
บทที่3

วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษา

ตัวอย่างสัตว์ที่ใช้ในการศึกษา

ต ัวอย ่างเล ือดชะน ีท ี่ใช ้ในการเพาะเล ี้ยงเชลล ์เม ็ดเล ือดขาว ได ้ร ับความอน ุเคราะห ์จากสวน 

ส ัตว ์ต ่างๆ ในประเทศไทย ดังแสดงในตารางที่ 3.1

ตารางท่ี 3.1 ชนิดของชะนี จำนวนต ัวอย ่าง เพศและแหล ่งเก ็บต ัวอย ่างท ี่ศ ึกษา

ชนิดของชะนี จำนวนต ัวอย ่างและเพศ แหล่งท ี่เก ็บต ัวอย ่าง

1. ชะน ีม ือขาว เพศผู้ 2 ตัว เพศเมีย 2 ตัว สวนสัตว์นครราชสีมา

( H y lo b a t e s  la r ) เพศผู้ 1 ตัว เพศเมีย 1 ตัว สวนสัตว ์เป ิดเขาเข ียว

2. ชะน ีมงกุฎ เพศผู้ 2 ตัว เพศเมีย 1 ตัว สวนสัตว์นครราชสีมา

( H y lo b a t e s  p i le a tu s ) เพศผู้ 1 ตัว เพศเมีย 1 ตัว สวนสัตว ์เป ิดเขาเข ียว

เพศเมีย 1 ตัว สวนสัตว์เข ียงใหม่

3. ชะนีมือดำ เพศผู้ 1 ตัว เพศเมีย 3 ตัว สวนส ัตว ์สงขลา

( H y lo b a t e s  a g i l is )

4. ชะนีแก้มขาว เพศผู้ 1 ตัว เพศเมีย 1 ตัว สวนสัตว์นครราชสีมา

( N o m a s c u s  le a u c o g e n y s ) เพศผู้ 1 ตัว เพศเมีย 1 ตัว สวนสัตว ์เป ิดเขาเข ียว

เพศผู้ 1 ตัว เพศเมีย 1 ตัว สวนสัตว์เข ียงใหม่

5. ชะน ีเช ียม ี'งค ์ เพศเมีย 1 ตัว สวนสัตว ์เป ิดเขาเข ียว

( S y m p h a lu n g u s  s y n d a c ty lu s )
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วัสดุอุปกรณ์

1. วัสดุอุปกรณ์ในการเก็บตัวอย่าง
- กล่องโฟมบรรจุน ํ้าแข็ง

- เข ็มฉ ีดยาเบอร์ 18 20 และ 21

- กระบอกฉ ีดยาขนาด 5 และ 10 ม ิลล ิล ิตร

- หลอดเก ็บต ัวอย ่างเล ือดชน ิดเคล ือบสารป ้องก ันการแข ็งต ัวของเล ือด (heparin)

- หลอดเก ็บต ัวอย ่างเล ือดชน ิดเคล ือบ EDTA

2. วัสดุอุปกรณ์ในการเพาะเล้ียงเซลล์เม็ดเลีอดขาว
- ขวดเล ี้ยงเล ือด

ตู้,ปลอดเช ือ (Laminar flow)

- ต ู้ควบค ุมอ ุณหภ ูม ิ (incubator) ชนิดที่ม ี C 02 

หลอดหยด (pasture pipette) พร ้อมล ูกยาง

3. วัสดุอุปกรณ์ในการเก็บเกื่ยวเซลล์
- เครื่องปันเหวี่ยง (centrifuge)

- เคร ื่องเขย ่าผสมสาร (vortex mixer)

- หลอดเซนตร ์ป ิวล ์ฃนาด 15 ม ิลล ิล ิตร

- บ ีกเกอร ์

- กระบอกตวง

- เคร ื่องป ัมด ูดอากาศ

4. วัสดุอุปกรณ์ในการย้อมโครโมโซม
coupled jar

- สไลด ์ และกระจกป ิดสไลด ์

- กระดาษกรอง

หลอดหยด (pasture pipette) พร ้อมล ูกยาง
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5. วัสดุอุปกรณ์ในการวิเคราะห์โครโมโซม
- กล ้องจ ุลทรรศน ์แบบคอมพาวด ์ ตรา Olympus รุ่น BX51 และช ุดถ ่ายภาพแบบ 

ด ิจ ิตอล ตราOlympus รุ่น DP70 (Olympus America, Inc., New York, USA)

- อ ุป ก รณ ์ถ ่าย ภ าพ จาก ก ล ้อ งจ ุลท รรศ น ์ ตรา Olympus รุ่น P30 (Olympus 

America, Inc., New York, USA)

6. วัสดุอุปกรณ์ในการสกัด DNA
ไมโครบเปต (micropipette)

ป ิเปตท ิป (pipette tip)

- หลอดไมโครIซนตริฟ ิวส ์ขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร 

เครืองไมโครเซนตริฟิวส์ (microcentrifuge)

- ถ ุงม ือยางผ ่าต ัด

- เครองป ่นเหวี่ยงตกตะกอนชน ิดควบคุมอ ุณหภูม ิ (refrigerated microcentrifuge)

- ช ุดแยกกรดนิวคลิอ ิก ด้วยกระแสไฟฟ้าในแนวระนาบ

- ตู้อบไมโครเวฟ

- เครื่องกำเนิดแสง UV และถ ่ายร ูปเจล (Gel Doc™2000, Bio-Rad, USA)

- ตู้แช่แข็งสำหรับ DNA อ ุณหภ ูม ิ -20 องศาเซลเซ ียส

7. วัสดุอุปกรณ์ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิค PCR
- หลอดไมโครเซนตริฟ ิวส์ ขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร

- หลอดไมโครเชนตริฟ ิวส์ ขนาด 0.2 ม ิลล ิล ิตร 

เครืองไมโครเซนตริฟิวส์ (microcentrifuge)

ไมโครปิเปต (micropipette)

ป ิเปตท ิป (pipette tip)

- เคร ื่องเพ ิ่มปร ิมาณด ีเอ ็นเอ ตรา MJR รุ่น PTC-100™ (MJ Research, Inc., 

USA)

- ช ุดแยกกรดนิวคลิอ ิกด ้วยกระแสไฟฟ้าในแนวระนาบ

- ตู้อบไมโครเวฟ

- เครื่องกำเนิดแสง UV และถ ่ายร ูปเจล (Gel Doc™2000, Bio-Rad, USA)



า9

8. วัสดุอุปกรถทนการสกด DNA ที่ได้จากปฎิกริยา PCR
- หลอดไมโครเชนตริฟ ิวส ์ขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร 

ไมโครปิเปต (micropipette)

ป ิเปตท ิป (pipette tip)

- ช ุดแยกกรดนิวคลีอ ิก ด ้วยกระแสไฟฟ้าในแนวระนาบ

- ตู้อบไมโครเวฟ

เครืองกำเนิดแสง uv (UV transluminator)

- เครื่องกำเนิดแสง UV และถ ่ายร ูปเจล (Gel Doc™2000, Bio-Rad, USA) 

เครืองว ัดค ่าด ูดกลืนแสง (spectrophotometer) (UV/visible/NIR 

spectrophotometer, UK)

Cuvette

- ตู้เย ิน

สารเคมี

1. สารเคมีท่ีไซ้ไนการเก็บตัว'อย่าง
- นํ้าแข็ง

- ยาสลบ ส ัตว ์

2. สารเคมีที่ใซ้ในการเพาะเล้ียงเชลล์
- สารละลาย RPM11640

- สารละลาย Fetal Calf Serum (FCS)

- สารกระต ุ้นเชลล ์เม ็ดเล ือดขาว Phytohemaglutanin (PHA) 

ยาปฏ ิช ีวนะ penstrep

3. สารเคมีท่ีไซ้ในการเก็บเก่ียวเชลล์
- สารละลายโคลช ิช ิน  (colchicine)

สารละลายไฮโปโทนิค (hypotonic solution)

สารละลาย fixative (3 :1 , methanol : glacial acetic acid) 

เอธ ิลแอลกอฮอล ์ (ethyl alcohol)
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4. สารเคมีที่ใช้ในการย้อมโครโมโซม
สารละลายส ี Geimsa

- สารละลายฟ อตเฟ ตบ ัฟ เฟ อร ์(Sorensen buffer)

- สารละลายทร ิบ ัช ิน  (Typsin)

- น ํ้ากล ั่น

5. สารเคมีที่ใซในการสกัด DNA
ชุดสก ัด DNA QIAamp® DNA Mini Kit and QIAamp DNA Blood Mini Kit 

(Qiagen, Hilden, Germany)

เอธ ิลแอลกอฮอล ์ (ethyl alcohol)

DNA marker แบบ 1Kb DNA ladder (New England Biolabs, MA, USA)

DNA loading dye (glycerol, bromophenol blue, xylene cyanol)

10 mg/ml ethidium bromide

5X TAE (Tris-base, glacial acetic acid, EDTA)

Agarose gel

6. สารเคมีที่ใซํในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยเทคนิค PCR
Forward Primer

(L16007; 5'-CCCAAAGCTAAAATTCTAA-3’) (Roos และ Geissmann,

2001)
Reverse Primer

(H00651 ; 5’-TAACTGCAGAAGGCTAGGACCAAACCT-3’) (Roos และ 

Geissmann, 2001)

- 10 mM dNTP mixture (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Taq  DNA polymerase (Bio-Rad Laboratories, Inc., California, USA) 

sterile distilled water

7. สารเคมีที่ใช้ในการสกัด DNA ที่ได้จากปฎิกริยา PCR
Ultra Clean DNA purification kit (Qiagen, Hilden, Germany)

DNA marker แบบ 1Kb DNA ladder (New England Biolabs, MA, USA)

DNA loading dye (glycerol, bromophenol blue, xylene cyanol)



ห อ ส อ ุ« ก ถ า ง  ส ำน ัก ง าน ว ิท ย ท 1 พ ย ไก 1 
ช ุพ าล งก ร ณ ม ห าว ิท ย าล ัย 21

10 mg/ml ethidium bromide

5X TAE (Tris-base, glacial acetic acid, EDTA)

Agarose gel

ฃื้นตอนดำเนินงานวิจัย

1. การเก็บตัวอย่างเสิอด
1.1 เก ็บต ัวอย ่างเล ือดชะน ีท ั้ง 5 ชนิด โดยส ัตวแพทย ์ประจำสวนส ัตว ์

1.2 แ บ ่ง เล ือ ด ท ี่ไ ด ้จ าก ช ะ น ีแ ต ่ล ะช น ิด อ อ ก เป ็น  2 ส ่วน  โด ย ส ่ว น แ ร ก ป ร ะม าณ  3-4 

ม ิล ล ิล ิต ร  ถ ่ายไว ้ใน ห ลอด เก ็บ เล ือดชน ิดท ี่ม ี heparin เค ล ือบ อ ย ู่ และส ่วน ท ี่สอง 

ประมาณ  2-3 ม ิลล ิล ิตร ถ ่ายไว ้ในหลอดเก ็บเล ือดชน ิดท ี่ม ี EDTA เคล ือบอย ู่

1.3 น ำห ลอด เก ็บ ต ัวอย ่างท ั้งส อ ง  แช่,ในน ํ้าแข ็งตลอดการเด ินทาง เพ ื่อน ำไป เพ าะเล ี้ย ง  

เชลล ์เม ็ด เล ือดขาวและสก ัดด ีเอ ็น เอใน ห ้องปฎ ิปตการ ภ าค ว ิช าพ ฤกษ ศ าสต ร ์ คณ ะ 

ว ิทยาศาสตร ์ จ ุฬ าลงกรณ ์มหาว ิทยาล ัย

2. การศึกษาทางด้านเซลล์พันธุศาสตร์
2.1 การเตร ียมโครโมโซมจากการเพาะเล ี้ยงเชลล ์เม ็ดเล ือดขาว โดยใช ่ว ิธ ีท ี่ต ัดแปลงจากว ิธ ี 

ของอมรา ค ัมภ ิรานนท์ (2540) โดยมีข ั้นตอนตังนี้

2.1.1 น ำต ัวอย ่างเล ือดจากห ลอด เก ็บ เล ือด  นำมาต ั้งท ิ้งไว ้ 1 ช ั่วโมงท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง 

แล ้วใช ้ป ิเปตด ูดเอาเฉพาะช ั้น เม ็ดเล ือดขาวประมาณ 1 ม ิลล ิล ิตร  ไปเติมลง'ใน 

อ าห าร เล ี้ย ง เช ลล ์เม ็ด เล ือ ด ข าว  10 ม ิล ล ิล ิต ร  ซ ึ่งป ร ะก อ บ ด ้ว ย ส าร ล ะล าย  

RPMI1640 ป ร ิม าต ร8 ม ิลล ิล ิตร, ส ารละลาย  Fetal Calf Serum (FCS) 

ปร ิมาตร 2 ม ิลล ิล ิต ร , สารกระต ุ้น เซ ลล ์เม ็ด เล ือดขาว  Phytohemaglutanin 

(PHA) ป ร ิม าต ร 0.2 ม ิล ล ิล ิต รแ ละยาป ฏ ิช ีวน ะ  penstrep ป ร ิม า ต ร 0.1 

ม ิลล ิล ิตร จากน ั้น เขย ่าเบาๆ เพื่อ'ให้เลือด1ได ้ส ัมผ ัสก ับอาหารอย ่างท ั้วถ ึง

2.1.2 นำไปบ ่มในต ู้เพาะเล ี้ยงเชลล ์ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 37 องศาเซลเซ ียส และในบรรยากาศ 

มี 5 เปอร์เซ ็นต์ของคาร์บอนไดออกไซด์ (C02) เป ็นเวลา 68 -  72 ชั่วโมง



22

2.2 การเก ็บ เก ี่ยวเซลล ์ (cell harvesting)

2.2.1 เต ิมสารละลายโคลช ิช ินความเช ้มข ้น  0.2 เปอร ์เชนต ์ปร ิมาตร 200 ม ิลล ิล ิตร  

ลงในขวดอาหารเล ี้ยงเชลล ์เม ็ดเล ือดขาวในข ้อ 2.1.2 แล ้วเล ี้ยงต ่อทอ ุณ หภ ูม ิ 

37 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 40 - 45 นาที

2.2.2 นำสารละลายไปป ัน เหว ี่ยงท ี่ 1,200 รอบ/นาที เป ็นเวลา 10 นาท ี แล ้วด ูดเอา 

สารละลายส ่วนบนท ิ้ง

2.2.3 เต ิมสารละลายไอโปโทน ิค (0.075 M. KCL) ปริมาตร 10 ม ิลล ิล ิตร  แล้วอุ่นที่ 

อ ุณหภ ูม ิ 37 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 10-15 นาที

2.2.4 นำสารละลายไปป ัน เหว ี่ยงท ี่ 1,200 รอบ/นาที เป ็น เวลา 10 นาท ี แล ้วด ูดเอา 

สารละลายส ่วนบนท ิ้ง

2.2.5 เต ิม สารละลาย  fixative ซ ึ่งประกอบด ้วย methanol 3 ส ่วนและ glacial 

acetic acid 1 ส ่วนท ี่เตร ิยมใหม ่และแช ่เย ิน  โดยห ยดท ีละห ยดและเขย ่า  

ต ลอด เวลาจน ครบ 10ม ิลล ิล ิตร

2.2.6 นำสารละลายไปป ัน เหว ี่ยงท ี่ 1,200 รอบ/นาที เป ็น เวลา 10 นาท ี แล ้วด ูดเอา 

สารละลายส ่วนบนท ิ้ง

2.2.7 ทำซ ํ้าข ั้นท ี่ 2.2.5 และ 2.2.6 โดยเต ิมสารละลาย fixative 5 ม ิลล ิล ิตร  อ ีก 4 

รอบ หรือจนกระทั่งได้ตะกอนสีขาว

2.3 การย้อมโครโมโซมแบบธรรมดา (conventional stain)

2.3.1 หยดสารแขวนลอยเซลล ์ท ี่ได ้จากข ้อ 2.2.7 ลงบนสไลด ์ท ิ้งให ้แห ้งประมาณ  1 

วันก่อนย้อมสี

2.3.2 นำสไลด ์จากข ้อ  2.3.1 ม าย ้อม ด ้วยสารละลายส ี Giemsa ความเข ้มข ้น  5 

เปอร ์เซ ็นต ์เป ็น เวลา 15-20 นาท ี แล ้วล ้างออกด ้วยน ํ้าประปา ท ิ้งไว้ให ้แห้งท ี่ 

อ ุณหภูม ิห ้อง

2.4 การย้อมโครโมโซมแบบแถบสีจ ี (G-band)

2.4.1 ห ย ด ส าร แ ข ว น ล อ ย เซ ล ล ์ท ี่ไ ด ้จ าก ข ้อ  2.2.7 ล งบ น ส ไ ล ด ์ น ำไป อ บ ใน ต ู้ 

incubator ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 60 องศาเซลเซ ียส ประมาณ  1 คืน ก ่อนนำไปย ้อมส ี 

ต่อไป
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2.4.2 น ำส ไลด ์จ าก ข ้อ  2.4.1 ม าแ ช ่ใน ส ารละลาย ท รป ช ิน ค วาม เข ้ม ข ้น  0.025 

ฟอร ์เซนด ์ท ี่อ ุ่นท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ ภ ูม ิ 37 องศาเซลเซ ียส เป ็น เวลา า-2 นาท ี แล้วจ ึง 

ย ้อม ด ้วยสารละลายส ี Giemsa ความเข ้มข ้น 5 เปอร ์เซ ็นต ์เป ็นเวลา 15-20 

นาที จากน ั้นล ้างออกด ้วยน ํ้าประปา ทิ้งไว้ให ้แห้งที่อ ุณหภูม ิห ้อง

3. การวิเคราะห์โครโมโซม
3.1 ตรวจด ูเซลล ์ระยะเมทาเฟสภายใต ้กล ้องจ ุลทรรศน ์ เล ือกเชลล ์'ท ี่ม ีการกระจายต ัวของ 

โครโมโซมดี จำนวน 20 เซลล ์ ถ ่ายภาพ แล้วนำไปอัดขยายขนาด 8x10 นิ้ว

3.2 จัดคา'ริโอ1ใทป๋ตาม'วิธ ี'ของกันยารัตน์ ไชยสุต (2532) โดยคำนวณค ่าต ่างๆ ดังนี้

3.2.1 ค ่าความยาวของโครโมโซมแต ่ละแท ่ง (LT) = ความยาวของโครโมโซมแขน 

ข ้างส ัน (LS,) + ความยาวของโครโมโซมแขนข้างยาว(มโ,)

3.2.2 ค่า relative length (RL,) = ความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง (LT,)

ความยาวของโครโมโซมทั้งหมด ( Z  LT)

การจัดคู่โครโมโซม จะพ ิจารณ าค ่า RL, ท ี่ม ีค ่าใกล ้เค ียงก ันมากท ี่ส ุด  จึง 

ถ ือว ่าเป ็น homologous chromosome ยกเว้นโครโมโซมเพศ

3.2.3 ค่า centromeric index (Cl,) = ความยาวของแขนข้างยาว (ม,)

ความยาวของโครโมโซมแต่ละแท่ง (LT,)

การพิจารณาชนิดของโครโมโซมจะใช้ค ่า CI, ดังเงื่อนไขต่อ'ไปนิ้

0.500-0.599 จ ัดเป ็น metacentric (ทา)

0.600 -  0.699 จ ัดเป ็น submetacentric (sm)

0.700-0.899 จ ัดเป ็น  acrocentric (a)

0.900- 1.000 จ ัดเป ็น telocentric (t)
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3.2.4 การวัดขนาดโครโมโซม

A = ความยาวของโครโมโซมคู่ที่ใหญ่ที่สุด + ความยาวของโครโมโซมคู่ที่เล็กที่สุด
2

B = ความยาวของโครโมโซมดู่ท ี่ใหญ ่ท ี่ส ุด

2
การพิจารณาขนาดของโครโมโซม จะใช้เงื่อนไข ดังนี้ 

ถ้า LT,>A จัดเป็นโครโมโซมขนาดใหญ่ (L)

ถ้า A<LTi<B จัดเป็นโครโมโซมขนาดกลาง (M)

ถ้า |_ไไ<ธ จัดเป็นโครโมโซมขนาดเล็ก (ร)

3.3 จ ัดคาร ีโอไทป ็ท ี่ได ้จากการย ้อมส ีแบบธรรมดาใช ้ตามแบบของ Prouty และคณ ะ 

(1983) โดยเร ียงลำด ับโครโมโซมจากขนาดใหญ ่ท ี่ส ุดไปย ังเล ็กท ี่ส ุด โดยไม ่คำน ึงถ ึงว ่า 

จะเป ็นโครโมโซมชนิดใด การจ ัดเร ียงให ้ใช ้แขนข ้างส ันต ั้งข ึ้น  และเซนโทรเม ียต ้องอย ู่ 

ในแนวเดียวกัน และจัดโครโมโซมเพศให้อยู่ม ุมล่างขวา

3.4 การจ ัดค ู่ของโครโมโซมท ี่ได ้จากการย ้อมส ี แบบจีน ั้น จะใช ้ร ูปแบบของแถบส ีเพ ื่อช ่วย 

ในการจัดค ู่ของโครโมโซม ล ่วนการเร ียงลำด ับใช ้ร ูปแบบการจ ัดคาร ีโอไทป ๋ท ี่ได ้จาก  

การย้อมสีแบบธรรมดา

3.5 สรุปสูตรคารีโอไทป็ (karyotype formula) ของชะนีทั้ง 5 ชนิด พร้อมทั้งสร้างอิด ิโอ 

แกรม (ideograme)

4. การศึกษาการแปรผันของลำดับนิวคลีโอไทปับริเวณ D-loop ของยีน mtDNA 
Phe-tRNA
4.1 การสก ัดด ีเอ ็นเอจากเซลล ์เม ็ดเล ือดขาว

4.1.1 สก ัดด ีเอ ็น เอจากเซลล ์เม ็ด เล ือดขาวโดยใช ้ ช ุดสก ัด DNA QIAamp® DNA 

Mini Kit and QIAamp® DNA Blood Mini Kit ตามวิธ ีการท ี่ระบ ุไว ้ในค ู่ม ีอ 

(Qiagen, Hilden, Germany)

4.1.2 ตรวจสอบผลการสก ัดด ีเอ ็น เอ โดยนำสารละลายท ี่ได ้มาจาก  4.1.1 มาแยก 

ภายใต ้สน ามไฟ ฟ ้า 120 โวลต ์ท ี่ม ีด ัวกลางเป ็น  1 % agrarose gel ใน

สารละลาย 1XTAE
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4.1.3 ย ้อมส ืเจลด ้วย  ethidium bromide และบ ันท ึกภาพด ้วยเคร ื่องกำเน ิดแสง UV 

และถ ่ายร ูปเจล

4.2 การเพ ิ่มปริมาณดีเอ ็นเอโดยใช ้เทคน ิค PCR

4.2.1 เพ ิ่มปร ิมาณด ีเอ ็นเอ โดย'ใช้คู1ไพเมอร์ L16007 และH00651 ใน สารละลาย  

ผสม 50 ไมโครลิตร ซ ึ่งม ีองค ์ประกอบด ังน ี้

Total DNA 20-50 ng
dNTP mixture 200 นM

1X Themopol Reaction buffer ทีม ี [Mg2+] 1.5 mM

Taq DNA polymerase 1 unit

Primer L16007 0.2 pM

Primer H00651 0.2 pM

สภาวะในการเพ ิ่มปร ิมาณด ีเอ ็นเอเป ีนด ังน ี้

อ ุณหภ ูม ิเร ื่มต ้น  (hotstart) ที่ 92 องศาเซลเซ ียส นาน 5 นาท ี แล ้วเข ้าส ่วงจรการ 

เพ ิ่มปร ิม าณ ด ีเอ ็น เอ  โด ยม ีสภ าวะก ารท ำป ฎ ิกร ิย าด ังน ี้ ข ั้นตอน dénaturation ท่ี 

อ ุณหภ ูม ิ 92 องศาเซลเซ ียส นาน 40 ว ินาท ี ตามด ้วย annealing ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 50 องศา 

เซลเซ ียส นาน 40 ว ิน าท ี และข ั้นตอนส ุดท ้าย extension ท ี่อ ุณ หภ ูม ิเป ็น  72 องศา 

เซลเซ ียส เป ็น เวลา 90 ว ิน าท ี ทำการเพ ิ่มปร ิมาณ ด ีเอ ็น เอด ้วยวงจรน ี้ 35 รอบ เมื่อ 

ครบจำนวนรอบแล ้ว ป ล ่อยให ้ป ฎ ิกร ิยาดำเน ิน ต ่อไป ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 72 องศาเซลเซ ียส  

นาน 10 นาที เพ ื่อให ้ปฏ ิก ิร ิยาการสร ้างสายด ีเอ ็น เอเสร ็จสมบ ูรณ ์จากน ั้น เก ็บด ีเอ ็นเอท ี่ 

ได้ไว้ที่ -20 องศาเซลเซ ียส

4.2.2 ตรวจสอบผลผล ิต  PCR ท่ีได้จากข ้อ 4.2.1 โดยนำมาแยกภายใต้สนามไฟฟ้า 
100 โวลต ์เป ็นเวลา 60 นาที ใน 0.8 % agrarose gel ในสารละลาย  1X TAE 

และด ูผลโดยย ้อม เจลด ้วย  ethidium bromide และบ ันท ึกภาพด ้วยเคร ื่อง 

กำเน ิดแสง UV

4.3 การแยกช้ินล่วนดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
4.3.1 แยกช้ินส่วนดีเอ็นเอ โดย gel electrophoresis แล้วตัดช้ินส่วนเจลท่ีมีแถบ

ดีเอ็นเอ
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4.3.2 สกัดดีเอ็นเอออกจากชิ้นส่วนเจลที่ไดีในข้อ 4.3.1 โดยใช ้ Ultra Clean DNA 
purification kit ตามวิธีการทีระบุไว้ในค่มีอ (Qiagen, Hilden, Germany)

4.3.3 ตรวจสอบผลการสกัดชิ้นดีเอ ็นเอ โดยนำมาแยกภายใต ้สนามไฟฟ ้า 100 
โวลต์เป ็นเวลา 60 นาทีใน 0.8 % agrarose gel ในสารละลาย 1X TAE และ 
ย้อมด้วย ethidium bromide

4.3.4 ประมาณปริมาณดีเอ ็นเอที่สกัดได้ โดยวัดค่าด ูดกลืนแสงที่ค ่าความยาวคลื่น  
260 นาโนเมตร

4.3.5 หาลำดับนิวคลืโอไทด์ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเครื่อง Automated DNA 
Sequencing ที National University of Singapore (NUS) และหน่วย 
บริการทางชีวภาพ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแห่งชาติ

4.4 การวิเคราะห์ความแปรผัน'ของลำดับนิวคลีโอ'ไทด์
4.4.1 ตรวจสอบการอ่านเบสด้วยโปรแกรม Chromas รุ่นท่ี 1.45 (McCarty, 1997) 

และแกไขหากมีการอ่านลำดับเบสผิดพลาดหริอเครื่องไม่สามารถอ่านเบสได้
4.4.2 นำลำด ับ เบสท ี่ตรวจสอบความถ ูกต ้องแล ้วมาจ ัด เร ียง (alignment) ใน  

โปรแกรม G eneDoc รุ่นที 2.6.002 (Nicholas and Nicholas, 1997)
4.4.3 วิเคราะห์ข ้อมูลการแปรผันของโมเลกุลและสร้าง Phylogenetic tree ด้วย 

โปรแกรม MEGA รุ่น 3.1 (Sudhir, Koichiro and Masatoshi, 2004) โดยใช ้ 
อัตราการแทนที่เบสตามแบบจำลองการแทนที่เบสของ Tamura และ Nei 
(1993)

4.4.4 หาอ ัตราการแทนท ี่เบสของย ีนท ี่ส ืกษา โดยใช ้ข ้อม ูลระยะเวลาท ี่สก ุลชะน ี 
(H y lo b a te s )  และสกุลชิมแพนชี (Pan) แยกจากกันเมื่อ 16 ล้านปี (Collura 
and Stewart, 1995) แล้วใช้ค่าอัตราการแทนที่น ี้ในการประมาณเวลาที่ชะนี 
แยกออกจากก ัน  สำหร ับ ค ่าการแทน ท ี่เบสจะใช ้แบบ การแท นท ี่เบ สของ  
Tamura และ Nei (1993)
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