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ภาคผนวก

ก .  ก า ร เ ต ? 1ย ม ส ำ ?

1 .  1M H e p e s  s o l u t i o n  ( p H  7 . 4  -  7 . 7 )

น า ย า  1 . H e p e s  p o w d e r

2 . I N .  Na OH

3 . น า ก ล ้ น

ร § เ ต ? ย ม  ( ป f ม า ต ร f i เ ต f ย ม  1 0 0  ม ล . )

1 . ล ้ ง  H e p e s  p o w d e r  2 3 . 8 3  กร*!! ล ะ ล า ย ด ้ ว ย โ ! า ก ล ้ น

5 0  ม ล .  ใ น E r l e n m e y e r  f l a s k  ร)น h e p e s  ล ะ ล า ย ห ม ด ด ก ่ อ น แ ล ้ ว  3 ง  เ ท ' ใ ล ้

v o l u m m e t r i c f l a s k  ย น า ค  1 0 0 ม ล .

2 . เ ด ม  I N ,  HaOH เฟอปร*บ p H  เ ป ็ น  7 . 4  -  7 . 7

3 . เ ด ม น า ก ล ้ น ล น ค ร บ ป f ม า ต ร  1 0 0 . ม ล . -  ก ร อ ง ผ ่ า น

ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง W h a t m a n  N o . l

4 . s t e r i l e  โ ด ย ใ ด ้  m e m b r a n e  f i l t r a t i o n

0 . 2  vim.  I ร บ ไ ว ้ ' H 2 - 6  อ ง ? ’ท เ ฮ ล เ ฮ ย ส ํ  

ร า ย ล ะ เ ฐ ย ด โ ? า ย า

H e p e s  ( N - 2 - H y d r o r y e t h y l  p i p e r a z i n e - N - 2

E t h a n s u l f o n i c  a c i d )  ( c  H N o  ร )  C a t .  N o .  H - 3 3 7 5 ,  s i g m a  C h e m i c a lO J_o z 4
C o . ,  MW. 2 3 8 . 3  g .

2 .  H a n k s  1 B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  ( H B S S )  ( pH  7 . 4  -  7 . 7 )

น ์ า ย า 1 . H B S S  p o w d e r

2 . N a H C O ^  p o w d e r

3 . 1 M .  H e p e s  s o l u t i o n

4 . โ? า ก ล ้น
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ๆ g เ ต ? น ม  { ป ? ม า ต ร f i เ ต ? ย ม  1 , 0 0 0  ม ล . )

1 .  เ ท  H B S S  p o w d e r  1  ป อ ง  ( 9 . 7 9  ก ? ม )  ใ ส ่ ' ใ น  

E r l e m t i e y e r  f l a s k  5 0 0  ม ล .  เ ท ป ้ า ก ล ั ่ น ล ้ า ง ผ ง  H B S S  ใ น ป อ ง  แ ล ้ ว เ ท ล ง ใ น  

E r l e n m e y e r  f l a s k  ห ล า ย  ๆ  คร ั ้ ง  ค น ล ั ่ น ใ ค ว ่ า ไ ม ่ ฝ ็ ผ ง  H B S S  ด ด อ ย ู ่ ท ี ่ ป อ ง ร ก  เ ด ม

ป ้ า ก ล ้ น ล ง ไ ป จ น ไ ล ้ ป ? ม า ต ร  2 0 0  ม ล .  เ ย ย ่ า ค น ผ ง  H B S S  ละลายหม■ ตดแล ้ว  3 ง ก ร อ ง ผ ่ า น  

ก ร ร ค า ' ษ ก ร อ ง  W h a t m a n  N o  . 1  ล ง ใ น  v o l u m m e t r i c  f l a s k  1 , 0 0 0  ม ล .

2 .  ส่ ง N a H C O ^  0 . 3 5  ก ร ั ม  ล ะ ล า ย ใ น ป ้ า ก ล ั ่ น ค น  

ล ะ ล า ย ห ม ด ด แ ล ้ ว  3 ง เ ท ' ใ ส ่  v o l u m m e t r i c  f l a s k  ผดม ด บ  H B S S  เดม'ป ้ ากล ั ่นคน'ได ั  

ป ? ม า ต ร ป ร ะ ม า ณ  9 5 0  ม ล .

3 .  ป ร ั บ  p H  โ ด ย ใ ส ่ '  I N ,  Na OH  แ ล ะ  I N ,  H C1

ค น ไ ด ้  p H  7 . 2  -  7 . 4

4 .  เ ค ม  1 M .  H e p e s  s o l u t i o n  1 2  ม ล .

5 .  เ ด ม ป ้ า ก ล ั ่ น ค น ค ร บ ป ? ม า ต ร  1 , 0 0 0  ม ล .

6 .  s t e r i l e  โ ด ย ใ ส ่ '  m e m b r a n e  f i l t r a t i o n

0 . 2  pm . ร ัด p H  หส ั ง  s t e r i l e

7 .  แ บ ่ ง ใ ส ่ ย ว ด  ๆ  ล ะ ป ร ะ ม า ณ  5 0 0  ม ล .  ( a s e p t i c  

t e c h n i q u e )  เ ล ั ่ บ fi  2 - 8  อง ดาเ ป ล เ ป ็ ย ด

ร า ผ ล ะ  เ ร ย ค ย อ ง ป ้ า ย า

1 .  H B S S  p o w d e r  -  F l o w  L a b o r a t o r y

-  C a t .  N o .  1 7  -  1 0 1

-  N e t .  w t .  9 . 7 9  g .

-  W i t h o u t  N a H CO ^

-  เ ส ืบ ไ ว ้ ' f i แ ห ้ ง แ ล ะ 9 ณ ห ค ู £ เ  2 - 8  

อ ง ดา เ ป ล เ ป ย ด
2 .  N aH CO ^ p o w d e r  -  M e r c k

-  C a t .  N o .  A r t  6 3 2 9

- M. 84.01 g/mol.
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3 .  Medium 199 (pH 7 .4  -  7 .7 )
ป ้ายา 1 . Medium 199 pow der

2 . NaHC03
3 . 1M. H epes s o l u t i o n

4 .
c in  1 0 ,0 0 0  u n i t / m l .

a n t i b i o t i c  -  p e n i c i l l i n  -  s tr e p to m y  -

5 . ป้ากส่น

ร g เต f ยม (ป?มาตร'fiเต ? ยม 1 ,0 0 0  ม ล .)

1 . เท  Medium 199 pow der 1 ปอง ( 9 .4 8  ก?''ม) 
ใส ่ใน  E r len m ey er  f l a s k  500 มล. เทป ้ากส ่นล ้างผง Medium 199 ในปองแล้ว 

เท ล งใน  E r len m ey er  f l a s k  หลาย ๆ ครั้ง คนบ่นใคว่าไม่ปีผง Medium 199 ดดอy 

บ่ปองรก เดมใ?'ากส่''นลงไปคน'ไล้,ป?มาต?ป?ะมาณ 200 มล. เยยำคนผง Medium 199  

ละลายหมดดแล้ว 3งก?องผ ่านก?ะดาษก?อง Whatman No.. 1 ลงใน  v o lu m m e tr ic  

f l a s k  1 ,0 0 0  มล.
2 .  ส่ง NaHCO  ̂ 2 .2  กรัม ละลายในป ้ากลนคนละลาย  

หมดดแล้ว 3ง เท'ใส่ v o lu m m e tr ic  f l a s k  ผสํมกษ Medium 199 เย ย ่า ให ้เย าก น ด  ี

แต ่อ ย ่า เย ย ่าม าก เก น ไป  เดมป้ากส่'นคนได้ป?มาต?ป?ะมาณ 950 มล.
3 .

คนไ ด้ pH 7 .2  -  7 .4
ป?ป pH โด ย ใส ่ IN . NaOH และ IN . HC1

4 . เดม a n t i b i o t i c  กอ p e n i c i l l i n  -
s t r e p t o m y c in  (1 0 ,0 0 0  u n i t / m l . )  2 มล

5 . เดม 1M. H epes s o l u t i o n  25 มล.
6 . เดมป้ากส่ปคนค?บป?มาต? 1 ,0 0 0  มล.
7 . s t e r i l e  โด ย ใส ่ membrane f i l t r a t i o n  0 .2  ym

ร'ด pH หสัง s t e r i l e
8 . แบ ่งใส ่ขวด ๆ ละ 250 มล. ( a s e p t i c  t e c h n iq u e )

เกษบ่ 2 - 8 องกา เป ล เ ปยส์
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รายละเอ ืยด ยอ งน ายา

Medium 199 p ow der - F low  L a b o r a to r y  

C a t. N o. 10 -  201  

N e t .  w t . 9 .4 8  g . 
W ith o u t NaHC03

-  W ith E a r l e ' s  B a la n c e d  

S a l t s
-  เล ั่บ ไว ้,'ในflแห ้งและรด 9ณหถูฝิ 

2 - 8  องสำ เปลเปยส ํ

4 . สำร-ละลาย

นั'ายา

c o l c h i c i n e  0«2- ม ก ./ม ุล .

1 .  c o l c h i c i n e  pow der

2 . ฝ้ากลั่น
3 .  HBSS pH 7 .4  -  7 .7

ๆ g เต?ยม

S to c k  S o lu t io n  (ป?มาตร'■ ท่ีเต?ยม 500 ม ล .)
ล่ังสำr c o c h i c in e  pow der 0 . 1  กร''ม ละลายา.น 

ฝ้ากลั่น 500 มล. เล ั่น ใ^ยวด fi 2 - 4 อ ง ส ำ เป ล เ‘ฮขสํ
W orking S o lu t io n  (ป?มาตร-f i เต?ยม 100 ม .ล . )

1 . d i l u t e  s t o c k  c o l c h i c i n e  10 เท ่า 

ด้วยฝ้ากลั่น ( s t o c k  c o l c h i c i n e  1 ม ล . + ฝ้ากลั่น 10 มล.

2 . HBSS 90 มล. เย ย าให ้เย าก ้น ด ี เลั่บใสํ'
ย ว ดท่ 2 - 4 องสำเปลเ'ฮขส ํ

ร-ายละ เ อ ียดยองฝ้ายา
c o l c h i c i n e  pow der -  G ib co

-  C a t. No. 890 -  1145
-  N e t .  Wt. 500 mg.
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100 ม ล.

เ f\นา,ส่ย ว

-  s t o r e  a t  room te m p e r a tu r e

5 . สำร-ละลาย 0 .0 7 5  M KC1

นายา 1 . KC1 pow der

2 .  ป้ากล้น

ไ ร เต ? ยม (ป?มาตรf i เต?ยม 100 ม ล .)

1 .  ล้ง สำ ร KC1 p ow der 0 .5 8 8  กรม ละลายไนป ้ากล ้น
เรบ ใส ่ยวด

2 . น ายาป ้ฝ ็อาย ุการไล ้งาน  2 อา?เตย

รายละเรฆคน'-)ยา
KC1 pow der -  Merck

-  C a t . N o. A rt 4936
-  M. 7 4 .5 6  g /m o l.

6 . สำรละลาย IN . HCl 

นายา 1 .  HCl
2 . ป้ากล้น

ไร เต ?ย ม  (ป?มาตร?!เต?ยม 1 ,0 0 0  ม ล .)
ไ ล ้ HCl 8 7 .3 5  มล. แล้วเดมป้ากล้นไห้คร'บ 1 ,0 0 0  มล.

I

รายล ะเรยด ย อ งป ้ายา
HC1 -  Merk C a t . No A r t .  317  

-  M. 3 6 .4 6  g /m o l .

7 .  สำรละลาย IN . NaOH 

นายา 1 .  NaOH
2 . นากสัน
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ใร เต ? ย ม  (ป?มาต.r f i เต?ยม 1 ,0 0 0  ม ล .)
ส่ง NaOH 40 กร''ม ละลายไนป้ากลน 1 ,0 0 0  มล.

รายละ เล ุยดยองป ้ายา

NaOH -  Merck C a t. N o. A r t . 6 4 8 8
-  M. 4 0 .0 0  g /m o l .

8 . C a m oy  f i x a t i v e

ป้ายา 1 . g l a c i a l  a c e t i c  a c id
2 . a b s o lu t e  m eth a n o l

รส ืเต?ยม
ใ ส ่ g l a c i a l  a c e t i c  a c id  1 ส่วน ผสํมสํป a b s o lu t e  

m e th a n o l 3 ส่วน tfî\A  ส ่ยวคแส ่เรน (เต?ยม แล ้วล ้องใส ่ภายใน '?น เล ุบ ว)

ราย ล ะเรยด ป ้าย า

1 . g l a c i a l  a c e t i c  a c id  - M erck C a t. No. 
A r t . 63
M. 6 0 .0 5  g /m o l

2 . a b s o lu t e  m eth a n o l -  M erck C a t. No. 
A r t . 6009

-  M. 3 2 .0 4  g /m o l

9 . สำรละลาย 10 5 M. FUdR

นายา 1 .  FUdR pow der
2 . HBSS pH 7 .4  -  7 .7

เต?ยม
ส่ง FUdR pow der 2 4 .6 2  กร'ม ไสํ'ใน HBSS 10 มล.

เยย ่าให ัเส ่าส ํน ล ุห มดแล ้ว s t e r i l e  ' เ ด ย ใส ่ membrane f i l t r a t i o n  0 .2  Mm. แบ่งใสํ' 
ยวด ๆ ละ 1 ม ล .  เรปไวใน?!รด 2 - 8  องสำเปลเ?!ยส ํ (ทุกขั้นตอนล้องฑำในfiร)ค
ห ?อใส ่แส ํงส ืเห ลอ ง)
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y ๆ ย Rะ I รยคยองน',ๆยา

FUdR ( 5 - f l u o r o - 2 '  -  d e o x y u r id in e )  a n h yd ro u s  

N o. F -  0 5 0 3 , S igm a C h em ica l C o .,  M ol. w t .  2 4 6 .2

T r y p s in f o r  b a n d in g
ห ้ายา 1 . t r y p s in

2 . ห้ากส์น

3 . 0.9% NaCl (norm al s a l i n e )

ๆ!)เต f  ยม
S to c k  s o l u t i o n

t r y p s i n  (D ifc o )  ผส์มfTบ s t e r i l e
d i s t i l l e d  w a te r  10 ผล. เย ย ่า ให ้เย ้า เน ต  I (ใบท่ี 2 - 4 อ ง ^ า เฟ ล เ‘สิยส์

W orking s o l u t i o n
ใ ย ้ s t o c k  t r y p s in  1 มล. ผสํมfTบ 0.9%  

NaCl (norm al s a l i n e )  19 มล. เย ย ่า ให ้เย ้า ? 1โนต เที่บใสํ'ยวดที่ 2 - 4 อง P?ท -  

เฟ ลเฮยส ํ

ร-ๆยละเรยคยองห ้ายา
1 . B a c to  t r y p s in  ( D if c o  l a b o r a t o r i e s )

No. 0 1 5 3  -  59
2 . S t e r i l e  n orm al s a l i n e  s o l u t i o n  (0.9%

NaCl)
-  กองๆทยา^าส ํตย ้ ส ํภากาส ่าดไทย
-  non p y r o g e n ic ,  USP

1 1 . G iem sa s t a i n  

ห้ายา 1 .
2 .

G iem sa pow der  

g l y c e r o l
3 . a b s o lu t e  m e th a n o l
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ร?นต?ยม

1 . 'บด 0 .7 5  กร''il G iem sa p ow d er รบ 25 มล, 
p u re  g l y c e r o l  จน เป ็น เฟ ้อเตยวรน ด้วยค?กบดยา

2 . เดม 75 มล, p u re  m e th a n o l a l c o h o l
คน ให ้เย ้ารน

เ ยย่า เป็นค?ง ค?า ว
3 . เ รบ1ใส่ยวด'ไว้'ที่ 37 อ ง ร า เฮ ล เฮ ย ส ํ นาน 72 ฮ่'วโมง

4 .  เรบใส ํ'ล ้เรน

ร าย ล ะ เ รยคห้าขา

G iem sa pow der -  BDH C h em ica l L td . P o o le  

E n g la n d
G ly c e r o l  -  องค ์การเภส ัฝกรรม

1 2 . รา?ล ะล าย  1% 7X
น ายา 1 .  7X s o l u t i o n

2 .  ห ้ากรอง

รg เต f t ม
ใ ย ้ 7 X 10 มล. ผสํมรบนากรอง 1 ,0 0 0  มล. ใย ้ล ้าง  

ยวต, ‘ชเปต และ I คf'อง แก้วส่น ๆ 

ร าย ฝ ิะ เ อียคห้ายา
7X ยอง F low  L a b o r a to r y

1 3 . D ich rom ate  c l e a n s in g  s o l u t i o n
ห ้ายา 1 . แ 2 so^  c o n e .

2 . K_ C rn 0_2 2 7
3 . ห้"ากล้น
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รรไต f ยม

é< K2 Cr2 07  100 กร"ม ละลายในนากล ั่น  1 ,0 0 0  มล.
แล้วค่อย ๆ Iดม 250  มล. แ 2 ร04  c o n e . ลงไปพรอมทั้งคนให ้เย ้าส ัน

ร าย ล ะ เ รยตห้ายา
1 . H2 ร04

2 . K Cr O 2 2 7

ความเห ้มย ้น 95  - 97%

-  M. 9 8 .0 8  g /m o l
-  M & B la b o r a t o r y  

c h e m ic a l
-  M o l. w t . 2 9 4 .2 0

1 4 . S o r e n se n  p h o s p h a te  b u f f e r  s o l u t i o n
น"ายา 1 . NaH2 P04 o r  KH2

2 . Na2 HP04

3 . ห้ากลั่น

PO4

ใ  g เ  ต f  ยม
S o l u t io n  A ะ Sodium  a c id  p h o s p h a te  s o l u t i o n

ส่ง NaH2 P04 8 .0 0 6  กร"ม' (KH2 P 0 4 9 . 1  กรม)

ละลายในห ้ากล ั่น 1 ,0 0 0  มล.
S o l u t io n  B ะ Sodium  p h o s p h a te  s o l u t i o n

ส่ง Na2 HPC>4 9 .4 7 3  กร'ม ละลายในห ้ากล ั่น

1 ,0 0 0  มล-.
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ๆรใฟ้'

S o l u t io n  A (ม ล .) S o l u t io n  B (ม ล .) pH o f  r e s u l t i n g

90 10 5 .9 1
80 20 6 .2 4

70 30 6 .4 7
60 40 6 .6 4
50 50 6 .8 1
40 60 6 .9 8
30 70 7 .1 7
20 80 7 .3 8

10 90 7 .7 3
5 95 8 .0 4

ร-านละนอนดยอง1?XII

1 . Na น2 P 04 . H20 Merck C a t. N o. A rt 

6346
M. 1 3 7 .9 9  g /m o l

2 . kh2 p o 4 M & B la b o r a t o r y  

c h e m ic a l
-  M ol. Wt. 1 7 4 .1 8

3 . Na2 HPC>4 . 12H2 0 -  M & B la b o r a t o r y  

c h e m ic a l
M ol. w t . 3 5 8 .1 4
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ย . รg D e s t a in in g  t e c h n iq u e

1 . แร! s l i d e  'ใน x y le n e

2 . คุ่ม s l i d e  ใน  a b s o lu t e d  e t h y l  a l c o h o l  10 d ip s .
3 . คุ่ม s l i d e  ใน  95% e t h y l  a l c o h o l  10 d ip s
4 .  คุ่ม s l i d e  ใน  70% e t h y l  a l c o h o l  10 d ip s
5 . คุ่ม s l i d e  ใน a c id  a l c o h o l  Cl% HC1 ใน  70% e t h y l  a l c o h o l )

2 - 3  d i p s .
6 .  ล ้างห ้า  แล้วยอมล

ค. ทา?ล้างร)วูด ป ิเปต และ f l a s k  1 2 3 4 5
1 . I ค?'อง แล ้วห ส ังคากใ#งาน เส ํ?คล ้อง แร!,ล ้า,ป? ะปา^กครั้-ง
2 .  ล้างด้วย'ห้าป T ะปาให ้ส ํะอาด
3 .  เอาภาฟ นะflคะล ้างค ุ่ม#นและลงใน 1% 7X 3 -  4 ครั้ง
4 .  แร!ด้งไล้ค้าง?!น แล ้ว3 ง'นามาล้างน‘าประปา 3 - 5  ครั้ง เส ่อให ้ป?า?)คาก  

7X
5 . ล ้างด ้วยห ้ากส ัน 2 - 3  ครั้ง แล้วปาไปอนให้แห ้ง
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