
รสีการเต?ยมสารส่ๆ!ๆนการสีกษา

3 .1 .  นๆยาเพ าะเส ัยง ๆ !!ๆ ย า เห า ะ แ ย ง  2 ช!๒

3 .1 .1  BWW medium (M o d if ie d  K re b s -R in g e r ’ ร b ic a rb o n a te

b u f f e r )  ส ่งพ ั®นาร้น!ดย B ig g e r ,  W h it te n  และ W h it t in g h a m  ๆนป็ 1971 จ ิง เ ?ยก 

ส่อ! ๆยาเพาะเส ัยงช!๒ ร ้จ ิา BWW ส่งจะๆ!ๆนการเต?ยมสารละลายเบอ?คอล การคาพา!เตท  

อสุ? การเต?ยมไใ) และการบฐสนสีโนหลอดแต้ว

, 3 . 1 . 2  Ham F -1 0  medium เป็น com p le x  medium ๆ!สๆหร ัชแยง

ไใ)หลังจากฝานการบเ)สนสีแต้ว เฉ ่ฮด ูอ ัตราการเจาะทะลุไใ)แฮมสเตอ? โดยด ูจากโบร!วเดฝ ็ยส  

( p r o n u c le u s )  บองอสุ? และใ!เส ัยงไข ่เส ่อส ิกษาโครโมโซมจากอส ุจ ิต ่อไบ

! ไยาเพาะเสืเยงทั้งสองชฉด เต?ยมต้วย!ๆกรองจากเค?องกรอง!ๆบ?สุทสีส ่ม ีความ

ต้านไพฟ้า 18 เมกะโอส ่ม-ซม. ( c o n d u c t iv i t y  18 M i l  -  cm) สๆหรับ!ๆยาเพาะเสืยง 

BWW สามารถเต?ยมร้นไต ้เองโนฟ ้องบฐบ ัส ีการ สำน!ๆยาเพาะเส ืยง Ham’ ร F -10  เป็นผง

สๆเ?จรูบ เวลาๆ!จะนๆมาเส ีม แคลเแยม แลคเตท โซเสียมไบคา?บอเนต เพน!)แลลัน จิ 

สเตรบโ-จมัยแน ซัลเพต และโซเส ียมไพรูเวท ตามฟ้องการ ส่งรายละเสียดจะกส่าวต่อๆบ

3 .1 .3  น้ๆ!)ลลัสีว เป็น!ๆส่มีต่าความต้านไพฟ้า 18 เมกะโอใ!ม-ขม. ห?อม ี

ต่าความฆ?สุทสี 18 เมกะโอใ!ม และต้องบราสจากไพโรเจน โดยเต?ยมจาก!ๆบระบา ผ่าน 

เค?องกรอง!ๆระบบ มีลลั อา?โอ แต้วIสีบโนภาชนะนอนทอคแค โพส์เอสีฝ็น สตอเรจแทงสี 

(n o n  t o x i c  p o ly e t h y le n e  s to r a g e  ta n k )  แต้วฝานเค?องกรองระบบ!ๆมิลลัสิว แง 

มีช ุดกรองๆฟ้บราศจากสารไพโรเจนอ!)ต้วย ภาชนะสๆหรับจะเต้บ!ๆไบโ!นนต้องเป็นภาชนะแต้ว 

( p y r e x )  ห?อพลาสสีคส่บราศจากเร้อ ใโๆกล่ันบ?สุทสี 18 เมกะโอฟ้ม และบราศจากไพโรเจน  

ร ้จะใ!!าส ่กรองออกจากเค?องกรองม ีลล ัส ิวใหม ่ช ุกดเง
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3 .2 .  การเตร ียมน ้ายาเพาะเลยง

3 .2 .1  น ้ายาเพาะ เส ัยง BWW เน้องจากองส์ประกอบของสารบางอย่างใน!โา 

ยาเพ าะเแยง BWW สาหรับขนตอนของการทดลองต่าง  ๆ ไม่เหรอนกัน ^งแบ ่งน ้ายาเพ าะแยง  

BWW เป็น 3 สูตรด้วยกัน สือ BWW สาหรับเตรียมสารละลายเปอรีคอล 8พพสาหรับ 

คาพาซเตทอสุสิ และ BWW สาหรับเตรียมไข่และปฐสนรในหลอดแกัว ทั้งK เร่อความสะดวก'ใน 

การ เก ับรักษาและการนามาใน ้ แต่อย่างไรกัตามองกับระกอบของสาร เ คมืสํวนใหญ่จะ เหมือนกัน 

ด้งแสดง,ในตารางร ่ 3 .1

ตารางfi 3 .1  แสดงสํวนประกอบของน้าย า เพ า ะ แ ย ง  BWW

สํวนประกอบ กรัม/ส ิตร มืลสิไมลารี (mM)

NaC l 5 .5 40 9 4 .8 0

KC1 0 .3 5 6 4 .7 7

C aC l2 . 2H20 0 .1 8 9 1 .2 9

MgS04 . 7H20 0 .2 9 4 1 .1 9

k h2 po4 0 .1 6 2 1 .1 9

NaHC03 2 .1 06 2 5 .0 7

D -G lu c o s e 1 .0 0 0 5 .5 4

Na l a c t a t e  60% s y ru p 3 .7  มล. 1 9 .7

Na p y r u v a te 0 .0 2 8 0 .2 5

s t r e p to m y c in  s u l f a t e 0 .0 5 0 3 7 ,7 5 0  m b ยสากล

p e n i c i l l i n  G 0 .0 6 0 9 9 ,7 2 0  หน่วยสากล

s a tu r a te d  p h e n o l re d en O ê)

a m p h o te r ic in  B 250 ไมใครกรัม
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เ ต่อค'วามสะดวก”ไนการ เ ต'รัยมฟ้'ฯ:ยา เ พาะ แยงและการ เ ป็บรักษา ตลอดจนการนฯ

มา iๆC -ะแฟ้งฟ ้ฯยา BWW ออกเป็น 3 ส่วน สือ BWW s to c k l  BWW s t o c k l l  และ 

s u p p le m e n t ช่งไนขั้นตอนของการทดลองแส่ละอ!]างจะไฟ้องส์บระกอบของสารไน BWW

s t o c k l  และ BWW s t o c k l l  เหฝือนกัน แส่จะฝ็ส่วนประกอบของ s u p p le m e n t ส่างกัน 

ด ังแสดงไนตารางต ่ 3 .2

ดารางต ่ 3 .2  แสดงส่วนประกอบของ BWW s to c k l

ส่วนบระกอบ กรัมส่อ 500 มล.

NaC l 3 .72113

KC1 0 .2 225

C aC l2 . 2H20 0 .1 181

MgS04 . 7H20 0 .18563

k h 2po4 0 .10125

Na la c t a t e 2 .3 1 3  มล.

s a tu r a te d  p h e n o l re d 3 .1 2 5  มล.

ฟ ้อควรระวัง สฯหรับ C aC l2 . 2H20 แยกละลายไนป็กเกอรัส่างหากเต่อฟ้องกัน

การตกตะกอนของ Ca2+

การเแบ'รักษา เป ็บไว ัไนเ)เป ็น อุผหภูฝ็ 4 องศาเซลเ!เยส ไดันาน 1 เสือน

สฯหรับ BWW s t o c k l l  เป็นสารละลายของเกสือ NaHC03 ความเฟ้มฟ้น

0 .2 1 0 6  •ารัมส่อ 20 มล. ช ่งด ัองเตรัยมสดชุกครั้งต ่ไฟ ้
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ตารางฟ ื 3 .3  แสดงสวนบระกอบของ su p p lem en t สฯห'รับการ

คาพา!แตทอสุ% เละบรับความเ M u ของอสุ?

สํวนบระกอบ กรัมสัอสารละลาย BWW 100 มล.

sod ium  p y r u v a te 0 .0 0 28

p e n i c i l l i n  G 0 .0 0 6

s t r e p to m y c in  s u l f a t e 0 .0 0 5

a m p h o te r ic in  B 25 ไม!ครกรัม

c a fe in e 0 .1 9 42

รรเตร ัย !สารละลาย  BWW สฯหรับการคาพา!!เตท และบรับความเสัมสันของอสุ?

(บรัมาตร 100 ม ล .)

นฯสารละลายตั้งสัน BWW s t o c k l  มา 80 มล. เสัมสารละลาย BWW s t o c k l l  

ล ง 'พ  20 มล. ผสม'ไสัเฟ้ากัน จะไส ัสารละลาย BWW บรัมาตร 100 มล. หลังจากนั้นเ^ม  

สารเคม ี (จากตาราง 3 .3 )  คอ ! ซเสียม ไพร ูเวท 0 .0 0 2 8  กรัม เพ ^ส ิน ?  0 .0 0 6  กรัม 

สเตรบ!ตมัย?!นซัลเพต 0 .0 0 5  กรัม แอม!พเตอรั^น ป็ 25 ไม!ครกร ัม  และคาเพรน

0 .1 9 4 2  กรัม (10  mM) ผสม!ส ัเส ัาก ัน แลัวนฯไบบรับ pH ไส ัไส ั 7 .4  สัวย IN  HC1 และ 

IN  NaOH แลัวนฯมาฝานฝ็ลสิพอรัทัลเตอรั ( m i l l i p o r e  f i l t e r )  ขนาด 0 .2 2  ไมครอน

(um ) เพ ํ่ฮทฯ!ส ับลอดเร้อ แบ ่ง!สขวด ขวดละ 20 มล. ป็ดผา!สัแน่นพรัอมทงป็คทับสัวย

กระดาษหารา?)ส์ม เ f b ไสั!นเ[เ!รนอุเแหฎมี 4 องศาเซลเ!เยสไส ันาน 1 ลับดาสั เวลานฯมา 

ไส ัจะนฯมาเส ิม b o v in e  se rum  a l lb u m in  (BSA) 0 .6  รลสิกรัมส่อ มล. และไฮ!บทอรัน

( h y p o ta u r in e )  0 .5  mM
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ตาราง !! 3 .4  แสดงส่วน‘ชระกอบของ s u p p le m e n t สฯ«ร ับเตเยม

ไข ่ และการปเ)สนสิไนหลอดแข้ว

ส่วนประกอบ กรัมข้อสารละลาย BWW 100 มล.

g lu c o s e 0 .1 0 0

so d ium  p y r u v a te 0 .0 0 2 8

p e n i c i l l i n  G 0 .0 0 6

s t r e p to m y c in  s u l f a t e 0 .0 0 5

a m p h o te r ic in  B 25 ไมใครกรัม

ไส ิเตส ิย !รทรละลาย BWW สฯห1รับเต,เ ยม'ไข่แฮมสเตอสิ และการบ8สนสิไนหลอดLiftว 

(ปสิมาตร 100 ม ล .)

นๆสารละลาย BWW s t o c k l  มา 80 มล. เข ้มสารละลาย BWW s t o c k l l  ลงไบ  

20 มล. ผสมไข ้เข ้าก ัน แลัวเข้มสารเคฝ็ดังฝเอๆ.,บK (ตาราง fl 3 .4 )  ข้อ กดู'ใดส 0 .1 0  กรัม 

ไขเส ียม ไพร ูเวท  0 .0 0 2 8  กรัม เพน่ข้ลสิน สิ 0 .0 0 6  กรัม สเตรบไตมัยข้น ชัลเพต

0 .0 0 5  กรัม และแอมไพเทอสิข้น ป็ 25 ไมใดรกรัม ผสมไข้เข ้าก ัน จะไข ้สารละลาย BWW 

หลังจากนํ้นนๆไปปรับ pH ไข ้ไข ้ 7 .4  ข้วย IN  HC1 และ IN  NaOH แลัวน0าไบกรองข้วย

มัลสิพอรั อลเตอสิ รูขนาด 0 .2 2  ไมครอน เพํ่อทๆไข้ปลอดเข้อ เสเจแล ัวแบ ่งไส ์ ขวด ขวด 

ละ 20 มล. อดผาจุกไข้แน่น และอดทับข้วยกระดาษราพาอลัมสิกครงนๆไปเ?ไปไข้อ่จุเแหฎอ 4

.องศาเซลเข ้ยสไข ้นาน 1 ลับดาบ่ เวลานๆมาไข้จะเข้ม b o v in e  serum  a lb u m in  (BSA)

0 .3  อลเกรัมข้อ มล.
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3 . 3 .  ก า ร เต ร ีย ม ส า ร ล ะ ล า ย เป อ ร ีค อ ล

เตรียมข้ฯยา BWW ไข้ม ีความเข้มข้นเป็น 10 เท่า ของความเข้มข้นปกสิ นฯมา 1 

ส่วน ผสมกับสารละลายเปอรีคอล 9 ส่วน จะทฯ'ไข้ไข้สารละลายเปอรีคอลความเข้มข้น 90 % 

ช่งจะไข้เป ็นสารละลายตงสินเฟ ิอจะเตรียมเบอรีคอล 45% และ 30% ข้อไป ไดยนฯไป 

ผสมกับ BWW ความเข้มข้น 1 เท่า (ความเข้มข้นปกสิ) ดู่งเมื่อผสมกันแสิวจะมีความ

เข ้มข้นของสารข้าง  ๆ เหรอนกับ BWW ร่ไข ้ไนการคา!ฑข้เตทอสุฮ ช ่งรายละเฮยดจะกส่าวข้อ  

ไป

สารละลายตงส ินฮ่ส ิองไข้ไนการเตรียมสารละลายเปอรีคอล 90% 45% และ 30%

1 . BWW s t o c k l  ความเข้มข้น 10 เท่า (ตารางร ่ 3 .5 )

2 . BWW s t o c k l I  ความเข้มข้น 10 เท่า

3 . s u p p le m e n t ความเข้มข้น 100 เท่า (ตารางร ่ 3 .6 )

4 . h y p o ta u r in e  (1  mM) ความเข้มข้น 100 เท่า

5 . BWW ความเข้มข้น 1 เท่า ร ่ไม ่ร su p p lem en t (BWW s t o c k l  80 มล. +

BWW s to c k  I I  20 ม ล .)



ตารางfi 3 .5  แสดงสิวนบระกอซของน่ๆยา BWtf s t o c k l

ความเท ัฟ(น 10 เหา

สิวนบระกอบ กรัมส่อ 25 มล.

NaC l 1 .86056

KC1 1 .11125

MgS04 . 7H20 0 .0 9282

k h 2po4 0 .0 5063

Na la c t a t e 1 .1 5 6  มล.

s a tu r a te d  p h e n o l re d 1 .5 6 3  มล.

C aC l2 . 2H20 0 .0 5 91  กรัม

ร g เ ๙ !ยม BWW s t o c k l  ความเ!เม!)1น 10 เหา

นๆสารเคฝ็ ด ังแสดงไนตารางf l 3 .5  มาละลายไนน่ๆปิลสิสืว (C a C l2 . 2H20 แยก 

ละลาย'ไฟ)คเกอร ัส ่างหาก) แสิ'วนๆไบกรองฝ่านปิลสิ'พอ'! ป ิลเตอ'! รูขนาด 0 .2 2  ไมครอน 

เส่อทๆไเ&เลอดเแอ เส?จแส์'วแปงไสํขวด ขวดละ 4 มล. ปิดฝ่าจุกไทัแน่น แสัวปิดทับดัวย

กระดาษ'พาราปิสํมสิกดรั้ง นๆไบเสืบไนแสินส่อุณหภูฝ็ 4 องศาเซลเ?เยส ไดันาน 1 เสือน

(บ?มาตรส ่ไท ั ครั้งละ 2 ม ล .)

ร ัส ิเตร ัยม BWW s t o c k l I  ความเท ัมท ัน !0 เปา

ชง NaHCOg 2 .1 0 6  กรัม ละลายไนทัๆปิลสิสืว 20 มล. ดู่ง NaHC03

จะละลายไปหมด สืงดัองนๆไ'บละลาย'ไนอ่างทัๆชุ)นส่ฝ็ อุณ'หฎปิ 75 -  80 องศาเซลเ^ยส

เร่อละลายหมด๗''1 จะนๆมากรองผ่าน รลสิพอ'! ปิลเตอรั รูขนาด 0 .2 2  ไมครอน เส่อทๆไท ั

บลอดเแอ
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ล ้อควรระว ัง เล ่องจากเท ่อวัคฮล เป็นสารล่ทฯไ#บลอดแอไผ่ไสั สารละลายชุกชคูด#จะนฯมา 

ผสมกับสารละลายเท่อวัคอล จะส ัองผ ่านการทฯใ#บลอดเ•เอมาส่อน

วัส ืเตรียม s u p p le m e n t ความเ!เม!)1น 100 เท่า

ต าราง fl 3 .6  แสดงสำนบระกอบ!)อง su p p lem en t ความ

เ#ม#น 100 เท่า

ส่วนบระกอบ กรัมล้อ 3 มล.

Na p y r u v a te 0 .0 0 84

p e n i c i l l i n  G 0 .0 1 8

s t r e p to m y c in  s u l f a t e 0 .0 15

a m p h o te r ic in  B 75 ไมไดรกรัม

ละลายสารเดฝ ็ ในตารางล ่ 3 .6  ลงไน#ฯรลสิสืว 3 มล. ผสม'ไ#เ#'ไกัน เสรีจแล้ว 

นฯไบกรองผ่านรลสิพอวั อลเตอวั รูขนาด 0 .2 2  ไมครอน เล่อทฯ'ใ#บลอดแอ แล้วแท่งใส  ่

หลอดพลาสสืด หลอดละ 500 ไมไครส ิตร นฯไบเป็บไวัไนกส่องพลาสสืครผาอด เป็บไวัล่

อุถเหฎมิ -2 0  องศาเชลเด ูยสไส ันาน 1 เสือน เวลานฯมาไ# นฯออกจาก!เป ็นไ#ละลายล่ 

ลุทเหฎร#อง แล ้วนฯไฬ ่นบน v e r t e x  m ix tu r e  เล่อใ#สารเคฝ็ล่อาจสืดอ!]ล่หลอดพลาสสืคหลุด 

ออก แล ้วไบเบตไบไ#ตามบรีมาตรล ่ต ้องการ

การเตรียม'ไฮไบทอรีน ความเ#ม#'น 1 รลสิไมลาวั 100 เท่า

ละลายไฮไบทอรีน 0 .0 4 3 6 4  กรัม ใน#ฯยา BWW ล่ไ#สฯหรับการคาพาดูเตทอสุส  ิ

(ไผ ่ฝ ็กด ู'ไคส) บรีมาตร 2 มล. เสรีจแล้วกรองผ่านรลสิพอวั อลเตอวั รูขนาด 0 .2 2  ไมครอน 

เล ่อทฯ'ไ#บถอดแอ จากนั้นนๆไบแบ่งใส่หลอดพลาฝีสืคล่รผาอด แล้วไสํกส่องพลาสสืค อดผา
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ๆ$แน่น เก ้น ไก ้เแห ภ ูฝ ็ -2 0  องศาเซลเ?เยส ไสันาน 1 เสือน เวลานฯมา'I#นำออกมาๆ,# 

ละลาย'ไนอุณหฎสิแองและ{เนแรง  ๆ บน v e r te x  m ix tu r e  เ1(3{เองกันการเกาะสืดของ 

สารช่ฝ็วทลาฝึสืค ไน เนตไนๆ#ตามช !มาตร^องการ

การเต !ยม  เนอ!ศอล 90%

'พเนตสารละลายเบอ!คอลมา 2 2 .5  มล. ,ๆสา,น'0ก เกอ !ข ,นาด 50 มล. เสิม 

BWW s t o c k l  ความเ{เม#น 10 เท่า 2 มล. ผสมใ#เ#าก ันเบา  ๆ ส ัวยไมไครไนเนต  

จากนนเสิม BWW s t o c k l I  ค ว า ม เพ 'น  10 เท่า 0 .5  มล. ผสม,ฬ เ{ท ก ้น เบ า   ๆ จะไสื' 

สารละลายเนอ!คอล ความเ#ม{เน 90% เพิ่อๆ#เป็นสารละลายตง&นๆนการเต!ยมเนอ!คอล 

45% และ: 30% กัอไน

การเต !ยมเนอ !คอล 45% และ 30%

สารละล ' ยตง% f h j f  1 2 3 4 5

1 . BWW (BWW s t o c k l  80 มล. + BWW s t o c k l I  20 ม ล .) ช่งนำ'ไนผ่าน 

ฝ็ลฝ็พอ! ฟ ้ลเตอ! รูขนาด 0 .2 2  ไมครอน แก้''วน!)'งๆสํขวด ขวคละ 10 มล. 

เก ้บ ไ'ฟ  4 องศาเซลเชยสไก ันาน 1 เสือน

2 . เนอ!คอล 90%

3. ไฮไนทอ!น  ความ๗ ’ม#น 1 รลสิ'ไมลา! 100 เท่า

4 . s u p p le m e n t ความเ i โม,&น 100 เท่า

5 . b o v in e  se rum  a lb u m in



ว ิ§ เต !ยม  เบอ?คอล 45%

1. ไบเบตสารละลายเปอ!คอล 90% ใส่ใทดใ]นาด 20 มล. 5 มล.

2 . นๆสารละลาย BWW (ค ว า ม เพ น  1 เส่า ช ั่'ฬฝ ็ s u p p le m e n t)  บ?มาตร

10 มล. เสิม BSA 120 รลสิกรัม 1คยใฟ้ BSA ส่อย  ๆ ละลายเองฟ้าม  

เข!)าขวด เสิมไฮใบทอ?น (ImM) ค ว า ม เพ น  100 Iส ่า 100 ใม'ใครสิตร 

และเส ิมรนp p le m e n tf iวามเฟ ้มฟ ้น !00เส ่า200 ไม'โครสิตร ผสมใฟ ้แฟ ้าก ัน

เบา  ๆ แส่เวนๆสารละลายชั่ไกัไบกรองฝ่านฟ้ลสิพอ? ฟิลเตอ? รูขนาด 0 .2 2

ไมครอน

3 . ไบเบตสารละลายชั่ไส ัจากฟ ้อ 2 ไบใส่ในสารละลายในฟ้อ 1 5 มล. ผสม 

ใฟ ้เฟ ้าก ันฟ ้วยไมใครไบเบต จะไกัสารละลายเบอ?คอล 45% ชั่งจะฝ็ 0.6%  

BSA และไฮใบทอ?น 0 .5  mM อยู่กัวย

ส ่อนใฟ ้จะนๆไบใส ์ใน เพ ่ฝ ็ 5% คา?บอนไดอสิกไขส์ ความร้น 95% ช่ัจุเนหภูร 38 

องศาเซลเ?!ยส ใดยคลายเกสืยวผาจุกใฟ้หลวม เป็นเวลาอย่างฟ้อย 2 ชั่ว'โมง

ว ิg เต?ยเทบอ?คอล 30%

1. ไบเบตสารละลายเบอ?ดอล 90% ใส่ขวดขนาด 20 มล. 3 มล.

2 . นๆสารละลาย BWW บ?มาตร 10 มล. เสิม BSA 90 รลสิกรัม ไฮใบทอ?น 

(ImM ) ความ เพ น 100 เส่า 75 ไมใครสิตร และ s u p p le m e n t ความ 

เพ น 100 เส ่า 150 ไมใครสิตร ผสมใฟ้เฟ้ากัน แส่'วนๆไบกรองผ่าน 

ฝ็ลฝ็พอ? ฟ้ลเตอ? รูขนาด 0 .2 2  ไมครอน

3 . นๆสารละลายสืไกัจากฟ้อ 2 5 มล. ใส่ลงในสารละลายในฟ้อ 1 ผสมใฟ้เฟ้า 

กัน จะไก ัสารละลายเบอ?คอล 30% ชั่งจะฝ็ 0.6% BSA และไฮใบทอ?น
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การเตไ;Lม p e r c o l l  d is c o n t in u o u s  g r a d ie n t

นฯสารละลายเบอ4 คอล 45% มา 2 มล. ๆสํส์ftนหลอดเซนต?สื-ว เสียงหลอค 

ประมาณ 30 องศาเซลเข้ยฝีแสโวย่อย  ๆ ๆส์สารละลายเปอ'3 คฮล 30% ลง 'ๆป?1ละรอย  ๆ อย่าง 

ข้า  ๆ ไดยไข ้ไมใครไบเบตครงละ 1 มล. จนครบ 2 มล. ข ้องทฯอย่างเบา  ๆ เส ือไย ่ไข  ้

สารละลไยเบอ,aดอลผสมกัน เฝือไสลงไบดรบ 2 มล. แส'วจะกังเกตเป็นรอยย่อของสารละ 

ลายเบอร็คอล 45% และ 30% แยกเป็นชั้น

3 .4 .  การเต?ยมสารละลาย เฮปา?น ฝีฯห-รับการคาหาฐเตทอสุ?

ละลายเฮบา?น 10 ฝืลสืกรัม ๆน'รฯยา BWW (ไม ่ฝ ็กส ูไคส) 2 มล. จะไข ้เฮบา?น

ความเข้มข้น 500 ไมไครกร ัม ย่อ 100 ไมใครสิตร นฯไบกรองข้วยฝืลสิพอ? สืลเตอ‘ร รูขนาด

0 .2 2  ไมครอน แบ่งๆสขวดแกัวเสิก  ๆ 100 ไมใครสิตร ย่อขวด ป็ดผาใข้แน่นแส'วป็ดทับข้วย 

กระดาษพาราสืส่ม นๆๆสกส่องพลาสสืคฝ็ทป็ด Iสืบไ??เอุเแหฎฝ็ -2 0  องสาเซลเข้ยสไข้ประมาณ  

1 เสือน ไม ่ควรเส ืบไ?นานเพราะเฮบา?นอาจเส ือมสภาพ เวลาไข้นๆมาทำๆข้ละลาย^ณหภูฝ  ื

ข้อง แส'วนฯไบทันบน v e r t e x  m ix tu r e  แกัวนๆมาปรับความเข้มข้นตามป?มาฟ่เข้องการไน 

การทดลองแย่ละครง ดังแสดงๆนตาราง
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ตารางฟ ื 3 .7  แสดงการเต?ยมเฮปา?น ค ว า ม เพ น ส ่า ง  ๆ

เฮปา?น s to c k  s o lu t i o n  

(ไมใครส ิตร )

BWW 

(ม ล .)

ความ เ ฟ้มฟ้นของ เ ฮปา?นป็ไฟ ้

(ไม ใครกร ัม /มล .)

5 2 .4 9 5 10

10 2 .4 9 0 20

1 2 .5 2 .4 875 25

25 2 .4 7 5 50

50 2 .4 5 0 100

100 2 .4 0 0 200

นๆสารละลายเฮปา?น s to c k  s o lu t i o n  ร ้งรความ เM น 500 'เมใครกรัมส่อ 

100 'เมใครสิตร ไปเปตาสานสารละลาย BWW ตามช?มาตร$แสดงานตารางร้ 3 .7  ผสมาฟ ้

เฟ้ากัน ส ่อนาฟ ้จะนๆ'เปพ ่ฟ ้ส ่ม 5% คา?บอนไดอสิกไ'ฟ 95% ความร้น และอุเฒถูฝ็ 38 

องศาเซลเ!เยส ใดยคลายผาอุกาฟ้หลวมเป็นเวลาอส่างฟ้อย 30 นาป็

3 .5  การเต?ยมสารเคฝ็ฝ ี'ๆหรับเต?ยมไข่แฮมฝีเตอ?

การเต?ยม PMSG (p re g n a n t m a re ’ s serum  g o n a d o tro p in )

PMSG ฟอการฟ ้าส ่า F o l l i g o n  บรรจุานขวดขนาดขวดละ 1 ,0 0 0  ห?อ

5 ,0 0 0  หฟ้วยสากล เวลาเต?ยมจะนๆมาละลายานฟ้ๆกลั่น (w a te r  i n je c t i o n )  ใดยาฟ้ฟ้ๆ 

กลั่น 10 มล.ส ่อ PMSG 1 ,0 0 0  หฟ้วยสากล จะไฟ ้ PMSG ความเฟ้มฟ้น 100 หฟ้วยสากลส่อ

1 มล.
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การเก ับรักษา นๆไซไสํหลอดพลาสสีคช่ฝ็ผาอด หลอดละ 970 'นทดรสิตร

นๆไสํกส่องพลาสสีคอดผาไชแน่น เสีบไ'ฟ!อุณ'หภูร -2 0  องศาเซนเชยส ซระมารเ 1 เสือน 

เวลานำมา’’Iช' นๆออกมาไชละลายช่อุลเหภูอชองแลัวนๆไฬ่นบน v e r t e x  m ix tu r e  ส่อนนฯ 

ๆซาช' เวลาไชจะไช ' i n s u l i n  s y r in g s  สิดเชาแฮมสเตอริ ตัวละ 300 ๆม!ดรสิตร ชังจะฝ็ 

บริมาถเของ PMSG 30 หน่วยสากล

การเตร ิยม HCG (human c h o r io n ic  g o n a d o tro p in )

HCG ฟ อการก ัาส ่า  C h o ru lo n  บรรจุไนขนาดขวดละ 1 ,0 0 0  หริอ 5 ,0 00  

หน่วยสากล การเตริยมและการเก ับรักษาทๆเข่นเส ียวกับ PMSG

การเตร ิยม H y a lu ro n id a s e  0.15%

น  ๆ h y a lu r o n id a s e  7 .5  อลสิกรัม ละลายไน BWW สฯหรับเตริยมๆ,ใ! 5 

อลสิสิตร เสีม BSA ลงไซ  15 ฝ็ลสิกรัม บส่อยไช BSA ส่อย  ๆ ละลายแลัวผสมไชเชากัน  

เบา  ๆ หลังจากนั้นนๆไซกรองฝ่านอลสิ'พอริ ห็เลเตอริ 0 .2 2  ไมดรอน เพื่อทๆไชซลอดเชอ

การเก ับรักษา าสํหลอดพลาฝีตัคอผาอด หลอคละ 1 มล. นๆไซไสํภาชนะ

พลาสสืคพื่ฝ็ผาอด เส ่บไฬ ่อ ุอเหภูอ -2 0  องศาเซลเชนส ไชนาน 1 เสือน

การเตริยม T r y p s in  0.15%

น  ๆ t r y p s i n  7 .5  ฝ็ลสิกรัม ละลายไน BWW สๆหรับเตริยมไข่ 5 มล. เสืม

BSA 15 อลสิกรัม เข ่นเสียวกับ h y a lu ro n id a s e
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3 .6  การเตรัยมน ่ายา Ham’ s F -10

Ham’ s F—10 s to c k  s o lu t io n  

เตรัยม

ละลายผง Ham’ s F - 10 ในน่า8ลฝ็สิว 200 มล. ในป็กเกอร์ขนาค

250 มล. และ'ใน'น่'ฯฝ็ลฝ็สืว 100 มล. ละลายแคล๗ ยมแลคเตท 0 .3 0 8 3 0  กรัม

เพน่ชลฝ็นรั .0 6 0  กรัม สเตรัชใตมัย'รน ชัลเฬต 0 .0 5 0  กรัม แอมาเฬเทa f t น ปี 250 

ไมใครกร ัม ลงในป็กเกอรัชนาด 150 มล. สือย  ๆ เส ืมสารละลายช่ได ้ลงในสารละลาย  

Ham’ s F -1 0  คน'ใ#ละลาย เน่า กันเบา  ๆ นฯสารละลาย$ท#'ใส่ข,วดแ fh  สัน'ใปง

( v o lu m e t r i c  f l a s k )  ชนาด 1 ,0 0 0  มล. เสืมน่าร๒ สิสิว,ใน่ค'รบ 900 มล. นฯไชฝ่าน 

เครัองกรองชุดแบบดูด ( s u c t io n )  ด้วยรูฃนาด 0 .2 2  ไมครอน น*!โ'1แบ่ง'ใส่ชวด ขวดละ 

100 ร-ล. ป็ดจุกใน่แน่น และป็ดทับด้วยกระดาษพาราf lส์ม แใบไสัช่แสินลูธเหเ}8 4

องศาเชลเชยส ได้นาน 1 เสือน

Ham’ s F -1 0  w o r k in g  s o lu t io n  

รส ืเตร ัยม

น0าสารละลาย Ham’ s F -10  s to c k  s o lu t i o n  มาใสในขวดแสัวสัน

ใป่งชนาด 100 มล. 90 มล. ละลาย Hepes ในน่า8ลสิสิว 5 มล. นาสารละลายÜ'ไส ัใส  

ลงในสารเละลาย Ham’ s F -1 0  และ'ใน'น้า8ลสิสืว 5 มล. ละลาย NaHC03 0 .0 8 4  กรัม 

นาสารละลายช ่ได ้ใสลงในสารละลาย Ham’ s F -10  เส!จแด้ว'นาสารละลาย!เได ้ไชฝานด้วย 

ดารับอนๆ®สิอกไชส์ 5% นาน 5 -1 0  นา!! แด ้ว !งช ้งไส ัเรน เวลา 20 นา8 สืงนาไชบรับ 

pH ด้วย IN  HC1 และ IN  NaOH ใน ่ได ้ 7 .4  แสัวนาไชกรองด้วยมิลสิพอรั พิเลเตอร ั

ชนาค 0 .2 2  ไมครอน แสัวแบ่งใสชวดขนาด 30 มล. ชวดละ 18 มล. รดจุกใน่แน่น แใบไสัร่ 

ชุเนหฎร 4 องศาเซลเชยส ได้นาน 1 เสือน สัอนนามาใน่จะเ?เม 10% f e t a l  c a l f

se rum
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3 .7  ก า ร เฅ เย ม  p o d o p h y llo to x in  และ v i n b l a s t i n e

ละลาย p o d o p h y l lo t o x in  และ v in b la s t i n e  อย่างละ 1 รลสิกรัม 'ไ , 'น 1 

รลสิสิว 10 มล. จะๆ,สัค'วามเM mของสารทั้งสองช!๒ อ!)'างละ 100 ๆ.มใดรกรัม ๙อ มล. 

นฯไบกรองผ่านมิลสิ'พอร แลเตอเ รูขนาด 0 .2 2  ไมครอน แลัว'ใสขวดเกับ'ไวซ่สุa111ฬฎอ 4 

องศาเชลเใเยส ไสันาน 6 เสือน เวลาไ#ไชเบตมา 5 ไมใครสิตร ไสลงไน#ฯยาเพาะเส ้ยง  

Ham’ s F -1 0  อ ่ใ พ ้ย ง ไ ย ่ 8 .3  มล. จะไก ัความ เพนของสารท ั้งสอง อย่างละ 0 .0 6  

ไม 'ใครกร ัม /มล.

ย ่อควรระว ัง สารทั้งสองขอดฝ็อันตรายย่อเางกายอย่างมาก เวลาเตเยมควร

ไสลุงออ และฝ็ผ ่าอดจมูก

3 .8  ก า ร เฅ เย ม  h y p o t o n ic  s o l u t io n

ละลาย t r i  so d ium  c i t r a t e  1 กรัม ลงไน#‘’ากลัน 100 มล. จะไก  ั

h y p o to n ic  s o l u t i o n  ความเ#มย่น 1%

3 .9  ก า ร เต เย ม  f i x a t i v e

เสืม 1 สวนของ g l a c i a l  a c e t ic  a c id  ผสมกับ a b s o lu te  e th a n o l 3 

สวน ผสม'ไ#เ#าก ัน เกับ,ใสขวด๗ เฝ ็นไว ั (เต 'เยมสศชุกค?-งแใ'ย่’และ'ใ#ภาย'ไน 1 ว ัน)



44

3 .1 0  การเต?ยม 20% G iem sa (ป?มาตรเนต?ยม 1 ,0 0 0  ม ล .)

สารเคฝ ็ม ีไรเต?ยม

1 . G iem sa pow der

2 . g l y c e r o l

3 . a b s o lu te  e th a n o l

ว ิ§ เต?ยม

บด G iem sa pow de r กัวยครกบดสี ใดยเสิม g l y c e r o l  ไนป?มารแสิกรอย 
สอน แร'วสอย  ๆ เฝ็ม G iem sa และเสม g ly c e r o l  สอไ,ช ใดย'ไร G iem sa 7 .5  กรัม 

และ g l y c e r o l  250 มล. บดจนเป็นเนั้อเสืยวกัน หลังจากนั้นเสิม a b s o lu te

e th a n o l 750 มล. รางสีออกจากครกไรหมด เกับไส์ขวด แลัวน,ฯ'ไปบ่ม'ในเอบจุณนรฎ8 37 

องศาเซลเม ียส ใดยเป็ดจุกด้งไวิ'นาน 2 -3  วัน ส ีงนฯไปไรไร เวลาไรนฯไปละลายไน

p h o s p h a te  b u f f e r  ใดยไรความ เรมรนของสี G iemsa 20%

3 .1 1  การเต?ยม p h o s p h a te  b u f f e r  (pH 6 .8 )

รฯยาและสารเคม ีท่ํไรเต?ยม

1 . k h 2po4

2 . Na2HP04
3 . รฯ กลั่น
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เขย ่า,i f f .  i h  กัน

ว ิธ ีเต f ยม

สารละลาย A

ชั่ง KH2 P04 9 .1  กรัม ละลายา.นฟ้ๆกล่ัน 1 ,0 0 0  มล. 

สารละลาย B

ชั่ง Na2HP04 9 .5  กรัม ละลายาน'น้ฯกลั่น 1 ,0 0 0  มล.

w o r k in g  s o lu t i o n

นฯสารละลาย A 5 0 .8  มล. ผสมกับสารละลาย B 4 9 .2  มล. 

จะไก ั p h o s p h a te  b u f f e r  f is  pH ประมาฝ็เ 6 .8
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