
บทที ่2 
 

วธีิด ำเนินกำรวจัิย 

 
 
1. วสัดุ และอุปกรณ์ในกำรทดลอง 
 1. microcentrifuge tube ขนาด 0.2, 0.5 และ 1.5 ml 2. เคร่ือง Nano Drop 
 3. Pipette      4. ถุงมือ 
 5. Beaker      6. กระบอกตวง 
 7. Forceps      8. เคร่ืองชัง่สาร 
 9. Agarose Electrophoresis set   10. Hot plate stirrer 
 11. เคร่ืองเขยา่ (shaker)     12. Incubator 
 13. เคร่ืองเขยา่วน (Vortex)    14. pH meter 
 15. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge)    16. เคร่ือง Gel doc. 
 17. นาฬิกาจบัเวลา     18. เคร่ือง UV light 
 
2. สำรเคมีในกำรทดลอง 
 1. น ้ากลัน่      2. Chelex 
 3. dNTPs      4. Bst DNA polymerase 
 5. 10X Bst Buffer     6. ผง Agarose 
 7. Ethidium bromine     8. KCl 
 9. 0.5 TBE (Tris-borate, EDTA) Buffer  10. LAMP primer set 
 11. Tris-HCl      12. (NH4)2SO4  
 13. ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder   14. MgSO4  
 15. 0.1% triton X-100     16. DNA template 
 17.Phenol Chloroform     18.Isopropanol 
 19. Ammonium Acetate    20.Betaine



15 
 

3. วธีิกำรวจัิย   
3.1 ตวัอยา่ง และการเก็บตวัอยา่ง 

3.1.1 ก าหนดขนาดตวัอยา่ง 
  ตัวอย่างงานวิจัยเป็นตัวอย่าง 2 กลุ่มท่ีเป็นอิสระต่อกัน (two 

independent sample) ชนิดของขอ้มูลท่ีได้จากการทดลองเป็นขอ้มูล
แบบไม่ต่อเน่ือง (discrete) และผลการทดลองอยู่ในรูปของสัดส่วนชาย
หญิง ดงันั้นจึงก าหนดขนาดตวัอย่างดว้ยวิธีการประมาณค่าสัดส่วนของ
ประชากร ซ่ึงมีสูตรการหาขนาดตวัอย่าง (n) ดังน้ี (กิตติกา และคณะ, 
2542) 

 

  
   √  ̅̅̅̅  ̅    √          

 

       
 

 

 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 
  Pc = สัดส่วนการเกิดเหตุการณ์ท่ีสนใจในกลุ่มควบคุม นัน่ก็คือ
สารพนัธุกรรมของเพศหญิง = 0 
  Pt = สัดส่วนการเกิดเหตุการณ์ท่ีสนใจในกลุ่มศึกษา นัน่ก็คือสาร
พนัธุกรรมของเพศชาย = 1 
  QC = 1-Pc = 1 

  Qt = 1-Pt = 0 

           
 

= 0.5 
   
  เน่ืองจากงานวจิยัของ Nogami et al. ท่ีท าการระบุเพศดว้ย
เทคนิคแลมป์จากเน้ือเยือ่โพรงประสาทฟัน ผลการวจิยัระบุวา่สามารถ
ระบุเพศได ้100% ดงันั้น ค่า Pc จึงเท่ากบั 0 และค่า Pt จึงเท่ากบั 1 และ

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

  ค  ำนวณได ้0.5 
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สัดส่วนชายหญิงเท่ากนันัน่คือ nt = nc ค่า Lambda จึงเท่ากบั 1 แทนค่า
ในสูตรไดด้งัน้ี 
 

   
      √                 √               

      
 

n = 3.317  4 

  ดงันั้นขนาดกลุ่มตวัอยา่งท่ีใชใ้นงานวจิยัควรจะไม่นอ้ยกวา่4 คน 
 
  งานวจิยัน้ีจะวิเคราะห์การระบุเพศของมนุษยด์ว้ยเทคนิคแลมป์ 

โดยใชส้ารพนัธุกรรมจากกลุ่มตวัอยา่ง 30 คน แบ่งเป็นชาย 15 คน หญิง 
15 คน เพื่อสะดวกต่อการศึกษาถึงประสิทธิภาพของเทคนิค และการ
ค านวณค่าความผิดพลาดในทางสถิติต่อไป โดยมีสมมติฐานดงัน้ี 
  H0 = เทคนิคแลมป์สามารถตรวจวดัยนี Amelogenin Y ในเพศ
ชาย และเพศหญิงไดไ้ม่แตกต่างกนั 
  H1 = เทคนิคแลมป์สามารถตรวจวดัยนี Amelogenin Y ในเพศ
ชาย และเพศหญิงไดแ้ตกต่างกนั 

3.1.2 การเก็บตวัอยา่ง 
เก็บตวัอย่างเลือดสกดัเพศชายท่ีไม่เก่ียวขอ้งกนัจ านวน 15 คน และ
ตวัอยา่งเลือดสกดัเพศหญิงท่ีไม่เก่ียวขอ้งกนัจ านวน 15 คน 

3.2 วธีิการทดลอง: การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม และการตรวจระบุเพศ 
3.2.1 การสกดัดีเอน็เอ (ดดัแปลงจาก วฑูิรย ์และคณะ, 2005) 

การสกดัดีเอน็เอดว้ย Chelex resin ดงัน้ี 
1. ปิเปตตวัอย่างเลือดท่ีไดจ้ากประชากรตวัอย่าง 30 ไมโครลิตร ลงใน 

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร เขย่าวน
นาน 10-15 วนิาที ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 15-30 นาที 

2. ป่ันแยกท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีนาน 2 นาที 
3. ดูดเอาน ้ าชั้ นบนออกให้เหลือแต่ตะกอน จากนั้นเติมน ้ ากลั่น 1 

มิลลิลิตร เขยา่วนนาน 10-15 วินาที แลว้ ป่ันแยกท่ีความเร็ว 13,000 

รอบต่อนาทีนาน 2 นาที 
4. เติมน ้ าแขวนลอย Chelex 5% ลงไปประมาณ 400 ไมโครลิตร ให้

เมด็ Chelex ท่วมตะกอน 
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5. น าไปแช่อบท่ี 56 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นเขย่าวนนาน 
5-10 วนิาที และน าไป ป่ันตก (Spin down) 

6. น าหลอดทดลองไปตม้ท่ีน ้ าเดือด 8 นาที จากนั้นเขย่าวนนาน 5-10 
วนิาที และน าไป ป่ันตก  

7. น าส่วนใสดา้นบนไปเป็นดีเอน็เอตน้แบบ 
3.2.2 การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม และการตรวจระบุเพศดว้ยเทคนิคแลมป์ 

1. ปิเปตสารละลาย primer mix (inner primer 16 ไมโครโมลาร์ , 
outer primer 2 ไมโครโมลาร์), Bst polymerase (8 U/µl), 10X 

buffer, betaine ความเขม้ขน้ 5 M, dNTPs ความเขม้ขน้ 2.5 mM each 

และดีเอ็นเอแม่แบบ ลงในหลอดลองขนาด 0.5 มิลลิลิตร โดยใชน้ ้ ากลัน่
ปรับปริมาตรรวมของสารละลายให้เท่ากบั 25 ไมโครลิตร ปริมาตรสารท่ี
ใชใ้นแต่ละตวั แสดงไวใ้นตาราง 1 

 
Chemical Volume/1 tube 

H20 

10X Buffer 

Betaine 

dNTPs 

Primer Mixs 

Bst. 

Template 

10 µl 

2.5 µl 

4 µl 

4 µl 

2.5 µl 

1 µl 

1 µl 

Total 25 µl 

ตำรำง 1 ปริมาณสารต่อหน่ึง Tube LAMP 

 

ล าดบั Sequence ของ primer เป็นดงัน้ี 
Y-chromosome Specific Primer 

FIP:  5’-aatccgaatggtcaggcagg-ccagtttaagctctgatggtt-3’ 

                        BIP:  5’-gactctttcctcctaaatatggctg-ttttgccctttcatggaac-3’  

                      B3:  5’-ctggtcagtcagagttgac-3’  

                     F3:   5’-ggtcccaattttacagttcc-3’  

2. ท าการทดลองทั้งหมด 30 หลอดทดลองซ่ึงใส่ดีเอ็นเอแม่แบบท่ีไดจ้าก
การสกดัเลือดของกลุ่มตวัอยา่งชายหญิงจ านวน 30 คน น าหลอดทั้งหมด 
ไปแช่อบ (incubate) ท่ีอุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 
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3.2.3 การตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิคแลมป์ 

  น าผลิตผลของเทคนิคแลมป์ 5 ไมโครลิตรผสมกบั loading dye 

1 ไมโครลิตรแลว้น าไปโหลดบนเจลอะกาโรสจากนั้นแช่เจลใน EtBr 

(Ethidium Bromide) นาน 30 นาที ดูผลเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp ladder 

 

3.2.4 การตรวจสอบผลการตรวจระบุเพศ 
  ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอบนเจล ดูผลเปรียบเทียบระหวา่งเพศชาย
กบัเพศหญิงว่าสามารถตรวจวดัยีน Amelogenin Y ไดแ้ตกต่างกนั
หรือไม่  

3.3 วธีิการทดลอง: การตรวจหาความไว (sensitivity) 
3.3.1 การสกดัดีเอน็เอ (ธานินทร์, 2538) 

สกดัดีเอน็เอโดยใชว้ธีิฟีนอลคลอโรฟอร์ม (Phenol - Chloroform) ดงัน้ี 

1. ปิเปตน ้าสกดั Chelex 300 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 

มิลลิลิตร แลว้เติมน ้ ายาฟีนอล (Phenol) 300 ไมโครลิตร เขยา่วน 10 
วนิาที แลว้ป่ันแยกท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 15 นาที 

2. แยกเอาน ้าชั้นบนใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 
3. เติมน ้ ายาคลอโรฟอร์ม (Chloroform) อีก 300 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดทดลอง เขย่าวน 10 วินาที แลว้ป่ันแยกท่ีความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที นาน 15 นาที ดูดเอาส่วนน ้ าสกดัขา้งบนใส่หลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 

4. แลว้เติมส่ิงต่อไปน้ีลงไปในหลอด 
1. ดูดน ้ าสกดัจากหลอดท่ีแยกไวม้าใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 

มิลลิลิตร หลอดใหม่ 100 ไมโครลิตร 
2. เติม 4M NH4AC(Ammonium Acetate) 100 ไมโครลิตร 

โดยเติมเขา้ไปในอตัราส่วน 1:น ้าสกดั 1  
3. เติม 100% Isopropanol 200 ไมโครลิตร ซ่ึงเติมเขา้ไปใน

อตัราส่วน 2:น ้าสกดั1 
  เม่ือเติมทั้งหมดเสร็จแลว้เขยา่วนนาน 10 วินาที แลว้ตั้ง
ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 1 ชัว่โมง 
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5. ป่ันแยกท่ีความเร็วนาน 13000 รอบ/นาที นาน 15 นาที 
6. ดูดน ้าส่วนใส (Supernatant) ทิ้งใหไ้ดม้ากท่ีสุด  
7. เติมแอลกอฮอล ์70% 200 ไมโครลิตร 
8. ป่ันแยกท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที 
9. ดูด Supernatant ออกใหห้มดแลว้เปิดฝาทิ้งไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
10. เติมน ้ ายา TE

-4
 (Tris 10 mM pH 8.5 ; 0.5 mM EDTA) ลงไป 20 

ไมโครลิตรเก็บไวใ้นตูเ้ยน็เพื่อใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบต่อไป  
3.3.2 วธีิการหาความไว (sensitivity)  

  การตรวจหาความไวจะกระท าโดยการใช้เทคนิคแลมป์ในการ
ตรวจวดัดีเอ็นเอแม่แบบท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยวิธีฟีนอลคลอโรฟอร์มแลว้
น าไปวดัปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ือง Nano Drop ท าการเจือจางตวัอยา่งดี
เอ็นเอเป็น 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 เท่า แลว้ใชเ้ป็นตน้แบบในการท า
ปฏิกิริยาแลมป์ท่ีอุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 

3.3.3 การตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิคแลมป์ 

  น าผลิตผลของเทคนิคแลมป์ 5 ไมโครลิตรผสมกบั loading dye 

1 ไมโครลิตรแลว้น าไปโหลดบนเจลอะกาโรสจากนั้นแช่เจลใน EtBr 

(Ethidium Bromide) นาน 30 นาที ดูผลเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp ladder 

 


