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/ 1 ท « ผ  น ' ว ก  ท  .

น ้ฯ เ ช า  ส า ร  L H J J

น้ายานละลาร เคมี

น » ะ า ส « อ ุแ ก  ■ รท่เ

A b so lu te  e th a n a l ( Merck, Germany )
A garose u ltr a p u r e (A m r e sc o ,Ü .S .A .)
A m p ic i l l in  sodium  s a l t (A m resco, U .S .A .)
B e e f e x t r a c t (G ib co , ช .S .A .)
B ov in e serum album in (S ig m a ,ช .S .A . )
C hloroform (M erck, German )
CTAB (A m resco, U .s .A . )
D ev e lo p er (Kodak, Jap an )
D e x tr o se ( D if c o ,  ช .S .A .)
DNA salm on sperm (S ig m a ,ช .S .A . )
D i t h i o t h r e i t o l  (D IT) (A m resco, ช .S .A .)
E th id iu m  b ro m id e (A m resco , ช .s . A .)
E th y lèn ed ia m in e  t e t r a a c e t i c  a c id  (EDTA) (A m eresco ,ช . s . A . )
F i c o l l  (400-D L ) (S ig m a ,ช .s . A . )
F ix e r (Kodak, Jap an )
Formamide (BRL,ช .S .A .)
G la c ia l  a c e t i c  a c id ( M erck, Germany )
G ly c e r o l ( M erck, Germany )
Isoam yl a lc o h o l ( M erck, Germany )
Lambda DNA /  Hind I I I (BRL,ช .S .A .)
P h en ol (BRL,ช .S .A .)
Random Prim er L a b e ll in g  System (BRL,ช .S .A .)
Salmon sperm DNA (S ig m a ,ช .S .A . )



S od iu n  d o d e c y l s u l f a t e (A n r e sc o ,ช .S .A . )
S od iun  H ydroxide (NaOH) ( M erck, Germany )
S od iu n  c h lo r id e  (NaCt,) (M erck,Germ any)
T r is  ( u l t r a p u r e ) (A n r e sc o ,บ .S .A . )
T r ic h lo r o a c e t ic  a c id (S ig m a ,ช .ร .  A. )
T r is n a -b a s e ( S ig n a ,ช .S .A .)
T ryp ton e (Lab ท ,ช .S .A .)
X -g a l (A n r e sc o ,ช . S .A .)
(J)X174/Hae I I I (BHL,ช .S .A .)

เอนทชม

A lk a l in e  p h o sp h a ta se  (from  unweaned c a l f  i n t e s t i n a l  m ucosa) (C IP )
( S ig n a ,ช .S .A .)

BanHI (G ib c o ,ช .S .A .)
B g l l (G ib c o ,บ .S .A . )
B g l l l (G ib c o ,ช .S .A . )
EcoRI (G ib c o ,ช .S .A .)
H i n d l l l (G ib c o ,ช .S .A . )
H pal (G ib c o ,ช .S .A .)
K pnl (G ib c o ,ช .S .A . )
P r o tr in a se K (A n r e sc o ,ช .S .A .)
P s t I (G ib c o ,ช .S .A .)
P vuII (G ib c o ,ช .S .A .)
RNaseA. (G ib c o ,ช .S .A .)
S a i l (G ib c o ,ช .S .A .)
Smal (G ib c o ,ช .S .A . )
S s t I (G ib c o ,ช .S .A . )
S tu I (G ib c o ,ช .S .A .)
T 4  DNA l i g a s e (G ib c o ,ช .ร . A .)
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3 .  วิฟึทุ/ m u ละอน ๆ

E .  c o l i  JH109 (G ib c o ,U .S .A .)
F u j i  X -ray  f i l » (F u j i ,J a p a n )
H y b r id iz a t io n  bag (B R L .U .S .A .)
Hembrane f i l t e r  0 .4 5  pm (RCM,ช .S .A . )
H i l l ip o r e  membrane 0 .2 2  pm ty p e  GS ( H i l l i p o r e ,บ .ร .A .)
P o la r o id  f i lm  ty p e  667 ( B e r l i j u c k e r ,ช .S .A . )
P r e -c u t  s h e e t  o f  p orou s c e llo p h a n e ( F l e x e l , ช .S .A . )
P hoto  Gene ™  n y lo n  membrane 

4 .  1อรึ่องรอวิทนาศาสทร

(BRL,ช .S .A .)

M ic r o c e n t r  i f u g e (F o to d y n e ,ช .S .A .)
H orizon  58 h o r iz o n t a l  g e l  e le c t r o p h o r e s i s  

sy stem  s ta c k e d  on m odel 200 Power
su p p ly

L iq u id  s c i n t i l l a t i o n  co u n ter
(BRL,ช .S .A .)

1219 Rack B eta  S p e c tr a l (L K B ,F in land)
In cu b a to r  ty p e  80 ( Memnert, Germany )
S p ecto p h o to m eter  HITACHI ช -200 ( H it a c h i , J a p a n )
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.ท ท « ผ *น 'ไ « ๆ I าท .

ร ์1 า ร  1 « ม แ ล £ ; ว ิร ก ท ร  I « ร ีช ม

1 . 10Z SDS pH 7 -2

Sodiun d o d e e y l s u l f a t e  10 กรีม
เคิมนัฯกลั่นบลอคเชอ''เห้ไค้น่ริมาคร 100 มล.
บรีบ pH 'ไห้ไค้ 7 . 2

2 . 1ÛLX__l i g a t i o n  b u f f e r

ความIปีนปีน
T r is  HCl pH 7 .6  0 .5  H
MgClz 100 nM
d i t h i o t h r e i t o l  100 nH
b o v in e  s e r a »  a lb u n in  500 p g / n L

3 . 10 X CIP d é p h o sp h o r y la t io n  b u f f e r

ความIปีนปีน
ZnClz 10 nH
HgClz 10 nH
Tris,HCL pH 8 .3 100 nM
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4 . 0 .5  H EDTA pH 8.Q

d isod in m  e th y le n e  d iam in e
t e t r a a c e t a t e  . 2H2O2 186. 1 กรม
น้ฯกล๋ัน 800 มล.
บร้นนริมาทๆ'ไค้เน็น 1 ,000 มล.
นร้บ pH ไค้ไค้ 8 .0
นฯ'ไนv m ค้นราอจาก เชื้อคัว«วธี a u to c la v e  ที่อุ«พุาผ 121 0 ช  15 นาที

5 . 5H P o ta ssiu m  a c e t a t e  ๗1 4 . 8

P o ta ssiu m  a c e t a t e  1 6 .1 7  กร้ม
เอมนฯกล๋ัน 33 มล.
g l a c i a l  a c e t i c  a c id  30 มล.
นร้บนริ่มาอรไค้เนนี 100 มล.
นฯ'ไนอฯไค้ชราอจาก เชื้อคัวชว๊ธี a u to c la v e  VBfltwii 121 0 ช 15 นาที

6 . 1 M T r is  EHL7.4, 7 .6 ,  ÆJ3

T r is  b a se  1 2 1 .1  กรม
เอิมนฯกล๋ัน 800 มล.
นร้น pH เน่า»พองการคัวช conc.H C l

นริมาอร
pH 7 .4  เอิม conc.H C l 70 มล.
pli 7 .6  เอิม conc.H C l 60 มล.
pH 8 .0  เอิม conc.H C l 42  มล.
นฯไนv m ค้นราศจาก เชื้อคัว«วิธึ a u to c la v e  VBOwij 121 c ไร 15 นาอ
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7 .  50X T r i s - a c e t a t e  b u f fe r  (TAE)

T r is  b a se  242 ก'»น
g l a c i a l  a c e t i c  a c id  5 7 .1  มล.
500 bH EDTA pH 8 .0  100 มล.
นฯ!lMYlนับราฬจาก Iชื้ออ้าชาธี a u to c la v e  vetw vif 121 ° ช 15 นาที

0 .  5X T r is -b o r a te  b u f f e r  (TBE)

T r is  b a se  54 กรัม
b o r ic  a c id  2 7 .5  กรัม
500 mM EDTA pH 8 .0  20 มล.
นฯ!บพฯ!นับราศจาก Iชื้ออ้าชาธี a u to c la v e  ^พเพ ูท ้เ 121 0 ช 15 นาที

9 .  P r e h v b r id iz a t io n  s o lu t io n

คาามเท้มท้น
NaCl 0 .9  H
NaHzftli.HaO 0 .0 6  H
NaaEDTA.HâO 0 .0 0 6  H
D en h a rd t's  s o lu t io n  0 .1  % (พ /V)
งรับ pH ! น ั!อ ้ 7 .4
SDS 1 .0  z  (พ /V)
d en atu red  Salmon sperm DNA 200 g/mL
Formamide 50 Z  (V/V)



10. H y b rid izatio n  so lu t io n

11.

12.

ความIBUBU
NaCl 1 .8 M
NaHz FO4 .H2O 0 .1 2 M
NazEDTA.feO 0 .0 1 2 M
D en h a rd t's  s o lu t io n 0.2 z (H /V )
งรับ pH ‘ไห้ไค้ 7 .4
SDS 1.0 z (พ /V)
d en a tu red  Salmon sperm DNA 200 ^3g/nL

I X  D enhardt 'ร. s o lu t io n (1 0 ม ล .)

F i c o l l 0 .1 กรัม
P o ly v in y lp h r i l id io n e  (PVP) 0 .1 กรัม
BSA 0 .1 กรัม
l «มน'ากล๋ันบลอค เชื้อไห้ใค้บร้»ภ«ร 1 0 .0 มล.
กรองม่านกระคาษกรอง 0 .4 5

Salmon s p e n t  DNA (1 0  mg/pL)

Salmon sperm DNA 10 มก.
(Sigm a ty p e  I I I  sodium  s a l t )
เ«มน'ากล๋ันบลอค เชื้อ 1 มล.
ละลาช Salmon sperm DNA ห่ีอุ£»พูมิห้อง 2 -4 นาที
แล้ว sh e a r  DNA ไคษคคtn u  hypodem ic n e e d le หลาอ ๆ «ร ั้ง
ค้ม DNA หึ๋อเแพü  100 ช 10 นาที



13. 100 X  T r ic h lo r o a c e t ic  a c id

T r ie h lo r o a c e t i s  a c id  500 กไม
ละลาช'Urน'ไกลั่ใทเลอคเชื้อ 227 มล.

14. 2CLSSC

3 H HaCl 175 กรัม
0 .3  M Naa c i t r a t e  .2  HaO 88  กรัม
l คมน'ากล่ัน 1000 มล.
บรับ pH ไห้ทคั 7 . 0  ไคช in  HCL
น ฯ ไ ! เ » า ค จ า ก  เชื้อคัวชาธี a u to c la v e  ท่ีอุ»»v i l  121 ๐ช 15 นาที

15. CTAB/MaCl S o lu tio n
(1 0  Z  CTAB, 0 .7  M HaCl)

HaCl 4 .1  กรัม
CTAB 10 กรัม
เคมน'ไกลั่น!*»คเชื้อ 80 มล.
ละลาชchบ«ลมที่อ»»v i i  65  ช เคิมนฯจนอรบ 100 มล.
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อ าห ารเร ํ«่ง  เชือ้

16 . LB (L u r ia -B e r ta n i)  medium

tr y p to n e 10 กรม
y e a s t  e x tr a c t 5 กรม
NaCl 5 กรมั
1 H NaDH 1 มล.
agar 15 กรมั
เคน้นา้กลัน่'ไห'้เพนัรินา«ร 1000 มล.
นฯาชหฯๆพชัราหาาก เชือ้พวัชวธิี a u to c la v e  หอ«พๅน 121 ช 15 นา หึ

17 . LB +  A m p ic illin  medium

เหรบมสว่นผลม!เอง LB (L u r ia -B e r ta in ) nedium  านธอ้ 15 
เมือ่ทฯๆพชัราฬาาก เชือ้แลว้ I«ม A m p ic illin  50 pg/nL ห 
อเุแพผู ิ 4 5  C

18. X -g a l 2Q mg/ mL

x - g a l 0 .0 2 กรม
d im eth y  Iform am ide 1 มล.
เวลาๆ.ชไ้พ ั sp rea d  p la t e  ลารละลาช X -g a l 0 .1 ม ล .( 0 .1  mg/mL)
บน LB + A m p ic illin  medium แลวหง'lพแัพ ้



19. T rvp ton e-g lu cose agar

B eef e x tr a c t 3 กรมั

T ryptone 5 กรมั

D ex tro se 10 กรมั
Agar 15 กรมั
เกมนฯกล๋ัน 1000 มล.
เ^ลว่น«สมละะลา!)นลว้ไพน้ฯไช*!ฯไทชีราสจาก tflawว!ทธ a u to c la v e  

ท่ีอุถ«พุ*} 121 ช 15 นาที

2 0 . T r v p to n e -g lu c o se  b ro th

B ee f e x tr a c t 3 กรม
T ryp ton e 5 กรมั

D ex tro se 10 กรมั
เกิมนฯกล๋ัน 1000 มล.
เ!£)สว่น«สมละลา!)นลว้ไ'พน้ฯไ!JV1ฯไพช้ราสจาก 1ชอควั!ทธ ี a u to c la v e  
>e«vv»} 121 Tl 15 นาที
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/ ๅ ท « ผ น ' ว ก  «

1 . การว เิค ราะห  ์ DNA ไค«เจลอ เีลค็ไครไุพ เรชส ( A g a r ic  g e l  e le c t r o p h o r e s is )
ไขไ้นการแชก DNA หรอืวเิคราะห ์ DNA /ฑชไคส้นามไพพา้ ( e l e c t r i c  f i e l d )  ไคช 

ผา่นควักลางคอ เจล ( g e l )  ไคชอาค«้Vเลัไพนฐานค่ีวำ DNA มบ่ระจลุฆเนือ่งจากหมูพ่อสเพค เมึอ๋อชไ่น 
สนามไพคจัะพพูลาัคนัไหเ้คลือ่นคีจ่ากรัว้ลบไบสูห่าบวก ความสามารกธอง DNA ไนการ เคลือ่นคีผ่า่น
ควักลางจะซนกบั ธนาคธอง DNA รบรา่งธอง DNA และความเขม้ขน้ซอง g e l  

วธิกีาร
ชง a g a r o se  ไสไํน t r i s - a c e t a t e  b u ffe r  (TAE) หรือ t r is - b o r a t e  b u ffe r  

(TBE) ไหม้คีวามเขม้ขน้ (น้าพนก /  บร่มาคร) คามคอ้งการ นาไบคม้ไ่ห ้ a g a r o se  ละลาบเบนิเน ือ้  
เคชีวกบักบั b u ffe r  จากนัน้เหไส ่ g e l  ch an d er ค ีว่าง comb เรษืนรอ้ช หงไวจ้นแแธง็ควั 
เห b u ffe r  จนหา่ม g e l  คงั 00๗ ) ออกจะไคช้อ่งสาพรบัไสค่ไัอชา่ง เครชืมควัอชา่ง DNA «สม 
lo a d in g  d y e  แลว้หชอคลงไนชอ่งธอง g e l  เบคิกระแสไพพวัไหม้แีรง เคลือ่น 2 -1 0  V o lt /e n  (แลว้  
แคค่วามเหมาะสมซองหนาค DMA คีจ่ะแชก Iมอครบเวลานา a g a ro se  g e l  ไบชอ้มควัชสารละลาช 
e th id iu n  brom ide 0 .5  /ug/nL  นา g e l  ไบคนบบเ«นซอง DNA ไคชไข ้ U .V .tr a n s illu m in a to r

2 . การหาคา่ t o t a l  r a d io a c t iv it y  และ in c o r p o r a te d __r a d io a c t iv it y
คา้»วธิ  ี t r ic h lo r o a c e t ic  a c id  p rec ip i t a t io n

T o ta l r a d io a c t iv it y  (5 5 )
นา r a d io a c t iv e  DNA คีไ่คจัากการ«คฉลากสารรงัส ี จานวน 2 juL มาจคุลงบนกระคาษ 

Whatman GF/A ไคชไมค่องหา t r ic h lo r o a c e t ic  a c id  p r e c  ip  i t a t  io n  นาไบวค้ไ่คช
liq u id  s c i n t i l l a t i o n  co u n ter

In c o r p o r a te d  r a d io a c t iv it y  (5 5 )
นา r a d io a c t iv e  DNA ค ีไ่คจ้ากการ««ฉลากสารรงัส ี จานวน 2 >iL มาคกคะกอน DNA 

ควัชวน t r ic h lo r o a c e t ic  a c id  p r e c ip it a t io n  ไคชนา DNA มาไสไํนสวนผสมซอง 100 p L  

c o c k t a il  salm on sperm  DNA (5 0 0  jug/mL salm on sperm  DNA, 20 mM EDTA) หลงัจากนน 
ไห เ้คมิ i c e  c o ld  10% TCA (10% t r ic h lo r o a c e t ic  a c id )  5 mL คงหัง๊ไวไ้นนา้นหง็ 15 
นาห ่ แลว้กรองผา่นกระคาน Whatman GF/A จากนัน้ลา้ง DNA บนกระคานกรองควัช ic e  c o ld  
10% TCA 6 «รง ครงละ 5 มล. และ 95% e th a n o l 5 มล. อกีหนงครัง้ นากระคาน Whatman 
GF^A ค ีไ่คไ้บวา้คา่ in c o r p o r a te d  r a d io a c t iv it y  ควัช liq u id  s c i n t i l l a t i o n  c o u n te r
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ฆ ร ะ ; ว เ « ผ  ้เ ท « น

ไทงสาววสิาคร ึ «งเจรญึสนุทร เกคานที ่ 24 พกษกาคม พ .ส .2510 อฯเกอเมอึง 
จ้งหวํคชลนุร่ ึ สฯเรจึการคกื«าษร่อ้พุาวทิคาคาสคร'ÏÉพ ค ( เทคนคิการแพ พ) ค»แเพ พ คาส«ร  
จไทสงกรลเ่มไทวทิค'rêttl านบการคกษา 2532 แสะ เธาัคกไทคอ่'เนไ^สคูรวไิ«ทคาส«รมไทไ!พค  
ทีจ่ไุทสงกรอผ่ไทวหิคาสคั เมอ พ .ค .2533
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