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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 
 

1.1  สายพันธุพืชท่ีใชในการทดลอง 
 

1.1.1  กลวยไมหวายเอียสกุล 
1.1.2  กลวยไมหวายแจคเกอลีนโทมัส 

 
1.2  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 

 
1.2.1  ตูปลอดเชื้อ พรอมตะเกียง 
1.2.2  มีดและใบมีดผาตัด 
1.2.3  ปากคีบ 
1.2.4  เอธานอล 70 และ 95 เปอรเซ็นต 
1.2.5 จานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
1.2.6  ขวดแกวรูปชมพู(flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
1.2.7  ขวดแกวเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
1.2.8  ชอนตกัโปรโตคอรม 
1.2.9  ผาสําหรับเช็ดทําความสะอาดซึ่งผานการนึ่งฆาเช้ือแลว 
1.2.10 ฟอยล  
1.2.11 เคร่ืองเขยา 
1.2.12 เตาไมโครเวฟ 
1.2.13 เคร่ืองน่ึงฆาเชื้ออัตโนมัติ (autoclave) 
1.2.14 พาราฟลม  
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1.3  อาหารสังเคราะหท่ีใชในการศึกษา 
 

1.3.1  อาหารสังเคราะหสูตรที่ใชขยายโปรโตคอรมกลวยไมสกุลหวายแจคเกอลีน
โทมัสและเอียสกุล  ไดแก  อาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MSVW คือ  อาหารเหลวสตูรดัดแปลง 
VW ท่ีเติมวิตามินของสารอาหารสังเคราะหสูตร MS  เติมนํ้าตาล 20 กรัม  นํ้ามะพราว 150 มิลลิลิตร
และแคลเซียมไตรฟอสเฟต 0.2 กรัมตอลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5  ผสมกับอาหาร
สังเคราะหสูตร MS  ที่เติมนํ้าตาล 30 กรัมและปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.7-5.8 

1.3.2  อาหารสังเคราะหสูตรที่ใชปรับสภาพโปรโตคอรมกอนถายยีนโดยเครื่องยิง
อนุภาค  ไดแก  อาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MSM คือ  อาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติมนํ้าตาล
แมนนิทอล 0.8 กรัมตอลิตร  นํ้าตาลทราย 20 กรัมตอลิตร  และวุนผง 8 กรัมตอลิตร 

1.3.3  อาหารสังเคราะหสูตรที่ใชคัดเลือกเน้ือเย่ือหลังการถายยีน  ไดแก  อาหาร
สังเคราะห MSH คือ  อาหารสังเคราะหสูตร MS ท่ีเติมสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซินที่ความเขมขน
ระดับตาง ๆ 

1.3.4  อาหารสังเคราะหสูตรชักนําใหเปนตน  ไดแก อาหารสังเคราะหสูตร MS 
 

2.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการตัดตอยนี 
 

2.1  สายพันธุแบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) สายพันธุ XL1-Blue 
 
2.2  อุปกรณท่ีใชในการตัดตอยีน 

 
2.2.1  ขวดรูปชมพู (flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงน่ึงฆาเชื้อแลว 
2.2.2  หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ซ่ึงน่ึงฆาเช้ือแลว 
2.2.3  ไมโครปเปต (micropipette) พรอมทิพ (tip) ซ่ึงน่ึงฆาเชื้อแลว 
2.2.4  เตาไมโครเวฟ (microwave oven) 
2.2.5  นาฬิกาจับเวลา (timer) 
2.2.6  ใบมีดผาตัด 
2.2.7  แวนตากันแสงอัตราไวโอเลต 
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2.2.8  หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2.2.9  เทอรโมมิเตอร  
2.2.10 ตูปลอดเช้ือพรอมอุปกรณ  ไดแก เข็มเขี่ยเชื้อ (loop) แทงแกวสําหรับกระจาย

เช้ือ (spreader) และตะเกียงแอลกอฮอล 
2.2.11 จานเพาะเลี้ยงเชื้อ 
2.2.12 ชุดเครื่องมืออะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  ไดแก ถาดเจล หวี และ  

electrophoresis chamber 
2.2.13 เคร่ือง Digital Gel Documentation และ Analysis System (SYSGENE)  
2.2.14 เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเรว็สูงควบคุมอุณหภูมิได (refrigerated centrifuge) 
2.2.15 เคร่ืองหมุนเหวี่ยงขนาดเล็ก (microcentrifuge) 
2.2.16 เคร่ืองผสมสาร (vortex mixer) 
2.2.17 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิได (water bath) 
2.2.18 เคร่ืองเขยาควบคุมอณุหภูมิได (incubator shaker) 
2.2.19 ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิได (incubator) 
2.2.20 เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงอัตราไวโอเลต (spectrophotometer) 
2.2.21 เคร่ืองหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ (automatic DNA sequencer) 
2.2.22 เคร่ืองสังเคราะหดีเอ็นเอ (Mastercycler ® gradient, บริษัท Eppendorf) 

 
2.3  สารเคมีท่ีใชในการตัดตอยีน 
 

2.3.1  อาหารเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย 
2.3.1.1  อาหารเลี้ยงแบคทีเรียสูตร Luria-Bertani Broth (LB; Bacto tryptone 10 

กรัม  Bacto yeast extract 5 กรัม และ NaCl 5 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ปรับ pH 7.5 นําไปนึ่ง
ฆาเช้ือ) 

2.3.1.2  อาหารเลี้ยงแบคทีเรียสูตร Luria-Bertani Agar (LA; LB 1 ลิตร ท่ีเติมวุน
ผง 15 กรัม) 

2.3.1.3  อาหารเลี้ยงแบคทีเรียสูตร SOC (Bacto tryptone 20 กรัม Bacto yeast 
extract 5 กรัม และ NaCl 0.5 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 950 มิลลิลิตร แลวเติม 250mM KCl 10 
มิลลิลิตร) 

 



  31 

2.3.2  สารปฏชีิวนะ 
2.3.2.1  แอมพิซิลลิน ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร(ampicillin sodium 

salt, บริษัท Sigma) 
2.3.2.2  กานามัยซิน ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (kanamycin sulfate, 

บริษัท Fluka) 
2.3.3  พลาสมิด (Plasmid) 

2.3.3.1  พลาสมิดที่มียีนท่ีตองการ ดังตารางที่ 4 
2.3.3.2  พลาสมิดที่ใชเปนดีเอ็นเอเวคเตอรในการถายยีนซ่ึงมีโปรโมเตอร  เทอร

มิเนเตอร  และยีนคัดเลือก (selectable marker gene) ดังตารางที ่4 
2.3.4  สารละลาย GTE (50mM glucose, 25mM Tris-HCl, pH8.0 และ 10mM EDTA) 

ท่ีน่ึงฆาเชื้อแลว 
2.3.5  สารละลาย glycerol 30 เปอรเซ็นต 
2.3.6  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (10M NaOH)  
2.3.7  สารละลาย SDS (sodium dodecyl sulfate) 10 เปอรเซ็นต ที่น่ึงฆาเช้ือแลว 
2.3.8  สารละลายโพแทสเซียมอะซิเตท (3M potassium acetate) ที่น่ึงฆาเชื้อแลว 
2.3.9  สารละลาย phenol: chloroform (1: 1, V/V) 
2.3.10 ไอโซโพรพานอล (isopropanol) 
2.3.11 เอธานอล 
2.3.12 เอธานอล 70 เปอรเซ็นต 
2.3.13 สารละลายบัฟเฟอร TE (10mM Tris-HCl, pH8.0 และ 1mM EDTA) ท่ีน่ึงฆา

เช้ือ 
2.3.14 นํ้ากล่ันที่น่ึงฆาเชื้อแลว 
2.3.15 สารละลาย 1X TAE buffer (4mM Tris acetate และ 0.1mM EDTA) ที่น่ึงฆาเชื้อ 
2.3.16 สารละลาย 6X loading dye (0.25% bromphenol blue, 0.25% xylene- cyanol 

และ 30% glycerol  ละลายในน้ํากลั่นที่น่ึงฆาเชื้อแลว) 
2.3.17 เจลอะกาโรส (agarose gel) ความเขมขน 0.8เปอรเซ็นต (อะกาโรส 0.8 กรัม 

ละลายใน 1X TAE buffer 100 มิลลิลิตร) 
2.3.18 สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) 50 มิลลิกรัมตอลิตร  
2.3.19 Gene Clean Kit (บริษทั Bio101) 
2.3.20 TSS (LB, 10% (w/v)PEG, 5% (v/v) DMSO, 50 mM MgCl2) 
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2.3.21 อนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) 
2.3.21.1  Kpn I พรอมบัฟเฟอร (บริษัท Promega) 
2.3.21.2  Xba I พรอมบัฟเฟอร (บริษัท Promega) 
2.3.21.3  Hind III พรอมบัฟเฟอร (บริษัท Promega) 
2.3.21.4  EcoR I พรอมบัฟเฟอร (บริษัท Promega) 
2.3.21.5  Pst I พรอมบัฟเฟอร (บริษัท Fermentus) 
2.3.21.6  Sma I พรอมบัฟเฟอร (บริษัท Fermentus) 
2.3.21.7  Nco I พรอมบัฟเฟอร (บริษัท Fermentus) 

2.3.22 เอนไซมไลเกส (T4 DNA ligase) พรอมบัฟเฟอร (บริษัท Promega) 
 

ตารางที่ 2  พลาสมิดที่มียีนที่ตองการและพลาสมิดที่ใชเปนดีเอ็นเอเวคเตอรในการถายยีน 
 
พลาสมิด ยีน โปรโมเตอร ไดรับความอนุเคราะหจาก  
pCYP75B4 
pP450CRFRED 
pTG0063 
pMNK1005 
pREXH-1 

f3′h 
f3′5′h 
- 
hptII 
hptII 

 
 
Actin-1 
Ubi-1 
CaMV35S 

Prof. Kazuki Saito 
Prof. Dr. Joachim Schroeder 
Richard Jefferson, CAMBIA 
CSIRO, Plant industry 

 

 
3.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการถายยีน  
 

3.1  อุปกรณท่ีใชในการถายยีนโดยเครื่องยิงอนุภาค 
 

3.1.1  เครื่องยิงอนุภาค (Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery System, บริษัท Bio-
Rad) 

3.1.2  Rupture disk 1,100 psi (บริษัท Bio-Rad) 
3.1.3  Macrocarrier (บริษัท Bio-Rad) 
3.1.4  Stopping screen (บริษัท Bio-Rad) 
3.1.5  เครื่องกําเนิดคลื่นเสียงความถี่สูง (sonicator) 
3.1.6  หลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ผานการน่ึงฆาเช้ือแลว 
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3.1.7  ไมโครปเปต พรอมทิพ ที่ผานการน่ึงฆาเชื้อแลว 
3.1.8  ตูปลอดเชื้อพรอมตะเกียงและปากคีบ 
3.1.9  ถังกาซฮีเลียม 
3.1.10 ปมลม 
3.1.11 เคร่ืองผสมสาร 
3.1.12 เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเรว็สูงควบคุมอุณหภูมิได 
3.1.13 นาฬิกาจับเวลา 
3.1.14 กระติกนํ้าแข็ง 
3.1.15 ผาสําหรับเช็ดทําความสะอาดซึ่งผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 
3.1.16 พาราฟลม 
 

3.2  สารเคมีท่ีใชในการถายยีนโดยเครื่องยิงอนุภาค 
 

3.2.1  อนุภาคทองขนาด 1.5-3.0 ไมโครเมตร (บริษัท Aldrich) 
3.2.2  พลาสมิด pF3′HTG4 (A), pF3′HPREXH2 (A), pF3′5′HTG24 (S)  
3.2.3  สารละลายแคลเซียมคลอไรด (2.5M CaCl2) 
3.2.4  สารละลาย 1M Spermidine 
3.2.5  สารละลาย polyethylene glycol (m.w.1450) 25 เปอรเซ็นต 
3.2.6  สารละลาย 10X DNA loading buffer (150 mM NaCl และ 10 mM Tris-HCl pH 

8.0) 
3.2.7  เอธานอลบริสุทธิ์ 
3.2.8  เอธานอล 70 เปอรเซ็นต 
3.2.9  นํ้ากลั่นที่น่ึงฆาเช้ือ 

 
4.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการตรวจสอบผลการถายยีน 
 

4.1  อุปกรณท่ีใชในการตรวจสอบผลการถายยีน 
 

4.1.1  โกรงบดยา 
4.1.2  ชอนตัก 
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4.1.3  หลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
4.1.4  ไมโครปเปต (micropipette) พรอมทิพ (tip) ซ่ึงน่ึงฆาเชื้อแลว 
4.1.5  กลองโฟม 
4.1.6  บีกเกอร 
4.1.7  กระติกสําหรับใสไนโตรเจนเหลว 
4.1.8  ปากคีบ 
4.1.9  เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วตํ่า 
4.1.10 เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเรว็สูง 
4.1.11 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิได 
4.1.12 ชุดเครื่องมืออะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  ไดแก ถาดเจล หวี และ 

electrophoresis chamber 
4.1.13 เคร่ือง Digital Gel Documentation และ Analysis System (SYSGENE)  
4.1.14 เคร่ืองสังเคราะหดีเอ็นเอ (Mastercycler ® gradient, บริษัท Eppendorf) 
4.1.15 กลองพลาสติก 
4.1.16 ปากคีบปลายแบน 
4.1.17 เคร่ืองเขยา (rocking platform) 
4.1.18 แผนไนลอน HybondTM N+ hybridization transfer membrane (บริษัท

Amersham Biosciences) 
4.1.19 ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิได (incubator) 
4.1.20 ตูอบสําหรับไฮบริไดเซชัน (hybridization oven)  
4.1.21 ฟลม X-omatTM (บริษัท Kodak) 
4.1.22 เคร่ืองชั่งสาร 
4.1.23 แผนฟลมพลาสติก (wrap) 
4.1.24 นาฬิกาจับเวลา 
4.1.25 กระดาษกรอง 3 M 
4.1.26 ถุงมือยาง 
4.1.27 ถุงพลาสติกใส 
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4.2  สารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอจากพืช 
 

4.2.1  ไนโตรเจนเหลว 
4.2.2  Sabai Kit (Plant Molecular Biology Laboratory ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 

คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล) 
4.2.3  สารละลายคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (chloroform : isoamyl alcohol) 

อัตราสวน 24 : 1 
4.2.4  ไอโซโพรพานอล (isopropanol) 
4.2.5  เอธานอล 70 เปอรเซ็นต 
4.2.6  สารละลายบัฟเฟอร TE (10mM Tris-HCl, pH8.0 และ 1mM EDTA) 
4.2.7  เอนไซม RNase (DNase free) ละลายในน้ํากลั่น 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
4.3  สารเคมีท่ีใชในการทําพีซีอาร 
 

4.3.1  สารละลาย 10mM dNTP (deoxy nucleotide triphosphate, บริษทั Promega) 
4.3.2  สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (25mM MgCl2, บริษัท Perkin Elmer) 
4.3.3  เอนไซม Taq DNA polymerase II พรอมบัฟเฟอร (บริษัท Finenzyme) 
4.3.4  เอนไซม i-Taq DNA polymerase พรอมบัฟเฟอร (บริษัท iNtRON 

Biotechnology) 
4.3.5 เอนไซม pfu DNA polymerase พรอมบัฟเฟอร (บริษัท Fermentus) 
4.3.4  ไพรเมอร (primer) ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร ดังตารางที ่5 

 
4.4  สารเคมีท่ีใชในการทํา Southern hybridization 
 

4.4.1  สารละลาย depurination (0.25M HCl) 
4.4.2  สารละลาย denaturation (1.5M NaCl และ 0.5M NaOH) 
4.4.3  สารละลาย neutralization (1.5M NaCl และ 0.5M Tris-HCl, pH7.5) 
4.4.4  Gene Images Random Prime Labeling Kit (บริษัท Amersham Biosciences) 
4.4.5  สารละลาย hybridization buffer (5x SSC, 0.1% SDS, 5% dextran sulphate และ 

5% liquid block (บริษัท Amersham Biosciences)) 
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4.4.6  สารละลาย 10x SSC  
4.4.7  สารละลาย 2x SSC 
4.4.8  สารละลาย buffer A, pH9.5 (0.1 M Tris-HCl และ 0.3 M NaCl) 
4.4.9  พลาสมิด pF3′HTG4 (A), pF3′HPREXH2 (A), pF3′5′HTG24 (S) และ 

pMNK1005 
4.4.10  เอนไซมตัดจําเพาะ KpnI (บริษัท Promega) XbaI และNcoI (บริษัท Fermentus) 
4.4.11 Gene Images CDP-starTM Detection Kit (บริษัท Amersham Biosciences) 
4.4.12 สารละลาย developer และสารละลาย fixer สําหรับลางแผนฟลม 
 

ตารางที่ 3   ไพรเมอรที่ใชในการทําพีซีอาร 
 
ยีน ไพรเมอร ลําดับเบส 
1. f3′h 
 
2. f3′5′h 
 
3. Actin -1 
4. nos  
5. hptII 
 

F3′H(S) 182 
F3′HPer(A) 227 
F3′5′H(S) 207 
F3′5′H(A) 206 
Actin1(S) 101 
Nos(A) 188 
HPT(S) 135 
HPT(A) 136 

5′-AACTAGTATGATCAGTGCCGCCGT-3′ 
5′-CATTCCACCGTGCTAGATG-3′ 
5′-TTCTAGACACCATGGCGGTCCTTTTT-3′ 
5′-AGACCCGGGTCAAGGAGAATAAG-3′ 
5′-GTGCTATGCACGATCCATACAAG-3′ 
5′-GAGGATTCAATCTTAAGAAACTT-3′ 
5′-ATGTCCTGCGGGTAAATAGC-3′ 
5′-GCCTCCAGAAGAAGATGTTG-3′ 
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วิธีการ 
 

1.   การเตรียมเน้ือเยื่อกลวยไมท่ีใชในการทดลอง 
 

เพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือกลวยไมหวายแจคเกอลีนโทมัสและกลวยไมหวายเอียสกุลระยะ 
โปรโตคอรมในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง VW ที่เติมนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นต นํ้าตาลซูโครส 20 
กรัมตอลิตร ผสมกับอาหารสังเคราะห MS อยางละคร่ึง  เขยาดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที  เล้ียง
ในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  ใหแสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 
ช่ัวโมง  โดยทําการแบงเนื้อเย่ือโปรโตคอรมยายลงอาหารใหมทุก ๆ 2 สัปดาห 

 
กอนทําการถายยีนใหเลี้ยงโปรโตคอรมบนอาหารสังเคราะหสูตรดัดแปลง MSM คือ 

อาหารสังเคราะห MS ท่ีเติมนํ้าตาลแมนนิทอล 0.8 เปอรเซ็นต นํ้าตาลทราย 2 เปอรเซ็นต และวุนผง 
0.8 เปอรเซ็นต  เพ่ือเพ่ิมแรงดันออสโมติก  โดยวางเรียงเปนกลุมรูปวงกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง
ประมาณ 2-3 เซนติเมตร นาน 1 วัน  แลวนําไปใชในการถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค 

 
หลังการคัดเลือกโปรโตคอรมที่ตานทานตอสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซิน  ชักนําโปรโตคอรม

ใหเปนตนโดยนําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห MS ในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือที่ควบคุมอุณหภูมิ 
25±2 องศาเซลเซียส  ใหแสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

 
2.   การตัดตอยีน 
 

2.1 การตัดตอยีน f3′h เขากับเวคเตอรในรูปแบบ antisense orientation 
 

ยีน f3′h คือ ยีนที่สําคัญในการสังเคราะหเอนไซม Flavonoid-3′-hydroxylase (F3′H) 
ซ่ึงสามารถเปลี่ยนสารตั้งตนใหเกิดกระบวนการสรางอนุพันธุ cyanidin ที่ทําใหเกิดการสรางสารสี
แดงในกระบวนการสังเคราะหแอนโทไซยานิน  ดังน้ันจึงทดลองยับย้ังการสรางเอนไซม F3′H  เพ่ือ
คาดหวังวาจะสามารถยับย้ังวิถีการสังเคราะหอนุพันธุของ cyanidin แลวเปลี่ยนวิถีไปทําใหเกิดการ
สังเคราะหอนุพันธุของ delphinidin แทน  โดยการถายยีน f3′h ในทิศทาง antisense เขาไปใน
กลวยไม  ยีน f3′h ที่ใชในการทดลองนี้มีขนาด 1,572 คูเบส เปนยีนที่นํามาจากพืชฤๅษีผสม (Perilla 
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frustescens) ที่อยูในพลาสมิด pCYP75B4 ซ่ึงเกิดจากการตัดดวยเอนไซม KpnI ดานปลาย 5′และ 
XbaI ดานปลาย 3′ เชื่อมตอกับดีเอ็นเอเวคเตอร pBluescript SK- (Kitada et al., 2001) 

 
ในการทดลองครั้งน้ีไดทําการตัดตอยีน f3′h เขากับดีเอ็นเอเวคเตอรที่สามารถ

แสดงออกไดในพืช 2 ชนิด คือ pTG0063 และ pREXH-1  ซ่ึงดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 
ประกอบดวยโปรโมเตอร Act-1  เทอรมิเนเตอร nos และมียีนตานทานแอมพิซิลินเปนยีนคัดเลือก
ในแบคทีเรีย  ดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 ประกอบดวยโปรโมเตอร CaMV 35S จาํนวน 7 ชุด เทอร
มิเนเตอร nos มียีนตานทานสารไฮโกรมัยซินเปนยีนคัดเลอืกในพืชและยีนตานทานแอมพิซิลินเปน
ยีนคัดเลือกในแบคทีเรีย  ทําการตัดตอยีน f3′h เขากับดีเอ็นเอเวคเตอรทั้ง 2 เวคเตอรในทิศทาง 
antisense ตามหลักการโคลนยีนวิธีของ Sambrook et al. (1989)  โดยการนําพลาสมิด pCYP75B4  
ดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 และดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ 
XbaI (บริษัท Promega)  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  จากนั้นนําพลาสมิดที่ตัด
แลวไปแยกขนาดดวยอิเลคโตรโฟเรซิสบนเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอ
มาตราฐานขนาด 1 กิโลเบส  ตัดเจลบริเวณที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการดวยมีดที่สะอาด  นําเจลที่ไดไป
สกัดเอาดีเอ็นเอออกโดยใช UltraCleanTM Kit (บริษัท Mo. Bio. Laboratories)  ตามวธีิขอ 2.3  
ตรวจสอบปริมาณของชิ้นยีน f3′h และช้ินดีเอ็นเอเวคเตอรที่สกัดออกจากเจลโดยวิธีอิเลคโตรโฟรี
ซิส  แลวทําการตอชิ้นยีนเขากับดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 และดีเอ็นเอเวคเตอร pREXH-1 ดวย
เอนไซม T4 DNA ligase (บริษัท Promega) ตามวิธีขอ 2.5  หลังจากน้ันนําพลาสมิดสายผสมที่ได
เขาสูเซลแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ XL1-Blue ดวยวิธี Heat shock transformation เหมือน
ดังวิธีในขอ 2.7  โดยคัดเลือกเซลลที่มีพลาสมิดสายผสมบนอาหาร LA ท่ีผสมสารปฏชิีวนะแอมพิซิ
ลิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร  ในตูบมเช้ืออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง  นําโคโลนีที่
ไดมาเพิ่มปริมาณและแยกพลาสมิดดวยฟนอลคลอโรฟอรมเพ่ือคัดเลือกโคลนอยางคราว ๆ  แลวจงึ
นําโคลนที่มีพลาสมิดสายผสมที่ตองการมาแยกพลาสมิดดวยวิธี Alkaline lysis เพ่ือใชในการ
ตรวจสอบตอไป 

 
2.2 การตัดตอยีน f3′5′h เขากับเวคเตอรในรูปแบบ sense orientation 
 

ยีน f3′5′h เปนยีนที่สังเคราะหเอนไซม Flavonoid-3′,5′-hydroxylase (F3′5′H) ซ่ึงเปน
เอนไซมที่สําคัญในการสรางแอนโทไซยานิดินชนิด delphinidin ซ่ึงกําหนดการสรางสีดอกไมสีนํ้า
เงินหรือสีมวง (Shimada, 1999)  ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงไดทําการทดลองถายยีน f3′5′h ใน
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ทิศทาง sense เขาไปในกลวยไม  เพ่ือคาดหวังวายีนที่ถายเขาไปนี้จะมีการแสดงออกโดยการผลิต
เอนไซม F3′5′H  ซ่ึงจะไปทําใหเกิดกระบวนการสังเคราะหอนุพันธุของ delphinidin  ยีน f3′5′h ที่
ใชในการทดลองนี้ไดนํามาจากแพงพวยฝรั่ง (Catharanthus roseus) มีขนาด 1,529 คูเบส อยูใน 
พลาสมิด pP450CRFRED  ซ่ึงตําแหนงเร่ิมตนของการแปลรหัส (start codon) ดานปลาย 5′ ไดรับ
การดัดแปลงเปลี่ยนตําแหนงไปและเพิ่มตําแหนงจดจําของเอนไซม NcoI  เชนเดียวกันดานปลาย 3′ 
ไดรับการดัดแปลงตัดสวนของรหัสหยุดการแปล (stop codon) ออกไป และเพิ่มตําแหนงจดจําของ
เอนไซม SalI เพ่ือใชตัดตอกับยีนที่กําหนดการสรางเอนไซม P450 reductase ขนาดประมาณ 2,318 
คูเบส (Kaltenbach et al., 1999) 

 
ในการทดลองครั้งน้ีไดทําการตัดตอยีน f3′5′h  ในทิศทาง sense เขากับดีเอ็นเอ

เวคเตอร pTG0063 ซ่ึงประกอบดวยโปรโมเตอร Act-1  เทอรมิเนเตอร nos และมียีนตานทานแอมพิ
ซิลินเปนยีนคัดเลือกในแบคทีเรีย  โดยทําตามหลักการโคลนยีนวิธีของ Sambrook et al. (1989)
เชนเดียวกับการตัดตอยีน f3′h  แตเน่ืองจากยีน f3′5′h  ในพลาสมิด pP450CRFRED ไมมีตําแหนง
จดจําของเอนไซมที่เหมาะสมในการตัดตอเขากับเวคเตอร TG0063  อีกทั้งดานปลาย5′ และ 3′ ของ
ยีน f3′5′h มีการดัดแปลงไปดังกลาวขางตน  ดังน้ันจึงออกแบบไพรเมอรใหมีตําแหนงจดจําของ
เอนไซมที่เหมาะสม (ภาพท่ี 4) ซ่ึงสามารถนําไปใชตัดตอเขากับดีเอ็นเอเวคเตอรดังกลาวได  ในการ
ออกแบบครั้งน้ีไพรเมอรดานปลาย 5′ คือ F3′5′H XbaI(S)(207)  ออกแบบใหมีตาํแหนงจดจําของ
เอนไซม XbaI และรหัสของ start codon เดิมอยูดวย  และไพรเมอรดานปลาย 3′ คือ 
F3′5′HSmaI(A)(206)  ออกแบบใหมีตาํแหนงจดจําของเอนไซม SmaI และรหัสของ stop codon  
นําไพรเมอรน้ีไปใชเพ่ิมปริมาณชิ้นยีน f3′5′h ในพลาสมิด pP450CRFRED ดวยเทคนิคพีซีอารใน
ชุดนํ้ายาของ Taq DNA Polymerase II (บริษัท Finenzyme)  ซ่ึงสารละลายรวมประกอบดวย 
พลาสมิด pP450CRFRED10 ไมโครลิตร, 10x PCR buffer ที่มี MgCl2 10 ไมโครลิตร, 10 mM 
dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร sense 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร antisense 2 ไมโครลิตร, เอนไซม 
DNA Polymerase II 2 ไมโครลิตร และเติมนํ้าจนมีปริมาตรครบ 100 ไมโครลิตร  นําสวนผสมที่ได
ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเคร่ือง Mastercycler ® gradient (บริษัท Eppendorf)  โดยตั้งโปรแกรม
ดังน้ี 95 องศาเซลเซียส 10 นาที จาํนวน 1 รอบ, 95 องศาเซลเซียส 1 นาที, 55 องศาเซลเซียส 1 นาที 
และ72 องศาเซลเซียส 2 นาที จํานวน  30 รอบ, 72 องศาเซลเซียส 15 นาที จาํนวน 1 รอบ ตรวจสอบ
ปริมาณและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส  แลวนํามาตรวจสอบ
ความถูกตองโดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ NcoI  จากน้ันนํามาใชในการตัดตอเขา
กับดีเอ็นเอเวคเตอรโดยการนําช้ินสวนของดีเอ็นเอที่ไดมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XbaI และ 
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SmaI  แลวเชื่อมตอกับดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 ที่ตัดดวยเอนไซมชนิดเดียวกันโดยเอนไซม T4 
DNA ligase  หลังจากนั้นนําพลาสมิดสายผสมที่ไดเขาสูเซลแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ 
XL1-Blue ดวยวิธี heat shock transformation คัดเลือกเซลลที่มีพลาสมิดสายผสมบนอาหาร LA ที่
ผสมสารปฏิชวีนะแอมพิซิลิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร  นําโคโลนีที่ไดมาเพิ่มปริมาณและแยกพลาสมิด
ดวยฟนอลคลอโรฟอรมเพ่ือคัดเลือกโคลนอยางคราว ๆ  แลวจึงนําโคลนที่มีพลาสมดิสายผสมที่
ตองการมาแยกพลาสมิดดวยวิธี Alkaline lysis  
 

       

       
ภาพที่ 4  ไพรเมอร F3′5′H XbaI(S)(207) และไพรเมอร F3′5′HSmaI(A)(206) 

 
2.3 การสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลโดยวิธี UltraCleanTM Kit (บริษัท Mo. Bio. 

Laboratories) 
 

แยกขนาดดีเอ็นเอที่ตัดเอนไซมไวดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซีส บน 0.8 เปอรเซ็นต 
อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิสที่สะอาด  เมื่อนํามาสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลตใหใชมีดที่
สะอาดตัดแถบดีเอ็นเอขนาดที่ตองการออกจากอะกาโรสเจล  โดยตัดใหแนบชิดกับขอบแถบดีเอ็น
เอที่ตองการใหมากที่สุด  อยาใหเจลติดมามาก  แลวนําใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตร  ใชชุดนํ้ายาสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยการใช Ultra salt 3 เทา ละลายอะกาโรสเจล  
นําไปบมท่ี 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หรือจนกวาเจลจะละลายหมดแลวผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน  เขยา Ultra bind ดวยเครื่องเขยาประมาณ 1 นาที ให silica กระจายตัวสม่ําเสมอ  ดูดมาใช 6 
ไมโครลิตร ใสในหลอดแลวเคาะผสมให silica กระจายตัวสม่ําเสมอทั่วทั้งหลอดเพื่อจับกับดีเอ็นเอ  
ต้ังบมท่ีอุณหภูมิหอง นาน 5 นาที  ตกตะกอนดวยการหมุนเหวี่ยงที่ความเรว็ 10,000 รอบตอนาที 
นาน 1 นาที  แลวดูดสารละลายสวนบนทิ้งใหหมด  ลางตะกอนดวย Ultra wash 1 มิลลิลิตร  โดย
การเขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยาประมาณ 5-10 วินาท ี นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ
นาที นาน 1 นาที  แลวดูดสารละลายสวนบนทิ้งใหหมด (ถาดีเอ็นเอมีขนาดมากกวา 15 กิโลเบสให

F3′5′HSmaI(A)206 5′-AGA CCC  GGG TCA AGG AGA ATA AG-3′ SmaI stop 

F3′5′HXbaI(S)207 5′-TT  CTA GAC ACC ATG GCG GTC CTT TTT-3′ 
XbaI start 
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บมไวกอน 5 นาทีแลวจงึนํามาตกตะกอน)  ลางตะกอนดวย Ultra wash 1 มิลลิลิตร ซํ้าอีกคร้ัง  แลว
ตากตะกอนใหแหงประมาณ 5-10 นาที  ละลายดีเอ็นออกจากตะกอนโดยการเติม TE buffer 
ประมาณ 15-30 ไมโครลิตร ใชปเปตดูดข้ึนดูดลง  บมที่อุณหภูมิหองประมาณ 5 นาท ี แลวจึงนําไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที  ดูดสารละลายสวนบนเก็บใสในหลอด 
ไมโครเซนตริฟวจหลอดใหมโดยไมให silica ติดมาดวย  แบงดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร มาตรวจสอบ
ดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซีส บน 0.8 เปอรเซ็นตอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส  เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตราฐานขนาด 1 กิโลเบส 

 
2.4 การเชื่อมตอดีเอ็นเอ 
 

นําช้ินดีเอ็นเอท่ีตองการมาเชื่อมตอกับดีเอ็นเอเวคเตอรที่มีโปรโมเตอร  เทอรมิเนเตอร  
และยีนคัดเลือกที่เหมาะสม  โดยการใชเอนไซม T4 DNA ligase (2.5 ยูนิตตอ 100 ไมโครลิตร) 
(บริษัท Promega) ดวยอัตราสวนปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ 3 ไมโครกรัมตอดีเอ็นเอพาหะ 1 ไมโครกรัม  
ใน 1x reaction buffer แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียสขามคืน 

 
2.5 การเตรียมเช้ือแบคทีเรียเจาบานสําหรับเพิ่มปริมาณพลาสมิดโดยใชสารละลาย TSS 
 

เล้ียงแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ XL1-Blue ที่ไดจากโคโลนีเด่ียวใน
หลอดแกวซ่ึงบรรจุอาหาร LB broth 3 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เขยาดวยความเร็ว 
250 รอบตอนาที เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง  นําเช้ือ 1 มิลลิลิตรไปเลี้ยงตอใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร
ท่ีมีอาหาร LB broth 100 มิลลิลิตร เปนเวลา 3 ชั่วโมง  ใหมีคา OD600 ประมาณ 0.4-0.6 นําแบคทีเรีย
ท่ีไดมาเทใสหลอดกนกลมขนาด 50 มิลลิลิตรที่แชเย็น  แลวแชนํ้าแข็งนาน 20 นาที  ตกตะกอน
เซลลแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  เทอาหาร
ท้ิง  เติม 0.5-1 มิลลิลิตรของ TSS (Transformation and storage solution) (LB, 10% (w/v)PEG, 5% 
(v/v) DMSO, 50 mM MgCl2) ที่เย็น 4 องศาเซลเซียส  เขยาเบา ๆใหเซลลกระจายทั่ว ๆและทาํให
เซลลเย็นอยูตลอดเวลาดวยการแชนํ้าแข็ง  แบง competent cell 100 ไมโครลิตรใสหลอดไมโคร 
เซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
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2.6 การนําดีเอ็นเอเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบานโดยวิธี heat shock transformation 
 

เติมพลาสมิดสายผสมที่ไดจากการเชื่อมตอดีเอ็นเอที่ตองการกับเวคเตอรจํานวน 10-20 
ไมโครลิตร  ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่มี competent cell 100 ไมโครลิตร ที่แชเย็นอยู
ตลอดเวลา  ผสมใหเขากันและแชในน้ําแขง็นาน 15-30 นาที  นําไปจุมในน้ําที่มีอุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที  แลวรีบนํามาแชในน้ําแข็งทันทีนาน 15 นาที  นําเซลลที่ไดมาเล้ียงในอาหาร 
SOC (2% tryptone, 0.5% yeast extract,10 mM KCl, 10 mM Mgcl2, 10 mM MgS04 และ 20 mM 
glucose) จํานวน 800 ไมโครลิตรในหลอดแกว ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เขยาดวยความเร็ว 250 
รอบตอนาที  เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง  แลวนํามาเทใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ  หมุนเหวี่ยตก
ตะกอนเซลลที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง  เทอาหารสวนบนทิ้งให
เหลือประมาณ 200 ไมโครลิตร ใชปเปตดูดขึ้นดูดลงใหเซลลกระจายสม่ําเสมอ  แลวนํามาเกลี่ยลง
บนอาหาร LA ที่ผสมสารปฏชีิวนะแอมพิซิลินหรือกานามัยซินข้ึนอยูกับยีนตานทานของพลาสมิด
สายผสมจํานวน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
16 ช่ัวโมง  

 
2.7 การสกัดพลาสมิดโดยวิธี phenol choloform extraction 
 

นําโคโลนีที่มีลักษณะสีขาวซึ่งคาดวาไดรับพลาสมิดสายผสม  มาเพ่ิมปริมาณบน
อาหาร LA ที่ผสมแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  โดยการใชไมจิ้มฟนที่ฆาเชื้อแลวเขี่ย
โคโลนีขึ้นมาขีดเปนสี่เหลี่ยมเล็ก ๆ  นําไปบมขามคืนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ขูดเซลล
แบคทีเรียใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่มี TE 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสมสาร  
เติมฟนอลคลอโรฟอรม (1:1 โดยปริมาตร) 20 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันแลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง นาน 20 นาที  นําสารละลายสวนบน 10 ไมโครลิตร 
มาตรวจสอบขนาดของพลาสมิดท่ีไดดวยวิธีอิเลคโตรโฟรีซีสบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต  
เปรียบเทียบกับเวคเตอรที่เปนพาหะกอนไดรับการเช่ือมตอช้ินดีเอ็นเอเขาไป 

 
2.8 การสกัดพลาสมิดโดยวิธี Alkaline lysis 
 

เล้ียงแบคทีเรียที่คาดวามีพลาสมิดที่ตองการในอาหาร LB broth 2 มิลลิลิตร ที่ใสสาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร เขยาที่ความเร็ว 250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 
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องศาเซลเซียส  เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง  ตกตะกอนเซลลโดยนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 
รอบตอนาที  นาน 2-3 นาที  เทอาหารสวนบนออก  เติม 200 ไมโครลิตรของ GTE (50 mM glucose, 
25 mM Tris-Hcl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0)  เติมสารละลาย fresh lysis (0.2 N NaoH + 1 % 
SDS = 1:1) ที่เตรียมใหมกอนใช 400 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา  แชใน
นํ้าแข็งนาน 5 นาที  เติม 3 M potassium acetate ที่เย็น 300 ไมโครลิตร  กลับหลอดไปมาใหเขากัน  
แชนํ้าแข็งนาน 15 นาที  นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที  ดูดสารละลายสวนบนประมาณ 700 ไมโครลิตรใสหลอดใหม  เติมไอโซ- 
โพรพานอลประมาณ 0.6 เทาของสารละลายที่ดูดมา  บมที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที  นําไปหมุน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  เทสารละลาย
สวนบนทิ้ง  ลางดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นตประมาณ 500 ไมโครลิตร  นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  เทเอธานอลทิ้งและดูดออก
ใหหมด  ทําใหตะกอนแหงดวยการบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8-10 นาที  แลวละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE ประมาณ 20-30 ไมโครลิตร 

 
2.9 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
 

ใชสารละลายดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร ผสมกับบัฟเฟอร loading dry ความเขมขน 6 เทา  
แลวตรวจสอบดวย 0.8 เปอรเซ็นตอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 
เทา ที่ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต ตรวจดูแถบดีเอ็นเอโดยการยอมดวยสารเอธิเดียมโบรไมด
ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาที แชในน้ํากลั้นนาน 10 นาที แลวนํามาตรวจดู
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 

 
3.   การตรวจสอบพลาสมิดสายผสม 
 

3.1 การตรวจสอบพลาสมิดสายผสมดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 

นําพลาสมิดที่สกัดไดจากขอ 2 ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเพื่อตรวจสอบโคลนที่ไดวา
ทําการตัดตอยีนที่ตองการเขากับดีเอ็นเอเวคเตอรไดหรือไมและเช่ือมตอกับดีเอ็นเอเวคเตอรใน
ทิศทางใด โดยการใชพลาสมิด 1 ไมโครลิตร ผสมกับเอนไซมตัดจําเพาะ 0.5 ไมโครลิตร ใน 10 x 
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buffer ตามที่บริษัทแนะนํา 1 ไมโครลิตร  เติมนํ้าใหไดปริมาตร 10 ไมโครลิตร  บมที่  37 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซีส 

 
ตรวจสอบพลาสมิดสายผสมท่ีไดจากการตัดตอยีน f3′h เขากับดีเอ็นเอเวคเตอร 

pTG0063 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI เพ่ือตรวจสอบขนาดของพลาสมิดสายผสมที่ได  
และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ XbaI เพ่ือตรวจสอบขนาดชิ้นยีนท่ีตอเขาไป  ตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ PstI เพ่ือตรวจสอบทิศทางของยีนที่ตอเขากับดีเอ็นเอเวคเตอร 

 
ตรวจสอบพลาสมิดสายผสมท่ีไดจากการตัดตอยีน f3′h เขากับดีเอ็นเอเวคเตอร 

pREXH-1 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI เพ่ือตรวจสอบขนาดของพลาสมิดสายผสมที่ได  
และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ KpnI และ XbaI เพ่ือตรวจสอบขนาดชิ้นยีนท่ีตอเขาไป  ตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ PstI เพ่ือตรวจสอบทิศทางของยีนที่ตอเขากบัดีเอ็นเอเวคเตอร 

 
ตรวจสอบพลาสมิดสายผสมท่ีไดจากการตัดตอยีน f3′5′h เขากับดีเอ็นเอเวคเตอร 

pTG0063 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XbaI เพ่ือตรวจสอบขนาดของพลาสมิดสายผสมที่ได  
และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ XbaI  และ SmaI เพ่ือตรวจสอบขนาดชิ้นยีนที่ตอเขาไป  ตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ NcoI เพ่ือตรวจสอบทิศทางการตอเขากับดีเอ็นเอเวคเตอร 

 
3.2 การตรวจสอบพลาสมิดสายผสมดวยเทคนิคพีซีอาร 
 

นําพลาสมิดที่สกัดไดจากขอ 2 มาเพิ่มปริมาณดวยเทคนิคพีซีอารโดยใชไพรเมอรของ
ยีนที่สนใจชนิดตางๆตามตารางที่ 5  ทําปฏกิิริยาพีซีอารใชชุดนํ้ายาของ i-Taq TM DNA Polymerase 
(บริษัท iNtRON Biotechnology)  ซ่ึงสารละลายรวมประกอบดวยดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร, 10x PCR 
buffer (100 mM Tris-HCl (pH 8.3), 500 mM KCl, 20 mM MgCl2, Enhancer) 2 ไมโครลิตร, 2.5 
mM dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอรอยางละ 0.4 ไมโครลิตร, i-Taq 0.2 ไมโครลิตร และเติมนํ้าจนมี
ปริมาตรครบ 20 ไมโครลิตร  นําสวนผสมที่ไดไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเคร่ืองสังเคราะหดีเอ็นเอ 
(Mastercycler ® gradient, บริษัท Eppendorf)  ตรวจสอบผลที่ไดโดยการทําอะกาโรสเจลอิเลคโตร
โฟรีซิส 
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ตรวจสอบพลาสมิดสายผสม pF3′HTG4(A) ดวยคูไพรเมอร F3′HPer(A)227 กับ 
F3′H(S)182, F3′HPer(A)227 กับ Nos(A)188, Act1(S)101 กับ F3′H(S)182 และ Act1(S)101 กับ 
Nos(A)188  โดยตั้งระดับอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที จาํนวน 1 รอบ, 94 องศาเซลเซียส 1 
นาที, 55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ72 องศาเซลเซียส 2 นาที จาํนวน 30 รอบ และ 72 องศา
เซลเซียส 15 นาที จาํนวน 1 รอบ 

 
ตรวจสอบพลาสมิดสายผสม pF3′HPREXH2(A) ดวยคูไพรเมอร F3′HPer(A)227 กับ 

F3′H(S)182, F3′HPer(A)227 กับ Nos(A)188 และ HPT(S)135 กับ HPT(A)136  โดยตั้งระดับ
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที จาํนวน 1 รอบ, 94 องศาเซลเซียส 1 นาที, 55 องศาเซลเซียส 1 
นาที และ72 องศาเซลเซียส 2 นาที จาํนวน 30 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 15 นาที จาํนวน 1 รอบ  
ยกเวนคูไพรเมอร HPT(S)135 กับ HPT(A)136 ตั้งอุณหภูมิ annelling ที่ 60 องศาเซลเซียส 

 
ตรวจสอบพลาสมิดสายผสม pF3′5′HTG24(S) ดวยคูไพรเมอร F3′5′HXbaI(S)207 

กับ F3′5′HSmaI(A)206 , Act1(S)101 กับ F3′5′HSmaI(A)206, F3′5′HXbaI(S)207 กับ Nos(A)188 
และ Act1(S)101 กับ Nos(A)188  โดยตั้งระดับอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที จํานวน 1 รอบ, 
94 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 50 องศาเซลเซียส 1 นาที และ72 องศาเซลเซียส 2 นาที จํานวน 30 รอบ 
และ 72 องศาเซลเซียส 15 นาที จาํนวน 1 รอบ 

 
3.3 การตรวจสอบพลาสมิดสายผสมโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 

นําพลาสมิดสายผสม pF3′HTG4(A) 50 นาโนกรัม มาเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอดวย
เทคนิคพีซีอาร โดยใชไพรเมอร NOS (5′-GAGGATTCAATCTTAAGAAACTT-3′) และ dideoxy 
chain termination ready reaction kit (บริษัท Perkin-Elmer สหรัฐอเมริกา) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวย
เคร่ือง DNA thermal cycle 9600 ดวยระดับอุณหภูมิดังน้ี  95 องศาเซลเซียส 10 วินาที, 50 องศา
เซลเซียส 15 วินาที และ 60 องศาเซลเซียส 4 นาที จาํนวน 25 รอบ  หาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช
เคร่ือง automatic DNA sequencer  นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดบางสวนมาวเิคราะหดวย
โปรแกรมคอมพิวเตอร เปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดกับยีนที่มีรายงานใน
ตางประเทศดวยเวบไซด http://www.ncbi.mln.nih.gov/ เพ่ือใชเปนขอมูลยืนยันวามียีน f3′h ใน 
พลาสมิดสายผสมตอเขากับดีเอ็นเอเวคเตอร pTG0063 ในทิศทาง antisense 
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4.   การทดสอบความตานทานตอสารปฏิชีวนะไฮโกรมยัซิน 
 

ทดสอบความตานทานตอสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซินของกลวยไมหวายลูกผสมแจคเกอลีน
โทมัสและเอียสกุลที่ไมไดรับการถายยีน โดยนําโปรโตคอรมจากขอ 1ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร 
MSVW นาน 2 สัปดาห หลังจากตัดแบงเนื้อเยื่อ  มาตัดใหมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.3 
ถึง 0.5 เซนติเมตร  มาเพาะเลี้ยงในหองเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  ให
แสง 2,000 ลักซ เปนเวลา 16 ชั่วโมง  บนอาหารสูตร MSH ที่มสีารปฏชิีวนะไฮโกรมัยซินความ
เขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 4 สัปดาห สังเกตและบันทึกผล  นําโปรโตคอรมที่รอด
ชีวิตมาคัดเลือกตอบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 15 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
ระยะเวลาอีก 4 สัปดาห  จากนั้นคัดเลือกโปรโตคอรมที่รอดชีวิตมาเพาะเลี้ยงบนอาหารที่มีสาร
ปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  และยายโปรโต
คอรมที่รอดชีวิตมาคัดเลือกตอบนอาหารที่มีสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอ
ลิตร เปนระยะเวลา 4 สัปดาห สังเกตบันทึกผลการทดลองและถายภาพเก็บไว 

 
5.   การถายยีนเขาโปรโตคอรมกลวยไมดวยเครื่องยิงอนุภาค 
 

5.1 การเคลือบอนุภาค 
 

การเคลือบอนุภาคทองดวยพลาสมิดใชวิธีของ Christou (1991)  ซ่ึงสารละลายตางๆที่
ใชในการเคลือบอนุภาคทองน้ีจําเปนตองแชเย็นโดยมีขั้นตอนดังน้ี  ชั่งอนุภาคทองขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 1.5-3.0 ไมโครเมตร จํานวน 40 มิลลิกรัม ใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติม
เอธานอลบริสุทธิ์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสมสาร (vortex) นาน 1 นาท ีหมุน
เหวี่ยง12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  ดูดเอธานอลบริสุทธิ์ออก  ทําซํ้า
อีกคร้ัง  แลวเติมเอธานอลบริสุทธิ์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  แบงสารละลายทองใสหลอดใหมหลอดละ 
100 ไมโครลิตร  นําสารละลายมากระจายอนุภาคทอง 100 ไมโครลิตร ดวยเคร่ืองกําเนิดคลื่นเสียง
ความถ่ีสูง นาน 15 นาที  หมุนเหวี่ยงที่ความเรว็ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2-3 นาที  ดูดเอธานอลออก  ละลายอนุภาคทองดวยนํ้ากลั่น 500 ไมโครลิตร  นําไปหมุน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  ลางดวยนํ้ากลั่น 
2 ครั้ง  แลวละลายอนุภาคทองดวยพลาสมิด 40 นาโนกรัม ที่ผสมกับบัฟเฟอร 10X loading DNA 2 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน  จากนั้นเติมสารละลาย 1M spermidine 2 ไมโครลิตร และสารละลาย 25 
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เปอรเซ็นต PEG 2 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวเติม 2.5 M CaCl2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให
เขากันอยางนอย 30 วินาที  บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาท ี นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที 
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  จากนั้นลางอนุภาคทองดวยเอธานอลบริสุทธปริมาตร 
1 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงที่ความเรว็ 12,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  
แลวละลายอนุภาคทองดวยเอธานอลบริสุทธิ์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส พรอมท่ีจะนําไปใชในการยิงอนุภาค โดยใชยิงคร้ังละ 10 ไมโครลิตร  

 
5.2 การถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาค 
 

นําโปรโตคอรมกลวยไมที่ตองการถายยีนมาวางเปนวงกลมตรงกลางอาหาร MS ท่ีมี 
0.25 M mannitol ใหอยูในรัศมี 2.5 เซนติเมตร กอนทําการยิง 1 คืน  ใชเครื่องยิงอนุภาคแบบ 
Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery System  โดยสภาวะที่ใชในการยิงอนุภาคคอืใชความดัน
ของกาซฮีเลียม 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว  และดูดอากาศออกจากตูยิงเพ่ือใหเกิดสภาวะสูญญากาศที่ 
25 น้ิวปรอท  ซ่ึงข้ันตอนในการยิงอนุภาคมีดังตอไปนี้  ลาง rapture dish ดวย isopropanol เพ่ือเปน
การทําความสะอาดและฆาเช้ือจากน้ันวางลงใน holder เกลี่ยใหสนิทกับขอบ  หมุน holder ใหติด
กับหัวยิง  ใชไมโครปเปตดูดอนุภาคทองที่เคลือบดวยพลาสมิด 10 ไมโครลิตร มาหยดและกระจาย
อนุภาคทองบนแผน macrocarrier ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวทิ้งไวใหแหง แลวนําไปวางลงใน 
stopping plate ที่มี stopping screen  นํา stopping plate ไปใสที่ช้ันที่ติดกับหัวยิง  จากนั้นนําจาน
เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อที่วางโปรโตคอรมเปนวงกลมมาไวที่ช้ันหางจากหัวยิง 9 เซนติเมตร  เปดฝาจาน
เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อออกแลวเปดปมดูดอากาศออกจากภายในตู  ใหมีแรงดูดท่ี 25 ปอนดตอตารางน้ิว  
กดปุมยิง (fire) คางไว  เมื่อถึงแรงดันที่กําหนดคือ 1,100 ปอนดตอตารางนิ้ว rapture dish ก็จะแตก
ออก  แรงดันจะผลักใหอนุภาคทองที่เคลือบผิวไวดวยพลาสมิดตกลงบนโปรโตคอรม  เมื่อแรงดันที่
มาตรวัดตกลง  เปดปุม ventilation และรอจนแรงดันอากาศภายในเปน 0 น้ิวปรอท  จึงนําจานที่มี
โปรโตคอรมออกจากตู  ภายหลังการถายยีนใหนําไปเพาะเลี้ยงในที่มืด อุณหภูมิ 25±2 องศา
เซลเซียส  เพ่ือทําการพักฟนจากความบอบช้ําเปนเวลา 2 วัน  แลวจึงนําไปเพาะเลี้ยงในอาหาร
คัดเลือกตอไป 
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ภาพที่ 5 สวนประกอบการทํางานของเครื่องยิงอนุภาค (ก) และลักษณะการวางโปรโตคอรมกอน

นําไปถายยีนดวยเคร่ืองยิงอนุภาค (ข) 
 
5.3 การคัดเลือกกลวยไมท่ีไดรับการถายยีนบนอาหารคัดเลือก 
 

หลังจากถายยีนเขาโปรโตคอรมและพักฟนบนอาหาร MSM ในที่มืด อุณหภูมิ 25±2 
องศาเซลเซียส นาน 2 วัน  ใหยายโปรโตคอรมมาเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห MSH ซ่ึงเตรียมจาก
อาหารสังเคราะหสูตร MS ที่ผสมสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซิน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 4 
สัปดาห ในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ใหแสง 2,000 ลักซ เปน
เวลา 16 ชั่วโมงตอวัน  ตอจากน้ันยายโปรโตคอรมท่ีมีชีวิตรอดมาเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห MSH ที่
ผสมสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซิน 15 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  แลวคัดเลือกโปรโต
คอรมที่มีชีวิตรอดมาเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห MSH ที่ผสมสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซิน 25 มิลลิกรัม
ตอลิตร เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  นําโปรโตคอรมที่มีชีวิตรอดมาเลี้ยงในอาหารสังเคราะห MSH ที่
ผสมสารปฏิชวีนะไฮโกรมัยซิน 25 มิลลิกรัมตอลิตร อีกเปนระยะเวลา 4 สัปดาห  และเลี้ยงตอบน
อาหารที่ลดความเขมขนสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซินเหลือ 15 มิลลิกรัมตอลิตร ตอไปอีก 4 สัปดาห  
กอนนําไปเลี้ยงในอาหารแข็งสังเคราะหสูตร MS เพ่ือชักนําใหพัฒนาไปเปนตนตอไป  เมื่อ
เพาะเล้ียงชักนําตนใหเจริญเติบโตพอที่จะตัดใบได  จึงนําใบมาสกัดดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบการถาย
ยีนในขั้นตอนอื่นตอไป 

 
 
 
 

ก ข 
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6.   การตรวจสอบและวิเคราะหผลของการถายยีนและการแสดงออกของยีน 
 

6.1 การสกัดดีเอ็นเอกลวยไมดวยวิธี Sabai Kit 
 

บดตัวอยางใบในไนโตรเจนเหลวใหละเอียดเปนผง  ตักใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  ประมาณ 1 ใน 3 ของหลอด (ประมาณ 100 มิลลิกรัม ของตัวอยาง)  สกัดดีเอ็น
เอดวย Sabai Kit (Plant Molecular Biology Laboratory ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล)  โดยเติมบัฟเฟอร DA ที่อุน 65 องศาเซลเซียส  500 ไมโครลิตร 
และบัฟเฟอร DB ที่อุน 65 องศาเซลเซียส  40 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันดัวยเคร่ืองผสมสารนาน 
10 วินาที  บมที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  นํามาตั้งที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที  เติม
คลอโรฟอรมที่ผสมไอโซเอมิลแอลกอฮอลสัดสวน 24 ตอ 1 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร  ผสมใหเขา
กันดัวยเคร่ืองผสมสารนาน 10 วินาที  หมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง 
นาน 10 นาที  ดูดสารละลายใสสวนบนประมาณ 500 ไมโครลิตร ใสหลอดไมโครเซนตริฟวจใหม  
เติมไอโซโพพานอลที่แชเย็น ปริมาณ 500 ไมโครลิตร  กลับหลอดไปมาเบา ๆ 30 วินาที  หมุน
เหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  ดูดสารละลาย
ท้ิง  ลางตะกอนดวย 80 เปอรเซ็นต เอทานอลที่เย็น ปริมาณ 500 ไมโครลิตร  หมุนเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  ดูดสารละลายทิ้งใหหมด  
ทําใหตะกอนดีเอ็นเอแหงแลวละลายตะกอนดเีอ็นเอดวยนํ้า 30 ไมโครลิตร 

 
6.2 การตรวจสอบยีนท่ีถายเขากลวยไมสกุลหวายโดยใชเทคนิคพีซีอาร 

 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 5.1.1 มาตรวจสอบยีนที่ถายเขาไปดวยดวยเทคนิคพีซีอาร

โดยใชไพรเมอรของยีนที่สนใจชนิดตางๆตามตารางที ่3 ทําปฏิกิริยาพีซีอารใชชุดนํ้ายาของ pfu-
DNA Polymerase (บริษัท Fermentus)  ซ่ึงสารละลายรวมประกอบดวยดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร, 10x 
PCR buffer 2 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP 0.4 ไมโครลิตร, ไพรเมอรอยางละ 1 ไมโครลิตร, pfu 0.2 
ไมโครลิตร และเติมนํ้าจนมปีริมาตรครบ 20 ไมโครลิตร  นําสวนผสมที่ไดไปเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอดวยเครื่องสังเคราะหดีเอ็นเอ (Mastercycler ® gradient, บริษัท Eppendorf) ตรวจสอบผลที่
ไดโดยการทําอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
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ตรวจสอบยีน hptII ดวยคูไพรเมอร HPT(S)135 กับ HPT(A)136 โดยต้ังระดับอุณหภูมิ
ดังน้ี  95 องศาเซลเซียส 10 นาที จํานวน 1 รอบ, 94 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 60 องศาเซลเซียส 1 นาที 
และ72 องศาเซลเซียส 2 นาที จํานวน 35 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 15 นาที จาํนวน 1 รอบ 

 
ตรวจสอบยีน f3′h ดวยคูไพรเมอร F3′HPer(A)227 กับ Nos(A)188 โดยต้ังระดับ

อุณหภูมิดังน้ี  95 องศาเซลเซียส 10 นาที จาํนวน 1 รอบ, 94 องศาเซลเซียส 1 นาที, 53 องศา
เซลเซียส 1 นาที และ72 องศาเซลเซียส 2 นาที จาํนวน 35 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 15 นาที 
จํานวน 1 รอบ 

 
ตรวจสอบยีน f3′5′h ดวยคูไพรเมอร F3′5′HXbaI(S)207 กับ F3′5′HSmaI (A)206 

โดยตั้งระดับอุณหภูมิดังน้ี  95 องศาเซลเซียส 10 นาที จํานวน 1 รอบ, 94 องศาเซลเซียส 1 นาที, 53 
องศาเซลเซียส 1 นาที และ72 องศาเซลเซียส 2 นาที จํานวน 35 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 15 นาที 
จํานวน 1 รอบ 

 
6.3 การทํา Southern hybridization 
 

6.3.1 การเตรียมดีเอ็นเอ 
 
นําดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 5.1.1 จํานวน 30 ไมโครกรัม มาตัดดวยเอนไซมตัด

จําเพาะ  ใชบฟัเฟอรตามที่บริษัทแนะนําในปฏิกิริยารวม 30 ไมโครลิตร  โดยการใชเอนไซมตัด
จําเพาะที่มตํีาแหนงตัดในเนื้อยีน 1 ตําแหนงเพ่ือตรวจสอบจํานวนยีนที่ถายเขาไป  ดังน้ันจึงนํา 
ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตนกลวยไมท่ีไดรับการถายยีน f3′h และ f3′5′h  มาตัด 1 ตาํแหนงดวยเอนไซม 
XbaI  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน  เพ่ือใหเกิดการตัดดีเอ็นเออยางสมบรูณ  
จากนั้นแบงดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร มาตรวจสอบการตัดของเอนไซมดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตร
โฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต  เมื่อตัดอยางสมบรูณแลวจึงนําดีเอ็นเอทั้งหมดมาแยก
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการบนเจลอะกาโรส 0.7 เปอรเซ็นตใน 1X TAE ที่ 4v/cm โดยแตละโคลน
เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอจากพืชปกติและแถบดีเอ็นเอมาตราฐานขนาด 1 กิโลเบส  และเตรียม 
ดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจดวยเทคนิคพีซีอารจากขอ 5.1.2 มาแยกขนาดบน
เจลอะกาโรส 0.7 เปอรเซ็นต  เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตราฐานขนาด 1 กิโลเบส เชนกัน  
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จากนั้นบันทึกภาพพรอมกับวางไมบรรทัดเพ่ือใชเปรียบเทียบกําลังขยายของภาพ  ภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต 

 
6.3.2 การยายดีเอ็นเอจากเจลอะกาโรสไปสูแผนไนลอนเมมเบรน 

 
การยายดีเอ็นเอที่จะตรวจสอบจากเจลอะกาโรสไปสูแผนไนลอนเมมเบรน  โดยนําแผนเจลอะกา
โรสที่ไดจากขอ 5.2.1 แชลงในสารละลาย depurination (0.25M HCl) เขยาเบา ๆดวย rocking 
platform ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที หรือจนกวาสีของ bromphenol blue จะเปลี่ยนเปนสีเหลือง  
เทสารละลายทิ้ง  ลางดวยนํ้ากล่ันที่น่ึงฆาเชื้อ เขยาเบา ๆ 1 คร้ัง  เทน้ําทิ้งแลวเติมสารละลาย 
denaturation (1.5M NaCl, 0.5M NaOH) เขยาเบาๆที่อุณหภูมิ หองนาน 30 นาที เพ่ือใหดีเอ็นเอเสีย
สภาพจากดีเอ็นเอสายคูเปนดีเอ็นเอสายเด่ียว  เทสารละลายทิ้ง  ลางดวยนํ้ากลั่นที่น่ึงฆาเช้ือ เขยาเบา 
ๆ 1 ครั้ง  เทน้ําทิ้งแลวเติมสารละลาย neutralizing (1.5M NaCl, 0.5M Tris-HCl) จนทวมเจล เขยา
เบา ๆ ที่อุณหภูมิ หองนาน 30 นาที  ลางเจลในสารละลาย neutralizing อีกคร้ัง นาน 20 นาที  เท
สารละลายทิ้ง  ลางดวยนํ้ากลั่นที่น่ึงฆาเช้ือ เขยาเบา ๆ 1  จากนั้นยายดีเอ็นเอจากเจลลงบนแผน 
ไนลอนเมมเบรน HybondTM N+ hybridi- zation transfer membrane (บริษัท Amersham 
Biosciences) โดยตัดแผนไนลอนเมมเบรนใหมีขนาดเทากับเจล  ยายดีเอ็นเอไปสูแผนไนลอนโดย
ใชหลักการ upward capillary transfer (Southern, 1975)  โดยใชสารละลาย 10X SSC ชวยในการพา
ช้ินดีเอ็นเอจากแผนเจลไปสูแผนไนลอน นาน 18-20 ชั่วโมง  หลังจากนั้นใชปากคีบดึงแผนไนลอน
เมมเบรนออกจากเจล  โดยดึงจากดานใดดานหนึ่ง  ทําเครื่องหมายตําแหนงชองของเจลและดานที่
สัมผัสกับเจลไว  นําแผนเจลที่เหลือไปตรวจสอบประสิทธิภาพการถายดีเอ็นเอภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต  และจุมแผนไนลอนเมมเบรนดวย 5X SSC นาน 5 วนิาที แลวนําไปพึ่งบนกระดาษ
กรองใหแหงที่อุณหภูมิหอง  ทําการยึดดีเอ็นเอกับแผนไนลอนเมมเบรนดวยแสงอัลตราไวโอเลต
(UV-crosslinking) นาน 1 นาที แลวอบแผนไนลอนเมมเบรนดวยความรอน 80 องศาเซลเซียส นาน 
2 ช่ัวโมง  หากยังไมไดนําไปทําไฮบริไดเซชันสามารถเก็บแผนไนลอนเมมเบรนที่ยายดีเอ็นเอไว
แลวในถุงพลาสติกที่แหงและสะอาดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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6.3.3 การเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบหรือโพรบ 
 
เตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบหรือโพรบโดย Gene Images Random Prime Labeling 

Kit (RPN 3520) วิธีทาํตามคาํแนะนําของบริษัท Amersham Biosciences  เตรียมโพรบสําหรับยีน 
f3′h โดยการนําชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.1 กิโลเบส ที่ไดจากการสังเคราะหยีน f3′h ที่อยูบน 
พลาสมิด pF3′HTG4(A) ดวยคูไพรเมอร F3′HPer(A)227 และ Nos(A)188 ความเขมขน 70 นาโน
กรัมตอไมโครลิตร จํานวน 10 ไมโครลิตร เจือจางดวยนํ้า 10 ไมโครลิตร  นําไปตมในน้ําเดือดนาน 
5 นาทีแลวแชนํ้าแข็งทันที นาน 5 นาที  แลวแบงดีเอ็นเอที่ตม 10 ไมโครลิตร (ประมาณ 350 นาโน
กรัม) มาติดฉลากดีเอ็นเอโดยเติม nucleotide mix 5 ไมโครลิตร  ไพรเมอร 2.5 ไมโครลิตร  เอนไซม 
Klenow (5 ยูนิตตอไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร  เติมนํ้าใหไดปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร  ผสมให
เขากันดวยการใชปเปตดูดขึ้นลงเบา ๆ  หอฟอยลแลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน  ถา
เก็บโพรบนานควรเติม EDTA ใหไดความเขมขน 20 mM  หอฟอยลแบงเก็บท่ีอุณหภูมิ -30-50 
องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน  เตรียมโพรบสําหรับยีน f3′5′h โดยการนําชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
1.5 กิโลเบส ที่ไดจากการสังเคราะหยีน f3′5′h  ที่อยูบนพลาสมิด pF3′5′HTG24(S) ดวยคูไพรเมอร 
F3′5′HXbaI(S)207 กับ F3′5′HSmaI (A)206  มาเตรียมโพรบตามวิธีดังกลาวขางตน  และเตรียม 
โพรบสําหรับตรวจสอบยีน hptII  จากชิ้นดีเอ็นเอขนาด 550 คูเบส ที่ไดจากการสังเคราะหยีน hptII 
ในพลาสมิด pMNK1005 ดวยคูไพรเมอร HPT(S)135 กับ HPT(A)136 ดวยวิธีการเดียวกัน 

 
6.3.4 การโฮบริไดเซชันโดยใชวิธีของ Hybridization Kit (บริษัท Amersham 

Biosciences) 
 
อุนไฮบริไดเซชั่นบัฟเฟอร (5x SSC, liquid block เจือจาง 20 เทา, 0.1% SDS, 

5% dextran sulphate) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ใชปริมาตร 0.125 มิลลิลิตร ตอ
ตารางเซนตริเมตร  จากน้ันนําแผนไนลอนเมมเบรนจากขอ 5.2.2 แชในสารละลาย 5x SSC 
ประมาณ 60 นาที ที่อุณหภูมิ 65 ใหเปยกทั่วกอนนํามาใสหลอดไฮบริไดเซชั่น  บมไนลอนเมมเบรน
ในไฮบริไดเซชั่นบัฟเฟอรที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เขยาเบา ๆ 60 stokes ตอนาที นานอยางนอย 
30 นาที ดวยตูอบสําหรับไฮบริไดเซช่ัน (Hybridization oven)  เตรียมดีเอ็นเอโพรบจากขอ 5.2.3 
ปริมาณ 12 ไมโครลิตร ผสมนํ้าใหมีปริมาตรรวม 30 ไมโครลิตร ตมในนํ้าเดือดนาน 5 นาที  แลว
นํามาแชนํ้าแข็งทันที  นําดีเอ็นเอโพรบหมุนเหวี่ยงแบบ briefly spin กอนเติมโพรบลงในสารละลาย
ไฮบริไดเซช่ันบัฟเฟอรที่บมไนลอนเมมเบรน  ใชปเปตดูดดีเอ็นเอโพรบใสในหลอดไฮบริไดเซชั่น
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บัฟเฟอรอยางรวดเร็ว เขยาผสมใหเขากันเบา ๆ  แลวรีบนําหลอดไฮบริไดเซชั่นใสตูอบ  เขยาเบา ๆ 
ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  แลวเขยาเบา ๆตอที่อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส นาน
ขามคืน 

 
6.3.5 การตรวจสอบผลการไฮบริไดเซชัน 

 
นําแผนไนลอนเมมเบรนออกจากไฮบริไดเซชั่นบัฟเฟอรอยางระมัดระวัง  รีบใส

ในบัฟเฟอรที่ใชลางทันที  หามปลอยใหเมมเบรนแหง  ลางแผนไนลอนเมมเบรนดวย 2x SSC ท่ี
อุณหภูมิหอง ปริมาตร 2-5 มิลลิลิตรตอตารางเซนตริเมตร เขยาเบา ๆ นาน 10 นาที ทาํซํ้า 2 คร้ัง  เท
บัฟเฟอรท่ีใชลางทิ้ง  เติม liquid blocking agent เจือจาง 1 ใน 10 ดวยบัฟเฟอร A (100mM Tris-HCl, 
300mM NaCl, pH 9.5) ใชสารละลายอยางนอย 0.75-1 มิลลิลิตรตอตารางเซนตริเมตร ของแผนไน
ลอนเมมเบรน  เขยาเบา ๆ ทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 1 ช่ัวโมง หรือจนแนใจวาไมมีฟอง  เจือจาง anti-
fluorescein-APconjugate 1:5,000 ดวย 0.5 % bovine serum albumin ในบัฟเฟอร A  เทสารละลาย 
liquid blocking agent ทิ้ง  เติมสารละลาย Antibody conjugate ดวยปริมาตร 0.3 มิลลิลิตรตอตาราง
เซนตริเมตร ของแผนไนลอนเมมเบรน  เขยาเบา ๆที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง  เทสารละลายออก
เก็บไวใชครั้งตอไป  ลางแผนเมมเบรนใน 0.3 % Tween20 ดวยบัฟเฟอร A ปริมาตรมากเกิน
พอประมาณ 2-5 มิลลิลิตรตอตารางเซนตริเมตร  เขยาที่อณุหภูมิหอง นาน 10 นาที 3 คร้ัง  ดึงแผน
เมมเบรนผานขอบภาชนะเพื่อกําจัดนํ้าสวนเกินออก  วางแผนเมมเบรนใหหงายขึ้นบนแผนพลาสติก 
(saran wrap)  หามเมมเบรนแหง  รีบหยด CDPTM Star (บริษัท Amersham Biosciene) 30-40 
ไมโครลิตรตอตารางเซนตริเมตร ของแผนไนลอนเมมเบรน ลงบนผิวหนาของแผนไนลอนเมม
เบรน  ทิ้งไว 2-5 นาที  ดึงไนลอนเมมเบรนขึ้นเทใหสารละลายออกจากไนลอนเมมเบรนโดยแตะ
ขอบไนลอนเมมเบรนกับ saran wrap  หอไนลอนเมมเบรนดวย saran wrap รีดสารละลายออกให
หมด  หามสารละลายหรือความช้ืนออกมานอกหอ  วางกระดาษกรองในฟลมคาสเซ็ท  วางแผน 
ไนลอนเมมเบรนที่หอแลวหงายขึ้น  นําคาสเซ็ทเขาหองมืด  แลวประกบแผนไนลอนเมมเบรนดวย
แผนฟลม X-omatTM X (บริษัท Kodak) ในที่มืดทิ้งไว 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง  แตถาเปนผลผลิตจาก
พีซีอารยีนใหประกบแผนฟลม 10 วินาที  นําฟลมออก  ลางแผนฟลมดวยสารละลาย develop และ 
fixer (บริษัท Kodak) ในเวลาที่เหมาะสม  ตรวจดูภาพท่ีปรากฏบนแผนฟลมเปรียบเทียบกับภาพที่
ถายเก็บไว 


