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บทที่ 3 
 

 อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณและสารเคม ี

 
3.1.1 สารเคมแีละสารละลาย 

Acrylamide (Amersham Bioscience, Sweden) 
Ampicillin (Bio Basic Inc, Canada) 
Ammnonium peroxydisulfate (USB corporation, USA) 
Bisacrylamide (Amersham Bioscience, Sweden) 
Boric acid (Merck, Germany) 
Chloroform (Lab Scan, Ireland) 
dNTPs (Fermentus, USA) 
Dithiothreitol (DTT) (Invitrogen, USA) 
EDTA (Fisher Scientific, USA) 
Ethanol (Merck, USA) 
Ethidium bromide (Bio Basic Inc, Canada) 
Isopropanol (Merck, Germany) 
IPTG (US Biological, USA) 
N,N’ –dimethyl-formamide (Bio Basic Inc, Canada) 
Oligonucleotide primer (Bio Basic Inc, Canada) 
Silver nitrate (Merck, Germany) 
Sodium chloride (Merck, Germany) 
Sodium carbonate (Merck, Germany) 
Sodium hydroxide (Merck, Germany) 
TEMED (USB corporation, USA)
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Tris (USB corporation, USA) 
TrizolTM reagent (Invitrogen, USA) 
X-gal (USB corporation, USA) 
pGEM®-T vector (Promega, USA) 
DH 5α Escherichia coli competent cell (Invitrogen, USA) 
Agar-Agar (O.V. chemcal, Thailand) 
Agarose (Gibco/BRL, USA) 
Peptone (Scharlau, Spain) 
Lambda DNA/AvaII (Fermentus, USA) 
Yeast extract (Scharlau, Spain) 
 

3.1.2 ชุดทดสอบ 
 

pGEM®-T vector System Kit (Promega, USA) 
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 
GenomeLab™ DTCS Quick Start Kit for Dye Terminator Cycle Sequencing 
(Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA) 
RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Germany) 

   
3.2 อุปกรณและเครื่องมือ 
   
  1)    Balances, Model AB204  (Mettler-Toledo, Switzerland) 

2)    CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA) 
3)    Electrophoresis for agarose gel, Gel-Mate 2000 (Toyobo, Japan) 
4)    Electrophoresis, vertical apparatus, Hoefer SQ3  (Amersham  
        pharmacia biotech, USA) 
5)    Power Supply, Model E833 (Consort, Belgium) 
6)    Gel documentation (Model Gene Genius & gene Tools, USA) 
7)    Gel dryer, Model GD 2000 (Amersham Bioscience, USA) 
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8)    Hot Air Oven, Model ULE 400 (Memmert, Germany) 
9)    PCRThermocycler, PTC-100™ (MJ research, USA) 
10)  Spectrophotometer UV/visible light (UV-VIS Biowave S2100, Germany) 
11)  ThermoShaker, Model DKSI001a (Daiki, Korea) 
12)  Magnetic Stirrer, Model HS115 (HL Instrument, Thailand) 
13)  Microcentrifuge tube 1.5 ml (Sorenson, Bioscience. Inc., USA) 
14)  PCR tube (Sorenson, Bioscience. Inc., USA) 
15)  pH meter (Model CG 842, Inc., USA) 
16)  Pipette, 0.2 µl (CappAero, Denmark) 
17)  Pipette, 20, 200, 1000 µl (Gilson, France) 
18)  Refrigerated Bench Top Centrifuge, Model Universal 32 R (Hettich,  
       Germany)  
19)  Sequencer, Hoefer SQ3 (Amersham pharmacia biotech, USA) 
20)  Vortex mixer, Genie II Model G560E (Scientific Industries, USA) 

 
3.3 สัตวทดลอง 
 
 ในการศึกษาคร้ังน้ีใชลูกสุกร 2 กลุม คือ ลูกสุกรพันธุพ้ืนเมือง และลูกสุกรสายพันธุทางการคา
ในระยะกอนหยานมอายุ 14 วัน (ภาพ 6) จาํนวนกลุมละ 3 ตวั (รวมจาํนวน 6 ตัว) ลูกสุกรพันธุพ้ืนเมือง
ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวเชียงใหม อําเภอสันปาตอง จังหวัดเชียงใหม 
สําหรับลูกสุกรสายพันธุทางการคา ถูกเลี้ยงที่ฟารมสุกรของสถานีวิจัยทางการเกษตรแมเหียะ ภาควิชา
สัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม ลูกสุกรทั้งหมดถูกเก็บลําไสเล็ก
สวนเจจูนัม (jejunum) เพ่ือใชศึกษา adhesion test และจาํแนกยีนที่มีการแสดงออกแตกตางกันระหวาง
ลูกสุกรที่มีฟโนไทปตานทานและออนแอตอเชื้อ K88-E. coli  
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           (ก)         
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
                    
 
           (ข)                                                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                               ภาพ 6 ลูกสุกรพันธุพ้ืนเมือง  (ก) และสุกรสายพันธุทางการคา (ข) 
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3.4 การจําแนกฟโนไทปท่ีตานทานและออนแอตอเช้ือ E. coli ท่ีกอใหเกิดโรคทองรวงในลูกสุกรกอน 
หยานม 

 
3.4.1  การเตรียม brush border จากลําไสของลูกสุกร 
  

วิธีการเตรียม brush border ของลําไสลูกสุกร ดัดแปลงจากวิธีการของ Baker et  al. (1997) โดยมี
รายละเอียดดังตอไปนี้  
 

1) ตัวอยางลําไสสวนเจจูน่ัม (Jejunum) ยาว 2 เซนติเมตร ถูกเก็บและผาตามความยาวของลําไส
เพ่ือลางทําความสะอาดดวยสารละลาย PBS pH 7.4  (ภายใน 2 ช่ัวโมงหลังการชําแหละซาก) 

2) เก็บ brush border จากลําไสเล็กโดยการขูดผิวเมือก (mucosal surface) จากเน้ือเย่ือของ                
ผนังลําไสดวย glass microscope slide และนําผิวเมือกไปลางดวยสารละลาย PBS จํานวน 10 ml   

3) ปนลางที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 10 นาที เพ่ือเก็บ brush border  
4) ละลายตะกอน brush border ดวยสารละลาย PBS ที่แชเย็น จํานวน 5 ml ที่มี gentamicin                 

(1 mg/ml) และ sodium azide (3 mM) จํานวน 100 µl และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 oC 
 

3.4.2  เชื้อ Escherichia coli 
 

เชื้อ E. coli สายพันธุ O157 ไดรับความอนุเคราะหจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวง
สาธารณสุข กรุงเทพมหานคร ซ่ึงมีการแสดงออกของ K88 fimbriae (Jeyasingham et al., 1999) เช้ือ
ดังกลาวถูกเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ โดยมีรายละเอียดดังน้ี 

 
1) เชื้อ E. coli O157 ถูกเพาะเลี้ยงใน LB-broth จาํนวน 5 ml โดยเขยาที่ความเร็ว 150 rpm  

อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 12 ชั่วโมง 
2) นําเซลลที่ไดไปปนที่ความเร็ว 4,000 rpm นาน 10 นาที เพ่ือตกตะกอนเซลลแบคทีเรีย และเท

อาหารเลี้ยงเชือ้ออก  
3) เจือจางเซลลแบคทีเรียดวยสารละลาย PBS ใหได คา O.D. 520 nm ประมาณ 1.0  
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3.4.3 Brush border adhesion test 
 

การทดสอบการยึดเกาะของเชื้อกับ brush border ถูกทดสอบตามวิธีของ Phyton (2003)  
 

1) ผสม brush border จํานวน 1 ml เขากับ เซลลแบคทีเรีย จํานวน 1 ml 
2) บมที่อุณหภูมิ 37 oC  นาน 30 นาที 
3) ดูดเช้ือแบคทีเรียจํานวน 20 µl ลงบนสไลด 
4) ตรวจสอบการยึดเกาะภายใตกลองจุลทรรศน (light microscopy)  

 
% การยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรียกับ brush border พิจารณาจากการสุมนับ brush border 

ประมาณ 40 brush border โดยคํานวณดังสูตร  
 

% การยึดเกาะ         =           จํานวน brush border ถูกยึดเกาะโดยเชื้อแบคทีเรียสองเซลลขึ้น   X   100 
    Brush border จํานวน 40 brush border จากการสุมนับ 
 

หาก brush border ถูกยึดเกาะโดยเชื้อแบคทีเรียสองเซลลข้ึนไป มากกวา 10% ขึ้นไปถือวา
ออนแอตอโรคทองรวง และหาก brush border ถูกยึดเกาะโดยเชื้อแบคทีเรียสองเซลลขึ้นไป แตต่ํากวา 
10% ถือวาตานทานตอโรคทองรวง  
 
 

3.5 การสกัด RNA 
  
brush border ของลูกสุกรอายุประมาณ 14 วัน ที่มีลักษณะตัวรับตานทานและออนแอตอเชื้อ K88-E. coli 
ถูกสกัด RNA โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
 
1) ชั่งตัวอยาง brush border ประมาณ 0.5 กรัม ใส microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml และเติม 

Trizol™ reagent ปริมาตร 250 µl โฮโมจิไนซ (homogenized) ดวยกระบอกเข็มฉีดยา (ขนาด            
5 ml) ใหเขาเปนเนื้อเดียวกัน และบมสารผสมดังกลาว ท่ีอุณหภูมิหอง นาน 5 นาที 

2)  เติมคลอโรฟอรม ปริมาตร 70 µl เขยาดวยมือ และบมที่อณุหภูมิหอง นาน 3 นาท ี
3) นําไปปนที่ความเรว็ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 oC นาน 15 นาที  
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4)  ดูดสารละลายใสสวนบน ใสใน microcentrifuge tube อันใหม 
5)  เติม isopropanol ปริมาตร 2 ใน 3 สวนของสารละลายที่ไดจาก ขอ 4 เขยาดวยมือเบา ๆ 
 และบมไวที่อณุหภูมิหอง นาน 10 นาที 
6)  นําไปปนที่ความเรว็ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 oC นาน 15 นาที และเทสารละลายสวนใสออก 
7)  ลางตะกอน RNA จาํนวน 2 ครั้ง ดวยเอธานอล จํานวน 1 ml  โดยปนที่ความเร็ว 12,000 rpm 

อุณหภูมิ   4 oC นาน 5 นาที  
8)  ตากตะกอน RNA ใหแหง และละลายตะกอน RNA ดวย DEPC treated water จํานวน 30 µl 

(หรือขึ้นอยูกับขนาดของตะกอน RNA) 
 
3.6 DNase digestion 
 
 เพ่ือกําจัด genomic DNA ที่ปนเปอนออกจาก total RNA ตัวอยางสารละลาย RNA ปริมาตร             
10 µl ถูกนํามายอยดวยเอนไซม DNase I ท่ีอุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาของ
เอนไซมที่อุณหภูมิ 65 oC เปนเวลา 10 นาที และสวนผสมของปฏิกิริยามีรายละเอียดดังน้ี  
  
 สารละลาย RNA     10  µl 
 10X DNase buffer      4 µl 
 dH2O      16 µl 
 DNase I (Fermentus) (1U/µl)   10 µl 
 ปริมาตรรวม     40 µl 
 
3.7 RNA clean up 
 
 เมื่อทําการกําจดั genomic DNA ที่ปนเปอนออกแลว RNA ถูกใหบริสุทธิ์โดยการกําจัดสวนของ
เอนไซม DNase I และองคประกอบอื่น ๆ ออกจาก RNA ดวยชุดสกัด RNeasy Mini Kit (Qiagen) โดยมี
ขั้นตอนดังตอไปนี้ 
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1) ปรับปริมาตร RNA ดวย RNase free water ใหครบ 100 µl 
2)  เติม RLT buffer จาํนวน 350 µl 
3)  เติม เอธานอลที่แชเย็น จํานวน 250 µl  
4)  ดูดสารละลายทั้งหมด จํานวน 700 µl ใสใน column  
5)  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 oC นาน 15 วินาท ี
6)  ยาย column ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 2.0 ml  
7)  เติม RPE  buffer  ปริมาตร 500 µl ปนที่ความเรว็ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 oC นาน 15 วินาที เพ่ือ

กําจัดสารละลายที่ไมตองการออก 
8) นํา column ไปปนที่ความเรว็ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 oC นาน 2 นาที เพ่ือทําให column แหง 
9)  ยาย column ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อันใหม และเติม RNase free water 

จํานวน 25 µl ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที และนําไปปนที่ความเร็ว 12,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 oC นาน 1 นาที จากนั้นเติม  RNase free water จํานวน 10 µl และปนซ้ําที่ความเร็ว
และอุณหภูมิเชนเดิม 

10) ตรวจสอบคุณภาพของ RNA ที่แยกได บน 1.2% Agarose Gel ที่มี formaldehyde ภายใต
แสงอัลตราไวโอเลต (ภาพ 7) และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 260 nm และ 280 nm  

 
 
 
 
 
 
 
 

    
       ภาพ 7  แสดงการปรากฏของแถบอารเอ็นเอบน 1.2 % FA gel  
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3.8 β-actin PCR amplification 
 
 ปฏิกิริยา PCR ของ β-actin ถูกใชตรวจสอบการปนเปอนของ genomic DNA ใน RNA ที่ผาน
การยอยดวยเอนไซม DNase I โดยมีสวนผสมดังน้ี  
 
1) ทํา PCR ดวยชุดไพรเมอร ของ β-actin 
 

สารละลาย RNA       1.000   µl 
10X Taq buffer        1.000  µl 
Forward primer β-actin (10 mM)      0.200       µl 
(5’-GAGAAGCTCTGCTACGTCGA-3’) 
Reverse primer β-actin (10 mM)     0.200   µl 
(5’-CAGACAGCACCGTGTTGGC-3’) 
dNTP (2.5 mM each)      0.250   µl 
MgCl2 (25 mM)       0.600  µl 

 dH2O        6.725  µl 
 Taq DNA polymerase (Fermentus) (5U/µl)   0.025  µl 
 ปริมาตรรวม     10.000  µl 
โปรแกรมสําหรับปฏิกิริยา PCR มีรายละเอียดดังน้ี 
 

รอบที่ 1  denaturation:  94OC  3  นาที 
รอบที่ 2  denaturation:  94OC  30  วินาท ี
  annealing:  58OC  30 วินาท ี         จํานวน 35 รอบ 
  extension 72OC  1 นาที 
รอบที่ 3  extension 72OC  5  นาที 
 

2 ) ตรวจสอบผลของ PCR บน Agarose gel electrophoresis (1%) ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  total 
RNA ที่บริสุทธิ์ (ไมมีการปนเปอนโดย genomic DNA) จะไมเกิด PCR product  
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3.9 DDRT-PCR 
 
 ตัวอยาง RNA ของลูกสุกรที่ตานทานและออนแอตอเชื้อ E. coli ถูกนํามาวิเคราะหหายีนที่
แสดงออกแตกตางกันใน brush border โดยใชเทคนิค DDRT-PCR ซ่ึงประกอบดวย 2 ข้ันตอนยอย คือ 
การสังเคราะห first strand cDNA และการคัดกรองยีนที่แสดงออกแตกตางกัน 
 
3.9.1 การสังเคราะห first strand cDNA  

ในขั้นตอนการสังเคราะห first strand cDNA  มีรายละเอียดดังน้ี 
 
1)    เตรียมสวนผสมของ RNA, oligo dT12VG และ dNTPs ที่มีสัดสวนดังตอไปนี้ 
 

สารละลาย RNA       5  µl 
oligo T12VG (100mM)      1  µl 

 dNTP (2.5 mM each)      1  µl 
 dH2O        5  µl 
 ปริมาตรรวม     12  µl 
 
2)   นําสวนผสมดังกลาวไปบมที่อุณหภูมิ 65 oC เปนเวลา 5 นาที และนําไปวางบนน้ําแข็ง 
3)   เติมสวนผสมของเอนไซม SuperscriptIII reverse transcriptase (Invitrogen) จํานวน 8 µl ที่ประกอบ 
       ไปดวย 
 

5X SuperscriptIII       4  µl 
0.1M DTT       2  µl 

 RNase Inhibitor       1  µl 
 SuperscriptIII reverse transcriptase     1  µl 
 ปริมาตรรวม       8  µl 
 
4)   นําสวนผสมทั้งหมดไปบมที่อุณหภูมิ 50 oC เปนเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมที่ 
      อุณหภูมิ 70 oC นาน 15 นาที และเติม RNase free water ในอัตราสวน 1 ตอ 5 เพ่ือใชเปน cDNA   
      แมแบบ 
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5)   cDNA ที่ไดถูกนําไปตรวจสอบคุณภาพดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร  β-actin ตามวิธีการใน 
      ขอ 3.8 (ภาพ 8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 8   แสดงผลการตรวจสอบการปนเปอนของ genomic DNA ใน cDNA ดวยปฏิกิริยา  
             PCR β-actin PCR หมายเลข 1-6 คือ ตัวอยาง cDNA ที่ไมมี genomic DNA  
              ปนเปอน และหมายเลข 7 คือตัวอยาง genomic DNA 

 
3.9.2 การคัดกรองยีนที่แสดงออกแตกตางกันโดยใชเทคนิค DDRT-PCR 
 
1)    ตัวอยาง cDNA จากขอ 3.9.1 ถูกเพ่ิมปริมาณ DNA โดยใช  dT12VG กับไพรเมอร จํานวน 12  คู                
       (ดังตาราง 2) โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาดังน้ี 

 
ตัวอยาง first strand cDNA     2.0  µl 
10X buffer (Invitrogen)      2.0  µl 
oligo T12VG (10 pmol)      1.5  µl 
arbitrary primer (10 pmol)     0.5  µl 
MgCl2 (25 mM)       1.2  µl 
dNTP (10 pmol)       0.5  µl 
dH2O        4.2  µl 
Taq DNA polymerase (Invitrogen) (5U/µl)   0.1  µl 
ปริมาตรรวม     15.0  µl 

1 2 3 4 5 6 7
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โปรแกรมสําหรับปฏิกิริยา PCR มีรายละเอียดดังน้ี 
 

รอบที่ 1 denaturation: 94OC  3  นาที 
รอบที่    2 denaturation:  94OC  30  วินาท ี

   annealing:  42OC  1 นาที            จาํนวน 50 รอบ 
   extension: 72OC  1 นาที 

รอบที่    3 extension: 72OC  5  นาที 
 
ตารางที่ 2  ลําดับนิวคลีโอไทดของคูไพรเมอรของ DDRT-PCR ที่ใช 
 

Primer nucleotide sequences nucleotide sequences 
ZP1 Forward 5’-TACAACGAGG-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP2 Forward 5’-CTTTCTACCC-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP3 Forward 5’-TTTTGGCTCC-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP4 Forward 5’-GGAACCAATC-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP5 Forward 5’-AAACTCCGTC-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP6 Forward 5’-TCGATACAGG-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP13 Forward 5’-GTTTTCGCAG-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP15 Forward 5’-GATCCAGTAC-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP16 Forward 5’-GATCACGTAC-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP17 Forward 5’-GATCTGACAC-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP18 Forward 5’-GATCTCAGAC-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 
ZP24 Forward 5’-GATCTAGGTC-3’ Reverse 5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’ 

 
         ที่มา : Bauer et al. (1993) 

 
2)   ผลผลิต PCR ที่ไดถูกเติมสารละลาย loading buffer จํานวน 6  µl และนําไป denaturation ท่ี 94OC   
      เปนเวลา 5 นาที และแชในน้ําแข็ง กอนนําไปแยกขนาดชิ้นสวน DNA บน polyacrilamide gel   
      electrophoresis (6%) ที่กําลังไฟ 50 W เปนเวลา 5 ชั่วโมง  
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3)   แผนเจลถูกนําไปยอมดวย silver staining โดยแชเจลในสารละลายกรดอะซิตริกท่ีความเขมขน 10% 

จํานวน 300 ml นาน 10 นาที และแชในกรดไนตริกที่มีความเขมขน 1% จํานวน 300 ml นาน 10 
นาที แลวลางแผนเจลดวย deionized water จํานวน 3 ครั้ง กอนแชดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรตที่
ความเขมขน 0.1% จํานวน 300 ml ซ่ึงถูกผสมดวยฟอรมัลดีไฮด (37%) จํานวน 450 µl นาน 30 นาที 
หลังจากนั้นลางสารละลายซิลเวอรไนเตรต ดวย deionized water จํานวน 2 คร้ังและลางดวย
สารละลายโซเดียมคารบอเนต 3% (ที่มีฟอรมัลดีไฮด 260 µl) ที่เจือจางดวย deionized water ใน
อัตราสวน 1:2 จํานวน 2 ครั้ง หลังจากนั้นแชแผนเจลในสารละลายโซเดียมคารบอเนตจนกระทั่ง
แถบ DNA ปรากฎ และหยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายกรดอะซิตริก (10%) ลางแผนเจลดวย 
deionized water จํานวน 3 คร้ัง กอนนําไปทําใหแหงดวยเครื่อง gel dryer  

 
3.10 Reamplification 
 

แถบ DNA ที่ปรากฏแตกตางกันระหวางลูกสุกรที่ตานทานและออนแอตอเชื้อ K88-E. coli ถูก
นํามาเพิ่มปริมาณ DNA เพ่ือนําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด สําหรับขั้นตอนการเพิ่มปริมาณแถบ 
cDNA มีรายละเอียดดังน้ี 
 
1) ตัดแถบ cDNA และนําไปแชใน 1X TE buffer จํานวน 20 µl 
2) ตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที จากนั้นโฮโมจิไนซดวยปลาย tip 
3) นําไปบมที่อุณหภูมิ 95 oC นาน 15 นาที กอนนําไปบมที่อุณหภูมิ 4 oC ขามคืน  
4) นําสารละลาย DNA ที่ได มาเพ่ิมปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรและสวนผสม

เชนเดียวกับขั้นตอนการคัดกรองยีน ในขอ 3.9.2   
5) นําผลผลิต PCR ท่ีไดไปตรวจสอบขนาดบน polyacrylamide gel electrophoresis (6%) โดย

เปรียบเทียบกับผลผลิต PCR ท่ีไดจากขอ 3.9.2  
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3.11 การสกัด DNA fragment จาก agarose gel โดยใช QIAquick Gel Extraction Kit  
 

ผลผลิต PCR ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณในขอ 3.10 ถูกทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen) กอนนําไปเชื่อมกับ vector โดยมีข้ันตอนดังน้ี 

 
1)   ผลผลิต PCR ถูกนําไปแยกขนาดบน Agarose gel electrophoresis (0.8%) และตัดแถบ cDNA 

ออกจากเจล 
2) ชั่งนํ้าหนักเจลและเติมบัฟเฟอร QG ลงไป 3 เทาของน้ําหนักเจล  
3) เขยาใหเจลละลายโดยใช vortex นานประมาณ 5 นาท ี
4) ปเปตสารละลาย gel ลงในชุด QIAquick spin column 
5) นําไปปนที่ความเรว็ 12,000 rpm นาน 1 นาที เพ่ือกําจัดสารละลายที่ผาน column ออก 
6) เติม PE buffer จํานวน 0.75 ml ลงใน column นําไปปนที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาทีและ

เทสารละลายที่ผาน column ออก หลังจากนั้นนํา column น้ีไปปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm                
นาน 1 นาที เพ่ือทําให column แหง 

7) นํา QIAquick spin column ไปใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml  
8) เติมบัฟเฟอร EB ปริมาตร 15  µl ลงในคอลัมนและตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 1 นาที จากน้ัน

ทําการปนที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาท ี และเตมิบัฟเฟอร EB อีก 10 µl และปนซ้ําที่
ความเร็วและเวลาเชนเดิม 

 
3.12 การโคลนแถบ cDNA  
 

1) นําแถบ cDNA ที่บริสุทธิ์มาเชื่อมตอเขากับเวกเตอร pGEM®-T vector (Promega) โดยมี
สวนผสมของปฏิกิริยาดังน้ี 

 
สารละลาย DNA    1.5  µl 
2X ligation buffer   2.5  µl 
pGEM®-T vector   0.5  µl 
T4 DNA ligase    0.5  µl 
ปริมาตรรวม    5.0  µl 
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2) บมสวนผสมใน ขอ 1 ไวที่อุณหภูมิ 4 oC ขามคืน  
3) นําสวนผสมที่ไดไปทําทรานสฟอรเมช่ัน (transformation) โดยใช Escherichia coli สายพันธุ 

DH 5α เปน host ดวยวิธี Heat shock เริ่มจากการผสมผลผลิตของปฏิกิริยา Ligation จํานวน                
5 µl  เขากับ Escherichia coli สายพันธุ DH 5α จํานวน 50 µl  และนําไปแชในน้ําแข็ง นาน              
30 นาที นําสวนผสมดังกลาว ไปแชในน้ําอุนที่มีอุณหภูมิ 42 oC นาน 90 วินาที และแชใน
นํ้าแข็งตออีก 2 นาที หลังจากนั้นเติม LB-broth จํานวน 650  µl และนําไปเขยาที่ความเร็ว 200 
rpm อุณหภูมิ 37 oC นาน 90 นาที นําสารละลายแบคทีเรีย จํานวน 300  µl ไปเทลงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ LB-agar ที่มี selective ไดแก ampicillin, X-gal และ IPTG หลังจากนั้นนําไปบมใน
ตูอบที่อุณหภูมิ 37 oC ขามคืน 

4) คัดเลือกโคโลนีที่มีสีขาวจํานวน 3 โคลนและโคโลนีที่มีนํ้าเงิน จํานวน 1 โคลน โดย picked 
แบคทีเรียลงใน 1X PCR buffer จํานวน 30 µl และ LB broth ประกอบดวย amplicillin                       
(10 mg/ml)  จํานวน 700 µl โดยที่สารละลายแบคทีเรียใน 1X PCR buffer ถูกนําไปตมที่ 95 oC 
นาน 15 นาที เพ่ือใชเปน template สําหรับตรวจหาโคลนที่มีช้ินสวนของ cDNA ถูกเชื่อมตอกับ 
vector สวนสารละลายแบคทีเรียใน LB-broth นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 3 ช่ัวโมง 
จากนั้นเติม Glycerol:LB-broth (1:1) ปริมาตร 450 µl เก็บที่ –80 oC เพ่ือรอนําไปสกัด Plasmid 
DNA ตอไป  

5) ปฏิกิริยา PCR ถูกใชตรวจสอบโคลนที่มีชิ้นสวน cDNA ซ่ึงถูกเช่ือมเขากับ vector                           
โดยใชไพรเมอร M13 (Forward:5’-TTGTAAAACGACGGCCAGT-3’ และ Reverse:                           
5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’) ซ่ึงมีสวนผสมของปฏิกิริยาดังตอไปนี้ 

 
สารละลาย DNA     10.00  µl 
10X Taq buffer       1.00  µl 
M13 Forward primer (10 pmol)     0.40  µl 
M13 Reverse primer (10 pmol)     0.40  µl 
dNTP (2.5 mM each)      0.50  µl 
MgCl2 (25 mM)       1.20  µl 
dH2O        6.45  µl 
Taq DNA polymerase (5U/µl)     0.05  µl 
ปริมาตรรวม     20.00  µl 
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โปรแกรมของปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 
 

รอบที่ 1  denaturation: 94OC  3  นาที 
รอบที่ 2  denaturation:  94OC  30  วินาท ี
  annealing:  58OC  30 วินาท ี            จํานวน 35 รอบ 
  extension: 72OC  1 นาที 
รอบที่ 3  extension: 72OC  5  นาที 
 

6) นําผลผลิต PCR ไปตรวจสอบใน Agarose gel electrophoresis ที่มีความเขมขน 0.8% 
 
 
3.13 การสกัด Plasmid DNA  
 

สําหรับโคลนที่ไดรับการยืนยันความถูกตอง Plasmid ถูกสกัดจาก เซลล DH 5α E. coli ที่
เพาะเล้ียงไว โดยใช QIAprep® Miniprep Kit   ตามขั้นตอนดังน้ี 
 

1) เซลลแบคทีเรีย จํานวน 3 ml ถูกนําไปปนที่ความเร็ว 4,000 rpm นาน 10 นาที และเทอาหาร
เล้ียงเชื้อทิ้ง 

2) ละลายตะกอนแบคทีเรียใน resuspension solution จํานวน 200 µl ผสมใหเขากัน 
3) เติม lysis solution จํานวน 200 µl เพ่ือทําใหผนังเซลลแตก พลิกหลอดกลับไปมา 8 – 10 ครั้ง

และรอใหสวนผสมใสและเหนียวหนืด   
4) บมสวนผสมที่อุณหภูมิหอง นาน 2 นาที และเติม neutralization buffer จํานวน 350 µl ลงไปใน

สวนผสมและเขยาใหเขากันอยางชา ๆ จนกวาสารละลายกลายเปนสีขุนและตกตะกอนเปนปุย
กอนสีขาว  

5) ปนที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 5 นาที ดูดสารละลายสวนใส ใสในชุด QIAprep® miniprep 
binding column และปนที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาที  เทสารละลายที่ผาน column ทิ้ง 

6) เติม wash solution จํานวน 700 µl ลงใน column  และปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาที 
เทสารละลายที่ผาน column ทิ้ง  

7) ปนชุด GenElute miniprep binding column เวลา 2 นาที เพ่ือให column แหง 
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8) ยาย column ใสใน microcentrifuge tube อันใหม เติมดวย elution solution จํานวน 25-30 µl  
ปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm  นาน 1 นาที  

9) ตรวจสอบคุณภาพ DNA โดยใช spectrophotometer และ agarose gel electrophoresis  
 
3.14 Sequence Analysis 
  

Plasmid ของโคลน cDNA ที่ถูกตอง ถูกนําไปวิเคราะหลําดับพันธุกรรมโดยใช GenomeLab™  
DTCS Quick Start Kit for Dye Terminator Cycle Sequencing (Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA) 
ซ่ึงมีสวนผสมของปฏิกิริยาดังน้ี  

 
สารละลาย Plamid DNA        3.0 µl  
DTCS         4.0 µl  

  Primer SP6 (5 pmol)       1.0 µl 
  dH2O         2.0 µl 
  ปริมาตรรวม      10.0 µl 
 
โปรแกรมของปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 
 

รอบที่ 1  denaturation: 94OC  3  นาที 
รอบที่ 2  denaturation:  94OC  30  วินาท ี
  annealing:  58OC  30 วินาท ี       จํานวน 35 รอบ  
  extension: 72OC  1 นาที 
รอบที่ 3  extension: 72OC  5  นาที 
 

ผลผลิต PCR ถูกนําไปตกตะกอนดวยเอธานอล กอนนําเอาเขาเครื่องวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด CEQ 
8000 Genetic Analysis System (Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA) หรือ ABI PRISM 3100 ซ่ึงมี
ขั้นตอนดังน้ี 
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1)  ผลผลิต PCR ถูกเติม stop solution จํานวน 5 µl ซ่ึงประกอบไปดวย 3M sodium acetate (pH5.2) 
ปริมาตร 2 µl, 100 mM Na2- EDTA (pH8.0) จาํนวน 2 µl และ glycogen 1 µl ผสมใหเขากัน 

2)  ลางผลผลิต PCR ดวยเอธานอล (95%) จํานวน 50 µl จํานวน 2 ครั้ง โดยปนที่ความเร็ว 14,000 
rpm อุณหภูมิ 4 OC นาน 2 นาที   

3)  ตากตะกอน DNA ใหแหงและเจือจางดวย sample loading solution (SLS) จาํนวน 20 µl กอน
นําเขาเคร่ืองวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 
 3.15 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 
3.15.1 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติของการยึดเกาะ 
  
 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของการยึดเกาะระหวาง brush border กับ เช้ือ E. coli ในกลุม            
ที่ตานทานและออนแอ ดวยวิธี two sample T-test โดยใชโปรแกรม SPSS version 9.0 
  
 
3.15.2 การเปรียบเทียบลําดับพันธุกรรมกับฐานขอมูลทางพันธุกรรม 
 
 ขอมูลลําดับพันธุกรรมที่ไดจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ถูกนําไปเปรียบเทียบกับขอมูล
ลําดับพันธุกรรมที่ปรากฎอยูในฐานขอมูลของ GenBank ดวยโปรแกรม BLAST (Altschul et al. 1997)
โดยพิจารณาความคลายคลึง (identity) ของลําดับพันธุกรรมที่ไดกับฐานขอมูล จากคา E-value ซ่ึงตองมี
คานอยกวา 1e-10 และ/หรือมี overlapping region มากกวา 100 bp ที่มีคา identity มากกวา 80% จึงจะถือ
วามีความคลายคลึงกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  


