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บทที ่3 

วสัดุและวธีิการวจิยั 

3.1 วสัดุ อุปกรณ์ และสารเคมี 
 
 3.1.1  สัตว์ทดลอง 
  หนอนเยือ่ไผ ่จากป่าไผ ่อ.แม่วาง จ.เชียงใหม่ 
 
 3.1.2  อุปกรณ์ทีใ่ช้เลีย้งสัตว์ทดลอง 
  1) กล่องพลาสติกพร้อมฝาปิดท่ีเจาะรู 
  2) เยือ่กระดาษชุบน ้าพอหมาด 
  3) ตูเ้พาะเล้ียงแมลง อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 
 3.1.3  อุปกรณ์และสารเคมีในการให้ฮอร์โมน 
      1) อะซิโตน (acetone) 
     2) ฮอร์โมนจูวไีนลส์ังเคราะห์ (S-methoprene), Zoecou, USA 
 
 3.1.4  อุปกรณ์ทัว่ไป 
     1) กลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอ (stereo microscope) 
     2) เคร่ืองป่ันเหวีย่งความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) 
     3) กลอ้งจุลทรรศน์แสงฟลูออเรสเซนต ์(fluorescence microscope) 
     4) กลอ้งจุลทรรศน์แสงธรรมดา (light microscope) 
     5) ชุดอุปกรณ์ส าหรับการท าเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส (gel electrophoresis) 
     6) เคร่ืองชัง่น ้าหนกัแบบความละเอียด 2 ต าแหน่ง 
     7) ชุดเคร่ืองมือผา่ตดั ไดแ้ก่ ถาดผา่ตดั กรรไกร คีมคีบขนาดเล็ก
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 8) พลาสติกโฮโมจีไนเซอร์ (plastic homogenizer) 
     9) บีกเกอร์ 
 10) เขม็ปักแมลงเบอร์ 3 (insect pin No.3) 
     11) ชอ้นตกัสาร 
 12) กระดาษกรอง 
  13) ไมโครปิเปต (micropipette) 
 14) หลอดพลาสติก (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 15) เคร่ืองถ่ายภาพและวเิคราะห์ผลจากเจล (Biodoc-it ® imaging system) 
 16) เคร่ืองผสมเขยา่ (vortex mixture) 
 17) เคร่ืองเขยา่ผสมสารชนิดหมุน (rotator mixer) 
 18) อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 19) ultraviolet-visible spectrophotometer (UV-1601) 
 20) ปิเปตแกว้ 
 21) หลอดทดลอง 
 
 3.1.5  สารเคมีทัว่ไป 
 1) น ้ากลัน่, Milli Q Water 
 2) สารละลายริงเกอร์ (Ringer’s solution) 
 3) DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole), Sigma,USA 
 4) PBS (phosphate buffer saline) 
 5) 4% Formaline 
 6) 75% และ 99.5% ethanol 
 7) เอธิเดียมโบรไมด ์(Ethtidium bromide) 
 8) 0.5X TAE buffer 
 9) Agarose S 
 10) DEPC-H2O 
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 3.1.6  สารเคมีทีใ่ช้ในการสกดั DNA 
     1) HMW buffer 
     2) RNase A 
     3) Proteinase K 
     4) Chloroform-isoamyl alcohol (CIA) 
     5) Phenol 
     6) 3M Sodium acetate (NaoAc) pH 6.0 
     7) TE buffer 
     8) Phenol chloroform isoamyl alcohol (PCI) 
 
 3.1.7  สารเคมีทีใ่ช้ในการสกดั RNA 
  1) Chloroform 
  2) 2M (pH 4.0) และ 3M (pH 5.2) NaOAc 
 3) D-solution 
 4) 2-mercaptoethanol 
 5) isopropanol 
 6) phenol 
 7) DNase I 
 8) 25 mM EDTA 
 9) 10X reaction buffer 
 10) 5X reaction buffer 
 11) 10M dNTPs 
 12) MMLV Reverse transcriptase 
 
 3.1.8  สารเคมีในการท า polymerase chain reaction (PCR) 
  1) T100™ Thermal Cycler from BIO-RAD 
  2) ไพรเมอร์ (primer) ส าหรับท า PCR 
  ส าหรับ Of Broad-Complex (OfBR-C) ขนาด 513 คู่เบส (bp) 
   forward primer (18 base) : 5’-TTTGTGGACGTTACCCTG-3’ 
   reverse primer  (18 base) : 5’-ATTGTTGTCATGACGCGG-3’ 
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 ส าหรับ Of Ribosomal Protein L 3 (OfRpL3) ขนาด 299 คู่เบส (bp)                                                             
 ซ่ึงจะใชเ้ป็น internal standard เน่ืองจากระดบัการแสดงออกของ OfRpL3 mRNA  
 ในเน้ือเยือ่ของหนอนเยือ่ไผจ่ะไม่มีการเปล่ียนแปลงในระยะต่างๆ ของตวัหนอน 
   forward primer (22 base) : 5’-TCTACCCCAAGAAGAGGTCTCG-3’ 
   reverse primer  (22 base) : 5’-ACGACAGTCCTCAGACATGTGC-3’ 
  3) Taq polymerase 
  4) 10X PCR buffer 
 5) 2M dNTPs 
 6) 25 mM Mgcl2 
 

 3.1.9  สารเคมีทีใ่ช้ในการท า ligation และ transformation 
  1) Water bath 
 2) Shaking incubator 
 3) pTZ57R/T vector 
 4) Competent cell (E. coli DH5α) 
 5) S.O.C medium 
 6) LB medium และ LB agar plate 
 7) Aampicillin 
 8) IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactoside) 
 9) X-gal (5-bromo-4-chloro-3-iodyl-β-D-thiogalactoside) 
 
 3.1.10 โปรแกรมทีใ่ช้ในการวิเคราะห์ผล 
 1) โปรแกรม SPSS (one-way ANOVA) ส าหรับวเิคราะห์ค่าทางสถิติ 
 2) โปรแกรม NIH Image ส าหรับวเิคราะห์ความเขม้ของแถบ DNA หรือแถบ RNA  
             ในการท า semi-qualitative PCR 
 
 3.1.11 สถานที่ทีใ่ช้ในการด าเนินการวจัิยและรวบรวมข้อมูล 
     หอ้งปฏิบติัการวจิยัต่อมไร้ท่อวทิยา (Endocrinology research laboratory)                                                                        
     ภาควชิาชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
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3.2 การศึกษาผลของฮอร์โมนจูวไีนล์ต่อการเปลีย่นแปลงทางสัณฐานวทิยาของการเกิดโปรแกรมการตาย
ของเซลล์ในต่อมสร้างไหมส่วนต้นของหนอนเยือ่ไผ่ในระยะไดอะพอส 
 
ในการศึกษาผลของฮอร์โมนจูวีไนล์ต่อการเกิดโปรแกรมการตายของเซลล์นั้ น วิธีการท่ีง่ายท่ีสุดคือ
ติดตามการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของต่อมโดยการใช้กลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ น าหนอน  
เยือ่ไผม่าแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มการทดลอง (กลุ่มละ 200 ตวั) ดงัน้ี 
 กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุม หยดอะซิโตนเพียงอยา่งเดียว 5 ไมโครลิตรต่อตวั 
 กลุ่มท่ี 2  หยดฮอร์โมน JHA ความเขม้ขน้ 0.1 ไมโครกรัมต่อ 5 ไมโครลิตรของอะซิโตนต่อตวั 
 กลุ่มท่ี 3  หยดฮอร์โมน JHA ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อ 5 ไมโครลิตรของอะซิโตนต่อตวั 
 กลุ่มท่ี 4  หยดฮอร์โมน JHA ความเขม้ขน้ 1.0 ไมโครกรัมต่อ 5 ไมโครลิตรของอะซิโตนต่อตวั 
 
เม่ือแบ่งหนอนไดเ้ป็นกลุ่มต่างๆ แลว้ ใช้ไมโครปิเปตหยดฮอร์โมน JHA ความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีละลายใน                   
อะซิโตนให้กบัหนอนเยื่อไผ ่โดยหยดบริเวณดา้นบนของปลอ้งกลางล าตวัจนถึงปลอ้งสุดทา้ยของหนอน
เยื่อไผ ่เม่ือหยดฮอร์โมนแลว้เร่ิมเก็บตวัอยา่งต่อมสร้างไหมส่วนตน้ นบัเป็นวนัแรก (day 0; D0) จากนั้น
เก็บตวัอยา่งต่อมสร้างไหมส่วนตน้ของหนอนเยือ่ไผใ่นแต่ละกลุ่มการทดลองทุกๆ 2 วนัเป็นระยะเวลา 12 
วนั (day 2; D2-day 12; D12) จนกระทัง่หนอนเยื่อไผเ่ปล่ียนแปลงเป็นดกัแด ้การเกิดดกัแดท่ี้ถูกชกัน าโดย
ฮอร์โมนน้ี จะท าให้ตวัหนอนเกิดการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาภายนอกของล าตวั ท่ีสามารถสังเกต
ไดง่้าย ตามระดบัการเปล่ียนแปลงของสีคิวติเคิลท่ีระดบั G0-G3 (ภาพท่ี 3.1) ดงัน้ี 
 
 

  
ภาพท่ี 3.1 แสดงการเปล่ียนสีของล าตวั 3 ระดบั 
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ดงัท่ีได้กล่าวมาแล้วในส่วนทบทวนเอกสาร ในการศึกษาการเกิดโปรแกรมการตายของเซลล์ สามารถ
ศึกษาไดโ้ดยติดตามการเปล่ียนแปลงลกัษณะภายนอกของต่อมและการเปล่ียนแปลงของนิวเคลียส ดงันั้น
ในการทดลองน้ีจึงไดศึ้กษาผลของฮอร์โมนจูวีไนล์ความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อการเปล่ียนแปลงทางสัณฐาน
วิทยาของต่อมสร้างไหมส่วนต้นหลังจากท่ีได้รับฮอร์โมนจูวีไนล์ความเข้มข้น 0.1 0.5 และ 1.0 
ไมโครกรัมต่อ 5 ไมโครลิตรของอะซิโตน เก็บขอ้มูลโดยบนัทึกการเกิดโปรแกรมการตายของเซลล์และ
ให้ค่าการเปล่ียนแปลงท่ีพบเป็นระดับคะแนน โดยกลุ่มทดลองท่ีให้ฮอร์โมน JHA จะเก็บตัวอย่าง                     
ต่อมสร้างไหมส่วนตน้ในทุกๆ 2 วนั วนัละ 4 ต่อมหลงัจากให้ฮอร์โมนจนหนอนมีการเปล่ียนแปลงเป็น
ดกัแด ้ซ่ึงสามารถสังเกตได้จากการเปล่ียนแปลงสี คิวติเคิล ตวัอย่างต่อมสร้างไหมส่วนตน้จะถูกน ามา
ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพื่อติดตามการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของต่อมและนิวเคลียส                         
โดยมีวธีิการดงัน้ี 
 3.2.1  สลบหนอนเยือ่ไผ ่จากนั้นท าการผา่ตดัหนอนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ 
 3.2.2  ท าการเก็บตวัอยา่งต่อมสร้างไหมส่วนตน้ 
 3.2.3  ลา้งเน้ือเยือ่ดว้ย Phosphate buffer saline จ านวน 3 คร้ัง  
 3.2.4  จากนั้นแช่ต่อมในสารละลาย 4% Formaline เพื่อรักษาสภาพเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 30 นาที  
 3.2.5  ลา้งต่อมดว้ย Phosphate buffer saline จ านวน 3 คร้ัง 
 3.2.6  น าต่อมมายอ้มด้วยสี DAPI ท่ีความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของ Phosphate                             
  buffer saline 
 3.2.7  จากนั้นลา้งเน้ือเยือ่อยา่งรวดเร็วดว้ย Phosphate buffer saline เป็นจ านวน 3 คร้ัง 
 3.2.8  ตรวจดูการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของต่อมภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แสงธรรมดาและ
  ดูการเป ล่ียนแปลงท่ี เกิดกับนิวเคลียสภายใต้กล้องจุลทรรศน์แสงฟลูออเรสเซนต์                          
  น าผลท่ีไดม้าให้คะแนนการตายและบนัทึกจ านวนต่อมท่ีเกิดการอดัแน่นของนิวเคลียสและ
  การแตกหกัของนิวเคลียสเพื่อน าไปหาเปอร์เซ็นตก์ารตายต่อไป 
 
3.3 การตรวจวดัการแตกหักของ DNA 
 
เน่ืองจากการแตกหักของ DNA เป็นลักษณะส าคัญท่ีช่วยยืนยนัการเกิดโปรแกรมการตายของเซลล ์                     
การทดลองน้ีจึงตอ้งการศึกษาผลของฮอร์โมนจูวีไนล์ต่อการชักน าให้เกิดการแตกหักของ DNA โดยน า
ต่อมสร้างไหมส่วนต้นของหนอนท่ีได้รับฮอร์โมนจูวีไนล์ความเข้มข้นต่างๆ มาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี 
phenol-chloroform extraction จากนั้ นน าดี เอ็น เอ ท่ีได้ความเข้มข้น  200 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร                      
ไปท าอิเลคโทรโฟเรซิสและตรวจหาลักษณะการแตกหักของสายดีเอ็นเอ (DNA laddering pattern)                     
บน 2% agarose S gel ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี 
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 3.3.1 บดต่อมสร้างไหมส่วนตน้ให้ละเอียดในหลอดพลาสติกโดยใชพ้ลาสติกโฮโมจีไนเซอร์                
  ท าในน ้าแขง็เพื่อรักษาสภาพเน้ือเยื่อไว ้
 3.3.2  เติม HMW buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร 
 3.3.3  เติม RNase A ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.8 ไมโครลิตร 
 3.3.4  บ่ม (incubate) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
 3.3.5  เติม Proteinase K ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรปริมาตร 4 ไมโครลิตร 
 3.3.6  บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 1 ชัว่โมง 
 3.3.7  เติม 1 volume ของ Phenol chloroform isoamyl alcohol แลว้เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
 3.3.8  น าไปหมุนดว้ยเคร่ืองเขยา่ผสมสารชนิดหมุนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 30 นาที 
 3.3.9  จากนั้นน าไปป่ันดว้ยความเร็วรอบ 14,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 3.3.10  ดูดสารละลายชั้นบน (supernatant) ออก แลว้ถ่ายไปยงัหลอดใหม่ 
 3.3.11  เติม Chloroform-isoamyl alcohol ในปริมาตรท่ีเท่ากบัสารละลายชั้นบนในหลอดใหม่ 
 3.3.12  น าไปหมุนดว้ยเคร่ืองหมุนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
 3.3.13  จากนั้นน าไปป่ันดว้ยความเร็วรอบ 14,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที 
 3.3.14  ดูดสารละลายชั้นบนออก แลว้ถ่ายไปยงัหลอดใหม่ 
 3.3.15  เติม 0.1 volume ของ 3M NaoAc pH 6.0 ลงในสารละลายท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.14 
 3.3.16  เติม 2.0 volume ของ 99.5% ethanol เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
 3.3.17  เก็บไวใ้นตูแ้ช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 24 ชัว่โมง  
 3.3.18  น าสารจากข้อ 3.3.17 มาป่ันท่ีความเร็วรอบ 14,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส                     
  เป็นเวลา 10 นาที 
 3.3.19  ดูดเอา ethanol ออก แลว้ลา้งดว้ย 75% ethanol ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
 3.3.20 น าสารจากข้อ 3.3.19 ไปป่ันท่ีความเร็วรอบ 14,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส                      
  เป็นเวลา 10 นาที แลว้ดูดเอา 75% ethanol ออก 
 3.3.21  วางไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที 
 3.3.22  ละลายใน TE buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร แลว้น าไปตรวจวดัหาค่าการดูดกลืนแสงเพื่อ 
  ค  านวณหาปริมาตร DNA ท่ีได ้
 3.3.23  น าดีเอ็นเอท่ีไดค้วามเขม้ขน้ 200 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ไป load บน 2% agarose S gel 
  ใชก้ระแสไฟฟ้า 200 โวลตแ์ละ 18 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 25 นาที 
 3.3.24  ยอ้มเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น  0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร เป็นระยะเวลา                     
  25 นาที และถ่ายรูปเจลเพื่อดูลกัษณะดีเอน็เอได ้
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3.4 การหาล าดับเบสและการท าให้ยนี BR-C บริสุทธ์ิ  
 
ท าการออกแบบ degenerated primer โดยเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน  BR-C ในแมลง 2 ชนิด คือ     
หนอนไหม (B. mori) และหนอนใบยาสูบ (M. sexta) จากนั้นใช้ primer ท่ีออกแบบไดม้าเพิ่มจ านวนยีน
โดยวิธี  polymerase chain reaction โดยใช้ตัวอย่าง cDNA จากเน้ือเยื่ออิพิ เดอร์มิสของหนอนเยื่อไผ ่                         
ในระยะ G2 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ แล้วน า  PCR product ท่ีได้ไป load บน 2% agarose S gel โดยใช้
กระแสไฟฟ้า 200 โวลตแ์ละ 180 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 25 นาที แลว้ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมดค์วาม
เขม้ขน้ 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร เป็นระยะเวลา 25 นาที เม่ือพบขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีตอ้งการแลว้จึง
ตดัแถบ band ท่ีไดใ้ส่ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาท า DNA purification  โดยใช้
ผลิตภัณฑ์  FavorPrep™ GEL/PCR Purification Mini Kit ของบริษัท  Favorgen และท าตามขั้ นตอน
ค าแนะน าของชุดสกดั มีรายละเอียดดงัน้ี 
 3.4.1 น าหลอดพลาสติกท่ีมีช้ินส่วนของเจลอยูม่าชัง่น ้าหนกัใหไ้ดไ้ม่เกิน 300 มิลลิกรัม 
 3.4.2 เติม FADF buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  
 3.4.3 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที ผสมให้เขา้กนัโดยใช้เคร่ืองผสม
  เขยา่ทุกๆ 2-3 นาทีจนเจลละลายหมด                                   
 3.4.4 ท าใหเ้ยน็โดยวางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งและน า FADF column ไปวางบน collection tube 
 3.4.5 ดูดสารละลายตวัอย่างมาปริมาตร 800 ไมโครลิตร ใส่ลงไปบน FADF column แล้วน าไป                    
  ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
 3.4.6 เทสารละลายดา้นล่างใน collection tube ทิ้งไป 
 3.4.7 ท าซ ้ าขอ้ 3.4.5-3.4.6 อีก 1 คร้ัง 
 3.4.8 เติม Wash buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงใน FADF column แล้วน าไปป่ันเหวี่ยง                                  
  ท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
 3.4.9 น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
 3.4.10 ยา้ย FADF column ไปวางบนหลอดหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร อนัใหม่  
 3.4.11 เติม Elution buffer ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ลงบนเยื่อเมมเบรนของ FADF column แลว้ตั้ง
  ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 นาที  
 3.4.12 น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที       
  แลว้เก็บตวัอยา่งของ DNA purification ท่ีไดเ้ก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.5 การเช่ือมต่อยนี BR-C กบั cloning vector (ligation) 
 
เม่ือได้ตัวอย่างของ  DNA purification แล้วจะน ายีน  BR-C มาเช่ือมต่อเข้ากับ vector ท่ี ช่ือ pTZ57R/T                     
ผสมสารต่างๆ ลงในหลอดไมโคเซ็นตริฟิวก์ปลอดเช้ือขนาด 0.2 มิลลิลิตร ตามค าแนะน าของผูผ้ลิตชุด 
InsTAclone PCR Cloning Kit (ThermoScientific, USA) ดงัน้ี  
 

สาร ปริมาตร  
Vector pTZ57R/T, (0.17 pmol ends) 1 ไมโครลิตร 
10X Ligation buffer 1 ไมโครลิตร 
PCR product (0.52 pmol ends)  1 ไมโครลิตร 
Nuclease-free water  6 ไมโครลิตร 
T4 DNA Ligase 1 ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร 

  
 3.5.1 ผสมสารใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงเป็นเวลา 3-5 วนิาที จากนั้นน าไป
  บ่มท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ถ่ายโอนเขา้สู่เซลล์คอมพีเทนตห์รือ 
  เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 3.5.2 ดูดสารละลาย ligation ปริมาตร 10 ไมโครลิตร น าไปถ่ายโอนเขา้สู่ E. coli DH5α ด้วยวิธี                         
  Chemical Transformation  
 
3.6 การถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (pTZ57R/T-BR-C) เข้าสู่  E. coli DH5α ด้วยวิธี Chemical 
Transformation 
 3.6.1 น าเซลลค์อมพีเทนตท่ี์เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาละลายในน ้าแขง็ 
 3.6.2 เติมสารละลายท่ีไดจ้ากการท า ligation ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในเซลล์คอมพีเทนต์ท่ีมี
  ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเบาๆ ด้วยการดีดหลอด แล้วน าไปแช่ในน ้ าแข็ง                     
  เป็นเวลา 30 นาที 
 3.6.3 น าหลอดออกจากน ้ าแข็งแล้วไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที                        
  แลว้น าไปแช่น ้าแขง็ทนัที เป็นเวลา 2 นาที 
 3.6.4 เติม SOC medium ท่ีอุณหภูมิห้อง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทนัที แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที 
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 3.6.5 ดูดเอาสารละลายเซลล์จากข้อ 4 มา spread ลงบนอาหารแข็ง (LB agar plate) ท่ีมี IPTG                    
  X-gal และ ampicillin อยา่งละ 25 ไมโครลิตร 
 3.6.6 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
 3.6.7 คดัเลือกโคโลนี (colony) ท่ีเจริญข้ึนมาตรวจหารีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดต่อไป 
  
3.7 การคัดเลอืกโคโลนีทีม่ีช้ินส่วนของยนี BR-C และการตรวจหารีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
 3.7.1 ท าการคดัเลือกโคโลนีท่ีมีสีขาวโดยใชไ้มจ้ิ้มฟันแตะท่ีโคโลนีของแบคทีเรียท่ีเลือกไวใ้ส่ลง
  ในอาหารเล้ียงเช้ือ LA medium จ านวน 1,000 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มโดยเขย่าอย่าง                     
  ต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง  
 3.7.2 เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนจากสีใสมาเป็นขุ่นแลว้ จะน ามาตรวจหาดีเอ็นเอสอดแทรกดว้ยวิธี 
    PCR โดยผสมสารละลายต่างๆ ลงในหลอดพีซีอาร์ ดงัน้ี 
 

สาร ปริมาตร  
10X PCR buffer 1 ไมโครลิตร 
2 mM dNTPs  1 ไมโครลิตร 
25 mM MgCl2 1 ไมโครลิตร 
Forward primer M13  0.2 ไมโครลิตร 
Reverse primer M13   0.2 ไมโครลิตร 
Taq polymerase 0.05 ไมโครลิตร 
DEPC-H2O 5.55 ไมโครลิตร 
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีขุ่น  1 ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร 

 
 3.7.3 น าหลอดพีซีอาร์ในขอ้ 2 ไปผสมให้เขา้กนัแลว้น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงเป็นเวลา 
  3-5 วนิาที  
 3.7.4  น าหลอดพี ซี อาร์ใส่ลงในเค ร่ืองเพิ่ มป ริมาณ ดี เอ็น เอ (T100™ Thermal Cycler from                    
  BIO-RAD) ท่ีอุณหภูมิและเวลาต่างๆ ดงัน้ี  
 
   อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
   อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
   อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที  
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   อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  จ  านวน 20 รอบ 
 
 3.7.5 ตรวจวเิคราะห์ผล PCR product โดยวธีิ Agarose Gel Electrophoresis 
 
3.8 การตรวจสอบความถูกต้องของยีน BR-C  ในพลาสมิด 
 3.8.1 ดูดสารละลายขุ่นท่ีไดจ้ากการคดัเลือกโคโลนีท่ีมียนี BR-C อยูจ่  านวน 8 ไมโครลิตร ใส่ลงใน
  อาหารเล้ียงเช้ือ LA medium จ านวน 8,000 ไมโครลิตร 
 3.8.2 น าไปบ่มโดยการเขย่าอย่างต่อเน่ืองท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 24                    
  ชั่วโมง จากนั้ นท าไปสกัด  plasmid DNA โดยใช้ ชุ ด  GeneJET Plasmid Miniprep Kit                           
  (ThermoScientific, USA) 
 
3.9 การหาล าดับเบสของยนี BR-C  
 
น าพลาสมิด pTZ57R/T-BR-C ท่ีสกดัไดม้าหาล าดบัเบสยนี BR-C โดยเตรียมพลาสมิดท่ีสกดัไดใ้ห้มีความ
เขม้ขน้ไม่นอ้ยกวา่ 200 ng/ml แลว้ส่งไปหาล าดบัเบสท่ีบริษทั FirstBase ประเทศมาเลเซีย แลว้น าดีเอ็นเอ
ท่ีได้มาเปรียบเทียบกับข้อมูลดีเอ็น เอจากฐานข้อมูลใน NCBI (National Center for Biotechnology 
information) แล้วท าการออกแบบ specific primer เพื่อใช้ในขั้นตอนการศึกษาการแสดงออกของ BR-C 
mRNA ในต่อมสร้างไหมส่วนตน้ของหนอนเยือ่ไผร่ะยะไดอะพอสต่อไป 
 
3.10 การศึกษาการแสดงออกของ BR-C mRNA ของหนอนเยือ่ไผ่ในธรรมชาติและผลของฮอร์โมน JHA 

ต่อการแสดงออกของ BR-C mRNA ในต่อมสร้างไหมส่วนต้นของหนอนเยือ่ไผ่ระยะไดอะพอส 
 
ในการศึกษาการแสดงออกของ BR-C mRNA ของหนอนเยื่อไผใ่นธรรมชาติและหนอนท่ีไดรั้บฮอร์โมน 
JHA สามารถท าได้โดยการเตรียมตวัอย่างเน้ือเยื่อต่อมสร้างไหมส่วนต้นมาสกัด RNA โดยมีขั้นตอน
วธีิการสกดั ดงัต่อไปน้ี 
 3.10.1 เก็บตวัอย่างต่อมสร้างไหมส่วนต้นจากหนอนเยื่อไผ่ระยะไดอะพอส ตั้งแต่เดือนตุลาคม                    
  จนถึงเดือนกุมภาพนัธ์เพื่อน ามาใชใ้นการเตรียม cDNA  
 3.10.2 เก็บตวัอย่างต่อมสร้างไหมส่วนตน้จากหนอนท่ีได้รับฮอร์โมนจูวีไนล์ความเขม้ขน้ต่างๆ                     
  (รายละเอียดดงัขอ้ 3.2) เพื่อน ามาใชใ้นการเตรียม cDNA  
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 3.10.3 น าตวัอย่างต่อมสร้างไหมท่ีได้มาท าการสกดั RNA โดยเร่ิมจากการบดตวัอย่างต่อมสร้าง                  
  ไหมส่วนตน้ในสารละลาย D-solution ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ท่ีเติม 2-mercaptoethanol                  
  ปริมาตร 3.6 ไมโครลิตร ใหล้ะเอียดท่ีสุดโดยใชพ้ลาสติกโฮโมจีไนเซอร์ 
 3.10.4 เติม 0.1 volume ของ 2M NaOAc pH 5.2 
 3.10.5 เติม 1 volume ของ Phenol 
 3.10.6 เติม 0.2 volume ของ Chloroform  
 3.10.7 น าไปแช่ในน ้าแขง็เป็นเวลา 15 นาที 
 3.10.8 น าสารละลายจากขอ้ 5 ไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 14,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
  เป็นเวลา 15 นาที 
 3.10.9 ดูดสารละลายชั้นบนออกแลว้ถ่ายไปยงัหลอดใหม่ 
 3.10.10 เติม Isopropanol ในปริมาณท่ีเท่ากบัสารละลายชั้นบนในหลอดใหม่ 
 3.10.11 จากนั้นเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 24 ชัว่โมง 
 3.10.12 น าสารจากขอ้ 3.9.11 ไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 14,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
  เป็นเวลา 15 นาที 
 3.10.13 ดูดสารละลายชั้นบนออกใหเ้หลือแต่ตะกอน แลว้ลา้งดว้ย 75% ethanol 
 3.10.14 น าสารจากขอ้ 3.9.13 ไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 14,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
  เป็นเวลา 15 นาที 
 3.10.15 ดูดเอา 75% ethanol ออกแลว้ทิ้งไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 15 นาที 
 3.10.16 ละลายตะกอนใน DEPC-H2O ปริมาตร 11 ไมโครลิตร 
 
3.11 การท า DNase treatment 
 3.11.1 เติม DEPC-H2O ปริมาตร 6 ไมโครลิตร เขา้ไปในตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการสกดั RNA คร้ังแรก 
 3.11.2 เติม 10X reaction buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
 3.11.3 เติม DNase I ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
 3.11.4 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  
 3.11.5 เติม 25 mM EDTA ปริมาตร 1ไมโครลิตร  
 3.11.6 บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปแช่ในน ้าแขง็ทนัที  
 3.11.7 เติม 3M NaOAc pH 5.2 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
 3.11.8 เติม 99.5% ethanol ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 
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 3.11.9 น าสารจากขอ้ 8 เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปท าการสังเคราะห์ cDNA                    
  โดยการท า reverse transcription ต่อไป 
 
3.12 การสังเคราะห์ cDNA 
 3.12.1 น าสารละลายท่ีได้จากการท า DNase treatment มาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 rpm                 
  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 3.12.2 ดูดเอา ethanol ออกแลว้เติม 75% ethanol ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยง
  ท่ีความเร็วรอบ 14,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 3.12.3 ดูดเอา ethanol ออกแลว้วางผึ่งไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที 
 3.12.4 ละลายตะกอนท่ีได้ใน DEPC-H2O ปริมาตร 11 ไมโครลิตร แล้วน าไปตรวจวดัหาค่าการ                     
  ดูดกลืนแสงเพื่อค านวณหาปริมาณ RNA ท่ีได ้
 3.12.5 ใช ้1 ไมโครกรัม จาก RNA ทั้งหมดท่ีได ้
 3.12.6 ใส่ template RNA ตามปริมาตรท่ีค านวณได ้(ไมโครลิตร)  
 3.12.7 เติม primer oligo dT (0.5 ug/ul) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
 3.12.8 เติม DEPC-H2O ใหป้ริมาตรรวมทั้งหมดได ้13.5 ไมโครลิตร  
 3.12.9 น าไปไปผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่งเป็นเวลา 3-5 วนิาที  
 3.12.10 แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้ใส่ในน ้าแขง็ทนัที 
 3.12.11 เติม 5X RT buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 
 3.12.12 เติม 10 mM dNTPs ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
 3.12.13 เติม MMLV RT ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิและเวลาต่างๆ ดงัน้ี 
 
  อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
  อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
 3.12.14 เติม TE ปริมาตร 80 ไมโครลิตร แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปใชเ้ป็น
  ดีเอน็เอตน้แบบส าหรับการท า PCR ต่อไป  
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3.13 การท า Polymerase chain reaction 
 3.13.1 เตรียมหลอดพลาสติกขนาด 20 ไมโครลิตร เพื่อใชใ้นการท า PCR 
 3.13.2 เติมสารต่างๆ ลงในหลอด ดงัตาราง (ตารางท่ี 3.1) 
 
 ตารางท่ี 3.1 แสดงปริมาณสารต่างๆ ท่ีใชส้ าหรับการท า PCR 
 

สารต่างๆ ปริมาณสารส าหรับท า PCR 
ของยนี OfRpL3 (µl) 

ปริมาณสารส าหรับท า PCR 
ของยนี OfBR-C (µl) 

10X PCR buffer 1 1 
2 mM dNTPs 1 1 
25 mM MgCl2 1 1 

Forward primer 0.2 0.5 
Reverse primer 0.2 0.5 
Taq polymerase 0.05 0.05 

DEPC-H2O 5.55 3.95 
Template DNA 1 2 
ปริมาตรรวม 10 10 

      
 3.13.3 เม่ือเตรียมสารละลายส าหรับท า PCR เรียบร้อยแล้ว น าเข้าเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ                        
  (T100™Thermal Cycler from BIO-RAD) โดยตั้ งอุณหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิ ริยา                         
  จ  านวน 30 รอบ ดงัตาราง (ตารางท่ี 3.2)  
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ตารางท่ี 3.2 แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชส้ าหรับการท า PCR 
 

ยนี OfRpL3 ยนี OfBR-C 
อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 
เวลา (นาที) อุณหภูมิ                        

(องศาเซลเซียส) 
เวลา (นาที) 

94 5 94 5 
94 0.30 94 0.30 
58 0.30 52 0.30 
72 0.30 72 0.30 
72 2 72 2 
4 ∞ 4 ∞ 

  
3.13.4 น าผลผลิตท่ีได้จากการท า PCR ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับ loading buffer ปริมาตร 1 
 ไมโครลิตร แล้ว load ลงบน 2% agarose S gel ใช้กระแสไฟฟ้า 200 โวลต์ 180 มิลลิแอมแปร์                
 เป็นเวลา 25 นาที 
3.13.5 ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ความเขม้ขน้ 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 25 นาที ถ่ายรูป
เจลท่ีไดโ้ดยใช ้BioDoc-It™ Imaging Systen แลว้น าไปวิเคราะห์ความเขม้ของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนโดย
ใชโ้ปรแกรม NIH Image  
 
 


