
อุปกรณ์แอะวิธีการด๎าฌินงานวิจ้ย

อุปกรผ์ และเครื่องมือหลักที่ใช้ในการทดลอง

1. เครื่องเขย่าแบบควมคุมอุณหภูมิ (controlled environmental incubator 
shaker) เขย่าแบบ reciprocal ของ New Brunswick Scientific Co., บ.ร.A.

2. เคร่ืองป่นเหว่ียง (centrifuge)
2.1. เคร่ืองป่นเหว่ียงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น J2-21 

ของ Beckman, U.S.A.
2.2. เครื่องป่นเหว่ียงขนาดเล็ก (microcentrifuge) รุ่น KM-15200 ของ

Kubota , Japan
3. เครื่องวัดค่าการดูดกสืนแสง (บV-visible spectrophotometer) รุ่น u v  

160 A ของ Shimudzu 1 Japan
4. เครื่องให้กำเนิดแสงอเลตราไวโอเลต (บV-transilluminator) รุ่น FOTO/ 

PREP I ของ Fotodyne 1 U.S.A.
5. ชุดเครื่องมือทำอะกาโรณจลอเล็กโทรโฟรีชืส (agarose gel elelectro-

phoresis)
5.1. เครื่องกำเนิดไฟฟ้า รุ่น 2301 microdrive 1 ของ LKB , Sweden
5.2. เจลแชมเบอร์ (gel chamber) พร้อมอุปกรณ์เตรียมอะกาโรสเจล

6. เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (digital pH meter) รุ่น 240 ของ Coming ,
U.S.A.
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7. เครื่องกำเนิดความถ่ีสูง (sonicator) รุ่น พ -385 ของ Heat system ultra­
sonic Inc. , บ.ร.A.

8. Microtips ของ Treff Lab , Switzerland
9. อุปกรณ์สำหรับถ่ายภาพ

9.1. กล้องถ่ายภาพ Nikon รุ่น FM-2N
9.2. แผ่นกรองแสง (Filter) สีแดง
9.3. ฟิล์มขาวดำความไวแสง 400 (ASA 400)

10. กล้องชุลทรรศน์ รุ่น BH-2 ของ Olympus , Japan
11. อ่างน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) รุ่น พ - 760 ของบริษัท 

Kottermann 1 Germany
12. ดูเข่ียเช้ือแบบ laminar flow รุ่น BV-124 ของบริษัท International 

Scientific Supply Co., Thailand
13. ดู้แช่แข็งชุดเยือกแข็งดำ (deepfreeze) อุณหภูมิ-2 0 °ซ รุ่นFO 535 

ของ Sanyo Electric Co., Ltd. Japan
14. ดู้แช่แข็งชุดเยือกแข็งตํ่า อุณหภูมิ -7 0 °ซ ของ Forma Scientific,

U.S.A.
15. เครื่องนึ่งอบฆ่าเชือ (autoclave) ของ Kokusan Japan
16. ดู้อบสูญญากาศ (vacuum oven) Hotpack corp., U.S.A.
17. กล่องบรรชุฟิล์มเอกซเรย์ (X-ray film cassette) ของ Okamoto 

Manufacturing Co., Ltd., Japan
18. ฟิล์มเอกชเรย (Hyperfilm-ECL) ของ Amersham International pic., 

UK
19. ไนลอนเมมเบรน Hybond-N ของ Amersham International pic., UK
20. โกร่งบดครบชุด
21. ถังเก็บไนโตรเจนหลว ขนาด 34 ลิตร
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ฮ■ ไรเคมี

1. ไนโตรเจนเหลว (Liquid nitrogen) จากบริษัทไทยอินคสเตรียลแก๊ส
จำกด

2. นำแข็งแห้ง (Dry ice) จากบริษัทลิควิค คาร์บอนิค ประเทศไทย จำกัด
3. ทริสมาเบส (Trizma base) , EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) , 

Mercaptœthanol , SDS (sodium dodecyl sulphate) , Phenol (AR grade) และสาร 
เคมีอื่นๆ ของบริษัท Sigma , บ.ร.A.

4. อะกาโรสเจล (ID NA Agarose) ของ FMC Bio Products 1 U.S.A.
5. ชุดติดฉลากและตรวจหาดีเอ็นเอดวยสารปลอดริงสี ECL direct nucleic 

acid labeling and detection system จาก Amersham International pic , UK
6. ชุดน้ีายาล้างฟิล์มเอกซเรย์ของ Kodak 1 U.S.A.
7. เอนไซม์โปรทีฌส เค (proteinase K) และเอนไซม์อาร์เอนเอส เอ 

(Rnase A) ของบริษัท Sigma , U.S.A.
8. เรสทริกชั่นเอนไซม์ (EcoRI, ffin d lll, Pst I และ Sma I) และ 

ดเอนเอมาตรฐาน (ft/ffind III) เป็นของ Bethesda Research laboratories , Inc. (BRL) , 
U.S.A.

เช้ือชุลินทรีย์

สายพันธุเห็ดที่ใชีไนการทคลองนี้ มี 6 สายพันธุ คือ
1. เห็ดฟาง (Volvaiiella volvaceæ) V ไดริบความอนุเคราะห์จากกรม- 

วิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์แห่งประเทศไทย
2. เห็ดโคน (Temütomyces sp.) ไดสายพันธุโดยการแยกเชื้อจากดอกเห็ด 

ในห้องทดลองที่ภาควิชาชุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ ชุใ^าลงกรณ์มหาวิทยาสัย
2.1. สายพันธุ T1 แยกเชื้อจากดอกเห็ดที่เก็บมาจากจังหวิดกาญจนบุรี

ในปี 2529
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2.2. สายพันธุ T3 แยกเชื้อจากคอกเห็ดที่เก็บจากเขตบางอุนเทียน
จังหวัดกธุงเทพมหานคร ใน!] 2534

3. สายพันธุเห็ดลูกผสม ที่เกิดจากการรวมเซลล์โปรโตพลาสต์ของเห็ดโคน 
และเห็ดฟาง

3.1. สายพันธุ VT1(7) (จากงานวิจัยของPichyangkura และคณะ, 1990)
3.2. สายพันธุ VT1(4y) (จากงานวิจัยของPichyangkura และคณะ, 1990)
3.3. สายพันธุ VT3 (จากงานวิจัยของบุญลักษณ์, 2538 ภาควิชาชุลชีว- 

วิทยา คณะวิทยาศาสตร์ ธุหาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซ่ึงอยู่ระหว่างการเขียนวิทยานิพนธ์)

การแยกเชื้อจากดอกเห็ด และทำให้เป็นเชื้อบริลูทธิในห้องปฎิปัติกา?

1. การแยกเชื้อจากดอกเห็ด
น่าเห็ดมาเช็ดทำความสะอาดภายนอกด้วย 70% แอลกอฮอล์ ตัดเน้ือเย่ือ 

ภายในดอกเห็ด มาวางบนจานอาหารลูตรมาตรฐาน Potato Dextrose Agar =(PDA) 
ด้วยวิธีการปลอดเช้ือ บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง ตรวจดูสายใยที่เจริญออกจากเน้ือเยื่อ แยกจน 
ได้เชื้อบริสุทธ แลัวเก็บในหลอดอาหารแข็ง

2. การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว
ถ่ายเชื้อเห็ดลงในอาหารเหลว (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) ปริมาตร 50 

มล. ในขวดทดลองขนาด 250 มล. บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลาประมาณ 14 วัน 
กรองเชลล์ผ่านผ้าขาวบางที่พับซ้อนกัน ประมาณ 3-4 ช้ืน ล้างเชลล์สายใยด้วยนื้ากลั่น 
ฆ่าเช้ือ แล้วเก็บไวัที่ -5 0 °ช ก่อนน่ามาสกัดดีเอ็นเอ

การทำให้เชลล์แตกและการสกัดดีเอ็นเอ

1. การทำให้เชลล์แตก
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นำเซลล์สคที่เก็บไว้ที่ -50 ๐ ซ มาทำให้เซลล์แตกโดยเปรียบเทียบ 2 
วิธีการคือการทำให้เชลล์แตกด้วยการใช้ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen -196 ๐ซ) 
ปริมาตรประมาณ 200 มล. ต่อเซลล์สด 5 กรัม อีกวิธีหน่ึงไซนาแข็งแห้ง (dry ice 
อุณหภูมิ -79๐ช) .100 กรัม ต่อเชลล์สด 5 กรัม ทั้งสองวิธีนี้หลังใส่ไนโตรเจนเหลว
และน้ีาแข็งแห้งแล้ว จึงบดจนเป็นผงละเอียด โดยใช้เวลา ประมาณ 10 นาที

2. การสลัดดีเอ็นเอ คัดแปลงมาจากวิธีของ Biel และ Parrish (1986)
การสลัดดีเอ็นเอที่ไช้ในการทดลองนี้ เป็นการสลัดดีเอ็นเอทั้งหมดจาก 

เชลล์ ไม,ได้แยกไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอออกมา คังนี้นจึงประกอบด้วยดีเอ็นเอใน
นิวเคลียส (nuclear DNA) ไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ (mitochondrial DNA , mt DNA) 
ดังรายงานวิจัยของ Garber และ Yoder (1983), Biel และ Parrish (1986) ซึ่งวิธีการ 
สลัดดีเอ็นเอมีคังนี้

ละลายผงเซลล์ที่เย็นจัด 1 กรัม ในบัฟเฟอร์สำหรับสลัด (extraction
buffer ภาคผนวก ข หมายเลข1) 15 มล. เติม 1 มล. ของสารละลาย 20 % SDS และ 
สารละลายโปรทีเนส เค (20 มก./มล.) ให้ได้ความเช้มช้นสุดด้ายของโปรทีฌส เค เป็น 
20 ไมโครกรัมต่อมิลลัลิตร หลังเขย่าให้เช้าลัน นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 ° ซ. เป็นเวลา 
10 นาที จากน้ันเติม 5 มล. ของสารละลายโปแตสเชียมอะชีเตท 5 โมลาร์ ให้ได้ความ 
เช้มขนสุดด้ายเป็น 1.5 โมลาร์ เขย่าเบาๆให้เช้าลันบ่มไว้ที่ 0°ซ  เป็นเวลาประมาณ 30 
นาที แล้วนำมาปีนแยกเอาตะกอนของกากเซลล์ทั้งไปด้วยเครื่องปันเหวี่ยงปรับความ-
เย็นท่ี 4 ° ซ ความเร็ว 7000 รอบต่อนาที เก็บส่วนนี้าใสมาตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย
ไอโซโพรพานอด (isopropanal) 0.8 เท่าของปริมาตรของสารละลายท้ังหมด ผสมช้าๆ 
เบาๆ แล้วตั้งทั้งไว้ที่อุณหภูมิ- 2 0 ° ซ เป็นเวลา อย่างห้อย 30 นาที แล้วนำมาปีนแยก 
ตะกอนดีเอ็นเอด้วยความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 40 นาที ควํ่าหลอดให้ 
ตะกอนดีเอ็นเอแห้งบนกระดาษซับ ละลายดีเอ็นเอในสารละลาย TE buffer I pH 8.0 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 2 ) นำสารละลายดีเอ็นเอมาเติม RNase A ไห้ได้ความเช้ม 
ช้นสุดด้าย 100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร บ่มท่ี 3 7 °ซ เป็นเวลาอย่างห้อย3 ชั่วโมง 
จึงนำมากำจัดโปรตีนออกด้วยสารละลายฟนอล-คลอไรฟอร์ม (อัตราส่วน 1:1 ดังภาค
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ผนวก ข หมายเลข 8) โดยเติมสารละลายฟนอล-คลอโรฟอร์มลงในหลอดในปริมาตร 
เท่าตัวของสารละลายดีเอ็นเอ ผสมโดยกลับหลอดขึ้น-ลงหลายครั้งอย่างเบาๆ แล้วจึง 
น่าไปป่นแยกขึ้นของสารละลายด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
ทำการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลายฟนอล-คลอโรฟอร์มเช่นน 2 คร้ัง กำจัดฟนอลท่ี
อาจตกด้างในสารละลายดีเอ็นเอ ด้วยสารละลายอีเทอร์ท่ีอิ่มตัว (สารละลายดีเอ็นเอ ะ 
อีเทอร์อ่ิมตัว ในปริมาณ 1:1) ป่นแยกและระเหยสารละลายอีเทอร์ออกไป น่าสาร
ละลายดีเอ็นเอมาเติม 3 โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมอะชิเตต pH 4.8 ปริมาตร 1 ใน 
10 เท่าของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ และเติม 95 % เอทานอล 2 เท่าของปริมาตร 
สารละลายดีเอ็นเอ กลับหลอดเบาๆ จะเห็นสายของโครโมโซมอลดีเอ็นเอ จึงน่ามา 
ป่นเก็บตะกอนดีเอ็นเอที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เวลา 10 นาที แล้วล้างตะกอน 
ด้วย 70% เอทานอลท่ีเย็นจัด ทำตะกอนดีเอ็นเอให้แหงในภาชนะ desiccator ท่ี
ดูดความข้ึนออกด้วยแรงดึงดูดของน้ํา แลัวน่าตะกอนดีเอ็นเอ มาละลายใน TE buffer II 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 3 ) สารละลายดีเอ็นเอที่ได้ น่ามาวิเคราะห์ความบริสุทช และ 
ความเข้มขนของดีเอ็นเอ โดยวิธีของ Maniatis และคณะ (1982)

3. การวิเคราะห์ความบริสุทธิและความเข้มข้นของดีเอ็นเอ
โดยวิธ ีว ิดการด ูดกลืนแสงของดีเอ ็นเอ ตามวิธ ีการของ Maniatis และ 

คณะ (1982) โดยการเจือจางสารละลายดีเอ็นเอด้วย TE buffer II แล ้วว ิดการด ูดกล ืน- 

แสง ที่ความยาวคลื่นแสง 260 และ 280 นาโนเมตร ดีเอ ็นเอบริส ุทช จะมีค่า OD 
260/280 ท่ี 1.8 การหาค่าความเข ้มข ้นของดีเอ ็นเอทำได้โดยการวิดการด ูดกลืนแสงของ 

สารละลายดีเอ ็นเอในช่วงแสงธุลตร้าไวโอเล ็ตท ี่ 260 นาโนเมตร โดยค่าการดูดกลืน- 

แสงที่ OD 260 เท่ากับ 1 เท ียบเท่ากับความเข้มข้นของดีเอ ็นเอท ี่ความเข้มข้น 50

ไมโครกรัม/ม ิลล ิล ิตร

4. การหาขนาดและความเข้มข้นขอ3ดีเอ็นเอ โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลค-
โทรโฟรีชีส
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เตรียมอะกาโรสเจล 0.7 % หรือ 1 % ใน TBE buffer (0.89 M Tris,
0.89 M boric acid, 0.025 M EDTA, pH 8.3) หลอมด้วยไมโครเวฟนาน 3-5 นาที
(ภาคผนวก ข หมายเลข 9) แล้วนำเจลทีอุ่นเทลงในแบบพิมพ์ (plate) ช่ีงมีหวี (comb) 
วางอยู่ ปล่อยให้เจลแข็งติวที่อุณหภูมิห้อง ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม
(tracking dye ภาคผนวก ข หมายเลข 10) ในอัตราส่วน 4:1 หยอดลงในหลุมที่อะกา- 
โรสเจล จากนั้นนำไปทีาอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลแชมเบอร์ (gel chamber) โดยใช้
ความต่างศักย์ 8 โวลต์/ชม. ของความยาวเจล จนกระทั่งสีน้ัาเงินของบรอมฟนอลบล ู
เคลื่อนที่มาถึงขอบเจลอีกด้านหนึ่ง ย้อมอะกาโรสเจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมต์
(ethidium bromide) 0.5 ไมโครกรัม/มล. ใน TBE buffer แช่เจลไว'ประมาณ 30 นาที 
แล้วแช่เจลในนำปลอดอิออน (deionized water) ประมาณ 45 นาที ตรวจลูการเรือง 
แสงของแถบดีเอ็นเอด้วยแสงอัลตราไวโอเลต เปรียบเทียบขนาดและความเช้มช้นของ
ดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน แลมคาดีเอ็นเอที่ติดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III
( X/ Hind III)

ณรติดโครโมโซมอลดีเอ็นเอด้วยเรสทริกชั๋นเอนไซม์

การทดลองได้ศักษาภาวะที่เหมาะสมในการติดดีเอ็นเออย่างสมภูรณ์ (com­
plete digestion) ด้วยการแปรปริมาณของเรสทริกชั่นเอนไซม์ และปริมาณของดีเอ็นเอ 
โดยแปรปริมาณของเรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind m  เพียงชนิดเดียวในการติคดีเอ็นเอของ 
สายพันธุเห็ดฟาง นำภาวะที่เหมาะสมแล้วไปใช้ในการติคดีเอ็นเอด้วยเรสทริกชั่น-
เอนไซม์ชนิดลื่นๆ

1. การแปรปริมาณเรสทริกชื้นเอนไซม์ที่ใช้ในการติดดีเอ็นเอทั้งหมด 
นำดีเอ็นเอประมาณ 1-1.2 ไมโครกรัม ใส่ลงในหลอดไมโครเชนตริพีวจ ์

ผสมบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมสำหรับเรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III และนั้ากลั่น (double 
distilled water) ปลอดเชื้อให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 50 ไมโครล่ตร (ความเช้มขนของ 
ดีเอ็นเอที่ใช้ติดด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ประมาณ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) แล้วเติม
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เรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III ท่ีความเข้มข้นต่างๆ กันคือ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 
หน่วย ผสมใหเข้ากันโดยนำไปป่นในเครื่องป่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (microcentrifuge)
7000 รอบ/นาที ประมาณ 30 วินาที บ่มในอ่างนำควบคุมอุณหภูมิ 37 ° ซ กลับ 
หลอดเป็นครั้งคราว บ่มอย่างน้อย 3 ช่ัวโมง เดิม 95 % อัลกฮอล์ ลงไป 2 เท่าของ 
ปริมาตรท้ังหมด ตั้งไว้ที่อุณหภูมิ -20°ซ อย่างน้อยเป็นเวลา 30 นาที นำมา!]นเก็บ 
ตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นทำตะกอนดีเอ็นเอใน้แหง แล้วละลายใน TE buffer II เก็บ 
สารดะลายดีเอ็นเอไว้ที่ 4°ซ  สำหรับทำอะกาโรฮเจลอิเลกโทรโฟรีซีสต่อไป

2. การแปรปริมาณดีเอ็นเอที่ตัคด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์
แปรปริมาณของดีเอ็นเอ 0.5, 1, 2, 3 และ 5 ไมโครกรัม แล้วนำมาตัด 

ด้วยเรสทริกชั่นเอนไซม์ Hind III ด้วยอัตราส่วนที่ใน้ผลของการตัดที่สมภูรณ์จาก
ข้อ 6.1 ผสมบัฟเฟอร์และนั้ากลั่นปลอดเชื้อ จากน้ันทำตามวิธีการตังข้อ 6.1

3. การแปรชน ิดของเรสทริกช ั่นเอนไซม ์ในการต ัดด ีเอ ็นท ั้งหมด

แปรเรสทริกชั่นเอนไซม์ 4 ชนิดคือ Hmd III 1 £coR I, Pst I และ 
รทฬสำหรับตัคดีเอ็นเอทั้งหมดด้วยปริมาณดีเอ็นเอและเรสทริกชั่นเอนไซม์ที่เหมาะสม 
ที่ได้ผลจากข้อ 6.1 และ 6.2 ผสมบัฟเฟอร์ (ภาคผนวก ค ) และนั้ากลั่นปลอดเชื้อ 
บ่มในอ่างนั้าควบคุมอุณหภูมิ 37 °ช  (ยกเว้นสำหรับเรสทริกชั่นเอนไซม์ Sma I ที่ใข้ 
อุณหภูมิ 25๐ช ) จากน้ันทำตามวิธีการตังข้อ 6.1

การว ิเคราะห ์เปแบ ุบการเร ียงต ัวของช ื้นส ่วนด ีเอ ็นเอบนอะกาโรสเจลของเห ็ดโคน 

เห็ดฟาง และเห ็ดฤกผสม

หลังแยกช ื้นด ีเอ ็นเอตามขนาดบนอะกาโรสเจลโดยการทำอะกาโรสเจลอิเลก- 

โทรโฟรีซ ีส จ ึงบ ันท ึกผลด้วยภาพ จากภาพถ่ายวิเคราะห์ขนาดของช ื้นด ีเอ็นเอฑ๋ีปรากฎ 
บนอะกาโรสเจล โดยเปรียบเท ียบกับขนาดของชื้นด ีเอ ็นเอมาตรฐาน (V  Hind III)



24

การตรวจสอบเห็ดลูกผสมโดยวิธี DNA-DNA Hybridization

วิเคราะห์ RFLP ของเห็ดลูกผสมเปรียบเทียบกับสายพันธุต้นแบบ โดยใช้ 
rDNA ของ S c h iz o p h y l lu m  c o m m u n e  เป็นโพรบ ทำโดยใช้เทคนิค Southern blot 
hybridization ระหว่างดีเอ็นเอของเห็ดกับโพรบ rDNA ติดฉลากโพรบโดยใช้ระบบ 
Enhanced Chemiluminescence (ECL) ของบรษัท Amersham 1 บ.K. มหลักการ 
ดังภาคผนวก ง ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ไต้หลังจากดัดต้วยเรสทริกชิ้นเอนไชม์ แลัวผ่าน
การแยกต้วยอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีสจะนำมาไฮบริใดซ์ (hybridize) กับดีเอ็นเอ 
โพรบ แลัวทำออโตเรคิโอกราฟฟ (Autoradiography) ตามเทคนิคการทำ Southern 
blotting โดยมีขั้นตอนดังน้ี

1. กระบวนการเตรียมดีเอ็นเอบนแผ่นเจลหลังจากทำอิเลกโทรโฟรีชีส (Gel 
electrophoresis and processing)

ตัดดีเอ็นเอของสายพันธุ Tl, T3, V. VT1(7) ,VT1(4 และ VT3 ในปริมาณ 
2-10 ไมโครกรีม อย่างสมธุ)รณ์ต้วยเรสทริกช้ินเอนไชมี Hind III แล้วนำมาทำอะกาโรส 
เจลอิเลกโทรโฟรีชีส ย้อมอะกาโรสเจลต้วยเอธิเดียมโบรไมดั บันทึกผลต้วยการถ่ายภาพ 
จากนั้นนำแผ่นเจลมาแช่ใน depurination solution (ภาคผนวก ข หมายเลข 16 ) 200 
มล.ต่อขนาดเจล 10x10 ชม. เขย่าเบาๆให้แผ่นเจลเคลื่อนที่อย่างอิสระเป็นเวลา 15 นาที 
หรือจนกว่าสีของบรอมฟนอลบลูบนแผ่นเจลจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง ล้างแผ่นเจลต้วย
นี้ากรองแล้วนำมาแช่ใน dénaturation solution (ภาคผนวก ข หมายเลข 17) โดยใช้
ปริมาตรเท่ากัน เป็นเวลา 15 นาที หรือสีของบรอมฟนอลบลูกลับมาเป็นสีพัา ล้างแผ่น

0  ,  ‘ , 4 1 1  _ "  '  _เจลต้วยนำกรองอีกครังหนิง แช่แผ่นเจลในสาร Neutralization solution (ภาคผนวก ข
หมายเลข 18 ) โดยใช้ปริมาตรเท่ากัน พร้อมเขย่าใช้เวลาประมาณ 30 นาที แผ่นเจลท่ี

โด ยการส ร ้างกราฟ มาตรฐาน ห าความส ัมพ ัน ธ ์ระห ว ่าง log 10 ของขน าดช ิ้น ด ีเอ ็น เอ ก ับ
ระยะทางการเคล ื่อน ท ี๋
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ไค้พร้อมท่ีจะนำไปทำ capillary blotting เพ่ือเคลื่อนย้ายดีเอ็นเอจากเจลลงบนตัว
กลางที่เหมาะสม ซ่ึงในงานวิจัยครั้งน้ีใช้เมมเบรน Hybond N +

2. การย้ายดีเอ็นเอจากเจลข้ึนสู่แผ่นเมนเบรน (Capillary blotting)
วางพาดกระดาษกรอง (Whatman -3MM) แผ่นยาวบนจานแกวที่มีสาร 

ละลาย 20X SSC (ภาคผนวก ข หมายเลข 19 ) ในภาชนะพลาสติก ให้สารละลายซึม 
ผ่านกระดาษกรองทั่วทั้งแผ่น แล้วใช้แท่งแกวกลิ้งให้ทั่วเพื่อมิให้มีฟองอากาศ วางแผ่น 
เจลที่เตรียมไวในช้อ 1 บนกระดาษกรองแล้ววางแผ่นไนลอนเมมเบรน (Hybond N +) 
ที่มีขนาดพอดีกับแผ่นเจลประกบค้านบน ระวังไม1ให้มีฟองอากาศ จากน้ีนตัด
กระดาษกรอง 3 ชิ้นขนาดพอดีกับแผ่นเจลแล้วชุบสารละลาย 20X SSC มาวางทับ 
บนแผ่นเมเบรน นำกระดาษซับมาพับช้อนกันให้ไค้ความสูงประมาณ 5 - 7 ซม. และ

"  : v V \ 'l " "
วางกอนนำหนักขนาด 0.75-1 กก. บนกระดาษซับ ตังทังไวหนงคืน (ตังรูป)

รูปแสดงการทำ capillary blotting
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3. การตรึงดีเอ็นเอบนแผ่นเมม!บรน Hybond N + (DNA fixation)
น่าแผ่นเมมเบรนออกแล้ววางบนกระดาษกรอง โดยเอาค้านที่ประกบกบ 

แผ่นเจลหงายขึ้นให้ค้านที่มีดีเอ็นเออยู่ค้านบน ทำเครื่องหมายบนแผ่นเมมเบรนค้วย
ดินสอคำ แล้วจึงน่าแผ่นเมมเบรนไปอบในดูอบสูญญากาศ อุณหภูมิ 80°ซ เป็นเวลา 2 
ช่ัวโมง สามารถเก็บรักษาแผ่นไนลอนเมมเบรนที่ตรึงดีเอ็นเอแล้ว โดยการห1อค้วย
พลาสต ิกใสเก ็บท ี่2-8°ช หรือที่อุณหภูมิห้องภายใตสภาวะสูญญากาศ

4. การติดฉลากบนโพรบ (Preparation of labelled probe)
ดีเอ็นเอติดตามที่ใข้ในการทดลองนี้ คือ Ribosomal DNA (rDNA) มี 

ขนาด 1.9 kb และมีลำดิบเบสที่จำเพาะต่อเรสทริกชั่นเอนไซม์ EcoR I และ Xba I 
เป็นส่วนคเอนเอทไคจาก S c h iz o p h y l lu m  c o m m u n e  ซงเปีนคเอนเอของ rRNA 
ขนาด 5.8 ร และ 18 ร (Arima and Morinaga ,1993)

น่าโพรบมาเจือจางค้วยนี้ากลั่นที่ปลอดเชื้อให้ไค้ความเข้มขนเป็น 10
นาโนกรัม/ไมโครลิตร น่าไปค้มให้เคือดเป็นเวลา 5 นาที ทำให้เย็นลงทันทีโดยวางใน 
อ่างน้ีาแข็ง 5 นาที น่าไปป่นเหวี่ยง 5 รินาที เพื่อให้ของเหลวลงมาอยู่ล้นหลอด จาก 
นั้นเติมรีเอเจนต์สำหรับติดฉลาก (DNA labelling reagent) ของบริษัท Amersham, U.K. 
ในปริมาตรที,เท่าดิบสารละลายดีเอ็นเอ แล้วเติมสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ปริมาตรที่เท่า 
ดิบสารละลายดีเอ็นเอผสมให้เข้าดิน น่าไปป่นเหว่ียง 5 วินาที แล้วบ่มที่ 37๐ข เป็น 
เวลา 10 นาที ล้ายังไมไข้ทันทีควรเก็บในสารละลายกลีเชอรอล 50 % อุณหภูมิ -20°ช

5. Southern blot hybridization
เตรียมไฮบริไดเชชั่นบัฟเฟอร์ โดยผสมโซเดียมคลอไรด์ และ blocking 

agent (สารละลายสำเร็จรูปผลิตโดยบริษัท Amersham, U.K.) ค้วยเคร่ืองกวน (magnetic 
stirrer) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วอุ่นที่ 42 ๐ช น่าแผ่นเมมเบรนที่เตรียมไค้จากข้อ 3 
มาใส่ในอุงพลาสติก เติมไ?โบริไดเซช่ันบัฟเฟอร์ที,เตรียมไว้ 0.125 มล./ตร.ซม. ของ 
เมมเบรน รีคปีดปากลุงค้วยเครื่องรีดพลาสติก พยายามไม่ให้มีฟองอากาศ แล้วบ่มไว ้
ในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 42๐ซ ความเร็ว 100 รอบ/นาที เวลา 1 ชั่วโมง ข้ึนตอน
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นีเปีนการทำ pre-hybridization จากนันเติมดีเอ็นเอโพรบที่ติคฉลากลงในลุงให้มีความ 
เข้มข้นเปีน 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตรของไฮบริไดเซชั่นบัฟเฟอร์โดยระมัดระวังอย่าให ้
ดีเอ็นเอโพรบที,ติดฉลากลุกกับแผ่นเมมเบรนโดยตรง รีคปีคปากลุงให้สนิทโดยไม่ให้มี 
ฟองอากาศ บ่มข้ามคืนทีอุ่ณหภูมิ 42°ซ พร้อมท้ังเขย่า 100 รอบต่อนาที จากน้ันนำ 
แผ่นเมมเบรนมาล้างด้วย primary wash buffer ลุตรที,ปราศจากยูเรีย (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 20) ปริมาตร 2 มล./ตร.ซม. ของแผ่นเมมเบรน บ่มพร้อมเขย่าท่ีอุณหภูมิ 
55 °ซ เปีนเวลา 10 นาที ล้างเมมเบรนด้วยบัฟเฟอร์น้ั 2 คร้ัง จากน้ันล้างด้วย
secondary wash buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 21 ) ปริมาตรเท่ากับ primary wash 
buffer โดยบ่มพร้อมเขย่าท่ีอุณหภูมิห้องเปีนเวลา 5 นาที ล้างซาอีก 1 คร้ัง โดยแช่ 
ใน secondary wash buffer ได้นาน 30 นาที ก่อนการทำออโตเรติโอกราฟฟ 
(Autoradiography)

6. การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ไฮบริไดซัได้บนฟิล์มเอกซเรย์ด้วยการทำออ- 
โตเรดโอกราฟฟ (Detection and Autoradiography)

ผสมสารละลาย detection reagent 1 และ 2 เข้าด้วยกันในอัตราส่วน 1:1 
ให้ได้ปริมาตร 0.125 มล./ตร.ซม. ของเมมเบรน ราด detection reagent ที่ผสมแล้วลง 
บนผ่วหห้าของแผ่นเมมเบรนด้านทีมีดีเอ็นเอให้ทั้วแผ่น ทิ้งไร้ท่ีอุณหภูมิห้อง 1 นาที 
ซับสารละลายส่วนเกินออก แล้วห่อแผ่นเมมเบรนด้วยพลาสติกใส อย่าให้มีฟองอากาศ 
เกิดข้ึน แล้ววางแผ่นเมมเบรนโดยให้ด้านที่มีดีเอ็นเออยู่ข้างบนใน film cassette จากน้ัน 
จึงนำฟิล์มเอกซเรย์วางทับบนเมมเบรนที่เตรียมไร้ ขึ้นตอนนี้ทำในห้องมืด ภายใด้แสงสี 
แดง เสร็จแล้วจึงปิด cassette เม่ือครบเวลา 30 นาที นำฟิล์มเอกซเรย์มาล้างโดยแช่ใน 
ใทยาดีเวลลอปเปอร์ (developer solution) 3-5 นาที แช่ในนั้า 1 นาที จากนั้นแช่ใน 
นั้ายาฟิกเชอร์ (fixer solution) 10 นาที ล้างด้วย'นาไหล 15 นาที ตากฟิล์มให้แห้ง และ 
วิเคราะห์ผลโดยสังเกตสีดำบนแผ่นฟิล์มเอกซเรย์ด้วยแสงสีขาว
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