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การเตรียมสารเคมี

1. chromosome media ชนิด RPMI 1640 (pH 7.1-7.3)

ส่วนประกอบ
1.1 RPMI 1640 powder
1.2 1 นอร์มอล. NaOH
1.3 1 นอร์มอล. HCI
1.4 calf serum
1.5 peก/strep
1.6 phytohaemagglutinin (PHA - M )
1.7 น ํ้า ก ล่ัน

วิธ ีเตรียม (ปริมาตร'ท่ีเตรียมขนาด 1,000 มิลลิลิตร)
1. ละลายผงของ RPMI 1640 1 ซอง ใน Erlenmeyer flask ท่ีมี,นำกลั่นอยู่ 500 มีลลิลิตร ล้างผง RPMI 

1640ทีติดอยู่ในซองออกให้หมด เติมนำกลั่นจนได้ปริมาตร 1 ,000มีลลิลิตรเขย่าจนผงละลายเข้ากันได้ดี
2 .  ปริป pH ด้วย pH meter โดยใช ้1 นอร์มอล. NaOH นละ1 นอริมอล HCI ใหใด้ pH 6 .8 -6 .9

3. ทำให้ปลอดเชื้อโดยใช้ millipore membrane filter ขนาด 0.2 ไมครอน
4. แบ่งใส่ขวด ขวดละ 100 มิลลิลิตร ซึ่งจะมีปริมาตรของ RPMI 1640 50 มีลลิลิตร ผลมกับ 

pen/strep 10 มีลลิลิตร calf seoirn 20 มิลลิลิตร นำกลั่น 20 มิลลิลิตร และ PHA 3 มิลลิลิตร (Aseptic 
Technique) เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส

2 . สารละลาย colchicine (0.2 มีลลิกรัม/มีลสิลิตร)

ส่วนประกอบ
2.1 colchicine powder
2 . 2  น ํ้า ก ล ั่น

วิธีเตรียม
ซัง colchicine powder 0.002  กรัม ดะลาย‘นากล่ัน 10 มิลลิลิตร



74

3. สารละลาย hypotonic solution (0.075 โมลาร, KCI)
»

ส่วนประกอบ
3.1 ผลึก crystal
3.2 'นากล่ัน

วิธ ีเตรียม (ปริมาตรที่เตรียม1 0 0 มิลลิลิตร)
ช่ังผลึก KCL 0.5588 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร เขย่าจนผลึกละลายหมด เก็บโล่ขวดไว้ 

ที่อุณหภูมิห้อง

หมายเหตุ
นํ้ายานี้มีอายุการไข้งาน 1-2 สัปดาห์

4. สารละลาย 1 นอร์มอล HCI

ส่วนประกอบ
4.1 cone HCl
4.2 นํ้ากลั่น

วิธ ีเตรียม
cone HCl 82.5 มิลลิลิตร ผลมนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ให้เข้ากัน

5. สารละลาย 1 นอร์มอล NaOH

ส่วนประกอบ
5.1 ผลึก NaOH

5.2 นํ้ากลั่น

วิธ ีเตรียม
ช่ังผลึก NaOH 20 กรัม ละลายนํ้ากลั่น 500 มิลลิลิตร เก็บใส่ขวดไว้ที่อุณหภูมิห้อง
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6 . camoy fixative

ส่วนประกอบ
6.1 glacial acetic acid
6.2  absolute methanol

วิธ ีเตรียม
ใช้ glacial acetic acid 1 ส่วน ผลมกับ absolute methanol 3 ส่วน เซย่าให้เข้ากันดี เก็บใส่ขวดแซ่ 

เยินไว้ (เตรียมเสร็จแล้วต้องใช้ให้หมดภายในกันเดียว)

7. การเตรียม phytohaemagglutinin (PHA)

ส่วนประกอบ
1. PHA powder (Gibco)
2 . นํ้ากลั่น

วิธ ีเตรียม
ละลายผง PHA ด้วยน้ํากล่ัน 10 มลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันดีเก็บไว้ที่ 2-8 องศาเซลเซียส

8 . การเตรียมสารละลาย banding trypsin

ส่วนประกอบ
1. bacto trypsin ( Difco Lab)
2. 0.9 % NaCI (normal saline)
3. น้ํากล่ัน

วิธีเตรียม
Stock Solution
ละลายผง Trypsin ด้วย'นากล่ัน 10 มิลลิลิตร เขย่าจนผง Trypsin ละลายหมด เก็บไว้ท่ี 2-8 อ ง ศ า  

เซลเซียส
Working Solution
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ใช้ Stock Solution 1 มลลิลิตร ผสมกับ 0.9% NaCI 19 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันดี เก็บไว้ท่ี 2-8 
องศาเซลเซียส '

9. สารละลายสี Giemsa

ส่วนประกอบ
9.1 10% ลี Giemsa
9.2 นํ้ากลั่น

วิธ ีเตรียม
Giemsa 5 มิลลิลิตร ผสมกับ Sorensen phosphate buffer 45 มิลลิลิตร

10 . สารละลายบ้'ฟเฟอเ

ส่วนประกอบ
10.1 KH2PO4

10.2 Na2HP04

10.3 นํ้ากลั่น

วิธ ีเตรียม 
Solution A

ช่ัง KH2P04 9.1 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 1 ,000มิลลิลิตร
- Solution B

ช่ัง Na2HP04 9.5 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร
- Working Solution

Solution A 50.8 มิลลิลิตร ผสมกับ Solution B 49.2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน pH
ป ร ะ ม า ณ  6 . 8
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ประวัติผู้เขียน

นายพรณรงค์ สิริปิยะสิงห์ เกดเมื่อวันท่ี 2 ตุลาคม 2516 ท่ีจังหวัดนครศรธรรมราช สำเร็จการ 
ศึกษาชั้นปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ สถาบนเทคโนโลยีราชมงคล คณะ
เกษตรศาสตร์บางพระ เมื่อปีการศึกษา 2538 เข้าศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาพันธุศาสตร ์
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2540 ได้ริบทุนอุดหนุนการทำวิทยานิพนธ์ 
จากโครงการพัฒนาองค์ความรู้ และศึกษานโยบายการจ ัด การทริพยากรชีวภาพในประเทศไทย (BRT) เม่ือ 
ปี 2542 และได้ริบทุนอุดหนุนการทำวิทยานิพนธ์จากบ ัณ ฑ ิต วิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ได้ริบ 
รางวัลการประกวดโปสเตอร์ดีเด่นจาก การเสนอผลงานวิทยานิพนธ์ เรื่องการสำรวจและการศึกษาคาริโอ 
ไทป็ของคางคกสกุล B u fo  .ในประเทศไทย ไนการประชุมวิชาการประจำปี ในโครงการ BRT คร้ังท่ี 4 เม่ือวัน 
ท่ี 9-12 ตุลาคม 2543
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