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วิธีการเตรียมสารเคมี

1. วิธีการเตรียมสารเคมี
1.1  EDTA  0.5 M  pH 8.0
ละลาย EDTA 16.81 กรัม ในนํ้ ากลั่น 80 มิลลิลิตร คอยๆ เติม สารละลายกรด HCl เขมขนให

ได pH 8.0 ปรับปริมาตรดวยนํ้ า deionized ใหครบ 100 มิลลิลิตร และนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที

1.2 Tris-Boric-EDTA buffer 10x
ละลาย Tris base 108  กรัม boric acid 55 กรัม ในสารละลาย 0.5 M EDTA pH 8.0 40 มิลลิลิตร 

และเติมนํ้ ากลั่นใหครบ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เจือจางเปนสาร
ละลายเขมขน 1x ดวยนํ้ ากลั่นสํ าหรับใชเปน electrophoresis buffer

1.3  Electrophoresis dye 6X
ละลาย bromphenol blue 0.025 กรัม ในเอธิลแอลกอฮอล 100 เปอรเซ็นต  2 มิลลิลิตร เติมนํ้ า 

deionized  5 มิลลิลิตร แลวเติม xylene eyanol 0.025 กรัม คนใหละลาย และเติม glycerol 3 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันดี กรองผานกระดาษกรองเบอร 1 และแบงใสหลอดพลาสติกหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร เก็บ
ในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

1.4  PBS pH 7.4
ละลาย NaCl 8.0 กรัม  KCl 0.2 กรัม Na2HPO4 1.44 กรัม และ KH2PO4 0.24 กรัม ในนํ้ ากลั่น 

900 มลิลิลิตร ปรับ pH ใหได 7.4 ดวยสารละลาย NaOH แลวปรับปริมาตรดวยนํ้ า deionized ใหครบ  1 
ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที

1.5 Tris  50  mM ใน Calcium acetate 1.5  mM
ละลาย Tris 23.73 กรัม  และ calcium acetate 0.0237 กรัม ในนํ้ า deionized 80 มิลลิลิตร ปรับ 

pH ใหเปน 8.0 และปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร และนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที

1.6  Proteinase-K 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
ละลาย Proteinase-K 0.1 กรัม ในสารละลายที่เตรียมไวในขอ 1.5 ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  เขยา

ขวดเบาๆ จนละลายหมด แบงสารละลายใสหลอดพลาสติกหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร เก็บในตูเย็นที่ –20 
องศาเซลเซียส



1.7  Sodium dodesyl sulphate (SDS) 10  เปอรเซ็นต
ละลาย SDS 10 กรัม ในนํ้ า deionized 90 มลิลิลิตร  วางบน  hot plate ที่อุณหภูมิ 56 องศา

เซลเซยีส คนจนละลายหมด วางไวจนเย็น แลวปรับ pH ใหเปน 7.2  ปรับปริมาตรดวยนํ้ า deionized ให
ครบ 100 มิลลิลิตร

1.8 Proteinase-K-SDS buffer  (เตรยีมใหมกอนใชทุกครั้ง)
เตรียมสวนผสมของสารละลายใหมีความเขมขนของ  proteinase K 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

จากสารตั้งตน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในขอ 1.6 และ SDS 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากสารตั้งตน 10 
เปอรเซ็นต ในขอ 1.7  เติมนํ้ า deionized ใหไดปริมาตรที่ตองการ

1.9  Chloroform-Isoamyl alcohol (24:1)
ตวงสารละลาย Chloroform 24  สวน และ Isoamyl alcohol 1 สวน ผสมใหเขากัน ใสขวดสีชา

เกบ็ในตูเย็นที่ 4  องศาเซลเซียส
1.10 Ammonium acetate 3 M
ละลาย ammonium acetate 34.68 กรัม ในนํ้ า deionized  150  มิลลิลิตร คนใหละลายกรองผาน

เมมเบรนขนาดเสนผาศูนยกลางรู 0.22 ไมโครเมตร ใสขวดสีชา เกบ็ในตูเย็นที่ 4 องศาเซลเซียส
1.11  NaCl  2.5 M
ละลาย NaCl  36.525 กรัม ในนํ้ า deionized 250 มลิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 30 นาที
1.12  Polyethylene glycol (PEG) 20 เปอรเซ็นต
ละลาย PEG 50 กรัมในสารละลาย 2.5 M NaCl ในขอ 1.11 250 มิลลิลิตร คนจนละลายแลว

กรองผานเมมเบรนขนาดเสนผาศูนยกลางรู 0.22 ไมโครเมตร ใสขวดแกวเก็บที่อุณหภูมิหอง
1.13  Sodium acetate 0.01 M
ละลาย 0.0410 กรัม  sodium acetate  ในนํ้ า deionized 40 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน 5.2 และ

ปรับปริมาตรดวยนํ้ า deionized ใหครบ 50 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที

1.14 Tris-HCl 0.1 M pH 8.0
ละลาย Tris  12.12 กรัม ในนํ้ า deionized 80 มิลลิลิตร และคอยๆ เติมสารละลายกรด HCl เขม

ขน 4.2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตรดวยนํ้ า deionized นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที



1.15 Tris-EDTA buffer
ผสมสารละลาย Tris-HCl  ในขอ 1.14 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับสารละลาย  EDTA ในขอ 1.1 

ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เติมนํ้ า deionized ใหครบ 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที

1.16  Rnase A 0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
ละลาย Rnase A 2 มลิลิกรัม ในสารละลาย ในขอ 1.13 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร และสารละลายใน

ขอ 1.15 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน กรองผานเมมเบรนขนาดเสนผาศูนยกลางรู 0.22 
ไมโครเมตร แบงใสหลอดพลาสติกหลอดละ 0.2 มิลลิลิตร เก็บที่ –20 องศาเซลเซียส

1.17 Ethedium bromide 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
ละลาย ethedium bromide 250 มลิลิกรัม ในนํ้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา หุมดวย

กระดาษทึบแสงเก็บไวที่อุณหภูมิหอง เจือจางสารละลายขางตน 0.1 มิลลิลิตร ในนํ้ ากลั่น 99.9 มิลลิลิตร 
เกบ็ในขวดสีชาใชสํ าหรับยอมแผน agarose gel

1.18  NaCl  2.5 เปอรเซ็นต
ละลาย NaCl  2.5 กรัม ในนํ้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร
1.19  Trypan blue 0.15 เปอรเซ็นต
ละลาย trypan blue 0.15 กรัม ในสารละลาย NaCl 2.5 เปอรเซ็นต 100 มิลลิลิตร คนใหละลาย

โดยวางบน magnetic stirrer นาน 6-12 ช่ัวโมง และกรองผานกระดาษกรองเบอร 1 แบงใสหลอด
พลาสติกหลอดละ 0.45 มิลลิลิตร

1.20  L-cysteine 3  เปอรเซ็นต  (เตรียมกอนใชในแตละครั้ง)
ละลาย L-cysteine 30 กรัมในสารละลาย K-199 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน 7.4 

กรองผานเมมเบรนที่มีเสนผาศูนยกลางรูขนาด 0.22 ไมโครเมตร ใสขวดเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส
1.21 CAC buffer
ละลาย C2H6AsNaO2.3H2O (Cacodylic acid sodium salt trihydrate) 1.07 กรัม ในนํ้ า deionized 

ปลอดเชื้อ 500 มิลลิลิตร เติม CaCl 0.37 กรัม ปนใหละลายแลวจึงเติม MgCl2 5.08 กรัม ปรับ pH เปน 
7.0 ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ใสขวดเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส

1.22  Trypsin 0.001 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
ละลาย  trypsin (1:250) 0.001 กรัมใน CAC buffer 1 มิลลิลิตร



1.23  L-DOPA 0.003 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
ละลาย L-3,4-dihydroxyphenylalanine 0.003 กรัมใน CAC buffer 1 มิลลิลิตร
1.24 Folin reagent 1:10
เจือจางสารละลาย folin ดวยนํ้ า deionized ในอัตราสวน folin 1 สวนตอนํ้ า 9 สวน ผสมใหเขา

กัน ใสชวด เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส
1.25 Alkaline copper solution

1. ละลาย  CuSO4. 5H2O 0.5 กรัม ในนํ้ า deionized 100 มิลลิลิตร
2. ละลาย Na-K- tatrate  1 กรัม ในนํ้ า deionized 100 มิลลิลิตร
3. ละลาย Na2CO3 1 กรัม ในสารละลาย NaOH 0.5 N 100 มิลลิลิตร
ผสมสารละลาย 1  2 และ 3 ในอัตราสวน 1: 1: 50  ใหเขากันดีกอนใช

1.26  สารละลาย BSA มาตรฐาน
ละลาย  bovine serum albumin 1.0 มลิลิกรัม ในนํ้ า deionized 10 มิลลิลิตร  และเจือจางสาร

ละลายขางตนดวยนํ้ า deionized ในหลอดทดลองใหมีความเขมขน 10-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
1.27 Trichloro acetic acid  (TCA)  3 เปอรเซ็นต
ละลาย TCA 3 กรัมในนํ้ า deionized 100 มิลลิลิตร ใสขวดเก็บที่อุณหภูมิหอง
1.28  Color reagent
ละลาย thio-urea 1.5 กรัม ใน glacial acetic acid 940 มิลลิลิตร เติม O-tuluidine 60 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน ใสขวดสชีาเก็บที่อุณหภูมิหอง
1.29  Boric acid 0.2  เปอรเซ็นต
ละลาย boric acid 0.2 กรัม ในนํ้ า deionized 100 มิลลิลิตร ใสขวดเก็บที่อุณหภูมิหอง
1.30  Glucose 100 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร
ละลาย glucose 0.1 กรัม ในสารละลายขอ  1.29  100 มิลลิลิตร ใสขวดเก็บที่อุณหภูมิหอง
1.31   Nitric acid 65 เปอรเซ็นต
เจือจางสารละลาย nitric acid จาก 70 เปอรเซ็นต เปน 65 เปอรเซ็นต โดยตวงสารละลาย nitric 

acid 92.86 มิลลิลิตรเติมนํ้ า deionized  ใหครบ 100 มิลลิลิตร ใสขวดเก็บที่อุณหภูมิหอง
1.32  นํ ้ายา Davidson’s fixative

Ethyl alcohol (95 เปอรเซ็นต) 330   มิลลิลิตร
Glacial acetic acid 115   มิลลิลิตร
Formalin 220   มิลลิลิตร



ผสมใหเขา และปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ดวยนํ้ ากลั่น

1.33  สียอมฮีมาท็อกไซลินและอีโอซิน  (Hematoxylin & Eosin)
1.  Hematoxylin
Hematoxylin crystal    4  กรัม
Sodium iodate 0.8  กรัม
Potassium aluminum sulfate (alum) 100 กรัม
Citric acid    4  กรัม
Chloral hydrate              200  กรัม
นํ้ ากลั่น            2,000 มิลลิลิตร

ละลาย alum ในนํ้ ากลั่นจนหมด แลวจึงใส hematoxylin คนใหละลายจึงเติม sodium iodate ผสม
ใหเขากัน เติม citric acid และ chloral hydrate คนจนสารทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน 
ท้ิงไว 1 สัปดาห จึงนํ ามาใช

2. Eosin
Eosin Y. CI 45380     1  กรัม
Ethyl alcohol (70 เปอรเซ็นต) 995  มิลลิลิตร
Glacial acetic acid     5  มิลลิลิตร
ละลาย Eosin 1 กรัม ในเอธิลแอลกอฮอล  70 เปอรเซ็นต 100 มิลลิลิตร คนจนละลาย

หมดเติมเอธิลแอลกอฮอล ทีเ่หลือ และเติม glacial acetic acid 5 มิลลิลิตร คนใหเขากันดี เก็บสารละลาย
ใสขวด
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