
บทที 2

อ ุป ก ร» แ ล ะว ิธ ีด ำ  เน ินการ

อุปกร»ท่ๆี .?ใ,นการทดลอ ง

1. ตัวอย่างเลือดผู้,ป่วยเรติ'โนบลาสม่า และเด็กปกตี (co n tro l) คนละ 

3 มล. จากแผนกตรวจผู้ป่วยนอก ภาควิ,!(ากุมารเวใ)'ศาสตร์

ค»ะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธีบดื

2. อุปกร»ๆ,นการ เก็บตัวอย่างเสือด

2.1 เข ็มเจาะเส ือดเบอร์ 21

2.2 ,ๆ'f รงค์บนาด 5 มล.

2.3 สายรัดต้นแขน

2.4 สำลี และ 70% e th y l a lcohol

2.5 heparin

2.6 ปากกาและกระดาษกาวๆ,ขัตดขอผู้ป่วย

3. เครื่องแก้ว

3.1 กระบอกตวง

3.2 ปิเปต ขนาด 0 .1 ,1 ,5  และ 10 มล.

3.3 พาสเจอร์ปิเปต (pasteur p ip e tte )

3.4 beaker ขนาด 500 และ 1000 มล.

3.5 ขวดแก้วเลยง เข'ลล์พร้อมฝาปิด

3.5 ขวดแก้วปากกว้างสำหรับย้อมสๆ,ลด ขนาด 100 มล.

3.7 vo lum etric  f la s k

3.8 หลอดทดลองกันแหลมสำหรับปีนแยกตะกอนขนาด 15 มล.

3 .9 ส ,ๆลด
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4. เครื่องมือ

4.1 เคร่ืองใร,งแบบละเอียด

4.2 เครื่องวัดความเป็นกรดเบนด่าง (pH-met.er)

4.3 หม้อนํ่งฆ่าเรื่อ (autoclave)

4.4 อ่างน้ำปรับอุผหภูมิ (water bath)

4.5 ตู้เพาะ เลยงเนอเย๋ีอควบคุมอุทเหภูมิ'ได้พร้อม ๓2 5%

4.5 ตู้ปลอดเรื่อ (laminar flow ) สำหรับถ่ายเรัลล์

4.7 ตะเกียงแก๊ส สำหรับขบวนการถ่าย๗ ลล์และอาหารอย่างปลอดเรื่อ

4.8 เคร่ืองป่นแยกตะกอน

4.9 เครื่องดูดแยกสารละลาย

4.10 ตู้เย็น

4.11 เคร่ืองผสมรันดกดป่น (vortex mixer)

4.12 กล้องจุลทรรศน์ พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพ

4.13 เครื่องอัดขยายรูปขาวดำ

5. สารเคมี

5.1 อาหารเลยงเฃ์ลล้ RMPI 1540 ขนดผง (seromed)

5.2 สารกระตุ้นการแบ่งเชลล์ phytohemagglutinin M (seromed)

5.3 p e n ic illin -s tre p to m y c in

5.4 fe ta l c a lf  serum (seromed)

5.5 co lch ic ine

5.6 ethidium  bromide

5.7 g la c ia l ace tic  acid (๓3 COOH)

5.8 absolute methanol

5.9 potassium ch lo ride  (KC1) 0.075 M

5.10 sodium ch lo ride  (NaCl) 9%

5.11 hyd roch lo ric  acid (HCl) 1 N

5.12 sodium hydroxide (NaOH)

5.13 sodium hydrogen carbonate (NaHCOî)
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5.14 potassium dichromate (K2 Cr2 O7 )

5.15 di-sodium  hydrogen orthophosphate (Na2 HPO4)

5.16 potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4 )

5.17 try p s in

5.18 สิย้อม Giernsa 10%

5.19 นากล่ัน

5.20 7X น้ำยาแข้เครึ๋องแก้ว

5.21 g ly c e ro l

วัสดุๆ,นการถ่ายภาพ

6.1 ฟิลมีขาวดำ ขนาด 36 รูป (Kodak techn ica l pan fi lm )

6.2 กระดาษอัดรูป ขนาด 5" X 7"

เครึ่อง‘ไข้เบ็ดเตเด

7.1 aluminium f o i l

7.2 กล่อง เก็บสไลด์

7.3 กระดาษเขดเลนส์

7.4 immersion o i l

7.5 p a ra film

7.6 ผ้าก๊อส

ว ิธ ีก า รรฯ เน ิน การทคลอง

กลุ่มตัวอย่าง

ผ้บ่วยเด็กที่เข้ารับการตรวจรักษา‘ไนหน่วยโลหิตวิทยา ภาควิใ]'าภมารเวใ/ศาสตร 

ดทเะแพทยศาสตรีโรงพยาบาลรามาธีบสื ตั้งแต่ใ)วงเดือน เมษายน 2533 -  มีนาคม 2534 

รวมระยะเวลา 1 ปี รวม 40 ราย เปรียบเทียบกับเด็กปกติที่ข้วงอายุเดียวกันจำนวน 30 

ราย จัดแบ่งเป็น 2 กลุ่ม ดังน๊ั

1. ผูป่วยเรติโนบลาสโตมา จำนวน 40 ราย อายุเฉลย 3 น

เด็กปกติ จำนวน 30 ราย อายุเฉลี่ย 2 ปี 5 เสือน2 .
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วิธีการทดลอง

1. สอบประวัติครุ'ฮุบครัวเพึ่อนำมาทำพงค่าวลี (pedigree)

1.1 ค้นประวัติผู้ป่วยจากแฟ้มทะเบียนประวัติผู้ป่วยหน่วยโลห้ตวิทยา ภาค 

วิ'linกุมารเวใ(ศาสตร์ จากแผนกเวรัระเบียน

1.2 รวบรวมข้อมูลประวัติผู้ป่วย และครอบครัว

1 .3  สรุปข้อมูลเข้ยน'ผงคาวลี

2. ตักบาโครโมโซมของผู้ป่วย และเด็กปกติ

2.1 เก็บตัวอย่างเลือด

2.1 .1  เก็บตัวอย่างเลือดจากเด็กที่ป่วยเป็นโรคเรติโนบลาสโตมา 

ท่ีเข้ารับการตรวจ'โรคท่ี'หน่วยตรวจ'โรคผู้ปวยนอก

ภาควิซากุมาร เวรัศาสตร์ คแเะแพทยศาสตร์โรงพยาบาล 

รามาโรบดี โดยา,Î ไ'i รงตัที่ปราศจากเข้อ และเคลือบ 

ด้วยสารปีองกันการแข้งตัว (heparin) เจาะเลือดจาก 

เส้นเลือดดำท่ีแขนผู้ป่วย รายละ 3-5 มล. จำนวน 

40 คน

2.1 .2  ทำเข้นเดียวกับข้อ 2.1.1 'ในกลุ่มเด็กปกติ 30 คน

2.2 การ เพาะ แยงเซลล ี {ตัดแปลงจากวิธีของ Yunis บี 1977)

เมึ๋อ'ได้ตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยและ เด็กปกติแล้ว นำมา เพาะ แยงเซลลีโดยวิธีปลอดเขอใน 

อาหารแยงเซลลี (RPMI 1640) 5 มล. ผสมกับเลือดผู้ป่วยรายละ 10 หยดสารกระตุ้น 

ให้เซลลีมิการแบ่งตัว (phytohemagglutinin) 0.1 มล. และสารปีองกันการเจรีญ 

เติบโตของแบคทีเรีย (p e n n ic il l in  & streptom ycin) 0.1 มล. ผสมเบา  ๆ ‘ให้ 

เซลลีกระจายในอาหาร เลยงเซลลี แยงในตู้เพาะ เลยงเนอเยื๋อท่ีอุถเหภูมิ 37 องศา 

เซล เฃียส นาน 72 ใ)ว,โมง แต่ละ 1 ตัวอย่างเลือดจะทำการ เพาะ เลยง 2 แบบ

2.2.1 ในขวดท่ี 1 เพาะแยง 72 รัวโมง เติม co lch ic ine

10-7M 0.1 มล.



15

2 .2 .2  ,ๆน'นวดท 2 เพาะเลยง 72 -นวโมง เตม ethidium

bromide + co lch ic ine  10~7M 0.1 มล. ตั้งทั้งไว้ 

พ ี่ส ู้เพาะแยง 37 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที

2.3 การเตรียมโดรโมโซม

2.3 .1  ถ่ายสารทั้งหมดจากขวดพี่เพาะแยง เซลลลงๆ,นหลอดแก้ว 

ก้นแหลม (cen trifuge  tube) ปีนแยกเซลลจาก 

อาหารแยงเซลล์พี่ความเร็ว 1200 รอบต่อนาที นาน

6 นาที แล้วดูดสารๆ,สล์วนบนท้ัง เก็บตะกอน ล้วนล่างๆ,ว

2 .3 .2  เติมสารละลาย hypotonic s o lu tio n  ความเข้มขัน

0.075 M จงไข้ KCL (potassium ch lo rid e )

พ่ีอุ่น 37 องศาเซลเซียส 5 มล. เพี่อไห้เซลล์พองตัว 

โดยท้ังๆ,วัๆนสู้ 37 องศา นาน 20 นาที แล้วจึงนำนาปีน 

แยกเซลล์พี่ความเร็ว 1200 รอนต่อนาที นาน 6 นาที

2 .3 .3  นำตะกอนพ่ีๆ,ดัมาผสมกับสาร f ix a t iv e ;  methanol: 

ace tic  acid 3:1 โดยค่อยๆ เติม f ix a t iv e  พี่เย็น 

ทีละน้อย จนครบ 3 มล. แล้วนำๆ,ปปีนแยกเซลล์เหมือน 

เติม ทำฃำ 3-4 คร้ัง จน ,ๆดัตะกอนขาว' ,ๆส ดูดสาร 

ละลาย'ใสท้ังจนเหลือประมาทเ 1-2 มล. เตรียมทำสไลด์ 

ต่อไป

2.4 การเตรียมสไลด์

2 .4 .1  เตรียมสไลด์ไห้สะอาดปราศจากไขมันโดยแข''สไลด์ๆ,น 

น้ำยา dicromate c lean ing s o lu tio n  นาน

24 ซม. แล้วล้างในน้ำประปาพ่ีไหลผ่านนาน 1 ซม.

ต่อจากนผ่านนากล่ัน 2 คร้ัง แล้วเก็บแซ่'ไนน้ำกล่ัน ใน 

สู้เย็นพร้อมไข้งาน

0 1 8 8 2 C
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2 .4 .2  นำสไลด์ที่ได้มาหยดเชลล์ โดยเอาเชลล์ที่เตรียมได้จาก

2.3.3 มาท''าไหัเชลล์กระจาย แล้ว'ใf  Pasteur 

p ip e tte  ดูดเชลล์หยดจากท่ีสูงประมาณ 1-2 ฟุต เพ๋ือ 

'ให้เชลล์กรรจายด้วดี เพียง 1-2 หยดบน'ไสลด์ท่ีเปียก 

แล้วท๊ังไห้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง

2.5 การย้อมโครโมโชม

2.5.1  conventional s ta in in g

2 .5 .1 .1  เตรียม 10% Giemsa s ta in  (Giemsa 

in  phosphate b u ffe r)

2 .5 .1 .2  ย้อมโครโมโชมด้วยสี Giemsa นาน 5-10 

นาที แล้วล้างด้วยน้ำสะอาด ตากสไลด์ไห้ 

แห้งท่ี'อุณหภูมิห้อง ก่อนส่องดูด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์ท่ีกำลังขยาย 10x และ lOOx

2.5 .2  G-banding s ta in in g

2 .5 .2 .1  จุ่มสไลด์i งผ่านการอบแห้งแล้ว ลงไนสาร 

ละลายฑรีปชน (try p s in ) นาน 15-20 

วินาที เพอใ)กนำ'ไห้เกิดแถบ,บนแท่ง

โครโมโชม แล้วล้างไน 9% Nad

2 .5 .2 .2  ย้อมสไลด์ด้วย 10“ Giemsa นาน 5 นาที

2 .5 .2 .3  ตากสไลด์ไห้แห้งท่ีอุหณภูมิห้องก่อนส่องดูด้วย 

กล้องจุลทรรคน

2.6 การตรวจสอบโดรโมโชม

เมื่อย้อมโครโมโชมตามแบบ 2.5 .1  และ 2.5 .2  แล้ว

2.6.1 ตรวจสอบจำนวนโครโมโชมข อ ง ผู้ป่วย และเด็กปกติทุก 

รายๆ ละ 25 เชลล์

2 .6 .2  ตรวจสอบแถบบนโครโมโชมแท่งที่ 13 ไนระยะ mid 

metaphase และระยะ ea rly  metaphase ของผู้ป่วย 

ทุกรายๆ ละ 5 เชลล์
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2.6 .3  $กษา polymorphism ใ)องโครโนโชมคู่fi 13 ■บอง

ผู้ป่วยทุกราย เทียบกับเด็กปกต

3. เขียนพงศาวสีใ)องครอบครัวผู้ป่วยเรติโนบลาสโตมา 2-3 า)วอายุ
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