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1. ณ๒ตัวอย่างที่ใช้'ในการสิกษาและตัวอย่างสิงตรวจ ( sam ple)

ผู้ป่วยที่เป็นรรคมะเร็งปากมดลุก และมีพยาธิสภาพานระยะลุกลามจาก ภาควิขา 
สูติศาสตร์และนรีเ วชวิทยา รรงพยาบาลจุฬาลงกรผ ชึ๋งพิจารผาตัดสินรดยนายแพทย่ผู้เชํ่ยว 
ชาญ

การหาชนาด'?อมูลตัวอย่าง (sam ple s iz e )  (66)
ท= Z2PQ/X2 
เม่ือ z= 1.96

p= จฯนวนประชากรท่ีคิดว่าจะให้ผลบวก 
Q= 1-P
x= c l i n i c a l  e r ro r  

(รดยคิคล่านัยสฯลัญทางสถิติ p= 0 .05 )

แทนล่าฟ้อผูลไตัดังน้ัคิอ
1. จากสถิติท่ืมีผู้ไตัทฯการทดลองในประเทศไทย (67) พบวิาผู้ 

ป่วย CIN ท่ีตรวจพบ HPV มีจฯนวน 4 /10  ราย คิดเป็นร้อยละ 40 และ ผู้ป่วยท่ีเป็น 
มะเร็งระยะลุกลามตรวจพบ HPV จฯนวน 30/40 ราย คิดเป็นร้อยละ 66.67

2 . จากสถิติท่ีมีผู้ทฯไร้ในต่างประเทศ (3 7 ,3 8 ,6 8 ,6 9 ) พบว่า 
ผู้ป่วย CIN ท่ีตรวจพบ HPV มีประมาผร้อยละ 80 และ ผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งระยะลุกลาม 
ตรวจพบ HPV ประมาผร้อยละ 80

ดังน้ันเม่ือแทนล่าลงในสูตรรดยให้ล่า c l i n i c a l  e r r o r  เป็น 10% จะไดั 
ชนาดชอง^เอยูลตัวอย่าง 2 กรผีคิอ ในประเทศ ตัองอย่างน้อย 92 ราย สิวน'ในต่าง
ประเทศ ตัองอย่างน้อย 61 ราย ตังนั้นในการสิกบานั้จีงเลีอกใช้กลุ่มตัวอย่าง 100 ราย
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ตัวอย่างสิงสิงตรวจไตัมาจาก การตัดช้ินI น้ือบริ เ วอ!ตฯแหน่งfiแสดงพยาธิสภาพ 
โดยเช้าหน้าทีฃอง หน่วยพยาธิวิทยา ภาควิชา สูติศาสตร์-นริเวชวิทยา โรงพยาบาล^พา- 
ลงกรผ จะน0าช้ินเนอแช่ในน้ำยาฟอร์มาสินแล้วฝัง เ สิบลง'ในพาราฝัน ทฯให้ เป็นล้อนนสิงโดย 
ใช้ความเย็น ( f o r m a lin - f ix e d , p a r a f f in  embedded specim en) เสิบทอุอ!หภูมิ 
ห้อง เมื่อจะนำมาทำการสืกษาจึงจะนำมาตัดเป็นแผ่นบางๆ โดยใช้เครื่องมีอตัดแบบ
ละเอียด (m icrotom e)

2. การสกัดแยก DNA จากตัวอย่างสิงสิงตรวจ

การสกัดแยก HPV DNA จากชิ้นเนื้อตัวอย่างทํ่ถูกฝังอยู่ในพาราฟ้นทำตามวิธี 
ชอง พน, A.M. และคอ!ะ (70) โดยทำการตัดชิ้นเนื้อตัวอย่างให้มีความบางบระมาอ! 20 
um (โดยเช้าหน้าทํ่ชองภาควิชา สูติศาสตร์-นริเวชวิทยา โรงพยาบาล^ฬาลงกรผ)จำนวน 
30 ชินตัอราย ใส์ลงในหลอด p o ly pro p y lene  m ic ro c e n tr ifu g e  tube ขนาด
1.5 ml เติม x y len e  ลงไป 1.4 ml เขย่าเบาๆ 5 นาที แล้วนำไปป่ันตกตะกอนตัวย 
เครื่องปั่นความเร็วรอบสูง (m ic ro c e n tr ifu g e )  2 นาที ดูดแยกเอา x y len e  ออก 
ทำช้ำเช่นเดียวกันแบบนื้อีก 3 คร้ัง แล้วจึงล้างตะกอนตัวย a b s o lu te  e th a n o l 2 
ครั้ง ล้างตะกอนอีกครั้งตัวย TE b u f fe r  (0 .1  M EDTA, 0 .05  M T ris -H C l, pHS) 
ป่ันตกตะกอน และ ละลายใน 400 น1 ชอง ly s i s  b u f f e r  (0 .1  M EDTA, 0 .5  M 
T ris -H C l, pH ร) โดยเติมสารละลาย SDS (ความIช้มช้นสุดห้าย 0.5%) และ 
p ro te in a s e  K (ความเช้มช้นสุดห้าย 0 .5  mg/ml) แล้วนำไปแช่ทอุอเหภูมิ 55 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลานาน 48 ชม. เมื่อครบเวลานำมาสกัด DNA โดยเติม phenol 
ะ ch lo ro fo rm  ะ isoam yl a lco h o l (2 5 :2 4 :1 ) ปริมาตรเห้ากับสารละลายทมีอยู่ 
เขย่าแรงๆ และป่ันแยกน้ำใสสิวนบนออกท่ืความเร็ว 10,000 rpm ทำช้ำเช่นนื้อีกหน่ึงครั้ง 
น'ำสิ'วน'ใสตัานบนมาเติม Na a c e ta te  ให้ไตัความเช้มช้น 0 .3  M จากน้ันตกตะกอน 
DNA ตัวย co ld  a b s o lu te  e th an o l ปริมาตร 2 เห้าชองสารละลาย เสิบท่ํ -70  
องศาเซลเซียส 1 ชม. ป่ันตกตะกอนและล้างตะกอน DNA ตัวย co ld  70% e th a n o l 
2 ครั้ง นำตะกอนไปทำให้แห้งแล้วละลายตะกอนตัวย 100 u l TE b u f fe r  เสิบท -20  
องศาเซลเซียส
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3. การเตรีขม DNA มาตรฐาน

3.1  P u r i f i e d  p lasm id  HPV DNA บระกอบตัวย HPV-6, 11, 16, 
18 และ 33 เป็นตัวควบคุมบวก ชื่งไตัรับความอนุเคราะห้จาก ผศ.วีระหงษ ลุลิตานนท่ 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรี มหาวิทยาลัยมห้ดล และ p lasm id  pBR 322 เป็น 
ตัวควบคุมลบ

3 .2  HeLa-DNA HeLa c e l l  เป ็น 'co n tin u o u s c e l l  l in e  ทีใตัมา 
จากเชลล์มะเร็งของสตรีทื่เป็นมะเร็งบากมดสูก (71) มีคุณสมบัติคือ มีสารพันธุกรรมของ 
HPV-18 สอดแทรกอยู่ (72) รดยบระมาณ 10-30 c o p ie s  ติอหน่ืงเชลล์ ทฯการ 
เตรียม HPV-18 DNA จากเชลล์เพาะเล ี้ยง HeLa โดยน’ามาสกัดแยก DNA ตาม 
วิชีการของ A usubel, F.M. และคณะ (73) รดยเริ่มจากการเล ี้ยง H ela 
c e l l  ใน lxMEM (minimum e s s e n t i a l  medium) ท่ืมี 10% f e t a l  bov ine 
serum และ ยาบฎิชีวนะไตัแท่ p e n i c i l l i n  100 u n it /m l และ s tre p to m y c in  
100 ug/ml ท่ืคุณหฎมิ 37 องศาเซลเซียส จนเซลล์เจริญเต็มพื้นท่ื เทอาหารเพาะเลี้ยง 
เซลล์ทีง ลัางตัวย c o ld  phosphate  b u f fe re d  s a l in e ,  pH 7 .5  (PBS) 1 ลรีง 
แลัวขูดเอาเชลล์ในขวดออก นๆมาลัางตัวย co ld  PBS อีก 2 ครั้ง บันตกตะกอนเซลล์ท่ํ 
ความเร็ว 800 rpm เป็นเวลา 10 นาที ทฯการสกัด DNA จากเซลล์โดยเติม 
d ig e s t io n  b u f f e r  (100 mM N a d ,  10 mM T ris-H C l, pH 8 , 25 mM EDTA, 
pH 8 , 0.5% SDS) ให้ความเข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 108 c e l l s /m l  เติม 
p ro te in a s e  K ให้ไตัความเข้มข้นสุดทีาย 200 ug/ml แช่ใน w ate r b a th  คุณห{ไมิ 
50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ชม. แลัวนๆมาสกัดแยก DNA โดยใช้วิธี phenol 
ch lo ro fo rm  e x t r a c t io n  ดกตะกอน DNA ตัวย Na a c e ta te  และ c o ld  
a b s o lu te  e th a n o l (รายละเอียดเหมีอนข้อ 2) ละลายตะกอนใน 100 u l TE 
b u f fe r  เป็บไวิท่ื -20  องศาเซลเซียส
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3 .3  Human DNA เตรียมจากเม็ดโลห้ตขาวของคนปกติ ตามวิธีการของ

Sambrook, J .  นละคณะ (74) รดยเจาะเสือด 10 ml รช้ 0.5% EDTA (pH 7 .4 )  
เป็น a n t ic o a g u la n t  นฯมาบันท่ีความเร็ว 2 ,500 rpm 20 นาที แยกเอาชั้น b u ffy  
co a t ออกมาเติม red  c e l l  l y s i s  b u f fe r  (10 mM T ris-H C l pH 7 .6 ,
5 mM MgCl2 , 10 mM NaCl) 10 ml เขย่าไห้เช่ากันรดยไช้l ครอง v o r te x  
นๆ'ใบกันตกตะกอนทความแว 1,500 rpm, 10 นาที แยกสืวนไสดัานบนท้ํงไบ และทๆซ้  ๆ
จนก'h  เม็ดเลือดแดงจะแตกหมด แลืวแยกช้ันตะกอน ( p e l l e t )  นับเม็ดเลือดขาวไดั 
จ0านวน 10s เซลลื นๆมาละลายไน d ig e s t io n  b u f fe r  ( 10 mM T ris-H C l, pH
7 .4 , 10 mM EDTA, pH 7 .6 , 50 mM NaCl) 3 ml เติม SDS ไห้ไดัความl ช่มช่น 
สุดทีายเป็น 0.25% เติม p ro te in a s e  K ไห้'ใตัความเข้มช่นสุดทีาย 200 ug/m l น ไๆป 
แช่ไน w ate r b a th  อุณห£มิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชม. นสัวนๆมาสกัดแยก 
DNA รดยไช้วิธี phenol ch lo roform  e x t r a c t io n  ตกตะกอน DNA ดัวย Na 
a c e ta te  และ c o ld  a b s o lu te  e th a n o l (รายละเอียดเหม็อนช่อ 2) ละลายตะกอน 
ไน 100 u l TE b u f f e r  เก็บไว้ท่ี -20  องศาเซลเซียส

4 . การหาปริมาณ DNA

รดยไช้ u l t r a v i o l e t  sp ec tro p h o to m ete r ทีความยาวลลน 260 nm 
และ 280 nm (75) นๆตัวอย่างท่ีจะทๆการตรวจหามาละลายไนน้ๆกล่ันแสืวนๆมาวัดค่า 
o p t i c a l  d e n s i ty  (OD) ค่า OD ท่ี 260 nm เท่ากับ 1 แสดงว่ามีความเข้มข้นของ 
DNA สายคู่ (do ub le  s tra n d e d  DNA) เท่ากับ 50 ug/m l ความบรีสุท-ธ'ของ
กรดนิวคลีอิกท่ีเตรียมไดัอ่านจากค่าอัตราส์วนของ OD260 ตั0 od280 คไรมีค่ามากกว่า 
1.8

5. คุณสมบัติของ o lig o n u c le o t id e s

o l ig o n u c le o t id e  ที่ไช้ไนงานวิจัยน็้มาจากการสังเคราะห้รดยเครีองดัง-
เคราะห้ (o l ig o  s y n th e s iz e r )  แบ่งเป็น 2 กส่มไหญ่ๆ  (ดังตารางที่ 4) ไดันก่



ดาราง^ 4 : คุณสมบัติของ o lig o n u c le o t id e  p rim ers  และ probes
24

Name Sequence (5’- 3 ’) Target Purpose

MY11 GCC CAG GGA CAT AAC AAT GG LI HPV-primer
MY09 CGT CCA AGG GGA AAC TGA TC LI 1!

GH20 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC B -g lo b in B -g lo b in  p rim er
PC04 CAA CTT CAT CCA CGT TCA c c B -g lo b in f t

GP01 CTG TTG TTG ATA CTA CAC GCA GTA c HPV G eneric  probe
GP02 CTG TGG TAG ATA CCA CTC GCA GTA c HPV f t

MY12 CAT CCG TAA CTA CAT CTT CCA HPV-6 S p e c if ic  probe
MY13 TCT GTG TCT AAA TCT GCT ACA HPV-11 f t

MY14 CAT ACA CCT CCA GCA CCT AA HPV-16 t f

พอ74 GGA TGC TGC ACC GGC TGA HPV-18 f t

MY16 CAC ACA AGT AAC TAG TGA CAG HPV-33 f t
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5 .1  O lig o n u c le o tid e  p rim ers  เฟือ'ใช้'ในการเพ่ิม'ขยายปริมาอ! DNA

รดยวิ? PCR

5 .1 .1  G eneric  LI p rim ers  (LI p rim e rs) เป็น n u c leo
t id e  สายท้ัน  ๆ ท่ีมีความจฯเพาะกับช่วงสายพันธุกรรมของยีน L1ะ LI consensus
p rim er (HPLC p u r i f i c a t i o n :  APPLIGENE, I n c . ,  P le s a n to n , CA, USA)
ไดัแก่ MY11, MY09 ขนาดชอง LI PCR product มีขนาด 450 bp รดยประมาร!

5 .1 .2  B e ta (B )-g lo b in  p rim ers  เห่ีเอา.ช้ในการเพม'ขยาย
ปริมาร! DNA ช่วงสายพันธุกรรมของยีน b e ta  g lo b in  ในเซลลของคน โดยวิธี PCR
(HPLC p u r i f i c a t i o n :  APPLIGENE, I n c . ,  P le s a n to n , CA, USA) ไดันกิ 
GH20 และ PC04 ขนาดของ B -g lo b in  p ro du ct มีขนาด 268 bp.

5 .2  O lig o n u c le o tid e  p robes เพอใช้ในงาน h y b r id iz a t io n

5 .2 .1  G eneric  o l ig o n u c le o t id e  probe (GP) โดัแกิ
GP01 และ GP02 ไดัฐกออกแบบมาให้มีความจฯเพาะกับ HPV-DNA บริเวอ! L l- re g io n  
ทึ๋เกิดจากการ am p lify  รดยใช้ L1 p rim er MY11 และ MY09 มีความจ'ฯเพาะต่อ
HPV อย่างน้อย 25 ty p e s  (76)

5 .2 .2  Type s p e c i f i c  o l ig o n u c le o t id e  probe (TS) คือ
MY12, MY13, MY14, WD74, และ MY16 ซ่ึงถูกออกแบบมาให้มีความจฯเพาะต่อ
HPV-6, 11, 16, 18 และ 33 ตามล0าดับ (76)

6 . การขยายเพิ่มจฯนวน DNA ดัวยวิธี PCR

จากการดัดแปลงวิธีการจาก B auer, H.M. และคอ!ะ (72) และ T in g , Y. 
และคอ!ะ (76) เตริยม?(วนประกอบท้ังหมดใน 1 หลอดทดลองคือ lxPCR b u f fe r
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(50 mM KC1, 10 mM T r i s ,  pH 8 .5 ) ,  4 mM MgCl2 , 200 uM dNTPs, LI 
p rim ers  50 pmole (MY11 และ MY09 อย่างละ 25 pm ole), B -g lo b in  
p rim ers  5 pmole ((2120 และ PC04 อย่างละ 2 .5  pm ole), Taq polym erase
1.25 u n i t  และน้ฯกล่ันปลอดเชอ รวมกับ DNA ตัวอย่างท่ีสกัดไตั 1 น1 แลัวจะตัองไตั 
บริมาตรสุดท้าย 50 น1 (ทั้ฬ้ยกเวินบางกรรที่ไตัระบุไวิ) ผสม?[วนบระกอบท้ังหมด
(ยกเรัน DNA ตัวอย่าง) นลัวเติม m in era l o i l  30 น1 ปิดทับผิวหน้า แสัวจึงเติม 
DNA ตัวอย่างท้ายสุด เหวี่ยงตัวยเครี่1อง m ic ro c e n tr ifu g e  10 วินาที เพ่ือไห้สาร 
ละลายตกอยู่ไตัผิว m in era l o i l  นฯหลอดทดลองเช้าIคร่ี1อง PCR รดยก,ใหนดสภาวะ 
การทฯงานคือ d e n a tu re  95 องศาเซลเซียส 1 นาที, a n n e a lin g  50 องศา
องศาเซลเซียส 1 นาที, e x te n t ion  72 องศาเซลเซียส 2 นาที จฯนวน 40 รอบ 
และ หลังจากรอบสุดท้ายแลัว ให้อยู่ท 72 องศาเซลเซียส อีก 10 นาทีนสัว-จึงแช่ท 
4 องศาเซลเซียส จากน้ันนฯ a m p lif ie d  p ro du ct ท่ีได้มาท'ฯ-การตรวจสอบต่อ’ใบ

การห้องกันศวามผิดพลาดไนการทฯ PCR (PCR c a r ry  o ver) ไนงานวิจ้ยนั้ 
ได้แบ่งพ้ืนท่ีไนการทฯงานคือ พ้ืนท่ีเตรียม specim en และพ้ืนท่ีทฯ PCR ชึ๋งแยกออกจากกัน 
เพ่ือห้องกันล่ังบนเพ้ือนเช้าไบรบกวนการทฯบฎิกิรียา PCR พ้ืนท่ีท่ีทฯ PCR มีการฉายแสง 
UV บ่อนและหลังการทฯ PCR อย่างน้อย 15 นาทีทุกคร้ังเพ่ือท0าลายเนส่วน DNA ท่ีอาจ 
หลงเหลออยู่ การใช้ p ip e t  t i p  สฯหรับ PCR จะไซ้เห้น f i l t e r  t i p  และ สวม 
ถุงมีอ5UÛเะท'ฯ PCR ทุกคร้ัง ไนการทดลองแตัละคร้ังจะมีตัวควบคุมผลบวก (1 ug HeLa 
DNA), ตัวควบคุมผลลบ (1 ug human DNA), และ น้ฯกล่ัน

7. การวิเคราะห้หา A m plified  p ro du ct จาก PCR รดยวิธี g e l e le c tro p h o 
r e s i s  (GE)

เห้นการตรวจวิเคราะห้เนส่วน DNA ท่ีถูกเพ่ืมจฯนวนรนจากรบวนการ PCR 
ตัวยวิธื g e l e le c t r o p h o r e s is  รดยน'■ ไ 10 น1 รอง a m p lif ie d  DNA มานยกผ่าน 
ตัวกลางคือ 1.2% ag a ro se  ใน 0 .5 x  TBE b u f fe r  (ภาคผนวก ร) ภายไตัสนาม 
ไพฟ้าความติางสักย่ 90 รวลท้ นาน 1 ชม. นละมี e th id iu m  brom ide 0 .5  ug/ml
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เพ่ิอเป็นตัวย้อม DNA จากน้ันนๆมาดูภายไตันสง u l t r a v i o l e t  ผ่าน UV 
t r a n s i l lu r a in a to r  นลัวถ่ายรูปโดยตรงจาก g e l โดยใช้กลัอง P o la ro id  กับ พัลม่ 
P o la ro id  (no . 667) ขนาดของ DNA ทื่ลังเกตใตัเปรียบเทียบกับ m o lecu la r 
m arker ชึ๋งในการสืกษานั้ใช้ 0x174 RF DNA/HaeIII และ pBR322/HinfI เป็นตัว 
เปรียบเทียบ

8 . การทๆ H y b r id iz a tio n

ในการวิจัยนั้มีวัตถุบระสงท่ท่ัจะตรวจหาความจๆเพาะของสารพันธุกรรม DNA ท 
ผ่านขบวนการเพิ่มขยายโดยวิธี PCR วิาเป็น HPV-DNA หรือไม่ จึงใช้ตัวตรวจจับ 2 ชนิด 
ดีอ ตัวตรวจจับแบบท่ัวใบ GP และ TS (รายละเอียดตังช้อ 5 และ ตารางทั่ 4)

8 .1  การเตรียม DNA และ ตรีงบนแผ่น membrane

8 .1 .1  การทฯ d o t h y b r id iz a t io n  (DH) ในการวิจัยนั้เลีอกใช้ 
วิธีนั้เป็นหลักเพราะสะดวก รวดแว และ ใช้ผลดีโดยเฉพาะในกรอทไมีตัวอย่างจๆนวนมาก 
ตัวอย่าง DNA ท่ืจะทๆการทดสอบจะอยู่ในตๆแหน่งจๆเพาะโดยการหยด (d o t)  เป็นจุดบน 
แผ่น membrane ตังรายละเอียดต่อใบนั้

1. การเตรียมแผ่น membrane โดยนๆแผ่น membrane 
(Hybond™N+, Amersham, C O . )  มาตัดใช้ไตัขนาดท่ัตัองการนๆมาแช่น้ๆกล่ันแลัวแช่ใน 
10X SSPE (1 .5  M N aCl, 0 .1  M NaH2P04 .H20 , 10 mM EDTA, pH 7 .4 )  เป็น 
เวลา 15 นาที น ใๆบอบท่ืถุผหดูมิ 60 องศาเชลเชียสให้แผ่น membrane แห้งสนิท

2. การสกัดแยกน'''ามัน (m in e ra l o i l )  ออกจาก 
a m p lif ie d  DNA โดยใช้ Chloroform  ะ Isoamyl a lc o h o l (2 4 :1 ) บริมาแแท่า 
กับ a m p lif ie d  DNA เขย่าใช้เช ้ากันโดยใช้เครองเขย่า (v o r te x )  2 นาที แลัวน 'ๆใบ 
เหวี่ยงโดยใช้ m ic ro c e n tr ifu g e  5 นาที ดูดเอาส์วนใสตัานบน เป็บไวัท่ืถุณหฐม 
4 องศาเซลเชียส
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3. การตรีง DNA บนแผ่น membrane รดยหยดตัวอย่าง 
DNA ฟ้ผ่านขบวนการ PCR นละ สกัดเอา mineral o i l  ออกนตัว นละ DNA ควบคุม 
บวกนละลบ บริมาณ 1 ug ลงบน membrane แช่ membrane ไน 0 .4  M NaOH นาน 
5 นาทีนสัว น'ฯมาแช่ไน 10X SSPE (1 .5  M NaCl, 0 .1  M NaH2P04 .H20 , 10 mM 
EDTA, pH 7 .4 )  10 นาที นำไปอบท่ืคุณหฐมี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชม. 
เฟ้อไห้ DNA ตัวอย่างติดบนแผ่น membrane (77)

8 .1 .2  วิธี Southern h y b rid iza tio n  วิธีการนสารพันธุกรรม 
DNA ทื่จะทำการตรวจจะถูกแยกผ่านตัวกลางภายไตัสนามไพฟ้าย่อน แสืวจึงผ่านขบวนการ 
ตรีงบนแผ่น membrane

1. การเตรียม DNA รดยไช้ a m p lified  DNA ท่ํผ่านขบวน 
การ PCR แสัวนำไปแยกใน 1.5% agarose g e l ภายไตัสนามไฬฟ้า

2. การเตรียมแผ่น membrane โดยนฯเอาแผ่น nylon  
hybond™N+ membrane (Amersham, C O . )  ไปแช่ไน 10X s s c  (1 .5  M NaCl,
0 .1 5  M Na C itr a te , pH 7) เป็นเวลา 5 นาที ย่อนนฯมาวางทับบน g e l

3. การย่าย (tra n sfe r ) DNA จาก g e l ไปบนแผ่น 
membrane รดยน”าแผ่น g e l จากข้อ 1 มาแช่ไน depurinate so lu t io n  (0 .2 5  M 
HCl) ปริมาตรเป็น 2 เท่าของปริมาตร g e l นาน 20 นาที แสัวแช่'ใน denature  
so lu t io n  (1 .5  M NaCl, 0 .5  M NaOH) ตัวยปริมาตร 2 เท่าของ g e l 2 คร้ัง 
ครงละ 15 นาที และสุดทัายแช่ไน n e u tr a liz e  so lu t io n  (0 .1  M T r is , pH 7 .5  
1.5M NaOH) ปริมาตร 2 เท่าของปริมาตร g el เป็นเวลา 30 นาที เรํ่มจากวางแผ่น 
กระดาษกรอง Whatman 3MM ท่ืชุ่มตัวย 10X SSC รดยเอาตัานหน้า g e l ลงติดกับ 
wick (รูปที 3) ระวังไม่ให้มีปองอากาศ แสืวนฯแผ่น membrane วางทับบน g e l จาก 
นั้นจึงวางกระดาษกรอง Whatman 3MM และน้ันกระดาษซับ (paper tow el) ตามลฯดับ 
รดยให้น้ันกระดาษซับมีความหนาประมาณ 10 เซนติเมตร วางน้ฯหนักทับตัานบนประมาณ
0 .5  กิรลกร้ม ท้ํงไวัข้ามคืนประมาณ 16-18 ชม. เมอครบเวลาน'ฯแผ่น membrane ออก 
มาแช่ไน 5X SSC (0 .7 5  M NaCl, 0 .075  M Na c i t r a t e ,  pH 7) นาน 5 นาที 
นำมาซับให้พอแห้ง แสัวอบ'ใน$สุญญากาศ คุณหถูมี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชม.
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Weight <0.75Kg—

Glass piste----------

Paper tissues-------

3 sheets filter paper

Hybor.d ----------
G e l-------------------

Plastic trey

รูบท่ื 3: นสดงตฯนนน่งการวางวัสตุฟ้างๆ-ไนการทฯ Southern h y b r id iza tio n
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ร .2 การ ติดฉลาก probe (probe la b e ll in g )  ก้วยสารปลอด

ก้มมันตภาพรังสี [N on-isotope k it :  Enhance chem ilum inescence (ECL) 3 ’
o l ig o la b e l  l in g , Amersham, C O . ]  ตามเอกสารที่แนบมากับfh ยาสฯแจรูป
(รูปท่ี 4) ไดยเตรียม probe 10 pmole ประกอบก้วย f lu o r e s c e in - l1-dUTP 
1 u l ,  ca cod y la te  b u ffer  1 .6  u l ,  term inal tra n sfera se  1 .6  u l และ 
น้ฯกล่ันปลอดเช้ือ รวมปริมาตรท้ังหมดก้อ 1 หลอด ไห้ไก้ 16 u l นช่ไวิไน water bath  
สุผหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ชม. แก้วเก็บ'ไวิไน$ เมิน -20  องศาเซลเซียส การ 
ตรวจสอบการติดฉลากทฯไก้รดย dot เปรียบเทียบกับ u n la b e lled  probe, 1/16
fluorescein-11-dU T P , น้ฯกล่ัน บนกระดาบกรอง DE-81 ทั้งไวิไห้แห้งแก้วแช่ลงไน 
2X SSC (0 .3  M NaCt, 0 .03  Na c i t r a t e ,  pH 7) ท่ีมั 0.1% SDS ท่ี 60 องศา- 
เซลเซียส 15 นาที เชย่าบนIครองเขผ่าเบาๆ น,ฯมาแช่ไนห้ำกล่ัน 30 นาที ก้างสัวย
ab so lu te  ethanol ช้บไVโแห้งบน กระดาษกรอง Whatman 3 MM แก้วนฯไปตรวจสอบ 
การเรีองแสง f lu o r e sc e in  บน uv tran silu m in ator  ความยาวคลั่น 365 nm

8 .3  การตรวจวิเคราะห้ DNA บนแผ่น membrane

8 .3 .1  P re-h y b r id iza tio n  แช่ membrane ลงไน 2XSSC
(0 .3  M NaCl, 0 .03  Na c i t r a t e ,  pH 7 ) ,  5 นาที แก้วไส์แผ่น membrane
ลงไนถุง (h y b r id iza tio n  bag) ค,านวณปริมาตรของ h y b r id iza tio n  b u ffer
(ภาคผนวก ข) รดยไซ้ h y b rid iza tio n  b u ffer  0 .2 5  mi ก้อ 1 cm~ ของ
แผ่น membrane ปิดปากถุงไห้สนิทก้วย เคร๋ึ'องปิดผนึกไพฟ้า แช่ไวิไน water bath  ท่ี 
อุณหภูมิเหมาะสม (ตารางที่ 5) นาน 30 นาที

8 .3 .2  H ybrid ization  เปิดปากถุงแก้วไสํ probe ท่ีติดฉลากแก้ว 
ลง'ไป'ให้’ไก้ความเซ้ม'ข้นท่ีเหมาะสม (ตารางที่ 5) ปิดปากถุงไห้สนิท และ ระวัง ก้องไก ้
พองอากาศออกไห้หมด แช่ไน water bath ก้อไปที่อุผหภูมิเดิมเมินเวลา 1 .30 ชม.
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ร ูไ]ทิ ่  4 : หลักการรอง 3 ’-end la b e ll in g  enhance ch em ilu u in escen se.



ตารางที่ 5: สภาวะท่ีเหม'าะสม'ของการท'ฯ H yb rid ization  ฃองนriละ probe

Type
S p e c i f ic i t y

Probe Tm
(๐C)

Conc.n
(pmole)

Pre and h y b r id iza tio n  
c o n d it io n n e )

Washing
(°C)

HPV-DNA GP01 48.2 0 .25 42 45
GP02 0 .25

TS- 6 MY12 46.9 5 37 37
TS-11 MY13 42.4 0 .5 37 37
TS-16 MY14 47.5 5 42 55
TS-18 WD74 56.5 5 42 50
TS-33 MY16 39.2 0 .5 37 37
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8 .3 .3  Washing นฯแผ่น membrane ออกจากถุงแช่ลงไน 5X SSC 

(0 .7 5  M N a d , 0 .075  M Na c i t r a t e ,  pH 7) ทมิ 0.1% SDS เขย่าบนเครีอง
เขย่าเบาๆ 5 นาที ท่ํอุผหภูมิห้อง ทฯ 2 คร้ัง แลัวแช่ลงไน IX SSC (0 .1 5  M 
NaCl, 0 .015  M Na c i t r a t e ,  pH 7) ml 0.1% SDS ไนอุณพภูมิvrระบุตามตารางที 
5 คร้ังละ 15 นาที 2 คร้ัง

8 .3 .4  B locking แช่แผ่น membrane ลงไน b u ffe r l (ภาค- 
ผนวก ข) 1 นาที แช่ลงไน B locking so lu tio n  (ภาคผนวก ข) 30 นาที แลัว 
กลับมาแช่ไน b u ffer  I อีก 1 นาที ใส ่ membrane ลงในถุงชึ๋งมิ 0.5% BSA ไน 
b u ffer  II (ภาคผนวก ข) บริมาตรเท้ากับ 0 .25  ml ห้อ 1 cm2 ของแผ่น 
membrane เติม a n t i- f lu o r e s c e in  h orserad ish  peroxidase conjugate  
ให้ปริมาพความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 :1 ,000  มิดปากถุงไห้สนท เขย่าบนเครั้องเขย่าเบาๆ 
เป็นเวลา 30 นาที ท่ืถุอภIภูมิห้อง ครบเวลา นฯแผ่น membrane ออกมาลัางรดยนช่ใน 
b u ffer  II (ภาคผนวก ข) เขย่าบนเครองเขย่าเบาๆ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ท่ํ 
อุอเหภูมิห้อง

8 .3 .5  D etection  ผสม d e tec tio n  s o lu t io n  I และ II 
(ที0'ายาส'ฯแจรูปมาvraอมกับชุด ECL) รดยให้มิปริมาตรรวมไม่น้อยกว่า 0 .2 5  ml ห้อ 
1 cm2 ของแผ่น membrane แลัวน0าแผ่น membrane แช่ใน d e te c t io n  s o lu t io n  
เป็นเวลา 1 นาที ซับห้วยกระดาษซับพอหมาดแลัวน0ามาห้อด้วย p la s t ic  wrap รีดพอง 
อากาศให้หมด บรรถุไน c a s s e t te  แลัวนฯไปตรวจจับการเรืองแสง f lu o r e sc e in  
บนแผ่นทีส่ม (H yp erfilm ^ : Amersham, C O . )

8 .3 .6  การลัางแผ่นทีลม่ ทฯการลัางทีลม่ในห้องมิด รดยเตรียมน้ฯยา 
ลัางฟ้ลม่คีอ d eveloper (Agfa, Belgium) (ภาคผนวก ข ), f ix e r  (Kodak, 
U .S .A .) (ภาคผนวก ข) และ น้ฯเปส่า เมอครบเวลาในการวางVเลม่ นฯแผ่นทีลม่ออก 
มาแช่ใน d eveloper ประมาย! 1 นาที แลัวแช่ใน f ix e r  อีกประมาย1 2 นาที สุดท้าย 
สัางห้วยทีฯเปส่า น'ฯออกจากห้องมิด รอ'ให้แผ่น'มิลม่แห้ง
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