
บทfl 2

9ปก?ถ!และร!)ด’าเปีนงาน

9ปท?ถ่1ก้ใป้'ในกา ?ทดลอง

1 . สํวอย่างเสือดยองคนปัญญาอ่อนเพสํฟาย ปf มาต?คนละ 3 มล. คาก 
โ?งเ?ยน?าฟาน ุป ีล ล’านวน 100 คน

2 . ^ชก?๙ ไนกา?เ ก้บสํ'วอย่างเสือด

2 .1  เฮมเคาะเส ือดเบ อ?’" 21
2 .2  ไฟรงค์'ยนาด 5 มล.
2 .3  สำยขาง?’'ดตนแยน
2 .4  สัาสื
2 .5  70% e t h y l  a l c o h o l
2 .6  h e p a r in
2 .7  ปากกาสัาห?1แฮยนส่อสํ'วอย่างเสือด
2 .8  ก?ะดาษคดส่อสํ'วอย่างเสือด ( l e b e l )

3 . Iคร,อง แก้ว
3 .1  ก?ะบอกตวง
3 .2  ปี!.ปตยนาด 0 .1 ,  1 , 5 และ 10 มล.
3 .3  ปาสํเตอ?’ปีเปต ( p a s t e u r  p i p e t t e )
3 .4  b e a k e r  ยนาด 500 และ 1 ,0 0 0  มล.
3 .5  v o lu m e t r ic  f l a s k  ยนาด 1 ,0 0 0  มล.
3 .6  ยวดเส ัยง เฟลลพ?"อมฝาปีด
3 .7  โถแก้วสำห?’'บใสํ''ป้ายาท’าความสํะอาด
3 .8  โถแก้วสำห?*'บใสํ1สืยัอมโค?โมโฟม ( c o p l in  j a r )
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3 .9  p l a s t i c  c e n t r i f u g e  tu b e  ยนาด 10 มล.
3 .1 0  สำ,ลด

4 . เค^องฝ็อ
4 .1  เค^อบ่งแบบละเฮยด
4 .2  Iค^อง')'ดความIปีนกร-ตด่าง
4 .3  หม้อ,ส่ง‘มาเสัอ ( a u to c la v e )
4 .4  อ่างม้าปรับคุโฒภร (w a te r  b a th )
4 .5  ดู ้ เ  ล้ยงI ฟลล้ควบคุมคุนลงภูฝ็พร้อม cc>2 5%
4 .5  ด ู้ปลอดเสัอ ( la m in a r  flo w ) สำหรำเถ่ายเฟลล้ลงย่วด
4 .7  ตะ Iรยงนอลกอฮอล้
4 .8  เคร ้อง,บ่น c e n t r i f u g e
4 .9  ดู้เ รน
4 .1 0  I คร้องผสํมฟฉดกดบ่น (V o rte x  m ix er)
4 .1 1  กล้องคุลฑรรสํนพรอมคุ'ปกรน่;ถ่ายภาพ และ g re e n  f i l t e r
4 .1 2  I,คร้องอัคยยาย!ปยาวคำ

5. สำรเคฝ ็
5 .1  อาหารเส ํ,ยงเฟลล ้ M 199 ฟฉดผง
5 .2  สำรกระตุ้นการแบ่งเปลล้ p h y to h e m a g lu t in in - p  (G ibco)
5 .3  H an k s ' b a la n c e d  s a l t  s o l u t i o n
5 .4  sodium  p e n i c i l l i n
5 .5  s t r e p to m y c in
5 .6  f e t a l  c a l f  serum  (G ib co l
5 .7  5 - f l u o r o - 2 '  - d e o x y u r id in e  (FUdR)

5 .8  s u l f u r i c  a c id  c o n e . (ห2ร04 )
5 .9 ม ้ า ย า ฆ ่ า เ ส ์ ฮ  s a v l o n
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5 .1 0 h e p e s
5 .1 1 c o lc h ic in e
5 .1 2 g l a c i a l  a c e t i c  a c id  (CH^COOH)
5 .1 3 a b s o lu te  m e th a n o l
5 .1 4 p o ta s s iu m  c h lo r id e  (KC1)
5 .1 5 sod ium  c h lo r id e  CNaCll
5 .1 6 h y d r o c h r o l i 'c  a c id  CHC1)
5 .1 7 sodium  h y d ro x id e  CNaOH)
5 .1 8 sod ium  h y d ro g e n  c a r b o n a te  CNaHCO^)
5 .1 9 p o ta s s iu m  d ic h ro m a te  CK^Cr^O^)
5 .2 0 d i-s o d iu m  h y d ro g e n  o r th o p h o s p h a te  (Na^HPO^)
5 .2 1 p o ta s s iu m  d ih y d ro g e n  o r th o p h o s p h a te CKH2P04 L
5 .2 2 n o rm a l s a l i n e  CO.9% NaCl)
5 .2 3 t r i - s o d i u m  c i t r a t e  (Ua2C6 .2 แ 2อ1
5 .2 4 t r y p s i n
5 .2 5 สืย้,อม G iem sa
5 .2 6 ฝ้ากส่,น
5 .2 7 d e k to l  d e v e lo p e r  (KODAK)
5 .2 8 D 76 d e v e lo p e r  (KODAK)
5 .2 9 f i x e r  (KODAK)
5 .3 0 7X (FLOW)
5 .3 1 g l y c e r o l

ฬ ดุในกา ? ถ่ายภาพ
6 .1 ฬล์มสื และ'สล์มส์'โลด ยนาด 36 เ;1)
6 .2 ฟลมยาวดำ (Kodak t e c h n i c a l  p an  f i lm )  ' ยนาด 36
6 .3 ก?ะดาษสัด^ปเ'บอ?" 3 ยนาด 5" X 7"

Ü 1 5 6 K G
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7 . I คร ั้องใส ่เรดI ตสืด
7 .1  a lu m in iu m  f o i l
7 .2  กล่องเ ?าบสํไลด้
7 .3  กระดาษเฮดIสิ'นล้
7 .4  ห ้ายาเฮดเล ่นส ํ
7 .5  o i l  im m ersio n
7 .6  p a r a f i l m  p a p e r
7 .7  ผากอสํ

ใ!)ดำเฉุนการทดกอง 1 2 3

1 . การ เ ล่บศวอย่าง I สือด 
เล่บศวอย่างเสือดคนปัญญาอ่อนเพสํฮายฑึ่มิเโคโมโฮมเป็น 4 6 1 xy ค'านวน

100 คน ค’านวนคนละ 3 มล. ส่ง เป ็นท ํกเ?ยนอยู่ในโรงเ?ยนราฮาน ุถ ูล โดยเล่บในาฮ?งค 
ฟ้ปราสํคากเส่อ เคสือบด้วยสำรปันเสือดแฮ'ง (h e p a r in )

2 . ก าร เพ าะ เส ัย ง เฮ ล ล ้ ( S u th e r la n d ,  1979a ะ G lo v e r , 1981)

Iส ์ยงเฮลล ้เรด เส ือดยาวโดยใส ่ไ๙การป็ลอดเส่อ เดมสำรอาห ารเส ์ยงเฮลล ้ 
4 .5  ม ล .. เสือด 0 .5  มล. p h y to h e m a g lu t in in -P  0 .1  มลุ. ลงในยวดเสัยง
เฮลล ่ ป็ดคุกพอแน่นพอ?เอากาสํสำมารถผ่านเย้าไปได้ เยย ่าเฟอให ้สำรต'าง  ๆ ผสํมเย้า เป็น 
เฟ ้อเดยวศน เล่บในดู้อบลุณหฎ?! 37 องสำเฮ ล เฮ ย ส ํ <3<ว2  5 เปอรไ,ฮนต นาน 72
ส่วโมง เน ่อเส ์ย ่งเฮลลนาน 48 ส่,วโมง เดม 10 5 M FUdR ลงไปในยวดเสํยง เฮลล้ให ้ 
ฝ็ความเย้มย้น 10 7 M (0 .1  มล.) เฟอกระตุนให้เป็นต'าแหน่งเปราะบนโครโมโฮม

3. การเต?ยมสำลด้เ^อใส่ในงานทดลอง
การเต?ยมสำลด?เสํะอาดทำโดยแส่สำลดในห้ายา d ic h ro m a te  c l e a n s in g  

ให้ศ่'วทั้งแผ่นเป็นเวลาอย่างห้อย 24 ส่'วโมง ทำส่นมาล้างห้าประปา?เไหล?นตลอดเวลาเป็น 
เวลาประมาณ 1 ส่วโมง ผ่านห้ากล่น 2 คร้ัง แล้ว3งแส่สำลด้ในยวดล่ฝ็ห้ากล่น เล่บใน
ด้เฮนอุณหฎ? 4 - 8 องสำเฮลเฮยส ํ
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4 . กา?เต?ยมโค?โมโปมุบนสํไคด้ ( S u th e r la n d  and H e c h t, 1985)

4 .1  เท ี่อ เพาะเย ้ช-นปลลไว ้ค?,บ 72 ส่''วโมงแล้ว ทำมา เดมสำ?ละลาย 
c o lc h ic in e  ความเย้มย้น 0 .0 0 2  ม ก ./ม ล . ค'านวน 1 มล. ลงในยวดเสํยง เปลล้ 
เท ั้อทำลายเย้นใยสํป ็ท ํเดล เป็นกา?หy ดกา?แน่งเปลลา.rH ?ะยะเมตาเฟส ํ เป็บในดู้’อบ 
çtvjvrçiระ! 37 องสำเปลเปยสํ นาน 20 นาป็

4 .2  เทยองทั้งหมดคากยวดเพา ะ เ สํย งลงในหลอด c e n t r i f u g e  ส่งเฮยน 
ส่อยองด'วอย่างเสือดไวํต?งด'น น่นด้วยเคส่อง c e n t r i f u g e  ความเ?ว 1 ,2 0 0  ?อบฅ่ฮนาทํ 
นาน 5 นา?) ยองในหลอดคะแบกด'วออกเป็นสํ'วนเปลล้และโ?ายา ดูดสํ'วนโ?ายาท้ังไป

4 .3  เดมสำ?ละลาย 0 .0 7 5  M KC1 ค'านวน 5 มล. ลงไปเที่อทำให้ 
เปลล'บวมด''ว ผส ํมให ้เย ้าด'น ทั้งไวนาน 15 นา?) ท่ี 37 อ งส ำเป ล เ1ฮยสํ แล้วน่นแยกสํ'วน 
นายาทั้งไป

4 .4  ค่อย  ๆ หยด c o ld  C am oy f i x a t i v e  ลงไปป็ละหยดในยณะท่ีหลอด 
c e n t r i f u g e  ทั้นอยู่ในเคส่องกดน่'น คนไดโ?ายาหลอดละ 5 มล.' แล้วป็นแยกสํ'วนโ?ายา 
ทั้งไป ทำเย ้นท ั้ 3 ค?ง คนเฝ็ดเสือดแดงแตกด'วหมด

4 .5  Iดม f i x a t i v e  ป?ะมาณ 0 .5  - 1 .0  .ม ล . เ'ฝอผสํมด'บกลุ่มเปลล้ 
เป็น c e l l  s u s p e n s io n

4 .6  หยด c e l l  s u s p e n s io n  ด้วยปาสํเตอ?*ปิเปตลงบนสํไลด์ที่แย้เป็น 
และทำสันจากโ?าพอหมาดแม่นละ 2 หยด เฟอให้เปลล้แตกด'วและโค?โมโปมก?ะคายด'วบน 
สํไลด้ ทั้งสํไลด้ให้แห้งที่9ถ!หภู&ห้อง

5. กา?ย้อมโค?โมโปม

5 .1  - ใ g c o n v e n t io n a l  (ด'ดแปลงคาก P a t i l  e t  a l . ,  1971)
5 .1 .1  เต?ยม 20% G iem sa (G iem sa in  p h o s p h a te

b u f f e r )
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5 .1 .2  ข้อมสืใลดคัวบสื G iem sa นาน 15 นาfl ล้างสืออกด้วย 

ป้าสํะร อา ด
5 .1 .3  ส่งส์ไลด้ให้แห้งส่9เฒฎ£)ห้อง

5 .2  ๆg G -b an d in g  (๙'ดแปลงจาก S e a b r ig h t ,  1971)
5 .2 .1  แล่สืไลด้ส่ฝ็โค?โมโ น มในท?ปนน นาน 45 รนาที ifioîTก

นาให้เกดแถมมนโค?โมโนม แล้วนาสันมาด้างใน p h o s p h a te  
b u f f e r

5 .2 .2  ข้อมสืโค?โมโ น มด้วย 20% G iem sa นาน 15 นาที ล้าง 
ด้วยป้าสํะอาด ส่งสํไลด้ไข้Hçuftiçfrห้อง

6 . กา? ตy วคสือมโค? โมโนม

กา?ต?วคสํอมโค?โมโนมส่ข้อมแล้วภายให้กล้องคุลท??ดํนนนด 2 ตา ก*าสํง 
ยยาย 10 X  10 และ 10 X  100 เสือกดูโค?โมโนมใน?ะยะเมตาเฟสืส่ก?ะคายดํ'วสื และ

ร่ยนาดความยาวเหมาะแก่กา?ต?วคสํอบ ค*านวน 100 เนลล้ ใน 1 คน ล่า.ยภๅพโค?โมโนม 
ด้สืท่ีสํด 1 เนลล้ คากกล้องคุลท??ดํนด้วยก,าส์'งยยาย 10 X 10 โดยฟิล้มยาวดำ
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