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บทคดัย่อ 

การตรวจวเิคราะห์ลายพมิพด์เีอน็เอเพื่อพสิูจน์เอกลกัษณ์บุคคลจากหลกัฐาน
ระเบิดแสวงเครื่องมีอตัราความส าเร็จต ่า เนื่องจากตวัอย่างดงักล่าวมีดีเอ็นเอปริมาณน้อย
เหลอือยู่และเสือ่มสภาพจากความรอ้นภายหลงัการระเบดิ รวมถงึขัน้ตอนการสกดัดเีอน็เอท าให้
สูญเสยีดเีอน็เอเพิม่ขึน้กว่ารอ้ยละ 30-70 ปัจจุบนัมกีารประยุกตใ์ชเ้ทคนิคไดเรค็พซีอีารซ์ึง่เป็น
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างโดยตรง โดยไม่ผ่านการสกัดดีเอ็นเอ ซึ่งท าให้เกิด
ความส าเร็จในการตรวจพสิูจน์ดเีอ็นเอจากวตัถุพยานชวีภาพหลายประเภท พบว่าช่วยเพิม่
ประสิทธิภาพและได้ร ับผลลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่สมบูรณ์  งานวิจัยนี้จึงต้องการเพิ่มอัตรา
ความส าเร็จในการตรวจลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่มคีุณภาพดจีากหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่อง โดย
ศึกษาวธิีการเก็บกู้เซลล์และดเีอ็นเออิสระที่มปีระสทิธิภาพส าหรบัวสัดุดงักล่าว ร่วมกบัการ
พฒันากระบวนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร์ ผลการศกึษาพบว่าสามารถ
พฒันากระบวนการตรวจพสิจูน์ดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีารจ์ากหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่อง
ไดส้ าเรจ็ โดยใชโ้พรโทคอลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากวสัดุโดยตรง อกีทัง้พบว่าวธิกีารเกบ็กู้
เซลล์และดีเอ็นเออิสระที่มีประสิทธิภาพที่สุดนัน้ขึ้นกบัประเภทของวสัดุหลกัฐาน โดยวสัดุ
หลกัฐานระเบดิแสวงเครื่องที่ไม่ดูดซบัและเทปกาวพนัสายไฟนัน้ควรเก็บกู้ เซลล์และดเีอ็นเอ
อสิระดว้ยไมพ้นัส าลชีนิดคอตตอนรว่มกบัสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) ในขณะที่
การเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระบนวัสดุดูดซับควรใช้วิธีเทปยึด รวมทัง้พบว่าชุดน ้ ายา
Identifiler® Plus มปีระสทิธภิาพสงูสดุในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระดว้ย
เทคนิคไดเรค็พซีอีาร์ทีพ่ฒันาขึน้ นอกจากนี้กระบวนการตรวจพสิจูน์ทีพ่ฒันาขึน้ในงานวจิยันี้มี
ความส าเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอจากหลกัฐานระเบดิแสวงเครื่องจ าลองสงูกวา่
วธิมีาตรฐานของศนูยพ์สิจูน์หลกัฐานต ารวจอย่างมนียัส าคญัทีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 โดย
จ านวนอลัลีลของอาสาสมคัรมากกว่าถงึ 1.6 เท่า ผลการศกึษาครัง้นี้เป็นประโยชน์อย่างยิง่ต่อ
หน่วยงานนิตพินัธุศาสตรท์ัง้สถาบนันิตวิทิยาศาสตร ์กระทรวงยุตธิรรมและศูนยพ์สิจูน์หลกัฐาน
ทัว่ประเทศ 
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Abstract 

  STR profiling from improvised explosive device (IED) evidence results in 
low success rates due to trace amount of DNA available and DNA degradation. Moreover, 
30-70 percent of DNA is lost during extraction process. To overcome these problems, 
direct PCR, which omits the DNA extraction process, can be used to increase the 
efficiency and success rates of STR typing from trace biological evidences. In this study, 
we developed a direct PCR protocol combined with optimal collection methods for touch 
DNA analysis from IED evidence. The result showed that direct amplification protocol 
successfully amplified touch DNA on all IED substrates. However, the optimal touch DNA 
collection method depended on substrate types. Cotton swab with phosphate buffer saline 
(PBS) was most suitable for non-absorbent substrates and electrical tape (3M tape), while 

tapelifting was most suitable for absorbent substrates. Identifiler® Plus kit had higher 

efficiency compared to IDplex® Plus kit in amplifying touch DNA by direct protocol. 
Furthermore, the developed process provided higher STR profiling success rates, which 
was 1.6 times higher for donor alleles compared to the conventional process. The 
developed method could be beneficial for the Central Institute of Forensic Science, Police 
Forensic Science Centers, and forensic-related institutes worldwide. 
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บททีÉ 1 

 

บทนํา 

 

1.บทนําต้นเรืÉอง 

  ประเทศไทยนับเป็นประเทศทีÉมีคดกี่อการรา้ยตดิอนัดบัหนึÉงในยีÉสบิของโลก [1] 

โดยมกัเกดิเหตุการณ์ความไม่สงบในพืÊนทีÉจงัหวดัชายแดนภาคใต้ ซึÉงเกดิขึÊนอย่างต่อเนืÉองเป็น

ระยะเวลากว่า 14 ปี ตั Êงแตปี่ พ.ศ. 2547 [2] นบัวนัยิÉงเพิÉมความรุนแรงและขยายพืÊนทีÉมากขึÊน สง่ผล

ให้เกิดความสูญเสียอย่างมากทั Êงทางด้านเศรษฐกิจ ชีวิตและทรัพย์สนิของประชาชน รวมถึง 

ความมั Éนคงของประเทศ จากเหตุการณ์ความไมส่งบทีÉเกดิข ึÊนนั Êนทําใหม้ผีูเ้สยีชวีติมากถงึ 7,666 

ราย และมผีูท้ ีÉไดร้บับาดเจบ็จาํนวนมากถงึ 13,115 ราย [2] โดยการกอ่ความไม่สงบในพืÊนทีÉจงัหวดั

ชายแดนภาคใต้กลุ่มของผูก้่อการรา้ยนิยมใชยุ้ทธวธิกีารก่อเหตุในหลายรปูแบบ เช่น การวางเพลิง 

การลอบสงัหารบุคคลเป้าหมาย การเขา้โจมตีฐานทีÉตั Êงทหาร การซุ่มโจมตี รวมถงึการวางระเบดิ  

ซึÉงระเบดิทีÉนิยมใชใ้นการกอ่การรา้ยในพืÊนทีÉจงัหวดัชายแดนภาคใต ้คอื ระเบดิประกอบเฉพาะกจิ

หรือระเบิดแสวงเครืÉอง (Improvised Explosive Devices, IEDs) เนืÉองจากวัสดุทีÉนํามาประกอบ

ระเบดิมรีาคาถูก สามารถหาซืÊอไดง้า่ยในทอ้งถิÉน และจดัทาํเองไดง้า่ย อกีทั Êงสามารถปรบัรูปแบบ

และขนาดใหเ้หมาะสมต่อเป้าหมาย พกพาไดส้ะดวก และไม่เป็นทีÉสงัเกตอกีดว้ย [3] โดยวสัดุทีÉ

นิยมนํามาใชเ้ป็นส่วนประกอบของระเบดิแสวงเครืÉองและเป็นวสัดุหลกัฐานทีÉสามารถตรวจพบได้

บ่อยภายหลังการระเบิด ได้แก่  เทปกาวพันสายไฟ สายไฟฟ้า แบตเตอรีÉ นาฬิกา และ

โทรศพัทม์อืถอื รวมทั Êงกระเป๋าและถงัแก๊ส [4] 

  การตรวจดีเอ็นเอเพืÉอพสิูจน์เอกลกัษณ์บุคคลจากวสัดุหลักฐานในคดีระเบิด 

ส่วนมากมกัตรวจวเิคราะหเ์ซลล์และดเีอน็เออสิระของผูป้ระกอบระเบดิ เนืÉองจากในข ั Êนตอนการ

ประกอบนั Êนผูป้ระกอบมกัใชม้อืเปล่าในการหยบิจบัชิÊนส่วนดงักล่าว ทาํใหเ้ซลลเ์ยืÉอบุผวิหนังหรอื 

Cell-free DNA บรเิวณมอืและนิÊวมอืของผู้สมัผสัหลุดลอกแล้วถ่ายโอนไปยงัวตัถุทีÉถูกสมัผสัได้ 

(Touch DNA) [5] ปัจจุบนัจึงมกีารเกบ็กู้เซลล์และดเีอ็นเออสิระบนวสัดุหลกัฐานหลายแบบซึÉง

นิยมใชว้ธิีเทปยดึ (Tapelifting) และไมพ้นัสําล ี(Swabbing) ชนิดต่างๆ งานวจิยัทีÉผ่านมาพบว่า

วธิกีารเกบ็กู้เซลล์และดเีอ็นเออสิระทีÉมปีระสิทธภิาพขึÊนอยู่กบัชนิดของวสัดุหลกัฐาน [6, 7] โดย
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การเกบ็กู้เซลล์และดเีอน็เออสิระด้วยวธิีเทปยดึเหมาะสําหรบัวสัดุหลกัฐานประเภทดูดซบั เช่น 

เสืÊอผ้า ก้นบุหรีÉ และพลาสเตอร์ปิดแผล เป็นต้น ซึÉงได้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอทีÉสมบูรณ์ (Full profile)  

มากถึงร้อยละ 46 [8] ในขณะทีÉมีการนําไม้พนัสําลีมาใช้เก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระบนวสัดุ

หลกัฐานทีÉไม่ดดูซบั เช่น แกว้ นาฬกิา [8] โทรศพัทม์อืถอื [9] ถุงมอืยาง [10] พวงมาลยัรถยนต์ 

[11] เป็นต้น อย่างไรก็ตามการศกึษาวิธีเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออสิระบนวสัดุหลักฐานในคดี

ระเบดิมคี่อนขา้งน้อย ทาํใหค้วามสาํเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอจากวสัดุหลกัฐาน

ดงักล่าวมเีพยีงร้อยละ 12 [12] หรอืได้ลายพมิพ์ดีเอ็นเอแค่บางส่วน (Partial profile) [13] ทั ÊงนีÊ

อาจเป็นเพราะเมืÉอวตัถุระเบดิทํางานจะเกดิความรอ้นขึÊนซึÉงเป็นสาเหตุทีÉดเีอน็เอนั Êนเสยีสภาพได ้

จงึสง่ผลใหค้วามสาํเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอลดลง [14, 15] 

  วธิ ีไดเรค็พซีีอาร์เป็นการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างโดยตรง โดยไม่ผ่าน

กระบวนการสกดัและวดัปรมิาณดเีอน็เอ ทั ÊงนีÊการสกดัดเีอน็เอทาํใหม้โีอกาสสญูเสยีดเีอน็เอมากถงึ

รอ้ยละ 76 ของดเีอ็นเอเริÉมต้นบนวสัดุหลกัฐาน [16] อกีทั Êงใชเ้วลานานในการสกดัและชุดนํÊายาสกดั 

มรีาคาค่อนขา้งแพง วธิีไดเรค็พซีอีาร์จงึช่วยใหไ้ด้รบัปรมิาณดีเอ็นเอเพิÉมขึÊนและได้รบัลายพมิพ ์

ดีเอน็เอสมบูรณ์กว่าการสกดั แมว่้าในตวัอย่างมปีรมิาณดีเอน็เอน้อย [17, 18] รวมทั Êงช่วยลด

ระยะเวลาในการวิเคราะห์และประหยดัค่าใช้จ่าย ทั ÊงนีÊวธิดีงักล่าวได้เริÉมนํามาใช้ตั Êงแต่ปี ค.ศ. 

1989 ในงานทางจุลชีววิทยา [19] และปัจจุบันได้ประยุกต์ใช้ในงานนิติพันธุศาสตร์สําหรับ 

การตรวจพสิจูน์ดเีอน็เอจากวตัถุพยานชวีภาพประเภทอสุจ ิรากผม [17] นํÊาลาย [20] เลอืด [21] 

รวมถงึนํามาใช้ตรวจพสิจูน์เซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุหลกัฐานต่างๆ เช่น เสืÊอผา้ เทปกาว 

[17] กระจกสไลด์ เซรามกิ พลาสตกิ แสตนเลส [18] แผงวงจรไฟฟ้า ปลอกหุม้กระสุนปืน [22] 

เป็นต้น ผลการวจิยัพบความสําเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์ีเอน็เอประมาณร้อยละ 25 

[8] อกีทั Êงมกีารพฒันาวธิไีดเรค็พซีอีารโ์ดยการเตรยีมตวัอย่างรว่มกบัสารละลายเพืÉอเจอืจางตวั

รบกวนปฏิกิรยิา เพิÉมความสําเร็จในการตรวจวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอและเพิÉมคุณภาพ 

ลายพมิพ์ดเีอ็นเอได ้[23] ทั ÊงนีÊเทคนิคดังกล่าวยงัไม่มีการศกึษาในตวัอย่างเซลล์และดเีอ็นเอ

อสิระบนวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉอง 

งานวิจัยนีÊจึงมีวัตถุประสงค์เพืÉอพัฒนากระบวนการตรวจพิสูจน์เซลล์และ 

ดีเอ็นเออิสระบนหลักฐานระเบิดแสวงเครืÉองด้วยเทคนิคไดเร็คพซีีอาร์ รวมทั Êงศึกษาวิธีการ 

เก็บกูเ้ซลล์และดีเอ็นเออิสระทีÉเหมาะสมสําหรบัวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองแต่ละประเภท

และชุดนํÊายาเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอทางการคา้ทีÉมปีระสิทธภิาพสูงสุดเพืÉอใชร้่วมกบักระบวนการ
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ไดเรค็พซีอีาร์ทีÉพฒันาขึÊน นอกจากนีÊยงัมุ่งหวงัทวนสอบเปรยีบเทยีบกระบวนการทีÉพฒันาขึÊนทั Êง

ระบบกบัวธิีตรวจพสิูจน์ดีเอ็นเอมาตรฐานของศูนย์พสิูจน์หลกัฐาน สํานักงานตํารวจแห่งชาติ 

โดยใชร้ะเบดิแสวงเครืÉองจําลอง ผลงานวจิยันีÊเป็นประโยชน์ต่อหลายหน่วยงานนิตพินัธุศาสตร์ทั Êง

สถาบนันิตวิทิยาศาสตร ์กระทรวงยตุธิรรมและศนูยพ์สิจูน์หลกัฐานทั Éวประเทศ  
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2.การตรวจเอกสาร 

 

2.1 วตัถรุะเบิดแสวงเครืÉอง  

ระเบิดแสวงเครืÉองหรือ Improvised Explosive Devices (IEDs) เป็นระเบิด

รปูแบบหนึÉงทีÉมกีารนําเอาวสัดุทีÉมอียู่หรอืวสัดุหาไดง้า่ยในทอ้งถิÉนนํามาประดษิฐข์ึÊน เพืÉอตอ้งการ

สรา้งสถานการณ์ ปัจจุบนัเทคโนโลยกีา้วหน้าขึÊนกส็่งผลใหร้ะเบดิแสวงเครืÉองนั Êนมคีวามซบัซ้อน

มากขึÊนเช่นกันและยงัสามารถควบคุมการทํางานง่ายขึÊน โดยการควบคุมระยะไกลเรียกว่า 

Remote control คือใช้โทรศัพท์ในการจุดชนวน [3] เนืÉองจากระเบิดแสวงเครืÉองสามารถ

ประดิษฐ์จากวสัดุทีÉมอียู่โดยทั Éวไปได้ ทําให้ระเบดิแสวงเครืÉองมหีลายรูปแบบและมลีกัษณะทีÉ 

ไมแ่น่นอน เช่น รปูแบบของกลอ่ง มอืถอื ถงัขยะ รถจกัรยานยนต ์เป็นตน้ ซึÉงงา่ยต่อการซุกซ่อน

พกพาและนํามาใช ้ทาํใหเ้จา้หน้าทีÉยากต่อการตรวจคน้และเกบ็กู้วตัถุระเบดิ 

ระเบิดแสวงเครืÉองสามารถแบ่งประเภทตามลักษณะของการทํางานได้  

3 ระบบ คอืระบบสารเคมเีป็นการใชส้ารเคมทีาํใหเ้กดิปฏกิริยิาและระเบดิ ระบบนีÊไม่เป็นทีÉนิยม

มากนักเพราะขั Êนตอนการประดิษฐย์ุ่งยาก ไม่สามารถควบคุมเวลาทีÉจะทาํใหเ้กดิการระเบิดได้

แน่นอน และทีÉสาํคญัคอืเป็นอนัตรายต่อผูป้ระดษิฐ ์ระบบทีÉสองคอืระบบกลไกเป็นการใชอุ้ปกรณ์

ทางกลต่างๆ ทาํใหเ้กดิการทาํงานของระเบดิแสวงเครืÉอง ระบบนีÊส่วนใหญ่จะตอ้งอาศยัสิÉงอืÉนๆ 

มากระทําต่ออปุกรณ์ระเบดิ ระเบดิจงึจะเริÉมทํางาน เชน่ การใชร้ะบบนาฬกิาเป็นกลไก ระเบดิวธิี

นีÊนิยมใชข้่มขู่หรอืการประสงคใ์หต้ายเฉพาะบุคคล และระบบสุดทา้ยคือระบบไฟฟ้าเป็นการใช้

อุปกรณ์ทางไฟฟ้า หรืออุปกรณ์ทางอิเล็คทรอนิกส์มาควบคุมการจุดระเบิด เช่น การใช้

โทรศพัท์มอืถือ เพจเจอร์ โทรศพัท์ไร้สาย รโีมทคอนโทรลรถยนต์ หรอืเครืÉองบินวิทยุบังคบั  

จะนํามาประกอบเชืÊอปะทุไฟฟ้าและวตัถุระเบดิ ระเบดิแสวงเครืÉองแบบนีÊเป็นทีÉนิยมกนัมากและ 

มกีารใชใ้นสามจงัหวดัชายแดนใต้ของประเทศไทย เนืÉองจากสามารถประดิษฐไ์ดง้่าย สามารถ

กําหนดเวลาและควบคุมจงัหวะการทํางานได้แน่นอน อกีทั Êงสามารถควบคุมการทํางานได้ใน

ระยะไกลได้ ทั ÊงนีÊความซับซ้อนของระเบดิแสวงเครืÉองจะขึÊนอยู่กบัความรู้ความสามารถของ 

ผูป้ระดษิฐด์ว้ย [3, 24]  

ระเบิดแสวงเครืÉองมีระบบการทํางานหลายประเภท เช่น 1) ทํางานจากการ

กระทาํของเหยืÉอคอืเป็นระเบดิแสวงเครืÉองทีÉต้องอาศยับุคคลหรอืสิÉงอืÉนๆมากระทําเพืÉอให้เกดิ

การระเบดิ เช่น การยกระเบดิ เปิดระเบดิ เอยีงระเบดิ 2) การทาํงานแบบบงัคบัซึÉงจะเป็นระเบดิ
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แสวงเครืÉองทีÉสามารถควบคุมการทํางานได้จากระยะไกล (Remote control) เช่น วทิยุรบั-ส่ง 

โทรศัพท์ม ือถือ ซึÉงผู้ทีÉประดิษฐ์ระเบิดแบบนีÊจะต้องมีความรู้พืÊนฐานทางด้านไฟฟ้าและ

อเิล็กทรอนิกสเ์ป็นอย่างด ีทั ÊงนีÊโทรศพัทท์ีÉนิยมใชใ้นการทาํระเบดิคอืมอืถอืยีÉหอ้โนเกยี รุ่น 3310

เนืÉองจากแผงวงจรสามารถทําระเบดิได้ง่ายไม่ต้องใช้อุปกรณ์อย่างอืÉนมาพ่วง แต่มอืถอืรุ่นอืÉน

สามารถใชใ้นการประกอบระเบดิไดเ้ชน่กนัแต่ตอ้งหาอุปกรณ์พ่วง 3) ทาํงานแบบถ่วงเวลาซึÉงจะ

ใชอุ้ปกรณ์ตั Êงเวลา เช่น นาฬิกาหรอืวงจรนับแบบอเิล็กทรอนิกส ์และ 4) การทํางานแบบอาศยั 

สภาพแวดลอ้ม เช่น เมืÉอโดนแสงสวา่งหรอืมเีสยีงดงัระเบดิจะทาํงาน [25]  

 

2.2 ดีเอน็เอ 

สารพันธุ กรรมหรือดี เ อ็น เอ  (DNA) หรือกรดดีออกซีไ ร โบ นิวค ลีอิก

(Deoxyribonucleic Acid) คอืสารจําพวกกรดนิวคลอีกิ ส่วนใหญบ่รรจุอยูใ่นนิวเคลยีสของเซลล์ 

สามารถพบได้ในเซลล์ของสิÉงมีชวีิตเกือบทุกประเภท ยกเว้นเซลล์เม็ดเลือดแดงของมนุษย์

เนืÉองจากไม่มนีิวเคลียส ดเีอน็เอเป็นแหล่งเกบ็ขอ้มูลทางพนัธุกรรมของสิÉงมชีวีิตชนิดหนึÉงๆมี

ลกัษณะผสมผสานมาจากสิÉงมชีวีติรุ่นก่อนและสามารถถ่ายทอดลกัษณะไปยงัสิÉงมชีวีติรุ่นถดัไป

ได ้โครงสรา้งของดเีอน็เอมลีกัษณะเป็นเกลยีวคู่ (Double helix) โดยมพีอลนิิวคลโีอไทด์ 2 สาย

เรยีงตวัในทศิทางตรงกนัขา้มกนั พอลนิิวคลโีอไทดส์ายหนึÉงเรยีงตวัในทศิทางจาก 3’ ไป 5’ สว่น

พอลินิวคลโีอไทด์อกีสายหนึÉงเรยีงตวัในทศิทาง 5’ ไป 3’ โดยสายพอลินิวคลโีอไทด์จะยืÉนส่วน

ของนํÊาตาลดอีอกซไีรโบส (Deoxyribose sugar) ไว้ด้านนอกแล้วหนัส่วนทีÉเป็นเบสเขา้หากนั

เพืÉอเชืÉอมต่อกนั โดยเบสทีÉอยู่ตรงขา้มกนัต้องเป็นเบสทีÉเข้าคู่กันได ้(Complementary) ทําให ้

ดีเอ็นเอมีลักษณะคล้ายบันไดเวียนขวา นิวคลีโอไทด์เป็นโมเลกุลทีÉประกอบด้วยนํÊ าตาล 

ดอีอกซไีรโบส หมูฟ่อสเฟตและไนโตรจนีสัเบส มอียู ่4 ชนิด ไดแ้ก ่อะดนีีน (Adenine, A) ไทมนี 

(Thymine, T) ไซโทซีน (Cytosine, C) และกัวนีน (Guanine, G) สําหรบัโครงสร้างทางเคมี

ของอะดินีนและกัวนีนนั Êนประกอบด้วยวงคาร์บอนสองวงทีÉมีชืÉอเรียกว่า พิวรีน (Purine)  

ในขณะทีÉโครงสรา้งทางเคมขีองไซโทซนีและไทมนีประกอบด้วยวงคารบ์อนเดีÉยวทีÉมชีืÉอเรยีกว่า 

ไพรมิดินี (Pyrimidine) โดยทีÉเบสอะดนีีนจะเชืÉอมกบัเบสไทมนีดว้ยพนัธะไฮโดรเจนแบบพนัธะคู่

หรอื Double bonds และเบสไซโทซนีจะเชืÉอมกบัเบสกวันีนดว้ยพนัธะไฮโดรเจนแบบพนัธะสาม

หรือ Triple bonds ทําให้ปรากฏร่อง 2 ลักษณะ คือร่องขนาดใหญ่ (Major groove) และร่อง

ขนาดเลก็ (Minor groove) ระหว่างเกลยีวคู ่(ดงัแสดงในรปูทีÉ 1) 
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รปูทีÉ 1 แสดงโครงสรา้งของดเีอน็เอ [26] 

 

2.3 เซลลแ์ละดีเอน็เออิสระจากการสมัผสั (Touch DNA)  

เซลล์และดเีอน็เออสิระจากการสมัผสัเป็นหลกัฐานชิÊนหนึÉงในงานนิตวิทิยาศาสตร์

ทีÉสามารถใชใ้นการระบุบุคคลได ้[9] เนืÉองจากเซลล์และดเีอน็เออสิระจากการสมัผสันั Êนมาจาก

การถ่ายโอน cell-free DNA หรอืดเีอน็เอภายในเซลล์ผ่านการสมัผสั โดยการหลุดลอกออกของ

เซลล์ผวิหนัง (Epithelial cell) ของผู้ทีÉสมัผสัถ่ายโอนไปให้กบัวตัถุทีÉถูกสมัผสั [27] ซึÉงเป็นไป

ตาม Locard’s exchange principle หรอื Locard’s theory จึงมกีารนําหลกัการดงักล่าวมาใช้ใน

กระบวนการทางนิติวิทยาศาสตร์ ตัวอย่างของหลักฐานทีÉสามารถนํามาตรวจสอบเซลล์และ 

ดเีอน็เออสิระจากการสมัผสัได ้เชน่ เสืÊอผา้ทีÉสวมใส ่อาวุธ หรอืวตัถุอืÉนๆ ทีÉคาดว่าผา่นการสมัผสั 

โดยปกตใินแต่ละวนัเซลล์ผวิหนังจะหลุดประมาณ 400,000 เซลล์ต่อวนั ทั ÊงนีÊจํานวนของเซลล์

ผวิหนังทีÉหลุดออกมานั Êนในแต่ละบุคคลต่างกนัขึÊนอยู่กบัความสามารถในการปลดปล่อยเซลล์

ผวิหนงั [28] แรงทีÉสมัผสัหรอืชนิดของวตัถุทีÉสมัผสัดว้ย จากงานวจิยัของ Cristina และคณะ [29] 

ศกึษาเกีÉยวกบัความสมัพนัธ์ของการปลดปล่อยเซลล์ผวิหนังของอาสาสมคัรระหว่างอาสาสมคัร

มกีารล้างมอืและไม่ลา้งมอืกอ่นการสมัผสั พบว่าอาสาสมคัรทีÉมกีารมอืลา้งมอื 20 วนิาท ีดว้ยสบู่

และไม่ล้างมือก่อนสมัผสัสามารถปลดปล่อยเซลล์ประมาณ 5x103 ถึง 1x105 และ 1x103 ถึง 

8x104 เซลล์ ตามลําดบั หรอืมคี่าเฉลีÉยเท่ากบั 2.5x104 และ 8.6x103 ตามลําดบั และเมืÉอนํามา

สกดัดีเอ็นเอพบว่าปรมิาณดีเอ็นเอจากอาสาสมัครทีÉล้างมือและไม่ล้างมอืก่อนสัมผสัเท่ากับ 

0.242 และ 4.646 นาโนกรมั ตามลาํดบั ทั ÊงนีÊเนืÉองจากการลา้งมอืเป็นการชะล้างเซลล์ผวิหนังให้
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หลุดลอกออกบางส่วน เป็นผลใหป้รมิาณ cell-free DNA หรอืเซลล์ผวิหนังทีÉสมัผสักบัวตัถุลดลง

เช่นเดียวกัน และจากการศึกษาของ Phipps และ Petricevic [30] พบว่าแต่ละบุคคลมีการ

ปลดปล่อยเซลล์ผวิหนังไม่เท่ากนัและการปลดปล่อยเซลล์ผวิหนังนั Êนไม่ขึÊนกบัเวลาในการสมัผสั

ดว้ยเช่นกนั [9] นอกจากนีÊปรมิาณเซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุต่างๆมคีวามแตกต่างกนั โดย

พบว่าวสัดุทีÉมผีวิขรุขระจะพบดเีอน็เอปรมิาณมากกวา่ [31]  

 

2.4 ปฏิกิริยาพีซีอาร ์(Polymerase chain reaction) 

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction, PCR) เป็นเทคนิคการเพิÉม

ปรมิาณชิÊนส่วนของดเีอน็เอในหลอดทดลอง จงึมกีารนํามาใชใ้นงานด้านนิติพนัธุศาสตร์เพืÉอใช้

ในการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างทีÉเก็บได้จากสถานทีÉเกดิเหตุ โดยในการเพิÉมปรมิาณ 

ดีเอน็เอจําเป็นต้องอาศยัองค์ประกอบต่างๆ ได้แก่ ดีเอ็นเอต้นแบบ (Template DNA) ดเีอน็เอ 

พอลเีมอรเ์รส (DNA polymerase) ดอีอกซีÉไรโบนิวคลโีอไทด์ไตรฟอตเฟท (Deoxyribonucleotide 

triphosphates, dNTPs) ทั ÊงสีÉชนิด ไพรเมอร์ และบฟัเฟอร์ ปฏิกริยิาการสังเคราะห์จะเกิดขึÊน

ต่อเนืÉองซํÊากนัเป็นลูกโซ่ในแต่ละรอบ ปฏกิริยิาพซีอีารจ์ะประกอบดว้ย 3 ขั Êนตอน (ดงัแสดงในรปู

ทีÉ 2) คอื  

1) ขั Êนตอน Denaturation เป็นขั Êนตอนการแยกสายพอลนีิวคลโีอไทดจ์ากสายคู่

เป็นสายเดีÉยว โดยใชอ้ณุหภมูปิระมาณ 90-95 °C 

2) ขั Êนตอน Annealing เป็นขั ÊนตอนลดอุณหภูมิลงมาทีÉ 50-55 °C เพืÉอให ้

ไพรเมอร ์สามารถเกาะตดิกบัดเีอน็เอตน้แบบทีÉเป็นสายเดีÉยวตรงบรเิวณลาํดบันิวคลโีอไทด์คู่สม 

3) ข ั Êนตอน Extension เป็นขั Êนตอนการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ต่อออกจาก 

ไพรเมอร์ในทิศทางจาก 5′ ไป 3′ อุณหภูมิในขั ÊนนีÊจะอยู่ในช่วง 70-75 °C การสงัเคราะห์จะ

ดําเนินตามลําดับ 3 ขั Êนตอน ซํÊากนัเป็นจํานวน 25-32 รอบ ทําให้ได้ผลผลิตดีเอ็นเอ (PCR 

product) เป็นดเีอน็เอสายใหมเ่พิÉมขึÊนเป็นจาํนวนมาก 
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รปูทีÉ 2 แสดงขั Êนตอนของปฏกิริยิาพซีอีาร ์[32] 

  

โดยในงานนิติวิทยาศาสตร์จะทําการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณตําแหน่ง  

Short tandem repeat (STR) ห รื อ  Simple sequence repeat (SSR) ซึÉ ง คือ ส่ วน หนึÉ ง ข อ ง 

สารพนัธุกรรมทีÉประกอบด้วยลําดบัเบสซํÊาแบบต่อเนืÉอง โดยมลีําดบัเบสแกนกลางจํานวน 1-6  

คู่เบส โดย STR สามารถบอกความแตกต่างระหว่างบุคคลได้โดยใช้ข้อมูลจํานวนซํÊาของ 

หน่วยซํÊา จงึนํามาใชใ้นงานนิตพินัธุศาสตรก์นัอยา่งแพร่หลาย โดยตาํแหน่งของ STR ทีÉนํามาใช้

ในการจําแนกบุคคลจําเป็นต้องมลีกัษณะและคุณสมบตัิ ดงันีÊ 1) ขนาดของ STR ควรมขีนาด

ประมาณ 100-500 คู่เบส เนืÉองจากวตัถุพยานชวีภาพทีÉรวบรวมไดใ้นสถานทีÉเกดิเหตุนั Êนมกัมี

ปรมิาณน้อยหรอืเสืÉอมสภาพ 2) อลัลลีทีÉปรากฏในแต่ละตําแหน่งจะต้องมคีวามแตกต่างกนัและ

สามารถแยกออกจากกนัได้อย่างชดัเจน เพืÉอใหส้ามารถแปลผลลายพมิพ์ดีเอ็นเอในตําแหน่ง

ต่างๆได ้3) ตําแหน่ง STR ดงักล่าวต้องสามารถใชใ้นการจําแนกระหว่างบุคคลสูงและรอ้ยละ

ของประชากรทีÉมอีลัลลีในคูโ่ครโมโซมทีÉแตกต่างกนัมากกว่ารอ้ยละ 70 ในประชากร 4) ตอ้งเป็น 

ดเีอน็เอทีÉไม่มคีวามเชืÉอมโยงกบัตาํแหน่ง STR อืÉนๆในการถ่ายทอดลกัษณะ และ 5) ตอ้งมอีตัรา

การกลายพนัธุ์ตํÉา เป็นตน้ [33] 

ตําแหน่ง STR มาตรฐานทีÉใชใ้นการระบเุอกลกัษณ์บุคคลของระบบ Combined 

DNA Index System (CODIS) ของหน่วยสืบสวนสหรฐัอเมริกามทีั Êงหมด 20 ตําแหน่ง ได้แก่ 

CSF1PO, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, 

D21S11, FGA, TH01, TPOX, vWA, D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391, 

D19S433 และ D22S1045 [34] 
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2.5 ไดเรค็พีซีอาร ์(Direct PCR) 

วธิไีดเรค็พซีอีารเ์ป็นการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากวตัถุพยานโดยตรง ซึÉงไมผ่่าน

ขั Êนตอนการสกดัดเีอน็เอ เนืÉองจากการสกดัดีเอน็เอทาํใหม้กีารสูญเสยีดเีอน็เอระหว่างการสกดั

ถงึรอ้ยละ 30-70 [35, 36] จงึต้องมกีารปรบัปรุงเอน็ไซมด์เีอน็เอพอลเีมอร์เรสใหม้คีวามทนทาน

ตวัยบัยั Êงปฏกิริยิาพซีอีารท์ีÉอาจปนเปืÊ อนมาพรอ้มกบัวตัถุพยานทีÉตรวจสอบ [37] เพืÉอเพิÉมโอกาส

ของการตรวจพบลายพมิพด์เีอน็เอเพิÉมขึÊน วธิไีดเรค็พซีอีารไ์ดเ้ริÉมนํามาใชใ้นงานจุลชวีวทิยา [19] 

และปัจจุบนัได้ประยุกต์ใชใ้นงานนิตพินัธุศาสตร์สําหรบัการตรวจพสิูจน์ดีเอ็นเอจากวตัถุพยาน

ชวีภาพประเภทอสจุ ิรากผม [17] นํÊาลาย [20] เลอืด [21] รวมถงึเซลล์และดีเอ็นเออสิระจากการ

สัมผัสบนวัสดุหลักฐานต่างๆ เช่น เสืÊอผ้า เทปกาว [17] กระจกสไลด์ เซรามิก พลาสติก  

แสตนเลส [18] แผงวงจรไฟฟ้า ปลอกหุม้กระสุนปืน [22] ลูกบดิประตู อุปกรณ์ต่างๆในรถยนต์ 

แกว้นํÊา กระป๋อง นาฬกิา และรองเทา้ [8] เป็นตน้  

 

2.6 การแยกและตรวจสอบดีเอน็เอ 

การแยกแถบดีเอ็นเอหรือผลิตภัณฑ์พีซีอาร์สําหรบัตรวจวเิคราะห์ลายพิมพ ์

ดีเอน็เอดีเอ็นเอใช้เทคนิคแคปิลลารอีิเลคโทรโฟรสีสิ (Capillary electrophoresis, CE) ซึÉงขอ้ดี

ของวธินีีÊคอืสามารถแยกดเีอน็เอทีÉมขีนาดต่างกนัเพยีงหนึÉงเบสได ้โดยหลกัการของวธิแีคปิลลา

รีอิเลคโทรโฟรีส ิสเกีÉยวข้องกับการให้ศักย์ไฟฟ้าสูงตั Êงแต่ 10-30 กิโลโวลต์ แก่แคปิลลารี 

(Capillary tube) ทีÉมขีนาดเส้นผ่านศูนย์กลางตั Êงแต่ 25-100 ไมโครเมตร ซึÉงภายในหลอดมกีาร

บรรจุสารพอลิเมอร์ โดยทีÉปลายทั Êง 2 ขา้ง ของแคปิลลารจีะจุ่มอยู่ในภาชนะบรรจุสารละลายอิ

เลก็โทรไลต์ เมืÉอมกีารใหศ้กัย์ไฟฟ้าจะทําใหไ้อออนในตวัอย่างวิÉงไปทีÉข ั Êวไฟฟ้าแต่ละขั Êว และใช้

ตัววัดสัญญาณซึÉงส่วนใหญ่เป็นแบบยูวี จะให้รูปแบบการตอบสนองเป็นสญัญาณต่อเวลา 

เรียกว่า Electropherogram ส่วนการไหลของอิเล็กโทรไลต์ไปตามแคปิลลารีนีÊเป็นไป ตาม

รปูแบบ Electroendosmotic flow หรอื EOF [38] (ดงัแสดงในรปูทีÉ 3) 
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รปูทีÉ 3 แสดงถงึหลกัการของวธิแีคปปิลลารอีเิลคโทรโฟรสีสิ (capillary electrophoresis, CE) 

[39] 

  

Electroendosmotic flow (EOF) คอื การทีÉผนังภายในของแคปิลลารซีึÉงเคลอืบ

ดว้ยซลิกิา ประกอบดว้ยซลิานอลซึÉงจะแตกตวัเป็นไอออน เมืÉอม ีpH มากกว่า 2.0 โดยทาํใหผ้นัง

ของแคปิลลารมีปีระจุลบ ไอออนของโลหะซึÉงมปีระจุเป็นบวกจงึเขา้ไปเกาะตดิ เมืÉอใหศ้กัย์ไฟฟ้า

เขา้สูแ่คปิลลารแีคตไอออน (ประจุบวก) และโมเลกุลของนํÊาทีÉลอ้มรอบจงึเคลืÉอนทีÉไปสู่ข ั Êวแคโทด 

ทาํใหส้ารละลายเคลืÉอนทีÉไปยงัตวัวดัสญัญาณ คอืเป็นการผลกัดนัไอออนไปตามแคปิลลารผี่าน

ตวัวดัสญัญาณ ทาํการตรวจวดัการเรอืงแสงของสยีอ้มทีÉตดิฉลากบนดเีอน็เอ โดยการเคลืÉอนทีÉ

ผ่านแคปิลลารนีั Êนสามารถแบ่งออกเป็น 2 รูปแบบ คอื ดีเอ็นเอทีÉมขีนาดเล็กจะเคลืÉอนทีÉผ่าน

ช่องว่างระหว่างโมเลกุลของพอลเิมอรเ์ป็นแบบกลุ่มกอ้น หรอื Ogston sieving และถา้ดเีอน็เอมี

ขนาดใหญ่จะเคลืÉอนทีÉไดช้า้การเคลืÉอนทีÉจึงคล้ายการเลืÊอยของง ูหรอื Reptation ดงันั Êนทาํให้ดี

เอน็เอทีÉมขีนาดเล็กสามารถเคลืÉอนทีÉไดเ้รว็กวา่จงึทาํใหไ้ปถงึข ั Êวแคโทดกอ่น จากนั ÊนเมืÉอผา่นการ

แปลงสญัญาณและแปลผลจะไดผ้ลออกมาในรูปของอเิลคโทรฟิโรแกรม (ดงัแสดงในรปูทีÉ 4) เพืÉอ

นําไปวเิคราะหผ์ลต่อไป [40, 41] 
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รปูทีÉ 4 แสดงถงึลกัษณะของอเิลคโทรฟิโรแกรมของตําแหน่งลายพมิพด์เีอน็เอ [13] 

 

2.7 งานวิจยัทีÉเกีÉยวข้อง 

งานวจิยัทีÉผา่นมามกีารศกึษาเกีÉยวกบัเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระบนวสัดุต่างๆ โดย

ศกึษาวธิกีารเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระและปรมิาณดีเอน็เอทีÉไดร้บั รวมทั Êงศกึษาคุณภาพและ

ความสําเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอ ดงันีÊ 

จากงานวิจัยของ Brigh และ Petricevic (2004) ได้ศึกษาการตรวจวิเคราะห์ 

ลายพมิพด์เีอน็เอจากเซลล์และดเีอน็เออสิระบนรองเทา้ประเภทต่างๆ เช่น รองเทา้แตะ รองเทา้

วิÉง และรองเทา้หนัง โดยให้อาสาสมคัรสวมรองเท้าจากนั Êนเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระด้วย 

ไมพ้นัสาํล ีการชะลา้ง และเทปยดึ ผลการทดลองพบว่าการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระด้วยวิธี

เทปยดึสามารถเกบ็กู้เซลล์และดีเอน็เออสิระได้มากกว่าวธิไีม้พนัสําลแีละการชะล้าง และพบว่า

การสวมรองเทา้ด้วยเทา้ขา้งซ้ายและขา้งขวาได้รบัลายพมิพด์ีเอน็เอทีÉไม่แตกต่างกนั แสดงให้

เหน็ว่าการไดร้บัเซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุนั ÊนขึÊนอยู่กบัวธิีการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระ

และการปลดปล่อยดเีอน็เอในแต่ละบุคคล [42] 

Esslinger และคณะ (2004) ศกึษาความเป็นไปไดใ้นการไดร้บัลายพมิพ์ดเีอ็นเอ

จากเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระบนวสัดุทอ่สําหรบับรรจุระเบดิ ไดแ้ก ่ท่อโลหะและท่อพวีซี ี(Polyvinyl 

chloride, PVC) โดยเปรยีบเทยีบลายพมิพด์เีอน็เอทีÉได้รบัจากการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอ็นเออสิระ

จากชิÊนส่วนวสัดุ ภายหลงัการระเบิด จากนั Êนเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออสิระด้วยไม้พนัสําลีและ

ตรวจพสิูจน์ดเีอ็นเอโดยวิธมีาตรฐาน ผลการศกึษาพบว่าการเก็บกูเ้ซลล์และดีเอน็เออสิระบน

วสัดุระเบดิทอ่ไดร้บัลายพมิพด์เีอน็เอเพยีงไม่กีÉตําแหน่ง (Partial profile) และไม่ได้รบัลายพมิพ์
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ดีเอน็เอ (No profile) คดิเป็นรอ้ยละ 35 และ 65 ตามลําดบั ทั ÊงนีÊอาจเป็นเพราะเมืÉอวตัถุระเบดิ

ทาํงานจะเกดิความรอ้นขึÊนทาํใหด้เีอน็เอนั Êนเสยีสภาพ [43] 

Pang และ Cheung (2007) ได้ศึกษาวิธีการใช้ไม้พันสําลีเก็บกู้เซลล์และ 

ดีเอ็นเออสิระบนวสัดุสํานักงานต่างๆ เช่น คอมพวิเตอร์ คยี์การ์ด ไฟฉาย แฟ้มเอกสาร และ

เครืÉองเย็บกระดาษ เป็นต้น พบว่าการเก็บกู้ด้วยไม้พันสําลีแบบแห้งและแบบเปียกได้รับ 

ลายพมิพด์เีอน็เอคดิเป็นรอ้ยละ 16 และ 12 แสดงใหเ้หน็ว่าการเกบ็กูเ้ซลลแ์ละดเีอน็เออสิระด้วย

ไมพ้นัสําลแีบบแหง้ช่วยใหไ้ดร้บัลายพมิพด์เีอน็เอเพิÉมขึÊน ทั ÊงนีÊความสาํเรจ็ในการตรวจวเิคราะห์

ลายพมิพ์ดเีอ็นเอขึÊนอยู่กบัความสามารถในการปลดปล่อยดเีอ็นเอของแต่ละบุคคลและวสัดุทีÉ

สมัผสัดว้ยเชน่กนั [44]  

Tobe และคณะ (2011) ได้ศึกษาการได้รับลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเซลล์และ 

ดีเอน็เออสิระของมนุษย์บนตวัอย่างกวาง โดยให้อาสาสมคัรจบับรเิวณส่วนหวั ขาและอวยัวะ

ภายในของกวาง จากนั Êนเก็บกู้เซลล์และดเีอ็นเออสิระด้วยวธิีเทปยึด นําไปสกดัดเีอ็นเอด้วย 

ชุดนํÊายาสกดั QIAamp® DNA Investigator Kit (QIAGEN, UK) แล้วนํามาเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอ 

พบว่าสามารถเก็บกู้ดีเอ็นเอได้ปริมาณสูงสุดถึง 3.86 พโิคกรมัต่อไมโครลิตร โดยมคี่าเฉลีÉย

เท่ากบั 0.946±1.07 พโิคกรมัต่อไมโครลติร และพบว่าลายพมิพด์เีอน็เอทีÉไดร้บัจะมรีปูแบบเป็น 

Low template profile แสดงใหเ้หน็ว่าผลการศกึษางานวจิยันีÊสามารถตรวจวเิคราะหล์ายพมิพ์ดี

เอน็เอจากตวัอย่างซากสตัวไ์ดแ้ละสามารถนําไปประยุกตใ์ชก้บัสตัวป่์าชนดิอืÉนๆ [45] 

Berti และคณะ (2011) ได้ศกึษาการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอจากนํÊาลาย

และเหงืÉอบนวตัถุหลงัการระเบดิ โดยนําเหงืÉอและนํÊาลายของอาสาสมคัรปรมิาตร 5, 10 และ 20 

ไมโครลิตร หยดลงบนเทปพลาสติกแล้วนําไปติดไว้กับวงจรระเบิด โดยจะศึกษาร่วมกับ 

สารระเบดิ 3 ชนดิ ไดแ้ก ่อารด์เีอก็ซ ์(RDX) ดนิดาํ (Black powder) และทเีอน็ท ี(TNT) หลงัจาก

การระเบิดจะเก็บชิÊนส่วนระเบิดต่างๆนําไปตรวจวิเคราะห์ลายพมิพ์ดีเอ็นเอ พบว่าตัวอย่าง

นํÊาลายและเหงืÉอไดร้บัลายพมิพด์เีอน็เอทีÉสมบรูณ์รอ้ยละ 48 และ 12 ตามลําดบั เนืÉองจากนํÊาลาย

มคีวามเขม้ขน้ของดเีอน็เอมากกว่าเหงืÉอในตวัอย่างทีÉมีปรมิาตรเท่ากนั อกีทั Êงพบว่าสารระเบิด

อาร์ดเีอก็ซ์ทาํลายดเีอน็เอมากทีÉสุด เนืÉองจากแรงระเบดิ อุณหภูม ิและปรมิาตรในการเคลืÉอนทีÉ

มากกว่าดนิดําและทีเอ็นที ดงันั Êนแสดงให้เห็นว่าความสําเรจ็ในการตรวจวิเคราะห์ลายพมิพ ์

ดเีอน็เอหลงัการระเบดิข ึÊนอยู่กบัชนิดของสารระเบดิและชนิดของสารคดัหลั Éงทางชวีภาพ [12]  
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Daly และคณะ (2012) ศึกษาความสามารถของการถ่ายโอนเซลล์และ 

ดเีอน็เออสิระจากการสมัผสัไปยงัวสัดุต่างๆ เชน่ แกว้ เสืÊอผา้ และไม ้ใหอ้าสาสมคัรเพศหญงิและ

เพศชาย ถอืวสัดุให้แน่นเป็นเวลา 60 วินาท ีด้วยมอืขา้งเดยีว จากนั Êนเกบ็กู้เซลล์และดีเอ็นเอ

อสิระบนวสัดุดว้ยวธิีเทปยดึ แลว้วดัปรมิาณดีเอน็เอและตรวจวเิคราะห์ลายพิมพด์เีอ็นเอ พบว่า

ปรมิาณดีเอ็นเอทีÉวดัได้โดยเฉลีÉยในตวัอย่างวสัดุไม้ เสืÊอผ้า และแก้ว เท่ากบั 5.85, 1.23 และ 

0.52 นาโนกรมั ตามลําดบั และความสาํเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอมากทีÉสุดจาก

วสัดุไม้ เสืÊอผ้า และแก้ว คิดเป็นร้อยละ 36, 23 และ 9 ตามลําดับ อีกทั Êงความสามารถการ 

ถ่ายโอนเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระไปยงัวสัดใุนเพศหญงิและเพศชายไมแ่ตกต่างกนั [31]  

Swaran และ Welch (2012) ได้ศกึษาเปรยีบเทยีบคุณภาพลายพมิพ์ดีเอ็นเอ

ระหว่างวิธีไดเร็คพีซีอาร์กบัการสกดัดีเอ็นเอจากวสัดุ ได้แก่ แผ่นสไลด์แก้ว พลาสติก แผ่น 

เซรามิก และสแตนเลส จากนั Êนใช้ดีเอ็นเอ (Human male placental DNA (Cambio Ltd.))  

ความเข้นข้นต่างๆ คือ 1.0, 0.75, 0.5, 0.25 และ 0.1 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ป้ายบนวสัดุขา้งต้นแล้วเก็บกู้ดีเอ็นเอด้วยไม้พนัสําล ี นําไปสกดัดีเอ็นเอและเพิÉม

ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีาร ์พบว่ารอ้ยละของคา่เฉลีÉยจํานวนอลัลลีทีÉไดร้บัในลายพมิพ์

ดเีอน็เอจากเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีารส์ูงกว่าวธิกีารการสกดัดเีอน็เอ โดยพบว่า

การเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอทีÉมีความเข้มขน้ 0.75 และ 1.0 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ด้วยวธิีไดเร็ค 

พซีอีารไ์ดร้บัลายพมิพด์เีอน็เอทีÉสมบูรณ์สาํหรบัวสัดุแผ่นสไลด์แกว้ แผ่นเซรามกิ และสแตนเลส 

ยกเว้นวสัดุพลาสติก นอกจากนีÊพบว่าวธิีดงักล่าวได้รบัความสูงพคีสูงกว่าวิธีการสกดัเช่นกนั 

ทั ÊงนีÊผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าวิธีไดเร็คพีซีอาร์ช่วยเพิÉมอัตราความสําเร็จในการตรวจ

วเิคราะห์ลายพมิพด์ีเอ็นเอจากดีเอ็นเอปรมิาณน้อยได ้เนืÉองจากวธิดีงักล่าวช่วยลดปัญหาการ

สญูเสยีไประหว่างกระบวนการสกดั [18]  

Verheij และคณะ (2012) ศกึษาวธิมีลัติเพล็กไดเร็คพซีีอาร์สําหรบัตวัอย่างทีÉ

เกีÉยวขอ้งในงานนิตวิทิยาศาสตร ์ทั Êงสารคดัหลั Éงชวีภาพและเซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุต่างๆ 

เชน่ ลกูบดิประต ูอปุกรณ์ต่างๆในรถยนต ์เสืÊอผา้ แกว้นํÊา กระป๋อง นาฬกิา และรองเทา้ เป็นตน้ 

ทาํการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอ็นเออสิระด้วยวธิไีมพ้นัสําลแีละเทปยดึ (Tapelifting) ใชร้ว่มกบั SEM 

stub จากตวัอย่างเซลล์และดีเอ็นเออสิระทั Êงหมด 54 ตวัอย่าง พบว่าได้รบัลายพมิพ์ดเีอ็นเอทีÉ

สมบูรณ์ (Full profile) คิดเป็นร้อยละ 20 ได้รับลายพิมพ์ดีเอ็นเอบางส่วน (Partial profile)  

คดิเป็นรอ้ยละ 20 และไม่ไดร้บัลายพมิพด์เีอ็นเอคดิเป็นรอ้ยละ 60 ในขณะทีÉการไดร้บัลายพมิพ์
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ดเีอน็เอจากสารคดัหลั ÉงชวีภาพอืÉนทั Êงหมด 95 ตวัอย่าง ไดร้บัลายพมิพ์ดเีอน็เอทีÉสมบรูณ์คดิเป็น

รอ้ยละ 60 ได้รบัลายพมิพ์ดีเอ็นเอบางส่วนคดิเป็นร้อยละ 24 และไม่ได้รบัลายพมิพ์ดีเอ็นเอ 

คดิเป็นรอ้ยละ 16 [8] 

Hoffmann และคณะ (2012) ได้ศกึษาการเกบ็กูเ้ซลล์และดีเอน็เออสิระบนวสัดุ

ระเบิดแสวงเครืÉอง โดยใหอ้าสาสมคัรทั Êงหมด 8 คน สะพายกระเป๋าเป้ใช้ในชวีติประจําวันเป็น

เวลา 11 วนั จากนั ÊนบรรจุระเบดิแสวงเครืÉองแบบใชท้อ่พวีซีใีนกระเป๋าดงักล่าวก่อนทาํการระเบดิ 

และใชไ้ม้พนัสาํลเีกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระจากชิÊนส่วนกระเป๋าเป้ดงักล่าวจาก ซปิกระเป๋า หู

จบักระเป๋า สายสะพายกระเป๋า ส่วนกลางและส่วนบนของกระเป๋า ผลการศกึษาพบว่าลายพมิพ์

ดเีอน็เอทีÉได้รบัจากตําแหน่งบรเิวณต่างๆของกระเป๋าเป้มคีวามแตกต่างกนัอย่างมาก กล่าวคอื

การเกบ็กูเ้ซลล์และดีเอ็นเออสิระบรเิวณชิÊนส่วนหูจบักระเป๋าได้รบัลายพมิพด์ีเอ็นเอทีÉสมบูรณ์ 

(Full profile) ในขณะทีÉการเก็บกูเ้ซลล์และดีเอน็เออสิระจากชิÊนส่วนกระเป๋าเป้บรเิวณตําแหน่ง

อืÉนๆมปีรากฏผลพคีปลอมดรอปอนิสแ์ละดรอปเอาท ์(Drop-ins and drop-out) นอกจากนีÊพบว่า 

ลายพมิพ์ดีเอ็นเอปรากฏความสูงพีคอัลลีลไม่มีความสมดุลกัน (Peak imbalance) และเป็น 

ลายพมิพ์ดเีอ็นเอแบบผสม (Mixture profile) หรอืปรากฏดีเอ็นเอของมนุษย์มากกว่าหนึÉงคน 

[15]  

Thomasma และคณะ (2013) ได้ศึกษาชนิดของสารละลายสําหรับให้ความ 

ชุ่มชืÊนกบัไม้พนัสําลีเพืÉอเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอ็นเออสิระ โดยสารละลายทีÉใช้ในการทดลอง ไดแ้ก่ 

Sodium dodecyl sulfate (SDS), Triton X-10 0 , Tween 2 0 , Formula 40 9 ® แ ล ะ  Simple 

Green® โดยให้อาสาสมคัรใช้มือถูบนวสัดุ ได้แก่ เสืÊอกาวน์ แขนเสืÊอ ผ้าปิดปาก และถุงมือ 

จากนั Êนใชไ้ม้พนัสําลจีุ่มในสารละลายขา้งต้น แล้วนําสกดัดเีอน็เอและตรวจวเิคราะหล์ายพิมพ ์

ดีเอน็เอ พบว่าการใช้ไม้พนัสําลจีุ่มสารละลาย Sodium dodecyl sulfate (SDS) และ Triton X-

100 สามารถเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระได้มากทีÉสุดเมืÉอเปรยีบเทยีบกบัสารละลายชนิดอืÉนทีÉ

ศกึษา แสดงใหเ้ห็นว่าสารละลายทั ÊงสองชนิดนีÊสามารถช่วยเพิÉมโอกาสในการเก็บกูเ้ซลล์และ 

ดเีอน็เออสิระบนวสัดุได ้[10] 

Templeton และคณะ (2013) ศกึษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเซลล์และดีเอ็นเอ

อสิระดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีาร ์โดยใหอ้าสาสมคัรลา้งมอืเป็นเวลา 2 ชั Éวโมง ก่อนใชน้ิÊวชีÊมอืขา้งถนัด

กดบนแผ่นสไลด์ ทําการเก็บตัวอย่างด้วยไม้พนัสําลีชนิด 3 ชนิด ได้แก่ ไม้พนัสําลีชนิดโฟม 

(Whatman, USA) ไมพ้นัสําลีชนิดไนลอน (Copan Industries, Australia) และไมพ้นัสําลีชนิด
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ฝ้าย (Livingstone, NSW) ผลการศึกษาพบว่าการใช้ไม้พนัสําลีชนิดไนลอนมปีระสิทธิภาพดี

ทีÉสุดและใหล้ายพมิพด์เีอน็เอทีÉสมบูรณ์ (Full profile) คดิเป็นรอ้ยละ 100 อกีทั Êงพบว่าลายพมิพ ์

ดีเอ็นเอทีÉได้รบัไม่ปรากฏผลพีคปลอมดรอปอินส์และดรอปเอาท์ (Drop-ins and drop-out) 

อย่างไรกต็ามอตัราความสําเร็จและคุณภาพของลายพมิพ์ดเีอ็นเอทีÉได้รบัขึÊนอยู่กบัเซลล์เยืÉอบุ

ผวิหนงัและตวัยบัยั Êงปฏกิริยิาพซีอีาร ์[46]  

Ottens และคณะ (2013) ได้ศึกษาวธิีไดเร็คพีซีอาร์สําหรบัวสัดุหลักฐานและ

วตัถุพยานประเภท ผม เสืÊอผา้ เสน้ใย ถุงมอืยาง และเทปพลาสตกิ ทดสอบเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอ

ด้วยวิธีไดเร็คพซีีอาร์ ผลการทดลองพบว่าการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างผม เสืÊอผ้า  

เสน้ใยและเทปพลาสตกิดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีารไ์ด้รบัจํานวนอลัลลีทีÉบนลายพมิพด์เีอน็เอมากกว่า 

12 อลัลีล ยกเว้นในตัวอย่างถุงมือยางได้อีลลีลน้อยกว่า 12 อลัลีล แสดงให้เห็นว่าการเพิÉม

ปรมิาณดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีารส์ามารถนําไปประยุกตใ์ชใ้นงานนิตวิทิยาศาสตร ์[17]  

Verdon และคณะ (2014) ศึกษาวิธีการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระด้วย 

วิธีเทปยึด โดยในการทดลองใช้เทปกาว 2 ชนิด ได้แก่ Scotch® MagicTM และ Scenesafe 

FASTTM tape จากนั Êนนําเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุประเภทผ้าชนิดต่างๆ เชน่ สายรดั

โพลีเอสเตอร ์ผา้ฝ้าย ผ้าฝ้ายใยสงัเคราะห์ และผ้าโพลีเอสเตอร์สงัเคราะห์ นําไปสกดัดเีอ็นเอ

ด้วยชุดนํÊายา DNA IQTM (Promega, USA) ผลการทดลองพบว่าเทปกาวชนิด Scenesafe 

FASTTM สามารถเกบ็กูเ้ซลลแ์ละดเีอน็เออสิระไดด้กีว่าเทป Scotch® MagicTM สาํหรบัผา้ทุกชนิด

ทีÉใชท้ดสอบ และพบว่าได้รบัลายพมิพด์เีอน็เอทีÉไดต้รงกบัลายพมิพด์เีอน็เออ้างองิ แสดงใหเ้หน็

ว่าเทป Scenesafe FASTTM มีความสามารถในการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระบนเสืÊอผ้า 

เนืÉองจากเทป Scenesafe FASTTM มแีรงดงึมากกว่าจงึเพิÉมประสทิธภิาพในการเก็บกูเ้ซลล์และ 

ดเีอน็เออสิระเพิÉมขึÊนและส่งผลต่อการเพิÉมจาํนวนอลัลลีในลายพมิพด์เีอน็เอดว้ยเช่นกนั [47]  

Lui (2015) ไดศ้กึษาวธิกีารเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระดว้ย PE-Swab ซึÉงเป็น

อุปกรณ์สาํหรบัเกบ็กูเ้ซลลแ์ละดเีอน็เออสิระทีÉพฒันาขึÊน จากนั Êนเกบ็กูเ้ซลลแ์ละดเีอน็เออสิระแลว้

เพิÉมปรมิาณดีเอน็เอดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีาร ์โดยในการศกึษาจะเปรยีบเทยีบกบัวธิกีารสกดัดเีอน็เอ  

ผลการศกึษาพบว่าการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระดว้ย PE-Swab สาํหรบัเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอ

ดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีารไ์ดส้าํเรจ็ กลา่วคอืได้รบัลายพมิพด์เีอน็เอทีÉสมบรูณ์รอ้ยละ 100 สาํหรบัวสัดุ

แก้วกาแฟ เมาส์คอมพวิเตอร์ โทรศพัท์ไอโฟน พวงมาลยัรถยนต์และหมวกแก๊บ นอกจากนีÊ

พบว่าการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอดว้ยวธิดีงักล่าวไดร้บัจํานวนอลัลลีสงูกว่าวธิกีารสกดัเช่นกนั [48] 
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Tasker และคณะ (2017) ได้ศกึษาลายพมิพ์ดีเอ็นเอทีÉได้รบัจากวตัถุหลังการ

ระเบิดเพืÉอใชใ้นการระบุเอกลกัษณ์บุคคลและบรรพบุรุษ ในการทดลองนีÊใชต้วัอย่างเลือดและ 

เซลล์และดีเอ็นเออิสระ โดยผู้ว ิจัยเลือกใช้เซลล์เยืÉอบุกระพุ้งแก้มทดแทนตัวอย่างเซลล์และ 

ดเีอน็เออสิระเพืÉอควบคุมปรมิาณดีเอน็เอ จากนั Êนหยดตวัอย่างดงักล่าวทีÉทราบปรมิาณเซลล์บน

วสัดุระเบดิ สาํหรบัตวัอย่างเลอืดหยดบรเิวณปลายสายไฟฟ้าและเซลล์เยืÉอบุกระพุง้แกม้หยดบน

ท่อพวีซี ีทาํการระเบดิวตัถุดงักล่าว จากนั Êนเกบ็ดเีอน็เอด้วยไมพ้นัสําลแีละตรวจพสิจูน์ดีเอน็เอ

โดยวธิมีาตรฐาน ผลการศกึษาพบวา่การเกบ็กู้เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระดว้ยไมพ้นัสําลจีากชิÊนส่วน

วัสดุระเบิดท่อหลังการระเบิดได้ร ับลายพิมพ์ดีเอ็นเอทีÉสมบูรณ์เพียงร้อยละ 4 ทั ÊงนีÊอัตรา

ความสําเรจ็ในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์ีเอน็เอตํÉา เนืÉองจากการดีเอ็นเอนั Êนมปีรมิาณน้อย

หรอืเสืÉอมสภาพ [49] 

Martin และคณะ (2018) ได้ศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอทีÉได้ร ับจากเซลล์และ 

ดเีอน็เออสิระ โดยให้อาสาสมคัรสมัผสับนวสัดุต่างๆ เป็นเวลา 15 วนิาท ีแล้วนําไปสกดัดเีอน็เอ

และเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีไดเร็คพีซีอาร์ด้วยชุดนํÊายาทางการค้า 2 ชุด คือ ชุดนํÊายา 

GlobalFiler™ PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)  แ ล ะ ชุ ด นํÊ า ย า 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA.)  

ผลการศกึษาพบว่าการเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอด้วยวธิไีดเรค็พซีอีารม์อีตัราความสาํเรจ็ในการตรวจ

วเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอสงูกว่าวธิกีารสกดัดเีอน็เอสาํหรบัวสัดุปลอกหุ้มกระสุนปืนอะลูมเินียม  

ลวดหุ้มฉนวน แผงวงจรไฟฟ้าและถุงซิปล็อค นอกจากนีÊพบว่าชุดนํÊายา Identifiler® Plus มี

ประสทิธภิาพเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอสงูกว่าชุดนํÊายา GlobalFiler®  สาํหรบัทุกวสัดุทีÉทดลองเช่นกนั 

[22] 

Ambers และคณะ (2018) ไดศ้กึษาการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากไมพ้นัสาํลชีนิด 

microFLOQ®  (Copan, French Gendarmerie Forensic Research Institute)  สําหรับ เก็บกู้  

เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระ เลอืด และนํÊาลาย ดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีาร ์โดยเจอืจางเลอืดและนํÊาลายใหม้ี

ความเขม้ขน้รอ้ยละ 1, 5 และ 10 หยดบนสไลด์แกว้ สาํหรบัเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระใหอ้าสาสมคัร

สมัผสัวสัดุต่างๆ ไดแ้ก่ แป้นพมิพค์อมพวิเตอร ์ลูกบดิประต ูเมาสค์อมพวิเตอร ์โทรศพัท์มอืถอื

และสร้อยคอ จากนั Êนเก็บกู้ดีเอ็นเอด้วยไม้พนัสําลีชนิด microFLOQ®  แล้วนําไปเพิÉมปริมาณ 

ดีเอน็เอด้วยวธิไีดเรค็พซีอีาร์และสกดัดีเอ็นเอ ผลการศกึษาพบว่าการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอจาก

ตวัอย่างเลอืดทีÉมคีวามเขม้ข้นร้อยละ 5 ด้วยวธิไีดเรค็พซีอีาร์ได้รบัลายพมิพด์ีเอ็นเอทีÉสมบูรณ์ 
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28 ใน 30 ตวัอย่าง นอกจากนีÊพบว่าการเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอด้วยวธิีไดเรค็พซีีอาร์ให้ความสูง

ของพคีอลัลลีทีÉได้รบัในลายพมิพด์เีอน็เอสูงกว่าวธิกีารสกดัดเีอน็เอทั Êงตวัอย่างเลอืดและนํÊาลาย 

ในขณะทีÉการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีารไ์ดร้บัลายพมิพ์

ดเีอน็เอเพยีงไมก่ีÉตําแหน่ง (Partial profile) และพบวา่ไดร้บัลายพมิพด์เีอน็เอแบบผสม (Mixture 

profile) ในทกุวสัดุทดลอง [50] 
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3.วตัถปุระสงค ์

 

3.1 เพืÉอศกึษาความเป็นไปได้ในการนําเทคนิคไดเรค็พซีีอาร์มาใชใ้นการตรวจพิสูจน์ 

เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระบนวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉอง 

3.2 เพืÉอเปรียบเทียบวิธีการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระบนวัสดุหลักฐานระเบิด 

แสวงเครืÉองทีÉเหมาะสมสาํหรบันํามาใชเ้พิÉมปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์

3.3 เพืÉอเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของชดุนํÊายาทางการคา้สําหรบัเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอ

จากเซลลแ์ละดเีอน็เออสิระบนวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองด้วยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์

3.4 เพืÉอทวนสอบวิธีการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระและกระบวนการเพิÉมปริมาณ 

ดเีอน็เอด้วยเทคนิคไดเรค็พซีีอารท์ีÉพฒันาขึÊนในงานวจิยันีÊและเปรยีบเทยีบกบัวธิมีาตรฐานของ

ศนูยพ์สิูจน์หลกัฐานตํารวจ สํานักงานตาํรวจแห่งชาต ิในการตรวจพสิจูน์เซลล์และดเีอน็เออสิระ

บนระเบดิแสวงเครืÉองจําลอง  
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บททีÉ 2 

 

วิธีการวิจยั 

 

1. การเกบ็ตวัอยา่งดีเอน็เออาสาสมคัร  

  ทาํการเกบ็ตวัอย่างเซลล์เยืÉอบุกระพุง้แกม้ (Buccal swab) จากอาสาสมคัรจํานวน 

10 คน และตรวจวเิคราะห์ลายพมิพ์ดีเอ็นเออ้างองิของอาสาสมคัรดังกล่าว สําหรบัใช้ตรวจสอบ 

ความถูกต้องของผลลายพมิพด์เีอน็เอ กาํหนดใหอ้าสาสมคัรต้องไม่รบัประทานอาหารหรอืดืÉมนํÊา 

อย่างน้อย 30 นาที จากนั Êนใช้ไม้พนัสําลีปราศจากเชืÊอป้ายขึÊนลงบริเวณเยืÉอบุกระพุ้งแก้ม 

ขา้งปากด้านในทั Êงสองข้างของอาสาสมคัรจํานวนขา้งละ 10 ครั Êง หกัส่วนปลายของไม้พันสําล ี

ใสใ่นหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิติร แล้วนําไปสกดัดเีอน็เอ เพิÉมปรมิาณดเีอน็เอ และวเิคราะห์

ดว้ยเทคนิคแคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรซีสิ ดงัอธบิายในวธิกีารวจิยัขอ้ 4. และขอ้ 7.- 9. 

งานวจิยันีÊไดศ้กึษาวจิยัตวัอย่างทีÉมาจากมนุษย ์คอื เยืÉอบุกระพุง้แกม้ และเซลล์

และดีเอ็นเออิสระ ดังนั Êนจึงได้ดําเนินการขออนุมัติจริยธรรมการทําวิจัยในมนุษย์ สาขา

วทิยาศาสตร์สุขภาพ มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์โดยยดึหลกัจรยิธรรมของประเทศเฮลซงิก ิ

(Declaration of Helsinki) และแนวทางการปฏิบัติการวิจัยทางคลินิกทีÉดี (The International 

Conference on Harmonization in Good Clinical Practice) โดยมเีอกสารอนุมตัิรหสัโครงการ 

HSc-HREC-61-005-02-1 

 

2. ชนิดและวิธีการเตรียมวสัดหุลกัฐานในการทดลอง 

  งานวจิยันีÊทาํการศกึษาวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉอง 3 ประเภท ไดแ้ก่ วสัดุ

ดูดซบั (เสืÊอผา้และปลอกหุม้แฮนดร์ถมอเตอรไ์ซค์) วสัดุไม่ดดูซบั (ท่อพวีซีแีละแผงวงจรไฟฟ้า) 

และวสัดุอืÉนๆ (เทปกาวพนัสายไฟ) โดยทาํความสะอาดวสัดุดงักล่าว ดงันีÊ 
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2.1 การเตรียมวสัดุเสืÊอผา้ ปลอกหุ้มแฮนดร์ถมอเตอรไ์ซค ์และเทปกาวพนัสายไฟ 

สําหรบัการเตรยีมวัสดุทดลองประเภทเสืÊอผ้า ปลอกหุ้มแฮนด์รถมอเตอร์ไซค์  

และเทปกาวพนัสายไฟ ทาํโดยใชก้รรไกรทีÉปราศจากเชืÊอและดีเอ็นเอตดัวสัดุดงักล่าวให้มขีนาด  

1.5 x 4.0 เซนติเมตร จากนั Êนนําไปวางภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตเป็นเวลา 1 ชั Éวโมง  

เพืÉอทาํใหด้เีอน็เอทีÉปนเปืÊ อนเสยีสภาพ (ดงัแสดงในรปูทีÉ 5)  

 

       

รปูทีÉ  5 แสดงภาพวสัดุเสืÊอผ้า (ก), ปลอกหุม้แฮนด์รถมอเตอร์ไซค์ (ข) และเทปกาวพนัสายไฟ  

ยีÉหอ้ 3M (ค) ทีÉใชใ้นการทดลอง 

 

 2.2 การเตรียมวสัดทุ่อพีวีซี แผงวงจรไฟฟ้า สายไฟ สวิทซไ์ฟ และแบตเตอรีÉ 

  สําหรบัการเตรยีมวสัดุทดลองประเภทท่อพวีซีแีละแผงวงจรไฟฟ้า ทําโดยตดั

ท่อพีวีซีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1.3 เซนติเมตร ความยาว 5.0 เซนติเมตร และ

แผงวงจรไฟฟ้าขนาดประมาณ 3.0 x 3.0 เซนติเมตร จากนั Êนนํามาทําความสะอาดด้วยนํÊายา 

ล้างจานพรอ้มใชแ้ปรงขดั หลงัจากนั Êนแช่ด้วยสารละลายคลอร็อกซ์ (Clorox) ทีÉมคีวามเขม้ขน้

รอ้ยละ 10 เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง แลว้เชด็ดว้ยเอทานอลทีÉมคีวามเขม้ขน้รอ้ยละ 70 กอ่นนําไปวาง

ภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตเป็นเวลา 1 ชั Éวโมง เพืÉอทาํใหด้เีอน็เอทีÉปนเปืÊ อนเสยีสภาพ (ดงัแสดง

ในรปูทีÉ 6)  

  สาํหรบัการเตรยีมวสัดุทดลองประเภทสายไฟ สวทิซไ์ฟ และแบตเตอรีÉ ทาํโดย

นําวสัดุดังกล่าวเช็ดด้วยสารละลายคลอร็อกซ์ (Clorox) ทีÉมคีวามเขม้ข้นร้อยละ 10 แล้วเช็ด 

เอทานอลทีÉมคีวามเข้มข้นร้อยละ 70 ก่อนนําไปวางภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตเป็นเวลา 1 

ชั Éวโมง เพืÉอทาํใหด้เีอน็เอทีÉปนเปืÊ อนเสยีสภาพเชน่เดยีวกนั (ดงัแสดงในรปูทีÉ 6) 

 

ก ข ค 
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รปูทีÉ 6 แสดงภาพวสัดุท่อพวีีซ ี(ก) แผงวงจรไฟฟ้า (ข) สายไฟ (ค) สวทิซ์ไฟ (ง) และแบตเตอรีÉ 

(จ) ทีÉใชใ้นการทดลอง 

 

2.3 การเตรียมวสัดสุาํหรบัประกอบระเบิดแสวงเครืÉองจาํลอง 

ระเบิดแสวงเครืÉองจําลองทีÉใช้ในการศึกษานีÊเป็นวัสดุทีÉตรวจพบได้บ่อยใน

สถานทีÉเกดิเหตุคดกี่อการรา้ยจงัหวดัชายแดนใต้ซึÉงแบ่งเป็น 6 ชนิด ได้แก่ ท่อพวีซี ีแผงวงจร

ไฟฟ้า แบตเตอรีÉ สายไฟ เทปกาวพนัสายไฟและสวทิซ์ไฟ  

  การประกอบระเบดิแสวงเครืÉองจําลอง เริÉมต้นจากใหอ้าสาสมคัรจํานวน 5 คน 

ลา้งมอืเป็นเวลา 1 ชั Éวโมง ก่อนประกอบระเบดิแสวงเครืÉองคนละ 2 ชุด (รวมระเบดิแสวงเครืÉอง

จําลองทั Êงหมด 10 ชุด) ทั ÊงนีÊก่อนการประกอบระเบดิแสวงเครืÉองทางผูว้จิยัจะชีÊแจงขอ้มลูเกีÉยวกบั

ขั Êนตอนการประกอบระเบดิพร้อมทั Êงใหอ้าสาสมคัรทดลองประกอบจนกระทั Éงเกดิความชํานาญ 

สําหรบัขั ÊนตอนการประกอบระเบดิแสวงเครืÉองจําลองมดีงันีÊ เริÉมจากใชเ้ทปกาวพนัสายไฟพนั

แบตเตอรีÉ 2 กอ้น เขา้ดว้ยกนั จากนั Êนนําสายไฟ 2 เสน้ เชืÉอมกบัขั Êวบวกและขั ÊวลบของแบตเตอรีÉ

ทั Êงสองกอ้น นําสายแรกต่อเขา้กบัแผงวงจรไฟฟ้า และสายทีÉสองต่อกบัสายไฟอกีเสน้หนึÉงแล้ว

พนัปมด้วยเทปกาว จากนั Êนนําปลายสายไฟเส้นสุดท้ายไปต่อเขา้กบัสวิทซ์ไฟ นําชิÊนส่วนทีÉ

ประกอบข้างต้นใส่ในท่อพวีีซีแล้วปิดฝาท่อพีวีซีทั Êงสองด้าน ใช้เทปกาวพันท่อพีวีซีบริเวณ

รอยต่อ 2 รอบ จะไดร้ะเบดิแสวงเครืÉองจาํลอง 1 ชุด (ดงัแสดงในรปูทีÉ 7) 

ข ก ค 

ง จ 
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รูปทีÉ  7 แสดงตวัอย่างระเบิดแสวงเครืÉองจําลองประกอบด้วยวัสดุท่อพีวีซี แผงวงจรไฟฟ้า 

แบตเตอรีÉ สายไฟ เทปกาวพนัสายไฟและสวทิซ์ไฟ 

 

 2.4 การเตรียมตวัอย่างเซลลแ์ละดีเอน็เออิสระ 

  อาสาสมคัรในงานวจิัยนีÊจํานวน 10 คน คดัเลือกจากประชาชนทั ÉวไปทีÉมีอายุ

ในช่วง 20 ถงึ 50 ปี และมสีุขภาพแขง็แรงสมบรูณ์ จากนั Êนใหอ้าสาสมคัรทกุคนลา้งมอืเป็นเวลา 

1 ชั Éวโมง ก่อนใช้นิÊวหัวแม่มือสัมผัสกดและถูไปมาบนวัสดุทดลองทีÉได้เตรียมไว้เป็นเวลา

ประมาณ 30 วนิาท ีจากนั Êนนําวสัดเุหล่านีÊไปใชท้ดลองในขั Êนตอนถดัไป 

 

3. การเกบ็กู้เซลลแ์ละดีเอน็เออิสระ 

  งานวิจยันีÊทําการเก็บกูเ้ซลล์และดเีอ็นเออสิระจํานวน 3 วธิี คอื 1) วธิีเทปยดึ 

(Tapelifting) 2) วธิไีมพ้นัสําลรี่วมกบัสารละลายใหค้วามชุ่มชืÊน (Swabbing) 3) วธิกีารตดัวสัดุ

ขนาดเลก็เพืÉอเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอโดยตรง (Cutting method) โดยมรีายละเอยีด ดงันีÊ 
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 3.1 วิธีเทปยึด 

  การเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระดว้ยวธิเีทปยดึ ทาํตามวธิขีอง Verheij และคณะ 

[8] โดยใช ้SEM stub ซึÉงเป็นแผ่นอะลูมิเนียมลักษณะกลมแบน ทีÉมขีนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

12.5 มิลลิเมตร เชืÉอมด้วยด้ามจับแล้วคาดด้วยเทปกาว Officeworks tape (Officeworks, 

Australia) โดยให้ด้านเหนียวของเทปกาวออก นํากดขึÊนลงบนวัสดุจนเทปกาวหายเหนียว 

(ประมาณ 50 ครั Êง) เพืÉอสาํหรบันําไปเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีารต่์อไป (ดงัแสดงใน

รปูทีÉ 8) 

 

 

รปูทีÉ 8 แสดงภาพการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองทีÉไม่ดูดซบั

ดว้ยวธิเีทปยดึ (Tapelifting) ตามวธิกีารของ Verheij และคณะ [8] 

 

 3.2 วิธีไม้พนัสาํลีร่วมกบัสารละลายให้ความชุ่มชืÊน 

  การเกบ็กู้เซลล์และดีเอ็นเออสิระด้วยวธิีไม้พนัสาํลีร่วมกบัสารละลายให้ความ 

ชุ่มชืÊนนั Êน ได้ทําการศึกษาไม้พนัสําลีจํานวน 2 ชนิด ได้แก่ ไม้พนัสําลีชนิดคอตตอน (Thai 

Gauze Co., Ltd., Thailand) และไม้พนัสําลีชนิดไนลอน (Puritan Medical, USA) โดยทดลอง

จุ่มในสารละลายให้ความชุ่มชืÊนจํานวน 3 ชนิด ได้แก่ 1X phosphate buffer saline (PBS), 

triton X-100 ทีÉความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 และนํÊากลั ÉนสะอาดปราศจากเชืÊอ จากนั Êนนําไมพ้นัสําลี

ดงักล่าวป้ายบนวสัดุหลกัฐานจนทั Éวบรเิวณ โดยใหส้่วนปลายของไมพ้นัสาํลตีั Êงฉากกบัวสัดุ แลว้
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หกัส่วนปลายของไม้พนัสําลีเก็บในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เพืÉอสําหรบันําไปเพิÉม

ปรมิาณดเีอน็เอด้วยวธิไีดเรค็พซีอีารต่์อไป (ดงัแสดงในรปูทีÉ 9) 

 

รปูทีÉ 9 แสดงภาพการเกบ็กูเ้ซลลแ์ละดเีอน็เออสิระบนวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองทีÉไม่ดูดซบั

ดว้ยวธิไีมพ้นัสาํลรี่วมกบัสารละลายใหค้วามชุม่ชืÊน (Swabbing) 

  

 3.3 วิธีการตดัวสัดขุนาดเลก็เพืÉอเพิÉมปริมาณดีเอน็เอโดยตรง  

  สําหรบัวิธีการตัดวสัดุขนาดเล็ก (Cutting method) เพืÉอเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอ

โดยตรงได้ใช้กรรไกรทีÉสะอาดปราศจากเชืÊอตดัวสัดุบรเิวณทีÉคาดว่าจะปรากฏเซลล์และดเีอ็นเอ

อิสระให้มีขนาดชิÊนละ 1.0 x 1.0 มิลลิเมตร จํานวนประมาณ 10 ชิÊน จากนั Êนนําไปใส่หลอด 

พซีอีารก์่อนเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีาร์ต่อไป (ดงัแสดงในรปูทีÉ 10) 

 

 

รปูทีÉ 10 แสดงภาพการเกบ็กูเ้ซลลแ์ละดเีอน็เออสิระบนวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองทีÉดูดซบั

ดว้ยวธิกีารตดัวสัดุขนาดเลก็ (Cutting method) 
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4. การสกดัดีเอน็เอ 

  งานวิจัยนีÊสกดัดีเอ็นเอในการทดลองตรวจพิสูจน์เซลล์และดีเอ็นเออิสระบน

หลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองจําลองด้วยวธิมีาตรฐานของศูนย์พสิจูน์หลกัฐานตํารวจ สํานักงาน

ตํารวจแห่งชาต ิเพืÉอนําผลการทดลองมาเปรยีบเทยีบวธิีไดเรค็พซีอีาร์ทีÉพฒันาขึÊนในงานวิจยันีÊ 

ทั ÊงนีÊได้ทาํการสกดัดเีอ็นเอด้วยชุดนํÊายา QIAamp® DNA Investigator kit (Qiagen, Germany) 

ตามคู่มือปฏิบัติการ โดยการเติม proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และบฟัเฟอร์ ATL 

ปรมิาตร 400 ไมโครลติร ลงในหลอดทดลองทีÉบรรจุตวัอย่าง กอ่นจะนําไปปั ÉนเหวีÉยงเป็นเวลา 10 

วนิาท ีและบ่มทีÉอุณหภมู ิ56 ˚C พรอ้มเขย่าอตัโนมตัดิว้ยความเรว็ 900 รอบต่อวนิาท ีเป็นเวลา 

1 ชั Éวโมง แลว้จงึเตมิบฟัเฟอร ์AL ปรมิาตร 400 ไมโครลติร นําไปปั ÉนเหวีÉยง 15 วนิาท ีและบ่มทีÉ

อุณหภมู ิ70 ˚C พรอ้มเขยา่อตัโนมตัดิว้ยความเรว็ 900 รอบต่อวนิาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีจากนั Êน

เตมิเอทานอลทีÉความเขม้ขน้รอ้ยละ 96 ปรมิาตร 200 ไมโครลติร นําไปปั ÉนเหวีÉยงอกี 15 วนิาท ี

แล้วเทสารละลายทีÉได้ลงในคอลมัน์ซึÉงอยู่ในหลอดทดลองขนาด 2 มลิลิลติร หลอดใหม่ นําไป

หมุนเหวีÉยงทีÉความเรว็ 8,000 รอบต่อวินาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีแล้วยา้ยคอลมัน์ใส่ลงในหลอด

ทดลองขนาด 2 มลิลลิติร หลอดใหม ่เตมิบฟัเฟอร ์AW1 ปรมิาตร 500 ไมโครลติร หมนุเหวีÉยงทีÉ

ความเรว็ 8,000 รอบต่อวนิาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีแลว้ยา้ยคอลมัน์ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 2 

มลิลลิติร หลอดใหมอ่กีครั Êง เตมิบฟัเฟอร ์AW2 ปรมิาตร 700 ไมโครลติร หมนุเหวีÉยงทีÉความเรว็ 

8,000 รอบต่อวนิาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีกอ่นจะยา้ยคอลมัน์ใสล่งในหลอดทดลองขนาด 2 มลิลลิติร 

หลอดใหม่ แล้วเติมเอทานอลทีÉความเข้มข้นร้อยละ 96 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แล้วหมุน

เหวีÉยงทีÉความเรว็ 8,000 รอบต่อวนิาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีจากนั ÊนหมุนเหวีÉยงอกีครั ÊงทีÉความเรว็ 

14,000 รอบต่อวนิาท ีเป็นเวลา 3 นาท ีกอ่นจะบ่มทีÉอณุหภมูหิอ้งเป็นเวลา 10 นาท ีแลว้จงึยา้ย

คอลมัน์มาใสใ่นหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลลิตร แลว้เตมิบฟัเฟอร ์ATE ปรมิาตร 30 ไมโครลติร 

และหมนุเหวีÉยงทีÉความเรว็ 14,000 รอบต่อวนิาทเีป็นเวลา 1 นาท ีจะไดส้ารละลายดเีอน็เอสกดั

ในหลอดทดลองดงักล่าว เกบ็รกัษาทีÉอุณหภูม ิ-20 ˚C กอ่นจะนําไปใชใ้นการทดลองถดัไป 
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5. การวดัปริมาณดีเอน็เอ 

  ดีเอน็เอสกดัจะถูกนํามาวดัปรมิาณดีเอน็เอด้วยชุดนํÊายา Quantifiler® Human 

DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) โดยการเตมินํÊายา Quantifiler® PCR 

Reaction mix ปรมิาตร 12.5 ไมโครลิตร และ Primer mix ปรมิาตร 10.5 ไมโครลิตร ผสมให ้

เขา้กนั แล้วบรรจุลงในหลอดทดลองหลอดละ 23 ไมโครลิตร จากนั Êนใส่ตวัอย่างดีเอ็นเอสกดั

ปรมิาตร 2 ไมโครลิตร ก่อนเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอด้วยเครืÉอง Thermo Fisher Scientific® 7500 

Real-Time PCR Systems โดยตัวอย่างจะถูกวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอตั Êงต้นด้วยการ

เปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐานทีÉสรา้งขึÊนดว้ยการเจอืจางดเีอ็นเอควบคุมอย่างเป็นลําดบัส่วน 

(serial dilution) ตั Êงแต่ความเขม้ขน้ 50 ถงึ 0.0122 นาโนกรมัต่อไมโครลติร ตามวธิกีารทีÉระบุใน

คู่มอืของชุดนํÊายา 

 

6. การเตรียมตวัอย่างก่อนเพิÉมปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิคไดเรค็พีซีอาร ์

  งานวิจัยนีÊทําการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอจํานวน 2 โพรโทคอล ได้แก่ การเพิÉม

ปรมิาณดีเอ็นเอจากวสัดุหลกัฐานระเบิดโดยตรง (Direct amplification protocol) และการเพิÉม

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยสารละลายตัวอย่างจากวัสดุหลักฐานระเบิด  (Pre-PCR solution 

amplification protocol) ซึÉงมรีายละเอยีดการเตรยีมตวัอยา่งก่อนเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอ ดงันีÊ 

  การเตรยีมตวัอย่างก่อนเพิÉมปรมิาณดีเอน็เอจากวสัดุโดยตรง ทาํไดโ้ดยนําเทป 

ไมพ้นัสําลทีีÉผ่านการเก็บกูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระหรอืวสัดุหลกัฐานระเบดิทีÉสามารถตดัเป็นชิÊน

เลก็ได ้เชน่ เทปกาวพนัสายไฟและเสืÊอผา้ ขนาดชิÊนละ 1.0 x 1.0 มลิลเิมตร จํานวนประมาณ 10 

ชิÊน บรรจุในหลอดพซีอีาร ์จากนั ÊนนําไปเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอด้วยชดุนํÊายาทางการคา้ ดงัอธบิายใน

ขอ้ 7  

  การเตรยีมตวัอย่างก่อนเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอดว้ยสารละลายตวัอย่าง ทาํได้โดย

นําเทป ไมพ้นัสําลทีีÉผ่านการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอ็นเออสิระหรอืวสัดุหลกัฐานระเบดิทีÉสามารถตดั

เป็นชิÊนเล็กได้ เช่น เทปกาวพันสายไฟและเสืÊอผ้า ขนาดชิÊนละ 1.0 x 1.0 มิลลิเมตร จํานวน

ประมาณ 10 ชิÊน บรรจุในหลอดทดลอง เตมิสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 

ปรมิาตร 20 ไมโครลติร กอ่นนําไปบ่มทีÉอุณหภูม ิ80 °C เป็นเวลา 3 นาท ีจากนั Êนนําสารละลาย

ดงักล่าวไปเพิÉมปรมิาณดีเอน็เอดว้ยชดุนํÊายาทางการคา้ ดงัอธบิายในขอ้ 7  
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7. การเพิÉมปริมาณดีเอน็เอด้วยชุดนํÊายาทางการค้า 

  งานวิจัยนีÊทําการศึกษาเปรียบเทียบชุดนํÊายาทางการค้าสําหรบัเพิÉมปริมาณ 

ดีเอน็เอจํานวน 4 ชุดนํÊายา ได้แก่ ชุดนํÊายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus PCR Amplification 

Kit (Thermo Fisher Scientific, USA.),  ชุ ด นํÊ า ย า  AmpFℓSTR® Identifiler® Direct PCR 

Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA.), ชดุนํÊายา QIAGEN® Investigator IDplex® 

Plus Kit (Qiagen, UK) และชุดนํÊายา QIAGEN® Investigator IDplex® GO! Kit (Qiagen, UK) 

ซึÉงมรีายละเอยีดดงันีÊ 

 

 7.1 ชุ ด นํÊ า ย า  AmpFlSTR® Identifiler® Plus PCR Amplification Kit ( Thermo 

Fisher Scientific, USA.) 

  ใช้วิธีการตามขั ÊนตอนทีÉระบุในคู่มอืชุดนํÊายา โดยทําการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอ

ปริมาตรรวม 12.5 ไมโครลิตร ซึÉงประกอบด้วยนํÊ ายา DNA AmpFlSTR® Identifiler® Plus 

Master Mix ปรมิาตร 5.0 ไมโครลิตร AmpFlSTR® Identifiler® Plus Primer Set ปริมาตร 2.5 

ไมโครลิตร ชิÊนส่วนวสัดุหรอืสารละลายตวัอย่างปรมิาตร 5 ไมโครลิตร และปรบัปรมิาตรด้วย 

Deionized water จากนั ÊนนําไปเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเครืÉอง T100™ Bio-Rad thermal cycle 

โดยมสีภาวะการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอดงันีÊคอืขั Êนตอน initial denaturation ทีÉ 95 °C เป็นเวลา 11 

นาท ีตามดว้ย denaturation ทีÉ 94 °C เป็นเวลา 20 วนิาท ีannealing/extension ทีÉ 59 °C เป็น

เวลา 3 นาที จํานวน 32 รอบ และ final extension ทีÉ 60 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนั Êนนํา

ผลผลติปฏิกิรยิา พซีอีาร์ (PCR product) เกบ็รกัษาไว้ภายใต้อุณหภูม ิ-20 °C ก่อนการตรวจ

วเิคราะหต์อ่ไป  

 

 7.2 ชุดนํÊ า ยา  AmpFℓSTR® Identifiler® Direct PCR Amplification Kit (Thermo 

Fisher Scientific, USA.) 

  ใช้วิธีการตามขั ÊนตอนทีÉระบุในคู่มือชุดนํÊายา โดยทําการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอ

ปริมาตรรวม 12.5 ไมโครลิตร ซึÉงประกอบด้วยนํÊายา Master Mix ปริมาตร 6.25 ไมโครลิตร 

Primer Set ปรมิาตร 6.25 ไมโครลิตร และชิÊนส่วนวสัดุ จากนั ÊนนําไปเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอด้วย

เครืÉอง T100™ Bio-Rad thermal cycle โดยมสีภาวะการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอดังนีÊคอืขั Êนตอน 
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initial incubation step ทีÉ 95 °C เป็นเวลา 11 นาท ีตามด้วย denaturation ทีÉ 94 °C เป็นเวลา 

20 วนิาท ีannealing ทีÉ 59 °C เป็นเวลา 2 นาท ีextension ทีÉ 72 °C เป็นเวลา 1 นาท ีจํานวน 

32 cycles และ final extension ทีÉ 60 °C เป็นเวลา 25 นาท ีจากนั Êนนําผลผลติปฏกิริยิาพซีอีาร ์

(PCR product) เกบ็รกัษาไวภ้ายใตอุ้ณหภูม ิ-20 °C ก่อนการตรวจวเิคราะหต่์อไป 

 

 7.3 ชุดนํÊายา QIAGEN® Investigator IDplex® Plus Kit (Qiagen, UK) 

  ใช้วิธีการตามขั ÊนตอนทีÉระบุในคู่มือชุดนํÊายา โดยทําการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอ

ปริมาตรรวม 12.5 ไมโครลิตร ซึÉงประกอบด้วยนํÊ ายา Fast Reaction Mix ปริมาตร 3.75 

ไมโครลติร Primer Mix ปรมิาตร 1.25 ไมโครลติร ชิÊนส่วนวสัดแุละปรบัปรมิาตรดว้ย Deionized 

water จากนั ÊนนําไปเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครืÉอง T100™ Bio-Rad thermal cycle โดยมี

สภาวะการเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอดงันีÊคอืข ั Êนตอน initial denaturation ทีÉ 95 °C เป็นเวลา 5 นาท ี

ตามด้วย denaturation ทีÉ 96 °C เป็นเวลา 10 วนิาท ีและ annealing/extension ทีÉ 61 °C เป็น

เวลา 2 นาท ีจาํนวน 32 cycles จากนั Êนนําผลผลติปฏกิริยิาพซีอีาร ์(PCR product) เกบ็รกัษาไว้

ภายใตอ้ณุหภมู ิ-20 °C กอ่นการตรวจวเิคราะหต์่อไป 

 

 7.4 ชุดนํÊายา QIAGEN® Investigator IDplex® GO! Kit (Qiagen, UK) 

   ใช้วิธีการตามขั ÊนตอนทีÉระบุในคู่มือชุดนํÊายา โดยทําการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอ

ปริมาตรรวม 13.5 ไมโครลิตร ซึÉงประกอบด้วยนํÊ ายา Fast Reaction Mix ปริมาตร 3.75 

ไมโครลิตร Primer Mix ปรมิาตร 8.75 ไมโครลิตร และชิÊนส่วนวสัดุ จากนั ÊนนําไปเพิÉมปรมิาณ 

ดีเอ็นเอด้วยเครืÉอง T100™ Bio-Rad thermal cycle โดยมีสภาวะการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอ

ดงันีÊคอืข ั Êนตอน initial denaturation ทีÉ 95 °C เป็นเวลา 8 นาท ีตามดว้ย denaturation ทีÉ 96 °C 

เป็นเวลา 10 วนิาท ีannealing/extension ทีÉ 61 °C เป็นเวลา 38 วนิาท ีจํานวน 32 cycles และ 

final extension ทีÉ 68 °C เป็นเวลา 1 นาท ีจากนั Êนนําผลผลติปฏกิริยิาพซีีอาร ์(PCR product) 

เกบ็รกัษาไวภ้ายใตอุ้ณหภูม ิ-20 °C กอ่นการตรวจวเิคราะหต่์อไป 
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8. การแยกและการตรวจสอบดีเอน็เอ 

  ตรวจสอบผลการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส 

(Capillary electrophoresis) สาํหรบัชุดนํÊายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus PCR Amplification 

Kit และชุดนํÊายา Identifiler® Direct PCR Amplification ทําการตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร ์

โดยนําผลติภณัฑพ์ซีอีาร์ดงักลา่วปรมิาตร 1.5 ไมโครลติร ผสมกบั Hi-Di™ Formamide ปรมิาตร 

24.5 ไมโครลติร และ GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard ปรมิาตร 0.5 ไมโครลติร จากนั Êน

บรรจุในหลอดทดลองขนาด 500 ไมโครลิตร แล้วใหค้วามร้อนทีÉอุณหภูม ิ95 °C เป็นเวลา 3 

นาท ีและใหแ้ช่เย็นทนัททีีÉ 4 °C เป็นเวลา 3 นาท ีก่อนนําไปวเิคราะห์ด้วยเครืÉอง ABI Prism 

310 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) ซึÉงภายในหลอดแคปิลลารีทีÉบรรจุด้วย 

พอลิเมอร์ชนิด POP-4® และมีความยาวของหลอด 47 เซนติเมตร และจะใช้เวลาในการฉีด

ตวัอย่าง 15 กโิลโวลต์ (kV) นาน 5 วนิาท ีโดยใช้เวลาในการแยกแถบดเีอ็นเอนาน 28 นาท ีทีÉ

อุณหภมู ิ60 °C ในแต่ละตวัอยา่ง จากนั ÊนนําผลทีÉไดไ้ปวเิคราะหผ์ลลายพมิพด์เีอน็เอต่อไป 

  สาํหรบัชุดนํÊายา Investigator® IDplex Plus และชุดนํÊายา Investigator® IDplex 

GO! ทาํการตรวจสอบผลติภณัฑพ์ซีอีารโ์ดยนําผลติภณัฑพ์ซีอีารด์งักล่าวปรมิาตร 1 ไมโครลติร 

ผสมกบั Hi-Di™ Formamide ปริมาตร 12.0 ไมโครลิตร และ DNA Size Standard 550 (BTO) 

ปรมิาตร 0.5 ไมโครลติร จากนั Êนบรรจุในหลอดทดลองขนาด 500 ไมโครลติร แลว้ใหค้วามรอ้นทีÉ

อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 3 นาที และให้แช่เย็นทันทีทีÉ 4 °C เป็นเวลา 3 นาที ก่อนนําไป

วเิคราะห์ด้วยเครืÉอง ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) ซึÉงภายใน

หลอดแคปิลลารทีีÉบรรจุด้วยพอลิเมอร์ชนิด POP-4® และมคีวามยาวของหลอด 47 เซนตเิมตร 

และจะใชเ้วลาในการฉีดตวัอย่าง 15 กโิลโวลต์ (kV) นาน 5 วนิาท ีโดยใชเ้วลาในการแยกแถบ 

ดีเอ็นเอนาน 24 นาท ีทีÉอุณหภูม ิ60 °C ในแต่ละตัวอย่าง จากนั ÊนนําผลทีÉได้ไปวิเคราะห์ผล 

ลายพมิพด์เีอน็เอต่อไป 

 

 

 

 

 



 
 

30 
 

9. การวิเคราะห์ผลลายพิมพดี์เอน็เอ 

  วิเคราะห์ผลลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยโปรแกรม GeneMapper v3.2.1 โดย 

ตั Êงค่าพารามเิตอรส์ําหรบัการวเิคราะห์ผลในโปรแกรมดงัต่อไปนีÊ สําหรบัชดุนํÊายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus PCR Amplification Kit และ Identifiler® Direct PCR Amplification ตั Êงค่าดงันีÊ 

Sample Type: Sample, Analysis method: Identifiler_Plus_Analysis Method_v1 , Panel: 

Identifiler_Plus_Panels_v, Size standard: GS500 ( - 2 5 0 ) _LIZ, แ ล ะ  Instrument ID: ABI 

PRISM 310  สํ า หรับชุ ด นํÊ า ย า  Investigator® IDplex Plus แล ะ  Investigator® IDplex GO!  

ตั Êงคา่พารามเิตอร ์ดงันีÊ Sample Type: Sample, Analysis method: Analysis_HID_310_50rfu, 

Panel: IDplex_Plus_Panels, Sizestandard: SST-BTO_60–500bp แ ล ะ Instrument ID: ABI 

PRISM 310 จากนั Êนนําผลลายพมิพ์ดีเอน็เอทีÉไดม้าเปรยีบเทยีบคุณภาพลายพมิพด์ีเอ็นเอจาก

พารามเิตอรต่์างๆ ไดแ้ก ่จาํนวนอลัลลี ความสงูของพคี และพคีปลอม 

 

10. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

  วิเคราะห์ข้อมูลลายพมิพ์ดีเอ็นเอทีÉได้รบัทั ÊงหมดจากการศึกษาในงานวิจัยนีÊ  

โดยทําการเปรยีบเทยีบจํานวนอลัลลีและความสูงของพคีทีÉได้รบัในแต่ละการทดลอง ด้วยการ

วเิคราะหช์ว่งความน่าเชืÉอถอืทีÉรอ้ยละ 95 ของ Bayesian credible intervals ทําโดยนําชุดขอ้มูล

การทดลองทีÉได้ไปวิเคราะห์กบั yarrr ในโปรแกรมอาร ์(R) ซึÉงโปรแกรมดงักล่าวจะทําการสุ่ม

ขอ้มลูจํานวน 2,000 ซํÊา เพืÉอนํามาวเิคราะห์หาช่วงความน่าเชืÉอถือทีÉร้อยละ 95 ทั ÊงนีÊหากช่วง

ความน่าเชืÉอถือทีÉร้อยละ 95 ของขอ้มูลทั Êงสองกลุ่มไม่ซ้อนทบักนั แสดงว่าขอ้มูลสองกลุ่มนีÊมี

ความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ
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บททีÉ 3 

 

ผลและวิเคราะหผ์ล 

 

3.1 การศึกษาโพรโทคอลทีÉเหมาะสมสาํหรบัการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคไดเรค็ 

พีซีอารจ์ากหลกัฐานระเบิดแสวงเครืÉอง 

  การทดลองนีÊมีวัตถุประสงค์เพืÉอศึกษาความเป็นไปได้ในการเพิÉมปริมาณ 

เซลล์และดีเอ็นเออิสระบนหลักฐานระเบิดแสวงเครืÉองด้วยเทคนิคไดเร็คพีซีอาร์จํานวน  

2 โพรโทคอล คอื การเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากวสัดุโดยตรง (Direct amplification protocol) และ

การเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอจากสารละลายตัวอย่าง (Pre-PCR solution amplification protocol) 

โดยไม่ผ่านการสกัดดีเอ็นเอ ทําการศึกษาเซลล์และดีเอ็นเออิสระบนวัสดุหลักฐานระเบิด 

แสวงเครืÉอง 3 ประเภท ได้แก่ วัสดุดูดซับ (เสืÊอผ้า) วัสดุไม่ดูดซับ (ท่อพีวีซี) และวัสดุทีÉมี

คุณสมบตัอิืÉนๆ (เทปกาวพนัสายไฟ) จากนั Êนเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระ โดยวธิเีทปยดึสาํหรบั

วสัดุดูดซบั ส่วนวัสดุไม่ดูดซับเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระด้วยไม้พนัสําลีชนิดคอตตอนจุ่ม

สารละลาย phosphate buffer saline (PBS) สําหรบัเทปกาวพนัสายไฟใช้วิธีการตดัวสัดุลงใน

หลอดทดลองเพืÉอเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอโดยตรง การทดลองนีÊใชอ้าสาสมคัรจํานวน 10 คน แต่ละ

คนสัมผสัวสัดุทดลองทั Êงหมด 2 ชุด โดยชุดแรกนําไปเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอจากวัสดุโดยตรง 

(Direct amplification protocol) และอกีชุดการทดลองหนึÉงนํามาเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอด้วยการ

เตรยีมสารละลายตวัอย่าง (Pre-PCR solution amplification protocol) ดงัอธิบายในหวัขอ้ 6. 

ของวิธีการวิจัย ทําการทดลอง 10 ซํÊาในทุกชุดการทดลอง จากนั Êนเปรียบเทียบผลคุณภาพ 

ลายพมิพ์ดเีอ็นเอจากพารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ จํานวนอลัลีล ความสูงของพคี พคีปลอมและ

ลกัษณะรปูแบบการเสืÉอมสภาพของดเีอน็เอ เป็นตน้ ทั ÊงนีÊแผนการทดลองนีÊแสดงดงัรปูทีÉ 11 
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รปูทีÉ 11 แผนการศกึษาโพรโทคอลทีÉเหมาะสมสําหรบัการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอจากเซลล์และ 

ดเีอน็เออสิระบนหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองด้วยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์

 

ผลการศึกษาในภาพรวมพบว่าการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากเซลล์และดเีอ็นเอ

อสิระจากวสัดหุลกัฐานโดยตรง (Direct amplification protocol) มโีอกาสใหผ้ลคุณภาพลายพมิพ์

ดีเอ็นเอทีÉดีกว่าโพรโทคอลการใช้สารละลายตัวอย่าง (Pre-PCR solution amplification 

protocol) มากกว่ารอ้ยละ 99.9999 โดยโพรโทคอลการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากวสัดุโดยตรงมี

จํานวนอลัลลีทีÉได้รบัเฉลีÉยมากถึง 18.46 อลัลลี จากจํานวนอลัลลีทั Êงหมด 32 อลัลีล ในขณะทีÉ 

การเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากสารละลายตวัอยา่ง มจีาํนวนอลัลลีทีÉไดร้บัเฉลีÉยเพยีงแค ่7.65 อลัลลี  

(ดังแสดงในรูปทีÉ 12ก) อีกทั Êงพบว่าความสูงของพีคทีÉได้รบัจากโพรโทคอลการเพิÉมปริมาณ 

ดเีอน็เอจากวสัดุโดยตรงมคี่ามากกว่าอกีวธิีหนึÉงทีÉโอกาสมากกว่ารอ้ยละ 99.9999 เช่นเดยีวกนั 

ดงัแสดงในรปูทีÉ 12ข 
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รูปทีÉ  12 จํานวนอัลลีล (ก) และความสูงของพีค (ข) บนลายพิมพ์ดีเอ็นเอทีÉได้รับจาก 

โพรโทคอลการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอจากวัสดุโดยตรง (Direct amplification protocol) และ 

การเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอจากสารละลายตัวอย่าง (Pre-PCR solution amplification protocol) 

โดยจุดทีÉปรากฏจะแสดงถึงจํานวนอัลลีลทั Êงหมดและความสูงของแต่ละพีคทีÉได้รบัในหนึÉง 

ลายพมิพด์เีอน็เอ และแถบเสน้ตรงแสดงถึงค่าเฉลีÉยและกล่องสีÉเหลีÉยมจะแสดงค่าความเชืÉอมั Éน

รอ้ยละ 95 ของ Bayesian credible intervals 
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เพืÉอเปรียบเทียบอัตราความสําเร็จในการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอและลักษณะ

รปูแบบการเสืÉอมสภาพของดเีอน็เอ (Degradation and inhibition pattern) ทีÉไดร้บัจากการเพิÉม

ปรมิาณด้วยเทคนิคไดเร็คพซีอีาร์ท ั Êงสองโพรโทคอล จึงได้นําจํานวนอลัลีลทั ÊงหมดทีÉได้รบัใน 

แต่ละโพรโทคอลวเิคราะห์ด้วยแผนภาพฮีทแมพ (Heatmap) ดังแสดงในรูปทีÉ 13 โดยแกน x 

แสดงตําแหน่ง STR โดยเรยีงลําดบัจาก STR ทีÉมขีนาดเลก็ไปจนถงึขนาดใหญ่จากดา้นซ้ายไป

ขวา ตามลําดบั แกน y แสดงจํานวนอลัลลีทีÉไดร้บัในแต่ละตวัอย่าง โดยเรยีงจากความสมบูรณ์

ของลายพมิพ์ดีเอ็นเอมากไปหาน้อยจากบนลงล่าง ทั ÊงนีÊแถบสีเขยีวในฮีทแมพแสดงถึงการ

ปรากฏของจํานวนอัลลีล 2 อลัลีล ในตําแหน่ง STR หนึÉงๆ แถบสีเหลืองแสดงการปรากฏ

จํานวนอลัลีล 1 อลัลีล และแถบสแีดงแสดงการไม่ปรากฏอลัลีล ผลการศึกษาพบว่าโพรโทคอล 

การเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากวสัดุโดยตรงมอีตัราความสาํเรจ็ในการได้รบัลายพมิพด์เีอน็เอสูงกว่า

โพรโทคอลการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากสารละลายตวัอย่าง โดยสงัเกตจากปรมิาณแถบสเีขยีวทีÉ

ได้รบัมีมากกว่าอีกโพรโทคอลหนึÉง (ดังแสดงในรูปทีÉ 13ก) ในทํานองเดียวกันฮีทแมพของ 

การเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอจากสารละลายตวัอย่างปรากฏแถบสแีดงจํานวนมาก แสดงให้เหน็ว่า

โพรโทคอลดงักล่าวไม่มปีระสทิธภิาพในการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากเซลล์และดเีอน็เออสิระจาก

วสัดุเป้าหมาย จงึไม่สามารถใหล้ายพมิพ์ดีเอน็เอหรอืจํานวนอลัลลีทีÉคาดหวงัได ้(ดงัแสดงรูปทีÉ 

13ข) นอกจากนีÊยงัพบว่าโพรโทคอลการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอจากวัสดุโดยตรงสามารถเพิÉม

ปริมาณดีเอ็นเอจาก STR ทีÉมีขนาดใหญ่ได้มากกว่าอีกโพรโทคอลหนึÉ ง ในทางกลับกัน 

โพรโทคอลการเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอจากสารละลายตวัอย่างมแีนวโน้มได้รบัอลัลีลจากตําแหน่ง 

STR ทีÉมีขนาดเล็กเป็นส่วนใหญ่หรือปรากฏรูปแบบการเส ืÉอมสภาพของดีเอ็นเอ (Inhibition 

pattern) นั Éนเอง 
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รูปทีÉ  13 แผนภาพฮีทแมพแสดงอตัราความสําเร็จในการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอและลักษณะ

รปูแบบการเสืÉอมสภาพของดีเอน็เอ (Degradation and inhibition pattern) ทีÉไดร้บัจากการเพิÉม

ปรมิาณด้วยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร์สองโพรโทคอล คอื การเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากวสัดุโดยตรง 

(Direct amplification protocol) และการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากสารละลายตวัอยา่ง (Pre-PCR 

solution amplification protocol) แกน x แสดงตาํแหน่ง STR โดยเรยีงลาํดบัจาก STR ทีÉมขีนาด

เล็กไปจนถึงขนาดใหญ่จากด้านซ้ายไปขวา ตามลําดบั แกน y แสดงจํานวนอลัลีลทีÉได้รบัใน 

แต่ละตวัอยา่ง โดยเรยีงจากความสมบรูณ์ของลายพมิพด์เีอน็เอมากไปหาน้อยจากบนลงล่าง 

 

ผลการศกึษาขา้งต้นแสดงให้เหน็ว่าเทคนิคการเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอแบบไดเร็ค

พีซีอาร์ สามารถนํามาประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเซลล์และ 

ดีเอ็นเออิสระบนหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองได้สําเรจ็ ทั ÊงนีÊอาจเนืÉองจาก 1) เทคนิคการเพิÉม

ปรมิาณดเีอน็เอแบบไดเรค็พซีอีารส์ามารถลดการสูญเสยีดเีอน็เออนัเนืÉองจากกระบวนการสกดั 

ดเีอน็เอได้ จงึเพิÉมความสําเร็จในการตรวจวเิคราะห์ลายพมิพด์ีเอน็เอปรมิาณน้อย [16-18] 2) 

ชุดนํÊายาเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอทีÉใชใ้นการศกึษานีÊคอืชดุนํÊายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus PCR 

Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) ซึÉ ง มี กา ร พัฒน า เ อน ไ ซ ม์ ดี เ อ็ น เ อ 

พอลเีมอร์เรสให้ทนทานต่อตวัยบัยั Êงปฏกิริยิาพซีอีาร์ ดงันั ÊนจงึยงัสามารถเพิÉมปริมาณดเีอ็นเอ

จากตวัอยา่งทีÉอาจปนเปืÊอนตวัยบัยั Êงปฏกิริยิาพซีอีารไ์ดส้าํเรจ็ 3) สารละลายพซีอีารบ์ฟัเฟอรท์ีÉใช้

ในชุดนํÊายาดังกล่าวอาจมีการเติมสารคีเลต (Chelating agents) เช่น Bovine serum albumin 
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(BSA) หรอื Ethylene-diaminetetraacetic acid (EDTA) ซึÉงมคีวามสามารถในการช่วยจบัไอออน

ของโลหะทีÉปนเปืÊ อนในตวัอยา่งและอาจเป็นตวัยบัยั Êงปฏกิริยิาพซีอีารไ์ด ้[51, 52]  

เมืÉอพจิารณาเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของโพรโทคอลการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอ

แบบไดเรค็พซีอีาร์ พบว่าโพรโทคอลการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากวสัดุโดยตรงมปีระสทิธิภาพทีÉ

ดีกว่าโพรโทคอลการใช้สารละลายตวัอย่างเพืÉอตรวจวิเคราะหล์ายพิมพด์ีเอน็เอจากเซลล์และ 

ดเีอน็เออสิระบนหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉอง ทั ÊงนีÊอาจเนืÉองจากโพรโทคอลดงักล่าวไม่มกีารเตมิ

สารละลาย PBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในขั Êนตอนการเตรียมตัวอย่างเช่นเดียวกับอีก 

โพรโทคอลหนึÉง จงึทาํใหด้ีเอ็นเอในหลอดทดลองไม่ถูกเจอืจางลงและมีปรมิาณดเีอ็นเอตั Êงต้น

เพยีงพอต่อการเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอ ดงันั Êนโพรโทคอลดงักล่าวนีÊจึงประสบความสาํเรจ็ในการ

ไดร้บัลายพมิพด์เีอน็เอทีÉมคีุณภาพดกีวา่อกีโพรโทคอลหนึÉง 

 

3.2 การศึกษาวิธีการเก็บกู้ เซลล์และดีเอ็นเออิสระทีÉ เหมาะสมบนหลักฐานระเบิด 

แสวงเครืÉองสาํหรบัการตรวจวิเคราะหล์ายพิมพดี์เอน็เอด้วยเทคนิคไดเรค็พีซีอาร ์

การทดลองนีÊมวีตัถุประสงค์เพืÉอศกึษาวธิีการเก็บกูเ้ซลล์และดีเอ็นเออสิระทีÉมี

ประสทิธภิาพสูงสุดสําหรบัการตรวจวเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอจากหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉอง

ด้วยโพรโทคอลการเพิÉมปรมิาณดีเอน็เอจากวสัดุโดยตรง (Direct amplification protocol) โดย

ศกึษาวธิกีารเกบ็กูเ้ซลลแ์ละดเีอน็เออสิระ 3 วธิ ีทีÉนิยมใชใ้นงานนิตพินัธุศาสตรท์ั Êงในประเทศและ

สากล ได้แก่ วธิีไม้พนัสําลี (Swabbing) วธิีเทปยดึ (Tapelifting) และวธิีการตดัวสัดุขนาดเล็ก

เพืÉอเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอโดยตรง (Cutting method) ทั ÊงนีÊได้ศกึษาประสทิธภิาพการเกบ็กู้เซลล์

และดเีอน็เออสิระจากไมพ้นัสําลจีํานวน 2 ชนิด ได้แก่ ไมพ้นัสําลชีนิดคอตตอนและไม้พนัสําลี

ชนิดไนลอน และศึกษาสารละลายทีÉนิยมใช้หรอืมีรายงานประสทิธิภาพดีสําหรบัใช้ให้ความ 

ชุ่มชืÊนแก่สําลพีนัปลายก่อนการเก็บกู้เซลล์และดีเอน็เออสิระจํานวน 3 ชนิด ไดแ้ก่ สารละลาย 

phosphate buffer saline (PBS), triton X-100 ทีÉความเขม้ข้นร้อยละ 0.1 และนํÊากลั Éนสะอาด

ปราศจากเชืÊอ โดยศกึษาวธิกีารเก็บกูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระทีÉเหมาะสมบนวสัดุหลกัฐานระเบดิ

แสวงเครืÉอง 3 ประเภท ไดแ้ก ่วสัดดุดูซบั (เสืÊอผา้และปลอกหุม้แฮนด์รถมอเตอร์ไซค)์ วสัดุไมด่ดู

ซบั (ทอ่พวีซีแีละแผงวงจรไฟฟ้า) และวสัดุอืÉนๆ (เทปกาวพนัสายไฟ) ทั ÊงนีÊวธิกีารเกบ็กูเ้ซลล์และ

ดเีอน็เออสิระทีÉทําการศกึษานั ÊนขึÊนอยู่กบัประเภทของวสัดุหลกัฐาน กล่าวคอื การเกบ็กูเ้ซลลแ์ละ

ดเีอน็เออสิระบนวสัดุดูดซบัจะใชว้ธิเีทปยดึและวธิกีารตดัวสัดุขนาดเลก็เพืÉอเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอ

โดยตรง การเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุไมด่ดูซบัจะใชว้ธิเีทปยดึและไมพ้นัสาํล ีและการเกบ็กู้
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เซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุทีÉมคีุณสมบตัอิืÉนๆ เช่น เทปกาวพนัสายไฟ จะใชว้ธิีการตดัวสัดุ

ขนาดเลก็เพืÉอเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอโดยตรงและไมพ้นัสาํล ีดงัแสดงในรปูทีÉ 14 

 

รปูทีÉ 14 แผนการศกึษาเปรยีบเทยีบวธิกีารเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระทีÉเหมาะสมบนหลกัฐาน

ระเบดิแสวงเครืÉองสาํหรบัการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์

 

3.2.1 วิธีเกบ็กู้เซลลแ์ละดีเอน็เออิสระทีÉเหมาะสมสาํหรบัวสัดทีุÉดดูซบั  

การทดลองนีÊได้ศกึษาวธิกีารเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระจากการสมัผสับนวสัดุ

หลักฐานระเบิดแสวงเครืÉองทีÉดูดซับจํานวน 2 ชนิด ได้แก่ เสืÊอผ้าและปลอกหุ้มแฮนด์รถ

มอเตอรไ์ซค ์โดยเกบ็กูเ้ซลลแ์ละดเีอน็เออสิระบนวสัดุดงักล่าวด้วยวธิเีทปยดึและวธิีการตดัวสัดุ

ขนาดเล็กเพืÉอเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอโดยตรง ทําการทดลอง 10 ซํÊา และเปรยีบเทียบคุณภาพ 

ลายพมิพด์เีอน็เอจากพารามเิตอรต่์างๆ ไดแ้ก่ จาํนวนอลัลลี ความสงูของพคี และพคีปลอม 

ผลการศกึษาพบว่าจาํนวนอลัลลีเฉลีÉยทีÉไดร้บัจากวธิกีารเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เอ

อสิระแบบเทปยดึและวธิกีารตดัวสัดุขนาดเล็กเพืÉอเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอโดยตรงบนวสัดุดูดซบัมี

ความแตกต่างกนั โดยพบว่าวธิเีทปยดึเป็นวธิที ีÉให้ผลลายพมิพด์เีอน็เอทีÉมคีุณภาพดีทีÉสุดในทุก

วสัดุทดลอง ซึÉงมจีํานวนอลัลีลทีÉได้รบัเฉลีÉยมากถงึ 30.10 และ 19.50 อลัลลี สาํหรบัวสัดุเสืÊอผา้

และปลอกหุม้แฮนด์รถมอเตอรไ์ซค ์ตามลําดบั (ดงัแสดงในรูปทีÉ 15ก) โดยโอกาสทีÉวิธเีทปยดึจะ 

เก็บกู้เซลล์และดเีอ็นเออสิระได้รบัจํานวนอลัลลีสูงกว่าอกีวธิีหนึÉงสูงถึงร้อยละ 96.2 และ 99.4 
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สําหรบัวสัดุเสืÊอผ้าและปลอกหุม้แฮนด์รถมอเตอร์ไซค์ ตามลําดบั ในทํานองเดียวกนัยงัพบว่า

ความสูงของพคีอลัลลีทีÉไดร้บัจากการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระดว้ยวธิเีทปยดึบนวสัดุทั Êงสอง

ชนิดมค่ีามากกว่าอกีวิธีหนึÉงเช่นกนัทีÉโอกาสมากกว่ารอ้ยละ 99.9999 ในขณะทีÉจํานวนอลัลีล

เฉลีÉยทีÉได้รบัจากวธิีการตดัวสัดุขนาดเล็กเพืÉอเพิÉมปรมิาณดเีอ็นเอโดยตรงเท่ากบั 21.10 และ 

6.10 อลัลลี (ดงัแสดงในรูปทีÉ 15ก) และมคีวามสงูของพคีอลัลลีเฉลีÉยเท่ากบั 368.85 และ 77.78 

RFU สาํหรบัวสัดเุสืÊอผา้และปลอกหุม้แฮนดร์ถมอเตอรไ์ซค ์ตามลาํดบั (ดงัแสดงในรปูทีÉ 15ข)  

ทั ÊงนีÊสาเหตุทีÉวธิ ีการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระแบบเทปยดึมปีระสิทธิภาพ

สงูสุดสาํหรบัเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุทีÉมคีณุสมบตัดิดูซบันั Êน อาจเนืÉองจากเทปยดึมี

สว่นประกอบของกาวเหนียวดา้นหนึÉง เมืÉอใชแ้รงกดทบัดา้นดงักล่าวลงบนวสัดุหลกัฐานจะทําให้

เซลล์และดีเอ็นเออิสระรวมถึงเส้นใยของวสัดุดูดซบัทีÉมีดีเอ็นเออิสระหลุดลอกออกจากวัสดุ

หลกัฐานและตดิอยูบ่นกาวเหนียว วธิดีงักล่าวนีÊจงึสามารถเกบ็กูเ้ซลลแ์ละดเีอน็เออสิระบนวสัดุ

ดูดซบัได้ดกีว่าวธิีอืÉนๆ ทั ÊงนีÊผลการศกึษาดังกล่าวสอดคล้องกบังานวจิยัก่อนหน้าทีÉรายงานว่า

การเกบ็กูเ้ซลล์และดีเอ็นเออสิระด้วยวธิเีทปยดึมปีระสทิธภิาพทีÉดกีว่าวธิไีมพ้นัสําลสีาํหรบัวสัดุ

ดูดซบัประเภท เสืÊอผา้ชนิดผ้าฝ้าย [53, 54] เสืÊอผ้าเส้นใยธรรมชาต ิเสืÊอผา้เส้นใยสงัเคราะห์ 

เสืÊอผ้ายีนส์ [55] ผ้าฝ้ายใยสงัเคราะห์และผ้าโพลีเอสเตอร์สงัเคราะห์ [47] และวสัดุไม้ [31]  

เป็นตน้ 
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รปูทีÉ 15 จํานวนอลัลีล (ก) และความสูงของพคีเฉลีÉย (ข) ทีÉได้รบัจากการศกึษาเปรยีบเทียบ

ประสทิธภิาพวธิกีารเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุทีÉดูดซบั (เสืÊอผา้และปลอกหุม้แฮนด์รถ

มอเตอร์ไซค์) ร่วมกบัการตรวจวิเคราะห์ลายพมิพด์ีเอ็นเอด้วยเทคนิคไดเร็คพซีอีาร์ โดยจุดทีÉ

ปรากฏจะแสดงถึงจํานวนอลัลีลทั Êงหมดและความสูงของแต่ละพีคทีÉได้รบัในหนึÉงลายพิมพ ์

ดเีอน็เอ และแถบเส้นตรงแสดงถงึค่าเฉลีÉยขอ้มูล (Solid color lines) และกล่องสีÉเหลีÉยม (Solid 

color blocks) แสดงคา่ความเชืÉอม ั Éนรอ้ยละ 95 ของ Bayesian credible intervals  

 

 

 



 
 

40 
 

3.2.2 วิธีเกบ็กู้เซลลแ์ละดีเอน็เออิสระทีÉเหมาะสมสาํหรบัวสัดุทีÉไม่ดดูซบั 

การทดลองนีÊได้ศึกษาวิธีการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระบนวัสดุหลักฐาน

ระเบดิแสวงเครืÉองทีÉไม่ดดูซบัจํานวน 2 ชนิด ได้แก่ ท่อพวีซีแีละแผงวงจรไฟฟ้า โดยเกบ็กูเ้ซลล์

และดเีอน็เออสิระบนวสัดุดงักล่าวดว้ยวธิเีทปยดึและวธิไีมพ้นัสาํลชีนิดต่างๆร่วมกบัสารละลายทีÉ

ใหค้วามชุ่มชืÊนจํานวน 3 ชนิด ไดแ้ก ่1X phosphate buffer saline (PBS), triton X-100 ทีÉความ

เข้มข้นร้อยละ 0.1 และนํÊ ากลั ÉนสะอาดปราศจากเชืÊอ ทั ÊงนีÊ ได้ทําการทดลอง 10 ซํÊา และ

เปรยีบเทยีบคุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอจากพารามเิตอรต่์างๆ ไดแ้ก่ จํานวนอลัลลี ความสงูของ

พคี และพคีปลอม 

ผลการศกึษาพบว่าจํานวนอลัลลีเฉลีÉยทีÉได้รบัจากการเกบ็กูเ้ซลล์และดีเอ็นเอ

อสิระดว้ยวธิเีทปยดึและวธิไีมพ้นัสําลีร่วมกบัสารละลายทีÉให้ความชุ่มชืÊนต่างๆมคีวามแตกต่าง

กนั โดยจํานวนอลัลลีเฉลีÉยทีÉได้รบัจากการทดลองอยู่ในช่วง 10.20 - 24.85 อลัลลี (ดงัแสดงใน

รปูทีÉ 16ก) และความสงูของพคีอยูใ่นช่วง 144.19 - 674.28 RFU (ดงัแสดงในรปูทีÉ 16ข) ทั ÊงนีÊใน

ภาพรวมพบว่าวธิีการเกบ็กู้เซลล์และดีเอ็นเออสิระด้วยไม้พนัสําลรี่วมกบัสารละลายให้ความ 

ชุ่มชืÊนมปีระสิทธิภาพทีÉดีกว่าวิธีเทปยดึ ดงัแสดงในรูปทีÉ 16 ทั ÊงนีÊอาจเนืÉองจากสารละลายให้

ความชุ่มชืÊน (Moistening agents) ทาํใหเ้ซลล์หรอืดเีอน็เออสิระทีÉตดิอยูบ่นวสัดุ rehydrate และ

สามารถเกบ็กูไ้ด้ดขี ึÊนด้วยไมพ้นัสาํล ี[44, 56, 57] ผลการศกึษาดงักล่าวสอดคล้องกบังานวจิยั

ก่อนหน้าทีÉพบว่าการเก็บกูเ้ซลล์และดเีอ็นเออสิระดว้ยวธิีไม้พนัสําลีมีประสทิธภิาพทีÉดีกว่าวิธี

เทปยดึสําหรบัวสัดุหลกัฐานทีÉไม่ดูดซบัประเภท พวงมาลยัรถยนต์ [11] รวมถงึวสัดุสํานักงาน

ต่างๆ เชน่ คอมพวิเตอร ์คยีก์ารด์ ไฟฉาย แฟ้มเอกสาร และเครืÉองเยบ็กระดาษ เป็นตน้ [44]  

ผลการศึกษายังพบว่าการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระด้วยไม้พนัสําลีชนิด

คอตตอนจุ่มสารละลาย 1X phosphate buffer saline (CS_PBS) ให้จํานวนอัลลีลสูงทีÉสุดคือ 

24.85 อลัลีล (ดงัแสดงในรปูทีÉ 16) ซึÉงวธิกีารดงักล่าวนีÊมโีอกาสทีÉจะใหจ้ํานวนอลัลลีเฉลีÉยสูงกว่า

วธิกีารใชไ้มพ้นัสําลีชนิดไนลอนจุ่ม สารละลาย PBS (NS_PBS), triton X-100 ทีÉความเข้มข้น

รอ้ยละ 0.1 (NS_TritonX), นํÊากลั ÉนสะอาดปราศจากเชืÊอ (NS_DI) และวธิเีทปยดึ (Tapelifting) 

เท่ากบัร้อยละ 99.6, 99.6, 94.3 และ 99.9999 ตามลําดบั ในขณะทีÉวิธ ีการใช้ไม้พันสําลีชนิด

คอตตอนจุ่มสารละลาย PBS (CS_PBS) ให้จํานวนอลัลลีเฉลีÉยสูงกว่าวิธกีารใชไ้มพ้นัสําลชีนิด

เดยีวกนัทีÉจุ่มในสารละลาย triton X-100 ทีÉความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 (CS_TritonX) และนํÊากลั Éน

สะอาดปราศจากเชืÊอ (CS_DI) ร้อยละ 92.4 และ 93.2 ตามลําดับ สาเหตุทีÉไม้พันสําลีชนิด

คอตตอนมปีระสทิธภิาพในการเก็บกู้เซลล์และดีเอน็เออสิระบนวสัดุไม่ดูดซบัดีกว่าไมพ้นัสําลี
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ชนิดไนลอนนั Êน อาจเนืÉองจากเส้นใยสําลีชนิดคอตตอนสรา้งจากเส้นใยเซลลูโลส (Cellulose) 

และมไีดอะโซไทซ ์แอรลิ เอมนี (Diazotized aryl amine) เป็นองค์ประกอบทาํใหม้คีุณสมบตัิใน

การจับกบัเบสกัวนีนและไทมีนบนสายดีเอ็นเอด้วยพนัธะไฮโดรเจนได้ [58, 59] นอกจากนีÊ

เซลลโูลสยงัมคีุณสมบตัคิวามเป็นขั Êวจงึส่งเสรมิความสามารถในการจบักบัดเีอน็เอไดเ้นืÉองจากดี

เอ็นเอมีความเป็นขั Êวเช่นเดียวกัน [60] เหล่านีÊจึงเป็นเหตุผลให้ไม้พันสําลีชนิดคอตตอนมี

ประสทิธภิาพในการเก็บกูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระไดด้กีว่าไมพ้นัสําลชีนิดไนลอน อย่างไรก็ตาม

พบว่าผลการศึกษาจากงานวจิยันีÊไม่สอดคล้องกบังานวิจยัของ Templeton และคณะ ทีÉพบว่า

วธิกีารเกบ็กูเ้ซลลแ์ละดเีอน็เออสิระดว้ยไมพ้นัสําลชีนดิไนลอนร่วมกบัสารละลาย triton X-100 ทีÉ

ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 มปีระสทิธภิาพสงูสุดสาํหรบัวสัดุไม่ดดูซบัเมืÉอเปรยีบเทยีบกบัการเกบ็กู้

เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระดว้ยไมพ้นัสาํลชีนิดคอตตอนและไมพ้นัสาํลชีนดิโฟม [46] นอกจากนีÊการ

ใช้ไม้พนัสําลชีนิดคอตตอนร่วมสารละลาย PBS นั Êนพบว่าช่วยเพิÉมประสทิธิภาพในการเก็บกู้

เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระได้เมืÉอเปรยีบเทยีบกบัสารละลายใหค้วามชุม่ชืÊนอืÉนๆ ทั ÊงนีÊอาจเนืÉองจาก

สารละลาย PBS มคีุณสมบตัใินการรกัษาพเีอช (pH) ของสารละลายและลดการสูญเสยีดเีอ็นเอ

ไดโ้ดยช่วยคงสภาพเซลล์ไมใ่หแ้ตก ทาํใหด้เีอน็เอคงสภาพอยู่ภายในเซลลแ์ละไม่ถกูทาํลายด้วย

เอนไซม์ดเีอน็เอส (DNase) [61, 62] ดงันั Êนวธิกีารเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระดงักล่าวจึงเพิÉม

โอกาสในการได้รบัลายพมิพด์เีอน็เอทีÉมคีุณภาพดไีดจ้ากวสัดุไมด่ดูซบั 
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คาํยอ่ คาํอธบิาย 

CS_DI 

CS_PBS 

CS_TritonX 

NS_DI 

NS_PBS 

NS_TritonX 

Tapelifting 

ไมพ้นัสาํลชีนดิคอตตอนจุ่มนํÊากลั ÉนสะอาดปราศจากเชืÊอ 

ไมพ้นัสาํลชีนดิคอตตอนจุ่มสารละลาย PBS 

ไมพ้นัสาํลชีนดิคอตตอนจุ่มสารละลาย Triton-X 

ไมพ้นัสาํลชีนดิไนลอนจุม่นํÊากลั ÉนสะอาดปราศจากเชืÊอ 

ไมพ้นัสาํลชีนดิไนลอนจุม่สารละลาย PBS 

ไมพ้นัสาํลชีนดิไนลอนจุม่สารละลาย Triton-X 

เทปยดึ 

 

รปูทีÉ 16 จํานวนอลัลลี (ก) และความสงูของพคีเฉลีÉย (ข) เฉลีÉยทีÉไดร้บัจากการศกึษาเปรยีบเทยีบ

ประสทิธภิาพวธิีการเก็บกูเ้ซลล์และดเีอ็นเออสิระบนวสัดุไม่ดูดซับ ร่วมกบัการตรวจวเิคราะห์

ลายพมิพด์เีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์โดยจุดทีÉปรากฏจะแสดงถงึจํานวนอลัลลีทั Êงหมดและ

ความสูงของแต่ละพคีทีÉไดร้บัในหนึÉงลายพมิพด์เีอน็เอ และแถบเส้นตรงแสดงถงึค่าเฉลีÉยขอ้มูล 

(Solid color lines) และกล่องสีÉเหลีÉยม (Solid color blocks) แสดงค่าความเชืÉอมั Éนร้อยละ 95 

ของ Bayesian credible intervals 
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3.2.3 วิธีเกบ็กู้เซลลแ์ละดีเอน็เออิสระทีÉเหมาะสมสาํหรบัวสัดุอืÉนๆ 

การทดลองนีÊได้ศึกษาวิธีการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระบนวัสดุหลักฐาน

ระเบดิแสวงเครืÉองทีÉมคีุณสมบตัอิืÉนๆ เช่น เทปกาวพนัสายไฟ ซึÉงดา้นทั Êงสองของวสัดุดงักล่าวมี

คุณสมบตัไิม่เหมือนกนั โดยด้านหนึÉงนั Êนมกีารเคลือบด้วยกาวเหนียว จากนั Êนใหอ้าสาสมัคร

สมัผสัวสัดุดงักล่าวและทําการเก็บกู้เซลล์และดเีอ็นเออสิระด้วยวธิีตัดวสัดุขนาดเล็กเพืÉอเพิÉม

ปรมิาณดีเอ็นเอโดยตรง และการใช้ไม้พนัสําลีร่วมกบัสารละลายทีÉให้ความชุ่มชืÊน ได้แก่ 1X 

phosphate buffer saline, triton X-100 ทีÉความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 และนํÊากลั Éนสะอาดปราศจาก

เชืÊอ โดยทําการทดลอง 10 ซํÊา และเปรยีบเทยีบผลคุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอจากพารามิเตอร์ 

ต่างๆ ไดแ้ก ่จาํนวนอลัลลี ความสงูของพคี และพคีปลอม 

ผลการศกึษาพบว่าจํานวนอลัลลีเฉลีÉยทีÉได้รบัจากการเกบ็กูเ้ซลล์และดีเอ็นเอ

อสิระด้วยวิธกีารตัดวสัดุขนาดเล็กเพืÉอเพิÉมปริมาณดเีอ็นเอโดยตรงและการใช้ไม้พนัสําลีชนิด

คอตตอนร่วมกบัสารละลายต่างๆมคีวามแตกต่างกนั โดยจํานวนอลัลีลเฉลีÉยทีÉได้รบัจากการ

ทดลองอยู่ในช่วง 5.60 – 25.80 อลัลีล (ดงัแสดงในรูปทีÉ 17ก) และความสูงของพคีอยู่ในช่วง 

195.19 – 898.34 RFU (ดงัแสดงในรปูทีÉ 17ข) ทั ÊงนีÊพบว่าวธิกีารใชไ้มพ้นัสาํลชีนิดคอตตอนจุ่ม

สารละลาย PBS (CS_PBS) ใหผ้ลลายพมิพ์ดีเอน็เอคุณภาพดทีีÉสุดและมจีํานวนอลัลลีทีÉได้รบั

เฉลีÉยเท่ากบั 25.80 อลัลลี และมคี่าความสงูของพคีอลัลลีทีÉได้รบัเฉลีÉย 898.34 RFU ซึÉงวธิีการ

ดังกล่าวนั ÊนมีโอกาสทีÉจะให้จํานวนอัลลีลเฉลีÉยสูงกว่าวิธีการใช้ไม้พันสําลีชนิดไนลอนจุ่ม

สารละลาย triton X-100 ทีÉความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 (NS_TritonX) สูงถงึรอ้ยละ 99.6 ในขณะทีÉ

วธินีีÊให้จํานวนอลัลลีเฉลีÉยสูงกว่าวธิีการใช้ไม้พนัสําลชีนิดเดยีวกนัทีÉจุ่มในสารละลาย triton X-

100 ทีÉความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 (CS_TritonX), นํÊากลั ÉนสะอาดปราศจากเชืÊอ (CS_DI) และวธิกีาร

ตดัวสัดุขนาดเลก็เพืÉอเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอโดยตรง (Cutting) เท่ากบัรอ้ยละ 79.4, 65.2 และ 61.7 

ตามลาํดบั  
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คาํยอ่ คาํอธบิาย 

CS_DI 

CS_PBS 

CS_TritonX 

NS_DI 

NS_PBS 

NS_TritonX 

Cutting 

ไมพ้นัสาํลชีนดิคอตตอนจุ่มนํÊากลั ÉนสะอาดปราศจากเชืÊอ 

ไมพ้นัสาํลชีนดิคอตตอนจุ่มสารละลาย PBS 

ไมพ้นัสาํลชีนดิคอตตอนจุ่มสารละลาย Triton-X 

ไมพ้นัสาํลชีนดิไนลอนจุ่มนํÊากลั ÉนสะอาดปราศจากเชืÊอ 

ไมพ้นัสาํลชีนดิไนลอนจุ่มสารละลาย PBS 

ไมพ้นัสาํลชีนดิไนลอนจุ่มสารละลาย Triton-X 

วธิกีารตดัวสัดขุนาดเลก็เพืÉอเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอโดยตรง 

 

รปูทีÉ 17 จํานวนอลัลีล (ก) และความสูงของพคีเฉลีÉย (ข) ทีÉได้รบัจากการศกึษาเปรยีบเทียบ

ประสทิธภิาพวธิกีารเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุอืÉนๆ (เทปกาวพนัสายไฟ) ร่วมกบัการ

ตรวจวเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอด้วยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์โดยจุดทีÉปรากฏจะแสดงถึงจํานวน 

อลัลลีทั Êงหมดและความสูงของแต่ละพคีทีÉได้รบัในหนึÉงลายพมิพด์เีอน็เอ และแถบเสน้ตรงแสดง

ถึงค่าเฉลีÉยขอ้มูล (Solid color lines) และกล่องสีÉเหลีÉยม (Solid color blocks) แสดงค่าความ

เชืÉอมั Éนรอ้ยละ 95 ของ Bayesian credible intervals 
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จากผลการศึกษาข้างต้นทั Êงหมดสามารถสรุปได้ว่าวิธีการเก็บกู้เซลล์และ 

ดเีอน็เออสิระทีÉมปีระสทิธภิาพทีÉสดุนั ÊนขึÊนอยู่กบัประเภทของวสัดุหลกัฐาน สาํหรบัวสัดุหลกัฐาน

ระเบิดแสวงเครืÉองทีÉไม่ดูดซบัและเทปกาวพนัสายไฟนั Êนควรเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออสิระด้วย 

ไมพ้นัสําลชีนิดคอตตอนร่วมกบัสารละลาย PBS ในขณะทีÉการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอ็นเออสิระบน

วสัดุดดูซบัควรใชว้ธิเีทปยดึเพืÉอเพิÉมโอกาสในการไดร้บัลายพมิพ์ดเีอน็เอทีÉมคีุณภาพด ี

 

3.3 การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดนํÊายาทางการค้าสาํหรบัเพิÉมปริมาณ 

ดีเอ็นเอจากเซลล์และดีเอ็นเออิสระบนวสัดุหลักฐานระเบิดแสวงเครืÉองด้วยเทคนิค

ไดเรค็พีซีอาร ์

การทดลองนีÊมวีตัถุประสงค์เพืÉอศกึษาเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของชุดนํÊายา

ทางการคา้จํานวน 4 ชุด ทีÉใชส้าํหรบัเพิÉมปรมิาณและการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอจาก

เซลล์และดเีอน็เออสิระดว้ยกระบวนการไดเรค็พซีีอาร์ทีÉพฒันาขึÊนจากงานวจิยันีÊ ชุดนํÊายาทาง

การค้าสําหรับเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอเพืÉอระบุบุคคลดังกล่าว ได้แก่ ชุดนํÊ ายา AmpFℓSTR® 

Identifiler® Plus PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA), ชุ ด นํÊ า ย า 

AmpFℓSTR® Identifiler® Direct PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA), ชุด

นํÊ า ย า  QIAGEN® Investigator IDplex® Plus Kit (Qiagen, UK) แ ล ะ  ชุ ด นํÊ า ย า  QIAGEN® 

Investigator IDplex® GO! Kit (Qiagen, UK) เหล่านีÊเป็นชุดนํÊายาเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอทีÉนิยมใช้

โดยทั Éวไปในหอ้งปฏบิตัิการนิตพินัธุศาสตร์ทั Éวโลกรวมถงึประเทศไทย ทั ÊงนีÊทาํการทดลองโดย

กําหนดให้อาสาสมคัรจํานวน 10 คน ใช้มือสัมผัสบนวสัดุ 2 ชนิด ได้แก่ ปลอกหุ้มแฮนด์รถ

มอเตอรไ์ซคแ์ละท่อพวีซี ีซึÉงเป็นตวัแทนวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองแบบดูดซบัและแบบไม่

ดูดซบั ตามลําดบั จากนั Êนเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุท่อพวีซีดีว้ยวธิกีารใชไ้มพ้นัสําลี

ชนิดคอตตอนรว่มกบัสารละลาย PBS และเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระจากวสัดุปลอกหุม้แฮนด์

รถมอเตอร์ไซค์ด้วยวิธีเทปยึด ซึÉงเป็นวิธีทีÉมีประสิทธิภาพดีทีÉสุดจากผลการทดลองข้างต้น 

รว่มกบัการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอจากเซลล์และดเีอน็เออสิระดว้ยโพรโทคอลการเพิÉม

ปรมิาณดเีอน็เอจากวสัดุโดยตรง (Direct amplification protocol) ทาํการทดลอง 10 ซํÊา ในแต่ละ

ชุดการทดลองและเปรยีบเทยีบคุณภาพลายพมิพด์ีเอน็เอจากพารามเิตอรต่์างๆ ไดแ้ก่ จํานวน 

อลัลลี ความสงูของพคี และพคีปลอม ทั ÊงนีÊแผนผงัภาพรวมการทดลองนีÊแสดงดงัรปูทีÉ 18 
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รปูทีÉ 18 แผนการศกึษาเปรยีบเทยีบประสทิธิภาพของชุดนํÊายาเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอจํานวน 4 

ชุด ได้แก่ ชุดนํÊายา Identifiler® Plus, ชุดนํÊายา Identifiler® Direct, ชุดนํÊายา IDplex® Plus และ 

ชุดนํÊายา IDplex® GO! สําหรบัการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพ์ดเีอน็เอจากเซลล์และดเีอน็เออสิระ

บนวสัดุหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉอง (ปลอกหุม้แฮนด์รถมอเตอร์ไซคแ์ละท่อพวีซีี) ด้วยเทคนิค

ไดเรค็พซีอีาร ์

 

3.3.1 จาํนวนอลัลีลและความสูงของพีคเฉลีÉย 

ผลการศกึษาพบว่าจํานวนอลัลลีเฉลีÉยทีÉได้รบัจากการเพิÉมปรมิาณดีเอน็เอด้วย

ชุดนํÊายาทั Êง 4 ชุดทีÉศกึษามคีวามแตกต่างกนั โดยชุดนํÊายา Identifiler® Plus ใหจ้ํานวนอลัลีล

เฉลีÉยสูงทีÉสุดคอื 24.7 อลัลีล จากจํานวนอลัลีลทั Êงหมด 32 อลัลีล (ดังแสดงในรูปทีÉ 19ก) ใน

ทาํนองเดยีวกนัยงัพบว่าความสงูของพคีอลัลลีทีÉไดร้บัจากการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอดว้ยชุดนํÊายา 

Identifiler® Plus นีÊมคี่ามากกว่าทั ÊงสามชุดนํÊายาทีÉศกึษาเช่นกนั โดยค่าความสูงของพคีอลัลีลทีÉ

ได้รบัเท่ากับ 563.68 RFU (Relative fluorescent unit) (ดงัแสดงในรูปทีÉ 19ข) ชุดนํÊายาเพิÉม

ปรมิาณดีเอ็นเอทีÉใหจ้ํานวนอลัลีลเฉลีÉยรองลงมาคอืชุดนํÊายา Identifiler® Direct และ ชุดนํÊายา 

IDplex® Plus ซึÉงจํานวนอลัลลีทีÉไดร้บัเฉลีÉยเท่ากบั 21.95 และ 20.15 อลัลลี ตามลําดบั และมคีา่

ความสูงของพคีอลัลีลทีÉได้รับเฉลีÉยเท่ากบั 298.88 และ 157.02 RFU ตามลําดบั ทั ÊงนีÊพบว่า

โอกาสทีÉชุดนํÊายา Identifiler® Plus จะให้ค่าจํานวนอัลลีลเฉลีÉยสูงกว่าชุดนํÊายา IDplex® GO! 

มากกว่ารอ้ยละ 99.9999 ในขณะทีÉโอกาสทีÉชุดนํÊายา Identifiler® Plus จะใหจ้ํานวนอลัลลีเฉลีÉย

สงูกวา่ชดุนํÊายา IDplex® Plus และ Identifiler® Direct เทา่กบัรอ้ยละ 92.80 และ 81.4 ตามลาํดบั 

สาเหตุทีÉชุดนํÊายา Identifiler® Plus มีประสิทธิภาพสูงสุดในการเพิÉมปริมาณ 

ดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีารท์ีÉพฒันาขึÊนในการศกึษานีÊ อาจเนืÉองจากชุดนํÊายาดงักล่าวได้มี
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การปรบัปรุงพซีอีารบ์ฟัเฟอรแ์ละเอน็ไซม์ดเีอน็เอพอลเีมอรเ์รสเพืÉอใหม้คีวามไววเิคราะห์เพิÉมขึÊน

และทนทานต่อตวัยบัยั Êงปฏิกริยิาพซีีอาร์มากกว่าชุดนํÊายารุ่นก่อน [63] จงึทาํใหม้ปีระสทิธิภาพ

สงูในการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างโดยตรงทีÉไม่ผ่านการสกดัดเีอน็เอ นอกจากนีÊยงัพบว่า

สภาวะการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอของชุดนํÊายา Identifiler® Plus อาจส่งเสรมิประสิทธิภาพของ 

ชุดนํÊายาดงักล่าว โดยพบว่าระยะเวลาในการใหค้วามรอ้นช่วงเริÉมตน้ (Initial denaturation) ของ

ชุดนํÊายาดังกล่าวใช้เวลานานถึง 11 นาท ี[63] ในขณะทีÉชุดนํÊายาอืÉนๆใช้เวลาสําหรบัขั Êนตอน

ดงักล่าวเพียง 5 - 8 นาทเีท่านั Êน การใหค้วามรอ้นก่อนเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอเป็นระยะเวลานาน

กว่าอาจทําให้เซลล์ของตัวอย่างทีÉต้องการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอแตกเพิÉมมากขึÊน เป็นผลให ้

ดีเอ็นเอถูกปลดปล่อยออกจากเซลล์และรวมอยู่ในหลอดทดลองมากขึÊน จึงเป็นผลให้ได้รบั 

ลายพมิพด์เีอน็เอทีÉมคีุณภาพดสีงูขึÊนเช่นกนั  

นอกจากนีÊผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่าชุดนํÊายา IDplex® GO! มปีระสทิธภิาพ

ตํÉาสุดในการเพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอด้วยโพรโทคอลไดเร็คพซีีอาร์ทีÉพฒันาขึÊน (ดงัแสดงในรูปทีÉ  

19ก) ทั ÊงนีÊอาจเนืÉองจากชุดนํÊายา IDplex® GO! มีปรมิาณสารละลายทั Êงหมดในหลอดพีซีอาร์ 

(Total volume) มากกว่าชุดนํÊายาอืÉนๆ กล่าวคอื ปรมิาตรสารละลายทั Êงหมดในปฏกิริยิาของชุด

นํÊายา IDplex® GO! มปีรมิาตร 13.5 ไมโครลติร ซึÉงมปีรมิาตรสูงกว่าชุดนํÊายาอืÉนๆทีÉทาํการศกึษา 

รอ้ยละ 8 [63-66] ดงันั Êนความเขม้ขน้สดุท้ายของดเีอน็เอ (DNA final concentration) ในหลอด

พซีอีารข์องชุดนํÊายา IDplex® GO! จงึมคีา่น้อยทีÉสดุ จงึอาจเป็นสาเหตุใหช้ดุการทดลองดงักล่าว

มผีลคณุภาพลายพมิพด์เีอน็เอตํÉาทีÉสดุ 
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รปูทีÉ  19 จํานวนอลัลีล (ก) และความสูงของพีคเฉลีÉย (ข) จากลายพิมพ์ดีเอ็นเอทีÉได้รบัจาก 

โพรโทคอลการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีารด์ว้ยชุดนํÊายาต่างๆ จากการเกบ็กู ้

เซลล์และดเีอน็เออสิระบนวสัดุหลกัฐานระเบิดแสวงเครืÉอง โดยจุดทีÉปรากฏจะแสดงถึงจํานวน 

อลัลลีทั Êงหมดและความสูงของแต่ละพคีทีÉได้รบัในหนึÉงลายพมิพด์เีอน็เอ และแถบเสน้ตรงแสดง

ถึงค่าเฉลีÉยขอ้มูล (Solid color lines) และกล่องสีÉเหลีÉยม (Solid color blocks) แสดงค่าความ

เชืÉอมั Éนรอ้ยละ 95 ของ Bayesian credible intervals 
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3.3.2 ผลพีคปลอมทีÉพบบนลายพิมพดี์เอน็เอ (Artifacts) 

  เมืÉอศึกษาผลพีคปลอมบนลายพิมพ์ดีเอ็นเอทีÉได้รับจากงานวิจัยนีÊจํานวน

ทั Êงหมด 104 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ซึÉงมาจากตัวอย่างเซลล์และดีเอ็นเออิสระ 80 ตัวอย่าง  

ชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวกในปฏิกิริยาพีซีอาร์ทั Êงหมด 24 ตัวอย่าง พบผลพีคปลอม

ทั Êงหมด 68 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ คิดเป็นร้อยละ 65.38 โดยผลพีคปลอมทีÉพบในการศึกษานีÊ

แบ่งเป็น 5 ประเภท คือ ดรอปอินส์ (Drop-ins) สตตัเตอร์ (Stutter) ดายบล็อบ (Dye blobs)  

สปลติพคี (Split peak) และพลูอพั (Pull up) ซึÉงมรีายละเอยีดดงันีÊ 

ผลพคีปลอมดรอปอนิส์ (Drop-ins) คอืการปรากฏอลัลลีทีÉไม่ใช่อลัลลีทีÉแทจ้ริง

ของอาสาสมคัร ซึÉงอาจมาจากการปนเปืÊ อนดเีอน็เอของบุคคลอืÉนบนมือของอาสาสมคัรหรอืบน

วสัดุอุปกรณ์ทีÉทาํการทดลอง [67] โดยผลการศกึษาพบพคีปลอมดรอปอนิส์จํานวนทั Êงหมด 50 

ใน 104 ลายพมิพด์เีอน็เอ คดิเป็นรอ้ยละ 48.08 ซึÉงเป็นผลพคีปลอมทีÉพบมากทีÉสุดในการศกึษา

นีÊ อาจเนืÉองจากงานวจิยันีÊทาํการศึกษาเซลล์และดเีอ็นเออสิระซึÉงง่ายต่อการปนเปืÊ อนดีเอ็นเอ

จากสิÉงแวดลอ้มหรอืผูไ้ม่เกีÉยวขอ้ง รวมทั Êงใชเ้ทคนิคไดเรค็พซีอีารใ์นการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอซึÉง

เป็นเทคนิคทีÉมคีวามไววเิคราะหส์งูจงึเป็นสาเหตุใหพ้บผลพคีปลอมดงักล่าวในสดัส่วนมากทีÉสุด 

ทั ÊงนีÊตวัอย่างพคีปลอมดรอปอนิสท์ีÉพบแสดงดงัรปูทีÉ 20 

 

 

รปูทีÉ 20 แสดงตวัอยา่งลายพมิพด์เีอน็เอทีÉปรากฏผลพคีปลอมดรอปอนิส ์(Drop-ins) 
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ผลพีคปลอมสตัตเตอร์ (Stutter) คือพีคอัลลีลทีÉมีหน่วยซํÊามากกว่าหรือ 

น้อยกว่าอลัลลีเป้าหมาย 1 หน่วยซํÊา ซึÉงเกดิจากการเลืÉอนหลุดของสายดเีอน็เอต้นแบบหรอืสาย

ดีเอ็นเอทีÉถูกสงัเคราะห์ขึÊนในระหว่างกระบวนการพซีีอาร์ ทําให้เกดิการเพิÉมหรือลดจํานวน

หน่วยซํÊาของดีเอน็เอทีÉถูกสงัเคราะห์ข ึÊนมาใหม่ ทั ÊงนีÊพคีปลอมสตตัเตอรจ์ะมคีวามสูงน้อยกว่า

รอ้ยละ 15 - 20 ของความสูงพคีอลัลลีเป้าหมาย [67-69] ผลการศกึษาพบพคีปลอมสตตัเตอร์

ทั Êงหมด 44 ใน 104 ลายพมิพด์เีอน็เอ คดิเป็นรอ้ยละ 42.31 ตวัอยา่งพคีปลอมสตตัเตอรแ์สดงดงั

รปูทีÉ 21 

 

 

รปูทีÉ 21 แสดงตวัอยา่งลายพมิพด์เีอน็เอทีÉปรากฏผลพคีปลอมสตตัเตอร ์(Stutter) 

 

ผลพคีปลอมดายบลอ็บ (Dye blobs) คอืพคีลกัษณะฐานกวา้งปลายยอดโค้งมน

ทีÉเกดิจากการหลุดออกของสฟีลูออเรสเซนต์ (Fluorescent dye) ทีÉตดิอยู่กบัไพรเมอร ์[70, 71]  

ผลการศกึษาพบพคีปลอมดายบลอ็บทั Êงหมด 19 ใน 104 ลายพมิพด์เีอน็เอ คดิเป็นรอ้ยละ 18.27 

ทั ÊงนีÊตวัอย่างพคีปลอมดายบลอ็บแสดงดงัรปูทีÉ 22 
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รปูทีÉ 22 แสดงตวัอยา่งลายพมิพด์เีอน็เอทีÉปรากฏผลพคีปลอมดายบลอ็บ (Dye blobs) 

 

ผลพีคปลอมสปลิตพีค (Split peak) คือพีคทีÉมีลักษณะปลายยอดแตกออก  

เกดิจากเอน็ไซม์ดเีอน็เอพอลิเมอรเ์รสทาํงานไม่เตม็ประสทิธภิาพ หรอืเกดิจากปรมิาณดเีอน็เอ

ตน้แบบสาํหรบัเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอมากเกนิไป [72] ผลการศกึษาพบพคีปลอมสปลติพคีทั Êงหมด 

14 ใน 104 ลายพมิพด์เีอน็เอ คดิเป็นรอ้ยละ 13.46 ทั ÊงนีÊตวัอย่างพคีปลอมสปลติพคีแสดงดงัรปู

ทีÉ 23 
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รปูทีÉ 23 แสดงตวัอยา่งลายพมิพด์เีอน็เอทีÉปรากฏผลพคีปลอมสปลติพคี (Split peak) 

 

ผลพีคปลอมพูลอัพ (Pull up) คือแถบสีชมพูทีÉปรากฏในลายพิมดีเอ็นเอ  

เกดิจากผลิตภณัฑ์พซีีอาร์ทีÉตรวจวิเคราะห์สูงเกินค่าทีÉวดัได้ [33] ผลการศกึษาพบพีคปลอม 

พูลอัพทั Êงหมด 4 ใน 104 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ คิดเป็นร้อยละ 3.85 ทั ÊงนีÊตัวอย่างพีคปลอม 

พลูอพัแสดงดงัรปูทีÉ 24 

 

 

รปูทีÉ 24 แสดงตวัอยา่งลายพมิพด์เีอน็เอทีÉปรากฏผลผลพคีปลอมพลูอพั (Pull up) 
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3.4 การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการเก็บกู้ เซลล์และดีเอ็นเออิสระและกระบวนการทีÉ

พัฒนาขึÊนกับวิธีมาตรฐานในการตรวจพิสูจน์เซลล์และดีเอ็นเออิสระบนระเบิด 

แสวงเครืÉองจาํลอง (Mock casework) 

การศกึษานีÊมวีตัถุประสงคเ์พืÉอทวนสอบวธิกีารเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระและ

กระบวนการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอด้วยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร์ทีÉพฒันาขึÊนในงานวจิยันีÊ

เปรยีบเทยีบกบัวธิมีาตรฐานของตํารวจพสิจูน์หลกัฐานในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอจาก

หลักฐานระเบดิแสวงเครืÉองจําลอง โดยใหอ้าสาสมคัรจํานวน 5 คน ประกอบระเบดิแสวงเครืÉอง

คนละ 2 ชุด (รวมระเบดิแสวงเครืÉองจําลองทั Êงหมด 10 ชุด) โดยวสัดุทีÉเลอืกใชเ้ป็นส่วนประกอบ

ของระเบิดแสวงเครืÉองจําลองนั Êนเป็นวสัดุทีÉตรวจพบได้บ่อยในสถานทีÉเกดิเหตุคดีก่อการร้าย

จังหวัดชายแดนใต้ซึÉงแบ่งเป็น 6 ชนิด ได้แก่ ท่อพีวีซี แผงวงจรไฟฟ้า แบตเตอรีÉ สายไฟ  

เทปกาวพนัสายไฟและสวทิซ์ไฟ ดงัแสดงในรปูทีÉ 25  

 

รปูทีÉ 25 ตวัอยา่งระเบดิแสวงเครืÉองจําลองประกอบด้วยวสัดุท่อพวีซี ีแผงวงจรไฟฟ้า แบตเตอรีÉ 

สายไฟ เทปกาวพนัสายไฟและสวทิซ์ไฟ 

 

ทั ÊงนีÊระเบดิแสวงเครืÉอง 5 ชดุแรกจากอาสาสมคัร 5 คน จะนํามาเกบ็กูเ้ซลล์และ

ดีเอ็นเออิสระด้วยวิธีทีÉมีประสิทธิภาพดีทีÉสุดตามผลการทดลองในข้อ 2 กล่าวคือ ใช้วธิีเก็บกู ้

เซลล์และดีเอ็นเออิสระด้วยไม้พนัสําลีชนิดคอตตอนร่วมกับสารละลาย PBS สําหรบัวัสดุไม ่

ดูดซบัและเทปกาวพนัสายไฟ ในขณะทีÉวสัดุดูดซบันั Êนจะใชว้ธิกีารเก็บกูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระ

ดว้ยเทปยดึ จากนั Êนตรวจวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอดว้ยโพรโทคอลการเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอจาก

วสัดุโดยตรง (Direct amplification protocol) ด้วยชุดนํÊายา AmpFℓSTR® Identifiler® Plus PCR 
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Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) ในขณะทีÉระเบดิแสวงเครืÉองจาํลองอกี 5 ชุด

ทีÉเหลอืจะทําการเกบ็กู้เซลล์และดเีอน็เออสิระด้วยวธิมีาตรฐานของศูนย์พสิจูน์หลกัฐาน โดยให้

เจ้าหน้าทีÉของกลุ่มงานตรวจชีววิทยาและดีเอ็นเอศูนย์พสิูจน์หลักฐาน 10 ซึÉงเป็นผู้ทีÉมีความ

เชีÉยวชาญในการตรวจพสิูจน์ดเีอ็นเอจากหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองเป็นผูด้ําเนินการทดลองใน

สว่นนีÊ ทั ÊงนีÊจะใชว้ธิดีบัเบลิสวอป (Double swab) หรอืใชไ้มพ้นัสาํลชีนิดคอตตอนร่วมกบันํÊากลั Éน

สะอาดปราศจากเชืÊอแบบเปียกและแหง้ในการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระก่อนนําตวัอยา่งเขา้สู่

กระบวนการมาตรฐาน ซึÉงประกอบดว้ย การสกดัดเีอน็เอจากไมพ้นัสําล ีการวดัปรมิาณดเีอ็นเอ

ดว้ยเทคนิคเรยีลไทมพ์ซีอีาร ์การเพิÉมปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคพซีอีาร ์และการตรวจวเิคราะห์

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคแคปิลลารีอิเลคโทรโฟลิซิส (ดังแสดงในรูปทีÉ 26) จากนั Êน

เปรยีบเทยีบผลคุณภาพลายพมิพ์ดีเอ็นเอทีÉได้รบัจากทั Êงสองกระบวนการ โดยวดัค่าจากจาก

พารามเิตอรต่์างๆ ไดแ้ก่ จํานวนอลัลลี ความสงูของพคี และพคีปลอม เป็นตน้ 

 

 

 

รปูทีÉ  26 แผนการศึกษาเปรยีบเทียบวิธีการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระและกระบวนการทีÉ

พฒันาขึÊนกบัวธิมีาตรฐานในการตรวจวเิคราะหล์ายพมิพ์ดเีอน็เอบนระเบดิแสวงเครืÉองจาํลอง  

 

ผลการศกึษาพบว่าจํานวนอลัลลีเฉลีÉยทีÉได้รบัจากการเกบ็กูแ้ละตรวจวิเคราะห์

ลายพมิพ์ดีเอ็นเอจากเซลล์และดีเอ็นเออสิระบนหลักฐานระเบดิแสวงเครืÉองจําลองด้วยวิธีทีÉ

พฒันาขึÊนและวิธีมาตรฐานมีความแตกต่างกันเมืÉอเปรียบเทียบกับจํานวนอลัลีลอ้างอิงของ

อาสาสมคัร โดยวิธีการเก็บกู้และกระบวนการตรวจวิเคราะห์ลายพมิพ์ดีเอ็นเอทีÉพฒันาขึÊนให้

จํานวนอลัลีลเฉลีÉยเท่ากบั 12.76 อลัลีล (ดงัแสดงในรูปทีÉ 27ก) ซึÉงมากกว่าวิธีมาตรฐานของ

ตํารวจพสิจูน์หลกัฐานทีÉได้รบัจํานวนอลัลลีเฉลีÉยเพยีง 7.85 อลัลีล ในทํานองเดยีวกนัยงัพบว่า

ความสูงของพีคอัลลีลทีÉได้ร ับจากการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระด้วยวิธีทีÉพ ัฒนาขึÊนมีค่า
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มากกว่าวธิีมาตรฐานเช่นกนั โดยค่าความสูงของพคีอลัลีลเฉลีÉยเท่ากบั 217.71 และ 129.81 

RFU สําหรบัวธิีทีÉพฒันาขึÊนและวธิีมาตรฐาน ตามลําดบั ดงัแสดงในรูปทีÉ 27ข ทั ÊงนีÊพบว่าวธิีทีÉ

พฒันาขึÊนมโีอกาสใหจ้ํานวนอลัลีลเฉลีÉยสูงกว่าอีกวธิีหนึÉงมากถึงรอ้ยละ 99.3 ผลการศกึษานีÊ

แสดงใหเ้หน็ว่าวธิทีีÉพฒันาขึÊนมปีระสทิธภิาพในเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระบนหลกัฐานระเบดิ

แสวงเครืÉองสูงกว่าวิธีมาตรฐานของศูนย์พสิูจน์หลกัฐาน อาจเนืÉองจาก 1) วิธีทีÉพฒันาขึÊนใช้

เทคนิคไดเรค็พซีอีารซ์ึÉงลดการสูญเสยีดเีอน็เอจากกระบวนการสกดัดเีอ็นเอได ้[16-18] ในขณะ

ทีÉวธิมีาตรฐานนั Êนยงัคงใชก้ระบวนการสกดัดเีอน็เอ 2) วธิทีีÉพฒันาขึÊนใชไ้มพ้นัสาํลชีนิดคอตตอน

รว่มกบัสารละลาย PBS ซึÉงสารละลาย PBS นีÊชว่ยรกัษา pH ของสารละลาย และลดการสูญเสยี

ดเีอน็เอโดยชว่ยคงสภาพเซลล์ไมใ่หแ้ตกทาํใหด้เีอน็เอคงสภาพอยูใ่นเซลล์และไม่ถูกทําลายด้วย

เอนไซม์ดีเอ็นเอส (DNase) [61, 62] ในขณะทีÉวธิ ีมาตรฐานใช้นํÊากลั ÉนสะอาดปราศจากเชืÊอให้

ความชุ่มชืÊนไมพ้นัสําล ีจงึอาจทาํใหเ้ซลล์แตกและเกดิการสูญเสยีดเีอ็นเอได ้3) วธิทีีÉพฒันาขึÊน

ทาํการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระโดยใหส้่วนปลายของไมพ้นัสําลตีั Êงฉากกบัวสัดุทดลอง และ

เก็บกูเ้ซลล์และดีเอ็นเออสิระโดยใชส้่วนปลายไมพ้นัสําลีนีÊเพยีงตําแหน่งเดียว จงึสามารถระบุ

ตําแหน่งของเซลล์และดีเอ็นเออสิระบนไม้พนัสําลีได้และเลือกตดัเฉพาะส่วนปลายนีÊไปตรวจ

วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอต่อไปจึงเพิÉมโอกาสในการได้รับลายพิมพ์ดีเอ็นเอคุณภาพดีได้ 

อย่างไรกต็ามวธิมีาตรฐานใชก้ารสุ่มเกบ็เซลล์และดเีอน็เออสิระไปทั Éวบรเิวณวสัดุและเกบ็กูเ้ซลล์

และดีเอน็เออสิระจากทุกด้านของไม้พนัสาํล ีจงึอาจทาํใหเ้กดิการสญูเสยีดีเอ็นเอในขั Êนตอนการ

เกบ็กูไ้ด ้
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รปูทีÉ 27 จํานวนอลัลลี (ก) และความสูงของพคีเฉลีÉย (ข) จากลายพมิพด์เีอน็เอทีÉไดร้บัจากการ

เก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระและกระบวนการทีÉพฒันาขึÊนกบัวธิีมาตรฐานในการตรวจพสิูจน์

เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระบนระเบดิแสวงเครืÉองจําลอง (Mock casework) โดยจุดทีÉปรากฏจะแสดง

ถึงจํานวนอลัลีลทั Êงหมดและความสูงของแต่ละพคีทีÉได้รบัในหนึÉงลายพิมพ์ดีเอ็นเอ และแถบ

เส้นตรงแสดงถึงค่าเฉลีÉยข้อมูล (Solid color lines) และกล่องสีÉเหลีÉยม (Solid color blocks) 

แสดงค่าความเชืÉอมั Éนรอ้ยละ 95 ของ Bayesian credible intervals 

 

อย่างไรก็ตามลายพิมพ์ดีเอ็นเอทีÉได้ร ับจากวิธีการทั ÊงสองทีÉทําการศึกษา  

มีลักษณะเป็นลายพิมพ์ดีเอ็นเอแบบผสม (Mixture profile) หรือปรากฏดีเอ็นเอของมนุษย์

มากกว่าหนึÉงคน นั Éนคอื ปรากฏอลัลลีเป้าหมายของอาสาสมคัร และอลัลลีปนเปืÊ อนจากมนุษย ์

คนอืÉนทีÉอาจติดอยู่บนวัสดุทดลองหรือจาก Secondary transfer บนมือของอาสาสมัคร  

เมืÉอวเิคราะหจ์ํานวนอลัลลีทีÉไม่ใช่ของอาสาสมคัร (Non-donor allele) จากทั Êงสองวธิ ีพบว่าวธิทีีÉ

พฒันาขึÊนใหจ้ํานวนอลัลลีทีÉไม่ใช่ของอาสาสมคัรน้อยกวา่วธิมีาตรฐานของตาํรวจพสิจูน์หลกัฐาน 

กล่าวคอื สามารถลดจาํนวนอลัลลีปนเปืÊอนทีÉไม่เกีÉยวขอ้งไดม้ากกว่านั Éนเอง (ดงัแสดงในรปูทีÉ 28) 

ทั ÊงนีÊอาจเนืÉองจากวธิที ีÉพฒันาขึÊนไดแ้บ่งส่วนวสัดุทดลองทีÉมขีนาดใหญ่ เช่น ท่อพวีซี ีออกเป็น 6 

ส่วนก่อนทําการเกบ็กูเ้ซลล์และดเีอน็เออสิระโดยใช้ไมพ้นัสําล ี1 ก้านต่อพืÊนทีÉ 1 ส่วนของวสัดุ 
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ตามวธิีการของ Ostojic และ Wurmbach [73] ผลการศึกษาพบว่าสามารถลดจํานวนอลัลีลทีÉ

ไมใ่ชข่องอาสาสมคัรหรอื Non-donor allele ได ้

 

รปูทีÉ 28 จํานวนอลัลลีทีÉไม่ใช่ของอาสาสมคัรเฉลีÉย (Non-donor  allele) จากลายพมิพด์เีอ็นเอทีÉ

ไดร้บัจากการเก็บกูเ้ซลล์และดเีอ็นเออสิระและกระบวนการทีÉพฒันาขึÊนกบัวธิมีาตรฐานในการ

ตรวจพสิจูน์เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระบนระเบดิแสวงเครืÉองจําลอง (Mock casework)  
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บททีÉ 4 

 

สรปุผลการทดลอง 

 

งานวิจัยนีÊสามารถพฒันากระบวนการตรวจพสิูจน์เซลล์และดเีอ็นเออสิระบน

หลกัฐานระเบิดแสวงเครืÉองด้วยเทคนิคไดเรค็พซีีอาร์ได้สําเรจ็ โดยอาศยัโพรโทคอลการเพิÉม

ปริมาณดีเอ็นเอจากวัสดุโดยตรง (Direct amplification protocol) ทั ÊงนีÊวิธีการเก็บกู้เซลล์และ 

ดีเอน็เออสิระทีÉมปีระสทิธิภาพนั ÊนขึÊนอยู่กบัประเภทของวสัดุหลกัฐาน โดยวสัดุทีÉไม่ดูดซบัและ

เทปกาวพนัสายไฟนั Êนควรเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระด้วยไม้พนัสําลีชนิดคอตตอนร่วมกบั

สารละลาย PBS ในขณะทีÉการเก็บกู้เซลล์และดีเอ็นเออิสระบนวสัดุดูดซับควรใช้วิธีเทปยึด 

นอกจากนีÊพบว่าชุดนํÊายาทางการค้าสําหรบัเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอส่งผลต่อประสิทธิภาพของ 

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอทีÉได้ร ับจากกระบวนการทีÉพ ัฒนาขึÊนเช่นกัน โดยชุดนํÊายา AmpFℓSTR® 

Identifiler® Plus PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) ใ ห้ ผล ล า ย พิมพ ์

ดีเอน็เอทีÉมคีุณภาพสูงสุด นอกจากนีÊกระบวนการตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอทีÉพฒันาขึÊนในงานวิจัยนีÊ 

สามารถเพิÉมอัตราความสําเร็จในการตรวจวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากหลักฐานระเบิด 

แสวงเครืÉองจําลองไดอ้ย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิเมืÉอเปรยีบเทยีบกบัวธิมีาตรฐานของศูนย์พสิูจน์

หลกัฐานตํารวจ สาํนกังานตํารวจแห่งชาต ิดงันั ÊนผลผลติจากงานวจิยันีÊจงึอาจเป็นประโยชน์ต่อ

หน่วยงานความมั Éนคงทั ÊงภาครัฐและเอกชนทีÉเกีÉยวข้อง เนืÉองจากสามารถลดระยะเวลาและ

ค่าใช้จ่ายในการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอ รวมทั ÊงสามารถเพิÉมประสิทธิภาพในการตรวจพิสูจน์ 

เซลลแ์ละดเีอน็เออสิระจากหลกัฐานระเบดิแสวงเครืÉองได ้เหล่านีÊอาจช่วยในการเป็นส่วนหนึÉงทีÉ

นําความสงบสุขกลบัคนืสู่พืÊนทีÉจงัหวดัชายแดนภาคใต้ ลดความแบ่งแยกของประชากรในพืÊนทีÉ

และทาํใหเ้กดิความเขา้ใจและเชืÉอมั Éนในการทาํงานของเจา้หน้าทีÉภาครฐัมากขึÊน 
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