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ภาคผนวก

การตรวจวัตปริมาณอัล\เมินในฟ้สสาวะโดยวิธ 
Single radial immunodiffusion

Single diffusion หมายถึง การทำปฎิกริยาระหว่าง antigen และ antibody
(Precipitation reaction) โดยมี'โน(agarose gel)n3นดัวกลางเม่ือ antigen ซึมผ่าน'โนและ 
ทำปฎิกริยากับ antibody ท่ีจำเพาะ ก็จะเกิดเล้นตะกอนในจุ้นสามารถเห็นได้ด้วยตาเปล,า

Radial immunodiffusion จึงหมายถงหลักการของ single diffusion โดยการผสม 
antibody อยู่ในจุ้น (agarose gel) และเจาะหลุมเป็นวงกลมเม่ือหยด antigen ลงในหลุม 
antigen จะซึมผ่านจุ้นทำปฎิกริยากับ antibody และเกิดแถบตะกอนเป็นเปวงกลม (ดังภาพ)

Antibody+Agarose gel

precipitation lineAntigen
การตรวจโดยวิธีน้ีสามารถบอกปริมาณความเข้มข้นของสารท่ีเราด้องการทราบ โดย 

หยดสารน้ันลงในเท่ีเจาะไข้ ขนาดเล้นผ่าสูนย์กลางของวงตะกอน(precipitation line) ท่ีเกิด 
ข้ึนจะแปรผันตามความเข้มข้นของสารน้ัน ถ้าวงตะกอนใหญ่ก็แสดงว่าสารนันมีความ 
เข้นข้นมาก เราสามารถคำนวณหาความเข้มข้นของสารได้ โดยการเปริยบเทียบกับเสันผ่า 
สูนย์กลางของวงตะกอนของสารท่ีทราบความเข้นข้นแล้วจากกราฟมาตรฐาน

ข้ันตอนการทดสอบ
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ผสม 2% agarose in barbitone buffer 0.075 M pH 7.6 0.55 ml และ sheep anti­
rat albumin 66 ไมโครลิตรใน6% PEG in barbitone buffer 0.55 ml ซ่ึงอุ่นใน water bath 
อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส

2. ใส่f น (agar gel) ลงใน plate
โดยใช้ pipette ดูดจุ้น(อัตราส่วน antiserum 10 microlitre /cm ) 1 ml แล้วหยอด 

ลงใน plate จนเต็ม ท้ิงใว้จนจุ้นแข็งตัว

เจาะหลุมบนจุ้นขนาดเล้นผ่าสูนย์กลาง 2 มม. หยดปีสสาวะของหใงูลงไปให้เต็ม
หลุม (ประมาณ 4 ไมโครลิตร)และหยด standard rat serum ซ่ึงเด่าปริมาณของ albumin 
เพ่ือใช้เป็นด่ามาตรฐานสำหรับ plot กราฟระหว่างขนาดเล้นผ่าสูนย์กลางกับความเข้มข้น 
ของอัลภูมิน( ดูตัวอย่างกราฟ )

4. Incubate ไล้ท่ีอุณหภูมิห้องในกล่องช้ืน อ่านผลท่ีประมาณ 18-24 ช่ัวโมง วัด 
ขนาดของเล้นผ่าสูนย์กลางของวงตะกอน (precipitation line) ตังภาพ (ภาพตัวอย่างการอ่าน 
ผล) อ่านด่าความเข้มข้นของอัลภูมินจากเล้นกราฟมาตรฐาน (standard curve) 
Diameter(mm.)

A l b .
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หมายเหตุ ถ้าไม่เกิดวงตะกอน แปลผลได้ 2 อย่างด้งน้ี
1. ปริมาณ albumin มากเกินไป (เกิด prozone phenomenon) ด้องเจือจางป็สสาวะหนู 

เปีน 1:5,1:10
2. ปริมาณ albumin น้อยเกินไปตอง concentrate ป็สสาวะ โดยใช้ dialysis tubes 

และ concentrate ใน Polyethylene glycol MW 8000 Dalton ประมาณ 3 ชัวโมง
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