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ภาคผนวก ก 
อาหาร(อยงเชอ

1. ^ตรราหารเลยงเชอ Potato Dextrose Agar (PDA)
มันฝรั่งหั่นเปีนชิ้นเล็กๆ 200.0 กรัม
เด็กช์ไตส 20.0 กรัม
ๅนผง 20.0 กรัม
นากล่ัน 1.0 ลิตร
ปอกเปลือกมันฝรั่ง ล้างนิ้าให้สะอาด หั่นเปีนชิ้นเล็กๆ น่าไปชั่งให้ได้

200 กรัม แล้วด้มกับน่ากรอง 1 ลิตร นาน 15-20 นาที กรองเอาส่วนที่เปีนนิ้าออกมา 
เติมส่วนประกอบที่เหลือ ละลายให้เข้ากัน เติมนํ้ากลั่นให้ครบ 1 ลิตร ปรับ pH เปีน 5.6 
ทำให้ปลอดเชื้อโดยน่าไปออใตเคลบที่ความคัน 15 ปอนด้ติอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
°ช  นาน 15 นาที

2. ลูตรอาหารสาหรับชักน่าให้เล้นใยสร้างนิวเคลียส 
( Van Uden 1 อางจาก Bresinsky,1988)

มอลโตส 20.0 กรัม
กลูโคส 10.0 กรัม
เปปโตน 2.0 กรัม
แมกนีเซียมชัลเฟต 0.5 กรัม
โปแตสเชียมไฮโดรเจนชิณฟต 0.5 กรัม
ผงสกัดยีสติ 0.2 กรัม
0.1 โมลาร์ แคลเซียมคลอไรติ 5.0 มล.
0.2 % ชิงค์ชัลเฟต 0.5 มล.
1.0 % เฟอรัสคาร์บอเนต 1.0 มล.
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1.0 % แมงกานีสชัลเฟต 0.5 มล.
ๅนผง 20.0 กรัม
ผสมส่วนประกอบทังหมดให้เขากน เติมนำกลั่นจนครบ 1 ลิตร ต้มให้ 

เดือดเป็นเวลา 10 นาที ปรับ pH เป็น 6.5 ทำให้ปลอดเชื้อโดยนำไปออโตเคลบที่ความ 
ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 15 นาที
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ภาคผนวก ข 
สารเคมีแอะบัฟเฟอร์

1. ■ฮารละลายสำหรับสกัด (Extraction buffer)
ท!สมาไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl, pH 8.0) 100.0 มิลลิโมลาร์
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid, pH 8.0) 50.0 มิลสัโมลาร 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 500.0 มิลลิโลาร์
เมอแคปโตเอธานอล (mercaptoethanol) 10.0 มิลลิโมลาร
เตรียมโดยผสมสารละลายเหล่านี่,เข้าด้วยกันในขวดแกัวปลอดเชื้อ แลว 

ปรับปริมาณด้วยนี่าที่ปลอดเช้ือ

2. TE buffer I (50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8.0)
ทริสมาไฮโดรคลอไรด้ (Tris-HCl, pH 8.0) 50.0 มิลลิโมลาร์
EDTA pH 8.0 10.0 มิลลิโมลาร์
ทำให้ปลอดเชื้อโดยนำไปออโตเคลบที่ 121 ๐ช ภายได้ความคัน 15 

ปอนคํต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที

3. TE buffer IT n o  mM Tris-HCl. 1 mM EDTA, pH 8.0)
ท?สมาไฮโดรคลอไรคั (Tris-HCl. pH 8.0) 10.0 มิลลิโมลาร์
EDTA pH 8.0 1.0 มิลลิโมลาร์
ทำให้ปลอดเชื้อโดยนำไปออโตเคลบที่ 121 ๐ซ ภายใต้ความคัน 15 

ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที

4. 20 % SDS (sodium dodecyl sulphate)
ละลาย SDS 20 กรัม ในนี่า 80 มล. (ค่อยๆ เท) ธุ่นท่ี 68 °ซ เพื่อช่วยให้
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ละลายเร็วฃึน ปรับปริมาตรเป็น 100 มล. ทำให้ปลอดเชื้อโดยนำไปออโตเคลบที่ 
121 ๐ช ภายใด้ความคัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที

5. 5 โมลาร์ โปแดสเชียมคะซิเดต
ละลายโปแตสเชืยมอะชีเตต 49.07 กรัน ในนิ้าแล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 มล. 

ทำให้ปลอดเชื้อโดยนำไปออโตเคลบที่ 121 ๐ช ภายใต้ความคัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
เป็นเวลา 15 นาที

6. 3 โมลาร์ โซเคึยมอะชิเตด pH 4.8
ละลายโซเดียมอะซิเตต 40.8 กรัม ในนิ้า ปรับ pH ให้เป็น 4.8 ต้วยกรคอะซิติค 

เข้มข้น (glacial acetic acid) แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 มล. ทำให้ปลอดเช้ือโดยนำ 
ไปออโตเคลบที่ 121 ๐ซ ภายใต้ความคัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที

7. สารถะลายฟนอลใน TE buffer
หลอม crystalline phenol (analytical reagent grade) ที 60 ๐ซ แล้วนำ 

มาเติม TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA) ลงไปต้วยปริมาณที่เท่า 
กันของใ,!นอล เขย่าให้เข้ากัน ต้ังท้ิงไร้ที่ธุณหฎม่ห้องประมาณ 30 นาที ล้าไม่มีการแยก 
ชื้นของสารละลายภายใน 30 นาทีให้เติม TE buffer ลงไปอีก พร้อมเขย่าแล้วตั้งทิ้งไว 
ให้เกิดการแยกชัน

เมื่อไต้สารละลายที่อิ่มคัวแล้ว ลูดส่วนนิ้าชื้นบนท้ิง เก็บส่วนล่างไร้ใน 
ขวดสีนิ้าตาล ท่ี -20๐ช ก่อนใข้ทุกครั้งควรตรวจดุว่าฟนอลเปลี่ยนเป็นสีชมพูหรือนิ้า 
ตาลหรือไม, ถามีสีไม'ควรนำมาใข้

8. สารละลายขีเนคล-คลอโรฟอร์ม
สารละลายฟนอลใน TE buffer ผสมกับคลอโรฟอร์ม ในอัตราส่วน 1:1 

เก็บไร้ในขวดสีนิ้าตาล
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9. บัฟเฟอร์ TBE (IPX TBE)
ท!สมาเบส (Trisma-base) 10.8 กรัม
กรดบอ!ค (boric acid) 5.5 กรัม
Na EDTA 0.93 กรัม
ละลายสารเหล่านี้ในนี้าแล้วปรับป!มาตรเป็น 100 มล. ทำให'ปลอดเช้ือ 

โดยน่าไปออโตเคลบที่ 121 °ช ภายใต้ความด้น 15 ปอนด์ต่อตารางนิว เป็นเวลา 15 
นาที ก่อนใช้เจือจางด้วยนี้ากลั่น 10 เท่า

10. สคคตาม (tracking dyel 
เตรียมเขมช้นเป็น 5 เท่า

^โครส (sucrose)
บรอมพ่นอลบลู (bromphenol blue)
ท!สมาไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl, pH 8.0) 
EDTA
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)

60.0 %
0.25 %

100.0 มิลล้โมล 
0.5 นิลลิโมล

100.0 นิลลิโมล

11. สารละลายเอธิเคี่ยมโบรไมด์ rDNA staining solution! 2.5 ไมโครกรัมต่อนิลลิลิตร 
ละลาย ethidium bromide (EtBr) 2.5 นิอลิกรัม ในนี้ากลั่น 1 ลิตร เก็บไวในขวด 

สีน้ีาตาล

12. TEN buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 10 mM NaCl, pH 8.0)
ท!สมาไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl, pH 8.0) 10.0 นิลลิโมลาร์
EDTA 1.0 นิลลิโมลาร์
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 10.0 นิลลิโมลาร์
ทำให้ปลอดเชื้อโดยน่าไปออโตเคลบที่ 121 ๐ช ภายใต้ความด้น 15 

ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที
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13. Proteinase K (ความ เข ้มข ้น  20 ม ิลล ิกร ัม ตอม ิลล ิล ิตร)
ละลาย Proteinase K  20 ม ิลล ิกร ัม  ใน TEN  buffer 1 มล. ใน ห ลอดแก ้ว

ท ี่ปลอดเช ื้อ  ธ ุ่นท ี่ 37 ° ซ  เป ็น เวลา 15 น าท ีก ่อ น ใช ้ เก ็บไวท ี่ -20 ๐ช

Tris-HCl, pH 7.5 และ 15 mM NaCl อุ่นที, 90๐ซ นาน 15 นาที เพ่ือกำจัด DNase 
(ดีออกซีไรโบหิวคลีเอส) ปล่อยให้เย็น เก็บที, 20°ซ

15. ^คฅคฉลากคเอนเอของ ECL (direct nucleic acid labelling and detection system)
ของ Amersham, U.K. ประกอบด้วย

- hybridization buffer
- blocking reagent
- glutaraldehyde
- control DNA
- detection reagent 1
- detection reagent 2
- DNA labelling reagent

16. สารละลาย depurination
ไฮโดรคลอไรด้ (HCl) 250 มิลลิโมลาร์

เติมนำกลั่นให้ได้ปริมาตรที่ด้องการจะเตรียม ทำให้ปลอดเชือโดยนำไปออโตเค 
ลบท่ี 121 ๐ช ภายได้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที

17. สารละลาย dénaturation
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)

1.5 โมล 
0.5 โมล
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เติมนำกลั่นให้ได้ปริมาตรที่ต้องการจะเตรียม ทำให้ปลอดเชื้อโดยนำไปออ- 
โตเคลบที่ 121 ๐ช ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที

18. สารละลาย neutralization
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 1.5 โมล
ทริสมา-ไฮโดรคลอไรด์ (Tns-HCl) 0.5 โมล
ปรับให้ได้ pH 7.5 เติมน้ิากลั่นให้ได้ปริมาตรที่ต้องการจะเตรืยม ทำให ้

ปลอดเชื้อโดยนำไปออโตเคลบที่ 121 ๐ซ ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น 
เวลา 15 นาที

19. 2QX..SSC
โซเดียมซิเตท 0.5 โมล
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 3.0 โมล
ปรับให้ได้ pH 7.0 เติมนิ้ากล่ันให้ได้ปริมาตรที่ต้องการจะเตรียม ทำให้ 

ปลอดเชื้อโดยนำไปออโตเคลบที่ 121 °ช  ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น 
เวลา 15 นาที

โซเดียมโดเดซิลซิลเฟต (SDS)
20X SSC
เติมนิ้ากลั่นให้ได้ปริมาตร 1 ลิตร เก็บท่ีอุณหภมิ 4๐ช

4.0 กรัม
25.0 มล.

21. บ.ฟเฟอร Secondary-Wash 
2OX SSC
เติมนิ้ากลั่นให้ได้ปริมาตร 1 ลิตร เก็บท่ีอุณหฎมิ 4๐ซ

100 มล.
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22. น่,,าฅาล้างฟิล์มแคกซแร»
จากบริษัท Kodak, บ.ร.A.
- Developer
- Fixer

\
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ภาคผนวก ท

ตารางแสดงเรสท?กชั่นเอนไซม์ที่ใช้ในการทคลอง

เรสท?กช่ัน 
เอนโดนิวคณีอส

บริเวณจำเพาะในการตัด 
(Recognition sequence)

บัฟเฟอร์
ชนิด ความเช้ม'ข้น 

เกลือ (mM)

อุณหฦม ิ
1 . :

Hind III ^-A^AGCns' Low 50 mM NaCl 37
EcoRl 5'-G^AATTC-3' High 1๓ mM NaCl 37
Pstl 5'-CTGCA^G-3' Low 50 mM NaCl 37

Sma I 5'-CCC^GGG-3' Specific 50 mM KC1 25
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ภาคผนวก ง.

หลักการของระบบ Enhanced Chemiluminescence (ECL) ของบริษัท
Amersham U.K. คือโพรบจะถูกทำให้อยู่ใน}ปดีเอ็นเอสายเดี่ยว แห้วนำมาจับกับ
เอนไซม horseradish peroxidase ห้วยแรงระหว่างประชุ (ionic interaction) ในสภาวะท ี
มีความเขมขนของเกลือตํ่าและเมื่อเติมสารกลูตารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde) จะย่ิงช่วย 
สริางแรงโควาเลนต์จับกันระหว่างโพรบกับเอนไซม์มากขึ้น มื่อนำโพรบมาจับกับ
ดีเอ็นเอเป็าหมาย (target DNA) ที่ไห้จากการสกัดทีตรึงอยู่บนแผ่นเมมเบรน จะห้อง 
ระวังมิให้อุณหภูมิสูงเกินกว่า 42๐ซ เพราะจะทำให้เอนไซม์สูญเสียแอคติวิดี การ
ทดสอบทำไห้โดยการเติมสารที่เปีนซับสเตรทของเอนไซม์คือ hydrogen peroxidase 
และสารตรวจสอบติวที่ 2 คือ luminol ท่ีจะสรึาง oxidized product และปลดปล่อย 
แสงไปปรากฎบนแผ่นฟิล์มเอกซเรย์ โดยการทำออโตเรติโอกราฟฟิ (Autoradiography)
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นางสาว จำรูญศรี ทุ่มเทียน เกิดเม่ือวันท่ี 14 มกราคม 2513 ท่ีจังหวัด 
กรูงเทพมหานคร จบการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต (ชุล'ชีววิทยา) จากคณะวิทยาศาสตร ์
ชุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2533 ขณะศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
(ชุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม) ได้เสนอผลงานวิจัย ดังน้ีคือ

Jamroonsri Poomtien and Sumalee Pichyangkura. 1994. Compared the 
breakble cells by using dryice and liquid nitrogen in extraction DNA of mushrooms. 
The 9th NRCT, NUS, DOST - JSPS Joint Seminar on Biotechnology and The 6th 
Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology ะ Biotechnology for 
Economy and Pollution Control approaches October 12 - 15, Khon Kaen Thailand.
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