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 งานวิจัยนี้ไดผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพ่ือใชในการตรวจการติดเชื้อ extra small virus 
(XSV) ในกุงกามกราม โดยกระตุนแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ BL21 และ E.coli สายพันธุ 
BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEX-6P-1-XSV และ pET15b-XSV ใหผลิตรีคอมบิแนนท
แคปซิดโปรตีน ซึ่งเปนโปรตีนสายผสมกับ glutathione-S-transferase (GST) และ 6xHis ตามลาํดับ 
ดวย 1 mM IPTG เม่ือแยกรีคอมบิแนนทแคปซิดโปรตีนใหบริสุทธิ์จากการนําไปผานการแยกโดย 
SDS-PAGE และทําใหบริสุทธิ์โดย electroelution พบวารีคอมบิแนนทแคปซิดโปรตีนทั้งสองชนิดที่
ผลิตไดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 42 และ 20 กิโลดาลตัน ตามลําดับ จากนั้นนําไปฉีดกระตุน
ภูมิคุมกันในหนูขาว และเม่ือนําไปผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีพบวาสามารถผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอ XSV ได 6 โคลน ไดแก XSV1, XSV19E, XSV19G, XSV17, 
XSV10 และ XSV8 ที่สามารถจับกับรีคอมบิแนนทแคปซิดโปรตีนและเชื้อ XSV จากกุงที่ติดเชื้อตาม
ธรรมชาติ และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับรีคอมบิแนนทแคปซิดโปรตีนของ MrNV, WSSV, TSV,YHV, 
PemoNPV, PmDNV และ PstDNV เม่ือทดสอบดวยวิธี dot blotting และสามารถจับกับแคปซิด
โปรตีนธรรมชาติของ XSV ที่มีน้ําหนักโมเลกุล 16 และ 17 กิโลดาลตัน ดวยวิธี western blotting  
โมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้ง 6 โคลนที่ผลิตไดเปน IgG โดยมี subclass เปน IgG1, IgG2a, IgG2b 

และ light chain เปน kappa (K) โดยที่ XSV1, XSV8, XSV10 และ XSV17 มีอิพิโทปตางกัน  
เม่ือทดสอบความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยใชรีคอมบิแนนทแคปซิดโปรตีนที่ทําใหบริสุทธิ์ 
พบวา XSV1 มีความไวสูงสุดในการจับกับรีคอมบิแนนทแคปซิดโปรตีนเทากับ 0.5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร (10 เฟมโตโมล/ไมโครลิตร) และตรวจหาเชื้อ XSV จากสารสกัดเน้ือเยื่อของกุงกามกรามที่
ติดเชื้อตามธรรมชาติที่เจือจาง 1:64 ดวยวิธี dot blotting 
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 The objective of this study is to produce monoclonal antibodies (MAbs) that can be 
used to detect extra smaii virus (XSV) in Macrobrachium rosenbergii. After induction of 
recombinant plasmid pGEX-6P-1-XSV in E.coli strain BL21 and pET15b-XSV in E.coli strain 
BL21 (DE3) with 1mM IPTG ,a glutathione-S-transferase (GST) and 6xHis tagged XSV 
capsid proteins with a molecular masses of 42 and 20 kDa were obtained, respectively.  
The recombinant protein was purified by SDS-PAGE, electroeluted and used for 
immunization into Swiss mice for monoclonal antibody production. Six hybridoma clones 
(XSV1, XSV19E, XSV19G, XSV17, XSV10 and XSV8) produced antibodies specific to XSV 
capsid protein. All MAbs bound to the natural XSV protein without cross-reactivity to 
recombinant proteins of MrNV, WSSV, TSV, YHV, PemoNPV, PmDNV and PstDNV as 
determined by dot blotting. These MAbs bound to natural XSV protein with molecular 
masses of 16 and 17 kDa as determined by Western blot assay. The monoclonal antibodies 
belong to IgG with subclass IgG1, IgG2a and IgG2b with kappa (K) light chain. The detection 
sensitivity of the XSV MAbs (XSV1) was approximately 0.5 μg/ml (10 fmol/microlit) of 
purified recombinant GST-XSV and 1:64 of XSV infection in M. rosenbergii as determined 
by dot blotting. 
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 ปริญญานิพนธนี้สําเร็จไดดวยดีเปนเพราะผูวิจัยไดรับคําแนะนําอยางดียิ่งจากผูชวย
ศาสตราจารย ดร.ศิวาพร ลงยันต ประธานกรรมการควบคุมปริญญานิพนธ ศาสตราจารย  
ดร.ไพศาล สิทธิกรกุล กรรมการควบคุมปริญญานิพนธ รองศาสตราจารย ดร.วีระวรรณ สิทธิกรกุล  
ผูคอยตักเตือน สั่งสอน และแนะนําทั้งในดานวิทยาการและจริยธรรมประกอบการทําปริญญานิพนธ
ที่สมบูรณ ขาพเจาขอขอบพระคุณไว ณ โอกาสน้ี 
 ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.ปรินทร ชัยวิสุทธางกูร ที่กรุณารับเปนประธาน
กรรมการสอบเคาโครงปริญญานิพนธ และคณาจารยทุกทานที่ใหความรูแกผูวิจัยตลอดการศึกษา 
คุณสมบัติ รักประทานพร ผูชวยนักวิจัยจากศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
สําหรับความชวยเหลือและคําแนะนําตางๆ ทําใหงานวิจัยน้ีสําเร็จลุลวงไดดวยดี ขาพเจา
ขอขอบพระคุณเปนอยางสูง 
 ขอขอบพระคุณอาจารย ดร.ประวัติ อังประภาพรชัย และ อาจารย ดร.นุจรี สุวรรณมังกูล 
ที่รับเปนกรรมการสอบเคาโครงปริญญานิพนธ ชวยแกไขปริญญานิพนธฉบับน้ีใหมีความสมบูรณ
และเปนที่ยอมรับในเชิงวิชาการมากย่ิงขึ้นและดร.แสงจันทร เสนาปน จาก หนวยวิจัยเพ่ือความเปน
เลิศเทคโนโลยีชีวภาพกุง มหาวิทยาลัยมหิดล ที่กรุณารับเปนคณะกรรมการการสอบปริญญานิพนธ 
อีกทั้งกรุณาอนุเคราะหทุนสนับสนุนและตัวอยางกุงกามกรามที่ติดเชื้อ XSV รวมทั้งคุณธนัชพร  
อุทัยรังษี ทําใหงานวิจัยนี้สําเร็จลุลวงไดดวยดี 
 ขอขอบพระคุณภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
ประสานมิตร ที่ไดเอ้ือเฟอสถานที่ เคร่ืองมือ และอุปกรณตางๆใหขาพเจาไดใชตลอดระยะเวลาของ
การทําปริญญานิพนธฉบับน้ี ขอขอบพระคุณศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิและ 
หนวยวิจัยเพ่ือความเปนเลิศเทคโนโลยีชีวภาพกุง มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ไดใหเงินทุนอุดหนุน
การศึกษาและการวิจัยครั้งน้ี 
 ขอบคุณ คุณวารุณี หะยีมะสาและ และคุณชลินันท เพ็งสุข รวมทั้งรุนพ่ีทุกทานใน
หองปฏิบัติการโมโนโคลนอลแอนติบอดีและหองปฏิบัติการอณูชีววิทยา ขอบคุณ คุณประดิษฐ  
หวังมาน และเพ่ือนๆทุกคนที่ใหความชวยเหลือและใหกําลังใจมาโดยตลอด 
 
 ทายที่สุดน้ีขาพเจาขอขอบพระคุณคุณบิดา มารดา พ่ีและนอง ที่เปนแรงใจ ขอบคุณ
แรงผลักดันที่ทําใหตลอดระยะเวลาที่ทําการศึกษา และวิจัยไดเรียนรูจนสําเร็จลุลวงดวยดี และ 
ขอนําเอาผลประโยชนอันเกิดจากปริญญานิพนธฉบับนี้ทั้งหมดมอบเปนกุศลแกสัตวทดลอง ที่ไดสละ
ชีวิตเพ่ือการทําปริญญานิพนธของขาพเจา 
               สิริจันทรา สานนท 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. LB broth    

Tryptone 5.0  กรัม 

Yeast-extract 2.5  กรัม 

NaCl 5.0  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 500.0  มิลลิลติร 

2. LB agar    
Tryptone 5.0  กรัม 
Yeast-extract 2.5  กรัม 
NaCl 5.0  กรัม 
Agar 7.0  กรัม 
เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 500.0  มิลลิลติร 
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บัฟเฟอรและสารเคมี 

 
1.10X TBE buffer 

Tris-HCL (ปรับ pH 8.3) 108.0  กรัม 
Boric acid 55.0  กรัม 
EDTA 9.0  กรัม 
เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1000.0  มิลลิลติร 

2. 100 mM IPTG 

IPTG  238.0  มิลลิกรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 10.0  มิลลิลติร 

3. Buffer B (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M Urea pH 6.3) 
NaH2PO4 1.38  กรัม 

Tris-HCl (ปรับ pH 6.3) 0.12  กรัม 

Urea 48.05  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 100.0  มิลลิลติร 

4. 100 mM PMSF 

PMSF 17.4  มิลลิกรัม 

Isopropanol 1.0  มิลลิลติร 

5. 0.15 M Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2 
NaCl 8.00  กรัม 

KCl 0.20  กรัม 

KH2PO4 0.20  กรัม 

Na2HPO4 1.15  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1,000.00  มิลลิลติร 

6. 5% Blotto 

นมพรองมันเนย (Skimmed milk) 5.0  กรัม 

PBS 100.0  มิลลิลติร 

1% Merthiolate (Sigma) 1.0  มิลลิลติร 
Triton X-100 (Sigma)  0.1  มิลลิลติร 

7. 1% Merthiolate   
Thimerosal (Sigma) 1.0  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 100.0  มิลลิลติร 
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8. 1 M KCl 
KCl 7.46  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1,000.00  มิลลิลติร 

9. 1% SDS 
sodium dodecyl sulfate (SDS) 1.0  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 100.0  มิลลิลติร 
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สารเคมีสําหรับใชในการผลิตเซลลไฮบริโดมา 

 
1. RPMI medium 

RPMI 1640 (Gibco BRL, USA)  10.4  กรัม 

D-glucose (Sigma) 3.6  กรัม 

L-glutamine (Sigma) 0.2923  กรัม 

C3H3O3Na 1.1005  กรัม 

NaHCO3 2.0160  กรัม 

HEPES 5.9525  กรัม 

Penicillin G 20,000  units 
Streptomycin 200  มิลลิกรัม 

น้ํากลั่น (Milli Q water) 1,000  มิลลิลติร 

กรองดวย sterilized millipore membrane 0.22 ไมโครเมตร เก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
2. 20% Fetal bovine serum   

RPMI medium (1) 80.0  มิลลิลติร 

Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia)    

หรือ Bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia) 20.0  มิลลิลติร 

100X HT supplement (Gibco BRL, USA) 1.0  มิลลิลติร 

3. HAT medium 

เม็ดเลือดแดงจากหนูเมาสเขมขน 1%ในRPMI medium 80.0  มิลลิลติร 

FBS 20.0  มิลลิลติร 
100X HT supplement 1.0  มิลลิลติร 
50X Aminopterin (Sigma) 2.0  มิลลิลติร 

4. 40% Polyethylene glycol 
Polyethylene glycol 2.0  กรัม 
RPMI medium (1) 3.0  มิลลิลติร 
เติม RPMI (1) ลงในพอลิเอธิลีนไกลคอลที่ปราศจากเชือ้ บมในตูบมคารบอนไดออกไซด ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กอนนํามาใช 
 
5. 12% Dimethylsulfoxide    

Dimethylsulfoxide (Sigma) 12.0  มิลลิลติร 
RPMI medium 88.0  มิลลิลติร 

เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนนํามาใช 
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บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับ 
SODIUM DODECYL SULFATE POLYACRYLAMIDE GEL 
ELECTROPHORESIS (SDS-PAGE) และ WESTERN BLOT 

 
1. Stock solution    

1.1 Monomer solution (30% T, 2.7% CBis) 
Acrylamide 58.4  กรัม 

N,N’-methylene-bis-acrylamide 1.6  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 200.0  มิลลิลติร 

เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
1.2 4X Running gel buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane 36.3  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 200.0  มิลลิลติร 

ปรับ pH ดวย 0.1 N NaOH 

1.3 4X Stacking gel buffer (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) 
Tris 3.0  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 50.0  มิลลิลติร 

ปรับ pH ดวย 0.1 N HCl 
1.4 10% SDS     

sodium dodecyl sulfate 50.0  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 500.0  มิลลิลติร 

1.5 แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 

แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต 0.1  กรัม 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1.0  มิลลิลติร 

1.6 Running gel overlay 

0.15 M Tris-HCl (1.2) 25.0  มิลลิลติร 

10% SDS (1.4) 1.0  มิลลิลติร 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 100.0  มิลลิลติร 
1.7 2X Treatment buffer 

0.5 M Tris-HCl (1.3) 2.5  มิลลิลติร 

10% SDS (1.4) 4.0  มิลลิลติร 

Glycerol 2.0  มิลลิลติร 
2-mercaptoethanol 1.0  มิลลิลติร 
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น้ํากลั่น 0.5  มิลลิลติร 

 
2. การเตรียม separating gel และ stacking gel 

2.1 12% separating gel (12% T 2.7% CBis) 
Monomer solution (1.1) 10.0  มิลลิลติร 

0.15 M Tris-HCl pH 8.8 (1.2) 7.5  มิลลิลติร 

10% SDS (1.4) 0.3  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 12.1  มิลลิลติร 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต เขมขน 10% (1.5) 150.0  ไมโครลิตร 
TEMED 10.0  ไมโครลิตร 

2.2 4% Stacking gel (4% T 2.7% CBis) 
Monomer solution (1.1) 2.7  มิลลิลติร 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8 (1.3) 5.0  มิลลิลติร 

10% SDS (1.4) 0.2  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 12.2  มิลลิลติร 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต เขมขน 10% (1.5) 100.0  ไมโครลิตร 
TEMED 10.0  ไมโครลิตร 
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ตาราง 1 สวนผสมพอลิอะคริลาไมดของ separating gel และ stacking gel 
 

สวนผสม Separating gel 
12% T 2.7% CBis 

Stacking gel 
4% T 2.7% CBis 

30% T 2.7% CBis 10.0 มิลลิลติร 2.66 มิลลิลติร 

Tris-Cl เขมขน 5 โมลาร pH 8.8 (1.2) 7.5 มิลลิลติร - 
Tris-Cl เขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8 (1.3) - 5.0 มิลลิลติร 

SDS เขมขน 10% 0.3 มิลลิลติร 0.2 มิลลิลติร 
น้ํากลั่น 12.1 มิลลิลติร 12.2 มิล  ิลิตร 

ผสมและใชปมสุญญากาศดึงอากาศออกจากสารละลาย 

แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (1.5) 150 ไมโครลติร 100 ไมโครลติร 

TEMED 10 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 

ผสมและเทอยางรวดเร็วลงในชองวางระหวางกระจก  
 
3. Running buffer 

   

   3.1 SDS-PAGE Tank buffer 
Tris 12.0  กรัม 

Glycine 57.6  กรัม 

10% SDS (1.4) 40.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 4,000.0  มิลลิลติร 
4. สารละลายยอมสีโปรตีน และลางสียอมสวนเกิน 

4.1 สารละลายยอมสีโปรตีน (Coomassie blue) 
4.1.1 Stain stock (1% Coomassie blue R-250) 

1.0  กรัม Coomassie blue R-250 
น้ํากลั่น 100.0  มิลลิลติร 

4.1.2 Stain 

Stain stock (4.1.1) 50.0  มิลลิลติร 

Methanol 250.0  มิลลิลติร 
50.0  มิลลิลติร Glacial acetic acid 

น้ํากลั่น 500.0  มิลลิลติร 
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4.2 สารละลายลางสียอมสวนเกิน 

4.2.1 Destain 1 
Methanol 500.0  มิลลิลติร 
Glacial acetic acid 100.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 1,000.0  มิลลิลติร 
4.2.2 Destain 2 

Methanol 50.0  มิลลิลติร 
Glacial acetic acid 70.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 1,000.0  มิลลิลติร 
วิธีการยอมและลางสีเจล 
  ถอดเจลจากกระจกแชในสี Coomassie blue (4.1.2) เขยาเบาๆเปนเวลา 2-4 ชั่วโมง 
ลางเจลในสารละลายลางสียอมสวนเกิน 1 (4.2.1) เขยาเบาๆเปนเวลา ½-1 ชั่วโมง จนเห็นแถบ
โปรตีน จากน้ันแชเจลในสารละลายลางสียอมสวนเกิน 2 (4.2.2) จนกระท่ังสีพ้ืนใสปราศจากจากสี 
5. Towbin transfer buffer pH 8.8  

Tris 3.0  กรัม 
Glycine 14.4  กรัม 
Methanol 200.0  มิลลิลติร 
เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1,000.0  มิลลิลติร 

กอนนําบัฟเฟอรไปใชตองนาํไปแชใหเย็นจัด 
6. โปรตีนมาตรฐาน (Sigma) ประกอบดวย 
β-Galactosidase, Escherichia coli 116.0  กิโลดาลตัน 
Phosphorylase b, rabbit muscle 97.0  กิโลดาลตัน 
Albumin, bovine serum 66.0  กิโลดาลตัน 
Ovalbumin, chicken egg 45.0  กิโลดาลตัน 
Carbonic anhydrase, bovine erythrocytes 29.0  กิโลดาลตัน 
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สารคมีสําหรับใชในการตรวจสอบ ISOTYPE และ SUBISOTYPE 
ของโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี

 
Hybridoma sub-isotyping kit, mouse (Zymed) ประกอบดวย 

1)  Rabbit anti-Mouse IgG1 (γ1 chain specific) 
2)  Rabbit anti-Mouse IgG2a (γ2a chain specific) 
3)  Rabbit anti-Mouse IgG2b (γ2b chain specific) 
4)  Rabbit anti-Mouse IgG3 (γ3 chain specific) 
5)  Rabbit anti-Mouse IgA (α chain specific) 
6)  Rabbit anti-Mouse IgM (μ chain specific) 
7)  Rabbit anti-Mouse kappa light chain 
8)  Rabbit anti-Mouse lambda light chain  
9)  Normal Rabbit Serum, (Negative Control) 
10) Positive Control, Monoclonal Mouse IgG1 

             (Mouse IgG1 ใน RPMI-1640 ที่เสริมดวย 10% FBS) 
11) Substrate Buffer, Concentration (10X)  

(1 M citrate, pH 4.2, containing 0.03% H2O2) 
12) ABTS Substrate, Concentrated (50X) 

(2,2–azino-di [3-ethylbenzthiazoline sulfonic acid]) 
13) Blocking Solution, Concentration (50X)  

(25% BSA in PBS and 0.05% NaN3) 
14) HPR-Goat anti-Rabbit IgG (H+L), Concentrated (50X) 
15) Goat anti-Mouse IgGAM, Concentrated (50X) 

(0.5 mg/ml in PBS containing 10% glycerol and 0.05% NaN3) 
16) 50% Tween 20 
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วิธีการตรวจสอบ isotype และ subisotype ขอโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี sandwich  
ELISA (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548: 202) 

 
1) เคลือบถาดหลุม 96 หลุมดวย goat anti-Mouse Ig (H+L) เขนขน 10 ไมโครกรัม/ 

มิลลิลติร ละลายใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/ลติร บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
8-12 ชั่วโมง 

2) สลัดสารละลายทิ้งและลางทุกหลุมดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200  
ไมโครลิตรจํานวน 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที 

3) เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ตองการทดสอบแตละชนิดเจือจาง 1:20 ปริมาตร 50  
ไมโครลิตร/ลิตร ลงในแตละแถวตั้งแตแถว 1-12 บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ชั่วโมง 
 

MAbs  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4) ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ังๆ ละ 10 นาที 
5) เติม Rabbit anti isotype antibodies แตละชนิด (1-8) เจือจาง 1:50 ปริมาตร 50  

ไมโครลิตร/หลุมลงในแตละคอลัมนตั้งแตคอลัมน A-H 
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6) ลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 4 คร้ังๆ ละ 10 นาที 
7) เติม HPR-Goat anti-Rabbit IgG (H+L) เจือจาง 1:1500 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม  

บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 ชั่วโมงลางดวยสารละลาย 0.5% blotto ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
จํานวน 4 คร้ังๆ 10 นาที 

8) เติมสารละลาย substrate ซึ่งประกอบดวย o-phenylenediamine (OPD) 1 มิลลิกรัม/ 
มิลลิลิตร ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 0.006% ใน citrate buffer ปริมาตร 100
ไมโครลิตร/หลุม ตั้งทิ้งไว 5 นาที จากน้ันหยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟูริก (H2SO4) เขมขน 1 N 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 

9) อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตรโดยใช microplate reader 
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ภาคผนวก ฉ 
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บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับ 
ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) 

 
1. 0.1 M Citrate buffer, pH 4.5 

Sodium citrate 29.41  กรัม 

1% Merthiolate 10.0  มิลลิลติร 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1,000.0  มิลลิลติร 

ปรับ pH ดวย 0.1 N HCl    

2. 1 N H2SO4 

H2SO4 (conc.) 27.0  มิลลิลติร 

เติมนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1,000.0  มิลลิลติร 

3. O-Phenylenediamine (OPD)    
 



 81  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ช 
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บัฟเฟอรและสารเคมีสําหรับ 
IMMUNOHISTOCHEMISTRY (IHC) 

 
1. coated slide solution 

Gelatin 1.0  กรัม 

CrK(SO4)2.12H2O 50.0  มิลลิกรัม 

น้ํากลั่น 100.0  มิลลิลติร 

2. Davidson’s fixative 

95% ethanol 30.0  มิลลิลติร 

100% formalin 20.0  มิลลิลติร 

Glacial acetic acid 10.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 30.0  มิลลิลติร 

3. Calf serum 10% (P1
+) 

Calf serum 10.0  มิลลิลติร 

PBS 100.0  มิลลิลติร 

4. สี Enrilich’s acid hematoxylin 

Hematoxylin 8.0  กรัม 

95% ethanol 400.0  มิลลิลติร 

Aluminium Potassium Sulphate 8.0  กรัม 

Glycerine 400.0  มิลลิลติร 

Glacial acetic acid 400.0  มิลลิลติร 

น้ํากลั่น 400.0  มิลลิลติร 

5. สี 0.2% Eosin Y ใน 95% ethanol 
Eosin Y 0.2  กรัม 

95% ethanol 100.0  มิลลิลติร 
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