
 

ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัยระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย  
 

ระเบียบวิธีการดําเนินการวิจัย และสถานท่ีทําการทดลอง/เก็บขอมูล  
1. วางแผนปฏิบั ติการวิจั ย เบื้ องตนในการ เ ก็บขอมูล ออกแบบและสั ง เคราะห 

oligonucleotide primers สําหรับamplify human thymic stromal lympho-
poietin gene จัดซ้ือน้ํายา และสารเคมีสิ้นเปลืองสําหรับหองปฏิบัติการ 

2. ทําการเพาะเลี้ยง lung epithelial cell line ทําการสกัด mRNA และเปลี่ยนเปน 
cDNA ดวยเทคนิค reverse transcription PCR 

3. ทําการเพ่ิมปริมาณ human thymic stromal lymphopoietin gene ดวยวิธี PCR ท่ี 
optimize condition แลว 

4. ทําการ clone amplicon เขาสู cloning vector  ตรวจสอบความถูกตองของ gene 
insert ท่ีตัดออกมาจาก cloning vector แลว subclone gene ดังกลาวเขาสู protein 
expression vector ท่ีเหมาะสม  

5. ทําการ transfect E. coli ดวย expression vector จากขอ 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
ไดมาตรึงบนผิวของหลุมใน ELISA plate แลวนํา human antibody phage library 
ใสลงใน plate ดังกลาว ซ่ึง phages ท่ี display HuScFv จําเพาะตอ human thymic 
stromal lymphopoietin จะจับกับ recombinant human thymic stromal 
lymphopoietin ในหลุมของ ELISA plate สวน phages ท่ีไมจับจะถูกกําจัดออกโดย
การลางหลายๆครั้ง จากนั้น elute เอา human thymic stromal lymphopoietin 
bound phages ไปเพ่ิมจํานวนในเชื้อ E. coli สายพันธุพิเศษ  

8. ทําการกระตุนการสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ recombinant human thymic 
stromal lymphopoietin จากเซลลแบคทีเรียซ่ึงถูก infect ดวย phages ท่ีคัดเลือกได
ในขอท่ี 7  

9. ทําการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตไดกับ human thymic stromal 
lymphopoietin โดยเทคนิคทาง immunological assay  

10. ทําการ purify แอนติบอดีใหไดปริมาณตามท่ีตองการดวยเทคนิคท่ีเหมาะสม เชน  
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/เก็บขอมูล 

หองปฏิบัติการ ภาควิชาจุลชีววิทยาและอิมมิวโนโลยี คณะเวชศาสตรเขตรอน และ
หองปฏิบัติการวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยี ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

 

 156 



ระยะเวลาทําการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย 
ระยะเวลาท่ีใชในการ ทําการวิจัย 2 ป  
ปท่ี 1 

แผนการดําเนินงานตลอดโครงการ 
เดือนท่ี 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1.  วางแผนปฏิบัติการวิจยัเบ้ืองตนในการ

เก็บขอมูล ออกแบบและสังเคราะห 
oligonucleotide primers สําหรับ 
amplify human TSLP gene จดัหา 
human lung epithelial cell line  
และจัดซื้อนํ้ายา และสารเคมีสิ้นเปลือง
สําหรับหองปฏิบัติการ 

            

2.  ทําการเพาะเลีย้ง human lung 
epithelial cells ทําการสกัด mRNA 
และเปลี่ยนเปน cDNA ดวยเทคนิค 
reverse transcription PCR 

            

3.  Optimize condition แลวทําการเพ่ิม
ปริมาณ human TSLP gene ดวยวิธี 
PCR ท่ี optimize condition  

            

4.  ทําการ clone amplicon เขาสู cloning 
vector  ตรวจสอบความถูกตองของ 
gene insert ท่ีตัดออกมาจาก cloning 
vector  แลว subclone gene ดงักลาว
เขาสู protein expression vector ท่ี
เหมาะสม  

            

5.  ทําการ transfect E. coli ดวย 
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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ปท่ี 2 
 

กิจกรรม 
เดือนท่ี 

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

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

            

2.  ทําการกระตุนการสราง HuScFv  
จากเซลลแบคทีเรียซึ่งถูก transfect  
ดวย individual phage clones 

            

3.  ทําการทดสอบความจําเพาะของ
แอนติบอดีท่ีผลติไดกับ human 

thymic stromal lymphopoietin 
โดยเทคนิคทาง immunological 
assay  

            

4.  ทําการ purify แอนติบอดีจากแตละ
โคลนของแบคทีเรยีใหไดปริมาณตาม 
ท่ีตองการดวยเทคนิคท่ีเหมาะสม 

            

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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