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������������ (Cell Culture) 

 ��ก����	
��� cone photoreceptor-derived 661W cells ������������
�����������ก 
Professor Muayyad Al-ubaidi (University of Oklahoma, OK) ��ก����������� �����		���� ก�	���
�� culture medium ��!��������ก DMEM �"!��#�$����� 10% heated activated fetal calf serum %	� 1% 

penicillin/steptomycin (Gibco, Carlsbad, CA) ��� �
���!��
�&�' �$'���� 37°C (��
����������)*���!
�����#�%	��������+��+��+
� CO2 ��! 5% ��ก��,"ก-�#.����/.���	�����		��� 6-well plalte 

��ก����!����������%�.���! 85%   ��� berberine, dimethyl sulfoxide (DMSO) �"!��0����)��12����
�0�	�	�� berberine%	� DMEM �"!��12� media ��!�)���ก��,"ก-�����������ก��$-�� Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA)  

 

ก
��������
��� ���! (cytotoxicity) "�� berberine #$� 661 W cells  

 �0� 661W cells ���	������� culture medium �� 6-wells culture plate ��� incubate ��		���
� �
���!��
�&�' �$ 37°C ������)*���!�����#� %	������ก�,��!��  5% CO2   ��ก����!�������
���%�.���! 85% �	����ก�������	�����		��.
�� culture medium ��!�1	�!�����.��*
 DMSO (20 

µl/ml) ��*
 berberine (25-200 µM) 
�.����
�.����"!��12���	� 2 )�!����ก.
�	�����		����� culture 

medium %	��	����.
�� culture medium �12���	� 24 )�!���� ��� incubate ��		���� �
���!��
�&�' �$ 
37°C ������)*���!�����#� %	������ก�,��!��  5% CO2   ���ก	�.�������%�.�

ก�12�#
�ก	�.��*
 
ก	�.���!�	����� culture media 
�.�������%	�ก	�.���!������ culture medium ��!�� DMSO ��!�����+��+����!
��.�ก��ก����!�)��12�����0�	�	����ก	�.���!��� berberine �"!���.�ก�� 20 µl/ml #0�����ก��,"ก-��� 
�	����ก��� cell viability ��� ก����#
�����)� trypan blue exclusion technique ������	�กก����!�.� 
trypan blue �12�#���!��.�"�3.����*!
������		� (cell membrane) +
���		���!��)��$� #.����		���!���%	�� 
trypan blue ��#������"�3.���+���1����		��0������		���!���%	���$�#��0���$�+
� trypan blue ��*!

�
�3.��ก	�
���	���,��%���)�%#�  (light microscope)   �����		���!�$�%	���.�$�#�+
� trypan blue 

��� ก��� %	�%#��3	��� 1+
� cell viability ��!������12���
�	�+
���		���)��$�+
�ก	�.������� 

 ���3	ก����	
���!������0��1�)�1��ก
���ก���	*
ก�)������+��+��+
� berberine ��!��
�)���ก����	
�
*!�4 ��ก��,"ก-����������� 
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ก
������%
"�
�����%�
���"�� hydrogen peroxide ������	
�
&'(&�ก
�'�ก�	
&%(�ก��ก
�#
�

"������� 661W photoreptor �(�� oxidative stress  

 ��		���� ก�	����� 6-well plate �����������%�.�+
���		���! 85%  �	����ก�����		���
������ก���	����� culture medium ���. ��*
 medium ��!�� H2O2 ��!�����+��+�� 100, 200, 300, 400, 

600, 800 %	� 1000 µM 
�.����
�.����"!� ���ก	�.��������*
ก	�.���!������ culture medium 
�.�������
�12���	� 24 )�!������� incubate ��� �
���!��
�&�' �$ 37°C ������)*���!�����#� %	������ก�,��!
��  5% CO2   �	����ก����0�ก��#���ก�%	��.��'�(��		���!,"ก-�����ก	�
� phase contrast �.
����ก��
���.� cell viability �"!���� ก����#
�����)� trypan blue exclusion technique %	�%#��3	��� 1
+
� cell viability ��!������12���
�	�+
���		���)��$�+
�ก	�.������� 

 

ก
������%
"�
�����%�
���"�� berberine &�ก
��)��ก��ก
�#
�"�� 661W cells *
�%���+�( 

oxidative stress �
ก H2O2  

 ��		���� ก�	����� 6-well plate �����������%�.�+
���		���! 85%  �	����ก�����		���
������ berberine ��!�����+��+�� 50-100 µM �����ก	�.���������!������ culture media 
�.���������*
 
culture media ��!��#.��3#�+
�����0�	�	�� (DMSO) ��!�����+��+����!��.�ก��ก����!�)���ก	�.���!��� 
berberine �"!��*
 10 µl/ml 
�.����
�.����"!��12���	� 2 )�!������� incubate ��� �
���!��
�&�' �$ 37°C 

������)*���!�����#� %	������ก�,��!��  5% CO2   �	����ก������	�����		����� culture media ��!
��.�� serum ก.
��� incubate �.
���� condition �����ก������ H2O2 ��!�����+��+�� 100-400 µM �12�
��	� 24 )�!����ก.
�	���%	�1	.
������		�
� .�� culture media ��!��.�� serum  ��ก����0���		��� 
culture plate �1#.
�� %	�����"ก'�(3.��ก	�
� phase contrast ก.
��0��1���.���
�	�+
���		���!��
)��$� (cell viability) ���������12���
�	�+
��.���!�����กก	�.�����������)� trypan blue exclusion 

technique   
 

ก
�,-ก!
.�"�� berberine #$�ก
��������ก
�#
�"���������� apoptosis "�� 661W *
�%���+�( 

oxidative stress �
ก H2O2 

 ��		���� ก�	����� cover slips ��!
� .�� 6-well plate �����������%�.�+
���		���! 85%  
�	����ก�����		��������� berberine ��!�����+��+�� 100 µM �����ก	�.���������!������ culture media 


�.���������*
 culture media ��!��#.��3#�+
�����0�	�	�� DMSO ��!�����+��+�� 10 µl/ml �12���	� 
2 )�!������� incubate ��� �
���!��
�&�' �$ 37°C ������)*���!�����#� %	������ก�,��!��  5% CO2   
�	����ก������	�����		����� culture media ��!��.�� serum ก.
��� incubate �.
���� condition �����ก��



 
8 

���� H2O2 ��!�����+��+�� 100-300 µM �12���	� 8 )�!���� �	����ก����0���		��� cover slips ��	��� 
���� phosphate buffer solution (PBS), pH 7.4  1 ���� ก.
���!����"� (fixation) ��		��� 4% methanol-

free formaldehyde �12���	� 5 ���� ��!
�&�' �$ 4 °C �	����ก������	�����		� 2 ������ PBS �12���	� 
5 ���� ��!
�&�' �$��
� �	����ก����� incubate ��		����� DNA specific dye, Hoechst 33342 ���
	�ก-&�ก�����!��+
���		� (cell shrinkage) %	�ก��
��%�.�+
�������$����$���	��# ������ก��
%�ก+
��$���	��#�"!��12�	�ก-&�#0���/+
���		���!��ก�����%�� apoptosis ������ ก,"ก-� �����		�

�.����
� 500 ��		� ��ก'�(�.����ก fluorescent microscope 
�.����
� 5 fields ��� ก����#
�%	�
%#���12� percent +
��0������		���!�� condensed nuclei �.
�0������		������� 

Statistical analysis 

 +�
� 	��!������ ก%#���12��.� mean ± SEM +
�ก���0�ก����	
��0� 3 ����ก����	
�%�.	�
)�$� ก���$����������#�$�$��1����$�����)� SPSS version 15 �.�����%�ก�.��
�.�������#0���/ 
(significance) ��� ก1����$�����)� one way analysis of variance (ANOVA) ������� Turkey test 

��*
 pair t-test ��! p-value ��
�ก�.� 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 


