
1. การคู้!ค เล้อกแบคที เร«็  เห่ือนฯมาที/เบา
นฯ p. pseudomallei สา««นธคีาง ๆ ทีแ่«กรคจ้ากพูท้«ในใรง!*ทบาลจหุาสงกร»

แลเะ'ใรงพ«า!ทลสง?เลานครินทร์'ระหว่างร « ศ .2528-2532 และเชือ้ P. pseudcmallei NCTC 
4845 และ NCTC 4731 คงคารางที ่ 1 มาทคสอบหา h em oly tic  a c t iv it y  ร««วธิี
ce llop h a n e p la te  tech n iq u e (2 0 ) ใ««เล ย ง tran sform an ts 1 ใครลน 'ใน
try p to n e-g lu co se  b roth  นิรมาทร 5 มล. ทีอ่»ุห/ม ิ 37 ° ช เนนิเวลา 24 ชม. หลังจากนน 
นฯนฯเล«งเชอ 60 jiL 'ใน spread บน try p to n e-g lu co se  agar ชงm «น cellop h a n e  
(F le x e l)  นิคอช่ค้าบบน in cu b ate ทีอ่»ุห/ม ิ 37°ช เนนิเวลา 48 ชม. จาก!ท!ลา้ง เช้ือทีเ่จริญกรู
คา้นบ»เผน่ ce llo p h a n e คา้« 0.85% NaCl 3 มล. บัน่คกคะกอนเชือ้คา้«ความเรว็ 4000xg 10 นาที
เกึบส่วนนฯ',เสในทคสอบหา hem olysin a c t iv i t y  ใ««เจอืจางสว่นนฯ้ใสแบบ tw o -fo ld  d ilu t io n  
ค้วช 0.85% NaCl 'ในเรือ่ช ๆ ใหใัคน้รมิา«รส«ทา้ย 0 .5  มล. Iคม 0 .5  มล. ชอง 1% human 
group 0  red b lood  c e l l  ท่ีบ่ันล้าง 3 คร้ังหลังนฯ'ใน in cu b ate ท่ี 37 ° ช เนนิเวลา 2 ชม.
แล้วจืงนฯมาบ่ันคกคะกอนท่ีความเร็ว 600Gxg เนนิเวลา 15 นาที แลว้อา่น«ล com plete h em olysis  
คอมอง'ใมเ่ทนีเมคีเลอ้«แคงคกคะกอนคฯนานหา hem olysin  u n it คอ ปรม็า» hem olysin ‘ในหลอค
d ilu t io n  สงูส«ุทีส่ลา«เมคิเลอ้คนคงสมบรู» (100% h em o ly sis) ท่ี 37 ° ช เนนิเวลา 2 ชม. 
แลว้คค้เลอ้กสา««นสทฺีใ่ห ้ h em olytic a c t iv it y  สงส«มาเนนิเชือ้คน้แบบใบก'เรทกีบา hem olysin

2 . การใค'ลนรนจากใครรมใชม
2 .1  การสกคั c hrom osom al DMA. ชอง เ ชอ f t  p s e u d o m a l l e i  รอน.

p rép a râ t ion __m ethod__u s in g __Cet y lt r ü n e thy l__ ammonium__brom ide
t e r m  (4 7 )

เล«ง เชอ p . pseudomallei ใน L u ria-B ertan i broth  (LB b ro th ) จฯนวน 
100 มล.หอ»ุหพ ู 37 ° ช เนนิเวลา 24 ชม. ใน shaking in cub ator (Menmort type 80, 
Germany) ใ««เชยาคว้«ความเรว็ 700xg บัน่คกคะกฝน็เชือ้ควั«ความเรว็ 4000xg 10 นาที นฯคะกอน 
เชือ้ที'่ใคม้าละลา«ควั« 9 .5  มล. Tris-EDTA b u ffer  (10๗1 T ris.H C l(pH 7.6),lm H  EDTA pH 8.0) 
(TE) เดิม L y sis  b u ffer  (10% SDS,20 mg/ml p ro tin a se  K 50 ^lL) นฯในแช่ทอุ»ห/มิ 37 0 ช 
เม๋ึอครบ 1 ชม.เดมิ 5M NaCl 1 .8  มล. และ
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คารางที ่ 1 แสศงแห^ทีม่าธองเโ?อแบค»นรยี Pseudcanonas pseudomallei

หมาชเลโเ รหัส แ»โล่งท่ีนา สกานท่ีและปีท่ีครวจแบก'ใบ้

1 C 1/85 human,blood รรง»!ชาบาลจฬุาสงกร», 2528
2 C 1/86 hum an,blood รรง«บาบาลจฬุาสงกร», 2529
3 C 2/30 ทงร}ท้อมูล
4 C2188 hum an,blood รรง«บาบาลจฬุาลงกร», 2531
5 C 3/87 'นJUท้อมูล
6 C 3/88 hum an,blood รรง«บาบาลจฬุาสงกร», 2531
7 C 4/86 human,pus รรง«ยาบาลจฬุาสงกร», 2529
8 C 4/88 s y n o v ia lf lu id รรง«ยาบาลจฬุาสงกร», 2531
9 C 6/88 human,blood รรง»«ทบาลจฬุาสงกร», 2531

10 E 1/88 human,pus ‘โรง«บาบาลจฬุาสงกร», 2531
11 K1/88 human, pus ‘โรง«บาบาลจฬุาสงกร», 2531
12 S2/87 'นร}ท้อมูล
13 S6/87 human, sputum ‘โรง»«าบาลสงธลานครนิ»»ร,ี 2530
14 NCTC 4731 human -
15 NCTC 4845 monkey
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แล£ CTAB/NaCl (10% C ety ltr im eth y l ammonium bromide , 0 .7  M NaCI) แลว้นาไบ 
แช่ท่ี 6 5 °ช Iรนเวลา 2 ชม. จากน๋ันหาการสกัคแชกค้าน phenol 1 «รง และสกัคค้าน chloroform  ะ 
isoam yl a lc o h o l (2 4 :1 ) อก 2 «รง คกคะกอน chromosomal DNA คา้ช isop rop an ol ลา้ง 
คะะกอน ehromosoMial DNA คัวช 70% a lc o h o l 1 «รง จากนนนฯคะกอน chromosomal DNA «'ไค ้
ไ!*ทรพพ้'้ไนคสัชูfุบากาฬ ละลาน chromosomal DNA ค้าน TE b u ffer  4 มล. นาสารละลานไบ 
หา«วามเชมัชนัเละ«ว'นJมริสุพธ้ิไ«นาคค่า o p tic a l d e n s ity  (O .D .) ท่ี 260 nm และ 280 ran «ฯนาน 
หา«วามเชมัชนัไคชเคน้บจากสารละลาน>BJคา่ O.D. 260 = 1 มคีา่«วามเชมัชนัชอง DNA =50 pê/ml 
«วามบริสุหธ้ิธอง DNA «จารถทจากอคราสว่นชอง O.D. 260 ค่อ 0D 280 จะคอ้งมคีา่ระหวา่ง
1 .& -1 .8  ( 5 5 )

2 .2  การคค้ chromosomal DNA ชอง P. pseudcmalleï
ไช  ั r e s tr ic t io n  end on uclease เช่น EcoRI, BaœHI, S a l i , Kpnl ค้ค chromosomal 

DNA ชอง P. pseudosm 11 e i แบน p a r t ia l d ig e s t io n  ไคน r e s tr ic t io n  endonuclease  
เหสา่นีม้พทีค่ค้อช่ไน p o ly lin k e r  ชอง PÜC18 การค้คหฯไนบวิ่มา«ร!®fn ชาท๊ังหมค 400 mL มี 
DNA 20 /3g ไสเ่อนไช!มโีาษสคัส่วน 1 Jjg DNA/unit in cu b ate ทีอ่»ุพม ี 37 ๐ ช เรน เวลา 5 นาที 
หล้งหนุค!®มีวิชาค้าน«วาม'ร้อน 75 ° ช 15 นาที แล้วจงนฯไบสกัคค้าน phenol ะ chloroform  ะ 
isoam yl a lc o h o l (2 5 :2 4 :1 )  1 «รัง้ «กคะกอนค้าน a b so lu te  e th a n o l บรมิา«ร 3 เหา่ 
ลา้งคะกอนคา้น 70% a lc o h o l หาไพเคง้แลว้ละลานคา้น TE b u ffer  60 pL จะไค ้ chromosomal 
DNA fragm ents มคีวามเชัมชัน 0 .3 3  pg/nl

2 .3  การคค้ PUC18 DNA
2 .3 .1  การคค้ pUCIB แบบ com plete d ig e s tio n
นา PÜC18 DNA หแนกไค้ชรสุหธค้าน cesium  ch lo r id e-eth id iu m  bromide g ra d ien ts  

ท่ีงมีการแนก เควนิมไวแ้ลว้ไนคอ้ง!®บ«การ มาค«้คา้น P stI  ไคชไชบัร่มา» DNA ค่อ เอน็ไชมเหา่กบั 
1 p g /u n it  ท่ีอุถfMกูมี 3 7 °ช Iรนเวลา 24 ชม ไช  ั DNA 20 ug ไนบรมา«ร!®ทวินาทงหมค 400 ûL 
หน«บ^รนาคา้น«วามรอน 75 ๐ช เรนIวen 15 นาที สกัคค้าน phenol : chloroform  : isoam yl 
a lc o h o l (2 5 :2 4 :1 ) 1 «รง นาไบคกคะกอน plasm id DNA ค้าน a b so lu te  eth an o l บวิมาคร 
3 เหา่ ลา้งคะกอน DNA ค้าน 70% a lc o h o l หาไคเ้คง้แลว้ละลานคะกอน plasm id DNA ค้าน TE
b u ffer  5 pL
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2 .3 .2  การ d ep h o sp h o rv la te  PÜC18 DNA
WcfcJ PÜC18 ทเีครย็ม!คจัากขอ้ 2 .3 .1  จฯนวน 5 pL กับ IChcCIP b u ffer  (C a lf 

in t e s t in a l  a lk a lin e  phosphatase b u ffe r x io , 0 .5  M T ris.H C l pH 9.0, 10 mM HgCl2 , 
ImM 2nCl2 , lOmM sp erm id in e) เคม A lk a lin e  phosph atase วาก unweaned C a lf 
in t e s t in a l  mucosa (C IP) จานวน 2 u n it  บรบิพม้าคราหเับน็ 50 juL คัวช s t e r i l e  
d is t i l l e d  w ater จากน้ันนฯ'นJ in cu b ate ที 3 7 °ซ IOu เวลา 30 นาที หพบุ^รยิาควัย 10 pL 
STE (100  mû T r is  HCl pH 8 .0 , 1 M NaCl, 10 mM EDTA) แล้ว'โบ incub ate ค*่เทณีพุม  ิ
6 8 °ซ เบนีเวลา 15 นาที หฯกาวลกัคเอนไชมออกควัช p henol:ch loroform : isoam yl a lco h o l 
(2 5 :2 4 :1 ) จากนัน้หฯาพพ้แ้ละละลายควัย TE b u ffe r  โทความเขม้คนัธอง DNA าคยเบรย็บเทยีบ 
การ เรอ็งแลง เ£ร1ย้อมคัวย eth id ium  bromide กับ DNA มาคราฐานทmี าบความเขม้ขน้ 
( A  /H in d lI I )  หลังกาวหฯ agarose g e l  e le c tr o p h o r e s is

2 .4  ก าร ,.t r a n s fè r e  recom b in an t p la sm id s  เข า้ฐ  ่ E. coli
2 .4 .1  การเคร ย็ม r e com binant.D BA

นฯ!น DNA ท!ีคจัากการคคั chromosomal DNA ธอง P. pseudoaalleï คัวช P stI  
และ dephosphorylated  PÜC18 หค้คค'1ย P stI  20 ng/m l และ 50 ng/m l คามลฯคับมา เชอม 
ฅ่อกันาคช'เข้เอน'โซม T4 DNA lig a s e  4  u n it  T4 L ig a tio n  b u ffer  16 pL าคยาขบ้รมิา«ร 
รวมเบน็ 80 juL นฯ'โบ in cu b ate ที 12“ซ เบนีเวลา 16 ชม. หชุคบฎกริชาคัวช 0 .5  M EDTA 2 pi. 
ลกัค เอ า เอน'โซมElอกคัวช phenol : chloroform  : isoam yl a lc o h o l (2 5 :2 4 :1 ) แลวคกคะกอน 
คัวช a b so lu te  eth a n o l ลา้งคะกอน DNA คัวช 70% a lc o h o l 1 «รง จากนัเ้หฯ'เพพ้แ้ลว้ละลาช 
คัวช TE b u ffer  20 juL

2 .4 .2  การ.เครช็ม ฺ Com petant c e l l s  (A2J
เลยง E. coli JM ir e  [ rec Al sup E 44 end Al hsd R17 gyr A96 rel A1 thi 

1 lac-pro AB ) ]  าน LB broth  50 มล. ทีอุรเหภูมิ 37 ° ซ จน'โคัคา O.D. 590 เบ็น 0 .3 -0 .4  
แ พ  ้เซลคงหมคแยก เบนหP«ค หลอคละ 25 มล. แช่'เนน้ฯแช็ง 10 min แล้วบ่ันแยกคะกลนเซลล์คัวย
ความเรว็ 160Qxg เบน็เวลา 7 นาที ทีอุ«พภูมิ 4°ซ ละลาชเซลล'์เน ic e -c o ld  CaCl2 S o lu tio n  
(60mM CaCl2 ,15% g ly c e r o l, 10 mM p ip er a z in e -N ,N 'b is  [2 -e th a n e su lfo n ic  a cid  ] 
(PIPES) 10 มล. จากน้ันนฯ!บบ๋ันira  เกบ็คะกอนเซลลค์วัย«วามเรว็ llOOxg เบน็เวลา 5 นาที และ 
ละลายเซลท'ีโคคัวัย ic e -c o ld  CaCl2 2 มล. เกบ็!วา้ขา้นภาวคฯ transform ation  าคยแพ า้ล ่ 
หลอค eppendorf หลอคละ 100 p L  เก็ใทีอุถเหภูมิ -7 0  0 ซ
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2 .4 .3  การนฯ p la sm id  เจ า้ส ู ่ E .  c o l i  JM 1Q9 (T ra n sfo rm a tio n )
น าเอ า  L ig a tio n  m ix tu re  จากชอั 2 .4 .1  จานาน 10 p̂L มา«สมกบั C om petent c e l l  

ซึง่ไคจ้าก 2 .4 .2  จานวน 1 0 0 p \ แลว้แชไ่นนา้แรง 10 นาท ี H eat sh o ck  ค า้»aaw ม  ี 4 2 °  ช เนนี 
เวล า 2  นาท ี ทลง้จากนัน้เคม๊ LB b ro th  0 .5  มล. in c u b a te !น w a terb a th  ท่ี 37°ช  เน็น 
เวล า 1 ชม. แลว้จงนา su sp e n s io n  0 .1  ml. ไนเพาะบน LB ag a r ชงม a æ p ic il l in  
50 p g / n L  และ 5 -H r o m o -4 -c h lo r o -3 -in d o ly l-^ -D -g a la c to s id e  (X -g a l)  ความเชมัชนั 
0 .1  m g/m l ค ค้ เลอ้ก tra n sfo r m a n ts  VDJเนนิไคไลนส!'ทาบนอาทารIล ี้นงเช ือ้

3 . การคค้เลอ้ก £  c o l i  tra n sfo rm a n ts ทุม h em o ly sin  a c t iv i t y
นา tra n sfo r m a n ts  หคค้เลอกจากชอั 2 .4 .3  มาทค(tolivn h e m o ly tic  a c t iv i t y  

ไค«วธิ ี c e llo p h a n e  p la t e  te c h n iq u e  ชอง L iu  และค»ะ (2 0 )  เชน่เคษีวกน้ไนทวัชอัที ่ 1

4 . ทารทฝจีนวา h e a p lv s in -  e x p r e ss  in #  E .  c o l i  ม P .  p s e u d o a a l l e i  DM  in s e r t s
4 .1  ทาชนาคชอง DHA i n s e r t s ■จา»  recom binant- p la sm id s
4 .1 .1  การสกคั recom b in an t p la sm id s  จาก h e m o ly s in -e x p r e ss in g  E .c o l i  

ไค«วธิ a lk a lin e  lv s  i s  (4 7 )
เล ี»้ง tra n sfo rm a n ts ท ีส่ามารกลลา«เมคีเลอ้คนคงไน นรมิาคร 5  มล. LB

b ro th  ชงม ี a m p ic illin  ผสมอยู่ 50 p g / w î .  หอถเทกูม 3 7 °ช ไน sh a k in g  in c u b a to r  
(Hemmert ty p e  8 0 ,Germany ) ทลง้จาก 24 ชม. ไค «เช น า่ 700 g  นัน่เกนิคะกลนIชลลเ้ลา้ 
นามาละลา«ไน g lu co se -T E  b u ffe r  (0 .0 2 5  M T ris-H C L , 0 .0 1  M EDTA) จานวน 100 jnL 
จากนัน่เคม้ NaDH /SD S S o lu tio n  ( 0 .2  N NaüH,1ZSDS) จานวน 200 p L  นัง้ทีง่ไวไ้นนา้แชง 
5 นาท ี เฅม 5 m P o ta ssiu m  a c e t a t e , pH 4 .8  150 p i .  แล)้คง้ทีง่ไวไ้นนา้นชง็คล่ 5  นาที
ท าไห เัชลลแคกไค«เธน า่คา้» v o r te x  นัน่เกบ็นา้ไสมาคกคะคอน recom b in an t p la sm id  คว้ช 
0 .9  มล. ชอง a b s o lu te  e th a n o l ลา้งคะกอน 2 ครงคว้ย 70% a lc o h o l นาคะกอน recom b in an t 
p la sm id  ไน ทาไลเ้ท )้ไน ค ูส้ เูพ ากาล ละลา» recom b in an t คา้น TE b u ffe r  20 p L

4 .1 .2  เครฺ«ีม DM  in s e r t s  จวก recom binant  p la sm id s
นา recom b in an t p la sm id s มาคคคว้»เอนไชม P s tI  แบบ co m p lete  d ig e s t io n  ไช  ั

DM คอ่เอนไชม 1 p g /  u n it  ทีอ่เุนพม ี 37°ช  เน นี เวลา 24 ชม. แลว้นาไนคราจสอบVท in s e r te d  
DNA fra g m en ts ไค«น«กคา้» 0.8% a g a r o se  g e l  e le c tr o p h o r e s is  ไช  ั pUC18 พ)ยูไ่น  
รนุ lin e a r  form  เนนิคว้เนร»ีบท»ีบ
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4 .2  กาุรศฯ S ou th ern  b lo t  h y b r id iz a t io n
4 .2 .1  เครยม DNA in s e r t s  จาก recom b in an t p la sm id s เซน่เคยวกบัทอ้ 4 .1 .2  น1ท บ  

นษกฅ้วช 0.8%  a g a ro se  g e l  e le c tr o p h o r e s is
4 .2 .2  ทวรชฯ S ou th ern  b lo t  t r a n s fe r  (4 7 )
คลั ่ chrom osom al DNA ควัช P s tI  แบน co m p lete  d ig e s t io n  แชก DNA ควัชกระแส 

!ฬพาัา.น 0.85%  a g a r o se  g e l  เสรจ็แลวนาแซ'่เน d e p u r in a te  s o lu t io n  ( 0 .2 5  M H Cl)
บร่»ิทชร 2  เทา่'ทองบรมาคร g e l  เบ น เวลา 20 นาท ี แลว้แซค่วัช d en a tu re  s o lu t io n  
( 1 .5  H N a C l,0 .5  H NaOH) สองเทา่ทองบรพิาชร g e l  2 «ร ัง้ «ร ัง้ละ 15 นาท ี และสคุลา้ชควัช 
n e u t r a liz e  s o lu t io n  ( 1 .0  M T r is  pH 7 .5 ,  1 .5  H NaOH) สอง เทา่ทองบร»ิท«ร g e l  เบัน่ 
เวล า 30  นาที

เทรยม P h oto  G ene™  N ylon membrane (BRI,, ช .s .A . ,e a t  No 8193SA ) าคยนฯ!แเซ  ่
ควัช lQ x ssc  ( 1 .5  M N a C l,0 .15 M N as c i t r a t e  pH 7 .0 )  5  นาท ี นฯมาวาง«งรบชี ่ 1 เร ัม่
จากวางแมน่ w ick  ช่ีทุ่มคัวช lO x ssc  แลว้«วฯ่ g e l  ลงบน w ick  รชยระวง้!»h พม้ชึองอากาศ นฯ 
n y lo n  membrane วางลม้บน g e l  จากน ัน้จงึวางกระชาย Whatman 3  MM และ p ap er to w e l 
ชา»jafฯคับ ร«ย'เล  ้ p ap er to w e l มความพนา 10 ชม. พง!าทา»Jลน้ เ»B«รบเวลาแซ  ่ n y lo n
membrane ควัช 5 x s s c  ( 0 .7 5  MaCl, 0 .0 7 5  M Nan c i t r a t e  pH 7 .0 )  Iบ ัน่ เวลา 5 นาท ี
นฯ!บอบ'ณ«สเูนนากาศ อ «ุพ i i  8 0 “ช เบ น เวลา 2 ชม.

4 .2 .3  การ E lu te  DNA ออกจาก a g a r o se  g e l  ! ««วธิชีอง J in g d o n g  และ 
rerç (4 8 )

ท่ม D urapore membrane d is c  f i l t e r  เบนรบูกราช ร«ยพฯ'เพเับัย่ก»เม')ค ว ควัย 
200 ^lL ชอง e lu t io n  b u ffe r  (0.1% SDS, 50 mM T ris-H C l pH 7 .5 )  'เสล่ง'เนพลอช 
ep p en d o rf ช ีก่ นั เจาะร ู แลว้นฯมาชอันบน»«เอ«ชี!่มเ่จาะร'ูเลเ้นน่ จากนัน้«อ a g a ro se  g e l  «รง 
ช่ีเมแกบชอง in s e r te d  DNA fragm en t ชี«่องการออกพนับัน่ชนเลกี ว แลว้นฯ!บวางบน membrane 
ชีเ่บนีรบูกรวย บ่ันแยก DNA คทั )«วาม เรว็สงู 15000xg เบ ัน่ เวลา 10 นาท ี เกบ็ลารละ'ล'ท)ชี?่)ยู'่เน 
»«« « ล า่ง  มาพฯ p h en o l e x tr a c t io n  1 «ร ัง้ เ«ม  5 M NaCl 'เยม้«๊วามเท»้Jทน้ส«ุลา้ยเบัน่ 
1 M NaCl จากนัน้«กคะกอน DNA ควัย a b s o lu te  e th a n o l แลว้ละลาชควัย TE b u ffe r  นฯ
in s e r te d  DNA fra g m en ts ช ี!่ค!»!พาลา่«วามเท»้JBน ‘เคย เบรยิบเทชีบการ เรอึงแสง เมอชa้»Jควัช 
eth id iu m  brom ide พลง้แชกควัย a g a ro se  g e l  e le c tr o p h o r e s is  ควัยกระแส!'เล้♦า เทยีบกบั X 
H in d iI I -c u t  DNA ชีร่ ูล้ว่ามเท»้Jทน้เบัน่ DNA มา«ราฐาน
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paper towels
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or nylon membrane

Whatman 3MM paper
transfer buffer

weight 
glass plate

Whatman 3MM paper 
gel

รูบท 1 แ ส Hง  S ou th ern  b lo t  t r a n s fe r

0 1 8 7 9 6
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4 .2 .4  การกกฉลาก DMA คา้»สารรงสไีคย Random P rim er DHA L a b e llin g  System
ละลาช in s e r te d  DNA fragm en t จาน'วน 25 n g ไน d i s t i l l e d  w a ter  5 -2 0  p L

นาไช d e n a tu re  คว้ยความรอ้น 100 0 ซ เช น็ เวลา 5 นาท ี เสรจ็แลว้แชไ่นนา้แรงคน้ท ี ไล f่i)น«สม
รอง dATP,dGTP,tfTTP อพำงละ 2 mL จาก s to c k  voir»ความเชม้ทน้ 0 .5  mH ลงไน random  
p rim er b u ffe r  15 ,uL ( ข .67 M H EPES,0.17 M T ris-H C L ,17 mM M gC lz,33 mM 
2 -n e r c a p tœ th a n o l, 1 .3 3  mg/rnL BSA, 18 OD 260 ชทits /m L 501 ig o d e o x y r ib o n u c le o tid e  
p rim er hexam er f r a c t io n  pH 6 .8 )  นละ [ o i - 32P]dCTP 5 p L  (1 0  mCi/mL) เคม้ 
d i s t i l l e d  w a ter  จนไคป้รมิาm a องสว่น«สมเคา้กบั 4 9  p L  จากนัน้เกม K lenow fragm en t l^ iL  
(3 0  u n its /m L ) น าไช in c u b a te  ท ีอ่ «ุพมุ  25 0 ช เช น็ เาล า 1 ชม. เม ือ่ครบเวลานบง่สารละลาย 
มาอยา่งละ 2  ^iL เทอไชพาคา t o t a l  r a d io a c t iv it y  นละ in c o r p o r a te d  r a d io a c t iv it y  
ไคยวธิ t r ic h lo r o a c e t ic  a c id  p r e c ip it a t io n  (ภาค«นวก ค ) เมอไคค้า in c o r p o r a te d  
r a d io a c t iv it y  ทีค่อ้งการแลว้ทยคุบฎกิริยิาไคย เกม s to p  b u ffe r  5 P L ( 0 .2  M N a2H )TA,pH 7.5) 
กาจค้ f r e e  [  c* -3 2 p  3 dCTP คา้ย Gene C lean  I I  k i t  (BIO 10 1 , BRL, I n c , C at NO 
3 1 0 6 ) พลง้จากกาจค้แลว้ เกม 50% Formamide กาัพงํไมไ่คไ้ชค้น้ทเีกบ็ไวท้ ี ่ -7 0  °ช

4 .2 .5  ไธบรไิกเชช ัน๋ แ์ละภารลา้ง DMA «คกาม ( H y b r id iz a tio n  and W ash ing)(5 5 )
นาแมน่ n y lo n  membrane หม DNA กรงไวม้าไลไ่น  p r e h y b r id iz a tio n  s o lu t io n  คา้ย  

อก้ราสว่น 250  ml/Cm2 แลว้ in c u b a te  ท ีอ่»พมุ  42  0 ช เช น็ เวลา 2 ชม. จากนัน้ไคเ้กรยิม  
d en a tu red  DNA p rob e ไคยนาไ!เคพ้ทีอ่«ุพมุ ิ 100 ° ช เช น เวลา 5  นาค ้ แลว้ทาไค เ้ยน็ลงอยา่งราด  
เรว็ไคยแชไ่นนา้แรง เม ือ่ครบเวลาไคก้ำยสารละลาย p r e h y b r id iz a tio n  s o lu t io n  ออกจากยงุ 
และ เกม h y b r id iz a t io n  s o lu t io n  100 mL/cm2 ท«สมกบ DNA p rob e น าไช in c u b a te  กอํท 
อกเทภม 42  0ช ชา้มคน เมอครบเวลานา n y lo n  membrane ไชลา้งคว้ย w ash in g  s o lu t io n  คอ 
2 x s s c ,0 .1% SDS ทีอ่เุ«พมุ ิ 37 °ช ครงละ 15 นาท 4  ครง และกามคว้ย lx s sc ,0 .1 %  SDS ท่ี 
อ«ุพ มุ  ิ 55 ° ช ครงละ 30 นาค ้ 2  «รง วางแมน่ n y lo n  membrane บนกระคาษกรอง เทีค่ชบ้ 
นา้ไคแ้คง้ ไลไ่นยงุทลาสกกแลว้น'าไ!hÏ ระกบทลม X -ray  ที ่ -7 0  ° ช จากนัน้นาแมน่rteเมไชลา้งคว้ยนา้ยา 
d e v e le p e r  และ f ix e r  กามลาคบ
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