
 

 

บทที่ 2  
 
 

วิธีดําเนินการคนควา 
 

สถานที่ทําการคนควา 
1. ภาควิชานิติเวชศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
2. สวนดอกอณพัูนธุศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 

วัสดุและอุปกรณในการทดลอง 
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 (ลูกยางดูดปเปตต) 
13. Water bath / Heat block  14. ถาดสําหรับยอมเจล 

15. Timer (นาฬิกาจับเวลา)  16. ถุงมือ 

17. Vortex    18. กระดาษชั่งสาร 

19. Thermal cycler   20. ชอนตักสาร 

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.   ตัวอยางเลือดผูชาย 

19. ตัวอยางเลือดผูหญิง   20.   ตัวอยางน้ําซับชองคลอด    
 

วิธีการทดลอง 
 

1. ตัวอยางที่ใชในการคนควา 
ศึกษาจากผลตรวจ จากน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายท่ีถูกกระทําชําเรา ของภาควิชานิติเวช

ศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ตั้งแตชวง 1 มกราคม 2550 – 31 ธันวาคม 2551 เปนระยะเวลา   2 ป  
 

1.1 การกําหนดขนาดตัวอยาง 

การคํานวณขนาดตัวอยางที่จะนํามาใชในการคนควาครั้งนี้ไดทําตามวิธีการคํานวณ เพื่อ
การเปรียบเทียบสัดสวนระหวางประชากร 2 กลุม ท่ีไมเปนอิสระตอกัน (อรุณ, 2547) สมการ คือ 

 

        

 
เม่ือ  N : จํานวนตัวอยางที่ตองใชในการคนควาท้ังหมด 

 a ,b, c, d : เปนคาจากตาราง Case control study ในงานวิจัยอางอิง 

 n : จํานวนตัวอยางจากตาราง Case control study ในงานวิจัยอางอิง 

 p :  หรือ ท่ีมีคานอย 
 α : คาความเชื่อม่ัน ท่ี 95%  α = 0.05 

 β : คา Power of test ท่ี 90%  β = 0.1 

 Zα : คา Standard score ของ α : Z0.05 =1.96 

 Zβ : คา Standard score ของ β : Z0.10 =1.28 
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ซ่ึงในการคํานวณขนาดตัวอยางตามสมการดังกลาวไดใชงานวิจัยของ Chomont และคณะ 
(2001) อางอิง เนื่องจากเปนงานวิจัยท่ีมีลักษณะของเนื้องานคลายคลึงกับการคนควาท่ีกําลังศึกษาอยู 
โดย Chomont ไดทําการศึกษาการเปรียบเทียบระหวางการตรวจ PSA ซ่ึงใชเปนตัวแทนของการพบ
คราบอสุจิ กับ DNA ของ SRY gene ซ่ึงผลการวิจัยสามารถนํามาทําเปนตาราง Case control study 

ไดดังนี ้
ตาราง 1 การเปรียบเทียบระหวางการตรวจ PSAกับดีเอ็นเอของ SRY gene 

 
DNA 

Total 
+ - 

PSA 
+ 50 (a) 0 (b) 50 

- 50 (c) 164 (d) 214 

Total 100 164 264 (n) 
 

เม่ือนําคาในตารางมาแทนคาในสูตรการคํานวณจะได ดังนี้ 
 

 
 

N = 51.24 ~ 52 ตัวอยาง 
 

ดังนั้นขนาดของกลุมตัวอยางสําหรับการตรวจหาดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทบน
โครโมโซมเพศชายที่ตองใชในการคนควา ควรจะไมนอยกวา 52 ตัวอยาง ซ่ึงสําหรับการคนควาใน
นี้ท่ีตองการจะเปรียบเทียบระหวางการตรวจหาตัวอสุจิ กับ ดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทของ
โครโมโซมเพศชาย ตําแหนง DYS390 จะใชตัวอยางในการคนควาท้ังหมด 60 ตัวอยาง โดยแบง
ออกเปน 2 กลุมใหญ ดังนี้  

1. กลุมท่ีตรวจพบตัวอสุจิ  30 ตัวอยาง  
2. กลุมท่ีตรวจไมพบตัวอสุจิ        30 ตัวอยาง 

ซ่ึงรายละเอียดของตัวอยางน้ําซับชองจากผูเสียหายท้ังหมดไดแสดงไวในภาคผนวก ก. 
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1.2 เงื่อนไขในการคัดเลือกตัวอยาง 

การคัดเลือกตัวอยาง จะคัดเลือกตัวอยางน้ําซับชองคลอดจากผูเสียหายท่ีถูกกระทําชําเรา 
ท่ีมาตรวจที่ภาควิชานิติเวชศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยตัวอยางทั้งหมดจะไดรับการตรวจหา
ตัวอสุจิและเอนไซม Acid Phosphatase ตัวอยางที่เหลือจะถูกเก็บไวในตูแชแข็ง อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส โดยการคัดเลือดตัวอยางจะมีเกณฑการคัดเขาและคัดออก ดังนี ้

 

1.2.1 เกณฑการคัดเขาศึกษา 
A : น้ําซับชองคลอดซ่ึงตรวจ Acid phosphatase ใหผลบวก (color test < 60 sec หรือ 

ปริมาณ > 300 U/ml) แตตรวจไมพบตัวอสุจิ โดยจะคัดเลือกมาทั้งหมด 30 ตัวอยาง 

B : น้ําซับชองคลอดซ่ึงตรวจ Acid phosphatase ใหผลบวก (color test < 60 sec หรือ 
ปริมาณ >300 U/ml) และตรวจพบตัวอสุจิ โดยจะคัดเลือกมาทั้งหมด 30 ตัวอยาง แตในกลุมตัวอยาง
นี้สามารถแบงเปนกลุมยอยๆไดอีก 3 กลุม ตามจํานวนตัวอสุจิท่ีตรวจพบ คือ กลุมท่ีพบตัวอสุจิ
ปริมาณ 1+, กลุมท่ีพบตัวอสุจปิริมาณ 2+ และกลุมท่ีพบตัวอสุจิปริมาณ 3+  ซ่ึงการกําหนดปริมาณ
ตัวอสุจิท่ีตรวจพบดูรายละเอียดของเกณฑการกําหนดไดจากขอมูลในภาคผนวก ข.  

 

1.2.2 เกณฑการคัดออก 

A: น้ําซับชองคลอดจากผูเสียหายท่ีถูกกระทําชําเรามาเกิน 48 ช่ัวโมง 

B: น้ําซับชองคลอดจากผู เสียหายท่ีถูกกระทําชําเรา โดยมีประวัติวาผูกระทํา             
                    ใสถุงยางอนามัย ขณะกระทําชําเรา 

 

2. การสรางอัลลีลมาตรฐาน (Allelic ladders) 
2.1 ใชตัวอยางดีเอ็นเอผูชายท่ีทราบลักษณะทางพันธุกรรม ในตําแหนง DYS390  
  จํานวน 3 ราย เปนตัวกําหนด ชนิดของอัลลีลท่ี 24, 25 และ 26 ดังแสดงขอมูลไว 
  ในภาคผนวก ค.  
2.2  นําตัวอยางดีเอ็นเอแมแบบ (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 (ตําแหนง  
  DYS390) 1.0 µl.  

2.3  เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใชโปรแกรมการปรับเปล่ียนอุณหภูมิ  
  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 หลังจากนั้นปลอยใหเครื่องทํางานไปจนครบ 40  
  รอบ แลวพักทิ้งไวท่ีอุณหภูมิ 72๐ C นาน 7 นาที 

2.4 นํา PCR product ท่ีไดไปแยกแถบดีเอ็นเอเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐานโดยใช 
กระแสไฟฟา 90 volt วิ่งผาน Running buffer นาน 16.5 ช่ัวโมง (990 นาที)  

2.5 ยอมเจลดวยเทคนิค Silver staining จนเกิดแถบดีเอ็นเอชัดเจน 

2.6 ตัดเจลแตละตําแหนงท่ีเกิดแถบดีเอ็นเอในชวงขนาด 190 - 220 คูเบส ใสลงใน  

         Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมีน้ํากล่ันอยูปริมาตร 1 ml. โดยใสหลอดละ 
  หนึ่งตําแหนง 

2.7 ใชไมจิ้มฟน บดเจลใหละเอียด 

2.8 นําไปปนที่ 14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที 
2.9 ดูดเอาน้ําสวนบนทิ้งใหมากที่สุด แตอยาใหตะกอนที่กนหลอดหายไป 

2.10 เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1 ml ลงไปในหลอด นําไปปนแยกที่ความเร็ว 14,000 รอบตอ 
  นาที นาน 2-3 นาที แลวดูดน้ําสวนบนทิ้งไป (ทําซํ้า 2 รอบ) 
2.11 เติม Proteinase K (10 mg./ml.) ปริมาตร 2 µl 

2.12 เติมสารละลายแขวนลอย Chelex 5% ปริมาตร 200 µl แลวนําไปปน (Vortex)  
ใหเขากัน 

2.13 นําไปแชอบที่อุณหภูมิ 60 ๐ C เปนเวลา 60 นาที  
2.14 นําไปปน (Vortex) ประมาณ 5-10 วินาที แลวนําไปปนแยกที่ความเร็ว 14,000  
  รอบตอนาที นาน 1 นาที 
2.15 หลังจากนั้นนํามาตมที่อุณหภูมิ 100 ๐ C เปนเวลา 8 นาที 
2.16 จากนั้นใชน้ําสวนบนไปเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) สําหรับขบวนการ  

PCR (ตัวอยางที่เหลือเก็บไวท่ี อุณหภูมิ 2-8 ๐ C หรือ แชแข็งก็ได) 
 

3. การสกัดดีเอ็นเอจาก น้ําซับชองคลอดของผูเสียหาย (วิฑูรยและธานินทร, 2005) 
ตัวอยางที่คัดเลือกมา เปนน้ําสกัดเซลลจากไมสวอบ ท่ีเก็บรักษาไวในตูแชแข็ง อุณหภูมิ     

-20 ๐C ดังนั้น หลังจากทีต่ัวอยางทั้งหมดละลายเปนของเหลวที่อุณหภูมิหอง จึงทําการสกัดดีเอ็นเอ
แบบไมแยกชนิดเซลล (Total extraction) เนื่องจากเปนวิธีท่ีงาย มีขั้นตอนไมซับซอน  
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ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ   
3.1 นําตัวอยางที่คัดเลือกไว ซ่ึงเก็บอยูในหลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml มาปน

แยกที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 2-3 นาที 
3.2 ดูดเอาน้ําสวนบนทิ้งไป ใหมากที่สุด แตอยาใหตะกอนตัวอยางสูญหาย 

3.3 เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1 ml ลงไปในหลอด จากนั้นนําไปเขยาวน (Vortex) ใหเขากัน 

กอนที่จะนําไปปนแยกที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 2-3 นาที แลวดูดน้ํา
สวนบนทิ้งไป (ทําซํ้า 2 รอบ เพื่อเปนการลางตะกอน) 

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

3.5 เติม 5% Chelex  ปริมาตร 200 µl แลวนําไปเขยาวน (Vortex) ใหเขากัน 

3.6 นําไปแชอบที่อุณหภูมิ 37 ๐ C เปนเวลา 60 นาที  
3.7 นําไปเขยาวน (Vortex) ประมาณ 5-10 วินาที แลวนําไปปนแยกที่ความเร็ว 14,000 

รอบตอนาที นาน 10 วินาที 
3.8 หลังจากนั้นนํามาตมในน้ําเดือด นาน 8 นาที 
3.9 นําไปปนที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 10 วินาที 
3.10 จากนั้นใชน้ําสวนบนไปเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) สําหรับขบวนการ 

PCR (ตัวอยางที่เหลือเก็บไวท่ี อุณหภูมิ 2-8 ๐ C หรือ แชแข็งก็ได) 
 

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

10 µl ประกอบไปดวย 

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 ขางตนเรียบรอยแลว ก็นําไปปนตก (Spin down) กอนนําเขา
เครื่องปรับเปล่ียนอุณหภูมิ (Thermal cycles) โดยตั้งอุณหภูมิในแตละรอบ 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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      หลังจากนั้นปลอยใหเครื่องทํางานไปจนครบ  40 รอบ แลวพักทิ้งไวท่ี 72๐  C  
               นาน 7 นาที เราก็จะได PCR product เพื่อนําไปทําการแยกแถบดีเอ็นเอในขั้นตอนตอไป 

 

5. การแยกแถบดีเอ็นเอ โดยการผานกระแสไฟฟา (Electrophoresis) 
5.1 เตรียม 8.5%  Acrylamide gel สําหรับใชในการแยกแถบดีเอ็นเอ 

5.2 นํา PCR Product ท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค PCR ขางตนมาแยกแถบ
ดีเอ็นเอ โดยใส PCR Product ลงไปในหลุมของ Acrylamide gel  

5.3 นํา  Acrylamide gel ท่ีมี PCR Product อยู ไปแยกแถบดีเอ็นเอ โดยใชกระแสไฟฟา 90 

volt วิ่งผาน Running buffer นาน 16.5 ช่ัวโมง (990 นาที)  
 

6. การยอมเจลดวยวิธี Silver staining  (วิฑูรยและธานินทร, 2005) 
6.1 นําแผนเจลที่ไดหลังจากแยกแถบดีเอ็นเอ ดวยกระแสไฟฟาขางตน มาแชใน 1% Nitric 

acid เขยาเปนเวลา 10 นาที 
6.2 ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 2 ครั้งๆละ 5-10 วินาที 
6.3 แชแผนเจลใน 0.012 M Silver nitrate solution แลวเขยาเปนเวลา 20 นาที 
6.4 ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 2 ครั้งๆละ 5-10 วินาที 
6.5 เติมสารละลายของ 0.28 M Sodium carbonate และ 0.019% Formalin ปริมาณ 50 ml  
      ลงไปรอจนสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลใหเทสารละลายนั้นทิ้งไป แลวนําสารละลาย 
      ท่ีเหลือท้ังหมดเติมลงไปใหม เขยาจนเห็นแถบดีเอ็นบนแผนเจลชัดเจน  
6.6 จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวย 10% Glacial acetic acid เขยาเปนเวลา 5 นาที 
6.7 ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 2 ครั้งๆละ 5-10 วินาที (หรือลางจนกวาไมมีกล่ินของ Acetic acid) 

6.8 นําแผนเจลทีไ่ดไปทําใหแหง ดวยเครื่อง Gel dryer 

 

7. การแปรผลการทดลอง 
เปรียบเทียบแถบ DNA ท่ีตรวจพบจากตัวอยางน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายท้ัง 60 

ตัวอยาง กับอัลลีลมาตรฐานที่สรางขึ้น เพื่อดตูําแหนงและขนาดของแถบ DNA ท่ีตรวจพบ 
วาอยูชวงขนาดที่คาดไวหรือไม ถาใชแสดงวาใหผลบวก (Positive test)  

หลังจากไดขอมูลครบทั้ง 60 ตัวอยางแลว ก็นําขอมูลนั้นไปคํานวณคาทางสถิติ เพื่อดู
วาโอกาสการตรวจพบดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทบนโครโมโซมเพศชาย ในตําแหนง 
DYS390 มีความแตกตางกับการตรวจพบตัวอสุจิอยางมีนัยสําคัญหรือไม 


