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1. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (phosphate buffer saline, PBS) pH 7.4  

สารละลาย ก.  NaH2PO4.2H2O  78.004 กรัม/น้ํา 1 ลิตร  

สารละลาย ข. Na2HPO4 .12H2O   35.814 กรัม/น้ํา 1 ลิตร    

 สารละลาย ค. NaCl     61.365 กรัม/น้ํา 1 ลิตร 
  Gelatin    1 กรัม 
  น้ําอุน    50  มิลลิลิตร 
  น้ํากล่ัน 18 MΩ   1 ลิตร 
 นําสารละลาย ก. 6.66 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย ข. 66.87 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย 
ค. 133.30 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันใหมีปริมาตร 900 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Gelatin 1 กรัมดวยน้ําอุน
ประมาณ 50 มิลลิลิตร คนใหเขากัน ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากับ 7.4 ดวย NaoOH 1 N.                
แลวปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
 
2. การเตรียม Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) pH 7.4 

 Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium 17.7 กรัม 
NaHCO3    3.024   กรัม 
น้ํากล่ัน 18 MΩ    1 ลิตร  

 ผสม Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) 17.7 กรัม, NaHCO3 3.024 กรัม 
ละลาย ในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากับ 7.4 ดวย NaoOH 1 N. หรือ  HCl 
1 N. และปรับปริมาตรใหได 1000 มิลลิลิตร จากนั้นทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผาน filter 
membrane ขนาดรูท่ีของเหลวกรองผาน 0.2 ไมครอน เสนผานศูนยกลางกระดาษกรอง 47 
มิลลิเมตร ท่ีประกอบเขากับ Side-arm flask ขนาด 1 ลิตร ตอเขากับเคร่ือง Vaccuum ภายใตตู          
ปลอดเช้ือ 
 
3. การเตรียม 2-Mercaptoethanol (2-ME) 
 เตรียมสารละลาย 2-ME (1000X) 0.035 มิลลิลิตร เติม IMDM ใหปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร 
เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส เวลาใชนําสารละลาย 2-ME 1 มิลลิลิตร เติมใน IMDM 1 ลิตร ภายใตสภาพ
ปลอดเช้ือในตูปลอดเช้ือ 
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4. การเตรียม 10% Fetal Bovine Serum (10%FBS) 
 นํา Fetal Bovine Serum แชลงในอางน้ํารอน (water bath) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส          
นาน 30 นาที แลวแบงออกเปนสวน ๆ ละ 10 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปใช
ตอไป 
 10 % FBS ใน IMDM ประกอบดวย FBS 10 มิลลิลิตร เติม IMDM 90 มิลลิลิตร ภายใต
สภาพปลอดเช้ือในตูปลอดเช้ือ เก็บไวท่ี 4 องศาเซลเซียส กอนใชงานอุนใน water bath อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  
 
5. การเตรียมสารละลาย Hypoxanthine, Aminopterine และ Thymidine (HAT) ความเขมขน 100 
เทา 
 โดยใช HAT ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลงใน 10 % FBS ใน IMDM 99 มิลลิลิตร ภายใต
สภาพปลอดเช้ือในตูปลอดเช้ือ เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส กอนใชอุนใน water bath อุณหภูมิ 37                   
องศาเซลเซียส 
 
6. การเตรียมสารละลาย Hypoxanthine และ Thymidine (HT) ความเขมขน 100 เทา 
 โดยใช HT ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลงใน 10 % FBS ใน IMDM 99 มิลลิลิตร ภายใต 
สภาพปลอดเช้ือในตูปลอดเช้ือ เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส กอนใชอุนใน water bath อุณหภูมิ 37                     
องศาเซลเซียส 
 
7. การเตรียมสารละลายท่ีใชในการเชื่อมเซลล (Fusion solution) 
 สารละลาย 50 % polyethylene glycol (PEG) ประกอบดวย polyethylene glycol (Sigma, 
P3640) มวลโมเลกุล 3350 ปริมาณ 2 กรัม เติม IMDM 2 มิลลิลิตร แลวนําไปอบฆาเช้ือภายใตความ
ดัน (Autoclave) 
 สารละลาย 7.5%dimethyl sulfoxide ประกอบดวย dimethyl sulfoxide (DMSO, Merck, 
Art.802912) 7.5 มิลลิลิตร เติม IMDM ใหปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร 
 Fusion solution ประกอบดวย อัตราสวน 50 % PEG : 7.5 % DMSO = 1 : 2 
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8. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรสําหรับการเคลือบเพลท (coating buffer)  
 Na2CO3  4.29 กรัม 
 NaHCO3 2.93 กรัม 
 น้ํากล่ัน  1 ลิตร 
 ช่ัง  Na2CO3 4.29 กรัม, NaHCO3 2.93 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 900 มิลลิลิตร ปรับความเปน
กรด-ดางใหเทากับ 9.6 ดวย NaoOH 1 N. หรือ  HCl 1 N. แลวปรับปริมาตรใหได 1000 มิลลิลิตร 
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
9. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรสําหรับการลางเพลท (washing buffer) 
 สารละลาย PBS 10X ประกอบดวย NaCl 80 กรัม, KCl 2 กรัม, Na2HPO4.2H2O 14.4 กรัม, 
KH2PO4 2.4 กรัม แลวปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร 
 Washing buffer ประกอบดวย PBS 10X 400 มิลลิลิตร เติม polyethylene sorbitan 
monolaurate (Tween 20) 2 มิลลิลิตร คนใหเขากัน แลวปรับปริมาตรใหได 4,000 มิลลิลิตร เก็บท่ี
อุณหภูมิหอง 
 
10. การเตรียมสารละลาย 2%Gelatin 
 ละลาย Gelatin  2 กรัม ใน Coating buffer 80 มิลลิลิตร ละลายใหเขากัน ปรับปริมาตร              
ใหได 100 มิลลิลิตร เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส กอนใช อุนใน waterbath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
 
11. การเตรียมสารละลายตั้งตน (Citrate phosphate buffer) 
 ช่ัง citric acid (monohydrate) 10.30 กรัม, Na2HPO4.2H2O 18.16 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 
900 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากับ 5.0 แลวปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร เก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
 
12. การเตรียมสารตั้งตนสําหรับการพัฒนาสีของ ELISA  
 ช่ัง O-phenylenediamine acetate (OPD) 0.018 กรัม ละลายใน citrate phosphate buffer 
ปริมาตร 12 มิลลิลิตร ทําในหลอดทดลองท่ีหุมดวยอะลูมิเนียมฟอยดเพื่อกันแสง นําไปเขยาโดยใช 
vortex mixer เ ม่ือ  OPD ละลายหมดแลวจึ ง เ ติม  0 .03% ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  (H2O2)                            
20 ไมโครลิตร (การเตรียม OPD จะตองเตรียมกอนใชเทานั้น เนื่องจากสารละลายจะเส่ือมสภาพ
อยางรวดเร็วเม่ือถูกแสงสวาง) 
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13. การเตรียมสารละลายหยุดปฏิกิริยา (Stop solution) 
 การเตรียม 4N H2SO4 ประกอบดวยสาร H2SO4 21.36 มิลลิลิตร คอย ๆ เติมน้ํากล่ัน                 
ปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร 
 
14. การเตรียม freezing media 
 25%FBS ใน IMDM ประกอบดวย FBS 25 มิลลิลิตร เติม IMDM 75 มิลลิลิตร ภายใต
สภาพปลอดเช้ือในตูปลอดเช้ือ  
 Freezing media ประกอบดวย DMSO 10 มิลลิลิตร เติม 25%FBS ใน IMDM 90 มิลลิลิตร 
ภายใตสภาพปลอดเช้ือในตูปลอดเช้ือ เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
15. การเตรียม dialyzing tube 
 ตัด dialyzing tube ความยาวตามตองการที่จะใชงาน (1 มิลลิลิตร = 1 เซนติเมตร)                            
แชน้ํากล่ันนานประมาณ 10 นาที และนําไปตมในสารละลาย EDTA 10 mM ท่ีอุณหภูมิ 80                 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ลางดวยน้ํากล่ัน แลวนําไปตมใน NaHCO3 10 mM ท่ีอุณหภูมิ 80            
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ลางดวยน้ํากล่ัน แลวตมในน้ํากล่ัน นาน 20 นาที หลังจากนั้นแชในน้ํา
กล่ันประมาณ 10 นาที และเก็บไวในเอธานอล (ethanol) ท่ีความเขมขน 70 เปอรเซ็นต เก็บท่ี                      
4 องศาเซลเซียส 
 
16. การเตรียม saturated ammonium sulfate 
 ช่ัง ammonium sulfate ประมาณ 90 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน (18 MΩ) 100 มิลลิลิตร ปน        
จนสารอ่ิมตัว (saturated)  ขามคืน เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
 
17. การเตรียม 0.4% BSA 
 ช่ัง BSA 0.4 กรัม ละลายใน coating buffer 100 มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
กอนใชงานอุนใน water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
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18. การเตรียม Tris-buffered saline (TBS) pH 7.5 
 Trizma base    3.03 กรัม 

Sodium Chloride   5.84   กรัม 
Magnesium chloride hexahydrate  0.20 กรัม  

 ผสม Trizma base 3.03 กรัม, Sodium Chloride 5.84 กรัม และ Magnesium chloride 
hexahydrate 0.20 กรัม  ละลายในนํ้ากล่ัน 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-ดางใหเทากับ 7.5 ดวย 
HCl 1 N. และปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร  
 
19. การเตรียม PVP และ Sephadex 

1. PVP (Polyvinylpyrrolidone ; Sigma chemical Co. Deisenhofen, germany) 
 

1)  ช่ัง PVP  50 กรัม และเติมน้ํากล่ัน 500 มล.  
2)  คนใหเขากันนาน 30  นาที จากนั้นต้ังท้ิงไว 30 นาที

แลวจึงเทสวนใสท้ิง 
3)  จากนั้นเติมน้ํากล่ันอีก  100 มล.  
4)  คนใหเขากันนาน 30  นาที จากนั้นต้ังท้ิงไว 30 นาที

แลวจึงเทสวนใสท้ิง 
5)  จากนั้นเติมน้ํากล่ันอีก  100 มล.  
6)  คนใหเขากันนาน 30  นาที จากนั้นต้ังท้ิงไว 30 นาที

แลวจึงเทสวนใสท้ิง 
7)  เติมน้ํากล่ันอีกคร้ังใหไดปริมาตร 400 มล.ปดปาก                            

บีกเกอรดวยกระดาษอะลูมิเนียมและนําไปเก็บไวท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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2. Sephadex  (DEAE Sephadex–A25 ; Sigma chemical Co.) 
 

1) ช่ัง DEAE Sephadex  25 กรัม  
2) เติม 0.1 M ammonium acetate, pH 8.5 ปริมาณ 

300 ml และตมภายในบีกเกอรท่ีมีน้ํารอนภายใน 
นาน 2 ช่ัวโมง 

3) ทําใหเย็นนาน 2 ช่ัวโมง 
4) กรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 โดยผานกรวย

กรองและเคร่ืองสูบ-อากาศ  
5) ตัก DEAE-Sephadex ท่ีเหลือบนกระดาษกรองใน        

ขอ 4 แลวเติม 0.1 M ammonium acetate, pH 8.5 
ปริมาณ 200 มล. ผสมใหเขากันและนําไปเก็บไว
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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