
บ ท f l  2

อ ุป ก ร ฟ น ล ะ ร ส ีก า ร ส ืก ษ า

2 . 1 .  ส ัฅ ว ่ท ด ล อ ง

แฝกระป็อปลักอายุอ^ๆนใเวงระหว่าง 3 -5  ป็ คลอดลูกมาแลัวเป็นเวลา 45 วัน 
และอยู่ๆนระหว่างการๆ#นมลูกจำนวน 5 ตัว สิอ เบอร 301 302 303 304 และ 305
รการจัดการและการเสัยงตัวยเทคในใลฮฉ้นป็าน ใดยปส่อยๆ#แทะเสิมฬรทตงแตัเวลา
7 .0 0  น. -  1 7 .0 0  น.ของทุกวัน บวัเวเ«วัมส่างเ?)บ#ำบางพระ อำเภ อ๙ !ราชา จังหวัด 
ชลบุf  ใดยไตัร ับความอนุเคราะ#จาก ศาสตราจารลัมรเวรร{แ กมลพ»นะ

2 . 2 .  เ ค ร ัอ ง ป ็อ Àๆ# ๆน ก า ร ร เ ค ร า ะ #

B e t a  c o u n t e r  

G am m a c o u n t e r

M i c r o p i p e t t e

M i c r o s y r i n g e

M i x e r

p H - m e t e r

( L K B - W a l l a c  1 2 1 6  R a c k b e t a  L K B , W a l l a c ,  F i n l a n d )  

( L K B - W a l l a c  1 2 8 0  U l t r o g a m m a  L K B , W a l l a c ,  

F i n l a n d )

( F i n n p i p e t t e  K y ,  H e l s i n k i ,  F i n l a n d )

( H a m i l t o n  s y r i n g e  d i s p e n s e r  ะ LT 1 5 0 0  H a m i l t o n  

B o n a d e z ,  S w i t z e r l a n d . )

( L a b - l i n e  i n s t r u m e n t ,  U S A .)

( O r i o n  m o d e l  7 2 0  A ,  O r i o n  R e s e a r c h

I n c o p o r a t e d ,  U S A . )

R e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e  (M SE  c o o l s p i n  s c i e n t i f i c  

I n s t r u m e n t s ,  E n g l a n d )
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2 .3 . ฝาีร เ ค ^ h .'รฯ,นการ?เ คราะ^

2 .3 .1  ฮอ'!‘โมนและนอนติบอสื

ฮอร‘โมนและนอนติบอสื แหลังส์ผสิต

G n -R H  ( F e r t a g y l ) I n t e r v e t  I n t e r n a 

t i o n a l  B . v .  B o x m e e r  

H o l l a n d

l s ^ LH a n t i b o d y  (A S - L H  9 0 1 ) P r o f . D r . D .  S c h a m s  

I n s t i t u t  F u r  

P h y s i o l o g i e ,  G e r m a n y

2 n ^  LH a n t i b o d y

( a n t i - r a b i t - g l o b u l i n  f r o m  s h e e p ) tt

O e s t r a d i o l  1 7 - B  a n t i s e r u m D r . R . I .  C o x ,  C s i r o

# 8 9 3 2  ( 1 8 0 3 8 1 ) P r o s p e c t ,  N S W . 1 A U S .

1 , 2 , 6 , 7 , 1 6 , 1 7 - ^ H  O e s t r a d i o l ) A m e r s h a m ,  U K .

P r o g e s t e r o n e  a n t i s e r u m  ( P / 0 4 0 ) ‘โ ค ร ง ก า ร ก า ร า แ ฉ ว เ ค ส ืย ร  

เ ท ค า น ' ไ ล ย ีเ พ ี่อ ล ัง เ ส ? ม  

ส ิจ ก า ร ผ ส ม เแ ย ม า ค น ม  

แ ล ะ ก ร ะ ป ีอ ป ล ัก  

ค อ เะ ล ัต ว แ พ ท ย ศ า ส ต ร  

^ ฬ า ล ง ก ร อ ฒ ห า ใ ท ย า ล ัย

1 , 2 , 6 , 7 - ^ H  P r o g e s t e r o n e A m e r s h a m ,  U K .

S t a n d a r d  LH ( b L H -D S A ) P r o f . D r . D .  S c h a m s  

I n s t i t u t  F u r

P h y s i o l o g i e ,  G e r m a n y
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ฮอรใมนและแอนติบสื แหสิงท๋ีผสิต

S tan d a rd  O e s tr a d io l  17-B 
(c a t .N o .A rt  8964) 
S tan d a rd  P ro g e s te ro n e  
( c a t .N o .24614)

Merck, Germany

Merck, Germany

2 . 3 . 2  เคร/ไarri

f  อสาร I คร) TOD ยเลข แหสิงส์ผสิต
นคตตาสิอค

Benzene 
B u ffa lo  serum

C e l lu lo s e ( ty p e  HBs)

C holoram ine-T  G.R.
D extran  T-60 18692

D ie th y le th e r  A r t .921
D i-Sodium hydrogenphosphate 
d i - h y d r a t e (Na2HPO^.2H2O) A r t .6580 
D i-Sodium hydrogenphosphate 
h e p ta h y d ra te (N a 2HP0 4 . 7แ2อ )A rt. 6574 
E th ano l

Merck, Germany 
ใครงการการา.#รว เ คสืย<aๆ  
ค{เ»ะสืตวแพทยศาสต“a จุฬาๆ 
S erva F einb ioch em ica  
H e id e lb e rg , Germany 
Merck, Germany 
S erva  F einb ioch em ica  
GmbH & Co, Germany 
Merck, Germany

Merck, Germany

Merck, Germany 
Merck, Germany
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ร่อสารเคฝ็ หมายเลข 
แคตตาส์อค

แหสังร่ผสัต

G e la tin 22151 S erva F einb ioch em ica  
GmbH & Co, Germany

H eparin  Leo in je c t io n “ Leo P h a rm aceu tica l 
P ro d u c ts , Denmark

Human Albumin B ehring Werke AG, 
Germany

M e r th io la te 1/375 S erva F einb iochem ica  
GmbH & C o ., Germany

Normal h o rse  serum — "เครงการการ,Tfôh เคสีย'»,ๆ  
คเแะสัตวแหทยศาสต,» จุฬาฯ

N o rit A 30890 S erva F einbiochem ica, 
GmbH & Co, Germany

POPOP(C24H16N202 ) 
P otassium  d ihydrogen

A r t .7249 Merck, Germany

p h o sp h a te (KH2 PO4 ) A r t .4873 Merck, Germany
P otassium  io d id e (K I) G • R. Merck, Germany
p-T erphen y l T 1250 Sigma, USA
Sephadex G-50 (20-80 yu) F ine  C hem icals, 

U ppsala , Sweden
S il ic o n e S erva F einb ioch em ica  

H e id e lb e rg , Germany
Sodium c h lo r id e A r t .6404 Merck, Germany
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ช่ัอ สาร t ครเ หมายเลข แหส่ง,ศํผสัต
แค«ตาส์อค

Sodium d i-h y d ro genp ho sp ha te  
m onohydrate(NaH2P0 4 . H2O) A r t .6346 
Sodium io d id e -1 2 5  
Sodium m e ta b is u lp h ite  G.R.
Toluene A r t .832 5
T r i - d i s t i l l e d  w ater

Merck, Germany 
Amersham, U.K. 
Merck, Germany 
Merck, Germany 
องส์การเภสัชกรรม

2 .3 .3 .  บัฟเฟอรัและสารละลายชั่ไฟ้ในการรั Iคราะif

ฟอสเฟตบัฟเฟอ'! jjkอช 7 .0

สารละลาย ก. ‘ไชเสืยมฟอสเฟตความเ ฟ้มฟ้น 0 .5 0  M.
เต เย มจากชั่งไชเสืยมได-ไฮไคเจนฟอสเฟต ไมในไฮเดรต จฯนวน 69.005 กรัม ละลาย 
ด้วยฟ้ำกลั่นได้ฝ็นเมาตร 1 สิตร ผสมใด้เฟ้ากันด้วยเคi องกวน

สารละลาย ช. ไชเสืยมฟอสเฟตความเฟ้ม ftน 0 .1 0  M.
เตเย มจากการชั่งได-ใซเสืยมไฮใดรเจนฟอสเฟต เฮ ,ชตะไฮเดรต จำนวน 26.81 กรัม 
ละลายด้วยฟ้ำกล่ันได้ร'ชริมาตร 1 สิตร ผสมใด้เฟ้ากันด้วยเคÎ องกวน

สารละลาย ค. ไชเสียมคลอไรด้ความเฟ้มฟ้น 1 .04  M.
เต เย มจากการชั่งไชเสืยมคลอไรด้จำนวน 61.425 กรัม ละลายด้วยด้ำกลั่นได้รปเมาตร 1 
สิตร เด้มเมอBใอเลต จำนวน 0.75  กรัม ผสมได้เฟ้ากันด้วยเคÎ องกวน
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ตวงสารละลาย ก. ป!มาตร 6 .66  มิลสิสิตร สารละลาย ข. 
ป!มาตร 66 .07  มิลสิสิตร และสารละลาย ค. ป!มาตร 133.3 ป็ลสิสิตร ผสม'ไสิเ?h กัน 
เสีมสารละลายเจลลาสีน 0 .1  เปอ!เป็นสํ เสีม'ฟ้ากล่ันไสิฝ็ป!มาตร 1 สิตร ปรับสิาความ 
เป็นกรด-สิาง ไสิไ&พีเอซ 7 .0

สารละลาย 0 .5  M. ปอสเปต'บปเปอรี สิเอช 7.5

เ ตรียมจากการชั่ง!ชเสียมได-ไฮใดร เ จนปอส เปต 'ไม!นไฮ เ ดรต
จฯนวน 74 .5  กรัม และ!ปรแตสเชั่ยม ได-ไฮใดรเจนฬอสเฬต จำนวน 11.2 กรัม ละลาย 
สิ'วย'ฟ้ากล่ัน ,ๆสิสป!มาตร 1 สิตร ปรับสิาความเป็น กรด-สิางา,สิไสิ,ฝ็เอช 7 .5

สารละลาย 0 .05  M. ปอสเปตบัปเปอรี สิเอธ 7 .5

เตรียมจากการชั่งได-ไซเสียมาฮไดรเจนปอสเปตไดไฮเดรต จำนวน 
7.44  กรัม และไปรแตสเช่ยมไดใฮใดรเจนปอสเปตจำนวน 1.117 กรัม ละลายสิ'วยฟ้ากล่ัน 
ไฟ้สปรัมาตร 1 สิตร ปรับสิาความเป็นกรด-สิาง ไสิไสิสิเอช 7 .5

สารละลาย 0 ,01  M. ปอสเปฅบัปเปฮรี ฟึเอช 7 .5

เตรียมจากการชั่งได-ไชเสียม ไฮ!ดรเจนปอสเปต จำนวน 1.45 
กรัม และไปรแตสเชั่ยมได!ฮไครเจนปอสเปต จำนวน 0.223 กรัม ละลายสิ'วยฟ้ากล่ัน!สิสิ 
ปรัมาตร 1 สิตร ผสม!สิ’เฟ้ากัน และปรับสิาความเป็นกรด-สิาง ไฟ้ไสิ,สีเอช 7.5

สารละลายแอลนุสิน บ'ปเปอรี

เต!ยมจากการช่ังแอล'ขูสินจากมนุษ!} จำนวน 500 สิลฝ็กรัม
ละลายสิวยสารละลาย 0 .0 5  M. ปอสเปต'ขัฬเปอรี สิเอช 7 .5  ! สิสิปรีมาตร 1 สิตร
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2 .3 .4  การแดสลาก LH ติวยไอ!อสีน 125

แปงออกเป็น 2 ข้ันตอนสีอ
ข้ันตอน^ 1 การแดสลาก LH ติวยไอ!อสีน 125
ข้ันตอน  ̂ 2 การทำสารละลายแดสลากใi(บรัสูท§

ข้ันตอนสี 1 การแดสลาก LH ติวยไอ!อสีน 125

1. เแมใขเสียมไอ!อไดต์ 0 .5  ฝ็ลสิคูรั ทน 50 ไม!ครสืตร ของ 0 .0 5  M. 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7 .5  ลงในหลอดทดลองสำหรับใ#ในการติดสลาก 
รังสี

2. เแมสารละลาย LH มาตรฐาน จำนวน 5 ไม!ดรกรัม ใน 25 ไม!ครลิตร 
ของ 0 .5  M.ฟอสเฟตทัฟเฟอรัสีเอช 7 .5

3. เขย่าใสีเ#ากันเสีกป็อยแวยเครัองเขย่า
4. เติมคลอรามีน-มี(ละลายคลอรามีน-?! จำนวน 20 มิลสิกรัมใน 10 มีลสิสีตร

0 .05  ฟอสเฟตบัฟเฟอ‘เ ฟีเอช 7 .5 )  ลงไปปรัมาตร 25 ไมใครสีตร
5. เขย่าใทัเทัากันทันสีใดยใทัเครัองเขย่าเป็นเวลา 20 รันาสี
6 . หยุดปรกรัยาใดยเแม!ชเสืยมเมตาไบชัลไฟทั (ละลาย!ชเสียมจำนวน 2 

ฝ็ลลิกรัมใน 10 มีลลิลิตรของ 0 .05  M. ฟอสเฟตบัฟเฟอรั สีเอช 7 .5  
ปรัมาตร 200 ไม!ครลิตร) ๗ 'วเขย่าใทัเ'รากัน

7. เติม!ปรแตสเใ)ยม'ไอ!อไคด (ละลาย!ปรแตสเขั้ยมไอ!อไดติจำนวน 20 
มีลสิกรัมใน 0 .05  M. ฟอสเฟตบัฟเฬอ‘เ พีเอช 7 .5  ปรัมาตร 2 มีลสิสิตร) 
ลงไปปรัมาตร 200 ไม!ครสิตรแลิวเขย่าใทัเ îh  กันเสีกทัอย

8 . ดูดสารละลายทงหมดเแมลงใน เขฟาเดก# ส ี-50 คอลัมน่ ติ'วยพาสเจอรั 
ป็ เปต^ เคสีอบติวยซสิใคน แลิวลิางหลอดทดลองลิวย!ปรแตส เ làüมไอ!อไดติ 
ปรัมาตร 200 ไมใครสิตรแลิวเติมลงในคอลัมนสีก
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ข้ันตอนfl 2 การทำสารละลายแคสลากๆล้บรัสุทเว

การท'ฯสารละลายแดสลาก'iffบf สุทg คร้ํงป็ 1 ใดยการผ่านคอลัมน์ล้วย 0 .0 5  M. 
ฟอสเฟต,นฟเฟอรั 'สืเอช 7 .5  เกับสารละลายป็ผ่านออกมาใน,พลอดทดลองขนาด 3 ล้ลล้ล้ตร 
หลอดละ 1 มิลสิสิตร เป็บท้ังหมดประมา0เ 20 หลอด (ในหลอดนิ 4-10 เ?เมแอล]/ร)น บัฟเฟอรั 
ลงๆปหลอดละ 0 .1  ล้ลลัลัตร เพอรองรับสารละลายflไล้จากคอลัมน์) หลังจากข้ันนำแส่ละ
หลอดไปรัดปรัมา0เรังล้ล้วยเครัองรัดรังสีแกมผ่า จากการฝานเขฟาเดกน์สี-50 คอลัมน์ สาร
ตัดสลาก$ไล้จะออกมา?,)อน

การทำสารละลายแดสลากๆ#บf สุทg ครงนิ 2 ล้วยการผ่านเขลถูใลสคอลัมน์
ใดยการเสืมสารแดสลากfเไแ'จากการทำใฟ้บf  สุทรครงแรก ลงๆนเขลลูใลสคอลัมน์นิเตรัยมไรั 
แล้วผ่านคอลัมน์ล้วย 0 .0 1  M. ฟอสเฟตบ่ฟเฬอ“I นิเอช 7 .5  เสิบสารละลายฟ้ผ่านออกมาจาก 
คอลัมน์ล้วยหลอดทดลองขนาด 5 รเลสิสิตร หลอดละ 3 ล้ลสิสิตร คอยตรวจปวิมา01รังสีใน
หลอดทดลองนิเสิบไล้แส่ละหลอด ขั้งส่วนของฮอรัใมนนิถูกทำลายจะออกมาเป็นส่วนแรก เสิบ 
ส่อไปเรัอย  ๆ จนกระทงปรัมา0เรังสีนิรัดไล้ลดลงสีงเแมฟมล้าปกแ 2 ล้ลสีสีตร ช่งละลาย 
ล้วย 4 รเลสิสิตรของ 0 .5  M. ฟอสเฟตบัฟเฟอ‘เ นิเอธ 7 .5  ลงไปๆนคอลัมน์เนิอเป็นตัวสิง 
เ อาส่วนของสารแดสลากนิแดอ$ในคอลัมน์ออกมา เ สิบสารละลายนิไล้ออกมาๆนหลอดทดลอง
หลอดละ 3 รเลสิสิตร สารตัดสลาก?h ล้จะออกมาฟรัอมกับสารละลายของนิรั่มล้าปกตั!แตัมลง 
ไป ตรวจไล้จากปรัมา0เรังสีนิออกมาใดยการรัดล้วยเครัองรัดรังสีแกมผ่า

2 .4 . รสีการพำเนินการรจัย

การดำเนินการวิจัยแบ่งออกไล้เป็น 3 ข้ันตอน รอ

ข้ันตอนfl 1. การแด Gn-RH และการเสิบตัวอย่างพลาสมา
ข้ันตอนfl 2 . การลัวงตรวจรังไข่ผ่านทางทวารหนัก
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'ขนตอนร่ 3. การร เคราะบ่ระดับฮอรัไมนไ'นรเจสเตอไรน LH และ 
ฮอรัใมน เอสตราไดออล 17-เบดัา ไน'พลาสมา

เนตอน^ 1 การรด Gn-RH และการเกับตัวอย่างพลาสมา

การรด Gn-RH

รด Gn-RH 250 ไมไครกรัม 
ครั้งร่ 12 3

รด Gn-RH 250 ไมไครกรัม 
ครง$ 12 3

I I r  I  F T
0 45 50 55 60 61 62 65 70 75 80 85 90 91 92 95 100 150

วันหลังคลอด

เบ ร ่ 2 .1  แสดงแบบแผนการรด Gn-RH ใ]นาด 250 ไมไครกรัม 
ไนเฟกระ{เอหลังคลอด

ทฯการรด Gn-RH ขนาด 250 ไมไครกรัม เ i h กลัามเนอบ่! เวผดอ ไดยแบ่งรด 
3 ครั้ง ครั้งละ๗ า  ๆ กัน ดังแสดงไนเบร่ 2 .1  และ 2 .2  ไดยครั้งแรกรด เวลา
6 .0 0  น. ครั้ง'ร่ 2 เวลา 12.00 น. หลังคลอด 61 วัน และครั้งร่ 3 รดเวลา
6 .00  น. หลังคลอด 62 วัน และกัาพบไาหลังการรดแลัวรังไข่'ฟทำงาน จากการตรวจวัค 
ระดับฮอรัไมนไปรเจสเตอไรนไนพลาสมาพบไาส่ำกไา 0 .2  นาไนกรัมส่อรลสืลัตร เป็นเวลา 
ส่ดส่อกันมากกรัา 3 ลับดาบ่ (Barkawi e t  a l ,  1987) จะทำการรฬำสีก'ไดยรดครั้งบ่ 1 ,2  
หลังคลอด 91 วัน และครั้งป็ 3 หลังคลอด 92 วัน
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2.2 แสดงการรด Gn-RH เห้ากลัามเ'ร้อบ?เวเแคอ 
ของแม่กระปีอทดลอง

การ เ ก็บตัวอย่างพลาสมา เ พอตรวจวัดระดับฮอร์'โมน 
'ใบรเจฝีเตอาเรน หลังคลอด 45-150 วัน

'ใดยการเจาะเก็บตัวอย่างเสือดจากหลอดเสือดคฯ ฐ0ลาร ท ุกๆ 5 วัน ‘ไดยทฯ 
การเก็บเสือดไนวันหลังคลอด 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 และ 150 การเก็บจะ
เก็บตัวอย่างเสือดคเงละ 7 .0  ม่ลสิสืตร ตัวยหลอดเก็บเสือด$ เคสือบตัวยสารกันเสือดแร'งตัว 
เฮบบา?น จากน้ัน3งนฯมาบ่นแยกตั''ไยเค?องป่นแยก เก็บส่วนพลาสมาไวิซ่อุเนหภูม่ -20
องศา เ ชล เ ชียส จนถึง เ วลาทฯการวิ เ คราะห้ไนห้องบฏิบัติการ
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การเก็บตัวอย่างพลาสมาทุก 10 นาที เพื่อไเคราะห์ LH
ฮอวัามน!'บูรเจสเตอ!รน และฮอวั!มน เอสตรา!ดออล 1 7 - เบตัา

วันท่ี 1 2 3 วันท่ี 1 2  3

0 60 61 62 90 91 92 150
วันหลังคลอด

3บท่ี 2 .3  แสดงแบบแผนการเก็บตัวอย่าง'พลาสมาทุก 10 นาff เป็น
เวลา 3 วัน วันสะ 12 ชั่ว!มง

ทำการเก็บตัวอย่างเลือดทุก 10 นาที เป็นเวลา 12 ชั่ว!มง 'ในวันท่ี 60 61 
และ 62 หรีอ 90 91 และ 92 ตังแสดง!นรูบท่ี 2 .3  าดยสอดสายแคทสิเตอร์
( c a th e te r )  ผ่านเป็มเบอ,! 16 ที่เจาะผนังหลอดเลือดดำฐกูลา'! าดยที่บลายตัานหฉ่งเก็บตัด 
กับผ่วหนังบวัเวเแคอ และป็ดทับตัวยเทบ ตังแสดง!นรูบท่ี 2 .4  ชั่งเป็นไสืการที่จะทำ!ทัสืต'! 
เค?ยคนัอยท่ีสุด (Kamonpatana e t  a l ,  1980) และทำการลัางสายแคทรเตอวัตัวย
เฮบบาf นที่เลือจางตัวยนัำเกลือ ทุกครงหลังจากเก็บเลือดครงละ 7 รลสิลืตร และทำการ
เก็บตัวอย่าง'พลาสมา!ดยแบ่งเป็น 2 ส่วนตัอ ส่วนท่ีหน๋ึงเป็นพลาสมาท่ีเก็บทุก 10 นาที เพ่ือ 
รเคราห์ระดับ LH และส่วนท่ีสอง เป็น■ พลาสมาท่ีเก็บทุกช่ัว!มง เพื่อรเคราะห์ระดับฮอวั!มน 
าบรเจสเตอ!รน และฮอ'!!มน เอสตรา!ดออล 17-เบต้า



เบที่ 2 .4  แสดงโÏารเรบตัวอย่างเสีเอดกระบือทุก 10 นาทีสัวยไซรังก์
ขนาด 10 ทีลสิสิตร ใดยผ่านทางสายแคท!วเตอรื

ข้ันตอฟ! 2 การลัวงตรวจรังไปฝานทางทวารหน้ภ

การรวงตรวจรังไข่ผ่านทางทวารหนัก เพ่ือบอกลักษณะท่ี,พบบนรังไข่ เข่น
พอลสิเสืลหรือคอรืนัสสูเทียมและขนาดของรังไข่ ทำตามรสืของ L o h ach it และคณะ (1985) 
กระทำใดยเ3ำหนัาที่ของใครงการการไข่'นัวเคสืยรัๆ ใดยทำการส์วงตรวจรังไปผ่านทาง
ทวารหนักทุกครงที่ทีการเ?๒ตัวอย่างพลาสมาทุก 5 วัน ตั้งฟเหลังคลอด 45-150 วัน
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ข้ันตอนท่ํเ 3 การ?เคราะ#ระตับฮอ?ไมน ไปรเจฝึเพอารน LH และ
ฮอ?ไมนเอฝึตราไดออล 17-เบตัา ,ๆนพลาฝีมา

0#วิสืเรสิ!อสิมยู'ในเอสเสย่ (Kamonpatana e t  a l , 1976, and 1980)
ใดยทำการ?เคราะ###องบฏบตัการ RIA ของไครงการการใ#รวเคสิ'ย?ๆ คพะส์ตวแพทย- 
ศาสต‘ร จุฬาลงกร{เมหารทยาลัย

?สัการตรวจ?เคราะ#ระตับฮอ?ไมนใบร เจฝีเคอไรนในพลาสมา

1 . นำตัวอย่างพลาสมา$ตัองการ?เคราะ# มาทำใ#เป็นเนอเสืยวกัน ตัวย
เดร่องเขย่า ป็เบตตัวอย่างพลาสมาตัวย ไมใครป็เบตบ?มาตร 50
ไมใครสิตร และพอสเพต บัพเพอ? ฟึเอช 7 .0  บ?มาตร 50 ไมใครสิตร 
ใส่ลง ,ๆนหลอดทดลองขนาด 12x75 มิลสิลิตร ไดยทำตัวอย่างละ 2 หลอด

2 . ป็เบตพลาสมาควบคุมคุพกาพ ใดยกระทำ๗ นเตัยวกับ#อ 1 . ตัวอย่าง
พลาสมาควบคุมคุณภาพหลอด ก. เป็นพลาสมา!telระตับฮอ?ใมนใบรเจส- 
เตอใรน 0 .1  นาในกรัมย่อมิลสิสิตร หลอด ข. เป็นพลาสมา^ระดับ
ฮอ?ใมนใบรเจสเตอใรน 0 .5  นาในกรัมย่อป็ลสิสิตร หลอด ค.เป ็น
พลาสมา'ส่ฝ็ระดับฮอ?ไมนใบรเจสเตอไรน 1 .0  นาในกรัมย่อรลสิสิตร และ 
หลอด b lan k  ใ#พอสเพตบัพเพอ?แทนพลาสมา ใคยทำตัวอย่างละ 4 หลอด

3. อเบตสารละลายฮอ?ใมนใบรเจสเตฮใรนมาตรฐาน!telความเ#ม#น 0
2 .5  5 10 25 50 100 250 500 และ 1000 ^ใครกรัมย่อ
บ?มาตร 50 ไมใครสิตร และหลอดคุ'แย^ใ# พอสเพตบัพเพอร พีเอช
7 .0  50 ไมใครสิตร ทำความเ#ม#นละ 3 หลอด เย่มพลาสมา#บราศ
จากฮอ?ไมนบ?มาตร 50 ไมใครสิตร ทุกหลอดเขย่าใ#เป็นเนํ้อเสืยวกัน
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4. เติมสารละลายดานาขอล ปริมาตร 0 .1  มิลสิสิต'ร ลงไนหลอดทดลองห้อ 
1 2 และ 3 ทุกหลอด ผสม'ให้'เขัากันต้ังftงๆ.ฬ่ อุผหภูมิห้องเป็นเวลา 1 
ช'ว'ไมง จากนนนำไปไว่ซ่อุเนหภูมิ 4 องศาเขลเห้ยส เป็นเวลา ไม่ต่ำก'h  
18 ช่ัว'โมง

5. เติมฮอเไมนใปรเจสเตอไรนแอนติบอสื ปf มาตร 0 .1  มิลสัสิตร ทุกหลอด 
ยกเรันหลอดสูนยเติมฟอสเฟตปัฬเฬอร พีเอ•ซ 7 .0  แทนผสม'ไห้เห้ากันต้ัง 
ต้ังไรัท่ีทุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวไมง

6 . เสืมฮอ“3ไมนไปรเจสเตอไรน สืคสลากสารกัมมันตรังสีตf เตเยม ปเมาตร
0 .1  มิลสิสิตร ทุกหลอดผสมไห้เห้ากัน ต้ังต้ังไรัต้ัทุแเหภูมิ 4 องศาเขล tü ยส 
เป็นเวลาไม่ต่ำกว่า 18 ช่ัวไมง

7. เติมสารละลายส่านดูดขับ ต้ักวนไห้เขัากันต้ัอุผหภูมิ 4 องศาเขลเ!(ยล 
ปf มาตร 0 .2  มิลสิสิตร ลงไนทุกหลอดà ฟไนส่างห้ำแห้งผสมไห้เขัากันและ 
ต้ังต้ังไว่ซ่อุพหภูมิ 4 องศาเขลเ!(ยสเป็นเวลา 20 นาป็ แส์วนำ'ไปมันแยก 
ห้วยความเริว 3 ,000  รอบต่อนาฟทุเ)เหภูมิ 4 องศาเขลเห้ยสเป็นเวลา 
15 นาป็

8 . เทแยกส่วนห้ำไสลงไนขวดสำหรับวัดปเมาเแรังสีเบห้า และเติมสารส่อ
ประกายรังสีปริมาตร 4 มิลสิสิตรทุกขวด ต้ังต้ังไรัต้ัทุเ)เหภูมิห้องเป็นเวลา 
ไม่ต่ำกว่า 10 ชั่วไมง นำไปรัดปริมาเแรังสีเบห้าห้วยเดเองรัดรังสีเบห้า 
ผลt h ห้'จะเป็นจำนวนนับปเมาเแรังสี ต่อนาป็ นำต่าตั้ไห้'มาหาดวามเขัมขัน
เป็ยบจากกราฟระดับฮอรัใมนไปร เจสเตอไรนมาตรฐานเป็นนาไนกรัมต่อ 
มิลสิสิตร
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ความเร ่อส ือได ั (R e l ia b i l i t y )  ของการร เคราะต ิระด ับฮอร ัไมน !ชรเจส เตอไรน

ความ จำเพ าะเจาะจง ( s p e c i f i c i t y )  ของฮอรัไมน!ชรเจสเตอใรน แอนตับอดี 
(P/040) นำไชทดสอบหาเชอรัเชนส์ c r o s s  r e a c t io n  กับสเตอรอยดีส่างๆ ร่งจะมี 
c r o s s  r e a c t io n  ก ับฮอร์ใมนใบรเจสเตอใรน 100 เชอรัเขนดี ฮอรัไมนไฮดรอกช่ไชรเจส 
เตอ!รน 17-แอลท่า 0.74 เชอรเชนต ฮอร์ไมนคอรติใคสเตอใรน 0.68 เชอรัเชนดี ตาม 
ลฯดับ ส่วนสเตอรอยติดัวร่น ๆ ฟ้อยกว่า 0.001 เชอ“Jเชนติ

ความแม่นยำ ( p r e c is io n )  จากส่าสืมบระสิทBความผันแบ'ร ( c o e f f i c i e n t  o f  
v a r ia t io n )  ของการทำ$ำ ตัวอย่างละ 4 หลอดไนการทดลอง 5 ครั้ง ของพลาสมาควบดูม 
คุเ«ภาพ ร่ม ีระดับฮอรัไมนใชรเจสเตอใรน ส่าสูง กลาง และส่ำ ไดัส่าดัมชระสิทร่ความ 
ผันแบรไนการทดลองเดียวกัน ตังแสดงไนตารางที๋ 2 . 1  อยู่ระห1 าง 5 . 4- 9.7 

4 .7 -8 .7  และ 3 .9 -1 2 .2  เชอ*3เชนติ และระหว่างครั้งการทดลอง๗ ากับ 8 .9  10.2 
และ 11.4 เชอ“3เซนติ ตามลำดับ และชระสิทรภาพส่ำสุดในการตรวจวัด จากกราพมาตรฐาน 
ฮอร์ไมน!ชรเจสเตอ!รนเท ่าก ับ  0.05 นาไนกรัมส่อมีลสิสิตร
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«ทร า ง ท 2.1 แฟ้ดง ค่ารมประสิทส«วามผันแปร ปีองการตรวจวั«ระตับtfอรโมน 
โปรเจ๙1ตอโรน านพลา๙มากระบอในการท«ลองเ«รวกันและ 
ระหว่างตรงการท«ลอง

การก«ลอง
» ï , i

ปริมาท! P 
ในพลาฟ้มา 
หลอต ก 
(พตก./มล.)

%cv ปริมาai P 
ในพลาสํมา 

หลอต ปี 
(พตก./มล.)

%cv ปริมาลเ P 
ในพลาฟ้มา 
หลอต ต 

(พตก./มล.)

%cv

98.7 576.1 1160.0
1 85.7 11.4 474.9 8.7 1366.7 9.7

116.4 543.6 1049.8
93.8 603.6 1147.4

104.0 521.3 1305.8
2 94.0 3.9 596.2 7.3 1340.7 5.4

95.5 500.1 1264.1
98.0 503.0 1459.1

115.7 507.0 1263.1
3 99.1 5.9 459.1 4.7 1210.8 6.9

102.3 479.6 1176.4
108.2 519.1 1244.7

104.8 455.5 1222.1
4 78.9 12.2 442.6 5.8 1232.7 8.8

87.6 451.9 1093.8
78.4 512.4 989.3

111.6 581.1 1163.8
5 119.4 5.5 580.0 8.7 1160.8 6.5

110.1 556.3 1360.0
102.1 464.9 1240.0

In traassay - 7.8 - 7.1 - 6.6

In te rassay - 11.4 - 10.2 - 8.9
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ร ! ]การฅ รวจ ร เคราะห ์ระพ ับฮอร์ไมน เอฝีพราไดออล 17-เบพ ัา ไนพลาสมา

แบ่งการตรวจรเคราะห์ออกเป็น 2 ข้ันตอน ตัอ 

ข้ันคอนมี 1 แยก ฮอ‘ราเมนเอสตราไคออล 17-เบ ต ัไ จากพลาสมาตัวอย่าง

1. รเปตพลาสมาต ัวอย ่าง บ?มาตร 1 .2 รลสิส ิตร ไสลงไนหลอดทดลองขนาด 

20 X 175 รลสิสิตร ต ัวอย ่างละ 1 หลอด

2 . บัเปตพลาสมาควบคุมคุณภาพ ทำตัวอย่างละ 3 หลอด ตังน
หลอด จ . พลาสมามีมีระดับฮอ‘ร!มนเอสตราไดออล 17-เบ ต ัา มาตรฐาน 

5 ร !ครกร์มต่อรลสิสิตร
หลอด ฉ. พลาสมาร่มระดับฮอ‘ร!มนเอสตราไดออล 17-เบ ต ัา มาตรฐาน 

10 รไครกรัมต่อฝ็ลสิสิตร
หลอด ช. พลาสมามีมีระดับฮอร์ไมนเอสตราไดออล 17-เบ ต ัา มาตรฐาน 

25 ร!ครกรัมต่อรลสิสิตร
หลอด b lan k  ไ#ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ รเอช 7 .0  แทนพลาสมา

3 . เตัม ไดเอทธิล ฮ เธอ‘ร ลงไนทุกหลอด หลอคละ 12 ฝ็ลสิสิตร ผสมไห์'
เบ ัาก ันตัวยเคร่'องเขย่าความเร์วรอบ 6,000 รอบ/นามี เป ็น เวลา 1 นามี

4 . นำไปทำไตัเป็นจนส่วนพลาสมาแ ป ็งตัวตัวยบัำแป็งแห์'ง แตัวแยกส่วนน้ำ'ไส ไส 
ลงไนขวดขนาด 20 ฝ็ลสิสิตร

5. ระเหยไดเอทธิล อ ีเธอร ด ้วยเครี๋องทำ1ไห ้แห ้งพ ัวยเญากาศ
6 . เตัมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอ'ซ 7 .0  ทุกขวด ขวดละ 1 .2  มิลสิสิตร
7. เขย่าจนฮอร์ไมนเอสตราไดออล 17-เบ ด ้า ร่แบังตัดขวดละลายไนบัฟเฟอร์

เพ่ํอไปทำการทดลองข้ันตอนมี 2 ต่อไป
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ขั้นตอฟ! 2

1. ป็เบตสารละลายจากขั้นตอนขั้ 1 บfiมาตร 0 .5  มิลสิสิตร รสํลงรนหลอด 
ทดลองขนาด 12 X 75 มิลสิเมตร รดยทำตัวอย่างละ 2 หลอด รนขaะพี 
พลาสมาควบคุมคุaภาพ และ b lank ทำตัวอย่างละ 4 หลอด

2. ป็เบตสารละลาย ฮอร์รมนเอสตราไดออล 17-เบ ต ัา มาตรฐาน ขั้มิความ
เป็ม!)'น 0 0 .6 2 5  1 .2 5  2 .5  5 10 25 50 100 250
และ 500 พีรครกรัมติอ 0 .5  มิลสิสิตร และหลอดฐนย่พีมิฟอสเฟตบัฬเฟอว่ 
พีเอซ 7 .0  ปfiมาตร 0 .5  มิลสิสิตร อย่างละ 3 หลอด

3. เต ิมสารละลาย ฮอร์รมนเอสตราไคออล 17-เบ ต ัา แอนติบฮติ ลงรน 
หลอดทดลอง fia 2 บ1 มาตรหลอดละ 0 .1  มิลสิสิตรทุกหลอด ย ก เfiน 
หลอดฐนย่เติมฟอสเฟตบัฬเฟอรั พีเอข 7 .0  แทน เข ย ่ารfit fiากัน ตง 
ข ั้งไfiข้ัคุ®หภูมิfiaง เป ็น เวลา 1 ขั้วรมง

4 . เต ิมสารละลาย ฮอ“3รมนเอสตราไดออล 17-เบติ'า ติดสลากสาร
ก้มมันตรังสิตรัเติยมลงในหลอด fia 3 บfiมาตรหลอคละ 0 .1  มิลสิสิตร 
ทุกหลอด ตงขั้งไว่ซ่คุaหคูมิ 4 องศาเซลเ!(ยส เป ็นเวลาไฝต ิำกว ่า 
18 ขั้วรมง

5. ขั้นตอนการแยกส่วนเกาะเสิยวออกจากสารรสระ และหาความเนัมมันของ 
ฮอร์รมนเอสตราไคออล 17-เบ ต ัา กระทำ๗ นเติยวกับขั้นตอนการ
fi เคราะพีระดับฮฮรรมนรบรเจสเตอรรนรนพลาสมา fia 7 และfia 8

การหา ฮอรรมนเอสตราไดออล 1 7 - เบตัา แอนติบอติความเม ัมม ันพีเหมาะสม

ป็เปตฮอรรมนเอสตราไดออล 17-เบ ต ัา แอนติบอติ ความifiมfiน 1 :5 ,0 0 0
1 :1 0 ,0 0 0  1 :2 0 ,0 0 0  1 :4 0 ,0 0 0  1 :8 0 ,0 0 0  1 :1 6 0 ,0 0 0  1 :3 2 0 ,0 0 0  และ
1 :6 4 0 ,0 0 0  บรัมาตร 0 .1  มิลสิสิตร เติมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0 .5  มิลสิสิตร และฮอร์รมน 
เอสตราไดออล 17-เบติ''า ติดสลากสารก้มมันตรังสิตfitติยม ความแรง 1 0 ,0 0 0  จำนวนนับ

1 1 ^ 1 1 3 ?
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ปf มาอเรังสืส่อนาป็ส่อ 0 .1  ฝ็ลส่สืตร ต้ังน้ังไวัท่ีอุอเหภูฝ็ 4 องศาเชลเชยส เป ็นเวลาไม ่ส ่ำ 
กว'า 18 ชวามง เต่อไข้เป็ดปรก?ยาไดัสมบูร{เจากนั้นนำมาแยกส่วนที่เกาะเร่ยวออกจากสาร 
ฮสระ ตามนั้นตอนที่กส่าวมาแส่,ว ตามรป็การข้อ 5 นำส่าที่ทำการตรวจวัดระดับรังสืเบดัา
มาคำนวอเหาเปอ‘รเชนต การเกาะเร ่ยวสมบูร{เ (A b so lu te  b in d in g ) และ เ ป ีย นกรา'พ
ความสืมหันธระหว่างความเข้มข้น และเบอรเชนตการเกาะแยวสมบ ูร{เ ดังแสดงานรูปที่
2 .5  ความเข้มข้นของ ฮอ?'ไมนเอสตราไดอฮล 17-เบ ด ัา แอนดับอสิ ที่นำมาาข้าน
ก าร ? เค ร าะข้สือ ส่าความเข้มข้นที่ม ่เบอ?เชนส่การเกาะเร่ยวสมบูร{แม่ากับ 50 เม่ากับ
1 :1 5 0 ,0 0 0

% ABSOLUTE BINDING

1 : 5 0 0 0  1 : 1 0 0 0 0  1 : 2 0 0 0 0  1 : 4 0 0 0 0  1 :8 0 0 0 0 1 :1 6 0 0 0 0 1 :3 2 0 0 0 0 1 : 6 4 0 0 0 0  

As-E2  DILUTION

รูปท่ี 2 .5  กราฟแสดงความสืมหันธระหว่างเปอรเชนตการเกาะเร่ยว 
สมบูร{เ และความเข้มข้นของฮอ‘ราเมนเอสตราไดออล 
1 7 - เบต้า แอนติบอดี และความเข้มข้นที่เหมาะสม ที่นำมา 
าข้า'นการวิเคราะหั แสดงดัวยสูกศร



การหาป?มา{เสารก่อประกายแสง ( S c in t i l l a t i o n )  และเวลา^เหมาะสม 

ก ่อนนำตัวอย่าง เน ัา เค?องทำการตรวจวัคป?มาทเรังส ีเบด ัา

3 7

ป็เปตฮอ?1ใมนเอสตราไดออล 17-เบต ัา ดัดสลากกัมมันตรังสีต?เสืยมความแรง
4 ,2 4 9  จำนวนนับป?มาทเรังสีก่อนาเ! (cpm) ก่อป?มาตร 0 .1  ม่ลสิสิตร เดัมฟอสเฟตบัฟเฟอร ั
ฟึเอช 7 .0  ป?มาตร 0 .4  ม่ลสิสิตร และเดัมสารก่อประกายรังสี ป?มาตร 3 .0  4 .0
และ 5 .0  มิลสิสิตร ตามลฯดับ ใดยทฯตัวอย่างละ 3 ขวด และกระทำเร่ญ,เสืยวกัน ใดยเปสียน  
ป?มาตรฟอสเฟตบัฟเฟอ? ฟีเอช 7 .0  เรน 0 .5  0 .6  0 .7  และ 0 .8  ม่ลสิสิตร เขย ่า
ใ'?(เ ih  กัน นำไปวัดป?มาทเรังสีเบดัา นำก่าจำนวนนับป?มาทเรังสีก่อนาเ! และป?มาตร
ฟอสเฟตบัฟเฟอรั ฟึเอข 7 .0  มาเป ็ยนกราฟร่ทำการวัดเร่อชั่วใมงร่ 3 และชั่วใมงร่ 10 
ดังแสดงในรูปร่ 2.6  แสดงใม่เแนสิงป?มาตรสารก่อประกายแสง 4.0  ม่ลสิสิตร ร่ช ั่วใมง
ช่ั 10 สามารถวัดไดัก่าคงร่ไม่เปส์ยนแปลง แม่?าป?มาตรของฟอสเฟตบัฟเฟอ?จะเปส์ยน
แปลง เวลาร่ใน ัหลังการเด ัมสารก่อประกายแสง ก่อนนำมาทำการวัดป?มาทเรังสีเบตัาสีง
ไม ่ควรก่ำก?า 10 ชั่วใมง
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PBS (ml)

‘เ ป 2. 6

+
*
□
♦
X

กราฟแสดงความสืมพัใฟ,ระหว่างจำนวน'นับ,ปรั ผา01“ร ังส ีเบ#,'าส่อนาft 
กับป?มา« ของฟอสเฟตบัฟเ'พอ'3 ฟึเอซ 7 .0  และปริมา«สารก่อ
บระกายรังสี ไนเวลา^ไรไนการตง?[งไรไรเก ่ดปรกริยาสมชรà  
ปริมา«สารก่อประกายรังสี 3 มิลสิสิตร ไรเวลาต ั้งพ ้งไร 3 ช่ัวไม'ง 
ปริมา«สารก่อประกายรังสี 4 มิลสิสิตร ไร เว ล าต งแ งไร  3 ชั่วไมง 
ปริมา«สารก่อประกายรังสี 5 มิลสิสิตร ไร เว ล าต ั้งร ้งไร  3 ชั่วไมง 
ปริมา«สารก่อประกายรังสี 3 มิลสิสิตร ไร เว ล าต ั้งร ้งไร  10 ชั่วไมง 
ปริมา«สารก่อประกายรังสี 4 มิลสิสิตร ไรเวลาตั้ง?Vงไร 10 ชั่วไมง 
ปริมา«สารก่อประกายรังสี 5 มิลสิสิตร ไรเวลาต ั้ง?เงไร 10 ชั่วไมง
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การทดสอบความขนานกันระหวัางฮอ'!ไมน เอสตราไดออล 17-1ฟ h  ไนทลาสมา 

กระป ีอ และฮอรไมน เอสตราไดออล 1 7 -เฟ ่h มาตรฐาน

นฯพลาสมากระบอท้องประมา8เ 8 เสือน นฯมาเส ือจางป ีความเท ้มท ้ฟทง ๆ กันนฯ 

มาตรวจวัดระด ับฮอร์ไมนเอสตราไดออล 1 7 -เบดัา และเป ียนกราฟเป1ยบเปียบกับ แอ'!ไมน 

เอสตราไดออล 17-เบด ัา มาตรฐาน ดังแสดงไนรูปปี 2 .7  แอ'!ไมนเอสตราไคอฮล

17-เบด ัา ไน'พลาสมามีความขนานกับ ฮอรไมนเอสตราไดออล 17-เบด ัามาตรฐาน ไดยกราพ 

ปีไสื'จะขนานกันไป

% BINDING

•เปปี 2 .7  กราฟแสดงความขนานกันระหวัางฮอ'Jใมนเอสตราไดออล 17-เบท ้า

ไนพลาสมา เฟกระบือปลักตงท้อง 8 เส ือน เจ ีอจางอย ่างอน ุกรม 2 

4 8 และ 16 เท่า ( + ) เป ียบขนานกับแอ'!ไมนเอสตราไดออล

1 7 - เบต ้ามาตรฐาน ไนบัฟเฟอร (•)
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ความเซ ่อส ือได ัฃองการว ิเคราะพระด ับฮอร์ไมนเอสตราไคออล 1 7 - เบดัา 

ทนพสาสมา

ความจำเพาะเจาะจงของฮอ“3ๆ เมนเอสตราทดออล 17-เบด ัา แอนสิบอดั จากการ 

ทดสอบหาเบอร์เขนส์ c ro s s  r e a c t io n  กับสเตอรอยส์ส ่าง ๆ ซ ่งร c ro s s  r e a c t io n

กับฮอร์ทมนเอสตราไดออล 17-เบส ่า ไส ่ 100 เบอร์เขนต ฮอร์ทมนเอสตราไดฮอล 17- 

แอลพา 0 .48  เบอร ์เชนส ์ เอส !ตรน  8 .40  เบอร์เชนส ์ และเอสตราไดออล 0 .48

เบอร ์เขนส ่ ตามลฯดับ ส่วนฮฮร์ไมนฮ่น ๆ อส ูระหำาง < 0 .03 -1 .68  เบอร ์เขนส ่

ความแม ่นยำของการตรวจว ัด จากส่าดัมบระสิทธีความผันแบรของการทำข้ำ

ด ัวอปางละ 4 หลอด ทนการทดลอง 5 ครง ของพลาสมาควบคุมคุเแภาพฒ่ระดับฮอร์ไมนส่าสูง 

กลาง และส ่ำ ไส่ส่าดัมบระสิทธีความผันแบรทนการทดลองเสืยวกัน ดังแสดง'ทนตารางซ่

2 .2  อย ู่ระหำาง 3 .5 -1 0 .3  3 .8 -1 2 .8  และ 2 .0 -1 1 .0  เบอร ์เชนส ์ และระหว ิางคร ั้ง  

การทดลองเพากับ 10 .0  10.1 และ 7 .6  เบอร์เขนส ่ ตามลำดับ

ความถ ูกส ่องของการตรวจวัด หาไส่'จากการเส ่ม ฮอร์ไมนเอสตราไดออล 17-เบด ัา 

ปร์มารเ 5 10 และ 25 ฟ้ใครกรัมส่อม่ลสิสิตร ลงไนพลาสมากระป ็อซ ่รระด ับฮอร์ไมน

เอสตราไดออล 17-เบด ัาส ่ำ  ไดยทำความเข้มข้นละ 5 หลอด และนำส ่าพ ่ตรวจวัดไส ่จากการ 

รเคราะพมาหาส ่า เฉàย + ส ่าความเซ ่ยงเบนมาตรฐาน (X + SD) และเบอร ์เขนส ์การ

ใเค ราะพ ไส ่ (% re co v e ry )  ดังแสดงทนตารางซ่ 2 .3  พบำาบรัมาเนฮอร์ใมนเอสตรา-

ไดออล 1 7 - เบส่ำ พ ่ตรวจว ัดไส ่จากว ิธ ีการ,นเพากับ 3.87+0.61 9.11+1.04 และ

25.08+2.25 พใครกรัมส่อม่ลสืสืตร ตามลำดับ และเบอร ์เชนส ่การว ิเคราะพได ัเพาก ับ

96.2 98 .2  และ 99 .5  เบอร ์เขนส ่ ตามลำดับ บระสิทธีภาพส่ำสุดทนการวัดจากกราพ 

มาตรฐาน ฮอร์ใมนเอสตราไดออล 17-เบส ่า เพากับ 0 .30  นาในกรัมส่อม่ลสิส ิตร
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ดารางท ี่ 2 .2  1๗ดง ด่ากัมประ3ทธดวามผันแปร ธองการตราาว ั«ระด ับ !fอรโ«น

เอส์ตราไดออล 17-เบต ้า ในพลาฟ ้มากระบอในการทดลองเด ่ราก ัน 

และระหว่างดรั้งการทดลอง

การทดลอง

>ui
ปริมาผ Ee 

ในพลาส์มา 

หลอด จ 

( พ ด ก ./ม ล .)

%cv ปริมาล! Ee 

ในพลาลมา 

หลอด ฉ 

(พดก./มล.)

%cv ปริมา{น Ee 

ในพ ลา๙มา 

หลอด rf 

(พ ด ก ./มล .)

%cv

2.82 10.07 23.43

1 3.82 11.0 7.64 10.6 25.54 5 .0

3.62 8.01 23.61

3.62 8.59 23.91

3.84 8.26 23.90

2 4.05 3 .4 8.51 9 .1 23.29 6 .9

4.09 9.52 21.09

3.77 10.36 20.19

3.60 8.75 26.47

3 3.45 2.9 7 .9 6 .7 28.51 3 .4

3.43 9.31 28.51

3.68 9.41 -

3.45 9.59 21.95

4 3.52 3.9 9.02 3.8 27.09 10.3

3.41 8.65 28.59

3.77 8.88 28.78

3.82 9 .32 26.96

5 3.78 2.0 11.15 12.8 24.9 3 .5

3.90 7 .8 25.04

3.97 10.22 26.55

In tra a s s a y - 4 .6 - 8 .6 - 5 .8

In te ra s s a y - 7 .6 - 10.1 - 10.0
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ต าราง il 2 .3  แสดงความถูกตัองของการตรวจวัดระดับฮอรัใมน
เอสตราไดออล 1 7 - เบต้า ‘ในพลาสมา

บ?มา{น ฮอ?ใมน จำนวนหลอด บ?มา{น?)ตรวจวัดไดั %

เอสตราไดออล 

17-เบต ัา fU ส่ม

re c o v e ry

(พคก./มล .) (ท) (X ± SD)

0 5 BS -

5 5 3.87 ± 0.61 96.2

10 5 9 i 11 ± 1.04 98.2

25 5 25.08 + 2.25 99 .5

รส ัการตรวจรเคราะ^ ระด ับ  LH ‘ในพลาสมา

การรเดราะ!เห าระด ับ  LH ไนพลาสมาทำตามวัสืของ Kamonpatana และค{นะ

(1981)ด ัง![

1. ป็เบตพลาสมาตัวอ!]างลงไนหลอดพลาสส่คขนาด 12 X 75 รลล ิเมตร 

ชวัมาตร 0 .2  รลลิล ิตร ไดยทำตัวอ!)างละ 2 หลอด

2. ในปตพลาสมาควบคุมดูณกาห ฟ ้ไต ัจากการเแม LH ลงไนพลาสมา หลอด 

I ความเข ้มข ้น 1 .0  นาในกรัมส่อฝ็ลลิล ิตร หลอด I I  ความเข ้มข ้น

2 .0  นาในกรัมส่อรลลิลิตรและหลอด I I I  ความเข ้มข ้น 5 .0  นาในกรัมส่อ 

รลลิล ิตรใดยทำความเข ้มข ้นละ 6 หลอด บ?มาตรหลอดละ 0 .2  นาในกรัม 

ส่อรลลิลิตร
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3. ป็เใ]ต LH มาตรฐานความเข ้มข ้น 0 0 .05  0 .1  0 .2  0 .3  0 .4

0 .6  0 .8  1 .0  และ 1 .5 นาในกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลฯดับ บร่มาตร

หลอดละ 0 .1  นิลลิลิตร ใดยทฯความเข้มข้นละ 3 หลอด เติมอัลy นิน 

บัฬเทอร่ชุกหลอด หลอดละ 0 .1  นิลลิลิตร

4. เติมแอนติบอดีชนิดแรก ความเข ้มข ้น 1 :70 ,000  ร ่วมก ับ1ข้ร ั่มของกระต ่าย 

บกติความเข้มข้น 1:300 ลงในหลอดทดลองข้อ 1 2 และ 3 หลอดละ

0 .1  มิลสิลิตร

5. เต ิมข ้รมของกระป็อต ิต ิระด ับ LH ติฯ 1 ส่วนติออัลภูมิน บทเทอร'1 3 ส่วน 

หลอดละ 0 .1  มิลลิลิตร ทุกหลอดตั้งติงไร่ซ่อุ{แหภูมิ 4 องศาเขลเข ้ยส เป็น 

เวลา 16-24 ชวาเมง

6. เติม LH ติติดสลากสารก้มมันตรังลิ 125I ความแรง 100,000 จฯนวน 

นับบริมา{แร้งสืต่อนาที ต่อ 0 .1  นิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองชุกหลอด ๆ ละ

0 .1  มิลลิลิตร เขย ่าใข ้เข ้าก ัน  แกัวตั้งติงไร่'ต ิ 4 องศาเซลเข ้ยล เป็น 

เวลา 48 ช ั่วใมง

7. เติมแอนติบอติชนิดติสอง ความเข ้มข ้น 1:21 ลงในหลอดทดลองทุกหลอด 

หลอดละ 0 .1  ติลลิลิตร ต ั้งต ิงไร ่1ติ 4 องศาเซลเข ้ยล เป ็น เวลา 16-24 

ชั่วใมง

8. เติม 0 .05  M ทอสเฬสบัทเทอเ ต ิเอช 7 .5  ลงในหลอดทดลองทุกหลอด 

หลอคละ 1.5 มิลลิลิตร แส์'วทฯการฟ้น ด ัวยความเร ็ว 3,000 รอบต่อนาที 

ติอุ{แหภูมิ 4 องศาเซลเข ้ยล เป ็น เวลา 20 นาที

9 . เทส่วนนัฯใสออกแลิวเข้ดน้ฯบร่ เว{แบากหลอดใติแติง นฯตะกอน?เไดัติดอยู่ด ัน  

หลอดาบตรวจบเมา{แร้งสืแกมม่า สัวยเครํ่องวัดร้งสืแกมม่า เป็นค่าจฯนวนนับ 
บเมา{แร้งสืติอน า ท ี และเบเยบเท ียบหาความเข ้มข ้น ของ LH จากกรา ฬ  LH
ม า ต ร ฐ า น
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ก าร ท ต ส อ บ ค ว า ม ข น า น ก ัน ร ะ ห ว ่า ง  LH ,ๆน ห ล าส ม าก ร ะ ป ็อ  แ ล ะ  LH ม า ต ร ฐ า น

นำพลาสมากระบีอมาเ^อจางที่ความเข้มข้นต่าง  ๆ กันมาตรวจวัดระดับ LH นำ 
มาเ ?)ยนกราฬ เ ป!ยบ เ ท่ยบกับ LH มาตรฐาน ดังแสดงในรูปท่ี 2 .8  พบว่า LH ๆนพลาสมา
LH มาตรฐาน และ LH มาตรฐาน ที่เ^อจางด้วยฬอสเพตบัพเพอรัมีความขนานกัน ๆดยกราฬท่ี 
ได้ขนานกัน

ค ว า ม เร ่อ ส ือ ท ด ัฃ อ ง ก า ร ร เค ร า ะ ด ัร ะ ด ับ  LH ๆน พ ล าส ม า

ความแม่นยำของการตรวจวัด จากต่ากัมประลิทBความผันแปรของการทำข้ำ
ตัวอ!)างละ 6 หลอด ๆนการทดลอง 5 ครั้ง ของพลาสมาควบคุมคุaเกาพท่ีม่'ระตับ LH สูง 
กลาง และต่ำ ไดัค่ากัมประสืทกัความผันแปร ดังแสดงในตารางที่ 2 .4  ในการทดลอง
เสืยวกัน อสูระหว่าง 5 .1 -8 .4  7 .5 -9 .3  และ 1 0 .3 -1 2 .8  เปอรัเซนต่ และระหว่าง 
ครั้งการทดลอง๗ ากับ 7 .7  9 .3  และ 14.4 เปอรัเขนต่ ตามลำดับ ประสืทกัภาพต่ำสุด 
ในการวัดจากกราพมาตรฐาน LH เท่ากับ 0 .25  นาในกรัมต่อมิลลิลิตร
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^BINDING

1ใฬ่1 2 .8  กราฟแสดงความขนานกันระ'ฟาง LH ,ๆนพลาสมากระปีอ ( 0  )
LH มาตรฐาฟ^อจางสัวยฟอสเฟตบ'ฟเฟอ'3 ( . )
และ LH มาตรฐาน (+)
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ด า ร า ง ฑ  2.4 แฟ้ดงด่าร ม ประรทรดวามพันแปร!เองการตรวจวัดระดับ LH ไนนเลาสัมา 
กระบอ ในการทดลองIดีอวกันและระหว่างตรงการทดลอง

การทดลอง
9Ï« J

ปริมาผ LH 
ใน«ลาฟ้มา 

หลอด I

% c \ ปริมา{น LH 
ใน«ลา๙มา 

หลอด II

%cv ปริมา{น LH 
ใน«ลา๙มา 
หลอด I I I

% c v

0.82 1.59 4.50
0.89 1.72 3.94

1 0.75 10.3 1.48 8.8 3.80 7.9
0.93 1.69 3.90
1.00 1.97 4.33
0.77 1.76 4.70
1.00 1.76 3.90
0.82 1.62 4.25

2 1.00 11.8 1.68 7.5 4.03 7.2
0.85 1.75 3.83
0.83 1.94 4.22
0.71 2.00 4.75
0.82 1.69 4.07
1.00 1.43 3.69

3 0.80 11.1 1.56 9.3 3.95 5.1
1.00 1.52 3.81
0.79 1.90 3.88
0.78 1.56 4.33
0.74 1.63 4.51
0.66 1.80 4.42

4 0.61 10.7 1.72 7.5 3.90 7.0
0.61 1.68 4.19
0.79 1.50 3.91
0.78 1.91 4.71
0.77 1.46 3.83
0.82 1.48 4.16

5 1.07 12.8 1.90 9.3 3.72 8.4
0.80 1.55 4.82
1.00 1.64 4.17
1.00 1.72 4.10

In traassay - 11.4 - 8.6 - 7.2

In te rassay - 14.4 - 9.3 - 7.7
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