
บทที 2

อฟ่กร»นa«วิธีดำ เนินการวิจัย

1. เคร๋ัองม็อทจักท่ิใช์ในการท«aอง
1 . 1  เค ร ีอ ง เข ย ่า แ บ บ ค ว บ ค ุม อ » ห ก ม ิ ( c o n t r o l l e d  e n v i r o n m e n t a l

V

i n c u b a t e r  s h a k e r )  ท ังแบ บ  r o t a r y  และ r e c i p r o c a l  ข อ ง  New B r u n s w i c k
S c i e n t i f i c  C o . ,  U . S . A .

1 . 2  เค ร ิ่อ ง ท ัน เห ว ื่ย ง  ( c e n t r i f u g e )
1 . 2 . 1  เค ร ีอ ง ท ัน เห ว ี่ย ง ค ว บ ค ุม ค ว า ม เย ํ่น  ( r e f r i g e r a t e d  c e n t r i

f u g e )  ร ่น  ช 2 - 2 1  ข อ ง  B e c k m a n ,  U . S . A .
;  " _ , . 4 41 . 2 . 2  เค ร ีอ ง ท ัน เห ว ิย ง ข น า ค เล ก  ( m i c r o c e n t r i f u g e  ) ร ่น

K M -1 5 2 0 0  ข อ ง  K u b o t a ,  J a p a n
1 . 3  เค ว ี่อ ง ว ัค ค ่า ก า ร ค ค ก ล ีน แ ล ง  ( U V - v i s i b l e  s p e c t r o p h o t o m e t e r )  

ร ่น  u v  1 6 0 A  ข อ ง  S h i m a d z u  , J a p a n
1 . 4  เค ร อ ง ใ ห ้ก ำ เน ิค แ ล ง อ ัล ค ร า ไ ว โ อ เล ต  ( u v - t r a n s i 1 l u m i n a t o r  )

ร ่น  F O T O /P R E P  I ข อ ง  F o t o d y n e  ,  U . S . A .
. 5  ข ุด เค ร ิ่อ ง ม ิอ ท ำ อ « ก า โ ร ล เ  จ ล อ ิเล ก โ ท ร โ ป ร ีช ีส  ( a g a r o s e  g e l  e l e c t r o

p h o r e s i s  )

S w e d e n
1 . 5 . 1  เค ว ี่อ ง ก ำ เน ิด ไ ป ห ้า ร ุ่น  2 3 0 1  m i c r o d r i v e  1 ข อ ง  LKB,

1 . 5 . 2  เจ ล แ ช ม เบ อ ร  ( g e l  c h a m b e r )  ห ร ้อ ม อ ป ก ร » เต ร ีย ม อ « ก า โ ร ล  
เจ ล ข อ ง  M u p i d , J a p a n

1 . 6  เค ร ิ่อ ง ว ัค ค ว า ม เส ์น ก ร ค ค ่า ง  ( d i g i t a l  pH m e t e r )  ร ุ่น  2 4 0  
ข อ ง  C o r n i n g  « U . S . A .

1 . 7  เค ร อ ง ก ำ เน ิด เล ีย ง ค ว า ม ถ ื่ร ง  ( s o n i c a t o r )  ร ่น  W -3 8 5  และ MICRO
TIP ของ Heat sys tem s-u l trason ic  Inc. , U.S.A



1 . 8  เ ค ร ี อ ง ช ั ง ล ะ เ อ ี ย ค  รุ ่น L 2 2 0 0 P  แ ล »  A 2 0 0 S  ข อ ง S a r t o r i U S , บ . ร . A

1 . 9  อุปกรท่[สำห' ร ับถ ่ ายภา14

-  ก ล ้ อ ง ถ ่ า ย ภ า พ

-  แ ผ ่ น ก ร อ ง แ ส ง  ( f i l t e r )  ส ีแคง

-  ฝ น ข า ว - ค ำ  ค ว า น ไ ว แ ส ง  4 0 0  ( ASA 4 0 0 )

1 . 1 0  ก ล ้ อ ง จ ุ ล ท ร ร ศ น ์  รุ ่น CHK ข อ ง O l y m p u s ,  T a i w a n

1 . 1 1  อ ่ างนำควบคนอุ {นหภนิ  ( w a t e r b a t h )  ข อ ง  M e m m e r t ,  G e r m a n y

1 . 1 2  คํบ่นควบคนองเหโ!นิ  ( i n c u b a t o r )  ข อ ง M e m m e r t ,  G e r m a n y

1 . 1 3  ค ํ เ ข ็ ย เ ข ี อ แ บ บ  l a m i n a r  f l o w  ข อ ง  ISSCO รุ ่น B V - 1 2 4  

บ . อ ิ น I ต อ ร ื ่ เ น ข ั น แ น ล  ไ ซแอ นต ิ ป ็ค  ข ัพพลาย จ ำ ก ั ค  ก ร ุ ง เ ท พ ฯ

1 . 1 4  ต ํ แ ซ ่ แ ข ็ ง จ ุ ค เ ย ี อ ก แ ข ็ ง ต า  อณหภูมิ - 2 0 ° ช  รุ ่น F 0 5 3 5  ข อ ง S a n y o  

E l e c t r i c  C o . , L t d . ,  J a p a n

1 . 1 5  ค ํแ ซ ่ แข ็ งจ ุค เ ย ี อก แ ข ็ ง คำ  อุนหอุ นิ  - 7 0 ° ซ  ข อ ง  F o r m a  S c i e n t i f i c ,

U . S . A.

1 . 1 6  เ ค ร ็ อ ง น ี ง อ บ ร ่ า เ ข ึ อ  ( a u t o c l a v e  ) ข อ ง  K o k u s a n  , J a p a n

1 . 1 7  m i c r o p i p e t t e  ข น า ค  1 0 0 0 ,  t o o  แ ล »  2 0  ไ น โ ค ร ล ิ ต ร  ของ  

G i l s o n ,  F r a n c e  แ ล »  ข น า ค  10 แ ล »  5 0  ไ ข โ ค ร ล ิ ต ร  ข อ ง N i c h i r y o , J a p a n

1 . 1 8  T i p  ข น า ค  0 - 2 5 0  ไ น โ ค ร ล ิ ต ร  แ ล » ข น า ค  0 - 1 0 0 0  ไ น โ ค ร ล ิ ต ร  

ข อ ง  T r e f f ,  S w i t z e r l a n d

1 . 1 9  เ ค ร ื ่ อ ง ม ส น ส า ร  (VORTEX GENIE) รุ ่น K - 5 5 0 - G E  ข อ ง  S c i e n t i f i  

i n d u s t r i e s ,  บ . s . A.

2. สารเคนี
2 . 1  เ ร ส ฑ ร ิ ก ข ั น เ อ น ไ ซ น ์ แ ล « เ อ น ไ ซ น ์ ท ี ่ ใ ข ั ใ น ก า ร โ ค ล น ย ี น

- f i a a H I ,Hi n d i  I I , S a u 3 A I , M b o l , £ c o R I , X b a I , S n a I , P s t  I , K p n I 

- T 4  DNA l i g a s e

- C a l f  i n t e s t i n e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( C 1 A P )

- ไ ล โ ซ ไ ซ น ์  ( l y s o z y m e  g r a d e  1 )



- โ ป ร เ น ส  ( P r o n a s e )

- ไ ร โ บ น ิ ว ค ล ี เ อ ส  < R N a s e  )

จ า ก  BRL, U . S . A .  แ ล ะ  S i g m a ,  U . S . A .  แ ล ะ บ า ง ส ่ ว น ไ ค ้ ร ั บ ค ว า บ เ อ ี ้ อ เ ล ี ้ อ จ า ก  

D r .  I a i n  ร .  H u n i e r  แน่ง U n i v e r s i t y  o f  G l a s g o w ,  U . K. และ  

D r .  H i d a y u k i  S u z u k i  แน่ง U n i v e r s i t y  o f  K y o t o ,  J a p a n .

2 . 2  ข ค แ ย ก แ ถ บ ต ิ เ ก ็ น เ อ อ อ ก จ า ก เ จ ล  GENECLEAN k i t  จ า ก  B I 0 1 0 1 ,

2 . 3  ข ุ ค ต ิ ค ฉ ล า ก ค ี เ ก ็ น เ อ แ ล ะ ต ร ว จ ล อ บ  ECL d i r e c t  n u c l e i c  a c i d  

l a b e l l i n g  a n d  d e t e c t i o n  s y s t e m s  จ า ก  A m e r s h a m ,  U . K .

2 . 4  อ า ห า ร เ ล ี ย ง เ ช ็ อ  M a c C o n k e y  a g a r  b a s e  จ า ก  D i f c o ,  U . S . A .

2 . 5  ส า ร เ ค บ ี อ ิ ่ น ๆ  จ า ก  S i g m a ,  U . S . A .

3. 1ซ้ิอจลินทรียแสะษสาสบิค
3.1 Iช้ิอจุลินทรียท่ิใซํในงานวิจัย
- E .  c a l l  H B 1 01  ( F  / i s r f 2 0 ( r  B m 8 ) s u p E 4 4  a r a l 4  g a ( K 2  l a c Y l  

p r o A 2  r p s L 2 0  ( S t r  ) x y l 5 l e a  m i l l  ( r e c l 3  i s c r B  æ r r )  

แ ล ะ  E .  c a l l  H B101 ทื ่บีนลาสบิค pUC18 แ ล ะ  pU C1 9

- S t r e p t o m y c e s  s p .  สายน ั นธ ุ  1 9 0 - 1  ช ิ ่ ง ค ั ค เ ล ี อ ก ไ ค ้ จ า ก ต ิ น ' ใ น ป ร ะ เ ท ค ไ ฑ อ  

แ ล ะ ใหแ้อคต ิว ิต ี ขอ ง เ อ น ไ ซ บ ก ล โ ค ส ไ อ โ ช  เ บ อ I  ร ส ค ั ค เ  ล ิ อ ก แ ล ะ ศ ึ ก ษ า  

โ ค ย  S u p a j u n y a  แ ล ะ  P i n p h a n i c h a k a r n  ( 1 9 8 4 )

- E .  c a l l  S H 5 0  < z y ( + ) ส า ย น ั น ธ ุ บ า ต ร ร า น  ช ิ ่ ง ไ ค ้ ร ั บ ค ว า บ เ อ ี ้ อ เ ล ี ้ อ จ า ก

D r . H i d a y u k i  S u z u k i  แน่ง U n i v e r s i t y  o f  K y o t o , J a p a n .

3.2 การเก็ฃรักษาเช่ํอท็ใชํในงานวิจัย
ส ำ ห ร ั บ  E  . c o l ]  H B 1 0 1  ก า ร เ ก ็ บ ใ น ร ะ ย ะ ส ั น จ ะ เ ก ็ บ บ น อ า ห า ร เ ล ี ย ง เ ข ิ ้ อ แ ข ็ ง  

ล า ค เ อ ี ย ง  ( s l a n t  a g a r )  สตร LB ( บ า ค ผ น ว ก  ก ! )  ท ีบ ีย า llj}'ช ็ วนะแอบน ิช ิลล ินเ ข ้มข ้น  

5 0  ไ บ โ ค ร ก ร ั บ / บ ล .  ฑื ่อุผหภุบิห้อง ก า ร เ ก ็ บ ร ั ก ษ า ใ น ร ะ ย ะ อ า ว จ ะ เ ก ็ บ ใ น อ า ห า ร เ ล ี ้ ย ง เ ข ี ้ อ  

เ ห ล ว ส ต ร  LB ทีบึ 15% V / V  ข อ ง ก ล ี เ ช อ ร อ ล  ( g l y c e r o l )  ส ำ หร ั บ เ ช ีอ ท ี บ ีน ล า ส บ ิ ค น า ห ะ
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p U C 18 ห ร ิอ  PU C 19 จ » เต ิม ย า ป j j ซ ีว น » แ อ ม ห ิช ิล ร ิน ใ ห ้ไ ค ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ต ท ้า ย เอ ็น  2 5  
ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ร .  เก ็บท ี่อ ุทเหมมิ - 7 0 ° ช

ร า น ร ับ  S t r e p t o n y c e s  s p .  1 9 0 - 1  น ำ ม า เล ี้ย ง บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ข ึง  
ล า ค เอ ีย ง ส ต ร  MS (ม า ค ผ น ว ก  ก 2 )  ที่อุถเหลุมิ 3 0 °  ช เข ึน เว ล า  3 ว ัน  ห ร ีอ จ น ก ร » ท ั่ง  
เซ ีอ ส ร ัา ง ส ป อ ร ็เต ็ม ท ี เก ็บ เช ื้อ ท ี่อ ุผ ห ม ม ิห ้อ ง ส า ม า ร ท เก ็บ ไ ค ้ป ร » ม า ท เ 1 เค ็อ น  ส ำ ห ร ับ ก า ร  
เก ็บ ใ น ร » ย » ย า ว จ » เก ็บ ใ น ร ุป ส ป อ ร ็แ ข ว น ส อ ย ใ น  20%  V / V  ก ล ี เช อ ร อ ล
ทั่อุทเหมมิ “ 7 0 e’ช

4. การเลียงเซีอ S t r e p t o n y c e s  sp. 190-1
4.1 การเลียงเชอ Streptonyces sp. 190-1 เหิอสกัดโครโมโซมอส

ตีเอ็นเอ
4 . 1 . 1  ข ค ส ป อ ร ็จ าก  S t r e p t o n y c e s  s p . 1 9 0 - 1  จ ำ น ว น  2  ลป ม า 

เห า » ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เข ี้อ เห ล ว  LB (ม า ค ผ น ว ก  ก ! )  ป ร ิม าต ร  5 0  ม ล . ช ิ่ง บ ร ร จ ุใ น ข ว ค  
ร ุป ก ร ว ย น ร ัอ ม ท ั่ง ม ิข ต ล ว ต ส ป ร ิง  โ ค ย บ ่ม ใ น เค ร ็อ ง เข ย ่า แ บ บ  r e c i p r o c a l  ฑื่อุทเหมมิ 3 0 ° ซ  
ค ว า ม เร ็ว  2 0 0  ร อ บ /น า ท ี เข ึน เว ล า  3 ว ัน

4 . 1 . 2  น ำ ม า ป ่น แ ย ก เซ ล ล ี้อ อ ก ค ้ว อ เค ร ็อ ง ป ่น เห ว ื่ย ง ค ว บ ค ุม อ ุท เห ล ุม ิ ฑ ิ่ค ว าม  
เ ร ็ว  1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี 10  นาท ี แ ล ้ว ล ้า ง เซ ล ล ี้ค ้ว ย  1 0 . 3  % ซ ุโค รส  2  ค ร ั๊ง

4 . 1 . 3  น ำ เซ ล ล ี้'ไ ป ส ก ัค โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ค ืเอ ็น เอ ท ้น ท ี ก ร ร ท ี่ไ ม ่ส า ม า ร ท แ ย ก ต ี 
เอ ็น เอ ไ ค ้ใ น ท ้น ท ี ใ ห ้เก ็บ เซ ล ล ี้ฑ ื่ - 2 0 “ ช

4.2 การเลี้ยงเชื้อ Streptonyces s p .190-1 เษ่ิอดรวจสอบนอคตีวิตี,ทอง 
เอนไชม กลโคสไอโซเมอเรส

4 . 2 . 1  เข ี่ย เช ื้อ ท ี่จ » น ำ ม า ต ร ว จ ส อ บ  2  ล ุป ล ง ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว ฑ ื่ม ี 
ไ ซ โ ล ส  ( ม าค ผ น ว ก  ก 3 ) ช ิ่ง ร ่า เช ื้อ แ ล ้ว ใ น ข ว ด ร ุป ก ร ว ย ป ร ิม า ต ร  5 0  ม ล . เข ย ่า แ บ บ  
r o t a r y  ที่ อุทเหลุมิ 3 0 ° ช  ค ว า ม เร ็ว  2 0 0  ร อ บ /น า ท ี เข ึน เว ล า  3 ว ัน

4 . 2 . 2  น ำ ม า ป ่น แ ย ก เซ ล ล ี้อ อ ก  ท ี่ค ว า ม เร ็ว  1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี 10  นาท ี 
แ ล ้ว ล ้า ง เซ ล ล ี้ค ้ว ย  0 . 0 5  โ ม ล า ร ็ ฟ ่อ ล เฟ ่ต บ ัฟ ่เฟ ่อ ร ็ 2 ค ร ั้ง  เก ็บ เซ ล ล ี้ไ ว ัท ี่ - 2 0 °  ช 
จ บ ก ว ่า จ » น ำ ไ ป ว ิเค ร า » ห แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เอ น ไ ช ม
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5 .  ก า ร เ ล ีร ง เ ซ ีอ  g .  C O t i  H B 101
5 . 1  ก า ร  เ ล ี อ ง  เช ิอ  ร .  CO l i  H B 101 เล ีอ ล ก ัค พ า ล ม ิค

5 . 1 . 1  เต ร ีย ม  i n o c u l u m  โ ด ย ก า ร เข ี่ย เข ิอ จ า ก โ ค โ ล น ีเค ี่ย ว  ร ง ใ น  
อ า ห า ร เล ี้ย ง เซ ีอ ส ุต ร  LB ป ร ิม า ต ร  5 ม ร .  เร ี้ย ง โ ด ย ก า ร เข ย ่า ท ี่ 3 7 ° ช  ค ว า ม เร ็ว  
2 0 0  ร อ บ /น า ท ี ข ้าม ด ิน

ส ำห ร ับ ล ายน ัน ธ ุท ี่ม ิน ล าส ม ิต  pU C 18 ห ร ีอ  p U C 19 จ ะ เต ิม ย า  
ป !]ซ ีว น ะ แ อ ม น ิช ิล ส ิน ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เซ ื้อ ใ ห ้ม ิค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ุค ท ้า ย Iป ่น  2 5  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ร . 
( โ ด ย เต ร ีย ม ส า ร ล ะ ส า ย ต ั้ง ต ้น เข ้ม ข ้น  2 5  ม ิร ล ิก ร ัม /ม ล .)

5 . 1 . 2  เน า ะ เซ ื้อ ท ี่เล ีย ง ข ้า ม ด ิน  5 ม ล . ล ง ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เซ ื้อ  LB 
ป ร ิม า ต ร  9 5  ม ล . ท ีม ิย าป !]ช ีว น ะ ท ี่เห ม าะ ล ม  เล ี้ย ง โ ต อ ก า ร เข ย ่า ท ี่ 3 7 ° ซ  ต ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  
2 0 0  ร อ บ /น า ท ี ป ระม าท เ 12  ช ั่ว โ ม ง  เท ี่อ ใ ห ้เซ ื้อ เจ ร ิถ ฺเถ ง ข ่ว ง  l a t e  l o g  p h a s e

5 . 1 . 3  แ ย ก เซ ล ล อ อ ก จ า ก น ํ้า เล ี้ย ง เซ ื้อ โ ด ย ก า ร ป ่น ท ี่ 6 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี 
เป ่น เว ล า  10 นาท ี ที่ 4 ° ช

ธ . 1 . 4  เก ็บ เซ ล ล ี้ท ี่ - 2 0 ° ช  เน อ น ำ ไ ป ใ ช ้ส ก ัด น ล า ส ม ิด ต า ม ว ิบ ีท ี่จ ะ ไ ต ้ก ล ่า ว
ถ ิง ใ น ข ้อ  7

5 . 2  ก า ร เลี้อ ง เซ ื้อ  ร .  c o l t  H B 101 เ ท ี่อ เ ต ร ีย พ อ ม นืเทนตเซ »ล ี้
( c o m p e t e n t  c e l l )

5 . 2 . 1  เต ร ีย ม  i n o c u l u m  เซ ่น เด ีย ว ก ับ ข ้อ  5 . 1 . 1  โ ค ย ใ ช ้'โ ค โ ล น ืเค ี่ย ว  
ท ี่ม ิอาย ุป ระมา{แ 12  ช ั่ว โ ม ง

5 . 2 . 2  เน า ะ เซ ื้อ จ า ก ข ้อ  5 . 2 . 1  ป ร ิม าต ร  1 ม ล .ล ง ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เซ ื้อ  
ส ตร LB ป ร ิม า ต ร  1 0 0  ม ล . ว ัด ค ว า ม ข ุ่น เร ิ่ม ต ้น ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ี้น  5 5 0  น า โ น เม ต ร  (โ ด ย  
ใ ช ้ LB เป ่น  b l a n k )  เ ล ี้ย ง โ ด ย ก า ร เข ย ่า ท ี่ 3 7 ° ซ  ต ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  2 0 0  ร อ บ /น า ท ี 
จ น ก ร ะ ท ั่ง เซ ล ล ี้เจ ร ิท ฺ[ก ัง  l o g  p h a s e  โ ด ย ต ิด ต า ม ค ่า ค ว า ม ข ุ่น ใ ห ้อ ย ู่ใ น ซ ่ว ง  0 . 4 - 0 . 5  ช ั่ง  
โ ด ย ป ก ต ิจ ะ ใ ช ้เว ล า ป ร ะ ม า เ) เ  2 - 4  ช ั่ว โ ม ง  แ ล ะ ท ี่ค ่า ค ว า ม ข ุ่น น ี้จ ะ ม ิจ ำ น ว น เซ ล ล ี้อ ย ู่ใ น ช ่ว ง
3 - 5 x 1 0 °  เซ ล ล ี้/ม ล .  น ำ เซ ล ล ี้ไ ป เต ร ีย ม ค อ ม น ีเท น ต เซ ล ล ี้ ต า ม ว ิธ ึท ี่ไ ต ้จ ะ ก ล ่า ว ใ น ข ้อ  8 . 1
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5 . 3  ก า ร l i a ง เ 'ร ํอ  E .  C O / /  เน ี่อ ต ร ว จ สอบแ อ ค ต ิว ิต ิซ อ ง เอ น ไ ซ ม ์ก ล โ ค ล ไ อ โ ซ
เม อ เ ร ล

5 . 3 . 1  เต ร ีย ม  i n o c u l u m  เซ ่น เค ีย ว ก ับ ข ้อ  5 . 1 . 1
5 . 3 . 2  เน า ะ เซ ี้อ ท ี่เส ี้ย ง ข ้า ม ค ีน จ า ก ข ้อ  5 . 3 . 1  2  ม ล .ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง

เช ีอ เห ล ว  LB ป ร ิม า ต ร  1 0 0  ม ล . ท ีม ิย าป ก ิข ีวน ะ แ อ ม น ิซ ิล ล ิน  2 5  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /  ม ล . และ 
เต ิม  0 . 2  % ใ !อ ง แ ห ล ่ง ค าร ์บ อ น  (ก ล โ ค ล  ห ร ีอ  ไ ซ โ ล ล ) เล ี้ย ง โ ค ย ก า ร เใ ) อ ่า ท ี่ 3 7 ° ซ  
ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  2 0 0  ร อ บ /น า ท ี จ น ก ร ะ ท ั่ง เช ี้อ เจ ร ิก ุเถ ีง ซ ่ว ง  l a t e  l o g  p h a s e

โ น ก ร ร ท ีต อ ง เต ิม  1 PTG ( i s c p r o p y l t h i o - p - D - g a l a c t o s i d e )  เข ้น  
ต ัว เห น ี่ยวน ำ จ ะ เล ี้ย ง เช ื้อ 'ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว ส ต ร  LB ท ี่ไ ม ่ม ิแ ห ล ่ง ค าร ์บ อ น  จน ก ระ 
ท ั่ง ถ ิง ซ ่ว ง  m id  l o g  p h a s e  ช ิ่ง ม ิค ่า  0 D S S 0 เท ่า ก ับ  0 . 4  จ ึง เต ิม  IP T G  ใ ห ้ม ิค ว า ม เข ้ม  
ข ้น ล ุค ท ้าย  1 ม ิล ล ิโ ม ล า ร ์ แ ล ะ เล ี้ย ง ต ่อ ไ ป จ น อ ีง ซ ่ว ง  l a t e  l o g  p h a s e  ช ิ่ง ม ิค ่า  0 D BSQ 
เท ่า ก ับ  0 . 5 - 0 . 6

5 . 3 . 3  ข ้น เก ็บ เซ ล ล ี้ ท ีค ว า ม เร ์ว  6 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี เ อ ็น เ ว ล า  10 นาท ี 
แ ล ้ว ล า ง เซ ล ล ี้ด ้ว ย  0 . 0 5  โ ม ล า ร ์ ฟ ่อ ล เฟ ่ต ข ้ฟ ่เฟ ่อ ร ์ 2  ค ร ั้ง

5 . 3 . 4  น ำ เช ล ล ี้ไ ป ว ัค แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เอ น ไ ช ม กลุโค ล ไ อ โซ เม อ เร ล ต า ม ว ิธ ี 
ก า ร ใ น ข ้อ  18 ห ร ิอ เก ็บ ท ี่ - 2 0 ° ช  ใ น กรรท ี่ไ ม ่ล าม าร ก ว ัค แ อ ค ต ิว ิต ีไ ด ้ใ น ท ้น ท ี

6 .  ก า ? ล ก ัค โ ค ? โ ม โ ซ ม อ a ต ีเ อ ็น เ อ  S t r e p t o a j c e s  s p . 1 9 0 - 1  
ต า ม ว ิธ ีข อ ง  B i n c h  และ C u l lu m  ( 1 9 8 5 )
6 . 1  น ำ เซ ล ล ี้ท ี่เต ร ีย ม ไ ด ้จ า ก ข ้อ  4 . 1  เต ิม ไ ล โ ซ ไ ช ม  ( 2  ม ก . / ม ล . ) ช ง ล ะ ล า ย  

อ อ ่ใ น ล า ? ล ะ ล า ย ส ำ ห ร ับ ไ ล โ ซ ไ ช ม  (ก า ค ผ น ว ก  ข ! )  ป ร ิม า ต ร  5 ม ล .บ ่ม ใ น อ ่า ง น ํ้า ค ว บ ค ุม  
อุกเหภุมิที่ 3 7 °  ช เอ ็น เ ว ล า  1 ช ั่ว โ ม ง

6 . 2  เต ิม โ ป ร  เน ล  ( p r o n a s e  เข ้ม ข ้น  10 ม ก . / ม ล .  ) ป ร ิม า ต ร  0 . 5  ม ล . 
เ ข ย ่า เ บ า   ๆ ใ ห ้เข ้า ก ัน  บ ่ม ต ่อท ี่อ ุก เห ก ุม ิเค ีม อ ีก  5 นาท ี

6 . 3  เต ิม  0 . 5 5  ม ล . ข อ ง ล า ร ล ะ ล า ย  SDS เข ้ม ข ้น  10% เข ย ่า ผ ล ม เบ า   ๆ
แ ล ะ บ ่ม ต ่อ จ น ก ร ะ ท ้ง ส าร ล ะ ล า ย ห น ิค

6 . 4  เต ิม  5 โ ม ล า ร ์โ ช เค ีย ม ค ล อ ไ ร ล ี้ล ง ไ ป ใ ห ้ไ ด ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น ล ุค ท ้า ย เอ ็น  0 . 1  
โ ม ล า ร ์ ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ัน



6 . 5  เต ิม  6 ม ล . ส าร ล ะ ล า ย ป ึน อ ล ท ี่อ ิ่ม ต ัว ใ น บ ัฟ ่เฟ ่อ ร ็ TE (ภ าค พ น ว ก  ข ร )
น ำ ไ ป เข ย ่า แ บ บ  r e c i p r o c a l  ท ีa tน พ ภ ม ิห ้อ ง Iอ ็น เว ล า  10  นาท ี จ ึง น ำ ไ ป ป ัน เห ว ีย ง เพ ีอ  
แ ย ก ช ั้น ข อ ง ส า ร ส ะ ล า ย  ต ัว ย ค ว า ม เร ็ว  1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี เอ ็น เว ล า  4 0  นาท ี

6 . 6  ค ุต ส ่ว น น ํ้า ใ ส ช ั้น บ น ใ ส ่ใ น ข ว ค แ ก ้ว ป าก ก ว ้า ง ข น า ด บ ร ร จ ุ 5 0  ม ล . เต ิม ไ อ โ ซ  
โน ร*ท น อ ล  ( i s o p r o p a n o l )  ป ร ิม าต ร  3 ใ น  4 เท ่า ข อ ง ป ร ิม า ต ร ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ท ั้ง น ม ต  
ผ ส ม โ ด ย เอ ีย ง ข ว ด แ ก ้ว ไ ป ม า เบ า ๆ  จ ะ ไ ด โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ด ีเอ ็น เอ ต ก ต ะ ก อ น เอ ็น ร า ย 'ใ ย อ ย ู่'ใ บ  
ส า ร ล ะ ล า ย

6 . 7  ใ ช ้ป า ล เจ อ ร ็น ิเป ด  ( P a s t u r e  p i p e t t e )  ท ีห ล อ ม ป ล ายน ิด ส น ิท ล ัน ส ายใย  
ข อ ง ด ีเอ ็น เอ ข ีน ม า ล ้า ง ด ้ว ย เอ ท า น อ ล  70%  แ ล ้ว ท ีง ไ ว ้ใ ห ้แ ห ้ง

6 . 8  แ ข ว น ล อ ย ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ต ัใ น บ ัฟ ่เฟ ่อ ร ็ TE pH 8 . 0  (ภ า ค ผ น ว ก  ข ร ) ป ร ิม าต ร  
5 ม ล .แ ล ะ เต ิม ไ ร โ บ น ิว ค ล ีเอ ล  ( R N a s e  ส า ร ล ะ ล า ย ท ั้ง ต ัน เข ้ม ช ้น  4 0  ม ก . / ม ล . ) ป ร ิม า ต ร  
5 ไ ม โ ค ร ล ิต ร จ า ก น ั้น น ำ ไ ป เข ย ่า แ บ บ  r e c i p r o c a l  ข ้ามด ีนท ี่อ ุเ)เหภม ิห ้อง

6 . 9  เต ิม  10% SDS 0 . 5  ม ล . และ 5 โ ม ล า ร ็ โ ซ เด ีย ม ค ล อ ไ ร ค  0 . 5 5  ม ล . 
เท ี่อ 'ใ ห ้ไ ต ัค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย เอ ็น  0 . 1  โ ม ล า ร ็

6 . 1 0  น ำ ส า ร ล ะ ล าย ท ี่ไ ด ้ไ ป ผ ่าน ช ั้น ต อ น ข ้อ  6 . 5 - 6 . 7  ช ํ้า อ ีก ค ร ั้ง  แล ้วจ ึงนำ 
ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้ม า แ ข ว น ล อ ย ใ น  0 . 5  ม ล .ข อ ง บ ัฟ ่เฟ ่อ ร ็ TE

7 .  ก า ? ล ก ัค ษ ล า ล ม ิค โ ค ย ว ีเ  A l k a l i n e  e x t r a c t i o n
ต า ม ว ิร ีข อ ง  B i r n b o i m  และ D o ly  ( 1 9 7 9 )  แล ะ ค ิร ิน ร  ( 2 5 3 1 )
7 . 1  น ำ เซ ล ล ท ี่เต ร ิย ม ไ ด ้จ า ก ข ้อ  5 . 1  เต ิม ไ ล โ ช ไ ซ ม  ( 2  ม ก . / ม ล . )  ช ิ่ง ล ะ ล า ย  

อ ย ่ใ น ส า ร ล ะ ล า ย ส ำ ห ร ับ ไ ส โ ซ ไ ซ ม  (ภ า ค ผ น ว ก  ข ! )  ป ร ิม า ต ร  2  ม ล . เข ย ่า ใ ห ้เข ้า ก ้น ต ั่ง ท ีง  
ไว ้ท ี่อ ุส Iห ภ ม ิห ้อง5 นาท ี

7 . 2  เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย ไ ล ช ิล  ( L y s i s  s o l u t i o n  ภ าค ผ น ว ก  ข 2 )  ล งไ ป  4 ม ล . 
ผ ล ม ก ้น โ ด ย ก า ร เอ ีย ง ห ล อ ด ไ ป ม า  ห ล า ย ๆ ค ร ั้ง  ท ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้ใ น น ั้า แ ฃ ํ่ง  t o  นาท ี

7 . 3  เต ิม  3 โ ม ล า ร ็ข อ ง โ ซ เด ีย ม อ ะ ซ ิเฑ ต  pH 4.8 (ภ า ค ผ น ว ก  ข 4) ท ี่เอ ็น ล ง  
ไป  3 ม ล . น ิด ป า ก ห ล อ ด ผ ล ม ใ ห ้เข ้าก ้น โ ด ย ก าร ก ล ับ ห ล อ ค ข ี้น ล ง ห ล า ย ๆ  ค ร ั้ง ท ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้ใ น  
น า แ ข ็ง  10 นาท ี
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7 . 4  ป ัน แ ย ก โ ค ? โ ม โ ช ม อ ล ต ีเอ ็น เอ  แ ล ะ เศ ษ เช ล ล ์ ถ ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  1 0 , 0 0 0  
ร อ บ /น า ท ี เอ ็น เ ว ล า  2 0  นาท ี ท่ี 4 ° ช

7 . 5  ค ุด ส ่ว น น ำใส  (ถ ้าส ่ว น น ำใส ม ีล ัก ษ พ ะ ข ุ่น ใพ ้น ำไ ป ป ัน ต ่อ ) ม า ก ำ จ ัค โ ป ร ต ีน ถ ้ว ย
ม ีน อ ล ค ร อ โ ร ฟ ่อ ร ็ม  (ม า ค ผ น ว ก  ข ? )  จ า ก น ั้น น ำ ไ ป ป ัน ท ี่ค ว า ม เร ็ว  1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี
น ำ ส ่ว น น ำ ใ ส ม า ต ก ต ะ ก อ น ต ีเอ ็น เอ 'โ ด ย เต ีม  95%  เอ ท าน อ ล  ท ี่เอ ็น ล ง ไ ป  2  เท ่า ข อ ง ป ร ิม า 01 
ส ่ว น น ํ้าใส  ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้ท ี่- 2 0 '’ซ 30  นาท ี

7 . 6  ป ัน เก ็บ ต ะ ก อ น ต ีเอ ็น เอ ท ี่ค ว า ม เร ็ว  1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี 10 นาท ี เท ส ่ว น  
น าใ ส ท ิ้ง  ล ะ ล า ย ต ะ ก อ น ต ีเอ ็น เอ ถ ้ว อ ป ัป เน ่อ ?  TE 3 ม ล .

7 . 7  ป ร ับ ส า ร ล ะ ล า ย ต ีเอ ็น เอ ใ พ ้ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง โ ช เต ีย ม ค ล อ ไ ? ค  ( N a C l ) 
เอ ็น  0 . 1  โ ม ล า ร ็ โ ด ย เต ิม  5 โ ม ล า ร ็โ ช เค ีย ม ค ล อ ! ร ด  (ม า ค ผ น ว ก  ข ธ ) แ บ ่ง ส า ร ล ะ ล า ย  
ต ีเอ ็น เอ ใ ส ่ใ น พ ล อ ด ไ ม โ ค ร ม ีว ล ์ ข น าด  1 . 5  ม ล . พ ลอคละ 0 . 5  ม ล .

7 . 9  น ำ ม า ต ก ด ะ ก อ น ค ีเอ ็น เอ โ ด ย เต ิม  95%  เอ ท าน อ ล  ท ี่เอ ็น ล ง ไ ป  2  เท ่า ข อ ง  
ป ร ิม า ต ร ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ต ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีอ ย ่ ท ิ้ง ไ ว ้ท ี - 2 0 ° ซ  30  นาท ี

7 . 1 0  ป ัน เก ็บ ต ะ ก อ น พ ล า ล ม ีด ต ีเอ ็น เอ  ใ น เค ร ิ่อ ง ป ัน เพ ว ื่ย ง ข น า ด เล ก ท ี่ค ว า ม เร ็ว
1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี เอ ็น เว ล า  10 นาท ี เท ส ่ว น น ํ้า ใส ท ิ้ง

7 . 1 1  ล ะ ล า ย ต ะ ก อ น พ ล า ล ม ีค ด ีเอ ็น เอ ถ ้ว ย ป ัฟ ่เน ่อ ?  TE เก ็บ ส า ร ล ะ ล า ย พ ล า ส ม ีด  
ต ีเอ ็น เอ ท ี่ 4 °ซ

9 .  ก า ? เพ ? ย ม ค อ ม น ็เฑ น ค เช ส ล ์ ( c o m p e t e n t  c e l l )  จ อ ง เช ื้อ  E .  c o î i  H B 101
8 . 1  ก า ร เพ ? ย ม โ ค ย ใ ช ํแ ค ส เซ ีย น ค ส อ ไ ร ล ์ ( C a C l a )

ต า ม ว ิธ ีข อ ง  M a n i a t i s  แสะคมเะ ( 1 9 8 2 )
8 . 1 . 1  เม ิ่อ เล ี้ย ง เช ื้อ ไ ถ ้ค ่า ค ว า ม ข ุ่น ต า ม ท ี่ถ ้อ ง ก า ร จ า ก ข ้อ  5 . 2  แลัวนำ 

ข ว ด ? ป ก ? ว อ ท ี่เล ี้ย ง เช ื้อ ม า แ ซ ่ใ น น ํ้า แ ข ็ง  เอ ็น เว ล า  10  นาท ี
8 . 1 . 2  เก ็บ เช ล ล ์โ ด ย ก า ? ป ัน ท ี่ 6 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี ที่ 4 ° ช  เอ ็น เว ล า  

2 0  นาท ี (โ ด ย จ ะ ถ ้อ ง แ ซ ่เอ ็น พ ล อ ด ป ัน เช ล ล ์ไ ว ้ก ่อ น )  เท ส ่ว น น ํ้า ใส ท ิ้ง  แ ล ะ แ ซ ่เช ล ล ์ใ น น ํ้า แ ข ็ง
8 . 1 . 3  ค ่อ ย ๆ  เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย ผ ส ม ข อ ง  10  ม ีส ร โ ม ล า ?  T r i s - H C l  

pH 8 . 0  และ 5 0  ม ีล ล ิโ ม ล า ?  แ ค ล เซ ีย ม ค ล อ ไ ร ค  ท ี่เอ ็น  ป ร ิม า ต ร  3 0  ม ล . ล ง ไ ป  
เข ย ่า จ น เช ล ล ์ก ร ะ จ า ย  แ ซ ่ไ ว ้ใ น น ํ้า แ ข ็ง อ ีก  10  นาท ี
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3 . 1 . 4  น ำ ไ ป ป ัน แ ย ก ค อ ม พ ีเท น ต เชลล ี้ ที 6 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี เข ็น เว ล า
2 0  นาท ี ที่ 4 ° ช

8 . 1 . 5  เต ิม  10 ม ีล ล ิโ ม ล า ร  T r i S - H C 1 pH 8 . 0  และ 5 0  ม ีล ล ิโ ม ล า ร  
แ ค ล เซ ีย ม ค ล อ ไ ร ล ี้ ท ี่เย ็น ล ง ไ ป  4 ม ล . เข ย ่า จ น เซ ล ล ก ร ะ จ า ย  ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้ใ น น ํ้า แ ข ็ง  5 0  นาท ี 
( อ า จ เ พ ีม เ ว ล า เ ข ็น  1 2 - 2 4  ช ัว โ ม ง  ซ ีง จ ะ ท ำ ใ ห ้ป ร ะ ส ิท ธ ิภ าพ ใ น ก า ร ท ร า น ล ฟ ่อ ร เม ซ ้น ล ง ข ีน
4 - 6  เ ท ่า )

8 . 1 . 6  แ บ ่ง « อ ม พ ีเท น ล ี้เช ล ล ี้ใ ร ่ห ล อ ด ไ ม โ ค ร พ ีว ล ี้ท ี่แ ช ่เย ็น แ ล ้ว  16  นลอด 
ห ลอค ละ 2 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  (ม ีเซ ล ล ป ร ะ ม าท I 1 . 5 x 1 0 *  เซ ล ล )

ห า ก ต ้อ ง ก า ร เย ็บ  ค อ ม พ ีเฑ น ล ี้เซ ล ล ี้ไ ว ้ใ ช ้ต ่อ ไ ป ก ่อ น จ ะ แ บ ่ง ใ ส ่ใ น ห ล อ ด ไ ม โ ค ร พ ีว ล ี้ 
ใ ห ้เต ิม ก ล ีเช อ ร อ ล  ( g l y c e r o l )  ป ล อ ด เช ื้อ ล ง ไ ป  15% v / v  เย ็บ ท ี่ - 7 0 ° ช

8 . 2  ก า ร เต ร ีฮ ฃ โ ด ย ใ ช ้ร บ ิเค ีย ม ด ล อ ไ ร ล ี้ < R b C la ) ต า ม ว ิธ ิข อ ง  H a n a h a n ,
1 9 8 5

8 . 2 . 1  เข ื่อ เช ื้อ จ า ก โ ค โ ล น ีเด ี่ย ว ล ง ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว ล ุต ร  SOB
(ภาคพนวก ก ร )  ป ร ิม า ต ร  3 0  ม ล . เล ี้ย ง โ ด ย ก า ร เข ย ่า ท ี่ 2 0 0  ร อ บ /น า ท ี ที่อณหภมิ 3 7 ° ซ  
ช ้าม ค ีน

8 . 2 . 2  เพ า ะ เซ ีอ จ า ก ช ้อ  8 . 2 . 1  จ ำ น ว น  8 ม ล . ล ง ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  
เห ล ว ล ุต ร  SOB ป ร ิม าต ร  2 0 0  ม ล . เข ย ่า ท ี่ 2 0 0  ร อ บ /น า ท ี ที่อ ุณหภมี 3 7 ° ซ  จ น ก ร ะ ท ั่ง  
ว ัด ค ว า ม ข ุ่น ท ี่ค ว า ม อ า ว ค ล ี้น  5 5 0  น า โ น เม ต ร  ไ ต ้ป ร ะ ม าณ  0 . 3

8 . 2 . 3  แ บ ่งใส ่ห ล อ ด เช น ล ี้ต ิพ ีว ล ี้ห ล อ ค ล ะ  5 0  ม ล . เข ็น จ ำ น ว น  4 หลอด
น ำ ม า แ ช ่ใ น น ํ้า แ ข ็ง เข ็น เว ล า  15 นาท ี เม ิ่อ ค ร บ เว ล า ป ัน เย ็บ เซ ล ล ี้ท ี่ 5 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี
ที่อ ุณหภมิ 4 ° ซ  5 นาท ี

8 . 2 . 4  ต ะ ก อ น เซ ล ล ี้ท ีไ ต ้ น ำ ม า เต ิม ป ัฟ ่เฟ ่อ ร ร ำ ห ร ับ ท ร า น ล ฟ ่อ ร เม ซ ้น  1 
(ภ า ค ผ น ว ก  ข ! 9 )  ป ร ิม า ต ร  16  ม ล . เข ย ่า จ น เซ ล ล ี้ก ร ะ จ า ย  แช ่1ใ น น ํ้า แ ข ็ง  15  นาท ี

8 . 2 . 5  ป ัน เย ็บ เซ ล ล ี้ท ี่ 5 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี อุณหภมิ 4 ° ช  เข ็น เว ล า  5 นาท ี
8 . 2 . 6  ต ะ ก อ น เซ ล ล ี้ท ีไ ต ้น ำม า  เต ิม ป ัฟ ่เฟ ่อ ร ร ำ ห ร ับ ท ร า น ร ฟ ่อ ร เม ซ ้น  2  

(ภ า ค ผ น ว ก  ข 2 0 )  ป ร ิม า ต ร  4 ม ล . เข ย ่า จ น เซ ล ล ี้ก ร ะ จ า ย  เย ็บ ท ี่อ ุณ ห ภ ุม ิ 4 ° ซ  อ ย ่า ง น ้อ ย  
1 ช ั่ว โ ม ง  ก ่อ น จ ะ น ำ ไ ป ใ ช ้ ห ร ีอ แ บ ่ง ใส ่ห ล อ ด ไ ม โ ค ร พ ีว ล ี้ห ล อ ด ล ะ  2 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  เย ็บ ท ี่ 
- 7 0 ° ซ
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9 .  ก า ร ห า ข น า ด แ ร ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ช อ ง ต ีเอ ็น เอ
น ำ ด ี เ อ ็ น เ อ ท น ข ว น ล อ ย ใ น บ ั ป เ ป อ ร ์  TE ม า ต ร ว จ ส อ บ โ ด ย ว ิ ธ ี อ ะ ก า โ ร ล เ จ ล  

อ ิ I ล ึ ก โ ท ร โ ป ร ิ ซ ี ล  ( A g a r o s e  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s )  ซ ึ ง ท ำ โ ด ย เ ท อ ะ ก า โ ร ล เ จ ล

0 . 7 %  ซ ึ ง ห ล อ ม ใ น บ ั ป ๗ อร TAE ( ล า ด ผ น ว ก  ข . 6 )  ลงในแบบนิมนช ิ ่ งม ีหว ื  ( c o m b ) เส ียบอย ู ่  

ป ล ่ อ ย ใ ห ้ เ จ ล น ข ึ ง ต ั ว  ผ ล ม ล า ร ล ะ ล า ย ต ี เ อ น เ อ ก ั บ ส ี ต ิ ด ต า ม  ( t r a c k i n g  d y e  ล า ด ผ น ว ก  

ข 8 )  ใ น อ ั ต ร า ล ่ ว น  1 : 1  ห ย อ ด ล ง ใ น ห ล ม บ น อ ะ ก า โ ร ล เ จ ล ห ล ุ ม ล ะ ป ร ะ ม า ท เ  6 ไ ม โ ค ร ล ิ ต ร  

จ า ก น ั น น ำ ไ ป ท ำ อ ิ เ ล ึ ก โ ท ร โ ป ร ิ ซ ึ ส ใ น เ จ ล น ช ม เ บ อ ร ์  ( g e l  c h a m b e r )  โ ด ย ใ ห ้ ค ว า ม ต ่ า ง ต ั ก อ  

10 โ ว ล ต ์ / ซ ม . ข อ ง ค ว า ม ย า ว I จ ล  จ น ก ร ะ ฑ ั ง ส ี น ำ เ ง ิ น ข อ ง บ ร อ ม น ิ น อ ล บ ล ุ เ ด ล ึ อ น ม า  I ก ็อ บ กง  

ข อ บ เ จ ล อ ี ก ค ้ า น ห น ง น ำ อ ะ ก า โ ร ล เ จ ล ไ ป อ ้ อ ม ด ้ ว ย เ อ ฑ ิ เ  ต ี อ ม โ บ ร ไ ม ต ์  ( e t h i d i u m  b r o m i d e )

2.5 ไ ม โ ค ร ก ร ั ม / ม ล . ข อ ง บ ั ป เ ป อ ร ์  TB แ ช ่ ไ ว ้  1 5 - 3 0  นาที  ต ร ว จ ค ก า ร I ร ิ อ ง แ ล ง ข อ ง แ ท บ  

ต ี เ อ ็ น เ อ ด ้ ว ย แ ล ง อ ั ล ต ร า ไ ว โ อ เ ล ต  บ ั น ท ี ก ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ด ้ ว ย ก า ร ถ ่ า ย ล า น โ ด ย ใ ช ้ น ิ ล ึ ม ข า ว ค ำ  

ค ว า ม ไ ว แ ส ง  4 0 0  ถ ่ า ย ผ ่ า น แ ผ ่ น ก ร อ ง แ ล ง ส ี แ ด ง

ต ีเอ ็น เอ ม า ต ร จ า น ท ีใ ช ้ใ น ก า ร เป ร ีย บ เท ีย บ ข น า ด  แ ล ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง
ต ีเอ ็น เอ  ค ือ แ ล ม ค า ต ีเอ ็น เอ  ( \  DNA) ท ีต ัค ด ้ว ย เร ล ฑ ร ีก ช ัน เอ น ไ ช ม  H i n d  I I I

ก า ร ห า ค ว า ม เข ้ม ข ้น แ ล ะ ค ว า ม บ ร ีล ุท ธ ีข อ ง ต ีเอ ็น เอ  ท ำ ไ ด ้โ ด ย ว ิธ ีอ ัล ต ร า
ไ ว โ อ  เล ต แ อ บ ซ อ ร บ ช ัน ล เป ก โ ต ร ล โ ค ม ี ( U l t r a v i o l e t  A b s o r b t i o n  S p e c t r o s c o p y )  
( M a n i a t i s , 1 9 8 2 )  โ ด ย น ำ ล า ร ล ะ ล า ย ต ีเอ ็น เอ ไ ป ว ัค ก า ร ด ด ก ส ีน แ ล ง  ( a b s o r b a n c e )
ท ื่ค ว า ม ย า ว ค ล ึน  2 6 0  และ 2 8 0  น า โ น เม ต ร  ( A 2SQ และ A 2 a 0 ) ค ำน ว ณ ค ่า  A2 6 0 / A,130 
ถ ้า ไ ด ้เท ่า ก ับ  1 . 8 0  แ ล ค ง ว ่า ต ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้บ ร ิล ุท ธ ิ๋ ใ น ก ร ร ท ี่ล ุง ก ว ่า เก ิอ บ ใ ก ล ้ 2 . 0 0  แ ล ค ง 
ว ่า ม ีอ า ร ์เอ ็น เอ  ( RNA) ป น อ ย ู่ม าก  ใ น ก ร ร ท ีต ัา ก ว ่า แ ล ค ง ว ่า ต ีเอ ็น เอ น ัน ไ ม ่บ ร ีล ุฑ ธ ํ่ม ีโ ป ร ต ีน  
ห ร ีอ  น ิน อ ล ป น เม ีอ น อ ย ู่

ด ้า น ว ท เห า ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ต ีเอ ็น เอ โ ด ย เท ีย บ ว ่า  ค ่าก า ร ด ค ก ส ีน แ ล ง ท ี่
A 2 6 o 2 ค ่า เท ่า ก ับ  1 เม ีอ ล า ร ล ะ ล า ย ต ีเอ ็น เอ ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น เข ึน  5 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล .

1 0 .  ก า ร ต ัด โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ต ีเอ น Iอ แ ไ ท ]ท ั่ง ล ม บ ร ต ์
ก า ร ห า อ ัต ร า ส ่ว น ท ี่เห ม า ะ ล ม ร ะ ห ว ่า ง โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ต ีเอ ็น เอ  แ ล ะ เอ น ไ ซ ม ใ น ก า ร  

เต ร ีย ม ช ิ้น ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ ข น า ด  2 - 8  ก ิโ ล เบ ล
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น ำ ล า ร ล ะ ล า ย โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ด ีเอ ็น เอ  ท ีเต ร ีย ม ไ ค ้จ า ก ข ้อ  6 ม า ท ำ ก า ร ย ่อ ย แ บ บ  
ไม ่สมบ ุรทเ ( p a r t i a l  d i g e s t i o n )  ค ้ว ย เร ล ท ร ีก ช ัน Lอนไชม S a u 3 A l  ห ร ีอ  H b a I ชงทำ 
โ ค ย  เจ ึอ จ า ง ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ด ีเอ ็น เอ ใ ห ้ไ ค ้ป ร ะ ม า ท เ 1 5 0  น า โ น ก ร ัม /ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ค ด ส าร  
ล ะ ล า ย ด ีเอ ็น เอ ม า  4 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  เต ิม ข ้ฟ ่เฟ ่อ ร ส ำ ห ร ับ เอ น ไ ช ม ์ แ ล ะ น ํ้าก ล ั่น ป ล อ ด เช ื้อ 'ให ้ 
ไ ค ้ป ร ิม า ต ร ส ุด ท ้า ย  1 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ัน แ ล ้ว แ บ ่ง บ ร ร จ ุล ง ใ น ห ล อ ด ไ ม โ ค ร ป ็ว จ  
9 ห ลอด โ ด ยห ล อ ด ท ี่ 1 บ ร ร จ ุ 2 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ส ่ว น ห ล อ ค ท ีเห ล อ บ ร รจ ุ 10 ไ ม โ ค ร ล ิต ร  
เต ิม  S a u 3 A I  ห ร ีอ  M b o l  ล งใน ห ล อ ด ท ี่ 1 จ ำน ว น  3 หน ่วย ผ ล ม ใ ห ้เข ้า ก ัน
แ ล ้ว ถ ่า ย ล ง ใ น ห ล อ ด ท ี่ 2  ป ร ิม า ต ร  10 ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ผ ล ม ใ ห ้เข ้า ก ัน แ ล ้ว ถ ่า ย ล ง ใ น ห ล อ ด ก ัด ไ ป  
อ ีก  10 ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ท ำต ่อ เน ื่อ ง ไ ป เช ่น น ี้จ น ค ร บ ถ ีง ห ล อ ด ท ี่ 9  จ าก น ั้น น ำท ั้ง  9 ห ลอดไปบ ่ม 
ใน อ ่าง น าค ว บ ค ม อ ุเน ,พลุม ิท ี่ 3 7 ° ช  เอ ็น เว ล า  1 ช ั่ว โ ม ง แ ล ้ว จ ึง ผ ล ม ล ต ิด ต าม แ ล ะ น ำไ ป ท ำ  
อ ะ ก า โ ร ล เจ ล อ ีเ  ล ึก โ ท ร โ ป ร ิซ ีล  ว ิเค ร า ะ ห ผ ล แ ล ้ว เล ิอ ก อ ัต ร า ส ่ว น ร ะ ห ว ่า ง ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  
ด ีเอ น เอ แ ล ะ เอ น ไ ซ ม ์ท ีเห ม า ะ ล ม  ช ิง ย ่อ ย ด ีเอ ็น เอ ใ ห ้ช ิ้น ส ่ว น ข น า ด  2 - 8  ก ิโ ล เบ ส ไ ค ้ม า ก ท ี่ส ุค  
เป ีอ น ำ ไ ป เต ร ีย ม ช ิน ส ่ว น โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ด ีเอ ็น เอ ใ น ป ร ิม า ท เม า ก  โ ด ย เน ิม ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ด ี
เอ ็น เอ ใ ห ้ม า ก ช ิ้น  ท ำ ก า ร อ ่อ ย ค ้ว ฮ เอ น ไ ซ ม ่ S a u 3 A l  ห ร ีอ  M b o \  ต า ม อ ัต ร า ส ่ว น ท ี่ไ ค ้ น ำไป  
ท ำ อ ะ ก า โ ร ล เจ ล อ ีเ  ล ึก โ ท ร โ ป ร ิช ิล  แ ย ก ช ิน ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ โ ด อ ใ ข ้ว ิธ ีเค ล อ น แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ อ อ ก
จ า ก อ ะ ก า โ ร ล เจ ล ใ น ถ ุง ไ ด อ ะ ไ ล ช ีส โ ด ย ใ ช ้ก ร ะ แ ล ไ ป ห ้า  ต า ม ว ิธ ีใ น  M a n i a t i s  และ คทเะ 
( 1 9 8 2 )  ต ่อไป

1 1 .  ก า ร เ ต ร ี ย ม ช ิ ้น ส ่ ว น จ อ ง ม ู ล า ล ข ิ ด ม า ห ะ

ม ู ล า ส ม ิ ค ม ู า ห ะ ท ี ่ ใ ข ้ ใ น ก า ร ล ร ั า ง ร ี ค อ ม บ ิ แ น น ต ม ู ล า ส ม ิ ค ไ ค ้ แ ก ่  p U C 18 แ ล ะ  PÜC19  

นำม ูลาล ม ิค ม ู าหะ มาต ัดแ บบลมบร ทเ  ( c o m p l e t e  d i g e s t i o n  ) ด้วย 

เ ร ล ท ร ิ ก ข ้ น เ อ น ไ ช ม  BaraHI โด ย ผ สม ม ู ล าส ม ิ ด ม ู าห ะ  1 ไ ม โ ค ร ก ร ั ม ต ่ อ เ อ น ไ ซ ม ์  3 หน่วย 

เ ต ิ ม บ ั ป เ ป อ ร ์ ส ำ ห ร ั บ เ อ น ไ ซ ม ์  B a a H I  ท ี ่ม ิความเข ้ มข ้น 10 เ ท ่ า  ใ ห ้ ไ ค ้ ค ว า ม เ ข ้ ม ข ้ น ส ุ ด ท ้ า ย  

1 เ ท ่ า  แ ล ะ เ ต ิ ม น ํ ้ า ก ล ั ่ น ป ล อ ด เ ช ิ ้ อ ใ ห ้ ไ ค ้ ป ร ิ ม า ต ร ท ี ่ ค ้ อ ง ก า ร  บ่มในอ่ างนํ ้ าควบคุมถุทเหบุม ิ

3 7 °  ช ข ้ ามค ี น ก ำ จ ั ด เ อ น ไ ซ ม ์ อ อ ก โ ด ย ก า ร ส ก ั ด ด ้ ว ย ป ี น อ ล ท ี ่ อ ิ ่ ม ต ั ว ใ น บ ั ป เ ป อ ร  TE ใ น  

ป ร ิ ม า ต ร ท ี ่ เ ท ่ า ก ั น  น ำ ไ ป ข ้ น ด ้ ว ย ค ว า ม เ ร ็ ว  1 0 , 0 0 0  ร อ บ / น า ท ี  เ อ ็ น เ ว ล า  3 นาที  ค ุด ส าร  

ล ะ ล า ย ส ่ ว น บ น ใ ส ่ ห ล อ ด ใ ห ม ่  แ ล ้ว ต ก ต ะก อ น ด ้ ว ย  95% เ อ ท า น อ ล ป ร ิ ม า ต ร  2  เ ท ่ า ข อ ง ป ร ิ ม า ต ร
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ด ีเอ ็น 1 อ  แ ล « เต ิม  5 โ ม ล า ร ็โ ซ เด ีย ม ค ล อ ไ ร ด  ใ ห ้ไ ด ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น ล ุค ท ้า ย เอ ็น  0 . 1  โ ม ล า ร  
ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้ท ี - 2 0 °  ซ เอ ็น เว ล า  1 ช ั่ว โ ม ง  แ ล ้ว น ำ ไ ป ป ่น แ ย ก ต « ก อ น ด ีเอ ็น เอ ท ี่ค ว า ม เร ็ว
1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี เอ ็น เว ล า  5 นาท ี ล า ง ต « ก อ น ค ้ว ย  70%  เอ ท าน อ ล  ท ้า ใ ห ้แ ห ้ง แ ล ้ว  
ล « ล า ย ต « ก อ น ด ีเอ ็น เอ ด ้ว ย บ ัฟ ่เฟ ่อ ร ์ TE แ ล ้ว น ำไ ป แ ย ก ซ ิ้น ล ่ว น ม ล าล ม ิด น าห « ฑ ื่ค ้อ ง ก าร  โ ด ย  
ใ ข ้ช ุด แ ย ก ด ีเอ ็น เอ  GENECLEAN K i t  (อ า ค ผ น ว ก  ใ)9 )  เท่อไป

1 2 .  ก า ร ใ ข ้ช ุพ น แ ย ก ด ีเอ ็น เอ  GENECLEAN I I  k i t
น ำ น ล า ล ม ิค ด ีเอ ็น เอ ท ีต ัด ไ ว ้แ ล ้ว  ม า แ ย ก ช ิน ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ โ ด ย ก า ร ท ้า อ « ก า โ ร ส เจ ล  

อ ิเล ก โ ท ร โ ป ร ิซ ีล  จากนั้นนำ เจ ล ไ ป อ ้อ ม ด ้ว ย  เ อ ท ีเ ด ีย ม โ บ ร ไ ม ค  แ ล « ต ร ว จ ก า ร เร ิอ ง แ ล ง ข อ ง  
แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ด ้ว ย แ ล ง อ ัล ต ร า ไ ว โ อ เล ต  ต ัด แ ท บ ด ีเอ ็น เอ ท ีด ้อ ง ก า ร อ อ ก จ า ก เจ ล ด ้ว ย ใ บ ม ิด
ท ิ้ผ ่า น ก า ร ล น ไ ป แ ล ้ว แ ล « ต ัด ใ ห ้เอ ็น ช ิ้น เล ก ๆ  ใส ่ใน ห ล อ ด ไ ม โ ค ร น ิว จ  เต ิม  6 โ ม ล า ร ็ข อ ง  
ส ืา ร ล « ล า ย โ ซ เด ีย ม ไ อ โ อ ไ ด ค  3 เท ่า ข อ ง ป ร ิม า ต ร เจ ล  บ ่มท ี่อ ่างน ํ้าควบค ุมอ ุท เ'หอ ุม ิ
4 5 - 5 5  °ซ  เอ ็น เ ว ล า  2  นาท ี เต ิม  GLASSM1LK ป ร ิม าต ร  5 ไ ม โ ค ร ล ิต ร  แ ซ ่ใน น ำแ ข ็ง  
5 น าท ี ผ ล ม ใ ห ้ เข ้าก ัน ท ุก ๆ  2  นาท ี น ำ ไ ป ป ่น ท ี่ค ว า ม เร ็ว  1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ีเอ ็น เว ล า  
5 ว ิน าท ี ล ้า ง ต « ก อ น ข อ ง  GLASSM ILK ท ีม ิด ีเอ ็น เอ เก า « อ ย ่ ด ้ว ย ล า ร ล « ล า ย  NEW

ป ร ิม า ต ร  2 5 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  3 ค ร ั้ง  จ า ก น ั้น ซ « ด ีเอ ็น เอ อ อ ก จ า ก  GLASSM ILK โ ด ย ก ร « จ า ย  
GLA SSM ILK  ใ น บ ้ป เป อ ร ็ TE 10 ไ ม โ ค ร ล ิต ร  บ่ม,ใน อ ่างน ํ้าค วบ ค ุม อ ุ(แห ท ุม ิ 4 5 - 5 5 ° ช  

2  นาท ี น ำ ไ ป ช ั่น ท ื่ค ว า ม เร ็ว  1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี เอ ็น เว ล า  5 ว ิน าท ี ด ค ร า ร ล « ล า ย ใ ล  
ช ั้น บ น ท ี่ม ิด ีเอ ็น เอ แ ข ว น ล อ ย อ ย ุ่ใ ส ่ห ล อ ด ไ ม โ ค ร น ิว จ  ต ร ว จ ล อ บ ด ีเอ ็น เอ โ ด ย ฑ ำ อ « ก า โ ร ล เจ ล  
อ ิเล ็ก โ ท ร โ ป ร ิซ ีล เท ีย บ ก ับ  X  D N A / f f / n d l I I

1 3 .  ก า ? ก ำ จ ัด ห ^ อ ล เฟ ่พ ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ C a l f  I n t e s t i n e  A l k a l i n e  
P h o s p h a t a s e ( C I A P )

น ำ น ล า ร ม ิค น า ห « จ า ก ข ้อ  12  ม า ก ำ จ ัด ห ม ่ป อ ส ืเป ต  โ ด ย เต ิม  C IA P 0 . 0 1  หน ่วย 
ต ่อ ด ีเอ ็น เอ  1 น ิโ ก โ ม ล  ( p i c o m a l e )  บ่มทื่ 6 5 ° ซ  เอ ็น เว ล า  1 ช ั่ว โ ม ง ข จ ัด เอ น ไ ซ ม ์อ อ ก  
โ ด ย ก า ร เต ิม น ิน อ ล ท ื่อ ิ่ม ต ัว ใ น บ ัป เป อ ร ็ TE ต ก ต ะ ก อ น ด ีเอ ็น เอ ด ้ว ย  95%  เอ ท า น อ ล  โ ด ย ม ิ 
โ ซ เด ีย ม ค ล อ ไ ร ค  0 . 1  โ ม ล า ร ็ ต า ม ท ี่ก ล ่า ว ไ ว ้ใ น ข ้อ  11 เล ็บท ี่อ ุเ)เหท ุม ิ - 2 0 ° ซ  1 ช ั่ว โ ม ง
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แ ล ้วน ำไป ป ัน ท ี 1 2 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี ล ้า ง ต ะ ก อ น ด ีเอ ็น เอ ด ้ว ย  70%  เอ ท า น อ ล ท ำ ใ ล ้แ ล ้ง  
แ ล ้ว ล ะ ล า ย ต ะ ก อ น ด ้ว อ ป ัฟ ่เฟ ่อ ร  TE ต ร ว จ ล อ บ ก า ร เช ีอ ม ต ัว เอ ง ข อ ง น ล า ลมิคน าห ะท ี ก ำ จ ัค  
ห ม ่ฟ ่อ ล เฟ ่ต แ ล ้ว  ต า ม ว ิธ ีใ น ข ้อ  14 โ ด ย ไ ม ่ต ้อ ง ใ ส ่ซ ิน ส ่ว น โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ต ีเอ ็น เอ ใ น ข ั้น ต อ น  
ก า ร เซ ีอ ม  ( l i g a t i o n )

1 4 .  ก าร ส ร ำง ? ค อ ม บ ิน น ูน ต น ล าส ม ิด ใล ้ม ิซ ิไ เส ่ว น จ อ ง บ ิน ูก ส โ ค ส ไ อ โ ซ เม อ Iร ส
เช ื่อ ม ช ิ้น ส ่ว น โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ด ีเอ ็น เอ ท ี่เต ร ีย ม ไ ต ้จ า ก ข ้อ  10  แ ล ะ น ร าส ม ิต น าห ะ ท ี่ 

เต ร ีย ม ไ ต ้จ า ก ข ้อ  13  เข ้า ต ้ว ย ก ัน ใ น อ ัต ร า ส ่ว น  3 น ิโ ก โ ม ล  ต ่อ  I น ิโ ก โ ม ล  ต า ม ล ำ ด ับ  โ ด ย  
ใ ล ้ไ ต ้ค ว า ม  เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย ข อ ง ด ีเอ ็น เอ ท ํ้ง ห ม ด อ ย ่ร ะ ห ว ่า ง  1 2 - 1 5  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล . น ำไป อ ุ่น  
ท ี่an เหภ ุม ิ 5 5 ° ซ  เอ ็น เว ล า  10 นาท ี แ ล ้ว แ ซ ่'ใน น ํ้าแ ข ็ง ล ัก ค ร ุ่ ใ ส ่ป ัฟ ่เฟ ่อ ร ล ำ ห ร ับ เอ น ไ ซ ม ์ 
T 4  DNA l i g a s e  แ ล ้ว เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  ATP ใ ล ้ไ ต ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย เอ ็น  0 . 5  ม ิล ล ิโ ม ล า ร  
ใ ส ่เอ น ไ ช ม  T 4  DNA l i g a s e  4 หน ่วย ต ่อ ด ีเอ ็น เอ  1 น ิโ ก โ ม ล  บ่มที่ 1 2 - 1 3  “ ช เอ ็น  
เ ว ล า  12  ช ั่ว โ ม ง  ก ำจ ัด เอ น ไ ซ ม ์โ ด ย ก า ร ส ก ัด ต ้ว ย น ิน อ ล ท ี่อ ิ่ม ต ัว ใ น ป ัฟ ่เฟ ่อ ร  TE น ำส ่วน น ํ้า  
ใ ส ม า ต ก ต ะ ก อ น ด ้ว ย  95%  เอ ท า น อ ล  ท ี่ม ิ,โ ซ เด ีย ม ค ล อ ไ ร ค  เช ่น เด ีย ว ก ับ ท ี่ก ล ่า ว ไ ว ้ใ น ข ้อ  11 
ต ร ว จ ล อ บ ก า ร เช ื่อ ม โ ด ย ท ำ อ ะ ก า โ ร ล เจ ล อ ิเ  ล ็ก โ ท ร โ ฟ ่ร ิซ ีล  เท ีย บ ก ับ  X  D N A / J r / n d l l l

1 5 .  ก า ร ท ร า น ส ฟ ่อ ร ม  ( t r a n s f o r m a t i o n )
ท ำ ต า ม ว ิธ ีข อ ง  M a n i a t i s  และคแเะ ( 1 9 8 2 )

1 5 .1  เต ิม ร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล าล ม ิด  ท ี่เต ร ีย ม ไ ต ้จ า ก ก า ร เช ื่อ ม ใ น  ข้อ 14
ค ว า ม เข ้ม ข ้น ป ร ะ ม า ท เ 1 น า โ น ก ร ัม /ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ป ร ิม าต ร  10  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ล ง ใ น
ค อ ม น ิเท น ต เช ล ล  2 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ท ี่เต ร ีย ม ไ ต ้จ า ก ข ้อ  8

1 5 . 2  แ ช ่ใ น อ ่า ง น ํ้า แ ข ็ง  เอ ็น เว ล า  3 0  นาท ี แ ล ้วน ำไป แช ่ใน น ํ้าอ ุ่น อ ุเน ูห ภ ุม ิ 
4 2  °  ซ ทันที เอ ็น เว ล า  4 5  ว ิน าท ี

1 5 . 3  เต ิม อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ิ้อ  LB ห ร ีอ  SOC (ภ า ค ผ น ว ก  ก ธ ) ล งไ ป
0 . 9  ม ล . แ ล ้ว น ำ ไ ป เข ย ่า เบ า ๆ  ทื่อ(แหภมิ 3 7 °  ช เ อ ็น เว ล า  1 ช ั่ว โ ม ง
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1 5 . 4  นำ 1 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร ไ ป  เก ล ื่อ บ น จ า น อ า ไ ท ร ! ล ิย ง เช ิอ  M a c C o n k e y  
A g a r  b a s e  (ก า ค « น ว ก  ก 4 )  ท ี่ม ิย าป ภ ิข ีว น ะ แ อมรซ ิส ล ิน เข ้ม ข ้น  5 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล .  และ 
1% ไ ซ โ ล ล  บ่มเชื้อ'ที่อุ(น'พรไร 3 7 °  ซ เล ็น เว ล า ไ ม ่เก ิน  2 0  ช ั่ว โ ม ง

1 5 . 5  ศ ัต เล ิอ ก ท ร าน ส ฟ ่อ ร ื่แ ฃ น ต ี่ต าม ว ิธ ีใ น ข ้อ  16

1 6 .  ก า ร ศ ัพ เล ิอ ก ท ร า น ฟ 3 ร็แมไเพ
ก า ร ค ัค เล ิอ ก ท ร า น ล ฟ ่อ ร แ ม น ต  ท ีร ับ เ อ า ร ีค อ ม บ ิแ น น ต ี่พ ล าส ม ิต เข ้าไ ป อ าศ ัย ส ม บ ัต ิ 

ก า ร ต ้า น ย า ป ฐ ิข ีว น ะ แ อ ม ร ช ิล ล ิน ข อ ง พ ล า ส ม ิต พ า ห ะ  แ ส ะ ก า ร ใ ข ้น ํ้า ต า ล ไ ซ โ ล ส บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง  
เช ื้อ  M a c C o n k e y  a g a r  b a s e  ทีม็ IX ไ ซ โล ส  และ 5 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล .  ยาป !]ช ีว น ะ  
ข อ ง แ อ ม ร ช ิล ล ิน  โ ค โ ล น ืท ี่ร ับ เอ า ค อ ม บ ิแ น น ต ี่พ ล า ส ม ิต ท ี่ม ิย ีน ก ล โ ค ล ไ อ โ ช เม อ Iร ส  จ ะ ส า ม า ร ถ  
ใ ข ้น ํ้า ต า ล ไ ซ โ ล ส แ ล ะ ใ ห ้โ ค โ ล น ีล ิแ ต ง  ใน ข (น ะท ี่โค โล น ีท ี่ร ับ ร ีค อ ม บ ิแน น ต ี่พ ล าส ม ิตท ี่ไม ่ม ิย ีน
ก ล ุโ ค ล ไ อ โ ซ เม อ เร ส  ไ ม ่ส า ม า ร ท ใ ข ้น า ต า ล ไ ซ โ ล ส ไ ต ้ จ ะ ใ ห ้โ ค โ ล น ีส ีข า ว  ต ัง ร า ย ง า น
ข อ ง R o s e n f e l d  และค(นะ ( 1 9 6 4 )  และ U e n g  แล ะค พ ะ ( 1 9 8 5 )  17

1 7 .  ก า ? พ ร ว จ ส 3 ใ ๓ ร า น ส ฟ ่3 ร ็เฌ น พ ท ี่ศ ัพ เล ิร ก ไ ต ้
ท ร า น ล ฟ ่อ ร ็แ ม น ต ี่ท ี่ศ ัค เล ิอ ก ไ ต ้ น ำ ม า ส ก ัค พ ล า ส ม ิต โ ต ย ว ิธ ืท ี่ใ ข ้เซ ล ล ี้ป ร ีม า พ น ้อ ย

ค ีอ ว ิธ ี A l k a l i n e  l y s i s  ( B i r n b o i m  และ D o ly  1 9 7 9 )  เร อ เป ร ีย บ เท ีย บ ข น า ด ก ับ  
พ ล าส ม ิต พ าห ะ  P U C 18  ห ร ีอ  p U C 19

1 7 . 1  เข ี่ย เช ื้อ ท ร า น ส ฟ ่อ ร ็แ ม น ต ี่จ า ก โ ค โ ล น ีเต ี่ย ว  ล ง ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  LB 
ป ร ิม า ต ร  5 ม ล . ท ีม ิย าป 2 ช ีว น ะ แ อ มรซิล ล ิน เข ้ม ข ้น  2 5  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล .  เส ีย ง โ ต ย ก า ร  
เข ย ่า ท ี่ 3 7 ° ซ  ค ว า ม เร ็ว  2 0 0  ร อ บ /น า ท ี ข ้าม ค ็น

1 7 . 2  น ำ เช ื้อ ป ร ิม า ต ร  1 . 5  ม ล .ใ ส ่ใ น ห ล อ ค ไ ม โ ค ร ต ิป ็ว จ ข น า ด  1 . 5  ม ล .น ำ ไ ป  
บ ัน ต ้ว อ เค ร ื่อ ง บ ัน เห ว ี่ย ง ข น า ด เล ็ก ท ี่ค ว า ม เร ็ว  1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี เ ล ็น เ ว ล า  3 นาท ี

1 7 . 3  เท ส ่ว น น ํ้า ใ ส ท ิ้ง  เซ ล ล ็ท ี่ไ ต ้น ำ ม า ล ะ ล า ย ใ น ส า ร ล ะ ล า ย ไ ล โ ช ไ ช ม  ป ร ิม าต ร
0 . 1  ม ล . ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ัน โ ค อ ใ ข ้ v o r t e x  m i x e r  ต ั๊งท ิ้งท ี่อ ุพ ห ก ุม ิห ้อ ง  5 นาท ี

1 7 . 4  เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย ไ ล ช ิส  0 . 2  ม ล . ผ ส ม โ ด ย ก าร ก ล ับ ห ล อ ด ไ ป ม า 10 ว ิน าท ี 
แ ซ ่'ใน น ํ้าแ ข ็ง  5 นาท ี
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1 7 . 5  เด ิม  3 โ ม ล า ร ็ข อ ง โ ซ เค ีย ม อ ะ ช ิเท ด  pH 4 . 8  ท ี่เย ็น ล ง ไ ป  0 . 1 5  ม ล . 
ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ้น เบ า ๆ  10 ว ิน าท ี ด ัง ท ีง ไ ว ้ใ น น ำ แ ข ็ง  5 นาท ี

1 7 . 6  ป ่น แ ย ก เค ษ เช ล ล ์แ ล ะ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง โ ค ร โ ม ร โ ซ ม อ ล  ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว
1 0 . 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี เข ็น เว ล า  3 นาท ี

1 7 . 7  ใ ข ้ m i c r o p i p e t t e  ค ุด ส ่ว น น ำใส อ อ ก ใส ่ห ล อ ด ให ม ่ เด ิม ท ีน อ ล ค ล อ  
โ ร ฟ ่อ ร ์ม  (ภ า ค ผ น ว ก  ข 7 ) ใ น ป ร ิม า ต ร ท ี่เท ่า ก ้น  ผส ม โด ย v o r t e x  m i x e r  10 ว ิน าท ี 
น ำ ไ ป ป ่น ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี เข ็น เว ล า  3 นาท ี ต ด ส าร ล ะ ล าย ส ่ว น บ น ใ ส ่ 
ห ล อ ด ให ม ่

1 7 . 8  น ำ ม า ด ก ต ะ ก อ น ด ีเอ ็น เอ ด ้ว ย  95%  เอ ท า น อ ล  ท ี่เย ็น ป ร ิม า ต ร  2  เท ่า  
ข อ ง ส าร ล ะ ล าย ด ัง ท ีง ไ ว ้ท ีอ ุเน ห ค ุม ิห ้อ ง  5 นาท ี ข ้น เย ็บ ต ะ ก อ น น ล า ส ืม ิด ค ีเอ ็น เอ ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว
1 0 . 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี 5 นาท ี เท ส ่ว น น ํ้า ใ ส ท ิ้ง  ล ้า ง ต ะ ก อ น ด ้ว ย  70%  เอ ท า น อ ล  ท ำ ใ ห ้ 
ต ะ ก อ น แ ห ้ง

1 7 . 9  ล ะ ล า ย ต ะ ก อ น ด ้ว ย ข ้ป เป อ ร ็ TE 2 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  จ า ก น ั้น น ำ ไ ป ท ำ อ ะ ก า  
โ ร ส เจ ล อ ิเล ก โ ท ร โ ป ร ิช ีส ต า ม ว ิธ ีใ น ข ้อ  9 เป ร ีย บ เท ีย บ ก ้บ น ล าล ม ิด น าห ะ  p U C ie  18

1 8 .  ก า ร ว ิเค ร า ช ล ์น อ ค ต ิว ิต ิช อ ง  เอ น ไ ช ม ก ร ุโ ค ส ไ อ โ ซ เม อ เร ส
1 8 . 1  น ำ เซ ล ล ์ S t r e p t o a y c e s  และ E .  c o l t  ท ีเต ร ีย ม ไ ด ้จ า ก ข ้อ  4 . 2  และ

5 . 3  ต า ม ล ำ ด ับ  ม าแ ข ว น ล อ อ ใ น  0 . 0 5  โ ม ล า ร ็ ป อ ส ๗ ต ข ้ป เฟ ่อ ร ็ pH 7 . 0  โ ด ย ใ ข ้ป ร ิม า ต ร  
6 ม ล . ล ำห ร ับ  S t r e p t o a y c e s  และ 3 ม ล . ล ำห ร ับ  E .  c o l t

1 8 . 2  น ำ เช ล ล ์แ ข ว น ล อ อ ท ี่ไ ด ้ม า ท ำ ใ ห ้แ ต ก  โ ด ย ใ ข ้เค ร อ ง ก ำ เน ิด เล ีย ง ค ว า ม ท ี่ล ุง  
( s o n i c a t o r )  ที 50%  d u t y  c y c l e  และ 1 s e c  c y c l e  t i m e  เข ็น เว ล า  3 นาท ี 
ล ำห ร ับ  E .  c o l t  และ 6 นาท ี ล ำห ร ับ  S t r e p t o a y c e s

1 8 . 3  น ำ ม า ป ่น แ ย ก เค ษ เช ล ล ์อ อ ก ด ้ว ย เค ร ็อ ง ป ่น เห ว ี่ย ง ค ว บ ค ุม อ ุa หล ุม ิ ท ี่ค ว าม  
เ ร ็ว  5 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี ล ำห ร ับ  E .  c o l t  1 0 , 0 0 0  ร อ บ /น า ท ี ล ำห ร ับ  S t r e p t o a y c e s  
ส ่ว น น ํ้า ใ ส ท ี่ไ ด ้ ( c r u d e  e n z y m e  ) น ำ ไ ป ว ัด แ อ ค ต ิว ิต ็ข อ ง เอ น ไ ช ม ต า ม ว ิธ ีก า ร ด ้ง ต ่อ ไ ป น ี้ 
แล ะ ป ร ิม า0 เโ ป ร ต ีน ต าม ข ้อ  19

1 8 . 4  น ำ ส ่ว น น ํ้า ใ ส ม า  0 . 5  ม ล .เด ิม ส ่ว น ผ ส ม ข อ ง ป ฏ ิก ิร ิย า ช ิ่ง ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  0 . 6  
ม ล . ข อ ง  0 . 5  โ ม ล า ร ็ ป อ ส เป ต ข ้ป เฟ ่อ ร ็ pH 7 . 0 ,  0 . 1  ม ล .ข อ ง  0 . 1 โ ม ล า ร ็ ม ัก เน
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เช ีย ม ช ัล เฟ ่ต  , 0 . 2  l i a .  ข อ ง  0 . 0 0 1  โ ม ล า ร  โค บ อ ล ท ี่ค ล อ ไร ค  , 0 . 5  ม ล . ข อง
2 . 0  โ ม ล า ร  ก ล โ ค ล  และเต ิม น ำ ก ล ัน ใ ห ้ไ ค ้ป ร ิม า ต ร ล ุค ท ัา ย เใ ]น  2 . 0  ม ล .

1 8 . 5  น ำไ ป บ ่ม ท ีอ ่าง น ำค ว บ ค ุม อ ุ0เหทมิ 8 0 °  ช เก ็บ ส า ร ล ะ ล า ย ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ 
เ ว ล า  0 , 1 0 , 2 0  นละ 3 0  นาท ี น ำ ม า ท ำ ใ ห ้เจ ็อ จ า ง  3 0 0  เท ่า ค ้ว ย น ํ้า ก ล ั่น

1 8 . 6  นำ 0 . 5  ม ล . ข อ ง ส ืา ร ล ะ ล า ย ใ น ข ้อ  1 8 . 5  ไ ป ห าป ร ิม าณ ป ร ัก โ ต ล 'โ ค ย ว ิธ ี 
ข อ ง  D i s c h e  และ B o r e n f r e u n d  ( 1 9 5 1 )  ช ีง ด ัค แ ป ล ง โ ด ย  M a r s h a l l  แ ล ะ K o o i 
( 1 9 5 7 )  ค ้งน ี้ เต ิม  70%  ก ร ด ช ัล ป ร ิก เก ร ด ว ิเค ร า ะ ห  ( a n a l y t i c a l  g r a d e  ข อง 
M a l l i n c k r o d t , U . s . A . )  และ 1 .5 %  ช ีล เท อ ีน ไ ฮ โ ด ร ค ล อ ไ ร ค  ( C y s t e i n e - H C l )
0 . 1  ม ล . แ ล ะ ต า ม ค ้ว ย  0 .1 2 %  อ ัล ก อ ฮ อ ล ิค ค า ร บ าโ ช ล  ( a l c o h o l i c  c a r f a a z o l e )
0 . 1  ม ล . ผ ล ม ให ้เข ้าก ัน ท ัน ท ี น ำไป บ ่ม ใน อ ่างน ํ้าค ว บ ค ุม อ ุท ห ภ ม ิ ธ 0 ° ช  เส ์น เว ล า  10 นาท ี 
แ ล ัว น ำ ไ ป แ ช ่ใ น อ ่า ง น ํ้า แ ข ํ่ง  ป ร ะ ม า 01 5 นาท ี น ำ ไ ป ว ัด ค ่า ก า ร ค ุด ก ล ีน แ ล ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล น  
5 6 0  น า โ น เม ต ร

1 8 . 7  ล ร ้า ง ก ร า ฟ ่ม า ต ร า ฐ า น ข อ ง น ำ ต า ล ป ร ัก โ ท ล ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0 - 1 0 0  
ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล .

1 ห น ่วย ( u n i t )  ข อ ง ก ล โ ค ล ไ อ โ ซ เม อ เร ล  ค ีอ  ป ร ิม า0แ อ น ไ ช ม ท ี่ใ ข ้ใ น  
ก า ร เป ล ี่ย น ก ล โ ค ล เก ็น ป ร ัก โ ท ล  1 ไ ม โ ค ร โ ม ล ใ น เว ล า  1 นาท ี ภ า ย ใ ค ้ร อ า ว ะ ข อ ง ว ิธ ีก า ร  
ต ร ว จ ล อ บ แ อ ค ต ิว ิต ีต ัง ก ล ่า ว ข ้า ง ค ้น

1 9 .  ก ารว ัค ป ร ิม า{แ โป ร ุพ น  ต า ม ว ิธ ีข อ ง  L o w ry  และคท ะ ( 1 9 5 1 )
น ำ ล า ร ล ะ ล า ย ต ัว อ ย ่า ง ท ี่จ ะ ท ด ล อ บ  1 ม ล . ม า เต ิม ล า ร ล ะ ล า ย  L o w ry  C

( ภ าค ผ น ว ก  ข 1 0 )  5 ม ล . ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ัน  ต ังท ีงไว ัท ีอ ุท ห ภ ม ิห ้อ ง  15  นาท ี เล ี่อ ค ร บ เว ล า  
เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  L o w ry  D (ภ า ค ผ น ว ก  ข ! 0 ) 0 . 5  ม ล . ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ัน แ ล ะ ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ัท ี่
อ ุท ค ุม ิห ้อง 3 0  นาท ี จ า ก น ั๊น น ำ ไ ป ว ัด ค ่า ก า ร ค ุด ก ล ีน แ ล ง ท ี่ค ว า ม อ า ว ค ล ี่น  6 6 0  น า โ น เม ต ร  
ล ำ ห ร ับ ก ร า ป ม า ต ร ฐ า น ข อ ง โ ป ร ต ีน ใ ข ้ BSA ( b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ) ค ว า ม เข ้ม ข ้น  
0 - 2 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล .
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2 0 .  ก า ร ไ ท แ ผ น ท ี่เร ล ท ร ัก ช ัน ข อ ง ร ็ค อ ม ร แ น น ต น a า ล ม ิด จ า ก โ ค a น 2 8 9  
( R e s t r i c t i o n  m a p )

น ำร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล าส ม ิค จ าก โ ค ล น  2 8 9  หร ีอ  P U R 28 9  ม าห า แ ผ น ท ี่ย ีน โ ด ย ก าร ต ัค  
ด ้ว ย เร ล ท ร ีก ช ัน เอ น ไ ซ ม ์แ บ บ ล ม บ ุร ท ่(ห ล าย ๆ ช น ิด เช ่น  n r / n d l  1 1 '  P c o R I ,  f i a n H I ,  ATpnI , 
S r a a l ,  X b a \  แ ล ะ  P s t  I โ ด ย จ ะ แ ย ก ก า ร ต ัด อ อ ก เอ ็น  3 อ ย ่า ง  ค ีอ ต ัค ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ 
ช น ิด เด ีย ว  ( S i n g l e  d i g e s t i o n )  ต ัด ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ 2  ชนิด ( D o u b l e  d i g e s t i o n )
และ ต ัด ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ 3 ชนิด ( T r i p l e  d i g e s t i o n )  ต า ม ว ิธ ีก า ร ใ น ช ัอ  11 จากนั้นนำ 
ร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล าล ม ิด  ท ี่ต ัค ด ้ว ย เร ล ท :ร ิก ช ัน เอ น ไ ซ ม ์แ ล ้ว ม า ท ำ !) เล ็ก โ ท ร โ ม ่ร ีซ ีล  Iน อ ด ุล ัก ษ ผ ะ 
แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง ร ีค อ ม บ ิแ น น ม ์น ล า ล ม ิค  ต า ม ว ิธ ีก า ร ใ น ช ัอ  9  บ ัน ท ึก ท า น เน ํ่อ น ำ ไ !!ว ิเค ร า ะ ห ้ 
ข น า ด ช ิ้น ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ

2 1 .  ก า ร โ ค a น ย ่อ ย จ อ ง ย ีน ท ี่ไ ด ้จ า ก  P Ü R 28 9  ( S u b c l o n i n g )
น ำร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล าล ม ิค จ าก  P U R 289  ม า ต ัด ด ้ว ย เร ล ฑ ร ีก ช ัน เอ น ไ ซ ม ์ต า ม ว ิธ ี

ก า ร ใ น ข ้อ  11 โ ด ย ช น ิด ข อ ง เร ล ท ร ีก ช ัน เอ น ไ ซ ม ์จ ะ ร ะ บ ุใ น ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง  แ ย ก  DNA i n s e r t  
อ อ ก ม าแ ล ะ ท ำใ ห ้บ ร ีล ฑ ธ ิ๋ โ ด ย ใ ข ้ช ุค  GENECLEAN k i t  ต า ม ว ิธ ีก า ร ใ น ข ้อ  13 นำช ิ้นส ่วนท ี่ 
ด ้อ ง ก า ร ม า เช ิ้อ ม ก ับ น ล า ล ม ิด น า ห ะ  p U C lB  หร ีอ  PU C 19 ท ี่ต ัด ด ้ว ย เร ล ท ร ีก ช ัน เอ น ไ ซ ม ์ช น ิด  
เด ีย ว ก ัน ต า ม ว ิธ ีก า ร ใ น ข ้อ  14 จ า ก น ั้น ท ร า น ล ม ่อ ร ์ม เข ้า ส ่ E . c a l l  H B 101  ต า ม ว ิธ ีก า ร ใ น  
ข ้อ 15  ว ิเค ร า ะ ห ้ผ ล บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  M a c C o n k e y  a g a r  b a s e  ท ี่ม ิน ํ้า ต า ล ไ ซ โ ล ล เข ้ม  
ข ้น 1% แ ล ะ ย าป ฐ ิช ีว น ะ แ อ ม น ิซ ิล ล ิน เข ้ม ข ้น  5 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล .

2 2 .  ก า ร เพ ? ย ม ด ีเอ ็น I อ ต ิด ด า ม  (DNA P r o b e )
ช ิ้น ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ ท ี่จ ะ น ำ ม า ใ ช ัเอ ็น ด ีเอ ็น เอ ต ิด ต า ม เต ร ีย ม ไ ด ้จ า ก น ล า ล ม ิค  P U R 289  

ท ี่ไ ด ้จ า ก โ ค ล น  2 8 9  ท ี่ค ัค เร ีอ ก ไ ด ้ น ำ ม า ต ัด ด ้ว ย เร ล ฑ ร ีก ช ัน เอ น ไ ซ ม ์ P s t i  P c o R I  และ 
X b a l  ร ่ว ม ก ัน แ บ บ ล ม บ ุร ย ่(ต าม ว ิธ ีใน ข ้อ  11 แ ยก ช ิ้น ส ่ว น พ ล าส ืม ิค ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีข น าค ไ!ระ ม า{น
1 . 4  ก ิโ ล เบ ร  โ ด ร ใ ห ้ช ุด  GENECLEAN K i t  ต าม ว ิธ ีใ น ข ้อ  13 น ำ ช ิ้น ส ่ว น น ล า ร ม ิค ด ีเอ ็น เอ  
ม า ต ิด ฉ ล า ก โ ค ย ใ ช ัช ุด ต ิด ฉ ล า ก  ECL K i t  ข อ ง A m e r s h a m , U .K . (อ า ด ผ น ว ก  ข ! 1 ) ช ิ่ง  
เอ ็น ว ิธ ีท ี่ใ ช ัต ัว ต ิด ฉ ล า ก ไ ม ่ใ ช ่ล า ร ก ัม ม ัน ต ร ัง ร ี (N o n  R a d i o a c t i v e  L a b e l l i n g )  ต ังน ี้
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2 2 . 1  ด ี เ อ ็ น เ อ ท ี จ ะ น ำ ม า ต ิ ด ฉ ล า ก ค ว ร ม ี ค ว า ม เ ข ้ ม ข ้ น  10 น า โ น ก ร ั ม / ไ ม โ ค ร ล ิ ฅ ร  

น ำ ไ ป ต ้ ม ใ น น ำ เ ด ี อ ด  5 นาที  นำมานช่นำแข็งท ั น ท ี เ อ ็ น เ ว ล า  5 นาที  เ ม ี อ ค ร บ เ ว ล า น ำ ม า ป ่ น  

ใ ต ้ ส า ร ล ะ ล า ย ต ก ม า อ ย ่ ท ี ่ ก ้ น ห ล อ ด  5 วินาที

2 2 . 2  เ ต ิ ม ล า ร ล ำ ห ร ั บ ต ิ ด ฉ ล า ก ด ี เ อ ็ น เ อ  ( DNA l a b e l l i n g  r e a g e n t )  ใ น  

ป ร ิ ม า ต ร ท เ ท ่ า ก ้ น ก ั บ ป ร ิ ม า ต ร ด ี เ อ ็ น เ อ  ผ ส ม ใ ต ้ เ ข ้ า ก ้ น โ ค อ ใ ข ้  v e r t e x  m i x e r

2 2 . 3  เ ต ิ ม ส า ร ล ะ ล า ย  ก ค ุ ต า ร ั ล ด ี ไ ฮ ค  ใ น ป ร ิ ม า ต ร ท เ ท ่ า ก ้ น ก ั บ ป ร ิ ม า ต ร ด ี เ อ ็ น เ อ  

ต ั ้ ง ต ้ น ผ ส ม ใ ต ้ เ ข ้ า ก ั น  1 ว ิ นาที  โ ด ย ใ ช ้  v o r t e x  m i x e r

2 2 . 4  ป ่ น ใ ต ้ ส า ร ล ะ ล า ย ม า อ ย ่ ก ้ น ห ล อ ด  บ่มที 3 7 ° ซ  เ อ ็ น เ ว ล า  10 ว ินาที  ใ น  

ก ร ร ท ี ไ ม ่ น ำ ไ ป ใ ช ้ ใ น ท ั น ท ี ่ ใ ต ้ แ ช ่ น ำ แ ข ็ ง ป ร ะ ม า เ ) เ 1 0 - 1 5  นาที  แ ล ะ เ ต ิ ม ก ล ี เ ช อ ร อ ล ใ ต ้ ไ ต ้ ค ว า ม  

เ ข ้ ม ข ้ น ส ุ ด ท ั า ย เ อ ็ น  5 0  % ก ่อน น ำไ ปเ ก ็ บท ี ่  - 2 0 ° ช

2 3 .  การทำ S o u t h e r n  b l o t

2 3 . 1  ก า ร เต ร ีฮ ฃ อ ะ ก า โ ร ล เจ ล ล ำ ห ร ับ ท ำ  S o u t h e r n  b l o t

2 3 . 1 . 1  เต ร ีย ม อ ะ ก า โ ร ส เจ ล เช ่น เด ีย ว ก ับ ว ิธ ีก า ร ใ น ข ้อ  9 โ ด ย เต ิม เอ ท ี 

เค ีย ม โ บ ร ไ ม ค ล ง ไ ป ใ ต ้ไ ต ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ัา ย เอ ็น  0 . 5  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล .  ด ีเอ ็น เอ ท ี่จ ะ  

นำมาทำ S o u t h e r n  b l o t  ต ้อ ง ถ ก ต ัด โด ย ส ม บ ุร ท ่เด ้ว ย เร ส ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม ท ี่เห ม า ะ ส ม แ ล ้ว  

ผ ส ม ด ีเอ ็น เอ ก ับ ล ีต ิด ต า ม ใน อ ัต ร า ส ่ว น  1 : 1  โด ย ม ี X  D N A /t f in d 1 1 I เอ ็น ด ีเอ ็น เอ ม า ต ร  

จ าน

2 3 . 1 . 2  น ำ ไ ป ท ำ อ ิเล ็ก โ ท ร โ ฟ ่ร ิช ืล  โ ด ย ใ ต ้ค ว า ม ต ่า ง ค ัก ย  7 0  โ ว ล ต ั ้

เ อ ็น เ ว ล า  2 - 3  ช ั่ว โ ม ง  เล ี่อ ค ร บ เว ล า น ำ เจ ล ไ ป ต ร ว จ ค ุก า ร เร ิอ ง แ ส ง ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ต ้ว ย  

แ ส ง อ ัล ต ร า ไ ว โ อ เล ต  บ ัน ท ก ภ าห ไว ้

2 3 . 1 . 3  น ำ เจ ล ใส ่ใน ก ล ่อ ง ห ล า ส ต ิก  เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  d e p u r i n a t i o n  

(ภ า ค ผ น ว ก  ข ! 2 ) ป ร ิม าต ร  4 0 0  ม ล . ล ำ ห ร ับ เจ ล ข น า ด  2 0  ช ม .X  2 0  ช ม . จ า ก น ั้น เข ย ่า  

เ อ ็น เ ว ล า  15 นาท ี ห ร ิอ จ น ก ร ะ ท ัง ล ีข อ ง บ ร อ ม ม ีน อ ล บ ค ุเป ล ี่ย น เอ ็น ล ีเห ล ีอ ง  เท ส า ร ล ะ ล า ย  

ท ิ้ง  ล ้า ง เจ ล ต ้ว ย น ั้า ก ล ั่น

2 3 . 1 . 4  เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  d é n a t u r a t i o n  (ภ าค ผ น ว ก  ข ! 3 ) ป ร ิม าต ร  

4 0 0  ม ล . เข ย ่า  15  น าท ี Iล ี่อ บ ร อ ม ม ีน อ ล บ ค ุเป ล ี่ย น จ า ก ล ีIห ล ีอ ง ก ล ับ ม า เอ ็น ล ีต ้า  เท ส า ร  

ล ะ ล า ย ท ิ้ง แ ล ้ว ล ้า ง ค ัว ย น ํ้า ก ล ั่น
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2 3 . 1 . 5  เต ็ม ส า ร ล « ล า ย  n e u t r a l i z a t i o n  (ส า ค ผ น ว ก  ข 1 4 ) ป ร ิม าต ร  

4 0 0  ม ล . เ ข ย ่า ! ธ นาท ี จ า ก นั้นน ำแ ผ ่น เจ ล ไป ท ำ c a p i l l a r y  b l o t t i n g  เผ ื่อ เค ล ื่อ น  

ย ้า ย ด ีเอ น เอ จ า ก เจ ล ล ง บ น ต ัว ก ล า ง ท ีเห ม า ะ ส ม  เช ่น  n i t r o c e l l u l o s e  m em b ra n e  

Iส ์นต ัน

2 3 . 2  การทำ c a p i l l a r y  b l o t t i n g

2 3 . 2 . 1  เตร ียมอ ุปกรท ่(สำหร ับทำ c a p i l l a r y  b l o t t i n g  (ภ าค ผ น ว ก  ค )  

ใซ ัก ล ่อ ง น ล า ส ต ็ก ท ีส ะ อ า ด  เต ็ม ส า ร ล ะ ล า ย  2 0 x  S S C (ภ าค ผ น ว ก  ข ! ร )  แ ล ะ ใซ ัก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  

W h atm an  3 MM 3 แผ ่น  เอ ็น ต ัว ก ล า ง ใ น ก า ร เค ล ื่อ น ย ้า ย ด ีเอ ็น เอ

2 3 . 2 . 2  ว า ง แ ผ ่น เจ ล บ น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  W h atm an  3 MM ท ี่อ ิ่ม ต ัว ต ัว ย ส าร  

ล ะ ล า ย  2 0 x  SSC ร ะ ม ัด ร ะ ว ัง ไ ม ่ให ้ม ีฟ ่อ ง อ า ก า ศ เก ิด ข ั้น

2 3 . 2 . 3  ต ัด แ ผ ่น เม ม เบ ร น  h y b o n d - N + ไ ห ้ม ีข น า ด เท ่า ก ับ แ ผ ่น เจ ล ว า ง บ น  

เจ ล โ ด ย ไ ม ่ใ ห ้ม ีฟ ่อ ง อ า ก า ศ  ใซ ัถ ุง ม ีอ เผ ื่อ ฟ ้อ ง ก ัน ก า ร ป น เน ี้อ น บ น แ ผ ่น เม ม เบ ร น

2 3 . 2 . 4  ว า ง ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  W hatm an 3 MM 3 แผ ่น  ท ื่อ ิ่ม ต ัว ต ัว ย ส าร  

ล ะ ล า ย  2 0 x  SSC ล ง บ น แ ผ ่น เม ม เบ ร น โด ย ไ ม ่ให ้ม ีฟ ่อ ง อ า ก า ศ เก ิด ข ี้น

2 3 . 2 . 5  ว าง ก ร ะ ด าษ ท ีช ซ ท ับ บ น ก ร ะ ด าษ ก ร อ ง  ให ้ม ีค ว า ม ล ง  5 - 7  ช ม . 

จ า ก น ั้น ใซ ัแ ผ ่น ก ร ะ จ ก ว า ง ท ับ อ ีก ท ี แ ล ะ ใซ ัอ ุป ก ร a ฑ ื่ม ีน ํ้าหน ักประมาทเ 7 5 0  ก ร ัม  วางท ับ บ น  

แ ผ ่น ก ร ะ จ ก  ท ิ้งซ ัาม ด ีน

2 3 . 3  ก า ร « ร ัง ด ีเอ น เอ ใ ] ไ แ เพ ่น เม ม เบ ร น  h y b o n d  N+ ( DNA F i x a t i o n  )

2 3 . 3 . 1  น ำ แ ผ ่น เม ม เบ ร น อ อ ก จ า ก เจ ล ว า ง บ น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  W hatm an  

3 MM โด ย ให ้ต ัา น ท ี่ม ีด ีเอ ็น เอ อ ย ่ต ัา น บ น  ท ำ เค ร ิ่อ ง ห ม า ย บ น แ ผ ่น เม ม เบ ร น

2 3 . 3 . 2  น ำ แ ผ ่น เม ม เบ ร น ม า ท ำ ก า ร ต ร ีง ด ีเอ ็น เอ  โ ด ย ใ ซ ัว ิธ ีก า ร  A l k a l i  

f i x a t i o n  โด ย ว า ง แ ผ ่น เม ม เบ ร น ให ้ต ัา น ท ื่ม ีด ีเอ ็น เอ อ ย ่ต ัา น บ น ล ง บ น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ 4ท ี่อ ิ่มต ัว  

ต ัวอ  0 . 4  โ ม ล า ร  โ ซ เด ีย ม ไ ร ด ร อ ก ไ ช ค  เอ ็น เ ว ล า  2 - 3 0  นาท ี แ ส ํว ล ้า ง ต ัว ย  5XSSC

2 3 . 3 . 3  น ำ แ ผ ่น เม ม เบ ร น  ม า ท ำ ให ้แ ห ้ง ใ น อ า ก า ศ  โด ย ว า ง บ น ก ร ะ ด า ษ  

ก ร อ ง  W h atm an  3 MM เผ ื่อ แ ห ้ง แ ล ้ว น ำ ไ ป ท ำ ไ ร บ ร ีไ ด เช ช ัน  ( H y b r i d i z a t i o n )  ต ่อ ไป  

ใน ก ร ร ท ี่ไ ม ่ส า ม า ร ถ น ำ ไ ป ท ำ ไ ต ัใน ท ัน ท ี่ให ้เก ็บ ท ี่ 4 °  ช

2 3 . 4  ก า ร ท ำ ไ ร ฃ ร ิไ ศ เช ช ัน  ( H y b r i d i z a t i o n )

ส า ร ล ะ ล า ย ต ่า ง ๆ ท ี่ใซ ัใ น ข ั้น ต อ น น ี้เอ ็น ส า ร ล ะ ล า ย ส ำ เร ็จ ร ุป ท ี่ผ ล ิต โ ด ย  บริษ ัท

A m e r s h a m ,  U . K .
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2 3 . 4 . 1  เต ร ีย ม บ ัฟ ่เฟ ่อ ร 'ไ ร บ ร ีไ ค เช ช ัน  โ ค ย เต ิม โซ !ต ิย ม ค ล อ 'ไ ร ค  เก ร ด  

ว ิเค ร า ะ ห ์ (N a C l a n a l y t i c a l  g r a d e )  ใน ค ว า ม เข ้ม ข ้น ท ี่เห ม า ะ ส ม  แ ล ะ เต ิม  5% พ /V 
b l o c k i n g  a g e n t ใน บ ัฟ ่เป อ ร ไ ร บ ร ิไ ค เช ช ัน  น ำ ไ ป ก ว น โ ค ย ใช ้ m a g n e t i c  s t i r r e r l ป็น 

เ ว ล า  1 ช ั่ว โ ม ง

2 3 . 4 . 2  น ำไป อ ุ่น ท ี่ 4 2 °  !ๆ 1 ช ั่ว โม ง  ก ว น เป ็น ค ร ั้ง ค ร า ว  เม ื่อ ล ะ ล า ย  

ห ม ด แ ล ้ว แ บ ่ง ใส ่ข ว ด ห ล า ส ต ิก ท ี่ป ล อ ด เช ื้อ  เก ็บ ท ี่ - 2 0 °  ช

2 3 . 4 . 3  น ำแ ผ ่น เม ม เบ ร น ม าท ำ p r e - h y b r i d i z a t i o n  ใน ถ ุง น ล า ล ต ิก

โ ค อ เต ิม  บ ัฟ ่เป อ ร ส ำ ห ร ับ ไ 3 บ ร ิไ ค เซ ช ้น  โ ค ย ใ ช ้อ ัต ร า ส ่ว น  0 . 1 2 5  ม ล . / ต า ร า ง  ช ม . ของ  

แ ผ ่น เม ม เบ ร น  ป ีค ถ ุง ห ล า ส ต ิก ให ้ส น ิท โค อ ร ะ ม ัค ร ะ ว ัง ไ ม ่ให ้ม ีป อ ง อ า ก า ศ  น ำ ไ ป เข ย ่า ใ น

อ ่างค วบ ค ุม อ ุ{แห ภ ม ี 4 2 ° ช  1 ช ้ว โม ง

2 3 . 4 . 4  เต ิม ค ืเอ ็น เอ ต ิค ต า ม ท ี่ต ิค ฉ ล า ก จ า ก ข ้อ  2 0  ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น  10  

น า โ น ก ร ัม /ม ล . ข อ ง บ ัป เป อ ร ั้ไ ร บ ร ิไ ค เซ ข ้น  ล ง ใน ถ ุง น ล า ส ต ิก โค ย ไ ม ่ให ้ถ ุก แ ผ ่น เม ม เบ ร น  

โ ค ย ต ร ง  น ิค ถ ุง ห ล า ส ต ิก ให ้ส น ิท โค ย ไ ม ่ให ้ม ีป อ ง อ า ก า ศ  น ำไ ป เข ย ่า ใน อ ่าง ค ว บ ค ุม อ ุ{แ ห ท ุม ี 

4 2 ° ช  ข ้าม ค ีน

2 3 . 4 . 5  น ำ แ ผ ่น เม ม เบ ร น อ อ ก จ า ก ถ ุง น ล า ส ต ิก ใส ่ใน ก ล ่อ ง น ล า ส ต ิก ท ี่ส ะ อ า ค  

ล ้า ง ค ัว อ บ ัป เป อ ร ั้ p r im a r y  w a s h  (ท า ค ผ น ว ก  ข !ธ )น ำ ไ ป เข ย ่า ท ี่อ ุ{ แ ห ท ม ี 4 2 ° ช  2 0  นาท ี

2  ค ร ั้ง ใ น ก ร ร ท ี่ใข ้บ ัฟ ่เฟ ่อ ร ั้ p r im a r y  w a s h  ส ต ร ท ีไ ม ่เต ิม อ เร ิย  ( น ท ร 3 ) ใ ห ้น ำ ไ ป เข ย ่า ท  ี

5 5 ° ช  10 น าท ี 2  ค ร ัง

2 3 . 4 . 6  เม ื่อ ค ร บ เว ส า เท บ ัฟ ่เป อ ร ั้ฑ ิ้ง  น ำ แ ผ ่น เม ม เบ ร น ไ ป ใส ่ก ล ่อ ง ให ม ่ 

ล ้า ง เม ม เบ ร น ด ้ว ย บ ัฟ ่เฟ ่อ ร ั้ s e c o n d a r y  w a s h  (ท าค ผ น ว ก  ข ! ? )  เขย ่าท ื่อ {แห ท ุม ีห ้อง 5 

นาท ี 2  ค ร ั้ง  เม ื่อ ค ร บ เว ล า น ำ แ ผ ่น เม ม เบ ร น ไ ป ต ร ว จ ล อ บ บ น ม ีล ม เอ ก ช เร 0 ( X - r a y  f i l m )

2 3 . 5  ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ษ น ม ีส ม เอ ก ช เร อ  ( A u t o r a d i o g r a p h )

2 3 . 5 . 1  น ำ แ ผ ่น เม ม เบ ร น ม า ว า ง บ น ก ร ะ ค า ษ ก ร อ ง  W hatm an 3 MM ซับ 

บ ัฟ ่เฟ ่อ ร ส ่ว น เก ิน อ อ ก  1 นาท ี จ า ก น ัน น ำ ไ ป ว า ง บ น แ ผ ่น ห ล า ส ต ิก โด ย ให ้ด ้า น ท ีม ีค ีเอ ็น เอ อ ย ่ 

ด ้าน บ น  ร า ค ด ้ว ย  d e t e c t i o n  r e a g e n t  โค ย ใข ้อ ัต ร า ส ่ว น  0 . 1 2 5  ม ล . / ต ร . ช ม .  

ให ้ท ั่ว แ ผ ่น เม ม เบ ร น ท ิ้ง ไว ัท ี่อ ุ{แ ห ท ุม ีห ้อ ง  1 นาท ี

2 3 . 5 . 2  ซ ับ บ ัป เป อ ร ั้ส ่ว น เก ิน อ อ ก โค อ ว า ง ล ง บ น ก ร ะ ค า ษ ก ร อ ง  W h atm an

3 MM จ า ก น ั้น น ำ แ ผ ่น เม ม เบ ร น ม า ห ้ม ด ้ว อ แ ผ ่น ห ล า ส ต ิก โค อ ไ ม ่ให ้ม ีป อ ง อ า ก า ศ เก ิค ช ื้น
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2 3 . 5 . 3  ว า ง แ ผ ่น เม ม เบ ร น โ ด ย ให ้ค ้า น ท ี่ม ิด ีเอ ็น เอ อ ย ู่ค ้า น บ น  ใ น  f i l m  

c a s s e t t e  แ ล « ว า ง ป ีล ม เอ ก ช เร อ ท ํบ บ น แ ผ ่น เม ม เบ ร น  มิค c a s s e t t e  เ ท ี่อ ใ ท้ลัทla p CU 

เก ิด ข ีน บ น ป ีล ์ม เอ ก ช เร ย  ใ น เว ล า ท ี่เห ม า « ล ม  ข ัน ต อ น น ี้ท ำใน ท ้อ งม ิด  ภ า ย ใค ้แ ล ง ล ีแ ค ง

2 3 . 5 . 4  เม ิอ ค ร บ เว ล า  น ำ ป ีล ม เอ ก ช I ร อ ม า ล ้า ง  โ ด ย ล ้า ง ใ น น ํ้า ย า

d e v e l o p e r  (ภ า ค ผ น ว ก  ใ แ ร )  5 นาท ี ล ้าง ใน น ำ 1 นาท ี จ าก น ัน นำม า ล ้า ง ใ น น ํ้า อ า

f i x e r  10 นาท ี แ ล « ล ้า ง ภ า ย ใ ค ้น ำ ไ ห ล  15 นาท ี ต าก ป ีล ม ให ้แ ท ้ง  แ ล « ว ิเค ร า « ห ผ ล  

โ ด ย ล ัง  เ กตล ีคำบน'ป ีลม I อกช I รอ
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