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ภๆคผนวก ท.
น้ฯยา £*ารr เ คฟึ ว โิ อ Uุท๚โm

นฯย า,ส า?เคมึ และ เสันไชม่

A bso lu te  e th a n o l 
Agarose u l t r a p u r e  
P e n ic i11 in  
S trep tom ycin

Bovine serum album in (F ra c tio n  V)
Chloroform
dNTPs

D eveloper (Agfa G-150)
ECL 3 ’- o l ig o la b e l l in g  system  (RPN 2130)

ECL d e te c t io n  system  (RPN 2105)

E thid ium  brom ide
E th y len ed iam in e  t e t r a a c e t i c  a c id  (EDTA) 
F e ta l  bov ine  serum (FBS) 
N -2 -H y d ro x y eth y lp ip e rz in e -N ’-2 -  
e th a n e s u lo n ic  (HEPES)
Isoam yl a lc o h o l
Kodak ra p id  f i x e r  w ith  h arden er 
Minimum e s s e n t i a l  medium (MEM)

(Merck, Germany) 
(BRL, U .S .A .) 
(M&H, T h a ilan d ) 
(Thai m e i j i ,
Thai land)
(Sigma, U.S.A) 
(Merck, Germany) 
(P e rk in -E lm e r, 
U.S.A)
(A gfa, Belgium ) 
(Amersham,
U.S.A)
(Amersham,
U.S.A)
(Amresco, U.S.A) 
(Amresco, U .S.A) 
(BRL, U .S .A .)

(Sigma, U.S.A) 
(Merck, Germany) 
(Kodak, U .S .A .) 
(BRL, U.S.A)
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Phenol (S a tu ra te d  p h e n o l) (Amresco, บ .S.A)
P ro te in a s e  K (Amresco, U.S.A)
Sodium dodecyl s u l f a te (Amersco, U.S.A)
Sodium h y d ro x ide  (NaOH) (Merck, Germany)
Sodium c h lo r id e  (NaCl) (Merck, Germany)
Sodium c i t r a t e (MSB, England)
T ry p sin (Grand I s la n d ,

U.S.A)
Taq DNA polym erase (w ith  MgCl2
and PCR b u f fe r ) (Promega, U.S.A)
T r is  base  ( u l t r a p u re ) (Sigma, U.S.A)
T r is  HCl (Sigma, U.S.A)
OX174/Hae I I I (BRL, U.S.A)

วัสดุภั0ค่น็1ละอนา

Chrom atography 3 MM paper (Whatman, England)
DEAE ion exchange chrom atography
(DE-81) p ap er (Whatman, England)
H yperfilm ™  x - ra y  film (Amersham, U.S.A)
Hybond™-N+ ny lon  membrane (Amersham, U.S.A)
H y b r id iz a tio n  bag (BRL, U.S.A)
P o la ro id  f i lm  (n o .667) ( B e r l i ju c k e r ,

U.S.A)
T issu e  c u l tu r e  f la s k (Nunc, Denmark)
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A utoclave (model ร -90N) (Tomy Seiko, Japan)
B iohazard  lam ina flow  (model-BSB 4A) (Flow la b . ,

A u s t r a l ia )
DNA th e rm o cy c le r (TC 1) (P e rk in -E lm e r,

U.S.A)
In c u b a to r ty p e  80 
M ic ro c e n tr ifu g e  
P o la ro id  MP-4 land  camera 
Power su p p ly  (model 2 00 /2 .0 )
Sub c e l l  subm arine e le c t ro p h o r e s is  c e l l  
S p ec trop h o to m ete r HITACHI บ -200 
u v  t r a n s i lu m in a to r

(Memmert, Germany) 
(F otodyne, U.S.A) 
(F otodyne, U.S.A) 
(B io-R ad, U.S.A) 
(B io-R ad, U.S.A) 
(H ita c h i ,  Japan) 
(F otodyne, U.S.A)
(GFL 1083)W ater b a th



ภาคผนวก 'น .
วิ^การโ เ ตรียมฟ้■ ฯยา

นๆยาฝึฯพรับการสกัพ DNA

1. 10% SDS (พ /v h  pH 7 .2

Sodium dodecyl s u l f a te 10 g
เติมน้ๆกล่ันบลอดเช้ือ'ให้ไสับ'ริมาตร 100 ml

ปรับ pH ใฟ้าติ 7 .2

2 . 0 .5  M EDTA pH 8 .0

E thy len ed  i am i ne t e t r a a a c e t i c  a c id 186.1 g
i f ไก ล่ัน 800 ml
บรับ pH ไฟ้าติ 8 .0 แสัวเติมน้ๆกล่ันาฟ้ครบ 1000 ml
นๆไบทฯไฟ้ปราศจากเชื้อติวยวิ!) A utoclave ท่ีลุธเหฎมิ 121 องศา
15 นาที

3 . 1 M T r i s . pH 7 .4 .  7 .6 . และ 8 .0

T r is  base 121. 1 g
น้ฯกล่ัน 800 ml
ปรับ pH เท่าที่ต้องการติวย cone. HCl

pH 7 .4  เติม conc. HCl 70 ml
pH 7 .6  เติม conc. HCl 60 ml
pH 8 .0  เติม conc. HCl 42 ml
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นฯไปทฯไห้ปราศจากเชื้อห้วยวิธี A utoclave ท๋ีอุพหฐมิ 121 องศาเซลเซียส
15 นาที

4 . P ro te in a s e  K (10 mg/ffll)

P ro te in a s e  K 10 mg/ml ไน น้ฯกล่ันปลอดเช้ือ เล่ับรักษาทอุณหภูมิ -20  
องศาเซลเชียส

5 . 3M Na a c e t a te  pH 5 .2

Na a c e t a t e . 3แ20 408 .1  g
เติมน้ฯกล่ันไห้ไห้ปริมาตร 800 ml
ปรับค่า pH ไดยไช้ กรด g la c ia l  a c e t i c  ไห้ไห้ pH 5 .2  แสัวปรับปริมาตรสุด
ท้ายไห้ครบ 1000 ml นฯไปทฯไห้ปราศจากเชื้อห้วยวิธี A utoclave ท่ํอุณหภูมิ
121 องศาเซลเชียส 15 นาที

6 . 5M N ad

NaCl 292 .2  g
เติมน้ฯกล่ันไห้ไห้ปริมาตร 800 ml
ทฯไห้ละลายเข้ากันโดยไซ้ เครื่องคน ( s t i r e r )  แห้วเติมน้ฯไห้ครบ 1000 ml
นฯไปทฯไห้ปราศจากเชื้อห้วยวิธี A utoclave ท่ํอุณหภูมิ 121 องศาเซลเชียส
15 นาที
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น้ฯยาสฯพรับงานเพาะ 1ลื้ยง เซลล

1. IX MEM medium

10x MEM 10 ml
1 M HEPES (10 mM/ml) 1 ml
P e n /s t r e p .  a n t i b i o t i c s  (100 u n it /m l) 1 ml
10% NaHC03 1 ml
FBS 10 ml
น้ฯกล่ัน 3 ครั้ง 77 ml
ตรวจสอบ s t e r i l i t y  โดยนฯ medium ทื่เตรียมแสัว 10 ml เ^าตู้อบ 37 

องศาเซลเซียส อย่างน้อย 3 สิน สังเกตว่าปีการปนเ$อนหรือไม่

2 . IPX PBS (p h osp h ate  b u f fe r  s a l in e )

NaCl 40
KCl 1
NaHP04 5 .75
KH2P04 1
น้ฯกล่ัน 3 ครั้ง 300
ปรับ pH ไน้ไน้ 7 .4  แสัวปรับปริมาตรสุดน้ายไน้ไสั 500 ml 

แอสืวยเครื่อง A u toc lave  ท่ีอุณหฎปี 121 องศาเซลเซียส 15 นาที

g
g
g
g
ml
ทฯไน้ปราศจาก

3 . T ry p s in  v e rse n e

lOx T ypsin 10 ml
1:500 EDTA 10 ml
lx  PBS 80 ml



ทฯาห้บลอดแอโดยการกรองผ่าน membrane 0 .45  urn
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น้ฯยาสฯหรับงาน PCR

1. 5X T r is-b o ra te  b u ffer  (TBE)

T r is  base 54 g
B o ric  a c id 27.5  g
500 mM EDTA, pH 8 .0 20 ml
นฯไบท'ฯใฟ้บราศจากเชอล้วยวิรื A u toclave ท่ํลุอเหภูฝ็ 121 องศาเซลเาเยส 
15 นาที

2 . Ethidium bromide 10 mg/ml

ละลาย e th id iu m  bromide โดยใช้ เครื่องคน ( s t i r e r ) เป็นเวลา 3-4  ชม. 
หรือจนกว่าสังเกตว่า e th id iu m  brom ide ละลายหมด นฯมาบรรจุชวด แล้วปิด 
หุ้มล้วย alum inium  f o i l  หรือ บรรจุในชวดสืชา

น้ฯยาสฯหรับงาน H ybrid ization

1. 20X SSPE

NaCl 174 g
NaH2P04 2 7 .6  g
EDTA 7 .4  g
น้ฯกล่ัน 800 ml

E thid ium  brom ide 
น้ฯกล่ันบลอดเชอ 100 ml

1 g
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ปรับ pH ไท้ไท้ 7 .4  ดรัย NaOH ปรับปรัมาตรสุดffายไท้ไท้ 1000 ml ท”'ทท้
ปราศจากเชื้อท้วยเครื่อง A utoclave ท่ีสุผหฎมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที

2 . 20X SSC

3M NaCl 175 g
0 .3  M Na c i t r a t e . 2H2O 88 g
เติมน้ฯกล่ันไท้ไท้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1000 มล. แท้วนฯไปทฯไท้ปราศจากเช้ือ
ไดยวิธี A u toc lave  ท่ีอุอพฎมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที

3 . H y b rid ization  b u ffer

H y b rid iz a t ion b u f fe r  compound (ไห้มากับ ECL k i t ) 0 .1 g
B lock ing agen t (ไท้มากับ ECL k i t ) 0 .5 g
10% SDS 0 .2 ml
ละลายท้วย 5X SSC ไท้ไท้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 ml ท 50-60
องศาเซลเซียส'โดยไช้ เครื่องคน ( s t i r e r )  สามารถเก็บรักษาไรัทํ่ -20  องศา- 
เซลเชียสไท้นานอย่างน้อย 3 เดือน

4 . B uffer I

5M NaCl 30 ml
IM T r is  b ase 100 ml
น้ฯกล่ันปลอดเช้ือ 700 ml
ปรับ pH ไท้ไท้ 7 .5  ท้วย cone. HCl แท้วเติมน้ฯกล่ันปลอดเช้ือไท้ไท้ปริมาตร 
สุดท้ายเป็น 1000 ml
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5. B u ffer II

5M N a d  80 ml
IM T r is  b ase  100 ml
น้ฯกลั่นปลอดแอ 700 ml
ปรับ pH ไห้ไท้ 7 .5  ท้วย cone. HCl แท้วเติมน้ฯกล่ันปลอดIเอไห้ไท้ปริมาตร
สุดท้ายเป็น 1000 ml

6 . 0.5% (w /v) B locking reagent

B lock ing  ag en t (ไห้มากับ ECL k i t )  0 .5  g
ละลายไน B u ffe r  I ไห้ไท้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 ml ท่ํ 50-60 องศา-
เซลเซียสรดยไช้เครื่องลน ( s t i r e r )  เก็บรักษาท่ื 4 องศาเซลเซียส

น'ฯยาสฯหรับท้างftลมี

1. D eveloper

D eveloper 100 ml
ห้ฯ 400 ml
เก็บไท้ไนขวดสืชา หริอ ขวดห้มท้วย aluminium f o i l  เก็บไท้ท่ืมีด

2 . F ixer

น้ฯ 237.5  ml
F ix e r  (S o lu tio n  A) 118.3 ml
F ix e r  (S o lu tio n  B) 13 ml
น้  ๆ 106.2 ml



คนให้เข้ากันด้วยเครึ๋องคน ( s t i r e r )  แสืวเก็บไข ้ในชวดสีชา ห!อ ด้มด้วย
alum inium  f o i l  เก็บไข้ท่ํฝ็ด
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