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           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 operation procedures. DNA 

extraction with sodium hydroxide solution at room temperature was also employed. 

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 common 

methods. This provides an option for laboratories with limited budgets, equipment and 

chemicals. 
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1.1  ที่มำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

ลายนิ้วมือมนุษย์ มีความแตกต่างเป็นเอกลักษณ์ของแต่ละบุคคล ใช้ประโยชน์ในหลายด้าน เช่น 
ใช้แทนลายมือเขียน ส าหรับผู้ที่ไม่รู้หนังสือ ใช้ตรวจสอบผู้กระท าความผิดที่ระหว่างลายนิ้วมือที่พบใน
สถานที่เกิดเหตุกับผู้ต้องสงสัย แต่ก็มีข้อจ ากัดในการใช้ลายนิ้วมือในการพิสูจน์การกระท าความผิด เช่น 
ลายนิ้วมือไม่ชัดเจนท าให้ไม่สามารถเปรียบเทียบได้ ความผิดในคดีข่มขืนกระท าช าเรา การพิสูจน์ความ
เป็นบิดา - มารดา - บุตร ซึ่งเทคโนโลยีทางด้านเทคนิคทางอณูวิทยาซึ่งในปัจจุบันสามารถตรวจสอบดี
เอ็นเอโดยใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) สามารถให้ผลได้อย่างถูกต้องแม่นย า และยัง
สามารถประยุกต์ใช้ในงานนิติเวชศาสตร์เพ่ือสืบหาตัวผู้กระท าผิดได้จากหลักฐานต่าง ๆ เช่น เส้นผม 
คราบเลือด คราบอสุจิ ชิ้นเนื้อ และเศษผิวหนัง เป็นต้น  

การพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคลโดยใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ เป็นเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพสูงในการ
ประยุกต์ใช้ในด้านการพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคล ในการแก้ไขปัญหาดังกล่าว ดีเอ็นเอหรือสารพันธุกรรม 
มีหน้าที่ควบคุมกิจกรรมต่าง ๆ ของร่างกายและถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของมนุษย์ โดยในแต่
ละบุคคลจะได้รับการถ่ายทอดจากบิดา และมารดาอย่างละครึ่ง ดีเอ็นเอของแต่ละบุคคลมีลักษณะ
จ าเพาะเช่นเดียวกับลายพิมพ์นิ้วมือ ข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอ จึงกลายเป็นเครื่องมือในการพิสูจน์
เอกลักษณ์บุคคลในหลายๆ ด้าน ได้แก่ ประโยชน์ทางการแพทย์ เช่น การพิสูจน์ความสัมพันธ์ของ
สมาชิกในครอบครัวแบบบิดา - มารดา - บุตร การพิสูจน์อัตลักษณ์บุคคลจากภัยพิบัติต่าง ๆ ใช้ติดตาม
ความส าเร็จของการปลูกถ่ายไขกระดูกของผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาว เป็นต้น โดยเฉพาะใน
กระบวนการยุติธรรม ในหลาย ๆ การกระท าความผิดที่ลายพิมพ์นิ้วมือไม่สามารถตอบค าถามได้ เช่น 
คดีล่วงละเมิดทางเพศ เราสามารถตรวจหาดีเอ็นเอจากเซลล์อสุจิ หรือเซลล์เยื่อบุผิวหนังที่คนร้ายทิ้งไว้
บนวัตถุพยานต่าง ๆ ได้ การล่วงละเมิดทางเพศ หรือ เซลล์ผิวหนังที่อาจตรวจพบในบริเวณที่คนร้าย
สัมผัสในคดีลักทรัพย์ คราบโลหิตที่พบในที่เกิดเหตุ เสื้อผ้าของคนร้าย หรือผู้ต้องสงสัยในคดีฆาตกรรม 
เป็นต้น 

ข้อมูลล าดับเบสซ้ าในสายดีเอ็นเอบริเวณ Short Tandem Repeats (STRs) เป็นบริเวณที่มีการ
เรียงตัวของล าดับเบสซ้ า ๆ กัน 2 - 6 เบส พบกระจายทั่วไปบนสายดีเอ็นเอ ในแต่ละบุคคลมีความ
แตกต่างกัน จึงถูกน ามาใช้ในการพิสูจน์ยืนยันตัวบุคคลอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน 
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ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจดีเอ็นเอ ได้แก่ สิ่งส่งตรวจประเภทโลหิตและคราบโลหิต สิ่งส่งตรวจประเภทน้ าอสุจิ
และคราบอสุจิ เส้นผมและเส้นขน เซลล์เนื้อเยื่อต่าง ๆ เซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้ม น้ าลาย เป็นต้น อย่างไร
ก็ตามเซลล์แต่ละชนิดของร่างกายมีองค์ประกอบที่แตกต่างกัน ท าให้ขั้นตอนและวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่
ใช้แตกต่างกันด้วยตามลักษณะของสิ่งส่งตรวจนั้น ๆ (วิชัย แสงบุญ และคณะ , 2547) ในการเก็บ
ตัวอย่างเพ่ือส่งตรวจสามารถท าได้หลากหลายวิธี เช่น การเก็บโลหิตสดโดยใช้เข็มฉีดยาทางหลอดเลือด
ด า แต่มีข้อเสียคือท าให้ผู้ให้ตัวอย่างได้รับบาดเจ็บ และต้องท าโดยเจ้าหน้าที่ทางการแพทย์ที่มีความ
ช านาญ ต้องเก็บตัวอย่างโลหิตในภาชนะจ าเพาะ ตัวอย่างที่เป็นคราบโลหิตสด ต้องบรรจุในหลอดที่
บรรจุ EDTA ป้องกันการแข็งตัวของเลือด และคราบโลหิตยังมีความเสี่ยงจากโรคติดเชื้อ น้ าอสุจิ การ
เก็บรักษาตัวอย่างต้องเก็บในอุณหภูมิควบคุมเพ่ือป้องกันการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ซึ่งจะส่งผลให้ดีเอ็น
เอเสื่อมสภาพได้ 
 
ตำรำงท่ี 1.1  ปริมำณ DNA ในตัวอย่ำงสิ่งส่งตรวจแต่ละชนิด (Butler, 2012) 
 

Type of Sample Amount of DNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
การเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอเพ่ือส่งตรวจด้วยก้านส าลีเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว ท าได้ง่ายด้วยตนเอง

โดยไม่ต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญในการจัดเก็บ (John, 2012) ทั้งยังเก็บรักษาเพ่ือส่งตรวจได้ง่าย ท าได้โดย
ใช้ก้านส าลีปลอดเชื้อหมุนเช็ดเก็บภายในกระพุ้งแก้มเป็นเวลาประมาณ 15 - 30 วินาที หรือการเก็บ
จากคราบโลหิตบนพ้ืนผิววัตถุต่าง ๆ ท าได้โดยใช้ก้านส าลีชุบน้ ากลั่นปลอดเชื้อ เช็ดเก็บบริเวณรอย
คราบหลังจากนั้นผึ่งให้แห้ง ก่อนเก็บในหีบห่อที่เหมาะสมเพื่อรอตรวจต่อไป  

กระบวนการการตรวจดีเอ็นเอ ประกอบไปด้วยหลายขั้นตอน โดยเริ่มตั้งแต่ การเก็บตัวอย่างดี
เอ็นเอจากบุคคลหรือสถานที่เกิดเหตุ การเก็บรักษาตัวอย่างก่อนถึงห้องปฏิบัติการ การสกัดดีเอ็นเอ 
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การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ การแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ และ
การแปลผลดีเอ็นเอ ซึ่งในแต่ละขั้นตอน มีการใช้อุปกรณ์เครื่องมือที่ทันสมัยและสารเคมีที่มีราคาสูง ใช้
ก าลังผู้ปฏิบัติงานมาก นอกเหนือจากนี้ ในแต่ละขั้นตอนยังใช้ระยะเวลาการปฏิบัติการยาวนาน ซึ่งใน
ปัจจุบันมีความต้องการผลการตรวจวิเคราะห์ที่ถูกต้องและรวดเร็ว เพ่ือตอบสนองต่อสภาวการณ์ได้
อย่างทันท่วงที เช่น การใช้ผลตรวจเปรียบเทียบในการสืบสวนจับกุมผู้กระท าความผิดที่ก าลังจะ
หลบหนี เหตุการณ์ที่มีผลกระทบต่อชีวิตและทรัพย์สินของประชาชน หรือ การก่อวินาศกรรม เป็นต้น 
มีความพยายามที่จะลดขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ผลดีเอ็นเอให้เหลือเวลาสั้นลง เช่น การใช้วิธีการ 
Direct PCR (John, 2012; Cavanaugh and Abigail S. Brithrich, 2018) ซึ่งเป็นวิธีการน าตัวอย่าง
มาสกัดและน าสารละลายดีเอ็นเอที่ได้ เข้าสู่กระบวนการเพ่ิมปริมาณ ดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์โดยที่ 
ไม่ต้องผ่านกระบวนการท าให้บริสุทธิ์และตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอก่อน ซึ่งช่วยลดขั้นตอนการตรวจ
วิเคราะห์ดีเอ็นเอ จากเดิมท่ีใช้ระยะเวลาประมาณ 6 - 8 ชั่วโมง เหลือไม่เกิน 3 - 4 ชั่วโมง เนื่องจากยัง
ต้องผ่านขั้นตอนพีซีอาร์ ในขั้นตอนการปฏิบัติงานจริงผู้วิจัยพบว่าก้านส าลีที่ใช้เก็บตัวอย่างเพ่ือส่งตรวจ
วิเคราะห์มีทั้งการใช้ก้านส าลีชนิดพลาสติกที่มีสิ่งห่อหุ้ม หรือเกรดทางการแพทย์ ซึ่งมี ราคาสูง และ
พบว่าการเก็บเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้มด้วยก้านส าลีพันปลายไม้สามารถเก็บดีเอ็นเอได้มากน้อยต่างกัน 
และการท า Direct PCR นั้นจะไม่ทราบความเข้มข้นของดีเอ็นเอ จึงท าให้เกิดความล้มเหลวในการ
วิเคราะห์ เช่น มีปริมาณผลผลิตพีซีอาร์มากหรือปริมาณน้อยเกินไป ส่งผลให้การตรวจวิเคราะห์
ล้มเหลว ท าให้ต้องมีการท าซ้ า ท าให้สิ้นเปลืองเวลาและสารเคมีมากขึ้น ซึ่งปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม
ส าหรับชุดน้ ายาเพ่ิมปริมาณ STRs ที่วางจ าหน่ายโดยทั่วไปคือประมาณ 0.5 - 2.5 นาโนกรัม ต่อ
ไมโครลิตร (Goodvin, 2007) เพ่ือจะใด้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีคุณภาพ และผลผลิต PCR ที่ต้องใช้
ในการวิ เคราะห์นั้นใช้ เพียง 1 ไมโครลิตร ท าให้มีปริมาณสารเคมี เหลือทิ้ งเป็นจ านวนมาก     
ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอหลายแห่งนิยมใช้ชุดน้ ายาส าเร็จรูปซึ่งช่วยอ านวยความสะดวกใน
ขั้นตอนการปฏิบัติงาน เช่น ชุดน้ ายาส าหรับการสกัด การวิเคราะห์ปริมาณ และการเพ่ิมปริมาณ แต่มี
ข้อจ ากัดคือชุดน้ ายาส าเร็จรูปดังกล่าวมีราคาสูง เครื่องมือส าหรับตรวจวิเคราะห์ในแต่ละขั้นตอนใช้
เทคโนโลยีสมัยใหม่ ท าให้มีราคาสูง อุปกรณ์สารเคมีที่เกี่ยวเนื่องก็มีราคาสูงตามไปด้วยเช่นกัน ท าให้
เป็นอุปสรรคส าหรับการปฏิบัติงานเนื่องจากมีงบประมาณจ ากัด ยกตัวอย่างค่าบริการการตรวจวิเคราะ
ดีเอ็นเอในประเทศไทย เช่น ค่าบริการการตรวจดีเอ็นเอของภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ซึ่งให้บริการตรวจวิเคราะห์ ดังนี้ การตรวจบิดา - มารดา - 
บุตร คนละ 6,500 บาท ตรวจความสัมพันธ์ระหว่าง พ่ี - น้อง เพศชายเท่านั้น (โครโมโซมเพศชาย) 
เพ่ือพิสูจน์สายสัมพันธ์ทางฝ่ายบิดา เช่น ปู่ - หลานชาย อา - หลานชาย ค่าตรวจคนละ 6,500 บาท 
การตรวจความสัมพันธ์ระหว่าง พ่ี - น้อง ที่สืบสายพันธุ์ทางฝ่ายมารดา กรณีมารดาเสียชีวิต (ไมโตคอน
เดรีย) ค่าตรวจรายละ 8,500 บาท (โรงพยาบาลรามาธิบดี, 2013) นอกจากนี้ยังมีหลายหน่วยงานที่
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จัดเก็บข้อมูลดีเอ็นเอบุคคลไปใช้ประโยชน์ เช่น โครงการความร่วมมือระหว่างกรมราชทัณฑ์กับ
ส านักงานต ารวจแห่งชาติ และสถาบันนิติวิทยาศาสตร์ ส านักงานต ารวจแห่งชาติ (พีพีทีวี ออนไลน์, 
2561) มีการเก็บข้อมูลดีเอ็นเอของบุคคลพ้นโทษเพ่ือประโยชน์ในการป้องกันและปราบปราม
อาชญากรรม เนื่องจากพบว่ามีผู้ต้องหาที่เป็นบุคคลพ้นโทษกลับมาก่อคดีซ้ าหลังจากได้รับการปล่อย
ตัว 

สืบเนื่องจากสถานการณ์โรค COVID 19 ในปัจจุบัน ชี้ชัดให้เห็นถึงปัญหาขั้นตอนการจัดเก็บ
ตัวอย่างที่ต้องระมัดระวังเรื่องความปลอดภัยทางชีวภาพซึ่งความยุ่งยากในการจัดเก็บและความยุ่งยาก
ในการตรวจตัวอย่าง การตรวจวิเคราะห์หาสารพันธุกรรมไวรัสจากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยซึ่งได้จากการ
เช็ดเก็บจากสารคัดหลั่งหลังโพรงจมูกมาตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี realtime PCR ซึ่งเป็นวิธีที่เป็น
มาตรฐาน และเป็นที่ยอมรับ แต่มีราคาสูง ใช้ทรัพยากรมาก ให้เกิดข้อจ ากัด และลดโอกาสในการ
เข้าถึงการตรวจเพ่ือป้องกันของประชาชนที่มีความเสี่ยงลง จากเหตุผลข้างต้นแสดงให้เห็นว่า การ
ตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอมีประโยชน์ในหลายด้าน แต่การตรวจวิเคราะห์นั้นยังมีค่าใช้จ่ายต่อตัวอย่างที่สูง 
และแนวโน้มในด้านปริมาณการตรวจก็เพ่ิมขึ้นมากไปด้วยเช่นกัน ในขณะที่งบประมาณที่หน่วยงาน
ราชการได้รับมีปริมาณเท่าเดิมหรือเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยซึ่งส่งผลกระทบต่อความสามารถในการตรวจ
วิเคราะห์ของหน่วยงานได้ 

จึงเป็นที่มาของการศึกษาในครั้งนี้ ที่ต้องการศึกษาปริมาณดีเอ็นเอของเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้มที่
จัดเก็บด้วยก้านส าลีที่หาซื้อได้ทั่วไป ทดแทนการใช้ก้านส าลีพันปลายไม้ส าหรับจัดเก็บดีเอ็นเอหรือวัตถุ
พยานชนิดทางการแพทย์ เพ่ือให้ได้ปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสมส าหรับการท า Direct PCR และการลด
ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ ด้วยการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 
มิลลิโมลาร์ ทดแทนการใช้ชุดน้ ายาสกัดส าเร็จรูป และตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโปรไฟล์ที่ได้ อัน
จะส่งผลให้การปฏิบัติงานในการพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคลในกรณีเร่งด่วน สามารถด าเนินการได้และยัง
ช่วยประหยัดในการลดการใช้ชุดสารเคมีที่มีราคาสูง ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่องานด้านพิสูจน์ดีเอ็นเอ
บุคคลต่อไป   
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ภำพที่ 1.2  ขั้นตอนกำรตรวจวิเครำะห์ดีเอ็นเอ 
 
1.2  วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 

1.2.1 เพ่ือศึกษาวิธีการจัดเก็บเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้มโดยใช้ก้านส าลี (cotton bud) เพ่ือให้ได้   
ปริมาณดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม   

1.2.2 เพ่ือศึกษาการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย โซเดียมไฮดรอกไซด์ 50 มิลลิโมลาร์ แทนการ  
ใช้ชุดน้ ายาสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป  

1.2.3 เพ่ือศึกษาคุณภาพของดีเอ็นเอเมื่อลดปริมาณชุดน้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus 
ลง 1/2  1/4 และ 1/8 ของปริมาตรที่แนะน าโดยบริษัทผู้ผลิต 

1.2.4 เพ่ือศึกษาคุณภาพของดีเอ็นเอโปรไฟล์ที่ได้จากการท า Direct PCR 



 
 

บทที่ 2 
การทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1 ดีเอ็นเอ 

ดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid; DNA) หรือสารพันธุกรรม ประกอบไปด้วยหน่วยย่อยที่
เรียกว่า นิวคลิโอไทด์ (nucleotide) ซึ่งเป็นสารประกอบไนโตรจีนัสเบส (nitrogenous base) แบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มไพริมิดีน (pyrimidine) ซึ่งมีอนุพันธ์สองตัวคือ ไซโทซีน (cytosine- C) และ 
ไทมีน (thymine - T) ส่วนพวกที่สองได้แก่ พิวรีน (purine) มีอนุพันธ์สองตัวคือ อดีนีน (adenine - 
A) และ กวานีน (guanine - G) 

โดยสารประกอบไนโตรจีนัสเบสนี้  จะรวมตัวกับน้้าตาลดีออกซีไรโบส (deoxyribose sugar) 
และกรดฟอสฟอริก (phosphoric - acid) เป็นนิวคลิโอไทด์อยู่ในดีเอ็นเอ พบได้ในนิวเคลียสของเซลล์ 
มีหน้าที่ส้าคัญ 2 ประการ คือ การจ้าลองตัวเอง (DNA replication) การถ่ายทอดข้อมูลผ่านอาร์เอ็น
เอ (transcription) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.1 ส่วนประกอบพื้นฐานของกรดนิวคลีอิก: (a) แกนหมู่ฟอสเฟต น้้าตาล และ 
  กรดนิวคลีอิก (b) โครงสร้างทางเคมีของโมเลกุลหมู่ฟอสเฟตและน้้าตาล และ 
  การก้าหนดหมายเลข ในอะตอมคาร์บอนของน้้าตาล และล้าดับดีเอ็นเอเขียนตาม 
  จาก 5’ ไป 3’ 
  ที่มา: Butler (2012) 
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ภาพที่ 2.2  การจับคู่กันของดีเอ็นเอสองสาย เป็นโครงสร้างดีเอ็นเอสายเกลียวคู่ (double - helix  
  structure) 
  ที่มา: Butler (2012) 
 
2.2 จีโนมมนุษย์ 

จีโนมมนุษย์ หมายถึง ดีเอ็นเอในแฮพพลอยด์เซลล์พบได้ในนิวเคลียส และไมโตคอนเดรียของ
เซลล์ จีโนมในนิวเคลียสเป็นดีเอ็นเอเกลียวคู่ขนาด 3.1 X 109 คู่เบส กระจายอยู่ในโครโมโซมทั้ง 23 
แท่ง ส่วนใหญ่เป็นล้าดับเบสที่ไม่ได้แปลรหัสไปเป็นล้าดับเปปไทด์ (non - coding sequences) มียีน
อยู่เพียง 30,000-35,000 ยีน หรือคิดเป็นร้อยละ 3 ของจีโนมทั้งหมด ยีนมีขนาดแตกต่างกันไป ตั้งแต่ 
0.1 กิโลเบส ไปจนถึง 2,000 กิโลเบส แต่โดยเฉลี่ยยีนบนโครโมโซมมนุษย์จะมีขนาด 5 - 10 กิโลเบส 
ซึ่งจะสร้างโปรตีนและกรดอะมิโนประมาณ 300 โมเลกุล ภายในยีนมีล้าดับเบสที่ไม่ใช่รหัสและถูกตัด
ออก เรียกว่า intron และส่วนที่เป็นรหัสเรียกว่า coding sequences เรียกว่า exon 90% ของจีโนม 
ไม่ใช่รหัสและพบอยูนอก intron เรียกว่า extragenic ซึ่งบริเวณนี้จะพบล้าดับเบสซ้้า (repetitive 
sequences) ไม่ทราบหน้าที่ชัดเจน ส่วนจีโนมในไมโตคอนเดรีย เป็นดีเอ็นเอรูปวงแหวนขนาดเล็ก
เพียง 16,569 คู่เบส ดีเอ็นเอเกือบทั้งหมดในไมโตคอนเดรียท้าหน้าที่เป็นยีนถอดรหัสเพ่ือสร้าง rRNA 
tRNA หรือสายพอลิเปปไทด์ 
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2.2.1  ดีเอ็นเอที่เป็นเบสซ้้า (Repetitive DNA) 
ดีเอ็นเอในจีโนมของมนุษย์ประมาณ ร้อยละ 50 ประกอบด้วยส่วนที่มีล้าดับเบสซ้้าดีเอ็น

เอบางชุดพบว่ามีการซ้้ามากว่า 100,000 ครั้ง ดีเอ็นเอเหล่านี้มีความแตกต่างกันทั้งขนาดและจ้านวน
ซ้้า แบ่งได้เป็น 2 กลุ่มใหญ ่ได้แก่ 

เบสซ้้าต่อเนื่อง (Tandem Repeated) เบสซ้้าที่เรียงตัวต่อเนื่องเป็นช่วงยาว ได้แก่ 
sattelite และ minisattelite และ microsattelite แบ่งตามจ้านวนซ้้าและความยาวได้ดังนี้ 

Sattelite เป็นเบสซ้้าสั้น ๆ ขนาด 1 - 6 เบสซ้้ากันขนาดหลายร้อยเบสโดยมีจ้านวนซ้้า
ตั้งแต่ 103 - 107 ครั้ง จัดเป็นพวกที่มีความซ้้าของเบสเป็นจ้านวนมาก (highly repetitive DNA) ซึ่ง
จะพบเพียง 1 - 2 ต้าแหน่ง ต่อโครโมโซม และมักพบบริเวณเซนโทรเมียร์ ตัวอย่างเช่น satelliteIII ที่
พบบริเวณ เซนโทรเมียร์บนโครโมโซมคู่ที่ 1 และโครโมโซม Y ซึ่งมีเบสซ้้า 5 เบส และมีล้าดับเบสพ้อง 
(consensus sequence ) เป็น TTCCA 

Minisattelite คือ เบสซ้้า 9 - 100 เบส มีจ้านวนซ้้าตั้งแต่ 10 แต่ไม่เกิน 1000 ครั้ง จัด
อยู่ในกลุ่มการซ้้ากันของเบสระดับปานกลาง (moderately repetitive DNA)  วิธีการตรวจลายพิมพ์
ดีเอ็นเอโดยน้าล้าดับเบสซ้้ามาใช้เป็นดีเอ็นเอตรวจสอบ จากการศึกษาพบว่ามินิแซลเทลไลท์ส่วนมากมี
ความคล้ายคลึงกันของล้าดับเบส หรือมีล้าดับเบสแกน (core sequence) เดียวกัน ดีเอ็นเอในบริเวณ
นี้มีความหลากหลายเนื่องจากความแตกต่างในจ้านวนซ้้า บางครั้งเรียกว่า variation number of 
tandem repeats หรือ VNTR 

Microsattelite คือเบสซ้้าขนาด 1 - 6 เบส เช่น (A)n  (CA)n  (TAA)n  (GATA)n เมื่อ n 
เป็นจ้านวนซ้้า แต่ละซ้้าไม่เกิน 100 ครั้ง บางครั้งเรียก simple sequence repeat (SSR) หรือ Short 
tandem repeat (STR) พบกระจายทั่วไปบนจีโนม 104  - 105 โลคัส ความหลากหลายนี้น้ามาตรวจ
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอได้ และเนื่องจากไมโครแซทเทลไลท์ พบกระจายทั่วไปในจีโนม จึงน้ามาสร้างแผนที่ จี
โนม (genome mapping) ได ้ 

เทคนิคที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอ ได้แก่ 
(1)  Restriction Fragment Length Polymorphism: PCR - RFLP เป็นเทคนิคในการ

ตรวจสอบความแตกต่างของดีเอ็นเอโดยอาศัยตรวจความแตกต่างของจ้านวเบสซ้้า  (VNTR) โดยมาก
เป็นการตรวจหลายต้าแหน่ง (multilocus) โดยใช้เอนไซม์ตัดจ้าเพาะ จากนั้นจึงน้าชิ้นส่วนดีเอ็นเอไป
วิเคราะห์ เทคนิคนี้ มีข้อจ้ากัดคือต้องใช้ดีเอ็นเอปริมาณมาก และมีสภาพสมบูรณ์ ใช้ระยะเวลานาน 

(2)  Polymerase chain reaction: PCR เป็นวิธีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบต่อเนื่อง
โดยใช้เอนไซม ์polymerase เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ประกอบไปด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ ไพรเมอร์ เอนไซม์
ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส และสารต่าง ๆ ส้าหรับท้าปฏิกิริยา เช่น ดีออกซีนิวคลิโอไทด์ไตรฟอสเฟต (dNTP) 
และแมกนีเซียมคลอไรด์ เป็นต้น ประกอบไปด้วย 3 ขั้นตอนซึ่งควบคุมโดยอุณหภูมิต่าง ๆ กัน ได้แก่ 
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(2.1)  ดีเอ็นเอท่ีเป็นเส้นคู่แยกเป็นเส้นเดี่ยว 
(2.2)  ไพรเมอร์ซึ่งเป็นโอลิโกนิวคลิโอไทด์เขนาด 20 - 30 เบส ที่มีล้าดับเบสคู่สม 

เข้าไปจับกับดีเอ็นเอเส้นเดี่ยว  
(2.3)  เอนไซม์ดีเอนไซม์พอลิเมอร์เรสเร่งปฏิกิริยาเติมเบสที่ปลาย 3' ของไพรเมอร์ 

โดยอัตราการเพ่ิมของสายดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้  เป็นการเพ่ิมแบบทวีคูณ 2n  ดังนั้นเมื่อปฏิกิริยา
ด้าเนินไป 25 รอบ จะได้ดีเอ็นเอชุดใหม่จ้านวน 225 หรือ 34 ล้านเท่าของดีเอ็นเอต้นแบบ (วิชัย  
แสงบุญ และคณะ, 2547) 

 
2.3  ขั้นตอนในการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอ 

การตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอประกอบไปด้วยหลายขั้นตอนเริ่มตั้งแต่การเก็บตัวอย่าง การสกัดดีเอ็น
เอ การหาปริมาณดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ การแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้ การวิเคราะห์ผล และ
การน้าไปใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ ต่อไป 

2.3.1  การเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอ  
ดีเอ็นเอพบได้ในนิวเคลียสของเซลล์ ได้แก่ เนื้อเยื่อต้องจัดเก็บในภาชนะส้าหรับจัดเก็บ 

และต้องรักษาอุณหภูมิเพ่ือป้องกันการเสื่อมสภาพ เซลล์เยื่อบุผิวหนังจัดเก็บโดยการเช็ดเก็บด้วยเทป
ใส หรือ การเช็ดด้วยก้านส้าลี ปลายรากผมจัดเก็บโดยการถอนเส้นผมให้ติดปลายรากผมบรรจุซอง
กระดาษ เซลล์เม็ดเลือดขาวจากโลหิตจัดเก็บโดยใช้หลอดส้าหรับเก็บสิ่งส่งตรวจ หรือเก็บด้วยกระดาษ 
FTA หรือ เช็ดเก็บด้วยก้านส้าลีแล้วผึ่งให้แห้ง เซลล์อสุจิ เก็บในหลอดส้าหรับจัดเก็บ หรือเช็ดเก็บด้วย
ก้านส้าลีแล้วผึ่งให้แห้งสนิท และ ไขกระดูกซึ่งอาจต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญในการเก็บ เป็นต้น 

การจัดเก็บเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้มเพ่ือตรวจดีเอ็นเอบุคคลด้วยก้านส้าลีนั้น ปัจจุบันเป็นวิธี
ที่เข้ามาแทนที่การเก็บตัวอย่างจากโลหิต (Goodwin, 2007) เพราะไม่ก่อให้เกิดการบาดเจ็บกับผู้ให้
ตัวอย่าง สะดวกรวดเร็ว วิธีการจัดเก็บรักษาและส่งตรวจไม่ยุ่งยาก สามารถท้าได้ด้วยตัวเอง ไม่ต้อง
อาศัยผู้เชี่ยวชาญในการจัดเก็บ 

2.3.2  การสกัดดีเอ็นเอ 
ตัวอย่างทางชีวภาพที่ใช้ส้าหรับตรวจเปรียบเทียบดีเอ็นเอบุคคล เช่น โลหิต หรือเซลล์เยื่อ

บุกระพุ้งแก้ม ประกอบไปด้วยโปรตีนซึ่งท้าหน้าที่ป้องกันดีเอ็นเอถูกท้าลายโดยสิ่งแวดล้อม และ
สารประกอบอ่ืน ๆ ภายในเซลล์ ซึ่งโปรตีนและสารประกอบต่างเหล่านี้ สามารถเป็นสารที่ยับยั้งการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยวิธีการ Polymerase chain reaction (PCR Inhibitor) ได ้

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอประกอบไปด้วย การย่อยสลายเซลล์เพ่ือปลดปล่อยดีเอ็นเอที่
บรรจุอยู่ภายในเยื่อหุ้มนิวเคลียสซึ่งจะถูกย่อยสลาย ด้วยกรรมวิธีต่าง ๆ เช่น สารเคมี หรือเอนไซม์ 
จากนั้นจึงท้าการแยกดีเอ็นเอออกจากส่วนประกอบอ่ืน ๆ ของเซลล์ ล้างดีเอ็นเอเพ่ือให้ได้ดีเอ็นเอที่มี
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ความบริสุทธิ์และการเก็บสารละลายที่มีดีเอ็นเอเพ่ือใช้งานต่อไป วิธีการสกัดดีเอ็นเอ (John M. 
Butler, 2012) โดยทั่วไป ได้แก่ การสกัดด้วยสารอินทรีย์ (Phenol-Chloroform Extraction) การ
สกัดด้วย Chelex เช่น Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) การใช้ FTA Paper 
หรือ solid - phase extraction วิธี Differential Extraction เพ่ือแยกระหว่างเซลล์สเปิร์มและ เซลล์
เยื่อบุช่องคลอด และวิธี อ่ืน ๆ เช่น วิธี  salting out โดยใช้  sodium acetate การใช้  sodium 
hydroxide หรือ การย่อย cellular proteins ด้วย thermostable proteinase เป็นต้น 

2.3.3  การหาปริมาณดีเอ็นเอ 
ดีเอ็นเอที่ผ่านขั้นตอนการสกัดแล้ว จะต้องทราบความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดได้ หากดี

เอ็นเอตัวอย่างมีความเข้มข้นสูงจะส่งผลให้ PCR product มากเกินไป ท้าให้เกิดความยุ่งยากในการ
แปรผล หรือไม่สามารถแปรผลได้ ในขณะที่ดีเอ็นเอมีปริมาณน้อยเกินไป หรือดีเอ็นเอที่เสื่อมสภาพ 
ส่งผลให้ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ หรือล้มเหลวในการวิเคราะห์ผลได้เช่นกัน  วิธีการที่นิยมใช้วัด
ปริมาณดี เ อ็น เอ  โดยทั่ ว ไป  ได้ แก่  UV Absorbance and Yield Gels, Slot Blot, PicoGreen 
Microtiter Plate Assay, AluQuant Human DNA Quantitation System, End-Point PCR Real 
Time Quantitative PCR (qPCR) , Singleplex qPCR Assays,  Multiplex qPCR Assays เป็นต้น 
(Butler, 2012) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.3  การสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีต่าง ๆ 
ที่มา: Butler (2012) 
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ตารางท่ี 2.1  ตัวอย่างชุดน้้ายาสกัดดีเอ็นเอส้าเร็จรูปชนิดต่าง 
 

QIAGEN Promega Applied Biosystems 
Products  QIAamp DNA IQ PrepFiler 
Solid-phase Silica beads Magnetic silica beads Magnetic silica beads 
Wash performed Centrifugation or 

vacuum manifold 
Magnet Magnet 

Robotic platform EZ1, M48, QLACube Maxwell 16, Tecan AutoMate Express, Tecan 
 

ที่มา: Butler (2012) 
 
2.3.4  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

ในยุคแรกของการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอบุคคลใช้เทคนิค restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) ต่อมามีการเปลี่ยนมาใช้เทคนิค polymerase chain reaction ซึ่งมีข้อดี
หลายประการ ซึ่งกระบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในล้าดับเบสที่จ้าเพาะบนสายดีเอ็นเอ โดยอาศัย
เอนไซม์ DNA polymerase ไพรเมอร์ที่จ้าเพาะต่อต้าแหน่งดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจวิเคราะห์  dNTP 
และสารละลายบัฟเฟอร์  ขั้นตอนพ้ืนฐานของ PCR ได้แก่ (1) การท้าให้ดี เอ็นเอเสื่อมสภาพ
(denaturation) โดยใช้อุณหภูมิแยก DNA template (2) annealing เป็นขั้นตอนที่ไพรเมอร์ที่
จ้าเพาะเข้าจับกับ specific sequences (3) ขั้นตอน extension เป็นการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดย
เอนไซม์ DNA polymerase จากดีเอ็นเอต้นแบบโดยการเติม dNTPs ขั้นตอนต่าง ๆ จะด้าเนินไป
ประมาณ 28-30 รอบ ซึ่งจะท้าให้ได้ดีเอ็นเอเพ่ิมเป็นพันล้านจากดีเอ็นเอตั้งต้น (Butler, 2012) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.4  ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี polymerase chain reaction 
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ที่มา: Butler (2009: 127) 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.5 สภาวะท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Proflex 7900 thermocycler 
ส้าหรับชุดน้้ายา AmpF‘STR®Identifiler® Plus PCR Amplification Kit 

 
ตารางท่ี 2.2 เปรียบเทียบการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยวิธี RFLP กับ PCR-based DNA 
 typing  
 
 

 Characteristic RFLP Methods  PCR Methods 
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ที่มา: Butler (2012) 
2.3.5  การแยกช้ินส่วนดีเอ็นเอและการวิเคราะห์ผล 

ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ผ่านการเพ่ิมปริมาณแล้วจะถูกน้ามาแยกด้วยวิธีการต่าง ปัจจุบันนิยมใช้
วิธี capillary electrophoresis ชิ้นส่วนดีเอ็นเอจะถูกดูดผ่านปลายเข็มขนาดเล็กและผ่านเข้าสู่หลอด
ขดลวดทองแดงที่บรรจุ polymer buffer เช่น POP4 โดยที่ปลายของทั้งสองด้านแช่อยู่ในสารละลาย 
buffer ที่เป็นขั้ว cathode และ anode เมื่อมีการปล่อยกระแสไฟฟ้า ชิ้นส่วนดีเอ็นเอจะเคลื่อนที่จาก
ขั้วลบไปขั้วบวกตามขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอ โดยที่ชิ้นส่วนเล็กจะเคลื่อนที่ได้เร็วกว่า ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ
ที่ถูกระบุด้วยแถบสี fluorescence ถูกกระตุ้นด้วยแสงเลเซอร์และถูกตรวจจับและอ่านค่าเมื่ อ
เคลื่อนที่ผ่าน Detection window ค่าท่ีอ่านได้จะถูกส่งออกไปยังเครื่องคอมพิวเตอร์เพ่ือแปลงผลเป็น
ข้อมูลดีเอ็นเอต่อไป 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 2.6  การแยกช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Capillary electrophoresis 
ที่มา: Butler (2012) 
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การวิเคราะห์ผลดีเอ็นเอนั้นจะมีโอกาสพบผลบวกปลอม (Artifact) ของพีคบนกราฟ

แสดงผลที่ปรากฏในอัลลีลต่าง ๆ ของต้าแหน่งดีเอ็นเอได้ ซึ่งก่อให้เกิดความยุ่งยากในการแปรผล 
ดีเอ็นเอ เช่น Off - ladder alleles เป็นอัลลีลที่ไม่ตกอยู่ในต้าแหน่ง bin ของ Allelic Ladder ท้าให้
ไม่สามารถอ่านค่าอัลลีลของดีเอ็นเอในต้าแหน่งนั้น ๆ ได ้

Partial STR profiles หากดีเอ็นเอเสื่อมสภาพ (degraded) หรือ มี PCR inhibitors จะ
ท้าให้ได้ผลดีเอ็นเอเพียงบางส่วน (Partial STR profiles) โดยเฉพาะ STR loci ที่มีขนาดใหญ่ เช่น 
D18S51 และ FGA จะเป็นต้าแหน่งแรกที่พบความล้มเหลวในการตรวจสอบ สามารถแก้ไขโดยใช้ชุด 
miniSTRs ที่มีขนาดเล็กลง 

Stutter ปรากฏเป็นพีคขนาดเล็ก ๆ โดยปกติมีขนาด 15 - 20% ของพีคหลักในแต่ละ
ต้าแหน่ง ส่วนมากพบเกิดจากดีเอ็นเอต้นแบบมีความเข้มข้นสูง สามารถป้องกันได้โดนเจือจางดีเอ็นเอ
ให้อยู่ในปริมาณที่เหมาะสมส้าหรับชุดน้้ายาส้าเร็จรูปแต่ละชนิดแนะน้าไว้โดยบริษัทผู้ผลิต 

Pull up เกิดจาก การที่มีปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบมากเกินไป ท้าให้เมื่อวิเคราะห์ผลท้าให้
เกิดการรบกวนของสีที่ใช้ท้าเครื่องหมายในชิ้นส่วนดีเอ็นเอท้าให้เกิดการซ้อนทับกัน 

allele drop out เป็นปรากฎการณ์ที่เกิดการขาดหายไปของดีเอ็นเอในบางต้าแหน่ง พบ
ได้บ่อยในดีเอ็นเอเสื่อมสภาพ เช่น โดยปกติอ่านค่าได้เป็น heterozygous แต่เมื่อวิเคราะห์ผลปรากฏ
เพียงหนึ่งต้าแหน่งท้าให้อ่านค่าเป็น homozygous ซึ่งส่งผลให้อ่านค่าผิดพลาดสามารถแก้ไขได้โดย
การใช้น้้ายาหลายชนิดประกอบกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 2.7 artifacts ที่พบได้บ่อยในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี STR typing ได้แก่ stutter 
 และ incomplete adenylation ซึ่งท้าให้ เกิด split peaks (inset). 
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  ที่มา: Butler (2012) 
2.4  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยตรง (Direct PCR) 

เป็นกระบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้สารละลายดีเอ็นเอที่ผ่านกระบวนการย่อยสลายเยื่อ
หุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มนิวเคลียส โดยไม่ต้องการการท้าให้บริสุทธิ์  และไม่ต้องทราบปริมาณดีเอ็นเอ 
น้าเข้าสู่ขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์ ช่วยลดขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ ความผิดพลาดจากการ
ปฏิบัติงาน ลดการสูญเสียดีเอ็นเอในระหว่างขั้นตอนการสกัด ลดการใช้สารเคมี และลดขั้นตอนการหา
ปริมาณดีเอ็นเอลง ท้าให้ลดระยะเวลาในการปฏิบัติงานและประหยัดค่าใช้จ่ายได้อีกด้วย ตัวอย่างดีเอ็น
เอที่นิยมใช้ได้แก่ ตัวอย่างที่เป็นโลหิต เซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้ม และตัวอย่างดีเอ็นเอที่เก็บด้วยกระดาษ 
FTA (Butler, 2012; Connon CC. et al, 2016; Wang et al, 2012; Romsos and Vallone, 2015)   
 
2.5  ระบบฐานข้อมูลดัชนีสารพันธุกรรมรวม (Combined DNA Index System: CODIS) 

เป็นระบบฐานข้อมูลดีเอ็นเอของประเทศสหรัฐอเมริกา ประกอบไปด้วย ฐานข้อมูลระดับท้องถิ่น 
ระดับรัฐ และระดับชาติ (LDIS, SDIS, และ NDIS) ซึ่งได้ก้าหนดต้าแหน่งมาตรฐาน (CODIS Core 
STRs) ทั้งสิ้น 13 ต้าแหน่ง ประกอบด้วย CSF1PO, FGA, TH01, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, 
D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11 เพ่ือใช้เป็นต้าแหน่งหลักในการ
เปรียบเทียบ และเมื่อวันที่ 1 มกราคม 2017  ได้มีการประกาศเพ่ิมเติมอีก 7 ต้าแหน่ง ประกอบไป
ด้วย  D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433 และ D22S1045 (FBI, 
2017; Lin et al.,  2019) 

การเก็บเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้ม (Tredouxs et al., 2015; Butler, 2012) โดยใช้ก้านส้าลีเช็ดเก็บ
ภายในกระพุ้งแก้มเป็นเวลาประมาณ 30 วินาที เป็นวิธีการเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอเพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอ
เปรียบเทียบ (Reference sample หรือ Known sample) เป็นวิธีที่ใช้เก็บตัวอย่างดีเอ็นเอนิยมใช้ 
เนื่องจากไม่ก่อให้เกิดการบาดเจ็บแก่ผู้ให้ตัวอย่าง การเก็บรักษาและส่งตรวจไม่ยุ่งยากซับซ้อน มีดีเอ็น
เอปริมาณมากพอต่อการน้าไปใช้งาน ทั้งยังมีราคาถูก 

Ruiz et al. (2018) ได้ท้าการศึกษาชนิดของก้านส้าลีระหว่างเกรดทางการแพทย์ และก้านส้าลีที่
หาได้ท่ัวไปตามท้องตลาดพบว่า ใช้เก็บดีเอ็นเอจากเยื่อบุกระพุ้งแก้มได้ไม่แตกต่างกัน แต่มีราคาถูกกว่า  

Rudbeck L and Dissing J. (1998) ได้สกัดเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้มที่เก็บด้วยก้านส้าลี  โดยใช้ 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บ่มที่  75 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีโดยใช้เวลาเพียง 6 นาท ีจากนั้นยุติปฏิกิริยาโดยใช้ Tris - HCl 0.04  
โมลาร์ ปริมาตร 180 ไมโครลิตร, pH 7.5 น้าไปเพ่ิมปริมาณด้วยวิธีการ PCR  
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Klintschar. M.and Neuhuber, F. (2000) ได้ศึกษาเปรียบเทียบการสกัดดีเอ็นเอจากโลหิต 
คราบโลหิต และอสุจิ ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์เทียบกับ chelex100 วิธีปกติ พบว่าช่วยลดระยะเวลา
การสกัดลงโดยใช้เวลาเพียง 10 นาท ี

Connon CC. et al. (2016) ได้ศึกษาการลดระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอโดยการลด
ปริมาตรน้้ายา PowerPlex® 16 HS System, AmpFℓSTR® Identifiler® และ  Identifiler® Plus 
PCR Amplification Kit primer sets ลง ร่วมกับการใช้ primer set ของชุดน้้ายา KAPAG2 และลด
ระยะเวลาในขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอลง ท้าให้มีค่าใช้จ่ายถูกลง และประหยัดเวลามากข้ึน 

Erica L. et al. (2015) และ McMahon et al. (2017) ได้ท้าการศึกษาการท้า Direct PCR โดย
ใช้ตัวอย่างที่เป็นโลหิตและเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้มบนกระดาษ FTA ซึ่งช่วยลดระยะเวลาและขั้นตอน
การตรวจดีเอ็นเอได้มากยิ่งขึ้น  

Hall and Roy. (2014) ได้ศึกษาการท้า Direct PCR จากตัวอย่างโลหิตที่เก็บบนกระดาษ FTA 
ระยะเวลาตั้งแต่ 1 วัน – 1 ปี ด้วยชุดน้้ายา PCR จ้านวน 9 ชนิด พบว่า ชุดน้้ายา AmpFlSTR® 
Identifiler® และ AmpFlSTR® Identifiler® Plus ให้ผลดีที่สุด  

Cavanaugh and Brithrich (2018) ได้ศึกษาการท้า Direct PCR โดยใช้ตัวอย่างที่เป็นคราบ
โลหิต และ น้้าลาย บนกระดาษ FTA แสดงให้เห็นว่าช่วยลดขั้นตอนการสกัด การท้าให้บริสุทธิ์ ลดการ
ปนเปื้อนและลดความผิดพลาดจากการปฏิบัติงานลง และยังประหยัดค่าใช้จ่ายขึ้น 

Wang et al. (2012) ศึกษาประสิทธิภาพของชุดน้้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus โดย
ดัดแปลง buffer และดัดแปลงจ้านวนรอบที่ใช้ในการเพิ่มปฏิกิริยา PCR พบว่า การใช้ primer ที่ความ
เข้มข้นต่าง ๆ ไม่มีผลต่อคุณภาพพีคทั้ง ความสูง และสมดุลของพีค การเพ่ิมจ้านวนรอบพบว่า เกิด 
out of ladder มากขึ้นตามจ้านวนรอบท่ีเพ่ิมข้ึน โดยจ้านวนรอบ 28 รอบ ตามคู่มือเหมาะสมที่สุด แต่
การเพิ่มจ้านวนรอบไม่มีผลต่อความสูงและ สมดุลของพีค 
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ภาพที่ 2.8  loci และ allele ของชุดน้้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus 
ที่มา: Applied Biosystems (2009) 

 



 
 

บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ์สารเคมีและวิธีวิจัย 

 
3.1  วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

3.1.1  การเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอจากเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้ม 
3.1.1.1  ก้านส าลีชนิดพันก้าน 2 ด้านขนาด M  
3.1.1.2  กระดาษส าหรับระบุรายละเอียด 
3.1.1.3  ปากกา permanent 
3.1.1.4  ซองกระดาษ  
3.1.1.5  ใบมีดผ่าตัดปลอดเชื้อ  

3.1.2  การสกัดดีเอ็นเอ 
3.1.2.1  หลอด microcentifuge tube 1.5 มิลลิลิตร 
3.1.2.2  เครื่องเขย่าสารละลาย 
3.1.2.3  เครื่องให้ความร้อนชนิดแห้ง 
3.1.2.4  ไมโครปิเปต ขนาด 2, 20, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร พร้อม tip 
3.1.2.5  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 
3.1.2.6  สารละลาย Tris - HCL ความเข้มข้น 1  โมลาร์ 

3.1.3  การหาปริมาณดีเอ็นเอ 
3.1.3.1  หลอด microcentifuge ขนาด 0.5 มิลลิตร ชนิด 8 แถว พร้อมฝาปิด 
3.1.3.2  ไมโครปิเปต ขนาด 2, 20, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร พร้อม tip 
3.1.3.3  เครื่องเขย่าสารละลาย 
3.1.3.4  เครื่องปั่นเหวี่ยง 
3.1.3.5  เครื่อง 7500  Fast Real - Time PCR System 
3.1.3.6  ชุดน้ ายา Quantifiler Hp 

3.1.4  การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
3.1.4.1  หลอด microcentifuge ขนาด 0.5 มิลลิตร ชนิด 8 แถว พร้อมฝาปิด 
3.1.4.2  ไมโครปิเปต ขนาด 2, 20, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร พร้อม tip 
3.1.4.3  เครื่องเขย่าสารละลาย 
3.1.4.4  เครื่องปั่นเหวี่ยง 
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3.1.4.5  เครื่อง GeneAmp™ PCR System 9700 
3.1.4.6  ชุดน้ ายาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ AmpF‘STR®Identifiler® Plus PCR  

Amplification Kit 
3.1.5  การวิเคราะห์ผลดีเอ็นเอ 

3.1.5.1 ถาดหลุมชนิด 98 ช่อง 
3.1.5.2 ไมโครปิเปต ขนาด 2, 20, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร พร้อม tip 
3.1.5.3 เครื่องเขย่าสารละลาย 
3.1.5.4 เครื่องปั่นเหวี่ยง 
3.1.5.5 เครื่อง Thermal cycle 
3.1.5.6 เครื่องวิ เคราะห์ดี เอ็นเอ Capillary Electrophoresis  ABI 3500 Genetic  

Analyzer 
3.1.5.7 GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard v2.0 Dx (Applied Biosystems™) 
3.1.5.8 Formamide (Applied Biosystems™) 
3.1.5.9 AmpFlSTR® Identifiler® Plus Allelic Ladder (Applied Biosystems™) 
3.1.5.10  POP -  4™ Polymer for 3500/3500xL Genetic Analyzers (Applied 

Biosystems™) 
3.1.5.11  ชุดคอมพิวเตอร์พร้อมโปรแกรมส าหรับวิเคราะห์ GeneMapper™ ID -X 

Software v1.6 
 
3.2  วิธีการศึกษา 

3.2.1  การจัดเก็บดีเอ็นเอด้วยก้านส าลี cotton bud เพื่อให้มีปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม 
3.2.1.1  ตัวอย่างที่ใช้ทดลอง 

ท าการเก็บเยื่อบุกระพุ้งแก้มจากอาสาสมัครที่มีสุขภาพแข็งแรง  โดยใช้
อาสาสมัครจ านวนหนึ่งราย โดยใช้ก้านส าลี cotton bud โดยให้อาสาสมัครบ้วนปากด้วยน้ าเปล่า แล้ว
ใช้ก้านส าลีที่ตัดปลายด้านหนึ่งทิ้งใช้ส่วนที่เป็นส าลีเช็ดแล้วหมุนเป็นจ านวนหนึ่งรอบภายในเยื่อบุ
กระพุ้งแก้ม ท าการเก็บจากบริเวณที่ต่างกันโดยไม่ซ้ าจุดเดิมจากนั้นน าไปผึ่งที่อุณหภูมิห้องเพ่ือให้ก้าน
ส าลีแห้งสนิท จากนั้นเก็บใส่ซองกระดาษระบุรายละเอียดเพ่ือท าการทดลองต่อไป โดยท าการเก็บ
ตัวอย่าง 11 ก้าน หลีกเลี่ยงการเก็บดีเอ็นเอซ้ าต าแหน่งเดิมเพราะจะท าให้ได้ปริมาณดีเอ็นเอน้อยลง 
โดยสามารถเว้นระยะเวลาในการเก็บได้ 
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3.2.1.2  การสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดน้ ายา DNA IQ™ 
น าก้านส าสีตัดใส่หลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จ านวน  

2 หลอด  เติมสารละลาย lysis buffer (ประกอบไปด้วย Lysis buffer และ Dithiothreitol (DTT) 
อัตราส่วน 100:1 ไมโครลิตร) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ต่อหลอด ใช้ไม้จิ้มฟันปลอดเชื้อผสมให้เข้ากัน 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ถ่ายก้านส าลีและสารละลายที่เหลือใส่ใน
หลอด spin basket ใส่หลอดใหม่ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที น า 
spin basket และส าลีทิ้งไป เก็บเฉพาะสารละลายไว้ ดูดสารละลาย magnetic bead 15 ไมโครลิตร 
ก่อนท าการดูดสารละลายควรผสมหรือเขย่าสารละลายให้เป็นเนื้อเดียวกันก่อน ผสมให้เข้ากันด้วย
เครื่องเขย่าอัตโนมัติ ทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปตั้งที่ magnetic stand ดูดสารละลายทิ้งจน
หมด เติม Wash buffer 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าอัตโนมัติ จากนั้นน าไปตั้งที่ 
magnetic stand ท าซ้ าจ านวน 3 รอบ ดูดสารละลายทิ้งจนหมดให้มากท่ีสุด หลังจากนั้นปล่อยทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง แล้วเติม elution buffer 20 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ผสมให้เข้ากันจากนั้นน ามาตั้งทิ้งไว้ที่ magnetic stand ดูดเฉพาะ
สารละลายส่วนใส เก็บในหลอดใหม่ 

3.2.1.3  การสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 
เติมสารละลาย โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร ์ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่มีก้านส าลีตัวอย่าง เขย่าให้เข้ากัน 15 วินาที จากนั้น เติมน้ ากลั่นปลอด
เชื้อปริมาตร 250 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 30 วินาที เติม Tris - HCL ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ท าซ้ า 3 ตัวอย่าง) แบ่งตัวอย่างออกเป็น 3 กลุ่มโดยกลุ่มที่ 1 บ่มที่อุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส กลุ่มที่ 2 บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และกลุ่มที่ 3 บ่มที่อุณหภูมิห้อง  
(25 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 5 นาที 

3.2.1.4  การวิเคราะห์หาปริมาณดีเอ็นเอ 
ดีเอ็นเอที่สกัดได้ในแต่ละกลุ่มการทดลองจะถูกน ามาวัดปริมาณโดยใช้ชุดน้ ายา 

Quantifiler Human (Applied Biosystems) โดยใช้เครื่อง Realtime PCR 7500 โดย เตรียมน้ ายา 
ประกอบด้วย Quantifiler THP PCR reaction mix ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  และ Quantifiler THP 
primermix 5 ไมโครลิตร เตรียมตามจ านวนตัวอย่างดังนี้ ดีเอ็นเอมาตรฐาน ความเข้มข้น 50, 5 , 0.5, 
0.05 และ 0.005 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรจ านวน 2 ซ้ า และดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดด้วย สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์  ที่อุณหภูมิห้อง ที่ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที ปิเปตน้ ายา PCR master mix ใส่ในหลอด strip ซึ่งในแต่ละหลอดประกอบไปด้วย 
น้ ายา PCR master mix ปริมาตร 9 ไมโครลิตร และตัวอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
จากนั้นน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 7500  Real - Time PCR 
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3.2.2  การศึกษาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีการ Direct PCR และการลดปริมาณน  ายา 
PCR Mastermix 

3.2.2.1  ตัวอย่างที่ใช้ทดลอง  
หลังจากทราบปริมาณดีเอ็นเอในแต่ละตัวอย่าง ท าการเลือกชุดตัวอย่างที่มี

ความเข้มข้นเหมาะสมส าหรับการท าพีซีอาร์ โดยการเก็บเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้มด้วยก้านส าลี  จ านวน  
2 ก้าน หลังจากนั้นตัดใส่หลอด microcentifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และระบุรายละเอียดเพ่ือ
ท าการสกัดดีเอ็นเอต่อไป 

3.2.2.2  การสกัดดีเอ็นเอ  
เติมสารละลาย โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร  

250 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 15 วินาที บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น เติมน้ ากลั่นปลอด
เชื้อปริมาตร 250 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 30 วินาที เติม Tris - HCLความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ท าซ้ า 2 ตัวอย่าง)  

3.2.2.3  การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
เ ต รี ย ม  PCR master mix ชุ ด น้ า ย า  AmpFLSTR™  Identifiler™  PCR 

Amplification Kit (Applied Biosystems) โดยใช้ปริมาณสารละลาย PCR master mix และ DNA 
template ตามตารางที่ 5 จากนั้นผสมให้เข้ากันแล้วน าไปเพ่ิมปริมาณด้วยเครื่องGene Amp® PCR 
System 9700 โดยใช้อุณหภูมิประกอบไปด้วย melting temperatureที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 11 นาที จากนั้นเข้าสู่ขั้นตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
20 วินาที annealing step ที่อุณหภูมิ 59 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 นาที (ขั้นตอนนี้ ท าซ้ าจ านวน  
28 รอบ) และขั้นตอน final extension steps ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และ
เก็บ PRC Product ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อรอท าการวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป   

3.2.2.4  การวิเคราะห์ผลดีเอ็นเอ  
น า PCR Product ที่ผ่านขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณไปแยกโดยวิธี  Capillary 

electrophoresis ด้วยเครื่อง 3500 Genetic Analyzer System (Applied Biosystems) โดยการ
เตรียม Hi - Di™ Formamide (Applied Biosystems™) 10  ไมโครลิตร และ  GeneScan™ 
600 LIZ® Size Standard 0.025 ไมโครลิตร และ PCR product 1 ไมโครลิตร ใส่ในถาดหลุมส าหรับ
การวิเคราะห์ จากนั้นน าไป denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จากนั้นน าไปลด
อุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส 3 นาที น าเข้าเครื่อง จากนั้นวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Data Collection 
Software 2 (Applied Biosystems) และวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม  Gene Mapper IDX v.1.4 
software (Applied Biosystems) ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต 
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ตารางท่ี 3.1 ปริมาณ master mix ของ AmpFLSTR® Identifiler® Plus PCR  
 amplification kit และ DNA template ที่ใช้ 
 

 

ตัวอย่าง ปริมาตรที่ใช้ (ไมโครลิตร)  
ปริมาตรรวม  
(ไมโครลิตร) 

Master 
mix 

Primer set  DNA 
template 

1 10 5 10 25 
2 10 5 10 25 
3 5 2.5 5 12.5 
4 5 2.5 5 12.5 
5 2.5 1.25 2.5 6.25 
6 2.5 1.25 2.5 6.25 
7 1.25 0.625 1.25 3.125 
8 1.25 0.625 1.25 3.125 
9 10 5 10 25 
10 10 5 10 25 
11 5 2.5 5 12.5 
12 5 2.5 5 12.5 
13 2.5 1.25 2.5 6.25 
14 2.5 1.25 2.5 6.25 
15 1.25 0.625 1.25 3.125 
16 1.25 0.625 1.25 3.125 

negative 10 5 10 25 
 

หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ 1 - 8 หมายถึงดีเอ็นเอที่สกัดด้วยชุดน้ ายา IQ และ 9 - 16 คือตัวอย่างที่สกัด 
              ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 



 
 

บทที่ 4 
สรุปผล อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
4.1  การจัดเก็บดีเอ็นเอด้วยก้านส าลี cotton bud เพื่อให้มีปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม และการ
สกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 

การเก็บเยื่อบุกระพุ้งแก้มด้วยก้านส าลีขนาดกลาง (M) โดยการเช็ดเก็บโดยการหมุนก้านส าลีหนึ่ง
รอบ หลังจากนั้นน าไปสกัดดีเอ็นเอด้วยการชุดน้ ายาสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป IQTM และสกัดด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิห้อง 50 และ 95 องศา
เซลเซียส  เมื่อน าไปวัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี QPCR โดยใช้ชุดน้ ายา Quantifiler Human Plus  
พบว่ากลุ่มทดลองที่สกัดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่อุณหภูมิห้อง  มีปริมาณดีเอ็นเอ 0.11, 
0.02, 0.05 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีปริมาณดีเอ็นเอ 0.04, 0.06, 0.42 
(small subunit) นาโนกรัมต่อไมโครลิตร. และกลุ่มทดลองที่ 95 องศาเซลเซียส มีปริมาณดีเอ็นเอ 
0.05, 0.49, 1.16 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และปริมาณดีเอ็นเอของชุดที่สกัดด้วยชุดน้ ายา IQ มีปริมาณ 
0.99 และ 2.11 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ตามล าดับ 
 
ตารางท่ี 4.1 ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดโดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น  
 50 มิลลิโมลาร์ 
 

ตัวอย่าง ความเข้มข้นที่วัดได้ (นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 
อุณหภูมิห้อง 50 องศาเซลเซียส 95 องศาเซลเซียส 

01 0.11   
02 0.02   
03 0.05   
04  0.04  
05  0.06  
06  0.42 (s)  
07   0.05 
08   0.49 
09   1.16 
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ตารางท่ี 4.1 ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดโดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น  
 50 มิลลิโมลาร์ (ต่อ) 
 

ตัวอย่าง ความเข้มข้นที่วัดได้ (นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 
อุณหภูมิห้อง 50 องศาเซลเซียส 95 องศาเซลเซียส 

Ti1   0.99 
Ti2   2.11 

 

หมายเหตุ: ตัวอย่างที่ 01 - 09 หมายถึง ตัวอย่างที่สกัดด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ และ  
Ti1 - Ti2 หมายถึงดีเอ็นเอที่สกัดด้วยชุดน้ ายา IQ และ S หมายถึง DNA small sub unit 

 
4.2  การศึกษาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีการ Direct PCR และการลดปริมาณน  ายา PCR 
Mastermix 

กลุ่มตัวอย่างที่สกัดที่ อุณหภูมิห้องถูกเลือกมาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยชุดน้ ายา 
AmpFLSTR® Identifiler® Plus PCR amplification kit โดยการลดปริมาณน้ ายาลง 1/2 และ 1/4 
พบว่าทุกตัวอย่างสามารถให้ผลโปรไฟล์ดีเอ็นเอได้ทั้ง 8 ตัวอย่าง เช่นเดียวกับตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัด
ด้วยชุดน้ ายา IQTM วิธีปกติ โดยกลุ่มตัวอย่างที่สกัดด้วยชุดน้ ายา IQTM ตัวอย่างที่ 1 - 8 พบการเกิด 
stutter 9, 1, 3, 10, 5, 11, 10 และ 7 ต าแหน่งตามล าดับ และยังพบการเกิด allele dropout 1 
ต าแหน่งที่ CSF1PO  ตัวอย่างที่พบ artifact มากที่สุดคือตัวอย่างที่  6 พบ 11 ต าแหน่งจาก 16 
ต าแหน่ง โดยที่ตัวอย่างที่ 2 พบการเกิด artifact น้อยที่สุด ดังรูปที่ 9 เกิด artifact ชนิด stutter ที่
ต าแหน่ง D49S433 เพียง 1 ต าแหน่ง ท าให้อ่านค่าได้เป็น homozygous 12 เมื่อเทียบกับดีเอ็นเอ
อ้างอิงซึ่งอ่านค่าได้เป็น heterozygous 12,13 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่4.1  การเกิด allele drop out ของตัวอย่างท่ี 2 ที่ต าแหน่ง CSF1PO 
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ตัวอย่างที่ 8 พบการเกิด Allele drop out จ านวน 3 ต าแหน่ง ได้แก่ CSF1PO, D2S1338 และ 
D18S51 ท าให้ไม่สามารถอ่านค่าที่ต าแหน่งดังกล่าวได้ โดยอ่านค่าได้ 13 ต าแหน่ง จากทั้งหมด 16 
ต าแหน่ง เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  

กลุ่มตัวอย่างที่สกัดด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ตัวอย่างที่ 9 - 16 พบ artifact จ านวน 12, 12, 12, 
15, 10, 14, 10 และ 5 ตามล าดับ โดยที่ตัวอย่างที่ 16 ที่พบการเกิด artifact น้อยที่สุด เกิด artifact 
ชนิด stutter จ านวน 6 ต าแหน่งที่ต าแหน่ง D2S1338, D49S433, vWA, Ameloginine, D5S818  

และ FGA และยังพบการเกิด allele dropout 1 ต าแหน่งที่ D16S539  ตัวอย่างที่พบ artifact 
มากที่สุดคือตัวอย่างที่ 12 โดยพบ artifact จ านวน 15 ต าแหน่งจาก 16 ต าแหน่ง ต าแหน่งที่เกิด 
artifact มากที่สุดคือ D49S433 พบปรากฏในทุกตัวอย่าง  vWA พบ 15 ตัวอย่างจากทั้งหมด 16 
ตัวอย่าง และ D5S818 พบ 14 ตัวอย่างจากทั้งหมด 16 ตัวอย่าง โดยที่ตัวอย่างที่ 12 เกิด pull up ท า
ให้ไม่สามารถอ่านค่าต าแหน่ง FGA ได้ และต าแหน่งที่ 14 เกิด pull up ที่ต าแหน่ง D5S818 อ่านค่า
ได้เป็น partial allele  9,-  ซึ่ง DNA อ้างอิงอ่านค่าได้เป็น 9,12 และ FGA อ่านค่าได้เป็น -, 24 ซึ่งดี
เอ็นเออ้างอิงอ่านค่าได้เป็น 23, 24 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่4.2  การเกิด allele drop out ของตัวอย่างท่ี 8 ที่ต าแหน่ง CSF1PO, D2S1338  
และ D18S51 
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ตัวอย่างที่ 16 ปรากฏ artifact น้อยที่สุดแต่พบ allele drop out ที่ต าแหน่ง D2S1338 ท าให้
ไม่สามารถอ่านค่าต าแหน่งดังกล่าวได้ โดยสามารถอ่านค่าได้ เป็น partial คือ -,19 เมื่อเทียบกับ ดีเอ็นเอ
อ้างอิงที่อ่านค่าได้เป็น 17,19 ท าให้อ่านค่าดีเอ็นเอได้ทั้งหมด 15 ต าแหน่งจากทั้งหมด 16 ต าแหน่ง
เมื่อเทียบกับดีเอ็นเออ้างอิง 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพที ่4.3  การเกิด pull up ของตัวอย่างท่ี 12 ที่ต าแหน่ง FGA 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

ภาพที ่4.4  การเกิด pull up ของตัวอย่างท่ี 14 ที่ต าแหน่ง D5S818 และ FGA 
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ภาพที่ 4.5  การเกิด allele drop out ของตัวอย่างท่ี 16 ที่ต าแหน่ง D2S1338 
 
4.3  วิจารณ์และข้อเสนอแนะ 

จากผลการทดลองพบว่าปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ในแต่ละตัวอย่างมีปริมาณดีเอ็นเอแตกต่างกัน  
และพบว่าการสกัดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส มีปริมาณดีเอ็น
เอสูงสุด คือ 0.05 - 1.16 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ทุกกลุ่มการทดลองท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ สามารถให้ผล 
ดีเอ็นเอได้เช่นเดียวกัน เมื่อศึกษาการเพ่ิมปริมาณด้วยวิธี direct PCR ด้วยการสกัดดีเอ็นเอด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่อุณหภูมิห้อง โดยเริ่มตั้งแต่การเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอด้วยก้านส าลี cotton bud 
จ านวน 1 รอบ สกัดดีเอ็นเอ และ เพ่ิมปริมาณด้วยวิธีการ PCR พบว่าสามารถให้ผลดีเอ็นเอในทุก
ตัวอย่าง แต่ตัวอย่างที่ 8 ซึ่งใช้ PCR master mix 1.875 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอต้นแบบ 1.25 
ไมโครลิตร นั้นให้ผลดีเอ็นเอ เพียง 13 ต าแหน่ง ซึ่งเกิด allele drop out ในต าแหน่ง CSFPO 
D2S1358 และ D18SS1 แต่เมื่อเทียบกับตัวอย่างท่ี 7 ซ่ึงให้ผลดีเอ็นเอสมบูรณ์ทั้ง 16 ต าแหน่ง สาเหตุ
อาจเกิดได้จาก ในขั้นตอนการดูดสารละลายซึ่งสารละลายที่ใช้มีปริมาณน้อยมาก การผสมสารละลาย
ให้เป็นเนื้อเดียวกันมากที่สุดโดยการใช้เครื่องเขย่าสารละลายประมาณ 15 วินาที แล้วปั่นเหวี่ยงช่วย
ลดปัญหาดังกล่าวลงได้ และการดูดสารละลายจะต้องตรวจดูที่ปลายหลอดทุกครั้งว่าสามารถดูดได้ตาม
ปริมาณหรือไม่ เพราะพบว่าทิปที่ใช้ดูดจ่ายสารละลายที่มีการเคลือบสารบางชนิดเพ่ือกันน้ าเกาะส่งผล
ท าให้ปริมาณสารละลายที่ดูดจ่ายได้ น้อยหรือมากกว่าปริมาตรที่ต้องการ 

และในตัวอย่างที่ 10, 12 และ 14 ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอชุดเดียวกัน แต่ใช้ปริมาณดีเอ็นเอต่างกัน พบว่า
เกิด การ pull - up แต่ยังสามารถวิเคราะห์ผลได้ แต่ในต าแหน่ง D5S818 และ FGA เกิดการ Pull - 
up จนท าให้ไม่สามารถอ่านค่าได้ในต าแหน่งดังกล่าว การเกิด artifact เช่น pull up, split peak, 
stutter out of ladder เป็นจ านวนมากในกลุ่มตัวอย่างที่  9 - 16 ชี้ ให้ เห็นว่ามีปริมาณ  DNA 
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template ในปฏิกิริยามากจึงจ าเป็นต้องศึกษาปริมาณสารละลายที่ใช้ในการสกัดเพ่ือให้ได้ปริมาณ  
ดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมเพื่อลดการเกิด artifact ให้น้อยลง ท าให้แปรผลได้ง่ายข้ึน  

การเปรียบเทียบคุณภาพของพีคในทั้งสองกลุ่มตัวอย่างทดลอง พบว่าทุกตัวอย่างมีการเกิด 
stutter, spike, pull - up การเกิดปรากฏการณ์เหล่านี้ส่งผลท าให้เสียเวลาในการวิเคราะห์ผล หาก
เจือจางดีเอ็นเอได้เหมาะสมระหว่าง 0.1 - 0.21 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จะลดโอกาสเกิด artifact 
เหล่านี้ลงไปได้ และ stutter peak จะท าให้เกิดความยุ่งยากในการแปรผลในกรณีที่ดีเอ็นเอมีคุณภาพ
ต่ า หรือปริมาณน้อย เพราะค่าความสูงของ peak จริงกับ stutter peak ไกล้เคียงกัน ซึ่งสอดคล้อง 
Godwin (2020: ) ที่ได้แสดงให้เห็นว่า การเกิด artifact เช่น stutter ต่าง ๆ นั้นพบได้บ่อยในการ
ตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอ ถึงแม้ว่าความเข้มข้นที่เมาะสมส าหรับ PCR ส าหรับชุด STRs ที่วางขายใน
ปัจจุบันคือ 0.05 -.2 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แต่ในการปฏิบัติงานจริงพบว่าการเตรียมดีเอ็นเอให้ได้
ปริมาณดังกล่าวเป็นไปได้ยากเนื่องจากหลายปัจจัย (Goodwin, 2007) 

ในขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอซึ่งประกอบไปด้วย การเก็บดีเอ็นเอ การสกัดดีเอ็นเอ การ
วิเคราะห์หาปริมาณดีเอ็นเอ (การเตรียมการเจือจางตัวอย่างดีเอ็นเอเพ่ือให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสม) 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และการวิเคราะห์ผลดีเอ็นเอ ซึ่งใช้ระยะเวลาประมาณ 4 - 5 ชั่วโมง แต่การ
วิเคราะห์ดีเอ็นเอโดยการสกัดด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พบว่าสามารถลด
ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ การหาปริมาณดีเอ็นเอ การเตรียมดีเอ็นเอได้ ในด้านงบประมาณ ชุดน้ ายา
สกัดในท้องตลาดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ มีราคาหลายหมื่นบาทซึ่งสามารถใช้ส าหรับการสกัดเอ็นเอ 
ประมาณ 400 ตัวอย่าง แต่เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้สารสะลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  ความเข้มข้น  
50 มิลลิโมลาร์ ซึ่งมีราคาถูกกว่าเป็นอย่างมาก เตรียมสารละลายและการใช้งานไม่ยุ่งยากซับซ้อนและ
ยังเก็บไว้ได้นานในอุณหภูมิห้องปกติ นอกจากนี้ยังช่วยลดระยะเวลาการปฏิบัติเหลือเพียงประมาณ 
2.30 ชั่วโมง ซึ่งพบว่า สามารถลดการใช้เครื่องมือและวัสดุสิ้นเปลือง เช่น เครื่องท าอุณหภูมิแบบแห้ง 
หลอด microcentrifuge tube spin basket tips ส าหรับเครื่องดูดจ่ายสารละลาย (pipet) ลงไปได้
เป็นอย่างมาก ในขั้นตอนการสกัดบางวิธีใช้สารเคมีท่ีเป็นอันตรายต่อสุขภาพของผู้ปฏิบัติงาน เช่น DTT 
phenol chloroform มีความระคายเคืองต่อระบบหายใจและเป็นพิษสูง การสกัดด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ยังช่วยลดของเสียและไอระเหยจากสารพิษที่ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของ
ผู้ปฏิบัติงานได้ (มหาวิทยาลัยสวนดุสิต, 2015) 

การวิเคราะห์ดีเอ็นเอ นั้น ใช้ดีเอ็นเอที่สังเคราะห์แล้วเพียง 1 ไมโครลิตร จากปริมาตรเต็มสูตร 
คือ 25 ไมโครลิตร หากการตรวจวิเคราะห์ไม่ได้ผลเช่น มีดีเอ็นเอมากเกินไปจนไม่สามารถอ่านค่าได้ 
หรือมีดีเอ็นเอน้อยเกินไป เกิดการเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอจน allele ขาดหายไปในบางต าแหน่ง ท าให้
ต้องมีการท าซ้ าใหม่ ซึ่งการลดปริมาณการใช้ PCR mastermix ลงท าให้ลดการสูญเสีย และลดการ
สิ้นเปลืองการใช้สารเคมีลงสามารถตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างได้มากขึ้น โดยที่ยังให้ผลวิเคราะห์ดีเอ็นเอ
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ไกล้เคียงกับการใช้งานปกติ นอกจากนี้ส าหรับห้องปฏิบัติการที่มีงบประมาณจ ากัด จะช่วยให้ประหยัด
ค่าใช้จ่ายและมีงบประมาณเหลือส าหรับซื้ออุปกรณ์อ่ืน ๆ ได ้ 

จากสถานณ์การโรคติดเชื้อจากโคโรนาไวรัส หรือ COVID 19 ในปัจจุบัน การตรวจวิเคราะห์หา
เชื้อไวรัสโดยใช้ ก้านส าลี swab จากหลังโพรงจมูก และท าการตรวจวิเคราะห์โดยใช้วิธี realtime PCR 
ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานและได้รับการยอมรับมีความถูกต้องแม่นย า แต่มีข้อจ ากัดที่ส าคัญหลายประการคือ
การจัดเก็บตัวอย่างโดยเจ้าหน้าที่ยุ่งยากต้องใช้ชุด Personal Protective Equipment (PPE) จึงได้มี
การเสนอวิธีการดั้งเดิมคือการเก็บเสมหะจากผู้ที่ต้องการตรวจ ซึ่งเป็นวิธีที่ง่ายไม่สิ้นเปลืองและสด
ความเสี่ยงของเจ้าหน้าที่  

การตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี realtime PCR มีข้อจ ากัดคือ อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ขาดแคลน เมื่อ
ทั่วโลกมีความต้องการใช้งานจึงท าให้มีราคาสูงและขาดตลาด ท าให้การตรวจวิเคราะไม่ทันท่วงที ราคา
ค่าตรวจที่สูงท าให้ประชนทั่วไปไม่สามารถเข้าถึงบริการได้  ซึ่งอาจส่งผลเสียในแง่การป้องกันและ
ควบคุมโรคได้ ดังนั้นการลดขั้นตอนหรือวิธีการปฏิบัติ การประยุกต์ใช้สารเคมีเครื่องมือที่มีอยู่ภายใน
ห้องปฏิบัติการอยู่แล้วหรือมีราคาถูกกว่าแต่ให้ผลได้เทียบเท่าและช่วยลดระยะเวลา ประหยัด
ทรัพยากร งบประมาณได้ ค่าใช้จ่ายที่ถูกลง วิธีการที่สะดวกข้ึนท าให้ประชาชนมีโอกาสเข้าถึงได้  

การศึกษานี้ จะต้องท าการมีการศึกษาในจ านวนตัวอย่างที่มากข้ึน ศึกษาการเสื่อมสภาพเมื่อเก็บ
รักษาในระยะเวลานาน และท าการศึกษาตัวอย่างดีเอ็นเอที่เป็นชนิดอื่น เช่น โลหิต เนื้อเยื่อ หรือปลาย
รากผมต่อไป 
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ภาพที่ 4.6  Electrophelogram  ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 1 
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ภาพที่ 4.7  Electrophelogram  ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 2 
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ภาพที ่4.8  Electrophelogram  ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 3 
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ภาพที่ 4.9  Electrophelogram  ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 4 
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ภาพที่ 4.10  Electrophelogram ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 5 
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ภาพที่ 4.11  Electrophelogram  ของดีเอ็นเอตัวอย่างท่ี 6 
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ภาพที่ 4.12  Electrophelogram ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 7 
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ภาพที่ 4.13  Electrophelogram ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 8 
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ภาพที่ 4.14  Electrophelogram  ของดีเอ็นเอตัวอย่างท่ี 9 
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ภาพที่ 4.15  Electrophelogram ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 10 
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ภาพที่ 4.16  Electrophelogram  ของดีเอ็นเอตัวอย่างท่ี 11 
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ภาพที ่4.17  Electrophelogram ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 12 
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ภาพที่ 4.18  Electrophelogram  ของดีเอ็นเอตัวอย่างท่ี 13 
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ภาพที ่4.19  Electrophelogram ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 14 
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ภาพที่ 4.20  Electrophelogram ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 15 
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ภาพที่ 4.21  Electrophelogram ของดีเอ็นเอตัวอย่างที่ 16 
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ภาพที่ 4.22  Electrophelogram ตัวอย่างดีเอ็นเออ้างอิง 
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