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การเตรียมสารละลายต่าง ๆที่ใ'ช้ในการทดลอง

1. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ (Phosphate Buffer Saline:PBS pH 7.2) ที่ความเข้ม 

ข้น 10X เตรียมโดยนำโซเดียมคลอไรด์ 80 กรัม, โปแตลเชียมฟอสเฟต 2 กรัม, โปแตสเชียม 

คลอไรด์ 2 กรัม และไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 11.5 กรัม มาละลายในนํ้ากลั่นจนได้ 

ปริมาตร 1 ลิตร

2. สารละลายบอเรตบัฟเฟอร์ (0.01 M Borate Buffer pH 8.4) ที่ความเข้มข้น 10X เตรียมโดย 

นำกรดบอริก 6.184 กรัม, บอแรก 9.536 กรัม และโซเดียมคลอไรด์4.384 กรัม มาละลายใน 

นํ้ากลั่นจนได้ปริมาตร 1 ลิตร

3. สารละลายเลมลี่บัฟเฟอร์ (Laemmli Buffer) ที่ความเข้มข้น 1X เตรียมโดยนำนํ้ากลั่น 4.6 

มิลลิลิตร ผสมกับ 0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1 มิลลิลิตร, กลีเซอรอล 0.8 มิลลิลิตร และ 10% 

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต1.6มิลลิลิตร

4. สารละลายรันนิ่งบัฟเฟอร์ (Running Buffer pH 8.3) ที่ความเข้มข้น 5X เตรียมโดยนำทริส 

เบส 27 กรัม, ไกลชีน 129.6 กรัม และโซเดียมโดเดซิลชัลเฟต 9 กรัม มาละลายในนํ้ากลั่นจน 

ได้ปริมาตร 1.8 ลิตร

5. สารละลายทรานสเฟอร์บัฟเฟอร์ (Transfer Buffer) ที่ความเข้มข้น 1X เตรียมโดยนำทริส

3.03 กรัม และไกลชีน 14.4 กรัม มาละลายในเมทานอล 200 มิลลิลิตร แล้วเติมนํ้ากลั่นจนมี 

ปริมาตร 1 ลิตร

6. สารละลาย 1.5 M Tris-HCI pH 8.8 เตรียมโดยนำทริสเบส 18.15 กรัม มาละลายในนํ้ากลั่น 

60 มิลลิลิตร แล้วปรับค่า pH ให้เป็น 8.8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก หลังจากนั้นจึงเติมนํ้ากลั่นจน 

มีปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร

7. สารละลาย 0.5 M Tris-HCI pH 6.8 เตรียมโดยนำทริสเบส 6 กรัม มาละลายไนนั้ากลั่น 60 

มิลลิลิตร แล้วปรับค่า pH ให้เป็น 6.8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก หลังจากนั้นจึงเติมนั้ากลั่นจนมี 

ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร
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8. สารละลายอะค'ริลามายด์/บิส (Acrylamide/Bis) เตรียมโดยนำอะคริลามายด์ 29.2 กรัม และ 

N,N’-Methylenebisacrylamide 0.8 กรัม มาละลายในนํ้ากลั่นจนมี!]ริมาตรเป็น 100 

มิลลิลิตร แล้วเก็บในที่มีด (เก็บไว้ในขวดสีชา)

หมายเหตุ : สารละลายที่เตรียมในข้อ 1-5 สามารถจัดเก็บได้ที่อุณหภูมิห้อง

สารละลายที่เตรียมในข้อ 6-8 จัดเก็บในตู้เย็นที่อณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส



ภาคผนวก ข.
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กราฟมาตรฐานของจำนวนเซลล์ท ี่ย ้อมต ิดส ิเมท ิล ึนบลูและวัดค ่าการด ูดกลีนแสงด ้วย 

เครี่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์

Cell (*1000) OD (1) OD (2) OD (3)

0.00 0.000 0.000 0.000

25.0 0.136 0.134 0.133

50.0 0.245 0.242 0.240

100 0.504 0.495 0.494

200 0.887 0.883 0.882

ความสัมพันธ์แบบกราฟเสันตรง จำนวนเซลล์และค่าการดูดกลืนแสงแปรผันตามกัน โดยมีค่า 

สัมประสิทธิ้ลหสัมพันธ์ (โ) = 0.996

0 50 100 150 200 250

Cell number (*1000)
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กราฟมาตรฐานของปริมาณไฟโบรเนกตินและว้ดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปคโตร 

โฟโตมิเตอร์

Standard fibronectin (|ig) OD

1.25 0.257

2.50 0.318

5.00 0.544

10.00 0.877

20.00 1.881

ความสัมพันธ์แบบกราฟเส์นตรง ปริมาณไฟโบรเนกตินและค่าความเข้มของแถบโปรตีนที่ปรากฏ 

แปรผันตามกันโดยมีค่าสัมประสิทธี้สหสัมพันธ์ (r) = 0.9842

Q๐

0 5 10 15 20 25

Fibronectin (fig)
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การทดสอบความเที่ยงของการอ่านค่าปริมาณไฟโบรเนกตินที่อ่านได้จากเคร็่องอ่านความ 

เข้มเดนสิโตมิเตอร์

ค่าที่แสดงเป็นตัวเลขที่ได้จากการฟิล์ม 5 แผ่น โดยแต่ละแผ่นมาจากรูปแบบของการ 

ทดลองที่แตกต่างกันทำการอ่านซํ้าในตำแหน่งที่มีแถบของไฟโบรเนกตินอยู่ทั้งหมด3 คร้ัง เพ่ือ 

ทดสอบความเที่ยงในการอ่านด่าแต่ละครั้ง 

แผ่นที่1 ทดสอบด้วยฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น0.1.1 แ ล ะ10พีพีเอ็ม

control Fluoride 0.1 ppm Fluoride 1 ppm Fluoride 10 ppm

คร้ังท่ี 1 2.786 4.575 6.682 9.072

คร้ังท่ี 2 2.796 3.942 6.599 9.693

CO

à à(ro 2.727 4.387 7.106 9.304

mean 2.770 4.301 6.796 9.356

SD 0.037 0.325 0.272 0.314

แผ่นท่ี 2 ทดสอบด้วยเบสิค-เอฟจีเอฟที่ความเข้มข้น 0.1■ 1 และ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร

control bFGFO.1 ng/ml bFGF 1 ng/ml bFGF 10 ng/ml

คร้ังท่ี 1 9.302 7.854 6.555 3.763

คร้ังท่ี 2 9.035 7.428 6.681 3.939

คร้ังท่ี 3 9.226 7.291 6.672 3.489

mean 9.188 7.524 6.636 3.730

รอ 0.138 0.294 0.070 0.227

แผ่นท่ี 3 ทดสอบด้วยฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 1 พีพีแมร่วมกับเบสิค-เอฟจีเอฟที่ความเข้มข้น 0.1,

1 และ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร

control Fluoride F' + bFGF F' + bFGF F' + bFGF

1 ppm 0.1 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml

คร้ังท่ี 1 2.216 4.908 10.271 6.464 4.157

คร้ังท่ี 2 2.457 4.630 9.937 6.130 4.224

CO

à

2.193 4.771 10.495 6.307 4.093

mean 2.289 4.770 10.234 6.300 4.158

SD 0.146 0.139 0.281 0.167 0.066
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แผ่นท่ี 4 ทดสอบด้วยพีดีจีเอฟที่ความเข้มข้น 0.1. 1 และ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร

control PDGF 0.1 ng/ml PDGF 1 ng/ml PDGF 10 ng/ml

คร้ังท่ี 1 2.162 3.290 4.097 5.226

คร้ังท่ี 2 2.478 3.041 3.872 5.347

คร้ังท่ี 3 2.395 3.065 3.884 5.188

mean 2.345 3.132 3.951 5.254

รอ 0.164 0.137 0.127 0.083

แผ่นท่ี 5 ทดสอบด้วยฟลูออไรด์ที่ความเข้มข้น 1 พีพีเอ็มร่วมกับพีดีจีเอฟที่ความเข้มข้น 0.1, 1 และ

10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร

control Fluoride F + PDGF F* + PDGF F' + PDGF

1 ppm 0.1 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml

คร้ังท่ี 1 2.990 4.883 5.328 5.983 8.326

คร้ังท่ี 2 2.727 4.522 5.014 6.017 8.535

คร้ังท่ี 3 2.952 4.681 4.946 6.240 8.471

mean 2.890 4.695 5.096 6.080 8.444

SD 0.142 0.181 0.204 0.140 0.107
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ประว้ติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

นายกโเษณ์ชัย เบศรภิญโญวงด้ เกิดวันท่ี 29 เมษายน พ.ศ.2517 ที่กรุงเทพมหานคร 

สำเร็จการสืกษาทันตแพทยศาลตรบัณฑิตจากคณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ได้รับการบรรจุเข้ารับราชการในตำแหน่งอาจารย์ประจำภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะทันต 

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปี พ.ศ.2541 และได้รับการอนุม้ติให้ลาราชการเพื่อ 

สืกษาต่อในหลักสูตรปริญญาวิทยาศาลตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยาช่องปาก คณะทันต 

แพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปี พ.ศ.2542
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