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บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 
1. ไพรเมอรท่ีใชในการทดลอง 
Lac Z  primer   Forward  primer    =   5'  GTT GCA GTG CAC GGC AGA TAC ACT TGC TGA  3'    

           Reverse  primer     =   5'  GCC ACT GGT GTG GGC CAT AAT TCA ATT CGC   3' 
GFP   primer    Forward  primer    =   5'  GCC CAT CCT GGT CGA GCT GG     3' 

           Reverse  primer     =   5'  GTG CCC CAG GAT GTT GCC GTC   3' 
2.  ชุดทดสอบสําเร็จรูป 
 ชุดสกัดพลาสมดิดีเอ็นเอ    GF-1 Plasmid DNA Extraction kit (vivantis) 
 ชุดสกัดดเีอ็นเอออกจากเจล   GF-1 AmbiClean Kit (PCR & Gel) (vivantis)     
3. เซลลท่ีใชในการทดสอบ 
            HeLa continuous cell line จากเซลลมะเร็งปากมดลูกท่ีมีสารพันธุกรรมของ HPV-18 สอดแทรกอยู  
4. เชื้อแบคทีเรีย 
 เช้ือแบคทีเรียเจาบาน  Escherichia coli สายพันธุ DH5α  เพ่ือเพ่ิมปริมาณพลาสมดิ   
5. พลาสมิดสําหรับการโคลนยีน 
 5.1  พลาสมิด  pGEM - T Easy     ซึ่งประกอบไปดวยโปรโมเตอร  T7 , SP6      ยีน  lac Z  และตานทาน
ตอยาปฏิชีวนะแอมพิซลิิน   พลาสมิดน้ีมีลักษณะเปนเสนตรง  ดานปลายท้ังสองดานเปนเบสไท-มีน  (T overhangs)   เพ่ือ
ความสะดวกตอการเช่ือมเขากับช้ินสวนของดีเอ็นเอท่ีไดจากปฏิกิรยิา PCR (PCR  product) 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 3.1  แผนท่ีของ pGEM - T Easy Vector  ขนาด 3015 bp 
ท่ีมา :  pGEM - T Easy vector system. Accessed January 14.  Available from 
          http://www.promega.com/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Manuals/ 
  
  
 
 

http://www.promega.com/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Manuals/
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 5.2  พลาสมิด pSV-β-Galactosidase   ซึ่งประกอบไปดวยโปรโมเตอร  SV 40  ควบคุมการแสดงออกของ
ยีน lac Z  และตานทานตอยาปฏชีิวนะแอมพิซิลิน 
 

 
   
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.2   แผนท่ีของ pSV-β-Galactosidase control Vector  ขนาด 6820 bp 
ท่ีมา :  pSV-β-Galactosidase control vector . Accessed January 14.  Available from 
         http://www.ebiotrade.com/buyf/productsf/Promega/tb094.pdf 
 
 5.3    พลาสมิด pEGFP   (ไดรับความอนุเคราะหจาก ผูชวยศาสตราจารย ดร. วิสิฐ ตั้งเคียงศิรสิิน ภาควิชาชีว-
เภสัชศาสตร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยศลิปากร) ซึ่งประกอบไปดวยโปรโมเตอร  SV 40  ควบคุมการแสดงออกของยีน 
lacZ  และตานทานตอยาปฏิชีวนะกานาไมซิน  
 
 
 

 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.3   แผนท่ีของ pEGFP control Vector  ขนาด 4700 bp 
 ท่ีมา :  pEGFP -C1 vector . Accessed January 14.  Available from               
http://www.staff.ncl.ac.uk/p.dean/pEGFP_C1_map.pdf 

http://www.ebiotrade.com/buyf/productsf/Promega/tb094.pdf
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วิธีการทดลอง 
 

1. การเตรียมพลาสมิดลูกผสมท่ีมีชิ้นสวนยีโนมของ papillomavirus 7 ทัยป (human papillomavirus-1,  
-6, -11, -16, -31, bovine papillomavirus-3, -4) 
 ตัวอยางพลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ papillomavirus ท้ัง 7 ทัยป ไดรับตัวอยางพลาสมิดโดยการหยด
สารละลายลงบนกระดาษกรอง เมื่อถึงหองปฏิบัติการไวรัส ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศิลปากร ทํา
การตัดกระดาษกรองตรงตําแหนงท่ีพลาสมิดถูกหยดแชใน TE buffer ผสมใหเขากัน ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลาประมาณ 
30 นาที  จากน้ันนําไปหมุนเหว่ียง  เก็บสวนใส เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส 

2.   การออกแบบไพรเมอรตอชิ้นสวน 3' UTR ของ papillomavirus 7 ทัยป 
 ทําการออกแบบไพรเมอรโดยใชขอมูลจากฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ papillomavirus ท้ัง 7 ทัยปใน 
Genbank เวปไซต http://www.ncbi.nih.gov (Accession no.AF092932.1, FN907963.1, AF125673.1, JO4353.1, 
AF486184.1 และ X05817.1) เพ่ือเพ่ิมปริมาณช้ินสวน 3'UTR ในการออกแบบไพรเมอรน้ันไดมีการเติมลําดับเบสท่ีเปน 
restriction site ของ restriction enzyme โดยลําดับเบสของ restriction site ของเอนไซม BamHI (GGATCC) ถูกเพ่ิมใน
ดาน 5' ของ forward primer  ของไวรัสท้ัง 7 ทัปย  สวน reverse primer ไดเพ่ิมลําดับ restriction site ของเอนไซม  PstI 
(CTGCAG) ลงในสวนปลาย 5' ของไพรเมอรใชสําหรับ HPV-6, -11 และ BPV-3   และกรณีของ HPV-16, -31 และ BPV-4 
จะใช restriction site ของเอนไซม SalI  (GTCGAC) 
 3.   การเพ่ิมจํานวนชิ้นสวน late 3 'UTR ของ papillomavirus  ท้ัง  7  ทัยป  โดยวิธีพีซีอาร (PCR) 
 ทําการเพ่ิมปรมิาณช้ินสวน late 3' UTR ดวยไพรเมอรท่ีจาํเพาะตอ papillomavirus แตละชนิดดวยเทคนิคพีซีอาร
โดยใชพลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ papillomavirus เปนดีเอ็นเอตนแบบ เตรยีม reaction mixture  ดังตารางท่ี 
3.1 แลวเพ่ิมจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอโดยเครื่อง DNA thermal cycle : GeneAmp PCR System 9700 โดยตั้งโปรแกรมดังน้ี 

โปรแกรมท่ี 1  (initial denaturation)    ท่ี    95  องศาเซลเซียส  5  นาที         1    รอบ  
โปรแกรมท่ี 2  (denaturation)               ท่ี    94  องศาเซลเซียส  30 วินาที   
                  (annealing)                    ท่ี    58  องศาเซลเซียส  30  วินาที      35    รอบ 
                  (extension)                   ท่ี    72  องศาเซลเซียส  1  นาที  
โปรแกรมท่ี 3  (extension)                  ท่ี    72  องศาเซลเซียส  7  นาที   
                                                       ท่ี    4  องศาเซลเซียส  ∞ 

 
   ตารางท่ี 3.1  องคประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร การเพ่ิมปริมาณช้ินสวน late 3 'UTR 

สาร ปริมาตร 

10x PCR buffer + MgCl2 2.5  ไมโครลิตร 

10mM dNTP mix 0.5  ไมโครลิตร 

forward primer (10 uM) 0.5   ไมโครลติร 

reverse primer (10 uM) 0.5    ไมโครลติร 

Taq DNA polymerase  (5 unit/µl) 0.25  ไมโครลติร 

Template (DNA)  1 นาโนกรัม 

DNase-RNase free water เติมนํ้าใหครบ 25 ไมโครลติร 

 
 
4. การแยกดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์จากอะกาโรสเจลโดยวิธีสําเร็จรูป GF-1 AmbiClean Kit (PCR & Gel) 

 นําช้ินดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดจากกระบวนการพีซีอารมาทําบริสุทธ์ิดวย GF-1 Ambi - Clean Kit  (Vivantis, 
มาเลเซีย) ตามวิธีในคูมือดังน้ีเติม DB buffer ปริมาตร 1 เทาของนํ้าหนักเจล บมท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลซียส นาน 5 นาที
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หรือจนเจลละลายหมด ในระหวางการบมทําการ vortex ทุกๆ 2-3 นาที จากน้ันดูดสารละลายท้ังหมดใสใน column นําไป
หมุนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสารละลายท่ีผานลง column ท้ิงจากน้ันเติม wash buffer  
ปริมาตร 750 ไมโครลิตรลงใน column นําไปหมุนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสารละลายท่ี
ผานลง column ท้ิงแลวนําไปหมุนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาทีนาน 2 นาที จากน้ันยาย column ใสหลอด
ไมโครเซนตริฟวจหลอดใหมแลวเติม elution buffer ลงในบริเวณกลาง column ปริมาตร 15-30 ไมโครลิตร (ข้ึนอยูกับ
ความเขมของแถบดีเอ็นเอบนเจล) ตั้งท้ิงไวประมาณ 2 นาทีแลวนําไปหมุนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 2 
นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอท่ีสกัดไดดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรซีิสและเก็บสารละลายดีเอ็นเอท่ี -20 องศาเซลเซียส 
 5.  การเชื่อมตอ (ligation) ยีนกบัพลาสมิดเวคเตอร 
 นําผลติภณัฑท่ีไดจากการทําพีซีอารมาเช่ือมตอ (ligation) กับพลาสมิดเวคเตอรในอัตราสวน 1:3 (vector:insert) 
โดยคํานวณตามคูมือของ NEB (NEB, สหราชอาณาจักร) 
 
  50 ng vector x 0.5 kb insert x 3    =   25 ng  of the PCR product 

 
 
 เตรียมปฏิกิริยาในหลอดไมโครเซนตริฟวจซึ่งประกอบไปดวย 25 ng ของช้ิน insert, 10x T4 DNA Ligase Buffer 

(containing ATP, BSA) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, พลาสมดิเวคเตอร 50 นาโนกรมั, T4 DNA ligase ปริมาตร 0.5 ไมโครลติร
และเติมนํ้าท่ีผานการไรเช้ือจนครบปริมาตรสดุทาย 10 ไมโครลติรผสมสารตางๆ ใหเขากันแลวนําไปบมขามคืนท่ี 16 องศา
เซลเซยีสกอนนําไปถายโอนเขาสูเซลลเจาบาน (transformation) 
 6.  การถายโอนรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูเซลลเจาบาน  Escherichia coli  DH5α 
 6.1  การเตรียม competent  E. coli strain  DH5α 
 เลี้ยงแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5α ลงบนอาหาร LB agar บมเช้ือขามคืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   
นําโคโลนีเดี่ยว (single colony) ของ E. coli สายพันธุ DH5α จากจานเพาะเช้ือนําไปเลีย้งตอในอาหาร LB broth ปริมาตร 
3 มิลลิลติร บมเช้ือขามคืน เขยาดวยความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเพ่ือเพ่ิมปริมาณเช้ือใหมาก
ข้ึนโดยถายเช้ือ 0.25-0.5 ml ไปเลี้ยงตอใน LB broth ปริมาตร 20 มิลลลิิตร บมเช้ือเขยาดวยความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที  
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมงหรือจนไดความขุนวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร  มีคาอยูในชวง 0.3-0.5  
จากน้ันถายเช้ือลงในหลอด sterile centrifuge ท่ีเย็นหมุนเหว่ียงตกตะกอนเซลลท่ี 4,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที เทสวนใสท้ิงและละลายตะกอนเซลลดวย CaCl2 solution pH 7.0 (ดูวิธีการเตรียมในภาคผนวก) ท่ี
เย็นปริมาตร 5 มิลลิลติรเพ่ือลางเซลลและทําใหแบคทีเรียกระจายตัวโดยใชแทงแกวเข่ียเบาๆ หมนุเหว่ียงตกตะกอนเซลลท่ี 
4,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาที เทสวนใสท้ิงและละลายตะกอนเซลลดวย CaCl2 solution pH 
7.0 ท่ีเย็น ปริมาตร 1.5 มิลลลิิตรและทําใหแบคทีเรียกระจายตัวโดยใชแทงแกว แบงใสหลอด microcentrifuge ปลอดเช้ือท่ี
เย็นหลอดละ 50 µl นําไปเก็บไวท่ีตูแชแข็ง -80 องศาเซลเซียส 
 6.2 การถายโอนรีคอมบิแนนทพลาสมิด (transformation) เขาสูเซลลเจาบาน  Escherichia coli สาย
พันธุ DH5α) โดยวิธี heat shock  
 ผสมรีคอมบิแนนทพลาสมดิ 5 ไมโครลติรกับ competent cell ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แชในนํ้าแข็ง 30 
นาที ข้ันตอน heat shock ทําโดยใหความรอนท่ี 42 องศาเซลเซยีส 1 นาที แลวแชนํ้าแข็งทันทีเปนเวลา 2 นาที จากน้ันเติม 
SOC medium 900 ไมโครลิตร นําไปบมแบบเขยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 1 ช่ัวโมง ทําการเกลี่ย (spread) สารละลาย
เช้ือ 10-100 ไมโครลติรบน LB agar ซึ่งประกอบดวย ampicillin, IPTG และ X-gal ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร 
 6.3 การสกัดพลาสมิดดวยวิธี alkaline lysis   
 คัดเลือกโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญอยูใน LB agar plate + ampicillin นําไปเลีย้งตอใน LB broth + 
ampicillin ปริมาตร 3 มิลลิลติร บมเช้ือขามคืนบนเครื่องเขยาท่ีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซยีสจนเช้ือเจริญถึงระยะ log phase 
(ประมาณ 16 ช่ัวโมง) จากน้ันนําเช้ือแบคทีเรียท่ีไดไปหมุนเหว่ียงท่ี 13,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาทีเพ่ือเก็บเก่ียว
แบคทีเรีย เทอาหารท้ิงแลวละลายตะกอนเซลลดวย solution I (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM 
EDTA pH 8.0) ท่ีแชเย็นในนํ้าแข็ง (ice-cold) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมเขาดวยกันโดยการ vortex กอนเติม solution II 

     3.0 kb vector               1 
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(0.2 N NaOH, 1% SDS) ท่ีเตรยีมใหมทุกครั้งปรมิาตร 200 ไมโครลติร ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดไปมาแลวแชในนํ้าแข็ง  
เติม solution III (3M potassium acetate, 5M glacial acetic acid) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยพลิก
หลอดกลบัไปมาหลายๆ ครั้ง จากน้ันแชสารละลายในนํ้าแข็ง 5 นาที นําไปหมุนเหว่ียงท่ี 13,000 รอบตอนาที 10 นาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดดูสารละลายสวนใสลงใน microcentrifuge หลอดใหม เติม phenol:chloroform (1:1) เทากับ
ปริมาตรของสารละลายสวนใส ผสมใหเขากันแลวนําไปหมุนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 10 นาที นํา
สารละลายสวนบน (aqueous layer) ซึ่งมีพลาสมิดดีเอ็นเอมาตกตะกอนดวย absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เทาของ
สารละลาย ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมหิอง 2-5 นาที ปนตกตะกอนท่ี 13,000 รอบตอนาที 10 นาที เทสารละลายสวนบนท้ิง ลาง
ตะกอนดวย 70 % ethanol 1 มิลลลิิตร แลวนําไปหมุนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 5 นาที เทสารละลาย
ท้ิง ทําใหตะกอนแหงโดยเปดฝาหลอดไวประมาณ 15 นาที ละลายตะกอนพลาสมิดดวย TE buffer (10 mM Tris pH 7.9, 
1mM  EDTA pH 8.0) ท่ีมี RNase 20 µl/ml ปริมาตร 50 ไมโครลติร เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส 
 ทําการตรวจสอบรีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีสกัดไดโดยการตดัดวยเอนไซมตดัจําเพาะคือ BamHI, SalI และ PstI 
ทําโดยเตรียม reaction mixture ซึ่งแตละ reaction จะมีปรมิาตรรวมสดุทายเปน 20 ไมโครลิตร สวนประกอบของสารเปน
ดังน้ี บัฟเฟอร (10x buffer) 2 ไมโครลติร, เอนไซมตดัจําเพาะ 0.5 ไมโครลติร, พลาสมิดท่ีสกัด 3 ไมโครลติรและเติมนํ้า DI ท่ี
ผานการฆาเช้ือจนครบ 20 ไมโครลิตร ผสมกันเบาๆ นําไป spin down บมท่ีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสอยางนอย 1 ช่ัวโมง    
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยวิธีอีเลคโตรโฟลีซสิบน 1 % อะกาโรสเจล  เปรียบเทียบขนาดของดเีอ็นเอท่ีตัดและไมตัด หลังจาก
ตรวจสอบพบวามีช้ินสวน late 3'UTR ใน pGEM-T Easy ท่ีสกัดไดจากโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีผานการ transformation 
แลวจึงสงพลาสมดิท่ีสกัดไดดังกลาวไปหาลาํดับเบส (sequence) กอนนําขอมูลลําดับนิวคลโีอไทดไปหาความเหมือน 
(homology) กับยีนอ่ืนๆ ท่ีมีใน GenBank ดวยโปรแกรม Blastn ผาน website http://www.ncbi.nih.gov 
 7. การถายโอนพลาสมิดเขาสูเซลล  HeLa  (transfection) 
 การนําพลาสมิดท่ีมีช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีสนใจถายโอนเขาสูเซลลตามวิธีในคูมือของ Lipofectamine 2000 
(Invitrogen, USA)  ข้ันตอนแรกคือการเตรียมเซลลเพาะเลีย้งเพ่ือใชในการทดลองโดยการเลี้ยงเซลล HeLa ปริมาณ 3x105 

เซลลตอมลิลลิิตรใน 6-well plate ใน Dulbecco’s  Modified  Eagle  Medium หรือ DMEM (Gibco, USA) ท่ีมี 10% 
fetal bovine serum ไมเติม antibody ในตูบมท่ีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 5% คารบอนไดออกไซด  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
ใหไดความหนาแนนของเซลลประมาณ 90-95% confluent การเตรียม DNA-Lipofectamine 2000 complexes ทําได
ดังน้ี เจือจาง DNA ใหไดตามปรมิาณท่ีตองการใน medium ท่ีไมเติมซรีั่ม ผสมใหเขากันเบาๆจากน้ันเติม Lipofectamine 
2000 ท่ีเจือจางใหไดปริมาณตามตองการกับ medium ท่ีไมเติมซรีั่ม ตั้งท้ิงไว 20 นาทีท่ีอุณหภูมหิอง เพ่ือให DNA และ 
Lipofectamine 2000 จับตัวกันเปน complexes จากน้ันใส DNA-Lipofectamine 2000 complexes ลงในเซลล  HeLa  
ท่ีเตรีมไว เอียงเพลทไปมาเบาๆ บมท่ีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% คารบอนไดออกไซด หลังจาก 6 ช่ัวโมงเติม medium  
ท่ีมี 10% fetal bovine serum บมตอใหครบเวลา 24-72 ช่ัวโมง จากน้ันทําการตรวจสอบผลและบันทึกผลหลังการ 
transfect  เมื่อเวลาผานไป 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง โดยการถายภาพเซลลท่ีมีการเรืองแสงของ  green fluorescent 
protein (GFP) ภายใตกลองจุลทรรศนแบบฟลูออเรสเซนส 

8.  การสกัด RNA โดยวิธี TRIzol Reagent 
 ดูดอาหารเลีย้งเซลลออกจาก culture dish เติม TRIzol reagent 1 มิลิลติร บมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาทีใชปเปตดูด
ข้ึนลงหลายๆ ครั้ง แลวทําการปนตกตะกอนเซลลท่ี 4 องศาเซลเซียส 12,000 rpm 10 นาที เก็บ supernatant ใส 
microcentrifuge หลอดใหม เติม chloroform 0.2 มิลลลิิตรเขยาอยางแรงโดยใชมือ 15 วินาทีและบมท่ีอุณหภมูิหอง 2-3 
นาที ปนตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 12,000 rpm 4 องศาเซลเซยีสนาน 15 นาที จะเกิดการแยกช้ันของสารละลาย ดูด
สารละลายสวนบน (aqueous phase) ใส microcentrifuge หลอดใหม ตกตะกอน RNA โดยเตมิ isopropyl alcohol 0.5  
มิลลลิิตร บมท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที จากน้ันนําไปปนตกตะกอนท่ี 12,000 rpm 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทสวน 
supernatant ท้ิง ลางตะกอน RNA ดวย 75% ethanol 1 มิลลิลติร นําไป vortex และปนตกตะกอนท่ี 7,500 rpm 4 องศา
เซลเซียส 5 นาที ท้ิงใหตะกอน RNA แหงท่ีอุณหภมูิหองแลวละลายตะกอนดวยนํ้า DNase-RNase free 50 ไมโครลติร นําไป
วัดปริมาณ RNA ดวยเครื่อง nanodrop เก็บ RNA ท่ี -70 องศาเซลเซียส 
 9. DNase treatment 
 บมสารละลายอารเอ็นเอในหลอด microcentrifuge ท่ีม ี 10× DNase buffer 1 ไมโครลิตร, RNA 5 ไมโครลิตร, 
DNase I  1 ไมโครลิตรและ DEPC-H2O 3 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที จากน้ันทําการหยุดปฏิกริยาโดยการเตมิ 
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phenol : chloroform : isoamyl alcohol (125:24:1) ปริมาตร 1 volume ผสมสารดวย vortex 1 นาที ปนตกตะกอนท่ี
ความเร็วรอบ 12,000 rpm 2 นาที ดูดช้ันบน aqueous phase ใส microcentrifuge หลอดใหม เติม 1 volume ของ 
chloroform: isoamyl alcohol (24:1) แลวทําซ้ําดังขางตนอีกครั้ง ดูดสารละลายช้ันบนใส microcentrifuge หลอดใหม  
เติม 0.5 volume 7.5 M ammonium acetate และ 2.5 volume ของ 100 % ethanol ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูม ิ-70 
องศาเซลเซยีสอยางนอย 30 นาที นําไปปนตกตะกอน 20 นาที ดูด supernatant ท้ิง ลางตะกอน RNA ดวย 75% ethanol  
1 มิลลิลติร นําไป vortex และปนตกตะกอนท่ี 7,500 rpm อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ท้ิงใหตะกอน RNA แหงท่ี
อุณหภูมหิองแลวละลายตะกอนดวยนํ้า DNase-RNase free 30 ไมโครลิตร จากน้ันนําไปทําการสังเคราะห cDNA โดยการทํา 
reverse transcription ตอไป 

10.  การตรวจสอบอารเอ็นเอ ของยีน lac Z  ดวยเทคนิคอาร-ที พีซีอาร (RT-PCR) 
 การตรวจสอบอารเอ็นเอของยีน lacZ ใน pSV-beta-Galactosidase Control Vector ซึ่งมีช้ินสวน 3' UTR ของ 
papillomavirus 7 ทัยปแทรกอยูในพลาสมดิดวยเทคนิคอาร-ที พีซีอาร (RT-PCR) โดยใช total RNA ท่ีสกัดจาก HeLa cells 
ซึ่งทําการ transfect รีคอมบิแนนทพลาสมดิเขาสูเซลลในหัวขอ 8 เปน template และใชไพรเมอร lacZ ในการเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอของยีนติดตาม (beta-galactosidase) ทําการเตรียม reaction mixture ดังตารางท่ี 3.2 ผสมกันเบาๆ นําไป spin 
down แลวใสในเครื่อง DNA thermal cycle : GeneAmp PCR System 9700 โดยตั้งโปรแกรมดังน้ี 
 

โปรแกรมท่ี 1  (initial denaturation)      ท่ี  95  องศาเซลเซียส  5  นาที         1    รอบ 
โปรแกรมท่ี 2  (denaturation)              ท่ี   94  องศาเซลเซยีส  30 วินาที   
                  (annealing)                   ท่ี  58  องศาเซลเซียส  30  วินาที          35    รอบ 
                  (extension)                   ท่ี  72  องศาเซลเซียส  1  นาที  
โปรแกรมท่ี 3  (extension)                   ท่ี  72 องศาเซลเซียส  7  นาที   
                                                     ท่ี  4  องศาเซลเซียส  ∞ 

  
ตารางท่ี 3.2  องคประกอบของปฏิกิริยา อาร-ที พีซีอาร ของยีน lac Z   
 

reagent ปริมาตร 

10x PCR buffer + MgCl2 2.5  ไมโครลิตร 

10mM dNTP mix 0.5  ไมโครลิตร 

Lac z forward primer (10 uM) 0.5   ไมโครลติร 

Lac z reverse primer (10 uM) 0.5    ไมโครลติร 

Taq DNA polymerase  (5 unit/µl) 0.25  ไมโครลติร 

AMV-RT (10 unit/ul)   0.25 ไมโครลิตร 

Template (RNA) 50  นาโนกรัม 

DNase-RNase free water เติมนํ้าใหครบ 25 ไมโครลติร 

 
นําผลติภณัฑท่ีไดจากการทํา PCR มาตรวจสอบโดยวิธีอิเลคโตโฟลีซสิบน 1 % อะกาโรสเจล เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอกับ 
100 bp DNA ladder marker   
 11. การคํานวณหาประสิทธิภาพและการวิเคราะหทางสถิติของชิน้สวน 3'UTR ใน papillomavirus 7 ทัยป   
 จากการศึกษาการวัดความเขมของแบนจากการวิเคราะหหา RNA ของยีน lac Z และ GFP  ดวยเทคนิค RT-PCR 
บน 1% อะกาโรสเจล โดยใชโปรแกรม GelQunattNET จาก http://biochemlabsolutions.com/GelQuantNET.html 
(free programme) ทําการคํานวณหาประสิทธิภาพของช้ินสวน 3' UTR ใน papillomavirus ท้ัง 7 ทัยป  ดังน้ีเชน 

http://biochemlabsolutions.com/GelQuantNET.html
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Control       ( ความเขมของแบนของยีน lac Z / ความเขมของแบนของยีน GFP )     
                    =   X     (คาท่ีได เทียบเปน 100) 
 
HPV-6          ( ความเขมของแบนของยีน lac Z / ความเขมของแบนของยีน GFP )    
                    =    Y     
 
ดังน้ัน     ประสิทธิภาพของช้ินสวน 3' UTR ใน HPV-6   =   (100/X) * Y 
 วิเคราะหคาทางสถิตโิดยใชโปรแกรมทดสอบสถิต ิSPSS version 16 จาก http://en.softonic.com/s/spss-16.0-
free-download-full-version (free programme) ดวยวิธี one – way Anova และ Turkey HSD test  เลือกคา p- 
value < 0.05  เพ่ือทดสอบสมมติฐานเปรียบเทียบความแตกตางของประสิทธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีน lac Z  
ของช้ินสวน 3' UTR ใน Papillomavirus 7 ทัยป 
 12. การเตรียม Nuclear extract และ Cytoplasmic extract จาก HeLa cells 

เตรียมเซลลจาํนวน 4x107 เซลลใส centrifuge tube กอนปนเหว่ียงเพ่ือตกตะกอนเซลลท่ี  2,500 rpm 10 นาที 
อุณหภูมหิอง ท้ิงสวนนํ้าใสแลวลางเซลลโดยการละลายตะกอนเซลล 2 รอบดวย 10 ml Phosphate-buffered saline (PBS) 
ปนเหว่ียง 2,500 rpm 10 นาทีท่ีอุณหภูมหิอง ข้ันตอนการเตรยีม extract เริ่มโดยละลายตะกอนเซลลใน buffer A (10 mM 
HEPES-KOH pH 7.9, 1.5 mM MgCl, 10 mM KCL, 0.5 mM DTT) ปริมาตร 2 packed cell volume (PCV) บมบน
นํ้าแข็ง 10 นาที ถายสารละลายเซลล 2 ml ลงใน Dounce homogenizer ท่ีแชบนนํ้าแข็งแลวบดเซลลข้ึนลงชาๆ 10-20 
ครั้งเพ่ือใหเยื่อหุมเซลลแตกแตนิวเคลียสยังคงรูปอยู สังเกตการแตกของเยื่อหุมเซลลโดยการหยดสารละลายบนสไลดสองดวย
กลองจุลทรรศน ถายสารละลายเซลลใน Dounce homogenizer ลง centrifuge tube อันใหมท่ีอยูบนนํ้าแข็งหลอดละ 1 
ml ปนเหว่ียงท่ี 14000-16000 rpm เปนเวลา 10 นาที ท่ี 4˚C เพ่ือตกตะกอนนิวเคลยีส เก็บสวนใสซึ่งเปน Cytoplasmic 
extract โดยแบงใส centrifuge tube หลอดละ 100 μl แชเย็นท่ี -70˚C ทําการสกัด nuclear extract โดยละลายตะกอน
นิวเคลียสดวย buffer B (20 mM HEPES-KOH pH 7.9, 1 mM EDTA, 0.4 mM NaCl, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 
10% glycerol) ปริมาตร 0.5 PCV ผสมใหเขากัน ทํานิวเคลียสใหแตกโดย sonicate ท่ี 20-40 amplitude นาน 5-10 นาที 
โดยบมสารละลายบนนํ้าแข็งตลอดเวลา สังเกตการแตกของเซลลบนสไลดภายใตกลองจุลทรรศน ปนเหว่ียงสารละลายท่ี 
14000-16000 rpm เปนเวลา 10 นาที ท่ี 4˚C เก็บสวนใสซึ่งเปน nuclear extract โดยแบงใส centrifuge tube หลอดละ 
50 μl เก็บท่ี -70˚C ตรวจสอบขนาดโปรตีนโดยใชเทคนิค SDS - PAGE ดวย 12% polyacrylamide gel  

13. การศึกษาปฏิสมัพันธระหวางเซลลโปรตีนและ RNA late regulatory (Cumming et al., 2003)  
เตรียมช้ินสวน RNA ความเขมขน 500 pmol โดยใช In vitro Transcription Kit (Jena Bioscience) ซึ่ง 

reaction mix ประกอบดวย 

 20 μl assay  50 μl assay  
T7 reaction buffer  4 μl  10 μl  
dNTP mix  1 μl  2.5 μl  
RNase inhibitor  0.2 μl  0.5 μl  
Template DNA ท่ีมี T7 promotor  10-500 ng  10-1000 ng  

T7 RNA polymerase  0.2 μl  0.5 μl  
Nuclease-free water  เติมใหครบ 20 μl  เติมใหครบ 50 μl  

 

การเตรียมสารละลายอารเอ็นเอเพ่ือ immobilize กับ agarose beads ทําโดยบมสารละลายอารเอ็นเอกับ 5 mM 
sodium m-periodate และ 100 mM sodium acetate (pH 5.0) ปริมาตรสุทธิ 400 μl บม 1 ช่ัวโมงในท่ีมืด ตกตะกอน
อารเอ็นเอดวย ethanol แลวละลายตะกอนใน 500 μl 0.1 M sodium acetate (pH 5.0)  
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การเตรียม agarose beads กอนใชทําโดยดูด adipic acid dihydrazide agarose beads ปริมาตร 400 μl ใส 
centrifuge tube ลางดวย 10 ml sodium acetate (pH 5.0) ปนเหว่ียง 300 rpm นาน 3 นาที ท้ิงสวนใส ทําซ้ํา 3 ครั้ง 
หลังจากลางครั้งสุดทายผสม adipic acid dihydrazide agarose beads กับ 300 μl 0.1 M sodium acetate (pH 5.0) 
บมสารละลาย RNA ท่ีเตรียมไวกับ adipic acid dihydrazide agarose beads 12 ช่ัวโมง ท่ี 4ºC บน rotator หลังจากน้ัน
ลาง RNA สวนเกินออกโดยใช 2 M NaCl ปริมาตร 1 ml 3 ครั้ง แลวลางอีก 3 ครั้งดวย 1 ml buffer D (20 mM HEPES-
KOH pH 7.6 , 5% glycerol , 100 mM KCl , 0.2 mM EDTA , 0.5 mM DTT) เติม HeLa nuclear extracts หรือ HeLa 
cytoplasmic extracts 1.25 mg ใน 250 μl buffer D แลวบมท่ี 30ºC นาน 20 นาที จากน้ันปนเหว่ียงท่ี 1,000 rpm 3 
นาที ลางตะกอน 4 ครั้งโดยใช 1 ml buffer D ท่ีเติม 400 mM NaCl และ 4 mM MgCl2 ทําการ elute โปรตีนท่ีจับตัวกับ
ช้ินสวนอารเอ็นเอโดยเติม 60 μl protein loading buffer แลวใหความรอนท่ี 90ºC นาน 5 นาที วิเคราะหขนาดโปรตีนท่ี
แยกไดโดยใชเทคนิค SDS - PAGE ดวย 12% polyacrylamide gel  
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	การนำพลาสมิดที่มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สนใจถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์ตามวิธีในคู่มือของ Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA)  ขั้นตอนแรกคือการเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยงเพื่อใช้ในการทดลองโดยการเลี้ยงเซลล์ HeLa ปริมาณ 3x10P5 Pเซลล์ต่อมิลลิลิตรใน 6-well plate ใน Dulbe...
	ตารางที่ 3.2  องค์ประกอบของปฏิกิริยา อาร์-ที พีซีอาร์ ของยีน lac Z

