
 

 

บทที่ 2  
 
 

วิธีดําเนินการคนควา 
 

สถานที่ทําการคนควา 
1. ภาควิชานิติเวชศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
2. สวนดอกอณพัูนธุศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 

วัสดุและอุปกรณในการทดลอง 
1. Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 2. Gel dryer  

3. Microcentrifuge tube box  4. Magnetic stirrer 

5. Microcentrifuge   6. Shaker 

7. Micropipette    8. Pipette ปริมาตร 10 ml 

9. Micro tips     10. Beaker ปริมาตร 100, 250 และ 1000 ml 

11. Micro tips box    12. Rubber bulb (ลูกยางดูดปเปตต) 
13. Water bath / Heat block  14. ถาดสําหรับยอมเจล 

15. Timer (นาฬิกาจับเวลา)  16. ถุงมือ 

17. Vortex    18. กระดาษชั่งสาร 

19. Thermal cycler   20. ชอนตักสาร 

21. Electrophoresis set   22. กระดาษปอนด 
23. PCR tube ขนาด 0.5 ml  24. Balance (เครื่องช่ังสาร) 

 

สารเคมีในการทดลอง 
1. น้ํากล่ัน    2.   Ammoniumpersulfate 

3. Proteinase K     4.   Tetramethylethylene-diamine 

5. Chelex     6.   Running buffer (Stock solution) 
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7. Jump start® mastermix   8.   Nitric acid 

9. Primer mix (DYS390)   10.   Silver nitrate  

11. DNA template   12.   Sodium carbonate 

13. Gel buffer    14.   Formalin 

15. Acrylamide solution   16.   Glacial acetic acid 
17. Glycerol    18.   ตัวอยางเลือดผูชาย 

19. ตัวอยางเลือดผูหญิง   20.   ตัวอยางน้ําซับชองคลอด    
 

วิธีการทดลอง 
 

1. ตัวอยางที่ใชในการคนควา 
ศึกษาจากผลตรวจ จากน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายท่ีถูกกระทําชําเรา ของภาควิชานิติเวช

ศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ตั้งแตชวง 1 มกราคม 2550 – 31 ธันวาคม 2551 เปนระยะเวลา   2 ป  
 

1.1 การกําหนดขนาดตัวอยาง 

การคํานวณขนาดตัวอยางที่จะนํามาใชในการคนควาครั้งนี้ไดทําตามวิธีการคํานวณ เพื่อ
การเปรียบเทียบสัดสวนระหวางประชากร 2 กลุม ท่ีไมเปนอิสระตอกัน (อรุณ, 2547) สมการ คือ 

 

        

 
เม่ือ  N : จํานวนตัวอยางที่ตองใชในการคนควาท้ังหมด 

 a ,b, c, d : เปนคาจากตาราง Case control study ในงานวิจัยอางอิง 

 n : จํานวนตัวอยางจากตาราง Case control study ในงานวิจัยอางอิง 

 p :  หรือ ท่ีมีคานอย 
 α : คาความเชื่อม่ัน ท่ี 95%  α = 0.05 

 β : คา Power of test ท่ี 90%  β = 0.1 

 Zα : คา Standard score ของ α : Z0.05 =1.96 

 Zβ : คา Standard score ของ β : Z0.10 =1.28 
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ซ่ึงในการคํานวณขนาดตัวอยางตามสมการดังกลาวไดใชงานวิจัยของ Chomont และคณะ 
(2001) อางอิง เนื่องจากเปนงานวิจัยท่ีมีลักษณะของเนื้องานคลายคลึงกับการคนควาท่ีกําลังศึกษาอยู 
โดย Chomont ไดทําการศึกษาการเปรียบเทียบระหวางการตรวจ PSA ซ่ึงใชเปนตัวแทนของการพบ
คราบอสุจิ กับ DNA ของ SRY gene ซ่ึงผลการวิจัยสามารถนํามาทําเปนตาราง Case control study 

ไดดังนี ้
ตาราง 1 การเปรียบเทียบระหวางการตรวจ PSAกับดีเอ็นเอของ SRY gene 

 
DNA 

Total 
+ - 

PSA 
+ 50 (a) 0 (b) 50 

- 50 (c) 164 (d) 214 

Total 100 164 264 (n) 
 

เม่ือนําคาในตารางมาแทนคาในสูตรการคํานวณจะได ดังนี้ 
 

 
 

N = 51.24 ~ 52 ตัวอยาง 
 

ดังนั้นขนาดของกลุมตัวอยางสําหรับการตรวจหาดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทบน
โครโมโซมเพศชายที่ตองใชในการคนควา ควรจะไมนอยกวา 52 ตัวอยาง ซ่ึงสําหรับการคนควาใน
นี้ท่ีตองการจะเปรียบเทียบระหวางการตรวจหาตัวอสุจิ กับ ดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทของ
โครโมโซมเพศชาย ตําแหนง DYS390 จะใชตัวอยางในการคนควาท้ังหมด 60 ตัวอยาง โดยแบง
ออกเปน 2 กลุมใหญ ดังนี้  

1. กลุมท่ีตรวจพบตัวอสุจิ  30 ตัวอยาง  
2. กลุมท่ีตรวจไมพบตัวอสุจิ        30 ตัวอยาง 

ซ่ึงรายละเอียดของตัวอยางน้ําซับชองจากผูเสียหายท้ังหมดไดแสดงไวในภาคผนวก ก. 
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1.2 เงื่อนไขในการคัดเลือกตัวอยาง 

การคัดเลือกตัวอยาง จะคัดเลือกตัวอยางน้ําซับชองคลอดจากผูเสียหายท่ีถูกกระทําชําเรา 
ท่ีมาตรวจที่ภาควิชานิติเวชศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยตัวอยางทั้งหมดจะไดรับการตรวจหา
ตัวอสุจิและเอนไซม Acid Phosphatase ตัวอยางที่เหลือจะถูกเก็บไวในตูแชแข็ง อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส โดยการคัดเลือดตัวอยางจะมีเกณฑการคัดเขาและคัดออก ดังนี ้

 

1.2.1 เกณฑการคัดเขาศึกษา 
A : น้ําซับชองคลอดซ่ึงตรวจ Acid phosphatase ใหผลบวก (color test < 60 sec หรือ 

ปริมาณ > 300 U/ml) แตตรวจไมพบตัวอสุจิ โดยจะคัดเลือกมาทั้งหมด 30 ตัวอยาง 

B : น้ําซับชองคลอดซ่ึงตรวจ Acid phosphatase ใหผลบวก (color test < 60 sec หรือ 
ปริมาณ >300 U/ml) และตรวจพบตัวอสุจิ โดยจะคัดเลือกมาทั้งหมด 30 ตัวอยาง แตในกลุมตัวอยาง
นี้สามารถแบงเปนกลุมยอยๆไดอีก 3 กลุม ตามจํานวนตัวอสุจิท่ีตรวจพบ คือ กลุมท่ีพบตัวอสุจิ
ปริมาณ 1+, กลุมท่ีพบตัวอสุจปิริมาณ 2+ และกลุมท่ีพบตัวอสุจิปริมาณ 3+  ซ่ึงการกําหนดปริมาณ
ตัวอสุจิท่ีตรวจพบดูรายละเอียดของเกณฑการกําหนดไดจากขอมูลในภาคผนวก ข.  

 

1.2.2 เกณฑการคัดออก 

A: น้ําซับชองคลอดจากผูเสียหายท่ีถูกกระทําชําเรามาเกิน 48 ช่ัวโมง 

B: น้ําซับชองคลอดจากผู เสียหายท่ีถูกกระทําชําเรา โดยมีประวัติวาผูกระทํา             
                    ใสถุงยางอนามัย ขณะกระทําชําเรา 

 

2. การสรางอัลลีลมาตรฐาน (Allelic ladders) 
2.1 ใชตัวอยางดีเอ็นเอผูชายท่ีทราบลักษณะทางพันธุกรรม ในตําแหนง DYS390  
  จํานวน 3 ราย เปนตัวกําหนด ชนิดของอัลลีลท่ี 24, 25 และ 26 ดังแสดงขอมูลไว 
  ในภาคผนวก ค.  
2.2  นําตัวอยางดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) มาเพิ่มปริมาณ โดยเตรียม PCR  

  mixture ลงใน PCR tube ขนาด 0.5 ml ดังนี้ น้ํายา Jump start 5.0 µl, DNA  

  template 1.0 µl, Sterile water 3.0 µl  และ 5 µM Primers mixture (ตําแหนง  
  DYS390) 1.0 µl.  

2.3  เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใชโปรแกรมการปรับเปล่ียนอุณหภูมิ  
  ดังนี้ Denaturation 94 ๐ C นาน 45 วินาที, Annealing 55 ๐ C นาน 30 วินาที และ 
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  Extension 72 ๐ C นาน 30 วินาที หลังจากนั้นปลอยใหเครื่องทํางานไปจนครบ 40  
  รอบ แลวพักทิ้งไวท่ีอุณหภูมิ 72๐ C นาน 7 นาที 

2.4 นํา PCR product ท่ีไดไปแยกแถบดีเอ็นเอเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐานโดยใช 
กระแสไฟฟา 90 volt วิ่งผาน Running buffer นาน 16.5 ช่ัวโมง (990 นาที)  

2.5 ยอมเจลดวยเทคนิค Silver staining จนเกิดแถบดีเอ็นเอชัดเจน 

2.6 ตัดเจลแตละตําแหนงท่ีเกิดแถบดีเอ็นเอในชวงขนาด 190 - 220 คูเบส ใสลงใน  

         Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมีน้ํากล่ันอยูปริมาตร 1 ml. โดยใสหลอดละ 
  หนึ่งตําแหนง 

2.7 ใชไมจิ้มฟน บดเจลใหละเอียด 

2.8 นําไปปนที่ 14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที 
2.9 ดูดเอาน้ําสวนบนทิ้งใหมากที่สุด แตอยาใหตะกอนที่กนหลอดหายไป 

2.10 เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1 ml ลงไปในหลอด นําไปปนแยกที่ความเร็ว 14,000 รอบตอ 
  นาที นาน 2-3 นาที แลวดูดน้ําสวนบนทิ้งไป (ทําซํ้า 2 รอบ) 
2.11 เติม Proteinase K (10 mg./ml.) ปริมาตร 2 µl 

2.12 เติมสารละลายแขวนลอย Chelex 5% ปริมาตร 200 µl แลวนําไปปน (Vortex)  
ใหเขากัน 

2.13 นําไปแชอบที่อุณหภูมิ 60 ๐ C เปนเวลา 60 นาที  
2.14 นําไปปน (Vortex) ประมาณ 5-10 วินาที แลวนําไปปนแยกที่ความเร็ว 14,000  
  รอบตอนาที นาน 1 นาที 
2.15 หลังจากนั้นนํามาตมที่อุณหภูมิ 100 ๐ C เปนเวลา 8 นาที 
2.16 จากนั้นใชน้ําสวนบนไปเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) สําหรับขบวนการ  

PCR (ตัวอยางที่เหลือเก็บไวท่ี อุณหภูมิ 2-8 ๐ C หรือ แชแข็งก็ได) 
 

3. การสกัดดีเอ็นเอจาก น้ําซับชองคลอดของผูเสียหาย (วิฑูรยและธานินทร, 2005) 
ตัวอยางที่คัดเลือกมา เปนน้ําสกัดเซลลจากไมสวอบ ท่ีเก็บรักษาไวในตูแชแข็ง อุณหภูมิ     

-20 ๐C ดังนั้น หลังจากทีต่ัวอยางทั้งหมดละลายเปนของเหลวที่อุณหภูมิหอง จึงทําการสกัดดีเอ็นเอ
แบบไมแยกชนิดเซลล (Total extraction) เนื่องจากเปนวิธีท่ีงาย มีขั้นตอนไมซับซอน  
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ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ   
3.1 นําตัวอยางที่คัดเลือกไว ซ่ึงเก็บอยูในหลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml มาปน

แยกที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 2-3 นาที 
3.2 ดูดเอาน้ําสวนบนทิ้งไป ใหมากที่สุด แตอยาใหตะกอนตัวอยางสูญหาย 

3.3 เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1 ml ลงไปในหลอด จากนั้นนําไปเขยาวน (Vortex) ใหเขากัน 

กอนที่จะนําไปปนแยกที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 2-3 นาที แลวดูดน้ํา
สวนบนทิ้งไป (ทําซํ้า 2 รอบ เพื่อเปนการลางตะกอน) 

3.4 เติม Proteinase K (10 mg./ml.) ปริมาตร 2 µl 

3.5 เติม 5% Chelex  ปริมาตร 200 µl แลวนําไปเขยาวน (Vortex) ใหเขากัน 

3.6 นําไปแชอบที่อุณหภูมิ 37 ๐ C เปนเวลา 60 นาที  
3.7 นําไปเขยาวน (Vortex) ประมาณ 5-10 วินาที แลวนําไปปนแยกที่ความเร็ว 14,000 

รอบตอนาที นาน 10 วินาที 
3.8 หลังจากนั้นนํามาตมในน้ําเดือด นาน 8 นาที 
3.9 นําไปปนที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 10 วินาที 
3.10 จากนั้นใชน้ําสวนบนไปเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) สําหรับขบวนการ 

PCR (ตัวอยางที่เหลือเก็บไวท่ี อุณหภูมิ 2-8 ๐ C หรือ แชแข็งก็ได) 
 

4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) 
4.1 เตรียม PCR mixture ลงใน PCR tube ขนาด 0.5 ml ซ่ึงมีปริมาตรของสารรวมทั้งหมด 

10 µl ประกอบไปดวย 

1. น้ํายา Jump start 5.0 µl 

2. DNA template 4.0 µl  

3. DYS390 primer mix (5 µM each) 1.0 µl โดย Primer มีลําดับเบส ดังนี ้
Primer F: 5’-TATATTTTACACATTTTTGGGCC-3’ 

Primer R: 5’-TGACAGTAAAATGAACACATTGC-3’ 

4.2 เมื่อเตรียม PCR mixture ขางตนเรียบรอยแลว ก็นําไปปนตก (Spin down) กอนนําเขา
เครื่องปรับเปล่ียนอุณหภูมิ (Thermal cycles) โดยตั้งอุณหภูมิในแตละรอบ ดังนี้ 

Denaturation 94 ๐ C นาน 45 วินาที  
Annealing 55 ๐ C นาน 30 วินาที 
Extension 72 ๐ C นาน 30 วินาที 
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      หลังจากนั้นปลอยใหเครื่องทํางานไปจนครบ  40 รอบ แลวพักทิ้งไวท่ี 72๐  C  
               นาน 7 นาที เราก็จะได PCR product เพื่อนําไปทําการแยกแถบดีเอ็นเอในขั้นตอนตอไป 

 

5. การแยกแถบดีเอ็นเอ โดยการผานกระแสไฟฟา (Electrophoresis) 
5.1 เตรียม 8.5%  Acrylamide gel สําหรับใชในการแยกแถบดีเอ็นเอ 

5.2 นํา PCR Product ท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค PCR ขางตนมาแยกแถบ
ดีเอ็นเอ โดยใส PCR Product ลงไปในหลุมของ Acrylamide gel  

5.3 นํา  Acrylamide gel ท่ีมี PCR Product อยู ไปแยกแถบดีเอ็นเอ โดยใชกระแสไฟฟา 90 

volt วิ่งผาน Running buffer นาน 16.5 ช่ัวโมง (990 นาที)  
 

6. การยอมเจลดวยวิธี Silver staining  (วิฑูรยและธานินทร, 2005) 
6.1 นําแผนเจลที่ไดหลังจากแยกแถบดีเอ็นเอ ดวยกระแสไฟฟาขางตน มาแชใน 1% Nitric 

acid เขยาเปนเวลา 10 นาที 
6.2 ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 2 ครั้งๆละ 5-10 วินาที 
6.3 แชแผนเจลใน 0.012 M Silver nitrate solution แลวเขยาเปนเวลา 20 นาที 
6.4 ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 2 ครั้งๆละ 5-10 วินาที 
6.5 เติมสารละลายของ 0.28 M Sodium carbonate และ 0.019% Formalin ปริมาณ 50 ml  
      ลงไปรอจนสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลใหเทสารละลายนั้นทิ้งไป แลวนําสารละลาย 
      ท่ีเหลือท้ังหมดเติมลงไปใหม เขยาจนเห็นแถบดีเอ็นบนแผนเจลชัดเจน  
6.6 จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 10% Glacial acetic acid เขยาเปนเวลา 5 นาที 
6.7 ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 2 ครั้งๆละ 5-10 วินาที (หรือลางจนกวาไมมีกล่ินของ Acetic acid) 

6.8 นําแผนเจลทีไ่ดไปทําใหแหง ดวยเครื่อง Gel dryer 

 

7. การแปรผลการทดลอง 
เปรียบเทียบแถบ DNA ท่ีตรวจพบจากตัวอยางน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายท้ัง 60 

ตัวอยาง กับอัลลีลมาตรฐานที่สรางขึ้น เพื่อดตูําแหนงและขนาดของแถบ DNA ท่ีตรวจพบ 
วาอยูชวงขนาดที่คาดไวหรือไม ถาใชแสดงวาใหผลบวก (Positive test)  

หลังจากไดขอมูลครบทั้ง 60 ตัวอยางแลว ก็นําขอมูลนั้นไปคํานวณคาทางสถิติ เพื่อดู
วาโอกาสการตรวจพบดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทบนโครโมโซมเพศชาย ในตําแหนง 
DYS390 มีความแตกตางกับการตรวจพบตัวอสุจิอยางมีนัยสําคัญหรือไม 


