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ภาคผนวก ก.

น้ําอา สารเคมี และวัสดุอปกรณ

1 . นายาและสารเคมี

A bsolute e thano l ( Merck, Germany )
Agarose u l t r apure ( BRL, U.S.A. )
Bromophenol b lue ( Sigma, U.S.A. )
ch lo ro f orm ( Merck, Geramany )
D eoxynucleotide tr ip h o sp h a te  ( cNTPs ) ( Pronega, U.S.A. )
Ethidium bromide ( Sigma, U.S.A. )
E thylenediam ine t e t r a a c e t i c  ac id  ( EDTA ) ( Sigma, U.S.A. )
F ic o ll  ( 400 -  DL ) ( Sigma, U.S.A. )
G lac ia l a c e t ic  a c id ( Merck, Germany )
Isoamyl a lcoho l ( Merck, Germany )
Lambda DNA / Hind I I I ( BRL, U.S.A. )
2 -  M ercaptocthanol ( Sigma, U.S.A. )
M ineral o i l ( BRL, U.S.A. )
Phenol u l t r apure ( BRL, U.S.A. )
Phi 174 /  Hae I I I ( BRL, U.S.A. )
Primer I 5-CTT TGT ACT AGG AGG CTG TAG GC-3'  (S yn th etic

g e n e tic s , บ .S.A.)
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Primer I I  5-GGA GG A GGG CGA AGC CAC ACT-ร7 (S y n th e tic
g e n e tic s , U .S.A.)

Primer I I I  5—GCT TTG GGG CAT GGA CAT TGA-3 (S y n th e tic
g e n e tic s , U.S.A.)

Primer IV 5-CTA CTA ATT CCC TGG ATG CTG G-3 (S y n th e tic
g e n e tic s , U.S.A.)

P ro tr in a se  K ( Amresco, U.S.A.
Sodium a c e ta te ( Sigma, U.S.A. )
Sodium c h lo rid e ' Merck, Germany )
Sodium dodec.yl s u lf a te ( .Amresco, U.S.A.
Sodium hydroxide 1 Merck, Germany )
Tag DNA polymerase w ith lOx b u ffe r 1 Promega, U.S.A.
Trisma base ( Sigma, U.S.A. )
Xylene cyanol FF ( Sigma, U.S.A. )
123 bp ladder DNA ( BRL, U.S.A. )
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Beaker
C en trifuge  tube 50 ml w ith screwcap 
C ylinder
Erlenme.ver f la sk
Micro - c e n tr ifu g e  tube 1.5 ml, 0.G ml 
P ip e tte  t i p  0-200 u l ,  200 -  1000 ul 
P ip e tte  t i p  w ith  f i l t e r  0-200 ul 
P o la ro id  film  type 66T

( Pyrex, บ. s . A. )
( Nunc, Denmark )
( Pyrex, U.S.A. )
( Pyrex, U.S.A. )
( Elkay, U.S.A. I 
< E lkay, U.S.A. )
( BRL, U.S.A. )
( B e r li ju c k e r , U.S.A.) 
( Pyrex, U.S.A. ;S e ro lo g ica l p ip e t te s
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3. เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์

Automatic p ip e t te s  ( G ilson, France )
DNA Thermal C ycler 480 ( Perkin  Elmer

Cetus, U.S.A. )
FRC -  10 camera system ( Fotodyne, U.S.A. )
Horizon 58 h o riz o n ta l gel e le c tro p h o re s is  system (BRL, U.S.A.)
M icrocen trifuge ( Fotodyne, U.S.A. )
Power supply ( BRL, U.S.A. )
uv tra n s lu m in a to r ( Fotodyne, U.S.A. )
Mixer vortex ( S c ie n t i f ic

in d u s tr ie s , U.S.A.)



ภาคผนวก ธ.

สารเคมื และ วิธีการเตรียม

1. IM T ris  pH 7 .4 , 7 .6 , 8 .0

T ris  base 121.1 กรัม
เติม•นากล่ัน 800 มล.

ปรับ pH เท่าท่ีต้องการด้วย cone. HCl ปริมาตร

pH 7 .4 เติม cone. HCl 70 มล.
pH 7.6 เติม cone. HCl 60 มล.
pH 8.0 เติม cone. HCl 42 มล.
นำไปทำให้ปราศจากเธีอด้วยวิธี au toc lave  ฑอุเน'หภมิ 121° ซ. 15 นาที

2. 10% SDS pH 7 .2

Sodium dodecyl s u lf a te 10 กรัม
เติม'นากล่ันปลอด เ ธีอให้ได้ปริมาตร 100 มล.
ปรับ pH ให้ได้ 7 .2
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disodium e th y len e  diam ine t e t r a a c e ta t e  2H„Oz 186.1 กรัม 
ละลายด้วยนากล่ันและปรับปริมาตรให้เป็น 1000 มล.
ปรับ pH ให้ได้ 8 .0  ด้วย NaOH
นำไปทำให้ปราศจากเสือด้วยวิธี au toc lave  ท่ีอุณหภูมิ 121๐ช. 15 นาทํ

4. 3M Sodium a c e ta te  pH 5 .2

Sodium a c e ta te  3HZ0 40.81 กรัม
'นากล่ัน 80 มล.
ปรับ pH ด้วย g la c ia l  a c e t ic  ac id
เติม‘นากล่ันให้ได้ปริมาตร 100 มล.
นำไปทำให้ปราศจากเสือด้วย วิธี au to c lav e  ท่ีอุณหภูมิ 121°'ช. 15 นาที

5. 5M NaCL

Sodium c h lo r id e  29.22 กรัม
ละลายด้วย'นากล่ันและปรับปริมาตรให้ได้ 100 มล.
นำไปทำให้ปราศจากเสือด้วย วิธี au to c lav e  ท่ีอุณหภูมิ 121°ช. 15 นาที

6. S a tu ra ted  phenol in T r is  pH 8.0

ละลาย phenol ( n u c le ic  a c id  grade ) ที 65°ช.
สกัดด้วย l.OM T r is  pH 8 .0  หลาย  ๆ คร้ัง
สกัดด้วย 0.1M T r is  pH 8 .0  จนกระท่ัง pH ของเน aqueous phase> 7 .6  
เก็บ'ในขวดสี'น้ําตาล หรือห่อด้วยกระดาษปอนด
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7. 50X T ris  -  a c e ta te  b u ffe r  ( TAE )

Trisma base 242 กรัม
G la c ia l a c e tic  a c id 57.1 มล.
0.5M EDTA pH 8.0 100 มล.
เตมนากลนครบ 1000 มล.
นำไปทำให้ปราศจาก เข1อด้ วย วิธี au toc lave  ฑ่ือุโนหภูมิ 121๐ช. 15 นาฑื

8. 10% b e ta  -  m ercaptoethano1

b e ta  -  m ercaptoethano1 2 มล.
น้ํากล่ัน 18 มล.

9. 10 mg/rol Ethidium bromide 10

Ethidium bromide 0.1 กรัม
เติมน้ํากล่ันครบ 10 มล.

10. IPX Gel loading b u ffe r  T.ype I I

0.25% Bromophenol b lue
0.25 Xylene c.yanol
25% F ic o ll  ( type  400 ) in แ20
เก็บไว้ท่ีอุโนหภูมิห้อง



11. chloroform  ะ isoam.yIalcohol ( 24 ะ 1 )  VV V J ê& J îï'
ร ุ»  vihrf*

Isoanpylalcohol 4 มล.
Chloroform 96 มล.

TE b u ffe r  pH 7 .6  ( 10 mM T ris  HCl pH 7 .6  , ImM EDTA

IM T ris  HCl pH 7.6 1 มล.
0.5M EDTA 0.2 กรัม
นากล่ันท่ีปราศจากเสือ 98.8 มล.

13. 20 mg/ml P ro te in ase  K

P ro te in ase  K 
นากล่ันท่ีปราศจากเสือ 
เก็บไว้ท่ี -  20๐ช.

0.2

10

กรัม
มล.



ประวตัผิูเ้ขยีน
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