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ผนวก ก 
 

เคร่ืองมือ สารเคมีและการเตรียมสารเคมี 
 
1. เคร่ืองมือ 

 
1.1 ชดุอปุกรณ์ Polyacrylamide gel electrophoresis unit (Atto รุ่น AE-6530 

mPAGE) 
1.2 คอลมัน์แยกโมเลกลุแบบเจลฟิลเตรชนั SuperdexTMGL 200, Gel filtration 

column (Amersham) 
1.3 Akta Explorer (Amersham) 
1.4 Akta Primer (Amersham) 
1.5 เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง, UV/Vis spectrophotometer (Shimadsu) 
1.6 เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า, DC Power supply (Hoefer รุ่น PS 500XT) 
1.7 เคร่ืองวิเคราะห์เจล, UV transluminator BioDoc-It System (UVP) 
1.8 ตู้บม่ควบคมุอณุหภมูิ, Incubator (BINDER) 
1.9 เคร่ืองปลอ่ยคลื่นเสียงความถ่ีสงู, Sonicator (Vibracell) 
1.10 เคร่ืองหมนุเหว่ียงควบคมุความเย็น, Refrigerated centrifuge (Jouan) 
1.11 เคร่ืองหมนุเหว่ียงขนาดเลก็, Microcentrifuge (Heraeus รุ่น Biofuge pico) 
1.12 เคร่ืองวดัความเป็นกรดดา่ง, pH-meter (Beckman) 
1.13 เคร่ืองแยกเก็บสารอตัโนมตั,ิ Fraction collector (Akta) 
1.14 เคร่ือง Fast flow protein liquid chromatography, FPLC (Amersham) 
1.15 เคร่ือง Spectrofluorometer Jasco FP-6500 (Jasco) 
1.16 ปิเปตต์อตัโนมตั,ิ Autopipette (Eppendroff) 
1.17 เคร่ืองชัง่วิเคราะห์, Analytical balance (Sartorius รุ่น BL 150) 
1.18 เคร่ืองกวนแทง่แมเ่หลก็, Magnetic stirrer (Innova) 
1.19 เคร่ืองผสมสาร, Vortex mixer (Fisher scientific) 
1.20 หม้อนึง่ความดนัฆา่เชือ้จลุนิทรีย์, Autoclave (TOMY รุ่น HA240M)  
1.21 อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมู,ิ Water bath (Grant) 
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1.22 ตู้ปลอดเชือ้, Advance biosafety cabinet (Nuaire class II) 
1.23 เคร่ืองเขยา่ขนาดเลก็, Shaker (Labnet รุ่น ORBIT LS) 
1.24 อา่งนํา้ปลอ่ยคล่ืนเสียงความถ่ีสงู, Sonicator bath (Bandelin รุ่น sonorex 

super RK 225H) 
1.25 Extruder LipofastTM (Avestin) 

 
2. สารเคมี 

 
2.1 สารเคมีทั่วไป 

 
สารเคมีท่ีใช้ในการทดลองเป็นชนิดคณุภาพวิเคราะห์ (Analytical grade, AG หรือ 

analytical reagent, AR) หรือเทียบเท่า แบง่เป็นประเภทตา่งๆได้ดงันี ้
 

2.1.1 Absolute Ethanol, C2H5OH (Merk) 
2.1.2 40% Acrylamide (Bio-Rad)  
2.1.3 Agarose (Seakem) 
2.1.4 95% Alcohol 
2.1.5 Ampicillin (Sigma) 
2.1.6 Ammonium persulfate, (NH4)2S2O8 (Promega) 
2.1.7 Glacial Acetic acid, CH3COOH (Merk) 
2.1.8 Bovine serum albumin, BSA (Innova) 
2.1.9 Bromophenol blue (Sigma) 
2.1.10 Coomassie brilliant blue R-250 (Sigma) 
2.1.11 1,4-Dithiothreitol, DTT (Merk) 
2.1.12 Deoxyribonucleotide triphosphated, dNTPs (Fermentas) 
2.1.13 Glycerol  (Sigma) 
2.1.14 Glycine, NH2CH2COOH (Merk) 
2.1.15 Hydrocholic acid, HCl  
2.1.16 Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid, IPTG (Promega) 
2.1.17 6x loading dye (Fermentas)  
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2.1.18 Methanol, CH3OH (CARLO ERBA) 
2.1.19 N,N’-methylene-bis-acrylamide (Invitrogen) 
2.1.20 Potassium dihydrogen phosphate, KH2PO4 
2.1.21 Potassium chloride, KCl (Sigma) 
2.1.22 Sodium dodecyl sulfate, SDS (CARLO ERBA) 
2.1.23 Sodium Chloride, NaCl (CARLO ERBA) 
2.1.24 Sodium hydroxide, NaOH (CARLO ERBA) 
2.1.25 Disodium hydrogen phosphate, Na2HPO4 (USB) 
2.1.26 N,N,N’,N'-tertramethylethylene diamine, TEMED (Fluka) 
2.1.27 Tris(hydroxymethyl)amionomethane, (Merck) 
2.1.28 Triton-X-100 (Research Organics) 
2.1.29 Egg-yolk phosphatidylethylnolamine (Sigma)  
2.1.30 Chloresterol (Sigma) 
2.1.31 Stearylamine (Sigma) 
2.1.32 Perflorodecanethiol (Sigma) 

 
2.2 เอนไซม์และบัฟเฟอร์ 

 
2.2.1 เอนไซม์ Trypsin (Calbiochem) 
2.2.2 เอนไซม์ Chymorypsin (Calbiochem) 
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2.3 โปรตนีมาตราฐานสาํหรับพอลีอะคริลาไมด์อเิลคโตรโฟรีซีส 

 
ภาพผนวกท่ี 1 

PAGE RulerTM Prestain Protein Ladder 
 

 
ท่ีมา: Fermentas 
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3. การเตรียมสารเคมี 
 

3.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้แบคทเีรีย 
 

3.1.1 อาหารเหลว Luria-Bertani (LB)  
Bacto-yeast extract 5.0  กรัม 
Bacto-tryptone 10.0 กรัม 
NaCl  5.0  กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลั่นให้ได้ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บไว้ท่ีอณุภมูิห้อง 
 

3.1.2 วุ้น Luria-Bertani (LB) 
Bacto-yeast extract 2.0  กรัม 
Bacto-tryptone 4.0 กรัม 
NaCl  2.0  กรัม 
Agar 6.0 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้ 400 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที นํามาเทลงจานเลีย้งเชือ้ในตู้ปลอดเชือ้ ตัง้ทิง้ไว้ให้อาหาร
แข็งตวั เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 

 
3.1.3 วุ้น Luria-Bertani (LB) ที่มีแอมพซิลิินเข้มข้น 100 ไมโครกรัมกรัมต่อ

มลิลิลติร 
Bacto-tryptone  2.0  กรัม 
Bacto-yeast extract  4.0  กรัม 
NaCl  2.0  กรัม 
Agar 6.0 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้ 400 มิลลิลิตร นึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 

องศาเซลเซียส ตัง้ทิง้ไว้ให้อุ่น แล้วเติมแอมพิซิลินให้มีความเข้มข้นสดุท้าย 100 ไมโครกรัมกรัมตอ่
มิลลลิติร นํามาเทลงจานเลีย้งเชือ้ในตู้ปลอดเชือ้ ตัง้ทิง้ไว้ให้อาหารแข็งตวั เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
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3.1.4 Luria-Bertani (LB) agar ที่มีคลอแรมเฟนิคอลเข้มข้น 34 
ไมโครกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร  
Bacto-tryptone  2.0  กรัม 
Bacto-yeast extract  4.0  กรัม 
NaCl  2.0  กรัม 
Agar 6.0 กรัม 
ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้ 400 มิลลิลิตร นึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 

องศาเซลเซียส ตัง้ทิง้ไว้ให้อุ่น แล้วเติมคลอแรมเฟนิคอลเข้มให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 34 
ไมโครกรัมกรัมตอ่มิลลิลิตร นํามาเทลงจานเลีย้งเชือ้ในตู้ปลอดเชือ้ ตัง้ทิง้ไว้ให้อาหารแข็งตวั เก็บท่ี 
4 องศาเซลเซียส 

 
3.2 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ 

 
3.2.1 การเตรียมสารละลาย 10X Phosphate buffer saline (PBS) 

ปริมาตร 1 ลิตร 
(137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4)  
NaCl  80  กรัม 
KCl  20  กรัม 
Na2HPO4  14.4  กรัม 
KH2PO4  2.4  กรัม  
ละลายสว่นผสมในนํา้กลัน่ ปรับพีเอชด้วย 1 M HCl ให้ได้ 7.4 แล้วปรับ

ปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้ 1 ลติร นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
หรือกรองด้วยแผน่กรองท่ีมีขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 
 

3.2.2 การเตรียมสารละลาย 1M Tris HCl  
ละลายผง Tris base 121.1 กรัม ในนํา้กลัน่ 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอช

ด้วย concentrated HCl ท่ีปริมาตรต่างให้ได้พีเอชตามต้องการ (ตารางผนวกท่ี 1) แล้วปรับ
ปริมาตรเป็น 1000 มิลลลิติร ด้วยนํา้กลัน่ 
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ตารางผนวกท่ี 1 
ปริมาณสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นท่ีใช้เตรียม 1M Tris HCl ท่ีพีเอชตา่งๆ 

 
pH HCl (ml) 

pH 7.0 70 
pH 7.5 60 
pH 8.0 40 

 
3.3 การเตรียมสารสาํหรับใช้ในการทาํ Sodium Dodecyl Sulfate Poly 

acrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)   
 

3.3.1 สารละลาย 40% Acrylamide mix (29:1) ปริมาตร 1 ลิตร 
Acrylamide 386.8 กรัม  
Bis-acrylamide 13.2 กรัม 
ละลายในนํา้กลัน่ โดยใช้ความร้อนช่วยในการละลาย ปรับปริมาตรให้ได้ 

250 มิลลลิติร กรองผา่นกระดาษกรองและเก็บในขวดสีชาท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 

3.3.2 สารละลาย 1.5 M Tris-HCl/0.4% SDS, พีเอช 8.8 ปริมาตร 250 
มิลลิลิตร 
Tris base  45.41 กรัม 
SDS 1.00  กรัม 
ละลายสว่นผสมในนํา้กลัน่ แล้วปรับพีเอชด้วย 1 M HCl ให้เป็น 8.8 ก่อน 

จงึปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้ 250 มิลลลิติร 
 

3.3.3 สารละลาย 0.5 M Tris-HCl/0.4% SDS, พีเอช 6.8 ปริมาตร 250 
มิลลิลิตร 
Tris base  15.14  กรัม 
SDS 1.00  กรัม 
ละลายสว่นผสมในนํา้กลัน่ แล้วปรับปรับพีเอชด้วย 1 M HCl ให้เป็น 6.8 

ก่อน จงึปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ให้ได้ 250 มิลลลิติร 
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3.3.4 12% Separating gel สาํหรับเจล 1 แผ่น 

นํา้กลัน่ 3.30 มิลลลิติร 
1.5 M Tris-HCl/0.4% SDS (pH 8.8)   1.90 มิลลลิติร 
40% Acrylamide mix 2.25 มิลลลิติร 
10% Ammonium persulphate 50 ไมโครลติร 
Tetramethylethylenediamine (TEMED) 5 ไมโครลติร 
ผสมสารละลายทัง้หมดให้เข้ากนัตามลําดบั แล้วเทลงในแผน่กระจกทนัที

ให้มีปริมาตรเป็น 3 ใน 4 สว่นของแผ่นกระจก เทตามด้วย 70% ethanol ปิดทบัด้านบนเพ่ือให้ผิว      
เจลเรียบ ตัง้ทิง้ไว้ให้เจลแข็งตวัประมาณ 30 นาที จงึเท ethanol ด้านบนออก 

 
3.3.5 4% Stacking gel สาํหรับเจล 1 แผ่น 

นํา้กลัน่ 1.65 มิลลลิติร 
0.5 M Tris-HCl /0.4% SDS (pH 6.8) 625 ไมโครลติร 
40% Acrylamide mix 200 ไมโครลติร 
10% Ammonium persulphate 30 ไมโครลติร 
TEMED 3 ไมโครลติร 
ผสมสารละลายทัง้หมดให้เข้ากนั เทลงในแผ่นกระจกเหนือ separating 

gel ท่ีแข็งตวัแล้วพร้อมเสียบแผงหวีทนัที ตัง้ทิง้ไว้ให้เจลแข็งตวัประมาณ 20 นาที  
 

3.3.6 สารละลาย 5X Sample buffer 100 มิลลิลิตร 
(250 mM Tris HCl pH6.8, 10% SDS, 50% Glycerol, 0.02% 
bromophenol blue, 0.5M DTT) 
2M Tris-HCl (pH 6.8)  12.5  มิลลลิติร 
SDS  10.0 กรัม 
50% Glycerol  5.0  มิลลลิติร 
0.04% bromphynol blue  52 มิลลลิติร 
1M DTT* 0.5  มิลลลิติร 
* เตมิก่อนใช้ 
เวลาใช้ให้ผสม 5X sample buffer กบัโปรตีนในอตัราสว่น 1:4  
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3.3.7 สารละลาย 10X Running buffer 1 ลิตร 
(1x: 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS, พีเอช 8.3) 
Tris base 30.3 กรัม 
Glycine 144 กรัม 
SDS 10  กรัม 
ละลายสว่นผสมในนํา้กลัน่ ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลติร โดยไมต้่องปรับ pH 
 

3.3.8 สารละลาย Staining solution 1 ลิตร 
Coomassie brilliant blue  
R-250  1  กรัม 
Methanol  450  มิลลลิติร 
Glacial acetic acid  100  มิลลลิติร 
นํา้กลัน่  450  มลิลลิติร 

 
3.3.9 สารละลาย Destaining solution 500 มิลลิลิตร 

Methanol  100  มิลลลิติร 
Glacial acetic acid  100  มิลลลิติร 
นํา้กลัน่  300 มิลลลิติร 

 
3.4 การเตรียมไลโพโซมความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

Egg-yolk phosphatidylethylnolamine   
(EYPE) 100 mg/ml 139.9 ไมโครลติร 
Chloresterol 50 mg/ml 96 ไมโครลติร 
Stearylamine 100 mg/ml 120.9 ไมโครลติร 
สารละลายทัง้หมดละลายอยูใ่น Chloroform/Methanol 2:1 
ผสมสารละลายทัง้หมดเข้าด้วยกันและระเหย Chloroform/Methanol 

ออกโดยผ่านก๊าซไนโตรเจนแห้ง โดยทําบนเคร่ืองเขย่าหลอดทดลอง ภายในตู้ดดูควนั จากนัน้เติม
บฟัเฟอร์พีบีเอสหรือคาร์บอเนต 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั จะได้ไลโพโซมท่ีมีอตัราส่วน EYPE: 
chloresterol: stearylamine 4:3:1 เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สําหรับการเตรียมไลโพโซม
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สําหรับใช้กบัเทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอน จะเติม perfluorodecanethiol 0.02 ไมโครลิตร ในขัน้ตอน
นี ้จากนัน้แบง่ใสห่ลอดทดลองหลอดละ 100 ไมโครลติร เก็บไว้ท่ี -80 องศาเซลเซียส 

การใช้ไลโพโซมแตล่ะครัง้จะเตมิบฟัเฟอร์ชชนิดเดียวกบัท่ีใช้ในการเตรียม 
900 ไมโครลิตร เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นําไปแช่ในอ่างนํา้ปล่อยคลื่น
เสียงความถ่ีสงูท่ีใส่นํา้แข็ง 30 นาที จากนัน้นําไปผ่าน extruder ท่ีใช้แผ่นกรอง (membrane) 
ขนาด 0.1 ไมโครเมตร 19 ครัง้ เพ่ือให้ได้ไลโพโซมท่ีมีขนาดเท่ากนั 

 
 
 


