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บทคัดย่อ 
	 งานวจิยัชิน้นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาการใช้ก้านส�ำลี cotton bud ทีว่างจ�ำหน่ายทัว่ไปตามท้องตลาด ทดแทน

การใช้ก้านส�ำลีส�ำหรับจัดเก็บวัตถุพยานซึ่งมีราคาสูงในการจัดเก็บดีเอ็นเอจากเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้ม การสกัดดีเอ็นเอ

ด้วยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ทดแทนการใช้ชดุน�ำ้ยาสกดัดเีอน็เอส�ำเรจ็รปูให้ได้ปรมิาณดเีอน็เอทีเ่หมาะสมส�ำหรบั

การท�ำพีซีอาร์โดยตรง และศึกษาผลของปริมาณดีเอ็นเอที่ได้เมื่อลดปริมาณน�้ำยาส�ำเร็จรูป ผลการวิจัยชี้ให้เห็นว่า การ

จัดเก็บเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้มด้วยก้านส�ำลี cotton bud เพียงหนึ่งรอบ การสกัดดีเอ็นเอด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 50 

มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที มีปริมาณดีเอ็นเอเหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยตรง โดยไม่ต้อง

เจอืจาง และยงัสามารถเพิม่จ�ำนวนดเีอน็เอจากการลดปรมิาตรของชดุน�ำ้ยาได้ ¼ ของปริมาณทีแ่นะน�ำโดยบริษทัผู้ผลติ 

และให้ผลเทียบเท่ากับดีเอ็นเอท่ีสกัดโดยวิธีปรกติ ดังนั้น จึงเป็นทางเลือกส�ำหรับห้องปฏิบัติการที่มีข้อจ�ำกัดในเรื่อง 

งบประมาณ อุปกรณ์และสารเคมีได้ รวมถึงสถานการณ์ภัยพิบัติ ที่มีข้อจ�ำกัดด้านอุปกรณ์และสารเคมี 
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Abstract
	 The purpose of this research is to study the use of commercially available inexpensive cotton 

buds instead of using an expensive cotton swab for collecting evidence from buccal epithelial cells 

DNA samples by preserving an appropriate amount of DNA directly for PCR. DNA extraction with a 

sodium hydroxide solution was used instead of using a commercial extraction kit. Direct studies of 

PCR were undertaken to reduce the processes required for analysis, along with studying the effect 

of DNA profiles when reducing the quantity of PCR reagents. The results of the research indicate that 

a collection of buccal epithelial cells with just one round of the cotton bud is sufficient, providing 

a suitable amount of DNA for further enrichment. DNA by PCR was employed without the need for 

DNA dilution as per normal operating procedures. DNA extraction with sodium hydroxide solution at 

room temperature was also used. This replaces DNA extraction with a relatively inexpensive  

commercial extraction kit, simplifying the process of DNA extraction and quantification. In addition, 

when the extracted DNA was put through the PCR process, it gave complete DNA results, reducing 

the amount of solution used to 1/4 of the amount recommended by the manufacturer while still 

capable of yielding results comparable to DNA extracted by standard methods. This provides an 

option for laboratories with limited budgets, equipment, and chemicals, including disaster situations 

with restrictions on equipment and chemicals.

Keywords:  Buccal cell sampling; Direct PCR; Human identification testing

1.	 บทน�ำ
	 การเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอเซลล์เย่ือบุกระพุ้งแก้ม

ด้วยก้านส�ำลี [1-4] เพ่ือท�ำการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์

บคุคล เป็นวธิทีีส่ะดวก รวดเรว็ และเป็นทีน่ยิม เนือ่งจาก

ท�ำได้ง่ายสามารถจัดเก็บได้ด้วยตนเองโดยไม่ต้องอาศัย 

ผู้เชี่ยวชาญในการจัดเก็บ ท้ังยังเก็บรักษาเพื่อส่งตรวจ 

ได้ง่าย 

	 กระบวนการการตรวจดีเอ็นเอ ประกอบไปด้วย

หลายขัน้ตอน โดยเริม่ตัง้แต่ การเกบ็ตวัอย่างดเีอน็เอ การ

เก็บรักษาตัวอย่างก่อนถึงห้องปฏิบัติการ การสกัด

ดีเอ็นเอ การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ การเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอ การแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้ และ

การแปลผลดีเอ็นเอ ซึ่งในการตรวจวิเคราะห์แต่ละ 

ขัน้ตอน มกีารใช้อปุกรณ์เครือ่งมอืทีท่นัสมยัและสารเคมี

ที่มีราคาสูง หลายห้องปฏิบัติการนิยมใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ 

ชุดน�้ำยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอส�ำเร็จรูปซ่ึงมีความสะดวก

รวดเร็วในการใช้งาน แต่มีราคาสูงเช่นกัน อีกทั้งยังใช้

ก�ำลังผู้ปฏิบัติงานมาก และใช้ระยะเวลาการปฏิบัติการ

ยาวนาน ซึ่งในปัจจุบันมีความต้องการผลการตรวจ

วิเคราะห์ที่ ถูกต้องและรวดเร็ว เพื่อตอบสนองต่อ

สภาวการณ์ได้อย่างทนัท่วงท ีเช่น การใช้ผลตรวจเปรยีบ

เทียบในการสืบสวนจับกุมผู้กระท�ำความผิดที่ก�ำลังจะ

หลบหนี เหตุการณ์ที่มีผลกระทบต่อชีวิตและทรัพย์สิน

ของประชาชน หรือการก่อวินาศกรรม เป็นต้น 

	 มีความพยายามที่จะลดขั้นตอนการตรวจ

วเิคราะห์ผลดเีอน็เอให้เหลือเวลาส้ันลง เช่น การใช้วธิกีาร 

Direct PCR [5-8] ซึ่งเป็นวิธีการน�ำตัวอย่างมาสกัดและ

น�ำสารละลายดเีอน็เอทีไ่ด้เข้าสูก่ระบวนการเพิม่ปรมิาณ
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ดเีอน็เอด้วยวธิพีซีอีาร์โดยทีไ่ม่ต้องผ่านกระบวนการท�ำให้

บริสุทธิ์และตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอก่อน ซึ่งช่วยลด 

ขัน้ตอนและระยะเวลาทีใ่ช้ในการตรวจวเิคราะห์ดเีอน็เอ

ลง จากเดิมที่ใช้ระยะเวลาประมาณ 6 - 8 ชั่วโมง เหลือ

ไม่เกิน 3 - 4 ชั่วโมง ในขั้นตอนการปฏิบัติงานจริงผู้วิจัย

พบว่าก้านส�ำลทีีใ่ช้เก็บตวัอย่างเพือ่ส่งตรวจวเิคราะห์มทีัง้

การใช้ก้านส�ำลีชนิดพลาสติกท่ีมีสิ่งห่อหุ้ม หรือเกรด

ทางการแพทย์ ซึง่มรีาคาสูง ประกอบกบัสถานการณ์โรค

ติดเชื้อไวรัส COVID 19 ที่มีความต้องการใช้ก้านส�ำลี

ปริมาณสูง อาจท�ำให้ราคาสูงและขาดแคลนได้ และยัง

พบว่าการเก็บเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้มด้วยก้านส�ำลีพัน

ปลายไม้ขนาดต่างๆ กันสามารถเก็บดีเอ็นเอได้ปริมาณ

มากน้อยต่างกัน และวธีิ Direct PCR นัน้จะไม่ทราบความ

เข้มข้นของดีเอ็นเอ จึงท�ำให้เกิดความล้มเหลวในการ

วิเคราะห์ เช่น มีปริมาณผลผลิตพีซีอาร์มากหรือปริมาณ

น้อยเกินไป ท�ำให้ต้องมีการท�ำซ�้ำท�ำให้สิ้นเปลืองเวลา

และสารเคมีมากขึ้น ซ่ึงปริมาณดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม

ส�ำหรับชุดน�้ำยาเพิ่มปริมาณ STRs ท่ีวางจ�ำหน่ายโดย

ทัว่ไปคอืประมาณ 0.5 - 2.5 นาโนกรมั ต่อไมโครลติร [2] 

เพื่อให้ใด้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีคุณภาพ และผลผลิต 

PCR ที่ต้องใช้ในการวิเคราะห์น้ันใช้เพียง 1 ไมโครลิตร 

ท�ำให้มีปริมาณสารเคมีเหลือทิ้งเป็นจ�ำนวนมาก 

	 ค่าใช้จ่ายที่มีราคาสูงในแต่ละตัวอย่างที่ท�ำการ

ตรวจวเิคราะห์ดเีอน็เอเป็นอปุสรรคส�ำคญัของห้องปฏบิตัิ

การต่างๆ โดยเฉพาะหน่วยงานราชการซ่ึงมีข้อจ�ำกัดใน

เรื่องของงบประมาณ แต่แนวโน้มความต้องการหรือ

ปริมาณงานตรวจพิสูจน์มีปริมาณเพิ่มมากขึ้นในทุกปี  

ข้อจ�ำกัดดังกล่าวท�ำให้ประชาชนไม่สามารถเข้าถึงการ

ตรวจพิสูจน์ที่จ�ำเป็นได้อย่างทันท่วงที เช่น การตรวจ

เปรียบเทียบดีเอ็นเอศพนิรนามกับญาติในกรณีภัยพิบัติ

ร้ายแรงขนาดใหญ่ หรือสถานการณ์โรคติดเชื้อ COVID 

19 ในปัจจุบันเป็นสิ่งสะท้อนให้เห็นปัญหาถึงความ

ต้องการใช้อุปกรณ์เช่น ก้านส�ำลี หรือชุดน�้ำยา PCR ซึ่ง

ทัว่โลกมคีวามต้องการใช้ และระยะเวลาการตรวจทีน่าน 

ประชาชนไม่สามารถเข้าถึงบริการได้ อาจส่งผลเสียต่อ

ป้องกันและควบคุมโรคได้ซ่ึงสร้างความเสียหายอย่าง 

ร้ายแรงเป็นวงกว้าง

	 จึงเป็นที่มาของการศึกษาในครั้งนี้ ที่ต้องการ

ศึกษาปรมิาณดเีอน็เอของเซลล์เยือ่บกุระพุง้แก้มทีจ่ดัเกบ็

ด้วยก้านส�ำลทีีห่าซือ้ได้ทัว่ไป ทดแทนการใช้ก้านส�ำลพีนั

ปลายไม้ส�ำหรับจัดเก็บดีเอ็นเอหรือวัตถุพยานชนิด

ทางการแพทย์ เพื่อให้ได้ปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม

ส�ำหรับการท�ำ Direct PCR และการลดขั้นตอนการสกัด

ดีเอ็นเอ ด้วยการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลายโซเดียมไฮ

ดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มลิลิโมลาร์ ทดแทนการใช้ชดุ

น�้ำยาสกัดส�ำเร็จรูป และตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ

โปรไฟล์ท่ีได้ อันจะส่งผลให้การปฏิบัติงานในการพิสูจน์

เอกลักษณ์บุคคลในกรณีเร่งด่วน สามารถด�ำเนินการได้

และยงัช่วยประหยดัในการลดการใช้ชดุสารเคมทีีม่รีาคา

สูง ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่องานด้านพิสูจน์ดีเอ็นเอบุคคล

ต่อไป 

2. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย
2.1	 เพือ่ศกึษาวธิกีารจดัเกบ็เซลล์เยือ่บกุระพุง้แก้มโดย 

	 ใช้ก้านส�ำลี (cotton bud) เพื่อให้ได้ปริมาณ 

	 ดีเอ็นเอที่เหมาะสม 

2.2	 เพ่ือศึกษาการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลายโซเดียม 

	 ไฮดรอกไซด์ 50 มิลลิโมลาร์ แทนการใช้ชุดน�้ำยา 

	 สกัดดีเอ็นเอส�ำเร็จรูป 

2.3	 เพื่อศึกษาคุณภาพของดีเอ็นเอเมื่อลดปริมาณชุด 

	 น�้ำยา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ลง 1/2  

	 1/4 และ 1/8 ของปริมาตรท่ีแนะน�ำโดยบริษัท 

	 ผู้ผลิต

2.4	 เพ่ือศกึษาคณุภาพของดเีอน็เอโปรไฟล์ทีไ่ด้จากการ 

	 ท�ำ Direct PCR
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3. อุปกรณ์และวิธีการ
3.1	 การเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอจากเซลล์เยื่อบุกระพุ้ง 

แก้ม

	  ท�ำการเก็บเยือ่บกุระพุง้แก้มจากอาสาสมัครทีม่ี

สขุภาพแขง็แรง โดยใช้อาสาสมคัรจ�ำนวนหนึง่ราย โดยใช้

ก้านส�ำลี cotton bud ขนาดกลาง (M) โดยให้อาสา

สมัครบ้วนปากด้วยน�้ำเปล่า แล้วใช้ก้านส�ำลีหมุนเป็น

จ�ำนวนหนึง่รอบภายในเยือ่บกุระพุง้แก้ม ท�ำการเกบ็จาก

บริเวณที่ต่างกันโดยไม่ซ�้ำจุดเดิม หลังจากน้ันน�ำไปผ่ึงท่ี

อณุหภมูห้ิองเพือ่ให้ก้านส�ำลแีห้งสนทิ จากนัน้เก็บใส่ซอง

กระดาษระบุรายละเอียดเพื่อท�ำการทดลองต่อไป โดย

ท�ำการเก็บตัวอย่าง 3 ก้าน ส�ำหรับการสกัดด้วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลล ิ

โมลาร์ และ 2 ก้านส�ำหรับชุดน�้ำยา IQTM หลีกเลี่ยงการ

เก็บดีเอ็นเอซ�้ำต�ำแหน่งเดิมเพราะจะท�ำให้ได้ปริมาณ

ดีเอ็นเอน้อยลง โดยสามารถเว้นระยะเวลาในการเก็บได้

3.2	 การสกัดดีเอ็นเอ		

 	 3.2.1	การสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดน�้ำยา DNA 

IQ™

	 ตัดก้านส�ำสีใส่หลอด microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จ�ำนวน 2 หลอด เติมสารละลาย 

lysis buffer (ประกอบไปด้วย Lysis buffer และ Dith-

iothreitol (DTT) อตัราส่วน 100:1 ไมโครลติร) ปริมาตร 

200 ไมโครลิตรต่อหลอด ใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อผสมให้

เข้ากัน น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 นาที ถ่ายก้านส�ำลีและดูดสารละลายท่ีเหลือใส่ใน

หลอด spin basket ใส่หลอดใหม่ น�ำไปปั่นเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที แยก spin 

basket และส�ำลีทิ้งไป เก็บเฉพาะสารละลายไว ้  

ดูดสารละลาย magnetic bead 15 ไมโครลิตร ผสมให้

เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าอัตโนมัติ ทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที 

จากนั้นน�ำไปต้ังที่ magnetic stand ดูดสารละลายท้ิง

จนหมด ล้างด้วย Wash buffer ปรมิาตร 100 ไมโครลิตร 

จ�ำนวน 3 รอบ ดูดสารละลายทิ้งจนหมดให้มากที่สุด  

หลังจากนั้นปล่อยทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติม elution 

buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้า

กัน น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 

นาที ผสมให้เข้ากันจากนั้นน�ำมาตั้งทิ้งไว้ที่ magnetic 

stand ดูดเฉพาะสารละลายส่วนใส เก็บในหลอดใหม่

	 3.2.2	การสกดัดีเอน็เอด้วยสารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์

	 ตัดก้านส�ำสีใส่หลอด microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จ�ำนวน 3 หลอด เติมสารละลาย  

โซเดยีมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร 

250 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันเป็นเวลา 15 วินาที จากนั้น 

เตมิน�ำ้กลัน่ปลอดเชือ้ปรมิาตร 250 มลิลลิติร เขย่าให้เข้า

กันเป็นเวลา 30 วินาที เติม Tris - HCL ความเข้มข้น 20 

มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง 

(25 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 5 นาที

3.3	 การหาปริมาณดีเอ็นเอ

	 ดีเอ็นเอที่สกัดได้ในแต่ละกลุ่มการทดลองจะถูก

น�ำมาวัดปริมาณโดยใช้ชุดน�้ำยา Quantifiler Human 

Plus (Applied Biosystems) โดยใช้เครื่อง Realtime 

PCR 7500 โดยเตรียมน�้ำยา ประกอบด้วย Quantifiler 

THP PCR reaction mix ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ 

Quantifiler THP primermix 5 ไมโครลิตร เตรียมตาม

จ�ำนวนตัวอย่างดังนี้ ดีเอ็นเอมาตรฐาน ความเข้มข้น 50, 

5, 0.5, 0.05 และ 0.005 นาโนกรมัต่อไมโครลติรจ�ำนวน 

2 ซ�้ำ ดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดด้วยชุดน�้ำยา DNA IQ™ 

และกลุ่มที่สกัดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ดูด

น�้ำยา PCR master mix ใส่ในหลอด strip ซึ่งในแต่ละ

หลอดประกอบไปด้วย น�ำ้ยา PCR master mix ปรมิาตร 

9 ไมโครลติร และตวัอย่างทีต้่องการวเิคราะห์ปรมิาตร 1 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากน้ันน�ำไปวิเคราะห์ด้วย

เครื่อง 7500 Fast Real - Time PCR System ตามค�ำ

แนะน�ำของบริษัทผู้ผลิต



ปีที่ 30 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2565	 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

101

3.4	 การศึกษาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีการ  

Direct PCR และการลดปริมาณน�้ ำยา PCR  

Mastermix

	 ใช้ก้านส�ำลีเช็ดเก็บภายในเยื่อบุกระพุ ้งแก้ม

จ�ำนวน 1 รอบ ตัดก้านส�ำสีใส่หลอด microcentrifuge 

tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จ�ำนวน 2 หลอด เติม

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลล ิ

โมลาร์ ปรมิาตร 250 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนัเป็นเวลา 15 

วินาที จากนั้น เติมน�้ำกลั่นปลอดเช้ือปริมาตร 250 

มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันเป็นเวลา 30 วินาที เติม Tris - 

HCL ความเข้มข้น 20 มลิลโิมลาร์ ปรมิาตร 50 ไมโครลติร 

บ่มที่อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 5 นาที 

เตรียมสารละลาย AmpFLSTR™ Identifiler™ PCR 

Amplification Kit (Applied Biosystems) master 

mix โดยใช้ปริมาตร 15, 7.5, 3.75, 1.875 ไมโครลิตร 

และดีเอ็นเอที่สกัดได้จากทั้งสองกลุ่มตัวอย่าง ปริมาตร 

10, 5, 2.5 และ 1.25 ไมโครลิตรตามล�ำดับ เขย่าให้เข้า

กันและน�ำไปปั่นเหวี่ยงเพื่อให้สารละลายตกสู่ก้นหลอด 

น�ำไปเพิม่ปรมิาณด้วยเครือ่ง Gene Amp® PCR System 

9700 โดยใช้อุณหภูมิประกอบไปด้วย melting tem-

perature ทีอ่ณุหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 11 นาที 

จากนัน้เข้าสูข่ัน้ตอน denaturation ทีอ่ณุหภมู ิ94 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 20 วนิาท ีannealing step ทีอ่ณุหภมูิ 

59 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 นาที (ข้ันตอนน้ี ท�ำซ�้ำ

จ�ำนวน 28 รอบ) และขั้นตอน final extension steps 

ทีอ่ณุหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีและเกบ็ 

ผลผลิต PCR ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.5	 การวิเคราะห์ผลดีเอ็นเอ 

	 น�ำผลผลิต PCR ที่ผ่านขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ

ไปแยกโดยวิธี Capillary electrophoresis ด้วยเครื่อง 

3500 Genetic Analyzer System (Applied Biosys-

tems) โดยการเตรียม Hi - Di™ Formamide (Applied 

Biosystems™) 10 ไมโครลิตร และ GeneScan™ 600 

LIZ® Size Standard 0.025 ไมโครลิตร และ PCR 

product 1 ไมโครลิตร ใส่ในถาดหลุมส�ำหรับการ

วเิคราะห์ชนดิ 98 หลมุ น�ำไป denaturation ทีอ่ณุหภมูิ 

95 องศาเซลเซียส 3 นาที จากนั้นน�ำไปลดอุณหภูมิที่ 4 

องศาเซลเซียส 3 นาที น�ำเข้าเครื่อง ท�ำการวิเคราะห์ผล

ที่ได้ด้วยโปรแกรม Data Collection Software 2  

(Applied Biosystems) และวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม 

Gene Mapper IDX v.1.4 software (Applied  

Biosystems) ตามค�ำแนะน�ำของบริษัทผู้ผลิต

4.	 สรุปผลการวิจัย
4.1 การจัดเก็บดีเอ็นเอด้วยก้านส�ำลี cotton bud  

เพื่อให้มีปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม และการสกัด

ดีเอ็นเอด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความ 

เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์

	 การเก็บเยื่อบุกระพุ้งแก้มด้วยก้านส�ำลีขนาด

กลาง (M) โดยการเชด็เกบ็โดยการหมนุก้านส�ำลหีนึง่รอบ 

หลังจากนั้นน�ำไปสกัดดีเอ็นเอด้วยการชุดน�้ำยาสกัด

ส�ำเรจ็รปู IQ และสกดัด้วยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ 

ความเข้มข้น 50 มลิลโิมลาร์ ทีอ่ณุหภมูห้ิอง เมือ่น�ำไปวดั

ปริมาณด้วยวิธี qPCR โดยใช้ชุดน�้ำยา Quantifiler  

Human Plus (Applied Biosystems) พบว่ากลุ่ม

ทดลองที่สกัดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่

อุณหภูมิห้อง มีปริมาณดีเอ็นเอ 0.11, 0.02, 0.05 นาโน

กรมัต่อไมโครลติร และปรมิาณดเีอน็เอของชดุทีส่กดัด้วย

ชุดน�้ำยา IQTM มีปริมาณ 0.99 และ 2.11 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตร ตามล�ำดับ

4.2 การศึกษาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีการ  

Direct PCR และการลดปริมาณน�้ำยา PCR Master-

mix

	 กลุ่มตัวอย่างที่สกัดที่อุณหภูมิห้องถูกเลือกมา

ท�ำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยชุดน�้ำยา AmpFLSTR® 

Identifiler® Plus PCR amplification kit โดยการลด

ปรมิาณน�ำ้ยาลง 1/2 1/4 และ 1/8 โดยจะศึกษาคุณภาพ

ของผลดีเอ็นเอที่วิเคราะห์ได้ เช่น การให้ผลดีเอ็นเอครบ

ทัง้ 16 ต�ำแหน่งตามมาตรฐานของชดุน�ำ้ยา (full profile) 

และการเกิด peak แปลกปลอม ( artifact ) เช่น peak 
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ขนาดเล็กๆ โดยปกติมีขนาด 15 - 20 เปอร์เซ็นต์ ท่ี

ปรากฏในต�ำแหน่งต่างๆ ของพีคหลักในแต่ละต�ำแหน่ง  

(stutter) การขาดหายไปของ peak บางต�ำแหน่ง (allele 

drop out) การซ้อนทับกันของสีในต�ำแหน่งเดียวกัน

เนื่องจากดีเอ็นเอมีปริมาณมากเกินไปในปฏิกิริยา (pull 

up) เป็นต้น ผลการศึกษาพบว่าทุกตัวอย่างสามารถให้

ผลโปรไฟล์ดเีอน็เอได้ทัง้ 8 ตัวอย่าง เช่นเดยีวกบัตวัอย่าง

ดีเอ็นเอที่สกัดด้วยชุดน�้ำยา IQ วิธีปกติ โดยกลุ่มตัวอย่าง

ที่สกัดด้วยชุดน�้ำยา IQ ตัวอย่างท่ี 1 - 8 พบการเกิด 

stutter 9, 1, 3, 10, 5, 11, 10 และ 7 ต�ำแหน่งตาม

ล�ำดับ และยังพบการเกิด allele dropout 1 ต�ำแหน่งที่ 

CSF1PO ตัวอย่างที่พบ artifact มากที่สุดคือตัวอย่างที่ 

6 พบ 11 ต�ำแหน่งจาก 16 ต�ำแหน่ง โดยที่ตัวอย่างที่ 2 

(รูปที่ 1) ที่พบการเกิด artifact น้อยที่สุด เกิด artifact 

ชนิด stutter ที่ต�ำแหน่ง D49S433 เพียง 1 ต�ำแหน่ง 

ท�ำให้อ่านค่าได้เป็น homozygous 12 เมื่อเทียบกับ

ดีเอ็นเออ้างอิงซึ่งอ่านค่าได้เป็น heterozygous 12, 13

      กลุ่มตัวอย่างที่สกัดที่อุณหภูมิห้องถูกเลือกมาทำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยชุดน้ำยา AmpFLSTR® Identifiler® Plus PCR 
amplification kit โดยการลดปริมาณน้ำยาลง 1/2 1/4 และ 1/8 โดยจะศึกษาคุณภาพของผลดีเอ็นเอที่วิเคราะห์ได้ เช่น การ
ให้ผลดีเอ็นเอครบทั้ง 16 ตำแหน่งตามมาตรฐานของชุดน้ำยา (full profile) และการเกิด peak แปลกปลอม ( artifact ) เช่น 
peak ขนาดเล็ก ๆ โดยปกติมีขนาด 15 - 20 % ที่ปรากฏในตำแหน่งต่างๆ ของพีคหลักในแต่ละตำแหน่ง ( stutter 
) การขาดหายไปของ peak บางตำแหน่ง (allele drop out) การซ้อนทับกันของสีในตำแหน่งเดียวกันเนื่องจากดีเอ็นเอมีปริมาณ
มากเกินไปในปฏิกิริยา ( pull up ) เป็นต้น ผลการศึกษาพบว่าทุกตัวอย่างสามารถให้ผลโปรไฟล์ดีเอ็นเอได้ทั ้ง 8 ตัวอย่าง 
เช่นเดียวกับตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดด้วยชุดน้ำยา IQ วิธีปกติ โดยกลุ่มตัวอย่างที่สกัดด้วยชุดน้ำยา IQ ตัวอย่างที่ 1 - 8 พบการเกิด 
stutter 9, 1, 3, 10, 5, 11, 10 และ 7 ตำแหน่งตามลำดับ และยังพบการเกิด allele dropout 1 ตำแหน่งที่ CSF1PO  ตัวอย่างที่
พบ artifact มากที่สุดคือตัวอย่างที่ 6 พบ 11 ตำแหน่งจาก 16 ตำแหน่ง โดยที่ตัวอย่างที่ 2 (Figure. 1) ที่พบการเกิด artifact 
น้อยที่สุด เกิด artifact ชนิด stutter ที่ตำแหน่ง D49S433 เพียง 1 ตำแหน่ง ทำให้อ่านค่าได้เป็น homozygous 12 เม่ือเทียบกับ
ดีเอ็นเออ้างอิงซึ่งอ่านค่าได้เป็น heterozygous 12,13 

 
Figure 1 Allele drop out of sample 2 at CSF1PO. 
       ตัวอย่างที่ 8 (Figure. 2) พบการเกิด Allele drop out จำนวน 3 ตำแหน่ง ได้แก่ CSF1PO, D2S1338 และ D18S51 ทำให้
ไม่สามารถอ่านค่าที่ตำแหน่งดังกล่าวได้ โดยอ่านค่าได้ 13 ตำแหน่ง จากทั้งหมด 16 ตำแหน่ง เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  

Figure 1	 Allele drop out of sample 2 at CSF1PO

	 ตัวอย่างที่ 8 (รูปที่ 2) พบการเกิด Allele drop 

out จ�ำนวน 3 ต�ำแหน่ง ได้แก่ CSF1PO, D2S1338 และ 

D18S51 ท�ำให้ไม่สามารถอ่านค่าท่ีต�ำแหน่งดังกล่าวได้ 

โดยอ่านค่าได้ 13 ต�ำแหน่ง จากทั้งหมด 16 ต�ำแหน่ง 

เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 

	 กลุ ่มตัวอย่างที่สกัดด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

ตัวอย่างที่ 9 - 16 พบ artifact จ�ำนวน 12, 12, 12, 15, 

10, 14, 10 และ 5 ตามล�ำดับ โดยที่ตัวอย่างที่ 16  

(รูปที่ 5) ที่พบการเกิด artifact น้อยที่สุด เกิด artifact 

ชนิด stutter จ�ำนวน 6 ต�ำแหน่งที่ต�ำแหน่ง D2S1338, 

D49S433, vWA, Ameloginine, D5S818 และ FGA 

และยังพบการเกิด allele dropout 1 ต�ำแหน่งที่ 

D16S539 ตัวอย่างที่พบ artifact มากที่สุดคือตัวอย่างที่ 

12 (รูปที่ 3) โดยพบ artifact จ�ำนวน 15 ต�ำแหน่งจาก 

16 ต�ำแหน่ง ต�ำแหน่งที่เกิด artifact มากที่สุดคือ 

D49S433 พบปรากฏในทุกตัวอย่าง vWA พบ 15 

ตัวอย่างจากทั้งหมด 16 ตัวอย่าง และ D5S818 พบ 14 

ตวัอย่างจากทัง้หมด 16 ตวัอย่าง โดยทีต่วัอย่างที ่12 เกดิ 

pull up ท�ำให้ไม่สามารถอ่านค่าต�ำแหน่ง FGA ได้ และ 

ตวัอย่างที ่14 (รปูทีี ่4) เกดิ pull up ทีต่�ำแหน่ง D5S818 

อ่านค่าได้เป็น partial allele 9,- ซึ่ง DNA อ้างอิงอ่าน

ค่าได้เป็น 9, 12 และ FGA อ่านค่าได้เป็น -,24 ซึง่ดเีอน็เอ

อ้างอิงอ่านค่าได้เป็น 23, 24

	 ตัวอย่างที่ 16 ปรากฏ artifact น้อยที่สุดแต่พบ 

allele drop out ทีต่�ำแหน่ง D2S1338 ท�ำให้ไม่สามารถ

อ่านค่าต�ำแหน่งดังกล่าวได้ โดยสามารถอ่านค่าได้เป็น 

partial คือ -,19 เมื่อเทียบกับดีเอ็นเออ้างอิงที่อ่านค่าได้

เป็น 17, 19 ท�ำให้อ่านค่าดเีอน็เอได้ท้ังหมด 15 ต�ำแหน่ง

จากทั้งหมด 16 ต�ำแหน่งเมื่อเทียบกับดีเอ็นเออ้างอิง  

(รูปที่ 6)
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Figure 2 Allele drop out of sample 8 at CSF1PO, D2S1338 and D18S51 
       กลุ่มตัวอย่างที่สกัดด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ตัวอย่างที่ 9 - 16 พบ artifact จำนวน 12, 12, 12, 15, 10, 14, 10 และ 5 
ตามลำดับ โดยที่ตัวอย่างที่ 16 (Figure. 5) ที่พบการเกิด artifact น้อยที่สุด เกิด artifact ชนิด stutter จำนวน 6 ตำแหน่งที่
ตำแหน่ง D2S1338, D49S433, vWA, Ameloginine, D5S818 และ FGA และยังพบการเกิด allele dropout 1 ตำแหน่งที่  
D16S539  ตัวอย่างที่พบ artifact มากที่สุดคือตัวอย่างที่ 12 (Figure. 3) โดยพบ artifact จำนวน 15 ตำแหน่งจาก 16 ตำแหน่ง 
ตำแหน่งที่เกิด artifact มากที่สุดคือ D49S433 พบปรากฏในทุกตัวอย่าง  vWA พบ 15 ตัวอย่างจากทั้งหมด 16 ตัวอย่าง และ 
D5S818 พบ 14 ตัวอย่างจากทั้งหมด 16 ตัวอย่าง โดยที่ตัวอย่างที่ 12 เกิด pull up ทำให้ไม่สามารถอ่านค่าตำแหน่ง FGA ได้ 
และ ตัวอย่างที่ 14 (Figure. 4) เกิด pull up ที่ตำแหน่ง D5S818 อ่านค่าได้เป็น partial allele  9,-  ซึ่ง DNA อ้างอิงอ่านค่าได้
เป็น 9,12 และ FGA อ่านค่าได้เป็น -,24 ซึ่งดีเอ็นเออ้างอิงอ่านค่าได้เป็น 23,24 
          ตัวอย่างที่ 16 ปรากฏ artifact น้อยที่สุดแต่พบ allele drop out ที่ตำแหน่ง D2S1338 ทำให้ไม่สามารถอ่านค่าตำแหน่ง
ดังกล่าวได้ โดยสามารถอ่านค่าได้ เป็น partial คือ -,19 เม่ือเทียบกับดีเอ็นเออ้างอิงที่อ่านค่าได้เป็น 17,19 ทำให้อ่านค่าดีเอ็นเอได้
ทั้งหมด 15 ตำแหน่งจากทั้งหมด 16 ตำแหน่งเม่ือเทียบกับดีเอ็นเออ้างอิง (Figure. 6) 

 
 
 

Figure 2	 Allele drop out of sample 8 at CSF1PO, D2S1338 and D18S51

5. วิจารณ์และข้อเสนอแนะ
	 การเก็บดีเอ็นเอด้วยก้านส�ำลีชนิดธรรมดา

สามารถจัดเก็บดีเอ็นเอได้เช่นเดียวกับก้านส�ำลีทางการ

แพทย์ การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้เป็นทาง

เลือกได้โดยเฉพาะในสถานการณ์โรคติดเชื้อ COVID 19 

ในปัจจบัุนทีท่ัว่โลกมคีวามต้องการใช้ก้านส�ำลปีรมิาณสงู

อาจส่งผลให้เกิดความขาดแคลนและราคาอาจสูงขึ้น ซึ่ง

เราสามารถประยุกต์ใช้ก้านส�ำลี cotton bud เพื่อ

ทดแทนโดยให้ผลได้เทยีบเท่าสอดคล้องกบัผลการศกึษา

ของ Ruiz และคณะ (2018) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าก้านส�ำลี

ชนดิธรรมดาใช้เกบ็ดเีอ็นเอจากเซลล์เยือ่บกุระพุง้แก้มได้

ในปริมาณไม่แตกต่างก้านส�ำลีทางการแพทย์แต่มีราคา

ถูกกว่า [3]

	 จากผลการทดลองพบว่าปริมาณดีเอ็นเอที่สกัด

ได้ในแต่ละตัวอย่างมีปริมาณดีเอ็นเอแตกต่างกัน จึง

จ�ำเป็นต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมในปริมาณตัวอย่างที่มาก

ขึ้น และพบว่าทุกตัวอย่างสามารถให้ผลดีเอ็นเอได้เช่น

เดียวกัน แต่พบอัตราการเกิด artifact peak ในปริมาณ

มาก การเกิด pull up แสดงให้เห็นถึงปริมาณดีเอ็นเอ

ต้นแบบมีความเข้มข้นสูง การเกิด allele drop out ใน

หลายๆ ตวัอย่าง อาจเกดิจากปริมาณดเีอน็เอเสือ่มสภาพ 

หรือดีเอ็นเอต้นแบบมีปริมาณน้อย ซ่ึงสอดคล้องกับผล

การศกึษาของ Connon และคณะ (2016) ซ่ึงแสดงให้เหน็

ว่าสามารถลดการใช้ PCR reaction mix ของชุดน�้ำยา

ลงเหลือเพียง 3-6 ไมโครลิตร โดยที่ยังสามารถแปรผล

ดีเอ็นเอได้เมื่อเทียบกับวิธีปกติ [5] แต่ตัวอย่างที่ 8 ซึ่งใช้ 
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Figure 3 Pull-up of example 12 at the position of FGA. 
 

 

Figure 4 Pull-up of example 14 at position D5S818 and FGA 
 

 
Figure 5 Allele drop out of sample 16 at position D2S1338. 

Figure 3	 Pull-up of example 12 at the position of FGA

Figure 4	 Pull-up of example 14 at position D5S818 and FGA

Figure 5	 Allele drop out of sample 16 at position D2S1338
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Figure 6 DNA profile of reference 
 
Figure 6	 DNA profile of reference
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PCR master mix 1.875 ไมโครลติร และดเีอน็เอต้นแบบ 

1.25 ไมโครลิตร นั้นให้ผลดีเอ็นเอ เพียง 13 ต�ำแหน่ง ซึ่ง

เกิด allele drop out ในต�ำแหน่ง CSFPO D2S1358 

และ D18SS1 แต่เมื่อเทียบกับตัวอย่างที่ 7 ซึ่งให้ผล

ดีเอ็นเอสมบูรณ์ทั้ง 16 ต�ำแหน่ง สาเหตุอาจเกิดได้จาก 

ในขัน้ตอนการดดูสารละลายซึง่สารละลายทีใ่ช้มปีรมิาณ

น้อยมากเพียง 1.2 ไมโครลติร การผสมสารละลายให้เป็น

เน้ือเดียวกันมากที่สุดโดยการใช้เครื่องเขย่าสารละลาย

ประมาณ 15 วนิาท ีแล้วป่ันเหวีย่งช่วยลดปัญหาดงักล่าว

ลงได้ และการดดูสารละลายจะต้องตรวจดทูีป่ลายหลอด

ทกุครัง้ว่าสามารถดดูได้ตามปรมิาณหรอืไม่ เพราะพบว่า

ทปิทีใ่ช้ดดูจ่ายสารละลายทีม่กีารเคลอืบสารบางชนดิเพือ่

กันน�้ำเกาะส่งผลท�ำให้ปริมาณสารละลายที่ดูดจ่ายได้ 

น้อยหรือมากกว่าปริมาตรที่ต้องการ

	 และในตวัอย่างที ่10, 12 และ 14 ซ่ึงเป็นดเีอน็เอ

ชุดเดียวกัน แต่ใช้ปริมาณดีเอ็นเอต่างกัน พบว่าเกิดการ 

pull - up แต่ยังสามารถวิเคราะห์ผลได้ แต่ในต�ำแหน่ง 

D5S818 และ FGA เกิดการ pull - up จนท�ำให้ไม่

สามารถอ่านค่าได้ในต�ำแหน่งดังกล่าว การเกิด artifact 

เช่น pull up, split peak, stutter out of ladder เป็น

จ�ำนวนมากในกลุม่ตวัอย่างที ่9 - 16 ช้ีให้เหน็ว่ามปีรมิาณ 

DNA template ในปฏิกิริยามากจึงจ�ำเป็นต้องศึกษา

ปริมาณสารละลายที่ใช้ในการสกัดเพื่อให้ได้ปริมาณ

ดีเอ็นเอที่เหมาะสมเพื่อลดการเกิด artifact ให้น้อยลง 

ท�ำให้แปรผลได้ง่ายขึ้น 

	 การเปรียบเทียบคุณภาพของ peak ในท้ังสอง

กลุม่ตวัอย่างทดลอง พบว่าทกุตวัอย่างมกีารเกิด stutter, 

spike, pull - up การเกิดปรากฏการณ์เหล่าน้ีส่งผล

ท�ำให้เสยีเวลาในการวเิคราะห์ผล หากเจอืจางดเีอน็เอได้

เหมาะสมระหว่าง 0.1 - 0.21 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

จะลดโอกาสเกิด artifact เหล่านี้ลงไปได้ และ stutter 

peak จะท�ำให้เกิดความยุ่งยากในการแปรผลในกรณีท่ี

ดเีอน็เอมคีณุภาพต�ำ่ หรอืปรมิาณน้อย เพราะค่าความสงู

ของ peak จริงกับ stutter peak ใกล้เคียงกัน ซึ่ง

สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Godwin ท่ีได้แสดงให้

เห็นว่า การเกิด artifact เช่น stutter ต่างๆ นั้นพบได้

บ่อยในการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอ ถึงแม้ว่าความเข้มข้น

ที่เหมาะสมส�ำหรับ PCR ส�ำหรับชุด STRs ที่วางขายใน

ปัจจุบันคือ 0.05 -.2 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แต่ในการ

ปฏิบัติงานจริงพบว่าการเตรียมดีเอ็นเอให้ได้ปริมาณ 

ดังกล่าวเป็นไปได้ยากเนื่องจากหลายปัจจัย [2]

	 วิธีการสกัดด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ สามารถ

ท�ำได้ง่าย วิธีการเตรียมและการใช้งานไม่ยุ่งยากซับซ้อน 

ประยุกต์ใช้กับตัวอย่างได้หลายชนิด [8-9] สามารถลด 

ขัน้ตอนการสกดัดเีอน็เอ การหาปรมิาณดเีอน็เอ การเตรี

ยมดีเอ็นเอได้ และมีราคาที่ถูกสามารถใช้สกัดดีเอ็นเอได้

ในจ�ำนวนที่มากกว่า ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป และยังเก็บไว้ได้

นานในอุณหภูมิห้องปกติ และพบว่าลดระยะเวลาการ

ปฏิบัติเหลือเพียงประมาณ 2.30 ชั่วโมง และยังสามารถ

ลดการใช้เครื่องมือและวัสดุส้ินเปลือง เช่น เครื่องท�ำ

อุณหภูมิแบบแห้ง หลอด microcentrifuge tube spin 

basket tips ส�ำหรบัเครือ่งดดูจ่ายสารละลาย (pipette) 

ลงไปได้เป็นอย่างมากสอดคล้องกับผลการศึกษาของ 

Rudbeck และ Dissing (1998) ซึ่งสามารถสกัดดีเอ็นเอ

จากเซลล์เยื่อบุกระพุ ้งแก้มด้วยสารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซด์ทีอ่ณุหภมู ิ70 องศาเซลเซยีสโดยใช้เวลาเพยีง 

5-6 นาที [9]

	 ในขั้นตอนการสกัดบางวิธีใช ้สารเคมีที่ เป ็น

อันตรายต่อสุขภาพของผู้ปฏิบัติงาน เช่น DTT phenol 

chloroform มีความระคายเคอืงต่อระบบหายใจและเป็น

พิษสูง การสกัดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  

ยังช่วยลดของเสียและไอระเหยจากสารพิษท่ีส่งผล 

กระทบต่อสุขภาพของผู้ปฏิบัติงานได้ [10]

	 การวเิคราะห์ดเีอน็เอนัน้ ใช้ดเีอน็เอทีส่งัเคราะห์

แล้วเพียง 1 ไมโครลิตร จากปริมาตรทั้งหมด 25 

ไมโครลิตร หากการตรวจวิเคราะห์ไม่ได้ผลเช่น มดีเีอน็เอ

มากเกินไปจนไม่สามารถอ่านค่าได้ หรือมีดีเอ็นเอน้อย

เกินไป เกิดการเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอจน allele ขาด

หายไปในบางต�ำแหน่ง ท�ำให้ต้องมีการท�ำซ�้ำใหม่ ซึ่งการ

ลดปริมาณการใช้ PCR mastermix ลงท�ำให้ลดการสิ้น
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เปลืองการใช้สารเคมีลง สามารถตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง

ได้มากขึ้น โดยที่ยังให้ผลวิเคราะห์ดีเอ็นเอใกล้เคียงกับ

การใช้งานปกติ นอกจากนี้ส�ำหรับห้องปฏิบัติการท่ีมี 

งบประมาณจ�ำกัด จะช่วยให้ประหยัดค่าใช้จ่ายและม ี

งบประมาณเหลือส�ำหรับซ้ืออุปกรณ์อ่ืนๆ ได้ การตรวจ

วิเคราะห์ที่มีค่าใช้จ่ายท่ีถูกลง ระยะเวลาในการตรวจ

พิสูจน์สั้นลง ท�ำให้ประชาชนและผู้เก่ียวข้องสามารถ 

เข้าถึงบริการได้มากขึ้น

	 การศกึษานี ้จะต้องท�ำการมกีารศกึษาในจ�ำนวน

ตวัอย่างทีม่ากขึน้ ศกึษาการเสือ่มสภาพเมือ่เกบ็รกัษาใน

ระยะเวลานาน และท�ำการศึกษาตัวอย่างดีเอ็นเอที่เป็น

ชนิดอื่น เช่น โลหิต เนื้อเยื่อ หรือปลายรากผมต่อไป
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ดร.สุรสิทธิ์ สุทธิค�ำภา อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ 

ดร . วัน เ พ็ญ กาค� ำผุ ย  ประธานกรรมการสอบ 

ศาสตราจารย์ ดร.พงศ์ศักดิ์ รัตนชัยกุลโสภณ และ 

รองศาสตราจารย์ ดร.ปาริชาติ พุ่มขจร กรรมการสอบ  

ผูศ้กึษาใคร่ขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสงูไว้ ณ โอกาส

นี้ 

	 ขอขอบคุณครอบครั ว  พี่ น ้ อ งภาควิ ช า

วิทยาศาสตร์ชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ และตลอดจน 

ผู้มีพระคุณที่มีส่วนเกี่ยวข้องทุกท่าน ที่ไม่สามารถกล่าว

ได้หมด ผู้ศึกษารู้สึกซาบซ้ึงในความกรุณาและก�ำลังใจ 

อนัดยีิง่จากทกุท่าน จงึขอกราบขอบพระคณุ ณ โอกาสนี้
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