
 
 

บทที ่3 
 
 

วธีิด ำเนินกำรค้นคว้ำ 

สถำนทีท่ ำกำรค้นคว้ำ 
1. ศูนยส์วนดอก อณูพนัธุศาสตร์ ภาควชิาพยาธิวทิยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
2. ภาควชิานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

วสัดุและอุปกรณ์ในกำรทดลอง 
1. Microcentrifuge tube ขนาด 0.5 และ 1.5 ml 2. Micropipette 
3. Micro tips     4. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) 
5. เคร่ืองเขยา่ (Shaker)    6. เคร่ืองเขยา่วน (Vortex) 
7. Thermal cycler    8. Electrophoresis set 
9. Beaker     10. Magnetic stirrer 
11. Hot plate stirrer    12. นาฬิกาจบัเวลา  
13. ชอ้นตกัสาร     14. เคร่ืองชัง่สาร 
15. ไมจ้ิ้มฟันฆ่าเช้ือ    16. ถุงมือ 
17. ไมพ้นัส าลีฆ่าเช้ือ 

สำรเคมีในกำรทดลอง 
1. น ้ากลัน่    2. Proteinase K 
3. Chelex    4. 10X Taq buffer 
5. dNTPs    6. Taq DNA-polymerase 
7. 1 µM Primers mixture (human Cyt b) 8. DNA Template 
9. Agarose powder   10. 0.5X TBE buffer 
11. 100 bp Ladder   12. Ethidium Bromide 
13. Loading dry    14. ตวัอยา่งน ้าสกดัดีเอ็นเอจากเลือดมนุษย ์
15. ตวัอยา่งน ้าสกดัดีเอ็นเอจากคราบเลือดมนุษย ์
16. ตวัอยา่งน ้าสกดัดีเอ็นเอจากสัตวอ่ื์น ไดแ้ก่ ไก่ สุนขั หมู และววั
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วธีิกำรทดลอง 

1. ตัวอย่ำงทีใ่ช้ 
1.1 ตวัอยา่งดีเอ็นเอมนุษย ์ท่ีสกดัจากเลือด 
1.2 ตวัอยา่งดีเอ็นเอมนุษย ์ท่ีสกดัจากคราบเลือด 
1.3 ตวัอยา่งดีเอ็นเอของสัตว ์ท่ีสกดัจากแหล่งต่างๆ ไดแ้ก่ คราบเลือดไก่ ปมรากขนของ

สุนขั หมู และววั 

2. กำรก ำหนดขนำดตัวอย่ำง 
 การศึกษาคน้ควา้คร้ังน้ี เป็นการศึกษาเพื่อการประมาณค่าประชากรจากกลุ่มตวัอยา่งโดยใช้
วิธีการประมาณค่าสัดส่วนประชากร แบบไม่ทราบจ านวนประชากรท่ีแทจ้ริง และไม่ทราบค่า
สัดส่วนของตวัอย่าง จึงใช้การค านวณหาขนาดกลุ่มตวัอย่าง (n) ท่ีได้ก าหนดค่าสัดส่วนของ  
ตวัอยา่ง (p) ให้มีค่าเป็น 0.5 เม่ือก าหนดระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% ความคลาดเคล่ือนไม่เกิน 15% 
จากสูตร (สมพงษ ์พนัธุรัตน์, 2553) 

 

เม่ือ n  คือ  ขนาดของกลุ่มตวัอยา่ง 
Z คือ ค่าคะแนนมาตรฐานจากการเปิดตารางแจกแจงแบบปกติท่ีระดับความ

เช่ือมัน่ท่ีก าหนด 
  e  คือ  ค่าสัดส่วนความคลาดเคล่ือนท่ีผูศึ้กษาคน้ควา้ยอมใหเ้กิดข้ึนได ้
  p  คือ  ค่าสัดส่วนของตวัอยา่งท่ีผูศึ้กษาคน้ควา้สนใจ 

แทนค่า  Z  =  1.96 ,   e  =  0.15 ,   p  =  0.5 

จะได ้     

          

           

ดงันั้น ขนาดของกลุ่มตวัอย่างท่ีตอ้งใช้ในการศึกษาคน้ควา้คร้ังน้ีตอ้งมีอย่างน้อย 43 

ตวัอยา่ง ซ่ึงผูท้  าการศึกษาคน้ควา้ไดก้ าหนดใชข้นาดตวัอยา่งเป็น 45 ตวัอยา่ง 
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จากจ านวนตวัอย่างดีเอ็นเอของมนุษยท่ี์ก าหนดใช้ 45 ตวัอย่าง ควรจะใช้ขนาดตวัอย่าง      
ดีเอ็นเอของสัตวอ์ย่างน้อย ชนิดละ 25 ตวัอย่าง ซ่ึงเม่ือท าการตรวจสอบแล้วตอ้งไม่ปรากฏแถบ      
ดีเอน็เอ โดยก าหนดเป็นระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% และความคลาดเคล่ือนไม่เกิน 15% จากสูตรของ 
R.V.Krejcie และ R.W.Morgan (อนุรักษ ์โชติดิลก, 2554) ดงัน้ี 

 

 

เม่ือ n  คือ  ขนาดของกลุ่มตวัอยา่งดีเอน็เอของสัตว ์
  N คือ  จ  านวนตวัอยา่งดีเอน็เอของมนุษย ์ (N = 45) 

  e  คือ  ค่าสัดส่วนความคลาดเคล่ือนท่ีผูศึ้กษาคน้ควา้ยอมใหเ้กิดข้ึนได ้  (e = 0.15) 

แทนค่า  N  =  45 ,   e  =  0.15 

จะได ้     

          

           

3. เตรียมตัวอย่ำงครำบเลอืดและกำรสกดัดีเอน็เอ 

3.1 กำรเตรียมตัวอย่ำงครำบเลอืด 
 เตรียมตวัอย่างคราบเลือดบนผา้ฝ้ายสีขาวท่ีผ่านการท าให้ปราศจากเช้ือ (Autoclave) 

แลว้หยดเลือดปริมาตร 100 µl ลงบนผา้ จากนั้นผึ่งตวัอยา่งเลือดใหแ้หง้สนิทท่ีอุณหภูมิห้อง 

3.2 กำรสกดัดีเอน็เอจำกครำบเลอืด (วฑูิรย ์ทะสุยะ และ ธานินทร์ ภู่พฒัน์, 2005) 
 ตดัผา้ท่ีมีคราบเลือดติดอยูม่าขนาดประมาณ 5x5 mm แลว้ตดัคราบนั้นให้เป็นช้ินเล็กๆ 

ใส่ลงในหลอดทดลอง (microcentrifuge tube) เติมน ้ ากลัน่ลงไป 1 ml ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน
ประมาณ 30 นาที โดยเขยา่หลอดเป็นคร้ังคราวเพื่อให้แน่ใจวา่เลือดละลายออกมากท่ีสุด จากนั้นใช้
ไมจ้ิ้มฟันท่ีสะอาดเข่ียเอาเศษผา้ออก แลว้น าหลอดทดลองไปเขย่าวน นาน 5-10 วินาที น าไปป่ัน    
ท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที ใช ้pipette ดูดเอาน ้ าส่วนบนทิ้งไปจะเห็นตะกอนอยูท่ี่
กน้หลอด แลว้เติมน ้ าแขวนลอย Chelex 5% ลงไป 200 µl และเติมเฉพาะเม็ด Chelex ลงไปอีกจน
ท่วมตะกอนกน้หลอด จากนั้นแช่อบไวท่ี้อุณหภูมิ 56 oC นาน 1 ชั่วโมง หรือจนตะกอนละลาย
หมดแลว้น าไปเขยา่วน ประมาณ 5-10 วนิาที ป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาทีอีกคร้ัง 
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หลงัจากนั้นน าไปตม้ในน ้ าเดือด นาน 8 นาที แลว้ท าการเขย่าวน ประมาณ 5-10 วินาที ป่ันท่ี
ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาทีอีกคร้ัง ก่อนจะน าน ้ าส่วนบนซ่ึงมีดีเอ็นเอไปใช้เป็น         
ดีเอ็นเอแม่แบบส าหรับกระบวนการ PCR ต่อไป และหลังจากใช้แล้วเก็บตวัอย่างท่ีเหลือไว ้           
ท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC หรือแช่แขง็เพื่อการใชใ้นคร้ังต่อไป 

3.3 กำรสกดัดีเอน็เอจำกเลอืด (วฑูิรย ์ทะสุยะ และ ธานินทร์ ภู่พฒัน์, 2005) 
เจาะเลือดปริมาณ 1 µl ใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมีสารกนัเลือด

แข็ง EDTA อยู ่ผสมให้เขา้กนั จากนั้น pipette ตวัอย่างเลือด 30 µl ใส่ลงใน microcentrifuge tube 
ขนาด 1.5 ml อีกหลอด แลว้เติมน ้ ากลัน่ลงไป 1 ml น าไปเขยา่วนประมาณ 10-15 วินาที ตั้งทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิห้องนานประมาณ 15-30 นาที หลงัจากนั้นท าการป่ันแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
นาน 1 นาที แลว้ดูดเอาน ้ าส่วนบนออกมากท่ีสุดทิ้งไปจะเห็นตะกอนรวมเม็ดเลือดขาวตกอยู่ท่ีกน้
หลอด (ตะกอนอาจมีสีแดงปน เน่ืองจากการตกตะกอนของฮีโมโกลบิน) ต่อจากนั้นเติมน ้ ากลัน่      
1 ml น าไปเขย่าวนและป่ันแยกแบบเดิมอีกคร้ัง หลงัจากนั้นเติมน ้ าแขวนลอย Chelex 5% ลงไป  
200 µl และเติมเฉพาะเม็ด Chelex ลงไปอีกจนท่วมตะกอนกน้หลอด จากนั้นแช่อบไวท่ี้อุณหภูมิ   
56 oC นาน 1 ชัว่โมง หรือจนตะกอนละลายหมด แลว้น าไปเขยา่วน ประมาณ 5-10 วินาที ป่ันท่ี
ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที อีกคร้ัง หลงัจากนั้นน าไปตม้ในน ้าเดือด นาน 8 นาที แลว้
ท าการเขยา่วน ประมาณ 5-10 วินาที ป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที ก่อนจะน าน ้ า
ส่วนบนซ่ึงมีดีเอน็เอไปใชเ้ป็นดีเอน็เอแม่แบบส าหรับกระบวนการ PCR ต่อไป และหลงัจากใชแ้ลว้
เก็บตวัอยา่งท่ีเหลือไวท่ี้อุณหภูมิ 2-8 oC หรือแช่แขง็เพื่อการใชใ้นคร้ังต่อไป 

3.4 กำรสกดัดีเอน็เอจำกเส้นขนสัตว์ (วฑูิรย ์ทะสุยะ และ ธานินทร์ ภู่พฒัน์, 2005) 
ตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ และเลือกเอาเส้นขนท่ีมีเยื่อหุ้มรากขน อยา่งนอ้ย 5 เส้น 

ต่อ 1 ตวัอย่าง ท าการลา้งเส้นขนดว้ยน ้ ากลัน่ปราศจากเกลือแร่ (Deionized distilled water) ใน      
บีกเกอร์ ขนาด 50 ml จากนั้นตดัเอาโคนขนประมาณ 1 cm จากปลายรากเพื่อเป็นตวัอยา่งท่ีใชส้กดั      
ดีเอ็นเอ ใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml แลว้เติมน ้ าแขวนลอย Chelex 5% ลงไป      
200 µl และเติม 2 µl ของ Proteinase K (10 mg/ml) ผสมให้เขา้กนัโดยการเขยา่หลอดเบาๆ โดย
ตรวจดูให้แน่ใจว่าโคนเส้นขนนั้นจมอยู่ใตเ้ม็ด Chelex แลว้ น าไปแช่อบท่ี 37 ºC นานประมาณ    
30-60 นาที จากนั้นเขย่าวน ประมาณ 5-10 วินาที แลว้ป่ันแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที     
นาน 10 วินาที ก่อนน าไปตม้ในน ้ าเดือดนาน 8 นาที ต่อดว้ยน าไปเขย่าวนและป่ันแยกแบบเดิม     
อีกคร้ัง และใช้น ้ าส่วนบน ไปเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) ส าหรับกระบวนการ PCR   
ส่วนตวัอยา่งท่ีเหลือเก็บไวท่ี้ 2-8 ºC หรือแช่แขง็ก็ได ้
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4. Primer  และสภำวะทีเ่หมำะสมในกำรท ำ PCR 
primer ท่ีใชใ้นปฏิกิริยา PCR ซ่ึงมีความจ าเพาะต่อล าดบัเบสในส่วนของยีนไซโตโครม บี 

ในไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอของมนุษย ์จาก Matsuda H. (2005) คือ 
Primer F  :  5´ –TAGCAATAATCCCCATCCTCCATATAT– 3´ 
Primer R  :  5´ –ACTTGTCCAATGATGGTAAAAGG– 3´ 

สภำวะทีเ่หมำะสมของกำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอในปฏิกริิยำ PCR 
PCR reaction mixture ใน microcentrifuge tube ปริมาตรรวม 10 µl ประกอบดว้ย 

1. sterile water      4 µl 
2. 10X Taq buffer      1 µl 
3. 1 mM dNTPs      1 µl 
4. 1:20 Taq DNA-polymerase    1 µl 
5. 1 µM each Primer Mix     2 µl 
6. DNA Template (ดีเอน็เอแม่แบบท่ีสกดัไวข้า้งตน้)  1 µl 

ด าเนินการท าปฏิกิริยา PCR จ านวน 32 รอบ ในเคร่ือง Thermal cycler โดยปรับอุณหภูมิ
และเวลาของแต่ละรอบ คือ  

Denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 96 oC   นาน 30 วนิาที 
Annealing  ท่ีอุณหภูมิ 59 oC   นาน 40 วนิาที 
Extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 oC   นาน 1 นาที 

5. ท ำกำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอ ด้วยเทคนิค PCR เพือ่ตรวจสอบควำมจ ำเพำะ และควำมไว 
5.1 กำรตรวจสอบควำมจ ำเพำะ 
5.1.1 น าดีเอ็นเอแม่แบบทั้ง 45 ตวัอยา่ง ท่ีสกดัมาจากคราบเลือด มาด าเนินการท าปฏิกิริยา 

PCR โดยท าการผสม PCR reaction mixture ตามท่ีกล่าวขา้งตน้แลว้ ซ่ึงใน 1 หลอดทดลอง           
คือ 1 ปฏิกิริยา PCR จะใชดี้เอน็เอแม่แบบ 1 ตวัอยา่ง จากนั้นน า PCR reaction mixture ไปป่ันเหวี่ยง
ท่ีความเร็ว 14,000 รอบ/นาที นาน 30 วินาที ก่อนน าเขา้เคร่ือง Thermal cycler ท่ีไดต้ั้งโปรแกรม
การปรับเปล่ียนอุณหภูมิตามสภาวะท่ีเหมาะสม เม่ือเคร่ืองท างานเสร็จ จะได ้PCR product น าไป
ตรวจดูผลการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยท าการแยกแถบดีเอน็เอต่อไป 

5.1.2 ท าการตรวจพิสูจน์กบัตวัอย่างดีเอ็นเอของสัตว ์ไดแ้ก่ ไก่ สุนขั หมู และววั ชนิดละ 
25 ตวัอยา่ง รวมทั้งหมด 100 ตวัอยา่ง ท าการผสม PCR reaction mixture ตามท่ีกล่าวขา้งตน้แลว้ 
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(ใช ้DNA template ท่ีสกดัจากสัตวแ์ทน) โดยใชดี้เอ็นเอแม่แบบ 1 ตวัอยา่ง ต่อ 1 ปฏิกิริยา PCR ใน 
1 หลอดทดลอง แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นน าไป
เขา้เคร่ือง Thermal Cycler ตามท่ีไดต้ั้งโปรแกรมสภาวะท่ีเหมาะสมไว ้ก่อนน า PCR product ท่ีได้
ไปตรวจดูดว้ยการแยกแถบดีเอน็เอต่อไป 

5.2 กำรตรวจสอบควำมไว 
น าดีเอ็นเอแม่แบบ ท่ีสกดัจากคราบเลือดมนุษย์ ทั้ ง 45 ตวัอย่าง มาท าการเจือจางความ

เขม้ขน้ในล าดบัส่วนดงัน้ี 1:10, 1:100, 1:1000 และ 1:10000 แลว้น าสารละลายดีเอ็นเอท่ีเจือจางใน
แต่ละล าดบัส่วนมาเป็นดีเอ็นเอแม่แบบส าหรับปฏิกิริยา PCR เม่ือเสร็จส้ินกระบวนการเพิ่มปริมาณ
สารพนัธุกรรมแลว้จึงน า PCR product ท่ีไดไ้ปตรวจสอบดว้ย agarose gel electrophoresis 

6. กำรตรวจดูผลกำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอ ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
6.1 เตรียม 2% agarose gel โดยชัง่ agarose powder 0.8 gm เทใส่บีกเกอร์ แลว้เติม 0.5X 

TBE buffer 40 ml น าไปตม้เพื่อให้ agarose powder ละลาย ท่ีอุณหภูมิ 60 °C ใช ้magnetic stirrer 
คนผสมสารใหเ้ขา้กนั จนเห็นวา่สารละลายใสเป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นเทลงในถาดรองเจล ท่ีวางบน
พื้นเรียบ แลว้เสียบหวีส าหรับสร้างหลุม 13 หลุม ลงท่ีปลายดา้นหน่ึงของถาดรองเจล ให้ซ่ีของหวี
อยูห่่างจากปลายของเจล ประมาณ 1 cm ทิ้งไวร้อใหเ้จลแขง็ตวั ประมาณ 1-2 ชัว่โมง 

6.2 หลงัจากเจลแข็งตวั ค่อยๆ ดึงหวีออก น าถาดเจลไปวางในเคร่ือง electrophoresis เท 
buffer (0.5X TBE buffer) ลงไปจนท่วมเจล ให ้buffer ท่วมเจลข้ึนมาประมาณ 1-2 mm 

6.3 ผสม PCR product กบัสียอ้ม (loading dye) 1 µl ต่อ 1 หลอดทดลอง น าไปป่ันเหวี่ยง
ประมาณ 30 วินาที แลว้หยอด PCR product ท่ีผสมสียอ้มแลว้ลงในหลุมเจล โดยใช ้micropipette 
ในการท าอิเล็กโทรโฟริซิสทุกคร้ังตอ้งมีดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp) ท่ีรู้ขนาดแน่นอนเป็นตวั
เปรียบเทียบ ซ่ึงมกัจะหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานน้ีลงในหลุมซ้ายมือสุด ถดัมาคือ PCR product ของ
ตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกดัจากเลือดสดของมนุษย์ (positive control) และขวามือสุดของหลุมเป็น     
PCR product ท่ีไดจ้ากการใช ้DNA template เป็นน ้ากลัน่ (negative control) 

6.4 เม่ือหยอด PCR product เรียบร้อยทุกหลุมแลว้ ปิดฝาครอบของเคร่ือง electrophoresis 
แลว้ปรับตั้งค่าเคร่ือง โดยใช ้voltage 100V ค่ากระแสไฟฟ้า 50 mA เป็นเวลานาน 25 นาที เม่ือครบ
ก าหนดเวลาท่ีตั้งไว ้น าแผน่เจลออกมาแช่ในสารละลาย ethidium bromide นาน 30 นาที จากนั้น
น าไปส่องดูภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต (UV) ดว้ยเคร่ือง Ultraviolet-visible 
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7. กำรแปลผลกำรทดลอง 
ท าการทดลองซ ้ าทั้งหมด 3 คร้ัง แลว้แปลผลจาก 2 ใน 3 คร้ัง โดย 
- เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอ ท่ีตรวจพบหลงัจากท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 

ของตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีสกดัจากคราบเลือดมนุษย ์ทั้ง 45 ตวัอยา่ง กบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน positive 
control และ negative control เพื่อดูต าแหน่งและขนาดแถบดีเอ็นเอวา่อยูใ่นช่วงขนาดท่ีคาดไว ้คือ 
ประมาณ 157 bp หรือไม่ ถา้ใช่ถือวา่เป็นผลบวก 

- เปรียบเทียบตวัอยา่งดีเอน็เอจากสัตวอ่ื์น ซ่ึงไดแ้ก่ ไก่ สุนขั หมู และววั ชนิดละ 25 ตวัอยา่ง 
กบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน positive control และ negative control เช่นกนั ซ่ึงตอ้งไม่ปรากฏแถบ      
ดีเอน็เอในตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีมาจากสัตว ์(ผลลบ) 

- ตรวจดูแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างดีเอ็นเอจากคราบเลือด ท่ีถูกเจือจางความเขม้ขน้ท่ีล าดบั
ส่วน 1:10 1:100 1:1000 และ 1:10000 ทั้งหมด 

แล้วน าผลท่ีได้ทั้งหมดไปค านวณค่าทางสถิติ และสรุปผลการใช้ต าแหน่งยีนไซโตโครม บี   
ในไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ ในการตรวจพิสูจน์เพื่อระบุว่าเป็นดีเอ็นเอของมนุษย์ จากตวัอย่าง  
คราบเลือด 


