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บทท่ี 3 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

สถานท่ีทําการวิจัย 

ศูนยสวนดอกอณูพันธุศาสตร ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร  

ภาควิชานติิเวชศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
 

วัสดุและอุปกรณในการทดลอง 

  1.microcentrifuge tube ขนาด 0.2 , 0.5 และ 1.5 ml     

 2.ไมจิ้มฟนฆาเช้ือ        

 3.Micropipette          

 4.ถุงมือ           

 5.บีกเกอร (Beaker)        

 6.กระบอกตวง         

 7. forcep         

 8. เคร่ืองช่ังสาร         

 9.ถาดสําหรับการยอมเจล       

 10.Hot plate stirrer  ยี่หอ Digilog       

 11.เคร่ืองเขยา (Shaker) ยี่หอ  Thermo Electron Corporation    

 12.เคร่ืองเขยาวน (Vortex) ยีห่อ  Labnet      

 13.เคร่ืองอบแหงเจล (Gel dryer) ยี่หอ Eutech instruments    

 14.Electrophoresis set  ยี่หอ Bio Rad รุน Power Pac Basic    
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 15.Water bath / Heat block ยี่หอ Labnet      

 16.เคร่ืองปนเหวีย่ง (Centrifuge) ยี่หอ Centronix     

 17.เคร่ืองปรับเปล่ียนอุณหภมิูหลอดทดลอง (thermalcycler) ยี่หอ LongGene   

 18. กระดาษปอนด 100 แกรม       

 19.นาฬิกาจับเวลา 

 

สารเคมีในการทดลอง (ภาคผนวก ข) 

1.  น้ํากล่ัน        

 2.  ตัวอยางน้ําสกัดดีเอ็นเอจากเลือดผูชาย     

 3.  ตัวอยางน้ําสกัดดีเอ็นเอจากเลือดผูหญิง     

 4.  ตัวอยางน้ําซับชองคลอดจากผูเสียหายท่ีถูกกระทําชําเรา  

 สารเคมีท่ีใชในการสกัดตัวอยาง       

  1.   Proteinase K        

  2.   Chelex  

 สารเคมีท่ีใชในการทํา PCR        

  1.  10X Taq buffer         

  2.  dNTPs        

   3.  Taq DNA polymerase       

  4.  Sterile water        

  5.  Primer mix DYS 393       

  6.  DNA Template 

 สารเคมีท่ีใชในการเตรียมเจล       

  1.  Acrylamide solution       

  2.   87 % Glycerol       
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  3.  10X buffer        

  4.  AMPDS (Ammonium peroxodisulfate)     

  5.  Tetramethylethylene-diamine (TMEDA or TEMED) 

สารเคมีท่ีใชในการยอมเจล       

  1.  Nitric acid        

  2.  Silver nitrate        

  3.  Sodium carbonate       

  4.  Formalin        

  5.  Glacial acetic acid 

  

วิธีการทดลอง 

1. ตัวอยางและการเก็บตัวอยาง         

1.1 การกําหนดขนาดตัวอยาง        

  จะคํานวณขนาดตัวอยางตามวิธีการคํานวณเพื่อการเปรียบเทียบสัดสวนระหวาง

ประชากร 2 กลุมท่ีไมเปนอิสระตอกัน (อรุณ จิรวัฒนกลุ, 2547) สมการท่ีใชในการคํานวณคือ 

 

 

   

 

N : จํานวนตัวอยางท่ีใชในงานวิจัยท้ังหมด 
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  a, b, c, d : เปนคาจากตาราง case control study ในงานวิจัยอางอิง 

  n : จํานวนตัวอยางจากตาราง case control study ในงานวิจัยอางอิง  

  p :  

  α : คาความเช่ือม่ัน ท่ี 95 %  = 0.05 

  β : คา power of test ท่ี 90 %  = 0.1 

  Zα : คา standard score ของ α = Z0.05 = 1.96 

  Zβ : คา standard score ของ β = Z0.01 = 1.28 

 

ซ่ึงในการคํานวณตามสมการดังกลาวไดใชงานวิจัยของ Chomont et al. อางอิง ในการ

เปรียบเทียบระหวางการตรวจ PSA ซ่ึงใชเปนตัวแทนของการพบน้ําอสุจิ กับ DNA ของ SRY gene 

สามารถทําเปนตาราง case control study ไดดังตารางท่ี 1 

 

  ตารางท่ี 1  การเปรียบเทียบระหวางการตรวจ 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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เม่ือนําคาในตารางท่ี 1. มาแทนในสูตรการคํานวณจะไดดังนี้ 

 

 

 

      N = 51.24 

 

สําหรับงานวิจัยนี้จะตองทําการทดลองในตัวอยางไมนอยกวา 52 ตัวอยาง เพื่อเปรียบเทียบ

ระหวางการตรวจหาตัวอสุจิและ Y-chromosome DNA microsatellite  ตําแหนง DYS 393  จึงได

คัดเลือกตัวอยางท่ีตรวจพบตัวอสุจิจํานวน 30 ตัวอยางและตรวจไมพบตัวอสุจิจํานวน 30 ตัวอยาง 

(รายละเอียดของตัวอยางน้ําซับชองจากผูเสียหายท้ังหมดไดแสดงไวในภาคผนวก ค) รวมท้ังหมด 

60 ตัวอยาง 

           

 1.2 การคัดเลือกตัวอยาง       

 - คัดเลือกตัวอยางน้ําซับชองคลอดจากผูเสียหายท่ีมาตรวจท่ีภาควิชานิติเวชศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม ระหวางชวงวันท่ี 1 มกราคม 2550 – 31 ธันวาคม 2551 เปนระยะเวลานาน      

2 ป  โดยมีเง่ือนไขวาผูเสียหายจะตองถูกกระทําชําเรามาไมเกิน 48 ช่ัวโมงและมีประวัติวาผูกระทํา

ไมไดใสถุงยางอนามัยขณะกระทําชําเรา  

  - ตัวอยางท่ีจะนํามาใชในการคนควาจะคัดเฉพาะตัวอยางท่ีตรวจสาร  acid phosphatase   

ใหผลบวกเทานั้น (color test < 60 sec หรือปริมาณ > 300 U/ml หรือตรวจพบตัวอสุจิ) ท้ังนี้ก็เพื่อ

เพิ่มความม่ันใจวาตัวอยางจากน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายท่ีไดเลือกมาทําการคนควานั้นมีโอกาส
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ผานการถูกกระทําชําเรามาจริงโดยจะแบงเปน 2 กลุม คือกลุมท่ีตรวจพบตัวอสุจิจํานวน 30 ตัวอยาง 

และตรวจไมพบตัวอสุจิจํานวน  30 ตัวอยาง  

 

2.  การสรางอัลลีลมาตรฐาน (Allelic ladders) 

1.ใชตัวอย างดี เ อ็น เอผูชาย ท่ีทราบลักษณะทางพันธุกรรมในตํ าแหนง  DYS393  

 จํานวน 4 ราย เปนตัวกําหนดชนิดของอัลลีลท่ี 12, อัลลีลท่ี 13, อัลลีลท่ี14  และอัลลีลท่ี 15 ดังท่ี     

 แสดงขอมูลไวในในภาคผนวก ง        

 2.นําตัวอยางดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) มาทําการเพ่ิมปริมาณโดยเตรียมสวนผสม 

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

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

DNA template (ตัวอยางน้ําสกัดดีเอ็นเอจากเลือดผูชายที่ทราบชนิดของอัลลีล) 1.0 μl  

 3.เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใชโปรแกรมที่มีการปรับเปล่ียนอุณหภูมิ  

 ดังนี้   Denaturation  94 ๐ C นาน  45 วินาที    

  Annealing  55 ๐ C นาน 30 วินาที     

  Extension  72 ๐C นาน  30 วินาที                                       

หลังจากนั้นปลอยใหเคร่ืองทํางานไปจนครบ 35  รอบ แลวพักท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 72๐ C นาน 7 นาที

 4.นําผลผลิต PCR หรือ PCR product ท่ีไดไปแยกแถบดีเอ็นเอเทียบกับแถบดีเอ็นเอ

มาตรฐานโดยใชกระแสไฟฟา 80 volt วิ่งผาน Running buffer นาน 16.5 ช่ัวโมง (990 นาที) 

 5.ยอมเจลดวยเทคนิค Silver staining จนเกิดแถบดีเอ็นเอชัดเจน   

 6.ตัดเจลแตละตําแหนงท่ีเกิดแถบดีเอ็นเอในชวงขนาด 100-140 คูเบสใสลงใน

Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมีน้ํากล่ันอยูปริมาตร 1 ml. โดยใสหลอดละหนึ่งตําแหนง 

(หรือ 1 แถบของดีเอ็นเอ) จากนั้นใชไมจิ้มฟนบดเจลใหละเอียด    

 7.นําไปปนท่ี 14,000 รอบตอนาที นาน 2-3 นาที     

 8.ดูดเอาน้ําสวนบนท้ิงใหมากท่ีสุด แตอยาใหตะกอนที่กนหลอดหายไป  

 9.เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1 ml ลงไปในหลอด นําไปปนแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที 
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นาน 2-3 นาที แลวดูดน้ําสวนบนท้ิงไป (ทําซํ้า 2 รอบ)     

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

 11.เติมสารละลายแขวนลอย 5% Chelex ปริมาตร 200 μl แลวนําไปปน(Vortex)  

ใหเขากัน จากนั้นนําไปแชอบท่ีอุณหภูมิ 60 ๐ C เปนเวลา 60 นาที    

 12.นําไปปน(Vortex) ประมาณ 5-10 วินาทีแลวนําไปปนแยกท่ีความเร็ว 14,000  

 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 8 นาที  

 13.จากนั้นใชน้ําสวนบนไปเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) สําหรับบวนการ PCR 

(ตัวอยางท่ีเหลือเก็บไวท่ี อุณหภูมิ 2-8 ๐ C หรือ แชแข็งก็ได) 

 
3.วิธีการตรวจ microsatellite DNA        

 3.1 ลักษณะตัวอยาง        

 ตัวอยางท่ีใชเปนตัวอยางท่ีสกัดไดจากน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายหรือ vaginal swab 

extract  ท่ีทําการตรวจหาตัวอสุจิและสาร acid phosphatase แลวเก็บไวในหลอดพลาสติกขนาดเล็ก 

(eppendorf) รักษาไวในตูเย็นท่ีมีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส     

 3.2 การสกัดดีเอ็นเอ        

 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางจะสกัดโดยวิธี Total extraction 

 -ตัดบางสวนของ swab เปน 3 สวน ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมีน้ํากล่ัน    

1 ml (ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 30 นาที) 

 -ใชไมจิ้มฟนเข่ีย cell ใหหลุดออกจาก swab ใหมากท่ีสุด ประมาณ 2 ml 

 -แยกเศษ swab ออกมาเก็บ (เผ่ือสกัดซํ้า) 

 -ปนแยกดวยเคร่ือง microcentrifuge ท่ีความเร็ว 14,000 rpm (รอบตอวินาที) นาน 2 นาที 

 -ดูดน้ําดานบนบางสวนท้ิงไป เหลือตะกอนและนํ้าไวประมาณ 50 μl  
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 -ใสน้ํากล่ัน 1 ml ลงใน tube อีกคร้ัง แลว vortex ใหเขากันแลวปนแยกจากน้ันดูดน้ํา

ดานบนบางสวนท้ิงไป (ทําซํ้า 2 คร้ัง) 

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

 -เติม 5% chelex 200 μl  แลว vortex นาน 10 วินาที 

 -Incubate ท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 

 -นําไปตมในน้ําเดือดนาน 8 นาที 

 -นําไป vortex นาน 10 นาที แบงปนแยกท่ีความเร็ว 14,000 rpm (รอบ/นาที) นาน 8 นาที 

 -ได DNA template ของ sperm และ vaginal cell 

4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction)  

 กระบวนการ PCR จะทําใน PCR tube ขนาด 0.5 ml โดยใชสวนผสม ดังนี้ 

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

สวนผสมตางๆท่ีอยูใน master mix แสดงในภาคผนวก ข   

- DNA template  (ตัวอยางน้ําสกัดดีเอ็นเอท่ีไดจากสําลีปายชองคลอด) 

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

2.นําแตละหลอดไปปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 30 วินาที 
เพื่อใหของผสมในหลอดถูกเหวี่ยงลงมาอยูกนหลอด 

3.นําเขาเคร่ือง Thermalcycler  เปดเคร่ืองใหมีการปรับเปล่ียนอุณหภูมิตามโปรแกรมท่ีตั้ง
ไวคือ 
  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 ตอท่ี 72 °C นาน 7 นาที ก็จะได             
PCR products ของดีเอ็นเอจากน้ําสกัด Vaginal swab 
        
5. การแยกแถบดีเอนเอในวุนโดยผานกระแสไฟฟา (Electrophoresis)   
  โดยใช polyacrylamide gel 8.5% ซ่ึงจะมีวิธีการเตรียมสวนผสมดังตาราง 
 

ตาราง 2 สวนผสมในการเตรียม polyacrylamide gel 8.5% 

สวนผสม  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 

 

-เม่ือเตรียมเจลเสร็จเรียบรอยแลวจึงเทลงไปในชุดกระจกสําหรับเตรียมเจลจากนั้นใสหวี

สําหรับสรางหลุมลงไปดานบนของชุดกระจกเตรียมเจล ท้ิงไวประมาณ 2 ช่ัวโมงใหเจลแข็งตัวจึง

สามารถใชในการแยกแถบดีเอ็นเอไดตอไป 

-เม่ือเจลแข็งตัวใหเอาหวีสําหรับสรางหลุมในการโหลดเจลออก ฉีดลางฟองอากาศระหวาง

หลุมเจลออกใหหมดดวยน้ํากล่ัน จากนั้นใสชุดกระจกท่ีเตรียมเจลลงไปในแทงคของเคร่ือง gel 

electrophoresis แลวใสตัวอยางท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอลงไป ซ่ึง 1 เจลจะสามารถใสได    

25 หลุมโดยการใสตัวอยางนั้นจะตองผสมสีหรือ loading dye ลงไป (ภาคผนวก ข) เพ่ือไมใหเกิด
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การฟุงกระจายของ DNA เวลาท่ีใสลงไปในหลุมและยังชวยใหมองเห็น PCR product ท่ีใสลงไปใน

หลุมดวย ซ่ึงวิธีการโหลดเจล (สําหรับ 1 เจล) มีรายละเอียด ดังนี้ 

  1.ใส loading dye ลงไปใน PCR product (ท่ีไดจากตัวอยางน้ําซับชองคลอดของ

ผูเสียหาย, ตัวอยางจากเลือดผูชาย, ตัวอยางจากเลือดผูหญิงและอัลลีลมาตราฐาน) ปริมาณ 1 μl/tube 

จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงประมาณ 30 วินาที  

  2.ใส PCR product ท่ีผสม loading dye ลงไปในหลุมตัวอยางละ 8 μl โดยทุกคร้ัง

ของการโหลดเจลจะมี protocol ดังนี้ 

  -หลุมแรกและหลุมสุดทาย ใสตัวอยางเลือดของผูชาย (positive control) 

  -หลุมท่ี 2 ใสตัวอยางเลือดของผูหญิง (negative control) 

  -หลุมท่ี 3 ใสอัลลีลมาตราฐาน (allelic ladder)  

-หลุมท่ี 4 เปนตนไป ใสตัวอยางน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายจํานวน 10 ตัวอยาง 

แลวค่ันดวยการใสอัลลีลมาตราฐานลงไป 1 หลุม 

-หลุมท่ีเหลือใสตัวอยางน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายลงไป (อีก 10 ตัวอยาง) 

จากนั้นทําการแยกแถบดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา 

 -การแยกแถบดีเอ็นเอโดยผานกระแสไฟฟาในตัวกลางที่เปนวุน จะทําการแยกโดยใช

กระแสไฟฟา 80 volt นาน 16.5 ช่ัวโมง  

 

6.ขั้นตอนการยอมเจลดวยวิธี Silver staining สําหรับ 1 เจล (วิฑูรยและธานินทร, 2005) 

1.5.1 เติม 1% nitric acid (3 ml 65% nitric acid + น้ํากล่ัน 200 ml) เขยา 10 นาทีแลวเททิ้ง 

1.5.2 ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 5-10 วินาทีแลวเททิ้ง 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) เขยา       

20 นาทีแลวเททิ้ง 

1.5.4 ลางเจลดวยน้ํากล่ัน 5-10 วินาทีแลวเททิ้ง 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 แลวเติม 37% formalin 205 ml) ลงไปประมาณ 50 ml เม่ือสีของสารละลายเปล่ียนเปน

สีน้ําตาลใหเทท้ิงและเติมสวนท่ีเหลือลงไปเขยาจนเห็นแถบดีเอ็นเอบนเจลชัดเจน 

 1.5.6 หยุดปฏิกิริยาดวย 10% gracial acetic acid (20 ml 100% glacial acetic acid + น้ํากล่ัน 

180 ml) เขยานาน 5 นาที 

1.5.7 ลางดวยน้ํากล่ันประมาณ 200 ml นาน 1 นาที ประมาณ 3 คร้ังหรือจนหมดกล่ินของ 

acetic acid 

1.5.8 นําไปทําใหแหงดวยเคร่ือง gel dryer  

 

7.ขั้นตอนการอานและแปลผล 

 เม่ือทําการแหงเจลเรียบรอยแลว จะทําการอานผลโดยการอานแถบดีเอ็นเอเทียบกับ           

อัลลีลมาตราฐานของแตละตําแหนง โดยการทํา PCR ท้ัง 60 ตัวอยางแลวอานผลจากเจลท่ีไดหากมี

แถบดีเอ็นเอที่ตรงอยูในชวงเดียวกันกับแถบของอัลลีลมาตราฐาน (ladder) ก็จะถือวาผลเปน 

positive และในการทดลองนี้จะทําซํ้าท้ังหมด 3 คร้ัง แลวแปลผลจาก 2 ใน 3 คร้ัง จากน้ันจึงนําไป

คํานวณคาทางสถิติ โดยการอานและแปลผลจะทําการตรวจทานโดยอาจารยแพทย  ผูควบคุมกอน

การพิมพรายงานผลการตรวจวิเคราะหทุกคร้ัง 

 


