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บทที่ 2
วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

1.  วัสดุ และอุปกรณ
1.1  สัตวทดลอง

หนูพันธุวิสตาร (Wistar rats) เพศผูอายุ 6 สัปดาห จากสถานสัตวทดลองภาคใต 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เพื่อศึกษาการแสดงออกของพารวัลบูมิน ในกลามเนื้อหัวใจ กลาม
เนื้อโซเลียส (soleus) และกลามเนื้อเอกเทนเซอรดิจิทอรุมลองกัซ (extensor digitorum longus, 
EDL) และกลามเนื้อหัวใจของหนูอายุแรกเกิด, 3 เดือน (young), 6 เดือน (young adult) และ          

12 เดือน (adult) แบงกลุมอายโุดยอางองิจากงานวจิยัของ Narayanan (1987) กลุมอายลุะ 10 ตวั สําหรับ
ศกึษาการแสดงออกของพารวลับมูนิในแตละอายุ

1.2  สารเคมี
       1.2.1  สําหรับเวสเทอรนบล็อทติ้ง (Western blotting)
1. β-mercaptoethanol (BME)
2. ABC  Kit
3. Acrylamide gel

4. Amonium persulfate
5. Anti-Mouse IgG, HRP-linked antibody
6. Anti-parvalbumin antibody
7. Aprotinin

8. Bovine serum albumin
9. Coomassie blue R-250
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10. Distilled  water

11. EGTA
12. ECL kit
13. Glycine
14. Leupeptin

15. Laemmli Sample Buffer
16. Methanol
17. Magnesium chloride
18. Phosphate buffer saline (PBS)

19. PMSF
20. Resolving gel buffer
21. Sodium deoxycholate

22. Sodium dodecyl sulfate(SDS)
23. Sodium fluoride
24. Sodium pyrophosphate
25. Sodium vanadate

26. Stack gel buffer
27. TEMED
28. Triton x-100

1.2.2  สําหรับอิมมูโนฮิสโตเคมิสทริ (Immunohistochemistry)
1. 50   %  alcohol

2. 75   %  alcohol
3. 80  %  alcohol
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4. 95  %  alcohol

5. Absolute  alcohol
6. Anti-parvalbumin antibdy
7. Biotinylated antibody
8. DAB  Kit

9. Dry  acetone
10. Distilled  water
11. Harris’s  hematoxylin
12. HRP-conjugated anti-biotin antibody

13. Hydrogenperoxide
14. Methanol
15. Normal horse serum

16. Paraplast  plus
17. Permount
18. Tap water
19. Tespa

20. Tris
21. Triton x-100
22. Xylene

1.3  เคร่ืองแกว
1. กรวยกรอง (Funnel)

2. กระบอกตวง (Cylinder)
3. ขวดเก็บตัวอยาง (Specimen bottle)
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4. ขวดเตรียมสาร

5. จานรอง (Petri dish)
6. บีกเกอร (Beaker)
7. ปเปต (Pipette)
8. ภาชนะยอมสี (Staining jar)

2.  อุปกรณ
2.1  สําหรับเวสเทอรนบล็อทติ้ง
1. กลองประกอบฟลมกับกระดาษไนโตรเซลลูโลส
2. กระดาษไนโตรเซลลูโลส (Nitrocellulose membrane)

3. เครื่องกวนสารเคมีอัตโนมัติ (Magnetic sterrer)
4. เครื่องมือผาตัด
5. เครื่องวัด pH (pH meter)
6. เครื่องชวยเขยา (Vortex)

7. เครื่องสํารองไฟฟา
8. เครื่องปนแยกสารดวยอุณหภูมิ (Centrifuge and adjust temperature)
9. ชุดอิเล็กโตโฟรีซีสแบบ Mini protein 3 cell
10. ชุดบล็อทโปรตีน (Mini trans-blot cell)

11. ตูดูดควัน (Fume hood)
12. ตูอบ (Oven)
13. แทงแมเหล็ก (Magnetic bar)

14. นาฬิกาจับเวลา
15. ปเปต (Pipette)
16. ปเปตทิป (Pipette tip)
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17. ฟลมเอ็กซเรย (Hyper film)

18. ถาดหลุมขนาดเล็ก (Microwell plate)
19. อุปกรณบดเนื้อเยื่อ (Homogenizer)
20. อุปกรณประกอบกระจก (Gel cassette preparation)
21. ไมโครปเปต (Micropipet)

2.2  สําหรับอิมมูโนฮิสโตเคมิสทริ
1.    กระจกปดสไลด (Cover slips)
2. กระดาษกรองเบอร 1 (Filter paper)
3. กลองเก็บ serial section
4. กลองเก็บสไลด

5. กลองจุลทรรศนแบบธรรมดา (Bright field microscope)
6. กลองถายรูปดิจิตอล (Digital camera)
7. เครื่องตัดชิ้นเนื้อชนิดลอหมุน (Rotary microtome)

8. เครื่องฝงชิ้นเนื้อ (Tissue embedding center)
9. เครื่องอุนสไลด (Slide warmer)
10. เครื่องกวนสารเคมีอัตโนมัติ (Magnetic sterrer)
11. เครื่องใหความรอนเฉพาะ (Termostat)

12. เครื่องวัด pH (pH meter)
13. ชอนตักสาร
14. คีมจับชิ้นเนื้อตัวอยาง (Forceps)
15. ตูหลอมพาราฟน (Paraffin oven)

16. ตูดูดควัน (Fume hood)
17. ตูอบ (Oven)
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18. ตัวบล็อกชิ้นเนื้อ (Mold and Ring)

19. ถาดอลูมิเนียม
20. แทงแมเหล็ก (Magnetic bar)
21. ที่สําหรับใสสไลดยอมสี (Rack)
22. ที่จับ Rack (Holder)

23. นาฬิกาจับเวลา
24. ปเปต (Pipette)
25. ปเปตทิป (Pipette tip)
26. แผนสไลด (Slides)

27. แผนความรอน (Hot plate)
28. ผาก็อซ
29. พูกัน (Paint brush)

30. ไมโครปเปต (Micropipet)

3.  วิธีการศึกษา
3.1  การเตรียมเนื้อเยื่อ

3.1.1  ทําใหหนูสลบโดยฉีดยาสลบ pentobarbital (20 mg./kg.) เขาชองทอง
3.1.2  ผาตัดนําหัวใจ กลามเนื้อเอ็กเท็นเซอรดิจิโทรุมลองกัส และกลามเนื้อโซเลียส

           ออกมา
3.1.3  ลางดวย PBS buffer
3.1.4  แบงหัวใจสวนเวนตริเคิลเปน 2 สวน (เฉพาะสวนเวนตริเคิลเทานั้นที่ใชศึกษา)

  แตละสวนประกอบดวยเวนตรเิคลิทัง้ซายและขวาและแบงกลามเนือ้เอก็เทน็เซอร-       
   ดิจิโทรุมลองกัส และกลามเนื้อโซเลียสเปน 2 สวนเชนเดียวกัน โดยท่ีสวนที่ 1  

     ใชสําหรับการศึกษาโดยใชเทคนิคอิมมูโนฮิสโตเคมิสทริ และสวนที่ 2 ใช
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          สําหรับการศึกษาโดยใชเทคนิคเวสเทอรนบล็อทติ้ง

กลามเนื้อเอกเทนเซอรดิจิทอรุมลองกัซและกลามเนื้อโซเลียสใชสําหรับเปน      
ตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) เนื่องจากกลามเนื้อเอกเทนเซอรดิจิทอรุมลองกัซเปนกลามเนื้อ
ที่จัดอยูในประเภทหดตัวเร็ว (fast twitch) และมีพารวัลบูมินในปริมาณมาก (Celio and Heizman, 

1982) สวนกลามเนื้อโซเลียสเปนกลามเนื้อที่จัดอยูในประเภทหดตัวชา (slow twitch) (Celio and 
Heizman, 1982) ซ่ึงเปนกลามเนื้อประเภทเดียวกับกลามเนื้อหัวใจและพบพารวัลบูมินในปริมาณ
นอย (Cai et al., 2001)

3.2  เทคนิคอิมมูโนฮิสโตเคมิสทริ
3.2.1  ขั้นตอนทางเนื้อเยื่อวิทยา (Tissue processing for wax embedding)
นํากลามเนื้อทั้งสามชนิดไปรักษาสภาพ ใน 10% ฟอรมาลีน (formalin) 48 ช.ม. 

หลังจากนั้นนําไปผานขั้นตอนทางเนื้อเยื่อวิทยา (tissue processing) ดังตอไปนี้

1. ดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อ (dehydration) โดยการแชในแอลกอฮอลความเขมขน
50%, 75%, 95% และ 100% อยางละ 2 คร้ัง คร้ังละ 30 นาทีตามลําดับ และแชทิ้งไวในแอลกอฮอล
เขมขน 100% คางคืน

2. ทําใหเซลลใส (clearing) โดยแชในไซลีน (xylene) นาน 2 ช่ัวโมง และแชทิ้งไว

ในไซลีนคางคืนอีกครั้ง
3. แชเนื้อเยื่อในพาราพลาสเหลว (melted paraplast) 4 คร้ัง คร้ังละ 1 ช่ัวโมง เพื่อ

ใหพาราพลาสแทรกซึมเขาไปในเนื้อเยื่อ (infiltration)

4. ฝงเนื้อเยื่อ (embedding) ในพาราพลาสเหลว (melted paraplast) และทิ้งให
พาราพลาสแข็งตัว

5. ตัดเนื้อเยื่อ (sectioning) ดวยเครื่องไมโครโตม (microtome) ความหนา 5
ไมครอน และวางเนื้อเยื่อบน Tespa-coated slide
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3.2.2  ขั้นตอนการยอมเนื้อเยื่อทางอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี
1. ละลายพาราพลาส (deparaffinization) ในไซลีน 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที
2. ดึงน้ําเขามาในเนื้อเยื่อ (rehydration) โดยการแชในแอลกอฮอล 100%, 95%,

75% และ 50% ตามลําดับ แลวจึงแชในน้ําประปา 5 นาที
3. แชเนื้อเยื่อใน 0.3% Triton X-100 ใน 0.1 M. Tris-phosphate buffer นาน 30

นาที
4. แชเนื้อเยื่อใน 0.3% H2O2 ในเมททานอล นาน 1 ช่ัวโมง

5. ลางเนื้อเยื่อดวย 0.1 M. Tris-phosphate buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที
6. แชเนื้อเยื่อในบล็อคกิ้งซีรัม (blocking serum, horse serum dilution 1: 200)

อุณหภูมิหอง นาน 60 นาที
7. แชเนื้อเยื่อในพารวัลบูมินแอนติบอดี อัตราสวน 1:1,000 ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง
8. ลางเนื้อเยื่อดวย 0.1 M. Tris-phosphate buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที
9. แชเนือ้เยือ่ในไบโอทไินเลทแอนตบิอด ี (biotinylated antibody) อัตราสวน1:200

อุณหภมูหิอง นาน 120 นาที   
10. ลางเนื้อเยื่อดวย 0.1 M. Tris-phosphate buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที
11. แชเนื้อเยื่อในอวิดินไบโอตินเอนไซมคอมเพล็ก (avidin biotinylated enzyme

complex) ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 120 นาที

12. ลางเนื้อเยื่อดวย 0.1 M. Tris-phosphate buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที
13. แชเนื้อเยื่อใน 3,3’-diaminobenzidine (DAB) นาน 10 นาที
14. ลางเนื้อเยื่อดวยน้ําประปา นาน 10 นาที
15. ยอมดวยฮีมาทอกซีลิน (hematoxylin) นาน 5 นาที

16. ลางสีสวนเกินออกดวยน้ําประปา นาน 10 นาที
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17. ดึงน้ําออก (dehydration) ดวยการแชในแอลกอฮอลเขมขน 50%, 75%, 95%

และ100% อยางละ 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที
18. แชเนื้อเยื่อในไซลีน 5 นาที 2 คร้ัง   
19. หยดเปอรเมาท (permount) และปดทับดวยกระจกปดสไลด
20. ศึกษาการแสดงออกของพารวัลบูมินดวยกลองจุลทรรศน (light microscopy) 

และบันทึกภาพดวยกลองดิจิตอล (DP 11, Olympus)

3.3  Western blotting
3.3.1  การเตรียมโปรตีน
1. นํากลามเนื้อหัวใจสวนเวนตริเคิลบดใหละเอียดภายใตอุณหภูมิจุดเยือกแข็ง
2. นํากลามเนื้อที่ละเอียดเปนผงแลวไปเตรียมในน้ํายายอยสลาย และทําใหเย็นจน

แข็งในไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) และทิ้งไวละลายจนเปนของเหลว (thawed)
3. นําไปปนดวยเครื่องปนแยก (centrifuge) ตั้งอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส ดวย

ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที
4. นําสวนที่เปนของเหลวใส (supernatant) ไปคํานวณหาความเขมขนโดยวิธีของ 

Lowry (BIO-RAD) โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (BSA) และใชเครื่อง microplate reader 
วัดความเขมขนของโปรตีนโดยใชความยาวคลื่นแสงที่ 750 นาโนเมตร

5. นําคาการดูดกลืนแสงไปคํานวณหาสมการมาตรฐานและนํามาคํานวณหา
ปริมาณโปรตีนที่จะใชในการเตรียมสารละลายโปรตีน

6. นําสารละลายโปรตีนไปเตรียมในแซมเปลบัฟเฟอร (sample buffer; Laemmli 

Sample Buffer) อัตราสวน 1:2 และนําไปใหความรอนที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที
7. ทาํขั้นตอนเชนเดียวกนัในขอ 1-6 กบักลามเนือ้โซเลยีสและกลามเนือ้เอกเทน-       

เซอรดิจิทอรุมลองกัซ



28

3.3.2  การเตรียมเจล (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)
1. ประกอบกระจกสําหรับเตรียมเจล
2. เตรียม 10 % Polyacrylamide resolving gel และทิ้งไว 20 นาที เพื่อใหเกิดการ  

พอลิเมอรไรดเซชั่น
3. เตรียม 10 % Polyacrylamide stacking gel และทิ้งไว 20 นาที เพื่อใหเกิดการ  

พอลิเมอรไรดเซชั่น
4. นําสารละลายโปรตีนมาแยกดวยชุดอิเล็กโตรโฟรีซีส (electrophoresis 

apparatus) โดยการหยอดสารละลายโปรตีน 10 µg ลงในหลุม
5. เติม SDS-electrophoresis buffer ลงในแชมเบอร
6. ปลอยกระแสไฟฟา 15 mA/gel จนกระทั่งโปรตีนถูกแยกจนถึงขอบลางของเจล

3.3.4  การยอมเจล
ยอมเจลดวย Coomissie Brilliant Blue R 250 นาน 20 นาที แลวจึงลางสวนเกิน

ออกดวยสารละลายดีสเตนนิ่ง (destaining solution) เพื่อตรวจสอบปริมาณการหยอดและการแยก
ของโปรตีนตามขนาดของน้ําหนักโมเลกุล

3.3.5  การยายโปรตีนจากแผนเจลไปยังกระดาษไนโตรเซลลูโลสเมมแบรน
          (Blotting)
1. ประกอบเจลและเมมเบรนลงใน Mini Trans-Blot และเติมทรานซเฟอรบัฟเฟอร 

(Transfer buffer) ลงไปในแชมเบอรพรอมใสน้ําแข็ง
2. ยายโปรตีนจากแผนเจลลงบนเมมเบรน ดวยกระแสไฟฟา 350 mA. นาน 1 ช่ัว

โมง
3. ตรวจสอบการยายโปรตีนดวยการนําเมมเบรนไปแชใน 0.1 % Ponceau S (w/v)

in 5% acetic acid (v/v) นาน 5 นาที
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4. ลาง Ponceau S solution ดวย 0.1 M NaOH

5. ลางเมมเบรน ดวยน้ํากลั่น
6. นําเมมเบรนแช 5% non fat dried milk ใน Tris buffer saline (TBS) ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เพื่อบล็อคโปรตีนที่ไมเกี่ยวของนาน 12 ช่ัวโมง
7. ลางเมมเบรนดวย Tris buffer saline with tween 20 (TST) 200 ml. ประมาณ 5

วินาที
8. แชเมมเบรนในแอนติบอดีตัวที่หนึ่ง (anti-parvalbumin) in 3% non fat dried 

milk ใน TST อัตราสวน 1:1,000 นาน 2 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยา ที่อุณหภูมิหอง
9. ลางเมมเบรนดวย TST 200 ml. 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที บนเครื่องเขยา

10. แชเมมเบรน ในแอนติบอดีตัวที่สอง (Anti-Mouse IgG HRP- linked Antibody, 
HRP-conjugated Anti-biotin Antibody) in 3% non fat dried milk ใน TST อัตราสวน 1:5,000 นาน 
2 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยา ที่อุณหภูมิหอง

11. ลางเมมเบรน ดวย TST 200 ml 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที
12. ลางเมมเบรน ดวย TBS 200 ml 2 คร้ัง คร้ังละประมาณ 1 นาที
13. แชเมมเบรน ดวย chemiluminescence reagents นาน 5 นาที
14. exposed membrane ดวย hyperfilm นาน 4 ช่ัวโมง

15. นําฟลมไปทําใหเกิดภาพในน้ํายาดิวิลอบเพอร (developer) นาน 45 วินาที และ
หยุดปฏิกิริยาการเกิดภาพในน้ํายาฟกเซอร (fixer) 20 วินาที

16. วัดขนาดของแถบโปรตีนโดยนําแผนฟลมไปสแกนดวยเครื่องเดนซิโตมิเตอร 

(Densitometer) รุนจ ี 700 (G 700) ของ BIO-RAD ดวยโปรแกรมโมเลกลุารอนาไลซสีวอลุม 1.4
(Molecular Analysis V. 1.4) และวิเคราะหรูปดวยโปรแกรมวอลมุอนาไลซสี (Volume Analysis)

3.4 การวิเคราะหสถิติ
วิเคราะหเปรียบเทียบคาเฉลี่ยแถบโปรตีนในแตละอายุ โดยใช one–way ANOVA

และ post-hoc analysis โดยใช least significant difference โดยโปรแกรม SPSS version 11.0




