
 

ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัยระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย  
 

ระเบียบวิธีการดําเนินการวิจัย และสถานท่ีทําการทดลอง/เก็บขอมูล  
1. วางแผนปฏิบั ติการวิจั ย เบื้ องตนในการ เ ก็บขอมูล ออกแบบและสั ง เคราะห 

oligonucleotide primers สําหรับamplify human thymic stromal lympho-
poietin gene จัดซ้ือน้ํายา และสารเคมีสิ้นเปลืองสําหรับหองปฏิบัติการ 

2. ทําการเพาะเลี้ยง lung epithelial cell line ทําการสกัด mRNA และเปลี่ยนเปน 
cDNA ดวยเทคนิค reverse transcription PCR 

3. ทําการเพ่ิมปริมาณ human thymic stromal lymphopoietin gene ดวยวิธี PCR ท่ี 
optimize condition แลว 

4. ทําการ clone amplicon เขาสู cloning vector  ตรวจสอบความถูกตองของ gene 
insert ท่ีตัดออกมาจาก cloning vector แลว subclone gene ดังกลาวเขาสู protein 
expression vector ท่ีเหมาะสม  

5. ทําการ transfect E. coli ดวย expression vector จากขอ 12.4 และคัดเลือก 
transformant(s) ท่ีเหมาะสม  

6. ทําการ express recombinant human thymic stromal lymphopoietin protein 
จาก transformant(s) และทําการ purify โปรตีน (recombinant human thymic 
stromal lymphopoietin protein) 

7. ทํา Bio-panning เพ่ือคัดเลือก phages ท่ี display HuScFv ท่ีจับกับ recombinant 
human thymic stromal lymphopoietin โดยนํา recombinant protein ท่ีเตรียม
ไดมาตรึงบนผิวของหลุมใน ELISA plate แลวนํา human antibody phage library 
ใสลงใน plate ดังกลาว ซ่ึง phages ท่ี display HuScFv จําเพาะตอ human thymic 
stromal lymphopoietin จะจับกับ recombinant human thymic stromal 
lymphopoietin ในหลุมของ ELISA plate สวน phages ท่ีไมจับจะถูกกําจัดออกโดย
การลางหลายๆครั้ง จากนั้น elute เอา human thymic stromal lymphopoietin 
bound phages ไปเพ่ิมจํานวนในเชื้อ E. coli สายพันธุพิเศษ  

8. ทําการกระตุนการสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ recombinant human thymic 
stromal lymphopoietin จากเซลลแบคทีเรียซ่ึงถูก infect ดวย phages ท่ีคัดเลือกได
ในขอท่ี 7  

9. ทําการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตไดกับ human thymic stromal 
lymphopoietin โดยเทคนิคทาง immunological assay  

10. ทําการ purify แอนติบอดีใหไดปริมาณตามท่ีตองการดวยเทคนิคท่ีเหมาะสม เชน  
ใช affinity resin, gel filtration, ion exchange  

11. ทดสอบประสิทธิภาพของ therapeutic fully human monoclonal antibodies  
ท่ีผลิตข้ึนในการยับยั้งการทํางานของ human thymic stromal lymphopoietin ใน 
cell culture  

12. เขียนรายงานการวิจยัฉบับสมบรูณ  
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สถานท่ีทําการทดลอง/เก็บขอมูล 

หองปฏิบัติการ ภาควิชาจุลชีววิทยาและอิมมิวโนโลยี คณะเวชศาสตรเขตรอน และ
หองปฏิบัติการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยี ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 
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ระยะเวลาทําการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย 
ระยะเวลาท่ีใชในการ ทําการวิจัย 2 ป  
ปท่ี 1 

แผนการดําเนินงานตลอดโครงการ 
เดือนท่ี 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1.  วางแผนปฏิบัติการวิจยัเบ้ืองตนในการ

เก็บขอมูล ออกแบบและสังเคราะห 
oligonucleotide primers สําหรับ 
amplify human TSLP gene จดัหา 
human lung epithelial cell line  
และจัดซื้อนํ้ายา และสารเคมีสิ้นเปลือง
สําหรับหองปฏิบัติการ 

            

2.  ทําการเพาะเลีย้ง human lung 
epithelial cells ทําการสกัด mRNA 
และเปลี่ยนเปน cDNA ดวยเทคนิค 
reverse transcription PCR 

            

3.  Optimize condition แลวทําการเพ่ิม
ปริมาณ human TSLP gene ดวยวิธี 
PCR ท่ี optimize condition  

            

4.  ทําการ clone amplicon เขาสู cloning 
vector  ตรวจสอบความถูกตองของ 
gene insert ท่ีตัดออกมาจาก cloning 
vector  แลว subclone gene ดงักลาว
เขาสู protein expression vector ท่ี
เหมาะสม  

            

5.  ทําการ transfect E. coli ดวย 
expression vector และคดัเลือก 
transformant(s) ท่ีเหมาะสม  

            

6. ทําการ express recombinant 
human TSLP จาก transformant(s) 
และทําการ purify โปรตีน 
(recombinant human TSLP) 
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ปท่ี 2 
 

กิจกรรม 
เดือนท่ี 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1.  เก็บกูคลังฟาจจาก stock และเตรียม
ฟาจสําหรบัทํา Bio-panning และ
ทําการ bio-panning เพ่ือคัดเลือก 
phage clones ท่ี display HuScFv 

            

2.  ทําการกระตุนการสราง HuScFv  
จากเซลลแบคทีเรียซึ่งถูก transfect  
ดวย individual phage clones 

            

3.  ทําการทดสอบความจําเพาะของ
แอนติบอดีท่ีผลติไดกับ human 

thymic stromal lymphopoietin 
โดยเทคนิคทาง immunological 
assay  

            

4.  ทําการ purify แอนติบอดีจากแตละ
โคลนของแบคทีเรยีใหไดปริมาณตาม 
ท่ีตองการดวยเทคนิคท่ีเหมาะสม 

            

5.  ทดสอบประสิทธิภาพของ 
Therapeutic fully human 
monoclonal antibodies  
ท่ีผลิตข้ึน ในการยับยั้งการทํางาน 
ของ human thymic stromal 
lymphopoietin ใน cell culture 

            

6.  เขียนรายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ  
และเขียน manuscripts 
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