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ภาคผนวก 

 
 
การเตรียมสารเคมีและสารละลายที่ใชในการเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิ 
 

100 mM phosphate buffer pH 7.0 
  เตรียม KH2PO4 + Na2HPO4 โดยเตรียมสารละลายแตละชนิดแยกกนักอน 
 การเตรียมสารละลาย Na2HPO4  

 เตรียม stock 1 M Na2HPO4 (100 มิลลิลิตร) 
  Na2HPO4   14.196  กรัม 
  น้ํากลั่น                          100  มิลลิลิตร 
 จากนั้นนํา 1 M Na2HPO4 มาเจือจางใหไดความเขมขนเทากับ 100 mM 

Na2HPO4 โดยการแบง 1 M Na2HPO4 มา 50 มิลลิลิตร เติมน้ํา 450 มิลลิลิตร จะได 100 
mM Na2HPO4

 การเตรียมสารละลาย KH2PO4

  เตรียม stock 1 M KH2PO4 (200 มิลลิลิตร) 
    KH2PO4   27.22  กรัม 
    น้ํากลั่น                       200  มิลลิลิตร 
   จากนั้นนํา 1 M KH2PO4 มาเจือจางใหไดความเขมขนเทากับ 100 mM  

KH2PO4 โดยการแบง 1 M KH2PO4 มา 50 มิลลิลิตร เติมน้ํา 450 มิลลิลิตร จะได         
100 mM KH2PO4

   นํา 100 mM Na2HPO4 300 มิลลิลิตร นําไปปรับ pH โดยคอย ๆ เติม 
100 mM KH2PO4 จนกวา pH เทากับ 7.0 จะได 100 mM phosphate buffer pH 7.0 
 

100 mM borate buffer pH 9.0 
  เตรียม stock 500 mM borate buffer pH 9.0 (500 มิลลิลิตร) 
   ช่ัง boric acid 15.46 กรัม ละลายในน้ําดวยการใชเครื่องกวนสารละลาย
ดวยแทงแมเหล็ก และชั่ง NaOH 4.5 กรัม ละลายในน้าํแยกกันกอน แลวจึงนําไปปรับ pH โดย     
คอย ๆ เติมสารละลาย NaOH ลงในสารละลาย boric acid จนกวา pH เทากับ 9.0 จากนั้นปรับ
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ปริมาตรเทากับ 500 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น จะได 500 mM borate buffer pH 9.0 แลวจึงนําไปเจือจาง
ใหได100 mM borate buffer pH 9.0 กอนนําไปใช 
 

20 mM potassium phosphate buffer pH 7.0  

  เตรียมสารละลาย K2HPO4 + KH2PO4 โดยเตรียมสารละลายแตละตัวแยกกัน
กอน 
 การเตรียมสารละลาย K2HPO4

  เตรียม stock 500 mM K2HPO4 (100 มิลลิลิตร) 
   K2HPO4    8.709  กรัม 
   น้ํากลั่น          100  มิลลิลิตร 

การเตรียมสารละลาย KH2PO4

  เตรียม stock 500 mM KH2PO4 (100 มิลลิลิตร) 
   KH2PO4    6.805  กรัม 
   น้ํากลั่น           200  มิลลิลิตร 
  นํา stock 500 mM K2HPO4 มา 50 มิลลิลิตร นําไปปรับ pH โดยคอย ๆ เท 
stock 500 mM KH2PO4 ลงไปจนกวา pH เทากับ 7.0 จะได stock 500 mM potassium 

phosphate buffer pH 7.0 แลวจึงนําไปเจือจางใหได 20 mM potassium phosphate buffer 

pH 7.0 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยนํา stock 500 mM potassium phosphate buffer pH 7.0 
มา 4 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 98 มิลลิลิตร จะได 20 mM potassium phosphate buffer pH 7.0 
  
 1 M NaCl  (100 มิลลิลิตร) 
   NaCl     5.84  กรัม 
   น้ํากลั่น     100  มิลลิลิตร 
  นําไปใชเปน stock NaCl solution ในการปรับความเขมขนของปริมาตรน้ําใส
ใหมีความเขมขนเทากับ 0.5 M NaCl ในการตกตะกอนไวรัส 
 
การเตรียมสียอมกริดแบบ negative stains 
  การเตรียมสียอมกริดแบบ negative stains โดยการใช 2% phosphotungstic 

acid pH 7.0 โดยการชั่ง phosphotungstic acid 2 กรัม ละลายในน้ํา 100 มิลลิลิตร ปรับ pH 
เทากับ 7.0 ดวย KOH นําไปเก็บที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียมสารละลายทีใชในการสกัดโปรตนีพืช 
 

Extraction buffer สําหรับใชในการสกัดโปรตีนพืช 
  ประกอบดวย 100 mM Tris-HCl pH 7.0, 1mM EDTA, 2mM DTT,        

10mM 2-mercaptoethanol, 0.005% phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) และ 4% 

SDS (w/v) โดยเตรยีม stock solution ของสารละลายแตละชนดิกอน  
 

1 M Tris-HCl  pH 7.0 (100 มิลลิลิตร) 
  ช่ัง Tris-base 12.1 กรัม ละลายในน้ํากลัน่ 80 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 7.0 ดวย 
HCl แลวปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 
  500 mM EDTA  (100 มิลลิลิตร)  
  ช่ัง disodium ethylenediamine tetraacetate⋅2H2O (EDTA) 18.61 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 8.0 ดวย NaOH แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 ดวย
น้ํากลั่น นําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 

10 mM DTT (10 มิลลิลิตร) 
  Dithiothreitol (DTT)    0.0154  กรัม  
  น้ํากลั่น                    10  มิลลิลิตร 
 
  2-mercaptoethanol  (National Diagnostics, U.K.)  
  จากขวด stock 2-mercaptoethanol มีความเขมขนเทากับ 14.2 M  
 
  0.1% PMSF  (10 มิลลิลิตร) 
  ช่ัง PMSF 0.01 กรัม ละลายใน absolute ethanol 10 มิลลิลิตร 
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 การเตรียม Extraction buffer 
Stock solution  final concentration    volume 
1 M Tris-HCl  pH 7.0  100 mM Tris-HCl pH 7.0      2     มิลลิลิตร   
500 mM EDTA  1 mM EDTA      40   ไมโครลิตร 
10 mM DTT   2 mM DTT        4     มิลลิลิตร 
14.2 M 2-mercaptoethanol 10 mM 2-mercaptoethanol    15    ไมโครลิตร 
0.1% PMSF   0.005% PMSF          1    มิลลิลิตร 
 ผสมสารละลายทุกชนดิเขาดวยกัน ช่ัง SDS 0.8 กรัม เติมลงในสารละลาย extraction 

buffer แลวปรับปริมาตรดวยการเติมน้ํากล่ันใหครบ 20 มิลลิลิตร 
 
การเตรียมสารละลายที่ใชในการตรวจสอบโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE 
 
 Sample buffer สําหรับ SDS-PAGE 
  500 mM Tris-HCl pH 6.8   1.25 มิลลิลิตร 
  glycerol     2.5 มิลลิลิตร 
  10% SDS     2.0 มิลลิลิตร 
  0.5% bromophenol blue   0.2 มิลลิลิตร 
  เติม 2- mercaptoethanol 50 ไมโครลิตร ลงใน sample buffer 950 ไมโครลิตร 
กอนใช 

10X Running buffer (1 ลิตร) 
  Tris-base     30.275   กรัม 
  Glycine               144.192   กรัม 
  SDS                  10.0   กรัม 
  ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น 
 
 Staining solution (100 มิลลิลิตร) 
  Coomassie brillian blue R-250   0.25 กรัม 
  Methanol       50 มิลลิลิตร 
  Acetic acid       10 มิลลิลิตร 
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  ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น กรองดวยกระดาษกรองกอนใช 
และสามารถนํากลับมาใชไดอีก 
 
 Destaining solution (1 ลิตร) 
  Methanol     250 มิลลิลิตร 
  Acetic acid        75 มิลลิลิตร 
  ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น 
 
การเตรียมสารละลายที่ใชในการสกัดอารเอ็นเอ 
 
การสกัดอารเอ็นเอวิธี SDS-phenol 
 
 Extraction buffer 
  Phenol      20 มิลลิลิตร 
  Chloroform     20 มิลลิลิตร 
  2-mercaptoethanol       4 มิลลิลิตร 
 
 5 M NaCl 
   ช่ัง  NaCl   29.22 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ 
  
 สารละลาย A  (100 มิลลิลิตร) 
  500 mM Tris-HCl pH 7.5       2 มิลลิลิตร 
  500 mM EDTA         2  มิลลิลิตร 
  1% SDS        10 มิลลิลิตร 
  ปรับปริมาตรดวย DEPC- treated water จนครบ 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ 
  
 5 M LiCl  (100 มิลลิลิตร) 
  ช่ัง  LiCl 21.2 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร นําไป
นึ่งฆาเชื้อ 
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 3 M sodium acetate (NaOAc)  (100มิลลิลิตร) 
ช่ัง NaOAc 40.824 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 80 มิลลิลิตร นําไปปรับ pH ดวย 

acetic acid จนกวา pH เทากับ 5.2 ปรับปริมาตรใหเทากับ 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ 

 
การสกัดอารเอ็นเอวิธี CF-11 cellulose 
 
 10X STE buffer (1 ลิตร) 
  Tris base     61 กรัม 
  NaCl      58 กรัม 
  EDTA      3.7 กรัม 
  ละลายสารทั้ง 3 ชนิดในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ดวย HCl จนกวา pH 
เทากับ 6.8  แลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ดวยน้ํากลัน่ 
 
 Extraction buffer 
  10X STE buffer     20 มิลลิลิตร 
  SDS           2 กรัม 
  Polyvinylpyrolidone-40      1 กรัม 
  ช่ัง SDS 2 กรัม และ Polyvinylpyrolidone-40  1 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน จากนั้น
เติม 10X STE buffer 20 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร 
  
 16% Ethanol in STE 
  1X STE     84 มิลลิลิตร 
  absolute ethanol    16 มิลลิลิตร 
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การสกัดอารเอ็นเอวิธี Guanidine thiocyanate 
 
 สารละลาย D (220 มิลลิลิตร) 
  Guanidine thiocyanate       100 กรัม 
  0.75 M Sodium citrate tribasic dehydrate pH 7 7.04 มิลลิลิตร 
  10% N-Lauroylsarcosine (sarcosyl)              10.56 มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น                 117.2 มิลลิลิตร 
  เติม 2-mercaptoethanol ในอัตรา 0.36 มิลลิลิตร ตอ สารละลาย D 50 มิลลิลิตร 
กอนใช (สามารถเก็บไดนาน 1 เดือน) 
 
 2 M Sodium acetate pH 4.1  (100 มิลลิลิตร)  
  ช่ัง NaOAc 27.2 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร แลวเติมปรับ pH ดวย 
acetic acid จนกวา pH เทากับ 4.1 ปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 100 มลิลิลิตร 
 
หมายเหตุ  น้าํกลั่นที่ใชในการเตรียมสารละลายเพื่อการสกัดอารเอ็นเอทั้ง 3 วิธีตองเปน DEPC-

treated water ซ่ึงเตรียมโดยเติม Diethylpyrocarbonate (DEPC) 1 มิลลิลิตร ในน้ํากลัน่
ปริมาตร 1 ลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวนําไปนึ่งฆาเชือ้ 
ตลอดจนเครื่องแกวที่ใชในการสกัดอารเอ็นเอตองนําไปอบที่อุณหภูมิ 300 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
4 ช่ัวโมง สวนหลอดทดลองนําไปแชใน 0.1% DEPC-treated water บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นลางดวย DEPC-treated water หลาย ๆ คร้ัง แลวนําไปนึ่งฆา
เชื้อ 
 
การเตรียมสารละลายสําหรับเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
  
 5X TBE buffer (1 ลิตร) 
  Tris base        54 กรัม 
  Boric acid     27.5 กรัม 
  500 mM EDTA pH 8.0      20 มิลลิลิตร 
  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร 
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 Loading dye 
  Bromophenol blue    0.25% 
  Xylene cyanol     0.25% 
  Glycerol in H2O       30% 
  เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
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คาใชจายโดยประมาณในการสกัดอารเอ็นเอแตละวิธี (ตอ 1 ตัวอยาง) 
 
 วิธีท่ี 1 : SDS-phenol 

  Phenol                16    บาท 

  Chloroform                1      บาท 

  Mercaptoethanol    1      บาท 

  LiCl               44      บาท 

  Tris base     2      บาท 

  EDTA      5      บาท 

  SDS               10      บาท 

  NaOAc     4      บาท 

  รวม                    83       บาท 
 
 วิธีท่ี 2 : CF-11 cellulose 
  1X STE buffer      2      บาท 

  Cellulose      5      บาท  

  NaOAc      4      บาท 

  Chloroform      2       บาท 

  Pentanol      2       บาท 

  Ethanol               10       บาท 

  PVP-40               10       บาท 

  SDS                10       บาท 

  รวม                  45       บาท 
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 วิธีท่ี 3 : Guanidine thiocyanate 
   
  Guanidine thiocyanate (Fluka)         1520 บาท 
  Chloroform                  1 บาท 
  Ethanol       1  บาท 
  Phenol        8 บาท 

  Sarcosyl (Sigma)             800         บาท 
  รวม              2330         บาท 
 
 วิธีท่ี 4 : Plant RNA isolation kit ((UltraCleanTM, MO BIO Laboratories, 
              Inc., USA)  

 
 ชุด Kit 20 reaction ราคา              3800      บาท 

  1 reaction     190      บาท 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

  
  
 75 

 
ประวัติผูเขียน 

 
 
ช่ือ-สกุล  นางสาวสุดาพร ปุกแกว 
 
วัน เดือน ปเกดิ  7 มิถุนายน พ.ศ. 2522 
 
ประวัติการศึกษา  สําเร็จการศึกษาชั้นมัธยมศกึษาปที่ 3 โรงเรียนลําปางกัลยาณี  

จังหวดัลําปาง ปการศึกษา 2537 
   สําเร็จการศึกษาชั้นมัธยมศกึษาปที่ 6 โรงเรียนสุรนารีวทิยา  
   จังหวดันครราชสีมา ปการศึกษา 2540 
   สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (จุลชีววิทยา)  
    มหาวิทยาลัยขอนแกน จ.ขอนแกน ปการศึกษา 2544 
 
ทุนการศึกษา  ไดรับทุนอุดหนุนบัณฑิตศึกษา โครงการยอยบัณฑิตศึกษาและวิจยั 

สาขาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร  
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
ประสบการณ           - ไดรับรางวัลนําเสนอผลงานวิจัยแบบโปสเตอรดีเดน การประชมุเสนอ 
   ผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศกึษาแหงชาติคร้ังที่ 4  ระหวางวันที่ 10-11  
   สิงหาคม 2547 ณ โรงแรมโลตัสปางสวนแกว จ.เชียงใหม 
            -  เขารวมเสนอผลงานภาคบรรยาย งานสัมมนาวิชาการเกษตร คร้ังที่ 2  
   วันที่ 20 สิงหาคม พ.ศ. 2547  คณะเกษตรศาสตร    
   มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
ผลงานวิจัย  งานวิจยัปญหาพิเศษระดับปริญญาโทเรื่อง “การคัดเลือกแบคทีเรีย 
   บนผิวใบเพื่อควบคุมโรคแอนแทคโนสของเสาวรส” 
   ปการศึกษา 2546  
 




