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เอในผูปวยกลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน ดวยวิธีการเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารยีน 

SNRPN การแปลผลและการรายงานผลการทดสอบ รวมถึงสรุปปญหา อุปสรรค แนวทางแกไข

ปองกันปญหาที่อาจเกิดขึ้นในทุกขั้นตอนของการทดสอบ อีกทั้งยังมีขอเสนอแนะงานวิจัยเพิ่มเติม 

เรื ่องการระบุสาเหตุกลไกการเกิดโรคของผู ปวยแตละราย ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการวางแผน

ครอบครัวของผูปวย ท้ังชวยลดความกังวลและลดการเปนกลับซ้ำในลูกคนถัดไป 

 ผูเขียนหวังเปนอยางยิ่งวาเนื้อหาในคูมือจะเปนประโยชนตอผูอาน เพ่ือนำไปประยุกตใช

ในการปฏิบัติงานการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการดานอณูพันธุศาสตรในผูปวยกลุมอาการพรา

เดอร-วิลลี่และเอนเจลแมนและผูปวยโรคทางพันธุกรรมอื่นๆ ที่ใชเทคนิคการตรวจที่คลายคลึงกัน 

หากคู มือเลมนี้มีขอบกพรองประการใด ผู เขียนมีความยินดีนอมรับคำแนะนำและแลกเปลี ่ยน

ขอคิดเห็นจากผูอานทุกทานเพ่ือนำไปปรับปรุงแกไขตอไป 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

ความเปนมาและความสำคัญของปญหา 

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

(Angelman syndrome, AS) เปนโรคทางพันธุกรรมท่ีมีสาเหตุการเกิดโรคจากความผิดปกติของ

โครโมโซมคูท่ี 15 แขนขางยาวท่ีตำแหนง q11-q13 ซ่ึงเปนบริเวณท่ีเรียกวา “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) โรคกลุมนี้จัดอยูในโรคหายาก (rare disease) พบไดนอย แตตัวโรคมีความ

รุนแรงสูง ผูปวยมักจะมีลักษณะอาการพัฒนาการลาชาตั้งแตแรกเกิด และอาการจะรุนแรงขึ้นจนไม

สามารถชวยเหลือตัวเองในชีวิตประจำวันได แมเปนโรคท่ีรักษาไมหาย แตการตรวจวินิจฉัยโรคตั้งแต

ชวงตนของอายุ และเขารับการรักษาทันที จะชวยใหการพยาการณโรคดีขึ้น ทำใหผูปวยชวยเหลือ

ตัวเองเบื้องตนในชีวิตประจำวันได ซึ่งจะชวยลดภาระของผูปกครอง การตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-

วิลลี่และแอนเจลแมนในปจจุบัน ใชเกณฑการวินิจฉัยทางคลินิกโรคพราเดอร-วิลลี่ที่พัฒนาขึ้นในป 

1993 (4) และโรคแอนเจลแมนใชเกณฑท่ีถูกพัฒนาโดยคณะกรรมการที่ปรึกษาทางวิทยาศาสตรของ

มูลนิธิ US Angelman Syndrome (5) ซ่ึงเปนเกณฑไดรับการพิสูจนแลววาแมนยำ อยางไรก็ตามการ

วินิจฉัยดวยอาการทางคลินิกเพียงอยางเดียวในผูปวยบางรายท่ีการดำเนินโรคไมชัดเจนไมครบตาม

เกณฑการวินิจฉัยทางคลินิก อาจตองใชระยะเวลานานพอสมควร ดังนั้นจึงมีการนำการทดสอบทาง

หองปฏิบัติการมาชวยยืนยันการวินิจฉัยทางคลินิก (Confirmatory diagnostics testing) ซึ่งทำได

อยางรวดเร็ว ชวยใหแพทยวินิจฉัยโรคมีความแมนยำและรวดเร็วมากขึ้น เพื่อนำไปสูการรักษาท่ี

เหมาะสมและทันเวลา  

 การตรวจทางหองปฏิบัติการเพ่ือการวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนท่ีหนวย

มนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร เปดบริการทดสอบมาตั้งแตป 2550 เปนตน

มา ดวยรหัสกรมบัญชีกลาง 37512 ราคาทดสอบ 2,500 บาท ซ่ึงราคาครอบคลุมท่ีกรมบัญชีกลางเบิก

ได ตรวจดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN (Methylation-Specific PCR for 

SNRPN gene) ที ่พัฒนาขึ ้นเอง (In-house method) โดยใชลำดับเบสของไพรเมอรอางอิงจาก

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

(28, 29) ซึ่งเปนผลงานวิจัยท่ีนาเชื่อถือซึ่งเผยแพรในวาระดับนานาชาติ ใชน้ำยาพีซีอารและสภาวะท่ี

เหมาะในการเกิดปฏิกิริยาที่พัฒนาขึ้นเอง และมีกระบวนการตรวจสอบความใชไดของวิธีการทดสอบ 

(method validation) เพ่ือยืนยันแลววามีความถูกตองและแมนยำกอนนำมาใชจริง ปริมาณตัวอยาง

สงตรวจ มีประมาณ 2-3 ตัวอยางตอเดือนซ่ึงเปนจำนวนท่ีคอนขางนอย การใชชุดทดสอบสำเร็จรูปท่ีมี

ราคาแพงและมีอายุการเก็บสั้นเพียง 1-2 ป จึงไมเหมาะสมเพราะจะทำใหตนทุนทดสอบสูงเกินราคา
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การทดสอบ อยางไรก็ตามวิธีการทดสอบที่พัฒนาขึ้นเอง แมวาจะมีขอดีเรื่องตนทุนทดสอบต่ำกวาชุด

ทดสอบสำเร็จรูป แตหากเปรียบเทียบขั้นตอนการปฏิบัติงาน วิธีการทดสอบที่พัฒนาขึ้นเองจะมีการ

เตรียมน้ำยาเอง ยุงยากกวาการทดสอบสำเร็จรูป  

จาการเก็บขอมูลอัตราการเกิดอุบัติการณที่เกิดขึ้นกับการทดสอบดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-

สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN ของหนวยมนุษยพันธุศาสตร ตั ้งแตป 2563-2565 พบวามีการ

ทำซ้ำหลายครั้งในหนึ่งตัวอยางทดสอบ รอยละ 30 และพบการแปลผลผิดเปนผลบวกลวงจำนวนหนึ่ง

เหตุการณซ่ึงมีแนวโนมท่ีจะเกิดการรายงานผลคลาดเคลื่อนข้ึนได การวิเคราะหสาเหตุผังกางปลาจาก

อัตราอุบัติการณของหนวยงาน พบวาขอผิดพลาดที่ทำใหเกิดการทำซ้ำ มีสาเหตุสวนใหญเกิดจาก

ความผิดพลาดของผูปฏิบัติงานเอง (human error) ท่ีขาดความรูความเขาใจ รวมถึงลักษณะงานเปน

งานละเอียดที่ยุงยาก ซับซอน ระดับตติยภูมิ งานมีหลายขั้นตอนตอเนื่องกัน ซึ่งตองใชประสบการณ

ความชำนาญเฉพาะดานของผูปฏิบัติงานที่จะทำใหการทดสอบสำเร็จลุลวง จากปญหาดังกลาว จึง

จัดทำคูมือการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน ดวยเทคนิคการ

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN ข้ึน   

 

วัตถุประสงค 

1. เพื่อใชเปนแนวทางสำหรับผูปฏิบัติงานหรือผูรวมที่ทำงานทดแทนในการตรวจทดสอบทาง

หองปฏิบัติการสำหรับการวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวยวิธีเมทิลเลชั่น-

สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN  

2. เพื่อเปนคู มือในการกำกับตรวจสอบการปฏิบัติงาน เพื่อใหเกิดความมั่นใจวาคนทำงาน

สามารถปฏิบัติงานตามวิธีการท่ีกำหนดไดอยางสม่ำเสมอและมีประสิทธิภาพ 

3. เปนเครื่องมือในการฝกอบรมและสอนงาน 

4. เพ่ือใหผูปฏิบัติงานใชอางอิงมิใหเกิดความผิดพลาดในการปฏิบัติงาน 

5. เพ่ือใหผูรับบริการไดรับการแปลผลการทดสอบท่ีถูกตอง 

 

ขอบเขต 

 คู มือนี ้สำหรับผู ปฏิบัติงานดานอณูพันธ ุศาสตร ใชเปนแนวปฏิบัติในการตรวจทาง

หองปฏิบัติการสำหรับการวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน มีขอบเขตเนื้อหาเกี่ยวกับชนิด

สิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตร การเตรียมตัวอยางกอนตรวจวิเคราะห การตรวจวิเคราะหดวยวิธีเมทิล
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เลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN การควบคุมคุณภาพการทดสอบ การแปลผลการทดสอบ 

และการรายงานผลการทดสอบใหผูรับบริการ 

นิยามศัพทเฉพาะ/คำจำกัดความ 

การตรวจทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร (Molecular genetics testing) หมายถึง

ตรวจหาความผิดปกติของสารพันธุกรรม ดวยการใชเทคนิคทางพันธุศาสตรระดับโมเลกุลแบบตางๆ 

เชน เทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction ,PCR), เทคนิคการไฮบริไดเซชัน 

(Hybridization), เทคนิคการหาลำดับนิวคลีโอไทด (Sequecning), เทคนิคอารเอฟแอลพี (RFLP, 

Restriction fragment length polymorphism) และเทคนิคเน็ก เจนเนอรเรชั่น ซีเควนซ่ิง (Next 

Generation sequencing, NGS) เปนตน 

สิ ่งสงตรวจ (specimens) หมายถึง เลือด น้ำคร่ำ เลือดจากสายสะดือ (หรือเซลล

เพาะเลี้ยงจากสิ่งสงตรวจ) หรือชิ้นเนื้อของผูปวยทีใชเปนตัวอยางในการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ 

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

คลินิกที่พบไดบอย ไดแก มีภาวะกลามเนื้อตึงตัวนอย (hypotonia) การกินอาหารลำบากในชวงวัย

ทารก ตอมาในวัยเด็กจะกินจุและเปนโรคอวน มีพัฒนาการลาชาท้ังดานการเคลื่อนไหวและภาษา  

โรคแอนเจลแมน (Angelman, AS) หมายถึง โรคทางพันธุกรรมที่มีลักษณะทางคลินิก

หลากหลาย ไดแก มีการพัฒนาลาชาแบบรุนแรงโดยเฉพาะพัฒนาการชาดานการพูด หรือมีสติปญญา

บกพรอง มีอาการเดินเซ หรือแขนขาสั่น และมีพฤติกรรมท่ีเฉพาะ เชน หัวเราะบอยไมสมเหตุสมผล มี

ขนาดศรีษะเล็ก และมักพบอาการชักไดบอย 

การทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่น (bisulfite conversion) หมายถึง ขั้นตอนการเปลี่ยนดี

เอ็นเอดวยสารเคมี เพื่อทำใหเกิดความแตกตางระหวางดีเอ็นเอที่มีภาวะเมทิลเลชั่น (methylation) 

และดีเอ็นเอปกติที่ไมมีภาวะเมทิลเลชั่น (unmethylation) ดวยการใชสารไบซัลไฟต (bisulfite, 

NaHSO3) เขาไปดึงหมูอะมิโน (deamination) ออกจากเบสไซโตซีน (cytosine, C) ทำใหดีเอ็นเอ

ปกติที่ไมมีการเติมหมูเมทิล (methyl group) เบสไซโตซีน (cytosine, C) จะถูกเปลี่ยนเปนเบสยูรา

ซิล (uracil, U) แตถาดีเอ็นเอท่ีมีการเติมหมูเมทิล เบสไซโตซีนจะไมเปลี่ยนแปลงคงสภาพเชนเดิม 

พีซีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR) หมายถึง ปฏิกิริยาลูกโซที่ใชในการเพ่ิม

จำนวน (amplification) ดีเอ็นเอที่เราศึกษาอยางจำเพาะในหลอดทดลองใหเพิ่มจำนวนมากเปนลาน

เทาในเวลาสั้น เปนเทคนิคท่ีใชการแพรหลายมากท่ีสุดในงานดวยอณูพันธุศาสตรในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด 

พีซีอาร ไซเคิล (PCR cycle) หมายถึง วงรอบของการเกิดปฏิกิริยาพีซีอารท่ีมีการควบคุม

อุณหภูมิและเวลา เพื่อใหพีซีอารเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสม ซึ่งแตละรอบประกอบดวย 3 ขั้นตอนไดแก 

ข้ันตอน denaturation ข้ันตอน annealing และข้ันตอน extension 
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ซิงเกิ่ลเพล็กซพีซีอาร (singleplex PCR) หมายถึง พีซีอารที่เพิ่มจำนวนดีเอ็นเอที่ศึกษา

โดยไพรเมอรเพียง 1 คู 

มัลติเพล็กพีซีอาร (multiplex PCR) หมายถึง พีซีอารท่ีเพ่ิมจำนวนดีเอ็นโดยใชไพรเมอร

มากกวา 1 คูในปฏิกิริยาพีซีอารเดียว 

เมทิลเลชั ่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN (Methylation-Specific PCR (MS-

PCR) for SNRPN gene หมายถึง พีซีอารรูปแบบหนึ่งที่ใชตรวจภาวะเมทิลเลชั่นที่เบสไซโตซีนบน

โปรโมเตอรของยีน SNRPN สำหรับตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอน

เจลแมน 

อัลลีล (allele) หมายถึง ยีนที ่ควบคุมลักษณะเดียวกันจะอยู ที ่ตำแหนงเดียวกันบน

โครโมโซมคูท่ีเหมือนกัน โดยอาจมีรูปแบบของยีนเหมือนหรือตางกันก็ได รูปแบบของยีนนี้เรียกวา  

อัลลีล ปกติแลวยีนท่ีกำหนดลักษณะหนึ่ง ๆ จะถูกควบคุมโดยอัลลีล 2 อัลลีลท่ีมาจากพอและจากแม 

เจลอิเล็กโตรฟอริซีส (gel electrophoresis) หมายถึง เทคนิคที่ใชในการวิเคราะหการ

แยก การทำบริสุทธิ์ชิ้นดีเอ็นเอหรือผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ดวยการใชกระแสไฟฟาพา 

ดีเอ็นเอเคลื่อนท่ีผานตัวกลาง คือเจล ซ่ึงการเคลื่อนท่ีข้ึนขนาดและรูปราง ทำใหสามารถแยกชิ้นดีเอ็น

เอที่มีขนาดและรูปรางที่แตกตางออกจากกันได แลวทำการตรวจสอบดีเอ็นเอในเจลดวยการยอม

สารละลายเอธิดียมโบรไมด (ethidium bromide) และนำไปถายดวยเครื ่องถายภาพเจล (gel 

documentation) 
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บทท่ี 2 

บทบาทหนาท่ีความรับผิดชอบ 

บทบาทหนาที่ความรับผิดชอบของตำแหนง 

 ปฏิบัติงานในฐานะนักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยที่มีประสบการณทางการตรวจ

วิเคราะหดานอณูพันธุศาสตร ท่ีหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาวิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร โดย

ใชความรู ความสามารถ ความชำนาญงาน ทักษะ และประสบการณสูง ในดานงานตรวจวิเคราะหดี

เอ็นเอดวยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร ปฏิบัติงานที่ตองทำการศึกษา คนควา ทดลอง วิเคราะห 

สังเคราะหและวิจัย เพื่อพัฒนากระบวนการตรวจวิเคราะหของรายการทดสอบเดิม แกปญหาในงาน

ตรวจวิเคราะหที่มีความยุงยาก รวมถึงพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหใหมเพื่อเปดบริการรายการ

ทดสอบใหม และปฏิบัติงานอ่ืนตามท่ีไดรับมอบหมาย 

ลักษณะงานที่ปฏิบัติ 

 ลักษณะงานที่ปฏิบัติในดานตางๆ 4 ดาน ไดแก ดานปฏิบัติการ ดานการวางแผน ดาน

การประสานงาน และดานการบริการ มีรายละเอียดดังนี้ 

1. ดานการปฏิบัติการ 

(1) ปฏิบัติการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอดวยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตรในสิ่งสงตรวจของ 

ผูรับบริการตรวจวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรม ไดแก ผูปวยกลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

ผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอ็กซเปราะ ตรวจหาการกลายพันธุของยีน MECP2 และการกลายพันธ

ของยีน ARX รวมถึงตรวจคัดกรองภาวะดาวซินโดรมกอนคลอดดวยเทคนิคคิวเอฟพีซีอาร (QF-PCR 

for aneuploidy screening: chromosome 13 18 21) และการตรวจคัดกรองยีนเสี่ยงแพยากอน

การใชยาบางชนิด ไดแก ตรวจยีน HLA-B*15:02 เพื ่อคัดกรองความเสี ่ยงแพยาคารบามาซีปน 

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

(allopurinol) และตรวจยีน CYP2C19 เพื่อคัดกรองความเสี่ยงแพยาโคลพิโดเกรล (clopidrogel) 

งานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอเพ่ือตรวจวินิจฉัยโรคเปนลักษณะงานท่ียุงยากซับซอนระดับตติยภูมิ ตองใช

กระบวนการทดสอบทางหองปฏิบัติการหลายขั้นตอนดังนี้ 1) การรับสิ่งสงตรวจ 2) การสกัดดีเอ็นเอ 

3) การเปลี่ยนดีเอ็นเอดวยกระบวนไบซัลไฟต คอนเวอรชั่น 4) การทดสอบดวยเทคนิคพีซีอาร 5) การ

ทำเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 6) และการรายงานผล โดยผลการทดสอบจะถูกสงตอใหแพทยเจาของไขใชใน

การประกอบการวินิจฉัยทางคลินิก เพื่อคนหาสาเหตุ แนวทางการรักษาและพยากรณโรค วิเคราะห

ความรุนแรง ติดตามผลการรักษา การปองกันและเฝาระวังโรค  

(2) กำหนดวิธีการทดสอบและเปนแกนนำหลักในรายการทดสอบเปดใหม ไดแก 
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 รายการทดสอบตรวจคัดกรองยีน HLA-B*58:01 (ยีนเสี่ยงแพยา allopurinol) และรายการทดสอบ 

CYP2C19 genotyping (ยีนเสี่ยงแพยา clopidrogel) รวมถึงการพัฒนาเทคนิคทริปเพล็ทส รีพีท 

ไพรม พีซีอารที่พัฒนาขึ้นเอง (inhouse triplet repeat-primed PCR, inhouse TP-PCR) ทดแทน

การตรวจดวยชุดทดสอบสำเร็จรูปท่ีมีราคาแพงในรายการทดสอบเดิมสำหรับการตรวจวิเคราะหดีเอ็น

เอในผูปวยกลุมอาการโครโมโซมเอ็กซเปราะ กำหนดคุณลักษณะเฉพาะของเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณ 

น้ำยา และควมคุมการใชเครื่องมือตางๆ ของหนวยในงานดานอณูพันธุศาสตร เพ่ือใชในการปฏิบัติงาน

ไดอยางมีประสิทธิภาพ ไดแก การจัดทำแผนการจัดซื้อเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณ น้ำยา โดยมีการ

กำหนดคุณลักษณะเฉพาะตองานตรวจดานอณูพันธุศาสตร จัดทำแผนบำรุงรักษาและแผนสอบเทยีบ

เครื่องมือประจำปในงานดานอณูพันธุศาสตร และติดตามการดำเนินการใหเปนไปตามแผน  

(3) การจัดทำเอกสารวิชาการ โดยจัดทำคูมือท่ีเก่ียวของกับงานในความรับผิดชอบ 

 เพื่อพัฒนามาตรฐานการปฏิบัติงานใหมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น ไดแก คูมือการสกัดดีเอ็นเอจากสิ่งสง

ตรวจและตรวจสอบปริมาณ/คุณภาพดีเอ็นเอ คูมือการเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอดวยเทคนิคไบซัลไฟต 

คอนเวอรชั่น (bisulfite conversion) คูมือการตรวจวิเคราะหกลุมอาการโครโมโซมเอ็กซเปราะดวย

เทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอาร คูมือการตรวจวิเคราะหกลุมอาการโครโมโซมเอ็กซเปราะดวย

เทคนิคแฟรกเมนท อะแนลลิซิส (Fragment analysis) คูมือการตรวจวิเคราะหพาหะกลุมอาการ

โครโมโซมเอ็กซเปราะดวยเทคนิคทริปเพล็ทส รีพีท ไพรม พีซีอาร (triplet repeat-primed PCR, 

TP-PCR) คูมือการใชเครื่องวิเคราะหสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (Genetics Analyzer) คูมือการทำ

เซาเทิรท บลอท อะแนลลิซิส (Southern blot analysis) สำหรับตรวจวินิจฉัยโรคโครโมโซมเอ็กซ

เปราะ คูมือการเตรียมโพรบ Stb12.3 และการตรวจสอบความถูกตองของโพรบ (probe validation) 

คูมือการเตรียมน้ำยาสารเคมีสำหรับงานทางอณูพันธุศาสตรและคูมือการทำเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

รวมถึงทำงานวิจัยและเผยแพรผลงานทางดานวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย เพ่ือพัฒนางานวิชาการ 

ไดแก งานวิจัยที่เกี่ยวกับการรวมขอมูลผลการทดสอบและวิเคราะหผล มีผลงานนำเสนอในรูปแบบ

โปสเตอรในงานประชุมวิชาการคณะแพทยจำนวน 2 เรื่อง ในป 2557 และป 2562 และทำงานวิจัย

ดานวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยรวมกับอาจารยประจำหนวย โดยมีผลงานวิจัยเผยแพรในวารสาร

ระดับนานาชาติ จำนวน 4 ฉบับ ตั้งแตป 2557 ป 2558 และป 2563 

(4) ใหบริการวิชาการดานตางๆ ชวยสอนนักศึกษา/นักศึกษาแพทยและแพทยตอยอด 

เฉพาะทางที่มาฝกอบรมดูงานที่หนวยงานมนุษยพันธุศาสตร ไดแก การสอนเกี่ยวกับหลักการและ

วิธีการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอดวยเทคนิคอณูพันธุศาสตร ใหคำปรึกษา แนะนำ  

2. ดานการวางแผน  

(1) วางแผนงานในการเปดรายการการทดสอบใหมของหนวยงาน เชน CYP2C19 
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genotyping โดยการเลือกเทคนิคการทดสอบที ่เหมาะสม โดยพิจารณาจากความถูกตองและ

นาเชื่อถือ และการคำนวณตนทุนการทดสอบแลวใกลเคียงกับราคาจากกรมบัญชีกลางมากท่ีสุด 

(2) วางแผนแกปญหาท่ีเกิดจากการปฏิบัติงาน โดยจัดทำเปนโครงการพัฒนางานของ 

หนวยเพ่ือปรับปรุงข้ันตอนการปฏิบัติงานเดิม เชน โครงการจัดทำวิธีการมาตรฐานในการสกัดดีเอ็นเอ

จากน้ำคร่ำและเซลลเพาะเลี้ยงจากน้ำคร่ำ เพื่อใชในการทดสอบกอนคลอดที่ตองการใชดีเอ็นเอ

มากกวาปกติ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและลดตนทุน เพื่อใหการดำเนินงานบรรลุเปาหมายและและ

ผลสัมฤทธิ์ตามท่ีกำหนด 

(3) วางแผนปฏิบัติงานขอการรับรอง ISO 15189 ในรายการทดสอบดังนี้ การตรวจหา 

ความผิดปกติทางพันธุกรรมกลุมอาการโครโมโซมเอ็กซเปราะในการวินิจฉัยภาวะปญญาออนที่ไม

ทราบสาเหตุในสิ่งสงตรวจดวยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร และการตรวจทางอณูพันธุศาสตรในผูปวย

กลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

(4) วางแผนสั่งซ้ือน้ำยา สารเคมี อุปกรณประจำปท่ีใชในงานดานอณูพันธุศาสตร และ 

ทำรายการสั่งซ้ือแจงไปยังหนวยจายกลาง 

3. ดานการประสานงาน  

ประสานงานกับหนวยงานดังตอไปนี้ 

(1) หองปฏิบัติการสงตอภายนอก เชน ณ หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร ศูนยจีโนมิกส 

ศิริราช คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล เพื่อการจัดสงตัวอยาง และการรับสงใบรายงานผลการ

ทดสอบ 

(2) หนวยงานเงินรายได เพ่ือการออกใบเสร็จใหผูปวยในกรณีตัวอยางสงตรวจมาจาก 

โรงพยาบาลภายนอกท่ีไมมีสัญญาในระบบเงินเชื่อ  

(3) ฝายไอที เพ่ือแจงปญหาท่ีเกิดจากโปรแกรมรับลงทะเบียนและการรายงานผล  

(4) แพทย พยาบาล เจาหนาท่ี OPD/ward หรือโรงพยาบาลนอก กรณีสิ่งสงตรวจมี 

ปญหา/ไมเหมาะสม หรือแจงผลเบื้องตนในรายการทดสอบคัดกรองแพยาเปนผลบวกในคนไขจาก 

Ward หรือประสานงานแพทยเจาของไขเพ่ือขอเลือดพอหรือแมเพ่ือตรวจยืนยันผล 

(5) เจาหนาท่ีธุรการสาขาวิชาพยาธิวิทยา เพ่ือจัดสงรายการเรียกเก็บเงินจากรายการสง 

ตรวจจากโรงพยาบาลภายนอกประจำเดือน  

(6) ผูปวย กรณีแพทยประจำหนวยตองการนัดผูปวยมารับคำปรึกษาทางพันธุกรรม 

(7) หนวยจายกลางของสาขาวิชา เพ่ือจัดซ้ือจัดจาง และการตรวจสอบครุภัณฑประจำป  

(8) ฝายเภสัชกรรม เพ่ือจัดสงและรวบรวมขอมูลคนไขท่ีผลการตรวจคัดกรองยีนแพยา 

ใหผลเปนบวก  

(9)  ฝายวิศวกรรมหรือชางของบริษัทผูขาย เพ่ือแจงซอมเครื่องมืออุปกรณชำรุด 
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4. ดานการบริการ  

(1) ฝกอบรม ถายทอดความรู ทางดานวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย และการตรวจ 

วิเคราะหดีเอ็นเอเพื่อตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิคอณูพันธุศาสตรแกผูปฏิบัติงานใหม และนักศึกษา

นักศึกษาแพทย แพทยประจำบานตอยอดท่ีมาฝกอบรม ดูงาน เยี่ยมชมท่ีหนวยงาน 

(2) ถายทอดความรู และฝกอบรมเชิงปฏิบัติ เรื่องเทคนิคซีเควนซ่ิง อะแนลลิซิส 

(sequencing analysis) ใหกับผูปฏิบัติงานหนวยงานอื่นๆ เชน ผูปฏิบัติงานหนวยธาลัสซีเมีย และ

ผูปฏิบัติงานหนวยจุลชีววิทยา 

(3) เปนผูชวยสอนเรื่องการสกัดดีเอ็นเอและเทคนิคพีซีอารใหกับนักศึกษาแพทยในราย 

วิชาสอน Human Genetics 

(4) ใหคำปรึกษาแนะนำทางโทรศัพทแกแพทย พยาบาล หรือผูรับบริการ เก่ียวกับราย 

ละเอียดการทดสอบ เชน การเก็บตัวอยางสิ่งสงตรวจที่เหมาะสมกับงานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ การ

เลือกวิธีการทดสอบใหเหมาะสมกับอาการทางคลินิก การใหขอมูลเกี่ยวกับความไว (sensitivity) 

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

(5) ใหคำปรึกษา แนะนำเบื้องตนทางโทรศัพทแกแพทยท่ีตองการสงตรวจวิเคราะห 

ดีเอ็นเอเพื่อวินิจฉัยโรคอื่นๆท่ีนอกเหนือจากรายการทดสอบที่เปดบริการ โดยจะสืบคนขอมูลใน

ฐานขอมูลยีนรีวิว (GeneReview) และจะติดตอประสานงานกับหนวยอณูพันธุศาสตร สถาบันสงเสริม

การวิจัย คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล เพื่อสอบถามวามีการเปดบริการทดสอบโรคดังกลาว

หรือไม และจะแจงขอมูลกลับแกแพทย  

(6) มีสวนรวมจัดทำเอกสารวิชาการรูปแบบวิดีโอในหนังสือออนไลน Binla book เรื่อง 

Molecular genetic testing tesing technique-polymerase chain reaction and 

electrophroresis หวัขอเรื่องการทำเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส และเทคนิคพีซีอารในวิชาเรียน Human 

genetics เพ่ือเผยแพรความรูดานเทคนิคทางอณูพันธุศาสตรท่ีสนับสนุนภารกิจของหนวยงานใหแก

นักศึกษาแพทย  

 

โครงสรางการบริหารจัดการ 

หนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาวิชาพยาธิวิทยาเปนหนวยงานที่อยูในคณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร มีโครงสรางบริหารจัดการดังนี้ 

 1.โครงสรางองคกร (Organization Chart) 

 2.โครงสรางการบริหาร (Administration Chart) 

 3.โครงสรางการปฏิบัติงาน (Activity chart)  
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โครงสรางองคกร (Organization Chart) 

 

 
 

 

 

 

แผนภูมิ 1 โครงสรางองคกร (Organization Chart) 

 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

คณะแแพทยศาสตร 

สำนักงานคณะแแพทยศาสตร โรงพยาบาลสงขลานครินทร          สาขาวิชา 

สาขาวิชาพยาธิวิทยา 

หนวยงานบริการ หนวยงานสนับสนนุงานบริการ 

หนวยธุรการ 

หนวยจายกลาง 

หนวยโลหิตวิทยา *หนวยมนุษยพันธุศาสตร 

หนวยเคมีคลินิก หนวยจุลชีววิทยา 

หนวยธาลัสซีเมีย หนวยพยาธิวิทยากายวิภาค 

หนวยจุลทรรศนศาสตรคลินกิ หนวยรับสิ่งสงตรวจ 

หนวยจุลทรรศนอิเล็กตรอน หนวยภูมิคุมกันและไวรัสวิทยา 

หนวยนิติเวชศาสตรและ        

พิษวิทยา 

หนวยคลังเลือดและ 

เวชศาสตรบริการโลหิต 

หองปฏิบัติการฉุกเฉินและ

ฮอรโมน 

*หนวยงานท่ีผูจัดทำคูมือสังกัด 
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โครงสรางการบริหาร (Administration Chart) 

 

 
 

 

แผนภูมิ 2  โครงสรางการบริหาร (Administration Chart) 

โครงสรางการปฏิบัติงาน (Activity chart) 

อธิการบดี

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

คณบดีคณะแแพทยศาสตร 

หัวหนาสำนักงาน

คณะแแพทยศาสตร 

ผูอำนวยการ           

โรงพยาบาลสงขลานครินทร 

 
    หัวหนาสาขาวิชา 

หัวหนาสาขาวิชาพยาธิวิทยา 

หนวยงานสนับสนนุงานบริการ 

หัวหนาหนวยธุรการ 

หัวหนาหนวย      

จายกลาง 

หนวยงานบริการ 

หัวหนาหนวยโลหิตวิทยา *หัวหนาหนวยมนุษยพันธศุาสตร 

หัวหนาหนวยเคมีคลินิก หัวหนาหนวยจุลชีววิทยา 

หัวหนาหนวยธาลัสซีเมีย หัวหนาหนวยพยาธิวิทยากาย

 
หัวหนาหนวยจุลทรรศนศาสตรคลินิก

 

หัวหนาหนวยรับสิ่งสงตรวจ 

หัวหนาหนวยจุลทรรศนอิเล็กตรอน หัวหนาหนวยภูมิคุมกันวิทยาและไวรัสวิทยา 

หัวหนาหนวยนิติเวชศาสตรและ        

พิษวิทยา 

หัวหนาหนวยคลังเลือดและ 

เวชศาสตรบริการโลหิต 

หัวหนาหองปฏิบัติการฉุกเฉินและ

ฮอรโมน 

*หนวยงานท่ีผูจัดทำคูมือสังกัด 
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แผนภูมิ 3 โครงสรางการปฏิบัติงาน (Activity chart) 

  

รศ.นพ.เรืองศักด์ิ ลีธนาภรณ 

คณบดีคณะแพทยศาสตร 
 

อ.นพ.วิระชัย สมัย 

หัวหนาสาขาวิชาพยาธิวิทยา 

ผศ.ดร.นิวัติ แกวประดับ 

อธิการบดี

 

ผศ.ดร.พญ.ฉริยาวรรณ  จรัลสวัสด์ิ 

หัวหนาหนวยมนุษยพันธุศาสตร 

1. ผศ.นพ.คณุตม จารุธรรมโสภณ 

2. ผศ.ดร. อารียรัตน หนูนวล 

3. อ.นพ.จิรกิตต์ิ สัตยาภรณพิพัฒน 

อาจารย/ แพทย 

น.ส. วรทัย  ไหมศรีขาว 

หัวหนางาน 

พนักงานหองปฏิบัติการ 

น.ส.ชนาภา ศิริกิจ 

 

นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย 

1. น.ส. จริยา  ขายมาน 

2. นาง พรรธิภา  นิชานนท 

3. นาง เสาวนีย  ยูโซะ  

4. นาย เธียรชัย  เบญจพลพิทักษ 

5. นาย อัศนัย  จันทรพงค  

6. น.ส. ศิริพร  กลอดแกว 

7. นาย ธีรยุทธ  คงคากุล 

8. น.ส. ออรฎาวรรณ  ปลองออน* 

9. น.ส. พรศิริ  แสงมณี 

*ผูจัดทำคูมือ 
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บทท่ี 3 

หลักเกณฑวิธีการปฏิบัติงานและเง่ือนไข 

หลักเกณฑการปฏิบัติงาน 

การตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซี 

อารยีน SNRPN ท่ีหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร ยึดหลักการทำงานตาม

คานิยมหลัก 6 ประการ ไดแก สมรรถนะวิชาชีพ (competency) มุงเนนคุณภาพ (quality focus) 

มุงเนนผูรับบริการ (customer focus) การปรับปรุงอยางตอเนื่อง (continuous quality 

improvement) การทำงานเปนทีม (teamwork) และการมีจิตสำนึกดานความเสี่ยงและความ

ปลอดภัย (risk and safety awareness) โดยใชหลักเกณฑการปฏิบัติงานตามระบบบริหารจัดการ

หองปฏิบัติการทางการแพทยตามมาตรฐาน ISO 15189: 2012 ตามขอกำหนดวิชาการ 10 ขอ ไดแก 

ดานบุคลากร ดานสถานท่ีและสภาพแวดลอม ดานเครื่องมือหองปฏิบัติการน้ำยาและวัสดุสิ้นเปลือง 

ดานกระบวนการกอนการทดสอบ (Pre-examination processes) ดานกระบวนการทดสอบ 

(Examination processes) ดานการสรางความม่ันใจในคุณภาพผลการทดสอบ ดานกระบวนการหลัง

การทดสอบ (Post-examination processes) การรายงานผล การออกผล และดานการจัดการขอมูล

ทางหองปฏิบัติการ รวมถึงใชหลักฐานเชิงประจักษท่ีไดจากการสืบคนงานวิจัยการทบทวนวรรณกรรม

ท่ีเก่ียวของมาประยุกตใชพัฒนากระบวนการทดสอบใหมีประสิทธิภาพมากข้ึน เพ่ือใหการทดสอบทาง

หองปฏิบัติการใหผลการทดสอบท่ีถูกตองรวดเร็ว ซ่ึงเปนประโยชนตอแพทยท่ีจะนำไปใชในการ

วินิจฉัย คนหาสาเหตุ รักษา พยากรณ วิเคราะหความรุนแรง ติดตามผลการรักษา การปองกันและเฝา

ระวังโรคไดทันทวงที 

 

วิธีการปฏิบัติงาน 

การตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟค 

พีซีอารของยีน SNRPN ที่หองปฏิบัติการหนวยมนุษยพันธุศาสตรใชวิธีการการปฏิบัติงานตามระบบ

บริหารจัดการหองปฏิบัติการทางการแพทยตามมาตรฐาน ISO 15189: 2012 ตามขอกำหนดวิชาการ 

10 ขอ ดังนี้ 

1. ดานบุคลากร 

บุคลากรที่ทำการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวย

เทคนิคเมทิลเลชั ่น-สเปคซิฟคพีซีอารยีน SNRPN ที ่หนวยมนุษยพันธุศาสตร เปนนักวิชาการ
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วิทยาศาสตรการแพทยที่มีความสามารถดานอณูพันธุศาสตร ที่ไดรับคัดเลือกจากบุคคลที่มีคุณสมบตัิ

เหมาะสม มีกรอบกำหนดรายละเอียดการปฏิบัติงานชัดเจน โดยบุคลากรตองผานเกณฑการประเมิน

สมรรถนะ ปละ 1 ครั้ง ทั้งดานสมรรถนะทั่วไป (general competency) และสมรรถนะดานหนาท่ี

รับผิดชอบ (functional competency) รวมถึงมีการสงเสริมใหมีการฝกอบรม เพื่อการพัฒนาดาน

วิชาชีพอยางตอเน ื ่อง และบุคลกรทุกคนตองจัดทำขอตกลงในการเก็บร ักษาความลับทาง

หองปฏิบัติการ 

2. สถานท่ีและสภาพแวดลอม 

หองปฏิบัติการทางอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตรมีพื่นที่ที่เพียงพอกับกิจกรรม

การปฏิบัติงานตางๆ ประกอบดวย 2 หอง คือ หอง Pre-PCR และหอง Post-PCR เพ่ือใหการทดสอบ

เปนไปอยางมีคุณภาพ ประสิทธิภาพ และไมมีผลกระทบตอคุณภาพการตรวจวิเคราะห รวมทั้งมีการ

จัดพ้ืนท่ีและสภาพแวดลอมใหมีความปลอดภัยท้ังกายภาพและชีวภาพตอผูปฎิบัติงานและบุคคลอ่ืนๆ

จากภายนอก มีการตรวจบันทึกสภาพแวดลอมอยางตอเนื่อง เชน ตรวจแสงสวาง รวมทั้งบำรุงรักษา

พ้ืนท่ีอยางสม่ำเสมอเพ่ือใหอยูในสภาพพรอมใชงานไดตามท่ีกำหนด 

3. เครื่องมือหองปฏิบัติการ น้ำยาและวัสดุส้ินเปลือง 

หองปฏิบัติการฯบริหารจัดการใหมีเครื่องมือทางหองปฏิบัติการ น้ำยาและวัสดุสิ้นเปลือง 

เพ่ือใชงานอยางเหมาะสมเพียงพอตอการใหบริการ มีการคัดเลือกเครื่องมือใหสามารถนำมาใชงานได

ตามวัตถุประสงค มีระบบการดูแลบำรุงรักษา การสอบเทียบอยางสม่ำเสมอจนมั่นใจวาพรอมใชงาน

ตามที่กำหนด จัดวางเครื่องมือในสถานที่และสภาวะที ่ปลอดภัย มีวิธีปฏิบัติในการบำรุงรักษา 

เคลื่อนยาย และวิธีการใชงานเครื่องมือและมีวิธีปฏิบัติเมื่อเกิดเหตุฉุกเฉิน มีระบบในการจัดการน้ำยา

และวัสดุสิ้นเปลือง ซึ่งรวมถึงการเก็บรักษา มีการตรวจสอบเพื่อยอมรับ (validation) การจัดระบบ

ควบคุมสินคา และการจัดทำบันทึกท่ีเกียวของ  

4. กระบวนการกอนการทดสอบ (Pre-examination processes) 

หองปฎิบัติการมีการควบคุมคุณภาพในขั้นตอนกอนการทดสอบ เพื่อใหสิ่งสงตรวจจาก

ผูรับบริการมีคุณภาพและเหมาะสมสำหรับการทดสอบ โดยมีการกำหนดวิธีการขอสงตรวจ การ

จัดเก็บสิ่งสงตรวจ การบงชี้ตัวอยางที่เหมาะสม การนำสงสิ่งสงตรวจดวยวิธีที่ถูกตองและปลอดภัย 

การกำหนดเกณฑการรับและปฏิเสธสิ่งสงตรวจ ตลอดจนจัดทำคูมือการสงตรวจทางหองปฏิบัติการ

เพ่ือสื่อสารกับผูรับบริการ ท้ังนี้เพ่ือสรางความม่ันใจในผลการตรวจวิเคราะหแกแพทยและผูรับบริการ

อื่นๆในการใชผลการตรวจวิเคราะห เพื่อชวยในการตัดสินใจ ดูแลรักษาผูปวย โดยกระบวนการกอน

ทดสอบประกอบดวย 4 ข้ันตอน ไดแก 1) การขอตรวจทางหองปฏิบัติการ 2) การเก็บสิ่งสงตรวจจาก
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ผูปวยและผูรับบริการ 3)การนำสงสิ่งสงตรวจไปยังหองปฏิบัติการ 4) และการลงทะเบียนรับสิ่งสง

ตรวจและการจัดการตัวอยางกอนทดสอบ มีวิธีการปฏิบัติงานดังนี้ 

4.1. การขอตรวจทางหองปฏิบัติการ แพทยทำการสั่งตรวจผานทางใบขอตรวจทาง 

หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร ซึ่งขอมูลในใบขอตรวจมีความสำคัญตอการทดสอบและการแปลผล 

ดังนั้นแพทยผูขอตรวจจะตองระบุรายละเอียดตางๆ อยางครบถวนและความถูกตอง กอนสงสิ่งสง

ตรวจมายังหองปฏิบัติการ ขอมูลสำคัญที่ตองระบุ ไดแก เลขที่ผูปวย (HN) อายุ เพศ วัน เดือน ปเกิด 

ชื่อแพทยที่สงตรวจ หนวยงานที่สงตรวจ เชน ชื่อคลินิก หอผูปวย หรือสถานพยาบาลที่สงตรวจ ชนิด

และตำแหนงสิ่งสงตรวจ รายการที่ขอตรวจ การวินิจฉัยโรคหรือขอมูลทางคลินิกที่จำเปนสำหรับการ

ทดสอบและการแปลผล เชน ประวัติครอบครัว การเดินทาง การสัมผัสโรคติดตอ และขอมูลท่ี

เก่ียวของ 

4.2. การเก็บส่ิงสงตรวจจากผูปวยและผูรับบริการ สิ่งสงตรวจปฐมภูมิทาง 

อณูพันธ ุศาสตร หมายถึง เลือด น้ำคร่ำ เลือดจากสายสะดือ (หรือเซลลเพาะเลี้ยงจากสิ่งสงตรวจ) ซ่ึงมี

สารพันธุกรรมหรือดีเอ็นเอเปนสวนประกอบ การเก็บสิ่งสงตรวจเลือดทำโดยนักเทคนิคการแพทย

พยาบาล แพทย เจาะเก็บเลือดจากเสนเลือดดำเลือด และบรรจุเลือดใสหลอดฝามวงซ่ึงมีสารกันเลือด

แข็งชนิด EDTA การเก็บน้ำคร่ำหรือเลือดจากสายสะดือ ทำโดยสูติแพทยที่ชำนาญ เจาะเก็บน้ำคร่ำ

และบรรจุในไซริง และเก็บเลือดจากสายสะดือบรรจุในหลอดฝามวงชนิด EDTA การนำสงสิ่งสงตรวจ

ไปยังหองปฏิบัติการ สิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตรตองจัดเก็บในภาชนะและอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ชวง

ควบคุม 2-8 องศาเซลเซียส (หามแชแข็ง) และควรสงมายังหองปฏิบัติการหนวยมนุษยศาสตรภายใน 

24 ชั่วโมง  เพื่อลดการเสื่อมสภาพของตัวอยาง กรณีหองปฏิบัติการไดรับสิ่งสงตรวจไมสมบูรณที่เกิด

จากการนำสงไมเหมาะสม ทางหองปฏิบัติการจะติดตอผูนำสงทันทีตามความเหมาะสมและแจงให

ทราบเกียวกับมาตรการท่ีตองดำเนินการแกไขเพ่ือปองกันการเกิดซ้ำ 

4.3. การลงทะเบียนรับส่ิงสงตรวจและการจัดการกอนทดสอบ หองปฏิบัติการมีการ 

กำหนดหลักเกณฑการรับและปฏิเสธสิ่งสงตรวจ โดยผูรับสิ่งสงตรวจตองประเมินสิ่งสงตรวจตามเกณฑ

การรับและปฏิเสธสิ่งสงตรวจ และรับลงทะเบียนสิ่งสงตรวจที่มีคุณภาพตามมาตรฐานที่กำหนดเขาสู

ระบบอิเล็กทรอนิกสของโรงพยาบาลสงขลานครินทร (HIS) หากพบสิ่งตรวจไมไดคุณภาพตาม

มาตรฐานที่กำหนด จะตองบันทึกเปนลายลักษณอักษรและประสานกับหนวยงานที่สงสิ่งสงตรวจเพ่ือ

จัดการแกไข รวมถึงมีการจัดการตัวอยางกอนทดสอบ ตัวอยางท่ีรอการตรวจวิเคราะห ตองเก็บรักษา

ใหตัวอยางปลอดภัยและปองกันการสญูหาย เสียหาย เสื่อมสภาพ ตองจัดเก็บในพื่นที่ควบคุมการเขา
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ออกของบุคคลภายนอก จัดเก็บตัวอยางในอุณหภูมิที ่เหมาะสม (2–8 องศาเซลเซียส) และเก็บใน

ระยะเวลาท่ีกำหนด 

5. กระบวนการทดสอบ (Examination Processes) 

หองปฏิบัติการมีการควบคุมคุณภาพในกระบวนการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอาร

ของยีน SNRPN เพื ่อใหมั ่นใจวาผลการทดสอบ มีความถูกตองแมนยำ และเชื ่อถือได โดยทาง

หองปฏิบัติการฯเลือกใชวิธีการทดสอบที่มีมาตรฐานในระดับสากลหรือระดับประเทศ รวมทั้งมี

กระบวนการตรวจสอบความถูกตองของวิธีการกอนนำมาใช มีการทวนสอบและทบทวนวิธ ีการ

ทดสอบที่เลือกใชอยางสม่ำเสมอ และจัดทำวิธีการปฏิบัติงาน โดยกระบวนการทดสอบประกอบดวย 

4 ขั้นตอน ไดแก 1) การสกัดดีเอ็นเอ 2) การเปลี่ยนดีเอ็นเอดวยกระบวนการ bisulfite conversion 

3) การทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอน

เจลแมน 4) การทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีส  

5.1. การสกัดดีเอ็นเอ  

การสกัดดีเอ็นเอเปนขั้นตอนการแยกดีเอ็นเอจากสิ่งสงตรวจ เพื่อใหไดดีเอ็นเอมีความ

บริสุทธิ์ที่จะนำไปวิเคราะหในขั้นตอนถัดไป ในปจจุบันชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูปมีวางจำหนายหลาย

รูปแบบ โดยทางหองปฏิบัติการฯ เลือกใชชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป ชื่อทางการคา Flexigene ยี่หอ 

Qiagen ซ่ึงเปนยี่หอท่ีมีความนาเชื่อถือลำดับตนๆในทองตลาด อยางไรก็ตามทางหองปฏิบัติการมีการ

ประเมิน (verification) กอนนำมาใชจริง เพ่ือยืนยันวาชุดสกัดมีประสิทธิภาพตามท่ีผูผลิตกลาวอาง 

5.2. การเปล่ียนดีเอ็นเอดวยกระบวนการไบซัลไฟต คอนเวอรช่ัน  

เปนขั้นตอนเปลี่ยนดีเอ็นเอดวยสารเคมีไบซัลไฟต (bisulfite) เพื่อใชในการบงชี้การเกิด

ภาวะเมทิลเลชั่นของดีเอ็นเอ โดยทางหองปฏิบัติการฯใชน้ำยาสำเร็จรูป ชื่อการคาอีแซด ดีเอ็นเอ 

เมทิลเลชั่น โกลด คิท (EZ DNA Methylation-Gold Kit) รหัสสินคา Cat No. D5005&D5006 ยี่หอ

ไซโม รีเสิรช (Zymo research) ท่ีผานข้ันตอนการทดลองใชแลวใหผลถูกตองตามท่ีผูผลิตกลาวอาง 

5.3. การทำเมทิลเลช่ัน-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพ่ือตรวจวินิจฉัยโรค 

พราเดอร-วิลล่ีและแอนเจลแมน  

 เปนมัลติเพล็กซพีซีอารท่ีหองปฏิบัติการฯ พัฒนาข้ึนเองโดยใชลำดับเบสของไพรเมอร 

อางอิงจากการศึกษาของ Kubota T และคณะป ค.ศ. 1997 และ Hussain Askree S และคณะ ป 

ค.ศ. 2011 ซึ่งเปนผลงานวิจัยที่เปนที่ยอมรับในระดับสากล โดยทางหองปฏิบัติการฯมีการทดสอบ
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ความถูกตองของวิธีการ (method validation) กอนนำมาใช ดวยการทดสอบในตัวอยางควบคุม

ผลบวก และตัวอยางควบคุมผลลบแลวใหผลการทดสอบท่ีถูกตอง  

5.4. การทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีสเพ่ือตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร  

เจลอิเล็กโตรฟอริซีสเปนเทคนิคการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ที่ใชกัน

อยางแพรหลายในงานดานอณูพันธุศาสตร ทางหองปฎิบัติการฯเลือกใชเจลอิเล็กโตรฟอริซีสแบบอะ

กาโรสเจลในการตรวจสอบผลผลิตพีซีอารจากการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน 

SNRPN ดวยเหตุผล อะกาโรสเปนเจลที่เตรียมงาย ตนทุนไมสูง ไมอันตรายและใชเวลาไมนานในการ

วิเคราะห 

6. การสรางความม่ันใจในคุณภาพผลการทดสอบ 

 เพื่อสรางความมั่นใจในคุณภาพผลการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน 

SNRPN ทางหองปฏิบัติการฯ มีการควบคุมคุณภาพภายใน (Internal Quality Control, IQC) ดวย

การใชตัวอยางควบคุม (Quality control Sample, QC sample) ทำการทดสอบพรอมตัวอยาง

วิเคราะหในทุกชุดการทดสอบ ตัวอยางควบคุมที่ใชมี 2 ประเภท คือ ตัวอยางควบคุมผลบวก และ

ตัวอยางควบคมผลลบ โดยใชดีเอ็นเอของผูปวยโรค PWS และดีเอ็นเอผูปวยโรค AS เปนตัวอยาง

ควบคุมผลบวก และใชดีเอ็นเอของคนปกติ (คนที่ไมเปนโรค PWS/AS) เปนตัวอยางควบคุมผลลบ 

นอกจากนี้ยังมีการทำการเปรียบเทียบผลระหวางหองปฏิบัติการ (Interlaboratory comparison) 

รวมกับอีกสองสถาบัน เพ่ือประเมินความสามารถของหองปฏิบัติการและประเมินผลการทดสอบ ชวย

สรางความม่ันใจในกระบวนการทดสอบและคุณภาพผลการทดสอบ 

7. กระบวนการหลังการทดสอบ (Post-examination processes) 

กระบวนการหลังการทดสอบ ประกอบดวย 2 ขั้นตอน ไดแก การทบทวนผลการทดสอบ 

และการจัดเก็บรักษาและการกำจัดตัวอยางทดสอบ โดยทางหองปฏิบัติการฯมีกระบวนการทบทวน

ผลการทดสอบ 2 ระดับ โดยเม่ือการทดสอบเสร็จสิ้น ผูปฏิบัติงานทดสอบมีหนาท่ีสรุปผลการทดสอบ

เบื้องตน จัดทำใบรายงานผลและลงนาม จากนั้นสงใบรายงานใหกับผูควบคุมดูแลหองปฏิบัติการ 

(Laboratory Supervisor) เพื่อทบทวนผลการทดสอบและลงนาม จากนั้นใบรายงานผลถูกสงตอ

ใหแกแพทยประจำหนวยทำหนาที่ตรวจรับรองผลการทดสอบและลงนาม (approve) และผลการ

ทดสอบจะการทวนสอบผลการตรวจ (verification) อีกครั ้ง กอนเผยแพรในระบบ HIS ของ

โรงพยาบาล เพื่อรายงานผลกับแพทยเจาของไขและจัดสงผลการทดสอบไปยังแพทยที่สงตรวจจาก

โรงพยาบาลภายนอก โดยการจัดเก็บรักษาและการกำจัดตัวอยางทดสอบทางหองปฏิบัติการฯมี

กำหนดระยะเวลาเก็บรักษาตัวอยางทดสอบตามระยะเวลาการออกผลการทดสอบและมีการกำหนด
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อายุการเก็บรักษาสิ่งสสงตรวจปฐมภูมิ เปนระยะเวลา  2 เดือน หลังจากออกผลเสร็จสิ้น กรณีดีเอ็นเอ

อายุการเก็บรักษา 20 ป 

8. การรายงานผล (Reporting of results) 

หองปฏิบัติการมีการกำหนดวิธีการรายงานผล เพื่อใหการรายงานผลถูกตอง ชัดเจน โดย

กำหนดรูปแบบใบรายงานผล ผูมีอำนาจในการรายงานผล วิธีการรายงานผล รอบเวลาการรายงานผล 

แนวปฏิบัติในการรายงานผลคาวิกฤติ การแกไขรายงานผล การรักษาความลับของผลการทดสอบ 

ท้ังนี้เพ่ือสรางความม่ันใจใหแกผูรับบริการวารายงานผลท่ีไดรับไปมีความถูกตองและเชื่อถือได  

9. การออกผลการทดสอบ 

หองปฎิบัติการมีวิธีปฏิบัติงานที่ชัดเจนสำหรับการออกผลการทดสอบรวมถึงรายละเอียด

ของผูที่ออกผลและผูที่รับผล เพื่อใหมั่นใจวา ผลที่ออกมีความถูกตอง มีการสื่อสารขอมูลที่มีผลทาง

คลินิก กรณีผลการทดสอบมีคาในชวงวิกฤติจะตองแจงผูที ่เกี่ยวของที่มีอำนาจในทันที การแกไข

รายงานผล ตองแสดงขอมูลเดิมไวและสื่อไดชัดเจนวา ผลการทดสอบใดเปนผลเดิมและผลท่ีแกไข 

10. การจัดการขอมูลทางหองปฏิบัติการ 

ระบบขอมูลทางหองปฏิบัติการหมายถึงขอมูลผลการทดสอบและขอมูลตางๆที่เปนผลผลิต

ของหองปฏิบัติการทีจัดเก็บอยูในระบบคอมพิวเตอรและระบบที่ไมใชคอมพิวเตอร ที่สามารถเรียก

ขอมูลมาดูไดโดยผูมีสิทธิ์เขาถึงขอมูล เพื่อใหมั่นใจวาระบบขอมูลทางหองปฏิบัติการไมมีการสูญหาย 

เปลี่ยนแปลง รั ่วไหล หรือถูกทำลายโดยบังเอิญหรือโดยผูไมมีสิทธ ทางหองปฏิบัติการจึงจัดใหมี

ระเบียบปฏิบัติในการใชคอมพิวเตอร การเขาถึงขอมูลและขอมูลที่จำเปนในการใหบริการที่ตรงตาม

ความตองการ การรักษาความปลอดภัยของระบบ การลงบันทึกขอมูลและรายงานผล การเก็บรักษา

และการเรียกขอมูล การบำรุงรักษาเครื่องคอมพิวเตอรและโปรแกรมรวมถึงการบำรุงรักษาระบบ 

นอกจากนี้ยังมีการกำหนดผูมีสิทธิ ์ใชคอมพิวเตอร ผู มีสิทธิ์เขาถึงขอมูลผูปวยและผูรับบริการ มี

ผูรับผิดชอบบำรุงรักษาระบบขอมูลอิเล็กทรอนิกสอยางชัดเจน 

 

เงื่อนไข/ขอสังเกต/ขอควรระวัง/สิ่งที่ควรคำนึงในการปฏิบัติงาน 

 การตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟค   

พีซีอารยีน SNRPN ที่หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร มีเงื่อนไข/ขอสังเกต/ 

ขอควรระวัง/สิ่งท่ีควรคำนึงถึงในการปฏิบัติงาน ดังนี้ 
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1. สถานท่ีและสภาพแวดลอม การแยกหองปฏิบัติการเปนเปนหอง Pre-PCR และหอง 

 Post PCR เปนปจจัยสำคัญท่ีจะชวยลดโอกาสการปนเปอนขาม (cross contamination) ในงานอณู

พันธุศาสตร กรณีหองปฏิบัติการอื่นๆ ที่มีพื้นจำกัดที่ไมสามารถแยกเปนสองหองได อาจใชการแบง

พ้ืนท่ี Pre-PCR และพ้ืนท่ี Post-PCR 

2. เครื่องมือหองปฏิบัติการ น้ำยาและวัสดุส้ินเปลือง ไดแก ปเปต เทอรโมมิเตอร เครื่อง 

พีซีอาร เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ตูชีวนิรภัย (Biological Safety Cabinets class II, BSC class 

II) เปนตน เพ่ือใหม่ันใจวาเครื่องมือดังกลาวมีคุณภาพตามท่ีกำหนดจึงตองมีการสอบเทียบปละ 1 ครั้ง 

รวมทั้งน้ำยาสำหรับทำพีซีอารก็เชนกัน เชน Taq DNA polymerse และไพรเมอร ซึ่งเปนน้ำยาที่มี

สวนสำคัญตอประสิทธภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR efficiency) การเปลี่ยนลอตหรือการเปลี่ยน

ยี่หอ หรือการเตรียมไพรเมอรตางลอตกัน อาจสงผลตอการทดสอบ ดังนั้นทุกครั้งท่ีมีการเปลี่ยนแปลง

น้ำยา ตองทำการตรวจสอบเพ่ือยอมรับกอนในจริงในตัวอยางทดสอบ  

3. หองปฏิบ ัต ิการตองม ีค ู ม ือส ิ ่ งส งตรวจที ่ใช สำหร ับผู ป วยและผู ใช บร ิการ

หองปฏิบัติการ 

 โดยตองมีขอมูลท่ีระบุเรื่องตอไปนี้ สถานท่ีตั้งของหองปฏิบัติการ รายการทดสอบของหองปฏิบัติการ

รวมถึงการทดสอบที่สงตรวจตอหองปฏิบัติการอื่น เวลาทำการ ขอมูลที่เกี่ยวกับตัวอยางที่จำเปน 

(ปริมาตรของตัวอยางปฐมภูมิ) คำแนะนำสำหรับการกรอกแบบคำขอตรวจที่สมบูรณ คำแนะนำใน

การเตรียมการของผูปวย คำแนะนำสำหรับการเก็บตัวอยางจากผูปวยและการขนสงตัวอยาง ใบ

ยินยอมการตรวจทางอณูพันธุศาสตร เกณฑการยอมรับปฏิเสธตัวอยาง ปจจัยที ่อาจสงผลตอ

ประสิทธิภาพการทดสอบ หองปฏิบัติการมีนโยบายคุมครองขอมูลสวนบุคคล และขั ้นตอนการ

รองเรียนของหองปฏิบัติการ 

4. การจัดทำใบขอตรวจ จำเปนตองมีขอมูลดังตอไปนี้เปนอยางนอย  

a. ระบุตัวผูปวย เพศ วัน เดือน ปเกิด และรายละเอียดสถานที่ตั้ง/รายชื่อผูติดตอของ

ผูปวยและการบงชี้ผูปวย 

b. ชื่อ /ขอมูลระบุของแพทย หรือบุคลากรอ่ืนๆท่ีมีอำนาจท่ีจะขอตรวจ 

c. ประเภทตัวอยางปฐมภูมอ ตำแหนงทางกายวิภาคของตัวอยาง 

d. การทดสอบท่ีขอตรวจ 

e. ขอมูลทางคลินิกของผูปวยและการขอตรวจ เพื่อประสิทธิภาพการทดสอบและการ

แปลผล 

f. วันเวลาการเก็บตัวอยางปฐมภูมิหากเก่ียวของ 

g. วันท่ีและเวลารับตัวอยาง 

5. การเก็บส่ิงสงตรวจจากผูปวยและผูรับบริการ ตองมีการบงชี้ผูปวยและควรมีการ 
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ตรวจสอบวาผูปวยตรงตามขอกำหนด ตองเก็บตัวอยางเลือดใหปริมาณเหมาะสมกับขนาดบรรจุ ขาง

หลอดตองระบุชื่อผูปวย HN วันท่ีและเวลาเก็บ 

6. การบงช้ีตัวผูปวยไมถูกตอง เกิดการสลับตัวอยาง จะทำใหผลการทดสอบคลาดเคลื่อน 

7. การใชหลอดเลือดผิดประเภท การเก็บเลือดตรวจทางอณูพันธุศาสตรท่ีใชสารกันเลือด 

แข็งไมถูกตอง เชน การใชหลอดฝาเขียวที ่มีสารกันเลือดแข็ง heparin จะทำใหสาร heparin 

ปนเปอนไปกับดีเอ็นเอซ่ึงจะไปยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาพีซีอาร 

8. การระบุวิธีการนำสงส่ิงสงตรวจไปยังหองปฏิบัติการ ควรระบุไวในคูมือการสงตรวจ 

ทางหองปฏิบัติการใหชัดเจน เพ่ือลดสิ่งสงตรวจไมสมบูรณท่ีเกิดจากการนำสงไมเหมาะสม 

9. ผลกระทบตอการจัดการตัวอยางกอนการทดสอบท่ีไมเหมาะสม เชน อุณหภูมิการ 

เก็บตัวอยางอยูนอกชวง 2-8 องศาเซลเซียส หรือเก็บระยะเวลานานเกินกวากำหนด จะทำใหดีเอ็นเอ

เสื่อมสภาพ สงผลกระทบใหการเกิดปฏิกิริยาพีซีอารไมสมบูรณ 

10. ควรระมัดระวังเรื่องการปนเปอนขาม (cross contamination) ระวางตัวอยางใน 

กระบวนการทดสอบดวยเทคนิคพีซีอาร 

11. ความปลอดภัยของผูปฏิบัติงาน การปฏิบัติงานทดสอบท่ีตองสัมผัสกับตัวอยางติดเชื้อ 

หรือสารเคมีอันตราย ตองสวมอุปกรณปองกันสวนบุคคล (Personal Protective Equipment, PPE) 

ไดแก ถุงมือ/ถุงมือกันสารเคมี เสื้อกาวนแขนยาวจั๊มปลายแขน รองเทาแบบหุมปลายเทาที่ปองกัน

สารเคมีได และแวนนิรภัย โดยตองเลือกใช PPE ใหเหมาะสมกับระดับความเสี่ยง 

12. การรายงานผลและการออกผล ควรกำหนดใหผูจัดทำรายงานกับผูทวนสอบผลเปนคน 

ละคนกัน เพ่ือทำหนาท่ีตรวจสอบความถูกตองของผลการทดสอบ 

13. เนื้อหาใบรายงานผล ตองมีขอมูลท่ีครบถวนดังนี้ 

a. ชื่อหองปฏิบัติการและสถานท่ีตั้ง 

b. อัตตลักษณผูปวยและสถานท่ีผูปวยในแตละหนา 

c. ชื่อหรือระบุเฉพาะอ่ืนๆของผูรองขอและรายละเอียดการติดตอ 

d. วันที่เก็บตัวอยางปฐมภูมิ (และเวลา หากมีขอมูลและมีความเกี่ยวของกับการดูแล

ผูปวย) 

e. ประเภทตัวอยางปฐมภูมิ 

f. ข้ันตอนการตรวจวิเคราะห ตามความเหมาะสม 

g. ระบุอัตตลักษณของการทดสอบท้ังหมดท่ีไดรับการดำเนินการโดยหองปฏิบัติการรับ

ตรวจตอ 

h. ผลการทดสอบ รายงานในหนวย SI หนวยท่ีสอบกลับไปยังหนวย SI หรือหนวยอ่ืนๆ

ท่ีใชงานได 
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i. ชวงคาอางอิง คาการตัดสินใจทางคลินิกหรือแผนภาพ/กราฟอานคาท่ีสนับสนุนการ

ตัดสินใจทางคลินิก 

j. การแปลผล หากเหมาะสม 

k. ความเห็นอื ่นๆ เชน บันทึกเตือน หรืออธิบาย คุณภาพหรือความเพียงพอของ

ตัวอยางปฐมภูมิซึ่งอาจมีผลตอคุณภาพของการตรวจวิเคราะหหรือการแปลผลจาก

หองปฏิบัติการรับตรวจตอ การใชวิธีการทดสอบท่ียังอยูในข้ันตอนพัฒนา เปนตน 

l. ระบุอัตตลักษณของบุคคลของบุคคลผูทบทวนผลและมีอำนาจการออกรายงานผล 

(ถาไมมีในใบรายงาน ใหมีพรอมใชงานไดเม่ือจําเปน) 

m. ระบุการทดสอบที่ทําในฐานะเปนสวนหนึ่งของ โครงการวิจัยหรือการพัฒนาที่ยังไม

มีการยืนยันดาน คุณลักษณะทางประสิทธิภาพ 

n. วันท่ีในใบรายงานผลและเวลาการออกผล (ถาไมมีในใบรายงาน ใหมีพรอมใชงานได

เม่ือจําเปน) 

o. เลขหนาจากจํานวนหนาท้ังหมด (เชน "หนา 1จาก5 หนา","หนา 2 จาก 5หนา") 

14. การแกไขรายงานผล ตองแสดงขอมูลเดิมไวและสื่อไดชัดเจนวา ผลการทดสอบใดเปน 

ผลเดิมและผลท่ีแกไข 

15. การกำหนดการเขาถึงขอมูลในเครื่องคอมพิวเตอรท่ีมีขอมูลผูปวย ควรมีการ 

กำหนดการเขาถึงโดยตองใชรหัสระบุตัวตนในการเขาถึงระบบขอมูลผูปวย เพ่ือการทวนสอบและการ

รักษาความลับของผูปวย 
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แนวคิดและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

คูมือปฏิบัติงานการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวย 

เทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN ที่หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษย

พันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร จัดทำขึ้นดวยแนวคิด

และงานวิจัยที่เกี่ยวของซึ่งประกอบดวยเนื้อหาประเด็นหลัก 5 หัวขอ ไดแก 1) แนวคิดการจัดการ

กระบวนการกอนทดสอบทางอณูพันธุศาสตร 2) งานวิจัยที่เกี่ยวกับวีธีสกัดดีเอ็นเอ 3) งานวิจัยท่ี

เกี่ยวกับการทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่น 4) งานวิจัยที่เกี่ยวกับโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมน 5) 

งานวิจัยท่ีเก่ียวกับวิธีการตรวจทางอณูพันธุศาสตรเพ่ือวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจนแมน ซ่ึง

มีรายละเอียดดังตอไปนี้ 

1. การจัดการกระบวนการกอนทดสอบทางอณูพันธุศาสตร 

 การเก็บสิ่งสงตรวจจากผูปวย การขนสงสิ่งสงตรวจไปยังหองปฏิบัติการและการเก็บ

รักษาตัวอยางตรวจ เปนกระบวนการกอนทดสอบทางอณูพันธุศาสตรมีผลกระทบตอการเสื ่อม

คุณภาพดีเอ็นเอหากระบบการจัดการไมเหมาะสม จากการทบทวนวรรณกรรมพบขอผิดพลาดใน

กระบวนการกอนทดสอบ เปนสาเหตุหลักที่ทำใหผลการทดสอบคลาดเคลื่อนหรือลมเหลวหรือลาชา 

โดยพบความถ่ีขอผิดพลาดในกระบวนการกอนทดสอบ ประมาณ 60-70% ของขอผิดพลาดใน

หองปฏิบัติการทั้งหมด (6) ดังนั้นแนวทางปฏิบัติในกระบวนการกอนทดสอบที่เหมาะสมจะชวยรักษา

คุณภาพดีเอ็นเอใหคงท่ีตลอดระยะเวลาเก็บรักษา ผูเขียนคูมือจึงไดรวบรวมแนวทางปฏิบัติท่ีเหมาะสม

ในการจัดการกระบวนการกอนทดสอบ มีรายละเอียดดังนี้ 

1.1. ชนิดส่ิงสงตรวจท่ีเหมาะสมกับการตรวจทางอณูพันธุศาสตร สิ่งสงตรวจ 

ปฐมภูมิทางอณูพันธุศาสตรมีหลายชนิด ไดแก เลือด (whole blood)  ชิ้นเนื้อ (tissue) เซลลกระพุง

แกม (buccal cells) ชิ ้นเนื ้อจาก paraffin block น้ำคร่ำ  (amniotic fluid,  AF) เลือดจากสาย

สะดือทารกในครรภ (cord blood) และชิ้นเนื้อรก (chorionic Villus sampling, CVS) โดยตัวอยาง

แตละชนิดมีทั้งขอดีขอเสีย ผูสั่งตรวจควรเลือกชนิดตัวอยางใหเหมาะสมกับประเภทการทดสอบ เพ่ือ

ลดขอผิดพลาดในการทดสอบ แสดงดังตาราง 1 
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ตาราง 1 ชนิดสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาตรและประเภทการทดสอบ (7-9) 
ชนิด 

ส่ิงสงตรวจ 

ประเภทการทดสอบทาง 

อณูพันธุศาสตร 

ขอดี/ขอเสีย 

 

เลือด  

(Whole blood, 

EDTA blood) 

ประกอบดวยเซลล

เม็ดเลือดขาวท่ีมีสาร

พันธุกรรมของผูปวย 

- การตรวจวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรม หรือ

ตรวจวิเคราะหดีเอ็นเออื่นๆ เชน ตรวจความ

เปนพอแมลูก หรือตรวจยีนเส่ียงแพยา  

- ตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งท่ีถายทอดทาง

พันธุกรรม (hereditary cancer) และมะเร็ง

เม็ดเลือดขาว (leukemia) 

ขอดี 

- การเก็บตัวอยาง และการสกัดดีเอ็นไมยุงยาก 

- ไดดีเอ็นเอปรมิาณมากและคุณภาพดี 

ขอเสีย 

- ไมเหมาะสมกับการตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งท่ี

เกิดขึ้นเอง (sporadic cancer) 

ชิ้นเนื้อ (tissue) 

ประกอบดวยเซลล

หลายชนิด  

 

- การตรวจวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรม หรือ

ตรวจวิเคราะหดีเอ็นเออื่นๆ ในผูปวยบางราย

ท่ีไมสามารถเก็บเลือดได  

- ตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็ง sporadic cancer 

จากชิ้นเน้ือสงสัยมะเร็ง 

ขอดี 

- ไดดีเอ็นเอปรมิาณมากและคุณภาพดี 

ขอเสีย 

- การเก็บตัวอยางและการสกัดดีเอ็นยุ งยาก

กวาตัวอยางเลือด 

เซลลกระพุงแกม 

(buccal cells) 

 

- การตรวจวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรม หรือ

งานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเออื่นๆ ในผูปวยบาง

รายท่ีไมสามารถเก็บเลือดได เชน เคสเด็ก

เจาะเลือดยาก หรือผูปวยฮีโมฟเลีย 

 

ขอดี 

- เก็บตัวอยางแบบไมรุกล้ำ noninvasive 

ขอเสีย 

- ขั้นตอนสกัดยุงยากกวาเลือด 

- ไดดีเอ็นเอคุณภาพต่ำกวาตัวอยางจากเลือด

และชิ ้นเน ื ้อ เพราะในน้ำลายมีเอ ็นไซมท่ี

สามารถทำลายดีเอ็นเอได 

น้ำคร่ำ  

(Amniotic fluid, 

AF) ประกอบดวย

เซลลท่ีหลุดมาจาก

เยื่อบุผิวของทารก 

การเจาะนิยมทำ

ในชวงอายุครรภ 16-

18 สัปดาห 

- การตรวจวินิจฉัยกอนคลอด ขอดี 

-ผลทดสอบนาเชื่อถือมากกวาตัวอยาง 

ชิ้นเน้ือรก 

ขอเสีย 

- ไดดีเอ็นเอปริมาณนอยในผูปวยบางราย โดย

เฉพาะท่ีเจาะท่ีอายุครรภต่ำกวา 16 สัปดาห 

 - อาจตองใชระยะเวลา 1-2 สัปดาห ในการ

เพาะเล้ียงเซลลเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

- ผลการทดสอบอาจคลาดเคล ื ่อนได หาก

น้ำคร่ำมีการปนเลือดแมมาก 
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ตาราง 1 (ตอ) ชนิดสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาตรและประเภทการทดสอบ  
ชนิด 

ส่ิงสงตรวจ 

ประเภทการทดสอบทาง 

อณูพันธุศาสตร 

ขอดี/ขอเสีย 

 

เลือดจากสายสะดือทารก

ในครรภ (cord blood) 

สามารถเจาะไดตั้งแตอายุ

ครรภ 18 สัปดาหขึ้นไป 

- การตรวจวินิจฉัยกอนคลอด ขอดี 

- ไดด ีเอ ็นเอปริมาณมากกวา ถ าเทียบกับ

ตัวอยางน้ำคร่ำ 

ขอเสีย 

- เก็บตัวอยางเลือดจากสายสะดือยุงยากกวา

เก็บน้ำคร่ำ 

ชิ้นเนื้อรก (CVS) 

บางสวนประกอบดวย

เซลลทารก การเจาะนิยม

ทำในชวงอายุครรภ 11-

14 สัปดาห  

 

- การตรวจวินิจฉัยกอนคลอด ขอดี 

- ตรวจไดตั้งแตอายุครรภนอยจึงลดระยะเวลา

วิตกกังวลของมารดา และยุติการตั้งครรภงาย

และปลอดภ ัยหากทารกในครรภ ม ี ความ

ผิดปกติ 

ขอเสีย 

- การแปลผลอาจเคล่ือนคลาด เพราะอาจมีช้ิน

เน้ือแมปนมาดวย 

   

1.2. การเลือกใชหลอดเก็บเลือดสำหรับงานตรวจวิเคราะหระดับดีเอ็นเอ เลือดเปน 

สิ่งสงตรวจท่ีนิยมใชในการตรวจทางหองปฏิบัติการทุกประเภท ดังนั้นการเลือกใชชนิดหลอดเก็บเลือด

ท่ีเหมาะสมจะทำใหไดผลการทดสอบถูกตอง แตหากเลือกใชหลอดเก็บเลือดผิดประเภท อาจทำใหผล

การทดสอบคลาดเคลื่อนหรือลมเหลวได เพื่อใหการเลือกใชหลอดเก็บเลือดไดงาย จึงมีแยกแยะชนิด

หลอดเลือดที่มีสารกันเลือดแข็ง (anti-coagulant) ตางชนิดกัน ดวยสีฝาหลอด ไดแก หลอดฝาสีมวง 

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

clot activator) หลอดฝาสีฟา (หลอด coagulation, sodium citrate) และหลอดฝาสีดำ (หลอด 

ESR) (10) โดยงานดานอณูพันธุศาสตรตรวจระดับดีเอ็นเอ ควรเก็บตัวอยางเลือดดวยหลอดฝาสีมวง 

(EDTA tube) ซึ่งมีสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA ท่ีมีคุณสมบัติไปจับกับแคลเซียมเอาไว ทำใหเลือดไม

แข็งตัว คงรักษาสภาพของเม็ดไดดี รูปรางของเม็ดเลือดจึงยังเหมือนเดิมมากท่ีสุด 
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ภาพ 1 หลอดเก็บเลือดฝาสีมวง (EDTA tube) สำหรับงานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ 

 

1.3.  การจัดเก็บส่ิงสงตรวจจากผูปวย การนำสง และการเก็บรักษา 

 การจัดเก็บสิ่งสงตรวจจากผูปวย ผูจัดเก็บควรใหความสำคัญในเรื่องดังนี้ ไดแก การ

เตรียมผูปวยตามขอกาหนดเฉพาะของแตละการทดสอบ การระบุตัวผูปวยใหถูกตอง การเก็บตัวอยาง

ชนิดของสิ ่งสงตรวจใหถูกตอง เชน เก็บเลือด EDTA blood  สำหรับสงตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ 

ปริมาณของสิ่งสงตรวจตองเพียงพอตอการทดสอบ การเก็บตัวอยางในสภาวะแวดลอมและอุณหภูมิท่ี

เหมาะสม หากไมไดนำสงหองปฏิบัติการทันทีใหจัดเก็บตามขอกำหนดของการทดสอบนั้นๆ 

1.4. การนำสงตัวอยางตรวจและการเก็บรักษา ผูสงตรวจควรบรรจุสิ่งสงตรวจท่ีเก็บ 

จากผูปวยใหเรียบรอยในภาชนะขนยายที่ปองกันการหกรั่ว หรือแตก แลวนำสงหองปฏิบัติการเร็ว

ท่ีสุดเทาท่ีจะทำไดไมเกินเวลาท่ีกำหนด โดยแนวทางปฏิบัติท่ีถูกตองในการเก็บตัวอยาง การขนสงและ

การเก็บรักษาตัวอยางระหวางรอสกัดดีเอ็นเอ จะทำใหตัวอยางมีคุณภาพคงที่ตลอดระยะการเก็บ ซ่ึง

จะชวยรักษาความสมบูรณของดีเอ็นเอไวได แสดงดังตาราง 2 นอกจากนี้การเก็บในระยะยาวอาจเปน

สิ่งจำเปนสำหรับใชทวนสอบหรือใชในงานวิจัยในอนาคต ดังนั้นผูเขียนไดรวบรวมขอมูล แนวทาง

ปฏิบัติในการเก็บรักษาตัวอยางในระยะยาวในงานตรวจวิเคราะหอณูพันธุศาสตร แสดงในตาราง 3 
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ตาราง 2  แนวทางปฏิบัติในการเก็บตัวอยาง การขนสงและการเก็บรักษา (7, 9) 
ส่ิงสงตรวจ ปริมาณท่ี

เหมาะสม 

ภาชนะการจัดเก็บ ขอแนะนำ 

 

ขอระวัง 

 

เลือด  

(whole 

blood)  

3-6 มิลลิลิตร 

ควรใส

ปริมาณเลือด

ใหเหมาะสม

หลอดแตละ

ขนาด 

หลอดเก็บเลือดฝาสี

มวง (EDTA tube) 

สำหรับตรวจวิเคราะห

ระดับดีเอ็นเอ 

- หลังเจาะและถายเลือดเขา

หลอดเก็บ ตองผสมเลือดใหเขา

กันกับ EDTA จนแนใจวาเลือด

ไมแข็งตัว 

- ควรจัดสงทันทีภายใน 24 

ชั่วโมง ถาสงไมทันภายในวัน

เดียวใหแชตูเย็นท่ี 2-8 °C แลว

สงวันรุงขึ้น 

- หามแชแข็ง และ 

ไมตองปนเลือดกอนสง 

- ไมควรใชหลอดฝา

เขียว (heparin tube) 

เพราะจะทำใหดีเอ็นเอ

คุณภาพต่ำลง 

ชิ้นเนื้อ 

(tissue)  

 

อยางนอย 

3X3 ตาราง

มิลลิเมตร 

(50-200 

มิลลิกรัม) 

 

ใชหลอดแหงและปลอด

เชื้อ โดยไมตองมี 

fixative ใดๆ  

หรือหลอดบรรจุ 

sterile isotonic 

saline หรือ tissue 

culture medium 

-ใชไดท้ัง fresh (นำสงทันที) 

และ frozen tissue (-70 °C 

ตองมี dry ice) 

- ถาสงในหลอด saline ควรแช

น้ำแข็งกอนสง 

 - fresh tissue หาม

แช formalin 

น้ำคร่ำ 

amniotic 

fluid (AF) 

10-20 

มิลลิลิตร 

หลอดหรือไซริงคปลอด

เชื้อ (sterile tube) 

- สงน้ำคร่ำท่ีอุณหภูมิหอง

ภายใน 24 ชั่วโมง 

- น้ำคร่ำตองไมมีเลือดแมปน 

- ควรแบงน้ำคร่ำสวน

หน่ึงไปเพาะเล้ียงเซลล

ไว ถาตองการดีเอ็นเอ

ปริมาณมากขึ้น 

เลือดจากสาย

สะดือทารก

ในครรภ  

(cord 

blood)  

0.5-2

มิลลิลิตร 

 

หลอดเก็บเลือดฝาสี

มวง (EDTA tube) 

สำหรับตรวจวิเคราะห

ระดับดีเอ็นเอ 

- หลังเจาะและถายเลือดเขา

หลอดเก็บ ตองผสมเลือดใหเขา

กันกับ EDTA จนแนใจวาเลือด

ไมแข็งตัวเปนล่ิม 

- ควรจัดสงทันที ถาสงไมทัน

ภายในวันเดียวใหแชตูเย็นท่ี 2-

8 °C แลวสงวันรุงขึ้น 

- หามแชแข็ง และ 

ไมตองปนเลือดกอนสง 

- หามใชหลอดฝาเขียว 

(heparin tube) 

เพราะจะทำใหดีเอ็นเอ

คุณภาพต่ำลง 

ชิ้นเนื้อรก  

(Chorionic 

villus 

sample, 

CVS) 

30 มิลลิกรัม หลอดปลอดเชื้อท่ีบรรจุ 

sterile isotonic 

saline หรือ tissue 

culture medium 

- การเก็บชิ้นเน้ือรกตองตัดสวน 

ชิ้นเน้ือแม (maternal tissue) 

ออกใหหมด 

- ควรแชหลอดเก็บตัวอยางใน

น้ำแข็ง ขณะนำสง 

- ตัวอยางหาม

ปนเปอนชิ้นเน้ือของ

แม 
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ตาราง 3 แนวทางปฏิบัติในการเก็บรักษาสิ่งสงตรวจในงานตรวจวิเคราะหอณูพันธุศาสตร (8, 11) 

ชนิดสิ่งสงตรวจ 

(Specimen type)  

สารชีวโมเลกุล

เปาหมาย 

ท่ีสนใจศึกษา 

(Target) 

อุณหภูมิเก็บรักษา 

(Temperature) 

ระยะเวลาเก็บรักษา 

(Duration) 

เลือด (Whole 

blood, EDTA 

tube) 

(8) 

DNA อุณหภูมิหอง 20-25°C (RT) ไมเกิน 24 ช่ัวโมง 

ตูเย็น 2-8°C ไมเกิน 72 ชั่วโมงเปนระยะเวลาท่ี

เหมาะสมที่สุด แตถาจำเปนตอง

เก็บนานกวาน้ัน ไมควรเกิน 6 วัน 

RNA ตูเย็น 4°C ไมเกิน 72 ช่ัวโมง 

น้ำเหลือง (Plasma) 

(8) 

DNA อุณหภูมิหอง 20-25°C ไมเกิน 24 ช่ัวโมง 

ตูเย็น 2-8°C  5 วัน 

ตูแชแข็ง -20 °C นานกวา 5 วัน 

ตูแชแข็ง -80°C 9 เดือน ถึง 41 เดือน 

RNA ตูเย็น 4°C ไมเกิน 24 ช่ัวโมง 

หยดเลือดแหงบน

กระดาษกรอง 

(Dried blood 

spot) (11) 

RNA อุณหภูมิหอง 20-25°C ไมเกิน 3 เดือน 

ตูเย็น 4°C ไมเกิน 1 ป 

ตูแชแข็ง -20°C ไมเกิน 4 ป  

DNA อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ ห  อ ง  20-25°C 

ความช้ืนสัมพัทธ 73 ± 5% 

ไมเกิน 10 ป 

น้ำคร่ำ (Amniotic 

fluid) (8) 

DNA 2-8°C ไมเกิน 24 ช่ัวโมง 

 

1.5. ขอผิดพลาดกอนกระบวนการทดสอบ (Pre-examination) ท่ีหองปฏิบัติการ 

หนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร พบ

ประมาณรอยละ 35 ของขอไมสอดคลองทั้งหมด (ภาคผนวก จ) โดยขอผิดพลาดกอนกระบวนการ

ทดสอบของงานดานอณูพันธุศาสตรที่พบบอยลำดับแรก ไดแก การใชสารกันเลือดแข็งไมถูกตอง 

ตัวอยางเชน ใชหลอดเก็บเลือดผิดเปน heparin ฝาสีเขียว ซึ ่งเลือดจากหลอด heparin จะไม

เหมาะสมกับงานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ โดยการใชสาร heparin จะสงผลกระทบตอกระบวนการ

ทดสอบ เชน สกัดดีเอดีเอ็นเอไดคุณภาพต่ำกวาเกณฑที่กำหนด เมื่อนำไปทดสอบดวยเทคนิคพีซีอาร

อาจทำใหผลคลาดเคลื่อน หรือลมเหลวไมไดผลการทดสอบ สงผลกระทบตอคนไขท่ีตองเจ็บตัวซ้ำใน

การเจาะเลือดใหม และเสียเวลา  
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2. วิธีการสกัดดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอเปนข้ันตอนแรกท่ีสำคัญในงานตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอในงานดาน 

อณูพันธุศาสตร จากการทบทวนวรรณกรรมพบวาวิธีการสกัดดีเอ็นเอมีสองรูปแบบหลัก ไดแก การ

สกัดดีเอ็นเอแบบ Solution based และแบบ Solid phase (ตาราง 4)  

ตาราง 4 วิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีใชกันท่ัวไป (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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โดยคูมือเลมนี้จะกลาวถึงเฉพาะการสกัดแบบ Solution based (ตาราง 4 ขอ 1.2) แบบ Oraganic 

solvent และการสกัดแบบ Solid phase (ตาราง 4 ขอ2.1) แบบ silica resin methods ซึ ่งเปน

วิธีการสกัดดีเอ็นเอดวยตัวทำละลายอินทรียและวิธีการสกัดดีเอ็นเอดวยซิลิกาเมทริกซ โดยสองวิธีนี้

เปนวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ใช ณ หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิ

วิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร มีรายละเอียดหลักการสกัดดีเอ็นเอแตละวิธี 

ดังนี้ 

2.1. การสกัดดีเอ็นเอดวยตัวทำละลายอินทรีย 

การสกัดดีเอ็นเอดวยตัวทำละลายอินทรีย (organic solvents methods)จัดอยูในกลุมวิธีสกัดแบบ 

Solution base (12) เปนวิธีดั้งเดิมที่ถูกใชมาตั้งแต ป ค.ศ.1950 จนถึงปจจุบัน ซึ่งการสกัดดีเอ็นเอ

ประกอบดวย 4 ข้ันตอนหลัก (14) ดังนี้ 

 ขั้นตอนที่ 1 Cell lysis  หมายถึง การลางเซลลหรือการทำใหชิ้นเนื้อขนาดเล็กลงดวย

การสับหรือบด กรณีสกัดดีเอ็นเอจากเลือด การลางจะชวยกำจัดเซลลเม็ดเลือดแดงออก เพื่อลด

ปริมาณโปรตีนฮีม (heme protein) ที่เปนตัวรบกวนการทำปฏิกิริยาพีซีอาร หากโปรตีนฮีมปนเปอน

ติดไปกับดีเอ็นเอก็ไมสามารถกำจัดไดอีก ดวยเหตุนี้เลือดที่จับตัวเปนกอนทำใหการลางฮีมออกทำได

ยากข้ึน จึงทำใหดีเอ็นเอคุณภาพต่ำมีการปนเปอนโปรตีนฮีม (15) กรณีสิ่งสงตรวจชิ้นเนื้อ ตองเพ่ิม

ข้ันตอนการสับตัวอยางใหเปนชิ้นเล็กลงใหไดมากท่ีสุด หรือใชการแชชิ้นเนื้อในไนโตรเจนเหลว เพ่ือทำ

ใหแข็งตัว แลวใชครกบดใหละเอียด ซ่ึงทุกข้ันตอนทำดวยอุปกรณและเทคนิคปลอดเชื้อ 

 ข้ันตอนท่ี 2 Denaturation of proteins หมายถึง การทำใหเซลลแตกและยอย 

โปรตีนใหมีขนาดเล็กลง ใชสารละลาย lysis buffer ที่มีองคประกอบของเกลือ (Mgcl2 และ Nacl) 

สาร non-ionic (NP-40 หรือ SDS หรือ Triton X-100) และเอ็นไซมยอยโปรตีน (Proteinase k)  

ทำใหเซลลแตกกลายเปน lysate cell ที่มีองคประกอบของดีเอ็นเอปะปนอยูกับโปรตีน จากนั้นใช

เอ็นไซม Proteinase k จะยอยโปรตีนใหขนาดเล็กลง 

 ข้ันตอนท่ี 3 Removal of contaminants การกำจัดสารโปรตีนออกจากดีเอ็นเอ  

โดยใชสารละลายอินทรีย ที่เรียกวา denaturation buffer ไดแก สาร phenol-chloroform หรือ 

formamide หรือ Guanidine hydrochloride ทำใหโปรตีนเสียสภาพ และแยกชั้นแยกตัวออกจากดี

เอ็นเอ  

 ขั้นตอนที่ 4  DNA precipitation การทำใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ดวยการตกตะกอนดีเอ็นเอ

ดวยเอทานอลหรือไอโซโพรพานอล ความเขมขนมากกวารอยละ 100 และลางตะกอนดีเอ็นเออีกครั้ง

ดวยเอทานอล ความเขมขนรอยละ 70  
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2.2. การสกัดดีเอ็นเอดวยซิลิกาเมทริกซ  

การสกัดดีเอ็นเอโดยใชซิลิกาเมทริกซ (Silica resin methods) จัดอยูในกลุมวิธีการสกัดแบบ Solid-

phase เปนวิธีการท่ีถูกพัฒนาเปนชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูปที่มีจำหนายทั่วไป ตัวอยางเชน ชุดสกัดดี

เอ็นเอสำเร็จรูปชื ่อการคา Qiamp mini spin kit  วิธ ีการนี้ถ ูกคนพบตั ้งแตป ค. ศ. 1979 โดย 

Vogelstein และ Gillespie ไดคนพบวาการใชซิลิกาในรูปแบบผงแกวทำใหชิ้นสวนดีเอ็นเอบริสุทธิ์

แยกออกจากกันได และตอมาในป 1989 มีการใชวิธีการสกัดแบบ Solid-phase สำหรับการสกัดดี

เอ็นเอจากตัวอยางเลือดเปนครั้งแรก โดย McCormick ซึ่งเปนผูตีพิมพเทคนิคการใชอนุภาคที่ไม

ละลายน้ำที่มีสวนประกอบของซิลิกอนท่ีมีลักษณะทางเคมีคลายกับฟนอล และมีปฏิกิริยากับโปรตีน

ทำใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ โดยเทคนิคเหลานี้จะดูดซับดีเอ็นเอภายใตสภาวะ pH และปริมาณเกลือท่ี

เหมาะสม ซ่ึงมีหลักการดังตอไปนี้ 1) การจับไฮโดรเจนดวยสาร chaotropic ซ่ึงเปนเมทริกซท่ีชอบน้ำ 

2) การแลกเปลี่ยนไอออนิกดวยตัวแลกเปลี่ยนประจุลบภายใตสภาวะที่เปนน้ำและ 3) กลไกการแยก

ตามความจำเพาะและขนาด โดยการสกัดดีเอ็นเอเทคนิค Solid phase แบบ Silica resin methods 

สวนใหญที่ขายในทองตลาดเปนแบบสปนคอลัมน (Spin column) ซึ่งสามารถจับดีเอ็นเอภายใตแรง

เหวี ่ยงดวยการใชซิลิกาเมทริกซอนุภาคแกวหรือผงดินเบาเปนตัวพาการแลกเปลี ่ยนประจุลบ 

โดยทั่วไปสารประกอบเหลานี้จำเปนตองไดรับการปรับสภาพโดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่ pH เฉพาะ 

เพื่อเปลี่ยนเปนรูปแบบทางเคมี โดยวิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบ Silica resin methods ประกอบดวย 4 

ข้ันตอนหลัก ดังนี้  

  ข้ันตอนท่ี 1 การยอยเซลลเม็ดเลือดโดยใชบัฟเฟอรท่ีเฉพาะจนไดเปน lysate cells 

  ข้ันตอนท่ี 2 นำ lysate cells ผานกับคอลัมนและหมุนเหวี่ยง โดยข้ันตอนนี้ดีเอ็นเอจะจับ

กับคอลัมนท่ีสภาวะ pH และความเขมขนของเกลือท่ีเหมาะสม โปรตีนบางชนิดและสารประกอบทาง

ชีวเคมีอื่น ๆ อาจจับตัวกับคอลัมนไดบางสวนเชนกัน แตจะถูกกำจัดออกในภายหลังโดยใชเอทานอล 

ความเขมขนรอยละ 70 ในข้ันตอนลางดีเอ็นเอ 

  ข้ันตอนท่ี 3 การลางดีเอ็นเอดวยเอทานอล ความเขมขนรอยละ 70   

  ขั้นตอนที่ 4 การละลายดีเอ็นเอออกจากคอลัมนดวยน้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อหรือ TE 

buffer  

3. การทำไบซัลไฟต คอนเวอรช่ัน 

ไบซัลไฟต คอนเวอรชั่น (Bisulfite conversion) เปนวิธีการเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอดวย 

สารเคมีไบซัลไฟต เพ่ือทำใหเกิดความตางระหวางดีเอ็นเอท่ีมีสภาวะเมทิลเลชั่น (methylation) กับดี

เอ็นเอท่ีไมมีสภาวะเมทิลเลชั่น (unmethylation) (16) โดยท่ัวไปสภาวะเมทิลเลชั่นมักเกิดบริเวณโปร
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โมเตอรของยีน (ซึ่งเปนบริเวณที่มีลักษณะเบส CG ซ้ำตอกันเปนจำนวนมาก เรียกวา CpG island) มี

หนาที่เปนกลไกสำคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีน นอกจากนี้ยังมีบางกลุมยีนที่เรียกวา 

Imprinting gene (ซึ ่งหมายถึง ปรากฏการณทางพันธุศาสตรอยางหนึ่งที่ยีนหนึ่งๆ จะแสดงออก

เฉพาะเม่ือไดรับมาจากพอหรือแมเทานั้น) ใชกลไกการเกิดเมทิลเลชั่นในการควบคุมการแสดงออกของ

ยีนจากพอและจากแม โดยการเกิดภาวะเมทิลเลชั่นของยีนเกิดจากเบส C บริเวณ CpG ถูกเติมหมู

เมทิล (CH3) บนคารบอนตำแหนงท่ี 5 ของเบส C ท่ีติดกับ G ซ่ึงจะสงผลใหยีนไมมีการแสดงออก ดวย

เหตุนี้กระบวนการเมทิลเลชั่นจึงเปนกลไกสำคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนกลุม Imprinting 

gene หากกลไกดังกลาวผิดปกติไป ก็จะนำมาสูโรคทางพันธุกรรมในกลุมยีน Imprinting ได (17) 

ตัวอยางเชน กลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน (PWS/AS) เปนตน ดังนั้นการวิเคราะหหา

ความผิดปกติของสภาวะเมทิลเลชั่นของยีน Imprinting (ยีน SNRPN) จึงเปนท่ีนิยมใชในการตรวจ

วินิจฉัยทางหองปฏิบัติการกลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน (18)  

  ข้ันตอนการทำ bisulfte conversion เพ่ือเตรียมดีเอ็นเอท่ีใชตรวจวิเคราะหสภาวะ 

เมทิลเลชั่นของยีน Imprinting (ยีน SNRPN) ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอาร ดังภาพ 2  

(19) เริ่มจากการเตรียมดีเอ็นเอปกติ (Genomic DNA) ซึ่งอาจจะมีภาวะเมทิลเลชั่นหรือไมมีภาวะ

เมทิลเลชั่น ซ่ึงดังกลาวไมสามารถตรวจสอบดวยเทคนิคพีซีอารแบบท่ัวไป เพราะการเกิดเมทิลเลชั่นมี

เพียงการเติมหมูเมทิลท่ีเบส C ที่ติดกับ G ซึ่งไมสงผลตอการเปลี่ยนแปลงลำดับเบส หรือท่ีเรียกวา 

epigenetics ดังนั้นจึงตองใชสารเคมีไบซัลไฟตเขาไปเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอ เพื่อทำใหเกิดความตาง

ระหวางดีเอ็นเอที ่ม ีสภาวะเมทิลเลชั ่น (methylation) กับดีเอ็นเอที ่ไม ม ีสภาวะเมทิลเลชั่น 

(unmethylation) โดยการเกิด bisulfite conversion ดวยสารไบซัลไฟตจะเกิดขึ้นไดก็ตอเมื่อดีเอ็น

เอเกลี่ยวคูถูกแยกเปนสายเดี่ยวดวยการทำใหดีเอ็นเอใหเสียสภาพ (denaturation) ดวยความรอน

หรือสารเคมี เมื่อดีเอ็นเอแยกเปนสายเดี่ยวสารเคมีไบซัลไฟตจะสามารถเขาไปเปลี่ยนเบสไซโตซีน 

(Cytosine, C) ที่ไมเกิดเมทิลเลชั่น เปลี่ยนเปนเบส Uracil (U) แตถาเบสไซโตซีนถูกเมทิลเลชั่น (5-

methyl cytosine, mC) คือ เบสไซโตซีนท่ีมีหมูเมทิล (CH3) อยูที่คารบอนตำแหนงที่ 5 จะทำใหไม

เกิดปฏิกิริยา deamination เบสไซโตซีนยังคงสภาพเชนเดิมไมเปลี่ยนแปลง จากนั้นนำดีเอ็นเอท่ีผาน 

bisulfite conversion แลว ไปตรวจวิเคราะหดวยเทคนิคเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอาร (MS-PCR) ใน

ลำดับตอไป โดยขั้นตอนการทำ bisulfite conversion ของดีเอ็นเอ ประกอบดวยขั้นตอนหลัก (ภาพ 

2)  ดังนี้  
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ภาพ 2 หลักการทำ bisulfite conversion  เพ่ือเตรียมดีเอ็นเอท่ีใชตรวจวิเคราะหสภาวะเมทิล

เลชั่นของยีน Imprinting (ยีน SNRPN) ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอาร (อธิบายคำยอ CpG 

หมายถึงบริเวณท่ีมีเบส CG ซ้ำตอกันเปนจำนวนมาก เรียกวา CpG island mC หมายถึง เบส C ท่ีโครงสรางมีการ

เติมหมูเมทิล และ C หมายถึง เบส C โครงสรางปกต)ิ  

 

(1) การทำใหจีโนมิกสดีเอ็นเอเสียสภาพ (Denaturation) ดวยความรอนท่ี 95  

องศาเซลเซียส ประมาณ 5 นาที หรือการใชสารเคมีโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ที่ความเขมขนท่ี

เหมาะสม เพ่ือทำใหสายดีเอ็นเอแยกจากเกลี่ยวคูเปนสายเดี่ยว 

(2) การทำไบซัลไฟต คอนเวอรช่ัน ดวยการใชสารไบซัลไฟต bisulfite (HSO3) ทำให 

เกิดปฏิกิริยา deamination เปลี่ยนแปลงเบสไซโตซีน (cytosine,C) เปนยูราซิล (Uracil,U)  ถาอยูใน

สภาวะไมเกิดเมทิลเลชั่น เบส C  จะถูกเปลี่ยนเปน U  แตถาเกิดเมทิลเลชั่น เบส C จะไมถูกเปลี่ยน 

คงสภาพเปนเบส C เชนเดิม โดยขั ้นตอนการเกิดปฏิกิริยา deamination ของเบส C เมื ่อถูกทำ

ปฏิกิริยาดวยสารไบซัลไฟต  (HSO3) ประกอบดวย 3 ข้ันตอนยอย (ภาพ 3) ดังนี้ 

 ขั้นตอน 1 Sulphonation คือ การเติม sulphonate group เขาที่พันคู 5-6 ของเบส

ไซโตซีน กลายเปน Cytosine sulphinate โดยขั้นตอนนี้จะถูกควบคุมดวย pH ความเขมขนของสาร

ไบซัลไฟต และอุณหภูมิ การเกิดปฏิกิริยาไปขางหนา (Forward reaction) จะเกิดข้ึนไดดีเม่ือ pH ต่ำ 

และปฏิกิริยายอนกลับ (reverse reaction) จะเกิดข้ึนเม่ือ pH สูงข้ึน  

 ขั้นตอน 2 Hydrolic deamination คือ Cytosine sulphinate ถูกดึง amine group 

(NH2) ออกดวยปฏิกิริยา hydrolysis กลายเปน Uracil sulphonate ข้ันตอนนี้จะถูกเรงปฏิกิริยาดวย

สาร sulphite สาร bisulphite และสาร acetate anions 

 ขั ้นตอน 3 Desulphonation คือ การกำจัด sulphonate group โดยการเติมสาร

ประเภท อัลคาไลน (alkali) ทำใหกลายเปนเบส Uracil 
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ภาพ 3 แบบจำลองการเกิดปฏิกิริยา deamination ของเบสไซโตซีน (Cytosine, C) เม่ือทำปฏิกิริยา

กับสารไบซัลไฟต (HSO3) ในการทำ bisulfite conversion ของดีเอ็นเอ แถวบน คือ เบส C โครงสราง

ปกติ เมื่อผานกระบวนการ bisilfite conversion (ข้ันตอน 1 Sulphonation ข้ันตอน 2 Hydrolic deamination 

ข้ันตอน 3 Desulphonation) จะทำใหเบส C (cytosine) ถูกเปลีย่นเปน U (uracil) แถวลาง คือ เบส C ท่ีมีการ

เติมหมูเมทิล (CH3) เมื่อผานกระบวนการ bisilfite conversion เบส C ท่ีมีการเติมหมูเมทิล จะไมเกิดปฏิกิรยิาใดๆ 

ยังคงสภาพเดมิ ไมเปลีย่นเปน U  
ท่ีมาของภาพ https://en.wikipedia.org/wiki/Bisulfite_sequencing#/media/File:Bisulfite_conversion.svg 

4. โรคพราเดอร-วิลล่ีและแอนเจลแมน 

4.1. ลักษณะทางคลินิกของผูปวยโรคพราเดอร-วิลล่ีและแอนเจลแมน (PWS/AS) 

ผูปวยโรคพราเดอร-วิลล่ี (PWS) มักมีภาวะกลามเนื้อตึงตัวนอยแบบรุนแรง (severe 

hypotonia) ทำใหการกินอาหารลำบากในชวงวัยทารก ตอมาในวัยเด็กจะคอยๆกินจุและพัฒนาเปน

โรคอวนผิดปกติ มีพัฒนาการลาชาทั้งดานการเคลื่อนไหวและภาษา (delay developmental of 

motor and language) ผูปวยแตละรายมีระดับความรุนแรงของความบกพรองในกระบวนการรับรูท่ี

แตกตางกัน มีพฤติกรรมโดดเดนที่พบไดบอย เชน มีอารมณเกรี้ยวกราด (temper tantrums) ดื้อรั้น 

(stubbornness) มีบุคลิกย้ำคิดย้ำทำ (obsessive-compulsive characteristic) การพัฒนาระบบ

สืบพันธไมสมบูรณ แสดงลักษณะระบบสืบพันธุพัฒนาไมสมบูรณ (genital hypoplasia) พบในท้ัง

เพศหญิงและเพศชาย โดยสวนใหญอยูในภาวะไมเจริญพันธุ มีบุตรยาก (infertility) ผูปวยมักมีรูปราง

ไมสูง ลักษณะของใบหนามีตาเหล (strabismus) อาจพบลักษณะกระดูกสันหลังคด (scoliosis) ได

บอย และอาจมีการขาดภาวะการขาดอินซูลินจากโรคเบาหวานซ่ึงจะเกิดข้ึนในคนท่ีเปนโรคอวน (20) 

 ผูปวยโรคแอนเจลแมน (AS) มีลักษณะทางคลินิกหลากหลาย ไดแก มีการพัฒนาลาชา

แบบร ุนแรง  (severe developmental delay) หร ือม ีความพ ิการทางป ญญา(intellectual 
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disability) พัฒนาการชาดานการพูดแบบรุนแรง (severe developmental delay of language) 

มีอาการเดินเซหรือแขนขาสั่น (ataxia of gait)  และมีพฤติกรรมที่เฉพาะ เชน มีความสุขที่มีบอย

หัวเราะรอยยิ้ม และความตื่นเตนงาย มีขนาดศรีษะเล็ก (microcephaly) และมักพบอาการชักไดบอย 

พัฒนาการลาชาจะสังเกตเห็นเปนครั้งแรกที่อายุประมาณหกเดือน แตอยางไรก็ตามลักษณะทางท่ี

หลากหลายมักจะปรากฏหลังจากอายุหนึ่งป และอาจใชเวลาหลายปกอนที่การวินิจฉัยทางคลินิกท่ี

ถูกตองเปนที่เห็นไดชัด (21) ลักษณะทางคลินิกจะมีการแสดงออกอยางมีความสุข และการเดินที่ไม

ม่ันคงพรอมดวยการยกแขนข้ึนเปนท่ีสังเกตไดโดยท่ัวไป ในบางครั้งลักษณะใบหนาสามารถบงบอกถึง

การวินิจฉัยได แตโดยปกติแลวลักษณะใบหนาจะไมโดดเดน (21) 

4.2. กลไกการเกิดโรคพราเดอร-วิลล่ีและแอนเจลแมน  

 โรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน (PWS/AS) เกิดจากความผิดปกติของยีนในบริเวณ

ชิ้นสวนแขนขางยาวของโครโมโซม 15 ตำแหนง q11-q13 ที่เรียกวา PWS/AS critical region ยีน

บริเวณนี้มีการแสดงออกในรูปแบบ imprinting gene (แสดงดังภาพ 4) ซ่ึงเปนปรากฏการณทางพันธุ

ศาสตรอยางหนึ ่งท่ียีนหนึ ่งๆ จะแสดงออกเฉพาะเมื ่อไดรับมาจากพอหรือแมเทานั ้น โดยยีนท่ี

แสดงออกจากแทงโครโมโซมที ่มาจากพอ จะเรียกวา paternally expressed genes และยีนท่ี

แสดงออกจากโครโมโซมท่ีมาจากแม เรียกวา maternally expressed genes (18, 22)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 4 แบบจำลองการควบคุมการแสดงออกของยีนแบบ Imprinting บนโครโมโซมคูที่ 15 บริเวณ 

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

อธิบายวา บริเวณ PWS-IC (สัญลักษณวงกลม) เปนศูนยกลางควบคุมการแสดงออกของยีนบริเวณ PWS region 

(PWS imprinting center) ซึ่งควบคุมใหมีการแสดงออกของยีนบนโครโมโซมท่ีมาจากพอเทานั้น (สัญลักษณบล็อก

สีน้ำเงินคือยีนท่ีมีการแสดงออก) ไดแก ยีน MKRN3 MAGEL2 NDN และ SNRPN แตยีนบริเวณดังกลาวบน

โครโมโซมที่มาจากแมจะไมมีแสดงออก (สัญลักษณบล็อกสีเทาคือยีนท่ีไมมีแสดงออก) ในทางกลับกันยีน UBE3A 

และ ATP10A บนโครโมโซมท่ีมาจากแมเทานั้นที่มีการแสดงออก (สัญลักษณบล็อกสีแดงคือยีนที่มีการแสดงออก) 

แตยีนทั้งสองบนโครโซมที่มาจากพอจะไมมีการแสดงออก บริเวณ AS-IC (สัญลักษณสามเหลี่ยมสีเขียว) เปน

ศูนยกลางควบคุมการแสดงออกของยีนบริเวณ AS region (AS imprinting center)  

โครโมโซม15 จากพอ 

โครโมโซม15 จากแม 
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(1) กลไกทางพันธุกรรม (genetic mechanism) ท่ีทำใหเกิดโรคพราเดอร-วิลล่ี 

สาเหตุเกิดจากสูญเสียการทำงานของยีนบนโครโมโซม 15 ที ่มาจากพอท่ีเร ียกวา Paternal 

imprinting gene อยูในบริเวณ PWS/AS region (15q11-q13) ซ่ึงมีกลไกทางพันธุกรรมการเกิดโรค 

PWS หลายแบบ (ตาราง 5) ไดแก  

• การขาดหายของยีนบริเวณ 15q11-q13 บนโครโมโซม15 ท่ีมาจากพอ  

(15q11-q13 parternal deletion) ซ่ึงพบในผูปวย PWS ประมาณรอยละ 65-75 

• การมีโครโมโซม 15 ท้ังสองแทงมาจากแม (Maternal uniparental disomy15 

, maternal UPD15) ซ่ึงพบในผูปวย PWS ประมาณรอยละ 20-30 

• ความผิดปกติของกลไก Imprinting ซ่ึงควบคุมการแสดงออกของยีนบริเวณ 

PWS/AS region (Imprinting defect, ID) ซ่ึงพบในผูปวย PWS ประมาณรอยละ 2 

• ความผิดปกติของกลไก Imprinting (Imprinting defect, ID) ท่ีเกิดการขาดหาย 

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

ในผูปวย PWS นอยกวารอยละ 0.5 

• ความผิดปกติของแทงโครโมโซม 15 แบบ Unbalanced chromosome 

 rearrangement ซ่ึงพบในผูปวย PWS นอยกวารอยละ 1  

โดยกลไกเกิดโรค PWS ทุกรูปแบบจะเกิดความเสี่ยงการเปนโรคกลับซ้ำในลูกคนถัดไป (sibling risk) 

แตกตางกัน (ตาราง 5) โดยถากลไกการเกิดโรคแบบ 15q11-q13 deletion หรือ maternal UPD15 

ความเส ี ่ยงเป นกล ับซ ้ำจะเทาก ับ ร อยละ 1 แตถ ากลไกเก ิดจาก ID with IC deletion หรือ 

unbalanced chromosome rearrangement ความเสี่ยงการเปนกลับซ้ำในพี่นองจะเพิ่มขึ้นเปน

รอยละ 50 ดังนั้นครอบครัวของผูปวยควรไดรับคำปรึกษาทางพันธุกรรม และควรมีการตรวจวินิจฉัย

กอนคลอด (Prenatal testing) ในกรณีหญิงตั้งครรภท่ีมีความเสี่ยงของ sibling risk เพ่ิมสูงข้ึน (20) 

ตาราง 5 กลไกทางพันธุกรรมของการเกิดโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) 

กลไกทางพันธกุรรม 

ของการเกิดโรค PWS  

สัดสวนท่ีพบ 

ในผูปวย PWS 

สัดสวนการเปนโรคกลับซ้ำ 

ในลูกคนถัดไป 

15q11-q13 parternal deletion รอยละ 65-75 นอยกวา รอยละ 1 

Maternal UPD15 รอยละ 20-30 นอยกวา รอยละ 1 

ID without IC deletion  รอยละ 2 นอยกวา รอยละ 1 

ID with deletion in IC นอยกวา รอยละ 0.5 รอยละ 50 ถาพอมี IC deletion 

Unbalanced chromosome 

rearrangement 

นอยกวา รอยละ 1 รอยละ 50 

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



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

35 

(2) กลไกทางพันธุกรรม (genetic mechanism) ท่ีทำใหเกิดโรคแอนเจลแมน 

สาเหตุเกิดจากการสูญเสียการแสดงออกของยีนบนโครโมโซม 15 ที่มาจากแมที่เรียกวา Maternally 

imprinted UBE3A gene อยูในบริเวณ PWS/AS region (15q11-q13) ซ่ึงมีกลไกทางพันธุกรรมการ

เกิดโรคหลายแบบ (ตาราง 6) ไดแก 

• การขาดหายของยีนบริเวณ 15q11-q13 บนโครโมโซม15 ท่ีมาจากแม  

(15q11-q13 marternal deletion) ซ่ึงพบในผูปวย AS ประมาณรอยละ 65-75 

• การมีโครโมโซม 15 ท้ังสองแทงมาจากพอ (Paternal uniparental disomy 15, 

 paternal UPD15) ซ่ึงพบในผูปวย AS ประมาณรอยละ 3-7 

• ความผิดปกติของกลไก Imprinting ซ่ึงควบคุมการแสดงออกของยีนบริเวณ 

PWS/AS 

 region (Imprinting defect, ID) ซ่ึงพบในผูปวย AS ประมาณรอยละ 2.5-3 

• ความผิดปกติของกลไก Imprinting (Imprinting defect, ID) ท่ีเกิดการขาดหาย 

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

ในผูปวย PWS นอยกวารอยละ 0.3 

• ความผิดปกติของแทงโครโมโซม 15 แบบ Unbalanced chromosome  

rearrangement ซ่ึงพบในผูปวย AS นอยกวารอยละ 1  

• การกลายพันธุยีน UBE3A แบบ point mutation พบในผูปวย AS ประมาณ 

รอยละ 11  

• ความผิดปกติอ่ืนๆ ท่ียังไมทราบสาเหตุแนชัดอีกประมาณรอยละ 10 

โดยกลไกการเกิดโรค AS ทุกรูปแบบจะเกิดความเสี่ยงที่จะเปนกลับซ้ำในลูกคนถัดไป (sibling risk) 

แตกตางกัน (ตาราง 6) โดยกลไกเกิดจากแบบ deletion  และ UPD ความเสี่ยงเทากับ รอยละ 1 แต

ถากลไกเกิดจาก UBE3A mutation หรือ Unbalanced chromosome translocation หรือ ID 

with IC deletion ความเสี่ยงจะเพิ่มสูงขึ้น เปนรอยละ 50 ดังนั้นหญิงการตั้งครรภที่มีความเสี่ยง 

sibling risk สูง จึงควรมีการทดสอบกอนคลอดเชนกัน (21) 
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ตาราง 6 กลไกทางพันธุกรรมของการเกิดโรคแอนเจลแมน (AS)  

กลไกทางพันธกุรรม 

ของการเกิดโรค AS 

สัดสวนท่ีพบ 

ในผูปวย AS 

สัดสวนการเปนโรคกลับซ้ำ 

ในลกูคนถัดไป 

15q11-q13 marternal deletion รอยละ 65-75 นอยกวา รอยละ 1 

Paternal UPD15 รอยละ 3-7 นอยกวา รอยละ 1 

ID without IC deletion  รอยละ 2.5-3 นอยกวา รอยละ 1 

ID with deletion in IC นอยกวา รอยละ 0.3 รอยละ 50 ถาแมมี IC deletion 

Unbalanced chromosome 

rearrangement 

นอยกวา รอยละ 1 รอยละ 50 

UBE3A pathogenic variant รอยละ 11 รอยละ 50 ถาแมมี UBE3A 

pathogenic variant 

"Other" - no identifiable 

molecular abnormality 

รอยละ 10 ไมมีขอมลู 

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

5. วิธีการตรวจทางอณูพันธุศาสตรเพื่อวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

(PWS /AS) 

การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรค PWS/AS ดวยเทคทิคทางอณูพันธุศาสตรมี 

หลากหลายวิธี แสดงในตาราง 7 และ 8 โดยแตละวิธีการมีความสามารถในการตรวจหากลไกการเกิด

โรค PWS/AS (ตาราง 5 และ 6) ไดแตกตางกัน โดยปจจุบันวิธีทดสอบทางอณูพันธุศาสตรที่นำมาใช

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  

โดยในคูมือเลมนี้กลาวถึงเฉพาะงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับวิธีการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอาร 
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ตาราง 7 วิธีการทดสอบทางอณูพันธุศาสตรท่ีใชในการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-

วิลลี่ (PWS) ในปจจุบัน (20) 

วิธีทดสอบ กลไกพันธกุรรมการเกิดโรค PWS สัดสวน PWS ท่ีตรวจพบ 

DNA methylation analysis Deletions, UPD & ID มากกวา รอยละ 99 

MS-MLPA  Deletions, UPD & ID มากกวา รอยละ 99  

FISH  Deletions รอยละ 65-75 

CMA  Deletions รอยละ 65-75 

CMA-SNP array  Deletions & some UPDs รอยละ 80-90 

UPD analysis UPD and ID รอยละ 20-30 

DNA sequening  ID with IC deletions นอยกวา รอยละ 1 

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

ตาราง 8 วิธีการทดสอบทางอณูพันธุศาสตรท่ีใชในการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคแอน 

เจลแมน (AS) ในปจจุบัน (21) 

วิธีทดสอบ กลไกพันธกุรรมการเกิดโรค AS สัดสวน AS ท่ีตรวจพบ 

DNA methylation analysis  15q11.2-q13del, UPD, ID  ประมาณ รอยละ 80 

MS-MLPA 15q11.2-q13del, UPD, ID ประมาณ รอยละ 80 

FISH 15q11.2-q13del  ประมาณ รอยละ 68 

CMA 15q11.2-q13del, UPD  รอยละ 70-75 

UPD analysis UPD รอยละ 3-7 

AS IC deletion analysis (MLPA, 

qPCR) 

ID นอยกวา รอยละ 0.3 

UBE3A sequence analysis UBE3A seq variant ประมาณ รอยละ 11 

UBE3A gene-targeted del/dup 

analysis (CMA) 

UBE3A del/dup นอยมาก (Rare) 

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

5.1. การทดสอบเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารเพื่อตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลล่ี

และแอนเจลแมน 

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

ที่ผานมาพบวาการเติมหมูเมทิลบนโปรโมเตอรของยีน SNRPN มีความแตกตางกันระหวางโครโมโซม

ที่มาจากพอและมาจากแมซึ ่งเกี ่ยวของกับการเกิดโรค 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 พบวา CpG บนโปรโมเตอรยีน SNRPN จากโครโมโซมที ่มาจากแมอยู ในภาวะเมทิลเลชั่น 

มากกวา 96% ขณะที่โครโมโซมที่มาจากพอจะไมเกิดภาวะเมทิลเลชั่น ดวยเหตุผลนี้การวิเคราะหดี

เอ็นเอบนโปรโมเตอรของยีน SNRPN ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารจึงถูกนำมาใชในการ

ตรวจวินิจฉัยโรค PWS/AS ในปจจุบัน รวมถึงวิธีการนี้ยังมีประสิทธิภาพในการตรวจหาความผิดปกติท่ี

เป นสาเหตุทางพันธ ุกรรมของโรค PWS/AS ไดท ั ้งสามร ูปแบบ ได แก แบบ deletion แบบ 

uniparental disomy และแบบ Imprinting defect และยังสามารถวินิจฉัยแยกโรค PWS ออกจาก 

AS ไดอีกดวย (18, 22, 24, 25, 26) โดยการทดสอบใชหลักการตรวจหาภาวะเมทิลเลชั่นบนโปรโม

เตอรของยีน SNPRN ดวยไพรเมอร 2 ชุด ไดแก ไพรเมอรที่จำเพาะกับดีเอ็นเอที่การเกิดเมทิลเลชั่นข

องยีน SNRPN ท่ีมาจากโครโมโซมแม ที่เรียกวา maternal methylation primers และไพรเมอรท่ี

จำเพาะกับดีเอ็นเอที่ไมเกิดเมทิลเลชั่นของยีน SNRPN ท่ีมาจากโครโมโซมพอ ที่เรียกวา paternal 

unmethylation primers ทำปฏิกิริยาพีซีอารดวยการใชดีเอ็นเอตนแบบท่ีผานการทำ bisulfite 

conversion มากอน จากการทบทวนวรรณกรรมพบงานวิจัยที่เกี่ยวกับการใชวิธีเมทิลเลชั่น-สเปค

ซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพ่ือการตรวจวินิจฉัยโรค PWS/AS มีหลายการศึกษา (27-29) คูมือเลมนี้

จะกลาวถึงเพียงสองงานวิจัย ไดแก Kubota T และคณะป ค.ศ. 1997 และ Hussain Askree S และ

คณะ ป ค.ศ. 2011 ซึ่งเปนงานวิจัยที่หนวยมนุษยพันธุศาสตรนำขอมูลไพรเมอรมาประยุกตใชในงาน

บริการตรวจทดสอบดวยวิธีการเมทิลเลชั ่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื ่อวินิจฉัยโรค 

PWS/AS โดยแสดงลำดับ  นิวคลีโอไทปของไพรเมอรในตาราง 9 และ 10 ตามลำดับ 
 

ตาราง 9 ลำดับนิวคลีโอไทปของไพรเมอรจากงานวิจัย Kubota T และคณะป ค.ศ. 1997 (28) 

ชื่อไพรเมอร ลำดับนิวคลีโอไทดไพรเมอร (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 ลำดับนิวคลีโอไทปของไพรเมอรจากงานวิจัย Hussain Askree S และคณะ ป ค.ศ2011(29) 

ชื่อไพรเมอร ลำดับนิวคลีโอไทดไพรเมอร (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. การตรวจสอบผลพีซีอารดวยเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

อิเล็กโตรฟอริซีส เปนเทคนิคท่ีใชตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร (PCR product) หรือชิ้นสวน 

ดีเอ็นเอดวยหลักการแยก (separate) ชิ้นดีเอ็นเอดวยการเคลื่อนท่ีผานเจลตัวกลางในสนามไฟฟา ชิ้น

ดีเอ็นเอท่ีขนาดเล็กจะเคลื่อนท่ีไดเร็วกวาขนาดใหญ จึงสามารถแยกชิ้นดีเอ็นเอท่ีขนาดตางกันออกจาก

กันได อิเล็กโตรฟอริซีสท่ีนิยมใชมีสองแบบ ไดแก แบบแคปปลารี่ (Capillary electrophoresis) และ

แบบเจล (Gel electrophoresis) โดยแบบแคปปลารี่จะตองใชเครื่องมือพิเศษราคาแพง เชน เครื่อง

วิเคราะหลำดับเบสแบบอัตโนมัติ (Genetic Analyzer) ซึ่งขั้นตอนการทำงานเปนแบบอัตโนมัติ ไม

ยุงยาก สวนแบบเจลนิยมใชกันท่ัวไปเพราะใชเครื่องมืออุปกรณราคาไมแพง แตมีข้ันตอนทำงานหลาย

ขั้นตอน ไดแก การเตรียมเจล การเตรียมบัฟเฟอร การโหลดตัวอยางลงเจล การรันอิเล็กโตรฟอริซีส 

การยอมเจลดวยดวยสารเรืองแสง และการตรวจสอบผลเจลดวยการสองดวยแสง UV (ultraviolet) 

มีรายละเอียดแนวคิดในแตละข้ันตอนดังนี้ (30) 

5.2.1. ชนิดเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

  เจลตัวกลางท่ีนิยมใชมีสองชนิด ไดแก เจลชนิดอะคริลาไมด (Acrylamide gel) และเจล

ชนิดอะกาโรส (Agarose gel) การเลือกใชชนิดเจลจะข้ึนกับขนาดของชิ้นดีเอ็นเอในแตละการทดสอบ 

โดยเจลอะคริลาไมดมีสามารถในการแยกชิ้นดีเอ็นเอ ขนาด 5-500 bp ไดดี และสามารถแยก 1 bp 

ออกจากกันได แตอยางไรก็ตามเจลอะคริลาไมดนี้มีข้ันตอนการเตรียมท่ียุงยาก และมีความเปนพิษสูง 

นิยมในงานบางประเภท เชน งานแยกโปรตีน และงาน sequencing แบบ slab gel  สวน 

เจลอะกาโรส มีความสามารถในการแยกต่ำกวาเจลอะคริลาไมด แตมีชวงการแยกกวางกวา และ

สามารถแยกดีเอ็นเอไดตั้งแตขนาด 50bp ถึง หลายเมกะเบส อีกท้ังมีข้ันตอนการเตรียมงายไมยุงยาก

และไมเปนพิษ จึงนิยมใชในงานพีซีอารทั่วไป เจลอะกาโรสที่มีขายทั่วไปมีคุณสมบัติของเจลอะกาโรส

หลายแบบ ไดแก เจลอะกาโรสแบบมาตรฐาน (High-melting-temperature) เจลอะกาโรสแบบ 

Low-melting/Gelling-temperature เจลอะกาโรสแบบ Chemically Modified และเจลอะกาโรส

แบบ Electroendo-Osmosis (30) 

5.2.2. บัฟเฟอรเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

 บัฟเฟอรท่ีใชในการรันเจลอิเล็กโตรฟอริซิสแบบ native หรือ double stranded DNA มี 

3 แบบ ไดแก Tris-acetate and EDTA (TAE, pH 8.0) Tris-borate and EDTA (TBE, pH8.0) และ

Tris-phosphate (TPE, pH7.5-7.8) ซ่ึงนิยมใชท่ีระดับความเขมขน 0.5-1X โดยบัฟเฟอร TAE การใช

ซ้ำหรือใชเปนเวลานานจะทำใหคุณสมบัติการเปนบัฟเฟอรลดลงอยางรวดเร็ว ดังนั้นจึงควรมีการ

กำหนดอายุการใชงานของ TAE ใหชัดเจน เพื่อลดผลเสียในระหวางการรันเจลอิเล็กโตรฟอริซีส สวน
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บัฟเฟอร TBE และ TPE มีคุณสมบัติการเปน buffer ท่ีสูงกวา TAE จึงใชซ้ำไดนานกวา แตอยางไรก็

ตาม TBE และ TPE มีราคาคอนขางสูงเมื ่อเทียบกับ TAE  และลักษณะการเคลื ่อนที ่ดีเอ็นเอใน

บัฟเฟอร TAE จะเคลื่อนท่ีไดเร็วกวาใน TBE และ TPE ประมาณ 10% จึงทำใหการแยกโมเลกุล 

ดีเอ็นเอขนาดใหญในบัฟเฟอร TAE แยกไดดีกวาใน TBE และ TPE  แตถาดีเอ็นเอขนาดเล็กสามารถ

แยกไดดีพอๆกัน บัฟเฟอรมีคุณสมบัติเปนดาง (pH 7.5-8.0) จึงทำใหโมเลกุลดีเอ็นเอในการทำ

เจลอิเล็กโตรฟอริซีส เคลื่อนท่ีผานเจลตัวกลางจากข้ัวลบไปข้ัวบวก โดยอัตราการเคลื่อนท่ีของดีเอ็นเอ

ผานเจลอะกาโรสจะคำนวณไดดวยสูตร V = IR (V= voltage, I=amperes, R=resistance (ohms)) 

และปจจัยท่ีเก่ียวของกับการเคลื่อนท่ีมีดังตอไปนี้ 

• กระแสไฟฟา (โมเลกุลดีเอ็นเอขนาดใหญเคลื่อนท่ีชากวาขนาดเล็ก)  

• ความเขมขนของเจล เจลความเขมขนนอยดีเอ็นเอเคลื่อนท่ีไดเร็วกวาความเขมขน 

มาก 

• รูปรางของดีเอ็นเอ เชน แบบเกลยีว (Superhelical) แบบวงกลม (circular 

Nickedcircular) และแบบเสน (linear) ท้ัง 3 แบบมีอัตราเคลื่อนท่ีผานเจลอะกาโรสตางกัน 

• การใชความตางศักย เม่ือเพ่ิมความตางศักยจะใหความสามารถในการแยกดวยเจล 

อะกาโรสลดลง การแยกดีเอ็นเอที่ขนาด > 2 kb ในเจลอะกาโรส ควรใชความตางศักยไมเกิน 5-8 

โวลตตอเซ็นติเมตร (V/cm) 

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

หลอมเหลว (Melting temperature) 85-95 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิแข็งตัวเปนเจล (Gelling 

temperature) 36-42 องศาเซลเซียส และเจลแบบอุณหภูมิในการหลอมเหลวต่ำ (Low-melting 

temperature) มีจุดหลอมเหลวประมาณ 65 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิแข็งตัวเปนเจล (gelling 

temperature) 30-35 องศาเซลเซียส 

• การเคลื่อนท่ีดีเอ็นเอในเจลอิเล็กโตรฟอริซีสข้ึนกับความแรงของไอออนของบัฟเฟอร 

 ถาไมมีไอออน (ใชน้ำแทนบัฟเฟอร) จะไมมีไอออนนำกระแสไฟฟา ดีเอ็นเอก็จะไมเคลื่อนท่ี ถา

บัฟเฟอรมีความแรงของไอออนสูง (กรณีใชผิด เปน 10X buffer) การนำกระแสไฟฟามาก เกิดความ

รอนสูงมาก อาจทำใหเจลหลอมเหลวได (30) 
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บทท่ี 4 

เทคนิคในการปฏิบัติงาน 

แผนปฏิบัติงาน 

 การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวยเทคนิค 

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN (Laboratory Diagnostics for Prader-willi 

/Angelman syndrome using Methylation-Specific PCR for SNRPN gene) ผูปฎิบัติงาน

จำเปนตองมีความรูความเขาใจหลักการตรวจวิเคราะหดานอณูพันธุศาสตร ดังตอไปนี้ 1) การ

ตรวจสอบคุณภาพสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตร 2) การรับและลงทะเบียนสิ่งสงตรวจ 3) การสกัดดี

เอ็นเอและการตรวจสอบคุณภาพ 3 ) การทำ bisulfite conversion ดีเอ็นเอ 4) การทำพีซีอารและ

ขอจำกัดของพีซีอารแตละประเภท 5) การคำนวณปริมาณสารสัมพันธในการเตรียมสารเคมี 6) การ

ทำเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส 7)การแปลผลการทดสอบ 8) และความรูความเขาใจดานระบบคุณภาพ ISO 

15189 รวมถึงยังตองมีทักษะท่ีจำเปนอ่ืนๆ ไดแก ทักษะการใชปเปต ทักษะการใชเครื่องมือ เชน 

เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม เครื่อง centrifuge และตูชีวนริภัย เปนตน โดยผูปฏิบัตงิานตองนำ

ความรูและทักษะดังกลาวมาวางแผนการปฏิบัติการทดสอบใหไดผลการทดสอบท่ีถูกตอง แมนยำ

ทันเวลาท่ีกำหนด ลดการสูญเสียจากการทำซ้ำ ซ่ึงจะนำไปสูการเกิดประสิทธิผลสูงสุด  โดย

แผนปฏิบัติงานตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิล

เลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN แสดงดังแผนภูมิ 4 
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แผนภูมิ 4 แผนปฏิบัติงานตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวย

เทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

ไมใช/สงสยั 

ไมใช/สงสัย 

ไมใช/สงสยั 
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ข้ันตอนการปฏิบัติงาน 

 การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิล

เลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN ประกอบดวยขั้นตอนดังนี้ 1) การรับสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุ

ศาสตร 2) การลงทะเบียนรับและออกรหัส 3) การสกัดดีเอ็นเอ 4) การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ

ดีเอ็นเอ 5) การทำ bisulfite conversion ดีเอ็นเอ 6) การทำเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารของยีน 

SNRPN  7) การทำเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 8) การแปลผลการทดสอบ 9) และการจัดทำเอกสารใบ

รายงานผลการทดสอบ ซ่ึงมีรายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติงาน ดังนี้  

1. การรับสิ ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตรสำหรับตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ    

โรคพราเดอร-วิลล่ี และแอนเจลแมน 

 ชนิดสิ่งสงตรวจที่เหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และ

แอนเจลแมนของหนวยมนุษยพันธุศาสตร มี 2 ชนิดหลัก ไดแก กรณีสงตรวจแบบหลังคลอด 

(postnatal) จะใชสิ ่งสงตรวจเลือดหลอดฝาสีมวง (EDTA tube) ปริมาตร 3-6 มิลลิลิตร แตกรณี

ตรวจแบบกอนคลอด (prenatal) จะใชน้ำคร่ำ ปริมาตร 10-20 มิลลิลิตร หรือใชเลือดจากสายสะดือ

ที่บรรจุในหลอดหลอดฝาสีมวง ปริมาตร 0.5-2 มิลลิลิตร โดยควรจัดสงสิ่งสงตรวจทันทีภายใน 24 

ชั่วโมงหลังเก็บตัวอยาง กรณีสงไมทันภายใน 24 ชั่วโมง ใหเก็บรักษาสิ่งสงตรวจใวตูเย็นที่ควบคุม

อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 2-8 องศาเซลเซียส หามแชแข็งโดยเด็ดขาด แลวจัดสงในวันถัดไป 

 สิ่งสงตรวจถูกสงมาที่หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร จาก 2 

ชองทางหลัก ไดแก สิ่งสงตรวจจากภายในโรงพยาบาสงขลานครินทร และสิ่งสงตรวจจากภายนอก 

(โรงพยาบาลอ่ืนๆ) โดยหนวยรับสิ่งสงตรวจ (OPD Lab หรือ Center Lab)  สาขาวิชาพยาธิวิทยา ซ่ึง

เปนศูนยกลางรับสิ่งสงตรวจจากท้ังภายในและภายนอกโรงพยาบาล มีหนาท่ีกระจายสิ่งสงตรวจไปยัง

หองปฏิบัติการตางๆตามใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการ (request form) แตกรณีสิ่งสงตรวจบางชนิด 

เชน น้ำคร่ำ และเลือดจากสายสะดือจากคลินิกอัลตราซาวน หรือสิ่งสงตรวจที่สงผานไปรษณียจาก

โรงพยาบาลภายนอก จะถูกสงมายังหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตรโดยตรง 

เมื่อสิ่งสงตรวจถูกสงมายังหองปฏิบัติการ นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยมีหนาท่ีรับสิ่งสงตรวจ

ตามข้ันตอนท่ีกำหนด ซ่ึงมีข้ันตอนในการปฏิบัติ ดังนี้  

(1) ใชโปรแกรม Molecular diag เขาถึงขอมูลใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการแบบ 

ออนไลนเม่ือสิ่งสงตรวจภายในสงมาถึงหองปฎิบัติการ กรณีสงตรวจจากภายนอก ตัวอยางตรวจจะถูก

สงมาพรอมกับใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการ  

(2) ตรวจสอบขอมูลใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการ  (ใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการ 
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อณูพันธุศาสตรแสดงในภาคผนวก ก) ตองมีการระบุรายละเอียดที่จำเปนสำหรับการสงตรวจอยาง

ครบถวน ไดแก ชื่อ-สกุลผูปวย เลขที่ผู ปวย (HN) อายุ เพศ ชื่อแพทยหรือผูมีอำนาจขอสงตรวจ 

หนวยงานทีสงตรวจ ชนิดสิ่งสงตรวจ รายการที่ขอตรวจ การวินิจฉัยโรคหรืออาการทางคลินิก วันท่ี

และเวลาเจาหนาที่ไดรับสิ่งสงตรวจ และตรวจสอบรายละเอียดขางหลอดตัวอยางวาตรงกับขอมูลใน

ใบขอสงตรวจหรือไม  

(3) ตรวจสอบคุณลักษณะของสิ่งสงตรวจ ตามรายการตรวจสอบคุณลักษณะสิ่งสงตรวจ 

เลือดและน้ำคร่ำทางอณูพันธุศาสตรสำหรับตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และ

แอนเจลแมน (ตาราง11 ) หากพบวาคุณลักษณะเหมาะสมใหดำเนินการรับสิ่งสงตรวจเขาระบบ แต

กรณีคุณลักษณะไมเหมาะสมใหปฏิเสธการรับสิ่งสงตรวจ กรณีสิ่งสงตรวจที่นอกเหนือจากเลือดและ

น้ำคร่ำใหใชเกณฑตามตารางแนวทางปฏิบัติในการเก็บตัวอยางสิ่งสงตรวจ การขนสงและการเก็บ

รักษา (ตาราง2) 

  

ตาราง 11 รายการตรวจสอบคุณลักษณะสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตรที่ใชในการตรวจวินิจฉัยทาง

หองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมน 

รายการตรวจสอบ 

คุณลักษณะสิ่งสงตรวจ 

 

ลักษณะเหมาะสม 

กับงานทางอณูพันธุศาสตร 

รับสิ่งสงตรวจ (√) 

ลักษณะไมเหมาะสม 

กับงานทางอณูพันธุศาสตร 

ปฏิเสธสิ่งสงตรวจ (×) 

1.ภาชนะบรรจ ุ

• ตัวอยางเลือด 

 

 

 

 

 

หลอดฝาสมีวง (EDTA tube) ในการเก็บ

เลือดสงตรวจ 

 

 
 

หลอดเก็บเลือดผิดประเภท โดยมักพบ

การใชผิดเปนหลอดฝาสีเขียว (heparin 

tube) ไดบอยท่ีสุด  

 
 

• ตัวอยางน้ำคร่ำ ควรปดปลอกเข็มปลายไซริง (syringe) 

ใหแนน ปองกันน้ำคร่ำหกรั่วไหล 

ไซริงน้ำคร่ำท่ีหกรั่วไหล 

2.ปริมาณ 

• ตัวอยางเลือด เลือด 3-6 มิลลิลิตร   เลือด นอยกวา 2 มิลลิลิตร  
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ตาราง 11 (ตอ) รายการตรวจสอบคุณลักษณะสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตรท่ีใชในการตรวจวินิจฉัย

ทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมน 
รายการตรวจสอบ

คุณลักษณะส่ิงสงตรวจ 

ลักษณะเหมาะสม 

กับงานทางอณูพันธุศาสตร 

รับส่ิงสงตรวจ (√) 

ลักษณะไมเหมาะสม 

กับงานทางอณูพันธุศาสตร 

ปฏิเสธส่ิงสงตรวจ (×) 

2.ปริมาณ (ตอ) 

• ตัวอยางน้ำคร่ำ น้ำคร่ำ 10-20 มิลลิลิตร  น้ำคร่ำนอยกวา 10 มิลลิลิตร จะพิจารณาเปน

กรณี โดยจะตรวจสอบปริมาณเซลลเบ้ืองตน 

กรณีอายุครรภสูงปริมาณเซลลมากพอจะไม

ปฏิเสธ แตถาอายุครรภนอยปริมาณเซลลนอยจะ

โทรแจงแพทยผูสงวามีแนวโนมอาจไมไดผลการ

ตรวจ เน่ืองจากปริมาตรนอยกวาท่ีกำหนด และ

ใหแพทยตัดสินใจวาจะสงตรวจหรือไม 

3.ลักษณะภายนอกท่ีสังเกตุได 

• ตัวอยางเลือด 

 

เลือดสีแดงสดแบบปกติ 

 

เลือดมีสภาพใสผิดปกติหรือสีคล้ำผิดปกติ หรือ

จับกันเปนกอน หรือหนืดผิดปกติ 

• ตัวอยางน้ำคร่ำ น้ำคร่ำ เหลือง ใสสีฟางขาว 

 

น้ำคร่ำปนเลือดปริมาณมากจนน้ำคร่ำเปนสีแดง 

 

4.การบงชี้ขอมูลขางหลอด 

ตัวอยางเลือดและน้ำคร่ำ มีขอมูลท่ีระบุชัดเจนขางหลอด ไดแก 

ขอมูลผูปวยชื่อ-สกุลผูปวย HN วันท่ี

เก็บ ward/ OPD และโรงพยาบาล 

ไมมีขอมูลผูปวยชื่อ-สกุลผูปวย และ HN และ 

ward/ OPD และโรงพยาบาล 

5.ใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการ (request form) และ/หรือเอกสารยินยอมการเจาะน้ำคร่ำ 

ตัวอยางเลือดและน้ำคร่ำ 

 

• มี request form มาพรอม

ตัวอยางเลือดหรือน้ำคร่ำ และ

รายละเอียอดขอมูลครบถวน 

• กรณีตัวอยางน้ำคร่ำ มีเอกสารลง

นามผูปวยยินยอมใหเจาะและ

รับทราบขอจำกัดของการเจาะ

น้ำคร่ำ 

 

• ไมมี request form มาพรอมกับตัวอยาง 

หรือมี request form แตขอมูลไมครบถวน  

• กรณีตัวอยางน้ำคร่ำ ไมมีเอกสารลงนาม

ผูปวยยินยอมใหเจาะและรับทราบขอจำกัด

ของการเจาะน้ำคร่ำ 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

46 

(4) ข้ันตอนการปฏิเสธสิ่งสงตรวจ มีข้ันตอนการปฏิบัติดังนี้ 

• โทรแจงกับทางหนวยรับสิ่งสงตรวจ เพ่ือปฏิเสธการรับสิ่งสงตรวจพรอมกับแจง 

สาเหตุท่ีตองปฏิเสธ  

• ทำการยกเลิกใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการดวยการขีดเสนทแยงจากมุมดานลาง 

ซายมือไปที่มุมดานบนขวามือบนใบขอสงตรวจดวยปากกาสีแดงพรอมเซ็นตชื่อผูทำการยกเลิกและ

วันท่ีกำกับ  

• บันทึกรายละเอียดท่ีไดโทรแจงกับทางหนวยรับสิ่งสงตรวจ ซ่ึงประกอบดวย วันและ 

เวลาท่ีแจง ชื่อผูรับเรื่องและผูแจงเรื่อง ชื่อสกุลของผูปวยท่ีปฏิเสธสิ่งสงตรวจ สาเหตุท่ียกเลิกและผลท่ี

แจง ในแบบฟอรม Incidence report  

(5) กรณีท่ีปฏิเสธสิ่งสงตรวจท่ีไมไดมาตรฐานไปแลว แตแพทยยืนยันใหทำการตรวจ มี 

ข้ันตอนการปฏิบัติดังนี้ 

• แจงกับแพทยผูสงตรวจวา การตรวจวิเคราะหดวยตัวอยางสงตรวจท่ีไมเหมาะสม 

อาจสงผลใหการตรวจคลาดเคลื่อน หรืออาจไมไดผลการตรวจ 

• กรณีแพทยยืนยันการตรวจจากตัวอยางตรวจท่ีไมเหมาะสม ใหบันทึกขอความ 

“สิ่งสงตรวจไมไดมาตรฐานแตแพทยยืนยันใหทำการตรวจ” ไวดานลางสุดซายมือในใบขอตรวจทาง

หองปฏิบัติการ ดวยปากกาสีแดง และเซ็นชื่อ วันท่ี เดือน ป กำกับไวดวย 

• การบันทึกผลในระบบคอมพิวเตอรเครือขาย (HIS) ตองพิมพขอความ “สิ่งสงตรวจ 

ไมไดมาตรฐานแตแพทยยืนยันใหทำการตรวจ” ทั้งตัวอยางที่ไดผลการตรวจและไมไดผลการตรวจ

นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยควรปฏิบัติงานตามข้ันตอนท่ีกำหนดขางตนดวยความรอบคอบและ

ระมัดระวัง โดยผูเขียนคูมือไดรวบรวมเทคนิคการปฏิบัติการและขอพึงระวังในการรับลงทะเบียนสิ่งสง

ตรวจไวใน ตาราง 12 

2. การลงทะเบียนรับและออกรหัส  

 นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยดำเนินการลงทะเบียนรับตัวอยางเพื่อระบุรหัสตัวอยาง 

โดยใชโปรแกรม Molecular diag โดยมีข้ันตอนการปฏิบัติดังนี้ 

(1) ระบุรหัสตัวอยางตามท่ีกำหนดและออกรหัสเรียงตามลำดับ 
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โคด รายการทดสอบ วิธีการใหลำดับ ตัวอยางการให

รหัส 

M รายการทดสอบทางอณูพันธุศาสตรท่ี

ตรวจทดสอบ ณ หองปฏิบัติการ 

อณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุ

ศาสตร สาขาวิชาพยาธิวิทยา  

M-ป-ลำดับท่ี M65-0001 

M65-0002 

F รายการทดสอบเซลลพันธุศาสตร

ระดับโมเลกุล เทคนิค FISH 

F-ป-ลำดับท่ี F65-0001 

S รายการทดสอบอณูพันธุศาสตรสงตอ

โรงพยาบาลศิริราช 

S-ป-ลำดับท่ี S65-0001 

X รายการทดสอบสกัดดีเอ็นเอ X-ป-ลำดับท่ี X65-0001 

(2) กรณีสิ่งสงตรวจจากภายในโรงพยาบาลสงขลานครินทร ตองพิมพใบขอสงตรวจ 

ออนไลน และบันทึกลักษณะตัวอยางที ่เห็นจริงจากขางหลอดตัวอยางลงบนใบขอตรวจทาง

หองปฏิบัติการ 

(3) กรณีสิ่งสงตรวจจากภายนอกโรงพยาบาลสงขลานครินทร เจาหนาท่ีตองบันทึก 

ขอมูลจากใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการท่ีมาพรอมตัวอยางสงตรวจ ลงในโปรแกรม Molecular diag 

เพ่ือทำการออกรหัสและปฏิบัติตามข้ันตอนเดียวกับสิ่งสงตรวจภายใน 
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ตาราง 12 เทคนิคและขอพึงระวังในการรับและลงทะเบียนสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตร 
ขั้นตอนการรับลงทะเบียนส่ิงสงตัวตรวจ เทคนิคและขอพึงระวัง 

1.ตัวอยาง (เลือดบรรจุหลอด EDTA ฝามวง ) ถูกสงมายัง

หองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร 

 
 

(1) กรณีตัวอยางมากอนเวลา 16:30 น ตอง

ลงทะเบียนสงสงตรวจใหเสร็จสิ้นภายใน

วันที ่ส ิ ่งตรวจสงมาถึงหองปฏิบัต ิการ 

เพ่ือให Turnaround time (TAT) ถูกตอง

ตามความจร ิ ง  ซ ึ ่ ง ผ ู  ป  ว ยจะ ได  รั บ

ผลประโยชนสูงสุด ถาการรายงานผลการ

ทดสอบอยูภายใน TAT ท่ีกำหนด 

 

2.ตรวจสอบคุณภาพส่ิงสงตรวจ และใชโปรแกรม Molecular diag 

เขาถึงขอมูลใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการแบบออนไลน ลงทะเบียน

รับและออกรหัสตัวอยาง 

 
 

 
 

 

(2) ติดสติกเกอร Lab Number ขางหลอด

ตัวอยางในตำแหนงที ่มองเห็นชัดเจน 

ระวังไมใหปดทับขอมูลอื่น และควรติดใน

ตำแหนงใกลเคียงกับชื่อและ HN เพื่อให

งายในการทวนสอบในขั้นตอนตอไป 

(3) ระบุรายการทดสอบไวข างหลอดดวย 

เพื่อใหงายในการทวนสอบในขั้นตอนการ

สกัดดีเอ็นเอ 

(4) กรณีสิ ่งส งตรวจมีคุณภาพไมผ านตาม

เกณฑที ่กำหนด ควรปฏิเสธสิ ่งสงตรวจ

ตามขั้นตอนที่กำหนด และเขียนบันทึก

รายงานอุบัติการณ  

(5) นำอุบัติการณท่ีเกิดในขั้นตอนการรับส่ิงสง

ตรวจทั ้งป มาวิเคราะหหาสาเหตุ หา

แนวทางแกไข และนำมาปรับปรุงขั้นตอน

การปฏิบัติงานใหดียิ่งขึ้น 
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ตาราง 12 (ตอ) เทคนิคและขอพึงระวังในการรับและลงทะเบียนสิ่งสงตรวจทางอณูพันธุศาสตร 
ขั้นตอนการรับลงทะเบียนส่ิงสงตัวตรวจ เทคนิคและขอพึงระวัง 

3.พิมพใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการแบบออนไลน เพ่ือ

บันทึกการรับส่ิงสงตรวจดังแสดง 

 
 

(6) บันทึกรายละเอียด ชื่อ HN ผูปวยชนิด/ปริมาณและ

คุณภาพสิ่งสงตรวจ ชื่อผูรับ วันที่ และเวลารับตาม

ขอมูลขางหลอดตัวอยาง เพื่อชวยลดโอกาสในการ

สลับตัวอยาง 

(7) บันทึกขอมูลชนิดสิ ่งสงตรวจใหชัดเจน เชน คน

ทองที่เจาะเลือดสงตรวจ มาพรอมกับน้ำคร่ำ ช่ือ

เจาของสิ่งสงตรวจทั้งสองชนิดจะเปนชื่อเดียวกัน 

หากระบุไมชัดเจนอาจเกิดความสับสนได ตัวอยาง

น้ำคร่ำ ควรลงบันทึกวา บุตรในครรภของ………และ

ควรระบุชนิดส่ิงสงตรวจเปน AF (amniotic fluid) 

4.บันทึกขอมูลรับสิ่งสงตรวจ ลงในสมุดทะเบียนรับสิ่งสง

ตรวจใหครบถวน  

 

 

 

 

 

 

 

(8) บันทึกขอมูลผูปวยใหครบถวน ไดแก ชื่อ-สกุลผูปวย 

เลขท่ีผูปวย (HN) อายุ เพศ วันเดือนปเกิดผูปวย ชื่อ

แพทยหรือผู มีอำนาจขอสงตรวจ หนวยงานทีสง

ตรวจ ชนิดสิ ่งสงตรวจ รายการที ่ขอตรวจ การ

วินิจฉัยโรคหรืออาการทางคลินิก วันที ่และเวลา

เจาหนาท่ีไดรับส่ิงสงตรวจ 

(9) ขอมูลดังกลาวจะมีประโยชนเพื่อสำรองขอมูลไว

กรณีระบบคอมพิวเตอรของโรงพยาบาลมีปญหา 

และใชในการทำงานวิจัยในอนาคตได 

5.เก็บตัวอยางรอลงทะเบียนไวในตูเย็น 2-8 °C 

 
 

(10) เก็บตัวอยางที ่รอรับลงทะเบียนไวในตู แชเย ็นท่ี

ควบคุมอุณหภูมิที ่เหมาะสม 2-8 องศาเซลเซียส 

เพ ื ่อร ักษาค ุณภาพส ิ ่ งส งตรวจให คงท ี ่ ตลอด

ระยะเวลาเก็บรักษา 

 

 

 

1.รหัสตัวอยาง 

2.วันเดือนปเกิด 

3.ชื่อ HN ผูปวย 

ชนิด/ปริมาณและ 

คุณภาพส่ิงสงตรวจ 

ชื่อผูรับ วันที ่

และเวลารับ 
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3. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

 สิ่งสงตรวจท่ีเหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจ

ลแมนท่ีหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

ไดแก เลือดหลอดฝาสีมวง (EDTA tube) ปริมาตร 3-6 มิลลิลิตร แตกรณีการตรวจแบบกอนคลอด 

(prenatal test) จะใชตัวอยางน้ำคร่ำ ปริมาตร 10-20 มิลลิลิตร หรือใชเลือดจากสายสะดือทารกใน

ครรภปริมาตร 0.5-2 มิลลิลิตร ท่ีเก็บตัวอยางดวยหลอดหลอดฝาสีมวง โดยการสกัดดีเอ็นเอจากเลือด

จะใชชุดน้ำยาสำเร็จรูปสำหรับสกัดดีเอ็นเอ ชื่อการคา FlexiGene DNA Kit ผลิตโดยบริษัท QIAGEN 

และกรณีตัวอยางน้ำคร่ำจะสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม โดยวิธีการนี้สกัดดีเอ็นเอจาก

น้ำคร่ำ 10-20 มิลลิลิตร ไดความเขมขนของดีเอ็นเอ 50-80 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 20-40 

ไมโครลิตร คิดเปนเนื้อดีเอ็นเอ ประมาณ 1-3 ไมโครกรัม (ปริมาณดีเอ็นเอข้ึนกับอายุครรภของน้ำคร่ำ) 

ซ่ึงเปนความเขมขนดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมในการทำ bisulfite conversion ดีเอ็นเอในข้ันตอนถัดไป และ

กรณีพิเศษท่ีจำเปนตองสกัดดีเอ็นเอจากเลือดท่ีลักษณะไมเหมาะ เชน เลือดหลอดฝาสีเขียว (heparin 

tube) หรือเลือดท่ีเก็บนานเกิน 7 วัน เพ่ืองานวิจัยหรือตัวอยางไมสามารถเก็บเพ่ิมไดแลว การสกัด 

ดีเอ็นเอดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรมจะเปนวิธีการท่ีจะทำใหไดดีเอ็นเอคุณภาพดีกวาการสกัดดวยวิธีการ

อ่ืนๆ  

 โดยคูมือเลมนี้จะกลาวถึงข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูปชื่อการคา 

FlexiGene DNA Kit การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม และการสกัดดีเอ็นเอจาก

น้ำคร่ำดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม ซ่ึงมีรายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติดังตอไปนี้ 

3.1. การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป FlexiGene DNA 

ชุดสกัด FlexiGene DNA ประกอบดวยน้ำยาสารเคมี 4 ชนิด ไดแก FG1 (lysis buffer) 

FG2 (denaturation buffer ที่ประกอบดวยสารเคมี guanidine hydrochloride ซึ่งเปนสารที่ทำให

โปรตีนเส ียสภาพและชวยกำจัดโปรตีนออกจากสายดีเอ็นเอ) FG3 ( hydration buffer) และ 

Proteinase K (เอนไซมยอยโปรตีน) การสกัดดีเอ็นเอใชเลือดเริ่มตนปริมาตร  1 มิลลิลิตร ซึ่งจะได

ปริมาณดีเอ็นเอสุดทายประมาณ 30-45 ไมโครกรัม เลือดสวนที่เหลือจะเก็บไวในตูเย็น อุณหภูมิ 2-8 

องศาเซลเซียส เพื่อเปนเลือดสำรอง (Backup blood) ที่จะนำมาสกัดดีเอ็นเอเพิ่มในกรณีตองทำซ้ำ

หรือเกิดปญหาบางประการ ขั้นตอนการปฏิบัติงานการสกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูปทาง

การคา FlexiGene DNA ยี่หอ QIAGEN (ภาพ 5) มีรายละเอียดขั้นตอนการปฏิบัติงานที่อางอิงจาก

เอกสารประกอบชุดน้ำยาสกัด FlexiGene DNA ยี่หอ Qiagen ดังตอไปนี้ 

(1) เตรียมชุดสกัด FlexiGene DNA ตรวจสอบความเพียงพอของปริมาณสาร 

(2)  เตรียมเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณใหพรอมใชงาน ไดแก ตูชีวนิรภัย (BSC class II) 
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เครื่อง water bath เครื่อง heating block เครื่อง centrifuge ที่รองรับหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร

และ 2 มิลลิลิตร เครื่องเขยาผสม (vortex) ปเปตขนาด P1000 P200 P20 หลอดทดลองขนาด 15 

และ 2 มิลลิลิตร และทิป (Tips) 

(3) ปเปต FG1 ซ่ึงเปน lysis buffer ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 

15 มิลลิลิตร แลวเติมตัวอยางเลือด 1 มิลลิลิตรลงในหลอด ผสมเลือดกับ FG1 ใหเขากัน ดวยเครื่อง

เขยาผสม (vortex) เปนเวลา 5 วินาที  

คำแนะนำ กรณีตองการสกัดเลือดท่ีนอยกวาหรือมากกวา 1 มิลลิลิตร ตองมีการปรับปริมาตร FG1 

FG2 และ proteinase k แสดงในตารางท่ี 13 

(4)  ปนเหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge แบบ swing-out rotor ท่ีความเร็ว 2,000 g เปน 

เวลา 5 นาที 

(5)  เทสวนของเหลวเหนือตะกอนท้ิง และวางคว่ำหลอดลงบนกระดาษทิชชท่ีูสะอาด 

ประมาณ 2 นาที เพ่ือดูดซับของเหลวสวนเหลือ ควรสังเกตวาตะกอนเซลลยังคงอยูในหลอด  

ขอควรระวัง บางกรณีตะกอนเซลลอาจหายไปในข้ันตอนการเทของเหลวท้ิง จึงควรเทของเหลวท้ิง 

ชาๆและสังเกตุตะกอนเซลลขณะเท 

(6)  เติมเอนไซมยอยโปรตีน proteinase k ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และเติม FG2 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ีมีตะกอนเซลลอยู  

(7)  นำหลอดไป vortex จนกวาตะกอนเซลลละลายเปนเนื้อเดียวกัน  

ขอควรระวัง กรณี vortex นานเกิน 1 นาที แตตะกอนเซลลยงัไมเปนเน้ือเดียวกัน มีลักษณะเหนียว 

คลาย jelly ใหเติม FG 2 เพ่ิมอีก 0.3 มิลลิลิตร แลว vortex อีกครั้ง จนเปนเน้ือเดียวกัน 

(8)  นำหลอดไปวางใน water bath ตั้งอุณหภูมิท่ี  65 ๐C เปนเวลา 15 นาที ควรใช 

water bath แบบเขยา  

ขอสังเกต ถาหลอดตัวอยางเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเขียวกานมะกอก จะหมายถึงมีการยอยสลาย 

โปรตีนแลว หากครบเวลาแลวยังไมเปลี่ยนสีเปนโทนสีเขียวกานมะกอก ใหเพิ่มเวลาในขอ 8 อีกครั้งละ 5 นาที 

จนกวาสีจะเปลี่ยนเปนสีเขียวกานมะกอก 

(9)  เติม isopropanol (100%) ท่ีเย็นจัด (ฟรีซท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใช 

งาน) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลวผสมชาๆ โดยกลับหลอดแบบ invert อยางนอย 20 ครั้ง หรือ

จนกระท่ังดีเอ็นเอตกตะกอนรวมตัวกัน ลักษณะคลายกลุมเสนดายสีขาว  

ขอสังเกต บางกรณีอาจไมเห็นสายดีเอ็นเอรวมกลุมกัน ซึ่งเกิดจากปริมาณตะกอนเซลลเริ่มตนนอย 

ซึ่งมีโอกาสเกิดข้ึนได กรณีเลือดผูปวยมีปริมาตรเม็ดเลือดขาวนอยกวาเกณฑปกติ 

(10)  เทของเหลวท้ังหมด (รวมตะกอนดีเอ็นเอดวย) ใสในหลอดใหมขนาด 2 มิลลิลิตร 

ซึ่งจะเปนหลอดเก็บสตอกดีเอ็นเอ จากนั้นปนเหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 2,000 g เปน

เวลา 3 นาที ขอแนะนำ กรณีตัวอยางท่ีไมเห็นตะกอนดีเอ็นเอ ใหเพ่ิมความเร็วในการปนเหว่ียง 10,000 g  5 นาที 
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(11)  ดูดของเหลวท้ิง ดวยความระมัดระวัง โดยสังเกตดูตะกอนดีเอ็นเอยังคงอยูในหลอด 

(12)  เติม ethanol 70% ท่ีเย็นจัด (ฟรีซท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใชงาน) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ vortex เปนเวลา 5 วินาที หลังจากนั ้นนำไปป นเหวี ่ยงดวยเครื ่อง 

centrifuge ท่ีความเร็ว 2,000 g เวลา 3 นาที  

ขอแนะนำ กรณีตัวอยางท่ีไมเห็นตะกอนดีเอ็นเอ ใหปนเหว่ียงความเร็ว 10,000 g เวลา 3 นาที 

(13)  ดูดของเหลวท้ิง ดวยความระมัดระวัง โดยสังเกตดูตะกอนดีเอ็นเอยังคงอยูในหลอด 

(14)  เปดฝาหลอดและวางไวใหตะกอนแหงท่ีอุณหภูมิหอง (air-dry) ประมาณ 5 นาที  

ขอควรระวัง ควรหลีกเลี่ยงการทำใหตะกอนแหงเกินไป (over-drying) เพราะจะทำใหตะกอน 

ดีเอ็นเอละลายเปนเนื ้อเดียวกันยากมากขึ้น จากนั้นเติม FG3 ประมาณ 150-180 ไมโครลิตร (ขึ้นกับ

ปริมาณตะกอน) ทำใหตะกอนดีเอ็นเอละลายดวยการใชเครื ่อง heating block แบบเขยาได ตั้ง

อุณหภูมิท่ี 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนำสารละลายดีเอ็นเอที่ไดไปตรวจสอบ

ปริมาณและคุณภาพดวยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม 

(15)  จัดการของเสียท่ีเหลือจากข้ันตอนการสกัด ถาเปนของเหลว เชน เลือด หรือ 

น้ำคร่ำ ใหฆาเชื้อโรคดวยน้ำยาฆาเชื้อ (ชื่อการคา virkon) ในอัตราสวน 1:1 แชทิ้งไวอยางนอย 10 

นาที กอนท้ิงถุงแดง สวนของเสียแบบอ่ืน ไดแก หลอด ทิป ทิชชูเปอนเลือด ใหใสถุงสองชั้น ปดปาถุง

ใหสนิท แลวท้ิงถุงแดง กำจัดผานระบบขยะอันตรายตามประกาศคณะฯ 

ผูเขียนคูมือไดสรุปข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป FlexiGene DNA Kit เปน

ภาพพรอมคำอธิบายซ่ึงจะทำใหผูอานเขาใจไดดีข้ึน (ภาพ 5) 

 

ตาราง 13 ปริมาตรสารเคมีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป 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 สรุปข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรปู FlexiGene DNA Kit (15 ข้ันตอน) 
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ภาพ 5 (ตอ) สรุปข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดดวยชุดน้ำยาสำเร็จรปู FlexiGene DNA Kit (15 ข้ันตอน) 

  

3.2. การสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรมจากตัวอยางน้ำคร่ำ   

วิธีฟนอลคลอโรฟอรม (Phenol chloroform DNA extraction) เปนวิธีการมาตรฐาน 

สำหรับการสกัดดีเอ็นเอซ่ึงเหมาะสมกับสิ่งสงตรวจทุกชนิด ทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวย

มนุษยพันธุศาสตร ใชวิธีดังกลาวในการสกัดดีเอ็นเอจากน้ำคร่ำท่ีตองการดีเอ็นเอมากกวา 2 

ไมโครกรัม (ท่ีความเขมขน 50-80 นาโนกรมตอไมโครลติร) โดยรายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติงานท่ี

อางอิงจากหนังสือ Cold Spring Harbor protocols เรื่อง. Isolation of High-Molecular-Weight 

DNA Using Organic Solvents (14) มีดังนี้ 

3.2.1. การเตรียมสารเคมี เครื่องมือ วัสดุและอุปกรณ 

(1) เตรียมสารเคมีใหพรอมใชงาน ไดแก สารเคมีฟนอล (Phenol) : คลอโรฟอรม 

(Chloroform) : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (Isoamylalcohol) อัตราสวน 25:24:1 (สูตรการเตรียมใน

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

ภาคผนวก ค) สารไอโซโพรพานอลความเขมขน 100 %  ท่ีเย็นจัด (100 % Cold Isopropanal) สาร

เอทานอลความเขมขน 70% ที่เย็นจัด (70 % cold ethanol) สาร Lysis buffer (สูตรการเตรียมใน
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ภาคผนวก ค)  สาร 10% SDS (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) เอนไซม Proteinase K ความเขมขน 

20 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร สาร 3 M Sodium Acetate pH 5.2 (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) 

และสาร TE buffer (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) โดยปริมาตรสารเคมีที่ใชในแตละขั้นตอนการ

สกัดดีเอ็นเอจากน้ำคร่ำดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรมแสดงในตาราง 14 

เทคนิคและขอควรระวัง 

-  สาร Phenol: Chloroform: Isoamylalcohol อัตราสวน 25:24:1 ตองเตรียมกอนใชงาน 

อยางนอย 1 คืน ถาไมไดเตรียมไวกอนแตจำเปนตองใชสารเคมีในขณะน้ัน ใหใชวิธีการเติมแยก ตัวอยางเชน ถาตองเติมสาร 

Phenol: Chloroform: Isoamylalcohol (25:24:1) ปริมาตร  600 ไมโครลิตร ใหแยกเติมสาร Phenol ปริมาตร 300 

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

-  สารไอโซโพรพานอลความเขมขน 100 %  ท่ีเย็นจัด และสารเอทานอลความเขมขน 70% ท่ีเย็น 

จัด ควรจัดเก็บไวในตูฟรีซท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใชงาน 

(2) เตรียมเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณใหพรอมใชงาน ไดแก ตูชีวนิรภัย (BSC class II) ตู 

ดูดไอสารเคมี (fume Hood)  เครื่อง water bath แบบเขยา (หรือเครื่อง heating block แบบเขยา) 

เครื่อง centrifuge ที่รองรับหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร และ 15 มิลลิลิตร เครื่องเขยาผสม (vortex) 

และปเปต P100 P200 P20 หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และทิป 

เทคนิคและขอควรระวัง ฟนอลคลอโรฟอรม เปนสารเคมีอันตรายท่ีมีไอระเหย จึงตองปฏิบัติงานใน 

ตูดูดไอสารเคมีและสวมอุปกรณปองกันสวนบุคคล ไดแก เสื้อกาวนแขนยาว ถุงมือยาง แวนตากันกระเด็นและสวมรองเทา

แบบหุมปลายเทามิดชิด เพ่ือความปลอดภัยของผูปฏิบัติงาน 

3.2.2. การประเมินจำนวนเซลลน้ำคร่ำ 

เขยาไซริงน้ำคร่ำใหเซลลกระจายตัวเปนเนื้อเดียวกัน และแบงน้ำคร่ำประมาณ  

10-15 ไมโครลิตร นำไปหยดใสสไลดนับจำนวนเซลลดวยฮีโมไซโตมิเตอร (hemocytometer) และ

นับจำนวนเซลล (วิธีการนับเซลลแสดงในภาคผนวก ง) จากนั้นนำขอมูลเซลลจากการนับมาคำนวน

ปริมาตรเซลลทั้งหมดซึ่งเปนขอมูลทีใชในการประเมินปริมาตรสาร Lysis buffer ที่เหมาะสม (ตาราง 

14) เพ่ือใหการสกัดดีเอ็นเอท่ีมีประสิทธิผลสูงสุดไดปริมาณดีเอ็นเอสัมพันธกับปริมาณเซลลเริ่มตน  

 เทคนิคและขอควรระวัง 

- การประมาณจำนวนเซลลเซลลน้ำคร่ำหลังปนเหว่ียงดวยการประเมินดวยสายตาเปรียบเทียบกบั 

ตะกอนเซลลเม็ดเลือดขาวจากเลือด อาจเกิดความผิดพลาดสูง เพราะน้ำคร่ำอาจมีองคประกอบอื่นปนมาดวย เชน ขี้เทา หรือ

การปนเปอนจากเลือดแม รวมถึงขนาดเซลลน้ำคร่ำท่ีมีขนาดใหญกวาเซลลเม็ดเลือดขาว 8 เทา ซึ่งหมายถึงตะกอนเซลลท่ี

ขนาดเทากัน ตะกอนเซลลน้ำคร่ำจะมีปริมาณเซลลนอยกวาเซลลเม็ดเลือดขาว 8 เทา ดังนั้นการประมาณจำนวนเซลลจาก

ขนาดตะกอนเซลลน้ำคร่ำ จึงมีโอกาสผิดพลาดสูง 

- กรณีเซลลน้ำคร่ำแชตูเย็นขามคืนจะทำใหเซลลน้ำคร่ำตกตะกอนและเซลลกระจายตัวไมสม่ำเสมอ 

 ดังนั้นขั้นตอนการสุมตัวอยางน้ำคร่ำที่ตกตะกอนอาจเกิดความคลาดเคลื่อนได เชน ไดเซลลน้ำคร่ำนอยหรือมากกวาความ

จริงหาก ซ่ึงสงผลใหปริมาณเซลลจากการนับเซลลดวยฮีโมไซโตมิเตอรไมสอดคลองกับปริมาณเซลลจริง จึงควรเขยาน้ำคร่ำให

นานพอจนม่ันใจวาเซลลกระจายตัวสม่ำเสมอ 
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3.2.3. ข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอ  

 การยอยเซลล  

(1) นำตัวอยางน้ำคร่ำจากไซริง (10-20 มิลลิลิตร) แบงใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

จำนวน 4 หลอด (4X1.5=6 มิลลิลิตร) ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g เปนเวลา 5 นาที แลวดูดสวน

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

หลอด ไวในหลอดเดียวกัน  

(2) นำมาเติม lysis buffer ปริมาตร 475 ไมโครลิตร (เหมาะสมกับปริมาณเซลล 

ทั้งหมดไมเกิน 1.2 X 106 เซลล) จากนั้นใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดเซลลขึ้น-ลง เพื่อทำใหตะกอน

เซลลกระจายตัว (กรณีเซลลมากกวา 1.2 X 106 เซลล ใหเพ่ิมปริมาตร lysis buffer ตามตาราง 14) 

ตาราง 14 สารเคมีในแตละข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเซลลน้ำคร่ำและเลือดดวยวิธฟีนอลคลอโรฟอรม 

สารเคมีในแตละขัน้ตอน 

การสกัดดีเอ็นเอ 

จำนวนเซลลน้ำคร่ำท้ังหมด เลือด 1-2 มิลลิลิตร 

จำนวนเซลลท่ีนับดวยฮีโมไซโตมเิตอร (Whole blood) 

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

การยอยเซลล 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 ความเขมขน 20 นา

โนกรัมตอไมโครลิตร 

30 ไมโครลิตร 

 

35 ไมโครลิตร 

 

20 ไมโครลิตร 

 

รวมปริมาตรสารเคมี  
(ขั้นตอนการยอยเซลล) 

530 ไมโครลิตร 635 ไมโครลิตร 1,220 ไมโครลิตร 

คำแนะนำ ในการเลือกใชหลอดทดลอง 

ในข้ันตอนการยอยเซลล 

1.5 มิลลิลิตร 1.5 มิลลิลิตร 15 มิลลิลิตร 

สกัดดวยสารฟนอลคลอโรฟอรม    

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 ไมเติม 

การลางตะกอนดีเอ็นเอ    

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 สังเกตลักษณะเซลลที่ยังไมถูกยอยจนเซลลแตก สารละลายจะมีความขุน 

(กรณีเซลลมากกวา 1.2 X 106 เซลล ใหเพ่ิม proteinase K และ 10% SDS ตามตาราง 14) 

(4) เขยาผสม (vortex) ประมาณ 5-10 นาที เพ่ือทำใหเซลลแตก สังเกตลักษณะ 

สารละลายเซลลจะใสข้ึน ซ่ึงเรียกวา cell lysate  

(5) นำมาบมท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ดวยเครื่อง water bath หรือเครื่อง 

heating block แบบเขยาได เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ปริมาณเซลลท่ีมากเกินพอ หรือการใชปริมาตรสารเคมีในการสกัดไมเหมาะสม (สาร lysis buffer 

 สาร 10% SDS สาร proteinase K ) กับปริมาณเซลลเริ่มตน จะสงผลใหไดปริมาณดีเอ็นเอลดลงอยางเห็นไดชัด  

- แนวทางการแกไขปญหาปริมาณเซลลไมเหมาะสมกับปริมาตรสารเคมีในการสกัด ไดแกการนับ 

จำนวนเซลลดวยฮีโมไซโตมิเตอรโดยใชตัวอยางน้ำคร่ำท่ีเขยาผสมจนเซลลกระจายตัวท่ัวท้ังไซริง และการใชปริมาณ

สารเคมีสกัดดีเอ็นเอตามปริมาณที่กำหนด (ตาราง 14) แตบางกรณีน้ำคร่ำปนขี้เทาอาจทำใหการนับเซลลการ

ผิดพลาดไมสอดคลองกับปริมาณเซลลจริง ซึ่งมีแนวทางแกไขปญหาดวยการสังเกตความขุนหรือสังเกตกอนเจลลี่

หนืดในสารละลายเซลลหลงัยอยเสรจ็ กรณีพบวายังมีความขุน หรือมีกอนเจลลี่หนืดมาก ใหเพ่ิมปริมาณสารเคมีสกัด

อีกประมาณ 20 % ของปริมาณท่ีเติมเริ่มตน และบมท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ตออีกครั้งละ 10 นาทีและสังเกต

วาความขุนลดลงหรือไม กอนเจลลี่ยังปรากฎอีกหรือไม ถาจะปรากฎลักษณะดังกลาวอยูใหบมตอครั้งละ 10 นาที 

จนกวาสารละลายเซลลจะถูกยอยสมบูรณ สังเกตจากสารละลายเซลลมีลักษณะใสและไมมีกอนหนืดคลายเจลลี่ 

 การสกัดดีเอ็นเอดวยสารฟนอลคลอโรฟอรม 

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

เทากับปริมาตรที่มีอยูเดิมในหลอด (1 volume of sample)  ประมาณ 600 ไมโครลิตร ลงในหลอด 

cell lysate จากนั้นกลับหลอดไปมาแบบ invert mix ผสมใหเขากันแบบนุมนวล เปนเวลา 5 นาที 

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

Isoamylalcohol เทากับปริมาตรท่ีมีอยูเดิม) 

(7) ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 5 นาที สารละลายในหลอดจะแยก 

เปนสองชั้น โดยชั้นบน คือสารละลายเซลล สังเกตมีลักษณะใส ชั้นลางคือสาร Phenol : chloroform 

: Isoamylalcohol สังเกตมีสีชมพูออน (ภาพ 6) 

(8) ดูดสารละลายสวนบน (DNA) ใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (หลอดใหม)  
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       ภาพ 6 การสกัดดีเอ็นเอดวยสารฟนอลคลอโรฟอรม 

(9) ทำซ้ำขอ 9-11 อีก 1 รอบ 

(10)  จากนั้นนำหลอดในขอ 12 มาเติมสาร chloroform : Isoamylalcohol (24:1) 

ปริมาตรเทากับปริมาตรที ่มีอยู เดิมในหลอด (1volume of sample) ประมาณ 600 ไมโครลิตร 

จากนั้นกลับหลอดไปมาแบบ invert mix ผสมใหเขากันแบบนุมนวล เปนเวลา 5 นาที (กรณีปริมาตร

ท่ีมีอยูเดิมมากกวา 600 ไมโครลิตร ก็ไดเติมสารเทากับปริมาตรท่ีมีอยูเดิม) 

(11)  ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 5 นาที สารละลายในหลอดจะแยก 

เปนสองชั้น โดยชั้นบน คือสารละลายเซลล สังเกตมีลักษณะใส ชั้นลางคือสาร Phenol : chloroform 

: Isoamylalcohol สังเกตมีสีใสเชนกัน 

(12)  ดูดสารละลายสวนบนซ่ึงมีลักษณะใส ใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (หลอดใหม) 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ข้ันตอน invert mix (ขอ 9 และขอ 12) หลังเติมสาร Phenol : chloroform: Isoamylalcohol 

 เปนขั้นตอนความสำคัญที่ชวยดึงโปรตีนที่เกาะกับดีเอ็นเอใหละลายไปอยูในชั้นฟนอล ซึ่งจะทำใหดีเอ็นเอมีการ

ปนเปอนโปรตีนลดลง การผสมแบบ invert mix ควรทำดวยความนุมนวล หาม Votex โดยเด็ดขาด เพราะจะทำให

สายดีเอ็นเอขาดชำรุดเสื่อมสภาพ (degraded) ได และควรใชเวลาใหครบตามเวลาท่ีกำหนด  

- ข้ันตอนการดูดสารละลายดีเอ็นเอ (ช้ันบน) ไปใสหลอดใหม (ขอ 11 และขอ 15) ไมควรดูด 

ช้ันโปรตีนสีขาวซึ่งอยูบริเวณรอยตอระหวางช้ัน cell lysate และ phenol-choloform (ภาพ 13) ติดไปดวย  

 การตกตะกอนดีเอ็นเอ 

(13)  นำสารละลายเซลลในขอ 12 มาตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติม 100% 

 Isopropanol ที ่เย ็นจัดปริมาตรเทากับปริมาตรที ่ม ีอยู เด ิมในหลอด (1 volume of sample) 

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

ไมโครลิตร (คิดเปนความเขมขนสุดทาย (final concentration) เทากับ 0.3 M) ผสมสารโดยพลิก

หลอดกลับไปมาประมาณ 10 ครั้ง จากนั้นนำไปแชฟรีซท่ี -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง หรือ 

-70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง   

(14) จากนั้นปนเหวี่ยงท่ี 16,000 g เปนเวลา 30 นาที เพ่ือรวมตกตะกอนดีเอ็นเอ 

และดูดสวนของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ท้ิง 
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 เทคนิคและขอควรระวัง 

- สาร 100% ethanol ซึ่งหาไดงายกวา 100% Isopropanol สามารถใชข้ันตอนการตกตะกอน 

ดีเอ็นเอได แตปริมาตรการใชงานจะตางกัน โดยถาใชสาร 100% ethanol ตองใชปริมาตรเปน 2 เทาของปริมาตรท่ี

มีอยูเดิมในหลอด (2 volume of sample)  ตัวอยางเชน ขั้นตอนเดิมเคยใชสาร 100% Isopropanol ปริมาตร 

600 ไมโครลิตร ถาเปลี่ยนเปนใช 100% ethanol แทน จะตองเพ่ิมปริมาตรเปน 2 เทา ซึ่งเทากับ 1,200 ไมโครลติร 

- เซลลน้ำคร่ำเปนเซลลท่ีไมมีชีวิตเปนสวนใหญ แตเซลลสวนใหญจากตัวอยางเลือดจะเปนเซลลท่ีมี 

ชีวิต ดวยเหตุน้ีดีเอ็นเอท่ีสกัดมาจากเซลลน้ำคร่ำจะมีคุณภาพดอยกวาดีเอ็นเอท่ีสกัดมาจากเลือด โดยคุณภาพดีเอ็น

เอจากเซลลน้ำคร่ำจะมีลักษณะดีเอ็นเอท่ีไมสมบูรณมกีารขาดชำรุดเสื่อมสภาพ (degraded DNA) ปนอยูกับดีเอ็นเอ

ท่ีสภาพสมบูรณ (Intact DNA) จากปญหาดังกลาวสงผลใหมีการสูญเสียดีเอ็นเอบางสวนไปในข้ันตอนการตกตะกอน

ดีเอ็นเอ ดังนั้นการใชสารเคมีชวยตะกอนดีเอ็นเอ เชน 3 M Soduim acetate pH 5.2  จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพ

การตกตะกอนมากข้ึน นอกจากน้ียังมีสารละลายไกลโคเจน (Glycogen solution) ท่ีสามารถชวยตกตะกอนดีเอ็นเอ

ไดเชนกัน โดยการตกตะกอนดีเอ็นเอดวย Glycogen Solution ความเขนขน 10 mg/ml ตองใช Glycogen 

Solution ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ( คิดเปน glycogen 10 ไมโครกรัม) ตอสารละลายดีเอ็นเอ 500 ไมโครลิตร  

- ความเย็นจะชวยใหการตกตะกอนดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพมากข้ึน ดังน้ันควรใช 100%  

Isopropanol ที่เย็นจัดในการตกตะกอน โดยควรแบงสาร 100% Isopropanol ใสขวดดูแรน (duran bottle) 

แลวจัดเก็บไวในตูฟรีซที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใชงาน และขั้นตอนการแชฟรีซที่ -20 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 3 ช่ัวโมง หรือ -70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เปนข้ันตอนสำคัญไมควรละเลย 

 การลางตะกอนดีเอ็นเอ 

(15)  เติม 70% ethanol เพ่ือลางตะกอนดีเอ็นเอ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ 

พลิกหลอดกลับไปมาแบบ invert mix ประมาณ 5 ครั้ง ปนเหวี่ยงที่ 16,000 g เปนเวลา 10 นาที 

และดูดสวนของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ท้ิง 

 การละลายตะกอนดีเอ็นเอ 

(16)  เปดฝาหลอด และวางดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิหอง ประมาณ 5-10 นาที เพ่ือระเหย 

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

ข้ึนกับขนาดตะกอน และเขยาหลอดชวยใหดีเอ็นเอละลายท่ีอุณหภูมิหองดวยเครื่องเขยา ประมาณ 2 

ชั่วโมง  

เทคนิคและขอควรระวัง 
- ควรใช TE buffer pH 8.0 ในการละลายตะกอนดีเอ็นเอท่ีจะเก็บเปนสตอกดีเอ็นเอ (stock 

DNA) เพราะ TE buffer มี pH เปนดางจะชวยรักษาคุณภาพดีเอ็นเอไดคงที่ตลอดอายุการเก็บรักษา สวนน้ำมี pH 

6-7 คอนขางเปนกรด ซึ่งจะทำใหดีเอ็นเอเสื่อมสภาพไดงายกวาสภาวะดาง   

- ไมควรวางตะกอนดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิหอง นานเกิน 15 นาที เพราะจะทำใหตะกอนดีเอ็นเอแหง 

เกินไป ซึ่งสงผลใหดีเอ็นเอละลายยากข้ึน โดยดีเอ็นเอท่ีละลายไมสมบูรณจะสงผลเสียตอข้ันตอนถัดไป 
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3.3. การสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรมจากตัวอยางเลือด 1-2 มิลลิลิตร 

การสกัดดีเอ็นเอจากเลือด (Whole bood) ดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรม โดยรายละเอียด

ขั ้นตอนการปฏิบัติงานที่อางอิงจากหนังสือ Cold Spring Harbor protocols เรื ่อง. Isolation of 

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

3.3.1. การเตรียมสารเคมีเครื่องมือวัสดุและอุปกรณ 

(1) เตรียมสารเคมีใหพรอมใชงาน ไดแก สาร Phenol: Chloroform: 

Isoamylalcohol อัตราสวน 25:24:1 (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) สารเคมี Chloroform : 

Isoamylalcohol อัตราสวน 24:1 (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) สารไอโซโพรพานอลความเขมขน 

100 %  ที่เย็นจัด (100 % Cold Isopropanal) สารเอทานอลความเขมขน 70% ที่เย็นจัด (70 % 

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

ในภาคผนวก ค) เอนไซม Proteinase K ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และสาร TE 

buffer (สูตรการเตรียมในภาคผนวก ค) โดยปริมาตรสารเคมีที่ใชในแตละขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ

จากเลือดดวยวิธีฟนอลคลอโรฟอรมแสดงในตาราง 14 

         เทคนิคและขอควรระวัง 

- สาร Phenol: Chloroform: Isoamylalcohol อัตราสวน 25:24:1 ตองเตรียมกอนใชงานอยาง 

นอย 1 คืน ถาไมไดเตรียมไวกอนแตจำเปนตองใชสารเคมีในขณะนั้น ใหใชวิธีการเติมแยก ตัวอยางเชน ถาตองเติม

สาร Phenol: Chloroform: Isoamylalcohol (25:24:1) ปริมาตร  600 ไมโครลิตร ใหแยกเติมสาร Phenol 

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

- สารไอโซโพรพานอลความเขมขน 100 %  ท่ีเย็นจัด และสารเอทานอลความเขมขน 70% ท่ีเย็นจัด 

 ควรจัดเก็บไวในตูฟรีซท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใชงาน 

(2) เตรียมเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณใหพรอมใชงาน ไดแก ตูชีวนิรภัย (BSC class II) 

ตูดูดไอสารเคมี (Fume Hood)  เครื่อง water bath แบบเขยา (หรือเครื่อง heating block แบบ

เขยา) เครื่อง centrifuge ที่รองรับหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร และ 15 มิลลิลิตร   เครื่องเขยาผสม 

(vortex) และปเปต P1000 P200 P20 หลอดทดลองขนาด 1.5 และ15 มิลลิลิตร และทิปทุกขนาด 

         เทคนิคและขอควรระวัง ฟนอลคลอโรฟอรม เปนสารเคมีอันตรายที ่มีไอระเหย จึงตอง

ปฏิบัติงานในตูดูดไอพิษ (fume hood) และสวมอุปกรณปองกันสวนบุคคล (PPE) ไดแก เสื้อกาวนแขนยาว ถุงมือ

ยาง แวนตากันกระเด็นและสวมรองเทาแบบหุมปลายเทามิดชิด เพ่ือความปลอดภัยของผูปฏิบัติงาน 

 

3.3.2. ข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอ 

 การลางเม็ดเลือดแดงออกดวย TE buffer 

(1) เขยาหลอดเลือดพลิกหลอดข้ึนลงประมาณ 5- 10 ครั้ง แลวปเปตเลือด 2 

มิลลิลิตร ใสหลอดใหม ขนาด 15 มิลลิลตร 
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(2) เติม TE buffer ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ลงในหลอด 15 มิลลิลตรท่ีมีเลือดอยู 

จากนั้นเขยาผสม (vortex) ประมาณ 1-2 นาที และนำไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 2000 g เปนเวลา 5 

นาที 

(3) เทของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ท้ิงอยางนุมนวล สังเกตตะกอนเซลล 

วายังคงอยูกนหลอด และทำซ้ำ ขอ 4 และขอ 5 อีก 2 ครั้ง จนตะกอนเซลลเปนสีขาว 

    เทคนิคและขอควรระวัง 

- กรณีลางเม็ดเลือดดวย TE buffer จำนวน 3 ครั้งแลว แตตะกอนเซลลยังไมเปนสีขาว ใหเพ่ิมรอบ 

การลางจนกวาตะกอนเซลลจะเปนสีขาวอีก 1-2 รอบ แตกรณีเลือดเปนกอน (cloted) หรือเลือดที่เก็บนานเกิน 7 

วัน การลางเพ่ิมในรอบท่ี 4-5 อาจไมชวยใหตะกอนเซลลขาวข้ึนและยังคงตะกอนเซลลสแีดงปนเลือดอยูก็อาจเกิดข้ึน

ได กรณใีหดำเนินการตอในข้ันถัดไป 

- กรณีจำเปนตองสกัดดีเอ็นเอจากเลือดท่ีจัดเก็บไมเหมาะสม เชน หลอดเลือดฝาเขียว (heparin  

tube) ใหรีบดำเนินการลางเลือดดวย TE buffer เพ่ือเม็ดเลือดแดงออก ภายใน 24 ช่ัวโมง ซึ่งเปนเทคนิคท่ีจะชวยให

ไดคุณภาพดีเอ็นเอดีข้ึน 

 การยอยเซลล 

(4) นำหลอดตะกอนเซลลขอ 5 มาเติม lysis buffer ปริมาตร 1,140 ไมโครลิตร 

จากนั้นใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดเซลลข้ึน-ลง เพ่ือทำใหตะกอนเซลลกระจายตัว ซ่ึงจะชวยใหการ

ยอยเซลลดีข้ึน  

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

ปริมาตร 60 ไมโครลิตร จากนั้นใชปเปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดเซลลข้ึน-ลง เพ่ือทำใหเซลลแตกจะชวย

ใหการยอยเซลลดีข้ึน  

(6) เขยาผสม (vortex) เพ่ือทำใหเซลลแตก ประมาณ 5-10 นาที หรือนานจนกวา 

สังเกตเห็นลักษณะเซลลละลายเปนเนื้อเดียวกัน (cell lystae) 

(7) นำมาบมท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ดวยเครื่อง water bath block แบบ 

เขยาได เปนเวลา 2-3 ชั่วโมง หรือจนกวาการยอยเซลลจะสมบูรณ สังเกตจากสารละลายเซลลจะใส

ข้ึน มีลักษณะปนเนื้อเดียวกันและไมมีพบกอนเจลลี่ (jelly) 

เทคนิคและขอควรระวัง กรณสีังเกตเห็นการยอยยังไมสมบูรณ ซึ่งมีลักษณะสารละลายเซลลยัง 

ไมใส หรือปรากฎกอนเจลลี่หนืด แกปญหาโดยเพ่ิมปริมาณสารเคมี (lysis buffer proteinse K และ 10% SDS) อีก

ประมาณ 20 % ของปริมาตรท่ีเติมเริ่มตน จากน้ันนำมาบมตอท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลว

สังเกตวาความใสและกอนเจลลี่ยังปรากฎอีกหรือไม ถายังปรากฎลักษณะดังกลาวอยูใหบมตออีกครั้งละ 30 นาที 

จนกวาสารละลายเซลลจะถูกยอยสมบูรณ ซึ่งสังเกตจากสารละลายเซลลมีลักษณะใสและไมมีกอนหนืดคลายเจลลี่ 

 การสกัดดวยสารเคมีฟนอลคลอโรฟอรม 

(8) เติมสาร Phenol : chloroform : Isoamylalcohol (25:24:1) ปริมาตร 1,300 
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 ไมโครลิตร ลงในนำหลอดสารละลายเซลลที่ยอยสมบูรณแลว จากนั้นพลิกหลอดกลับหลอดไปมา

แบบ invert mix ผสมใหเขากันแบบนุมนวล เปนเวลา 5 นาที  

(9) ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000 g เปนเวลา 10 นาที สารละลายในหลอดจะแยก 

เปนสองชั ้น โดยชั ้นบนคือสารละลายเซลลมีล ักษณะใส (ด ีเอ็นเอ) ชั ้นลางคือสาร Phenol : 

chloroform : Isoamylalcohol สังเกตมีสีชมพูออน (ภาพ 6) 

(10) คอยๆดูดสารละลายสวนบน (ดีเอ็นเอ) ใสหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร (หลอดใหม) 

และทำซ้ำขอ 10-12 อีก 1 รอบ 

(11) นำหลอดในขอ 12 เติมสาร chloroform : Isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร 

1,300 ไมโครลิตร จากนั้นกลับหลอดไปมาแบบ invert mix ผสมใหเขากันแบบนุมนวล เปนเวลา 5 

นาที  

(12) ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000 g เปนเวลา 10 นาที สารละลายในหลอดจะแยก 

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

Isoamylalcohol สังเกตมีสีใสเชนกัน 

(13)  คอยๆดูดสารสวนบนซ่ึงมีลักษณะใส ใสหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร (หลอดใหม)  

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ข้ันตอน invert mix (ขอ 9 และขอ 12) หลังเติมสาร Phenol : chloroform:  

Isoamylalcohol เปนข้ันตอนสำคัญท่ีชวยดึงโปรตีนท่ีเกาะกับดีเอ็นเอใหละลายไปอยูในช้ันฟนอล ซึ่งจะทำใหดีเอ็น

เอมีการปนเปอนโปรตีนลดลง การผสมสารพลิกกลับไปกลับมาแบบ invert mix ควรทำดวยความนุมนวล หาม 

Votex โดยเด็ดขาด เพราะจะทำใหสายดีเอ็นเอขาดชำรุดเสื่อมสภาพ (degraded) ได และควรผสมสารแบบ invert 

mix ใหครบเวลาตามท่ีกำหนด  

- ข้ันตอนการดูดสารละลายดีเอ็นเอ (ช้ันบน) ไปใสหลอดใหม (ขอ 12 และขอ 15) ไมควรดูด 

ช้ันโปรตีนสีขาวซึ่งอยูบริเวณรอยตอระหวางช้ัน cell lysate และ phenol-choloform (ภาพ 13) ติดไปดวย เพราะ

จะทำใหคุณภาพดีเอ็นเอต่ำลง 

 การตกตะกอนดีเอ็นเอ 

(14) นำหลอดในขอ 15 มาตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติม 100% Isopropanol ท่ี 

เย็นจัดปริมาตร 1,300 มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารโดยพลิกหลอดกลับไปมาประมาณ 10 ครั้ง จะ

สังเกตเห็นสายดีเอ็นเอ ลักษณะคลายกลุมเสนดวยสีขาว 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- สาร 100% ethanol ซึ่งหาไดงายกวา 100% Isopropanol สามารถใชข้ันตอนการตกตะกอน 

ดีเอ็นเอได แตปริมาตรการใชงานจะตางกัน โดยถาใชสาร 100% ethanol ตองใชปริมาตรเปน 2 เทาของปริมาตรท่ี

มีอยูเดิมในหลอด (2 volume of sample)  ตัวอยางเชน ขั้นตอนเดิมเคยใชสาร 100% Isopropanol ปริมาตร 

600 ไมโครลิตร ถาเปลี่ยนเปนใช 100% ethanol แทน จะตองเพ่ิมปริมาตรเปน 2 เทา ซึ่งเทากับ 1,200 ไมโครลติร 

- ความเย็นจะชวยใหการตกตะกอนดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพมากข้ึน ดังน้ันควรใช 100%  
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Isopropanol ที่แชเย็นจัดในการตกตะกอน โดยควรแบงสาร 100% Isopropanol ใสขวดดูแรน (duran bottle) 

แลวจัดเก็บไวในตูฟรีซท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนใชงาน  

 การลางตะกอนดีเอ็นเอ 

(15)  เติม 70% ethanol ท่ีเย็นจัด ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดขนาด 1.5 

มิลลิลิตร (หลอดใหม) จากนั้นใชปลายทิปขนาด 200 ไมโครลิตร เก่ียวตะกอนดีเอ็นเอในหลอด ขอ 16 

มาใสในหลอดท่ีเติม 70% ethanol ไวแลว และพลิกหลอดกลับไปมาแบบ invert mix ประมาณ 5 

ครั้ง เพ่ือลางตะกอนดีเอ็นเอ 

(16) จากนั้นปนเหวี่ยงท่ี 2,000 g เปนเวลา 3 นาที เพ่ือรวมตกตะกอนดีเอ็นเอใหตก 

กนหลอด และดูดสวนของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ท้ิง 

เทคนิคและขอควรระวัง กรณีผูปฏิบัติงานใหม ข้ันตอนในขอ 17 การใชปลายทิปเก่ียวตะกอน 

ดีเอ็นเอไปใสหลอดใหม อาจมีโอกาสทำใหตะกอนดีเอ็นเอตกหลนได แกปญหาโดยใหคอยๆดูด 100% Isopropanol 

ในหลอด ขอ 16 บางสวนท้ิง คงเหลือปริมาตรสารในหลอดประมาณ 1.5 มิลลิลิตร (ตองระวังไมใหดูดดีเอ็นเอ เขาไป

ในปลายทิปเพราะจะเอาออกยากมาก) จากน้ันเทตะกอนดีเอ็นเอ ใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (หลอดใหม) และปน

เหว่ียงท่ี 2,000 g เปนเวลา 3 นาที เพ่ือรวมตกตะกอนดีเอ็นเอใหตกกนหลอด และดูดสวนของเหลวเหนือตะกอนท้ิง 

จากน้ันเขาสูข้ันตอนการลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงท่ี 2,000 g เปนเวลา 3 

นาที เพ่ือรวมตกตะกอนดีเอ็นเอใหตกกนหลอด และดูดสวนของเหลวเหนือตะกอนท้ิง 

 การละลายตะกอนดีเอ็นเอ 

(17) เปดฝาหลอด วางดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิหอง ประมาณ 5-10 นาที เพ่ือระเหย 

ethanol ที่ตกคาง จากนั้นเติม Tris-HCl EDTA pH 8.0 (TE buffer) ประมาณ 150-200 ไมโครลิตร 

ขึ้นกับขนาดตะกอน จากนั้นเขยาหลอดชวยใหดีเอ็นเอละลายที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที และเขยาตอท่ีอุณหภูมิหอง ประมาณ 2-4 ชั่วโมง 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ควรใช TE buffer pH 8.0 ในการละลายตะกอนดีเอ็นเอท่ีจะเก็บเปนสตอกดีเอ็นเอ (stock 

DNA) เพราะ TE buffer มี pH เปนดางจะชวยรักษาคุณภาพดีเอ็นเอไดคงที่ตลอดอายุการเก็บรักษา สวนน้ำมี pH 

6-7 คอนขางเปนกรด ซึ่งจะทำใหดีเอ็นเอเสื่อมสภาพไดงายกวาสภาวะดาง  

- ไมควรวางตะกอนดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิหอง นานเกิน 15 นาที เพราะจะทำใหตะกอนดีเอ็นเอแหง 

เกินไป จะสงผลใหดีเอ็นเอละลายยากข้ึน โดยดีเอ็นเอท่ีละลายไมสมบูรณจะสงผลเสียตอข้ันตอนถัดไป 

4. การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ 

เมื่อดีเอ็นเอละลายเปนเนื้อเดียวกัน จะนำมาตรวจสอบความเขมขนและคุณภาพดีเอ็นเอ 

กอนนำไปตรวจวิเคราะหตอดวยเทคนิคพีซีอารหรือเทคนิคดานอณูชีววิทยาอ่ืนๆในลำดับถัดไป 

การตรวจสอบความเขมขนและคุณภาพของดีเอ็นเอใชหลักการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น

อัลตราไวโอเลต (Ultra violet, UV) และความยาวคลื่นแสงที่ตามองเห็น (Visible light, Vis) ดวย
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เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่เรียกวาวัดคา Optical density (OD)  โดยกรดนิวคลีอิก (ดีเอ็นเอและ

อารเอ็นเอ) ดูดกลืนแสง (Absorbance, A) ท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) โปรตีนดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (A280)  และองคประกอบอ่ืนๆ (เชน สารกลุมเกลือ) ดูดกลืนแสง

ท่ีความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร (A230) การวัดคาสเปกโตรโฟโตมิเตอรจะใชกฎของเบียร - แลมเบิรต 

(Beer – Lambert) ในการคำนวณหาความเขมขนของกรดนิวคลีอิก โดยกฎของเบียร - แลมเบิรตจะ

ถูกใชเพ่ือกำหนดความเขมขนของกรดนิวคลีอิกท่ีไมทราบคาโดยไมตองใชเสนโคงมาตรฐาน ซ่ึงจะชวย

ใหเชื่อมโยงปริมาณแสงท่ีกรดนิวคลีอิกดูดกลืนกับความเขมขนของโมเลกุลกรดนิวคลีอิกท่ีดูดกลืน โดย

ใชหนวยการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 (A260)  ตอไปนี้  

  สำหรับดีเอ็นเอ A260   1 หมายถึง  50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  สำหรับอารเอ็นเอ A260   1 หมายถึง  40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ใชคาขางตนเปนปจจัยการแปลงความเขมขนของกรดนิวคลีอิก ดวยการแปลงคา OD เปนความ

เขมขนของตัวอยางกรดนิวคลีอิคท่ีไมทราบคา (31) 

 คุณภาพความบริสุทธิ์ของกรดนิวคลีอิกตรวจสอบโดยการหาอัตราสวนของคา A260/ A280ถาดี

เอ็นเอไดคา A260/ A280 ระหวาง 1.65–1.85 แสดงวาดีเอ็นเอบริสุทธิ์ ถาหากไดคามากกวา 1.85 แสดง

วาดีเอ็นเอมีอารเอ็นเอปะปนอยู ถาคานอยกวา 1.65 แสดงวาดีเอ็นเอมีโปรตีนหรือสารฟนอล (ท่ีใชใน

ขั้นตอนการสกัด) ปะปนอยู  และอัตราสวนของคา A260/ A230 ถาไดคา 2.0 ถึง 2.2 แสดงวาดีเอ็นเอ

ไมมีการปนเปอนของสารกลุมเกลือ (ที่ใชในขั้นตอนการสกัด) สำหรับอารเอ็นเอที่บริสุทธิ์ควรไดคา 

A260/ A280 เทากับ 2 (31)  

 อยางไรก็ตามการวัดคา OD ก็ไมสามารถบอกคุณภาพดีเอ็นเอในเชิงโครงสรางโมเลกุลได โดย

ดีเอ็นเอที่มีโครงสรางโมเลกุลคงสภาพสมบูรณ จะเรียกวา Intact DNA สวนดีเอ็นเอท่ีโครงสรางไม

สมบูรณมีบางสวนขาดถูกตัดเปนทอน จะเรียกวา  degraded DNA โดยการตรวจสอบคุณภาพเชิง

โครงสรางของโมเลกุลดีเอ็นเอใชการตรวจสอบดวยการทำเจลอิเล็กโตรฟอรีซีสแบบอะกาโรสเจล 

(Agarose gel) ที่ความเขมขน 0.8-1.0% ดีเอ็นเอคุณภาพดีโครงสรางโมเลกุลคงสภาพสมบูรณ จะ

ปรากฎเปนกอนรวมกลุมกัน สวนดีเอ็นเอท่ีโครงสรางไมสมบูรณจะปรากฎแบนแถบดีเอ็นเอ (smear) 

(30) ทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตร ใชเครื่อง Biophotometer ยี่หอ 

eppendrof ในการวัดการดูดกลืนแสงของสารพันธุกรรม (วัด OD) โดยเครื่อง Biophotometer ใช

หลักการวัดการดูดกลืนของแสงแบบ single beam photometer with reference beam ดวย

แหลงกำเนิดแสงแบบ Xenon flash light  วัดไดท้ังชวงแสงความยาวคลื่น VIS และ UV และสามารถ

วัดสารพันธุกรรมปริมาณนอย 2-3 ไมโครลิตรไดดวยไมโครคิวเวทท (microcuvette) ขนาด path 

length 1 มิลลิเมตร ซึ่งสามารถวัดคาความเขมขนของดีเอ็นเอไดตั้งแต 2.5 ถึง 1500 นาโนกรัมตอ
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ไมโครลิตร (ng/ul) โดยขั้นตอนการปฏิบัติงานในการวัดปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอดวยเครื ่อง 

Biophotometer ยี่หอ eppendrof มีดังนี้ 

 

ขั้นตอนการปฎิบัติงาน เทคนิคและขอพึงระวัง 

1. เตรียมเคร่ือง Biophotometer ใหพรอมใช 

 

• ต ัวเคร ื ่องควรต อก ับเคร ื ่อง

สำรองไฟ โดยควรเสียบปลั๊ก

เครื ่องสำรองไฟกอน แลวจึง

เปดเครื่อง สวิตซเปด-ปดท่ีอยู

ดานหลังตัวเครื่อง 

2. เตรียมไมโครคิวเวททสำหรับวัดสารพันธุกรรมปริมาณนอย 

(บริเวณ A คือพ้ืนหยดตัวอยาง) 

 
https://www.news-medical.net/whitepaper/20151120/Highly-

Precise-Photometric-Measurements-of-Nucleic-Acids-or-Proteins-

using-Eppendorf-c2b5Cuvette-G10.aspx 

 

 

 

 

 

 

• เลือกใชคิวเวททใหเหมาะสม 

โดยการวัดดีเอ็นเอหรืออาร

เอ ็นเอสำหร ับเคร ื ่องร ุ น น้ี 

จะตองใชไมโครคิวเวททซึ่ง

รองรับการวัดสารพันธุกรรม

ปร ิมาณนอย ดวยปร ิมาตร

ตัวอยางเพียง 2-3 ไมโครลิตร 

แสดงดังภาพขอ 2 

ชองใสคิวเวทท 

B   A
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ขั้นตอนการปฎิบัติงาน เทคนิคและขอพึงระวัง 

3.  การทำ Blank  

(1) เลือกโหมดการวัดจากปุมท่ีหนาจอหลัก  

การวัดดีเอ็นเอ กดปุม 7 (DNA) และเลื่อนใหลูกศรไปอยูท่ีตำแหนง 

dsDNA แลวกดปุม Enter ตัวเครื่องจะพรอมใชงานในโหมดการ

วัดดีเอ็นเอ 

 
https://www.marshallscientific.com/v/vspfiles/specs/biophotometer%20plus%20manual.pdf 

 

(2) นำไมโครคิวเวททมาเปดอาออก (ดังภาพขอ 2) และลาง (บริเวณ 

A) ดวยน้ำสะอาดกอนใชงาน 

(3) ทำ blank โดยการหยดน้ำยา blank ลงบนไมโครคิวเวทท (บริเวณ 

A เพียงดานเดียว) แลวประกบไมโครคิวเวททท้ังสองขางเขาหากัน 

จะทำใหน้ำยา blank สัมผัสกับบริเวณ A ของอีกขางหน่ึง จากน้ัน

นำไมโครคิวเวททวางลงในชองใสคิวเวทท แลวกดปุ ม blank 

ตัวเครื่องจะพรอมใชงานในโหมดการวัดตัวอยางดีเอ็นเอ 

• น้ำยา blank คือน้ำยาชนิด

เดียวกับท่ีใชละลายดเีอ็นเอ 

กรณีใช TE buffer ละลายดี

เอ็นเอ ก็ตองใช TE buffer 

ทำ blank 

• ควรลางบรเิวณ A ของไมโคร

คิวเวททดวยน้ำสะอาด 

ประมาณ 3 ครั้ง กอนทำ 

Blank 

• ควรเช็ดบรเิวณ A ของไมโคร

คิวเวททดวยกระดาษเช็ด

เลนส หรือกระดาษชำระเน้ือ

หนาไมมีขน เพ่ือปองกันเศษ

ขนปนเปอนไปกับตัวอยาง จะ

ทำใหรบกวนการดดูกลืนแสง

ซึ่งจะมีผลตอคา OD 

4. การวัดตัวอยางดีเอ็นเอ 

(1) นำสารละลายสตอกดีเอ็นเอที่ละลายเปนเนื้อเดียวกันมาปนตก 

(spin down) เพ่ือทำใหของเหลวใตฝาหลอดตกลงกนหลอดซึ่งจะ

ชวยลดการปนเปอนเช้ือแบคทีเรียได 

(2) ปเปตตัวอยางดีเอ็นเอจากหลอดสตอก ประมาณ 2-3 ไมโครลิตร 

หยดลงบนไมโครคิวเวทท (บริเวณ A เพียงดานเดียว) ดังภาพขอ 2 

 

 

 

 

• ควรสังเกตฟองอากาศทุกครั้ง

หลังหยดตัวอยางและประกบ

ไมโครค ิ ว เ วทท   หาก เ กิด

ฟองอากาศ ตองกำจัดออก 

ด  วยการประกบไมโครคิว

เวททซ้ำหลายครั ้งจะทำให

ฟองอากาศแตกได หรืออาจ

ใชป เปตดูดต ัวอย างข ึ ้นลง 

หากสังเกตเห็นฟองอากาศ

ขณะหยดตัวอยางบนไมโคร

คิวเวทท 
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ขั้นตอนการปฎิบัติงาน เทคนิคและขอพึงระวัง 

(3) จากน้ันประกบไมโครคิวเวททท้ังสองขางเขาหากัน ซึ่งจะทำให

ตัวอยางดีเอ็นเอสมัผสักับบรเิวณ A ของอีกขางหน่ึง ควรสังเกต

ฟองอากาศ หากมีฟองอากาศเกิดข้ึนตองกำจัดออก จากน้ันนำไม

โครคิวเวททวางในชองใสคิวเวททแลวกดปุม sample เครื่องจะ

แสดงคาความเขมขนและคณุภาพของตัวอยางดีเอ็นเอ ดังภาพ 

 
https://www.marshallscientific.com/v/vspfiles/specs/biophotometer%20plus%20manual.pdf 

(4) การวัดตัวอยางดีเอ็นเอถัดไปที่ละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายตัว

เดียวกัน สามารถวัด OD แบบตอเนื่องโดยไมตองทำ blank ใหม 

โดยทำการเช็ดตัวอยางเดิมออกจากคิวเวททกอนแตไมตองลางน้ำ 

จากนั้นหยดตัวอยางดีเอ็นเอใหมลงบนไมโครคิวเวทท และกดปุม 

sample 

(5) เมื่อวัดตัวอยางดีเอ็นเอเสร็จสิ้น ใหกดปุม enter และ 

          กดปุม 7 (DNA) เพ่ือคืนกลับหนาจอหลัก  

(6) นำไมโครคิวเวททลางบริเวณ A ดวยน้ำสะอาดประมาณ 3-5 ครั้ง 

และเช็ดใหสะอาดกอนเก็บลงกลอง 

• ฟองอากาศจะรบกวนการ

ดูดกลืนแสงของตัวอยาง จะ

ทำให ค า  OD ท ี ่ ได  เคล ื ่อน

คลาด 

• กรณีวัดตัวอยางตอเนื่อง แต

เปนตัวอยางดีเอ็นเอที่ละลาย

ดวยตัวทำละลายคนละชนิด

กัน ใหทำการลางไมโครคิว

เวททและทำ blank ใหม เมื่อ

มีการเปลี่ยนชนิดตัวอยาง 

• กรณีปเปตดีเอ็นเอจากหลอด  

สตอกแลวไดกอนดีเอ็นเอหนืด

ติดขึ้นมา นั้นหมายถึงสตอกดี

เอ็นเอยังละลายไมสมบูรณ จึง

ไมควรนำวัด OD เพราะคา

ความเขมขนที่ไดจะไมใชคาท่ี

แทจริงของตัวอยาง 

• เครื ่องรุ นนี ้มีหนวยแสดงผล

ความเขมขนดีเอ็นเอหลาย

แบบ ได แก   µg/ml  ng/µl  

pmol/ µl µmol/l แ ล ะ 

pmol/ml 

5. ปดเคร่ือง  

เมื่อใชเครื่องเสร็จใหกดปุมคืนหนาจอหลัก แลวปดสวิทซดานหลังของ

ตัวเครื่อง และเลื่อนฝามาปดชองใสคิวเวทททุกครั้งที่ใชงานเสร็จ เพ่ือ

ปองกันฝุน 

 

บางกรณีจะใชการทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตฟอรีซีส ความเขมขน 0.8% ควบคูไปกับการวัด

การดูดกลืนแสง (OD) ในการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอในตัวอยางสงตรวจบางรายที่สงสัยวาดีเอ็นเอ

อาจเกิดการเสื่อมสภาพ เชน ตัวอยางที่สกัดจากเลือดสีคล้ำ หรือดีเอ็นเอที่มีปญหาในการทำปฏิกิรยิา

พีซีอารไมสำเร็จ 
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5. การทำไบซัลไฟต คอนเวอรช่ัน (bisulfite conversion) 

การเปลี่ยนดีเอ็นเอดวยการทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นเปนขั้นตอนการเตรียมดีเอ็นเอที่ใช

เปนดีเอ็นเอตนแบบของการทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารสำหรับตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ

โรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมน ซ่ึงทางหองปฏิบัติการหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา 

คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร มีวิธีการทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั ่น จำนวน 2 

รูปแบบ ไดแก วิธีดั้งเดิม (conventional method) และชุดน้ำยาสำเร็จจรูป (commercial kit) 

สิ่งท่ีตองรูและขอควรระวัง กระบวนการ bisulfite conversion เปนขั้นตอนสำคัญท่ีจะสงผลกระทบเสียหาย

ตอขั ้นตอนลำดับถัดไป หาก กระบวนการ bisulfite conversion เกิดขึ ้นไมสมบูรณที ่เร ียกวา incomplete bisulfite 

conversion จะทำใหยังคงดีเอ็นเอโครงสรางปกติหลงเหลืออยู ท่ีเรียกวา Unmodified DNA ซ่ึงจะสงผลใหการทดสอบเมทิล

เลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อวินิจฉัยผูปวยโรคพราเดอรวิลลี่และเอนเจลแมน มีโอกาสเกิดผลลบลวง (flase 

negative) เพิ ่มขึ ้น ดังนั ้นผู ปฏิบัติงานจึงปฏิบัต ิงานดวยความระมัดระวังและปฏิบัติตามขั ้นตอนการทำ bisulfite 

conversion อยางเครงครัด 

5.1. การทำไบซัลไฟตคอนเวอรช่ันแบบวิธีดั้งเดิม 

การเตรียมสารเคมีและข้ันตอนการปฏิบัติงานอางอิงจากงานวิจัยของ  Frommer M  และคณะ  ป 

ค.ศ.1992 (16)  

5.1.1. การเตรียมสารเคมี/อุปกรณ/เครื่องมือ 

(1)  สารละลาย 5 M Sodium bisulfite ตองเตรียมใหมทุกครั้ง  วิธีการเตรียมแสดง 

ภาคผนวก ค 

(2) สารละลาย 3 M NaOH ตองเตรียมใหมทุกครั้ง  วิธีการเตรียมแสดงภาคผนวก ค 

(3) สารละลาย 20 mM Hydroquinone  ตองเตรียมใหมทุกครั้ง  และใชภาชนะทึบ 

แสงระหวางการเตรียมเพ่ือหลีกเลี่ยงแสงสวาง และวิธีการเตรียมแสดงภาคภนวก ค 

(4) สารละลาย 10 M Ammonium acetate   วิธีการเตรียมแสดงภาคภนวก ค  

(5) สารละลาย ethanol  ความเขมขน 70 %   และ ethanol  ความเขมขน 100% 

แชเย็นท่ี -20 องศาเซลเซียส 

(6) Mineral oil (ultrapure) 

(7) ชุด kit สำหรับทำดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ (Illustra blood genomicPrep mini Spin 

kit หรือ QIAamp DNA mini kit หรือ commercial kit อ่ืนท่ีผานข้ันตอนการทดสอบความใชไดแลว 

(8) อุปกรณ ไดแก ปเปต ทิป หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดทดลองขนาด 

50 มิลลิลิตร pH-indicator strips และ vacuum flask 

(9) เครื่องมือ ไดแก เครื่อง heat box  เครื่องชั่ง  เครื่อง centrifuge ท่ีรองรับหลอด 

ทดสอบ 1.5 มิลลิลิตร และเครื่องปมดูดสุญญากาศ (vacuum pump) 
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5.1.2. ข้ันตอนการปฏิบัติงาน 

(1) ละลายดีเอ็นเอปริมาณ  2  ไมโครกรัมดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ  ใหไดปริมาตร 

ทายสุด  50 ไมโครลิตรใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  วางที่อุณภูมิหองแบบเขยาหลอด

ประมาณ 1-2 ชั่วโมง เพ่ือใหดีเอ็นเอละลายเปนเนื้อเดียวกัน  

(2) เติม  3  M  NaOH  ปริมาตร  5.5  ไมโครลิตร  (ความเขมขนทายสุด final 

concentration เทากับ 0.3 โมลาร) ผสมใหเขากัน จากนั้นทำใหดีเอ็นเอสายคูแยกเปนสายเดี่ยวท่ี

อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 นาที และลดอุณหภูมิทันทีดวยการแชในน้ำแข็ง เปนเวลา 5 

นาที และนำไปปนตก (spin down)  

(3) เติมสารละลาย 20 mM hydroquinone ปริมาตร 30 ไมโครลิตร  จากนั้นเติม 

5 M sodium bisulfite ปริมาตร 520 ไมโครลิตร คอยๆเติม mineral oil ไวดานบนผิวหนา นำไป

ปนตก  

 ขอควรระวัง ควรเติม mineral oil ใหเพียงพอคลุมผิวหนาของสารในหลอด เพ่ือปองกันการระเหย 

แตหากเติมมากเกินพอดี อาจสงผลใหอุณหภูมิในหลอดเปลี่ยนแปลงได 

(4) นำไปวางในเครื่อง heat box บมท่ีอุณหภูมิ 55 c◦ นาน 16-17 ชั่วโมง 

(5) นำดีเอ็นเอท่ีทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นแลว  ทำบริสุทธิ์ดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป  

ยี่หอ Illustra blood genomicPrep mini Spin kit โดยวิธีการทำตามคูมือของทางบริษัท และใน

ขั้นตอนสุดทายชะ (elute) ดีเอ็นเอออกจากคอลัมนดวย elution buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

ใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร (หลอดใหม) 

(6) นำหลอดขอ 5 เติม 3 M NaOH ปริมาตร 11 ไมโครลิตร (ความเขมขนทายสุด 

 เทากับ 0.3 โมลาร) และวางท่ีอุณหภูมิหองประมาณ 10 นาที 

(7) จากนั้นเติม 10 M Ammonium acetate ปริมาตร 34 ไมโครลิตร (ความเขม 

ขนทายสุด เทากับ 3 โมลาร) เพ่ือปรับสารละลายดีเอ็นเอท่ีทำผานการทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นแลว

ใหสภาพเปนกลาง (neutralize DNA)  

(8) เติม 100% ethanol ปริมาตร 340 ไมโครลิตร แลวผสมแบบกลับหลอดไปมา 

(Invert mix) ใหเขากันประมาณ 10 ครั้ง นำไปแชแข็งท่ี -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง หรือ

ท่ี -70 องศาเซลเซียส อยางนอย 30-60 นาที เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ 

 เทคนิค การตกตะกอนดีเอ็นเอดวย ethanol ควรใช 100% ethanol ท่ีแชเย็นจัด ซึ่งจะชวยให

ดีเอ็นเอตกตะกอนไดดีข้ึน 

(9) นำมาปนท่ีความเร็วรอบ 14,000 g  เปนเวลา 30 นาที และดูดสวนของเหลว 

เหนือตะกอน (supernatant) ท้ิง 

(10) เติมสารละลาย 70 % ethanol  ท่ีเย็นจัด 500 ไมโครลิตร  เพ่ือลางตะกอน 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

70 

ดีเอ็นเอจากนั้นปนท่ีความเร็วรอบ 14,000 g เปนเวลา 10 นาที และดูดสวน supernatent ท้ิง  

(11) เปดฝาหลอดวางให ethanol ระเหยจากตะกอนดีเอ็นเอ ประมาณ 10-15 นาที 

(12) นำตะกอนดีเอ็นเอท่ีทำผานการทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นแลว  ละลายดวยน้ำ 

กลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการดีดกนหลอดประมาณ 4-5 ครั้ง และ

ปนตก จำนวน 4-5 รอบ และวางไวท่ีอุณหภูมิหองประมาณ 20 นาที เพ่ือใหดีเอ็นเอละลายดีข้ึน  

(13) นำสารละลายดีเอ็นเอท่ีผานการทำไบซัลไฟตคอนเวอรชั่นแลว มาวัดความ 

เขมขนดวยเครื่องวัดสารพันธุกรรม และเขียนความเขมขนท่ีไดไวขางหลอด  

(14) ดีเอ็นเอท่ีไดสามารถนำมาทดสอบดวยเมธิลเลชั่น-สเปซิฟคพีซีอารไดทันที หรือ 

เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ระหวางรอทดสอบ  

5.2. การทำไบซัลไฟตคอนเวอรช่ันดวยชุดน้ำยาสำเร็จรูป  

5.2.1. การเตรียมสารเคมี/อุปกรณ/เครื่องมือ 

ทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร หนวยมนุษยพันธุศาสตรใชชุดน้ำยาสำเร็จรูป EZ  

DNA Methylation-Gold Kit สำหรับทำไบซัลไฟตคอนเวอรชั่น ซ่ึงประกอบดวยสารเคมีท่ีตองเตรียม

กอนใชงาน 2 ชนิด ไดแก สาร CT Conversion reagent และสาร M-Wash buffer โดยข้ันตอนการ

ปฏิบ ัติงานอางอิงจากเอกสารประกอบชุดน ้ำยา สำเร ็จร ูป EZ DNA Methylation-Gold Kit 

รหัสสินคา Cat No. D5005&D5006 ยี่หอ Zymo research มีรายละเอียด ดังนี้ 

(1) สาร CT Conversion reagent มีลักษณะเปนผงบรรจใุนหลอดสีชา มีข้ันตอน 

การเตรียมกอนใชงาน ดังนี้ 

a) เติมน้ำปลอดเชื้อ 900 ไมโครลิตร เติม M-Dilution buffer 300 ไมโครลิตร และ 

 M-Dissolving buffer 50 ไมโครลิตร  

b) เขยา หรือ vortex เปนระยะ ประมาณ 10 นาที จนละลายเปนเนื้อเดียวกัน ควร 

เขยาท่ีอุณหภูมิหอง หามใชความรอน 

 ขอควรระวัง CT Conversion reagent เปนสารที่สลายตัวงาย ควรเลี่ยงแสงสวาง ควรเตรียม

กอนใชและใชหมดทันทีหลังละลาย แตหากจำเปนตองเก็บ ควรเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะเก็บไดนาน 1 

สัปดาห หรือเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส จะเก็บไดนาน 1 เดือน 

(2) สาร M-Wash buffer เปนสารท่ีเตรียมครั้งเดียวตอนเปดใชงานครั้งแรก 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 ไมโครกรัมดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ใหปริมาตร 

ทายสุด เทากับ 20 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร เขยาท่ีอุณหภูมิหอง 1- 2ชั่วโมง 

เพ่ือใหดีเอ็นเอละลายเปนเนื้อเดียวกัน 

ขอควรระวัง ดีเอ็นเอท่ีละลายไมสมบูรณจะสงผลใหการเปลี่ยนดีเอ็นเอดวยเทคนิค bisulfite 

 conversion เกิดข้ึนไมสมบูรณซึ่งอาจจะสงผลตอการทำเมธิลเลช่ัน-สเปซิฟคพีซีอาร 

(2) เติมสารละลาย  CT Conversion reagent  ปริมาตร 130 ไมโครลิตร  ลงใน 

หลอดดีเอ็นเอ ผสมใหเขากัน และปนตก (spindown) 

เทคนิค ควรใชปเปตดูดสารข้ึนลงประมาณ 2-3  ครั้ง ในการผสมใหเขากัน แทนการ vortex 

 เน่ืองจากอาจสงผลใหดีเอ็นเอขาดเปนสายสั้นๆได 

(3) นำหลอดดีเอ็นเอวางในเครื่อง thermo cycle รันเครื่องดวยโปรแกรมดังนี้ 

อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที (ข้ันตอน denaturation) 

อุณหภูมิ 64 องศาเซลเซียส เวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที 

อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เก็บเพ่ือรอข้ันตอนถัดไปไดนานถึง 20 ชั่วโมง 

ขอควรระวัง ดีเอ็นเอท่ีละลายไมสมบูรณ จะทำใหข้ันตอน denaturation  ท่ีทำใหดีเอ็นเอ 

เกลียวคู แยกเปนสายเดี่ยว เกิดแบบไมสมบูรณเชนกัน  

(4) นำคอลัมนท่ีมากับชุด kit (Zymo-Spin IC column)  มาประกอบเขากับหลอด 

ท่ีรองรับของเสีย และเติม M-Binding buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 

(5) ปเปตดีเอ็นเอท้ังหมดจากขอ 3 มาเติมในคอลัมน Zymo-Spin IC column ท่ี 

ประกอบไวแลว ปดฝาคอลัมน ผสมใหเขากันแบบกลับหลอดไปมา  (invert mix)  ประมาณ 20 ครั้ง 

(6) นำคอลัมนไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g  เปนเวลา 30 วินาที  จากนั้นท้ิง 

ของเสียท่ีออกจากคอลัมน ซ่ึงอยูในหลอดท่ีรองรับของเสีย 

เทคนิค ควรใชปเปตดูดของเสยีในหลอดรองรับของเสียท้ิง แทนการเทเพ่ือลดการเปอนบริเวณ 

ขอบหลอดของเสีย ซึ่งจะไปเปอนตอท่ี roter ของ centrifuge จนเกิดการกัดกรอน 

(7) ปเปต M-Wash buffer ลงในคอลัมน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลวนำไปปน 

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 วินาที 

(8) ปเปต M-Desulphonation buffer ลงในคอลัมน ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

วางไวท่ีอุณหภูมิหอง (20-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15-20 นาที หลังจากบมครบตามเวลา นำไป

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 วินาที 

 ขอควรระวัง ขั้นตอนนี้จะเกิดปฏิกิริยา desulphonation ซึ่งตองใชระยะเวลาที่เหมาะสม ไม

ควรต่ำกวา 15 นาที 

(9) ปเปต M-Wash buffer ลงในคอลัมน ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวนำไปปน 
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เหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 วินาที จากนั้นเติม M-Wash buffer 200 ไมโครลิตรอีกครั้ง 

แลวปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 วินาที 

(10) นำ Zymo-Spin IC column ออกจากหลอดรับของเสีย แลวนำไปประกอบกับ 

หลอดอันใหม (หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร) เพ่ือเก็บดีเอ็นเอ (ท่ีผานการทำ bisulfite conversion) ซ่ึง

อยูในคอลัมน 

(11) เติม M-Elution buffer 10-15 ไมโครลิตรลงในคอลัมน จากนั้นนำไปปนเหวี่ยง 

ที่ความเร็ว 10,000 g เปนเวลา 30 วินาที เพื่อชะดีเอ็นเอ (ที่ผานการทำ bisulfite treat แลว) ออก

จากคอลัมน เทคนิค ควรเติม M-Elution buffer บริเวณตรงกลางคอลัมนและระวังไมใหเกิดฟองอากาศ  

(12) วัดความเขมขนดีเอ็นเอท่ีทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นแลวดวยเครื่องวัด 

สารพันธุกรรม เขียนความเขมขนที่ไดไวขางหลอด โดยความเขมขนดีเอ็นเอที่เหมาะสมควรอยูในชวง 

70-100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร  

(13) จัดเก็บดีเอ็นดีท่ีทำไบซัลไฟต คอนเวอรชั่นแลว ระหวางรอทดสอบ ไวท่ี 

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

6. การทำเมทิลเลช่ัน-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

การทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ

โรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนที่หองปฏิบัติการหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาวิชาพยาธิวิทยา 

คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เปนวิธีการทดสอบท่ีพัฒนาข้ึนใชเอง โดยใชวิธีเมทิล

เลชั ่น-สเปคซิฟคพีซ ีอารของยีน SNRPN จำนวน  2 ชุดการทดสอบ โดยการทดสอบชุดแรก 

(Kubota’s primer set) ใชไพรเมอรท่ีอางอิงจากการศึกษาของ Kubota (1997) (28) ซ่ึงแสดงลำดับ

นิวคลีโอไทปของไพรเมอรไวในตาราง 9 และการทดสอบชุดท่ี 2 (Alternative primer set) ใชไพร

เมอรท่ีอางอิงจากการศึกษาของ Hussain Askree S (2011) (29) ซ่ึงแสดงลำดับนิวคลีโอไทปของไพร

เมอรไวในตาราง 10 โดยการเตรียมเครื ่องมือวัสดุอุปกรณ การเตรียมสารเคมี/น้ำยาพีซีอารใน

ปฏิกิริยาพีซีอาร และข้ันตอนการปฏิบัติงานมีรายละเอียดดังตอไปนี้  

สิ่งท่ีตองรูและขอควรระวัง 

- การเกิด preferential amplification หมายถึง การเพ่ิมจำนวนผลผลิตพีซีอารจากไพรเมอรคูใดคู 

หนึ่งมากกวา หรือการเพิ่มจำนวนผลผลิตพีซีอารไดเพียงไพรเมอรคูเดียวจากดีเอ็นเอตนแบบเฮเทอโรไซกัส ซึ่งเปน

เหตุการณที ่นำไปสูการเกิดผลบวกลวงได (false positive) โดยเมทิลเลชั ่นสเปคซิฟคพีซีอารยีน SNRPN เปน

มัลติเพล็กซพีซีอารที่พัฒนาขึ้นใชเฉพาะภายในหนวยงานมนุษยพันธุศาสตร โดยเทคนิคนี้ไดผานขั้นตอนการหา

สภาวะท่ีเหมาะสม เพ่ือลดการเกิด preferential amplification แลว และไดกำหนดเปนแนวทางปฏิบัตท่ีิเหมาะสม

ของการทดสอบ (optimized protocol) อยางไรก็ตามเทคนิคนี้ไมใชชุดทดสอบสำเร็จรูป อีกทั้งยังมีความซับซอน 

หลายขั้นตอน เปนเทคนิคที่ตองขึ้นกับทักษะความชำนาญ ความละเอียด ความรอบคอบของผูปฏิบัติงานเปนหลัก 
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รวมถึงปจจัยดานอื่นๆดวย เชน ความพรอมเครื่องมือและอุปกรณ โดยหากเกิดขอผิดพลาดจากผูปฏิบัติงาน หรือ

เครื่องมืออุปกรณ ก็จะเปนปจจัยที่อาจทำใหเกิด preferential amplification ได ดวยเหตุนี้ผูปฏิบัติงานจึงควร

ปฏิบัติตามแนวทางปฏิบัติท่ีเหมาะสมของการทดสอบท่ีกำหนดอยางเครงครัด (32-35) 

- การเกิด allele dropout หมายถึง การท่ีปฏิกิริยาพีซีอารไมเพ่ิมปริมาณอัลลีลใดอัลลีลหน่ึงท้ังท่ี 
ดีเอ็นเอตนแบบมีอัลลีลนั้นอยู จากการศึกษาของ Hassain Askree ป ค.ศ. 2011 (29) ทำใหพบวาการทดสอบ

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารทีใชไพรเมอรจากงานวิจัยของ Kubota ป ค.ศ.1997 ทำใหเกิดผลบวกลวงโรคพรา

เดอรวิลลี่ในตัวอยางหน่ึงรายซึ่งไมมีอาการของโรคชัดเจน ผลการสืบคนหาสาเหตุการเกิด allele dropout พบวาดี

เอ็นเอตนแบบเกิดความแปรปรวนในนิวคลีโอไทดเดียว หรือ สนิพ (single nucleotide polymorphism, SNP) ท่ี

เปนตำแหนงจับไพรเมอร paternal unmethylation reverse primer โดย SNP อยูตรงกับตำแหนงที่ 2 นับจาก

ปลาย 3’ของไพรเมอร ซึ่งจะทำใหกระบวนการตอลำดับนิวคลีโอไทด (extension) ในปฏิกิริยาพีซีอารไมเกิดข้ึน ทำ

ใหอัลลีลดังกลาวไมถูกเพ่ิมปริมาณ  

6.1. เครื่องมือ วัสดุ และอุปกรณ  

(1) เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycle) หรือเครื่องพีซีอาร  

เทคนิคและขอควรระวัง ควรจัดเตรียมเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมใหระบบไฟฟาตอพวงกับ

เครื ่องสำรองไฟ (ภาพ 7) เพื ่อปองการเครื่องดับระหวางทำงานและปองกันความเสียหายของระบบเมนบอรด

(mainboard) กรณีเกิดไฟตกหรือไฟดับ 

 
        ภาพ 7 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycler) 

(2) ปเปต (pipette) ขนาด P2 (0.2-2 ไมโครลิตร) ขนาด P20 (2-20 ไมโครลิตร)  

และขนาด P200 (2-200 ไมโครลิตร) เทคนิคและขอควรระวัง ควรมีการสอบเทียบปเปต เพื่อทวนสอบความ

ถูกตองและเท่ียงตรงของเครื่องมืออยางนอยปละ 1 ครั้ง และควรแยกชุดปเปตในแตละงานเพ่ือลดการปนเปอนขาม

ในแตละขั้นตอน (cross contamination) ไดแก ปเปตสำหรับทำพีซีอาร ปเปตสำหรับเตรียมดีเอ็นเอ และปเปต

สำหรับงานเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

(3) ทิปปลอดเชื้อ (Sterile tip) ขนาด 0.2-2 ไมโครลิตร ขนาด 2-20 ไมโครลิตร และ 

เคร่ืองเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม (Thermal cycler) 

เคร่ืองสำรองไฟ 

(UPS) 
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ขนาด 20-200 ไมโครลิตร เทคนิคและขอควรระวัง ควรเลือกใชทิปใหเหมาะสมกับงาน ทิปที ่ใชควรมี

ประสิทธิภาพและตนทุนไมสูงเกินความจำเปน โดยทิปมีสองประเภทหลัก (ภาพ 8) ไดแก ทิปแบบมีไสกรอง (filter 

tip) ราคาประมาณ 1.8-2 บาทตอช้ิน และทิปแบบไมมีไสกรอง ราคาประมาณ 0.3-0.5 บาทตอช้ิน การเลือกใชทิปท่ี

ชวยลดตนทุน ตัวอยางเชน การปเปตน้ำยาพีซีอาร เชน ไพรเมอร แมกนีเซียมคลอไรด นิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟตอาจ

เลือกใชทิปแบบไมมีไสกรอง สวนการปเปตดีเอ็นเอและเอนไซม  Taq DNA polymersae ควรใชทิปแบบมีไสกรอง

เพื่อชวยลดการปนเปอนดีเอ็นเอเขาไปในปเปตที่ทำใหกิดการปนเปอนขามจากตัวอยางหนึ่งไปสูอีกตัวอยางหน่ึง 

(sample  carryover) 

 

                  
 

ภาพ 8 ทิปบรรจุกลองขนาดตางๆ 

ภาพ A ทิปแบบไมมีไสกรอง หมายเลข 1 คือ ทิปขนาด 1000 ไมโครลิตร หมายเลข 2 คือ ทิปขนาด 200 

ไมโครลิตร หมายเลข 3 คือ ทิปขนาด 10 ไมโครลิตร ภาพ B ทิปแบบมีไสกรอง หมายเลข 4 คือ ทิปมีไสกรอง

ขนาด 1000 ไมโครลิตร หมายเลข 5 ทิปมีไสกรองขนาด 200 ไมโครลิตร หมายเลข 6 ทิปมีไสกรองขนาด 20 

ไมโครลิตร หมายเลข 7 คือทิปมีไสกรองขนาด 10 ไมโครลิตร  

(4) หลอดทดลองปลอดเชื้อ (Sterile tube) ขนาด 0.5 มิลลลิิตร และ 0.2 มิลลลิิตร 

เทคนิคและขอควรระวัง การใชหลอดทดลองขนาดตางๆ (ภาพ 9) ที ่ราคาต่ำกวาปกติ จาก

ประสบการณพบวาคุณภาพเนื้อพลาสติกอาจจะบางกวาปกติทำใหแตกงายหรือฝาปดไมสนิท ตัวอยางเชน หลอด 

0.2 มิลลิลิตรบางรุนฝาปดปดไมสนิททำใหปริมาตรสารในหลอดระเหยไปขณะทำปฏิกิริยาในเครื่องพีซีอารมากกวา 

10% ซึ่งสงผลใหพีซีอารลมเหลวได 
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ภาพ 9 หลอดทดลองขนาดตางๆทีใชในงานอณูชีววิทยา 

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 หลอดทดลองที่บรรจุในขวดแกวเพ่ือ

นำไป autoclave ทำใหปราศจากเช้ือกอนใชงาน 

(5) ท่ีวางหลอดทดลอง (rack) (ภาพ 10 หมายเลข 7) 

(6) ตูสำหรับทำพีซีอาร (ภาพ 10 หมายเลข 1) เทคนิค ตูสำหรับทำพีซีอาร ควรเปนตูท่ีทำ 

ดวยสแตนเลสและควรติดหลอดยูวีฆาเช้ือภายในตู บางหองปฎิบัติการใชตูชีวนิรภัย (Biosafety cabinet, BSC) 

(7) ภาชนะรองรับของเสียทิปและหลอดทดลองในการทำพีซีอาร (ภาพ 10 เลข 6) 

(8) ควรจัดเตรียมองคประกอบของการทำพีซีอารใหพรอมกอนทำพีซีอาร ดังภาพ 10 

หมายเหตุ การจัดวางสามารถปรับเปลี่ยนไดตามความเหมาะสมของแตละหองปฏิบัติการ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 10 ตูพีซีอารและการจัดเตรียมวัสดุอุปกรณในการทำพีซีอาร 

หมายเลข 1 คือ ตูสำหรับทำพีซีอาร หมายเลข 2  คือ ปเปต หมายเลข 3 คือ ทิป หมายเลข 4 คือ หลอดทดลอง  

หมายเลข 5 คือ ปากกา permanent หมายเลข 6 คือ ภาชนะท่ีรองรับทิปใชแลว 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 

 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

76 

6.2. การเตรียมสารเคมี/น้ำยาในปฏิกิริยาพีซีอาร 

6.2.1. การเตรียมดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) 

ดีเอ็นเอตนแบบในการทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN จะใช 

ดีเอ็นเอที่ผานการทำ bisulfite conversion แลว นำมาเตรียมท่ีความเขมขน 70-100 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร (ng/ul) ซ่ึงเปนชวงท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการทำปฏิกิริยาเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน 

SNRPN  โดยทั่วไปตัวอยางดีเอ็นเอท่ีตองใชในหนึ่งชุดการทดสอบ ประกอบดวยตัวอยาง 2 ประเภท 

ไดแก ตัวอยางดีเอ็นเอท่ีตองการทดสอบ และตัวอยางดีเอ็นเอสำหรับการควบคุมคุณภาพ โดยตัวอยาง 

ดีเอ็นเอควบคุมคุณภาพของการทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN มีจำนวน 4 ชนิด 

ไดแก ตัวอยางดีเอ็นเอควบคุมผลลบ (คนปกติ) ตัวอยางดีเอ็นเอควบคุมผลบวกโรคพราเดอร-วิลลี่  

ตัวอยางดีเอ็นเอควบคุมผลบวกโรคแอนเจลแมน และหลอดทดสอบที่ไมมีการเติมดีเอ็นเอ (No 

template control, NTC) ซ่ึงเปนหลอดควบคุมท่ีชวยใชตรวจสอบการปนเปอนในปฏิกิริยาพีซีอาร 

6.2.2. การเตรียมไพรเมอรสำหรับการทดสอบเมธิลเลชั่น-สเปซิฟคพีซีอารของ

ยีน SNRPN (working primers) 

(1) การทดสอบชุดแรก (Kubota’s primer set) ประกอบดวยไพรเมอร 3 คู ไดแก 

• ไพรเมอรคูท่ี 1 คือ primer SNRPN-unmodified (F+R) ซ่ึงประกอบดวย 

ไพรเมอรprimer SNRPN-unmodified_F (เส น forward) และ  primer SNRPN-unmodified_R 

(เสน reverese) ผสมในหลอดเดียวกัน 

• ไพรเมอรคูท่ี 2 คือ primer SNRPN-M (F+R) ซ่ึงประกอบดวยไพรเมอร primer 

SNRPN-M_F (เสน forward) และ primer SNRPN-M_R (เสน reverese) ผสมในหลอดเดียวกัน  

• ไพรเมอรคูท่ี 3 คือ primer SNRPN-P (F+R) ซ่ึงประกอบดวยไพรเมอร primer 

SNRPN-P_F (เสน forward) และ primer SNRPN-P_R (เสน reverese) ผสมในหลอดเดียวกัน 

(2) การทดสอบชุด 2 (Alternative primer set) ประกอบดวยไพรเมอร 2 คู ไดแก 

• ไพรเมอรคูท่ี 1 คือ primer Alternative-M (F+R) ซ่ึงประกอบดวยไพรเมอร 

primer Alternative-M_F (เสน forward) และ primer Alternative-M_R (เสน reverese) ผสมใน

หลอดเดียวกัน 

• ไพรเมอรคูท่ี 2 คือ primer Alternative-P (F+R) ซ่ึงประกอบดวยไพรเมอร 

primer Alternative-P_F (เสน forward) และ primer Alternative-P_R (เสน reverese) ผสมใน

หลอดเดียวกัน  

(3) สูตร/ตัวอยางการคำนวณ และวิธีการเตรียมไพรเมอร 

• สูตรการคำนวณปริมาณสารสัมพันธ C1V1=C2V2 โดย  
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C1 คือความเขมขนของสตอกไพรเมอร V1 คือปริมาตรของสตอกไพรเมอรท่ีตองใช 

C2 คือความเขมขนไพรเมอรท่ีตองการ V2 คือปริมาตรสุดทายของไพรเมอรท่ีตองการ  

• ตัวอยางการคำนวณ เชน ถาตองการเตรียมไพรเมอร 1 คู ท่ีความเขมขน 5  

ไมโครโมลาร (uM) ซึ่งประกอบดวยไพรเมอรเสน forward และเสน reverse ผสมในหลอดเดียวกัน 

ปริมาตรสุดทายที ่ตองการเทากับ 100 ไมโครลิตร (uL) โดยเตรียมจากสตอกไพรเมอร (Stock 

primer) ความเขมขน 100 uM วิธีการคำนวณและวิธีการเตรียมมีรายละเอียด ดังนี้ 

การคำนวณ สูตร C1V1 = C2V2  

 โดย C1 = 100 uM  V1 = ? C2= 5 uM V2= 100 uL 

 แทนคาสูตร  100 uM X V1        =    5 uM X 100 uL 

                  V1      =    5 uL  

ดังนั้นใชไพรเมอรแตละเสน ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 

• วิธีการเตรียม โดยเติมน้ำปราศจากเชื้อลงในหลอด ปริมาตร 90 ไมโครลิตร  

จากนั้นปเปตสตอกไพรเมอรเสน forward ปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในหลอด และปเปตสตอกไพร

เมอรเสน reverse ปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในหลอด ผสมใหเขากันดวยการปเปตข้ึนลง ประมาณ 5-

10 ครั้ง และปนตก สามารถใชงานไดทันทีหลังเตรียมเสร็จ 

 เทคนิคและขอควรระวัง 

- ถาเตรียมสารปริมาณมากควรแบงสาร (aliquot) เปนหลายหลอด เพ่ือลดจำนวนครั้งของการแช 

แข็ง-ละลาย (Freeze-thaw) และการปนเปอนเชื้อแบคทีเรียของสารแตละหลอด ซึ่งเปนภาวะที่จะทำใหไพรเมอร

เสื่อมสภาพไดเร็วข้ึน 

-  ควรระบุหมายเลขชุดสารเคมี (lot number) ท่ีเตรียมและวันเตรียม เพ่ือใชทวนสอบกรณีผลการ 

ทดสอบลมเหลว และปองกันการเกิดซ้ำ 

 

6.2.3. การเตรียมสารละลายนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTPs)  

(1) ใชสูตรการคำนวณปริมาณสารสัมพันธ C1V1=C2V2 เชนกัน  

(2) ตัวอยางการคำนวณ เชน ถาตองการเตรียมสารละลาย dNTPs ความเขมขน 

สุดทาย 2.5 มิลิโมลาร (mM) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (uL) โดยเตรียมจากสตอก dNTPs ความ

เขมขน 100 mM ที่ประกอบดวย dNTP แตละชนิดจำนวน 4 หลอด ไดแก 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 

แทนคาสูตร  100 mM X V1       =    2.5 mM X 100 uL 

   V1     =   2.5 uL  

ดังนั้นใช dNTP แตละชนิด (dATP dGTP dCTP และ dTTP) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร 

(3) วิธีการเตรียม เติมน้ำปราศจากเชื้อลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 90 

ไมโครลิตร (uL) จากนั้นปเปต dATP 2.5 uL dGTP 2.5 uL  dCTP 2.5 uL และ dTTP 2.5 uL ลงใน

หลอด ผสมใหเขากันดวยการปเปตข้ึนลง ประมาณ 5-10 ครั้ง และปนตก (สามารถใชงานไดทันทีหลัง

เตรียมเสร็จ) การเก็บรักษา ควรเก็บในตูแชแข็งควบคุมอุณหภูมิที่ -10 ถึง -30 องศาเซลเซียส และ

อายุการเก็บรักษาไมเกิน 6 เดือน 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ถาเตรียมสารปริมาณมากควรแบงสาร (aliquot) เปนหลายหลอด เพ่ือลดจำนวนครั้งของการแช 

แข็ง-ละลาย (Freeze-thaw) และการปนเปอนเช้ือแบคทีเรียของสารแตละหลอด ซึ่งเปนภาวะท่ีจะทำใหสารละลาย 

dNTP เสื่อมสภาพไดเร็วข้ึน  

- ควรระบุหมายเลขชุดสารเคมี (lot number) ท่ีเตรียมและวันเตรียม เพ่ือใชทวนสอบกรณีผลการ 

ทดสอบลมเหลว และปองกันการเกิดซ้ำ 

6.2.4. Taq DNA polymerase  

Taq DNA polymerase โดยท่ัวไปจะขายมาเปนชุดพรอมกับสารละลายบัฟเฟอร 

ความเขมขน 10X และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรดท่ีความเขมขน 50 mM หรือ 25 mM ขึ้นกับ

แตละบริษัท 

เทคนิคและขอควรระวัง ควรใชชนิด/ยี่หอ Taq DNA polymerase ใหตรงกับระเบียบปฏิบัต ิ

 (protocol) ของแตละการทดสอบที่กำหนดไว เพราะ Taq DNA polymerase แตละชนิด/ยี่หออาจมีผลทำให

ปฏิกิริยาพีซีอารเกิดมากขึ้นหรือนอยกวาเดิมได หากจำเปนตองเปลี่ยนชนิด/ยี่หอ Taq DNA polymerase ควรมี

การตรวจสอบความใชได (validation) ของการทดสอบท่ีใช Taq DNA polymerase ชนิดใหม กอนใชงานจริง 

6.2.5. Betaine  

Betaine เปนสารท่ีชวยเพ่ิมปฏิกิริยาพีซีอาร (adjuvant) ทำหนาท่ีชวยลดการจับ 

กันเองแบบไมจำเพาะ (secondary structure) ของดีเอ็นเอ มีขายท่ัวไปท้ังในรูปแบบสารละลายและ

ผง โดยรูปแบบสารละลายความเขมขนของสตอกจะเทากับ 5 โมลาร (M) แตถาซื้อมาเปนผงควร

เตรียมตามคำแนะนำของบริษัท  

6.3. ข้ันตอนการปฏิบัติงาน 

(1) เตรียมดีเอ็นเอตนแบบท่ีผานกระบวนการ bisulfite conversion แลวใหไดความ 
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เขมขน 70-100 ng/ul โดยการเจือจางดวยน้ำบริสุทธท่ีปลอดเชื้อ 

เทคนิคและขอควรระวัง  

- ปริมาณดีเอ็นเอท่ีมากหรือนอยกวาท่ีกำหนดจะสงผลตอการเกิดปฏิกิริยาพีซีอารท่ีเพ่ิมข้ึนหรือลดลง 

จนอาจสงผลใหเกิดผลบวกลวงหรือผลลบลวงเกิดข้ึนได 

- ควรเก็บรักษาดีเอ็นเอตนแบบท่ีผานกระบวนการ bisulfite conversion แลวไวในตูแชแข็งควบคุม 

อุณหภูมิที่ -10 ถึง -30 องศาเซลเซียสเทานั้น เพราะโครงสรางดีเอ็นเอที่ผานกระบวนการ bisulfite conversion 

แลวจะเสื่อมสภาพไดงายกวาดีเอ็นเอปกติ 

(2) จัดเตรียมเครื่องมืออุปกรณใหพรอมใชงาน โดยทำความสะอาดตูสำหรับทำพีซีอาร 

และอุปกรณ เชน ปเปตและ rack ดวย 70 % แอลกอฮอล และเปดหลอดยูวีฆาเชื้ออยางนอย 10 

นาที 

(3) เตรียมสารเคมีสำหรับพีซีอารการทดสอบแรก (ตาราง 15) และการทดสอบท่ี 2 

(ตาราง 16) ใหอยู ในสภาพพรอมใชงาน โดยนำสารเคมีออกมาวางใหละลายจากสภาพแข็งเปน

ของเหลวกอนใชงาน 

เทคนิคและขอควรระวัง  

- ควรเก็บสารเคมีสำหรับพีซีอารไวในตูแชแข็งควบคุมอุณหภูมิท่ี -10 ถึง -30 องศาเซลเซียส เพ่ือชวย 

ลดเสื่อมสภาพจากการปนเปอนแบคทีเรีย 

- ควรแบงสาร (aliquot) แตละชนิดเปนหลายหลอด เพ่ือลดจำนวนครั้งของการแชแข็ง-ละลาย 

 (Freeze-thaw) ของสารแตละหลอดซึ่งเปนภาวะท่ีจะทำใหสารเคมีตางๆเสื่อมสภาพไดเร็วข้ึน  

(4) จัดเตรียมใบงาน (work sheet) สำหรับบันทึกการทำปฏิกิริยาเมทิลเลชั่น-สเปค 

ซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN โดยทำการคำนวณปริมาตรสารเคมีสำหรับพีซีอารแตละชนิด เพื่อ ทำ

มาสเตอรมิกซของปฏิกิริยาพีซีอารแตละชุดการทดสอบ (ตาราง 15 และตาราง 16)  และบันทึกผล

คำนวณในใบงาน (ตัวอยางใบงานแสดงดังภาพ 11) 

เทคนิคและขอควรระวัง  

- ควรจัดทำใบงานของแตละการทดสอบเพ่ือชวยใหการทำงานงายและลดขอผิดพลาดเติมสารเคมีไม 

ครบถวนหรือเติมสารเคมีซ้ำ 

- ใบงานควรประกอบดวย การระบุรายละเอียดตัวอยาง รายละเอียดสารเคมีสำหรับทำพีซีอาร 

 หมายเลขชุดสารเคม ี(lot number) ที่เตรียมและวันเตรียม  ความเขมขนเริ่มตนของสารเคมี ความเขมขนสุดทาย

ของสารเคมี ปริมาตรตอหลอดทดลอง (1X) ปริมาตรของมาสเตอรมิกซพีซีอาร (เชนจำนวนตัวอยางเทากับ 5 

ปริมาตรของมาสเตอรมิกซเทากับ 5.5X) สภาวะของการทำปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR cycle) และการตรวจสอบผลพีซี

อารดวยเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

- การระบุหมายเลขชุดสารเคมี (lot number) ท่ีเตรียมและวันเตรียม ทำเพ่ือใชทวนสอบหาสาเหตุ 
ของปญหากรณีผลการทดสอบลมเหลว และชวยปองกันการเกิดซ้ำ 
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ภาพ 11 ตัวอยางใบงาน (work sheet) สำหรับบันทึกการทำพีซีอาร 

(A) ใบงานดานหนา แสดงรายละเอียดตัวอยาง รายการสารเคมีและสภาวะสำหรับทำปฏิกิริยาพีซีอาร (B) ใบงาน

ดานหลัง แสดงการตรวจสอบผลพีซีอารดวยการทำเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

ตาราง 15 สารเคมีที ่ใชทำปฏิกิริยาเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN การทดสอบชุดแรก 

(Kubota’s primer set) 

สารเคมีสำหรับทำพีซีอาร 

การทดสอบชุดแรก 

(Reagents) 

ความเขมขนเร่ิมตน 

(Initial 

concentration) 

ความเขมขนสุดทาย 

(Final 

concentration) 

ปริมาตรตอ

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 สารเคมีที่ใชทำปฏิกิริยาเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN การทดสอบชุดที่ 2 

(Alternative primer set) 

สารเคมีสำหรับพีซีอาร 

การทดสอบชุดท่ี 2 

(Reagents) 

ความเขมขนเร่ิมตน 

(Initial 

concentration) 

ความเขมขนสุดทาย 

(Final 

concentration) 

ปริมาตรตอ

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) จัดเตรียมหลอดทดลองซ่ึงประกอบดวยหลอดมาสเตอรมิกซ (master mix tube) 

ขนาด 500 ไมโครลิตร และหลอดพีซีอารขนาด 200 ไมโครลิตร โดยระบุรหัสแตละตัวอยางบนฝา

หลอดหรือดานขางหลอดพีซีอาร 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ควรเลือกใชปากกาแบบ permanent ซึ่งจะลบไมไดในการเขียนรหัสตัวอยางท่ีฝาหลอด ควร 

เลือกใชสีน้ำเงินและสีดำมากกวาสีเขียวกับสีแดง เพราะสีเขียวกับสีแดงมักเลอะเลือนออกงายติดไมทน 

- ควรมีการระบุหมายเลขลำดับหลอดควบคูไปกับหมายเลขตัวอยาง และควรเรียงหมายเลขลำดับ 

หลอดใหตรงกับท่ีบันทึกไวในใบงานดวย เน่ืองจากบอยครั้งท่ีพบเหตุการณหมึกปากาท่ีฝาหลอดละเลอืนจนหมายเลข

ตัวอยางไมชัดเจนซึ่งเกิดจากหลอดทดลองตองสัมผัสกับอุณหภมูิสงู ดังน้ันการมีหมายเลขลำดับหลอดกำกับไวดวยจะ

ยืนยันหมายเลขตัวอยางได 

(6) ทำมาสเตอรมิกซของปฏิกิริยาพีซีอาร โดยปเปตสารทุกตัว (ยกเวนดีเอ็นเอ) ตาม 

ปริมาณท่ีคำนวณไวในใบงาน ใสในหลอดมาสเตอรมิกซขนาด 500 ไมโครลิตร และผสมใหเขากันดวย

การดูดปเปตข้ึนลงประมาณ 5-6 ครั้ง และปนตก (spin down) 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- เทคนิคการคำนวณน้ำยามาสเตอรมิกซพีซีอาร หากตองการทำพีซีอารจำนวน 9 หลอด ควรคำนวณ 

มาสเตอรมิกซสำหรับพีซีอารเกินจากจำนวนที่ตองการ ประมาณ 0.5-1 หลอด เปน 9.5-10 X เพื่อชดเชยกรณี

ปริมาตรขาดอันเน่ืองมาจากการปเปต (pipette error) 

- ควรใชการเลื่อนหลอดไปแถวใหมหลังจากท่ีเติมสารเคมีในหลอดมาสเตอรมิกซแลว (ภาพ 12) และ 
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ทำเครื่องหมาย  ในใบงาน เพ่ือชวยลดขอผิดพลาดในการเตรียมมาสเตอรมิกซพีซีอารไมครบถวนหรือเติมสารเคมี

ซ้ำ  

 
ภาพ 12 แสดงการเลื่อนหลอดไปแถวใหมหลังจากเติมสารเคมีหลอดน้ันลงในหลอดมาสเตอรมิกซเสรจ็สิ้น 

 

- การผสมน้ำยามาสเตอรมิกซพีซีอารใหเปนเน้ือเดียวกัน ควรใชเทคนิคปเปตดูดสารข้ึน-ลง (pipette 

up and down) (ภาพ 13) โดยการปรับปเปตใหปริมาตรเปน1.5-2 เทาของปริมาตรสารทั้งหมด และดูดน้ำยาป

ปริมาตรทั้งหมดขึ้นลงชาๆ ประมาณ 5-6 ครั้ง หรือจนน้ำยามาสเตอรมิกซพีซีอารเปนเนื้อเดียวกัน วิธีการนี้จะชวย

ลดการกระเด็นของน้ำยาไปบริเวณฝา ซึ่งเปนบริเวณท่ีเสี่ยงตอการเกิดการปนเปอน (contamination)  

 
ภาพ 13 เทคนิคปเปตดูดสารข้ึน-ลง (pipette up and down) เพ่ือผสมสาร 

 

(7) ทำการแบงน้ำยามาสเตอรมิกซใสหลอดพีซีอารขนาด 200 ไมโครลิตร หลอดละ 

9.5 ไมโครลิตร จากนั้นนำตัวอยางดีเอ็นเอตนแบบแตละตัวอยาง เติมลงในหลอดพีซีอารแตละหลอด

นั้นๆใหตัวอยางตรงกับท่ีระบุไวท่ีหลอด ควรทำดวยความระมัดระวัง เพ่ือปองกันการสลับตัวอยาง 

เทคนิคและขอควรระวัง ควรใชเทคนิคการเติมดีเอ็นเอทีละตัวอยางและเลื่อนหลอดท่ีใชแลวไปแถว

ใหม (ภาพ 12)  เพ่ือชวยลดโอกาสการสลับตัวอยาง ควรเปดฝาหลอดเติมดเีอ็นเอทีละตวัอยาง หลังจากเติมเสร็จ ปด
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ฝาและเลื่อนหลอดไปแถวใหมพรอมกับระบุรหัสตัวอยางลงบนฝาหลอด รวมถึงควรจัดเก็บดีเอ็นเอใหเรียงตามลำดับ

การใชงาน เพ่ือใชทวนสอบกรณีผลการทดสอบเกิดขอสงสัยบางอยาง 

(8) นำหลอดมาปนตก จากนั้นนำเขาเครื่องพีซีอารและรันตามโปรแกรมในตาราง  17 

ตาราง 17 สภาวะการทำปฏิกิริยาเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน 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 รูปแบบการวางหลอดท่ีเหมาะสมกับเครื่องพีซีอารแตละแบบ 
 

เทคนิคและขอควรระวัง เทคนิคการวางหลอดในเครื่องพีซีอารบางรุนท่ีไมมีแทนชวยวางหลอดเหมือนใน

ภาพ 14 (A) ควรวางใหหลอดกระจายตัวแบบสมมาตร เพื่อชวยกระจายแรงกดทับที่หลอดพีซีอารไดใกลเคียงกัน

เพ่ือปองกันหลอดชำรุดได ภาพ 14 (B) เปนรุนท่ีมีแทนชวยวางหลอดซึ่งจะชวยกระจายแรงกดทับท่ีหลอดพีซีอารได 

ดังน้ันการวางหลอดแบบสมมาตรอาจไมจำเปนมากน้ัน 
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7. การทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีส (agarose gel electrophoresis) 

เปนวิธีการตรวจสอบผลการทำเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN โดยใชเจล 

อะกาโรสท่ีความเขมขน 2.5% ทำการรันในแทงคอิเล็กโตรฟอริซีสแบบแนวนอน (Horizontal 

Electrophoresis Systems) ดวยบัฟเฟอรชนิดTris-acetate-EDTA ความเขมขน 1X (1X TAE) ท่ี

ความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 50 นาที (ภาพ 15) มีรายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติงาน ดังนี้ 

7.1. เครืองมือ วัสดุ และอุปกรณ  

(1) เครื่องทำเจลอิเล็กโตรโฟริซิสแบบแนวนอน (Horizontal electrophoresis 

systems) (ภาพ 15 หมายเลข 1) ประกอบดวยชุดเครื่องมือสำหรับเตรียมอะกาโรสเจลแบบแนวนอน 

ไดแก ถาดเตรียมเจล ถาดสำหรับข้ึนรูปเจลขนาดตางๆ และหวี (ภาพ 18) 

(2) ขวดสำหรับเตรียมเจล และถุงมือกันรอน 

(3) เพาเวอรซัพพลาย ท่ีสามารถจายกระแสไฟ ไดอยางนอย 100 โวลท (V) และ 200 

มิลลิแอมแปร (mA) 

(4) ไมโครเวฟสำหรับใหความรอนเพ่ือละลายเจล 

(5) เครื่องถายภาพเจลภายใตแสงยูวี (gel documentation system)  

(6) ปเปตขนาด 2-20 ไมโครลิตร และทิปปลอดเชื้อ (ภาพ 15 หมายเลข 7 และ 8) 

(7) จานผสมตัวอยาง (ภาพ 15 หมายเลข 3) 

(8) อางสำหรับใสสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ภาพ 23 A) 

(9) อุปกรณตักเจล 
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ภาพ 15 ชุดเครืองมือวัสดุและอุปกรณสำหรับการทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีส 

หมายเลข 1 คือ เครื่องทำเจลอิเล็กโตรโฟริซิสแบบแนวนอน หมายเลข 2 คือ เจลอะกาโรส หมายเลข 3 คือ จาน

ผสมสีกับตัวอยาง หมายเลข 4 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA size standards) หมายเลข 5 คือ PCR product 

หมายเลข 6 คือ Gel-loading dye ชนิด Xylene cyanol หมายเลข 7 คือ ปเปต หมายเลข 8 คือ ทิป 

7.2. สารเคมีสำหรบัทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีส  

(1) อะกาโรสเจล (Agarose gel) 

 เทคนิคและขอควรระวัง ควรเลือกใชเจลอะกาโรส ชนิด Low gelling/melting temperature 

 เพราะเปนเจลชนิดที่เตรียมงายเหมาะกับผูใชงานทุกคน มีลักษณะแข็งตัวชากวาเจลแบบทั่วไปเพราะคา geling 

Temperature ต่ำ ประมาณ 34.5-37.5 ๐C รวมท้ังมีคาอิเล็กโตรเอนโดสโมซิสต่ำ (EEO) และมีคา gel strength สูง 

ทำใหมั่นใจไดวากรดนิวคลีอิกจะเคลื่อนท่ีดวยอิเล็กโตรโฟรีติกไดสูง และเกิด background ต่ำ ทำใหผลการทดสอบ

คมชัด  แปลผลงาย 

 
ภาพ 16 ผงเจลอะกาโรสชนิด Low gelling/melting temperature 

 

(2) สารละลาย 0.5 M EDTA, pH 8.0 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร การเตรียมสารแสดง 

ในภาคผนวก ค 

(3) บัฟเฟอรชนิดTris-acetate-EDTA ความเขมขน 50X (50XTAE buffer) และความ 

1 

3 

2 6 

4, 5 

7 

8 
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เขมขน 1X (1XTAE buffer) การเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ค 

ขอควรระวัง ควรเปลี่ยนบัฟเฟอร 1X TAE ทันที เมื่อใชงานครบ 2 ครั้ง เพราะบัฟเฟอรท่ีใชซ้ำหลาย

ครั้งจะมีการแตกตัวของไอออนลดลง สงผลใหการเคลื่อนท่ีของแถบดีเอ็นเอลดลงและเกิดความรอนข้ึน จนทำใหแถบ

ดีเอ็นเอไมคมชัด หรือความสามารถในการแยกขนาดลดลง 

(4) Gel-loading dye ชนิด Xylene cyanol การเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ค 

ขอควรระวัง การใช Gel-loading dye ชนิดอื่นๆที่มีสวนผสมของสาร Bromophenol blue อยู

ดวย ตัวอยางเชน Gel Loading Dye, Purple (6X) ยี่หอ NEB (NEB #B7025) อาจไมเหมาะสมกับการทดสอบน้ี 

เพราะการเคลื่อนที่ของผลพีซีอาร (PCR product) จะอยูในตำแหนงใกลเคียงกับการเคลื่อนที่ของ Gel-loading 

dye ชนิด Bromophenol blue ใน 2.5% Agarose gel ซึ่งสงผลใหความเขมของแถบผลพีซีอารลดลงเพราะถูกบัง

ดวย Gel-loading dye ชนิด Bromophenol blue 

(5) ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA size standards) ชนิด 100 bp DNA ladder ความ 

เขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร การเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ค 

(6) สารยอมดีเอ็นเอชนิด ethiduim bromide ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

การเตรียมสารแสดงในภาคผนวก ค หรืออาจใชสารชนิด SYBR Gold ความเขมขนตามขอบงชี้จาก

บริษัทผูผลิต  

7.3. ข้ันตอนการปฏิบัติงาน 

(1) ประกอบชุดแมพิมพสำหรับเตรียมเจลอะกาโรส ซ่ึงประกอบดวยถาดแมพิมพและ 

หวีเพ่ือสรางหลุมสำหรับโหลดดีเอ็นเอ  

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ควรเตรียมเจลบนโตะพ้ืนเรียบพ้ืนผิวเปนระนาบเดียวกัน หากพ้ืนผิวเอียงไมเปนระนาบเดียวกันจะ 

สงผลใหเจลท้ังแผนไมเปนระนาบเดยีวกันเชนกันซึ่งไมสามารถสงัเกตเห็นไดดวยตาเปลา แตผลการรันจะปรากฎแถบ

ดีเอ็นเอไมเปนระนาบเดียวกันท้ังแถบ เกิดการเอียงดานใดดานหน่ึง ปญหาน้ีแกไขไดดวยการใชลูกน้ำวัดระดับพ้ืนผิว

วางในถาดเจล เพ่ือตรวจสอบระนาบพ้ืนกอนการเทเจล (ภาพ 17) 

 
 

ภาพ 17 การตรวจสอบระนาบพ้ืนโตะดวยการใชลูกน้ำวัดระนาบพ้ืนผิว 

- การเลือกใชหวีสรางหลุมเจล (well) ควรเลือกใชใหเหมาะกับปริมาณผลผลิตพีซีอาร(ภาพ 18) 
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ตัวอยางเชน ถาผลผลิตพีซีอารปริมาตร 20 ไมโครลิตร ควรเลือกใชหวีซี ่ใหญ ถาผลผลิตพีซีอารปริมาตร 10 

ไมโครลิตร เลือกใชหวีไดทั้งสองแบบ แตอยางไรก็ตามหากผลผลิตพีซีอารมี PCR efficiency ต่ำ (หมายถึงการเพ่ิม

จำนวนผลผลิตพีซีอารไดนอยกวาปกติ) ควรเลือกใชหวีซี่เล็กและควรเทเจลใหคอนขางบางจะชวยใหแถบดีเอ็นเอใน

เจลอิเล็กโตรฟอริซีสชัดมากข้ึน 

  

 
 

ภาพ 18 การประกอบแมพิมพข้ึนรูปเจลอะกาโรสและหวีสรางหลุมเจล (well) 
 

(2)  ชั่งอะกาโรสเจล 2.5 กรัม และถายผงเจลลงในขวดดูเรนท่ีบรรจุดวย 1X TAE  

buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (ภาพ 19) ผสมใหเจลกระจายตัวในบัฟเฟอรกอนที่จะนำไปใหความ

รอน 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- การเทผงเจลลงในขวด 1X TAE ควรคอยๆเททีละนอยพรอมกับเขยาไปดวย เพ่ือใหผงเจลกระจาย 

ตัวเปนเนื้อเดียวปองกันการจับตัวเปนกอนกอนนำผงเจลไปละลายดวยไมโครเวฟ จากประสบการณผูเขียนคูมือเคย

เจอกรณีท่ีนักศึกษาเทผงเจลท้ังหมดลงในขวดคราวเดียวกัน แลวนำขวดเจลไปละลายดวยไมโครเวฟทันทีโดยไมรอให

เจลกระจายตัว ปรากฏวาผงเจลท่ีจับตัวเปนกอนไมสามารถละลายได แมเพ่ิมเวลาในการละลาย จนตองเทท้ิง 

- การแชผงเจลท้ิงไวใน 1X TAE buffer 10-15 นาที กอนนำเขาไมโครเวฟ จะชวยใหเจลละลายไดดี 

ขึ้น ลดการเกิดฟองอากาศขณะละลายเจลและใชเวลาละลายเจลนอยลงกวาเดิม กรณีไมแชเจลทิ้งไวอาจจะใชเวลา

ละลายเจลนานข้ึน สงผลใหเปอรเซ็นตเจลเพ่ิมข้ึนมากกวาท่ีกำหนดไว เพราะน้ำในเจลระเหยมากข้ึน 

 

หวีซี่ใหญ (2) ม ี13 ชอง สราง well 

รองรับดีเอน็เอ 25 ไมโครลิตร 

หวีซี่เล็ก (1) มึ 18 ชอง  สราง well 

รองรับดีเอน็เอ 15 ไมโครลิตร 

2 

1 

1 

2 

B 

A A 

ถาดเล็ก (A) ใชเจลปรมิาตร 20-25 ไมโครลิตร 

ถาดใหญ (B) ใชเจลปริมาตร 40-50 ไมโครลิตร 
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ภาพ 19 แสดงการข้ันตอนการชั่งเจลอะกาโรสและแชผงเจลในขวด 1X TAE buffer 

ภาพ A คือ การช่ังผลเจลอะกาโรส ภาพ B คือ การเทลงเจลลงในขวด 1X TAE buffer ภาพ C คือ การแชผงเจ

ลท้ิงไวในขวด 1X TAE buffer 

(3)  นำขวดเจลมาใหความรอนดวยเครื่องไมโครเวฟ จนกระท่ังผงเจลละลายเปนเนื้อ 

เดียวกัน ซึ่งเจลจะมีลักษณะใส จากนั้นพักสารละลายเจลไวประมาณ 30 นาที จนกระทั่งขวดเจลอุน

พอท่ีจะสัมผัสขวดเจลดวยมือเปลาได (ภาพ 20) 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- ตองสวมถุงมือกันรอนทุกครั้งขณะละลายเจลเพ่ือความปลอดภัยในการปฏิบัติงาน 

- การละลายเจลดวยไมโครเวฟ (ภาพ 20) นำขวดเจลวางในไมโครเวฟ (ภาพ 20A) ควรปรับ 

ความรอนที่ระดับไฟปานกลาง (ประมาณ 600 วัตต) ในชวงเริ ่มตนของการระลายเจล จากนั้นสังเกตขวดเจล

ตลอดเวลา เมื่อเจลเริ่มรอนแตยังไมเดือด ใหรีบนำขวดออกมาหมุนขวดเจลดวยมือท่ีสวมถุงมือกันรอน ผงเจลจะเริ่ม

ละลายสังเกตจากเจลเริ่มใสขึ้นกวาเดิม (ภาพ 20B) จากนั้นนำเจลกลับเขาไปในไมโครเวฟอีกครั้ง สังเกตขวดเจล

ตลอดเวลา เมื่อเจลเริ่มรอนแตยังไมเดือด ใหรีบนำขวดออกมาหมุนขวดอีกครั้ง แลวนำเขาไปในไมโครเวฟอีกครั้ง 

ทำซ้ำประมาณ 3-4 รอบ จนกระทั้งเจลจะใสเปนเนื้อเดียวกัน (ภาพ 20C) จากนั้นนำเจลไปหมุนในเครื่องหมุนขวด

เจล เปนเวลา 20-30 นาที หากไมมีเครื่องหมุนอาจใชการหมุนดวยมือ (ตองสวมถุงมือกันความรอน) เมื่อครบเวลา

นำเจลเทลงบนแมพิมพท่ีเตรียมไวแลว  

- เทคนิคการรอเจลลดอุณหภูมิลงดวยการหมุนขวดตลอดเวลา จะชวยใหอุณหภูมิของเจลทุกสวน 

ใกลเคียงกันมากที่สุด หากรอเจลลดอุณหภูมิแบบวางทิ้งไวโดยไมมีการเคลื่อนที่ของเนื้อเจล จะทำใหเนื้อเจลรอบ

นอกอุณหภูมิลดลงเร็วกวาดานใน สงผลใหเนื้อเจลแตละสวนแข็งตัวไมพรอมกันหรืออาจมีเจลบางสวนจับตัวเปน

กอน 

Agarose 

 

1XTAE 

 
Agarose powder 

 in 1X TAE buffer 

A B 

C 
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ภาพ 20 แสดงข้ันตอนการละลายเจลดวยไมโครเวฟ (เรียงลำดับข้ันตอนจากภาพ A ถึง D) 

 

(4)  เทสารละลายเจลลงในถาดแมพิมพท่ีเตรียมไว ความหนาเจลประมาณ 0.5  

มิลลิเมตร วางใหเจลเซ็ทตัวอยางนอย 30 นาที กอนใชงาน 

เทคนิคและขอควรระวัง 

- อุณหภูมิเจลท่ีเหมาะสมสำหรบัเทลงแมพิมพ ประมาณ 60-65 องศาเซลเซียส โดยสังเกตไดจากการ 

ใชมือสัมผัสขวดเจลไดแบบไมเปนอันตราย (ภาพ 21A) 

- เทเจลดวยความนุมนวลแตรวดเร็ว ใหเจลไหลลงแมพิมพอยางตอเน่ืองสม่ำเสมอและไมเกิด 

ฟองอากาศ (ภาพ 21B) 

- หลังเทเสร็จ เมื่อเจลเริ่มเซ็ทตัวเปนของแข็งจะมีลักษณะขาวขุน (ภาพ 21C) หากเจลยังไมเซ็ทตัว 

หามเคลื่อนยายโดยเด็ดขาด และควรพักเจลไวประมาณ 30 นาที เพ่ือใหเจลเซ็ทตัวแข็งเต็มท่ี (ภาพ 21D) ควรใช 1X 

TAE buffer เทบนหนาเจลเล็กนอยหากไมใชงานทันที เพ่ือไมใหหนาเจลแหงระหวางรอใชงาน 
 

 

 

A: ใหความรอนดวยไฟปานกลาง B: ผงเจลเริ่มละลาย 

C: เจลใส ละลายเปนเน้ือเดียวกัน D: หมุนขวดเจลตลอดเวลา 20-30 นาที 
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ภาพ 21 แสดงข้ันตอนการเทเจลอะกาโรสลงแมพิมพ (เรียงลำดับข้ันตอนจากภาพ A ถึง D) 

 

(5) นำแทงคอิเล็กโตรฟอริซีสมา (Electrophoresis chamber) ประกอบใหพรอมใช 

งาน จากนั้นเติม 1X TAE buffer ลงในแทงคอิเล็กโตรฟอริซีส ปริมาตร 500 มิลลิลิตร (ภาพ 22A) 

(6) เม่ือเจลพรอมใชงานใหถอดหวีออก และนำเจลวางในแทงคอิเล็กโตรฟอริซีสท่ีมี 1X 

TAE buffer บรรจุอยูแลว โดยสังเกตเจลตองจมอยูใตบัฟเฟอร 1X TAE หากระดับบัฟเฟอรไมทวม

เจลใหเติมเพ่ิมข้ึนจนทวมเจล (ภาพ 22B) 

(7) เตรียมตัวอยางผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ผสมกับ Gel-loading dye ชนิด 

Xylene cyanol F โดยใชตัวอยางผลผลิตพีซีอารตอ Gel-loading dye ในอัตราสวน 5:1 ผสมใหเขา

กันในจานผสมตัวอยาง (ภาพ 22C) 

(8) เตรียมดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA size standard) ใชดีเอ็นเอมาตรฐานชนิด 100 bp  

A B 

D C 

สารละลายเจลอุณหภุมิ 60-65 องศาเซลเซียส 

เปนเจลที่เหมาะสมสำหรับเทเจลลงแมพิมพ 

สังเกตจากใชมือเปลาจับขวดเจลได 

เทเจลดวยความนุมนวล แตรวดเร็ว ใหเจลไหลลง

แมพิมพเจลอยางตอเนื่องสม่ำเสมอ และไมเกิด

ฟอง 

เมื่อเจลเร่ิมเซ็ทตัวเปนของแข็งจะมีลักษณะขาว

ขุน หากเจลยังไมเซ็ทตัว หามเคล่ือนยายถาดเจล

โดยเด็ดขาด 

วางเจลใหเซ็ทตัวเปนของแข็งเต็มที่ ใชเวลาอยาง

นอย 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 ผสมใหเขากันในจานผสมตัวอยาง  

(9) นำตัวอยางผลผลิตพีซีอาร (PCR product) และดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA 

ladder) ที่ผสมกับ Gel-loading dye ไวแลวในจานผสมตัวอยาง นำมาโหลดลงเจลท่ีวางอยูในแทงค

อิเล็กโตรฟอริซีสท่ีเตรียมไวแลวในขอ 6 โดยโหลดดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) ลงใน

หลุมแรกของเจล และโหลดตัวอยางผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ลงในหลุมเจลถัดไปตามลำดับ 

(ภาพ 22D) ควรระวังไมใหดีเอ็นเอฟุงกระจาย 

เทคนิคและขอควรระวัง  

- ผูปฏิบัติงานใหมอาจมีอาการมือสั่นขณะโหลดเจล จนทำใหตัวอยางดีเอ็นเอฟุงกระจายขณะโหลด 

ควรแกปญหาดวยการใชเทคนิคประคองปลายทิปขณะโหลดเจล โดยใชน้ิวช้ีของมือซายประคองปลายทิปขณะโหลด

ตัวอยางลงหลุมเจล 

- ผูปฏิบัติงานใหมท่ียังขาดทักษะดานการโหลดเจลจะทำใหใชโหลดเจลเวลานานกวาปกติ ควรใช 

เทคนิคการผสม gel-loading dye กับผลผลิตพีซีอาร (PCR product) ทุกตัวอยางไวในจานผสมใหเรียบรอยกอน 

แลวทำการโหลดทุกตัวอยางตอเน่ืองกัน  

- หากผูปฏิบัติงานใหมทำการผสม loading dye ทีละตัวอยางแลวโหลด อาจใชเวลาในการโหลด 

เจลนานกวาปกต ิซึ่งจะทำใหตัวอยางดีเอ็นเอในหลุมเจลท่ีโหลดกอนหนาแพรกระจายออกมานอกหลุมเจลได  

(10)  เม่ือโหลดตัวอยางเสร็จ  กดรันเครื่องเจลอิเล็กโตรฟอริซิสท่ีตั้งคาไวท่ีความตางศักย 

100 โวลต เปนเวลา 50 นาที 

(11)  เม่ือครบเวลา ปดเครื่องเจลอิเล็กโตรฟอริซีสแลวนำเจลออกจากแทงคอิเล็กโตร 

ฟอริซีสไปแชในอางสารละลาย ethidium bromide ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 

10 นาที แลวแชในน้ำสะอาดอีก 10 นาที (ภาพ 23A) เพื่อชวยลด background ทำใหภาพเจลชัด

มากข้ึน  

(12)  นำเจลมาวางบนแผนพลาสติกใส (ภาพ 23B) แลวนำไปวางในเครื่องถายภาพเจล 

ภายใตแสงยูวี (Gel documentation system) เพื่อตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร (PCR product) และ

บันทึกรูปเจลเก็บไวสำหรับรายงานผล (ภาพ 23D) 
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ภาพ 22 แสดงข้ันตอนการทำอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีส (เรียงลำดับข้ันตอนจากภาพ A ถึง E) 

  

  

A 

เติม 1X TAE buffer ลงในแทงค

อิเล็กโตรโฟริซิส 500 มิลลิลิตร 

นำเจลพรอมถาดรองวางในแทงคอิเล็กโตรโฟริซิส 

โดยหนาเจลตองจมอยูใต 1X TAE buffer 

B 

หยด Gel-loading dye ลงบนจานผสม จากนั้นหยด PCR product แตละตัวอยางลงในแตละ

หลุมที่มี Gel-loading dye อยูแลว และผสมตัวอยางแตละหลุมใหเขากันดวยปเปตดูดขึ้นลง 

C 

โหลดตัวอยาง PCR product ดวย

ความระมัดระวังไมใหฟุงกระจาย 

ต้ังคาการรันอะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีสความ

เขมขน 2.5 % ที ่100 โวลต เปนเวลา 50 นาที 

E D 
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ภาพ 23 ข้ันตอนการยอมเจลดวย ethidium bromide และการถายภาพเจลดวยเครื่อง 

(เรียงลำดับข้ันตอนจากภาพ A ถึง D) gel documentation  

แชเจลในอางยอม ethidium bromide ประมาณ 10 นาที ตักเจลออกใสภาชนะใหม และ

แชเจลในน้ำเปลาอีกประมาณ 10 นาที  

 

A 

นำเจลข้ึนวางบนแผนพลาสติกใส และนำไปถายภาพดวยเครื่อง gel documentation  

  

B 

ตัวอยางภาพเจลท่ีถายดวยเครื่อง gel documentation 

  

D 
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8. การแปลผลและการรายงานผลการทดสอบ  

เจาหนาที่นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยผูปฏิบัติงาน (operator หรือ technicial) มี

หนาท่ีแปลผลการทดสอบตามหลักเกณฑที่กำหนด และจัดใบรายงานผลการทดสอบสงตอใหอาจารย

หรืออาจารยแพทยผูควบคุมหองปฏิบัติการ (Supervisor) ตรวจสอบผล หากผลการตรวจสอบไมพบ

ความบกพรองเกิดขึ้น ใบรายงานผลจะสงตอไปยังแพทยประจำหนวย เพื่อใหแพทยเปนผูรับรองผล

การทดสอบ ( Approve) จากนั้นใบรายงานผลการทดสอบจะถูกรายงานไปยังแพทยเจาของไข โดยมี

รายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติงานดังนี้ 

8.1. การแปลผลการทดสอบ 

(1) เจาหนาท่ีนักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยผูปฏิบัติงาน (operator หรือ 

technicial) มีหนาที่แปลผลการทดสอบตามหลักเกณฑที่กำหนด (ขอ a และขอ b) โดยการทดสอบ

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วลิลี่

และแอนเจลแมน ใชไพรเมอรจำนวนสองชุดการทดสอบ ดังนั้นการแปลผลการทดสอบของไพรเมอร

ทั้งสองชุดตองใหผลการทดสอบท่ีสอดคลองกันจึงจะจัดทำใบรายงานผลในลำดับถัดไป โดยไพรเมอร

ชุดแรก (Kubota’s primer set) ตัวอยางผลการทดสอบแสดงดังภาพ 24 และไพรเมอรชุดสอง 

(Alternative primer set) ตัวอยางผลการทดสอบแสดงดังภาพ 25 ซึ่งมีหลักเกณฑการแปลผลการ

ทดสอบของไพรเมอรท้ังสองชุด ดังนี้ 

a. หลักเกณฑการแปลผลการทดสอบไพรเมอรชุดแรก (Kubota’s primer set) 

 มีตัวอยางผลการทดสอบแสดงดังภาพ 24 ซ่ึงมีหลักเกณฑการแปลผลทดสอบ ดังนี้ 

• คนปกติ (normal) ผลการทดสอบปรากฏผลผลิตพีซีอาร 3 แถบ ไดแก ขนาด  

220 bp คือ ดีเอ็นเอที่ไมผานขั้นตอน bisulfite conversion (unmodified DNA) ขนาด 174 bp 

คือ อัลลีลจากแม (maternal allele) และขนาด 100 bp คือ อัลลีลจากพอ (paternal allele)  

• ผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) ผลการทดสอบปรากฏผลผลิตพีซีอาร 1 แถบ 

ขนาด174 bp คือ อัลลีลจากแม (maternal allele) 

• ผูปวยโรคแอนเจลแมน (AS) ผลการทดสอบปรากฏผลผลิตพีซีอาร 1 แถบ ขนาด 

100 bp คือ อัลลีลจากพอ (paternal allele) 

• หากหลอดทดลองท่ีไมมีดีเอ็นเอ (No template control, NTC) ปรากฏแถบ 

ผลผลิตพีซีอารข้ึน จะไมแปลผลการทดสอบ 

• หากผลทดสอบในตัวอยางควบคุม (บวกและลบ) และตัวอยางตรวจ ปรากฏผลผลิต 

พีซีอาร 220 bp ขึ้น จะไมแปลผลการทดสอบเชนกัน เพราะเหตุการณนี้เกิดจากการทำ bisulfite 

conversion เกิดข้ึนแบบไมสมบูรณจึงยังคงเหลือ unmodified DNA ปรากฎอยู       
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ภาพ 24 ตัวอยางผลการทดสอบดวยไพรเมอรชุดแรก (Kubota’s primer set) ของการทดสอบ 

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วลิลี่

และแอนเจลแมน โดยมีคำอธิบายคำยอจากภาพ 32 ดังตอไปน้ี “Maternal” หรือ Maternal allele หมายถึง 

อัลลีลหรือรูปแบบของยีน SNRPN ท่ีรับมาจากแม “Paternal” หรือ Paternal allele หมายถึง อัลลีลหรือรูปแบบ

ของยีน SNRPN ท่ีรับมาจากพอ “Normal” หมายถึง คนปกติท่ีไมมีอาการของโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

“PWS” หมายถึง ผู ปวยโรคพราเดอร-วิลลี่ (Prader-Willi sydrome) “AS” หมายถึง ผู ปวยโรคแอนเจลแมน 

(Angelman sydrome) “Unmodified DNA” หมายถึง ดีเอ็นเอโครงสรางปกติที ่ไมม ีการเปลี ่ยนเบสจาก

กระบวนการ bisulfite conversion “NTC” หรือ No template control หมายถึงหลอดทดลองที่ไมเติมดีเอ็นเอ

ทำเพ่ือควบคุมคุณภาพการทดสอบ  “bp” หรือ base pair หมายถึง จำนวนคูเบส 

 

b. หลักเกณฑการแปลผลการทดสอบไพรเมอรชุดสอง (Alternative primer set) 

มีตัวอยางผลการทดสอบแสดงดังภาพ 25 ซ่ึงมีหลักเกณฑการแปลผลการทดสอบดังนี้ 

• คนปกติ (normal) ผลการทดสอบปรากฏผลิตภัณฑพีซีอาร 2 แถบ ไดแก ขนาด  

152 bp คือ อัลลีลจากแม (maternal allele) และขนาด 100 bp คืออัลลีลจากพอ (paternal 

allele)  

• ผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) ผลการทดสอบปรากฏผลผลิตพีซีอาร 1 แถบ คือ 

ขนาด 152 bp คือ อัลลีลจากแม (maternal allele) 

• ผูปวยโรคแอนเจลแมน (AS) ผลการทดสอบปรากฏผลผลิตพีซีอาร 1 แถบ คือ  

ขนาด 100 bp คือ อัลลีลจากพอ (paternal allele) 

• หากหลอดทดลองท่ีไมมีดีเอ็นเอ (No Template control, NTC) ปรากฏผลผลิต 

พีซีอารข้ึน จะไมแปลผลการทดสอบ 
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ภาพ 25 ตัวอยางผลการทดสอบดวยไพรเมอรชุดสอง (Alternative primer set) ของการทดสอบ

เมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการโรคพราเดอร-วลิลี่

และแอนเจลแมน โดยมีคำอธิบายคำยอจากภาพ 33 ดังตอไปนี้ “Maternal” หรือ Maternal allele หมายถึง 

อัลลีลหรือรูปแบบของยีน SNRPN ท่ีรับมาจากแม “Paternal” หรือ Paternal allele หมายถึง อัลลีลหรือรูปแบบ

ของยีน SNRPN ท่ีรับมาจากพอ “Normal” หมายถึง คนปกติท่ีไมมีอาการของโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

“PWS” หมายถึง ผู ปวยโรคพราเดอร-วิลลี ่ (Prader-Willi sydrome) “AS” หมายถึง ผู ปวยโรคแอนเจลแมน 

(Angelman sydrome) “NTC” หรือ No template control หมายถึงหลอดทดลองที ่ไม เติมดีเอ็นเอทำเพ่ือ

ควบคุมคุณภาพการทดสอบ  “bp” หรือ base pair หมายถึง จำนวนคูเบส 

 

(2) อาจารยหรืออาจารยแพทยท่ีปรึกษาควบคุมหองปฏิบัติการ (supervisor) ทำหนาท่ี 

ตรวจสอบผลการทดสอบ ถาผลการทดสอบถูกตองเปนไปตามวิธีการแปลผลและไมพบขอบกพรองใน

กระบวนการทดสอบ ผูปฎิบัติงาน (operator หรือ Technician) จะดำเนินการจัดทำเอกสารรายงาน

ผลการทดสอบในลำดับถัดไป หากผลการทดสอบพบขอบกพรองจนสงผลตอความถูกตองการทดสอบ 

เชน ผลการทดสอบจากจากไพรเมอรสองชุดไมสอดคลองกัน ผลดังกลาวจะถูกปฏิเสธ และผู

ปฎิบัติงาน (operator หรือ Technician) มีหนาตองทำการทดสอบซ้ำทันที 

 

8.2. การรายงานผลการทดสอบ 

(1) การจัดทำเอกสารรายงานผลการ ผูปฎิบัติงาน (operator หรือ Technician) มี 

หนาท่ีจัดทำใบรายงานผลการทดสอบ จำนวน 2 รูปแบบ คือ 

•  ใบรายงานผลแบบโปรแกรม Microsoft word ประกอบด วยลายเซ ็นของ

ผูปฏิบัติงาน 

 

(operator หรือ Technician) อาจารยหร ืออาจารย แพทยท ี ่ปร ึกษาควบคุมหองปฏิบ ัต ิการ 

(supervisor) และแพทยผูรับรองผลการทดสอบ (approve) 
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• ใบรายงานผลในระบบ HIS ประกอบดวยลายเซ็นของผูปฏิบัติงานจัดทำใบรายงาน 

ผล (Operator หรือ Technician) ผูทวนสอบความถูกตองของใบรายงานผลกอนออนไลนในระบบ 

HIS (verification) และแพทยผูรับรองผลการทดลอง (approve) 

(2) ใบรายงานผลการทดสอบท้ังสองรูปแบบจะถูกสงไปยังแพทยประจำหนวยซ่ึงมี 

หนาท่ีรับรองผลการทดสอบ (approve)  โดยแพทยประจำหนวยมีสิทธในการยับยั้งการรายงานผล 

กรณีผลการทดลอบออกมาไมสอดคลองกับอาการทางคลินิก หรือเกิดกรณีสงสัยในผลการทดสอบ 

ผูปฏิบัติงานตองทำการทดสอบซ้ำตามคำแนะนำของแพทยผูรับรองผลการทดสอบ 

(3) ใบรายงานผลท่ีผานการรับรองผล (approve)  จากแพทยประจำหนวยแลว จะเขา 

สูข้ันตอนการรายงานผลการทดสอบใหกับแพทยเจาของไข ซ่ึงมี 2 รูปแบบ คือ 

• การรายงานผลจากการขอตรวจภายในโรงพยาบาล จะรายงานในรูปแบบโปรแกรม 

ออนไลน ในระบบ HIS  

• การรายงานผลจากการขอตรวจโรงพยาบาลภายนอก จะรายงานในรูปแบบ 

โปรแกรม Microsoft word และจัดสงใบรายงานผลผานหนวยงานรับสิ่งสงตรวจ กรณีสงตรวจจาก

โรงพยาบาลในภาคใตตอนลาง หรือผานไปรษณียแบบดวน (EMS) กรณีสงตรวจจากจังหวัดอื่นๆท่ี

ไมใชภาคใตตอนลาง 
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วิธีการติดตามและประเมินผลการปฏิบัติงาน 

 วิธีการติดตามและการประเมินผลการปฏิบัติงานการทดสอบทางหองปฏิบัติการเพื่อตรวจ

วินิจฉัยผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน 

SNRPN มีรายละเอียดดังนี้ 

ขั้นตอนการปฏิบัติงาน ตัวชีวั้ด 

1.การรับสิ่งสงตรวจ • ไมพบอุบัติการณจากการรับสิ่งสงตรวจไมเหมาะสมเขากระบวนการทดสอบ  

2.การสกัดดีเอ็นเอ • ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากเลือด 1 มิลลิลิตร ตามระเบียบวิธีปฏิบัติงาน (protocol) ในคูมือเลม

น้ี ควรมีปริมาณและคุณภาพท่ียอมรับได ดังน้ี 

1) ปริมาณดีเอ็นเอมากกวา 20 ไมโครกรัม  

2) คาการดูดกลืนแสง OD (260/280) ชวงท่ียอมรับไดเทากับ 1.65–1.85 

3) คาการดูดกลืนแสง OD (260/230) คาท่ียอมรับไดควรมากกวา 2 

(อางอิงขอมูลจากหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย 

สงขลานครินทร ซึ่งใชเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ Biophotometer ยี่หอ Eppendorf หากวัด

ดวยเครื่องอ่ืนคาอาจแตกตางจากเครื่องน้ี) 

3.การเปลี่ยนดีเอ็นเอ

ดวยกระบวนการ 

bisulfite conversion 

 

 

• ดีเอ็นเอตั้งตน 1.6 ไมโครกรัม (ตามระเบียบวิธีปฏิบัติงาน (protocol) ในคูมือเลมน้ี) ควร

มีปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอหลังการทำ bisulfite conversion ดังน้ี 

1)  ปริมาณดีเอ็นเอท่ีไดหลังกระบวนการ bisulfite conversion ประมาณ 

1-1.5 ไมโครกรัม 

2) ดีเอ็นเอความเขมขน ประมาณ 70-100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 

(อางอิงขอมูลจากหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรมหาวิทยาลัย 

สงขลานครินทร ซึ่งใชเครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ Biophotometer ยี่หอ Eppendorf หากวัด

ดวยเครื่องอ่ืนคาอาจแตกตางจากเครื่องน้ี) 

•  ดีเอ็นเอท่ีทำ bisulfite conversion แลว ไมควรมดีีเอ็นเอโครงสรางปกติ (unmodified 

DNA) หลงเหลืออยูในปริมาณท่ีทำใหมีการเพิ่มจำนวนดวยคู ไพรเมอร unmodified 

primers ได แตหากกระบวนการ bisulfite conversion เกิดแบบไมสมบูรณ (ที่เรียกวา 

Incomplete bisulfite conversion) จะสงผลใหยังมี unmodified DNA หลงเหลืออยู

ได โดยจะตรวจสอบการเกิด Incomplete bisulfite conversion (การเหลืออยู ของ 

unmodified DNA) ไดจากผลผลิต  พีซีอารของการทดสอบดวยไพรเมอรช ุดแรก 

(Kubota’s primer set) ซึ ่งจะปรากฎผลผลิตพีซีอาร ขนาด 220 bp ขึ ้นในตัวอยาง

ทดสอบท่ีเกิด Incomplete bisulfite conversion (มี unmodified DNA หลงเหลืออยู) 
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ขั้นตอนการปฏิบัติงาน ตัวชีวั้ด 

4.การทำเมทิลเลชั่น-

สเปคซิฟคพีซีอารของ

ยีน SNRPN เพ่ือตรวจ

วินิจฉัยผูปวย 

โรคพราเดอร-วิลลี่และ 

แอนเจลแมน 

• ผลการทดสอบที่มีคุณภาพนาเชื่อถือและแปลผลการทดสอบไดของการทดสอบเมทิล

เลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่และ

แอนเจลแมน ตองมีลักษณะดังน้ี 

1) ผลการทดสอบในตัวอยางควบคุมผลบวกและผลลบดวยไพรเมอรชุดแรก (Kubota’s 

primer set) ใหผลถูกตอง ซึ่งมีลักษณะดังน้ี (ภาพ 34)  

- ตัวอยางควบคุมผลลบคนปกติ (Normal) ตองมีผลผลิตพีซีอาร จำนวน 2 แถบ 

ไดแก แถบบน (ขนาด 174 bp) และแถบลาง (ขนาด 100 bp) โดยความเขมของ

แถบท้ังสองควรใกลเคียงกัน (ภาพ 34 แถว2) 

- ตัวอยางควบคุมผลบวกโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) ตองมีผลผลิตพีซีอารแถบเดียว 

ขนาด 174 bp (ภาพ 34 แถว 3) และโรคแอนเจลแมน (AS) ตองมีผลผลิตพีซี

อารแถบเดียว ขนาด 100 bp (ภาพ 34 แถว 4)  โดยความเขมแถบทั้งสอง (แถว 

3 และแถว 4) ควรใกลเคียงกัน  

- หลอดควบคุมไมเติมดเีอ็นเอ (No template control, NTC)  ตองไมปรากฏแถบ

ผลผลิตพีซีอาร (ภาพ 34 แถว 7) หากปรากฏแถบผลผลิต พีซีอารใน NTC จะ

หมายถึงมีการปนเปอน (contamination) เกิดขึ้นในปฏิกิริยาพีซีอาร ซึ่งจะไม

แปลผลการทดสอบน้ัน และตองทำพีซีอารใหม  

 
               ภาพ 26 อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีสแสดงลักษณะผลการทดสอบที่มีคณุภาพ

และนาเชื่อถือไดของการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจ

วินิจฉัยผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนดวยไพรเมอรชุดแรก มีรายละเอียดดังน้ี แถว 

1 คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100bp DNA ladder แถว 2 คือตัวอยางควบคุมผลลบ (คนปกติ) 

แถว 3 คือตัวอยางควบคุมผลบวกโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) แถว 4 คือ ตัวอยางควบคุม

ผลบวกโรคแอน เจลแมน (AS) แถว 5 คือตัวอยางทดสอบรหัส M63-140 แถว 6 คือตัวอยาง

ดีเอ็นเอโครงสรางปกติที ่ไมผานกระบวนการ bisulfite conversion (Unmodified DNA) 

แถว 7 คือ หลอดควบคุมไมเติมดีเอ็นเอ (No template control, NTC) 
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ขั้นตอนการปฏิบัติงาน ตัวชีวั้ด 

4.การทำเมทิลเลชั่น-

สเปคซิฟคพีซีอารของ

ยีน SNRPN เพ่ือตรวจ

วินิจฉัยผูปวยโรคพรา

เดอร-วิลลี่และ 

แอนเจลแมน (ตอ) 

2) ผลการทดสอบในต ัวอย างควบค ุมผลบวกและผลลบด วยไพรเมอร ช ุดสอง 

(Alternative primer set) ใหผลถูกตอง ซึ่งมีลักษณะดังน้ี (ภาพ 35)  

- ตัวอยางควบคุมผลลบคนปกติ (Normal) ตองมีผลผลิตพีซีอาร จำนวน 2 แถบ 

ไดแก แถบบน (ขนาด 152 bp) และแถบลาง (ขนาด 100 bp) โดยความเขมของ

แถบท้ังสองควรใกลเคียงกัน (ภาพ 35 แถว 2) 

- ตัวอยางควบคุมผลบวกโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) ตองมีผลผลิตพีซีอารแถบเดียว 

ขนาด 152 bp (ภาพ 35 แถว 3) และโรคแอนเจลแมน (AS) ตองมีผลผลิตพีซี

อารแถบเดียว ขนาด 100 bp (ภาพ 35 แถว 4)  โดยความเขมแถบทั้งสอง (แถว 

3 และแถว 4) ควรใกลเคียงกัน  

- หลอดควบคุมไมเติมดเีอ็นเอ (No template control, NTC)  ตองไมปรากฏแถบ

ผลผลิตพีซีอาร (ภาพ 35 แถว 6) หากปรากฏแถบผลผลิต พีซีอารใน NTC จะ

หมายถึงมีการปนเปอน (contamination) เกิดขึ้นในปฏิกิริยาพีซีอาร ซึ่งจะไม

แปลผลการทดสอบน้ัน และตองทำพีซีอารใหม 

 
                 ภาพ 27 อะกาโรสเจลอิเล็กโตรฟอริซีสแสดงลักษณะผลการทดสอบที ่มี

คุณภาพและนาเชื่อถือไดของการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพ่ือ

ตรวจวินิจฉัยผูปวยโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมนดวยไพรเมอรชุดสอง มีรายละเอียดดังน้ี 

แถว 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100bp DNA ladder แถว 2 คือตัวอยางควบคุมผลลบ (คน

ปกติ) แถว 3 คือตัวอยางควบคุมผลบวกโรคพราเดอร-วิลลี ่ (PWS) แถว 4 คือ ตัวอยาง

ควบคุมผลบวกโรคแอน  เจลแมน (AS) แถว 5 คือตัวอยางทดสอบรหัส M63-140 แถว 6 คือ 

หลอดควบคุมไมเติมดีเอ็นเอ (No template control, NTC) 
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ขั้นตอนการปฏิบัติงาน ตัวชี้วัด 

4.การทำเมทิลเลชั่น-

สเปคซิฟคพีซีอารของ

ยีน SNRPN เพ่ือตรวจ

วินิจฉัยผูปวยโรคพรา

เดอร-วิลลี่และ 

แอนเจลแมน (ตอ) 

3) ผลการทดสอบดวยไพรเมอรชุดแรก (Kubota’s primer set) และไพรเพอรชุดสอง 

(Alternative primer set) ตองใหผลสอดคลองกัน 

• ผลการทดสอบที่ไมมีคุณภาพและไมควรแปลผลของการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟค

พีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยผูปวยกลุมอาการพราเดอร-วิลลี่และแอนเจ

ลแมน ตองปรากฎลักษณะอยางใดอยางหน่ึง ดังน้ี 

1) ตัวอยางควบคุมผลลบคนปกติ (Normal) มีความเขมของแถบผลผลิตพีซีอารแถบบน

และลาง แตกตางกันเกิน 50 % ซึ่งหมายถึง มีการเพิ่มจำนวนผลผลิตพีซีอาร (PCR 

prduct) จากไพรเมอรคูใดคูหนึ่งมากกวา ที่เรียกวา preferential amplification 

เกิดข้ึนในปฏิกิริยาพีซีอาร ซึ่งมีแนวโนมทำใหเกิดผลบวกลวง 

2) หรือตัวอยางควบคุมผลบวกผูปวยโรค PWS หรือผูปวยโรค AS ปรากฏผลเปนสอง

แถบ ซึ่งไมถูกตอง มีแนวโนมท่ีทำใหเกิดผลลบลวง 

3) หรือความเขมของแถบผลผลิตพีซีอารของตัวอยางควบคุมผลบวก (ผูปวยโรค PWS 

และผูปวยโรค AS) แตกตางกันเกิน 50 % ซึ่งอาจเปนผลมาจาก pipette error จน

ทำใหสัดสวนไพรเมอรเปลี่ยนไปจากสภาวะเดิมท่ีเหมาะสม จนทำใหปฏิกิริยาพีซีอาร

เกิด preferential amplification ข้ึนได 

4) หรือหลอดควบคุมไมเต ิมดีเอ็นเอ (No template control, NTC) ปรากฏแถบ

ผลผลิตพีซีอารข้ึน ซึ่งจะไมแปลผลการทดสอบน้ัน และตองทำพีซีอารใหม 

การทดสอบไพรเมอรดวยชุดแรก (Kubota’s primer set) ปรากฎผลผลิตพีซีอาร 

ขนาด 220 bp ข้ึนในตัวอยางทดสอบหรือตัวอยางควบคุม แมวาใชดีเอ็นเอท่ีผานการ

ทำ bisulfite conversion แลวเป นด ีเอ ็นเอต นแบบก็ตาม ซ ึ ่งสาเหตุเก ิดจาก

กระบวนการทำ bisulfite conversion เกิดแบบไมสมบูรณ (ท่ีเรียกวา Incomplete 

bisulfite conversion) ซึ่งสงผลใหยังมี unmodified DNA หลงเหลืออยูได 

5.การทำอะกาโรส

เจลอิเล็กโตรฟอริซีส

เพ่ือตรวจสอบผลพีซี

อาร 

• เจลอะกาโรสท่ีมีคุณภาพ ตรวจสอบดวยลักษณะทางกายภาพ ดังน้ี 

1) ผิวหนาเจลเรียบเนียน ไมมีฟองอากาศในเน้ือเจล 

2) เนื้อเจลแข็งตัวสม่ำเสมอเปนเนื้อเดียวกัน สังเกตดูจากความขุนของเจลเทากันทุก

พ้ืนท่ี 

3) ความหนาของเจลพอดี ประมาณ 0.5 เซนติเมตร ไมหนาหรือบางเกินไป 

4) สังเกตจากดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) เคลื ่อนที ่แยกตามขนาดท่ี

ถูกตอง 

6.การแปลผลการ

ทดสอบ 
• ไมพบอุบัติการณการแปลผลการทดสอบผิด 

7.การรายงานผลการ

ทดสอบ 
• ไมพบอุบัติการณการรายงานผลผิด 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

102 

จรรยาบรรณ/คุณธรรม/จริยธรรมในการปฏิบัติงาน 

 การปฏิบ ัต ิงานในหนวยมนุษยพันธ ุศาสตร สาขาพยาธ ิว ิทยา คณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร บุคลากรตองมีความรับผิดชอบอยางสูง เนื่องจากการทำงานเปนงานท่ี

ตองมีความรับผิดชอบอยางมาก จำเปนตองรักษาความลับของผูปวย โดยไมแจงผลการตรวจใหผูปวย

หรือญาติผูปวยหรือบุคคลใดๆทราบ จะตองรายงานผลการตรวจใหแพทยเจาของไขทราบเทานั้นไมวา

กรณีใดๆทั้งสิ้น หากมีความผิดพลาดเกิดขึ้นอาจทำใหเกิดความเสียหายถึงแกชีวิตของคนไขได โดยมี

หลักการคือ 

 1. ประกอบวิชาชีพดวยเจตนาดี โดยไมคำนึงถึงฐานะ เชื้อชาติ ศาสนา สังคม หรือลัทธิ

การเมือง 

 2.ตองปฏิบัติงานตามระเบียบขอบังคับอยางเครงครัด เชน ไมแจงผลการตรวจใหกับ

ผูปวยโดยตรง จะตองแจงกับแพทยเจาของไขเทานั้น 

 3. คำนึงถึงความปลอดภัยของผูปวยเปนหลัก 

 4.ปฏิบัติหนาที่อยางเต็มกำลังความสามารถ รอบคอบ รวดเร็ว ขยันหมั่นเพียร ถูกตอง

เพ่ือประโยชนของผูรับบริการ 

 นอกจากยึดหลักปฏิบัติดังกลาวแลว จำเปนตองปฏิบัติงานตามจรรยาบรรณของวิชาชีพ

โดยเครงครัด ซึ่งจริยธรรมของบุคลากรหองปฏิบัติการทางการแพทย ขึ้นกับขอกำหนด/ขอบังคับท่ี

เก่ียวกับวิชาชีพท่ีสภาวิชาชีพแตละสาขาไดกำหนดไวเปนกฎบังคับสำหรับบุคลากรในสาขาวิชาชีพนั้น 

อยางไรก็ตาม ในบางตำแหนงงานของผูปฏิบัติงานหองปฏิบัติการ เชน ผูปฏิบัติงานวิทยาศาสตร

การแพทย นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย นักวิทยาศาสตร ไมมีสภาวิชาชีพหรือ องคกรวิชาชีพ

ตามกฎหมายท่ีจะดำเนินการได ดังนั้น นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทยท่ีปฏิบัติงานในหนวยมนุษย

พันธุศาสตรทุกคนตองปฏิบัติงานโดยยึดหลักจริยธรรมตามแนวทางท่ีสาขาวิชาพยาธิวิทยากำหนดไว

ในคูมือคุณภาพ โดยจริยธรรมของบุคลากรหองปฏิบัติการทุกตำแหนง ที่ปฏิบัติงานเกี่ยวของกับการ

จัดการสิ่งสงตรวจ การทดสอบ หรือขอมูลผูปวยหรือผูรับบริการ มีความสำคัญตอการปฏิบัติตาม

มาตรฐานที่เปนที่ยอมรับทั้งในประเทศ และระดับสากล  ดังนั้นนอกจากบุคลากรจะยึดถือปฏิบัติตาม

ขอบังคับของสภาวิชาชีพของตนเองแลว ยังตองยึดหลักจริยธรรมตามแนวทางท่ัวไปดังนี้ 

 1. หลักการท่ัวไป (General principle) 

 หลักการทั่วไปของจริยธรรมการดูแลสุขภาพ หมายถึง การปฏิบัติที่คำนึงถึงความสุข

สบายและความปลอดภัยของผูปวยเปนเรื่องสำคัญ ความสัมพันธระหวางผูปวยกับหองปฏิบัติการนั้นมี

ความสัมพันธกันในฐานะผูรับบริการและผูใหบริการ ซึ่งนับวันจะมีความสำคัญเพิ่มมากขึ้น สิ่งท่ี
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หองปฏิบัติการจะตองตระหนักถึงเปนอันดับแรกคือ การกระทำท่ีม่ันใจไดวาผูปวยไดรับความสุขสบาย 

ไดรับความสนใจอยูตลอดเวลา และใหบริการดวยความเสมอภาค ไมมีแบงแยก 

 2. การรวบรวมขอมูล (Information collection) 

 หองปฏิบัติการตองมีขอมูลที่ถูกตองและจำเปนใหเพียงพอสำหรับการระบุตัวผูปวยให

ถูกตอง เพื่อใชในการตรวจวิเคราะห หามเก็บขอมูลอื่นๆ ของผูปวยที่ไมจำเปนตอการวิเคราะห และ

ผูปวยตองไดรับทราบวาขอมูลที่ถูกเก็บ ตองการเก็บดวยเหตุผลใด เพื่อความปลอดภัยของบุคลากร

และผูปวยอื่นๆ ขอมูลบางอยางจำเปนตองเก็บดวย เชน ขอมูลเกี่ยวกับโรคติดตอ นอกจากนี้ยัง

สามารถเก็บขอมูลไดตามสิทธิทางกฎหมายที่เกี่ยวของ  การชำระเงิน การตรวจสอบสภาวะการเงิน 

การบริหารจัดการการเงิน และปริมาณการใชจาย 

 3. การเก็บส่ิงสงตรวจ (Collection of primary samples) 

 การปฏิบัติใดๆในการเก็บสิ่งสงตรวจจากผูปวยจะตองไดรับการยินยอมเปนลายลักษณ

อักษรจากผูปวย แตวิธีการเก็บสิ่งสงตรวจที่ปฏิบัติเปนประจำและหากเกิดขอผิดพลาดก็ไมกอใหเกิด

ความเสียหายตอผูปวยอยางรายแรง เชน การเจาะเลือดจากหลอดเลือดดำ ไมจำเปนตองมีการ

ยินยอม เปนลายลักษณอักษรก็ได การที่ผูปวยมาแสดงตนที่หองปฏิบัติการพรอมใบขอสงตรวจและ

เต็มใจที่จะใหมีการเก็บสิ่งสงตรวจตามปรกติถือวาเปนการใหความยินยอม ในกรณีของผูปวยที่นอน

บนเตียงของโรงพยาบาลมีสิทธิ์ท่ีจะปฏิเสธการเก็บสิ่งสงตรวจได ถึงแมวาจะอยูในสภาวะท่ีแสดงตนตอ

ผูปฏิบัติงานก็ตาม 

 แตในกรณีที่เทคนิคพิเศษในการเก็บสิ่งสงตรวจ และเทคนิคนั้นมีโอกาสที่จะกอใหเกิด

ภาวะแทรกซอนหรือเกิดอันตรายรายแรงได ตัวอยางเชน การเจาะน้ำคร่ำตองอธิบายใหผูปวยไดรับรู

ขอมูลในการตัดสินใจดวยตัวเอง และตองไดรับความยินยอมเปนลายลักษณอักษรเสมอ 

 ในกรณีฉุกเฉิน ท่ีไมสามารถใหการยินยอมเปนลายลักษณอักษรไดในขณะนั้น สามารถท่ี

จะดำเนินการตอไปไดในสวนท่ีเห็นวาจำเปน ท้ังนี้เพ่ือท่ีผูปวยจะไดรับการรักษาท่ีดีนั่นเอง 

 การทดสอบ/ตรวจวิเคราะหบางชนิด เชนการทดสอบทางพันธุกรรม ตองมีการแนะนำ

เปนพิเศษ ซ่ึงกระทำโดยแพทยท่ีตองการสงตรวจ หองปฏิบัติการไมควรท่ีจะติดตอโดยตรงกับผูปวย 

 ในการเก็บสิ ่งสงตรวจนั ้น จะตองจัดสถานที่ใหมีความเปนสวนตัวที ่เพียงพอและ

เหมาะสมกับการเก็บสิ่งสงตรวจนั้นๆ ในการเก็บสิ่งสงตรวจจะตองมีขอมูลที่จำเปนตอการทดสอบ

ครบถวน สิ่งสงตรวจที่สงมาถึงหองปฏิบัติการตองมีความเหมาะสมตามเกณฑในการทดสอบนั้นๆ ถา

ตัวอยางไมเหมาะสมตามท่ีกำหนดตองปฏิเสธและแจงใหแพทยท่ีสงตรวจทราบเพ่ือดำเนินการตอไป 

 4. การปฏิบัติเกี่ยวกับการตรวจวิเคราะห (Performance of examination) 
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 การตรวจวิเคราะหทุกชนิดในหองปฏิบัติการจะตองปฏิบัติตามที่เหมาะสมดวยผูที ่มี

ความชำนาญและมีความสามารถตามมาตราฐานวิชาชีพ การปลอมแปลง แกไข รายงานผลการ

ทดสอบ เปนพฤติกรรมท่ีทำไมได 

 พยาธิแพทยหรือ หองปฏิบัติการสามารถกำหนดปริมาณงานที่จะรับไวตรวจวิเคราะห

ดวยเหตุผลอันสมควรตามแตสถานการณในขณะนั้น 

 5. การรายงานผลการทดสอบ (Reporting results) 

 รายงานผลการทดสอบทางหองปฏิบัติการถือเปนสมบัติสวนตัวและเปนความลับของ

ผูปวยหรือผูรับบริการ เปดเผยไดโดยผูมีอำนาจหนาที่เทานั้น ปรกติการรายงานผลการทดสอบจะถูก

สงใหแพทยผูขอสงตรวจ หรือถาตองการรายงานตอบุคคลอื่นจะตองไดรับคำยินยอมจากผูปวยเสมอ 

แตสามารถรายงานไดถาเปนความตองการทางกฎหมาย รายงานผลการทดสอบเหลานี้ ถาไมสามารถ

สืบทวนไปถึงตัวผูปวยไดก็สามารถนำไปใชประโยชนเปนขอมูลในการศึกษาวิเคราะหทางระบาดวิทยา 

ประชากรศึกษา และทางสถิติ 

 การยินยอมใหนำรายงานผลไปใหบุคลากรกลุ มอื ่น เชน แพทยที ่ไดร ับหนาที ่ให

คำปรึกษา จะตองปฏิบัติดวยความระมัดระวัง หองปฏิบัติการจะตองเขียนวิธีปฏิบัติในการท่ีจะดูแลใบ

ขอสงตรวจชนิดตางๆ และการใหขอมูลท่ีเปนประโยชนตอผูปวยเพ่ือการดูแลรักษาท่ีเหมาะสม 

 นอกจากนี้หองปฏิบัติการจะตองสรางความม่ันใจไดวา การรายงานผลนั้นมีความถูกตอง 

รวดเร็ว เปน ประโยชนตอผูปวย และบางครั้งอาจตองมีคำแนะนำจากผูเชี่ยวชาญดวย 

 6. การเก็บและระยะเวลาในการเก็บขอมูลทางการแพทย (Storage and retention 

of medical records) 

 หองปฏิบัติการจะตองสรางความมั่นใจใหเห็นวาการเก็บขอมูลทางการแพทยทั้งหลาย

นั้น มีระบบปองกันการสูญหายหรือเสียหายของขอมูล หรือไมใหผูท่ีไมมีหนาท่ีท่ีเก่ียวของเขาถึงขอมูล

ได ระยะเวลาในการเก็บรักษาขอมูลใหเปนไปตามขอกำหนดของวิชาชีพ ขอกำหนดของสถาบัน 

บทบัญญัติ หรือกฎหมาย ของแตละประเทศหรือแตละสถานท่ี เชน ขอมูลเก่ียวกับคดีความอาจเก็บไว

นานกวาขอมูลอื่นๆ หองปฏิบัติการจะตองมีวิธีการเก็บขอมูลของตนเอง โดยกำหนดวิธีการเก็บ 

ระยะเวลาการเก็บผูรับผิดชอบ ผูตรวจสอบ ท้ังนี้จะตองเก็บใหสามารถเขาถึงและคนหาโดยผูมีอำนาจ

ไดสะดวกและรวดเร็ว 

 7. การเขาถึงขอมูลทางหองปฏิบ ัต ิการทางการแพทย (Access to medical 

laboratory records) 

 วิธีการเขาถึงขอมูลทางหองปฏิบัติการทางการแพทย แตละแหงจะมีวิธีปฏิบัติท่ีแตกตาง

กัน โดยปรกติแลวการเขาถึงขอมูลนั้นกระทำโดยแพทยที่สงตรวจ แตในบางประเทศการเขาถึงขอมูล

อาจกระทำไดโดย ผู ที ่ขอสงการทดสอบ บุคลากรของหองปฏิบัติการที ่จะตองใชขอมูลในการ
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ปฏิบัติงานตามปกติ หรือบุคลากรผูมีอำนาจอ่ืนๆ นอกจากนี้การเขาถึงขอมูลของผูปวยเด็กหรือผูปวย

ที ่ม ีความพิการทางจิตจะตองปฏิบัต ิตามกฎหมายที ่พ ิท ักษส ิทธ ิประโยชนของผู ด อยโอกาส 

หองปฏิบัติการจะตองมีระบบการเขาถึงขอมูลและมีสถานที่เก็บขอมูลทางหองปฏิบัติการทางการ

แพทยตางๆ ตามกำหนดหรือบัญญัติของกฎหมาย 

 8. การใชสิ่งสงตรวจสำหรับการทดสอบที่ไมไดระบุไวในใบของสงตรวจ (Use of 

sample for examination purpose other than those requested) 

 การใชสิ่งสงตรวจไปทำการทดสอบอื่นๆ นอกเหนือจากการทดสอบที่ระบุไวในใบขอสง

ตรวจ โดยไมไดรับการยินยอมลวงหนา ทำไดเฉพาะในรายที่มีสิ่งสงตรวจเหลือจากการวิเคราะห และ

ตองไมเปดเผยถึงตัวผูปวยหรือ ใชไดในกรณีท่ีรวมสิ่งสงตรวจเขาดวยกันจนทำใหไมสามารถระบุถึงตัว

ผูปวยได ดังนั้นแตละสถาบัน/หองปฏิบัติการจะตองจัดทำนโยบายเกี่ยวกับการทดสอบสิ่งสงตรวจ

นอกเหนือจากท่ีระบุไวในใบขอสงตรวจ โดยคำนึงถึงประเด็นทางกฎหมายดวย 

 9. การจัดการเงิน/งบประมาณ (Financial arrangement) 

 หองปฏิบัติการทางการแพทยจะตองไมเขาไปยุงเกี่ยวกับการจัดการเรื่องการเงินของ

หองปฏิบัติการรับตรวจตอหรือผูใหการสนับสนุน ซึ่งการเขาไปเกี่ยวของอาจเปนในแงสนับสนุน

หองปฏิบัติการรับตรวจตอ หรือสนับสนุนสงผูปวยหรือ ยุงเกี่ยวกับอิสระในการตรวจประเมินของ

แพทยวาวิธีไหนดีท่ีสุด 

 หากเปนไปได ควรมีหองสำหรับเก็บสิ่งสงตรวจโดยเฉพาะ แยกจากหองปฏิบัติการ แต

หากทำไมไดควรมีการจัดระบบการเงินแยกตางหากออกไป 

 หองปฏิบัติการจะตองหลีกเลี่ยงความขัดแยงในแงผลประโยชน หากไมสามารถทำได

ผลประโยชนนั้นจะตองเปดเผยชัดเจนและมีผลตอการปฏิบัติงานนอยท่ีสุด  
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บทท่ี 5 

ปญหาอุปสรรคและแนวทางในการแกไขและพัฒนางาน 

ปญหาอุปสรรคในการปฏิบัติงานและแนวทางแกไข 

 การนำแนวทางปฏิบัติจากคูมือการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการกลุมอาการพราเดอร-วิล

ลี่ และเอนเจลแมนดวยเทคนิคเมธิลเลชั่น-สเปซิฟคพีซีอารไปใชอาจประสบปญหาอุปสรรคในการใช

งาน จึงขอเสนอแนะแนวทางแกไขและพัฒนางาน ดังนี้  

 

ปญหาและอุปสรรค แนวทางแกไขและพัฒนา 

1.รับสิ่งสงตรวจไมเหมาะสมเขาสู

กระบวนการทดสอบ ซึ่งสวนใหญเกิดจาก

ผูปฏิบัติงานใหม สาเหตุเกิดจากขาด

ประสบการณในการตรวจรับสิ่งสงตรวจในเชิง

คุณภาพ เชน ไมสามารถแยกลักษณะตัวอยาง

เลือดท่ีมสีีแดงปกติกับผิดปกติ หรอืเลือดความ

หนืดนอยกวาปกติ หรือเลือดหนืดกวาปกติ

และแข็งตัวบางสวน  

1) สราง check list รายการท่ีตองตรวจสอบคณุภาพสิ่งสง  

ตรวจใหครบถวน โดยใสในสวนทายของใบขอตรวจ 

2) ควรใหผูท่ีมีประสบการณสูงทวนสอบการทำงานของ

ผูปฏิบัติงานใหมและแนะนำจดุบกพรอง ชวง 3 เดือน

แรกในการปฏิบัติงาน 

3) กรณีเกิดปญหาใหเขียนรายงานอุบัติการณวิเคราะห

สาเหตุแนวทางแกไข เพ่ือเพ่ิมทักษะการเรียนรู 

2.คุณภาพดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไมไดปริมาณและ

คุณภาพท่ีกำหนด และการทำ bisulfite 

conversion ดีเอ็นเอเกิดไมสมบูรณ 

ลมเหลว ซึ่งสวนใหญเกิดจากผูปฏบัิติงานใหม

ท่ีไมเขาใจและตระหนักถึงหลักการของแตละ

ข้ันตอน รวมถึงเปนลักษณะงานซบัซอนมี

หลายข้ันตอน 

 

1) จัดทำใบงาน (work sheet) การปฏิบัติงานท่ีมี

รายละเอียดข้ันตอนการปฏิบัติ และระบุขอควรระวังใน

แตละข้ันตอนโดยละเอียด และใหทำเครื่องหมายถูก (√) 

ในข้ันตอนท่ีดำเนินการแลวโดยทันทีในแตละข้ันตอน 

2) ควรใหผูมีประสบการณสูงทวนสอบการทำงานของ

ผูปฏิบัติงานใหมและแนะนำจดุบกพรอง ชวง 3 เดือน

แรกในการฏิบัติงาน 

3) กรณีเกิดปญหาใหเขียนรายงานอุบัติการณวิเคราะห

สาเหตุแนวทางแกไข เพ่ือเพ่ิมทักษะการเรียนรู 

3. การปนเปอนในปฏิกิริยา 

พีซีอาร ซึ่งมีโอกาสเกิดไดกับผูปฏบัิติงานทุก

คน โดยสาเหตเุกิดจากหลายปจจยั เชน ความ

ผิดพลาดของผูปฏิบัติงาน ข้ันตอนการ

ปฏิบัติงาน พ้ืนท่ีปฏิบัติงานและวัสดุเครื่องมือ

อุปกรณ 

 

ควรฝกอบรมผูปฏิบัติงานใหมและย้ำเตือนผูปฏิบัติงานทุกคนให

มีความรูความเขาใจและความตระหนัก เรื่องขอควรระวังหรือ

จุดเสีย่งท่ีจะทำใหเกิดการปนเปอนในการทำพีซีอาร ไดแก 

ควรเลีย่งการสมัผสัท่ีฝาหลอดเมื่อหยิบหลอดทดลองจากขวด 

1) ขอระมัดระวังการใชทิป ไมควรเปดฝากลองทิปคางไว

ตลอดเวลา และเมื่อปลายทิปสัมผสักับบริเวณอ่ืนๆท่ี

นอกเหนือจากภายในหลอดทดลองใหท้ิงทิปทันที 
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ปญหาและอุปสรรค แนวทางแกไขและพัฒนา 

3.(ตอ) การปนเปอนในปฏิกิริยา 

พีซีอาร ซึ่งมีโอกาสเกิดไดกับผูปฏิบัติงานทุก

คน โดยสาเหตุเกิดจากหลายปจจัย เชน ความ

ผ ิดพลาดของผ ู ปฏ ิบ ัต ิ งาน ข ั ้นตอนการ

ปฏิบัติงาน พื้นที่ปฏิบัติงานและวัสดุเครื่องมือ

อุปกรณ 

2) การใชปเปตดดูสารในหลอดหรือขวดท่ีมีความลึก ควร

เลือกใชทิปท่ีมีความยาวเหมาะสม หามใหปากขวดสมัผสั

กับตัวปเปตโดยเด็ดขาด หรืออาจใชการตะแคงขวดสาร

เล็กนอยในขณะปเปตสาร 

3) แยกโซนพ้ืนท่ีการปฏบัิติงานพีซีอารใหชัดเจน โดยแบงเปน 

3 โซน ไดแก โซนการเตรียมน้ำยามาสเตอรมิกซพีซีอาร 

โซนการเตรียมดีเอ็นเอ และโซนการรันเจลอิเล็กโตรฟอริซสี 

และควรแยกปเปต ทิป หลอดทดลองแตละโซนใหชัดเจน 

ไมใหใชรวมกัน 

4) จัดทำกฎระเบียบการใชตูทำพีซีอาร โดยกำหนดใหมีการทำ

ความสะอาดตูพีซีอารเช็ดดวย 70% แอลกอฮอลและเปด 

UV ฆาเช้ืออยางนอย 10 นาที กอนและหลังการปฏิบัติงาน

ทุกครั้ง รวมถึงถอดลางปเปตอยางนอยปละ 1 ครั้ง 

5) ควรเลือกใชทิปแบบมีไสกรองกับบางข้ันตอนท่ีมีจุดเสี่ยง

การปนเปอน เชนการดดู Taq polymerase หรือดูดดีเอ็น

เอเพ่ือปองกันไมใหดีเอ็นเอไปคางอยูภายในปเปต 

6) น้ำยาสำหรับการทำพีซีอารทุกตัว (ยกเวน Taq 

polymerse) เชน dNTP บัฟเฟอร MgCl2 ไพรเมอร ควร

แบงเปนหลอดปริมาตรนอย (aliquot) ใชงานไมเกิน 5 

ครั้งตอหลอด จะชวยลดการปนเปอนได 

4. การทำพีซีอารลมเหลว แปลผลไมได ซึ่ง

อาจเกิดไดหลายลักษณะ เชน การเพ่ิมจำนวน

ผลผลติพีซีอาร (PCR prduct) จากไพรเมอรคู

ใดคูหน่ึงมากกวา ท่ีเรียกวา preferential 

amplification เกิดข้ึนในปฏิกิริยาพีซีอาร 

หรือการไมมผีลผลติพีซีอาร (PCR product) 

เกิดข้ึนเลย (No amplification) หรือหลอด

ควบคุมท่ีไมไดเตมิดีเอ็นเอ (No template 

control, NTC) ปรากฎแถบผลผลติพีซีอาร 

โดยเหตุการรดังกลาวมีสาเหตจุากหลายปจจัย 

เชน ความผิดพลาดของผูปฏิบัติงาน ข้ันตอน

การปฏิบัติงาน พ้ืนท่ีปฏิบัติงานและวัสดุ

เครื่องมืออุปกรณ 

1) จัดทำ PCR work sheet ท่ีระบุชนิดยี่หอน้ำยาสำหรับทำ

พีซีอารใหชัดเจน เพื่อปองกันการเติมน้ำยาผิดหรือเติม

น้ำยาพีซีอารไมครบองคประกอบพีซีอาร รวมถึงควรมี

การระบุสภาวะการทำปฏิกิริยาพีซีอารไวดวย กรณีเกิด

ปญหาใหเขียนวิเคราะหสาเหตุแนวทางแกไข ไวทาย 

PCR work sheet เพ่ือเพ่ิมทักษะการเรียนรู 

2) การเตรียมไพรเมอร ควรมีการควบคุมคุณภาพแตละชุด 

โดยการใชการวัดการดูดกลืนแสง (OD260/280) เพื่อให

ไพรเมอรแตละชุดการเตรียมมีความเขมขนใกลเคียงกัน  

3) ควรมีการตรวจสอบความใชได (validation) ของน้ำยา

สำหรับทำพีซีอารทุกตัวทุกครั้งที่มีการเปลี่ยนลอต โดย

เปรียบเทียบผลกับน้ำยาชุดเดิม 
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ปญหาและอุปสรรค แนวทางแกไขและพัฒนา 

4.(ตอ) การทำพีซีอารลมเหลว แปลผลไมได 

ซึ่งอาจเกิดไดหลายลักษณะ เชน การเพ่ิม

จำนวนผลผลติพีซีอาร (PCR prduct) จาก

ไพรเมอรคูใดคูหน่ึงมากกวา ท่ีเรียกวา 

preferential amplification เกิดข้ึนใน

ปฏิกิริยาพีซีอาร หรือการไมมีผลผลิตพีซีอาร 

(PCR product) เกิดข้ึนเลย (No 

amplification) หรือหลอดควบคมุท่ีไมไดเติม

ดีเอ็นเอ (No template control, NTC) 

ปรากฎแถบผลผลติพีซีอาร โดยเหตุการร

ดังกลาวมสีาเหตุจากหลายปจจยั เชน ความ

ผิดพลาดของผูปฏิบัติงาน ข้ันตอนการ

ปฏิบัติงาน พ้ืนท่ีปฏิบัติงานและวัสดุเครื่องมือ

อุปกรณ 

4) ควรการตรวจสอบความใชได (validation) เครื ่องเพ่ิม

ปร ิมาณสารพันธ ุกรรม (Thermal cycle) และสอบ

เทียบปเปต อยางนอยปละ 1 ครั้ง เพ่ือลดความผิดพลาด

ท่ีเกิดจากเครื่องมือ 

5) กรณีงานพีซีอารแบบยากที ่ตองใชเครื ่องเครื ่องเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycle) เฉพาะรุน หรือ

ต องการการข ึ ้นลงของอ ุณหภ ูม ิ  (ramp rate) ของ

เครื ่องแบบจำเพาะ ควรระบุใหชัดเจนในใบงาน (PCR 

work sheet) เพื่อลดความผิดพลาดของเครื่องมือที่อาจ

ม ี ผลต อประส ิทธ ิภาพของการทำพ ีซ ี อาร   ( PCR 

efficiency) 

6) กรณีเกิดการปนเปอน (contamination) ในหลอด NTC 

(NTC ปรากฏแถบผลผลิตพีซีอาร) ควรเปลี่ยนน้ำยามา

สำหรับทำพีซีอารทุกตัวในการทำซ้ำครั้งท่ีสอง 

7) ผูปฏิบัติงานคนเดิมไมควรทำพีซีอารซ้ำในตัวอยางเดิม

เกินสองครั้ง โดยการทำซ้ำครั้งที่สามควรเปลี่ยนคนทำ 

เพ่ือลดปญหาท่ีเกิดจาก human error 

 

5.  การรายงานผลผิดพลาด ซึ่งอาจเกิดจาก

หลายสาเหตุ ไดแก การสลับเคส ผลพีซีอาร

เกิดเหตุการณ allele dropout ซึง่หมายถึง 

การท่ีปฏิกิริยาพีซีอารไมเพ่ิมปริมาณอัลลีล

ใดอัลลลีหน่ึงท้ังท่ีมี ดีเอ็นเอตนแบบมีอัลลลี

น้ันอยู หรือการเพ่ิมจำนวนผลผลติ    พีซีอาร 

(PCR prduct) จากไพรเมอรคูใดคูหน่ึง

มากกวา ท่ีเรียกวา preferential 

amplification เกิดข้ึนในปฏิกิริยาพีซีอาร 

1) กรณีเกิดความไมแนใจในผลการทดสอบและเกิดความ

สงสัยวามีการสลับตัวอยางหรอืไม ใหแกไขปญหาโดยการ

วิเคราะหสาเหตุกอนวาการสลับตัวอยางเกิดมาตั้งแต

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอหรือไม ถาใชก็ใหทำการสกัดดี

เอ็นเอใหมและทำการทดสอบซ้ำในทุกขั้นตอน โดยควร

ใชมาตรการในการปองกันการสลับตัวอยาง ดังน้ี 

o ควรเรียงลำดับตัวอยางในใบงานกับการเรียงหลอด

ทดลองในแตละขั้นตอนใหสอดคลองกัน ควรเขียน

ระบุตัวเลขลำดับไวบนหลอดคูกับรหัสตัวอยางดวย 

o ขั ้นตอนสกัดดีเอ็นเอควรใชสติกเกอรบงชี ้รหัส

ตัวอยางเพียงอันเดียวตลอดทั้งกระบวนการ โดยทุก

ครั้งท่ีมีการถายโอนสารไปหลอดใหมใหใชสติกเกอร 

รหัสตัวอยางอันเดิม เพ่ือปองกันการสลับตัวอยาง 
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ปญหาและอุปสรรค แนวทางแกไขและพัฒนา 

5.(ตอ) การรายงานผลผิดพลาด ซึ่งอาจเกิด

จากหลายสาเหตุ ไดแก การสลับเคส ผลพีซี

อารเกิดเหตุการณ allele dropout ซึ่ง

หมายถึง การท่ีปฏิกิริยาพีซีอารไมเพ่ิม

ปริมาณอัลลีลใดอัลลลีหน่ึงท้ังท่ีมี ดีเอ็นเอ

ตนแบบมีอัลลีลน้ันอยู หรือการเพ่ิมจำนวน

ผลผลติ    พีซีอาร (PCR prduct) จากไพร

เมอรคูใดคูหน่ึงมากกวา ท่ีเรียกวา 

preferential amplification เกิดข้ึนใน

ปฏิกิริยาพีซีอาร 

o การเขียนรหัสตัวอยางบนฝาหลอดพีซีอารมีโอกาส

ถูกลบออกไดงายเมื่อโดนความรอนจากเครื ่องพีซี

อาร ดังนั้นจึงควรเขียนตัวเลขกำกับไวที่ขอพับฝา

หรือดานขางหลอดดวย และควรเขียนลำดับตัวอยาง

ใหตรงกับลำดับในใบงาน เพื่อใชตัวเลขบนฝาทวน

สอบกรณีเกิดเหตุขอความบนฝาเลือนจนอานไมออก  

o หลังโหลดเจลเสร็จควรจัดเรียงหลอดใหตรงกับการ

โหลดตัวอยางลงเจล และเก็บหลอดเปลาไวทวนสอบ

ลำดับการโหลดตัวอยาง 

2) กรณีผลการทดสอบไมชัดเจนที่เกิดจากผลพีซีอารเกิด 

preferential amplification ให ส ั ง เกตจากต ัวอย าง

ควบคุมผลลบ (คนปกติ) ซึ ่งตองมีแถบผลผลิตพีซีอาร

จำนวนสองแถบที่ความเขมแถบใกลเคียงกัน หากความ

เขมของแถบแตกตางกันเกินประมาณ 50% ใหแกไข

ปญหาโดยการทำพีซีอารซ้ำ โดยตองวิเคราะหปญหาวา

สาเหตุการเกิด preferamplification เกิดจากอะไร แลว

แกไขใหตองจุด 

3) ขอควรระวังในการแปลผลการทดสอบเมทิลเลชั่นสเปค

ซิฟคพีซีอารยีน SNRPN  

o ควรแปลผลตัวอยางทดสอบ (unknown sample) 

 เปรียบเทียบตัวอยางควบคุมผลลบ (negative 

control) และตัวอยางควบคุมผลบวก (positive 

control) ในแตละชุดการทดสอบน้ันๆ 

o ไมควรแปลผล ในกรณีทีหลอดควบคุมท่ีไมเติม 

ดีเอ็นเอ (No template control) ปรากฏแถบดี

เอ็นเอ ลักษณะดังกลาวหมายถึงมกีารปนเปอนดเีอ็น

เอในระบบพีซีอารน้ันซึ่งจะสงผลใหการเกิด

ขอผิดพลาดในการแปลผล 

o ควรแปลผลจากพีซีอารสองชุดท่ีใหผลสอดคลองกัน 

คือ ชุด Kubota primers และชุด Alternative 

primers 
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ปญหาและอุปสรรค แนวทางแกไข 

5.(ตอ) การรายงานผลผดิพลาด อาจเกิดจาก

หลายสาเหตุ ไดแก การสลับเคส ผลพีซีอาร

เกิดเหตุการณ allele dropout ซึง่หมายถึง 

การท่ีปฏิกิริยาพีซีอารไมเพ่ิมปริมาณอัลลีล

ใดอัลลลีหน่ึงท้ังท่ีมี ดีเอ็นเอตนแบบมีอัลลลี

น้ันอยู หรือการเพ่ิมจำนวนผลผลติ    พีซีอาร 

(PCR prduct) จากไพรเมอรคูใดคูหน่ึง

มากกวา ท่ีเรียกวา preferential 

amplification เกิดข้ึนในปฏิกิริยาพีซีอาร 

4) การลดโอกาสแปลผลคลาดเคลื่อนดวยตัวอยางควบคุม 

การทำการทดสอบตัวอยางควบคมุ (ตัวอยางควบคุม

ผลบวก/ตัวอยางควบคุมผลลบและหลอดNTC) ควบคูไป

กับตัวอยางทดสอบในการทำปฏิกิริยาพีซีอารแตละชุด มี

ประโยชนในการชวยตรวจสอบการเกิดขอผดิพลาดจาก

ปฏิกิริยาพีซีอาร เพ่ือชวยลดโอกาสเกิดการแปลผล

คลาดเคลื่อน ตัวอยางเชนหากเกิดเหตุการณ 

preferential amplification หรอื allele dropout ข้ึน

ในปฏิกิริยาพีซีอารท่ีทำใหผลการทดสอบในตัวอยาง

ควบคุมผลบวกและผลลบไมถูกตอง จะแสดงถึงปฏิกิริยา

พีซีอารชุดน้ันเกิดขอผดิพลาดไมนาเช่ือถือ หามแปลผล

การทดสอบ ผูปฏิบัติงานตองวิเคราะหหาสาเหตุ

ขอผิดพลาดและทำการทดสอบซ้ำ โดยเง่ือนไขการ

ทดสอบเมทิลเลช่ันสเปคซิฟคพีซีอารยีน SNRPN เพ่ือ

ตรวจวินิจฉัยกลุมอาการพราเดอวิลลี่และเอนเจลแมนแต

ละชุดทดสอบ ควรประกอบดวยตวัอยางควบคุม 3 

ประเภท ดังน้ี 

o ตัวอยางควบคุมผลลบ (negative control) 

หมายถึง ตัวอยางคนปกติท่ีไมเปนโรคพราเดอรวิลลี่

และเอนเจลแมน 

o ตัวอยางควบคุมผลบวก (positive control) 

หมายถึง ผูปวยโรคพราเดอรวิลลี่และผูปวยเอนเจ

ลแมน ควรมีตัวอยางท้ังสองแบบ  

o No template control (NTC) หมายถึง หลอด

ทดลองท่ีมีองคประกอบของทุกอยางครบถวน 

ยกเวนดีเอ็นเอ ใชตรวจสอบการเกิดการปนเปอน

ในปฏิริยาพีซีอาร 
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แนวทางพัฒนา 

 การทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-

วิลลี่ และแอนเจลแมนที่ใชอยูที่ ณ หองปฏิบัติการหนวยมนุษยพันธุศาสตร สาขาพยาธิวิทยา คณะ

แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร มีขอดีคือสามารถวินิจฉัยโรคไดสองโรคในการทดสอบ

เดียว แตมีขอดอยคือไมมียีนควบคุมภายใน (internal control gene) ท่ีเปนอัลลีลอ่ืนแตใชอัลลีลของ

ยีน SNRPN ที่รับจากพอและแมเปนยีนควบคุมภายในซึ่งกันและกัน ซึ่งบางครั้งหากเกิดการเพ่ิม

จำนวนผลผลิตพีซีอารจากไพรเมอรคูใดคูหนึ่งมากกวา ที่เรียกวา preferential amplification หรือ

เกิดเหตุการณ allele dropout ซึ่งหมายถึงการที่ปฏิกิริยาพีซีอารไมเพิ่มปริมาณอัลลีลใดอัลลีลหนึ่ง

ทั้งที่ดีเอ็นเอตนแบบมีอัลลีลนั้นอยู จะมีแนวโนมสงผลใหเกิดผลบวกลวงเกิดขึ้นได (36-38) ปจจุบัน

หองปฏิบัติการหนวยมนุษยพันธุศาสตรมีการแกปญหาดังกลาวดวยการทำพีซีอารสองชุดการทดสอบ

และแปลผลรวมกัน (ภาพ 36 A) โดยใชไพรเมอรชุดแรก (Kubota’s primer set) ท่ีอางอิงจาก 

Kubota T และคณะป ค.ศ. 1997 และไพรเมอรชุดสอง (Alternative primer set) ท่ีอางอิงจาก 

Hussain Askree S และคณะ ป ค.ศ. 2011 เพื่อลดปญหาการเกิดผลบวกลวง อยางไรก็ตามการทำ

พีซีอารสองชุดการทดสอบ ยอมสงผลใหตนทุนการทดสอบเพิ ่มสูงขึ ้นตามมา จากการทบทวน

วรรณกรรมพบวา Brown และคณะ ปค.ศ. 2017 (39) ไดทำการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟค 

พีซีอารของยีน SNRPN เพื่อตรวจวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนโดยใชไพรเมอร 3 คู 

ไดแก คูไพรเมอร maternal-methylation (เสน forward และ reverse) ซ่ึงเพ่ิมจำนวนผลผลิต 

พีซีอาร ขนาด 174 bp คูไพรเมอร paternal-unmethylation (เสน forward และ reverse) ซ่ึงเพ่ิม

จำนวนผลผลิตพีซ ีอาร  ขนาด 100 bp และใชคูไพรเมอร SNRPNmethV2 (เสน forward และ 

reverse)  ทำหนาท่ีเปนยีนควบคุมภายใน (internal control gene) ซึ่งเปนอัลลีลตำแหนงอื่น เพ่ือ

เพิ่มจำนวนผลผลิตพีซีอารขนาด 242 bp (โดยแถบขนาด 242 bp จะเปนยีนควบคุมภายในที่จะ

ปรากฎในทุกตัวอยางทดสอบทั้งผลบวกและผลลบท่ีใชดีเอ็นเอท่ีผานการทำ bisulfite conversion 

แลวเปนดีเอ็นเอตนแบบ) และการศึกษาของ Kosaki และคณะปค.ศ.1997 (40) พบวามีการใชคูไพร

เมอรที ่เพิ ่มจำนวน unmodified DNA ซึ ่งสรางผลผลิตพีซีอาร ขนาด 145 bp เพื ่อชวยในการ

ตรวจสอบการเกิด Incomplete bisulfite conversion (การเหลืออยูของ unmodified DNA) โดย

ถาปรากฎผลผลิตพีซีอาร ขนาด 145 bp เกิดขึ้นจะหมายถึงตัวอยางทดสอบนั้นเกิด Incomplete 

bisulfite conversion (หรือการมี unmodified DNA หลงเหลืออยู) 

ผูเขียนคูมือจึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาการทดสอบนี้ใหมีผลการทดสอบที่ถูกตองและนาเชื่อถือ 

และลดโอกาสเกิดผลบวกลวงดวยการทำการทดสอบเดียวเพื่อชวยลดตนทุนการทดสอบ โดยเสนอ

แนวคิดรูปแบบพีซีอารชุดใหมที่ประกอบดวยไพรเมอรจำนวน 4 คู ไดแก ไพรเมอรชุดแรก (Kubota 
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primer set)  2 คู ไพรเมอรยีนความคุมภายใน 1 คู ซ่ึงอางอิงจากการศึกษาของ Brown ปค.ศ. 2017 

(39) และไพรเมอรท่ีตรวจสอบการเหลืออยูของ unmodified DNA อีก 1 คู ซึ่งอางอิงจากการศึกษา

ของ Kosaki ปค.ศ.1997 (40) โดยคู  ไพรเมอร  maternal-methylation (เส น forward และ 

reverse) ใหผลผลิตพีซีอาร ขนาด 174 bp  คูไพรเมอร paternal-unmethylation (เสน forward 

และ reverse) ใหผลผลิตพีซีอาร ขนาด 100 bp คูไพรเมอรยีนความคุมภายใน (internal control 

gene) ใหผลผลิตพีซีอาร ขนาด 242 bp และคูไพรเมอรตรวจสอบการเหลืออยูของ unmodified 

DNA ใหผลผลิตพีซีอาร ขนาด 145 bp โดยแสดงแบบจำลองผลการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซี

อารของยีน SNRPN เพ่ือวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนรูปแบบใหม ดังภาพ 36 (B) 
 

(A) การทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลี่และแอนเจลแมน 

ท่ีใชในปจจุบันใชไพรเมอรสองชุดตอการทดสอบแปลผลรวมกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

(B) แบบจำลองการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพื่อวินิจฉัยโรคพราเดอร-วิลลลี่และ

แอนเจลแมนรูปแบบใหมท่ีเสนอในคูมือเลมนี้ 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 28 แบบจำลองผลการทดสอบเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN เพ่ือวินิจฉัยโรคพรา

เดอร-วิลลี่และแอนเจลแมนรูปแบบใหมท่ีนำเสนอในคูมือนี้  

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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ขอเสนอแนะ 

 เทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN   (Methylation Specific PCR for 

SNRPN gene) เปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพท่ีมีความสามารถในการตรวจหากลไกการเกิดโรค ไดสูง

ถึงรอยละ 99 ของผูปวยโรคพราเดอร-วิลลี่ (PWS) และรอยละ 80 ของผูปวยโรคแอนเจลแมน (AS) 

ซึ่งครอบคลุมกลไกการเกิดโรคได 3 รูปแบบ ไดแก 15q11.2-q13 deletion Uniparental disomy 

(UPD) และ Imprinting defect (ID) อยางไรก็ตามยังเทคนิคนี้ยังมีขอจำกัด คือ ไมสามารถตรวจพบ

กลไกการเก ิดโรคแบบอื ่นอ ีก 3 ร ูปแบบ ไดแก กลไกแบบ Imprinting center deletion (IC 

deletion) ซึ่งพบไดในผูปวยโรค PWS นอยกวารอยละ 0.5 และพบไดในผูปวยโรค AS นอยกวารอย

ละ 0.3 กลไกการกลายพันธุของยนี UBE3A ซ่ึงไดอีกประมาณรอยละ 11 ของผูปวยโรค AS และกลไก

แบบ Unbalanced chromosome rearrangement ซึ่งพบไดในผูปวยโรค PWS และผูปวยโรค AS 

นอยกวารอยละ 1 (ตาราง 7 และ 8) โดยกลไกการเกิดท้ังสามรูปแบบนี้ทำใหความเสี่ยงท่ีลูกคนถัดไป

จะเปนโรค (sibling risk) เพิ่มขึ้นเปน รอยละ 50 ดังนั้นในผูปวยบางรายที่มีอาการเขากันไดกับโรค 

PWS/AS อยางชัดเจน แตใหผลลบตอการตรวจดวยเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN  

อาจตองใชเทคนิคอื่นๆในการตรวจหาสาเหตุที่เทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

ตรวจไมครอบคลุม ตัวอยางเชน ใชเทคนิค Multiplex Ligation dependent probe amplification 

(MLPA) เพื่อตรวจหาสาเหตุ IC deletion เทคนิค Sequencing analysis เพื่อตรวจการกลายพันธุ

ของยีน UBE3A หรือใชเทคนิค Chromosomal microarray (CMA) เพื่อตรวจการขาดหายไปหรือ

การเกินของยีน UBE3A (UBE3A del/dup) (ตาราง 7 และ 8) 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก ใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร (หนา1) 
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ภาคผนวก ก (ตอ) ใบขอตรวจทางหองปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร (หนา 2) 
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ภาคผนวก ข ขั้นตอนการรับบริการทางหองปฏิบัติการพยาธิวิทยา (คัดลอกจากคูมือสงตรวจทาง

หองปฏิบัติการพยาธิ สาขาพยาธวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ปรับปรุงครั้ง

ท่ี 6 2564 หนา 1) 
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ภาคผนวก ค สูตรและวิธีการเตรียมสารในการทดสอบทางหองปฏิบัติการเพื่อตรวจวินิจฉัยโรคพรา

เดอร-วิลลี่ และแอนเจลแมนดวยเทคนิคเมทิลเลชั่นสเปคซิฟคพีซีอารของยีน 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 ใสในบีกเกอร 

- เติมน้ำกลั ่นหรือนํ ้าปราศจากไอออน (Deionized water) ท่ีปลอดเชื ้อ ปริมาตร 800 

มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร และนำมาวางบนเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic 

stirrer) เพ่ือกวนใหสารละลาย 

- ปรับ pH เปน 8.0 ดวย NaOH (ใชประมาณ 20 กรัม) โดยสาร EDTA disodium salt จะ

ละลายสมบูรณ เมื่อ pH เทากับ 8.0  จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 1,000 

มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 1 ลิตร กระบวกตวงขนาด 1 

ลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 1 ลิตรเพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (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 ใสบีกเกอร 

- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ท่ีปลอดเชื้อปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

ลงในบีกเกอร และนำมาวางบนเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) เพ่ือ

กวนใหสารละลาย 

- ปรับ pH เปน 8.0 ดวย concentrated HCl (ประมาณ 42 มิลลิลิตร) จากนั้นปรับปริมาตร

ดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 1 ลิตร กระบวกตวงขนาด 1 

ลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 1 ลิตรเพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (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 จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 1 ลิตร กระบวกตวงขนาด 1 

ลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 1 ลิตรเพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาทีการ 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตูเย็น (2-8 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 6 เดือน 

 

4. สารละลาย 5 M NaCl ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม  

- ชั่งสาร NaCl (MW=58.44) ปริมาณ 58.44 กรัม ใสบีกเกอร 

- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ท่ีปลอดเชื้อปริมาตร 150 มิลลิลิตร 

ลงในบีกเกอร และนำมาวางบนเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) เพ่ือ

กวนใหสารละลาย จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 200 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 250 มิลลลิิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 250 มิลลลิิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (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 ใสบีกเกอร 
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- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ท่ีปลอดเชื้อปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

ลงในบีกเกอร และนำมาวางบนเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) เพ่ือ

กวนใหสารละลาย จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 250 มิลลลิิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 250 มิลลิลิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (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 

จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 400 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 500 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 500 มิลลิลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 500 มิลลิลิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: การกรองดวยแผนกรองขนาด 0.25 ไมครอน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (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 ใสบีกเกอร 
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- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ที่ปลอดเชื้อลงในบีกเกอร ปริมาตร 

80 มิลลิลิตร และนำมาวางบนเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) เพ่ือ

กวนใหสารละลาย (ใชเวลาประมาณ 20 นาที) จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อใหเปน 

100 มิลลิลิตร (ตองเตรียมใน fume hood เพราะ SDS เปนสารทำใหเกิดการระเหยเคือง) 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 250 มิลลิลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 100 มิลลิลิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน (หามautoclave เพราะอาจทำให SDS เสื่อมสภาพ) 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

8. สารละลายสารเคมีฟนอล (Phenol) : คลอโรฟอรม (Chloroform) : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

(Isoamylalcohol) อัตราสวน 25:24:1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

• วิธีการเตรียม 

ควรเริ่มเตรียมสาร Chloroform : Isoamylalcohol อัตราสวน 24:1 ใสขวดแยกไวกอน จากนั้น

แบ  ง ส า ร  Chloroform : Isoamylalcohol บ า ง ส  ว น ไป เ ต ร ี ย ม  Phenol : Chloroform : 

Isoamylalcohol อัตราสวน 25:24:1 แยกอีกขวดหนึ่ง ดังนี้  

- เตรียม Chloroform: Isoamylalcohol อัตราสวน 24:1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

- จัดเตรียมขวดขนาด 100 มิลลิลิตร ควรใชขวดสีชาทึบแสง หรือใชขวดดูแรนปองกัน

แสงดวยการการหุมฟอยล (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 ใสขวดทึบแสง จากนั้นปดฝาใหแนนและเขยาสารผสมใหเขากัน 

- เตร ียม Phenol: chloroform: Isoamylalcohol อ ัตราส วน 25:24:1 ปร ิมาตร 100 

มิลลิลิตร (ควรเตรียมกอนใชงานอยางนอย 1 คืน (16-18 ชั่วโมง)) 

- จัดเตรียมขวดขนาด 100 มิลลิลิตร ควรใชขวดสีชาทึบแสง หรือใชขวดดูแรนปองกัน

แสงดวยการการหุมฟอยล (foil) 

- ปเปตฟนอล (phenol) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

ขอควรระวัง ฟนอลเปนสารเคมีอันตรายท่ีระเหยงายและมีกลิ่นเหม็น ภายในขวดบรรจุสารฟ

นอลจะมีลักษณะสารที่แยกเปนสองสวน สวนบนคือสารบัฟเฟอรที่มีไวเพื่อปองกันการระเหย

ของฟนอลซึ่งมีกลิ่นเหม็น และสวนลางคือสารฟนอล ดังนั้นการปเปตสารฟนอลควรดูดบรเิวณ

สวนลางขวดฟนอล 
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- และตวงสารละลาย chloroform: Isoamylalcohol (อัตราสวน 24:1) ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร ใสขวดทึบแสง จากนั้นปดฝาใหแนนและเขยาสารผสมใหเขากัน 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: กระบวกตวงแกว ปเปตแกว และเก็บในขวดดูแรนที่ปลอดเชื้อและ

ปองกันแสงดวยการการหุมฟอยล (foil)  

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตูเย็น (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 ใสในบีกเกอร 

- เติมน้ำกลั่น/น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) ปลอดเชื้อปริมาตร 80 มิลลิลิตร กวน

ใหสารละลายดวยเครื่องเครื่องสารละลายดวยแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) และปรับ 

pH เปน 5.2 ดวย glacial acetic acid เมื ่อปรับได pH 5.2 แลวจึงปรับปริมาตรดวยน้ำ

ปลอดเชื้อใหเปน 100 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 100 มิลลิลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 100 มิลลิลิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

10. สารละลาย 5 M Sodium bisulfite (ตองเตรียมใหมทุกครั้งท่ีจะใชงาน) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ชั ่งสารเคมี Sodium metabisulfite (Na2S2O5, MW=190.1 ) 7.8 กรัม ใสในหลอด

ทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร  

- เติมน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 15 มิลลิลิตร และปรับ pH ใหได 5.0 ดวย 5 M NaOH 

จากนั้นปรับปริมาตรเปน 20 มิลลิลิตรดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ  

- นำสารละลายในหลอดทดลองมารินใสในขวด vacuum flask จากนั้นตอสายยางจากปม

สุญญาการเขากับขวด vacuum flask  และปดฝา vacuum flask ดวยแผนพลาสติกแผน

เรียบเนื้อแข็ง  
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- เปดเครื่องปมสุญญากาศ (vacuum pump) ดวยความแรงอยางนอย 500 millimeter of 

mercury เปนเวลา 5 นาที เพื่อ degas ออกจากสารละลาย Sodium metabisulfite ซ่ึง

ชวยลดการสลายตัวของสาร bisulfite ซ่ึงจะลายตัวงายดวยกาซออกซิเจน 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร และขวด 

vacuum flask   

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตองเตรียมใหมทุกครั้งท่ีจะใชงาน 

 

11. สารละลาย 3 M NaOH ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ชั่งสารเคมี Sodium hydroxide (NaOH, MW=40) 3.6 กรัม ใสในหลอดทดลอง 

- และนำมาละลายดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ปรับปริมาตรเปน 30 มิลลิลิตร ปดฝาหลอดให

แนน เขยาเบาๆจนกวาสารจะละลายหมด  

ขอควรระวัง: หลอดทดลองจะเกิดควมรอนขณะเตรียมและควรสวมถุงมือกันสารเคมีขณะเตรยีมสาร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม: ภาชนะท่ีปลอดเชื้อ ไดแก หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร    

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

12. สารละลาย 20 mM Hydroquinone  ปริมาตร 25 มิลลิลิตร (ตองเตรียมใหมทุกครั้งและใช

ภาชนะทึบแสงในการเตรียมเพ่ือหลีกเลี่ยงแสงสวาง) 

• วิธีการเตรียม 

- ชั่งสารเคมี Hydroquinone (MW=110.1) 0.055 กรัม ใสในหลอดทดลอง 

- นำมาละลายดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ปรับปริมาตรเปน 25 มิลลิลิตร  

• ภาชนะท่ีใชเตรียม: ภาชนะท่ีปลอดเชื้อ ไดแก หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตองเตรียมใหมทุกครั้งท่ีจะใชงาน 

 

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 เพ่ือปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร 

• ภาชนะที่ใชเตรียม: ภาชนะที่ปลอดเชื้อ ไดแก บีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร กระบวกตวง

ขนาด 100 มิลลิลิตรเพ่ือปรับปริมาตร และขวดดูแรนขนาด 100 มิลลิลิตร เพ่ือจัดเก็บสาร 

• การทำใหปลอดเชื้อ: นึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 1 ป 

 

14. สารละลายสตอก 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 กรัมใสในบีกเกอรขนาด 1 ลิตร และเติมน้ำกลั ่น/น้ำ

ปราศจากไอออน (Deionized water) ท่ีปลอดเชื้อ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร นำบีกเกอรมา

วางบนเครื่อง magnetic stirrer เพ่ือกวนใหสาร Tris base ละลายเปนเนื้อเดียวกัน  

- เมื ่อสาร Tris base ละลายสมบูรณ นำมาเติม 0.5 M EDTA, pH 8.0 ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร และเติม Glacial acetic acid ความเขมขน 100% ปริมาตร 57.1 มิลลิลิตร (ตอง

เตรียมใน fume hood) จากนั้นกวนตอใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตร

ดวยน้ำปลอดเชื้อ ใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม: เตรียมดวยบีกเกอรขนาด 1 ลิตร จัดเก็บในขวดพลาสติก 

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 6 เดือน 

 

15. การเตรียม working 1X TAE buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ตวง Stock TAE buffer ความเขมขน 50X ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เทใสกระบอกตวงขนาด 

1000 มิลลิลิตร 

- เติมน้ำกลั่น/น้ำ RO ปรับปริมาตรใหเปน 1000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม: เตรียมดวยบีกเกอรขนาด 1 ลิตร จัดเก็บในขวดพลาสติก 
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• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (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 จากนั้นกวนใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน

ดวยเครื่อง magnetic stirrer  

- เติมสาร Boric acid ปริมาณ 55.65 กรัม และสาร 0.5 M EDTA, pH 8.0 ปริมาตร 40 

มิลลิลิตร จากนั้นกวนใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน  แลวปรับปริมาตรดวยน้ำปลอด

เชื้อ ใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม: เตรียมดวยบีกเกอรขนาด 1 ลิตร จัดเก็บในขวดพลาสติก 

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: อุณหภูมิหอง (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 

- ปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อ ใหเปน 10 มิลลิลิตร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม : หลอดทดลองพลาสติขนาด 12 มิลลิลิตร   

• การทำใหปลอดเชื้อ: ใชอุปกรณภาชนะปราศเชื้อในการเตรียมและเทคนิคปลอดเชื้อ 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตูเย็น (2-8 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 2 ป 



 

  

คูมือปฏิบัติงาน 
 

 

การตรวจวินิจฉยัทางหองปฏิบตัิการโรคพราเดอร-วิลลีแ่ละแอนเจลแมน 

ดวยเทคนิคเมทิลเลชั่น-สเปคซิฟคพีซีอารของยีน SNRPN 

129 

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 

- ปรับปริมาตรดวยน้ำปลอดเชื้อ ใหเปน 10 มิลลิลิตร 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม : หลอดทดลองพลาสติกขนาด 12 มิลลิลิตร  

• การทำใหปลอดเชื้อ: ใชอุปกรณภาชนะปราศเชื้อในการเตรียมและเทคนิคปลอดเชื้อ 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตูเย็น (2-8 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 2 ป 

19. สาร 100 bp DNA ladder ความเขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- ปเปต Stock 100 bp DNA ladder (500 ng/ul) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

- เติมน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและปนตก 

- เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส อายุการเก็บรักษา 6 เดือน 

• ภาชนะท่ีใชเตรียม : หลอดทดลองพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

• การทำใหปลอดเชื้อ: ใชอุปกรณภาชนะปราศเชื้อในการเตรียมและเทคนิคปลอดเชื้อ 

• การเก็บ/อายุการเก็บรักษา: ตูแชแข็ง (-20±5 องศาเซลเซียส) อายุการเก็บ 6 เดือน 

20. สารละลาย ethiduim bromide ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ลิตร 

• วิธีการเตรียม 

- เตรียมน้ำกรอง (reverse osmosis, RO) หรือน้ำกลั่น ปริมาตร 1 ลิตร ลงในภาชนะบรรจุท่ี

มีฝาปด 

- ปเปต Stock ethiduim bromide ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและปดฝา 

ขอควรระวัง: ethiduim bromide เปนสารกอมะเร็งควรสวมอุปกรณปองกันสวนบุคคลขณะเตรียม 

ไดแก เสื้อกาวน ถุงมือกันสารเคมี  

• ภาชนะท่ีใชเตรียม : กลองพลาสติกทึบแสงมีฝาปด  

• การทำใหปลอดเชื้อ: ไมจำเปน 

• อายกุารใชงาน: อุณหภูมิหอง (18-28 องศาเซลเซียส) ประมาณ 1 เดือน  
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ภาคผนวก ง วิธีการนับจำนวนเซลลน้ำคร่ำดวยฮีโมไซโตมิเตอร (hemocytometer) 

 การนับจำนวนเซลลน ้ำคร ่ำด วยสไลดน ับจำนวนเซลลท ี ่ เร ียกวาฮ ีโมไซโตมิเตอร 

(hemocytometer) ทำเพื่อประเมินปริมาณเซลลน้ำคร่ำทั้งหมดซึ่งจะใชเปนขอมูลในการประเมิน

ปริมาตรสาร Lysis buffer ที่เหมาะสมกับปริมาณเซลลในขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ มีรายละเอียด

ข้ันตอนการปฏิบัติดังนี้ 

1. นำตัวอยางน้ำคร่ำท่ีแบงจากไซริงค ประมาณ 10-15 ไมโครลิตร เขยาผสมใหเปนเนื้อ 

เดียวกันและหยดลงบนสไลดนับจำนวนเซลล hemocytometer จากนั้นนำสไลดมานับเซลลภายใต

กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ โดยสไลดนับจำนวนเซลลประกอบดวยชองตารางใหญ 4 มุม (N1-N4) 

ภาพ 29 B แตละชองใหญจะมีชองตารางเล็กอีก 16 ชอง โดยชองเล็กๆ มีขนาด 0.25 มิลลิเมตร X 

0.25 มิลลิเมตร ซึ่งเมื่อรวมกันดานละ 4 ชอง จะกลายเปน 1 ชองใหญที่มีขนาด 1 มิลลิเมตร X 1 

มิลลิเมตร และเม่ือปดดวยกระจกปดสไลด (Cover slip) จะมีความลึก 0.1 มิลลิเมตร (ภาพ 29A)  

 

                      
 

ภาพ29 สไลดนับจำนวนเซลล (ฮีโมไซโตมิเตอร) (A) สไลดนับจำนวนเซลล (B) แสดงชองตารางนับ

เซลลของฮีโมไซโตมิเตอร 

  

N1 

N4 

N2 

N3 

B 

A 
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2. การนับเซลลจะนับเฉพาะเซลลน้ำคร่ำท่ีปรากฎในชองตาราง N1 N2 N3 N4  

(ภาพ 29B) และนำจำนวนเซลลท้ังสี่ชองมาคำนวนตามสูตรดังนี้ 

a. การคำนวณปริมาตรพ้ืนท่ีนับเซลล ดังสมการ 

ปริมาตรพ้ืนท่ีนับเซลล   = 1 มิลลิเมตร (กวาง) × 1 มิลลิเมตร (ยาว) × 0.1 มิลลิเมตร (ลึก)  

                   = 1 × 10-4  มิลลิลิตร (เทากับ 0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร) 

  

b. การคำนวณปริมาณเซลลเฉลี่ย (N1 N2 N3 N4) 

ตัวอยางเชน ถานับเซลลน้ำคร่ำทั้ง 4 ชองใหญ (N1-N4) ได 10, 7, 8 และ 11 สามารถคำนวณเปน

เซลลเฉลี่ย ไดดังนี้ 

จำนวนเซลลเฉลี่ย  = 10+7+8+11

4
 

                                       =  9  เซลล 

 

c. การคำนวณปริมาณเซลลน้ำคร่ำตอมิลลิลิตร ดังสมการ 

จำนวนเซลลตอมิลลิลิตร  =  จำนวนเซลลเฉลี่ย × ตัวแปร × คาการเจือจาง 

โดยตัวแปรมีคาเทากับ 1×104 (ไดมาจากการคำนวณปริมาตรพ้ืนท่ีท่ีนับเซลล 1×10-4 มิลลิลิตร หรือ 

0.1 ลูกบาศกมิลลิลิตร) และคาการเจือจาง เทากับ 1 

ในกรณีนี้มีจำนวนเซลลตอมิลลิลิตร  =  9 × (1×104) x 1 

  =  9 × 104 เซลลตอมิลลิลิตร 

 

d. การคำนวณปริมาณเซลลน้ำคร่ำท้ังหมด 

ตัวอยางเชน ถามีตัวอยางน้ำคร่ำท้ังหมด 10 มิลลิลิตร สามารถคำนวณจำนวนเซลลท้ังหมดได ดังนี้ 

จำนวนเซลลท้ังหมด         =  (จำนวนเซลลตอมิลลิลิตร) × ปริมาตรน้ำคร่ำท้ังหมด (มิลลิลิตร) 

                                 = (9 × 104) × 10 
                                 = 9 × 105 เซลล   
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ภาคผนวก จ สรุปขอไมสอดคลองหนวยมนุษยพันธุศาสตร ปงบประมาณ 2563-2564 

หัวขอ รายละเอียด จำนวนคร้ัง 

(ป 2563-2564) 

รอยละ 

1.เคร่ืองมือ -ไมผานการสอบเทียบ 6+1 = 7 9.1 

2.ขั้นตอนกอนการ

ทดสอบ (pre-

examination 

processes) 

-การติดฉลากชื ่อขางหลอดกับชื ่อระบุในการ 

patch barcode ไมตรงกัน 

-สงสิ่งสงตรวจผิดหนวย 

-เจาะเลือดไมครบทุกการทดสอบ 

-เจาะเลือดใสหลอดกันเลือดแข็งผิดชนิด 

18+9 = 27 35.1 

3. ขั้นตอนทดสอบ 

(examination 

processes) 

-เกิดการปนเปอนเชื้อแบคทีเรีย, รา, ยีสตในการ

เพาะเลี้ยงเซลล 

22+10 = 32 41.5 

4.ขั้นตอนหลังการ

ทดสอบ (post-

examination 

processes) 

-สงผลผิดโรงพยาบาล 

-การสะกดช่ือนามสกุลผูปวยผิด 

8+3 = 11 14.3 

หมายเหตุ ขอมูลในตารางรวบรวมโดยคุณพรรธิภา นิชานนท 
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ประวัติผูเขียน 

ขอมูลดานคุณสมบัติ:             

ชื่อ :  นางสาวออรฎาวรรณ  ปลองออน (Oradawan Plong-on) 

ตำแหนง : นักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย 

วุฒิการศึกษา: วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

คุณวุฒิ/วุฒิบัตร สาขา ป พ.ศ. 

ท่ีไดรับ 

สถานศึกษา 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ชีววิทยาโมเลกุลและ 

ชีวสารสนเทศ 

2553 มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

วิทยาศาสตรบัณฑิต เทคโนโลยีชีวภาพ 2543 มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

 

ประวัติการทำงาน:  

วัน เดือน ป ตำแหนง สังกัด 

มี.ค.44-ธ.ค.44 นักวิทยาศาสตร 3 

 (ลูกจางโครงการ) 

ศูนยวิจัยและชันสูตรโรคสัตวภาคใต  

(หนวยพิษวิทยา) 

ม.ค.45-

เม.ย.50 
ผูชวยผูจัดการฝายผลิต โรงงานซูริมิ บริษัทแปซิฟคแปรรูปสัตวน้ำ จำกัด 

1 ต.ค. 53 ผูชวยวิจัย 4 หนวยมนุษยพันธุศาสตร ภาควิชาพยาธิวิทยา  

1 เม.ย. 54 เจาหนาท่ีวิจัย ปฏิบัติการ หนวยมนุษยพันธุศาสตร ภาควิชาพยาธิวิทยา  

1 เม.ย. 55-

จนถึงปจจุบัน 

นักวิชาการวิทยาศาสตร

การแพทย ปฏิบัติการ 

หนวยมนุษยพันธุศาสตร ภาควิชาพยาธิวิทยา  

 

หนาท่ีท่ีรับผิดชอบปจจุบัน: 

• 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 

• งานดานวิชาการและประกันคุณภาพ 
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 ความสามารถ ความชำนาญ เฉพาะตำแหนงที่ครองอยูในปจจุบัน .เชน technique 

ดาน  Molecular Biology เชน 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

งานสืบคนขอมูลดาน Bioinformatics 

 

หนาที่พิเศษ: (นอกเหนือจากงานประจำ หรือไดรับมอบหมายจากผูบังคับบัญชา เชน งาน QA, 

HA,  อาชีวอนามัย, รับผิดชอบในการประเมินการทดสอบใหมๆ ฯลฯ) 

• จัดทำระบบประกันคุณภาพ ISO 15189 ของหนวยฯ (สวนของ 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. 

- เปนผูรวมวิจัย และเผยแพรผลงานวิชาการแบบโปสเตอร 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 ตีพมพในหนังสือ หนา 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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