
บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

3.1 สารเคมี 
  Acrylamide (Amersham Bioscience, Sweden) 
  Agarose (Gibco/BRL, USA) 
  Ammonium peroxydisulfate (USB corporation, USA) 
  Bisacrylamide (Amersham Bioscience, Sweden) 
  Boric acid (Merck, Germany) 
  Chloroform (Lab Scan, Ireland) 
  dNTPs  (Invitrogen, USA)  
  Dithiothreitol (Invitrogen, USA) 
  Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (Fisher Scientific, USA) 
  Ethanol (Merck, USA) 
  Ethidium bromide (Bio Basic Inc, Canada) 
  Isopropanol (Merck, Germany) 
  Oligonucleotide primer (Bio Basic Inc, Canada) 
  Silver nitrate (Merck, Germany) 
  Silver chloride (Merck, Germany) 
  Sodium carbonate (Merck, Germany) 
  Sodium hydroxide (Merck, Germany) 
  Tetramethylethylenediamine (USB corporation, USA) 
  Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA) 
  Tris (USB corporation, USA) 
 
3.2 ชุดน้าํยาสําเร็จรูป 
  TrizolTM  reagent (Invitrogen, USA) 
  SuperScript TM III First-Strand Synthesis for RT-PCR (Invitrogen, USA)
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3.3 อุปกรณและเคร่ืองมือ 
  1)  Electrophoresis for agarose gel, Gel-Mate 2000 (Toyobo, Japan) 

2)  Electrophoresis, vertical apparatus, Hoefer SQ3 (Amersham pharmacia   
     biotech,USA) 

  3)  Power supply, Model E833 (Consort, Belgium) 
  4)  Gel documentation (Model Gene Genius & Gene Tools, USA) 
  5)  Gel dryer, Model GD2000 (Amersham Bioscience, USA) 
  6)  Hot Air Oven, Model ULE400 (Memmert, Germany) 
  7)  PCR Thermocycle, PTC-100TM  (MJ research, USA) 
  8)  Spectrophotometer UV/visible light (UV-VIS Biowave s2100, Germany) 
  9)  ThermoShaker, Model DKSI001a (Daiki, Korea) 
  10) Magnetic Stirrer, Model HS115 (HL Instument, Thailand)   
  11) Microcentrifuge tube 1.5 ml (Sorenson, Bioscience. Inc., USA) 
  12) PCR tube (Sorenson, Bioscience. Inc., USA) 
  13) pH meter (Model CG 842, Inc., USA) 
  14) Pipette, 0.2 μl (CappAero, Denmark) 
  15) Pipette, 20, 200, 1000 μl (Gilson, France) 

16) Refrigerated Bench Top Centrifuge, Model Universal 32 R   (Hettich,  
      Germany) 

  17) Vortex mixer, Genie II Model G560E (Scientific Industries, USA) 
 
3.3 พืชทดลอง 
 ในการศึกษาคร้ังนี้ใชกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก 3 species รวม 5 สี ไดแก Spathoglottis 
affinis สีเหลือง, S. plicata สีมวง สีชมพู และ สีขาว และ S. petri สีบานเย็น ปลูกเล้ียงท่ีโรงเรือน
เพาะเล้ียงกลวยไม ณ ศูนยวิจัย สาธิตและฝกอบรมการเกษตรแมเหียะ อ. เมือง จ. เชียงใหม สุมเก็บ
ตัวอยางจากกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากแตละสี กลุมสีละ 3 ตน โดยเก็บกลีบเล้ียงและกลีบดอกใน
ระยะตางๆ แบงเปน 3 ระยะ คือ ระยะดอกตูม (ระยะท่ี 1) ดอกแรกแยม (ระยะท่ี 2) และดอกบาน 
(ระยะท่ี 3) 
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ภาพท่ี 3  ระยะการเก็บตัวอยางพืช 1 = ระยะดอกตูม 2 = ระยะดอกแรกแยม 3 = ระยะดอกบาน 

  
3.4 การสกัดอารเอ็นเอ 

 นําตัวอยางพืชมาสกัดอารเอ็นเอโดยใชชุดน้ํายาสําเร็จรูป TrizolTM Reagent บริษัท 
Invitrogen ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

1. ช่ังตัวอยางกลีบเล้ียงและกลีบดอกประมาณ 0.5 กรัม ใสในโกรงแชเย็นและเติม TrizolTM 

reagent ปริมาตร 1,000 μl บดใหเขาเปนเนื้อเดียวกัน และเทใส eppendorf tube 
2. นําไปปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 °C นาน 10 นาที  
3. ดูดสารละลายสวนใสใสหลอดใหม บมท่ีอุณหภูมิหองนาน 5 นาที 
4. เ ติมคลอโรฟอรม  ปริมาตร  200 μl ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดไปมา  และบมท่ี

อุณหภูมิหอง นาน 3 นาที 
5. นําไปปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 °C นาน 15 นาที  
6. ดูดสารละลายใสสวนบน ใสในหลอดใหม 
7. เติมไอโซโพรพานอล ปริมาตร 1 ใน 2 สวนของสารละลายท่ีไดจากขอ 6 ผสมใหเขากัน

โดยกลับหลอดไปมา และบมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที 
8. นําไปปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 °C นาน 10 นาที และเทสารละลายสวนใสออก 
9. ลางตะกอนอารเอ็นเอ ดวยเอธานอล 75% ปริมาตร 1 ml โดยปนท่ีความเร็ว 7,500 rpm 

อุณหภูมิ 4 °C นาน 5 นาที  

1 2 3 
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10. ตากตะกอนอารเอ็นเอใหแหง และละลายตะกอนอารเอ็นเอ ดวย DEPC-treated water 
ปริมาตร 15 μl  (หรือข้ึนอยูกับขนาดตะกอนของอารเอ็นเอ) 

11. เก็บอารเอ็นเอท่ีไดไวท่ีอุณหภูมิ -80 °C 
 

3.5 DNase digestion 

เพื่อกําจัด genomic DNA ท่ีปนเปอน นําอารเอ็นเอมายอยดวยเอนไซม DNase I ท่ีอุณหภูมิ 
37 °C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ตามสวนผสมของปฏิกิริยามีรายละเอียดดังนี้ 

 สารละลายอารเอ็นเอ     6.0  μl 
 10X DNase buffer     3.0 μl 
 dH2O       6.8 μl 
 25 mM MgCl2      1.2 μl 
 0.1 M DTT      3.0 μl 
 DNase I  (1U/μl)                10.0 μl 
 ปริมาตรรวม                 30.0 μl 

แลวจึงนําออกมาเติม 25 mM EDTA 3 μl และหยดุปฏิกิริยาของเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 65 °C 
เปนเวลา 10 นาที 
 
3.6 การสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA synthesis) 

 สังเคราะหซีดีเอ็นเอจากอารเอ็นเอท่ีสกัดไดดวยกระบวนการ reverse transcription โดยใช
ชุด SuperScriptTM III First-Strand Synthesis for RT-PCR ของบริษัท Invitrogen ประเทศ
สหรัฐอเมริกา  
 

1. สวนผสมของปฏิกิริยา 
สารละลายอารเอ็นเอ     5.0 μl 
oligo dT12 (50 μM)     1.0 μl 
dNTP Mix (2.5 mM)     1.0 μl 
dH2O      3.0 μl 
ปริมาตรรวม                10.0 μl 

2. นําสวนผสมดังกลาวไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 °C เปนเวลา 5 นาที และนําไปวางบนน้ําแข็ง 



19 
 

3. เติมสวนผสมของเอนไซม SuperScript TM III reverse transcriptase (Invitrogen, USA) 
10 μl ท่ีประกอบดวย 
10 x RT buffer     2.0 μl 
25 mM MgCl2     4.0 μl 
0.1 M DTT      2.0 μl 
RNase Inhibitor (40 U/ μl)    1.0 μl 
SuperScript TM III reverse transcriptase     1.0 μl 
ปริมาตรรวม                 10.0 μl 
นําสวนผสมท้ังหมดไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 50 นาที  

4. หยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 85 °C นาน 5 นาที ทําใหเย็นบนนํ้าแข็ง 
5. เติมเอนไซม RNase H 1 μl บมท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 20 นาที  
6. เก็บซีดีเอ็นเอท่ีไดไวท่ีอุณหภูมิ -20 °C 

 
3.7 การตรวจสอบผลการสังเคราะหซีดีเอ็นเอ 

การตรวจสอบคุณภาพของซีดีเอ็นเอโดยใชคูไพรเมอร ndhB ซ่ึงออกแบบเพื่อตรวจสอบ
การแสดงออกของยีนในคลอโรพลาสต (Maier et al., 1992) นํามาทดสอบผลการทํา reverse 
transcription ของอารเอ็นเอท่ีสกัดไดจากกลีบดอกของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก 

  
1. สวนผสมของปฏิกิริยา 

10x PCR buffer      2.0  μl 
MgCl2 (25mM)      0.6 μl 
dNTP Mix  (10mM)      0.4 μl 
Taq DNA polymerase (5U/ μl)    0.4 μl 
ndhB forward primer      0.5 μl 
ndhB reverse primer       0.5 μl 
dH2O                  13.6 μl 
cDNA template      2.0 μl 
ปริมาตรรวม                 20.0 μl 
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  โปรแกรมสําหรับปฏิกิริยาพีซีอารมีรายละเอียดดังนี ้
 รอบท่ี 1  denaturation  95 °C   4 นาที 
   annealing  50 °C  30  วินาที 
 รอบท่ี 2  denaturation  95 °C  30 วินาที 
   annealing  50 °C    1 นาที 
   extension  72 °C  70 วินาที 
 รอบท่ี 3  extension  72 °C    8  นาที 
 

2. ตรวจสอบผลของ PCR บน 1% agarose gel electrophoresis ท่ี 100 V 20 นาที   
  
3.8 การคัดกรองไพรเมอรท่ีเหมาะสมสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก  
 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากโดยใชซีดีเอ็นเอจากตัวอยางพืชท้ัง 5 กลุมสี 
ใน 3 ระยะ ไดแก ระยะดอกตูม ดอกตูมกอนบาน และดอกบาน รวมกันเพื่อนํามาคัดกรองไพรเมอร
ท่ีใชในการทําดีดีอารที-พีซีอาร โดยใชไพรเมอรชนิดสุม 58 ชนิด (ตารางท่ี 1) รวมกับ Oligo T12VG 
(5’-TTTTTTTTTTTTVG-3’) บริษัท 1st Base ประเทศมาเลเซีย ทําปฏิกิริยาพีซีอาร 2 คร้ัง 
 

1. คร้ังท่ี 1 มีสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 
 
ตัวอยาง first strand cDNA    2.0 μl 
10 x PCR buffer      1.2 μl 
Oligo T12VG (10 pmol)     1.5 μl 
ไพรเมอรชนิดสุม (10 pmol)    0.5 μl 
MgCl2 (25 mM)      0.6 μl 
dNTP (10 mM)      0.5 μl 
dH2O       5.5 μl 
Taq DNA polymerase (5U/ μl)    0.2 μl 
ปริมาตรรวม      12 μl 
  
 
 

 35 รอบ 
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โปรแกรมสําหรับปฏิกิริยาพีซีอารมีรายละเอียดดังนี ้
   denaturation 94°C    3 นาที 
   denaturation 94°C  30 วินาที 
   annealing 42 °C    1 นาที              40 รอบ 
   extension 72°C    1 นาที  
   extension 72°C    8 นาที 
 

2. นําผลผลิตพีซีอารคร้ังท่ี 1 ไปเจือจางกับน้ําในอัตราสวน 1:20 เพื่อการเพ่ิมปริมาณคร้ังท่ี 2 
โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาและเง่ือนไขเหมือนพีซีอาร 1  

3. ผลผลิตพีซีอารท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณคร้ังท่ี 2 เติมสารละลาย loading buffer 6 μl และ
นําไป บมท่ี 94 °C เปนเวลา 3 นาที และนําไปแชน้ําแข็ง กอนนําไปแยกขนาดช้ินสวน       
ดีเอ็นเอบน 6% polyacrylamide gel ท่ีกําลังไฟ 50 W เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
 

3.9 การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี silver stain 
1. แชเจลในสารละลายกรดอะซิติก (10 %) 300 ml นาน 10 นาที 
2. แชในกรดไนตริก (1%) 300 ml นาน 10 นาที แลวลางแผนเจลดวย deionized water 3 คร้ัง  
3. แชในสารละลายซิลเวอรไนเตรท (0.1%) 500 ml ฟอรมัลดีไฮด (37%) 750 μl นาน 30 นาที 

แลวลางดวย deionized water 2 คร้ัง 
4. เตรียมสารละลายโซเดียมคารบอเนต (3%) 600 ml ท่ีมีฟอรมัลดีไฮด (37%) 900 μl โดย

แบงเปน 2 สวน สวนละ 300 ml สวนหนึ่งใชลางเจลรอบแรก สวนท่ี 2 นําไปเจือจางใน
อัตราสวน 1:2 โดยการเติมน้ําอีก 600 ml เพื่อแชเจล จนกระท่ังแถบดีเอ็นเอปรากฏ 

5. หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายกรดอะซิติก (10%) ลางแผนเจลดวย deionized water 3 คร้ังทํา
ใหแหงดวยเคร่ือง gel dryer 
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ตารางท่ี 1 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรชนิดสุมสําหรับการทําดีดอีารที-พีซีอาร 
 

 

Primer Nucleotide sequence Primer Nucleotide sequence 
OPD01 5’-ACCGCGAAGG-3’ OPD02 5’-GGACCCAAC-3’ 
OPD03 5’-GTCGCCGTCA-3’ OPD04 5’-TCTGGTGAGG-3’ 
OPD05 5’-TGAGCGGACA-3’ OPD06 5’-ACCTGAACGG-3’ 
OPD07 5’-TTGGCACGGG-3’ OPD08 5’-GTGTGCCCCA-3’ 
OPD09 5’-CTCTGGAGAC-3’ OPD10 5’-GGTCTACACC-3’ 
OPD11 5’-AGCGCCATTG-3’ OPD12 5’-CACCGTATCC-3’ 
OPD13 5’-GGGGTGACGA-3’ OPD14 5’-CTTCCCCAAG-3’ 
OPD15 5’-CATCCGTGCT-3’ OPD16 5’-AGGGCGTAAG-3’ 
OPD17 5’-TTTCCCACGG-3’ OPD18 5’-GAGAGCCAAC-3’ 
OPD19 5’-CTGGGGACTT-3’ OPD20 5’-ACCCGGTCAC-3’ 
OPF01 5’-ACGGATCCTG-3’ OPF02 5’-GAGCATCCCT-3’ 
OPF03 5’-CCTGATCACC-3’ OPF04 5’-GGTGATCAGG-3’ 
OPF05 5’-CCGAATTCCC-3’ OPF06 5’-GGGAATTCGG-3’ 
OPF07 5’-CCGATATCCC-3’ OPF08 5’-GGGATATCGG-3’ 
OPF09 5’-CCAAGCTTCC-3’ OPF10 5’-GGAAGCTTGG-3’ 
OPF11 5’-TTGGTACCCC-3’ OPF12 5’-ACGGTACCAG-3’ 
OPF13 5’-GGCTGCAGAA-3’ OPF14 5’-TGCTGCAGGT-3’ 
OPF15 5’-CCAGTACTCC-3’ OPF16 5’-GGAGTACTGG-3’ 
OPF17 5’-AACCCCGGAA-3’ OPF18 5’-TTCCCGGGTT-3’ 
OPF19 5’-CCTCTAGACC-3’ OPF20 5’-CCTCTAGACC-3’ 
AP-A01 5’-TACAACGAGG-3’ AP-A02 5’-TGGATTGGTC-3’ 
AP-A03 5’-CTTTCTACCC-3’ AP-A04 5’-TTTTGGCTCC-3’ 
AP-A05 5’-GGAACCAATC-3’ AP-A06 5’-AAACTCCGTC-3’ 
AP-A07 5’-TCGATACAGG-3’ AP-A08 5’-TGGTAAAGGG-3’ 
AP-A09 5’-TCGGTCATAG-3’ AP-A10 5’-GGTACTAGG-3’ 
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ตารางท่ี 1 (ตอ)  
 

Primer Nucleotide sequence Primer Nucleotide sequence 

OPAB11 5’-GTGCGCAATG-3’ OPAB12 5’-CCTGTACCGA-3’ 
OPAB13 5’-CCTACCGTGG-3’ OPAB14 5’-AAGTGCGACC-3’ 
OPAB16 5’-CCCGGATGGT-3’ OPAB17 5’-TCGCATCCAG-3’ 
OPAB18 5’-CTGGCGTGTC-3’ OPAB19 5’-ACACCGATGG-3’ 

 

3.10 การอานขอมูลของแถบดีเอ็นเอ 
การอานขอมูลของแถบดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยบันทึกคาความ

แตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ (polymorphism) แบบ binary data คือถาชองใดปรากฏแถบ        
ดีเอ็นเอในตําแหนงท่ีตรวจสอบใหกําหนดคาเปน 1 (presence) แตถาชองใดไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ในตําแหนงท่ีตรวจสอบใหกําหนดคาเปน 0 (absence) 

 
3.11 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยเทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร 

1.  นําไพรเมอรท้ัง 3 ชนิด ท่ีไดจากการคัดเลือก ไดแก OPD16 OPF14 และ OPAB19 มาทํา 
ปฏิกิริยาพีซีอารโดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาและเง่ือนไขเชนเดียวกับขอ 3.8 ใน
ตัวอยางพืชแตละชนิดท้ัง 5 กลุมสี และระยะตางๆ ท้ัง 3 ระยะ 

2. เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏแตกตางกันในแตละตัวอยาง เพื่อคัดเลือกไปเพ่ิม
ปริมาณเพื่อการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตอไป 
 

3.12 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของแถบคัดเลือกและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
 แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏแตกตางกันระหวางกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก 5 กลุมสีถูกนํามาเพ่ิม 

ปริมาณดีเอ็นเอ เพื่อวิเคราะหนิวคลีโอไทดดังนี้ 
1. ตัดแถบซีดีเอ็นเอ และนําไปแชใน 1 x TE buffer 20 μl 
2. ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที จากนั้นบดใหละเอียดดวยปลาย tip 
3. นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 95°C นาน 15 นาที กอนนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 °C ขามคืน 
4. นําสารละลายดีเอ็นเอที่ได มาเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชไพรเมอรและ

สวนผสมเชนเดียวกับข้ันตอนการคัดกรองไพรเมอรในขอ 3.8 
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5. นําผลผลิตพีซีอารท่ีไดไปตรวจสอบขนาดบน 6% polyacrylamide gel โดยเปรียบเทียบ
ขนาดกับผลผลิตพีซีอาร ท่ีไดจากขอ 3.11 

6. เม่ือไดแถบซีดีเอ็นเอท่ีตองการมีเพียงแถบเดียว ชัดเจนและมีขนาดตรงกับแถบท่ี
ตองการแลวจึงสงผลผลิตพีซีอารท่ีไดใหบริษัท 1st BASE ประเทศมาเลเซีย เพื่อ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตอไป 

  
3.13 การเปรียบเทียบลําดับพันธุกรรมกับฐานขอมูลทางพันธุกรรม 

ขอมูลท่ีไดจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ถูกนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับ
พันธุกรรมในฐานขอมูลของ GenBank ดวยโปรแกรม BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) 


