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ภาคผนวก ก

สารเคป ึ  สุปกรณ และเคร ี ่ 1องมึอฟ้ าง ๆ

1 . สารXค}1

G u a n i d i n e  ( Ami n o m e t h a n a m i d i n e ) t h i o c y a n a t e  s a l t

(CH3 N3 -HSCN) ( S i gma,  MO., USA)

S a r c o s y l  ( C 1 5 H3 0 N Na02 ) ( s i g m a ,  MO., USA) 

2 - m e r c a p t o e t h a n o 1 (S i gma,  MO., USA)

Sodium a c e t a t e  (C^COONa)  (S i gma,  MO., USA) 

p h e n o l ;  u l t r a  pure  p hen o l  r e d i s t i l l e d  n u c l e i c  a c i d  

g r ade  ( BRL, USA)

C h l o r o f o r m  ( CMC 13 ) ( Me r c k ,  Germany)

I soamy l  a l c o h o l  (C5 H 1 1 OH) ( F a r m i t a l i a

c a r l o  e r b a  S . P . A . ,  M i l a n o )

T r i - s o d i u m  c i t r a t e  ( C6H5Na3 0 7 • 2H20 ) ( M e r c k ,  Germany)  

Br omophenol  b l u e  ( c I 9แ 1 qB ^ O j ร)  ( s i g m a ,  MO., USA)

X y l e n e  c y a n o l  FF ( ^ 2 5 ^ 2 7 ^ 2 ® 6 ^ 2 ^ a ) ( s i g m a ,  MO., USA)
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Su cr ose  ( C 1 2H2 2 ° l l )  ( S i gma,  MO., USA)

D i e t h y l  p y r o c a r b o n a t e  (C6 H 1 0 O5 ) ( s i g m a ,  MO., USA)

I s o p r o p a n o 1

A b s o l u t e  e t h a n o l  (C2H5OH) ( E . M e r c k ,  D a m s t a d t ,  

Germany)

Sodium c h l o r i d e  (NaCl )  ( BDH, E n g l a n d )

Sodium h y d r o x i d e  (NaOH) (BDH, E n g l a n d )

A g a r o s e ;  u l t r a  pur e  e l e c t r o p h o r e s i s  g r a d e  ( G i b c o  BRL,

USA)

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 i d  ( s i g m a ,  MO.,

USA)

E t h i d i u m  b ro mi d e  ( £ 2 ] แ 2 0 ^ 3 ธท) ( s i g m a ,  MO., USA) 

T r i s m a  base ( C ^ i i N O j )  ( s i g m a ,  MO., USA)

D e o x y n u c 1e o t i de t r i p h o s p h a t e  100 mM (Promega,  W I ,

USA)

M i n e r a l  o i l  (BRL, USA)

99% G l y c e r o l  (BRL, USA)

RNAse i n h i b i t o r  4 0 , 0 0 0  u / m l  (Promega,  W I 1 USA) 

Reverse  t r a n s c r i p t a s e  (AMV) 8 , 0 0 0 - 1 0 , 0 0 0  u / m l  พ f อม 

5x RT b u f f e r  (Promega,  W I , USA)

Taq DNA p o l y m e r a s e  5 , 0 0 0  u / m l  พ 'รอม lOx Taq DNA 

p o l y m e r a s e  b u f f e r  (Promega,  W I 1 USA)

P r i m e r  I (17 b a s es )  5 ’ CTA CAA TGG ATG CCG AC 3 ’ 

( S y n t h e t i c  g e n e t i c s ,  USA)

P r i m e r  I I  (18 b a s es )  5 ’ GAG TCA CTC GAA TAT GTC 3 ’ 

( S y n t h e t i c  g e n e t i c s ,  USA)
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P r i m e r  IV (20 b as es )  5 ’ GTA TTG CCT CTC TAG CGG TG 3 ’ 

( S y n t h e t i c  g e n e t i c s ,  USA)

DNA/Hind I I I  s i z e  m ar k e r s  500 Ug ( BRL, USA)

P r i m e r  I I I  (19 ba ses )  5 ’ GAC ATG TCC GGA AGA CTG G 3 ’

( S y n t h e t i c  g e n e t i c s ,  USA)

2. tjlJn? ณเ คร่ี,f lง VK

2.1  ว้สดุพลาสสิก 1

P o l y p r o p y l e n e ,  r o u n d - b o t t o m  tube  w i t h  cap s i z e  

17x100 mm ( B e c t o n  D i c k i n s o n  Co, USA)

C e n t r i f u g e  tube  50 ml w i t h  s c r e wc a p  (Nunc,  

Den ma rk )

M i c r o - c e n t r i f u g e  tube  1 .5  m l ,  0 . 6  ml ( E l k a y  

P r o d u c t s ,  I n c . ,  USA)

2 .2  เครี ่ 'องuffว

S e r o l o g i c a l  p i p e t t e s  

E r l e n m e y e r  f l a s k  

beake r 

C y 1i nde r

( P y r e x ,  C o r n i n g ,  NY, USA) 

( P y r e x ,  C o r n i n g ,  NY, USA) 

( P y r e x ,  C o r n i n g ,  NY, USA) 

( P y r e x ,  C o r n i n g ,  NY, USA)
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3. เ คร่ี1องฝ็อ

H o m o g i n i z e r  ะ u l t r a - t u r r a x  T 25 ( J a n k e - k u n k e  1 ,

Germany)

B i o h a z a r d

A u t o m a t i c  p i p e t t e s  ( G i l s o n ,  F r a n c e )

M i c r o c e n t r i f u g e  ( H e r m i l e ,  Germany)

Speed vacuum ( U n i E q u i p ,  Germany)

S p e c t r o p h o t o m e t e r  DU-6 (Beckman,  USA)

DNA Thermal  C y c l e r  48 w e l l s  ( P e r k i n  E l me r  C e t u s ,  USA) 

H o r i z o n t a l  a p p a r a t u s  and g e l  c a s t i n g  s y s t em  (BRL, 

USA)

Power s u p p l y  ( P h a r m a c i a  LKB, Sweden)

M i x e r  v o r t e x  ( S c i e n t i f i c  i n d u s t r i e s ,  USA) 

u v  t r ans 1 u r n i n a t o r  ( F o t o d y n e ,  I n c . ,  USA)

FRC-10 camera s y s t em  ( F o t o d y n e ,  I n c . ,  USA)



ภาคผนวก ข

การ เ ตเยม' ÎAฯยา

1. ก าร เ ตร ,ยมน้ ำยาสำหรับสกัด RNA

1 . 1 0 . 7 5  M Sodium c i t r a t e  pH 7 . 0  

T r i - s o d i u m  c i t r a t e  

Il รับ pH ห้วย g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  

เ ติ มน้ ำกลั ่ นให้ครบ

ท ำ ไ แ บ ร า ศ จ า ก แ อ ร ด ย  a u t o c l a v e

22 .05

100

g

ml

1.2 D i e t h y l  p y r o c a r b o n a t e  w a t e r  (DEPC'H20)  

DEPt: 1 ml

เติ มน้ ำกลั ่ นไห้ครบ 1 ,000  ml

ทำลาย DEPC ใดยการ a u t o c l a v e
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1 . 3 Gu a n i d i u m  t h i o c y a n a t e  s t o c k  s o l u t i o n  

( GTC s t o c k  s o l u t i o n )

g u a n i d i n e  t h i o c y a n a t e  s a l t  250

0 .7 5  M sod ium c i t r a t e  pH 7 . 0  17 .6

{เฯกลั ่น 293

g

m 1 

m 1

เสื บไนขวดสื { เฯตาล

1.4 10% ร ทr c o s y  1

S a r c o s y l  10 g

{เฯ fนาน 100 ml

1 .5 Gu a n i d i u m  t h i o c y a n a t e  w o r k i n g  s o l u t i o n  

( D e n a t u r i n g  s o l u t i o n )

GTC s t o c k  s o l u t i o n 47 .. 1 m 1

10% S a r c o s y l 2 .1 5 ml

2-me r c a p t  oe t h a no  1 0 .. 4 ml

เ ตf  ยมf)อน,ใ $

1 .6  Phenol  ( n u c l e i c  a c i d  g r a d e )

ละลาย p heno l  vi 65 ° c  

เตัม d e p c - h 2o ท ,ทตั ว

ว า ง ไ Ï จนกระทั ่ ง p h en o l  แยกจาก DEPC-H20 ชัดเจน 

เส ื บไนขวดสีน้ ฯตาล หf อห่ อตั วยกระดาษฬอยสื

หมายเหต s a t u r a t e d  pheno l  ส า ม า ร ถ เ ส ื บ V yไตั

นาน 1 เสือนทั ่  4 ° c
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1.7 5 M NaOH

NaOH 200 8

เ ติ ม{เำกลั ่ นจนครบ 1 , 000 ml

1.8 2 M NaOH

5 M NaOH 400 ml

เ ติ ม{เฯกลั ่ นจนครบ 1,000 ml

1.9 C h l o r o f o r m  : i s o a m y 1 a 1 coho 1 45 ะ 1

I s o a m y 1 a 1 coho 1 1 m 1

เติม c h l o r o f o r m  ครบ 50 ml

เส ื บในขวดสืแฯตาล หรัอ ห่อติ วยกระ ดาษฬอยส์

1 .10  2 M Sodium a c e t a t e  

Sodium a c e t a t e

pH 4 . 0  

162 .02 g

ปรัน pH ติวย g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  

เติมรั เฯกลั ่ นครบ 1 ,000  ml

ท0ไ'ไห!)รไสจากเ^อใดย a u t o c l a v e

2. การเตร ั ยมน ้ ฯยาสฯหร ั บ PCR

2.1 5 mM dNTP ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

เตร ั ยม 25 mM dNTP จาก 100 mM และ d i l u t e  ลง

5 เ ท่า
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2 .2  1.25 mM dNTP

เ ต เ ย ม  1.25 mM dNTP จาก 5 mM dNTP โดย 

d i l u t e  ลง 4 เฟ้า

3. ก า ร เ ต เ ย ม f h ยาสำหร ับ g e l  e l e t r o p h o r e s i s  

3.1 5Ox TAE b u f f e r  s t o c k  s o l u t i o n

T r i s m a  base 242 g

G l a c i a l  a c e t i c  a c i d 57 .1  ml

0 . 5  M EDTA pH 8 . 0  

เ ดม ftฯกลั ่ นครบ

100 ml

1 ,000  ml

ทฯไftป ร า ศ จ า ก แ อ โ ด ย  a u t o c l a v e

3 . 2  l x  TAE b u f f e r  w o r k i n g  s o l u t i o n

5Ox TAE 20 ml

เ ดม'{เฯกลั ่ นครบ 1,000  ml

3 .3  0 . 5  M EDTA pH 8 . 0

EDTA

เ ดม{เฯกลั ่ นครบ 

บรับ pH ดาย NaOH

18.6  g

100 ml
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3 . 4  1.2% a ga ro s e

Agarose 3 g

l x  TAE 250 m 1

สืม a gar ose  สัวย m ic r ow av e  oven จนกระทั ง'ใส

เสื ม e t h i d i u m  b ro mi d e 12.5 น 1, m i x  ใท ั เ ^าก ัน

ต้ งทั งไ3ใทัฝ็อุณหเามิประมาณ 55- 60 ° c  ทั อนเท g e 1

E t h i d i u m  b r omi de

E t h i d i u m  b ro mi d e 0 . 1 g

เ flu fh m i นครบ 10 m 1

3 . 6  Gel  l o a d i n g  b u f f e r  (Type I )

0.25% b r omopheno l  b l u e  

0.25% X y l e n e  c y a n o l

40% ( w / v )  s u c r o s e  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  

เ flu ไ ÏÂ 4 ° c
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