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ภาคผนวก ก

1. อาหารแข็ง Mannitol Soybean (MS medium) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร

(Hobbs et al., 1997)

ถัวเหลืองบด (Soybean meal) 20 กรัม
Mannitol 20 กรัม
อุ้นผง (Agar) 20 กรัม
ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนิ้ากลั่นปริมาตร 800 ไมโครลิตร ปรับความเปีนกรดค่างให้ 

เป็น 7.0 ถึง 9.0 จากนันปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชือที่อุณหภูมิ 121 องศา 
เซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 20 นาที

2. อาหารเหลว C4 (C4 medium) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร (Punkum 2007)

แป้ง (Starch) 10 กรัม
ยีสแห้งสกัด (Dry yeast extract) 4 กรัม
ถัวเหลืองบด (Soybean meal) 25 กรัม
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 2 กรัม
กลูโคส (Glucose) 20 กรัม
20% เนือสกัด (Beef extract) 1 มิลลิลิตร
5% K2HPO, 0.2 มิลลิลิตร
ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนิ้ากลั่นปริมาตร 800 ไมโครลิตร ปรับความเป็นกรดต่างให้

เป็น 7.2 ถึง 7.4 จากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้ออุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 20 นาที

3. อาหารเลียงเซลล์ชนิด Dulbecco’s Modified Eagle complete (DMEM complete media)

DMEM medium ทีมี L-glutamine 90 มิลลิลิตร
Fetal Bovine Serum (FBS) 10 มิลลิลิตร
Sodium pyruvate 1 มิลลิลิตร
HEPES 1 มิลลิลิตร
500U/ml Penicillin 10 ไมโครลิตร
0.4mg/ml Streptomycin 50 ไมโครลิตร
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4. อาหารสำหรับแช่แข็งร0»ลล์ (Freezing media)

Complete media 90%
Hybrid max DMSO 10%

5. FBS inactivation

นำ FBS ไปบ่ม1ในอ่างนิ้าที่มีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที

6. สารละลายบัฟเฟอร์ IX PBS ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร (สำหรับเล้ียงเซลล์)

NaCl 8.0 กรัม
KC1 0.2 กรัม
(Na2HP0,.12H20 3.63 กรัม
หรือ Na2HP04) 1.44 กรัม
KH 2PO,t 0.24 กรัม
ละลายด้วยนำ Doubly deionized w a te r  (DDW) ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเป็นกรด 

ด่างให้เป็น 7.4 จากนั้น ปรับปริมาตรด้วยนํ้า DDW ที่ปลอดเชื้อให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร นำใปนึ่งฆ่า 
เชือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดันไอ 15ปอนด์ต่อตารางนิ้วนาน2 0 นาที
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ภาคผนวก ข

1. สารละลาย 10%Sodium Dodecyl Sullfate (SDS) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร

Sodium dodecyl sulfate (SDS) 10 กรัม
ละลายด้วยนิ้า DDW ที่ปลอดเชื้อปริมาตร 80 มิลลิลิตร ที่มีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เมื่อ 

SDS ละลายหมด ปรับปริมาตรด้วยนิ้า DDW ที่ปลอดเชื้อ ให้ครบ 100 มิลลิลิตร

2. สารละลาย 5M NaCl ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร

NaCl 215 กรัม
ละลายด้วยนา DDW ที่ปลอดเชื้อปริมาตร 800 ไมโครลิตร เมื่อ NaCl ละลายหมด ปรับ 

ปริมาตรด้วย DDW ที่ปลอดเชื้อให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร

3. 1M Tris-HCl pH 7.4 ปริมาตร 1,000มิลลิลิตร

Trismabase 121.1 กรัม
ละลายด้วยนํ้า DDW ที่ปลอดเชื้อปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.4 

ด้วย HC1 เข้มข้น แล้วจึงปรับปริมาตรด้วยนํ้า DDW ที่ปลอดเชื้อให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร นำไปนึ่ง 
ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดันไอ 15ปอนด์ต่อตารางนิ้วนาน2 0 นาที

4. สารละลาย 5M Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) pH 8.0 ปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร

Ethylenediaminetetraacetic acid EDTA 186.1 กรัม
Sodium hydroxide 20 กรัม
ละลายด้วยนิ้า DDW ที่ปลอดเชื้อปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.4 

ด้วย HC1 เข้มข้น แล้วจึงปรับปริมาตรด้วยนิ้า DDW ที่ปลอดเชื้อไห้ครบ 1,000 มิลลิลิตร นำไปนึ่ง 
ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15ปอนด์ต่อตารางนิ้วนาน20 นาที

5. IX TE buffer

สารละลาย 1M Tris-HCl pH 7.4 5 เท่า
สารละลาย 0.5M EDTA pH 8.0 1 เท่า
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สารละลายบัฟเฟอร์ SET ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร

สารละลาย 1M Tris-HCl pH 7.4 20 มิลลิลิตร
สารละลาย 0.5M EDTA pH 8.0 15 มิลลิลิตร
สารละลาย 5M NaCl 50 มิลลิลิตร
เติมนิ้า DDW ที่ปลอดเชื้อให้ครบ 1,000มิลลิลิตร

สารละลายบัฟเฟอร์ 50X TAE ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร

Trisma base 242 กรัม
Acetic acid 57.1 กรัม
สารละลาย 5M EDTA pH 8.0

9/ . 9)
100 มิลลิลิตร

V

ละลายด้วยนา DDW ที่ปลอดเชื้อปริมาตร 800 มิลลิลิตร เมื่อส่วนประกอบทั้งหมดละลาย 
จึงปรับ ปริมาตรด้วยนา DDW ที่ปลอดเชื้อให้ครบ 1,000มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อ ุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 20 นาที

8. สารละลายบัฟเฟอร์ IX TAE ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร

สารละลายบัฟเฟอร์ 50XTAE 10 มิลลิลิตร
นิ้า DDW ที่ปลอดเชื้อ 990 มิลลิลิตร

9. สารละลาย RNase A ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต,อมิลลิลิตร

RNase A 10 มิลลิกรัม
ละลายด้วยนิ้า DDW ที่ปลอดเชื้อให้ครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บที่อ ุณหภูมิ -20 องศา 

เซลเซียส

10. 3M Sodium acetate ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร

Sodium acetate 246 กรัม
ละลายด้วยนิ้า DDW ที่ปลอดเชื้อ 800มิลลิลิตร เม ื่อส่วนประกอบทั้งหมดละลายจึงปรับ 

ปริมาตรด้วยนิ้า DDW ที่ปลอดเชื้อให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อ ุณหภูมิ 121 องศา 
เซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 20 นาที
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11. 2% Agarose gel ปริมาตร 100 มิลลิลิตร

Agarose 2 กรม
บัฟเฟอร์ 1XTAE
ละลายด้วยความร้อนจนกว่า Agarose จะละลายหมด

100 มิลลิลิตร

8% Separating Gel ปริมาตร 8 มิลลิลิตร

นา DDW ท ี่ปลอดเชื้อ 4.326 มิลลิลิตร
«ะะ! <=»/=>สารละลาย 40% Acrylamide and Bis-arylamide 1.6 มลลิลิตร

สารละลาย 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 2 มลลิลิตร
«=» ■‘ะะ!สารละลาย 10% SDS 0.08 มลลิลิตร

สารละลาย 10% APS 0.08 มลลิลิตร
*ะร 'ะะ! /ะะ!TEMED 0.004 มลลิลิตร

10%Separating Gel ปริมาตร 8 มิลลิลิตร

นำ DDW ที่ปลอดเชื้อ 3.836 มิลลิลิตร
'ะะ» /= » /= !สารละลาย 40% Acrylamide and Bis-arylamide 2 มลลิลิตร

สารละลาย 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 2 มลลลิตร
สารละลาย 10% SDS 0.08 มิลลิลิตร
สารละลาย 10% APS 0.08 มลลิลิตร

O  £ะ1 ^TEMED 0.004 มลลิลิตร

5% Stacking Gel ปริมาตร 2 มิลลิลิตร

น้ํา DDW ที่ปลอดเชื้อ 1.204 มิลลิลิตร
สารละลาย 40% Acrylamide and Bis-arylamide 0.25 มิลลิลิตร

^  *ะะ! ^สารละลาย 1.5 M Tris-HCl pH 6.8 0.504 มลลิลิตร
^  ■Clสารละลาย 10% SDS 0.02 มลลิลิตร
<=» 'ะะ! 'ะ !สารละลาย 10% APS 0.02 มลลิลิตร

TEMED 0.002 มลลิลิตร
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15. บัฟเฟอร์ 2X Laemmli (SDS -dry) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร

สารละลาย 1M Tris-HCl pH 6.8 1 มิลลิลิตร
(ความเข้มข้นสุดท้าย 100 mM)

สารละลาย 10% SDS 4 มิลลิลิตร (4% v/v)
99.5% Glycerol 2.01 มิลลิลิตร (20% v/v)
นา HPLC 2.989 มิลลิลิตร
Bromphenol blue 0.001 มิลลิลิตร
2-mercaptoethanol 10% v/v

รีเอเจนต์ และบัฟเฟอร์สำหรับสกัดโปรตีน

16.1 บัฟเฟอร์ A ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเ1ซลเชียส)

สารละลาย EDTA 1 มิลลิลิตร
สารละลาย DTT 1 มิลลิลิตร
สารละลาย 500 mM Tris-HCl pH 7.2 1 มิลลิลิตร
สารละลาย 1.4 M KC1 1 มิลลิลิตร
สารละลาย 25 mM MgCl2 1 มิลลิลิตร
นา DDW ที่ปลอดเชื้อ 5 มิลลิลิตร

16.2 บัฟเฟอร์ B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเชลเชียส)

บัฟเฟอร์ A 990 ไมโครลิตร
Nonidet p-40 10 ไมโครลิตร

รีเอเจนต์ และบัฟเฟอร์สำหรับ western blot

17.1 บัฟเฟอร์ PBST

บัฟเฟอร์ IX PBS 500 มิลลิลิตร
Tween20 250 ไมโครลิตร

17.2 สารละลาย Blocking

3% Non-fat dry milk ละลายด้วยบัฟเฟอร์ IX PBS
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17.3 บัฟเฟอร์ 5X Running ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร

Trisma base 15.1 กรัม
Glycine 94 กรัม
SDS 5 กรัม
ละลายด้วยนา DDW ปริมาตร800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยนํ้า DDW ให้ครบ 
1000 มิลลิลิตร

17.4 บัฟเฟอร์ Transfer ปริมตร 1000 ml

Trisma base 5.08 กรัม
Glycine 2.9 กรัม
SDS 0.37 กรัม
ละลายด้วยนำ DDW ปริมาตร 800 มิลลิลิตร และเติมเมทานอลเข้มข้นปริมาตร 
200 มิลลิลิตร

18. รเอเจนต และบฟเฟอรสำหรบเตรยม Chemiluminescence detection

18.1 Substrate of HRP

1. ) 90 mM Coumaric acid ละลายด้วย DMSO แล้วปรับปริมาตรให้เป ็น 10 
มิลลิลิตร เก็บไว้ ในที่มืดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

2. )250 mM Luminol แล้วปรับปริมาตรให้เป็น10มิลลิล ิตรเก็บไว้ ใ น ท ี่ม ืด ท ี่ 
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

18.2 สารละลาย A

สารละลาย 100 mM Tris-HCl pH 8.5 (store 4 °C) 2.5 มิลลิลิตร
สารละลาย 90 mM Coumaric acid 11 มิลลิลิตร
สารละลาย 250 mM Luminol 25 มิลลิลิตร

18.3 สารละลาย B

สายละลาย 100 mM Tris-HCl pH 8.5 (store at 4 ° C)2.5 มิลลิลิตร
30%H2O2 1.5 มิลลิลิตร
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19. รีรอเจนฅ์ และบัฟเฟอร์สำหรับ MTT assay

19.1 0.04% HCl isopropanol 100 ml

Isopropanol 80 มิลลิลิตร
HCl 0.04% (w/v)
Adjusted the volume to 100 ml with isopropanol

19.2 สารละลาย MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อไมใครลิตร ละลายใน IX PBS

MTT 5 มิลลิกรัม
ละลายด้วย บ ัฟเฟอร์ IX PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากบันนำไปกรองด้วยหัว 

กรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร แบ ่งใส ่หลอดไมโครเซนตริซ ิวจ ์ เก ็บในที่ม ืดที่อ ุณหภูม ิ 4 
องศาเซลเซียส

20. รเอเจนต และบฟเฟอรสำหรบ inflammation assay (Griess reaction)

20.1 สารละลาย Sulfanilamide ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (store at 4° C)

เตรียมสารละลาย Sdfanilamidelหัมีความเข้มข้นสุดท้าย 1% (w/v) และเติม 

phosphoric acid ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย ปรับปริมาตรด้วยนา DDW ที่ปลอดเช้ือ

20.2 สารละลาย NED ปริมาตร 50 ml (store at 4° C)

เตรียมสารละลาย NED 0.1% (w/v) was dissolved with 50 ml sterile deionized
water

20.3 สารละลาย Standard nitrite

เตรียม Sodium nitrite ความเข้มข้น 0.1 M เพื่อไข้เตรียม Standard เก็บที่อุณหภูมิ 
- 4 องศาเซลเซียส
20.4 สารละลาย LPS จาก S a lm o n a lla  ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร

LPS เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 10 ไมโครลิตร
นำ endotoxin free 990 ไมโครลิตร
เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
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20.5 สารละลาย 10% BSA ใน สารละลายบัฟเฟอร์ IX PBS

ละลายสารละลาย BSA ความเข้มข้น 1 ม ิลล ิกรัมต ่อม ิลล ิล ิตร ด ้วยสารละลาย 
บัฟเฟอร์ IX PBS ที่ปลอดเชื้อ ในอัตราส่วนสารละลาย BSA ต่อสารละลาย บัฟเฟอร์ IX 
PBS 1: 9 จากนั้นกรองผ่านหัวกรองขนาด 0.4 ใมโครเมตร นำไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศา 
เซลเซียส

20.6 สารละลาย IFN-y ความเข้มข้น 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร

IF N -y  เข ้ม ข ้น  200 ไม โค รก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร 10 ไม โครล ิตร

10% BSA ใน สารละลายบัฟเฟอร์ IX PBS 990 ไม โครล ิตร

เก ็บ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ -20  อ งศ าเซ ล เซ ียส

สารละลายสำหรับ Dipping สำหรับ TLC detraction

Distilled water 900 ม ิลล ิล ิตร

h 2s o 4 45 ม ิลล ิล ิตร

Ammonium Molubdate 45 กรัม

Cecium (Ce(S04) 1.8 กรัม

22. ชุดสกัดแยกดีเอ็นเอออกจากเจล agarose (QIAquick Gel Extraction Kit(Qiagen))

ประกอบด้วย 
สารสะลายบัฟเฟอร์ QG 
สารสะลายบัฟเฟอร์ PE 
สารสะลายบัฟเฟอร์ EB 
คอลัมน์ QIAquick
ก่อนใช้ชุดสกัดในครั้งแรกต้องเติมเมทานอลเข้มข้นปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงในสารละลาย 

บัฟเฟอร์ PE
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23. โครมใโตกราrl
23.1 Thin-layer chromatography (TLC)

แผ่น TLC aluminium sheet เคลอบด้วย silica gel F254 (Merck) ตรวจสอบผลภายใตแสง 
ultraviolet ท ี่ความยาวคลื่น 254 หรือ 356 นาโนเมตร และโดยการว ิเคราะห ์ด ้วยการชุ่มใน 
สารละลาย (NH4)6Mo70 24 ที่ละลายใน 5% H2S 04/EtOH (ภาคผนวก ข)

23.2 Column chromatography

ใช้ Sephadex LH-20 (Pharmacia Code No. 17-0090-01) และ Silica gel 60H (Merck code 
No. 7734 และ No. 9385) ในการดำเนินการทดลองและวิเคราะห์

23.3 Nuclear magnetic resonance spectrometer (NMR)

วิเคราะห์ด้วย NMR โดยละลายสารใน CDClj และใช้เครื่อง Bruker AV400 spectrometer 
ที่ความยาวคลื่น 400 MHz สำหรับการสืกษา ‘h  NMR และใช้ TMS (Tetramethylsilane) เป็น 
internal standard

23.4 Mass spectrometer (MS)

สเปกตรัม HRESIMS วิเคราะห์โดยใช้เครื่อง MOLDI-TOF mass spectrometer

24. ตัวทำละลายสำหรับโครมาโฅกราrl
24.1 ตัวทำละลาย
ตัวทำละลายอินทรีย์ เช่น เฮกเซน (hexane), คลอโรฟอร์ม(chloroform ; CHClj), ไดคลอโร 

มีเทน (dichloromethane ; CH2C12), เอทิลอะซิเตต (ethyl acetate ; EtOAc), อะชิโตน (acetone) และ 
เมทานอล (methanol ; MeOH) ทำ,ให้'บริสุทธิ'ด้วยการกลั่น

สารที่ใช้ในการเตรียมสารสำหรับการสืกษาด้วย NMR ใช้สารละลาย deuterochloroform 
(CDClj) ในการเตรียม

24.2 ซิลิกาเจลโครมาโตกราrl
ใช้ silica gel 60 No. 7734 and No. 9385 (Merck®, Germany) ในการเตรียมคอลัมน์สำหรับ 

คอลัมนเปิด column chromatography และใช้ Resin (Merck®, Germany) สำหรับการเตรียมคอลัมน 
reverse phase column chromatography
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ภาคผนวก ค

สเปกตรัม MALDI-TOF mass spectrometry ของสารสกัดส่วนย่อย A6B5 จากการกัดแยกจาก 

Streptomyces spp. 0245704

1. สเปกตรัม CCA

i

miทl« นพ.KO



92
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3. ณปตรัม CCA+Pr2
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สเปกตรัม ‘h NMR สเปกตรา ของสารสกัดส่วนย่อย A6B5 จากการกัดแยกจาก Streptomyces spp. 

0245704
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สเปกตรัม ‘h NMR สเปคตรา ของสารสกัดจากการคัดแยกจาก Streptomyces spp. D245704

1. ส่วนย่อย PI
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2. ส่วนย่อย P2
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4. ส่วนย่อย P4
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5. ส่วนย่อย P5
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6. ส่วนม่อย P6
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์
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