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ภาคผนวก ก
อาหารเล ี้ยงเล ี้อท ี่ใช ้ทดลอง

1. อาหารเหลวทริปติกซอย ( Tryptic soy broth )
ทรปโตน ( Tryptone ) 17.0 กรัม
ผงสกัดถ่ัวเหลือง (Soytone) 3.0 กรัม
เดกซิโตส (Dextrose) 2.5 กรัม
โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) 5.0 กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอลเฟส ( K2HP04) 2.5 กรัม
ปรับพีเอซเป็น 7.3+0.2

อาหารแข็งทริปติกซอย ( Tryptic soy agar )
ทรปโตน ( Tryptone ) 17.0 กรัม
ผงสกัดถ่ัวเหลือง (Soytone) 3.0 กรัม
เดกซิโตส (Dextrose) 2.5 กรัม
โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) 5.0 กรัม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส ( K2HP04) 2.5 กรัม
ผงวุ้น 15.0 กรัม
ปรับพีเอซเป็น 7.3+0.2

อาหารแข็งไทโอซัลเฟตซิเตรทบายซอลท์ (Thiosulfate citrate bile salt agar)
ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) 5.0 กรัม
โปรติโอสเปปโตน เบอร์3 (Proteose peptone No.3) 10.0 กรัม
โซเดียมไทโอซัลเฟต (Na2S20 3) 10.0 กรัม
โซเดียมซิเตรท (HOC(COONa)(CH2COONa)2) 10.0 กรัม
ออกซ์กอล (Oxgall) 8.0 กรัม
แซคคาโรล 20.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) 10.0 กรัม
เฟอรักซิเตรท (C6H50 7Fe.5H20) 1.0 กรัม
บรอมไธมอลบลู (Bromthymol blue) 0.04 กรัม
ผงวุ้น 15.0 กรัม
ปรับพีเอชเป็น 8.6 ±  0.2
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4. อาหารเอมไอโอ (Motile Indole Ornithine decarboxylase)
ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) 5.0 กรัม
เปปโตน (Peptone) 10.0 กรัม
ทรปโตน ( Tryptone ) 10.0 กรัม
L-ornithine HCl 5.0 กรัม
เดกซ็โตส (Dextrose) 1.0 กรัม
วุ้นผง 2.0 กรัม
บรอม คร'ซอส เพอเพิล (Brom Cresol Purple) 0.02 กรัม
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ภาคผนวก ข
สารเคมีท ื่ใชในการทดลอง

1. Phosphate buffered saline (PBS) 0.15 โมลาร์ pH 7.2
NaCI 8.0 กรัม
KCI 0.2 กรัม
kh2po4 0.2 กรัม
Na2HP04 1.15 กรัม

หรอ Na2HP04 . 7H20 2.15 กรัม
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1000.0 มล.

2. สารละลาย Blotto 5% (Johnson e t  a l., 1984)
นมพร่องมันเนย 5.0 กรัม
PBS 0 .1 5 โมลาร์ pH 7.2 100.0 มล.
Merthiolate 1% (Sigma) 1.0 มล.
Triton X-100 (Sigma) 0.1 มล.

3. สารละลาย Merthiolate 1%
Thimerosal (Sigma) 1.0 กรัม
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 100.0 มล.
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ภาคผนวก ค
สารเคมีสำหรับการผลิตเซลสํไฮบริโดมา

1. อาหาร RPMI
RMPI 1640 (Roswell Park Memorial Institute -  Gibco BRL, USA) 10.4 กรัม
D-glucose (Sigma) 3.6 กรัม
L-glutamine (Sigma) 0.2923 กรัม
Sodium pyruvate (C3H30 3Na) (Sigma) 1.1005 กรัม
NaHC03 2.0160 กรัม
HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid, Sigma)

5.9525 กรัม
นำ (Meri Q water) 1000.0 มล.
สุดท้ายเติมสารละลาย penicillin G, streptomycin และ kanamycin ความเข้มข้น 20,000 

ยูนิต, 200 มก. และ 200 มก.ต่อลิตร ตามลำดับ จากนั้นทำให้ปลอดเชื้อโดยกรองผ่าน millipore 
membrane (ขนาด 0.22 แทา) และเก็บรักษาที่ 4°ซ
2. อาหาร RPMI เสรมด้วยซีร่ัม

อาหาร RPMI (1) 80.0 มล.
Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia) 20.0 มล.

หรือ Bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia)
100 X HT supplement (Gibco BRL, USA) 1.0 มล.

-10 มิลลิโมลาร์Sodium hypoxanthine 
-1.6 มิลลิโมลาร์Thymidine

3. Hybridoma selective medium (HAT medium)
อาหาร RPMI (1) 80.0 มล.
FCS 20.0 มล.
100 X HT supplement 1.0 มล.
50 X Aminopterin (Sigma) 2.0 มล.
เม็ดเลือกแดงของหนูขาว 1%

4. สารละลายสำหรับ fusion (polyethylene glycol 40%)
Polyethylene glycol (PEG) 4.0 กรัม
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ละลาย polyethylene glycol 2 กรัม ลงในอาหาร RPMI (1) 3 มล. บ่มใน C 02 incubator ท่ี 
อุณหภูมิ 37°ซ เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ก่อนนำมาใช้
5. นํ้ายาแซ่แข็ง (DMS012%)

Dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma) 12.0 มล.
อาหาร RPMI (1) 88.0 มล.
เก็บรักษาที่ 4°ซ ก่อนนำมาใช้
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ภาคผนวก ง
บัฟเฟอร์และสารละลายสำหรับการวิเคราะห์ Sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และ Western blot

1. Stock solution
1.1 Monomer solution (T 30%, CBis 2.7%)

Acrylamide (BIO-RAD) 58.4 กรัม
Bis (N.N’-methylene-bis-acrylamide, BIO-RAD) 1.6 กรัม
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 200.0 มล.
เก็บรักษาที่ 4°ซ ในขวดป้องกันแสง

1.2 4 X Running gel buffer (1.5 โมลาร์ tris-CI pH 8.8)
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (BIO-RAD) 36.3 กรัม
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 200.0 มล.
ปรับพีเอชด้วย HCI

1.3 4 X Stacking gel buffer (0.5 โมลาร์ tris-CI pH 6.8)
Tris 3.0 กรัม
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 50.0 มล.
ปรับพีเอซด้วย HCI

1.4 SDS 10%
SDS (sodium dodecyl sulfate, BIO-RAD) 50.0 กรัม
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 500.0 มล.

1.5 Ammonium persulfate 10%
Ammonium persulfate (BIO-RAD) 0.1 กรัม
น้ํากล่ัน 1.0 มล.

1.6 Running gel overlay (0.375 โมลาร์ tris-CI pH 8.8, SDS 0.1 %)
1.5 โมลาร์ Tris (1.2) 25.0 มล.
SDS 10% (1.4) 1.0 มล.
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 100.0 มล.

1.7 2 X Treatment buffer (0.125โมลาร์ tris-CI pH 6.8, SDS 4%, glycerol 20%,
2-mercaptoethanol 10%)
0.5 โมลาร์ Tris (1.3) 2.5 มล.
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SDS 10% (1.4) 4.0 มล.
Glycerol 2.0 มล.
2-Mercaptoethanol 1.0 มล.
นํ้ากลั่น 0.5 มล.

2. การเตรียม separating gel และ stacking gel
2.1 Separating gel ลำหรับ SDS-PAGE 15% gel (T 15% CBIS2.7%)

Monomer solution (1.1) 15.0 มล.
1.5 โมลาร์ tris-CI (1.2) 7.5 มล.
SDS 10% (1.4) 0.3 มล.
นํ้ากลั่น 6.75 มล.
Ammonium persulfate 10% (1.5) 150.0 เแเ
TEMED 20.0 เแเ

2.2 Stacking gel ลำหรับ SDS-PAGE 4% gel (4% T 2.7% CBIร)
Monomer solution (1.1) 2.66 มล.
1.5 โมลาร์ tris-CI pH 6.8 (1.3) 5.0 มล.
SDS 10% (1.4) 0.2 มล.
น้ํากล่ัน 12.2 มล.
Ammonium persulfate 10% (1.5) 100.0 pi
TEMED 10.0 pi

3. Running buffer
SDS-PAGE Tank buffer (0.025 โมลาร์ tris pH 8.3, 0.192 โมลาร์ glyci ne, SDS 0.1%)

Tris 12.0 กรัม
Glycine 57.6 กรัม
SDS 10% (1.4) 40.0 มล.
น้ํากล่ัน 4000.0 มล.

4. Staining และ destaining solution
4.1 Staining solution สำหรับ (Coomassie blue)

4.1.1 Stain stock (Coomassie blue R-250 1%)
1.0 กรัม

100.0 มล.
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4.1.2 Stain (Coomassie blue R-250 0.1%, methanol 50%, acetic acid 10%)
Stain stock (4.1.1) 50.0 มล
Methanol 250.0 มล
Acetic acid 50.0 มล
นํ้ากลั่น ปรับ!]ริมาตรเป็น 500.0 มล

Destaging solution for Coomassie blue 
4.2.1 Destain I (methanol 50%, acetic acid 10%)

Methanol 500.0 มล
Acetic acid 100.0 มล
‘นากล่ัน ปรับปริมาตรเป็น 1000.0 มล

4.2.2 Destain II (methanol 5%, acetic acid 7%)
Methanol 50.0 มล
Acetic acid 70.0 มล
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1000.0 มล

ตารางที่ 1 ง การเต,รียม separating gel และ stacking gel

Separating gel Stacking gel
T 15% CBIS 2.7% 

(สำหรับ SDS-PAGE)
T 4% CBIS 2.7% 

(ลำหรับ SDS-PAGE)
T 30% CBIS 2.7% 15.0 มล. 2.66 มล.
1 .5 โมลาร์ tris-CI pH 
8.8(1.2)

7.5 มล. -

0.5 โมลาร์ tris-CI 6.8 
(1.3)

- 5.0 มล.

SDS 10% 0.3 มล. 0.2 มล.
นากลั่น 6.75 มล. 12.2 มล.

ผสมและดูดอากาศออกโดยใช้ปัมสูญญากาศ
Ammonium 
persulfate 10% (1.5)

150 |il 100 แเ

TEMED 20 jLtl 10 pi
ผสมและเทอย่างรวดเร็ว
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วิธีย้อมสิโปรตีนในเจล
แช่เจลใน staining solution (4.1.2) เขย่าเบา  ๆ เป็นเวลา 2-4 ช่ัวโมง ล้างใน destian I 

เขย่าเบา ๆ เป็นเวลา 1-11/2 ช่ัวโมง จนเห็นแถบโปรตีน จากนั้นแช่เจลใน destain II จนกระท่ังพ้ืน 
เจลใสปราศจากสีของ Coomassie blue ล้างเจลในนำกลั่นหลาย  ๆ คร้ัง แล้วประกบเจลทั้ง 2 ด้าน 
ด้วยกระดาษแก้วใส (cellophane) ท่ี'ชุ่มน้ํา ขึงกระดาษแก้วให้ตึงด้วย gel dryer set ตากให้แห้ง 
ในตู้อบ
SDS molecular weight markers (Sigma) ประกอบด้วย

- Albumin, bovine serum 66 küa
- Ovalbumin, chicken egg 45 küa
- Glyceraidehyde-3-phosphate dehydrogenase, rabbit muscle 36 küa
- Carbonic anhydrase, bovine erythrocytes 29 küa
- Trypsinogen, bovine pancreas 24 küa
- Trypsin inhibitor, soybean 20 kDa
- a-Lactalbumin, bovine milk 14.2 kDa
- Aprotinin, bovine lung

6. Towbin transfer buffer pH 8.8 สำหรับการวิเคราะห์ Western blot 
(25 มิลลิโมลาร์ tris, 192 มิลลิโมลาร์ glycine, methanol 20%)

6.5 kDa

Tris 3.03 กรัม
Glycine 14.4 กรัม
Methanol 200.0 มล.
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1000.0 มล.
ก่อนใช้บัฟเฟอร์ต้องแช่เย็นจัด
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ภาคผนวก จ
สารเคมีสำหรับการตรวจจำแนก isotype และ subisotype ของโมโนโคลนอล

แอนติบอดี

Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบด้วย
- Rabbit anti-Mouse lgG1 (y1 chain specific)
- Rabbit anti-Mouse lgG2a (y2a chain specific)
- Rabbit anti-Mouse lgG2b (y2b chain specific)
- Rabbit anti-Mouse lgG3 (y3 chain specific)
- Rabbit anti-Mouse IgA (a chain specific)
- Rabbit anti-Mouse IgM ((น. chain specific)
- Rabbit anti-Mouse kappa light chain
- Rabbit anti-Mouse lambda light chain
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ภาคผนวก ฉ
บ้ฟเฟ,อร์และสารละลายสำหรับ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

1. สารละลาย Blotto 5% (Johnson และคณะ, 1984)
นมพร่องมันเนย 5.0 กรัม
PBS 0.15 โมลาร์ pH 7.2 100.0 มล.
Merthiolate 1% (Sigma) 1.0 มล.
Triton X-100 (Sigma) 0.1 มล.

2. Washing solution (Blotto 0.5%)
สารละลาย Blotto 5% (1) 50.0 มล.
PBS 0.15 โมลาร์ pH 7.2 100.0 มล.

3. 0.1 M Citrate Buffer pH 4.5
Sodium citrate 29.41 กรัม
Merthiolate 1% 10.0 มล.
นํ้ากลั่น ปรับ!]รมาตรเป็น 1000.0 มล.
ปรับพีเอชเป็น 4.5 ด้วย 0.1 โมลาร์ HCI 

4. 1 นอร์แมล H2S 0 4
h2s o 4 27.0 มล.
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1000.0 มล.

5. O-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD)
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ภาคผนวก ช
สารเคมีและสารละลายสำหรับ Immunohistochemistry (IMC)

า . สารละลายเคลือบสไลด์ (coated slide solution)
Gelatin 1.0 กรัม
Clone alum (chromium potassium sulphate) 0.05 กรัม
นํ้ากลั่น 100.0 มล.

2. Davidson’s fixative
Ethanol 95% 30.0 มล.
Formalin 100% 20.0 มล.
Glacial acetic acid 10.0 มล.
นํ้ากลั่น 30.0 มล.

3. Phosphate buffered saline (PBS) 0.15 โมลาf, pH 7.2
NaCI 8.0 กรัม
KCI 0.20 กรัม
kh2p o 4 0.20 กรัม
Na2HP04.7H20 1.15 กรัม
นํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1000.0 มล.

4. Calf serum 10% (p /)
Calf serum 10.0 มล.
PBS 100.0 มล.

5. Enrilich's acid hematoxylin
Hematoxylin 8.0 กรัม
ethanol 95% 400.0 มล.
Aluminium potassium sulphate 8.0 กรัม
Distilled water 400.0 มล.
Glycerine 400.0 มล.
Glacial acetic acid 400.0 มล.

6. Eosin Y 0.2% ใน ethanol 95%
Eosin Y 0.2 กรัม
ethanol 95% 100.0 มล.
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ภาคผนวก ช
ตารางแสดงผลการวิเคราะห์อิพ ิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยวิธี

indirect ELISA

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อ พ C
ตารางที่ 1 ช การวิเคราะห์อิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ W C กลุ่มที1 1

MAbs 2 3 3 8 4 3 121 1 1 8 14 4 0 4 2 8 8 9 7

2 3 0.393 0.520 0.489 0.503 0.435 0.470 0.500 0.416 0.430 0.269

3 8 0.250 0.317 0.266 0.193 0.244 0.256 0.178 0.176 0.280

4 3 0.103 0.366 0.271 0.289 0.310 0.257 0.252 0.173

121 0.288 0.232 0.266 0.271 0.259 0.245 0.380

1 1 8 0.212 0.229 0.235 0.198 0.129 0.302

14 0.244 0.238 0.189 0.202 0.318

4 0 0.229 0.196 0.185 0.329

4 2 0.108 0.112 0.170

8 8 0.117 0.149

9 7 0.101

ตารางที่ 2 ช การวิเคราะห์อิพิโทปฃองโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ พ C กลุ่มที, 2

MAbs 71 9 0

71 1.031 0.848
90 0.384

ตารางท่ี 3 ซ การวิเคราะห์อิพิโทปฃองโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VVC กลุ่มท่ี 3

MAbs 9 8 109

9 8 0.231 0.299
1 0 9 0.576



โมโนโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อ VVB
ตารางที่ 4 ช การวิเคราะห์อิพิโทปฃองโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VVB กลุ่มท่ี 1

MAbs 4 12 47 48 110 174 163
4 0.627 0.973 0.936 1.245 1.031 1.043 1.099
12 1.205 1.047 1.402 1.228 1.252 1.254
47 1.054 1.618 1.369 1.149 1.360
48 1.784 1.517 1.314 1.714
110 1.326 1.150 1.390
174 1.183 1.193
163 1.245

ตารางที่ 5 ซ การวิเคราะห์อิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ WB กลุ่มท่ี 3

MAbs 34 202 3 152
34 0.159 0.196 0.186 0.225

202 0.203 0.219 0.254
3 0.228 0.265

152 0.306

ตารางท่ี 6 ซ การวิเคราะห์อิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ WB กลุ่มท่ี 4

MAbs 16 29 45
16 0.246 0.467 0.290
29 0.578 0.510
45 0.343
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ตารางที่ 7 ซ การวิเคราะห์อิพิโทปฃองโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VVB กลุ่มท่ี 5

MAbs 56 64 92 172 180 125
56 1.889 1.811 1.940 1.895 1.927 2.196
64 0.752 1.145 0.722 1.190 1.513
92 1.157 1.148 1.213 1.755
172 0.553 1.249 1.383
180 1.214 1.569
125 0.965

ตารางที่ 8 ซ การวิเคราะห์อิพิโทปฃองโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VVB กลุ่มท่ี 6

MAbs 53 58 63
53 1.196 0.935 1.052
58 0.218 0.438
63 0.486

ตารางที่ 9 ซ การวิเคราะห์อิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ พ ธ กลุ่มท่ี 7

MAbs 68 123
68 1.028 1.315

123 0.876
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โมโนโคลนอลแอนติบอดีจำเพาะต่อ VM
ตารางที่ 10 ซ การวิเคราะหํอิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VM กลุ่มท่ี 1

MAbs 93 5 19
93 0.525 0.524 0.525
5 0.395 0.407
19 0.423

ตารางที่ 11 ซ การวิเคราะห์อิพิโทปของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ VM กลุ่มท่ี 3

MAbs 3 46 77 79
3 0.560 0.630 0.551 0.637

46 0.440 0.678 0.426
77 0.588 0.671
79 0.424
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ประว ิต ิผ ู้เข ียนว ิทยาน ิพนธ ์

น า ง ล า ว  ส ุท ธ ิน ี ภ ู่ศ ิร ิฤ ท ธ ิ้ เก ิด เม ื่อ ว ัน ท ี่ 2 8  ต ุล า ค ม  2 5 2 3  ท ี่จ ัง ห ว ัด ก ร ุง เท พ ม ห า น ค ร  ส ำ เร ็จ  

ก า ร ศ ึก ษ า ป ร ิญ ญ า ต ร ีว ิท ย า ศ า ส ต ร บ ัณ ฑ ิต  ภ า ค ว ิช า จ ุล ช ีว ว ิท ย า  ค ณ ะ ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ 

ม ห า ว ิท ย า ล ัย  ใ น ป ีก า ร ศ ึก ษ า  2 5 4 5  แ ล ะ เข ้า ศ ึก ษ า ต ่อ ใน ห ล ัก ส ูต ร ว ิท ย า ศ า ล ต ร ม ห า บ ัณ ฑ ิต  ส า ข า  

เท ค โน โ ล ย ีช ีว ภ า พ  ค ณ ะ ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ม ห า ว ิท ย า ล ัย  ใ น ป ีก า ร ศ ึก ษ า  2 5 4 6
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