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บทคดัย่อ 
ตวัอย่างดเีอ็นเอจากการสมัผสัและเยื่อบุกระพุ้งแก้มเป็นตวัอย่างที่ไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า 

และถือเป็นหนึ่งในตวัอย่างที่นิยมส่งเขา้มาตรวจพสิูจน์ลายพมิพ์ดเีอ็นเอในห้องปฏิบตัิการ ซึ่งตวัอย่างเหล่านัน้  
ไม่อาจทราบไดว้่ามหีรอืไม่มดีเีอน็เออยู่จนกว่าจะเขา้สู่กระบวนการตรวจพสิูจน์ โดยงานวจิยัครัง้นี้จงึไดศ้กึษาการ
ตรวจหาดเีอน็เอจากการสมัผสัและเยื่อบุกระพุง้แก้มบนก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนซึง่เป็นก้านเกบ็ตวัอย่างทีถู่ก
ใชง้านดา้นนิตวิทิยาศาสตร์ในปัจจุบนั โดยใชส้ยีอ้ม SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain เพื่อใชเ้ป็นวธิกีารคดั
กรองตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัเบือ้งต้น ส าหรบัลดปรมิาณตวัอย่าง ลดการสูญเสยีทรพัยากรทีใ่ชใ้นการตรวจ
พสิูจน์หลกัฐานของประเทศไทย โดยเก็บตวัอย่างดเีอ็นเอจากการสมัผสัจากอาสาสมคัรชายและหญิง  และเยื่อบุ
กระพุง้แก้มจากอาสาสมคัรหญงิ ท าการยอ้มสลีงบนหวัของก้านเกบ็ตวัอย่างดว้ยสยีอ้มทีม่คีวามเขม้ขน้ 5X น าไป
สงัเกตการเรอืงแสงภายใตเ้ครื่อง Gel Documentation System (Major Science, USA) และกล้องฟลูออเรสเซนต์ 
จากนัน้วดัค่าการเรอืงแสงดว้ยโปรแกรม Image J เพื่อดูความแตกต่างของการเรอืงแสงระหว่างก้านเกบ็ตวัอย่าง 
ทีม่ดีเีอน็เอกบักา้นเกบ็ตวัอย่างทีไ่ม่มดีเีอน็เอ จากการทดลองพบว่า ก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนไม่เหมาะในการ
ใชต้รวจจบัดเีอน็เอจากการสมัผสั แต่สามารถใชไ้ดก้บัการตรวจจบัดเีอน็เอจากกระพุง้แก้มทีจ่ะสามารถใหผ้ลการ
ตรวจจบัที่ชดัเจน วดัได้จากการเรอืงแสงที่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัหากเทยีบระหว่างก้านเก็บตวัอย่าง
กระพุง้แกม้ทีผ่่านการยอ้มสกีบักา้นเกบ็ตวัอย่างเปล่าทีผ่่านการยอ้มส ีทีช่่วงค่าความเชื่อมัน่ 95% เมื่อทดสอบดว้ย 
Paired Samples T-Test 
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Abstract 
Touch DNA and buccal samples are among the most common sample types submitted to DNA 

forensic laboratory. However, some Touch DNA samples and buccal collections don’t realize DNA appears 
on the sample until the DNA detection processing is completed. This study aims to investigate the touch 
DNA and buccal sample detection on cotton swabs by using SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain. So, 
this screening method reduces samples and resources in Thailand DNA forensic laboratory processing. 
Touch DNA samples were collected from male and female volunteers. Buccal samples were collected from 
female volunteers. All samples were stained with 5x SYBR®Green I and detected using Gel Documentation 
System (Major Science, USA) and Fluorescence microscopy. Fluorescence levels were detected by Image 
J compared with a non-DNA cotton swab. The results showed that Cotton swabs are unsuitable for the 
touch DNA screening method However it can be used to detect DNA from Buccal swabs. Cotton swab that 
collect Buccal sample and stain it with 5X SYBR®Green I revealed that SYBR green I fluorescence was 
visualized significant differently from DNA-free swab at 95%  confidence interval when tested with Paired 
Samples T-Test (p-value > 0.05). 
 
Keywords: Touch DNA; SYBR Green I; Cotton Swab; Forensic Science 
 
บทน า  

การตรวจพสิูจน์ดา้นชวีวทิยาและดเีอน็เอ เป็นส่วนหนึ่งในสาขานิตวิทิยาศาสตร์ทีม่บีทบาทส าคญัในการ
ช่วยสนับสนุนขอ้เท็จจรงิและการสบืสวนสอบสวน เพื่อใช้ในกระบวนการยุติธรรมทางอาญาเนื่องจากลายพมิพ์ 
ดเีอน็เอมคีวามเป็นเอกลกัษณ์ในแต่ละบุคคล จงึสามารถใชบ้่งชี้ตวับุคคลและเชื่อมโยงผูก้ระท าผดิเขา้กบัสถานที่
เกดิเหตุหรอืผูเ้สยีหายได ้อกีทัง้ยงัสามารถช่วยยนืยนัตวัผูบ้รสุิทธิพ์น้ขอ้กล่าวหา การตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอเป็นการ
ตรวจพิสูจน์ที่เป็นวิทยาศาสตร์ จึงมีความน่าเชื่อถือและได้รบัความนิยมมากยิ่งขึ้น ส่งผลให้ปัจจุบนัมีจ านวน
ตวัอย่างดเีอน็เอถูกส่งเขา้สู่หอ้งปฏบิตักิารการตรวจพสิูจน์เป็นจ านวนมาก โดยตวัอย่างดเีอน็เอทีพ่บไดบ้่อยจาก
สถานที่เกิดเหตุทีส่่งตรวจพสิูจน์ในหอ้งปฏิบตักิารทางชวีวทิยาและดเีอ็นเอนัน้ ได้แก่ ตวัอย่างคราบโลหติ เยื่อบุ
กระพุง้แกม้ คราบอสุจ ิเสน้ผมเสน้ขน และดเีอน็เอจากการสมัผสั โดยเฉพาะอย่างยิง่ตวัอยา่งดเีอน็เอจากการสมัผสั
เป็นตวัอย่างที่ไม่สามารถมองเหน็ได้ด้วยตาเปล่า และตวัอย่างเยื่อบุกระพุ้งแก้มที่มคีวามใสไม่มสีีซึ่งไม่สามารถ
เรืองแสงภายใต้แสงสีฟ้าที่ใช้ในการทดสอบการมอียู่ของเนื้อเยื่อได้หากไม่ผ่านการย้อมสี [1] ซึ่งแตกต่างจาก
ตวัอย่างดเีอน็เอจากคราบโลหติหรอืคราบอสุจ ิทีส่ามารถมองเหน็สแีละต าแหน่งทีอ่ยู่ของตวัอย่างได ้ส่งผลใหก้าร
เกบ็ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสับนวตัถุพยานเป็นเพยีงการคาดเดาว่ามดีเีอน็เออยู่ ซึ่งบ่อยครัง้พบว่าตวัอย่าง
ก้านส าลทีีเ่ชด็บรเิวณวตัถุพยานมานัน้ ไม่ไดม้ดีเีอน็เออยู่จรงิ ซึ่งต้องผ่านกระบวนการทางหอ้งปฏบิตักิารจนกว่า
ไดท้ าการวดัปรมิาณดเีอน็เอหรอืจนกระทัง่กระบวนการแล้วเสรจ็จงึจะทราบผลดงักล่าว ท าใหเ้กดิการสูญเสยีเวลา
และทรพัยากรทีไ่ม่คุม้ค่าเกดิขึน้ 

ปัจจุบนัมงีานวจิยัมากมายทีป่ระยุกต์ใชส้ยีอ้มกรดนิวคลอีกิชนิดฟลูออเรสเซนต์กบัตวัอย่างดเีอน็เอจาก
การสัมผัส อย่างงานวิจัยที่ศึกษาการใช้สีย้อม SYBR®Green I Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, USA)  
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และ GelGreenTM (Biotium, USA) ย้อมลงบนรอยลายนิ้วมอืที่อยู่บนแผ่นพาราฟิล์ม แผ่นกระจกสไลด์ และแผ่น
พลาสตกิสไลด ์เพื่อดกูารเรอืงแสงของสยีอ้มเมื่อเขา้จบักนัดเีอน็เอ พบว่าสยีอ้มทัง้สองชนิดสามารถใชร้ะบุต าแหน่ง
ดเีอน็เอบนรอยลายนิ้วมอืแฝงได ้แต่สยีอ้ม SYBR®Green I Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, USA) จะใหก้าร
เรอืงแสงที่มากกว่าสยี้อม GelGreenTM (Biotium, USA) เนื่องจากเป็นสีย้อมมคีุณสมบตัิในการแพร่ผ่านเยื่อหุ้ม
เซลล์จึงสามารถเข้าไปจับกับดีเอ็นเอภายในเซลล์และให้การเรืองแสงที่มากกว่าการใช้สีย้อม GelGreenTM 
(Biotium, USA) ที่ไม่มีคุณสมบัติดังกล่าว [2] นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่ประยุกต์ใช้สีย้อมกรดนิวคลีอิกชนิด 
ฟลูออเรสเซนตก์บัตวัอย่างในเนื้อเยื่อชนิดต่าง ๆ อย่างการศกึษาการใชส้ยีอ้มกรดนิวคลอีกิ ไดแ้ก่ SYBR Green I, 
Diamond Nucleic Acid Dye, GelGreen , GelRed , EvaGreen และ RedSafe ในการย้อมลงบนตัวอย่างที่เป็น
รากเสน้ผม คราบน ้าลาย เซลลผ์วิหนังทีต่ายแลว้ และรอยลายนิ้วมอืแฝง ซึง่จากงานวจิยัดงักล่าวพบว่า สยีอ้มกรด
นิวคลอีกิสามารถแบ่งออกเป็นสองประเภทตามคุณสมบตัใินการแพร่ผ่านเยื่อหุม้เซลล ์โดยสยีอ้มทีไ่ม่สามารถแพร่
ผ่านเยื่อหุม้เซลล ์ไดแ้ก่ สยีอ้ม GelGreen™ (Biotium, USA) และ GelRed™ (Biotium, USA) และสยีอ้มทีส่ามารถ
แพร่ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้สามารถเข้าไปจับกับดีเอ็นเอที่อยู่ภายในเซลล์ได้ ได้แก่ สีย้อม SYBR®Green I 
(Invitrogen, USA) และ Diamond™Nucleic acid dye (Promega, AUS) ท าใหส้ยีอ้มประเภททีส่องนี้เป็นทีน่ิยมใน
การน ามาใชต้รวจจบัดเีอน็เอภายในเซลล์ [3] และยงัมงีานวจิยัทีห่าสยีอ้มทีม่ปีระสทิธภิาพและความเขม้ขน้ของสี
ยอ้มทีเ่หมาะสมต่อการตรวจจบัดเีอน็เอจากการสมัผสับนวตัถุประกอบระเบดิแสวงเครื่องทีไ่ดท้ าการศกึษาสยีอ้ม 6 
ชนิด ไดแ้ก่ SYBR®Green I (Invitrogen, USA), SYBR™ Safe (Invitrogen, USA) SYTOX®Green (Thermofisher, 
USA), EvaGreen™ (Biotium, USA), Diamond™Nucleic Acid Dye (Promega, USA) และ GelRedTM (Biotium, 
USA) ซึ่ ง พบว่ า  SYBR®Green I (Invitrogen, USA) และ  Diamond™Nucleic Acid Dye (Promega, USA)  
มปีระสทิธภิาพในการเขา้จบักบัดเีอน็เอและช่วยในการมองเหน็ดเีอน็เอวตัถุประกอบระเบดิแสวงเครื่องไดด้โีดยที่
ใช้ความเข้มข้นของสีย้อมที่น้อยกว่าสีย้อมชนิดอื่น และสีย้อม SYBR®Green I (Invitrogen, USA) ไม่ได้ยบัยัง้
กระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบไดเรคพีซีอาร์อีกทัง้ไม่มีผลต่อการสร้างภาพรวมดีเอ็นเอ (DNA Profile)  
จงึถูกแนะน าใหใ้ชส้ าหรบัการตรวจจบัดเีอน็เอทีม่องไม่เหน็บนวตัถุพยานดว้ยคุณสมบตัดิงักล่าว [4] ซึ่งเหล่านี้ท า
ให้คณะผู้วิจ ัยสนใจศึกษาความสามารถในการตรวจจบัดีเอ็นเอจากการสัมผสั โดยใช้สีย้อม SYBR®Green I 
Nucleic Acid Gel Stain ที่มีความไวสูงและให้ประสิทธิภาพในการตรวจจบัดีเอ็นเอที่ดี ประกอบกับเมื่อศึกษา
งานวจิยัทีม่กีารประยุกต์ใชส้ยีอ้มกรดนิวคลอีกิชนิดฟลูออเรสเซนตก์บัตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทีอ่ยู่บนกา้น
เกบ็ตวัอย่างทีพ่บว่าเมื่อทดลองยอ้มลงบนก้านเกบ็ตวัอย่างหวัโฟม หวัไนลอน และก้านเกบ็คอตตอน ทีผ่่านการ
เชด็เกบ็ดเีอน็เอ โดยพบว่าไม่ใช่ก้านเกบ็ตวัอย่างทุกชนิดทีจ่ะสามารถน ามาใชเ้พื่อช่วยในการมองเหน็ดเีอน็เอได ้
เนื่องจากก้านบางชนิดใหก้ารเรอืงแสงทีไ่ม่สามารถแยกความแตกต่างได้ระหว่างตวัอย่างทีม่หีรอืไม่มดีเีอน็เออยู่ 
[5] จงึท าใหค้ณะผูว้จิยัสนใจทีจ่ะศกึษาการประยุกตใ์ชส้ยีอ้มกรดนิวคลอีกิชนิดฟลูออเรสเซนต์กบัตวัอย่างดเีอน็เอ
จากการสมัผสัและดเีอน็เอจากเยื่อบุกระพุง้แก้มทีอ่ยู่บนกา้นเกบ็ตวัอย่าง ซึ่งปัจจุบนัประเทศไทยมกีารใชก้า้นเกบ็
ตัวอย่างหวัคอตตอนในการเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอ ไม่ว่าจะเป็น จากกระพุ้งแก้มจากผู้ต้องสงสยัหรือผู้เสียหาย  
หยดเลอืด หรอืจากการสมัผสัวตัถุพยานในสถานทีเ่กดิเหตุ เน่ืองจากใชง้านสะดวก และตน้ทุนต ่า  

จากคุณสมบตัขิองสยีอ้มกรดนิวคลอีกิทีม่ปีระสทิธภิาพ และไม่รบกวนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอแบบไดเรค
พีซีอาร์  ทางคณะผู้วิจ ัยจึงสนใจเลือกใช้สีย้อม SYBR®Green I Nucleic Acid Gel Stain (SYBR Green I : 
Invitrogen, USA) เพื่อตรวจจับดีเอ็นเอจากการสัมผัสและดีเอ็นเอเยื่อบุกระพุ้งแก้มบนก้านเก็บตัวอย่าง 
หวัคอตตอนที่นิยมใช้ในกลุ่มงานตรวจชวีวทิยาและดเีอ็นเอ กองพสิูจน์หลกัฐานกลาง ส านักงานพสิูจน์หลกัฐาน
ต ารวจ โดยมวีตัถุประสงค์เพื่อทดสอบการมอียู่ของดเีอน็เอ และสามารถน าไปประยุกตใ์ชเ้ป็นวธิกีารคดักรองกา้น
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เก็บตัวอย่างที่มีหรือไม่มีดีเอ็นเอเบื้องต้น ที่จะสามารถช่วยลดปริมาณตัวอย่างที่จะต้องเข้าสู่กระบวนการ  
ทางหอ้งปฏบิตักิาร ลดการเสยีเวลาและเสยีทรพัยากรทีใ่ชใ้นกระบวนการตรวจพสิจูน์หลกัฐานของประเทศไทยได้ 
 

วตัถปุระสงคข์องการวิจยั  
เพื่อเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพเบือ้งตน้จากการใชส้ยีอ้ม SYBR®Green I Nucleic Acid Gel Stain ในการ

ตรวจหาการมอียู่ของดเีอน็เอจากการสมัผสัและดเีอน็เอจากเยื่อบุกระพุง้แกม้ บนกา้นเกบ็ตวัอยา่งคอตตอน 
 
วิธีด าเนินการวิจยั  
 งานวจิยัได้ผ่านการรบัรองจากคณะกรรมการวจิยัในคน มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์ สาขาวทิยาศาสตร์ 
โดยใช้หลักการของ Declaration of Helsinki, the Belmont report, CIOMS guidelines และ the international 
practice (ICH-GCP) หมายเลขการรบัรอง COA No. 088/2563 

1. การเกบ็ตวัอยา่ง 
การเก็บตัวอย่างด้วยก้านเก็บตัวอย่างชนิดหัวคอตตอน EO cotton swab (Thai Gauze, TH) ศึกษา 

ในอาสาสมคัรชาย 1 ราย และ หญงิ 1 ราย โดยท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ ้า  มวีธิกีารในการเกบ็ตวัอย่างดงันี้ 
  

 
 

ภาพท่ี 1 กา้นเกบ็ตวัอย่างชนิดหวัคอตตอน EO cotton swab (Thai Gauze, TH) 
 

1.1 การเกบ็ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสั  
ใชก้้านเกบ็ตวัอย่างเชด็เกบ็ดเีอน็เอจากการสมัผสัจากอาสาสมคัรชาย 1 ราย และหญงิ 1 ราย โดยใหท้ า

การล้างมือด้วยน ้าเปล่า ทิ้งไว้เป็นระยะ 1 ชัว่โมง โดยที่อาสาสมัครด าเนินชีวิตประจ าวันตามปกติ จากนัน้
อาสาสมคัรแต่ละรายจะถูกเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอจากการสมัผสั จ านวน 2 ตัวอย่าง จากฝ่ามือซ้าย 1 ตัวอย่าง  
และจากฝ่ามอืขวา 1 ตวัอย่าง โดยใชก้้านเก็บตวัอย่างทีห่ยดน ้ากลัน่จ านวน 2 หยด เช็ดใหท้ัว่บรเิวณฝ่ามอืซ้าย 
และใช้อีก 1 ก้าน เช็ดจากฝ่ามือขวา และตัวอย่างก้านส าลีทัง้สองตัวอย่างจะถูกทิ้งไว้ขา้มคืน ที่อุณหภูมิห้อง  
และท าการเกบ็ตวัอย่างดว้ยวธิกีารดงักล่าวอกีจ านวน 1 กา้น ในวนัต่อมาจนไดต้วัอย่างรวมทัง้สิน้ 3 ตวัอย่าง [1] 

1.2 การเกบ็ตวัอย่างเยื่อบุกระพุง้แกม้ 
เกบ็จากอาสาสมคัรหญงิ 1 ราย โดยใหอ้าสาสมคัรบ้วนปากดว้ยน ้าสะอาด จากนัน้ใชก้้านเกบ็ตวัอย่างถู

วนบรเิวณเยื่อบุกระพุง้แกม้ 1 ขา้ง โดยการหมุนวนขา้งแกม้ 5 รอบ ภายในระยะเวลา 5 วนิาท ีจากนัน้ทิง้กา้นเกบ็
ตวัอย่างไวข้า้มคนืใหแ้หง้ ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง ก่อนน าเขา้สู่กระบวนการยอ้มส ี 

 
 



วารสารมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ (สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี) ปีที่ 15 ฉบับที่ 29 มกราคม-มิถุนายน 2566 

5 | Article 249779 
 

1.3 ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสกดั 
ก้านส าลทีีเ่ชด็เกบ็ตวัอย่างดเีอน็เอจากเยื่อบุกระพุง้แก้ม จ านวน 1 ก้าน จะถูกน ามาสกดัดเีอน็เอดว้ยชุด

น ้ายา QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, USA) และท าการวดัปรมิาณดีเอ็นเอด้วยชุดน ้ายา Quantifiler®HP DNA 
Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) ด้วยเครื่อง Applied Biosystems®7500 Real-time PCR system 
ท าการวดัปรมิาณจ านวน 3 ซ ้า แล้วใชค้่าเฉลี่ยของความเขม้ขน้ดเีอน็เอในการค านวนเพื่อเจอืจางดเีอ็นเอใหม้คีวาม
เขม้ขน้เท่ากบั 0.01 นาโนกรมัต่อ 150 µl  จากนัน้ใชปิ้เปตดดูปล่อยลงบนหวักา้นเกบ็ตวัอย่างในปรมิาตร 150 µl  

1.4 ชุดควบคุมการทดลอง 
ใชก้า้นเกบ็ตวัอย่างเปล่าทีไ่ม่ผ่านการเชด็เกบ็ตวัอย่างและการยอ้มส ีและกา้นเกบ็ตวัอย่างทีถู่กยอ้มดว้ยส ี

SYBR Green I (Invitrogen, USA) ทีม่คีวามเขม้ขน้ 5X 
2. การย้อมสีบนหวัก้านเกบ็ตวัอย่าง 
ท าการเจือจางสีย้อม 10,000X SYBR Green I (Invitrogen, USA) โดยใช้ Nuclease Free Water ให้สี

ยอ้มพรอ้มใชง้านอยู่ทีค่วามเขม้ขน้ 5X ใชปิ้เปตดดูปล่อยสยีอ้มปรมิาตร 150 µl  ลงบนหวักา้นเกบ็ตวัอย่าง จากนัน้
ทิ้งไวใ้หแ้หง้ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นระยะเวลา 5 นาท ีเพื่อใหห้วัส าลแีหง้ น าไปบนัทกึภาพการเรอืงแสงภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ที่ก าลงัขยาย 40X และเครื่องถ่ายและวเิคราะห์ภาพเจล Gel Documentation System 
(Major Science, USA) ซึง่เป็นแหล่งก าเนิดแสงสฟ้ีาความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร และตวักรองแสงสสีม้  

3. การบนัทึกภาพการเรืองและวิเคราะห์ค่าการเรืองแสง  
 ก้านเก็บตัวอย่าง จะถูกบันทึกภาพการเรืองแสงด้วยเครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล  Gel 
Documentation System (Major Science, USA) รุ่น SmartView Pro Imager UVCI - 1100 ใชค้่าการเปิดรบัแสง 
(Exposure time) 2 วินาที และส่องดูการเรืองแสงภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ Olympus BX60 
(Olympus, China) ทีก่ าลงัขยาย 40X ซึง่ทัง้สองเครื่องมอืเป็นแหล่งก าเนิดแสงสฟ้ีาความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร 
และตัวกรองแสงสีส้ม จากนัน้น าภาพการเรืองแสงไปวิเคราะห์ค่าความสว่างของแสงด้วยโปรแกรม ImageJ 
ฟังก์ชัน ROI Manager เพื่อให้ได้ค่าเฉลี่ยความสว่างของการเรืองแสง จากนัน้น าไปวิเคราะห์ความแตกต่าง 
ทางสถติโิดยใช ้Paired Samples T-Test 

4.  การวิ เคราะห์ภาพรวมดีเอ็นเอด้วยเทคนิคแคพิลลารีอิ เล็กโทรฟอรีซิส (Capillary 
Electrophoresis) 

ตวัอย่างกา้นเกบ็ดเีอน็เอจากการสมัผสัจากอาสามคัรชายและหญงิทีผ่่านการยอ้มส ีตวัอย่างเยื่อบุกระพุง้
แก้มที่ผ่านการย้อมส ีและตวัอย่างก้านเก็บตวัอย่างเปล่าที่ผ่านการย้อมส ีจะถูกสกดัดเีอ็นเอด้วยชุดน ้ายาสกัด 
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, USA) โดยท าตามขัน้ตอนจากคู่มอืการใชง้านของชุดน ้ายา QIAamp DNA Mini 
and Blood Mini Handbook โดยการเตมิบฟัเฟอร์ AL ใชป้รมิาตร 200 µl และบ่ม ที ่56 องศาเซลเซยีส 1 ชัว่โมง 
จากนัน้ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสกดัจะถูกวดัปรมิาณดว้ยเทคนิค Real time Polymerase Chain Reaction (Real-
time PCR) ด้วยชุดน ้ ายาส าเร็จรูป Quantifiler®HP DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) 
โดยท าตามขัน้ตอน Quantifiler™HP and Trio DNA QuantificationKits USER GUIDE [6] จากนัน้ท าการเพิ่ม
ปรมิาณดเีอน็เอโดยการใชเ้ทคนิคปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรส Polymerase Chain Reaction (PCR) ดว้ยชุดน ้ายา 
VeriFiler™Plus PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) โดยวิธีการ เตรียมสารแบบ  Half 
volume reaction น าตวัอย่างเขา้เครื่อง GeneAmp® PCR system 9700 gold plated silver 96 well block ผลผลติ
พซีีอาร์ที่ได้จากขัน้ตอนการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจะถูกวเิคราะห์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคแคพิลลารอีิเล็กโทรฟอรีซิส 
เครื่ อง  Applied Biosystems® 3500 Genetic analyzer จะได้ข้อมูลดิบและถูกวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม 
GeneMapper®ID-X ที ่Analytical Threshold 100 RFU ดจู านวนการปรากฏของพคีแอลลลี  

https://www.olympus-ims.com/en/microscope/
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งานวจิยันี้ไดร้บัการอนุมตัทิางจรยิธรรมการวจิยัในคน มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์หมายเลข 096/2563 
 

ผลการวิจยั  
จากการตรวจสอบความสามารถในการเรืองแสงบนหวัของก้านเก็บตวัอย่างหวัคอตตอน (ภาพที่ 2) 

พบว่าก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนทีไ่ม่ถูกยอ้มส ีไดแ้ก่ ตวัอย่างก้านเกบ็ตวัอย่างเปล่า และก้านเกบ็ตวัอย่างทีม่ี
ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทีไ่ม่ถูกยอ้มส ีไม่มกีารเรอืงแสงเกิดขึน้ ส่วนในก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนที่ถูก
ย้อมสี ได้แก่ ก้านเก็บตัวอย่างเปล่าที่ถูกย้อมสี ก้านเก็บตัวอย่างที่มีตัวอย่างดีเอ็นเอจากการสกัดที่ถูกย้อมสี  
และก้านเก็บตวัอย่างที่เช็ดเก็บตวัอย่างดเีอ็นเอจากการสมัผสัที่ถูกย้อมสีนัน้ให้ผลความสว่างของการเรืองแสง
มากกว่าก้านเกบ็ตวัอย่างที่ไม่ถูกย้อมสเีพยีงเล็กน้อย แต่ทัง้นี้ในก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนทีเ่ช็ดเกบ็ตวัอย่าง
เยื่อบุกระพุง้แก้มทีถู่กยอ้มส ีใหผ้ลการเรอืงแสงทีม่ากกว่ากา้นตวัอย่างอื่น ๆ ทีก่ล่าวมาอย่างเหน็ไดช้ดั แต่ในส่วน
ของความสว่างของการเรอืงแสงบนหวักา้นเกบ็ตวัอย่างคอตตอนทีเ่ชด็เกบ็ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทีถู่กยอ้ม
สีเมื่อเทียบกับความสว่างของการเรืองแสงบนก้านเก็บตัวอย่างหวัคอตตอนเปล่าที่ถูกย้อมสีนัน้ไม่พบความ
แตกต่าง และเมื่อน าไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ทีก่ าลงัขยาย 40X พบว่า สามารถสงัเกตุเหน็
จุดการเรอืงแสงได้ชดัเจนในก้านเกบ็เยื่อบุกระพุง้แก้มยอ้มสเีท่านัน้ (ภาพที่ 3: C-D) ซึ่งผลมคีวามสอดคล้องกบั
การสงัเกตุการเรืองแสงภายใต้เครื่องถ่ายและวเิคราะห์ภาพเจล Gel Documentation System (Major Science, 
USA) ซึ่งเมื่อท าการตรวจสอบค่าเฉลี่ยความสว่างของการเรอืงแสงด้วยโปรแกรม Image J (ตารางที่ 1) พบว่า 
ก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนทีไ่ม่ถูกยอ้มส ีไดแ้ก่ ตวัอย่างก้านเกบ็ตวัอย่างเปล่า ก้านเกบ็ตวัอย่างทีม่ตีวัอย่างดี
เอ็นเอจากการสมัผสัที่ไม่ถูกย้อมสขีองอาสาสมคัรชาย และอาสาสมคัรหญิง มคี่าเฉลี่ยของการเรอืงแสงเท่ากบั  
17.61±0.26, 21.41±1.06 และ 22.87±0.49 ตามล าดบั ซึง่เป็นค่าความสว่างทีน้่อยกว่าในส่วนของกา้นเกบ็ตวัอยา่ง
หวัคอตตอนทีถู่กยอ้มส ีไดแ้ก่ ก้านเกบ็ตวัอย่างเปล่าทีถู่กยอ้มส ีก้านเกบ็ตวัอย่างทีม่ตีวัอย่างดเีอน็เอจากการสกดั
ที่ถูกย้อมสี ก้านเก็บตัวอย่างที่เช็ดเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอจากการสัมผัสที่ถูกย้อมสีข องอาสาสมัครชาย  
และอาสาสมคัรหญงิ ซึ่งมคี่าเฉลี่ยของการเรอืงแสงเท่ากบั 45.18±2.67, 46.80±2.95, 39.14±2.26, 48.58±1.50 
ตามล าดบั โดยทีค่่าเฉลีย่ของการเรอืงแสงในกา้นเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนทีเ่ชด็เกบ็ตวัอย่างเยื่อบุกระพุง้แก้มทีถู่ก
ย้อมสี ให้ค่าการเรืองแสงที่มากกว่าก้านตวัอย่างอื่น ๆ ที่กล่าวมาอย่างชดัเจนโดยมคี่าเท่ากับ 121.56±11.34 
สอดคล้องกบัภาพการเรอืงแสงของก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอน (ภาพที่ 2) ที่ผ่านการบนัทกึภาพการเรอืงแสง
ดว้ยเครื่องถ่ายและวเิคราะหภ์าพเจล Gel Documentation System (Major Science, USA) 

และเมื่อน าค่าดงักล่าวไปทดสอบความแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ (ตารางที ่2) พบ ค่าความสว่าง
การเรอืงแสงของก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนทีเ่ชด็เกบ็ตวัอย่างเยื่อบุกระพุง้แกม้ทีถู่กยอ้มสเีมื่อเทยีบกบัค่าความ
สว่างการเรอืงแสงของก้านเก็บตวัอย่างหวัคอตตอนเปล่าที่ถูกย้อมส ีมคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ  
โดยค่า p-value เท่ากบั 0.006 แต่ในส่วนของกา้นเกบ็ตวัอย่างทีเ่ชด็เกบ็ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัทีถู่กยอ้มสี
ของทัง้อาสาสมคัรชาย และอาสาสมคัรหญิง เมื่อเปรยีบเทยีบกบัก้านเก็บตวัอย่างหวัคอตตอนเปล่าที่ถูกย้อมส ี
พบว่า ทัง้จากอาสาสมคัรชายและหญงิไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิโดยค่า p-value เท่ากบั 0.132 
และ 0.170 ตามล าดบั 

เมื่อน าตวัอย่างดเีอน็เอจากก้านเกบ็ดเีอน็เอจากการสมัผสัยอ้มสทีีไ่ม่สามารถแยกความแตกต่างของการ
เรอืงแสงกบัก้านเกบ็ตวัอย่างเปล่ายอ้มสไีดน้ัน้ พบว่าทุกก้านมดีเีอน็เออยู่ เช่นเดยีวกนักบัก้านเกบ็ตวัอย่างเยื่อบุ
กระพุ้งแก้มที่สามารถตรวจวดัปริมาณดีเอ็นเอได้ (ตารางที่ 3) โดยก้านเก็บดีเอ็นเอจากการสมัผสัที่ถูกย้อมสี  
เมื่อน าไปสรา้งเป็นภาพรวมของดเีอน็เอโดยพบว่าทุกตวัอย่างสามารถสรา้งภาพรวมดเีอน็เอออกมาได ้(ภาพที ่4) 
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ภาพท่ี 2 การเรอืงแสงของกา้นเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอน  
[A: ก้านเกบ็ตวัอย่างเปล่า, B: ก้านเกบ็ตวัอย่างเปล่ายอ้มส,ี C: กา้นเกบ็ดเีอน็เอจากการสกดัยอ้มส,ี  

D: กา้นเกบ็เยื่อบุกระพุง้แกม้ยอ้มส,ี E: กา้นเกบ็ดเีอน็เอจากการสมัผสั, F: กา้นเกบ็ดเีอน็เอจากการสมัผสัยอ้มส]ี 
 
 

 
 

ภาพท่ี 3 ภาพการเรอืงแสงของก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนตท์ีก่ าลงัขยาย 40X 
[A: กา้นเกบ็ตวัอย่างเปล่ายอ้มส,ี B: กา้นเกบ็ดเีอน็เอจากการสกดัยอ้มส,ี C: กา้นเกบ็เยื่อบุกระพุง้แกม้ยอ้มส,ี  
D: กา้นเกบ็เยื่อบุกระพุง้แกม้ยอ้มส ีก าลงัขยายภาพ 150%, E: กา้นเกบ็ดเีอน็เอจากการสมัผสัเพศชายยอ้มส,ี  
F: กา้นเกบ็ดเีอน็เอจากการสมัผสัเพศหญงิยอ้มส,ี ลูกศร: การเรอืงแสงของเยื่อบุกระพุง้แกม้ทีผ่า่นการยอ้มส]ี  

 
 
 
 

 1 

 2 
           A               B                    C    D         E         F 
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ตารางท่ี 1 ค่าความสว่างของการเรอืงแสงบนหวัของกา้นเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนโดยโปรแกรม Image J 

ImageJ 
(ROI) 

ก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอน อาสาสมคัรชาย อาสาสมคัรหญิง 

กา้นเกบ็ 
ตวัอย่าง
เปล่า 

กา้นเกบ็
ตวัอย่าง
เปล่า 
ยอ้มส ี

ดเีอน็เอ
จากการ
สกดั ยอ้ม

ส ี

เยื่อบุ
กระพุง้
แกม้ยอ้ม

ส ี

ดเีอน็เอ
จาก
การ
สมัผสั 

ดเีอน็เอ
จากการ
สมัผสั 
ยอ้มส ี

ดเีอน็
เอจาก
การ
สมัผสั 

ดเีอน็เอ
จากการ
สมัผสั 
ยอ้มส ี

1 17.71 43.61 49.10 108.54 21.40 41.74 22.35 46.95 
2 17.80 43.66 43.47 129.30 20.36 37.74 22.93 49.90 
3 17.32 48.26 47.84 126.83 22.47 37.94 23.33 48.89 

Mean±SD 
17.61 
±0.26 

45.18 
±2.67 

46.80 
±2.95 

121.56 
±11.34 

21.41 
±1.06 

39.14 
±2.26 

22.87 
±0.49 

48.58 
±1.50 

 
ตารางท่ี 2 แสดงค่าการทดสอบความแตกต่างทางสถติ ิPaired Samples T-Test ของการเรอืงแสงของกา้นเกบ็
ตวัอย่างหวัคอตตอน ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95% 

ก้านเกบ็ตวัอย่าง 
หวัคอตตอน 

ตวัอยา่ง อาสาสมคัรชาย อาสาสมคัรหญิง 
กา้นเกบ็
ตวัอย่าง
เปล่า 
ยอ้มส ี

ดเีอน็เอ
จากการ
สกดั 
ยอ้มส ี

เยื่อบุ
กระพุง้
แกม้ยอ้ม

ส ี

ดเีอน็เอ
จากการ
สมัผสั 

ดเีอน็เอ
จากการ
สมัผสั 
ยอ้มส ี

ดเีอน็เอ
จากการ
สมัผสั 

ดเีอน็เอ
จากการ
สมัผสั 
ยอ้มส ี

กา้นเกบ็ตวัอย่างเปล่า 0.004* 0.004* 0.004* 0.037* 0.003* 0.006* 0.001* 

กา้นเกบ็ตวัอย่างเปล่า
ยอ้มส ี

 0.489 0.006* 0.002* 0.132 0.003* 0.170 

ดเีอน็เอจากการสกดั 
ยอ้มส ี

  0.110 0.030* 0.024* 0.006* 0.551 

เยื่อบุกระพุง้แกม้ ยอ้มส ี    0.004* 0.009* 0.004* 0.006* 

ดเีอน็เอจากการสมัผสั
อาสาสมคัรชาย 

    0.006* 0.119 0.002* 

ดเีอน็เอจากการสมัผสั 
อาสาสมคัรชายยอ้มส ี

     0.009* 0.048* 

ดเีอน็เอจากการสมัผสั 
อาสาสมคัรหญงิ 

      0.001* 

* ค่าการเรอืงแสงแตกต่างกนัอยา่งมนีัยส าคญัทีค่่าความเชื่อมัน่ 95% (p-value < 0.05) 
 ค่าสถติกิารเรอืงแสงของกา้นเกบ็ตวัอย่างคอตตอนเปล่าทีถู่กยอ้มส ีเทยีบกบักา้นเกบ็ดเีอน็เอจากเยื่อบุ

กระพุง้แกม้ยอ้มส ีกา้นเกบ็ตวัอย่างดเีอน็เอจากการสมัผสัยอ้มสใีนอาสาสมคัรชายและหญงิ 
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ตารางท่ี 3 แสดงปรมิาณของดเีอน็เอทีว่ดัไดจ้ากการสกดัตวัอยา่งกา้นเกบ็ดเีอน็เอจากการสมัผสัยอ้มสี 

ก้านเกบ็ตวัอย่าง 
หวัคอตตอน 

ปริมาณดีเอน็เอท่ีวดัได้ (ng/µl) 
ดเีอน็เอจากการสมัผสั ยอ้มส ี

(อาสาสมคัรชาย) 
ดเีอน็เอจากการสมัผสั ยอ้มส ี

(อาสาสมคัรหญงิ) 
ดเีอน็เอจากเยื่อบุกระพุง้

แกม้ยอ้มส ี
1 0.8223 0.0173 4.0253 
2 0.6691 0.0472 4.7779 
3 0.3484 0.4309 6.1951 

 
 

     
 

ภาพท่ี 4 ภาพรวมดเีอน็เอจากตวัอย่างดเีอน็เอจากสมัผสัของอาสาสมคัรชายและหญงิ ยอ้มส ีทีม่ปีรมิาณดเีอน็เอต ่า
ทีสุ่ดวเิคราะหด์ว้ยชุดน ้ายา VeriFiler™ Plus PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) 

[A: ภาพรวมดเีอน็เอทีส่กดัจากตวัอย่างดเีอน็เอจากสมัผสัของอาสาสมคัรชายทีถู่กยอ้มส ีโดยมปีรมิาณดเีอน็เอ 
0.3484 ng/µl, B: ภาพรวมดเีอน็เอทีส่กดัจากตวัอย่างดเีอน็เอจากสมัผสัของอาสาสมคัรหญงิทีถ่กูยอ้มส ี 

โดยมปีรมิาณดเีอน็เอ 0.0173 ng/µl] 
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สรปุและอภิปรายผล 
จากการตรวจสอบความสามารถในการเรอืงแสงบนหวัของก้านเก็บตวัอย่างหวัคอตตอน เมื่อย้อมดว้ยส ี

SYBR Green I (Invitrogen, USA) ทีม่คีวามเขน้ขน้ 5X พบว่าก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอน ยีห่อ้ EO cotton swab 
(Thai Gauze, TH) ไม่สามารถน าไปใชใ้นการตรวจจบัดเีอน็เอจากการสมัผสัไดเ้นื่องจากใหก้ารเรอืงแสงทีแ่ยกความ
แตกต่างไดย้ากระหว่างก้านทีม่ตีวัอย่างดเีอน็เอและไม่มตีวัอย่างดเีอน็เอ ซึ่งสอดคล้องกบังานวจิยัก่อนหน้าทีม่กีาร
ท างานวจิยัโดยใช้สยี้อม DiamondTMNucleic acid dye (Promega, USA) เพื่อช่วยในการมองเห็นดเีอ็นเอจากการ
สมัผสับนก้านเกบ็ตวัอย่าง ชนิดต่าง ๆ ซึ่งกพ็บว่า หวัคอตตอนกเ็ป็นหนึ่งในก้านเกบ็ตวัอย่างที่ไม่สามารถเรอืงแสง
ได ้หากในงานวจิยัดงักล่าวมกีารทดลองในด้านส าลหีวัคอตตอนสดี าและมสีารไคโตซาน (Chitosan) เคลอืบอยู่บน
ส าล ีซึ่งดว้ยลกัษณะสดี าของหวัส าลแีละสารเคลอืบดงักล่าวท าให้เมื่อน าไปยอ้มสเีพื่อสงัเกตุดเีอน็เอจากการสมัผสั 
สามารถมองเหน็การเรอืงแสงเกดิขึน้ได ้ซึง่เป็นผลทีต่่างออกไปจากการเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอนทัว่ไป [5] ซึง่จะตอ้ง
ท าการศกึษาวจิยัต่อไป ในทางกลบักนัเมื่อน าก้านเกบ็ตวัอย่างทีเ่กบ็เยื่อบุกระพุง้แก้มมาสงัเกตการเรอืงแสง พบว่า 
สามารถมองเหน็ หรอืมกีารเรอืงแสง เน่ืองจากเป็นตวัอย่างทีม่ลีกัษณะเป็นเซลล์เยื่อบุภายในและเป็นแหล่งดเีอน็เอ
จ านวนมาก อกีทัง้ดว้ยลกัษณะของก้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอน ทีเ่กดิจากการพนัตวัของเสน้ใยซึง่ท าใหใ้นการดดู
ซับตัวอย่างจะแทรกไปในตัวของร่องเส้นใย [7] ซึ่งหากเป็นตัวอย่างดีเอ็นเอจากการสมัผสัที่มกัมีดีเอ็นเออยู่ใน
ปรมิาณน้อย และแหล่งของดเีอ็นเอจากการสมัผสัส่วนใหญ่เป็นดเีอ็นเอภายนอกนิวเคลยีสที่เกิดจากการผลัดตัว  
ของเซลล์ผวิหนัง [8] ซึ่งเมื่อใช้ก้านเก็บตวัอย่างแบบหวัคอตตอนจะท าใหต้วัอย่างดเีอ็นเอแทรกเขา้สู่เส้นใยจงึไม่
สามารถมองเห็นการเรืองแสงซึ่งแตกต่างกับดีเอ็นเอจากเซลล์เยื่อบุกระพุ้งที่แหล่งของดีเอ็นเอจะอยู่รวมกันใน
นิวเคลยีสภายในเซลล์และมปีรมิาณของดเีอน็เอทีม่ากท าใหใ้นการเกบ็ดเีอน็เอโดยใชก้้านเกบ็ตวัอย่างหวัคอตตอน 
จะยงัคงสามารถมองเหน็การเรอืงแสงได ้และดว้ยคุณสมบตัขิองสยีอ้ม SYBR Green I (Invitrogen, USA) ทีส่ามารถ
แพร่ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เพื่อเขา้จบักบัดีเอ็นเอและให้การเรืองแสงเพิม่ขึ้นถึง 1,000 เท่า จากการเรอืงแสงปกติ [9]  
จงึท าใหใ้นตวัอย่างดเีอน็เอเยื่อบุกระพุง้แกม้สามารถมองเหน็การเรอืงแสงไดช้ดัเจน และเมื่อศกึษาถงึผลกระทบด้าน
การใช้สยี้อม SYBR Green I (Invitrogen, USA) ที่มคีวามเขม้ขน้ถึง 5X พบว่ายงัสามารถเพิม่ปรมิาณดีเอ็นเอได้  
และสามารถท าการวเิคราะหภ์าพรวมดเีอน็เอ โดยไม่มกีารรบกวนหรอืยบัยัง้การท างานซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยัก่อน
หน้าทีม่กีารใชส้ชีนิดเดยีวกนั แมจ้ะมคีวามเขม้ขน้ของสารต่างกนัถงึ 5.5 เท่า [4]  

งานวจิยันี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพเบือ้งตน้จากการใชส้ยีอ้ม SYBR®Green I Nucleic 
Acid Gel Stain ในการตรวจหาการมอียู่ของดเีอน็เอจากการสมัผสัและดเีอน็เอจากเยื่อบุกระพุง้แก้ม บนก้านเกบ็
ตวัอย่างคอตตอน ซึง่จากการตรวจสอบเบือ้งตน้พบว่าความสามารถในการเรอืงแสงบนหวัของกา้นเกบ็ตวัอย่างหวั
คอตตอน EO cotton swab (Thai Gauze, TH) เมื่อย้อมด้วยสี SYBR Green I (Invitrogen, USA) ที่มีความเข้น
ขน้ 5X นัน้ พบว่าก้านเก็บตวัอย่างหวัคอตตอน เหมาะส าหรบัการตรวจหาดเีอ็นเอทีม่ปีรมิาณมากอย่างดเีอน็เอ
จากเยื่อบุกระพุ้งแก้ม แต่ไม่เหมาะกับการน ามาช่วยตรวจหาดีเอ็นเอจากการสมัผสัที่มีปริมาณค่อนข้างน้อย  
โดยหากจะน าวิธีการดังกล่าวไปใช้เป็นวิธีการคัดกรองตัวอย่างดีเอ็นเอจากการสัมผัสเบื้องต้นก่อนเข้าสู่
กระบวนการไดม้าของภาพรวมดเีอน็เอในหอ้งปฏบิตักิารจ าเป็นจะตอ้งศกึษาโดยใชก้้านเกบ็ตวัอย่างชนิดอื่นต่อไป 
อย่างไรกต็ามวธิกีารนี้สามารถใชส้ าหรบัการคดักรองตวัอย่างดเีอน็เอจากเยื่อบุกระพุง้แกม้ได้  

งานวจิยันี้เป็นผลงานวชิาการซึง่มไิดม้ผีลประโยชน์ทบัซอ้นกบักลุ่มใด ๆ ทางดา้นธุรกจิทัง้สิน้ 
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