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บทที ่3 

 

วธีิด ำเนินงำนวจัิย 

 

ตัวอย่ำงและกำรเตรียมตัวอย่ำง 

        ตวัอยา่งท่ีใช้เป็นตวัอยา่งท่ีส่งตรวจทางห้องปฏิบติัการตรวจวตัถุพยาน ภาควิชานิติเวชศาสตร์ 

คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ ระหวา่งวนัท่ี 1 มกราคม พ.ศ. 2550 ถึง 31 ธนัวาคม พ.ศ. 

2554 และมีประวติัเขา้รับการตรวจภายในระยะเวลา 72 ชัว่โมงหลงัจากถูกกระท าช าเรา และเป็น

ตวัอยา่งท่ีตรวจเบ้ืองตน้โดยวิธี Acid phosphatase activity และ Sperm cytology แลว้ไดผ้ลออกมา

ดงัน้ี 

1) ไดผ้ลท่ีเป็นบวกจากการตรวจวิธีAcid phosphatase activity แต่วิธี Sperm cytology ให้ผล
ท่ีเป็นลบ 

2) ไดผ้ลท่ีเป็นบวกทั้งสองวธีิ 
 

        โดยในกระบวนการรับตวัอยา่งมาจากภาควิชานิติเวชศาสตร์ เจา้หนา้ท่ีท่ีเก่ียวขอ้งจะปิดบงัช่ือ

สกุลจริงของผูเ้สียหายและประวติัเหตุการณ์ท่ีจะน าไปสู่การทราบไดว้า่ผูเ้สียหายเป็นใครในคดีนั้น 

นบัตั้งแต่ขั้นตอนการรับตวัอย่างมาท าวิจยั การน าตวัอยา่งไปวิเคราะห์ การลงผลวิเคราะห์และการ

รายผล 

กำรก ำหนดขนำดตัวอย่ำง 

        โดยการค านวณขนาดตวัอยา่งเพื่อการเปรียบเทียบสัดส่วนระหวา่งประชากร 2 กลุ่มท่ีตวัอยา่ง

ในแต่ละกลุ่มไม่เป็นอิสระต่อกนั สูตรท่ีใชใ้นการค านวณขนาดตวัอยา่ง คือ 
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    โดยท่ี n = ขนาดตวัอยา่ง 

     b และ c = จ านวนหน่วยสังเกตในช่อง b และ c 

     p =  หรือ  ท่ีมีค่าเล็ก (ค่า b, c และ n น ามาจากรายงานวจิยัท่ีผา่นมา) 

        จากการศึกษาท่ีผา่นมาของ Chomont และคณะ (2001) ในการตรวจหา Y chromosome จากน ้ า

ซบัช่องคลอดของผูห้ญิงท่ีผ่านการร่วมเพศโดยไม่มีการป้องกนั เพื่อตรวจหาการมีอยู่ของน ้ าอสุจิ 

โดยใช้การตรวจหา Prostate specific antigen และตรวจดีเอ็นเอจาก Y chromosome ผลจาก

การศึกษาดงัแสดงในตาราง 

 DNA Total 

+ - 

PSA + 50 (a) 0 (b) 50 

 - 50 (c) 164 (d) 214 

Total 100 164 264 (n) 

ตำรำงที ่1 แสดงกำรเปรียบเทยีบผลกำรตรวจน ำ้ซับช่องคลอดโดยวธีิ Prostate specific antigen 

(PSA) กบัดีเอน็เอจำก Y Chromosome 

    จากการศึกษาวจิยัท่ีผา่นมาจะไดว้า่ b = 0, c = 50, n = a+b+c+d = 264 

     P =  = 0.189 

     = 0.05   Z0.05 = 1.96 
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อ านาจการทดสอบ  = 0.9  Z0.1 = 1.28 

 

 

       

    =  51.27 

        ขนาดตวัอย่างท่ีต้องใช้ในการศึกษาไม่น้อยกว่า 52 ตวัอย่าง โดยการศึกษาน้ีจะใช้ตวัอย่าง

ทั้ งหมดเป็นจ านวน 60 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็นตัวอย่างท่ีให้ผลเป็นบวกจากการตรวจวิธีAcid 

phosphatase activity แต่วิธี Sperm cytology ให้ผลท่ีเป็นลบ จ านวน 30 ตวัอยา่ง และไดผ้ลท่ีเป็น

บวกทั้งสองวธีิ จ  านวน 30 ตวัอยา่ง  

 

กำรสกดัดีเอน็เอ 

        การสกดัดีเอน็เอจะประยกุตใ์ชว้ธีิการสกดัดีเอ็นเอแบบไม่แยกชนิดเซลล์ หรือ Total extraction 

(วิฑูรย ์และ ธานินทร์, 2005) โดยตวัอยา่งท่ีไดม้านั้น จะมีลกัษณะเป็นสารแขวนลอย (Suspension) 

บรรจุอยูใ่นไมโครทิวป์ (Microtube) ขนาด 1.5 ml ปริมาณ 300 µl 

1. ป่ันแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที จะเห็นตะกอนสีขาวอยูท่ี่กน้หลอด 

ดูดน ้าชั้นบนออก 

2. ป่ันลา้งตะกอนดว้ยน ้ากลัน่ 1 มล. ดูดน ้าชั้นบนทิ้ง ให้เหลือไวแ้ต่ตะกอนท่ีกน้หลอด 

ท า 2 คร้ัง 

3. เติมน ้าแขวนลอยของ Chelex 5% ลงไปประมาณ 200 ไมโครลิตรแลว้เติม 2 

ไมโครลิตรของ proteinase K (10 mg/ml) ลงไป ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่เบาๆ 
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4. แช่อบท่ีอุณหภูมิ 37    C นาน 1 ชัว่โมง น าไปเขยา่วนนาน 5-10 วนิาที ป่ันแยกท่ี

ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 วนิาที 

5. น าหลอดทดลองไปตม้ในน ้าเดือดนาน 8 นาที 

6. น าไปเขยา่วนอีก 10 วนิาที ป่ันแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 วนิาที 

7. จากนั้นใชน้ ้าส่วนบนไปเป็นดีเอ็นเอตน้แบบส าหรับกระบวนการ LAMP ส่วนดีเอน็เอ

ตน้แบบท่ีเหลือสามารถเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 2-8    C หรือแช่แขง็ก็ได ้เม่ือตอ้งการน ามาใช้

ใหม่ใหด้ าเนินการตามขั้นตอนท่ี 6 และ 7 อีกคร้ัง 

 

กำรเพิม่ปริมำณสำรพนัธุกรรมโดยเทคนิคลูปมีดิเอเตดไอโซเทอร์มอลแอมพลฟิิเคชัน (LAMP) 

1. ในปฏิกิริยาประกอบไปดว้ย ดีเอ็นเอแม่แบบท่ีสกดัไวข้า้งตน้ 2 ไมโครลิตร,  primer mix 
(inner primer 1.6 µM each, outer primer 0.2 µM each), Bst polymerase (0.32 U/µl), 1X buffer , 
0.8 M Betaine, 0.4 mM each dNTPs ลงในหลอดลองขนาด 0.5 มิลลิลิตร โดยใชน้ ้ ากลัน่ปรับ
ปริมาตรรวมของสารละลายใหเ้ท่ากบั 25 ไมโครลิตร 

ไพร์เมอร์ท่ีใชท้ั้งหมด 4 ตวัดงัน้ี (Nogami et al, 2008) 

FIP: 5’-aatccgaatggtcaggcagg-ccagtttaagctctgatggtt-3’ (41 mer)               

F1c (nt433-452)-F2 (nt382-402) 

BIP: 5’-gactctttcctcctaaatatggctg-ttttgccctttcatggaac-3’ (44 mer)                

B1c (nt453-477)-B2 (nt513-531) 

B3:  5’-ctggtcagtcagagttgac-3’ (nt533-551) 

F3:  5’-ggtcccaattttacagttcc-3’ (nt349-368) 
 

2. เม่ือปรับปริมาตรแลว้ น ามาแช่อบ(Incubation) ท่ีอุณหภูมิ 63    C เป็นเวลา 60 นาที  หยุด
ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 80    C เป็นเวลา 10 นาที โดยใชเ้คร่ือง PCR เป็นอุปกรณ์ในการแช่อบปฏิกิริยา 

 
3. เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาแล้ว น า LAMP Product ท่ีได้มาตรวจสอบผลว่ามีสารพนัธุกรรมท่ี

ตรวจหาอยู่หรือไม่ โดยการท า Polyacrylamide gel electrophoresis (ภาคผนวก ก) หากมีสาร
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พนัธุกรรมท่ีต้องการจะปรากฏเป็นแถบท่ีมีลักษณะเป็นขั้นบนัได หรือเรียกว่า ได้ผลเป็นบวก 
(Positive) หากไม่ปรากฏแถบดงักล่าวแสดงวา่ตรวจไม่พบ หรือเรียกวา่ ไดผ้ลเป็นลบ (Negative) 

 
ตัวควบคุมผลบวก (Positive control) และตัวควบคุมผลลบ (Negative control) 

        ตวัควบคุมผลบวกได้จากการน าน ้ าอสุจิจากผูว้ิจยัมาสกดัดีเอ็นเอแบบไม่แยกชนิดเซลล์ ตวั

ควบคุมผลลบใชน้ ้าน ้าบริสุทธ์ิปราศจากเช้ือ(Sterile water) 

สถำนทีท่ีใ่ช้ในกำรด ำเนินกำรวจัิยและรวบรวมข้อมูล  (Location) 
1. หอ้งปฏิบติัการนิติพนัธุศาสตร์ ภาควชิานิติเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

2. ภาควชิานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 
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