
บทท่ี 3

อุปกรณ์ และวิธีดำเนินการวิจัย

3.1 การเก็บรักษา Streptomyces บนอาหารเล้ียงเช้ือ

เช้ือ Streptomyces spp. D230704 และ 0245704 ซ่ึงแยกได้จากตัวอย่างดิน ในอำเภอเวียงสา 

จังหวัดน่าน และได้เก็บรักษาไว้ที่คลังเชือของภาคชุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ ธุฬาลงกรณ์ 

มหาวิทยาลัย (Punkum, 2007)

3.1.1 การเก็บรักษาเช้ือในรูปแบบสปอร์บนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง (Soybean Agar)

ใช้ลูปเข่ียสปอร์ของ Streptomyces spp. และขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งแบบเอียง 

(soybean agar slant) (ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5-7 วัน หรือ 

จนกว่าจะสังเกตเห็นการเจริญของสปอร์จากนันน่าไปเก็บเชือที่อุณหภูมิ4 องศาเซลเซียสโดยเก็บ 

ในลักษณะนี้นาน 1-2 เดือน แล้วจึงน่าออกมาถ่ายเช้ือลงบนอาหารเล้ียงเชื้อหลอดใหม่ (Punkum, 

2007)

3.1.2 การเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวชนิด C4 เพ่ือเก็บเก่ียวสารเมแทบอไลต์

น่าสปอร์ของ Streptomyces spp. ที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส มากระตุ้นใน 

อาหารเลียงเชือเหลวชนิด C 4  (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟ ลาสล้ก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 

ท่ีมีฃดลวดสปริงท่ีล้นขวด บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็น 

ระยะเวลา 5 วัน จากนันจึงถ่ายเชือปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ที่มีปริมาตร 50 

มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 วัน 

ก่อนน่ามาป่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 6,000 xg นาน 15 นาที เก็บส่วนน้ีาเล้ียงเช้ือน่ามาใช้ในการสกัด 

หรือเติมตัวทำละลายอินทรีย์ปริมาตร 1 ใน 10ของปริมาตรของน่าเลียงเชือทังหมด เขย่าเล็กน้อย 

เก็บท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เพื่อน่าไปสกัดทดสอบฤทธิและใช้ไนการทำสารให้บริสุทธิตอไป

3.2 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของ Streptomyces
3.2.1 การเล้ียง Streptomyces เพ่ือเก็บเก่ียวสายใย

น่าสปอร์ของ Streptomyces spp. ที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส มากระตุ้นใน 

อาหารเล้ียงเช้ือเหลวชนิด C4 ปริมาตร 50มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 250มิลลิลิตรที่มีขดลวดสปริง 

ที่ล้นขวด บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วัน 

จากนั้นจึงถ่ายเชื้อปริมาตร5 มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ที่มีปริมาตร 50มิลลิลิตรบ่มที่
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อณหภูมิ30 องศาเซลเซียสเขย่าด้วยความเร็ว 200รอบต่อนาที เปีนเวลา5 วัน แล้วจึงนำมาปีนไ ^  ๘ ~  0,  1 J !  I ■

เหวยงด้วยความเร็ว 6,000 xg นาน 15นาที เทส่วนนำเลียงเชอทิงนำสายใยชงตกตะกอนอยู่กน 

หลอดไปล้างด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ IX TE (ภาคผนวก ข) นำไปปีนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 6,000 xg 

นาน 15 นาที เทสารละลายบัฟเฟอร์ IX TE ออก ทำเช่นนี 2 ครัง เติมสารละลายบัฟเฟอร์เล็กน้อย 

IX TE เพ่ือแขวนลอยสายใย ถ่ายลงในหลอดไมใครเซนตริทิเวจ แล้วนำไปปีนเหวี่ยงที่ความเร็ว

6,000 xg นาน 15 นาที เทส่วนของเหลวท้ิง นำไปเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการสกัดจีโนมิ 

คดีเอ็นเอ

3.2.2 การสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอ (Song et al., 2004)

ช่ังสายใยเปียก 2 กรัม ลงในไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ จากน้ันละลายด้วย SET buffer 

(ภาคผนวกข)0.4มิลลิลิตรและเติมเอนไซม์ lysozyme ปริมาตร 1มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมให้เข้า 

กัน นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หลังจากบ่มแล้วเติมสารละลาย 10% SDS 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.1 เท่าของปริมาตรทั้งหมด เติมเอนไซม์ protenase K ให้มีความเข้มข้น 

สุดท้ายเป็น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง กลับ 

หลอดไปมาเบาๆ เป็นระยะ เพ ื่อผสมให้เข ้ากัน2-3ครั้ง จากนั้นเติมสารละลาย 5M NaCl 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 ใน 3 ของปริมาตรทั้งหมด และเติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 1 เท่าของ 

ปริมาตรท้ังหมด เขย่าให้เข้ากันจนสังเกตได้ว่าเป็นสีขาวขุ่น ต้ังท้ิงไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง นำไป 

ปีนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 4,500 xg นาน 15 นาที สังเกตได้ว่าส่วนผสมแขวนลอยแยกออกเป็น 2 ช้ัน 

ปีเปตต์ส่วนบนลงในหลอดเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยไอโซโพรพานอล 

ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตรทั้งหมด ผสมโดยการกลับหลอดไปมาช้าๆ แล้วจึงนำไปปีนเหวี่ยงที่ 

ความเร็วรอบ 4,500 xg นาน 15 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% เอทานอลเยีน 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วนำไปปีนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 4,500 xg นาน 15 นาที เทส่วนใส 

ท้ิง ทำให้แห้งที่อุณหภูมิห้องหรือนำไปปีนเหวี่ยงที่เครื่องปีนเหวี่ยงสุญญากาศนาน 7 นาที ละลาย 

ตะกอนดีเอ็นเอด้วยนั้ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติม RNase A (ภาคผนวก ข) ให้มี 

ความเข็มข้นสุดท้าย 20 ไมโครกรัม นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง แล้วนำ 

ดีเอ็นเอไปสกัดด้วย phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตร 

ท้ังหมด เขย่าแรงๆให้เข้าเป็นเน้ือเดียว แล้วนำไปปีนความเร็วรอบ 5,000 xg นาน 15 นาที ต้ังท้ิงไว้ท่ี 

อุณหภูมิห้อง 15 นาที เพื่อให้เกิดการแยกชั้น ปิเปตส่วนบนไปยังไมโครเซนตริทิเวจ์หลอดใหม่ 

จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอลบริสุทธิพนปริมาตร 2.5 เท่าของปริมาตรทังหมดและ 

สารละลาย 3M sodium acetate (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.1 เท่าของปริมาตรทั้งหมด ตั้งทิ้งไว้บน
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นาแข็งนาน 15 นาที เพื่อให้ดีเอ็นเอตกตะกอน แล้วจึงนำไปปีนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 xg 

นาน 2 นาที เทส่วนใสท้ิง ทำตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งที่อุณหภูมิห้องหรือปีนเหวี่ยงที่เครื่องปีนเหวี่ยง 

สุญญากาศนาน 7 นาที ละลายดีเอ็นเอด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ IX TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

นำไปเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส

3.2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S subunit of ribosomal DNA ด้วยปฏิกิริยาถูกโซ่ 

พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR)

วัดปริมาณดีเอ็นเอและทำให้ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 75-150 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ิม 

ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ A (5’-AGAGTTGTCCTGGC 

TCAG-3’) เป็น forward primer และไพรเมอร์ H (5’-AAGGAGGTGATC CAGCC GCCG CA-3’) 

เป็น reverse primer (Rintala et al., 2001) องค์ประกอบของปฏิกิริยาแสดงในตาราง 3.1 หลังจากทำ 

ปฏิกิริยาแล้วนำไปวิเคราะห์ด้วย 1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส จะได้ผลิตภัณฑ์ PCR มีความ 

ยาวประมาณ 1,500 bp

ตาราง 3.1 องค์ประกอบของ ปฏิกิริยาลูกโซ่พอริเมอเรส เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA

Reagent ความเข้มข้น ปริมาตร(ไมโครลิตร)

นำบริสุทธิ TM Molecular biology Grade - 10

EmmeraldAmp PCR Mastermix (Takara - 12.5

Bio, Jepan)

ไพรเมอร A (forward primer) 10 gM 0.5

ไพรเมอร H (reverse primer) 10 pM 0.5

จีโนมิคดีเอ็นเอ 75-150 ng/gl 2

ปริมาตรสุทธิ 25

สภาวะของปฏิกิริยาถูกโซ่พอลิฌอเรสในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป็นดังน้ี ;

Hot start 95 องศาเซลเซ่ยส นาน 5 นาทั

Denaturing 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที '

Annealing 53 องศาเซลเซียส นาน 1.20 นาที "30รอบ

Extension 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที -

Final extension 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที
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3.2.4 การทำดีเอ็นเอให้บริสุทธ่ิจากอะกาโรสเจล

แยกผลิตภัณฑ์ PCR ในอะกาโรสเจลโดยใช้ชุด QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen, 

Germany) ตามขั้นตอนที่ระบุไว้ในคู่มือของบริษัทผู้ผลิตดังนี ตัดอะกาโรสเจลที่มีผลิตภัณฑ์ PCR 

ตรงบริเวณของดีเอ็นเอในตำแหน่งที่ต้องการโดยสังเกตแถบดีเอ็นเอภายใต้เครื่องฉายรังสียูวี นำ 

ชินส่วนดีเอ็นเอที่ตัดแล้วใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ QG ปริมาตร 3 เท่า 

ของน้ัาหนักเจล ( 1 ไมโครลิกรัม = 1 ไมโครลิตร ) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 

นาที หรือจนกว่าเจลจะละลายหมด จากนั้นปีเปตสารละลายทั้งหมดลงใน QIAquick column โดย 

ปริมาตรต้องไม,เกิน 750 ไมโครลิตร นำไปป่นเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 15,870 xg นาน 1 นาที เทส่วน 

ใสในคอลัมน์ต้านล่างท้ัง หากยังมีสารละลายในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์เหลืออยู่ให้ปิเปตต์ลงใน 

QIAquick column และทำตามขันตอนเดิมจนกว่าสารละลายจะหมด หลังจากเทส่วนใสทิงในครัง 

สุดห้ายแล้วให้นำคอลัมน์ไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบเดิมอีกครัง ล้างคอลัมน์ด้วยบัฟเฟอร์ PE 

ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ต้ังท้ังไว้ 5 นาที นำไปป่นเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 15,870 xg นาน 1 นาที เท 

ส่วนใสทิง นำไปป่นเหวี่ยงอีกครั้งเพื่อกำจัดบัฟเฟอร์ PE ท่ียังเหลืออยู่ ย้ายคอลัมน์บนมายังหลอด 

เซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ เติมบัฟเฟอร์ EB ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของคอลัมน์เพื่อชะดี 

เอ็นเอออกจากคอลัมน์ ตังทิงไว้ 1 นาที นำไปป่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 15,870 xg นาน 1 นาที 

สารละลายดีเอ็นเอจะอยู่ในส่วนของหลอดเซนตริฟวจ์ตรวจสอบความบริสุทธิของดีเอ็นเอด้วย2% 

อะกาโรสเจลอิเล็คโตโฟรีซิส นำดีเอ็นเอท่ีไต้เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส

3.2.5 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 16S rDNA

ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอริเมอเรส (ดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA) ที่แยกจากอะกาโรส 

เจลไปวิเคาระห์ลำดับนัวคลีโอไทด์โดยบริษัทวิเคาะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ (ป, BASE, Singapore) 

โดยใช้ primer A (5’-AGAGTTGTCCTGGCTCAG-3’) เป็น forward primer และ primer H (5’- 

AAGGAGGTGAT CCAGCCGCCGCA-3’), primer strepE (5’-CACCAGGAATTCCGATCT-3') 

และ primer strepF (5’-ACGTGTGCAGCCCAAGACA-3’) เป็น reverse primer จากนันนำผลการ 

วิเคราะห์ลำดับนัวคลีโอไทด์ของบริเวณ 16S rDNA เทียบกับฐานข้อมูล (Genbank® database)
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3.3 การทำสารออกฤทธ๋ิทางชีวภาพจาก Strepîomyces spp. D230704 และ 0245704ให้บริสูทธิและ 
การพิสูจน์เอกลักษณ์

3.3.1 การสกัดและการคัดกรองสารออกฤทธ่ิทางชีวภาพ

เล้ียงเช้ือ Strepîomyces spp. D230704 และ 0245704 ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว C4 เก็บเกี่ยว 

ส่วนของนํ้าเลี้ยงเชื้อโดยการนำไป!]นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 xg เก็บส่วนของนํ้าเลี้ยงเชื้อเพื่อ 

ใช้ในการคัดกรองสาร ขั้นตอนในการคัดกรองสารดำเนินการตามแผนภูมิ 1 และ 2 ตามลำดับ ด ังน ี้ 

เพิ่มปริมาณการผลิตในการเก็บเกี่ยวนำเลียงเชือของ Streptomyces spp. D230704 และ 0245704 ให้ 

มีปริมาตร 20 ลิตร ในการสคัดสารออกฤทธิทางชีวภาพของ Streptomyces sp. 0245704 ทำการสกัด 

นี้าเลี้ยงเชื้อด้วย hexane และ ethyl acetate ตามลำดับ จากนั้นนำสารสกัดที่สกัดหยาบที่อยู่ใน ethyl 

acetate (crude ethyl acetate)!ปผ่านคอลัมน์ Sephadex LH-20 column ขนาด 3.8 X 5 เซนติเมตร ใช้ 

เมทานอลเปีนสารละลายในการชะผ่านคอลัมน์ (ภาคผนวก ข) จากการผ่านคอลัมน์ของสารสกัดได้ 

แบ่งสารสกัดออกเป็น 8 ส่วน คือ P1 ถึง P8 นำแต่ละส่วนของสารสกัดที่ได้ไปทดสอบความบริส ุทธิ๙ 

ด้วยการวิเคราะห์ด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) (ภาคผนวก ข) และนำไปวิเคราะห ์ *H 

NMR spectrum (ภาคผนวก ข) จากนั้นนำสารสกัดทุกส่วนไปทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี 

MTT assay (หัวข้อ 3.4.2) และทดสอบความสามารถในการด้านการอักเสบโดยวิธีการวัคปริมาณ 

ไนตร ิกออกไซด ์ (หัวข้อ 3.4.3) จากน ั้นนำส ่วนของสารสก ัด P7 มาผ่าน silica gel column 

chromatography ทำให้ได้สารที่ทำให้บริฤ[ทธิแ ส ่วนค ือ  P7A1 ถึง P7A9 นำแต่ละส่วนของสาร 

สก ัดท ี่แยกได ้ไปทดสอบความบร ิส ุทธ ิ๙ด ้วยการวิเคราะห ์ด ้วยว ิธ ี TLC นำสารสก ัดท ุกส ่วนไป 

ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT assay (หัวข้อ 3.4.2) แลทดสอบความสามารถในการ 

ด้านการอักเสบโดยวิธีการวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ (หัวข้อ 3.4.3) เช่นกัน

ในส่วนของสารสกัดท่ีได้จากการสกัดด้วย hexane นำไปทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดย 

วิธี MTT assay (หัวข้อ 3.4.2) และความสามารถในการด้านการอักเสบโดยวิธีการวัดปริมาณไนตริ 

กออกไซด์ (หัวข้อ 3.4.3) ส่วนของน้ัาเลียงเชื้อท่ีเหลือจากการสกัดด้วย ethyl acetate และ hexane 

(water crude ) ในชันของนำ นำไปผ่าน reverse phase silica gel column chromatography 

(ภาคผนวก ข) ซึ่งจะได้สารที่ทำให้บริสุทธ 8 ส่วน คือ W 1  ถึง พร นำแต่ละส่วนของสารสกัดไป 

ทดสอบความบริสุทธิควยวิธี TLC และ ‘h NMR spectrum นำสารสกัดทุกส่วนไปทดสอบความ 

เป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT assay (หัวข้อ 3.4.2) และทดสอบความสามารถในการด้านการอักเสบ 

โดยวิธีการวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ (หัวข้อ 3.4.3) เลือกส่วนของสารสกัด พ 2 ไปผ่าน reverse 

phase silica gel column chromatography จากการผ่านคอลัมน์ทำให้ได้สารที่ทำให้บริสุทธิ 12 ส่วน 

คือ พ 2A1 ถึง พ 2A12 นำสารท้ัง 12 ส่วนที่ได้มาทดสอบความบริฤ[ทธิด้วยวิธี TLC นำสารสกัดทุก
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ส่วนไปทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT assay (หัวข้อ 3.4.3) และคัดกรองความสามารถ 

ในการต้านการอักเสบโดยวิธีการวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ (หัวข้อ 3.4.3)

สำหรับ Streptomyces sp. 0230704 สกัดนํ้าเลี้ยงเชื้อด้วย ethyl acetate นำสารสกัดที่สกัด 

ไต้ไปผ่านคอลัมน์ Sephadex LH-20 column ขนาด 3.8 X 5 เซนติเมตร (ภาคผนวก ข) ไข้เมทานอล 

เป็นตัวทำละลายในการชะผ่านคอลัมน์ จากการผ่านคอลัมน์ของสารสกัดไต้แบ่งสารสกัดออกเป็น 6 

ส่วน คือ A1 ถึง A6 นำแต่ละส ่วนของสารสกัดไปทดสอบความบริส ุทธด ้วย TLC นำสารสกัดทุก 

ส่วนไปทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT assay (หัวข้อ 3.4.2) และทดสอบความสามารถ 

ในการต้านการอักเสบโดยวิธีการวัดปริมาณไนตริกออกไซด์(หัวข้อ 3.4.3) เลือกส่วนของสารสกัด 

A6 เนื่องจากสารสกัดส่วนย่อย A6 มีฤทธในการกดการผลิตไนตริกออกไซด์ในการอักเสบและมี 

ความเป็นพิษต่อเซลล์ตํ่า ไปผ่านคอลัมน์ชนิด Sephadex LH-20 column ขนาด 3.8 X 5 เซนติเมตร 

(ภาคผนวก ข) ไข ้เมทานอลเป ีนต ัวทำละลายในการชะผ่านคอลัมน ์ นำสารท ี่แยกไต ้ไปทดสอบ 

ความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT assay (หัวข้อ 3.4.2) และความสามารถในการต้านการอักเสบ 

โดยวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ (หัวข้อ 3.4.3) เพื่อยืนยันความสามารถในการต้านการอักเสบของ 

สาร และพิส ูจน ์ทราบโครงสร้างโครงสร้างของสารโดย NMR และวิเคราะห์มวลโมเลคุลของสาร 

ด้วยเครือง Mass spectrometer (MS) ชนิด MOLDI-TOF mass spectrometry (ภาคผนวก ข)
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แผนภูมิ 1 ขันตอนการสกัดสารและคัดแยกสารของเมแทบอไลต์จาก Streptomyces sp. D230704
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แผนภูมิ 2 ขั้นตอนการสกัดสารและคัดแยกสารของเมแทบอไลต์จาก Streptomyces sp. 0245704
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3.4 เซลล์และอาหารเล้ียงเซลล์

เซลล์ท ี่ใช ้ค ือ เซลล์ไลน้แมโครฟาจของหนูไมซ์ RAW 264.7 ATCC No.TIB-71 เลี้ยงใน 

อาหารเลียงเซลล Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) ทีเติมด้วย 10% fetal bovine 

serum (FBS) (ภาคผนวก ก) เลียงในจานเลียงเซลล์ชนิด non-tissue culture treated ภายใด้ภาวะ 5% 

คาร์บอนไดออกไซด์ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

3.4.1 การเก็บรักษาเซลล์ RAW 264.7

เก ็บเซลล์ไลน์ RAW 264.7 โดยนำไปปีนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1,000 รอบต่อนาที นาน 5 

นาที เทส่วนใสทิง แล้วละลายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM สำหรับแช่แข็ง (DMEM 

freezing media) (ภาคผนวก ก) ที่เติม 10% DMSO (v/v) ที่เย็นปริมาตร 1 ไมโครลิตร ย้ายเซลล์ลง 

ในหลอด cryogenic ที่เย็นเช่นกัน นำไปเก็บที่อ ุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เก็บไว้อย่างน้อยนาน 1 

คืน เพื่อการเก็บรักษาในเวลานานย้ายหลอดเก็บเซลล์ไปในไนโตรเจนเหลว

3.4.2 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารโดยวิธี MTT

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยวิธี MTT assay ทำได้โดยใช้เซลล์ไลน้ RAW 264.7 

จำนวน 5xl05 เซลล์ต่อมิลลิลิตรในจานเลียงเซลล์ 96 หลุม ในปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์หลุมละ 100 

ไ มโ คร ล ิ ต ร  พิ งไว ้  1 ค ื นในล ู ้ บ ่ มอ ุ ณหภ ู ม ิ  37 องศา เซล เ ซ ี ยส  ภายใต ้ บรรยากาศ  5% 

คาร์บอนไดออกไซด์ แบ่งการทดลองเป็นชุดทดสอบและชุดควบคุม (ชุดละ 3 ซา) ดูดอาหารเลี้ยง 

เซลล์ออก ในชุดทดสอบเติมอาหารใหม่ท ี่ม ีสารตัวอย่างที่ต ้องการทดสอบอยู่ และชุดควบคุมเติม 

อาหารใหม่ที่ม ีต ัวทำละลายของสารทดสอบในปริมาตรเท่ากับปริมาตรสูงสุดของปริมาตรของสาร 

ทดสอบ นำไปบ่มที่อ ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศ 5% คาร์บอนไดออกไซด์ นาน 24 

ชั่วโมง เต ิมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 5 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 

ไมโครล ิตรต ่อหล ุม นำไปบ ่มต ่ออ ีก  4 ช ั่วโมงท ี่สภาวะเด ิม ด ูดอาหารเล ี้ยงเช ื้อท ิ้งเบาๆ ละลาย 

ตะกอน formazan ด้วยสารละลาย 0.4 N HC1 isopropanol (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ดูดข ึนลงจนตะกอนละลายหมด นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate reader (Biochrom, 

England) ที่ความยาวคลื่น 540นาโนเมตร เปอร์เซ ็นต ์ความอยู่รอดของเซลล์ (%cell viability) 

คำนวณได้จากสมการดังนี้

เปอร์เซนต์ความอยู่รอดของเป็นพิษต่อเซลล์ = (OP test-OD blank) X 100

(%cell viability) OD control -OD blank
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หมายเหตุ ODtest คือ ค่าดูดกลืนแสงของการทดลองชุดทดสอบ

ODblank คือค่าดูดกลืนแสงของอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาตร 100ไมโครลิตรเติม 

สารละลาย MTT 10ไมโครลิตรและสารละลาย0.4 NHC1 isopropanol 100ไมโครลิตร 

ODcontrol คือ ค่าดูดกลืนแสงของการทดลองชุดที่เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีตัวทำละลาย 

ของสารทดสอบ

3.4.3การทดสอบฤทธ๋ิต้านการอักเสบโดยการวัดปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์

ความสามารถในการต้านการอักเสบของเมแทบอไลต์วิเคราะห์จากการวัดปริมาณการผลิต 

ไนตริกออกไซด์ของปฏิกิริยาการกระตุ้นเซลล์แมโครฟาจต้วยปฎิกิริยา Griess ซึ่งทำไต้โดยใช้เซลล์ 

ไลห ์ RAW 264.7 จำนวน 5xl05 เซลล์ต่อหลุม ที่อยู่ในปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อ 100 ไมโครลิตรต่อ 

หลุม ลงในจานหลุม 96 หลุม นำไปบ่มที่อ ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศ 5% คาร์บอน 

ไคซ์ออกไซด์ เป็นเวลา 1 คืน แบ่งการทดลองเป็นชุดทดสอบและชุดควบคุม (ชุดละ 3 ชำ) หลังจาก 

ครบเวลาดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งแล้วเติมด้วยอาหารเลียงเซลล์ที่ม ีสารสกัดการทดลองชุดทดสอบ 

และเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ในชุดทดสอบที่เป ็นชุดควบคุมปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มท ี่สภาวะเต ิม 

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นในชุดทดสอบเติมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ม ีความเข้มข้นของสารสกัดทดสอบ 

เท่าเดิมปริมาตร 50 ไมโครลิตรและกระตุ้นด้วย LPS ความเข้มข้นสุดท้ายต่อหลุม 100 นาโนกรัมต่อ 

ม ิลล ิล ิตร (ภาคผนวก ข) และ IFN-y ความเข ้มข ้นสุดท้ายต่อหลุม 10 นาโนกรัมต ่อม ิลล ิล ิตร 

(ภาคผนวก ข) (ปริมาตรรวมอาหารเลี้ยงเซลล์ 100 ไมโครลิตร) นำไปบ่มที่สภาวะเดิมเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ลำหรับช ุดควบค ุมเต ิมอาหารเล ียงเซลล ์ท ี่ทดสอบด ้วยต ัวทำละลายในปริมาตรเท ่าก ับ 

ปริมาตรสูงสุดของสารทดสอบกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-y ความเข้มข้นเดียวกับชุดทดสอบ นำไป 

บ่มที่อ ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศ 5% คาร์บอนไดซ์ออกไซด์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

หลังจากครบเวลาบ่มเตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช้สารละลาย nitrite (ภาคผนวก ข) ละลายใน 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ความเข้มข้น 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 และ 0 ตามลำดับ ปรับให้มี 

ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร (ชุดละ 3 ซา) ทำในจาน 96 หลุม จากนั้นดูดอาหารเลียงเซลล์ในชุด 

ทดลองและช ุดควบคุมมาหลุมละ 50 ไมโครลิตร ลงในจานเพาะเลี้ยง 96 หลุม เติมสารละลาย 

sulfanilamide (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ทุกหลุม บ ่มที่อ ุณหภูม ิห ้องเป็นเวลา 10 นาที 

ในท ี่ม ืดหลังจากน ั้นเต ิมสารละลาย NED (ภาคผนวกข) ป ร ิมาตร50 ไมโครล ิตรต ่อหล ุมบ ่มท ี่ 

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาทีในที่ม ืด เม ื่อครบเวลานำไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate 

reader (Biochrom, England) ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร นำค่าดูดกลืนแสงไปคำนวณตาม 

สมการ ดังนี้
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เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไดซ์ = (NO test-NO min) X100

(% inhibition against nitric oxide production) OD max "OD min

หมายเหตุ ODtest คือ ค่าดูดกลืนแสงของการทดลองชุดทดสอบ และกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-ชุ 

ODmax คือ ค่าดูดกลืนแสงของการทดลองชุดที่ได้ระบการกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-ชุ 

ODmin คือ ค่าดูดกลืนแสงของการทดลองชุดที่ไม่ได้ระบการกระตุ้นด้วย LPS และ IFN-ชุ

3.5 การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนโดยวิธี Western blot

3.5.1 การสกัดโปรตีนจากเซลล์

เลี้ยงเซลล์ไลน์ RAW 264.7 ลงในจาน 24 หลุม จำนวน 2xl05 เซลล์ต่อหลุม ในปริมาณของ 

อาหารเลี้ยงเซลล์ 500 ไมโครลิตร นำไปบ่มท ี่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ภายได้บรรยากาศ 5% 

คาร์บอนไดซ ์ออกไซด์ เป็นเวลา 1 คืน เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ท ี่ม ีสารทดสอบ ในปริมาตร500 

ไมโครลิตร นำไปบ่มท ี่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ภายได้บรรยากาศ 5% คาร์บอนไดช์ออกไซด์ 

นาน 1 ชั่วโมง ปีเปตอาหารเลี้ยงเซลล์ท ิ้ง เต ิมหารหารเล ี้ยงเซลล์ท ี่ม ีสารทดสอบและกระตุ้นด ้วย 

LPS ความเข้มข้นสุดท้ายต่อหลุม 100 นาโนกรัมต ่อมิลล ิล ิตร (ภาคผนวก ข) และ IFN-ชุ ความ 

เข้มข้นสุดท้ายต่อหลุม 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ในปริมาตร 500 ไมโครลิตร นำไป 

บ่มตามเวลาที่กำหนด ปิเปตอาหารเลียงเซลล์ท ิง ล้างด้วยบัฟเฟอร์ IX  PBS ที่เย็น(ภาคผนวก ก) 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นดูดบัฟเฟอร์ IX  PBS ทิ้ง แล้วเติมบัฟเฟอร์ A (ภาคผนวก ข) บน 

นั้าแข็ง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้นปีเปตบัฟเฟอร์ A ออกเช่นกัน สกัดเซลล์ด้วยบัฟเฟอร์ B 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 30 ไมโครลิตรดูดขึ้นลงให้ทั่วหลุม ย้ายสารสกัดโปรตีนไปยังหลอดไมโค 

รเซนตริฟวจ์หลอดใหม่ เขย่าหลอดด้วย vortex นาน 10 วินาที หลังจากนั้นนำไปป่นเหวี่ยงที่ 

ความเร็วรอบ 7,500 xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ป ิเปตส่วนใสบนไปยังหลอดไมโค 

รเซนตริทีเวจใหม่ นำไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป

3.5.2 การวิเคาะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA assay

นำตัวอย่างโปรตีนสกัดที่เก ็บไว้ท ี่อ ุณหภูม ิ -80 องศาเซลเซียส มาละลายบนนำแข็ง เมื่อ 

โปรตีนละลายแล้วนำไปวัดความเข้มข้นของโปรตีนโดยใช้ชุด BCA protein assay kit หลักการและ 

ข ั้นตอนดำเนินการตามบริษ ัทผู้ผลิตคังน ี้ การเตรียม reagent จะทำการผสมระหว่าง reagent A 

reagent B ในอัตราส่วน reagent A: reagent B (50: 1) และเตรียมโปรตีนมาตรฐานเพื่อใช้ทำกราฟ
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ความเข้มข้นโปรตีนมาตรฐาน ( standard curve) ในการเปรียบเทียบกับโปรตีนตัวอย่าง ใช้ Bovine 

serum albumin (BSA) ในการเตรียมโดยเตรียม BSA ให้มีความเข้มข้นต่างๆ คือ 1,000, 500, 250, 

125, 62.5, 31.25 และ 0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ลงในจาน 96 หลุม ปรับปริมาตรให้ได้ 

10 ไมโครลิตร จากนั้นทำการเจือจางโปรตีนตัวอย่างลง 10 เท่าด้วยนํ้ากลั่นปลอดเชื้อ (ทำ 2 ซา) 

ปรับปริมาตรให้ได้10ไมโครลิตรลงในจาน96หลุมเติม reagent ท่ีเตรียมไว้ลงในหลุมตัวอย่าง 

และโปรตีนมาตรฐานทุกหลุม ผสมให้เข้ากัน นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

ทำไปวัดด้วยเคร่ือง Microplate reader ที่ค่าดูดกลืนแสง 540 นาโนเมตร นำค่าท่ีได้ไปเปรียบเทียบ 

กับกราฟโปรตีนมาตรฐาน

3.5.3 Western blot

เต ร ีย ม เจ ล  S D S -p o ly a cry la m id e  ต า ม ภ า ค ผ น ว ก  ข ห ัว ข ้อ  12-15 ว ัด ป ร ิม า ณ โป ร ต ีน แ ล ะ ท ำ  

ให ้เจ ือ จ า ง โ ด ย ให ้ป ร ิม า ณ โ ป ร ต ีน ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น อ ย ู่ร ะ ห ว ่า ง  30-60 ไ ม โ ค ร ก ร ัม  ผ ส ม โ ป ร ต ีน ท ี่ท ำ ก า ร  

เจ ือ จ า ง แ ล ้ว ก ัน ส า ร ล ะ ล า ย บ ัฟ เฟ อ ร ์ 2X L aem m li (ภ า ค ผ น ว ก  ข ) ใ น อ ัต ร า ส ่ว น  1:1 ข อ ง ป ร ิม า ต ร  

โป ร ต ีน  น ำ โ ป ร ต ีน ไ ป ท ำ ใ ห ้เส ีย ส ภ า พ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 100 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  5 น า ท ี ใ น ก ล ่อ ง  heat 

b o x  แ ล ะ ใ ส ่ใ น  S D S -p o ly a cry la m id e  ท ี่เต ร ีย ม ไ ว ้ ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  Protein  III sy stem  (B io -R a d , U S A ) นำ 

โ ป ร ต ีน ท ี่ท ำ ใ ห ้เส ีย ส ภ า พ แ ล ้ว ไ ป โ ห ล ด ล ง ห ล ุม ข อ ง เจ ล  S D S -p o ly a cry la m id e  ท ี่เต ร ีย ม ไ ว ้โ ด ย ใ ห ้ 1 

ห ล ุม เป ็น  m olecu lar  w e ig h t m arker ใ ส ่ต ัว อ ย ่า ง ใ น ป ร ิม า ต ร  2.5 ไ ม โ ค ร ล ิต ร  จ า ก น ัน ป ร ับ โ ป ร แ ก ร ม  

เค ร ื่อ ง  Protein  III sy stem  ใ ห ้ป ร ิม า ณ ก ร ะ แ ส ไ ฟ ฟ ้า อ ย ู่ท ี่ 100 โ ว ล ต ์ เป ็น เว ล า  90 น า ท ี จาก น ั้น น ำ  

เจ ล อ อ ก ใ ส ่ไ ว ้ไ น บ ัฟ เฟ อ ร ์ส ำ ห ร ับ โ อ น ถ ่า ย  ต ัด เม ม เบ ร น  P V D F  (G E  H ealthcare, U S A ) แ ล ะ ก ร ะ ด า ษ  

ก ร อ ง  ใ ห ้ม ีข น า ด เท ่า ก ับ ข น า ด ข อ ง เจ ล  น ำ ไ ป ใ ส ่ใ น บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ transfer ( ภ า ค ผ น ว ก  ข ) น ำ เจ ล ไ ป  

transfer ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  T ransfer-B lot®  S D  (B io -R a d , U S A ) โด ย ว า ง ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  3 แ ผ ่น  แ ล ้ว ว า ง เจ ล ล  

ง บ น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  จ า ก บ ัน ว า ง เม ม เบ ร น แ ล ะ ว า ง ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง อ ีก  3 แ ผ ่น บ น แ ม น เบ ร น  จ ัด ให ้เร ีย ง  

อ ย ู่ใน แ น ว เด ีย ว ก ัน  ก ำ จ ัด ฟ อ ง อ า ก า ศ ด ้ว ย ก า ร ก ล ิ้ง ห ล อ ด แ ล ้ว ไ ป ใ น ท า ง เด ีย ว ก ัน  3 ค ร ั้ง  บ น ก ร ะ ด า ษ  

กรองแผ่นบนส ุด  โ ด ย ไ ม ่ใ ห ้อ ุป ก ร ณ ์ท ัง ห ม ด ข ย ับ  จ า ก บ ัน ป ิด ฝ า เค ร ื่อ ง  แ ล ้ว ป ร ับ เค ร ื่อ ง ใ ห ้ม ีค ่า  

แ อ ม แ ป ร ์ท ี่9 0 แ อ ม แ ป ร ์น า น 90 น า ท ีต ่อ  1 เจ ล เม ื่อ ค ร บ เ ว ล า น ำ เม ม เบ ร น ไ ป ใ ส ่ใ น ส า ร ล ะ ล า ย  

b lo ck in g  น าน  5 น าท ี 2 ค ร ัง  บ น เค ร ื่อ ง  rocker (L abnet International Inc, U S A ) ย ้า ย แ ผ ่น เม น เบ ร น  

ไ ป บ ่ม ก ับ แ อ น ต ิบ อ ด ีป ฐ ม ภ ูม ิ ท ี่ท ำ ก า ร เจ ือ จ า ง ใ น ส า ร ล ะ ล า ย  b lo ck in g  ต า ม ค ว า ม เข ้ม ข ัน ต า ม ต า ร า ง

3.2 บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง น า น  60 น าท ี แ ล ้ว น ำ ไ ป บ ่ม ท ี่ 4 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  น า น  1 ค ืน  จ า ก บ ัน น ำ ม า บ ่ม ท ี่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง อ ีก  6 0 น า ท ี เท แ อ น ต ิบ อ ด ีป ฐ ม ภ ูม ิท ิ้ง  ล ้า ง ด ้ว ย ส า ร ล ะ ล า ย บ ัฟ เฟ อ ร ์ IX P B S T  

(ภ า ค ผ น ว ก  ข ) น า น  5 น า ท ี 2 ค ร ัง  15 น า ท ี 2 ค ร ั้ง  เต ิม แ อ น ต ิบ อ ด ีท ุต ิย ภ ูม ิท ี่ท ำ ใ ห ้เจ ือ จ า ง ใ น
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ส า ร ล ะ ล า ย  b lo ck in g  (ภ า ค ผ น ว ก  ข ) ค ว า ม เข ้ม ข ้น ใ น อ ัต ร า ส ่ว น แ อ น ต ิบ อ ด ีท ุต ิย ภ ูม ิต า ม ต า ร า ง  3.2  

ป ร ิม าต ร  4  ม ิล ล ิล ิต ร  บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  น า น  6 0  น าท ี เท แ อ น ต ิบ อ ด ีท ุต ิย ภ ูม ิท ิ้ง  ล ้า ง ด ้ว ย ส า ร ล ะ ล า ย  

บ ัฟ เฟ อ ร ์ IX  P B S T  น าน  5 น าท ี 2 ค ร ัง  ต าม ด ้ว ย  15 น าท ี 2 ค ร ัง  (แ อ น ต ิบ อ ด ีท ุต ิย ภ ูม ิท ี่ใ ช ้จ ะ ต ิด ฉ ล า ก  

ด ้ว ย  horserad ish  peroxid ase; H R P) (A m ersh am  B io sc ie n c e s , E ngland) น ำ ไ ป ว ัด ส ัญ ญ า ณ ก า ร  

แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง โ ป ร ต ีน ด ้ว ย  ch em ilu m in esen ce  แ ล ะ  autoradiography

ตาราง 3.2 อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง แ อ น ต ิบ อ ด ีป ฐ ม ภ ูม ิ

แ อ น ต ิบ อ ด ี
อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม  

เข ้ม ข ้น ท ี่ใช ้

ร ะ ย ะ เว ล า ใน ก า ร  

ป ร ะ ก บ ฟ ิล ์ม

M o u se  anti-(3-actin A b* 1: 1 0 ,0 0 0 5 ว ิน า ท ี

R abbit a n ti-iN O S  A b* 1 :2 ,0 0 0 5 น าท ี

R abbit an ti-p h osp h o-p 65  A b* 1 :4 ,0 0 0 3 น าท ี

R abbit an ti-tota l-p 65  A b* 1 :4 ,0 0 0 3 น าท ี

R abbit an ti-p h osp h o -S A P K /JN K  A b* 1 :4 ,0 0 0 5 น าท ี

R abbit anti-tota l- S A P K /J N K  A b* 1 :4 ,0 0 0 5 น าท ี

R abbit an ti-p h osp h o -p 4 4 /42  A b* 1 :4 ,0 0 0 1 น าท ี

R abbit anti-tota l- p 4 4 /4 2  A b* 1 :4 ,0 0 0 1 น าท ี

Rabbit an ti-p h osp h o-p 38  A b* 1 :4 ,0 0 0 1 0 น าท ี

R abbit anti-to ta l-p 38  A b* 1 :4 ,0 0 0 10 น าท ี

Rabbit anti-p hosph o-IK B (X  A b* 1 :4 ,0 0 0 1 0 น าท ี

M o u se  anti-tota l-IK B Œ  A b* 1: 4 ,0 0 0 10 น าท ี

S h eep  an ti-m ou se-H R P  A b** 1: 5 ,0 0 0 -

D o n k ey  anti-rabbit-H R P  A b** 1 :4 ,0 0 0 -

G oat anti-rabbit-H R P  A b* 1 :4 ,0 0 0 -

ห ม ายเห ต ุ * จ าก บ ร ิษ ัท  Cell signaling Technology11 (M A ) และ ** จ าก บ ร ิษ ัท  Amersham Biosciences (U K )

3.5.4 การตรวจวัดสัญญาณ chemiluminesence ด้วยวิธี autoradiography

ก า ร ต ร ว จ ว ัค ส ัญ ญ า ณ ด ้ว ย ว ิธ  ch em ilu m in esen ce  แ ล ะ  autoradiography ท ำ ไ ด ้โ ด ย เต ร ย ม ใ น  

ส ับ ส เต ร ต ผ ส ม ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย บ ัฟ เฟ อ ร ์ A  แ ล ะ ส า ร ล ะ ล า ย บ ัฟ เฟ อ ร ์ B (ภ า ค ผ น ว ก  ข ) แ ล ะ เต ิม ล ง บ น  

เม ม เบ ร น  P V D F  ท ี่ด ้อ ง ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ บ ่ม เป ็น เว ล า  1-2 น า ท ี บ น เค ร ื่อ ง  rocker น ำ ฟ ล ้ม  h igh  

perform ance ch em ilu m in esen ce  ว า ง ล ง บ น เม ม เบ ร น  จ ับ เว ล า  น ำ ฟ ล ้ม ล ้า ง ด ้ว ย น ํ้า ย า ส ำ ห ร ับ ล ้า ง ฟ ล ้ม

i  n Ç 'm K
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เขย่าเบา  ๆนาน 30 วินาที หรือจนกว่าจะเห็นแถบสัญญาณ นำไปล้างด้วยน้ี,า จากน้ันนำฟิล์มลงไปใน 

น้ีายาสำหรับ fix เป็นเวลาประมาณ 1 นาที ล้างด้วยน้ีาอีกคร้ัง จากน้ันนำไปทำให้แห้ง (air dried) 

แล้วนำเมมเบรนล้างด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ IX PBST เป็นเวลา 5 นาที 2 ครัง ตามด้วย 15 นาที 2 

คร้ัง แล้วจึงนำไปจับกับแอนติบอดีตัวอื่นต่อไป

3.6 การศึกษาการแสดงออกของ mRNA

3.6.1 การสกัด total RNA

เล ี้ย ง เซ ล ล ์'ใล น ์ R A W  2 6 4 .7 ล ง ใ น จ า น 2 4  ห ล ุม  จ ำน ว น  2 x l0 5 เซ ล ล ์ต ่อ ห ล ุม  ใน ป ร ิม า ณ ข อ ง  

อ า ห า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ 5 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  น ำ ไ ป บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ภ า ย ใ ต ้บ ร ร ย า ก า ศ  5%  

ค า ร ์บ อ น ไ ด ซ ์อ อ ก ไ ซ ด ์ เป ็น เว ล า  1 ค ืน  เป ล ี่ย น อ า ห า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ท ี่ม ีส า ร ท ด ส อ บ  ใ น ป ร ิม า ต ร 500  

ไ ม โ ค ร ล ิต ร  น ำ ไ ป บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ภ า ย ใ ต ้บ ร ร ย า ก า ศ  5% ค า ร ์บ อ น ไ ด ซ ์อ อ ก ไ ซ ด  ์

น า น  1 ช ั่ว โ ม ง  ป ิเป ต อ า ห า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ท ิ้ง  เต ิม ห า ร ห า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ท ี่ม ีส า ร ท ด ส อ บ แ ล ะ ก ร ะ ต ุ้น ด ้ว ย  

LPS ค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย ต ่อ ห ล ุม  100 น า โ น ก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  (ภ า ค ผ น ว ก  ข ) แ ล ะ  I F N -y  ค ว า ม  

เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย ต ่อ ห ล ุม  10 น า โ น ก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  (ภ า ค ผ น ว ก  ข) ใน ป ร ิม า ต ร  5 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  น ำ ไ ป  

บ ่ม ต า ม เว ล า ท ี่ก ำ ห น ด  เม ื่อ ค ร บ เว ล า ก า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ ก ำ จ ัด อ า ห า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์โ ด ย ป ิเป ต ส ่ว น ข อ ง อ า ห า ร  

เล ี้ย ง เซ ล ล ์ท ิ้ง  ส ก ัด  R N A  ข อ ง เซ ล ล ์ด ้ว ย  TRizol® reagent ป ร ิม า ต ร  1 ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ด ูด  reagent ข ึ้น ล ง  

ให ้ท ั่ว ห ล ุม  บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  5 น าท ี ย ้าย  lysate ล ง ไ ม โ ค ร เซ น ต ร ิฟ ิว จ ์ห ล อ ด ใ ห ม ่ เต ิม  chloroform 
ป ร ิม าต ร  1 ไ ม โ ค ร ล ิต ร ต ่อ  TRizol* 1 ม ิล ล ิล ิต ร  ห ร ือ  5 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  เข ย ่า ห ล อ ด แ ร ง ๆ ด ้ว ย ม ือ  น าน  

15 ว ิน า ท ี ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้ที่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  2 -3  น า ท ี นำไ ป ป ่น เห ว ี่ย ง ที่ค ว า ม เร ็ว ร อ บ  1 2 ,0 0 0  x D g  น าน  15 

น าท ี ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ห ล ัง จ า ก ป ่น เห ว ี่ย ง ส า ร ล ะ ล า ย ผ ส ม จ ะ แ ย ก ช ั้น โ ด ย ช ั้น ล ่า ง ท ี่ม ีล ีแ ด ง  

จ ะ เป ็น ช ั้น ข อ ง  phenol-chloroform แ ล ะ ช ั้น บ น ท ี่ไ ม ่ม ีส ีจ ะ เป ็น ช ั้น ท ี่ม ี R N A  อ ย ู่ใ ห ้ด ูด ส ่ว น บ น ไ ป ย ัง  

ห ล อ ด ไ ม โ ค ร เซ น ต ร ิฟ ิว จ ์ห ล อ ด ใ ห ม ่ (4 0 0 -4 5 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ส ำ ห ร ับ  TRizol® 1 ม ิล ล ิล ิต ร  แ ล ะ  2 0 0 -  

2 5 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ส ำ ห ร ับ  TRizol® 5 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร )  ต ก ต ะ ก อ น  R N A  ด ้ว ย  isopropanol ป ร ิม า ต ร  1 

ม ิล ล ิล ิต ร  (ห ร ือ  5 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร )  น ำ ไ ป ป ่น เห ว ี่ย ง ท ี่ค ว า ม เร ็ว ร อ บ  1 2 ,00 0  xg น าน  15 น า ท ี ท ี่อ ุณ ห ภ ูม  ิ

4 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เท ส ่ว น ใ ส ท ิ้ง  ล ้า ง ต ะ ก อ น  R N A  ด ้ว ย  75%  ethanol เย ็น ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร  (ห ร ือ  

5 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร )  ผ ส ม ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย  vortex น ำ ไ ป ป ่น เห ว ี่ย ง ท ี่ค ว า ม เร ็ว ร อ บ  7 ,5 0 0  xg น า น  10 น าท ี 

ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ4 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส เท ส ่ว น ใ ส ท ิ้ง แ ล ะ ป ล ่อ ย ใ ห ้ R N A  แ ห ้ง ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง น า น 5 - 1 0 น าท  ี

เต ิม น ี้า  DEPC-treated ป ร ิม า ต ร  2 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  แ ล ้ว น ำ ไ ป บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 5 5 -6 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  น าน  

10 น าท ี น ำ ไ ป  R N A  ไ ป เก ็บ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ -8 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส
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3.6.2 การสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA)
วัดปริมาณ RNA ด้วยโดยใช้เครื่อง NanoDrop ตามขั้นตอนที่ระบุไว้ของบริษัทผู้ผลิต 

ในการสังเคราะห์ cDNA ปิเปต random hexamer (Qiagen, Germany) ปริมาตร 0.5 ไมใครลิตรต่อ 
ปฏิกิริยา ลงในหลอด PCR เติม RNA 0.5-1 ไมโครกรัม และปรับปริมาตรของปฏิกิริยาโดยใช้นำ 
DEPC treated ที่ปลอดเชื้อให้เป็น 12.5 ไมโครลิตร ผสมส่วนประกอบให้เข้ากันแล้วนำไปบ่มที่ 65 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที หลังจากบ่มแล้วนำไปวางบนนำแข็งนาน 5 นาที แล้วจึงเติม 
ส่วนประกอบของปฏิกิริยาดังแสดงในตาราง 3.3

ตาราง 3.3 องค์ประกอบของปฏิกิริยาสังเคราะห์ cDNA
Reagent ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร)

5X RT buffer* IX 4
dNTP mix** 1 raM 2
RNase Inhibitor* 20 u/reaction 0.5
reversase transcriptase* 200 U/reaction 1
Total volume 7.5

หมายเหตุ * บริษัทผู้ผลิต Fermentus, Canada, ** บริษัทผู้ผลิต Qiagen, Germany

โดยสภาวะ การทำปฏิกิริยาการสังเคราะห์ cDNA เป็นดังนี้
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที
โดยการสังเคราะห์จะใช้ด้วยเครื่อง Bioer Life Express (Bioer technology, China) เก็บ 

cDNA ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป

3.6.3 ปฏิกิริยาสูกโซ่พอริเมอเรสชนิดวัดตามปริมาณตามเวลาจริง (Quantitative real
time PCR, qPCR)

นำส่วนประกอบของปฏิกิริยาหมดในตาราง3.4ใส่ลงในหลอดส่าหรับทำปฏิกิริยา จากนัน 
นำไปใส่ในเครื่อง โดยอุณหภูมิของปฏิกิริยาและจำนวนรอบของปฏิกิริยาตามตาราง 3.5 ด้วยเครื่อง 
MJ Mini personal Thermal cycler (Biorad, USA)
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ตาราง 3.4 องค์ประกอบของ qPCR
สารเคมี ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร)

Molecular biology Grade water - 9
SYBR green (BioRAD) - 12.5
primer A (forward primer) 10 pM 0.75
primer H (reverse primer) 10 pM 0.75
cDNA 0.5-1 ng/pl 2
Total volume 25

ตามสภาวะของปฏิกิริยา ดังนี้ 
Hot start 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที
Denaturing 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที '
Annealing X องศาเซลเซียส นาน 30 นาที *■ Y รอบ
Extension 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที '
Final extension 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที

ตาราง 3.5 อุณหภูมิสำหรับการอ ะนิวลิง (X) และจำนวนของรอบของปฏิกิริยาลูกโซ่เพอริเมอเรส
(Y) ชนิดวัดปริมาณตามเวลาจริง

ไพรเมอร์ อุณหภูมิสำหรับการอะนิวลิง 
(องศาเซลเซียส)

จำนวนรอบของปฏิกิริยา 
(รอบ)

โท/]-actin 55 40
m iN O S 60 40
mTNFOL 55 40
mIL -6 52 40
m IL -10 58 45
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3.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ
การวิเคราะห์ค่าทางสถิติของข้อมูลมาจากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม IBM SPSS statistics 

รุ่น 19 วิเคราะห์ความแตกต่างแบบ t-test จากการทดลอง 3 ซาของการทดลอง 2 ครั้งที่เปีนอิสระต่อ 
กัน เปรียบเทียบกับการทดลองชุดควบคุม ค่าสถิติท่ีมีแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญท่ีระดับ P value < 0.05
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