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ภาคผนวก 
 

การเตรียมบัฟเฟอร์และสารละลายเข้มข้น 
 

1. 50X Tris acetate buffer (50X TAE buffer) 

1.1 Tris – base   242.0 กรัม 

1.2 glacial acetic acid    57.1 กรัม 

1.3 0.5 M  EDTA pH 8.0               100.0 กรัม  

ผสมสารทั้งสามเขา้ดว้ยกนั แลว้เติมน ้าใหไ้ดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือแลว้

เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 

2. Tris ethylenediaminetetra acetic acid buffer (TE buffer pH 8.0) 

 2.1 10mM Tris – HCI 

 2.2 1mM EDTA 

ผสมสารละลายทั้งสองเขา้ดว้ยกนั แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ 

3. 1M Tris – HCI pH 8.0 

 ชัง่สาร Tris base 121.1 กรัมละลายในน ้า 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH ใหเ้ป็น 8.0 โดยใช้

กรด HCI เขม้ขน้แลว้ปรับปริมาตรดว้ยการเติมน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร แลว้น าไปน่ึง

ฆ่าเช้ือ 

4. 0.5 M EDTA 

ชัง่สาร disodium ethylenediamine tetraacetate – 2H2O 136.1 กรัม ละลายในน ้า 800 

มิลลิลิตร คนใหล้ะลายโดยการใช ้ magnetic stirrer จากนั้นเติม NaOH เพื่อปรับใหไ้ด ้ pH 8.0 ซ่ึง

เป็น pH ท่ี EDTA จะละลายไดห้มดพอดี ปรับปริมาตรดว้ยน ้าใหไ้ดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร แลว้

น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ 

5. 5 M NaCI 

 ชัง่สาร NaCI 29.2 กรัม ละลายน ้าโดยปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร แลว้น าไป น่ึงฆ่า

เช้ือแลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
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6. 40% Acrylamide Solution 

 6.1 Acrylamide   38 กรัม 

 6.2 Bis – Acrylamide    2 กรัม 

 ละลาย Acrylamid และ Bis – Acrylamide ในน ้ากลัน่ปริมาตร 50–80 มิลลิลิตรก่อนอาจใช้

ความร้อนช่วยในการละลาย แต่ระวงัอยา่ใหส้ารละลายร้อนเกินไป และควรใช ้magnetic stirrer 

(อยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ) เม่ือสารละลายหมดจึงค่อยเติมน ้าปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร และเก็บ

ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

7. Polyacrylamide Gel 

 Polyacrylamide Gel ท่ีใช ้คือ 4% ใชส้ารละลายปริมาตร 5 มิลลิลิตร ต่อแผน่ ประกอบดว้ย 

 7.1 40% Acrylamide   0.5 มิลลิลิตร 

 7.2 10X TAE buffer   0.5 มิลลิลิตร 

 7.3 10% Ammonium persulfate  7.5 ไมโครลิตร 

 7.4 Temed    3.5 ไมโครลิตร 

 7.5 น ้ากลัน่    4.0  มิลลิลิตร 

 ผสมสารละลายทั้งหมดใหเ้ขา้กนั (ระวงัอยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ) ยกเวน้ Temed ใหใ้ส่เป็น

ล าดบัสุดทา้ยก่อนท่ีจะใส่สารละลายทั้งหมดลงในกระจกท่ีเตรียมส าหรับใส่เจล เม่ือใส่สารละลาย

ทั้งหมดในกระจกแลว้จึงควรใส่ comb ทนัทีอยา่งระมดัระวงั ขบวนการ polymerization จะสมบูรณ์

ใชเ้วลา 15-20 นาที จึงสามารถน าเจลมาใชไ้ดท้นัที ภายหลงัการท า electrophoresis จะน าเจลไปยอ้ม

ดว้ย Ethedium bromide ประมาณ 1 นาทีก่อนน าไปท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง Gel dryer, GD 2000 

8. 10% Ammonium persulfate 

 ชัง่สาร Ammonium persulfate 0.1 กรัม เติมน ้ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้

น าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 

9. Ethidium bromide 10 มิลลกิรัม/มิลลลิติร 

 ชัง่ ethidium bromide 1 กรัม น าไปละลายดว้ยน ้ากลัน่ปริมาตร 100 มิลลิลิตร กวนดว้ย 

magnetic stirrer จนกระทัง่สารละลายหมด ซ่ึงอาจใชเ้วลาหลายชัว่โมง จากนั้นเก็บไวใ้นขวดสีชาท่ี
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อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในการเตรียมสารน้ีจะตอ้งระมดัระวงัมาก โดยการใส่ถุงมือและอยา่

หายใจเอาผงของ ethidium bromide เขา้ไป เน่ืองจากสารน้ีมีคุณสมบติัเป็น strong mutagent 

 

อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

 

1. ตูอ้บอุณหภูมิสูง (Hot air oven) 

2. หมอ้น่ึงความดนั(Autoclave) 

3. เคร่ืองวดัความเป็นกรด – ด่าง (pH meter) รุ่น CG 842 ยีห่อ้ Schott-Gerate 

4. เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า (power supply) 

5. Gel documentation (ยีห่อ้ syngene, รุ่น Gene genius) 

6. เคร่ืองท าความเยน็ ไดแ้ก่ ตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตูแ้ช่ -20 องศาเซลเซียส และ

ตูแ้ช่ -80 องศาเซลเซียส) 

7. Adjustable automatic pipettes 

8. Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และ 0.2 มิลลิลิตร 

9. Pipette tip 

10. Thermal cycler : GeneAmp PCR system (MJ Research model PTC 100) 

11. อุปกรณ์อิเล็คโตรโฟรีซีส (electrophoresis) ชนิดแนวนอนของบริษทั Amersham 

pharmacia biotech รุ่น ClassicTM CSSU1214 

12. Vortex mixer รุ่น VX100 ยีห่อ้ Labnet 

13. บิกเกอร์ 

14. ตูดู้ดไอพิษ 

15. เคร่ืองหมุนเหวีย่งความเร็วสูง 

16. เตาไมโครเวฟ 

17. Micro-centrifuge รุ่น GMC-260 ยีห่อ้ Daihan Lab Tech 

18. เคร่ืองชัง่แบบละเอียด 

19. Magnetic stirrer รุ่น HS115 ยีห่อ้ HL Instrument 
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20. Shaking incubator รุ่น DK-SI001a ยีห่อ้ Daili 

21. NanoDrop 1000 UV-Vis spectrophotometer รุ่น Nanodrop 2000 ยีห่อ้Thermo Fisher 

Scientific 

22. Gel dryer, รุ่น GD 2000 ยีห่อ้ Amersham Biosciences 
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