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ภาคผนวก ก.

อาหารเส ิองเช ื ้ อ

ก ! .  ป ี าหารเลยงเข ีอส ุพร L u r i a  B e r t a n i  (LB)

ฑริปโตน ( t r y p t o n e  ) 1 0 . 0  กรัน

ผงสกัดยีสต์  < y e a s t  e x t r a c t  ) 5 . 0  กรัน

โซเตียนคลอไรต์  ( NaCl ) 1 0 . 0  กรัน

เตินนากลั ่นจนไค้ปรินาตร 1 สิตร ปรับ pH ให้ เท่ากับ 7 . 0  โตรสารล«สาร 

โซเตียนไอตรอกไชต์  (NaOH) ท ื ่ เจ ีอจาง แบ่งอาหารเลี ้ ยงเชื ้อออกเป็น 2 สิวน ตีอ

-  5 นล. ในหลอตนกัว

-  100 นล. ในฟ่ลาสก

นำไปออโตเดลบทื ่  121°  ช 15 ปอนด ต่อ ตารางนิ ้ว เป็น เว ล า  15 นาที 

ในกรพีฑื ่ค ้องการเตร ียนอาหารเลี ้ ยงเช ื ้อแข็ง LB ให้ใส่วุ ้น ( a g a r )  จำนวน 15 กรัน 

ลงในอาหารเล ี ้ ยง เช ื ้ อ  1000 นล.

อาหารเล ี ้ ยงเช ื ้ อ  LB สำหรับ E .  C 0 แ  ฑ่ินีนลาสนิด PÜC18 ua« pUC19 

ต้องใส่ราปเซีวนะ แอนสิซิลสิน ( Amp i c i  11 i n )  ลงในอาหารเล ี ้ ยง เช ื ้ อ ฃชเะท่ืนึฒุเหภุนิ 

ประนานI 55 °ช  โตฮให้ไค้ดวานเข้นข้นสดท้าย 25 ไนโครกรัน/นล.สำหรับนํ ้ าเลี ้ ยงเชื ้อ 

และ 50 ไนโครกร ัน/นล. สำหรับอาหารเลี ้ ยงเชื ้อแข็ง

ก2 .  อาหารเล ี ้ ยงเช ื ้อแข ็งสตร MS*Û Vนาน'กอล ( m a n n i t o l  ) 2 0 . 0 กรัน

ถั ่ วเขียวบดละเอียด 2 0 . 0 กรัน
รัน ( a g a r  ) 1 8 . 0 กรัน

เดินนํ ้ าประปาและนํ ้ ากลั ่น 2 ส่วนเท่า  ๆ กัน จนใต้ปรินาทเ 1 ลิตร

ออโตเคลฃที ่  121 ๐ช 15 ปอนต/ตารางนิ ้ว เป ็นเวลา 15 นาที
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กร.  อาหารIลี ้ ยงเชื ้ อเหลวรำหรับฅ?วจลอบแอคดิว ิฅีไ!องกลโคสไอโซเบอIรส 
สำหรับ S t r e p t a m y c e s  s p .  190-1

ไซโลล ( x y l o s e ) 0 . 6 กรับ
เปปโดน ( B a c t o - p e p t o n e ) 1 . 0 กรับ

tJ e t  iผงสกคยลด ( y e a s t  e x t r a c t ) 0 . 5 กริบ

แบกนี เชียบซัลเปด (MgSO^.711^0)
V  1 o V

0 . 1 กรับ

นากลน 1 0 0 . 0 มล

V  a c t  O m a  a {สาหรบ E .  c a l l  HB101 ทบหลาลบดหาห» หรอ รคอบบนนนตหลาสบค 

ใข ้อาหารเล ี ้ องเช ื ้อเหลวสุดร LB ที ่บีแหล่งคารบอนเข็น 0.2% g l u c o s e  หรีอ

0 .2% x y l o s e  ที ่ บิยาป!เชีวน»แอบหิชีลลีนเข้บข้น 25 ไบโครกร ับ/บล.

ก4 .  อาหารเล ี ้ ยงเช ื ้ อแข็งสฅร MacConkey Ag ar  h a s e
T  “ ไ aMacConkey a g a r  b a s e  เปนอาหารเล ียงเช ีอสำเร ิจรปจาก d i f c o . U . S . A .  

ใข้ เข ็นอาหารเลี ้ ยงเชื ้อสำหรับคัดเล ีอกฑรานล ฟ ่อรแบนต โดยนำบาเด ิบไซโลล  ให้ไคัควาบ 

เข้บข้นสุดท้าย 1% แล»เติบอาป!]ชีวน»แอบหิชีลลีนให้ได้ควาบเข้บข้นสุดท้าย 50 ไบโครกรับ 

/บ ล .  ลงในอาหารเล ี ้ ยง เช ื ้ อ  พ»ฑิ่ บีอทเหสุบิปร»บาทเ 55°ช

กร.  อาหารเล ี ้ ยงเช ื ้ อแข ็งลคร SOB แล» SPC

ทริ!!โตน ( t r y p t o n e ) 2 0 . 0 กรับ

ผงลกัคอีสด ( y e a s t  e x t r a c t ) 5 . 0 กรับ

โซเดียมคลอไรด (Na Cl ) 0 . 6 กรับ

โปแฑลเชียบคลอไรค (KC1) 0 . 5 กรับ

แบกนี เชีรบคลอไรด (MgCl1 ) 1 0 . 0 บิลลีโมลาร
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แมกนี เซียมชัลเน่ต (M gS O J  1 0 . 0  มิลลิโมลาร

■ นากล่ัน 1 0 0 0 . 0  มล.

นำไปออโตเคลบที ่  121°  ช 15 ปอนค์ ต่อ ตารางนีว เส์น เวลา 15 นาที 

สำหรับ MgCl 1 และ MgSO^ ให้แอกร ่ าเช ื ้อโคยการกรองผ ่ านเมมเบรนขนาต

0 . 2 2  ไมครอน
-ลุตร SOC คีอลตร SOB ที ่ เติมกลุโคล 0 . 2  มิลลิโมลาร
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ทาคนนวก ข.

ร า ร เ« ม ี นละ หัฟ่เฟ่อร

ข 1. สารละลายไฟิโซไซท (L ysozym e s o l u t i o n )

สำหรับ E .  CO I i  (ส ิร ิพร, 2531)

กลโคล ( g lu c o s e )  5 0 .0  มีลลิโทลาร

ทริสทาไรโครคลอไรค์ ( T r is - H C l  pH 8 .0 )  2 5 .0  มิลลิโทลาร

EDTA ( e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c id )  pH 8.0  1 0 .0  ทิลลิโทลาร

ไลโชไชท ( ly s o z y m e )  5 .0  ทิลลโทลาร

เตร ิอทโคยผลทลารละลายเหล ่าน ี้เข ้าด ้วยก ันในหลอคนกัวปลอคเช ื้อเช ื้อ 

สำหรับ S L r e p t a m y c e s  s p . 190-1

ซโครล ( S u c r o s e )  0 .3  โทลาร

ทริลทาเบส (T r ism a  b a s e  pH 8 .0 )  2 5 .0  มิลลิโทลาร

EDTA 0 .2 5  ทิลลิโทลาร

เตริยทโคอผสทลารละลายเหล ่าน ี้เข ้าด ้วยก ันในหลอดแกัวปลอคเช ื้อ

ข2 . ลารละลายไลซ ีล ( L y s i s  s o l u t i o n )

โชเค ีอทไรครอกไชค (NaOH) 0 .2  โทลาร

โชเค ียทโคเคช ิลช ัล เฟ ่ต  (SDS) 1 .0  X

เตร ิอทโคอผสทลารละลายเหล่าน ี้เข ้าควยกันในหลอคนกัวไเลอคเช ื้อ

ขร. บัฟ่เฟ่อร TB

ทริลทาไรโครคลอไรค pH 8 .0  1 0 .0  มีลลิโทลาร

EDTA pH 8 .0  1 .0  ทิลลิโทลาร

ทำให ้ปลอคเช ื้อโคอการออโตเคลบที่ 121°ซ ทาอใตํ«วาทคัน 15ปอนค/ตารางน ิ้ว 

เส ์น เว ล า 15 นาที



88

ข4 . 3 โมสาร โซ เค ียม a ะซิเทต pH 4 .8

โซเค ียมอะซ ิเต'รท 4 0 .8  กรัม
นํ้ากลั่น 100 มล.

ปรับให้ไค้ pH 4 .8  ค้วยกรคอะชิดีคIซัมข้น ( g r a c i a i  a c e t i c  a c id )  

ทำให ้ปลอดเช ื้อ,โดยการออโตIคลบทื่ 121°ช  มาอใค้ความคัน 15 ปอนค/ตารางน ิ้ว 

เส ์น เว ล า 15 นาที

ข5 . 5 โมลาร โซ!ด ีอมคลอไรค (5M N aC l)

โซเด ียมคลอไรค ้ ( N a c l) 1 4 .6 1  กรัม

นำกลั่น 5 0 .0  มล.

บัฟ่เฟ่อร TAE 50x

ฑริสมาเบส (4 0  ม ิลล ิโมลาร) 2 4 2 .0  กรัม

กรคอ«ซิดีค (2 0  ม ิลล ิโมลาร) 5 7 .1  กรัม

EDTA (2  ม ิลล ิโมลาร) 3 7 .2  กรัม

นํ้ากลั่น 1 .0  ลิตร
ปรับให้ไค้ pH 8 .0  ก ่อนใช ้เจ ิอจางค ัวอน ํ้ากล ั่น  50 เก ่า

ขซ. ปีนอลคลอโรฟ่อรม

ปีนอล ( p h e n o l ) 5 .0 กรัม
คลอโรฟ่อรม ( c h lo r o f o r m ) 5 .0 มล.

นํ้ากลั่น 1 .0 มส.
ไรดรอกช็ดวิโนสิน ( 8 - h y d r o x y q u in o 1 i n e ) 5 .0 มก.

เตร ียมโคอผลมสารละลายเหล ่าน ิ้เช ้าค ้วอค ันในขวคแก ้วส ีชา
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ขร. ลิติดตาม ( t r a c k i n g  dy e) 

เพ 1ริฮมเข ้มข ัน 5 เท ่า

ซโครร ( s u c r o s e ) 60 %

โบรโมปีนอลบล ( h ro m o p h en o 1 b lu e ) 0 .2 5 %

ฑริสิมาไอโดรคลอไรค ( t r i s m a - H C l  pH 8 .0 ) 100 มิลลํโมล
EDTA 0 .5 มิลลํโมล
โซเค ียมคลอไรค (N aC l) 100 มิลลิโมล

ข ร. ขุดแรกแถบด ีเอนเอออกจากเจล GENECLEAN k it , ประกอบด้วย 

-ลารละลายโซ เค ียม ไอโอไคด ์ ( Na 1)

-ล ารล ะล าย  NEW 

- G la s s m i lk

ข !0 .  ลารละลายลำหรับว ิเคราะหโปรต ีน  พามวิธีของ Lowry 1951 
Lowry A

โซเค ียมคารบอเนต ( N a^ co 3 ) 6 0 .0 กรัม
โซเค ียมไอครอกไชด (NaOH) 1 2 .0 กรัม
โซเค ียมโปรต ัลเช ียมทารเทรท (C^H4KNaO 4Ha 0) ๐ en กรัม
เติมนำกลั่นจนได้ปริมาตร 3 ลิตร

Lowry B

คอปเปอร์ช ัลเน ่ต (C u S O J 5 .0 กรัม
นำกลั่น 1 0 0 0 .0 ลิตร

Lowry c
Lowry A

Lowry B
50 ร่วน 

l ร่วน
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Low ry D ( p h e n o l  r e a g e n t )

รารล ะล าย F o l in  p h e n o l r e a g e n t  1 ร่วน

นํ้ากลั่น 1 ร่วน

ข 1 1 . ซดต ิดฉลากต ิเอนเอของ ECL ( d i r e c t  n u c l e i c  a c i d  l a b e l l i n g  and  

d e t e c t i o n  s y s te m s )  ของ A m ersham , บ .K .ประกอบควย 

- h y b r i d i z a t i o n  b u f f e r  

- b l o c k i n g  r e a g e n t  

- g l u t a r a l d e h y d e  

- c o n t r o l  DNA 

- d e t e c t i o n  r e a g e n t  1 

- d e t e c t i o n  r e a g e n t  2 

-DNA l a b e l l i n g  r e a g e n t

ข ! 2 .  ลารฟ ิ»ลาย d e p u r i n a t i o n

ไรโครคลอไรค (HC1) 250 มิลลิโมลาร

เต ิมนำกล ั่นให ้ไค ้ปร ิมาตรฑ ื่ค ้องการจะเตร ียม ทำให้ปลอดเซี้อโดยนำไปออโตเคลบฑื่

121 “ ช 15 ปอนค/ตารางน ิ้ว  เส ์น เวล า 15 นาฑ็

ข 1 3 . ฟ ึารละลาย d é n a t u r a t i o n  * 121

โซเด ียมคลอไรค ( N aC l) 1 .5  โมล

โซเค ียมไรครอกไชด (NaOH) 0 .5  โมล

เต ิมน ํ้ากล ั่นให ้ไค ้ปร ิมาตรท ี่ค ้องการจะเตร ียม ทำให้ปลอดเชื้อ'โดยนำไปออ'โตเคลใ]ฑิ่
121 “ ช 15 ปอนค/ตารางน ิ้ว เส ์น เวล า 15 นาฑึ
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TJ 1 4 . ส ารระจาร  n e u t r a l i z a t i o n

โซเค ียมคสอไรค (N aC l) 1 .5  โมล

ฑริล-ไรโครคลอไรด ( T r is - H C l )  0 .5  โมส

ใ!รับให้ไค้ pH 7 .5  เค ีมน ํ้ากล ั่นให ้ไค ้ปริมาตรท ื่ค ้องการจะเครียม 

ทำให ้ปลอดเช ื้อโดยการนำไปออโตเคลบ ท่ี 121°ช  15 ปอนค/ตารางน ิ้ว 

เท ี่น เว ล า 15 นาที

1) 15 . 20x SSC

โซเค ียมช ิเตท  0 .5  โมลั่

โซเค ียมคลอไรด <NaCl ) 3 .0  โมลั่

ปรับให้ไค้ pH 7 .0

เต ิมนำกล ั่นให ้ไค ้ปร ิมาตรท ี่ค ้องการจะเตร ียม ทำให ้ปลอดเช ื้อโดยการนำไป 

ออโตเครบ ท่ี 121°ช 15 ปอนด/ตารางน ิ้ว เก ็น เว ล า  15 นาที

ข 16 . บัไเแปอร P r im a r y  w ash

ย เร ิย  (U re a ) 3 6 0 .0 กรัม
โซเค ียม 'โคเคช ิลช ัลเปต (SDS) 4 .0 กรัม
20X SSC 2 5 .0 มล.

เติมนํ้ากลั่นให้ไค้ปริมาเน 1 ลิตร เก็บที่อุเ!เหมมิ 4°ช

ข ! 7 .  บัฟ่เปอร S e c o n d a ry  w ash

20X SSC 100 มล.

เติมนำกลั่น'ให้ไค้ปริมา0เ 1 ลิตร เก็บที่อเ»หทุมิ 4°ซ

ข !ธ . น ํ้ายาล างป ็ล ั่ม เอก ซ เรย

จากบริษัท K odak , U .S .A .
- D e v e lo p e r

- F i x e r
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Tl 19 . บัปเปอรสำหรับทรานลปอรเมซ้น 1

ร ุบ ิเค ียมคลอไรค < RfaC1 1 2 .0 กรัม

นมงกานีลคลอไรค (M nC l2 . 4Ha 0) 9 .9 กรัม

นคลเชียมคลอไรค (C a C la .2 H a 0) 1 .5 กรัม

กลีเซอรอล 1 5 0 .0 กรัม

โปนทลเช ียมอ«ชีเทต pH 7 .5 3 0 .0 มิลลีโมลาร

นํ้ากลั่น 1 0 0 0 .0 มล.
ปรับให้ไค้ pH 5 .8  ค้วย 0 .2  มิลลีโมลาร กรคอ«ชีติค ทำให้ปลอดเช ื้อโดย 

การกรองผ ่าน เมมเบรนขนาค 0 .2 2  ไมครอน

ข2 0 . บัฟ่เปอรสำหรับฑรานลปอรเมซ้น 2

MOPS pH 6 .8 O นา ม ิลลีโมลาร

รุบ ิเค ียมคลอไรค 1 .2 กรัม

นคลเชียมคลอไรค 1 1 .0 กรัม

กล ีเชอรอล 1 5 0 .0 กรัม

นํ้ากลั่น 1 0 0 0 .0 มล.

ทำให ้ปลอดเช ื้อโคยการกรองผ ่านเมมเบรนขนาค 0 .2 2  ไมครอน



ภาRUนวก ค

Weight <0 75kg- 
Giass plate----
Paper tissues - 
3 sheets fitter DHytX) กปี —Gel-------
Plastic I ray—

รไ]แสคงการทำ c a p i l l a r y  b l o t t i n g
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ใ]ร8วัต ิผ ้เซ ีรน

น างราว  รัชนี ไสรปร«จง เก ิดเน ิ่อวันทื่ 10 ธันวาคน 2512 ทื่จังใทค 

ใ]ร«จวบคีรีขันรุ ไคัรับปริทูทูาวิทอาคาสดรบั«ซิด สาขาจุลซีววิฑอา จาก ค««วิฑอาคาสดร 
11ใทวิทฮารอขอนนก่น ในใ]การคีกษา 2532
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