
บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
อุปกรณและเครื่องมือ 

1. เครื่อง PCR MJ mini gradient Thermal cycle (Bio-Rad, USA) 
2. เครื่อง Refrigerated centrifuge (Sanyo model MSE) 
3. ตูดูดควนั LABORATORY FUME HOOD (ILAB) 
4. ตูถายเชื้อ (Astec Microflow Model ABS 1200) 
5. อางควบคุมอุณหภูมิ (Julabo model TW12) 
6. ชุด Gel eletrophoresis (Amersham Biosciences, USA) 
7. เครื่อง UV transilluminator (Gene Flash) 
8. ตูแชอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและ -20 องศาเซลเซียส 
9. ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
10. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (GALLENKAMP, UK) 
11. เครื่องชั่งน้ําหนกัทศนยิมสามตําแหนง (Mettler Toledo AB304-S) 
12. หมอนึ่งความดันไอ (Tomy model SS-325) 
13. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (Metrohm 713) 
14. เครื่อง vortex (MS1 Minishaker) 
15. Adjustable automatic pipettes 
16. Multi pipette tip ขนาดตาง ๆ 
17. Centrifuge tube 
18. Microcentrifuge tube 
19. PCR tube 
20. Microcentrifuge storage box 
21. เตาอบไมโครเวฟ 

 
อาหารเลี้ยงเชือ้ (ภาคผนวก ก) 
 LB Broth 
 LB Agar 
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สารเคมีท่ีใชในการศึกษาดานอนูชีววิทยา   
1. TRIzol Reagent (Invitrogen, USA) 
2. 5% chelex (Bio-Rad, USA) 
3. Chloroform 
4. Isopropanol 
5. 75% ethanol 
6.  RNase-free water, DEPC-treated water หรือ Deionized water 
7. Random hexamer (Fermentas, USA) 
8. 5X reaction buffer (Fermentas, USA) 
9. 10 mM dNTP mix (Fermentas, USA) 
10. RiboLockTM Ribonuclease Inhibitor (Fermentas, USA) 
11. RevertAidTM M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas, USA) 
12. 10X  Taq buffer (Fermentas, USA) 
13. 25 mM MgCl2 (Fermentas, USA) 
14. Primer (Fermentas, USA) 
15. Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 
16. Agarose 
17. TAE buffer (ภาคผนวก ข) 
18. Molecular weight marker  

18.1 100 bp DNA Ladder (Fermentas, USA) 
18.2 1 kb DNA Ladder (Fermentas, USA) 

19. Loading dye (Fermentas, USA) 
20. Ethidium bromide (ภาคผนวก ข) 
21. GFXTMPCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences, USA) 
22. pGEM-T Easy Vectors (Promega, USA) 
23. JM109 Competent Cells (Promega, USA) 
24. AurumTM Plasmid Mini Kit (Bio rad, USA) 
25. Ampicillin 0.1 g/ml 
26. IPTG 100 mM 
27. X-Gal 50 mg/ml 
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วิธีการทดลอง 
1. การเก็บตัวอยาง 
 ทําการเก็บตวัอยางผึ้งพันธุ (Apis mellifera) ในชวงระหวางเดือนมิถุนายนป พ.ศ. 2549 ถึง
เดือนสิงหาคมป พ.ศ. 2550 จากฟารมตาง ๆ ทางภาคเหนือของประเทศไทย 7 จังหวัด คือ จังหวดั
ลําพูน ลําปาง เชียงราย พะเยา นาน แพร เชียงใหม จํานวน 9, 9, 5, 8, 6, 5 และ 4 ฟารมตามลําดับ 
เก็บตวัอยางแบบสุมโดยทําการสลัดผ้ึงพันธุตัวเต็มวัย (adult) จากเฟรม (frame) ประมาณ 200 - 250 
ตัว แชตัวอยางใน 70% ethanol สําหรับผ้ึงพันธุตัวออน (brood) นั้นเก็บตัวอยางโดยการใชปากคบี
คีบแตละตัวเกบ็ใน microcentrifuge tube และทําการเกบ็ไรโดยการแชตัวเต็มวัยใน 70% ethanol ทิ้ง
ไว 15 นาที ตัวไรจะหลุดจากตัวผ้ึงพันธุ แยกชนิดของไรพรอมนับปริมาณไรแตละชนิด แลวเก็บ
ตัวอยางทั้งหมดที่อุณหภูมิ -20 °C จนกระทัง่สกัด RNA 
 
2. การสกัด RNA จากตัวอยางผึง้ 
 2.1 นําตัวอยางผึ้งพันธุจากรงัเดียวกันจํานวน 10 ตัว ใสลงในถุงพลาสติก 2 ช้ัน เติม TRIzol 
Reagent 5 ml แลวจึงใชโกรงทําการบดผึ้งใหละเอยีด 
 2.2 ดูดเฉพาะสารละลายสวนใสใสใน microcentrifuge tube ถาพบตะกอนมากควรนําสาร
ที่ไดไปปนเหวี่ยงที ่6,000 rpm อุณหภูม ิ4 °C 10 นาที เพื่อเอาตะกอนที่คางอยูทิ้งไป ดดูสวนใสที่ได
แยกไปบมที่ 30 °C 5 นาท ี
 2.3 เติม chloroform 1 ml เขยา 15 วินาท ีแลวนําไปบมที่ 30 °C 3 นาท ี
 2.4 ปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 4 °C 15 นาที 
 2.5 ดูดสารละลาย supernatant ช้ันบนใสใน microcentrifuge tube หลอดใหม และเติม 
isopropanol 2.5 ml บมที่ 30 °C 10 นาท ี
 2.6 ปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 4 °C 10 นาที 
 2.7 ลางตะกอน RNA ดวย 75% ethanol ท่ีแชเยน็ลงไป 5 ml แลวนําไปผสมดวยการ vortex 
และเก็บไวที่ -20 °C ขามคืน 
 2.8 ปนเหวี่ยงที่ 7,500 rpm 4 °C 10 นาท ี
 2.9 ละลายตะกอน RNA ดวย RNase-free water 100 μl เก็บไวที่ -80 °C 
 
3. การสกัด RNA จากตัวอยางไรวารรัว (Tangjingjai et al., 2003) 
 3.1 นําตัวอยางไรวารรัวจํานวน 10 ตัว ใสลงใน microcentrifuge tube แลวเติม 5% chelex 
350 μl แลวจึงใชไมจิ้มฟนทีผ่านการฆาเชือ้แลวบดไรใหละเอียด 
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 3.2 นําไปผสมดวยการ vortex 30 วินาท ี
 3.3 บมที่ 55 °C 3 ช่ัวโมง และที่ 100 °C 7 นาที 
 3.4 ปนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm ที่อุณหภูมิหอง 10 นาที 
 3.5 ดูด supernatant เก็บไวที่ 4 °C 
 
4. การสังเคราะห complementary DNA โดยการใช M-MuLV reverse transcriptase และ 
random hexamer  
 4.1 เตรียมสวนผสมตอไปนี้ลงใน PCR tube โดยแชหลอดในน้ําแข็ง 
  Total RNA ของผึ้ง (ของไร)   5 (10) μl 
  Random hexamer   1 μl 
  DEPC-treated water (สําหรับไร)  5 (0) μl 
 4.2 บมสวนผสมดังกลาวที่ 70 °C 5 นาที แลวทําใหเยน็โดยการแชน้ําแข็ง 
 4.3 เติมสารดังตอไปนี้ตามลําดับ 
  5X reaction buffer   4 μl 
  10 mM dNTP mix    2 μl 
  RiboLockTM Ribonuclease Inhibitor 0.5 μl 
  DEPC-treated water    1.5 μl 
 4.4 บมสวนผสมที่ 25 °C 5 นาที 
 4.5 เติม RevertAidTM M-MuLV Reverse Transcriptase 1 μl 
 4.6 บมที่ 25 °C 10 นาที และที่ 42 °C 60 นาที ตามลําดบั 
 4.7 หยุดปฏิกิริยาโดยบมที่ 70 °C 10 นาที  
 4.8 เก็บ cDNA ที่ไดไวที่ 4 °C เพื่อใชในการทดลองตอไป 
 
5. การเพิ่มปริมาณ DNA โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  5.1 ทําการเพิม่จํานวนเพื่อตรวจสอบหาเชือ้ไวรัสชนิดตาง ๆ ในผึ้งพันธุและไรวารรัว โดย
มีขั้นตอนการทําดังนี้คือเร่ิมจากการการเตรียม Master mix ใน microcentrifuge tube ที่แชในน้ําแข็ง 
ดังนี ้
 Component   Final concentration  Volume/reaction 
 10X  Taq buffer   1X    5 μl 
 MgCl2    2.5 mM   5 μl 
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 dNTP mix   0.2 mM   1 μl 
 Primer F   0.5 μM   2.5 μl 
 Primer R   0.5 μM   2.5 μl 
 Taq DNA polymerase  2.5 unit/reaction  0.5 μl 
 cDNA template   -    3 μl 
 Deionized water   -    30.5 μl 
 Total volume   -    50 μl 
 สําหรับ forward primer และ reverse primer ที่จําเพาะกับเชื้อไวรัสแตละชนิดนัน้ มีลําดับ 
DNA ดังตาราง 2  
 
ตาราง 2 forward primer และ reverse primer ท่ีใชในการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสแตละชนิด 
 

Virus Forward primer 
 

Reverse primer 
 

Length 
(bp)a 

เอกสาร 
อางอิง 

ABPV TGAGAACACCTGTAATGTGG ACCAGAGGGTTGACTGTGTG 452 Tentcheva et 
al., 2004b 

BQCV GGACGAAAGGAAGCCTAAAC ACTAGGAAGAGACTTGCACC 424 Tentcheva et 
al., 2004b 

CBPV AGTTGTCATGGTTAACAGGATACGAG TCTAATCTTAGCACGAAAGCCGAG 455 Ribiére et al., 
2002 

DWV TTTGCAAGATGCTGTATGTGG GTCGTGCAGCTCGATAGGAT 395 Tentcheva et 
al., 2004a 

KBV GATGAACGTCGACCTATTGA TGTGGGTTGGCTATGAGTCA 393 Stoltz et al., 
1995 

SBV GGATGAAAGGAAATTACCAG CCACTAGGTGATCCACACT 426 Tentcheva et 
al., 2004b 

 

a ความยาวของ PCR product 
 
 5.2 ดูดสวนผสมดังกลาวแบงใสลงใน PCR tube แลวเติม cDNA template ในขั้นตอน
สุดทาย 
 5.3 นํา PCR tube เขาเครื่อง Thermal cycle โดยตั้งโปรแกรมของปฏิกิริยา PCR ดังนี ้
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  Innitial denaturation  95 °C   2    นาที 
  Denature   95 °C  30  วินาท ี
  Annealing   56 °C  45  วินาที       40 รอบ 

Extension   72 °C   1    นาที 
  Final extension   72 °C   10  นาที 

      สําหรับเชื้อไวรัส KBV ตั้งอุณหภูมิ Annealing ที่ 47 °C 
 5.4 เก็บ PCR product ที่ไดไวที่อุณหภูมิ 4 °C (เก็บระยะสั้น) หรือ -20 °C (เก็บระยะยาว) 
 
6. การแสดงผลของ PCR product โดยวิธี Agarose gel electrophoresis 
 6.1 เตรียม agarose gel โดยการละลาย agarose 1.5% ดวย 1X TAE buffer ผสมใหหลอม
ละลายเขากัน 
 6.2 เท agarose gel ที่เตรียมลงใน gel chamber ที่วาง comb ไวแลวเพื่อใหเกดิเปนหลุม
สําหรับหยดตวัอยาง ปลอยใหแข็งตวัประมาณ 30 - 45 นาที 
 6.3 ดึง comb ออกอยางระมดัระวังอยาใหเจลเสียสภาพ แลวนํามาวางลงใน gel chamber เท 
1X TAE buffer ใหทวมตวัเจลประมาณ 1 มิลลิเมตร 
 6.4 ผสม loading dye กับ PCR product อัตราสวน 1:5 แลวหยดลงในแตละหลุมของเจล
โดยเปรียบเทยีบผลกับ 100 bp DNA ladder 
 6.5 ทําการ run agarose gel โดยใช electrophoresis จายกระแสไฟฟาที่ 100 V เปนเวลา 45 
นาทีหรือสังเกตการเคลื่อนที่ของสี methylene blue แลวจงึหยุดกระแสไฟฟาเมื่อถึงระยะที่เหมาะสม 
 6.6 ยอมเจลโดยการแชในสารละลาย ethidium bromide นาน 10 นาที แลวลางเจลโดยการ
แชในน้ํากลั่นนาน 10 นาที นําไปดูผลดวยเครื่อง UV transilluminator และถายภาพเก็บไว 
 
7. การเตรียม DNA ใหบริสุทธ์ิจากเจลโดยใช GFXTMPCR DNA and Gel Band Purification Kit 
(Amersham Biosciences, USA) 
 7.1 ตัดเจลบริเวณที่มีช้ิน DNA ขนาดที่ตองการใสลงใน microcentrifuge tube 
 7.2 เติม capture buffer 10 μl ตอน้ําหนกั agarose gel 10 mg 
 7.3 นําไปบมที่ 60 °C นาน 15 - 20 นาที หรือจนกวา agarose gel ละลายหมด 
 7.4 ดูด agarose gel ที่ละลายแลวใสลงใน GFX column บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 1 นาที 
 7.5 นําไปปนเหวีย่งที่ 13,000 rpm 4 °C 30 วินาที เทสารละลายสวนใสใน collection tube 
ทิ้ง 
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 7.6 เติม wash buffer 500 μl แลวปนเหวีย่งที่ 13,000 rpm 4 °C 30 วินาท ี
 7.7 ยายสวนของ GFX column ใสลงใน micocentrifuge tube หลอดใหม ที่ตัดฝาทิ้งแลว 
 7.8 เติม elution buffer 10-50 μl บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 นาที 
 7.9 ปนเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 4 °C 1 นาท ี
 7.10 ดูดสารละลายสวนใส (DNA บริสุทธิ์) ใสลงใน microcentrifuge tube หลอดใหม เก็บ
ไวที่อุณหภมูิ -20 °C 
 
8. การเชื่อมตอ DNA เขากับ pGEM-T Easy vectors (Promega, USA) 
 8.1 ผสมสารเหลานี้ในหลอด PCR tube  
     SD reaction Positive control Negative control 
  2X rapid ligation buffer 5 μl  5 μl  5 μl 
  pGEM-T Easy vector 1 μl  1 μl  1 μl  
  insert (purified DNA) 2 μl  -  -  
  Control insert DNA -  2 μl  -  
  T4 DNA ligation 1 μl  1 μl  1 μl  
  Deionized water to a final 1 μl  1 μl  3 μl 
  ปริมาตรใน 10 μl 
 8.2 บมที่อุณหภูมิ 4 °C ขามคืน 
 
9. การถายโอนยีนโดยวิธี Transformation 
 9.1 เติม Escherichia coli JM 109 Competent Cell (Promega, USA) 50 μl ลงในหลอด 
microcentrifuge tube โดยหลอดแชในน้ําแข็งตลอดเวลา    
 9.2 เติม recombinant plasmid ที่ไดจากการทํา ligation ไวแลวลงไป 5 μl เขยาเบาๆ ใหผสม
กัน 
 9.3 นําไปแชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาท ี
 9.4 นําไปบมที่ 42 °C (Heat shock) 45 วินาที แลวนํามาแชในน้ําแข็งทนัที เปนเวลา 2 นาที 
 9.5 เติม LB broth 900 μl นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C ใน shaking incubator เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง 30 นาที 
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 9.6 ดูดเชื้อแบคทีเรีย 100 μl หยดลงบนอาหาร LB plate ที่มี ampicillin ความเขมขนสุดทาย 
100 μg/ml IPTG 100 μl (stock 100 mM) และ X-Gal 20 μl (stock 50 mg/ml) แลวทําการ spread 
plate 
 9.7 บมที่อุณหภูมิ 37 °C 24 ช่ัวโมง 
 9.8 คัดเลือก colony สีขาวจาก LB plate ที่ทําการ spread plate ไว โดยใชไมจิ้มฟนที่ผาน
การนึ่งฆาเชื้อแลวแตะ colony มาขีดบนอาหารที่มี ampicillin/IPTG/X-Gal และนําไปบมที่อุณหภมูิ 
37 °C 24 ช่ัวโมง เพื่อยืนยันวา colony เปนสีขาวจรงิ 
 
10. การตรวจสอบ insert product ใน plasmid โดยวิธี Colony PCR  
 สามารถตรวจหา insert product ไดดวยวธีิ Colony PCR โดยใช primer ชุดเดียวกบัที่ใช
ตรวจหาเชื้อไวรัสแตละชนดิและใชเซลล transformant ที่ไดจากขอ 9 เปนแหลงของ DNA template 
โดยตรง ทําตามวิธีในขอ 5 แลวใชไมจิ้มฟนที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวแตะ colony ที่ตองการ
ตรวจสอบผสมลงไปใน PCR tube เล็กนอย โดยไมคดิปริมาตรของ template ที่ผสมลงไป และ
แสดงผล PCR product ตามวธีิในขอ 6 เพื่อตรวจสอบวามช้ิีนสวนที่ insert จริง 
 
11. การสกัด plasmid โดยใช AurumTM Plasmid Mini Kit (Bio rad, USA) 
 11.1 เล้ียง transformant ที่ไดจากขอ 9.8 ในอาหาร LB broth ที่มี ampicillin (0.1 mg/ml) 
10 ml นําไปเขยาที่ 37 °C 24 ช่ัวโมง 
 11.2 ดูดแบคทเีรียที่เล้ียงไว 3 ml ปนเก็บเซลลที่ 6,000 rpm 4 °C 10 นาที ทําซ้ําสองรอบ 
 11.3 เติม resuspension solution 250 ไมโครลิตร แลวนําไป vortex เพื่อละลายตะกอน 
 11.4 เติม lysis solution 250 μl กลับหลอดไปมา 5 - 6 คร้ัง หรือใช autopipette ดูดขึ้นลง
อยางชา ๆ 
 11.5 เติม neutralization solution 350 μl กลับหลอดไปมา 5 - 6 คร้ัง หรือใช autopipette ดูด
ข้ึนลงอยางชา ๆ 
 11.6 ปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 4 °C 5 นาท ีดูดเฉพาะสวนใสใสใน plasmid mini column   
 11.7 ปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 4 °C 1 นาท ีเทสวนใสทิ้ง 
 11.8 เติม wash solution 750 μl นําไปปนเหวีย่งที่ 12,000 rpm 4 °C 1 นาที เทสวนใสทิ้ง 
แลวนําไปปนอีกครั้งหนึ่ง 
 11.9 นําสวน plasmid mini column ใสใน microcentrifuge tube ใหม 
 11.10 เติม elution solution 50 μl ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาที 
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 11.11 ปนเหวีย่งที่ 12,000 rpm 4 °C 1 นาที ดูดเฉพาะสวนใสที่กรองผาน plasmid mini 
column ใสลงไปใน microcentrifuge tube ใหม และเก็บไวที่อุณหภมูิ 4 °C 
 
12. การวิเคราะหหาลําดับเบสของ RT-PCR product 
 สงตัวอยางผล RT-PCR product ที่ไดเพื่อตรวจหาลําดับเบส (DNA sequencing) ที่บริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลี จากนั้นนําผลลําดับเบสที่ไดจากการทดลองมาเปรียบเทียบความ
เหมือนกับขอมูลลําดับเบสของเชื้อไวรัสในฐานขอมูลของ NCBI GenBank โดยวิธีการทํา BLAST 
search เพื่อยืนยันผลที่ไดวาเปนเชื้อไวรัสชนิดนั้นจริง  
 
13. การศึกษาความสัมพันธทางสถิติระหวางเชื้อไวรัสในผึ้งพนัธุและไรวารรัว 
 ทําการคํานวณเกี่ยวกับความถี่ของการตรวจพบเชื้อไวรัสชนิดตาง ๆ ในผึ้งพันธุและในไร
วารรัวของฟารมผ้ึงจากทางภาคเหนือของประเทศไทย พรอมทั้งวิเคราะหผลทางดานสถิติโดยใช
โปรแกรม SPSS 14.0 for Windows Evaluation Version  


