
บทที่ 2 

ว ิธ ีการท ดลอง

ก. ส ัตว์ทดลอง และการเตร ียมสารละลาฯ

1 . ส ัตว ์ทดลอง

หนูขาว พ ันธ ุว ิสตาร ์ (albino rat, wistar) เพ ศ ผ ู้ น ํ้าหนัก 1 8 0 - 2 0 0  กรัม 
จากสำน ักส ัตว ์ทดลองแห ่งชาต ิศาลายา มหาวิทยาลัยมห ิดล ตำบลศาลายา อำเภอนครช ัยศร ี 
จังหวัดนครปฐม ประเทศไทย

2. การเตรียมเลือดเพื่อหาระดับ SGOT และ SGPT ในซีร่ัผ

2.1 เคร ื่องม ือและอ ุปกรณ ์ท ี่ใช ั
2 .1 .1  ขวดโหลดมยาสลบหนู
2 .1 .1  บ ีก เกอร ์
2 .1 .1  capillary tube ชนิด heparinized
2 .1 .1  centrifuge tube, microcentrifuge tube
2 .1 .1  laboratory centrifuge (M odel H -1 0 3 N  จากบริษ ัท  Kokusan 

Enshinki ประเทศญ ี่ป ุน )
2 .1 .1 .6  สำลี

2 .2  สารเคม ี
2 .2 .1  diethylether จากบริษัท E. Merck ประเทศเยอรมน ี

2 .3  ว ิธ ีการ
2 .3 .1  ทำให ้หน ูสลบโดยใส ่ลงในขวดโหลดมยาสลบท ี่ม ื diethylether
2 .3 .2  น ำหน ูออกมาจากขวดโหลแล ้วทำการเจาะเล ือดจาก retro-orbital 

plexus บริเวณม ุมห ัวตาของหน ู โด ย ใช ้ capillary tube ชนิด heparinized
2 .3 .3  รองร ับ เล ือดจากปลาย capillary tube ให ่ไ ด ้ 2 ม ืลล ิล ิตร
2 .3 .4  นำไป centrifuge ท่ี 3 0 0 0  rpm เป ็น เวลา 1 5  นาที
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2 .3 .5  นำส ่วนใสทเปนซ ีร ัมแยกใส ่ใน microcentrifuge tube แล้วนำ 
ไปแซ ่ในน ํ้าแข ็ง เพ ื่อควบค ุมอ ุณ ห ภ ูม ิให ้อย ู่ใน ระด ับ  4 °ç ล ้าย ังไม ่น ำไปว ิเคราะห ์ควรเก ็บไว  ้
ใน ด ู้เย ็น  ที'อุณหภูมิ 4 - 8  ° c  เก ็บไวได ้ประมาณ 3 - 5  วันโดยที,ไม ่ทำให ้ระด ับของ SGOT 
และ SGPT เปล ี่ยน แปลง

3 . การ เต ร ียม ส ารแข วน ต ะกอน อะเซ ต าม ิโน เฟ น
3.1 เคร ื่องม ือและอ ุปกรณ ์ท ี่ใช ้

3 .1 .1  โกร ่งบ ดยา
3 .1 .2  hotp late
3 .1 .3  volumetric flask ขนาด 50  ม ิลล ิล ิตรและ 1 0  ม ิลล ิล ิตร

3 .2  สารเคม ี
3 .2 .1  อะเซตาม ิโนเฟน จากบริษ ัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมร ิกา
3 .2 .2  sucrose จากบริษ ัท E. Merck ประเทศเยอรมน ี

3 .3  ว ิธ ีการ
3 .3 .1  เตร ียม 60% sucrose w /v
3 .3 .2  นำอะเซตาม ิโนเฟนมาแขวนตะกอนใน 60%  sucrose w /v  

ให ิได ้ความเข ้มข ้น  1 0 0  ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร

4 . ก าร เต ร ีย ม ส ารแ ข ว น ต ะก อ น แ อ น โต รก ราโฟ ไล ด ์
4 .1  เคร ื่องม ือและอ ุปกรณ ์ท ี่ใช ้

4 .1 .1  โกร ่งบ ดยา
4 .1 .2  hotp late
4 .1 .3  volumetric flask ขนาด 1 0  ม ิลล ิล ิตรและ 5 0  ม ิลล ิล ิตร

4 .2  สารเคม ี
4 .2 .1  แอนโดรกราโฟไลด ์จากภาคว ิชาเภส ัชเวท คณ ะเภส ัชศาสตร ์ 

จุฬาลงกรณ ์มหาวิทยาล ัย นาห■ นกโมเลกุล 3 5 0 .4 4  มีค ่า R = 0 .0 6  ใน  solvent system  
ของ methanol ต ่อ chloroform = 1 : 9  และจ ุดหลอมเหลว 2 3 0 - 2 3 1  °c

4 .2 .2  sucrose จากบริษ ัท E. Merck ประเทศเยอรมน ี
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4 .3  ว ิธ ีการเตร ียม
4 .3 .1  เตรยม 60%  sucrose w /v
4 .3 .2  บดแอนโตรกราโฟไลด"ให ้ละเอ ียด แล ้วนำไปแขวนตะกอนใน  

60% sucrose w /v  ให ้ได ้ความเข ้มข ้น  5 ม ิลล ิกร ัมต ่อม ิลล ิล ิตร

ข. ว ิธ ีการวิจ ัย

1 . ก าร ศ ึก ษ าข น าด ข อ งอ ะ เซ ต าม ิโน เฟ น ท ี่จ ะท ำให ้เก ิด ก ารต าย ข อ งเซ ล ล ์ต ับ  
ได ้ม าก ก ว ่า  50%

เป ็นการศ ึกษาขนาดและระยะเวลาท ี่เหมาะสมของอะเซตาม ิโนเฟน ใน การ  
ทำให ้เก ิดพ ิษต ่อต ับในหน ูขาว โดยปร ับปร ุงว ิธ ีการทดลองมาจาก Zieve และคณ ะ ( 1 9 8 5 )

1 .1  ใช ้ส ัตว ์ทดลองท ั้งหมดจำนวน 75  ต ัวแบ ่งเป ็น 5 กลุ่ม ๆ ละ 15  ตัว 
กลุ่มที่ 1 เป ็น กล ุ่ม ควบ ค ุม ไม ่ให ้ intervention ใด  ๆ 
กลุ่มที่ 2 ใ ห ้ 60%  sucrose 3 ม ิลลิล ิตร 1 ครั้ง ทางปาก  
กลุ่มที, 3 ให ้อะเซตาม ิโนเฟนขนาด 9 0 0  มิลลิกรัมต,อน ํ้าหน ักต ัว 1 

กิโลกรัม 1 ครั้ง ทางปาก
กลุ่มที่ 4 ให ้อะเซตาม ิโนเฟนขนาด 1 2 0 0  ม ิลล ิกร ัมต ่อน ํ้าหน ักต ัว 1 

กิโลกรัม 1 ครั้ง ทางปาก
กลุ่มที่ 5 ให ้อะเซตาม ิโนเฟนขนาด 1 5 0 0  ม ิลล ิกร ัมต ่อนาหน ักต ัว 1 

กิโลกรัม 1 ครั้ง ทางปาก

1 .2  ว ิธ ีการทดลอง แบ ่งการทดลองออกเป ็นข ั้นตอนย ่อย ๆ ต ังน ี้
ก. ศ ึกษาผลของอะเซตาม ิโนเฟนขนาดต ่าง ๆ ต ่อการก ่อพ ิษต ่อต ับ  

หนูขาว ท ี่เวลา 1 2  ข ั้วโมงหลังให ้อะเซตาม ิโนเฟน ใช ้ส ัตว ์ทดลองจำนวน 25  ตัว แบ ่งเป ็น  5 
กลุ่ม ๆ ละ 5 ตัว แล ้วปฏ ิบ ัต ิต ังน ี้

1 . เจาะเล ือดหน ูท ุกกล ุ่มท ี,เวลา T0 (ก ่อ น ก ารให ้ intervention)
2 . ป้อน 60%  sucrose w /v  ปริมาณ 3 ม ิลล ิล ิตรแก'หนูกลุ่ม sucrose
3. ป ้อนอะเซตาม ิโนเฟนในขนาดต ่าง ๆ ตามน ี้าหน ักของส ัตว ์ทดลอง 

ส ่าหร ับส ัตว ์ทดลองในกล ุ่มควบค ุมไม ่ให ้ intervention
5. จากน ั้น เล ี้ยงส ัตว ์ทดลองท ุกกล ุ่มด ้วยอาหารและน ี้าตามปกต ิ
6 . เจาะเล ือดหน ูท ุกกล ุ่มท ี่เวลา T 1 (1 2  ข ั้วโมงหล ังได ้ร ับอะเซ ตาม ิโน เฟ น)
7. จากน ั้นฆ ่าหน ูท ุกกล ุ่ม เพ ื่อต ัดต ับส ่งตรวจช ิ้น เน ี้อทาง 

histopathology
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ข. ศ ึกษาผลของอะเซตาม ิโนเฟนขนาดต ่าง ๆ ต ่อการก ่อพ ิษต ่อต ับ  
หนูขาว ท ี่เวลา 2 4 , 3 6 , 4 8 , 6 0  และ 72  ช ั่วโมงหลังให ้อะเซตาม ิโนเฟน

ทำการทดลองเซ ่น เด ียวก ับข ้อ ก. แต ่เป ล ี่ยน เวลาใน การเจาะ  
เล ือดเพ ื่อนำซ ีร ั่มไปตรวจว ัดระด ับเอนไซม ์ transaminase (SGOT และ SG PT) และเวลาใน  
การฝาหน ูเพ ื่อต ัดต ับส ่งตรวจทาง histopathology ต ังน ี้

T 2 ( 2 4  ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
T 3 ( 3 6  ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
T4 ( 4 8  ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
T 5 ( 6 0  ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
Tg ( 7 2  ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)

2 . ก าร ศ ึก ษ าผ ล ข อ ง แ อ น โด ร ก ร าโฟ ไล ด ์ ใน ก าร ท ด แ ท น เซ ล ล ์เก ่าท ี่ถ ูก ท ำล าย จ าก  
พ ิษ ต ่อต ับ ข อ งอ ะเซ ต าม ิโน เฟ น

2.1 ศ ึกษาผลของแอนโดรกราโฟไลด'’ขนาด 1 0 0  ม ิลลิกรัมต,อน ี้าหน ักต ัว 1 
กิโลกรัม ใน การทดแทน เซ ลล ์เก ่าท ี่ถ ูกทำลายจากพ ิษต ่อต ับของอะเซ ตาม ิโน เฟ น

2 .1 .1  ไข ้ส ัตว ์ทดลองท ั้งหมดจำนวน 1 2 0  ตัว แบ ่งเป ็น  4 ก ล ุ่ม ๆ  ละ 3 0  ตัว
ต ังน ี้

กล ุ่มท ี 1 เป ็นกล ุ่มควบค ุม ไม ่ได ้ร ับ treatment หรือ intervention ใด  ๆ 
กลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่มที,ได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน 1 2 0 0  ม ิลล ิกร ัมต ่อน ํ้าหน ัก  

ตัว 1 ก ิโลกร ัมอย ่างเด ียว 1 ครั้ง ทางปาก  
กลุ่มที, 3 เป ็น กล ุ่มท ี่ได ้ร ับแอน โดรกราโฟ ไลด ์ 1 0 0  ม ิลล ืกร ัมต ่อน ํ้าหน ัก  

ตัว 1 ก ิโลกร ัมอย ่างเด ียว 1 ครั้ง ทางปาก  
กลุ่มที่ 4 เป็นกลุ่มที่ได ้'ร ับแอน'โดรกรา'โฟไลด้ 1 0 0  ม ิลล ิกร ัมต ่อน ี้าหน ัก  

ตัว 1 ก ิโลกรัม 1 ครั้ง ทางปาก ก ่อนให ้อะเซตาม ิโน เฟ น  
1 2 0 0  มิลลิกรัมต,อนี้าหนักตัว 1 ก ิโลกรัม 1 ครั้ง ทางปาก  
เป ็นเวลา 4 8  ชั่วโมง

2 .1 .2  ว ิธ ีการทดลอง แบ ่งส ัตว ์ทดลองออกเป ็น กล ุ่ม ย ่อยเพ ื่อทำการทดลอง  
ทีละกลุ่ม รวมทั้งสิน 6 ครั้ง ไข ้หน ูขาวครั้งละ 2 0  ตัว แบ ่งออกเป ็น  4 กลุ่ม า  ละ 5 ตัว ทำการ  
ทดลองซํ้า 2 ครั้ง ท ท ี่ได ้จะเท ่าก ับ  1 0  โดยแบ ่งป ฏ ิบ ัต ิต ังน ี้
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อะเซตาม ิโนเฟน
ก. ศ ึกษาผลของแอนโดรกราโฟไลด ้ ท ี่เวลา 12  ช ั่วโมงหลังได ้ร ับ

1. เจาะเล ือดส ัตว ์ทดลองท ุกกล ุ่มท ี่เวลาเร ิ่มด ้น  (T 0)  ก่อน
การให ้ intervention ใด  ๆ

2. {เอนแอนโดรกราโฟไลด ้ขนาด 1 0 0  ม ิลล ืกร ัมต ่อน ํ้าหน ักต ัว  
1 ก ิโลกรัม 1 ครั้ง ทางปาก แก'หนูในกลุ่มที่ 3 และกลุ่มท ี่ 4

3. จากน ั้น เล ี้ยงหน ูไว ้ด ้วยอาหารและน ํ้าตามปกต ิเป ็น เวลา 2 วัน
4. ป ้อนอะเซตามิโนเฟน 1 2 0 0  ม ิลล ืกร ัมต ่อน ั้าหน ักต ัว 1 กิโลกรัม  

1 ครั้ง ทางปาก แก'หนูในกลุ่มที่ 2 และกลุ่มที่ 4
5. แล ้วจ ึงเจาะเล ือดหน ูท ุกกล ุ่มท ี่เวลา 12  ช ั่วโมงหลังได ้ร ับ

อะเซตาม ิโนเฟน (T : )
6. ฝาหน ูท ุกต ัวหล ังการเจาะเล ือด เพ ื่อต ัดต ับส ่งตรวจช ิ้น เน ื้อต ับ

ทาง histopathology

ข. ศ ึกษาผลของแอนโดรกราโฟไลด ์ท ี่เวลา 2 4 , 3 6 , 4 8  และ 6 0  ชั่วโมง
หล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน

ทำการทดลองเซ ่นเด ียวก ับข ้อ ก. แด'เปล ี่ยน เวลาใน การเจาะเล ือด  
เพ ื่อนำซ ีร ั่มไปตรวจวัดระด ับเอนไซม ์ transaminase (SG O T และ SGPT) และเวลาในการฆ ่าหน ู 
เพ ื่อต ัดต ับส ่งตรวจทาง histopathology ต ังน ื้

T2 (2 4  ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
T3 ( 3 6  ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
T4 (4 8  ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)
T 5 ( 6 0  ช ั่วโมงหล ังได ้ร ับอะเซตาม ิโนเฟน)

2 .2  ศ ึกษาผลของแอนโดรกราโฟไลด ้ขนาด 5 0  ม ิลลิกรัมต'อน ั้าหน ักตัว 1 ก ิโลกรัม  
ใน การทดแทน เซลล ้เก ่าท ี่ถ ูกทำลายจากพ ิษต ่อต ับของอะเซตาม ิโน เฟ น

ทำการทดลองเซ ่น เด ียวก ับในข ้อ 3 แต ่ลดขนาดของแอนโดรกราโฟไลด',ลง 
เป็น 5 0  ม ิลลิกรัมต'อนั้าหนักตัว 1 กิโลกรัม
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ค. การวิเคราะห์หาระด ับเอนไซม์' SGOT และ SGPT

เอนไซม ์ transaminase ประกอบด้วย aspatate aminotransferase (A ST  ะ aspatate 
transaminase) และ alanine aminotransferase (ALT ะ alanine transaminase) หรือท ีร ู้จ ักก ัน  
ทัวไปว่า glutamic oxaloacetate transaminase (G O T) และ glutamic pyruvate transaminase 
(G PT) ทำหน ้าท ี่ในการเร ่งปฏ ิก ิร ิยาการย ้ายหม ู่อะม ิโนของกรดอะม ิโนไปย ัง a -o x o a c id  และ 
จาก a -o x o a c id  ไปย ังกรดอะม ิโน (ร ูปภาพท ี่ 1 7 )

C O O -
H - C - N H -  

1 2 
C H -

T o o -

C O O -
+ c . o  0 0 โ

C H ,  p : s ' - p
} h
C O O "

Ç O O -
c  = 0  +
C H -
เ ๐ ๐ -

c o o -
h - c - n h 9

I h
ไ H  
( ๐ ๐ -

-a sp a r ta te a -o x o g lu ta r a te oxaloacetate L -g lu ta m a te

C O O " c o o -T ~  G P T
1= P - 5 - P  C H ,

ร

C O O - C O O -
h - ç - n h 2

c h 3
c  = 0  + 
c h 3

h - c - n h 2
ç h 2
ç h 2

C O O - c o o -

L - a la n in e a -o x o g lu ta r a te p yru vate L -g lu ta m a te

ร ูปภาพท ี่ 17  แสดงปฏ ิก ิร ิยาของเอนไซม ์ SGOT และ SGPT
(ทวิสุข กรรณล้วนและวิไลร ัตม ์ น ุชประม ูล, 2 5 2 9 )
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เน ืองจากเอนไซม ์ GOT มมากในเซลล์ห ัวใจ ตับ กล ้ามเน ื้อ และไต ส ่วนเอนไซม์ 
GPT มมากในเซลล์ต ับ รองลงมาค ือ ไต ห ัวใจ และกล้ามเน ื้อ โดยเอนไซ ม ์ท ั้งสองน ี้ ม ือย ู่ท ั้งใน  
ส่วนของไซโตพลาสมและไมโตคอนเดริยของเซลล์ต ังกล ่าว ต ังน ั้นการว ิเคราะห ์หาระด ับ
เอนไซม์ GOT และ GPT ในซ ีร ั่มสามารถช ่วยในการว ิน ิจฉ ัยโรคท ี่เก ี่ยวก ับต ับและห ัวใจ โดยจะ  
มืเอนไซม์ GPT มากกว่า GOT ในภาวะปกต ิท ี่เซลล ์ต ับไม ่ถ ูกทำลาย ระดับของ GOT และ 
GPT ในซ ีร ั่มจะม ืน ้อยมาก (ทวิสุข กรรณล้วน และวิไลรัตน ์ นุขประมูล, 2 5 2 9 )  แต ่ถ ้าม ีการ  
ทำลายของเซลล ์ต ับเก ิดข ึ้น  ไม'ว่าจะเป ็นจากสารพ ิษ หรือเข ึ้อไวรัสก็ตาม จะทำให ้เอนไซม ์ 
ทั้งสองชน ิดน ื้ถ ูกข ับออกมาในซ ีร ั่ม ทำให ้ระดับเอนไซม์ท ั้งสองนื้ส ูงในซ ีร ั่ม แต ่ท ั้งน ื้ก ็ข ึ้นอย ู่
ก ับความแตกต ่างระหว่าง species และพยาธ ิสภาพของโรคนั้น ๆ ต ่อต ับด ้วย เช่น คนที่ม ืภาวะ 
ต ับอ ักเสบเฉ ียบพล ัน  จะมืระดับของ GPT สูงขึ้นมากกว่า GOT แต ่การก ่อ ให ้เก ิด ภ าวะ  
ต ับอ ักเสบแบบเฉ ียบพ ล ัน ใน หน ู พบว่า ระดับเอนไซม์ท ั้งสองในซ ีร ั่มจะเพ ิ่มส ูงข ึ้นจากระดับ  
ป กต ิและการท ี่ระด ับ เอน ไซ ม ์ท ั้งสองน ื้จะส ูงข ึ้น ม ากน ้อยข ึ้น อย ู่ก ับ สภาพ ของเซ ลล ์ท ี่ถ ูกท ำลาย  
และระยะเวลาท ี่เป ็น (ส ุพ ิศ  จ ินดาวณ ิค, 2 5 2 3 )

ในช ิร ั่มหน ูขาวพ ันธุ Wistar เพ ศ ผ ู้ จะม ืค ่าปกต ิของระด ับเอนไซม ์ GOT ในซีร ั่ม  
เท ่าก ับ 6 2 .5  ±  8 .4  IU/1 และค ่าปกต ิของระด ับเอนไซม ์ GPT ในซ ีร ั่ม เท ่าก ับ  2 5 .2  ±  2 .0 5  
IU/1 (Gad and Chengelis, 1 9 9 2 )

หล ักการท ี่น ิยมใช ้ก ันอย ่างแพ ร ่หลายในการว ิเคราะห ์ระด ับเอนไซม ์ GOT และ 
GPT ในซ ีร ั่มค ือ หล ักการว ิเคราะห ์โดยการว ัด เท ียบส ี (colorimetric m ethod) ของ Reitman  
and Frankel ท ั้งน ื้เน ื่องจากเอนไซม ์ท ั้งสองชน ิดค ือ GOT และ GPT ทำหน ้าท ี่ในการเร ่ง  
ปฏ ิก ิร ิยาการย ้ายหม ่อะม ิโนของกรดอะม ิโนไปย ัง a -o x o a c id  แล ้วทำ'ให ้ได ้กรดอะม ่โนและ  
OC-oxoacid ต ัวใหม ่ ต ังน ั้นในระบบการว ิเคราะห ์เอนไซม ์ GOT และ GPT น ี้จ ึงประกอบด ้วย  
กรดระมิ'โน 2 ต ัวและโอโซเอช ิด 2 ตัว หล ักการของวิธ ีน ั้ค ือ การหา'ปร ิมาณโอโซเอช ิดท ี่ใช ่ใน  
การทำปฏ ิก ิร ิยาหรือหาปริมาณ ของโอโซเอช ิดท ี่เก ิดข ึ้นจากปฏ ิก ิร ิยา โดยการให ้โอโซเอช ิดทำ 
ปฏิก ิร ิยาก ับ 2,4-dinitrophenylhydrazine จะได้สาร phenylhydrazone ของโอโซเอช ิด ซงม่ส ี
ในภาวะด ่าง เน ื่องจากในการเร ่งปฏ ิก ิร ิยาของเอนไซม ์ GOT จะม่โอโซเอชิดที, เก ี่ยวช ้องอย ู่ 2 
ตัว ได ้แก ่ CX-oxoglutarate และ pyruvate ซึ่งโอโซเอชิดทั้ง 2 ต ัวของแต ่ละปฏ ิก ิร ิยาสามารถ  
ทำปฏ ิก ิร ิยาก ับ 2,4-dinitrophenylhydrazine ต ังน ั้นการว ิเคราะห ์เอนไซม ์ GOT จะวัดสีที, เก ิด  
จาก phenylhydrazone ของ oxaloacetate ส ่วนการวิเคราะห ์เอนไซม์ GPT จะวัดสจาก 
phenylhydrazone ของ pyruvate โดยว ัดค ่าการด ูดกล ีนแสงท ี 5 0 5  นาโนเมตร
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1. เคร ื่องม ือและอ ุป กรณ ์ท ี่ใช ้
1.1 Spectrophotometer (Ultraspec II LKB Biochem Ltd. 

ประเทศอ ังกฤษ )
1 .2  disposible cuvettes ทรงลี่เหล'ยมขนาด 1x 1 x 3  เซ ็นต ิเมตร
1 .3  หลอดทดลอง
1 .4  เคร ื่องช ่วยผสม
1.5  ป ีเป ตอ ัตโน ม ัต ิ
1 .6  อ ่างน ํ้าร ้อน

2. สารเคม ี
2.1 reagents สำหรับว ิเคราะห์ระดับ SGOT และ SGPT จากบริษ ัท  

Clinical diagnostic ถนนพ ิษณ ุโลก เขตดุส ิต กรุงเทพมหานคร

3 ว ิธ ีการ
3.1 การทำ calibration curve โดยการเปล ี่ยนแปลงจำนวนของ standard 

pyruvate และ substrate ดังนี

No.
PYRUVATE
STANDARD

(ml)

GOT /  GPT 
SUBSTRATE 

(ml)

h 2o
(ml)

GOT ACTIVITY 
(SFunits/ml)

GPT ACTIVITY 
(SFunits/ml)

1 0 0.50 0 .1 0 0
2 0.05 0.45 0 .1 2 0 25
3 0 . 1 0 0.40 0 .1 55 50
4 0.15 0.35 0 .1 95 83
5 0 . 2 0 0.30 0 .1 148 126
6 0.25 0.25 0 .1 215 -

3 .1 .1  เต ิม dinitrophenylhydrazine 0 .5  ม ืลล ิล ิตรท ุกหลอดทดลอง
3 .1 .2  ผสมและต ั้งท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้องเป ็นเวลา 2 0  นาที
3 .1 .3  เต ิม 0 .4  N NaOH 5 ม ืลลิล ิตร ท ุกหลอดทดลอง
3 .1 .4  ผสมและต ั้งท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้องเป ็นเวลา 5 นาที
3 .1 .5  นำไปอ ่านค ่าด ูดกล ืนแสง (absorbance) ก ับ เคร ื่อง  

spectrophotometer ที,ความยาวคล ื่น  5 2 0  นาโนเมตร โดยใช ้น ํ้าเป ็น  blank สำหรับ set ศ ูนย ์
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3 .1 .6  plot curve ระหว่าง GOT units และ GPT units กับ 
ค ่าการด ูดกล ืน แสงของแต ่ละค ่า

3 .1 .7  ลากเส ้นต ่อแต ่ละจ ุด จะได calibration curve ของการว ิเคราะห ์ 
ระดับ SGOT หรือ SGPT

3 .2  การวิเคราะห ์ระด ับ SGOT
3 .2 .1  ใส ่ GOT substrate จำนวน 0 .5  ม ิลล ืล ิตร ลงในหลอดทดลอง

ตามจำนวนที,ต ้องการ
3 .2 .2  นำไป incubate ท ี่อ ุณหภูม ิ 37  ° c  ใน อ ่างน ํ้าร ้อน เป ็น เวลาน าน

5 นาที
3 .2 .3  เติมซีรั่มที'ต้องการวัดลงไป 0.1 ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 ต ัวอย่าง
3 . 2 . 4  ผ ส ม  แ ล ้ว น ำ ไ ป  incubate ที'อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 7  ° c  น า น  3 0  น า ท ี
3 .2 .5  เติม dinitrophenylhydrazine 0 .5  ม ิลล ิล ิตร ต่อ 1 หลอดทดลอง
3 .2 .6  ผสม และตั้งไว ้ท ี'อ ุณหภูม ิห ้องเป ็นเวลา 2 0  นาที
3 .2 .7  เต ิม 0 .4  NaOH 5 ม ิลลิล ิตร ต ่อ 1 หลอดทดลอง
3 .2 .8  ผสมและตั้งท ิ้งไว ้ท ี'อ ุณหภ ูม ิห ้องเป ็นเวลา 5 นาที
3 .2 .9  นำไปอ ่านค ่าด ูดกล ืนแสง (absorbance) ก ับเคร ื่อง 

spectrophotometer ท ี่ความยาวคลื่น  5 2 0  นาโนเมตร โด ยใช ้น ํ้า เป ็น  blank ส่าหรับ set ศ ูนย ์
3 .2 .1 0  นำค่าด ูดกลืนแสงท ี'ว ัดไต ่ไปหา GOT actvity จาก GOT 

calibration curve จะไต ้ค ่า SGOT ที'ต้องการวัดในซีรั่ม

3 .3  การวิเคราะห ์หาระด ับ SGPT
3 .3 .1  ใส ่ GPT substrate จำนวน 0 .5  ม ิลล ิล ิตร ลงในหลอดทดลอง  

ตามจำนวนที'ต ้องการ
3 .3 .2  นำไป incubate ที'อุณหภูมิ 37  ° c  ในอ ่างน ํ้า'ร ้อนเป ็น เวลานาน

5 นาที
3 .3 .3  เต ิมซ ีร ั่มท ี่ต ้องการวัดลงไป 0 .1  ม ิลล ิล ิตรต ่อ 1 ต ัวอย ่าง
3 .3 .4  ผสม แล้วนำไป incubate ท ี่อ ุณหภูม ิ 3 7  ° c  15  นาที
3 .3 .5  เต ิม dinitrophenylhydrazine 1 มลลลตร ต่อ 1 หลอดทดลอง
3 .3 .6  ผสม และตั้งท ิ้งไว ้ท ี'อ ุณหภูม ิห ้องเป ็นเวลา 2 0  นาที
3 .3 .7  เติม 0 .4  NaOH 5 ม ิลลิล ิตร ต่อ 1 หลอดทดลอง
3 .3 .8  ผสมและต ั้งท ิ้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้องเป ็นเวลา 5 นาที
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3 .3 .9  นำไปอ่านค ่าด ูดกล ืนแสง (absorbance) ก ับเคร ื่อง  
spectrophotometer ท ี่ความยาวคลื่น  5 2 0  นาโนเมตร โดย,ใช้'นาเป็น blank สำหรับ set ศ ูนย ์

3 .3 .1 0  นำค ่าด ูดกล ืนแสงท ี่ว ัดได ้ไปหา GPT activity จาก GPT 
calibration curve จะได ้ค ่า SGPT ที่ด ้องการวัดในซีร ั่ม

หมายเหต ุ ะ
1. hemolvzed serum จะทำให ํใด ้ค ่าของเอนไซม ์ GOT และ GPT ที่ส ูงกว่า 

ความจริง เน ื่องจาก เม ็ด เล ือดแดงม ีเอน ไซ ม ์ GOT เป็น 15  เท ่าของระด ับเอนไซม์ในซ ีร ั่ม และ 
เอนไซม์ GPT ใน เม ็ด เล ือ ด แด งม ีม าก เป ็น  7 เท ่าของระดับเอนไซม์ในซีร ั่ม

2 . lipidemia serum จะทำให ้ค ่าท ี่ได ัผ ิดไปเน ื่องจากความข ุ่น
3. ซ ีร ั่มควรแยกภายใน 2 ช ั่วโมงหล ังการเจาะเล ือด และถ้ายังไม,ตรวจทันท  ี

ให ้เก ็บ เข ้าต ู้เย ็น ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 -8 °C
4. ขณะทำการตรวจวัดระด ับเอนไซม์ ควรให ้ท ุกหลอดทดลองม ีช ่วงเวลาท ี่ 

จะทำปฏ ิก ิร ิยาเท ่า ๆ กัน และควรเท ่าก ันท ุกคร ั้งโดยเฉพาะอย ่างย ิ่ง GOT ท ี่ใข ้เวลาในการ  
incubate นาน 3 0  นาที ม ีโอกาสผ ิดพลาดได ้เน ื่องจากเหต ุน ี้มากท ี่ส ุด

5 . ซีรั่มที'ขุ่นมากควรทำ serum blank โดยท ำเช ่น เด ียวก ับ ต ัวอย ่างท ี่ท ำการ  
ทดสอบ แต ่ใส ่ซ ีร ัมหล ังจากเด ิม phenylhydrazine เร ียบ ร ้อยแล ้วและ!ข ้ serum blank สำหรับ 
set ศ ูนย์แทน reagent blank

ง. การเตร ียมช ิ้น เน ี้อต ับหน ูขาวเพ ื่อส ่งตรวจทาง histopathology

เน ื่องจากงานวิจ ัยน ี้!ช ้ส ัตว ์ทดลอง จ ึงสามารถต ัดช ิ้น เน ื้อต ับแล ้วนำไปทดสอบทาง  
histopathology เพ ื่อนำไปประกอบก ับผลทางช ีวเคม ี และย ังใช ้เป ็น พ าราม ิเตอร ์ท ี่บ ่งช ิ้
พ ยาธ ิสภาพของเซลล ัต ับและการเก ิด  mitosis ได ้เป ็น อย ่างด ี เน ื่องจากการทดสอบทาง
histopathology แสดงล ักษณ ะของเซลล ์ต ับท ี่เก ิดข ึ้นภายหล ังการได ้ร ับสารพ ิษ หรือ'ในขณะที,มี 
การ regeneration ได ้อย ่างซ ัดเจน

ใน งาน ว ิจ ัยคร ั้งน ี้ได ้ส ่งช ิ้น เน ื้อต ับหน ูขาวท ี่ได ้จากการทดลอง ไปทำการทดสอบทาง  
histopathology ท ี่ภาควิซาพยาธ ิว ิทยา คณะส ัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์’มหาวิทยาล ัย โดยม  ี
ผ ู้ช ่วยศาสตราจารย ์ ส ัตวแพทย์หญ ิง สมลักษณ ์ พวงซมภู เป ็น pathologist ใน การแป ล ผล  
ทาง histopathology ตลอดงานวิจ ัย
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1. เคร ื่องม ือและอ ุป กรณ ์ท ี่ใช ้
1.1 แผ ่น froid ขนาด 3x4  น้ิว
1 .2  ใบ ม ืด โกน
1 .3  ขวดใส ่ซนเน ิ้อขนาด 60  ม ืลลิล ิตร สำหรับใส ่ช ิ้นเน ิ้อต ับส ่งตรวจ  

ทาง histopathology

2. สารเคม ี
2 .1  10%  neutral formalin ท ี่เตร ียมจากภาคว ิชาพยาธ ิว ิทยา 

คณะส ัตวแพทยศาสตร์ จ ุฬาลงกรณ ์มหาวิทยาล ัย

3. ว ิธ ีการ
3.1 การเก ็บต ัวอย ่างส ่งตรวจทาง histopathology

3 .1 .1  เตร ียม 10% neutral formalin ลงในขวดใส ่ช ิ้น เน ิ้อประมาณ  40  
มืลลิล ิตร สำหรับแซ ่ช ิ้นเน ิ้อต ับส ่งตรวจทาง histopathology

3 .1 .2  หล ังจากฆ ่าหน ูโดยวิธ ีด ึงคอ ให ้ก ระด ูกคอแยกออกจากก ัน แล ้ว  
เป็ดซ่องท้องหนูขาว ต ัดต ับหน ูขาวในส่วนของ lobe ล่างช ้าย ให ้ม ืขนาด 5 ล ูกบาศก ์ม ิลล ิเม ตร  
แล ้วใส ่ลงไปในขวดน ิ้ายา 10%  neutral formalin ท ี่เตร ียมไว ้

3 .2  ข ั้นตอนในการทดสอบทาง histopathology ประกอบต ัวย 6 ข ั้นตอน  
ตังต่อไปนี (Hum ason, 1 9 7 9 )

1 . Fixation เป ็น ข ั้นตอนแรกหล ังจากไต ่ช ิ้น เน ื้อออกมาจากต ัวอย ่าง ต้อง 
ทำการแซ ่ช ิ้นเน ื้อลงใน 10%  neutral formalin ซ ึ่งบรรจ ุอย ู่ในขวดใส ่ช ิ้น เน ื้อ เพ ื่อ เป ็น การ  
คงสภาพส่วนประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ช ิ้นเน ื้อต ับน ั้น ให ้อย ู่ใน สภ าพ เห ม ือน เด ิม ท ุกป ระการ

2. W ashing and dehydration เป ็นการ remove ส ่วน เก ิน ของน ำยาท ีใช  ้
ใน การ fixation ออกโดยใช ้แอลกอฮอล ์ท ี่ความเข ้มข ้น ต ่าง ๆ เซ่น 30% , 50% , 70% , 90%
และ absolute alcohol

3. Clearing เป ็นการ remove เอาแอล กอฮอล ์อ อก  แ ล ้ว ให ้ wax
infilatration

4 . W ax infiltration และ costing เป ็น ว ิธ ีการท ี่ใช ้เพ ื่อป ็องก ัน การ  
collapse และ distortion ของเน ีอเย ีอต ับในระหว ่างการต ัด  (sectioning)

5 . Staining โดยท ัวไปน ิยมใช ้ haematoxyline and eosin  technique 
โดยม ีว ัตถ ุประสงค ์ค ือ เพ ื่อ ให ้เห ็นความแตกต ่างระห ว ่างเน ื้อ เย ื่อต ่าง ๆ และส ่วนประกอบภาย  
ในเซลล์ไต ้ซ ัดเจนยิ่งข ึ้น เซ่น การเห ็น nucleus ของเซลล์ต ิดส ีน ั้าเง ินของ haem atoxylin และ
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cytoplasm ฅิคสีชมพูของ cosin นอกจากน ี้ย ังสามารถย้อมพ ิเศษเม,อต ้องการรายละเอ ียด  
เพ ิมเต ิม เซ่น การย้อม PAS (periodic acid schiff) เพอคู glycogen และ soluble 
polysaccharides ตลอดจนการย ้อมด ้วย Oil red o  เพ ื่อค ู lipid เป ็นต้น

จ. การตรวจสอบทาง pathophysiology

ใช ้ว ิธ ีการแบ ่งระด ับของการถ ูกทำลายของเซ ลล ์ด ับจากอะเซ ดามโนเฟ น'ท ่มท ับการ  
ตรวจนับจำนวนเซลล์ด ับท ํ'อยู่ในสภาวะต่าง ๆ อีกด้วย

1. ก าร แ บ ่งระค ับ ก ารถ ูก ท ำล าย ข อ งเซ ล ล ์ต ับ
อาศ ัยล ักษณ ะต ่าง ๆ ท ี่เก ิดข ึ้นท ับเซลล์ เซ่น บร ิเวณ ท ี่ถ ูกทำลาย จำนวนแถว 

ของเซลล์ท ํถ ูกทำลายรอบ ๆ central vein และ periportal vein จำนวน central vein 
ทํม centrilobular degeneration การทำลาย endothelial cells และการเก ิด  (at vacuoles 
โดยเร ิยงลำด ับจากปกต ิไปจนถ ึงเก ิดการทำลายเซลล ์ด ับท ี่ร ุนแรงด ังน ี้ 2

ระดับ 0 ( - )  = ปกติ
ระดับ +1 น้อย
ระดับ +2 บ่านกลาง
ระดับ +3 รุนแรง

2. การตรวจน ับ จำน วน เซ ลล ์ค ับ ท ี่อย ู่ใน สภ าวะต ่าง ๆ
อาศ ัยล ักษณ ะต ่าง ๆ ของเซลล์ต ับท ี่มองเห ็นจากกล้องจ ุลทรรศน ์ 

โดยแบ ่งเซ ลล ์ออกเป ็น  4 ชนิด ไต้แก'
เซลล์ปกติ (normal cell)
เซลล์เส ือม (degenerating cell)
เซลล์ดาย (necrotic cell)
เซลล์ท ี่พร้อมในการแบ ่งต ัว (mitotic ce ll)

ว ิธ ีการต รวจน ับ จำน วน เซ ลล ์
2 . ใ ตรวจนับจำนวนเซลล์ท ี่มล ักษณะต่าง ๆ ตามท ี่กำหนดไว ้ช ้างต ้นต ่อ  

จำนวนเซลล์ท ั้งหมด 1 0 0  เซ ล ล ์ต ่อ  ใ หน ่วยพ ื้นท ี่ท ี่มองเห ็นในกล้องจ ุลทรรศน ์
2 .2  ตรวจนับจำนวนเซลล์ท ั้งหมด 5 หน่วยพื้นที่ต ่อ 1 ต ัวอย ่าง (1 slide)
2 .3  นำค ่าท ี่ไต ้มาคำนวนหาค ่าเฉล ี่ยของจำนวนเซลล ์แต ่ละชน ิดใน 1 ต ัวอย่าง
2 .4  แล ้วจ ึงนำมาคำนวณ หาค ่าเฉล ี่ยจำนวนเซลล ์แต ่ละชน ิดของส ัตว ์ทดลอง

ในแต ่ละกล ุ่ม
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ก าร แส ด งผ ล ก าร ท ด ล อ งแล ะก าร ว ิเค ร าะห ์ข ้อ ม ูล ท างส ถ ิต ิ

1 . การแสดงผลการทดลอง แสดงเป ็น 2 ล ักษณะ คือ
1.1 ตาราง
1 .2  แผนภ ูม ิแท ่งและกราฟเส ้น 2

2. การวิเคราะห์ข ้อม ูลทางสถิต ิ
2 .1  ค ่าเฉล ี่ย และค ่าความคลาดเคล ื่อน มาตรฐาน  (M ean ±  SEM )

ใช ้การนำเสนอข ้อม ูลของพาราม ิเตอร ์ทางช ีวเคม ีและจำนวนเซลล ์ชน ิดด ่าง ๆ ที,ได ้จากการ
ตรวจสอบทาง histopathology

2 .2  Pair’s t-test สำหร ับข ้อม ูลในกล ุ่ม เด ียวก ันท ี่เวลาด ่างก ัน
2 .3  O ne-w ay analysis o f variance หรือ AN O VA แล ้ว เป ร ียบ เท ียบ  

ค ่าเฉล ี่ยท ี่ได ้โดยว ิธ ี Duncan’s new multiple range test สำหรับข ้อม ูลด ่างกลุ่มท ี'ม ีมากกว่า 
1 กลุ่ม ท ี'เวลาเด ียวกัน
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