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บทคดัย่อ 

การตรวจพสิูจน์เอกลกัษณ์บุคคลในห้องปฏบิตักิารทางนิตวิทิยาศาสตรท์ัว่โลกนัน้

จะตอ้งใชชุ้ดน ้ายา STR ส าเรจ็รปูในการจดัท าลายพมิพ ์STR และหน่วยงานทางนิตวิทิยาศาสตร์

ในประเทศไทยซึ่งได้แก่ ศูนย์ชวีวทิยาและดเีอ็นเอ ศูนย์พสิูจน์หลกัฐาน 10 ส านักงานต ารวจ

แห่งชาตแิละสถาบนันิตวิทิยาศาสตร ์กระทรวงยตุธิรรม กม็กีารใชชุ้ดน ้ายา STR ส าเรจ็รปูซึง่ชุด

น ้ายาหลกัทีใ่ชก้็คอื  AmpFLSTR® Identifiler® Plus  ต่อมาบรษิทั QIAGEN®  ไดผ้ลติชุดน ้ายา

ชุดใหม่คอื ชุด QIAGEN® Investigator® IDplex Plus ซึง่เป็นชุดน ้ายาส าเรจ็รูปที่สามารถตรวจ 

STR ได้ทัง้หมด 15 ต าแหน่งที่เหมอืนกนักบัชุดน ้ายาเดมิแต่มรีาคาถูกกว่าและใช้เวลาในการ

ตรวจพสิูจน์น้อยกว่า งานวจิยันี้จงึมคีวามประสงค์เพื่อทดสอบและเปรยีบประสทิธภิาพของชุด

น ้ายาทัง้สอง โดยพจิารณาเปรยีบเทยีบพารามเิตอรท์ีไ่ดจ้ากโพรไฟล ์STR ไดแ้ก่ peak height, 

percent profile, intra- locus balance, inter- locus balance, allelic drop- in, allelic drop- out 

และ stutter ratio โดยทีง่านวจิยันี้ท าการทดลองกบัตวัอย่างตวัอย่างวตัถุพยานจรงิและตวัอยา่ง       

ดีเอ็นเอควบคุมเพื่อศึกษาเปรยีบเทียบประสิทธิภาพในด้านต่างๆได้แก่ ความไววิเคราะห์    

ความคงทนต่อตวัยบัยัง้กระบวนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอและประสทิธภิาพในการตรวจพสิูจน์กบั

วตัถุพยานจรงิ จากผลการศกึษาพบว่า ชุดน ้ายา  IDplex Plus มปีระสทิธภิาพทีด่ใีนด้านความ

ไววเิคราะห์และความคงทนต่อตวัยบัยัง้กระบวนการ PCR  ที่ดกีว่าชุดน ้ายา Identifiler® Plus 

อยา่งไรกต็ามชุดน ้ายา  Identifiler® Plus ใหผ้ลจ านวนอลัลลีเฉลีย่ทีต่รวจวดัไดม้ากกว่าชุดน ้ายา 

IDplex Plus จากการตรวจพสิูจน์วตัถุพยานจรงิ ในส่วนของอตัราส่วนความสงูของพคีสตตัเตอร์

พบว่าชุดน ้ายาทัง้สองใหผ้ลความสงูทีไ่มเ่กนิอตัราส่วนทีเ่หมาะสมคอื 0.15 จงึสรปุไดว้่าชุดน ้ายา 

IDplex Plus นัน้เป็นชุดน ้ายาที่มปีระสทิธภิาพที่ด ีที่สามารถใช้แทนชุดน ้ายาเดมิได้จรงิโดยไม่

ตอ้งมกีารปรบัเปลีย่นเครือ่งมอืและขัน้ตอนการท างานภายในองคก์ร 



(6) 
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ABSTRACT 

Commercial STR typing kits are used by forensic laboratories worldwide. 
DNA Analysis Center, Scientific Crime Detection Division 10, Royal Thai Police, employs 
the AmpFLSTR® Identifiler® Plus kit. Later on QIAGEN® commercialized another STR kit 
that targets the same 15 loci. If the performance of the two kits are on par, switching to 
the QIAGEN® Investigator® IDplex Plus could reduce cost and investigation time. This 
study compared the performance of the AmpFLSTR® Identifiler® Plus PCR Amplification 
kit and the QIAGEN® Investigator® IDplex Plus kit. We evaluated peak height, percent 
profile, intra-locus balance, inter-locus balance, stutter ratio, allelic drop-out and allelic 
drop-in using both control DNA samples and casework samples. Sensitivity test with 
different amounts of 9947A and 9948 DNA was performed. Three common PCR inhibitors, 
including humic acid, hematin and calcium, were spiked into PCR reactions to test for 
inhibitor tolerance. Casework samples were also used. The findings of this study 
demonstrate that the IDplex Plus kit is more sensitive than the Identifiler® Plus. However, 
the higher success rate of STR typing was obtained in Identifiler® Plus judging by the 
average number of allele detected. The IDplex Plus kit was more tolerant to inhibitors 
tested. Stutter values for all loci were within the expected range of less than 0.15 by both 
kit. Our result suggested that IDplex Plus kit has the ability to replace the current STR kit 
in the current workflow, without the need to replace or upgrade instrument and database.
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กิตติกรรมประกาศ 

การศกึษาวจิยัครัง้นี้ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยความช่วยเหลอื ความร่วมมือ ความ

กรุณาและความสนับสนุนจากบุคคลหลายท่านด้วยกนั ผู้วจิยัขอขอบคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์  

ดร.ฐิติกา  กิจพพิิธ อาจารย์ที่ปรกึษาวทิยานิพนธ์หลกั และ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ภูวดล      

ธนะเกยีรติไกร อาจารย์ที่ปรึกษาวทิยานิพนธ์ร่วม ที่กรุณาให้ความรู้ ค าแนะน า ค าปรึกษา 

ตรวจสอบตดิตามตลอดการศกึษาวจิยั และช่วยแก้ไขขอ้บกพร่องต่างๆ ขอขอบคุณรอ้ยต ารวจ

เอกหญิงสุกญัญา เพชรเพ็ง นักวทิยาศาสตร์ สบ.2 กลุ่มงานตรวจชวีวทิยาและดีเอ็นเอศูนย์

พสิูจน์หลกัฐาน 10 ที่เมตตาให้ความช่วยเหลอืและให้ค าแนะน า อ านวยความสะดวกในการ

ศกึษาวจิยัครัง้นี้ ตลอดจนค าแนะน าต่างๆ 

ขอขอบคุณกลุ่มงานตรวจชีววทิยาและดีเอ็นเอ ศูนย์พสิูจน์หลกัฐาน 10 และ

บุคลากรในศูนยท์ุกท่าน ทัง้ผู้เชีย่วชาญและผู้ช่วยนกัวทิยาศาสตร์ทุกคน ที่ยนิยอมให้ผูว้จิยัเขา้

ไปศกึษาการท างานวจิยันี้ และไดใ้หค้วามอนุเคราะหใ์ชเ้ครื่องมอืต่างๆตลอดการศกึษาวจิยั และ

ที่ส าคญัต้องขอบพระคุณอย่างยิง่ที่อนุเคราะห์ตวัอย่างวตัถุพยานจริงที่ใช้ในการวเิคราะห์      

และเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของชุดน ้ายาทัง้สองชุด 

ขอขอบคุณพนัต ารวจเอกวาที อศัวุตมางกุร นักวทิยาศาสตร์ สบ.4 กลุ่มงาน

ตรวจเลอืดชวีเคมแีละเขม่าดนิปืน สถาบนันิตเิวชวทิยาโรงพยาบาลต ารวจ ทีอ่นุเคราะห์เครื่อง

วเิคราะหด์เีอน็เอ (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer) 

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่บณัทติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร์ที่ให้ความ

ช่วยเหลือและอ านวยความสะดวก รวมทัง้ขอบคุณคณะวทิยาศาสตร์ส าหรบัทุนผู้ช่วยวจิ ัย        

ปี พ.ศ.2556 
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แผนภมิูท่ี 6 แสดงการเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ความสงูของอลัลลีและเปอรเ์ซน็ต์
โพรไฟล ์ระหวา่งชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ 
QIAGEN® Investigator IDplex Plus ทีม่กีารเตมิฮวิมคิแอซดิความ
เขม้ขน้ในช่วง 75 – 225 นาโนกรมัต่อไมโครลติร 

12 

แผนภมิูท่ี 7 แสดงการเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ความสงูของอลัลลีและเปอรเ์ซน็ต์
โพรไฟล ์ระหวา่งชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ 
QIAGEN® Investigator IDplex Plus จากการเตมิเฮมาตนิในช่วง
ความเขม้ขน้ 300 – 900 ไมโครโมลาร ์

13 
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สารบญัแผนภมิู (ต่อ) 
หน้า 

แผนภมิูท่ี 8 แสดงอตัราส่วนความสงูของพคีสตตัเตอรข์องอลัลลีต่างๆ ใน  
ลายพมิพ ์STR 15 ต าแหน่ง 

17 

แผนภมิูท่ี 9 แสดงค่าเฉลีย่อตัราส่วนความสงูของพคีสตตัเตอรจ์ากตวัอยา่ง    
ดเีอน็เอคุมทีม่ปีรมิาณตัง้ตน้อยูใ่นช่วง 500 – 31.25 พโิคกรมั 
ของชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และ QIAGEN® 
Investigator IDplex Plus 

18 
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สารบญัตาราง 

หน้า 
ตารางท่ี 1 แสดงจ านวนอลัลลีจากผลการศกึษาเปรยีบเทยีบทีต่รวจวดัได ้

จากตวัอย่างวตัถุพยานจรงิทัง้หมด 45 ตวัอย่าง ระหวา่งชุดน ้ายา 
AmpFlSTR® Identifiler® Plus และQIAGEN® Investigator 
IDplex Plus 

14 
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สารบญัภาพ 

หน้า 
ภาพท่ี 1 แสดงความไมส่อดคลอ้งของอลัลลีในต าแหน่ง TPOX ของชุดน ้ายา 

Identifiler® Plus และอลัลลีจากชุดน ้ายา IDplex Plus ของตวัอยา่ง
เลอืดหมายเลข 2475 

16 
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เน้ือหาและผลการศึกษาวิจยั 
 
1.1 บทน า 

การตรวจพสิูจน์เอกลกัษณ์บุคคลเป็นเครื่องมอืส าคญัในการสบืสวนสอบสวนทาง 
นิตวิทิยาศาสตร์ เพื่อน าไปใชเ้ป็นหลกัฐานจบักุมผู้กระท าความผดิในกระบวนการยตุธิรรม การ
ตรวจพสิูจน์สารพนัธุกรรมดเีอน็เอนับเป็นหนึ่งในวธิกีารตรวจพสิูจน์เอกลกัษณ์บุคคลที่มคีวาม
ถูกต้องสูงและน่าเชื่อถือ มีการก าหนดมาตรฐานเพื่อน าไปใช้ในงานนิติวทิยาศาสตร์ทัว่โลก  
(Butler, 2012)  โดยนิยมใชเ้ครื่องหมายพนัธุกรรมบรเิวณ Short Tandem Repeat (STR) หรอื
เรยีกอกีอย่างวา่ ไมโครแซทเทลิไลท์ (Microsatellite) ซึ่งเป็นส่วนของสารพนัธุกรรมทีป่ระกอบ
ไปด้วยล าดบัเบสซ ้าเป็นชุดๆแบบต่อเนื่อง โดยมลี าดบัเบสแกนกลางจ านวนตัง้แต่สองถึงสบิคู่
เบส ในแต่ละบุคคลจะมีจ านวนซ ้าของชุดเบสดงักล่าวแตกต่างกนั ท าให้เกิดเป็นลกัษณะที่
จ าเพาะในแต่ละบุคคลที่สามารถน ามาใช้ระบุบุคคลเพื่อเชื่อมโยงสู่ตัวผู้กระท าความผิดได้ 
(Butler, 2006)  ในปจัจุบันส านักงานสอบสวนกลางแห่งสหรัฐอเมริกา (Federal Bureau of 
Investigation, FBI) ไดก้ าหนดระบบ Combined DNA Index System (CODIS) ทีป่ระกอบดว้ย
ต าแหน่ง STR เป้าหมายทัง้สิน้ 20 ต าแหน่งเพื่อใชเ้ป็นมาตรฐานในการตรวจพสิูจน์เอกลกัษณ์
บุคคลในประเทศสหรฐัอเมรกิา (Hares, 2012a, 2012b) ซึ่งต่อมาหลายประเทศทัว่โลกรวมทัง้
ประเทศไทยกย็ดึถือระบบดงักล่าวเป็นมาตรฐานในการพสิจูน์เอกลกัษณ์บุคคลภายในประเทศ
ดว้ยเช่นกนั (Butler, 2012; Hares, 2012b) 

กระบวนการตรวจพสิูจน์ดีเอน็เอเพื่อระบุบุคคลนัน้ประกอบไปด้วยการเกบ็วตัถุ-
พยานชวีภาพจากสถานทีเ่กดิเหตุ การสกดัดเีอน็เอ การหาปรมิาณดเีอน็เอดว้ยวธิกีารเรยีลไทม์ 
(Real-time PCR) การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอต าแหน่ง STR เป้าหมายและการตรวจสอบดเีอน็เอที่
เพิม่ปรมิาณขึน้ดว้ยเทคนิคแคพลิลารอีเิลก็โทรโฟรซีสิ (Capillary electrophoresis) ในปจัจุบนัมี
การพฒันาชุดน ้ายาส าเรจ็รปูทางการค้าจ านวนมากเพื่อใชใ้นแต่ละขัน้ตอนของการตรวจพสิจูน์  
ดเีอน็เอรวมถึงข ัน้ตอนการเพิม่ปรมิาณต าแหน่งดเีอน็เอเป้าหมาย  ทัง้นี้กเ็พื่อเป็นการควบคุม
มาตรฐานเป็นประโยชน์ในการสรา้งฐานขอ้มลูดเีอน็เอและแลกเปลีย่นขอ้มลูดเีอน็เอระหวา่งพืน้ที่
ท ัง้ภายในและระหวา่งประเทศส าหรบัชุดน ้ายาทางการคา้เพื่อการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมาย
นัน้ได้มกีารพฒันาคุณภาพอย่างต่อเนื่องเพื่อเพิม่ประสทิธภิาพที่ดใีนการน าไปใช้ตรวจพสิูจน์
วตัถุพยานชีวภาพที่มีปริมาณน้อยมาก เสื่อมสภาพหรือมีอายุมากซึ่งมักพบบ่อยในงาน         
นิติวทิยาศาสตร์ (Butler, 2006) โดยมีการเติมสารเคมีบางชนิดในสารละลายพซีีอาร์ (PCR 
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buffer) หรือพฒันาเอ็นไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) ให้ทนทานต่อตวัยบัย ัง้
ปฏิกิริยาพีซีอาร์มากขึ้น ท าให้เพิ่มโอกาสในการได้ดีเอ็นเอที่สมบูรณ์จากวัตถุพยานที่
เสื่อมสภาพมากขึน้ด้วย (Myers et al., 2012) นอกจากนี้ชุดน ้ายาส าเรจ็รูปชุดใหม่ๆ จะมกีาร
เพิม่ต าแหน่ง STR  เป้าหมายเพื่อเพิม่ขดีความสามารถหรอืความน่าเชื่อถอืในการจ าแนกบุคคล 
(Discrimination power) (Butler, 2005) ตวัอย่างชุดน ้ายาส าเร็จรูปในปจัจุบนั ได้แก่ ชุดน ้ายา 
Identifiler® Plus, NGM® และ GlobalFiler® จากบรษิทั Applied Biosystems (Foster City, CA); 
PowerPlex® ESX/ESI 17 แล ะ  PowerPlex® Fusion จากบริษัท  Promega Corporation 
(Madison, WI); ESSplex และ IDplex Plus จากบรษิทั Qiagen (Hilden, Germany) (Barbaro 
et al., 2011; Ensenberger et al., 2010; Flores et al., 2014; Hill et al., 2011; McLaren et al., 
2014; Thanakiatkrai and Kitpipit, 2013; Tucker et al., 2011) 

ชุดน ้ ายาทางการค้า AmpFlSTR® Identifiler® Plus เป็นชุดน ้ ายาเพิ่มปริมาณ         
ดเีอ็นเอที่ผลติและจ าหน่ายขึ้นในปี ค.ศ. 2010 เป็นชุดน ้ายาหลกัที่ส านักงานพสิูจน์หลกัฐาน
ต ารวจ ส านกังานต ารวจแห่งชาต ิและสถาบนันิตวิทิยาศาสตร ์กระทรวงยตุิธรรม เลอืกใชใ้นการ
ตรวจพสิจูน์ ดเีอน็เอโดยใช้เพิม่ปรมิาณ STR เป้าหมายจ านวน 15 ต าแหน่ง ได้แก่ D8S1179  
D21S11  D7S820  CSF1PO  D3S1358  TH01  D13S317  D16S539  D2S1338  D19S433  
vWA  TPOX  D18S51  D5S818  FGA และต าแหน่งระบุเพศบนยนี Amelogenin (Biosystems, 
2012; Thanakiatkrai and Kitpipit, 2013)  ชุดน ้ายาดงักล่าวไดถู้กน ามาตรวจพสิจูน์ดเีอน็เอจาก
วตัถุพยานทางชีวภาพมากกว่า 42,000 รายการต่อปี (ข้อมูลจากการสื่อสารส่วนตวักบัทาง
เจา้หน้าทีข่องส านกังานต ารวจแห่งชาต)ิ คดิเป็นจ านวนเงนิกวา่ 50.4 ลา้นบาทต่อปีงบประมาณ 
(Central Institute for Forensic Science, 2014) และในต่อมาเมื่อปี ค.ศ. 2012 บรษิทั Qiagen 
ไดผ้ลติชุดน ้ายาส าเรจ็รปูชื่อวา่ Qiagen® Investigator IDplex Plus ซึ่งใชเ้พิม่ปรมิาณดเีอน็เอที่
ต าแหน่งเป้าหมายเหมอืนกบัชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ทุกต าแหน่ง (Odriozola 
et al., 2013; Thanakiatkrai and Kitpipit, 2013) ทางผู้ผลติได้รายงานผลการทดสอบชุดน ้ายา
ดงักล่าวว่าสามารถตรวจพิสูจน์วตัถุพยานทางนิตวิทิยาศาสตร์หลากหลายประเภทได้อย่างมี
ประสิทธภิาพมีความคงทนสูงต่อตวัยบัย ัง้กระบวนการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ มคีวามไวในการ
วเิคราะห์สูง รวมทัง้ใชเ้วลาในการตรวจพสิูจน์น้อยกวา่ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus 
(Builes et al., 2011) นอกจากนี้ค่าใช้จ่ายในการตรวจพิสูจน์ดเีอน็เอด้วยชุดน ้ายาดงักล่าวยงั
น้อยกว่าชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ถึง 350 บาท ต่อหนึ่งตวัอย่าง ซึ่งอาจท าให้
ประหยดังบประมาณได้มากกว่า 18 ล้านบาทต่อปีและลดเวลาในการตรวจวเิคราะห์ได้มาก 
อย่างไรกต็าม การตดัสนิใจเปลี่ยนชุดน ้ายาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป็นเรื่องที่ต้องศกึษาให้ถี่ถ้วน 
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ทัง้ในดา้นประสทิธภิาพของชุดน ้ายา ความไวในการวเิคราะห ์การศกึษาความคงทนต่อตวัยบัย ัง้
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ ความสอดคล้องของผลดีเอ็นเอ (STR Concordance) ความซับซ้อนของ
กระบวนการด าเนินงาน เป็นตน้ (Hill et al., 2011; Melo et al, 2014; Tvedebrink et al., 2012) 
ทัง้นี้เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงดงักล่าวอาจส่งผลกระทบต่อขัน้ตอนการปฏิบตังิานมาตรฐาน 
(Standard operating protocols) ภายในองค์กรและมีผลกระทบต่อรูปคดีและการพิจารณา      
คดคีวามในกระบวนการยตุธิรรมได ้

อย่างไรกต็ามยงัไม่มรีายงานการศกึษาเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพระหว่างชุดน ้ายา 
AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus ซึ่งเป็นที่สนใจของ
หน่วยงานภาครฐัในประเทศไทย โดยเฉพาะอยา่งยิง่การศกึษาในวตัถุพยานชวีภาพจากคดจีรงิ 
ดงันัน้งานวจิยัชิน้นี้จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของชุดน ้ายาทัง้สองใน
ทุกด้านที่กล่าวมาขา้งต้น  โดยใช้ตวัอย่างดเีอน็เอมาตรฐานเป็นตวัอย่างควบคุมและตวัอย่าง
วตัถุพยานจรงิหลากหลายประเภททีพ่บบ่อยในงานนิตวิทิยาศาสตร ์ โดยศกึษาเปรยีบเทยีบจาก
พารามิเตอร์ที่ส าคญัในการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอ ได้แก่ peak heights, percent profile, intra-
locus balance, inter-locus balance, stutter ratio, allelic drop-in, allelic drop-out และ  STR 
concordance  เป็นตน้ (Butler, 2011)
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1.2 วตัถปุระสงค ์

งานวจิยันี้จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาและเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการตรวจพสิจูน์
ดเีอ็นเอด้วยชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus กบั QIAGEN® Investigator IDplex Plus  
โดยใชต้วัอย่างควบคุม (DNA control) และทดสอบกบัตวัอย่างวตัถุพยานชวีภาพในคดจีรงิท า
การทดสอบความไวในการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอที่ปรมิาณต่างๆ และศึกษาความคงทนต่อตวั
ยบัย ัง้ปฏกิริยิาพซีอีารจ์ านวน 3 ชนิดไดแ้ก่ ฮวิมคิแอซดิ (Humic acid) เฮมาตนิ (Hematin) และ
แคลเซียม (Ca2+) (Faber et al, 2013; Mulero et al., 2008; Opel et al., 2010; Wang et al., 
2012) โดยพจิารณาจากพารามเิตอรท์างนิตวิทิยาศาสตร์ทีเ่กีย่วขอ้งทัง้หมดจ านวน 7 ประเภท 
ได้ แก่  Peak heights, Percent profiles, Intra-locus balance, Inter-locus balance, Stutter 
ratio, Allelic drop-in และ Allelic drop-out 
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1.3 ผลการศึกษาวิจยั 

1.3.1 ผลการศึกษาความไววิเคราะห ์(Sensitivity study) 

ในการพจิารณาประสทิธภิาพของชุดน ้ายาส าเรจ็รปูส าหรบัการจดัท าลายพมิพ ์STR 
นัน้ ความไววเิคราะหเ์ป็นหนึ่งในคุณสมบตัสิ าคญัซึง่แสดงปรมิาณดเีอน็เอตัง้ตน้ทีน้่อยทีสุ่ดทีชุ่ด
น ้ายาจะสามารถเพิม่ปรมิาณและให้ผลลายพมิพ์ STR ที่สมบูรณ์และไม่เกดิพคีแปลกปลอมที่
อาจรบกวนต่อการแปลผล (Artefact) โดยในงานวิจยันี้ ได้ท าการศึกษาเปรียบเทียบความ       
ไววเิคราะห์โดยเจอืจางตวัอย่างดเีอน็เอควบคุมสองชนิดได้แก่  9947A และ 9948 ใหไ้ด้ความ
เข้มข้น 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 พิโคกรัมต่อไมโครลิตร โดยท าการศึกษาชุดการ
ทดลองละ 4 ซ ้า รวมทัง้หมด 20 ตวัอยา่ง จากนัน้เปรยีบเทยีบคุณภาพลายพมิพ์ STR ที่ได้รบั
ในแต่ละตวัอยา่งทีใ่ชป้รมิาณดเีอน็เอตัง้ต้นเท่ากนั จากชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus 
และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus โดยพารามเิตอรท์ีว่ดัในการศกึษานี้ไดแ้ก่ ค่าความสงู
ของพีคหรืออลัลีล (Peak height) มีหน่วยเป็น RFUs (Relative fluorescence units) บอกถึง
ปรมิาณของการเรอืงแสงซึง่สมัพนัธก์บัปรมิาณผลติภณัฑพ์ซีอีารเ์ป้าหมาย (Butler, 2005) 

ผลการศกึษาเปรยีบเทยีบความไววเิคราะหร์ะหวา่งชุดน ้ายาทัง้สองแสดงในแผนภูมิ
ที ่1 ทัง้นี้ค่าเฉลีย่ความสงูของอลัลลีในแต่ละปรมิาณดเีอน็เอตัง้ตน้ระหวา่งชุดน ้ายา AmpFlSTR® 
Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus แสดงผลตามล าดับดังนี้ คือ ที่
ปริมาณดีเอ็นเอ 500 พิโคกรมั ความสูงเฉลี่ยของอลัลีลเท่ากบั 1,432 และ 2,606 RFUs ที่
ปรมิาณดเีอน็เอ 250 พโิคกรมั ค่าเฉลีย่ความสงูของอลัลลีเท่ากบั 689 และ 1498 RFUs ปรมิาณ
ดเีอน็เอ 125 พโิคกรมั ค่าเฉลีย่ความสงูของอลัลลีเท่ากบั 360 และ 807 RFUs ปรมิาณดเีอน็เอ 
62.5 พโิคกรมัค่าเฉลี่ยความสูงของอลัลีลเท่ากบั 208 และ 452 RFUs และที่ปริมาณดีเอ็นเอ 
31.25 พิโคกรมั ค่าเฉลี่ยความสูงของอลัลีลเท่ากบั 123 และ 203 RFUs ซึ่งพบว่าชุดน ้ายา 
QIAGEN®Investigator IDplex Plus ให้ลายพมิพ์ STR ที่มีค่าเฉลี่ยความสูงของอลัลลีสูงกว่า
เป็นเท่าตวัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในทุกๆปรมิาณดเีอน็เอ
ตัง้ตน้ 
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แผนภมิูท่ี  1 แสดงผลการเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ความสงูของอลัลลี ระหวา่งชุดน ้ายา
AmpFLlSTR® Identifiler® Plus (สฟ้ีา) และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus (สชีมพ)ู    
ในแต่ละปรมิาณดเีอน็เอตัง้ตน้ในช่วง 31.25 - 500 พโิคกรมั (n=20) 

นอกจากค่าความสูงของอัลลีลแล้วการศึกษาคุณภาพของลายพิมพ์ STR ก็มี
ความส าคญัเช่นกนั ในการศกึษานี้จะใช้ค่าเปอรเ์ซน็ตโ์พรไฟลซ์ึง่แสดงถึงรอ้ยละจ านวนอลัลลีที่
ตรวจวดัได้ในแต่ละลายพมิพ์ STR ทัง้นี้เนื่องด้วยชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ 
QIAGEN® Investigator IDplex Plus เป็นชุดน ้ายาที่ตรวจพิสูจน์ STR จ านวน 15 ต าแหน่ง
เช่นเดยีวกนั นัน่หมายถึงในแต่ละลายพมิพ์ STR สามารถตรวจพบอลัลลี ได้สูงสุดจ านวน 32 
อลัลลี หรอืเทยีบเท่ากบัเปอรเ์ซน็ตโ์พรไฟล ์100 เปอรเ์ซน็ต ์(Full profile) ในกรณีตรวจวดั STR 
ได้ไม่ครบทุกต าแหน่ง หรอื มอีลัลลีในบางต าแหน่งหายไปหรอืเกดิ Allelic dropout กลายเป็น
ลายพิมพ์ STR ที่ไม่สมบูรณ์ (Partial profile) จะส่งผลให้เปอร์เซ็นต์โพรไฟล์ต ่ากว่า  100 
เปอร์เซน็ต์ จากผลการทดลองเปรยีบเทยีบเปอร์เซน็ต์โพรไฟล์ในแต่ละปรมิาณดเีอน็เอตัง้ต้น
ของชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus พบวา่ที่
ปรมิาณดเีอน็เอตัง้ต้น 250 - 500 พโิคกรมั สามารถตรวจวดัเปอรเ์ซนต์โพรไฟลข์องทัง้สองชุด
น ้ายาเท่ากบั 100 เปอรเ์ซน็ต ์ในขณะทีป่รมิาณดเีอน็เอ 62.5-125  พโิคกรมั ชุดน ้ายา QIAGEN® 
Investigator IDplex Plus สามารถตรวจวดัอลัลลีได้ครบทัง้ 32 อลัลลี คดิเป็น 100 เปอร์เซน็ต์ 
ในขณะที่ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus สามารถตรวจวดัอลัลลีได้ 31 อลัลลี คดิเป็น
เปอร์เซ็นต์โพรไฟล์เท่ากบั 97 เปอร์เซน็ต์ และที่ปรมิาณดีเอน็เอ 31.25 พโิคกรมั ทัง้สองชุด
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น ้ายาให้ผลเป็นโพรไฟล์ที่ไม่สมบูรณ์ นัน่คอืตรวจวดัได้ 29 อลัลลี คดิเป็น 91 เปอร์เซน็ต์ ดงั
แสดงในแผนภมูทิี ่2 

 
 

แผนภมิูท่ี  2 แสดงผลการเปรยีบเทยีบเปอรเ์ซน็โพรไฟล ์ระหวา่งชุดน ้ายา AmpFlSTR® 
Identifiler® Plus (สฟ้ีา) และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus (สชีมพ)ู ทีป่รมิาณดเีอน็เอ
ตัง้ตน้ 5 ความเขม้ขน้ คอื 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 พโิคกรมั (n=20) 
 

1.3.2 ความสมดลุของพีคระหว่างต าแหน่งในลายพิมพ ์STR (Intra-locus balance) 

ความสมดุลของอลัลลี หรอื Intra-locus balance เป็นอตัราส่วนความสูงของอลัลลี
ระหว่างสองอลัลลีในต าแหน่ง STR เดยีวกนั ค านวณได้จากความสูงของอลัลลีที่มคี่ามากจาก 
อลัลลีหนึ่งหารดว้ยความสูงของอลัลลีจากอกีอลัลลี ดงันัน้ส าหรบัต าแหน่งทีเ่ป็น Heterozygous 
จะมีค่า Intra-locus balance  สูงสุดเท่ากับ 1 ซึ่งหมายถึงอัลลีลทัง้สองของอัลลีลใน STR 
ต าแหน่งเดียวกนัมคีวามสูงเท่ากนั (Debernardi et al., 2011) การศกึษานี้ท าการทดลองโดย
เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอและจดัท าลายพมิพ์ STR ที่ความเขม้ขน้ 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 
พิโคกรัม ด้วยชุดน ้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และชุดน ้ ายา QIAGEN® Investigator 
IDplex Plus จากนัน้เปรยีบเทยีบความสงูของอลัลลีระหวา่งต าแหน่ง STR ในโพรไฟลเ์ดยีวกนั 

ผลการศึกษาเปรียบเทียบอตัราส่วนความสูงของอลัลีลในแต่ละต าแหน่ง STR 
(Intra-locus balance) ระหว่างชุดน ้ายาทัง้สองแสดงในแผนภมูทิี่ 3 เมื่อเปรยีบเทยีบอตัราส่วน
ความสงูของสองอลัลลีในแต่ละต าแหน่ง (Heterozygous alleles) ระหวา่งชุดน ้ายา AmpFlSTR® 
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Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus พบวา่มคี่าใกลเ้คยีงกนัมากอกีทัง้ยงั
มแีนวโน้มที่เหมือนกนัคือเมื่อปริมาณดีเอ็นเอตัง้ต้นน้อยลง Intra-locus balance ทัง้สองชุด
น ้ายามีแนวโน้มลดลงด้วย โดยที่ปริมาณดเีอน็เอตัง้ต้น 500 พโิคกรมั ชุดน ้ายา AmpFlSTR® 
Identifiler® Plus และชุดน ้ ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีค่าเฉลี่ย Intra-locus 
balance ที่เท่ากนั คือ 0.91 ส าหรบัที่ปริมาณดเีอน็เอ 250 พโิคกรมัมีค่า Intra-locus balance 
เท่ากบั 0.91 และ 0.86 ตามล าดบั ที่ปริมาณ ดีเอ็นเอ 125 พิโคกรมั มีค่าเฉลี่ย Intra-locus 
balance เท่ากบั 0.79 และ 0.82 ทีป่รมิาณดเีอน็เอ 62.5 พโิคกรมั เท่ากบั 0.76 และ 0.74 และที่
ปรมิาณดเีอน็เอ 31.25 พโิคกรมั ค่าเฉลีย่น้อยทีสุ่ด คอื 0.71 และ 0.80 ตามล าดบั 

  

 

แผนภมิูท่ี  3 แสดงผลการศกึษาค่า Intra-locus balance ทีป่รมิาณดเีอน็เอตัง้ตน้ 500 – 31.25    
พโิคกรมั โดยเปรยีบเทยีบระหวา่ง ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus (สฟ้ีา) และ 
QIAGEN® Investigator IDplex Plus (สชีมพ)ู 
 

1.3.3 ความสมดลุความสงูของอลัลีลระหว่างต าแหน่ง STR (Inter-locus balance) 

Inter-locus balance คืออัตราส่วนของความสูงของอัลลีลต าแหน่ง STR หนึ่ ง
เปรยีบเทยีบกบัต าแหน่งอื่นๆในลายพมิพ์ดเีอน็เอเดยีวกนัซึง่ควรมคี่าทีใ่กลเ้คยีงกนั สามารถบ่ง
บอกถงึประสทิธภิาพของมลัตเิพลก็ซพ์ซีอีารแ์ละความเหมาะสมของปรมิาณดเีอน็เอในปฏกิริยิา 
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ในการศกึษา Inter-locus balance ได้ท าการเพิม่ปริมาณดเีอน็เอด้วยตวัอย่างดเีอ็นเอควบคุม
โดยใช้ความเขม้ขน้ในช่วง 500 – 31.25 พโิคกรมั แล้วน าขอ้มูลความสูงของอลัลลีมาค านวณ
ทางสถิติและเปรียบเทียบขอ้มูลตามวธิีการซึ่งศึกษาและรายงานโดย Tvedebrink และคณะ 
(Tvedebrink et al., 2012) ทัง้นี้ค่า Inter-locus balance ทีด่จีะตอ้งมคี่าเขา้ใกล้ศนูยห์รอืเท่ากบั
ศนูยน์ัน่หมายถงึ ค่าความสงูของอลัลลีในต าแหน่ง STR นัน้ๆ มคี่าเท่ากบัค่าเฉลีย่ของความสูง
ของพคีในลายพมิพน์ัน้ๆ (Tvedebrink et al., 2012) 

ผลการศกึษาเปรยีบเทยีบ Inter-locus balance ระหว่างชุดน ้ายาทัง้สองพบว่าชุด
น ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus มีความสมดุลของค่าความสูงของอลัลลีระหว่างต าแหน่ง 
STR ทีด่กีวา่ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ดงัแสดงในแผนภมูทิี่ 4 ซึ่งจากผล
การศกึษาเรยีงตามฉลากสีโดยชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ได้แก่ FAM (สนี ้าเงนิ) 
VIC (สเีขยีว) NED (สดี า) และ PET (สแีดง) พบวา่ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ให้
ค่า Inter-locus balance ที่ใกล้เคียงกนั ในขณะที่ข้อมูลจากชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator 
IDplex Plus ไดแ้ก่ส ี6-FAM™ (สนี ้าเงนิ) BTG (สเีขยีว) BTY (สเีหลอืง) และ BTR (สแีดง) มคี่า
ดงักล่าวที่แตกต่างกนัมากกว่า โดยต าแหน่ง STR ที่มขีนาดใหญ่จะมคี่า Inter-locus balance 
สงูกวา่ต าแหน่ง STR ทีม่ขีนาดเลก็ 

 

แผนภมิูท่ี  4 แสดงผลการศกึษาค่า Inter-locus balance เรยีงตามฉลากสแีละขนาดของ
ผลติภณัฑพ์ซีอีารข์องชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus (รปูบน) และ QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus (รปูล่าง) 
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1.3.4 ความคงทนต่อตวัยบัยัง้กระบวนการพีซีอาร ์(Inhibitor tolerance study) 

ในการศกึษาเปรยีบเทยีบความคงทนต่อตวัยบัย ัง้ปฎิกริยิาพซีอีารร์ะหวา่งชุดน ้ายา 
AmpFlSTR® Identifiler® Plus กบั QIAGEN® Investigator IDplex Plus ท าโดยการเตมิตวัยบัย ัง้
กระบวนการพีซอีาร์ 3 ชนิด ที่พบบ่อยในวตัถุพยานทางชีวภาพได้แก่ ฮิวมคิแอซิด (Humic 
acid) เฮมาตนิ (Hematin) และแคลเซยีม (CaCl2) ลงในสารละลายพซีอีารซ์ึ่งมดีเีอน็เอควบคุม
ปริมาณ 500 พโิคกรมั โดยในแต่ละหลอดทดลองนัน้ได้เติมตวัยบัย ัง้กระบวนการพีซอีาร์ใน
ปรมิาณทีแ่ตกต่างกนัซึง่เป็นช่วงปรมิาณของสารที่พบในหลกัฐานทางนิตวิทิยาศาสตร ์ทัง้นี้การ
ทดลองนี้ได้เติมฮวิมิคแอซิดความเข้มขน้ที่ 75, 150 และ 225 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร เติม     
เฮมาตนิทีค่วามเขม้ขน้ 300, 600 และ 900 ไมโครโมลาร ์และแคลเซยีมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 1, 
2 และ 3 มลิลโิมลาร์ หลงัจากนัน้น าตวัอย่างเขา้สู่ข ัน้ตอนการเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพ์    
ดเีอน็เอดว้ยชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus 
และเปรยีบเทยีบขอ้มูลจากลายพมิพ์ STR ที่ได้ระหว่างชุดน ้ายาทัง้สองชนิด ในด้านความสูง
ของอลัลลีเฉลีย่และความสมบรูณ์ของลายพมิพ ์STR 

ผลการศกึษาส าหรบัชุดการทดลองเตมิแคลเซยีม พบว่าการเตมิแคลเซยีมคลอไรด์
ลงไปในสารละลายพซีอีาร์ปรมิาณ 1 มลิลโิมลาร ์ไม่พบความแตกต่างกนัของคุณภาพลายพมิพ์ 
STR ระหวา่งชุดน ้ายาทัง้สอง ซึง่ไดผ้ลลายพมิพ์ STR ทีส่มบรูณ์ครบทุกต าแหน่งเช่นเดยีวกนั
กบัตวัอยา่งควบคุมบวกที่ไม่ไดเ้ตมิแคลเซยีมคลอไรด์ และเมื่อปรมิาณแคลเซยีมในสารละลาย
พซีอีารเ์พิม่ขึน้พบวา่ส่งผลใหจ้ านวนอลัลลีทีต่รวจวดัไดล้ดลงในทัง้สองชุดน ้ายาเมื่อเปรยีบเทยีบ
เปอร์เซน็ตโ์พรไฟล์ที่ปรมิาณแคลเซยีมเท่ากนัระหวา่งชุดน ้ายาทัง้สองพบความแตกต่างกนัคอื 
ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus สามารถตรวจวดัอลัลลีได้จ านวนมากกว่าอกีชุด
หนึ่ง โดยที่ปริมาณแคลเซียม 2 มิลลิโมลาร์ พบว่าชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus 
สามารถตรวจวดัจ านวนอลัลีลเฉลี่ยได้ 11 อลัลลี ในขณะที่ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator 
IDplex Plus ตรวจวดัจ านวนอลัลลีเฉลี่ยได้ 21.5 อลัลลี และที่ปรมิาณแคลเซยีม 3 มลิลโิมลาร์ 
ชุดน ้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus ตรวจวัด
จ านวนอลัลีลเฉลี่ยได้ 5.5 และ 15.5 อลัลลีตามล าดบั อกีทัง้ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator 
IDplex Plus ใหค้่าเฉลี่ยความสงูของอลัลลีทีส่งูกว่าชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus นัน่
แสดงใหเ้หน็วา่ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ในทุกชุดการทดลองทัง้สามทีเ่ตมิ
แคลเซียมลงไปในสารละลายพีซีอาร์ในช่วง 1 – 3 มิลลิโมลาร์ มีความคงทนต่อการยบัย ัง้
ปฏกิริยิาพซีอีารท์ีด่กีว่า ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus อยา่งไรกต็ามค่าเฉลีย่ความสูง
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ของพคีทัง้สองชุดน ้ายามแีนวโน้มลดลงเหมอืนกนัเมื่อปรมิาณแคลเซยีมในสารละลายพซีอีาร์
ผสมเพิม่ขึน้ ดงัแสดงในแผนภมูทิี ่5 
 

 
แผนภมิูท่ี  5 แสดงการเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ความสงูของอลัลลีและเปอรเ์ซน็ตโ์พรไฟล ์ระหวา่ง
ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus (สฟ้ีา) และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus       
(สชีมพ)ู ทีม่กีารเตมิแคลเซยีมความเขม้ขน้ในช่วง 1 – 3 มลิลโิมลาร ์ในปฎกิริยิาพซีอีาร ์

ผลการศกึษาความคงทนต่อฮิวมิคแอซิดในกระบวนการพีซีอาร์ พบว่าสามารถ
ตรวจวดัอลัลีลได้ครบสมบูรณ์ทุกต าแหน่งในทุกความเขม้ข้นของฮิวมคิแอซดิเมื่อใช้ชุดน ้ายา 
AmpFlSTR® Identifiler® Plus แต่ส าหรบัผลจากชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus 
นัน้ให้ผลลายพิมพ์ STR ที่สมบูรณ์ในตวัอย่างฮิวมิคแอซิดความเข้มข้น 150 นาโนกรมัต่อ
ไมโครลิตรเท่านัน้ ส่วนในตวัอย่างที่มีฮิวมิคแอซิดความเข้มข้น 75 และ 225 นาโนกรมัต่อ
ไมโครลติร พบวา่เกดิ Allelic drop out จ านวน 1 - 2 อลัลลี นอกจากนี้เมื่อเปรยีบเทยีบความสูง
เฉลีย่ของอลัลลี ผลปรากฎวา่ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ใหค้่าเฉลีย่ความสงู
ของอลัลีลที่สูงกว่าชุดน ้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในทุกตวัอย่างความเข้มข้นของ     
ฮวิมคิแอซดิ ดงัแสดงในแผนภมูทิี ่6 
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แผนภมิูท่ี 6 แสดงการเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ความสงูของอลัลลีและเปอรเ์ซน็ตโ์พรไฟล ์ระหวา่ง
ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus (สฟ้ีา) และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus       
(สชีมพ)ู ทีม่กีารเตมิฮวิมคิแอซดิความเขม้ขน้ในช่วง 75 – 225 นาโนกรมัต่อไมโครลติร 

ผลการทดลองเตมิเฮมาตนิในปฎกิริยิาพซีอีาร์พบวา่ไม่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ
ได้จากทุกตัวอย่างความเข้มข้นของเฮมาตินด้วยชุดน ้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus 
ในขณะที่ชุดน ้ ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus สามารถตรวจวดัได้ 1, 25 และ 31    
อลัลลีจากตวัอย่างเฮมาตนิความเขม้ขน้ 300, 600 และ 900 ไมโครโมลาร์ ตามล าดบั ทัง้นี้ผล
การศึกษาแสดงให้เห็นถึงแนวโน้มจ านวนอลัลีลที่ตรวจวดัได้ลดลงเมื่อปริมาณเฮมาตินใน
สารละลายพซีอีาร์เพิม่ขึน้ โดยมคี่าความสงูของอลัลลีสูงสุดเท่ากบั 2,611 RFUs (จากตวัอย่าง
เฮมาตนิความเขม้ขน้ 600 ไมโครโมลาร)์ และค่าความสูงของอลัลลีต ่าที่สุดเท่ากบั 174 RFUs 
(จากตวัอย่างเฮมาตนิความเขม้ขน้ 900 ไมโครโมลาร์) ผลการทดลองในส่วนนี้แสดงให้เหน็ว่า 
ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มปีระสทิธภิาพความคงทนต่อเฮมาตนิที่ดกีว่า
ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus อยา่งชดัเจน 
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แผนภมิูท่ี 7 แสดงการเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ความสงูของอลัลลีและเปอรเ์ซน็ตโ์พรไฟล ์ระหวา่ง
ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus (สนี ้าเงนิ) และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus       
(สแีดง) จากการเตมิ   เฮมาตนิในช่วงความเขม้ขน้ 300 – 900 ไมโครโมลาร ์
 

1.3.5 ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการใช้ชดุน ้ายากบัตวัอย่างวตัถพุยานจริง (Real 

case performance) 

ผู้วจิ ัยได้ท าการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอจากวตัถุพยานจริงในคดีต่างๆทัง้หมด 64 
ตวัอย่าง ซึ่งวตัถุพยานทัง้หมดได้รบัความอนุเคราะห์จากกลุ่มงานชวีวทิยาและดเีอน็เอ  ศูนย์
พสิูจน์หลกัฐาน 10 ส านักงานต ารวจแห่งชาติ โดยใช้ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus 
และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus จากนัน้คดัเลอืกตวัอยา่งที่เป็นโพรไฟลผ์สม (Mixed 
DNA) และตวัอย่างที่มคีวามเขม้ขน้ของดเีอน็เอต ่ากว่า 0.01 นาโนกรมัต่อไมโครลติรออกจาก
การศกึษา ผลการศกึษาลายพมิพ ์STR จากจ านวนตวัอยา่งทีเ่หลอืทัง้หมด 45 ตวัอยา่งแสดงใน
ตารางที่ 1 ซึ่งพบว่าชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus สามารถตรวจวดัได้จ านวนอลัลีล
เฉลี่ย  27.07 อลัลีล ในขณะที่ค่าเฉลี่ยอลัลลีที่ตรวจวดัด้วยชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator 
IDplex Plus มคี่าเท่ากบั 26.44 อลัลลี เมื่อทดสอบความแตกต่างของขอ้มูลดงักล่าวทางสถิติ
พบว่า ข้อมูลทัง้สองชุดไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p> 0.05) จากการ
ค านวณทางสถติดิว้ย Wilcoxon Signed - Rank Test  
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ตารางท่ี 1 แสดงอลัลลีผลการศกึษาเปรยีบเทยีบทีต่รวจวดัไดจ้ากตวัอยา่งวตัถุพยานจรงิ
ทัง้หมด45 ตวัอยา่งระหวา่งชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และ QIAGEN® 
Investigator IDplex Plus   
 

ตวัอย่าง 
ความเข้มข้น 

(ng/uL) 
ปริมาณดีเอน็เอ 

(ng) 
Identifiler 

Plus 
IDplex Plus 

คราบเลอืด 1 1.070 0.50 32 32 
คราบเลอืด 2 61.100 0.50 32 32 
คราบเลอืด 3 0.025 0.13 16 20 
คราบเลอืด 4 0.024 0.12 24 18 
คราบเลอืด 5 0.028 0.14 4 10 
คราบเลอืด 6 0.105 0.50 16 32 
คราบเลอืด 7 12.600 0.50 32 32 
คราบเลอืด  8 15.800 0.50 32 32 
คราบเลอืด 9 19.700 0.50 32 32 
คราบเลอืด 10 8.010 0.50 32 32 
คราบเลอืด 11 0.023 0.12 32 15 
คราบเลอืด 12 0.026 0.13 32 14 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 1 1.240 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 2 60.200 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 3 45.100 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 4 43.000 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 5 96.300 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 6 31.100 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 7 93.600 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 8 2.750 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 9 17.200 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 10 16.700 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 11 9.570 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 12 9.570 0.50 32 32 
เยือ่บุกระพุง้แกม้ 13 11.000 0.50 32 32 
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ตวัอย่าง 
ความเข้มข้น 

(ng/uL) 
ปริมาณดีเอน็เอ 

(ng) 
Identifiler 

Plus 
IDplex Plus 

กน้กรองบุหรี ่1 1.760 0.50 32 30 
กน้กรองบุหรี ่2 0.011 0.06 2 12 
กน้กรองบุหรี ่3 0.025 0.13 16 16 
กน้กรองบุหรี ่4 0.024 0.12 32 32 
กน้กรองบุหรี ่5 0.109 0.50 32 30 
กน้กรองบุหรี ่6 10.500 0.50 32 32 
กน้กรองบุหรี ่7 0.667 0.50 32 32 
เทปพนัสายไฟ 1 0.015 0.08 8 10 
เทปพนัสายไฟ 2 0.262 0.50 32 32 
เทปพนัสายไฟ 3 0.262 0.50 32 32 
เทปพนัสายไฟ 4 0.162 0.50 13 8 
เทปพนัสายไฟ 5 0.022 0.11 13 5 
ผม 5.630 0.50 32 32 
เสือ้ผา้ 10.100 0.50 31 32 
กา้นส าล ี1 5.520 0.50 32 32 
กา้นส าล ี2 0.011 0.05 12 23 
กา้นส าล ี3 0.011 0.05 28 8 
กา้นส าล ี4 0.057 0.29 22 18 
กา้นส าล ี5 0.121 0.50 32 29 
เทปกาวเหนียว 1 0.050 0.25 21 28 
เฉล่ีย (SD) 13.14 (23.6) 0.37 (0.19) 27.07 (8.73) 26.44 (8.76) 

 

1.3.6 ความไม่สอดคล้องของลายพิมพ ์STR (Non-concordance study) 

การศกึษานี้มวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาความไม่สอดคล้องกนัของอลัลลีที่ปรากฏใน 
ลายพิมพ์ STR (Non-concordance study) ที่เพิม่ปริมาณดีเอน็เอด้วยชุดน ้ายา AmpFlSTR® 
Identifiler® Plus และ ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus โดยใช้ตวัอย่างที่ตรวจวดั
ได้จากวตัถุพยานจรงิจ านวน 64 ตวัอย่างทัง้หมด 726 อลัลลี ผลการศกึษาพบว่ามกีารรายงาน
ผลอลัลลีไม่สอดคล้องกนัระหว่างชุดน ้ายาทัง้สองจ านวน 2 อลัลลี คดิเป็น 0.275 เปอร์เซ็นต์ 
โดยอลัลีลดงักล่าวมาจากต าแหน่ง TPOX ซึ่งชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ให้ผล     
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จโีนไทป์เป็นอลัลลี 7 และ 10 มคีวามสงูของอลัลลี 1104 และ 1262 RFUs ตามล าดบั ในขณะที่
ขอ้มูลจากชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ให้ผลจโีนไทป์เป็น 8 และ 11 มคีวาม
สูงของอัลลีล 2623 และ 2855 RFUs ตามล าดับ จากการสังเกตพบว่าอัลลีลจากชุดน ้ ายา 
AmpFlSTR® Identifiler® Plus มกีารเลื่อนขยบัไปทางขวาของช่อง bin ดงัแสดงในภาพที ่1 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงความไม่สอดคลอ้งของอลัลลีในต าแหน่ง TPOX ของชุดน ้ายา Identifiler® Plus 
(ดา้นบน) และอลัลลีจากชุดน ้ายา IDplex Plus (ดา้นล่าง) ของตวัอยา่งเลอืดหมายเลข 2475 
 

1.3.7 การเกิดพีคสตตัเตอร ์

การศกึษานี้มวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาอตัราส่วนความสูงของพคีสตตัเตอร ์ซึ่งคอืพคี
เลก็ๆทีป่รากฎในต าแหน่งก่อนหน้าอลัลลีจรงิ 4 คู่เบสและมคีวามสงูไม่เกนิ 15 เปอร์เซนตข์อง
ความสูงของอลัลลีจรงิ โดยศกึษาจากวตัถุพยานจรงิ 45 ตวัอย่างดงัแสดงในตารางที่ 1 จากนัน้
น ามาจัดท าลายพิมพ์ STR ด้วยชุดน ้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และ QIAGEN® 
Investigator IDplex Plus  และค านวณอตัราส่วนของพคีสตตัเตอร์ได้โดยน าความสูงของพีค
สตตัเตอร์หารด้วยความสูงของอลัลลีจรงิ โดยงานวจิยันี้ได้จดัรูปแบบขอ้มูลแยกตามต าแหน่ง  
STR  ดงัแสดงในแผนภมูทิี ่9 

10 7 

8 11 
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ผลการศึกษาพบว่าชุดน ้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และ QIAGEN® 
Investigator IDplex Plus มีค่ากลางของอัตราส่วนของพีคสตตัเตอร์ที่ใกล้เคียงกันมากเมื่อ
เปรยีบเทยีบกนัในแต่ละต าแหน่ง STR ซึ่งอยู่ในช่วง 0.0 ถึง 0.1 อตัราส่วนดงักล่าวเป็นค่าอยู่
ในช่วงทีเ่หมาะสม ซึง่ตอ้งไม่เกนิ 0.15 (Balding and Buckleton, 2009) 

  

แผนภมิูท่ี 8 แสดงอตัราส่วนความสงูของพคีสตตัเตอรใ์นลายพมิพ ์STR 15 ต าแหน่ง สฟ้ีาคอื
อตัราส่วนความสงูของพคีสตตัเตอรจ์ากชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และชมพแูสดง
อตัราส่วนความสงูของพคีสตตัเตอรข์องชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus (n=45) 

นอกจากนี้งานวจิยันี้ยงัไดศ้กึษาผลของปรมิาณดเีอน็เอตัง้ตน้ต่ออตัราส่วนความสูง
ของพคีสตตัเตอร ์โดยค านวณสดัส่วนของความสูงของสตตัเตอรก์บัความสูงของอลัลลีจรงิและ
เปรยีบเทยีบอตัราส่วนนี้ระหว่างทัง้สองชุดน ้ายาโดยใช้ตวัอย่างดีเอ็นเอควบคุม 9947A และ 
9948  ทีป่รมิาณดเีอน็เอตัง้ตน้ต่างกนัในช่วง 31.25 – 500 พโิคกรมั ผลการศกึษาพบวา่สดัส่วน
ความสูงของพคีสตตัเตอร์ระหว่างชุดน ้ายาทัง้สองมีความใกล้เคียงกนัจากในแต่ละตวัอย่าง
ปริมาณดีเอ็นเอตัง้ต้นที่เท่ากัน ชุดน ้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus มีอัตราส่วนของ
สตตัเตอรอ์ยูใ่นช่วง 6 – 11 เปอร์เซน็ต ์และ ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus อยู่
ในช่วง 7 – 9 เปอร์เซน็ต ์ความสูงของพคีสตตัเตอรจ์ากชุดน ้ายาทัง้สองชุดเพิม่ขึน้เมื่อปรมิาณ  
ดีเอ็นเอตัง้ต้นในการเพิ่มปริมาณน้อยลง (แผนภูมิที่ 10) และเมื่อเปรียบเทียบค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานพบวา่ ในช่วงความเขม้ขน้ 62.5 – 500 พโิคกรมัของทัง้สองชุดน ้ายามคีวามใกลเ้คยีง
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กนั  แต่พบความแตกต่างกนัมากในตวัอยา่งทีม่ปีรมิาณดเีอน็เอ 31.25 พโิคกรมั นัน่คอืชุดน ้ายา 
AmpFlSTR® Identifiler® Plus มีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 0.12 ในขณะที่ ชุดน ้ ายา 
QIAGEN® Investigator IDplex Plus มคี่าเบี่ยงเบนมาตรฐานแค่เพยีง 0.04 แต่อย่างไรก็ตาม 
ผลการศกึษาแสดงให้เห็นถึงอตัตราส่วนความสูงของพคีสตตัเตอร์ของชุดน ้ายาทัง้สองยงัอยู่
ในช่วงทีเ่หมาะสม คอืต ่ากวา่ 15% ของอลัลลีจรงิ ตามขอ้ก าหนดส าหรบังานทางนิตวิทิยาศาสตร ์
(Brookes et al., 2012) 

  

แผนภมิูท่ี 9 แสดงค่าเฉลีย่อตัราส่วนความสงูของพคีสตตัเตอรจ์ากตวัอยา่งดเีอน็เอคุมทีม่ี
ปรมิาณตัง้ตน้อยูใ่นช่วง 500 – 31.25 พโิคกรมั สฟ้ีาแสดงอตัราส่วนความสงูพคีสตตัเตอรข์อง
ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และชมพแูสดงอตัราส่วนความสงูของพคีสตตัเตอรข์อง
ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus
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1.4 วิจารณ์ผลการศึกษา 

ลายพมิพ ์STR ทีด่ทีีส่ามารถน าไปใชใ้นงานนิตวิทิยาศาสตรแ์ละมผีลทางกฎหมาย
ได้นัน้จะต้องมาจากกระบวนการทางวทิยาศาสตร์ที่ถูกต้องและมกีารควบคุมให้เป็นไปตาม
มาตรฐาน เริม่ตัง้แต่ข ัน้ตอนการเกบ็วตัถุพยาน การครอบครองวตัถุพยาน การดแูลรกัษาวตัถุ-
พยาน และเขา้สู่กระบวนการทางวทิยาศาสตรใ์นห้องปฏบิตักิารและการแปลผล โดยทุกข ัน้ตอน
จะต้องมกีารป้องกนัการปนเป้ือน อกีทัง้ปรมิาณดเีอน็เอทีไ่ดจ้ะตอ้งเพยีงพอต่อการเพิม่ปรมิาณ
ดว้ยปฏกิริยิาพซีอีาร ์และต้องไม่มตีวัยบัย ัง้กระบวนการพซีอีาร์ปะปนอยู่ ทัง้หมดนี้เพื่อน าไปสู่
การแปลผลทีถู่กต้องแม่นย าที่สุดให้สามารถน าไปใชร้ะบุบุคคลและเชื่อมโยงบุคคลกบัคดคีวาม
ได ้ซึ่งลายพมิพ ์STR ทีด่นีัน้จะต้องพจิารณาจากหลายองคป์ระกอบทัง้เชงิคุณภาพและปรมิาณ 
การเลือกใช้ชุดน ้ายาเพิ่มปริมาณและจัดท าลายพิมพ์ STR มีผลโดยตรงกับคุณภาพของ        
ลายพมิพ์ STR และส าคญัต่อการน าไปใช้ในฐานข้อมูลระหว่างห้องปฏิบตัิการ เนื่องจากใน
ปจัจุบนันัน้มีชุดน ้ายาส าเร็จรูปส าหรบัการท าลายพิมพ์ STR มากมายหลายชุดจากหลาย
บริษัทผู้ผลิต ซึ่งแต่ละชุดน ้ ายาก็จะมีประสิทธิภาพและมีคุณสมบตัิที่แตกต่างกนัไป อีกทัง้
ต าแหน่ง STR ที่วเิคราะห์ได้ก็แตกต่างกนัไป การเลือกใช้ชุดน ้ายาในหน่วยงานหนึ่งๆนัน้ 
จะต้องพิจารณาจากวตัถุประสงค์ของการตรวจพิสูจน์ ความพร้อมและความเหมาะสมของ
หอ้งปฏบิตักิารและเครื่องมอื รวมทัง้ประสทิธภิาพในการตรวจนัน้กม็คีวามส าคญัอย่างยิง่ ผู้ใช้
สามารถพิจารณาเลอืกใช้ชุดน ้ายาได้จากรายงานผลการทดสอบชุดน ้ายานัน้ๆที่เผยแพร่โดย
บรษิทัผูผ้ลติรวมทัง้จะต้องท าการทวนสอบชุดน ้ายาดงักล่าวภายในหอ้งปฏบิตักิารนัน้ๆ ก่อนที่
จะน าไปใช้ท าลายพิมพ์ STR จากวตัถุพยานทางชีวภาพจากคดีจริงตามข้อก าหนดของ
ห น่ ว ย ง า น นิ ติ วิ ท ย า ศ าส ต ร์ ( Scientific Working Group on DNA Analysis Methods 
(SWGDAM), July 2004) ทัง้นี้ในปจัจุบนัหน่วยงานหลกัภาครฐัของประเทศไทยที่รบัผิดชอบ
การตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอจากวตัถุพยานทางชีวภาพคือ ส านักงานพิสูจน์หลักฐานต ารวจ  
ส านกังานต ารวจแห่งชาตแิละสถาบนันิตวิทิยาศาสตร ์กระทรวงยตุธิรรมเลอืกใชชุ้ดน ้ายาหลกัใน
การจดัท าลายพมิพ ์STR  คอืชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ต่อมาเมื่อเดอืนพฤษภาคม 
พ.ศ.2555 ชุดน ้ายา IDplex Plus ได้ผลิตออกจ าหน่ายซึ่งมีราคาถูกกว่า สามารถประหยดั
งบประมาณได้มากกวา่ 12.6 ลา้นบาทต่อปี  ใชเ้วลาในการตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอน้อยกว่า และยงั
สามารถตรวจวเิคราะห์ดีเอ็นเอต าแหน่งเดียวกนักบัชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus    
อีกทัง้บริษัทผู้ผลิตอ้างว่าชุดน ้ ายาดังกล่าวมีประสิทธิภาพและความคงทนสูงต่อตวัยบัย ัง้
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ รวมถึงมคีวามไวในการวเิคราะห์สูง (Builes et al., 2011; QIAGEN, 2012)   
จงึมคีวามจ าเป็นต้องศกึษาเปรยีบเทยีบคุณภาพลายพมิพ์ดเีอน็เอที่ไดร้บัจากชุดน ้ายาทัง้สอง
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โดยค่าความสมบูรณ์ของลายพมิพ์ STR (Percent profile), พคีแปลกปลอมต่างๆที่รบกวนต่อ
การแปลผล (Artifact), ค่าความสมดุลความสูงของสองอลัลลีใน STR ต าแหน่งเดยีวกนั (Intra-
locus balance), ค่าความสมดุลความสูงของอัลลีลระหว่างต าแหน่ง STR ในแต่ละโพรไฟล์ 
(Inter-locus balance) และค่าความสอดคล้องของอลัลลีที่ตรวจวดัด้วยชุดน ้ายาที่แตกต่างกนั 
(Concordance) เป็นตน้ (Tvedebrink et al., 2012)  

จากการทดสอบประสิทธิภาพชุดน ้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และชุด
น ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ในดา้นความไววเิคราะหม์วีตัถุประสงคเ์พื่อใหท้ราบ
ถงึปรมิาณดเีอน็เอตัง้ตน้ทีน้่อยทีสุ่ดทีย่งัสามารถตรวจวเิคราะหไ์ดล้ายพมิพ ์STR ทีส่มบรูณ์หรอื
ปรากฏอลัลลีครบทุกต าแหน่ง STR  รวมถงึมคีวามสงูของพคีอยู่ในช่วงทีเ่หมาะสมซึง่กค็อื 500-
6,000 RFUs (Butler, 2005) และไม่มพีคีแปลกปลอมซึ่งรบกวนต่อการแปลผล (Artefact) การ
ทดลองนี้ใช้ตวัอย่างดเีอน็เอควบคุมในการศกึษาเปรยีบเทยีบเพื่อให้ได้มาซึ่งลายพมิพ์ STR ที่
ทราบอลัลลีแน่ชดัในทุกต าแหน่ง STR เป้าหมาย เพื่อให้ง่ายต่อการสงัเกตและวเิคราะห์ว่า    
ลายพมิพ์ STR ทีไ่ด้ ปรากฏอลัลลีครบทุกต าแหน่งหรอืไม่ และสามารถสงัเกตุถึงการขาดหาย
หรือการเกนิของอลัลลี (Allelic drop-in/Allelic drop-out) ที่อาจเกิดขึ้นในตวัอย่างที่มปีรมิาณ    
ดเีอน็เอตัง้ตน้น้อยได ้จากผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็วา่ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex 
Plus  มปีระสทิธภิาพดา้นความไววเิคราะหท์ีด่กีวา่ ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus โดย
พจิารณาจากค่าเฉลีย่ความสูงของอลัลลีที่มากกว่าซึ่งตรวจวดัไดใ้นตวัอย่างทีม่ปีรมิาณดเีอน็เอ
ตัง้ต้นน้อยๆ ทัง้นี้อาจมีสาเหตุมาจากชุดน ้ ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีการ
ปรบัปรุงพฒันาเคมหีรอืองคป์ระกอบต่างๆภายในชุดน ้ายาใหม้ปีระสทิธภิาพทีด่ขี ึน้ ตวัอยา่งเช่น 
มกีารปรบัปรุงเอ็นไซม์ดเีอน็เอพอลเิมอร์เรสให้มปีระสทิธภิาพในการเพิม่ปรมิาณยิง่ขึ้น หรือ
ปรบัปรุงให้สารละลายพซีีอาร์มคีวามคงทนต่อตวัยบัย ัง้กระบวนการพซีีอาร์มากขึ้น เป็นต้น 
(Myers et al., 2012; Vallone et al., 2011) รวมทัง้มสีภาวะในการท าปฏกิริยิาพซีอีารท์ีแ่ตกต่าง
กนัจะเหน็ไดว้า่ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มอุีณหภมูทิีต่่างกนัและใชจ้ านวน
รอบในการเพิม่ปรมิาณทีม่ากกวา่ คอื 30 รอบ ในขณะทีชุ่ดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus 
ท าการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ 28 รอบ (Biosystems, 2012; QIAGEN, 2012)  ซึง่อาจส่งผลใหล้าย
พมิพ ์STR จากชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ใหค้วามสงูของอลัลลีที่มากกว่า 
ทัง้นี้ ผลการทดสอบความไววิเคราะห์ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในงานวจิยันี้
สอดคล้องกบัผลการทวนสอบชุดน ้ายาโดยผู้ผลติและผลงานวจิยัทดสอบประสทิธภิาพของชุด
น ้ายาซึ่งทดสอบโดย Wang Chang และคณะ เมื่อปี 2012 (Biosystems, 2012; Wang et al., 
2012) ซึง่รายงานไวว้่าที่ปรมิาณดเีอน็เอตัง้ตน้ 62.5 - 1,000 พโิคกรมั สามารถตรวจวเิคราะห์
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ได้ลายพิมพ์ STR ที่สมบูรณ์ในขณะที่ปริมาณดีเอ็นเอตัง้ต้น 31 พิโคกรมั ได้ผลลายพิมพ์         
ดเีอน็เอที่ไม่สมบูรณ์ ส่วนผลการทวนสอบชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus จาก
ผู้ผลิตได้รายงานผลด้านความไววเิคราะห์ที่สอดคล้องกับผลการศึกษาในงานวจิยันี้เช่นกนั     
คอืจากตวัอยา่งดเีอน็เอควบคุมปรมิาณ 31.25 พโิคกรมั เริม่มอีลัลลีหายไปจากลายพมิพจ์ านวน 
1 - 2 อลัลลี (QIAGEN, 2012) 

การพจิารณาถงึความสมดุลของอลัลลีในลายพมิพ ์STR กม็คีวามส าคญั โดยหนึ่งใน
พารามเิตอร์ทีศ่กึษาในงานวจิยันี้คอื ค่า Intra-locus balance ที่บ่งบอกถงึความสมดุลของความ
สูงของอลัลีลระหว่างสองอลัลลีใน STR ต าแหน่งหนึ่งๆ ในกรณีที่ STR ต าแหน่งนัน้มีอลัลีล
สองอลัลลีที่ต่างกนั (Heterozygous alleles) โดยค่า Intra-locus balance นัน้มคี่าสูงสุดเท่ากบั 
1 ซึง่หมายถงึอลัลลีทัง้สองใน STR ต าแหน่งเดยีวกนัมคีวามสงูเท่ากนั ทัง้นี้เนื่องจากลายพมิพ์ 
ดีเอ็นเอที่มาจากคนๆเดียวควรจะมีส ัดส่วนค่า Intra-locus balance ประมาณ 0.6 ขึ้นไป 
(Debernardi et al., 2011; Tvedebrink et al., 2012) ซึง่จากผลการศกึษาในงานวจิยันี้พบวา่ชุด
น ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus นัน้ มี
ค่าอยู่ในช่วง 0.6 - 0.11 และ 0.7 - 0.9 ตามล าดบั ซึง่เป็นค่าทีเ่หมาะสมและแสดงใหเ้หน็วา่ชุด
น ้ายาทัง้สองให้ผลความความสูงของอลัลลีระหว่างสองอลัลลีที่มคีวามสมดุลด ีฃึ่งหากว่าอลัลลี
ทัง้สองนัน้มีความสูงแตกต่างกนัมากอาจส่งผลให้การแปลผลผิดพลาดหรอืเป็นไปได้ว่าจาก   
ลายพมิพด์เีอน็เอนัน้เป็นดเีอน็เอจากบุคคลมากกวา่หนึ่งคนหรอืที่เรยีกว่า Mixed DNA profile 
หรอืเกดิจากความผดิปกตขิองโครโมโซม เช่น ดาวน์ซนิโดรม เป็นตน้  

จากการศึกษาค่าความสมดุลของความสูงของอลัลีลระหว่างต าแหน่ง STR ใน    
ลายพมิพเ์ดยีวกนัหรอืทีเ่รยีกวา่ Inter-locus balance พบความแตกต่างกนัระหวา่งสองชุดน ้ายา  
โดยชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus มคีวามสมดุลของค่าความสงูของอลัลลีในลายพมิพ์ 
STR ที่เขา้ใกล้ศูนย์ แสดงให้เห็นว่าชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus มีสมดุลความสูง
ของอลัลลีระหว่างต าแหน่ง STR ที่ดกีว่าน ้าชุดยา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ซึ่งค่า 
Inter-locus balance ที่ดีนัน้จะต้องมคี่าเขา้ใกล้ศูนยห์รอืเท่ากบัศูนย์นัน่หมายถึง ค่าความสูง
ของอลัลลีในต าแหน่ง STR นัน้ๆ มคี่าเท่ากบัค่าเฉลี่ยของความสูงของพคีในลายพมิพ์เดยีวกนั 
ซึ่งแสดงถึงประสทิธภิาพที่ดขีองชุดน ้ายาในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยกระบวนการพซีอีาร์ 
ส่วนค่า Inter-locus balance ทีม่คี่าไปทางบวกแสดงถงึความสูงของอลัลลีในต าแหน่ง STR นัน้ 
มีค่าสูงกว่าค่าเฉลี่ยความสูงของอลัลีลในลายพิมพ์ STR เดียวกนัและหากค่า Inter-locus 
balance มีค่าไปทางลบหมายถึง ค่าความสูงของอัลลีลในต าแหน่ง STR นัน้มีค่าน้อยกว่า
ค่าเฉลี่ยของความสูงของอัลลีลในลายพิมพ์ STR เดียวกัน นอกจากนี้หากค่า Inter-locus 
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balance ห่างจากศูนยม์าก ณ ต าแหน่ง STR ใดๆ ในลายพมิพ์ STR ของบุคคลคนเดยีวกบ่็ง
บอกถึง STR ต าแหน่งนัน้มีความสูงของอลัลีลแตกต่างจากต าแหน่งอื่นๆมากในลายพิมพ์
เดยีวกนั  ทัง้นี้เนื่องจากว่ากระบวนการพซีอีารเ์ป็นปฏกิริยิาแบบสุ่ม หรอืทีเ่รยีกวา่ Stochastic 
reaction ท าให้มีโอกาสเกิดเป็นอัลลีลที่ไม่สมดุลได้ (Imbalance) (Balding and Buckleton, 
2009; Tvedebrink et al., 2012) การเกดิ Imbalance ในลายพมิพ์ STR จะส่งผลใหก้ารแปลผล
มคีวามยุง่ยากมากขึน้ เช่น ไม่สามารถยนืยนัไดว้า่ลายพมิพ ์STR นัน้ๆ เป็นดเีอน็เอทีไ่ดม้าจาก
บุคคลคนเดยีวหรอืเป็นดเีอน็เอผสมของบุคคลมากกวา่ 1 คน เป็นตน้ (Balding and Buckleton, 
2009; Buckleton et al., 2016; Debernardi et al., 2011)  และการเกิด Imbalance ในแต่ละ
ต าแหน่ง STR มีแนวโน้มที่เพิม่ขึน้ เมื่อปรมิาณดีเอน็เอตัง้ต้นจากตวัอย่างดเีอน็เอลดลงจาก
งานวจิยัก่อนหน้านี้ที่ปรมิาณดเีอน็เอตัง้ต้นในช่วง 1000 - 62.5 พโิคกรมั (Wang et al., 2012)  
ซึง่สอดคลอ้งกบัผลการทดลองในงานวจิยันี้ 

จากการเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพระหวา่งชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus 
และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus ในด้านความคงทนต่อตัวยบัย ัง้การเพิ่มปริมาณ        
ดเีอน็เอทัง้สามชนิด ซึง่ไดแ้ก่ แคลเซยีม ฮวิมคิแอซดิ และเฮมาตนิ ผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่า
ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus สามารถทนทานต่อตวัยบัย ัง้การเพิ่มปริมาณ    
ดเีอ็นเอทัง้สามชนิดได้ดีกว่าชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ผลการศึกษาดงักล่าวมี
ความสอดคล้องกนักบัผลการทวนสอบชุดน ้ายา STR จากบรษิัทผู้ผลติและผลการศกึษาวจิยั
ก่อน หน้านี้ (Akane et al.,1994; Biosystems, 2012; Opel et al., 2010; QIAGEN, 2012) โดย
ตวัยบัย ัง้ปฏิกิริยาพีซีอาร์ทัง้สามชนิดมีผลท าให้ความสูงของอลัลีลและจ านวนของอลัลีลที่
ตรวจวดัได้ลดลงเมื่อเปรยีบเทยีบกบัตวัอยา่งควบคุมบวกซึ่งไม่มกีารเตมิตวัยบัย ัง้ใดๆลงไปใน
สารละลายพีซีอาร์ ทัง้นี้แคลเซียมไอออนที่พบมากในกระดูกมีผลรบกวนการท างานของ
แมกนีเซยีมไอออนและเอน็ไซม์ Taq polymerase ในกระบวนการพซีอีาร์ (Opel et al., 2010)  
ในส่วนของฮิวมิคแอซิดซึ่งพบมากในดิน ส่งผลกระทบต่อกระบวนการพีซีอาร์ท าให้ลด
ประสทิธภิาพการจบักนัระหว่างไพรเมอรก์บัดเีอน็เอแม่แบบ และเฮมาตนิซึง่พบได้ในเมด็เลอืด
แดงเป็นตัวย ับย ัง้ที่ เชื่ อว่ามีผลลดความสามารถการท างานของ Taq polymerase ใน
กระบวนการพีซีอาร์ (Akane et al., 1994; Faber et al, 2013; Mulero et al., 2008; Opel et 
al., 2010; Wang et al., 2012) 

ผลการศกึษาจากการน าวตัถุพยานทางชวีภาพในคดจีรงิจ านวน 64 มาเพิม่ปรมิาณ
ด้วยชุดน ้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus และ
เปรยีบเทยีบความสมบรูณ์ของลายพมิพ์ STR ผลปรากฏว่าชุดน ้ายาทัง้สองสามารถให้ผลลาย
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พิมพ์ STR ที่สอดคล้องกันเกือบทัง้หมด อย่างไรก็ตามพบอลัลีลที่ไม่สอดคล้องกนั (Non-
concordance) จ านวน 2 อลัลลี จากตวัอย่างเลอืด 1 ตวัอยา่งคดิเป็นเปอร์เซน็ตค์วามสอดคลอ้ง
เท่ากบั 99.7 เปอรเ์ซน็ต์โดยพบอลัลลีดงักล่าวบรเิวณ STR ต าแหน่ง TPOX ทัง้นี้อาจมสีาเหตุ
มาจากการใชชุ้ดน ้ายาต่างกนัจะมไีพรเมอรท์ี่ต่างกนัในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในกระบวนการ
พซีอีารท์ าใหอ้าจเกดิความแปรผนัตรงต าแหน่งที่เป็น Primer binding site เกดิเป็นผลจโีนไทป์
ที่ไม่สอดคล้องกันได้ (Ensenberger et al., 2010) ทัง้นี้ไม่พบ Allelic-drop in จากลายพิมพ์ 
STR ของชุดน ้ายาทัง้สอง 

ลายพมิพ ์STR มกัปรากฎพคีสตตัเตอรซ์ึ่งสามารถพบไดทุ้กต าแหน่ง STR โดยพคี
สตตัเตอร์เหล่านี้มีผลท าให้การวเิคราะห์และแปลผลมีความยุ่งยากขึ้นโดยเฉพาะอย่างยิง่ใน   
ลายพมิพ ์STR ทีม่คีวามสงูของอลัลลีต ่า ดงันัน้ในการทวนสอบชุดน ้ายาเพิม่ปรมิาณ STR จาก
บรษิทัผู้ผลติจะตอ้งมกีารศกึษาอตัราส่วนความสูงของพคีสตตัเตอร์ทีเ่กดิขึน้ใน STR ต าแหน่ง
ต่างๆและรายงานอตัราส่วนความสูงของพคีสตตัเตอร์ด้วยเพื่อเป็นเกณฑ์ที่ใช้ก าหนดในการ
วเิคราะห์ลายพมิพ ์STR ในงานทางนิตวิทิยาศาสตร ์(Levinson and Gutman, 1987; Walsh et 
al., 1996) จากผลการศกึษาลกัษณะการเกดิพคีสตตัเตอร ์พบแนวโน้มการเพิม่ขึน้ของอตัราส่วน
ความสงูของพคีสตตัเตอร์เมื่อหน่วยซ ้าของ STR หรอืขนาดของ STR เพิม่ขึน้ (Brookes et al., 
2012) รวมทัง้พบพีคปลอมดังกล่าวมาในต าแหน่งที่มีลกัษณะการซ ้าของชุดเบสเป็นแบบ 
Simple repeat ได้แก่ ต าแหน่ง D16S539, CSF1PO, D5S818, D18S51, D13S317, TPOX, 
D7S820 และ TH01 กบั STR ต าแหน่งทีเ่ป็น Compound repeat ได้แก่ D2S1338, D3S1358, 
D8S1179, D19S433, D21S11  และ vWA (Butler, 2012) นอกจากนี้  ในบางอัลลีลที่มีเบส
แกนกลางมากกว่า 1 แบบ โดยมีความต่างกันที่จ านวนของเบสแกนกลางหรือที่เรียกว่า 
Complex repeat นัน้ อตัราส่วนการเกดิสตตัเตอร์จะขึน้อยูก่บัความยาวของหน่วยซ ้าทีย่าวทีสุ่ด
ในอลัลลีนัน้ๆ ซึ่งเป็นไปตามการทดลองศกึษาการเกดิพคีสตตัเตอร์โดย Clare Brookes และ
คณะ (Biosystems, 2012; Brookes et al., 2012; Mulero et al., 2006) อยา่งไรกต็ามเปอรเ์ซน็ต์
ความสงูสตตัเตอร์ทีเ่กดิขึน้จากผลการทดลองนี้อยู่ในช่วงที่ไม่เกนิ 15 เปอร์เซน็ต์ของความสูง
ของอลัลลีจรงิ ซึง่เป็นช่วงทีย่อมรบัไดใ้นงานทางนิตวิทิยาศาสตร ์(Butler, 2005, 2007, 2012)
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1.5 สรปุผลการศึกษา 

จากการศกึษาเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอและจดัท าลาย
พิมพ์  STR ระหว่างชุดน ้ ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator 
IDplex Plus ซึ่งเป็นชุดน ้ายาที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต าแหน่ง STR เป้าหมาย 16 ต าแหน่งที่
เหมือนกนั โดยที่ ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ใช้เวลาในการเพิ่มปริมาณ     
ดเีอน็เอน้อยกว่า และมรีาคาถูกกวา่ ซึง่อาจท าใหป้ระหยดังบประมาณได้มากกว่า 18 ล้านบาท
ต่อปี จากการศกึษาพบว่าชุดน ้ายาทัง้สองนัน้มปีระสทิธภิาพที่ใกล้เคยีงกนั อย่างไรก็ตามชุด
น ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มคีวามไววเิคราะห์และคงทนต่อตวัยบัย ัง้ปฏกิริยิา
พซีอีาร์ได้ดกีว่าชุดน ้ายา  AmpFlSTR® Identifiler® Plus ซึง่เป็นคุณสมบตัทิีด่ขีองชุดน ้ายาเพิม่
ปรมิาณดีเอน็เอและจดัท าลายพมิพ์ STR  เนื่องจากวตัถุพยานทางนิตวิทิยาศาสตร์ส่วนมาก
ประกอบด้วยดเีอน็เอปรมิาณน้อยและเสื่อมสภาพอนัเนื่องจากสภาพแวดล้อมต่างๆในสถานที่
เกิดเหตุ ส่วนชุดน ้ายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus นัน้พบว่ามีประสิทธิภาพในการตรวจ
วเิคราะห์วตัถุพยานจรงิใหผ้ลอลัลลีเฉลี่ยทีด่กีวา่ มคี่าอตัราส่วนความสงูของอลัลลีทีส่มดุลดกีว่า
ชุดน ้ายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ผูต้รวจพสิจูน์สามารถใช้ชุดน ้ายาชุดใหม่ได้โดย
ไม่ตอ้งเปลีย่นแปลงเครื่องมอืและขัน้ตอนการท างานมาตรฐานเดมิและสามารถน าผลลายพมิพ์ 
STR ไปใชร้่วมกบัฐานขอ้มลูเดมิได้
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