
บทท่ี 3
วิธีทำการทดรอง

3 .1  รัลดุอุบกรณ์เละลารเคมีที่ไข้ไนการทดลอง
3 .1 .1  าลดุอุบกรณ์

1. เครอง c e n tr ifu g e
2 . เดรอง w ater bath
3. ไท UV. ชนาค 30 าตด์
4. ทาคอลูมั้เนียมพร้อมอุบกรผ์ที่ไข้สำหรับผ่าคัคได้แก่ กรรไกร 

บลายครงและบลายได้ง.บากคีบ ( f o r c e p ) .มีดผ่าคัด
5. stom ach tube 1 อัน
6. sy r in g e  ขนาด 1 ml
7 . c y l in d e r  ขนาด 5 0 ,1 0 0 ,5 0 0  ml
8. Beaker ขนาด 5 0 ,1 0 0 ,5 0 0  และ 1000 ml
9 . หลอคลำหรับบั่นแยกสาร ( c e n t r i f u g e  tu b e) ขนาด 15 ml

10. p a ste u r  p ip e t t e
11. c o p l in  ja r  ลาหรับยอมลไลค
12. g la s s  s l i d e  , c o v e r s l ip
13. ถาคลำหรับวางสไลด์
14. aluminium f o i l
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3 .1 .2  สารIคมี
1. p otassiu m  n i t r a t e  (KNO3 )
2 . corn  o i l
3 . 5 -  Brom odeoxyuridine (5 BrdU)
4 . c o lc h ic in e  powder
5 . p otassiu m  c h lo r id e  (KC1)
6 . m ethanol
7. g l a c i a l  a c e t i c  a c id
8 . สิ H oechst 33258 ( C25H24N6Û'3HC1 )
9 . sodium c h lo r id e  (NaCl)

10. t r i -  sodium c i t r a t e  (Na3C6Hs07• 2H2 O)
11. d i -  sodium hydrogen o rth op h osp h ate  anhydrous 

(Na2HP04)
12. p otassiu m  dihydrogen  orth op h osp h ate  (KH2 PO4 )
13. p otassiu m  d ichrom ate (K2Cr207)
14. c i t r i c  a c id
15. c o n e .s u l f u r ic  a c id
16. d ie t h y l  e th e r  (C4 H1 0O)
17. e t h y l  a lc o h o l
18. Giemsa powder
19. นํ้ายาทาเล็บซนดาม่ผีสิ
20. นํ้ากสั่น



44

3 .2  วิธีการทดสอง
สัตว์ที่ไช้ในการทคลอง _  หนุเมาซ์เพศผู้ น้ําหนักบระมาทเ 45-50 กรัม

จำนวน 24 ตัว
ซวิมา{พั้งหมด!)องไนเดรท ( t o t a l  d ose o f  n i t r a t e )  ที่ไห้แก่หนุเมา,ร 

คอ 8 0 ,1 6 0  320 mg/kg.bw ไคยแต่ละ dose แน่งไนเตรทให้หนุเมาช้ไค้รับ
เท่าๆกันทุกวันเบ็นเวลานาน 20 วัน

วิธการไค้รับไนเดรท!)องหนุเมาช (r o u te  o f  a d m in is tr a t io n )
ไค้รับเบรียบเทียบกัน 2 วิธี โดยใช ้

-  ว ิธ ีไค้ร ับทางบากไคยใช้ stom ach tube
-  วิธีฉีดเช้าซ่องท้อง ( in t r a p e r i t o n e a l  in j e c t io n )

ระยะ เวลาที่ไค้รับไนเดรท!)องหนูเมาช้ ไค้รับตัดต่อกันนาน 20 วัน
วิธีทดลอง 3 .2 .1  แน่งหนุเมา,ช์เป็น 2 การทดลองดามวิธีการไค้รับไนเดรท ตังน้ิ 

การทคลองที่ 1 ไค้รับไนเตรททางปาก
การทคลองที่ 2 ไค้รับไนเดรทดายวิธีฉีดเช้าซ่องท้อง

การทคลองที่ 1 ไค้รับไนเตรททางซาก
แน่งการทดลองที่ 1 เป็น 4 กลุ่ม แต่ละกลุ่มใช้หนุ 3 ตัว ทำการดึกหาตังนึ ๊

กลุ่มท่ี 1 .1  เป็นกลุ่มคาบคุม (c o n tr o l  group) ไห้หนูกนน้ําวันละ 
1 ml

กลุ่มท่ี 1 .2  ให้หนุก้ันไนเตรทซร»ภถ{ท้ังหมด 80 mg/kg.bw ไดย 
แน่งให้หนุก้ันวันละ 4mg/kg.bw จำนวน 1 ml 

กลุ่มท่ี 1 .3  ให้หนุก้ันไนIดรทบวิมาท{ท้ังหมด 160 mg/kg.bw ไดย 
แน่งให้หนุก้ันวันละ 8mg/kg.bw จำนวน 1 ml 

กลุ่มท่ี 1 .4  ไห้หนุกั้นไนเดรทซวิมา{๓งหมด 320 mg/kg.bw าดยแน่ง 
ให้หนุก้ันวันละ 16 mg/kg.bw จำนวน 1 ml



45

การทดลองที่ 2 ไค้รับไโ4เตรทด้วยวิธีฉีดเช้าช่องท้อง
แบ่งการทดลองที่ 2 เป็น 4 กลุ่ม แด่ละกลุ่มใช้หนู 3 ตัว ทำการศึกพาตังนึ๊ 

กลุ่มท่ี 2 .1  เป็นกลุ่มควบคุม (c o n tr o l  group) ให้ฉีดนาเช้า 
ช่องท้องหนู วันละ 1 ml

กลุ่มท่ี 2 .2  ฉีดไนเตรทเช้าช่องท้องหนูบรั้มาผทั้งหมด 80 mg/kg.bw
โดยแบ่งฉีดเช้าช่องท้องหนูวันละ 4 mg/kg.bw 
จำนวน 1 ml

กลุ่มท่ี 2 .3  ฉีดไนเตรท เช้าช่องท้องหนู บรมาท!ท้ังหมด 160 mg/kg.bw
โดยแบ่งฉีดเช้าช่องท้องหนูวันละ 8 mg/kg.bw จำนวน 1 ml 

กลุ่มท่ี 2 .4  ฉีดไนเตรทเช้าช่องท้องหนูบรั้มาท!ทั้งหมด 320 mg/kg.bw  
โดยแบ่งฉีดเช้าช่องท้องหนูวันละ 16 mg/kg.bw  
จำนวน 1 ml

บรั้มาทเซองไนเดรทที่ให้แก่หนู คิดจากบรั้มาท!ไนเตรทจรั้ง ๆ ที่มีอยู่ใน 
วับตัลIซียมไนเตรท ไดยขผะทำการทดลองจะไห้ไนเตรทในรูบลารละลายไบตัล-
เซียมไนเตรท (ใช้น ํ้ากลั่นเป็นตัวทำละลาย) และคำนวนดวามเช้มช้นซองไบตัสเซียม 
ไนเตรทที่ใช้จากบรั้มาท!ซองไนเตรทที่ค้องการให้แก่ทนู (กก«ผา ซุคิมา, 2523)



^นท่ี 11 แรด'!าธีให้หนูIมาซ์กั้นด้วย stom ach tube

«iUfl 12 แรด'ทธีฉีคเฃ้าช่อ'!ท้อ'! ( in t r a p e r i t o n e a l  in j e c t io n )  หนูเมาช
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3 .2 .2  ไนหนูแต่ละกลุ่มชองทั้ง 2 การทดลอง หล'งจากครบ 20 วันแล้ว จะ 
ทำการคึกพาไครไมไซมจากไขกระดูกของหนูเมาซ์ เพี๋อดูการเกิดการแลกเปลี่ยน  
ด ีเอ ็น เอ ระหว่างไดรมาตั้ดของไครไมไซมเคียวกันไดยว้ธี s i s t e r

V

chrom atid  exchange te c h n ic  ดังฉี4
1. ฉีด 5 BrdU ปร้ัมาท! 500 mg/kg.bw (ไข ้ corn  o i l  Iรนตัวท่า

ละลาย) จำนวน 1 ml ด้วยวธีฉีดได้ผาหนัง แก่หนูแล้วทั้งไว้ 24 ซ.ม. 
(Long J ia n  e t . a l ,  1985) การฉีด 5 BrdU ไห้แก่หนูด้วยว้ธี ฉีดได้ผาหนัง 
14 เวลาฉีดต้องดีงหนังคอหนูขั้น ลอดบลายเข็มเข้าไปได้หนังคอหนูไนแนวขนาน
แล้วปล่อยลารละลาย 5 BrdU เข้าได้ผาหนังข้า ๆ จนหมดจึงดึง เข็มออก คลึงตรง 
บรั้เาญที่ฉ ีดเบา ๆเที่อบ,องกันการซมออกมานอกผาหนังของ 5 BrdU (W illiam , 1965)

2 . ฉีด c o lc h ic in e  ปรมาท! 4 mg/kg.bw ( c o lc h ic in e  เบนลาร
ที่ทำไห้โครไมไซมที่ด้องการคึกพาลอยตัวอยู่ไ น เซลล์) ไคยไข ้นํ้า เ รนตัวท่าละลาย
จำนวน 1 m l. ดายว่ธี in tr a p e r ito n e a l  in j e c t io n  ทั้งไว้นาน 30 นาที

3. ทำการฆ่าหนูเที่ปีดูดเอาเซลล์ไขกระดูกจากกระดูก femur มา
V

h a r v e s t  ดังนั
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?

ตัดท่อนชาชองหนูออกมาแล้วฃสิบเอาหนังและ m uscle ชองหนูออก 
จนเห็นท่อนกระดุก femur

ตัดเฉพาะกระดุก femur ออกมา ชลบปลายหัวท้ายไห้เรียบ

V

ไช sy r in g e  ชนาด 1 ml. ดูดสารละลาย h y p o to n ic  ชันแล้วลอด 
ปลายเฃ็มเช้าไนไนไชกระดุกชอง femur ค่อย ๆ ปล่อยลารละลาย 
h y p o to n ic  ผ่านมาคาม marrow c a v it y  เพอไล่เซลลชองไชกระดุก 
ไหลลงมาไน หลอคลำหรับบั่นแยกสาร ทำซํ้าหลาย ๆ ครั้งจนลารละลาย 
ที่ไหลออกมาจากไชกระดุกไล

เช ย ่าเซ า ๆ ไห้เซลล์ชองไชกระดุกเช้ากันลารละลาย h y p o to n ic  
แล้วนำไปอุ่น ไน w ater bath  อุท!พกูม้ั 37 V นาน 20 นาที
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นำหลอดออกมาจาก w ater bath  แล้าหยดลารละลาย f i x a t i v e  
ล'!,๒หลอดท้ังหมด 4 ครั้ง ๆ ละ 8 หยด ห่างกันครั้งละ 5 นาที 
เน ่า (b lo w ) เบา ๆ ทุกครั้งที่!ตมสารละลาย f ix a t v e  แล้วนำไชบั่นท่ี 
1500 rpm นาน 10 นาที

ดูดส่วน,ไลท้ัง ไช แล้วเคมสารละลาย f i x a t i v e  ลงไป 5 ml. 
เน ่า เช า  ๆ ไห ้เข ้าก ัน แล้วนำไชบั่นที่ 1500 rpm นาน 10 นาที

V

ทำชํ้าแบบเคั้มอีก 2 ครั้ง แล้วนำเอาส่วนที่เช็นตะกอนมาหยดลงชน 
สไลด์ที่สะอาด แล้วทั้งสไลด์ไห้แห้งที่อุฒภูมิห้อง เป ็นเวลา 3 วัน

ย้อมสไลด์ดายลี H oechst 33258 s o lu t io n  นาน 2 ชั่วไมง 
I________________________________________________________

4'

แกว่งล ้างสไลด ์เบา ๆ ไน M cllv a in  b u ffe r

I
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หยด M c l l v a i n  b u f f e r  ล 'งบน.สไลด ์ 3 - 4  ห ย ด ไห ้ก ระจ าย ท ั่วบ น ส ไล ด ์ 

บดด ้าย c o v e r s l i p  แล ะไซ ้น ํ้า ย าท าเล ็บ «ใไค ไม ่ม ีล ีป ีด  ( s e a l ) ร อบ ๆ ขอบ  

c o v e r s l i p  เทอก ัใ4ก า ร ร ะ  Iห ยฃอง b u f f e r

V

นำสไลด์ไบส่องด้วยไท UV ขนาด 30 วัตต์ นาน 2 ชั่วไมง ไดย 
ไห้ระยะห่างระหว่างสไลด์กับไท UV ห่างกันเบ็น'ระยะ 5 เซนติเมตร

I
แกะ c o v e r s l ip  ออก นำสไลดไบแซ่ไน s a l in e  sodium c i t r a t e  
s o lu t io n  (2 X s s c )  ท่ีอุผหภูมิ 60 °*ฮ นาน 2 ชั่วไมง แล้วล้างด้าย 
นํ้ากล่ันท้ัง ไว้ไห้แห้ง

V

ย้อมด้วย Giemsa นาน 10 นาที แล้วล้างด้วยนำกลั่น 
ทั้งสไลด์ไห้แห้ง จึง mount สไลด์

_______________________  จ /___________________________

ศ ึก ษ า ไค ร ไม ไซ ม จ าก ไข ก ร ะ ด ูก ข อ งห น ูด ้ว ย ก ล ้อ งจ ุล ท ร ร ศ น ์ธ ร ร ม ค า
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3 . 3  ก า ร ร า บ ร า » ซ ้อ ม ล  ( d a t a  c o l l e c t i o n )

ใน แ ด ่ล ะก ล ุ่ม  ต ก พ าเช ล ล ์ท ั้งแ ม ค  1 5 0  เช ล ล ์ (หน ุ 1 ต ัว ค ึกพา 50  เช ล ล ์)  

น ับ จ ำ น ว น โค ร โม โช ม ท ั้งห ม ด ท ี่ม ีก า ร เก ด  SCE ว ่าม ีจ ำน วน เท ่า ไร แ ล ้ว ค ำน า ท !จ ำน วน  

ไต ร ไ ม โช ม ท ี่เ ก ด  SCE ต่อ เชล ล ์ (S C E /C E L L )  แ ล ะ เบ ร ีย บ เท ีย บ ค ่า เฉ ล ี่ย  

S C E /C E L L Iน ห น ุเม าช ์กล ุ่ม ค าบ ค ุม และกล ุ่ม ท ดลอ งชองแต ่ล ะ  ว ั้ธ ีท ี่ไ ด ้ร ับ ไน เต ร ท  ( T u r d  

e t . a l , 1 9 9 1 )

3 . 4  ท า ร า เค ร า ะ ห ์ซ ้อ ม ล  ( d a t a  a n a l y s i s )

นำด่าเฉลี่ย SCE/CELL ชองแต่ละกลุ่ม มาIบรียบเทียบกันด้วยวั้ธีทางลกั้ตั้ 
โคยใซ ้ ANOVA TEST ดุในกลุ่มที่ได้รับไนเตรทบรั้มาทเต่าง ๆ ทางบาก และกลุ่ม
ที่ได้รับไนเตรทบรมา๗ กง ๆ ด้วยวั้ธีฉีคเช้าทางช่องท้องนั้น ในแต่ละาธีที่ได้รับมี 
ความแดกต่างกันหรือไม่อย่างไรและๆ เคราะห์เบรียบเทียบในกลุ่มที่ได้รับไนเตรทใน 
บริมาท!เท่ากัน แด่ต่างกันตรงวิธีที่'ได้รับ มีความแตกต่างกันหรือไม่อย่างไร แล้วนำ 
ผลที่ไค’มาว เคราะห์และสรุบผลต่อาบ
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