
ยุบกรณแฝิะไปีการสิกษา

ประชากรปีไชัสิกพา

แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มคังน้ํ

- 1. กลุ่มท่ั 1 เป็นกลุ่มควบคุม เป็นคนท่ัฝ็ฎปีลฯเนาบัจสุบันอยู่ไนกรุงเทพ และไตั 

มาบ!จาคไลสิต ท่ัสูยใ!'บ!การฯลสิตแบ่งชาสิ สภากาชาดไทย กรุงเทพมหานคร จังเป็นฐฝ็

คุอเสมบัสิดังK สิอฝ็อายุครบ 17 ปีบ!รุ]รณ สิง 60 ปี นัฯหนัก 45 สิไลกรัมปีนไป ไม่ปีบระวัสิเป็น 

ไรคตับอักเสบห!อสิบ่าน ตัวเหสิอง ตาเหสิอง ไม่เป็นไชัมาลาเ!ยไนระยะ 3 ปีปีฝ่านมา 

ไม่เป็นไรคตังทั่ กามไรค คุดทะราด อาการแพัร่น ๆ ชัก เป็นสมบ่อย ๆ ไรคฝ็วหนังเ?อรัง 

หัวไจ ไต และเบาหวาน ไม่อยู่ไนระหว่างน้ฯหนักลดมากไนระยะ!นไดยไม่ทราบสาเหตุ ไม่ปี 

พฤสิกรรมรักว่วมเพศ ไม่ป ีบ ระไสิปีดยาเสพสิด $บ!จาดควรรสุขภาพท่ัวไปสมรุ]รส่) นอนหลับ

พักฝ่อนเสิมปีม่อนมาบ!จาคอบ่างนัอย 5 ชัวไมง และเวันระยะ 3 เสิอน กัาเคยบ!จาดมาม่อน 

ไนกลุ่มหท่ังท่ัป ีบ ระชากรทั่งหมด 32 คน

2. กลุ่มท่ั 2 เป็นกลุ่มสิกพา เป็นคนท่ัสฎปีลฯเนาบัจสุบันอยู่ไนภาคตะวันออกเปียง 

เหฟ้อ เป็นกลุ่มคนเฝ็องทั่มาบ!จาคไลสิต ท่ัคลังเสิอดกลาง ไรงพยาบาลศ!นค !นท! จังหวัด 

ขอนแม่น จฯนวน 25 คน จังเป็นเทั่ฝ็คุณสมบัสิเบ่นเสืยวกับประชากรไนกลุ่มท่ั 1

3. กลุ่มท่ั 3 เป็นกลุ่มสิกพาปีกกลุ่มหท่ัง และเป็นคนท่ัปีฎฝ็ฟ้ฯเนาอยู่ไนเขตชนบท

รอบ ๆ จังหวัดขอนแม่น นอกจากท่ัฝ็บระวัสิว่าเป็น{เทสิสายตรงของคนไหลตาย ไดยฝ็ชัฮยูลและ 

คัดเสิฝ็กจากงานสิกษาระบาดใทยาของอาการไหลตายไนชุมชนชนบทของจังหวัดขอนแม่น (เก!ยง 

ท่ังสว่า และคณะ 2534) จฯนวนประชากรปีสิกพาไนกลุ่มปี 3 ท่ัฝ็ 30 คน และคัดเสิฝิกไดย 

การตรว่จว่างกาย ชักบระวัสิว่าไม่ฝ็ไรคบระจฯตัว ตรวจวัดความดันเสิฮค และตรวจบัสสาวะ 

ตัวยแถบสิ (reagent s t r ip )  ม่อนเชัาไครงการใจัย
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เครัองฝึอ?!’ไ#’ไนการใเคราะ#

1. เครัองหยุนเห5เยงแรงสูงส์บรับสุ«หฎฝ็'ไ# (Re frige ra ted  Centrifuge)

เคร ั องสื อนการสิ กษาฝ็ คั ง ฺ เ [ S o rva ll RC-5 Superspeed Re frige ra ted

Centrifuge แกะ Tomy Seiko Superspeed Re frige ra ted  Centrifuge

2. เครัองวัดการดูดแกงของสาร กฯหรับหาบรัมาเน'เบรสืนและฟอกฟอรัก 

(Spectophotometer Shimadzu model UV-120-01)

3. เดรัองวัดบรัมาฒ,ฟธาดูไ#แย่ Corning Flame photometer และ Atomic 

absorption spectophotometer

4. เครัองฝ็อสฯหรับวัดความเป็นกรดย่างของสารละลาย ’ไ#เครัอง Orion pH

meter

5. เครัองปันแมา'เตครัท (Hettich  Haematocrit)

6. เดรัองขํ่งไฟ#าสฯหรับเตรัยมฟ้ายาส์'ไ#ร เคราะ#สาร (Shimadzu-Libor

EB-33H)

7. เครัองเขย่าหลอดทดลอง (Vortex mixer)

การเดฟเ’ไ#'ไนการรเคราะ#

ร่อสารเคฝ็ บรัษัทป็ผสิต

A ce tic  ac id Merck

Adenosine 5-triphosphate disodium s a lt Sigma

Ammonium molybdate M a llin ck rod t

Bovine serum albumin Sigma

C it r ic  ac id Merck

Ethylene G ly co l-b is  (p -aminoethyl ether) 

N ,N ,N ,N -te traacetic  acid (EGTA)

Sigma

D-Glucose BDH
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ร่อสารเคฝ็ บ?ษัท?เผสืต

Heparin Leo

H is t id in e  d ic h lo r id e Merck

Hydrazine sulphate Merck

Hydroch loric ac id Merck

Hydroxymethyl aminomethane hydrochloride Sigma

Lithium  n it ra te M a llin ck rod t

Magnesium ch lo r id e M&B

Ouabain Sigma

Potassium ch lo r id e Merck

Saponin Calbiochem

Sodium ch lo r id e M a llin ck ro d t

Sodium c it r a te BDH

Sodium hydroxide Merck

Sodium la u ry l sulphate BDH

Stannous ch lo r id e M a llin ck ro d t

Su lphuric ac id Merck

T r ich lo ro a ce t ic  ac id Merck

บัหเหอ‘รและสารละลาย fh ifในการรเคราฟ

1. การรเครา!ฟ'เซเสียม าเหแทสเบยม ฬสารละลายตังฟ้อ'พ&สือ 112 mM 

MgCL2 , 10% กรด!(ฯ&1, 15 mM LiNOg

2. การใเคราะฟ้ ATPase ไ#บัหเหอ<3และสารละลายตังฟ้อ'พ!Ïสือ 0.155 M 

NaCl, 0.033M H is t id in e , 10% Saponin, O.lmM Ouabain, 2 mM MgCl2 

2raM Na2 ATP, 100 mM NaCl, 20 mM KC1, lmM EGTA, lOOmM T r is
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3. การ?เคราะ!1ฟอสฟอรัส ใ#สารสะสายดังตัอ''นjâ 1% SDS, Acid

molybdate, SnC l2 -hydrazine so lu tion

4. การ?เคราะ!h บรสืนใ#สารละลายดังตัอไบสื F o lin  reagent

?gการตักษานฯ?อง

สอนฟ้จะเกับตัวอย่างเสิอดของบระชากรฟ้ใ#ตักษา ผู้?จัยตัองทฯการตักษานฯ?อง

เส์อพัรเนาเทคฟ้คการ?เคราะฟ่ฟ้ถูกตัองรวมทั้งตักบาความคงทนของสารตัวอย่าง พ«นาขนตอน

การ? เคราะตัใ#เหมาะสม และใฟ้ฝ็ความแบรบรวนฟ้อยท้ัรเด ใดยไตัทฯการตักษา?สีการ

? เคราะน่ใซเสืยม ใฟแทสเ?!ยมและเอนไฟ Na-K ATPase ในเรดเสิฝีดแดง ใดยเ{ใบ

ตัวอย่างเสิอดสด (Fresh blood) จากผู้บ?จาคใลflฬ่เสูนย่บ?การใลรตแน่งชาตั สภากาชาด 

ไทย ในเสัองตันสอน ใดยฝ็แผนผังการ?เคราะ!!ตัวอย่างเสิอดส์สะดวกและถูๆตัองตามรูบฟ้ 8

การ?เคราะ!\ใชเสียมและไพแทสเ gยม,ในฟลาสมา

เร่อเสบตัวอย่างเสิอคร่เจาะมาใหน่ ๆ ใสหลอดทดลองฒ่แอมใมเฟ้ยมเฮพา?น 2 

รสสิกรัม ตัฮเสิฮด 10 รลสิสิตรไตัแตัว นฯมาเ#าเค?องร่นร่บรับจุฝืเหภู?) 4° เขลIsฝ็ยส

(Refrigerated cen trifuge ) แยกเอาพลาสมาออกทันสีใสหลอดร่สะอาดแสะแฟ้ง สีดจุก

เสบสี 4° เซลเสียส เร่อสง?เคราะน่ใซเสืยมและใพแทสเสียมานวันเสืยวกันตัวยเค?อง

Flame photometer แบบอัตในม้ตัของหน่วยใรคไต ใรงพยาบาลจุฬาลงกรเร



เสือด ('’นนบพารน)

พลาสมา
( ใ  เ คราะปัโซ เ สียมและ*เพแทฝี เ ดูยม )

!
เฝ็ดเสือดแดง

(ร เ คราฟโซเสียมและโพเทส เ ดูยม )

เรดเสือดแดง
สืางและปัน 3 ครง 
i  4° เซลเดูยส

-----------
เรดเสือดแดง

สืางทฯไปัแตก, 
สืางดูำ

I---■--- ------- 1
ร เคราะปั ร เคราะปั

เอนไฟ Na-K AT Pas e หาปรมาอเโซรสีน

8 แสดงแผนผังการรโคราะปัการสีกษาตัวอปัางเสิอด



การไเคราะมีไชเสียมและไพแพสเสียมไนเป็ดเสือดแดง

สาหรับการรเ คราะมีระดับไซเ สียมและไหแทสเ สียมไนเป็ด เ สิอดแดง จาก6สารตัวอย่าง 

ภายหลังมีแยกพลาสมาออกแส’วทาตามรัสีของ Fortes Mayer แสะ Starkey (1977)

มีรายละเสียดการรัเคราะมีเป็น 2 พ เอน  สีอ

1. การสางเป็ดเสิอด จากเป็ดเสือคแดงสดtW jกพลาสมาออกแลัไ นามาลัางดัวย

112 mM MgCl2 มีแสีเป็น 4° เซลเสียส เมีอเอาสวนของเป็ดเสือดขาวและเกรัดเสือค

(buffy coat) ออก เขย่าหลอดย่อน$จะดันแยกเอาดัาไสมีงไบดัวยเครัองดันti 4° เซลเสียส 

ลัางสีาสีก 2 ครง แบ่งเป็ดเสือดแดง}เสางสะอาด![มาประมาฏเ 0.5 มีลสิสิตร เสีม 112 mM

MgCl2 ลงไป 1 มีลสิสิตร เขย่า,ไดัเป็นเร้อเสียวกันเบา ๆ หาย่าสีมาไตครัต ดันมีกย่าไวั

2 . การทาไดัเป็ดเสิอดแดงแตกและการรัเคราะมีหาปรัมารเ ไซเสียมและไพแทสเสียม

ดูดดัำเป็ดเสือดแดงส์เย่าสีมาไตครัตแส'วfเไดัจากดัอ 1. จ"านวน 50 ไมไครสิตร (น1) ไสลง 

ไนหลอดทดลอง}เส ะอาด เสีม 1% กรดฟ้าสม จานวน 0.5 มีลสิสิตร เขย่าหลอดดัวยเครัอง

เขย่า เป็ดเสือดแดงจะแตก (Hemolysis) เสิมสารละลาย 15 mM LiN03 ลงไปสีก

4.5 ฝ็ลสิสิตรเขย่าไดัเดัากัน นาไปดัน เป็บเฉพาะสวนมีไสไสหลอด สงไปรัเคราะมีหา

ปรัมา«ไซเสียมและไพแทสเสียม ดัวยเครัอง Flame photometer เปรัยบเมียบกับสารละลาย 

ไซเสียมและไพแทสเสียมมาตรฐานมีเสือจางตัวยสิเมียมไนเตรพชฟ้ดเสียๆกันสื

เมีอตรวจสอบความคูกตัองและแย่นยาของการรัเครๅะมีไขเสียมและไพแพลเมียมจๅก 

เป็ดเสิอดแดงตัวยเครัอง Flame photometer $รัจัยไตันาสารละลายตัวอย่างและสารละลาย 

มาตรฐานเสียวกน![ไปรัเคราะมีเปรัยบเมียบตัวยเครัฎง Atomic absorption
spectrophotometer และเป็อผลการ1เคราะมีตรงกันแส'ว ไดัเสือกไดัเครัอง Flame
photometer เมีอวัดสารตัวอย่างสิน  ๆ ย่อไป
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การเต?ยมเร่อ#มเจลสืยองเป็ดเสือดแดงลาหรับ?เคราะ#เอนไซ# Na-K ATPase

ไ#เป็ดเสิอคแดงฮ่ไดัฝ่านการดัางตาม?สิใน#อ 2 ฮ่เหสิอท้ังหมดหลังจากแบ่งาบ

? เคราะ# ไซเสียมและไพแทสเ#ยม มาเต?ยมเฮ่อใ'[มเจลสืท้ัฝ็เอนไข# Na-K ATPase อสู

ไนเร่อ#มเซลลัจานวนมากมาย การเต?ยมเร่อฟ้มเชลสํจากเป็ดเสือดแดงดัองทาฮ่สูรเหภู#

4° เซลเ#ยลตลอดเวลา ไดอทา'ใ#เป็ดเสิอดแดงแตก ลัไงและร่นดัวยเดร่องร่นฮ่ฝ็ความเร่ว 

สูงเฮ่อ'ใ#เร่อf มเซลสืตกตะกอน นอกจากทั้ดัองลัางเฮ่อ#มเซฝืสืจนกระทงใ]ราศจากเฮไมไกฝืป็น 

และไบรสีนชฉดร่น ๆ ฮ่อสูในไซไทหลาล#มดัวย ดังรูบฮ่ 9

การเต?ยมเร่อ$มเซลสืสาหรับ?เคราะ#เอนไซ# Na-K ATPase ไ#?สิยอง 

Hanahan (1978) ร่งไดับรับบรุง เสิกฟ้อย เร่มดัวยการเทเป็ดเสือดแดงทั้งหมดไสํหลอดทดลอง 

ฮ่ทนแรงเหร่ยงสูง เร่อร่นฮ่ 15000 รอบฝ่อนา#ไดั จากนนใสํ Sodium ch lo r id e

H is t id in e  bu ffe r pH 7.5 (SCH bu ffe r) ฮ่แใ}เป็นไ'รับระมา{น 1.5 ๗ ายองเป็ดเสือด 

แดงท้ังหมด เขย่าดัวยเคร่องเยย่านาไบร่นดัวยเคร่อง S o rv a ll RC-5 Superspeed 

Refrigerated Centrifuge ความเร่ว 5000 รอบฝ่อนา# นาน 10 นา# เทฟ้าไสท้ังไบ 

เสีม SCH bu ffe r ลงไบสิกบระมารเ 9 ๗ าของเป็ดเสือคแดง เยย่าไ#เ#ากัน เสิมชาใบ#น

0.1 ฝ็ลสิสืตร เยย่าหลอดดัวยเคร่องเยย่า ตงทั้งไรัฮ่ 4° เซลเ#ยส นาน 20 นา# นาไบ

ร่นดัวยความเร่ว 15000 รอบฝ่อนา# นาน 20 นา# ดูดฟ้าไสสีแดงตอนบนท้ังไ#หมด ดัาง 

ตะกอน#เป็นเร่อ#มเซลสี#งอสูดันหลอด#ำดัวย SCH bu ffe r รก 5-6 ครั้ง จนกระทั้งาดัเฮ่อ 

$มเขลสีฮ่ขาว เสิมบัพเพอ?ท้ัลงไบบระมารเ 0.5 ฝ็ลสิสิตร เขย่าไ#ละลายเป็นเทั้ฝ็เสียวกัน

แบ่งไสํหลอดทดลองหลอดละ 0.1 ป็ลสิสิตร ไรับระมาa 6 หลอด นาไบแบ่แป็งฮ่สูรเหภูป็ -20° 

เซลเ#ยล
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ATPase

Erythrocyte

washed and lysed 0-4 ’ c, C T F

Hemoglobin ■■ฯ̂
and other - — #— 1

cell proteins #น " -#i :.-  #=3 a

V/ashed 0 -4 ’C, CTF

Membrane free hemoglobin

Protein
L u

ATPase
ท # #

รบร่ 9 หลักการแยกและทฯฬเร่อffm ชลลัของเรดเสิอคแดงบรัสุทร ลฯหรับ 

ใเครา๗ หาระดับเอนไฟ Na-K ATPase
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1. การ-ไเคราะฟ่หาบรมาณไบรสีนทั้งหมดไนเร่อฟ้มเชลส

เร่อฟ้มเชลสทั้กัางสะอาดสาหรับไฟ้ใเคราะ}นอนไช}! ATPase ทุกครงดัฟ้ง

หาบรมาผไบรสืนท้ังหมดไดยรสีของ Lowry (1951) นาหลอดทดลองทั้ฝ็เร่อร่มเชลส 0.1

ฝ็ลสิสิตร ร ่๗ แป็งออกมาตงไวัไฟ้ละลาย เส ิฟh กลน 0.9 ฝ็ลสิสิตร เขย่าไฟ้เฟ้ากันสื เสืม

สารละลาย A lk a lin e  copper $ เต1?ยม'ไห!)  ๆ ลงไบ 2 ฝ็ฟ้สิสิตร เขย่าไฟ้เฟ้ากันตงทั้งไวั 

ร่ทุณหฎฝ็ฟ้อง 10 นาfl เสิมสารละลาย Fo lin  (ไฟ้ 2N Phenol 1 สวนผสมกับฟ้า 5 สาน) 

1 ฝ็ลสิสิตร เขย่าไฟ้เฟ้ากัน ตงท้ังไวัร่ทุผหฎ!)ฟ้องนาน 20 นา?! วัคการดูดแสงร่ 660 nm 

ไดยไฟ้สารละลายปรับเคร่'องไฟ้เป็นสูพ! และทาการทดลองไดยไฟ้สารละลายแอลฎ!)นมาตรฐาน 

ร่ฝ็ความเฟ้มฟ้น 50, 100, 150, 200 ไมไครกรัม๙อหลอด สัวยรสืการเหรอนกันทุกครงป็ฝ็ 

การหาบรมาณไบรสีน

2. การไเคราะ}!หาระดับเอนไซ}! Na-K ATPase

การร เคราะ}!หาระดับเอนไซ}! ATPase จากเร่อร่มเซลสดัองไฟ้กับสเตรทเป็น 

ATP ทั้งจะประกอบดัวยบัฟเฟอรัและตัวกระร่นการทางานของ เ อนทซ}!ตามไรของ De lu ise

และคณะ (1982) ไดยบรับบรุงเสิกฟ้ฝ็ย สาหรับหลักการ•ไเคราะ}!ทาไดยนำเร่อร่มเซลสํร่ฝ็ 

เอนไซ}! ATPase มา incubate กับ ATP จะสลายฬอสเหตออกมา 1 ไมเลกุฝึดัฝ็ ATP และ 

เอนไซ}! 1 ไมเลกุล เร่อบส่อยไฟ้เอนไซ}!ทางานร่ 37° เซลเฟ้ยส นาน 90 นาร

หยูดเปรสิ?ยาดัวยสารละลาย TCA เขย่าแกัวนาไปร่น วัคฟอสฟอรัสไนฟ้าไส นาดัามาคานวณหา 

การทางานของเอนไซ}! ATPase ไดั

2.1 ATP medium และการวัดการทางานของ Na-K ATPase 

การวัดการทางานของเอนไซ}! ATPase ไน ATP medium จะประกอบดัวย T r is  

บัฟเฟอร ไดยฝ็ NaCl, KC1 และ MgCl2 เป็นตัวกระดัน การทางานของเฟ้นไซ}!

Na-K ATPase ขณะร่ฝ็ EGTA เป็นตัวจับแคลเฟ้ยม หรอยับยงการฺทางานของเอนไข}!

Ca-ATPase ไดยเหสูท้ัเอนไช}! ATPase ทั้งหมดบนเร่อร่มเซลสของเป็ดเสิอลแดงสวนไหแ!จะ 

เป็นเอนไซ}! Na-K ATPase ประมาณรัอยละ 60-75 ร่เหสิอจะเป็นเอนไซ}! Ca-ATPase



เนาะ Mg-ATPase ดังน้นไนการ?เคราะเ!จะบระกอบคัไยหลอดทดลอง 2 Vis!อด หราอดแรก 

(A) เป็นการ?เคราะ!!เอนไข!! ATPase ท้ังหมด านหลอดท้ัสเฮ่อคัมเซลdเนาะ ATP medium 

ท้ังหมด หลอดพ่ิเาอง (B) ฝ็เฮ่อ!เมเขลลัไนบ?มาอเฮ่๗ ากัน และฝ็ ATP medium ฮ่เหฝ็อนกัน 

แดัฝ็ 0.1 mM Ouabain เพ่ิมท้ันมา (Ouabain ยับยงการทฯงานของเฟ้นไฟ Na-K ATPase) 

ปึงไนหลอดท้ัส์า fi วัดไคัจะเป็น เอนไฟ Mg-ATPase ห?อเอนไข!! Ouabain in s e n s it iv e  

ATPase ฟ ่อเอาค ัาเอนไฟ ATPase ท้ังหมดไนหลอดแรก ลบคัายคัาเอนไฟไนหลอด

Ouabain in s e n s it iv e  ATPase จะไดัดัาเฟ้นไฟ Na-K ATPase ห?อ Ouabain 

sen s it iv e  ATPase ออกมา ดังแสดงไน‘เบป็ 10

2.2 การร เคราะ!!มอสมอรัสห?อมอสเมต 

มอสมอรัสห?อฟอสเฟต ร เคราะ!!ไดย?สิเคฝ็ ห?อ คัลเลอ?เมต? (co lo rim e try) 

ดัดแบลงไปึ?สิของ Lawrence (1974) ปึงไปึบเ](ไ?ยา?ดักชันคัวย Stannous c h lo r id e -  

hydrazine และทำบ2(ไ?ยากับสารละลาย molybdic ac id  ไดั molybdinum blue ได 

การดูดแสงฮ่ความยาวคร่น 640 nm คัวยเค?องสเบกไทรไมไตรเตอ? ดังท้ั

ไM ฯาส (supernate) ของมอสมอรัสร่ไคัจากชัอ 2.1 ภายหลังการทฯงานของ 

ATPase จฯนวน 0.05 แลสิสิตร เสิม 1% SDS 2 แลรไรไตร เขยัา เสิมสารละลาย 

Stannous ch lo ride-hyd rozine  1 รลสิสิตร เขยัา และเดัม s c id  ammonium 

molybdate 1 แลสิสิตร เขยัา ผสมไคัเรำกัน ท้ังท้ังไวัท้ัอุปีเหภูแคัองนาน 5 นาแ วัดการ 

ดูดแสง 640 nm ไดยไชัสารคัางฐงทั้ทำการทคลองเหฝ็ฝ็นกัน แดัไร, 5% TCA แทน'\tไไส

บรับเด?องไคัเป็นศูนยั และทำการทคลองหาความลัมทันสิเปึงเรไนตรง ( l in e a r it y )  ของสาร 

ละลายมาตรฐานมอสมอรัสเชัมชัน 2, 4 และ 6 รลสิกรัมดัฝ็แลสิสิตร คัวย?สิและ#ำยาชุด

เสืยวกันชุกครง
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A B

»/
Ouabain se n s it iv e  ATPase = ATPase ทังหมด-Ouabain in s e n s it iv e  

(Na-K ATPase) ATPase 10

10 แสดงแผนผังการใเคราฟหาระดับเอนไฟ ATPase ทงหมด 

เฮน ่ไฟ Ouabain in se n s it iv e  ATPase เนาะเอนไฟ

Ouabain sen s it iv e  ATPase



การสีกพาความเร่ยงตรงซอง?สีการ?เคราะหั ATPase

ไตัสีกษาทดลองลุอ»ฟ้มบัสิตัานความเร่ยงตรงของการ?เคราะส่ ATPase ใดยการ

? เคราะทัเอนไฟจากเร่อเมเซลส่ร่แยกไตัฟ้า 10 ครัง‘ในวันเสียวกน ( in traassay)

ใดยคานวaเลัมประสิทสีการแปรปรวน (c o e f f ic ie n t  o f v a r ia t io n s , % CV) แอะ 

รเคราะ}นอนไฟจากเร่อ}เมเซลส่รแ่ย่แรงไรัชุกรัน เป็นเวลา 10 รัน (in te rassay) ใดย 

คานวaเลัมประสิทสีการแบรบรวนและดูความคงทน ( s t a b i l i t y  ) ซอง เ ร่อ'(ร[ม เ ซลสํใดยใร'

ตัวอย่างเสือด 2 ชุด'ในการ?เคราะหทั้ง 2 แบบตังกส่าว

การ?เคราะหัใน'วันเสียวกัน นาเร่อเมเซลส่ร่ลัางสะอาดและไตัจากสารตัวอย่าง

เสือดซองคนปกสิ 2 คน หรัฮ 2 ชุดตังกส่าว แย่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 0.1 สิลร?สิต'ร 

10 ชุด ในแส่ละชุดจะใส่ ATP medium ทังสีฝ็ ouabain และไม่ฝ็ ouabain ตาม?สีใน{(อ

2.1 นาไป4นร่ 37° เซลเรยส นาน 90 นาทั ? เคราะ}นกป?มา0»ฟอสฟอรัสในฟ้าใสร่ไตัหลัง 

จากหยุดปฐสิ?ยาของเอนไฟ และ?เคราฟหาป?มาอเใปรสีน'ในเร่อเมเซลส่ คานวผหาการทา 

งานซองเอนไฟ เป็น nmol Pi/hr/mg. P ro te in  จากเร่อ}เมเซลส่ ท้ัง 10 ชุด ท้ั หา % 

CV จากส่าเฉสืยและส่าเร่ยงเบนส่อไป (% CV = SDxlOO/X)

สาหรับการ?เคราะ}นอนไฟระห?างรันทาการทคลองใดยใฟ้หลักการเสียวกันสิฝีแย่ง 

เร่อ}เมเซลส่ เสิบแย่แรง 10 ชุด และนาออกมา?เคราะหัรันละชุดทุกรันสิดส่อกัน 10 รัน

คานวai % CV จากส่าการทางานของเอนไฟตามจานวนวันร่เอนไฟยังคงทางานไตัส่อไป

การ?เคราะทัฟ้อทุล

การ?เคราะส่ฟ้อyลจะเบรัย!)เสียบ,ในรูป mean และ standard e rro r o f mean 

(SEM) ระห?างกëjมร่สีกษาท้ัง 3 กรเม ทดสอบความแตกส่างของส่า8 เสืกใทรไลตัและเอนไฟ 

ระห?วงกรเมร่สีกพาใดยใฟ้ Unpaired t - te s t  เร่อ P-value ฟ้อยก?า 0.05 สืฝ็?าฝ็ความ 

แตกส่างกันอย่างฝ็นัย่สาคัญทางสสิสิและยังไลัเปรัยบเ ทัยบส์าความลัมหันสีเ รง เ ลันตรง ( 1 inear 

co rre la t io n ) ระห?างส่ารเรสืกใทรไฟ้ส่กับการทางานของเอนไฟ Na-K ATPase (Y)
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ระห'!างกส่ม?1สืกษไ ‘ไดยค”านในเส์า c o rre la t io n  c o e f f ic ie n t  (r) สัวยเฅ?อง

'ไม‘ไครคอม๒ เตอ-} ■ไปรแกรม SPSS/PC (Norusis MA,1986)

11 fc


	บทที่ 3 อุปกรณ์และวิธีการศึกษา
	ประชากรที่ใช้ศึกษา
	เครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์
	สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์
	บัฟเฟอร์และสารละลายที่ใช้ในการวิเคราะห์
	วิธีการศึกษานำร่อง
	การวิเคราะห์โซเดียมและโพเทสเซียมในพลาสมา
	การวิเคราะห์โซเดียมและโพเทสเซียมในเม็ดเลือดแดง
	การเตรียมเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดงสำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ Na-K ATPase
	การศึกษาความเที่ยงตรงของวิธีการวิเคราะห์ ATPase
	การวิเคราะห์ข้อมูล


