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ภาคผนวก ก 

 

การเตรียมสารเคมีส าหรับใช้ในขั้นตอนการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิค LAMP และเทคนิค 
PCR การแยกแถบดีเอน็เอโดยผ่านกระแสไฟฟ้า และการย้อมเจลด้วยวธีิ Silver staining 

การเตรียมสารเคมีในกระบวนการการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิค LAMP 

1. การเตรียม 5 mM each dNTPs Solution  

- 100 mM dATP    10.0  µl 

- 100 mM dCTP    10.0  µl 

- 100 mM dGTP    10.0  µl 

- 100 mM dTTP    10.0  µl 

- น ้า      160  µl 

ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดส้ารละลายท่ีมีปริมาตร 200 µl 

 

2. การเตรียม Primer mix solution 

- 100 µM FIP  primer    16  µl 

- 100 µM BIP  primer    16  µl 

- 100 µM LF  primer      8        µl 

- 100 µM LB  primer     8        µl 

- 100 µM F3  primer      2  µl 

- 100 µM B3  primer        2            µl 

- น ้า      48  µl 

ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดส้ารละลายท่ีมีปริมาตร 100 µl
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การเตรียมสารเคมีในกระบวนการการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิค PCR 

1. การเตรียม 10X Taq Buffer ชัง่สารปริมาณดงัน้ี 

- 500 mM Tris pH8.4    20.0  ml  

- 2.0 M KCl     12.5  ml 

- 150 mM MgCl2     5.0  ml 

- 1% Bovine Serum Albumin    5.0  ml 

- 100% Tween 20     0.25  ml 

เติมน ้าใหมี้ปริมาตรรวมเท่ากบั   50  ml  

 

2. การเตรียม 1 mM each dNTPs Solution 

- 100 mM dATP    10.0  µl 

- 100 mM dCTP    10.0  µl 

- 100 mM dGTP    10.0  µl 

- 100 mM dTTP    10.0  µl 

- น ้า                960.0  µl 

ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดส้ารละลายท่ีมีปริมาตร 1000 µl 

 

3. การเตรียม 0.25U/µl Taq DNA polymerase 

- ดูด 5U/µl Taq DNA polymerase     5.0              µl 

- น ้า      95.0              µl 

ผสมกนัจะไดส้ารละลายท่ีมีปริมาตร 100 µl 
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4. การเตรียม 5 µM each Primer mix solution 

- 100 µM Forward primer     5.0  µl 

- 100 µM Backward  primer       5.0               µl 

- น ้า      90.0               µl 

ผสมกนัจะไดส้ารละลายท่ีมีปริมาตร 100 µl 

การเตรียมสารละลายในกระบวนการแยกแถบดีเอ็นเอโดยผ่านกระแสไฟฟ้า(Electrophoresis) 

1. การเตรียม 34% Acrylamide solution 

- Acrylamide     16.18               g 

- N,N’methylenebisacrylamide       0.82               g 

ละลายในน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 50 ml 

 

2. การเตรียม 10X Gel buffer (330 mM Tris) 

- Tris        8.0             g 

ละลายในน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 200 ml  

ปรับ pH ดว้ยกรดซลัฟิวริก ใหเ้ท่ากบั 4.5 

 

3. การเตรียม 8.5% Acrylamide gel (ปริมาตร 37.015 มิลลิลิตร/ 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% Ammoniumoersulfate              191.0  µl 

- Tetramethylethylenediamine   14.0  µl 
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ผสมสารทั้งหมดใหเ้ขา้กนัโดยใช ้Sterrier plate นาน 1 นาที โดยสังเกตไม่ให้เกิดฟองอากาศจากนั้น

เทลงในชุดกระจกส าหรับเตรียมเจลปักหวสี าหรับท าใหเ้กิดช่อง แลว้ทิ้งเจลไวป้ระมาณ 2 ชัว่โมง 

 

4. การเรียม 2.5X Running TBE buffer (Stock solution) 
- Tris      54.0  g 

- EDTA       3.72  g 

- Boric acid     27.5  g 

ละลายในน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 2000 ml 
 

     วธีิเตรียม Working Solution (1000 ml) 

- 2.5X Running buffer (Stock solution)  400  ml 

- น ้ากลัน่     600  ml 

 

5. การเตรียม Loading dye 

- Bromophenol blue    0.04   g 

- 87% Glycerol    500  µl 

- น ้ากลัน่     500  µl 

ผสมสารทั้งหมดจนละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

 

6. วธีิแยกแถบดีเอน็เอ 
- ใชป้ริมาณ LAMP product 5 µl ผสม loading dye 1 µl โหลดลงบนแผน่เจล 
- ใชก้ระแสไฟฟ้า 90 volt นาน 5 ชัว่โมง 
- ท าการยอ้มเจลดว้ยวธีิ Silver Staining 
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การย้อมเจลด้วยวธีิ Silver staining 

1. เติม 1% Nitric acid [2.8 ml 70% Nitric acid + น ้ากลัน่ 200 ml] เขยา่ 10 นาทีแลว้เททิ้ง 

2. ลา้งเจลดว้ยน ้ากลัน่ 5-10 วนิาทีแลว้เททิ้ง 2 คร้ัง 

3. เติม 0.012M Silver nitrate solution [0.4 g Silver nitrate + น ้ากลัน่ 200 ml ] เขยา่ 35 นาทีแลว้

เททิ้ง 

4. ลา้งเจลดว้ยน ้ากลัน่ 5-10 วนิาทีแลว้เททิ้ง  2 คร้ัง 

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 เป็นสี

น ้าตาลใหเ้ททิ้ง และเติมส่วนท่ีเหลือลงไปเขยา่จนเห็นแถบดีเอน็เอบนเจลชดัเจน 

6. หยุดปฏิกิริยาดว้ย 10% glacial acetic acid [20 ml 100% glacial acetic acid + น ้ ากลัน่ 200 ml 

] เขยา่ 5 นาที 

7. ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ประมาณ 200 ml นาน 1 นาที 3 คร้ังหรือจนหมดกล่ิน 

8. ถ่ายรูปหรือน าไปท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง Gel dryer 
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ภาคผนวก ข 

 

 

รายละเอยีดตัวอย่างศพทีใ่ช้ในการศึกษา 

 

ตาราง 7 แสดงรายละเอยีดของตัวอย่างศพทีว่นิิจฉัยว่าตายจากสาเหตุการจมน า้จ านวน 16 ศพ 

ตัวอย่างล าดับที่ รายละเอยีด 
          1 ชายอาย ุ21 ปี จมน ้าคูเมืองผลการชนัสูตรพบลกัษณะท่ีบ่งบอกการจมน ้า 

ชดัเจน 
         2 ชายอาย ุ39 ปี จมน ้าสระวา่ยน ้าสมิทธ์เรสซิเดนทผ์ลการชนัสูตรพบลกัษณะท่ี 

บ่งบอกการจมน ้าชดัเจน 
         3 ชายไม่ทราบอาย ุเสียชีวติท่ีโรงพยาบาลมหาราช (จมน ้าแลว้ถูกช่วยชีวติ แต่มา 

เสียชีวติในภายหลงั) 
        4 ชายอาย ุ50 ปีจมน ้าคูเมือง สภาพศพเน่าผลการชนัสูตรพบวา่ปอดบวมน ้า 

ปานกลาง มีน ้าในกระเพาะ 
        5 ชายอาย ุ34 ปี จมน ้าแม่ปิง สภาพศพเร่ิมเน่า ผลการชนัสูตรพบวา่ มีน ้าอยูเ่ตม็ 

กระเพาะอาหาร 
        6 ชายอาย ุ40 ปี จมน ้าแม่ปิง ผลการชนัสูตรพบลกัษณะท่ีบ่งบอกการจมน ้า 

ชดัเจน 
        7 ชายอาย ุ60 ปี พบศพนอนคว  ่าในคูน ้าต้ืน ผลการชนัสูตรพบวา่มีปอดบวมน ้า 

 และพบโคลนในหลอดลม มีโรคประจ าตวัคือโรคหวัใจ 
        8 หญิงอาย ุ40 ปีจมน ้าแม่คาวผลการชนัสูตรพบลกัษณะท่ีบ่งบอกการจมน ้า 

ชดัเจน 
        9 หญิงอาย ุ76 ปี พบศพในอ่างอาบน ้า มีกล่ินแอลกอฮอลค์ละคลุง้ 
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ตาราง 7 (ต่อ) 

ตัวอย่างล าดับที่ รายละเอยีด 
         10 ชายอาย ุ25 ปี ผลการชนัสูตรพบวา่ ปอดบวมน ้ามาก กระเพาะอาหารมีน ้าเตม็  

มีฟองอากาศในหลอดลม 
        11 ชายอาย ุ65 ปี พบศพในล าเหมืองสาธารณะหนา้โรงพยาบาลแมคเคนพบวา่ 

 ปอดบวมน ้าและไม่พบบาดแผลภายนอก 
       12 ชายอาย ุ47 ปี พบศพอยูบ่ริเวณกลางทุ่งนา ต.ขนุคง อ.หางดง ผลการชนัสูตร 

พบวา่ตวัเป้ือนโคลน ในหลอดลมมีเศษโคลน ปอดบวมน ้า 
       13 ชายอาย ุ13 ปีจมน ้าปิง ต าบลป่าตนั สภาพศพเน่าพบโคลนในกระเพาะอาหาร 
       14 ชายอาย ุ54 ปี พบศพในหนองบวั ผลการชนัสูตรพบวา่มีปอดบวมน ้าเตม็ 

 มีฟองฟอด (fine forth) ชดัเจน 
       15 ชายอาย ุ17 ปี เสียชีวติท่ีโรงพยาบาลมหาราช ไดรั้บการรักษา 3-4 ชัว่โมง 

ก่อนเสียชีวติ 
       16 ชายอาย ุ46 ปี ข่ีมอเตอร์ไซคจ์มน ้าท่ี ต.แม่แฝกใหม่ อ.สันทราย  

การชนัสูตรพบปอดบวมน ้า มีน ้าในกระเพาะอาหาร มีแผลบาดเจบ็ภายนอก 
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ตาราง 8 แสดงรายละเอยีดของตัวอย่างศพทีว่นิิจฉัยว่าตายจากสาเหตุอืน่จ านวน 16 ศพ 

ตัวอย่างล าดับที่ รายละเอยีด 
          1 ชายอาย ุ41 ปี เสียชีวติท่ีโรงพยาบาลลานนา ผลการชนัสูตรพบวา่สมองบวม  

ฐานกะโหลกแตก 
           2 หญิงอาย ุ64 ปี ตายบริเวณท่ีพกั ผลการชนัสูตรพบวา่ เลือดออกปอด ตายจาก 

ปอดอกัเสบ 
           3 ชายอาย ุ29 ปี ตายในท่ีเกิดเหตุ ตายจากอุบติัเหตุจราจร ผลการชนัสูตรพบวา่ 

เลือดออกในกะโหลกและช่องทอ้ง ปอดและตบัฉีกขาด 
           4 หญิงอาย ุ63 ปี ตายในท่ีเกิดเหตุ ตายจากอุบติัเหตุจราจร ผลการชนัสูตรพบวา่ 

บาดเจบ็ในช่องอกและศีรษะ 
           5 ชายอาย ุ62 ปี ตายในท่ีเกิดเหตุ ตายจากอุบติัเหตุจราจร ผลการชนัสูตรพบวา่ 

คอหกั บาดเจบ็ในช่องอก ตบัแตก 
           6 ชายอาย ุ47 ปี ตายในท่ีเกิดเหตุจากการแขวนคอ ไม่พบบาดแผล 
           7 ชายอาย ุ52 ปี ตายในท่ีเกิดเหตุผลการชนัสูตรพบวา่ กลา้มเน้ือหวัใจขาดเลือด  

ปอดบวมน ้ามาก 
          8 ชายอาย ุ54 ตายท่ีโรงพยาบาลจากโรคธรรมชาติ ผลการชนัสูตรพบวา่มีเส้น 

เลือดฝอยในสมองแตก 
          9 หญิงอาย ุ24 ปี ตายในท่ีเกิดเหตุ ตายจากอุบติัเหตุจราจร ผลการชนัสูตรพบวา่ 

คอหกั กระดูกหกัหลายท่ี เลือดออกในกะโหลกและช่องทอ้ง 
         10 ชายไม่ทราบอาย ุตายในท่ีเกิดเหตุ ตายจากอุบติัเหตุจราจร 
         11 ชายอาย ุ35 ปี ตายในท่ีเกิดเหตุ จากการถูกยงิ ผลการชนัสูตรพบวา่มีเลือดออก 

ท่ีปอดและหวัใจ 
        12 ชายอาย ุ48 ปี ตายท่ีบา้น ผลการชนัสูตรพบวา่ ปอดบวมน ้า ตายจากโรคหวัใจ 
        13 ชายอาย ุ33 ปี ตายในท่ีเกิดเหตุ จากการถูกยงิบริเวณล าตวั 
        14 ชายอาย ุ6 ปี ตายท่ีโรงพยาบาล มีอาการปอดติดเช้ือ ผลการชนัสูตรพบวา่ 

ปอดบวม 
        15 ชายอาย ุ64 ปี ตายจากอุบติัเหตุจราจร การวนิิจฉยัพบ ซ่ีโครงหกัน่วม 

มีรอยถลอกท่ีแกม้และเข่า 
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ตาราง 8 (ต่อ) 

ตัวอย่างล าดับที่ รายละเอยีด 
         16 ชายอาย ุ46 ปี ตายดว้ยโรคธรรมชาติ การวนิิจฉยัพบเลือดออกในสมอง 
 



ภาคผนวก ค 

 

 

ตารางค่าทางสถิติ 

 

ตาราง 9 แสดงค่าไคสแควร์ที่ใช้ในการทดสอบสมมติฐาน 

df α 
0.99 0.95 0.90 0.80 0.70 0.60 0.50 0.40 0.30 0.20 0.10 0.05 0.025 0.01 0.005 

1 0.0002 0.004 0.016 0.064 0.15 0.28 0.46 0.71 1.07 1.64 2.71 3.84 5.02 6.64 7.88 

2 0.02 0.10 0.21 0.45 0.71 1.02 1.39 1.83 2.41 3.22 4.61 5.99 7.38 9.21 1.06 

3 0.12 0.35 0.58 1.01 1.42 1.87 2.37 2.95 3.67 4.64 6.25 7.82 9.35 11.4 12.8 

4 0.29 0.71 1.06 1.65 2.19 2.75 3.36 4.05 4.88 5.99 7.78 9.49 11.1 13.3 14.9 

5 0.55 1.15 1.61 2.34 3.00 3.66 4.35 5.13 6.06 7.29 9.24 11.1 12.8 15.1 16.8 

6 0.87 1.64 2.20 3.07 3.83 4.57 5.35 6.21 7.23 8.56 10.7 12.6 14.5 16.8 18.6 

7 1.24 2.17 2.83 3.82 4.67 5.49 6.35 7.28 8.38 9.80 12.0 14.1 16.0 18.5 20.3 

8 1.65 2.73 3.49 4.59 5.53 6.42 7.34 8.35 9.52 11.0 13.4 15.6 17.5 20.1 21.9 

9 2.09 3.33 4.17 5.38 9.39 7.36 8.34 9.41 10.7 12.2 14.7 16.9 19.0 21.7 23.6 

10 2.56 3.94 4.87 6.18 7.27 8.29 9.34 10.5 11.8 13.4 15.9 18.3 20.5 23.2 125.2 

20 8.26 10.9 12.4 14.6 16.3 17.8 19.3 20.9 22.8 25.0 28.4 31.4 34.2 37.6 39.9 

30 14.9 18.5 20.6 23.4 25.5 27.4 29.3 31.3 33.5 36.3 40.3 43.8 46.9 50.9 53.7 

40 22.2 26.5 29.1 32.4 34.9 37.1 39.3 41.6 44.2 47.3 51.8 55.8 59.3 63.7 66.8 

50 29.7 34.8 37.7 41.5 44.3 46.9 49.3 51.9 54.7 58.2 63.2 67.5 71.4 76.2 79.5 

 

 

 



ประวตัิผู้เขียน 
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