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วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่11 ฉบบัที ่3 กรกฎาคม-กนัยายน 2544

 วทิยา การ ทาง การ แพทย ได ม ีการ พฒันา อยาง รวด เรว็
การ วนิจิฉยั โรค ทาง โลหติ วทิยา สามารถ ทาํ ได อยาง แมนยาํ
โดย การ ศึกษา อณู ชีววิทยา1,2 อนึ่ง การ ศึกษา ทาง อณู
ชีววิทยา ของ ดี เอน เอ สามารถ ทํา ได ที่ โรงพยาบาล
มหาวิทยาลัย  โรงพยาบาล ศูนย บาง แหง เทานั้น จึง ทําให
ผูปวย และ ครอบครวั ที ่ตองการ รบั การ ตรวจ ทาง หอง ปฏบิตัิ
การ เพือ่ การ วนิจิฉยั โรค หรอื ภาวะ ที ่ม ียนี แฝง ตอง เดนิ ทาง
มา พบ แพทย ใน โรงพยาบาล ดงั กลาว เปน เรือ่ง ที ่ไม สะดวก
เสยี เวลา รวม ทัง้ เสยี คาใชจาย สาํหรบั การ เดนิ ทาง ใน ตาง
ประเทศ ที ่ม ีระบบ ไปรษณยี ที ่ด ีสามารถ สง เลอืด ของ ผูปวย

และ ครอบครวั แช ใน น้าํแขง็ สง มา ยงั โรงพยาบาล ที ่ตรวจ ได
อยาง สะดวก สําหรับ ประเทศ ไทย บริการ ดัง กลาว มี ขอ
จาํกดั และ ราคา แพง

ผู วจิยั ม ีความ สนใจ ที ่จะ พฒันา วธิกีาร สง เลอืด เพือ่ นาํ
มา ตรวจ ด ีเอน เอ โดย ไม แช น้าํแขง็ ซึง่ ได รเิริม่ เกบ็ buffy
coat จาก เลอืด ที ่ผสม กบั EDTA ใน อตัรา สวน เลอืด ครบ
สวน 10 มล. ผสม กบั 0.5 M EDTA จาํนวน 0.5 มล.
ที ่อณุหภมู ิหอง ใน หอง ปฏบิตั ิการ และ นาํ มาส กดั ดเีอนเอ
หลงั จาก เกบ็ buffy coat นาน 3, 5, 7 และ 10 วนั พบ
วา สามารถ สกดั ด ีเอน เอ ได ด ีไม แตก ตาง จาก ด ีเอน เอ ที ่สกดั
จาก  buffy coat ที ่ทาํ ทนัท ีหลงั การ เจาะ เลอืด3 ดงันัน้ ผู
วจิยั ได ศกึษา ถงึ การ สกดั ด ีเอน เอ จาก ตวัอยาง เลอืด buffy
coat ที่ สง มา ตรวจ ทาง ไปรษณีย จาก โรงพยาบาล ตาง
จงัหวดั โดย ไม แช น้าํแขง็

นิพนธ ตน ฉบับ
การ สกดั ด ีเอน เอ จาก Buffy Coat ที ่สง ทาง ไปรษณยี โดย ไม แช น้าํแขง็

ประกาย วรรณ เกษเกษม,ศรัณยา ฤกษ ขํา, วีระ ศักดิ์ศาสน กุล  และ  อํา ไพ วรรณ จวน สัมฤทธิ์*
สํานักงาน วิจัย, * ภาควิชา กุมาร เวช ศาสตร คณะ แพทยศาสตร โรงพยาบาล รามาธิบดี มหาวิทยาลัย มหิดล

บท คดั ยอ:  ศกึษา การ สกดั ด ีเอน เอ จาก buffy coat ที ่สง ทาง ไปรษณยี โดย ไม แช น้าํแขง็ ใช เวลา ใน การ ขนสง นาน 1-5 
วนั จาํนวน 22 ตวัอยาง จาก โรงพยาบาล ใน ตาง จงัหวดั 8 แหง พบ วา buffy coat 16 ตวัอยาง คดิ เปน รอยละ 73 เปน
buffy  coat ที ่ม ีคณุภาพ ดี สามารถ สกดั ด ีเอน เอ ที ่ม ีความ บรสิทุธิ์ โดย แสดง จาก คาเฉลีย่ OD 260/280 เทากบั 1.56 และ
มี ปริมาณ ดี เอน เอ เฉลี่ย 68 ไมโคร กรัม จาก buffy coat 500 ไมโคร ลิตร และ สามารถ เพิ่ม จํานวน ใน หลอด ทดลอง
(amplification)  เพือ่ การ วนิจิฉยั โรค ทาง โลหติ วทิยา ได อยาง ถกู ตอง สวน อกี 6 ตวัอยาง คดิ เปน รอยละ 27 นาํ มาส กดั
ด ีเอน เอ ไม ได เพราะ เลอืด แขง็ ตวั หรอื ได แตพลาสมา ดงันัน้ การ สง buffy coat ของ ผูปวย และ ครอบครวั มา ทาง ไปรษณยี
เพือ่ การ ศกึษา อณ ูชวีวทิยา เกีย่ว กบั ด ีเอน เอ โดย ไม แช น้าํแขง็ เปน วธิ ีที ่ทาํ ได งาย สะดวก ราคา ถกู และ ม ีประสทิธผิล ดี
Key Words : DNA extraction Buffy coat
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วธิกีาร
1. การ เตรยีม อปุกรณ การ เกบ็ buffy coat
สง อปุกรณ การ เกบ็ buffy coat ให โรงพยาบาล ตาง

จงัหวดั ประกอบ ดวย หลอด พลาสตกิ ทาํ ดวย polypro-
pylene  สาํหรบั บรรจ ุเลอืด ขนาด 15 มล. พรอม ทัง้ จกุ ที่
ปด สนิท เติม 0.5 M EDTA จํานวน 0.5 มล. หลอด
microtube  ขนาด 1.5 มล. pipette tip ขนาด 1 มล.
ที ่ปลอด เชือ้ กระดาษ label และ แผน พารา ฟลม

2. คํา แนะนํา การ เก็บ และ จัด สง buffy coat
สาํหรบั แพทย และ เจาหนาที ่หอง ปฏบิตั ิการ

 เขียน พงศาวลี และ ชื่อ ผูปวย สมาชิก ใน ครอบครัว
อยาง ถกู ตอง พรอม ทัง้ บอก ชือ่ โรค ที ่ตองการ ให การ วนิจิฉยั
ดวย วธิ ีทาง อณ ูชวีวทิยา

เจาะ เลอืด จาก ผูปวย และ สมาชกิ ใน ครอบครวั ราย ละ
10 มล. ใส ใน หลอด ทดลอง ที่ มี 0.5 มล. ของ 0.5 M
EDTA ปด จกุ ให แนน ผสม ให เขากนั ดวย การ คว่าํ หลอด ขึน้
ลง 5 ครัง้ นาํ ไป ปน ดวย เครือ่ง ปน ที ่ความ เรว็ 3,000 รอบ/
นาที นาน 15 นาที ดูดพลาสมาชั้น บน ทิ้ง ไป และ ดูด
buffy coat จาํนวน 1 มล. ซึง่ อยู บรเิวณ รอย ตอ ระหวาง
เมด็ เลอืด แดง กบัพลาสมาดวย pipitte tip ที ่ปลอด เชือ้
ใส ใน หลอด microtube ปด จุก ให แนน เขียน ชื่อ
นามสกลุ  ของ ผูปวย บน กระดาษ ปด บน หลอด อยาง ถกู ตอง
ปด ทับ กระดาษ เขียน ชื่อ ดวย สก็อตเทป ใส และ ใช พารา
ฟลม พนั ทบั จกุ microtube อกี ครัง้

นาํ หลอด microtube ใส ซอง ที ่ม ีแผน พลาสตกิ บ ุอยู
ดาน ใน หรอื ใส กลอง กระดาษ แขง็ ของ กรม ไปรษณยี สง มา
ให แก ผู วจิยั ภาควชิา กมุาร เวช ศาสตร คณะ แพทยศาสตร
โรงพยาบาล รามาธบิดี

3. เมือ่ ไดรบั buffy coat ที ่สง มา ทาง ไปรษณยี เกบ็
ไว ใน ตู แช แขง็ -20 ซํ แลว จงึ นาํ buffy coat จาํนวน 500
ไมโคร ลติร มาส กดั ด ีเอน เอ ดวย วธิี modified Nucleon4

โดย การ เตมิ lysis buffer ลง ใน หลอด ที ่เกบ็ buffy coat
แลว ตก ตะกอน โปรตนี ดวย 5 M sodium perchlorate
หลัง จาก นั้น จึง สกัด ดวย chloroform และ ตก ตะกอน

ดีเอน เอ ดวย ethanol
ศกึษา ความ บรสิทุธิ ์ของ ด ีเอน เอ ที ่สกดั ได ดวย การ วดั

OD  ที่ 260 และ 280 นา โน เมตร ดวย เครือ่ง spectro-
photometer  เพื่อ คํานวณ หา อัตรา สวน OD 260/OD
280  และ คํานวณ ปริมาณ ดี เอน เอ ที่ สกัด ได โดย คํานวณ
จาก สูตร 1 OD 260 จะ เทากับ ดี เอน เอ 50 ไมโคร กรัม/
มล.

ผล การ ศกึษา
ผู วิจัย ไดรับ ตัวอยาง buffy coat 22 ตัวอยาง จาก

โรงพยาบาล 8 แหง ซึง่ ใช เวลา ขนสง ทาง ไปรษณยี ตัง้แต
1-5 วนั ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 1 ปรากฏ วา เปน buffy coat
ที ่ใช สกดั ด ีเอน เอ ได เพยีง 16 ตวัอยาง คดิ เปน รอยละ 73
และ ได สกดั ด ีเอน เอ จาก buffy coat จาํนวน 500  ไมไคร
ลิตร ปรากฏ วา ดี เอน เอ ที่ สกัด ได มี คา mean ± SD ของ
OD  260 ตอ OD 280 เทากับ 1.56 ± 0.06 ( พสิยั 1.48 -
1.68)  และ ม ีคา mean ± SD  ของ ปรมิาณ ด ีเอน เอ เทากบั
68.1 ± 47.9 ไมโคร กรัม ( พิสัย 15.6 - 169) ดัง แสดง ใน
ตาราง ที่ 2 และ ได ทดลอง นาํ ด ีเอน เอ ที ่สกดั ได จาํนวน 100
นา โน กรัม ไป เพิ่ม จํานวน ใน หลอด ทดลอง (amplifica-
tion)  ปรากฏ วา สามารถ เพิม่ ด ีเอน เอ บน ตาํแหนง ยนี เบตา

1. คณะ แพทยศาสตรม. สงขลา นครนิทร
2. คณะ แพทยศาสตรม. ขอนแกน
3. คณะ แพทยศาสตรม. ธรรม ศาสตร
4. โรงพยาบาล ประจาํ จงัหวดั บรุรีมัย
5. โรงพยาบาล ประจาํ จงัหวดั ราชบรุี
6. โรงพยาบาล ประจาํ จงัหวดั นครปฐม
7. โรงพยาบาล พระ ปก เกลา จงัหวดั จนัทบรุี
8. โรงพยาบาล ประจาํ จงัหวดั นครราชสมีา

ตาราง ที่ 1 จาํนวน วนัที ่ใช ใน การ ขนสง ทาง ไปรษณยี จาก
โรงพยาบาล ตางๆ มา ยัง ภาควิชา กุมาร เวช ศาสตร  คณะ
แพทยศาสตร โรงพยาบาล รามาธบิดี

สถาน ที่ จาํนวน วนั
5
4
4
5
2
5
1
4
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วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่11 ฉบบัที ่3 กรกฎาคม-กนัยายน 2544

โกลบนิ ขนาด 1.4 kilobases และ ที ่ตาํแหนง intron 18
ของ ยีนฮโมฟเลีย เอ ขนาด 142 base pairs ได

สวน buffy coat อกี 6 ตวัอยาง คดิ เปน รอยละ 27
นํา มาส กัด ดี เอน เอ ไม ได เพราะ เปน เลือด ที่ แข็ง ตัว 5
ตวัอยาง และ ม ีแตพลาสมา 1 ตวัอยาง

วิจารณ
การ สง ตวัอยาง buffy coat ของ ผูปวย และ สมาชกิ ใน

ครอบครวั ทาง ไปรษณยี โดย ไม แช น้าํแขง็ เปน วธิ ีที ่สะดวก
ทาํ ได งาย ราคา ถกู ม ีประสทิธผิล ดี เหมาะ สาํหรบั การ ให
บริการ ทาง การ แพทย แก ผูปวย และ ครอบครัว และ สิ่ง ที่
ตอง เนน พิเศษ คือ การ เขียน พงศาวลี ที่ ถูก ตอง การ เจาะ

เลือด จาก ผูปวย และ สมาชิก ใน ครอบครัว อยาง ถูก ตอง
เขียน ชื่อ บน หลอด ที่ เก็บ ตัวอยาง ถูก ตอง นอก จาก นี้
เทคนคิ การ เกบ็ buffy coat ตอง ถกู ตอง จงึ จะ นาํ มาส กดั
ดี เอน เอ ใน หอง ปฏิบัติ การ ได โดย ที่ ผูปวย และ สมาชิก
ในครอบครัว ไม ตอง เดิน ทาง เขา มา ใน โรงพยาบาล มหา
วทิยาลยั  โรงพยาบาล ศนูย ที ่ม ีความ สามารถ ใน การ บรกิาร
ตรวจวนิฉิยัทาง อณ ูชวีวทิยา

จาก การ ศกึษา พบ วา ด ีเอน เอ ที ่สกดั จาก buffy coat
ที ่สง มา ทาง ไปรษณยี นี ้ม ีความ บรสิทุธิ์ โดย แสดง จาก คา
อตัรา สวน OD 260 ตอ OD 280 ใกล เคยีง กบั 1.5 - 1.6
และ ปรมิาณ ด ีเอน เอ ที ่สกดั ได เพยีง พอ ที ่จะ นาํ ไป ตรวจ ทาง
หอง ปฏบิตั ิการ อืน่ ๆ   ตอไป แมวา จาํนวน ด ีเอน เอ ที ่สกดั ได
ม ีความ แตก ตางกนั ตัง้แต 15.6 ถงึ 169 ไมโคร กรมั แต
ไม ได เปน สัดสวน โดย ตรง กับ เวลา ที่ ใช ใน การ ขนสง และ
จาก การ ศกึษา ของ คณะ ผู วจิยั ที ่เคย รายงาน ไว พบ วา buffy
coat ที ่เกบ็ ไว ที ่อณุหภมู ิหอง 10 วนั จาํนวน ด ีเอน เอ ที ่สกดั
ได ไม แตก ตางกนั และ หาก คา mean±SD ของ จาํนวน เมด็
เลอืด ขาว เทากบั 7.55±2.24 x 103 ไมโคร ลติร คา mean
± SD  ของ จาํนวน ด ีเอน เอ ที ่สกดั จาก buffy coat จาํนวน
500  ไมโคร ลิตร เทากับ 94.2± 38.1 ไมโคร กรัม3 แต ใน
การ ศึกษา ครั้ง นี้ ไม สามารถ นับ จํานวน เม็ด เลือด ขาว ใน
ตัวอยาง ที่ สง มา จึง ไม สามารถ จะ บอก ได วา จํานวน เม็ด
เลือด ขาว ใน buffy coat กอน การ สกัด ดี เอน เอ แตก
ตางกนั มาก นอย เพยีง ใด

นอก จาก นี้ มี ตัวอยาง buffy coat ที่ ดี ที่ นํา มาส กัด
ดเีอน เอ ได ม ีเพยีง 16 ตวัอยาง คดิ เปน รอยละ 73 อกี 6
ตวัอยาง คดิ เปน รอยละ 27 การ เตรยีม buffy coat ไม ถกู
ตอง ดังนั้น จึง ตอง เนน ถึง คํา แนะนํา ใน การ เก็บ buffy
coat  ตอง ผสม เลอืด กบั EDTA ให เขากนั ด ีม ีความ สาํคญั
มาก เพราะ ม ีตวัอยาง buffy coat ถงึ 5 ตวัอยาง ที ่เลอืด
แขง็ ตวั ทาํให สกดั ด ีเอน เอ ไม ได นอก จาก นี ้การ ที ่เลอืด แขง็
ตวั อาจ เกดิ จาก EDTA ใน หลอด เกบ็ เลอืด ม ีนอย ไป เชน
อาจ หก ใน ระหวาง ทาง ที่ สง หลอด ทดลอง ไป ให แพทย ใน
โรงพยาบาล ตาง จงัหวดั ดงันัน้ จงึ ควร ปด จกุ หลอด ทดลอง
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ตาราง ที่ 2 ความ บริสุทธิ์ ของ ดี เอน เอ แสดง จาก OD
260/OD 280 และ จาํนวน ด ีเอน เอ ที ่ได จาก การ สกดั buffy
coat 500 ไมโคร ลิตร

ตวัอยาง ที่ OD 260/OD 280 จาํนวน DNA ที ่ได
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ที ่มี EDTA ให แนน และ ถา โรงพยาบาล ที ่ตองการ สง buffy
coat สามารถ เตรียม 0.5 M EDTA ได เอง ก็ จะ ทําให
สะดวก ขึ้น ซึ่ง EDTA มี ใน หอง ปฏิบัติ การ ใน ทุก
โรงพยาบาล  เตรียม ได งาย โดย การ ชั่ง EDTA จํานวน
372.24  กรมั เตมิ น้าํ ให เปน 1,000 มล. ปรบั pH ให เปน
8  ดวย boric acid ใส ขวด แลว นาํ ไป autoclave นอก
จาก นี้ ควร จะ มี การ เขียน รูป ประกอบ คํา แนะนํา การ เก็บ
buffy  coat วา buffy coat คอื เมด็ เลอืด ขาว ทีอ่ยู ระหวาง
ชัน้พลาสมากบั เมด็ เลอืด แดง เพราะ ม ีหนึง่ ตวัอยาง ที ่ดดู ได
แตพลาสมา

สาํหรบั หลอด ทดลอง ที ่ใช เกบ็ เลอืด ไม ควร เปน หลอด
ที ่ผาน การ ใช งาน มา แลว (reused test tube) เพราะ การ
ลาง ไม สามารถ ขจดั สิง่ ปน เปอน ออก ไป ให หมด ได และ อาจ
ม ีผล ตอ การ แปล ผล ทาง การ ตรวจ อณ ูชวีวทิยา โดย เฉพาะ
อยาง ยิง่ การ วนิจิฉยั โรค หรอื ภาวะ ที ่ม ียนี แฝง ซึง่ ม ีความ
สาํคญั ตอ ผูปวย และ ครอบครวั อยาง มาก อยางไร ก ็ตาม
รายงาน นี ้เปน การ ศกึษา เบือ้งตน ที ่ม ีเพยีง 22 ตวัอยาง ผู
วจิยั ตอง ศกึษา เพิม่ เตมิ ตอไป

แมวา มี รายงาน การ การ หยด เลือด บน กระดาษ กรอง
และ จัด สง กระดาษ กรอง มา ทาง ไปรษณีย สามารถ นํา ไป
สงัเคราะห ด ีเอน เอ โดย การ ตดั กระดาษ กรอง ไป ตม ใน น้าํ
กลั่น แลว นํา ของเหลว ชั้น บน มา เพิ่ม จํานวน ดี เอน เอ ใน
หลอด ทดลอง2 แต จาก การ ศกึษา ใน หอง ปฏบิตั ิการ ของ
คณะ ผู วจิยั พบ วา กระดาษ กรอง จะ ตดิ มา ใน การ ตรวจ ทาง
หอง ปฏิบัติ การ และ มี รายงาน วา จํานวนฮโมโกลบิน จะ
ขดัขวาง การ เพิม่ จาํนวน ด ีเอน เอ นอก จาก นี ้จาํนวน ดเีอนเอ
จาก กระดาษ กรอง จะ นอย จน ไม สามารถ นาํ ไป ทาํ nucle-
otide  sequencing จาก เครือ่งมอื ที ่ม ีอยู ใน ประเทศ ไทย
ขณะ นี้ ดงันัน้ ผู วจิยั เหน็ วา การ สกดั ด ีเอนเอ จาก buffy
coat  จะ ไดดเีอนเอ จาํนวน มาก กวา และ นาํ ไป ศกึษา ทาง
หอง ปฏบิตั ิการ ได กวางขวาง ขึน้

ดังนั้น หาก สามารถ เตรียม buffy coat ได อยาง ถูก
ตอง  จดั สง มา ยงั สถาบนั ที ่สามารถ ศกึษาดเีอนเอ โดย ไม แช

น้าํแขง็ สามารถ นาํ มา ศกึษาดเีอนเอ เพือ่ การ วนิจิฉยั โรค และ
ภาวะ ที ่ม ียนี แฝง ได อยาง ถกู ตอง เปน วธิ ีที ่ทาํ ได งาย สะดวก
ราคา ถกู และ ม ีประสทิธผิล ดี
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Abstract: DNA was extracted from 22 samples of buffy coat sent by mail without ice from eight
different  provincial and university hospitals in Thailand. The transportation took one to five days.
The  results revealed that 16 samples (73%) of buffy coat could be used for DNA extraction and six
samples (27%) were unqualified due to clotting (n = 5) and only plasma was obtained (n =  1). By
extracting DNA from 500  µL of buffy coat, it yielded the mean ratio of OD 260/OD 280 of 1.56 and
the  mean amount of DNA of 68  µg.  Therefore, we conclude that the buffy coat sent by mail
without ice is suitable for extracting DNA. The yielded DNA can be used for further studies. It is
simple, practical, efficient and of low cost.
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