
บทท 2

อ ุปกรณ ์และว ิธ ีด ำเน ินการว ิส ัย

1. สัตว์ทดลอง

หนูขาว พ ัน ธ ุ้ว ิส ต าร ์(albino rat, wistar) เพศผู้ น ิาหน ัก 180-200 กรัม จากสำน ักส ัตว ์ทดลองแห ่งชาต ิ 
มหาว ิทยาส ัยมห ิดล ตำบลศาลายา อำ๓ อนครช ัยศรี จ ังหว ัดนครปฐม โดยก ่อนทำการทดลองจะเล ี้ยงส ัตว ์ 
ทดลองไว ้ประมาณ  7 วัน เพ ื่อให ้ส ัตว ์ทดลองปร ับต ัวให ้เข ้าก ับสภาพแวดล ้อม และด ูแลให ้ได ้ร ับอาหารและน ํ้า 
อย ่างเพ ียงพอตลอดการว ิจ ัย  โดยดำเน ินการว ิจ ัยท ี่ห ้องปฏ ิบ ัต ิการว ิจ ัยภาคว ิชา๓ ส ัชว ิทยา คณ ะเภส ัชศาสตร ์
จ ุฬาลงกรณ ์มหาว ิทยาล ัย

2. สารเคมีและ อุปกรณ์ท๋ึใช้

2.1 สารเคม ีท ี่ใช ้ในทาร่ว ิจ ัย
ภาคว ิชาเภส ัชเวท คณ ะเภส ัชศาสตร ์ จ ุฬาลงกรณ ์มหาวิทยาล ัย 

andrographolide
ศ ูนย ์เคร ื่องม ือว ิจ ัยว ิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี จ ุฬาลงกรณ ์มหาว ิทยาล ัย 

3% glutaraldehyde
บริษ ัท คล ิน ิคอลใดแอคโนสต ิคส ์ ประเทศไทย 

SGOT (AST) & SGPT (ALT) sets 
บริษ ัท แคนเบอร์รา ประเทศสหรัฐอเมริกา 

aquasol, universal LSC-coctail 
บริษ ัท อี เมอร์ค ประเทศเยอรมน ี 

d iethylether
hydrochloric chloride (HCl) 
magnesium chloride (MgCI2'6H 20 )

บริษ ัท ซ ิกมา-เคม ิคอล ประเทศสหรัฐอเมริกา 
acetam inophen

adenosine ธ , -triphosphate (ATP), dipotassium salt 
(3-mercaptoethanol (2-hydroxyethylmercaptan) 
ca lf thym us deoxyribonucleic acid (DNA)



ethylenediam ine tetraacetic acid (EDTA) 
formic acid, ammonium salt
Hoechst 33258 dye (2-[2(4-hydroxyphenyl)-6-benzimidazolyl}-6-(1-methyl-4=L
piperazyO-benzimidazole)
phenylmethylsulfonyl fluoride
potassium chloride (KCI)
protein assay kit
sodium chloride (NaCI)
sodium hydroxide (NaOH)

sodium phosphate, monobasic monohydrate (NaH2PO4 -H20 )  
sodium phosphate, dibasic anhydrous (Na2H P 0 4) 
sucrose 
trizma-base

บริษ ัท ด ูปองท ์ เอ ็นอ ีเอ ็น โปรด ัคท ์ ประเทศอ ังกฤษ 
[3H] thym idine

2.2 อ ุปกรณ ์ท ี่ใช ้ในทา?ว ิจ ัย 
ขวดโหลดมยาสลบ 
สำลี
autopipettes และ pipet tips ขนาด 10-5,000 ไมโครลิตร (Pipetman, Gilson Medical Electronic, 
France)
centrifuge tubes
DEAE-cellulose discs ขนาด 200x250 ม ิลล ิเมตร (Toyo Roshi Kaisha, Ltd., Japan) 
disposable cuvettes (acrylic, polystyrene) ขนาด 1x1x3 เซนต ิเมตร 
disposable syringe ขนาด 20 ม ิลล ิล ิตร
DSA-based liquid scintillation counters, model W allac 1409 (Wallac OY, Finland) 
Heidolph glass homogeniser type 50203 RZR 2 
heparinzed capillary tubes 
ice bath
labolatory centrifuge, model H-103N (Kokusan Enshinki, Japan)
m icrocentrifuge tubes
needles 20 gauge
scintillation vials ขนาด 7 ม ิลล ิล ิตร
shaker bath (Hetofrig, Danmark)
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spectrofluorom eter, model FP-777 (Japan Spectroscopic Co., Ltd.) 
spectrophotom eter (Ultraspec II, LKB biochrom w Ltd., England) 
ultracentrifuge และ rotor type 90 Ti (Beckman Instruments, Inc., บ .S.A.) 
vortex m ixer (C lay Adams, U.S.A.) 
w ater bath (Heto Lab Equibment, Danmark)

3. ว ิธ ีด ำ เน ิน ก า ร ว ิจ ัย

3.1 การต ิกษาหาขนาดของอะเซตาม ิโนเฟนท ี่ให ้ทางปากหน ูชาว แล ้วทำให ้เก ิดการทำลายเชลล ์ต ับ  
เป ็นการต ิกษ าขนาดและระยะเวลาท ี่เหม าะสมของอะเชตาม ิโน เฟ นในการทำให ้เก ิดพ ิษ ต ่อต ับ ใน  

หน ูขาว โดยปร ับปร ุงว ิธ ีการว ิจ ัยมาจาก Zieve และคณะ (1985)
3.1.1 เตร ียมสารแขวนตะกอนอะเซตาม ิโนเฟน โดยการนำอะเชตาม ิโนเฟนมาแขวนตะกอนใน 

60% (พ/v) sucrose ให ้ได ้ความเข ้มข ้น  250 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร
3.1.2 ว ิธ ีการทดลอง ใช ้ส ัตว ์ทดลองท ั้งหมดจำนวน 24 ตัว แบ ่งเป ็น 3 กล ุ่มๆละ 8 ตัว 

กลุ่มที่ 1 กล ุ่มควบค ุมไม ่ให ้ intervention ใดๆ
กลุ่มที่ 2 ให ้อะเซตามิโนเฟนขนาด 1 ,200มิลล ิกรัมต ่อน ํ้าหน ักต ัว 1 ก ิโลกรัม 1 คร ั้งทางป าก 
กลุ่มที่ 3 ให ้อะเซตาม ิโนเฟนขนาด 1 ,5 00ม ิลล ิกร ัมต ่อน ํ้าหน ักต ัว 1 ก ิโลกร ัม 1 คร ั้งท างป าก

จากน ั้นทำการทดลองโดยปฏ ิบ ัต ิต ังน ี้
1. เจาะเล ือดส ัตว ์ทดลองท ุกกล ุ่มท ี่เวลาเร ิ่มต ้น T0 (ก ่อนการให ้ intervention)
2. ป ้อนอะเซตาม ิโนเฟนขนาดต ่างๆตามน ี้าหน ักต ัวของส ัตว ์ทดลองในกล ุ่มท ี่ 2 และ 3
3. ให ้อาหารและน ํ้าส ัตว ์ทดลองท ุกกล ุ่มตามปกต ิ
4. เจาะเล ือดส ัตว ์ทดลองท ุกกล ุ่มท ี่เวลา T 1 และ "โ2 (12 และ 24 ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับ  

อะเชตาม ิโนเฟน ตามลำตับ)
5. นำเลือดที่ได้ไป centrifuge ที่ 3,000 rpm น า น 1 5 นาที เพื่อแยกซีรั่มนำไปวิเคราะห์หาระดับ 

เอนไซม ์transaminase (SGOT และ SGPT)
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3.2 การทีทษาผลของแอนโดรก?าโฟไลดไต่อการทดแทนเซลล์เท่าของตับในหนุขาวภายหลังทารทำลาย!,ซลสั
ตับจากอะเซตามิโนเฟน

ปรับปรุงวิธ ีการวิจ ัยมาจาก Tsukamoto และ Kojo (1992)
3.1.1 เตรียมสารแขวนตะกอนแอนโดรกราโฟไลด์5 0 ม ิลล ิกร ัมต ่อน ํ้าหน ักต ัว1 ก ิโล ก ร ัม ' โดยการบด 

แอนโดรกราโฟไลดิให้ละเอียด นำ'โปแขวนตะกอน'ใน60% (พ/v) sucrose ให ้ได ้ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
3 .2 .2 วิธ ีการทดลอง ใช ้ส ัตว ์ทดลองจำนวน19 2ตัว แบ ่งเป ็น4 กลุ่มๆละ 4 8 ตัว โดยแบ่งทำการทดลอง 

ในแต่ละครั้งทั้ง 4 กลุ่มๆละ 4 ตัว
กลุ่มที่ 1 กล ุ่มควบค ุมไม ่ให ้ intervention ใดๆ

กลุ่มที่ 2 ให ้อะเชตามิโนเฟนขนาด 1 ,500มิลล ิกรัมต ่อน ํ้าหน ักต ัว 1 ก ิโลกรัม 1 ครั้ง ทางปาก 
กลุ่มที่ 3 ให้แอนโดรกราโฟไลด์ขนาด 50 ม ิลล ิกรัมต ่อน ํ้าหน ักต ัว 1 ก ิโลกรัม 1 ครั้งทางปาก 
กล ุ่มท ี่4 ให ้อะเซตามิโนเฟนขนาด 1,500 ม ิลล ิกร ัมต ่อน ํ้าหน ักต ัว1 ก ิโล ก ร ัม 1 ครั้ง ทางปาก 

ก่อนให้แอนโดรกราโฟไลดขนาด 50 มิลลิกรัมต่อนำหนักตัว 1 กิโลกรัม 1 ครั้ง ทางปาก เป็นเวลา 12ชั่วโมง

จากน ั้นทำการทดลองโดยปฏ ิบ ัต ิต ังน ี้
ก. ส ืกษาผลของแอนโดรกราโฟไลด ์ต ่อการทดแทนเซลล ์เก ่าของต ับภายหล ังการทำลาย 

เชลล ์ต ับจากอะเซตาม ิโนเฟน
1. เจาะเล ือดส ัตว ์ทดลองท ุกกล ุ่มท ี่เวลาเร ิ่มต ้น T0 (ก ่อนการให ้ intervention)
2. ป ้อนอะเซตาม ิโนเฟนขนาด 1,500 ม ิลล ิกร ัมต ่อน ํ้าหน ักต ัว 1 ก ิโลกร ัม 1 ครั้ง 

ทางปาก แก ่ส ัตว ์ทดลองในกล ุ่มท ี่ 2 และกลุ่มท ี่ 4
3. เจาะเล ือดส ัตว ์ทดลองท ุกกล ุ่มท ี่เวลา T 1 (12 ช ั่วโมงหล ังไต ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
4. ป ้อนแอนโดรกราโฟไลด‘ขนาด 50 ม ิลล ิกร ัมต ่อน ํ้าหน ักต ัว 1 ก ิโลกรัม 1 ครั้ง ทาง 

ปาก แก ่ส ัตว ์ทดลองในกล ุ่มท ี่ 3 และกลุ่มท ี่ 4
5. จากน ั้นนำส ัตว ์ทดลองมาดมสลบด ้วย diethylether แล ้วทำการผ ่าหน ้าท ้อง ใช ้

0.9% (w/v) NaCI ปร ิมาตร 25 ม ิลล ิล ิตรล ้างเล ือดภายในต ับทาง portal vein 
แล ้วทำการต ัดต ับออกมาแบ ่งเป ็น 2 ส ่วน โดย
ส่วนที่ 1 นำไปใส ่ในขวดน ํ้ายา 3% glutaraldehyde ท ี่เตร ียมไว ้ เพ ื่อส่ง

ตรวจช ินเน ือทางพยาธ ิว ิทยา (histopathology) โดยใช ้ Transm ission 
electron m icroscope (TEM)

ส่วนที 2 นำไปบดให ้ละเอ ียดด ้วย homogeniser ให ้ไต ้ 20% (w/v) rat liver 
homogenate โดยบดต ับส ัตว ์ทดลอง 2 กร ัมโดยประมาณ  ในสาร 
ละลาย tris-HCI buffer, pH 7.4 ปร ิมาตร 10 ม ิลล ืล ิตร (ประกอบ 
ด้วย 50 ทาM tris-HCI, 0.25 M sucrose, 10 mM (3-mercaptoethanol, 
1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM EDTA) จากน ันแปง 
rat liver homogenate ออกเป ็น 2 ส ่วน เพ ื่อนำไปตรวจหาปริมาณ  
DNA ในต ับ และว ิเคราะห ์หาระด ับ เอนไซม ์ thymidine kinase
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ข. ด ีกษาผลของแอนโดรกราโฟไลด'ตอการทดแทนเชลล ์เก ่าของต ับภายหล ังการทำลาย 
เซลล ์ต ับจากอะเซตาม ิโนเฟน ท ี่เวลา 24, 36, 48 และ 72 ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเชตาม ิโนเฟน

ทำการทดลองเช ่น เด ียวก ับข ้อ  ก. แต ่เปล ี่ยนเวลาในการเจาะเล ือดส ัตว ์ทดลอง
เพ ื่อนำซ ีร ั่ม ไปว ิเคราะห ์หาระด ับ เอนไซม ์ transam inases (SGOT และ SGPT) และเวลาในการต ัดต ับเพ ื่อนำไป 
บด เพ ื่อตรวจหาปริมาณ  DNA ในต ับ และว ิเคราะห ์หาระด ับ เอนไซม ์ thym idine kinase ตลอดจนการตรวจ 
ทางพยาธ ิว ิทยา (24 ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน) ด ังน ี้

J 2 (24 ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
T3 (36 ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
าโ4 (48 ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
ไ'5 (72 ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)

3.3 การเตร ียมเล ือดเพ ื่อหาระด ับ SGOT และ SGPT ในชีร ั่ม
3.3.1 ทำให ้หน ูสลบโดยใส ่ลงในขวดโหลดมยาสลบท ี่ม ีสำล ีช ุบ  d iethylether
3.3.2 นำหน ูออกมาจากขวดโหลแล ้วทำการเจาะเล ือดจาก retro-orbital plexus บร ิเวณ ม ุมห ์ว 

ตาของหน ูโดยใช ้ heparinized capillary tube
3.3.3 รองรับเล ือดจากปลาย capillary tube ให ้ได ้ปร ิมาตร 2 ม ิลล ิล ิตร
3.3.4 นำไป centrifuge ที 3,000 rpm นาน 30 นาที
3.3.5 นำส ่วนใสท ี่เป ็นช ีร ั่มแยกใส ่ใน m icrocentrifuge tube แล ้วนำไปแช่ในนำแข ็ง เพือ 

ควบค ุมอ ุณ หภ ูม ิให ้อย ู่ในระด ับ 4 °c ถ ้าก ังไม ่นำไปว ิเคราะห ์ควรเก ็บไว ้ในต ู้เย ็น  ท ี่อ ุณหภ ูม ิ

4-8 °c เก ็บไว ้ได ้ประมาณ  3-5 ว ันโดยไม ่ทำให ้ระด ับของเอนไซม ์ SGOT และ SGPT 
เปลี่ยนแปลง (LaDue, W roblewski and Karman, 1954)

3.4 การต รวจว ิเคราะห ์หาระด ับ เอนไซม ์SGOT และ SGPT
โดยอาศ ัยหล ักการเร ่งปฏ ิก ิร ิยาการย ้ายหม ู่อะม ิโน (transamination) ของกรดอะม ิโน เป ็นท ี่ทราบ 

ก ันด ีว ่า เอนไซม ์ SGOT และ SGPT จะทำหน ้าท ี่ เร ่งปฏ ิก ิร ิยาย ้ายหม ่อะม ิโนไปก ัง a  -oxoacid แล้วทำให ้เก ิด 
กรดอะม ิโน และ a -o x o a c id  ต ัวใหม ่ข ืน ด ังน ัน Reitman และ Frankel (1957) จ ึงใช ้หล ักการด ังกล ่าวน ี มาใช ้ 
ในการว ิเคราะห ์หาระด ับ เอนไซม ์ SGOT และ SGPT โดยใช ้การว ัดเท ียบส ี (colorim etric method) จากการ
ทำป ฏ ิก ิร ิยาของ a  -oxoac id  ท ี่เก ิด ข ืน ใน ป ฏ ิก ิร ิย า ก ับ  2, 4 -d in itrop heny lhyd raz ine  ท ำให ้ได ้ส าร  
phenylhydrazone ของ a -o x o a c id  ซ ื่งจะให ้ส ีในภาวะท ีเป ็นด ่าง (Reitman and Frankel, 1957) ด ังแสดง 
ในร ูปภาพท ี่ 15.
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รูปภาพท ี่ 15. แสดงปฏ ิก ิร ิยาของเอนไซม ์SGO T และ SGPT 
(Reitman and Frankel, 1957)
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ว ิธ ีการว ิเคราะห ์หาระด ับ เอนไซม ์ SGOT และ SGPT
า. ใส่ GOT หรือ GPT substrate ปริมาตร 0.5 ม ิลล ิล ิตร ลงในหลอดทดลองตามจำนวน

ต ัวอย ่างท ี่ต ้องการ

2. นำไป incubate ท ี่อ ุณหภ ูม ิ 37 ๐ C ในอ ่างน ํ้าร ้อน นาน 5 นาที
3. เต ิมช ีร ั่มท ี่ต ้องการว ัดลงไป 0.1 ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง

4. ผสม แล้วนำไป incubate ท ี่อ ุณหภ ูม ิ 37 ° c  ในอ ่างน ํ้าร ้อน นาน 30 และ 15 นาที สำหรับ 
การตรวจ GOT และ GPT ตามลำดับ

5. เติม dinitrophenylhydrazine ปร ิมาตร 0.5 ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง
6. ผสม และต ั้งท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้องนาน 20 นาที
7. เติม 0.4 N NaOH ปริมาตร 5 ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง
8. ผสม และต ั้งท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้องนาน 5 นาที
9. นำไปอ่านค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ด้วยเครือง spectrophotometer ท ีความยาวคลืน 520 

นาโนเมตร โดย'ไซ้,นี้ากลั่นเป็น blank สำหรับ set ศ ูนย์
10. นำค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ได ้ไปคำนวณ หาระด ับ GOT และ GPT activity จาก standard 

calibration curve จะได ้ค ่า SGOT และ SGPT ท ี่ต ้องการว ัดโดยผลการตรวจว ิเคราะห ์แสดง 
หน ่วยเป ็น  SF units/ml

ว ิธ ีการหา standard calibration curve
อาศ ัยการเปล ี่ยนแปลงปริมาตรของ standard pyruvate และ substrate ด ังน ี้ 1 2 3 4

No.
pyruvate

(ml)
GOT/GPT substrate 

(ทา!)
h 20
(ml)

GOT activity 
(SF units/ml)

GPT activity 
(SF units/ml)

1 0 0.50 0.1 0 0
2 0.05 0.45 0.1 20 25
3 0.10 0.40 0.1 55 50
4 0.15 0.35 0.1 95 83
5 0.20 0.30 0.1 148 126

1. เติม dinitrophenylhydrazine ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทุกหลอดทดลอง
2. ผสม และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 20 นาที
3. เติม 0.4 N NaOH ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทุกหลอดทดลอง
4. ผสม และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที
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5. นำไปอ ่านค ่าการด ูดกล ืนแสง (absorbance) ด ้วยเครือง spectrophotom eter ท ีความยาว 
คลื่น 520 นาโนเมตร โดยใช ้น ํ้ากล ั่น เป ็น  blank สำหรับ set ศ ูนย ์

6. plot curve ระหว่าง GOT activity และ G PT activity ก ับค ่าการด ูดกล ืนแลงของแต ่ล ุะค ่า
7. ลากเล ้นต ่อแต ่ละจ ุด จะได ้ calibration curve ของการว ิเคราะห ์หาระด ับ เอนไซม ์ SGOT 

และ SGPT

หมายเหตุ
1. hemolyzed serum จะทำให ้ได ้ค ่าส ูงกว ่าความเป ็นจร ิง เน ื่องจากเม ็ดเล ือดแดงม ีเอนไซม ์ 

GOT เป็น า5 เท ่าของท ี่ม ีอย ู่ในช ีร ั่ม  ส ่วน เอน ไซม ์GPT เป็น 7 เท ่าของท ี่ม ีอย ู่ในซ ีร ั่ม
2. lipemie serum จะทำให ้ค ่าท ี่ได ้ผ ิดไป เน ื่องจากความขุ่น

3. ช ีร ั่มควรแยกออกภายใน 2 ช ั่วโมง น ํบจากเจาะเล ือดและเก ็บท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 4-8 ° 0  ถ้าย ังไม ่ 
ตรวจทันที

4. ค วรให ้ท ุก ห ล อ ด ท ด ล อ งม ีช ่วง เวล าก ารท ำป ฏ ิก ิร ิย า เท ่าก ัน ท ุก ห ล อ ด แ ล ะค วรเท ่าก ัน ท ุก ค ร ั้ง  
โดยเฉพาะ GOT ท ี่ใช ้เวลา incubate นาน 30 นาที ม ีโอกาสผ ิดพลาดจากสาเหต ุน ี้ได ้ค ่อน 
ช ้างมาก

5. ซีรั่มที่ข ุ่นมากควรทำ serum blank โดยทำเช ่นเด ียวก ับด ัวอย ่างท ี่ทำการทดสอบ แต่ใส ่ซ ีร ั่ม 
หล ังจากเต ิม d initrophenylhydrazine เร ียบร้อยแล้ว และใช ้ serum blank สำหรับ set ศ ูนย ์ 
แทน

6. ต ัวอย ่างท ี่ม ีค ่าเอนไซม ์ SGOT และ SGPT ส ูงก1ว ่าค ่าท ี่ม ี,ใน standard calibration curve ให ้ 
เจ ือจางช ีร ั่มด ้วยน ํ้ากล ั่น  แล ้วค ูณ ค ่าท ี่ได ้จากกราฟด ้วย diluiton factor

3.5 การวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ในดับ
เดิมการวิเคราะห์หาปริมาณ DNA นั้น มักใช้วิธีการวัดเทียบลื (colorimetric method) จากการ 

ทำปฏิกิริยาของ diphenylamine กับนำตาล pentose ใน nucleic acids ด้วยวิธีของ Schneider (1957) แต่ 
เนื่องจากต้องอาศัยการลกัดแยก ribonucleic acid (RNA) ออกจากตัวอย่างทีต้องการสืกษาก่อนทำการ 
ทดสอบหาปริมาณของ DNA แม้มีการปรับปรุงวิธีการทดสอบโดยการเติม acetaldehyde ลงไปในปฏิกิริยา 
เพื่อให้เกิดความไวของวิธีการตรวจสอบมากขึ้นก็ตาม ยังคงต้องอาศัยระยะเวลาในการทำปฏิกิริยานานอย่าง
น้อย 12-17 ชั่วโมง (Burton, 1956)

จึงได้มีการสืกษาวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณ DNA ในเนื้อเยื่อต่างๆขึ้น โดยอาศัยหลักการทำ 
ปฏิกิริยาของสารเรืองแสง (fluorochrome) กับ DNA ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของการดูดกลืนแสงของสาร 
เรืองแสงขึ้น (fluorometric method) ทั้งในเชลล์ (Holmquist, 1975) และใน crude tissue homogenate 
(Brunk, Jones, and James, 1979) ซื่งสามารถวิเคราะห์หาปริมาณ DNA จำนวนน้อยๆ (นาโนกรัม) ได้อย่าง 
ถูกต้องและรวดเร็ว ตังทัน Labraca และ Paigen (1979) จึงได้อาศัยหลักการตังกล่าวนีมาปรับปรุงวิธีการ
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ว ิเคราะห ์หาปร ิมาณ  DNA โดยการใช ้ Hoechst 33258 ซ ึ่งจะไปทำปฏ ิก ิร ิยาก ับ DNA ท ี่ตำแหน ่ง adenine- 
thym ine base pairs (พ eisblum and Haenssler, 1974) fluorescence ท ีเก ิดฃ ึนจากปฏ ิก ิร ิยาจะเพ ิมมาก 
ข ืนเป ็น 30-60%  ใน high salt buffer ที excitation 356 นาโนเมตร และ em ission 458 นาโนเมตร โดยมี 
ความจำเพาะ (specificity) กับ DNA (fluorescence ท ีเก ิดข ืนจากปฏ ิก ิร ิยาท ีม ี RNA จะลดลงเม ือความเข ้มข ้น  
ของสารละลายเพ ิ่มมากข ึ้น ) และมีความไว (sensitivity) ในการว ิเคราะห ์ปร ิมาณ  DNA จำนวนน ้อยๆ เพียง 10 
นาโนกรัม ได ้ โดยอาก ัยระยะเวลา1ในการทำปฏ ิก ิร ิยา 2-3 นาที เท ่าน ้น (100% enhancem ent) และ ปฏ ิก ิร ิยา 

stable อย ู่นานอย ่างน ้อย 16 ช ั่วโมง สอดคล ้องก ับการส ืกษาหาปริมาณ ของ DNA โดยใช ้ 4 ใ  6-diam idino-2- 

phenylindole -2HC1 (DAPI) เปรียบเท ียบก ับการใช ้ Hoechst 33258 ซ ึ่งสามารถว ิเคราะห ์ปร ิมาณ  DNA 
จำนวนน ้อยๆเพ ียง 5x10’10 กร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร ได ้ เม ือใช ้ high salt buffer เช ่นก ัน (Kapuscinski and 
Skoczylas, 1977)

ข ั้น เตร ียมสารละลายท ี่ใช ้ในการว ิเคราะห ์
1. phosphate-saline buffer (DNA buffer) ประกอบด้วย 0.05 M NaH2P 0 4, 0.05 M 

Na2H P 0 4 และ 2 M NaCI โดยปรับ pH 7.4 ด้วย 4 N NaOH
2. Hoechst 33258 dye (H-stain) โดยการเตร ียม stock solutions ให ้ได ้ความเข ้มข ้น  1 

มิลลิกร ัมต ่อม ีลล ิล ิตรในน ํ้ากล ั่น  จากน ั้น เจ ือจางด ้วยน ํ้ากล ั่นให ้ได ้ความเข ้มข ้น  32 ไมโครกรัม 

ต ่อมิลลิล ิตร เป็น working solutions เก็บไว้ที่อ ุณหภ ูม ิ 4-8 ° c  ได ้นานอย ่างน ้อย 6 เด ือน 
(ควรเก ็บไว ้ในท ี่ท ี่ไม ่ม ีแสง)

3. reaction reagent โดยผสม H-stain working solutions (32 ไมโครกรัมต ่อม ิลล ิล ิตร) 
ป ร ิม า ต ร15 ไมโครล ิตร ลงใน DNA buffer ป ร ิม า ต ร3 มิลล ิล ิตร

ว ิธ ีการว ิเคราะห ์หาปร ิมาณ ของ DNA ในตับ
1. เตรียม blank (tris-HCI buffer) และ crude liver homogenate ปริมาตร 100 ไมโครล ิตร 

ใส ่ลงใน acrylic cuvet ต่อ 1 ต ัวอย่าง
2. ใส่ reaction reagent ท ี่เตร ียมไว ้ ปร ิมาตร 3 ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง
3. ป ิด acrylic cuvet ด้วย parafilm แล ้วผสมโดยการพล ิกกล ับไปกล ับมาเล ็กน ้อย
4. ท ิ้งไว ้โดยไม ่ให ้โดนแสงท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง นาน 1 ชั่วโมง
5. นำไปว ัดความเข ้มของ fluorescence ด ้วยเครือง spectrofluorom eter ที excitation 356 

นาโนเมตร และ em ission 450 นาโนเมตร โดยใช ้ blank สำหรับ set ศ ูนย ์
6. นำค ่าความเข ้มท ี่ว ัดได ้ไปหาปริมาณ ของ DNA ในตับ จาก standard calibration curve จะ

ได ้ค ่าปร ิมาณ ของ DNA ในต ับ ท ี่ต ้องการว ัด โดยผลการตรวจว ิเคราะห ์แสดงหน ่วยเป ็น
ม ีลล ิกร ัมต ่อเน ื้อเย ื่อต ับ 1 กรัม
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ว ิธ ีการหา standard calibration curve
โดยอาศ ัยการเปล ี่ยนแป ลงปร ิมาณ ของ standard DNA (ความเข ้มข ้น  50 ไมโครกรัมต ่อ 
ม ิลล ิล ิตร) ดังนี้

No.
DNA buffer

(M-0

standard DNA 

(|4l)
DNA content 

(|4g)
1 100 0 0
2 90 10 0.5
3 80 20 1.0
4 60 40 2.0
5 40 60 3.0
6 20 80 4.0
7 0 100 5.0

1. f r a c t io n  reagent ท ี่เตร ียมไว ้ ป ร ิม า ต ร3 ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง
2. ป ิด acrylic cuvet ด้วย parafilm แล ้วผสมโดยการพล ิกกล ับไปกล ับมาเล ็กน ้อย
3. ท ิ้งไว ้โดยไม ่ให ้โดนแสงท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง นาน 1 ชั่วโมง
4. นำไปว ัดความเข ้มของ fluorescence ด ้วยเครือง spectrofluorom eter ที excitation 356 

นาโนเมตร และ emission 450 นาโนเมตร โดยใช ้ blank สำหรับ set ศ ูนย ์
5. plot curve ระหว ่างปริมาณ ของ DNA ในต ับก ับค ่าความเข ้มของ fluorescence ของแต ่ละค ่า
6. ลากเล ้นต ่อแต ่ละจ ุด จะได ้ calibration curve ของการว ิเคราะห ์หาปริมาณ ของ DNA ในต ับ

หมายเหตุ
1. เน ื่องจาก Hoechst 33258 เป ็นสารก ่อมะเร ็ง (carcinogen) จ ึงควรสวมถ ุงม ือท ุกคร ั้งท ี่ต ้อง 

ลัมผัส
2. ความเข ้มของ fluorescence จะลดลงเม ือปฏ ิก ิร ิยาประกอบด ้วย cations หรือ heavy metal 

cations บางต ัว เช ่น m agnesium , calcium , c itrate และ manganese เป ็นต ้น 
(Kapuscinski and Skoczylas, 1977; Brunk, Jones, and Jam es, 1979)

3. ต ัวอย ่างท ีม ืค ่าความเข ้มของ fluorescence ส ูงกว ่าค ่าท ีม ืใน standard calibration curve 
ให ้เจ ือจางด ้วย DNA buffer แล ้วค ูณ ค ่าท ี่ได ้จากกราฟด ้วย dilution factor
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3.6 การว ิเคราะห ์หาระด ับ เอนไซม ์thym idine kinase
จากการส ืกษ าเก ี่ยวก ับ การท ดแท น เซลล ์เก ่าท ี่ถ ูกท ำลายด ้วยพ ิษ ต ่อด ับ จากสารเค ม ีห ร ือยาต ่างๆ  

ตลอดจนการทำให ้เก ิดการบาดเจ ็บต ่อเชลล ์ด ับโดยการด ัดด ับออกเป ็นบางส ่วน (partial hepatectomy) น ัน 

ส ่วน 'ให ญ ่ม ุ่งส ืก ษ าถ ึงก ารเป ล ี่ย น แป ล งขอ งระด ับ เอ น ไซ ม ์ thym id ine k inase (A TP ffhym fd ine ร , - 
phosphotransferase) ซ ึ่งทำหน ้าท ี่ในการเร ่งปฏ ิก ิร ิยา phosphorylation ของ deoxythym idine ไปเป ็น
thymidine m onophosphate ในเชลล ์ส ัตว ์เลยงล ูกด ้วยนม (Klemperer and Hayes, 1968) ในการทดลอง 
ครั้งน ี้ได ้ปร ับปร ุงว ิธ ีการทดลองของ Kaln และคณะ (1980) เพ ื่อใช ้ว ิเคราะห ์หาระด ับ เอนไซม ์ thym idine kinase

ว ิธ ีการว ิเคราะห ์หาระด ับ เอนไซม ์thym idine kinase
1. นำ 20% (พ/v) liver homogenate ไป centrifuge ด ้วยเครือง ultracentrifuge ที 24,000 

rpm (36,000 g) ท ี่อ ุณหภ ูม ิ 4 ° c  นาน 30 นาที
2. นำ supernatant ใส ่ลงใน m icrocentrifuge tubes โดยหล ีกเล ียงไขม ์นท ีลอยอย ู่บร ิเวณ ช ัน  

บนส ุดของ supernatant
3. เตรียม reaction mixture ในหลอดทดลอง ต่อ 1 ด ัวอย่าง ให ้ได ้ปร ิมาตรส ุทธ ิ 1 ม ิลล ิล ิตร

4. ป ิดหลอดทดลองด ้วย parafilm นำไป incubate ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ37 °c น า น 1 0 นาที
5. หย ุดปฏ ิก ิร ิยาโดยนำหลอดทดลองวางในน ํ้าต ้มเด ือด นาน 2 นาที แล ้วจ ึงนำไปแช ่ในน ํ้าแข ็ง 

ให ้เย ็นลง
6. นำไป centrifuge ที 945 rpm (100 g) เท ือแยก denatured protein ออก
7. นำ supernatant ปร ิมาตร 30 ไมโครล ิตร หยดลงบน DEAE-cellulose discs ขนาด 1x1 

เซนต ิเมตร
8. นำ DEAE-cellulose discs ล ้างด ้วย 1 ทาM ammonium formate ปร ิมาตร 25 ม ิลล ิล ิตร 

ต่อ 1 ต ัวอย่าง นาน 5 นาที จากน ั้นนำไปล ้างด ้วยน ํ้ากล ั่น  ปร ิมาตร 25 ม ิลล ิล ิตร เช ่นก ัน 
นาน 3 นาที

9. ล้าง discs ซ ํ้าอ ีกคร ั้งตามว ิธ ีในข ้อ 8.
10. จากน ั้นปล ่อย discs ท ีงไว ้ให ้แห ้ง แล ้วนำไปใส ่ใน scintillation vials
11. เต ิม 0.1 M HCI/0.2 M KCI solution จ ำ น ว น 1 ม ิลล ิล ิตร ลงในแต ่ละต ัวอย ่าง

ดังนึ๋

ด ังนี้
50 mM tris-HCI buffer (pH 7.4)
16.67 mM ATP
18 mM MgCI2
0.1 mM [3H] thym idine
supernatant

ปร ิมาตร 200 ไมโครล ิตร 
ปร ิมาตร 3 0 0 ไมโครล ิตร 
ปร ิมาตร 2 0 0 ไมโครล ิตร 
ปร ิมาตร 1 0 0 ไมโครล ิตร 
ปร ิมาตร 2 0 0 ไมโครล ิตร
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11. นำ scintillation vials มาล ั่น  น า น 1 5 นาที แล ้วจ ึงเต ิม Aquasol จ ำ น ว น 5 ม ิล ล ิล ิต รล งใน  
vials เขย่าอป''’ งแรงและผสมจนได ้สารละลายใส

12. นำ discs ไปต รวจว ัดหาระด ับ เอนไซม ์thym idine kinase ด ้วยเครือง scintillation counters
ซ ึงม ีค ่า  detector coeffic ient 68%  โดยผลการตรวจว ัดแสดงหน ่วยเป ็น  pmol/mg
protein/m in โดยอาศ ัยว ิธ ีการตรวจว ิเคราะห ์ปร ิมาณ โปรต ีนของ Lowry และคณะ (1951) 
ปรับปร ุงว ิธ ีการโดย Peterson (1977)

3.7 ว ิธ ีการตรวจว ิเคราะห ์หาปริมาณ โปรต ีนในด ับ
โดยอาศ ัยว ิธ ีการของ Lowry และคณะ (1951) ปรับปร ุงว ิธ ีการโดย Peterson (1977) ด ้วยว ิธ ีการ 

ว ัดเท ียบส ี (colorim etric method) เม ื่อโปรต ีนทำปฏ ิก ิร ิยาก ับ copper sulfate ในสารละลายด ่าง เก ิด เป ็น co
ordinated com plex ก ับอะตอมของ nitrogen ใน peptide chain เก ิด เป ็นส ีน ํ้าเง ินข ึ้น  นอกจากน ี้ย ังใช ้ 
deoxycholate (DOC ความเข ้มข ้น 1.5 ม ีลล ิกร ัมต ่อม ีลล ิล ิตร) และ trichloroacetic acid (72% w/v TC A) ใส่ 
ลงในปฏ ิก ิร ิยาก ่อนทำการว ิเคราะห ์ เพ ื่อป ้องก ัน interfere จากสารเคม ีบางต ัว ต ่อปฏ ิก ิร ิยาท ี่เก ิดข ึ้นจากการ 
ว ิเคราะห ์ด ้วยว ิธ ีการของ Lowry และคณะ เช่น tris, ammonium sulfate, EDTA, sucrose, citrate, am ino 
acid และ peptide buffers เป ็นต ้น

ว ิธ ีการว ิเคราะห ์หาปริมาณ ของโปรต ีนในด ับ
1. เตรียม blank (นำกลัน) และ supernatant ของ 20% liver hom ogenate ป ร ิมาตร 1 

ม ิลล ิล ิตร ลงในหลอดทดลอง ต่อ 1 ต ัวอย่าง
2. เติม DOC (ความเข ้มข ้น 1.5 ม ีลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร) ปร ิมาตร 1 0 0 ไมโครล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย ่าง
3. ผสมแล ้วท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง นาน 10 นาที
4. เติม TCA (72% w/v) ปร ิมาตร 100 ไมโครล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง ผสมแล้วนำไป centrifuge ท่ี

2,000 rpm (450 g)
5. นำตะกอนมาเต ิม Lowry reagent (1% w/v copper sulfate ใน  1% w/v potassium 

tartrate 1 ส ่วน เจ ือจางใน 10 ส ่วน ของ 10% w/v sodium carbonate ใน 0.5 N sodium 
hydroxide) ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง แล ้วจ ึงเทต ัวอย ่างลงในหลอดทดลองไหม'

6. ล ้างหลอดทดลองเด ิมด ้วยน ํ้ากล ั่น  ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 หลอดทดลอง เทผสมลงในแต ่ 
ละต ัวอย ่าง

7. ผสมแล ้วท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง น า น 2 0 นาที
8. เติม Folin & C iocalteu’s Phenol reagent (เจ ือจางด ้วยน ํ้ากล ั่น  อ ัตราส ่วน 1 : 10) ปร ิมาตร 

500 ไมโครล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง
9. ผสมแล ้วท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง น า น 3 0 นาที
10. นำไปอ ่านค ่าการด ูดกล ืนแสง (absorbance) ด ้วยเคร ือง spectrophotom eter ท ีความยาว 

คลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช ้ blank สำหรับ set ศ ูนย ์
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11. นำค ่าการด ูดกล ืนแลงท ี่ว ัดได ้ไปหาปร ิมาณ โปรต ีนในต ับ จาก standard calibration curve 

โดยแสดงผลการตรวจว ิเคราะห ์เป ็น  ม ิลล ิกรัม
12. นำไปอ ่านค ่าการด ูดกล ืนแสง (absorbance) ด ้วยเครือง spectrophotom eter ท ี่ความยาว 

คลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช ้ blank สำหรับ set ศ ูนย ์
13. นำค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ว ัดได ้ไปหาปร ิมาณ โปรต ีนในต ับ จาก standard calibration curve 

โดยแสดงผลการตรวจว ิเคราะห ์เป ็น  ม ิลล ิกรัม

ว ิธ ีการหา standard calibration c u v e
โดยอาศ ัยการเปล ี่ยนแปลงปริมาณ  standard bovine serum album in (BSA) ความเข ้มข ้น 
4 0 0 ไมโครกรัมต ่อม ิลล ิล ิตร ดังนี้

No.
standard BSA 

(ml)
h 20
(ml)

protein concentration 
(jal/ml)

1 0 1.0 0
2 0.1 0.9 40
3 0.2 0.8 80
4 0.5 0.5 200
5 0.8 0.2 320
6 1.0 0 400

1. เติม DOC ป ร ิม า ต ร100 ไมโครล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง
2. ผสมแล ้วท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง นาน 10 นาที
3. เติม TCA ปร ิมาตร 100 ไมโครล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง ผลมแล้วนำไป centrifuge ที่ 2,000 rpm 

(450 g)
4. นำตะกอนมาเต ิม Lowry reagent ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง แล ้วจ ึงเทต ัวอย ่าง 

ลงในหลอดทดลองใหม ่
5. ล ้างหลอดทดลองเด ิมด ้วยน ํ้ากล ั่น  ปริมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 หลอดทดลอง เทผสมลงในแต ่ 

ละต ัวอย ่าง
6. ผสมแล ้วท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง น า น 2 0 นาที
7. เติม Folin & C iocalteu’s Phenol reagent (เจ ือจางด ้วยน ํ้ากล ั่น  อ ัตราส ่วน 1 : 10) ปร ิมาตร 

500 ไมโครล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง
8. ผสมแล ้วท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง น า น 3 0 นาที
9. นำไปอ ่านค ่าการด ูดกล ืนแสง (absorbance) ด ้วยเครือง spectrophotom eter ท ี่ความยาว

คลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช ้ blank สำหรับ set ศ ูนย ์
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10. plot curve ระหว ่างปริมาณ ของโปรต ีนในต ับก ันค ่าการด ูดกล ืนแสงของแต ่ละค ่า
11. ลากเล ้นต ่อแต ่ละจ ุด จะได ้ calibration curve ของการว ิเคราะห ์หาปร ิมาณ ของโปรต ีนในต ับ

หมายเหตุ
1. เพื่อป้องกัน interfere จากสารที่ฤทธิ้เป ็นได้ทั้งกรดและด่าง (ampholyte) ควรเติม 0.1 M NaCI ลงใน 

ปฏิกิริยาก่อนเติม DOC
2. ในกรณีที่ cuvet ต้องการปริมาตรมากกว่า 2.5 มิลลิลิตร ในการวัดค่าการดูดกลืนแสง ให้เติมนํ้ากลั่น 

ให้ได้ปริมาตรตามที่ต ้องการลงในทุกหลอดทดลองก่อนการตรวจวัด
3. ตัวอย่างที่มีปร็มาณโปรตีนสูงกว่าค่าที่มีใน standard calibration cuive ให้เจ ือจางตัวอย่างด้วยนํ้า 

กลั่น แล้วคูณค่าที่วัดได้จากกราฟด้วย dilution factor

3.8 การตรวจทางพยาธิวิทยาโดยทา?ใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบลำแสงผ่าน (Transmission 
electron microscope. TEM)

เพ ื่อต ิกษารายละเอ ียดขององค ์ประกอบภายในของเซลล ์ต ับท ี่เก ิดข ึ้นภายหล ังการก ่อพ ิษต ่อต ับ  
จากอะเซตาม ีโนเฟน โดยอาล ัยว ิธ ีการใช ้ลำแสงอ ิเล ็กตรอน (electron beam) ทะล ุผ ่านต ัวอย ่างท ี่ต ้องการต ิกษา 
ก ารเตร ิยม ต ัวอย ่างท ี่ใช ้ใน การต ิกษ าจ ึง เป ็น ข ั้น ตอน ท ี่จำ เป ็น และสำค ัญ ม าก  เพ ื่อให ้ได ้ภ าพ ของต ัวอย ่างท ี่ม ี
ค ุณ ภาพและม ีรายละเอ ียดช ัดเจน

ชิ้นเน ื้อต ับหนูขาวที่ได ้จากการทดลองในการวิจ ัยครั้งน ี้ ได ้ร ับการตรวจและแปลผลทางพยาธิว ิทยา โดย 
ศาสตราจารย ์นายแพทย ์ว ีระ กสานติกุล ภาควิชาพยาธิว ิทยา คณ ะแพทยศาสตร์ จ ุฬาลงกรณ ์มหาวิทยาล ัย ซึ่ง 
ข ั้นตอนในการเตร ียมต ัวอย ่างเพ ื่อนำไปต ิกษาโดยการใช ้ TEM นั้น มี 7 ข ั้นตอน (อ ุไรวรรณ  ด ิลกค ุณ าน ันท ์, 
2 5 3 1 ;ติร ิเพ ็ญ เวชชการ ันย ์,อร ัญ ญ า ต ันต ิป ัญ จพร และวิรัช ธรรม ว ิน ิจฉ ัย ,2535) ดังนี้ 1

1. การต ัดต ัวอย ่าง (cutting)
เน ื่องจากการต ิกษาองค ์ประกอบภายในเซลล ์ต ับด ้วย TEM นั้น ต ัวอย ่างต ้องม ีความบางพอท ี่ 

ลำแสงอ ิเล ็กตรอนจะผ ่านไปได ้ ความหนาของต ัวอย ่างจ ึงไม ่ควรเก ิน 1 ม ิลล ิเมตร และควรตัด 
แต ่งเน ื้อเย ื่ออย ่างรวดเร ็ว โดยทำในน ื้ายาดอง (fixative, fixing agent) เพ ื่อให้สารเคมีเข้าไปทำ 
ป ฏ ิก ิร ิยาภ ายใน เซลล ์ระห ว ่างท ี่ท ำการต ัดแต ่ง  ช ่วยลดความเล ียหายขององค ์ประกอบภายใน
เซลล ์ ม ีดท ี่ใช ้ในการต ัดแต ่งต ้องม ีความคมมาก เพ ื่อป ้องก ันความเล ียหายท ี่อาจเก ิดข ึ้นจากแรง 
กดของม ีด ซ ึ่งอาจทำให ้เก ิดความชอกช ํ้าหร ือ เชลล ์แตกได ้
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2. การดองตัวอย่าง (fixation)
เพ ื่อรักษาองค์ประกอบภายในเชลล์ให้คงสภาพทั้งทางด้านขนาดและรูปร่างให ้ได ้มากที่ส ุด 

และเป็นการเตรียมตัวอย่าง1ให้มีความทนต่อขั้นตอนการเต'รียมตัวอย่างต่อๆ1ไป โดย fixative ที่ใช้ 
ในการวิจัยนี้ คือ

2.1 primary fixative : 3% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer ซึ่งจะช่วยรักษา 
สภาพของเซลล์และองค์ประกอบภายในให้คงสภาพเดิมได้ โดยการเกิด crosslinkage 
ได้เป็นอย่างดีกับโปรตีนที reactive side chain (amino group) โดยมีอัตราการแทรก 
ซึม (penetration) ช้า

2.2 secondary fixative (postfixative) : 2% osmium tctroxide (0 s 0 4) ซึ่งมีอัตราการ 
แทรกซึมและเก ิดปฏิก ิร ิยาก ับองค์ประกอบของเซลล์ใด ้หลายชน ิด โดยส่วนใหญ่ทำ
ปฏิกิริยาได้ดีกับ unsaturated lipid โดยจะเกิด crosslinkage ที่บริเวณ double bond 
ของ unsaturated lipid จึงเหมาะในการ fix membrane และโครงสร้างที่ประกอบด้วย 
ไขมัน

3. การล้าง (washing)
เป็นการป้องกันการทำปฏิกิริยาระหว่าง fixative กับ dehydrating agent โดยการใช้ 0.1 M 

phosphate buffer (ชนิดเดียวก ัน กับตัวทำละลายของ fixative) ล้างตัวอย่าง 3 ครั้ง นานครั้งละ 
10 นาที ก่อนทำการดองตัวอย่างด้วย 0 ร 0 4

4. การแทนที่นี้าภายในเซลล์ด้วยสารอินทรีย์ (dehydration)
เน ื่องจากพลาสติกผสมในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างขั้นต ่อๆไปไม่สามารถแทนที่น ี้าได ้โดย 

ตรง จึงใช้ ethanol ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ (70% 80% 95% และ absolute ethanol) ใน 
การแทนที่นํ้า ใช้เวลาประมาณ 10 นาที ในแต่ละระตับความเข้มข้น

5. การแทนที่และฝังตัวอย่างด้วยพลาสติกผสม (infiltration and embedding)
เพื่อเสริมความแข็งแรงของเนื้อเยื่อ ลามารถตัดตัวอย่างได้ดีขึ้น ตลอดจนมีความทนต่อการ 

เตรียมตัวอย่างในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างต่อๆไป และทนต่อลำแสงอิเล็กตรอน

เนื่องจากสารที่ใช้เป็นพลาสติกผสมละลายใน ethanol ได้ไม่ดีพอ จึงต้องใช้ propylene
oxide (CHjCHOCHj) เข้าไปแทนที dehydrating agent (ethanol) ก่อน โดยใช้เวลาประมาณ 
10 นาที จากมัน จึงใช้ propylene oxide ผสมกับพลาสติกผสม (Resin, Epon 812) ในอัตรา 
ส ่ว น 1 :1 เข้าไปแทนที่ propylene oxide โดยใช้เวลาในขั้นตอนนี้อ ีก3 -5 ชั่วโมง
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ขั้นตอนต่อไปเป็นการฝังตัวอย่างด้วยพลาสติกผสม (embedding) โดยการใช้ resin บริส ุทธิ้ 
เช้าไปแทนที่ dehydrating agent อย ่างสมบูรณ ์ใช ้เวลา 1 2 ชั่วโมง แล้วจึงนำชิ้นตัวอย่างที่ได้ไป 
ใส่ในภาชนะหรือแม่พิมพ์ที่เหมาะลม (embedding mold) แล้วเททับด้วยพลกสติกเหลวให้เต็ม 
สารพลาสติกจะเข้าส่เซลล์ในลักษณะของ monomer เมื่อเพิ่มอุณภูมิเป็น 60 ° c  เป็นเวลานาน 
3 วัน จะเกิดปฏิกิริยาเป็น cross-linked polymer เกิดขบวนการ polymerization ขืน

6. การตัด (sectioning)
นำ embedding mold ที่ได้มาแกะเอาตัวอย่างที่ฝังในพลาสติกออกมาตัดเป็นแผ่นบางๆ  

ด้วยเครื่อง ultramicrotome โดยการตัดตัวอย่างที่ดีนั้นสามารถสังเกตได้จากสีที่สะท้อนแสงไฟ 
ออกมาเป็นสิเงินอย่างซัดเจน และตัวอย่างต้องไม่มีรอยย่นหรือฉีกขาด

7. การย้อมสี (staining)
เป็นการนำตัวอย่างที่ตัดแล้ววางลงบน grid เพื่อให้ตัวอย่างได้สัมผัสกับสารละลายเกลือของ 

โลหะหนัก ทำให้อิเล็กตรอนวิ่งผ่านได้ยาก มักใช้ uranyl เข้าไปทำปฏิกิริยากับ nucleic acid 
และโปรตีน จากนั้นจึงใช้ lead ย้อมตัวอย่างตาม เพื่อให้เข้าไปทำปฏิกิริยากับ phospholipid 
และ glycogen เป็นผลให้องค์ประกอบภายในเซลล์เกิดความแน่นที่แตกต่างกันไป เกิด contrast 
เพิ่มขึ้น

4. การแสดงผลการทดลองและการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

1. ทา?แสดงผลการทดลอง เป ็น 2 ลักษณะ คือ
1.1 ตาราง
1.2 แผนภูมิแท่งและกราฟเล้น

2. ทา?วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
2 . 1  นำเสนอข้อมูล เป็น ค่าเฉลี่ย และค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Mean ±  SEM)
2.2 Student’s t-test สำหรับข้อมูล'ในกลุ่มเดียวกันที่เวลาต่างกัน
2.3 One-way analysis of variance หรือ ANOVA แล้วเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยที่ได้โดยวิธี 

Duncan’s new multiple range test สำหรับข้อมูลต่างกลุ่มที่มีมากกว่า 1 กลุ่ม
ที่เวลาเดียวกัน
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