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ภาคผนวก ก

1. อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
1.1 LB (Luria Bertaini) ปริมาตร 1 ลิตร

Yeast extract 10 กรัม
Tryptone  10 กรัม
NaCl    5 กรัม

1.2 LB-MgSO4

อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ปริมาตร 1 ลิตร เติม agar 15 กรัมและMgSO4.7H2O        
2.47 กรัม ฆาเชื้อดวยการ autoclave นํ าไป pour plate เก็บที่ 4°C

1.3 LB-MgSO4 top agar
อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ปริมาตร 1 ลิตร เติม agar 0.7 กรัมและMgSO4.7H2O       

2.47 กรัม ฆาเชื้อดวยการ autoclave ตัง้ทิ้งไวใหเย็นแลวเก็บที่ 4°C
1.4    LB-tetracyclin plate
อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ปริมาตร 1 ลิตร เติม agar 15 กรัม ฆาเชื้อดวยการ autoclave

อุนที่ 55°C และเติม tetracyclin ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 15 ไมโครกรัม       
ตอมิลลิลิตร นํ าไป pour plate เก็บที่ 4°C

1.5 LB-ampicillin plate
อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ปริมาตร 1 ลิตร เติม agar 15 กรัม ฆาเชื้อดวยการ autoclave

อุนที่ 55°C และเติม ampicillin ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 80 ไมโครกรัม        
ตอมิลลิลิตร นํ าไป pour plate เก็บที่ 4°C

1.6 LB-kanamycin plate
อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ปริมาตร 1 ลิตร เติม agar 15 กรัม ฆาเชื้อดวยการ autoclave

อุนที่ 55°C และเติม kanamycin ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 50 ไมโครกรัม      
ตอมิลลิลิตร นํ าไป pour plate เก็บที่ 4°C
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1.7 SOBAG
Yeast extract  5 กรัม
Tryptone 20 กรัม
NaCl 0.5 กรัม
1 M MgCl2 10 มิลลิลิตร
2 M Glucose 55.6 มิลลิลิตร
20 mg/ml Amplicillin  5 มิลลิลิตร

2.    การเตรียมเซลลแบคทีเรียเจาบาน (XL1-Blue MRF′)
นํ า stock แบคทีเรีย มา streak บน LB agar ที่มี tetracyclin (15 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร) บมขามคืนที่อุณหภูมิ 37°C ยาย 1 โคโลนเีดี่ยวไปเลี้ยงใน 100 มิลลิลิตร
ของ LB-tetracyclin broth ที่มีการเติม 10 mM MgSO4 และ 0.2%(w/v) maltose    
น ําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยา อุณหภูมิ 37°C  นาน 4-6 ชั่วโมง จนกระทั่งไดคา OD600     
ไมเกิน 1.0 แลวหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 500 xg นาน 10 นาที เพื่อเก็บตะกอนเซลลแลว
คอยๆ ละลายเซลลใน 10 mM MgSO4 ที่ฆาเชื้อแลวโดยใชปริมาตรครึ่งหนึ่งของ
ปริมาตรเริ่มตน เจือจางสารละลายเซลลใหมีคา OD600  เทากับ 0.5 ดวย 10 mM 
MgSO4 ทีฆ่าเชื้อแลว

3. การเตรียม Competent cell จาก E.coli
ทํ าการเขี่ยเชื้อ E.coli ลงบนอาหารแข็ง LB บมที่อุณหภูมิ 37 ๐C เวลา 18 ชั่วโมง 

เลือกโคโลนีเดี่ยวของเชื้อลงในอาหารเหลว LB 5 มิลลิลิตร เลี้ยงในเครื่องเขยาที่
อุณหภูมิ 37°C นาน 16-18 ชั่วโมง แลวเทเชื้อทั้งหมดลงใน Flask ที่มี LB broth อยู  
50 มิลลิลิตร เอาเขาเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37°C ใชเวลา 2-3 ชั่วโมง จนกระทั่งไดคา
การดดูกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เปนคาอยูในชวง 0.5-0.6 หลังจากนั้นดูดสารละลาย
แบงใสในหลอด microcentrifuge จ ํานวน 2 หลอด ตั้งในนํ้ าแข็ง 10 นาที นํ าไปหมุน
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เหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 xg  เปนเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ  4°C เทสวนใสทิ้ง            
น ําตะกอนที่ไดมาใชโดยเติม 2.5 มิลลิลิตร ของ 0.1 M CaCl2  ทีเ่ยน็จัด เขยาเบา ๆ ให
ตะกอนเซลลกระจาย วางบนนํ้ าแข็งนาน 30 นาที  ปนเหวี่ยง 4,000 xg  นาน 10  นาที 
ที่ 4°C เกบ็ตะกอนเซลลแลวเติม 0.1 M CaCl2  หลงัจากนั้นนํ าสารละลายเซลลมาเติม 
glycerol ใหความเขมขนสุดทายเปน 15% เกบ็เซลลในตูแชแข็ง –70°C

4. การสกัดพลาสมิดลูกผสม
นํ า colony transformant  มาเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่มี ampicillin ปริมาตร      

5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30°C นาน 16-24 ชัว่โมง ดูดสารละลายเซลลมาหลอดละ   
1 มิลลลิติรใสในหลอด ปนแยกเซลล เติมสารละลายที่หนึ่ง (50 mM glucose, 25 mM 
Tris-HCl, pH8.0 และ 10 mM EDTA) ทีเ่ก็บไวที่เย็นปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให
เขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที เติม 200 ไมโครลิตรของสารละลายที่สอง 
(0.2 N NaOH, 1% SDS)  ผสมใหเขากัน แลวแชในนํ้ าแข็งนาน 5 นาที สารละลายจะ
หนดื หลังจากนั้นเติม 300 ไมโครลิตรของสารละลายที่สาม (5 M Potassium acetate 
ปริมาตร 60 ml, glacial acetic acid ปริมาตร 11.8 ml และนํ้ ากลั่น 28.5 ml)  แชใน
นํ ้าแข็งนาน 30 นาที แลวหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 xg  นาน 15 นาที เก็บสวนใส 
เติม  isopropanol  ปริมาตร 0.6 เทาของสวนใส ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที 
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 xg  นาน 15 นาที เก็บสวนตะกอน ลางตะกอนดวย 
absolute ethanol  500  ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 xg  นาน 5 นาที 
ท ําใหตะกอนแหง ละลายตะกอนดีเอ็นเอลูกผสมดวยนํ้ ากลั่นที่ฆาเชื้อแลว เก็บที่ -20°C
จนกวาจะใชงาน
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5. การยอยดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะ Sfi I และ Not I
สารเคมี
10x PCR buffer
ดีเอ็นเอ (PCR product จากขอ 2.3.2.1)
เอนไซมตัดจํ าเพาะ คือ Sfi I  และ Not I
(เนื่องจากเปน restriction enzyme  ของพลาสมิด pCANTAB 5E)

วิธีทํ า
ยอยดวยเอนไซม Not I
ใชหลอดไมโครเซนตริฟวจที่ผานการฆาเชื้อแลว เติมสารละลายตามลํ าดับดังนี้
นํ้ ากลั่น 7.5       ไมโครลิตร
10x  buffer 2.0       ไมโครลิตร
ดีเอ็นเอ                                         10.0       ไมโครลิตร
เอนไซม Not I 0.5      ไมโครลิตร
ปริมาณรวม                                  20.0        ไมโครลิตร

ผสมสารละลายเหลานี้ใหเขากันดี ปน แลวนํ าไปบมที่อุณหภูมิ 37°C นาน           
3 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาหยุดปฏิกิริยาโดยนํ าไปแชนํ้ าตมเดือด 10 นาที

ยอยดวยเอนไซม Sfi I
เติมสารละลายตามลํ าดับดังนี้
นํ้ ากลั่น                                         11.0        ไมโครลิตร
10x   buffer 3.5        ไมโครลิตร
ดีเอ็นเอ (ยอยดวยNot I)                 20.0        ไมโครลิตร
เอนไซม Sfi I                                    0.5        ไมโครลิตร
ปริมาตรรวม                                  35.0         ไมโครลิตร

ผสมสารละลายเหลานี้ใหเขากัน ปน แลวนํ าไปบมที่อุณหภูมิ 50°C นาน 3 ชั่วโมง
เมื่อครบเวลาหยุดปฏิกิริยาโดยนํ าไปแชนํ้ าตมเดือด 10 นาที
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6. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน  (Lowry, et al., 1951)
เตมิสารละลายโปรตีนปริมาตร 5 ไมโครลิตร ละลายในนํ้ ากลั่นใหมีปริมาตรรวม

เทากับ 200 ไมโครลิตร สํ าหรับโปรตีนมาตรฐานที่ใชคือ Bovine serum albumin
(BSA) ท ําเปน 4 ความเขมขน ดังนี้ 0.05 , 0.1, 0.2 และ 0.3  ไมโครกรัมตอไมโครลิตร
เติมสาร A (Alkaline copper tartate solution ของ BIORAD, Hercules, CA)
ปริมาตร 0.125 มิลลิลิตร และสาร B (Folin reagent ของ BIORAD, Hercules, CA)
ปริมาตร 1  มิลลลิติร ลงในแตละหลอด ตั้งทิ้งไว 15 นาที  และนํ าไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ 750 นาโนเมตร นํ าคา OD ที ่750 นาโมเมตรที่ไดไปหาปริมาณโปรตีนโดยเปรียบ
เทียบจากกราฟโปรตีนมาตรฐาน

7.   การวเิคราะหหานํ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนโดยใชเทคนิค SDS-PAGE   
ดดูสารละลายโปรตีน 5 ไมโครลิตร เติม 2x sample buffer 1.0 เทาของปริมาตร

โปรตีน นํ าไปตมใน  water bath  นาน  5  นาที นํ าไปแชนํ้ าแข็งทันที นํ าสารละลายที่ได
มา load ที่ 15% SDS-PAGE จายกระแสไฟฟา 100 โวลตจนกระทั่งแถบของ phenol
red เคลื่อนที่ถึงขอบลางของเจล จงึหยุดจายกระแส หลังจากนั้นนํ าเจลที่ไดมาทํ าการ
ยอมสีดวยชั่ง Coomassie brillient blue R250

7.1 การเตรียม 15% SDS-PAGE
7.1.1 Stacking gel

เติมสารประกอบตามลํ าดับดังนี้
นํ้ ากลั่น                                           4.1        มิลลิลิตร
30% acrylamide mix 1.0        มิลลิลิตร
10 M Tris (pH6.8)                       0.75      มิลลิลิตร
10% SDS 0.06  มิลลิลิตร
10% ammonium persulphate        0.06      มิลลิลิตร
TEMED                                   0.006 มิลลิลิตร
ปริมาตรรวม                                    6.0       มิลลิลิตร
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7.1.2 Separating gel
เติมสารประกอบตามลํ าดับดังนี้
นํ้ ากลั่น                                           2.3        มิลลิลิตร
30% acrylamide mix 5.0        มิลลิลิตร
1.5 M Tris (pH8.8)                       2.5        มิลลิลิตร
10% SDS 0.1  มิลลิลิตร
10% ammonium persulphate        0.5       มิลลิลิตร
TEMED                                   0.004 มิลลิลิตร
ปริมาตรรวม                                  10.0        มิลลิลิตร

7.2 การเตรียม 15% Tricine SDS-PAGE ( Schagger and Jagow, 1987)
7.2.1 Stacking gel

เติมสารประกอบตามลํ าดับดังนี้
นํ้ ากลั่น                                           2.0        มิลลิลิตร
48% acrylamide/1.5% bis mix 0.25      มิลลิลิตร
3 M Tris (pH8.45)/0.3% SDS         0.75      มิลลิลิตร
10% ammonium persulphate        0.02      มิลลิลิตร
TEMED                                   0.002 มิลลิลิตร
ปริมาตรรวม                                    3.0        มิลลิลิตร
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7.2.2 Separating gel
เติมสารประกอบตามลํ าดับดังนี้
นํ้ ากลั่น                                           1.0        มิลลิลิตร
46.5% acrylamide/1.5% bis mix 2.0        มิลลิลิตร
3 M Tris (pH8.45)/0.3% SDS         2.0        มิลลิลิตร
100% glycerol 1.0  มิลลิลิตร
10% ammonium persulphate        0.075    มิลลิลิตร
TEMED                                   0.0075 มิลลิลิตร
ปริมาตรรวม                                    6.0        มิลลิลิตร

8. การยอมโปรตีน
ตรึงโปรตีนบนแผนเจลโดยแชแผนเจลใน Fixing solution (40% methanol,     

10% acetic acid) นาน 30 นาที ยอมเจลดวย staining solution (ชั่ง Coomassie 
brillient blue R250  0.2 กรัมละลายใน 50% methanol) นาน 1 ชั่วโมง ลางสีออกดวย 
destainign solution (40% methanol, 10% acetic acid) จนกระทั่งสังเกตเห็นแถบ
ของโปรตีน

9.  การเตรียมดีเอ็นเอตรวจจับโดยวิธีติดฉลากดวย DIG (Digoxigenin)(Boenringer 
Mannheim, MA, USA)

ใชพลาสมิดลูกผสม (โคลน pC9) 60 ไมโครกรัม, 10x buffer D ปริมาตร              
4 ไมโครลิตร, EcoR I (12 ยูนิตตอไมโครลิตร) 1.5 ไมโครลิตร, Xho I (10 ยูนิตตอ
ไมโครลิตร) 1.5 ไมโครลิตรและนํ้ ากลั่น 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวบมที่ 37°C
นาน 6 ชั่วโมง จากนั้นตรวจสอบผลการยอยดีเอ็นเอดวย 1.5% agarose gel  
electrophoresis  ตัดเจลเฉพาะสวน insert gene ขนาด 171 bp จากนั้นสกัดดีเอ็นเอ
ออกจากเจล นํ าดีเอ็นเอ 2 ไมโครกรัมละลายนํ้ าใหไดปริมาตร 15 ไมโครลิตร ตมใน   
นํ้ าเดือดนาน 10 นาที แลวแชบนนํ้ าแข็งทันที จากนั้นเติมสารเหลานี้ในปฏิกิริยา 
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hexanucleotide mixture ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, dNTP-labelling mixture (1 mM 
dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dGTP, 0.65 mM dTTP และ 0.35 mM DIG-dUTP,     
pH 7.5) ปริมาตร 2ไมโครลิตรและเติมเอนไซม Klenow 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
แลวบมที่ 37°C นาน 16 ชั่วโมง (อยางนอย 2 ชั่วโมง) จากนั้นเติม 0.2 M EDTA,      
pH 8.0 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา แลวเติม 4 M LiCl ปริมาตร           
2.5 ไมโครลิตรและ absolute ethanol 75 ไมโครลิตร แลวนํ าไปแชที่ -70°C นาน       
30 นาที แลวหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 xg นาน 15 นาที แลวลางตะกอนดวย 
70% ethanol แลวทํ าใหตะกอนแหงดวย vacuum dry แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอ
ตรวจจับดวย TE buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.4 และ 1mM EDTA, pH 8.0)

10. การเตรียมเชื้อ WSSV เร่ิมตน
ตัดเอาเหงือก, หัวใจและลิมฟอยดออรแกนของกุงที่ติดเชื้อ WSSV มาบดให

ละเอียดในอาหารเลี้ยงเชื้อ K-199 (1%(w/v) M-199, 1.88 M NaCl, 0.06 M 
CaCl2.2H2O, 0.1 M L-glutamine, 9.14 mM Hepes และ 10%(v/v) salt mixture ซึ่ง
ประกอบดวย 0.05 M KCl, 0.12 M MgSO4.7H2O, 0.16 M MgCl2.6H2O และ       
3.21 mM NaH2PO4.2H2O, pH 7.3-7.6) ในอัตราสวน 1:2 (นํ ้าหนักเนื้อเยื่อกุง : 
ปริมาตร) แลวหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 xg นาน 10 นาที ทิ้งตะกอน นํ าสวนใสมา
หมุนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 8,000 xg นาน 30 นาที เก็บสวนใสที่มีไวรัสอยูที่ -70°C
จนกวาจะนํ าไปใช
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ตารางที่ 5  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของยีนจากโคลนตางๆกับ NCBI database ใน GenBank
Table 5     Homologies to NCBI database searches in Genbank

Clone Size of clone (bp) Gene Size (amino acid)   % Homology
pCR47 800 amino acid starvation 184 64.1

-induced protein (ASI)
pCR118 and 206         2,000 elongation1-α factor (EF1-α) 462 31.8
pCR136 800 ribosomal protein L23a 269 28.3
pCR154 500 ribosomal protein L26 144 63.1

(macrophage activator)
pCR190 400 ribosomal protein L30 111 74.7
pCR202         1,000 ribosomal protein L7a 266 45.9
pCR108, 121 1,300, 900 unmatchable gene      -    -
and 241  and 1,800 (novel)
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