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ภาคผนวก

1. ใส่อาหารเลียงเซลล์ชนิด Minimum Essential Medium (MEM)sานวน 1 ซอง

การเตรียมสารอาหารเล้ียงเซลล์

2. เติม pyruvic acid 0.11 กรัม

3. เติม Sodium bicarbonate 2.2 กรัม

4. เติม Lactalbumin ที่ละลายเรียบร้อยแล้ว 2 กรัม

5. ใส่ Sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร

6. นำไปกวนให้เข้ากัน

7. กรองด้วยกระดาษกรองละเอียดขนาด 0.2 ไมครอน

ก ารเต ร ียม  5% fetal calf serum  ใน MEM

มลลลตร
นำอาการเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM มา 100 มิลลิลิตร เติม fetal calf serum  5

ก ารเต ร ียม  70% Ethanol

absolute ethanol 70 มิลลิลิตร

0.1% DEPC water 30 มิลลิลิตร

การเต ร ียม  0.1% DEPC water

DEPC 1 มิลลิลิตร เติม sterile water 999 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน
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Tris b ase  10.8 กรัม

Boric acid 5.5 กรัม

NA2EDTA 9.3 กรัม

เติม sterile water ให้ครบ 100 มิลลิลิตร 

ก ารเตร ียม  1X TBE

นำ 10X TBE 1 0 0 มิลลิลิตรมาเติมนํ้ากลั่นจนครบ 1 ,0 0 0 มิลลิลิตร 

การเต ร ียม  1.5% A garose gel

ชัง A garose 1.5 กรัม ละลายใน 1X TB ให้มีปริมาตรทั้งหมด 100 มิลลิลิตร 

การเตร ียม  Phosphate buffer saline (PBS)

NaCI 8 กรัม

KCI 0.20 กรัม

KH2P 0 4 0.20 กรัม

Na2H P04 1.15 กรัม

เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร

การเตรียม 10X Tris-borate EDTA buffer (TBE)
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การเตรียม PBS-0.5% Tween

เติม Tween 20 5 มิลลิลิตร ใน PBS 1,000 มิลลิลิตร กวนให้เข้ากัน

ก าร เต ร ียม  1% BSA ใน PBS-0.5% Tween

เติม bovine serum  albumin (BSA) 1 กรัม ใน PBS-0.5% Tween 100 มิลลิลิตร
กวนให้เข้ากัน
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สารเคม ีและแห ล ่งท ี่มา

สารเคมี แหล่ง

Minimum Essential Media Gibco BRL, USA

Fetal calf serum Gibco BRL, USA

Trizol LS® Gibco BRL, USA

Cholroform MERCK, Germany

Isopropanol BDH Laboratory, England

Absolute ethanol MERCK, Germany

DEPC treated  water BIO 101, USA

A garose Gibco BRL, USA

2’-D eoxynucleotide-5'-triphosphate (dNTPs) Amresco, USA

EDTA Sigma, Germany

Tris b ase Amersham, USA

Ethidium bromide Sigma, Germany

Tween 20 BDH Laboratory, England



เคร,องม'อ

Automatic pipette, Gilson, France 
Bubble plastic rack, Scienceware, USA
Refrigerated Universal Centrifuge, Hermle Labortechnik, Germany
Mini-Centrifuge, Quick spin, LABNET, USA
Vortex mixer, Genie-2™, Sciencetific Industries, USA
Inverted microscope, Olympus, Japan
Freezer-20°c, Sanyo, Japan
Freezer -70°c, Forma Scientific, USA
Horizontal midi-gel systems, C.B.S. Scientific, USA
Power supplies, C.B.S. Scientific, USA
Microcentrifuge tube 1.5 ml, Elkay, USA
Microcentrifuge tube 0.5 ml, Elkay, USA
Microcentrifuge tube 0.2 ml, Axygen, USA
Pipette tips 0.5-10 ul, Axygen, USA
Pipette tips 200 ul, Gilson, France
Pipette tips 200 - 1000 ul, Eurolab, USA
Multichannel pipette for 96-well plates 50-300 ul, Labsystems, Finland
pH meter, Orion Research Inc, USA
Thermal cycler 9600, Perkin-Elmer Cetus, USA
Timer, Citizen, Japan
Spectrophotometer, Shimadzu, Japan
Photo Documentation System, Vilber Lourmat, France
Dyna Chill Portable Cooler, LABNET, USA
Refrigerator, Mitaubishi Electric, Japan
Co2 incubator, Integra Biosciences, USA
Water bath, Bosstech, England
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ลำด ับ เบสของส ่วน gp55 ท ี่น ่าม าอ อ ก แบบ primers
* 2 0  *

KPP/93 ะ -CGGCTAGCCTGCAAGGAAGATTACAGGTACGCAATA ะ 36
BKK/88 ะ -CGGCTAGCCTGCAAGGAAGATTATAGGTACGCAATA ะ 36
BKK/91 ะ -CGGCTAGCCTGCAAGGAAGATCACAGGTACGCAATA ะ 36
BKK/50 ะ -CGGCTAGCCTGCAAGGAAGATCACAGGTACGCAATA ะ 36
C h in e a se 0 6  ะ CCGGCTAGCCTGTAAGGAAGATTACAGGTACGCAATA ะ 37

CGGCTAGCCTGcAAGGAAGAT AcAGGTACGCAATA
40 * 60 *

K PP/93 ะ TCATCAACCAATGAGATAGGGCCACTTGGGGCCAGAG ะ 73
BKK/88 ะ TCATCTACCAATGAGATAGGACTACTCGGGGCTGAAG ะ 73
BKK/91 ะ TCATCAACCAATAAGATAGGGCCACTCGGGGCCGAAG ะ 73
BKK/50 ะ TCATCAACCAATAAGATAGGGCCACTCGGGGCCGAAG ะ 73
C h in e a se 0 6  ะ TCGTCGACCGATGAGATAGGGCTACTTGGGGCCGGAG ะ 74

TCaTC ACCaAT AGATAGGgC ACT GGGGCcg AG
80 * 100 *

K PP/93 ะ GTCTCACCACCACCTGGAAAGAATACAGCCACGATTT ะ 110
BKK/88 ะ GTCTCACCACCACTTGGAAAGAATACAACCATAATTT ะ 110
BKK/91 ะ GTCTCACCACCACCTGGAAAGAATACAACCACAATTT ะ 110
BKK/50 ะ GTCTCACCACCACCTGGAAAGAATACAACCACAATTT ะ 110
C h ineaseO  6 ะ GTCTCACCACCACCTGGAAGGAATACAACCACGATTT ะ 111

GTCTCACCACCACcTGGAAaGAATACAaCCAc ATTT
120 * 140

KPP/93 ะ GCAACTGAATGACGGGACCGTTAAGGCCATTTGTGTG ะ 147
BKK/88 ะ GCAACTGGATGACGGAACCGTCAAGGCCATTTGCGTG ะ 147
BKK/91 ะ GCAACTGGATGACGGGACAGTCAAGGCCATCTGCATG ะ 147
BKK/50 ะ GCAACTGGATGACGGGACAGTCAAGGCCATCTGCATG ะ 147
C h in e a se 0 6  ะ GCAACTGAATGACGGAACCGTCAAGGCCAGTTGCGTG ะ 148

GCAACTG ATGACGG AC GTcAAGGCCAt TGc To
160 * 180

K PP/93 ะ GCAGGTTCCTTTAAAACCACAGTACTTAATTTGGTCA : 184
BKK/88 ะ GCAGGTTCCTTTAAAGTCACAGCACTCAATGTGGTCA ะ 184
BKK/91 ะ GCAGGTTCCTTTAAAGTTACAGCGCTCAATGTGGTCA ะ 184
BKK/50 ะ GCAGGTTCCTTTAAAGTTACAGCGCTCAATGTGGTCA ะ 184
C h ineaseO ô ะ GCAGGTTCCITTAAAGTCACAGCACTTAATGTGGTCA ะ 185

GCAGGTTCCTTTAAAgt ACAGc CT AATgTGGTCA
* 2 0 0  * 2 2 0  

K PP/93 ะ GTACGAGGTATTTGGCATCATTGCATAAGAGGGCTTT ะ 221
BKK/88 ะ GTAGGAGGTACCTGGCATCATTGCATAAGAGGGCTTT ะ 221
BKK/91 ะ GTAGGAGGTATCTGGCATCATTGCATAAGGAGGCTCT ะ 221
BKK/50 ะ GTAGGAGGTATCTGGCATCATTGCATAAGGAGGCTCT ะ 221
C hineaseO ô ะ GTAGGAGGTATTTGGCGTCATTGCATAAGAAGGCTTT ะ 2z2

GTAGGAGGTAt TGGCaTCATTGCATAAG GGCT T



Fon/vard primer A8
* 240 * 26

K PP/93 ะ ACCCACTTCCGTGACATTCGAGCTCCTGTTCGACGGG ะ 258
BKK/88 ะ ACCCACTTCCGTGACGTTCGAGCTCCTATTTGACGGA ะ 258
BKK/91 ะ ACCCACiTCCGTGACATTCGAGCTCCTGTTCGACGGG ะ 258
BKK/50 ะ ACCCACTTCCGTGACATTCGAGCTCCTGTTCGACGGG ะ 258
C h ineaseO  6 ะ ACCCATTTCCGTGACATTCGAGCTCCTGTTCGACGGG ะ 2 59

ACCCAcTTCCGTGACaTTCGAGCTCCTgTTcGACGGg cc AYTT CCGT G AC ATT CG AGCTCCT
0 * 280 *

K PP /93  . ะ ACCAACCCATCAACTGAGGAAATGGGAGATGACTTCG ะ 295
BKK/88 ะ ACCAGCCCGTCAACTGTGGAAATGGGGGATGACTTCG ะ 295
BKK/91 ะ ACCAGCCCATTGACTGAGGAAATGGGAGATGACTTCG ะ 295
BKK/50 ะ ACCAGCCCATTGACTGAAGAAATGGGAGAGGACTTCG ะ 295
C h in e a s e O 6 ะ ACCAACCCATC.AACTGAGGAAATGGAAGATGACCTCA ะ 2 96

ACCA CCCaT ACTGagGAAATGGgaGAtGACtTCg
300 * 320

K PP /93  ะ GGTTCGGGCTGTGCCCGTTTGATACGAGTCCTGTTGT ะ 332
BKK/88 ะ GGTTCGGTCTGTGCCCGTTTGATACGAGCCCTGTGGT ะ 332
BKK/91 ะ GGTTCGGACTGTGCCCATATGATACGAGCCCTGTAGT ะ 332
BKK/50 ะ GGTTCGGACTGTGCCCATATGATACGAGCCCTGTAGT ะ 332
C h in e a s e O 6 ะ GGTCCGGGCTGTGCCCGTTTGATACGAGTCCTGTTGT ะ 333

GGTtCGG CTGTGCCC T TGATACGAG CCTGT GT
340 '*  360 *

K P P /93  ะ CAAGGGAAAGTACAATACAACCTTGTTGAACGGTAGT ะ 369
BKK/88 ะ CAAGGGAAAGTACAACACAACCTTGCTGAACGGTAGT ะ 369
BKK/91 ะ CAAGGGGAAGTACAATACAACCTTGTTAAATGGTAGT : 369
BKK/50 ะ CAAGGGGAAGTACAATACAGCCTTGTTAGATGGTAAT ะ 369
C h in e a s e O 6 ะ TAAGGGAAAGTACAATACGACCTTGTTGAACGGTAGT ะ

cAAGGG AAGTACAAtACaaCCTTGtT aA GGTAgT
380 * 400

K P P /93  ะ GCTTTCTATCTTGTCTGCCCAATAGGGTGGACGGGTG ะ 406
BKK/88 ะ GCTTTCTATCTTGTCTGCCCAATAGGGTGGACGGGTG ะ 406
BKK/91 ะ GCTTTCTATCTAGTCTGCCCAATAAGGTGGACGGGTG ะ 406
BKK/50 ะ GCTTTCTATCTAGTCTGCCCAATAGGGTGGACGGGTG ะ 406
C h in e a s e O 6 ะ GCTTTCTa t c t t g t CTCCCCAATAGGGTGGACGGGTG ะ 407

GCTTTCTATCT GTCTGCCCAATAgGGTGGACGGGTG
* 420 * 440

K P P /93  ะ TTGTAGAGTGCACAGCAGTGAGCCCAACAATTCTGAG ะ 443
BKK/88 ะ TTATAGAATGCACAGCAGTGAGCCCGACAACTCTG.-Ia ะ 443
BKK/91 ะ TTATAGAGTGCACAGCAGTGAGCCCGACTACTCTG.-.G ะ 44 3
B K K /50 ะ TTATAGAGTGCACAGCAGTGAGCCCGATTACTCTGAG ะ 443
C h in e a s e O 6 ะ TCATAGAGTGCACAGCAGTGAGCCCAACAACTCTGAG ะ 444

TtaTAGAgTGCACAGCAGTGAGCCC Ac AcTCTGAg

ชช
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AACAGAAGTGGTAAAGACCTTCAGGAGAGAGAAGCCC
AACGGAAGTGGTGAAGACTTTCAGGAGAGAGAAGCCC
AACAGAAGTGGTAAAGACCTTCAGGAGAGAGAAGCCC
AACAGAAGTGGTAAAGACCTTCAGGAGAGAGAAGCCC
GACAGAAGTGGTAAAGACCTTCAGGAGAGACAAGCCC
aACaGAAGTGGTaAAGACcTICAGGAGAGAgAAGCCC

* 500 * 5
TTTCCACACAGAATGGATTGTGTGATCACCAGAGTGG 
TTCCCTCACAGAAGGGATTGTGTGACCACCACAGTGG 
TTCCCGCACAGAAGGGATTGTGTGACCACTAGAGTGG 
TTCCCGCACAGAAGGGATTGTGTGACCACTAGAGTGG 
TTTCCGCACAGAATGGATTGTGT GACCACCAGAGTGG 
TT cc CACAGAA GGATTGTGGGAcCAC ACAGTGG
20 * 540
AAAATGAAGATCTATTCTACTGGAAGTTGGGGGGCAA
AAAACGGAGATCTATTCTACTG7AAGTTGGGGGGCAA
AAAATGAAGATCTATTCTACTGIAAGTTGGGGGGCAA
AAAATGAAGATCTATTCTACIG-AAGTTGGGGGGCAA
AAAATGAAGATTTATTCTATTG7AAGTTGGGGGGCAA
AAAAtGaAGATcTATTCTAcTGrAAGTTGGGGGGCAA

560 - 550
CTGGACATGCGTGAAAGGTGAa Ô^AGTGGTCIACACA
tt g g a c a t g tg tg a g a g g tg a a g o a g t g g tc -'acacg
TTGGACATGCGTGAAAGGTG.AA^AoTGACC.ACACG
TTGGACATGCGTGAAAGGTGAACGAGTGACC-.ACACG
c tg g a c a tg tg tg a a a g g c g a g c o a g tg g tc -'acaca

TGGACATG GTGAaAGGtC-AaC^AGTG C.A.CAC
600 * 620 

GGGGGGCAAGTAAAACAATGCAGATGGTGTGGCTTCG 
GGGGGGCTAGTGAAACGATGCAGGTGGTGTGGATTCG 
GGGGGGCTAGTGAAACAATGCAAGTGGTGTGGCTTCA 
GGGGGGCTAGTGAAACAATGCAAGTGGTGTGGCTTCA 
GGGGGGGTAGTAAAACAATGTAGATGGTGTGGCTTCG 
GGGGGGctAGT AAACaATGcA TGGTGTGGcTTC
* 640 - 660
ACTTCAACAAGCCTGACGGACTCCCACACTACCCCAT
ACTTCAACGGGCCTGACGGGCTCCCACATTACCCCAT
ACTTCAATGAGCCTGACGGACTCCCACACTACCCCAT
ACTTCAATGAGCCTGACGGACTCCCACACTACCCCAT
ACTTCGATGGGCCTGACGGACTCCCGCATTACCCCAT
ACTTCaA g GCCTGACGGaCTCCCaCA TACCCCAT



702
702
702
702
703

739
739
739
739
740

776
776
776
776
777

813
813
813
813
814

850
850
850
850
851

887
887
887
887
8 8 8

* 680 * 700
AGGTAAGTGCATTTTGGCAAATGAGACAGGTTACAGA 
AGGTAAGTGCATTTTGACAAATGAGACAGGTTATAGA 
AGGTAAGTGCATTTTGGCAAATGAGACAGGTTACAGA 
AGGTAAGTGCATTTTGGCAAATGAGACAGGTTACAGA 
AGGTAAGTGCATTTTGGCAAATGAGACAGGTTACAGA 
AGGTAAGTGCATTTTGgCAAATGAGACAGGTTAcAGA

* 720 * 740
ATAGTAGATTCAACGGACTGTAACAGAGATGGCGTCG 
ATGGTGGATTCCACAGACTG7AACAGAAATGGCGTCG 
ATAGTGGATTCAACGGACTG7AACAGAGATGGCGTTG 
ATAGTGGATTCAACGGACTG7AACAGAGATGGCGTTG 
ATAGTAGATTCAACAGACTG7AACAGAGATGGCGTTG 
ATaGT GATTCaAC GACTG7AACAGAgATGGCGT G

* 760
TAATCAGCACAGAGGGGAGTCATGAGTGCTTGATCGG 
CAATCAGCGCAGAGGGGAGTCATGAGTGCTTGATTGG 
TAATCAGCACAGAGGGGAGCCATGAGTGCTTGATTGG 
TAATCAGCACAGAGGGGAGCCATGAGTGCTTGATTGG 
TAATCAGCACAGAGGGGAGTCATGAGTGCTTGATCGG 
tAATCAGCaCAGAGGGGAG CATGAGTGCTTGAT GG
780 * 800 *
CAACACAACTGTCAAGGTGCA-GCATCAGATGGAAGA
TAACACCACTGTCAAGGTGCA7GCACTGGATGAAAGA
TAACACAACTGTCAAGGTGCG7GCATTAGATGAAAAA
TAACACAACTG7CAAGGTGCG7GCATTAGATAAAAAA
TAACACTGCT GTCAAGGTGCG.7GCATCAGATGAAAGA
t-AACAC aC i -'.CAAGGTGl, _ oCA.t aGATgaAA A

820 * 840
CTGGGCCCTATGCCATGCAGAGCTAAAGAGATTGTCT 
TTGGGCCCCATGCCGTGCAGACCCGAAGAGATTGTTT 
CTAGGCCCTATGCCATGCAGAGCCAAAGAGATTGTCT 
TTAGGCCCTATGCCATGCAGAGCCAAAGAGATTGTTT 
CTGGGCCCTATGCCATGCAGAGCTAAAGAGATTGTCT 

T GGCCCtAGGCCaTGCAC-AOC a AAG AG AT T G T T
860 * 880 

CTAGTGCAGGACCTGTAAGGAAAACTTCCTGTACATT 
TTAGCGCGGGACCTGTGAGAAAAACTTCCTGCACATT 
CTAGTGCGGGACCCGTAAGGAAAACTTCCTGTACATT 
CTAGTGCGGGACCCGTAAGGAAAACTTCCTGTACATT 
CTAGTGCTGGTCCTGTAATGAAAACCTCCTGTACATT 
cTAGtGC GGaCC GTaAggAAAACtTCCTGtACATT



K PP /93
BKK/88
BKK/91
BKK/50
C hineaseO G

K P P /93  
BKK/8 8 
BKK/91 
BKK/50 
C h in e a s e 0 6

K P P /93
BKK/88
BKK/91
BKK/50
C hineaseO G

R everse  primer 1R
* 900 * 920

CAAATACGCAAAAACTTTGAAGAACAAGTACTATGAG ะ 92 4 
CAACTACACAAAAACTTTGAGGAACAAGTATTATGAG ะ 92 4 
CAACTACACAAAAACTTTGAGGAATAAGTACTATGAG ะ 92 4 
CAACTACACAAAAACTTTGAGGAATAAGTACTATGAG ะ 92 4 
CAACTACACAAAAACTTTGAAGAACAGGTACTATGAG ะ 92 5 
CAAcTACaCAAAAACTTTGA GAA AaGTAcTATGAG

3’ TTCATYATACTC
* 940 * 960

CCCAGGGACAGCTACTTCCAGCAATATATGCTTAAGG ะ 9 61 
CCCAGGGACAGCTATTTCCAGCAATACATGCTTAAGG ะ 961 
CCCAGGGACAGCTATTTCCAACAATATATGCTTAAGG ะ 961 
CCCAGGGACAGCTATTTCCAACAATATATGCTTAAGG ะ 961 
CÇCAGGGACAGCTACTTCCGGCAATATATGCTTAAGG ะ 962 
CCCAGGGACAGCTA TTCCa CAATAtATGCTTAAGG GGGTCCCTGTCGAT 57

* 980 * 100
GCGAGTATCAGTACTGGTTTGACCTGGACGTGACAGA ะ 998 
GCGAGTATCAGTACTGGTTTGATTTGGATGTGACCGA ะ 9 98 
GCGAGTATCAGTACTGGTTTGATCTGGACGTGACTGA ะ 998 
GCGAGTATCAGTACTGGTTTGATCTGGACGTGACTGA ะ 9 98 
GTGAGTATCAGTACTGGTTTGACCTGGATGCGACTGA ะ 999 
GcGAGTATCAGTACTGGTTTGA cTGGA GtGAC GA
0 * 1 0 2 0  *

K P P /93  ะ CCGCCACTCAGATTACTTCGCAGAATTTGTTGTCTTG
BKK/88 ะ CCACCACACAGACTACTTCGCAGAATTTGTAGTCTTG
BKK/91 ะ CCGCCACTCAGATTACTTCGCAGAACTCGTTGTCTTG
BKK/50 ะ CCGCCACTCAGATTACTTCGCAGAATCCGTTGTCTTG
C hip .ease0  6 ะ CCGCCACTCAGATTACTTCGCAGAATTTGTTGTCTTG

CCgCCACtCAGAtTACTTCGCAGAAtt GTtGTCTTG

1035
1035
1035
1035
1036

K P P /93  
BKK/88 
BKK/91 
BKK/50 
C i . i n e a S ç u  '

1040 * 1060 *
GTGGTGGCAGCACTGTTAGGAGGAAGATATGTCCTGT
GTGGTGGTAGCACTACTAGGAGGAAGATATGTCCTGT
GTGGTGGTAGCACTGTTGGGAGGAAGATACGTCCTGT
GTGGTGGTAGCACTGTTGGGAGGAAGATACGTCCTGT
G’T’GGTGGTAGCACTGTTAA.GAGGAAGATATGTCCTGT
GTGGTGGtAGCACTgtT çGAGGAAGATA GTCCTGT

1072
1072
1072
1072
1073

K P P /93 
BKK/88 
B KK /91 
BKK/50

1080 * 1100
GGCTAATAGTGACCTACATAGTTGTAACAGAACAA.CT
GGCTAATGGTGACCTACA7ÂGTTGTAACAGAACAACT
GGCTAATAGTGACCTACATAGTTATAACAGAACAACT
GGCTAATAGTGACCTACATAGTTATAACAGAACAACT
GGCTGATAGTGACCTACGCAGTTCTAA---------------------
GGCTaATaGTGACCTACa-AGTT TA A cag aacaac t

1109 
110 9 
1109 
110 9 
1 1 0  0
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