
บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1  วัสดุและสารเคมี 
วัสด ุ น ้ ายางพาราสายพนัธุ์ RRIM600  ตน้กลา้ยางพาราติดตาสายพนัธุ์ RRIM600 และ

ยางพาราสายพนัธุ์ RRIC110                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
สารเคมี ท่ีใชมี้ดงัน้ี   RNA Extraction Buffer (Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB), 

Tris-hydrochloride (Tris-HCl), Ethylenediaminetetra-Acetic Acid (EDTA), Sodium Chloride 
(NaCl), Polyethylene Glycol (PEG)), Chloroform, β-Mercaptethanol, Diethyl Pyrocarbonate 
(DEPC), Isoamyl Alcohol, Lithium Chloride (LiCl), AMV Reverse Transcriptase, Oligo d(T) 
Primer, Taq DNA Polymerase, Dinucleotide Triphosphate (dNTP), Oligonucleotide Primer ดงั
ตารางท่ี 2, Magnesium Chloride (MgCl2), SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit, 
Agarose, Ethidium Bromide, DNA Maker, Gel Elute Extraction Kit, T4 DNA Ligase, Luria-
Bertani medium (LB Medium), Transformation and Storage Solution (TSS), Glycerol,  High-
Speed Plasmid Mini Kit 
 
ตารางที่ 3 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการเพ่ิมปริมาณ cDNA ดา้นปลาย-5/ และ 

ดา้นปลาย-3/ 
 

ดา้นปลาย ช่ือไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด์ 

5/-RACE GSP1 

-  5/ ACCCTCCCTTGAATTCTGGGCACTTGGG 3/ 

-  5/ CTTTTGGCATTCGAAGCAATGGC 3/ 

-  5/ AGGAGGCCGTGACGTTGACGTTGATGAGCC 3/ 

-  5/ AGAAAGGCACTAGAGCTTGTGC 3/ 

-  5/ CACTCCTCCAAGCCTATTCA 3/ 

3/-RACE GSP2 
-  5/ TGCTGCCTTTGCAAAGCGGAGCCAGAG 3/ 

-  5/ CTAATCTATCGGATTGGGGTTCC 3/ 
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3.2 อปุกรณ์และเคร่ืองมือ มีดงัน้ี 
 

ตารางท่ี 3 แสดงเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวิจยั  
 
           อุปกรณ์                                              รุ่น                                           บริษทัผูผ้ลิต 
Microcentrifuge    Z 252MK         Chermle, USA 
Microcentrifuge    UniCen 15D         Herolab 
UV-VIS Spectrophotometer  PerkinElmer  
     Lambda 25/UV visible        PerkinElmer  
PCR Instrument    iCycler iQTM         Biorad   
Gel Documentation   Gel Doc 2000         Biorad   
Gel Electrophoresis Apparatus  MINI-SUB CELL GT        Biorad   
 

3.3  การเตรียม Total RNA 

การเตรียม Total RNA จากน ้ ายางและเน้ือเยือ่ต่างๆ ของกลา้ยางพาราใชว้ิธีการเดียวกนัคือ
ประยกุต์จากวิธีการของ  ฟู, เด้ิง, ซู, เซงและชิ (Fu, Deng, Su, Zeng and Shi. 2004 : 197a-197e) ถา้
เป็นเน้ือเยือ่ต่างๆ จะบดเน้ือเยือ่น ้ าหนกั 500 mg (น ้ าหนกัสด) ให้ละเอียดดว้ยไนโตรเจนเหลวกอ่นท่ี
จะน าไปเตรียม Total  RNA  ถา้เป็นน ้ ายางน าไปเตรียม  Total RNA ไดเ้ลยตวัอยา่งละประมาณ 500 
µl  จากนั้น เติม RNA Extraction Buffer (2% CTAB (w/v), 100 mM Tris-HCl (pH8.5), 1% (v/v) 
PEG8000, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA) 500 µl ท่ีมีส่วนผสมของ β-Mercaptethanol 15% ตามดว้ย 
Chloroform : Isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร  500 µl ผสมให้เขา้กนัอยา่งดี ใช ้ Micropipette ดูด
สารละลายใส่หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 ml จากนั้นน าไป ป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง  
Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 13,200 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลาย
ชั้นบนใส่หลอดใหม่และเติม Chloroform : Isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร 750  µl   ผสมให้เขา้กนั
อยา่งดี  น าไป ป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง  Microcentrifuge ท่ีความเร็ว  13,200 rpm อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  ดูดสาร ละลายชั้นบนใส่หลอดใหม่และเติม Chloroform : 
Isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร 750 µ l ผสมให้เขา้กนัอยา่งดี  น าไป ป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง  
Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 13,200 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที  ดูดสารละลาย
ชั้นบนใส่หลอดใหม่และเติม 8M LiCl 1/3 ของปริมาตรสารละลายท่ีได ้เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศา -
เซลเซียส ประมาณ 12-16 ชัว่โมง  จากนั้น น าสารละลายดงักล่าวมา ป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง  
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Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 13,200 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ดูดสารละลาย
ท้ิงและลา้งตะกอนดว้ย 70% Ethanol 200 µl และน าไป ป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง  Microcentrifuge ท่ี
ความเร็ว 13,200 rpm 2 คร้ังๆละ 5 นาที ดูดส่วนใสออก เปิดฝาหลอดไวจ้นตะกอนแห้ง จึงละลาย
ตะกอนดว้ย DEPC-treated H2O  เกบ็ Total RNA ไวท่ี้อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ
ปริมาณและคุณภาพของ Total RNA ต่อไป 

 

3.4  ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของ Total RNA 
3.4.1.  การค านวณปริมาณและความบริสุทธิ์ของ Total RNA 

ปริมาณและความบริสุทธ์ิของ Total RNA ค านวณไดจ้ากการวดัค่าการดูดกลืน
แสงอลัตราไวโอเลต (UV) เน่ืองจาก RNA มีเบสเพียวรีนและไพริมีดีนเป็นองค์ประกอบของ
โครงสร้าง ท าให้สามารถดูดกลืนแสงไดท่ี้ช่วงความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (OD260) โดย 1 OD260 

ของ RNA มีค่าเท่ากบั 40 µg/ml  
น าสารละลาย Total RNA ไปเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ในอตัราส่วนท่ีเหมาะสมไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (OD260) และ 280 นาโนเมตร (OD280) แลว้น าค่ าท่ี
วดัไดม้าค านวณหาปริมาณและความบริสุทธ์ิของ Total RNA 

ปริมาณ Total RNA = 40 x OD260 x จ านวนเท่าท่ีเจือจาง (µg/µl) 
       1000 

ความบริสุทธ์ิของ Total RNA ค านวณจากค่าอตัราส่วนระหว่าง OD260 และ OD280 
โดยRNA ท่ีบริสุทธ์ิจะมีค่า OD260/OD280 เท่ากบั 2.0 + 0.05   

 

3.4.2.  ตรวจสอบสภาพ Integrity ของ Total RNA ด้วยเทคนิค Electrophoresis 
น าสารละลาย Total RNA ตวัอยา่งละ 2 µg ไปท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรส

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์  ยอ้มเจลดว้ย Ethidium Bromide (EtBr) เขม้ขน้ 0.1 mg/ml 
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3.5  การโคลนยีน HbKR1 ในยางพาราโดยเทคนิค RACE 

การโคลนยนี HbKR1 ในยางพาราดว้ยเทคนิค RACE โดยใช ้SMARTerTM RACE cDNA 
Amplification Kit จากบริษทั Clontech ดงัน้ี 

 
3.5.1 การเตรียม poly A+ RNA 

เตรียม Poly A+ RNA จาก Total RNA โดยใช ้Oligotex mRNA Spin Column ของ
บริษทั QIAGEN ด าเนินการตามค าแนะน าของผูผ้ลิต ดงัน้ี 

3.5.1.1 ปิเปต Total RNA 50 µl ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ปรับปริมาตรให้
ได ้250 µl ดว้ย RNase-Free Water 

3.5.1.2 เติม Buffer OBB (อุ่นท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ) ปริมาตร 250 µl และ 
Oligotex Suspension ปริมาตร 15 µl ผสมให้เขา้กนัโดยการปิเปตหรือเคาะเบาๆ 

3.5.1.3 บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  3 นาที และตั้งไวท่ี้
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

3.5.1.4 ตกตะกอน Oligotex mRNA Complex โดยหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 18000 
xg เป็นเวลา 2 นาที แลว้ดูดส่วนใสออกโดยการปิเปต 

3.5.1.5 ละลายตะกอนดว้ย Buffer OW2 ปริมาตร 400 µl จากนั้นจึงดูดสารละลาย
ตะกอนท่ีไดเ้ติมลงใน Spin Column ขนาดเลก็ น าไปวางลงในหลอดทดลองขนาด  1.5 ml หมุน
เหวี่ยงดว้ยความเร็ว 18,000 xg เป็นเวลา 1 นาที 

3.5.1.6 ยา้ย  Spin Column ไปยงัหลอดทดลองขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ แลว้เติม 
Buffer OW2 ปริมาตร  400 µl หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  18,000 x g เป็นเวลา 1 นาที น าส่วน Flow-
Through ท้ิงไป 

3.5.1.7 ยา้ย Spin Column ไปยงัหลอดทดลองขนาด 1.5 ml หลอดใหม่  แลว้เติม  
Buffer OW2 ปริมาตร 20 µl ลงไปใน  Column ปิเปตข้ึนลง  3-4 รอบ น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  
18,000 x g ดูดสารละลาย mRNA ท่ีไดใ้ส่หลอดใหม่ เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.5.2.  สังเคราะห์ First-Strand cDNA 

3.5.2.1  เตรียม Buffer Mix ต่อไปน้ีส าหรับสงัเคราะห์ 5’ และ 3’ RACE-Ready 
cDNA ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ผสมให้เขา้กนัและวางไวท่ี้อุณหภูมิห้อง      

5X First-Strand Buffer   2.0  µl  
DTT (20 mM)   1.0  µl  
dNTP Mix (10 mM)  1.0 µl 
ปริมาตรรวมเท่ากบั  4.0  µl 

3.5.2.2  ดูดสารละลายต่อไปน้ี 
3’ RACE-Ready cDNA : 

-  Total RNA  3.75  µl   
-  3’-CDS Primer A  1.0 µl 

5’ RACE-Ready cDNA  :                                                     
-  Total RNA  2.75  µl   
-  5’-CDS Primer A  1.0   µl                                                        

3.5.2.3  ผสมสารละลายขา้งตน้ ให้เขา้กนัในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml โดยการ
เขยา่เบาๆ  

3.5.2.4 บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เ ป็นเวลา 3 นาที จากนั้นบ่มต่อท่ี
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 2 นาที น ามาหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  14,000 g เป็นเวลา 10 
วินาที 

3.5.2.4  เติม SMARTer IIA Oligo 1.0 µl ในสารละลาย 5’ RACE-Ready cDNA   
3.5.2.5  เติม Buffer Mix ท่ีไดเ้ตรียมไวข้า้งตน้ พร้อมกบัสารละลาย ดงัน้ี 

Buffer Mix from Step 1   4.0 µl  
RNase Inhibitor (40 U/)   0.25 µl  
SMARTScribe™ Reverse Transcriptase 1.0 µl 
(100 U)       
ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั   10.0 µl  

3.5.2.6  ผสมสารให้เขา้กนัโดยใช ้Micropipette บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 90 วินาที ดว้ยเคร่ือง Thermal Cycler 

3.5.2.7 จากนั้นบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที 
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3.5.2.8  เจือจางสารละลาย First-Strand cDNA ดว้ย Tricine-EDTA Buffer 20 µl 
น าตวัอยา่งไปเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
3.5.3. การเพิ่มปริมาณ cDNA ของยนี HbKR1 โดยเทคนิค RACE-PCR 

การ เพ่ิมปริมา ณ cDNA ของยนี HbKR1 ทั้งดา้นปลาย -5/ และปลาย -3/ โดยใช้ 
cDNA ของ TDFREP241 ท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์การแสดงออกของยนีท่ีมีการแสดงออกมากในน ้ า
ยางพาราสายพนัธุ์ท่ีให้ผลผลิตสูงและมีการแสดงออกนอ้ยในสายพนัธุ์ท่ีให้ผลผลิตต ่า โดยเทคนิค 
cDNA-AFLP ซ่ึงมีล าดบันิวคลีโอไทด์ ขนาด 242 คู่เบสและ  Homology กบัยนี CaKR1 ในตน้พริก 
(Seong, et al. 2007a : 954) ท่ีรายงานไวโ้ดยเปล้ือง สุวรรณมณีและคณะ  (Suwanmanee, et al. 2007 
: 255) เป็นแม่แบบในการ ออกแบบ ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ  (Gene Specific Primer, GSP) ดา้น
ปลาย-5/  (GSP1) และดา้นปลาย-3/   (GSP2) การเพ่ิมปริมาณมีขั้นตอนดงัน้ี 

3.5.3.1  เตรียม PCR Master Mix ส าหรับการท าปฏิกริิยา PCR ทั้งปลายดา้น  
5’-RACE และ 3’-RACE โดยใช ้50 µl ต่อหน่ึงปฏิกริิยา ซ่ึงประกอบดว้ย 

PCR-Grade Water   34.5 µl  
10X Advantage 2 PCR Buffer   5.0 µl  
dNTP Mix (10 mM)   1.0 µl   
50X Advantage 2 Polymerase Mix  1.0  µl   
ปริมาตรรวมเท่ากบั   41.5  µl  

ผสมให้เขา้กนัโดยใช ้Vortex Mixer น าไปหมุนเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง Microcentrifuge  
3.5.3.2  เติมสารละลายต่อไปน้ีลงใน PCR Master Mix  

5/-RACE PCR 
5/ RACE-Ready cDNA  2.5  µl 
UPM (10X)    5.0  µl 
GSP1 (10 µM)   1.0  µl 
PCR Master Mix   41.5 µl 
ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั  50.0 µl    

 
 
 
 



28 
 

3/-RACE PCR 
3/ RACE-Ready cDNA  2.5  µl 
UPM (10X)    5.0  µl 
GSP2 (10 µM)   1.0  µl 
PCR Master Mix   41.5 µl 
ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั  50.0 µl  

3.5.3.3  เร่ิมตน้การท า PCR โดยใชเ้คร่ือง Thermal Cycler ท่ีปรับตั้งโปรแกรมการ
ท างาน โดยพิจารณาจากค่า Tm ของ GSP (Gene Specific Primer) ถา้ค่า Tm ของ GSP มากกว่า 70 
องศาเซลเซียส ใชโ้ปรแกรม Touchdown PCR ปรับตั้งโปรแกรมดงัน้ี  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 3 นาที จ านวน 5 รอบ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 3 
นาที จ านวน 5 รอบ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เวลา 30 
วินาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 3 นาที จ านวน 25 รอบ  

3.5.3.4  หาก PCR Product ในขั้นตอน Primary PCR ไม่เป็น Single Band ให้น า  
PCR Product ในตอนแรกมาท า Secondary PCR โดยน า Primary PCR Product ปริมาตร 5 µl มาเจื อ
จางดว้ย Tricine-EDTA Buffer 245 µl จากนั้นเตรียมสารละลายต่อไปน้ี 

-  Primary PCR Product ท่ีไดเ้จือจาง 5.0 µl 
-  NUP Primer    1.0 µl 
-  Nested GSPs    1.0 µl 
-  PCR-Grade Water   34.5 µl  
-  10X Advantage 2 PCR Buffer   5.0 µl  
-  dNTP Mix (10 mM)   1.0 µl   
-  50X Advantage 2 Polymerase Mix  1.0  µl 

 ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั  50.0 µl  
  ท า PCR โดยใชเ้คร่ือง Thermal Cycler ท่ีปรับตั้งโปรแกรมการท างาน โดย

พิจารณาจากค่า Tm ของ GSP ถา้ค่า Tm ของ GSP นอ้ยกว่า 70 องศาเซลเซียส  ใชโ้ปรแกรม Nested 
PCR ปรับตั้งโปรแกรมดงัน้ี อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาที อุณหภูมิ  68 องศาเซลเซียส 
เวลา 30 วินาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 3 นาที จ านวน 25 รอบ (ภาพท่ี 11) 
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    5/-RACE PCR                                             3/-RACE PCR 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

ภาพท่ี 11 ขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณ cDNA ของยนี HbKR1 ดา้นปลาย-5/ และปลาย-3/ 
              (ดดัแปลงจาก : Clontech, 2007 : 28-29) 
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3.5.4.  การตรวจสอบ PCR Product ด้วยเทคนิค Electrophoresis 

น า PCR Product ไปท า Electrophoresis ใน เจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 2 
เปอร์เซ็นต์ ยอ้มเจลดว้ย EtBr (0.1 mg/ml) ตดัแถบ cDNA เป้าหมายใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 
ml เพ่ือน าไปท าการแยก cDNA ออกจากเจลอะกาโรสต่อไป 

 
3.5.5.  การแยก 5/-RACE และ 3/-RACE cDNA ออกจากเจลอะกาโรส  

ใช ้GelElute Extraction Kit จากบริษทั Prima Science มีวิธีการดงัน้ี 
3.5.5.1  ชัง่แถบ cDNA ท่ีได ้แลว้เติม Buffer GX1 3 เท่าของน ้ าหนกัเจล จากนั้นจึง

เติม GelElute ปริมาตร 10 µl (Vortex ตั้งไวเ้ป็นเวลา 30 วินาที) ผสมให้เขา้กนัเป็นอยา่งดี 
3.5.5.2  น าไปบ่ม ท่ีอุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  10 นาที พร้อมทั้งเขยา่

ทุกๆ 2 นาที แลว้ น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 
นาที ดูดสารละลายท้ิงให้หมด  

3.5.5.3  ลา้งตะกอนดว้ย Buffer GX1 ปริมาตร 500 µl แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ย
เคร่ือง Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ดูดสารละลายท้ิง 

3.5.5.5  ลา้งตะกอนดว้ย Buffer GE ปริมาตร  500 µl แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ย
เคร่ือง Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 2 คร้ัง  ดูดสารละลายออก  
แลว้วางไวใ้ห้ตะกอนแห้งประมาณ 15 นาที 

3.5.5.6  ละลายตะกอนดว้ย Deionized Water ปริมาตร 20 µl วางไวท่ี้อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 5 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 
นาที ดูดสารละลายชั้นบนใส่หลอดใหม่ เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
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3.6  การท า TA Cloning 
3.6.1. การเช่ือมต่อชิ้นส่วน cDNA เข้ากับ Vecter (Ligation) 

น า cDNA ท่ีไดจ้ากการแยกออกจากเจลมาต่อเขา้กบั Vecter (pGEM@-T Easy 
Vecter จากบริษทั Promega) เติมสารละลายต่อไปน้ี 

-  PCR Product (cDNA)  3.0 µl 
-  2X Rapid Ligation Buffer 5.0 µl 
-  pGEM@-T Easy Vecter 1.0 µl 
-  T4 DNA Ligase  1.0 µl 

  ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 10.0 µl 
จากนั้นน าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-24 ชัว่โมง แลว้จึงน า ไป 

Transform เขา้ E.coli (DH5α) ต่อไป 
 

3.6.2.  การเตรียม Competent cell 
น าเช้ือ E.coli (DH5α) จาก Glycerol Stock มา Streak บนอาหาร แข็ง  Luria-Bertani 

Medium (LB) น าไปวางเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 280 rpm เป็นเวลา 16 
ชัว่โมง  คดัเลือก โคโลนี ท่ีเป็นโคโลนีเด่ียว  เพ่ือน า มาเตรียม Starter โดยเล้ียงในอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 1  ml ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง น าเซลลท่ี์ไดป้ริมาตร 20 µl เติมลง
ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 10 ml ในหลอด 1.5 ml บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่
ต่อเน่ืองประมาณ 3-4 ชัว่โมง จนกระทัง่ เช้ือเจริญเติบโตอยูใ่นระยะ Log Phase  ซ่ึงตรวจสอบโดย
น าเช้ือไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600) ซ่ึงค่าท่ีวดัได้ เท่ากบั 0.3-
0.6 จากนั้นน าเช้ือไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 2000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดอาหารเหลว LB ออกมาให้หมด ละลายเซลลแ์บคทีเรียดว้ย  Ice-Cool 
TSS (Tryptone, Yeast Extract, NaCl, Glucose, PEG8000, MgCl2, DMSO) 2.5 ml น าไปป่ันเหวี่ยง
ดว้ยเคร่ือง Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 2000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูด
สารละลายออก แลว้ เติม Ice-Cool TSS 900 µl และ Glycerol ความเขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต์ 100 µl 
ผสมให้เขา้กนัโดยใช ้Micropipette จากนั้นแบ่งสารละลายใส่หลอด 1.5 ml หลอดละ 50 µl และแช่
ไวใ้นน ้ าแข็ง      
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3.6.3.  การน าพลาสมดิเข้าสู่เซลล์    

น าพลาสมิดเขา้สู่เซลลโ์ดยวิธี Heat-Shock ซ่ึงมีวิธีการดงัน้ี 
3.6.3.1 น า Ligation Vecter ผสมลงใน Competent Cell 50 ml 
3.6.3.2 วางไวใ้นน ้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที น าไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 90 วินาที  
3.6.3.3 เติมอาหารเหลว LB ลงไป 800 µl จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 

และเขยา่เบาๆ เป็นเวลา 45 นาที  
3.6.3.4 จากนั้นน าเช้ือมา Spead บนอาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ 

Amphicilin ความเขม้ขน้ 100 mg/ml และสาร IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactoside) ซ่ึงเป็นสารท่ี
ชกัน าให้เกดิการสร้างเอนไ ซม ์β-Galactosidase พร้อมกบัสาร X-gal (5-Bromo-4-chro-3-indolyl-
β-D-galactoside) ซ่ึงเป็นซบัสเตรท (Substrate) ของเอนไซม ์ β-Galactosidase จ านวน 2 Plate โดย
แต่ละ Plate ใชเ้ช้ือปริมาตร 200 µl และ 100 µl ตามล าดบั และมี Plate control จ านวน 1 plate 

3.6.3.5 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  
3.6.3.6 ตรวจหาเซลลแ์บคทีเรียท่ีไดร้ับ Recombinant DNA โดยสงัเกตจากลกัษณะ

การตา้น ทานต่อ ยาปฏิชีวนะของ เซลลแ์บคทีเรียและกจิกรรมของเอนไซม ์ β-Galactosidase โดย
เซลลท่ี์ไดร้ับพลาสมิดท่ีไม่มีดีเอน็เอสายผสมจะเจริญบนอาหารท่ีมียาปฏิชีวนะ Amphicilin ไดแ้ละ

สามารถสร้างเอนไซม ์β-Galactosidase ไปยอ่ยสาร X-gal เกดิเป็นสารสีฟ้า ท าให้โคโลนีดงักล่าวมี
สีฟ้า ส่วนเซลลท่ี์มีดีเอน็เอสายผสมสามารถเจริญบนอาหารท่ีมียาปฏิชีวนะ Amphicilin แต่ไม่

สามารถสร้างเอนไซม ์β-Galactosidase จึงไม่มีกา รยอ่ยสาร  X-gal โคโลนีท่ีไดจึ้งไม่เกดิสี ส าหรับ
เซลลท่ี์ไม่ไดร้ับพลาสมิดจะไม่สามารถเจริญบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะ Amphicilin ได ้ 

 

3.6.4.  การเตรียมพลาสมดิจากแบคทีเรีย 
เพ่ิมจ านวนแบคทีเรี ยท่ีมี  Recombinant DNA โดยการเลือกโคโลนีท่ีเจริญใน

อาหารแข็ง LB ท่ีมีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ ซ่ึงโคโลนีจะมีลกัษณะเป็นสีขาว น ามาเล้ียงในอาหาร
เหลว LB ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ  Amphicilin ความเขม้ขน้ 100 mg/ml น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา -
เซลเซียส เป็นเวลา 8-12 ชัว่โมง น าแบคทีเรียท่ีไดม้าเตรียมพลาสมิดโดยใช้ วิธี High-Speed Plasmid 
Mini Kit จากบริษทั QIAGEN ซ่ึงขั้นตอนดงัน้ี     

3.6 .4 .1  น าแบคทีเรียท่ีเล้ียงไวใ้นอาหารเหลว LB ไป ป่ันหวี่ยงดว้ยเคร่ือง 
Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 13,000 rpm ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที 
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3.6.4.2  ดูดสารละลายชั้นบนท้ิง เติม Buffer P1 (RNase A added) ปริมาตร 250 µl 
ผสมให้เขา้กนั 

3.6.4.3  เติม Buffer P2 ปริมาตร 250 µl ผสมให้เขา้กนัเบาๆ  
3.6.4.4  เติม Buffer N3 ปริมาตร 350 µl ผสมให้เขา้กนัเบาๆ น าไปป่ัน เหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 13,000 rpm ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 
3.6.4.5  ดูดส่วนใสใส่ QIAprep Spin Column ท่ีวางอยูใ่น Collection Tube น าไป

ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 13,000 rpm ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใส ใน Collection Tube 
ท้ิง น า QIAprep Spin Column มาวางไวใ้น Collection Tube  

3.6.4.6  เติม Buffer PB ลงใน  QIAprep Spin Column ปริมาตร 500 µl แลว้ป่ัน
เหวี่ยงดว้ยความเร็ว 13,000 rpm ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใส ใน Collection Tube ท้ิง 
น า QIAprep Spin Column กลบัมาวางใน Collection Tube 

3.6.4.7  เติม Buffer PE (Ethanol added) ใน QIAprep Spin Column ป่ันเหวี่ยงดว้ย
ความเร็ว  13,000 rpm ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที ดู ดส่วนใส ใน Collection Tube ท้ิง น า 
QIAprep Spin Column กลบัมาวางใน collection tube แลว้ป่ันเหวี่ยงอีก 1 คร้ัง 

3.6.4.8  น า QIAprep Spin Column มาวางไวใ้นหลอด  Microcentrifuge ขนาด  1.5 
ml เติม Buffer EB ปริมาตร 50 µl วางไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 1 นาที ป่ัน เหวี่ยงด้ วยความเร็ว  13,000 rpm 
ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที 

3.6.4.9  เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช ้
3.6.4.10 การตรวจสอบ  Integrity ของพลาสมิดดว้ยการท า  Electrophoresis ใน

เจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 1% ยอ้มเจลดว้ย EtBr (0.1 mg/ml) 
3.6.4.11  การวิเคราะห์ปริมาณและความบริสุทธ์ิของพลาสมิด น าพลาสมิดท่ีเตรียม

ไดม้าวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิจากอตัราส่วน ของค่าดูดกลืนแสงระหว่างความยาวคล่ืน  260 นาโน
เมตร (OD260) และ 280 นาโนเมตร (OD280) พลาสมิดท่ีบริสุทธ์ิจะมีค่าประมาณ 2.0 ค านวณหาความ
เขม้ขน้ของพลาสมิดจากค่าดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร  (1 OD = 50 µg/ml) เพ่ือ
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนีต่อไป 

3.6.4.12 ส่งตวัอยา่งไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์  
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3.7  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน HbKR1 
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี HbKR1 ในยางพาราโดยเปรียบเทียบล าดั บนิวคลีโอ-

ไทด์ กบั ส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ในฐานขอ้มูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ท าการ
Alignment เพ่ือเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโน  HbKR1 ของยางพารา กบัส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน  โดยใช้
โปรแกรม  ClustalX 2.1 และค านวณค่าความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทด์ และกรดอะมิโน  
(Nucleotide and Amino Acid Identities) โดยใชโ้ปรแกรม LALIGN (http://www.ch.embnet.org/ 
software/LALIGN_form.html) 
  

3.8  การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน HbKR1 
3.8.1. ผลของความเค็มและการขาดน า้ต่อการแสดงออกของ ยนี HbKR1 ในต้นกล้า

ยางพาราตดิตาสายพันธ์ุ RRIM600 

3.8.1.1  การเตรียมต้นกล้า การวางแผนการทดลองและการเก็บตวัอย่าง 

เพาะเล้ียงยางพาราติดตาสายพนัธุ์ RRIM600 ในถุงพลาสติกท่ีมีส่วนผสม
ของดินร่วนประมาณ 3/4 ถุง อาย ุ3 เดือน วางเล้ียงในโรงเรือนเล้ียงกลา้ไมท่ี้ มีการควบคุมสภาวะท่ี
เหมาะสม คือ แสง ความช้ืนและอุณหภูมิ รดน ้ าตอนเชา้วนัละหน่ึงคร้ัง  จึงน าไปใชใ้นการทดลอง
โดยวางแผนการทดลอง แบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design, CRD) การทดลองมี
จ านวน 2 การทดลอง ดงัน้ี 

 การทดลองชุดท่ี 1 มีทั้งหมด 7 ทรีตเมนต์ ทรีตเมนต์ละ 5 ซ ้ า แต่ละ 
ทรีตเมนต์รดน ้ าท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้  5 โมลาร์ และวางไวเ้ป็นระยะเวลา
ต่างๆ กนั แลว้จึงเกบ็ตวัอยา่ง ไป ไดแ้ก ่ ใบและล าตน้  น าไปเตรียม Total RNA ตามวิธี ท่ีไดก้ล่าว
ขา้งตน้ เพ่ือวิเคราะห์การแสดงออกของยนี HbKR1 ดงัน้ี ทรีตเมนต์ท่ี  1 วางไวเ้ป็นเวลา 0.0 ชั่วโมง  
ทรีตเมนต์ท่ี 2 วางไวเ้ป็นเวลา 0.5  ชัว่โมง ทรีตเมนต์ท่ี 3 วางไวเ้ป็นเวลา 3.0 ชัว่โมง ทรีตเมนต์ท่ี 4 
วางไวเ้ป็นเวลา 6 ชัว่โมง ทรีตเมนต์ท่ี 5 วางไวเ้ป็นเวลา 12 ชัว่โมง ทรีตเมนต์ท่ี  6 วางไวเ้ป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และทรีตเมนต์ท่ี 7 วางไวเ้ป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

การทดลองชุดท่ี 2 มีทั้งหมด 7 ทรีตเมนต์ ทรีตเมนต์ละ 5 ซ ้ า แต่ละ 
ทรีตเมนต์งดให้น ้ าเป็นเวลาต่างๆ กนั แลว้จึง เกบ็ตวัอยา่ง ไดแ้ก ่ ใบและ ล าตน้ น าไปเตรียม Total 
RNA ตามวิธีท่ีไดก้ล่าวขา้งตน้ เพ่ือวิเคราะห์การแสดงออกของ ยนี HbKR1 ดงัน้ี ทรีตเมนต์ท่ี  1 ให้
น ้ าตอนเชา้วนัละ 1 คร้ังทุกวนั เป็นเวลา 10 วนั ทรีตเมนต์ท่ี 2 งดการให้น ้ าเป็นเวลา 1 วนั ทรีตเมนต์
ท่ี 3 งดการให้น ้ าเป็นเวลา 2 วนั ทรีตเมนต์ท่ี 4 งดการให้น ้ าเป็นเวลา 4 วนั ทรีตเมนต์ท่ี  5 งดการให้

http://www.ch.embnet.org/
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น ้ าเป็นเวลา 6 วนั ทรีตเมนต์ท่ี  6 งดการให้น ้ าเป็นเวลา 8 วนั และทรีตเมนต์ท่ี  7 งดการให้น ้ าเป็น
เวลา 10 วนั 

3.8.1.2   การวิเคราะห์ผลการแสดงออกของยนี HbKR1 โดยเทคนิค sqRT-PCR 

3.8.1.2.1 ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัล าดบัเบสของ ยนี HbKR1 และ
ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์การแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค sqRT-PCR เช่น ความ
เขม้ขน้ของ MgCl2 จ านวนรอบของโปรแกรมการท าปฏิกริิยา PCR ความเขม้ขน้ของ Single Strand 
cDNA (sscDNA) เป็นตน้ 

3.8.1.2.2 การสงัเคราะห์ sscDNA ของตวัอยา่งต่างๆ ดงัน้ี 
น า Total RNA ตวัอยา่งละ 2 µg ผสมกบั Oligo d(T) Primer 0.044 mM 

ปริมาตร 2 µl และ 18S Down Primer 0.05 mM ปริมาตร 1 µl ผสมให้เขา้กนั น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  5 นาที  แลว้น ามาวางไวใ้นน ้ าแข็ง 5 นาที  จากนั้นจึงเติมสารต่างๆ ดงัน้ี 

AMV Reverse Transcriptase 5x Reaction Buffer 5.0 µl 
dNTP Mix     2.5 µl 
 AMV Reverse Transcriptase (4U)   0.5 µl  
DEPC-treated H2O    6.0 µl 
ปริมาตรรวม     25.0 µl 
ผสมให้เขา้กนัแลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้น

น าสารละลายวางไวใ้นน ้ าแข็ง และเติม DEPC-treated H2O ปริมาตร 55 µl จะไดป้ริมาตรรวม 80 µl 
3.8.1.2.3 การเพ่ิมปริมาณ cDNA ของยนี HbKR1 โดยปฏิกริิยา PCR 
น า sscDNA ของตวัอยา่งต่างๆ ไปเพ่ิมปริมาณ cDNA ของยนี HbKR1 

และ 18S rRNA โดยมีส่วนประกอบของสารต่างๆ ดงัน้ี  
sscDNA      3.0 µl  
1x Tag DNA Polymerase Buffer   5.0 µl   
HbKR1/18S Upstream Primer    0.5 µl 
HbKR1/18S Downstream Primer    0.5 µl  
dNTP Mix     0.5 µl  
Tag DNA Polymerase 1 Unit   0.13 µl  
ปริมาตรรวม    25.0 µl 
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ปรับให้มีปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 25 µl ดว้ย Deionized H2O น าไปเพ่ิม
ปริมาณช้ินส่วน cDNA ของยนี HbKR1 ดว้ยเคร่ือง PCR ท่ีปรับตั้งโปรแกรมดงัน้ี อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เวลา 30 วินาที อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เวลา 30 วินาที จ านวน 30 รอบ 

 3.8.1.2.4  ท า Electrophoresis ในเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต์  
ยอ้มเจลดว้ย  EtBr (0.1mg/ml) น าไปถ่ายรูป ดว้ยเคร่ือง Gel Documentation และวดัความเขม้ 
(Intensity) ของแถบ cDNA ของทุกตวัอยา่ง ส าหรับค่าการแสดงออกของ ยนี HbKR1 ของแต่ละ
ตวัอยา่งค านวณจากค่าอตัราส่วนระหว่าง  Intensity ของแถบ cDNA ของยนี HbKR1 และ Intensity 
ของแถบ cDNA ของ 18S rRNA 

 
3.8.2. ผลของการกรีดต่อการแสดงออกของ ยนี HbKR1 ในน า้ยางของต้นยางพาราสาย

พันธ์ุ RRIC110 

3.8.2.1 การวางแผนการทดลอง 

 ศึกษาผลของการกรีดต่อการแสดงออกของ ยนี HbKR1 ในน ้ ายางของ
ยางพาราสายพนัธุ์ RRIC110 ท่ีมีอายปุระมาณ  3 ปี ในแปลงปลูก ท่ีต าบลพะวง อ าเภอเมือง จงัหวดั
สงขลา  ซ่ึงเป็นยางท่ีไม่มีการเปิดกรีดมากอ่น โดยวางแผนการทดลอง แบบสุ่มตลอด ซ่ึงมีการ
ทดลองดงัน้ี ศึกษาผลของการกรีดต่อการแสดงออกของยนีมีทั้งหมด 2 ทรีตเมนต์  ทรีตเมนต์ละ 5 
ซ ้ า คือ ทรีตเมนต์ท่ี  1 กรีดทุกวนัต่อเน่ืองกนัเป็นเวลา  10 วนั ทรีตเมนต์ท่ี  2 กรีดวนัเวน้  2 วนั เป็น
ระยะเวลา 10 วนั  

3.8.2.2  การเก็บน า้ยางและการเตรียม  Total RNA 

กรีดยางเวลา 06.00 น. โดยปล่อยให้น ้ ายางไหลลงในหลอดขนาด  15 ml ท่ี
แช่อยูใ่นน ้ าแข็งตลอดเวลา รองรับน ้ ายางจนกระทัง่น ้ ายางหยดุไหล จึงรวบรวมน ้ ายางไปวดั
ปริมาตร และแบ่งส่วนหน่ึงไปเตรียม Total RNA ตามท่ีไดก้ล่าวขา้งตน้  

3.8.2.3  การวิเคราะห์การแสดงออกของยนี HbKR1 โดยเทคนิค sqRT-PCR 

วเิคราะห์การแสดงออกของ HbKR1 ตามวิธีการท่ีไดก้ล่าวในขอ้ 3.8.1.2 
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3.8  วิเคราะห์ผลการแสดงออกของยีน HbKR1 ทางสถิติ 
วิเคราะห์ผล การ แสดงออกของยนี HbKR1 ของตวัอยา่งต่างๆ โดยทดสอบความ

แปรปรวน (ANOVA) และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan‘s Multiple Range 
Test (DMRT) และเปรียบเทียบผลของการกรีดถ่ีและกรีดปกติต่อการแสดงออกของ ยนี HbKR1 โดย 
Paired Sample T-Test  

 


