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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเซลลและสารเคมีที่ใชในการเลีย้งเซลล 

 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

1. ละลายอาหารผง (RPMI 1640, MEM)  1 ซอง ในน้าํบริสุทธิ์ 800 ml จนเปนเนื้อ
เดียวกนั 

2. ละลาย NaHCO3  ในน้ําบริสุทธิ์ 50 ml ( RPMI 1640 ใช 2 g/l, MEM ใช 2.2 g/l)  
      เทลงในอาหารเลี้ยงเซลลกวนใหเปนเนื้อเดียวกัน 
3. เติม serum ที่ผานการ inactivate แลว (56ºC, 30 นาท)ีปรับปริมาตรสารละลายใหได 

1 ลิตร 
4. กรองอาหารผาน membrane ขนาด 0.2 µmในตูปลอดเชื้อ เก็บอาหารที่อุณหภูมิ 4 ºC 
 

การเตรียม Phosphate buffered saline (PBS, Ca2+, Mg2+, Free) 
1. ชั่ง NaCl 8 g, KCl 0.2 g, Na2HPO4 1.25 g และ KH2PO4 0.2 g 
2. นําแตละสวนคอยๆละลายในน้าํบริสุทธิ ์1 ลิตร 
3. ปรับ pH ใหได 7.4 
4. นําไปทาํไรเชื้อดวยหมอนึง่ไอน้ําที่ 121 ºC นาน 20 นาท ี
5. เก็บสารละลาย PBS ในตูเยน็ 
 

การเตรียม Trypsin EDTA  0.25% 
1. ชั่ง Trypsin (1:250) 0.25 g และ EDTA(Na2) 3.74 g ละลายในสารละลาย PBS 

(Ca2+, Mg2+, Free) 100 ml ปรับ pH ใหได 7.4-7.6 
2. กรองผานตัวกรองขนาด 0.2 µm ลงในขวดปลอดเชื้อ 

การเตรียม Crystal violet (0.1%) (W/V) 
1. เตรียมสารละลาย citric acid 0.1 M 100 ml 
2. ชั่ง crystal violet 0.1 g ละลายในสารละลาย citric acid 0.1 M 100 ml เก็บในขวดสี

ชา 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                  

 

 
ภาคผนวก ข 

การนับจํานวนเซลลดวย hemocytometer 
 

  Hemacytometer เปนแผนสไลดแกวที่มีตารางเปนชองสี่เหลี่ยมจัตุรัสเล็กๆ 9 ชอง แตละ
ชองมีพื้นที่ 1 mm2 เมื่อปดดวย cover slip เฉพาะของมันในตําแหนงที่ถูกตอง  จะใหความลึก 0.1 
mm. ดังนั้นปริมาตรใน 1 ชองตารางสี่เหลี่ยมจัตุรัสเทากับ 0.1 mm3 ซึ่งก็คือจํานวนเซลลในปริมาตร 
1 cm3 เทากับ n x 104 เมื่อ n คือจํานวนเซลลที่นับไดใน 1 ชอง    การนับเซลลควรนับทั้ง 5 ชอง   
เพื่อใหไดคาที่ถูกตองมากขึ้น   
 วิธีคํานวณจาํนวนเซลล 
            จาํนวนเซลลที่นับได (cell/ml)  = (จํานวนเซลลทัง้หมด / 5) x 104 
  กรณีทีเ่ซลลถูกเจือจาง 
            จาํนวนเซลลที่นับได (cell/ml)  = (จํานวนเซลลทัง้หมด / 5) x 104 x dilution factor 
            dilution factor = (ปริมาตรเซลล + ปริมาตรสารละลายทีเ่จือจาง) / ปริมาตรของเซลล 
            เปอรเซ็นตความมีชวีิต = (จํานวนเซลลมีชีวิต / จํานวนเซลลทัง้หมด) x 100 
 

ตัวอยางการคํานวณจํานวนเซลลที่เลีย้ง 
 

ตัวอยางการคาํนวณจํานวนเซลลที่เลี้ยงใน 24 well plate 
จํานวนเซลลทีใ่ช 2 x 104 cell/ml      ปริมาตร well ละ 2 ml 
เมื่อนับเซลลทีเ่ลี้ยงในภาชนะเลี้ยงเซลลไดความหนาแนนของเซลล 26.4 x 104 cell/ml 
เปอรเซ็นตความมีชวีิต 88 % 
            ตองการเซลลทัง้หมด 2 x 104 x 2 x 24 = 96 x 104 cell 
            เซลลมีความมีชีวิต                               = 88.8 % 
            เซลลมีชีวิตทัง้หมด 96 x 104 cell มาจากสัดสวนของเซลล  = (100 x 96 x 104) / 88.8 
                                                                                      =  108.11 x 104 cell 
            ตองใชเซลลจากเซลลต้ังตน                    = (108.11 x 104) / 26.4 x 104 
                                                                                                 = 4.09 ml 
         ตองใชเซลลต้ังตน 4.09 ml ใสอาหาร 43.91 ml เลี้ยงใน 24 well plate ปริมาตร well ละ 2 ml 
                   
                

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                  

 

     
ภาคผนวก ค 

 
การเตรียม Taxol ความเขมขน 100 nM 

1. ชั่ง Taxol 0.0008 g ละลายใน DMSO 1 ml   เติมอาหารเลี้ยงเซลล 9 ml  จะไดสารละลาย 
Taxol ความเขมขน 1µM (100X) 

2. ดูดสารละลายในขอ (1) มา 0.1 ml ละลายในอาหารเลีย้งเซลล 9.9 ml จะไดสารละลาย 
Taxol ความเขมขน 1µM (1X) 

3. ดูดสารละลายในขอ (2) มา 1 ml เติมอาหาร 9 ml จะไดสารละลาย Taxol ความเขมขน 
      100 nM ปริมาตร 10 ml  
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