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ภาคผนวก  ก 
 

การศึกษาทางกายวิภาควิทยาของเนื้อเยื่อ  โดยวิธีการ paraffin embedding 
 

สารเคมีท่ีใชในการเตรียมเนื้อเยื่อพืชและสไลดถาวร 
1.    สารเคมีท่ีใชเตรียมน้ํายาในการเก็บตัวอยางพืชสําหรับฆาและรักษาสภาพเซลล  
(killing and fixing solution) คือ  FAA  (formalin-acetic acid-alcohol)  ประกอบดวยสวนผสมดังนี้ 

 ethyl alcohol  (95%)  50 มิลลิลิตร   
 formalin   10 มิลลิลิตร 

  glacial acetic acid   5 มิลลิลิตร 
  น้ํากล่ัน    35 มิลลิลิตร 
2.  น้ํายาสําหรับดึงน้ําออกจากเซลล  (dehydrating solution)  ประกอบดวยสวนผสมดังแสดงใน
ตารางภาคผนวกท่ี  1 
 
ตารางภาคผนวกท่ี  1  สวนผสมและอัตราสวนของสารเคมีในการเตรียมน้ํายาสําหรับดึงน้ําออกจาก  

เซลล 
สารเคมี ระดับแอลกอฮอล (%) 

 50 70 85 95 100 
95% ethyl alcohol  40 50 50 45 - 
absolute ethyl alcohol  - - - - 25 
tertiary butyl alcohol 10 20 35 55 75 
น้ํากล่ัน  50 30 15 - - 
 
3.   พาราฟนเหลว 
4.   สารตัวกลางท่ีใชสําหรับฝงเนื้อเยื่อเพื่อการตัด (embedding media)  ไดแก    Parplast   
5.   น้ํายาสําหรับยึดเนื้อเยื่อใหติดบนแผนสไลด  (adhesive)  ไดแก  albumin  ซ่ึงมีสวนผสมและ

อัตราสวนในการเตรียม stock solution  ดังนี้ 
ไขขาว  1  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน  49 มิลลิลิตร 

นํา  stock solution  1 มิลลิลิตร  มาเติมน้ํากล่ันใหครบ  50  มิลลิลิตร  แลวจึงนําไปใช 



 
 

63

6.   น้ํายาสําหรับทําเนื้อเยื่อใหสะอาด  (clearing reagent)  ไดแก  xylene 
7.   สีสังเคราะหสําหรับยอมสีเนื้อเยื่อ  คือ  Delafield’s hematoxylin  ซ่ึงประกอบดวย 

aluminium  sulfate [Al2(SO4)3.16H2O  400 มิลลิลิตร 
hematoxylin (C6H14O6)    4 กรัม 
95% ethyl alcohol    25 มิลลิลิตร 
methyl alcohol     100 มิลลิลิตร 
glycerol      100 มิลลิลิตร 

8.     สารตัวกลางสําหรับปดแผนกระจกสไลด ( mounting  media )   คือ  Canada balsam  
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ภาคผนวก ข 
 

การศึกษาทางเซลลวิทยา 
 
1.    การเตรียมน้ํายาหยุดวงชีพเซลล  (pre-treatment) 
  para-dichlorobenzene  10    กรัม 
  น้ํากล่ัน    500  มิลลิลิตร 

ผสม para-dichlorobenzene  และนํ้าท้ิงไว   1  คืน  แลวนาํมาคนใหเปนเนื้อเดยีวกันดวย  
megnetic  stirrer  ท่ี  60  oซ 
2. เตรียมน้ํายารักษาสภาพเซลล  (fixative) 

absolute ethanol   3  สวน 
glacial acetic acid  1  สวน 

3. การเตรียมน้ํายาแยกเซลล 
hydrochloric acid  1N 

4. การเตรียมสียอม  carbol fuchsin 
4.1 ช่ังสาร basic fuchin  3  กรัม  ละลายใน  100  มิลลิลิตร  alcohol  70% (ethanol)  เก็บใส

ขวดสีชาไวในตูเย็น  (สามารถเก็บไวไดนาน)  =  Fluid  A 
4.2 ตวง  Fluid  A  10  มิลลิลิตร  ผสมในสารละลาย  5%  phenol  90  มิลลิลิตร  =  Fluid  B 
4.3 ตวง  Fluid  B  55  มิลลิลิตร  เติม  glacial acetic acid  6  มิลลิลิตร และ 37%  

Formaldehyde  = Fluid C    
4.4 ตวง  Fluid  C  5  มิลลิลิตร  หรือ  10  มิลลิลิตร  แลวเติม  45%  acetic acid  95  มิลลิลิตร  

และ  1.8  กรัม  sorbitol  นํามาคนใหเปนเนื้อเดียวดวย  megnetic stirrer  หลังจากนัน้กรอง
ใสขวดสีชา 
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ภาคผนวก  ค 
 

สารเคมีและการเตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหรูปแบบไอโซไซม 
 
1.   น้ํายาสกัดเอนไซม  (extraction  buffer) 
       สารท่ีใชเปนน้ํายาสกัดเอนไซม  คือ  Tris (hydroxymethyl )  aminomethane หรือ  Tris-           

buffer  0.2 M  pH  8.4 
   0.2 M  Tris (hydroxymethyl )  aminomethane 100   มิลลิลิตร                                                     
   0.2 M  HCL      100   มิลลิลิตร 
 วิธีการเตรียมทําโดยการนํา  0.2 M Tris  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร   ผสมกับ  0.2 M  HCL   
ปริมาตร  16.5  มิลลิลิตร  และปรับ  pH   0.2 M  HCL   ใหได  pH  8.4  หลังจากนั้นปรับปริมาตร
ดวยน้ํากล่ันใหได  200  มิลลิลิตร   ใสลงในขวดสีชา  เก็บไวท่ีอุณหภูมิ   4   องศาเซลเซียส 
2.   สารเคมีท่ีใชเปนสวนประกอบของ  separating  gel   7.5 %  แสดงในตารางภาคผนวกท่ี  2 
 
ตารางภาคผนวก  2   สวนผสมสําหรับการเตรียม    separating  gel   7.5 % 

Stock   solution separating  gel   7.5 % 
น้ํากล่ัน 9.7   มิลลิลิตร 
1.0  M  Tris – HCL  pH  8.8  5  มิลลิลิตร 
Acrylamide  30 % 5  มิลลิลิตร 
APS  10 %  ( เตรียมกอนใช )  200  ไมโครลิตร 
TEMED  10  ไมโครลิตร 
 
 เตรียม  separating  gel  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ผสมน้ํากล่ัน  กับ  1.0  M  Tris – HCL  pH  
8.8  และ  Acrylamide  30 %   เขาดวยกัน  แลวคอย ๆ  เติม  APS  10 %  และ  TEMED  คนใหเขา
กัน   จากนั้นนํามาเทลงระหวางแผนกระจกท่ีเตรียมไว  ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ 
3.   สารเคมีท่ีใชในการเตรียม   electrode  buffer 
 Tris                            6.0   กรัม 
 Glycine             28.8   กรัม 
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     เตรียมสารละลายโดยการละลาย  Tris 6.0   กรัม  และ  Glycine 28.8   กรัม  ในน้ํากล่ัน  200  
มิลลิลิตร  ปรับ  pH  ใหได  8.3  ดวย  1 N  NaOH  หรือ  1 N  HCL  เติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตร  
1,000  มิลลิลิตร  เก็บไวในขวดสีชา ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส   
 
4.   สารเคมีท่ีใชในการเตรียม   marker  dye   
 Bromophenol  blue     0.05   กรัม 
 Glycerol      1.00   มิลลิลิตร 
  Tris – HCL  buffer pH  6.7    10      มิลลิลิตร 
5.   การเตรียมสียอมเอนไซม 
 5.1   acid   phosphatase ( ACP )   
       สารเคมี 
       1.  stock A :  Acetone  buffer  0.2  M  pH  4.8  50      มิลลิลิตร 
         2.   stock B :  Fast  ganet  GBC  disodium  salt 0.05    กรัม 
         3.   stock C :  D isodium   α   naphtyl  phosphate      0.025 กรัม 
  ผสม  A , B  และ  C  ใหเขากัน  นําไปยอมเจลในท่ีมืด 
 5.2   esterase  ( EST ) 
         สารเคมี 
         1.  stock A :  Phosphate  buffer  0.2  M  pH  6.0 100      มิลลิลิตร 
         2.   stock B :  Fast  bule – B salt    0.15     กรัม 
         3.   stock C :  α – naphtylacetate    0.003  กรัม 
  ผสม  A  และ  B  ใหเขากัน  กรองในท่ีมืด  แลวคอย ๆ เติม  C  ลงไปผสม 
  นําไปยอมเจลในท่ีมืด 
 5.3  peroxidase  ( POX )   
          สารเคมี 
          1.  stock A : 3 amino- 9 ethylcarbazole  0.042   กรัม 
               β-napthol     0.029   กรัม 
               acetone      200      มิลลิลิตร 
           ละลายใหเปนเนื้อเดียวกันแลวเก็บในขวดสีชาท่ีอุณภูมิตูเย็น 
          2.   stock B : Tris   buffer  0.1 M  pH  4.0 
  Tris (hydroxymethyl )  aminomethane  0.754   กรัม 
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  Acetic  acid     0.81     กรัม 
 ละลายดวยน้ํากล่ันแลวปรับ  pH ใหได  4.0  ดวย  NaOH  หรือ  HCL ท่ีปริมาตร  500  

มิลลิลิตร  เก็บในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิตูเย็น 
 3.   stock C : H2O2  3 เปอรเซ็นต 
        เตรียมจาก  H2O2  3   เปอรเซ็นต   10.0   มิลลิลิตร 

เติมน้ํากล่ันใหได  100  มิลลิลิตร  ( เตรียมใหมทุกคร้ัง ) 
                        วิธีการเตรียม   ผสม  stock A และ B  ใหเขากันกอน  แลวผสม  C  ใหเปนเนื้อ   

เดียวกัน  แลวนําไปยอมเจลในท่ีมืด   
6.   การเตรียมน้ํายา  fix  ( กรดแอซิติกเขมขน   7  เปอรเซ็นต ) 
 Acetic  acid      70    มิลลิลิตร 
 น้ํากล่ัน      930  มิลลิลิตร 
 Glycerol      20    มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 
 

การเตรียมน้ําปุย  สูตร  CMU-RPF 
(Chiang  Mai  University  - Royal  Project  Foundation) 

 
1. ช่ังแมปุยตามตารางภาคผนวกท่ี  2  โดยแยกเปน  2  ถัง  ดังนี้ 

 การเตรียมปุยในถัง  A 
  ช่ังแมปุยตามลําดับใหครบตามถัง  A  (ตารางภาคผนวกท่ี  3)  และละลายปุยท่ีละ
ชนิดดวยน้ํา  กรองดวยผาขาวบางกอนเทลงถังขนาด  20  ลิตร  ปรับปริมาตรใหครบ  10  
ลิตร 

 การเตรียมปุยในถัง B 
ช่ังแมปุยตามลําดับใหครบตามถัง  B  ปฏิบัติเชนเดียวกับ  1.1 

2.    การนําไปใช  ตวงน้ําแมปุยจากถัง  A  และ  B  อยางละ  1  ลิตร  ผสมนํ้า  200   ลิตร   
ตารางภาคผนวกท่ี  3 

แมปุย ปริมาณปุยท่ีใช  (กรัม) 
 ถัง  A  (กรัม/10 ลิตร) ถัง  B  (กรัม/10 ลิตร) 

NH4H2PO4 500 - 
MgSO4.7H2O 400 - 
(CaNO3)2. 4H2O - 1100 
KNO3 610 610 
Unilate 25 - 
 

ความเขมขนของธาตุอาหารในสารละลาย 
ธาตุอาหารหลัก  (ppm) 

−

3NO  +

4NH  P K Ca Mg S 
79.3 30 152.5 280.6 93.5 19.8 26 

 

ธาตุอาหารจาก Unilate  ของบริษัท  เอฟ.อี.  ซิลลิก (กรุงเทพฯ จํากัด)  (ppm) 
Mg Mn Fe Cu Zn Co B Mo 
0.3 0.19 0.19 0.06 0.06 0.004 0.04 0.004 
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ประวัติผูเขียน 
 

ชื่อ-สกุล  นางสาวรัตติกาล   พวงทอง 
 

วัน เดือน ปเกิด 10    มีนาคม   2525 
 

ท่ีอยูท่ีสามารถติดตอได 
 

121/22   หมู  7  ตําบลฟาฮาม   อําเภอเมือง  จังหวดัเชียงใหม   50000  
 

ประวัติการศึกษา 
 

สําเร็จการศึกษามัธยมศึกษาตอนตน  โรงเรียนนวมินทราชูทิศ  พายัพ 
จังหวดัเชียงใหม  ปการศกึษา  2539 
 
สําเร็จการศึกษามัธยมศึกษาตอนปลาย โรงเรียนนวมินทราชูทิศ  พายัพ 
จังหวดัเชียงใหม   ปการศึกษา  2542 
 
สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาพืชศาสตร  (พืชผัก) 
มหาวิทยาลัยแมโจ  จังหวัดเชียงใหม  ปการศึกษา  2546 

               
  
  
  
 
 

 


