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บทที ่3 
 

วธีิดําเนินการวจัิย 
 

 

สถานทีท่าํการวจัิย 

     ศูนยส์วนดอกอณูพนัธุศาสตร์ แผนกพยาธิวิทยาคลีนิก ภาควิชาพยาธิวิทยา  
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่     
                              
วสัดุและอุปกรณ์ในการทดลอง 

1. Microcentrifuge Tube ขนาด 0.5 และ1.5 ml 
2. ปิเปต 
3. ถุงมือ 
4. Forcep 

5. บีกเกอร์ (Beaker) 

6. เคร่ืองเขยา่วน (Vortex) 

7. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) 

8. เคร่ืองชัง่สาร 
9. Hot Plate Stirrer 

10. Heating Block Incubator  

11. Thermal Cycler  

12. Electrophoresis Set 

13. Ultraviolet-visible Transilluminator 

14. Gel Documentation 

15. นาฬิกาจบัเวลา 
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สารเคมีในการทดลอง 
1. นํ้ากลัน่ 
2. Chelex 

3. Proteinase K 

4. dNTPs 

5. 10X Taq buffer 

6. Taq DNA polymerase 

7. 5.0 µM Primer Mix (Cyt b Sus Scrofa) 
8. Tris  

9. 100 bp Ladder 

10. 0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) Buffer 

11. Agarose Powder 

12. Ethidium Bromide 

13. Boric Acid 

14. Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) 

 

วธีิการทดลอง 

1. ตัวอย่างและการเกบ็ตัวอย่าง 

1.1 กาํหนดขนาดตัวอย่าง 
เน่ืองจากการศึกษาน้ีเป็นการศึกษาท่ีเก่ียวกบัการประมาณค่าสัดส่วนประชากร ดงันั้น

จึงกาํหนดขนาดตวัอย่างด้วยวิธีการประมาณค่าสัดส่วนของประชากรโดยยอมให้เกิดค่าความ
คลาดเคล่ือน  e% ในกรณีท่ีไม่ทราบค่า P  ซ่ึงมีสูตรการหาขนาดตวัอยา่ง ดงัน้ี  

2
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z
n

e


                                  (4) 

     
       
       โดยท่ี  n คือ จาํนวนกลุ่มตวัอยา่งท่ีตอ้งการ 

                      z คือ 1.65 (ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 90%) และ  
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                      e คือ 0.1 ความคลาดเคล่ือนท่ียอมให้เกิดข้ึนในรูปของสัดส่วน (ระดบั
นยัสาํคญั 10%) 

 

            แทนค่าในสูตรได ้       
 

2

2

1.65
n =

4 0.1
 

 
                n = 68.0625 
 
ดงันั้น ขนาดของกลุ่มตวัอย่างท่ีเหมาะสมท่ีตอ้งใชใ้นการวิจยัคร้ังน้ีตอ้งไม่น้อยกว่า

68.0625  เพ่ือความเหมาะสมจึงใช ้70 ตวัอยา่ง   และเปรียบเทียบกบัมนุษยแ์ละสัตวอ่ื์น ไดแ้ก่ ไก่ 
ปลา และววั อีก ชนิดละ 18 ตวัอยา่ง 

 
1.2 การเกบ็ตัวอย่าง 

 เก็บตวัอยา่งเน้ือสุกรจากร้านคา้เน้ือสุกรในตลาดสดทั้งในตวัอาํเภอเมืองจงัหวดั
เชียงใหม่และอาํเภอใกลเ้คียง รวมถึงจงัหวดัลาํพนู โดยเก็บตวัอยา่งเน้ือสุกร 1 ตวัอยา่งต่อ 1 ร้านคา้ 
จาํนวน 70 ร้าน โดยช้ินเน้ือแต่ละตวัอย่างแยกบรรจุในถุงพลาสติกใส แลว้แช่แข็งระหว่างการ
เดินทาง เพื่อนาํมาสกดัในขั้นตอนต่อไป   

 

2. การตรวจสอบตัวอย่างดีเอน็เอ โดยใช้เทคนิค PCR  
2.1 การสกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งโดยวิธีการสกดัดว้ย Chelex [3] 
        โดยอาศยัคุณสมบติัของเมด็ Chelating Resin, Chelex-100 ท่ีเป็นด่าง (pH 10-11) 
และไม่ละลายนํ้าซ่ึงมีช่ือจริงคือ imminodiacetic acid มีคุณสมบติัในการจบัไดก้บั
โลหะหมู่ 2+ อยา่งเช่น Ca2+, Mg2+  และอ่ืนๆท่ีมีประจุ 2+ อีกมากมาย ดงัน้ีจึง
สามารถสกดัดีเอน็เอจากเซลลต่์าง ๆ ไดโ้ดยไม่ยุง่ยากและประหยดัเวลา เน่ืองจาก
ความเป็นด่างของ Chelex-100 และการตม้ท่ีอุณหภูมิ 100 °C จะทาํใหเ้ยือ่หุม้เซลล์
และเยือ่หุม้นิวเคลียสแตกสลาย พร้อมทั้งทาํใหดี้เอน็เอแปรสภาพ โดยมีขั้นตอนการ
สกดัดงัต่อไปน้ี 
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การสกดัดีเอน็เอจากเลอืด [5]   
 -  เจาะเลือดปริมาณ 1 มล. ใส่ลงใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มล.  ท่ีมีสารกนัเลือด
แขง็   EDTA อยูผ่สมใหเ้ขา้กนั 
 -  ปิเปตตวัอยา่งเลือด 30 ไมโครลิตรใส่ลงใน Microcentrifuge tube ขนาด   1.5 มล.  เติมนํ้ า
กลัน่ลงไป  1 มล. เขยา่วน (Vortex) ประมาณ 10-15 วินาที ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 15-30 นาที 
 -  ป่ันแยกท่ีความเร็ว  14,000 รอบต่อนาทีนาน 1 นาที 
  -  ดูดเอานํ้าชั้นบนออกมากท่ีสุดจะเห็นตะกอนรวมเมด็เลือดขาวตกอยูท่ี่กน้หลอด (ตะกอน
อาจมีสีแดงปนเน่ืองจากการตกตะกอนของฮีโมโกบิน) เติมนํ้ ากลัน่ 1 มล. เขย่าวนนาน     5-10 
วินาทีและนาํไปป่ันตก ป่ันลา้งทั้งหมด 3 รอบ 

-  เติมสารแขวนลอย Chelex  5% ลงไปประมาณ 200 ไมโครลิตร สังเกตให้เมด็ Chelex 
ท่วมตะกอนเมด็เลือดขาวท่ีกน้หลอดหรือไม่  หากยงัไม่ท่วมใหเ้ติมเฉพาะเมด็ Chelex ลงไปจนท่วม
ตะกอน 

-  แช่อบท่ีอุณหภูมิ  56 ºC นานประมาณ 1 ชัว่โมง หรือจนตะกอนถูกยอ่ยจนหมด จากนั้น
นาํมาเขยา่วน (Vortex) นาน 5-10 วินาทีและนาํไปป่ันตก   
 -  นาํหลอดทดลองไปตม้ท่ีนํ้ าเดือดนาน  8 นาที 
 -  นาํไปเขยา่วน (Vortex) นาน 5-10 วินาทีและนาํไปป่ันตก 

-  จากนั้นใชน้ํ้ าส่วนบนไปเป็นดีเอน็เอแม่แบบสาํหรับกระบวนการ PCR  
 
 
การสกดัดีเอน็เอจากเส้นขน [5] 
 -  ตรวจเสน้ขนดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ดูวา่มีเยือ่หุม้รากขน (Root sheath) หรือไม่ 
 -  ลา้งเส้นขนดว้ยนํ้ ากลัน่ปราศจากเกลือแร่ (Deionized distilled water) ในบีกเกอร์
ขนาด 50 มล. 
 -  ตดัเอาโคนขนประมาณ 1 มม. จากปลายรากเป็นตวัอยา่งท่ีใชส้กดั  
 - ใส่โคนเส้นขนลงในหลอดทดลอง  เติมนํ้ าแขวนลอย  Chelex 5% ลงไป 200 ไมโครลิตร
แลว้เติม 2 ไมโครลิตรของ Proteinase K (10 มก. /มล.) ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่หลอดเบาๆ 
 - ตรวจดูใหแ้น่ใจว่าโคนเส้นขนนั้นจมอยูใ่ตเ้มด็ Chelex แลว้แช่อบหลอดทดลองท่ี 37 ºC 
นานประมาณ 30-60 นาที จากนั้นเขยา่วน (Vortex) ประมาณ 5-10 วินาที แลว้ป่ันแยกท่ีความเร็ว 
14,000 รอบต่อนาที 10 วินาที (Spindown) 
 - นาํหลอดทดลองไปตม้ในนํ้าเดือดนาน 8 นาที 
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 - นาํไปเขยา่วน (Vortex) ประมาณ 5-10 วินาที ป่ันแยก (Spindown) ท่ีความเร็ว 14,000 
รอบต่อนาที นาน 10 วินาที จากนั้นใชน้ํ้ าส่วนบนไปเป็นดีเอน็เอแม่แบบ (DNA template) สาํหรับ
ขบวนการ PCR  

 
การสกดัดีเอน็เอจากช้ินเนือ้ [5] 

 -  นาํช้ินเน้ือท่ีไดป้ระมาณ 0.5 ลบ.ซม. มาตดัใหมี้ขนาดเลก็มากท่ีสุด 
 -  นาํช้ินเน้ือท่ีละเอียดแลว้ประมาณ 1 หวัไมขี้ดมาใส่ลงใน micro centrifuge tube ขนาด 
1.5 ml จากนั้นจึงเติมนํ้ากลัน่ลงไป 1 มล. 
 -  เขยา่วน (vortex) นานประมาณ 5 นาทีและนาํไปป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 
2 นาที แลว้ดูดนํ้าชั้นบนท้ิง 
 -  ทาํซํ้าขอ้ 3 อีก 3 คร้ัง แลว้จึงดูดนํ้าชั้นบนท้ิง โดยเหลือไวแ้ต่ตะกอนท่ีกน้หลอด 
 -  เติมเมด็ chelex ลงไปใหโ้ดยใหท่้วมช้ินเน้ือ แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหไ้ด ้ปริมาตรสุดทา้ยเป็น 
200 ไมโครลิตร แลว้จึงเติม proteinase K ลงไป 2 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่เบาๆ 
 -  แช่อบท่ีอุณหภูมิ 37 ºC นาน 60 นาที 
 -  นาํไปเขยา่วน (vortex) นาน 5-10 วินาทีและนาํไปป่ันท่ีความเร็ว 14,000    รอบต่อนาที 
นาน 10 วินาที (spindown) 
 -  นาํหลอดทดลองไปตม้ท่ีนํ้ าเดือดนาน 8 นาที 
 - นาํไปเขยา่วน (vortex) นาน 5-10 วินาทีและนาํไปป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่ตนาที 
นาน 10 วินาที (spindown) 
  ‐ จากนั้นใชน้ํ้าส่วนบนไปเป็นดีเอน็เอแม่แบบสาํหรับขบวนการ PCR  
   2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase    
chain reaction: PCR) [5] 
PCR mixture ปริมาตรรวม 10 μl ประกอบดว้ย  
  Sterile water     5 μl 
  10X Taq Buffer     1 μl 
  dNTPs (1 mM each)    1 μl  
  0.25 U/μl Taq DNA polymerase   1 μl  
             5 μM Primer Mix (Sus scrofa cyt b)  1 μl  
  ดีเอน็เอแม่แบบ (DNA template)   1 μl 
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โดย Primer mix มีลาํดบัเบสดงัน้ี 
Cytochrome b Sus Scrofa 

                   Primer Forward:     5’ –AAT CTT GCA AAT CCT AAC AGG CC- 3’ 
                   Primer Reverse:      5’ –CCG TTT GCA TGT AGA TAG CGA AT- 3’ 
 
โปรแกรมปรับเปล่ียนอุณหภูมิสาํหรับเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ไดแ้ก่ 

           Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 ºC นาน 4 นาที 1 รอบ จากนั้น 
                                          - Denature      ท่ีอุณหภูมิ 94 ºC นาน 30 วินาที 
                                          - Annealing    ท่ีอุณหภูมิ 69 ºC นาน 30 วินาที 
                                          - Extension     ท่ีอุณหภูมิ 72 ºC นาน   1 นาที   ทั้งหมด 32 รอบ             
  
 2.3 ตรวจสอบผลการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR ด้วยการทํา Agarose gel 
electrophoresis [5] 
ขั้นตอนการทาํ Agarose Gel Electrophoresis 

1.เตรียม 2% Agarose Gel โดยมีวิธีเตรียมดงัน้ี 
                           -  ชัง่ Agarose Powder 0.8 g  
                           -  ตม้ใน 0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) Buffer ท่ี 60 °C จนสารละลายใสเป็น
เน้ือเดียวกนัแต่มีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 40 ml 
  -  เทใส่แม่พมิพ ์เสียบหวีไวเ้พื่อใหเ้กิดหลุมแลว้ท้ิงไวใ้หเ้จลแหง้ 

2.เตรียมเคร่ือง Agarose Electrophoresis เปิดและปรับการทาํงานท่ี 100V นาน 20 นาที  
3.วางถาดเจลท่ีเตรียมไวล้งในเคร่ืองแลว้เติม 0.5X TBE Buffer ใหท่้วมเจลพอดี 
4.เติม loading dyes 1 μl ลงใน PCR product   และเตรียมดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder 
5.โหลด ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder 5 μl, Positive Control, Negative Control และ 

PCR product อยา่งละ 5 μl ลงในหลุมเจล 
6.เม่ือครบเวลาจึงแช่เจลดว้ยสารละลาย Ethidium Bromide นาน 30 นาที 
7.นาํแผน่เจลมาส่องดูแถบดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง Ultraviolet Visible Transilluminator เพื่อ

ตรวจสอบผล 
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3. การประเมินค่าความถูกต้องและความจําเพาะเจาะจงของวธีิการทีใ่ช้ระบุสารพนัธุกรรมของสุกร 
  3.1 ทาํการสกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งเลือดของมนุษยแ์ละปลา เน้ือไก่ และเส้นขนววั 
ชนิดละ 18 ตวัอยา่ง [5] 
                     3.2   นาํนํ้ าสกดัดีเอน็เอท่ีไดจ้ากขอ้ท่ี 3.1 มาทาํการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค 
PCRจากนั้นทาํการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ดว้ยการทาํ agarose gel electrophoresis  
         3.3 วิเคราะห์ขอ้มูลและคาํนวณค่าความถูกตอ้ง เพื่อประเมินประสิทธิภาพและ
ความจาํเพาะเจาะจงของวิธีการท่ีใชร้ะบุสารพนัธุกรรมของสุกรดว้ยการวิเคราะห์ยีนไซโตโครมบี
ในไมโตคอนเดรีย        

 
 

 
 
 
 
 

 


