
บทท่ี 3 
วัสดุอุปกรณ และวิธีการ 

 
3.1 พันธุพืช 

 
 ในการทดลองคร้ังนี้ใชบัวชั้น 2 กลุมคือ  
  กลุมท่ี 1 บัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก จํานวน 58 หัว  
  กลุมท่ี 2 บัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก 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 สุมเก็บตัวอยางพืช ในระยะการเจริญเติบโต 4 ระยะ ไดแก ระยะใบออน 
ระยะชอดอกตูม ระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน (ภาพท่ี 1-2) กลุมละ 12 ตน   
ตนละ 1 ตัวอยาง เก็บตัวอยางใบ ใบประดับสวนลาง และใบประดับสวนบนของบัวช้ันจากแปลงมา
แชในน้ําแข็งทันที นํามาลางดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง เพื่อนําไปสกัด RNA 
 

 
 

 ภาพท่ี 1 บัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1ใน 3 ของชอดอก  
  (1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน; 4: ระยะดอกจริงดอก

แรกบาน) 
 

  

 1                 2                    3                           4 
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 ภาพท่ี 2 บัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก  
  (1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน; 4: ระยะดอกจริงดอก

แรกบาน) 
 
3.2 การสกัด RNA 
 
 นําตัวอยางพืชแตละสวนมาสกัด RNA โดยใช TrizolTM Reagent (Invitrogen, USA) โดยมี
รายละเอียดดังนี้ 
 
 1) ช่ังช้ินสวนพืชตัวอยางละ 0.2 กรัม บดตัวอยางในโกรงท่ีแชใน -80 C เติม TrizolTM 

Reagent 1,000 μl บดใหเปนเนื้อเดียวกัน เทสารละลายท่ีไดใสใน microcentrifuge tube 
ขนาด 1.5 ml  

 2) ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 C เปนเวลา 10 นาที 
 3) ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอด microcentrifuge tube หลอดใหม วางบนน้ําแข็ง เปน

เวลา 5 นาที เติม chloroform 200 μl ผสมใหเขากัน บมท่ี 5 C เปนเวลา 2-3 นาที 
 4) นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 C เปนเวลา 15 นาที ดูดสารละลาย

สวนใสใสหลอด microcentrifuge tube หลอดใหม เติม isopropanol ปริมาตร 1 ใน 2 
ของสารละลายท่ีได กลับหลอดไปมาเบาๆ จากนั้นวางบนน้ําแข็ง เปนเวลา 10 นาที 

 5) นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 C เปนเวลา 10 นาที 
6) เทสารละลายสวนใสท้ิง ลางตะกอนดวย 75% ethanol ปริมาณ 1,000 μl นําไปปนเหวี่ยง

ท่ีความเร็ว 7,500 rpm อุณหภูมิ 4 C เปนเวลา 5 นาที 

  1                    2                     3                   4 
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 7) เทสารละลายสวนใสท้ิง ตากตะกอน RNA ใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง  
 8) ละลายตะกอน RNA ดวย RNase free water ปริมาณ 20 μl (หรือข้ึนอยูกับปริมาณของ

ตะกอน RNA) 
 9) ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณ RNA ดวย agarose gel electrophoresis (1.2 %) ภายใต

แสงอัลตราไวโอเลต RNA ท่ีไดเก็บไวท่ี -80 C 
 
3.3 การทํา DNase digestion 
  
 นํา RNA ท่ีสกัดไดมากําจัด genomic DNA ท่ีมีการปนเปอนออกไป สวนผสมของปฏิกิริยา
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 
  
 นําสวนผสมท่ีไดบมท่ีอุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อใหเอนไซม DNase I ทํางาน
จากน้ันนํามาเติม EDTA (25 mM) 1.5 μl และหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 65 C เปนเวลา  
10 นาที ตรวจสอบคุณภาพของ RNA ท่ีไดดวย agarose gel electrophoresis (1.2%) ภายใตแสง  
อัลตราไวโอเลต  
 
3.4 การสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA synthesis)  
 
 นํา RNA จากสวนตางๆ ของบัวช้ันท่ีไดจากการทํา DNase digestion มาสังเคราะห cDNA 
โดยใชชุดน้ํายา SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) 
โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
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 1) เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยา  
  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) นําสวนผสมท่ีไดไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 C เปนเวลา 5 นาที จากน้ันนําไปวางบนน้ําแข็ง 
นาน 1 นาที 

3) เติมสวนผสมของ cDNA Synthesis Mix ปริมาณ 10 μl ประกอบไปดวย 
  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) นําสวนผสมท่ีไดท้ังหมดไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 C เปนเวลา 50 นาที 
5) หยุดปฏิกิริยาของเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 85 C เปนเวลา 5 นาที 
6) กําจัด RNA โดยเติม RNase H 1 μl จากน้ันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 20 นาที 

เก็บ cDNA ท่ีไดไวท่ีอุณหภูมิ -20 C 
  
 
 
 
 
 
 
 
 



 

18 
 

3.5 การตรวจสอบคุณภาพของ cDNA 
 
 การตรวจสอบคุณภาพ cDNA ดวยปฏิกิริยา PCR ใชไพรเมอร ndhB มีรายละเอียดดังนี้คือ 
  
 1)  สวนผสมของปฏิกิริยา 
  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’ 
  
 โปรแกรมสําหรับทําปฏิกิริยาประกอบไปดวย 
  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 ท่ีไดโดยใช agarose gel electrophoresis (1.8 %) ภายใตแสง 

อัลตราไวโอเลต  
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3.6 การคัดกรองคูไพรเมอร 
 
 1) จากบัวช้ันท้ัง 2 กลุม ท่ีไดใน 4 ระยะไดแก ระยะใบออน ระยะชอดอกตูม ระยะชอดอก

บาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน (ในชอดอกแตละระยะจะใชสวนของใบประดับ
สวนลางและใบประดับสวนบน) รวม 14 ตัวอยาง นํา cDNA ตัวอยางละ 2 μl ผสม
รวมกัน เพื่อนํามาคัดกรองคูไพรเมอรท่ีใชในการทํา DDRT-PCR ประกอบดวย 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 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร 
 

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 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร (ตอ) 
 

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’ 
 
   สวนผสมของปฏิกิริยา 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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 โปรแกรมสําหรับทําปฏิกิริยาประกอบไปดวย 
  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 ท่ีไดในรอบแรกเจือจางดวย RNase-free H2O ในอัตราสวน 1:20 เพื่อใช

เปน template ทําปฏิกิริยา PCR รอบท่ีสอง โดยมีสวนผสมและโปรแกรมสําหรับทํา
ปฏิกิริยาเหมือนกับคร้ังแรก 

 3) ตรวจสอบผลที่ไดโดยนําผลผลิต PCR ผสมกับ 6X loading buffer ในอัตราสวน 5:1
นําไปแยกขนาดโดย polyacrylamide gel electrophoresis (6%) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ยอม
แผนเจลท่ีไดดวย silver staining 

 4) คัดเลือกไพรเมอรท่ีใหแถบปรากฏบน polyacrylamide gel ท่ีมีลักษณะของแถบหลาย
แถบและมีความคมชัด เพื่อนําไปทํา DDRT-PCR ตอไป 

   
3.7 DDRT-PCR 
 
 นําตัวอยางของ cDNA มาวิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีแตกตางกันดวยเทคนิค DDRT-

PCR โดยใชไพรเมอรท่ีคัดเลือกไดมีท้ังหมด 6 ไพรเมอรคือ OPD03 OPD07 OPD08 OPD20 

OPF10 และ OPAB11 คูกับ reverse primer (oligoVG และ oligoVA) ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้คือ 
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 1)  สวนผสมของปฏิกิริยา 
  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 
 
 โปรแกรมสําหรับทําปฏิกิริยาประกอบไปดวย 
  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 ท่ีไดในรอบแรกเจือจางดวย RNase-free H2O ในอัตราสวน 1:20 เพื่อใช

เปน template ทําปฏิกิริยา PCR รอบท่ีสอง โดยมีสวนผสมและโปรแกรมสําหรับทํา
ปฏิกิริยาเหมือนกับคร้ังแรก 

 3) ผลผลิต PCR ท่ีไดนํามาผสมกับ 6X loading buffer ในอัตราสวน 5:1 จากน้ันนําไปบมท่ี 
94 C เปนเวลา 3 นาที และแชในน้ําแข็ง จากน้ันนําไปแยกขนาดโดย polyacrylamide 
gel electrophoresis (6%) ท่ีกําลังไฟฟา 50 W เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 

 4) ยอมแผนเจลท่ีไดดวย silver staining โดยแชเจลใน 10% acetic acid ปริมาตร 500 ml 
เปนเวลา 20 นาที ลางดวย deionized water 2 คร้ัง และแชใน 1% nitric acid ปริมาตร 
500 ml เปนเวลา 10 นาที นําแผนเจลไปลางดวย deionized water 3 คร้ัง กอนท่ีจะนําไป
แชใน 0.1% silver nitrate เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นลางดวย deionized water 1 คร้ัง 
แชแผนเจลใน 3%  sodium carbonate จนแถบของ DNA ปรากฏ หยุดปฏิกิริยาดวย     
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10 % acetic acid  และลางแผนเจลดวย deionized water 3 คร้ังกอนทําใหเจลแหงดวย 
gel dryer (Amersham Biosciences, USA)   

5) วิเคราะหความแตกตางของแถบ DNA ท่ีปรากฏโดย วัดระยะทางการเคล่ือนท่ีของ 
marker ท่ีใช (marker 50 bp บริษัท Fermentas, Canada ) นําระยะทางการเคล่ือนท่ีท่ีได
ไปเขียนกราฟ ใหแกน X เปนระยะทางการเคล่ือนท่ีของแถบ DNA สวนแกน Y เปน
ขนาดของแถบ DNA (คูเบส) นํากราฟมาตรฐานไปหาความสัมพันธแบบล็อกการิทึม 
สมการท่ีไดใชหาขนาดของแถบ DNA ในแตละตัวอยางพืช  

 
3.8 การเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR (reamplification of PCR fragment) 
   
 แถบ cDNA ท่ีมีความแตกตางกันในแตละตัวอยางพืชนํามาเพิ่มปริมาณ เพ่ือการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทด ข้ันตอนการเพิ่มปริมาณแถบ cDNA มีรายละเอียดดังนี้คือ 
  
 1) ตัดแถบ cDNA แชลงใน TE buffer 15 μl  
 2) ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที แลวบดดวยปลาย micro tip  

3) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 95 C เปนเวลา 15 นาที และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 C ขามคืน 
4) นําสารละลาย cDNA ท่ีไดมาเพ่ิมปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร และ

สวนผสมเหมือนข้ันตอน DDRT-PCR (ขอ 3.7) 
 5) ตรวจสอบขนาดของผลผลิต PCR ท่ีไดโดย polyacrylamide gel electrophoresis (6%)  

เปรียบเทียบกับขนาดของ cDNA ท่ีไดจากขอ 3.7 
 

3.9 การวิเคราะหลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอ 
 

cDNA ท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดวย PCR สงไปวิเคราะหลําดับเบสยังบริษัท 1st Base 
ประเทศมาเลเซีย จากนั้นเปรียบเทียบลําดับเบสท่ีไดกับฐานขอมูล EMBL, GenBank, Swissport 
และ EST ดวยโปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  

 
 
 


