
 

บทที ่3 

 
วสัดุ อุปกรณ์และวธีิการศึกษา 

 
สถานทีท่ีใ่ช้ท าการศึกษาและรวบรวมข้อมูล 
 

- ศูนยส์วนดอกอณูพนัธุศาสตร์ ภาควชิาพยาธิวทิยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
- ภาควชิานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

 

วสัดุ และอุปกรณ์ในการทดลอง 
 

1. Microcentrifuge tube ขนาด 0.5 และ1.5 มิลลิลิตร 
2. Micropipette ขนาด  2 - 20, 10 - 100, 20 - 200 และ500 - 1,000 ไมโครลิตร  
3. ถุงมือยาง (Examination gloves) 
4. คีม (Forceps) 
5. บีกเกอร์ (Beaker) 
6. นาฬิกาจบัเวลา (Timer) 
7. เคร่ืองเขยา่วน (Vortex) 
8. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) 
9. เคร่ืองชัง่สาร (Balance) 
10. เคร่ืองกวนสารแบบใหค้วามร้อน (Hot plate stirrer) 
11. เคร่ืองปรับเปล่ียนอุณหภูมิในการท า PCR (Thermal cycler) 
12. ชุดการแยกแถบดีเอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้า (Electrophoresis set) 

 

สารเคมีในการทดลอง 
 

1. น ้ากลัน่  
2. sterile water 
3. Chelex resin 
4. Proteinase K 
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5. 10X Taq buffer 
6. 1 mM dNTPs 
7. 1:20 Taq DNA polymerase 
8. 1 µM Primers mix (Gallus gallus cytochrome b) 
9. agarose powder 
10. 0.5X TBE buffer 
11. 100 bp DNA marker 
12. 10X Loading dye  
13. Ethidium brimide 

 

วธีิการทดลอง 

1. ตัวอย่างและการเกบ็ตัวอย่าง 
 

1.1   การค านวณหาขนาดตวัอยา่งท่ีตอ้งการศึกษา 
 

1.1.1 การค านวณหาขนาดของตวัอยา่งไก่ 
 

 ในการศึกษาคร้ังน้ี ใช้สูตรการประมาณค่าแบบสัดส่วนของประชากร    
ซ่ึงจะสามารถยอมให้เกิดค่าความคลาดเคล่ือน (e %) ได ้ในกรณีท่ีไม่ทราบค่า P  
(เอมอร จงัศิริพรปกรณ์, 2545) ดงัน้ี 

 

        n     =    
 

        เม่ือ         n     =     ขนาดของตวัอยา่งท่ีตอ้งการ 
          z     =     1.96   (ระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95%) 
           e     =     0.15   (ความคลาดเคล่ือนท่ียอมใหเ้กิดข้ึนในรูปของสัดส่วน) 

  แทนค่าในสูตร ; 
                                                                                   n     =        
 
 

                                              =      42.68          43   ตวั 
 

ดงันั้น ขนาดของตวัอยา่งท่ีเหมาะสมในการศึกษาคร้ังน้ีควรใชไ้ม่นอ้ยกวา่ 
43 ตวัอย่าง แต่เพื่อให้ตวัเลขเหมาะสมผูท้  าการศึกษาจึงใช้ตวัอย่างไก่ จ  านวน       
45 ตวัอยา่ง 

(1.96)2 
4 × (0.15)2 

     Z2 
    4e2 
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1.1.2 การค านวณหาขนาดของตวัอยา่งสัตวช์นิดอ่ืนท่ีน ามาใชใ้นการเปรียบเทียบ ไดแ้ก่ 
มนุษย ์ปลา หมู ววั และเป็ด 

 

 ในการศึกษาคร้ังน้ี จะใช้สูตรท่ีมีการพิจารณาจากระดับความเช่ือมั่น      
ในกรณีท่ีประชากร  (N) มีจ านวนแน่นอนและสามารถยอมให้เกิดค่าความ
คลาดเคล่ือน (e %) ได ้(ไชยวฒัน์ รุ่งเรืองศรี, 2550) ดงัน้ี 

 

      n     =    
 

  เม่ือ          n     =     ขนาดของตวัอยา่งท่ีตอ้งการ 

                                                N     =      45   (จ านวนประชากรท่ีแน่นอน) 

                                                  e      =      0.15   (ความคลาดเคล่ือนท่ียอมใหเ้กิดข้ึนในรูปของสัดส่วน) 

                   แทนค่าในสูตร ; 
                                                                                  n     =  

 
 

                                              =      22.36          23   ตวั 
 

ดงันั้น ขนาดของตวัอยา่งท่ีเหมาะสมในการศึกษาคร้ังน้ีควรใชไ้ม่นอ้ยกวา่ 
23 ตวัอยา่ง แต่เพื่อให้ตวัเลขเหมาะสมผูท้  าการศึกษาจึงใชต้วัอยา่งสัตวอ่ื์น จ านวน 
25 ตวัอยา่ง 

1.2   การเก็บตวัอยา่ง   (วฑูิรย ์ทะสุยะ และคณะ, 2549) 
 

1.2.1 เลือด 
 

เจาะเลือดปริมาตร 0.5 - 1.0 มิลลิลิตร ใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร ท่ีมีสารกนัเลือดแข็งตวัชนิด EDTA อยู ่ผสมให้เขา้กนั ถา้ยงัไม่น าไป
ทดสอบทนัที ให้เก็บไวใ้นท่ีเยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 

C แลว้ท าการทดสอบภายใน 4 วนั 
ถา้จะเก็บไวน้านกวา่นั้นใหเ้ก็บไวใ้นท่ีอุณหภูมิ -20 

C 
 

1.2.2 เส้นขน 
 

เก็บตวัอย่างเส้นขนโดยการถอน เพื่อให้มีเยื่อหุ้มรากติดอยู่ดว้ยอย่างน้อย   
5 เส้น โดยบรรจุในซองกระดาษเพื่อน าไปท าการทดสอบก่อนบรรจุตอ้งแน่ใจว่า
เส้นขนนั้นๆ แหง้สนิทดีแลว้ 

45 
1 + 45 (0.15)2 

N 
1 + N (e)2 
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2. การสกดัดีเอน็เอจากตัวอย่าง   (วฑูิรย ์ทะสุยะ และคณะ, 2549) 
 

2.1   การสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งท่ีเป็นเลือด 
 

-   Pipette ตวัอยา่งเลือด 30 ไมโครลิตร ใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ลงไป 1 มิลลิลิตร เขยา่วน (Vortex) ประมาณ 10 -15 วินาที 
จากนั้นตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 15-30 นาที 

-   ป่ันแยก (Centrifuge) ท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที 
-   ดูดเอาน ้ าชั้นบนออกมากท่ีสุด จะเห็นตะกอนรวมเม็ดเลือดขาวตกอยู่ท่ีก้นหลอด 

(ตะกอนอาจมีสีแดงปนเน่ืองจากการตกตะกอนของฮีโมโกลบิน)  เติมน ้ ากลั่น        
1 มิลลิลิตร เขยา่วน นาน 10 วนิาที แลว้ป่ันลา้งทั้งหมด 2 รอบ 

-   เติมน ้ าแขวนลอยของ Chelex 5 % ลงไปประมาณ 200 ไมโครลิตรสังเกตให้เม็ด 
Chelex ท่วมตะกอนเม็ดเลือดขาวท่ีกน้หลอดหรือไม่หากยงัไม่ท่วมให้เติมเฉพาะ
เมด็ Chelex ลงไปจนท่วมตะกอน 

-   แช่อบท่ีอุณหภูมิ 56 C นานประมาณ  1 ชั่วโมง หรือจนตะกอนถูกย่อยจนหมด 
จากนั้น น ามาเขยา่วน นาน 5-10 วนิาที แลว้ป่ันแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
นาน 10 วนิาที 

-   น าหลอดทดลองแช่อบต่อท่ีอุณหภูมิ 80 C นานประมาณ 30 นาที หรือน าไปตม้ใน
น ้าเดือดนาน 8 นาที 

-   น าไปเขยา่วน ประมาณ 5-10 วนิาที และน าไปป่ันตก 
-   ใช้น ้ าส่วนบนไปเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) ส าหรับกระบวนการ PCR 

ตวัอยา่งท่ีเหลือเก็บไวท่ี้ 2-8C หรือแช่แข็งก็ได ้เม่ือตอ้งการน ามา ใชใ้หม่ให้น าไป
เขยา่วน ประมาณ 5-10 วนิาที และน าไปป่ันตกอีกคร้ัง 

2.2   การสกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งท่ีเป็นเส้นขน 
 

- ตรวจเส้นขนดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ดูวา่มีเยือ่หุม้รากขน (Root sheath) หรือไม่ 
- ลา้งเส้นขนดว้ยน ้ ากลัน่ปราศจากเกลือแร่ (Deionized distilled water) ในบีกเกอร์

ขนาด 50 มิลลิลิตร 
- ตดัเอาโคนเส้นขนประมาณ 1 มิลลิเมตร จากปลายรากจ านวน 5 เส้น เพื่อใชเ้ป็น

ตวัอยา่งในการสกดัดีเอน็เอ 
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- ใส่โคนเส้นขนลงในหลอดทดลอง เติมน ้ าแขวนลอยของ Chelex 5% ลงไป 200 
ไมโครลิตร จากนั้นเติม 2 ไมโครลิตร ของ Proteinase K (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่หลอดเบาๆ 

- ตรวจดูให้แน่ใจวา่โคนเส้นขนนั้นจมอยูใ่ตเ้ม็ด Chelex แลว้แช่อบหลอดทดลองท่ี
อุณหภูมิ 37 

C นานประมาณ 30 - 60 นาที จากนั้นน าไปเขยา่วน ประมาณ 5-10 วินาที 
แลว้ป่ันแยกท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 วนิาที 

- น าหลอดทดลองแช่อบต่อท่ีอุณหภูมิ 80 
C นานประมาณ 30 นาที หรือน าไปตม้ใน

น ้าเดือดนาน 8 นาที 
- น าไปเขยา่วน ประมาณ 5 - 10 วินาที และน าไปป่ันแยกท่ีความเร็ว14,000 รอบต่อ

นาที  นาน 10 วินาที จากนั้นใช้น ้ าส่วนบนไปเป็นดีเอ็นเอแม่แบบส าหรับ
กระบวนการ PCR ตวัอย่างท่ีเหลือเก็บไวท่ี้ 2-8 

C หรือน าไปแช่แข็งก็ได้ เม่ือ
ตอ้งการน ามาใชใ้หม่ใหน้ าไปเขยา่วน นาน 5-10 วนิาที และน าไปป่ันตกอีกคร้ัง 

3. การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอโดยอาศัยเทคนิค PCR 
 

3.1   การเตรียมตวัควบคุมผลบวก (positive control) และตวัควบคุมผลลบ (negative control)   
 

3.1.1 ตวัควบคุมผลบวก ไดจ้ากการน าเลือดของตวัอย่างไก่มาท าการสกดัดีเอ็นเอตาม  
วธีิของ “การเก็บตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจ และขั้นตอนการสกดัดีเอ็นเอ” (วิฑูรย ์ทะสุยะ 
และคณะ, 2549)  

 

3.1.2 ตวัควบคุมผลลบ ใช ้sterile water 

3.2   การเตรียม PCR mixture (ภาคผนวก ก) ท่ีมีปริมาตรรวม 10 µl  ประกอบดว้ย  
 

- sterile water               5    µl 
- 10X Taq buffer              1    µl 
- dNTPs               1    µl 
- 1:20 Taq DNA polymerase         1    µl 
- 1 µM Primers mix (cytochrome b Gallus gallus) 1    µl 
- DNA template     1    µl 
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3.3   ล ำดบัเบสของ Primers mix (cytochrome b Gallus gallus) ท่ีไดท้  ำกำรออกแบบไวเ้พื่อใช้
ในเทคนิค PCR มีดงัน้ี 

 

Primer F    :   5'- GCC CCA TCC AAC ATC TCT GC -3' 
Primer R   :   5'- GGA GAT TCC GGA TGA GTC AG -3' 
(ดดัแปลงมาจาก Matsunaga, et al. 1999) 

3.4   โปรแกรมปรับเปล่ียนอุณหภูมิส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ  
 

- Denaturation      อุณหภูมิ   94 C   นาน   30    วนิาที 
- Annealing      อุณหภูมิ   60 C   นาน   30    วนิาที  
- Extension      อุณหภูมิ   72 C   นาน   30    วนิาที  
- ทั้งหมดจ านวน    35   รอบ  

4. การตรวจสอบผลของสารพันธุกรรมทีไ่ด้ 
 

ท าการตรวจสอบว่ามี amplified PCR products เกิดข้ึนหรือไม่โดยการวิเคราะห์แถบ
ผลิตภณัฑ์ PCR ดว้ย agarose gel electrophoresis (ภาคผนวก ข) ซ่ึงในการตรวจสอบผล
ดงักล่าวจะตอ้งมีการเทียบกบัตวัดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA marker) ดว้ยทุกคร้ังเพื่อ
ประเมินขนาดของแถบผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีปรากฏวา่เป็นไปตามท่ีคาดการณ์ไวแ้ละตรงกบัแถบ
ผลิตภัณฑ์ PCR จากตัวอย่างควบคุมผลบวกหรือไม่ จากนั้นน าเจลไปยอ้มด้วย Ethidium 

bromide แลว้น าไปส่องดูดว้ยแสงอลัตรำไวโอเลต (วสันต ์จนัทราทิตย ์และคณะ, 2539) ซ่ึงถา้
ไดผ้ลบวกก็จะปรากฏแถบของผลิตภณัฑ์ PCR ขนาดประมาณ 181 bp ส่วนผลลบจะไม่
ปรากฏแถบของผลิตภณัฑ ์PCR 

5. การประเมินผลการศึกษา 
 

ตรวจสอบโดยการวิเคราะห์ขอ้มูลและค านวณค่าความถูกตอ้งจำกผลกำรศึกษำท่ีได ้
เพื่อประเมินประสิทธิภาพของวิธีการในการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอของไก่ โดยใช้ไพรเมอร์        
ท่ีจ  าเพาะต่อยนีไซโตโครม บี 


