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อุปกรณและวิธีการ 
 

1.  การเก็บตัวอยางเลือด 
 
 ทําการเจาะเกบ็ตัวอยางเลือดชาง 11 เชือก (หมายเลข 96-106) จากศูนยอนุรักษชางไทย 
จังหวดัลําปาง ซ่ึงเปนเพศผู 7 เชือก (หมายเลข 96, 101-106) และเพศเมีย 4 เชือก (หมายเลข 97-100) 
โดยเก็บเลือดจากเสนเลือดดําบริเวณหลังหู (Ear vein) ดวยเข็มฉีดยาเบอร 18 ดวย sterile technique 
จากนั้นเก็บเลอืดใสในขวดเก็บเลือดที่มี EDTA ประมาณ 1000 µl คอยๆผสมให EDTA ละลาย เพื่อ
ปองกันการแขง็ตัวของเลือด หรือเก็บเลือดใสใน microcentrifuge tube ที่มี D-solution (ภาคผนวก 
ก) ประมาณ 300 µl ผสมใหเขากัน  แลวเกบ็ไวในตูเย็น -20° C รอการสกัดดีเอ็นเอตอไป 
 
2.  การสกัดดีเอ็นเอ 
 
 การสกัดดีเอน็เอใชวิธี Phenol-chloroform (Sambruge และคณะ, 1989) โดยใชตวัอยาง
เลือดที่อยูในหลอด EDTA 100 µl รวมกบัสารละลาย D-solution 300 µl เขยาจนเลือดผสมกบั
สารละลาย หลังจากนั้นเติม Chloroform 150 µl และ Phenol DNA (pH 7.9) 150 µl (อัตราสวน 1:1) 
เขยานานประมาณ 10 นาทแีลวนําไปปนตกตะกอนที่ 13,000 rpm นาน  5 นาที ดูดเอาเฉพาะสวน
ใสดานบนใสหลอดใหม เตมิ phenol DNA และ chloroform อีกครั้ง ปนตกตะกอนและดูดเอาสวน
ใสมาเติม Absolute ethanol 2 เทาของปริมาตรสวนใสทีดู่ดได ผสมชาๆใหสวนผสมเขากัน จากนัน้
นําไปเก็บที่ตูเย็น -80° C นาน 30 นาที หลังจากนัน้นาํไปปนตกตะกอนที่  13,000 rpm นาน  10 
นาที เทสวนใสดานบนทิ้งแลวลางตะกอน DNA ดวย 75% ethanol 700 µl  2-3 คร้ัง ปนตกตะกอน
ที่ 13,000 rpm นาน  5 นาที เทสวนใสดานบนออกใหหมด ทิ้งตะกอนใหแหง หลังจากสกัดจะ
ละลายดีเอ็นเอดวย TE buffer 15 µl ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดวย 1.5 % agarose gel 
electrophoresis (ภาคผนวก ก) เก็บสารละลายไวที่ -20 องศาเซลเซียส กอนที่จะนําไปวิเคราะหใน
ขั้นตอนตอไป 
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3.  การออกแบบ Primers 
 
 การหาลําดับเบสไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอทั้งหมดของชางไทยจะใชตวัอยางหมายเลข 96 
(No.96) ซ่ึง Primer ที่ใชในปฏิกิริยา PCR จะออกแบบจากลําดับเบสไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ
ทั้งหมดของชางเอเชียที่มีรายงานใน GenBank หมายเลข NC_005129 และประยุกตจากลําดับเบส
ไมโตคอนเดรยีลดีเอ็นเอทั้งหมดของชางแมมมอท (Krause et al., 2006) โดยใช primer ทั้งหมด 20 
คู ดังแสดงในภาพที่ 3 และ ตารางที่ 3  
 สวนการจดักลุม (haplotype) ของชางทั้ง 11 เชือกนั้นจะทําการศึกษาโดยใชบริเวณ 5’end 
cytochrome b ซ่ึงใช primer Mito-CB1 และ Mito-CB2 (ปรีดา และคณะ, 2546) และบริเวณ 3’end 
cytochrome b ถึง left domain ของ control region โดยใช primer Mito-CB3 และ 22A Re (ตารางที่ 
3)  

 
4.  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
 โดย PCR reaction มีสวนผสมทั้งหมด 25 µl ประกอบดวย deionized water 16 µl, 10x 
PCR buffer 2.5 µl, 50mM MgCl2 0.75 µl, forward และ reverse primer (dilute 1:10) อยางละ1 µl, 
5mM dNTP 1 µl, Tag DNA polymerase (Invitrogen®, USA) 0.25 µl และดีเอน็เอตนแบบ (DNA 
template) 2.5 µl (ตารางภาคผนวกที่ 1) ใชเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ PTC-200 (Peltier 
Thermal Cycler machine, USA) ขั้นตอนในปฏิกิริยาประกอบดวย predenature ที่ 94°C เปนเวลา 1 
นาที จากนัน้เขาสูรอบของการเพิ่มชิ้นสวนของดีเอ็นเอ จาํนวน 35 รอบ เร่ิมจาก denature ที่ 94°C 
เปนเวลา 20 วนิาที annealing (ชวงอุณหภมูิที่เหมาะสมขึน้กับ primer แตละคู ตารางที่ 3) 30 วินาที 
extension  72°C 45 วินาที และเมื่อครบจาํนวนรอบ อุณหภูมิจะเขาสูขั้นตอนของ final extention ที่ 
72°C เปนเวลา 2 นาที และ final incubation ที่ 4°C ตลอดไป  
 
5.  ขั้นตอนการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวย Electrophoresis 
 
 นํา PCR product ที่ไดไปตรวจสอบดวย 1.5 % agarose gel electrophoresis (ภาคผนวก ก) 
ผสม loading dye 2 µl กับ PCR product 5 µl โดยใชกระแสไฟฟาที่ความตางศักยคงที่ 80 โวลล 30 
นาที แลวอานผลภายใตเครื่อง Gel documentation หรือ เครื่อง U.V. transilluminator โดยใช 100 bp 
ladder เปน marker ถาพบ primer-dimer หรือ PCR product ขนาดที่ไมตองการใหตดัเจลในบริเวณที่
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ตองการแลวทาํใหบริสุทธิ์ โดยใช QIAGEN® gel purification columns (Fernando et al.,  2003b) 
(ภาคผนวก ข)  
 
6.  การหาลําดบัเบส (DNA Sequencing) 
 
 นํา PCR product ที่ไดมาติดฉลากดวยสารฟลูออเรสเซน จาก ABI PRISM® BigDye® 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®; USA) โดยใช forward และ reverse 
primer (dilute 1:10) (ภาคผนวก ข) ใชเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ PTC-200 (Peltier 
Thermal Cycler machine, USA) ขั้นตอนในปฏิกิริยาประกอบดวย predenature ที่ 96°C เปนเวลา 5 
นาที จากนัน้เขาสูรอบของการเพิ่มชิ้นสวนของดีเอ็นเอ จาํนวน 25 รอบ เร่ิมจาก denature ที่ 96°C 
เปนเวลา 10 วินาที annealing ที่ 50°C เปนเวลา 20 วนิาที extension  60°C 1นาที และเมื่อครบ
จํานวนรอบ อุณหภูมิจะเขาสูขั้นตอนของ final extension ที่ 60°C เปนเวลา 7 นาที และ final 
incubation ที่ 4°C จากนั้นทาํการตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติม 3 M sodium acetate pH 4.6 2 µl แลว
เติม absolute ethanol 50 µl ผสมเบาๆ นําไปวางแชน้ําแข็ง 15 นาที ปนตกตะกอนที่ 14,000 rpm 
นาน 15 นาท ีดูดสวนใสดานบนทิ้ง ทําการลางตะกอนดวย 75% ethanol 250 µl ปนตกตะกอนที ่
14,000 rpm นาน 5 นาที ดดูสวนใสดานบนทิ้ง จากนั้นทิ้งตะกอนใหแหง แลวจึงทาํการสงหาลําดับ
เบสดวยเครื่อง Automated DNA sequencing ที่หนวยบริการชวีภาพ ศูนยพันธวุิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ 
 
7.  การเปรียบเทียบลําดับเบส (Alignment) 
 
 เมื่อไดลําดับเบสมาจะนําลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสใน Genbank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพื่อตรวจสอบวาลําดับเบสที่ไดนั้นเปนของชางเอเชยีจริง แลวจึงจะ
ใชโปรแกรม Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) และ Multipipmaker 
(http://pipmaker.bx.psu.edu/cgi-bin/multipipmaker) ในการเปรียบเทียบลําดับเบส เพื่อจัดกลุม 
(haplotype) ของชาง 11 เชือกจากศนูยอนุรักษชางไทย โดยวเิคราะหสวนของ 5’ cytochrome b 250 
bp (ปรีดา และคณะ, 2546) และสวน 3’ cytochrome b ถึง left domain ของ control region 927 bp  
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8.  การหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของประชากรชางแตละกลุม (Phylogenetic trees) 
 
 ลําดับเบสทั้งหมดที่ไดจะนํามาวิเคราะหหาความสัมพันธของสายวิวัฒนาการพันธุกรรม 
(Phylogenetic tree) ของชางไทย (No.96) เปรียบเทียบกบัลําดับเบสของชางเอเชีย ชางแอฟริกาและ
ชางแมมมอทที่มีรายงานใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยใชพยนูเปนสัตวนอก
กลุม (outgroup) ดวยโปรแกรม MEGA version 3.1 
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ภาพที่ 3  แผนภูมิรูปภาพของไมโตคอนเรียลดีเอ็นเอแสดงสวนของยนีที่แปลรหัสเปน 2 rRNAs 
   และโปรตีนทั้ง 13 ชนิด (สีฟา) และตําแหนงของ Primer ทั้ง 20 คู (สีแดงและสีเหลือง) 
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