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สารเคมีที่ใช้’โนการสีกษา'วิจัย

Absolute eyhanol 
Agarose gel powder 
Ampicillin 
Boric acid 
Chloroform

cetryltrimethylammonium bromide (CTAB) 
DNA ladder 
dNTP mix 
EcoR I
Ethidium bromide

Ethylene diaminetetra acetic acid (EDTA)
G lacial a c e tic  acid
Heparin
Luria Bertani agar 
Luria Bertani broth 
/V-Lauroylsarcosine 
Phenol
Isoamylalcohol
pGEM®-T Easy Vector system I 
Platinum Taq DNA polymerase 
Primers
QIAquick® PCR purification kit 
QIA prep® Miniprep kit 
Taq DNA polymerase 
Tris base
IPTG (Isopropyl-P-D-Thiogalactopyranoside)

เค ร ื่อ งห ม า ย ก า ร ค ้า

Merk
USB
BIO BASIC Inc
Sigma
Merk
Sigma
SibEnzyme
Éppendorf
Promega
Bio-Rad
Pharmacia Biotech
S igm a
Leo
Bacto
Bacto
Amresco
Amresco
Sigma
Promega
Invitrogen
Proligo
QIAGEN
QIAGEN
Invitrogen
Amresco
BIO BASIC Inc
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สารเคมีที่ใช้ในการสิกษาวิจัย

5-Bromo-4-Chloro-3-lndolyl-(3-D- Galactopyranoside 
(X-GAL)

เครองหมายการค้า 
BIO BASIC Inc

วิธการเตรยม PSG buffer (Phophate saline glucose buffer)
PSG buffer ประกอบด้วย 50mM Na2HP04 2mM NaH2P04.H20  และ 36mM NaCI และ 

เติม glucose ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1.5% glucose

วิธีการเตรียม 20% glycerol PSG เพี่อ'ใช้ในการเก็บเชั่อ T. e va n si ที่อุณหภูมิ -70 
องศาเซลเซียส

นำ glycerol มาผสมกับ PSG buffer ท่ีเตรียมไว้แล้ว ให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ glycerol 
เป็น 20%

วิธีการเตรียม Stock PS buffer (Phosphate saline) จัดแปลงมาจาก Lanham และ Godfrey 
(1970)

Stock PS buffer ประกอบด้วย Na2HP04(anhydrous) 13.48 กรัม NaH2P04.H20  0.69 
กรัม และ NaCI 4.25 กรัม และเติมน้ํากล่ันจนได้ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร

วิธีการเตรียม 10 JLIM primer
ผสม 100 JIM primer 5 ไมโครลิตรกับนํ้ากลั่นบริสุทธ้ิ45 ไมโครลิตร เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส

วิธีการเตรียม 1% และ 2% agarose gel
ช่ัง agarose 0.3 กรัม และ 0.6 กรัม สำหรับ 1% และ 2% agarose ตามลำดับ นำ 

agarose ท่ีชั่งมาละลายใน 1X TAE ปริมาตร 30 มิลลิลิตร อุ่นให้ผง agarose ละลายในไมโครเวฟ 
จนผง agarose ละลายหมด จากน้ันเติม Ethidium bromide 3 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน รอจน 
สารละลาย agarose อุ่นจึงเทลงบนถาด รอให้gel แข็ง ดึง comb ออก แล้วจึงนำไปใช้ในการทำ
electrophoresis
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วิธีการเตรียม 5X TBE (Tris-Borate)
ชังสารดังน Tris base 54 กรัม Boric acid 27.5 กรัม และ 0.5M EDTA (pH8.0) 20 

มิลลิลิตร เติมนํ้ากลั่นบริสุทฬิ้นได้![ริมาตร 1000 มิลลิลิตร

วิธีการเตรียม 50X TAE (Tris-Acetate)
ช่ัง Tris 24กรัม ละลายในน้ํากล่ันบริสุทธ้ิ 500 ไมโครลิตร จากน้ันเติม 0.5M EDTA 

(pH8.0) 100 มิลลิลิตร และ Glacial acetic acid 57.1 มิลลิลิตร หลังจากน้ันจึงเติมน้ํากล่ัน 
บริสุทธ้ิจนได้![ริมาตร 1000มิลลิลิตร

วิธีการเตรียม loading dye
Loading dye ประกอบด้วย bromphenol blue 0.25%(MA/) และ glycerol 30% (VA/) 

โดยเตรียมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ช่ัง bromphenol blue 0.125 กรัม และตวง glycerol 15 มิลลิลิตร 
ผสมกับน้ํากล่ันบริลุทธ้ิ 35 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

วิธีการเตรียม 100 bp+1.5 Kb DNA ladder และ 1000 bp DNA ladder (SibEnzyme)
ผสม DNA ladder กับ 20 ไมโครลิตร กับ loading dye 2 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และ 

เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

วิธีการเตรียม Lysis buffer pH9.1
ช่ัง EDTA 24.6 กรัม และ N-lauroylsarcosine 1.3 กรัม เติมน้ํากล่ันบริสุทธ้ิปริมาตร 80 

มิลลิลิตร และใช้ NaOH (ผลึก)ปรับ pH จนได้ pH เท่ากับ 9.1 จากน้ันจึงเติมน้ํากล่ันบริสุทธ้ิจนได้ 
บ[ริมาตร 100 มิลลิลิตร

วิธีการเตรียม CTAB buffer
การเตรียม CTAB buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วย CTAB 2 กรัม NaCI 8.2 

กรัม P-mercapto-ethanol 0 .2 มิลลิลิตร EDTA 0 .74กรัม Tris 1.214กรัมและเติมน้ํากล่ันบริสุทธ้ิ 
จนได้![ริมาตร 100มิลลิลิตร

การเตรียม stock ampicillin ความเข้มข้น 10,000 ppm
เตรียม stock ampicillin ความเข้มข้น 10,000 ppm ปริมาตร 50 มิล่ลิลิตรโดยชั่ง 

ampicillin มา 0.5 กรัม และเติมน้ํากล่ันบริลุทธ๋ิจนได้ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส และไม่ให้โดนแสง จนกว่าจะนำมาใช้
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วิธการเตรียม Bacto® Luria Bertani agar (LB agar) ผสม Ampicillin 100 ppm
ละลาย LB agar ในนํ้ากลั่นบรีสุทธ์โดยใช้ LB agar 35 กรัมต่อน้ัากล่ันบรีสุทธ้ิ 1000 

มิลสิลิตร นำไปอบฆ่าเช้ือ (Autoclave) หลังจากน้ันรอจน LB agar อุ่น จึงเติม Ampicillin ท่ีมีความ 
เข้มข้น 1000 ppm ให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ Ampicillin เป็น 100 ppm ผสมให้เข้ากัน เทลงบน 
plastic plate รอให้ LB agar แข็งตัว แล้วจึงนำไปเก็บไว้ในตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ -4 องศาเซลเซียส รอ 
นำมาใช้งานต่อไป

วิธการเตรียม Bacto® Luria Bertani broth (LB broth) ผสม Ampicillin 100 ppm
ละลาย LB broth ในน้ํากล่ันปริสุทธ โดยใช้ LB broth 25 กรัมต่อน้ัากล่ันบรีสุทธ้ิ 1000 

มิลลิลิตรแบ่งใส่หลอดแก้วหลอดละ 18 มิลลิลิตร นำไปอบฆ่าเชื้อรอจน LB broth อุ่น จึงเติม 
Ampicillin ท่ีมีความเข้มข้น 1000 ppm ปริมาตร 2 มิลลิลิตรให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ Ampicillin 
เป็น 100 ppm ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง รอนำมาใช้งานต่อไป

วิธีการเตรียม IPTG (Isopropyl-p-D-Thiogalactopyranoside)
เตรียม 0.1M IPTG โดยช่ัง IPTG 0.024 กรัม ละลายในน้ํากล่ันบรีสุทธ้ิ 1 มิลลิลิตร เก็บไว้ท่ี 

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

วิธีการเตรียม X-GAL (5-Bromo-4-Chloro-3-lndolyl-p-D-Thiogalactopyranoside)
ละลาย X-gal 100 มิลลิกรัม ใน DMF (N,N-dimethylformamide (C3H7NO)) 2มิลลิลิตร 

เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และไม่ให้โดนแสง
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T. evansi D89527
VPho3_2
VPdo3R_3

66

47

Npl8/2_3
Npl8/2_1
Npl8/2_2
VPdo3G_2
VPdo3G_3
VPdo3R_1
VPdo3R_2
VPho3_1
VPho3_3
VPdo3G_1
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VPs_2
VPs_1
VPs_3
T. evansi บ 75507
T. brucei AE017168

รูป phylogenetic tree ของ small subunit rRNA gene ทีสร้างด้วยวิธี Maximum 
Likelihood ของเชือ T. evansi isolate ต่างๆทีทำการศึกษา และ T. evansi และ T. brucei ทีมี 
ข้อมูลอยู่ใน GenBank
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ป ร ะ ว ิต ิผ ู้เ ข ีย น ว ิท ย า น ิพ น ธ ์

นางสาวศุภรินทร์จิรลุฃประเสริฐ เกิดวันที'25 พ ฤ ศ จ ิก ายน พ .ศ .2523 เกิดที่โรงพยาบาล 
จ ุฬาลงกรณ ์กร ุงเทพมหานคร สำเร ็จการศ ึกษาปร ิญ ญ าบ ัณ ฑ ิตจากคณ ะว ิทยาศาสตร ์ ภาคว ิชา 
ชีววิทยา ในปีการศึกษา 2544
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