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APPENDIX A 

 

Preparation of Reagents in the Experiment 

 

 

Preparation of Metaphase Chromosomes (Lymphocytes culture) 

 

1).  Growth medium 

        RPMI 1640 powder (biochrom AG)     10.42 g. 

        Sodium bicarbonate (NaHCO3)      2 g. 

        Streptomycin        100 mg. 

        Ampicillin        30 mg. 

        Distilled water        1000 ml. 

        Dissolved and mixed by magnetic stirrer with adjust pH 7.2, and then filter 

through sterilized filter.  Before use, add fetal calf serum 20 ml in growth medium 80 

ml and stored at 4-8 °C. 

 

2).  Phytohaemagglutinin (PHA) 

        PHA (L-form) lyophilized (Biochrom AG) 

        Sterile distilled water       5 ml. 

        Dissolved the lyophilized in sterile distilled water and stored at 4-8 °C. 

 

3).  Phosphate Buffer Saline (1×PBS) 

        Sodium chloride (NaCl)       8 g. 

        Potassium chloride (KCl)      0.2 g. 

        Sodium hydrogen phosphate dibasic (Na2HPO42H2O)   1.15 g. 

        Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)    0.2 g. 

        Distilled water        1000 ml. 

        Dissolved and mixed by magnetic stirrer and stored at room temperature. 
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4).  Hypotonic Solution (0.075M KCl) 

        Potassium chloride (KCl)      5.62 g. 

        Distilled water        1000 ml. 

        Dissolved and mixed by magnetic stirrer.  The solution was kept at room 

temperature. 

 

5).  Fixative solution 

        Mixed absolute methanol and and acetic acid in proportion of 3:1 by volume.  

Before used, stored at -20°C. 

 

6).  Sorensen’ s buffer  

        Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)    5.26 g. 

        Disodium hydrogen phosphate dibasic (Na2HPO42H20)  8.56 g. 

        Distilled water        1000 ml. 

        Dissolve and mix by magnetic stirrer.  Store at room temperature. 

 

7).  10% Giemsa Staining 

        Gurr’ s Giemsa stain (Merck)      2.5 ml. 

        Sorensen’ s buffer       25 ml. 

        Dilute Giemsa stain and store at room temperature. 

 

 

Comet Assay         

 

8).  Lysing solution 

        NaCl         146.1 g. 

        EDTA         37.2 g. 

        Tris (base)        1.2 g. 

        The ingredients were added to about 700 ml of distilled water with constant 

stirring of the mixure.  The NaOH 8 grams was added and allowed the mixure to 

dissolve.  The pH was adjusted to 10 using concentrated HCl or NaOH the diluted to 

890 ml with distilled water and stored at room temperature (incomplete lysing 
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solution).  The working lysing solution was prepared by fresh 1 ml of Triton X-100 

and 10 ml of DMSO were added in 89 ml of incomplete lysing solution and then 

refrigerated for at least 60 minutes for protect DNA damage from high temperature of 

reagent. 

 

9).  Electrophoresis buffer 

        NaOH         7.2 g. 

        Distilled water        600 ml. 

        200 mM EDTA        3 ml. 

        The electrophoresis buffer was stored at 4°C about 45-60 minutes.  Before to 

use, it was measured the pH buffer to ensure 13. 

 
10).  Neutralization buffer 

        Tris         24.2 g. 

        Dissolved Tris in approximately distilled water and adjusted to pH 7.5 with conc. 

HCL.  Later, diluted to 500 ml with distilled water and stored at 4°C. 

 

11).  Staining solution 

        Ethidium bromide       10 mg. 

        Distilled water        10 ml. 

        Dissolve ethidium bromide in distilled water (stock solution).  Before used, 

diluted stock solution with distilled water in proportion 1:10 (v/v). 
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APPENDIX B 
 

หนังสือแสดงความยินยอมการเขารวมในโครงการวิจัย  
INFORMED CONSENT FORM 

 
ขาพเจานาย/นาง/นางสาว....................................ที่อยู..................................................... 
.............................................................................................................................................................
บัตรประจําตัวประชาชนเลขที่................................................ขอใหความยินยอมของตนเองที่จะเขา
เกี่ยวของในการวิจัย/คนควาเรื่อง ความผิดปกติของโครโมโซมและความเสียหายตอดีเอ็นเอของผูที่
ทํางานในสถานีบริการน้ํามัน จังหวัดเชียงใหม ซ่ึงผูวิจัย ไดแก รศ. ดร. อํานาจ มีเวที และนางสาว
ไอดา บุญเสริม ไดอธิบายตอขาพเจาเกี่ยวกับการวิจัยคร้ังนี้แลว  

ผูวิจัยมีความยินดีที่จะใหคําตอบตอคําถามประการใดที่ขาพเจาอาจจะมีไดตลอดระยะเวลา
การเขารวมการวิจัยคร้ังนี้ ผูวิจัยรับรองวาจะเก็บขอมูลเฉพาะท่ีเกี่ยวกับตัวขาพเจาเปนความลับและ
จะเปดเผยไดเฉพาะในรูปที่เปนสรุปผลการวิจัย และผูวิจัยจะไดปฏิบัติในสิ่งที่ไมกอใหเกิดอันตราย
ตอรางกายหรือจิตใจของขาพเจา ตลอดการวิจัยนี้ และรับรองวาหากเกิดมีอันตรายใด ๆ จากการวิจัย
ดังกลาว ผูยินยอมจะไดรับการรักษาอยางเต็มที่  

ขาพเจายินยอมเขารวมการวิจัยโดยสมัครใจ และสามารถที่จะถอนตัวจากการวิจัยนี้เมื่อใดก็
ได ทั้งนี้ โดยไมมีผลกระทบตอการรักษาพยาบาลที่ขาพเจาจะไดรับถาหากขาพเจาเปนผูปวย และ
ในกรณีที่เกิดขอของใจหรือปญหาที่ขาพเจาตองการปรึกษากับผูวิจัย ขาพเจาสามารถติดตอกับผูวิจัย
คือ รศ. ดร. อํานาจ มีเวที  และนางสาวไอดา บุญเสริม ไดที่ภาควิชากายวิภาคศาสตร คณะ
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โทรศัพท 053-945317 โทรศัพทมือถือ 01-5313538 

 

ลงนาม….......………………..ผูยินยอม  
ลงนาม...................…………..สามี/ 
ภรรยา/ ผูปกครอง ของผูยินยอม  
ลงนาม................…………….ผูวิจัย  
ลงนาม....................………….พยาน  
ลงนาม ..................…………..พยาน  
วันที.่......................………….. 
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APPENDIX C 
 

ขอมูลสําหรับผูปวยหรืออาสาสมัคร 
 
ชื่อโครงการศึกษา : ความผิดปกติของโครโมโซมและความเสียหายตอดีเอ็นเอของผูที่ทํางานใน
สถานีบริการน้ํามัน จังหวัดเชียงใหม 

พนักงานเติมน้ํามันเปนอาชีพที่ใกลชิดและสัมผัสกับน้ํามันเชื้อเพลิง ไอเสียจากยานพาหนะ
ที่เขาไปเติมน้ํามันตลอดจนฝุนละอองที่มากับรถ ไมวาจะเปนทางการหายใจสูดดมสารระเหยจาก
น้ํามัน ไอเสีย และฝุนละอองเขาไปหรือการสัมผัสโดยตรงทางผิวหนังติดตอกันเปนระยะเวลา
หลายชั่วโมงในแตละวัน นับวาเปนอีกอาชีพหนึ่งที่มีโอกาสเสี่ยงที่ไดรับสารพิษเขาสูรางกายซึ่งมี
ผลกระทบตอสุขภาพ งานวิจัยนี้สนใจศึกษาผลกระทบตอดีเอ็นเอและโครโมโซมของผูที่ทํางานใน
สถานีบริการน้ํามันวามีความผิดปกติหรือไม เราจึงใครขอเชิญทานอาสาเขารวมโครงการฯ ทานจะ
ไดมีโอกาสและเวลาอาน (หรือผูทําวิจัยไดอานใหทานรับทราบ) ขอมูลขางลางกอน หากทานมีขอ
ของใจใด ๆ เกี่ยวกับการศึกษานี้ และสิทธิของทาน กรุณาซักถามจากผูทําวิจัย ซ่ึงจะเปนผูสามารถ
ใหความกระจางแกทานได นอกจากทานจะไดรับเอกสารขอมูลสําหรับอาสาสมัครฉบับนี้ หาก
ทานตัดสินใจเขารวมการศึกษา ทานจะไดรับสําเนาใบยินยอมที่ทานเซ็นชื่อกํากับเก็บไว 1 ฉบับ 
เรารูสึกยินดีที่ทานไดสละเวลาอาน (หรือผูทําวิจัยไดอานใหทานรับทราบ) ขอมูลดังตอไปนี้ 
 
 การศึกษานี้เก่ียวกับเรื่องอะไร  
  ความผิดปกตขิองโครโมโซมหรือการแตกหักของดีเอน็เอเกิดขึ้นไดเมือ่รางกายไดรับรังสี
หรือสารเคมีบางชนิด และเนื่องจากมีงานวิจัยที่รายงานวาสารประกอบของน้ํามันเชือ้เพลิงมี
คุณสมบัติเปนสารกอกลายพนัธุ (mutagen) คือเปนสารที่ทําใหเกิดความผิดปกติหรือเกดิการ
เปล่ียนแปลงในโครงสรางของดีเอ็นเอ และเปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) เนือ่งจากทําใหการ
แบงตัวของเซลลเปล่ียนแปลงไปจนไมสามารถควบคุมตัวเองไดจนกลายเปนเซลลมะเร็งนอกจากนี้
ยังพบวาสารเหลานี้ยังเปนสาเหตุของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (leukemia) รวมทัง้กอใหเกิดความ
ผิดปกติตางๆ ของไขกระดูก  

ดังนั้นจะเห็นไดวาอาชีพของทานเปนอีกอาชีพหนึ่งที่ตองสัมผัสกับน้ํามันเชื้อเพลิงตางๆ ที่
เต็มไปดวยสารที่เปน mutagen และ carcinogen เนื่องจากจังหวัดเชียงใหมเปนเมืองใหญมี
พลเมืองมากเปนอันดับสามรองจากจังหวัดนครราชสีมาและกรุงเทพฯ มียานพาหนะที่ใชน้ํามัน
จํานวนมาก ผูที่ทํางานในสถานีบริการน้ํามันจึงไดรับสารประกอบของน้ํามันไมวาจะเปนการสูด
ดมเอาสารระเหยเขาไปหรือการสัมผัสโดยตรงทางผิวหนังมากกวาคนทั่วไป จึงสนใจที่จะประเมิน
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ความผิดปกติของดีเอ็นเอและโครโมโซมของผูทํางานในสถานีบริการน้ํามันเพื่อนําขอมูลที่ไดไป
ประเมินความเสี่ยง และพิจารณาหาแนวทางปองกันเพื่อเปนประโยชนตอคนอาชีพนี้ตอไป
การศึกษานี้เก็บขอมูลอาสาสมัครเพศชายอายุระหวาง 18-25 ปที่ประกอบอาชีพเปนพนักงานเติม
น้ํามันในจังหวัดเชียงใหม จํานวน 30 ราย และอาสาสมัครเพศชายที่เปนเจาหนาที่หรือนักศึกษาที่
ไมไดทํางานในสถานีบริการน้ํามันที่มีอายุระหวาง 18-25 ป จํานวน 30 ราย รวมทั้งสิ้น 60 ราย 
 
ทานจะไดประโยชนอะไรจากการศึกษานี้  
ทานจะไมตองเสียคาใชจายใด ๆ ในงานวจิัยนี ้ทานจะทราบผลกระทบตอดีเอ็นเอและโครโมโซม
ของตัวทาน และจะไดพยายามหลีกเลี่ยงหรือปองกันการสัมผัสหรือสูดดมน้ํามัน ไอเสียจากรถ และ
ฝุนละอองขณะทํางานและขอมูลจากงานวจิัยจะใชเปนขอมูลเบื้องตนของภาวะสารพันธุกรรมของ
กลุมบุคคลที่ทํางานในสถานบีริการน้ํามันตอไป 
 
ทานจะตองปฏบิัติตัวอยางไร  
ทานจะถูกขอรองใหทําแบบสอบถามเพื่อคัดกรองวาทานอยูในเงื่อนไขของการวิจัยหรือไม 
หลังจากนั้นทานจะถูกขอรองใหเซ็นชื่อลงในใบยินยอมแสดงวาทานตกลงโดยความสมัครใจที่จะ
เขารวมการศึกษานี้ แลวจะทําการเจาะเลือดทานจากหลอดเลือดดําประมาณ 5 มิลลิลิตร โดยทาน
จะถูกเจาะเลือดเพียงครั้งเดียว เพื่อนําเลือดที่ไดไปตรวจหาความผิดปกติเชิงโครงสรางของ
โครโมโซมและการแตกหักของดีเอ็นเอตอไป  
 
อาการไมพงึประสงค  
ทานอาจจะเกิดการบาดเจ็บจากการใช sterile disposable syringe เพื่อเจาะเลือดในกรณีที่ทานมี
เสนเลือดดําที่หายาก ซ่ึงในงานวิจัยนี้ไดเชิญนักเทคนิคการแพทยซ่ึงเปนผูที่มีทักษะและความ
ชํานาญในการ เจาะ เลือดมา เจาะท าน เพื่ อลดความผิดพลาดและการบาด เจ็บข า งตน 
 
ทานจะทําอยางไรหากทานไมตองการเขารวมการศึกษา หรือหากทานเปล่ียนใจระหวางเขารวม
ศึกษา  
ทานไมจําเปนตองเขารวมการศึกษานี้หากทานไมสมัครใจ หลังจากทานตัดสินใจเขารวมการศึกษา
แลว ทานสามารถจะถอนตัวไดตลอดเวลา การตัดสินใจของทานจะไมมผีลตอการรักษาในอนาคต 
หรือการดูแลอืน่ใดกต็าม  
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การปกปองรักษาขอมูล  
ขอมูลสวนตัวที่ทานไมตองการเปดเผยจะถูกเก็บรวบรวมไวและนํามาใชเพื่อวัตถุประสงคทางการ
วิจัยทางการแพทย เฉพาะในสวนที่เกี่ยวของกับการศึกษา จะไมมีการอางถึงชื่อทานในรายงานหรือ
วารสารใด ๆ หากทานตกลงใจเขารวมการศึกษา ผูวิจัยจะทําทุกวิถีทางเพื่อใหเกิดความมั่นใจวา
ขอมูลสวนตัวของทานจะถูกปกปองไว  
 
หากทานมีคําถามเกี่ยวกับการศึกษานี้ทานสามารถติดตอใครไดบาง  
ทานสามารถติดตอบุคคลดังตอไปนี ้หากทานมีคําถามหรือมีความวิตก 
รศ. ดร. อํานาจ มีเวที  และนางสาวไอดา บุญเสริม ไดที่ภาควิชากายวิภาคศาสตร คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม โทรศัพท 053-945317 โทรสาร 053-217144 (ในเวลาราชการ)  
โทรศัพทมือถือ 01-5313538 (นอกเวลาราชการ)  
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APPENDIX D 
 

เลขท่ี……………วันท่ี..……………. 
แบบสอบถาม 

โปรดทําเครื่องหมาย ( /) หรือเติมขอความสั้นๆ ลงในชองวางหนาขอความท่ีทานเห็นวา
เหมาะสมและตรงกับสภาพความเปนจริงท่ีสุด 
สวนท่ี 1  แบบสอบถามเกี่ยวกับขอมูลทั่วไปของอาสาสมัคร 

1. ชื่อ……………………สกุล…………………...…… 
2. วันเกิด………………………………....(วัน/เดือน/ป) 
3. อายุ……………ป 
4. สถานที่เกิด/ภูมิลําเนา……………………………….. 
5. ระดับการศึกษาสูงสุด……………………………….. 
6. สถานภาพการสมรส 

1) ( ) โสด               2) ( ) สมรส               3) ( ) หมาย 
4) ( ) หยา                5) ( ) แยกกนัอยู 

7. ที่
อยู…………………………………………………
……………………………………………………
…………………………………………………….
.... 

8. โทรศัพท……………………………………….......... 
9. วันที่ทําแบบสอบถาม…………………………................. 
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สวนท่ี 2  แบบสอบถามเกี่ยวกับขอมูลสุขภาพ ประวัตกิารเจ็บปวย และพฤติกรรมการสูบบุหร่ีและ
การดื่มสุรา 

1. ทานมีโรคประจําตวัหรือไม 
( ) ไมมี               ( ) มี เปนโรค………………………. 

2. ปจจุบันทานรบัประทานยาประจําหรือไม 
( ) ไมมียาที่ทานประจํา  ( ) มียาที่ทานประจําคือ……………..... 

                  รับประทานมาเปนระยะเวลาประมาณ…….. 
3. ทานเคยไดรับการฉายรังสี (X-ray) หรือไม 

( ) ไมเคย                ( ) เคยเมื่อระยะเวลา.......………ที่ผานมา  
                        4.  ทานเคยไดรับการทําเคมีบําบัดจากทางโรงพยาบาลหรือไม 

( ) ไมเคย                ( ) เคยเมื่อระยะเวลา…………...ที่ผานมา   
 

5.  ปจจุบันทาน สูบบุหร่ีหรือไม 
                                ( ) ไมสูบบุหร่ี         ( ) เคยสูบบุหร่ีแตเลิกมาเปนระยะเวลา……......  
                                ( ) สูบบุหร่ี ทานสูบวันละ………………มาเปนระยะเวลา…......     

6. ทานดื่มสุราเปนประจําหรือไม 
                        ( ) ไมดื่ม              ( ) เคยดื่มสุราแตเลิกมาเปนระยะเวลา….....…...  

      ( ) ดื่มสุรา ทานดื่มวนัละ………………มาเปนระยะเวลา........... 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 70 

สวนท่ี 3 แบบสอบถามเกี่ยวกับประวัติการทํางาน (สําหรับกลุมศึกษา) 
1. ปจจุบันทานประกอบอาชีพเปนพนักงานเติมน้ํามันในสถานีบริการน้ํามันเชื้อเพลิง

หรือไม 
( ) ใช           
( ) ไมใช      

2. สถานที่ทํางาน 
ชื่อสถานีบริการน้ํามัน………………………เลขที่………………. 
ตําบล……...…….อําเภอ………...….จังหวดั....……..........…....
หมายเลขโทรศัพท……………….............................................. 

3. ทานทํางานทีส่ถานีบริการน้ํามันมาเปนระยะเวลา
ประมาณ…………………...................................................(
ป/เดือน) 

4. ใน 1 สัปดาห ทานทํางานทัง้หมดกีว่ัน……………………................ 
5. ในแตละวันทานทํางานวนัละประมาณกี่ชัว่โมง…………….................... 
6. ทานสวมหนากากปองกนัการสูดดมสารระเหยของน้ํามนั ไอเสียจากรถ และฝุน

ละอองหรือไม 
                                        ( ) สวม                        ( ) ไมสวม 
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No. code ชื่อ  -  สกุล ctg ctb cte csg csb ace dic r Other Number  of  aberration Number  of  cell  with  aberration
1 CON001 1 1 1
2 CON003
3 CON004 2 2 2
4 CON005 1 1 1 3 3
5 CON006 2 1 3 3
6 CON007 1 1 2 2
7 CON008 1 1 1
8 CON009 1 1 1
9 CON010
10 CON013 1 1 2 2
11 CON014 1 1 2 2
12 CON015
13 CON016 1 1 1
14 CON017 1 1 2 2
15 CON018 3 3 3
16 CON019
17 CON020 1 1 2 2
18 CON021 1 1 1

APPENDIX E  The spread sheet showing the frequency of structural chromosome aberrations in individuals subjects of control group.
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No. code ชื่อ  -  สกุล ctg ctb cte csg csb ace dic r Other Number  of  aberration Number  of  cell  with  aberration
19 CON022
20 CON023 1 1 1
21 CON024
22 CON026
23 CON027 1 1 1
24 CON028
25 CON029 1 1 1
26 CON030
27 CON031 1 1 2 2
28 CON034
29 CON035
30 CON036 1 1 1

14 3 0 11 2 2 0 0 0 32 32
17 15

รวมผลจํานวนเซลลเฉพาะกลุม 32

รวมผล  aberration  แตละชนิด

รวมผล  aberration  เฉพาะกลุม 32
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No. code ชื่อ  -  สกุล ctg ctb cte csg csb ace dic r Other Number  of  aberration Number  of  cell  with  aberration
1 EXP050 2 2 2
2 EXP051
3 EXP052 2 1 3 3
4 EXP053
5 EXP054 1 1 1 3 3
6 EXP055 1 2 1 4 4
7 EXP056 1 1 1
8 EXP057 1 1 1
9 EXP058
10 EXP059 1 1 2 2
11 EXP060
12 EXP061 1 1 1 3 3
13 EXP062 1 1 1
14 EXP063 1 1 1
15 EXP064
16 EXP065 2 3 1 1 7 7
17 EXP066 1 1 1
18 EXP067 1 1 2 2

APPENDIX F  The spread sheet showing the frequency of structural chromosome aberrations in individuals subjects of exposed group.
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No. code ชื่อ  -  สกุล ctg ctb cte csg csb ace dic r Other Number  of  aberration Number  of  cell  with  aberration
19 EXP068 1 2 3 3
20 EXP069 1 1 2 2
21 EXP070 2 1 3 3
22 EXP071 1 1 2 2
23 EXP072 1 1 1
24 EXP073 2 1 1 4 4
25 EXP074 1 1 1
26 EXP075 2 2 2
27 EXP076 1 1 2 2
28 EXP077 1 1 1
29 EXP078 1 2 3 3
30 EXP079 1 1 2 2
31 EXP080 1 1 2 2
32 EXP081 1 1 1

20 22 0 8 4 5 1 60 60
42 18

รวมผล  aberration  แตละชนิด

รวมผลจํานวนเซลลเฉพาะกลุม 60
รวมผล  aberration  เฉพาะกลุม 60ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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APPENDIX G  Shows the mean values of tail length and tail moment in the control 

(group 1) and exposed subjects (group 2)(measure from 100 comet cells per subject). 
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APPENDIX G  Continued. 
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