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บทที ่3 
 

วธีิด ำเนินกำรวจัิย 
 

 

สถำนทีท่ ำกำรวจัิย 

ภาควชิานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่  

วสัดุและอุปกรณ์ในกำรทดลอง 
1. Microcentrifuge tube ขนาด 0.5 และ1.5 ml 
2. ปิเปต 
3. ถุงมือ 
4. Forcep 
5. บีกเกอร์ (Beaker) 
6. เคร่ืองเขยา่วน (Vortex) 
7. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) 
8. เคร่ืองชัง่สาร 
9. Hot plate stirrer 
10. Heating block incubator  
11. Thermal cycler  
12. Electrophoresis set 
13. Ultraviolet-visible transilluminator 
14. Gel documentation 
15. นาฬิกาจบัเวลา 
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สำรเคมีในกำรทดลอง 
1. น ้ากลัน่ 
2. Chelex 
3. Proteinase K 
4. dNTPs 
5. 10X Taq buffer 
6. Taq DNA polymerase 
7. 5.0 µM Primer mix (Cyt b Sus Scrofa)  
8. 3.0 µM Primer mix (Cyt b Homo sapiens )  
9. Tris  

10. 100 bp ladder 

11. 0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) buffer 
12. Agarose powder 
13. Ethidium bromide 
14. Boric acid 
15. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
 

วธีิกำรทดลอง 

1. ตัวอย่ำงและกำรเกบ็ตัวอย่ำง 

1.1 ก ำหนดขนำดตัวอย่ำง 
การก าหนดขนาดตวัอย่างด้วยวิธีการประมาณค่าสัดส่วนของประชากรโดยยอมให้เกิดค่าความ
คลาดเคล่ือน e ในกรณีท่ีไม่ทราบค่า P ซ่ึงมีสูตรการหาขนาดตวัอยา่ง (ธีรวฒิุ, 2543) 
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โดยท่ี  n คือ จ านวนกลุ่มตวัอยา่งท่ีตอ้งการ 
           Z คือ ระดบัความเช่ือมัน่ (ท่ี 95% = 1.96) 
           E คือ ค่าสัดส่วนความคลาดเคล่ือนท่ีผูศึ้กษาคน้ควา้ยอมใหเ้กิดข้ึนได ้(15%)  

            แทนค่าในสูตรได ้       
 

                n = 42.68 ~ 43 

 
ดงันั้นขนาดของกลุ่มตวัอยา่งท่ีตอ้งใชใ้นการศึกษาคน้ควา้คร้ังน้ีน้ีตอ้งมีอย่างน้อย 43 

ตวัอยา่ง ซ่ึงผูจ้ดัท าไดก้  าหนดใชข้นาดตวัอยา่งเป็น 45 ตวัอยา่ง   และเปรียบเทียบกบัสัตวอ่ื์น ไดแ้ก่ 
ไก่ ปลา สุนขั และววั อีก ชนิดละ 12 ตวัอยา่ง 

 
1.2 กำรเกบ็ตัวอย่ำง 

1.2.1 ตวัอยา่ง ดีเอ็นเอ มนุษย ์
น าตวัอยา่งดีเอน็เอจากเลือดมนุษยท่ี์มีการสกดัไวใ้นงาน การศึกษาความไวและความจ าเพาะ

ของการตรวจวเิคราะห์ยนีไซโตโครม บี ของมนุษย ์จากตวัอยา่งคราบเลือด (อนุสรา, 2554) 

 1.2.2 ตวัอยา่ง ดีเอน็เอ สุกร 

  เก็บตัวอย่างเลือดสุกรจากร้านค้าเน้ือสุกรในตลาดสดทั้งในจงัหวดัเชียงใหม่ โดยเก็บ
ตวัอยา่งเลือดสุกร 1 ตวัอยา่งต่อ 1 ร้านคา้ จ านวน 45 ร้าน โดยน าเลือดสุกรแต่ละตวัอยา่งแยกบรรจุ
ใน Microcentrifuge tube แลว้แช่แขง็ระหวา่งการเดินทาง เพื่อน ามาสกดัในขั้นตอนต่อไป   
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2. การตรวจสอบตัวอย่างดีเอน็เอ โดยใช้เทคนิค พซีีอาร์  
2.1 การสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งโดยวธีิการสกดัดว้ย Chelex (ธานินทร์, 2538) 
        โดยอาศยัคุณสมบติัของเมด็ Chelating resin, Chelex-100 ท่ีเป็นด่าง (pH 10-11) 
และไม่ละลายน ้าซ่ึงมีช่ือจริงคือ Imminodiacetic acid มีคุณสมบติัในการจบัไดก้บั
โลหะหมู่ 2+ อยา่งเช่น Ca2+, Mg2+  และอ่ืนๆท่ีมีประจุ 2+ อีกมากมาย ดงัน้ีจึง
สามารถสกดัดีเอน็เอจากเซลลต์่าง ๆ ไดโ้ดยไม่ยุง่ยากและประหยดัเวลา เน่ืองจาก
ความเป็นด่างของ Chelex-100 และการตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 °C จะท าใหเ้ยือ่หุม้เซลล์
และเยือ่หุม้นิวเคลียสแตกสลาย พร้อมทั้งท าใหดี้เอน็เอแปรสภาพ โดยมีขั้นตอนการ
สกดัดงัต่อไปน้ี 
 

การสกดัดีเอน็เอจากเลอืด (วิฑรูย์, 2005)   
 -  ปิเปตเลือด 30 ไมโครลิตรใส่ลงใน Microcentrifuge tube ขนาด   1.5 ml.  เติมน ้ ากลัน่ลง
ไป  1 มล. เขยา่วน (Vortex) ประมาณ 10-15 วนิาที ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 15-30 นาที 
 -  ป่ันแยกท่ีความเร็ว  14,000 รอบต่อนาทีนาน 1 นาที 
  -  ดูดเอาน ้าชั้นบนออกมากท่ีสุดจะเห็นตะกอนรวมเม็ดเลือดขาวตกอยูท่ี่กน้หลอด (ตะกอน
อาจมีสีแดงปนเน่ืองจากการตกตะกอนของฮีโมโกลบิน) เติมน ้ ากลัน่ 1 ml. เขย่าวนนาน     5-10 
วนิาทีและน าไปป่ันตก ป่ันลา้งทั้งหมด 2 รอบ 

-  เติมสารแขวนลอย Chelex  5% ลงไปประมาณ 200 µl สังเกตให้เม็ด Chelex ท่วมตะกอน
เมด็เลือดขาวท่ีกน้หลอดหรือไม่  หากยงัไม่ท่วมใหเ้ติมเฉพาะเมด็ Chelex ลงไปจนท่วมตะกอน 

-  แช่อบท่ีอุณหภูมิ  56 ºC นานประมาณ 1 ชัว่โมง หรือจนตะกอนถูกยอ่ยจนหมด จากนั้น
น ามาเขยา่วน (Vortex) นาน 5-10 วนิาทีและน าไปป่ันตก   
 -  น าหลอดทดลองไปตม้ท่ีน ้าเดือดนาน  8 นาที 
 -  น าไปเขยา่วน (Vortex) นาน 5-10 วนิาทีและน าไปป่ันตก 

-  จากนั้นใชน้ ้าส่วนบนไปเป็นดีเอน็เอแม่แบบส าหรับกระบวนการพีซีอาร์  
 
การสกดัดีเอน็เอจากเส้นขน (วิฑรูย์, 2005) 
 -  ตรวจเส้นขนดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ดูวา่มีเยื่อหุม้รากขน (Root sheath) หรือไม่ 
 -  ลา้งเส้นขนดว้ยน ้ ากลัน่ปราศจากเกลือแร่ (Deionized distilled water) ในบีกเกอร์
ขนาด 50 มล. 
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 -  ตดัเอาโคนขนประมาณ 1 mm. จากปลายรากเป็นตวัอยา่งท่ีใชส้กดั  
 - ใส่โคนเส้นขนลงในหลอดทดลอง  เติมน ้าแขวนลอย  Chelex 5% ลงไป 200 µl แลว้เติม 2 
µl ของ Proteinase K (10 mg. /ml.) ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่หลอดเบาๆ 
 - ตรวจดูให้แน่ใจวา่โคนเส้นขนนั้นจมอยูใ่ตเ้ม็ด Chelex แลว้แช่อบหลอดทดลองท่ี 37 ºC 
นานประมาณ 30-60 นาที จากนั้นเขยา่วน (Vortex) ประมาณ 5-10 วินาที แลว้ป่ันแยกท่ีความเร็ว 
14,000 รอบต่อนาที 10 วนิาที (Spindown) 
 - น าหลอดทดลองไปตม้ในน ้าเดือดนาน 8 นาที 
 - น าไปเขยา่วน (Vortex) ประมาณ 5-10 วินาที ป่ันแยก (Spindown) ท่ีความเร็ว 14,000 
รอบต่อนาที นาน 10 วินาที จากนั้นใชน้ ้ าส่วนบนไปเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) ส าหรับ
ขบวนการพีซีอาร์  

 
การสกดัดีเอน็เอจากช้ินเนือ้ (วิฑรูย์, 2005) 
 -  น าช้ินเน้ือท่ีไดป้ระมาณ 0.5 cm3. มาตดัใหมี้ขนาดเล็กมากท่ีสุด 
 -  น าช้ินเน้ือท่ีละเอียดแลว้ประมาณ 1 หวัไมขี้ดมาใส่ลงใน Micro centrifuge tube ขนาด 
1.5 ml จากนั้นจึงเติมน ้ากลัน่ลงไป 1 ml. 
 -  เขยา่วน (Vortex) นานประมาณ 5-10 วนิาทีและน าไปป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
นาน 2 นาที แลว้ดูดน ้าชั้นบนทิ้ง 
 -  ท าซ ้ าขอ้ 3 อีก 2 คร้ัง แลว้จึงดูดน ้าชั้นบนทิ้ง โดยเหลือไวแ้ต่ตะกอนท่ีกน้หลอด 
 -  เติมเมด็ Chelex ลงไปใหโ้ดยใหท้่วมช้ินเน้ือ แลว้เติมน ้ากลัน่ใหไ้ด ้ปริมาตรสุดทา้ยเป็น 
200 ไมโครลิตร แลว้จึงเติม Proteinase K ลงไป 2 µl ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่เบาๆ 
 -  แช่อบท่ีอุณหภูมิ 37 ºC นาน 60 นาที 
 -  Vortex นาน 5-10 วนิาทีและน าไปป่ันท่ีความเร็ว 14,000    รอบต่อนาที นาน 10 วนิาที 
(Spindown) 
 -  น าหลอดทดลองไปตม้ท่ีน ้ าเดือดนาน 8 นาที 
 -  Vortex นาน 5-10 วนิาทีและน าไปป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่ตนาที นาน 10 วนิาที  
 - จากนั้นใชน้ ้าส่วนบนไปเป็นดีเอน็เอแม่แบบส าหรับขบวนการพีซีอาร์  
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   2.2 กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอโดยเทคนิคปฏิกิริยำลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase    
chain reaction: PCR)  
 เน่ืองจากการศึกษาในคร้ังเป็นการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
โดยใช ้Primer 2 ชุด จึงท าให้ตอ้งหา Primer ท่ีเหมาะสมและจ าเพาะกบังานน้ี ปริมาณและความ
เขม้ขน้ของสารท่ีจะผสมเป็น PCR mixture และ condition ของพีซีอาร์ ท่ีเหมาะสมอีกดว้ย โดย 
PCR mixture ปริมาตรรวม 10 µl ประกอบดว้ย  
 Sterile water 
 10X Taq buffer 
 dNTPs (1 mM each) 
 0.25 U/µl Taq DNA polymerase 
 5 µM Primer mix (Sus scrofa cyt b) 
 3.0 µM Primer mix (Cyt b Homo sapiens ) 
 ดีเอน็เอแม่แบบ (DNA template) 
การหา condition ของพีซีอาร์ ท่ีเหมาะสมนั้นจะตอ้งลองหาดูว่าจะตอ้งมีช่วง Initial denaturation 
หรือไม่หากมีจะต้องใช้อุณหภูมิท่ีเท่าไหร่ นานก่ีนาที อีกทั้งอุณหภูมิ เวลาและจ านวนรอบของ 
Denature, Annealing และ Extension วา่จะเหมาะท่ีเท่าไหร่  
  
 2.3 ตรวจสอบผลกำรเพิม่ปริมำณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอำร์ ด้วยกำรท ำ Agarose gel 
electrophoresis (วฑูิรย,์ 2005) 
ขั้นตอนการท า Agarose gel electrophoresis 

1.เตรียม 2% Agarose gel โดยมีวธีิเตรียมดงัน้ี 
                           -  ชัง่ Agarose powder 0.8 g  
                           -  ตม้ใน 0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) buffer ท่ี 60 °C จนสารละลายใสเป็นเน้ือ
เดียวกนัแต่มีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 40 ml 
  -  เทใส่แม่พิมพ ์เสียบหวไีวเ้พื่อใหเ้กิดหลุมแลว้ทิ้งไวใ้ห้เจลแขง็ 

2.เตรียมเคร่ือง Agarose electrophoresis เปิดและปรับการท างานท่ี 100V นาน 50 นาที  
3.วางถาดเจลท่ีเตรียมไวล้งในเคร่ืองแลว้เติม 0.5X TBE buffer ใหท้่วมเจลพอดี 
4.เติม Loading dyes 1 µl ลงใน PCR product   และเตรียมดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder 
5.โหลด ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder 5 µl, Positive control, Negative control และ 

PCR product อยา่งละ 5 µl ลงในหลุมเจล 
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6.เม่ือครบเวลาจึงแช่เจลดว้ยสารละลาย Ethidium bromide นาน 30 นาที 
7.น าแผน่เจลมาส่องดูแถบดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง Ultraviolet visible transilluminator เพื่อ

ตรวจสอบผล 

3. กำรประเมินค่ำควำมถูกต้องและควำมจ ำเพำะเจำะจงของวิธีกำรที่ใช้ระบุสำรพันธุกรรมของ
มนุษย์และสุกร 
  3.1 ท าการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอย่าง เน้ือไก่ ววั ปลา และขนสุนัข ชนิดละ 12 
ตวัอยา่ง 
                     3.2   น าน ้าสกดัดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากขอ้ท่ี 3.1 มาท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค 
พีซีอาร์ จากนั้นท าการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ดว้ยการท า Agarose gel electrophoresis  
         3.3 วิเคราะห์ขอ้มูลและค านวณค่าความถูกตอ้ง เพื่อประเมินประสิทธิภาพและ
ความจ าเพาะเจาะจงของวธีิการท่ีใชร้ะบุสารพนัธุกรรมของมนุษยแ์ละหรือสุกรดว้ยการวิเคราะห์ยีน
ไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย  
 
4. ตรวจสอบว่ำใน PCR product น้ันมีดีเอน็เออยู่จริงหรือไม่ 

เพื่อการยื่นยนัวา่ PCR product ของ ไก่ ววั ปลา และสุนขั ท่ีจะน ามาหาความจ าเพาะของ
วธีิการหรือไม่ จึงจ าเป็นตอ้งระบุให้ไดเ้สียก่อนวา่ PCR product เหล่านั้นมีดีเอ็นเออยูจ่ริง จึงตอ้งน า 
มาทดสอบดว้ยเคร่ืองวดัปริมาณสารพนัธ์ุกรรม (Nano drop) โดยท่ีเคร่ือง Nano drop จะวดัปริมาณ
ดีเอน็เอในตวัอยา่งโดยใชห้ลกัการของ การดูดกลืนแสงท่ีความตึงผิว โดยเราตอ้งหยดตวัอยา่งลงใน
ช่องท่ีเป็นกระจกจ านวน 1-2 µl ต่อตวัอยา่ง เคร่ืองก็จะวดัค่าและบอกวา่ ตวัอย่างนั้นๆมีปริมาณดี
เอน็เออยูเ่ท่าไหร่มีหน่วยเป็น ng/µl  
        

 
 

 
 
 
 
 

 


