
 
 
 
 

 
 

บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวจิัย 

 
3.1 กลุมตัวอยางที่ใช 

3.1.1 ตัวอยางดีเอ็นเออางอิงที่รูชนิดของยีน HNA-1 โดยวิธี sequence based typing 
(SBT) จํานวน 3 ราย ประกอบดวย  
- HNA-1aa, -1c negative จํานวน 1 ราย 
- HNA-1bb, -1c negative จํานวน 1 ราย 
- HNA-1ac, -1c negative จํานวน 1 ราย 

3.1.2 ตัวอยางเลือดของผูบริจาคเลือดประจําโรงพยาบาลระยอง จํานวน 230 ราย ที่มี         
เชื้อชาติไทยอยางนอย 2 รุน โดยการสัมภาษณเชื้อชาติของบรรพบุรุษและประวัติ
ทางดานสุขภาพ และขออนุญาตทําการเก็บตัวอยางเลือดจากถุง buffy coat เพื่อใช
ในการวิจัย  

งานวิจัยนี้ผานการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย 
มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ (อ.012/2553) 
3.2 ไพรเมอรท่ีใช 

ลําดบัเบสของไพรเมอรที่ใชในการทดสอบหา HNA-1 จํานวน 8 เสน ไดมาจากรายงานการ
วิจัยของ Han TH และคณะ (Han TH et al. 2006) ประกอบดวย ไพรเมอรที่ใชทดสอบหาอัลลีลที่
จําเพาะกับ HNA-1a, -1b และ -1c จํานวน 6 เสน และไพรเมอรที่จําเพาะกับ human growth 
hormone (HGH) ซ่ึงใชเปน internal control (IC) primer จํานวน 2 เสน ดังนี้ 
  HNA-1AF 5’CAG TGG TTT CAC AAT GTG AA3’ 
  HNA-1AR 5’ATG GAC TTC TAG CTG CAC3’ 
  HNA-1BF 5’CAA TGG TAC AGC GTG CTT3’ 
  HNA-1BR 5’ACT GTC GTT GAC TGT GTC AG3’ 
  HNA-1CF 5’AAG ATC TCC CAA AGG CTG TG3’ 
  HNA-1CR 5’ACT GTC GTT GAC TGT GTC AT3’ 
  HGH-I  5’TGC CTT CCC AAC CAT TCC CTT A3’ 
  HGH-II  5’CCA CTC ACG GAT TTC TGT TGT GTT TC3’ 
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3.3 วิธีการทดลอง  
3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดผูบริจาคดวยน้ํายา red cell lysis buffer (RCLB) 

และ nuclear membrane lysis buffer (NMLB) ตามขั้นตอนตอไปนี้ 
1) นําเลือดผูบริจาคจากถุง buffy coat ใสลงในหลอดทดลองขนาด 50 มล. 
2) นําไปปนที่ความเร็ว 3,800 rpm นาน 8 - 10 นาที เพื่อใหสวนประกอบของเลือด

ตกตะกอนแบงชั้นตามความถวงจําเพาะ 
3) ใช liquipette ดูดพลาสมาทิ้ง 
4) เติม 1X RCLB ประมาณ 1 เทาของปรมิาณเลือดที่เหลือในหลอด จากนั้นเขยาจน

เม็ดเลือดแดงแตกเปนสีน้ําตาลเขมหรือสีดํา 
5) นําไปปนที่ความเร็ว 3,800 rpm นาน 5 นาที 
6) เทสารละลายสีน้ําตาลเขมหรือสีดําที่เกิดจากการแตกของเม็ดเลือดแดงทิ้ง เหลือ

เซลลที่กนหลอดสวนที่เปนกอนและ/หรือสวนที่มีสีขาวไว 
7) ทําซ้ําขั้นตอนที่ 4 – 6  จนไดตะกอนเม็ดเลือดขาว 
8) เติม NMLB ประมาณ 1 เทาของเม็ดเลือดขาวที่เหลืออยูในหลอดทดลอง เขยาจน

เปนเนื้อเดียวกัน 
9) นําไป incubate ที่ 56 °C ประมาณ 1 - 2 ช่ัวโมง หรือจนกวาจะไดสารละลายใส 
10) เติม chilled 95% alcohol ประมาณ 6 - 8 มล. แลวเขยาเบาๆ จนเห็นสายดีเอ็นเอ

เกาะกันเปนกอนสีขาวขุน 
11) ใช liquipette เขี่ยช้ินดีเอ็นเอไปใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. 
12) เติม 70% alcohol ประมาณ 1 มล. เขยาแลวนําไปปนเพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอดวย

เครื่อง microcentrifuge แลวเทสวนใสทิ้งไป ทําเชนนี้ซํ้าอีก 2 คร้ัง 
13) เปดฝาหลอดทดลอง แลวตั้งไวที่อุณหภูมิหอง จน 70% alcohol แหงหมด 
14) เติม 1X TE buffer ประมาณ 1 มล. หรือจนกวาจะไดความเขมขนของดีเอ็นเอ 

เทากับ 200 ng/μl แลวนําไปเก็บไวที่ 4 °C หรือ -20 °C 
3.3.2 การเตรียมสวนประกอบของการทดสอบ PCR-SSP 

1) เตรียม TQR ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 2.0 มล. จํานวน 1,885 μl/tube 
ประกอบดวย 

- 10X PCR buffer  352.5   μl 
- 10  mM dNTPs  250   μl 
- 1 mM MgCl2   7.75  μl 
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- 5% dye   7.5  μl 
- Steriled distill water   1,467.5   μl 

2) เตรียม Working primer สําหรับตรวจหา HNA-1a, HNA-1b, HNA-1c 
ประกอบดวย 

- Internal control primer (forward และ reverse)  0.7    μl/เสน 
- Specific allele primer (forward และ reverse)  1.3    μl/เสน 
- Steriled distill water     246   μl 

     การตรวจหายีน HNA-1 สําหรับดีเอ็นเอ 1 ราย จะใชชุดไพรเมอรทดสอบทั้งหมด               
3 หลอด ประกอบดวยหลอดสําหรับตรวจหา HNA-1a, HNA-1b และ HNA-1c โดยแตละหลอดจะ
ประกอบดวย specific allele primer 1 คู และ internal control primer 1 คู ในปริมาตรรวมเทากับ                
5 μl/tube  

3.3.3 เตรียม working PCR reaction  
   ในการทดสอบดีเอ็นเอ 1 ราย จะตองเตรียม working PCR reaction ดังนี้ 

 TQR (10XPCR buffer, dNTPs, MgCl2)  6.7×4  =  26.8   μl/reaction 
 Taq polymerase (5 unit/μl)   0.3×4  =  1.2     μl/reaction 
 DNA       1×4     =  4       μl/reaction 
3.3.4 นํา working PCR reaction ที่เตรียมไดในขอ 3.3.3 มาหยดลงใน working primer ที่

เตรียมไวเปนชุดทดสอบ (ดังแสดงในขอ 3.3.2) หลุมละ 8 μl (ปริมาตรรวมสุดทายเทากับ 13 
μl/reaction) 

3.3.5 ปดฝาหลอดทดสอบแลวนําไป spin down กอนนําไปใสในเครื่อง thermal cycle 
(Mastervapo.protect, Eppendrof, Germany) เพื่อเพิ่มปริมาณของยีนโดยวิธี PCR-SSP โดยใช
อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม (ตารางที่ 3.1) 

หลักการ PCR-SSP 
ไพรเมอรที่ออกแบบใหสามารถจับกับตําแหนงของเบสที่จําเพาะตออัลลีลของแอนติเจน

นั้น ๆ ไดอยางสมบูรณ ภายใตสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเกิดปฏิกิริยาจะเกิดแถบสัญญาณให
เห็นไดอยางชัดเจน (ผลบวก) ในขณะที่ไพรเมอรที่ไมจําเพาะจะไมปรากฏแถบสัญญาณขึ้นมาให
เห็น  (ผลลบ)  แถบสัญญาณที่ เกิดขึ้นจะถูกนําไปแยกดวยกระแสไฟฟาโดยกระบวนการ 
electrophoresis ตอไป 
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ตารางที่ 3.1  อุณหภูมิ เวลา และจํานวนรอบที่เหมาะสมสําหรับการตรวจหา HNA-1 โดย
วิธี PCR-SSP 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 

Denaturation 95 5 1 
Denaturation 95 1 
Annealing 60 1 
Extension 72 1 

30 

Extension 72 5 1 

 
3.3.6 นําผลผลิตที่ได (PCR product) มาหาขนาดของดีเอ็นเอบน 2% agarose gel ดวย

กระแสไฟฟา (electrophoresis) ขนาด 100 โวลต (volt) นาน 20 นาที อาศัยการยึดติดระหวาง            
ดีเอ็นเอกับ ethidium bromide เมื่อนํามาถายภาพภายใตแสง UV จะเห็นการเรืองแสงขึ้นมาบนแผน
วุน แลวถายภาพดวยเครื่อง gel document  

3.3.7 อานและแปลผลการทดลอง  

                 Positive  พบแถบดีเอ็นเอขนาดเทากับไพรเมอรที่ออกแบบ เรืองแสงบนแผนวุน 
Negative ไมพบแถบดีเอ็นเอขนาดเทากับที่ออกแบบ  

 หมายเหต ุ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ  HNA-1a  = 141   base pair (bp) 
                                        HNA-1b  = 156   bp 
     HNA-1c       = 191   bp 
                                       Internal control (IC) = 439   bp 
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รูปท่ี 3.1 การแปลผลการตรวจหา HNA-1 ในตัวอยางดีเอน็เอที่รูชนิดจีโนทัยปของ HNA-1 

 จากรูป ตัวอยางควบคุมหมายเลข 1 (control No.1) ตรวจพบทั้งแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะ
กับ HNA-1a และ -1b และไมพบแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับ HNA-1c แปลผลจีโนทัยปเปน                  
HNA-1ab, 1c negativeในขณะที่ตัวอยางควบคุมหมายเลข 2 (control No.2) ตรวจพบเฉพาะแถบ          
ดีเอ็นเอที่จําเพาะกับ HNA-1a (141 bp) แปลผลจีโนทัยปเปน HNA-1aa, 1c negative  
 
3.4 การวิเคราะหผลการทดลองทางสถิติ 

3.4.1 คํานวณหาเปอรเซนตความถี่ของจีโนทัยป (% genotype frequency; %GF) และ
เปอรเซนตความถี่ของอัลลีล (%allele frequency; %AF)โดยใชสูตรตอไปนี้ 

 % genotype frequency  =         จํานวน genotype ที่ตรวจพบ  x  100 
                          จํานวนตัวอยางทั้งหมด             
    
    % allele frequency   =  จํานวนของ allele ที่ตรวจพบ  x  100 

                          2 x จํานวนตัวอยางทั้งหมด      
 

3.4.2 Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) เพื่อดูความสมดุลของกลุมตัวอยางที่นํามาใช
ในการทดลองตามกฎของ Hardy-Weinberg Equilibrium โดยใชโปรแกรม Excel 

3.4.3 เปรียบเทียบความแตกตางของความถี่ HNA-1a, -1b และ -1c ที่พบในชาวไทยกับ

เชื้อชาติอ่ืน ๆ โดยการคํานวณหาคาไครสแควร (chi-square; λ2) ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% ดวยโปรแกรม SPSS  

3.4.4 วิเคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree analysis) โดยการคํานวณ
คา Nei's genetic distance ดวยโปรแกรม phylip version 3.68 และสรางแผนภูมิ
แสดงความสัมพันธดวยโปรแกรม Splits Tree 

HNA-1a = 141 bp 
IC = 439 bp 

HNA-1b = 156 bp 


