
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 
 

 

 

 



 

 

ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมีต่าง ๆ ส าหรับใช้ในขั้นตอนการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ ด้วยเทคนิค PCR 
ขั้นตอนการตรวจสอบ PCR product และการเจือจางน า้สกดัดีเอน็เอในล าดับส่วนต่างๆ 

1. การเตรียมสารละลายในกระบวนการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ (PCR) 

1. การเตรียม Taq 10X buffer ชัง่สารปริมาณดงัน้ี     
  - 200 mM Tris pH 8.4   20.0  ml    
  - 500 mM KCl     12.5  ml    
  - 15 mM MgCl2      5.0  ml    
  - 1 mg/ml BSA     50.0 mg    
  - 0.5% Tween 20    0.25  ml 

เติมน ้าใหมี้ปริมาตรรวมเป็น    50.0  ml 

2. การเตรียม 100 mM dilution of dNTPs ชัง่สารปริมาณดงัน้ี   
  - 100 mM dATP    10.0  µl    
  - 100 mM dCTP    10.0  µl    
  - 100 mM dGTP    10.0  µl    
  - 100 mM dTTP     10.0  µl    
  - H2O                 960.0  µl 

ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดส้ารละลายท่ีมีปริมาตรรวมเท่ากบั 1000.0 µl 

 3. การเตรียม DNA-polymerase เจือจาง (ปริมาตร 100 µl) 
     - Taq DNA-polymerase (เขม้ขน้ 5 U/µl)   5 µl 

- เติมน ้าลงไป     95 µl 

4. การเตรียม 1 µM Primers mix (ต าแหน่ง cyt b Human) 
 - Primer F (100 mM)       1.0  µl 
 - Primer R (100 mM)       1.0  µl 

เติมน ้าใหมี้ปริมาตรรวมเป็น   100.0  µl
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2. การเตรียมสารละลายในขั้นตอนการตรวจสอบ PCR product 

1. การเตรียม 0.5X TBE buffer (รศ.อุไรวรรณ วจิารณกุล,  2545) 
- Tris       5.4 g 
- Boric acid     2.75     g 
- EDTA     0.373   g 

เติมน ้ากลัน่ใหค้รบ     1,000   ml 

2. การเตรียม  10X loading dye 
  - bromophenol blue   0.04  g 

- 87% glycerol    500  µl 
- น ้ากลัน่    500 µl 

เขยา่ใหเ้ขา้กนัจน bromophenol blue ละลายเป็นเน้ือเดียวกนักบั glycerol และน ้ากลัน่ 

3. การเตรียมสารละลาย Ethidium bromide 
  - Ethidium bromide      10 µl 
  - 0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) buffer   200 ml 

เขยา่ใหเ้ขา้กนั แลว้เก็บไวใ้นท่ีมืด (ระวงัอยา่ใหถู้กผวิหนงัโดยตรง เน่ืองจาก Ethidium 
bromide เป็นสารก่อมะเร็ง) 
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3. การเจือจางน า้สกดัดีเอน็เอในล าดับส่วนต่างๆ 

1. การเจือจางในระดบั 1:10 
 - DNA template         1   µl 

- เติมน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือลงไป     9   µl 

2. การเจือจางในระดบั 1:100 
 - สารละลายผสมดีเอน็เอท่ีเจือจางไวใ้นระดบั 1:10     1   µl 

- เติมน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือลงไป     9   µl 

3. การเจือจางในระดบั 1:1000 
 - สารละลายผสมดีเอน็เอท่ีเจือจางไวใ้นระดบั 1:100     1   µl 

- เติมน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือลงไป     9   µl 

4. การเจือจางในระดบั 1:10000 
 - สารละลายผสมดีเอน็เอท่ีเจือจางไวใ้นระดบั 1:1000    1   µl 

- เติมน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือลงไป     9   µl



 

 

ภาคผนวก ข 

แสดงการค านวณเทียบค่าปริมาณ Hemoglobin (Hb) ในตัวอย่างดีเอน็เอทีส่กดัจากคราบเลอืด 
จากขอ้มูล  ค่าปริมาณ Hb เร่ิมตน้ท่ีไดจ้ากการวดัในเลือดของแต่ละตวัอยา่ง 

ปริมาณหยดเลือดท่ีใชใ้นการท าใหเ้กิดเป็นคราบเลือด =100 µl (0.1 ml) 
ขนาดพื้นท่ีของคราบเลือดทั้งหมด ( ) 
ขนาดพื้นท่ีท่ีตดัน ามาใชใ้นการทดลอง = 0.25 cm2 (0.5 cm x 0.5 cm) 

เช่น 
ตวัอยา่งล าดบัท่ี  1 วดัค่าปริมาณ Hb ได ้14.2 gm/dl  หรือ  14.2 x 107 ng/ml และหยดเลือดปริมาตร 
0.1 ml ลงบนผา้ ไดข้นาดพื้นท่ีของคราบเลือดประมาณ 3.14 cm2 

 จากเลือดปริมาตร    1    ml มีปริมาณ Hb อยู ่ 14.2 x 107  ng 
       เลือดปริมาตร    0.1 ml มีปริมาณ Hb อยู ่ 1.42 x 107  ng 

 จากขนาดพื้นท่ีคราบเลือด    3.14   cm2  มีปริมาณเลือดอยู ่            0.1  ml 
       ขนาดพื้นท่ีคราบเลือด    0.25   cm2  มีปริมาณเลือดอยู ่            0.00796  ml 

 จากเลือดปริมาณ    1             ml          ท่ีมีปริมาณ Hb อยู ่          14.2 x 107  ng 
       เลือดปริมาณ    0.00796     ml          จะมีปริมาณ Hb อยู ่          1,130,320  ng 

 ดงันั้น เม่ือน าตวัอยา่งคราบเลือดมาท าการสกดัในน ้ าสกดัปริมาตร 200 µl. หรือ 0.2 ml บน
พื้นท่ีผา้ขนาด 0.25 cm2 ของตวัอย่างท่ี 1 จะมีเลือดประมาณ 0.00796 ml. และมีปริมาณ Hb อยู่
ประมาณ 1,130,320 ng ซ่ึงในการด าเนินปฏิกิริยา PCR แต่ละคร้ัง จะดูดน ้ าสกดัตวัอยา่งดีเอ็นเอมา
ใชเ้พียง 1 µl (0.001 ml) 

 จากปริมาณน ้าสกดัดีเอ็นเอ  0.2      ml        ท่ีมีปริมาณ Hb อยู ่             1,130,320  ng 
ดงันั้น ในปริมาณน ้าสกดัดีเอ็นเอ    0.001  ml        จะมีปริมาณ Hb อยูป่ระมาณ     5,651.6    ng 
เม่ือน ามาท าการเจือจางความเขม้ขน้ลงในระดบั 1:1000 จะเหลือ Hb อยูป่ระมาณ            5.65    ng 

จากการเทียบค่าทั้งหมด 45 ตวัอย่าง สามารถแสดงผลของขอ้มูลต่างๆ ไดด้งัต่อไปน้ี (ตารางท่ี 6)
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ตารางที ่6 ขอ้มูลปริมาณ Hemoglobin ท่ีไดจ้ากการค านวณเทียบค่า 
 

ตวัอยา่ง
ล าดบั 
ท่ี 

ค่า Hb 
(gm/dl) 

พื้นท่ี 
คราบเลือด 

(cm2) 

ปริมาณเลือด 
(ml) 

ในพื้นท่ี 0.25 cm2 

ค่า Hb (ng) 
ในพื้นท่ี 
0.25 cm2 

ค่า Hb (ng) 
ในน ้าสกดั  

1 µl 

ค่า Hb (ng) 
เจือจาง 

1000 เท่า 
1 14.2 3.14 0.00796 1,130,320 5,651.6 5.6516 
2 11.9 4.52 0.00553 658,070 3,290.4 3.2904 
3 15.6 3.80 0.00658 1,026,480 5,132.4 5.1324 
4 15.4 4.15 0.00602 927,080 4,635.4 4.6354 
5 18.0 4.15 0.00602 1,083,600 5,418.0 5.4180 
6 11.6 3.14 0.00796 923,360 4,616.8 4.6168 
7 21.5 4.15 0.00602 1,294,300 6,471.5 6.4715 
8 12.0 2.83 0.00883 1,059,600 5,298.0 5.2980 
9 13.7 4.91 0.00509 697,330 3,486.7 3.4867 

10 12.9 3.14 0.00796 1,026,840 5,134.2 5.1342 
11 11.5 2.54 0.00984 1,131,600 5,658.0 5.6580 
12 13.5 3.46 0.00723 976,050 4,880.3 4.8803 
13 15.3 2.83 0.00883 1,350,990 6,755.0 6.7550 
14 11.0 2.54 0.00984 1,082,400 5,412.0 5.4120 
15 15.4 3.14 0.00796 1,225,840 6,129.2 6.1292 
16 11.3 4.15 0.00602 680,260 3,401.3 3.4013 
17 11.9 3.14 0.00796 947,240 4,736.2 4.7362 
18 10.3 3.14 0.00796 819,880 4,099.4 4.0994 
19 10.9 4.15 0.00602 656,180 3,280.9 3.2809 
20 9.0 4.15 0.00602 541,800 2,709.0 2.7090 
21 21.0 3.14 0.00509 1,671,600 8,358.0 8.3580 
22 9.2 4.15 0.00553 553,840 2,769.2 2.7692 
23 12.7 4.91 0.00471 646,430 3,232.2 3.2322 
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ตารางท่ี 6 (ต่อ) 
ตวัอยา่ง
ล าดบั 
ท่ี 

ค่า Hb 
(gm/dl) 

พื้นท่ี 
คราบเลือด 

(cm2) 

ปริมาณเลือด 
(ml) 

ในพื้นท่ี 0.25 cm2 

ค่า Hb (ng) 
ในพื้นท่ี 
0.25 cm2 

ค่า Hb (ng) 
ในน ้าสกดั 

 1 µl 

ค่า Hb (ng) 
เจือจาง 

1000 เท่า 
24 11.5 4.52 0.00553 635,950 3,179.8 3.1798 
25 11.5 5.31 0.00471 541,650 2,708.3 2.7083 
26 9.0 2.83 0.00883 794,700 3,73.5 3.735 
27 10.7 3.14 0.00796 851,720 4,258.6 4.2586 
28 12.5 3.80 0.00658 822,500 4,112.5 4.1125 
29 9.75 3.80 0.00658 641,550 3,207.8 3.2078 
30 13.7 3.14 0.00796 1,090,520 5,452.6 5.4526 
31 16.3 2.54 0.00984 1,603,920 8,019.6 8.0196 
32 15.3 3.80 0.00658 1,006,740 5,033.7 5.0337 
33 18.3 2.83 0.00883 1,615,890 8,079.5 8.0795 
34 17.8 4.91 0.00509 906,020 4,530.1 4.5301 
35 17.4 3.14 0.00796 1,385,040 6,925.2 6.9252 
36 19.1 4.91 0.00509 972,190 4,860.9 4.8609 
37 16.5 3.80 0.00658 1,085,700 5,428.5 5.4285 
38 18.0 3.14 0.00796 1,432,800 7,164.0 7.1640 
39 15.2 3.14 0.00796 1,209,920 6,049.6 6.0496 
40 12.3 3.14 0.00796 979,080 4,895.4 4.8954 
41 10.8 3.46 0.00723 780,840 3,904.2 3.9042 
42 16.7 4.15 0.00602 1,005,340 5,026.7 5.0267 
43 12.0 3.14 0.00796 955,200 4,776.0 4.7760 
44 9.8 3.14 0.00796 780,080 3,900.4 3.9004 
45 15.4 3.80 0.00658 1,013,320 5,066.6 5.0666 



 

 

ภาคผนวก ค 

แสดงการค านวณค่าดัชนีทีใ่ช้ประเมินค่าความไวและค่าความจ าเพาะของการตรวจสอบ 

1. การค านวณค่าดชันีท่ีใชป้ระเมินค่าความไวและค่าความจ าเพาะของการตรวจสอบ 

1.1 ค่าความไวของการตรวจสอบ คือ ร้อยละของการใชต้  าแหน่งยนีไซโตโครม บี ในการ
ตรวจแยกตวัอยา่งดีเอน็เอมนุษย ์ท่ีสกดัจากคราบเลือด ท่ีตรวจแลว้ไดผ้ลบวก 

 จากการตรวจสอบตวัอยา่งดีเอน็เอจากคราบเลือดมนุษยท์ั้งหมด 45  ตวัอยา่ง 
 ไดผ้ลเป็นบวก จ านวน      45  ตวัอยา่ง 

ดงันั้น     ค่าความไว  =     x  100   =   100  % 

      ค่าความไวเม่ือระดบัท่ีปริมาณดีเอ็นเอถูกเจือจางลงไป 1000 เท่า (1:1000) 
จากจ านวนตวัอยา่งดีเอน็เอจากคราบเลือดมนุษยท์ั้งหมด  45  ตวัอยา่ง 
พบผลการตรวจสอบเป็นบวกจ านวน    44  ตวัอยา่ง 

ดงันั้น     ค่าความไว  =     x  100   =   97.78  % 

1.2 ค่าความจ าเพาะของการตรวจสอบ คือ ร้อยละของการใชต้  าแหน่งยนีไซโตโครม บี ใน
การตรวจแยกตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีไม่ใช่ของมนุษย ์(มาจากสัตวอ่ื์น ไดแ้ก่ ไก่ สุนขั หมู และววั ชนิดละ 
25 ตวัอยา่ง) ท่ีตรวจไดถู้กตอ้งจากการทดสอบวา่เป็นผลลบ 

 จากการตรวจสอบตวัอยา่งดีเอน็เอจากสัตวท์ั้งหมด   100  ตวัอยา่ง 
 ไดผ้ลเป็นลบ จ านวน      100  ตวัอยา่ง 

ดงันั้น     ค่าความจ าเพาะ  =     x  100   =   100  % 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

ภาคผนวก ง 

ช่วงล าดับเบสในต าแหน่งยนีไซโตโครม บี ในดีเอน็เอไมโตคอนเดรียของมนุษย์ 
 
Human Cytochrome b gene มี Primers เร่ิมตน้ 2 ตวั คือ 

Primer F  :  5´ –TAGCAATAATCCCCATCCTCCATATAT– 3´ 
Primer R  :  5´ –ACTTGTCCAATGATGGTAAAAGG– 3´ 

 (Matsuda H., 2005) 

โดยมีล าดบัเบสดงัน้ี 

TTCTCACCAGACCTCCTAGGCGACCCAGACAATTATACCCTAGCCAACCCCTTAAAC
ACCCCTCCCCACATCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTCGCCTACACAATTCTCCGAT
CCGTCCCTAACAAACTAGGAGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCCATCCTCATCCTAGC
AATAATCCCCATCCTCCATATATCCAAACAACAAAGCATAATATTTCGCCCACTAAG
CCAATCACTTTATTGACTCCTAGCCGCAGACCTCCTCATTCTAACCTGAATCGGAGGA
CAACCAGTAAGCTACCCTTTTACCATCATTGGACAAGTAGCATCCGTACTATACTTCA
CAACAATCCTAATCCTAATACCAACTATCTCCCTAATTGAAAACAAAATACTCAAAT
GGGCCTGTCCTTGTAGTATAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACCGGAGATGAAAAC
CTTTTTCCAAGGACAAATCAGAGAAAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGCACCCAAAG
CTAAGATTCTAATTTAAACTATTCTCTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTACC
ACCCAAGTATTGACTCACCCATCAA 

 
ท่ีมา 
NCBI Reference Sequence: NC_001807 (15648-15804) 
> ref|NC_012920.1|Homo sapiens mitochondrion, complete genome, Length=16569 
 
 
 
 



 

 

ภาคผนวก จ 

การเปรียบเทยีบล าดับเบสในยนีไซโตโครม บี บนดีเอน็เอไมโตคอนเดรียของมนุษย์ 
กบัล าดับเบสในยนีไซโตโครม บี บนดีเอน็เอไมโตคอนเดรียของสัตว์ชนิดอืน่ 

 
 

 
 

 
 
 

Human    TAGCAATAATCCCCATCCTCCATATAT  ~  CCTTTTACCATCATTGGACAAGT 

Chicken    ๏CTTCC๏๏๏๏๏๏๏๏T๏๏๏๏๏๏๏C๏A๏๏  ~  ๏๏C๏๏C๏T๏๏๏๏๏๏๏๏๏C๏๏๏A๏ 

Dog    ๏G๏๏๏T๏C๏๏T๏๏AC๏๏๏๏๏๏๏C๏C๏๏  ~  ๏๏๏๏๏C๏T๏๏๏T๏๏C๏๏๏๏๏๏๏๏ 

Pig    ๏๏ATTT๏๏๏๏G๏๏๏๏๏A๏๏A๏๏C๏C๏๏  ~  ๏๏G๏๏C๏T๏๏๏๏๏๏C๏๏C๏๏๏C๏ 

Cow    ๏T๏๏TC๏๏๏๏๏๏๏๏C๏A๏๏A๏๏C๏CC๏  ~  ๏๏A๏A๏๏T๏๏C๏๏๏C๏๏๏๏๏๏C๏ 
 

 

 

 

 

 
 

157 bp 

L15674 H15782 



 

 

ประวตัิผู้เขียน 
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