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ภาคผนวก ก 

 

การตรวจหาตัวอสุจิ 

        สกดัตวัอสุจิออกจากไมพ้นักา้นส าลีซบัช่องคลอด(Vaginal swab) หรือวตัถุพยานท่ีสงสัย โดย

น าแช่ใน 1% NH4OH ตั้งทิ้งไวใ้นอุณหภูมิหอ้งประมาณ 30-60 นาที น ้ายาจะมีลกัษณะขุ่น น าไปป่ัน

ท่ี 2,400 rpm 5 นาที ดูดส่วนท่ีเป็นน ้าทิ้งไป ดูดส่วนท่ีเป็นตะกอนเกล่ียบน microscopic slide วาง 

ผึ่งใหแ้หง้ในอุณหภูมิห้องจากนั้นน าไปยอ้มสีดว้ยวธีิของ OPPITZ 

การเตรียมน า้ยา 

Solution A: Nuclear fast red 

        ละลาย Nuclear fast red 0.1 กรัมใน 5% Aluminium sulfate 100 มล. ตม้ประมาณ 5 นาทีท้ิงไว้

ใหเ้ยน็ กรอง ถา้เติม Thymol เล็กนอ้ย เป็น preservative จะสามารถเก็บไวใ้ชไ้ดน้านหลายเดือน 

        5% Aluminium sulfate ละลาย Aluminium sulfate 5 กรัม ในน ้ ากลัน่ 100 มล. อุ่นน ้ ายาให้ร้อน

เพื่อช่วยใหล้ะลายดีข้ึน 

Solution B : Indigocarmin 

        ละลาย Indigocarmin 1 กรัม ใน Picric acid saturated solution 300 มล. น าไปกรองโดยใช้

กระดาษกรอง 

วธีิยอ้ม 

1. Fix cells ท่ี smear บน slide โดยแช่ใน 95% Ethanol 15-30 นาที 

2. แช่ใน Solution A 30 นาที  

3. ลา้งน ้าประปาเบาๆ 

4. แช่ใน Solution B 20 นาที 
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5. แช่ใน 95% Ethanol 5 วนิาที 

6. เม่ือ slide แหง้แลว้ หยด Xylene และ mount 

        ส่วนของ Oval head ของตวัอสุจิจะติดสีม่วง ส่วน distal half จะใส Epithelial cells จะติดสี

เขียวอ่อน Nucleus จะติดสีม่วง 

การก าหนดปริมาณตัวอสุจิที่ตรวจพบ 

        น าSlide ท่ีไดย้อ้มสีคราบน ้าสกดัจากไมพ้นักา้นส าลีซบัน ้าในช่องคลอด ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง

ประมาณ 1 เซนติเมตร น าไปส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ให้ทัว่ทั้งคราบท่ีไดเ้กล่ียไว ้นบัตวัอสุจิท่ีพบ

แลว้ใหเ้กรดตามจ านวนท่ีตรวจพบดงัน้ี  

- ตรวจไม่พบตวัอสุจิ ใหเ้กรด –ve 

- ตรวจพบตวัอสุจิ 1 ตวั ใหเ้กรด Few 

- ตรวจพบตวัอสุจิ 2-3 ตวั ใหเ้กรด 1+ 

- ตรวจพบตวัอสุจิ 4-5 ตวั ใหเ้กรด 2+ 

- ตรวจพบตวัอสุจิ 6-8 ตวั ใหเ้กรด 3+ 

- ตรวจพบตวัอสุจิ 9 ตวัข้ึนไป ใหเ้กรด 4+ 

with tail = ตวัอสุจิท่ีพบมีหาง 

การตรวจ Acid phosphatase 

 การเตรียมน า้ยา 

Stock solution A 

 Naphthanil Diazo Blue B (Fast Blue B Salt) 1  gm 

 Sodium acetate (hydrated)   20  gm 
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 Glacial acetic acid    10 mL 

Distilled water     100 mL 

Stock solution B 

 Sod.-Alpha-Naphthyl acid phosphate  0.08 gm 

 Distilled water     90 ml 

Working solution 

 Stock solution A   1 mL + Stock solution B   9 mL 

 Mix, filter 

 เก็บสารละลายในขวดสีน ้าตาล คงตวัได ้1-2 สัปดาห์ 

วธีิการตรวจ 

 น า Working solution หยดลงบนคราบท่ีสงสัย 

 ผลบวก จะเกิดสีม่วงภายในเวลา 60 วนิาที 

 

การตรวจหาระดับ Acid phosphatase 

การเตรียมตัวอย่าง 

        สกดัคราบอสุจิออกจากตวัอยา่งไมพ้นัส าลี หรือวตัถุพยานท่ีสงสัย โดยน าแช่ใน NSS 

2.5 ml ตั้งทิ้งไวใ้นอุณหภูมิห้องประมาณ 15-30 นาที น ้าจะมีลกัษณะขุ่น น าไปป่ันท่ี 2,400 

rpm 5 นาที ดูดส่วนท่ีเป็นน ้าไปทดสอบเบ้ืองตน้ ตรวจวดัระดบั AP และตรวจหาหมู่เลือด 

ดูดส่วนท่ีเป็นตะกอน เกล่ียบน microscopic slide วางผึ่งใหแ้หง้ในอุณหภูมิห้อง จากนั้น

น าไปยอ้มสีเพื่อตรวจหาตวัอสุจิ  
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การวดัระดับ AP  

- เติม buffer substrate 0.50 ml ลงในหลอดทดลองขนาด 12x75 มิลลิเมตร 

น าไปอุ่นใน water bath 37°C เป็นระยะเวลา 5 นาที 

- เติมตวัอยา่งของเหลวหรือ NSS (blank) 0.10 ml ลงไปในหลอดทดลอง 

- แช่อบท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นระยะเวลา 30 นาที 

- เติม color developer 2.5 ml 

- ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั น าไปอ่านค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 590 nm โดย

เทียบกบั Blank 

AP = OD x 620.35 U/L 

( swab + กระดาษกรอง = AP x 2   U/L) 

 

ตารางที่ 5 แสดงความเข้มข้นและปริมาณของสารละลายมาตรฐาน 

ส าหรับการตรวจหาระดับ Acid phosphatase 

 

 

 

ความเขม้ขน้ (U/L) Working solution (mL) Ethanol (mL) 

1.5 0.5 4.5 

3 1 4 

6 2 3 

9 3 2 

12 4 1 

15 5 0 
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- เติม buffered substrate 0.50 mL ลงในหลอดทดลอง 7 หลอด 

- เติมสารละลายมาตรฐานท่ีเป็นค่าความเขม้ขน้ต่างๆ หรือ NSS (blank) 0.10 

mL ลงไปในหลอดทดลองแต่ละหลอด 

- เติม color deverloper 2.5 mL 

- ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั น าไปวดัค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 590 nm โดยเทียบ

กบั blank 

- น าค่าท่ีไดม้าสร้างกราฟมาตรฐาน 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

        

OD

 

ภาพที ่7 แสดงกราฟมาตรฐานส าหรับการตรวจหาปริมาณ Acid phosphatase activity  

การเตรียมสารเคมีในการสกัดตัวอย่าง 

1. การเตรียมน ้ายา Chelex ความเขม้ขน้ 5 % 

Chelex 100    1 g 
H2O    20 ml 
 

2. การเตรียม Proteinase k 100 mg/ml (Stock solution) 
ชัง่สาร Proteinase k     0.1  g 
ละลายในน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั  1000  ml 
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 การเตรียม Proteinase k 10 mg/ml (Working solution) 

  Proteinase k (100 mg/ml)   100 µl 

  เติมน ้ากลัน่    900  µl 

  จะได ้Proteinase k 10 mg/ml ปริมาตร 1 ml 

 
การเตรียมสารเคมีในกระบวนการการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิค LAMP 

1. การเตรียม Primer Mix ปริมาตร 100 µl 
FIP  Primer Stock 100 µM  16 µl 

BIP  Primer Stock 100 µM  16 µl 

F3  Primer Stock 100 µM    2 µl 

B3  Primer Stock 100 µM    2 µl 

H2O     64 µl 

 ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดส้ารละลายท่ีมีปริมาตร 100 µl 

 
2. การเตรียม dNTPs เขม้ขน้ Stock 2.5 mM each ปริมาตร 100 µl 

 dATP Stock 100 mM   2.5 µl 

 dTTP Stock 100 mM   2.5 µl 

 dCTP Stock 100 mM   2.5 µl 

 dGTP Stock 100 mM   2.5 µl 

 H2O      90 µl 

ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดส้ารละลายท่ีมีปริมาตร 100 µl 
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การเตรียมสารละลายในกระบวนการแยกแถบดีเอ็นเอโดยผ่านกระแสไฟฟ้า(Acrylamide gel 
electrophoresis) 

1. การเตรียม 34% Acrylamide solution 

Acrylamide     16.18               g 

N,N’methylenebisacrylamide       0.82               g 

ละลายในน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 50 ml 

 

2. การเตรียม 10X Gel buffer (330 mM Tris) 

Tris        8.0             g 

ละลายในน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 200 ml  

ปรับ pH ดว้ยกรดซลัฟิวริก ใหเ้ท่ากบั 4.5 

 

3. การเตรียม 8.5% Acrylamide gel (ปริมาตร 37.015 มิลลิลิตร/ 1 แผน่) 

น ้ากลัน่       21.26  ml 

10X Gel buffer        3.7  ml 

34% Acrylamide solution       9.3  ml 

87% Glycerol        2.55  ml 

10% Ammoniumoersulfate              191.0  µl 

Tetramethylethylenediamine   14.0  µl 

ผสมสารทั้งหมดใหเ้ขา้กนัโดยใช ้Stirrer plate นาน 1 นาที ไม่ควรใชค้วามแรงในการหมุนมาก

เกินไป โดยสังเกตไม่ให้เกิดฟองอากาศในส่วนผสม จากนั้นเทลงในชุดกระจกส าหรับเตรียมเจล 

ปักหวสี าหรับท าใหเ้กิดช่อง แลว้ทิ้งเจลไวป้ระมาณ 2 ชัว่โมง 
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4. การเรียม 2.5X Running TBE buffer (Stock solution) 
- Tris      54.0  g 

- EDTA       3.72  g 

- Boric acid     27.5  g 

ละลายในน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั   2   l 
 

     วธีิเตรียม Working Solution  

2.5X Running buffer (Stock solution)  1  l 

น ้ากลัน่     1.5  l 

 

5. การเตรียม Loading dye Glycerol & bromophenal blue (6X) 

ชัง่ Bromophenol blue   25  mg 

30% Glycerol    3  ml 

เติมน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร   10  ml 

ผสมสารทั้งหมดจนละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

 

6. วธีิแยกแถบดีเอน็เอ 
- เติม loading dye 2 µl ลงไปใน LAMP product 25 µl  
- ใส่ LAMP product ท่ีเติม loading dye แลว้ลงใน Acrylamide gel ท่ีเตรียมไว ้ปริมาณ 4 µl 
- ใชก้ระแสไฟฟ้า 90 volt นาน 7 ชัว่โมง 30 นาที 
- ท าการยอ้มเจลดว้ยวธีิ Silver Staining 
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การย้อมเจลด้วยวธีิ Silver staining 

1. เติม 1% Nitric acid [3 ml 65% Nitric acid + น ้ากลัน่ 200 ml] เขยา่ 10 นาทีแลว้เททิ้ง 

2. ลา้งเจลดว้ยน ้ากลัน่ 5-10 วนิาทีแลว้เททิ้ง 2 คร้ัง 

3. เติม 0.012M Silver nitrate solution [0.4 g Silver nitrate + น ้ากลัน่ 200 ml ] เขยา่ 35 นาทีแลว้

เททิ้ง 

4. ลา้งเจลดว้ยน ้ากลัน่ 5-10 วนิาทีแลว้เททิ้ง  2 คร้ัง 

5. เติม 0.28 M Sodium carbonate และ 0.019% formalin [11.8 g Sodium carbonate + น ้ ากลัน่ 

390 ml แลว้เติม 37% formalin 205 µl ] ลงไป 50 ml เม่ือสีของสารละลายเปล่ียน เป็นสี

น ้าตาลใหเ้ททิ้ง และเติมส่วนท่ีเหลือลงไปเขยา่จนเห็นแถบดีเอน็เอบนเจลชดัเจน 

6. หยุดปฏิกิริยาดว้ย 10% glacial acetic acid [20 ml 100% glacial acetic acid + น ้ ากลัน่ 180 ml 

] เขยา่นาน 5 นาที 

7. ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ประมาณ 200 ml นาน 1 นาที 3 คร้ังหรือจนหมดกล่ิน 

8. ถ่ายรูปหรือน าไปท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง Gel dryer 
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ภาคผนวก ข 

 

 

รายละเอยีดตัวอย่างทีใ่ช้ในการศึกษา 

 

ตารางที ่5 แสดงรายละเอยีดของตัวอย่างน า้ซับช่องคลอดของผู้เสียหาย 

 

ล ำดบัท่ี 

ระยะเวลำท่ีเขำ้
รับกำรตรวจ 

เวลำท่ีใหผ้ลบวก
ของกำรตรวจหำ 

AP (วนิำที) 

ปริมำณ AP 
(U/ml) 

ปริมำณท่ีตรวจ
พบตวัอสุจิ 

1 24 15 - 2+ 
2 24 30 >1000 3+ 
3 24 32 >1000 4+ 
4 24 30 >1000 4+ 
5 24 20 >1000 4+ 
6 72 40 - 1+ with Tail 
7 72 30 - 2+ with Tail 
8 48 33 >1000 2+ 
9 48 12 >1000 3+ 

10 48 27 636 1+ with Tail 

11 48 13 - 1+ 
12 48 40 - 2+ with Tail 
13 24 25 - 1+ 
14 48 40 - Few 
15 48 40 - 1+ 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 
 

ล ำดบัท่ี 
 

ระยะเวลำท่ีเขำ้
รับกำรตรวจ 

เวลำท่ีใหผ้ลบวก
ของกำรตรวจหำ 

AP (วนิำที) 

ปริมำณ AP 
(U/ml) 

ปริมำณท่ีตรวจ
พบตวัอสุจิ 

16 48 14 - Few 
17 24 30 - Few 
18 48 30 388 2+ with Tail 
19 48 23 391 2+ with Tail 
20 48 24 107 Few with Tail 
21 48 44 121 1+ 
22 72 30 - 1+ 
23 72 30 - 1+ 
24 72 26 684 1+ 
25 72 29 862 1+ 
26 24 18 464 1+ 
27 48 30 >1000 2+ with Tail 
28 48 33 >1000 2+ with Tail 
29 48 7 >1000 2+ 
30 48 15 >1000 2+ 
31 72 9 - -ve 
32 24 7 - -ve 
33 48 8 212 -ve 
34 48 22 85 -ve 
35 48 20 372 -ve 
36 48 21 92 -ve 
37 48 10 - -ve 
38 48 20 - -ve 
39 48 13 - -ve 
40 24 ทนัที - -ve 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 
 

ล ำดบัท่ี 
 

ระยะเวลำท่ีเขำ้
รับกำรตรวจ 

เวลำท่ีใหผ้ลบวก
ของกำรตรวจหำ 

AP (วนิำที) 

ปริมำณ AP 
(U/ml) 

ปริมำณท่ีตรวจ
พบตวัอสุจิ 

41 48 13 - -ve 
42 48 30 - -ve 
43 48 14 - -ve 
44 48 30 - -ve 
45 24 23 - -ve 
46 24 20 - -ve 
47 24 3 - -ve 
48 72 25 - -ve 
49 72 20 - -ve 
50 72 50 - -ve 
51 48 36 190 -ve 
52 24 8 - -ve 
53 48 7 153 -ve 
54 48 22 98 -ve 
55 48 30 258 -ve 
56 72 30 124 -ve 
57 72 8 101 -ve 
58 48 7 - -ve 
59 48 10 - -ve 
60 48 8 - -ve 

-ve = ตรวจไมพ่บตวัอสจิุ 

- = ไมม่ีผลการตรวจหาปริมาณ Acid phosphatase 
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ภาคผนวก ค 

 

 

ตารางค่าทางสถิติ 

 

ตาราง 6 แสดงค่าไคสแควร์ที่ใช้ในการทดสอบสมมติฐาน 

df α 
0.99 0.95 0.90 0.80 0.70 0.60 0.50 0.40 0.30 0.20 0.10 0.05 0.025 0.01 0.005 

1 0.0002 0.004 0.016 0.064 0.15 0.28 0.46 0.71 1.07 1.64 2.71 3.84 5.02 6.64 7.88 

2 0.02 0.10 0.21 0.45 0.71 1.02 1.39 1.83 2.41 3.22 4.61 5.99 7.38 9.21 1.06 

3 0.12 0.35 0.58 1.01 1.42 1.87 2.37 2.95 3.67 4.64 6.25 7.82 9.35 11.4 12.8 

4 0.29 0.71 1.06 1.65 2.19 2.75 3.36 4.05 4.88 5.99 7.78 9.49 11.1 13.3 14.9 

5 0.55 1.15 1.61 2.34 3.00 3.66 4.35 5.13 6.06 7.29 9.24 11.1 12.8 15.1 16.8 

6 0.87 1.64 2.20 3.07 3.83 4.57 5.35 6.21 7.23 8.56 10.7 12.6 14.5 16.8 18.6 

7 1.24 2.17 2.83 3.82 4.67 5.49 6.35 7.28 8.38 9.80 12.0 14.1 16.0 18.5 20.3 

8 1.65 2.73 3.49 4.59 5.53 6.42 7.34 8.35 9.52 11.0 13.4 15.6 17.5 20.1 21.9 

9 2.09 3.33 4.17 5.38 9.39 7.36 8.34 9.41 10.7 12.2 14.7 16.9 19.0 21.7 23.6 

10 2.56 3.94 4.87 6.18 7.27 8.29 9.34 10.5 11.8 13.4 15.9 18.3 20.5 23.2 125.2 

20 8.26 10.9 12.4 14.6 16.3 17.8 19.3 20.9 22.8 25.0 28.4 31.4 34.2 37.6 39.9 

30 14.9 18.5 20.6 23.4 25.5 27.4 29.3 31.3 33.5 36.3 40.3 43.8 46.9 50.9 53.7 

40 22.2 26.5 29.1 32.4 34.9 37.1 39.3 41.6 44.2 47.3 51.8 55.8 59.3 63.7 66.8 

50 29.7 34.8 37.7 41.5 44.3 46.9 49.3 51.9 54.7 58.2 63.2 67.5 71.4 76.2 79.5 
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