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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการวจิยั 
 

3.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือทีใ่ช้ในงานวจัิย 

 3.1.1 ขวดพอลิเอทธิลีนขนาด 500 มิลลิลิตร 
 3.1.2 ขวดแกว้ใสรูปร่างแบน (medical flat) ขนาด 120 มิลลิลิตร 
 3.1.3 ขวดรูปชมพูข่นาด 125 มิลลิลิตร 
 3.1.4 จานเพาะเช้ือ 
 3.1.5 หลอดทดลองพร้อมฝาปิด 
 3.1.6 แท่งแกว้เกล่ียเช้ือ 
 3.1.7 ห่วงถ่ายเช้ือ 
 3.1.8 แผน่สไลดแ์ละกระจกปิดสไลด ์
 3.1.9 ฮีมาไซโตมิเตอร์ (HBG) 
 3.1.10 ตะเกียงแอลกอฮอล ์
 3.1.11 ปิเปตดูด-จ่ายสารละลายอตัโนมติั (Biohit และ Drawell) 
 3.1.12 ไมโครเพลทชนิด 96 หลุม 
 3.1.13 หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 3.1.14 เคร่ืองผสมสารละลาย (Gemmy VM-300) 
 3.1.15 กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ (Olympus CX30) 
 3.1.16 เคร่ืองชัง่ทศนิยมสองต าแหน่ง (Mettler Toledo PG802-S) 
 3.1.17 หมอ้น่ึงอดัไอน ้า (Hirayama HVA-110 Hiclave) 
 3.1.18 ตูป้ลอดเช้ือ (Astec Microflow ABS1200) 
 3.1.19 ตูอ้บลมร้อน (Binder ED/FD) 
 3.1.20 ตูบ้่มเช้ือ (Memmert 600) 
 3.1.21 เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (Hettich Mikro 200R) 
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 3.1.22 เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ (Labtech LSI-3016A) 
 3.1.23 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Thermo spectronic GENESYS20) 
 3.1.24 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (HACH® DR 6000TM) 
 3.1.25 เคร่ืองอลัตราโซนิก (Crest) 
 3.1.26 เคร่ืองอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (EZ Read 2000 Biochrom) 

 3.1.27 เคร่ืองท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (GeneAmp® PCR System 9700) 

 3.1.28 เคร่ือง UltraSlim® LED Illuminator (Maestrogen) 

3.2 สารเคมีทีใ่ช้ในงานวจัิย 

 3.2.1 ชุดตรวจวดัปริมาณไมโครซิสติน (Microcystest® kit, ZEULAB) 

 3.2.2 ชุดท าบริสุทธ์ิผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (GF-1 Ambiclean Kit, PCR & 

Gel, Vivantis) 

 3.2.3 น ้ายา lugol’s solution (ภาคผนวก ค) 

3.3 อาหารเพาะเลีย้ง (ภาคผนวก ก) 

 3.3.1 อาหารส าหรับเพาะเล้ียงแบคทีเรีย 

  3.3.1.1 อาหารสูตร Luria bertani (LB) broth และ LB agar (Ishii et al., 2004) 

 3.3.2 อาหารส าหรับเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย 

  3.3.2.1 อาหารสูตร MA (Watanabe et al., 2000) 

  3.3.2.2 อาหารสูตร BG-11 (Rippka et al., 1979; Stanier et al., 1971) 

3.4 วธีิการวจัิย 

 3.4.1 การเก็บตวัอยา่งแบคทีเรีย 

  3.4.1.1 เลือกแหล่งน ้ าท่ีมีประวติัการเจริญอยา่งรวดเร็วของไซยาโนแบคทีเรียท่ีสร้าง

สารพิษ เช่น Microcystis spp. และ Dolichospermum spp. ได้แก่ อ่างเก็บน ้ าเข่ือนแม่กวงอุดมธารา 

อ าเภอดอยสะเก็ด และคูเมืองเชียงใหม่ อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ 

  3.4.1.2 ท าการเก็บตวัอย่างน ้ าและตะกอนดินในแหล่งน ้ าจากข้อ 3.4.1.1 โดยเก็บ

ตัวอย่างน ้ าด้วยขวด medical flat ท่ีปราศจากเช้ือ เก็บท่ีระดับน ้ าลึกจากผิวน ้ าประมาณ 20-30 
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เซนติเมตร ท าการเปิดและปิดขวดใตผ้วิน ้า และเก็บตวัอยา่งตะกอนดินโดยใชพ้ลัว่ตกัตะกอนดินใตผ้ิว

น ้ าและบรรจุใส่ภาชนะท่ีปราศจากเช้ือ จากนั้นน าตวัอยา่งน ้ าและตะกอนดินแช่ในกล่องบรรจุน ้ าแข็ง 

จนกระทัง่น ามาคดัแยกเช้ือแบคทีเรียภายในหอ้งปฏิบติัการ 

 3.4.2 การคดัแยกเช้ือแบคทีเรีย 

  3.4.2.1 ท าการคดัแยกแบคทีเรียจากตวัอย่างน ้ าหรือตะกอนดิน โดยน าน ้ าตวัอย่าง

ปริมาตร 10 มิลลิลิตรหรือตวัอยา่งตะกอนดิน 10 กรัม เติมลงในขวด medical flat ท่ีมีน ้ากลัน่ปราศจาก

เช้ือปริมาตร 90 มิลลิลิตร จากนั้นท าการเขยา่ใหเ้ขา้กนั จะไดน้ ้าตวัอยา่งท่ีมีความเจือจาง 1:10 

  3.4.2.2 ท าการเจือจางตวัอยา่งน ้าต่อโดยดูดสารละลายในขอ้ 2.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ใส่ลงในหลอดทดลองท่ีมีน ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือปริมาตร 9 มิลลิลิตร ท าการผสมให้เขา้กนัดว้ย vortex 

mixer จะไดต้วัอยา่งท่ีมีความเจือจาง 1:102 จากนั้นท าการเจือจางต่อจนถึง 1:104 

  3.4.2.3 น าตวัอย่างน ้ าท่ีมีความเจือจางตั้งแต่ 1:102 จนถึง 1:104 มาท าการคดัแยกเช้ือ

แบคทีเรียโดยใช้ dilution pour plate และ spread plate technique ในอาหาร LB agar และน าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3-5 วนั 

  3.4.2.4 ตรวจสอบการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย และท าการคดัแยกเช้ือให้บริสุทธ์ิดว้ย 

streak plate technique บนอาหาร LB จนไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ 

 3.4.3 การเก็บตวัอยา่งและการคดัแยกเช้ือบริสุทธ์ิไซยาโนแบคทีเรีย 

  3.4.3.1 เก็บตวัอย่างไซยาโนแบคทีเรียจากแหล่งน ้ าท่ีพบการเจริญอย่างรวดเร็วของ 

Dolichospermum และ Microcystis ได้แก่ คูเมืองเชียงใหม่บริเวณด้านหน้าโรงพยาบาลสวนปรุง 

สระน ้ าบริเวณพิพิธภณัฑ์ชาวเขา อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ และคูเมืองล าพูน อ าเภอเมือง จงัหวดั

ล าพนู (ภาพ 6 และ 7) 

  3.4.3.2 ท าการคัดแยกเส้นสายของ Dolichospermum sp. และ โคโลนีเด่ียวของ 

Microcystis sp. ในห้องปฏิบัติการแบบ unialgal culture โดยใช้ pick cell technique ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ดว้ยอาหารเหลวส าหรับเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียคือ BG-11 และ MA 

  3.4.3.3 น าไปเพาะเล้ียงท่ีความเขม้แสง 40.50 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที 

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7-14 วนั 
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  3.4.3.4 ตรวจสอบการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียทั้งสองชนิด ส าหรับ Microcystis 

sp. ท าการคดัแยกเซลล์เด่ียวอีกคร้ังดว้ยวิธีการในขอ้ 3.4.3.2 เม่ือไดเ้ซลล์เด่ียวท าการถ่ายลงในขวดฝา

ด าท่ีมีอาหาร BG-11 และ MA และน าไปเพาะเล้ียงในสภาวะเช่นเดียวกบัขอ้ 3.4.3.3 

  3.4.3.5 เม่ือพบการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียท าการขยายขนาดในขวดรูปชมพู่ท่ีมี

อาหาร BG-11 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 

  
 

ภาพ 6 จุดเก็บตวัอยา่งไซยาโนแบคทีเรียบริเวณคูเมืองล าพนูท่ีพบการเจริญอยา่งรวดเร็วของ 

Dolichospermum (ถ่ายภาพเม่ือ มกราคม 2557) 

 

 
 

ภาพ 7 จุดเก็บตวัอยา่งไซยาโนแบคทีเรียบริเวณคูเมืองเชียงใหมท่ี่พบการเจริญอยา่งรวดเร็วของ 

Microcystis (ถ่ายภาพเม่ือ สิงหาคม 2556) 
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 3.4.4 การคดักรองแบคทีเรียท่ีควบคุมการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย (ดดัแปลงจาก Kang 

et al., 2012) 

  3.4.4.1 ท าการเพาะเล้ียงแบคทีเรียแต่ละไอโซเลทท่ีคดัแยกได้ในอาหารเหลว LB 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตรในหลอดทดลองท่ีมีฝาปิด จากนั้นน าไปเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ

ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24-48 ชัว่โมง หลงัจากนั้นท า

การปรับใหมี้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากบั 1 

  3.4.4.2 เตรียมอาหาร BG-11 ปริมาตร 9.50 มิลลิลิตรในหลอดทดลองท่ีมีฝาปิด 

จากนั้นท าการเติม Dolichospermum sp. หรือ Microcystis sp. ท่ีคดัแยกไดจ้ากขอ้ 3.4.3 โดยใหมี้ค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร (OD750) เร่ิมต้นในอาหารเท่ากับ 0.1 และท าการเติม

แบคทีเรียในขอ้ 3.4.4.1 ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 120 

รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท่ีความเขม้แสงเท่ากบั 40.50 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อ

วินาที เป็นระยะเวลานาน 14 วนั (ท าการทดลองชุดละ 3 ซ ้ า, ชุดควบคุมคือชุดท่ีมีการเติมเฉพาะไซยา

โนแบคทีเรีย) 

  3.4.4.3 ตรวจวดัการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียดว้ยการวดั OD680 และ OD750 (Hua 

et al., 2009; Somdee et al., 2013) และท าการนบัจ านวนเซลลข์องไซยาโนแบคทีเรีย 

   - ส าหรับ Dolichospermum sp. ท าการติดตามการเจริญในวนัท่ี 0, 3 และ 7 

ของการทดลอง และนบัจ านวนเซลลแ์บบ whole count 

   - ส าหรับ Microcystis sp. ท าการติดตามการเจริญในวนัท่ี 0, 7 และ 14 ของ

การทดลอง และนบัจ านวนเซลลโ์ดยการน าน ้ าตวัอยา่งดองดว้ยสารละลาย lugol’s solution และท าให้

หลุดออกเป็นเซลลเ์ด่ียวดว้ยเคร่ือง sonicator จากนั้นนบัจ านวนเซลลโ์ดยใช ้haemacytometer 

  3.4.4.4 ค านวณหาประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญไซยาโนแบคทีเรีย (% inhibition) 

ตามวธีิการของ Li et al. (2015) ดงัสมการ 
 

𝐼 = (1 − 
𝐷𝑡−𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑚𝑒𝑛𝑡

𝐷𝑡−𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
) 𝑥 100 

 

เม่ือ Dt-treatment คือ จ านวนเซลลใ์นชุดทดลอง (เซลล์ต่อมิลลิลิตร); Dt-control คือจ านวนเซลลใ์นชุดควบคุม 

(เซลลต่์อมิลลิลิตร); t (วนั) คือจ านวนวนัในการทดลอง 
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 3.4.5 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมบางประการของแบคทีเรียในการควบคุมการเจริญของ 

ไซยาโนแบคทีเรีย (ดดัแปลงจาก Choi et al., 2005) 

  3.4.5.1 ท าการเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการควบคุมการเจริญ

ของ Dolichospermum sp. และ Microcystis sp. ในอาหาร LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่

ขนาด 125 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขย่า (ความเร็ว 150 รอบต่อนาที, 37 องศา

เซลเซียส) เป็นระยะเวลา 12-24 ชัว่โมง และท าการปรับใหมี้ค่า OD600 เท่ากบั 1 

  3.4.5.2 จดัชุดการทดลองเพื่อหาสภาวะบางประการท่ีเหมาะสมต่อการควบคุมการ

เจริญของไซยาโนแบคทีเรียทั้ งสองชนิดในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร BG-11 

ปริมาตร 47.5 มิลลิลิตร และท าการเติม Dolichospermum sp. หรือ Microcystis sp. โดยให้มีค่า OD750 

เร่ิมต้นในอาหารเท่ากับ 0.1 จากนั้นท าการเติมแบคทีเรียในข้อ 3.4.5.1ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร โดย

เปรียบเทียบความเป็นกรดด่างท่ีแตกต่างกนัคือ 6, 7, 8 และ 9 และศึกษาอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัคือ 25, 

30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที และมี

ความเข้มแสงเท่ากับ 40.50 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ท าการทดลองซ ้ าชุดละ 3 ซ ้ า ชุด

ควบคุมคือชุดท่ีมีการเติมเฉพาะไซยาโนแบคทีเรียและแบคทีเรีย 

  3.3.4.5. ตรวจวดัการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียเช่นเดียวกนักบัวธีิการในขอ้ 3.4.4.3  

 3.4.6 การทดสอบการควบคุม Microcystis sp. ในปริมาตร 10 ลิตร 
  3.4.6.1 ท าการเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการควบคุมการเจริญ

ของ Microcystis sp. ในอาหาร LB ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 

จากนั้นน าไปเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ (ความเร็ว 150 รอบต่อนาที, 37 องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลา 

12-24 ชัว่โมง และท าการปรับใหมี้ค่า OD600 เท่ากบั 1 

  3.4.6.2 จดัชุดการทดลองในตูก้ระจกส่ีเหล่ียมขนาด 7x14x8.5 น้ิว (ภาพ 8) จากนั้นท า

การเติม Microcystis sp. ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร BG-11 โดยให้มีค่า OD750 เร่ิมตน้ในอาหารเท่ากบั 0.1 

ปริมาตร 9.5 ลิตร และเติมแบคทีเรียในขอ้ 3.4.6.1 ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเพาะเล้ียงท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท่ีความเขม้แสงเท่ากบั 40.50 ไมโครโมลต่อตารางเมตรต่อวินาที ท าการ

กวนด้วยเคร่ืองป๊ัมอากาศ ท าการทดลองชุดละ 3 ซ ้ า ชุดควบคุมคือชุดท่ีมีการเติมเฉพาะไซยาโน

แบคทีเรีย 
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  3.4.6.3 ติดตามการเจริญของ Microcystis sp. ในวนัท่ี 1-7 ของการทดลอง โดยนับ

จ านวนเซลล์ของ Microcystis sp. และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ตาม

วธีิการในขอ้ 3.4.4.3  

 

    
 

ภาพ 8 การทดสอบการควบคุม Microcystis sp. ขนาด 10 ลิตร ในตูก้ระจกส่ีเหล่ียม 

ขนาด 7x14x8.5 น้ิว 

 

 3.4.7 การคดักรองแบคทีเรียท่ีย่อยสลายไมโครซิสตินโดยใช้ 96- well microplate (ดดัแปลง

จาก Manage et al., 2009) 

  3.4.7.1 ท าการเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากอ่างเก็บน ้ าเข่ือนแม่กวงอุดมธารา

ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองท่ีมีฝาปิด จากนั้นน าไปเพาะเล้ียงบนเคร่ือง

เขย่าควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 12-24 

ชัว่โมง 

  3.4.7.2 น าแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร LB ไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ี

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

  3.4.7.3 ท าการล้างเซลล์แบคทีเรียด้วย 0.01 M PBS (phosphate buffered saline) ท่ี

ปลอดเช้ือ จากนั้นปรับใหมี้ค่า OD600 เท่ากบั 0.5 

  3.4.7.4 ท าการเติมสารละลายแบคทีเรียปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 96-เวล 

ไมโครเพลท จากนั้นเติมสารพิษมาตรฐาน microcystin-LR จากชุด ELISA ของบริษทั EnviroLogix 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
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ให้แต่ละเวลมีความเข้มขน้เร่ิมต้นเท่ากบั 1 ไมโครกรัมต่อลิตร และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส 

  3.4.7.5 ท าการตรวจวดัประสิทธิภาพการย่อยสลายสารพิษ microcystin-LR ของ

แบคทีเรียทีระยะเวลา 0, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ดว้ยการวดัปริมาณไมโครซิสตินโดยใชชุ้ด commercial 

kit (Microcystest) ของบริษทั Zeulab S.L. ประเทศสเปน 

 3.4.8 การสกดัจีโนมิคดีเอน็เอของแบคทีเรีย 

  3.4.8.1 เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอาหารแข็ง LB เป็นระยะเวลา 24-72 ชั่วโมง 

จากนั้นท าการขูดเช้ือแบคทีเรียใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์และท าการเติม glass beads อตัราส่วน 

1:1 

  3.4.8.2 ท าการเติม 10% CTAB buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร จากนั้นท าการบด

เซลลใ์หแ้ตกดว้ยตะเกียบพลาสติกท่ีผา่นการฆ่าเช้ือดว้ย 95% เอทานอลและลนไฟเรียบร้อยแลว้ 

  3.4.8.3 เติมสารละลาย phenol : chloroform : isoamyl alcohol อัตราส่วน 25:24:1 

ปริมาตร 300 ไมโครลิตร จากนั้นท าการ vortex สลบักบัน ้ าแข็งเป็นเวลา 1:1 นาที (ท าซ ้ าจ  านวน 3 

คร้ัง) 

  3.4.8.4 ท าการป่ันเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล์ ท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 

(อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที) 

  3.4.8.5 ถ่าย supernatant ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ จากนั้ นเติม phenol : 

chloroform : isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ท าการผสมดว้ยการกลบัหลอดไป

มา จากนั้นท าการป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที) 

  3.4.8.6 ท าการถ่าย supernatant ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ และบนัทึกปริมาตร

ของสารละลายท่ีได้ ท าการเติม isopropanol ปริมาตร 0.6 เท่าของ supernatant จากนั้นน าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3-12 ชัว่โมง 

  3.4.8.7 ท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 10 นาที) จากนั้นท าการเท supernatant ทิ้งเพื่อเก็บตะกอนดีเอน็เอ 

  3.4.8.8 ท าการลา้งตะกอนดีเอ็นเอดว้ย 70% เอทานอล ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และ

ท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที) จากนั้นเท 

supernatant ทิ้ง (ท าซ ้ าจ  านวน 2 คร้ัง) 
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  3.4.8.9 น าตะกอนดีเอ็นเอมาทิ้งให้แห้งในตู้ดูดควนัเป็นระยะเวลานาน 60 นาที 

จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดว้ย TE buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และเก็บรักษาดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียส 

 3.4.9 การเพิ่มปริมาณล าดับนิวคลีโอไทด์บ ริ เวณ 16s rDNA ยีนด้วยปฏิกิ ริยาลูกโซ่ 
โพลิเมอเรส 
  3.4.9.1 น าตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากขอ้ 3.8.8 มาเพิ่มขยายล าดบันิวคลีโอไทด์โดย
ใช ้BIOTAQTM DNA polymerase (Bioline) โดยท าการเติมส่วนประกอบตามค าแนะน าของผลิตภณัฑ์ 
(ตาราง 2) โดยใชไ้พร์เมอร์ 27F และ 1525R (ตาราง 3) ลงในหลอดพีซีอาร์ 
 

ตาราง 2 ส่วนประกอบในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลติร) 

10x NH4 reaction buffer 2.5 
50 mM MgCl2 solution 1.5 
100 mM dNTP Mix 0.5 
BIOTAQ 0.5 
Primer 27F (10 ไมโครโมล) 1 
Primer 1525R (10 ไมโครโมล) 1 
DNA template 3 
Distilled water 15 
ปริมาตรรวม 25 

 
ตาราง 3 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ 27F และ 1525R 
 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์ 5' – 3' 

27F 5' AGA GTT TGA TCM TGG CTC A 3' 
1525R 5' AAG GAG GTG WTC CAR CC 3' 

 
  3.4.9.2 น าหลอดพีซีอาร์ใส่ เคร่ืองพีซีอาร์ (GeneAmp® PCR System 9700) โดย
สภาวะท่ีใชใ้นการเพิ่มขยายดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (ตาราง 4) 
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ตาราง 4 สภาวะท่ีใชใ้นการท าพีซีอาร์ของยนี 16s rDNA 

ขั้นตอน อุณหภูมิ  เวลา  

Pre denaturation 94 องศาเซลเซียส 2 นาที 
Denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
Annealing 55 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
Extension 72 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
Cycles 35 รอบ  - 
Final extension 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 
Hold  4 องศาเซลเซียส ∞ 

   
  3.4.9.3 ท าการตรวจสอบผลิตภณัฑจ์ากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสดว้ยวธีิ agarose gel 
electrophoresis 
  3.4.9.4 น าผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสมาท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยชุด GF-
1 Ambiclean Kit (PCR & Gel) ของบริษทั Vivantis ตามค าแนะน าของผลิตภณัฑ ์
  3.4.9.5 ส่งวเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษทั Ward Medic Ltd. 
  3.4.9.6 ท าการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์โดยเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล GenBank 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) และท าการสร้าง phylogenetic 
tree ดว้ยวธีิ neighbor-joining algorithm methodโดยใชโ้ปรแกรม MEGA 4.1 software ท่ีมีค่า bootstrap 
analyses เท่ากบั 1,000 replicates 
 3.4.10 การตรวจสอบยนี mlrA ดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
  3.4.10.1 ดีเอน็เอของแบคทีเรียท่ีสกดัไดใ้นขั้นตอนท่ี 3.4.8 มาท าการตรวจสอบหายีน 
mlrA ซ่ึงเก่ียวข้องกับการย่อยสลายสารพิษไมโครซิสติน ตามวิธีการของ Ho et al. (2006) โดยใช้
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสดว้ย BIOTAQTM DNA polymerase (Bioline) โดยท าการเติมส่วนประกอบ 
(ตาราง 2) ตามค าแนะน าของผลิตภณัฑ ์โดยใชไ้พร์เมอร์ MF และ MR (ตาราง 5) ลงในหลอดพีซีอาร์ 
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ตาราง 5 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ MF และ MR 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์ 5' – 3' 

MF 5' GAC CCG ATG TTC AAG ATA CT 3' 
MR 5' CTC CTC CCA CAA ATC AGG AC 3' 

 
  3.4.10.2 น าหลอดพีซีอาร์ใส่เคร่ืองพีซีอาร์ (GeneAmp® PCR System 9700) โดย
สภาวะท่ีใชใ้นการเพิ่มขยายดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสตาม (ตาราง 6) 

ตาราง 6 สภาวะท่ีใชใ้นการท าพีซีอาร์ของยนี mlrA 

ขั้นตอน อุณหภูมิ  เวลา  

Pre denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 
Denaturation 94 องศาเซลเซียส 20 วนิาที 
Annealing 60 องศาเซลเซียส 10 วนิาที 
Extension 72 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
Cycles 30 รอบ  - 
Final extension 72 องศาเซลเซียส 3 นาที 

 
 3.4.11 การวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 
  ท าการวิเคราะห์ทางสถิติโดยวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนทางเดียว (one-way 
ANOVA analyze) โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS (Statistic Package for Social Science) เวอร์ชัน 
17.0 for windows  วิเคราะห์ประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญไซยาโนแบคทีเรียเพื่อศึกษาความ
แตกต่างของแต่ละชุดการทดลอง โดยใชก้ารเปรียบเทียบของ Turkey test ทดสอบท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 
0.05 ในการพิจารณาวา่มีนยัส าคญัทางสถิติหรือไม่ 


