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������� � 
�	

����
�
���� 

 

Cell culture ��� �������	
����
��	
�����	�
������������	��������	�	����� �	���
���� 

���� organized �!"� tissue �#���� $#
%
�&'���
�()�� ��*+�
���	����#*�,�� tissue �!  

 Vero cells ������-	��*#%	���������*� (African green monkey cercopithecus aethiops 

kidney cells) %�#�!"��������	
����
�+   established cell lines ����	��	�	����	
����
��#����
%-	��#������	
.����	
( (generation) ���/)
�����+   epithelial cell  �!"������+  
0#��	

.����#�
� (monolayer) ��%-	���$��$�$���!"� heteroploid �����!�
�������*
��.���
����!1* ��*�	������  (%�����/� +�
�)
, 2530) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�	� 29   Vero cells  

 

,��#� 
- �	�	���.���	
����
�������!1* ��*�	� ������%	��%�*'��* $���2�+�
��	
����
��#���	
 

,�����
 

- �.�����
�������#����
� 	�.�*# 

- ����	�3*#!��*�	� chromosome %0�������	
���	�����
���������������
��!"�������  
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 �������������������
�
�����	

� ������'��!"�+   semi-defined media �0��!�
�� #��

�	��	�	�����#�%	�4���.	�* (������) +�
�	�������	
�� �	�	�����
������+ ���!"� 2 .�*#�	�
����(!�
����,���	��.� ��� 

1. Growth media �!"��	�	�������	��	�	��� �������
�������-	���������%�*'��* $� �.�
���	���	
����
������+�
��*��%-	����	�,0�� $#
���������3��,����������!�*�	)����,�	��&� ��� 

5-20 % 

2. Maintenance media �!"��	�	�����.���������������
&�����	�
 steady state ���� low 

metabolism �*
��.����	���*��%-	�������� $#
�����������	�+ ����� �	%������3��,�����������

�����������
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���������������������
�
�����	

� 

 

1. Minimum Essential Medium (MEM) 

 MEM*     9.5  g  

 NaHCO3    0.8  g 

 Gentamycin    1000  5l 

 ��-	�����6�	�.���    1000  ml  

3�� MEM �� ��-	�����6�	�.��� �,
�	����
�	
 ��*� NaHCO3 %0��-	�!����#��
+3������,�	#
����3�	7&�
���	� 0.2 5m ���6�	�.���+��� %	�����%0���*� gentamycin   

 

*MEM  ������!�
�� #�����            - Earle’s Balanced Salts 

                                             - 2.0 mM L-glutamine 

       - without sodium bicarbonate 

 

2.  Growth medium 

      MEM         90   ml 

      Inactivated serum       10   ml 

     ����
�#��
�*4�����.��� $#
3������3��������#�,�	#��
��� ��2 ����()��&�* 4 OC 

 

3.  Maintenance medium 

      MEM         20   ml 

      Inactivated serum           0.4   ml 

    ����
�#��
�*4�����.��� $#
3������3��������#�,�	#��
��� ��2 ����()��&�* 4 OC  
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4.  Overlay medium 

      Sodium Carboxy Methylcellulose, 1.5% (W/V)    3.5  ml 

      Growth medium                               10.5  ml 

      NaHCO3        50   5l 

�-	����3��+���
�����!�0��6�	�.�������()��&�* 121 OC ��	�#�� 15 !��#�����	�	��*�� �	� 15 

�	�� #��
�����0����	�#������-	  �-	����3�����6�	�.���+��������	������	3����������.��	�  ��2 ���
�()��&�* 4 OC 

 

5.  Inactivated serum 

�-	 bovine calf serum �	�-	�	� inactivate $#
�-	�!+.��� waterbath ����()��&�* 56 OC �	� 30 

�	�� �� ���	+ ������.���2 ����()��&�* 4 OC ���� stock ����������2 ����()��&�* -20 OC 
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������� � 
��������

������ 

 

1.  Phosphate Buffered Saline (PBS, 10X) 

     NaCl          40 g 

     KCl          1 g 

     NaHCO3                                  5.75 g 

     KH2PO4         1 g 

     ��-	�����                      500 ml 

     3������,�	���#� +����-	�!�0��6�	�.��� 121 OC ��	�#�� 15 !��#�����	�	��*�� �	� 15 �	�� ��2 ���
�()��&�*���� 
 

2.  Trypsin, 1% (W/V) 

     Trypsin         1 g 

     PBS, 1X         100 ml 

     ����#��
+3����������� pore size 0.45 5m ��2 ����()��&�* -20 OC 

 

3.  1% ethylenediamine tetra- acetic acid (EDTA) 

     EDTA         1 g 

     !�� !�*�	��#��
 PBS (1X)       100 ml 

     3������,�	���#� +����-	�!�0��6�	�.��� 121 OC ��	�#�� 15 !��#�����	�	��*�� �	� 15 �	�� 
 

4.  NaHCO3, 10% (W/V) 

     NaHCO3         10 g 

     ��-	�����         100 ml 

     3������,�	���#� +����-	�!�0��6�	�.��� 121 OC ��	�#�� 15 !��#�����	�	��*�� �	� 15 �	�� 
 

 



 

 

 
93 

5.  Sodium Carboxy Methylcellulose, 1.5% (W/V) 

     Sodium carboxy methylcellulose      1.5 g 

     ��-	�����         100 ml 

     3������,�	���#� +����-	�!�0��6�	�.��� 121 OC ��	�#�� 15 !��#�����	�	��*�� �	� 15 �	�� 
 

6.  Crystal Violet, 1% (W/V) �� 1% ethanol 

     Crystal violet         1 g 

     95% Ethanol          10 ml 

     ��-	�����         990 ml 

     �
�	
����3��������#%��,�	��� +�����2 �����,�#��.	 
 

7.  Trypsin-EDTA, 1% (W/V) 

     Trypsin-EDTA, 1% (W/V)       10 ml 

     EDTA, 1% (W/V)        10 ml 

     PBS (1X)         80 ml 

     �
�	
����3��������#%��,�	��� ��2 ����()��&�* 4 OC 

 

8.  70% alcohol 

     95% alcohol         148 ml 

     ��-	�������*�%�!�*�	���!"�       200 ml 

 

9.  MTT solution 

     (3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5 diphenyl tetrazolium bromide)  2.0 mg 

     PBS (1X)         1.0 ml 

     �
�	
����3��������#����,�	��� %	���������#��
�����������+ ������
#��
+3����������� 
pore size ,�	# 0.45 5m ��2 ��,�#��.	����()��&�* 4 OC 
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������� � 
�������� 50% inhibition assay (IC50) �

 50% effective dose (ED50) 

 

 �-	��	�	�
� 
���,���	����#�	���	
����
	��	������ ACV ����.�����������$����*� 

(�	�	� 33) �	 plot ��	8 (�	� 30) $#
�����	��	��,��,��,���	��#�� �!"�+�� X +�

�!�����2����	�
� 
����!"�+�� Y $#
�.�$!�+��� excel %	������	��	��	�.��,����	8������� 
$#
+����	�����	� Y = mX + c  �0����	 m ��� ��	�.��,����	8 ��	 Y ��� �!�����2����	�
� 
���
�	��*#�.��������  #����������������	��	��	��	��,��,�����
� 
����	��*#�.���������#� 50% (��	 X) �0��
��	
�0���	�	�
� 
��� (Inhibition dose) ��� 50% ������#�� �	�
� 
����.��������#��

	��	������ 

ACV ������	 Effective dose ��� 50% ������#�� �	�
� 
����.��������#��
�	����#�	���	
 $#
+��
��	 Y ���	��  50 
 

�	�	� 33  ��	�	�
� 
���,���	����#�	���	
����
	��	������ ACV ����.�����������$����*� 
 

��	��,��,��,���	��#��  % �	�
� 
��� 
1 A 

2 B 

3 C 

 
 

 

 

 

 

 

 

                      

 
      

�	� 30 �!�����2����	�
� 
���,���	��#�� �����	��,��,����	�9 

Y = mX + c 

 1                       2                      3 

C 

 

B 

 

A 

��	��,��,��,���	��#�� 

 %
  �
	�


� 

��� 
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�.�
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