
ภาคผนวก ค
สารละลายสําหรับการโคลนนิ่ง และวิธีการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดีเอ็นเอ

สารเคมี
1. TES buffer
      เตรียมโดยละลาย tris 1.211 กรัม EDTA 9.306 กรัม และ NaCl 4.38 กรัม ในน้ํากลั่นที่
ผานการกําจัดไอออน (Deionize water) ปรับพีเอชใหเทากับ 8.0 ดวย 0.01 M HCl  ปรับ
ปริมาตรใหได 1000 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

2. TE buffer
เตรียมโดยละลาย tris 1.211 กรัม และ EDTA 9.306 กรัม ในน้ํากลั่นที่ผานการ

กําจัดไอออน (Deionize water) ปรับพีเอชใหเทากับ 8.0 ดวย 0.01 M HCl  ปรับปริมาตรให
ได 1000 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

3. 1 M Tris-HCl buffer pH 8.0
เตรียมโดยละลาย tris 121.1 กรัม ในน้ํากลั่นที่ผานการกําจัดไอออน (Deionize 

water) ปรับพีเอชใหเทากับ 8.0 ดวย 1 M HCl  ปรับปริมาตรใหได 1000 มิลลิลิตร นําไปฆา
เชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 15 นาที

4. 50 mM Tris-HCl buffer pH 7.5
เตรียมโดยละลาย tris 6.056 กรัม ในน้ํากลั่นที่ผานการกําจัดไอออน (Deionize 

water) ปรับพีเอชใหเทากับ 7.5 ดวย 50 mM HCl  ปรับปริมาตรใหได 1000 มิลลิลิตร นํา
ไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที



Sodium lauryl sulfate-proteinase K (ที่ประกอบไปดวย 10 เปอรเซ็นต Sodium lauryl 
sulfate กับ proteinase K ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของ TE บัฟเฟอร)
(เตรียม x-gal โดยละลายในไดเมทธิลฟอรมาไมด (dimethyl formamide) ใหมีความเขมขน 
20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร )

5. Sodium lauryl sufate-protienase K
      เตรียมโดยละลาย sodium lauryl sufate 10 กรัม และ proteinase K 5 มิลลิกรัม ใน
สารละลาย TE buffer ใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร

6. Saturated phenol solution
      เตรียมฟนอลโดยทําใหละลายที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เติมสารละลายบัฟเฟอร
Tris-HCl ความเขมขน 1 โมลาร พีเอช 8.0 ปริมาตรเทาตัว เขยาแรงๆ นาน 15 นาที ตั้งทิ้ง
ไวใหแยกชั้น ดูดสวนใสทิ้ง และสกัดดวยทริส-ไฮโดรคลอริก พีเอช 8.0 ความเขมขน 0.1 
โมลาร อีก 2 ครั้ง เก็บไวในที่มืดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

7. DNA buffer
      เตรียมโดยผสมสารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.5 
และแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2 6H2O) ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร นําไปฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 
นาที

8. STET buffer
      ละลายซูโครส 80 กรัม อีดีทีเอ 18.61 กรัม ไตรตันเอ็กซรอย 50 มิลลิลิตร ในสารละลาย
บัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 8.0 นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที



9. Isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG)
      เตรียม stock โดยละลาย Isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG) 2 กรัม ในน้ํากลั่นที่
ผานการฆาเชื้อ ปริมาตร 8 มิลลิลิตร จนละลายเขากันดี ปรับปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร 
กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส

10. 5 Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal)
         เตรียมโดยละลาย 5 Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal) 20 มิลลิกรัม 
ในสารละลาย Dimethylformamide ใหมีปริมาตร1 มิลลิลิตร เก็บไวในหลอดหอ ฟลอยด 
(Foil) ที่ –20 องศาเซลเซียส โดยไมตองกรอง สารละลายที่ไดควรเปนสารละลายใสไมมีสี 
ถามีสีออกเหลืองไมควรใช

11. 10X  electrode buffer  
      ละลาย tris 48.44 กรัม sodium acetate 16.41 กรัม และ EDTA 7.44 กรัม ในสารละลาย
บัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 0.4 โมลาร พีเอช 8.0 นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

12. Loading dye
      ละลาย Bromophenol blue 0.25 กรัม และ Ficoll 15 กรัม ในน้ํากลั่นที่ผานการกําจัด
ไอออน (Deionize water) ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร  นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

13. การหาขนาดโมเลกุลดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (Agarose gel
      electrophoresis)

13.1 การเตรียมอะกาโรสเจล
        เตรียมอะกาโรสเจล 0.7 เปอรเซ็นต ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ตมใหเดือด

ประมาณ 2-3 นาที เติมอิเลคโตรฟอรีซีสบัฟเฟอรความเขมขน 10 เทา (10X) ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปลอยใหเย็นจนถึงอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส เทลงถาด



เจล และวางหวี (comb) ขนาด 8 หลุม ตั้งทิ้งไวใหเจลแข็งตัว (ประมาณ 20 นาที) วางเจลใน
อิเลคโตรฟอรีซีสแชมเบอร (electrophoresis chamber) โดยหันดานที่มีหลุมไปทางขั้วลบ 
และดึงหวีออก

13.2 การเตรียมรันนิ่งบัฟเฟอร
        นําอิเลคโตรฟอรีซีสบัฟเฟอร ความเขมขน 10 เทา (10X) ปริมาตร 40 

มิลลิลิตร มาเติมน้ํากลั่น ปริมาตร 360 มิลลิลิตร เทลงในในอิเลคโตรฟอรีซีสแชมเบอร ให
ทวมแผนเจล

13.3 การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ
                    นําตัวอยางดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบปริมาตร 1-5 ไมโครลิตร เติม loading 
dye ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และเติมดีเอ็นเอบัฟเฟอรใหครบ 15 ไมโครลิตร และเตรียมตัว
อยางดีเอ็นเอที่มีน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน โดยใช λ-DNA ที่ผานการตัดดวยเอนไซม 
HindIII และนํามาเติม loading dye เชนเดียวกับตัวอยางดีเอ็นเอ

13.4  การทําอะกาโรสเจลอิเลคโตรฟอรีซีส
      นําตัวอยางดีเอ็นเอที่ผสมกับ loading dye ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ใสลงใน

หลุมเจล แลวปลอยกระแสไฟฟาที่ 50 โวลต ประมาณ 1 ชั่วโมง ดูระยะการคลื่อนที่ของดี
เอ็นเอจาก loading dye จากนั้นนําเจลไปยอมดวยเอทธิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) 
ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ผสมกับอิเลคโตรฟอริซีลบัฟเฟอร เปนเวลา 15 
นาที และนําเจลมาลางสีสวนเกินโดยอิเลคโตรฟอริซีลบัฟเฟอร   เปนเวลา 5 นาที จากนั้น
นําเจลมาสองดูดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต (UV) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
บนทรานซิลลูมิเนเตอร (transilluminator)




