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ภาคผนวก

1.  Normal saline 0.85%
NaCl    8.5 กรัม
นํ ้ากลั่น (distilled water) 1000 มิลลิลิตร

2.  Tris-buffer saline solution (TBS)
Tris 3.03 กรัม
NaCl 29.22 กรัม
Distilled water            800 มิลลิลิตร
ปรับ pH ใหได 7.5 แลวปรับปริมาตรใหได 1000 มิลลิลิตร

3.  Wash buffer (TTBS)
TBS 1000 มิลลิลิตร
Tween-20   700 ไมโครลิตร

4.  Triton X-100 in TBS
TBS 500 มิลลิลิตร
Triton X-100 250 ไมโครลิตร

5.  4-chloro-1-Naphthol (4C1N) tablet
     เตรียม stock solution

เตรียม 0.3% 4-chloro-1-Naphthol โดยละลาย 4-chloro-1-Naphthol tablet ใน
methanol 10 มิลลิลิตร

stock solution 0.6 มิลลิลิตร
TBS 10 มิลลิลิตร
30% H2O2   2 ไมโครลิตร
เกบ็ใหพนแสงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
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6.  0.15 M Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.2
Na2HPO4 8.094 กรัม
KH2PO4 2.448 กรัม
NaCl 4.400 กรัม
Distilled water 1000 มิลลิลิตร

7.  2.5% Glutaraldehyde
25% glutaraldehyde   50 ไมโครลิตร
Normal saline steriled (NSS) 450 ไมโครลิตร

8.  Diluent Buffer for IHA (0.5% BSA, 0.1% NaN3 ; 0.5% Bovine Serum Albumin, 0.1% 
Sodium Azide)

PBS 100 มิลลิลิตร
BSA  0.5 กรัม
Sodium azide  0.1 กรัม

9.  การเตรียม stock 30% T, 2.7% C   Acrylamide
Acrylamide 29.2 กรัม
Bisacrylamide 0.8 กรัม
นํ้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร
กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร (µm) เกบ็ใสขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4

องศาเซลเซียส เก็บไดนาน 1 เดือน

10.  Stock sample buffer (เกบ็ที่อุณหภูมิหอง)
นํ้ ากลั่น 4.8 มิลลิลิตร
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 1.2 มิลลิลิตร
10% SDS 2.0 มิลลิลิตร
Glycerol 1.0 มิลลิลิตร
0.5% Bromophenol blue (w/v) 0.5 มิลลิลิตร



89

เมือ่จะทํ าเติม 2- mercaptoethanol  50 ไมโครลิตร ตอ stock sample buffer 0.95 มิลลิลิตร

11.  10% Ammonium persulfate (APS) เตรียมกอนใช
นํ้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร
APS 0.1 กรัม

12.  5X electrode (running buffer) pH 8.3
Trisbase   9 กรัม
Glycine 43.2 กรัม
SDS 3 กรัม
นํ้ ากลั่น 600 มิลลิลิตร
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อจะใชใหนํ ามาตั้งที่อุณหภูมิหอง โดยนํ า 5X 

electrode buffer มา 60 มิลลิลิตร แลวเติมนํ้ ากลั่น Milli Q 240 มิลลิลิตร

13.  สารยอมโคมาสซีบลู (coomassie blue R 250 G)
13.1  สารละลาย coomassie blue R 250 G

Coomassie brilliant blue R-250   25 กรัม
นํ้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร
Gracial acetic acid   50 มิลลิลิตร
Methanol 200 มิลลิลิตร
ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่นใหครบ 500 มิลลิลิตร

13.2  Destain I   (เกบ็ที่อุณหภูมิหอง)
นํ้ ากลั่น 425 มิลลิลิตร
Methanol 500 มิลลิลิตร
Gracial acetic acid   75 มิลลิลิตร

13.3  Destain II   (เกบ็ที่อุณหภูมิหอง)
นํ้ ากลั่น 875 มิลลิลิตร
Methanol   50 มิลลิลิตร
Gracial acetic acid   75 มิลลิลิตร
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14.  1.5 M Tris-HCl pH 8.8
Tris-HCl 18.165 กรัม
นํ้ ากลั่น             100 มิลลิลิตร
ปรับ pH ใหได 8.8

15.  0.5 M Tris-HCl pH 6.8
Tris-HCl 6.055 กรัม
นํ้ ากลั่น             100 มิลลิลิตร
ปรับ pH ใหได 6.8

16.  0.5% Bromophenol Blue (w/v)
Bromophenol Blue 0.25 กรัม
นํ้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร

17.  การยอมสี Wright’s stain
1.   หยด Wright’s stain ลงบนสไลดที่เตรียมไวประมาณ 20 หยด
2.   ทิง้ไว 4 นาที
3.   หยดบฟัเฟอรลงบนสไลดใหทวม เปาเบาๆ ผสมใหเขากันดี ต้ังทิ้งไว 1 นาที
4.   ลางออกดวยนํ้ าสะอาด

18.  สียอม Yokoyama’s fluid
18.1  สารละลาย A

Nacl 4 กรัม
Dextrose 1.25 มิลลิกรัม
KCl 200 มิลลิกรัม
NaHCO3 250 มิลลิกรัม
ฟอรมาลิน 50 มิลลิลิตร
นํ้ ากลั่น 200 มิลลิลิตร
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18.2  สารละลาย B
Methyl violet 75 มิลลิกรัม
Pyronin B 75 มิลลิกรัม
นํ้ ากลั่น 250 มิลลิลิตร
เวลาใชใหนํ าสารละลาย A และสารละลาย B มาผสมกันในอัตราสวน 1:1 ควรกรอง    

สียอมทุกครั้งกอนใชงาน

20. Mc Farland No.3
1% BaCl 0.3 มิลลิลิตร
1% sulfuric acid 9.7 มิลลิลิตร

21.   การหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Lowry et al. (1951)
21.2  Folin-ciocalteus phenol reagent  1 N
21.1  working alkaline copper reagent

solution A.
Na2CO3 2 กรัม  
NaOH  0.1 N 100 มิลลิลิตร

solution B.
CuSO4.5H2O 0.5 กรัม
potassium sodium tartrate 1.0% 100 มิลลิลิตร

นํ า solution A. ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมรวมกับ solution B. ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
กอนนํ าไปใชทุกครั้ง

วธิกีารวิเคราะหปริมาณโปรตีน
ใสสารตวัอยางที่เจือจางอยางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย alkaline copper

reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ทิ้งไว 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นเติมสารละลาย Folin-
ciocalteus reagent 0.3 มลิลิลิตร เขยาใหเขากัน ทิ้งไว 30 นาที แลวนํ าไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 
750 นาโนเมตร เปรียบเทียบคากับแอลบูมินมาตรฐาน (standard albumin)
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