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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารและสารเคมีที่ใช้ในการเพาะเลีย้งเซลล์ 

 

1) การเตรียม Essential medium  

MEM       9.50 g 
NaHCO3      0.80 g 
Penicillin/Streptomycin (10,000 unit/ml)/(10 mg/ml) 1,000 µl 
น ้ำกลัน่ฆ่ำเช่ือ      1,000 ml 

ชัง่ MEM มำ 9.50 g ละลำยในน ้ ำกลัน่ท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 1,000 ml เติม NaHCO3 หนกั 
0.80 g ผสมให้เขำ้กนัก่อนน ำไปกรองผ่ำนเยื่อกรองขนำด 0.45 micron จำกนั้นเติม Penicillin/Streptomycin 
ปริมำตร 1,000 µl เทใส่ขวดท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ และจึงเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 ◦C 

2) การเตรียม Inactivated serum 

ซีรัมท่ีเลือกใชใ้นกำรทดลองมีทั้งหมด 3 ชนิด คือ 

- Iron supplemented calf serum 
- Bovine calf serum  
- Fetal bovine serum  

ก่อนน ำไปใช้ให้น ำขวดซีรัมไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 56 ◦C เป็นเวลำ 30 นำที เพื่อหยุดกำรท ำงำน 
ของเซลลค์อมพลีเมนต ์(complement cell) ในซีรัม ส่วนท่ีเหลือหลงัใชง้ำนสำมำรถเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 ◦C 

3) การเตรียม Growth medium  

ปิเปต Inactivated serum ปริมำตร 10 ml ใส่ในขวดท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ ปรับปริมำตรเป็น 100 ml 
ดว้ย Essential medium แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 
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4) การเตรียม Maintenance medium  

ปิเปต Inactivated serum ปริมำตร 2 ml ใส่ในขวดท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ ปรับปริมำตรเป็น 100 ml 
ดว้ย Essential medium แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 

5) การเตรียม 10% (w/v) NaHCO3  

ชัง่ NaHCO3 มำ 10.00 g แลว้ละลำยในน ้ำกลัน่ปริมำตร 100 ml จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121◦C ควำมดนั 15 psi เป็นเวลำ 15 นำที แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 

6) การเตรียม 1.5% (w/v) Sodium carboxy methylcellulose  

ชั่ง Sodium carboxy methylcellulose มำ 1.50 g แล้วละลำยในน ้ ำกลัน่ปริมำตร 100 ml 
จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121◦C ควำมดนั 15 psi เป็นเวลำ 15 นำที แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 

7) การเตรียม Overlay medium  

1.5% (w/v) Sodium carboxy methylcellulose 3.5 ml 
Growth medium     10.5 ml 
10% (w/v) NaHCO3    50 µl 

เตรียมสำรละลำยตำมปริมำตรที่ก ำหนด ผสมสำรละลำยให้เป็นเน้ือเดียวกนัแลว้เก็บไว้
ท่ีอุณหภูมิ 4◦C 

8) การเตรียม 10X Phosphate Buffer Saline (10X PBS)  

NaCl     40.00 g 
KCl     1.00 g 
Na2HPO4    5.75 g 
KH2PO4     1.00 g 

ชัง่ NaCl KCl Na2HPO4 และ KH2PO4 ตำมน ้ ำหนกัที่ก  ำหนด แลว้ละลำยในน ้ ำกลัน่
ปริมำตร 500 ml ผสมให้เขำ้กนัก่อนเทใส่ขวด จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือที่อุณหภูมิ 121◦C ควำมดนั 
15 psi เป็นเวลำ 15 นำที แลว้จึงเก็บไวที้่อุณหภูมิ 4◦C (ก่อนน ำไปใช้ให้เจือจำงสำรละลำยลง 10 
เท่ำ ดว้ยน ้ำกลัน่ท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือ) 
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9) การเตรียม 0.05% (w/v) Trypsin-EDTA  

ปิเปต 0.5% (w/v) Trypsin-EDTA ปริมำตร 10 ml ใส่ในขวดท่ีฆ่ำเช้ือแล้ว ปรับปริมำตร
เป็น 100 ml ดว้ย 1X PBS แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20◦C 

10) การเตรียม 0.1% (w/v) Crystal violet ใน Ethanol 

Crystal violet    0.50 g 
95% (v/v) Ethanol   5 ml 

ชัง่ Crystal violet มำ 0.50 g แลว้ละลำยใน 95% (v/v) Ethanol ปริมำตร 5 ml ปรับปริมำตร
ดว้ยน ้ำกลัน่จนครบ 500 ml ผสมใหเ้ขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดสีชำ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมีและบัฟเฟอร์ส าหรับท าอเิลก็โทรโฟรีซีส 

 

1) การเตรียมสารละลาย Bromophenol blue stock 

ชั่ง Bromophenol blue มำ 0.010 g และ Tris base 0.006 g ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์
ขนำด 1.5 ml เติมน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 1 ml ผสมให้เขำ้กนั แลว้แบ่งใส่หลอดละ 
500 µl เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 

2) การเตรียม 10% (w/v) SDS  

ชัง่ SDS มำ 10.0 g ละลำยในน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 100 ml ผสม
ใหเ้ขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดสีชำ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 

3) การเตรียม 10% (w/v) Ammonium persulfate  

ชัง่ Ammonium persulfate มำ 0.050 g ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนำด 1.5 ml 
เติมน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 500 µl ผสมให้เขำ้กนั แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 
(ควรเตรียมก่อนใช้งำน) 

4) การเตรียม 0.5 M Dithiothreitol (DTT) 

ชั่ง DTT มำ 0.039 g ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนำด 1.5 ml เติมน ้ ำปรำศจำก
ไอออนที่ผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 500 µl ผสมให้เขำ้กนั แล้วแบ่งใส่หลอดละ 50 µl เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ -20◦C 

5) การเตรียม 0.5 M Tris-HCl pH 6.8  

ชั่ง Tris base มำ 6.06 g ละลำยในน ้ ำปรำศจำกไอออนที่ผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 80 
ml แล้วจึงปรับพีเอชของสำรละลำยเป็น 6.8 ด้วยสำรละลำย 6 M HCl จำกนั้นปรับปริมำตรด้วย
น ้ำ ปรำศจำกไอออน จนครบ 100 ml ผสมให้เขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดสีชำ แล้วเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 



 

129 
 

6) การเตรียม 1 M Tris-HCl pH 6.8 

ชัง่ Tris base มำ 12.11 g ละลำยในน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 50 ml 
แล้วจึงปรับพีเอชของสำรละลำยเป็น 6.8 ด้วยสำรละลำย 6 M HCl จำกนั้ นปรับปริมำตรด้วยน ้ ำ
ปรำศจำกไอออนจนครบ 100 ml ผสมใหเ้ขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดสีชำ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 

7) การเตรียม 1 M Tris-HCl pH 7.5 

ชัง่ Tris base มำ 6.06 g ละลำยในน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 30 ml 
แล้วจึงปรับพีเอชของสำรละลำยเป็น 7.5 ด้วยสำรละลำย 6 M HCl จำกนั้ นปรับปริมำตรด้วยน ้ ำ
ปรำศจำกไอออนจนครบ 50 ml ผสมใหเ้ขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดสีชำ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 

8) การเตรียม 1.5 M Tris-HCl pH 8.8  

ชัง่ Tris base มำ 18.17 g ละลำยในน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 50 ml 
แล้วจึงปรับพีเอชของสำรละลำยเป็น 8.8 ด้วยสำรละลำย 6 M HCl จำกนั้ นปรับปริมำตรด้วยน ้ ำ 
ปรำศจำกไอออนจนครบ 100 ml ผสมใหเ้ขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดสีชำ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 

9) การเตรียม 0.2 M EDTA pH 8.0  

ชัง่ EDTA มำ 2.92 g ละลำยในน ้ ำปรำศจำกไอออนที่ผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 30 ml 
แลว้จึงปรับพีเอชของสำรละลำยเป็น 8.0 ดว้ยสำรละลำย NaOH จำกนั้นปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำปรำศจำก
ไอออนจนครบ 50 ml ผสมให้เขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดสีชำ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 

10) การเตรียม 0.15 M NaCl  

ชัง่ NaCl มำ 0.438 g ละลำยในน ้ ำปรำศจำกไอออนที่ผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 50 ml 
เทใส่ขวดสีชำ แล้วเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 

11) การเตรียม 1 M NaCl 

ชัง่ NaCl มำ 0.292 g ละลำยในน ้ ำปรำศจำกไอออนที่ผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 5 ml 
เทใส่หลอดทดลองขนำด 15 ml แล้วเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 

12) การเตรียม 1 M MgCl2 

ชัง่ MgCl2 มำ 0.476 g ละลำยในน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 5 ml เท
ใส่หลอดทดลองขนำด 15 ml แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 
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13) การเตรียม 0.057 M phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 

ชัง่ PMSF มำ 0.010 g ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนำด 1.5 ml แลว้เติม isopropanol 
ปริมำตร 1 ml ผสมใหเ้ขำ้กนั แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20◦C 

14) การเตรียมสารละลาย 100X Cocktail protease inhibitor  

ปิ เปตสำรละลำย Dimethyl sulfoxide (DMSO) ป ริมำตร 1 ml ใส่ ในขวด vial ของ 
Cocktail protease inhibitor set III ท่ีอยูใ่นรูปผงระเหยแห้ง ผสมจนละลำยเป็นเน้ือเดียวกนั จะท ำใหไ้ด้
ควำมเขม้ขน้ของสำรยบัย ั้งเอนไซมโ์ปรติเอส ดงัตำรำง ผ.1 แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20◦C  

ตารางที ่ผ.1 องค์ประกอบของสำรย ับย ั้ งเอนไซม์โปรติเอสในสำรละลำย 100X Cocktail protease 
inhibitor 

องค์ประกอบ ความเข้มข้นสุดท้าย ชนิดของเอนไซม์โปรติเอสที่สามารถยบัยั้ง 

AEBSF, Hydrochloride 100 mM Serine Proteases 

Aprotinin 80 µM Broad Spectrum, Serine Proteases 

Bestatin 5 mM Aminopeptidase B and Leucine Aminopeptidase 

E-64 Protease Inhibitor 1.5 mM Cysteine Proteases 
Leupeptin Hemisulfate 2 mM Cysteine Proteases and Trypsin-like Proteases 

Pepstatin A 1 mM Aspartic Proteases 

15) การเตรียมสารละลาย 3X Sample 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8   3 ml 
0.2 M EDTA pH 8.0   300 µl 
10% (w/v) SDS    3 ml 
β-mercaptoethanol   300 µl 
87% (w/v) Glycerol   2.4 ml 
Bromophenol blue stock solution  100 µl 

เตรียมสำรละลำยต่ำงๆ ตำมปริมำตรท่ีก ำหนด แลว้ปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำปรำศจำกไอออน
ท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือจนครบ 10 ml ผสมสำรละลำยให้เป็นเน้ือเดียวกนัก่อนเทใส่ขวดแก้ว แล้วเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 4◦C 
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16) การเตรียม Bradford reagent  

Coomassie Brilliant Blue G-250  0.020 g 
95% (v/v) Ethanol   10.5 ml 
85% (w/v) Phosphoric acid  20 ml 

ชั่ง Coomassie Brilliant Blue G-250 มำ 0.020 g ละลำยใน 95% (v/v) Ethanol และ 85% 
(w/v) Phosphoric acid ตำมปริมำตรท่ีก ำหนด ปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำกลัน่จนครบ 200 ml ผสมสำรละลำย
ให้เป็นเน้ือเดียวกนัก่อนน ำไปกรองผำ่นกระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 จำกนั้นเทใส่ขวดสีชำแลว้เก็บ
ไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C  

17) การเตรียมสารละลาย 10X SDS electrophoresis 

Tris base     30.37  g 
Glycine     144.13 g 
SDS     10.00 g 

ชัง่ Tris base  Glycine และ SDS ลงในบีกเกอร์ขนำด 1,000 ml ตำมน ้ ำหนกัท่ีก ำหนด 
ละลำยดว้ยน ้ ำปรำศจำกไอออนปริมำตร 500 ml ผสมให้เขำ้กนัก่อนปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำปรำศจำก
ไอออนจนครบ 1,000 ml เทใส่ขวดแกว้แลว้เก็บไวที้่อุณหภูมิห้อง (หำกน ำไปใช้ให้เจือจำงลง 10 
เท่ำ ดว้ยน ้ำปรำศจำกไอออน) 

18) การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ Protein marker  

DTT     0.015 g 
1 M Tris-HCl pH 6.8   62.5 µl 
10% (w/v) SDS    200 µl 
87% (w/v) Glycerol   115 µl 
Bromophenol blue stock solution  10 µl 

ชัง่ DTT มำ 0.015 g ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนำด 1.5 ml เติมสำรละลำยต่ำงๆ 
ตำมปริมำตรท่ีก ำหนด จำกนั้นปรับปริมำตรด้วยน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือจนครบ 1 ml 
แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C  
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19) การเตรียม Low molecular weight (LMW) protein marker 

ปิเปตสำรละลำยบฟัเฟอร์ Protein marker ปริมำตร 200 µl ใส่ในขวด vial ของ protein 
marker (LMW calibration kit) ท่ีอยู่ในรูปโปรตีนผงระเหยแห้ง ผสมจนละลำยเป็นเน้ือเดียวกนั แล้ว
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20◦C 

20) การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ CHAPS-Urea-Thiourea 

Urea     4.20 g 
Thiourea    1.52 g 
CHAPS     0.400 g 
DTT     0.062 g 
87% (w/v) Glycerol   575 µl 
Isopropanol    1 ml 

ชัง่ Urea Thiourea CHAPS และ DTT ตำมน ้ ำหนกัท่ีก ำหนดลงในหลอดทดลองขนำด 15 
ml แลว้ละลำยดว้ยน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 3 ml จำกนั้นเติม 87% (w/v) Glycerol 
และ Isopropanol ตำมปริมำตรท่ีก ำหนด ปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำปรำศจำกไอออนจนครบ 10 ml ผสมให้
เขำ้กนัก่อนแบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นำด 1.5 ml หลอดละ 1 ml แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20◦C 

21) การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ NP-40  

1 M Tris-HCl pH 7.5   100 µl 
1 M NaCl    100 µl 
1 M MgCl    30 µl 
10% (w/v) NP-40   0.5 ml 

ปิเปตสำรละลำยต่ำงๆ ตำมปริมำตรท่ีก ำหนดลงในหลอดทดลองขนำด 15 ml แล้วปรับ
ปริมำตรดว้ยน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือจนครบ 10 ml ผสมสำรละลำยให้เป็นเน้ือเดียวกนั ก่อน
แบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นำด 1.5 ml หลอดละ 1 ml แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20◦C 

22) การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ NP-40-Urea-Thiourea  

Urea     4.20 g 
Thiourea    1.52 g 

1 M Tris-HCl pH 7.5   100 µl 
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1 M NaCl    100 µl 
1 M MgCl    30 µl 
10% (w/v) NP-40   0.5 ml 

ชัง่ Urea และ Thiourea ตำมน ้ ำหนกัที่ก  ำหนดลงในหลอดทดลองขนำด 15 ml แลว้
ละลำยดว้ยน ้ ำปรำศจำกไอออนที่ผำ่นกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 3 ml จำกนั้นเติมสำรละลำยอื่นๆ ตำม
ปริมำตรที่ก ำหนด ปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำปรำศจำกไอออนจนครบ 10 ml ผสมให้เขำ้กนัก่อนแบ่งใส่
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนำด 1.5 ml หลอดละ 1 ml แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20◦C 

23) การเตรียมสารละลาย Rehydration  

Urea     4.20 g 
Thiourea    1.52 g 
CHAPS     0.400 g 
DTT     0.062 g 
87% (w/v) Glycerol   575 µl 
Isopropanol    1 ml 
Bromophenol blue stock solution  20 µl 

ชัง่ Urea Thiourea CHAPS และ DTT ตำมน ้ำหนกัท่ีก ำหนดลงในหลอดทดลองขนำด 15 
ml แล้วละลำยด้วยน ้ ำปรำศจำกไอออนท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 3 ml จำกนั้ นเติม 87% (w/v) 
Glycerol Isopropanol และสำรละลำย Bromophenol blue stock ตำมปริมำตรท่ีก ำหนด ปรับปริมำตร
ดว้ยน ้ ำปรำศจำกไอออนจนครบ 10 ml ผสมให้เขำ้กนัก่อนแบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนำด 1.5 
ml หลอดละ 1 ml แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20◦C 

24) การเตรียมสารละลาย SDS equilibrium  

Urea (MW 60.06)   36.04 g 
SDS     2.00 g 
Tris base    4.54 g 
87% (w/v) Glycerol   23 ml 
Bromophenol blue stock solution  200 µl 

ชั่ง Urea SDS และ Tris base ตำมน ้ ำหนักท่ีก ำหนดลงในบีกเกอร์ขนำด 250 ml ปิเปต 
87% (w/v) Glycerol และสำรละลำย Bromophenol blue stock ตำมปริมำตรท่ีก ำหนด เติมน ้ ำปรำศจำก
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ไอออนท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือปริมำตร 30 ml ผสมจนละลำยเป็นเน้ือเดียว แลว้จึงปรับพีเอชของสำรละลำย
เป็น 8.8 ดว้ยสำรละลำย 6 M HCl จำกนั้นปรับปริมำตรดว้ยน ้ ำปรำศจำกไอออนจนครบ 100 ml ผสม
ใหเ้ขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดสีชำ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20◦C 

25) การเตรียมสารละลาย 12.5% (w/v) acrylamide  

40% (w/v) AccuGel   12.52 ml 
1.5 M Tris-HCl pH 8.8   10 ml 
Deionized water    16.87 ml 
10% (w/v) SDS    400 µl 
10% (w/v) Ammonium persulfate  200 µl 
TEMED    20 µl 

ปิเปตสำรละลำยต่ำงๆ ตำมปริมำตรที่ก ำหนดลงในบีกเกอร์ขนำด 250 ml โดยเติม
สำรละลำย 10% (w/v) Ammonium persulfate และ TEMED ลงไปเป็นล ำดบัสุดทำ้ย ผสมให้เขำ้
กนัก่อนเทลงในอุปกรณ์หล่อเจลท่ีประกอบไว ้(ควรเตรียมก่อนใช้งำน) 

26) การเตรียมสารละลาย 5% (w/v) acrylamide  

40% (w/v) AccuGel   1 ml 
1 M Tris-HCl pH 6.8   1 ml 
Deionized water    5.83 ml 
10% (w/v) SDS    120 µl 
10% (w/v) Ammonium persulfate  50 µl 
TEMED    5 µl 

ปิเปตสำรละลำยต่ำงๆ ตำมปริมำตรท่ีก ำหนดลงในหลอดเซนตริฟิวจข์นำด 15 ml โดยเติม
สำรละลำย 10% (w/v) Ammonium persulfate และ TEMED ลงไปเป็นล ำดบัสุดทำ้ย ผสมให้เขำ้กนัก่อน
เทลงในอุปกรณ์หล่อเจลท่ีประกอบไว ้(ควรเตรียมก่อนใชง้ำน) 

27) การเตรียมสารละลาย 0.5% (w/v) Agarose  

ชั่ง Agarose มำ 0.100 g ลงในบีกเกอร์ขนำด 100 ml แล้วละลำยด้วย 1X SDS running 
buffer ปริมำตร 20 ml จำกนั้ นน ำไปอุ่นท่ี อุณหภูมิ  60 ◦C จน Agarose ละลำยเป็นเน้ือเดียวกันกับ
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สำรละลำย แลว้จึงเติมสำรละลำย Bromophenol blue stock ปริมำตร 40 µl ผสมให้เขำ้กนัก่อนแบ่งใส่
ขวดใสขวดละ 5 ml แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 

28) การเตรียมสารละลาย Fixation  

95% (v/v) Ethanol   210.5 ml 
Glacial acetic acid   50 ml 

เตรียม 95% (v/v) Ethanol และ Glacial acetic acid ตำมปริมำตรท่ีก ำหนด ปรับปริมำตร
ดว้ยน ้ำปรำศจำกไอออนจนครบ 500 ml ผสมใหเ้ขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดสีชำ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง  

29) การเตรียมสารละลาย Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG) stock  

Coomassie Brilliant Blue G-250  1.00 g 
Ammonium sulfate   100.00 g 
85% (w/v) phosphoric acid  12 ml 

ชัง่ Coomassie Brilliant Blue G-250 และ Ammonium sulfate ตำมน ้ ำหนกัท่ีก ำหนดลงใน
บีกเกอร์ขนำด 1,000 ml เติมน ้ ำปรำศจำกไอออนปริมำตร 400 ml ผสมจนของแข็งละลำยเป็นเน้ือ
เดียวกัน แล้วเติม 85% (w/v) Phosphoric acid ปริมำตร 12 ml จำกนั้นปรับปริมำตรด้วยน ้ ำปรำศจำก
ไอออนจนครบ 1,000 ml ผสมใหเ้ขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดแกว้ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4◦C 

30) การเตรียมสารละลายสีย้อม Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG)  

CBBG stock solution   400 ml 
Methanol    100 ml 

ผสมสำรละลำย CBBG stock ปริมำตร 400 ml เขำ้กบั Methanol ปริมำตร 100 ml ในบีกเกอร์
ขนำด 1,000 ml ผสมสำรละลำยทั้ง 2 ชนิดใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัก่อนน ำไปใช ้

31) การเตรียมสารละลายสีย้อม Coomassie Brilliant Blue R-250  

Coomassie Brilliant Blue R-250  1.00 g 
Methanol    500 ml 
Glacial acetic acid   100 ml 
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ชั่ง Coomassie Brilliant Blue R-250 มำ 1.00 g ละลำยใน Methanol และ Glacial acetic acid 
ตำมปริมำตรท่ีก ำหนด ปรับปริมำตรด้วยน ้ ำกลัน่จนครบ 1,000 ml ผสมสำรละลำยให้เป็นเน้ือเดียวกนั
ก่อนเทใส่ขวดสีชำ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 

32) การเตรียมสารละลายชะสีย้อม (Destain solution) 

Methanol    100 ml 
Glacial acetic acid   100 ml 

ผสม Methanol และ Glacial acetic acid เขำ้ดว้ยกนัตำมปริมำตรท่ีก ำหนด ปรับปริมำตร
ดว้ยน ้ำกลัน่จนครบ 1,000 ml ผสมใหเ้ขำ้กนัก่อนเทใส่ขวดสีชำ แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
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ภาคผนวก ค 

การค านวณหาจ านวนเซลล์และปริมาณไวรัส 

 

ค.1 การค านวณหาจ านวนเซลล์ด้วย Hemacytometer 

เม่ือตอ้งกำรนบัจ ำนวนเซลล์ในขวดเพำะเล้ียงเซลล์ขนำด 75 cm2 เร่ิมจำกแยกเซลล์ออก
จำกภำชนะดว้ยกำรยอ่ยดว้ยทริปซิน จำกนั้นละลำยเซลล์ท่ีหลุดออกจำกภำชนะดว้ยอำหำรเล้ียงเซลล์
ปริมำตร 3 ml น ำสำรละลำยตวัอย่ำงเซลล์ดงักล่ำวไปเจือจำง 2 เท่ำก่อนน ำไปนับปริมำณเซลล์ดว้ย 
hemacytometer ไดผ้ลกำรนับจ ำนวนเซลล์ดงัรูปท่ี ผ.1 จำกผลกำรทดลองสำมำรถค ำนวณหำจ ำนวน
เซลลท์ั้งหมดในขวดเพำะเล้ียงเซลลไ์ดด้งัน้ี 

รูปที ่ผ.1 ตวัอยำ่งผลกำรทดลองนบัจ ำนวน Vero cell บน hemacytometer  

วธีิกำรค ำนวณ 

จำกผลกำรทดลองผลรวมจ ำนวน Vero cell = 162+156+141+95+132+121+137+108 
  =  1,052 cells 
คิดเป็นค่ำเฉล่ีย = 1,052 cells 

 = 132 cells 
ถำ้ปริมำตร 0.1 mm3 มีจ  ำนวนเซลล ์ = 132 cells 
ดงันั้นใน 1000 mm3 (1 ml) มีจ ำนวนเซลล ์ = 132 × 1000 cells/ml 

= 132 ×104 cells/ml 

8 

0.1 
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สำรละลำยตวัอย่ำงเซลล์มีกำรเจือจำงก่อนท ำกำรนับเซลล์ 2 เท่ำ ดงันั้นให้พิจำรณำค่ำ
กำรเจือจำง มำคูณกลบัเพื่อคิดเป็นควำมเขม้ขน้สุดทำ้ยของเซลล ์ 

ดงันั้น Vero cell จะมีควำมเขม้สุดทำ้ย = (132 × 104) ×2 cells/ml 
  = 264 × 104 cells/ml 

ค ำนวณจ ำนวนเซลล์ทั้งหมดภำยในขวดเพำะเล้ียงเซลล์โดยพิจำรณำจำกปริมำตรของอำหำร
เล้ียงทั้งหมดท่ีใชล้ะลำยเซลลท์ั้งหมดออกจำกภำชนะ โดยในกำรทดลองน้ีใชอ้ำหำรเล้ียงเช้ือปริมำตร 3 ml 

ถำ้ปริมำตร 1 ml มีจ ำนวนเซลลท์ั้งหมด = 264 × 104 cells 
ดงันั้นในปริมำตร 3 ml มีจ  ำนวนเซลลท์ั้งหมด = 792 × 104 cells 

  = 7.9 × 106 cells 

สรุปไดว้ำ่ในขวดเพำะเล้ียงเซลล ์ขนำด 75 cm2 มีจ  ำนวนเซลลท์ั้งหมด 7.9 × 106 cells 

ค.2 การค านวณหาปริมาณไวรัสโดยการนับจ านวนการเกดิพลาค 

จำนเพำะเล้ียงเซลล์ท่ีใช้นับจ ำนวนพลำคมีทั้งหมด 24 หลุมแบ่งออกเป็น 4 แถว และ 6 
คอลมัน์ (ดงัรูปท่ี ผ.2) โดยคอลมัน์ 1 ถึง 6 คือ เซลล์เพำะเล้ียงท่ีเติมไวรัสเจือจำงตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-6เท่ำ 
และแถว A B C และ D ใช้ส ำหรับกำรทดลองซ ้ ำ กำรนับจ ำนวนพลำคให้เลือกนับหลุมท่ีมีพลำค
ชดัเจน ท่ีมีพลำคอยูร่ะหวำ่ง 10-100 พลำค  

รูปที ่ผ.2 ตวัอย่ำงผลกำรทดลอง plaque titration assay ของเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 บนจำน
เพำะเล้ียงเซลลจ์  ำนวน 24 หลุมโดยทดลองซ ้ ำทั้งหมด 4 ซ ้ ำ 
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ส ำหรับกำรหำปริมำณไวรัสมีขั้นตอนกำรค ำนวณดงัน้ี 

ก ำหนดใหจ้ ำนวนพลำคท่ีปรำกฎบนหลุม = Y พลำค 
โดย 1 พลำคคิดเป็น 1 PFU จึงมีปริมำณไวรัส = Y PFU  
เม่ือพิจำรณำค่ำกำรเจือจำงไวรัส (10-Z เท่ำ)  = Y×10Z PFU 
จำกปริมำตรไวรัสท่ีใช ้100 µl ต่อหลุม จึงมีปริมำณไวรัส = Y×10Z PFU/100 µl 
ดงันั้นปริมำณไวรัสจึงมีค่ำเท่ำกบั  = Y×10Z PFU/ml 

ตวัอยำ่งกำรค ำนวณ 

หำกตอ้งกำรหำปริมำณไวรัสจำกตวัอยำ่งไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 เพื่อใชส้ ำหรับในกำร
เพำะเล้ียงบนเซลล์เจำ้บำ้น Vero cell เม่ือน ำตวัอย่ำงไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ท ำกำรทดลอง plaque 
titration assay สำมำรถนบัจ ำนวนพลำคในหลุมของจำนเพำะเล้ียงเซลล์ท่ีเติมไวรัสเจือจำง 10-6 เท่ำได ้
เท่ำกบั 42 38 40 และ 44 พลำค ซ่ึงทดลองซ ้ ำ 4 คร้ัง ดงัแสดงในรูปท่ี ผ.2 จำกกำรทดลองสำมำรถหำ
ปริมำณไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ในหน่วย PFU/ml ไดด้งัน้ี 

วธีิกำรค ำนวณ 

จำกผลกำรทดลองจะไดผ้ลรวมจ ำนวนพลำคโดยเฉล่ีย = 42+38+40+44 พลำค 
 = 41 PFU 
เม่ือพิจำรณำค่ำกำรเจือจำงไวรัส (10-6 เท่ำ) จะมีปริมำณไวรัส = 41×106 PFU 
จำกปริมำตรไวรัสท่ีใช ้100 µl ต่อหลุม จึงมีปริมำณไวรัส = 41×106 PFU/100 µl 

ดงันั้นในตวัอยำ่งไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 มีปริมำณอนุภำคไวรัส  41×107 PFU/ml 

ค.3 การค านวณปริมาตรไวรัส 

ในกำรเพำะเล้ียงเช้ือไวรัสบนเซลล์เจำ้บำ้นจะมีกำรก ำหนดค่ำอตัรำส่วนของจ ำนวนเซลล์
เจ้ำบ้ำนต่ออนุภำคไวรัสให้คงท่ี ซ่ึงเรียกค่ำน้ีเรียกว่ำ multiplicity of infection (MOI) มีหน่วยเป็น 
PFU/cell ดงันั้นปริมำตรของไวรัสในแต่ละกำรทดลองจะไม่คงท่ีแต่แปรผนัตำมควำมเข้มข้นของ
ไวรัส (PFU/ml) และจ ำนวนของเซลลเ์จำ้บำ้น (cell) โดยมีสมกำรกำรค ำนวณดงัต่อไปน้ี 

ปริมำตรของไวรัส (ml) = จ ำนวนเซลล ์(cell)× MOI (PFU/cell) 

10-1 

4 

ควำมเขม้ขน้ของไวรัส (PFU/ml) 
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ยกตวัอยำ่งกำรค ำนวณ 

หำกตอ้งกำรเติมตวัอยำ่งไวรัสก่อโรคเริมชนิดที่ 2 จำก stock ใส่ลงในขวดเพำะเล้ียง
เซลล์เจำ้บำ้น Vero cell ในหน่วย MOI เท่ำกบั 5 PFU/cell โดยก่อนทดลองไดว้ดัจ ำนวนเซลล์ใน
ขวดเพำะเล้ียงของกลุ่มเซลล์เจำ้บำ้น Vero cell และปริมำณอนุภำคไวรัสใน stock ไดค้่ำเท่ำกบั 
4×106 cells และ 4×107 PFU/ml ตำมล ำดบั ดงันั้นสำมำรถค ำนวณปริมำตรไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 
ท่ีตอ้งเติมลงไปไดด้งัน้ี 

วธีิกำรค ำนวณ 

แทนตวัค่ำจ ำนวนเซลลเ์จำ้บำ้นและปริมำณไวรัสลงในสมกำรดงัน้ี  

ปริมำตรของไวรัส = 4×106 (cells)× 5 (PFU/cell) 

  = 20 ×106 PFU 

  = 5 ×10-2 ml 
  = 500 µl 

ดงันั้นค่ำ MOI เท่ำกบั 5 PFU/cell ตอ้งเติมตวัอย่ำงไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 ลงในขวด
เพำะเล้ียงเซลลเ์จำ้บำ้น Vero cell ปริมำตร 500 µl  
  

4×108 (PFU/ml) 

4 ×108 (PFU/ml) 
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ภาคผนวก ง 

การค านวณความเข้มข้นของสารละลายตวัอย่างโปรตนี 

 

ง.1 การสร้างกราฟมาตรฐานโปรตีน  

จำกกำรหำควำมเขม้ขน้ของตวัอย่ำงโปรตีนด้วยวิธี Bradford ไดว้ดัค่ำกำรดูดกลืนแสงของ
สำรละลำยโปรตีนมำตรฐำน BSA และสำรละลำยตวัอยำ่งโปรตีนท่ี 595 nm (A595) ดงัแสดงในตำรำงท่ี ผ.1  

ตารางที ่ผ.2 ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 595 nm และปริมำณโปรตีนมำตรฐำน BSA  

หมำยเหตุ M1 LOT3 คือ สำรละลำยโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ำก Vero cell (กลุ่มควบคุม) 
 H1 LOT3 คือ สำรละลำยโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ำก Vero cell ท่ีติดเช้ือไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 

2 (กลุ่มทดลอง) 

น ำค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 595 nm และปริมำณโปรตีน BSA มำสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของ
โปรตีนไดด้งัรูปท่ี ผ.3 

ปริมำณโปรตีน BSA (µg) 
A595 

1 2 3 ค่ำเฉล่ีย ± SD 

0 
2 
5 

10 
15 
20 

0.000 
0.132 
0.251 
0.472 
0.640 
0.801 

0.000 
0.122 
0.240 
0.461 
0.654 
0.803 

0.000 
0.122 
0.272 
0.461 
0.656 
0.825 

0.000 ± 0.000 
0.125 ± 0.006 
0.254 ± 0.016 
0.467 ± 0.006 
0.650 ± 0.009 
0.810 ± 0.013 

สำรละลำยตวัอยำ่งโปรตีน 
M1 LOT3 
H1 LOT3 

0.351 
0.412 

0.341 
0.422 

0.349 
0.426 

0.347 ± 0.007 
0.420 ±0.005 
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รูปที ่ผ.3 กรำฟมำตรฐำนโปรตีนท่ีแสดงควำมสัมพนัธ์ระหว่ำงปริมำณโปรตีน BSA และค่ำ
กำรดูดกลืนแสงท่ี 595 nm 

ง.2 การค านวณความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่างโปรตีน 

จำกสมกำรเส้นตรงท่ีไดจ้ำกกรำฟมำตรฐำนโปรตีนคือ y = 0.04x + 0.037 
ก ำหนดให ้ x คือ ปริมำณโปรตีน (µg) 

y คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 595 nm (A595) 

 สำรละลำย M1 LOT3 ปริมำตร 4 µl วดั A595 ไดเ้ฉล่ียเท่ำกบั 0.347 
 สำรละลำย H1 LOT3 ปริมำตร 4 µl วดั A595 ไดเ้ฉล่ียเท่ำกบั 0.420 

 เม่ือแทนค่ำลงในสมกำรเส้นตรงของกรำฟมำตรฐำนจะไดว้ำ่ 

สำรละลำย M1 LOT3 มีควำมเขม้ขน้ของโปรตีน = 7.75  µg/4 µl 
  = 1.94 µg/µl 

สำรละลำย M1 LOT3 มีควำมเขม้ขน้ของโปรตีน = 9.58 µg/4 µl 
  = 2.39 µg/µl 

 
 

y = 0.04x + 0.037
R² = 0.992

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

0 5 10 15 20 25

A595

ปริมาณโปรตีน (µg)
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ง.3 การค านวณปริมาตรของสารละลายตัวอย่างโปรตีนส าหรับท าไอโซอเิลก็ทริกโฟกสัซ่ิง 

กำรท ำไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซ่ิงโดยใช้ IPG strip pH 3-10 NL ขนำด 13 cm และใช้

ปริมำณโปรตีนทั้งหมด 200 µg สำมำรถค ำนวณปริมำตรของสำรละลำยตวัอยำ่งโปรตีนไดด้งัน้ี 

สำรละลำย M1 LOT3 มีควำมเขม้ขน้ของโปรตีนเท่ำกบั 1.94 µg/µl 

ปริมำณโปรตีน 1.94 µg ในสำรละลำยปริมำตร 1 µl 
หำกตอ้งกำรโปรตีน 200 µg จะตอ้งใชส้ำรละลำยโปรตีนปริมำตร 103.09 µl 

สำรละลำย H1 LOT3 มีควำมเขม้ขน้ของโปรตีนเท่ำกบั 2.39 µg/µl 

ปริมำณโปรตีน 2.39 µg ในสำรละลำยปริมำตร 1 µl 
หำกตอ้งกำรโปรตีน 200 µg จะตอ้งใชส้ำรละลำยโปรตีนปริมำตร 83.68 µl 

IPG strip holder ขนำด 13 cm ท่ีใช้บรรจุสำรละลำยตวัอย่ำงโปรตีนส ำหรับท ำไอโซอิเล็ก 

ทริกโฟกสัซ่ิง ก ำหนดให้ปริมำตรของสำรละลำยรวมเท่ำกบั 250 µl ซ่ึงมีองค์ประกอบของสำรเคมีต่ำงๆ 

ในปริมำตรและควำมเขม้ขน้ดงัแสดงในตำรำงท่ี ผ.2 

ตารางที ่ผ.3 ปริมำตรขององคป์ระกอบต่ำงๆ ในสำรละลำยส ำหรับท ำไอโซอิเล็กทริกโฟกสัซ่ิง 

สารละลาย  ปริมาณโปรตีนและ 
ความเข้มข้นสุดท้าย 

ปริมาตรของสารละลาย (µl) 

M1 LOT3 H1 LOT3 

สำรละลำยตวัอยำ่งโปรตีน 200 µg 103.09 83.68 

Rehydration buffer - 135.66 155.07 

0.5 M DTT 20 mM 10 10 

100% IPG buffer pH 3-10 NL 0.5% (v/v)  1.25 1.25 
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