
3. วธีิด ำเนินกำรวจิยั 
  
 3.1 หัวพนัธ์ุแก่นตะวนั 
    หวัพนัธ์ุแก่นตะวนั Hel 65  (ไดจ้าก Plant Gene Resource ประเทศแคนาดา; Pimsaen et 
al. 2010) ปลูกท่ีแปลงทดลองหมวดพืชไร่ ภาควชิาพืชศาสตร์และทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตร-
ศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น จงัหวดัขอนแก่น  สภาพดินเป็นดินชุดยโสธร เน้ือดินเป็นดินร่วนปนทราย  
คดัเลือกหวัพนัธ์ุลกัษณะสมบูรณ์ คือไม่มีเน้ือเยือ่ช ้า หรือไม่มีลกัษณะติดเช้ือโรค แช่หวัแก่นตะวนัใน
น ้าประปา ลา้งโดยวธีิใชมื้อลูบดินออกใหส้ะอาด ไม่กระทบกระเทือนตาขา้ง (lateral bud)  และตดัไหล 
(stolon) ทิ้งทั้งหมดจนถึงฐานหวัพนัธ์ุ  ท าการทดลองกระตุน้ตาขา้งทนัที   ไม่ใชห้วัซ่ึงเก็บแช่เยน็ไว ้
 
 3.2  กำรแยกเกบ็ตำข้ำงในระยะต่ำงๆของหัวแก่นตะวนั 

 ตดัหวัแก่นตะวนัแช่ในน ้าประปาเพื่อกระตุน้การงอกของตาขา้ง แยกเก็บตาขา้งท่ีมีการ
เจริญต่างๆกนั 6 ระยะตามลกัษณะสัณฐานวทิยาทางเน้ือเยือ่เจริญในช่วงเวลา 6-72 ชัว่โมงข้ึนไปแลว้ตดั
ตาขา้งทั้ง 6 ระยะจากหวัแก่นตะวนั   แช่ในเอทิลแอลกอฮอล์ท่ี 4 องศาเซลเซียส     เปล่ียนลา้งแอลกอออล ์
3 คร้ัง   เก็บรักษาตวัอยา่งในแอลกอฮอลท่ี์อุณหภูมิ -20oC  เพื่อป้องกนัการเปล่ียนแปลงของสารชีว-
โมเลกุลในเซลล ์  ใชต้วัอยา่งน้ีทั้งเพื่อสกดัโปรตีนและ RNA 

 
3.3   กำรศึกษำต ำแหน่งในเซลล์ของโปรตีนเลกติน 2 

          3.3.1  กำรสกดัโปรตีนรวม (total protein)  น าตาขา้งระยะการเจริญต่างๆ ท่ีเก็บรักษาไว้
ในแอลกอฮอล์  น ้ าหนัก 1 กรัม มาล้างน ้ ากลั่นไล่แอลกอฮอล์ ใช้โกร่งบดละเอียดเน้ือเยื่อใน
ไนโตรเจนเหลว  สกดัโปรตีนทนัทีท่ี 4 องศาเซลเซียส ดว้ยบฟัเฟอร์ Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์  พีเอช 6.8  
ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ 10 มิลลิโมลาร์และแคลเซียมคลอไรด์ 1 มิลลิโมลาร์  ปริมาตร   1   มิลลิลิตร    ป่ัน
เหวี่ยง (centrifuge) ท่ี 11000g ท่ี 4 องศาเซลเซียส ทิ้งตะกอน  เก็บส่วนน ้ าใส (supernatant) เป็น
สารละลายโปรตีนรวม วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ตามวิธีขอ้ 3.3.3  และเก็บท่ี –20 องศาเซลเซียสระหวา่ง
ทดลอง 
  3.3.2  กำรสกดัโปรตีนแยกส่วนเซลล์ (cell fractionated extraction) น าตาขา้งระยะการ
เจริญท่ีมีโปรตีนเลกติน 2 คือตาขา้งระยะท่ี 1 ซ่ึงเก็บรักษาไวใ้นแอลกอฮอล์ น ้ าหนกั 0.5 กรัม มาลา้งน ้ า
กลัน่ไล่แอลกอฮอล ์ใชโ้กร่งบดละเอียดเน้ือเยือ่ในไนโตรเจนเหลว  สกดัโปรตีนทนัทีตามวิธีของ Hood et 
al. (1988)  ทุกขั้นตอนท าท่ี 4 องศาเซลเซียส เร่ิมตน้สกดัดว้ยสารละลาย 0.1% โปแตสเซียมอะซิเตตท่ีมี 
โซเดียมเมตาไบซลัไฟต ์(sodium metabisulphite; Na2S2O5) 4 มิลลิโมลาร์ ใชป้ริมาตร 15 มิลลิลิตร กวน
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 1 ชัว่โมง  ป่ันเหวี่ยง (11000g, 30 นาที)  เก็บส่วนน ้ าใสขั้นน้ีไวเ้ป็นตวัอยา่งสารสกดั
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โปรตีนในส่วนไซโตพลาสซึม (cytoplasmic protein)    น าส่วนท่ีเป็นตะกอน (pellet) ไปสกดัต่อด้วย
สารละลาย 0.5% Non-idet  P-40  ท่ีมีโซเดียมเมตาไบซลัไฟต์ 2 มิลลิโมลาร์  ใชป้ริมาตร 15 มิลลิลิตร 
กวนต่อเน่ืองเป็นเวลา 1 ชัว่โมง  ป่ันเหวี่ยง (11000g, 30 นาที)  เก็บส่วนน ้ าใสขั้นน้ีไวเ้ป็นตวัอยา่งสาร
สกดัโปรตีนในส่วนเยือ่ (membrane protein)  ลา้งส่วนท่ีเป็นตะกอน 3 คร้ังดว้ยโซเดียมเมตาไบซลัไฟต ์2 
มิล- ลิโมลาร์  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  (ป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอนแต่ละคร้ังท่ี 11000g เป็นเวลา 30 นาที) เพื่อ
ก าจดั Non-idet P-40   น าตะกอนมาสกดัคร้ังสุดทา้ยดว้ยแคลเซียมคลอไรด์ 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 15 
มิลลิลิตร    กวนต่อเน่ืองเป็นเวลาขา้มคืน ป่ันเหวี่ยง (11000g, 30 นาที)  เก็บส่วนน ้ าใสเป็นสารสกดั
โปรตีนในส่วนผนังเซลล์    น าสารสกดัโปรตีนในส่วนเยื่อและสารสกดัโปรตีนในส่วนผนังเซลล์มา
ตกตะกอนโปรตีน ดว้ยอะซิโตนปริมาตร 4  เท่าของปริมาตรสารสกดั (4 volumes) ความเขม้ขน้ของอะซิ
โตนท่ีใชต้กตะกอนโปรตีน คือ 80%  ละลายตะกอนดว้ยบฟัเฟอร์ Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.8 
วเิคราะห์ปริมาณโปรตีนของสารสกดัโปรตีนแต่ละส่วน  ตามวิธีขอ้ 3.3.3  และเก็บท่ี –20 องศาเซลเซียส
ระหวา่งทดลอง 

3.3.3 กำรวคิรำะห์ค่ำปริมำณโปรตีน  ใชว้ธีิ Lowry et al. (1951)  ผสมสารละลายตวั 
อยา่งทดสอบ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กบัสารละลายอลัคาไลน์คอปเปอร์ (alkaline copper) 1 มิลลิลิตร* ให้
เกิดปฏิกิริยากนัท่ีอุณหภูมิห้อง 10 นาที  แลว้เติมน ้ ายา Phenol (Folin-ciocalteu) reagent เจือจาง 2 เท่า 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ให้เกิดปฏิกิริยาต่อ 30 นาที   แล้ววดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตรของ
สารละลายสีน ้ าเงินม่วงท่ีเกิดข้ึน  วิเคราะห์เทียบปริมาณโปรตีนกบักราฟมาตรฐาน (calibration curve) ท่ี
สร้างจากโปรตีน bovine serum albumin (BSA) ช่วงความเขม้ขน้ 10- 100 ไมโครกรัม 
*หมายเหตุ  เตรียมสารละลายอลัคาไลน์คอปเปอร์ จากสารละลาย 3 ชนิด ไดแ้ก่ สาร A: คอปเปอร์ซลัเฟต 
(CuSO4.5H2O) 1%    สาร B: โซเดียมโปแตสเซียมตาร์เตรต  (Na,K-tartrate) 1%  สาร C: โซเดียม
คาร์บอเนต 2% (ละลายในโซเดียมไฮดรอกไซด์  0.2 โมลาร์)   ผสมใชด้ว้ยอตัราส่วนโดยปริมาตร สาร A  
1 ส่วน  สาร B 1 ส่วน และสาร C 100 ส่วน   
  3.3.4 กำรวิเครำะห์ รูปแบบโปรตีน (protein profiling) วิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE  โดย
วิธีของ Laemmli (1970) โดยใชเ้จลพอลิอะคริลาไมด์ 15% (เตรียมจาก acrylamide  และ bis-acrylamide 
ยีห่อ้ BioRad) ใชอุ้ปกรณ์ Mini-Protean III ยีห่อ้ BioRad    

ผสมโปรตีนตวัอยา่งใน 1Laemmli loading buffer (Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.8 ท่ีมี SDS 
1%    -mercatoethanol 5%  กลีเซอรอล 20% และโบรโมฟีนอลบลู 0.01%)  ท าให้โปรตีนเสียสภาพโดย
แช่หลอดในอ่างน ้าเดือด 2 นาที  แยกโปรตีนตวัอยา่งควบคู่ไปกบัโปรตีนมาตรฐานบอกขนาด (molecular 
weight protein markers) ใชค้่าความต่างศกัยค์งท่ี 150 โวลต ์ระบบบฟัเฟอร์ Tris 24.77 มิลลิโมลาร์ท่ีมี
glycine 191.82 มิลลิโมลาร์  แยกโปรตีนท่ีอุณหภูมิหอ้ง ระยะการแยกประมาณ 5 เซนติเมตร    เม่ือส้ินสุด
การแยกน าแผน่เจลมายอ้มดูรูปแบบโ ปรตีนดว้ยสี coomassie brilliant blue R-250 (0.25% เตรียมใน
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สารละลายผสมเมทิลแอลกอฮอล์ 40% และกรดอะซิติก 10%)      ยอ้มนาน 1 ชัว่โมง  ลา้งสีส่วนเกินใน
เจลดว้ยสารละลายผสมเมทิลแอลกอฮอล ์และกรดอะซิติก 

 
 
 3.4  กำรเตรียมอุปกรณ์ไม่ปนเป้ือนเอนไซม์ RNase   
  แช่อุปกรณ์ในภาชนะท่ีใส่สารละลายสารไดเอทิลไพโรคาร์บอเนต (diethylpyrocarbo- 
nate; DEPC) 0.1% (โดยปริมาตร) ท่ีเตรียมในน ้ากลัน่ ใหส้ารละลาย DEPC สัมผสัอุปกรณ์อยา่งทัว่ถึง 
แลว้ปิดภาชนะเพื่อป้องกนั DEPC ระเหย แช่อุปกรณ์ทิ้งไวใ้นตูค้วนัขา้มคืนเพื่อท าลาย RNase   เม่ือครบ
เวลา ใส่อุปกรณ์ในถุงพลาสติก น าไปอบน่ึงดว้ยไอน ้าท่ี 121 องศาเซลเซียส ดว้ยเคร่ืองน่ึงแรงดนัไอน ้า 
(autoclave) เป็นเวลา 15 นาที เพื่อท าลาย DEPC ท่ีตกคา้ง   หลงัจากนั้นน าอุปกรณ์เขา้ตูอ้บใหแ้หง้สนิท
ก่อนใชท้  าการทดลอง    

    
    3.5  กำรเตรียมสำรละลำยทีไ่ม่มี RNase ปนเป้ือน  (RNase-free)) 

 เติม DEPC ในน ้ากลัน่หรือสารละลายท่ีตอ้งการเตรียมใหไ้ม่มี RNase ปนเป้ือน ความ
เขม้ขน้สุดทา้ยของ DEPC เป็น 0.1% (โดยปริมาตร) ปิดฝาภาชนะแลว้ตั้งทิ้งไวข้า้มคืน หลงัจากนั้น แลว้
น าไปน าไปอบน่ึงดว้ยไอน ้าท่ี 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อท าลาย DEPC   

    
 3.6   กำรสกดั RNA รวม (total RNA) 

 วธีิการ อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชใ้นการสกดั RNA รวมน้ี  ทุกขั้นตอนตอ้งไม่มี RNase 
ปนเป้ือน   ทดลองสกดั 2 วธีิ 

3.6.1  สกดั RNA ด้วย RNeasy Plant Mini Kit (ยห้ีอ Qiagen) ซ่ึงมีประสิทธิภาพของ 
การสกดัได้เฉพาะ RNA ขนาดใหญ่กวา่ 200 นิวคลโีอไทด์ (ก าจดัทิง้ 5S rRNA  5.8S rRNA  tRNA และ DNA) 

  น าตาของหวัแก่นตะวนัซ่ึงถูกเก็บรักษาในแอลกอออลท่ี์อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
ปริมาณ 100 มิลลิกรัม ใส่ลงในโกร่ง เติมไนโตรเจนเหลวใหท้่วมเน้ือเยือ่ บดเน้ือเยือ่ใหล้ะเอียดขณะท่ี
ยงัคงเป็นเน้ือเยื่อแขง็ในไนโตรเจนเหลว ยา้ยเน้ือเยื่อตาบดละเอียดใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์
(microcentri- fuge tube)  ซ่ึงใส่  RLC lysis buffer (ส่วนประกอบของ RNeasy Plant Mini Kit) แช่เยน็รอ
ไวก่้อนแลว้ทนัที   ใชอ้ตัราส่วน RLC buffer 450 ไมโครลิตร : เน้ือเยือ่ตวัอยา่ง 100 มิลลิกรัม  แลว้น าไป
ป่ันผสม (vortex)  เป็นเวลาสั้นๆเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการท าลายเซลลใ์หแ้ตกไดส้ารสกดั  

  ปิเปตสารสกดัไม่ใหมี้เศษเน้ือเยือ่ปน ยา้ยใส่หลอด QIAshredder spin column 
(ส่วนประกอบของ RNeasy Plant Mini Kit) ท่ีมีแผน่กรองเป็นเยือ่ซิลิกาดูดจบัสารปนเป้ือนซ่ึงไม่ตอ้งการ 
น าไปป่ันเหวีย่ง  (10,000 รอบ/นาที  นาน 2 นาที)  จากนั้นปิเปตสารละลาย filtrate ท่ีไหลผา่นแผน่กรอง 
ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจห์ลอดใหม่ เติมเอทิลแอลกอฮอลล์งผสมกบัสารละลาย filtrate    ปริมาตรของ
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แอลกอฮอลเ์ป็นคร่ึงหน่ึง (0.5 volume) ของสารละลาย  ปิเปตสารละลายผสมใส่หลอด RNeasy spin 
column (ส่วนประกอบของ RNeasy Plant Mini Kit) ท่ีประกอบอยูบ่น collection tube    ป่ันเหวีย่งนาน 
15 วนิาทีท่ี ความเร็ว 10000 รอบ/นาที  ดูดทิ้งส่วน filtrate    เติม RPE washing buffer (ส่วนประกอบของ 
RNeasy Plant Mini Kit) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในหลอด RNeasy spin column  ป่ันเหวีย่ง 15 วนิาที 
ท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ดูดทิ้งส่วน filtrate ลา้ง Rneasy spin column ดว้ย RPE buffer ( 500 ไมโคร-
ลิตร) อีกคร้ังหน่ึง  เซนตริฟิวจน์าน 2 นาที ความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที  แลว้ทิ้ง filtrate ไปพร้อมกบั 
collection tube   วาง RNeasy spin column (ซ่ึงดูดจบั RNA ท่ีตอ้งการไว)้ บน collection tube หลอดใหม่ 
เติมน ้ากลัน่บริสุทธ์ิกลัน่ซ ้ า 2 คร้ัง ปริมาตร 40–50 ไมโครลิตรลงใน RNeasy spin column ป่ันเหวีย่ง นาน 
1 นาที ท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที  เพื่อชะ RNA ออกจาก spin column  เก็บ filtrate เป็นตวัอยา่ง RNA 

 3..6.2 สกดั RNA ด้วย TRIzol Kit (ยีห้่อ Invitrogen)  น าตาของหวัแก่นตะวนัซ่ึงถูก
เก็บรักษาในแอลกอออลท่ี์อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสปริมาณ 100 มิลลิกรัม บดในโกร่งท่ีเติม
ไนโตรเจนเหลว ยา้ยเน้ือเยือ่ตาบดละเอียดใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์  เติม TRIzol reagent ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที เพื่อให้เซลลแ์ตกและเกิดการสกดัโปรตีนออกจากกดรด
นิวคลีอิก  ป่ันเหวีย่งท่ี 8000 รอบ2นาที (5 นาที, 4 องศาเซลเซียส) เก็บส่วนน ้าใสไม่ติดตะกอนมาเติม
คลอโรฟอร์ม 200 ไมโคร-ลิตร เขยา่อยา่งแรง 2-3 นาที เพื่อสกดัแยกโปรตีนป่ันเหวีย่งท่ี 10000 รอบ/นาที 
(15 นาที, 4 องศาเซลเซียส)  เก็บสารละลายน ้าชั้นบน (upper phase) มาเติมไอโซโพรพิลแอลกอฮอล์ 
(isopropyl alcohol) ปริมาตรเท่ากนัเพื่อตกตะกอน RNA ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 10 นาที  ป่ันเหวีย่งเก็บ
ตะกอน RNA ดูดทิ้งส่วนน ้าใส ลา้งตะกอน 2 คร้ังดว้ย เอทิลแอลกอฮอล ์ 70%  ระเหยแหง้แอลกอฮอล์  
ละลายดว้ยน ้า RNase-free   

3.7   กำรตรวจสอบ RNA รวม  
 3.7.1 วดัปริมาณ RNA โดยการวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตร (A260) แลว้ค านวณ
ความเขม้ขน้ของ RNA จากสูตร (Sambrook 2001);   
                           ความเขม้ขน้ของ RNA = 38 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร x A260 x จ  านวนเท่าการเจือจาง 
 3.7.2 วเิครำะห์สภำพสมบูรณ์ของ RNA ด้วย formaldehyde (FA) agarose gel 
electrophoresis  (Sambrook 2001) เตรียมอุปกรณ์ทุกช้ินใหไ้ม่มี RNase ปนเป้ือน โดยชะไล่ผวิอุปกรณ์
ดว้ย 0.5% SDS  แลว้ชะตามดว้ยน ้า RNase-free   ชะล าดบัสุดทา้ยดว้ยเอทิลแอลกอฮอล ์ เพื่อช่วยใหแ้หง้
ง่าย   เตรียม1.2% เจลอะการ์โรส (agarose) ในบฟัเฟอร์ 1MOPS 20 มิลลิลิตร หลอมใหเ้จลละลาย  เม่ือ
อุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 60 องศาเซลเซียส จึงเติมสารฟอร์มลัดีไฮด ์ (formaldehyde 37%; 12.3 โม
ลาร์) ปริมาตร 0.344 มิลลิลิตร เขยา่ใหผ้สมกนัทนัที แลว้เทลงในพิมพ ์(cast apparatus)  
 เตรียมตวัอยา่ง RNA ส าหรับวเิคราะห์ ดงัน้ี ปิเปตสารสกดั RNA ท่ีเตรียมไว ้ ปริมาตร 
2.3 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์ผสมกบัสารละลายต่อไปน้ี บฟัเฟอร์ 5MOPS 1 ไมโคร-
ลิตร  สารฟอร์มลัดีไฮด ์ (37%) 1.75 ไมโครลิตร  และสารฟอร์มาไมด ์ (formamide 50%) 5 ไมโครลิตร  
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(ปริมาตรทั้งหมด 10.05 ไมโครลิตร) แช่ส่วนผสมใน water-bath ท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
เม่ือครบเวลา ท าให้เยน็อยา่งเร็วในอ่างน ้าแขง็เยน็จดัเพื่อป้องกนัการเกิดพนัธะไฮโดรเจนภายในโมเลกุล 
RNA หรือระหวา่งโมเลกุลให ้RNA อยูใ่นสภาพโมเลกุลเด่ียว ผสมสารละลาย RNA (10.05 ไมโครลิตร) 
กบั 6 loading dye  ซ่ึงเป็นสารละลายผสมท่ีมีโบรโมฟีนอลบลู 0.25%  ไซลีนไซยานอล (xylene cyanol) 
0.25% และซูโครส 40%   ปริมาตรของ loading dye  2 ไมโครลิตร ท าการทดลองแบบเดียวกนักบั 
/HindIII marker DNA   แลว้น า RNA และ marker DNA ไปแยกในเจลอะการ์โรสท่ีเตรียมไวข้า้งตน้ ใช้
ไฟฟ้า 5 โวลต/์ระยะเจล 1 เซนติเมตร ระบบบฟัเฟอร์ MOPS จนแนวสีชนิดแรกซ่ึงเป็นโบรโมฟีนอลบ
ลูเกือบสุดขอบเจล หยดุกระแสไฟฟ้า  ยอ้มแถบ RNA ในเจลดว้ยเอทิเดียมโบรไมด ์  (ethidium bromide) 
ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรซ่ึงเตรียมดว้ย น ้า RNase-free    นาน 30 นาทีท่ี อุณหภูมิห้อง   ยา้ย
เจลลา้งดว้ยน ้ากลัน่ RNase-free  นาน 2 ชัว่โมง  เปล่ียนน ้ ากลัน่แช่เจล วเิคราะห์และบนัทึกภาพของแถบ
ยอ้มติดสีฟลูออเรสเซนตช่์วง UV ของเอทิเดียมโบรไมด์บนเจล  โดยใชโ้ปรแกรม Quantity One ของ
เคร่ือง Gel Doc (ยีห่อ้ BioRad) 
 3.7.3 วเิครำะห์สภำพสมบูรณ์ของ RNA ด้วย TBE agarose gel electrophoresis  เตรียม
อุปกรณ์ใหไ้ม่มี RNase ปนเป้ือนเช่นเดียวกบัขอ้ 3.7.2 เตรียม 1.5% เจลอะการ์โรส (agarose) ในบฟัเฟอร์ 
1TBE  (Tris 0.89 โมลาร์  กรดบอริก 0.89 โมลาร์  EDTA 0.002 โมลาร์; Sambrook 2001)  
 เตรียมตวัอยา่ง RNA ส าหรับวเิคราะห์ ดงัน้ี ปิเปตสารสกดั RNA ท่ีเตรียมไว ้   ปริมาตร 
0-5 ไมโครลิตร ลงในหลอดผสมกบัสารฟอร์มาไมด ์6 ไมโครลิตร  (ปริมาตรทั้งหมด 11 ไมโครลิตร) แช่
ส่วนผสมใน water-bath ท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  เม่ือครบเวลา ท าให้เยน็อยา่งเร็วในอ่าง
น ้าแขง็เยน็จดั  เติม 6 loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ท าการทดลองแบบเดียวกนักบั /HindIII 
marker DNA  แลว้น า RNA และ marker DNA ไปแยกในเจลอะการ์โรสท่ีเตรียมไวข้า้งตน้ ใชไ้ฟฟ้า 5 
โวลต/์ระยะเจล 1 เซนติเมตร ระบบบฟัเฟอร์ 1TBE จนแนวสีโบรโมฟีนอลบลูเกือบสุดขอบเจล หยดุ
กระแสไฟฟ้า  ยอ้มแถบ RNA ในเจลดว้ยเอทิเดียมโบรไมด ์ตามวธีิขอ้ 3.7.2 วเิคราะห์และบนัทึกภาพของ
แถบยอ้มติดสีเอทิเดียมโบรไมด์  โดยใชโ้ปรแกรม Quantity One ของเคร่ือง Gel Doc (ยีห่อ้ BioRad) 

  
3.8  กำรท ำ RT-PCR สังเครำะห์ cDNA ด้วยปฏิกริิยำ reverse transcript-tion (RT) และเพิม่

ปริมำณ cDNA โดยวธีิ PCR 
 3.8.1  ชนิดของไพรเมอร์ (primers)  

   3.8.1.1 ไพรเมอร์ของเลกติน 2 (lectin2) (สุพร นุชด ารงคแ์ละคณะ 2555)   
    Forward primer F:  ATGGCTGCCAGTGACATT  

            Reverse primer R1: TTAAGGAAC AACTACGCCAC 
                Reverse primer R2: CCTTTTGCGGAGAACAG 
                                         Reverse primer R3: GGGCGTCTACACTGTAC 
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3.8.1.2 ไพรเมอร์ของ 18s RNA  จากการออกแบบในรายงานน้ี 
Forward primer: ACAATACCGGGCTCAAACGA   
Reverse primer:  CAATTAAGGCCAGGAGCGTA 
 

3.8.1.3 ไพรเมอร์ของ  Cu,Zn-SOD  จากการออกแบบในรายงานน้ี 
Forward primer: CCACAAATGGCTGCATGTCAAC   
Reverse primer:  CCACCCTTTCCAAGATCATC 

3.8.1.4 ไพรเมอร์ของ ascorbate peroxidase (APX)  ออกแบบในรายงานน้ี 
 Forward primer: TGGTCACACTCTTGGAGCTG 
Reverse primer:  TCAACAAGAGGGCGGAATAC 
 

  3.8.2 กำรท ำปฏิกิริยำ RT  ใช ้ Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit ของ 
Roche Applied Science  ปิเปตสารละลาย RNA รวม ซ่ึงสกดัจากตาขา้งแก่นตะวนัแต่ละระยะ  ใหไ้ด้
ปริมาณ RNA รวม 1000 นาโนกรัม ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์    เตรียมหลอดส าหรับท า negative 
control  โดยใชน้ ้ากลัน่แทนสารละลาย RNA 

ในกรณีของ lectin2  Cu,Zn-SOD และ APX เติม Oligo (dT)18 primer  ลงในหลอดปฏิกิริยาท่ีมี 
RNA และหลอด negative control  หลอดละ 1 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สุดทา้ย  2.5 ไมโครโมลาร์)  และ
เติมน ้ากลัน่ PCR grade เพื่อปรับปริมาตรของปฏิกิริยาเป็น 11.4 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที  แลว้น าไปวางในอ่างน ้าแขง็เยน็จดัทนัที  ในขั้นน้ีไดต้วัอยา่ง denatured RNA  ซ่ึงเป็น
เส้นเด่ียวสมบูรณ์ ไม่เกิดเกิดพนัธะไฮโดรเจนในโมเลกุล    ส าหรับกรณีของ 18s RNA เปล่ียนใช ้Random 
hexamer primer ของ cDNA Synthesis kit  แทน Oligo (dT)18 primer แลว้ท าการทดลองแบบเดียวกนั 

          เตรียมสารละลาย  master mix  ตามตารางเป็นสารละลายส าหรับหลอดปฏิกิริยา RT 1 ปฏิกิริยา  
 

สำรละลำย 
 

ปริมำตร 
(ไมโครลติร) 

ควำมเข้มข้นใน
ปฏิกริิยำ RT 

5x Transcriptor high fidelity reaction buffer               4                1x 
dNTP mix            2                 1  มิลลิโมลาร์ 
Protector RNase inhibitor            0.5             20 หน่วย 
DTT            1                 5 มิลลิโมลาร์ 
Transcriptor high fidelity reverse transcriptase              1.1            10 หน่วย 
                                            Total volume            8.6     
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  เติมสารละลาย master mix ปริมาตร 8.6 ไมโครลิตร ลงในหลอดปฏิกิริยาขา้งตน้ท่ีมี denatured 
RNA อยูใ่นปริมาตร 11.4ไมโครลิตร แช่หลอดในอ่างน ้าแขง็ ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั (ปริมาตรของ
ปฏิกิริยา RT คือ 20 l)  
             น าหลอดปฏิกิริยา RT ทั้งหมดเขา้เคร่ือง Gene Amp PCR system 9700    ซ่ึงตั้งโปรแกรมเพื่อท า
ปฏิกิริยา RT สังเคราะห์ cDNA ตามท่ีก าหนดในคู่มือของ  Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis 
kit (Roche Applied Science) ดงัน้ี  

ขั้นท่ี 1: 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เพื่อให ้เกิดปฏิกิริยา RT โดยเอนไซม ์reverse     
              transcriptase   
ขั้นท่ี 2: 85 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อท าลายเอนไซม ์   
ขั้นท่ี 3:  4  องศาเซลเซียส นาน 10 นาที         

 เก็บตวัอยา่ง cDNA จากปฏิกิริยาแช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
  3.8.3 กำรท ำปฏิกิริยำ PCR ของ cDNA ปิเปตตวัอยา่ง cDNA ในปริมาตรท่ีท าให้ได้
ปริมาณ cDNA เทียบเท่ากบัผลการท า RT ของ RNA 100-200 นาโนกรัม (ตามท่ีระบุในการทดลอง)     ลง
ในหลอด PCR  200 ไมโครลิตร 
    เตรียมสารละลาย master mix  ตามตารางเป็นสารละลายส าหรับท า PCR 1 ปฏิกิริยาท่ีมี MgCl2 
ความเขม้ขน้สุดทา้ย 2 มิลลิโมลาร์ และปริมาตรของปฏิกิริยา 50 ไมโครลิตร  
  

สำรละลำย  ปริมำตร  ควำมเข้มข้นในปฏิกิริยำ PCR 
Forward primer ( 10 ไมโครโมลาร์)           2    ไมโครลิตร                    0.4   ไมโครโมลาร์ 
 Reverse primer ( 10 ไมโครโมลาร์)           2    ไมโครลิตร                   0.4   ไมโครโมลาร์ 

dNTP mix: dATP, dTTP, dGTP, dCTP 
(10 มิลลิโมลาร์) 

          1    ไมโครลิตร                   0.2   มิลลิโมลาร์ 

5x PCR buffer         10    ไมโครลิตร                   1x 
MgCl2  (25 มิลลิโมลาร์)           4    ไมโครลิตร                   2    มิลลิโมลาร์ 
Taq DNA polymerase** 
(5 หน่วย/ไมโครลิตร)   

         0.5 ไมโครลิตร                   2.5 หน่วย 

                                       Total volume        19.5ไมโครลิตร 
 
 ดูดสารละลาย master mix   ใส่ลงในหลอดท่ีมี cDNA (100-200 นาโนกรัม) เตรียมไว ้    แลว้

เติมน ้ากลัน่ DNase-free  ใหป้ริมาตรสุดทา้ยเป็น 50 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั (ในบางการทดลองมีการ
เติมสารฟอร์มาไมด์) แลว้น าเขา้เคร่ือง Gene Amp PCR system 9700 ซ่ึงตั้งโปรแกรมเคร่ืองเพื่อท า PCR 
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ดงัน้ี: 25 Cycles เม่ือใช ้cDNA 200 นาโนกรัม  หรือ 30 Cycles เม่ือใช ้cDNA 100 นาโนกรัม  โปรแกรม
อุณหภูมิ  

 
  ขั้นท่ี 1  Predenaturation:  94   องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 

* ในการทดลองท่ีท า Hotstart PCR จะเติม Taq DNA polymerase หลงัจบขั้นท่ี 1 น้ี 
           ขั้นท่ี 2  Denaturation:  94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

ขั้นท่ี 3 Annealing**: ใชเ้วลา 30 วนิาที  ก าหนดอุณหภูมิใชจ้ากค่า Tm ของไพรเมอร์ 
 ในการทดลองท า Touchdown PCR มีการตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ annealing   
 ขั้นท่ี 4  Extension:  72 องศาเซลเซียส นาน 2  นาที 

  ขั้นท่ี 5  Complete extension: 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
  ขั้นท่ี 6   Cooling: 4  องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
เก็บผลิตภณัฑ์ PCR  แช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส   

 

 ตรวจสอบผลิตภณัฑ ์ PCR โดย agarose gel electrophoresis (ความเขม้ขน้ของเจล 1.2 %) ใน
ระบบ TAE buffer (Tris-acetate 0.04 โมลาร์ท่ีมี EDTA 0.002 โมลาร์) ของการวเิคราะห์ DNA  
(Sambrook 2001) โดยใชผ้ลิตภณัฑ์ PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (ผสมกบั 6 loading dye ปริมาตร 4 
ไมโครลิตร)  และใช ้DNA ladder 100 bp ปริมาณ 500 นาโนกรัม  เป็น marker   
 ในการทดลองท่ีมีการวเิคราะห์ล าดบัเบสของช้ืน DNA ในผลิตภณัฑ ์ PCR ใชบ้ริการของหน่วย
วเิคราะห์ท่ีคณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น 


