TGC GAC C-3’ 
OPF16 5’-GGA GTA CTG G-3’ OPAB16 5’-CCC GGA TGG T-3’ 
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 ตารางท่ี 1 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร (ตอ) 
 

primer primer 
primer nucleotide sequences primer nucleotide sequences 

OPF17 5’-AAC CCC GGA A-3’ OPAB17 5’-TCG CAT CCA G-3’ 
OPF18 5’-TTC CCG GGT T-3’ OPAB18 5’-CTG GCG TGT C-3’ 
OPF19 5’-CCT CTA GAC C-3’ OPAB19 5’-ACA CCG ATG G-3’ 
OPF20 5’-GGT CTA GAG G-3’ AP-A01 5’-TAC AAC GAG G-3’ 
OPD01 5’-ACC GCG AAG G-3’ AP-A02 5’-TGG ATT GGT C-3’ 
OPD02 5’-GGA CCC AAC C-3’ AP-A03 5’-CTT TCT ACC C-3’ 
OPD03 5’-GTC GCC GTC A-3’ AP-A04 5’-TTT TGG CTC C-3’ 
OPD04 5’-TCT GGT GAG G-3’ AP-A05 5’-GGA ACC AAT C-3’ 
OPD05 5’-TGA GCG GAC A-3’ AP-A06 5’-AAA CTC CGT C-3’ 
OPD06 5’-ACC TGA ACG G-3’ AP-A07 5’-TCG ATA CAG G-3’ 
OPD07 5’-TTG GCA CGG G-3’ AP-A08 5’-TGG TAA AGG A-3’ 
OPD08 5’-GTG TGC CCC A-3’ AP-A09 5’-TCG GTC ATA G-3’ 
OPD09 5’-CTC TGG AGA C-3’ AP-A10 5’-GGT ACT AAG G-3’ 
 
   สวนผสมของปฏิกิริยา PCR 
  10X buffer     1.2 μl 
  50 mM MgCl2    0.6 μl 
  10 mM dNTP mix   0.5 μl 
  Taq DNA polymerase (5 U/μl)  0.2 μl 
  Reverse primer (10 pmol)  1.5 μl 
  Forward primer (10 pmol)  0.5 μl 
  RNase-free H2O    5.5 μl 
  สารละลาย first strand cDNA  2 μl 
  ปริมาตรรวม    12 μl 
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 โปรแกรมสําหรับทําปฏิกิริยาประกอบไปดวย 
  รอบท่ี 1 denaturation 94 C  3 นาที 
  รอบท่ี 2 denaturation 94 C  30 วินาที 
    annealing 42 C  1 นาที จํานวน 40 รอบ  
    extension 72 C  1 นาที 
  รอบท่ี 3 extension 72 C  8 นาที  
   
 2) นําผลผลิต PCR ท่ีไดในรอบแรกเจือจางดวย RNase-free H2O ในอัตราสวน 1:20 เพื่อใช

เปน template ทําปฏิกิริยา PCR รอบท่ีสอง โดยมีสวนผสมและโปรแกรมสําหรับทํา
ปฏิกิริยาเหมือนกับคร้ังแรก 

 3) ตรวจสอบผลที่ไดโดยนําผลผลิต PCR ผสมกับ 6X loading buffer ในอัตราสวน 5:1
นําไปแยกขนาดโดย polyacrylamide gel electrophoresis (6%) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ยอม
แผนเจลท่ีไดดวย silver staining 

 4) คัดเลือกไพรเมอรท่ีใหแถบปรากฏบน polyacrylamide gel ท่ีมีลักษณะของแถบหลาย
แถบและมีความคมชัด เพื่อนําไปทํา DDRT-PCR ตอไป 

   
3.7 DDRT-PCR 
 
 นําตัวอยางของ cDNA มาวิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีแตกตางกันดวยเทคนิค DDRT-

PCR โดยใชไพรเมอรท่ีคัดเลือกไดมีท้ังหมด 6 ไพรเมอรคือ OPD03 OPD07 OPD08 OPD20 

OPF10 และ OPAB11 คูกับ reverse primer (oligoVG และ oligoVA) ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้คือ 
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 1)  สวนผสมของปฏิกิริยา 
  10X buffer     1.2 μl 
  50 mM MgCl2    0.6 μl 
  10 mM dNTP mix   0.5 μl 
  Taq DNA polymerase (5 U/μl)  0.2 μl 
  Reverse primer (10 pmol)  1.5 μl 
  Forward primer (10 pmol)  0.5 μl 
  RNase-free H2O    5.5 μl 
  สารละลาย first strand cDNA  2 μl 
  ปริมาตรรวม    12 μl 
 
 โปรแกรมสําหรับทําปฏิกิริยาประกอบไปดวย 
  รอบท่ี 1 denaturation 94 C  3 นาที 
  รอบท่ี 2 denaturation 94 C  30 วินาที 
    annealing 42 C  1 นาที จํานวน 40 รอบ  
    extension 72 C  1 นาที 
  รอบท่ี 3 extension 72 C  8 นาที 
    
 2) นําผลผลิต PCR ท่ีไดในรอบแรกเจือจางดวย RNase-free H2O ในอัตราสวน 1:20 เพื่อใช

เปน template ทําปฏิกิริยา PCR รอบท่ีสอง โดยมีสวนผสมและโปรแกรมสําหรับทํา
ปฏิกิริยาเหมือนกับคร้ังแรก 

 3) ผลผลิต PCR ท่ีไดนํามาผสมกับ 6X loading buffer ในอัตราสวน 5:1 จากน้ันนําไปบมท่ี 
94 C เปนเวลา 3 นาที และแชในน้ําแข็ง จากน้ันนําไปแยกขนาดโดย polyacrylamide 
gel electrophoresis (6%) ท่ีกําลังไฟฟา 50 W เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 

 4) ยอมแผนเจลท่ีไดดวย silver staining โดยแชเจลใน 10% acetic acid ปริมาตร 500 ml 
เปนเวลา 20 นาที ลางดวย deionized water 2 คร้ัง และแชใน 1% nitric acid ปริมาตร 
500 ml เปนเวลา 10 นาที นําแผนเจลไปลางดวย deionized water 3 คร้ัง กอนท่ีจะนําไป
แชใน 0.1% silver nitrate เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นลางดวย deionized water 1 คร้ัง 
แชแผนเจลใน 3%  sodium carbonate จนแถบของ DNA ปรากฏ หยุดปฏิกิริยาดวย     
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10 % acetic acid  และลางแผนเจลดวย deionized water 3 คร้ังกอนทําใหเจลแหงดวย 
gel dryer (Amersham Biosciences, USA)   

5) วิเคราะหความแตกตางของแถบ DNA ท่ีปรากฏโดย วัดระยะทางการเคล่ือนท่ีของ 
marker ท่ีใช (marker 50 bp บริษัท Fermentas, Canada ) นําระยะทางการเคล่ือนท่ีท่ีได
ไปเขียนกราฟ ใหแกน X เปนระยะทางการเคล่ือนท่ีของแถบ DNA สวนแกน Y เปน
ขนาดของแถบ DNA (คูเบส) นํากราฟมาตรฐานไปหาความสัมพันธแบบล็อกการิทึม 
สมการท่ีไดใชหาขนาดของแถบ DNA ในแตละตัวอยางพืช  

 
3.8 การเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR (reamplification of PCR fragment) 
   
 แถบ cDNA ท่ีมีความแตกตางกันในแตละตัวอยางพืชนํามาเพิ่มปริมาณ เพ่ือการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทด ข้ันตอนการเพิ่มปริมาณแถบ cDNA มีรายละเอียดดังนี้คือ 
  
 1) ตัดแถบ cDNA แชลงใน TE buffer 15 μl  
 2) ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที แลวบดดวยปลาย micro tip  

3) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 95 C เปนเวลา 15 นาที และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 C ขามคืน 
4) นําสารละลาย cDNA ท่ีไดมาเพ่ิมปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร และ

สวนผสมเหมือนข้ันตอน DDRT-PCR (ขอ 3.7) 
 5) ตรวจสอบขนาดของผลผลิต PCR ท่ีไดโดย polyacrylamide gel electrophoresis (6%)  

เปรียบเทียบกับขนาดของ cDNA ท่ีไดจากขอ 3.7 
 

3.9 การวิเคราะหลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอ 
 

cDNA ท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดวย PCR สงไปวิเคราะหลําดับเบสยังบริษัท 1st Base 
ประเทศมาเลเซีย จากนั้นเปรียบเทียบลําดับเบสท่ีไดกับฐานขอมูล EMBL, GenBank, Swissport 
และ EST ดวยโปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  

 
 
 


