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บทท่ี 3 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

สถานท่ีทําการวิจัย 

ศูนยสวนดอกอณูพันธุศาสตร ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร  

ภาควิชานติิเวชศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
 

วัสดุและอุปกรณในการทดลอง 

  1.microcentrifuge tube ขนาด 0.2 , 0.5 และ 1.5 ml     

 2.ไมจิ้มฟนฆาเช้ือ        

 3.Micropipette          

 4.ถุงมือ           

 5.บีกเกอร (Beaker)        

 6.กระบอกตวง         

 7. forcep         

 8. เคร่ืองช่ังสาร         

 9.ถาดสําหรับการยอมเจล       

 10.Hot plate stirrer  ยี่หอ Digilog       

 11.เคร่ืองเขยา (Shaker) ยี่หอ  Thermo Electron Corporation    

 12.เคร่ืองเขยาวน (Vortex) ยีห่อ  Labnet      

 13.เคร่ืองอบแหงเจล (Gel dryer) ยี่หอ Eutech instruments    

 14.Electrophoresis set  ยี่หอ Bio Rad รุน Power Pac Basic    
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 15.Water bath / Heat block ยี่หอ Labnet      

 16.เคร่ืองปนเหวีย่ง (Centrifuge) ยี่หอ Centronix     

 17.เคร่ืองปรับเปล่ียนอุณหภมิูหลอดทดลอง (thermalcycler) ยี่หอ LongGene   

 18. กระดาษปอนด 100 แกรม       

 19.นาฬิกาจับเวลา 

 

สารเคมีในการทดลอง (ภาคผนวก ข) 

1.  น้ํากล่ัน        

 2.  ตัวอยางน้ําสกัดดีเอ็นเอจากเลือดผูชาย     

 3.  ตัวอยางน้ําสกัดดีเอ็นเอจากเลือดผูหญิง     

 4.  ตัวอยางน้ําซับชองคลอดจากผูเสียหายท่ีถูกกระทําชําเรา  

 สารเคมีท่ีใชในการสกัดตัวอยาง       

  1.   Proteinase K        

  2.   Chelex  

 สารเคมีท่ีใชในการทํา PCR        

  1.  10X Taq buffer         

  2.  dNTPs        

   3.  Taq DNA polymerase       

  4.  Sterile water        

  5.  Primer mix DYS 393       

  6.  DNA Template 

 สารเคมีท่ีใชในการเตรียมเจล       

  1.  Acrylamide solution       

  2.   87 % Glycerol       
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  3.  10X buffer        

  4.  AMPDS (Ammonium peroxodisulfate)     

  5.  Tetramethylethylene-diamine (TMEDA or TEMED) 

สารเคมีท่ีใชในการยอมเจล       

  1.  Nitric acid        

  2.  Silver nitrate        

  3.  Sodium carbonate       

  4.  Formalin        

  5.  Glacial acetic acid 

  

วิธีการทดลอง 

1. ตัวอยางและการเก็บตัวอยาง         

1.1 การกําหนดขนาดตัวอยาง        

  จะคํานวณขนาดตัวอยางตามวิธีการคํานวณเพื่อการเปรียบเทียบสัดสวนระหวาง

ประชากร 2 กลุมท่ีไมเปนอิสระตอกัน (อรุณ จิรวัฒนกลุ, 2547) สมการท่ีใชในการคํานวณคือ 

 

 

   

 

N : จํานวนตัวอยางท่ีใชในงานวิจัยท้ังหมด 
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  a, b, c, d : เปนคาจากตาราง case control study ในงานวิจัยอางอิง 

  n : จํานวนตัวอยางจากตาราง case control study ในงานวิจัยอางอิง  

  p :  

  α : คาความเช่ือม่ัน ท่ี 95 %  = 0.05 

  β : คา power of test ท่ี 90 %  = 0.1 

  Zα : คา standard score ของ α = Z0.05 = 1.96 

  Zβ : คา standard score ของ β = Z0.01 = 1.28 

 

ซ่ึงในการคํานวณตามสมการดังกลาวไดใชงานวิจัยของ Chomont et al. อางอิง ในการ

เปรียบเทียบระหวางการตรวจ PSA ซ่ึงใชเปนตัวแทนของการพบน้ําอสุจิ กับ DNA ของ SRY gene 

สามารถทําเปนตาราง case control study ไดดังตารางท่ี 1 

 

  ตารางท่ี 1  การเปรียบเทียบระหวางการตรวจ PSA กับ ดีเอ็นเอของ SRY gene 

 
DNA 

Total 
+ - 

PSA 
+ 50 (a) 0 (b) 50 

- 50 (c) 164 (d) 214 

Total 100 164 264 (n) 
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เม่ือนําคาในตารางท่ี 1. มาแทนในสูตรการคํานวณจะไดดังนี้ 

 

 

 

      N = 51.24 

 

สําหรับงานวิจัยนี้จะตองทําการทดลองในตัวอยางไมนอยกวา 52 ตัวอยาง เพื่อเปรียบเทียบ

ระหวางการตรวจหาตัวอสุจิและ Y-chromosome DNA microsatellite  ตําแหนง DYS 393  จึงได

คัดเลือกตัวอยางท่ีตรวจพบตัวอสุจิจํานวน 30 ตัวอยางและตรวจไมพบตัวอสุจิจํานวน 30 ตัวอยาง 

(รายละเอียดของตัวอยางน้ําซับชองจากผูเสียหายท้ังหมดไดแสดงไวในภาคผนวก ค) รวมท้ังหมด 

60 ตัวอยาง 

           

 1.2 การคัดเลือกตัวอยาง       

 - คัดเลือกตัวอยางน้ําซับชองคลอดจากผูเสียหายท่ีมาตรวจท่ีภาควิชานิติเวชศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม ระหวางชวงวันท่ี 1 มกราคม 2550 – 31 ธันวาคม 2551 เปนระยะเวลานาน      

2 ป  โดยมีเง่ือนไขวาผูเสียหายจะตองถูกกระทําชําเรามาไมเกิน 48 ช่ัวโมงและมีประวัติวาผูกระทํา

ไมไดใสถุงยางอนามัยขณะกระทําชําเรา  

  - ตัวอยางท่ีจะนํามาใชในการคนควาจะคัดเฉพาะตัวอยางท่ีตรวจสาร  acid phosphatase   

ใหผลบวกเทานั้น (color test < 60 sec หรือปริมาณ > 300 U/ml หรือตรวจพบตัวอสุจิ) ท้ังนี้ก็เพื่อ

เพิ่มความม่ันใจวาตัวอยางจากน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายท่ีไดเลือกมาทําการคนควานั้นมีโอกาส
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ผานการถูกกระทําชําเรามาจริงโดยจะแบงเปน 2 กลุม คือกลุมท่ีตรวจพบตัวอสุจิจํานวน 30 ตัวอยาง 

และตรวจไมพบตัวอสุจิจํานวน  30 ตัวอยาง  

 

2.  การสรางอัลลีลมาตรฐาน (Allelic ladders) 

1.ใชตัวอย างดี เ อ็น เอผูชาย ท่ีทราบลักษณะทางพันธุกรรมในตํ าแหนง  DYS393  

 จํานวน 4 ราย เปนตัวกําหนดชนิดของอัลลีลท่ี 12, อัลลีลท่ี 13, อัลลีลท่ี14  และอัลลีลท่ี 15 ดังท่ี     

 แสดงขอมูลไวในในภาคผนวก ง        

 2.นําตัวอยางดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) มาทําการเพ่ิมปริมาณโดยเตรียมสวนผสม 

PCR  mixture  ลงใน PCR tube ขนาด 0.5 ml ดังนี้ น้ํายา Master mix 9.0 μl (ประกอบไปดวย 10X 

buffer, dNTPs, Taq DNA-polymerase, Sterile water และ primer mix DYS 393, ภาคผนวก ข), 

DNA template (ตัวอยางน้ําสกัดดีเอ็นเอจากเลือดผูชายที่ทราบชนิดของอัลลีล) 1.0 μl  

 3.เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใชโปรแกรมที่มีการปรับเปล่ียนอุณหภูมิ  

 ดังนี้   Denaturation  94 ๐ C นาน  45 วินาที    

  Annealing  55 ๐ C นาน 30 วินาที     

  Extension  72 ๐C นาน  30 วินาที                                       

หลังจากนั้นปลอยใหเคร่ืองทํางานไปจนครบ 35  รอบ แลวพักท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 72๐ C นาน 7 นาที

 4.นําผลผลิต PCR หรือ PCR product ท่ีไดไปแยกแถบดีเอ็นเอเทียบกับแถบดีเอ็นเอ

มาตรฐานโดยใชกระแสไฟฟา 80 volt วิ่งผาน Running buffer นาน 16.5 ช่ัวโมง (990 นาที) 

 5.ยอมเจลดวยเทคนิค Silver staining จนเกิดแถบดีเอ็นเอชัดเจน   

 6.ตัดเจลแตละตําแหนงท่ีเกิดแถบดีเอ็นเอในชวงขนาด 100-140 คูเบสใสลงใน

Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมีน้ํากล่ันอยูปริมาตร 1 ml. โดยใสหลอดละหนึ่งตําแหนง 

(หรือ 1 แถบของดีเอ็นเอ) จากนั้นใชไมจิ้มฟนบดเจลใหละเอียด    

 7.นําไปปนท่ี 14,000 รอบตอนาที นาน 2-3 นาที     

 8.ดูดเอาน้ําสวนบนท้ิงใหมากท่ีสุด แตอยาใหตะกอนที่กนหลอดหายไป  

 9.เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1 ml ลงไปในหลอด นําไปปนแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที 
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นาน 2-3 นาที แลวดูดน้ําสวนบนท้ิงไป (ทําซํ้า 2 รอบ)     

 10.เติม Proteinase K (10 mg./ml.) ปริมาตร 2 μl ลงไปในหลอด   

 11.เติมสารละลายแขวนลอย 5% Chelex ปริมาตร 200 μl แลวนําไปปน(Vortex)  

ใหเขากัน จากนั้นนําไปแชอบท่ีอุณหภูมิ 60 ๐ C เปนเวลา 60 นาที    

 12.นําไปปน(Vortex) ประมาณ 5-10 วินาทีแลวนําไปปนแยกท่ีความเร็ว 14,000  

 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 8 นาที  

 13.จากนั้นใชน้ําสวนบนไปเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) สําหรับบวนการ PCR 

(ตัวอยางท่ีเหลือเก็บไวท่ี อุณหภูมิ 2-8 ๐ C หรือ แชแข็งก็ได) 

 
3.วิธีการตรวจ microsatellite DNA        

 3.1 ลักษณะตัวอยาง        

 ตัวอยางท่ีใชเปนตัวอยางท่ีสกัดไดจากน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายหรือ vaginal swab 

extract  ท่ีทําการตรวจหาตัวอสุจิและสาร acid phosphatase แลวเก็บไวในหลอดพลาสติกขนาดเล็ก 

(eppendorf) รักษาไวในตูเย็นท่ีมีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส     

 3.2 การสกัดดีเอ็นเอ        

 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางจะสกัดโดยวิธี Total extraction 

 -ตัดบางสวนของ swab เปน 3 สวน ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมีน้ํากล่ัน    

1 ml (ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 30 นาที) 

 -ใชไมจิ้มฟนเข่ีย cell ใหหลุดออกจาก swab ใหมากท่ีสุด ประมาณ 2 ml 

 -แยกเศษ swab ออกมาเก็บ (เผ่ือสกัดซํ้า) 

 -ปนแยกดวยเคร่ือง microcentrifuge ท่ีความเร็ว 14,000 rpm (รอบตอวินาที) นาน 2 นาที 

 -ดูดน้ําดานบนบางสวนท้ิงไป เหลือตะกอนและนํ้าไวประมาณ 50 μl  
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 -ใสน้ํากล่ัน 1 ml ลงใน tube อีกคร้ัง แลว vortex ใหเขากันแลวปนแยกจากน้ันดูดน้ํา

ดานบนบางสวนท้ิงไป (ทําซํ้า 2 คร้ัง) 

 -เติม proteinase K (10 mg/ml) ลงไปจํานวน 2 μl 

 -เติม 5% chelex 200 μl  แลว vortex นาน 10 วินาที 

 -Incubate ท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 

 -นําไปตมในน้ําเดือดนาน 8 นาที 

 -นําไป vortex นาน 10 นาที แบงปนแยกท่ีความเร็ว 14,000 rpm (รอบ/นาที) นาน 8 นาที 

 -ได DNA template ของ sperm และ vaginal cell 

4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction)  

 กระบวนการ PCR จะทําใน PCR tube ขนาด 0.5 ml โดยใชสวนผสม ดังนี้ 

  - Master mix (water, 10X, dNTPs, DNA-polymerase, primer mix DYS 393) ปริมาณของ

สวนผสมตางๆท่ีอยูใน master mix แสดงในภาคผนวก ข   

- DNA template  (ตัวอยางน้ําสกัดดีเอ็นเอท่ีไดจากสําลีปายชองคลอด) 

วิธีการคือ    
  1.ใส Master mix จํานวน 6 μl และ DNA template จํานวน 4 μl ลงไปใน PCR tube ขนาด 
0.5 ml  

2.นําแตละหลอดไปปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 30 วินาที 
เพื่อใหของผสมในหลอดถูกเหวี่ยงลงมาอยูกนหลอด 

3.นําเขาเคร่ือง Thermalcycler  เปดเคร่ืองใหมีการปรับเปล่ียนอุณหภูมิตามโปรแกรมท่ีตั้ง
ไวคือ 
  Denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 94 °C  นาน 45 วินาที 
 Annealing  ท่ีอุณหภูมิ 55 °C  นาน 30 วินาที 
 Extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 °C  นาน 30 วินาที 
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 ทําท้ัง 3 ข้ันตอนรวมท้ังส้ิน 35 รอบและจากน้ันให hold ตอท่ี 72 °C นาน 7 นาที ก็จะได             
PCR products ของดีเอ็นเอจากน้ําสกัด Vaginal swab 
        
5. การแยกแถบดีเอนเอในวุนโดยผานกระแสไฟฟา (Electrophoresis)   
  โดยใช polyacrylamide gel 8.5% ซ่ึงจะมีวิธีการเตรียมสวนผสมดังตาราง 
 

ตาราง 2 สวนผสมในการเตรียม polyacrylamide gel 8.5% 

สวนผสม  37 ml. 

H2O 21.26 ml 

10X buffer 3.7 ml 

Acrylamide 9.3 ml 

87% Glyceral 2.55 ml 

10% AMPDS 191 μl 

TMEDA 14 μl 

 

-เม่ือเตรียมเจลเสร็จเรียบรอยแลวจึงเทลงไปในชุดกระจกสําหรับเตรียมเจลจากนั้นใสหวี

สําหรับสรางหลุมลงไปดานบนของชุดกระจกเตรียมเจล ท้ิงไวประมาณ 2 ช่ัวโมงใหเจลแข็งตัวจึง

สามารถใชในการแยกแถบดีเอ็นเอไดตอไป 

-เม่ือเจลแข็งตัวใหเอาหวีสําหรับสรางหลุมในการโหลดเจลออก ฉีดลางฟองอากาศระหวาง

หลุมเจลออกใหหมดดวยน้ํากล่ัน จากนั้นใสชุดกระจกท่ีเตรียมเจลลงไปในแทงคของเคร่ือง gel 

electrophoresis แลวใสตัวอยางท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอลงไป ซ่ึง 1 เจลจะสามารถใสได    

25 หลุมโดยการใสตัวอยางนั้นจะตองผสมสีหรือ loading dye ลงไป (ภาคผนวก ข) เพ่ือไมใหเกิด



24 

 

การฟุงกระจายของ DNA เวลาท่ีใสลงไปในหลุมและยังชวยใหมองเห็น PCR product ท่ีใสลงไปใน

หลุมดวย ซ่ึงวิธีการโหลดเจล (สําหรับ 1 เจล) มีรายละเอียด ดังนี้ 

  1.ใส loading dye ลงไปใน PCR product (ท่ีไดจากตัวอยางน้ําซับชองคลอดของ

ผูเสียหาย, ตัวอยางจากเลือดผูชาย, ตัวอยางจากเลือดผูหญิงและอัลลีลมาตราฐาน) ปริมาณ 1 μl/tube 

จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงประมาณ 30 วินาที  

  2.ใส PCR product ท่ีผสม loading dye ลงไปในหลุมตัวอยางละ 8 μl โดยทุกคร้ัง

ของการโหลดเจลจะมี protocol ดังนี้ 

  -หลุมแรกและหลุมสุดทาย ใสตัวอยางเลือดของผูชาย (positive control) 

  -หลุมท่ี 2 ใสตัวอยางเลือดของผูหญิง (negative control) 

  -หลุมท่ี 3 ใสอัลลีลมาตราฐาน (allelic ladder)  

-หลุมท่ี 4 เปนตนไป ใสตัวอยางน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายจํานวน 10 ตัวอยาง 

แลวค่ันดวยการใสอัลลีลมาตราฐานลงไป 1 หลุม 

-หลุมท่ีเหลือใสตัวอยางน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายลงไป (อีก 10 ตัวอยาง) 

จากนั้นทําการแยกแถบดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา 

 -การแยกแถบดีเอ็นเอโดยผานกระแสไฟฟาในตัวกลางที่เปนวุน จะทําการแยกโดยใช

กระแสไฟฟา 80 volt นาน 16.5 ช่ัวโมง  

 

6.ขั้นตอนการยอมเจลดวยวิธี Silver staining สําหรับ 1 เจล (วิฑูรยและธานินทร, 2005) 

1.5.1 เติม 1% nitric acid (3 ml 65% nitric acid + น้ํากล่ัน 200 ml) เขยา 10 นาทีแลวเททิ้ง 

1.5.2 ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 5-10 วินาทีแลวเททิ้ง ทํา 2 คร้ัง 
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1.5.3 เติม 0.012 M silver nitrate solution (0.4 g silver nitrate + น้ํากล่ัน 200 ml) เขยา       

20 นาทีแลวเททิ้ง 

1.5.4 ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 5-10 วินาทีแลวเททิ้ง ทํา 2 คร้ัง 

1.5.5 เติม 0.2 M sodium carbonate และ 0.019% formalin (11.8 g sodium carbonate + น้ํา

กล่ัน 390 ml แลวเติม 37% formalin 205 ml) ลงไปประมาณ 50 ml เม่ือสีของสารละลายเปล่ียนเปน

สีน้ําตาลใหเทท้ิงและเติมสวนท่ีเหลือลงไปเขยาจนเห็นแถบดีเอ็นเอบนเจลชัดเจน 

 1.5.6 หยุดปฏิกิริยาดวย 10% gracial acetic acid (20 ml 100% glacial acetic acid + น้ํากล่ัน 

180 ml) เขยานาน 5 นาที 

1.5.7 ลางดวยน้ํากล่ันประมาณ 200 ml นาน 1 นาที ประมาณ 3 คร้ังหรือจนหมดกล่ินของ 

acetic acid 

1.5.8 นําไปทําใหแหงดวยเคร่ือง gel dryer  

 

7.ขั้นตอนการอานและแปลผล 

 เม่ือทําการแหงเจลเรียบรอยแลว จะทําการอานผลโดยการอานแถบดีเอ็นเอเทียบกับ           

อัลลีลมาตราฐานของแตละตําแหนง โดยการทํา PCR ท้ัง 60 ตัวอยางแลวอานผลจากเจลท่ีไดหากมี

แถบดีเอ็นเอที่ตรงอยูในชวงเดียวกันกับแถบของอัลลีลมาตราฐาน (ladder) ก็จะถือวาผลเปน 

positive และในการทดลองนี้จะทําซํ้าท้ังหมด 3 คร้ัง แลวแปลผลจาก 2 ใน 3 คร้ัง จากน้ันจึงนําไป

คํานวณคาทางสถิติ โดยการอานและแปลผลจะทําการตรวจทานโดยอาจารยแพทย  ผูควบคุมกอน

การพิมพรายงานผลการตรวจวิเคราะหทุกคร้ัง 

 


