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ภาคผนวก ก. 
วัสดุอุปกรณและเครื่องมอืท่ีใชในการวิจัย 

 
1. วัสดุท่ีใชในงานวิจัย 

1.1 Disposable pipette tips 10 μl    (Cat no.2GB-200200, Bioline, Finland) 
1.2 Disposable pipette tips 0.2 μl   (Cat no.2GB-200200, Bioline, Finland) 
1.3 Glove    (Cat no. FE 0788, Dr.Boo Co., Thailand) 
1.4 Microcentrifuge tube, 1.5 ml   (Cat no.801500, Bioline, Finland) 
1.5 PCR tube, 0.2 ml           (Cat no.60082, Bioline, Finland) 
1.6 PCR plate, 96 wells  (Cat no.749C7-7362, Labcon Petaluma, CA, 

USA) 
1.7 Pipette tips 200 μl                    (Cat no.2GB-200200, Bioline, Finland) 
1.8 Pasture pipette 

 
2. เคร่ืองมือท่ีใช 

2.1 Autoclave                             (SX-700, Tomy, Meditop Co., Ltd.) 
2.2 Autopipette     
2.3 Centrifuge    (Table-top centrifuge, Kokusan, Japan) 
2.4 Electrophoresis system         (Mupid-exu, Advance, Japan) 
2.5 Freezer -20 oC  (SF-C1497 (GYN), SANYO, บริษัท ซันโยคอม

เมอรเซียโซลูชั่นไทยแลนด จํากัด ประเทศไทย) 
2.6 Gel document                       (UV Transluminator, vilber lourmat, France) 
2.7 Microcentrifuge   (Hsiangtai, Lio Lab, Thailand) 
2.8 Mixer, Vortex  (Genie 2, Vortex, พี.อินเตอรเทรด อิควิปเมนท

จํากัด, ประเทศไทย) 
2.9 Microwave                            (M1711N, Samsung บริษัท ไทยซัมซุง   

  อิเล็กทรอนิกส จํากัด, ประเทศไทย) 
2.10 Refrigerator 4 oC                              (SBC-2DB, SANYO, บริษัท ซันโยคอมเมอร

เซียลโซลูชั่นไทยแลนด จํากดั ประเทศไทย) 
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2.11 Thermal cycle                       (Mastervapo.protect, Eppendorf, Germany)
  

  3. น้ํายาและสารเคมี 
3.1 Agarose gel   (Cat no. 0000093376, Vivantis, Malaysia) 
3.2 Ammonium sulfate 
3.3 Boric acid   (CAS # 203667, Merck, Germany) 
3.4 Citric acid 
3.5 Dextrose (monohydrate) 
3.6 dNTPs   (Lot no.4068, Vivantis, Malaysia)  
3.7 EDTA   (Lot no.8P001784, Applichem, Germany) 
3.8 Ethidium bromide            (Cat no.1376B017, Vivantis, Malaysia) 
3.9 Guanidine Thiocyanate   (CAS # 593840, Bio Basic inc., Canada) 
3.10 HCl 
3.11 MgCl2   (Lot no.2038, Vivantis, Malaysia) 
3.12 MgCl2.6H2O 
3.13 Primer   (Bio Basic inc., Canada) 
3.14 Sodium Chloride   (Cat no. 1208303, Univar, ajaxfinechem Pty Ltd.,  

 Australia) 
3.15 Sodium-N-Lauroyl Sarcosinate 
3.16 Steriled distill water 
3.17 Sucrose   (CAS# 57501, Bio Basic inc., Canada) 
3.18 Taq polymerase   (Lot no.2122-02, Vivantis, Malaysia) 
3.19 Tris base   (Cat no.9680T, Research organics, USA) 
3.20 Tri-sodium (dehydrate) citrate  
3.21 Triton X-100   (Lot no. 430308/1 24601, Fluka Chemika,  

  Switzerland) 
3.22 Tween-20 
3.23 1X loading dye   (Lot no.326281/11193, Fluka Chemika, Germany) 
3.24 2-Mercaptoethanol   (CAS # 80242, Applichem, Germany) 
3.25 70%alcohol                 (Cat no. 700472, ศิริบัญชา, Thailand) 



 
 
 
 

 
 

ภาคผนวก ข. 
การเตรียมสารเคมี 

 
1. การเตรียมบัฟเฟอรและสารละลาย 

1.1 การเตรียม 5 M NaCl (500 มล.) 
 

ช่ัง           NaCl    146.1   กรัม 
 

- ละลาย NaCl ดวยน้ํากลั่น ปริมาตร 400  มล.  
- ปรับปริมาตรสารละลายดวยน้ํากลั่นใหเปน 500  มล.  
- นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อ แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหองไดนานอยางนอย 1 ป 
 

1.2 การเตรียม 1M MgCl2.6H2O  (1,000 มล.) 
 
ชั่ง      MgCl2.6H2O 203.3  กรัม 
 

- ละลาย MgCl2.6H2O ดวยน้ํากลั่น ปริมาตร 500 มล. 
- ปรับปริมาตรสารละลายดวยน้ํากลั่นใหเปน 1,000  มล.  
- นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อ แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหองไดนานอยางนอย 1 ป 

 
1.3 การเตรียม 0.5M EDTA pH 8.0    (500 มล.) 
 

ชั่ง         EDTA  93.06  กรัม 
 
- ละลาย  EDTA ในน้ํากลั่น ปริมาตร 400 มล. 
- คนใหเขากันดวยเครื่อง magnetic stirrer 
- ปรับ pH ของสารละลายใหเปน 8.0 ดวยสาร NaOH 
- ปรับปริมาตรสารละลายดวยน้ํากลั่นใหเปน 500  มล.  
- นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อ แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหองไดนานอยางนอย 1 ป 
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1.4 การเตรียม 1M  Tris-HCl  pH 7.5   (500 มล.) 
 

ช่ัง       Tris base           30.25     กรัม 
 

- ละลาย Tris baseในน้ํากลั่น ปริมาตร 400 มล.  
- ปรับ pH ของสารละลายใหเปน 7.5 ดวยสาร HCl 
- วางทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เมื่อสารละลายเย็นลงแลวจึงปรับ pH อีกครั้ง 
- ปรับปริมาตรสารละลายดวยน้ํากลั่นใหเปน 500  มล.  
- นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อ แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหองไดนานอยางนอย 1 ป 

 
2. การเตรียมสารละลายที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ 

2.1  การเตรียม 5x Red cell lysis buffer   (5x RCLB) 
 
ชั่ง  Sucrose 547 กรัม 
ตวง Triton X-100 50 มล. 
ตวง 1M MgCl2.6H2O 25 มล. 
ตวง 1M Tris-HCl pH 7.5 60 มล. 

 
- ละลาย sucrose ในน้ํากลั่น ปริมาตร 500 มล. 
- ใสสวนประกอบที่เหลือ (TritonX-100, MgCl2.6H2O และ Tris-HCl) ลงไปสารละลาย 

sucrose 
- ปรับปริมาตรสารละลายดวยน้ํากลั่นใหเปน 1000  มล.  
- นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อ และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC 

* Working solution (1x RCLB) เตรียมไดจากการละลาย 5X RCBL ปริมาตร 100 มล. กับ น้ํากลั่น
ปริมาตร 400 มล. 

 
 
 
 
 



 
 
 
 

 
 

 - 53 - 

2.2  การเตรียม Nuclear membrane lysis buffer (NMLB) (800 มล.) 
 

ช่ัง Guanidine Thiocyanate     378.1 กรัม 
 ตวง 1M Tris-HCl, pH 7.6 9.6 มล. 
 ตวง 0.5M EDTA, pH 8.0 19.2  มล. 
 ตวง 5M NaCl 60 มล. 
 ตวง 2-Mercaptoethanol 5.6 มล. 
 ช่ัง Sodium-N-Lauroyl Sarcosinate    4 กรัม 

  
- ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลัน่ ปริมาตร 800 มล. 
- นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อ และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oC 

 
2.3 การเตรียม 1x TE-buffer    (200 มล.) 

 
ตวง  1M Tris-HCl pH 7.5  0.5  มล. 

 ตวง 0.5M EDTA 100 ไมโครลิตร 
 

- ผสมสารละลายทั้งสองกับน้าํกลั่นใหไดปริมาตร 200 มล. 
- นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อ แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
 

3. การเตรียม  PCR Amplification solutions 
3.1 การเตรียม 10X PCR buffer   

 
 ชั่ง Tris base 40.568 กรัม 
 ชั่ง Ammonium sulfate 10.96 กรัม  
 ตวง Tween-20 5 มล. 
 

- ละลาย Tris base ในน้ํากลั่น ปริมาตร 400 มล. 
- ปรับ pH ของสารละลายใหเปน 8.8 ดวยสาร HCl 
- เติมสาร Ammonium sulfate ลงในสารละลาย 
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- นําสารละลายไปกรองดวยตวักรองขนาด 0.22 μM  
- เติม Tween-20 ลงในสารละลายและปรับปริมาตรสารละลายดวยน้ํากล่ันใหเปน             

500 มล. 
- นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อ และเก็บไวที่อุณหภูมิ -40 oC 

  
4. การเตรียม   Electrophoretic analysis solutions 

4.1 การเตรียม 10x TBE buffer  (stock solution)   (1000 มล.) 
 
 ชั่ง  Tris base 108 กรัม 
 ชั่ง Boric acid 55 กรัม 
 ตวง 0.5M EDTA pH 8.0 40  มล. 

 
- ละลาย Tris base และ Boric acid ในน้ํากลัน่ ปริมาตร 700 มล. 
- เติม EDTA ลงไปในสารละลายและปรับใหไดปริมาตร 1000 มล. ดวยน้าํกลั่น 
- นําสารละลายไปนึ่งฆาเชื้อ และเก็บที่อุณหภูมหิอง 

 
* Working solution (0.5 X TBE) เตรียมไดจากการละลาย 10X TBE ปริมาตร 50 มล. กับ น้ํากลั่น

ปริมาตร 950  มล. 
 

4.2 การเตรียม   50mg% Ethidium bromide solutions     (20 มล.) 
. 

 ชั่ง  ethidium bromide 10 กรัม 
 ตวง PBS, pH 7.4 18 มล. 

 
- ละลาย ethidium bromide และ PBS ดวยน้ํากล่ันปริมาตร 2 มล. 
- คนดวย magnetic stirrer จนกระทั่งแนใจวาละลายหมดแลว 
- เก็บในขวดสีชาหรือใช aluminum foil พันรอบขวดและเก็บที่อุณหภูมิ 4 oC 
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