
 
บทที ่2 

 
วธีิด ำเนินกำรวจัิย 

 
 
1. วสัดุ และอุปกรณ์ในกำรทดลอง 
 1. Microcentrifuge tube  0.2, 0.5 และ 1.5 ml  2. ใบมีดผา่ตดั 
 3. Pipette      4. ถุงมือ 
 5. Beaker      6. กระบอกตวง 
 7. Forceps      8. เคร่ืองชัง่สาร 
 9. Acrylamide electrophoresis set   10. Hot plate stirrer 
 11. เคร่ืองเขยา่ (Shaker)     12. Incubator 
 13. เคร่ืองเขยา่วน (Vortex)    14. เคร่ืองบด 
 15. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge)    16. ชุดหลอดบด 
 17. นาฬิกาจบัเวลา     18. เคร่ือง Gel dryer 
 
2. สำรเคมีในกำรทดลอง 
 1. น ้ากลัน่      2. Acrylamide 
 3. dNTPs      4. Bst DNA polymerase 
 5. 10X Bst Buffer     6. Tris 
 7.  H2SO4      8. KCl 
 9. conc. Chloroform     10. LAMP primer set 
 11. Tris-HCl      12. (NH4)2SO4  
 13. ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder   14. Phenol  
 15. 0.1% triton X-100     16. DNA template 
 17. N,N’methylenebisacrylamide   18. Isopropanol 
 19. Ammonium Acetate    20. Betaine 

21. 10X gel Buffer     22. 87% Glycerol 

23. Tetramethylethylenediamine   24. Boric acid 

25. ไนโตรเจนเหลว     26. 0.5M EDTA 
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27. 70% Ethanol     28. 0.25M Phosphate 

29. Bromophenol blue 

 

 

 

3. วธีิกำรวจัิย   
3.1 การเก็บตวัอยา่ง 
ตวัอยา่งท่ีเก็บมี 3 ประเภทคือ 

3.1.1 ตวัอยา่งท่ีใชเ้ป็น positive control คือ รากฟันของเพศชายท่ีไม่ไดน้ าไป
เผา 

3.1.2 ตวัอยา่งท่ีใชเ้ป็น negative control คือ รากฟันของเพศหญิงท่ีน าไปเผา
ดว้ยเตาถ่าน และเตาแก๊ส 

3.1.3 ตวัอย่างท่ีใช้ในการศึกษา คือ รากฟันของเพศชาย และเพศหญิงท่ีน าไป
เผาดว้ยเตาถ่าน และเตาแก๊ส 

ตวัอยา่งฟันกลุ่มหน่ึงถูกเผาในเตาถ่านเป็นระยะเวลา 30 นาที และตวัอยา่งฟันอีกกลุ่ม
หน่ึงถูกเผาในเตาแก๊สเป็นระยะเวลา 30 นาที เช่นกนั  
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3.2 ก าหนดขนาดตวัอยา่ง 

    งานวิจัยน้ีแบ่งตัวอย่างเป็น 2 กลุ่ม ซ่ึงเป็นกลุ่มท่ีเป็นอิสระต่อกัน (Two 

Independent Sample) และชนิดของข้อมูลท่ีได้จากการทดลองเป็นข้อมูลแบบไม่ต่อเน่ือง 

(Discrete) ในส่วนของผลการทดลองนั้นเป็นสัดส่วนกนัของชายกบัหญิง ดงันั้นจึงก าหนดขนาด

ตวัอยา่งดว้ยวธีิการประมาณค่าสัดส่วนของประชากร ซ่ึงมีสูตรการหาขนาดตวัอยา่ง (n) ดงัน้ี  

 

 

 เม่ือ    

  Zα = ค่า Z ท่ีไดจ้ากตารางแจกแจงปกติมาตรฐาน เม่ือก าหนด 

Type I error เท่ากบั 1% ค่า Zα จะเท่ากบั 2.576 

  Zβ = ค่า Z ท่ีไดจ้ากตารางแจกแจงปกติมาตรฐาน เม่ือก าหนด 

Type II error เท่ากบั 1% ค่า Zβ จะเท่ากบั 2.326 

  จากงานวจิยัของ Nogami et al. ท่ีท าการระบุเพศดว้ยเทคนิค 

แลมป์จากเน้ือเยือ่โพรงประสาทฟัน ซ่ึงในผลการวจิยัระบุวา่ สามารถระบุ

เพศได ้100% ดงันั้น ค่า Pc จึงเท่ากบั 0 และค่า Pt จึงเท่ากบั 1 และสัดส่วน

ชายหญิงเท่ากนันัน่คือ nt=nc ค่า Lambda จึงเท่ากบั 1  

  Pc = สัดส่วนการเกิดเหตุการณ์ท่ีสนใจในกลุ่มควบคุม นัน่ก็คือ

สารพนัธุกรรมของเพศหญิง = 0 

  Pt = สัดส่วนการเกิดเหตุการณ์ท่ีสนใจในกลุ่มศึกษา นัน่ก็คือสาร

พนัธุกรรมของเพศชาย = 1 
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แทนค่าในสูตรไดด้งัน้ี 

  QC = 1-Pc = 1 

  Qt = 1-Pt = 0 

           

 

= 0.5 

 

 

n = 3.317 ≥ 4 

  ดงันั้นขนาดกลุ่มตวัอยา่งท่ีใชใ้นงานวจิยัไม่ควรนอ้ยกวา่ 4 คน 

  งานวิจยัน้ีวิเคราะห์การระบุเพศของมนุษยด์ว้ยเทคนิค LAMP โดยใชส้ารพนัธุกรรมจาก
กลุ่มตวัอยา่งฟัน 20 คน เป็นชาย 10 คน หญิง 10 คน จากนั้นแบ่งตวัอยา่งออกเป็นสองกลุ่ม กลุ่มท่ี
หน่ึงมีตวัอยา่งฟัน 10 ตวัอยา่ง (เพศชาย 5 ตวัอยา่ง และเพศหญิง 5 ตวัอยา่ง) ถูกเผาดว้ยเตาถ่าน และ
กลุ่มท่ีสองประกอบดว้ยตวัอยา่งฟัน 10 ตวัอยา่ง (เพศชาย 5 ตวัอยา่ง และเพศหญิง 5 ตวัอยา่ง) ถูก
เผาดว้ยเตาแก๊ส ตวัอย่างท่ีใชเ้ป็น Negative control คือ รากฟันของเพศหญิงท่ีน าไปเผาด้วยเตา
ถ่าน และเตาแก๊ส ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษา คือ รากฟันของเพศชาย และหญิงท่ีน าไปเผาดว้ยถ่าน 
และเตาแก๊ส  Positive control คือ รากฟันเพศชายท่ีไม่ถูกเผา แต่น าไปสกดัสารพนัธุกรรมเพื่อใช้
เป็นตวัอยา่งควบคุม ส าหรับการศึกษาถึงประสิทธิภาพของเทคนิค และการทดสอบในทางสถิติ ได้
ตั้งสมมติฐานดงัน้ี 

  H0 = เทคนิคแลมป์สามารถตรวจหาสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง 
Amelogenin Y ในเพศชาย และเพศหญิงไดไ้ม่แตกต่างกนั 
  H1 = เทคนิคแลมป์สามารถตรวจหาสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง 
Amelogenin Y ในเพศชาย และเพศหญิงไดแ้ตกต่างกนั 

เม่ือ  Lambda = nt/nc, nt=nc Lambda = 1  

  ค ำนวณได ้0.5 
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3.3 การเตรียมตวัอยา่ง 
3.3.1 ท าความสะอาดตวัอย่างรากฟันท่ีถูกเผาแลว้ ดว้ยใบมีดผ่าตดั โดยขูดเอา

ข้ีเถา้ และส่ิงสกปรกท่ีติดอยูอ่อกใหม้ากท่ีสุด 
3.3.2 น ารากฟันท่ีขดัแลว้มาลา้งดว้ยน ้ากลัน่ประมาณสามคร้ังใหต้วัอยา่งรากฟัน

สะอาดท่ีสุด จากนั้นทิ้งไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
3.3.3 บดฟันโดยใช้ไนโตรเจนเหลวกบัเคร่ืองบดกระดูก Freezer/Mill , 

model 6750 ในขั้นตอนน้ีมีหลอดท่ีใช้ส าหรับบดรากฟันตวัอย่าง เม่ือ
ประกอบหลอดบดเสร็จแลว้ท าการใส่ตวัอย่างรากฟันลงไปในหลอดบด
แลว้ปิดฝาหลอด ประกอบหลอดบดตวัอย่างเขา้กบัตวัเคร่ืองบด หลงัจาก
นั้นเติมไนโตรเจนเหลวลงไปในเคร่ืองเพื่อให้หลอด และตวัอยา่งรากฟัน
ปรับอุณหภูมิ โดยการเติมไนโตรเจนเหลวนั้นจะเติมสองคร้ังก่อนบด 
จากนั้นเปิดสวติช์ใหเ้คร่ืองบดท างานตามโปรแกรมท่ีตั้งไวอ้ยูแ่ลว้ จากนั้น
น าหลอดออกมาจากเคร่ืองยงัไม่ตอ้งเอาตวัอย่างออก เน่ืองจากอุณหภูมิ
ของหลอดต ่ามากท าใหไ้ม่สามารถเปิดไดใ้นทนัที จึงตอ้งท้ิงไวห้น่ึงคืน 

3.3.4 น าตวัอย่างรากฟันท่ีบดแลว้มาสกดัดว้ยสารละลาย 0.5 M EDTA + 

0.25 M Phosphate ( ท่ีมีค่า pH เท่ากบั 8.0 ) โดยในขั้นตอนการสกดัน้ี
จะใหต้วัอยา่งรากฟันท าปฏิกิริยากบัสารละลายโดยการผสมให้เขา้กนัดว้ย
การเขยา่ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.3.5 ป่ันแยกสารละลายออกจากผงรากฟันท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส จากนั้นปิเปตส่วนของ
สารละลายชั้นบน (Supernate) มาใส่ในหลอด Microcentrifuge 1.5 

ml จากนั้นน าไปสกดัในขั้นต่อไป 
 

3.4 การสกดัสารพนัธุกรรม  

วธีิ Phenol chloroform extraction  

3.4.1 ปิเปต Supernate ใส่ในหลอด Microcentrifuge 1.5 ml ปริมาณ 500 

µl 
3.4.2 เติมสารละลาย Phenol ลงไปในหลอด Microcentrifuge 1.5 ml  500 

µl 
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3.4.3 ผสมสารละลายโดยใช้เคร่ืองเขย่า(Vortex) จากนั้นน าไปป่ันดว้ยเคร่ือง

หมุนเหวี่ยง(Centrifuge) 13,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ท่ี

อุณหภูมิห้อง จากนั้ นดูดชั้ นบนของสารละลายทิ้ง  ให้เหลือเฉพาะ

สารละลายใสดา้นล่าง 

3.4.4 เติม Chloroform เขม้ขน้ลงไป 500 µl จากนั้นผสมสารละลายโดยใช้

เ ค ร่ือง เขย่ า  (Vortex)  จากนั้ นน า ไป ป่ันด้วย เค ร่ื องหมุน เหวี่ ย ง

(Centrifuge) 13,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที จากนั้นดูดชั้นท่ีคาดวา่

จะมี DNA อยูซ่ึ่งเป็นชั้นบนของสารละลายไปสกดัขั้นต่อไป 

 

การตกตะกอน DNA โดยใช ้Isopropanol Precipitation 

3.4.5 ปิเปต Supernate ใส่ในหลอด Microcentrifuge 1.5 ml ปริมาณ 300 

µl 
3.4.6 เติมสารละลาย 4 M Ammonium acetate ลงไปในหลอด 

Microcentrifuge 1.5 ml  300 µl 
3.4.7 เติม Isopropanol 600 µl ลงไปในหลอด Microcentrifuge 1.5 ml 

3.4.8 ผสมสารละลายโดยใช้เคร่ืองเขย่า (Vortex) ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 1 

ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) 13,000 

รอบต่อนาที นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นดูดชั้นของสารละลาย

ทิ้ง ใหเ้หลือเฉพาะตะกอนของ DNA ซ่ึงมองไม่เห็นดว้ยตาเปล่า 

3.4.9 เติม 70% Ethanol 300 µl ป่ันดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) 

13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นดูดชั้นของสารละลายทิ้ง ให้

เหลือเฉพาะตะกอนของ DNA ซ่ึงมองไม่เห็นดว้ยตาเปล่า จากนั้นตั้งทิ้ง

ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งใหแ้หง้ 

3.4.10 เติม 10 mM Tris pH 8.5 ปริมาณ 20 µl เพื่อละลาย DNA และน าไปใช้

เป็นสารตั้งตน้ในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิคแลมป์ต่อไป 
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3.5 ไพร์เมอร์ท่ีใช ้  
FIP: 5’-aatccgaatggtcaggcagg-ccagtttaagctctgatggtt-3’ (41mer) 

BIP: 5’-gactctttcctcctaaatatggctg-tttgccctttcatggaac-3’ (44mer)  

F3: 5’-ggtcccaattttacagttcc-3’ (20mer) 

B3: 5’-ctggtcagtcagagttgac-3’ (19mer) 

 

3.6 การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยเทคนิค Loop-Mediated Isothermal 

Amplification (LAMP) 

3.6.1 ในปฏิกิ ริยาประกอบไปด้วย  ดี เอ็นเอต้นแบบท่ีสกัดไว้ข้างต้น 2 
ไมโครลิตร, 0.32 U/ µl Bst DNA polymerase, 1XBuffer, 0.8 M 

Betaine, Amelogenin Y Primer set (1.6 µM each FIP&BIP, 0.2 

µM each F3&B3) และ 0.4 mM each dNTPs ปรับปริมาตรให้ได ้25 
ไมโครลิตร ในหลอดทดลองเล็กขนาด 0.5 มิลลิลิตร โดยปริมาตรสารท่ี
ใชใ้นแต่ละตวั แสดงไวใ้นตาราง 1 
 

ตำรำง 1 ปริมาณและความเขม้ขน้ของสารเคมีท่ีใชต่้อปฏิกิริยาของ LAMP 
Chemical Final Concentrate Stock Volume/ 1 tube 

H20 

10X Buffer 

  Betaine 

dNTPs 

Primer Mix 

 

Bst DNA polymerase 

Template 

- 

1X 

0.8 M 

0.4 mM each 

FIP&BIP 1.6 µM each 

F3&B3 0.2 µM each 

0.32 U/ µl 

- 

- 

10X 

5M 

2.5 mM each 

16 µM each 

2 µM each 

8 U/ µl 

-  

9 µl 

2.5 µl 

4 µl 

4 µl 

 

2.5 µl 

1 µl 

2 µl 

Total - - 25 µl 
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3.6.2 เม่ือปรับปริมาตรแลว้ น ามาแช่อบ (Incubation) ท่ีอุณหภูมิ 63 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที 

3.6.3 ท าการตรวจสอบโดยการท า Acrylamide gel electrophoresis  
 

3.7 การเตรียม 8.5% Acrylamide gel (ปริมาตร 37.015 ml/ 1 แผน่) 

- น ้ากลัน่       21.26  ml 
- 10X Gel buffer       3.7  ml 

- 34% Acrylamide solution      9.3  ml 

- 87% Glycerol       2.55  ml 

- 10% Ammoniumpersulfate               191.0  µl 

- Tetramethylethylenediamine    14.0  µl 

ผสมสารทั้งหมดให้เขา้กนัโดยใช ้Stirrer plate นาน 1 นาที โดยสังเกต

ไม่ใหเ้กิดฟองอากาศจากนั้นเทลงในชุดกระจกส าหรับเตรียมเจลปักหวีส าหรับท า

ใหเ้กิดช่อง แลว้ทิ้งเจลไวป้ระมาณ 2 ชัว่โมง 

 

3.8 วธีิแยกแถบดีเอน็เอ 
- ผสม LAMP product ปริมำณ 5 µl กบั Loading dye 1 µl หยอดลงในหลุมของแผน่เจล 
- ใชก้ระแสไฟฟ้า 85 volt นาน 16 ชัว่โมง 30 นาที 
- ท าการยอ้มเจลดว้ยวธีิ Silver Staining 

 
3.9 การยอ้มเจลดว้ยวธีิ Silver staining 

3.9.1 เติม 1% Nitric acid [2.8 ml 70% Nitric acid + น ้ ากลัน่ 200 ml] 

เขยา่ 10 นาทีแลว้เททิ้ง 

3.9.2 ลา้งเจลดว้ยน ้ากลัน่ 5-10 วนิาทีแลว้เททิ้ง 2 คร้ัง 

3.9.3 เติม 0.012M Silver nitrate solution [ 0.4 g Silver nitrate + น ้ ากลัน่ 

200 ml ] เขยา่ 35 นาทีแลว้เททิ้ง 

3.9.4 ลา้งเจลดว้ยน ้ากลัน่ 5-10 วนิาทีแลว้เททิ้ง  2 คร้ัง 
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3.9.5 เติม 0.28 M Sodium carbonate และ 0.019% formalin [11.8 g 

Sodium carbonate + น ้ ากลัน่ 390 ml แลว้เติม 37% formalin 205 

µl ] ลงไป 50 ml เม่ือสีของสารละลายเปล่ียน เป็นสีน ้ าตาลให้เททิ้ง และ

เติมส่วนท่ีเหลือลงไปเขยา่จนเห็นแถบดีเอน็เอบนเจลชดัเจน 

3.9.6 หยุดปฏิกิริยาดว้ย 10% glacial acetic acid [20 ml 100% glacial 

acetic acid + น ้ากลัน่180 ml ] เขยา่ 5 นาที 

3.9.7 ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ประมาณ 200 ml นาน 1 นาที 3 คร้ัง หรือจนหมดกล่ิน 

3.9.8 ถ่ายรูป หรือน าไปท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง Gel dryer 

 

  3.8 การตรวจสอบผลการตรวจระบุเพศ 
    ตรวจสอบแถบดีเอน็เอบนเจล ดูผลเปรียบเทียบระหวา่งเพศชายกบัเพศหญิงวา่ 
   สามารถตรวจหาสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง Amelogenin Y ไดแ้ตกต่างกนัหรือไม่  

 
 


