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SNRPN การแปลผลและการรายงานผลการทดสอบ รวมถึงสรุปปญหา อุปสรรค แนวทางแกไข

ปองกันปญหาที่อาจเกิดขึ้นในทุกขั้นตอนของการทดสอบ อีกทั้งยังมีขอเสนอแนะงานวิจัยเพิ่มเติม 

เรื ่องการระบุสาเหตุกลไกการเกิดโรคของผู ปวยแตละราย ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการวางแผน

ครอบครัวของผูปวย ท้ังชวยลดความกังวลและลดการเปนกลับซ้ำในลูกคนถัดไป 

 ผูเขียนหวังเปนอยางยิ่งวาเนื้อหาในคูมือจะเปนประโยชนตอผูอาน เพ่ือนำไปประยุกตใช

ในการปฏิบัติงานการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการดานอณูพันธุศาสตรในผูปวยกลุมอาการพรา

เดอร-วิลลี่และเอนเจลแมนและผูปวยโรคทางพันธุกรรมอื่นๆ ที่ใชเทคนิคการตรวจที่คลายคลึงกัน 

หากคู มือเลมนี้มีขอบกพรองประการใด ผู เขียนมีความยินดีนอมรับคำแนะนำและแลกเปลี ่ยน

ขอคิดเห็นจากผูอานทุกทานเพ่ือนำไปปรับปรุงแกไขตอไป 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

ความเปนมาและความสำคัญของปญหา 

 กลุ มอาการพราเดอร-วิลลี ่ (Prader-willi syndrome, PWS) และแอนเจลแมน 

(Angelman syndrome, AS) เปนโรคทางพันธุกรรมท่ีมีสาเหตุการเกิดโรคจากความผิดปกติของ

โครโมโซมคูท่ี 15 แขนขางยาวท่ีตำแหนง q11-q13 ซ่ึงเปนบริเวณท่ีเรียกวา “PWS/AS region” โดย

ความชุกของโรค PWS พบประมาณ 1:10,000 ถึง 1: 30,000 และโรค AS พบประมาณ 1:12,000 

ถึง 1: 20,000 (1-3) โรคกลุมนี้จัดอยูในโรคหายาก (rare disease) พบไดนอย แตตัวโรคมีความ

รุนแรงสูง ผูปวยมักจะมีลักษณะอาการพัฒนาการลาชาตั้งแตแรกเกิด และอาการจะรุนแรงขึ้นจนไม

สามารถชวยเหลือตัวเองในชีวิตประจำวันได แมเปนโรคท่ีรักษาไมหาย แตการตรวจวินิจฉัยโรคตั้งแต

ชวงตนของอายุ และเขารับการรักษาทันที จะชวยใหการพยาการณโรคดีขึ้น ทำใหผูปวยชวยเหลือ

ตัวเองเบื้องตนในชีวิตประจำวันได ซึ่งจะชวยลดภาระของผูปกครอง การตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-

วิลลี่และแอนเจลแมนในปจจุบัน ใชเกณฑการวินิจฉัยทางคลินิกโรคพราเดอร-วิลลี่ที่พัฒนาขึ้นในป 

1993 (4) และโรคแอนเจลแมนใชเกณฑท่ีถูกพัฒนาโดยคณะกรรมการที่ปรึกษาทางวิทยาศาสตรของ

มูลนิธิ US Angelman Syndrome (5) ซ่ึงเปนเกณฑไดรับการพิสูจนแลววาแมนยำ อยางไรก็ตามการ

วินิจฉัยดวยอาการทางคลินิกเพียงอยางเดียวในผูปวยบางรายท่ีการดำเนินโรคไมชัดเจนไมครบตาม

เกณฑการวินิจฉัยทางคลินิก อาจตองใชระยะเวลานานพอสมควร ดังนั้นจึงมีการนำการทดสอบทาง

หองปฏิบัติการมาชวยยืนยันการวินิจฉัยทางคลินิก (Confirmatory diagnostics testing) ซึ่งทำได

อยางรวดเร็ว ชวยใหแพทยวินิจฉัยโรคมีความแมนยำและรวดเร็วมากขึ้น เพื่อนำไปสูการรักษาท่ี

เหมาะสมและทันเวลา  

 การตรวจทางหองปฏิบัติการเพ่ือการวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนท่ีหนวย

มนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร เปดบริการทดสอบมาตั้งแตป 2550 เปนตน

มา ดวยรหัสกรมบัญชีกลาง 37512 ราคาทดสอบ 2,500 บาท ซ่ึงราคาครอบคลุมท่ีกรมบัญชีกลางเบิก

ได ตรวจดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN (Methylation-Specific PCR for 

SNRPN gene) ที ่พัฒนาขึ ้นเอง (In-house method) โดยใชลำดับเบสของไพรเมอรอางอิงจาก

การศึกษาของ Kubota T และคณะป ค.ศ. 1997 และ Hussain Askree S และคณะ ป ค.ศ. 2011 

(28, 29) ซึ่งเปนผลงานวิจัยท่ีนาเชื่อถือซึ่งเผยแพรในวาระดับนานาชาติ ใชน้ำยาพีซีอารและสภาวะท่ี

เหมาะในการเกิดปฏิกิริยาที่พัฒนาขึ้นเอง และมีกระบวนการตรวจสอบความใชไดของวิธีการทดสอบ 

(method validation) เพ่ือยืนยันแลววามีความถูกตองและแมนยำกอนนำมาใชจริง ปริมาณตัวอยาง

สงตรวจ มีประมาณ 2-3 ตัวอยางตอเดือนซ่ึงเปนจำนวนท่ีคอนขางนอย การใชชุดทดสอบสำเร็จรูปท่ีมี

ราคาแพงและมีอายุการเก็บสั้นเพียง 1-2 ป จึงไมเหมาะสมเพราะจะทำใหตนทุนทดสอบสูงเกินราคา
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การทดสอบ อยางไรก็ตามวิธีการทดสอบที่พัฒนาขึ้นเอง แมวาจะมีขอดีเรื่องตนทุนทดสอบต่ำกวาชุด

ทดสอบสำเร็จรูป แตหากเปรียบเทียบขั้นตอนการปฏิบัติงาน วิธีการทดสอบที่พัฒนาขึ้นเองจะมีการ

เตรียมน้ำยาเอง ยุงยากกวาการทดสอบสำเร็จรูป  

จาการเก็บขอมูลอัตราการเกิดอุบัติการณที่เกิดขึ้นกับการทดสอบดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-

สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN ของหนวยมนุษยพันธุศาสตร ตั ้งแตป 2563-2565 พบวามีการ

ทำซ้ำหลายครั้งในหนึ่งตัวอยางทดสอบ รอยละ 30 และพบการแปลผลผิดเปนผลบวกลวงจำนวนหนึ่ง

เหตุการณซ่ึงมีแนวโนมท่ีจะเกิดการรายงานผลคลาดเคลื่อนข้ึนได การวิเคราะหสาเหตุผังกางปลาจาก

อัตราอุบัติการณของหนวยงาน พบวาขอผิดพลาดที่ทำใหเกิดการทำซ้ำ มีสาเหตุสวนใหญเกิดจาก

ความผิดพลาดของผูปฏิบัติงานเอง (human error) ท่ีขาดความรูความเขาใจ รวมถึงลักษณะงานเปน

งานละเอียดที่ยุงยาก ซับซอน ระดับตติยภูมิ งานมีหลายขั้นตอนตอเนื่องกัน ซึ่งตองใชประสบการณ

ความชำนาญเฉพาะดานของผูปฏิบัติงานที่จะทำใหการทดสอบสำเร็จลุลวง จากปญหาดังกลาว จึง

จัดทำคูมือการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน ดวยเทคนิคการ

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN ข้ึน   

 

วัตถุประสงค 

1. เพื่อใชเปนแนวทางสำหรับผูปฏิบัติงานหรือผูรวมที่ทำงานทดแทนในการตรวจทดสอบทาง

หองปฏิบัติการสำหรับการวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวยวิธีเมทิลเลชั่น-

สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN  

2. เพื่อเปนคู มือในการกำกับตรวจสอบการปฏิบัติงาน เพื่อใหเกิดความมั่นใจวาคนทำงาน

สามารถปฏิบัติงานตามวิธีการท่ีกำหนดไดอยางสม่ำเสมอและมีประสิทธิภาพ 

3. เปนเครื่องมือในการฝกอบรมและสอนงาน 

4. เพ่ือใหผูปฏิบัติงานใชอางอิงมิใหเกิดความผิดพลาดในการปฏิบัติงาน 

5. เพ่ือใหผูรับบริการไดรับการแปลผลการทดสอบท่ีถูกตอง 

 

ขอบเขต 

 คู มือนี ้สำหรับผู ปฏิบัติงานดานอณูพันธ ุศาสตร ใชเปนแนวปฏิบัติในการตรวจทาง

หองปฏิบัติการสำหรับการวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน มีขอบเขตเนื้อหาเกี่ยวกับชนิด

สิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตร การเตรียมตัวอยางกอนตรวจวิเคราะห การตรวจวิเคราะหดวยวิธีเมทิล
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เลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN การควบคุมคุณภาพการทดสอบ การแปลผลการทดสอบ 

และการรายงานผลการทดสอบใหผูรับบริการ 

นิยามศัพทเฉพาะ/คำจำกัดความ 

การตรวจทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร (Molecular genetics testing) หมายถึง

ตรวจหาความผิดปกติของสารพันธุกรรม ดวยการใชเทคนิคทางพันธุศาสตรระดับโมเลกุลแบบตางๆ 

เชน เทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction ,PCR), เทคนิคการไฮบริไดเซชัน 

(Hybridization), เทคนิคการหาลำดับนิวคลีโอไทด (Sequecning), เทคนิคอารเอฟแอลพี (RFLP, 

Restriction fragment length polymorphism) และเทคนิคเน็ก เจนเนอรเรชั่น ซีเควนซ่ิง (Next 

Generation sequencing, NGS) เปนตน 

สิ ่งสงตรวจ (specimens) หมายถึง เลือด น้ำคร่ำ เลือดจากสายสะดือ (หรือเซลล

เพาะเลี้ยงจากสิ่งสงตรวจ) หรือชิ้นเนื้อของผูปวยทีใชเปนตัวอยางในการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ 

โรคพราเดอร-วิลล่ี (Prader-Willi , PWS) หมายถึง โรคทางพันธุกรรมที่มีลักษณะทาง

คลินิกที่พบไดบอย ไดแก มีภาวะกลามเนื้อตึงตัวนอย (hypotonia) การกินอาหารลำบากในชวงวัย

ทารก ตอมาในวัยเด็กจะกินจุและเปนโรคอวน มีพัฒนาการลาชาท้ังดานการเคลื่อนไหวและภาษา  

โรคแอนเจลแมน (Angelman, AS) หมายถึง โรคทางพันธุกรรมที่มีลักษณะทางคลินิก

หลากหลาย ไดแก มีการพัฒนาลาชาแบบรุนแรงโดยเฉพาะพัฒนาการชาดานการพูด หรือมีสติปญญา

บกพรอง มีอาการเดินเซ หรือแขนขาสั่น และมีพฤติกรรมท่ีเฉพาะ เชน หัวเราะบอยไมสมเหตุสมผล มี

ขนาดศรีษะเล็ก และมักพบอาการชักไดบอย 

การทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่น (bisulfite conversion) หมายถึง ขั้นตอนการเปลี่ยนดี

เอ็นเอดวยสารเคมี เพื่อทำใหเกิดความแตกตางระหวางดีเอ็นเอที่มีภาวะเมทิลเลชั่น (methylation) 

และดีเอ็นเอปกติที่ไมมีภาวะเมทิลเลชั่น (unmethylation) ดวยการใชสารไบซัลไฟต (bisulfite, 

NaHSO3) เขาไปดึงหมูอะมิโน (deamination) ออกจากเบสไซโตซีน (cytosine, C) ทำใหดีเอ็นเอ

ปกติที่ไมมีการเติมหมูเมทิล (methyl group) เบสไซโตซีน (cytosine, C) จะถูกเปลี่ยนเปนเบสยูรา

ซิล (uracil, U) แตถาดีเอ็นเอท่ีมีการเติมหมูเมทิล เบสไซโตซีนจะไมเปลี่ยนแปลงคงสภาพเชนเดิม 

พีซีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR) หมายถึง ปฏิกิริยาลูกโซที่ใชในการเพ่ิม

จำนวน (amplification) ดีเอ็นเอที่เราศึกษาอยางจำเพาะในหลอดทดลองใหเพิ่มจำนวนมากเปนลาน

เทาในเวลาสั้น เปนเทคนิคท่ีใชการแพรหลายมากท่ีสุดในงานดวยอณูพันธุศาสตรในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด 

พีซีอาร ไซเคิล (PCR cycle) หมายถึง วงรอบของการเกิดปฏิกิริยาพีซีอารท่ีมีการควบคุม

อุณหภูมิและเวลา เพื่อใหพีซีอารเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสม ซึ่งแตละรอบประกอบดวย 3 ขั้นตอนไดแก 

ข้ันตอน denaturation ข้ันตอน annealing และข้ันตอน extension 
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ซิงเกิ่ลเพล็กซพีซีอาร (singleplex PCR) หมายถึง พีซีอารที่เพิ่มจำนวนดีเอ็นเอที่ศึกษา

โดยไพรเมอรเพียง 1 คู 

มัลติเพล็กพีซีอาร (multiplex PCR) หมายถึง พีซีอารท่ีเพ่ิมจำนวนดีเอ็นโดยใชไพรเมอร

มากกวา 1 คูในปฏิกิริยาพีซีอารเดียว 

เมทิลเลชั ่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN (Methylation-Specific PCR (MS-

PCR) for SNRPN gene หมายถึง พีซีอารรูปแบบหนึ่งที่ใชตรวจภาวะเมทิลเลชั่นที่เบสไซโตซีนบน

โปรโมเตอรของยีน SNRPN สำหรับตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอน

เจลแมน 

อัลลีล (allele) หมายถึง ยีนที ่ควบคุมลักษณะเดียวกันจะอยู ที ่ตำแหนงเดียวกันบน

โครโมโซมคูท่ีเหมือนกัน โดยอาจมีรูปแบบของยีนเหมือนหรือตางกันก็ได รูปแบบของยีนนี้เรียกวา  

อัลลีล ปกติแลวยีนท่ีกำหนดลักษณะหนึ่ง ๆ จะถูกควบคุมโดยอัลลีล 2 อัลลีลท่ีมาจากพอและจากแม 

เจลอิเล็กโตรฟอริซีส (gel electrophoresis) หมายถึง เทคนิคที่ใชในการวิเคราะหการ

แยก การทำบริสุทธิ์ชิ้นดีเอ็นเอหรือผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ดวยการใชกระแสไฟฟาพา 

ดีเอ็นเอเคลื่อนท่ีผานตัวกลาง คือเจล ซ่ึงการเคลื่อนท่ีข้ึนขนาดและรูปราง ทำใหสามารถแยกชิ้นดีเอ็น

เอที่มีขนาดและรูปรางที่แตกตางออกจากกันได แลวทำการตรวจสอบดีเอ็นเอในเจลดวยการยอม

สารละลายเอธิดียมโบรไมด (ethidium bromide) และนำไปถายดวยเครื ่องถายภาพเจล (gel 

documentation) 
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บทท่ี 2 

บทบาทหนาท่ีความรับผิดชอบ 

บทบาทหนาที่ความรับผิดชอบของตำแหนง 

 ปฏิบัติงานในฐานะนักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยที่มีประสบการณทางการตรวจ

วิเคราะหดานอณูพันธุศาสตร ท่ีหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาวิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร โดย

ใชความรู ความสามารถ ความชำนาญงาน ทักษะ และประสบการณสูง ในดานงานตรวจวิเคราะหดี

เอ็นเอดวยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร ปฏิบัติงานที่ตองทำการศึกษา คนควา ทดลอง วิเคราะห 

สังเคราะหและวิจัย เพื่อพัฒนากระบวนการตรวจวิเคราะหของรายการทดสอบเดิม แกปญหาในงาน

ตรวจวิเคราะหที่มีความยุงยาก รวมถึงพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหใหมเพื่อเปดบริการรายการ

ทดสอบใหม และปฏิบัติงานอ่ืนตามท่ีไดรับมอบหมาย 

ลักษณะงานที่ปฏิบัติ 

 ลักษณะงานที่ปฏิบัติในดานตางๆ 4 ดาน ไดแก ดานปฏิบัติการ ดานการวางแผน ดาน

การประสานงาน และดานการบริการ มีรายละเอียดดังนี้ 

1. ดานการปฏิบัติการ 

(1) ปฏิบัติการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอดวยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตรในสิ่งสงตรวจของ 

ผูรับบริการตรวจวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรม ไดแก ผูปวยกลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

ผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอ็กซเปราะ ตรวจหาการกลายพันธุของยีน MECP2 และการกลายพันธ

ของยีน ARX รวมถึงตรวจคัดกรองภาวะดาวซินโดรมกอนคลอดดวยเทคนิคคิวเอฟพีซีอาร (QF-PCR 

for aneuploidy screening: chromosome 13 18 21) และการตรวจคัดกรองยีนเสี่ยงแพยากอน

การใชยาบางชนิด ไดแก ตรวจยีน HLA-B*15:02 เพื ่อคัดกรองความเสี ่ยงแพยาคารบามาซีปน 

(carmabazepine) ตรวจย ีน HLA-B*58: 01 เพ ื ่ อค ัดกรองความเส ี ่ ยงแพ ยาอ ัล โลพ ูร ินอล 

(allopurinol) และตรวจยีน CYP2C19 เพื่อคัดกรองความเสี่ยงแพยาโคลพิโดเกรล (clopidrogel) 

งานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอเพ่ือตรวจวินิจฉัยโรคเปนลักษณะงานท่ียุงยากซับซอนระดับตติยภูมิ ตองใช

กระบวนการทดสอบทางหองปฏิบัติการหลายขั้นตอนดังนี้ 1) การรับสิ่งสงตรวจ 2) การสกัดดีเอ็นเอ 

3) การเปลี่ยนดีเอ็นเอดวยกระบวนไบซัลไฟต คอนเวอรชั่น 4) การทดสอบดวยเทคนิคพีซีอาร 5) การ

ทำเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 6) และการรายงานผล โดยผลการทดสอบจะถูกสงตอใหแพทยเจาของไขใชใน

การประกอบการวินิจฉัยทางคลินิก เพื่อคนหาสาเหตุ แนวทางการรักษาและพยากรณโรค วิเคราะห

ความรุนแรง ติดตามผลการรักษา การปองกันและเฝาระวังโรค  

(2) กำหนดวิธีการทดสอบและเปนแกนนำหลักในรายการทดสอบเปดใหม ไดแก 
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 รายการทดสอบตรวจคัดกรองยีน HLA-B*58:01 (ยีนเสี่ยงแพยา allopurinol) และรายการทดสอบ 

CYP2C19 genotyping (ยีนเสี่ยงแพยา clopidrogel) รวมถึงการพัฒนาเทคนิคทริปเพล็ทส รีพีท 

ไพรม พีซีอารที่พัฒนาขึ้นเอง (inhouse triplet repeat-primed PCR, inhouse TP-PCR) ทดแทน

การตรวจดวยชุดทดสอบสำเร็จรูปท่ีมีราคาแพงในรายการทดสอบเดิมสำหรับการตรวจวิเคราะหดีเอ็น

เอในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอ็กซเปราะ กำหนดคุณลักษณะเฉพาะของเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณ 

น้ำยา และควมคุมการใชเครื่องมือตางๆ ของหนวยในงานดานอณูพันธุศาสตร เพ่ือใชในการปฏิบัติงาน

ไดอยางมีประสิทธิภาพ ไดแก การจัดทำแผนการจัดซื้อเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณ น้ำยา โดยมีการ

กำหนดคุณลักษณะเฉพาะตองานตรวจดานอณูพันธุศาสตร จัดทำแผนบำรุงรักษาและแผนสอบเทยีบ

เครื่องมือประจำปในงานดานอณูพันธุศาสตร และติดตามการดำเนินการใหเปนไปตามแผน  

(3) การจัดทำเอกสารวิชาการ โดยจัดทำคูมือท่ีเก่ียวของกับงานในความรับผิดชอบ 

 เพื่อพัฒนามาตรฐานการปฏิบัติงานใหมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น ไดแก คูมือการสกัดดีเอ็นเอจากสิ่งสง

ตรวจและตรวจสอบปริมาณ/คุณภาพดีเอ็นเอ คูมือการเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอดวยเทคนิคไบซัลไฟต 

คอนเวอรชั่น (bisulfite conversion) คูมือการตรวจวิเคราะหกลุมอาการโครโมโซมเอ็กซเปราะดวย

เทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอาร คูมือการตรวจวิเคราะหกลุมอาการโครโมโซมเอ็กซเปราะดวย

เทคนิคแฟรกเมนท อะแนลลิซิส (Fragment analysis) คูมือการตรวจวิเคราะหพาหะกลุมอาการ

โครโมโซมเอ็กซเปราะดวยเทคนิคทริปเพล็ทส รีพีท ไพรม พีซีอาร (triplet repeat-primed PCR, 

TP-PCR) คูมือการใชเครื่องวิเคราะหสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (Genetics Analyzer) คูมือการทำ

เซาเทิรท บลอท อะแนลลิซิส (Southern blot analysis) สำหรับตรวจวินิจฉัยโรคโครโมโซมเอ็กซ

เปราะ คูมือการเตรียมโพรบ Stb12.3 และการตรวจสอบความถูกตองของโพรบ (probe validation) 

คูมือการเตรียมน้ำยาสารเคมีสำหรับงานทางอณูพันธุศาสตรและคูมือการทำเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

รวมถึงทำงานวิจัยและเผยแพรผลงานทางดานวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย เพ่ือพัฒนางานวิชาการ 

ไดแก งานวิจัยที่เกี่ยวกับการรวมขอมูลผลการทดสอบและวิเคราะหผล มีผลงานนำเสนอในรูปแบบ

โปสเตอรในงานประชุมวิชาการคณะแพทยจำนวน 2 เรื่อง ในป 2557 และป 2562 และทำงานวิจัย

ดานวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยรวมกับอาจารยประจำหนวย โดยมีผลงานวิจัยเผยแพรในวารสาร

ระดับนานาชาติ จำนวน 4 ฉบับ ตั้งแตป 2557 ป 2558 และป 2563 

(4) ใหบริการวิชาการดานตางๆ ชวยสอนนักศึกษา/นักศึกษาแพทยและแพทยตอยอด 

เฉพาะทางที่มาฝกอบรมดูงานที่หนวยงานมนุษยพันธุศาสตร ไดแก การสอนเกี่ยวกับหลักการและ

วิธีการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอดวยเทคนิคอณูพันธุศาสตร ใหคำปรึกษา แนะนำ  

2. ดานการวางแผน  

(1) วางแผนงานในการเปดรายการการทดสอบใหมของหนวยงาน เชน CYP2C19 
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genotyping โดยการเลือกเทคนิคการทดสอบที ่เหมาะสม โดยพิจารณาจากความถูกตองและ

นาเชื่อถือ และการคำนวณตนทุนการทดสอบแลวใกลเคียงกับราคาจากกรมบัญชีกลางมากท่ีสุด 

(2) วางแผนแกปญหาท่ีเกิดจากการปฏิบัติงาน โดยจัดทำเปนโครงการพัฒนางานของ 

หนวยเพ่ือปรับปรุงข้ันตอนการปฏิบัติงานเดิม เชน โครงการจัดทำวิธีการมาตรฐานในการสกัดดีเอ็นเอ

จากน้ำคร่ำและเซลลเพาะเลี้ยงจากน้ำคร่ำ เพื่อใชในการทดสอบกอนคลอดที่ตองการใชดีเอ็นเอ

มากกวาปกติ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและลดตนทุน เพื่อใหการดำเนินงานบรรลุเปาหมายและและ

ผลสัมฤทธิ์ตามท่ีกำหนด 

(3) วางแผนปฏิบัติงานขอการรับรอง ISO 15189 ในรายการทดสอบดังนี้ การตรวจหา 

ความผิดปกติทางพันธุกรรมกลุมอาการโครโมโซมเอ็กซเปราะในการวินิจฉัยภาวะปญญาออนที่ไม

ทราบสาเหตุในสิ่งสงตรวจดวยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร และการตรวจทางอณูพันธุศาสตรในผูปวย

กลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

(4) วางแผนสั่งซ้ือน้ำยา สารเคมี อุปกรณประจำปท่ีใชในงานดานอณูพันธุศาสตร และ 

ทำรายการสั่งซ้ือแจงไปยังหนวยจายกลาง 

3. ดานการประสานงาน  

ประสานงานกับหนวยงานดังตอไปนี้ 

(1) หองปฏิบัติการสงตอภายนอก เชน ณ หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร ศูนยจีโนมิกส 

ศิริราช คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล เพื่อการจัดสงตัวอยาง และการรับสงใบรายงานผลการ

ทดสอบ 

(2) หนวยงานเงินรายได เพ่ือการออกใบเสร็จใหผูปวยในกรณีตัวอยางสงตรวจมาจาก 

โรงพยาบาลภายนอกท่ีไมมีสัญญาในระบบเงินเชื่อ  

(3) ฝายไอที เพ่ือแจงปญหาท่ีเกิดจากโปรแกรมรับลงทะเบียนและการรายงานผล  

(4) แพทย พยาบาล เจาหนาท่ี OPD/ward หรือโรงพยาบาลนอก กรณีสิ่งสงตรวจมี 

ปญหา/ไมเหมาะสม หรือแจงผลเบื้องตนในรายการทดสอบคัดกรองแพยาเปนผลบวกในคนไขจาก 

Ward หรือประสานงานแพทยเจาของไขเพ่ือขอเลือดพอหรือแมเพ่ือตรวจยืนยันผล 

(5) เจาหนาท่ีธุรการสาขาวิชาพยาธิวิทยา เพ่ือจัดสงรายการเรียกเก็บเงินจากรายการสง 

ตรวจจากโรงพยาบาลภายนอกประจำเดือน  

(6) ผูปวย กรณีแพทยประจำหนวยตองการนัดผูปวยมารับคำปรึกษาทางพันธุกรรม 

(7) หนวยจายกลางของสาขาวิชา เพ่ือจัดซ้ือจัดจาง และการตรวจสอบครุภัณฑประจำป  

(8) ฝายเภสัชกรรม เพ่ือจัดสงและรวบรวมขอมูลคนไขท่ีผลการตรวจคัดกรองยีนแพยา 

ใหผลเปนบวก  

(9)  ฝายวิศวกรรมหรือชางของบริษัทผูขาย เพ่ือแจงซอมเครื่องมืออุปกรณชำรุด 
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4. ดานการบริการ  

(1) ฝกอบรม ถายทอดความรู ทางดานวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย และการตรวจ 

วิเคราะหดีเอ็นเอเพื่อตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิคอณูพันธุศาสตรแกผูปฏิบัติงานใหม และนักศึกษา

นักศึกษาแพทย แพทยประจำบานตอยอดท่ีมาฝกอบรม ดูงาน เยี่ยมชมท่ีหนวยงาน 

(2) ถายทอดความรู และฝกอบรมเชิงปฏิบัติ เรื่องเทคนิคซีเควนซ่ิง อะแนลลิซิส 

(sequencing analysis) ใหกับผูปฏิบัติงานหนวยงานอื่นๆ เชน ผูปฏิบัติงานหนวยธาลัสซีเมีย และ

ผูปฏิบัติงานหนวยจุลชีววิทยา 

(3) เปนผูชวยสอนเรื่องการสกัดดีเอ็นเอและเทคนิคพีซีอารใหกับนักศึกษาแพทยในราย 

วิชาสอน Human Genetics 

(4) ใหคำปรึกษาแนะนำทางโทรศัพทแกแพทย พยาบาล หรือผูรับบริการ เก่ียวกับราย 

ละเอียดการทดสอบ เชน การเก็บตัวอยางสิ่งสงตรวจที่เหมาะสมกับงานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ การ

เลือกวิธีการทดสอบใหเหมาะสมกับอาการทางคลินิก การใหขอมูลเกี่ยวกับความไว (sensitivity) 

ความจำเพาะ (specificity) ของการทดสอบ และจำนวนเวลาทดสอบ (Turnaround time,TAT)  

(5) ใหคำปรึกษา แนะนำเบื้องตนทางโทรศัพทแกแพทยท่ีตองการสงตรวจวิเคราะห 

ดีเอ็นเอเพื่อวินิจฉัยโรคอื่นๆท่ีนอกเหนือจากรายการทดสอบที่เปดบริการ โดยจะสืบคนขอมูลใน

ฐานขอมูลยีนรีวิว (GeneReview) และจะติดตอประสานงานกับหนวยอณูพันธุศาสตร สถาบันสงเสริม

การวิจัย คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล เพื่อสอบถามวามีการเปดบริการทดสอบโรคดังกลาว

หรือไม และจะแจงขอมูลกลับแกแพทย  

(6) มีสวนรวมจัดทำเอกสารวิชาการรูปแบบวิดีโอในหนังสือออนไลน Binla book เรื่อง 

Molecular genetic testing tesing technique-polymerase chain reaction and 

electrophroresis หวัขอเรื่องการทำเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส และเทคนิคพีซีอารในวิชาเรียน Human 

genetics เพ่ือเผยแพรความรูดานเทคนิคทางอณูพันธุศาสตรท่ีสนับสนุนภารกิจของหนวยงานใหแก

นักศึกษาแพทย  

 

โครงสรางการบริหารจัดการ 

หนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาวิชาพยาธิวิทยาเปนหนวยงานที่อยูในคณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร มีโครงสรางบริหารจัดการดังนี้ 

 1.โครงสรางองคกร (Organization Chart) 

 2.โครงสรางการบริหาร (Administration Chart) 

 3.โครงสรางการปฏิบัติงาน (Activity chart)  



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
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โครงสรางองคกร (Organization Chart) 

 

 
 

 

 

 

แผนภูมิ 1 โครงสรางองคกร (Organization Chart) 

 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

คณะแแพทยศาสตร 

สำนักงานคณะแแพทยศาสตร โรงพยาบาลสงขลานครินทร          สาขาวิชา 

สาขาวิชาพยาธิวิทยา 

หนวยงานบริการ หนวยงานสนับสนนุงานบริการ 

หนวยธุรการ 

หนวยจายกลาง 

หนวยโลหิตวิทยา *หนวยมนุษยพันธุศาสตร 

หนวยเคมีคลินิก หนวยจุลชีววิทยา 

หนวยธาลัสซีเมีย หนวยพยาธิวิทยากายวิภาค 

หนวยจุลทรรศนศาสตรคลินกิ หนวยรับสิ่งสงตรวจ 

หนวยจุลทรรศนอิเล็กตรอน หนวยภูมิคุมกันและไวรัสวิทยา 

หนวยนิติเวชศาสตรและ        

พิษวิทยา 

หนวยคลังเลือดและ 

เวชศาสตรบริการโลหิต 

หองปฏิบัติการฉุกเฉินและ

ฮอรโมน 

*หนวยงานท่ีผูจัดทำคูมือสังกัด 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
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โครงสรางการบริหาร (Administration Chart) 

 

 
 

 

แผนภูมิ 2  โครงสรางการบริหาร (Administration Chart) 

โครงสรางการปฏิบัติงาน (Activity chart) 

อธิการบดี

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

คณบดีคณะแแพทยศาสตร 

หัวหนาสำนักงาน

คณะแแพทยศาสตร 

ผูอำนวยการ           

โรงพยาบาลสงขลานครินทร 

 
    หัวหนาสาขาวิชา 

หัวหนาสาขาวิชาพยาธิวิทยา 

หนวยงานสนับสนนุงานบริการ 

หัวหนาหนวยธุรการ 

หัวหนาหนวย      

จายกลาง 

หนวยงานบริการ 

หัวหนาหนวยโลหิตวิทยา *หัวหนาหนวยมนุษยพันธศุาสตร 

หัวหนาหนวยเคมีคลินิก หัวหนาหนวยจุลชีววิทยา 

หัวหนาหนวยธาลัสซีเมีย หัวหนาหนวยพยาธิวิทยากาย

 
หัวหนาหนวยจุลทรรศนศาสตรคลินิก

 

หัวหนาหนวยรับสิ่งสงตรวจ 

หัวหนาหนวยจุลทรรศนอิเล็กตรอน หัวหนาหนวยภูมิคุมกันวิทยาและไวรัสวิทยา 

หัวหนาหนวยนิติเวชศาสตรและ        

พิษวิทยา 

หัวหนาหนวยคลังเลือดและ 

เวชศาสตรบริการโลหิต 

หัวหนาหองปฏิบัติการฉุกเฉินและ

ฮอรโมน 

*หนวยงานท่ีผูจัดทำคูมือสังกัด 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภูมิ 3 โครงสรางการปฏิบัติงาน (Activity chart) 

  

รศ.นพ.เรืองศักด์ิ ลีธนาภรณ 

คณบดีคณะแพทยศาสตร 
 

อ.นพ.วิระชัย สมัย 

หัวหนาสาขาวิชาพยาธิวิทยา 

ผศ.ดร.นิวัติ แกวประดับ 

อธิการบดี

 

ผศ.ดร.พญ.ฉริยาวรรณ  จรัลสวัสด์ิ 

หัวหนาหนวยมนุษยพันธุศาสตร 

1. ผศ.นพ.คณุตม จารุธรรมโสภณ 

2. ผศ.ดร. อารียรัตน หนูนวล 

3. อ.นพ.จิรกิตต์ิ สัตยาภรณพิพัฒน 

อาจารย/ แพทย 

น.ส. วรทัย  ไหมศรีขาว 

หัวหนางาน 

พนักงานหองปฏิบัติการ 

น.ส.ชนาภา ศิริกิจ 

 

นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย 

1. น.ส. จริยา  ขายมาน 

2. นาง พรรธิภา  นิชานนท 

3. นาง เสาวนีย  ยูโซะ  

4. นาย เธียรชัย  เบญจพลพิทักษ 

5. นาย อัศนัย  จันทรพงค  

6. น.ส. ศิริพร  กลอดแกว 

7. นาย ธีรยุทธ  คงคากุล 

8. น.ส. ออรฎาวรรณ  ปลองออน* 

9. น.ส. พรศิริ  แสงมณี 

*ผูจัดทำคูมือ 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
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บทท่ี 3 

หลักเกณฑวิธีการปฏิบัติงานและเง่ือนไข 

หลักเกณฑการปฏิบัติงาน 

การตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซี 

อารยีน SNRPN ท่ีหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร ยึดหลักการทำงานตาม

คานิยมหลัก 6 ประการ ไดแก สมรรถนะวิชาชีพ (competency) มุงเนนคุณภาพ (quality focus) 

มุงเนนผูรับบริการ (customer focus) การปรับปรุงอยางตอเนื่อง (continuous quality 

improvement) การทำงานเปนทีม (teamwork) และการมีจิตสำนึกดานความเสี่ยงและความ

ปลอดภัย (risk and safety awareness) โดยใชหลักเกณฑการปฏิบัติงานตามระบบบริหารจัดการ

หองปฏิบัติการทางการแพทยตามมาตรฐาน ISO 15189: 2012 ตามขอกำหนดวิชาการ 10 ขอ ไดแก 

ดานบุคลากร ดานสถานท่ีและสภาพแวดลอม ดานเครื่องมือหองปฏิบัติการน้ำยาและวัสดุสิ้นเปลือง 

ดานกระบวนการกอนการทดสอบ (Pre-examination processes) ดานกระบวนการทดสอบ 

(Examination processes) ดานการสรางความม่ันใจในคุณภาพผลการทดสอบ ดานกระบวนการหลัง

การทดสอบ (Post-examination processes) การรายงานผล การออกผล และดานการจัดการขอมูล

ทางหองปฏิบัติการ รวมถึงใชหลักฐานเชิงประจักษท่ีไดจากการสืบคนงานวิจัยการทบทวนวรรณกรรม

ท่ีเก่ียวของมาประยุกตใชพัฒนากระบวนการทดสอบใหมีประสิทธิภาพมากข้ึน เพ่ือใหการทดสอบทาง

หองปฏิบัติการใหผลการทดสอบท่ีถูกตองรวดเร็ว ซ่ึงเปนประโยชนตอแพทยท่ีจะนำไปใชในการ

วินิจฉัย คนหาสาเหตุ รักษา พยากรณ วิเคราะหความรุนแรง ติดตามผลการรักษา การปองกันและเฝา

ระวังโรคไดทันทวงที 

 

วิธีการปฏิบัติงาน 

การตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟค 

พีซีอารของยีน SNRPN ที่หองปฏิบัติการหนวยมนุษยพันธุศาสตรใชวิธีการการปฏิบัติงานตามระบบ

บริหารจัดการหองปฏิบัติการทางการแพทยตามมาตรฐาน ISO 15189: 2012 ตามขอกำหนดวิชาการ 

10 ขอ ดังนี้ 

1. ดานบุคลากร 

บุคลากรที่ทำการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวย

เทคนิคเมทิลเลชั ่น-สเปคซิฟคพีซีอารยีน SNRPN ที ่หนวยมนุษยพันธุศาสตร เปนนักวิชาการ



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
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วิทยาศาสตรการแพทยที่มีความสามารถดานอณูพันธุศาสตร ที่ไดรับคัดเลือกจากบุคคลที่มีคุณสมบตัิ

เหมาะสม มีกรอบกำหนดรายละเอียดการปฏิบัติงานชัดเจน โดยบุคลากรตองผานเกณฑการประเมิน

สมรรถนะ ปละ 1 ครั้ง ทั้งดานสมรรถนะทั่วไป (general competency) และสมรรถนะดานหนาท่ี

รับผิดชอบ (functional competency) รวมถึงมีการสงเสริมใหมีการฝกอบรม เพื่อการพัฒนาดาน

วิชาชีพอยางตอเน ื ่อง และบุคลกรทุกคนตองจัดทำขอตกลงในการเก็บร ักษาความลับทาง

หองปฏิบัติการ 

2. สถานท่ีและสภาพแวดลอม 

หองปฏิบัติการทางอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตรมีพื่นที่ที่เพียงพอกับกิจกรรม

การปฏิบัติงานตางๆ ประกอบดวย 2 หอง คือ หอง Pre-PCR และหอง Post-PCR เพ่ือใหการทดสอบ

เปนไปอยางมีคุณภาพ ประสิทธิภาพ และไมมีผลกระทบตอคุณภาพการตรวจวิเคราะห รวมทั้งมีการ

จัดพ้ืนท่ีและสภาพแวดลอมใหมีความปลอดภัยท้ังกายภาพและชีวภาพตอผูปฎิบัติงานและบุคคลอ่ืนๆ

จากภายนอก มีการตรวจบันทึกสภาพแวดลอมอยางตอเนื่อง เชน ตรวจแสงสวาง รวมทั้งบำรุงรักษา

พ้ืนท่ีอยางสม่ำเสมอเพ่ือใหอยูในสภาพพรอมใชงานไดตามท่ีกำหนด 

3. เครื่องมือหองปฏิบัติการ น้ำยาและวัสดุส้ินเปลือง 

หองปฏิบัติการฯบริหารจัดการใหมีเครื่องมือทางหองปฏิบัติการ น้ำยาและวัสดุสิ้นเปลือง 

เพ่ือใชงานอยางเหมาะสมเพียงพอตอการใหบริการ มีการคัดเลือกเครื่องมือใหสามารถนำมาใชงานได

ตามวัตถุประสงค มีระบบการดูแลบำรุงรักษา การสอบเทียบอยางสม่ำเสมอจนมั่นใจวาพรอมใชงาน

ตามที่กำหนด จัดวางเครื่องมือในสถานที่และสภาวะที ่ปลอดภัย มีวิธีปฏิบัติในการบำรุงรักษา 

เคลื่อนยาย และวิธีการใชงานเครื่องมือและมีวิธีปฏิบัติเมื่อเกิดเหตุฉุกเฉิน มีระบบในการจัดการน้ำยา

และวัสดุสิ้นเปลือง ซึ่งรวมถึงการเก็บรักษา มีการตรวจสอบเพื่อยอมรับ (validation) การจัดระบบ

ควบคุมสินคา และการจัดทำบันทึกท่ีเกียวของ  

4. กระบวนการกอนการทดสอบ (Pre-examination processes) 

หองปฎิบัติการมีการควบคุมคุณภาพในขั้นตอนกอนการทดสอบ เพื่อใหสิ่งสงตรวจจาก

ผูรับบริการมีคุณภาพและเหมาะสมสำหรับการทดสอบ โดยมีการกำหนดวิธีการขอสงตรวจ การ

จัดเก็บสิ่งสงตรวจ การบงชี้ตัวอยางที่เหมาะสม การนำสงสิ่งสงตรวจดวยวิธีที่ถูกตองและปลอดภัย 

การกำหนดเกณฑการรับและปฏิเสธสิ่งสงตรวจ ตลอดจนจัดทำคูมือการสงตรวจทางหองปฏิบัติการ

เพ่ือสื่อสารกับผูรับบริการ ท้ังนี้เพ่ือสรางความม่ันใจในผลการตรวจวิเคราะหแกแพทยและผูรับบริการ

อื่นๆในการใชผลการตรวจวิเคราะห เพื่อชวยในการตัดสินใจ ดูแลรักษาผูปวย โดยกระบวนการกอน

ทดสอบประกอบดวย 4 ข้ันตอน ไดแก 1) การขอตรวจทางหองปฏิบัติการ 2) การเก็บสิ่งสงตรวจจาก
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ผูปวยและผูรับบริการ 3)การนำสงสิ่งสงตรวจไปยังหองปฏิบัติการ 4) และการลงทะเบียนรับสิ่งสง

ตรวจและการจัดการตัวอยางกอนทดสอบ มีวิธีการปฏิบัติงานดังนี้ 

4.1. การขอตรวจทางหองปฏิบัติการ แพทยทำการสั่งตรวจผานทางใบขอตรวจทาง 

หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร ซึ่งขอมูลในใบขอตรวจมีความสำคัญตอการทดสอบและการแปลผล 

ดังนั้นแพทยผูขอตรวจจะตองระบุรายละเอียดตางๆ อยางครบถวนและความถูกตอง กอนสงสิ่งสง

ตรวจมายังหองปฏิบัติการ ขอมูลสำคัญที่ตองระบุ ไดแก เลขที่ผูปวย (HN) อายุ เพศ วัน เดือน ปเกิด 

ชื่อแพทยที่สงตรวจ หนวยงานที่สงตรวจ เชน ชื่อคลินิก หอผูปวย หรือสถานพยาบาลที่สงตรวจ ชนิด

และตำแหนงสิ่งสงตรวจ รายการที่ขอตรวจ การวินิจฉัยโรคหรือขอมูลทางคลินิกที่จำเปนสำหรับการ

ทดสอบและการแปลผล เชน ประวัติครอบครัว การเดินทาง การสัมผัสโรคติดตอ และขอมูลท่ี

เก่ียวของ 

4.2. การเก็บส่ิงสงตรวจจากผูปวยและผูรับบริการ สิ่งสงตรวจปฐมภูมิทาง 

อณูพันธ ุศาสตร หมายถึง เลือด น้ำคร่ำ เลือดจากสายสะดือ (หรือเซลลเพาะเลี้ยงจากสิ่งสงตรวจ) ซ่ึงมี

สารพันธุกรรมหรือดีเอ็นเอเปนสวนประกอบ การเก็บสิ่งสงตรวจเลือดทำโดยนักเทคนิคการแพทย

พยาบาล แพทย เจาะเก็บเลือดจากเสนเลือดดำเลือด และบรรจุเลือดใสหลอดฝามวงซ่ึงมีสารกันเลือด

แข็งชนิด EDTA การเก็บน้ำคร่ำหรือเลือดจากสายสะดือ ทำโดยสูติแพทยที่ชำนาญ เจาะเก็บน้ำคร่ำ

และบรรจุในไซริง และเก็บเลือดจากสายสะดือบรรจุในหลอดฝามวงชนิด EDTA การนำสงสิ่งสงตรวจ

ไปยังหองปฏิบัติการ สิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตรตองจัดเก็บในภาชนะและอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ชวง

ควบคุม 2-8 องศาเซลเซียส (หามแชแข็ง) และควรสงมายังหองปฏิบัติการหนวยมนุษยศาสตรภายใน 

24 ชั่วโมง  เพื่อลดการเสื่อมสภาพของตัวอยาง กรณีหองปฏิบัติการไดรับสิ่งสงตรวจไมสมบูรณที่เกิด

จากการนำสงไมเหมาะสม ทางหองปฏิบัติการจะติดตอผูนำสงทันทีตามความเหมาะสมและแจงให

ทราบเกียวกับมาตรการท่ีตองดำเนินการแกไขเพ่ือปองกันการเกิดซ้ำ 

4.3. การลงทะเบียนรับส่ิงสงตรวจและการจัดการกอนทดสอบ หองปฏิบัติการมีการ 

กำหนดหลักเกณฑการรับและปฏิเสธสิ่งสงตรวจ โดยผูรับสิ่งสงตรวจตองประเมินสิ่งสงตรวจตามเกณฑ

การรับและปฏิเสธสิ่งสงตรวจ และรับลงทะเบียนสิ่งสงตรวจที่มีคุณภาพตามมาตรฐานที่กำหนดเขาสู

ระบบอิเล็กทรอนิกสของโรงพยาบาลสงขลานครินทร (HIS) หากพบสิ่งตรวจไมไดคุณภาพตาม

มาตรฐานที่กำหนด จะตองบันทึกเปนลายลักษณอักษรและประสานกับหนวยงานที่สงสิ่งสงตรวจเพ่ือ

จัดการแกไข รวมถึงมีการจัดการตัวอยางกอนทดสอบ ตัวอยางท่ีรอการตรวจวิเคราะห ตองเก็บรักษา

ใหตัวอยางปลอดภัยและปองกันการสญูหาย เสียหาย เสื่อมสภาพ ตองจัดเก็บในพื่นที่ควบคุมการเขา
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ออกของบุคคลภายนอก จัดเก็บตัวอยางในอุณหภูมิที ่เหมาะสม (2–8 องศาเซลเซียส) และเก็บใน

ระยะเวลาท่ีกำหนด 

5. กระบวนการทดสอบ (Examination Processes) 

หองปฏิบัติการมีการควบคุมคุณภาพในกระบวนการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอาร

ของยีน SNRPN เพื ่อใหมั ่นใจวาผลการทดสอบ มีความถูกตองแมนยำ และเชื ่อถือได โดยทาง

หองปฏิบัติการฯเลือกใชวิธีการทดสอบที่มีมาตรฐานในระดับสากลหรือระดับประเทศ รวมทั้งมี

กระบวนการตรวจสอบความถูกตองของวิธีการกอนนำมาใช มีการทวนสอบและทบทวนวิธ ีการ

ทดสอบที่เลือกใชอยางสม่ำเสมอ และจัดทำวิธีการปฏิบัติงาน โดยกระบวนการทดสอบประกอบดวย 

4 ขั้นตอน ไดแก 1) การสกัดดีเอ็นเอ 2) การเปลี่ยนดีเอ็นเอดวยกระบวนการ bisulfite conversion 

3) การทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอน

เจลแมน 4) การทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีส  

5.1. การสกัดดีเอ็นเอ  

การสกัดดีเอ็นเอเปนขั้นตอนการแยกดีเอ็นเอจากสิ่งสงตรวจ เพื่อใหไดดีเอ็นเอมีความ

บริสุทธิ์ที่จะนำไปวิเคราะหในขั้นตอนถัดไป ในปจจุบันชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูปมีวางจำหนายหลาย

รูปแบบ โดยทางหองปฏิบัติการฯ เลือกใชชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป ชื่อทางการคา Flexigene ยี่หอ 

Qiagen ซ่ึงเปนยี่หอท่ีมีความนาเชื่อถือลำดับตนๆในทองตลาด อยางไรก็ตามทางหองปฏิบัติการมีการ

ประเมิน (verification) กอนนำมาใชจริง เพ่ือยืนยันวาชุดสกัดมีประสิทธิภาพตามท่ีผูผลิตกลาวอาง 

5.2. การเปล่ียนดีเอ็นเอดวยกระบวนการไบซัลไฟต คอนเวอรช่ัน  

เปนขั้นตอนเปลี่ยนดีเอ็นเอดวยสารเคมีไบซัลไฟต (bisulfite) เพื่อใชในการบงชี้การเกิด

ภาวะเมทิลเลชั่นของดีเอ็นเอ โดยทางหองปฏิบัติการฯใชน้ำยาสำเร็จรูป ชื่อการคาอีแซด ดีเอ็นเอ 

เมทิลเลชั่น โกลด คิท (EZ DNA Methylation-Gold Kit) รหัสสินคา Cat No. D5005&D5006 ยี่หอ

ไซโม รีเสิรช (Zymo research) ท่ีผานข้ันตอนการทดลองใชแลวใหผลถูกตองตามท่ีผูผลิตกลาวอาง 

5.3. การทำเมทิลเลช่ัน-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพ่ือตรวจวินิจฉัยโรค 

พราเดอร-วิลล่ีและแอนเจลแมน  

 เปนมัลติเพล็กซพีซีอารท่ีหองปฏิบัติการฯ พัฒนาข้ึนเองโดยใชลำดับเบสของไพรเมอร 

อางอิงจากการศึกษาของ Kubota T และคณะป ค.ศ. 1997 และ Hussain Askree S และคณะ ป 

ค.ศ. 2011 ซึ่งเปนผลงานวิจัยที่เปนที่ยอมรับในระดับสากล โดยทางหองปฏิบัติการฯมีการทดสอบ
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ความถูกตองของวิธีการ (method validation) กอนนำมาใช ดวยการทดสอบในตัวอยางควบคุม

ผลบวก และตัวอยางควบคุมผลลบแลวใหผลการทดสอบท่ีถูกตอง  

5.4. การทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีสเพ่ือตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร  

เจลอิเล็กโตรฟอริซีสเปนเทคนิคการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ที่ใชกัน

อยางแพรหลายในงานดานอณูพันธุศาสตร ทางหองปฎิบัติการฯเลือกใชเจลอิเล็กโตรฟอริซีสแบบอะ

กาโรสเจลในการตรวจสอบผลผลิตพีซีอารจากการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน 

SNRPN ดวยเหตุผล อะกาโรสเปนเจลที่เตรียมงาย ตนทุนไมสูง ไมอันตรายและใชเวลาไมนานในการ

วิเคราะห 

6. การสรางความม่ันใจในคุณภาพผลการทดสอบ 

 เพื่อสรางความมั่นใจในคุณภาพผลการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน 

SNRPN ทางหองปฏิบัติการฯ มีการควบคุมคุณภาพภายใน (Internal Quality Control, IQC) ดวย

การใชตัวอยางควบคุม (Quality control Sample, QC sample) ทำการทดสอบพรอมตัวอยาง

วิเคราะหในทุกชุดการทดสอบ ตัวอยางควบคุมที่ใชมี 2 ประเภท คือ ตัวอยางควบคุมผลบวก และ

ตัวอยางควบคมผลลบ โดยใชดีเอ็นเอของผูปวยโรค PWS และดีเอ็นเอผูปวยโรค AS เปนตัวอยาง

ควบคุมผลบวก และใชดีเอ็นเอของคนปกติ (คนที่ไมเปนโรค PWS/AS) เปนตัวอยางควบคุมผลลบ 

นอกจากนี้ยังมีการทำการเปรียบเทียบผลระหวางหองปฏิบัติการ (Interlaboratory comparison) 

รวมกับอีกสองสถาบัน เพ่ือประเมินความสามารถของหองปฏิบัติการและประเมินผลการทดสอบ ชวย

สรางความม่ันใจในกระบวนการทดสอบและคุณภาพผลการทดสอบ 

7. กระบวนการหลังการทดสอบ (Post-examination processes) 

กระบวนการหลังการทดสอบ ประกอบดวย 2 ขั้นตอน ไดแก การทบทวนผลการทดสอบ 

และการจัดเก็บรักษาและการกำจัดตัวอยางทดสอบ โดยทางหองปฏิบัติการฯมีกระบวนการทบทวน

ผลการทดสอบ 2 ระดับ โดยเม่ือการทดสอบเสร็จสิ้น ผูปฏิบัติงานทดสอบมีหนาท่ีสรุปผลการทดสอบ

เบื้องตน จัดทำใบรายงานผลและลงนาม จากนั้นสงใบรายงานใหกับผูควบคุมดูแลหองปฏิบัติการ 

(Laboratory Supervisor) เพื่อทบทวนผลการทดสอบและลงนาม จากนั้นใบรายงานผลถูกสงตอ

ใหแกแพทยประจำหนวยทำหนาที่ตรวจรับรองผลการทดสอบและลงนาม (approve) และผลการ

ทดสอบจะการทวนสอบผลการตรวจ (verification) อีกครั ้ง กอนเผยแพรในระบบ HIS ของ

โรงพยาบาล เพื่อรายงานผลกับแพทยเจาของไขและจัดสงผลการทดสอบไปยังแพทยที่สงตรวจจาก

โรงพยาบาลภายนอก โดยการจัดเก็บรักษาและการกำจัดตัวอยางทดสอบทางหองปฏิบัติการฯมี

กำหนดระยะเวลาเก็บรักษาตัวอยางทดสอบตามระยะเวลาการออกผลการทดสอบและมีการกำหนด
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อายุการเก็บรักษาสิ่งสสงตรวจปฐมภูมิ เปนระยะเวลา  2 เดือน หลังจากออกผลเสร็จสิ้น กรณีดีเอ็นเอ

อายุการเก็บรักษา 20 ป 

8. การรายงานผล (Reporting of results) 

หองปฏิบัติการมีการกำหนดวิธีการรายงานผล เพื่อใหการรายงานผลถูกตอง ชัดเจน โดย

กำหนดรูปแบบใบรายงานผล ผูมีอำนาจในการรายงานผล วิธีการรายงานผล รอบเวลาการรายงานผล 

แนวปฏิบัติในการรายงานผลคาวิกฤติ การแกไขรายงานผล การรักษาความลับของผลการทดสอบ 

ท้ังนี้เพ่ือสรางความม่ันใจใหแกผูรับบริการวารายงานผลท่ีไดรับไปมีความถูกตองและเชื่อถือได  

9. การออกผลการทดสอบ 

หองปฎิบัติการมีวิธีปฏิบัติงานที่ชัดเจนสำหรับการออกผลการทดสอบรวมถึงรายละเอียด

ของผูที่ออกผลและผูที่รับผล เพื่อใหมั่นใจวา ผลที่ออกมีความถูกตอง มีการสื่อสารขอมูลที่มีผลทาง

คลินิก กรณีผลการทดสอบมีคาในชวงวิกฤติจะตองแจงผูที ่เกี่ยวของที่มีอำนาจในทันที การแกไข

รายงานผล ตองแสดงขอมูลเดิมไวและสื่อไดชัดเจนวา ผลการทดสอบใดเปนผลเดิมและผลท่ีแกไข 

10. การจัดการขอมูลทางหองปฏิบัติการ 

ระบบขอมูลทางหองปฏิบัติการหมายถึงขอมูลผลการทดสอบและขอมูลตางๆที่เปนผลผลิต

ของหองปฏิบัติการทีจัดเก็บอยูในระบบคอมพิวเตอรและระบบที่ไมใชคอมพิวเตอร ที่สามารถเรียก

ขอมูลมาดูไดโดยผูมีสิทธิ์เขาถึงขอมูล เพื่อใหมั่นใจวาระบบขอมูลทางหองปฏิบัติการไมมีการสูญหาย 

เปลี่ยนแปลง รั ่วไหล หรือถูกทำลายโดยบังเอิญหรือโดยผูไมมีสิทธ ทางหองปฏิบัติการจึงจัดใหมี

ระเบียบปฏิบัติในการใชคอมพิวเตอร การเขาถึงขอมูลและขอมูลที่จำเปนในการใหบริการที่ตรงตาม

ความตองการ การรักษาความปลอดภัยของระบบ การลงบันทึกขอมูลและรายงานผล การเก็บรักษา

และการเรียกขอมูล การบำรุงรักษาเครื่องคอมพิวเตอรและโปรแกรมรวมถึงการบำรุงรักษาระบบ 

นอกจากนี้ยังมีการกำหนดผูมีสิทธิ ์ใชคอมพิวเตอร ผู มีสิทธิ์เขาถึงขอมูลผูปวยและผูรับบริการ มี

ผูรับผิดชอบบำรุงรักษาระบบขอมูลอิเล็กทรอนิกสอยางชัดเจน 

 

เงื่อนไข/ขอสังเกต/ขอควรระวัง/สิ่งที่ควรคำนึงในการปฏิบัติงาน 

 การตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟค   

พีซีอารยีน SNRPN ที่หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร มีเงื่อนไข/ขอสังเกต/ 

ขอควรระวัง/สิ่งท่ีควรคำนึงถึงในการปฏิบัติงาน ดังนี้ 
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1. สถานท่ีและสภาพแวดลอม การแยกหองปฏิบัติการเปนเปนหอง Pre-PCR และหอง 

 Post PCR เปนปจจัยสำคัญท่ีจะชวยลดโอกาสการปนเปอนขาม (cross contamination) ในงานอณู

พันธุศาสตร กรณีหองปฏิบัติการอื่นๆ ที่มีพื้นจำกัดที่ไมสามารถแยกเปนสองหองได อาจใชการแบง

พ้ืนท่ี Pre-PCR และพ้ืนท่ี Post-PCR 

2. เครื่องมือหองปฏิบัติการ น้ำยาและวัสดุส้ินเปลือง ไดแก ปเปต เทอรโมมิเตอร เครื่อง 

พีซีอาร เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ตูชีวนิรภัย (Biological Safety Cabinets class II, BSC class 

II) เปนตน เพ่ือใหม่ันใจวาเครื่องมือดังกลาวมีคุณภาพตามท่ีกำหนดจึงตองมีการสอบเทียบปละ 1 ครั้ง 

รวมทั้งน้ำยาสำหรับทำพีซีอารก็เชนกัน เชน Taq DNA polymerse และไพรเมอร ซึ่งเปนน้ำยาที่มี

สวนสำคัญตอประสิทธภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR efficiency) การเปลี่ยนลอตหรือการเปลี่ยน

ยี่หอ หรือการเตรียมไพรเมอรตางลอตกัน อาจสงผลตอการทดสอบ ดังนั้นทุกครั้งท่ีมีการเปลี่ยนแปลง

น้ำยา ตองทำการตรวจสอบเพ่ือยอมรับกอนในจริงในตัวอยางทดสอบ  

3. หองปฏิบ ัต ิการตองม ีค ู ม ือส ิ ่ งส งตรวจที ่ใช สำหร ับผู ป วยและผู ใช บร ิการ

หองปฏิบัติการ 

 โดยตองมีขอมูลท่ีระบุเรื่องตอไปนี้ สถานท่ีตั้งของหองปฏิบัติการ รายการทดสอบของหองปฏิบัติการ

รวมถึงการทดสอบที่สงตรวจตอหองปฏิบัติการอื่น เวลาทำการ ขอมูลที่เกี่ยวกับตัวอยางที่จำเปน 

(ปริมาตรของตัวอยางปฐมภูมิ) คำแนะนำสำหรับการกรอกแบบคำขอตรวจที่สมบูรณ คำแนะนำใน

การเตรียมการของผูปวย คำแนะนำสำหรับการเก็บตัวอยางจากผูปวยและการขนสงตัวอยาง ใบ

ยินยอมการตรวจทางอณูพันธุศาสตร เกณฑการยอมรับปฏิเสธตัวอยาง ปจจัยที ่อาจสงผลตอ

ประสิทธิภาพการทดสอบ หองปฏิบัติการมีนโยบายคุมครองขอมูลสวนบุคคล และขั ้นตอนการ

รองเรียนของหองปฏิบัติการ 

4. การจัดทำใบขอตรวจ จำเปนตองมีขอมูลดังตอไปนี้เปนอยางนอย  

a. ระบุตัวผูปวย เพศ วัน เดือน ปเกิด และรายละเอียดสถานที่ตั้ง/รายชื่อผูติดตอของ

ผูปวยและการบงชี้ผูปวย 

b. ชื่อ /ขอมูลระบุของแพทย หรือบุคลากรอ่ืนๆท่ีมีอำนาจท่ีจะขอตรวจ 

c. ประเภทตัวอยางปฐมภูมอ ตำแหนงทางกายวิภาคของตัวอยาง 

d. การทดสอบท่ีขอตรวจ 

e. ขอมูลทางคลินิกของผูปวยและการขอตรวจ เพื่อประสิทธิภาพการทดสอบและการ

แปลผล 

f. วันเวลาการเก็บตัวอยางปฐมภูมิหากเก่ียวของ 

g. วันท่ีและเวลารับตัวอยาง 

5. การเก็บส่ิงสงตรวจจากผูปวยและผูรับบริการ ตองมีการบงชี้ผูปวยและควรมีการ 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

19 

ตรวจสอบวาผูปวยตรงตามขอกำหนด ตองเก็บตัวอยางเลือดใหปริมาณเหมาะสมกับขนาดบรรจุ ขาง

หลอดตองระบุชื่อผูปวย HN วันท่ีและเวลาเก็บ 

6. การบงช้ีตัวผูปวยไมถูกตอง เกิดการสลับตัวอยาง จะทำใหผลการทดสอบคลาดเคลื่อน 

7. การใชหลอดเลือดผิดประเภท การเก็บเลือดตรวจทางอณูพันธุศาสตรท่ีใชสารกันเลือด 

แข็งไมถูกตอง เชน การใชหลอดฝาเขียวที ่มีสารกันเลือดแข็ง heparin จะทำใหสาร heparin 

ปนเปอนไปกับดีเอ็นเอซ่ึงจะไปยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาพีซีอาร 

8. การระบุวิธีการนำสงส่ิงสงตรวจไปยังหองปฏิบัติการ ควรระบุไวในคูมือการสงตรวจ 

ทางหองปฏิบัติการใหชัดเจน เพ่ือลดสิ่งสงตรวจไมสมบูรณท่ีเกิดจากการนำสงไมเหมาะสม 

9. ผลกระทบตอการจัดการตัวอยางกอนการทดสอบท่ีไมเหมาะสม เชน อุณหภูมิการ 

เก็บตัวอยางอยูนอกชวง 2-8 องศาเซลเซียส หรือเก็บระยะเวลานานเกินกวากำหนด จะทำใหดีเอ็นเอ

เสื่อมสภาพ สงผลกระทบใหการเกิดปฏิกิริยาพีซีอารไมสมบูรณ 

10. ควรระมัดระวังเรื่องการปนเปอนขาม (cross contamination) ระวางตัวอยางใน 

กระบวนการทดสอบดวยเทคนิคพีซีอาร 

11. ความปลอดภัยของผูปฏิบัติงาน การปฏิบัติงานทดสอบท่ีตองสัมผัสกับตัวอยางติดเชื้อ 

หรือสารเคมีอันตราย ตองสวมอุปกรณปองกันสวนบุคคล (Personal Protective Equipment, PPE) 

ไดแก ถุงมือ/ถุงมือกันสารเคมี เสื้อกาวนแขนยาวจั๊มปลายแขน รองเทาแบบหุมปลายเทาที่ปองกัน

สารเคมีได และแวนนิรภัย โดยตองเลือกใช PPE ใหเหมาะสมกับระดับความเสี่ยง 

12. การรายงานผลและการออกผล ควรกำหนดใหผูจัดทำรายงานกับผูทวนสอบผลเปนคน 

ละคนกัน เพ่ือทำหนาท่ีตรวจสอบความถูกตองของผลการทดสอบ 

13. เนื้อหาใบรายงานผล ตองมีขอมูลท่ีครบถวนดังนี้ 

a. ชื่อหองปฏิบัติการและสถานท่ีตั้ง 

b. อัตตลักษณผูปวยและสถานท่ีผูปวยในแตละหนา 

c. ชื่อหรือระบุเฉพาะอ่ืนๆของผูรองขอและรายละเอียดการติดตอ 

d. วันที่เก็บตัวอยางปฐมภูมิ (และเวลา หากมีขอมูลและมีความเกี่ยวของกับการดูแล

ผูปวย) 

e. ประเภทตัวอยางปฐมภูมิ 

f. ข้ันตอนการตรวจวิเคราะห ตามความเหมาะสม 

g. ระบุอัตตลักษณของการทดสอบท้ังหมดท่ีไดรับการดำเนินการโดยหองปฏิบัติการรับ

ตรวจตอ 

h. ผลการทดสอบ รายงานในหนวย SI หนวยท่ีสอบกลับไปยังหนวย SI หรือหนวยอ่ืนๆ

ท่ีใชงานได 
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i. ชวงคาอางอิง คาการตัดสินใจทางคลินิกหรือแผนภาพ/กราฟอานคาท่ีสนับสนุนการ

ตัดสินใจทางคลินิก 

j. การแปลผล หากเหมาะสม 

k. ความเห็นอื ่นๆ เชน บันทึกเตือน หรืออธิบาย คุณภาพหรือความเพียงพอของ

ตัวอยางปฐมภูมิซึ่งอาจมีผลตอคุณภาพของการตรวจวิเคราะหหรือการแปลผลจาก

หองปฏิบัติการรับตรวจตอ การใชวิธีการทดสอบท่ียังอยูในข้ันตอนพัฒนา เปนตน 

l. ระบุอัตตลักษณของบุคคลของบุคคลผูทบทวนผลและมีอำนาจการออกรายงานผล 

(ถาไมมีในใบรายงาน ใหมีพรอมใชงานไดเม่ือจําเปน) 

m. ระบุการทดสอบที่ทําในฐานะเปนสวนหนึ่งของ โครงการวิจัยหรือการพัฒนาที่ยังไม

มีการยืนยันดาน คุณลักษณะทางประสิทธิภาพ 

n. วันท่ีในใบรายงานผลและเวลาการออกผล (ถาไมมีในใบรายงาน ใหมีพรอมใชงานได

เม่ือจําเปน) 

o. เลขหนาจากจํานวนหนาท้ังหมด (เชน "หนา 1จาก5 หนา","หนา 2 จาก 5หนา") 

14. การแกไขรายงานผล ตองแสดงขอมูลเดิมไวและสื่อไดชัดเจนวา ผลการทดสอบใดเปน 

ผลเดิมและผลท่ีแกไข 

15. การกำหนดการเขาถึงขอมูลในเครื่องคอมพิวเตอรท่ีมีขอมูลผูปวย ควรมีการ 

กำหนดการเขาถึงโดยตองใชรหัสระบุตัวตนในการเขาถึงระบบขอมูลผูปวย เพ่ือการทวนสอบและการ

รักษาความลับของผูปวย 
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แนวคิดและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

คูมือปฏิบัติงานการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวย 

เทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN ที่หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษย

พันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร จัดทำขึ้นดวยแนวคิด

และงานวิจัยที่เกี่ยวของซึ่งประกอบดวยเนื้อหาประเด็นหลัก 5 หัวขอ ไดแก 1) แนวคิดการจัดการ

กระบวนการกอนทดสอบทางอณูพันธุศาสตร 2) งานวิจัยที่เกี่ยวกับวีธีสกัดดีเอ็นเอ 3) งานวิจัยท่ี

เกี่ยวกับการทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่น 4) งานวิจัยที่เกี่ยวกับโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมน 5) 

งานวิจัยท่ีเก่ียวกับวิธีการตรวจทางอณูพันธุศาสตรเพ่ือวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจนแมน ซ่ึง

มีรายละเอียดดังตอไปนี้ 

1. การจัดการกระบวนการกอนทดสอบทางอณูพันธุศาสตร 

 การเก็บสิ่งสงตรวจจากผูปวย การขนสงสิ่งสงตรวจไปยังหองปฏิบัติการและการเก็บ

รักษาตัวอยางตรวจ เปนกระบวนการกอนทดสอบทางอณูพันธุศาสตรมีผลกระทบตอการเสื ่อม

คุณภาพดีเอ็นเอหากระบบการจัดการไมเหมาะสม จากการทบทวนวรรณกรรมพบขอผิดพลาดใน

กระบวนการกอนทดสอบ เปนสาเหตุหลักที่ทำใหผลการทดสอบคลาดเคลื่อนหรือลมเหลวหรือลาชา 

โดยพบความถ่ีขอผิดพลาดในกระบวนการกอนทดสอบ ประมาณ 60-70% ของขอผิดพลาดใน

หองปฏิบัติการทั้งหมด (6) ดังนั้นแนวทางปฏิบัติในกระบวนการกอนทดสอบที่เหมาะสมจะชวยรักษา

คุณภาพดีเอ็นเอใหคงท่ีตลอดระยะเวลาเก็บรักษา ผูเขียนคูมือจึงไดรวบรวมแนวทางปฏิบัติท่ีเหมาะสม

ในการจัดการกระบวนการกอนทดสอบ มีรายละเอียดดังนี้ 

1.1. ชนิดส่ิงสงตรวจท่ีเหมาะสมกับการตรวจทางอณูพันธุศาสตร สิ่งสงตรวจ 

ปฐมภูมิทางอณูพันธุศาสตรมีหลายชนิด ไดแก เลือด (whole blood)  ชิ้นเนื้อ (tissue) เซลลกระพุง

แกม (buccal cells) ชิ ้นเนื ้อจาก paraffin block น้ำคร่ำ  (amniotic fluid,  AF) เลือดจากสาย

สะดือทารกในครรภ (cord blood) และชิ้นเนื้อรก (chorionic Villus sampling, CVS) โดยตัวอยาง

แตละชนิดมีทั้งขอดีขอเสีย ผูสั่งตรวจควรเลือกชนิดตัวอยางใหเหมาะสมกับประเภทการทดสอบ เพ่ือ

ลดขอผิดพลาดในการทดสอบ แสดงดังตาราง 1 
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ตาราง 1 ชนิดสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาตรและประเภทการทดสอบ (7-9) 
ชนิด 

ส่ิงสงตรวจ 

ประเภทการทดสอบทาง 

อณูพันธุศาสตร 

ขอดี/ขอเสีย 

 

เลือด  

(Whole blood, 

EDTA blood) 

ประกอบดวยเซลล

เม็ดเลือดขาวท่ีมีสาร

พันธุกรรมของผูปวย 

- การตรวจวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรม หรือ

ตรวจวิเคราะหดีเอ็นเออื่นๆ เชน ตรวจความ

เปนพอแมลูก หรือตรวจยีนเส่ียงแพยา  

- ตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งท่ีถายทอดทาง

พันธุกรรม (hereditary cancer) และมะเร็ง

เม็ดเลือดขาว (leukemia) 

ขอดี 

- การเก็บตัวอยาง และการสกัดดีเอ็นไมยุงยาก 

- ไดดีเอ็นเอปรมิาณมากและคุณภาพดี 

ขอเสีย 

- ไมเหมาะสมกับการตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งท่ี

เกิดขึ้นเอง (sporadic cancer) 

ชิ้นเนื้อ (tissue) 

ประกอบดวยเซลล

หลายชนิด  

 

- การตรวจวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรม หรือ

ตรวจวิเคราะหดีเอ็นเออื่นๆ ในผูปวยบางราย

ท่ีไมสามารถเก็บเลือดได  

- ตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็ง sporadic cancer 

จากชิ้นเน้ือสงสัยมะเร็ง 

ขอดี 

- ไดดีเอ็นเอปรมิาณมากและคุณภาพดี 

ขอเสีย 

- การเก็บตัวอยางและการสกัดดีเอ็นยุ งยาก

กวาตัวอยางเลือด 

เซลลกระพุงแกม 

(buccal cells) 

 

- การตรวจวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรม หรือ

งานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเออื่นๆ ในผูปวยบาง

รายท่ีไมสามารถเก็บเลือดได เชน เคสเด็ก

เจาะเลือดยาก หรือผูปวยฮีโมฟเลีย 

 

ขอดี 

- เก็บตัวอยางแบบไมรุกล้ำ noninvasive 

ขอเสีย 

- ขั้นตอนสกัดยุงยากกวาเลือด 

- ไดดีเอ็นเอคุณภาพต่ำกวาตัวอยางจากเลือด

และชิ ้นเน ื ้อ เพราะในน้ำลายมีเอ ็นไซมท่ี

สามารถทำลายดีเอ็นเอได 

น้ำคร่ำ  

(Amniotic fluid, 

AF) ประกอบดวย

เซลลท่ีหลุดมาจาก

เยื่อบุผิวของทารก 

การเจาะนิยมทำ

ในชวงอายุครรภ 16-

18 สัปดาห 

- การตรวจวินิจฉัยกอนคลอด ขอดี 

-ผลทดสอบนาเชื่อถือมากกวาตัวอยาง 

ชิ้นเน้ือรก 

ขอเสีย 

- ไดดีเอ็นเอปริมาณนอยในผูปวยบางราย โดย

เฉพาะท่ีเจาะท่ีอายุครรภต่ำกวา 16 สัปดาห 

 - อาจตองใชระยะเวลา 1-2 สัปดาห ในการ

เพาะเล้ียงเซลลเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

- ผลการทดสอบอาจคลาดเคล ื ่อนได หาก

น้ำคร่ำมีการปนเลือดแมมาก 
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ตาราง 1 (ตอ) ชนิดสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาตรและประเภทการทดสอบ  
ชนิด 

ส่ิงสงตรวจ 

ประเภทการทดสอบทาง 

อณูพันธุศาสตร 

ขอดี/ขอเสีย 

 

เลือดจากสายสะดือทารก

ในครรภ (cord blood) 

สามารถเจาะไดตั้งแตอายุ

ครรภ 18 สัปดาหขึ้นไป 

- การตรวจวินิจฉัยกอนคลอด ขอดี 

- ไดด ีเอ ็นเอปริมาณมากกวา ถ าเทียบกับ

ตัวอยางน้ำคร่ำ 

ขอเสีย 

- เก็บตัวอยางเลือดจากสายสะดือยุงยากกวา

เก็บน้ำคร่ำ 

ชิ้นเนื้อรก (CVS) 

บางสวนประกอบดวย

เซลลทารก การเจาะนิยม

ทำในชวงอายุครรภ 11-

14 สัปดาห  

 

- การตรวจวินิจฉัยกอนคลอด ขอดี 

- ตรวจไดตั้งแตอายุครรภนอยจึงลดระยะเวลา

วิตกกังวลของมารดา และยุติการตั้งครรภงาย

และปลอดภ ัยหากทารกในครรภ ม ี ความ

ผิดปกติ 

ขอเสีย 

- การแปลผลอาจเคล่ือนคลาด เพราะอาจมีช้ิน

เน้ือแมปนมาดวย 

   

1.2. การเลือกใชหลอดเก็บเลือดสำหรับงานตรวจวิเคราะหระดับดีเอ็นเอ เลือดเปน 

สิ่งสงตรวจท่ีนิยมใชในการตรวจทางหองปฏิบัติการทุกประเภท ดังนั้นการเลือกใชชนิดหลอดเก็บเลือด

ท่ีเหมาะสมจะทำใหไดผลการทดสอบถูกตอง แตหากเลือกใชหลอดเก็บเลือดผิดประเภท อาจทำใหผล

การทดสอบคลาดเคลื่อนหรือลมเหลวได เพื่อใหการเลือกใชหลอดเก็บเลือดไดงาย จึงมีแยกแยะชนิด

หลอดเลือดที่มีสารกันเลือดแข็ง (anti-coagulant) ตางชนิดกัน ดวยสีฝาหลอด ไดแก หลอดฝาสีมวง 

(EDTA tube) หลอดฝาสีเขียว (lithium/sodium heparin tube) ฝาหลอดสีแดง (หลอด serum 

clot activator) หลอดฝาสีฟา (หลอด coagulation, sodium citrate) และหลอดฝาสีดำ (หลอด 

ESR) (10) โดยงานดานอณูพันธุศาสตรตรวจระดับดีเอ็นเอ ควรเก็บตัวอยางเลือดดวยหลอดฝาสีมวง 

(EDTA tube) ซึ่งมีสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA ท่ีมีคุณสมบัติไปจับกับแคลเซียมเอาไว ทำใหเลือดไม

แข็งตัว คงรักษาสภาพของเม็ดไดดี รูปรางของเม็ดเลือดจึงยังเหมือนเดิมมากท่ีสุด 
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ภาพ 1 หลอดเก็บเลือดฝาสีมวง (EDTA tube) สำหรับงานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ 

 

1.3.  การจัดเก็บส่ิงสงตรวจจากผูปวย การนำสง และการเก็บรักษา 

 การจัดเก็บสิ่งสงตรวจจากผูปวย ผูจัดเก็บควรใหความสำคัญในเรื่องดังนี้ ไดแก การ

เตรียมผูปวยตามขอกาหนดเฉพาะของแตละการทดสอบ การระบุตัวผูปวยใหถูกตอง การเก็บตัวอยาง

ชนิดของสิ ่งสงตรวจใหถูกตอง เชน เก็บเลือด EDTA blood  สำหรับสงตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ 

ปริมาณของสิ่งสงตรวจตองเพียงพอตอการทดสอบ การเก็บตัวอยางในสภาวะแวดลอมและอุณหภูมิท่ี

เหมาะสม หากไมไดนำสงหองปฏิบัติการทันทีใหจัดเก็บตามขอกำหนดของการทดสอบนั้นๆ 

1.4. การนำสงตัวอยางตรวจและการเก็บรักษา ผูสงตรวจควรบรรจุสิ่งสงตรวจท่ีเก็บ 

จากผูปวยใหเรียบรอยในภาชนะขนยายที่ปองกันการหกรั่ว หรือแตก แลวนำสงหองปฏิบัติการเร็ว

ท่ีสุดเทาท่ีจะทำไดไมเกินเวลาท่ีกำหนด โดยแนวทางปฏิบัติท่ีถูกตองในการเก็บตัวอยาง การขนสงและ

การเก็บรักษาตัวอยางระหวางรอสกัดดีเอ็นเอ จะทำใหตัวอยางมีคุณภาพคงที่ตลอดระยะการเก็บ ซ่ึง

จะชวยรักษาความสมบูรณของดีเอ็นเอไวได แสดงดังตาราง 2 นอกจากนี้การเก็บในระยะยาวอาจเปน

สิ่งจำเปนสำหรับใชทวนสอบหรือใชในงานวิจัยในอนาคต ดังนั้นผูเขียนไดรวบรวมขอมูล แนวทาง

ปฏิบัติในการเก็บรักษาตัวอยางในระยะยาวในงานตรวจวิเคราะหอณูพันธุศาสตร แสดงในตาราง 3 
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ตาราง 2  แนวทางปฏิบัติในการเก็บตัวอยาง การขนสงและการเก็บรักษา (7, 9) 
ส่ิงสงตรวจ ปริมาณท่ี

เหมาะสม 

ภาชนะการจัดเก็บ ขอแนะนำ 

 

ขอระวัง 

 

เลือด  

(whole 

blood)  

3-6 มิลลิลิตร 

ควรใส

ปริมาณเลือด

ใหเหมาะสม

หลอดแตละ

ขนาด 

หลอดเก็บเลือดฝาสี

มวง (EDTA tube) 

สำหรับตรวจวิเคราะห

ระดับดีเอ็นเอ 

- หลังเจาะและถายเลือดเขา

หลอดเก็บ ตองผสมเลือดใหเขา

กันกับ EDTA จนแนใจวาเลือด

ไมแข็งตัว 

- ควรจัดสงทันทีภายใน 24 

ชั่วโมง ถาสงไมทันภายในวัน

เดียวใหแชตูเย็นท่ี 2-8 °C แลว

สงวันรุงขึ้น 

- หามแชแข็ง และ 

ไมตองปนเลือดกอนสง 

- ไมควรใชหลอดฝา

เขียว (heparin tube) 

เพราะจะทำใหดีเอ็นเอ

คุณภาพต่ำลง 

ชิ้นเนื้อ 

(tissue)  

 

อยางนอย 

3X3 ตาราง

มิลลิเมตร 

(50-200 

มิลลิกรัม) 

 

ใชหลอดแหงและปลอด

เชื้อ โดยไมตองมี 

fixative ใดๆ  

หรือหลอดบรรจุ 

sterile isotonic 

saline หรือ tissue 

culture medium 

-ใชไดท้ัง fresh (นำสงทันที) 

และ frozen tissue (-70 °C 

ตองมี dry ice) 

- ถาสงในหลอด saline ควรแช

น้ำแข็งกอนสง 

 - fresh tissue หาม

แช formalin 

น้ำคร่ำ 

amniotic 

fluid (AF) 

10-20 

มิลลิลิตร 

หลอดหรือไซริงคปลอด

เชื้อ (sterile tube) 

- สงน้ำคร่ำท่ีอุณหภูมิหอง

ภายใน 24 ชั่วโมง 

- น้ำคร่ำตองไมมีเลือดแมปน 

- ควรแบงน้ำคร่ำสวน

หน่ึงไปเพาะเล้ียงเซลล

ไว ถาตองการดีเอ็นเอ

ปริมาณมากขึ้น 

เลือดจากสาย

สะดือทารก

ในครรภ  

(cord 

blood)  

0.5-2

มิลลิลิตร 

 

หลอดเก็บเลือดฝาสี

มวง (EDTA tube) 

สำหรับตรวจวิเคราะห

ระดับดีเอ็นเอ 

- หลังเจาะและถายเลือดเขา

หลอดเก็บ ตองผสมเลือดใหเขา

กันกับ EDTA จนแนใจวาเลือด

ไมแข็งตัวเปนล่ิม 

- ควรจัดสงทันที ถาสงไมทัน

ภายในวันเดียวใหแชตูเย็นท่ี 2-

8 °C แลวสงวันรุงขึ้น 

- หามแชแข็ง และ 

ไมตองปนเลือดกอนสง 

- หามใชหลอดฝาเขียว 

(heparin tube) 

เพราะจะทำใหดีเอ็นเอ

คุณภาพต่ำลง 

ชิ้นเนื้อรก  

(Chorionic 

villus 

sample, 

CVS) 

30 มิลลิกรัม หลอดปลอดเชื้อท่ีบรรจุ 

sterile isotonic 

saline หรือ tissue 

culture medium 

- การเก็บชิ้นเน้ือรกตองตัดสวน 

ชิ้นเน้ือแม (maternal tissue) 

ออกใหหมด 

- ควรแชหลอดเก็บตัวอยางใน

น้ำแข็ง ขณะนำสง 

- ตัวอยางหาม

ปนเปอนชิ้นเน้ือของ

แม 
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ตาราง 3 แนวทางปฏิบัติในการเก็บรักษาสิ่งสงตรวจในงานตรวจวิเคราะหอณูพันธุศาสตร (8, 11) 

ชนิดสิ่งสงตรวจ 

(Specimen type)  

สารชีวโมเลกุล

เปาหมาย 

ท่ีสนใจศึกษา 

(Target) 

อุณหภูมิเก็บรักษา 

(Temperature) 

ระยะเวลาเก็บรักษา 

(Duration) 

เลือด (Whole 

blood, EDTA 

tube) 

(8) 

DNA อุณหภูมิหอง 20-25°C (RT) ไมเกิน 24 ช่ัวโมง 

ตูเย็น 2-8°C ไมเกิน 72 ชั่วโมงเปนระยะเวลาท่ี

เหมาะสมที่สุด แตถาจำเปนตอง

เก็บนานกวาน้ัน ไมควรเกิน 6 วัน 

RNA ตูเย็น 4°C ไมเกิน 72 ช่ัวโมง 

น้ำเหลือง (Plasma) 

(8) 

DNA อุณหภูมิหอง 20-25°C ไมเกิน 24 ช่ัวโมง 

ตูเย็น 2-8°C  5 วัน 

ตูแชแข็ง -20 °C นานกวา 5 วัน 

ตูแชแข็ง -80°C 9 เดือน ถึง 41 เดือน 

RNA ตูเย็น 4°C ไมเกิน 24 ช่ัวโมง 

หยดเลือดแหงบน

กระดาษกรอง 

(Dried blood 

spot) (11) 

RNA อุณหภูมิหอง 20-25°C ไมเกิน 3 เดือน 

ตูเย็น 4°C ไมเกิน 1 ป 

ตูแชแข็ง -20°C ไมเกิน 4 ป  

DNA อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ ห  อ ง  20-25°C 

ความช้ืนสัมพัทธ 73 ± 5% 

ไมเกิน 10 ป 

น้ำคร่ำ (Amniotic 

fluid) (8) 

DNA 2-8°C ไมเกิน 24 ช่ัวโมง 

 

1.5. ขอผิดพลาดกอนกระบวนการทดสอบ (Pre-examination) ท่ีหองปฏิบัติการ 

หนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร พบ

ประมาณรอยละ 35 ของขอไมสอดคลองทั้งหมด (ภาคผนวก จ) โดยขอผิดพลาดกอนกระบวนการ

ทดสอบของงานดานอณูพันธุศาสตรที่พบบอยลำดับแรก ไดแก การใชสารกันเลือดแข็งไมถูกตอง 

ตัวอยางเชน ใชหลอดเก็บเลือดผิดเปน heparin ฝาสีเขียว ซึ ่งเลือดจากหลอด heparin จะไม

เหมาะสมกับงานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ โดยการใชสาร heparin จะสงผลกระทบตอกระบวนการ

ทดสอบ เชน สกัดดีเอดีเอ็นเอไดคุณภาพต่ำกวาเกณฑที่กำหนด เมื่อนำไปทดสอบดวยเทคนิคพีซีอาร

อาจทำใหผลคลาดเคลื่อน หรือลมเหลวไมไดผลการทดสอบ สงผลกระทบตอคนไขท่ีตองเจ็บตัวซ้ำใน

การเจาะเลือดใหม และเสียเวลา  
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2. วิธีการสกัดดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอเปนข้ันตอนแรกท่ีสำคัญในงานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอในงานดาน 

อณูพันธุศาสตร จากการทบทวนวรรณกรรมพบวาวิธีการสกัดดีเอ็นเอมีสองรูปแบบหลัก ไดแก การ

สกัดดีเอ็นเอแบบ Solution based และแบบ Solid phase (ตาราง 4)  

ตาราง 4 วิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีใชกันท่ัวไป (12, 13)  

DNA 

extraction 

method  
(Main 

category) 

DNA 

extraction 

method 
(Subcategory) 

DNA extraction protocol stage 

1.Cell lysis 2. Denaturation of 

nucleoproteins 

/inactivation of 

cellular enzymes 

3.Removal of 

contaminants 

4.DNA 

precipitation 

1.Solution

-based 

DNA 

extraction 

methods 

1.1 Salting out 

methods 

-SDS 

-SDS/ 

proteinase K 

-TritonX-100 

- Proteinase K 

- Laundry powder 

-Potassium 

acetate 

-Sodium acetate 

-sodium chliride 

-Ethanol 

-Isopropanol 

1.2 Oraganic 

solvent/ 

chaotropes 

methods 

-SDS 

-SDS/ 

proteinase K 

 

-Guanidine 

thiocyanate 

-Phenol 

-Phenol 

-Phenol-

chloroform 

-Phenol-

chloroform, 

isoamyl alcohol 

-Sodium 

acetate/ 

Ethanol 

-Sodium 

acetate/ 

Isopropanol 

2.Solid-

based 

DNA 

extraction 

methods 

2.1 Glass 

milk/silica resin 

methods 

-SDS 

-TritonX-100 

-Guanidine 

thiocyanate 

 

-Glass milk (silica 

in chaotropic 

buffer) 

-Silica matrix 

-Diatomaceous 

earth 

-Ethanol 

-Isopropanol 

2.2 Anion 

exchange 

methods 

-Heat 

 

-Chelex 

-Chelex/ 

proteinase k 

-Chelex -N/A 

2.3 Magnetic 

beads 

methods 

-SDS -N/A -Sodium 

chloride/ 

ployethylene 

glycol 

-Magnetic 

beads 
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โดยคูมือเลมนี้จะกลาวถึงเฉพาะการสกัดแบบ Solution based (ตาราง 4 ขอ 1.2) แบบ Oraganic 

solvent และการสกัดแบบ Solid phase (ตาราง 4 ขอ2.1) แบบ silica resin methods ซึ ่งเปน

วิธีการสกัดดีเอ็นเอดวยตัวทำละลายอินทรียและวิธีการสกัดดีเอ็นเอดวยซิลิกาเมทริกซ โดยสองวิธีนี้

เปนวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ใช ณ หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิ

วิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร มีรายละเอียดหลักการสกัดดีเอ็นเอแตละวิธี 

ดังนี้ 

2.1. การสกัดดีเอ็นเอดวยตัวทำละลายอินทรีย 

การสกัดดีเอ็นเอดวยตัวทำละลายอินทรีย (organic solvents methods)จัดอยูในกลุมวิธีสกัดแบบ 

Solution base (12) เปนวิธีดั้งเดิมที่ถูกใชมาตั้งแต ป ค.ศ.1950 จนถึงปจจุบัน ซึ่งการสกัดดีเอ็นเอ

ประกอบดวย 4 ข้ันตอนหลัก (14) ดังนี้ 

 ขั้นตอนที่ 1 Cell lysis  หมายถึง การลางเซลลหรือการทำใหชิ้นเนื้อขนาดเล็กลงดวย

การสับหรือบด กรณีสกัดดีเอ็นเอจากเลือด การลางจะชวยกำจัดเซลลเม็ดเลือดแดงออก เพื่อลด

ปริมาณโปรตีนฮีม (heme protein) ที่เปนตัวรบกวนการทำปฏิกิริยาพีซีอาร หากโปรตีนฮีมปนเปอน

ติดไปกับดีเอ็นเอก็ไมสามารถกำจัดไดอีก ดวยเหตุนี้เลือดที่จับตัวเปนกอนทำใหการลางฮีมออกทำได

ยากข้ึน จึงทำใหดีเอ็นเอคุณภาพต่ำมีการปนเปอนโปรตีนฮีม (15) กรณีสิ่งสงตรวจชิ้นเนื้อ ตองเพ่ิม

ข้ันตอนการสับตัวอยางใหเปนชิ้นเล็กลงใหไดมากท่ีสุด หรือใชการแชชิ้นเนื้อในไนโตรเจนเหลว เพ่ือทำ

ใหแข็งตัว แลวใชครกบดใหละเอียด ซ่ึงทุกข้ันตอนทำดวยอุปกรณและเทคนิคปลอดเชื้อ 

 ข้ันตอนท่ี 2 Denaturation of proteins หมายถึง การทำใหเซลลแตกและยอย 

โปรตีนใหมีขนาดเล็กลง ใชสารละลาย lysis buffer ที่มีองคประกอบของเกลือ (Mgcl2 และ Nacl) 

สาร non-ionic (NP-40 หรือ SDS หรือ Triton X-100) และเอ็นไซมยอยโปรตีน (Proteinase k)  

ทำใหเซลลแตกกลายเปน lysate cell ที่มีองคประกอบของดีเอ็นเอปะปนอยูกับโปรตีน จากนั้นใช

เอ็นไซม Proteinase k จะยอยโปรตีนใหขนาดเล็กลง 

 ข้ันตอนท่ี 3 Removal of contaminants การกำจัดสารโปรตีนออกจากดีเอ็นเอ  

โดยใชสารละลายอินทรีย ที่เรียกวา denaturation buffer ไดแก สาร phenol-chloroform หรือ 

formamide หรือ Guanidine hydrochloride ทำใหโปรตีนเสียสภาพ และแยกชั้นแยกตัวออกจากดี

เอ็นเอ  

 ขั้นตอนที่ 4  DNA precipitation การทำใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ดวยการตกตะกอนดีเอ็นเอ

ดวยเอทานอลหรือไอโซโพรพานอล ความเขมขนมากกวารอยละ 100 และลางตะกอนดีเอ็นเออีกครั้ง

ดวยเอทานอล ความเขมขนรอยละ 70  



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

29 

2.2. การสกัดดีเอ็นเอดวยซิลิกาเมทริกซ  

การสกัดดีเอ็นเอโดยใชซิลิกาเมทริกซ (Silica resin methods) จัดอยูในกลุมวิธีการสกัดแบบ Solid-

phase เปนวิธีการท่ีถูกพัฒนาเปนชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูปที่มีจำหนายทั่วไป ตัวอยางเชน ชุดสกัดดี

เอ็นเอสำเร็จรูปชื ่อการคา Qiamp mini spin kit  วิธ ีการนี้ถ ูกคนพบตั ้งแตป ค. ศ. 1979 โดย 

Vogelstein และ Gillespie ไดคนพบวาการใชซิลิกาในรูปแบบผงแกวทำใหชิ้นสวนดีเอ็นเอบริสุทธิ์

แยกออกจากกันได และตอมาในป 1989 มีการใชวิธีการสกัดแบบ Solid-phase สำหรับการสกัดดี

เอ็นเอจากตัวอยางเลือดเปนครั้งแรก โดย McCormick ซึ่งเปนผูตีพิมพเทคนิคการใชอนุภาคที่ไม

ละลายน้ำที่มีสวนประกอบของซิลิกอนท่ีมีลักษณะทางเคมีคลายกับฟนอล และมีปฏิกิริยากับโปรตีน

ทำใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ โดยเทคนิคเหลานี้จะดูดซับดีเอ็นเอภายใตสภาวะ pH และปริมาณเกลือท่ี

เหมาะสม ซ่ึงมีหลักการดังตอไปนี้ 1) การจับไฮโดรเจนดวยสาร chaotropic ซ่ึงเปนเมทริกซท่ีชอบน้ำ 

2) การแลกเปลี่ยนไอออนิกดวยตัวแลกเปลี่ยนประจุลบภายใตสภาวะที่เปนน้ำและ 3) กลไกการแยก

ตามความจำเพาะและขนาด โดยการสกัดดีเอ็นเอเทคนิค Solid phase แบบ Silica resin methods 

สวนใหญที่ขายในทองตลาดเปนแบบสปนคอลัมน (Spin column) ซึ่งสามารถจับดีเอ็นเอภายใตแรง

เหวี ่ยงดวยการใชซิลิกาเมทริกซอนุภาคแกวหรือผงดินเบาเปนตัวพาการแลกเปลี ่ยนประจุลบ 

โดยทั่วไปสารประกอบเหลานี้จำเปนตองไดรับการปรับสภาพโดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่ pH เฉพาะ 

เพื่อเปลี่ยนเปนรูปแบบทางเคมี โดยวิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบ Silica resin methods ประกอบดวย 4 

ข้ันตอนหลัก ดังนี้  

  ข้ันตอนท่ี 1 การยอยเซลลเม็ดเลือดโดยใชบัฟเฟอรท่ีเฉพาะจนไดเปน lysate cells 

  ข้ันตอนท่ี 2 นำ lysate cells ผานกับคอลัมนและหมุนเหวี่ยง โดยข้ันตอนนี้ดีเอ็นเอจะจับ

กับคอลัมนท่ีสภาวะ pH และความเขมขนของเกลือท่ีเหมาะสม โปรตีนบางชนิดและสารประกอบทาง

ชีวเคมีอื่น ๆ อาจจับตัวกับคอลัมนไดบางสวนเชนกัน แตจะถูกกำจัดออกในภายหลังโดยใชเอทานอล 

ความเขมขนรอยละ 70 ในข้ันตอนลางดีเอ็นเอ 

  ข้ันตอนท่ี 3 การลางดีเอ็นเอดวยเอทานอล ความเขมขนรอยละ 70   

  ขั้นตอนที่ 4 การละลายดีเอ็นเอออกจากคอลัมนดวยน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อหรือ TE 

buffer  

3. การทำไบซัลไฟต คอนเวอรช่ัน 

ไบซัลไฟต คอนเวอรชั่น (Bisulfite conversion) เปนวิธีการเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอดวย 

สารเคมีไบซัลไฟต เพ่ือทำใหเกิดความตางระหวางดีเอ็นเอท่ีมีสภาวะเมทิลเลชั่น (methylation) กับดี

เอ็นเอท่ีไมมีสภาวะเมทิลเลชั่น (unmethylation) (16) โดยท่ัวไปสภาวะเมทิลเลชั่นมักเกิดบริเวณโปร
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โมเตอรของยีน (ซึ่งเปนบริเวณที่มีลักษณะเบส CG ซ้ำตอกันเปนจำนวนมาก เรียกวา CpG island) มี

หนาที่เปนกลไกสำคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีน นอกจากนี้ยังมีบางกลุมยีนที่เรียกวา 

Imprinting gene (ซึ ่งหมายถึง ปรากฏการณทางพันธุศาสตรอยางหนึ่งที่ยีนหนึ่งๆ จะแสดงออก

เฉพาะเม่ือไดรับมาจากพอหรือแมเทานั้น) ใชกลไกการเกิดเมทิลเลชั่นในการควบคุมการแสดงออกของ

ยีนจากพอและจากแม โดยการเกิดภาวะเมทิลเลชั่นของยีนเกิดจากเบส C บริเวณ CpG ถูกเติมหมู

เมทิล (CH3) บนคารบอนตำแหนงท่ี 5 ของเบส C ท่ีติดกับ G ซ่ึงจะสงผลใหยีนไมมีการแสดงออก ดวย

เหตุนี้กระบวนการเมทิลเลชั่นจึงเปนกลไกสำคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนกลุม Imprinting 

gene หากกลไกดังกลาวผิดปกติไป ก็จะนำมาสูโรคทางพันธุกรรมในกลุมยีน Imprinting ได (17) 

ตัวอยางเชน กลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน (PWS/AS) เปนตน ดังนั้นการวิเคราะหหา

ความผิดปกติของสภาวะเมทิลเลชั่นของยีน Imprinting (ยีน SNRPN) จึงเปนท่ีนิยมใชในการตรวจ

วินิจฉัยทางหองปฏิบัติการกลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน (18)  

  ข้ันตอนการทำ bisulfte conversion เพ่ือเตรียมดีเอ็นเอท่ีใชตรวจวิเคราะหสภาวะ 

เมทิลเลชั่นของยีน Imprinting (ยีน SNRPN) ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอาร ดังภาพ 2  

(19) เริ่มจากการเตรียมดีเอ็นเอปกติ (Genomic DNA) ซึ่งอาจจะมีภาวะเมทิลเลชั่นหรือไมมีภาวะ

เมทิลเลชั่น ซ่ึงดังกลาวไมสามารถตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอารแบบท่ัวไป เพราะการเกิดเมทิลเลชั่นมี

เพียงการเติมหมูเมทิลท่ีเบส C ที่ติดกับ G ซึ่งไมสงผลตอการเปลี่ยนแปลงลำดับเบส หรือท่ีเรียกวา 

epigenetics ดังนั้นจึงตองใชสารเคมีไบซัลไฟตเขาไปเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอ เพื่อทำใหเกิดความตาง

ระหวางดีเอ็นเอที ่ม ีสภาวะเมทิลเลชั ่น (methylation) กับดีเอ็นเอที ่ไม ม ีสภาวะเมทิลเลชั่น 

(unmethylation) โดยการเกิด bisulfite conversion ดวยสารไบซัลไฟตจะเกิดขึ้นไดก็ตอเมื่อดีเอ็น

เอเกลี่ยวคูถูกแยกเปนสายเดี่ยวดวยการทำใหดีเอ็นเอใหเสียสภาพ (denaturation) ดวยความรอน

หรือสารเคมี เมื่อดีเอ็นเอแยกเปนสายเดี่ยวสารเคมีไบซัลไฟตจะสามารถเขาไปเปลี่ยนเบสไซโตซีน 

(Cytosine, C) ที่ไมเกิดเมทิลเลชั่น เปลี่ยนเปนเบส Uracil (U) แตถาเบสไซโตซีนถูกเมทิลเลชั่น (5-

methyl cytosine, mC) คือ เบสไซโตซีนท่ีมีหมูเมทิล (CH3) อยูที่คารบอนตำแหนงที่ 5 จะทำใหไม

เกิดปฏิกิริยา deamination เบสไซโตซีนยังคงสภาพเชนเดิมไมเปลี่ยนแปลง จากนั้นนำดีเอ็นเอท่ีผาน 

bisulfite conversion แลว ไปตรวจวิเคราะหดวยเทคนิคเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอาร (MS-PCR) ใน

ลำดับตอไป โดยขั้นตอนการทำ bisulfite conversion ของดีเอ็นเอ ประกอบดวยขั้นตอนหลัก (ภาพ 

2)  ดังนี้  
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ภาพ 2 หลักการทำ bisulfite conversion  เพ่ือเตรียมดีเอ็นเอท่ีใชตรวจวิเคราะหสภาวะเมทิล

เลชั่นของยีน Imprinting (ยีน SNRPN) ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอาร (อธิบายคำยอ CpG 

หมายถึงบริเวณท่ีมีเบส CG ซ้ำตอกันเปนจำนวนมาก เรียกวา CpG island mC หมายถึง เบส C ท่ีโครงสรางมีการ

เติมหมูเมทิล และ C หมายถึง เบส C โครงสรางปกต)ิ  

 

(1) การทำใหจีโนมิกสดีเอ็นเอเสียสภาพ (Denaturation) ดวยความรอนท่ี 95  

องศาเซลเซียส ประมาณ 5 นาที หรือการใชสารเคมีโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ที่ความเขมขนท่ี

เหมาะสม เพ่ือทำใหสายดีเอ็นเอแยกจากเกลี่ยวคูเปนสายเดี่ยว 

(2) การทำไบซัลไฟต คอนเวอรช่ัน ดวยการใชสารไบซัลไฟต bisulfite (HSO3) ทำให 

เกิดปฏิกิริยา deamination เปลี่ยนแปลงเบสไซโตซีน (cytosine,C) เปนยูราซิล (Uracil,U)  ถาอยูใน

สภาวะไมเกิดเมทิลเลชั่น เบส C  จะถูกเปลี่ยนเปน U  แตถาเกิดเมทิลเลชั่น เบส C จะไมถูกเปลี่ยน 

คงสภาพเปนเบส C เชนเดิม โดยขั ้นตอนการเกิดปฏิกิริยา deamination ของเบส C เมื ่อถูกทำ

ปฏิกิริยาดวยสารไบซัลไฟต  (HSO3) ประกอบดวย 3 ข้ันตอนยอย (ภาพ 3) ดังนี้ 

 ขั้นตอน 1 Sulphonation คือ การเติม sulphonate group เขาที่พันคู 5-6 ของเบส

ไซโตซีน กลายเปน Cytosine sulphinate โดยขั้นตอนนี้จะถูกควบคุมดวย pH ความเขมขนของสาร

ไบซัลไฟต และอุณหภูมิ การเกิดปฏิกิริยาไปขางหนา (Forward reaction) จะเกิดข้ึนไดดีเม่ือ pH ต่ำ 

และปฏิกิริยายอนกลับ (reverse reaction) จะเกิดข้ึนเม่ือ pH สูงข้ึน  

 ขั้นตอน 2 Hydrolic deamination คือ Cytosine sulphinate ถูกดึง amine group 

(NH2) ออกดวยปฏิกิริยา hydrolysis กลายเปน Uracil sulphonate ข้ันตอนนี้จะถูกเรงปฏิกิริยาดวย

สาร sulphite สาร bisulphite และสาร acetate anions 

 ขั ้นตอน 3 Desulphonation คือ การกำจัด sulphonate group โดยการเติมสาร

ประเภท อัลคาไลน (alkali) ทำใหกลายเปนเบส Uracil 
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ภาพ 3 แบบจำลองการเกิดปฏิกิริยา deamination ของเบสไซโตซีน (Cytosine, C) เม่ือทำปฏิกิริยา

กับสารไบซัลไฟต (HSO3) ในการทำ bisulfite conversion ของดีเอ็นเอ แถวบน คือ เบส C โครงสราง

ปกติ เมื่อผานกระบวนการ bisilfite conversion (ข้ันตอน 1 Sulphonation ข้ันตอน 2 Hydrolic deamination 

ข้ันตอน 3 Desulphonation) จะทำใหเบส C (cytosine) ถูกเปลีย่นเปน U (uracil) แถวลาง คือ เบส C ท่ีมีการ

เติมหมูเมทิล (CH3) เมื่อผานกระบวนการ bisilfite conversion เบส C ท่ีมีการเติมหมูเมทิล จะไมเกิดปฏิกิรยิาใดๆ 

ยังคงสภาพเดมิ ไมเปลีย่นเปน U  
ท่ีมาของภาพ https://en.wikipedia.org/wiki/Bisulfite_sequencing#/media/File:Bisulfite_conversion.svg 

4. โรคพราเดอร-วิลล่ีและแอนเจลแมน 

4.1. ลักษณะทางคลินิกของผูปวยโรคพราเดอร-วิลล่ีและแอนเจลแมน (PWS/AS) 

ผูปวยโรคพราเดอร-วิลล่ี (PWS) มักมีภาวะกลามเนื้อตึงตัวนอยแบบรุนแรง (severe 

hypotonia) ทำใหการกินอาหารลำบากในชวงวัยทารก ตอมาในวัยเด็กจะคอยๆกินจุและพัฒนาเปน

โรคอวนผิดปกติ มีพัฒนาการลาชาทั้งดานการเคลื่อนไหวและภาษา (delay developmental of 

motor and language) ผูปวยแตละรายมีระดับความรุนแรงของความบกพรองในกระบวนการรับรูท่ี

แตกตางกัน มีพฤติกรรมโดดเดนที่พบไดบอย เชน มีอารมณเกรี้ยวกราด (temper tantrums) ดื้อรั้น 

(stubbornness) มีบุคลิกย้ำคิดย้ำทำ (obsessive-compulsive characteristic) การพัฒนาระบบ

สืบพันธไมสมบูรณ แสดงลักษณะระบบสืบพันธุพัฒนาไมสมบูรณ (genital hypoplasia) พบในท้ัง

เพศหญิงและเพศชาย โดยสวนใหญอยูในภาวะไมเจริญพันธุ มีบุตรยาก (infertility) ผูปวยมักมีรูปราง

ไมสูง ลักษณะของใบหนามีตาเหล (strabismus) อาจพบลักษณะกระดูกสันหลังคด (scoliosis) ได

บอย และอาจมีการขาดภาวะการขาดอินซูลินจากโรคเบาหวานซ่ึงจะเกิดข้ึนในคนท่ีเปนโรคอวน (20) 

 ผูปวยโรคแอนเจลแมน (AS) มีลักษณะทางคลินิกหลากหลาย ไดแก มีการพัฒนาลาชา

แบบร ุนแรง  (severe developmental delay) หร ือม ีความพ ิการทางป ญญา(intellectual 
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disability) พัฒนาการชาดานการพูดแบบรุนแรง (severe developmental delay of language) 

มีอาการเดินเซหรือแขนขาสั่น (ataxia of gait)  และมีพฤติกรรมที่เฉพาะ เชน มีความสุขที่มีบอย

หัวเราะรอยยิ้ม และความตื่นเตนงาย มีขนาดศรีษะเล็ก (microcephaly) และมักพบอาการชักไดบอย 

พัฒนาการลาชาจะสังเกตเห็นเปนครั้งแรกที่อายุประมาณหกเดือน แตอยางไรก็ตามลักษณะทางท่ี

หลากหลายมักจะปรากฏหลังจากอายุหนึ่งป และอาจใชเวลาหลายปกอนที่การวินิจฉัยทางคลินิกท่ี

ถูกตองเปนที่เห็นไดชัด (21) ลักษณะทางคลินิกจะมีการแสดงออกอยางมีความสุข และการเดินที่ไม

ม่ันคงพรอมดวยการยกแขนข้ึนเปนท่ีสังเกตไดโดยท่ัวไป ในบางครั้งลักษณะใบหนาสามารถบงบอกถึง

การวินิจฉัยได แตโดยปกติแลวลักษณะใบหนาจะไมโดดเดน (21) 

4.2. กลไกการเกิดโรคพราเดอร-วิลล่ีและแอนเจลแมน  

 โรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน (PWS/AS) เกิดจากความผิดปกติของยีนในบริเวณ

ชิ้นสวนแขนขางยาวของโครโมโซม 15 ตำแหนง q11-q13 ที่เรียกวา PWS/AS critical region ยีน

บริเวณนี้มีการแสดงออกในรูปแบบ imprinting gene (แสดงดังภาพ 4) ซ่ึงเปนปรากฏการณทางพันธุ

ศาสตรอยางหนึ ่งท่ียีนหนึ ่งๆ จะแสดงออกเฉพาะเมื ่อไดรับมาจากพอหรือแมเทานั ้น โดยยีนท่ี

แสดงออกจากแทงโครโมโซมที ่มาจากพอ จะเรียกวา paternally expressed genes และยีนท่ี

แสดงออกจากโครโมโซมท่ีมาจากแม เรียกวา maternally expressed genes (18, 22)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 4 แบบจำลองการควบคุมการแสดงออกของยีนแบบ Imprinting บนโครโมโซมคูที่ 15 บริเวณ 

15q11-q13 (PWS/AS region) ท่ีมาภาพคัดลอกจากในบทความของ M Lalande ค.ศ. 2007 (23) จากภาพ

อธิบายวา บริเวณ PWS-IC (สัญลักษณวงกลม) เปนศูนยกลางควบคุมการแสดงออกของยีนบริเวณ PWS region 

(PWS imprinting center) ซึ่งควบคุมใหมีการแสดงออกของยีนบนโครโมโซมท่ีมาจากพอเทานั้น (สัญลักษณบล็อก

สีน้ำเงินคือยีนท่ีมีการแสดงออก) ไดแก ยีน MKRN3 MAGEL2 NDN และ SNRPN แตยีนบริเวณดังกลาวบน

โครโมโซมที่มาจากแมจะไมมีแสดงออก (สัญลักษณบล็อกสีเทาคือยีนท่ีไมมีแสดงออก) ในทางกลับกันยีน UBE3A 

และ ATP10A บนโครโมโซมท่ีมาจากแมเทานั้นที่มีการแสดงออก (สัญลักษณบล็อกสีแดงคือยีนที่มีการแสดงออก) 

แตยีนทั้งสองบนโครโซมที่มาจากพอจะไมมีการแสดงออก บริเวณ AS-IC (สัญลักษณสามเหลี่ยมสีเขียว) เปน

ศูนยกลางควบคุมการแสดงออกของยีนบริเวณ AS region (AS imprinting center)  

โครโมโซม15 จากพอ 

โครโมโซม15 จากแม 
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(1) กลไกทางพันธุกรรม (genetic mechanism) ท่ีทำใหเกิดโรคพราเดอร-วิลล่ี 

สาเหตุเกิดจากสูญเสียการทำงานของยีนบนโครโมโซม 15 ที ่มาจากพอท่ีเร ียกวา Paternal 

imprinting gene อยูในบริเวณ PWS/AS region (15q11-q13) ซ่ึงมีกลไกทางพันธุกรรมการเกิดโรค 

PWS หลายแบบ (ตาราง 5) ไดแก  

• การขาดหายของยีนบริเวณ 15q11-q13 บนโครโมโซม15 ท่ีมาจากพอ  

(15q11-q13 parternal deletion) ซ่ึงพบในผูปวย PWS ประมาณรอยละ 65-75 

• การมีโครโมโซม 15 ท้ังสองแทงมาจากแม (Maternal uniparental disomy15 

, maternal UPD15) ซ่ึงพบในผูปวย PWS ประมาณรอยละ 20-30 

• ความผิดปกติของกลไก Imprinting ซ่ึงควบคุมการแสดงออกของยีนบริเวณ 

PWS/AS region (Imprinting defect, ID) ซ่ึงพบในผูปวย PWS ประมาณรอยละ 2 

• ความผิดปกติของกลไก Imprinting (Imprinting defect, ID) ท่ีเกิดการขาดหาย 

ของบริเวณ imprinting center (IC) ของยีนบริเวณ PWS/AS region (ID with IC deletion) ซึ่งพบ

ในผูปวย PWS นอยกวารอยละ 0.5 

• ความผิดปกติของแทงโครโมโซม 15 แบบ Unbalanced chromosome 

 rearrangement ซ่ึงพบในผูปวย PWS นอยกวารอยละ 1  

โดยกลไกเกิดโรค PWS ทุกรูปแบบจะเกิดความเสี่ยงการเปนโรคกลับซ้ำในลูกคนถัดไป (sibling risk) 

แตกตางกัน (ตาราง 5) โดยถากลไกการเกิดโรคแบบ 15q11-q13 deletion หรือ maternal UPD15 

ความเส ี ่ยงเป นกล ับซ ้ำจะเทาก ับ ร อยละ 1 แตถ ากลไกเก ิดจาก ID with IC deletion หรือ 

unbalanced chromosome rearrangement ความเสี่ยงการเปนกลับซ้ำในพี่นองจะเพิ่มขึ้นเปน

รอยละ 50 ดังนั้นครอบครัวของผูปวยควรไดรับคำปรึกษาทางพันธุกรรม และควรมีการตรวจวินิจฉัย

กอนคลอด (Prenatal testing) ในกรณีหญิงตั้งครรภท่ีมีความเสี่ยงของ sibling risk เพ่ิมสูงข้ึน (20) 

ตาราง 5 กลไกทางพันธุกรรมของการเกิดโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) 

กลไกทางพันธกุรรม 

ของการเกิดโรค PWS  

สัดสวนท่ีพบ 

ในผูปวย PWS 

สัดสวนการเปนโรคกลับซ้ำ 

ในลูกคนถัดไป 

15q11-q13 parternal deletion รอยละ 65-75 นอยกวา รอยละ 1 

Maternal UPD15 รอยละ 20-30 นอยกวา รอยละ 1 

ID without IC deletion  รอยละ 2 นอยกวา รอยละ 1 

ID with deletion in IC นอยกวา รอยละ 0.5 รอยละ 50 ถาพอมี IC deletion 

Unbalanced chromosome 

rearrangement 

นอยกวา รอยละ 1 รอยละ 50 

หมายเหตุ: IC= Imprinting Center, ID=Imprinting defect, UPD=uniparental disomy 
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(2) กลไกทางพันธุกรรม (genetic mechanism) ท่ีทำใหเกิดโรคแอนเจลแมน 

สาเหตุเกิดจากการสูญเสียการแสดงออกของยีนบนโครโมโซม 15 ที่มาจากแมที่เรียกวา Maternally 

imprinted UBE3A gene อยูในบริเวณ PWS/AS region (15q11-q13) ซ่ึงมีกลไกทางพันธุกรรมการ

เกิดโรคหลายแบบ (ตาราง 6) ไดแก 

• การขาดหายของยีนบริเวณ 15q11-q13 บนโครโมโซม15 ท่ีมาจากแม  

(15q11-q13 marternal deletion) ซ่ึงพบในผูปวย AS ประมาณรอยละ 65-75 

• การมีโครโมโซม 15 ท้ังสองแทงมาจากพอ (Paternal uniparental disomy 15, 

 paternal UPD15) ซ่ึงพบในผูปวย AS ประมาณรอยละ 3-7 

• ความผิดปกติของกลไก Imprinting ซ่ึงควบคุมการแสดงออกของยีนบริเวณ 

PWS/AS 

 region (Imprinting defect, ID) ซ่ึงพบในผูปวย AS ประมาณรอยละ 2.5-3 

• ความผิดปกติของกลไก Imprinting (Imprinting defect, ID) ท่ีเกิดการขาดหาย 

ของบริเวณ imprinting center (IC) ของยีนบริเวณ PWS/AS region (ID with IC deletion) ซึ่งพบ

ในผูปวย PWS นอยกวารอยละ 0.3 

• ความผิดปกติของแทงโครโมโซม 15 แบบ Unbalanced chromosome  

rearrangement ซ่ึงพบในผูปวย AS นอยกวารอยละ 1  

• การกลายพันธุยีน UBE3A แบบ point mutation พบในผูปวย AS ประมาณ 

รอยละ 11  

• ความผิดปกติอ่ืนๆ ท่ียังไมทราบสาเหตุแนชัดอีกประมาณรอยละ 10 

โดยกลไกการเกิดโรค AS ทุกรูปแบบจะเกิดความเสี่ยงที่จะเปนกลับซ้ำในลูกคนถัดไป (sibling risk) 

แตกตางกัน (ตาราง 6) โดยกลไกเกิดจากแบบ deletion  และ UPD ความเสี่ยงเทากับ รอยละ 1 แต

ถากลไกเกิดจาก UBE3A mutation หรือ Unbalanced chromosome translocation หรือ ID 

with IC deletion ความเสี่ยงจะเพิ่มสูงขึ้น เปนรอยละ 50 ดังนั้นหญิงการตั้งครรภที่มีความเสี่ยง 

sibling risk สูง จึงควรมีการทดสอบกอนคลอดเชนกัน (21) 
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ตาราง 6 กลไกทางพันธุกรรมของการเกิดโรคแอนเจลแมน (AS)  

กลไกทางพันธกุรรม 

ของการเกิดโรค AS 

สัดสวนท่ีพบ 

ในผูปวย AS 

สัดสวนการเปนโรคกลับซ้ำ 

ในลกูคนถัดไป 

15q11-q13 marternal deletion รอยละ 65-75 นอยกวา รอยละ 1 

Paternal UPD15 รอยละ 3-7 นอยกวา รอยละ 1 

ID without IC deletion  รอยละ 2.5-3 นอยกวา รอยละ 1 

ID with deletion in IC นอยกวา รอยละ 0.3 รอยละ 50 ถาแมมี IC deletion 

Unbalanced chromosome 

rearrangement 

นอยกวา รอยละ 1 รอยละ 50 

UBE3A pathogenic variant รอยละ 11 รอยละ 50 ถาแมมี UBE3A 

pathogenic variant 

"Other" - no identifiable 

molecular abnormality 

รอยละ 10 ไมมีขอมลู 

หมายเหตุ: IC= Imprinting Center, ID=Imprinting defect, UPD=uniparental disomy 

5. วิธีการตรวจทางอณูพันธุศาสตรเพื่อวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

(PWS /AS) 

การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรค PWS/AS ดวยเทคทิคทางอณูพันธุศาสตรมี 

หลากหลายวิธี แสดงในตาราง 7 และ 8 โดยแตละวิธีการมีความสามารถในการตรวจหากลไกการเกิด

โรค PWS/AS (ตาราง 5 และ 6) ไดแตกตางกัน โดยปจจุบันวิธีทดสอบทางอณูพันธุศาสตรที่นำมาใช

ตรวจวินิจฉัยท้ังในงานบริการและงานวิจัยมีรายละเอียด ดังนี้  

• DNA methylation analysis ได แก   methylation-specific PCR หร ือ Southern 

blot analysis 

• Methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification 

(MS-MLPA) 

• Fluorescent in situ hybridization (FISH) 

• Chromosomal microarray (CMA) และ CMA-SNP array 

• Uniparental disomy (UPD) analysis 

• DNA Sequencing  

โดยในคูมือเลมนี้กลาวถึงเฉพาะงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับวิธีการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอาร 
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ตาราง 7 วิธีการทดสอบทางอณูพันธุศาสตรท่ีใชในการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-

วิลลี่ (PWS) ในปจจุบัน (20) 

วิธีทดสอบ กลไกพันธกุรรมการเกิดโรค PWS สัดสวน PWS ท่ีตรวจพบ 

DNA methylation analysis Deletions, UPD & ID มากกวา รอยละ 99 

MS-MLPA  Deletions, UPD & ID มากกวา รอยละ 99  

FISH  Deletions รอยละ 65-75 

CMA  Deletions รอยละ 65-75 

CMA-SNP array  Deletions & some UPDs รอยละ 80-90 

UPD analysis UPD and ID รอยละ 20-30 

DNA sequening  ID with IC deletions นอยกวา รอยละ 1 

หมายเหตุ: IC = imprinting center; ID = imprinting defect; UPD = uniparental disomy 
 

ตาราง 8 วิธีการทดสอบทางอณูพันธุศาสตรท่ีใชในการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคแอน 

เจลแมน (AS) ในปจจุบัน (21) 

วิธีทดสอบ กลไกพันธกุรรมการเกิดโรค AS สัดสวน AS ท่ีตรวจพบ 

DNA methylation analysis  15q11.2-q13del, UPD, ID  ประมาณ รอยละ 80 

MS-MLPA 15q11.2-q13del, UPD, ID ประมาณ รอยละ 80 

FISH 15q11.2-q13del  ประมาณ รอยละ 68 

CMA 15q11.2-q13del, UPD  รอยละ 70-75 

UPD analysis UPD รอยละ 3-7 

AS IC deletion analysis (MLPA, 

qPCR) 

ID นอยกวา รอยละ 0.3 

UBE3A sequence analysis UBE3A seq variant ประมาณ รอยละ 11 

UBE3A gene-targeted del/dup 

analysis (CMA) 

UBE3A del/dup นอยมาก (Rare) 

หมายเหตุ: IC = imprinting center, ID = imprinting defect; UPD = uniparental disomy, del/dup = deletion/duplication 

5.1. การทดสอบเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารเพื่อตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลล่ี

และแอนเจลแมน 

การศึกษาของ Sutcliffe และคณะ ป ค.ศ. 1994 และ Buiting และคณะ ป ค.ศ. 1995 

ที่ผานมาพบวาการเติมหมูเมทิลบนโปรโมเตอรของยีน SNRPN มีความแตกตางกันระหวางโครโมโซม

ที่มาจากพอและมาจากแมซึ ่งเกี ่ยวของกับการเกิดโรค PWS รวมถึงการศึกษาของ Zeschnigk ป 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/methylation/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/fish/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/snp-array/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/imprinting/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/uniparental-disomy/
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1997 พบวา CpG บนโปรโมเตอรยีน SNRPN จากโครโมโซมที ่มาจากแมอยู ในภาวะเมทิลเลชั่น 

มากกวา 96% ขณะที่โครโมโซมที่มาจากพอจะไมเกิดภาวะเมทิลเลชั่น ดวยเหตุผลนี้การวิเคราะหดี

เอ็นเอบนโปรโมเตอรของยีน SNRPN ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารจึงถูกนำมาใชในการ

ตรวจวินิจฉัยโรค PWS/AS ในปจจุบัน รวมถึงวิธีการนี้ยังมีประสิทธิภาพในการตรวจหาความผิดปกติท่ี

เป นสาเหตุทางพันธ ุกรรมของโรค PWS/AS ไดท ั ้งสามร ูปแบบ ได แก แบบ deletion แบบ 

uniparental disomy และแบบ Imprinting defect และยังสามารถวินิจฉัยแยกโรค PWS ออกจาก 

AS ไดอีกดวย (18, 22, 24, 25, 26) โดยการทดสอบใชหลักการตรวจหาภาวะเมทิลเลชั่นบนโปรโม

เตอรของยีน SNPRN ดวยไพรเมอร 2 ชุด ไดแก ไพรเมอรที่จำเพาะกับดีเอ็นเอที่การเกิดเมทิลเลชั่นข

องยีน SNRPN ท่ีมาจากโครโมโซมแม ที่เรียกวา maternal methylation primers และไพรเมอรท่ี

จำเพาะกับดีเอ็นเอที่ไมเกิดเมทิลเลชั่นของยีน SNRPN ท่ีมาจากโครโมโซมพอ ที่เรียกวา paternal 

unmethylation primers ทำปฏิกิริยาพีซีอารดวยการใชดีเอ็นเอตนแบบท่ีผานการทำ bisulfite 

conversion มากอน จากการทบทวนวรรณกรรมพบงานวิจัยที่เกี่ยวกับการใชวิธีเมทิลเลชั่น-สเปค

ซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพ่ือการตรวจวินิจฉัยโรค PWS/AS มีหลายการศึกษา (27-29) คูมือเลมนี้

จะกลาวถึงเพียงสองงานวิจัย ไดแก Kubota T และคณะป ค.ศ. 1997 และ Hussain Askree S และ

คณะ ป ค.ศ. 2011 ซึ่งเปนงานวิจัยที่หนวยมนุษยพันธุศาสตรนำขอมูลไพรเมอรมาประยุกตใชในงาน

บริการตรวจทดสอบดวยวิธีการเมทิลเลชั ่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื ่อวินิจฉัยโรค 

PWS/AS โดยแสดงลำดับ  นิวคลีโอไทปของไพรเมอรในตาราง 9 และ 10 ตามลำดับ 
 

ตาราง 9 ลำดับนิวคลีโอไทปของไพรเมอรจากงานวิจัย Kubota T และคณะป ค.ศ. 1997 (28) 

ชื่อไพรเมอร ลำดับนิวคลีโอไทดไพรเมอร (5’-3’) ผลพีซีอาร 
(base pair) 

SNRPN-M_ F Maternal methylation 5’-TAAATAAGTACGTTTGCGCGGTC-3’ 174 

SNRPN-M_ R  Maternal methylation 5’-AACCTTACCCGCTCCATCGCG-3’ 

SNRPN-P_ F Paternal unmethylation 5’-GTAGGTTGGTGTGTATGTTTAGGT-3’ 100 

SNRPN-P_ R Paternal unmethylation 5’-ACATCAAACATCTCCAACAACCA-3’ 

ตาราง 10 ลำดับนิวคลีโอไทปของไพรเมอรจากงานวิจัย Hussain Askree S และคณะ ป ค.ศ2011(29) 

ชื่อไพรเมอร ลำดับนิวคลีโอไทดไพรเมอร (5’-3’) ผลพีซีอาร 
(base pair) 

Alt-MF Maternal methylation 5’-TCGATGGTATTTTGTTCGTTCGTATTGGGGCGC-3’ 152 

Alt-MR Maternal methylation 5’-ACCCATATCCCTTACCCACTACGATTACCCCG-3’ 

Alt-PF Paternal unmethylation 5’-TTGATGGTATTTTGTTTGTTTGTATTGGGGTGT-3’ 100 

Alt-PR Paternal unmethylation 5’-ACCACAGACACCCACAATAAAACCTATCACAA-3’ 
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5.2. การตรวจสอบผลพีซีอารดวยเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

อิเล็กโตรฟอริซีส เปนเทคนิคท่ีใชตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร (PCR product) หรือชิ้นสวน 

ดีเอ็นเอดวยหลักการแยก (separate) ชิ้นดีเอ็นเอดวยการเคลื่อนท่ีผานเจลตัวกลางในสนามไฟฟา ชิ้น

ดีเอ็นเอท่ีขนาดเล็กจะเคลื่อนท่ีไดเร็วกวาขนาดใหญ จึงสามารถแยกชิ้นดีเอ็นเอท่ีขนาดตางกันออกจาก

กันได อิเล็กโตรฟอริซีสท่ีนิยมใชมีสองแบบ ไดแก แบบแคปปลารี่ (Capillary electrophoresis) และ

แบบเจล (Gel electrophoresis) โดยแบบแคปปลารี่จะตองใชเครื่องมือพิเศษราคาแพง เชน เครื่อง

วิเคราะหลำดับเบสแบบอัตโนมัติ (Genetic Analyzer) ซึ่งขั้นตอนการทำงานเปนแบบอัตโนมัติ ไม

ยุงยาก สวนแบบเจลนิยมใชกันท่ัวไปเพราะใชเครื่องมืออุปกรณราคาไมแพง แตมีข้ันตอนทำงานหลาย

ขั้นตอน ไดแก การเตรียมเจล การเตรียมบัฟเฟอร การโหลดตัวอยางลงเจล การรันอิเล็กโตรฟอริซีส 

การยอมเจลดวยดวยสารเรืองแสง และการตรวจสอบผลเจลดวยการสองดวยแสง UV (ultraviolet) 

มีรายละเอียดแนวคิดในแตละข้ันตอนดังนี้ (30) 

5.2.1. ชนิดเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

  เจลตัวกลางท่ีนิยมใชมีสองชนิด ไดแก เจลชนิดอะคริลาไมด (Acrylamide gel) และเจล

ชนิดอะกาโรส (Agarose gel) การเลือกใชชนิดเจลจะข้ึนกับขนาดของชิ้นดีเอ็นเอในแตละการทดสอบ 

โดยเจลอะคริลาไมดมีสามารถในการแยกชิ้นดีเอ็นเอ ขนาด 5-500 bp ไดดี และสามารถแยก 1 bp 

ออกจากกันได แตอยางไรก็ตามเจลอะคริลาไมดนี้มีข้ันตอนการเตรียมท่ียุงยาก และมีความเปนพิษสูง 

นิยมในงานบางประเภท เชน งานแยกโปรตีน และงาน sequencing แบบ slab gel  สวน 

เจลอะกาโรส มีความสามารถในการแยกต่ำกวาเจลอะคริลาไมด แตมีชวงการแยกกวางกวา และ

สามารถแยกดีเอ็นเอไดตั้งแตขนาด 50bp ถึง หลายเมกะเบส อีกท้ังมีข้ันตอนการเตรียมงายไมยุงยาก

และไมเปนพิษ จึงนิยมใชในงานพีซีอารทั่วไป เจลอะกาโรสที่มีขายทั่วไปมีคุณสมบัติของเจลอะกาโรส

หลายแบบ ไดแก เจลอะกาโรสแบบมาตรฐาน (High-melting-temperature) เจลอะกาโรสแบบ 

Low-melting/Gelling-temperature เจลอะกาโรสแบบ Chemically Modified และเจลอะกาโรส

แบบ Electroendo-Osmosis (30) 

5.2.2. บัฟเฟอรเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

 บัฟเฟอรท่ีใชในการรันเจลอิเล็กโตรฟอริซิสแบบ native หรือ double stranded DNA มี 

3 แบบ ไดแก Tris-acetate and EDTA (TAE, pH 8.0) Tris-borate and EDTA (TBE, pH8.0) และ

Tris-phosphate (TPE, pH7.5-7.8) ซ่ึงนิยมใชท่ีระดับความเขมขน 0.5-1X โดยบัฟเฟอร TAE การใช

ซ้ำหรือใชเปนเวลานานจะทำใหคุณสมบัติการเปนบัฟเฟอรลดลงอยางรวดเร็ว ดังนั้นจึงควรมีการ

กำหนดอายุการใชงานของ TAE ใหชัดเจน เพื่อลดผลเสียในระหวางการรันเจลอิเล็กโตรฟอริซีส สวน
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บัฟเฟอร TBE และ TPE มีคุณสมบัติการเปน buffer ท่ีสูงกวา TAE จึงใชซ้ำไดนานกวา แตอยางไรก็

ตาม TBE และ TPE มีราคาคอนขางสูงเมื ่อเทียบกับ TAE  และลักษณะการเคลื ่อนที ่ดีเอ็นเอใน

บัฟเฟอร TAE จะเคลื่อนท่ีไดเร็วกวาใน TBE และ TPE ประมาณ 10% จึงทำใหการแยกโมเลกุล 

ดีเอ็นเอขนาดใหญในบัฟเฟอร TAE แยกไดดีกวาใน TBE และ TPE  แตถาดีเอ็นเอขนาดเล็กสามารถ

แยกไดดีพอๆกัน บัฟเฟอรมีคุณสมบัติเปนดาง (pH 7.5-8.0) จึงทำใหโมเลกุลดีเอ็นเอในการทำ

เจลอิเล็กโตรฟอริซีส เคลื่อนท่ีผานเจลตัวกลางจากข้ัวลบไปข้ัวบวก โดยอัตราการเคลื่อนท่ีของดีเอ็นเอ

ผานเจลอะกาโรสจะคำนวณไดดวยสูตร V = IR (V= voltage, I=amperes, R=resistance (ohms)) 

และปจจัยท่ีเก่ียวของกับการเคลื่อนท่ีมีดังตอไปนี้ 

• กระแสไฟฟา (โมเลกุลดีเอ็นเอขนาดใหญเคลื่อนท่ีชากวาขนาดเล็ก)  

• ความเขมขนของเจล เจลความเขมขนนอยดีเอ็นเอเคลื่อนท่ีไดเร็วกวาความเขมขน 

มาก 

• รูปรางของดีเอ็นเอ เชน แบบเกลยีว (Superhelical) แบบวงกลม (circular 

Nickedcircular) และแบบเสน (linear) ท้ัง 3 แบบมีอัตราเคลื่อนท่ีผานเจลอะกาโรสตางกัน 

• การใชความตางศักย เม่ือเพ่ิมความตางศักยจะใหความสามารถในการแยกดวยเจล 

อะกาโรสลดลง การแยกดีเอ็นเอที่ขนาด > 2 kb ในเจลอะกาโรส ควรใชความตางศักยไมเกิน 5-8 

โวลตตอเซ็นติเมตร (V/cm) 

• ชนิดเจลอะกาโรส มี 2 แบบหลัก คือ 1) เจลแบบมาตรฐาน (standard) มีจุด 

หลอมเหลว (Melting temperature) 85-95 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิแข็งตัวเปนเจล (Gelling 

temperature) 36-42 องศาเซลเซียส และเจลแบบอุณหภูมิในการหลอมเหลวต่ำ (Low-melting 

temperature) มีจุดหลอมเหลวประมาณ 65 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิแข็งตัวเปนเจล (gelling 

temperature) 30-35 องศาเซลเซียส 

• การเคลื่อนท่ีดีเอ็นเอในเจลอิเล็กโตรฟอริซีสข้ึนกับความแรงของไอออนของบัฟเฟอร 

 ถาไมมีไอออน (ใชน้ำแทนบัฟเฟอร) จะไมมีไอออนนำกระแสไฟฟา ดีเอ็นเอก็จะไมเคลื่อนท่ี ถา

บัฟเฟอรมีความแรงของไอออนสูง (กรณีใชผิด เปน 10X buffer) การนำกระแสไฟฟามาก เกิดความ

รอนสูงมาก อาจทำใหเจลหลอมเหลวได (30) 
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บทท่ี 4 

เทคนิคในการปฏิบัติงาน 

แผนปฏิบัติงาน 

 การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวยเทคนิค 

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN (Laboratory Diagnostics for Prader-willi 

/Angelman syndrome using Methylation-Specific PCR for SNRPN gene) ผูปฎิบัติงาน

จำเปนตองมีความรูความเขาใจหลักการตรวจวิเคราะหดานอณูพันธุศาสตร ดังตอไปนี้ 1) การ

ตรวจสอบคุณภาพสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตร 2) การรับและลงทะเบียนสิ่งสงตรวจ 3) การสกัดดี

เอ็นเอและการตรวจสอบคุณภาพ 3 ) การทำ bisulfite conversion ดีเอ็นเอ 4) การทำพีซีอารและ

ขอจำกัดของพีซีอารแตละประเภท 5) การคำนวณปริมาณสารสัมพันธในการเตรียมสารเคมี 6) การ

ทำเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส 7)การแปลผลการทดสอบ 8) และความรูความเขาใจดานระบบคุณภาพ ISO 

15189 รวมถึงยังตองมีทักษะท่ีจำเปนอ่ืนๆ ไดแก ทักษะการใชปเปต ทักษะการใชเครื่องมือ เชน 

เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม เครื่อง centrifuge และตูชีวนริภัย เปนตน โดยผูปฏิบัตงิานตองนำ

ความรูและทักษะดังกลาวมาวางแผนการปฏิบัติการทดสอบใหไดผลการทดสอบท่ีถูกตอง แมนยำ

ทันเวลาท่ีกำหนด ลดการสูญเสียจากการทำซ้ำ ซ่ึงจะนำไปสูการเกิดประสิทธิผลสูงสุด  โดย

แผนปฏิบัติงานตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิล

เลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN แสดงดังแผนภูมิ 4 
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แผนภูมิ 4 แผนปฏิบัติงานตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวย

เทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

ไมใช/สงสยั 

ไมใช/สงสัย 

ไมใช/สงสยั 
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ข้ันตอนการปฏิบัติงาน 

 การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิล

เลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN ประกอบดวยขั้นตอนดังนี้ 1) การรับสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุ

ศาสตร 2) การลงทะเบียนรับและออกรหัส 3) การสกัดดีเอ็นเอ 4) การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ

ดีเอ็นเอ 5) การทำ bisulfite conversion ดีเอ็นเอ 6) การทำเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารของยีน 

SNRPN  7) การทำเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 8) การแปลผลการทดสอบ 9) และการจัดทำเอกสารใบ

รายงานผลการทดสอบ ซ่ึงมีรายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติงาน ดังนี้  

1. การรับสิ ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตรสำหรับตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ    

โรคพราเดอร-วิลล่ี และแอนเจลแมน 

 ชนิดสิ่งสงตรวจที่เหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และ

แอนเจลแมนของหนวยมนุษยพันธุศาสตร มี 2 ชนิดหลัก ไดแก กรณีสงตรวจแบบหลังคลอด 

(postnatal) จะใชสิ ่งสงตรวจเลือดหลอดฝาสีมวง (EDTA tube) ปริมาตร 3-6 มิลลิลิตร แตกรณี

ตรวจแบบกอนคลอด (prenatal) จะใชน้ำคร่ำ ปริมาตร 10-20 มิลลิลิตร หรือใชเลือดจากสายสะดือ

ที่บรรจุในหลอดหลอดฝาสีมวง ปริมาตร 0.5-2 มิลลิลิตร โดยควรจัดสงสิ่งสงตรวจทันทีภายใน 24 

ชั่วโมงหลังเก็บตัวอยาง กรณีสงไมทันภายใน 24 ชั่วโมง ใหเก็บรักษาสิ่งสงตรวจใวตูเย็นที่ควบคุม

อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 2-8 องศาเซลเซียส หามแชแข็งโดยเด็ดขาด แลวจัดสงในวันถัดไป 

 สิ่งสงตรวจถูกสงมาที่หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร จาก 2 

ชองทางหลัก ไดแก สิ่งสงตรวจจากภายในโรงพยาบาสงขลานครินทร และสิ่งสงตรวจจากภายนอก 

(โรงพยาบาลอ่ืนๆ) โดยหนวยรับสิ่งสงตรวจ (OPD Lab หรือ Center Lab)  สาขาวิชาพยาธิวิทยา ซ่ึง

เปนศูนยกลางรับสิ่งสงตรวจจากท้ังภายในและภายนอกโรงพยาบาล มีหนาท่ีกระจายสิ่งสงตรวจไปยัง

หองปฏิบัติการตางๆตามใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการ (request form) แตกรณีสิ่งสงตรวจบางชนิด 

เชน น้ำคร่ำ และเลือดจากสายสะดือจากคลินิกอัลตราซาวน หรือสิ่งสงตรวจที่สงผานไปรษณียจาก

โรงพยาบาลภายนอก จะถูกสงมายังหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตรโดยตรง 

เมื่อสิ่งสงตรวจถูกสงมายังหองปฏิบัติการ นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยมีหนาท่ีรับสิ่งสงตรวจ

ตามข้ันตอนท่ีกำหนด ซ่ึงมีข้ันตอนในการปฏิบัติ ดังนี้  

(1) ใชโปรแกรม Molecular diag เขาถึงขอมูลใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการแบบ 

ออนไลนเม่ือสิ่งสงตรวจภายในสงมาถึงหองปฎิบัติการ กรณีสงตรวจจากภายนอก ตัวอยางตรวจจะถูก

สงมาพรอมกับใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการ  

(2) ตรวจสอบขอมูลใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการ  (ใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการ 
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อณูพันธุศาสตรแสดงในภาคผนวก ก) ตองมีการระบุรายละเอียดที่จำเปนสำหรับการสงตรวจอยาง

ครบถวน ไดแก ชื่อ-สกุลผูปวย เลขที่ผู ปวย (HN) อายุ เพศ ชื่อแพทยหรือผูมีอำนาจขอสงตรวจ 

หนวยงานทีสงตรวจ ชนิดสิ่งสงตรวจ รายการที่ขอตรวจ การวินิจฉัยโรคหรืออาการทางคลินิก วันท่ี

และเวลาเจาหนาที่ไดรับสิ่งสงตรวจ และตรวจสอบรายละเอียดขางหลอดตัวอยางวาตรงกับขอมูลใน

ใบขอสงตรวจหรือไม  

(3) ตรวจสอบคุณลักษณะของสิ่งสงตรวจ ตามรายการตรวจสอบคุณลักษณะสิ่งสงตรวจ 

เลือดและน้ำคร่ำทางอณูพันธุศาสตรสำหรับตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และ

แอนเจลแมน (ตาราง11 ) หากพบวาคุณลักษณะเหมาะสมใหดำเนินการรับสิ่งสงตรวจเขาระบบ แต

กรณีคุณลักษณะไมเหมาะสมใหปฏิเสธการรับสิ่งสงตรวจ กรณีสิ่งสงตรวจที่นอกเหนือจากเลือดและ

น้ำคร่ำใหใชเกณฑตามตารางแนวทางปฏิบัติในการเก็บตัวอยางสิ่งสงตรวจ การขนสงและการเก็บ

รักษา (ตาราง2) 

  

ตาราง 11 รายการตรวจสอบคุณลักษณะสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตรที่ใชในการตรวจวินิจฉัยทาง

หองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมน 

รายการตรวจสอบ 

คุณลักษณะสิ่งสงตรวจ 

 

ลักษณะเหมาะสม 

กับงานทางอณูพันธุศาสตร 

รับสิ่งสงตรวจ (√) 

ลักษณะไมเหมาะสม 

กับงานทางอณูพันธุศาสตร 

ปฏิเสธสิ่งสงตรวจ (×) 

1.ภาชนะบรรจ ุ

• ตัวอยางเลือด 

 

 

 

 

 

หลอดฝาสมีวง (EDTA tube) ในการเก็บ

เลือดสงตรวจ 

 

 
 

หลอดเก็บเลือดผิดประเภท โดยมักพบ

การใชผิดเปนหลอดฝาสีเขียว (heparin 

tube) ไดบอยท่ีสุด  

 
 

• ตัวอยางน้ำคร่ำ ควรปดปลอกเข็มปลายไซริง (syringe) 

ใหแนน ปองกันน้ำคร่ำหกรั่วไหล 

ไซริงน้ำคร่ำท่ีหกรั่วไหล 

2.ปริมาณ 

• ตัวอยางเลือด เลือด 3-6 มิลลิลิตร   เลือด นอยกวา 2 มิลลิลิตร  
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ตาราง 11 (ตอ) รายการตรวจสอบคุณลักษณะสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตรท่ีใชในการตรวจวินิจฉัย

ทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมน 
รายการตรวจสอบ

คุณลักษณะส่ิงสงตรวจ 

ลักษณะเหมาะสม 

กับงานทางอณูพันธุศาสตร 

รับส่ิงสงตรวจ (√) 

ลักษณะไมเหมาะสม 

กับงานทางอณูพันธุศาสตร 

ปฏิเสธส่ิงสงตรวจ (×) 

2.ปริมาณ (ตอ) 

• ตัวอยางน้ำคร่ำ น้ำคร่ำ 10-20 มิลลิลิตร  น้ำคร่ำนอยกวา 10 มิลลิลิตร จะพิจารณาเปน

กรณี โดยจะตรวจสอบปริมาณเซลลเบ้ืองตน 

กรณีอายุครรภสูงปริมาณเซลลมากพอจะไม

ปฏิเสธ แตถาอายุครรภนอยปริมาณเซลลนอยจะ

โทรแจงแพทยผูสงวามีแนวโนมอาจไมไดผลการ

ตรวจ เน่ืองจากปริมาตรนอยกวาท่ีกำหนด และ

ใหแพทยตัดสินใจวาจะสงตรวจหรือไม 

3.ลักษณะภายนอกท่ีสังเกตุได 

• ตัวอยางเลือด 

 

เลือดสีแดงสดแบบปกติ 

 

เลือดมีสภาพใสผิดปกติหรือสีคล้ำผิดปกติ หรือ

จับกันเปนกอน หรือหนืดผิดปกติ 

• ตัวอยางน้ำคร่ำ น้ำคร่ำ เหลือง ใสสีฟางขาว 

 

น้ำคร่ำปนเลือดปริมาณมากจนน้ำคร่ำเปนสีแดง 

 

4.การบงชี้ขอมูลขางหลอด 

ตัวอยางเลือดและน้ำคร่ำ มีขอมูลท่ีระบุชัดเจนขางหลอด ไดแก 

ขอมูลผูปวยชื่อ-สกุลผูปวย HN วันท่ี

เก็บ ward/ OPD และโรงพยาบาล 

ไมมีขอมูลผูปวยชื่อ-สกุลผูปวย และ HN และ 

ward/ OPD และโรงพยาบาล 

5.ใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการ (request form) และ/หรือเอกสารยินยอมการเจาะน้ำคร่ำ 

ตัวอยางเลือดและน้ำคร่ำ 

 

• มี request form มาพรอม

ตัวอยางเลือดหรือน้ำคร่ำ และ

รายละเอียอดขอมูลครบถวน 

• กรณีตัวอยางน้ำคร่ำ มีเอกสารลง

นามผูปวยยินยอมใหเจาะและ

รับทราบขอจำกัดของการเจาะ

น้ำคร่ำ 

 

• ไมมี request form มาพรอมกับตัวอยาง 

หรือมี request form แตขอมูลไมครบถวน  

• กรณีตัวอยางน้ำคร่ำ ไมมีเอกสารลงนาม

ผูปวยยินยอมใหเจาะและรับทราบขอจำกัด

ของการเจาะน้ำคร่ำ 
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(4) ข้ันตอนการปฏิเสธสิ่งสงตรวจ มีข้ันตอนการปฏิบัติดังนี้ 

• โทรแจงกับทางหนวยรับสิ่งสงตรวจ เพ่ือปฏิเสธการรับสิ่งสงตรวจพรอมกับแจง 

สาเหตุท่ีตองปฏิเสธ  

• ทำการยกเลิกใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการดวยการขีดเสนทแยงจากมุมดานลาง 

ซายมือไปที่มุมดานบนขวามือบนใบขอสงตรวจดวยปากกาสีแดงพรอมเซ็นตชื่อผูทำการยกเลิกและ

วันท่ีกำกับ  

• บันทึกรายละเอียดท่ีไดโทรแจงกับทางหนวยรับสิ่งสงตรวจ ซ่ึงประกอบดวย วันและ 

เวลาท่ีแจง ชื่อผูรับเรื่องและผูแจงเรื่อง ชื่อสกุลของผูปวยท่ีปฏิเสธสิ่งสงตรวจ สาเหตุท่ียกเลิกและผลท่ี

แจง ในแบบฟอรม Incidence report  

(5) กรณีท่ีปฏิเสธสิ่งสงตรวจท่ีไมไดมาตรฐานไปแลว แตแพทยยืนยันใหทำการตรวจ มี 

ข้ันตอนการปฏิบัติดังนี้ 

• แจงกับแพทยผูสงตรวจวา การตรวจวิเคราะหดวยตัวอยางสงตรวจท่ีไมเหมาะสม 

อาจสงผลใหการตรวจคลาดเคลื่อน หรืออาจไมไดผลการตรวจ 

• กรณีแพทยยืนยันการตรวจจากตัวอยางตรวจท่ีไมเหมาะสม ใหบันทึกขอความ 

“สิ่งสงตรวจไมไดมาตรฐานแตแพทยยืนยันใหทำการตรวจ” ไวดานลางสุดซายมือในใบขอตรวจทาง

หองปฏิบัติการ ดวยปากกาสีแดง และเซ็นชื่อ วันท่ี เดือน ป กำกับไวดวย 

• การบันทึกผลในระบบคอมพิวเตอรเครือขาย (HIS) ตองพิมพขอความ “สิ่งสงตรวจ 

ไมไดมาตรฐานแตแพทยยืนยันใหทำการตรวจ” ทั้งตัวอยางที่ไดผลการตรวจและไมไดผลการตรวจ

นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยควรปฏิบัติงานตามข้ันตอนท่ีกำหนดขางตนดวยความรอบคอบและ

ระมัดระวัง โดยผูเขียนคูมือไดรวบรวมเทคนิคการปฏิบัติการและขอพึงระวังในการรับลงทะเบียนสิ่งสง

ตรวจไวใน ตาราง 12 

2. การลงทะเบียนรับและออกรหัส  

 นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยดำเนินการลงทะเบียนรับตัวอยางเพื่อระบุรหัสตัวอยาง 

โดยใชโปรแกรม Molecular diag โดยมีข้ันตอนการปฏิบัติดังนี้ 

(1) ระบุรหัสตัวอยางตามท่ีกำหนดและออกรหัสเรียงตามลำดับ 
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โคด รายการทดสอบ วิธีการใหลำดับ ตัวอยางการให

รหัส 

M รายการทดสอบทางอณูพันธุศาสตรท่ี

ตรวจทดสอบ ณ หองปฏิบัติการ 

อณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุ

ศาสตร สาขาวิชาพยาธิวิทยา  

M-ป-ลำดับท่ี M65-0001 

M65-0002 

F รายการทดสอบเซลลพันธุศาสตร

ระดับโมเลกุล เทคนิค FISH 

F-ป-ลำดับท่ี F65-0001 

S รายการทดสอบอณูพันธุศาสตรสงตอ

โรงพยาบาลศิริราช 

S-ป-ลำดับท่ี S65-0001 

X รายการทดสอบสกัดดีเอ็นเอ X-ป-ลำดับท่ี X65-0001 

(2) กรณีสิ่งสงตรวจจากภายในโรงพยาบาลสงขลานครินทร ตองพิมพใบขอสงตรวจ 

ออนไลน และบันทึกลักษณะตัวอยางที ่เห็นจริงจากขางหลอดตัวอยางลงบนใบขอตรวจทาง

หองปฏิบัติการ 

(3) กรณีสิ่งสงตรวจจากภายนอกโรงพยาบาลสงขลานครินทร เจาหนาท่ีตองบันทึก 

ขอมูลจากใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการท่ีมาพรอมตัวอยางสงตรวจ ลงในโปรแกรม Molecular diag 

เพ่ือทำการออกรหัสและปฏิบัติตามข้ันตอนเดียวกับสิ่งสงตรวจภายใน 
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ตาราง 12 เทคนิคและขอพึงระวังในการรับและลงทะเบียนสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตร 
ขั้นตอนการรับลงทะเบียนส่ิงสงตัวตรวจ เทคนิคและขอพึงระวัง 

1.ตัวอยาง (เลือดบรรจุหลอด EDTA ฝามวง ) ถูกสงมายัง

หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร 

 
 

(1) กรณีตัวอยางมากอนเวลา 16:30 น ตอง

ลงทะเบียนสงสงตรวจใหเสร็จสิ้นภายใน

วันที ่ส ิ ่งตรวจสงมาถึงหองปฏิบัต ิการ 

เพ่ือให Turnaround time (TAT) ถูกตอง

ตามความจร ิ ง  ซ ึ ่ ง ผ ู  ป  ว ยจะ ได  รั บ

ผลประโยชนสูงสุด ถาการรายงานผลการ

ทดสอบอยูภายใน TAT ท่ีกำหนด 

 

2.ตรวจสอบคุณภาพส่ิงสงตรวจ และใชโปรแกรม Molecular diag 

เขาถึงขอมูลใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการแบบออนไลน ลงทะเบียน

รับและออกรหัสตัวอยาง 

 
 

 
 

 

(2) ติดสติกเกอร Lab Number ขางหลอด

ตัวอยางในตำแหนงที ่มองเห็นชัดเจน 

ระวังไมใหปดทับขอมูลอื่น และควรติดใน

ตำแหนงใกลเคียงกับชื่อและ HN เพื่อให

งายในการทวนสอบในขั้นตอนตอไป 

(3) ระบุรายการทดสอบไวข างหลอดดวย 

เพื่อใหงายในการทวนสอบในขั้นตอนการ

สกัดดีเอ็นเอ 

(4) กรณีสิ ่งส งตรวจมีคุณภาพไมผ านตาม

เกณฑที ่กำหนด ควรปฏิเสธสิ ่งสงตรวจ

ตามขั้นตอนที่กำหนด และเขียนบันทึก

รายงานอุบัติการณ  

(5) นำอุบัติการณท่ีเกิดในขั้นตอนการรับส่ิงสง

ตรวจทั ้งป มาวิเคราะหหาสาเหตุ หา

แนวทางแกไข และนำมาปรับปรุงขั้นตอน

การปฏิบัติงานใหดียิ่งขึ้น 
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ตาราง 12 (ตอ) เทคนิคและขอพึงระวังในการรับและลงทะเบียนสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตร 
ขั้นตอนการรับลงทะเบียนส่ิงสงตัวตรวจ เทคนิคและขอพึงระวัง 

3.พิมพใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการแบบออนไลน เพ่ือ

บันทึกการรับส่ิงสงตรวจดังแสดง 

 
 

(6) บันทึกรายละเอียด ชื่อ HN ผูปวยชนิด/ปริมาณและ

คุณภาพสิ่งสงตรวจ ชื่อผูรับ วันที่ และเวลารับตาม

ขอมูลขางหลอดตัวอยาง เพื่อชวยลดโอกาสในการ

สลับตัวอยาง 

(7) บันทึกขอมูลชนิดสิ ่งสงตรวจใหชัดเจน เชน คน

ทองที่เจาะเลือดสงตรวจ มาพรอมกับน้ำคร่ำ ช่ือ

เจาของสิ่งสงตรวจทั้งสองชนิดจะเปนชื่อเดียวกัน 

หากระบุไมชัดเจนอาจเกิดความสับสนได ตัวอยาง

น้ำคร่ำ ควรลงบันทึกวา บุตรในครรภของ………และ

ควรระบุชนิดส่ิงสงตรวจเปน AF (amniotic fluid) 

4.บันทึกขอมูลรับสิ่งสงตรวจ ลงในสมุดทะเบียนรับสิ่งสง

ตรวจใหครบถวน  

 

 

 

 

 

 

 

(8) บันทึกขอมูลผูปวยใหครบถวน ไดแก ชื่อ-สกุลผูปวย 

เลขท่ีผูปวย (HN) อายุ เพศ วันเดือนปเกิดผูปวย ชื่อ

แพทยหรือผู มีอำนาจขอสงตรวจ หนวยงานทีสง

ตรวจ ชนิดสิ ่งสงตรวจ รายการที ่ขอตรวจ การ

วินิจฉัยโรคหรืออาการทางคลินิก วันที ่และเวลา

เจาหนาท่ีไดรับส่ิงสงตรวจ 

(9) ขอมูลดังกลาวจะมีประโยชนเพื่อสำรองขอมูลไว

กรณีระบบคอมพิวเตอรของโรงพยาบาลมีปญหา 

และใชในการทำงานวิจัยในอนาคตได 

5.เก็บตัวอยางรอลงทะเบียนไวในตูเย็น 2-8 °C 

 
 

(10) เก็บตัวอยางที ่รอรับลงทะเบียนไวในตู แชเย ็นท่ี

ควบคุมอุณหภูมิที ่เหมาะสม 2-8 องศาเซลเซียส 

เพ ื ่อร ักษาค ุณภาพส ิ ่ งส งตรวจให คงท ี ่ ตลอด

ระยะเวลาเก็บรักษา 

 

 

 

1.รหัสตัวอยาง 

2.วันเดือนปเกิด 

3.ชื่อ HN ผูปวย 

ชนิด/ปริมาณและ 

คุณภาพส่ิงสงตรวจ 

ชื่อผูรับ วันที ่

และเวลารับ 
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3. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

 สิ่งสงตรวจท่ีเหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจ

ลแมนท่ีหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

ไดแก เลือดหลอดฝาสีมวง (EDTA tube) ปริมาตร 3-6 มิลลิลิตร แตกรณีการตรวจแบบกอนคลอด 

(prenatal test) จะใชตัวอยางน้ำคร่ำ ปริมาตร 10-20 มิลลิลิตร หรือใชเลือดจากสายสะดือทารกใน

ครรภปริมาตร 0.5-2 มิลลิลิตร ท่ีเก็บตัวอยางดวยหลอดหลอดฝาสีมวง โดยการสกัดดีเอ็นเอจากเลือด

จะใชชุดน้ำยาสำเร็จรูปสำหรับสกัดดีเอ็นเอ ชื่อการคา FlexiGene DNA Kit ผลิตโดยบริษัท QIAGEN 

และกรณีตัวอยางน้ำคร่ำจะสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม โดยวิธีการนี้สกัดดีเอ็นเอจาก

น้ำคร่ำ 10-20 มิลลิลิตร ไดความเขมขนของดีเอ็นเอ 50-80 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 20-40 

ไมโครลิตร คิดเปนเนื้อดีเอ็นเอ ประมาณ 1-3 ไมโครกรัม (ปริมาณดีเอ็นเอข้ึนกับอายุครรภของน้ำคร่ำ) 

ซ่ึงเปนความเขมขนดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมในการทำ bisulfite conversion ดีเอ็นเอในข้ันตอนถัดไป และ

กรณีพิเศษท่ีจำเปนตองสกัดดีเอ็นเอจากเลือดท่ีลักษณะไมเหมาะ เชน เลือดหลอดฝาสีเขียว (heparin 

tube) หรือเลือดท่ีเก็บนานเกิน 7 วัน เพ่ืองานวิจัยหรือตัวอยางไมสามารถเก็บเพ่ิมไดแลว การสกัด 

ดีเอ็นเอดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรมจะเปนวิธีการท่ีจะทำใหไดดีเอ็นเอคุณภาพดีกวาการสกัดดวยวิธีการ

อ่ืนๆ  

 โดยคูมือเลมนี้จะกลาวถึงข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูปชื่อการคา 

FlexiGene DNA Kit การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม และการสกัดดีเอ็นเอจาก

น้ำคร่ำดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม ซ่ึงมีรายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติดังตอไปนี้ 

3.1. การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป FlexiGene DNA 

ชุดสกัด FlexiGene DNA ประกอบดวยน้ำยาสารเคมี 4 ชนิด ไดแก FG1 (lysis buffer) 

FG2 (denaturation buffer ที่ประกอบดวยสารเคมี guanidine hydrochloride ซึ่งเปนสารที่ทำให

โปรตีนเส ียสภาพและชวยกำจัดโปรตีนออกจากสายดีเอ็นเอ) FG3 ( hydration buffer) และ 

Proteinase K (เอนไซมยอยโปรตีน) การสกัดดีเอ็นเอใชเลือดเริ่มตนปริมาตร  1 มิลลิลิตร ซึ่งจะได

ปริมาณดีเอ็นเอสุดทายประมาณ 30-45 ไมโครกรัม เลือดสวนที่เหลือจะเก็บไวในตูเย็น อุณหภูมิ 2-8 

องศาเซลเซียส เพื่อเปนเลือดสำรอง (Backup blood) ที่จะนำมาสกัดดีเอ็นเอเพิ่มในกรณีตองทำซ้ำ

หรือเกิดปญหาบางประการ ขั้นตอนการปฏิบัติงานการสกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูปทาง

การคา FlexiGene DNA ยี่หอ QIAGEN (ภาพ 5) มีรายละเอียดขั้นตอนการปฏิบัติงานที่อางอิงจาก

เอกสารประกอบชุดน้ำยาสกัด FlexiGene DNA ยี่หอ Qiagen ดังตอไปนี้ 

(1) เตรียมชุดสกัด FlexiGene DNA ตรวจสอบความเพียงพอของปริมาณสาร 

(2)  เตรียมเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณใหพรอมใชงาน ไดแก ตูชีวนิรภัย (BSC class II) 
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เครื่อง water bath เครื่อง heating block เครื่อง centrifuge ที่รองรับหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร

และ 2 มิลลิลิตร เครื่องเขยาผสม (vortex) ปเปตขนาด P1000 P200 P20 หลอดทดลองขนาด 15 

และ 2 มิลลิลิตร และทิป (Tips) 

(3) ปเปต FG1 ซ่ึงเปน lysis buffer ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 

15 มิลลิลิตร แลวเติมตัวอยางเลือด 1 มิลลิลิตรลงในหลอด ผสมเลือดกับ FG1 ใหเขากัน ดวยเครื่อง

เขยาผสม (vortex) เปนเวลา 5 วินาที  

คำแนะนำ กรณีตองการสกัดเลือดท่ีนอยกวาหรือมากกวา 1 มิลลิลิตร ตองมีการปรับปริมาตร FG1 

FG2 และ proteinase k แสดงในตารางท่ี 13 

(4)  ปนเหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge แบบ swing-out rotor ท่ีความเร็ว 2,000 g เปน 

เวลา 5 นาที 

(5)  เทสวนของเหลวเหนือตะกอนท้ิง และวางคว่ำหลอดลงบนกระดาษทิชชท่ีูสะอาด 

ประมาณ 2 นาที เพ่ือดูดซับของเหลวสวนเหลือ ควรสังเกตวาตะกอนเซลลยังคงอยูในหลอด  

ขอควรระวัง บางกรณีตะกอนเซลลอาจหายไปในข้ันตอนการเทของเหลวท้ิง จึงควรเทของเหลวท้ิง 

ชาๆและสังเกตุตะกอนเซลลขณะเท 

(6)  เติมเอนไซมยอยโปรตีน proteinase k ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และเติม FG2 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ีมีตะกอนเซลลอยู  

(7)  นำหลอดไป vortex จนกวาตะกอนเซลลละลายเปนเนื้อเดียวกัน  

ขอควรระวัง กรณี vortex นานเกิน 1 นาที แตตะกอนเซลลยงัไมเปนเน้ือเดียวกัน มีลักษณะเหนียว 

คลาย jelly ใหเติม FG 2 เพ่ิมอีก 0.3 มิลลิลิตร แลว vortex อีกครั้ง จนเปนเน้ือเดียวกัน 

(8)  นำหลอดไปวางใน water bath ตั้งอุณหภูมิท่ี  65 ๐C เปนเวลา 15 นาที ควรใช 

water bath แบบเขยา  

ขอสังเกต ถาหลอดตัวอยางเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเขียวกานมะกอก จะหมายถึงมีการยอยสลาย 

โปรตีนแลว หากครบเวลาแลวยังไมเปลี่ยนสีเปนโทนสีเขียวกานมะกอก ใหเพิ่มเวลาในขอ 8 อีกครั้งละ 5 นาที 

จนกวาสีจะเปลี่ยนเปนสีเขียวกานมะกอก 

(9)  เติม isopropanol (100%) ท่ีเย็นจัด (ฟรีซท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใช 

งาน) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลวผสมชาๆ โดยกลับหลอดแบบ invert อยางนอย 20 ครั้ง หรือ

จนกระท่ังดีเอ็นเอตกตะกอนรวมตัวกัน ลักษณะคลายกลุมเสนดายสีขาว  

ขอสังเกต บางกรณีอาจไมเห็นสายดีเอ็นเอรวมกลุมกัน ซึ่งเกิดจากปริมาณตะกอนเซลลเริ่มตนนอย 

ซึ่งมีโอกาสเกิดข้ึนได กรณีเลือดผูปวยมีปริมาตรเม็ดเลือดขาวนอยกวาเกณฑปกติ 

(10)  เทของเหลวท้ังหมด (รวมตะกอนดีเอ็นเอดวย) ใสในหลอดใหมขนาด 2 มิลลิลิตร 

ซึ่งจะเปนหลอดเก็บสตอกดีเอ็นเอ จากนั้นปนเหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 2,000 g เปน

เวลา 3 นาที ขอแนะนำ กรณีตัวอยางท่ีไมเห็นตะกอนดีเอ็นเอ ใหเพ่ิมความเร็วในการปนเหว่ียง 10,000 g  5 นาที 
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(11)  ดูดของเหลวท้ิง ดวยความระมัดระวัง โดยสังเกตดูตะกอนดีเอ็นเอยังคงอยูในหลอด 

(12)  เติม ethanol 70% ท่ีเย็นจัด (ฟรีซท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใชงาน) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ vortex เปนเวลา 5 วินาที หลังจากนั ้นนำไปป นเหวี ่ยงดวยเครื ่อง 

centrifuge ท่ีความเร็ว 2,000 g เวลา 3 นาที  

ขอแนะนำ กรณีตัวอยางท่ีไมเห็นตะกอนดีเอ็นเอ ใหปนเหว่ียงความเร็ว 10,000 g เวลา 3 นาที 

(13)  ดูดของเหลวท้ิง ดวยความระมัดระวัง โดยสังเกตดูตะกอนดีเอ็นเอยังคงอยูในหลอด 

(14)  เปดฝาหลอดและวางไวใหตะกอนแหงท่ีอุณหภูมิหอง (air-dry) ประมาณ 5 นาที  

ขอควรระวัง ควรหลีกเลี่ยงการทำใหตะกอนแหงเกินไป (over-drying) เพราะจะทำใหตะกอน 

ดีเอ็นเอละลายเปนเนื ้อเดียวกันยากมากขึ้น จากนั้นเติม FG3 ประมาณ 150-180 ไมโครลิตร (ขึ้นกับ

ปริมาณตะกอน) ทำใหตะกอนดีเอ็นเอละลายดวยการใชเครื ่อง heating block แบบเขยาได ตั้ง

อุณหภูมิท่ี 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนำสารละลายดีเอ็นเอที่ไดไปตรวจสอบ

ปริมาณและคุณภาพดวยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม 

(15)  จัดการของเสียท่ีเหลือจากข้ันตอนการสกัด ถาเปนของเหลว เชน เลือด หรือ 

น้ำคร่ำ ใหฆาเชื้อโรคดวยน้ำยาฆาเชื้อ (ชื่อการคา virkon) ในอัตราสวน 1:1 แชทิ้งไวอยางนอย 10 

นาที กอนท้ิงถุงแดง สวนของเสียแบบอ่ืน ไดแก หลอด ทิป ทิชชูเปอนเลือด ใหใสถุงสองชั้น ปดปาถุง

ใหสนิท แลวท้ิงถุงแดง กำจัดผานระบบขยะอันตรายตามประกาศคณะฯ 

ผูเขียนคูมือไดสรุปข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป FlexiGene DNA Kit เปน

ภาพพรอมคำอธิบายซ่ึงจะทำใหผูอานเขาใจไดดีข้ึน (ภาพ 5) 

 

ตาราง 13 ปริมาตรสารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป FlexiGene DNA  

สารเคมี ปริมาตรเลือด  

0.5 มิลลิลิตร 1 มิลลิลิตร 2 มิลลิลิตร 3 มิลลิลิตร 

Buffer FG1 () 1.25 มิลลิลติร 2.5 มิลลิลติร 5 มิลลลิิตร 7.5 มิลลิลติรl 

Buffer FG2  0.25 มิลลิลติร 0.5 มิลลิลติร 1.0 มิลลิลติร 1.5 มิลลิลติร 

Proteinase K, Qiagen  2.5 ไมโครลิตร 5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 15 ไมโครลิตร 

100% isopropanol  0.25 มิลลิลติร 0.5 มิลลิลติร 1.0 มิลลิลติร 1.5 มิลลิลติร 

70% isopropanol  0.25 มิลลิลติร 0.5 มิลลิลติร 1.0 มิลลิลติร 1.5 มิลลิลติร 

Buffer FG3  0.1 มิลลิลติร 0.15-0.2 มิลลิลิตร 0.2 มิลลิลติร 0.3 มิลลิลติร 
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ภาพ 5 สรุปข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรปู FlexiGene DNA Kit (15 ข้ันตอน) 
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ภาพ 5 (ตอ) สรุปข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรปู FlexiGene DNA Kit (15 ข้ันตอน) 

  

3.2. การสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรมจากตัวอยางน้ำคร่ำ   

วิธีฟนอลคลอโรฟอรม (Phenol chloroform DNA extraction) เปนวิธีการมาตรฐาน 

สำหรับการสกัดดีเอ็นเอซ่ึงเหมาะสมกับสิ่งสงตรวจทุกชนิด ทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวย

มนุษยพันธุศาสตร ใชวิธีดังกลาวในการสกัดดีเอ็นเอจากน้ำคร่ำท่ีตองการดีเอ็นเอมากกวา 2 

ไมโครกรัม (ท่ีความเขมขน 50-80 นาโนกรมตอไมโครลติร) โดยรายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติงานท่ี

อางอิงจากหนังสือ Cold Spring Harbor protocols เรื่อง. Isolation of High-Molecular-Weight 

DNA Using Organic Solvents (14) มีดังนี้ 

3.2.1. การเตรียมสารเคมี เครื่องมือ วัสดุและอุปกรณ 

(1) เตรียมสารเคมีใหพรอมใชงาน ไดแก สารเคมีฟนอล (Phenol) : คลอโรฟอรม 

(Chloroform) : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (Isoamylalcohol) อัตราสวน 25:24:1 (สูตรการเตรียมใน

ภาคผนวก ค) สารเคมี Chloroform : Isoamylalcohol อ ัตราส วน 24:1 (ส ูตรการเตร ียมใน

ภาคผนวก ค) สารไอโซโพรพานอลความเขมขน 100 %  ท่ีเย็นจัด (100 % Cold Isopropanal) สาร

เอทานอลความเขมขน 70% ที่เย็นจัด (70 % cold ethanol) สาร Lysis buffer (สูตรการเตรียมใน
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ภาคผนวก ค)  สาร 10% SDS (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) เอนไซม Proteinase K ความเขมขน 

20 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร สาร 3 M Sodium Acetate pH 5.2 (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) 

และสาร TE buffer (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) โดยปริมาตรสารเคมีที่ใชในแตละขั้นตอนการ

สกัดดีเอ็นเอจากน้ำคร่ำดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรมแสดงในตาราง 14 

เทคนิคและขอควรระวัง 

-  สาร Phenol: Chloroform: Isoamylalcohol อัตราสวน 25:24:1 ตองเตรียมกอนใชงาน 

อยางนอย 1 คืน ถาไมไดเตรียมไวกอนแตจำเปนตองใชสารเคมีในขณะน้ัน ใหใชวิธีการเติมแยก ตัวอยางเชน ถาตองเติมสาร 

Phenol: Chloroform: Isoamylalcohol (25:24:1) ปริมาตร  600 ไมโครลิตร ใหแยกเติมสาร Phenol ปริมาตร 300 

ไมโครลิตร และเติมสาร Chloroform: Isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 

-  สารไอโซโพรพานอลความเขมขน 100 %  ท่ีเย็นจัด และสารเอทานอลความเขมขน 70% ท่ีเย็น 

จัด ควรจัดเก็บไวในตูฟรีซท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใชงาน 

(2) เตรียมเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณใหพรอมใชงาน ไดแก ตูชีวนิรภัย (BSC class II) ตู 

ดูดไอสารเคมี (fume Hood)  เครื่อง water bath แบบเขยา (หรือเครื่อง heating block แบบเขยา) 

เครื่อง centrifuge ที่รองรับหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร และ 15 มิลลิลิตร เครื่องเขยาผสม (vortex) 

และปเปต P100 P200 P20 หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และทิป 

เทคนิคและขอควรระวัง ฟนอลคลอโรฟอรม เปนสารเคมีอันตรายท่ีมีไอระเหย จึงตองปฏิบัติงานใน 

ตูดูดไอสารเคมีและสวมอุปกรณปองกันสวนบุคคล ไดแก เสื้อกาวนแขนยาว ถุงมือยาง แวนตากันกระเด็นและสวมรองเทา

แบบหุมปลายเทามิดชิด เพ่ือความปลอดภัยของผูปฏิบัติงาน 

3.2.2. การประเมินจำนวนเซลลน้ำคร่ำ 

เขยาไซริงน้ำคร่ำใหเซลลกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกัน และแบงน้ำคร่ำประมาณ  

10-15 ไมโครลิตร นำไปหยดใสสไลดนับจำนวนเซลลดวยฮีโมไซโตมิเตอร (hemocytometer) และ

นับจำนวนเซลล (วิธีการนับเซลลแสดงในภาคผนวก ง) จากนั้นนำขอมูลเซลลจากการนับมาคำนวน

ปริมาตรเซลลทั้งหมดซึ่งเปนขอมูลทีใชในการประเมินปริมาตรสาร Lysis buffer ที่เหมาะสม (ตาราง 

14) เพ่ือใหการสกัดดีเอ็นเอท่ีมีประสิทธิผลสูงสุดไดปริมาณดีเอ็นเอสัมพันธกับปริมาณเซลลเริ่มตน  

 เทคนิคและขอควรระวัง 

- การประมาณจำนวนเซลลเซลลน้ำคร่ำหลังปนเหว่ียงดวยการประเมินดวยสายตาเปรียบเทียบกบั 

ตะกอนเซลลเม็ดเลือดขาวจากเลือด อาจเกิดความผิดพลาดสูง เพราะน้ำคร่ำอาจมีองคประกอบอื่นปนมาดวย เชน ขี้เทา หรือ

การปนเปอนจากเลือดแม รวมถึงขนาดเซลลน้ำคร่ำท่ีมีขนาดใหญกวาเซลลเม็ดเลือดขาว 8 เทา ซึ่งหมายถึงตะกอนเซลลท่ี

ขนาดเทากัน ตะกอนเซลลน้ำคร่ำจะมีปริมาณเซลลนอยกวาเซลลเม็ดเลือดขาว 8 เทา ดังนั้นการประมาณจำนวนเซลลจาก

ขนาดตะกอนเซลลน้ำคร่ำ จึงมีโอกาสผิดพลาดสูง 

- กรณีเซลลน้ำคร่ำแชตูเย็นขามคืนจะทำใหเซลลน้ำคร่ำตกตะกอนและเซลลกระจายตัวไมสม่ำเสมอ 

 ดังนั้นขั้นตอนการสุมตัวอยางน้ำคร่ำที่ตกตะกอนอาจเกิดความคลาดเคลื่อนได เชน ไดเซลลน้ำคร่ำนอยหรือมากกวาความ

จริงหาก ซ่ึงสงผลใหปริมาณเซลลจากการนับเซลลดวยฮีโมไซโตมิเตอรไมสอดคลองกับปริมาณเซลลจริง จึงควรเขยาน้ำคร่ำให

นานพอจนม่ันใจวาเซลลกระจายตัวสม่ำเสมอ 
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3.2.3. ข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอ  

 การยอยเซลล  

(1) นำตัวอยางน้ำคร่ำจากไซริง (10-20 มิลลิลิตร) แบงใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

จำนวน 4 หลอด (4X1.5=6 มิลลิลิตร) ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g เปนเวลา 5 นาที แลวดูดสวน

ของเหลว (supernatant) ท้ิง ทำซ้ำประมาณ 3-4 รอบ จนน้ำคร่ำหมดไซริง จากนั้นรวมตะกอนท้ัง 4 

หลอด ไวในหลอดเดียวกัน  

(2) นำมาเติม lysis buffer ปริมาตร 475 ไมโครลิตร (เหมาะสมกับปริมาณเซลล 

ทั้งหมดไมเกิน 1.2 X 106 เซลล) จากนั้นใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดเซลลขึ้น-ลง เพื่อทำใหตะกอน

เซลลกระจายตัว (กรณีเซลลมากกวา 1.2 X 106 เซลล ใหเพ่ิมปริมาตร lysis buffer ตามตาราง 14) 

ตาราง 14 สารเคมีในแตละข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเซลลน้ำคร่ำและเลือดดวยวิธฟีนอลคลอโรฟอรม 

สารเคมีในแตละขัน้ตอน 

การสกัดดีเอ็นเอ 

จำนวนเซลลน้ำคร่ำท้ังหมด เลือด 1-2 มิลลิลิตร 

จำนวนเซลลท่ีนับดวยฮีโมไซโตมเิตอร (Whole blood) 

≤1.2 X 106 เซลล 1.2-1.8X106เซลล 7-14X106 เซลล 

การยอยเซลล 1X 1.2X  

สาร Lysis buffer 475 ไมโครลิตร 570 ไมโครลิตร 1,140 ไมโครลิตร 

สาร 10% SDS solution 25 ไมโครลิตร 30 ไมโครลิตร 60 ไมโครลิตร 

สาร Proteinase K ความเขมขน 20 นา

โนกรัมตอไมโครลิตร 

30 ไมโครลิตร 

 

35 ไมโครลิตร 

 

20 ไมโครลิตร 

 

รวมปริมาตรสารเคมี  
(ขั้นตอนการยอยเซลล) 

530 ไมโครลิตร 635 ไมโครลิตร 1,220 ไมโครลิตร 

คำแนะนำ ในการเลือกใชหลอดทดลอง 

ในข้ันตอนการยอยเซลล 

1.5 มิลลิลิตร 1.5 มิลลิลิตร 15 มิลลิลิตร 

สกัดดวยสารฟนอลคลอโรฟอรม    

สาร Phenol : chloroform : 

Isoamylalcohol (25:24:1)  

600 ไมโครลิตร 650 ไมโครลิตร 1,300 ไมโครลิตร 

สาร chloroform : Isoamylalcohol 

(24:1)  

600 ไมโครลิตร 650 ไมโครลิตร 1,300 ไมโครลิตร 

การตกตะกอนดีเอ็นเอ    

สาร 100% Isopropanol 550 ไมโครลิตร 600 ไมโครลิตร 1,300 ไมโครลิตร 

สาร 3 M sodium acetate pH 5.2 55 ไมโครลิตร 60 ไมโครลิตร ไมเติม 

การลางตะกอนดีเอ็นเอ    

สาร 70% Ethanol 200 ไมโครลิตร 200 ไมโครลิตร 500 ไมโครลิตร 
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(3) เติมเอนไซม proteinase K ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และเติม 10% SDS 

ปริมาตร 25 ไมโครลิตร สังเกตลักษณะเซลลที่ยังไมถูกยอยจนเซลลแตก สารละลายจะมีความขุน 

(กรณีเซลลมากกวา 1.2 X 106 เซลล ใหเพ่ิม proteinase K และ 10% SDS ตามตาราง 14) 

(4) เขยาผสม (vortex) ประมาณ 5-10 นาที เพ่ือทำใหเซลลแตก สังเกตลักษณะ 

สารละลายเซลลจะใสข้ึน ซ่ึงเรียกวา cell lysate  

(5) นำมาบมท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ดวยเครื่อง water bath หรือเครื่อง 

heating block แบบเขยาได เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ปริมาณเซลลท่ีมากเกินพอ หรือการใชปริมาตรสารเคมีในการสกัดไมเหมาะสม (สาร lysis buffer 

 สาร 10% SDS สาร proteinase K ) กับปริมาณเซลลเริ่มตน จะสงผลใหไดปริมาณดีเอ็นเอลดลงอยางเห็นไดชัด  

- แนวทางการแกไขปญหาปริมาณเซลลไมเหมาะสมกับปริมาตรสารเคมีในการสกัด ไดแกการนับ 

จำนวนเซลลดวยฮีโมไซโตมิเตอรโดยใชตัวอยางน้ำคร่ำท่ีเขยาผสมจนเซลลกระจายตัวท่ัวท้ังไซริง และการใชปริมาณ

สารเคมีสกัดดีเอ็นเอตามปริมาณที่กำหนด (ตาราง 14) แตบางกรณีน้ำคร่ำปนขี้เทาอาจทำใหการนับเซลลการ

ผิดพลาดไมสอดคลองกับปริมาณเซลลจริง ซึ่งมีแนวทางแกไขปญหาดวยการสังเกตความขุนหรือสังเกตกอนเจลลี่

หนืดในสารละลายเซลลหลงัยอยเสรจ็ กรณีพบวายังมีความขุน หรือมีกอนเจลลี่หนืดมาก ใหเพ่ิมปริมาณสารเคมีสกัด

อีกประมาณ 20 % ของปริมาณท่ีเติมเริ่มตน และบมท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ตออีกครั้งละ 10 นาทีและสังเกต

วาความขุนลดลงหรือไม กอนเจลลี่ยังปรากฎอีกหรือไม ถาจะปรากฎลักษณะดังกลาวอยูใหบมตอครั้งละ 10 นาที 

จนกวาสารละลายเซลลจะถูกยอยสมบูรณ สังเกตจากสารละลายเซลลมีลักษณะใสและไมมีกอนหนืดคลายเจลลี่ 

 การสกัดดีเอ็นเอดวยสารฟนอลคลอโรฟอรม 

(6) จากนั้นเติมสาร Phenol : chloroform : Isoamylalcohol (25:24:1) ปริมาตร 

เทากับปริมาตรที่มีอยูเดิมในหลอด (1 volume of sample)  ประมาณ 600 ไมโครลิตร ลงในหลอด 

cell lysate จากนั้นกลับหลอดไปมาแบบ invert mix ผสมใหเขากันแบบนุมนวล เปนเวลา 5 นาที 

(กรณีปร ิมาตรท ี ่ม ีอยู เด ิมมากกว า 600 ไมโครล ิตร ก็ได  เต ิมสาร  Phenol : chloroform : 

Isoamylalcohol เทากับปริมาตรท่ีมีอยูเดิม) 

(7) ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 5 นาที สารละลายในหลอดจะแยก 

เปนสองชั้น โดยชั้นบน คือสารละลายเซลล สังเกตมีลักษณะใส ชั้นลางคือสาร Phenol : chloroform 

: Isoamylalcohol สังเกตมีสีชมพูออน (ภาพ 6) 

(8) ดูดสารละลายสวนบน (DNA) ใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (หลอดใหม)  
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       ภาพ 6 การสกัดดีเอ็นเอดวยสารฟนอลคลอโรฟอรม 

(9) ทำซ้ำขอ 9-11 อีก 1 รอบ 

(10)  จากนั้นนำหลอดในขอ 12 มาเติมสาร chloroform : Isoamylalcohol (24:1) 

ปริมาตรเทากับปริมาตรที ่มีอยู เดิมในหลอด (1volume of sample) ประมาณ 600 ไมโครลิตร 

จากนั้นกลับหลอดไปมาแบบ invert mix ผสมใหเขากันแบบนุมนวล เปนเวลา 5 นาที (กรณีปริมาตร

ท่ีมีอยูเดิมมากกวา 600 ไมโครลิตร ก็ไดเติมสารเทากับปริมาตรท่ีมีอยูเดิม) 

(11)  ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 5 นาที สารละลายในหลอดจะแยก 

เปนสองชั้น โดยชั้นบน คือสารละลายเซลล สังเกตมีลักษณะใส ชั้นลางคือสาร Phenol : chloroform 

: Isoamylalcohol สังเกตมีสีใสเชนกัน 

(12)  ดูดสารละลายสวนบนซ่ึงมีลักษณะใส ใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (หลอดใหม) 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ข้ันตอน invert mix (ขอ 9 และขอ 12) หลังเติมสาร Phenol : chloroform: Isoamylalcohol 

 เปนขั้นตอนความสำคัญที่ชวยดึงโปรตีนที่เกาะกับดีเอ็นเอใหละลายไปอยูในชั้นฟนอล ซึ่งจะทำใหดีเอ็นเอมีการ

ปนเปอนโปรตีนลดลง การผสมแบบ invert mix ควรทำดวยความนุมนวล หาม Votex โดยเด็ดขาด เพราะจะทำให

สายดีเอ็นเอขาดชำรุดเสื่อมสภาพ (degraded) ได และควรใชเวลาใหครบตามเวลาท่ีกำหนด  

- ข้ันตอนการดูดสารละลายดีเอ็นเอ (ช้ันบน) ไปใสหลอดใหม (ขอ 11 และขอ 15) ไมควรดูด 

ช้ันโปรตีนสีขาวซึ่งอยูบริเวณรอยตอระหวางช้ัน cell lysate และ phenol-choloform (ภาพ 13) ติดไปดวย  

 การตกตะกอนดีเอ็นเอ 

(13)  นำสารละลายเซลลในขอ 12 มาตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติม 100% 

 Isopropanol ที ่เย ็นจัดปริมาตรเทากับปริมาตรที ่ม ีอยู เด ิมในหลอด (1 volume of sample) 

ประมาณ 550 – 600 มิลลิลิตร และเติมสาร 3 M sodium acetate pH 5.2 ปริมาตร 110-120 

ไมโครลิตร (คิดเปนความเขมขนสุดทาย (final concentration) เทากับ 0.3 M) ผสมสารโดยพลิก

หลอดกลับไปมาประมาณ 10 ครั้ง จากนั้นนำไปแชฟรีซท่ี -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง หรือ 

-70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง   

(14) จากนั้นปนเหวี่ยงท่ี 16,000 g เปนเวลา 30 นาที เพ่ือรวมตกตะกอนดีเอ็นเอ 

และดูดสวนของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ท้ิง 
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 เทคนิคและขอควรระวัง 

- สาร 100% ethanol ซึ่งหาไดงายกวา 100% Isopropanol สามารถใชข้ันตอนการตกตะกอน 

ดีเอ็นเอได แตปริมาตรการใชงานจะตางกัน โดยถาใชสาร 100% ethanol ตองใชปริมาตรเปน 2 เทาของปริมาตรท่ี

มีอยูเดิมในหลอด (2 volume of sample)  ตัวอยางเชน ขั้นตอนเดิมเคยใชสาร 100% Isopropanol ปริมาตร 

600 ไมโครลิตร ถาเปลี่ยนเปนใช 100% ethanol แทน จะตองเพ่ิมปริมาตรเปน 2 เทา ซึ่งเทากับ 1,200 ไมโครลติร 

- เซลลน้ำคร่ำเปนเซลลท่ีไมมีชีวิตเปนสวนใหญ แตเซลลสวนใหญจากตัวอยางเลือดจะเปนเซลลท่ีมี 

ชีวิต ดวยเหตุน้ีดีเอ็นเอท่ีสกัดมาจากเซลลน้ำคร่ำจะมีคุณภาพดอยกวาดีเอ็นเอท่ีสกัดมาจากเลือด โดยคุณภาพดีเอ็น

เอจากเซลลน้ำคร่ำจะมีลักษณะดีเอ็นเอท่ีไมสมบูรณมกีารขาดชำรุดเสื่อมสภาพ (degraded DNA) ปนอยูกับดีเอ็นเอ

ท่ีสภาพสมบูรณ (Intact DNA) จากปญหาดังกลาวสงผลใหมีการสูญเสียดีเอ็นเอบางสวนไปในข้ันตอนการตกตะกอน

ดีเอ็นเอ ดังนั้นการใชสารเคมีชวยตะกอนดีเอ็นเอ เชน 3 M Soduim acetate pH 5.2  จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพ

การตกตะกอนมากข้ึน นอกจากน้ียังมีสารละลายไกลโคเจน (Glycogen solution) ท่ีสามารถชวยตกตะกอนดีเอ็นเอ

ไดเชนกัน โดยการตกตะกอนดีเอ็นเอดวย Glycogen Solution ความเขนขน 10 mg/ml ตองใช Glycogen 

Solution ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ( คิดเปน glycogen 10 ไมโครกรัม) ตอสารละลายดีเอ็นเอ 500 ไมโครลิตร  

- ความเย็นจะชวยใหการตกตะกอนดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพมากข้ึน ดังน้ันควรใช 100%  

Isopropanol ที่เย็นจัดในการตกตะกอน โดยควรแบงสาร 100% Isopropanol ใสขวดดูแรน (duran bottle) 

แลวจัดเก็บไวในตูฟรีซที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใชงาน และขั้นตอนการแชฟรีซที่ -20 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 3 ช่ัวโมง หรือ -70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เปนข้ันตอนสำคัญไมควรละเลย 

 การลางตะกอนดีเอ็นเอ 

(15)  เติม 70% ethanol เพ่ือลางตะกอนดีเอ็นเอ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ 

พลิกหลอดกลับไปมาแบบ invert mix ประมาณ 5 ครั้ง ปนเหวี่ยงที่ 16,000 g เปนเวลา 10 นาที 

และดูดสวนของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ท้ิง 

 การละลายตะกอนดีเอ็นเอ 

(16)  เปดฝาหลอด และวางดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิหอง ประมาณ 5-10 นาที เพ่ือระเหย 

ethanol ที่ตกคาง จากนั้นเติม Tris-HCl EDTA pH 8.0 (TE buffer) ประมาณ 20-50 ไมโครลิตร 

ข้ึนกับขนาดตะกอน และเขยาหลอดชวยใหดีเอ็นเอละลายท่ีอุณหภูมิหองดวยเครื่องเขยา ประมาณ 2 

ชั่วโมง  

เทคนิคและขอควรระวัง 
- ควรใช TE buffer pH 8.0 ในการละลายตะกอนดีเอ็นเอท่ีจะเก็บเปนสตอกดีเอ็นเอ (stock 

DNA) เพราะ TE buffer มี pH เปนดางจะชวยรักษาคุณภาพดีเอ็นเอไดคงที่ตลอดอายุการเก็บรักษา สวนน้ำมี pH 

6-7 คอนขางเปนกรด ซึ่งจะทำใหดีเอ็นเอเสื่อมสภาพไดงายกวาสภาวะดาง   

- ไมควรวางตะกอนดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิหอง นานเกิน 15 นาที เพราะจะทำใหตะกอนดีเอ็นเอแหง 

เกินไป ซึ่งสงผลใหดีเอ็นเอละลายยากข้ึน โดยดีเอ็นเอท่ีละลายไมสมบูรณจะสงผลเสียตอข้ันตอนถัดไป 
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3.3. การสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรมจากตัวอยางเลือด 1-2 มิลลิลิตร 

การสกัดดีเอ็นเอจากเลือด (Whole bood) ดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม โดยรายละเอียด

ขั ้นตอนการปฏิบัติงานที่อางอิงจากหนังสือ Cold Spring Harbor protocols เรื ่อง. Isolation of 

High-Molecular-Weight DNA Using Organic Solvents (14) ดังนี้ 

3.3.1. การเตรียมสารเคมีเครื่องมือวัสดุและอุปกรณ 

(1) เตรียมสารเคมีใหพรอมใชงาน ไดแก สาร Phenol: Chloroform: 

Isoamylalcohol อัตราสวน 25:24:1 (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) สารเคมี Chloroform : 

Isoamylalcohol อัตราสวน 24:1 (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) สารไอโซโพรพานอลความเขมขน 

100 %  ที่เย็นจัด (100 % Cold Isopropanal) สารเอทานอลความเขมขน 70% ที่เย็นจัด (70 % 

cold ethanol) สาร Lysis buffer (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค)  สาร 10% SDS (สูตรการเตรียม

ในภาคผนวก ค) เอนไซม Proteinase K ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และสาร TE 

buffer (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) โดยปริมาตรสารเคมีที่ใชในแตละขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ

จากเลือดดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรมแสดงในตาราง 14 

         เทคนิคและขอควรระวัง 

- สาร Phenol: Chloroform: Isoamylalcohol อัตราสวน 25:24:1 ตองเตรียมกอนใชงานอยาง 

นอย 1 คืน ถาไมไดเตรียมไวกอนแตจำเปนตองใชสารเคมีในขณะนั้น ใหใชวิธีการเติมแยก ตัวอยางเชน ถาตองเติม

สาร Phenol: Chloroform: Isoamylalcohol (25:24:1) ปริมาตร  600 ไมโครลิตร ใหแยกเติมสาร Phenol 

ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และเติมสาร Chloroform: Isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 

- สารไอโซโพรพานอลความเขมขน 100 %  ท่ีเย็นจัด และสารเอทานอลความเขมขน 70% ท่ีเย็นจัด 

 ควรจัดเก็บไวในตูฟรีซท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใชงาน 

(2) เตรียมเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณใหพรอมใชงาน ไดแก ตูชีวนิรภัย (BSC class II) 

ตูดูดไอสารเคมี (Fume Hood)  เครื่อง water bath แบบเขยา (หรือเครื่อง heating block แบบ

เขยา) เครื่อง centrifuge ที่รองรับหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร และ 15 มิลลิลิตร   เครื่องเขยาผสม 

(vortex) และปเปต P1000 P200 P20 หลอดทดลองขนาด 1.5 และ15 มิลลิลิตร และทิปทุกขนาด 

         เทคนิคและขอควรระวัง ฟนอลคลอโรฟอรม เปนสารเคมีอันตรายที ่มีไอระเหย จึงตอง

ปฏิบัติงานในตูดูดไอพิษ (fume hood) และสวมอุปกรณปองกันสวนบุคคล (PPE) ไดแก เสื้อกาวนแขนยาว ถุงมือ

ยาง แวนตากันกระเด็นและสวมรองเทาแบบหุมปลายเทามิดชิด เพ่ือความปลอดภัยของผูปฏิบัติงาน 

 

3.3.2. ข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอ 

 การลางเม็ดเลือดแดงออกดวย TE buffer 

(1) เขยาหลอดเลือดพลิกหลอดข้ึนลงประมาณ 5- 10 ครั้ง แลวปเปตเลือด 2 

มิลลิลิตร ใสหลอดใหม ขนาด 15 มิลลิลตร 
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(2) เติม TE buffer ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ลงในหลอด 15 มิลลิลตรท่ีมีเลือดอยู 

จากนั้นเขยาผสม (vortex) ประมาณ 1-2 นาที และนำไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 2000 g เปนเวลา 5 

นาที 

(3) เทของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ท้ิงอยางนุมนวล สังเกตตะกอนเซลล 

วายังคงอยูกนหลอด และทำซ้ำ ขอ 4 และขอ 5 อีก 2 ครั้ง จนตะกอนเซลลเปนสีขาว 

    เทคนิคและขอควรระวัง 

- กรณีลางเม็ดเลือดดวย TE buffer จำนวน 3 ครั้งแลว แตตะกอนเซลลยังไมเปนสีขาว ใหเพ่ิมรอบ 

การลางจนกวาตะกอนเซลลจะเปนสีขาวอีก 1-2 รอบ แตกรณีเลือดเปนกอน (cloted) หรือเลือดที่เก็บนานเกิน 7 

วัน การลางเพ่ิมในรอบท่ี 4-5 อาจไมชวยใหตะกอนเซลลขาวข้ึนและยังคงตะกอนเซลลสแีดงปนเลือดอยูก็อาจเกิดข้ึน

ได กรณใีหดำเนินการตอในข้ันถัดไป 

- กรณีจำเปนตองสกัดดีเอ็นเอจากเลือดท่ีจัดเก็บไมเหมาะสม เชน หลอดเลือดฝาเขียว (heparin  

tube) ใหรีบดำเนินการลางเลือดดวย TE buffer เพ่ือเม็ดเลือดแดงออก ภายใน 24 ช่ัวโมง ซึ่งเปนเทคนิคท่ีจะชวยให

ไดคุณภาพดีเอ็นเอดีข้ึน 

 การยอยเซลล 

(4) นำหลอดตะกอนเซลลขอ 5 มาเติม lysis buffer ปริมาตร 1,140 ไมโครลิตร 

จากนั้นใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดเซลลข้ึน-ลง เพ่ือทำใหตะกอนเซลลกระจายตัว ซ่ึงจะชวยใหการ

ยอยเซลลดีข้ึน  

(5) เติมเอนไซม proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเติม 10% SDS 

ปริมาตร 60 ไมโครลิตร จากนั้นใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดเซลลข้ึน-ลง เพ่ือทำใหเซลลแตกจะชวย

ใหการยอยเซลลดีข้ึน  

(6) เขยาผสม (vortex) เพ่ือทำใหเซลลแตก ประมาณ 5-10 นาที หรือนานจนกวา 

สังเกตเห็นลักษณะเซลลละลายเปนเนื้อเดียวกัน (cell lystae) 

(7) นำมาบมท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ดวยเครื่อง water bath block แบบ 

เขยาได เปนเวลา 2-3 ชั่วโมง หรือจนกวาการยอยเซลลจะสมบูรณ สังเกตจากสารละลายเซลลจะใส

ข้ึน มีลักษณะปนเนื้อเดียวกันและไมมีพบกอนเจลลี่ (jelly) 

เทคนิคและขอควรระวัง กรณสีังเกตเห็นการยอยยังไมสมบูรณ ซึ่งมีลักษณะสารละลายเซลลยัง 

ไมใส หรือปรากฎกอนเจลลี่หนืด แกปญหาโดยเพ่ิมปริมาณสารเคมี (lysis buffer proteinse K และ 10% SDS) อีก

ประมาณ 20 % ของปริมาตรท่ีเติมเริ่มตน จากน้ันนำมาบมตอท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลว

สังเกตวาความใสและกอนเจลลี่ยังปรากฎอีกหรือไม ถายังปรากฎลักษณะดังกลาวอยูใหบมตออีกครั้งละ 30 นาที 

จนกวาสารละลายเซลลจะถูกยอยสมบูรณ ซึ่งสังเกตจากสารละลายเซลลมีลักษณะใสและไมมีกอนหนืดคลายเจลลี่ 

 การสกัดดวยสารเคมีฟนอลคลอโรฟอรม 

(8) เติมสาร Phenol : chloroform : Isoamylalcohol (25:24:1) ปริมาตร 1,300 
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 ไมโครลิตร ลงในนำหลอดสารละลายเซลลที่ยอยสมบูรณแลว จากนั้นพลิกหลอดกลับหลอดไปมา

แบบ invert mix ผสมใหเขากันแบบนุมนวล เปนเวลา 5 นาที  

(9) ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000 g เปนเวลา 10 นาที สารละลายในหลอดจะแยก 

เปนสองชั ้น โดยชั ้นบนคือสารละลายเซลลมีล ักษณะใส (ด ีเอ็นเอ) ชั ้นลางคือสาร Phenol : 

chloroform : Isoamylalcohol สังเกตมีสีชมพูออน (ภาพ 6) 

(10) คอยๆดูดสารละลายสวนบน (ดีเอ็นเอ) ใสหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร (หลอดใหม) 

และทำซ้ำขอ 10-12 อีก 1 รอบ 

(11) นำหลอดในขอ 12 เติมสาร chloroform : Isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร 

1,300 ไมโครลิตร จากนั้นกลับหลอดไปมาแบบ invert mix ผสมใหเขากันแบบนุมนวล เปนเวลา 5 

นาที  

(12) ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000 g เปนเวลา 10 นาที สารละลายในหลอดจะแยก 

เป นสองช ั ้น  โดยช ั ้นบนค ือสารละลายเซลล ม ีล ักษณะใส  ช ั ้นล างค ือสาร  chloroform : 

Isoamylalcohol สังเกตมีสีใสเชนกัน 

(13)  คอยๆดูดสารสวนบนซ่ึงมีลักษณะใส ใสหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร (หลอดใหม)  

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ข้ันตอน invert mix (ขอ 9 และขอ 12) หลังเติมสาร Phenol : chloroform:  

Isoamylalcohol เปนข้ันตอนสำคัญท่ีชวยดึงโปรตีนท่ีเกาะกับดีเอ็นเอใหละลายไปอยูในช้ันฟนอล ซึ่งจะทำใหดีเอ็น

เอมีการปนเปอนโปรตีนลดลง การผสมสารพลิกกลับไปกลับมาแบบ invert mix ควรทำดวยความนุมนวล หาม 

Votex โดยเด็ดขาด เพราะจะทำใหสายดีเอ็นเอขาดชำรุดเสื่อมสภาพ (degraded) ได และควรผสมสารแบบ invert 

mix ใหครบเวลาตามท่ีกำหนด  

- ข้ันตอนการดูดสารละลายดีเอ็นเอ (ช้ันบน) ไปใสหลอดใหม (ขอ 12 และขอ 15) ไมควรดูด 

ช้ันโปรตีนสีขาวซึ่งอยูบริเวณรอยตอระหวางช้ัน cell lysate และ phenol-choloform (ภาพ 13) ติดไปดวย เพราะ

จะทำใหคุณภาพดีเอ็นเอต่ำลง 

 การตกตะกอนดีเอ็นเอ 

(14) นำหลอดในขอ 15 มาตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติม 100% Isopropanol ท่ี 

เย็นจัดปริมาตร 1,300 มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารโดยพลิกหลอดกลับไปมาประมาณ 10 ครั้ง จะ

สังเกตเห็นสายดีเอ็นเอ ลักษณะคลายกลุมเสนดวยสีขาว 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- สาร 100% ethanol ซึ่งหาไดงายกวา 100% Isopropanol สามารถใชข้ันตอนการตกตะกอน 

ดีเอ็นเอได แตปริมาตรการใชงานจะตางกัน โดยถาใชสาร 100% ethanol ตองใชปริมาตรเปน 2 เทาของปริมาตรท่ี

มีอยูเดิมในหลอด (2 volume of sample)  ตัวอยางเชน ขั้นตอนเดิมเคยใชสาร 100% Isopropanol ปริมาตร 

600 ไมโครลิตร ถาเปลี่ยนเปนใช 100% ethanol แทน จะตองเพ่ิมปริมาตรเปน 2 เทา ซึ่งเทากับ 1,200 ไมโครลติร 

- ความเย็นจะชวยใหการตกตะกอนดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพมากข้ึน ดังน้ันควรใช 100%  
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Isopropanol ที่แชเย็นจัดในการตกตะกอน โดยควรแบงสาร 100% Isopropanol ใสขวดดูแรน (duran bottle) 

แลวจัดเก็บไวในตูฟรีซท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใชงาน  

 การลางตะกอนดีเอ็นเอ 

(15)  เติม 70% ethanol ท่ีเย็นจัด ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดขนาด 1.5 

มิลลิลิตร (หลอดใหม) จากนั้นใชปลายทิปขนาด 200 ไมโครลิตร เก่ียวตะกอนดีเอ็นเอในหลอด ขอ 16 

มาใสในหลอดท่ีเติม 70% ethanol ไวแลว และพลิกหลอดกลับไปมาแบบ invert mix ประมาณ 5 

ครั้ง เพ่ือลางตะกอนดีเอ็นเอ 

(16) จากนั้นปนเหวี่ยงท่ี 2,000 g เปนเวลา 3 นาที เพ่ือรวมตกตะกอนดีเอ็นเอใหตก 

กนหลอด และดูดสวนของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ท้ิง 

เทคนิคและขอควรระวัง กรณีผูปฏิบัติงานใหม ข้ันตอนในขอ 17 การใชปลายทิปเก่ียวตะกอน 

ดีเอ็นเอไปใสหลอดใหม อาจมีโอกาสทำใหตะกอนดีเอ็นเอตกหลนได แกปญหาโดยใหคอยๆดูด 100% Isopropanol 

ในหลอด ขอ 16 บางสวนท้ิง คงเหลือปริมาตรสารในหลอดประมาณ 1.5 มิลลิลิตร (ตองระวังไมใหดูดดีเอ็นเอ เขาไป

ในปลายทิปเพราะจะเอาออกยากมาก) จากน้ันเทตะกอนดีเอ็นเอ ใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (หลอดใหม) และปน

เหว่ียงท่ี 2,000 g เปนเวลา 3 นาที เพ่ือรวมตกตะกอนดีเอ็นเอใหตกกนหลอด และดูดสวนของเหลวเหนือตะกอนท้ิง 

จากน้ันเขาสูข้ันตอนการลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงท่ี 2,000 g เปนเวลา 3 

นาที เพ่ือรวมตกตะกอนดีเอ็นเอใหตกกนหลอด และดูดสวนของเหลวเหนือตะกอนท้ิง 

 การละลายตะกอนดีเอ็นเอ 

(17) เปดฝาหลอด วางดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิหอง ประมาณ 5-10 นาที เพ่ือระเหย 

ethanol ที่ตกคาง จากนั้นเติม Tris-HCl EDTA pH 8.0 (TE buffer) ประมาณ 150-200 ไมโครลิตร 

ขึ้นกับขนาดตะกอน จากนั้นเขยาหลอดชวยใหดีเอ็นเอละลายที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที และเขยาตอท่ีอุณหภูมิหอง ประมาณ 2-4 ชั่วโมง 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ควรใช TE buffer pH 8.0 ในการละลายตะกอนดีเอ็นเอท่ีจะเก็บเปนสตอกดีเอ็นเอ (stock 

DNA) เพราะ TE buffer มี pH เปนดางจะชวยรักษาคุณภาพดีเอ็นเอไดคงที่ตลอดอายุการเก็บรักษา สวนน้ำมี pH 

6-7 คอนขางเปนกรด ซึ่งจะทำใหดีเอ็นเอเสื่อมสภาพไดงายกวาสภาวะดาง  

- ไมควรวางตะกอนดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิหอง นานเกิน 15 นาที เพราะจะทำใหตะกอนดีเอ็นเอแหง 

เกินไป จะสงผลใหดีเอ็นเอละลายยากข้ึน โดยดีเอ็นเอท่ีละลายไมสมบูรณจะสงผลเสียตอข้ันตอนถัดไป 

4. การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ 

เมื่อดีเอ็นเอละลายเปนเนื้อเดียวกัน จะนำมาตรวจสอบความเขมขนและคุณภาพดีเอ็นเอ 

กอนนำไปตรวจวิเคราะหตอดวยเทคนิคพีซีอารหรือเทคนิคดานอณูชีววิทยาอ่ืนๆในลำดับถัดไป 

การตรวจสอบความเขมขนและคุณภาพของดีเอ็นเอใชหลักการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น

อัลตราไวโอเลต (Ultra violet, UV) และความยาวคลื่นแสงที่ตามองเห็น (Visible light, Vis) ดวย
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เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่เรียกวาวัดคา Optical density (OD)  โดยกรดนิวคลีอิก (ดีเอ็นเอและ

อารเอ็นเอ) ดูดกลืนแสง (Absorbance, A) ท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) โปรตีนดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (A280)  และองคประกอบอ่ืนๆ (เชน สารกลุมเกลือ) ดูดกลืนแสง

ท่ีความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร (A230) การวัดคาสเปกโตรโฟโตมิเตอรจะใชกฎของเบียร - แลมเบิรต 

(Beer – Lambert) ในการคำนวณหาความเขมขนของกรดนิวคลีอิก โดยกฎของเบียร - แลมเบิรตจะ

ถูกใชเพ่ือกำหนดความเขมขนของกรดนิวคลีอิกท่ีไมทราบคาโดยไมตองใชเสนโคงมาตรฐาน ซ่ึงจะชวย

ใหเชื่อมโยงปริมาณแสงท่ีกรดนิวคลีอิกดูดกลืนกับความเขมขนของโมเลกุลกรดนิวคลีอิกท่ีดูดกลืน โดย

ใชหนวยการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 (A260)  ตอไปนี้  

  สำหรับดีเอ็นเอ A260   1 หมายถึง  50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  สำหรับอารเอ็นเอ A260   1 หมายถึง  40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ใชคาขางตนเปนปจจัยการแปลงความเขมขนของกรดนิวคลีอิก ดวยการแปลงคา OD เปนความ

เขมขนของตัวอยางกรดนิวคลีอิคท่ีไมทราบคา (31) 

 คุณภาพความบริสุทธิ์ของกรดนิวคลีอิกตรวจสอบโดยการหาอัตราสวนของคา A260/ A280ถาดี

เอ็นเอไดคา A260/ A280 ระหวาง 1.65–1.85 แสดงวาดีเอ็นเอบริสุทธิ์ ถาหากไดคามากกวา 1.85 แสดง

วาดีเอ็นเอมีอารเอ็นเอปะปนอยู ถาคานอยกวา 1.65 แสดงวาดีเอ็นเอมีโปรตีนหรือสารฟนอล (ท่ีใชใน

ขั้นตอนการสกัด) ปะปนอยู  และอัตราสวนของคา A260/ A230 ถาไดคา 2.0 ถึง 2.2 แสดงวาดีเอ็นเอ

ไมมีการปนเปอนของสารกลุมเกลือ (ที่ใชในขั้นตอนการสกัด) สำหรับอารเอ็นเอที่บริสุทธิ์ควรไดคา 

A260/ A280 เทากับ 2 (31)  

 อยางไรก็ตามการวัดคา OD ก็ไมสามารถบอกคุณภาพดีเอ็นเอในเชิงโครงสรางโมเลกุลได โดย

ดีเอ็นเอที่มีโครงสรางโมเลกุลคงสภาพสมบูรณ จะเรียกวา Intact DNA สวนดีเอ็นเอท่ีโครงสรางไม

สมบูรณมีบางสวนขาดถูกตัดเปนทอน จะเรียกวา  degraded DNA โดยการตรวจสอบคุณภาพเชิง

โครงสรางของโมเลกุลดีเอ็นเอใชการตรวจสอบดวยการทำเจลอิเล็กโตรฟอรีซีสแบบอะกาโรสเจล 

(Agarose gel) ที่ความเขมขน 0.8-1.0% ดีเอ็นเอคุณภาพดีโครงสรางโมเลกุลคงสภาพสมบูรณ จะ

ปรากฎเปนกอนรวมกลุมกัน สวนดีเอ็นเอท่ีโครงสรางไมสมบูรณจะปรากฎแบนแถบดีเอ็นเอ (smear) 

(30) ทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร ใชเครื่อง Biophotometer ยี่หอ 

eppendrof ในการวัดการดูดกลืนแสงของสารพันธุกรรม (วัด OD) โดยเครื่อง Biophotometer ใช

หลักการวัดการดูดกลืนของแสงแบบ single beam photometer with reference beam ดวย

แหลงกำเนิดแสงแบบ Xenon flash light  วัดไดท้ังชวงแสงความยาวคลื่น VIS และ UV และสามารถ

วัดสารพันธุกรรมปริมาณนอย 2-3 ไมโครลิตรไดดวยไมโครคิวเวทท (microcuvette) ขนาด path 

length 1 มิลลิเมตร ซึ่งสามารถวัดคาความเขมขนของดีเอ็นเอไดตั้งแต 2.5 ถึง 1500 นาโนกรัมตอ
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ไมโครลิตร (ng/ul) โดยขั้นตอนการปฏิบัติงานในการวัดปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอดวยเครื ่อง 

Biophotometer ยี่หอ eppendrof มีดังนี้ 

 

ขั้นตอนการปฎิบัติงาน เทคนิคและขอพึงระวัง 

1. เตรียมเคร่ือง Biophotometer ใหพรอมใช 

 

• ต ัวเคร ื ่องควรต อก ับเคร ื ่อง

สำรองไฟ โดยควรเสียบปลั๊ก

เครื ่องสำรองไฟกอน แลวจึง

เปดเครื่อง สวิตซเปด-ปดท่ีอยู

ดานหลังตัวเครื่อง 

2. เตรียมไมโครคิวเวททสำหรับวัดสารพันธุกรรมปริมาณนอย 

(บริเวณ A คือพ้ืนหยดตัวอยาง) 

 
https://www.news-medical.net/whitepaper/20151120/Highly-

Precise-Photometric-Measurements-of-Nucleic-Acids-or-Proteins-

using-Eppendorf-c2b5Cuvette-G10.aspx 

 

 

 

 

 

 

• เลือกใชคิวเวททใหเหมาะสม 

โดยการวัดดีเอ็นเอหรืออาร

เอ ็นเอสำหร ับเคร ื ่องร ุ น น้ี 

จะตองใชไมโครคิวเวททซึ่ง

รองรับการวัดสารพันธุกรรม

ปร ิมาณนอย ดวยปร ิมาตร

ตัวอยางเพียง 2-3 ไมโครลิตร 

แสดงดังภาพขอ 2 

ชองใสคิวเวทท 

B   A
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ขั้นตอนการปฎิบัติงาน เทคนิคและขอพึงระวัง 

3.  การทำ Blank  

(1) เลือกโหมดการวัดจากปุมท่ีหนาจอหลัก  

การวัดดีเอ็นเอ กดปุม 7 (DNA) และเลื่อนใหลูกศรไปอยูท่ีตำแหนง 

dsDNA แลวกดปุม Enter ตัวเครื่องจะพรอมใชงานในโหมดการ

วัดดีเอ็นเอ 

 
https://www.marshallscientific.com/v/vspfiles/specs/biophotometer%20plus%20manual.pdf 

 

(2) นำไมโครคิวเวททมาเปดอาออก (ดังภาพขอ 2) และลาง (บริเวณ 

A) ดวยน้ำสะอาดกอนใชงาน 

(3) ทำ blank โดยการหยดน้ำยา blank ลงบนไมโครคิวเวทท (บริเวณ 

A เพียงดานเดียว) แลวประกบไมโครคิวเวททท้ังสองขางเขาหากัน 

จะทำใหน้ำยา blank สัมผัสกับบริเวณ A ของอีกขางหน่ึง จากน้ัน

นำไมโครคิวเวททวางลงในชองใสคิวเวทท แลวกดปุ ม blank 

ตัวเครื่องจะพรอมใชงานในโหมดการวัดตัวอยางดีเอ็นเอ 

• น้ำยา blank คือน้ำยาชนิด

เดียวกับท่ีใชละลายดเีอ็นเอ 

กรณีใช TE buffer ละลายดี

เอ็นเอ ก็ตองใช TE buffer 

ทำ blank 

• ควรลางบรเิวณ A ของไมโคร

คิวเวททดวยน้ำสะอาด 

ประมาณ 3 ครั้ง กอนทำ 

Blank 

• ควรเช็ดบรเิวณ A ของไมโคร

คิวเวททดวยกระดาษเช็ด

เลนส หรือกระดาษชำระเน้ือ

หนาไมมีขน เพ่ือปองกันเศษ

ขนปนเปอนไปกับตัวอยาง จะ

ทำใหรบกวนการดดูกลืนแสง

ซึ่งจะมีผลตอคา OD 

4. การวัดตัวอยางดีเอ็นเอ 

(1) นำสารละลายสตอกดีเอ็นเอที่ละลายเปนเนื้อเดียวกันมาปนตก 

(spin down) เพ่ือทำใหของเหลวใตฝาหลอดตกลงกนหลอดซึ่งจะ

ชวยลดการปนเปอนเช้ือแบคทีเรียได 

(2) ปเปตตัวอยางดีเอ็นเอจากหลอดสตอก ประมาณ 2-3 ไมโครลิตร 

หยดลงบนไมโครคิวเวทท (บริเวณ A เพียงดานเดียว) ดังภาพขอ 2 

 

 

 

 

• ควรสังเกตฟองอากาศทุกครั้ง

หลังหยดตัวอยางและประกบ

ไมโครค ิ ว เ วทท   หาก เ กิด

ฟองอากาศ ตองกำจัดออก 

ด  วยการประกบไมโครคิว

เวททซ้ำหลายครั ้งจะทำให

ฟองอากาศแตกได หรืออาจ

ใชป เปตดูดต ัวอย างข ึ ้นลง 

หากสังเกตเห็นฟองอากาศ

ขณะหยดตัวอยางบนไมโคร

คิวเวทท 
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ขั้นตอนการปฎิบัติงาน เทคนิคและขอพึงระวัง 

(3) จากน้ันประกบไมโครคิวเวททท้ังสองขางเขาหากัน ซึ่งจะทำให

ตัวอยางดีเอ็นเอสมัผสักับบรเิวณ A ของอีกขางหน่ึง ควรสังเกต

ฟองอากาศ หากมีฟองอากาศเกิดข้ึนตองกำจัดออก จากน้ันนำไม

โครคิวเวททวางในชองใสคิวเวททแลวกดปุม sample เครื่องจะ

แสดงคาความเขมขนและคณุภาพของตัวอยางดีเอ็นเอ ดังภาพ 

 
https://www.marshallscientific.com/v/vspfiles/specs/biophotometer%20plus%20manual.pdf 

(4) การวัดตัวอยางดีเอ็นเอถัดไปที่ละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายตัว

เดียวกัน สามารถวัด OD แบบตอเนื่องโดยไมตองทำ blank ใหม 

โดยทำการเช็ดตัวอยางเดิมออกจากคิวเวททกอนแตไมตองลางน้ำ 

จากนั้นหยดตัวอยางดีเอ็นเอใหมลงบนไมโครคิวเวทท และกดปุม 

sample 

(5) เมื่อวัดตัวอยางดีเอ็นเอเสร็จสิ้น ใหกดปุม enter และ 

          กดปุม 7 (DNA) เพ่ือคืนกลับหนาจอหลัก  

(6) นำไมโครคิวเวททลางบริเวณ A ดวยน้ำสะอาดประมาณ 3-5 ครั้ง 

และเช็ดใหสะอาดกอนเก็บลงกลอง 

• ฟองอากาศจะรบกวนการ

ดูดกลืนแสงของตัวอยาง จะ

ทำให ค า  OD ท ี ่ ได  เคล ื ่อน

คลาด 

• กรณีวัดตัวอยางตอเนื่อง แต

เปนตัวอยางดีเอ็นเอที่ละลาย

ดวยตัวทำละลายคนละชนิด

กัน ใหทำการลางไมโครคิว

เวททและทำ blank ใหม เมื่อ

มีการเปลี่ยนชนิดตัวอยาง 

• กรณีปเปตดีเอ็นเอจากหลอด  

สตอกแลวไดกอนดีเอ็นเอหนืด

ติดขึ้นมา นั้นหมายถึงสตอกดี

เอ็นเอยังละลายไมสมบูรณ จึง

ไมควรนำวัด OD เพราะคา

ความเขมขนที่ไดจะไมใชคาท่ี

แทจริงของตัวอยาง 

• เครื ่องรุ นนี ้มีหนวยแสดงผล

ความเขมขนดีเอ็นเอหลาย

แบบ ได แก   µg/ml  ng/µl  

pmol/ µl µmol/l แ ล ะ 

pmol/ml 

5. ปดเคร่ือง  

เมื่อใชเครื่องเสร็จใหกดปุมคืนหนาจอหลัก แลวปดสวิทซดานหลังของ

ตัวเครื่อง และเลื่อนฝามาปดชองใสคิวเวทททุกครั้งที่ใชงานเสร็จ เพ่ือ

ปองกันฝุน 

 

บางกรณีจะใชการทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตฟอรีซีส ความเขมขน 0.8% ควบคูไปกับการวัด

การดูดกลืนแสง (OD) ในการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอในตัวอยางสงตรวจบางรายที่สงสัยวาดีเอ็นเอ

อาจเกิดการเสื่อมสภาพ เชน ตัวอยางที่สกัดจากเลือดสีคล้ำ หรือดีเอ็นเอที่มีปญหาในการทำปฏิกิรยิา

พีซีอารไมสำเร็จ 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
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5. การทำไบซัลไฟต คอนเวอรช่ัน (bisulfite conversion) 

การเปลี่ยนดีเอ็นเอดวยการทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นเปนขั้นตอนการเตรียมดีเอ็นเอที่ใช

เปนดีเอ็นเอตนแบบของการทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารสำหรับตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ

โรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมน ซ่ึงทางหองปฏิบัติการหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา 

คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร มีวิธีการทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั ่น จำนวน 2 

รูปแบบ ไดแก วิธีดั้งเดิม (conventional method) และชุดน้ำยาสำเร็จจรูป (commercial kit) 

สิ่งท่ีตองรูและขอควรระวัง กระบวนการ bisulfite conversion เปนขั้นตอนสำคัญท่ีจะสงผลกระทบเสียหาย

ตอขั ้นตอนลำดับถัดไป หาก กระบวนการ bisulfite conversion เกิดขึ ้นไมสมบูรณที ่เร ียกวา incomplete bisulfite 

conversion จะทำใหยังคงดีเอ็นเอโครงสรางปกติหลงเหลืออยู ท่ีเรียกวา Unmodified DNA ซ่ึงจะสงผลใหการทดสอบเมทิล

เลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อวินิจฉัยผูปวยโรคพราเดอรวิลลี่และเอนเจลแมน มีโอกาสเกิดผลลบลวง (flase 

negative) เพิ ่มขึ ้น ดังนั ้นผู ปฏิบัติงานจึงปฏิบัต ิงานดวยความระมัดระวังและปฏิบัติตามขั ้นตอนการทำ bisulfite 

conversion อยางเครงครัด 

5.1. การทำไบซัลไฟตคอนเวอรช่ันแบบวิธีดั้งเดิม 

การเตรียมสารเคมีและข้ันตอนการปฏิบัติงานอางอิงจากงานวิจัยของ  Frommer M  และคณะ  ป 

ค.ศ.1992 (16)  

5.1.1. การเตรียมสารเคมี/อุปกรณ/เครื่องมือ 

(1)  สารละลาย 5 M Sodium bisulfite ตองเตรียมใหมทุกครั้ง  วิธีการเตรียมแสดง 

ภาคผนวก ค 

(2) สารละลาย 3 M NaOH ตองเตรียมใหมทุกครั้ง  วิธีการเตรียมแสดงภาคผนวก ค 

(3) สารละลาย 20 mM Hydroquinone  ตองเตรียมใหมทุกครั้ง  และใชภาชนะทึบ 

แสงระหวางการเตรียมเพ่ือหลีกเลี่ยงแสงสวาง และวิธีการเตรียมแสดงภาคภนวก ค 

(4) สารละลาย 10 M Ammonium acetate   วิธีการเตรียมแสดงภาคภนวก ค  

(5) สารละลาย ethanol  ความเขมขน 70 %   และ ethanol  ความเขมขน 100% 

แชเย็นท่ี -20 องศาเซลเซียส 

(6) Mineral oil (ultrapure) 

(7) ชุด kit สำหรับทำดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ (Illustra blood genomicPrep mini Spin 

kit หรือ QIAamp DNA mini kit หรือ commercial kit อ่ืนท่ีผานข้ันตอนการทดสอบความใชไดแลว 

(8) อุปกรณ ไดแก ปเปต ทิป หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดทดลองขนาด 

50 มิลลิลิตร pH-indicator strips และ vacuum flask 

(9) เครื่องมือ ไดแก เครื่อง heat box  เครื่องชั่ง  เครื่อง centrifuge ท่ีรองรับหลอด 

ทดสอบ 1.5 มิลลิลิตร และเครื่องปมดูดสุญญากาศ (vacuum pump) 
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5.1.2. ข้ันตอนการปฏิบัติงาน 

(1) ละลายดีเอ็นเอปริมาณ  2  ไมโครกรัมดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ  ใหไดปริมาตร 

ทายสุด  50 ไมโครลิตรใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  วางที่อุณภูมิหองแบบเขยาหลอด

ประมาณ 1-2 ชั่วโมง เพ่ือใหดีเอ็นเอละลายเปนเนื้อเดียวกัน  

(2) เติม  3  M  NaOH  ปริมาตร  5.5  ไมโครลิตร  (ความเขมขนทายสุด final 

concentration เทากับ 0.3 โมลาร) ผสมใหเขากัน จากนั้นทำใหดีเอ็นเอสายคูแยกเปนสายเดี่ยวท่ี

อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 นาที และลดอุณหภูมิทันทีดวยการแชในน้ำแข็ง เปนเวลา 5 

นาที และนำไปปนตก (spin down)  

(3) เติมสารละลาย 20 mM hydroquinone ปริมาตร 30 ไมโครลิตร  จากนั้นเติม 

5 M sodium bisulfite ปริมาตร 520 ไมโครลิตร คอยๆเติม mineral oil ไวดานบนผิวหนา นำไป

ปนตก  

 ขอควรระวัง ควรเติม mineral oil ใหเพียงพอคลุมผิวหนาของสารในหลอด เพ่ือปองกันการระเหย 

แตหากเติมมากเกินพอดี อาจสงผลใหอุณหภูมิในหลอดเปลี่ยนแปลงได 

(4) นำไปวางในเครื่อง heat box บมท่ีอุณหภูมิ 55 c◦ นาน 16-17 ชั่วโมง 

(5) นำดีเอ็นเอท่ีทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นแลว  ทำบริสุทธิ์ดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป  

ยี่หอ Illustra blood genomicPrep mini Spin kit โดยวิธีการทำตามคูมือของทางบริษัท และใน

ขั้นตอนสุดทายชะ (elute) ดีเอ็นเอออกจากคอลัมนดวย elution buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร (หลอดใหม) 

(6) นำหลอดขอ 5 เติม 3 M NaOH ปริมาตร 11 ไมโครลิตร (ความเขมขนทายสุด 

 เทากับ 0.3 โมลาร) และวางท่ีอุณหภูมิหองประมาณ 10 นาที 

(7) จากนั้นเติม 10 M Ammonium acetate ปริมาตร 34 ไมโครลิตร (ความเขม 

ขนทายสุด เทากับ 3 โมลาร) เพ่ือปรับสารละลายดีเอ็นเอท่ีทำผานการทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นแลว

ใหสภาพเปนกลาง (neutralize DNA)  

(8) เติม 100% ethanol ปริมาตร 340 ไมโครลิตร แลวผสมแบบกลับหลอดไปมา 

(Invert mix) ใหเขากันประมาณ 10 ครั้ง นำไปแชแข็งท่ี -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง หรือ

ท่ี -70 องศาเซลเซียส อยางนอย 30-60 นาที เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ 

 เทคนิค การตกตะกอนดีเอ็นเอดวย ethanol ควรใช 100% ethanol ท่ีแชเย็นจัด ซึ่งจะชวยให

ดีเอ็นเอตกตะกอนไดดีข้ึน 

(9) นำมาปนท่ีความเร็วรอบ 14,000 g  เปนเวลา 30 นาที และดูดสวนของเหลว 

เหนือตะกอน (supernatant) ท้ิง 

(10) เติมสารละลาย 70 % ethanol  ท่ีเย็นจัด 500 ไมโครลิตร  เพ่ือลางตะกอน 
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ดีเอ็นเอจากนั้นปนท่ีความเร็วรอบ 14,000 g เปนเวลา 10 นาที และดูดสวน supernatent ท้ิง  

(11) เปดฝาหลอดวางให ethanol ระเหยจากตะกอนดีเอ็นเอ ประมาณ 10-15 นาที 

(12) นำตะกอนดีเอ็นเอท่ีทำผานการทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นแลว  ละลายดวยน้ำ 

กลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการดีดกนหลอดประมาณ 4-5 ครั้ง และ

ปนตก จำนวน 4-5 รอบ และวางไวท่ีอุณหภูมิหองประมาณ 20 นาที เพ่ือใหดีเอ็นเอละลายดีข้ึน  

(13) นำสารละลายดีเอ็นเอท่ีผานการทำไบซัลไฟตคอนเวอรชั่นแลว มาวัดความ 

เขมขนดวยเครื่องวัดสารพันธุกรรม และเขียนความเขมขนท่ีไดไวขางหลอด  

(14) ดีเอ็นเอท่ีไดสามารถนำมาทดสอบดวยเมธิลเลชั่น-สเปซิฟคพีซีอารไดทันที หรือ 

เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ระหวางรอทดสอบ  

5.2. การทำไบซัลไฟตคอนเวอรช่ันดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป  

5.2.1. การเตรียมสารเคมี/อุปกรณ/เครื่องมือ 

ทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตรใชชุดน้ำยาสำเร็จรูป EZ  

DNA Methylation-Gold Kit สำหรับทำไบซัลไฟตคอนเวอรชั่น ซ่ึงประกอบดวยสารเคมีท่ีตองเตรียม

กอนใชงาน 2 ชนิด ไดแก สาร CT Conversion reagent และสาร M-Wash buffer โดยข้ันตอนการ

ปฏิบ ัติงานอางอิงจากเอกสารประกอบชุดน ้ำยา สำเร ็จร ูป EZ DNA Methylation-Gold Kit 

รหัสสินคา Cat No. D5005&D5006 ยี่หอ Zymo research มีรายละเอียด ดังนี้ 

(1) สาร CT Conversion reagent มีลักษณะเปนผงบรรจใุนหลอดสีชา มีข้ันตอน 

การเตรียมกอนใชงาน ดังนี้ 

a) เติมน้ำปลอดเชื้อ 900 ไมโครลิตร เติม M-Dilution buffer 300 ไมโครลิตร และ 

 M-Dissolving buffer 50 ไมโครลิตร  

b) เขยา หรือ vortex เปนระยะ ประมาณ 10 นาที จนละลายเปนเนื้อเดียวกัน ควร 

เขยาท่ีอุณหภูมิหอง หามใชความรอน 

 ขอควรระวัง CT Conversion reagent เปนสารที่สลายตัวงาย ควรเลี่ยงแสงสวาง ควรเตรียม

กอนใชและใชหมดทันทีหลังละลาย แตหากจำเปนตองเก็บ ควรเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะเก็บไดนาน 1 

สัปดาห หรือเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส จะเก็บไดนาน 1 เดือน 

(2) สาร M-Wash buffer เปนสารท่ีเตรียมครั้งเดียวตอนเปดใชงานครั้งแรก มีราย 

ละเอียดขั้นตอนการเตรียมสาร ดังนี้ M-wash buffer ปริมาตร 24 มิลลิลิตร เติม 100% ethanol 

ปริมาตร 96 มิลลิลิตร 
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5.2.2. ข้ันตอนการปฏิบัติงาน 

(1) เตรียมดีเอ็นเอปริมาณ  0.5-2 ไมโครกรัมดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ใหปริมาตร 

ทายสุด เทากับ 20 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร เขยาท่ีอุณหภูมิหอง 1- 2ชั่วโมง 

เพ่ือใหดีเอ็นเอละลายเปนเนื้อเดียวกัน 

ขอควรระวัง ดีเอ็นเอท่ีละลายไมสมบูรณจะสงผลใหการเปลี่ยนดีเอ็นเอดวยเทคนิค bisulfite 

 conversion เกิดข้ึนไมสมบูรณซึ่งอาจจะสงผลตอการทำเมธิลเลช่ัน-สเปซิฟคพีซีอาร 

(2) เติมสารละลาย  CT Conversion reagent  ปริมาตร 130 ไมโครลิตร  ลงใน 

หลอดดีเอ็นเอ ผสมใหเขากัน และปนตก (spindown) 

เทคนิค ควรใชปเปตดูดสารข้ึนลงประมาณ 2-3  ครั้ง ในการผสมใหเขากัน แทนการ vortex 

 เน่ืองจากอาจสงผลใหดีเอ็นเอขาดเปนสายสั้นๆได 

(3) นำหลอดดีเอ็นเอวางในเครื่อง thermo cycle รันเครื่องดวยโปรแกรมดังนี้ 

อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที (ข้ันตอน denaturation) 

อุณหภูมิ 64 องศาเซลเซียส เวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที 

อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เก็บเพ่ือรอข้ันตอนถัดไปไดนานถึง 20 ชั่วโมง 

ขอควรระวัง ดีเอ็นเอท่ีละลายไมสมบูรณ จะทำใหข้ันตอน denaturation  ท่ีทำใหดีเอ็นเอ 

เกลียวคู แยกเปนสายเดี่ยว เกิดแบบไมสมบูรณเชนกัน  

(4) นำคอลัมนท่ีมากับชุด kit (Zymo-Spin IC column)  มาประกอบเขากับหลอด 

ท่ีรองรับของเสีย และเติม M-Binding buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 

(5) ปเปตดีเอ็นเอท้ังหมดจากขอ 3 มาเติมในคอลัมน Zymo-Spin IC column ท่ี 

ประกอบไวแลว ปดฝาคอลัมน ผสมใหเขากันแบบกลับหลอดไปมา  (invert mix)  ประมาณ 20 ครั้ง 

(6) นำคอลัมนไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g  เปนเวลา 30 วินาที  จากนั้นท้ิง 

ของเสียท่ีออกจากคอลัมน ซ่ึงอยูในหลอดท่ีรองรับของเสีย 

เทคนิค ควรใชปเปตดูดของเสยีในหลอดรองรับของเสียท้ิง แทนการเทเพ่ือลดการเปอนบริเวณ 

ขอบหลอดของเสีย ซึ่งจะไปเปอนตอท่ี roter ของ centrifuge จนเกิดการกัดกรอน 

(7) ปเปต M-Wash buffer ลงในคอลัมน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลวนำไปปน 

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 วินาที 

(8) ปเปต M-Desulphonation buffer ลงในคอลัมน ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

วางไวท่ีอุณหภูมิหอง (20-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15-20 นาที หลังจากบมครบตามเวลา นำไป

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 วินาที 

 ขอควรระวัง ขั้นตอนนี้จะเกิดปฏิกิริยา desulphonation ซึ่งตองใชระยะเวลาที่เหมาะสม ไม

ควรต่ำกวา 15 นาที 

(9) ปเปต M-Wash buffer ลงในคอลัมน ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวนำไปปน 
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เหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 วินาที จากนั้นเติม M-Wash buffer 200 ไมโครลิตรอีกครั้ง 

แลวปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 วินาที 

(10) นำ Zymo-Spin IC column ออกจากหลอดรับของเสีย แลวนำไปประกอบกับ 

หลอดอันใหม (หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร) เพ่ือเก็บดีเอ็นเอ (ท่ีผานการทำ bisulfite conversion) ซ่ึง

อยูในคอลัมน 

(11) เติม M-Elution buffer 10-15 ไมโครลิตรลงในคอลัมน จากนั้นนำไปปนเหวี่ยง 

ที่ความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 วินาที เพื่อชะดีเอ็นเอ (ที่ผานการทำ bisulfite treat แลว) ออก

จากคอลัมน เทคนิค ควรเติม M-Elution buffer บริเวณตรงกลางคอลัมนและระวังไมใหเกิดฟองอากาศ  

(12) วัดความเขมขนดีเอ็นเอท่ีทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นแลวดวยเครื่องวัด 

สารพันธุกรรม เขียนความเขมขนที่ไดไวขางหลอด โดยความเขมขนดีเอ็นเอที่เหมาะสมควรอยูในชวง 

70-100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร  

(13) จัดเก็บดีเอ็นดีท่ีทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นแลว ระหวางรอทดสอบ ไวท่ี 

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

6. การทำเมทิลเลช่ัน-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

การทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ

โรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนที่หองปฏิบัติการหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาวิชาพยาธิวิทยา 

คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เปนวิธีการทดสอบท่ีพัฒนาข้ึนใชเอง โดยใชวิธีเมทิล

เลชั ่น-สเปคซิฟคพีซ ีอารของยีน SNRPN จำนวน  2 ชุดการทดสอบ โดยการทดสอบชุดแรก 

(Kubota’s primer set) ใชไพรเมอรท่ีอางอิงจากการศึกษาของ Kubota (1997) (28) ซ่ึงแสดงลำดับ

นิวคลีโอไทปของไพรเมอรไวในตาราง 9 และการทดสอบชุดท่ี 2 (Alternative primer set) ใชไพร

เมอรท่ีอางอิงจากการศึกษาของ Hussain Askree S (2011) (29) ซ่ึงแสดงลำดับนิวคลีโอไทปของไพร

เมอรไวในตาราง 10 โดยการเตรียมเครื ่องมือวัสดุอุปกรณ การเตรียมสารเคมี/น้ำยาพีซีอารใน

ปฏิกิริยาพีซีอาร และข้ันตอนการปฏิบัติงานมีรายละเอียดดังตอไปนี้  

สิ่งท่ีตองรูและขอควรระวัง 

- การเกิด preferential amplification หมายถึง การเพ่ิมจำนวนผลผลิตพีซีอารจากไพรเมอรคูใดคู 

หนึ่งมากกวา หรือการเพิ่มจำนวนผลผลิตพีซีอารไดเพียงไพรเมอรคูเดียวจากดีเอ็นเอตนแบบเฮเทอโรไซกัส ซึ่งเปน

เหตุการณที ่นำไปสูการเกิดผลบวกลวงได (false positive) โดยเมทิลเลชั ่นสเปคซิฟคพีซีอารยีน SNRPN เปน

มัลติเพล็กซพีซีอารที่พัฒนาขึ้นใชเฉพาะภายในหนวยงานมนุษยพันธุศาสตร โดยเทคนิคนี้ไดผานขั้นตอนการหา

สภาวะท่ีเหมาะสม เพ่ือลดการเกิด preferential amplification แลว และไดกำหนดเปนแนวทางปฏิบัตท่ีิเหมาะสม

ของการทดสอบ (optimized protocol) อยางไรก็ตามเทคนิคนี้ไมใชชุดทดสอบสำเร็จรูป อีกทั้งยังมีความซับซอน 

หลายขั้นตอน เปนเทคนิคที่ตองขึ้นกับทักษะความชำนาญ ความละเอียด ความรอบคอบของผูปฏิบัติงานเปนหลัก 
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รวมถึงปจจัยดานอื่นๆดวย เชน ความพรอมเครื่องมือและอุปกรณ โดยหากเกิดขอผิดพลาดจากผูปฏิบัติงาน หรือ

เครื่องมืออุปกรณ ก็จะเปนปจจัยที่อาจทำใหเกิด preferential amplification ได ดวยเหตุนี้ผูปฏิบัติงานจึงควร

ปฏิบัติตามแนวทางปฏิบัติท่ีเหมาะสมของการทดสอบท่ีกำหนดอยางเครงครัด (32-35) 

- การเกิด allele dropout หมายถึง การท่ีปฏิกิริยาพีซีอารไมเพ่ิมปริมาณอัลลีลใดอัลลีลหน่ึงท้ังท่ี 
ดีเอ็นเอตนแบบมีอัลลีลนั้นอยู จากการศึกษาของ Hassain Askree ป ค.ศ. 2011 (29) ทำใหพบวาการทดสอบ

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารทีใชไพรเมอรจากงานวิจัยของ Kubota ป ค.ศ.1997 ทำใหเกิดผลบวกลวงโรคพรา

เดอรวิลลี่ในตัวอยางหน่ึงรายซึ่งไมมีอาการของโรคชัดเจน ผลการสืบคนหาสาเหตุการเกิด allele dropout พบวาดี

เอ็นเอตนแบบเกิดความแปรปรวนในนิวคลีโอไทดเดียว หรือ สนิพ (single nucleotide polymorphism, SNP) ท่ี

เปนตำแหนงจับไพรเมอร paternal unmethylation reverse primer โดย SNP อยูตรงกับตำแหนงที่ 2 นับจาก

ปลาย 3’ของไพรเมอร ซึ่งจะทำใหกระบวนการตอลำดับนิวคลีโอไทด (extension) ในปฏิกิริยาพีซีอารไมเกิดข้ึน ทำ

ใหอัลลีลดังกลาวไมถูกเพ่ิมปริมาณ  

6.1. เครื่องมือ วัสดุ และอุปกรณ  

(1) เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycle) หรือเครื่องพีซีอาร  

เทคนิคและขอควรระวัง ควรจัดเตรียมเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมใหระบบไฟฟาตอพวงกับ

เครื ่องสำรองไฟ (ภาพ 7) เพื ่อปองการเครื่องดับระหวางทำงานและปองกันความเสียหายของระบบเมนบอรด

(mainboard) กรณีเกิดไฟตกหรือไฟดับ 

 
        ภาพ 7 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycler) 

(2) ปเปต (pipette) ขนาด P2 (0.2-2 ไมโครลิตร) ขนาด P20 (2-20 ไมโครลิตร)  

และขนาด P200 (2-200 ไมโครลิตร) เทคนิคและขอควรระวัง ควรมีการสอบเทียบปเปต เพื่อทวนสอบความ

ถูกตองและเท่ียงตรงของเครื่องมืออยางนอยปละ 1 ครั้ง และควรแยกชุดปเปตในแตละงานเพ่ือลดการปนเปอนขาม

ในแตละขั้นตอน (cross contamination) ไดแก ปเปตสำหรับทำพีซีอาร ปเปตสำหรับเตรียมดีเอ็นเอ และปเปต

สำหรับงานเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

(3) ทิปปลอดเชื้อ (Sterile tip) ขนาด 0.2-2 ไมโครลิตร ขนาด 2-20 ไมโครลิตร และ 

เคร่ืองเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม (Thermal cycler) 

เคร่ืองสำรองไฟ 

(UPS) 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

74 

ขนาด 20-200 ไมโครลิตร เทคนิคและขอควรระวัง ควรเลือกใชทิปใหเหมาะสมกับงาน ทิปที ่ใชควรมี

ประสิทธิภาพและตนทุนไมสูงเกินความจำเปน โดยทิปมีสองประเภทหลัก (ภาพ 8) ไดแก ทิปแบบมีไสกรอง (filter 

tip) ราคาประมาณ 1.8-2 บาทตอช้ิน และทิปแบบไมมีไสกรอง ราคาประมาณ 0.3-0.5 บาทตอช้ิน การเลือกใชทิปท่ี

ชวยลดตนทุน ตัวอยางเชน การปเปตน้ำยาพีซีอาร เชน ไพรเมอร แมกนีเซียมคลอไรด นิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟตอาจ

เลือกใชทิปแบบไมมีไสกรอง สวนการปเปตดีเอ็นเอและเอนไซม  Taq DNA polymersae ควรใชทิปแบบมีไสกรอง

เพื่อชวยลดการปนเปอนดีเอ็นเอเขาไปในปเปตที่ทำใหกิดการปนเปอนขามจากตัวอยางหนึ่งไปสูอีกตัวอยางหน่ึง 

(sample  carryover) 

 

                  
 

ภาพ 8 ทิปบรรจุกลองขนาดตางๆ 

ภาพ A ทิปแบบไมมีไสกรอง หมายเลข 1 คือ ทิปขนาด 1000 ไมโครลิตร หมายเลข 2 คือ ทิปขนาด 200 

ไมโครลิตร หมายเลข 3 คือ ทิปขนาด 10 ไมโครลิตร ภาพ B ทิปแบบมีไสกรอง หมายเลข 4 คือ ทิปมีไสกรอง

ขนาด 1000 ไมโครลิตร หมายเลข 5 ทิปมีไสกรองขนาด 200 ไมโครลิตร หมายเลข 6 ทิปมีไสกรองขนาด 20 

ไมโครลิตร หมายเลข 7 คือทิปมีไสกรองขนาด 10 ไมโครลิตร  

(4) หลอดทดลองปลอดเชื้อ (Sterile tube) ขนาด 0.5 มิลลลิิตร และ 0.2 มิลลลิิตร 

เทคนิคและขอควรระวัง การใชหลอดทดลองขนาดตางๆ (ภาพ 9) ที ่ราคาต่ำกวาปกติ จาก

ประสบการณพบวาคุณภาพเนื้อพลาสติกอาจจะบางกวาปกติทำใหแตกงายหรือฝาปดไมสนิท ตัวอยางเชน หลอด 

0.2 มิลลิลิตรบางรุนฝาปดปดไมสนิททำใหปริมาตรสารในหลอดระเหยไปขณะทำปฏิกิริยาในเครื่องพีซีอารมากกวา 

10% ซึ่งสงผลใหพีซีอารลมเหลวได 
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ภาพ 9 หลอดทดลองขนาดตางๆทีใชในงานอณูชีววิทยา 

ภาพ A หมายเลข 1 คือ หลอดขนาด 2.0 มิลลิลิตร หมายเลข 2 คือหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หมายเลข 3 คือ

หลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร หมายเลข 4 คือหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร ภาพ B หลอดทดลองที่บรรจุในขวดแกวเพ่ือ

นำไป autoclave ทำใหปราศจากเช้ือกอนใชงาน 

(5) ท่ีวางหลอดทดลอง (rack) (ภาพ 10 หมายเลข 7) 

(6) ตูสำหรับทำพีซีอาร (ภาพ 10 หมายเลข 1) เทคนิค ตูสำหรับทำพีซีอาร ควรเปนตูท่ีทำ 

ดวยสแตนเลสและควรติดหลอดยูวีฆาเช้ือภายในตู บางหองปฎิบัติการใชตูชีวนิรภัย (Biosafety cabinet, BSC) 

(7) ภาชนะรองรับของเสียทิปและหลอดทดลองในการทำพีซีอาร (ภาพ 10 เลข 6) 

(8) ควรจัดเตรียมองคประกอบของการทำพีซีอารใหพรอมกอนทำพีซีอาร ดังภาพ 10 

หมายเหตุ การจัดวางสามารถปรับเปลี่ยนไดตามความเหมาะสมของแตละหองปฏิบัติการ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 10 ตูพีซีอารและการจัดเตรียมวัสดุอุปกรณในการทำพีซีอาร 

หมายเลข 1 คือ ตูสำหรับทำพีซีอาร หมายเลข 2  คือ ปเปต หมายเลข 3 คือ ทิป หมายเลข 4 คือ หลอดทดลอง  

หมายเลข 5 คือ ปากกา permanent หมายเลข 6 คือ ภาชนะท่ีรองรับทิปใชแลว หมายเลข 7 คือ rack ที่วาง

หลอดทดลอง หมายเลข 8 คือ น้ำยาพีซีอาร หมายเลข 9 คือใบงาน (work sheet) บันทึกการทำพีซีอาร 

A B 

1

2 

3 4 

5 

6 

7,8 
9 
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6.2. การเตรียมสารเคมี/น้ำยาในปฏิกิริยาพีซีอาร 

6.2.1. การเตรียมดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) 

ดีเอ็นเอตนแบบในการทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN จะใช 

ดีเอ็นเอที่ผานการทำ bisulfite conversion แลว นำมาเตรียมท่ีความเขมขน 70-100 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร (ng/ul) ซ่ึงเปนชวงท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการทำปฏิกิริยาเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน 

SNRPN  โดยทั่วไปตัวอยางดีเอ็นเอท่ีตองใชในหนึ่งชุดการทดสอบ ประกอบดวยตัวอยาง 2 ประเภท 

ไดแก ตัวอยางดีเอ็นเอท่ีตองการทดสอบ และตัวอยางดีเอ็นเอสำหรับการควบคุมคุณภาพ โดยตัวอยาง 

ดีเอ็นเอควบคุมคุณภาพของการทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN มีจำนวน 4 ชนิด 

ไดแก ตัวอยางดีเอ็นเอควบคุมผลลบ (คนปกติ) ตัวอยางดีเอ็นเอควบคุมผลบวกโรคพราเดอร-วิลลี่  

ตัวอยางดีเอ็นเอควบคุมผลบวกโรคแอนเจลแมน และหลอดทดสอบที่ไมมีการเติมดีเอ็นเอ (No 

template control, NTC) ซ่ึงเปนหลอดควบคุมท่ีชวยใชตรวจสอบการปนเปอนในปฏิกิริยาพีซีอาร 

6.2.2. การเตรียมไพรเมอรสำหรับการทดสอบเมธิลเลชั่น-สเปซิฟคพีซีอารของ

ยีน SNRPN (working primers) 

(1) การทดสอบชุดแรก (Kubota’s primer set) ประกอบดวยไพรเมอร 3 คู ไดแก 

• ไพรเมอรคูท่ี 1 คือ primer SNRPN-unmodified (F+R) ซ่ึงประกอบดวย 

ไพรเมอรprimer SNRPN-unmodified_F (เส น forward) และ  primer SNRPN-unmodified_R 

(เสน reverese) ผสมในหลอดเดียวกัน 

• ไพรเมอรคูท่ี 2 คือ primer SNRPN-M (F+R) ซ่ึงประกอบดวยไพรเมอร primer 

SNRPN-M_F (เสน forward) และ primer SNRPN-M_R (เสน reverese) ผสมในหลอดเดียวกัน  

• ไพรเมอรคูท่ี 3 คือ primer SNRPN-P (F+R) ซ่ึงประกอบดวยไพรเมอร primer 

SNRPN-P_F (เสน forward) และ primer SNRPN-P_R (เสน reverese) ผสมในหลอดเดียวกัน 

(2) การทดสอบชุด 2 (Alternative primer set) ประกอบดวยไพรเมอร 2 คู ไดแก 

• ไพรเมอรคูท่ี 1 คือ primer Alternative-M (F+R) ซ่ึงประกอบดวยไพรเมอร 

primer Alternative-M_F (เสน forward) และ primer Alternative-M_R (เสน reverese) ผสมใน

หลอดเดียวกัน 

• ไพรเมอรคูท่ี 2 คือ primer Alternative-P (F+R) ซ่ึงประกอบดวยไพรเมอร 

primer Alternative-P_F (เสน forward) และ primer Alternative-P_R (เสน reverese) ผสมใน

หลอดเดียวกัน  

(3) สูตร/ตัวอยางการคำนวณ และวิธีการเตรียมไพรเมอร 

• สูตรการคำนวณปริมาณสารสัมพันธ C1V1=C2V2 โดย  
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C1 คือความเขมขนของสตอกไพรเมอร V1 คือปริมาตรของสตอกไพรเมอรท่ีตองใช 

C2 คือความเขมขนไพรเมอรท่ีตองการ V2 คือปริมาตรสุดทายของไพรเมอรท่ีตองการ  

• ตัวอยางการคำนวณ เชน ถาตองการเตรียมไพรเมอร 1 คู ท่ีความเขมขน 5  

ไมโครโมลาร (uM) ซึ่งประกอบดวยไพรเมอรเสน forward และเสน reverse ผสมในหลอดเดียวกัน 

ปริมาตรสุดทายที ่ตองการเทากับ 100 ไมโครลิตร (uL) โดยเตรียมจากสตอกไพรเมอร (Stock 

primer) ความเขมขน 100 uM วิธีการคำนวณและวิธีการเตรียมมีรายละเอียด ดังนี้ 

การคำนวณ สูตร C1V1 = C2V2  

 โดย C1 = 100 uM  V1 = ? C2= 5 uM V2= 100 uL 

 แทนคาสูตร  100 uM X V1        =    5 uM X 100 uL 

                  V1      =    5 uL  

ดังนั้นใชไพรเมอรแตละเสน ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 

• วิธีการเตรียม โดยเติมน้ำปราศจากเชื้อลงในหลอด ปริมาตร 90 ไมโครลิตร  

จากนั้นปเปตสตอกไพรเมอรเสน forward ปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในหลอด และปเปตสตอกไพร

เมอรเสน reverse ปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในหลอด ผสมใหเขากันดวยการปเปตข้ึนลง ประมาณ 5-

10 ครั้ง และปนตก สามารถใชงานไดทันทีหลังเตรียมเสร็จ 

 เทคนิคและขอควรระวัง 

- ถาเตรียมสารปริมาณมากควรแบงสาร (aliquot) เปนหลายหลอด เพ่ือลดจำนวนครั้งของการแช 

แข็ง-ละลาย (Freeze-thaw) และการปนเปอนเชื้อแบคทีเรียของสารแตละหลอด ซึ่งเปนภาวะที่จะทำใหไพรเมอร

เสื่อมสภาพไดเร็วข้ึน 

-  ควรระบุหมายเลขชุดสารเคมี (lot number) ท่ีเตรียมและวันเตรียม เพ่ือใชทวนสอบกรณีผลการ 

ทดสอบลมเหลว และปองกันการเกิดซ้ำ 

 

6.2.3. การเตรียมสารละลายนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTPs)  

(1) ใชสูตรการคำนวณปริมาณสารสัมพันธ C1V1=C2V2 เชนกัน  

(2) ตัวอยางการคำนวณ เชน ถาตองการเตรียมสารละลาย dNTPs ความเขมขน 

สุดทาย 2.5 มิลิโมลาร (mM) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (uL) โดยเตรียมจากสตอก dNTPs ความ

เขมขน 100 mM ที่ประกอบดวย dNTP แตละชนิดจำนวน 4 หลอด ไดแก dATP dGTP dCTP และ 

dTTP แสดงวิธีการคำนวณและวิธีการเตรียมมีรายละเอียด ดังนี้ 
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การคำนวณ สูตร      C1V1 = C2V2  

โดย  C1 = 100 mM  V1 = ? C2= 2.5 mM V2= 100 uL 

แทนคาสูตร  100 mM X V1       =    2.5 mM X 100 uL 

   V1     =   2.5 uL  

ดังนั้นใช dNTP แตละชนิด (dATP dGTP dCTP และ dTTP) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร 

(3) วิธีการเตรียม เติมน้ำปราศจากเชื้อลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 90 

ไมโครลิตร (uL) จากนั้นปเปต dATP 2.5 uL dGTP 2.5 uL  dCTP 2.5 uL และ dTTP 2.5 uL ลงใน

หลอด ผสมใหเขากันดวยการปเปตข้ึนลง ประมาณ 5-10 ครั้ง และปนตก (สามารถใชงานไดทันทีหลัง

เตรียมเสร็จ) การเก็บรักษา ควรเก็บในตูแชแข็งควบคุมอุณหภูมิที่ -10 ถึง -30 องศาเซลเซียส และ

อายุการเก็บรักษาไมเกิน 6 เดือน 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ถาเตรียมสารปริมาณมากควรแบงสาร (aliquot) เปนหลายหลอด เพ่ือลดจำนวนครั้งของการแช 

แข็ง-ละลาย (Freeze-thaw) และการปนเปอนเช้ือแบคทีเรียของสารแตละหลอด ซึ่งเปนภาวะท่ีจะทำใหสารละลาย 

dNTP เสื่อมสภาพไดเร็วข้ึน  

- ควรระบุหมายเลขชุดสารเคมี (lot number) ท่ีเตรียมและวันเตรียม เพ่ือใชทวนสอบกรณีผลการ 

ทดสอบลมเหลว และปองกันการเกิดซ้ำ 

6.2.4. Taq DNA polymerase  

Taq DNA polymerase โดยท่ัวไปจะขายมาเปนชุดพรอมกับสารละลายบัฟเฟอร 

ความเขมขน 10X และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรดท่ีความเขมขน 50 mM หรือ 25 mM ขึ้นกับ

แตละบริษัท 

เทคนิคและขอควรระวัง ควรใชชนิด/ยี่หอ Taq DNA polymerase ใหตรงกับระเบียบปฏิบัต ิ

 (protocol) ของแตละการทดสอบที่กำหนดไว เพราะ Taq DNA polymerase แตละชนิด/ยี่หออาจมีผลทำให

ปฏิกิริยาพีซีอารเกิดมากขึ้นหรือนอยกวาเดิมได หากจำเปนตองเปลี่ยนชนิด/ยี่หอ Taq DNA polymerase ควรมี

การตรวจสอบความใชได (validation) ของการทดสอบท่ีใช Taq DNA polymerase ชนิดใหม กอนใชงานจริง 

6.2.5. Betaine  

Betaine เปนสารท่ีชวยเพ่ิมปฏิกิริยาพีซีอาร (adjuvant) ทำหนาท่ีชวยลดการจับ 

กันเองแบบไมจำเพาะ (secondary structure) ของดีเอ็นเอ มีขายท่ัวไปท้ังในรูปแบบสารละลายและ

ผง โดยรูปแบบสารละลายความเขมขนของสตอกจะเทากับ 5 โมลาร (M) แตถาซื้อมาเปนผงควร

เตรียมตามคำแนะนำของบริษัท  

6.3. ข้ันตอนการปฏิบัติงาน 

(1) เตรียมดีเอ็นเอตนแบบท่ีผานกระบวนการ bisulfite conversion แลวใหไดความ 
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เขมขน 70-100 ng/ul โดยการเจือจางดวยน้ำบริสุทธท่ีปลอดเชื้อ 

เทคนิคและขอควรระวัง  

- ปริมาณดีเอ็นเอท่ีมากหรือนอยกวาท่ีกำหนดจะสงผลตอการเกิดปฏิกิริยาพีซีอารท่ีเพ่ิมข้ึนหรือลดลง 

จนอาจสงผลใหเกิดผลบวกลวงหรือผลลบลวงเกิดข้ึนได 

- ควรเก็บรักษาดีเอ็นเอตนแบบท่ีผานกระบวนการ bisulfite conversion แลวไวในตูแชแข็งควบคุม 

อุณหภูมิที่ -10 ถึง -30 องศาเซลเซียสเทานั้น เพราะโครงสรางดีเอ็นเอที่ผานกระบวนการ bisulfite conversion 

แลวจะเสื่อมสภาพไดงายกวาดีเอ็นเอปกติ 

(2) จัดเตรียมเครื่องมืออุปกรณใหพรอมใชงาน โดยทำความสะอาดตูสำหรับทำพีซีอาร 

และอุปกรณ เชน ปเปตและ rack ดวย 70 % แอลกอฮอล และเปดหลอดยูวีฆาเชื้ออยางนอย 10 

นาที 

(3) เตรียมสารเคมีสำหรับพีซีอารการทดสอบแรก (ตาราง 15) และการทดสอบท่ี 2 

(ตาราง 16) ใหอยู ในสภาพพรอมใชงาน โดยนำสารเคมีออกมาวางใหละลายจากสภาพแข็งเปน

ของเหลวกอนใชงาน 

เทคนิคและขอควรระวัง  

- ควรเก็บสารเคมีสำหรับพีซีอารไวในตูแชแข็งควบคุมอุณหภูมิท่ี -10 ถึง -30 องศาเซลเซียส เพ่ือชวย 

ลดเสื่อมสภาพจากการปนเปอนแบคทีเรีย 

- ควรแบงสาร (aliquot) แตละชนิดเปนหลายหลอด เพ่ือลดจำนวนครั้งของการแชแข็ง-ละลาย 

 (Freeze-thaw) ของสารแตละหลอดซึ่งเปนภาวะท่ีจะทำใหสารเคมีตางๆเสื่อมสภาพไดเร็วข้ึน  

(4) จัดเตรียมใบงาน (work sheet) สำหรับบันทึกการทำปฏิกิริยาเมทิลเลชั่น-สเปค 

ซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN โดยทำการคำนวณปริมาตรสารเคมีสำหรับพีซีอารแตละชนิด เพื่อ ทำ

มาสเตอรมิกซของปฏิกิริยาพีซีอารแตละชุดการทดสอบ (ตาราง 15 และตาราง 16)  และบันทึกผล

คำนวณในใบงาน (ตัวอยางใบงานแสดงดังภาพ 11) 

เทคนิคและขอควรระวัง  

- ควรจัดทำใบงานของแตละการทดสอบเพ่ือชวยใหการทำงานงายและลดขอผิดพลาดเติมสารเคมีไม 

ครบถวนหรือเติมสารเคมีซ้ำ 

- ใบงานควรประกอบดวย การระบุรายละเอียดตัวอยาง รายละเอียดสารเคมีสำหรับทำพีซีอาร 

 หมายเลขชุดสารเคม ี(lot number) ที่เตรียมและวันเตรียม  ความเขมขนเริ่มตนของสารเคมี ความเขมขนสุดทาย

ของสารเคมี ปริมาตรตอหลอดทดลอง (1X) ปริมาตรของมาสเตอรมิกซพีซีอาร (เชนจำนวนตัวอยางเทากับ 5 

ปริมาตรของมาสเตอรมิกซเทากับ 5.5X) สภาวะของการทำปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR cycle) และการตรวจสอบผลพีซี

อารดวยเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

- การระบุหมายเลขชุดสารเคมี (lot number) ท่ีเตรียมและวันเตรียม ทำเพ่ือใชทวนสอบหาสาเหตุ 
ของปญหากรณีผลการทดสอบลมเหลว และชวยปองกันการเกิดซ้ำ 
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ภาพ 11 ตัวอยางใบงาน (work sheet) สำหรับบันทึกการทำพีซีอาร 

(A) ใบงานดานหนา แสดงรายละเอียดตัวอยาง รายการสารเคมีและสภาวะสำหรับทำปฏิกิริยาพีซีอาร (B) ใบงาน

ดานหลัง แสดงการตรวจสอบผลพีซีอารดวยการทำเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

ตาราง 15 สารเคมีที ่ใชทำปฏิกิริยาเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN การทดสอบชุดแรก 

(Kubota’s primer set) 

สารเคมีสำหรับทำพีซีอาร 

การทดสอบชุดแรก 

(Reagents) 

ความเขมขนเร่ิมตน 

(Initial 

concentration) 

ความเขมขนสุดทาย 

(Final 

concentration) 

ปริมาตรตอ

หลอดทดลอง 

1X (ul) 

sterile D.W.  - - …………. 

Betaine 5M 1M 2.0 

Buffer 10X 1X 1.0 

MgCl2 50 mM 1.5 mM 0.3 

dNTPs 2.5 mM 0.2 mM 0.8 

Primer SNRPN-unmodified (F+R) 5 uM 0.2 uM 0.4 

primer SNRPN-M (F+R) 5 uM 0.4 uM 0.8 

primer SNRPN-P (F+R) 5 uM 0.6 uM 1.2 

Taq polymerase  5U/ ul 0.6 U 0.06 

 DNA (70-100 ng/ul)  0.5 

Total volume   10 ul 

A B 
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ตาราง 16 สารเคมีที่ใชทำปฏิกิริยาเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN การทดสอบชุดที่ 2 

(Alternative primer set) 

สารเคมีสำหรับพีซีอาร 

การทดสอบชุดท่ี 2 

(Reagents) 

ความเขมขนเร่ิมตน 

(Initial 

concentration) 

ความเขมขนสุดทาย 

(Final 

concentration) 

ปริมาตรตอ

หลอดทดลอง 

1X (ul) 

sterile D.W.  - - …………. 

Betaine 5M 1M 2.0 

Buffer 10X 1X 1.0 

MgCl2 50 mM 1.5 mM 0.3 

dNTPs 2.5 mM 0.2 mM 0.8 

primer Alternative-M (F+R) 5 uM 0.1 uM 0.2 

primer Alternative-P (F+R) 5 uM 0.5 uM 1.0 

Taq polymerase  5U/ ul 0.6 U 0.06 

 DNA (70-100 ng/ul)  0.5 

Total volume   10 ul 

(5) จัดเตรียมหลอดทดลองซ่ึงประกอบดวยหลอดมาสเตอรมิกซ (master mix tube) 

ขนาด 500 ไมโครลิตร และหลอดพีซีอารขนาด 200 ไมโครลิตร โดยระบุรหัสแตละตัวอยางบนฝา

หลอดหรือดานขางหลอดพีซีอาร 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ควรเลือกใชปากกาแบบ permanent ซึ่งจะลบไมไดในการเขียนรหัสตัวอยางท่ีฝาหลอด ควร 

เลือกใชสีน้ำเงินและสีดำมากกวาสีเขียวกับสีแดง เพราะสีเขียวกับสีแดงมักเลอะเลือนออกงายติดไมทน 

- ควรมีการระบุหมายเลขลำดับหลอดควบคูไปกับหมายเลขตัวอยาง และควรเรียงหมายเลขลำดับ 

หลอดใหตรงกับท่ีบันทึกไวในใบงานดวย เน่ืองจากบอยครั้งท่ีพบเหตุการณหมึกปากาท่ีฝาหลอดละเลอืนจนหมายเลข

ตัวอยางไมชัดเจนซึ่งเกิดจากหลอดทดลองตองสัมผัสกับอุณหภมูิสงู ดังน้ันการมีหมายเลขลำดับหลอดกำกับไวดวยจะ

ยืนยันหมายเลขตัวอยางได 

(6) ทำมาสเตอรมิกซของปฏิกิริยาพีซีอาร โดยปเปตสารทุกตัว (ยกเวนดีเอ็นเอ) ตาม 

ปริมาณท่ีคำนวณไวในใบงาน ใสในหลอดมาสเตอรมิกซขนาด 500 ไมโครลิตร และผสมใหเขากันดวย

การดูดปเปตข้ึนลงประมาณ 5-6 ครั้ง และปนตก (spin down) 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- เทคนิคการคำนวณน้ำยามาสเตอรมิกซพีซีอาร หากตองการทำพีซีอารจำนวน 9 หลอด ควรคำนวณ 

มาสเตอรมิกซสำหรับพีซีอารเกินจากจำนวนที่ตองการ ประมาณ 0.5-1 หลอด เปน 9.5-10 X เพื่อชดเชยกรณี

ปริมาตรขาดอันเน่ืองมาจากการปเปต (pipette error) 

- ควรใชการเลื่อนหลอดไปแถวใหมหลังจากท่ีเติมสารเคมีในหลอดมาสเตอรมิกซแลว (ภาพ 12) และ 
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ทำเครื่องหมาย  ในใบงาน เพ่ือชวยลดขอผิดพลาดในการเตรียมมาสเตอรมิกซพีซีอารไมครบถวนหรือเติมสารเคมี

ซ้ำ  

 
ภาพ 12 แสดงการเลื่อนหลอดไปแถวใหมหลังจากเติมสารเคมีหลอดน้ันลงในหลอดมาสเตอรมิกซเสรจ็สิ้น 

 

- การผสมน้ำยามาสเตอรมิกซพีซีอารใหเปนเน้ือเดียวกัน ควรใชเทคนิคปเปตดูดสารข้ึน-ลง (pipette 

up and down) (ภาพ 13) โดยการปรับปเปตใหปริมาตรเปน1.5-2 เทาของปริมาตรสารทั้งหมด และดูดน้ำยาป

ปริมาตรทั้งหมดขึ้นลงชาๆ ประมาณ 5-6 ครั้ง หรือจนน้ำยามาสเตอรมิกซพีซีอารเปนเนื้อเดียวกัน วิธีการนี้จะชวย

ลดการกระเด็นของน้ำยาไปบริเวณฝา ซึ่งเปนบริเวณท่ีเสี่ยงตอการเกิดการปนเปอน (contamination)  

 
ภาพ 13 เทคนิคปเปตดูดสารข้ึน-ลง (pipette up and down) เพ่ือผสมสาร 

 

(7) ทำการแบงน้ำยามาสเตอรมิกซใสหลอดพีซีอารขนาด 200 ไมโครลิตร หลอดละ 

9.5 ไมโครลิตร จากนั้นนำตัวอยางดีเอ็นเอตนแบบแตละตัวอยาง เติมลงในหลอดพีซีอารแตละหลอด

นั้นๆใหตัวอยางตรงกับท่ีระบุไวท่ีหลอด ควรทำดวยความระมัดระวัง เพ่ือปองกันการสลับตัวอยาง 

เทคนิคและขอควรระวัง ควรใชเทคนิคการเติมดีเอ็นเอทีละตัวอยางและเลื่อนหลอดท่ีใชแลวไปแถว

ใหม (ภาพ 12)  เพ่ือชวยลดโอกาสการสลับตัวอยาง ควรเปดฝาหลอดเติมดเีอ็นเอทีละตวัอยาง หลังจากเติมเสร็จ ปด
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ฝาและเลื่อนหลอดไปแถวใหมพรอมกับระบุรหัสตัวอยางลงบนฝาหลอด รวมถึงควรจัดเก็บดีเอ็นเอใหเรียงตามลำดับ

การใชงาน เพ่ือใชทวนสอบกรณีผลการทดสอบเกิดขอสงสัยบางอยาง 

(8) นำหลอดมาปนตก จากนั้นนำเขาเครื่องพีซีอารและรันตามโปรแกรมในตาราง  17 

ตาราง 17 สภาวะการทำปฏิกิริยาเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN  

ขั้นตอน อุณหภูม ิ

(องศาเซลเซียส) 

เวลา จำนวน

วงรอบ 

(cycle) 

Initiation denaturation 95 10 นาที 1 รอบ 

Denaturation 95 30 วินาที  

35 รอบ Annealing 64 30 วินาที 

Extension 72 1 นาที 

Final extension 72 10 นาที 1 รอบ 

Hold 15 5 นาที  

 

 
 

ภาพ 14 รูปแบบการวางหลอดท่ีเหมาะสมกับเครื่องพีซีอารแตละแบบ 
 

เทคนิคและขอควรระวัง เทคนิคการวางหลอดในเครื่องพีซีอารบางรุนท่ีไมมีแทนชวยวางหลอดเหมือนใน

ภาพ 14 (A) ควรวางใหหลอดกระจายตัวแบบสมมาตร เพื่อชวยกระจายแรงกดทับที่หลอดพีซีอารไดใกลเคียงกัน

เพ่ือปองกันหลอดชำรุดได ภาพ 14 (B) เปนรุนท่ีมีแทนชวยวางหลอดซึ่งจะชวยกระจายแรงกดทับท่ีหลอดพีซีอารได 

ดังน้ันการวางหลอดแบบสมมาตรอาจไมจำเปนมากน้ัน 
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7. การทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีส (agarose gel electrophoresis) 

เปนวิธีการตรวจสอบผลการทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN โดยใชเจล 

อะกาโรสท่ีความเขมขน 2.5% ทำการรันในแทงคอิเล็กโตรฟอริซีสแบบแนวนอน (Horizontal 

Electrophoresis Systems) ดวยบัฟเฟอรชนิดTris-acetate-EDTA ความเขมขน 1X (1X TAE) ท่ี

ความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 50 นาที (ภาพ 15) มีรายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติงาน ดังนี้ 

7.1. เครืองมือ วัสดุ และอุปกรณ  

(1) เครื่องทำเจลอิเล็กโตรโฟริซิสแบบแนวนอน (Horizontal electrophoresis 

systems) (ภาพ 15 หมายเลข 1) ประกอบดวยชุดเครื่องมือสำหรับเตรียมอะกาโรสเจลแบบแนวนอน 

ไดแก ถาดเตรียมเจล ถาดสำหรับข้ึนรูปเจลขนาดตางๆ และหวี (ภาพ 18) 

(2) ขวดสำหรับเตรียมเจล และถุงมือกันรอน 

(3) เพาเวอรซัพพลาย ท่ีสามารถจายกระแสไฟ ไดอยางนอย 100 โวลท (V) และ 200 

มิลลิแอมแปร (mA) 

(4) ไมโครเวฟสำหรับใหความรอนเพ่ือละลายเจล 

(5) เครื่องถายภาพเจลภายใตแสงยูวี (gel documentation system)  

(6) ปเปตขนาด 2-20 ไมโครลิตร และทิปปลอดเชื้อ (ภาพ 15 หมายเลข 7 และ 8) 

(7) จานผสมตัวอยาง (ภาพ 15 หมายเลข 3) 

(8) อางสำหรับใสสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ภาพ 23 A) 

(9) อุปกรณตักเจล 
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ภาพ 15 ชุดเครืองมือวัสดุและอุปกรณสำหรับการทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

หมายเลข 1 คือ เครื่องทำเจลอิเล็กโตรโฟริซิสแบบแนวนอน หมายเลข 2 คือ เจลอะกาโรส หมายเลข 3 คือ จาน

ผสมสีกับตัวอยาง หมายเลข 4 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA size standards) หมายเลข 5 คือ PCR product 

หมายเลข 6 คือ Gel-loading dye ชนิด Xylene cyanol หมายเลข 7 คือ ปเปต หมายเลข 8 คือ ทิป 

7.2. สารเคมีสำหรบัทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีส  

(1) อะกาโรสเจล (Agarose gel) 

 เทคนิคและขอควรระวัง ควรเลือกใชเจลอะกาโรส ชนิด Low gelling/melting temperature 

 เพราะเปนเจลชนิดที่เตรียมงายเหมาะกับผูใชงานทุกคน มีลักษณะแข็งตัวชากวาเจลแบบทั่วไปเพราะคา geling 

Temperature ต่ำ ประมาณ 34.5-37.5 ๐C รวมท้ังมีคาอิเล็กโตรเอนโดสโมซิสต่ำ (EEO) และมีคา gel strength สูง 

ทำใหมั่นใจไดวากรดนิวคลีอิกจะเคลื่อนท่ีดวยอิเล็กโตรโฟรีติกไดสูง และเกิด background ต่ำ ทำใหผลการทดสอบ

คมชัด  แปลผลงาย 

 
ภาพ 16 ผงเจลอะกาโรสชนิด Low gelling/melting temperature 

 

(2) สารละลาย 0.5 M EDTA, pH 8.0 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร การเตรียมสารแสดง 

ในภาคผนวก ค 

(3) บัฟเฟอรชนิดTris-acetate-EDTA ความเขมขน 50X (50XTAE buffer) และความ 

1 

3 

2 6 

4, 5 

7 
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เขมขน 1X (1XTAE buffer) การเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ค 

ขอควรระวัง ควรเปลี่ยนบัฟเฟอร 1X TAE ทันที เมื่อใชงานครบ 2 ครั้ง เพราะบัฟเฟอรท่ีใชซ้ำหลาย

ครั้งจะมีการแตกตัวของไอออนลดลง สงผลใหการเคลื่อนท่ีของแถบดีเอ็นเอลดลงและเกิดความรอนข้ึน จนทำใหแถบ

ดีเอ็นเอไมคมชัด หรือความสามารถในการแยกขนาดลดลง 

(4) Gel-loading dye ชนิด Xylene cyanol การเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ค 

ขอควรระวัง การใช Gel-loading dye ชนิดอื่นๆที่มีสวนผสมของสาร Bromophenol blue อยู

ดวย ตัวอยางเชน Gel Loading Dye, Purple (6X) ยี่หอ NEB (NEB #B7025) อาจไมเหมาะสมกับการทดสอบน้ี 

เพราะการเคลื่อนที่ของผลพีซีอาร (PCR product) จะอยูในตำแหนงใกลเคียงกับการเคลื่อนที่ของ Gel-loading 

dye ชนิด Bromophenol blue ใน 2.5% Agarose gel ซึ่งสงผลใหความเขมของแถบผลพีซีอารลดลงเพราะถูกบัง

ดวย Gel-loading dye ชนิด Bromophenol blue 

(5) ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA size standards) ชนิด 100 bp DNA ladder ความ 

เขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร การเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ค 

(6) สารยอมดีเอ็นเอชนิด ethiduim bromide ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

การเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ค หรืออาจใชสารชนิด SYBR Gold ความเขมขนตามขอบงชี้จาก

บริษัทผูผลิต  

7.3. ข้ันตอนการปฏิบัติงาน 

(1) ประกอบชุดแมพิมพสำหรับเตรียมเจลอะกาโรส ซ่ึงประกอบดวยถาดแมพิมพและ 

หวีเพ่ือสรางหลุมสำหรับโหลดดีเอ็นเอ  

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ควรเตรียมเจลบนโตะพ้ืนเรียบพ้ืนผิวเปนระนาบเดียวกัน หากพ้ืนผิวเอียงไมเปนระนาบเดียวกันจะ 

สงผลใหเจลท้ังแผนไมเปนระนาบเดยีวกันเชนกันซึ่งไมสามารถสงัเกตเห็นไดดวยตาเปลา แตผลการรันจะปรากฎแถบ

ดีเอ็นเอไมเปนระนาบเดียวกันท้ังแถบ เกิดการเอียงดานใดดานหน่ึง ปญหาน้ีแกไขไดดวยการใชลูกน้ำวัดระดับพ้ืนผิว

วางในถาดเจล เพ่ือตรวจสอบระนาบพ้ืนกอนการเทเจล (ภาพ 17) 

 
 

ภาพ 17 การตรวจสอบระนาบพ้ืนโตะดวยการใชลูกน้ำวัดระนาบพ้ืนผิว 

- การเลือกใชหวีสรางหลุมเจล (well) ควรเลือกใชใหเหมาะกับปริมาณผลผลิตพีซีอาร(ภาพ 18) 
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ตัวอยางเชน ถาผลผลิตพีซีอารปริมาตร 20 ไมโครลิตร ควรเลือกใชหวีซี ่ใหญ ถาผลผลิตพีซีอารปริมาตร 10 

ไมโครลิตร เลือกใชหวีไดทั้งสองแบบ แตอยางไรก็ตามหากผลผลิตพีซีอารมี PCR efficiency ต่ำ (หมายถึงการเพ่ิม

จำนวนผลผลิตพีซีอารไดนอยกวาปกติ) ควรเลือกใชหวีซี่เล็กและควรเทเจลใหคอนขางบางจะชวยใหแถบดีเอ็นเอใน

เจลอิเล็กโตรฟอริซีสชัดมากข้ึน 

  

 
 

ภาพ 18 การประกอบแมพิมพข้ึนรูปเจลอะกาโรสและหวีสรางหลุมเจล (well) 
 

(2)  ชั่งอะกาโรสเจล 2.5 กรัม และถายผงเจลลงในขวดดูเรนท่ีบรรจุดวย 1X TAE  

buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (ภาพ 19) ผสมใหเจลกระจายตัวในบัฟเฟอรกอนที่จะนำไปใหความ

รอน 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- การเทผงเจลลงในขวด 1X TAE ควรคอยๆเททีละนอยพรอมกับเขยาไปดวย เพ่ือใหผงเจลกระจาย 

ตัวเปนเนื้อเดียวปองกันการจับตัวเปนกอนกอนนำผงเจลไปละลายดวยไมโครเวฟ จากประสบการณผูเขียนคูมือเคย

เจอกรณีท่ีนักศึกษาเทผงเจลท้ังหมดลงในขวดคราวเดียวกัน แลวนำขวดเจลไปละลายดวยไมโครเวฟทันทีโดยไมรอให

เจลกระจายตัว ปรากฏวาผงเจลท่ีจับตัวเปนกอนไมสามารถละลายได แมเพ่ิมเวลาในการละลาย จนตองเทท้ิง 

- การแชผงเจลท้ิงไวใน 1X TAE buffer 10-15 นาที กอนนำเขาไมโครเวฟ จะชวยใหเจลละลายไดดี 

ขึ้น ลดการเกิดฟองอากาศขณะละลายเจลและใชเวลาละลายเจลนอยลงกวาเดิม กรณีไมแชเจลทิ้งไวอาจจะใชเวลา

ละลายเจลนานข้ึน สงผลใหเปอรเซ็นตเจลเพ่ิมข้ึนมากกวาท่ีกำหนดไว เพราะน้ำในเจลระเหยมากข้ึน 

 

หวีซี่ใหญ (2) ม ี13 ชอง สราง well 

รองรับดีเอน็เอ 25 ไมโครลิตร 

หวีซี่เล็ก (1) มึ 18 ชอง  สราง well 

รองรับดีเอน็เอ 15 ไมโครลิตร 

2 

1 

1 

2 

B 

A A 

ถาดเล็ก (A) ใชเจลปรมิาตร 20-25 ไมโครลิตร 

ถาดใหญ (B) ใชเจลปริมาตร 40-50 ไมโครลิตร 
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ภาพ 19 แสดงการข้ันตอนการชั่งเจลอะกาโรสและแชผงเจลในขวด 1X TAE buffer 

ภาพ A คือ การช่ังผลเจลอะกาโรส ภาพ B คือ การเทลงเจลลงในขวด 1X TAE buffer ภาพ C คือ การแชผงเจ

ลท้ิงไวในขวด 1X TAE buffer 

(3)  นำขวดเจลมาใหความรอนดวยเครื่องไมโครเวฟ จนกระท่ังผงเจลละลายเปนเนื้อ 

เดียวกัน ซึ่งเจลจะมีลักษณะใส จากนั้นพักสารละลายเจลไวประมาณ 30 นาที จนกระทั่งขวดเจลอุน

พอท่ีจะสัมผัสขวดเจลดวยมือเปลาได (ภาพ 20) 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ตองสวมถุงมือกันรอนทุกครั้งขณะละลายเจลเพ่ือความปลอดภัยในการปฏิบัติงาน 

- การละลายเจลดวยไมโครเวฟ (ภาพ 20) นำขวดเจลวางในไมโครเวฟ (ภาพ 20A) ควรปรับ 

ความรอนที่ระดับไฟปานกลาง (ประมาณ 600 วัตต) ในชวงเริ ่มตนของการระลายเจล จากนั้นสังเกตขวดเจล

ตลอดเวลา เมื่อเจลเริ่มรอนแตยังไมเดือด ใหรีบนำขวดออกมาหมุนขวดเจลดวยมือท่ีสวมถุงมือกันรอน ผงเจลจะเริ่ม

ละลายสังเกตจากเจลเริ่มใสขึ้นกวาเดิม (ภาพ 20B) จากนั้นนำเจลกลับเขาไปในไมโครเวฟอีกครั้ง สังเกตขวดเจล

ตลอดเวลา เมื่อเจลเริ่มรอนแตยังไมเดือด ใหรีบนำขวดออกมาหมุนขวดอีกครั้ง แลวนำเขาไปในไมโครเวฟอีกครั้ง 

ทำซ้ำประมาณ 3-4 รอบ จนกระทั้งเจลจะใสเปนเนื้อเดียวกัน (ภาพ 20C) จากนั้นนำเจลไปหมุนในเครื่องหมุนขวด

เจล เปนเวลา 20-30 นาที หากไมมีเครื่องหมุนอาจใชการหมุนดวยมือ (ตองสวมถุงมือกันความรอน) เมื่อครบเวลา

นำเจลเทลงบนแมพิมพท่ีเตรียมไวแลว  

- เทคนิคการรอเจลลดอุณหภูมิลงดวยการหมุนขวดตลอดเวลา จะชวยใหอุณหภูมิของเจลทุกสวน 

ใกลเคียงกันมากที่สุด หากรอเจลลดอุณหภูมิแบบวางทิ้งไวโดยไมมีการเคลื่อนที่ของเนื้อเจล จะทำใหเนื้อเจลรอบ

นอกอุณหภูมิลดลงเร็วกวาดานใน สงผลใหเนื้อเจลแตละสวนแข็งตัวไมพรอมกันหรืออาจมีเจลบางสวนจับตัวเปน

กอน 

Agarose 

 

1XTAE 

 
Agarose powder 

 in 1X TAE buffer 

A B 

C 
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ภาพ 20 แสดงข้ันตอนการละลายเจลดวยไมโครเวฟ (เรียงลำดับข้ันตอนจากภาพ A ถึง D) 

 

(4)  เทสารละลายเจลลงในถาดแมพิมพท่ีเตรียมไว ความหนาเจลประมาณ 0.5  

มิลลิเมตร วางใหเจลเซ็ทตัวอยางนอย 30 นาที กอนใชงาน 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- อุณหภูมิเจลท่ีเหมาะสมสำหรบัเทลงแมพิมพ ประมาณ 60-65 องศาเซลเซียส โดยสังเกตไดจากการ 

ใชมือสัมผัสขวดเจลไดแบบไมเปนอันตราย (ภาพ 21A) 

- เทเจลดวยความนุมนวลแตรวดเร็ว ใหเจลไหลลงแมพิมพอยางตอเน่ืองสม่ำเสมอและไมเกิด 

ฟองอากาศ (ภาพ 21B) 

- หลังเทเสร็จ เมื่อเจลเริ่มเซ็ทตัวเปนของแข็งจะมีลักษณะขาวขุน (ภาพ 21C) หากเจลยังไมเซ็ทตัว 

หามเคลื่อนยายโดยเด็ดขาด และควรพักเจลไวประมาณ 30 นาที เพ่ือใหเจลเซ็ทตัวแข็งเต็มท่ี (ภาพ 21D) ควรใช 1X 

TAE buffer เทบนหนาเจลเล็กนอยหากไมใชงานทันที เพ่ือไมใหหนาเจลแหงระหวางรอใชงาน 
 

 

 

A: ใหความรอนดวยไฟปานกลาง B: ผงเจลเริ่มละลาย 

C: เจลใส ละลายเปนเน้ือเดียวกัน D: หมุนขวดเจลตลอดเวลา 20-30 นาที 
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ภาพ 21 แสดงข้ันตอนการเทเจลอะกาโรสลงแมพิมพ (เรียงลำดับข้ันตอนจากภาพ A ถึง D) 

 

(5) นำแทงคอิเล็กโตรฟอริซีสมา (Electrophoresis chamber) ประกอบใหพรอมใช 

งาน จากนั้นเติม 1X TAE buffer ลงในแทงคอิเล็กโตรฟอริซีส ปริมาตร 500 มิลลิลิตร (ภาพ 22A) 

(6) เม่ือเจลพรอมใชงานใหถอดหวีออก และนำเจลวางในแทงคอิเล็กโตรฟอริซีสท่ีมี 1X 

TAE buffer บรรจุอยูแลว โดยสังเกตเจลตองจมอยูใตบัฟเฟอร 1X TAE หากระดับบัฟเฟอรไมทวม

เจลใหเติมเพ่ิมข้ึนจนทวมเจล (ภาพ 22B) 

(7) เตรียมตัวอยางผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ผสมกับ Gel-loading dye ชนิด 

Xylene cyanol F โดยใชตัวอยางผลผลิตพีซีอารตอ Gel-loading dye ในอัตราสวน 5:1 ผสมใหเขา

กันในจานผสมตัวอยาง (ภาพ 22C) 

(8) เตรียมดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA size standard) ใชดีเอ็นเอมาตรฐานชนิด 100 bp  

A B 

D C 

สารละลายเจลอุณหภุมิ 60-65 องศาเซลเซียส 

เปนเจลที่เหมาะสมสำหรับเทเจลลงแมพิมพ 

สังเกตจากใชมือเปลาจับขวดเจลได 

เทเจลดวยความนุมนวล แตรวดเร็ว ใหเจลไหลลง

แมพิมพเจลอยางตอเนื่องสม่ำเสมอ และไมเกิด

ฟอง 

เมื่อเจลเร่ิมเซ็ทตัวเปนของแข็งจะมีลักษณะขาว

ขุน หากเจลยังไมเซ็ทตัว หามเคล่ือนยายถาดเจล

โดยเด็ดขาด 

วางเจลใหเซ็ทตัวเปนของแข็งเต็มที่ ใชเวลาอยาง

นอย 30 นาท ี
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DNA ladder ปร ิมาตร  5 ul (500 นาโนกร ัม ) ก ับ  Gel-loading dye ชน ิด Xylene cyanol F 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันในจานผสมตัวอยาง  

(9) นำตัวอยางผลผลิตพีซีอาร (PCR product) และดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA 

ladder) ที่ผสมกับ Gel-loading dye ไวแลวในจานผสมตัวอยาง นำมาโหลดลงเจลท่ีวางอยูในแทงค

อิเล็กโตรฟอริซีสท่ีเตรียมไวแลวในขอ 6 โดยโหลดดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) ลงใน

หลุมแรกของเจล และโหลดตัวอยางผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ลงในหลุมเจลถัดไปตามลำดับ 

(ภาพ 22D) ควรระวังไมใหดีเอ็นเอฟุงกระจาย 

เทคนิคและขอควรระวัง  

- ผูปฏิบัติงานใหมอาจมีอาการมือสั่นขณะโหลดเจล จนทำใหตัวอยางดีเอ็นเอฟุงกระจายขณะโหลด 

ควรแกปญหาดวยการใชเทคนิคประคองปลายทิปขณะโหลดเจล โดยใชน้ิวช้ีของมือซายประคองปลายทิปขณะโหลด

ตัวอยางลงหลุมเจล 

- ผูปฏิบัติงานใหมท่ียังขาดทักษะดานการโหลดเจลจะทำใหใชโหลดเจลเวลานานกวาปกติ ควรใช 

เทคนิคการผสม gel-loading dye กับผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ทุกตัวอยางไวในจานผสมใหเรียบรอยกอน 

แลวทำการโหลดทุกตัวอยางตอเน่ืองกัน  

- หากผูปฏิบัติงานใหมทำการผสม loading dye ทีละตัวอยางแลวโหลด อาจใชเวลาในการโหลด 

เจลนานกวาปกต ิซึ่งจะทำใหตัวอยางดีเอ็นเอในหลุมเจลท่ีโหลดกอนหนาแพรกระจายออกมานอกหลุมเจลได  

(10)  เม่ือโหลดตัวอยางเสร็จ  กดรันเครื่องเจลอิเล็กโตรฟอริซิสท่ีตั้งคาไวท่ีความตางศักย 

100 โวลต เปนเวลา 50 นาที 

(11)  เม่ือครบเวลา ปดเครื่องเจลอิเล็กโตรฟอริซีสแลวนำเจลออกจากแทงคอิเล็กโตร 

ฟอริซีสไปแชในอางสารละลาย ethidium bromide ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 

10 นาที แลวแชในน้ำสะอาดอีก 10 นาที (ภาพ 23A) เพื่อชวยลด background ทำใหภาพเจลชัด

มากข้ึน  

(12)  นำเจลมาวางบนแผนพลาสติกใส (ภาพ 23B) แลวนำไปวางในเครื่องถายภาพเจล 

ภายใตแสงยูวี (Gel documentation system) เพื่อตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร (PCR product) และ

บันทึกรูปเจลเก็บไวสำหรับรายงานผล (ภาพ 23D) 
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ภาพ 22 แสดงข้ันตอนการทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีส (เรียงลำดับข้ันตอนจากภาพ A ถึง E) 

  

  

A 

เติม 1X TAE buffer ลงในแทงค

อิเล็กโตรโฟริซิส 500 มิลลิลิตร 

นำเจลพรอมถาดรองวางในแทงคอิเล็กโตรโฟริซิส 

โดยหนาเจลตองจมอยูใต 1X TAE buffer 

B 

หยด Gel-loading dye ลงบนจานผสม จากนั้นหยด PCR product แตละตัวอยางลงในแตละ

หลุมที่มี Gel-loading dye อยูแลว และผสมตัวอยางแตละหลุมใหเขากันดวยปเปตดูดขึ้นลง 

C 

โหลดตัวอยาง PCR product ดวย

ความระมัดระวังไมใหฟุงกระจาย 

ต้ังคาการรันอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีสความ

เขมขน 2.5 % ที ่100 โวลต เปนเวลา 50 นาที 

E D 
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ภาพ 23 ข้ันตอนการยอมเจลดวย ethidium bromide และการถายภาพเจลดวยเครื่อง 

(เรียงลำดับข้ันตอนจากภาพ A ถึง D) gel documentation  

แชเจลในอางยอม ethidium bromide ประมาณ 10 นาที ตักเจลออกใสภาชนะใหม และ

แชเจลในน้ำเปลาอีกประมาณ 10 นาที  

 

A 

นำเจลข้ึนวางบนแผนพลาสติกใส และนำไปถายภาพดวยเครื่อง gel documentation  

  

B 

ตัวอยางภาพเจลท่ีถายดวยเครื่อง gel documentation 

  

D 
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8. การแปลผลและการรายงานผลการทดสอบ  

เจาหนาที่นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยผูปฏิบัติงาน (operator หรือ technicial) มี

หนาท่ีแปลผลการทดสอบตามหลักเกณฑที่กำหนด และจัดใบรายงานผลการทดสอบสงตอใหอาจารย

หรืออาจารยแพทยผูควบคุมหองปฏิบัติการ (Supervisor) ตรวจสอบผล หากผลการตรวจสอบไมพบ

ความบกพรองเกิดขึ้น ใบรายงานผลจะสงตอไปยังแพทยประจำหนวย เพื่อใหแพทยเปนผูรับรองผล

การทดสอบ ( Approve) จากนั้นใบรายงานผลการทดสอบจะถูกรายงานไปยังแพทยเจาของไข โดยมี

รายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติงานดังนี้ 

8.1. การแปลผลการทดสอบ 

(1) เจาหนาท่ีนักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยผูปฏิบัติงาน (operator หรือ 

technicial) มีหนาที่แปลผลการทดสอบตามหลักเกณฑที่กำหนด (ขอ a และขอ b) โดยการทดสอบ

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วลิลี่

และแอนเจลแมน ใชไพรเมอรจำนวนสองชุดการทดสอบ ดังนั้นการแปลผลการทดสอบของไพรเมอร

ทั้งสองชุดตองใหผลการทดสอบท่ีสอดคลองกันจึงจะจัดทำใบรายงานผลในลำดับถัดไป โดยไพรเมอร

ชุดแรก (Kubota’s primer set) ตัวอยางผลการทดสอบแสดงดังภาพ 24 และไพรเมอรชุดสอง 

(Alternative primer set) ตัวอยางผลการทดสอบแสดงดังภาพ 25 ซึ่งมีหลักเกณฑการแปลผลการ

ทดสอบของไพรเมอรท้ังสองชุด ดังนี้ 

a. หลักเกณฑการแปลผลการทดสอบไพรเมอรชุดแรก (Kubota’s primer set) 

 มีตัวอยางผลการทดสอบแสดงดังภาพ 24 ซ่ึงมีหลักเกณฑการแปลผลทดสอบ ดังนี้ 

• คนปกติ (normal) ผลการทดสอบปรากฏผลผลิตพีซีอาร 3 แถบ ไดแก ขนาด  

220 bp คือ ดีเอ็นเอที่ไมผานขั้นตอน bisulfite conversion (unmodified DNA) ขนาด 174 bp 

คือ อัลลีลจากแม (maternal allele) และขนาด 100 bp คือ อัลลีลจากพอ (paternal allele)  

• ผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) ผลการทดสอบปรากฏผลผลิตพีซีอาร 1 แถบ 

ขนาด174 bp คือ อัลลีลจากแม (maternal allele) 

• ผูปวยโรคแอนเจลแมน (AS) ผลการทดสอบปรากฏผลผลิตพีซีอาร 1 แถบ ขนาด 

100 bp คือ อัลลีลจากพอ (paternal allele) 

• หากหลอดทดลองท่ีไมมีดีเอ็นเอ (No template control, NTC) ปรากฏแถบ 

ผลผลิตพีซีอารข้ึน จะไมแปลผลการทดสอบ 

• หากผลทดสอบในตัวอยางควบคุม (บวกและลบ) และตัวอยางตรวจ ปรากฏผลผลิต 

พีซีอาร 220 bp ขึ้น จะไมแปลผลการทดสอบเชนกัน เพราะเหตุการณนี้เกิดจากการทำ bisulfite 

conversion เกิดข้ึนแบบไมสมบูรณจึงยังคงเหลือ unmodified DNA ปรากฎอยู       
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ภาพ 24 ตัวอยางผลการทดสอบดวยไพรเมอรชุดแรก (Kubota’s primer set) ของการทดสอบ 

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วลิลี่

และแอนเจลแมน โดยมีคำอธิบายคำยอจากภาพ 32 ดังตอไปน้ี “Maternal” หรือ Maternal allele หมายถึง 

อัลลีลหรือรูปแบบของยีน SNRPN ท่ีรับมาจากแม “Paternal” หรือ Paternal allele หมายถึง อัลลีลหรือรูปแบบ

ของยีน SNRPN ท่ีรับมาจากพอ “Normal” หมายถึง คนปกติท่ีไมมีอาการของโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

“PWS” หมายถึง ผู ปวยโรคพราเดอร-วิลลี่ (Prader-Willi sydrome) “AS” หมายถึง ผู ปวยโรคแอนเจลแมน 

(Angelman sydrome) “Unmodified DNA” หมายถึง ดีเอ็นเอโครงสรางปกติที ่ไมม ีการเปลี ่ยนเบสจาก

กระบวนการ bisulfite conversion “NTC” หรือ No template control หมายถึงหลอดทดลองที่ไมเติมดีเอ็นเอ

ทำเพ่ือควบคุมคุณภาพการทดสอบ  “bp” หรือ base pair หมายถึง จำนวนคูเบส 

 

b. หลักเกณฑการแปลผลการทดสอบไพรเมอรชุดสอง (Alternative primer set) 

มีตัวอยางผลการทดสอบแสดงดังภาพ 25 ซ่ึงมีหลักเกณฑการแปลผลการทดสอบดังนี้ 

• คนปกติ (normal) ผลการทดสอบปรากฏผลิตภัณฑพีซีอาร 2 แถบ ไดแก ขนาด  

152 bp คือ อัลลีลจากแม (maternal allele) และขนาด 100 bp คืออัลลีลจากพอ (paternal 

allele)  

• ผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) ผลการทดสอบปรากฏผลผลิตพีซีอาร 1 แถบ คือ 

ขนาด 152 bp คือ อัลลีลจากแม (maternal allele) 

• ผูปวยโรคแอนเจลแมน (AS) ผลการทดสอบปรากฏผลผลิตพีซีอาร 1 แถบ คือ  

ขนาด 100 bp คือ อัลลีลจากพอ (paternal allele) 

• หากหลอดทดลองท่ีไมมีดีเอ็นเอ (No Template control, NTC) ปรากฏผลผลิต 

พีซีอารข้ึน จะไมแปลผลการทดสอบ 
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ภาพ 25 ตัวอยางผลการทดสอบดวยไพรเมอรชุดสอง (Alternative primer set) ของการทดสอบ

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วลิลี่

และแอนเจลแมน โดยมีคำอธิบายคำยอจากภาพ 33 ดังตอไปนี้ “Maternal” หรือ Maternal allele หมายถึง 

อัลลีลหรือรูปแบบของยีน SNRPN ท่ีรับมาจากแม “Paternal” หรือ Paternal allele หมายถึง อัลลีลหรือรูปแบบ

ของยีน SNRPN ท่ีรับมาจากพอ “Normal” หมายถึง คนปกติท่ีไมมีอาการของโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

“PWS” หมายถึง ผู ปวยโรคพราเดอร-วิลลี ่ (Prader-Willi sydrome) “AS” หมายถึง ผู ปวยโรคแอนเจลแมน 

(Angelman sydrome) “NTC” หรือ No template control หมายถึงหลอดทดลองที ่ไม เติมดีเอ็นเอทำเพ่ือ

ควบคุมคุณภาพการทดสอบ  “bp” หรือ base pair หมายถึง จำนวนคูเบส 

 

(2) อาจารยหรืออาจารยแพทยท่ีปรึกษาควบคุมหองปฏิบัติการ (supervisor) ทำหนาท่ี 

ตรวจสอบผลการทดสอบ ถาผลการทดสอบถูกตองเปนไปตามวิธีการแปลผลและไมพบขอบกพรองใน

กระบวนการทดสอบ ผูปฎิบัติงาน (operator หรือ Technician) จะดำเนินการจัดทำเอกสารรายงาน

ผลการทดสอบในลำดับถัดไป หากผลการทดสอบพบขอบกพรองจนสงผลตอความถูกตองการทดสอบ 

เชน ผลการทดสอบจากจากไพรเมอรสองชุดไมสอดคลองกัน ผลดังกลาวจะถูกปฏิเสธ และผู

ปฎิบัติงาน (operator หรือ Technician) มีหนาตองทำการทดสอบซ้ำทันที 

 

8.2. การรายงานผลการทดสอบ 

(1) การจัดทำเอกสารรายงานผลการ ผูปฎิบัติงาน (operator หรือ Technician) มี 

หนาท่ีจัดทำใบรายงานผลการทดสอบ จำนวน 2 รูปแบบ คือ 

•  ใบรายงานผลแบบโปรแกรม Microsoft word ประกอบด วยลายเซ ็นของ

ผูปฏิบัติงาน 

 

(operator หรือ Technician) อาจารยหร ืออาจารย แพทยท ี ่ปร ึกษาควบคุมหองปฏิบ ัต ิการ 

(supervisor) และแพทยผูรับรองผลการทดสอบ (approve) 
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• ใบรายงานผลในระบบ HIS ประกอบดวยลายเซ็นของผูปฏิบัติงานจัดทำใบรายงาน 

ผล (Operator หรือ Technician) ผูทวนสอบความถูกตองของใบรายงานผลกอนออนไลนในระบบ 

HIS (verification) และแพทยผูรับรองผลการทดลอง (approve) 

(2) ใบรายงานผลการทดสอบท้ังสองรูปแบบจะถูกสงไปยังแพทยประจำหนวยซ่ึงมี 

หนาท่ีรับรองผลการทดสอบ (approve)  โดยแพทยประจำหนวยมีสิทธในการยับยั้งการรายงานผล 

กรณีผลการทดลอบออกมาไมสอดคลองกับอาการทางคลินิก หรือเกิดกรณีสงสัยในผลการทดสอบ 

ผูปฏิบัติงานตองทำการทดสอบซ้ำตามคำแนะนำของแพทยผูรับรองผลการทดสอบ 

(3) ใบรายงานผลท่ีผานการรับรองผล (approve)  จากแพทยประจำหนวยแลว จะเขา 

สูข้ันตอนการรายงานผลการทดสอบใหกับแพทยเจาของไข ซ่ึงมี 2 รูปแบบ คือ 

• การรายงานผลจากการขอตรวจภายในโรงพยาบาล จะรายงานในรูปแบบโปรแกรม 

ออนไลน ในระบบ HIS  

• การรายงานผลจากการขอตรวจโรงพยาบาลภายนอก จะรายงานในรูปแบบ 

โปรแกรม Microsoft word และจัดสงใบรายงานผลผานหนวยงานรับสิ่งสงตรวจ กรณีสงตรวจจาก

โรงพยาบาลในภาคใตตอนลาง หรือผานไปรษณียแบบดวน (EMS) กรณีสงตรวจจากจังหวัดอื่นๆท่ี

ไมใชภาคใตตอนลาง 
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วิธีการติดตามและประเมินผลการปฏิบัติงาน 

 วิธีการติดตามและการประเมินผลการปฏิบัติงานการทดสอบทางหองปฏิบัติการเพื่อตรวจ

วินิจฉัยผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน 

SNRPN มีรายละเอียดดังนี้ 

ขั้นตอนการปฏิบัติงาน ตัวชีวั้ด 

1.การรับสิ่งสงตรวจ • ไมพบอุบัติการณจากการรับสิ่งสงตรวจไมเหมาะสมเขากระบวนการทดสอบ  

2.การสกัดดีเอ็นเอ • ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากเลือด 1 มิลลิลิตร ตามระเบียบวิธีปฏิบัติงาน (protocol) ในคูมือเลม

น้ี ควรมีปริมาณและคุณภาพท่ียอมรับได ดังน้ี 

1) ปริมาณดีเอ็นเอมากกวา 20 ไมโครกรัม  

2) คาการดูดกลืนแสง OD (260/280) ชวงท่ียอมรับไดเทากับ 1.65–1.85 

3) คาการดูดกลืนแสง OD (260/230) คาท่ียอมรับไดควรมากกวา 2 

(อางอิงขอมูลจากหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย 

สงขลานครินทร ซึ่งใชเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ Biophotometer ยี่หอ Eppendorf หากวัด

ดวยเครื่องอ่ืนคาอาจแตกตางจากเครื่องน้ี) 

3.การเปลี่ยนดีเอ็นเอ

ดวยกระบวนการ 

bisulfite conversion 

 

 

• ดีเอ็นเอตั้งตน 1.6 ไมโครกรัม (ตามระเบียบวิธีปฏิบัติงาน (protocol) ในคูมือเลมน้ี) ควร

มีปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอหลังการทำ bisulfite conversion ดังน้ี 

1)  ปริมาณดีเอ็นเอท่ีไดหลังกระบวนการ bisulfite conversion ประมาณ 

1-1.5 ไมโครกรัม 

2) ดีเอ็นเอความเขมขน ประมาณ 70-100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 

(อางอิงขอมูลจากหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรมหาวิทยาลัย 

สงขลานครินทร ซึ่งใชเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ Biophotometer ยี่หอ Eppendorf หากวัด

ดวยเครื่องอ่ืนคาอาจแตกตางจากเครื่องน้ี) 

•  ดีเอ็นเอท่ีทำ bisulfite conversion แลว ไมควรมดีีเอ็นเอโครงสรางปกติ (unmodified 

DNA) หลงเหลืออยูในปริมาณท่ีทำใหมีการเพิ่มจำนวนดวยคู ไพรเมอร unmodified 

primers ได แตหากกระบวนการ bisulfite conversion เกิดแบบไมสมบูรณ (ที่เรียกวา 

Incomplete bisulfite conversion) จะสงผลใหยังมี unmodified DNA หลงเหลืออยู

ได โดยจะตรวจสอบการเกิด Incomplete bisulfite conversion (การเหลืออยู ของ 

unmodified DNA) ไดจากผลผลิต  พีซีอารของการทดสอบดวยไพรเมอรช ุดแรก 

(Kubota’s primer set) ซึ ่งจะปรากฎผลผลิตพีซีอาร ขนาด 220 bp ขึ ้นในตัวอยาง

ทดสอบท่ีเกิด Incomplete bisulfite conversion (มี unmodified DNA หลงเหลืออยู) 
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ขั้นตอนการปฏิบัติงาน ตัวชีวั้ด 

4.การทำเมทิลเลชั่น-

สเปคซิฟคพีซีอารของ

ยีน SNRPN เพ่ือตรวจ

วินิจฉัยผูปวย 

โรคพราเดอร-วิลลี่และ 

แอนเจลแมน 

• ผลการทดสอบที่มีคุณภาพนาเชื่อถือและแปลผลการทดสอบไดของการทดสอบเมทิล

เลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่และ

แอนเจลแมน ตองมีลักษณะดังน้ี 

1) ผลการทดสอบในตัวอยางควบคุมผลบวกและผลลบดวยไพรเมอรชุดแรก (Kubota’s 

primer set) ใหผลถูกตอง ซึ่งมีลักษณะดังน้ี (ภาพ 34)  

- ตัวอยางควบคุมผลลบคนปกติ (Normal) ตองมีผลผลิตพีซีอาร จำนวน 2 แถบ 

ไดแก แถบบน (ขนาด 174 bp) และแถบลาง (ขนาด 100 bp) โดยความเขมของ

แถบท้ังสองควรใกลเคียงกัน (ภาพ 34 แถว2) 

- ตัวอยางควบคุมผลบวกโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) ตองมีผลผลิตพีซีอารแถบเดียว 

ขนาด 174 bp (ภาพ 34 แถว 3) และโรคแอนเจลแมน (AS) ตองมีผลผลิตพีซี

อารแถบเดียว ขนาด 100 bp (ภาพ 34 แถว 4)  โดยความเขมแถบทั้งสอง (แถว 

3 และแถว 4) ควรใกลเคียงกัน  

- หลอดควบคุมไมเติมดเีอ็นเอ (No template control, NTC)  ตองไมปรากฏแถบ

ผลผลิตพีซีอาร (ภาพ 34 แถว 7) หากปรากฏแถบผลผลิต พีซีอารใน NTC จะ

หมายถึงมีการปนเปอน (contamination) เกิดขึ้นในปฏิกิริยาพีซีอาร ซึ่งจะไม

แปลผลการทดสอบน้ัน และตองทำพีซีอารใหม  

 
               ภาพ 26 อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีสแสดงลักษณะผลการทดสอบที่มีคณุภาพ

และนาเชื่อถือไดของการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจ

วินิจฉัยผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวยไพรเมอรชุดแรก มีรายละเอียดดังน้ี แถว 

1 คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100bp DNA ladder แถว 2 คือตัวอยางควบคุมผลลบ (คนปกติ) 

แถว 3 คือตัวอยางควบคุมผลบวกโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) แถว 4 คือ ตัวอยางควบคุม

ผลบวกโรคแอน เจลแมน (AS) แถว 5 คือตัวอยางทดสอบรหัส M63-140 แถว 6 คือตัวอยาง

ดีเอ็นเอโครงสรางปกติที ่ไมผานกระบวนการ bisulfite conversion (Unmodified DNA) 

แถว 7 คือ หลอดควบคุมไมเติมดีเอ็นเอ (No template control, NTC) 
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ขั้นตอนการปฏิบัติงาน ตัวชีวั้ด 

4.การทำเมทิลเลชั่น-

สเปคซิฟคพีซีอารของ

ยีน SNRPN เพ่ือตรวจ

วินิจฉัยผูปวยโรคพรา

เดอร-วิลลี่และ 

แอนเจลแมน (ตอ) 

2) ผลการทดสอบในต ัวอย างควบค ุมผลบวกและผลลบด วยไพรเมอร ช ุดสอง 

(Alternative primer set) ใหผลถูกตอง ซึ่งมีลักษณะดังน้ี (ภาพ 35)  

- ตัวอยางควบคุมผลลบคนปกติ (Normal) ตองมีผลผลิตพีซีอาร จำนวน 2 แถบ 

ไดแก แถบบน (ขนาด 152 bp) และแถบลาง (ขนาด 100 bp) โดยความเขมของ

แถบท้ังสองควรใกลเคียงกัน (ภาพ 35 แถว 2) 

- ตัวอยางควบคุมผลบวกโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) ตองมีผลผลิตพีซีอารแถบเดียว 

ขนาด 152 bp (ภาพ 35 แถว 3) และโรคแอนเจลแมน (AS) ตองมีผลผลิตพีซี

อารแถบเดียว ขนาด 100 bp (ภาพ 35 แถว 4)  โดยความเขมแถบทั้งสอง (แถว 

3 และแถว 4) ควรใกลเคียงกัน  

- หลอดควบคุมไมเติมดเีอ็นเอ (No template control, NTC)  ตองไมปรากฏแถบ

ผลผลิตพีซีอาร (ภาพ 35 แถว 6) หากปรากฏแถบผลผลิต พีซีอารใน NTC จะ

หมายถึงมีการปนเปอน (contamination) เกิดขึ้นในปฏิกิริยาพีซีอาร ซึ่งจะไม

แปลผลการทดสอบน้ัน และตองทำพีซีอารใหม 

 
                 ภาพ 27 อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีสแสดงลักษณะผลการทดสอบที ่มี

คุณภาพและนาเชื่อถือไดของการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพ่ือ

ตรวจวินิจฉัยผูปวยโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมนดวยไพรเมอรชุดสอง มีรายละเอียดดังน้ี 

แถว 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100bp DNA ladder แถว 2 คือตัวอยางควบคุมผลลบ (คน

ปกติ) แถว 3 คือตัวอยางควบคุมผลบวกโรคพราเดอร-วิลลี ่ (PWS) แถว 4 คือ ตัวอยาง

ควบคุมผลบวกโรคแอน  เจลแมน (AS) แถว 5 คือตัวอยางทดสอบรหัส M63-140 แถว 6 คือ 

หลอดควบคุมไมเติมดีเอ็นเอ (No template control, NTC) 
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ขั้นตอนการปฏิบัติงาน ตัวชี้วัด 

4.การทำเมทิลเลชั่น-

สเปคซิฟคพีซีอารของ

ยีน SNRPN เพ่ือตรวจ

วินิจฉัยผูปวยโรคพรา

เดอร-วิลลี่และ 

แอนเจลแมน (ตอ) 

3) ผลการทดสอบดวยไพรเมอรชุดแรก (Kubota’s primer set) และไพรเพอรชุดสอง 

(Alternative primer set) ตองใหผลสอดคลองกัน 

• ผลการทดสอบที่ไมมีคุณภาพและไมควรแปลผลของการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟค

พีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยผูปวยกลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจ

ลแมน ตองปรากฎลักษณะอยางใดอยางหน่ึง ดังน้ี 

1) ตัวอยางควบคุมผลลบคนปกติ (Normal) มีความเขมของแถบผลผลิตพีซีอารแถบบน

และลาง แตกตางกันเกิน 50 % ซึ่งหมายถึง มีการเพิ่มจำนวนผลผลิตพีซีอาร (PCR 

prduct) จากไพรเมอรคูใดคูหนึ่งมากกวา ที่เรียกวา preferential amplification 

เกิดข้ึนในปฏิกิริยาพีซีอาร ซึ่งมีแนวโนมทำใหเกิดผลบวกลวง 

2) หรือตัวอยางควบคุมผลบวกผูปวยโรค PWS หรือผูปวยโรค AS ปรากฏผลเปนสอง

แถบ ซึ่งไมถูกตอง มีแนวโนมท่ีทำใหเกิดผลลบลวง 

3) หรือความเขมของแถบผลผลิตพีซีอารของตัวอยางควบคุมผลบวก (ผูปวยโรค PWS 

และผูปวยโรค AS) แตกตางกันเกิน 50 % ซึ่งอาจเปนผลมาจาก pipette error จน

ทำใหสัดสวนไพรเมอรเปลี่ยนไปจากสภาวะเดิมท่ีเหมาะสม จนทำใหปฏิกิริยาพีซีอาร

เกิด preferential amplification ข้ึนได 

4) หรือหลอดควบคุมไมเต ิมดีเอ็นเอ (No template control, NTC) ปรากฏแถบ

ผลผลิตพีซีอารข้ึน ซึ่งจะไมแปลผลการทดสอบน้ัน และตองทำพีซีอารใหม 

การทดสอบไพรเมอรดวยชุดแรก (Kubota’s primer set) ปรากฎผลผลิตพีซีอาร 

ขนาด 220 bp ข้ึนในตัวอยางทดสอบหรือตัวอยางควบคุม แมวาใชดีเอ็นเอท่ีผานการ

ทำ bisulfite conversion แลวเป นด ีเอ ็นเอต นแบบก็ตาม ซ ึ ่งสาเหตุเก ิดจาก

กระบวนการทำ bisulfite conversion เกิดแบบไมสมบูรณ (ท่ีเรียกวา Incomplete 

bisulfite conversion) ซึ่งสงผลใหยังมี unmodified DNA หลงเหลืออยูได 

5.การทำอะกาโรส

เจลอิเล็กโตรฟอริซีส

เพ่ือตรวจสอบผลพีซี

อาร 

• เจลอะกาโรสท่ีมีคุณภาพ ตรวจสอบดวยลักษณะทางกายภาพ ดังน้ี 

1) ผิวหนาเจลเรียบเนียน ไมมีฟองอากาศในเน้ือเจล 

2) เนื้อเจลแข็งตัวสม่ำเสมอเปนเนื้อเดียวกัน สังเกตดูจากความขุนของเจลเทากันทุก

พ้ืนท่ี 

3) ความหนาของเจลพอดี ประมาณ 0.5 เซนติเมตร ไมหนาหรือบางเกินไป 

4) สังเกตจากดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) เคลื ่อนที ่แยกตามขนาดท่ี

ถูกตอง 

6.การแปลผลการ

ทดสอบ 
• ไมพบอุบัติการณการแปลผลการทดสอบผิด 

7.การรายงานผลการ

ทดสอบ 
• ไมพบอุบัติการณการรายงานผลผิด 
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จรรยาบรรณ/คุณธรรม/จริยธรรมในการปฏิบัติงาน 

 การปฏิบ ัต ิงานในหนวยมนุษยพันธ ุศาสตร สาขาพยาธ ิว ิทยา คณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร บุคลากรตองมีความรับผิดชอบอยางสูง เนื่องจากการทำงานเปนงานท่ี

ตองมีความรับผิดชอบอยางมาก จำเปนตองรักษาความลับของผูปวย โดยไมแจงผลการตรวจใหผูปวย

หรือญาติผูปวยหรือบุคคลใดๆทราบ จะตองรายงานผลการตรวจใหแพทยเจาของไขทราบเทานั้นไมวา

กรณีใดๆทั้งสิ้น หากมีความผิดพลาดเกิดขึ้นอาจทำใหเกิดความเสียหายถึงแกชีวิตของคนไขได โดยมี

หลักการคือ 

 1. ประกอบวิชาชีพดวยเจตนาดี โดยไมคำนึงถึงฐานะ เชื้อชาติ ศาสนา สังคม หรือลัทธิ

การเมือง 

 2.ตองปฏิบัติงานตามระเบียบขอบังคับอยางเครงครัด เชน ไมแจงผลการตรวจใหกับ

ผูปวยโดยตรง จะตองแจงกับแพทยเจาของไขเทานั้น 

 3. คำนึงถึงความปลอดภัยของผูปวยเปนหลัก 

 4.ปฏิบัติหนาที่อยางเต็มกำลังความสามารถ รอบคอบ รวดเร็ว ขยันหมั่นเพียร ถูกตอง

เพ่ือประโยชนของผูรับบริการ 

 นอกจากยึดหลักปฏิบัติดังกลาวแลว จำเปนตองปฏิบัติงานตามจรรยาบรรณของวิชาชีพ

โดยเครงครัด ซึ่งจริยธรรมของบุคลากรหองปฏิบัติการทางการแพทย ขึ้นกับขอกำหนด/ขอบังคับท่ี

เก่ียวกับวิชาชีพท่ีสภาวิชาชีพแตละสาขาไดกำหนดไวเปนกฎบังคับสำหรับบุคลากรในสาขาวิชาชีพนั้น 

อยางไรก็ตาม ในบางตำแหนงงานของผูปฏิบัติงานหองปฏิบัติการ เชน ผูปฏิบัติงานวิทยาศาสตร

การแพทย นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย นักวิทยาศาสตร ไมมีสภาวิชาชีพหรือ องคกรวิชาชีพ

ตามกฎหมายท่ีจะดำเนินการได ดังนั้น นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยท่ีปฏิบัติงานในหนวยมนุษย

พันธุศาสตรทุกคนตองปฏิบัติงานโดยยึดหลักจริยธรรมตามแนวทางท่ีสาขาวิชาพยาธิวิทยากำหนดไว

ในคูมือคุณภาพ โดยจริยธรรมของบุคลากรหองปฏิบัติการทุกตำแหนง ที่ปฏิบัติงานเกี่ยวของกับการ

จัดการสิ่งสงตรวจ การทดสอบ หรือขอมูลผูปวยหรือผูรับบริการ มีความสำคัญตอการปฏิบัติตาม

มาตรฐานที่เปนที่ยอมรับทั้งในประเทศ และระดับสากล  ดังนั้นนอกจากบุคลากรจะยึดถือปฏิบัติตาม

ขอบังคับของสภาวิชาชีพของตนเองแลว ยังตองยึดหลักจริยธรรมตามแนวทางท่ัวไปดังนี้ 

 1. หลักการท่ัวไป (General principle) 

 หลักการทั่วไปของจริยธรรมการดูแลสุขภาพ หมายถึง การปฏิบัติที่คำนึงถึงความสุข

สบายและความปลอดภัยของผูปวยเปนเรื่องสำคัญ ความสัมพันธระหวางผูปวยกับหองปฏิบัติการนั้นมี

ความสัมพันธกันในฐานะผูรับบริการและผูใหบริการ ซึ่งนับวันจะมีความสำคัญเพิ่มมากขึ้น สิ่งท่ี
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หองปฏิบัติการจะตองตระหนักถึงเปนอันดับแรกคือ การกระทำท่ีม่ันใจไดวาผูปวยไดรับความสุขสบาย 

ไดรับความสนใจอยูตลอดเวลา และใหบริการดวยความเสมอภาค ไมมีแบงแยก 

 2. การรวบรวมขอมูล (Information collection) 

 หองปฏิบัติการตองมีขอมูลที่ถูกตองและจำเปนใหเพียงพอสำหรับการระบุตัวผูปวยให

ถูกตอง เพื่อใชในการตรวจวิเคราะห หามเก็บขอมูลอื่นๆ ของผูปวยที่ไมจำเปนตอการวิเคราะห และ

ผูปวยตองไดรับทราบวาขอมูลที่ถูกเก็บ ตองการเก็บดวยเหตุผลใด เพื่อความปลอดภัยของบุคลากร

และผูปวยอื่นๆ ขอมูลบางอยางจำเปนตองเก็บดวย เชน ขอมูลเกี่ยวกับโรคติดตอ นอกจากนี้ยัง

สามารถเก็บขอมูลไดตามสิทธิทางกฎหมายที่เกี่ยวของ  การชำระเงิน การตรวจสอบสภาวะการเงิน 

การบริหารจัดการการเงิน และปริมาณการใชจาย 

 3. การเก็บส่ิงสงตรวจ (Collection of primary samples) 

 การปฏิบัติใดๆในการเก็บสิ่งสงตรวจจากผูปวยจะตองไดรับการยินยอมเปนลายลักษณ

อักษรจากผูปวย แตวิธีการเก็บสิ่งสงตรวจที่ปฏิบัติเปนประจำและหากเกิดขอผิดพลาดก็ไมกอใหเกิด

ความเสียหายตอผูปวยอยางรายแรง เชน การเจาะเลือดจากหลอดเลือดดำ ไมจำเปนตองมีการ

ยินยอม เปนลายลักษณอักษรก็ได การที่ผูปวยมาแสดงตนที่หองปฏิบัติการพรอมใบขอสงตรวจและ

เต็มใจที่จะใหมีการเก็บสิ่งสงตรวจตามปรกติถือวาเปนการใหความยินยอม ในกรณีของผูปวยที่นอน

บนเตียงของโรงพยาบาลมีสิทธิ์ท่ีจะปฏิเสธการเก็บสิ่งสงตรวจได ถึงแมวาจะอยูในสภาวะท่ีแสดงตนตอ

ผูปฏิบัติงานก็ตาม 

 แตในกรณีที่เทคนิคพิเศษในการเก็บสิ่งสงตรวจ และเทคนิคนั้นมีโอกาสที่จะกอใหเกิด

ภาวะแทรกซอนหรือเกิดอันตรายรายแรงได ตัวอยางเชน การเจาะน้ำคร่ำตองอธิบายใหผูปวยไดรับรู

ขอมูลในการตัดสินใจดวยตัวเอง และตองไดรับความยินยอมเปนลายลักษณอักษรเสมอ 

 ในกรณีฉุกเฉิน ท่ีไมสามารถใหการยินยอมเปนลายลักษณอักษรไดในขณะนั้น สามารถท่ี

จะดำเนินการตอไปไดในสวนท่ีเห็นวาจำเปน ท้ังนี้เพ่ือท่ีผูปวยจะไดรับการรักษาท่ีดีนั่นเอง 

 การทดสอบ/ตรวจวิเคราะหบางชนิด เชนการทดสอบทางพันธุกรรม ตองมีการแนะนำ

เปนพิเศษ ซ่ึงกระทำโดยแพทยท่ีตองการสงตรวจ หองปฏิบัติการไมควรท่ีจะติดตอโดยตรงกับผูปวย 

 ในการเก็บสิ ่งสงตรวจนั ้น จะตองจัดสถานที่ใหมีความเปนสวนตัวที ่เพียงพอและ

เหมาะสมกับการเก็บสิ่งสงตรวจนั้นๆ ในการเก็บสิ่งสงตรวจจะตองมีขอมูลที่จำเปนตอการทดสอบ

ครบถวน สิ่งสงตรวจที่สงมาถึงหองปฏิบัติการตองมีความเหมาะสมตามเกณฑในการทดสอบนั้นๆ ถา

ตัวอยางไมเหมาะสมตามท่ีกำหนดตองปฏิเสธและแจงใหแพทยท่ีสงตรวจทราบเพ่ือดำเนินการตอไป 

 4. การปฏิบัติเกี่ยวกับการตรวจวิเคราะห (Performance of examination) 
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 การตรวจวิเคราะหทุกชนิดในหองปฏิบัติการจะตองปฏิบัติตามที่เหมาะสมดวยผูที ่มี

ความชำนาญและมีความสามารถตามมาตราฐานวิชาชีพ การปลอมแปลง แกไข รายงานผลการ

ทดสอบ เปนพฤติกรรมท่ีทำไมได 

 พยาธิแพทยหรือ หองปฏิบัติการสามารถกำหนดปริมาณงานที่จะรับไวตรวจวิเคราะห

ดวยเหตุผลอันสมควรตามแตสถานการณในขณะนั้น 

 5. การรายงานผลการทดสอบ (Reporting results) 

 รายงานผลการทดสอบทางหองปฏิบัติการถือเปนสมบัติสวนตัวและเปนความลับของ

ผูปวยหรือผูรับบริการ เปดเผยไดโดยผูมีอำนาจหนาที่เทานั้น ปรกติการรายงานผลการทดสอบจะถูก

สงใหแพทยผูขอสงตรวจ หรือถาตองการรายงานตอบุคคลอื่นจะตองไดรับคำยินยอมจากผูปวยเสมอ 

แตสามารถรายงานไดถาเปนความตองการทางกฎหมาย รายงานผลการทดสอบเหลานี้ ถาไมสามารถ

สืบทวนไปถึงตัวผูปวยไดก็สามารถนำไปใชประโยชนเปนขอมูลในการศึกษาวิเคราะหทางระบาดวิทยา 

ประชากรศึกษา และทางสถิติ 

 การยินยอมใหนำรายงานผลไปใหบุคลากรกลุ มอื ่น เชน แพทยที ่ไดร ับหนาที ่ให

คำปรึกษา จะตองปฏิบัติดวยความระมัดระวัง หองปฏิบัติการจะตองเขียนวิธีปฏิบัติในการท่ีจะดูแลใบ

ขอสงตรวจชนิดตางๆ และการใหขอมูลท่ีเปนประโยชนตอผูปวยเพ่ือการดูแลรักษาท่ีเหมาะสม 

 นอกจากนี้หองปฏิบัติการจะตองสรางความม่ันใจไดวา การรายงานผลนั้นมีความถูกตอง 

รวดเร็ว เปน ประโยชนตอผูปวย และบางครั้งอาจตองมีคำแนะนำจากผูเชี่ยวชาญดวย 

 6. การเก็บและระยะเวลาในการเก็บขอมูลทางการแพทย (Storage and retention 

of medical records) 

 หองปฏิบัติการจะตองสรางความมั่นใจใหเห็นวาการเก็บขอมูลทางการแพทยทั้งหลาย

นั้น มีระบบปองกันการสูญหายหรือเสียหายของขอมูล หรือไมใหผูท่ีไมมีหนาท่ีท่ีเก่ียวของเขาถึงขอมูล

ได ระยะเวลาในการเก็บรักษาขอมูลใหเปนไปตามขอกำหนดของวิชาชีพ ขอกำหนดของสถาบัน 

บทบัญญัติ หรือกฎหมาย ของแตละประเทศหรือแตละสถานท่ี เชน ขอมูลเก่ียวกับคดีความอาจเก็บไว

นานกวาขอมูลอื่นๆ หองปฏิบัติการจะตองมีวิธีการเก็บขอมูลของตนเอง โดยกำหนดวิธีการเก็บ 

ระยะเวลาการเก็บผูรับผิดชอบ ผูตรวจสอบ ท้ังนี้จะตองเก็บใหสามารถเขาถึงและคนหาโดยผูมีอำนาจ

ไดสะดวกและรวดเร็ว 

 7. การเขาถึงขอมูลทางหองปฏิบ ัต ิการทางการแพทย (Access to medical 

laboratory records) 

 วิธีการเขาถึงขอมูลทางหองปฏิบัติการทางการแพทย แตละแหงจะมีวิธีปฏิบัติท่ีแตกตาง

กัน โดยปรกติแลวการเขาถึงขอมูลนั้นกระทำโดยแพทยที่สงตรวจ แตในบางประเทศการเขาถึงขอมูล

อาจกระทำไดโดย ผู ที ่ขอสงการทดสอบ บุคลากรของหองปฏิบัติการที ่จะตองใชขอมูลในการ
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ปฏิบัติงานตามปกติ หรือบุคลากรผูมีอำนาจอ่ืนๆ นอกจากนี้การเขาถึงขอมูลของผูปวยเด็กหรือผูปวย

ที ่ม ีความพิการทางจิตจะตองปฏิบัต ิตามกฎหมายที ่พ ิท ักษส ิทธ ิประโยชนของผู ด อยโอกาส 

หองปฏิบัติการจะตองมีระบบการเขาถึงขอมูลและมีสถานที่เก็บขอมูลทางหองปฏิบัติการทางการ

แพทยตางๆ ตามกำหนดหรือบัญญัติของกฎหมาย 

 8. การใชสิ่งสงตรวจสำหรับการทดสอบที่ไมไดระบุไวในใบของสงตรวจ (Use of 

sample for examination purpose other than those requested) 

 การใชสิ่งสงตรวจไปทำการทดสอบอื่นๆ นอกเหนือจากการทดสอบที่ระบุไวในใบขอสง

ตรวจ โดยไมไดรับการยินยอมลวงหนา ทำไดเฉพาะในรายที่มีสิ่งสงตรวจเหลือจากการวิเคราะห และ

ตองไมเปดเผยถึงตัวผูปวยหรือ ใชไดในกรณีท่ีรวมสิ่งสงตรวจเขาดวยกันจนทำใหไมสามารถระบุถึงตัว

ผูปวยได ดังนั้นแตละสถาบัน/หองปฏิบัติการจะตองจัดทำนโยบายเกี่ยวกับการทดสอบสิ่งสงตรวจ

นอกเหนือจากท่ีระบุไวในใบขอสงตรวจ โดยคำนึงถึงประเด็นทางกฎหมายดวย 

 9. การจัดการเงิน/งบประมาณ (Financial arrangement) 

 หองปฏิบัติการทางการแพทยจะตองไมเขาไปยุงเกี่ยวกับการจัดการเรื่องการเงินของ

หองปฏิบัติการรับตรวจตอหรือผูใหการสนับสนุน ซึ่งการเขาไปเกี่ยวของอาจเปนในแงสนับสนุน

หองปฏิบัติการรับตรวจตอ หรือสนับสนุนสงผูปวยหรือ ยุงเกี่ยวกับอิสระในการตรวจประเมินของ

แพทยวาวิธีไหนดีท่ีสุด 

 หากเปนไปได ควรมีหองสำหรับเก็บสิ่งสงตรวจโดยเฉพาะ แยกจากหองปฏิบัติการ แต

หากทำไมไดควรมีการจัดระบบการเงินแยกตางหากออกไป 

 หองปฏิบัติการจะตองหลีกเลี่ยงความขัดแยงในแงผลประโยชน หากไมสามารถทำได

ผลประโยชนนั้นจะตองเปดเผยชัดเจนและมีผลตอการปฏิบัติงานนอยท่ีสุด  
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บทท่ี 5 

ปญหาอุปสรรคและแนวทางในการแกไขและพัฒนางาน 

ปญหาอุปสรรคในการปฏิบัติงานและแนวทางแกไข 

 การนำแนวทางปฏิบัติจากคูมือการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการกลุมอาการพราเดอร-วิล

ลี่ และเอนเจลแมนดวยเทคนิคเมธิลเลชั่น-สเปซิฟคพีซีอารไปใชอาจประสบปญหาอุปสรรคในการใช

งาน จึงขอเสนอแนะแนวทางแกไขและพัฒนางาน ดังนี้  

 

ปญหาและอุปสรรค แนวทางแกไขและพัฒนา 

1.รับสิ่งสงตรวจไมเหมาะสมเขาสู

กระบวนการทดสอบ ซึ่งสวนใหญเกิดจาก

ผูปฏิบัติงานใหม สาเหตุเกิดจากขาด

ประสบการณในการตรวจรับสิ่งสงตรวจในเชิง

คุณภาพ เชน ไมสามารถแยกลักษณะตัวอยาง

เลือดท่ีมสีีแดงปกติกับผิดปกติ หรอืเลือดความ

หนืดนอยกวาปกติ หรือเลือดหนืดกวาปกติ

และแข็งตัวบางสวน  

1) สราง check list รายการท่ีตองตรวจสอบคณุภาพสิ่งสง  

ตรวจใหครบถวน โดยใสในสวนทายของใบขอตรวจ 

2) ควรใหผูท่ีมีประสบการณสูงทวนสอบการทำงานของ

ผูปฏิบัติงานใหมและแนะนำจดุบกพรอง ชวง 3 เดือน

แรกในการปฏิบัติงาน 

3) กรณีเกิดปญหาใหเขียนรายงานอุบัติการณวิเคราะห

สาเหตุแนวทางแกไข เพ่ือเพ่ิมทักษะการเรียนรู 

2.คุณภาพดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไมไดปริมาณและ

คุณภาพท่ีกำหนด และการทำ bisulfite 

conversion ดีเอ็นเอเกิดไมสมบูรณ 

ลมเหลว ซึ่งสวนใหญเกิดจากผูปฏบัิติงานใหม

ท่ีไมเขาใจและตระหนักถึงหลักการของแตละ

ข้ันตอน รวมถึงเปนลักษณะงานซบัซอนมี

หลายข้ันตอน 

 

1) จัดทำใบงาน (work sheet) การปฏิบัติงานท่ีมี

รายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติ และระบุขอควรระวังใน

แตละข้ันตอนโดยละเอียด และใหทำเครื่องหมายถูก (√) 

ในข้ันตอนท่ีดำเนินการแลวโดยทันทีในแตละข้ันตอน 

2) ควรใหผูมีประสบการณสูงทวนสอบการทำงานของ

ผูปฏิบัติงานใหมและแนะนำจดุบกพรอง ชวง 3 เดือน

แรกในการฏิบัติงาน 

3) กรณีเกิดปญหาใหเขียนรายงานอุบัติการณวิเคราะห

สาเหตุแนวทางแกไข เพ่ือเพ่ิมทักษะการเรียนรู 

3. การปนเปอนในปฏิกิริยา 

พีซีอาร ซึ่งมีโอกาสเกิดไดกับผูปฏบัิติงานทุก

คน โดยสาเหตเุกิดจากหลายปจจยั เชน ความ

ผิดพลาดของผูปฏิบัติงาน ข้ันตอนการ

ปฏิบัติงาน พ้ืนท่ีปฏิบัติงานและวัสดุเครื่องมือ

อุปกรณ 

 

ควรฝกอบรมผูปฏิบัติงานใหมและย้ำเตือนผูปฏิบัติงานทุกคนให

มีความรูความเขาใจและความตระหนัก เรื่องขอควรระวังหรือ

จุดเสีย่งท่ีจะทำใหเกิดการปนเปอนในการทำพีซีอาร ไดแก 

ควรเลีย่งการสมัผสัท่ีฝาหลอดเมื่อหยิบหลอดทดลองจากขวด 

1) ขอระมัดระวังการใชทิป ไมควรเปดฝากลองทิปคางไว

ตลอดเวลา และเมื่อปลายทิปสัมผสักับบริเวณอ่ืนๆท่ี

นอกเหนือจากภายในหลอดทดลองใหท้ิงทิปทันที 
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3.(ตอ) การปนเปอนในปฏิกิริยา 

พีซีอาร ซึ่งมีโอกาสเกิดไดกับผูปฏิบัติงานทุก

คน โดยสาเหตุเกิดจากหลายปจจัย เชน ความ

ผ ิดพลาดของผ ู ปฏ ิบ ัต ิ งาน ข ั ้นตอนการ

ปฏิบัติงาน พื้นที่ปฏิบัติงานและวัสดุเครื่องมือ

อุปกรณ 

2) การใชปเปตดดูสารในหลอดหรือขวดท่ีมีความลึก ควร

เลือกใชทิปท่ีมีความยาวเหมาะสม หามใหปากขวดสมัผสั

กับตัวปเปตโดยเด็ดขาด หรืออาจใชการตะแคงขวดสาร

เล็กนอยในขณะปเปตสาร 

3) แยกโซนพ้ืนท่ีการปฏบัิติงานพีซีอารใหชัดเจน โดยแบงเปน 

3 โซน ไดแก โซนการเตรียมน้ำยามาสเตอรมิกซพีซีอาร 

โซนการเตรียมดีเอ็นเอ และโซนการรันเจลอิเล็กโตรฟอริซสี 

และควรแยกปเปต ทิป หลอดทดลองแตละโซนใหชัดเจน 

ไมใหใชรวมกัน 

4) จัดทำกฎระเบียบการใชตูทำพีซีอาร โดยกำหนดใหมีการทำ

ความสะอาดตูพีซีอารเช็ดดวย 70% แอลกอฮอลและเปด 

UV ฆาเช้ืออยางนอย 10 นาที กอนและหลังการปฏิบัติงาน

ทุกครั้ง รวมถึงถอดลางปเปตอยางนอยปละ 1 ครั้ง 

5) ควรเลือกใชทิปแบบมีไสกรองกับบางข้ันตอนท่ีมีจุดเสี่ยง

การปนเปอน เชนการดดู Taq polymerase หรือดูดดีเอ็น

เอเพ่ือปองกันไมใหดีเอ็นเอไปคางอยูภายในปเปต 

6) น้ำยาสำหรับการทำพีซีอารทุกตัว (ยกเวน Taq 

polymerse) เชน dNTP บัฟเฟอร MgCl2 ไพรเมอร ควร

แบงเปนหลอดปริมาตรนอย (aliquot) ใชงานไมเกิน 5 

ครั้งตอหลอด จะชวยลดการปนเปอนได 

4. การทำพีซีอารลมเหลว แปลผลไมได ซึ่ง

อาจเกิดไดหลายลักษณะ เชน การเพ่ิมจำนวน

ผลผลติพีซีอาร (PCR prduct) จากไพรเมอรคู

ใดคูหน่ึงมากกวา ท่ีเรียกวา preferential 

amplification เกิดข้ึนในปฏิกิริยาพีซีอาร 

หรือการไมมผีลผลติพีซีอาร (PCR product) 

เกิดข้ึนเลย (No amplification) หรือหลอด

ควบคุมท่ีไมไดเตมิดีเอ็นเอ (No template 

control, NTC) ปรากฎแถบผลผลติพีซีอาร 

โดยเหตุการรดังกลาวมีสาเหตจุากหลายปจจัย 

เชน ความผิดพลาดของผูปฏิบัติงาน ข้ันตอน

การปฏิบัติงาน พ้ืนท่ีปฏิบัติงานและวัสดุ

เครื่องมืออุปกรณ 

1) จัดทำ PCR work sheet ท่ีระบุชนิดยี่หอน้ำยาสำหรับทำ

พีซีอารใหชัดเจน เพื่อปองกันการเติมน้ำยาผิดหรือเติม

น้ำยาพีซีอารไมครบองคประกอบพีซีอาร รวมถึงควรมี

การระบุสภาวะการทำปฏิกิริยาพีซีอารไวดวย กรณีเกิด

ปญหาใหเขียนวิเคราะหสาเหตุแนวทางแกไข ไวทาย 

PCR work sheet เพ่ือเพ่ิมทักษะการเรียนรู 

2) การเตรียมไพรเมอร ควรมีการควบคุมคุณภาพแตละชุด 

โดยการใชการวัดการดูดกลืนแสง (OD260/280) เพื่อให

ไพรเมอรแตละชุดการเตรียมมีความเขมขนใกลเคียงกัน  

3) ควรมีการตรวจสอบความใชได (validation) ของน้ำยา

สำหรับทำพีซีอารทุกตัวทุกครั้งที่มีการเปลี่ยนลอต โดย

เปรียบเทียบผลกับน้ำยาชุดเดิม 
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4.(ตอ) การทำพีซีอารลมเหลว แปลผลไมได 

ซึ่งอาจเกิดไดหลายลักษณะ เชน การเพ่ิม

จำนวนผลผลติพีซีอาร (PCR prduct) จาก

ไพรเมอรคูใดคูหน่ึงมากกวา ท่ีเรียกวา 

preferential amplification เกิดข้ึนใน

ปฏิกิริยาพีซีอาร หรือการไมมีผลผลิตพีซีอาร 

(PCR product) เกิดข้ึนเลย (No 

amplification) หรือหลอดควบคมุท่ีไมไดเติม

ดีเอ็นเอ (No template control, NTC) 

ปรากฎแถบผลผลติพีซีอาร โดยเหตุการร

ดังกลาวมสีาเหตุจากหลายปจจยั เชน ความ

ผิดพลาดของผูปฏิบัติงาน ข้ันตอนการ

ปฏิบัติงาน พ้ืนท่ีปฏิบัติงานและวัสดุเครื่องมือ

อุปกรณ 

4) ควรการตรวจสอบความใชได (validation) เครื ่องเพ่ิม

ปร ิมาณสารพันธ ุกรรม (Thermal cycle) และสอบ

เทียบปเปต อยางนอยปละ 1 ครั้ง เพ่ือลดความผิดพลาด

ท่ีเกิดจากเครื่องมือ 

5) กรณีงานพีซีอารแบบยากที ่ตองใชเครื ่องเครื ่องเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycle) เฉพาะรุน หรือ

ต องการการข ึ ้นลงของอ ุณหภ ูม ิ  (ramp rate) ของ

เครื ่องแบบจำเพาะ ควรระบุใหชัดเจนในใบงาน (PCR 

work sheet) เพื่อลดความผิดพลาดของเครื่องมือที่อาจ

ม ี ผลต อประส ิทธ ิภาพของการทำพ ีซ ี อาร   ( PCR 

efficiency) 

6) กรณีเกิดการปนเปอน (contamination) ในหลอด NTC 

(NTC ปรากฏแถบผลผลิตพีซีอาร) ควรเปลี่ยนน้ำยามา

สำหรับทำพีซีอารทุกตัวในการทำซ้ำครั้งท่ีสอง 

7) ผูปฏิบัติงานคนเดิมไมควรทำพีซีอารซ้ำในตัวอยางเดิม

เกินสองครั้ง โดยการทำซ้ำครั้งที่สามควรเปลี่ยนคนทำ 

เพ่ือลดปญหาท่ีเกิดจาก human error 

 

5.  การรายงานผลผิดพลาด ซึ่งอาจเกิดจาก

หลายสาเหตุ ไดแก การสลับเคส ผลพีซีอาร

เกิดเหตุการณ allele dropout ซึง่หมายถึง 

การท่ีปฏิกิริยาพีซีอารไมเพ่ิมปริมาณอัลลีล

ใดอัลลลีหน่ึงท้ังท่ีมี ดีเอ็นเอตนแบบมีอัลลลี

น้ันอยู หรือการเพ่ิมจำนวนผลผลติ    พีซีอาร 

(PCR prduct) จากไพรเมอรคูใดคูหน่ึง

มากกวา ท่ีเรียกวา preferential 

amplification เกิดข้ึนในปฏิกิริยาพีซีอาร 

1) กรณีเกิดความไมแนใจในผลการทดสอบและเกิดความ

สงสัยวามีการสลับตัวอยางหรอืไม ใหแกไขปญหาโดยการ

วิเคราะหสาเหตุกอนวาการสลับตัวอยางเกิดมาตั้งแต

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอหรือไม ถาใชก็ใหทำการสกัดดี

เอ็นเอใหมและทำการทดสอบซ้ำในทุกขั้นตอน โดยควร

ใชมาตรการในการปองกันการสลับตัวอยาง ดังน้ี 

o ควรเรียงลำดับตัวอยางในใบงานกับการเรียงหลอด

ทดลองในแตละขั้นตอนใหสอดคลองกัน ควรเขียน

ระบุตัวเลขลำดับไวบนหลอดคูกับรหัสตัวอยางดวย 

o ขั ้นตอนสกัดดีเอ็นเอควรใชสติกเกอรบงชี ้รหัส

ตัวอยางเพียงอันเดียวตลอดทั้งกระบวนการ โดยทุก

ครั้งท่ีมีการถายโอนสารไปหลอดใหมใหใชสติกเกอร 

รหัสตัวอยางอันเดิม เพ่ือปองกันการสลับตัวอยาง 
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5.(ตอ) การรายงานผลผิดพลาด ซึ่งอาจเกิด

จากหลายสาเหตุ ไดแก การสลับเคส ผลพีซี

อารเกิดเหตุการณ allele dropout ซึ่ง

หมายถึง การท่ีปฏิกิริยาพีซีอารไมเพ่ิม

ปริมาณอัลลีลใดอัลลลีหน่ึงท้ังท่ีมี ดีเอ็นเอ

ตนแบบมีอัลลีลน้ันอยู หรือการเพ่ิมจำนวน

ผลผลติ    พีซีอาร (PCR prduct) จากไพร

เมอรคูใดคูหน่ึงมากกวา ท่ีเรียกวา 

preferential amplification เกิดข้ึนใน

ปฏิกิริยาพีซีอาร 

o การเขียนรหัสตัวอยางบนฝาหลอดพีซีอารมีโอกาส

ถูกลบออกไดงายเมื่อโดนความรอนจากเครื ่องพีซี

อาร ดังนั้นจึงควรเขียนตัวเลขกำกับไวที่ขอพับฝา

หรือดานขางหลอดดวย และควรเขียนลำดับตัวอยาง

ใหตรงกับลำดับในใบงาน เพื่อใชตัวเลขบนฝาทวน

สอบกรณีเกิดเหตุขอความบนฝาเลือนจนอานไมออก  

o หลังโหลดเจลเสร็จควรจัดเรียงหลอดใหตรงกับการ

โหลดตัวอยางลงเจล และเก็บหลอดเปลาไวทวนสอบ

ลำดับการโหลดตัวอยาง 

2) กรณีผลการทดสอบไมชัดเจนที่เกิดจากผลพีซีอารเกิด 

preferential amplification ให ส ั ง เกตจากต ัวอย าง

ควบคุมผลลบ (คนปกติ) ซึ ่งตองมีแถบผลผลิตพีซีอาร

จำนวนสองแถบที่ความเขมแถบใกลเคียงกัน หากความ

เขมของแถบแตกตางกันเกินประมาณ 50% ใหแกไข

ปญหาโดยการทำพีซีอารซ้ำ โดยตองวิเคราะหปญหาวา

สาเหตุการเกิด preferamplification เกิดจากอะไร แลว

แกไขใหตองจุด 

3) ขอควรระวังในการแปลผลการทดสอบเมทิลเลชั่นสเปค

ซิฟคพีซีอารยีน SNRPN  

o ควรแปลผลตัวอยางทดสอบ (unknown sample) 

 เปรียบเทียบตัวอยางควบคุมผลลบ (negative 

control) และตัวอยางควบคุมผลบวก (positive 

control) ในแตละชุดการทดสอบน้ันๆ 

o ไมควรแปลผล ในกรณีทีหลอดควบคุมท่ีไมเติม 

ดีเอ็นเอ (No template control) ปรากฏแถบดี

เอ็นเอ ลักษณะดังกลาวหมายถึงมกีารปนเปอนดเีอ็น

เอในระบบพีซีอารน้ันซึ่งจะสงผลใหการเกิด

ขอผิดพลาดในการแปลผล 

o ควรแปลผลจากพีซีอารสองชุดท่ีใหผลสอดคลองกัน 

คือ ชุด Kubota primers และชุด Alternative 

primers 
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ปญหาและอุปสรรค แนวทางแกไข 

5.(ตอ) การรายงานผลผดิพลาด อาจเกิดจาก

หลายสาเหตุ ไดแก การสลับเคส ผลพีซีอาร

เกิดเหตุการณ allele dropout ซึง่หมายถึง 

การท่ีปฏิกิริยาพีซีอารไมเพ่ิมปริมาณอัลลีล

ใดอัลลลีหน่ึงท้ังท่ีมี ดีเอ็นเอตนแบบมีอัลลลี

น้ันอยู หรือการเพ่ิมจำนวนผลผลติ    พีซีอาร 

(PCR prduct) จากไพรเมอรคูใดคูหน่ึง

มากกวา ท่ีเรียกวา preferential 

amplification เกิดข้ึนในปฏิกิริยาพีซีอาร 

4) การลดโอกาสแปลผลคลาดเคลื่อนดวยตัวอยางควบคุม 

การทำการทดสอบตัวอยางควบคมุ (ตัวอยางควบคุม

ผลบวก/ตัวอยางควบคุมผลลบและหลอดNTC) ควบคูไป

กับตัวอยางทดสอบในการทำปฏิกิริยาพีซีอารแตละชุด มี

ประโยชนในการชวยตรวจสอบการเกิดขอผดิพลาดจาก

ปฏิกิริยาพีซีอาร เพ่ือชวยลดโอกาสเกิดการแปลผล

คลาดเคลื่อน ตัวอยางเชนหากเกิดเหตุการณ 

preferential amplification หรอื allele dropout ข้ึน

ในปฏิกิริยาพีซีอารท่ีทำใหผลการทดสอบในตัวอยาง

ควบคุมผลบวกและผลลบไมถูกตอง จะแสดงถึงปฏิกิริยา

พีซีอารชุดน้ันเกิดขอผดิพลาดไมนาเช่ือถือ หามแปลผล

การทดสอบ ผูปฏิบัติงานตองวิเคราะหหาสาเหตุ

ขอผิดพลาดและทำการทดสอบซ้ำ โดยเง่ือนไขการ

ทดสอบเมทิลเลช่ันสเปคซิฟคพีซีอารยีน SNRPN เพ่ือ

ตรวจวินิจฉัยกลุมอาการพราเดอวิลลี่และเอนเจลแมนแต

ละชุดทดสอบ ควรประกอบดวยตวัอยางควบคุม 3 

ประเภท ดังน้ี 

o ตัวอยางควบคุมผลลบ (negative control) 

หมายถึง ตัวอยางคนปกติท่ีไมเปนโรคพราเดอรวิลลี่

และเอนเจลแมน 

o ตัวอยางควบคุมผลบวก (positive control) 

หมายถึง ผูปวยโรคพราเดอรวิลลี่และผูปวยเอนเจ

ลแมน ควรมีตัวอยางท้ังสองแบบ  

o No template control (NTC) หมายถึง หลอด

ทดลองท่ีมีองคประกอบของทุกอยางครบถวน 

ยกเวนดีเอ็นเอ ใชตรวจสอบการเกิดการปนเปอน

ในปฏิริยาพีซีอาร 
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แนวทางพัฒนา 

 การทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-

วิลลี่ และแอนเจลแมนที่ใชอยูที่ ณ หองปฏิบัติการหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะ

แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร มีขอดีคือสามารถวินิจฉัยโรคไดสองโรคในการทดสอบ

เดียว แตมีขอดอยคือไมมียีนควบคุมภายใน (internal control gene) ท่ีเปนอัลลีลอ่ืนแตใชอัลลีลของ

ยีน SNRPN ที่รับจากพอและแมเปนยีนควบคุมภายในซึ่งกันและกัน ซึ่งบางครั้งหากเกิดการเพ่ิม

จำนวนผลผลิตพีซีอารจากไพรเมอรคูใดคูหนึ่งมากกวา ที่เรียกวา preferential amplification หรือ

เกิดเหตุการณ allele dropout ซึ่งหมายถึงการที่ปฏิกิริยาพีซีอารไมเพิ่มปริมาณอัลลีลใดอัลลีลหนึ่ง

ทั้งที่ดีเอ็นเอตนแบบมีอัลลีลนั้นอยู จะมีแนวโนมสงผลใหเกิดผลบวกลวงเกิดขึ้นได (36-38) ปจจุบัน

หองปฏิบัติการหนวยมนุษยพันธุศาสตรมีการแกปญหาดังกลาวดวยการทำพีซีอารสองชุดการทดสอบ

และแปลผลรวมกัน (ภาพ 36 A) โดยใชไพรเมอรชุดแรก (Kubota’s primer set) ท่ีอางอิงจาก 

Kubota T และคณะป ค.ศ. 1997 และไพรเมอรชุดสอง (Alternative primer set) ท่ีอางอิงจาก 

Hussain Askree S และคณะ ป ค.ศ. 2011 เพื่อลดปญหาการเกิดผลบวกลวง อยางไรก็ตามการทำ

พีซีอารสองชุดการทดสอบ ยอมสงผลใหตนทุนการทดสอบเพิ ่มสูงขึ ้นตามมา จากการทบทวน

วรรณกรรมพบวา Brown และคณะ ปค.ศ. 2017 (39) ไดทำการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟค 

พีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนโดยใชไพรเมอร 3 คู 

ไดแก คูไพรเมอร maternal-methylation (เสน forward และ reverse) ซ่ึงเพ่ิมจำนวนผลผลิต 

พีซีอาร ขนาด 174 bp คูไพรเมอร paternal-unmethylation (เสน forward และ reverse) ซ่ึงเพ่ิม

จำนวนผลผลิตพีซ ีอาร  ขนาด 100 bp และใชคูไพรเมอร SNRPNmethV2 (เสน forward และ 

reverse)  ทำหนาท่ีเปนยีนควบคุมภายใน (internal control gene) ซึ่งเปนอัลลีลตำแหนงอื่น เพ่ือ

เพิ่มจำนวนผลผลิตพีซีอารขนาด 242 bp (โดยแถบขนาด 242 bp จะเปนยีนควบคุมภายในที่จะ

ปรากฎในทุกตัวอยางทดสอบทั้งผลบวกและผลลบท่ีใชดีเอ็นเอท่ีผานการทำ bisulfite conversion 

แลวเปนดีเอ็นเอตนแบบ) และการศึกษาของ Kosaki และคณะปค.ศ.1997 (40) พบวามีการใชคูไพร

เมอรที ่เพิ ่มจำนวน unmodified DNA ซึ ่งสรางผลผลิตพีซีอาร ขนาด 145 bp เพื ่อชวยในการ

ตรวจสอบการเกิด Incomplete bisulfite conversion (การเหลืออยูของ unmodified DNA) โดย

ถาปรากฎผลผลิตพีซีอาร ขนาด 145 bp เกิดขึ้นจะหมายถึงตัวอยางทดสอบนั้นเกิด Incomplete 

bisulfite conversion (หรือการมี unmodified DNA หลงเหลืออยู) 

ผูเขียนคูมือจึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาการทดสอบนี้ใหมีผลการทดสอบที่ถูกตองและนาเชื่อถือ 

และลดโอกาสเกิดผลบวกลวงดวยการทำการทดสอบเดียวเพื่อชวยลดตนทุนการทดสอบ โดยเสนอ

แนวคิดรูปแบบพีซีอารชุดใหมที่ประกอบดวยไพรเมอรจำนวน 4 คู ไดแก ไพรเมอรชุดแรก (Kubota 
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primer set)  2 คู ไพรเมอรยีนความคุมภายใน 1 คู ซ่ึงอางอิงจากการศึกษาของ Brown ปค.ศ. 2017 

(39) และไพรเมอรท่ีตรวจสอบการเหลืออยูของ unmodified DNA อีก 1 คู ซึ่งอางอิงจากการศึกษา

ของ Kosaki ปค.ศ.1997 (40) โดยคู  ไพรเมอร  maternal-methylation (เส น forward และ 

reverse) ใหผลผลิตพีซีอาร ขนาด 174 bp  คูไพรเมอร paternal-unmethylation (เสน forward 

และ reverse) ใหผลผลิตพีซีอาร ขนาด 100 bp คูไพรเมอรยีนความคุมภายใน (internal control 

gene) ใหผลผลิตพีซีอาร ขนาด 242 bp และคูไพรเมอรตรวจสอบการเหลืออยูของ unmodified 

DNA ใหผลผลิตพีซีอาร ขนาด 145 bp โดยแสดงแบบจำลองผลการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซี

อารของยีน SNRPN เพ่ือวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนรูปแบบใหม ดังภาพ 36 (B) 
 

(A) การทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

ท่ีใชในปจจุบันใชไพรเมอรสองชุดตอการทดสอบแปลผลรวมกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

(B) แบบจำลองการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลลี่และ

แอนเจลแมนรูปแบบใหมท่ีเสนอในคูมือเลมนี้ 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 28 แบบจำลองผลการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพ่ือวินิจฉัยโรคพรา

เดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนรูปแบบใหมท่ีนำเสนอในคูมือนี้  

Normal      PWS          AS      unmodified 

                                            DNA 
Internal control-met  

(242 bp) 

Maternal-met (174 bp) 

 

Paternal-unmet (100 bp) 

Unmodified control 

(145 bp) 
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ขอเสนอแนะ 

 เทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN   (Methylation Specific PCR for 

SNRPN gene) เปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพท่ีมีความสามารถในการตรวจหากลไกการเกิดโรค ไดสูง

ถึงรอยละ 99 ของผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) และรอยละ 80 ของผูปวยโรคแอนเจลแมน (AS) 

ซึ่งครอบคลุมกลไกการเกิดโรคได 3 รูปแบบ ไดแก 15q11.2-q13 deletion Uniparental disomy 

(UPD) และ Imprinting defect (ID) อยางไรก็ตามยังเทคนิคนี้ยังมีขอจำกัด คือ ไมสามารถตรวจพบ

กลไกการเก ิดโรคแบบอื ่นอ ีก 3 ร ูปแบบ ไดแก กลไกแบบ Imprinting center deletion (IC 

deletion) ซึ่งพบไดในผูปวยโรค PWS นอยกวารอยละ 0.5 และพบไดในผูปวยโรค AS นอยกวารอย

ละ 0.3 กลไกการกลายพันธุของยนี UBE3A ซ่ึงไดอีกประมาณรอยละ 11 ของผูปวยโรค AS และกลไก

แบบ Unbalanced chromosome rearrangement ซึ่งพบไดในผูปวยโรค PWS และผูปวยโรค AS 

นอยกวารอยละ 1 (ตาราง 7 และ 8) โดยกลไกการเกิดท้ังสามรูปแบบนี้ทำใหความเสี่ยงท่ีลูกคนถัดไป

จะเปนโรค (sibling risk) เพิ่มขึ้นเปน รอยละ 50 ดังนั้นในผูปวยบางรายที่มีอาการเขากันไดกับโรค 

PWS/AS อยางชัดเจน แตใหผลลบตอการตรวจดวยเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN  

อาจตองใชเทคนิคอื่นๆในการตรวจหาสาเหตุที่เทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

ตรวจไมครอบคลุม ตัวอยางเชน ใชเทคนิค Multiplex Ligation dependent probe amplification 

(MLPA) เพื่อตรวจหาสาเหตุ IC deletion เทคนิค Sequencing analysis เพื่อตรวจการกลายพันธุ

ของยีน UBE3A หรือใชเทคนิค Chromosomal microarray (CMA) เพื่อตรวจการขาดหายไปหรือ

การเกินของยีน UBE3A (UBE3A del/dup) (ตาราง 7 และ 8) 

  



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

114 

บรรณานุกรม 

1. Dagli AI, Mueller J, Williams CA. Angelman Syndrome. In: Adam MP, Ardinger 

HH, Pagon RA, Wallace SE, Bean LJH, Stephens K, et al., editors. GeneReviews(®). 

Seattle (WA): University of Washington, Seattle 

Copyright © 1993-2020, University of Washington, Seattle. GeneReviews is a registered 

trademark of the University of Washington, Seattle. All rights reserved.; 1993. 

2. Driscoll DJ, Miller JL, Schwartz S, Cassidy SB. Prader-Willi Syndrome. In: 

Adam MP, Ardinger HH, Pagon RA, Wallace SE, Bean LJH, Stephens K, et al., editors. 

GeneReviews(®). Seattle (WA): University of Washington, Seattle 

Copyright © 1993-2020, University of Washington, Seattle. GeneReviews is a registered 

trademark of the University of Washington, Seattle. All rights reserved.; 1993. 

3. DW. SJaR. Gel Electrophoresis of DNA and Pulsed-field Agarose Gel 

Electrophoresis. In: 3rd, editor. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 1. Cold Spring 

Harbor2001. 

4. Holm VA, Cassidy SB, Butler MG, Hanchett JM, Greenswag LR, Whitman BY, 

et al. Prader-Willi syndrome: consensus diagnostic criteria. Pediatrics. 1993;91(2):398-

402. 

5. Williams CA, Beaudet AL, Clayton-Smith J, Knoll JH, Kyllerman M, Laan LA, 

et al. Angelman syndrome 2005:  updated consensus for diagnostic criteria. American 

journal of medical genetics Part A. 2006;140(5):413-8. 

6. Plebani M. Quality indicators to detect pre-analytical errors in laboratory 

testing. The Clinical biochemist Reviews. 2012;33(3):85-8. 

7. Boyanton Jr. BL, Crisan D. Sample Collection, Processing, and Storage for 

Molecular Genetic Testing.  Laboratory Hematology Practice2012. p. 143-54. 

8. Sotoudeh Anvari M, Gharib A, Abolhasani M, Azari-Yam A, Hossieni Gharalari 

F, Safavi M, et al. Pre-analytical Practices in the Molecular Diagnostic Tests, A Concise 

Review. Iran J Pathol. 2021;16(1):1-19. 

9. Rainen L, Arbique JC, Asthana D, Earley MC, Geiszler RL, Krieg-Schneider F, 

et al. Collection, transport, preparation, and storage of specimens for molecular 

methods: approved guideline: NCCLS; 2005. 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

115 

10. Bayot ML, Tadi P. Laboratory Tube Collection.  StatPearls. Treasure Island 

(FL): StatPearls Publishing 

Copyright © 2021, StatPearls Publishing LLC.; 2021. 

11. Chaisomchit S, Wichajarn R, Janejai N, Chareonsiriwatana W. Stability of 

genomic DNA in dried blood spots stored on filter paper. Southeast Asian J Trop Med 

Public Health. 2005;36(1):270-3. 

12. Griffiths L, Chacon-Cortes D. Methods for extracting genomic DNA from 

whole blood samples: current perspectives. Journal of Biorepository Science for 

Applied Medicine. 2014;Volume 2:1-9. 

13. Shetty PJ. Evolution of DNA Extraction Methods. American Journal of 

Biomedical Science and Research. 2020;8(1):39-45. 

14. Green MR, Sambrook J. Isolation of High-Molecular-Weight DNA Using 

Organic Solvents. Cold Spring Harbor protocols. 2017;2017(4):pdb.prot093450. 

15. Akane A, Matsubara K, Nakamura H, Takahashi S, Kimura K. Identification of 

the heme compound copurified with deoxyribonucleic acid (DNA) from bloodstains, a 

major inhibitor of polymerase chain reaction (PCR) amplification. Journal of forensic 

sciences. 1994;39(2):362-72. 

16. Frommer M, McDonald LE, Millar DS, Collis CM, Watt F, Grigg GW, et al. A 

genomic sequencing protocol that yields a positive display of 5 - methylcytosine 

residues in individual DNA strands. Proceedings of the National Academy of Sciences 

of the United States of America. 1992;89(5):1827-31. 

17. Hall JG. Genomic imprinting: review and relevance to human diseases. 

American journal of human genetics. 1990;46(5):857-73. 

18. Buiting K, Saitoh S, Gross S, Dittrich B, Schwartz S, Nicholls RD, et al. 

Inherited microdeletions in the Angelman and Prader-Willi syndromes define an 

imprinting centre on human chromosome 15. Nature genetics. 1995;9(4):395-400. 

19. Schumacher A. Schumacher's Guide # 1 :  Bisulfite conversion of DNA for 

methylation finemapping2007. 

20. Driscoll DJ, Miller JL, Schwartz S, Cassidy SB. Prader-Willi Syndrome. In: 

Adam MP, Ardinger HH, Pagon RA, Wallace SE, Bean LJH, Stephens K, et al., editors. 

GeneReviews((R)). Seattle (WA): University of Washington, Seattle 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

116 

University of Washington, Seattle. GeneReviews is a registered trademark of the 

University of Washington, Seattle. All rights reserved.; 1993. 

21. Dagli AI, Mueller J, Williams CA. Angelman Syndrome. In: Adam MP, Ardinger 

HH, Pagon RA, Wallace SE, Bean LJH, Stephens K, et al., editors. GeneReviews((R)). 

Seattle (WA): University of Washington, Seattle 

University of Washington, Seattle. GeneReviews is a registered trademark of the 

University of Washington, Seattle. All rights reserved.; 1993. 

22. Sutcliffe JS, Nakao M, Christian S, Orstavik KH, Tommerup N, Ledbetter DH, 

et al. Deletions of a differentially methylated CpG island at the SNRPN gene define a 

putative imprinting control region. Nature genetics. 1994;8(1):52-8. 

23. Lalande M, Calciano MA. Molecular epigenetics of Angelman syndrome. 

Cellular and Molecular Life Sciences. 2007;64(7):947. 

24. Zeschnigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B, Doerfler W. 

Imprinted segments in the human genome: different DNA methylation patterns in the 

Prader-Willi/Angelman syndrome region as determined by the genomic sequencing 

method. Human molecular genetics. 1997;6(3):387-95. 

25. Gillessen-Kaesbach G, Gross S, Kaya-Westerloh S, Passarge E, Horsthemke 

B. DNA methylation based testing of 4 50  patients suspected of having Prader-Willi 

syndrome. Journal of medical genetics. 1995;32(2):88-92. 

26. Herman JG, Graff JR, Myöhänen S, Nelkin BD, Baylin SB. Methylation-specific 

PCR: a novel PCR assay for methylation status of CpG islands. Proceedings of the 

National Academy of Sciences of the United States of America. 1996;93(18):9821-6. 

27. Kosaki K, McGinniss MJ, Veraksa AN, McGinnis WJ, Jones KL. Prader-Willi and 

Angelman syndromes: Diagnosis with a bisulfite-treated methylation-specific PCR 

method. American Journal of Medical Genetics. 1997;73(3):308-13. 

28. Kubota T, Das S, Christian SL, Baylin SB, Herman JG, Ledbetter DH. 

Methylation-specific PCR simplifies imprinting analysis. Nat Genet. 1997;16(1):16-7. 

29. Hussain Askree S, Hjelm LN, Ali Pervaiz M, Adam M, Bean LJ, Hedge M, et 

al. Allelic dropout can cause false-positive results for Prader-Willi and Angelman 

syndrome testing. J Mol Diagn. 2011;13(1):108-12. 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

117 

30. Sambrook J, Russell DW. Agarose gel electrophoresis. Cold Spring Harbor 

Protocols. 2006;2006(1):pdb. prot4020. 

31. Wilfinger WW, Mackey K, Chomczynski P. Effect of pH and ionic strength on 

the spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. Biotechniques. 

1997;22(3):474-6, 8-81. 

32. Henegariu O, Heerema NA, Dlouhy SR, Vance GH, Vogt PH. Multiplex PCR: 

critical parameters and step-by-step protocol. Biotechniques. 1997;23(3):504-11. 

33. Sint D, Raso L, Traugott M. Advances in multiplex PCR: balancing primer 

efficiencies and improving detection success. Methods in Ecology and Evolution. 

2012;3(5):898-905. 

34. Weissensteiner T, Lanchbury JS. Strategy for controlling preferential 

amplification and avoiding false negatives in PCR typing. Biotechniques. 

1996;21(6):1102-8. 

35. Lorenz TC. Polymerase chain reaction: basic protocol plus troubleshooting 

and optimization strategies. J Vis Exp. 2012(63):e3998. 

36. Hoorfar J, Malorny B, Abdulmawjood A, Cook N, Wagner M, Fach P. Practical 

considerations in design of internal amplification controls for diagnostic PCR assays. J 

Clin Microbiol. 2004;42(5):1863-8. 

37. Lee M, Leslie D, Squirrell D. Internal and External Controls for Reagent 

Validation. Edited by Edwards K, Logan J, Saunders N. 2004. 

38. Maaroufi Y, de Bruyne J-M, Duchateau V, Scheen R, Crokaert F. 

Development of a multiple internal control for clinical diagnostic real-time 

amplification assays. FEMS Immunology & Medical Microbiology. 2006;48(2):183-91. 

39. Brown A, Flintoff K, Felix C, Gillman C, Zamanpoor M, Love DR. Prader-

Willi/Angelman Syndrome: a comparison study of MS-PCR and MS-MLPA. Medical 

Research Archives. 2017;5(Issue 9). 

40. Kosaki K, McGinniss MJ, Veraksa AN, McGinnis WJ, Jones KL. Prader-Willi and 

Angelman syndromes: diagnosis with a bisulfite-treated methylation-specific PCR 

method. Am J Med Genet. 1997;73(3):308-13. 

  



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

118 

ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก ใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร (หนา1) 
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ภาคผนวก ก (ตอ) ใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร (หนา 2) 
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ภาคผนวก ข ขั้นตอนการรับบริการทางหองปฏิบัติการพยาธิวิทยา (คัดลอกจากคูมือสงตรวจทาง

หองปฏิบัติการพยาธิ สาขาพยาธวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ปรับปรุงครั้ง

ท่ี 6 2564 หนา 1) 
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ภาคผนวก ค สูตรและวิธีการเตรียมสารในการทดสอบทางหองปฏิบัติการเพื่อตรวจวินิจฉัยโรคพรา

เดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

 

1. สารละลาย 0.5 M EDTA, pH 8.0 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  

• วิธีการเตรียม 

- ช ั ่ งสาร  Disodium ethylenediaminetetraacetate dihydrate (EDTA disodium salt, 

C10H14N2Na2O8.2H2O, FW = 372.24) ปริมาณ 186.12กรัม ใสในบีกเกอร 

- เติมน้ำกลั ่นหรือนํ ้าปราศจากไอออน (Deionized water) ท่ีปลอดเชื ้อ ปริมาตร 800 

มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร และนำมาวางบนเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic 

stirrer) เพ่ือกวนใหสารละลาย 

- ปรับ pH เปน 8.0 ดวย NaOH (ใชประมาณ 20 กรัม) โดยสาร EDTA disodium salt จะ

ละลายสมบูรณ เมื่อ pH เทากับ 8.0  จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 1,000 

มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 1 ลิตร กระบวกตวงขนาด 1 

ลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 1 ลิตรเพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

2. สารละลาย 1 M Tris-HCl, pH 8.0  ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ชั่งสาร Tris base (NH2C(CH2OH)3 ,FW = 121.14) ปริมาณ 121.14 กรัม ใสบีกเกอร 

- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ท่ีปลอดเชื้อปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

ลงในบีกเกอร และนำมาวางบนเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) เพ่ือ

กวนใหสารละลาย 

- ปรับ pH เปน 8.0 ดวย concentrated HCl (ประมาณ 42 มิลลิลิตร) จากนั้นปรับปริมาตร

ดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 1 ลิตร กระบวกตวงขนาด 1 

ลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 1 ลิตรเพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 
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3. สารละลาย TE buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

• สูตรการเตรียม 

- 1 M Tris-HCl, pH 8.0  10 มิลลิลิตร 

- 0.5 M EDTA, pH 8.0  2 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม  

- เติมน้ำน้ำกลั ่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ที ่ปลอดเชื ้อ ลงในบีกเกอร 

ปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

- เติมสาร 1 M Tris-HCl, pH 8.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และสาร 0.5 M EDTA, pH 8.0 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 1 ลิตร กระบวกตวงขนาด 1 

ลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 1 ลิตรเพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาทีการ 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตูเย็น (2-8 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 6 เดือน 

 

4. สารละลาย 5 M NaCl ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม  

- ชั่งสาร NaCl (MW=58.44) ปริมาณ 58.44 กรัม ใสบีกเกอร 

- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ท่ีปลอดเชื้อปริมาตร 150 มิลลิลิตร 

ลงในบีกเกอร และนำมาวางบนเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) เพ่ือ

กวนใหสารละลาย จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 200 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 250 มิลลลิิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 250 มิลลลิิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

5. สารละลาย 1 M MgCl2 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม  

- ชั่งสาร Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2.6H2O, MW 203.3) ปริมาณ 40.66 

กรัม ใสบีกเกอร 
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- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ท่ีปลอดเชื้อปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

ลงในบีกเกอร และนำมาวางบนเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) เพ่ือ

กวนใหสารละลาย จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 250 มิลลลิิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 250 มิลลิลิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

6. สารละลาย Lysis buffer ปริมาตร 400 ml  

• สูตรการเตรียม 

-  5 M NaCl  11.2 มิลลิลิตร 

- 1 M Tris-HCl, pH 8.0  4.0 มิลลิลิตร 

- 1 M MgCl2  0.6 มิลลิลิตร 

- NP-40   0.4 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ที่ปลอดเชื้อ ลงในบีกเกอร ปริมาตร 

300 มิลลิลิตร 

- เติมสาร 5 M NaCl ปริมาตร 11.2 มิลลิลิตร เติม 1 M Tris-HCl, pH 8.0 ปริมาตร 4.0

มิลลิลิตร เติม 1 M MgCl2 ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร และเติม NP-40 ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร 

จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 400 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 500 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 500 มิลลิลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 500 มิลลิลิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: การกรองดวยแผนกรองขนาด 0.25 ไมครอน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 6 เดือน 

 

7. สารละลาย 10% SDS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ชั่งสาร Sodium dodecyl sulfate (SDS) (CH3(CH2)11OSO3Na, FW 288.38) ปริมาณ 10 

กรัม ใสบีกเกอร 
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- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ที่ปลอดเชื้อลงในบีกเกอร ปริมาตร 

80 มิลลิลิตร และนำมาวางบนเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) เพ่ือ

กวนใหสารละลาย (ใชเวลาประมาณ 20 นาที) จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 

100 มิลลิลิตร (ตองเตรียมใน fume hood เพราะ SDS เปนสารทำใหเกิดการระเหยเคือง) 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 250 มิลลิลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 100 มิลลิลิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน (หามautoclave เพราะอาจทำให SDS เสื่อมสภาพ) 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

8. สารละลายสารเคมีฟนอล (Phenol) : คลอโรฟอรม (Chloroform) : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

(Isoamylalcohol) อัตราสวน 25:24:1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

• วิธีการเตรียม 

ควรเริ่มเตรียมสาร Chloroform : Isoamylalcohol อัตราสวน 24:1 ใสขวดแยกไวกอน จากนั้น

แบ  ง ส า ร  Chloroform : Isoamylalcohol บ า ง ส  ว น ไป เ ต ร ี ย ม  Phenol : Chloroform : 

Isoamylalcohol อัตราสวน 25:24:1 แยกอีกขวดหนึ่ง ดังนี้  

- เตรียม Chloroform: Isoamylalcohol อัตราสวน 24:1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

- จัดเตรียมขวดขนาด 100 มิลลิลิตร ควรใชขวดสีชาทึบแสง หรือใชขวดดูแรนปองกัน

แสงดวยการการหุมฟอยล (foil) 

- ตวง chloroform (CHCl3, MW 119.38) ปริมาตร 96 มิลลิลิตร  

- และตว ง  Isoamylalcohol (CH3)2CHCH2CH2OH, MW 88.15) ป ร ิ ม า ต ร  4 

มิลลิลิตร ใสขวดทึบแสง จากนั้นปดฝาใหแนนและเขยาสารผสมใหเขากัน 

- เตร ียม Phenol: chloroform: Isoamylalcohol อ ัตราส วน 25:24:1 ปร ิมาตร 100 

มิลลิลิตร (ควรเตรียมกอนใชงานอยางนอย 1 คืน (16-18 ชั่วโมง)) 

- จัดเตรียมขวดขนาด 100 มิลลิลิตร ควรใชขวดสีชาทึบแสง หรือใชขวดดูแรนปองกัน

แสงดวยการการหุมฟอยล (foil) 

- ปเปตฟนอล (phenol) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

ขอควรระวัง ฟนอลเปนสารเคมีอันตรายท่ีระเหยงายและมีกลิ่นเหม็น ภายในขวดบรรจุสารฟ

นอลจะมีลักษณะสารที่แยกเปนสองสวน สวนบนคือสารบัฟเฟอรที่มีไวเพื่อปองกันการระเหย

ของฟนอลซึ่งมีกลิ่นเหม็น และสวนลางคือสารฟนอล ดังนั้นการปเปตสารฟนอลควรดูดบรเิวณ

สวนลางขวดฟนอล 
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- และตวงสารละลาย chloroform: Isoamylalcohol (อัตราสวน 24:1) ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร ใสขวดทึบแสง จากนั้นปดฝาใหแนนและเขยาสารผสมใหเขากัน 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: กระบวกตวงแกว ปเปตแกว และเก็บในขวดดูแรนที่ปลอดเชื้อและ

ปองกันแสงดวยการการหุมฟอยล (foil)  

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตูเย็น (2-8 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 6 เดือน 

 

9. สารละลาย 3 M Sodium Acetate pH 5.2 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ชั่ง Sodium acetate trihydrate (CH3COONa 3H2O, MW 136.08) ปริมาณ 

40.8 กรัม ใสในบีกเกอร 

- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ปลอดเชื้อปริมาตร 80 มิลลิลิตร กวน

ใหสารละลายดวยเครื่องเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) และปรับ 

pH เปน 5.2 ดวย glacial acetic acid เมื ่อปรับได pH 5.2 แลวจึงปรับปริมาตรดวยน้ำ

ปลอดเชื้อใหเปน 100 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 100 มิลลิลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 100 มิลลิลิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

10. สารละลาย 5 M Sodium bisulfite (ตองเตรียมใหมทุกครั้งท่ีจะใชงาน) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ชั ่งสารเคมี Sodium metabisulfite (Na2S2O5, MW=190.1 ) 7.8 กรัม ใสในหลอด

ทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร  

- เติมน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 15 มิลลิลิตร และปรับ pH ใหได 5.0 ดวย 5 M NaOH 

จากนั้นปรับปริมาตรเปน 20 มิลลิลิตรดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ  

- นำสารละลายในหลอดทดลองมารินใสในขวด vacuum flask จากนั้นตอสายยางจากปม

สุญญาการเขากับขวด vacuum flask  และปดฝา vacuum flask ดวยแผนพลาสติกแผน

เรียบเนื้อแข็ง  
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- เปดเครื่องปมสุญญากาศ (vacuum pump) ดวยความแรงอยางนอย 500 millimeter of 

mercury เปนเวลา 5 นาที เพื่อ degas ออกจากสารละลาย Sodium metabisulfite ซ่ึง

ชวยลดการสลายตัวของสาร bisulfite ซ่ึงจะลายตัวงายดวยกาซออกซิเจน 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร และขวด 

vacuum flask   

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตองเตรียมใหมทุกครั้งท่ีจะใชงาน 

 

11. สารละลาย 3 M NaOH ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ชั่งสารเคมี Sodium hydroxide (NaOH, MW=40) 3.6 กรัม ใสในหลอดทดลอง 

- และนำมาละลายดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ปรับปริมาตรเปน 30 มิลลิลิตร ปดฝาหลอดให

แนน เขยาเบาๆจนกวาสารจะละลายหมด  

ขอควรระวัง: หลอดทดลองจะเกิดควมรอนขณะเตรียมและควรสวมถุงมือกันสารเคมีขณะเตรยีมสาร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม: ภาชนะท่ีปลอดเชื้อ ไดแก หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร    

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

12. สารละลาย 20 mM Hydroquinone  ปริมาตร 25 มิลลิลิตร (ตองเตรียมใหมทุกครั้งและใช

ภาชนะทึบแสงในการเตรียมเพ่ือหลีกเลี่ยงแสงสวาง) 

• วิธีการเตรียม 

- ชั่งสารเคมี Hydroquinone (MW=110.1) 0.055 กรัม ใสในหลอดทดลอง 

- นำมาละลายดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตร  

• ภาชนะท่ีใชเตรียม: ภาชนะท่ีปลอดเชื้อ ไดแก หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตองเตรียมใหมทุกครั้งท่ีจะใชงาน 

 

13. สารละลาย 10M Ammonium acetate ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  

• วิธีการเตรียม 
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- ชั่ง Ammonium acetate (CH3COONH4 FW = 77.08) 38.54 กรัม 

- เติมน้ำกลั่น/Deionized waterปลอดเชื้อ เพ่ือปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 100 มิลลิลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 100 มิลลิลิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

14. สารละลายสตอก 50X TAE buffer stock ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

• สูตรการเตรียม 50X TAE 

- Tris base (NH2C(CH2OH)3, MW= 121.14) 242.14 กรัม 

- Glacial acetic acid  57.1 มิลลิลิตร 

- 0.5 M EDTA, pH 8.0  100 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ชั ่ง Tris base ปริมาณ 242.14 กรัมใสในบีกเกอรขนาด 1 ลิตร และเติมน้ำกลั ่น/น้ำ

ปราศจากไอออน (Deionized water) ท่ีปลอดเชื้อ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร นำบีกเกอรมา

วางบนเครื่อง magnetic stirrer เพ่ือกวนใหสาร Tris base ละลายเปนเนื้อเดียวกัน  

- เมื ่อสาร Tris base ละลายสมบูรณ นำมาเติม 0.5 M EDTA, pH 8.0 ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร และเติม Glacial acetic acid ความเขมขน 100% ปริมาตร 57.1 มิลลิลิตร (ตอง

เตรียมใน fume hood) จากนั้นกวนตอใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตร

ดวยน้ำปลอดเชื้อ ใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม: เตรียมดวยบีกเกอรขนาด 1 ลิตร จัดเก็บในขวดพลาสติก 

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 6 เดือน 

 

15. การเตรียม working 1X TAE buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ตวง Stock TAE buffer ความเขมขน 50X ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เทใสกระบอกตวงขนาด 

1000 มิลลิลิตร 

- เติมน้ำกลั่น/น้ำ RO ปรับปริมาตรใหเปน 1000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม: เตรียมดวยบีกเกอรขนาด 1 ลิตร จัดเก็บในขวดพลาสติก 
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• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 2 เดือน 

 

16. สารละลาย 10X TBE  ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

• สูตรการเตรียม 

- Tris base  109.03 กรัม 

- Boric acid  55.65 กรัม 

- 0.5 M EDTA, pH 8.0 40 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- นำ Tris base ปริมาณ109.03 กรัม ในบีกเกอร และเติมน้ำกลั ่น/น้ำDeionized water 

ปลอดเชื้อ ประมาณ 800 มิลลิลิตรลงในบีกเกอร จากนั้นกวนใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน

ดวยเครื่อง magnetic stirrer  

- เติมสาร Boric acid ปริมาณ 55.65 กรัม และสาร 0.5 M EDTA, pH 8.0 ปริมาตร 40 

มิลลิลิตร จากนั้นกวนใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน  แลวปรับปริมาตรดวยน้ำปลอด

เชื้อ ใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม: เตรียมดวยบีกเกอรขนาด 1 ลิตร จัดเก็บในขวดพลาสติก 

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 6 เดือน 

•  

17. สารละลาย Gel-loading dye (Bromophenol blue) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

• สูตรการเตรียม 

- Bromophenol blue 0.25% 

- Glycerol in water 30% 

• วิธีการเตรียม 

- ตวง Glycerol ปริมาตร 3 ml เติม Bromophenol blue ปริมาตร 25 มิลลิกรัม 

- ปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อ ใหเปน 10 มิลลิลิตร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม : หลอดทดลองพลาสติขนาด 12 มิลลิลิตร   

• การทำใหปลอดเชื้อ: ใชอุปกรณภาชนะปราศเชื้อในการเตรียมและเทคนิคปลอดเชื้อ 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตูเย็น (2-8 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 2 ป 
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18. สารละลาย Gel-loading dye (Xylene cyanol FF) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร 

• สูตรการเตรียม 

- Xylene cyanol FF 0.25% 

- Glycerol l in water 30% 

• วิธีการเตรียม 

- ตวง Glycerol ปริมาตร 3 ml และเติม Xylene cyanol FF ปริมาณ 25 มิลลิกรัม 

- ปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อ ใหเปน 10 มิลลิลิตร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม : หลอดทดลองพลาสติกขนาด 12 มิลลิลิตร  

• การทำใหปลอดเชื้อ: ใชอุปกรณภาชนะปราศเชื้อในการเตรียมและเทคนิคปลอดเชื้อ 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตูเย็น (2-8 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 2 ป 

19. สาร 100 bp DNA ladder ความเขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ปเปต Stock 100 bp DNA ladder (500 ng/ul) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

- เติมน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและปนตก 

- เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส อายุการเก็บรักษา 6 เดือน 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม : หลอดทดลองพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

• การทำใหปลอดเชื้อ: ใชอุปกรณภาชนะปราศเชื้อในการเตรียมและเทคนิคปลอดเชื้อ 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตูแชแข็ง (-20±5 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 6 เดือน 

20. สารละลาย ethiduim bromide ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- เตรียมน้ำกรอง (reverse osmosis, RO) หรือน้ำกลั่น ปริมาตร 1 ลิตร ลงในภาชนะบรรจุท่ี

มีฝาปด 

- ปเปต Stock ethiduim bromide ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและปดฝา 

ขอควรระวัง: ethiduim bromide เปนสารกอมะเร็งควรสวมอุปกรณปองกันสวนบุคคลขณะเตรียม 

ไดแก เสื้อกาวน ถุงมือกันสารเคมี  

• ภาชนะท่ีใชเตรียม : กลองพลาสติกทึบแสงมีฝาปด  

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• อายกุารใชงาน: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) ประมาณ 1 เดือน  
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ภาคผนวก ง วิธีการนับจำนวนเซลลน้ำคร่ำดวยฮีโมไซโตมิเตอร (hemocytometer) 

 การนับจำนวนเซลลน ้ำคร ่ำด วยสไลดน ับจำนวนเซลลท ี ่ เร ียกวาฮ ีโมไซโตมิเตอร 

(hemocytometer) ทำเพื่อประเมินปริมาณเซลลน้ำคร่ำทั้งหมดซึ่งจะใชเปนขอมูลในการประเมิน

ปริมาตรสาร Lysis buffer ที่เหมาะสมกับปริมาณเซลลในขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ มีรายละเอียด

ข้ันตอนการปฏิบัติดังนี้ 

1. นำตัวอยางน้ำคร่ำท่ีแบงจากไซริงค ประมาณ 10-15 ไมโครลิตร เขยาผสมใหเปนเนื้อ 

เดียวกันและหยดลงบนสไลดนับจำนวนเซลล hemocytometer จากนั้นนำสไลดมานับเซลลภายใต

กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ โดยสไลดนับจำนวนเซลลประกอบดวยชองตารางใหญ 4 มุม (N1-N4) 

ภาพ 29 B แตละชองใหญจะมีชองตารางเล็กอีก 16 ชอง โดยชองเล็กๆ มีขนาด 0.25 มิลลิเมตร X 

0.25 มิลลิเมตร ซึ่งเมื่อรวมกันดานละ 4 ชอง จะกลายเปน 1 ชองใหญที่มีขนาด 1 มิลลิเมตร X 1 

มิลลิเมตร และเม่ือปดดวยกระจกปดสไลด (Cover slip) จะมีความลึก 0.1 มิลลิเมตร (ภาพ 29A)  

 

                      
 

ภาพ29 สไลดนับจำนวนเซลล (ฮีโมไซโตมิเตอร) (A) สไลดนับจำนวนเซลล (B) แสดงชองตารางนับ

เซลลของฮีโมไซโตมิเตอร 

  

N1 

N4 

N2 

N3 

B 

A 
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2. การนับเซลลจะนับเฉพาะเซลลน้ำคร่ำท่ีปรากฎในชองตาราง N1 N2 N3 N4  

(ภาพ 29B) และนำจำนวนเซลลท้ังสี่ชองมาคำนวนตามสูตรดังนี้ 

a. การคำนวณปริมาตรพ้ืนท่ีนับเซลล ดังสมการ 

ปริมาตรพ้ืนท่ีนับเซลล   = 1 มิลลิเมตร (กวาง) × 1 มิลลิเมตร (ยาว) × 0.1 มิลลิเมตร (ลึก)  

                   = 1 × 10-4  มิลลิลิตร (เทากับ 0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร) 

  

b. การคำนวณปริมาณเซลลเฉลี่ย (N1 N2 N3 N4) 

ตัวอยางเชน ถานับเซลลน้ำคร่ำทั้ง 4 ชองใหญ (N1-N4) ได 10, 7, 8 และ 11 สามารถคำนวณเปน

เซลลเฉลี่ย ไดดังนี้ 

จำนวนเซลลเฉลี่ย  = 10+7+8+11

4
 

                                       =  9  เซลล 

 

c. การคำนวณปริมาณเซลลน้ำคร่ำตอมิลลิลิตร ดังสมการ 

จำนวนเซลลตอมิลลิลิตร  =  จำนวนเซลลเฉลี่ย × ตัวแปร × คาการเจือจาง 

โดยตัวแปรมีคาเทากับ 1×104 (ไดมาจากการคำนวณปริมาตรพ้ืนท่ีท่ีนับเซลล 1×10-4 มิลลิลิตร หรือ 

0.1 ลูกบาศกมิลลิลิตร) และคาการเจือจาง เทากับ 1 

ในกรณีนี้มีจำนวนเซลลตอมิลลิลิตร  =  9 × (1×104) x 1 

  =  9 × 104 เซลลตอมิลลิลิตร 

 

d. การคำนวณปริมาณเซลลน้ำคร่ำท้ังหมด 

ตัวอยางเชน ถามีตัวอยางน้ำคร่ำท้ังหมด 10 มิลลิลิตร สามารถคำนวณจำนวนเซลลท้ังหมดได ดังนี้ 

จำนวนเซลลท้ังหมด         =  (จำนวนเซลลตอมิลลิลิตร) × ปริมาตรน้ำคร่ำท้ังหมด (มิลลิลิตร) 

                                 = (9 × 104) × 10 
                                 = 9 × 105 เซลล   
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ภาคผนวก จ สรุปขอไมสอดคลองหนวยมนุษยพันธุศาสตร ปงบประมาณ 2563-2564 

หัวขอ รายละเอียด จำนวนคร้ัง 

(ป 2563-2564) 

รอยละ 

1.เคร่ืองมือ -ไมผานการสอบเทียบ 6+1 = 7 9.1 

2.ขั้นตอนกอนการ

ทดสอบ (pre-

examination 

processes) 

-การติดฉลากชื ่อขางหลอดกับชื ่อระบุในการ 

patch barcode ไมตรงกัน 

-สงสิ่งสงตรวจผิดหนวย 

-เจาะเลือดไมครบทุกการทดสอบ 

-เจาะเลือดใสหลอดกันเลือดแข็งผิดชนิด 

18+9 = 27 35.1 

3. ขั้นตอนทดสอบ 

(examination 

processes) 

-เกิดการปนเปอนเชื้อแบคทีเรีย, รา, ยีสตในการ

เพาะเลี้ยงเซลล 

22+10 = 32 41.5 

4.ขั้นตอนหลังการ

ทดสอบ (post-

examination 

processes) 

-สงผลผิดโรงพยาบาล 

-การสะกดช่ือนามสกุลผูปวยผิด 

8+3 = 11 14.3 

หมายเหตุ ขอมูลในตารางรวบรวมโดยคุณพรรธิภา นิชานนท 
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ประวัติผูเขียน 

ขอมูลดานคุณสมบัติ:             

ชื่อ :  นางสาวออรฎาวรรณ  ปลองออน (Oradawan Plong-on) 

ตำแหนง : นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย 

วุฒิการศึกษา: วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

คุณวุฒิ/วุฒิบัตร สาขา ป พ.ศ. 

ท่ีไดรับ 

สถานศึกษา 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ชีววิทยาโมเลกุลและ 

ชีวสารสนเทศ 

2553 มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

วิทยาศาสตรบัณฑิต เทคโนโลยีชีวภาพ 2543 มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

 

ประวัติการทำงาน:  

วัน เดือน ป ตำแหนง สังกัด 

มี.ค.44-ธ.ค.44 นักวิทยาศาสตร 3 

 (ลูกจางโครงการ) 

ศูนยวิจัยและชันสูตรโรคสัตวภาคใต  

(หนวยพิษวิทยา) 

ม.ค.45-

เม.ย.50 
ผูชวยผูจัดการฝายผลิต โรงงานซูริมิ บริษัทแปซิฟคแปรรูปสัตวน้ำ จำกัด 

1 ต.ค. 53 ผูชวยวิจัย 4 หนวยมนุษยพันธุศาสตร ภาควิชาพยาธิวิทยา  

1 เม.ย. 54 เจาหนาท่ีวิจัย ปฏิบัติการ หนวยมนุษยพันธุศาสตร ภาควิชาพยาธิวิทยา  

1 เม.ย. 55-

จนถึงปจจุบัน 

นักวิชาการวิทยาศาสตร

การแพทย ปฏิบัติการ 

หนวยมนุษยพันธุศาสตร ภาควิชาพยาธิวิทยา  

 

หนาท่ีท่ีรับผิดชอบปจจุบัน: 

• ง านด  าน   Molecular Genetics เ ช  น  สก ั ดด ี เ อ ็ น เ อ , bisulfite conversion, 

เจลอิเล็กโตรฟอริซีส, Multiplex PCR, งานsequencing analysis, งาน Fragment 

Analysis, southern blot , direct dot blot hybridization real-time PCR และ 

MassArray analysis 

• งานดานวิชาการและประกันคุณภาพ 
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 ความสามารถ ความชำนาญ เฉพาะตำแหนงที่ครองอยูในปจจุบัน .เชน technique 

ดาน  Molecular Biology เชน สกัดดีเอ็นเอ,bisulfite conversion, เจลอิเล็กโตรฟอริ

ซ ี ส , Multiplex PCR, Real-time PCR, PCR-RFLP, allele specific PCR, ง า น

sequencing, ง าน  Fragment Analysis, MLPA technique, southern blot , direct 

dot blot hybridization , MassArray anlysis งานออกแบบโพรบและไพรเมอร รวมถึง

งานสืบคนขอมูลดาน Bioinformatics 

 

หนาที่พิเศษ: (นอกเหนือจากงานประจำ หรือไดรับมอบหมายจากผูบังคับบัญชา เชน งาน QA, 

HA,  อาชีวอนามัย, รับผิดชอบในการประเมินการทดสอบใหมๆ ฯลฯ) 

• จัดทำระบบประกันคุณภาพ ISO 15189 ของหนวยฯ (สวนของ Molecular genetic 

Lab) 

 

ผลงานวิจัย: 

- Mikhailov A, Fennell A, Plong-on O, Sripo T, Hansakunachai T, Roongpraiwan 

R, et al. Screening of NLGN3 and NLGN4X genes in Thai children with autism 

spectrum disorder. Psychiatric Genetics. 2014;24(1) 

- Yangngam S, Plong-On O, Sripo T, Roongpraiwan R, Hansakunachai T, 

Wirojanan J, et al. Mutation screening of the neurexin 1 gene in thai patients 

with intellectual disability and autism spectrum disorder. Genetic testing and 

molecular biomarkers. 2014;18(7):510-5. 

- Rujirabanjerd S, Plong-on O, Sripo T, Limprasert P. Subtelomeric aberrations 

in Thai patients with idiopathic mental retardation and autism detected by 

multiplex ligation-dependent probe amplification. Asian Biomedicine. 

2015;9(4):501-9. 

- เปนผูรวมวิจัย และเผยแพรผลงานวิชาการแบบโปสเตอร เรื ่อง Molecular genetic 

testing of fragile x syndrome: 14 years experience at Songklangarind Hospital 

(2000-2013) ในงานประชุมว ิชาการประจำป 2557 คณะแพทยศาสตร ครั ้งที ่ 30  

Tracks and Trends in healtcare ตีพมพในหนังสือ หนา 216 

- Oradawan Plong-on, Pornsiri Sangmanee, Areerat Hnoonual and Chariyawan 

Charalsawadi. Duchenne and becker muscular dystrophy: A molecular 
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approach at Songklanagarind Hospital during 2007-2018. กา รป ร ะช ุ ม ว ิ ช า

ประจำป  2562 คณะแพทยาศาสตร   คร ั ้ งท ี ่  35 (Healthcare Challenges in the 

disruptive era) 2019 

- Wongpaiboonwattana W, Plong-On O, Hnoonual A, Limprasert P. Significant 

associations between 5-hydroxytryptaminetransporter-linked promoter 

region polymorphisms of the serotonin transporter (solute carrier family 6 

member 4) gene and Thai patients with autism spectrum disorder. Medicine. 

2020;99(36):e21946. 
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