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จดุประสงคก์ารใชง้าน 

สําหรับการใชง้านวนิจิฉัยภายนอกรา่งกาย 

PAXgene Blood RNA System ประกอบดว้ยหลอดเก็บเลอืด (PAXgene Blood RNA Tube, 
BRT) และชดุอปุกรณ์ทําใหก้รดนวิคลอีกิบรสิทุธิ ์(PAXgene Blood RNA Kit) มไีวส้ําหรับการ
เก็บรวบรวม การจัดเก็บและการขนสง่เลอืด และการทําให ้RNA ภายในเซลลค์งตัวในหลอด
ปิดและการแยกและการทําโฮสต ์ RNA ใหบ้รสิทุธิจ์ากเลอืดครบสว่นในภายหลังสําหรับ 
RT-PCR ทีใ่ชใ้นการทดสอบวนิจิฉัยระดับโมเลกลุ  

ลักษณะการทํางานของ PAXgene Blood RNA System ไดร้บัการกําหนดขึน้ดว้ยการคดัลอก
ยนี FOS และ IL1B เทา่นัน้ ผูใ้ชม้หีนา้ทีร่บัผดิชอบในการสรา้งคณุลักษณะการทํางานของ 
PAXgene Blood RNA System ทีเ่หมาะสมสําหรับการคัดลอกเป้าหมายอืน่ๆ 

ขอ้บง่ใชก้ารใชง้าน 

PAXgene Blood RNA Kit ใชส้ําหรับการทํา RNA ภายในเซลลใ์หบ้รสิทุธิจ์ากเลอืดครบสว่น
ทีเ่ก็บใน PAXgene Blood RNA Tube (BRT) เมือ่ใชช้ดุอปุกรณ์นีร้ว่มกบั PAXgene Blood 
RNA Tube (BRT) ระบบจะให ้RNA ภายในเซลลท์ีบ่รสิทุธิจ์ากเลอืดครบสว่นสําหรับ RT-PCR 
ทีใ่ชใ้นการทดสอบวนิจิฉัยระดับโมเลกลุ 

ผูใ้ชอ้ปุกรณ ์

ผลติภัณฑน์ีม้วีตัถปุระสงคใ์หใ้ชง้านโดยผูใ้ชท้ีเ่ป็นบคุลากรผูเ้ชีย่วชาญ เชน่ เจา้หนา้ทีใ่น
หอ้งปฏบัิตกิารและแพทยท์ีไ่ดร้ับการฝึกอบรมขัน้ตอนการตรวจวนิจิฉัยภายนอกรา่งกาย 

ชดุอปุกรณ์นีม้ไีวส้ําหรับการใชง้านโดยบคุลากรผูเ้ชีย่วชาญ 
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คําอธบิายและหลกัการ 

บทนํา 
การเก็บเลอืดครบสว่นเป็นขัน้ตอนแรกในการทดสอบระดับโมเลกลุจํานวนมากทีใ่ชใ้น
การศกึษา RNA ของเซลล ์อยา่งไรก็ตามปัญหาสําคัญในการทดลองดังกลา่วคอืความไมค่งตัว
ของโปรไฟล ์ RNA ของเซลลใ์นหลอดทดลอง การศกึษาที ่ PreAnalytiX แสดงใหเ้ห็นวา่
จํานวนสําเนาของ mRNA แตล่ะชนดิในเลอืดครบสว่นสามารถเปลีย่นแปลงไดม้ากกวา่ 1,000 
เทา่ในระหวา่งการจัดเก็บหรอืการขนสง่ทีอ่ณุหภมูหิอ้ง (Rainen et al., 2002) สิง่นีเ้กดิจากทัง้
โดยการสลายตัว RNA อยา่งรวดเร็วและโดยทําใหเ้กดิการแสดงออกของยนีบางชนดิหลังจาก
เจาะเลอืด การเปลีย่นแปลงดงักลา่วในโปรไฟลก์ารแสดงออกของ RNA ทําใหก้ารศกึษาการ
แสดงออกของยนีทีน่่าเชือ่ถอืเป็นไปไมไ่ด ้ วธิกีารทีร่ักษาโปรไฟลก์ารแสดงออกของ RNA 
ระหวา่งและหลังการถา่ยเลอืดจงึเป็นสิง่จําเป็นสําหรับการวเิคราะหก์ารแสดงออกของยนีใน
เลอืดครบสว่นของมนุษยอ์ยา่งแมน่ยํา 

หลักการและขัน้ตอน 
PreAnalytiX ไดพั้ฒนาระบบทีช่ว่ยให ้ การเก็บรวบรวม การทําใหค้งตัว การจัดเก็บและการ
ขนสง่ตัวอยา่งเลอืดครบสว่นของมนุษยส์ามารถุทําได ้ พรอ้มทัง้มเีกณฑว์ธิทีีร่วดเร็วและมี
ประสทิธภิาพสาํหรับการแยก RNA ภายในเซลล ์ระบบจําเป็นตอ้งใช ้PAXgene Blood RNA 
Tubes (BRT) สําหรับการเก็บเลอืดและการทําให ้RNA คงตวั ตามดว้ยการแยก RNA แบบ
แมนนวลหรอืแบบอัตโนมัตโิดยใช ้PAXgene Blood RNA Kit เกณฑว์ธิทีัง้แบบแมนนวลและ
แบบอัตโนมัตใิหป้ระสทิธภิาพเทยีบเทา่กนัอยา่งมากโดยคํานงึถงึคณุภาพและปรมิาณของ 
RNA ขอ้มลูประสทิธภิาพสําหรับเกณฑว์ธิแีบบแมนนวล (หนา้ 43-51) และเกณฑว์ธิแีบบ
อัตโนมัต ิ(หนา้ 51-53) รวมอยูใ่นคูม่อืเลม่นี ้ 

PAXgene Blood RNA System ทําใหข้ัน้ตอนกระแสงานกอ่นการวเิคราะหม์มีาตรฐานไดต้ัง้แต่
การเก็บตวัอยา่งเลอืดจนถงึการแยก RNA ของเซลล ์สอดคลอ้งตาม ISO 20186-1:2019, การ
ตรวจเพือ่วนิจิฉัยภายนอกรา่งกายระดบัโมเลกลุ –– ขอ้กําหนดเฉพาะสาํหรับกระบวนการกอ่น
ตรวจสาํหรับเลอืดครบสว่นจากหลอดเลอืดดํา — ตอนที ่1: RNA ของเซลลท์ีแ่ยกออกแลว้ 
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การเก็บตวัอยา่งและการทําใหค้งตวั 
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) มสีารทําปฏกิริยิาใหเ้กดิการคงตัวของ RNA ทีจ่ด
ทะเบยีนกรรมสทิธิไ์ว ้ สารเสรมินีช้ว่ยปกป้องโมเลกลุของ RNA จากการแตกสลายโดย 
RNases และลดการเปลีย่นแปลงการแสดงออกของยนีภายนอกรา่งกายใหม้นีอ้ยทีส่ดุ 
ลักษณะการทํางานของ PAXgene Blood RNA System ไดร้บัการกําหนดขึน้ดว้ยการคดัลอก
ยนี FOS และ IL1B ซึง่สามารถดไูดท้ีห่นา้ 39−42 

การแยก RNA 
PAXgene Blood RNA Kit ใชส้าํหรับการแยก RNA ทัง้หมดจากเลอืดครบสว่นของมนุษย ์2.5 
ml ทีเ่ก็บใน PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ขัน้ตอนนีง้า่ยและสามารถทําไดโ้ดยใช ้
ขัน้ตอนแบบแมนนวลหรอืแบบอัตโนมัต ิ(ด ูรปูที ่1 หรอื รปูที ่3, หนา้9 หรอื 11ตามลําดบั) 
ในทัง้สองเกณฑว์ธิ ี การแยกเริม่ตน้ดว้ยขัน้ตอนการหมนุเหวีย่งเพือ่อัดเม็ดกรดนวิคลอีกิใน 
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) เม็ดจะถกูลา้งและนํามาแขวนลอยใหม ่ตามดว้ยการแยก 
RNA แบบแมนนวลหรอืแบบอัตโนมัต ิ โดยหลักการแลว้ทัง้สองเกณฑว์ธิจีะทําตามขัน้ตอน
ของเกณฑว์ธิเีดยีวกนัดว้ยสว่นประกอบชดุอปุกรณ์เดยีวกนั 
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การแยก RNA แบบแมนนวล 
โดยละเอยีดแลว้เม็ดทีนํ่ามาแขวนลอย จะถกูบม่ในบัฟเฟอรท์ีไ่ดร้ับการปรับใหเ้หมาะสม
พรอ้มกบั โปรตเินส K (PK) เพือ่ใหเ้กดิการยอ่ยโปรตนี การหมนุเหวีย่งเพิม่เตมิผา่นคอลมัน์
สปิน PAXgene Shredder (PAXgene Shredder spin column, PSC) จะดําเนนิการเพือ่ทํา
ใหเ้ซลลไ์ลเสทเป็นเนือ้เดยีวกนัและกําจดัเศษเซลลท์ีเ่หลอืออกและสว่นเหนอืตะกอนของ
เศษไหลผา่นจะถกูถา่ยไปยังหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์(microcentrifuge tube, MCT) หลอด
ใหม ่ มกีารเพิม่เอทานอลเพือ่ปรับเงือ่นไขการจับและไลเซทจะถกูนําไปใชก้บัคอลัมนส์ปิน 
PAXgene RNA (PRC) ในระหวา่งการหมนุเหวีย่งสัน้ๆ RNA จะถกูจับเลอืกเขา้กบัเมมเบรน 
ซลิกิา้ PAXgene เมือ่สารปนเป้ือนไหลผา่น สิง่ปนเป้ือนทีห่ลงเหลอือยูจ่ะถกูขจดัออกใน
ขัน้ตอนการลา้งอยา่งมปีระสทิธภิาพหลายขัน้ตอน ระหวา่งขัน้ตอนการลา้งครัง้แรกและครัง้ที่
สอง เมมเบรนจะไดร้ับการบําบัดดว้ย DNase I (RNFD) เพือ่กําจัดปรมิาณเล็กนอ้ยของ DNA 
ทีจ่บั หลังจากขัน้ตอนการลา้ง RNA จะถกูขจัดออกในบัฟเฟอรส์ําหรับการชะลา้ง (BR5) และ
ทําใหแ้ปลงสภาพดว้ยความรอ้น สามารถดลูกัษณะการทํางานของการแยก RNA แบบแมน
นวลโดยใช ้PAXgene Blood RNA System ไดท้ีห่นา้ 43 
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รปูที่ ่1: ข ัน้ตอน PAXgene Blood RNA แบบแมนนวล 

เลอืด 

ผสม 

ลา้งเม็ด 

นํามา
แขวนลอย 

ถา่ยไปยังหลอด
ไมโครเซนตริ
ฟิวจ ์

เพิม่โปรตเินส K และ
บัฟเฟอรสํ์าหรับการจับ 

บม่ 

ถา่ยไปยัง PAXgene 
Shredder Spin Column 

ถา่ยสว่นเหนือตะกอนของการไหลผา่น
ไปยังหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
เตมิเอทานอล 

โหลดบน PAXgene RNA 
Spin Column 

จับ RNA ทัง้หมด 

ลา้ง 

ยอ่ย DNA 

ลา้ง 

ชะลา้ง 

ใหค้วามรอ้นถงึ 65°C 

RNA พรอ้มใชง้าน 
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การแยก RNA แบบอตัโนมัต ิ
การแยก RNA ในเลอืดเป็นการทําแบบอัตโนมัตบินเครือ่ง QIAcube Connect MDx ของ 
QIAGEN เครือ่งมอืทีเ่ป็นนวัตกรรมใหมน่ีใ้ชเ้ทคโนโลยขีัน้สงูในการประมวลผลคอลัมนส์ปิน 
QIAGEN ทําใหส้ามารถทําการรวมการเตรยีมตัวอยา่งทีม่ปีรมิาณงานตํา่โดยอัตโนมตัเิขา้กบั
กระแสงานในหอ้งปฏบัิตกิารไดอ้ยา่งราบรืน่ การเตรยีมตัวอยา่งโดยใช ้ QIAcube Connect 
MDx เป็นไปตามขัน้ตอนเดยีวกบัขัน้ตอนแบบแมนนวล (น่ันคอื ทําใหแ้ตกออก จับ ลา้ง และ
ชะลา้ง) และสามารถทําไดโ้ดยใช ้PAXgene Blood RNA Kit แบบเดยีวกนั  

 
รปูที่ ่2: QIAcube Connect MDx 

QIAGEN QIAcube Connect MDx ไมม่จํีาหน่ายในบางประเทศ สาํหรับรายละเอยีด
เพิม่เตมิกรณุาตดิตอ่ฝ่ายบรกิารดา้นเทคนคิ QIAGEN 
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เกณฑว์ธิใีนการแยก RNA แบบอัตโนมัตปิระกอบดว้ย 2 สว่น (หรอืเกณฑว์ธิ)ี คอื “PAXgene 
Blood RNA Part A” (จากเลอืดใน PAXgene Blood RNA Tube ไปทีก่ารชะลา้ง) และ 
"PAXgene Blood RNA Part B” (หลงัจากชะลา้งไปเป็น RNA พรอ้มใชง้าน) โดยมกีาร
แทรกแซงแบบแมนนวลสัน้ๆ ระหวา่ง 2 สว่นนัน้ (ด ูรปูที ่3, หนา้ 11) 

 
รปูที่ ่3: ข ัน้ตอน PAXgene Blood RNA อตัโนมตั ิ

ผสม 

เลอืด 

ลา้งเม็ด 

นํามาแขวนลอย 

ถา่ยไปยังหลอด
แปรรปู (PT) และ
บรรจลุงในเครือ่ง
เขยา่ QIAcube 

ลา้ง 

บรรจบุน PAXgene RNA 
Spin Column (PRC) 
จับ RNA ทัง้หมด 

เตมิเอทานอลเพือ่
ไหลผา่น 

ถา่ยไหลผา่นไปยัง
หลอดแปรรปู (PT) บน
เครือ่งเขยา่ QIAcube 

ถา่ยไปยัง PAXgene 
Shredder Spin 
Column (PSC) 

เตมิโปรตเีนส 
K (proteinase K, PK) และ
บัฟเฟอรส์ําหรับการ
จับ (BR2) บม่ 

ยอ่ย DNA 

ลา้ง 

ถา่ย PAXgene RNA 
Spin Column (PRC) 

ชะลา้ง 

ปิดฝาหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ ์
(MCT) แลว้ถ่ายไปทีเ่ครือ่ง
เขยา่ QIAcube 

ใหค้วามรอ้นถงึ 65°C 

RNA พรอ้มใชง้าน 
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เม็ดกรดนวิคลอีกิทีผ่า่นการหมนุเหวีย่ง ลา้งและนํามาแขวนลอยใหม ่ (ด ู "การแยก RNA", 
หนา้ 7) จะถกูถา่ยจาก PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ไปยังหลอดแปรรปู (processing 
tube, PT) ซึง่ถกูวางลงในชดุเครือ่งใหค้วามรอ้นแบบเขยา่บนโตะ๊ทํางานของ QIAcube 
Connect MDx ผูป้ฏบัิตงิานจะเลอืกและเริม่เกณฑว์ธิ ี"PAXgene Blood RNA Part A" จากเมนู 
QIAcube Connect MDx ดําเนนิการตามขัน้ตอนของเกณฑว์ธิจีนถงึการชะลา้ง RNA ใน 
บัฟเฟอรส์ําหรับการชะลา้ง (BR5) ผูป้ฏบัิตงิานจะถา่ย MCT ทีม่ ี RNA บรสิทุธิไ์ปยังชดุ
เครือ่งใหค้วามรอ้นแบบเขยา่ของ QIAcube Connect MDx ผูป้ฏบัิตงิานจะเลอืกและเริม่เกณฑ์
วธิ ี"PAXgene Blood RNA Part B" จากเมนูและ QIAcube Connect MDx จะดําเนนิการแปลง
สภาพดว้ยความรอ้น สามารถดลูักษณะการทํางานของการแยก RNA แบบอัตโนมัตโิดยใช ้
PAXgene Blood RNA System บน QIAcube Connect MDx ไดท้ีห่นา้ 51 
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วสัดทุีจั่ดเตรยีมให ้
สว่นประกอบทีม่ใีนชดุอปุกรณ์ 

PAXgene Blood RNA Kit 
หมายเลขแค็ตตาล็อก 
จํานวนอปุกรณ์เก็บตวัอยา่ง 

 (50) 
762174 

50 

ชือ่
สว่นประกอบ 

คําอธบิาย สญัลกัษณ์ ปรมิาณ 

BR1 Resuspension Buffer (บฟัเฟอรสํ์าหรับแขวนลอย)  20 ml 

BR2 Binding Buffer (บฟัเฟอรสํ์าหรับการจับ)*  18 ml 

BR3 Wash Buffer 1 (บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 1)*  45 ml 

BR4 Wash Buffer 2 (บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2) 
(เขม้ขน้)† 

 11 ml 

BR5 Elution Buffer (บฟัเฟอรสํ์าหรับการชะลา้ง)  6 ml 

RNFW RNase-Free Water (น้ําทีป่ราศจาก RNase-Free) 
(ขวด) 

 2 x 125 ml 

PK Proteinase K (โปรตเีนส K) (ฝาสเีขยีว)  2 x 1.4 ml 

PRC PAXgene RNA Spin Columns (คอลัมนส์ปิน 
PAXgene RNA) (สแีดง)‡ 

 5 x 10 

PT Processing Tubes (หลอดแปรรปู) (2 ml)§  6 x 50 

Hemogard™ Secondary BD Hemogard Closures (ฝาปิด BD 
Hemogard ชัน้ทีส่อง) 

 50 

MCT Microcentrifuge Tubes (หลอดไมโครเซนตฟิิวจ)์ 
(1.5 ml)§ 

 3 x 50, 1 x 10 

RNFD DNase I, RNase-free (DNase I ปราศจาก RNase) 
(ไลโอฟิไลซ)์ 

 1500 หน่วย Kunitz  

RDD DNA Digestion Buffer (บัฟเฟอรสํ์าหรับการยอ่ย 
DNA) (ฝาสขีาว) 

 2 x 2 ml 

DRB DNase Resuspension Buffer (บฟัเฟอรสํ์าหรับการ
แขวนลอย DNase) (หลอด ฝาสมีว่ง) 

 2 ml 

PSC PAXgene Shredder Spin Columns (คอลัมนส์ปิน 
PAXgene Shredder) (สมีว่ง)‡ 

 5 x 10 

คูม่อื คูม่อื PAXgene Blood RNA Kit (เวอรช์นั 3)  1 

* ไมส่ามารถใชไ้ดก้บัสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาฆา่เชือ้ทีม่สีารฟอกขาว ประกอบดว้ยเกลอืควานดินี ดหูนา้ 17 สําหรับ  
ขอ้มลูดา้นความปลอดภัย 
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† บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2 (BR4) จัดมาใหเ้ป็นสารเขม้ขน้ กอ่นใชค้รัง้แรก ใหเ้ตมิเอทานอล 4 ปรมิาตร (96–100% v/v,  
เกรดความบรสิทุธิ ์p.a.) ตามทีร่ะบไุวบ้นขวดเพือ่ใหไ้ดส้ารละลายทีใ่ชง้านได ้

‡ แตล่ะคอลัมนบ์รรจอุยูใ่นแผงทีม่จีดุประสงคใ์หใ้ชเ้พยีงครัง้เดยีวเทา่นัน้ โปรดดขูอ้มลูดา้นความปลอดภยัสําหรับคําแนะนําเกีย่วกบั
การทิง้ 

§ มหีลอดบรรจอุยูใ่นถงุพลาสตกิ และแตล่ะหลอดมจีดุประสงคใ์หใ้ชเ้พยีงครัง้เดยีวเทา่นัน้ โปรดดขูอ้มลูดา้นความปลอดภัยสาํหรับ
คําแนะนําเกีย่วกบัการทิง้ 

¶ หน่วย Kunitz เป็นหน่วยทีใ่ชโ้ดยทัว่ไปสําหรับการวัด DNase I ซึง่กาํหนดเป็นปรมิาณ DNase I ทีทํ่าใหเ้กดิการเพิม่ขึน้ใน A260 
ของ 0.001 ตอ่นาทตีอ่มลิลลิติรที ่25°C, pH 5.0 โดยม ีDNA พอลเิมอไรซส์งูเป็นสารตัง้ตน้ (Kunitz, M. (1950) J. Gen. 
Physiol. 33, 349 and 363) 

lสว่นประกอบของชดุอปุกรณ์ 
ชือ่
สว่นประกอบ 

คําอธบิาย สว่นประกอบออกฤทธิ ์ ความเขม้ขน้ 

BR1 Resuspension Buffer (บฟัเฟอรสํ์าหรับ
แขวนลอย) 

ไมม่เีลย - 

BR2 Binding Buffer (บฟัเฟอรสํ์าหรับการจับ) Guanidine thiocyanate ≥ 30 ถงึ < 50% 
น้ําหนัก/น้ําหนัก 

BR3 Wash Buffer 1 (บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 1) กวานดินี ไธโอไซยาเนต 
เอทานอล 
 

≥ 10 ถงึ < 20% 
น้ําหนัก/น้ําหนัก 
≥ 3 ถงึ < 10% 
น้ําหนัก/น้ําหนัก 

BR4 Wash Buffer 2 (บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2) 
(เขม้ขน้) 

ไมม่เีลย - 

BR5 Elution Buffer (บฟัเฟอรสํ์าหรับการชะลา้ง) ไมม่เีลย - 

RNFW RNase-Free Water (น้ําทีป่ราศจาก RNase-
Free) (ขวด) 

ไมม่เีลย - 

PK Proteinase K (โปรตเีนส K) (ฝาสเีขยีว) โปรตเีนส K ≥ 1 ถงึ < 3% น้ําหนัก/
น้ําหนัก 

RNFD DNase I, RNase-free (DNase I ปราศจาก 
RNase) (ไลโอฟิไลซ)์ 

DNase ≥ 90 ถงึ ≤ 100% 
น้ําหนัก/น้ําหนัก 

RDD DNA Digestion Buffer (บัฟเฟอรสํ์าหรับการ
ยอ่ย DNA) (ฝาสขีาว) 

ไมม่เีลย - 

DRB DNase Resuspension Buffer (บฟัเฟอร์
สําหรับการแขวนลอย DNase) (หลอด ฝาสี
มว่ง) 

ไมม่เีลย - 
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วสัดทุีต่อ้งใชแ้ตไ่มไ่ดจั้ดไวใ้ห ้

เมือ่ทํางานกบัสารเคม ี ควรสวมเสือ้คลมุสาํหรับหอ้งปฏบัิตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้และ
แวน่ตาป้องกนัทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดศกึษาเอกสารขอ้มลูความ
ปลอดภยั (Safety Data Sheet, SDS) ทีเ่หมาะสมจากผูจ้ดัจําหน่ายของผลติภัณฑนั์น้ 

สําหรับเกณฑว์ธิทีัง้หมด 
 PAXgene Blood RNA Tubes (BRT, PreAnalytiX; หมายเลขแคตตาล็อก 762165) 
 เอทานอล (96–100% v/v, เกรดความบรสิทุธิ ์p.a.) 
 ปิเปต0* (10 µl – 4 ml) 
 ทปิปิเปตปลอดเชือ้ กนัละออง ปราศจาก RNase1

† 
 กระบอกตวง2

‡ 
 เครือ่งหมนุเหวีย่ง* สามารถหมนุได ้3,000–5,000 x g และตดิตัง้โรเตอรแ์บบถังแกวง่

สําหรับยดึ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 
 เครือ่งผสมสารละลาย* 
 น้ําแข็งเกล็ด 
 ปากกาชนดิหมกึตดิถาวรสําหรบัปิดฉลาก 

สําหรับเกณฑว์ธิแีบบแมนนวล 
 ไมโครเซนตฟิิวจค์วามเร็วรอบ* ทีส่ามารถทําความเร็วไดอ้ยา่งนอ้ยทีส่ดุในชว่ง 1,000–

8,000 x g แมว้า่จะใชแ้รง g ทีตํ่า่กวา่และสงูกวา่ก็ตาม (ดขูัน้ตอนของเกณฑว์ธิสีําหรับ
รายละเอยีด) และตดิตัง้โรเตอรส์ําหรับ MCT ขนาด 2 ml 

 
* ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่อปุกรณ์และเครือ่งมอืตา่งๆ ไดรั้บการตรวจสอบ บํารงุรักษาและสอบเทยีบมาตรฐานเป็นประจําตามคําแนะนํา

ของผูผ้ลติ 
† ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่คณุคุน้เคยกบัแนวปฏบิัตใินการจัดการ RNA (ภาคผนวก A, หนา้ 74) 
‡ สําหรับการเตมิเอทานอลลงในบัฟเฟอร ์BR4 เขม้ขน้ 
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 ตูบ้ม่แบบเขยา่3* สามารถบม่ทีอ่ณุหภมู ิ55°C และ 65°C และเขยา่ที ่≥ 400 rpm ไมเ่กนิ 
1,400 rpm (เชน่ Eppendorf® Thermomixer Compact หรอืเทยีบเทา่) 

สําหรับเกณฑว์ธิแีบบอตัโนมัต ิ
 กรรไกร 
 QIAcube Connect MDx* (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003070) 

วัสดสุ ิน้เปลอืงสําหรับ QIAcube Connect MDx: 

 Filter-Tips, 1000 µl (1024) (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 990352)4

† 
 Reagent Bottles, 30 ml (6) (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 990393)† 
 Rotor Adapters (10 x 24) (QIAGEN, หมายเลขแคตตาลอ็ก 990394)† 

อปุกรณ์เสรมิสําหรับ QIAcube Connect MDx: 

 Rotor Adapter Holder (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 990392)† 

รวมชดุบรกิาร QIAcube Connect MDx: 

 QIAcube Connect MDx System FUL-2 (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003071) 
 QIAcube Connect MDx System FUL-3 (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003072) 
 QIAcube Connect MDx System PRV-1 (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003073) 
 QIAcube Connect MDx Device PRV-1 (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 9003074) 
 QIAcube Connect MDx System PRM-1 (QIAGEN, หมายเลขแคตตาลอ็ก 9003075) 

 
* ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่อปุกรณ์และเครือ่งมอืนัน้ไดรั้บการตรวจสอบ บํารงุรักษาและสอบเทยีบมาตรฐานเป็นประจําตามคําแนะนํา

ของผูผ้ลติ 
† รวมอยูใ่น Starter Pack, QIAcube ดว้ย (QIAGEN, หมายเลขแคตตาล็อก 990395) 
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คําเตอืนและขอ้ควรระวงั 

สําหรับลกูคา้ในสหภาพยโุรป โปรดทราบวา่คณุตอ้งรายงานเหตกุารณ์รา้ยแรงทีเ่กดิขึน้ซึง่
เกีย่วขอ้งกบัอปุกรณ์ไปยังผูผ้ลติและหน่วยงานกํากบัดแูลของประเทศสมาชกิทีผู่ใ้ชแ้ละ/
หรอืผูป่้วยนัน้ตัง้อยู ่

สําหรับลกูคา้นอกสหภาพยโุรป โปรดทราบวา่คณุอาจตอ้งอา่นขอ้กําหนดในทอ้งถิน่ของคณุ
สําหรับการรายงานเหตกุารณ์รา้ยแรงทีไ่ดเ้กดิขึน้เกีย่วกบัอปุกรณ์ไปยังผูผ้ลติและ/หรอื
ตัวแทนผูไ้ดร้ับมอบอํานาจของผูผ้ลติ และรายงานหน่วยงานกํากบัดแูลทีผู่ใ้ชแ้ละ/หรอืผูป่้วย
ตัง้อยู ่

ขอ้มลูดา้นความปลอดภัย 
เมือ่ทํางานกบัสารเคมแีละวัสดทุีเ่ป็นอันตรายทางชวีภาพ ตอ้งสวมเสือ้คลมุสําหรับ
หอ้งปฏบัิตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้ และแวน่ตาป้องกนัทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับขอ้มลู
เพิม่เตมิ โปรดศกึษาเอกสารขอ้มลูความปลอดภัย (Safety Data Sheet, SDS) ทีเ่หมาะสม 
เอกสารเหลา่นีม้ใีหบ้รกิารทางออนไลนใ์นรปูแบบ PDF ทีส่ะดวกและกะทัดรดัที ่
www.qiagen.com/safety ซึง่คณุสามารถคน้หา ด ู และพมิพ ์ SDS ของชดุอปุกรณ์ 
QIAGEN และสว่นประกอบชดุอปุกรณ์แตล่ะรายการได ้

 สารเคมแีละวัสดชุวีภาพทัง้หมดอาจเป็นอันตรายได ้สิง่สง่ตรวจและตัวอยา่งทีเ่ป็นเลอืด
อาจเป็นสิง่ตดิเชือ้ได ้และตอ้งปฏบัิตติอ่สิง่เหลา่นีอ้ยา่งวสัดทุีเ่ป็นอันตรายทางชวีภาพ 

 ใหท้ิง้ของเสยีทีเ่ป็นอันตรายทางชวีภาพและของเสยีจากชดุอปุกรณ์ตามขัน้ตอนความ
ปลอดภยัในทอ้งถิน่ของคณุ 

ขอ้มลูฉุกเฉนิ 
CHEMTREC 
นอกประเทศสหรัฐอเมรกิาและแคนาดา +1 703-527-3887  

https://www.qiagen.com/gb/support/qa-qc-safety-data/safety-data-sheets/


 

PAXgene Blood RNA Kit (คูม่อื) คําแนะนําการใชง้าน   04/2022  18 

ขอ้ควรระวังป้องกนั 
ขณะทํางานกับเลอืดใชก้ารระวังป้องกันการตดิเชือ้แบบสากลเพือ่หลกีเลีย่งความเสีย่งจาก
เชือ้ทีส่ามารถตดิตอ่ไดท้างเลอืด (เชน่ HIV ไวรัสตับอักเสบบ ีและไวรัสทีต่ดิตอ่ไดท้างเลอืด
อืน่ๆ) ใชถ้งุมอื เสือ้คลมุ แวน่ป้องกนัดวงตา และอปุกรณ์ป้องกันสว่นบคุคลอืน่ๆ และการ
ควบคมุทางวศิวกรรมเพือ่ป้องกันการสมัผัสเลอืด สําหรับขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดศกึษาเอกสาร
ขอ้มลูความปลอดภยั (Safety Data Sheet, SDS) ทีเ่หมาะสม เอกสารเหลา่นีม้ใีหบ้รกิารทาง
ออนไลนใ์นรปูแบบ PDF ทีส่ะดวกและกะทัดรัดที ่www.preanalytix.com ซึง่คณุสามารถ
คน้หา ชม และพมิพ ์SDS สําหรับชดุอปุกรณ์นีไ้ด ้

ขอ้ควรระวงั 

 

อยา่เตมิสารฟอกขาวหรอืสารละลายทีเ่ป็นกรดลงในของเสยี
จากการเตรยีมตัวอยา่งโดยตรง 

 

 

บัฟเฟอรส์ําหรบัการจับ (BR2) และบัฟเฟอรส์ําหรับการลา้ง 1 (BR3) ม ี Guanidine 
Thiocyanate ซึง่สามารถสรา้งสารประกอบทีม่ปีฏกิริยิาสงูเมือ่รวมกบัสารฟอกขาว หาก
บัฟเฟอรส์ําหรบัการจับ (BR2) หรอืบัฟเฟอรส์ําหรับการลา้ง 1 (BR3) หกกระจาย ใหทํ้าความ
สะอาดดว้ยผงซกัฟอกและน้ําในหอ้งปฏบัิตกิารทีเ่หมาะสม หากของเหลวทีม่สีารทีอ่าจทําให ้
เกดิการตดิเชือ้กระจาย ใหทํ้าความสะอาดบรเิวณทีไ่ดร้ับผลกระทบดว้ยผงซกัฟอกและน้ําใน
หอ้งปฏบัิตกิารเป็นอันดับแรก จากนัน้จงึใชโ้ซเดยีมไฮโปคลอไรต ์(สารฟอกขาว) 1% (v/v) 

สารละลายทีทํ่าให ้ RNA คงตัวและสว่นผสมของเลอืดจาก PAXgene Blood RNA Tube 
(BRT) สามารถฆา่เชือ้โดยใชส้ารละลายฟอกขาวเชงิพาณชิย ์1 ปรมิาตร (โซเดยีมไฮโปคลอ
ไรท ์5%) ตอ่ 9 ปรมิาตรของสารละลายทีทํ่าให ้RNA คงตวัและสว่นผสมของเลอืด 

ของเสยีจากการเตรยีมตัวอยา่ง เชน่ ของเหลวเหนอืตะกอนจากขัน้ตอนการหมนุเหวีย่งใน
ขัน้ตอนการแยก RNA ใหพ้จิารณาวา่อาจทําใหม้กีารตดิเชือ้ได ้ ใชภ้าชนะบรรจสุารทีเ่ป็น
อันตรายทางชวีภาพเพือ่ทิง้วสัดชุวีภาพ การทิง้ขยะตอ้งทําตามกฎระเบยีบและขัน้ตอนใน
ทอ้งถิน่ของสถานทีป่ฏบัิตงิานของคณุ 

http://www.preanalytix.com/
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สว่นประกอบเฉพาะบางอยา่งของ PAXgene Blood RNA Kit มวัีตถปุระสงคใ์หใ้ชเ้พยีงครัง้เดยีว
เทา่นัน้ ดสูว่นประกอบทีม่ใีนชดุอปุกรณ์ทีห่นา้ 13 สาํหรับขอ้มลูเพิม่เตมิเกีย่วกบัสว่นประกอบ
แตล่ะอยา่ง 

ขอ้ความแสดงความเป็นอันตรายและขอ้ควรระวังตอ่ไปนีใ้ชก้บัสว่นประกอบของ PAXgene 
Blood RNA Kit ดคููม่อื PAXgene Blood RNA Tube สําหรับขอ้มลูดา้นความปลอดภยัเกีย่วกบั 
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 

Buffer BR2 

 

ประกอบดว้ย: Guanidine Thiocyanate อันตราย! อันตรายหากกลนื
กนิเขา้ไป อาจเป็นอันตรายเมือ่สมัผสักบัผวิหนังหรอืเมือ่หายใจเขา้
ไป ทําลายดวงตาอยา่งรนุแรง เป็นอันตรายตอ่สตัวน้ํ์าโดยมี
ผลกระทบในระยะยาวได ้ การสมัผัสกบักรดจะทําใหม้กีารปลอ่ยกา๊ซ
ทีเ่ป็นพษิมาก สวมถงุมอืป้องกนั/ชดุป้องกนั/แวน่ป้องกนัดวงตา/
หนา้กากป้องกนัใบหนา้ หากเขา้ตา: ใหใ้ชน้ํ้าสะอาดลา้งตาอยา่ง
ระมัดระวังเป็นเวลาหลายนาท ี หากใสค่อนแทคเลนส ์ ใหถ้อดออก
กอ่น หากทําไดโ้ดยงา่ย แลว้จงึทําการลา้งตาตอ่ไป ตดิตอ่ศนูย์
พษิวทิยาหรอืหมอ/ แพทยท์ันท ี 

 
Buffer BR3 

 

ประกอบดว้ย: เอทานอล; Guanidine Thiocyanate อันตราย! 
ของเหลวและไอระเหยไวไฟ ทําลายดวงตาอยา่งรนุแรง การสมัผสั
กบักรดจะทําใหม้กีารปลอ่ยกา๊ซทีเ่ป็นพษิมาก เก็บใหห้า่งจากความ
รอ้น/ประกายไฟ/เปลวไฟ/พืน้ผวิทีร่อ้น หา้มสบูบหุรี ่ สวมถงุมอื
ป้องกนั / ชดุป้องกนั/แวน่ป้องกนัดวงตา / หนา้กากป้องกนัใบหนา้ 
หากเขา้ตา: ใหใ้ชน้ํ้าสะอาดลา้งตาอยา่งระมัดระวังเป็นเวลาหลาย
นาท ี หากใสค่อนแทคเลนส ์ ใหถ้อดออกกอ่น หากทําไดโ้ดยงา่ย 
แลว้จงึทําการลา้งตาตอ่ไป ตดิตอ่ศนูยพ์ษิวทิยาหรอืหมอ/แพทย์
ทนัท ี 
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DNase I 

 

ประกอบดว้ย: DNase อันตราย! อาจทําใหเ้กดิปฏกิริยิาการแพท้ี่
ผวิหนัง หากสดูหายใจเขา้ไปอาจทําใหเ้กดิอาการแพ ้ หรอือาการ
หอบหดื หรอืหายใจลําบาก หลกีเลีย่งการหายใจเอาฝุ่ น/ควนั/กา๊ซ/
ละออง/ไอระเหย/สเปรยเ์ขา้ไป สวมถงุมอืป้องกนั / ชดุป้องกนั / 
แวน่ป้องกนัดวงตา / หนา้กากป้องกนัใบหนา้ ใหส้วมใสอ่ปุกรณ์
ป้องกนัระบบทางเดนิหายใจ หากมกีารสมัผสัหรอืเกีย่วขอ้ง: ตดิตอ่
ศนูยพ์ษิวทิยาหรอืหมอ/ แพทย ์ เคลือ่นยา้ยผูป่้วยไปยังทีท่ีม่อีากาศ
บรสิทุธิแ์ละใหพั้กในทา่ทีห่ายใจไดส้ะดวก 

 
Proteinase K 

 

ประกอบดว้ย: โปรตเินส K อันตราย! กอ่ใหเ้กดิการระคายเคอืง
ผวิหนังเล็กนอ้ยได ้ หากสดูหายใจเขา้ไปอาจทําใหเ้กดิอาการแพ ้
หรอือาการหอบหดื หรอืหายใจลําบาก หลกีเลีย่งการหายใจเอาฝุ่ น/
ควัน/กา๊ซ/ละออง/ไอระเหย/สเปรยเ์ขา้ไป สวมถงุมอืป้องกนั/ชดุ
ป้องกนั/ แวน่ป้องกนัดวงตา/หนา้กากป้องกนัใบหนา้ ใหส้วมใส่
อปุกรณ์ป้องกนัระบบทางเดนิหายใจ หากมกีารสมัผสัหรอืเกีย่วขอ้ง: 
ตดิตอ่ศนูยพ์ษิวทิยาหรอืหมอ/แพทย ์ เคลือ่นยา้ยผูป่้วยไปยังทีท่ีม่ี
อากาศบรสิทุธิแ์ละใหพั้กในทา่ทีห่ายใจไดส้ะดวก  
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การจัดเก็บและการจัดการน้ํายา 

ควรจดัเก็บสปินคอลัมน ์PAXgene RNA (PRC), สปินคอลมัน ์PAXgene Shredder (PSC), 
โปรตเีนส K (PK) และบัฟเฟอร ์(BR1, BR2, BR3, BR4 และ BR5) ไวใ้นทีแ่หง้ตามอณุหภมูิ
ทีร่ะบบุนฉลากชดุอปุกรณ์ 

RNase-Free DNase Set ซึง่ประกอบดว้ย DNase I (RNFD), บัฟเฟอรส์าํหรบัการยอ่ย DNA 
(RDD) และบัฟเฟอรส์ําหรับการแขวนลอย Dnase (DRB) จะถกูจัดสง่ทีอ่ณุหภมูแิวดลอ้ม 
จัดเก็บสว่นประกอบทัง้หมดของ RNase-Free DNase Set ทันททีีไ่ดร้ับทีอ่ณุหภมูทิีร่ะบบุน
ฉลาก เมือ่จัดเก็บอยา่งเหมาะสม ชดุอปุกรณ์จะคงตัวจนถงึวนัหมดอายบุนกลอ่งชดุอปุกรณ์ 

ควรใสใ่จตอ่วันหมดอายแุละสภาวะการจัดเก็บทีพ่มิพอ์ยูบ่นกลอ่งและฉลากของชิน้สว่น
ประกอบทัง้หมด หา้มใชช้ ิน้สว่นประกอบทีจ่ดัเก็บอยา่งไมถ่กูตอ้งหรอืหมดอายแุลว้ 

ความคงตัวขณะใชง้าน 
หลังจากใชช้ดุอปุกรณ์ครัง้แรก ตัวกระทําปฏกิริยิาจะมคีวามคงตัวในขวดทีใ่สม่าตัง้แตต่น้ที่
อณุหภมูติามทีร่ะบไุวบ้นฉลากกลอ่งอปุกรณ์และจนกระทั่งถงึวันหมดอายตุามทีร่ะบบุนฉลาก 

ตัวกระทําปฏกิริยิาทีใ่สล่งในขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาของ QIAcube Connect 
MDx จะคงตวัอยูน่าน 3 เดอืนในการจัดเก็บทีอ่ณุหภมูหิอ้ง (15–25°C) 

DNase I ทีส่รา้งขึน้ใหม ่(RNFD) มคีวามคงตวัทีอ่ณุหภมู ิ2−8°C นาน 6 สปัดาหใ์นขวดแกว้
ทีบ่รรจมุาตัง้แตแ่รก (สารละลายเขม้ขน้) 

สว่นยอ่ยสาํหรบัใชค้รัง้เดยีวของสารละลายเขม้ขน้ใน MCT ขนาด 1.5 ml (จัดใหใ้นชดุ
อปุกรณ์) จะคงตัวนาน 9 เดอืนในการจดัเก็บที ่-20°C หลังจากละลายแลว้สว่นยอ่ยสาํหรับใช ้
ครัง้เดยีวจะคงตัวนาน 6 สปัดาหใ์นการจัดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ2–8°C 
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การเกบ็ตวัอยา่ง การจัดเก็บ และการจัดการ 
สิง่สง่ตรวจ 

PAXgene Blood RNA Kit เป็นชดุอปุกรณ์ทีใ่ชส้ําหรับเลอืดทีเ่ก็บใน PAXgene Blood RNA 
Tubes  ตอ้งเก็บเลอืดใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ตามคําแนะนําในคูม่อื 
PAXgene Blood RNA Tube หากจําเป็น ดภูาคผนวก C (หนา้ 77) สําหรับคําแนะนําเกีย่วกับ
การจัดการ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ตัวอยา่งทัง้หมดควรไดร้ับการปฏบัิตวิา่อาจ
เป็นอันตราย ลกัษณะการทํางานของ PAXgene Blood RNA System ไดร้ับการกําหนดขึน้
ดว้ยการคดัลอกยนี FOS และ IL1B ซึง่สามารถดไูดท้ีห่นา้ 39−42 
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เกณฑว์ธิ:ี การแยก RNA ทัง้หมดแบบแมนนวลจาก
เลอืดครบสว่นของมนุษยท์ีเ่กบ็ตวัอยา่งไวใ้น 
PAXgene Blood RNA Tubes 

ประเด็นสําคัญกอ่นเริม่ 

 ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่กลอ่งชดุอปุกรณ์ไมบ่บุสลายและไมเ่สยีหาย และบัฟเฟอรไ์มร่ั่วไหล 
อยา่ใชช้ดุอปุกรณ์ทีไ่ดร้ับความเสยีหาย 

 เมือ่ใชปิ้เปต ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ตัง้คา่เป็นปรมิาตรทีถ่กูตอ้งและมกีารดดูและจา่ย
ของเหลวนัน้อยา่งระมัดระวังและสมบรูณ์ 

 เพือ่หลกีเลีย่งการถา่ยโอนตัวอยา่งไปยังหลอดหรอืคอลัมนส์ปินทีไ่มถ่กูตอ้ง ตรวจสอบ
ใหม้ั่นใจวา่หลอดและคอลัมนส์ปินทัง้หมดปิดฉลากอยา่งถกูตอ้งโดยใชป้ากกาชนดิหมกึ
ตดิถาวร ปิดฉลากทีฝ่าและตัวของแตล่ะหลอด (PT, MCT) สําหรับคอลัมนส์ปิน ใหปิ้ด
ฉลากทีต่ัว PT ของคอลัมน ์ปิดหลอดหรอืคอลัมนส์ปินแตล่ะอันหลังจากถา่ยโอน
ของเหลวเขา้ไป 

 การรั่วไหลของตัวอยา่งและบัฟเฟอรใ์นระหวา่งขัน้ตอนอาจทําใหป้รมิาณและความ
บรสิทุธิข์อง RNA ลดลง 

 ขัน้ตอนทัง้หมดของเกณฑว์ธินีี้รวมถงึขัน้ตอนการหมนุเหวีย่ง ควรดําเนนิการที่
อณุหภมูหิอ้ง (15-25°C) เวน้แตจ่ะระบไุวเ้ป็นอยา่งอืน่ 

เนือ่งจากความไวของเทคโนโลยกีารขยายกรดนวิคลอีกิ จงึจําเป็นตอ้งมขีอ้ควรระวังตอ่ไปนี้
ในการจดัการตวัอยา่งเพือ่หลกีเลีย่งการปนเป้ือนขา้ม: 

 ปิเปตตัวอยา่งลงในคอลัมนส์ปิน (PSC, PRC) อยา่งระมัดระวังโดยไมทํ่าใหข้อบของ
คอลัมนเ์ปียกชืน้ 

 เปลีย่นทปิปิเปตเสมอระหวา่งการถา่ยโอนของเหลว ใชท้ปิปิเปตป้องกนัละอองลอย 
 หลกีเลีย่งการสมัผสัเมมเบรนคอลัมนส์ปิน (PSC, PRC) ดว้ยทปิปิเปต 
 หลังจากหมนุวนหรอืใหค้วามรอ้นกบั MCT ใหห้มนุเหวีย่งสัน้ๆ เพือ่ขจัดหยดสารจาก 

ดา้นในของฝา 
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 สวมถงุมอืตลอดกระบวนการทัง้หมด ในกรณีทีถ่งุมอืกบัตวัอยา่งสมัผสักนั ใหเ้ปลีย่น 
ถงุมอืทันท ี

 ปิดคอลัมนส์ปิน (PSC, PRC) กอ่นวางลงในไมโครเซนตฟิิวจ ์หมนุเหวีย่งตามทีอ่ธบิายไว ้
ในขัน้ตอน 

 เปิดคอลัมนส์ปินเพยีงครัง้ละหนึง่คอลัมน ์(PSC, PRC) และระวังเพือ่หลกีเลีย่งการเกดิ
ละอองลอย 

 สําหรับการประมวลผลหลายตวัอยา่งแบบขนานทีม่ปีระสทิธภิาพ ใหเ้ตมิชัน้วางดว้ย PT 
ซึง่สามารถถา่ยโอนคอลัมนส์ปิน (PSC, PRC) ไดห้ลังจากการหมนุเหวีย่ง ทิง้ PT ใชแ้ลว้
ทีม่สี ิง่ไหลผา่นอยู ่และวางคอลัมนส์ปิน (PSC, PRC) ลงใน PT ใหมก่อ่นถา่ยโอนกลับไป
ยังไมโครเซนตรฟิิวจ ์

สิง่ทีต่อ้งทํากอ่นเริม่ 

 ตอ้งเก็บเลอืดใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ตามคําแนะนําในคูม่อื PAXgene 
Blood RNA Tube หากจําเป็น ดภูาคผนวก C (หนา้ 77) สําหรับคําแนะนําเกีย่วกบัการ
จัดการ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 

 ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ไดร้ับการบม่อยา่งนอ้ย 2 
ชัว่โมงทีอ่ณุหภมูหิอ้งหลังการเก็บเลอืดเพือ่ใหม้ั่นใจวา่เซลลเ์ม็ดเลอืดแตกสมบรูณ์และมี
การตกตะกอนของ RNA การบม่โดย PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ตลอดคนือาจ
เพิม่ปรมิาณได ้หากไมไ่ดทํ้าการบม่เลอืดเบือ้งตน้ทีอ่ณุหภมูหิอ้งนาน 2 ชัว่โมงกอ่นการ
จัดเก็บที ่2−8°C, −20°C หรอื −70°C, ใหทํ้าการปรับ PAXgene Blood RNA Tube 
(BRT) จนอยูท่ีอ่ณุหภมูหิอ้งเสยีกอ่นแลว้จงึคอ่ยบม่ทีอ่ณุหภมูนิีน้าน 2 ชัว่โมงกอ่นเริม่ทํา
ตามขัน้ตอน 

 อา่นขอ้มลูความปลอดภยัในหนา้ 17 
 อา่นคําแนะนําเกีย่วกบัการจดัการ RNA (ภาคผนวก A, หนา้ 74) 
 ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่เครือ่งมอืตา่งๆ เชน่ ปิเปตและตูบ้ม่แบบเขยา่ไดร้ับการตรวจสอบ

และสอบเทยีบมาตรฐานเป็นประจําตามคําแนะนําของผูผ้ลติ 
 ตอ้งใชตู้บ้ม่แบบเขยา่ในขัน้ตอนที ่5 และ 20 ตัง้อณุหภมูขิองตูบ้ม่แบบเขยา่เป็น 55°C 
 บัฟเฟอรส์ําหรบัการจับ (BR2) อาจกอ่ตัวเป็นตะกอนเมือ่จัดเก็บ ถา้จําเป็นใหอุ้น่ที ่37°C 

เพือ่ละลาย 
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 บัฟเฟอรส์ําหรบัการลา้ง 2 (BR4) จัดมาใหเ้ป็นสารเขม้ขน้ กอ่นใชค้รัง้แรก ใหเ้ตมิเอทา
นอล 4 ปรมิาตร (96–100% v/v, เกรดความบรสิทุธิ ์p.a.) ตามทีร่ะบไุวบ้นขวดเพือ่ให ้
ไดส้ารละลายทีใ่ชง้านได ้

 หากใช ้RNase-Free DNase Set เป็นครัง้แรก ใหเ้ตรยีมสารละลายเขม้ขน้ DNase I 
ละลายของแข็ง DNase I (RNFD; 1500 หน่วย Kunitz)5* ในบัฟเฟอรส์ําหรับการ
แขวนลอย Dnase (DRB) 550 µl ทีใ่หม้าพรอ้มกบัชดุอปุกรณ์ ระวังอยา่ให ้DNase I 
(RNFD) หายไปเมือ่เปิดขวด อยา่หมนุวน DNase I (RNFD) ทีส่รา้งขึน้ใหม ่DNase I มี
ความไวตอ่การแปลงสภาพทางกายภาพเป็นพเิศษ การผสมควรทําโดยการพลกิขวด
เบาๆ เทา่นัน้ 

 DNase I ทีส่รา้งขึน้ใหม ่(RNFD) สามารถจัดเก็บไดท้ี ่2−8°C ในขวดแกว้ทีบ่รรจมุา
ตัง้แตต่น้ (สารละลายเขม้ขน้) หรอืที ่−20°C หลังจากนําสารละลายเขม้ขน้ออกจากขวด
แกว้แลว้แบง่เป็นสว่นยอ่ยสาํหรับใชค้รัง้เดยีว (ใช ้MCT ขนาด 1.5 ml ทีใ่หม้าพรอ้มชดุ
อปุกรณ์ จะมจํีานวนมากพอแบง่เป็นสว่นยอ่ยได ้5 สว่น) สว่นยอ่ยทีล่ะลายแลว้สามารถ
จัดเก็บไดท้ี ่2–8°C หา้มนําสว่นยอ่ยไปแชแ่ข็งซํ้าอกีหลังจากละลายแลว้ 

 ขณะทีทํ่าการสรา้งใหมแ่ละแยกสว่นยอ่ยของ DNase I (RNFD) ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่
คณุปฏบัิตติามคําแนะนําในการจัดการ RNA (ภาคผนวก A, หนา้ 74) 

กระบวนการ 

1. หมนุเหวีย่ง PAXgene Blood RNA Tube (BRT) เป็นเวลา 10 นาททีี ่3,000–5,000 x g 
โดยใชโ้รเตอรแ์บบถังแกวง่ 

 
ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่ไดบ้ม่ตัวอยา่งเลอืดในหลอด PAXgene Blood RNA 
Tube (BRT) เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมงทีอ่ณุหภมูหิอ้ง (15–25°C) เพือ่ให ้
ไดเ้ซลลเ์ม็ดเลอืดแตกอยา่งสมบรูณ์และมกีารตกตะกอนของ RNA 

 
โรเตอรต์อ้งมอีะแดปเตอรห์ลอดสําหรับหลอดกน้กลม หากใชอ้ะแดปเตอร ์
หลอดชนดิอืน่ หลอดอาจแตกระหวา่งการหมนุเหวีย่ง 

 
* หน่วย Kunitz เป็นหน่วยทีใ่ชโ้ดยทัว่ไปสําหรับการวัด DNase I ซึง่กาํหนดเป็นปรมิาณ DNase I ทีทํ่าใหเ้กดิการเพิม่ขึน้ใน A260 

ของ 0.001 ตอ่นาทตีอ่มลิลลิติรที ่25°C, pH 5.0 โดยม ีDNA พอลเิมอไรซส์งูเป็นสารตัง้ตน้ (Kunitz, M. (1950) J. Gen. 
Physiol. 33, 349 และ 363) 
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2. นําสว่นเหนอืตะกอนออกโดยการรนิหรอืปิเปต เตมิน้ําปราศจาก RNase (RNFW) 4 ml ลง
ในเม็ดและปิดหลอดโดยใชแ้ผน่ปิด BD Hemogard รองใหม ่(ใหม้าพรอ้มกบัชดุอปุกรณ์) 
หากรนิสารเหนอืตะกอน ใหร้ะวังอยา่รบกวนเม็ดและเชด็ขอบหลอดใหแ้หง้ดว้ยกระดาษ
เชด็มอืทีส่ะอาด 

3. หมนุวนจนกวา่เม็ดจะละลายอยา่งเห็นไดช้ดัและหมนุเหวีย่งเป็นเวลา 10 นาททีี ่ 
3,000–5,000 x g โดยใชโ้รเตอรแ์บบถังแกวง่ นําสว่นเหนอืตะกอนทัง้หมดออกและทิง้ 
เศษเล็กเศษนอ้ยทีเ่หลอือยูใ่นสว่นเหนอืตะกอนหลังจากการหมนุวน แตก่อ่นการหมนุ
เหวีย่งจะไมส่ง่ผลกระทบตอ่ขัน้ตอน 

 
การกําจัดสว่นเหนอืตะกอนทีไ่มส่มบรูณ์จะยับยัง้การแตกตัวและทําใหไ้ลเสต
เจอืจางลงดังนัน้จงึสง่ผลตอ่เงือ่นไขในการจับ RNA กบัเมมเบรน PAXgene 

4. เตมิบัฟเฟอรส์าํหรบัการแขวนลอย (BR1) 350 µl และหมนุวนจนเม็ดละลายอยา่งเหน็ไดช้ดั 
5. ปิเปตตัวอยา่งลงใน MCT ขนาด 1.5 ml เพิม่บัฟเฟอรส์ําหรบัการจับ (BR2) 300 µl และ 

โปรตเินส K (PK) 40 µl ผสมโดยการหมนุวนเป็นเวลา 5วนิาท ีและบม่เป็นเวลา 10 นาที
ที ่55°C โดยใชตู้บ้ม่แบบเขยา่ที ่400–1,400 rpm หลังจากการบม่ ใหต้ัง้อณุหภมูขิองตู ้
บม่แบบเขยา่เป็น 65°C (สําหรบัขัน้ตอนที ่20) 

 
อยา่ผสมบัฟเฟอรส์ําหรับการจบั (BR2) และ โปรตเินส K (PK) เขา้ดว้ยกนั
กอ่นทีจ่ะเพิม่ลงในตัวอยา่ง 

6. ปิเปตไลเซทลงใน PSC (สมีว่ง) ทีว่างไวใ้น PT ขนาด 2 ml โดยตรง และหมนุเหวีย่ง
เป็นเวลา 3 นาทดีว้ยความเร็วสงูสดุ (แตไ่มเ่กนิ 20,000 x g) 

 
ปิเปตไลเซทลงในคอลัมนส์ปิน (PSC) อยา่งระมัดระวังและตรวจสอบดว้ย
สายตาวา่ไลเซทถกูถา่ยโอนไปยังคอลัมนส์ปิน (PSC) อยา่งสมบรูณ์ 

เพือ่ป้องกนัความเสยีหายของ Column (PSC) และหลอด (PT) หา้มเกนิ 20,000 x g 

 
บางตัวอยา่งอาจไหลผา่น PSC โดยไมม่กีารหมนุเหวีย่ง นีเ้นือ่งจากบาง
ตัวอยา่งมคีวามหนดืตํา่และไมค่วรนํามาเป็นตวับง่ชีค้วามลม้เหลวของ
ผลติภัณฑ ์

7. ถา่ยสว่นเหนอืตะกอนทัง้หมดของสว่นการไหลผา่นอยา่งระมดัระวังไปยัง MCT ขนาด 
1.5 ml หลอดใหมโ่ดยไมร่บกวนเม็ดใน PT 
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8. เตมิเอทานอล 350 µl (96–100% v/v, เกรดบรสิทุธิ ์p.a.) ผสมโดยการหมนุวนและ
หมนุเหวีย่งสัน้ๆ (1–2 วนิาททีี ่500–1,000 x g) เพือ่ขจัดหยดสารจากดา้นในของ 
ฝาหลอด 

 
ระยะเวลาของการหมนุเหวีย่งตอ้งไมเ่กนิ 1–2 วนิาทเีนือ่งจากอาจทําใหก้รด
นวิคลอีกิอัดเป็นเม็ดและปรมิาณ RNA ทัง้หมดทีจ่ะไดล้ดลง 

9. ปิเปตตัวอยา่ง 700 µl ลงใน PRC (สแีดง) ทีว่างไวใ้น PT ขนาด 2 ml และหมนุเหวีย่ง
เป็นเวลา 1 นาททีี ่8,000–20,000 x g วางคอลัมนส์ปิน (PRC) ใน PT ขนาด 2 ml 
หลอดใหมแ่ละทิง้ PT เดมิทีม่สีารไหลผา่นอยู ่

10. ปิเปตตัวอยา่งทีเ่หลอืลงใน PRC และหมนุเหวีย่งเป็นเวลา 1 นาททีี ่8,000–20,000 x g 
วางคอลัมนส์ปิน (PRC) ใน PT ขนาด 2 mlหลอดใหม ่และทิง้ PTเดมิทีม่สีารไหลผา่นอยู ่

 
ปิเปตตัวอยา่งลงในคอลัมนส์ปิน (PRC) อยา่งระมัดระวังและตรวจสอบดว้ย
สายตาวา่ตัวอยา่งถกูถา่ยไปยังคอลัมนส์ปิน (PRC) อยา่งสมบรูณ์ 

11. ปิเปตบัฟเฟอรส์ําหรับการลา้ง 1 (BR3) จํานวน 350 µl ลงใน PRC หมนุเหวีย่งเป็นเวลา 
1 นาททีี ่8,000–20,000 x g วางคอลัมนส์ปิน (PRC) ใน PT ขนาด 2 ml หลอดใหมแ่ละ
ทิง้ PT เดมิทีม่สีารไหลผา่นอยู ่

12. เตมิสารละลายเขม้ขน้ DNase I (RNFD) 10 µl ลงในบัฟเฟอรส์ําหรับการยอ่ย DNA 
(RDD) 70 µl ใน MCT ขนาด 1.5 ml ผสมโดยการสะบัดหลอดเบาๆ และหมนุเหวีย่งสัน้ๆ 
เพือ่รวบรวมของเหลวทีเ่หลอืจากดา้นขา้งของหลอด 
ตัวอยา่งเชน่ หากประมวลผล 10 ตัวอยา่ง ใหเ้พิม่สารละลายเขม้ขน้ DNase I (RNFD) 
100 µl ลงใน บัฟเฟอรส์ําหรบัการยอ่ย DNA (RDD) 700 µl ใช ้MCT ขนาด 1.5 ml ที่
ใหม้าพรอ้มชดุอปุกรณ์ 

 
DNase I มคีวามไวตอ่การแปลงสภาพทางกายภาพเป็นพเิศษ การผสมควรทํา
โดยการสะบัดหลอดเบาๆ เทา่นัน้ อยา่หมนุวน 

13. ปิเปตสว่นผสมการบม่ DNase I (RNFD) (80 µl) ลงบนเมมเบรน PRC โดยตรงและวาง
บนโตะ๊ทีต่ัง้ (20–30°C) เป็นเวลา 15 นาท ี

 
ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่สว่นผสมการบม่ DNase I (RNFD) ถกูวางลงบนเมมเบรน
โดยตรง การยอ่ย DNase จะไมส่มบรูณ์หากสว่นหนึง่ของสว่นผสมถกูใชแ้ละ
ยังคงอยูบ่นผนังหรอืโอรงิของคอลัมนส์ปิน (PRC) 
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14. ปิเปตบัฟเฟอรส์ําหรับการลา้ง 1 (BR3) จํานวน 350 µl ลงใน PRC และหมนุเหวีย่งเป็น
เวลา 1 นาททีี ่8,000–20,000 x g วางคอลัมนส์ปิน (PRC) ใน PT ขนาด 2 ml หลอด
ใหม ่และทิง้ PTเดมิทีม่สีารไหลผา่นอยู ่

15. ปิเปตบัฟเฟอรส์ําหรับการลา้ง 2 (BR4) จํานวน 500 µl ลงใน PRC และหมนุเหวีย่งเป็น
เวลา 1 นาททีี ่8,000–20,000 x g วางคอลัมนส์ปิน (PRC) ใน PT ขนาด 2 ml หลอด
ใหม ่และทิง้ PTเดมิทีม่สีารไหลผา่นอยู ่

 
บัฟเฟอรส์ําหรบัการลา้ง 2 (BR4) จัดมาใหเ้ป็นสารเขม้ขน้ ตรวจสอบใหม้ัน่ใจ
วา่ไดเ้ตมิเอทานอลลงในบัฟเฟอรส์ําหรับการลา้ง 2 (BR4) กอ่นใช ้ 
(ด"ูสิง่ทีต่อ้งทํากอ่นเริม่", หนา้ 24) 

16. เตมิบัฟเฟอรส์ําหรับการลา้ง 2 (BR4) อกี 500 µl ลงใน PRC หมนุเหวีย่งเป็นเวลา 3 
นาททีี ่8,000–20,000 x g 

17. ทิง้ PT ทีม่สีารไหลผา่น แลว้วาง PRC ใน PT ขนาด 2 ml หลอดใหม ่หมนุเหวีย่งเป็น
เวลา 1 นาททีี ่8,000–20,000 x g 

18. ทิง้ PT ทีม่สีารไหลผา่น วาง PRC ใน MCT ขนาด 1.5 ml และปิเปตบัฟฟเฟอรส์ําหรับชะ
ลา้ง (BR5) 40 µl ลงบนเมมเบรนของ PRC โดยตรง หมนุเหวีย่งเป็นเวลา 1 นาททีี ่
8,000–20,000 x g เพือ่ชะลา้ง RNA 
สิง่สาํคัญคอืตอ้งทําใหเ้มมเบรนทัง้หมดเปียกดว้ยบัฟเฟอรส์าํหรับการชะลา้ง (BR5) 
เพือ่ใหไ้ดป้ระสทิธภิาพการชะลา้งสงูสดุ 

19. ทําขัน้ตอนการชะลา้งซํ้า (ขัน้ตอนที ่18) ตามทีอ่ธบิายโดยใชบั้ฟเฟอรส์ําหรับการชะลา้ง 
(BR5) 40 µl และ MCT หลอดเดยีวกนั 

20. บม่การชะลา้งเป็นเวลา 5 นาททีี ่65°C ในตูบ้ม่แบบเขยา่ (จากขัน้ตอนที ่5) โดยไมต่อ้ง
เขยา่ หลังจากการบม่แลว้ ทําใหเ้ย็นลงบนน้ําแข็งทันท ี

 
การบม่ทีอ่ณุหภมู ิ65°C นีจ้ะแปลงสภาพ RNA สําหรับแอปพลเิคชนัดาวน์
สตรมี แมว้า่แอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมีจะมขีัน้ตอนการเแปลงสภาพความรอ้น
อยา่ละเวน้ขัน้ตอนนี ้การแปลงสภาพ RNA อยา่งเพยีงพอทีจ่ดุนีเ้ป็นสิง่จําเป็น
ตอ่การไดป้ระสทิธภิาพสงูสดุในแอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมี 
อยา่ใหเ้กนิเวลาหรอือณุหภมูกิารบม่ 
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21. หากไมไ่ดใ้ชต้วัอยา่ง RNA ทนัท ีใหจ้ัดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ–20°C หรอื –70°C  
เนือ่งจาก RNA ยังคงแปลงสภาพหลังจากการแชแ่ข็งและการละลายซ้ํา จงึไมจํ่าเป็นตอ้ง
ทําการบม่ซํ้าที ่65°C หากใชต้วัอยา่ง RNA ในการตรวจวนิจิฉัย ใหทํ้าตามคําแนะนําที่
จัดทําโดยผูผ้ลติ 
สําหรับการหาปรมิาณ RNA ทีแ่มน่ยําโดยการดดูซบัที ่260 nm เราขอแนะนําใหเ้จอืจาง
ตัวอยา่งดว้ย 10 mM Tris-HCl, pH 7.56* การเจอืจางตัวอยา่งในน้ําทีป่ราศจาก RNase 
อาจทําใหไ้ดค้า่ตํา่อยา่งไมถ่กูตอ้ง  
ปรับเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรเ์ป็นศนูยโ์ดยใชช้อ่งวา่งทีป่ระกอบดว้ยบัฟเฟอรส์ําหรับ
การชะลา้ง (BR5) และ บัฟเฟอร ์Tris-HCl ในสดัสว่นเดยีวกบัในตัวอยา่งทีจ่ะวัด บัฟเฟอร์
สําหรับการชะลา้ง (BR5) มกีารดดูซบัสงูที ่220 nm ซึง่อาจทําใหร้ะดับการดดูซบัพืน้
หลังสงูหากเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรไ์มไ่ดร้ับการปรับคา่เป็นศนูยอ์ยา่งเหมาะสม 

22. ปิดฝาขวดทัง้หมดทีใ่สบั่ฟเฟอรแ์ละน้ําปราศจาก RNase ขวดแกว้ และหลอดใสเ่อนไซม์
และบัฟเฟอรเ์อนไซม ์และถงึใสว่สัดพุลาสตกิจากชดุอปุกรณ์ทีใ่ชส้ําหรับเกณฑว์ธินีี ้
จัดเก็บสว่นประกอบทีเ่หลอืของชดุอปุกรณ์ตามทีอ่ธบิายไวใ้นหัวขอ้ “การจดัเก็บและการ
จัดการน้ํายา” (หนา้ 21) และ “ความคงตัวขณะใชง้าน” (หนา้ 21) จนกวา่จะใชต้อ่ไป 

 
* เมือ่ทํางานกบัสารเคม ีควรสวมเสือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบิัตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้ และแวน่ตาป้องกนัทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับ

ขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดศกึษาเอกสารขอ้มลูความปลอดภยั (Safety Data Sheet, SDS) ทีเ่หมาะสมจากผูจั้ดจําหน่ายของผลติภณัฑ์
นัน้ 

 
สําหรับการหาปรมิาณใน บัฟเฟอร ์Tris-HCl ใหใ้ชค้วามสมัพันธ ์A260 = 1 ⇒ 
44 µg/ml ดภูาคผนวก B, หนา้ 75 
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เกณฑว์ธิ:ี การแยก RNA ทัง้หมดแบบอตัโนมัตจิาก
เลอืดครบสว่นของมนุษยท์ีเ่กบ็ตวัอยา่งไวใ้น 
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 

ประเด็นสําคัญกอ่นเริม่ 

 ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่กลอ่งชดุอปุกรณ์ไมบ่บุสลายและไมเ่สยีหาย และบัฟเฟอรไ์มร่ั่วไหล 
อยา่ใชช้ดุอปุกรณ์ทีไ่ดร้ับความเสยีหาย 

 เมือ่ใชปิ้เปต ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ตัง้คา่เป็นปรมิาตรทีถ่กูตอ้งและมกีารดดูและจา่ย
ของเหลวนัน้อยา่งระมัดระวังและสมบรูณ์ 

 เพือ่หลกีเลีย่งการถา่ยตวัอยา่งไปยังหลอดและวัสดสุ ิน้เปลอืงพลาสตกิทีไ่มถ่กูตอ้ง 
ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่ PT, MCT และโรเตอรอ์ะแดปเตอรท์ัง้หมดตดิฉลากอยา่งถกูตอ้ง
โดยใชป้ากกาชนดิหมกึตดิถาวร ตดิฉลากทีฝ่าและตัว MCT แตล่ะหลอด, ตวั PT แตล่ะ
หลอดและผนังดา้นนอกของโรเตอรอ์ะแดปเตอรแ์ตล่ะตัว 

 การรั่วไหลของตัวอยา่งและบัฟเฟอรใ์นระหวา่งขัน้ตอนอาจทําใหป้รมิาณและความ
บรสิทุธิข์อง RNA ลดลง 

 ขัน้ตอนทัง้หมดของเกณฑว์ธินีี้รวมถงึขัน้ตอนการหมนุเหวีย่ง ควรดําเนนิการที่
อณุหภมูหิอ้ง (15-25°C) เวน้แตจ่ะระบไุวเ้ป็นอยา่งอืน่ 

เนือ่งจากความไวของเทคโนโลยกีารขยายกรดนวิคลอีกิ จงึจําเป็นตอ้งมขีอ้ควรระวังตอ่ไปนี้
ในการจดัการตวัอยา่งเพือ่หลกีเลีย่งการปนเป้ือนขา้ม: 

 ปิเปตตัวอยา่งลงใน PT อยา่งระมัดระวังทีส่ว่นกน้หลอดโดยไมทํ่าใหข้อบหลอดเปียกชืน้ 
 เปลีย่นทปิปิเปตเสมอระหวา่งการถา่ยโอนของเหลว ใชท้ปิปิเปตป้องกนัละอองลอย 
 หลกีเลีย่งการสมัผสัเมมเบรนคอลัมนส์ปิน (PSC, PRC) ดว้ยทปิปิเปต 
 หลังจากหมนุวนหรอืใหค้วามรอ้นกบั MCT ใหห้มนุเหวีย่งสัน้ๆ เพือ่ขจัดหยดสารจาก 

ดา้นในของฝา 
 สวมถงุมอืตลอดกระบวนการทัง้หมด ในกรณีทีถ่งุมอืกบัตวัอยา่งสมัผสักนั ใหเ้ปลีย่น 

ถงุมอืทันท ี
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สิง่ทีต่อ้งทํากอ่นเริม่ 

 ตอ้งเก็บเลอืดใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ตามคําแนะนําในคูม่อื PAXgene 
Blood RNA Tube หากจําเป็น ดภูาคผนวก C (หนา้ 77) สําหรับคําแนะนําเกีย่วกบัการ
จัดการ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 

 ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่ PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ไดร้ับการบม่อยา่งนอ้ย 2 
ชัว่โมงทีอ่ณุหภมูหิอ้งหลังการเก็บเลอืดเพือ่ใหม้ั่นใจวา่เซลลเ์ม็ดเลอืดแตกสมบรูณ์และมี
การตกตะกอนของ RNA การบม่โดย PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ตลอดคนือาจ
เพิม่ปรมิาณได ้ถา้ PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ถกูจดัเก็บไวท้ี ่2–8°C, –20°C 
หรอื –70°C หลังการเก็บเลอืด ใหป้รับใหส้มดลุกบัอณุหภมูหิอ้งกอ่นแลว้จงึจดัเก็บไวท้ี่
อณุหภมูหิอ้งเป็นเวลา 2 ชัว่โมงกอ่นเริม่ขัน้ตอน 

 อา่นขอ้มลูความปลอดภยัในหนา้ 17 
 อา่น "หมายเหตสุําคัญ", หนา้ 55 
 อา่นคําแนะนําเกีย่วกบัการจดัการ RNA (ภาคผนวก A, หนา้ 74) 
 อา่นคูม่อืผูใ้ช ้QIAcube Connect MDx ทีเ่หมาะสมและขอ้มลูเพิม่เตมิทีใ่หม้าพรอ้มกบั

เครือ่งมอืโดยใหค้วามสําคัญตอ่ขอ้มลูดา้นความปลอดภยั 
 ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่อปุกรณ์และเครือ่งมอื เชน่ ปิเปตและ QIAcube Connect MDx 

ไดร้ับการตรวจสอบและสอบเทยีบอยา่งสมํา่เสมอตามคําแนะนําของผูผ้ลติ 
 บัฟเฟอรส์ําหรบัการจับ (BR2) อาจกอ่ตวัเป็นตะกอนเมือ่จัดเก็บ ถา้จําเป็นใหอุ้น่ที ่37°C 

เพือ่ละลาย 
 บัฟเฟอรส์ําหรบัการลา้ง 2 (BR4) จัดมาใหเ้ป็นสารเขม้ขน้ กอ่นใชค้รัง้แรก ใหเ้ตมิเอทา

นอล(96–100% v/v, เกรดความบรสิทุธิ ์p.a.) ในปรมิาณทีเ่หมาะสมตามทีร่ะบไุวบ้น
ขวดเพือ่ใหไ้ดส้ารละลายทีใ่ชง้านได ้

 หากใช ้RNase-Free DNase Set เป็นครัง้แรก ใหเ้ตรยีมสารละลายเขม้ขน้ DNase I 
ละลายของแข็ง DNase I (RNFD; 1500 หน่วย Kunitz)7* ในบัฟเฟอรส์ําหรับการ
แขวนลอย DNase (DRB) 550 µl ทีใ่หม้าพรอ้มกบัชดุอปุกรณ์ ระวังอยา่ให ้DNase I 
(RNFD) หายไปเมือ่เปิดขวด อยา่หมนุวน DNase I (RNFD) ทีส่รา้งขึน้ใหม ่DNase I  

 
* หน่วย Kunitz เป็นหน่วยทีใ่ชโ้ดยทัว่ไปสําหรับการวัด DNase I ซึง่กาํหนดเป็นปรมิาณ DNase I ทีทํ่าใหเ้กดิการเพิม่ขึน้ใน A260 

ของ 0.001 ตอ่นาทตีอ่มลิลลิติรที ่25°C, pH 5.0 โดยม ีDNA พอลเิมอไรซส์งูเป็นสารตัง้ตน้ (Kunitz, M. (1950) J. Gen. 
Physiol. 33, 349 และ 363) 
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มคีวามไวตอ่การแปลงสภาพทางกายภาพเป็นพเิศษ การผสมควรทําโดยการพลกิขวด
เบาๆ เทา่นัน้ 

 DNase I ทีส่รา้งขึน้ใหม ่(RNFD) สามารถจัดเก็บไดท้ี ่2−8°C ในขวดแกว้ทีบ่รรจมุา
ตัง้แตต่น้ (สารละลายเขม้ขน้) หรอืที ่−20°C หลังจากนําสารละลายเขม้ขน้ออกจากขวด
แกว้แลว้แบง่เป็นสว่นยอ่ยสาํหรับใชค้รัง้เดยีว (ใช ้MCT ขนาด 1.5 ml ทีใ่หม้าพรอ้มชดุ
อปุกรณ์ จะมจํีานวนมากพอแบง่เป็นสว่นยอ่ยได ้5 สว่น) สว่นยอ่ยทีล่ะลายแลว้สามารถ
จัดเก็บไดท้ี ่2–8°C หา้มนําสว่นยอ่ยไปแชแ่ข็งซํ้าอกีหลังจากละลายแลว้ 

 ขณะทีทํ่าการสรา้งใหมแ่ละแยกสว่นยอ่ยของ DNase I (RNFD) ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่
คณุปฏบัิตติามคําแนะนําในการจัดการ RNA (ภาคผนวก A, หนา้ 74) 

 ตดิตัง้อะแดปเตอรเ์ครือ่งเขยา่ทีถ่กูตอ้ง (มาพรอ้มกบั QIAcube Connect MDx ใชอ้ะ
แดปเตอรส์ําหรบัหลอดล็อกสนทิขนาด 2 ml ทีม่เีครือ่งหมาย "2") และวางชัน้วางเครือ่ง
เขยา่ไวด้า้นบนของอะแดปเตอร ์

 ตรวจสอบลิน้ชกัขยะและเททิง้หากจําเป็น 
 ตดิตัง้เกณฑว์ธิทีีเ่กีย่วขอ้งหากยังไมไ่ดดํ้าเนนิการสําหรับการดําเนนิการกอ่นหนา้นี ้

QIAcube Connect MDx ตอ้งการเกณฑว์ธิทีัง้หมดทีพ่บในไฟล ์zip ทีเ่กีย่วขอ้งเพือ่
ดาวนโ์หลด ด ู“การตดิตัง้เกณฑว์ธิบีน QIAcube Connect MDx”, หนา้ 57 

กระบวนการ 

1. ปิดฝาครอบ QIAcube Connect MDx แลว้เปิดเครือ่งมอืดว้ยสวทิชเ์ปิด/ปิด  
(ด ูรปูที ่15, หนา้ 56) 
เสยีงบี๊บดังขึน้และหนา้จอเริม่ตน้จะปรากฏขึน้ เครือ่งมอืทําการทดสอบการเริม่ตน้โดย
อัตโนมัต ิ

2. เปิดฝาครอบ QIAcube Connect MDx และใสส่ารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาและอปุกรณ์
พลาสตกิทีจํ่าเป็นลงในเครือ่งมอื ด ู"การโหลด QIAcube Connect MDx", หนา้ 58 
เพือ่ประหยดัเวลา การโหลดสามารถทําไดร้ะหวา่งขัน้ตอนการหมนุเหวีย่ง 10 นาท ีใน
หนึง่หรอืทัง้สองขัน้ตอนตอ่ไปนี ้(ขัน้ตอนที ่3 และ 5) 

3. หมนุเหวีย่ง PAXgene Blood RNA Tube (BRT) เป็นเวลา 10 นาททีี ่3,000–5,000 x g 
โดยใชโ้รเตอรแ์บบถังแกวง่ 
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ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่ไดบ้ม่ตัวอยา่งเลอืดในหลอด PAXgene Blood RNA 
Tube (BRT) เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมงทีอ่ณุหภมูหิอ้ง (15–25°C) เพือ่ให ้
ไดเ้ซลลเ์ม็ดเลอืดแตกอยา่งสมบรูณ์และมกีารตกตะกอนของ RNA 

 
โรเตอรต์อ้งมอีะแดปเตอรห์ลอดสําหรับหลอดกน้กลม หากใชอ้ะแดปเตอรห์
ลอดชนดิอืน่ หลอดอาจแตกระหวา่งการหมนุเหวีย่ง 

4. นําสว่นเหนอืตะกอนออกโดยการรนิหรอืปิเปต หากรนิสารเหนอืตะกอน ใหร้ะวังอยา่
รบกวนเม็ดและเชด็ขอบหลอดใหแ้หง้ดว้ยกระดาษเชด็มอืทีส่ะอาด เตมิน้ําปราศจาก 
RNase (RNFW) 4 ml ลงในเม็ดและปิดหลอดโดยใชแ้ผน่ปิด BD Hemogard รองใหม ่
(ใหม้าพรอ้มกบัชดุอปุกรณ์) 

5. หมนุวนจนกวา่เม็ดจะละลายอยา่งเห็นไดช้ดัและหมนุเหวีย่งเป็นเวลา 10 นาททีี ่ 
3,000–5,000 x g โดยใชโ้รเตอรแ์บบถังแกวง่ นําสว่นเหนอืตะกอนทัง้หมดออกและทิง้ 
เศษเล็กเศษนอ้ยทีเ่หลอือยูใ่นสว่นเหนอืตะกอนหลังจากการหมนุวน แตก่อ่นการหมนุ
เหวีย่งจะไมส่ง่ผลกระทบตอ่ขัน้ตอน 

 
การกําจัดสว่นเหนอืตะกอนทีไ่มส่มบรูณ์จะยับยัง้การแตกตัวและทําใหไ้ลเสต
เจอืจางลงดังนัน้จงึสง่ผลตอ่เงือ่นไขในการจับ RNA กบัเมมเบรน PAXgene 

6. เตมิบัฟเฟอรส์าํหรบัการแขวนลอย (BR1) 350 µl และหมนุวนจนเม็ดละลายอยา่งเหน็ไดช้ดั 
7. ปิเปตตัวอยา่งลงใน PT ขนาด 2 ml 

 
ใช ้PT ขนาด 2 ml ทีร่วมอยูใ่น PAXgene Blood RNA Kit 

8. ใส ่PT เปิดทีม่ตีัวอยา่งบรรจอุยูล่งในเครือ่งเขยา่ของ QIAcube Connect MDx  
(ด ูรปูที1่8, หนา้ 60) ตําแหน่งตัวอยา่งจะถกูกําหนดหมายเลขเพือ่ความสะดวกในการ
โหลด เสยีบปลั๊กของชัน้วางเครือ่งเขยา่ (มาพรอ้มกบั QIAcube Connect MDx) ลงใน
ชอ่งทีข่อบของชัน้วางเครือ่งเขยา่ทีอ่ยูต่ดิกบั PT แตล่ะหลอด สิง่นีทํ้าใหส้ามารถตรวจจับ
ตัวอยา่งระหวา่งการตรวจสอบโหลด 

 
 
 



 

PAXgene Blood RNA Kit (คูม่อื) คําแนะนําการใชง้าน   04/2022  34 

 
ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่ไดต้ดิตัง้อะแดปเตอรเ์ครือ่งเขยา่ทีถ่กูตอ้ง (อะแดปเตอร์
เครือ่งเขยา่, 2 ml, หลอดล็อกสนทิซึง่มเีครือ่งหมาย "2" ทีม่าพรอ้มกบั 
QIAcube Connect MDx) 

 
หากประมวลผลนอ้ยกวา่ 12 ตัวอยา่ง ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ไดใ้สช่ัน้วางเครือ่ง
เขยา่ตามทีแ่สดงใน รปูที ่22, หนา้ 64 ไมส่ามารถดําเนนิการหนึง่ (1) 
ตัวอยา่งหรอื 11 ตัวอยา่งได ้หมายเลขตําแหน่งในชัน้วางเครือ่งเขยา่จะตรงกบั
หมายเลขตําแหน่งในเครือ่งหมนุเหวีย่ง 

9. ปิดฝาครอบ QIAcube Connect MDx (ด ูรปูที ่15, หนา้ 56) 
10. เลอืกเกณฑว์ธิ ี"PAXgene Blood RNA Part A" และเริม่เกณฑว์ธิ ี

ทําตามคําแนะนําทีใ่หไ้วบ้นหนา้จอสมัผสัของ QIAcube Connect MDx 

 
ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่ทัง้สองสว่นของโปรแกรม (สว่น A และสว่น B) ไดร้ับการ
ตดิตัง้บน QIAcube Connect MDx แลว้ (ด ู"การตดิตัง้เกณฑว์ธิบีน QIAcube 
Connect MDx", หนา้ 57) 

 
เครือ่งมอืนีจ้ะทําการตรวจสอบโหลดสําหรับตวัอยา่ง ทปิ โรเตอรอ์ะแดปเตอร์
และขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา 

11. หลังจากเกณฑว์ธิ ี"PAXgene Blood RNA Part A" เสร็จสิน้ ใหเ้ปิดฝาครอบ QIAcube 
Connect MDx(ด ูรปูที ่15, หนา้ 56) ถอดและทิง้ PRC จากโรเตอรอ์ะแดปเตอรแ์ละ PT 
เปลา่ออกจากเครือ่งเขยา่ 

 
ระหวา่งการดําเนนิการคอลัมนส์ปินจะถกูโอนจากตําแหน่งโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์
1 (ตําแหน่งฝา L1) ไปยังตําแหน่งโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์3 (ตําแหน่งฝา L2) 
โดยเครือ่งมอื (ด ูรปูที ่20, หนา้ 62) 

12. ปิดฝาของ MCT ขนาด 1.5 ml ทัง้หมดทีม่ ีRNA บรสิทุธิใ์นโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์
(ตําแหน่ง 3, ตําแหน่งฝา L3 ด ูรปูที ่20, หนา้ 62) ถา่ย MCT ขนาด 1.5 ml ไปทีอ่ะแดป
เตอรเ์ครือ่งเขยา่ QIAcube Connect MDx (ด ูรปูที ่18, หนา้ 60) 

13. ปิดฝาครอบ QIAcube Connect MDx (ด ูรปูที ่15, หนา้ 56) 
14. เลอืกเกณฑว์ธิ ี"PAXgene Blood RNA Part B" และเริม่เกณฑว์ธิ ี

ทําตามคําแนะนําทีใ่หไ้วบ้นหนา้จอสมัผสั QIAcube Connect MDx 
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โปรแกรมนีจ้ะบม่ตัวอยา่งทีอ่ณุหภมู ิ65°C และแปลงสภาพ RNA สําหรับแอป
พลเิคชนัดาวนส์ตรมี แมว้า่แอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมีจะมขีัน้ตอนการเแปลง
สภาพความรอ้นอยา่ละเวน้ขัน้ตอนนี ้การแปลงสภาพ RNA อยา่งเพยีงพอทีจ่ดุ
นีเ้ป็นสิง่จําเป็นตอ่การไดป้ระสทิธภิาพสงูสดุในแอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมี 

15. หลังจากเกณฑว์ธิ ี"PAXgene Blood RNA Part B" เสร็จสิน้ ใหเ้ปิดฝาครอบ QIAcube 
Connect MDx (ด ูรปูที ่15, หนา้ 56) วาง MCT ทีม่ ีRNA บรสิทุธิบ์นน้ําแข็งทันท ี

 
คําเตอืน: พืน้ผวิรอ้น เครือ่งเขยา่สามารถเขา้ถงึอณุหภมูไิดส้งูถงึ 70°C 
หลกีเลีย่งการสมัผสัเมือ่มันรอ้น 

 

 
อยา่ปลอ่ยให ้RNA บรสิทุธิค์า้งอยูใ่น QIAcube Connect MDx เนือ่งจาก
ตัวอยา่งไมไ่ดถ้กูทําใหเ้ย็นลง RNA ทีบ่รสิทุธิจ์งึสามารถยอ่ยสลายได ้ดังนัน้
จงึไมแ่นะนําใหดํ้าเนนิการเตรยีมตัวอยา่งคา้งคนืโดยไมม่กีารดแูล 

16. หากไมไ่ดใ้ชต้วัอยา่ง RNA ทนัท ีใหจ้ัดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ–20°C หรอื –70°C 
เนือ่งจาก RNA ยังคงถกูแปลงสภาพหลังจากการแชแ่ข็งและการละลายซํา้ จงึไม่
จําเป็นตอ้งทําเกณฑว์ธิกีารบม่ดว้ยความรอ้นซํ้า (" PAXgene Blood RNA Part B")  
หากใชต้ัวอยา่ง RNA ในการตรวจวนิจิฉัย ใหทํ้าตามคําแนะนําทีจ่ัดทําโดยผูผ้ลติ 
สําหรับการหาปรมิาณ RNA ทีแ่มน่ยําโดยการดดูซบัที ่260 nm เราขอแนะนําใหเ้จอืจาง
ตัวอยา่งใน Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.58* การเจอืจางตัวอยา่งในน้ําทีป่ราศจาก RNase 
อาจทําใหไ้ดค้า่ตํา่อยา่งไมถ่กูตอ้ง  
ปรับเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรเ์ป็นศนูยโ์ดยใชช้อ่งวา่งทีป่ระกอบดว้ยบัฟเฟอรส์ําหรับ
การชะลา้ง (BR5) และ บัฟเฟอร ์Tris-HCl ในสดัสว่นเดยีวกบัในตัวอยา่งทีจ่ะวัด บัฟเฟอร์
สําหรับการชะลา้ง (BR5) มกีารดดูซบัสงูที ่220 nm ซึง่อาจทําใหร้ะดับการดดูซบัพืน้
หลังสงูหากเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรไ์มไ่ดร้ับการปรับคา่เป็นศนูยอ์ยา่งเหมาะสม 

 
สําหรับการหาปรมิาณในบัฟเฟอร ์Tris-HCl ใหใ้ชค้วามสมัพันธ ์ 
A260 = 1 ⇒ 44 µg/ml. ดภูาคผนวก B, หนา้ 75 

 
* เมือ่ทํางานกบัสารเคม ีควรสวมเสือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบิัตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้ และแวน่ตาป้องกนัทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับ

ขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดศกึษาเอกสารขอ้มลูความปลอดภยั (Safety Data Sheet, SDS) ทีเ่หมาะสมจากผูจั้ดจําหน่ายของผลติภณัฑ์
นัน้ 
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17. นําชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาออกจากโตะ๊ทํางานของ QIAcube 
Connect MDx (ด ูรปูที ่18, หนา้ 60), และปิดขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา
ทัง้หมดดว้ยฝาทีม่กีารตดิฉลากอยา่งเหมาะสม ปิดฝาขวดทัง้หมดทีใ่สบั่ฟเฟอรแ์ละน้ํา
ปราศจาก RNase ขวดแกว้ และหลอดใสเ่อนไซมแ์ละบัฟเฟอรเ์อนไซม ์และถงึใสว่สัดุ
พลาสตกิจากชดุอปุกรณ์ทีใ่ชส้าํหรับเกณฑว์ธินีี ้จัดเก็บสว่นประกอบทีเ่หลอืของชดุ
อปุกรณ์และขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาตามทีอ่ธบิายไวใ้นหัวขอ้ “การจัดเก็บและ
การจัดการน้ํายา” (หนา้ 21) และ “ความคงตวัขณะใชง้าน” (หนา้ 21) จนกวา่จะใชต้อ่ไป 
ถอดและทิง้สารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาทีเ่หลอือยูใ่น PT ในชอ่งใส ่MCT ของ 
QIAcube Connect MDx ถอดและทิง้โรเตอรอ์ะแดปเตอรจ์ากเครือ่งหมนุเหวีย่ง  
เทลิน้ชกัขยะของ QIAcube Connect MDx ใหว้า่งเปลา่ (ด ูรปูที ่15, หนา้ 56) ปิดฝา
ครอบเครือ่งมอืและปิดเครือ่งมอืดว้ยสวติชเ์ปิด/ปิด 
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ขอ้จํากดัการใชผ้ลติภณัฑ ์

PAXgene Blood RNA Kit มไีวส้ําหรับการแยก RNA ภายในเซลลจ์ากเลอืดครบสว่นของ
มนุษย ์(4.8 x 106 - 1.1 x 107 leukocytes/ml) สาํหรับใชเ้พือ่การวนิจิฉัยภายนอกรา่งกาย 
เครือ่งมอืนีไ้มไ่ดใ้ชเ้พือ่แยก DNA ในจโีนมหรอืกรดนวิคลอีกิของไวรัสจากเลอืดครบสว่นของ
มนุษย ์ เนือ่งจากจํานวนการคัดลอกทีจํ่ากดัไดร้ับการตรวจสอบความถกูตอ้งสําหรับขอ้
กําหนดการทําใหค้งตัว (การคดัลอกยนี FOS และ IL1B) จงึไมไ่ดกํ้าหนดลกัษณะการทํางาน
สําหรับการคัดลอกทัง้หมด ผูใ้ชค้วรตรวจสอบขอ้มลูของผูผ้ลติและขอ้มลูของตนเองเพือ่
พจิารณาวา่จําเป็นตอ้งมกีารตรวจสอบความถกูตอ้งสําหรับการคดัลอกอืน่ๆ หรอืไม ่
สว่นประกอบของชดุอปุกรณ์มวีัตถปุระสงคเ์พือ่ใชง้านตามเกณฑว์ธิแีบบแมนนวลและแบบ
อัตโนมัตติามทีอ่ธบิายไวใ้นคําแนะนําการใชง้านนีเ้ทา่นัน้ 

ดคููม่อื PAXgene Blood RNA Tube สําหรบัขอ้มลูเกีย่วกบัการใช ้ PAXgene Blood RNA 
Tubes (BRT) 

การควบคมุคณุภาพ 

ตามระบบการจดัการคณุภาพทีไ่ดร้ับการรับรองมาตรฐาน ISO ของ QIAGEN แตล่ะล็อตของ 
PAXgene Blood RNA Kit ไดร้ับการทดสอบตามขอ้กําหนดจําเพาะทีกํ่าหนดไวล้ว่งหนา้
เพือ่ใหม้ั่นใจไดถ้งึคณุภาพผลติภัณฑท์ีส่อดคลอ้งกนั 
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ลกัษณะการทํางาน 

การเก็บตวัอยา่งและการทําใหค้งตวั 
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) มสีารทําปฏกิริยิาใหเ้กดิการคงตัวของ RNA ทีจ่ด
ทะเบยีนกรรมสทิธิไ์ว ้ สารเสรมินีช้ว่ยปกป้องโมเลกลุของ RNA จากการแตกสลายโดย 
RNases และลดการเปลีย่นแปลงการแสดงออกของยนีจากภายนอกรา่งกายใหม้นีอ้ยทีส่ดุ 
PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) มไีวส้าํหรับการเก็บตัวอยา่งเลอืดครบสว่นของมนุษย์
และการทําให ้RNA ของเซลลค์งตัวไดน้านถงึ 3 วันทีอ่ณุหภมู ิ18–25°C (รปูที ่4 และ รปูที ่
5, หนา้ 39 และ 40 ตามลําดบั) หรอืถงึ 5 วนัทีอ่ณุหภมู ิ2–8°C (รปูที ่6 และ รปูที ่7, หนา้ 
41 และ 42) นอกจากนีย้ังสามารถเก็บเลอืดทีค่งตัวแลว้โดยการแชแ่ข็งได ้ ขอ้มลูทีม่อียูใ่น
ปัจจบัุนแสดงใหเ้ห็นถงึการทําให ้ RNA ของเซลลค์งตัวเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 11 ปีที ่ –20°C 
หรอื –70°C9* สาํหรับขอ้มลูเพิม่เตมิจากการศกึษาอยา่งตอ่เนือ่งเกีย่วกบัการประเมนิความคง
ตัวเป็นระยะเวลานาน โปรดเยีย่มชม www.preanalytix.com หรอืตดิตอ่บรกิารดา้น
เทคนคิของ QIAGEN 

ระยะเวลาทีแ่ทจ้รงิของการทําให ้RNA คงตัวอาจแตกตา่งกนัไปขึน้อยูก่บัชนดิของ RNA ของ
เซลลแ์ละแอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมีทีใ่ช ้ เนือ่งจากจํานวนการคดัลอกทีจํ่ากดัไดร้ับการ
ตรวจสอบความถกูตอ้งสําหรับขอ้กําหนดการทําใหค้งตัว (การคดัลอกยนี FOS และ IL1B) จงึ
ไมไ่ดกํ้าหนดลกัษณะการทํางานสําหรับการคดัลอกทัง้หมด ผูใ้ชค้วรตรวจสอบขอ้มลูของ
ผูผ้ลติและขอ้มลูของตนเองเพือ่พจิารณาวา่จําเป็นตอ้งมกีารตรวจสอบความถกูตอ้งสําหรับ
การคดัลอกอืน่ๆ หรอืไม ่

  

 
* การศกึษาระยะยาวเกีย่วกบัการจดัเก็บเลอืดใน PAXgene Blood RNA Tubes กาํลงัดําเนินอยู่ 

http://www.preanalytix.com/
http://www.preanalytix.com/
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รปูที่ ่4: ความคงตวัของ RNA ในตวัอยา่งเลอืดที ่18–25°C: FOS เจาะเลอืดจากผูบ้รจิาคทีด่สูขุภาพด ี
10 ราย ดว้ยตัวอยา่งซํ้าและจัดเก็บไวท้ีอ่ณุหภมู ิ18–25°C ตามจํานวนวันทีร่ะบ ุตามดว้ยการแยก RNA ทัง้หมด [A] 
เก็บเลอืดและจัดเก็บไวใ้น PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) และ RNA ทัง้หมดถกูทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยใช ้
PAXgene Blood RNA Kit [B] เก็บเลอืดและจัดเก็บไวใ้นหลอดเก็บเลอืดมาตรฐานทีม่ ีEDTA เป็นสารตา้นการ
แข็งตัวของเลอืดและทํา RNA ทัง้หมดใหบ้รสิทุธิโ์ดยใชว้ธิกีารสกดัแยกอนิทรยีม์าตรฐานดว้ยการลา้ง RNA ทีใ่ชซ้ลิ ิ
กาเมมเบรน ระดับการคัดลอกสมัพัทธข์อง FOS ถกูกําหนดโดย RT-PCR ดเูพล็กซแ์บบเรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA 
เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดถกูพล็อตพรอ้มคา่เฉลีย่และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานของตัวอยา่ง
ทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวม ±3x ของการทดสอบ (2.34 CT) 

การจดัเก็บ (วนั) 

การจดัเก็บ (วนั) 
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รปูที่ ่5: ความคงตวัของ RNA ในตวัอยา่งเลอืดที ่18–25°C: IL1B เจาะเลอืดและทํา RNA ทัง้หมดใหบ้รสิทุธิ์
หลังการจัดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ18-25°C ตามทีอ่ธบิายไวใ้น รปูที ่4 ระดบัการคัดลอกสมัพัทธข์อง IL1B ถกูกําหนดโดย RT-
PCR ดเูพล็กซแ์บบเรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดถกูพลอ็ตพรอ้มคา่เฉลีย่
และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานของตัวอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวม ±3x ของการทดสอบ (1.93 CT) 
  

การจดัเก็บ (วนั) 

การจดัเก็บ (วนั) 
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รปูที่ ่6: ความคงตวัของ RNA ในตวัอยา่งเลอืดที ่2-8°C: FOS เจาะเลอืดจากผูบ้รจิาค 10 ราย ดว้ยตัวอยา่ง
ซํ้าและจัดเก็บไวท้ีอ่ณุหภมู ิ2–8°C ตามจํานวนวันทีร่ะบตุามดว้ยการแยก RNA ทัง้หมด [A] เก็บเลอืดและจัดเก็บไว ้
ใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) และ RNA ทัง้หมดถกูทําใหบ้รสิทุธิโ์ดยใช ้PAXgene Blood RNA Kit [B] 
เก็บเลอืดและจัดเก็บไวใ้นหลอดเก็บเลอืดมาตรฐานทีม่ ีEDTA เป็นสารตา้นการแข็งตัวของเลอืดและทํา RNA 
ทัง้หมดใหบ้รสิทุธิโ์ดยใชว้ธิกีารสกดัแยกอนิทรยีม์าตรฐานดว้ยการลา้ง RNA ทีใ่ชซ้ลิกิาเมมเบรน ระดับการคัดลอก
สมัพัทธข์อง FOS ถกูกําหนดโดย RT-PCR ดเูพล็กซแ์บบเรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน  
คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดถกูพล็อตพรอ้มคา่เฉลีย่และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานของตัวอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง  
เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวม ±3x ของการทดสอบ (2.34 CT)  

การจดัเก็บ (วนั) 

การจดัเก็บ (วนั) 
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รปูที่ ่7: ความคงตวัของ RNA ในตวัอยา่งเลอืดที ่2-8°C: IL1B เจาะเลอืดและทํา RNA ทัง้หมดใหบ้รสิทุธิห์ลัง
การจัดเก็บทีอ่ณุหภมู ิ2-8°C ตามทีอ่ธบิายไวใ้น รูปที ่6 ระดับการคัดลอกสมัพัทธข์อง IL1B ถกูกําหนดโดย RT-PCR 
ดเูพล็กซแ์บบเรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดถกูพล็อตพรอ้มคา่เฉลีย่
และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานของตัวอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวม ±3x ของการทดสอบ (1.93 CT)  

การจดัเก็บ (วนั) 

การจดัเก็บ (วนั) 
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การแยก RNA แบบแมนนวล 
RNA ทัง้หมดทีถ่กูแยกโดยใช ้PAXgene Blood RNA System มคีวามบรสิทุธิ ์ใชเ้กณฑว์ธิแีบบ
แมนนวล คา่ A260/A280 อยูร่ะหวา่ง 1.8 ถงึ 2.2 และ ≤1% (w/w) DNA ในจโีนมมอียูใ่น ≥95% 
ของตัวอยา่งทัง้หมดซึง่วัดโดย real-time PCR เชงิปรมิาณของลําดับยนีเบตา้-แอกตนิ 95% 
ของตัวอยา่งแสดงวา่ไมม่กีารยับยัง้ใน RT-PCR เมือ่มสีารจากการชะถงึ 30% ของปรมิาณ
ปฏกิริยิา RT-PCR 

เมือ่ใชเ้กณฑว์ธิแีบบแมนนวล เวลาในการเตรยีมตัวอยา่งโดยเฉลีย่ (ตามขอ้มลูจากการ
ดําเนนิการเตรยีมตัวอยา่ง 12 ครัง้) อยูท่ีป่ระมาณ 90 นาท1ี0* โดยใชเ้วลาในการปฏบัิตจิรงิ
เพยีง 40 นาท ีปรมิาณ RNA จากเลอืดครบสว่นของมนุษยท์ีม่สีขุภาพด ี2.5 ml คอื ≥3 µg 
สําหรับ ≥95% ของตัวอยา่งทีป่ระมวลผล เนือ่งจากปรมิาณขึน้อยูก่บัผูบ้รจิาคเป็นอยา่งยิง่ 
ปรมิาณของแตล่ะรายอาจแตกตา่งกนัไป สําหรับผูบ้รจิาคแตล่ะราย PAXgene Blood RNA 
System ใหป้รมิาณทีส่ามารถวัดซํ้าไดแ้ละทําซํ้าไดส้งู (รปูที ่ 8 และ รปูที ่ 9, หนา้ 44 และ 
45 ตามลําดับ) และ RT-PCR ทีว่ัดซํ้าไดแ้ละทําซํ้าได ้(รปูที ่10 และ รปูที ่11, หนา้ 49 และ 
50 ตามลําดับ) ทําใหม้คีวามทนทานสงูสําหรบัการทดสอบวนิจิฉัยทางคลนิกิ 

รปูที ่ 8 (หนา้ 44) แสดงถงึความสามารถในการวัดซํ้าและความสามารถในการทําซํ้าโดยรวม
ของ PAXgene Blood RNA System มกีารดําเนนิการศกึษาเพิม่เตมิเพือ่แสดงใหเ้ห็นถงึ
อทิธพิลของล็อต PAXgene Blood RNA kit ทีต่า่งกนัและผูป้ฏบัิตงิานทีต่า่งกนัเกีย่วกับ
ความสามารถในการทําซํ้าของปรมิาณ RNA และประสทิธภิาพของ RT-PCR แบบเรยีลไทม ์
เนือ่งจากมกีารใชต้ัวอยา่งเลอืดแบบรวมกลุม่แทนทีจ่ะแยกแตล่ะ PAXgene Blood RNA 
Tubes (BRT) สําหรับการศกึษาเหลา่นี ้ ผลลัพธจ์งึไมไ่ดส้ะทอ้นถงึความสามารถในการวัดซํ้า
ของระบบรวมถงึความผันผวนระหวา่งการเจาะเลอืดแตล่ะครัง้ แตเ่ป็นเพยีงความสามารถใน
การวัดซํ้าของการเตรยีมตัวอยา่งเทา่นัน้ (ด ูรปูที ่9, หนา้ 45) 

  

 
* เวลาในการดําเนนิการตามเกณฑว์ธิทีัง้หมดรวมถงึการจัดการ PAXgene Blood RNA Tubes ลว่งหนา้ (การหมนุเหวีย่ง การลา้ง

เม็ด และการแขวนลอยของเม็ด) 
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รปูที่ ่8: การแยก RNA ทีว่ดัซํา้ไดแ้ละทําซํา้ได ้ตัวอยา่งเลอืดสีส่ว่นจากผูบ้รจิาค 14 รายไดรั้บการประมวลผล
แบบแมนนวลโดยเจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิาร 3 ราย (A, B, C) มกีารใชอ้ปุกรณ์สามชดุและตัวอยา่งทัง้หมดทีเ่ตรยีม
โดยเจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิารรายเดยีวไดรั้บการประมวลผลโดยใชอ้ปุกรณ์เดยีวกัน [A] คา่เฉลีย่และคา่เบีย่งเบน
มาตรฐานของปรมิาณ RNA ตอ่ตัวอยา่งทีทํ่าซํ้าจากผูบ้รจิาครายเดยีวกันและเจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิารทีต่า่งกันจะ
แสดง [B] ตัวอยา่งเลอืดทีทํ่าซํ้าสบิสองตัวอยา่งจากผูบ้รจิาคแตล่ะรายจาก 14 รายไดร้ับการประมวลผลโดย
เจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิารทีต่า่งกัน 3 ราย คา่เฉลีย่และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานของปรมิาณ RNA ตอ่ตัวอยา่งจากผู ้
บรจิาครายเดยีวกนัและเจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิารทัง้หมดจะถกูนําเสนอ สําหรับตัวอยา่ง RNA ทัง้หมด อัตราสว่น 
A260/A280 อยูร่ะหวา่ง 1.8 ถงึ 2.2 
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รปูที่ ่9: ความสามารถในการวดัซํา้และความสามารถในการทําซํา้ของปรมิาณ RNA สําหรบัผูป้ฏบิตังิานที่
ตา่งกนัและล็อตชุดอุปกรณ์ PAXgene Blood RNA Kit โดยใชต้วัอยา่งเลอืดทีร่วมกนั เก็บตัวอยา่งเลอืดจาก
ผูบ้รจิาค 30 รายทีต่า่งกันใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT; 12 หลอดตอ่ผูบ้รจิาคหนึง่ราย รวม 360 หลอด) 
สิง่ทีบ่รรจขุองหลอดจากผูบ้รจิาค 3 รายถกูรวมเขา้ดว้ยกนัและแยกออกเป็น 36 ตัวอยา่งในเวลาตอ่มา ตัวอยา่ง 36 
รายการตอ่กลุม่ผูบ้รจิาค 3 รายไดรั้บการประมวลผลแบบแมนนวลโดยผูป้ฏบิัตงิานทีต่า่งกนั 3 ราย ผูป้ฏบิัตงิานแตล่ะ
รายใช ้PAXgene Blood RNA Kit จากล็อตทีต่า่งกัน 3 ล็อตสําหรับการแยก RNA และประมวลผลตัวอยา่งสีส่ว่นจาก
แตล่ะกลุม่ของกลุม่ผูบ้รจิาค 10 กลุม่ [A] ปรมิาณ RNA ทีไ่ดแ้ละคา่เบีย่งเบนมาตรฐานสําหรับการรวมล็อต-
ผูป้ฏบิัตงิานทกุราย ตัวอยา่งเลอืดสีส่ว่นจากกลุม่ผูบ้รจิาค 10 กลุม่ไดรั้บการประมวลผลโดยผูป้ฏบิัตงิานทีแ่ตกตา่งกัน 
3 ราย (A, B, C) ดว้ยแตล่ะล็อตของชดุอปุกรณ์ 3 ล็อต (1, 2, 3) ปรมิาณเฉลีย่ (คอลัมน)์ และสว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน 
(แถบขอ้ผดิพลาด) ตอ่ตัวอยา่งสีส่ว่นจากกลุม่ผูบ้รจิาคเดยีวกันสําหรับผูป้ฏบิัตงิานทีต่า่งกนัและล็อตชดุอปุกรณ์ที่
ตา่งกันจะถกูนําเสนอ [B] CV ของปรมิาณ RNA ทีไ่ดต้อ่กลุม่ผูบ้รจิาคสําหรับการรวมล็อต-ผูป้ฏบิัตงิานทัง้หมด (A, B, 
C; 1, 2, 3) ตามทีคํ่านวณจากปรมิาณคา่เฉลีย่และสว่นเบีย่งเบนมาตรฐานของปรมิาณทีแ่สดงใน รปูที ่9A  
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ตารางที ่1A: ความสามารถในการทําซํา้ภายในแตล่ะล็อตและภายในผูใ้ชแ้ตล่ะรายสําหรบักลุม่ผูบ้รจิาคที่
เลอืก (1, 6, 9, 10) 

การรวมกนั
ของขอ้มลู 

กลุม่ผูบ้รจิาค 1 (5.1 x 106 cells/ml) กลุม่ผูบ้รจิาค 6 (6.5 x 106 cells/ml) 

ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) 

ล็อต 1, ผูใ้ช ้A 8.03 0.42 5 9.55 0.99 10 

ล็อต 1, ผูใ้ช ้B 7.98 1.17 15 9.38 1.94 21 

ล็อต 1, ผูใ้ช ้C 7.87 0.45 6 10.71 0.65 6 

ล็อต 2, ผูใ้ช ้A 7.32 0.98 13 9.78 1.89 19 

ล็อต 2, ผูใ้ช ้B 6.09 1.04 17 9.82 2.83 29 

ล็อต 2, ผูใ้ช ้C 6.87 0.31 4 10.37 0.74 7 

ล็อต 3, ผูใ้ช ้A 7.04 0.90 13 8.96 0.68 8 

ล็อต 3, ผูใ้ช ้B 6.98 1.22 17 7.73 0.97 13 

ล็อต 3, ผูใ้ช ้C 8.78 0.89 10 10.59 1.94 18 

 กลุม่ผูบ้รจิาค 9 (8.4 x 106 cells/ml) กลุม่ผูบ้รจิาค 10 (10.2 x 106 cells/ml) 

ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) 

ล็อต 1, ผูใ้ช ้A 7.52 0.41 6 7.96 0.49 6 

ล็อต 1, ผูใ้ช ้B 8.82 1.72 19 8.90 0.76 9 

ล็อต 1, ผูใ้ช ้C 10.14 1.46 14 10.22 1.29 13 

ล็อต 2, ผูใ้ช ้A 6.92 0.27 4 7.63 1.23 16 

ล็อต 2, ผูใ้ช ้B 7.20 0.71 10 7.00 0.56 8 

ล็อต 2, ผูใ้ช ้C 9.14 1.52 17 11.56 1.21 10 

ล็อต 3, ผูใ้ช ้A 8.18 0.76 9 7.85 0.82 10 

ล็อต 3, ผูใ้ช ้B 6.41 0.88 14 8.88 2.17 24 

ล็อต 3, ผูใ้ช ้C 10.78 0.56 5 10.88 0.37 3 
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ตารางที ่1B: ความสามารถในการทําซํา้ภายในผูใ้ชแ้ตล่ะรายและระหวา่งล็อตท ัง้หมดสําหรบักลุม่ผู ้
บรจิาคทีเ่ลอืก (1, 6, 9, 10) 

การรวมกนัของ
ขอ้มลู 

กลุม่ผูบ้รจิาค 1 (5.1 x 106 cells/ml) กลุม่ผูบ้รจิาค 6 (6.5 x 106 cells/ml) 

ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) 

ผูใ้ช ้A, ล็อตทัง้หมด 7.46 0.85 11 9.43 1.22 13 

ผูใ้ช ้B, ล็อตทัง้หมด 7.02 1.31 19 8.98 2.09 23 

ผูใ้ช ้C, ล็อตทัง้หมด 7.84 0.98 13 10.56 1.15 11 

 กลุม่ผูบ้รจิาค 9 (8.4 x 106 cells/ml) กลุม่ผูบ้รจิาค 10 (10.2 x 106 cells/ml) 

ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) 

ผูใ้ช ้A, ล็อตทัง้หมด 7.54 0.72 10 7.81 0.82 11 

ผูใ้ช ้B, ล็อตทัง้หมด 7.48 1.50 20 8.26 1.54 19 

ผูใ้ช ้C, ล็อตทัง้หมด 10.02 1.34 13 10.89 1.10 10 

 

ตารางที ่1C: ความสามารถในการทําซํา้ภายในแตล่ะล็อตและระหวา่งผูใ้ชท้ ัง้หมดสําหรบักลุม่ผูบ้รจิาคที่
เลอืก (1, 6, 9, 10) 

การรวมกนัของ
ขอ้มลู 

กลุม่ผูบ้รจิาค 1 (5.1 x 106 cells/ml) กลุม่ผูบ้รจิาค 6 (6.5 x 106 cells/ml) 

ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) 

ล็อต 1, ผูใ้ชท้ัง้หมด 7.96 0.69 9 9.88 1.34 14 

ล็อต 2, ผูใ้ชท้ัง้หมด 6.76 0.93 14 9.99 1.84 18 

ล็อต 3, ผูใ้ชท้ัง้หมด 7.60 1.27 17 9.09  1.71 19 

 กลุม่ผูบ้รจิาค 9 (8.4 x 106 cells/ml) กลุม่ผูบ้รจิาค 10 (10.2 x 106 cells/ml) 

ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) 

ล็อต 1, ผูใ้ชท้ัง้หมด 8.83 1.63 19 9.02 1.27 14 

ล็อต 2, ผูใ้ชท้ัง้หมด 7.75 1.36 18 8.73 2.31 26 

ล็อต 3, ผูใ้ชท้ัง้หมด 8.46 1.99 24 9.20 1.80 20 
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ตารางที ่1D: ความสามารถในการทําซํา้ระหวา่งล็อตท ัง้หมดและผูใ้ชท้ ัง้หมดสําหรบักลุม่ผูบ้รจิาคทีเ่ลอืก 
(1, 6, 9, 10) 

การรวมกนั
ของขอ้มลู 

กลุม่ผูบ้รจิาค 1 (5.1 x 106 cells/ml) กลุม่ผูบ้รจิาค 6 (6.5 x 106 cells/ml) 

ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) 

ล็อต 1, ผูใ้ช ้
ทัง้หมด 

7.44 1.09 15 9.66 1.65 17 

 กลุม่ผูบ้รจิาค 9 (8.4 x 106 cells/ml) กลุม่ผูบ้รจิาค 10 (10.2 x 106 cells/ml) 

ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) ปรมิาณ
เฉลีย่ (µg) 

SD (µg) CV (%) 

ล็อต 1, ผูใ้ช ้
ทัง้หมด 

8.35 1.70 20 8.99 1.80 20 

 

การวเิคราะหร์ายละเอยีดของกลุม่ผูบ้รจิาคตัวแทน 4 กลุม่ กลุม่ถกูคัดเลอืกตามจํานวนเม็ด
เลอืดขาวและแสดงคา่สงู คา่กลางและคา่ตํา่ของชว่งปกตขิองจํานวนเม็ดเลอืดขาว (4.8 x 
106 - 1.1 x 107 leukocytes/ml) จํานวนเม็ดเลอืดขาวแสดงถงึคา่เฉลีย่ของจํานวนเม็ดเลอืด
ขาว 3 ตัวจากผูบ้รจิาค 3 รายตอ่กลุม่ผูบ้รจิาค 
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รปูที่ ่10: ความสามารถในการทําซํา้ของ RT-PCR - ระหวา่งผูใ้ช ้RNA บรสิทุธิใ์นการทดลองทีอ่ธบิายไว ้
ใน รปูที ่9 ถกูใชส้ําหรับ RT-PCR แบบเรยีลไทม ์ระดับการคัดลอกสมัพัทธข์อง [A] FOS และ [B] IL1B ถกูกําหนด
โดย RT-PCR ดเูพล็กซแ์บบเรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดจะถกู
พล็อต สมัพันธก์บัคา่สําหรับผูใ้ช ้A (กลุม่ผูบ้รจิาค 10 x ล็อตชดุอปุกรณ์ 3 x การทําซํ้า 4 = ชดุขอ้มลูสําหรับแตล่ะ
ยนี 120 ) โดยมคีา่เฉลีย่ (เสน้สแีดง) และสว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน (แถบสดํีา) สําหรับตัวอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง 
เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวมของการทดสอบ ±3x (FOS: 2.34 CT; IL1B: 1.93 CT) 

  

ผูใ้ช ้

ผูใ้ช ้
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รปูที่ ่11: ความสามารถในการทําซํา้ของ RT-PCR - ระหวา่งล็อตชุดอปุกรณ ์RNA บรสิทุธิใ์นการทดลองที่
อธบิายไวใ้น รปูที ่9 ถกูใชส้ําหรับ RT-PCR แบบเรยีลไทม ์ระดับการคัดลอกสมัพัทธข์อง [A] FOS และ [B] IL1B 
ถกูกําหนดโดย RT-PCR ดเูพล็กซแ์บบเรยีลไทมโ์ดยใช ้18S rRNA เป็นมาตรฐานภายใน คา่สําหรับตัวอยา่งทัง้หมด
จะถกูพล็อต สมัพันธก์บัคา่สําหรับล็อตชดุอปุกรณ์ 1 (กลุม่ผูบ้รจิาค 10 x ผูใ้ช ้3 x การทําซํ้า 4 = ชดุขอ้มลูสําหรับ
แตล่ะยนี 120 ) โดยมคีา่เฉลีย่ (เสน้สแีดง) และสว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน (แถบสดํีา) สําหรับตวัอยา่งทัง้หมดทีแ่สดง 
เสน้ประระบคุวามแมน่ยํารวมของการทดสอบ ±3x (FOS: 2.34 CT; IL1B: 1.93 CT) 

  

ล็อต 

ล็อต 
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ตารางที ่2: สรปุขอ้มลู RT-PCR จาก รปูที ่10 และ รปูที ่11 

ระบบทดสอบ การทดสอบ FOS/18S rRNA การทดสอบ IL1B/18S 
rRNA 

การเปรยีบเทยีบขอ้มลู คา่เฉลีย่ 
(∆∆CT) 

± SD 
(∆∆CT) 

คา่เฉลีย่ 
(∆∆CT) 

± SD 
(∆∆CT) 

ความสามารถในการทําซํา้ภายในผูใ้ชแ้ตล่ะรายและระหวา่งล็อตท ัง้หมด 

ผูใ้ชท้ัง้หมด, ล็อต 1–ล็อต 1 0.00 0.00 0.00 0.00 

ผูใ้ชท้ัง้หมด, ล็อต 1–ล็อต 2 -0.03 0.48 -0.07 0.66 

ผูใ้ชท้ัง้หมด, ล็อต 1–ล็อต 3 -0.21 0.52 0.11 0.71 

ความสามารถในการทําซํา้ภายในผูใ้ชแ้ตล่ะรายและระหวา่งล็อตท ัง้หมด 

ล็อตทัง้หมด, ผูใ้ช ้A–ผูใ้ช ้A 0.00 0.00 0.00 0.00 

ล็อตทัง้หมด, ผูใ้ช ้A–ผูใ้ช ้B -0.46 0.44 -0.06 0.69 

ล็อตทัง้หมด, ผูใ้ช ้A–ผูใ้ช ้C -0.31 0.60 -0.15 0.71 

ผูใ้ช:้ เจา้หนา้ทีใ่นหอ้งปฏบิัตกิาร ทําการศกึษา  
ล็อต: จํานวนล็อตชดุอปุกรณท์ีใ่ชใ้นการศกึษานี ้ 
SD: คา่เบีย่งเบนมาตรฐาน 
แสดงคา่เฉลีย่ ∆∆CT (N = 120) และคา่เบีย่งเบนมาตรฐานสําหรับขอ้มลูทีเ่สนอใน รปูที ่10 และ รปูที ่11 

การแยก RNA แบบอตัโนมัต ิ
ปรมิาณ RNA จากเลอืดครบสว่นของมนุษยท์ีม่สีขุภาพด ี2.5 ml คอื ≥3 µg สําหรับ ≥95% 
ของตัวอยา่งทีป่ระมวลผล รปูที ่ 12 (หนา้ 52) ระบปุรมิาณ RNA ทีไ่ดจ้ากตัวอยา่งทัง้หมด 
216 ตัวอยา่งทีเ่ตรยีมโดยใชเ้กณฑว์ธิแีบบอัตโนมัตดิว้ยชดุอปุกรณ์จาก 3 ล็อต โดย
ผูป้ฏบัิตงิาน 3 ราย เนือ่งจากมกีารใชต้ัวอยา่งเลอืดทีร่วมกนัแทน PAXgene Blood RNA 
Tubes (BRT) สําหรับการศกึษาเหลา่นี ้ ผลลัพธไ์มไ่ดแ้สดงถงึปรมิาณ RNA ทีค่าดหวังจาก
ตัวอยา่งเดยีวของการเจาะเลอืดแตล่ะครัง้ เนือ่งจากปรมิาณขึน้อยูก่บัผูบ้รจิาคเป็นอยา่งยิง่ 
ปรมิาณของแตล่ะรายอาจแตกตา่งกนัไป (รปูที ่12, หนา้ 52) 

95% ของตัวอยา่งแสดงวา่ไมม่กีารยับยัง้ใน RT-PCR เมือ่มสีารจากการชะถงึ 30% ของ
ปรมิาณปฏกิริยิา RT-PCR เมือ่ใชเ้กณฑว์ธิแีบบอัตโนมัต ิไมส่ามารถตรวจจบัการปนเป้ือนขา้ม
ระหวา่งตัวอยา่งตามการวัด real-time RT-PCR เชงิปรมิาณของลําดับการคัดลอก ABL1 และ 
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FOS ในตัวอยา่งที ่RNA เป็นลบ (น้ํา) ซึง่จับคูก่บัตัวอยา่งที ่RNA เป็นบวก (เลอืดครบสว่นของ
มนุษย)์ ในการดําเนนิการเดยีวกนั 

RNA ทีแ่ยกดว้ย PAXgene Blood RNA System และเกณฑว์ธิแีบบอัตโนมัตมิคีวามบรสิทุธิ์
ดังทีแ่สดงโดยไมม่กีารยับยัง้ RT-PCR และคา่ A260/A280 ระหวา่ง 1.8 ถงึ 2.2 DNA ของจโีนม
มอียูท่ี ่≤1% (w/w) ใน ≥95% ของตัวอยา่งทัง้หมด ซึง่วดัโดย real-time PCR เชงิปรมิาณ
ของลําดับของยนีเบตา้ - แอกตนิ รปูที ่13 และ รปูที ่14 (หนา้ 53) แสดงคา่ A260/A280 และ 
DNA ของจโีนมสมัพัทธจ์ากตัวอยา่งทัง้หมด 216 ตัวอยา่งทีเ่ตรยีมโดยใชเ้กณฑว์ธิแีบบ
อัตโนมัตดิว้ยชดุอปุกรณ์จาก 3 ล็อตโดยผูป้ฏบัิตงิาน 3 ราย 

 
รปูที่ ่12: ปรมิาณ RNA ทีไ่ด ้— การดําเนนิการแบบอตัโนมตัดิว้ย QIAcube Connect MDx เก็บตัวอยา่ง
เลอืดจากผูบ้รจิาคแตล่ะรายใน PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) ตัวอยา่งเลอืดทีเ่ก็บในหลอดถกูนํามารวมกลุม่
เป็นกลุม่ผูบ้รจิาค 6 กลุม่ และมกีารจัดสรรใหมห่ลังจากนัน้ ตัวอยา่งทัง้หมด 216 หลอด (น่ันคอืม ี36 ตัวอยา่งตอ่
กลุม่) ถกูประมวลผลโดยผูป้ฏบิัตงิาน 3 ราย (A, B, C) ผูป้ฏบิัตงิานแตล่ะรายใช ้PAXgene Blood RNA Kit จากล็อ
ตตา่งกนั 3 ล็อต (1, 2, 3) สําหรับการแยกแบบอัตโนมตัดิว้ย QIAcube Connect MDx และประมวลผลตัวอยา่งสี่
สว่นจากแตล่ะกลุม่ของผูบ้รจิาค 6 กลุม่ แสดงปรมิาณ RNA ทีไ่ดข้องแตล่ะตัวอยา่งทัง้หมดสําหรับการรวมล็อต - 
ผูป้ฏบิัตงิานทกุราย 

ปรมิาณ RNA (µg/เลอืด 2.5 ml) QIAcube Connect MDx 
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รปูที่ ่13: ความบรสิทุธิข์อง RNA (คา่ A260/A280) — การดําเนนิการแบบอตัโนมตัดิว้ย QIAcube 
Connect MDx RNA ถกูทําใหบ้รสิทุธิด์ว้ย QIAcube Connect MDx โดยผูป้ฏบิัตงิาน 3 ราย (A, B, C) โดยใช ้
PAXgene Blood RNA Kit จาก 3 ล็อตทีต่า่งกัน (1, 2, 3) ในการทดลองทีอ่ธบิายไวใ้น รปูที ่12 มกีารแสดงคา่ 
A260/A280 ของแตล่ะตัวอยา่งสําหรับการรวมล็อต- ผูป้ฏบิัตงิานทกุราย 

 
 

 
รปูที่ ่14: ความบรสิทุธิข์อง RNA (% การปนเป้ือนของ DNA ในจโีนม) — การดําเนนิการแบบอตัโนมตั ิ
ดว้ย QIAcube Connect MDx RNA ถกูทําใหบ้รสิทุธิด์ว้ย QIAcube Connect MDx โดยผูป้ฏบิัตงิาน 3 ราย (A, 
B, C) โดยใช ้PAXgene Blood RNA Kit จาก 3 ล็อตทีต่า่งกนั (1, 2, 3) ในการทดลองทีอ่ธบิายไวใ้น รปูที ่12  
มกีารแสดงจํานวน DNA ในจโีนม (w/w) ในแตล่ะตัวอยา่งสําหรับการรวมล็อต - ผูป้ฏบิัตงิานทกุราย 

เกณฑว์ธิแีบบอัตโนมัตขิองการแยก RNA โดยใช ้PAXgene Blood RNA System ใหผ้ลลัพธ ์
RT-PCR ทีว่ดัซํ้าไดแ้ละทําซํา้ไดทํ้าใหม้คีวามทนทานสงูสําหรับการตรวจวนิจิฉัยทางคลนิกิ 

 

ความบรสิทุธิข์อง RNA (A260/A280) QIAcube Connect MDx 

DNA ในจโีนม (w/w) [%] QIAcube Connect MDx 
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การคงตวัของ RNA ทีแ่ยกได ้
ตัวอยา่ง RNA ทีแ่ยกจาก PAXgene Blood RNA Tubes บรรจเุลอืดดว้ย PAXgene Blood 
RNA Kit จะคงตัวอยูไ่ดน้าน 5 ปีในการจัดเก็บที ่ −20°C และ 7 ปีในการจัดเก็บที ่ −70°C  
(จดุยตุขิองการศกึษา)  
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หมายเหตสํุาคญั 

การใช ้QIAcube Connect MDx 
ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่คณุคุน้เคยกบัการใชง้าน QIAcube Connect MDx โปรดอา่นคูม่อืผูใ้ช ้
และขอ้มลูเพิม่เตมิใดๆ ทีใ่หม้าพรอ้มกบัเครือ่งโดยใหค้วามสําคญักบัขอ้มลูความปลอดภยั
กอ่นทีจ่ะเริม่เกณฑว์ธิ ีPAXgene Blood RNA แบบอัตโนมัต ิ

การเริม่ใช ้QIAcube Connect MDx 
ปิดฝาครอบ QIAcube Connect MDx แลว้เปิดเครือ่งมอืดว้ยสวทิชเ์ปิด/ปิด (ด ู 
รปูที ่15, หนา้ 56) 

เสยีงบี๊บดังขึน้และหนา้จอเริม่ตน้จะปรากฏขึน้ เครือ่งมอืทําการทดสอบการเริม่ตน้โดยอัตโนมัต ิ
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มมุมองดา้นหนา้ของ QIAcube Connect MDx  หนา้จอสมัผสัแบบดงึออก 

  
มมุมองดา้นหลงัของ QIAcube Connect MDx 
(ขา้งซา้ย) 

มมุมองดา้นหลงัของ QIAcube Connect MDx 
(ขา้งขวา) 

รปูที่ ่15: คณุลกัษณะภายนอกของ QIAcube Connect MDx 

 
หนา้จอสมัผัส 

 
พอรต์ USB 2 พอรต์ทีด่า้นซา้ยของ
หนา้จอสมัผัส พอรต์ USB 2 พอรต์
ดา้นหลังหนา้จอสมัผัส (โมดลู Wi-Fi 
เสยีบเขา้กบัพอรต์ USB 1 พอรต์) 

 ฝาครอบ  พอรต์ RJ-45 Ethernet 

 ลิน้ชกัขยะ  ซ็อกเก็ตสายไฟ 

 สวติชเ์ปิด/ปิด  ชอ่งระบายความรอ้น 

1 5 

2 6 

3 7 

4 8 
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หนา้จอสมัผัส 

ทําการควบคมุ QIAcube Connect MDx โดยใชห้นา้จอสมัผัส หนา้จอสมัผัสชว่ยใหผู้ใ้ชส้ามารถใช ้
งานเครือ่งมอืและใหแ้นวทางผูใ้ชผ้า่นการตัง้คา่บนโตะ๊ทํางาน ระหวา่งการประมวลผลตัวอยา่ง หนา้จอ
สมัผัสจะแสดงสถานะเกณฑว์ธิแีละเวลาทีเ่หลอื  

 
รปูที่ ่16: หนา้จอสมัผสัแบบดงึออกของ QIAcube Connect MDx 

การตดิตัง้เกณฑว์ธิบีน QIAcube Connect MDx 
อาจจําเป็นตอ้งทําการตดิตัง้เกณฑว์ธิเีบือ้งตน้กอ่นทีจ่ะสามารถดําเนนิการจัดเตรยีม RNA 
ครัง้แรกบน QIAcube Connect MDx ได ้ตดิตัง้ทัง้เกณฑว์ธิ ี"PAXgene Blood RNA Part A" 
และ "PAXgene Blood RNA Part B"  

มเีกณฑว์ธิสีาํหรับ QIAcube Connect MDx ใหท้ี ่www.qiagen.com และจําเป็นตอ้งดาวน์
โหลดลงแทง่ USB ทีใ่หม้ากบัเครือ่งมอื เกณฑว์ธิเีหลา่นีจ้ะถกูถา่ยโอนไปยังเครือ่งมอืผา่นทาง
พอรต์ USB  

พอรต์ USB (ตัง้อยูท่ีด่า้นขา้งของหนา้จอสมัผัส; ด ูรปูที ่15, หนา้ 56) ทําใหม้กีารเชือ่มตอ่
ของ QIAcube Connect MDx กบัแทง่ USB ทีใ่หม้ากบัเครือ่งมอื ไฟลข์อ้มลู เชน่ ไฟลบั์นทกึ
หรอืไฟลร์ายงานสามารถถา่ยโอนผา่นพอรต์ USB จากเครือ่งมอืไปยังแทง่ USB ได ้

พอรต์ USB ใชก้บัแทง่ USB ที ่QIAGEN จดัใหเ้ทา่นัน้ อยา่เชือ่มตอ่อปุกรณ์อืน่เขา้กบั
พอรต์นี ้

http://www.qiagen.com/
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อยา่ถอดแทง่ USB ออกขณะดาวนโ์หลดเกณฑว์ธิหีรอืถา่ยโอนไฟลข์อ้มลูหรอืใน
ระหวา่งการเรยีกใชเ้กณฑว์ธิ ี

สําหรับรายละเอยีดเพิม่เตมิเกีย่วกบัขัน้ตอนการอัปโหลดเกณฑว์ธิไีปยัง QIAcube Connect 
MDx โปรดดคููม่อืผูใ้ชข้องเครือ่ง 

การโหลด QIAcube Connect MDx 
เพือ่ประหยดัเวลา การโหลดสามารถทําไดร้ะหวา่งขัน้ตอนการหมนุเหวีย่ง 10 นาท ี หนึง่
ขัน้ตอนหรอืทัง้สองขัน้ตอน (ขัน้ตอนที ่3 และ 5) ใน "เกณฑว์ธิ:ี การแยก RNA ทัง้หมดแบบ
อัตโนมัตจิากเลอืดครบสว่นของมนุษยท์ีเ่ก็บตวัอยา่งไวใ้น PAXgene Blood RNA Tubes 
(BRT)", หนา้ 30 

ขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา 

กอ่นทีจ่ะใช ้QIAcube Connect MDx ทกุครัง้ ใหเ้ตมิขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาทัง้ 
4 ขวดอยา่งระมัดระวังดว้ยสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาทีร่ะบไุวใ้น ตารางที ่ 3 (หนา้ 59) 
จนถงึระดับตัวบง่ชีส้งูสดุหรอืถา้เป็นไปไมไ่ดใ้หถ้งึระดับทีอ่นุญาตโดยปรมิาณบัฟเฟอรท์ีใ่ห ้
มาใน PAXgene Blood RNA Kit ปิดฉลากขวดและฝาใหช้ดัเจนดว้ยชือ่บัฟเฟอร ์และวางขวด
สารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาทีเ่ตมิลงในตําแหน่งทีเ่หมาะสมบนชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตวั
กระทําปฏกิริยิา ใสช่ัน้วางลงบนโตะ๊ทํางานของเครือ่งมอืดังทีแ่สดง (รปูที ่17 และ รปูที ่18, 
หนา้ 59 และ 60ตามลําดับ) 

ปรมิาตรของบัฟเฟอร ์ BR2 ทีใ่หม้าจะไมเ่ตมิขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา
จนถงึระดับตัวบง่ชี ้ บัฟเฟอร ์ BR3 และ BR4 ไมส่ามารถเตมิขวดจนถงึระดับตัวบง่ชี้
หลังจากประมวลผลหลายตัวอยา่งในการการดําเนนิการครัง้กอ่น 

อยา่ลมืถอดฝาออกจากขวดกอ่นวางลงบนโตะ๊ทํางาน 
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ปรมิาณบัฟเฟอรท์ีใ่หม้าใน PAXgene Blood RNA Kit (50) เพยีงพอสําหรับการ
ดําเนนิการเตรยีม RNA สงูสดุ 7 ครัง้บน QIAcube Connect MDx โดยดําเนนิการได ้
2 ถงึ 12 ตัวอยา่งตอ่ครัง้ โดยทั่วไปแลว้ควรหลกีเลีย่งการดําเนนิการโดยใชต้ัวอยา่ง
จํานวนนอ้ยตอ่ครัง้เพือ่ใหป้ระมวลผลไดท้ัง้หมด 50 ตัวอยา่งตอ่ชดุอปุกรณ์ การ
ดําเนนิการเตรยีม RNA มากกวา่ 7 ครัง้อาจทําใหป้รมิาณบัฟเฟอรไ์มเ่พยีงพอสําหรับ
การประมวลผลตัวอยา่งสดุทา้ย 

ตารางที ่3: ตําแหนง่ในช ัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิา 

ตําแหนง่ สารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิา 

1 บัฟเฟอรสํ์าหรับการจับ (BR2) 

2 เอทานอล (96−100% v/v) 

3 บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 1 (BR3) 

4 บัฟเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2 (BR4)* 

5 - (เวน้วา่ง) 

6 - (เวน้วา่ง) 

* บฟัเฟอรสํ์าหรับการลา้ง 2 (BR4) จัดมาใหเ้ป็นสารเขม้ขน้ กอ่นใชค้รัง้แรก ใหเ้ตมิเอทานอล 4 ปรมิาตร (96–100% v/v, เกรด
ความบรสิทุธิ ์p.a.) ตามทีร่ะบไุวบ้นขวดเพือ่ใหไ้ดส้ารละลายทีใ่ชง้านได ้

 

 

 

 

รปูที่ ่17: การโหลดช ัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิา [A]แผนผังตําแหน่งและสิง่ทีบ่รรจใุนขวดบน
ชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา [B] การโหลดชัน้ลงใน QIAcube Connect MDx  

A 
ตําแหน่ง 1 
บัฟเฟอร์

สําหรับการจับ 
(BR2) 

ตําแหน่ง 2 
เอทานอล 

96-100%v/v 
ethanol 

ตําแหน่ง 3 
บัฟเฟอร์

สําหรับการลา้ง 
1 (BR3) 

ตําแหน่ง 4 
บัฟเฟอร์

สําหรับการลา้ง 
2 (BR4) 

ตําแหน่ง 5 
 

วา่ง 

ตําแหน่ง 6 
 

วา่ง 

B 
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รปูที่ ่18: มมุมองภายในของ QIAcube Connect MDx 

 ฝาหมนุเหวีย่ง  ชอ่งใส ่MCT 

 เครือ่งหมนุเหวีย่ง  3 ชอ่งสําหรับชัน้วางทปิ 

 เครือ่งเขยา่  ชอ่งทิง้สําหรับทปิและคอลัมน์ 

 
ชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา 

 
แขนกล (ประกอบดว้ย pipettor 1 ชอ่ง, กรปิ
เปอร,์ เซนเซอรอั์ลตราโซนกิและออปตคิอล
และ UV LED) 

 เซนเซอรท์ปิและตัวล็อกฝาครอบ   

 

1 6 

2 7 

3 8 

4 9 

5 

1 

2 

3 

9 
8 

7 6 

5 

4 
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คอลัมนส์ปิน (PSC, PRC), MCT และอปุกรณ์พลาสตกิสําหรับ 
QIAcube Connect MDx 
วางชัน้วางทปิ 2 อันทีม่ทีปิฟิลเตอร ์1,000 µl ลงบน QIAcube Connect MDx (ดรูปูที ่18, 
หนา้ 60) เตมิชัน้วางพรอ้มทปิเมือ่จําเป็น 

ใชเ้ฉพาะทปิฟิลเตอร ์1,000 µl ทีอ่อกแบบมาเพือ่ใชก้บั QIAcube Connect MDx 
เทา่นัน้ 

ตดิฉลากโรเตอรอ์ะแดปเตอรแ์ละ MCT สําหรบัแตล่ะตัวอยา่งโดยใชป้ากกาชนดิหมกึตดิถาวร 
เปิด PSC ทีจ่ะใชแ้ละตัดฝาออกใหห้มดโดยใชก้รรไกร (ด ูรปูที ่19) 

เพือ่การทํางานทีเ่หมาะสมของอปุกรณ์จับยดึแขนกล QIAcube Connect MDx ให ้
ถอด (ตดั) ฝาและชิน้สว่นพลาสตกิทัง้หมดทีเ่ชือ่มตอ่ฝาเขา้กบั PSC ออกใหห้มด 
(ด ูรปูที ่19) มฉิะนัน้อปุกรณ์จบัยดึแขนกลจะไมส่ามารถจบั PSC ไดอ้ยา่งถกูตอ้ง 

 
รปูที่ ่19: การโหลด PSC. PSC ถกูโหลดลงในตําแหน่งกลางของโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์ตัดฝา PSC กอ่นโหลด
คอลัมน์ 

ฝาคอลัมนถ์กู
ถอดออกจาก 
PSC อยา่ง
ถกูตอ้ง 

ฝาคอลัมนถ์กู
ถอดออกอยา่ง
ไมถ่กูตอ้ง ยังมี
ฝาบางสว่นตดิ
อยูก่บั PSC 
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โหลด PSC (ไมม่ฝีาปิด ด ูรปูที ่19, หนา้ 61) PRC และ MCT ทีต่ดิฉลากลงในตําแหน่งที่
เหมาะสมในโรเตอรอ์ะแดปเตอรต์ดิฉลากแตล่ะตัวดังแสดงใน ตารางที ่4 และ รปูที ่20 

ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่ไดด้ันฝาคอลัมนส์ปิน (PRC) และฝา MCT ลงไปจนสดุที่
ดา้นลา่งของชอ่งทีข่อบของโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์ มฉิะนัน้ฝาจะแตกระหวา่งการ 
หมนุเหวีย่ง 

ตารางที ่4: วสัดสุ ิน้เปลอืงพลาสตกิในโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์

ตําแหนง่ สารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิา ตําแหนง่ฝา 

1 คอลัมนส์ปิน PAXgene RNA (สแีดง, PRC) L1 

2 คอลัมนส์ปิน PAXgene Shredder (สมีว่ง, PSC) (ตัดฝากอ่นวางในโรเตอรอ์ะแดปเตอร)์ − 

3 MCT* L3 

* ใช ้MCT (1.5 ml) ทีร่วมอยูใ่น PAXgene Blood RNA Kit 
 

 
รปูที่ ่20: ตําแหนง่ในโรเตอรอ์ะแดปเตอร ์โรเตอรอ์ะแดปเตอรม์ตํีาแหน่งหลอดสามตําแหน่ง (1–3) และ
ตําแหน่งฝาสามตําแหน่ง (L1 – L3) 
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กําลังโหลดเครือ่งหมนุเหวีย่ง 

โหลดโรเตอรอ์ะแดปเตอรท์ีป่ระกอบแลว้เขา้กบัถังหมนุเหวีย่งของ QIAcube Connect MDx 
ตามทีแ่สดงใน รปูที ่21 ดา้นลา่ง 

หากประมวลผลนอ้ยกวา่ 12 ตัวอยา่ง ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่ไดโ้หลดโรเตอรห์มนุ
เหวีย่งทีส่มดลุในแนวรศัม ี(ด ูรปูที ่22, หนา้ 64) ตอ้งตดิตัง้ถังหมนุเหวีย่งทัง้หมด
กอ่นเริม่การดําเนนิการเกณฑว์ธิแีมว้า่จะดําเนนิการนอ้ยกวา่ 12 ตัวอยา่งก็ตาม  
ไมส่ามารถประมวลผลตัวอยา่งเดยีว (หนึง่) หรอื 11 ตัวอยา่งได ้

 
รปูที่ ่21: การโหลดเครือ่งหมนุเหวีย่งบน QIAcube Connect MDx โหลดโรเตอรอ์ะแดปเตอรท์ีป่ระกอบแลว้
เขา้กบัถังหมนุเหวีย่ง 
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รปูที่ ่22: กําลงัโหลดเครือ่งหมุนเหวีย่งและเขยา่ ตําแหน่งเครือ่งหมนุเหวีย่งและเขยา่จะแสดงสําหรับการ
ประมวลผลจากสอง (2) ถงึสบิ (10) ตัวอยา่ง ไมส่ามารถดําเนนิการหนึง่ (1) ตัวอยา่งหรอื 11 ตัวอยา่งได ้สําหรับ
การประมวลผล 12 ตัวอยา่งจะมกีารโหลดตําแหน่งเครือ่งหมนุเหวีย่งและเขยา่ทัง้หมด (ไมแ่สดงภาพ) 

2 ตวัอยา่ง 3 ตวัอยา่ง 

4 ตวัอยา่ง 5 ตวัอยา่ง 

6 ตวัอยา่ง 7 ตวัอยา่ง 

8 ตวัอยา่ง 9 ตวัอยา่ง 

10 ตวัอยา่ง 
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หลอดแปรรปู 

นําหลอด PT ใดๆ ทีย่ังคา้งอยูใ่นชอ่งใส ่MCT จากการดําเนนิการครัง้กอ่นออก (ด ูรปูที ่18, 
หนา้ 60) เตมิ PT 3 หลอดดว้ยสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาตามปรมิาณทีใ่หไ้วใ้น ตารางที ่
5 ตาม จํานวนตัวอยา่งในการดําเนนิการ  

สําหรับสว่นผสมการบม่ DNase I ใหปิ้เปตปรมิาตรทีร่ะบขุองบัฟเฟอรส์ําหรับการยอ่ย DNA 
(RDD) ลงใน PT และเตมิสารละลายเขม้ขน้ DNase I (RNFD) ตามปรมิาตรทีร่ะบ ุผสมโดย
คอ่ยๆ ปิเปตสว่นผสมทัง้หมดขึน้และลง 3 ครัง้โดยใชท้ปิปิเปต 1,000 µl 

ใช ้PT ขนาด 2 ml ทีร่วมอยูใ่น PAXgene Blood RNA Kit ตดิฉลากหลอดดว้ยชือ่สารทีใ่ช ้
เป็นตัวกระทําปฏกิริยิาอยา่งชดัเจนและวางไวใ้นตําแหน่งทีเ่หมาะสมในชอ่งใส ่ MCT ตามที่
ระบไุวใ้น ตารางที ่6 (หนา้ 66)  

DNase I (RNFD) มคีวามไวตอ่การแปลงสภาพทางกายภาพเป็นพเิศษ ผสมโดย
การปิเปตเทา่นัน้โดยใชท้ปิปิเปตแบบเจาะกวา้งเพือ่ลดการตดัเฉือน อยา่หมนุวน 

ตรวจสอบใหม้ัน่ใจวา่ไดปิ้เปตเฉพาะปรมิาตรทีต่อ้งการตามทีร่ะบไุวใ้น ตารางที ่5 
ดา้นลา่ง 
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ตารางที ่5: ปรมิาณของสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาทีต่อ้งใชใ้น PT สําหรบัชอ่งใส ่MCT 

จํานวน
ตวัอยา่ง 

ปรมิาณสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาสําหรบัจํานวนตวัอยา่งทีร่ะบ ุ(µl) 

Proteinase K  
(โปรตเินส K) (PK) ผสมการบม่ DNase I บฟัเฟอรส์ําหรบัการ

ชะลา้ง (BR5) 

2 126 187 (23 DNase I + 164 บฟัเฟอร ์RDD) 313 

3 170 261 (33 DNase I + 228 บฟัเฟอร ์RDD) 399 

4 213 334 (42 DNase I + 292 บฟัเฟอร ์RDD) 486 

5 256 407 (51 DNase I + 356 บฟัเฟอร ์RDD) 572 

6 299 481 (60 DNase I + 421 บฟัเฟอร ์RDD) 658 

7 342 554 (69 DNase I + 485 บฟัเฟอร ์RDD) 745 

8 386 627 (78 DNase I + 549 บฟัเฟอร ์RDD) 831 

9 429 701 (88 DNase I + 613 บฟัเฟอร ์RDD) 918 

10 472 775 (97 DNase I + 678 บฟัเฟอร ์RDD) 1004 

12 558 921 (115 DNase I + 806 บัฟเฟอร ์RDD) 1177 

 

ตารางที ่6: ชอ่งใส ่MCT 

 
ตําแหนง่ 

A B C 

สิง่ทีบ่รรจ ุ Proteinase K (โปรตเีนส K) ผสมการบม่ DNase I บัฟเฟอรสํ์าหรับการชะลา้ง (BR5) 

หลอด หลอดแปรรปู* หลอดแปรรปู* หลอดแปรรปู* 
*ใช ้PT ขนาด 2 ml ทีร่วมอยูใ่น PAXgene Blood RNA Kit 
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การทิง้อปุกรณ ์

สําหรับการทิง้อปุกรณ์อยา่งปลอดภัยหลังจากการเก็บตัวอยา่ง และการแยก RNA แบบ 
แมนนวล โปรดดขูอ้มลูความปลอดภยัและขอ้ควรระวังในหนา้ 17 และ 18 ตามลําดับ 

นอกจากนี ้สําหรับ การแยก RNA แบบอัตโนมัตโิดยใช ้QIAcube Connect MDx โปรดด ูรปู
ที ่21 และ รปูที ่22, หนา้ 63 และ 64 ตามลําดบั ทีแ่สดงชอ่งสําหรับใสท่ปิและคอลัมนใ์ชแ้ลว้
เพือ่กําจัดทิง้โดยเฉพาะ 
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แนวทางการแกไ้ขปัญหา 

แนวทางการแกไ้ขปัญหานีอ้าจชว่ยแกปั้ญหาทีอ่าจเกดิขึน้ สําหรบัขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดดหูนา้
คําถามทีพ่บบอ่ยทีศ่นูยส์นับสนุนดา้นเทคนคิของเรา: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx 
นักวทิยาศาสตรใ์นฝ่ายบรกิารดา้นเทคนคิของบรษัิท QIAGEN ยนิดตีอบคําถามทีค่ณุอาจมี
เกีย่วกบัทัง้ขอ้มลูและกณฑว์ธิใีนคูม่อืฉบับนี ้ หรอืตวัอยา่งและเทคโนโลยกีารทดสอบ (สาํหรบั
ขอ้มลูตดิตอ่ ดหูนา้สดุทา้ย หรอืไปที ่www.qiagen.com) 

 ความคดิเห็น และคําแนะนํา 

RNA ยอ่ยสลาย 

การปนเป้ือนของ RNase ระวังอยา่นํา RNases เขา้ไปในสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาในระหวา่ง
ขัน้ตอนหรอืการจัดการในภายหลัง (ดภูาคผนวก A หนา้ 74) 

ปรมิาณ RNA ตํ่า 

a) เลอืดนอ้ยกวา่ 2.5 ml ทีเ่ก็บใน 
PAXgene Blood RNA Tube 
(BRT) 

ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่ไดเ้กบ็เลอืด 2.5 ml ใน PAXgene Blood RNA 
Tube (BRT ด ูคูม่อื PAXgene Blood RNA Tube) 

b) ความเขม้ขน้ของ RNA ทีว่ัดได ้
ในน้ํา  

RNA ตอ้งเจอืจางใน Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.511* เพือ่การหาปรมิาณ
ทีถ่กูตอ้ง (ดภูาคผนวก B หนา้75) 

c) เศษเซลลท์ีถ่า่ยโอนไปยงั PRC 
ในขัน้ตอนที ่9 และ 10 ของ
เกณฑว์ธิแีบบแมนนวล 

หลกีเลีย่งการถา่ยโอนอนุภาคขนาดใหญเ่มือ่ทําการปิเปตสว่นเหนอื
ตะกอนในขัน้ตอนที ่7 ของเกณฑว์ธิแีบบแมนนวล (การถา่ยโอนเศษเล็ก
เศษนอ้ยจะไมส่ง่ผลกระทบตอ่ขัน้ตอน) 

d) สว่นเหนือตะกอนไมไ่ดถ้กูกาํจัด
ออกทัง้หมดในขัน้ตอนที ่3 

ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่ไดนํ้าสว่นเหนอืตะกอนออกทัง้หมดแลว้ หากรนิสว่น
เหนือตะกอน ใหนํ้าหยดออกจากขอบของ PAXgene Blood RNA Tube 
(BRT) โดยการซบัลงบนกระดาษ ใชม้าตรการป้องกนัทีเ่หมาะสมเพือ่
ป้องกนัการปนเป้ือนขา้ม 

e) หลังจากเกบ็เลอืดเขา้ PAXgene 
Blood RNA Tube (BRT) แลว้ 
เลอืดจะถกูบม่เป็นเวลานอ้ยกวา่ 
2 ชัว่โมง 

บม่เลอืดใน PAXgene Blood RNA Tube (BRT) อยา่งนอ้ย 2 ชัว่โมง
หลังการเกบ็ 

 
* เมือ่ทํางานกบัสารเคม ีควรสวมเสือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบิัตกิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้ และแวน่ตาป้องกนัทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับ

ขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดศกึษาเอกสารขอ้มลูความปลอดภยั (Safety Data Sheet, SDS) ทีเ่หมาะสมจากผูจั้ดจําหน่ายของผลติภณัฑ์
นัน้ 

http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx
http://www.qiagen.com/
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 ความคดิเห็น และคําแนะนํา 

คา่ A260/A280 ตํา่ 

f) น้ําทีใ่ชใ้นการเจอืจาง RNA 
สําหรับการวัด A260/A280 

ใช ้Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.5 เพือ่เจอืจาง RNA กอ่นวัดความบรสิทุธิ์
12* (ดภูาคผนวก B หนา้75) 

g) เครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอร์
ไมไ่ดป้รับเป็นศนูยอ์ยา่ง
เหมาะสม 

ปรับสเปกโตรโฟโตมเิตอรเ์ป็นศนูยโ์ดยใชช้อ่งวา่งทีป่ระกอบดว้ยบัฟเฟอร์
สําหรับชะลา้ง (BR5) และ Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.5 ในสดัสว่น
เดยีวกบัในตัวอยา่งทีจ่ะวัด บัฟเฟอรสํ์าหรับชะลา้ง (BR5) มกีารดดูซบัสงู
ที ่220 nm ซึง่อาจทําใหร้ะดับการดดูซบัพืน้หลังสงูหากเครือ่งสเปกโตร
โฟโตมเิตอรไ์มไ่ดรั้บการปรับคา่เป็นศนูยอ์ยา่งเหมาะสม 

เครือ่งมอืทํางานผดิปกต ิ

QIAcube Connect MDx ทํางานไม่
ถกูตอ้ง 

อา่น คูม่อืผูใ้ช ้QIAcube Connect MDx โดยใหค้วามสําคัญกบัสว่นการ
แกไ้ขปัญหา ตรวจสอบใหม่ั้นใจวา่เครือ่งมอืไดรั้บการบํารงุรักษาอยา่ง
เหมาะสมตามทีอ่ธบิายไวใ้นคูม่อืผูใ้ช ้

 

  

 
* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P. (1997) Effect of pH and ionic strength on the 

spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474. 
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สญัลกัษณ ์
สญัลักษณ์ตอ่ไปนีอ้าจปรากฏในคําแนะนําสําหรับใชง้านหรอืบนบรรจภุัณฑแ์ละฉลากกํากบั 
สญัลักษณ์เพิม่เตมิอธบิายไวใ้น สว่นประกอบทีม่ใีนชดุอปุกรณ์ (หนา้ 5) 

สญัลกัษณ์ นยิามของสญัลกัษณ์ 

V<N1> เวอรช์นั <N1> ของผลติภัณฑ ์

<N2> 
บรรจสุารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาทีเ่พยีงพอสําหรับ <N2> 
การทดสอบ 

 อา่นคําแนะนําในการใชง้าน 

 ใชก้อ่น 

 อปุกรณ์การแพทยสํ์าหรับการวนิจิฉัยภายนอกรา่งกาย 

 หมายเลขแค็ตตาล็อก 

 หมายเลขล็อต 

 หมายเลขวัสด ุ

 สว่นประกอบ 

 หมายเลข 

 หน่วย Kunitz 

 
การเพิม่ 

 ประกอบดว้ย 

 
สรา้งใหม ่
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ดอีอกซไีรโบนวิคลเีอส I 

 เอทานอล 

 Guanidine isothiocyanate 

 RNase-Free DNase Set 

 หมายเลขรายการการคา้ท่ัวโลก 

 
ขดีจํากดัอณุหภมู ิ

 
ขดีจํากดัสงูสดุของอณุหภมู ิ

 
ผูผ้ลติ 

 
ตัวแทนผูไ้ดรั้บอนุญาตในยโุรป ตามกฎระเบยีบ (EU) 
2017/746  

 
หมายเหตสํุาคัญ 

 มกีารเตมิเอทานอล 

 
เครือ่งหมาย CE ผลติภัณฑน์ีเ้ป็นไปตามขอ้กําหนดของกฏ
ระเบยีบ (EU) 2017/746 สําหรับอปุกรณ์การแพทยเ์พือ่การ
วนิจิฉัยในหลอดทดลอง 

 
ตัวระบอุปุกรณท์ีเ่ป็นเอกลักษณ์ 

 
ขอ้ควรระวัง 

 
คําเตอืน: พืน้ผวิรอ้น  
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ขอ้มลูตดิตอ่ 

ที ่QIAGEN เราภมูใิจในคณุภาพและความพรอ้มของการสนับสนุนทางเทคนคิของเรา แผนก
บรกิารดา้นเทคนคิของเรามเีจา้หนา้ทีท่ีเ่ป็นนักวทิยาศาสตรท์ีม่ปีระสบการณ์ซึง่มคีวาม
เชีย่วชาญในเชงิปฏบัิตแิละเชงิทฤษฎอียา่งกวา้งขวางในอณูชวีวทิยาและการใชผ้ลติภัณฑ ์
PreAnalytiX หากคณุมคํีาถามใดๆ เกีย่วกบั PAXgene Blood RNA Kit โปรดอยา่ลังเลทีจ่ะ
ตดิตอ่เรา 

หากตอ้งการขอรับความชว่ยเหลอืดา้นเทคนคิหรอืตอ้งการทราบขอ้มลูเพิม่เตมิ โปรดตดิตอ่
ศนูยส์นับสนุนดา้นเทคนคิของเรา ที ่ www.qiagen.com/Support, โทรศัพท ์
00800-22-44-6000, หรอืตดิตอ่แผนกบรกิารดา้นเทคนคิของ QIAGEN ทีใ่ดทีห่นึง่หรอืผูจ้ัด
จําหน่ายในทอ้งถิน่ของทา่น (ดทูีป่กหลัง หรอืไปที ่www.qiagen.com) 

http://www.qiagen.com/Support
http://www.qiagen.com/
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ภาคผนวก A: ขอ้สงัเกตทัว่ไปเกีย่วกบัการจัดการ 
RNA 

การจัดการ RNA 

 
ไรโบนวิคลเีอส (RNases) เป็นเอ็นไซมท์ีม่คีวามเสถยีรและแอคทฟีมากซึง่
โดยทัว่ไปไมต่อ้งการปัจจยัรว่มในการทํางาน เนือ่งจากการทําให ้ RNases หมด
ฤทธิเ์ป็นเรือ่งยากและแมป้รมิาณเพยีงนอ้ยนดิก็เพยีงพอตอ่การยอ่ยสลาย RNA 
จงึตอ้งกําจดัการปนเป้ือนของ RNase ทีอ่าจเป็นไปไดบ้นอปุกรณ์พลาสตกิหรอื
เครือ่งแกว้ใดๆ กอ่นนํามาใชท้กุครัง้ ควรใชค้วามระมัดระวังเป็นอยา่งยิง่เพือ่
หลกีเลีย่งการนํา RNases เขา้สูต่วัอยา่ง RNA โดยไมไ่ดต้ัง้ใจระหวา่งหรอืหลัง
ขัน้ตอนการแยก ในการสรา้งและรักษาสภาพแวดลอ้มทีป่ราศจาก RNase ตอ้งใช ้
ความระมัดระวงัในระหวา่งการปรับสภาพและการใชภ้าชนะแบบใชแ้ลว้ทิง้และใช ้
แลว้ไมท่ิง้รวมทงัสารละลายในขณะทีทํ่างานกบั RNA 

การจัดการทั่วไป 

 
ควรใชเ้ทคนคิทางจลุชวีวทิยาและปลอดเชือ้ทีเ่หมาะสมเมือ่ทํางานกบั RNA 
มอืและอนุภาคฝุ่ นเป็นพาหะของแบคทเีรยีและเชือ้ราและเป็นแหลง่ทีม่าของ
การปนเป้ือน RNase ทีพ่บบอ่ยทีส่ดุ สวมถงุมอืลาเท็กซห์รอืไวนลิทกุครัง้ใน
ขณะทีจ่ัดการสารทีใ่ชเ้ป็นตวักระทําปฏกิริยิาและตัวอยา่ง RNA เพือ่ป้องกนัการ
ปนเป้ือนของ RNase จากพืน้ผวิของผวิหรอืจากอปุกรณ์ในหอ้งปฏบัิตกิารที่
เต็มไปดว้ยฝุ่ น เปลีย่นถงุมอืบอ่ยๆ และปิดหลอดทกุครัง้ทีทํ่าได ้ เก็บ RNA ที่
บรสิทุธิไ์วบ้นน้ําแข็งเมือ่ปิเปตสว่นยอ่ยสาํหรบัแอปพลเิคชนัดาวนส์ตรมี 

เกณฑว์ธิเีพือ่กําจัดการปนเป้ือนของ RNase จากเครือ่งแกว้และสารละลายสามารถพบไดใ้น
คูม่อืชวีวทิยาระดับโมเลกลุทัว่ไป เชน่ Sambrook, J. and Russell, D. W. (2001) 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold 
Spring Harbor Laboratory Press. 
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ภาคผนวก B: การหาปรมิาณและการกําหนดคณุภาพของ  
RNA ทัง้หมด 

การหาปรมิาณของ RNA 

ความเขม้ขน้ของ RNA ควรถกูกําหนดโดยการวัดการดดูซบัที ่260 nm (A260) ในเครือ่งสเปก
โตรโฟโตมเิตอร ์ตรวจสอบใหม้ั่นใจวา่มคีวามสําคญั การอา่นควรอยูใ่นชว่งเชงิเสน้ของเครือ่ง
สเปกโตรโฟโตมเิตอร ์การดดูซบั 1 หน่วยที ่260 nm สอดคลอ้งกบั 44 µg ของ RNA ตอ่ ml 
(A260 = 1⇒ 44 µg/m) ความสมัพันธน์ีใ้ชไ้ดก้บัการวัดใน Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.5 
เทา่นัน้13* ดังนัน้หากจําเป็นตอ้งเจอืจางตัวอยา่ง RNA และควรทําใน Tris-HCl 10 mM ตามที่
กลา่วไวด้า้นลา่ง (ด ู “ความบรสิทุธิข์อง RNA”, หนา้ 76) อัตราสว่นระหวา่งคา่การดดูซบัที ่
260 และ 280 nm ใหค้วามบรสิทุธิข์อง RNA โดยประมาณ เมือ่ทําการวัดตวัอยา่ง RNA ตอ้ง
แน่ใจวา่ Cuvettes นัน้ปราศจาก RNase ปรับเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรเ์ป็นศนูยโ์ดยใช ้
ชอ่งวา่งทีป่ระกอบดว้ยบัฟเฟอรส์ําหรับการชะลา้ง (BR5) และบัฟเฟอรส์ําหรับ Tris-HCl ใน
สดัสว่นเดยีวกบัในตัวอยา่งทีจ่ะวัด บัฟเฟอรส์ําหรับการชะลา้ง (BR5) มกีารดดูซบัสงูที ่ 220 
nm ซึง่อาจทําใหร้ะดับการดดูซบัพืน้หลังสงูหากเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรไ์มไ่ดร้ับการ
ปรับคา่เป็นศนูยอ์ยา่งเหมาะสม ตัวอยา่งการคํานวณทีเ่กีย่วขอ้งกบัการหาปรมิาณ RNA แสดง
ไวด้า้นลา่ง  

ปรมิาตรของตัวอยา่ง RNA = 80 µl 
การเจอืจาง (1/15) = ตัวอยา่ง RNA 10 µl + 10 mM Tris-HCl 140 µl คา่ pH 7.5  
วัดการดดูซบัของตัวอยา่งเจอืจางใน Cuvette (ปราศจาก RNase) 
A260  = 0.3 
ความเขม้ขน้ของตัวอยา่ง  = 44 x A260 x ปัจจัยการเจอืจาง 
 = 44 x 0.3 x 15 
 = 198 µg/ml 
ปรมิาณรวม = ความเขม้ขน้ x ปรมิาตรของตัวอยา่งเป็นมลิลลิติร 
 = 198 µg/ml x 0.08 ml 
 = 15.8 µg RNA 
 
* เมือ่ทํางานกบัสารเคม ีควรสวมเสือ้คลมุสําหรับหอ้งปฏบิตักิาร ถงุมอืแบบใชแ้ลว้ทิง้ และแวน่ตาป้องกนัทีเ่หมาะสมเสมอ สําหรับขอ้มลู

เพิม่เตมิ โปรดศกึษาเอกสารขอ้มลูความปลอดภยั (Safety Data Sheet, SDS) ทีเ่หมาะสมจากผูจั้ดจําหน่ายของผลติภณัฑนั์น้ 
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ความบรสิทุธิข์อง RNA 

อัตราสว่นของการอา่นที ่ 260 nm และ 280 nm (A260/A280) ใหค้วามบรสิทุธิข์อง RNA 
โดยประมาณตามสารปนเป้ือนทีด่ดูซบัใน UV เชน่โปรตนี อยา่งไรก็ตาม อัตราสว่น A260/A280 
ไดร้ับอทิธพิลอยา่งมากจาก pH pH ทีตํ่า่ลงสง่ผลใหอั้ตราสว่น A260/A280 และลดความไวในการ
ปนเป้ือนของโปรตนี14* สําหรบัคา่ทีถ่กูตอ้ง เราขอแนะนําใหว้ดัคา่การดดูซบัใน Tris-HCl 10 mM 
คา่ pH 7.5 RNA บรสิทุธิม์อัีตราสว่น A260/A280 ของ 1.8–2.2 ใน Tris-HCl 10 mM คา่ pH 7.5 
ปรับเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอรเ์ป็นศนูยโ์ดยใชช้อ่งวา่งทีป่ระกอบดว้ยบัฟเฟอรส์าํหรับการชะ
ลา้ง (BR5) และบัฟเฟอรส์าํหรับ Tris-HCl ในสดัสว่นเดยีวกบัในตัวอยา่งทีจ่ะวัด บัฟเฟอรส์ําหรบั
การชะลา้ง (BR5) มกีารดดูซบัสงูที ่220 nm ซึง่อาจทําใหร้ะดับการดดูซบัพืน้หลงัสงูหากเครือ่ง
สเปกโตรโฟโตมเิตอรไ์มไ่ดร้ับการปรบัคา่เป็นศนูยอ์ยา่งเหมาะสม 

  

 
* Wilfinger, W.W., Mackey, M., and Chomczynski, P. (1997) Effect of pH and ionic strength on the 

spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. BioTechniques 22, 474. 
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ภาคผนวก C: การจัดการ PAXgene Blood RNA 
Tubes (BRT) 

 
คําแนะนําตอ่ไปนีจ้าก BD อาจเป็นประโยชนเ์มือ่จัดการ PAXgene Blood RNA 
Tubes (BRT) ดคููม่อื PAXgene Blood RNA Tube สําหรับขอ้มลูเพิม่เตมิ
เกีย่วกบั PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 

คําแนะนําในการกําจัดฝาปิด BD Hemogard 

1. จับ PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ดว้ยมอืเดยีวโดยวางนิว้หัวแมม่อืไวใ้ตฝ้าปิด BD 
Hemogard (เพือ่เพิม่ความมัน่คง ใหว้างแขนบนพืน้ผวิทบึ) ใชม้อือกีขา้งหนึง่ บดิฝาปิด 
BD Hemogard ในขณะทีด่ันขึน้พรอ้มกนัดว้ยนิว้หัวแมม่อืของมอือกีขา้งหนึง่จนกวา่จกุ
ปิดหลอดจะคลายเทา่นัน้ 

2. เลือ่นนิว้หัวแมม่อืออกไปกอ่นยกฝาปิด หา้มใชน้ิว้หัวแมม่อืดนัฝาปิดหลอด PAXgene 
Blood RNA Tube (BRT) ออก ขอ้ควรระวัง: มอัีนตรายจากการสมัผสัหาก PAXgene 
Blood RNA Tube (BRT) บรรจเุลอืด เพือ่ชว่ยป้องกนัการบาดเจ็บในระหวา่งการถอดฝา
ปิดออก สิง่สําคัญคอืตอ้งเอานิว้หัวแมม่อืทีใ่ชด้ันฝาปิดขึน้ดา้นบนออกจากการสมัผสักบั 
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ทันททีีฝ่าปิด BD Hemogard คลายออก 

3. ยกฝาปิด PAXgene Blood RNA Tube (BRT) ออก ในกรณีทีไ่มน่่าจะเกดิขึน้ไดท้ีต่วั
ป้องกนัพลาสตกิแยกออกจากจกุยาง หา้มประกอบฝาปิดใหม ่ถอดจกุยางออกจาก 
PAXgene Blood RNA Tube (BRT) อยา่งระมดัระวัง 

คําแนะนําสําหรับการใสฝ่าปิด BD Hemogard รอง 

1. เปลีย่นฝาปิด PAXgene Blood RNA Tube (BRT) 
2. บดิและดันลงใหแ้น่นจนกระทัง่จกุปิดเขา้ทีจ่นสดุ จําเป็นตอ้งใสจ่กุปิดเขา้ไปใหมอ่ยา่ง

สมบรูณ์เพือ่ใหฝ้าปิดยังคงอยูอ่ยา่งปลอดภัยบน PAXgene Blood RNA Tube (BRT)  
ในระหวา่งการจดัการ 
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ขอ้มลูการสัง่ซือ้ 

ผลติภณัฑ ์ สิง่ทีบ่รรจ ุ หมายเลข
แค็ตตาล็อก 

PAXgene Blood RNA Kit (50) 50 PAXgene Spin Columns, 50 Shredder Spin 
Columns, หลอดแปรรปู, RNase-Free DNase I, สาร
ทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิาและบัฟเฟอรท์ีป่ราศจาก 
RNase เพือ่ใชร้ว่มกบั PAXgene Blood RNA Tubes 

762174 

PAXgene Blood RNA Tubes 
(100) 

หลอดเก็บเลอืด 100 762165 

ผลติภณัฑท์ีเ่กีย่วขอ้งซึง่สามารถส ัง่ไดจ้าก QIAGEN สําหรบัการแยก RNA แบบอตัโนมตับิน QIAcube 

Starter Pack, QIAcube แพ็คประกอบดว้ย: ชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทํา
ปฏกิริยิา (3); แถบตดิฉลากชัน้วาง (8); ทปิฟิลเตอร ์
200 µl (1024); ทปิฟิลเตอร ์1000 µl (1024); ทปิ
ฟิลเตอร ์1000 µl, wide-bore (1024); ขวดสารทีใ่ช ้
เป็นตัวกระทําปฏกิริยิา 30 ml (18); อะแดปเตอรโ์ร
เตอร ์(240); ทีย่ดึอะแดปเตอรโ์รเตอร ์

990395 

Filter-Tips, 1000 µl (1024) ทปิฟิลเตอรแ์บบใชแ้ลว้ทิง้ทีป่ราศจากเชือ้ วางบนชัน้ 990352 

Reagent Bottles, 30 ml (6) ขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา (30 ml) พรอ้มฝา 
แพ็ค 6 ขวด; สําหรับใชก้บัชัน้วางขวดสารทีใ่ชเ้ป็นตัว
กระทําปฏกิริยิาเครือ่งมอื QIAcube 

990393 

Rotor Adapters (10 x 24) สําหรับ 240 ชดุ: โรเตอรอ์ะแดปเตอรแ์บบใชแ้ลว้ทิง้ 
240 ตัว; สําหรับใชก้บัเครือ่งมอื QIAcube 

990394 

Reagent Bottle Rack ชัน้วางสําหรับใสข่วดสารทีใ่ชเ้ป็นตัวกระทําปฏกิริยิา
ขนาด 30 ml 6 ขวดบนโตะ๊ทํางานของ QIAcube 

9026197 

Rotor Adapter Holder ทีย่ดึสําหรับอะแดปเตอรโ์รเตอรแ์บบใชแ้ลว้ทิง้ 12 
ตัว; สําหรับใชก้บั QIAcube 

990392 

ผลติภณัฑท์ีเ่กีย่วขอ้งซึง่สามารถส ัง่ไดจ้าก BD สําหรบัการเก็บตวัอยา่งเลอืดดว้ย PAXgene Blood RNA 
Tubes (BRT)* 

Blood Collection Set BD Vacutainer® Safety-Lok™ 6 Blood Collection 
Set: 21G, เขม็ 0.75 inch (0.8 × 19 mm), หลอด 
12 inch (305 mm) พรอ้มอะแดปเตอร ์Luer; 50 ตอ่
กลอ่ง, 200 ตอ่ลัง 

367286 
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ผลติภณัฑ ์ สิง่ทีบ่รรจ ุ หมายเลข
แค็ตตาล็อก 

BD Vacutainer One-Use 
Holder 

ลังสําหรับเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 13 mm และ 
16 mm เทา่นัน้ 1,000/ลัง 

364815 

BD Vacutainer Plus Serum 
Tubes 

หลอดดดู 13 x 75 mm ขนาด 4.0 ml พรอ้มฝาปิด 
BD Hemogard สแีดงและฉลากกระดาษ 100/กลอ่ง 
1,000/ลัง 

368975 

BD Vacutainer EST Tube หลอดดดู 13 x 75 mm ขนาด 3.0 ml พรอ้มฝาปิด 
BD Hemogard แบบใสและ‑ฉลากใส; 100/กลอ่ง 
1,000/ลัง 

362725 

BD Vacutainer No Additive 
(Z) Tube 

หลอดดดู 13 x 75 mm ขนาด 3.0 ml พรอ้มฝาปิด 
BD Hemogard แบบใสและฉลากกระดาษ 100/กลอ่ง 
1,000/ลัง 

366703 

* อปุกรณ์เสรมิสําหรับการเกบ็เลอืดเหลา่นี้เป็นตัวแทนของผลติภณัฑท์ัว่ไปทีส่ามารถใชก้บั PAXgene Blood RNA Tubes (BRT) 
ได ้หากตอ้งการขอ้มลูเพิม่เตมิเกีย่วกบัอปุกรณ์เสรมิเหลา่นี้รวมถงึวธิกีารสัง่ซือ้โปรดไปที ่www.preanalytix.com 

http://www.preanalytix.com/
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ประวตักิารแกไ้ขเอกสาร 

วนัที ่ การเปลีย่นแปลง 

04/2022 เผยแพร ่IVDR ครัง้แรก 
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หมายเหต ุ
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หมายเหต ุ
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