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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการ 
 

3.1 พชืทดลอง 
ล ำไยพนัธ์ุดอ (Dimocarpus longan cv.Daw) 
 

3.2 สารเคมี 
3.2.1 สารเคมีทีใ่ช้วเิคราะห์ปริมาณฮอร์โมนไซโตไคนิน 

สารเคมี Cat. No. บริษัท 
1) Acetic acid AR grade  AR 1000 RCI Labscan 
2) Ammonium acetate  AR grade A3440 Fisher Scientific  
3) DEAE- sephadex A25 A25120 Sigma-Aldrich 
4) Ethanol (C2H5OH) 100983 Merck 
5) Horseradish peroxidase 0343 Amresco 
6) Hydrogen peroxide(H2O2) 107209 Merck 
7) Liquid nitrogen - - 
8) Methanol (CH3OH) 106009 Merck 
9) Sodium hydroxide (NaOH) 106498 Merck 
10) Orthophenylamine diamine (OPD) P-1399 Zymed lab 
11) Potassium chlorate (KClO3) - - 
12) Polyvinylpyrrolidone : PVP  P6755 Sigma-Aldrich 
13) Sodium chloride (NaCl) 106404 Merck 
14) trans-Zeatin (tZ) Z0876 Sigma-Aldrich 
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3.2.2 สารเคมีทีใ่ช้วเิคราะห์การจ าแนกยนีทีเ่กี่ยวข้องกบัการสังเคราะห์ไซโตไคนิน 
สารเคมี Cat. No. บริษัท 

1) Ampicillin 319301 Invitrogen 
2) Agar - Unionscience 
3) Agarose 0710 AMRESCO 
4) -mercaptoethanol (HSCH2CH2OH) 444203 Merck 
5) Calcium chloride (CaCl2) 208291 Merck  
6) Cetyltrimethylammonium bromide 

(CTAB, 19H42NBr) 
219374 Merck 

7) Chloroform (CHCl3) AR 1030A RCI Labscan 
8) DNaseI EN0523 Fermentas 
9) dNTP Mix 18427013  Invitrogen 
10) Disodium salt (Dihydrate) (EDTA) EB0185 Bio Basic Inc. 
11) Dithiothreitol (DTT) P2325 Invitrogen 
12) DNA Maker-C (100 bp-1200 bp)  GM333 Bio Basic Inc 
13) Dynabeads® mRNA Purification Kit  610.06 Dynal Biotech 
14) Escherichia coli สำยพนัธ์ุ DH5 - - 
15) Ethidium bromide GR041 Bio excellence 
16) Formaldehyde (CH2O) K24213947731 BDH Lab 
17) Isopropyl alcohol (C3H8O) AR1162 RCI Labscan 
18) Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) 
PC0708 Vivantis 

19) Magnesium chloride (MgCl2) - Invitrogen 
20) PCR buffer - Invitrogen 
21) pGEM®-T Easy Vector System I A13160 Promega 
22) PureLink™ Quick Plasmid Miniprep 

Kit  
K2100-10 Invitrogen 

23) SuperScript TM III First-Strand 
Synthesis for RT-PCR  

 

18080-051 Invitrogen 
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สารเคมี Cat. No. บริษัท 
24) Taq DNA polymerase 10342020 Invitrogen 
25) Tris-base 0826 Amresco 
26) Tryptone powder G211 Bio Basic Inc 
27) Ultra pure distilled water 10977015 Invitrogen 
28) Yeast extract G0961 Bio Basic Inc 
29) 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

galactopyranoside (X-Gal) 
PC0716 

 
Vivantis 

 
 

3.3 อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ 
3.3.1 อุปกรณ์ และเคร่ืองมือทีใ่ช้วเิคราะห์ปริมาณฮอร์โมนไซโตไคนิน 

อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ รุ่น บริษัท 
1) โกร่งบดตวัอยำ่ง - - 
2) เคร่ืองหมุนเหวีย่งควำมเร็วสูง UNIVERSAL 32 Hettich Zentrifugen 
3) เคร่ืองไมโครเพลทรีดเดอร์ Anthos 2010 Biochrom 
4) ไมโคเพลทปลอดเช้ือชนิด 96 หลุม 32296 SPL Life Sciences 
5) Freeze dryer LY3FME Snijders scientific 
6) Glass sinter filter G4 Schott  
7) Rotary evaporator CYC Z Buchi 
8) Sep-Pak-C18 cartridge WAT091139 Water Corperation 
9) Speed vacuum concentrator RC 1010 Jouan 
10) Ultrasonic bath  1320 D.S.C group 

 
3.3.2 อุปกรณ์ และเคร่ืองมือทีใ่ช้วเิคราะห์การจ าแนกยนีทีเ่กีย่วข้องกบัการสังเคราะห์ไซโตไคนิน 

อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ รุ่น บริษัท 
1) โกร่งบดตวัอยำ่ง - - 
2) เคร่ืองวอร์เทกซ์ (vortex mixer) G-560E Scientific Industries 
3) เคร่ืองหมุนเหวีย่ง ขนำดเล็ก  GMC-260 Labtech 
4) เคร่ืองชัง่แบบละเอียด AB 204 Mettller-Toledo 
5) จำนเพำะเล้ียง (plastic petri dish) K 1004 Hycons 



22 

 

อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ รุ่น บริษัท 
6) ชุดอุปกรณ์อิเล็คโตรโฟรีซิส 

(electrophoresis) ชนิดแนวนอน 
Gel Mate 2000 Toyobo 

7) Gel documentation Gene Genius Syngene 
8) Hot air oven ULE400 Memmert 
9) PCR thermocycler PTC-100TM MJ research 
10)  PCR tube - - 
11)  Pipette tips  E863 Labcon 
12)  Shaking incubator DK-SI001 Daiki sciences 
13)  Spectrophotometer UV/Visible 

light 
S22 BOECO 

14)  Gel Doc System Gene Genius Syngene 
3.4 ไพรเมอร์ทีใ่ช้ในการศึกษา 
วตัถุประสงค์
การศึกษา 

ชนิดไพรเมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์ 

ต ร ว จ ส อ บ 
genomic DNA 

At1g67110DEG 
forward primer 

F1  5’  GAYRTNATHWCNMRNRCNSMVTT  3’   
F2   5’  CCMKSHWNCMRRTWYYTHCC  3’     
F3   5’  TTYTWYTTYRCHGGNMAHSASAC  3’     
F4   5’  ACNWSNKCNVWNYTVCTBRYRTG 3’     

At1g67110DEG 
reverse primer 

R1  5’   ACYTCNKYNCKNRSMYKBWCYTG 3’ 
R2   5’   AAYTYRTBBRCRTCBKBDCCCCA  3’     
R3  5’   GCRWRVKHYTGBCCDAYRCA   3’     
R4  5’   TAVBWNKSNGMNADNBHRAADSDRAA  3’     

ตรวจสอบกำร
แสดงออกของ
ยนี 

Alpha-tubulin 
forward primer 

5’ CTCGGTTTCACTGTCTACCCGT 3’ 
 

Alpha-tubulin 
reverse primer 

5’ AAAGCACTGTTGGTGATTTCAGC 3’ 

M13F-pUC 
 (-40) 

5' GTTTTCCCAGTCACGAC 3' 
 

M13R (-20) 5' GCGGATAACAATTTCACACAGG 3' 
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3.5 พลาสมิดส าหรับการโคลนยีน 

 พลำสมิด pGEM-T Easy Vector (Promega, USA) ประกอบดว้ยโปรโมเตอร์ของ
เอนไซมอ์ำร์เอน็เอโพลีเมอเรสไวรัสฝำจ T7 และไวรัสฝำจ SP6 ควบคุมกำรแสดงออกของยนี lacZ 
ตำ้นทำนต่อยำปฏิชีวนะ ampicillin DNA ท่ีสนใจจะแทรกท่ียนี lac Z (ภำพท่ี 6) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่6 แผนท่ีของ pGEM-T Easy Vector ขนำด 3015 bp (ท่ีมำ http://www.promega.com) 
 

3.6 แผนการด าเนินการทดลอง 

3.6.1 ผลของสารโพแทสเซียมคลอเรตและอุณหภูมิต ่าต่อการออกดอกของล าไย 
บนัทึกขอ้มูล จ ำนวนวนัท่ีสังเกตเห็นตำดอก และเปอร์เซ็นต์ของยอดท่ีออกดอก

โดยกำรท ำเคร่ืองหมำยท่ียอดล ำไย 1 ตน้ต่อ 10 ยอด  
3.6.2  ผลของสารโพแทสเซียมคลอเรต และอุณหภูมิต ่าต่อการเปลี่ยนแปลงปริมาณไซโตไค

นินในล าไย 
1. เก็บตวัอยำ่ง ปลำยยอด ใบ และปลำยรำกของพืชทดลองในวนัท่ี 0 5 10 15 20 25 

และ 30 หลงักรรมวธีิ 
2. เตรียมเน้ือเยือ่พืชโดยเก็บในไนโตรเจนเหลวทนัที และท ำใหแ้หง้ดว้ย freeze dryer 

3. สกดัฮอร์โมนจำกเน้ือเยื่อพืชโดยใชเ้มทำนอลเยน็ และกรองตวัอยำ่งท่ีสกดัผำ่น 
grassinter-filter ลงในขวดกน้กลม และน ำสำรละลำยไประเหยแหง้ดว้ย rotary evaporator 

4. ลำ้งตะกอนดว้ย 0.01 M ammonium acetate pH 7.5 และเก็บสำรละลำยท่ีไดไ้วท่ี้
อุณหภูมิ -20 oC เป็นเวลำ 16 ชัว่โมง 
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5. ท ำใหส้ำรละลำยจำกกำรสกดัตวัอยำ่งพืชบริสุทธ์ิ โดยกำรผำ่นคอลมัน์ 
6. ชะZ/ZR โดยใชส้ำรละลำยเมทำนอลใน 0.1 M acetic acid ท่ีควำมเขม้ขน้ 30% 

methanol in 0.1 M acetic acid และ iP/iPA ดว้ย 80% methanol in 0.1 M acetic acid ปริมำตร 4 
มิลลิลิตร น ำไปท ำใหแ้หง้ดว้ย speed vacuum concentrator เพื่อรอกำรวเิครำะห์ 

3.6.3  การจ าแนกยนีทีเ่กีย่วข้องกบัการสังเคราะห์ไซโตไคนินในล าไยภายหลงัการชักน าให้
ออกดอก  

1. เก็บใส่ลงในไนโตรเจนเหลวทนัที จำกนั้นน ำตวัอยำ่งไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -80 oC 
เพื่อรอน ำมำสกดั RNA โดยใชว้ธีิของกฤษณำ และคณะ (2553)  

2. ก ำจดัจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีปนเป้ือนโดยชุด DNaseI (Fermentas Life Science, 
Canada)  

3. ศึกษำกำรแสดงออกของยีนโดยวิธี RT-PCR โดยใช้ SuperScriptTM III First-
Strand Synthesis for RT-PCR (Invitrogen, USA)  

4. ออกแบบไพรเมอร์ส ำหรับยนี CYP735Aโดยใชล้ ำดบัเบสท่ีบนัทึกไวใ้นฐำนขอ้มูล
ของ NCBI และทดสอบดีเจเนอเรทไพรเมอร์ 

5. หำล ำดบัเบสของยีนท่ีสนใจ และท ำกำรเช่ือมต่อยีนกบัพลำสมิดเวคเตอร์โดย 
pGEM-T Easy (Promega, Australia)  

6. โคลน DNA สำยผสมเขำ้สู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สำยพนัธ์ุ DH5 โดยวิธี 
transformation และสกดัพลำสมิด DNA โดยใช้ PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit 
(Invitrogen, USA)  

7. กำรตรวจสอบช้ิน DNA ท่ีโคลนโดยใชคู้่ไพรเมอร์ -tubulin และวิเครำะห์ล ำดบั
เบสของยนีโดยเทคนิคชีวสำรสนเทศศำสตร์ 
การทดลองที ่1 การศึกษาฮอร์โมนไซโตไคนินต่อการออกดอกของล าไย  

1.1 พชืทดลอง 
ตน้ล ำไยพนัธ์ุดอท่ีมีควำมสมบูรณ์สม ่ำเสมอกนัอำยุ 4 ปี จ  ำนวน 21 ตน้ ปลูกดว้ยทรำย

ในกระถำงพลำสติกขนำดเส้นผำ่ศูนยก์ลำง 12 น้ิว มีกำรแตกใบ 2 ชุดหลงักำรตดัแต่งก่ิง และบ ำรุง
ตน้ใหส้มบูรณ์โดยใหส้ำรละลำยธำตุอำหำรสูตรของ Hoagland and Arnon (1950) สัปดำห์ละ 1 คร้ัง 
และให้น ้ ำวนัละ 2 เวลำ คือ เชำ้ และเยน็  วำงแผนกำรทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) มี 3 
กรรมวิธี กรรมวธีิละ 7 ซ ้ ำๆละ 1 ตน้ ประกอบดว้ย 
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กรรมวธีิที ่1 กรรมวธีิควบคุม (control) (ภำพท่ี 9 ก) 
ปลูกเล้ียงท่ีอุณหภูมิกลำงวนั 35 องศำเซลเซียส และกลำงคืน 27 องศำเซลเซียส ตลอด

ระยะเวลำทดลอง และมีควำมช้ืนสัมพทัธ์ตั้งแต่ 55.50-84.42 เปอร์เซ็นต ์ 
กรรมวธีิที ่2 โพแทสเซียมคลอเรต ความเข้มข้น 400 ส่วนต่อล้าน (ภำพท่ี 9 ก) 

เม่ือใบอ่อนชุดท่ี 2 มีอำยุประมำณ 3-4 สัปดำห์ รำด KClO3ควำมเขม้ขน้ 400 ส่วนต่อ
ลำ้น 2 คร้ัง โดยผสมกบัสำรละลำยธำตุอำหำร แต่ละคร้ังห่ำงกนั 5 วนั โดยมีควำมช้ืนสัมพทัธ์ใน
อำกำศตั้งแต่ 55.50-84.42 เปอร์เซ็นต์ และปลูกเล้ียงท่ีอุณหภูมิกลำงวนั 35 องศำเซลเซียส และ
กลำงคืน 27 องศำเซลเซียส ตลอดระยะเวลำทดลอง 
กรรมวิธีที่ 3 ปลูกเลีย้งภายใต้อุณหภูมิต ่า (อุณหภูมิกลางวัน 17 องศาเซลเซียส และกลางคืน 12 
องศาเซลเซียส) (ภำพท่ี 9 ข) 

เม่ือใบอ่อนชุดท่ี 2 มีอำยุประมำณ 3-4 สัปดำห์ ยำ้ยกระถำงตน้ล ำไยมำปลูกเล้ียงใน
ห้องควบคุมอุณหภูมิ โดยมีควำมช้ืนสัมพทัธ์ในอำกำศ 57.02-81.98 เปอร์เซ็นต์ โดยวนัแรกลด
อุณหภูมิกลำงวนัลงท่ี 20 องศำเซลเซียส จำกนั้นลดลงวนัละ 2 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 5 วนั เม่ือถึง
วนัท่ี 6 คือวนัท่ี 0 ของกำรทดลองจะมีอุณหภูมิกลำงวนัท่ี 17 องศำเซลเซียส โดยปรับระดบัอุณหภูมิ
คงท่ีจนถึงวนัท่ี 20 ของกำรทดลอง จำกนั้นปรับอุณหภูมิเพิ่มข้ึนในวนัท่ี 21 ของกำรทดลองเพิ่มข้ึน
วนัละ 1 องศำเซลเซียส จนถึงอุณหภูมิประมำณ 27 องศำเซลเซียส จึงน ำมำปลูกเล้ียงต่อในสภำพ
ปกติ คืออุณหภูมิกลำงวนั 35 องศำเซลเซียส และกลำงคืน 27 องศำเซลเซียส  

เก็บตวัอยำ่ง ปลำยยอด ใบ และปลำยรำกของพืชทดลองทุก 5 วนั จนสังเกตเห็นตำดอก 
และบนัทึกขอ้มูล ดงัน้ี 

- จ ำนวนวนัท่ีสังเกตเห็นตำดอก 
- เปอร์เซ็นตข์องยอดท่ีออกดอก 
- วเิครำะห์ปริมำณไซโตไคนินโดยวิธี Competitive ELISA (ปริญญำภรณ์, 2552) 

โดยเก็บตวัอยำ่งในวนัท่ี 0 5 10 15 20 25 และ 30 หลงักรรมวธีิ 
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ภาพที ่7 ลกัษณะตน้ล ำไยท่ีปลูกเล้ียง ((ก) สภำพโรงเรือนเพื่อชกัน ำกำรออกดอกโดยกำรใช้ KClO3 

และ (ข) กำรปลูกเล้ียงใน growth chamber ภำยใตส้ภำวะอุณหภูมิต ่ำ (กลำงวนั 17 องศำ
เซลเซียส และกลำงคืน 12 องศำเซลเซียส)) 

 
1.2 การวเิคราะห์ปริมาณฮอร์โมนไซโตไคนินโดยวธีิ Competitive ELISA 

.2.1 การเตรียมเนือ้เยือ่พชื 
เก็บตวัอยำ่งทั้งปลำยยอด ใบ และปลำยรำก โดยเก็บใส่ลงในไนโตรเจนเหลวทนัที 

เพื่อหยดุกระบวนกำรเมแทบอลิซึม จำกนั้นน ำตวัอยำ่งไปเก็บไวท่ี้ -20 องศำเซลเซียส แลว้น ำไปท ำ
ใหแ้หง้ดว้ย freeze dryer จำกนั้นเก็บตวัอยำ่งไวท่ี้ -20 องศำเซลเซียส รอกำรน ำมำวเิครำะห์ 

1.2.2 การสกดัฮอร์โมนจากเนือ้เยือ่พชื 
1)  กำรสกดัปลำยยอด ใบ และปลำยรำก น ำตวัอยำ่งท่ีเก็บไว ้ ชัง่น ้ ำหนกัประมำณ 

0.5 กรัม และบดตวัอย่ำงพืชให้ละเอียดดว้ยโกร่ง โดยเติมไนโตรเจนเหลวขณะบดเพื่อรักษำสภำพ
ควำมเยน็ (ภำพท่ี 10)  

2)  เติมเมทำนอลเย็น (เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส) ควำมเข้มข้น 80 
เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 50 มิลลิลิตร 

3)  เก็บตวัอย่ำงใส่ขวดปิดฝำไวใ้นท่ีมืด อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 16 
ชัว่โมง  
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ภาพที ่8 กำรบด (ก) และกำรสกดั (ข) ตวัอยำ่งพืชเพื่อวเิครำะห์ปริมำณฮอร์โมน (ปริญญำภรณ์, 2552) 

 
1.2 การสกดัตัวอย่างพชื (Plant sample extraction) 

1) กรองตวัอยำ่งท่ีสกดัแลว้ผ่ำน grassinter-filter ลงในขวดกน้กลม (rotary evaporator 
flask) และน ำสำรละลำยไประเหยแหง้ดว้ย rotary evaporator (<40๐C) 

2) ลำ้งตะกอนสำรสกดัในขวดกน้กลมดว้ย 0.01 M ammonium acetate 3 คร้ังๆ ละ 4 
มิลลิลิตร โดยใช ้ultrasonic bath 

3) เก็บสำรละลำย ammonium acetate pH 7.5 ท่ีไดท้ั้ง 12 มิลลิลิตร รวมกนั เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ –20 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 16 ชัว่โมง 
1.3 การท าให้สารละลายจากการสกดัตัวอย่างพชืบริสุทธ์ิ (Purification) 

กำรเตรียมคอลมัน์ คอลมัน์ประกอบดว้ย 3 ส่วนคือ 
1) หลอดบรรจุสำรละลำย (reservoir) หลอดบรรจุ PVP (polyvinylpyrrolidone) 
2) หลอดบรรจุ DEAE-sephadex (anion exchange) 
3) Sep-Pak-C18 โดยระหวำ่งหลอดจะมีวำลว์บงัคบักำรไหลของสำรละลำย 
เร่ิมตน้โดยเติม PVP 12 มิลลิลิตร ในหลอดท่ี 2 และ DEAE-sephadex 6 มิลลิลิตร ใน

หลอดท่ี 3 ทิ้งไว ้30 นำที น ำหลอดท่ี 1 2 และ3 มำต่อกนั (ยงัไม่ใช ้ Sep-Pak-C18 cartridge) จำกนั้น
เติม 0.1 M ammonium acetate pH 8.5 ปริมำตร 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ี 1 เปิดวำล์วให้
สำรละลำยไหลผ่ำน PVP ในหลอดท่ี 2 และ DEAE-sephadex ในหลอดท่ี 3 และปล่อยสำรละลำย
ทิ้งไปจนหมด ปิดวำล์ว (ระวงัอย่ำให้ PVP และ DEAE-sephadex แห้ง) จำกนั้ นเติม 0.01 M 
ammonium acetate pH 7.5 ปริมำตร 20 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ี 1 เปิดวำล์ว ให้สำรละลำยไหลผำ่น 
PVP ในหลอดท่ี 2 และ DEAE-sephadex ในหลอดท่ี 3 และปล่อยสำรละลำยทิ้งไปจนหมด ปิดวำล์ว 
(ระวงัอยำ่ให ้PVP และ DEAE-sephadex แหง้) 
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1.4 การปรับสภาพของ Sep-Pak-C18 cartridge ก่อนการใช้งาน  
โดยผ่ำน methanol (100%) ปริมำตร 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง หลังจำกนั้นผ่ำน 0.01 M 

ammonium acetate pH 7.5 ปริมำตร 4 มิลลิลิตร 2 คร้ัง 
1.5 การท าให้สารละลายจากการสกดัตัวอย่างพชืบริสุทธ์ิ 

1) น ำสำรสกดัตวัอยำ่งท่ีเก็บรักษำไวท่ี้ -20 ๐C มำละลำยให้เป็นของเหลว จำกนั้นน ำไป
ป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 22000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 25 นำที (ภำพท่ี 9 (ค)) เทสำรละลำยส่วนใส 
(supernatant) ลงในขวดแกว้ขนำด 30 มิลลิลิตร  

2) น ำ cytokinins Sep-Pak-C18 ท่ีเตรียมไว ้ต่อเขำ้ท่ีปลำยคอลมัน์ น ำสำรสกดัตวัอยำ่งท่ี
ไดจ้ำกภำพท่ี 9 (ค) เติมลงใน reservoir เปิดวำล์วให้สำรสกดัตวัอย่ำงไหลลงผ่ำนคอลมัน์จนหมด 
ลำ้งขวดสำรสกดัตวัอยำ่งดว้ย 0.01 M ammonium acetate pH 7.5 ปริมำตร 10 มิลลิลิตร ซ ้ ำอีก 3 
คร้ัง แลว้ผำ่นลงในคอลมัน์ปล่อยสำรละลำยไหลผำ่นจนหมด (ระวงัไม่ให้สำรละลำยในระบบแห้ง) 
ในขั้นตอนน้ี ส่วน cytokinins จะถูกจบัอยูใ่น Sep-Pak-C18 

3) ถอด cytokinins Sep-Pak-C18 ออกจำกคอลมัน์ (ภำพท่ี 10) ชะฮอร์โมน tZ โดยใช้
สำรละลำยเมทำนอลใน 0.1 M acetic acid ปริมำตร 4 มิลลิลิตร ท่ีควำมเขม้ขน้ 30% methanol ใน 
0.1 M acetic acid จะไดส้ำรละลำยฮอร์โมน tZ/ZR ปริมำตร 4 มิลลิลิตร และชะฮอร์โมน iP/iPA 
ดว้ย 80% methanol ใน 0.1 M acetic acid ปริมำตร 4 มิลลิลิตร  

4) น ำไปท ำให้แห้งดว้ย speed vacuum concentrator เพื่อรอกำรวิเครำะห์หำปริมำณ
ฮอร์โมนไซโตไคนินดว้ยเทคนิค Competitive ELISA  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่9 กำรกรองสำร (ก) กำรระเหยแหง้ (ข) และกำรป่ันเหวีย่งตวัอยำ่ง (ค) (ท่ีมำ: ปริญญำภรณ์, 2552) 

ก. ข. ค. 
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ภาพที ่10 ส่วนประกอบของคอลมัน์ท่ีใชใ้นกำรท ำสำรใหบ้ริสุทธ์ิ (purification) (ท่ีมำ: พชัรินทร์, 2551) 
 

1.6 การตรวจวดัปริมาณฮอร์โมนไซโตไคนินโดยวธีิ Competitive ELISA   
1.6.1 กำรหำกรำฟมำตรฐำนของฮอร์โมน iP/iPA  

จำกไมโครเพลทชนิด 96 หลุม เคลือบเพลทดว้ย pAB-iPA อตัรำเจือจำง 1:200 ปริมำตร 
100 ไมโครลิตรต่อหลุมใน coating buffer บ่มทิ้งไวข้ำ้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส จำกนั้นลำ้ง
เพลทดว้ย washing buffer 3 คร้ัง เติมสำรละลำย 0.4 % BSA ปริมำตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่ม
ไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 60 นำที จำกนั้นบ่มฮอร์โมน iP/iPA ควำมเขม้ขน้ 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01 
และ 0 นำโนกรัม/50 ไมโครลิตร ปริมำตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 60 
นำที จำกนั้นลำ้งเพลทดว้ย washing buffer 3 คร้ัง จำกนั้นเติมเอนไซม์ iPA-AP อตัรำเจือจำง 1:200 
ลงไปหลุมละ 20 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 90 นำที ลำ้งเพลทด้วย washing buffer 3 คร้ัง 
เติมสำรละลำยท ำให้เกิดสี p-nitrophenylphosphate solution ปริมำตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บ
เพลทไวใ้นท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้องนำน 20-30 นำที เม่ือเกิดสีแลว้ 5N KOH ปริมำตร 100 ไมโครลิตร
ต่อหลุม จึงน ำไปอ่ำนค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 405 นำโนเมตร ดว้ยเคร่ือง Microplate 
reader 
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1.6.2  กำรตรวจวดัปริมำณฮอร์โมนไซโตไคนินชนิด iP/iPAโดยวธีิ Competitive ELISA  
 ตวัอย่ำงพืชทดลองท่ีท ำกำรสกัดฮอร์โมนแล้วน ำไปท ำให้แห้งด้วย speed vacuum 
concentrator แลว้ละลำยดว้ย TBS จำกนั้นตรวจวดัตำมขั้นตอนดงัน้ี  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่11 ขั้นตอนกำรวดัปริมำณฮอร์โมนไซโตไคนินชนิด iP/iPAโดยวธีิ Competitive ELISA  

 
 
 

เคลือบเพลทดว้ย pAB-iP/iPA-BSA () 10 µg/100 µl ใน coating buffer ปริมำตร 100 
µl/well บ่มท่ีอุณหภูมิ 4oC ขำ้มคืน ลำ้งเพลทดว้ย washing buffer 3 คร้ัง 

เติมสำรละลำย 0.4% BSA ใน coating buffer 200 µl/well บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 oC นำน 
60 นำที ล้ำงเพลทด้วย washing buffer 3 คร้ัง 

เติม p-nitrophenylphosphate substrate ปริมำตร100 µl/well บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง  

                                                 

 

 
อ่ำนค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี405 nm ดว้ยเคร่ือง microplate reader 

                                                 

 

 

หยดุปฏิกิริยำดว้ย 5N KOH ปริมำตร 100 µl/ well   

                                                 

 

 

บ่มร่วมกบั iP/iPA-AP เจือจำงดว้ย TBS ท่ี 1:200 ลงไปหลุมละ 20 µl/well ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 
นำน 90 นำที ลำ้งเพลทดว้ย washing buffer 3 คร้ัง 

เติม standard ฮอร์โมน iP/iPA ท่ีควำมเขม้ขน้ 0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 และ 5 ng/50 
µl/well และ เติมตวัอยำ่งลงไปปริมำตร 50 µl/well  
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1.6.3 กำรหำกรำฟมำตรฐำนของฮอร์โมน tZ/ZR 
จำกไมโครเพลทชนิด 96 หลุม เคลือบเพลทดว้ย pAB-ZR อตัรำเจือจำง 1: 1000 ปริมำตร 

100 ไมโครลิตรต่อหลุมใน coating buffer บ่มทิ้งไวข้ำ้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส จำกนั้นลำ้ง
เพลทดว้ย washing buffer 3 คร้ัง เติมสำรละลำย 0.4 % BSA ปริมำตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่ม
ไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 60 นำที จำกนั้นบ่มฮอร์โมน tZ/ZR ควำมเขม้ขน้ 5000 1000 100 50 10 5 และ 0 
พิโคกรัม/ 50 ไมโครลิตร ปริมำตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 60 นำที 
จำกนั้นลำ้งเพลทดว้ย washing buffer 3 คร้ัง แลว้เติมเอนไซม์ ZR-HRP อตัรำเจือจำง 1:1000 ลงไป
หลุมละ 20 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 90 นำที ล้ำงเพลทด้วย washing buffer 3 คร้ัง เติม
สำรละลำยท ำให้เกิดสี OPD solution ปริมำตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บเพลทไวใ้นท่ีมืด ท่ี
อุณหภูมิหอ้งนำน 20-30 นำที เม่ือเกิดสีแลว้ หยุดปฏิกิริยำดว้ย 4N H2SO4  ปริมำตร 100 ไมโครลิตร
ต่อหลุม น ำไปอ่ำนค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 492 นำโนเมตร ดว้ยเคร่ือง Microplate reader 

1.6.4 กำรตรวจวดัปริมำณฮอร์โมนไซโตไคนินชนิด tZ/ZR โดยวธีิ Competitive ELISA  
 ตวัอย่ำงพืชทดลองท่ีท ำกำรสกัดฮอร์โมนแล้วน ำไปท ำให้แห้งด้วย speed vacuum 
concentrator แลว้ละลำยดว้ย PBS จำกนั้นตรวจวดัตำมขั้นตอนดงัภำพท่ี 12 ดงัน้ี  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่12 ขั้นตอนกำรวดัปริมำณฮอร์โมนไซโตไคนินชนิด tZ/ZR โดยวธีิ Competitive ELISA  

เคลือบเพลทดว้ย pAB tZ/ZR-BSA 10 µg/100 µl ใน coating buffer ปริมำตร 100 µl/well บ่มท่ี
อุณหภูมิ 4oC ขำ้มคืน ลำ้งเพลทดว้ย washing buffer 3 คร้ัง 

 

เติมสำรละลำย 0.4% BSA ใน coating buffer 200 µl/well บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 oC นำน 60 
นำที ลำ้งเพลทด้วย washing buffer 3 คร้ัง 

เติม OPD solution ปริมำตร100 µl/well บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง จำกนั้นหยดุปฏิกิริยำดว้ย 4N 
H2SO4 ปริมำตร 100 µl/ well และอ่ำนค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 492 nm 

                                                 

 

 

บ่มร่วมกบั horseradish peroxidase เจือจำงดว้ย PBS ท่ี 1:1000 ลงไปหลุมละ 20 µl/well ท่ี
อุณหภูมิ 37 oC นำน 90 นำที ลำ้งเพลทดว้ย washing buffer 3 คร้ัง 

 

เติม standard ฮอร์โมน tZ/ZR ท่ีควำมเขม้ขน้ 5000 1000 100 50 10 5 และ 0 pg/50 µl/well 
และเติมตวัอยำ่งลงไปปริมำตร 50 µl/well  
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การทดลองที ่2 การจ าแนกยนีทีเ่กีย่วข้องกบัการสังเคราะห์ไซโตไคนินชนิด tZ ในล าไยภายหลังการ
ชักน าให้ออกดอก  

2.1 พชืทดลอง 
เก็บปลำยยอด ใบ และปลำยรำกของพืชทดลองทุก 5 วนัจนถึงวนัที่สังเกตเห็นตำ

ดอก (เช่นเดียวกบักำรทดลองท่ี 1) โดยท ำกำรโดยเก็บใส่ลงในไนโตรเจนเหลวทนัที จำกนั้นน ำ
ตวัอยำ่งไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส เพื่อรอน ำมำสกดัอำร์เอ็นเอ 

2.2 การสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA extraction) 
โดยวธีิสกดัของ กฤษณำ และคณะ (2553) ตำมขั้นตอนดงัน้ี 

1) น ำตวัอยำ่งพืช 0.1 กรัม มำบดใหล้ะเอียดดว้ยไนโตรเจนเหลว แลว้น ำใส่ลงใน 
microcentrifuge tube ปริมำตร 1.5 มิลลิลิตร เติม extraction buffer (25mM EDTA, 100mM Tris 
HCl pH 8.0, 2M NaCl, 2% CTAB และ2% -merceptoethanol) ปริมำตร 800 ไมโครลิตร ผสมให้
เขำ้กนัดว้ย vortex mixer แลว้น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศำเซลเซียส 30 นำที 

2) จำกนั้นน ำไปป่ันเหวีย่งท่ีควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที และ
ดูดเอำส่วนสำรละลำยดำ้นบนเก็บไว ้

3) ใส่ 5M Sodium chloride เยน็ ปริมำตร 100 ไมโครลิตร และเติมคลอโรฟอร์ม
เยน็ ปริมำตร 300 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมำเบำๆใหเ้ขำ้กนั 

4) น ำไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที 
เป็นเวลำ10 นำที และดูดเอำส่วนสำรละลำยดำ้นบนเก็บไว ้

5) ตกตะกอนอำร์เอ็นเอดว้ย isopropyl alcohol เยน็ ปริมำตรต่อปริมำตร  
6) บ่มท่ีอุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 10 นำที แล้วน ำไปป่ันเหวี่ยงท่ี

อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที แลว้เทส่วนสำรละลำยออก 
7) ลำ้งตะกอนดว้ย 70% ethanol เยน็ ปริมำตร 1,000 ไมโครลิตร และป่ันเหวี่ยง

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 2 นำที 
8) เทเอำส่วนสำรละลำยออก ตำกตะกอนใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 
9) ละลำยตะกอนดว้ยน ้ำกลัน่บริสุทธ์ิ (ultra pure water) ปริมำตร 30 ไมโครลิตร 

เก็บไวท่ี้ -80 องศำเซลเซียส 
10)  น ำไปตรวจสอบคุณภำพอำร์เอ็นเอดว้ย 1.2 เปอร์เซ็นต์ฟอร์มลัดีไฮด์อะกำ

โรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส หรือวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 260 นำโนเมตร 
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2.3 การก าจัดจีโนมิกดีเอน็เอทีป่นเป้ือน  
น ำสำรละลำยอำร์เอน็เอไปก ำจดัจีโนมิคดีเอ็นเอท่ีปนเป้ือนดว้ยชุด DNaseI (Fermentas 

Life Science, Canada) ตำมอตัรำส่วนผสมของสำรละลำยดงัตำรำงท่ี 1 
จำกนั้นน ำสำรละลำยทั้งหมดในตำรำงท่ี 1 ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็น

เวลำ 30 นำที จำกนั้นเติม 25 mM EDTA 3 ไมโครลิตร และหยุดปฏิกิริยำของเอนไซมท่ี์อุณหภูมิ 65 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้นน ำอำร์เอ็นเอท่ีไดม้ำสกดั mRNA โดยใช้ Dynalbeads 
(Dynal Biotech, Norway) แลว้เก็บ mRNA ท่ีสกดัไดท่ี้ -80 องศำเซลเซียส เพื่อน ำมำเป็นอำร์เอ็นเอ
แม่แบบในกำรสังเครำะห์เป็น complementary DNA (cDNA) 

ตารางที ่1 ส่วนประกอบของสำรผสมส ำหรับก ำจดัดีเอ็นเอ  

สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลติร) 
สำรละลำยอำร์เอน็เอ 10 
10X DNase buffer 3 
0.1 M DTT  3 
DNase I  (1U/ µl) 5 

 
2.4 การศึกษาการแสดงออกของยนีโดยวธีิ RT-PCR  

กำรสังเครำะห์สำยดีเอน็เอคู่สม (cDNA) จำกอำร์เอ็นเอโดยใช ้SuperScriptTM III First-
Strand Synthesis for RT-PCR (Invitrogen, USA) โดยมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

1) การสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA) สายแรก 
น ำอตัรำส่วนของสำรละลำยทั้งหมดในตำรำงท่ี 2 ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศำเซลเซียส 

เป็นเวลำ 5 นำที จำกนั้นเติมส่วนผสมของเอนไซม์ SuperScript TM III reverse transcriptase 
(Invitrogen, USA) โดยแต่ละหลอดของปฏิกิริยำ อตัรำส่วนผสมของสำรละลำยดงัตำรำงท่ี 3 

ตารางที ่2 ส่วนประกอบของสำรผสมส ำหรับกำรสังเครำะห์ cDNA 

สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลติร) 
อำร์เอน็เอแม่แบบ 5 
dNTP Mix (10 mM) 1 
น ้ำกลัน่บริสุทธ์ิ (ultra pure water) 6 
oligo dT12 (50 µM) 1 
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ตารางที่ 3 ส่วนประกอบของสำรผสมในกำรสังเครำะห์ cDNA 
สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลติร) 

5X RT buffer 4 
0.1 M DTT  1 
RNase Inhibitor (40 U/ µl) 1 
SuperScript TM III reverse transcriptase 1 

 
จำกนั้นไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที หยุดปฏิกิริยำท่ีอุณหภูมิ 70 

องศำเซลเซียส นำน 15 นำที แช่ในน ้ ำแข็งทนัที จำกนั้นใชน้ ้ ำกลัน่บริสุทธ์ิ (ultra pure water) ปรับ
ปริมำตรสุดทำ้ยจำก 20 ไมโครลิตร เป็น 150 ไมโครลิตร และเก็บ cDNAไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศำ
เซลเซียส เพื่อใชว้เิครำะห์กำรแสดงออกของยนีต่อไป 

2) การตรวจสอบผลการสังเคราะห์ cDNA 
โดยใช้คู่ไพรเมอร์ -tubulin ซ่ึงเป็นยีนท่ีแสดงออกตลอดเวลำ (housekeeping 

gene) น ำมำทดสอบผลกำรท ำ reverse transcription ของอำร์เอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ำกเน้ือเยื่อส่วนต่ำงๆ 
ของล ำไย โดยแต่ละหลอดของปฏิกิริยำซ่ึงประกอบดว้ยสำรละลำยต่ำงๆ ดงัแสดงในตำรำงท่ี 4  

ตารางที ่4 ส่วนประกอบของสำรผสมส ำหรับกำรตรวจสอบผลของ cDNA  
สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลติร) 

ซีดีเอน็เอแม่แบบ (cDNA template) 2 
10x PCR buffer  2 
dNTP Mix (2.5mM)   2 
MgCl2 (50mM) 0.6 
Taq DNA polymerase (5U/ µl)  0.2 
-tubulin forward primer 1 
-tubulin reverse primer 1 
น ้ำกลัน่บริสุทธ์ิ (ultra pure water) 11.2 

Total 20 
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จำกนั้นน ำไปท ำปฏิกิริยำดว้ยเคร่ือง thermal cycler โดยตั้งโปรแกรมของเคร่ือง ดงัน้ี 
  Initial denaturation 94 °C   4 นำที 
  Denaturation  94 °C  40 วนิำที 
  Annealing  55 °C   40 วนิำที 
  Extension  72 °C    1  นำที 
  Final extension  72 °C    8   นำที 

น ำผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ำกกำรท ำปฏิกิริยำลูกโซ่โพลีเมอเรสมำตรวจสอบผลดว้ย 1.2 เปอร์เซ็นต ์
อะกำโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 

 
2.5 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยนี CYP735A2 

1) สืบคน้ขอ้มูลล ำดบันิวคลีโอไทด์ของยีน CYP735A2 ของพืชท่ีอยูใ่นวงศใ์กลเ้คียง
กบัล ำไย โดยใชล้ ำดบัเบสท่ีบนัทึกไวใ้นฐำนขอ้มูลของ NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) ท่ีเวบ็ไซต ์http://www.ncbi.nlm.nih.gov และ The Arabidopsis Information Resource 
(TAIR) ท่ีเวบ็ไซต ์http://www.arabidopsis.org (ภำพท่ี 13) 

 
 

 
 

ภาพที ่13 กำรเปรียบเทียบล ำดบันิวคลีโอไทดข์องยนี CYP735A2 

2) เปรียบเทียบล ำดบันิวคลีโอไทดข์องยนี CYP735A2 ออกแบบ และสังเครำะห์ไพรเมอร์ 

 

 

 

 

 

 40 รอบ 

http://www.arabidopsis.org/


36 

 

2.6 การทดสอบดีเจเนอเรทไพรเมอร์ 

น ำ cDNA ของวนัท่ี 0-30 มำรวมกนัเพื่อใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบในกำรทดสอบดีเจเนอ
เรทไพรเมอร์ดว้ยวธีิ Nested PCR โดยมีส่วนประกอบของสำรแต่ละชนิด ดงัตำรำงท่ี 5  

ตารางที ่5 ส่วนประกอบของสำรผสมกำรทดสอบดีเจเนอเรทไพรเมอร์รอบท่ี 1  
สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลติร) 

ดีเอ็นเอตน้แบบ 2 
10x PCR buffer  2 
dNTP Mix  (2.5mM)   2 
MgCl2 (50mM) 0.6 
Taq DNA polymerase (5U/ µl)  0.2 
F1 primer (10pmol) 1 
R2 primer (10pmol) 1 
น ้ำกลัน่บริสุทธ์ิ (ultra pure water) 11.2 

Total 20 
   

น ำไปท ำปฏิกิริยำดว้ยเคร่ือง PCR โดยตั้งโปรแกรมของเคร่ือง thermal cycler ดงัน้ี 
Initial denaturation 94 °C   4 นำที 
Denaturation  94 °C  30 วนิำที 
Annealing  60.6 °C    1  นำที 
Extension  72 °C    1  นำที 
Final extension  72 °C    8   นำที 
 

น ำผลิตภณัฑ์จำกกำรท ำ PCR ท่ีใช้คู่ดีเจเนอเรทไพรเมอร์ F1R1 มำเป็นสำรละลำย
ตน้แบบเพื่อเพิ่มปริมำณ โดยมีส่วนประกอบของสำรแต่ละชนิด ดงัตำรำงท่ี 6 

 
 
 
 
 
 

 20 รอบ 
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ตารางที ่6 ส่วนประกอบของสำรผสมกำรทดสอบดีเจเนอเรทไพรเมอร์รอบท่ี 2  
สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลติร) 

PCR productจำกF1R1 2 
10x PCR buffer  2 
dNTP Mix  (2.5mM)   2 
MgCl2 (50mM) 0.6 
Taq DNA polymerase (5U/ µl)  0.2 
F1 primer (10pmol) 1 
R1 primer (10pmol) 1 
น ้ำกลัน่บริสุทธ์ิ (ultra pure water) 11.2 

Total 20 
 

น ำไปท ำ PCR โดยตั้งโปรแกรมของเคร่ือง thermal cycler ดงัน้ี 
Initial denaturation 94 °C   4 นำที 
Denaturation  94 °C  30 วนิำที 
Annealing  59.8 °C    1  นำที 
Extension  72 °C    1  นำที 
Final extension  72 °C    8   นำที 

น ำผลิตภณัฑ์ท่ีได้จำกกำรท ำ PCR มำตรวจสอบผลดว้ย 1.2 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 

 

2.7 การหาล าดับเบสของยนีทีส่นใจ 

1) การเช่ือมต่อ (ligation) ยนีกบัพลาสมิดเวคเตอร์ 
น ำผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ำกกำรท ำ PCR ท่ีไดจ้ำกตำรำงท่ี 6 ท ำกำรเช่ือมกบัเวคเตอร์ โดย

ใชพ้ลำสมิด pGEM-T Easy (Promega, Australia) โดยเตรียม ligation reaction ดงัตำรำงท่ี 7 
 
 
 
 
 

 40 รอบ 
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ตารางที ่7 ส่วนประกอบของสำรผสมของกำรเช่ือมต่อดีเอ็นเอท่ีสนใจเขำ้กบัเวคเตอร์ 
สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลติร) 

PCR product 3 
2x ligation buffer 5 
pGEM-T vector 1 
T4 DNA ligase 1 

ผสมสำรละลำยในตำรำงท่ี 7 จำกนั้นน ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 4 
ชัว่โมง แลว้บ่มต่อขำ้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส  

2) การเตรียม competent E. coli strain DH5 

2.1) เล้ียงแบคทีเรีย E. coli สำยพนัธ์ุ DH5 ลงบนอำหำร LB agar plate บ่มเช้ือ
ขำ้มคืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 

2.2) ถ่ำยเช้ือ E. coli สำยพนัธ์ุ DH5 จ  ำนวนหน่ึงโคโลนีจำกจำนเพำะเช้ือ น ำ
เล้ียงต่อในอำหำร LB broth 10 มิลลิลิตร บ่มเช้ือขำ้มคืน เขยำ่ดว้ยควำมเร็วรอบ 200 รอบต่อนำที 
ภำยใตอุ้ณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เพื่อเพิ่มปริมำณเช้ือใหม้ำกข้ึน 

2.3) น ำเช้ือปริมำตร 400 ไมโครลิตรเล้ียงในอำหำร LB broth 100 มิลลิลิตร บ่ม
เช้ือโดยเขยำ่ดว้ยควำมเร็ว 200 รอบต่อนำที ภำยใตอุ้ณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส แบ่งถ่ำยเช้ือลงใน
หลอด centrifuge แลว้ตกตะกอนเซลล์โดยกำรหมุนเหวี่ยงท่ี 3,000 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที เทอำหำรทิ้ง 

2.4) ลำ้งตะกอนเซลล์ดว้ย 0.1M CaCl2 ท่ีเยน็ ปริมำตร 25 มิลลิลิตร บ่มในน ้ ำแข็ง
เป็นเวลำ 20 นำที แลว้ตกตะกอนเซลล์โดยกำรหมุนเหวี่ยงท่ี 3,000 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้นเทสำรละลำยส่วนใสทิ้ง 

2.5) ละลำยตะกอนเซลล์ดว้ย 0.1M CaCl2 เย็นท่ีมี 20% glycerol ปริมำตร 10 
มิลลิลิตร และแบ่ง 50 ไมโครลิตรเพื่อใช้ในกำรทรำนฟอร์เมชั่น (transformation) หรือเก็บท่ี
อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส 
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3) การโคลนดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli สายพันธ์ุ DH5 โดยวิธี 
transformation 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่14 ขั้นตอนกำรน ำดีเอ็นเอสำยผสมเขำ้สู่เซลลเ์จำ้บำ้น E. coli 

4) การตรวจสอบช้ินดีเอน็เอทีโ่คลน 
เลือกโคโลนีท่ีมีสีขำวท่ีเจริญอยู่ LB agar plates ท่ีมี ampicillin จุ่มลงใน 

microcentrifuge tube ปริมำตร 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมีน ้ ำกลัน่บริสุทธ์ิ ปริมำตร 20 ไมโครลิตร และ LB 
broth ปริมำตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมี ampicillin (50 µg/ml) โดยท่ีส่วนผสมแบคทีเรียในน ้ ำกลัน่บริสุทธ์ิ
ถูกน ำไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที เพื่อใช้เป็นแม่แบบส ำหรับตรวจหำ
โคลนท่ีมีช้ินส่วนของยีนท่ีเช่ือมต่อกบั pGEM-T Easy Vector (Promega, Australia) ส่วน
แบคทีเรียใน LB broth น ำไปบ่มเช้ือขำ้มคืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส บนเคร่ืองเขยำ่ท่ีควำมเร็ว 
200 rpm เพื่อน ำไปสกดัพลำสมิดต่อไป โดยมีส่วนประกอบของสำรละลำยแต่ละชนิด ดงัตำรำงท่ี 8  

ligation product 2 µl  และ 
competent cell 50 µl  

90 วนิำที  

เติม SOC medium 
ปริมำตร 500 µl  

ปิเปตสำรละลำยท่ีได ้ปริมำตร 100 µl spread เช้ือลง
บนอำหำร LB agar plate ท่ีมี 100 mg/ml ampicillin 
(0.1 M IPTG และ 50 mg/ml x-gal) จำกนั้นน ำไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลำ 18 ชัว่โมง 

30 นำที  

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 oC 
ท่ีควำมเร็ว 200 rpm 

90 นำที 

 

ดีเอ็นเอสำยผสม 
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ตารางที ่8 ส่วนประกอบของสำรผสมของกำรตรวจสอบช้ินดีเอน็เอท่ีโคลน 
สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลติร) 

พลำสมิดท่ีสกดัได ้ 2 
10x PCR buffer  2 
dNTP Mix (2.5mM)   2 
MgCl2 (50mM) 0.6 
Taq DNA polymerase (5U/ µl)  0.2 
M13 forward primer 1 
M13 reverse primer 1 
น ้ำกลัน่บริสุทธ์ิ (ultra pure water) 11.2 

Total 20 
 

จำกนั้นน ำไปท ำ PCR โดยตั้งโปรแกรมของเคร่ือง thermal cycler ดงัน้ี 
  Initial denaturation 92 °C  5 นำที 
  Denaturation  92 °C  45 วนิำที 
  Annealing  57 °C  45 วนิำที 
  Extension  68 °C  90  วนิำที 
  Final extension  68 °C    5  นำที 

ตรวจสอบผลผลิต PCR ดว้ย 1.2 เปอร์เซ็นต ์อะกำโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
 

5) การสกดัพลาสมิดดีเอน็เอ 

โคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีมี pGEM-T Easy Vector แทรกอยู่ ถูกน ำไปเพิ่ม
ปริมำณให้มีจ  ำนวนมำกพอเพื่อใช้ส ำหรับสกัดพลำสมิด โดยใช้ PureLink™ Quick Plasmid 
Miniprep Kit (Invitrogen, USA)  ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี 

1) น ำเซลลแ์บคทีเรียท่ีเล้ียงในอำหำรเหลว LB broth ปริมำตร 5 มิลลิลิตร มำป่ัน
ตกตะกอนโดยหมุนเหวีย่งท่ี 6,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที แลว้เทอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีเหลือทิ้ง 

2) ละลำยตะกอนเซลลด์ว้ย resuspension buffer (R3) ปริมำตร 250 ไมโครลิตร 
3) เติมบฟัเฟอร์ lysis buffer (L7) ปริมำตร 250 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมำ 

ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลำ 5 นำที  
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4) เติม precipitation buffer (N4) ปริมำตร 350 ไมโครลิตร ผสมให้เขำ้กนัโดย
กลบัหลอดไปมำ จนส่วนผสมมีลกัษณะใส และเหนียวหนืด แลว้น ำไปตกตะกอนโดยหมุนเหวี่ยงท่ี 
12,000 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลำ 10 นำที 

5) ดูดสำรละลำยใสใส่บน spin column ท่ีมี wash tube เพื่อใหดี้เอน็เอจบักบัซิลิ
กำท่ีอยูใ่นคอลมัน์  

6) หมุนเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 1 นำที 
เทสำรละลำยใน wash tube ทิ้ง  

7) ลำ้งคอลมัน์โดยกำรเติม wash buffer (W10) ปริมำตร 500 ไมโครลิตร หมุน
เหวีย่งท่ีควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลำ 1 นำที เทสำรละลำยใน Wash tube ทิ้ง  

8) เติม wash buffer (W9) ปริมำตร 700 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 
12,000 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลำ 1 นำที เทสำรละลำยใน wash tube ทิ้ง แลว้น ำไปหมุน
เหวีย่งอีกคร้ังเป็นเวลำ 1 นำที  

9) เปล่ียน wash tube เป็น 1.5 ml recovery tube ละลำยตะกอนดว้ยกำรเติม TE 
buffer (TE) ท่ีน ำไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 70 องศำเซลเซียส ปริมำตร 75 ไมโครลิตร ผำ่นคอลมัน์ ตั้งทิ้งไว้
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลำ 1 นำที น ำไปหมุนเหวีย่งดว้ยควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 2 นำที 
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส 

10)  ตรวจสอบคุณภำพของดีเอ็นเอโดยใช้  spectrophotometer หรือ1.2 
เปอร์เซ็นต ์อะกำโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 

11)  ส่งพลำสมิดท่ีตรวจสอบพบช้ินดีเอ็นเอท่ีไดจ้ำกกำรคดัเลือกเพื่อวิเครำะห์
หำล ำดบัเบสท่ีบริษทั First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมำเลเซีย 

2.8 การวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยนีโดยเทคนิคชีวสารสนเทศศาสตร์ 
น ำล ำดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ำกกำรวิเครำะห์โดยไพรเมอร์ M13 forward และ M13 

reverse ซ่ึงเป็น universal primer ในกำรหำล ำดบันิวคลีโอไทด์เพื่อยืนยนัควำมถูกตอ้งของล ำดบันิวคลี
โอไทด์ท่ีได้ด้วยโปรแกรม DNAMAN แปลเป็นล ำดบักรดอะมิโน แล้วน ำล ำดบันิวคลีโอไทด์มำ
เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐำนขอ้มูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) จำก
เวบไซต์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov ดว้ยชุดโปรแกรม BLAST ซ่ึงเป็นกำรสืบคน้ในฐำนขอ้มูลว่ำ
ล ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จำกกำรโคลนรวมถึงล ำดับกรดอะมิโนท่ีได้จำกกำรแปลโดยโปรแกรม 
DNAMAN จำกนั้นวิเครำะห์ควำมเหมือนของล ำดบักรดอะมิโนท่ีไดโ้ดยท ำ multiple alignment กบั
ล ำดบักรดอะมิโนของพืชท่ีได ้โดยโปรแกรม Clustal จำกเวบไซต ์http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw 
ของ European Bioinformatics Institue (EBI)  


