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บทที่ 3 
วัสดุและวิธีการทดลอง 

 
1. จุลินทรียและอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการทดลอง 
  ในการศึกษานี้จะใช Lactococcus lactis RP359 เปนโฮสตเซลล (host cell) เพ่ือตรวจหาแบค   
เทอริโอเฟจในอาหารหมักชนิดตาง ๆ นอกจากนี้แบคทีเรียสายพันธุดังกลาวยังใชในการเพ่ิมจํานวนและ
ศึกษาคุณสมบัติตาง ๆ ของแบคเทอริโอเฟจท่ีตรวจพบดวย การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจใน
การทําลายแลคติกแอสิดแบคทีเรียชนิดอ่ืนใชแลคติกแอสิดแบคทีเรียทดสอบดังแสดงในตารางท่ี 4 
  แลคติกแอสิดแบคทีเรียทุกสายพันธุท่ีใชในการศึกษานี้เพาะเลี้ยงโดยใชอาหารเหลว (MRS broth) 
หรืออาหารแข็ง (MRS agar) บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลาประมาณ 18-24 ชั่วโมง การเก็บ
รักษาแลคติกแอสิดแบคทีเรีย ทําโดยนําแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหาร MRS broth เติม glycerol ลงไปใหได
สัดสวนของ glycerol เทากับ 15% (v/v) นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เม่ือตองการนํา      
แลคตกิแอสิดแบคทีเรียท่ีเก็บรักษาไวนี้มาใช จะนําไปเลี้ยงในอาหาร MRS broth กอน แลวจึงนําไปใชใน
การทดลองตอไป 
 
2. การเตรียมตัวอยางอาหารหมัก 
  อาหารหมักท่ีนํามาใชในการแยกแบคเทอริโอเฟจแบงออกเปน 2 ลักษณะคือ (1) อาหารท่ีมี
ลักษณะแหงหรือมีน้ําเปนสวนประกอบนอย (เชน แหนม หมํ่า ไสกรอกเปรี้ยว เค็มบักนัด เปนตน) และ (2) 
อาหารท่ีมีลักษณะเปนน้ําหรือมีสวนประกอบท่ีเปนของเหลวมาก (เชน ผักดองชนิดตาง ๆ เปนตน) ในกรณี
ท่ีอาหารมีลักษณะแหงหรือมีน้ําเปนสวนประกอบนอย นําอาหารมาชั่งใหไดน้ําหนักประมาณ 5 กรัม ผสม
กับ PBS buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 4,500 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใส (supernatant) ไวสําหรับทําการเพ่ิมปริมาณแบคเทอริโอเฟจ 
(bacteriophage enrichment) ในกรณีท่ีอาหารมีลักษณะเปนน้ําหรือสวนประกอบท่ีเปนของเหลวมาก 
นําเอาสวนท่ีเปนน้ําหรือของเหลวมาใชโดยตรง โดยนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที เก็บสวนใสไวสําหรับทําการเพ่ิมปริมาณแบคเทอริโอเฟจในตัวอยางอาหารในข้ันตอนตอไป 
 
3. การเพ่ิมปริมาณแบคเทอริโอเฟจในตัวอยางอาหาร 
  การเพ่ิมปริมาณแบคเทอริโอเฟจในตัวอยางอาหาร ใชวิธี bacteriophage enrichment ซ่ึงทําได
โดย นําสวนใส (supernatant) ท่ีไดจากการปนเหวี่ยงไปกรองผานแผนกรอง (membrane filter) ท่ีมี
ขนาดของรูพรุน (pore size) เทากับ 0.45 ไมโครเมตร ของเหลวท่ีผานการกรองจะเรียกวา “ตัวอยางท่ี
กรองแลว” (filtrated sample) นําตัวอยางท่ีกรองแลวนี้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาผสมกับอาหาร MRS 
broth ท่ีเตรียมใหมีความเขมขนเปนสองเทา (double strength MRS broth) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ
เติม L. lactis RP359 ท่ีบมขามคืน (overnight culture) ลงไปปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมท่ี 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลาประมาณ 18-24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที เก็บสวนใสท่ีไดจากการปนเหวี่ยงไปกรองผานแผนกรองท่ีมีขนาดของรูพรุนเทากับ 0.45 
ไมโครเมตร ของเหลวท่ีผานการกรองนี้เรียกวา “สารละลายสําหรับตรวจสอบแบคเทอริโอเฟจ” ซ่ึงจะนําไป
ทดสอบวามีแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย L. lactis RP359 อยูหรือไมโดยวิธี spot test 
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4. การตรวจหาแบคเทอริโอเฟจ 
 การตรวจหาแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage detection) ใชวิธี spot test ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ 
นํา L. lactis RP359 ท่ีเลี้ยงในอาหาร MRS broth และเจริญอยูในระยะ log phase ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เติมลงในหลอดอาหาร MRS soft agar ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (ความเขมขนของ agar เทากับ 
0.4% และกอนใชใหนําไปหลอมเพ่ือใหวุนละลายและมีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส) ผสม
แบคทีเรียและ soft agar ใหเขากันดวย vortex mixer แลวเททับใหท่ัวผิวหนาอาหาร MRS agar รอให 
MRS soft agar ท่ีเททับลงไปนั้นแข็งตัว (ใชเวลาประมาณ 5-10 นาที) จากนั้นหยดสารละลายสําหรับ
ตรวจสอบแบคเทอริโอเฟจ ลงไปปริมาตร 10 ไมโครลิตร โดยหยดลงตรงกลางของจานเพาะเลี้ยงเชื้อ นํา
จานอาหารเลี้ยงเชื้อไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 18-24 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตวา
มีสวนใสของการยับยั้ง (clear zone) เกิดข้ึนตรงตําแหนงท่ีมีการหยดสารละลายสําหรับตรวจสอบแบคเทอ
ริโอเฟจหรือไม ถามีสวนใสของการยับยั้งเกิดข้ึนท่ีตําแหนงดังกลาวแสดงวาในสารละลายดังกลาวมีแบคเทอ
ริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย L. lactis RP359 อยู 
 
5. การแยกแบคเทอริโอเฟจ 
 ใชหวงเข่ียเชื้อ (loop) ซ่ึงฆาเชื้อแลวขูดหรือลอกตรงบริเวณท่ีเกิด clear zone (เอาเฉพาะเนื้อวุนท่ี
อยูชั้นบนซ่ึงก็คือชั้นของ soft agar) ใสลงในหลอดทดลองซ่ึงมี L. lactis RP359 เจริญอยูในระยะ log 
phase ในอาหาร MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer เพ่ือใหเนื้อวุน
แตกกระจายในอาหาร MRS broth ดังกลาว จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 18-
24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลานําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสท่ีได
จากการปนเหวี่ยงไปกรองผานแผนกรองท่ีมีขนาดของรูพรุนเทากับ 0.45 ไมโครเมตร ของเหลวท่ีผานการ
กรองนี้เรียกวา “สารละลายแบคเทอริโอเฟจ” (bacteriophage suspension) นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
 นําสารละลายแบคเทอริโอเฟจท่ีไดมาทํา plaque assay โดยใชวิธี double-layer agar method 
เพ่ือใหได plaque เดี่ยว ดังนี้ นําสารละลายแบคเทอริโอเฟจมาทําการเจือจางแบบ ten-fold serial 
dilution ในอาหาร MRS broth จากนั้นนําตัวอยางท่ีระดับความเจือจางตาง ๆ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ใสลงไปในอาหาร MRS soft agar ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติม L. lactis RP359 ท่ีเจริญอยูในระยะ log 
phase ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวเททับลงบนอาหาร MRS agar นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 18-24 ชั่วโมง จากนั้นเลือก plaque ท่ีอยูเดี่ยว ๆ มาหนึ่งอัน โดยใช 
loop เข่ียเนื้อวุนตรงตําแหนงท่ีเกิด plaque มาจุมลงในอาหาร MRS broth ท่ีมี L. lactis RP359 เจริญ
อยูในระยะ log phase ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเนื้อวุนแตกกระจายในอาหารโดยใช vortex mixer 
แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,500 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสท่ีไดจากการปนเหวี่ยงไปกรองผานแผนกรองท่ีมีขนาดของรูพรุนเทากับ 
0.45 ไมโครเมตร ของเหลวท่ีผานการกรองนี้เรียกวา “สารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์” (purified 
bacteriophage suspension) เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปศึกษาในการทดลองอ่ืน ๆ 
ตอไป 
 
6. การหาความเขมขนของแบคเทอริโอเฟจ 
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 ในการหาความเขมขนของแบคเทอริโอเฟจหรือนับปริมาณของแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage 
titer) จะรายงานเปนคา plaque-forming unit/ml (pfu/ml) โดยใชวิธ ีdouble-layer agar method 
ซ่ึงมีวิธีการคือ นําตัวอยางท่ีตองการหาความเขมขนของแบคเทอริโอเฟจมาทําการเจือจางแบบ ten-fold 
serial dilution ในอาหาร MRS broth จากนั้นนําตัวอยางท่ีระดับความเจือจางตาง ๆ ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ใสลงไปในอาหาร MRS soft agar ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติม L. lactis RP359 ท่ีเจริญอยูใน
ระยะ log phase ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวเททับลงบนอาหาร MRS agar นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 18-24 ชั่วโมง จากนั้นทําการนับจํานวน plaque ท่ีปรากฏ
บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (เลือกนับจากจานเพาะเลี้ยงท่ีมี plaque อยูในชวง 30-300 อัน) นําจํานวน 
plaque ท่ีนับไดไปคํานวณคาความเขมขนของแบคเทอริโอเฟจโดยใชสูตรการคํานวณดังนี้ 

 ความเขมขนของแบคเทอริโอเฟจ (pfu/ml) = จํานวน plaque × 10 × ระดับความเจือจาง 
 
7. การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทําลายแบคทีเรียสายพันธุอ่ืน 
 ความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทําลายแบคทีเรียสายพันธุอ่ืน (bacteriophage host 
range) ทดสอบโดยวิธี spot test ดังนี้ นําแลคติกแอสิดแบคทีเรียทดสอบชนิดตาง ๆ (ตารางท่ี 4) ซ่ึงเจริญ
อยูในระยะ log phase ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับอาหาร MRS soft agar ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
แลวเททับลงบนผิวหนาอาหาร MRS agar รอจนผิวหนาอาหารแข็งตัว หยดสารละลายแบคเทอริโอเฟจ 
บริสุทธิ์ท่ีมีความเขมขนเทากับ 106 pfu/ml ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนผิวหนาอาหาร MRS soft agar 
ดังกลาว โดยหยดลงบริเวณกลางจานเพาะเลี้ยง นําจานเพาะเลี้ยงไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลาประมาณ 18-24 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตวามีสวนใสของการยับยั้ง (clear zone) เกิดข้ึนตรงตําแหนงท่ีมี
การหยดสารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์หรือไม ถามีสวนใสของการยับยั้งเกิดข้ึนท่ีตําแหนงดังกลาว 
แสดงวาแบคเทอริโอเฟจดังกลาวสามารถทําลายแบคทีเรียทดสอบชนิดนั้นได 
 
 
 
8. การศึกษาผลของสารละลาย CaCl2 ตอการเพ่ิมจํานวนของแบคเทอริโอเฟจ 
 การศึกษาผลของสารละลาย CaCl2 ตอความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทําลาย L. lactis 
RP359 สามารถทําไดโดยการนํา L. lactis RP359 ท่ีเจริญอยูในระยะ log phase ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
จํานวน 7 หลอด มาเติมสารละลาย CaCl2 ท่ีมีความเขมขน 1 โมลาร (M) โดยใหความเขมขนสุดทาย (final 
concentration) ในแตละหลอดเทากับ 0, 1, 10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิโมลาร (mM) จากนั้นเติม
สารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์โดยใหมีปริมาณแบคเทอริโอเฟจความเขมขนสุดทายในแตละหลอด
เทากับ 104 pfu/ml นําหลอดทดลองท้ัง 7 ไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง นํา
หลอดไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสไปกรองผานแผนกรองท่ีมี
ขนาดของรูพรุนเทากับ 0.45 ไมโครเมตร นําของเหลวท่ีไดจากการกรองไปตรวจหาความเขมขนของ      
แบคเทอริโอเฟจ (pfu/ml) 
 
9. การศึกษาการยึดเกาะของแบคเทอริโอเฟจบนผิวเซลลของโฮสต 
 การศึกษาการยึดเกาะของแบคเทอริโอเฟจบนผิวเซลลของโฮสต ซ่ึงในท่ีนี้คือ L. lactis RP359 ทํา
โดยนํา L. lactis RP359 ท่ีเจริญอยูในระยะ log phase ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมสารละลายแบคเทอริ
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โอเฟจบริสุทธิ์ ใหมีคา MOI (multiplicity of infection) เทากับ 0.01 จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เก็บตัวอยาง (ครั้งละ 10 มิลลิลิตร) ท่ีเวลา 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที นําตัวอยาง
ท่ีเก็บไดไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสไปกรองผานแผนกรองท่ี
มีขนาดของรูพรุนเทากับ 0.45 ไมโครเมตร นําของเหลวท่ีไดจากการกรองไปตรวจหาความเขมขนของ    
แบคเทอริโอเฟจ ซ่ึงความเขมขนของแบคเทอริโอเฟจท่ีไดจะเปนความเขมขนของแบคเทอริโอเฟจท่ีไมได
เกาะท่ีผิวเซลลของ L. lactis RP359 เรียกวา residual titer 
 การทดลองนี้จะตองทําการทดลองชุดควบคุม (control) ควบคูไปดวย โดยในการทดลองชุด
ควบคุมจะทําทุกข้ันตอนเชนเดียวกับท่ีกลาวมา แตใช MRS broth แทน L. lactis RP359 ความเขมขนของ
แบคเทอริโอเฟจท่ีไดจากการทดลองชุดควบคุมเรียกวา control titer 
 การคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยึดเกาะของแบคเทอริโอเฟจบนผิวเซลลของโฮสต 
(% adsorption of the bacteriophage) สามารถทําไดโดยใชสูตรดังตอไปนี้ 

[(control titer – residual titer) / control titer] × 100 
 
10. การศึกษาการทนความรอนของแบคเทอริโอเฟจ 
 การศึกษาการทนความรอนของแบคเทอริโอเฟจทําโดยนําน้ํากลั่นปลอดเชื้อ (sterile distilled 
water) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ใสในหลอด microcentrifuge tube แลวนําไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ
ตาง ๆ ดังนี้ 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เพ่ือใหน้ํากลั่นปลอดเชื้อมีอุณหภูมิตาม
ท่ีตั้งไว จากนั้นนําสารละลายแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage suspension) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
เติมลงไปในน้ํากลั่นปลอดเชื้อท่ีมีอุณหภูมิตามท่ีตั้งไวแลว โดยใหมีความเขมขนสุดทายของแบคเทอริโอเฟจ
ในแตละหลอดนั้นเทากับ 108 pfu/ml หลังจากท่ีเติมสารละลายแบคเทอริโอเฟจแลวใหเริ่มจับเวลาทันที 
และเก็บตัวอยางทุก ๆ 30 วนิาที เปนเวลา 3 นาที ตัวอยางท่ีเก็บมานั้นจะถูกทําใหเย็นลงทันทีหลังการเก็บ
โดยจุมลงในน้ําแข็ง นําแตละตัวอยางไปหาคาความเขมขนของแบคเทอริโอเฟจ (pfu/ml) 
 
11. การทําแบคเทอริโอเฟจใหบริสุทธิ์ (Bacteriophage purification) 
 การทําแบคเทอริโอเฟจใหบริสุทธิ์ มีวิธีการดังนี้ เลี้ยง L. lactis RP359 ในอาหาร MRS broth 
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เม่ือเชื้อเจริญอยูในระยะ log phase เติมสารละลายแบคเทอริโอเฟจ 
(bacteriophage suspension) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย CaCl2 ท่ีมีความเขมขน 1 M 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนใส (supernatant) มากรองผานแผน
กรองท่ีมีขนาดของรูพรุนเทากับ 0.45 ไมโครเมตร แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 23,500 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ละลายตะกอน (pellet) ใน bacteriophage buffer (20 mM 
Tris-HCl (pH7.5), 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําสารละลายท่ีไดใสลงใน
สารละลาย CsCl ท่ีมีความหนาแนนแตกตางกัน (CsCl gradient ท่ีมีความหนาแนน 1.35, 1.53 และ 1.65 
กรัม/มิลลิลิตร) นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 35,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง 
ใช syringe ดูดสารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ (purified bacteriophage suspension) ออกมาจาก
สารละลาย CsCl แลวนําไปทําใหบริสุทธิ์ข้ึนโดยวิธี dialysis ใน bacteriophage buffer 
 
12. การศึกษารูปรางของแบคเทอริโอเฟจดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
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 การศึกษารูปราง (morphology) ของแบคเทอริโอเฟจดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน สามารถทํา
ไดโดยนําสารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ (purified bacteriophage suspension) 1 หยด (ประมาณ 
10 ไมโครลิตร) หยดลงบน grid ท่ีฉาบดวยคารบอน (carbon-coated grid) ท้ิงไว 3 นาที แลวยอมแบบ 
negative ดวย 2% (w/v) uranyl acetate (pH 4.0) ท้ิงไว 10 วินาที จากนั้นนําไปศึกษาดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscope; TEM) การจําแนกชนิดของ
แบคเทอริโอเฟจอาศัยเกณฑ (criteria) ท่ีกําหนดโดย International Committee of Taxonomy of 
Viruses 
 
13. การศึกษาโปรตีนท่ีเปนสวนประกอบของแบคเทอริโอเฟจโดยวิธี SDS-PAGE 
 การศึกษาโปรตีนท่ีเปนสวนประกอบของแบคเทอริโอเฟจดวยวิธี sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) สามารถทําไดโดยนําสารละลายแบคเทอริโอเฟจบริ
สุทธิ์ (purified bacteriophage suspension) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับ 2× sample buffer (125 
mM Tris-HCl (pH 6.8), 20% glycerol, 4% SDS, 2% β-mercaptoethanol, 0.04% bromophenol 
blue) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร นําไปตมในน้ําเดือด เปนเวลา 5 นาที แลวนําไปหยอดลงในชอง (well) บน
แผน polyacrylamide gel โดยหยอดสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ําหนักโมเลกุล (standard 
protein marker) ลงในชองขาง ๆ ดวย จากนั้นปลอยกระแสไฟฟาคงท่ี (ประมาณ 50 มิลลิแอมแปร, mA) 
ผานแผน polyacrylamide gel เม่ือเวลาผานไปประมาณ 1 ชั่วโมง นําแผน polyacrylamide gel ไปยอม
ดวย coomassie brilliant blue ลางสียอมสวนเกินออกดวย destaining solution (45% (v/v) 
methanol, 10% (v/v) glacial acetic acid) จะเห็นแถบ (band) โปรตีนเปนสีน้ําเงิน น้ําหนักโมเลกุล
ของโปรตีนท่ีเปนสวนประกอบของแบคเทอริโอเฟจ สามารถคาดคะเนไดจากการเปรียบเทียบกับน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน 
 
14. การสกัดและศึกษาสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ 
 นําสารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์มาสกัดสารพันธุกรรม โดยใชชุดสกัดสารพันธุกรรม
PureLinkTM Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen) จากนั้นนําสารพันธุกรรมท่ีไดมาตัดดวยเอนไซม 
RNase และ restriction endonucleases ชนิดตาง ๆ ตามสภาวะท่ีบริษัทผูผลิตเอนไซมกําหนด 
(Promega) หลังจากสารพันธุกรรมถูกตัดดวยเอนไซมดังกลาวแลว นําไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที แลวนําชิ้นสวนสารพันธุกรรมไปศึกษาโดยวิธี agarose gel electrophoresis 
  วิธี agarose gel electrophoresis ท่ีใชในการศึกษาชิ้นสวนสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ มี
วิธีการดังนี้ เตรียม agarose gel (ความเขมขนของ agarose เทากับ 1 %) นําชิ้นสวนสารพันธุกรรมท่ีได
หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมชนิดตาง ๆ ผสมกับ DNA loading sample แลวใสลงในชอง (well) บนแผน 
agarose gel เติม DNA มาตรฐานท่ีทราบขนาด (DNA marker: λ DNA /Hind III) ลงในชองขาง ๆ เพ่ือใช
ในการเปรียบเทียบกับขนาดของชิ้นสวนสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ บัฟเฟอรท่ีใชคือ Tris-acetate-
EDTA buffer กระแสไฟฟาท่ีปลอยผาน agarose gel มีคาความตางศักยคงท่ีเทากับ 100 โวลต (V) และใช
เวลาประมาณ 1 ชั่วโมง จากนั้นนํา agarose gel ไปยอมดวย GelStar (Lonza Bioscience) และดูดวย 
Dark Reader transilluminator (Clare Chemical Research) 
 
 


