
 
 

บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณและวิธกีารทดลอง 

 

สถานท่ีทําการวิจัย 

1. สวนดอกอณูพนัธุศาสตร แผนกพยาธิวิทยาคลินิก ภาควิชาพยาธิวิทยา  

       คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

2. ภาควิชานติิเวชศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

วัสดุและอุปกรณในการทดลอง 
1. Microcentrifuge tube ขนาด 0.2, 0.5  และ 1.5 ml  ยี่หอ Genuine Axygen 
2. ไมจิ้มฟนปลายทูท่ีฆาเช้ือแลว 
3. Pipette ขนาด 2.5, 10, 20, 100, 200, 1000 และ 5000 μl  ยี่หอ BIOHIT Mechanical 

Pipettors      
4. ถุงมือพลาสติก 
5. Beaker ขนาด 50, 100, 250, 500 และ 1000ml      
6.    กระบอกตวง (Cylender) 
7. Forcep        
8.   เคร่ืองช่ังสาร 4 ตําแหนง ยี่หอ PioneerTM 
9. Electrophoresis set  ยี่หอ BIO-RAD     

      10.  Hot plate stirrer ยี่หอ DigitalTM Stirring Hot Plate 
11. เคร่ืองเขยา (Shaker)  ยี่หอ Funny Shaker Major Science    
12.  ถาดพลาสติกสําหรับการยอมเจล 
13.  เคร่ืองอบแหงเจล (Gel dryer) ยี่หอ Thermo Electron Corporation



34 
 

 

14.  เคร่ืองเขยาวน (Vortex) ยี่หอ Labnet VX100 
15.  เคร่ืองปนเหวีย่ง (Centrifuge) ยี่หอ Centronix Microcentrifuge 1236V  
16.  pH  Meter 
17.  เคร่ืองปรับเปล่ียนอุณหภูมิในการทํา PCR ยี่หอ LONG GENE® MygeneTM Series Peltier  

Thermal Cycler Model MG96+ 
      18.   เคร่ืองตรวจหาลําดบัเบส (Sequencing automated)       
      19.   Water bath / Heat block ยี่หอ AccuBlockTM Digital Dry Bath 
      20.   กระดาษปอนด 

21.  นาฬิกาจบัเวลา  
22.   ตูแชแข็ง (-20ºC) ยี่หอ SHARP 
23.   ตูเย็น ยี่หอ SamSung 
24.   Tip ขนาด 0.2, 0.5, 1.0 และ 5.0 μl 

 
สารเคมีในการทดลอง 

1. น้ํากล่ัน      2.   Chelex 
3.    Proteinase K      4.   dNTPs  
5.   10X Taq buffer      6.   N, N’ Methylenebisacrylamide 
7.  5 μM Primer mix (DXS101)   8.   Taq DNA polymerase 
9.   Acrylamide      10.  10X Gel buffer 
11.  Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  12.  87% Glycerol  
13.  100 bp ladder      14.  65% Nitric acid 
15.  Tetramethylethylenediamine (TEMED)  16.  Silver nitrate  
17.  Sodium carbonate    18.  37% Formaldehyde 
19. 100% Glacial acetic acid    20.   Acetic acid 
21. 1X TBE (Tris-borate, EDTA) buffer  22.  70% Ethanol 
23. Boric acid        24.  Sulfuric acid 
25. Ethidium bromide    26.  Agarose power 
27. 0.5 M Sodium acetate                           28.  Bromophenol blue sodium salt 
29. 100% Ethanol     30.   50% Isopropanol 
31. Hidi (Formamide)    32.   Dilution buffer 
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33. 3.2 μM Forward primer (DXS101)  34. Big Dye Kit 
 35.  95% Ethanol     36. 4 M Ammonium acetate 
 37.  10 mM Tris (Hydroxymethyl Methylamine) pH 8. 5    
  
วิธีการทดลอง 

1.   ขอบเขตประชากร ตัวอยางและการเก็บตัวอยาง 
1.1  ขอบเขตประชากร 

  กลุมประชากรเพศหญิงท่ีไมมีความเกี่ยวของกันทางสายเลือดและเปนประชากรท่ีอาศัย
อยูทางภาคเหนือของประเทศไทยและเปนผูท่ีมีบิดาและมารดามีภูมิลําเนาอยูในภาคเหนือท้ัง             
17 จังหวัด โดยพิจารณาจากการสัมภาษณขอมูลกอนการเก็บตัวอยาง 

1.2   การกําหนดขนาดตัวอยาง 

 เนื่องจากการศึกษานี้เปนการศึกษาท่ีเกี่ยวกับการประมาณคาสัดสวนประชากร ดังนั้นจึง
กําหนดขนาดตัวอยางดวยวิธีการประมาณคาสัดสวนของประชากร ซ่ึงมีสูตรการหาขนาดตัวอยาง 
(n) ดังนี้ (มานัส, 2549) 

 
เม่ือ Z = 1.96 (ความเช่ือม่ันท่ี 95%) 
     p = 0.2320 (ความนาจะเปนของอัลลีลสูงสุดในตําแหนง DXS101) (Yu et al., 2005) 
    q = 0.768 (1-p) 
    E = 0.05 (ใหความคลาดเคล่ือนไมเกิน 5%) 
 

 แทนคาในสูตรได  

                                                n = 273.79   ~274 อัลลีล 

  ดังนั้น ขนาดกลุมตัวอยางสําหรับการศึกษาหาคาความถ่ีของดีเอ็นเอไมโครแซทเทไลท 
ตําแหนง DXS101 ท่ีตองใชในงานวิจัยคร้ังนี้ ควรจะมีไมนอยกวา 274 อัลลีล หรือไมนอยกวา 137 
คน (1 คน มี 2 อัลลีล) 
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1.3  การเก็บตัวอยาง 
1.3.1 วิธีเก็บตัวอยาง 

  ใชไมจิ้มฟนปลายทูขูดดานในผนังกระพุงแกม จํานวน 10 คร้ัง เพ่ือทําการเก็บตัวอยาง
จากเซลลเยื่อบุกระพุงแกม (Buccal cells) แลวนําเอาไมจิ้มฟนปลายทูท่ีเก็บเซลลเยื่อบุกระพุงแกม
จากกลุมตัวอยางใสลงในหลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมีน้ํากล่ันอยู 1 ml 

2.   การสรางอัลลีลมาตรฐาน (Allelic ladders) 
2.1  การสกัดดีเอ็นเอจากเซลลเยื่อบุกระพุงแกม (วิฑูรยและธานินทร, 2005) 

2.1.1 นําไมจิ้มฟนท่ีสวอบเซลลเยื่อบุกระพุงแกมจากกลุมตัวอยางใสในหลอด 
Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมีน้ํากล่ันอยู 1 ml 

2.1.2 ปนแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที จะไดตะกอนสีขาวอยูท่ี
กนหลอด ดูดน้ําช้ันบนท้ิงใหเหลือแตตะกอน 

2.1.3 ปนลางตะกอนดวยน้ํากล่ัน 1 ml อีก 2 คร้ังดูดซับน้ําช้ันบนท้ิงเหลือไวแต
ตะกอนท่ีกนหลอด 

2.1.4 เติมเม็ด Chelex resin ลงไปพอทวมตะกอนแลวเติมน้ํากล่ันประมาณ 200 μl 
แลวเติม Proteinase K (10 mg/ml) 2 μl  ผสมใหเขากันโดยการเขยาเบา ๆ 

2.1.5 แชอบท่ีอุณหภูมิ 37ºC นานประมาณ 1 ช่ัวโมง นําไปเขยาวน (Vortex) 
ประมาณ 5-10 วินาที ปนแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 10 วินาที แลวนําหลอดทดลอง
ไปตมน้ําเดือดนาน 8 วินาที 

2.1.6 นําไปเขยาวน (Vortex) อีก 10 วินาที ปนแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอ
นาที นาน 10 วินาที จากน้ันใชน้ําสวนบนไปเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) สําหรับ
ขบวนการ PCR ตัวอยางท่ีเหลือเก็บไวท่ี 2-8ºC หรือแชแข็งก็ได เม่ือตองการนํามาใชใหมใหดําเนิน
ตามข้ันท่ี 2.1.5 และ 2.1.6 ตามตองการ 

2.2   การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR (วิฑูรยและธานินทร, 2005) 
  2.2.1  PCR mixture  ปริมาตรรวม 15 μl ประกอบดวย ดีเอ็นเอแมแบบ (DNA 

template) ท่ีสกัดไวขางตนปริมาตร 1.5 μl, Sterile water 7.5 μl, 100 μM dNTPs 1.5 μl, 10X Taq 
buffer 1.5 μl, 0.375 U/μl Taq DNA polymerase 1.5 μl และ 5 μM  Primer mix (ตําแหนง DXS101) 
1.5 μl โดย Primer mix มีลําดับเบสดังนี้ 

Primer F:  5’-ACTCTAAATCAGTCCAAATATCT-3’ 

Primer R:  5’-AAATCACTCCATGGCACATGTAT-3’ 
โดยลําดับของ Primer อางอิงมาจาก Edelmann et al., 2001 
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2.2.2 โปรแกรมปรับเปล่ียนอุณหภูมิ ไดแก Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95ºC 
นาน 3 นาที 1 รอบ จากน้ันเขาสูรอบของการปรับเปล่ียนอุณหภูมิคือ Denature อุณหภูมิ 94ºC นาน  
1 นาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 62ºC นาน 45 วินาที และ Extension ท่ีอุณหภูมิ 72ºC นาน 1.30 นาที  
ท้ังหมด 35 รอบ และ Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72ºC นาน 3 นาที 

2.3    ตรวจสอบผล PCR product ท่ีไดดวยการทํา Polyacrylamide gel electrophoresis         
(วิฑูรยและธานินทร, 2005) เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน (100 bp ladder) จากน้ันน้ํามา
ยอมสีดวยวิธี Gel silver staining (Budowle et al., 1991) เพื่อใหเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจน 

2.4    สรางอัลลีลมาตรฐาน (Allelic ladder) 
2.4.1  ตัดแถบ DNA ท่ียอมสีเรียบรอยแลวทีละแถบ โดยจะเลือกแถบท่ีเคล่ือนที่ไป

หยุดในตําแหนงท่ีตางกันเม่ือเทียบกับดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน (100 bp ladder) 
2.4.2 สกัดแถบ DNA  

-  นําแถบของดีเอ็นเอท่ีตัดออกมาบดใหละเอียดโดยใช Forcep ใสลงในหลอด 
Microcentrifuge tube  ขนาด 1.5 ml  ท่ีมีน้ํากล่ันอยู 1 ml 

-  ปนแยกท่ีความเร็ว   14,000 รอบตอนาที นาน 2  นาที จะไดตะกอนท่ีอยูกน
หลอด ดูดน้ําช้ันบนท้ิงใหเหลือแตตะกอน 

-  ปนลางตะกอนดวยน้ํากล่ัน 1 ml อีก 2 คร้ัง ดูดน้ําช้ันบนท้ิงใหเหลือแต
ตะกอนท่ีอยูกนหลอด 

-  เติมเม็ด Chelex resin ใหทวมตะกอนประมาณ 200 μl แลวเติม Proteinase K 
(10 mg/ml) 2 μl  ผสมใหเขากันโดยการเขยาเบา ๆ 

-  แชอบท่ีอุณหภูมิ 37°C นานประมาณ 1 ช่ัวโมงนําไปเขยาวน (Vortex) 

ประมาณ 5-10 วินาทีปนแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาทีนาน 10 วินาทีแลวนําหลอดทดลองไป

ตมเดือดนาน 8 นาที 

-  นําไปเขยาวน (Vortex) อีก 10 วินาที ปนแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที 

นาน 10 วินาที จากนั้นใชน้ําสวนบนไปเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) สําหรับขบวนการ 

PCR ตัวอยางท่ีเหลือเก็บไวท่ี 2-8°C หรือแชแข็งก็ได เม่ือตองการนํามาใชใหมใหเขยาวนอีก 10 

นาที ปนแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 10 วินาที 

2.4.3  เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ตามข้ันตอน 2.2 จากนั้นนํามาตรวจ
ผล PCR ดวยการทํา Polyacrylamide gel electrophoresis (วิฑูรยและธานินทร, 2005) 
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2.5   หาลําดับเบสของแตละอัลลีลในตําแหนง DXS101 ดวยเคร่ืองอัตโนมัติ 
2.5.1  นําผลผลิตท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใชน้ําสกัด

แถบดีเอ็นเอเปนแมแบบ ตามขั้นตอน 2.4.3 มาตกตะกอนดวยวิธี  Isopropanol precipitation 
(ภาคผนวก ก) 

2.5.2  นํา PCR product ท่ีตกตะกอนเสร็จแลวประมาณ 5 μl มาตรวจสอบโดย
กระบวนการ Agarose electrophoresis (ภาคผนวก ก) เพื่อดูความเขมขนของแถบ DNA 

2.5.3  นํา  PCR product ท่ีเหลือจากข้ันตอน 2.5.2 มาทําปฏิกิริยาหาลําดับเบส 
(Sequencing reaction) ดวยเทคนิค PCR ปริมาตรรวม 20 μl ท่ีประกอบดวย ดีเอ็นเอตนแบบท่ีสกัด
ไวขางตน ปริมาตร 1.0 μl, Sterile water 13.0 μl, Dilution buffer 3.0 μl, Big Dye Kit 2.0 μl และ 
3.2 μM Primer (ตําแหนง DXS101) 1.0 μl โดยจะใช Primer F ที่มีลําดับเบส ดังนี้ 

Primer F:  5’-ACTCTAAATCAGTCCAAATATCT-3’ 

2.5.4  โปรแกรมการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ ไดแก Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 
96ºC นาน 1 นาที 1 รอบ จากน้ันเขาสูรอบของการปรับเปล่ียนอุณหภูมิคือ Denature อุณหภูมิ 96ºC 
นาน  10 วินาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 50ºC นาน 5 วินาที และ Extension ท่ีอุณหภูมิ 60ºC นาน 4 
นาที  ท้ังหมด 25 รอบ 

2.5.5  นํา product ท่ีไดมาตกตะกอนดวย 100% Ethanol (ภาคผนวก ก) 
2.5.6  นํา product ท่ีตกตะกอนเสร็จแลวมาทํา Denature DNA ท่ีอุณหภูมิ 95ºC 

นาน 2 นาที 
2.5.7 Load product ปริมาณ 16 μl ลงใน well PCR จากน้ัน load เขาเคร่ืองทํา 

Capillary electrophoresis เพื่อหาจํานวนชุดเบสซํ้า (Tandem Repeat) สําหรับการกําหนดชนิดของ            
อัลลีลตามมาตรฐานสากล 

3.   การหาความถี่ของอัลลีลและการประเมินประสิทธิภาพของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทท่ี
ตําแหนง DXS101 ในงานทางนิติวิทยาศาสตร 

3.1   ใชน้ําสกัดดีเอ็นเอท่ีเหลือของกลุมตัวอยางท้ังหมดมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค 
PCR ตามข้ันตอนท่ี 2.2 จากนั้นนํามาตรวจสอบ PCR product ดวยการทํา Polyacrylamide gel 
electrophoresis (วิฑูรยและธานินทร, 2005) เปรียบเทียบกับอัลลีลมาตรฐาน (Allelic ladder) ใน
ตําแหนง DXS101 ท่ีสรางไว 

3.2    นับจํานวนแถบดีเอ็นเอจากลักษณะพันธุกรรม (Genotype) ท่ีพบอัลลีลตาง ๆ เพื่อหา
ความถี่ของอัลลีล ในกรณีท่ีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไมสัมฤทธ์ิผล หรือลักษณะของแถบดีเอ็นเอไม
ชัดเจน จะทําซํ้าอีกประมาณ 2-3 คร้ัง หากยังไมไดผลจะตัดตัวอยางดังกลาวออก 
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3.3    วิเคราะหขอมูลของคาความถ่ีในแตละอัลลีล และคํานวณคากําลังการแยกแยะ (Power 
of  Discrimination: PD), คากําลังการคัดออก (Power of Exclusion: PE), คา Heterozygosity (h) 
และ Hardy-Weinberg Equilibrium ของลักษณะรูปแบบของดีเอ็นเอบนโครโมโซมเพศหญิงใน
ตําแหนง DXS101 เพื่อประเมินประสิทธิภาพของวิธีการหรือเทคนิคท่ีใชตรวจ และการเลือกสุม
ตัวอยางที่เปนไปอยางถูกตองและเหมาะสม และประเมินประสิทธิภาพของตําแหนง DXS101 ใน
การท่ีจะนําไปประยุกตใชในงานทางดานนิติวิทยาศาสตร 

4. ทําการทดสอบความเปนอิสระตอกัน (Linkage equilibrium) 
ทําการทดสอบความเปนอิสระตอกันระหวางตําแหนง DXS101 กับตําแหนง DXS7130 

และตําแหนง DXS101 กับตําแหนง DXS7132 โดยการใชสถิติ Chi-square test (X2) ในการคํานวณ 
เพื่อเปรียบเทียบการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมระหวางตําแหนง DXS101 กับตําแหนง
DXS7130 และตําแหนง DXS101 กับตําแหนง DXS7132 วามีการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรม
อยางเปนอิสระตอกันหรือไม  

4.1  วิเคราะหลักษณะของ Genotype ท่ีไดจาก DNA sample เดียวกันของตําแหนง DXS101 
กับตําแหนง DXS7130 ทําการเปรียบเทียบเปนทีละ Sample จนครบจํานวน 83 ตัวอยาง 

4.2   นับจํานวน Genotype ท่ีมีโอกาสเปนไปไดท้ังหมด โดยเปรียบเทียบระหวางตําแหนง 
DXS101 กับตําแหนง DXS7130 เชน ตัวอยางดีเอ็นเอหมายเลข 1 ในตําแหนง DXS101 มี Genotype 
เปน 21/21 สวนตําแหนง DXS7130 มี Genotype เปน 15.3/16.3 Genotype ท่ีมีโอกาสเปนไปได
ท้ังหมด 4 Haplotype คือ 21/15.3, 21/16.3, 21/15.3 และ 21/16.3 ทําแบบนี้จนครบท้ัง 83 ตัวอยาง 

4.3   หาความสัมพันธระหวางอัลลีลในตําแหนง DXS101 กับตําแหนง DXS7130 โดยการ
นับจํานวน Haplotype ท่ีมีโอกาสเปนไปไดท้ังหมด 

4.4   ใช Chi-square test (X2) ในการคํานวณ เพื่อทดสอบความเปนอิสระตอกันระหวาง
ตําแหนง DXS101 กับตําแหนง DXS7130 

4.5   การทดสอบความเปนอิสระตอกันระหวางตําแหนง DXS101 กับตําแหนง DXS7132 
ก็ทําเชนเดียวกัน 
 


