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บทคดัย่อ 

 

 วตัถุพยานทางชวีภาพเป็นหลกัฐานที่มคีวามส าคญัในการสบืสวนสอบสวนทาง
นิตวิทิยาศาสตร ์ซึง่มกัพบในปรมิาณน้อย และเสยีสภาพจากสภาวะแวดลอ้มบรเิวณสถานทีเ่กดิ
เหตุ ท าใหด้เีอน็เอทีไ่ดก้ลบัคนืมาในขัน้ตอนการสกดันัน้มปีรมิาณน้อย อกีทัง้ส่วนหนึ่งตอ้งน าไป
ทดสอบเบื้องต้นก่อน ท าให้บางครัง้ตวัอย่างไม่เพียงพอส าหรบัการจดัท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
ดงันัน้งานวจิยันี้จงึมีวตัถุประสงค์เพื่อประยุกต์ใช้เทคนิคไดเร็คพีซีอาร์หรอืการเพิ่มปรมิาณ 
ดีเอ็นเอโดยไม่ผ่านการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอย่างชีวภาพทัง้ที่ผ่านและไม่ผ่านการทดสอบ
เบื้องต้น รวมถึงศึกษาปัจจัยที่มีผลกระทบต่อการจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ เกี่ยวข้อง  
ผลการศกึษาพบว่าสามารถพฒันากระบวนการตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอจากวตัถุพยานทางชวีภาพ
เป้าหมายโดยวธิไีดเรค็พซีอีาร์ได้ส าเรจ็ โดยอตัราความส าเรจ็ในการจดัท าลายพิมพ์ดเีอน็เอที่
สมบูรณ์จากตวัอย่างที่ไม่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นสูงถึง 95.6% (N = 90) นอกจากนี้ยงัพบว่า
ชนิดของชุดน ้ายาทดสอบเบื้องต้นมีผลต่อความส าเรจ็ในการจดัท าลายพิมพ์ดเีอน็เอ โดยชุด
น ้ายาลูมนิอลมผีลกระทบต่อการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอน้อยทีสุ่ด ซึ่งมอีตัราความส าเรจ็อยู่ที ่88% 
รองลงมาคอื ชุดทดสอบ Hemastix® (78%) ชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคทก์รนี (50%) และชุดน ้ายา
แคสเทลิเมเยอร์ (50%) ส่วนชุดน ้ายาทดสอบอสุจ ิ(Acid phosphatase) และน ้าลาย (Phadebas 
paper) มีอัตราความส าเร็จเท่ากับ 85% และ 73% ตามล าดบั นอกจากนี้ผลการศึกษายงั
ชีใ้หเ้หน็วา่วสัดุหลกัฐานทีแ่ตกต่างกนัมผีลกระทบต่อการจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอ โดยวสัดุเสือ้ผ้า
ชนิดผ้าฝ้ายมีอตัราความส าเรจ็ในการได้รบัลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่สมบูรณ์ดีที่สุด ทัง้นี้เทคนิคที่
พฒันาขึ้นสามารถประยุกต์ใช้กับตวัอย่างชีวภาพที่มีอายุมากถึง 6 เดือนได้ งานวจิยัชิ้นนี้
สามารถช่วยเพิ่มโอกาสในการได้รบัดเีอน็เอจากหลกัฐาน ลดความเสี่ยงต่อการปนเป้ือนของ 
ดเีอน็เอจากขัน้ตอนการสกดัที่ซบัซอ้น ยุ่งยาก และทีส่ าคญัใช้ตวัอยา่งปรมิาณน้อยในการตรวจ
วเิคราะห ์ 
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ABSTRACT 

 

Biological evidence is important for forensic investigation. In some cases, only 
small amounts can be found and they can be heavily degraded due to the 
environmental factors at the crime scene. As such, the DNA purified from the extraction 
process may not be enough for STR typing. The problem is worsened when part of a 
sample has to be spared for presumptive testing. Therefore, the aims of this research 
are to apply direct STR typing to both presumptive tested and non-presumptive tested 
biological samples on filter papers and also to study associated factors that influence 
the process. The results showed that the developed direct PCR technique was able to 
achieved a high rate of successful DNA amplification (full DNA profiles). Non-
presumptive tested samples gave 95.6% first pass success rates (N = 90). Furthermore, 
the kind of presumptive test kit had an effect on the success rates of STR typing as 
follows, Luminol (88% of samples gave full DNA profiles), Hemastix (78%), 
Leucomalachite green, and Kastle-Meyer (50%). Semen presumptive test (acid 
phosphatase) and saliva (Phadebas paper) had success rates of 85% and 73.33%, 
respectively. Moreover, the substrate type also had an effect, with the highest success 
rate seen with cotton. The developed direct PCR protocol can be used to generate STR 
profiles from even with 6  months-old biological samples. The benefits of this research 
include increasing amount of DNA obtainable from evidence, as the protocol can be 
performed directly from filter paper that had been used for presumptive testing; reducing 
the risk of DNA contamination from extraction procedures; and most importantly, using 
minimal samples for analysis.  
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บทท่ี 1 
 

บทน ำ 
 

1. บทน ำต้นเรื่อง 

   วตัถุพยานทางชีวภาพมีความส าคัญมากในการสืบสวนหาข้อเท็จจริงทาง 
นิตวิทิยาศาสตร ์เพราะเป็นพยานหลกัฐานที่มคีวามน่าเชื่อถอืเมื่อเปรยีบเทยีบกบัพยานบุคคล 
(Tobe et al., 2007) วตัถุพยานทางชวีภาพทีพ่บบ่อยในสถานทีเ่กดิเหตุ ไดแ้ก่ คราบเลอืด อสุจ ิ
และน ้าลาย โดยคราบเลอืดมกัพบในคดคีวามรุนแรงทีเ่กี่ยวขอ้งกบัชวีติ ส่วนอสุจแิละน ้าลายเป็น
วตัถุพยานที่พบบ่อยในคดขี่มขนืกระท าช าเรา (Virkler and Lednev, 2009) การตรวจดเีอ็นเอ
เพื่อพิสูจน์เอกลกัษณ์บุคคลโดยการวเิคราะห์แปลผลลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากวตัถุพยานเหล่านี้
สามารถเชื่อมโยงหลักฐานสู่ตัวผู้กระท าผิดเพื่อเข้าสู่ กระบวนการยุติธรรมต่อไปได้ ซึ่ง
กระบวนการตรวจพิสูจน์เอกลกัษณ์บุคคลนัน้ประกอบด้วย 6 ขัน้ตอนหลกัดงันี้  คือ 1) การ
ตรวจหาวตัถุพยานทางชวีภาพจากหลกัฐาน 2) การทดสอบคราบต้องสงสยัเบื้องต้นด้วยน ้ายา
เคมี (Presumptive test) 3) การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง 4) การวดัปรมิาณดีเอ็นเอที่สกัด
ออกมาจากตวัอย่างโดยเทคนิคเรยีลไทมพ์ซีอีาร ์(Real-time PCR) 5) การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ
เป้าหมายด้วยเทคนิคพซีอีาร ์(PCR) และ 6) การตรวจสอบและจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอ (STR 
profile) ดว้ยแคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรซีสิ (Capillary electrophoresis) (Butler et al., 2004) 

   การทดสอบคราบต้องสงสยัเบื้องต้นนัน้เป็นหนึ่งในขัน้ตอนส าคญัที่ทดสอบว่า
คราบเหล่านัน้มแีหล่งที่มาจากตวัอย่างทางชวีภาพหรอืไม่ เพื่อประกอบการตดัสนิใจวเิคราะห์ 
ดเีอน็เอเชงิลกึต่อไป โดยขัน้ตอนนี้สามารถแบ่งออกได้ 2 ประเภท คอื วธิทีางกายภาพ โดยใช้
แหล่งก าเนิดแสงทางเลอืก (Alternate light source) ซึ่งอาศยัหลกัการดูดกลนืแสงที่ความยาว
คลื่นแตกต่างกนั และวธิทีางเคม ีซึง่ใชก้นัอยา่งแพรห่ลายทัว่โลกทัง้ในสถานทีเ่กดิเหตุการณ์และ
ห้องปฏิบัติการ (Vandenberg and Oorschot, 2006) โดยชุดน ้ ายาทางเคมีที่นิยมใช้ส าหรบั
ทดสอบคราบเลอืดเบือ้งต้นมทีัง้แบบอาศยัหลกัการเปลีย่นแปลงส ี(Color test) และสารเรอืงแสง 
(Luminescence) ได้แก่ น ้ายาลูมนิอล (Luminol) น ้ายาลวิโคมาลาไคท์กรนี (Leucomalachite 
green) น ้ ายาแคสเทิลเมเยอร์ (Kastle-Meyer) ชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® น ้ ายา 
Hemident™ และน ้ายา Bluestar© (Tobe et al., 2007) การทดสอบคราบอสุจเิบื้องต้นนิยมใช้
น ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส (Acid phosphatase) ซึ่งอาศยัหลกัการเปลี่ยนแปลงสภีายใน 1 นาท ี
เมื่อมกีารปรากฏของเอนไซมเ์ซมนิอลแอซดิฟอสฟาเตส (Seminal Acid Phosphatase) (Lewis 
et al., 2013) และการทดสอบน ้าลายเบื้องต้นนิยมใช้ชุดทดสอบ Phadebas paper ซึ่งเป็นการ



2 
 

ดดัแปลงโมเลกุลแป้งให้ติดฉลากสดี้วยวธิทีางเคม ีเมื่อมกีารปรากฏตัวของเอนไซม์แอลฟา - 
อะไมเลส โมเลกุลของแป้งจะถูกย่อยและท าให้ฉลากสีหลุดออกมา โดยฉลากสีดังกล่าวมี
คุณสมบตัิในการละลายน ้าจงึเกิดการแพร่ของเมด็สแีละกลุ่มของสขีึ้น (Hedman et al., 2008) 
อย่างไรก็ตามวตัถุพยานทางชีวภาพที่พบในสถานที่เกิดเหตุส่วนมากจะพบในปรมิาณน้อย 
(Trace evidence) และมกัเสียสภาพจากสภาวะแวดล้อมภายนอก ได้แก่ อุณหภูม ิความชื้น 
สารเคม ีและจุลนิทรยี ์(Butler, 2012b; Swaran and Welch, 2012) ท าใหใ้นบางครัง้วตัถุพยาน
เหล่านี้จงึไม่เพยีงพอในการจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอหรอืเกดิการสูญเสยีดเีอ็นเอจากขัน้ตอนการ
สกัด ท าให้ปรมิาณดีเอ็นเอที่ได้กลบัคืนมาจากวตัถุพยานทางชวีภาพนัน้มปีรมิาณน้อยมาก 
ส่งผลให้ยากต่อการได้รบัผลลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่สมบูรณ์ อกีทัง้เมื่อพบร่องรอยวตัถุพยานทาง
ชวีภาพดงักล่าวส่วนหนึ่งจะตอ้งน ามาทดสอบตวัอย่างทางชวีภาพเบือ้งต้นดว้ยชุดน ้ายาทางเคมี
ก่อน ท าใหห้ลงเหลอืคราบวตัถุพยานทางชวีภาพน้อยเกนิกว่าจะน ามาใชต้รวจพสิูจน์ดเีอน็เอใน
ขัน้ตอนถดัไปได ้

   เทคนิคไดเร็คพีซีอาร์ (Direct PCR) เป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็น เอจาก 
วตัถุพยานทางชวีภาพโดยไม่ผ่านกระบวนการสกดัดเีอน็เอ และใชป้รมิาณตวัอย่างน้อยมากใน
การตรวจวิเคราะห์ เทคนิคดังกล่าวนี้มีการน ามาใช้เพิ่มมากขึ้นในการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอ 
เนื่องจากลดความเสี่ยงต่อการปนเป้ือนดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวข้องจากขัน้ตอนการสกัดที่มคีวาม
ซบัซ้อนและยุ่งยาก อีกทัง้สะดวก ประหยดัค่าใช้จ่าย มคีวามรวดเรว็ในการตรวจพสิูจน์ และที่
ส าคัญคือมีโอกาสได้ปริมาณดีเอ็นเอที่มากขึ้น เพราะกระบวนการสกัดดีเอ็นเอที่ไม่มี
ประสทิธิภาพจะมกีารสูญเสียดีเอ็นเอมากถึง 30–70% (Colussi et al., 2009; Kishore et al., 
2006) โดยงานวจิยัที่ผ่านมามกีารน าเทคนิคไดเร็คพีซีอาร์มาประยุกต์ใช้ในการตรวจพิสูจน์ 
ดเีอ็นเอมนุษย ์และที่ไม่ใช่มนุษยไ์ด้ส าเรจ็ เช่น การจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอจากคราบเลอืดบน
วสัดุหลกัฐานประเภทต่างๆ เช่น กระสุนปืน หนัง ผ้ายนี ผ้าขนแกะ หนิ พื้นถนน ไม้อดั และ
ใบไม ้เป็นตน้ (Gray et al., 2014) การจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอจากรากผม (Ottens et al., 2013) 
การระบุชนิดพนัธุข์องสตัวป่์าคุม้ครองจากวตัถุพยานทางชวีภาพ 8 ประเภท เช่น เลอืด เนื้อเยื่อ 
ผวิหนัง และกระดูก เป็นต้น (Kitpipit et al., 2013) การระบุชนิดของเนื้อสตัว์ในอาหาร (Kitpipit 
et al., 2014) และการระบุชนิดของเชื้อก่อโรคที่พบในอาหาร (Hasap et al., 2013) นอกจากนี้
ยงัพบว่ามรีายงานการใชเ้ทคนิคไดเรค็พซีอีารใ์นการวเิคราะห์ตวัอย่างเลอืด อสุจ ิและน ้าลายที่
ผ่านการทดสอบเบือ้งตน้ไดส้ าเรจ็ โดยสามารถไดร้บัอลัลลีสงูถงึ 90 เปอรเ์ซน็ต์ แต่ทัง้นี้งานวจิยั
ดงักล่าวใช้ร่วมกบัเครื่อง ParaDNA และทดลองเฉพาะในวสัดุเสื้อผ้าเท่านัน้ (Donachie et al., 
2015)  
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 อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่าจะมีการน าเทคนิคไดเร็คพีซีอาร์มาประยุกต์ใช้กับ
ตวัอย่างชวีภาพทัง้สามประเภทที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นแล้ว แต่ก็ยงัไม่มกีารศกึษาบนวสัดุ
หลักฐานหลากหลายประเภท รวมถึงศึกษาปัจจยัทางด้านอายุของวัตถุพยานทางชีวภาพ
ดงักล่าวร่วมดว้ย ดงันัน้งานวจิยันี้จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อพฒันากระบวนการตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอ
จากวตัถุพยานทางชวีภาพทัง้ทีผ่่านและไม่ผ่านการทดสอบเบือ้งต้นโดยใชเ้ทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์
เพื่ อเพิ่มโอกาสในการได้ร ับผลลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากวัตถุพยานปริมาณน้อย และเพิ่ม
ประสทิธภิาพการตรวจพสิูจน์ ผลจากงานวจิยัชิน้นี้จะเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมความมัน่คง
ทีเ่กีย่วขอ้งในแงข่องความน่าเชื่อถอืในกระบวนการยตุธิรรม การลดระยะเวลาในการตรวจพสิจูน์ 
และการลดค่าใช้จ่ายในการตรวจพสิูจน์อนัเนื่องมาจากกระบวนการที่จะพฒันาขึน้ไม่ต้องอาศยั
การสกดัดเีอน็เอ 
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2. กำรตรวจเอกสำร 
 
 2.1 วตัถพุยำนทำงชีวภำพ 

  เลือด (Blood) เป็นเนื้ อเยื่อเกี่ยวพันชนิดหนึ่ งของร่างกายมนุษย์ ซึ่งมีอยู่
ประมาณ 7–8 เปอรเ์ซ็นต์ ของน ้าหนักตวั โดยเลอืดมหีน้าที่หลกัในการล าเลยีงออกซเิจนและ
อาหารไปยงัอวยัวะต่างๆ ทัว่ร่างกาย พรอ้มทัง้น าของเสยีที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ไปก าจดัออก
นอกรา่งกาย อกีทัง้ช่วยในการท าลายเชือ้โรคและป้องกนัการเสยีเลอืดเมื่อเกดิบาดแผลเลก็น้อย
โดยการแขง็ตวัปิดบาดแผล ซึง่ลกัษณะของเลอืดนัน้จะมคีวามแตกต่างกนัออกไปตามอายุ เพศ 
สุขภาพร่างกาย และการเปลีย่นแปลงทางพนัธุกรรมของบุคคลนัน้ๆ โดยเลอืดมอีงคป์ระกอบที่
ส าคญั 4 ประเภท ไดแ้ก่ พลาสมาหรอืของเหลวในเซลล ์(Plasma) เกลด็เลอืด (Thrombocytes) 
เซลล์เมด็เลอืดขาว (Leucocyte) ซึ่งบรรจุสารพนัธุกรรม และเซลล์เมด็เลอืดแดง (Erythrocyte) 
(Burnouf et al., 2015) 

  อสุจ ิ(Semen) ของมนุษย์มอีงค์ประกอบที่ส าคัญ คือ ตัวอสุจ ิ(Sperm) และ
ของเหลวอื่นๆ ที่หลัง่ออกมาจากระบบสบืพนัธุข์องเพศชาย ซึง่ตวัอสุจนิัน้ประกอบด้วย 3 ส่วน
หลกั ได้แก่ ส่วนหวั (Head) ส่วนคอและล าตวั (Middle part) และส่วนหาง (Tail) (Ghasemian 

et al., 2015) ส่วนหวัจะมโีครงสรา้งที่เรยีกว่าอะโครโซม (Acrosome) มหีน้าที่ในการย่อยผนัง
เซลลไ์ข่ของเพศเมยี โดยภายในส่วนหวัของอสุจมินีิวเคลยีสทีป่ระกอบดว้ยสารพนัธุกรรมเพื่อใช้
ในการปฏสินธ ิส่วนคอและล าตวัของอสุจปิระกอบด้วยโครงสร้างของเส้นใยฟิลาเมนต์ โดยม ี
ไมโทรคอนเดรยีนพนัอยู่ท าหน้าทีใ่นการสรา้งพลงังาน จงึท าใหต้ัวอสุจสิามารถเคลื่อนทีไ่ด ้และ
ส่วนของหางของอสุจปิระกอบด้วยเส้นใยไมโครทูบูลเรยีงตวักนั ท าให้เกดิโครงสรา้งที่เรยีกว่า 
แฟลกเจลลา (Flagella) ซึง่เป็นส่วนที่สามารถท าให้อสุจเิคลื่อนทีไ่ดเ้ช่นกนั ส าหรบัของเหลวใน
อสุจทิีห่ลัง่ออกมาจากระบบอวยัวะสบืพนัธุต่์างๆ ของเพศชาย อาทเิช่น สารจ าพวกน ้าตาลฟรกุ-
โตส (Fructose) โพรสตาแกลนดนิ (Prostaglandin) โฟสโฟรลิคลอรนี (Phosphorylcholine) ที่
หลัง่มาจากถุงน ้ าอสุจ ิธาตุสังกะสี แมกนีเซียม แคลเซียม โปรตีน PSA (Prostatic specific 
antigen) (Sato et al., 2002) และแอซดิฟอสฟาเตส (Acid phosphatase) ซึง่เป็นเอนไซมท์ีผ่ลติ
มาจากต่อมลูกหมาก (Prostate gland) มปีรมิาณสูงในน ้าอสุจ ิท าให้ปัจจุบนัมกีารใช้เอนไซม์
ดงักล่าวนี้ในการตรวจหาคราบอสุจโิดยการทดสอบเบือ้งตน้ทางเคม ี 

  น ้าลาย (Saliva) ผลติมาจากต่อมน ้าลาย 3 คู่ ได้แก่ ต่อมน ้าลายบรเิวณกกห ู
(Parotid gland) ต่อมน ้ าลายบรเิวณขากรรไกรล่าง (Submandibular gland) และต่อมน ้ าลาย
บริเวณใต้ลิ้น (Sublingual gland) ซึ่งในน ้ าลายของมนุษย์มีส่วนประกอบของน ้ าถึง 98 
เปอรเ์ซน็ต์ ส่วนที่เหลอืจะประกอบด้วยโปรตนี อเิลก็โทรไลต์ เมอืก สารยบัยัง้แบคทเีรยี เซลล ์
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สารอินทรยี์ขนาดเล็ก และเอนไซม์ต่างๆ (Brandão et al., 2014) โดยเอนไซม์หลกัที่มอียู่ใน
น ้าลาย ได้แก่ แอลฟา-อะไมเลส (α-Amylase) ไลโซไซม์ (Lysozyme) และลเิพส (Lipase) มี
หน้าทีใ่นการย่อยอาหารจ าพวกแป้ง ปรบัสมดุล pH และท าลายเชือ้โรคไมใ่หเ้ขา้สู่ร่างกาย อกีทัง้
ในน ้าลายมเีซลลเ์ยื่อบุกระพุง้แก้มทีม่นีิวเคลยีสซึ่งบรรจุสารพนัธุกรรมไว ้จงึท าใหม้คีวามส าคญั
ในงานทางดา้นนิตวิทิยาศาสตรใ์นการระบุเอกลกัษณ์บุคคลได ้(Hedman et al., 2008; Lima et 
al., 2010)  
  
 2.2 สำรเคมีท่ีใช้ทดสอบครำบต้องสงสยัเบือ้งต้นและหลกักำรของปฏิกิริยำ 
 
  2.2.1 สำรเคมีท่ีใช้ทดสอบเลือด 

  ชุดน ้ายาลูมนิอล เป็นชุดทดสอบเลอืดเบือ้งต้นทีน่ิยมใช้ในทางนิตวิทิยาศาสตร์
ส าหรบักรณีที่คราบเลอืดถูกชะลา้งหรอืไม่สามารถมองเหน็ไดใ้นสถานทีเ่กดิเหตุที่เกี่ยวขอ้งกบั
ความรุนแรงหรอืชวีติ ซึ่งชุดทดสอบประกอบด้วยสารลูมนิอลที่มคีุณสมบตัิเรอืงแสง คอื เมื่อ
อะตอมหรอืโมเลกุลของสารถูกกระตุ้นโดยปฏิกิรยิาทางเคมแีล้วกลบัสู่สภาวะพื้นจะเกิดการ
ปล่อยพลังงานออกมาในรูปของโฟตอน (Photon) หรอืการเปล่งแสงขึ้น ท าการเตรยีมโดย
ละลายสารลมูนิอลกบัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(H2O2) และโซเดยีมคารบ์อเนต (Na2CO3) ใหอ้ยู่
ในรูปไดแอนไอออน (Dianion) แล้วน าไปทดสอบกับคราบเลือด เหล็กในเลือดจะเป็นตัวเร่ง
ปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ซึง่ปฏกิริยิาดงักล่าวท าใหส้ารลมูนิอลเกดิการ
สูญเสยีอเิลก็ตรอน และอยู่ในสภาวะไม่เสถยีร ท าให้เกดิการคายพลงังานออกมาในรปูของการ
เปล่งแสงสฟ้ีาเพื่อกลบัสู่สภาวะเสถยีรอีกครัง้ (Barni et al., 2007) โดยในการทดสอบจะต้องท า
ในที่มดืสนิท เพราะจะสามารถมองเห็นการเปล่งแสงบรเิวณที่มคีราบเลอืดได้ชดัเจนยิง่ขึน้ ซึ่ง
ปฏกิริยิาการทดสอบเลอืดเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาลมูนิอล ดงัแสดงในภาพที ่1 
 

 

ภำพท่ี 1 แสดงปฏกิริยิาการทดสอบเลอืดดว้ยชุดน ้ายาลมูนิอล (Barni et al., 2007) 
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  ชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอร ์เป็นชุดทดสอบเลอืดเบือ้งต้นทีน่ิยมใชม้ากทีสุ่ดในงาน
ทางนิตวิทิยาศาสตร ์เพราะเป็นชุดทดสอบที่เตรยีมง่าย สะดวก และเก็บได้นาน โดยชุดน ้ายา 
แคสเทิลเมเยอร์ประกอบด้วยสารเคมทีี่มีคุณสมบัติในการเปลี่ยนแปลงสี (Chromogen) คือ  
ฟีนอลฟ์ทาลนี (Phenolphthalein) กบัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ซึง่จะเตรยีมไวใ้นสารละลายด่าง
และสงักะส ี(Zinc) ใหอ้ยู่ในรปูของรดีวิซฟ์อรม์ทีไ่ม่มสี ีเมื่อน าไปทดสอบกบัคราบเลอืด เหลก็ใน
เลอืดจะเป็นตวัเร่งปฏกิิรยิาไฮโดรไลซสิของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ท าให้เกดิโมเลกุลของน ้า 
สารฟีนอล์ฟทาลนีจงึเกิดการออกซเิดชนัหรอืสูญเสยีอเิลก็ตรอน ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสี
เป็นสชีมพูขึน้ (Miller, 2014) ซึง่ปฏกิริยิาการทดสอบเลอืดเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอร์
ดงัแสดงในภาพที ่2  
 

 

ภำพท่ี 2 แสดงปฏกิริยิาการทดสอบเลอืดดว้ยชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอร ์(Legg, 2014) 
 
  ชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคทก์รนี เป็นชุดทดสอบเลอืดทีม่คีวามนิยมเช่นเดยีวกนัใน
งานทางนิตวิทิยาศาสตร ์ซึง่อาศยัหลกัการเดยีวกบัชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอร ์คอื มสีารตัง้ต้นทีม่ ี
คุณสมบตัใินการเปลี่ยนแปลงส ีเมื่อเตรยีมสารลวิโคมาลาไคทก์รนีกบัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์
ใหอ้ยู่ในรปูของรดีวิซฟ์อรม์ทีไ่ม่มสี ีแลว้น าไปทดสอบกบัคราบเลอืด เหลก็ในเลอืดจะเป็นตวัเร่ง
ปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดท์ าใหเ้กดิโมเลกุลของน ้า สารลวิโคมาลาไคท์- 
กรนีจงึเกิดการออกซเิดชนัหรอืสูญเสยีอเิลก็ตรอน ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสเีป็นสฟ้ีาเขยีว
(Mitrowska et al., 2005) ซึ่งปฏกิิรยิาการทดสอบเลอืดเบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคท์-
กรนี ดงัแสดงในภาพที ่3  
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ภำพท่ี 3 แสดงปฏกิริยิาการทดสอบเลอืดดว้ยชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคทก์รนี (Mitrowska et al., 
2005)  
 
  ชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® ปกตเิป็นชุดทดสอบทีใ่ชส้ าหรบัทดสอบเลอืด
ในปัสสาวะ แต่ในปัจจุบนัไดม้กีารน ามาประยุกตใ์ชใ้นทางนิตวิทิยาศาสตรส์ าหรบัการตรวจเลอืด
เบื้องต้นในสถานที่เกดิเหตุ เนื่องจากเป็นชุดทดสอบทีส่ามารถพกพาได้สะดวก มคีวามรวดเรว็ 
และน่าเชื่อถือ โดยชุดทดสอบมีลักษณะเป็นแผ่นพลาสติกที่มีสารพิเศษเคลือบไว้ ซึ่ง
ประกอบด้วย Diisopropylbenzenedihydroperoxide และ 3, 3’, 5, 5'-tetramethylbenzidine 
การทดสอบจะอาศัยหลกัการเหมอืนชุดทดสอบอื่นๆ ข้างต้น คอื เมื่อน าไปทดสอบกบัคราบ
เลอืด เหล็กในเลอืดจะเป็นตวัเร่งปฏกิิรยิาไฮโดรไลซสิของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ ท าให้เกิด
โมเลกุลของน ้ า โดยสาร 3, 3’, 5, 5'-tetramethylbenzidine เกิดการออกซิเดชันหรือสูญเสีย
อิเล็กตรอนจงึเกิดการเปลี่ยนแปลงสีเป็นสีเขียว อีกทัง้สามารถน าไปเปรยีบเทียบแถบสีกับ
บริเวณข้างขวดบรรจุภัณฑ์เพื่อดูระดับของฮีโมโกลบินในตัวอย่างคราบเลือดที่ตรวจได้ 
(National Forensic Science Technology Center) ดงัแสดงในภาพที่ 4 แต่มขี้อจ ากัดส าหรบั
ชุดทดสอบนี้ คอื ไมส่ามารถแยกความแตกต่างระหว่างเลอืดมนุษยก์บัเลอืดสตัวไ์ด ้ 
 

 

ภำพท่ี 4 แสดงชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® 
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  2.2.2 สำรเคมีท่ีใช้ทดสอบอสจิุ 

  ชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส เป็นชุดทดสอบคราบอสุจเิบื้องต้นที่ใช้กนัทัว่ไปใน
งานทางนิตวิทิยาศาสตรใ์นการตรวจหาเอนไซมแ์อซดิฟอสฟาเตส โดยเป็นเอนไซมท์ี่มปีรมิาณ
สูงในน ้าอสุจ ิซึ่งผลติมาจากต่อมลูกหมากของอวยัวะสบืพนัธุ์เพศชาย โดยชุดทดสอบอาศัย
หลักการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิยาเคมีภายในชุดน ้ ายา คือ เมื่อน าไปทดสอบกับคราบอสุจ ิ
เอนไซมแ์อซดิฟอสฟาเตสดงักล่าวจะเป็นตวัเร่งการเกดิปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิของสารฟอสเฟต -
อนิทรยีท์ี่อยู่ในชุดน ้ายา เช่น ฟอสเฟตอลัฟาแนปทลิ (Alpha-naphthyl phosphate) ท าให้เกิด
สารพวกฟีนอล (Naphthol) ซึ่งสารพวกฟีนอลจะท าปฏิกิยาต่อกับสารที่ท าให้เกิดสีพวก 
Diazonium salt chromogen เช่น เบนทามนีฟาสบลู (Brentamine Fast Blue) ภายในชุดน ้ายา
จงึเกดิการเปลีย่นแปลงสเีป็นสมี่วงภายใน 1 นาท ี(Lewis et al., 2013) ซึง่ปฏกิริยิาการทดสอบ
อสุจเิบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส ดงัแสดงในภาพที ่5  
 

 

ภำพท่ี 5 แสดงปฏกิริยิาการทดสอบอสุจดิว้ยชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส (Yang et al., 2008)  
 
  2.2.3 สำรเคมีท่ีใช้ทดสอบน ้ำลำย 

  ชุดทดสอบ Phadebas paper เป็นชุดทดสอบน ้าลายเบือ้งต้นทีน่ิยมใชก้นัทัว่ไป 
โดยอาศยัหลกัการย่อยแป้งดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลส ซึ่งเป็นเอนไซมท์ี่มปีรมิาณมากสุดในน ้าลาย 
เพื่อใช้ในการระบุต าแหน่งของคราบน ้าลายบนหลกัฐานต่างๆ โดย Phadebas® ประกอบด้วย
แป้งที่ถูกดดัแปลงโมเลกุลให้ติดฉลากสีฟ้า ปัจจุบันมกัอยู่ในรูปเม็ด (Tablet) จงึจ าเป็นต้อง
เตรยีมให้อยู่ในรูปของสารละลายก่อน แล้วท าการฉีดพ่นลงบนกระดาษกรองที่มคีุณสมบตัิให้
น ้ าซึมผ่านได้ จากนัน้รอให้แห้งที่อุณหภูมิห้องเพื่อสะดวกต่อการน าไปใช้ ซึ่งเมื่อน าแผ่น 
Phadebas paper วางลงบนคราบน ้าลาย แล้วท าให้เปียกชุ่มด้วยน ้าที่สะอาดและปราศจากเชื้อ 
เอนไซมอ์ะไมเลสทีอ่ยู่ในน ้าลายจะท าการย่อยโมเลกุลของแป้งทีต่ดิฉลากสไีว ้จงึท าใหเ้กดิกลุ่มสี
ฟ้าขึน้บรเิวณทีม่คีราบน ้าลาย (Hedman et al., 2008) ดงัแสดงในภาพที ่6 
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ภำพท่ี 6 แสดงปฏกิริยิาการทดสอบน ้าลายด้วยชุดทดสอบ Phadebas paper (Hedman et al., 
2011) 
 
 2.3 กำรตรวจพิสจูน์ดีเอน็เอเพ่ือพิสจูน์เอกลกัษณ์บคุคล 
 
  2.3.1 ดีเอน็เอ 

  ดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid, DNA) คือ สารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตที่มี
หน้าทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการแสดงออกและถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรม ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยที่
เรยีกว่า นิวคลีโอไทด์ (Nucleotide) โดยแต่ละนิวคลโีอไทด์ประกอบด้วยน ้าตาลเพนโทสที่มี
คารบ์อน 5 อะตอม ชนิดดอีอกซไีรโบส (Deoxyribose) หมู่ฟอสเฟส (Phosphate group) และ
ไนโตรจีนัสเบส (Nitrogenous base) โดยไนโตรจีนัสเบสแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ พิวรีน 
(Purine) และไพริมิดีน  (Pyrimidine) ส าหรับไนโตรจีนัส เบสกลุ่ มพิวรีนมีโครงสร้างที่
ประกอบด้วยวงแหวนที่มอีะตอมของคารบ์อนและไนโตรเจน 2 วง ได้แก่ อะดนิีน (Adenine) 
และกวันีน (Guanine) ส่วนไนโตรจนีัสเบสกลุ่มไพรมิดินีมโีครงสรา้งทีป่ระกอบดว้ยวงแหวนที่มี
อะตอมของคารบ์อนและไนโตรเจน 1 วง ไดแ้ก่ ไซโทซนี (Cytosine) และไทมนี (Thymine) ซึ่ง
นิวคลโีอไทด์หลายๆ โมเลกุลประกอบเป็นดเีอ็นเอได้โดยนิวคลโีอไทด์หนึ่งต่อกบันิวคลโีอไทด์
หนึ่งดว้ยพนัธะฟอสโฟไดเอสเทอร ์(Phosphodiester bond) ซึง่เกดิขึน้ระหว่างคารบ์อนต าแหน่ง
ที่ 3 ของน ้าตาลดอีอกซไีรโบสของนิวคลโีอไทด์โมเลกุลหนึ่งกบัหมู่ฟอสเฟส ซึ่งอยู่ที่คารบ์อน
ต าแหน่งที่ 5 ของนิวคลโีอไทด์โมเลกุลหนึ่ง และเชื่อมต่อกับโมเลกุลนิวคลโีอไทด์ต่อไปด้วย
พนัธะแบบเดยีวกนั เกดิเป็นโพลนีิวคลโีอไทดห์รอืดเีอน็เอ 1 สาย โดยนิวคลโีอไทดท์ีป่ลายดา้น
หนึ่งของดเีอ็นเอมคีารบ์อนต าแหน่งที่ 5 ของน ้าตาลดอีอกซไีรโบสต่อกบัหมู่ฟอสเฟสเรยีกว่า
ปลาย 5’ ส่วนนิวคลีโอไทด์ที่ปลายอีกด้านหนึ่งของสายดีเอ็นเอมคีาร์บอนต าแหน่งที่ 3 ของ
น ้าตาลดอีอกซไีรโบสต่อกบัหมู่ไฮดรอกซลิ (-OH) เรยีกว่าปลาย 3’ อย่างไรก็ตามดเีอน็เอที่ท า
หน้าที่ เป็นสารพันธุกรรมประกอบด้วยดีเอ็นเอ 2 สายเข้าคู่กันในทิสทางตรงกันข้าม 
(Antiparallel) (Butler, 2010b) โดยดีเอ็นเอ 2 สายเชื่อมกันด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่าง 
ไนโตรจนีัสเบสกลุ่มพวิรนีและไพรมิดินีเขา้คู่กนั เรยีกว่า เบสคู่สม (Complementary base pair) 
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คอื A เขา้คู่กบั T ด้วยพนัธะไฮโดรเจน 2 พนัธะ และ C คู่กบั G ด้วยพนัธะไฮโดรเจน 3 พนัธะ 
ซึง่การเขา้คู่กนัของดเีอน็เอ 2 สาย ก่อใหเ้กดิโครงสรา้งทีม่ลีกัษณะเป็นเกลยีวคู่ (Double helix) 
ท าใหเ้กดิร่อง 2 ลกัษณะ คอื ร่องขนาดใหญ่ (Major groove) และร่องขนาดเลก็ (Minor groove) 
ระหว่างเกลยีวคู่ดงักล่าว ซึง่โครงสรา้งของดเีอน็เอดงัแสดงในภาพที ่7   
 

 

ภำพท่ี 7 แสดงโครงสรา้งของดเีอน็เอ (เทคโนโลยชีวีภาพ. (ม.ป.ป.). โครงสรา้งของดเีอน็เอ. 
สบืคน้เมือ่ 2 ธนัวาคม 2559, สบืคน้จาก http://www.thaibiotech.info/structure-of-dna.php) 
  
  2.3.2 จีโนม (Genome) 

  จโีนม คือ สารพันธุกรรมทัง้หมดที่บรรจุอยู่ในเซลล์ของสิ่งมชีีวิต ซึ่งมคีวาม
แตกต่างกนัและจ าเพาะกบัสิง่มชีวีตินัน้ๆ ส าหรบัในสิง่มชีวีติชัน้สูง ได้แก่ มนุษย ์พชื และสตัว ์
จะอยู่ในรูปของโครโมโซม (Chromosome) ที่ประกอบด้วยดเีอ็นเอและโปรตีนประเภทฮสิโทน 
(Histone) เขา้เกาะกนัและขดกนัเป็นเกลยีวบรรจุอยู่ในนิวเคลยีสของเซลล์  โดยจโีนมหรอืสาร
พันธุกรรมของมนุษย์สามารถพบได้ทัง้ในนิวเคลียส (Nuclear genome) และในออแกเนลล์ 
ไมโทคอนเดรยี (Mitochondrial genome) ซึ่งในนิวเครยีสนัน้มีจโีนมหรอืสารพันธุกรรมของ
มนุษยอ์ยู่ประมาณ 3.2 พนัลา้นเบส ประกอบดว้ย 2 ส่วน คอื ส่วนทีเ่ป็นยนี (Gene and related 
sequences) 25 เปอรเ์ซน็ต์ มหีน้าที่ก าหนดลกัษณะพนัธุกรรมต่างๆ ของสิง่มชีวีติ และส่วนที่
ไม่ใช่ยนี (Intergenic regions ) มอียู่ 75 เปอรเ์ซ็นต์ โดยส่วนที่ไม่ใช่ยนีประกอบด้วยส่วนที่มี
การเรยีงตวัของเบสที่จ าเพาะ (Unique) 20 เปอรเ์ซ็นต์ และส่วนที่มกีารเรยีงตวัของเบสซ ้ากนั 
(Repetitive) 55 เปอรเ์ซน็ต์ ส าหรบัส่วนทีม่เีบสซ ้ากนัประกอบดว้ยส่วนทีซ่ ้ากนัแบบต่อเนื่อง 10 
เปอร์เซ็นต์  และส่วนที่มีเบสซ ้ ากันแบบกระจัดกระจาย 45 เปอร์เซ็นต์  (Jasinska and 
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Krzyzosiak, 2004) ดังแสดงในภาพที่ 8 อีกทัง้ในส่วนที่มีการซ ้ากันของเบสแบบต่อเนื่ อง
สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ประเภทตามจ านวนของเบสแกนกลาง ได้แก่ ดเีอ็นเอแซทเทลิไลท ์
(Satellite DNA) มขีนาดเบสแกนกลางยาวมากสุดซึง่อาจถงึ 1000 เบส ดเีอน็เอมนิิแซทเทลิไลท ์
(Minisatellite DNA) มขีนาดเบสแกนกลางประมาณ 10–100 เบส และดเีอน็เอไมโครแซทเทลิ-
ไลท ์(Microsatellite DNA) มเีบสแกนกลางยาวประมาณ 1–6 เบส ซึง่มคีวามส าคญัและสามารถ
น าไปใชใ้นงานทางดา้นนิตวิทิยาศาสตรใ์นการระบุเอกลกัษณ์บุคคลได้ (Schlötterer, 2000) 
 

 

ภำพท่ี 8 แสดงจโีนมมนุษย ์(Human genome) (Jasinska and Krzyzosiak, 2004)  
 
  2.3.3 ดีเอน็เอชนิดไมโครแซทเทิลไลท ์ 

  ดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทิลไลท์ หรอื STR (Shot tandem repeat) เป็นสาร
พันธุกรรมที่ประกอบด้วยเบสซ ้าๆ กันต่อเนื่ องดังที่กล่าวมาข้างต้น ซึ่งประกอบด้วยเบส
แกนกลางจ านวน 1–6 คู่เบส และมีขนาดความยาวน้อยกว่า 350 คู่เบส ท าให้เอื้อต่อการ 
จดัท าลายพิมพ์ดเีอ็นเอในงานทางด้านนิติวทิยาศาสตรใ์นปัจจุบนั เพราะเนื่องจากวตัถุพยาน
ทางชวีภาพทีพ่บในสถานทีเ่กดิเหตุมกัพบในปรมิาณน้อย เสื่อมสภาพ และถูกท าลายจากสภาวะ
แวดล้อม จึงท าให้ดีเอ็นเอที่ตรวจเก็บได้มีขนาดสายเบสสัน้ๆ ซึ่งในปัจจุบันต าแหน่ง STR 
มาตรฐานมอียู่ประมาณ 20 ต าแหน่งที่น ามาใช้ในงานทางด้านนิติพนัธุศาสตร์ เช่น ต าแหน่ง 
STR มาตรฐานที่ใช้ในการระบุเอกลักษณ์บุคคลของระบบ Combined DNA Index System 
(CODIS) ของหน่วยสืบสวนสหรฐัอเมรกิาที่มีทัง้หมด 20 ต าแหน่ง ได้แก่ CSF1PO, FGA, 
THO1, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, 
D18S51, D21S11, D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433 แ ล ะ 
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D22S1045 แต่ทั ้งนี้ การเลือกต าแหน่ง STR ที่ เหมาะสมส าหรับใช้ในงานทางด้านนิติ -
วทิยาศาสตร์นัน้ประกอบด้วยเหตุผลอีกหลายประการดงันี้ คอื ต้องมอีตัราการกลายพนัธุ์ต ่า 
(Mutation rate) ทนทานต่อตัวยับยัง้ปฏิกิริยาพีซีอาร์ มีความแม่นย าในการท าซ ้ าสู ง 
(Reproducibility) สามารถน ามาใช้ในชุดทดสอบหลายต ่ าแหน่ง (Multiplex) ได้ ขนาดของ
ผลติภณัฑ์พีซอีาร ์(PCR product) ที่ได้ไม่ควรเกิน 500 คู่เบส และขนาดของอลัลลีมขีนาดที่
ต่างกนัในแต่ละต าแหน่ง โดยสามารถแยกออกจากกนัไดช้ดัเจน รวมทัง้สามารถจ าแนกระหว่าง
บุคคลได้สูง คอื มอีลัลลีในคู่โครโมโซมต่างกนัมากกว่ารอ้ยละ 70 ในประชากร และไม่มคีวาม
เชื่อมโยงกบัต าแหน่ง STR อื่นๆ (Butler, 2010)  
  
  2.3.4 กระบวนกำรตรวจพิสจูน์ลำยพิมพดี์เอน็เอ   

  ขัน้ตอนในการระบุเอกลกัษณ์บุคคลด้วยการตรวจพิสูจน์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ประกอบด้วยขัน้ตอนหลักคือ 1) การตรวจหาวัตถุพยานทางชีวภาพจากหลักฐาน 2) การ
ทดสอบคราบต้องสงสยัเบื้องต้นด้วยน ้ ายาเคม ี3) การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง 4) การวัด
ปรมิาณดีเอ็นเอที่สกัดออกมาจากตัวอย่างโดยเทคนิคเรยีลไทม์พีซีอาร์ 5) การเพิ่มปรมิาณ 
ดเีอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิคพซีีอาร ์และ 6) การตรวจสอบและจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอด้วย 
แคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรซีสิ (Butler, 2010a) ซึง่ชุดน ้ายาทีน่ิยมใชใ้นการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ย
เทคนิคพีซีอาร์เพื่อการจดัท าลายพิมพ์ดเีอ็นเอในปัจจุบนันัน้มอียู่มากมาย และมจี านวนของ
ต าแหน่ง STR ที่ได้ในการวเิคราะห์แตกต่างกัน อาทิเช่น ชุดน ้ายา AmpFlSTR® Profiler™, 
AmpFlSTR® Profiler Plus™, AmpFlSTR® SGM Plus™, AmpFlSTR® Identifiler™, 
AmpFlSTR NGM, PowerPlex® 16, PowerPlex® ES, PowerPlex® 18D System, 
PowerPlex® 21 System, QIAGEN® Investigator IDplex® Plus Kit แ ล ะ  Investigator 
IDplex GO! Kit เป็นตน้ ส าหรบัการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของแต่ละชุดน ้ายานัน้อาศยัหลกัการตดิ
ฉลากเรอืงแสงที่ไพรเมอรต์รงปลาย 5’ (Butler, 2012a) ซึ่งฉลากเรอืงแสงจะใช้สทีี่แตกต่างกนั
เพื่อแยกขนาดของผลติภณัฑพ์ซีอีารท์ีม่ขีนาดใกลเ้คยีงกนัออกจากกนัได้ดว้ยเทคนิคแคปิลลาร-ี
อเิล็กโทรโฟรซิสิ ดงัแสดงในภาพที่ 9 โดยอาศยัหลกัการแยกขนาดของผลติภณัฑ์พซีอีารก์บั
หลอดรูเลก็ที่บรรจุพอลเิมอร์ไว้ด้วยกระแสไฟฟ้า และท าการตรวจวดัการเรอืงแสงฟลูออเรส-
เซนซ์ (Fluorescent dye) ด้วยการยิงเลเซอร์ จากนั ้นท าการวิเคราะห์แปลผลลายพิมพ์ 
ดี เอ็น เอด้ วย โป รแกรม  GeneMapper® ออกมาใน รูป แบบของอิ เล็ก โท รฟี โรแก รม 
(Electropherogram) ดงัแสดงในภาพที ่10  
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ภำพท่ี 9 เทคนิคแคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรซิสิ (รปูนี้เป็นสมบตัสิาธารณะ) 
 

 

ภำพท่ี 10 แสดงตวัอยา่งลายพมิพด์เีอน็เอ  
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 2.4 งำนวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

  ปัจจุบนัมกีารน าเทคนิคไดเรค็พซีอีารม์าใชม้ากขึน้ในงานนิตพินัธุศาสตรส์ าหรบั
วเิคราะหด์เีอน็เอจากตวัอยา่งทัง้ทีเ่ป็นมนุษยแ์ละไม่ใช่มนุษย ์เนื่องจากสะดวก รวดเรว็ สามารถ
ลดค่าใชจ้า่ยในการวเิคราะห ์ลดการปนเป้ือนของตวัอย่างดเีอน็เอทีไ่ม่เกีย่วขอ้งจากขัน้ตอนการ
สกดัที่มคีวามซบัซ้อน ยุ่งยาก และที่ส าคญัสามารถเพิ่มโอกาสในการได้รบัลายพมิพ์ดีเอ็นเอ
ปรมิาณน้อยได้มากขึน้ ซึ่งจากงานวจิยัที่ผ่านมามกีารน าเทคนิคไดเรค็พซีอีารม์าประยุกต์ใช้ใน
การตรวจพสิูจน์ดีเอ็นเอจากตวัอย่างเลอืดบนวสัดุหลกัฐานหลากหลายประเภทด้วยชุดน ้ายา
PromegaPowerPlex® 21 ซึ่งวสัดุหลกัฐานทีท่ดลอง ไดแ้ก่ บนพืน้ถนน คอนกรตี หนิอ่อน หนิ 
ไม ้ไมอ้ดั หญ้า ใบไม ้ขนแกะ ผา้ยนี พรม กระสุนปืน และฝาปิดท่อ ผลการทดลองพบว่ามอีตัรา
ความส าเร็จในการจดัท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอสูงถึง 80 เปอร์เซ็นต์ (Gray et al., 2014) และมี
การศกึษาในการเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอจากตวัอยา่งรากผมมนุษยด์ว้ยชุดน ้ายา 
AmpFlSTR® NGM® kit (Applied Biosystems, USA) ผลการทดลองพบว่ามอีตัราความส าเรจ็
ในการจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่สมบูรณ์ 100 เปอรเ์ซ็นต์ (Ottens et al., 2013) อกีทัง้ได้มกีาร
เปรยีบเทยีบการเตรยีมตวัอย่างแบบวธิกีารสกดัดเีอน็เอกบัวธิไีดเรค็พซีอีารจ์ากตวัอย่างดเีอน็เอ
บนวัสดุทดลอง 4 ประเภท ได้แก่ แก้ว พลาสติก เซรามิกส์ และสเตนเลส ด้วยชุดน ้ ายา 
PowerPlex® 16 HS ผลการทดลองพบว่ าวิธี ได เร็คพีซีอ าร์ส ามารถ ใช้ เพิ่ มปริม าณ 
และจดัท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอได้ดีกว่าวธิกีารสกัดดีเอ็นเอจากตวัอย่าง ทัง้นี้ เนื่องจากการสกัด 
ดเีอ็นเอนัน้มกีารสูญเสยีดเีอ็นเอไปในระหว่างขัน้ตอนการสกดั ท าให้ส่งผลกระทบต่อคุณภาพ
ลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่ได้รบั และพบว่าวสัดุทดลองที่แตกต่างกนัสามารถได้รบัปรมิาณดเีอ็นเอที่
แตกต่างกนัด้วย จงึท าให้วสัดุทดลองมผีลกระทบต่อการจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอ (Swaran and 
Welch, 2012) นอกจากนี้ยงัมกีารน าเทคนิคไดเรค็พีซอีาร์มาใช้กบัตวัอย่างดเีอ็นเอที่เกิดจาก
การสมัผสั (Touch DNA) ไดส้ าเรจ็ โดยใชก้้านส าล ี(Swab) 3 ชนิด ไดแ้ก่ ไนลอน (Nylon) โฟม 
(Foam) และผ้าฝ้าย (Cotton) ในการเก็บดเีอ็นเอ แล้วน ามาเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอด้วยชุดน ้ายา 
Profiler Plus® STR kit (ABI) ผลการทดลองพบว่าก้านส าลชีนิดไนลอนมปีระสทิธภิาพในการ
เกบ็ตวัอยา่งดเีอน็เอทีเ่กดิจากการสมัผสัไดด้ทีีสุ่ด (Templeton et al., 2013) 

  ส าหรบัการน าเทคนิคไดเรค็พซีอีารม์าประยุกต์ใช้กบัตวัอย่างที่ไม่ใช่มนุษยน์ัน้
ไดม้กีารพฒันาชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร์ส าหรบัการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่าง
สัตว์ 6 ชนิดพร้อมกันได้ส าเร็จ ซึ่งได้แก่ หมู แกะ ไก่ นกกระจอกเทศ ม้า และวัว ท าให้
ประหยดัเวลาในการวิเคราะห์ตัวอย่างได้มากยิ่งขึ้น และจากผลการทดลองสามารถน าชุด
ทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารไ์ปใชไ้ดจ้รงิกบัตวัอยา่งอาหารตามทอ้งตลาด เพราะมคีวามไว
วเิคราะห์ สะดวก และรวดเรว็ (Kitpipit et al., 2014) อกีทัง้มกีารน าเทคนิคไดเรค็พซีอีาร์ไปใช้
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ในการระบุชนิดพนัธุ์ของสตัว์ป่าคุ้มครองจากตวัอย่างเส้นขน กล้ามเนื้อ คราบเลอืด กระดูก ห ู
ผวัหนัง ปัสสาวะ และอุจจาระ ผลการทดลองพบว่าสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากตวัอย่าง
ทัง้หมดได้ส าเร็จ (Kitpipit et al., 2013) นอกจากนี้ ย ังมีการน าเทคนิคไดเร็คพีซีอาร์ไป
ประยุกต์ใชใ้นการระบุชนิดของเชือ้ก่อโรคที่พบในอาหาร โดยผลการทดลองพบว่าสามารถเพิม่
ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารข์องเชือ้ก่อโรคทัง้หมด 3 ชนิดไดพ้รอ้มกนั 
ไดแ้ก่ เชือ้ E.coli O157:H7, C.jejuni and L.monocytogenes (Hasap et al., 2013)  

  ชุดน ้ ายาทดสอบคราบต้องสงสัยเบื้องต้นมีความส าคัญมาก เช่นกันในงาน
ทางดา้นนิตพินัธุศาสตร ์เนื่องจากสามารถใชค้ดักรองตวัอย่างวตัถุพยานทางชวีภาพก่อนน าไป
เพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอในขัน้ตอนถดัไป ซึง่สามารถช่วยประหยดังบประมาณใน
การวเิคราะห์ตวัอย่างได ้โดยชุดน ้ายาทดสอบเบือ้งต้นทีน่ิยมใช้กนัทัว่ไปในปัจจุบนัมหีลายชนิด 
ได้แก่ ชุดน ้ ายาทางเคมีที่ใช้ทดสอบเลือดเบื้องต้น เช่น ชุดน ้ายาลูมนิอล (Luminol, Luminol 
16®) Bluestar® Ferensic และเบนซดินี (Benzidine) ชุดน ้ายาทีใ่ชท้ดสอบอสุจเิบือ้งต้น คอื ชุด
น ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส (Acid phosphatase) และชุดทดสอบน ้าลายเบื้องต้น คือ ชุดทดสอบ
Phadebas paper โดยจากงานวจิยัที่ผ่านมาพบว่าชุดน ้ายาลูมนิอลไม่ส่งผลกระทบต่อการเพิม่
ปรมิาณและจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอ รองลงมา คอื Bluestar® Ferensic และ Luminol 16® ส่วน
ชุดน ้ายาเบนซดินีส่งผลกระทบต่อการเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพ์ดเีอน็เอมากทีสุ่ด ส าหรบั
ชุดน ้ายา Acid phosphatase และชุดทดสอบ Phadebas paper จากงานวจิยัที่ผ่านมาพบว่าไม่
ส่งผลกระทบต่อการจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอ (Lewis et al., 2013) และ (Hedman et al., 2011) 
ตามล าดบั 
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3. วตัถปุระสงค ์
 
 3.1 เพื่อพฒันากระบวนการตรวจพสิูจน์ดเีอ็นเอจากวตัถุพยานทางชวีภาพ 3 ประเภท 
ไดแ้ก่ คราบเลอืด อสุจ ิและน ้าลาย โดยวธิไีดเรค็พซีอีาร ์
 3.2 เพื่อพฒันากระบวนการตรวจพสิูจน์ดเีอ็นเอจากวตัถุพยานทางชวีภาพ 3 ประเภท 
ได้แก่ คราบเลือด อสุจิ และน ้ าลายที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้น (Presumptive test) โดยวิธ ี
ไดเรค็พซีอีาร ์
 3.3 เพื่อศึกษาการใช้เทคนิค Gel electrophoresis เป็น screening method ก่อนการ 
จดัท าลายพมิพด์เีอน็เอโดยวธิไีดเรค็พซีอีาร ์
 3.4 เพื่อศกึษาปัจจยัทีม่ผีลกระทบต่อการตรวจพสิจูน์ดเีอน็เอจากวตัถุพยานทางชวีภาพ
โดยวิธีไดเร็คพีซีอาร์ ซึ่งได้แก่  ปัจจยัในเรื่องชนิดของชุดน ้ ายาทดสอบเบื้องต้น อายุของ 
วตัถุพยานทางชวีภาพ และประเภทวสัดุหลกัฐานต่างๆ 
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บทท่ี 2  
 

วิธีกำรวิจยั  
 

1. กำรเกบ็และเตรียมตวัอย่ำงวตัถพุยำนทำงชีวภำพ  

  วตัถุพยานทางชวีภาพทีใ่ชใ้นการศกึษา ไดแ้ก่ เลอืด อสุจ ิและน ้าลาย ซึง่ไดม้า
จากผูบ้รจิาคทัง้เพศหญงิและเพศชายอายุประมาณ 22–24 ปี จ านวน 10 คน เกบ็ตวัอย่างวตัถุ-
พยานเลอืด โดยเก็บจากหลอดเลอืดด าโดยพยาบาลวชิาชพีปรมิาณ 10 ซซี ีใส่ในหลอดที่มสีาร
กนัเลอืดแข็งชนิด EDTA ส าหรบัอสุจเิก็บจากผู้บรจิาคเพศชายที่สมบูรณ์แขง็แรง โดยเก็บใส่
หลอดขนาด 10 มลิลลิติรทีส่ะอาด และปราศจากเชื้อ ส่วนน ้าลายเก็บโดยให้อาสาสมคัรบ้วนใส่
หลอดขนาด 10 มลิลลิติรที่สะอาด และปราศจากเชื้อ จากนัน้ท าการเก็บตวัอย่างดงักล่าวไว้ที่
อุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส เพื่อน าไปใชใ้นการศกึษาต่อไป  

  การศึกษาและท างานวจิยัในครัง้นี้ได้ศึกษาวจิยัในคน และรวมถึงสารคดัหลัง่
ทีม่าจากคน ซึง่ไดแ้ก่ เลอืด อสุจ ิและน ้าลาย ดงันัน้จงึได้ด าเนินการขอจรยิธรรมการท าวจิยัใน
คนโดยยดึหลกั “แนวทางจรยิธรรมการท าวิจยัในคนในประเทศไทย พ.ศ. 2550” ของชมรม
จรยิธรรมการท าวจิยัในคนในประเทศไทย (Forum for Ethical Review Committee in Thailand 
หรอื FERCIT) โดยมเีอกสารอนุมตัเิลขที ่59-297-19-9  

ท าการเตรยีมวตัถุพยานทางชวีภาพเพื่อการทดลอง โดยปิเปตตวัอย่างคราบ
เลอืด อสุจ ิและน ้าลาย ปรมิาณ 10 ไมโครลติร ลงบนวสัดุหลกัฐานแต่ละประเภท (ตวัอย่างเลอืด
ท าการศกึษาในวสัดุเสื้อผ้าชนิดผา้ฝ้าย กระดาษทชิชู ไม ้และมดี ตวัอย่างอสุจทิ าการศกึษาใน
วสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย และกระดาษทชิชู และตวัอย่างน ้าลายท าการศกึษาในวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้
ฝ้าย กระดาษทชิชู และกระป๋องอะลูมเินียม) จ านวน 10 หยด เพื่อใช้ท าการทดลองจ านวน 10 
ซ ้า โดยก าหนดให้ความสูงของปิเปตห่างจากวสัดุประมาณ 1 เซนตเิมตร จากนัน้วางทิ้งไวเ้ป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ก่อนใช้กระดาษกรองเก็บตวัอย่างวตัถุพยานทางชวีภาพดงักล่าวออกมาจาก
วสัดุก่อนน าไปศกึษาในขัน้ตอนถดัไป 
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2. กำรเตรียมสำรเคมีท่ีใช้ส ำหรบักำรทดสอบเบือ้งต้น (Presumptive test) 
 
2.1 สำรเคมีท่ีใช้ทดสอบเลือด 

2.1.1 ชุดน ้ำยำลมิูนอล (Luminol)  

  ชัง่สารลูมนิอล 0.19 กรมั และโซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate) 0.1 
กรมั ละลายในไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ ความเขม้ขน้ 3 เปอรเ์ซน็ต์ (3% Hydrogen peroxide) 
ปรมิาตร 10 มลิลลิติร 
 

2.1.2 ชุดน ้ำยำแคสเทิลเมเยอร ์(Kastle-Meyer) 

  ชัง่สารฟีนอร์ฟทาลีน (Phenolphthalein) 2 กรมั โพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์
(Potassium hydroxide) 20 กรัม และซิงค์ (Zinc dust) 30 กรัม ละลายในน ้ าปริมาตร 100 
มลิลลิติร แลว้ใหค้วามรอ้นโดยการต้มจนสารละลายไม่มสีี จากนัน้รอใหส้ารละลายเยน็ แลว้เตมิ
เอทานอล (Ethanol) ปรมิาตร 100 มลิลลิติร เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
 

2.1.3 ชุดน ้ำยำลิวโคมำลำไคทก์รีน (Leuchomalachite green) 

  ชัง่สารลวิโคมาลาไคท์กรนี (Leuchomalachitegreen) 0.25 กรมั ละลายในน ้า
ปรมิาตร 150 มลิลิลติร เติมกรดอะซติิกเข้มข้น (Glacial acetic acid) ปรมิาตร 100 มลิลลิติร 
และเติมซิงค์ (Zinc dust) 30 กรมั จากนัน้ผสมให้เข้ากันพร้อมให้ความร้อนโดยการต้มจน
สารละลายไมม่สี ีแลว้เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส ในทีม่ดื 
 

2.1.4 ชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® 

  ชุดทดสอบแบบแถบ  Hemastix® เป็นของบริษัท  Siemens Healthcare 
Diagnostics Inc. (USA) 
 
2.2 สำรเคมีท่ีใช้ทดสอบอสจิุ 

การศึกษานี้ใช้ชุดน ้ายาแอซิดฟอสฟาเตส (Acid phosphatase test) ส าหรบั
ทดสอบคราบอสุจิเบื้องต้น โดยประกอบด้วยสารละลาย 2 ชนิด คือ สารละลาย A (Stock 
Solution A) ปรมิาตร 10 มลิลลิติร และสารละลาย B (Stock Solution B) 1 มลิลลิติร น ามาผสม
ให้เขา้กนัด้วยน ้าปรมิาตร 89 มลิลลิติร โดยมกีารเตรยีมสารละลายทัง้ 2 ชนิด ดงันี้ สารละลาย 
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A (Stock Solution A) เตรียมโดยชัง่ O-dianisidinetetrazotised (Fast Blue B) 1 กรัม และ
โซเดียมอะซิเตท (Sodium acetate) 20 กรมั ละลายในน ้ าปรมิาตร 100 มิลลิลิตร เติมกรด 
อะซติิก (Acetic acid) ปรมิาตร 10 มลิลลิติร จากนัน้ผสมจนสารละลายเป็นเนื้อเดยีวกนั ส่วน
สารละลาย B (Stock Solution B) เตรยีมโดยชัง่ Sodium alpha-napthyl phosphate 0.8 กรมั 
ละลายในน ้าปรมิาตร 10 มลิลลิติร ผสมจนเป็นสารละลายเนื้อเดยีวกนั  
 
2.3 สำรเคมีท่ีใช้ทดสอบน ้ำลำย 

การศึกษานี้ ใช้ชุดทดสอบ Phadebas paper ส าหรับทดสอบคราบน ้ าลาย
เบื้องต้น โดยบดเมด็ Phadebas® (เป็นของบรษิทั Magle AB, Lund, Sweden) ให้ละเอยีด ชัง่
ปรมิาณ 0.9 กรมั ละลายในน ้าปรมิาตร 100 มลิลลิติร จากนัน้น าสารละลายที่ได้ฉีดพ่นลงบน
กระดาษกรอง รอใหแ้หง้ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง เกบ็ไวใ้นถุงซปิทีส่ะอาดและปราศจากเชือ้ 
 
3. วิธีกำรทดสอบครำบต้องสงสยัเบือ้งต้น (Presumptive test) 
 
3.1 กำรทดสอบครำบเลือดเบือ้งต้น (Blood presumptive test) 

  การทดสอบด้วยชุดน ้ายาลูมนิอล (Luminol) ท าโดยฉีดพ่นชุดน ้ายาทดสอบลง
บนคราบเลือดบรเิวณตรงกลางของกระดาษกรอง ผลบวกของปฏิกิรยิาจะเปล่งแสงสีฟ้า ดงั
แสดงในภาพที่ 11 โดยต้องท าการสงัเกตการเรอืงแสงในที่มดืสนิท ส าหรบัการทดสอบด้วยชุด
น ้ ายาแคสเทิลเมเยอร์ (Kastle-Meyer) และการทดสอบด้วยชุดน ้ ายาลิวโคมาลาไคท์กรีน 
(Leuchomalachite green) ท าโดยหยดชุดน ้ายาทดสอบจ านวน 2 หยด ลงบนคราบเลอืดตรง
กลางของกระดาษกรอง ตามด้วย 3% Hydrogen peroxide จ านวน 2 หยด ผลบวกของ
ปฏกิริยิาการทดสอบดว้ยชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอรจ์ะใหส้ชีมพูดงัแสดงในภาพที ่12 ส่วนผลบวก
ของปฏกิริยิาการทดสอบดว้ยชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคทก์รนีจะใหส้ฟ้ีาเขยีว ดงัแสดงในภาพที ่13 
 

 

ภำพท่ี 11 ผลบวกของปฏกิริยิาการทดสอบคราบเลอืดเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาลมูนิอล 
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ภำพท่ี 12 ผลบวกของปฏกิริยิาการทดสอบคราบเลอืดเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอร ์
 

 

ภำพท่ี 13 ผลบวกของปฏกิริยิาการทดสอบคราบเลอืดเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคทก์รนี 
 

  การทดสอบด้วยชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® ท าโดยหยดน ้ ากลัน่ 
(Distilled water) ลงบนชุดทดสอบ จากนัน้น าไปสมัผสักบัคราบเลอืดบนพืน้ผวิวสัดุ ผลบวกของ
ปฏกิริยิาจะเปลีย่นกระดาษลสิมตัจากสเีหลอืงเป็นสเีขยีว ดงัแสดงในภาพที ่14 
 

 

ภำพท่ี 14 ผลบวกของปฏกิริยิาการทดสอบคราบเลอืดเบือ้งตน้ดว้ยชุดทดสอบ Hemastix® 
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3.2 กำรทดสอบครำบอสจิุเบือ้งต้น (Semen presumptive test) 

  การทดสอบด้วยชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส (Acid phosphatase) ท าโดยหยด
ชุดน ้ายาทดสอบจ านวน 2 หยด ลงบนคราบอสุจติรงกลางของกระดาษกรอง จะให้ผลบวกของ
ปฏกิริยิาเกดิเป็นสมีว่งภายใน 1 นาท ีดงัแสดงในภาพที ่15 
 

 

ภำพท่ี 15 ผลบวกของปฏกิริยิาการทดสอบคราบอสุจเิบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส 
 

3.3 กำรทดสอบครำบน ้ำลำยเบือ้งต้น (Saliva presumptive test) 

  การทดสอบด้วย Phadebas paper ท าได้โดยน าแผ่น Phadebas paper วาง
บนคราบน ้าลายตรงกลางของกระดาษกรอง จากนัน้ท าใหเ้ปียกชุ่มดว้ยน ้ากลัน่ (Distilled water) 
จะเกดิการแพรข่องเมด็สแีละเกดิกลุ่มสฟ้ีาขึน้บรเิวณทีม่คีราบน ้าลายดงัแสดงในภาพที ่16 
 

 

ภำพท่ี 16 ผลบวกของปฏกิริยิาการทดสอบคราบน ้าลายเบือ้งตน้ดว้ยชุดทดสอบ Phadebas 
paper 
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4. กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอโดยวิธีไดเรค็พีซีอำร ์(Direct amplification)  

  ท าการเตรยีมตวัอย่างก่อนการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอด้วยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์
ตามวิธีการของ Kitpipit และคณะ (Kitpipit et al., 2014) โดยตัดกระดาษกรองที่มีคราบ 
วตัถุพยานทางชวีภาพทัง้ที่ผ่านและไม่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นขนาดประมาณ 1×1 มลิลเิมตร 
ใส่ในหลอดไมโครเซนตรฟิิวจข์นาด 1.5 มลิลลิติร ทีส่ะอาด และปราศจากเชือ้ จากนัน้เตมิ PBS 
(Phosphate Buffer Saline) ปรมิาณ 20 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครือ่ง Vortex แลว้น าไป
บ่มที่อุณหภูม ิ98°C เป็นเวลา 2 นาท ีสารละลายในที่นี้จะเรยีกว่าสารละลาย Pre-PCR ซึ่งจะ
น าไปใชใ้นปฏกิริยิาพซีอีารแ์ทนการใส่สารสกดัดเีอน็เอ 

การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากวตัถุพยานทางชวีภาพโดยวธิไีดเรค็พซีอีาร ์(Direct 
PCR) เพื่ อคัดกรองตัวอย่างด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Gel electrophoresis) น า
สารละลาย Pre-PCR ที่ศึกษามาเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอด้วยชุดน ้ายา Phire® Hot Start II DNA 
Polymerase (Thermo Scientific, Thailand) โดยใส่น ้ ายาและสารเคมีที่เกี่ยวข้องตามคู่มือ
ปฏิบตัิการ (ตารางที่ 1) แล้วน าไปเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง T100™ Bio-Rad thermal 
cycler จ านวน 35 รอบ ภายใต้สภาวะการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ (ตารางที ่2) โดยใชไ้พรเ์มอร ์2 คู่ 
ในการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอบรเิวณต าแหน่ง STR (Short tandem repeat) จ านวน 2 ต าแหน่ง 
ซึ่งเป็นต าแหน่ง STR มาตรฐานในการระบุเอกลกัษณ์บุคคลในปัจจุบนั โดยเลอืกขนาดความ
ยาวของผลติภณัฑพ์ซีอีาร ์(PCR product) ทีใ่หญ่สุดและขนาดความยาวของผลติภณัฑ์พซีอีาร์
ที่เล็กสุด ซึ่งได้แก่ FGA และ D3 (ตารางที่ 3) เพื่อใช้ศึกษาการคดักรองตัวอย่างด้วยเทคนิค
เจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ ก่อนน าตวัอยา่งทางชวีภาพไปจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอต่อไป 
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ตำรำงท่ี 1 น ้ายาและสารเคมทีีใ่ชใ้นการท าพซีอีาร ์Polymerase chain reaction (PCR) 

 สำรเคมี ปริมำตร 
(ไมโครลิตร) 

ควำมเข้มข้น
สดุท้ำย 

5x Phire Reaction Buffer (contains 7.5 mM MgCl2) 
10 mM dNTP 
Phire® Hot Start II DNA Polymerase 
10 µM Primer FGA-F 
10 µM Primer FGA-R 
10 µM Primer D3-F 
10 µM Primer D3-R 
DNA sample 
Sterile water 

2.0 
0.2 
0.2 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
1 

4.6 

7.5 mM 
10 mM 

- 
10 µM 
10 µM 
10 µM 
10 µM 

- 
- 

ปริมำตรรวม 10 - 
 
ตำรำงท่ี 2 ขัน้ตอน อุณหภูมิ เวลา และจ านวนรอบในการท าพีซีอาร์ Polymerase chain 
reaction (PCR) 

ขัน้ตอน อณุหภมิู (°C) เวลำ (วินำที) จ ำนวนรอบ 
Initial denaturation 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final Extension 

98 
98 
62 
72 
4 

300  
0.05  
0.25  
60 
∞ 

1 
 

35 
 
1 
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ตำรำงท่ี 3 แสดงล าดบันิวคลโีอไทด์และขนาด (Product size) ของไพร์เมอรท์ี่ใช้ในการศึกษา
การคดักรองตวัอย่างด้วยเทคนิค Gel electrophoresis ก่อนน าตัวอย่างทางชีวภาพไปจดัท า 
ลายพมิพด์เีอน็เอต่อไป 

ช่ือไพรเมอร ์ ล ำดบัเบส 5’       3’ ขนำดควำมยำว อ้ำงอิง 

FGA-F GGCTGCAGGGCATAACATTA 
322–444 คู่เบส 

(Elkins, 2012)  
FGA-R ATTCTATGACTTTGCGCTTCAGGA 

D3-F ACTGCAGTCCAATCTGGGT 
115–147 คู่เบส 

D3-R ATGAAATCAACAGAGGCTTGC 

 
การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากวตัถุพยานทางชวีภาพโดยวธิไีดเรค็พซีอีาร ์(Direct 

PCR) เพื่อการจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Capillary 
eleactrophoresis) น าสารละลาย Pre-PCR ที่ศึกษามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยชุดน ้ ายา 
QIAGEN® Investigator IDplex® Plus Kit (Qiagen, UK) โดยใส่น ้ายาและสารเคมทีี่เกี่ยวข้อง
ตามคู่มอืปฏบิตัิการ (ตารางที่ 4) แล้วน าไปเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอด้วยเครื่อง T100™ Bio-Rad 
thermal cycler ตามสภาวะการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอทีแ่นะน าในคู่มอืปฏบิตักิาร (ตารางที ่5) 

 
ตำรำงท่ี 4 น ้ายาและสารเคมทีีใ่ชใ้นการท าพซีอีาร ์Polymerase chain reaction (PCR) 

สำรเคมี ปริมำตร (ไมโครลิตร) 
Fast Reaction Mix 
Primer Mix 
Nuclease-free Water 
DNA sample 

3.75 
1.25 
2.5 
5 

ปริมำตรรวม 12.5 
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ตำรำงท่ี 5 ขัน้ตอน อุณหภูมิ เวลา และจ านวนรอบในการท าพีซีอาร์ Polymerase chain 
reaction (PCR) 

ขัน้ตอน อณุหภมิู (°C) เวลำ (วินำที) จ ำนวนรอบ 
Initial denaturation 
Denaturation 
Annealing/Extension 
Final Extension 

95 
96 
61 
10 

300  
10 
120 
∞ 

1 
 
 
1 

 
5. กำรแยกและตรวจสอบดีเอน็เอ (DNA separation and detection) 
 
5.1 กำรตรวจสอบผลิตภณัฑ์พีซีอำร ์(PCR product) ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
(Gel electrophoresis) 

  เตรยีมแผ่นเจลอะกาโรสส าหรบัตรวจสอบผลติภณัฑพ์ซีอีาร ์โดยชัง่ผงอะกาโรส 
(Agarose) ปริมาณ  2 กรัม  ละลายในสารละลายบัฟ เฟอร์ 1X TBE (Tris-Borate-EDTA) 
ปรมิาตร 100 มลิลลิติร ให้ความรอ้นจนสารละลายผสมเป็นเนื้อเดยีวกนั วางให้สารละลายเยน็ 
จากนัน้เตมิ Ethidium bromide ปรมิาตร 4 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนั น าสารละลายทีไ่ดเ้ทลงใน
ถาดเจลให้มีความหนาประมาณ 1 เซนติเมตร วางหวี (Comb) ส าหรับเป็นช่องหยอด 
ดเีอ็นเอ จากนัน้รอจนเจลอะกาโรสแขง็ตวัประมาณ 30 นาท ีถอดหวอีอก น าถาดเจลอะกาโรส
ไปวางในอ่างอเิลก็โทรโฟรซีสิ (Electrophoresis tank) ที่มสีารละลายบฟัเฟอร ์1X TBE ทัง้นี้ให้
สารละลายบฟัเฟอรท์่วมถาดเจล จากนัน้ผสมผลติภณัฑ์พซีอีารก์บั Loading dye ในอตัราส่วน
5:1 ผสมให้เข้ากนัก่อนน าไปหยอดในช่องหยอดดเีอ็นเอที่เตรยีมไว้ แล้วให้กระแสไฟฟ้า 120 
โวลท์ เป็นเวลาประมาณ 30 นาท ีเมื่อครบก าหนดเวลาน าไปส่องดูภายใต้แสงยูว ี(Ultraviolet-
UV) และท าการถ่ายภาพดว้ยเครือ่ง Gel Doc™ (Biorad, USA) 
   
5.2 กำรต รวจสอบผ ลิตภัณ ฑ์ พี ซี อำร์ (STR product) ด้ วย เทค นิคแค ปิลลำ รี - 
อิเลก็โทรโฟรีซิส (Capillary electrophoresis) 

  ผสมผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ปริมาตร 1 ไมโครลิตรกับส่ วนผสมของ Hi-Di 
formamide และ DNA Size Standard 550 (BTO) ในสดัส่วนปรมิาตร 12 ต่อ 0.5 ไมโครลิตร 
(ตารางที่ 6) จากนัน้น าไปเซนตรฟิิวจ์ (Centrifuge) ที่ความเรว็ 14,000 รอบต่อนาที นาน 1 
นาท ีบ่มที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 นาท ีและแช่แขง็เป็นเวลา 3 นาท ีจากนัน้

30 
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น าเข้าเครื่อง 3130xl Genetic analyzer (Applied Biosystems) ซึ่งภายในหลอดแคปิลลารจีะ
บรรจุพอลเิมอชนิด POP-4® และมคีวามยาวของหลอด 36 เซนตเิมตร เวลาในการฉีดตวัอย่าง 
3 กิโลโวลต์  (kV) นาน 10 วินาที ส่วนข้อมูลดิบที่ได้จะน าไปวิเคราะห์ด้วยซอฟต์แวร ์
GeneMapper® เวอรช์ัน่ 3.2 ต่อไป 
 
ตำรำงท่ี 6 น ้ายาและสารเคมทีี่ใช้ในกระบวนการวเิคราะห์โดยวธิแีคปิลลารอีิเล็กโทรโฟรซีิส 
(Capillary electrophoresis)  

สำรเคมี ปริมำตร (ไมโครลิตร) 
Hi-Di formamide 
DNA Size Standard 550 (BTO)  

12 
0.5 

 
6. กำรศึกษำปัจจยัด้ำนวสัดุหลกัฐำนท่ีมีผลกระทบต่อกำรตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอโดยวิธี
ไดเรค็พีซีอำร ์

  การทดลองส่วนนี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาผลกระทบของวสัดุหลกัฐานประเภท
ต่างๆ ต่อการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากวตัถุพยานทางชวีภาพทัง้ที่ผ่านและไม่ผ่านการทดสอบ
เบื้องต้นโดยวธิีไดเรค็พีซีอาร์ในวสัดุหลกัฐานหลากหลายประเภท โดยวสัดุหลกัฐานที่ใช้ใน
การศึกษาครัง้นี้  เลือกมาจากหลักฐานที่ม ักพบคราบวัตถุพยานชีวภาพเป้าหมาย ส าหรบั
ตวัอย่างคราบเลอืดไดท้ าการศกึษาในวสัดุเสื้อผา้ชนิดผา้ฝ้าย กระดาษทชิชู ไม ้และมดี ส าหรบั
ตวัอย่างคราบอสุจไิด้ท าการศึกษาในวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย และกระดาษทชิชู ส าหรบัคราบ
ตวัอย่างน ้าลายไดท้ าการศกึษาในวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย กระดาษทชิชู และกระป๋องอะลมูเินียม 
ดงัแสดงในภาพที ่17 โดยในแต่ละชุดการทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า  
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วตัถพุยำนทำงชีวภำพ  วสัดหุลกัฐำน   ชุดน ้ำยำทดสอบเบือ้งต้น 

 เลอืด   เสือ้ผา้    Luminol reagent 
    กระดาษทชิชู   Kastle-Meyer reagent 
    ไม ้    Leucomalachite reagent 

   มดี    Hemastix® 

 อสุจ ิ   เสือ้ผา้    Acid Phosphatase 
  กระดาษทชิชู 

น ้าลาย   เสือ้ผา้    Phadebas paper 
    กระดาษทชิชู 
    กระป๋องอะลมูเินียม 

ภำพท่ี 17 แสดงวตัถุพยานทางชวีภาพ วสัดุหลกัฐาน และชุดน ้ายาทดสอบเบือ้งตน้ 
 

7. กำรศึกษำปัจจยัด้ำนอำยุของวตัถพุยำนทำงชีวภำพท่ีมีผลกระทบต่อกำรตรวจพิสูจน์ 
ดีเอน็เอโดยวิธีไดเรค็พีซีอำร ์

  การทดลองส่วนนี้มวีตัถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของอายุวตัถุพยานชวีภาพต่อ
คุณภาพลายพมิพด์เีอ็นเอทีไ่ด้รบัจากการเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพ์ดเีอน็เอดว้ยเทคนิคที่
พฒันาขึน้ ท าการทดลองโดยหยดตวัอย่างวตัถุพยานชวีภาพทัง้ 3 ประเภทบนวสัดุเสือ้ผา้ชนิด
ผา้ฝ้าย จากนัน้วางทิ้งไวท้ี่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 1 วนั, 14 วนั, 1 เดอืน, 3 เดอืน และ 6 เดอืน 
ก่อนใช้กระดาษกรองเก็บตวัอย่างออกจากวสัดุ แล้วท าการศึกษาตามกระบวนการที่กล่าวมา
ขา้งตน้ โดยในแต่ละชุดการทดลองจะซ ้าจ านวน 5 ซ ้า 
 
8. กำรวิเครำะหท์ำงสถิติ 

  ท าการเปรยีบเทียบชุดข้อมูลทัง้หมดระหว่างความแตกต่างของการเจอืจาง
สดัส่วนดเีอ็นเอ การทดสอบเบือ้งต้น วสัดุหลกัฐาน และอายุของวตัถุพยานทางชวีภาพ โดยใช้
ช่วงความน่าเชื่อถือ 95 เปอร์เซ็นต์ของ Bayesian ในทางสถิติ ซึ่งช่วงความน่าเชื่อถือ 95 
เปอร์เซ็นต์ คือ โอกาสที่ค่ ากลางหรือค่าเฉลี่ยที่ได้ตกอยู่ในช่วงนี้จรงิๆ ซึ่งหากช่วงความ
น่าเชื่อถอื 95 เปอรเ์ซน็ต์ของสองชุดขอ้มลูไม่มกีารซอ้นทบักนั แสดงใหเ้หน็ว่าทัง้สองชุดขอ้มลูมี
ความแตกต่างกนัอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ 
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  การค านวณช่วงความน่าเชื่อถอื 95 เปอรเ์ซน็ต์ของ Bayesian ท าได้โดยน าชุด
ขอ้มูลการทดลองที่ได้ไปวเิคราะห์กบั yarrr ในโปรแกรม R ซึ่งโปรแกรมดงักล่าวจะท าการสุ่ม
ขอ้มลูจ านวน 2000 ซ ้าเพื่อน ามาวเิคราะห์หาช่วงความน่าเชื่อถอื 95 เปอรเ์ซน็ต์ นอกจากนี้ได้
ท าการเปรยีบเทียบผลคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้รบัจากตัวอย่างที่ผ่านและไม่ผ่านการ
ทดสอบเบือ้งต้น ซึง่ท าการค านวณโดยน าค่าเฉลีย่จ านวนอลัลลีและค่าเฉลีย่ความสงูพคีในแต่ละ
ชุดการทดลองที่ได้ไปวเิคราะห์กบั BEST ในโปรแกรม R ซึ่งโปรแกรมดงักล่าวจะท าการสุ่ม
ขอ้มูลจ านวน 2000 ซ ้า เพื่อน ามาวเิคราะห์ความแตกต่างในแต่ละชุดการทดลองเช่นกนั โดย
หากค่าที่ได้เท่ากบัศูนยแ์สดงให้เหน็ว่าชุดขอ้มูลทัง้สองไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถติ ิ
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บทท่ี 3 
 

ผลและวิเครำะหผ์ล 
 

1. กำรเพ่ิมปริมำณและจดัท ำลำยพิมพ์ดีเอน็เอจำกวตัถพุยำนทำงชีวภำพท่ีไม่ผ่ำนกำร
ทดสอบเบือ้งต้นด้วยเทคนิคมลัติเพลก็ซไ์ดเรค็พีซีอำร ์(Multiplex-Direct PCR) 
 
1.1 กำรศึกษำควำมเป็นไปได้ในกำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอจำกวตัถพุยำนทำงชีวภำพด้วย
เทคนิคมลัติเพลก็ซไ์ดเรค็พีซีอำรโ์ดยใช้เจลอิเลก็โทรโฟรีซิส 

 การทดลองนี้มีว ัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการเพิ่มปริมาณ 
ดเีอน็เอจากตวัอย่างชวีภาพโดยไม่ผ่านการสกดัดเีอ็นเอ และใช้เทคนิคเจลอเิลก็โทรโฟรซีสิใน
การตรวจสอบผลติภณัฑพ์ซีอีาร ์โดยใชไ้พรเ์มอรเ์ป้าหมายทีเ่พิม่ปรมิาณดเีอน็เอต าแหน่ง STR 
จ านวน 2 ต าแหน่ง คอื ไพรเ์มอร ์D3 และ FGA รวมทัง้หาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเพิม่ปรมิาณ
ดเีอน็เอจากต าแหน่งเป้าหมายนี้พรอ้มกนัในปฏกิริยิาเดยีว ท าการทดลองโดยหยดเลอืดปรมิาณ 
10 ไมโครลิตรลงบนวัสดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย จากนัน้วางทิ้งไว้เป็น เวลา 24 ชัว่โมง ก่อนใช้
กระดาษกรองเกบ็ตวัอยา่งเลอืดออกมาจากวสัดุ เพื่อเตรยีมสารละลาย Pre-PCR ดงัทีอ่ธบิายใน
บทที่ 2 ขอ้ 4 ซึ่งน าไปใช้ในปฏกิริยิาพซีอีารแ์ทนการใส่สารสกดัดเีอ็นเอ จากนัน้เพิม่ปรมิาณดี
เอ็นเอจากสารละลายดงักล่าวด้วยชุดน ้ายา Phire® Hot Start II DNA Polymerase (Thermo 
Scientific, Thailand) โดยใส่ไพร์เมอร์ D3 และ FGA รวมถึงสารเคมีที่ เกี่ยวข้องตามคู่มือ
ปฏบิตักิาร ดงัแสดงในบทที ่2 ตารางที ่1 ทัง้นี้เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคซงิเกลิเพลก็ซแ์ละ
เกรเดียนพีซอีาร์ (Singleplex-Gradient PCR) โดยใช้อุณหภูม ิannealing จ านวน 4 อุณหภูม ิ
คอื อุณหภูม ิ62, 64, 66 และ 68 องศาเซลเซยีส เพื่อทดสอบไพรเ์มอรเ์ป้าหมายทัง้ 2 คู่ และหา
อุณ หภูมิ  annealing ที่ เหมาะสม ต่อการเพิ่ มปริมาณ ดี เอ็น เอ  จากนั ้น น าผลิตภัณ ฑ ์
พซีอีารท์ีไ่ดไ้ปตรวจวดัดว้ยเทคนิคเจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ 

  ผลการศึกษาพบว่าสามารถเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอต าแหน่ง D3 และ FGA จาก
ตวัอยา่งเลอืดดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีารไ์ดส้ าเรจ็ โดยไพรเ์มอร ์D3 ใหแ้ถบดเีอน็เอทีค่าดหวงัซึง่
มีขนาดประมาณ 115–147 คู่ เบส จากทัง้ 4 อุณหภูมิ คือ อุณหภูมิ 62, 64, 66 และ 68  
องศาเซลเซียส ดงัแสดงในภาพที่ 18 ส าหรบัไพร์เมอร์ FGA ให้แถบดีเอ็นเอที่คาดหวงัซึ่งมี
ขนาดประมาณ 322–444 คู่เบส จากทัง้ 4 อุณหภูมเิช่นกัน ดังแสดงในภาพที่ 19 โดยแถบ 
ดีเอ็นเอที่มีความเข้มมากที่สุด คือ แถบดีเอ็นเอจากการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอด้วยอุณหภูม ิ
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annealing 62 และ 64 องศาเซลเซียส ทัง้นี้ เนื่องจากการใช้อุณหภูมิ annealing ต ่ าจะท าให ้
ไพรเ์มอรส์ามารถเขา้จบักบัดเีอน็เอแม่แบบได้ด ีจงึท าใหส้ามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดจ้ านวน
มาก และปรากฏแถบดเีอ็นเอที่มคีวามเข้มมาก (Welsh and McClelland, 1990) แต่อย่างไรก็
ตามหากอุณหภูม ิannealing ต ่าเกนิไปจะท าใหไ้พรเ์มอรส์ามารถเขา้จบักบัดเีอน็เอแม่แบบอยา่ง
ไม่จ าเพาะเจาะจง ท าให้ปรากฏแถบดเีอ็นเอที่ไม่ใช่ผลติภณัฑ์พซีอีารเ์ป้าหมายได้ (Rychlik et 
al., 1990) ในขณะทีห่ากอุณหภูม ิannealing สงูเกนิไปจะเกดิพนัธะไฮโดรเจนระหว่างไพรเ์มอร์
กบัดเีอ็นเอแม่แบบได้ยาก ท าให้ปรากฏแถบดเีอ็นเอปรมิาณน้อยหรอืมคีวามเขม้ต ่า (National 
Forensic Science Technology Center 2007) ส่วนชุดควบคุมลบ (Negative control, N) ที่ไม่
มกีารเตมิดเีอน็เอลงไป ไมป่รากฏแถบดเีอน็เอในทุกอุณหภูมทิีท่ าการทดลอง แสดงให้เหน็ว่าไม่
มกีารปนเป้ือนของดเีอน็เอทีไ่มเ่กีย่วขอ้งในชุดน ้ายาทีใ่ชท้ดสอบ และระหว่างด าเนินการทดลอง 

 

 

ภำพท่ี 18 2% เจลอะกาโรส แสดงผลติภณัฑ์พีซอีารจ์ากตวัอย่างเลอืดที่เพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ
ด้วยเทคนิคซิงเกิลเพล็กซ์และเกรเดียนพีซีอาร์ โดยใช้ไพร์เมอร์ D3 ซึ่งช่อง M คือ ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (100 bp DNA Marker), ช่อง62, 64, 66 และ 68 คือ ค่าอุณหภูมิ annealing ที่
ทดลอง (องศาเซลเซยีส), ช่อง 62N, 64N, 66N และ 68N คอื ชุดควบคุมลบของแต่ละอุณหภูม ิ
annealing 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

500 bp 

                M         62      62N      64      64N     66      66N     68     68N 

D3: 115-147 bp 
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ภำพท่ี 19 2% เจลอะกาโรส แสดงผลติภณัฑ์พีซอีารจ์ากตวัอย่างเลอืดที่เพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ
ด้วยเทคนิคซงิเกิลเพล็กซ์และเกรเดยีนพซีอีาร ์โดยใช้ไพร์เมอร ์FGA ซึ่งช่อง M คอื ดเีอ็นเอ
มาตรฐาน  (100 bp DNA Marker), ช่ อ ง62, 64, 66 และ 68 คือ  ค่ า อุณหภูมิ  annealing  
ที่ทดลอง (องศาเซลเซียส), ช่อง 62N, 64N, 66N และ 68N คือ ชุดควบคุมลบของแต่ละ
อุณหภมู ิannealing 

  การศึกษาถัดไปจึงทดสอบสภาวะการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค
มลัติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ (Multiplex-direct PCR) ด้วยไพร์เมอร์ทัง้ 2 คู่ (ไพรเมอร์ D3 และ 
FGA) เพื่อลดระยะเวลาการวเิคราะห์ และสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอทัง้สองต าแหน่งไดพ้รอ้ม
กนัในปฏกิิรยิาเดยีว ทัง้นี้ได้ท าการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอโดยใส่ไพรเ์มอร ์D3 และ FGA ความ
เข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ลงในหลอดทดลองหลอดเดียว ใช้สภาวะการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ
เช่นเดยีวกบัการทดลองก่อนหน้า และเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยอุณหภูม ิannealing 62 และ 64 
องศาเซลเซยีส ซึ่งเป็นอุณหภูมทิี่ให้แถบดเีอ็นเอเขม้ที่สุดของไพรเ์มอรท์ัง้ 2 คู่ ผลการทดลอง
พบว่าสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอที่ต าแหน่ง D3 และ FGA ในปฏกิริยิาเดยีวได้ส าเรจ็ทัง้สอง
อุณหภูมิ โดยปรากฏแถบดีเอ็นเอที่คาดหวังซึ่งมีขนาดประมาณ 115–147 คู่เบส ส าหรบั 
ไพร์เมอร์ D3 และแถบดีเอ็นเอที่คาดหวงัซึ่งมขีนาดขนาดประมาณ 322–444 คู่เบส ส าหรบั 
ไพร์เมอร์ FGA ดงัแสดงในภาพที่ 20 อย่างไรก็ตามพบว่าที่อุณหภูม ิannealing ที่ 62 องศา
เซลเซยีส ปรากฏแถบดเีอ็นเอที่มคีวามเขม้มากที่สุด และความเขม้ของแถบดเีอ็นเอทัง้สองมี
ความใกลเ้คยีงกนั จงึเลอืกอุณหภมู ิannealing ที ่62 องศาเซลเซยีส เป็นอุณหภมูทิีเ่หมาะสมใน
การเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ และใช้ในการศกึษาถดัไป นอกจากนี้ ชุดควบคุมลบ (ภาพที่ 20 ช่อง 
62N และ 64N) ที่ไม่มกีารเติมดีเอ็นเอลงไป ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอในทุกอุณหภูมิที่ท าการ
ทดลอง แสดงใหเ้หน็ว่าไม่มกีารปนเป้ือนของดเีอน็เอทีไ่ม่เกี่ยวขอ้งในชุดน ้ายาทีใ่ชท้ดสอบ และ
ระหว่างด าเนินการทดลอง 

 
 

               M         62      62N      64      64N      66      66N     68      68N 

500 bp FGA: 322-444 bp 
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ภำพท่ี 20 2% เจลอะกาโรส แสดงผลติภณัฑ์พีซอีารจ์ากตวัอย่างเลอืดที่เพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ
ด้วยเทคนิคมลัติเพล็กซ์ไดเรค็พีซอีาร ์โดยใช้ไพร์เมอร์ D3 และ FGA ซึ่งช่อง M คอื ดเีอ็นเอ
มาตรฐาน (100 bp DNA Marker), ช่อง 62 และ 64 คอื ค่าอุณหภูม ิannealing ทีท่ดลอง (องศา
เซลเซยีส), ช่อง 62N และ 64N คอื ชุดควบคุมลบของแต่ละอุณหภมู ิannealing 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                   M                  62               62N               64             64N 

500 bp 
FGA: 322-444 bp 

D3: 115-147 bp 



33 
 

1.2 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอจำกวตัถพุยำนทำงชีวภำพด้วยเทคนิคมลัติเพลก็ซ์ไดเรค็-
พีซีอำร ์และเจลอิเลก็โทรโฟรีซิส 

 การทดลองนี้ ได้ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากวัตถุพยานทางชีวภาพ 3 
ประเภท ไดแ้ก่ เลอืด อสุจ ิและน ้าลายดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้จากการ
ทดลองก่อนหน้า ซึง่ท าการทดลองโดยหยดวตัถุพยานชวีภาพเป้าหมายปรมิาณ  10 ไมโครลติร 
ลงบนวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย จากนัน้วางทิ้งไว้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนใช้กระดาษกรองเก็บ
ตัวอย่างวัตถุพยานชีวภาพออกมาจากวัสดุ แล้วน าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค
มลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร ์โดยใชอุ้ณหภูม ิannealing 62 องศาเซลเซยีส ดงัทีอ่ธบิายในหวัขอ้ที ่
1.1 ทัง้นี้จะท าการทดลองจ านวน 10 ซ ้า ส าหรบัวตัถุพยานทางชีวภาพแต่ละประเภท เพื่อ
ทดสอบความแมน่ย าของวธิทีีพ่ฒันาขึน้ 

 
 1.2.1 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอจำกครำบเลือด 

  ผลการศกึษาพบว่าสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากตวัอย่างเลอืดด้วยเทคนิค
มัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ได้ส าเร็จ โดยใช้อุณหภูมิ annealing ที่ 62 องศาเซลเซียส และ
สามารถให้แถบดเีอ็นเอที่คาดหวงัซึ่งมขีนาดประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส ครบทัง้ 
10 ตวัอย่าง ดงัแสดงในภาพที่ 21 คดิเป็นความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากตวัอย่าง
เลอืด 100 เปอรเ์ซ็นต์ ส่วนชุดควบคุมลบที่ไม่มกีารเติมดเีอ็นเอลงไป ไม่ปรากฏแถบดเีอ็นเอ 
แสดงให้เหน็ว่าไม่มกีารปนเป้ือนของดเีอน็เอทีไ่ม่เกี่ยวขอ้งในชุดน ้ายาที่ใชท้ดสอบ และระหว่าง
ด าเนินการทดลอง ดงันัน้ผลการศกึษานี้แสดงให้เหน็ว่ากระบวนการที่พฒันาขึน้สามารถใช้ได้
กบัตวัอยา่งชวีภาพประเภทเลอืดไดจ้รงิ 

 

 

ภำพท่ี 21 2% เจลอะกาโรส แสดงผลติภณัฑ์พีซอีารจ์ากตวัอย่างเลอืดที่เพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ
ด้วยเทคนิคมลัติเพล็กซ์ไดเรค็พีซอีาร ์โดยใช้ไพร์เมอร์ D3 และ FGA ซึ่งช่อง M คอื ดเีอ็นเอ
มาตรฐาน (100 bp DNA Marker), ช่อง 1–10 คือ ตัวอย่างเลือดมนุษย์ และช่อง N คือ ชุด
ควบคุมลบ  

           M       1       2       3       4       5        6       7       8       9      10       N 

500 bp FGA: 322-444 bp 

D3: 115-147 bp 
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 1.2.2 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอจำกครำบอสจิุ 

  ผลการศกึษาพบว่าสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากตวัอย่างอสุจดิ้วยเทคนิค
มัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ได้ส าเร็จ โดยใช้อุณหภูมิ annealing ที่ 62 องศาเซลเซียส และ
สามารถให้แถบดเีอ็นเอที่คาดหวงัซึ่งมขีนาดประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส ครบทัง้ 
10 ตวัอย่าง ดงัแสดงในภาพที่ 22 คดิเป็นความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากตวัอย่าง
อสุจ ิ100 เปอรเ์ซ็นต์ ส่วนชุดควบคุมลบที่ไม่มกีารเติมดเีอ็นเอลงไป ไม่ปรากฏแถบดเีอ็นเอ 
แสดงให้เหน็ว่าไม่มกีารปนเป้ือนของดเีอน็เอทีไ่ม่เกี่ยวขอ้งในชุดน ้ายาทีใ่ชท้ดสอบ และระหว่าง
ด าเนินการทดลอง ดงันัน้ผลการศกึษานี้แสดงให้เหน็ว่ากระบวนการที่พฒันาขึน้สามารถใช้ได้
กบัตวัอยา่งชวีภาพประเภทอสุจไิดจ้รงิ 

 

 

ภำพท่ี 22 2% เจลอะกาโรส แสดงผลติภณัฑพ์ซีอีารจ์ากตวัอยา่งอสุจทิีเ่พิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ย
เทคนิคมัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ โดยใช้ไพร์เมอร์ D3 และ FGA ซึ่งช่อง M คือ ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (100 bp DNA Marker), ช่อง 1–10 คือ ตัวอย่างอสุจิมนุษย์ และช่อง N คือ ชุด
ควบคุมลบ  
 
 1.2.3 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอจำกครำบน ้ำลำย 

  ผลการศกึษาพบว่าสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างน ้าลายดว้ยเทคนิค
มัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ได้ส าเร็จ โดยใช้อุณหภูมิ annealing ที่ 62 องศาเซลเซียส และ
สามารถใหแ้ถบดเีอน็เอที่คาดหวงัซึง่มขีนาดประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส ทัง้หมด 9
ตัวอย่าง ดังแสดงในภาพที่ 23 คิดเป็นความส าเร็จในการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจากตัวอย่าง
น ้าลาย 90 เปอร์เซ็นต์ ทัง้นี้ตัวอย่างน ้าลายอีก 1 ตัวอย่างนัน้ให้แถบที่เอ็นเอที่คาดหวงัซึ่งมี
ขนาดประมาณ 322–444 คู่เบส เท่านัน้ (ภาพที่ 23 ช่องที่ 9) ส่วนชุดควบคุมลบที่ไม่มกีารเตมิ 
ดเีอน็เอลงไป ไมป่รากฏแถบดเีอน็เอ แสดงใหเ้หน็ว่าไมม่กีารปนเป้ือนของดเีอน็เอทีไ่ม่เกีย่วขอ้ง
ในชุดน ้ายาที่ใช้ทดสอบ และระหว่างด าเนินการทดลอง ดงันัน้ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า
กระบวนการทีพ่ฒันาขึน้สามารถใชไ้ดก้บัตวัอยา่งชวีภาพประเภทน ้าลายไดจ้รงิ 

500 bp 

   M      1       2        3       4        5       6        7       8       9      10      N 

FGA: 322-444 bp 
D3: 115-147 bp 
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ภำพท่ี 23 2% เจลอะกาโรส แสดงผลติภณัฑพ์ซีอีารจ์ากตวัอย่างน ้าลายที่เพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ
ด้วยเทคนิคมลัติเพล็กซ์ไดเรค็พีซอีาร ์โดยใช้ไพร์เมอร์ D3 และ FGA ซึ่งช่อง M คอื ดเีอ็นเอ
มาตรฐาน (100 bp DNA Marker), ช่อง1–10 คือ ตัวอย่างน ้ าลายมนุษย์ และช่อง N คือ ชุด
ควบคุมลบ  
 
  โดยสรุปพบว่างานวจิยัชิ้นนี้สามารถพฒันากระบวนการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอ
จากวัตถุพยานทางชีวภาพทัง้ 3 ประเภท (เลือด อสุจิ และน ้ าลาย) ได้ส าเร็จด้วยเทคนิค
มลัติเพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ที่พฒันาขึ้น โดยมหีลายปัจจยัที่ส่งเสรมิความส าเรจ็ในครัง้นี้ ได้แก่ 
การเจอืจางตัวยบัยัง้ปฏิกิรยิาพีซีอาร์ (PCR inhibitor) ด้วย PBS (Phosphate buffer saline) 
ก่อนน าไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร์ ซึง่ PBS สามารถช่วยเจอืจางตวัยบัยัง้
ปฏกิริยิาพซีอีารจ์ากตวัอยา่งชวีภาพทัง้สามประเภทได ้เช่น เจอืจางฮมีในเลอืด ยเูรยีในอสุจแิละ
น ้าลาย (De Almeida et al., 2012) เป็นต้น และรกัษาสมดุลของสารละลายในระหว่างการท า
ปฏกิริยิาพซีอีาร ์(Kitpipit et al., 2014) นอกจากนี้ข ัน้ตอนการเตรยีมตวัอย่างโดยวธิไีดเรค็พซีี-
อารท์ี่อุณหภูม ิ98 องสาเซลเซยีส ก่อนน าไปเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอนัน้สามารถท าให้เซลล์แตก 
และปลดปล่อยดเีอน็เอออกมาได้ ในขณะเดยีวกนัยงัสามารถท าลายเซลล์โปรตนี และเอนไซม ์
DNase ที่ท าหน้าที่ย่อยดีเอ็นเอได้อีกด้วย (Kitpipit et al., 2014) อีกทัง้งานวจิยันี้ใช้ชุดน ้ายา 
Phire® Hot Start II DNA Polymerase ในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์ซึง่ 
Phire® Hot Start II DNA Polymerase ในชุดน ้ายานี้มอีงค์ประกอบของ SSo-binding domain 
ที่สามารถสรา้งพนัธะไฮโดรเจนกบันิวคลโีอไทด์ในบรเิวณร่องขนาดเลก็ (Minor groove) ของ
สายดเีอน็เอ ท าใหพ้อลเิมอเรสสามารถเขา้จบักบัดเีอน็เอแม่แบบในต าแหน่งเป้าหมายไดอ้ยา่งมี
ประสทิธภิาพขึ้น (Wang et al., 2004) และพอลเิมอเรสดงักล่าวมกีารพฒันาให้ทนทานต่อตวั
ยบัยัง้ปฏกิิรยิาพีซีอาร ์ท าให้ปฏกิิรยิาพีซีอารส์ามารถด าเนินต่อไปได้ โดยจากผลการศึกษา
ตวัอย่างเลอืดและอสุจิมอีตัราความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอคิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต ์
ส่วนตวัอย่างน ้าลายมอีตัราความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอคดิเป็น 90 เปอรเ์ซน็ต์ ทัง้นี้
ตวัอย่างน ้าลาย 1 ตัวอย่างที่ล้มเหลวในการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอนัน้อาจมปีรมิาณเซลล์เยื่อบุ

500 bp FGA: 322-444 bp 
D3: 115-147 bp 

           M      1      2      3       4      5       6        7       8       9      10       N 
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กระพุ้งแก้มน้อยกว่าตัวอย่างอื่น จงึไม่เพียงพอต่อการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอในต าแหน่ง STR 
เป้าหมายขา้งตน้ได ้  
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1.3 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอจำกวตัถพุยำนทำงชีวภำพด้วยเทคนิคมลัติเพลก็ซ์ไดเรค็- 
พีซีอำร ์และแคปิลลำรีอิเลก็โทรโฟรีซิส 

 จากผลการทดลองในข้อ 1.2 แสดงให้เห็นว่ากระบวนการมลัติเพล็กซ์ไดเรค็- 
พซีีอาร์ที่พฒันาขึ้นในงานวจิยันี้ สามารถเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอในต าแหน่ง D3 และ FGA จาก
วตัถุพยานทางชวีภาพทัง้ 3 ประเภทไดจ้รงิ ดงันัน้ในการทดลองนี้จงึต้องการศกึษาผลคุณภาพ 
ลายพิมพ์ดเีอ็นเอที่ได้รบัจากการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอด้วยเทคนิคดงักล่าวจากวตัถุพยานทาง
ชวีภาพเป้าหมายทัง้ 3 ประเภท ทัง้นี้ได้ท าการศกึษาปัจจยัในเรื่องประเภทของวสัดุหลกัฐานที่
อาจส่งผลต่อการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีารป์ระกอบร่วมในการทดลองด้วย 
โดยวสัดุหลกัฐานที่ใช้ในการศกึษาครัง้นี้เลอืกมาจากหลกัฐานที่มกัพบคราบวตัถุพยานชวีภาพ
เป้าหมายขา้งต้น ส าหรบัตวัอยา่งคราบเลอืดไดท้ าการศกึษาในวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย กระดาษ
ทิชชู ไม้ และมดี ส าหรบัตัวอย่างคราบอสุจไิด้ท าการศึกษาในวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย และ
กระดาษทิชชู และส าหรบัตัวอย่างคราบน ้ าลายได้ท าการศึกษาในวัสดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย 
กระดาษทิชชู และกระป๋องอะลูมิเนียม การศึกษานี้ท าการทดลองโดยหยดวตัถุพยานทาง
ชวีภาพเป้าหมายปรมิาณ 10 ไมโครลติร ลงบนวสัดุหลกัฐานแต่ละประเภท จากนัน้วางทิ้งไว้
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนใช้กระดาษกรองเก็บตวัอย่างวตัถุพยานชวีภาพออกมาจากวสัดุ เพื่อ
เตรยีมสารละลาย Pre-PCR ดงัทีอ่ธบิายในบทที ่2 ขอ้ 4 ซึง่น าไปใชใ้นปฏกิริยิาพซีอีารแ์ทนการ
ใส่สารสกดัดเีอน็เอจากนัน้เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากสารละลายดงักล่าวดว้ยชุดน ้ายา QIAGEN® 
Investigator IDplex® Plus Kit (Qiagen, UK) รวมถึงสารเคมทีี่เกี่ยวข้องตามคู่มือปฏิบัติการ 
ดงัแสดงในบทที่ 2 ตารางที่ 4 ทัง้นี้เพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอด้วยเทคนิคไดเรค็พีซีอาร์ จากนัน้น า
ผลติภณัฑพ์ซีอีารท์ีไ่ดไ้ปตรวจวดัดว้ยเทคนิคแคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรซีสิ   

  ผลการศึกษาพบว่าสามารถเพิ่มปริมาณและจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอจาก 
วตัถุพยานทางชวีภาพทัง้ 3 ประเภทดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารไ์ดส้ าเรจ็ และทัง้หมด
ใหผ้ลลายพมิพด์เีอน็เอทีส่มบูรณ์ ซึง่ปรากฏจ านวนอลัลลีทัง้สิน้ 32 อลัลลี ส าหรบัต าแหน่ง STR 
ทัง้ 16 ต าแหน่ง อย่างไรก็ตามลกัษณะของลายพิมพ์ดเีอน็เอที่ไดร้บัทัง้หมดปรากฏแถบสชีมพ ู
เรียกว่า Over-amplification peak ขึ้นในบางต าแหน่งดังแสดงในภาพที่ 24 ทัง้นี้ เนื่ องจาก 
มีปรมิาณดีเอ็นเอในปฏิกิรยิาพีซีอาร์มากเกินไป (Butler, 2005) การศึกษาถัดไปจงึทดลอง 
เจือจางสารละลาย Pre-PCR ที่สัดส่วนความเข้มข้นต่างๆ  ก่อนน าไปเพิ่มปริมาณและ 
จดัท าลายพมิพด์เีอน็เอ 
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ภำพท่ี 24 แสดงตวัอยา่งลายพมิพด์เีอน็เอจากวตัถุพยานชวีภาพทีเ่กดิ Over-amplification 
peak 
 
 1.3.1 กำรศึกษำช่วงควำมเข้มข้นสำรละลำยดีเอ็นเอ (Pre-PCR solution) ท่ี
เหมำะสมส ำหรบัเพ่ิมปริมำณและจดัท ำลำยพิมพ์ดีเอ็นเอจำกครำบเลือดด้วยเทคนิค
มลัติเพลก็ซไ์ดเรค็พีซีอำร ์

  การทดลองนี้ท าการเจือจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบเลือดที่ส ัดส่วน
ต่างๆ เพื่อหาสดัส่วนการเจอืจางที่เหมาะสมในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์
ไดเรค็พซีอีาร ์และได้ลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่มคีุณภาพด ีทัง้นี้ วสัดุทดลองแต่ละประเภทมสีดัส่วน
การเจอืจางทีต่่างกนัขึน้อยู่กบัผลการทดลองเบื้องต้น โดยสารละลาย Pre-PCR ของคราบเลอืด
ที่เก็บจากวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย ไม ้และมดี จะท าการเจอืจางที่สดัส่วน 1:3 (สารละลาย Pre-
PCR 1 ส่วน ในน ้ า 2 ส่วน), 1:5 (สารละลาย Pre-PCR 1 ส่วน ในน ้ า 4 ส่วน) และ 1:10 
(สารละลาย Pre-PCR 1 ส่วน ในน ้า 9 ส่วน) ส่วนสารละลาย Pre-PCR ของคราบเลอืดที่เก็บ
จากวสัดุกระดาษทชิชู จะท าการเจอืจางที่สดัส่วน 1:3, 1:5 และไม่เจอืจางสารละลาย Pre-PCR 
ซึง่ในแต่ละชุดการทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า เพื่อทดสอบความแมน่ย าของวธิทีีพ่ฒันาขึน้ 

  ผลการศกึษาพบว่าการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบเลอืดที่สดัส่วน 
1:3 ในทุกวสัดุทดลอง สามารถใชเ้พิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพ์ดเีอน็เอที่สมบูรณ์ครบทัง้ 32 
อัลลีลในทุกตัวอย่าง ดังแสดงในภาพที่  25 ซึ่งคิดเป็นอัตราความส าเร็จในการจัดท า 
ลายพิมพ์ดเีอ็นเอที่สมบูรณ์ (Full profile) 100 เปอรเ์ซ็นต์ รวมถึงการเจอืจางสารละลาย Pre-
PCR ของคราบเลือดที่สดัส่วนดังกล่าวยงัให้ค่าความสูงพีคสูงที่สุดในทุกวสัดุทดลอง ซึ่งมี
ค่าเฉลี่ยเท่ากบั 2527±1744 RFU (Relative fluorescent unit) ทัง้นี้อาจเนื่องจากที่สดัส่วนการ
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เจอืจางดงักล่าวมปีรมิาณดเีอน็เอทีเ่หมาะสมต่อการเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอดว้ย
เทคนิคมัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ที่พัฒนาขึ้น จึงท าให้สามารถได้ร ับลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
ทีส่มบรูณ์ในทุกวสัดุการทดลอง 
 
(ก)  

 
(ข) 

 

ภำพท่ี  25 แสดงผลการศึกษาช่วงความเข้มข้นสารละลายดีเอ็นเอ (Pre-PCR solution) ที่
เหมาะสมส าหรบัเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอจากคราบเลอืดดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์
ไดเร็คพีซีอาร์ โดยแสดงจ านวนอัลลีล (ก) และค่าความสูงพีค (ข) ที่ได้รบัจากการเจือจาง
สารละลาย Pre-PCR จากคราบเลอืดที่เก็บจากวสัดุเสือ้ผ้าชนิดผ้าฝ้าย, กระดาษทชิชู, ไม ้และ
มดี ซึง่ในแต่ละชุดการทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า  
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 1.3.2 กำรศึกษำช่วงควำมเข้มข้นสำรละลำยดีเอ็นเอ (Pre-PCR solution) ท่ี
เหมำะสมส ำหรบัเพ่ิมปริมำณและจดัท ำลำยพิมพ์ดีเอ็นเอจำกครำบอสุจิด้วยเทคนิค
มลัติเพลก็ซไ์ดเรค็พีซีอำร ์

  การทดลองนี้ท าการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบอสุจทิีส่ดัส่วนต่างๆ 
เพื่อหาสดัส่วนการเจอืจางที่เหมาะสมในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็-
พซีอีาร ์และได้ลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่มคีุณภาพด ีโดยสารละลาย Pre-PCR ของคราบอสุจทิี่เก็บ
จากวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย และกระดาษทชิช ูจะท าการเจอืจางทีส่ดัส่วน 1:3, 1:5 และ 1:10 ซึง่
ในแต่ละชุดการทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า เพื่อทดสอบความแมน่ย าของวธิทีีพ่ฒันาขึน้ 

  ผลการศกึษาในวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้ายพบว่าการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR 
ของคราบอสุจทิี่สดัส่วน 1:3 สามารถใช้เพิ่มปรมิาณและจดัท าลายพิมพ์ดเีอ็นเอที่สมบูรณ์ได้
ทัง้หมด 9 ตัวอย่าง คิดเป็นอัตราความส าเร็จในการจดัท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่สมบูรณ์ 90 
เปอรเ์ซน็ต์ ส่วนอกี 1 ตวัอย่างที่เหลอืนัน้ให้ลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่มจี านวนอลัลลีเฉลี่ยเท่ากบั 24 
อลัลลี ซึง่จดัอยู่ในกลุ่ม High partial profile และการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบอสุจิ
ทีส่ดัส่วนดงักล่าวยงัให้ค่าความสูงพคีสูงทีสุ่ด ซึ่งมคี่าเฉลี่ยเท่ากบั 1334±383 RFU ดงัแสดงใน
ภาพที่ 26 ทัง้นี้ตวัอย่างอสุจ ิ1 ตวัอย่างที่ไม่สามารถเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่
สมบรูณ์ไดน้ัน้ อาจเนื่องจากส่วนหวัของอสุจซิึง่มผีนงัห่อหุม้เซลลท์ีม่คีวามแขง็แรง (Tobe et al., 
2017) และมีองค์ประกอบของพันธะไดซัลไฟด์ (Disulfide bond) (Saowaros and Panyim, 
1979) อาจท าให้ดเีอ็นเอถูกปลดปล่อยออกมาได้ไม่ดเีท่าที่ควร จงึส่งผลต่อคุณภาพลายพมิพ์ 
ดเีอน็เอไดร้บั  

  ส าหรบัในวสัดุกระดาษทชิชูพบว่าการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบ
อสุจิในทุกสัดส่วนให้คุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ใกล้เคียงกัน ดังแสดงในภาพที่ 26 ซึ่งมี
จ านวนอลัลลีเฉลีย่รวมเท่ากบั 24 อลัลลี และมคี่าความสูงพคีเฉลีย่เท่ากบั 1796±1925 RFU แต่
ทัง้นี้พบว่าค่าความสูงพีคจากการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบอสุจทิี่สดัส่วน1:3 มี
ค่าสูงสุด ซึง่มคี่าเฉลีย่เท่ากบั 1808±638 RFU จงึเลอืกสดัส่วนการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR 
ของคราบอสุจทิีส่ดัส่วน 1:3 ส าหรบัวสัดุกระดาษทชิชู และพบว่าทีส่ดัส่วนดงักล่าวสามารถเพิม่
ปรมิาณและจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอทีส่มบูรณ์ไดท้ัง้หมด 7 ตวัอย่าง คดิเป็นอตัราความส าเรจ็ใน
การจดัท าลายพมิพ์ดเีอน็เอทีส่มบูรณ์ 70 เปอรเ์ซน็ต์ ส่วนอกี 3 ตวัอย่างทีเ่หลอืนัน้ใหล้ายพมิพ์ 
ดีเอ็นเอที่มจี านวนอัลลีลเฉลี่ยรวมเท่ากับ 5 อัลลีล ซึ่งจดัอยู่ในกลุ่ม Low partial profile (ดัง
แสดงในภาพที ่27) ทัง้นี้อาจเนื่องจากกระดาษทชิชูเป็นพืน้ผวิทีม่คีุณสมบตัใินการดูดซบัสูง ท า
ให้ไม่สามารถเก็บตัวอย่างออกจากวัสดุได้ดีเท่าที่ควร จึงส่งผลต่อคุณภาพลายพิมพ์ 
ดเีอน็เอ 
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(ก)  

 
(ข) 

 

ภำพท่ี 26 แสดงผลการศึกษาช่วงความเข้มข้นสารละลายดีเอ็นเอ (Pre-PCR solution) ที่
เหมาะสมส าหรบัเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอจากคราบอสุจดิ้วยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์
ไดเร็คพีซีอาร์ โดยแสดงจ านวนอัลลีล (ก) และค่าความสูงพีค (ข) ที่ได้รบัจากการเจือจาง
สารละลาย Pre-PCR จากคราบอสุจิที่ เก็บจากวัสดุ เสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย และกระดาษ 
ทชิช ูซึง่ในแต่ละชุดการทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า 
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ภำพท่ี 27 แสดงตวัอย่างลายพมิพด์เีอน็เอจากวตัถุพยานชวีภาพประเภทอสุจแิบบ Low partial 
profile  
 
 1.3.3 กำรศึกษำช่วงควำมเข้มข้นสำรละลำยดีเอ็นเอ (Pre-PCR solution) ท่ี
เหมำะสมส ำหรบัเพ่ิมปริมำณและจดัท ำลำยพิมพดี์เอน็เอจำกครำบน ้ำลำยด้วยเทคนิค
มลัติเพลก็ซไ์ดเรค็พีซีอำร ์

  การทดลองนี้ท าการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบน ้าลายที่สดัส่วน
ต่างๆ เพื่อหาสดัส่วนการเจอืจางที่เหมาะสมในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์
ไดเรค็พซีอีาร ์และไดล้ายพมิพด์เีอน็เอทีม่คีุณภาพด ีโดยสารละลาย Pre-PCR ของคราบน ้าลาย
ที่เก็บจากวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย กระดาษทชิชู และกระป๋องอะลูมเินียม จะท าการเจอืจางที่
สดัส่วน 1:3, 1:5 และ 1:10 ซึง่ในแต่ละชุดการทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า เพื่อทดสอบความ
แมน่ย าของวธิทีีพ่ฒันาขึน้ 

  ผลการศึกษาในวัสดุกระป๋องอะลูมิเนียม และเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้ายพบว่าการ 
เจอืจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบน ้าลายที่สดัส่วน 1:3 และ 1:5 สามารถใช้เพิ่มปรมิาณ
และจดัท าลายพมิพ์ดเีอน็เอที่สมบูรณ์ครบทัง้ 32 อลัลลีในทุกตวัอย่าง ดงัแสดงในภาพที ่28 คดิ
เป็นอตัราความส าเรจ็ในการจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอทีส่มบูรณ์ 100 เปอรเ์ซน็ต์ แต่ทัง้นี้พบว่าค่า
ความสูงพคีจากการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบน ้าลายที่สดัส่วน 1:3 มคี่าความสูง
พีคสูงที่สุด ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 2679±1516 RFU ส าหรับวัสดุกระป๋องอะลูมิเนียม และ 
4921±1286 RFU ส าหรบัเสื้อผา้ชนิดผ้าฝ้าย ดงันัน้จงึเลอืกสดัส่วนดงักล่าวเป็นสดัส่วนการเจอื
จางสารละลาย Pre-PCR ของคราบน ้าลายทีด่ทีีสุ่ดส าหรบัทัง้ 2 วสัดุทดลอง 



43 
 

  ส าหรบัวสัดุกระดาษทิชชูพบว่าการเจือจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบ
น ้าลายทีส่ดัส่วน 1:3 และไม่เจอืจางสารละลาย Pre-PCR สามารถใชเ้พิม่ปรมิาณและจดัท าลาย
พมิพ์ดเีอ็นเอที่สมบูรณ์ครบทัง้ 32 อลัลลีในทุกตวัอย่างเช่นกนั ดงัแสดงในภาพที่ 28 คดิเป็น
อตัราความส าเรจ็ในการจดัท าลายพิมพ์ดเีอ็นเอที่สมบูรณ์ 100 เปอร์เซ็นต์ แต่ทัง้นี้พบว่าค่า
ความสูงพคีจากการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบน ้าลายที่สดัส่วน 1:3 มคี่าความสูง
พคีสงูทีสุ่ด ซึง่มคี่าเฉลีย่เท่ากบั 1702±608 RFU จงึเลอืกสดัส่วนดงักล่าวเป็นสดัส่วนการเจอืจาง
สารละลาย Pre-PCR ของคราบน ้าลายทีด่ทีีสุ่ดส าหรบัวสัดุกระดาษทชิชู 
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(ก)  

 
(ข) 

 

ภำพท่ี 28 แสดงผลการศึกษาช่วงความเข้มข้นสารละลายดีเอ็นเอ (Pre-PCR solution) ที่
เหมาะสมส าหรบัเพิ่มปริมาณและจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากคราบน ้ าลายด้วยเทคนิค
มลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ โดยแสดงจ านวนอลัลลี (ก) และค่าความสูงพคี (ข) ที่ได้รบัจากการ
เจอืจางสารละลาย Pre-PCR จากคราบน ้าลายทีเ่กบ็จากวสัดุกระป๋องอะลูมเินียม, เสือ้ผา้ชนิดผา้
ฝ้าย และกระดาษทชิช ูซึง่ในแต่ละชุดการทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า 

  โดยสรุปพบว่างานวิจยัชิ้นนี้สามารถพฒันากระบวนการเพิ่มปรมิาณและจดั
ท าลายพมิพ์ดเีอน็เอจากวตัถุพยานชวีภาพประเภทเลอืด อสุจ ิและน ้าลายไดส้ าเรจ็ด้วยเทคนิค
มลัติเพลก็ซ์ไดเรค็พีซอีาร ์โดยการเจอืจางสารละลาย Pre-PCR ของคราบวตัถุพยานชวีภาพ
ดงักล่าวที่สดัส่วน 1:3 สามารถใช้เพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่มคีุณภาพดใีนทุก
วสัดุทดลอง ซึง่ใหล้ายพมิพด์เีอน็เอทีส่มบรูณ์มากถงึ 95.6 เปอรเ์ซน็ต ์
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2. กำรเพ่ิมปริมำณและจดัท ำลำยพิมพ์ดีเอ็นเอจำกวตัถพุยำนทำงชีวภำพท่ีผ่ำนกำร
ทดสอบเบือ้งต้นด้วยเทคนิคมลัติเพลก็ซไ์ดเรค็พีซีอำร ์
 
2.1 กำรทดสอบวตัถพุยำนทำงชีวภำพเบือ้งต้นด้วยชุดน ้ำยำทำงเคมี 

  การทดลองนี้ไดศ้กึษาผลการทดสอบคราบวตัถุพยานชวีภาพเบือ้งตน้เป้าหมาย 
ดว้ยชุดน ้ายาทางเคมทีี่จะใชใ้นการศกึษาครัง้นี้ โดยหยดวตัถุพยานทางชวีภาพ 3 ประเภท ซึ่ง
ได้แก่ เลือด อสุจิ และน ้ าลายปริมาณ 10 ไมโครลิตร ลงบนวัสดุหลักฐานแต่ละประเภท
เช่นเดยีวกบัการทดลองก่อนหน้า (ตวัอยา่งเลอืดทดลองในวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย กระดาษทชิช ู
ไม ้และมดี ตวัอย่างอสุจทิดลองในวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย และกระดาษทชิช ูและตวัอย่างน ้าลาย
ทดลองในวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย กระดาษทชิชู และกระป๋องอะลูมเินียม) ทัง้นี้จะท าการทดลอง
จ านวน 10 ซ ้า ส าหรบัวตัถุพยานชีวภาพแต่ละประเภท เพื่อทดสอบความแม่นย าของวิธีที่
พฒันาขึน้ จากนัน้ใชก้ระดาษกรองเกบ็ตวัอยา่งชวีภาพดงักล่าวออกมาจากวสัดุ แลว้คลีก่ระดาษ
กรองออกจะพบคราบบรเิวณตรงกลางของกระดาษกรอง ซึง่จะถูกน าไปทดสอบเบือ้งต้นดว้ยชุด
น ้ายาทางเคมทีีเ่กีย่วขอ้ง 
 
 2.1.1 กำรทดสอบครำบเลือดเบือ้งต้น 

 ในการทดลองนี้ได้ศึกษาผลการทดสอบคราบเลอืดเบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาทาง
เคมีทั ้งหมด 4 ชนิด  คือ  ชุดน ้ ายาลูมินอล (Luminol) แคสเทิล เม เยอร์ (Kastle-Meyer)  
ลิวโคมาลาไคท์กรีน (Leuchomalachite green) และชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® โดย
ท าการศกึษาจ านวน 10 ซ ้า ในแต่ละชุดน ้ายาทางเคม ี(N = 40) ผลการทดลองดงัแสดง 

 
  2.1.1.1 ชุดน ้ำยำลมิูนอล 

  จากผลการทดสอบคราบเลอืดเบือ้งต้นจ านวน 40 ตวัอยา่งดว้ยชุดน ้ายาลมูนิอล 
พบว่าเมื่อท าการฉีดพ่นชุดน ้ายาลูมนิอลลงบนคราบเลอืดตรงกลางของกระดาษกรองจะเกดิการ
เปล่งแสงสฟ้ีาอ่อนขึน้ในทุกตวัอย่าง แต่จะค่อยๆ จางหายไปภายหลงัการทดสอบ ดงัแสดงใน
ภาพที่  29 ซึ่งการปรากฏแสงสีฟ้าอ่อนนั ้นเกิดจากเหล็กในเลือดไปเร่งการเกิดปฏิกิยา 
ไฮโดรไลซสิของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ ซึ่งปฏกิริยิาดงักล่าวท าให้สารลูมนิอลเกดิการสูญเสยี
อเิลก็ตรอน และอยู่ในสภาวะไม่เสถียร จงึเกิดการคายพลงังานออกมาในรูปของการเปล่งแสง 
สฟ้ีาขึน้เพื่อกลบัสู่สภาวะเสถยีรอกีครัง้ (Barni et al., 2007) 
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ภำพท่ี 29 ผลบวกของปฏกิริยิาการทดสอบคราบเลอืดเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาลมูนิอล (Luminol) 
 

  2.1.1.2 ชุดน ้ำยำแคสเทิลเมเยอร ์

  จากผลการทดสอบคราบเลือดเบื้องต้นจ านวน 40 ตัวอย่างด้วยชุดน ้ ายา 
แคสเทลิเมเยอร ์พบว่าเมื่อท าการหยดชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอรก์บัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ลง
บนคราบเลอืดตรงกลางของกระดาษกรองจะเกดิการเปลี่ยนแปลงเป็นสชีมพูขึน้ ในทุกตวัอย่าง 
ดงัแสดงในภาพที่ 30 ซึ่งการปรากฏสีชมพูนัน้เกิดจากเหล็กในเลือดไปเร่งการเกิดปฏิกิยา 
ไฮโดรไลซสิของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ ซึ่งปฏกิริยิาดงักล่าวท าให้สารฟีนอลฟ์ทาลนี ซึง่อยู่ใน
รปูของรดีวิซฟ์อรม์ทีไ่ม่มสีเีกดิการออกซเิดชนัหรอืสูญเสยีอเิลก็ตรอน จงึเกดิการเปลีย่นแปลงสี
เป็นสชีมพขูึน้ (Miller, 2014) 
 

 

ภำพท่ี 30 ผลบวกของปฏกิิรยิาการทดสอบคราบเลอืดเบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอร ์
(Kastle-Meyer) 

 
  2.1.1.3 ชุดน ้ำยำลิวโคมำลำไคทก์รีน 

  จากผลการทดสอบคราบเลือดเบื้องต้นจ านวน 40 ตัวอย่างด้วยชุดน ้ ายา 
ลวิโคมาลาไคทก์รนี พบว่าเมื่อท าการหยดน ้ายาลวิโคมาลาไคทก์รนีกบัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์
ลงบนคราบเลอืดตรงกลางของกระดาษกรองจะเกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นสฟ้ีาเขยีวขึ้น ในทุก
ตวัอย่าง ดงัแสดงในภาพที่ 31 ซึง่การปรากฏสฟ้ีาเขยีวนัน้เกดิจากเหลก็ในเลอืดไปเร่งการเกดิ
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ปฏกิยิาไฮโดรไลซสิของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ ซึง่ปฏกิริยิาดงักล่าวท าให้สารลวิโคมาลาไคท์-
กรนี ซึ่งอยู่ในรปูของรดีวิซฟ์อรม์ที่ไม่มสีีเกดิการออกซเิดชนัหรอืสูญเสยีอเิลก็ตรอน จงึเกดิการ
เปลีย่นแปลงสเีป็นสฟ้ีาเขยีวขึน้ (National Forensic Science Technology Center) 
 

 

ภำพท่ี 31 ผลบวกของปฏกิริยิาการทดสอบคราบเลอืดเบือ้งต้นดว้ยชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคทก์รนี 
(Leuchomalachite green) 

 
  2.1.1.4 ชุดทดสอบแบบแถบHemastix® 

  จากผลการทดสอบคราบเลอืดเบือ้งต้นจ านวน 40 ตวัอย่างดว้ยชุดทดสอบแบบ
แถบ Hemastix® พบว่าเมือ่น าแถบทดสอบทีเ่ปียกชุ่มดว้ยน ้ากลัน่ทีส่ะอาด และปราศจากเชือ้ไป
สมัผสัคราบเลอืดบนพื้นผวิแต่ละวสัดุจะเกดิการเปลี่ยนแปลงเป็นสเีขยีวขึ้นในทุกตวัอย่าง ดงั
แสดงในภาพที่ 32 ซึ่งการปรากฏสีเขียวนั ้นเกิดจากเหล็กในเลือดไปเร่งการเกิดปฏิกิยา 
ไฮโดรไลซิสของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  ซึ่งปฏิกิริยาดังกล่าวท าให้สาร 3 , 3 ’, 5 , 5 '-
tetramethylbenzidine ในชุดทดสอบเกิดการออกซิเดชนัหรอืสูญเสียอิเล็กตรอน จงึเกิดการ
เปลีย่นแปลงสเีป็นสเีขยีวขึน้ (National Forensic Science technology Center) 
 

 

ภำพท่ี 32 ผลบวกของปฏกิริยิาการทดสอบคราบเลอืดเบือ้งตน้ดว้ยชุดทดสอบแบบแถบ 
Hemastix® 
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 2.1.2 กำรทดสอบครำบอสจิุเบือ้งต้น 

  ในการทดลองนี้ไดศ้กึษาผลการทดสอบคราบอสุจเิบือ้งต้นดว้ยชุดน ้ายาทางเคม ี
คอื ชุดน ้ายาแอซิดฟอสฟาเตส (Acid phosphatase) โดยท าการศึกษาจ านวน 10 ซ ้า ในวสัดุ
เสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย และกระดาษทชิช ู(N = 20) จากผลการทดสอบคราบอสุจเิบือ้งต้นจ านวน 20 
ตวัอย่างดว้ยชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส พบว่าเมื่อท าการหยดชุดน ้ายาทดสอบลงบนคราบอสุจิ
ตรงกลางของกระดาษกรอง จะเกดิการเปลีย่นแปลงสเีป็นสมี่วงขึน้ภายใน 1 นาทใีนทุกตวัอย่าง 
ดงัแสดงในภาพที่ 33 ซึ่งการปรากฏสมี่วงนัน้เกดิจากเอนไซมเ์ซมนิอลแอซดิฟอสฟาเตสในน ้า
อสุจไิปเร่งการเกิดปฏิกิยาไฮโดรไลซิสของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กับสารฟอสเฟตอินทรยี ์
(ฟอสเฟตอลัฟาแนปทลิ) ท าใหเ้กดิสารพวกฟีนอล ซึง่สารฟีนอลจะท าปฏกิยิาต่อกบัสารทีท่ าให้
เกิดสีพวก Diazonium salt chromogen (เบนทามีนฟาสบลู) ภายในชุดน ้ ายา จึงเกิดการ
เปลีย่นแปลงสเีป็นสมีว่งขึน้ (Lewis et al., 2013) 
 

 

ภำพท่ี 33 ผลบวกของปฏกิริยิาการทดสอบคราบอสุจเิบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส 
(Acid phosphatase) 
 
 2.1.3 กำรทดสอบครำบน ้ำลำยเบือ้งต้น 

  ในการทดลองนี้ไดศ้กึษาผลการทดสอบคราบน ้าลายเบือ้งต้นดว้ยชุดน ้ายาทาง
เคม ีคอื ชุดทดสอบ Phadebas paper โดยท าการศึกษาจ านวน 10 ซ ้า ในวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้า
ฝ้าย กระดาษทชิชู และกระป๋องอะลูมเินียม (N = 30) จากผลการทดสอบคราบน ้าลายเบื้องต้น
จ านวน 30 ตัวอย่างด้วยชุดทดสอบ Phadebas paper พบว่าเมื่อน าชุดทดสอบ Phadebas 
paper วางลงบนคราบน ้ าลายตรงกลางของกระดาษกรองแล้วท าให้เปียกชุ่มด้วยน ้ ากลัน่ ที่
สะอาด และปราศจากเชื้อ จะเกดิการแพร่ของเมด็สแีละเกดิกลุ่มสีฟ้าขึน้บรเิวณทีม่คีราบน ้าลาย
ในทุกตวัอย่าง ดงัแสดงในภาพที่ 34 ซึ่งการปรากฏกลุ่มสฟ้ีานัน้เกิดจากเอนไซม์อะไมเลสใน
น ้าลายไปย่อยโมเลกุลของแป้งที่ถูกดดัแปลงโมเลกุลให้ติดฉลากสีฟ้าไว้ในชุดทดสอบ เมื่อ
ปรากฏน ้าลายจงึเกดิการยอ่ยแป้งและท าใหเ้กดิกลุ่มสฟ้ีาขึน้ (Hedman et al., 2008) 
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ภำพท่ี 34 ผลบวกของปฏิกิรยิาการทดสอบคราบน ้าลายเบื้องต้นด้วยชุดทดสอบ Phadebas 
paper 
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2.2 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอจำกวตัถพุยำนทำงชีวภำพท่ีผ่ำนกำรทดสอบเบื้องต้นด้วย
เทคนิคมลัติเพลก็ซไ์ดเรค็พีซีอำร ์และเจลอิเลก็โทรโฟรีซิส 

 การทดลองนี้ได้ท าการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากวตัถุพยานชวีภาพ  3 ประเภท 
ได้แก่ เลอืด อสุจ ิและน ้าลายที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาทางเคม ีโดยใช้เทคนิค
มลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ที่พฒันาขึน้ ซึ่งท าการทดลองโดยหยดวตัถุพยานชวีภาพเป้าหมาย
ปรมิาณ 10 ไมโครลติร ลงบนวสัดุทดลองแต่ละประเภท จากนัน้วางทิ้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ก่อนใชก้ระดาษกรองเกบ็ตวัอย่างวตัถุพยานชวีภาพออกมาจากวสัดุ แลว้คลีก่ระดาษกรองออก 
จะพบคราบบรเิวณตรงกลางของกระดาษกรอง ซึ่งจะน าไปทดสอบคราบวตัถุพยานชีวภาพ
เบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาทางเคมทีี่เกี่ยวข้อง ทัง้นี้ตัวอย่างเลือดท าการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุด
น ้ายาลูมนิอล ชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอร ์ชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคน์กรนี และชุดทดสอบแบบแถบ 
Hemastix® ตวัอย่างอสุจทิดสอบเบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส และตวัอย่างน ้าลาย
ทดสอบเบื้องต้นด้วยชุดทดสอบ Phadebas paper จากนัน้น าคราบวตัถุพยานชวีภาพที่มกีาร
เปลี่ยนแปลงสไีปเตรยีมสารละลาย Pre-PCR และเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์
ไดเรค็พีซอีารท์ี่อุณหภูม ิannealing 62 องศาเซลเซยีส ดงัที่อธบิายในหวัข้อที่ 1.1 ทัง้นี้จะท า
การทดลองจ านวน 10 ซ ้า ในแต่ละชุดการทดลอง เพื่อทดสอบความแมน่ย าของวธิทีีพ่ฒันาขึน้ 

 
 2.2.1 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอจำกครำบเลือดท่ีผ่ำนกำรทดสอบเบือ้งต้น 
 
  2.2.1.1 ชุดน ้ำยำลมิูนอล 

  ผลการศึกษาพบว่าสามารถเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอจากตัวอย่างเลอืดที่เกิดการ
เปล่งแสงเป็นสีฟ้าอ่อนเมื่อทดสอบเบื้องต้นกับชุดน ้ ายาลูมินอลด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์ 
ไดเรค็พีซีอาร์ได้ส าเรจ็ในทุกวสัดุทดลอง และสามารถให้แถบดีเอ็นเอที่คาดหวงัซึ่งมีขนาด
ประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส ครบทัง้ 10 ตัวอย่าง ดงัแสดงในภาพที่ 35 คิดเป็น
ความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างเลอืดทีผ่่านการทดสอบดว้ยชุดน ้ายาลูมนิอล
100 เปอรเ์ซน็ต ์ส่วนชุดควบคุมลบทีไ่ม่มกีารเตมิดเีอน็เอลงไป ไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ แสดงให้
เห็นว่าไม่มีการปนเป้ือนของดีเอ็น เอที่ไม่เกี่ยวข้องในชุดน ้ ายาที่ใช้ทดสอบ และระหว่าง
ด าเนินการทดลอง ดงันัน้ผลการศกึษานี้แสดงให้เหน็ว่ากระบวนการที่พฒันาขึน้สามารถใช้ได้
กบัตวัอยา่งชวีภาพประเภทเลอืดทีผ่่านการทดสอบเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาลมูนิอลไดจ้รงิ  
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  2.2.1.2 ชุดน ้ำยำแคสเทิลเมเยอร ์

  ผลการศึกษาพบว่าสามารถเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอจากตัวอย่างเลอืดที่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงสีเป็นสีชมพู เมื่อทดสอบเบื้องต้นกับชุดน ้ ายาแคสเทิลเมเยอร์ด้วยเทคนิค
มลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีารไ์ด้ส าเรจ็ในบางตวัอย่าง และบางวสัดุทดลอง ดงัแสดงในภาพที่ 35
ทัง้นี้พบว่าในวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย (ภาพที่ 36 ก ช่องที่ 2–5, 7, 9 และ 11) สามารถให้แถบ 
ดเีอน็เอทีค่าดหวงัซึง่มขีนาดประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส ไดท้ัง้หมด 7 ตวัอยา่ง คดิ
เป็นความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างเลอืดทีผ่่านการทดสอบเบือ้งต้นดว้ยชุด
น ้ายาแคสเทลิเมเยอร ์70 เปอรเ์ซน็ต์ ในขณะทีว่สัดุกระดาษทชิชู (ภาพที ่36 ข ช่อง 2–4, 8, 9 
และ 11) และมดี (ภาพที ่36 ง ช่องที ่2–6 และ 9) สามารถให้แถบดเีอน็เอที่คาดหวงัซึง่มขีนาด
ประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส ได้ทัง้หมด 6 ตวัอย่าง คดิเป็นความส าเรจ็ในการเพิม่
ปรมิาณดเีอ็นเอจากตวัอย่างเลอืดที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอร์ 60
เปอรเ์ซน็ต ์และพบแถบดเีอน็เอทีค่าดหวงัขนาดเลก็ซึง่มขีนาดประมาณ 115–147 คู่เบส ในวสัดุ
เสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย (ภาพที่ 36 ก ช่องที่ 6, 8 และ 10) วสัดุกระดาษทชิชู (ภาพที่ 36 ข ช่องที ่
10) วสัดุไม ้(ภาพที่ 36 ค ช่องที ่3–5, 7–9 และ 11) และวสัดุมดี (ภาพที ่36 ง ช่องที่ 7–8 และ 
11) รวมถงึพบแถบดเีอน็เอทีค่าดหวงัขนาดใหญ่ซึง่มขีนาดประมาณ 322–444 คู่เบส (ภาพที ่36 
ข ช่องที ่7) ส่วนชุดควบคุมลบทีไ่ม่มกีารเตมิดเีอน็เอลงไป ไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ แสดงให้เหน็
ว่าไม่มกีารปนเป้ือนของดเีอ็นเอที่ไม่เกี่ยวขอ้งในชุดน ้ายาที่ใช้ทดสอบ และระหว่างด าเนินการ
ทดลอง ดงันัน้ผลการศกึษานี้แสดงให้เหน็ว่ากระบวนการที่พฒันาขึน้สามารถใช้ได้กบัตวัอย่าง
ชวีภาพประเภทเลอืดทีผ่่านการทดสอบเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอรไ์ดจ้รงิ  
 
  2.2.1.3 ชุดน ้ำยำลิวโคมำลำไคทก์รีน 

  ผลการศึกษาพบว่าสามารถเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอจากตัวอย่างเลอืดที่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงสเีป็นสฟ้ีาเขยีวเมื่อทดสอบเบื้องต้นกบัชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคท์กรนีด้วยเทคนิค
มลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีารไ์ด้ส าเรจ็ในบางตวัอย่าง และบางวสัดุทดลอง ดงัแสดงในภาพที่ 37
ทัง้นี้พบว่าในวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย (ภาพที ่37 ก) กระดาษทชิชู (ภาพที ่37 ข) และมดี (ภาพที ่
37 ง) สามารถให้แถบดีเอ็นเอที่คาดหวงัซึ่งมีขนาดประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส 
ครบทัง้ 10 ตวัอย่าง คดิเป็นความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างเลอืดทีผ่่านการ
ทดสอบเบือ้งต้นดว้ยชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคท์กรนี 100 เปอรเ์ซน็ต์ ในขณะทีว่สัดุไมส้ามารถให้
แถบดีเอ็นเอที่คาดหวังซึ่งมีขนาดประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่ เบส ได้ทัง้หมด 9 
ตวัอย่าง คดิเป็นความส าเรจ็ในการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจากตวัอย่างเลอืดที่ผ่านการทดสอบ
เบือ้งต้นดว้ยชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคทก์รนี 90 เปอรเ์ซน็ต์ ส่วนอกี 1 ตวัอย่างทีเ่หลอื (ภาพที ่37 
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ค ช่องที่ 5) พบแถบดเีอ็นเอที่คาดหวงัขนาดเล็กซึ่งมขีนาดประมาณ 115–147 คู่เบสเท่านัน้ 
ส่วนชุดควบคุมลบที่ไม่มกีารเตมิดเีอ็นเอลงไป ไม่ปรากฏแถบดเีอ็นเอ แสดงให้เหน็ว่าไม่มกีาร
ปนเป้ือนของดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวข้องในชุดน ้ ายาที่ใช้ทดสอบ และระหว่างด าเนินการทดลอง 
ดงันัน้ผลการศกึษานี้แสดงให้เหน็ว่ากระบวนการที่พฒันาขึ้นสามารถใช้ได้กบัตวัอย่างชีวภาพ
ประเภทเลอืดทีผ่่านการทดสอบเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคทก์รนีไดจ้รงิ 
 
  2.2.1.4 ชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix®  

  ผลการศึกษาพบว่าสามารถเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอจากตัวอย่างเลอืดที่เกิดการ
เปลีย่นแปลงสเีป็นสเีขยีวเมื่อทดสอบเบื้องต้นกบัชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® ดว้ยเทคนิค
มลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีารไ์ด้ส าเรจ็ในบางตวัอย่าง และบางวสัดุทดลอง ดงัแสดงในภาพที่ 38
ทัง้นี้พบว่าในวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย (ภาพที ่38 ก) กระดาษทชิช ู(ภาพที ่38 ข) และไม ้(ภาพที ่
38 ค) สามารถให้แถบดีเอ็นเอที่คาดหวงัซึ่งมขีนาดประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส 
ครบทัง้ 10 ตวัอย่าง คดิเป็นความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างเลอืดทีผ่่านการ
ทดสอบเบื้องต้นด้วยชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® 100 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ว ัสดุมีด
สามารถให้แถบดีเอ็นเอที่คาดหวังซึ่งมีขนาดประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่ เบส ได้
ทัง้หมด 8 ตวัอย่าง คดิเป็นความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างเลอืดทีผ่่านการ
ทดสอบเบือ้งตน้ดว้ยชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® 80 เปอรเ์ซน็ต์ ส่วนอกี 2 ตวัอยา่งทีเ่หลอื 
(ภาพที่ 38 ง ช่องที่ 3 และ 9) พบแถบดเีอ็นเอที่คาดหวงัขนาดเล็กซึ่งมขีนาดประมาณ 115–
147 คู่เบสเท่านัน้ ส่วนชุดควบคุมลบที่ไม่มกีารเตมิดเีอ็นเอลงไป ไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ แสดง
ให้เห็นว่าไม่มีการปนเป้ือนของดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวข้องในชุดน ้ ายาที่ใช้ทดสอบ  และระหว่าง
ด าเนินการทดลอง ดงันัน้ผลการศกึษานี้แสดงให้เหน็ว่ากระบวนการที่พฒันาขึน้สามารถใช้ได้
กับตัวอย่างชีวภาพประเภทเลือดที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุดทดสอบแบบแถบ 
Hemastix® ไดจ้รงิ 
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ภำพท่ี 35 2% เจลอะกาโรส แสดงผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากตัวอย่างเลือดที่ผ่านการทดสอบ
เบื้องต้นด้วยชุดน ้ ายาลูมินอล (Luminol) และเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์ 
ไดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ ซึง่ภาพ ก คอื วสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย, ข คอื วสัดุกระดาษทชิชู, ค คอื 
วสัดุไม้ และ ง คอื วสัดุมดี ช่อง M คอื ดเีอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Marker), ช่อง 1 คือ 
ชุดควบคุมผลบวก (ดเีอ็นเอจากเลอืดมนุษย)์, ช่อง 2–11 คอื ตวัอย่างเลอืดมนุษย ์และช่อง N 
คอื ชุดควบคุมผลลบ  
 

 (ก) เสือ้ผา้            M      1       2       3       4       5       6       7       8       9     10     11      N 

500 bp FGA: 322-444 bp 

D3: 115-147 bp 

  (ข) กระดาษทชิช ู    M      1       2      3       4       5      6       7      8       9      10     11     N 

   (ค) ไม ้               M       1      2       3       4       5       6       7       8       9      10     11      N 

 (ง) มดี                 M      1      2        3      4       5       6       7       8      9      10     11      N 

500 bp 

500 bp 

500 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 
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ภำพท่ี 36 2% เจลอะกาโรส แสดงผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากตัวอย่างเลือดที่ผ่านการทดสอบ
เบื้องต้นด้วยชุดน ้ ายาแคสเทิลเมเยอร์ (Kastle-Meyer) และเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค
มลัติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ที่พัฒนาขึ้น ซึ่งภาพ ก คือ วัสดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย , ข คือ วัสดุ
กระดาษทชิชู, ค คอื วสัดุไม้ และ ง คอื วสัดุมดี ช่อง M คอื ดเีอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA 
Marker), ช่อง 1 คอื ชุดควบคุมผลบวก (ดเีอน็เอจากเลอืดมนุษย)์, ช่อง 2–11 คอื ตวัอยา่งเลอืด
มนุษย ์และช่อง N คอื ชุดควบคุมผลลบ 
 
 

(ก) เสือ้ผา้            M       1      2       3       4       5       6      7       8       9      10     11      N 

(ข) กระดาษทชิช ู    M     1      2       3       4       5       6      7       8      9      10     11      N 

500 bp 

500 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 

(ค) ไม ้                 M      1       2       3      4      5       6       7      8       9     10     11      N 

  (ง)  มดี                          M      1       2       3       4      5       6       7       8      9      10     11     N 

500 bp 

500 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 
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ภำพท่ี 37 2% เจลอะกาโรส แสดงผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากตัวอย่างเลือดที่ผ่านการทดสอบ
เบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคท์กรนี (Leuchomalachite green) และเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ
ดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ ซึง่ภาพ ก คอื วสัดุเสือ้ผ้าชนิดผา้ฝ้าย, ข คอื 
วสัดุกระดาษทิชชู, ค คือ วสัดุไม้ และ ง คือ วสัดุมดี ช่อง M คอื ดเีอ็นเอมาตรฐาน (100 bp 
DNA Marker), ช่อง 1 คือ ชุดควบคุมผลบวก (ดีเอ็นเอจากเลือดมนุษย์), ช่อง 2–11 คือ 
ตวัอยา่งเลอืดมนุษย ์และช่อง N คอื ชุดควบคุมผลลบ 
 
 

(ก) เสือ้ผา้            M      1       2       3      4       5       6       7       8       9      10     11      N 

(ข) กระดาษทชิช ู   M     1       2       3       4       5      6       7       8      9      10      11     N 

(ค) ไม ้                M     1       2       3      4       5       6       7       8      9      10     11      N 

(ง) มดี                 M     1       2        3      4       5       6       7       8      9       10     11     N 

500 bp 

500 bp 

500 bp 

500 bp 

D3: 115-147 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 
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ภำพท่ี 38 2% เจลอะกาโรส แสดงผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากตัวอย่างเลือดที่ผ่านการทดสอบ
เบื้องต้นด้วยชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® และเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์
ไดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ ซึง่ภาพ ก คอื วสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย, ข คอื วสัดุกระดาษทชิชู, ค คอื 
วสัดุไม้ และ ง คอื วสัดุมดี ช่อง M คอื ดเีอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Marker), ช่อง 1 คือ 
ชุดควบคุมผลบวก (ดเีอ็นเอจากเลอืดมนุษย)์, ช่อง 2–11 คอื ตวัอย่างเลอืดมนุษย ์และช่อง N 
คอื ชุดควบคุมผลลบ 
 
 

(ก) เสือ้ผา้            M       1       2       3      4       5       6       7      8       9     10     11      N 

(ข) กระดาษทชิช ู   M       1       2      3       4       5      6       7       8      9      10      11     N 

(ค) ไม ้                M      1       2      3       4       5      6       7       8       9      10     11     N 

(ง) มดี                 M      1       2       3       4       5       6      7       8       9      10     11     N 

500 bp 

500 bp 

500 bp 

500 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 
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 2.2.2 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอจำกครำบอสจิุท่ีผ่ำนกำรทดสอบเบือ้งต้น 
 
  2.2.2.1 ชุดน ้ำยำแอซิดฟอสฟำเตส 

  ผลการศึกษาพบว่าสามารถเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างอสุจทิี่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงสีเป็นสีม่วงเมื่อทดสอบเบื้องต้นกับชุดน ้ ายาแอซิดฟอสฟาเตสด้วยเทคนิค
มลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารไ์ดส้ าเรจ็ในทุกวสัดุทดลอง และสามารถใหแ้ถบดเีอน็เอที่คาดหวงัซึง่มี
ขนาดประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส ครบทัง้ 10 ตวัอย่าง ดงัแสดงในภาพที่ 39 คดิ
เป็นความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากตวัอย่างอสุจทิี่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุด
น ้ายาแอซิดฟอสฟาเตส 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วนชุดควบคุมลบที่ไม่มกีารเติมดีเอ็นเอลงไป ไม่
ปรากฏแถบดเีอน็เอ แสดงใหเ้หน็ว่าไม่มกีารปนเป้ือนของดเีอ็นเอทีไ่ม่เกี่ยวขอ้งในชุดน ้ายาที่ใช้
ทดสอบ และระหว่างด าเนินการทดลอง ดงันัน้ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่ากระบวนการที่
พฒันาขึน้สามารถใชไ้ดก้บัตวัอย่างชวีภาพประเภทอสุจทิีผ่่านการทดสอบเบือ้งต้นดว้ยชุดน ้ายา
แอซดิฟอสฟาเตสไดจ้รงิ   
 

 
 

 

 

 

 
ภำพท่ี 39 2% เจลอะกาโรส แสดงผลติภณัฑพ์ซีอีารจ์ากตวัอย่างอสุจทิีผ่่านการทดสอบเบือ้งต้น
ด้วยชุดน ้ ายาแอซิดฟอสฟาเตส (Acid phosphstase) และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค
มลัติเพล็กซ์ไดเรค็พซีอีาร์ที่พฒันาขึน้ ซึ่งภาพ ก คอื วสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย และ ข คอื วสัดุ
กระดาษทิชชู ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Marker), ช่อง 1 คือ ชุดควบคุม
ผลบวก (ดีเอ็นเอจากเลือดมนุษย์), ช่อง 2–11 คือ ตัวอย่างอสุจิมนุษย์ และช่อง N คือ ชุด
ควบคุมผลลบ 

(ก) เสือ้ผา้            M       1        2       3        4       5        6        7       8        9       10      N 

(ข) กระดาษทชิชู       M       1      2       3      4       5       6       7      8       9      10     11      N 

500 bp 

500 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 
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 2.2.3 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอน็เอจำกครำบน ้ำลำยท่ีผำ่นกำรทดสอบเบือ้งต้น 
 
  2.2.3.1 ชุดทดสอบ Phadebas paper 

  ผลการศึกษาพบว่าสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากตวัอย่างน ้าลายที่เกดิการ
เปลี่ยนแปลงเป็นกลุ่มสีฟ้าเมื่อทดสอบเบื้องต้นกบัชุดทดสอบ Phadebas paper ด้วยเทคนิค
มลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีารไ์ด้ส าเรจ็ในบางตวัอย่าง และบางวสัดุทดลอง ดงัแสดงในภาพที่ 40 
ทัง้นี้พบว่าในวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย (ภาพที ่40 ก) สามารถใหแ้ถบดเีอน็เอทีค่าดหวงัซึง่มขีนาด
ประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส ครบทัง้ 10 ตวัอย่าง คิดเป็นความส าเรจ็ในการเพิ่ม
ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอยา่งน ้าลายทีผ่่านการทดสอบเบือ้งตน้ดว้ยชุดทดสอบ Phadebas paper 
100 เปอรเ์ซน็ต์ ในขณะทีว่สัดุกระดาษทชิชู และกระป๋องอะลูมเินียม สามารถให้แถบดเีอ็นเอที่
คาดหวงัซึ่งมีขนาดประมาณ 115–147 และ 322–444 คู่เบส ได้ทัง้หมด 7 ตัวอย่าง คิดเป็น
ความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากตวัอย่างน ้าลายที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุด
ทดสอบ Phadebas paper 70 เปอร์เซ็นต์ ส่วนชุดควบคุมลบที่ไม่มกีารเติมดเีอ็นเอลงไป ไม่
ปรากฏแถบดเีอน็เอ แสดงใหเ้หน็ว่าไม่มกีารปนเป้ือนของดเีอ็นเอทีไ่ม่เกี่ยวขอ้งในชุดน ้ายาที่ใช้
ทดสอบ และระหว่างด าเนินการทดลอง ดงันัน้ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่ากระบวนการที่
พฒันาขึ้นสามารถใช้ได้กบัตวัอย่างชวีภาพประเภทน ้าลายที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุด
ทดสอบ Phadebas paper ไดจ้รงิ 
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ภำพท่ี 40 2% เจลอะกาโรส แสดงผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากตัวอย่างน ้ าลายที่ผ่านการทดสอบ
เบื้องต้นด้วยชุดทดสอบ Phadebas paper และเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคมลัติเพล็กซ์
ไดเรค็พซีอีารท์ี่พฒันาขึน้ ซึ่งภาพ ก คอื วสัดุเสื้อผ้าชนิดผา้ฝ้าย, ข คอื วสัดุกระดาษทชิชู และ 
ค คอื วสัดุกระป๋องอะลูมเินียม ช่อง M คอื ดเีอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Marker), ช่อง 1 
คอื ชุดควบคุมผลบวก (ดเีอ็นเอจากเลอืดมนุษย)์, ช่อง 2–11 คอื ตวัอย่างน ้าลายมนุษย์ และ
ช่อง N คอื ชุดควบคุมผลลบ  

  โดยสรุปพบว่างานวจิยัชิ้นนี้สามารถพฒันากระบวนการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอ
จากวตัถุพยานทางชวีภาพทัง้ 3 ประเภท (เลอืด อสุจ ิและน ้าลาย) ที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้น
ดว้ยชุดน ้ายาทางเคมต่ีางๆ ไดส้ าเรจ็ดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ ซึง่จะเหน็
ได้ว่าชุดน ้ายาทดสอบเบื้องต้นและวสัดุหลกัฐานส่งผลกระทบต่อการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอจาก
ตวัอย่างชวีภาพทัง้ 3 ประเภทแตกต่างกนั โดยชุดน ้ายาลูมนิอลและชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส
พบว่าไม่ส่งผลกระทบต่อการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอยา่งวตัถุพยานชวีภาพทีเ่กี่ยวขอ้งดว้ย
เทคนิคที่พัฒนาขึ้นในทุกวสัดุทดลอง ซึ่งมอีัตราความส าเรจ็ในการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ 100 

500 bp 

500 bp 

500 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

FGA: 322-444 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 

D3: 115-147 bp 

(ก) เสือ้ผา้           M       1       2       3       4      5        6       7      8       9      10    11      N 

(ข) กระดาษทชิชู     M      1       2       3      4       5       6       7       8       9     10     11      N 

(ค)กระป๋องอะลมูเินียม M     1       2       3      4       5       6       7       8       9     10     11      N 
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เปอร์เซ็นต์ ทัง้นี้อาจเนื่องจากชุดน ้ ายาลูมินอลมีการเตรยีมสารเคมีในชุดน ้ ายาและวิธีการ
ทดสอบเบื้องต้นที่แตกต่างจากชุดน ้ายาอื่น โดยจะผสมสารลูมนิอลกบัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์
ก่อนน าไปทดสอบเบื้องต้นโดยการสเปรย์ลงบนคราบตัวอย่างชีวภาพบรเิวณตรงกลางของ
กระดาษกรอง ซึง่จากรายงานก่อนหน้าพบว่าสารไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดส์ามารถท าใหด้เีอน็เอ
เสยีสภาพได้ (Driessens et al., 2009) แต่ทัง้นี้การทดสอบเบื้องต้นของชุดน ้ายาลูมนิอลด้วย
การสเปรยน์ัน้ปรมิาณสารไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ทีส่มัผสักบัตวัอย่างอาจมปีรมิาณน้อยกว่าชุด
น ้ายาอื่นที่มีการหยดสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลงบนตัวอย่างโดยตรง จงึท าให้ชุดน ้ ายา 
ลมูนิอลไมส่่งผลกระทบต่อการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอยา่งเลอืด และส าหรบัชุดน ้ายาแอซดิ-
ฟอสฟาเตสไมม่อีงคป์ระกอบของสารไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดใ์นชุดน ้ายา ท าใหไ้ม่ส่งผลกระทบ
ต่อการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากตวัอย่างอสุจ ิส่วนชุดน ้ายาลวิโคมาลาไคท์กรนี และชุดทดสอบ
แบบแถบ Hemastix® พบว่าส่งผลกระทบต่อการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดบ้าง
เลก็น้อย โดยมอีตัราความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ 98 เปอรเ์ซน็ต์ และ 95 เปอรเ์ซน็ต์ 
ตามล าดับ ในขณะที่ชุดน ้ ายาแคสเทิลเมเยอร์ส่งผลกระทบต่อการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจาก
ตวัอย่างเลอืดมากที่สุด โดยมอีตัราความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ 48 เปอรเ์ซน็ต์ อาจ
เนื่องจากชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอรม์คี่า pH เท่ากบั 9 ซึง่เป็นค่า pH ทีท่ าใหด้เีอน็เอเสยีสภาพได้
เช่นกัน โดยเกิดการไฮโดรไลซิสของพันธะฟอสโฟไดเอสเตอร์ (Phosphodiester bond) ใน
โครงสร้างดีเอ็นเอ (Ageno et al., 1969) ท าให้ส่งผลกระทบต่อการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างมากที่สุด และส าหรบัชุดทดสอบ Phadebas paper พบว่าส่งผลกระทบต่อการเพิ่ม
ปรมิาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างน ้าลายบ้างเล็กน้อย โดยมอีัตราความส าเรจ็ในการเพิ่มปรมิาณ 
ดเีอน็เอ 80 เปอรเ์ซน็ต ์ผลการศกึษาโดยสรปุดงัแสดงในตารางที ่7  
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ตำรำงท่ี 7 สรุปผลการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอจากวตัถุพยานชวีภาพทัง้ 3 ประเภท ได้แก่ เลอืด 
อสุจ ิและน ้าลาย ที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร ์และเทคนิค
เจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ ซึง่ในแต่ละชุดการทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า  
 

ตวัอย่ำง กำรทดสอบเบือ้งต้น วสัด ุ ผลผลิตพีซีอำร ์(Gel electrophoresis) (N = 10) 
 ต ำแหน่ง

D3&FGA  
ต ำแหน่ง

D3  
ต ำแหน่ง

FGA 
ไม่

ปรำกฏ 
เลือด Luminol เสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย 10 - - - 
  กระดาษทชิชู 10 - - - 
  ไม ้ 10 - - - 
  มดี 10 - - - 
 Kastle-Meyer เสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย 7 3 - - 
  กระดาษทชิชู 6 1 1 2 
  ไม ้ - 7 - 3 
  มดี 6 3 - 1 
 Leucomalachite Green เสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย 10 - - - 
  กระดาษทชิชู 10 - - - 
  ไม ้ 9 1 - - 
  มดี 10 - - - 
 Hemastix® เสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย 10 - - - 
  กระดาษทชิชู 10 - - - 
  ไม ้ 10 - - - 
  มดี 8 2 - - 
อสจิุ Acid phosphatase เสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย 10 - - - 
  กระดาษทชิชู 10 - - - 
น ้ำลำย Phadebas paper เสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย 10 - - - 
  กระดาษทชิชู 7 - - 3 
  กระป๋องอะลมูเินียม 7 - - 3 
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2.3 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอจำกวตัถพุยำนทำงชีวภำพท่ีผ่ำนกำรทดสอบเบื้องต้นด้วย
เทคนิคมลัติเพลก็ซไ์ดเรค็พีซีอำร ์และแคปิลลำรีอิเลก็โทรโฟรีซิส 

  จากผลการทดลองในข้อ 2.2 แสดงให้เห็นว่ากระบวนการมลัติเพล็กซ์ไดเรค็- 
พซีีอาร์ที่พฒันาขึ้นในงานวจิยันี้ สามารถเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอในต าแหน่ง D3 และ FGA จาก
วตัถุพยานทางชวีภาพทัง้ 3 ประเภทไดจ้รงิ ดงันัน้ในการทดลองนี้จงึต้องการศกึษาผลคุณภาพ   
ลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดร้บัจากการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคดงักล่าวจากวตัถุพยานชวีภาพ
เป้าหมายทัง้ 3 ประเภททีผ่่านการทดสอบเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาทางเคมต่ีางๆ ทัง้นี้ชุดน ้ายาทาง
เคมทีี่ใช้ทดสอบคราบวตัถุพยานชวีภาพเบื้องต้น และประเภทของวสัดุทดลองเช่นเดยีวกนักบั
การทดลองก่อนหน้า ในหวัข้อที่ 2.2 ท าการทดลองโดยหยดวตัถุพยานทางชวีภาพเป้าหมาย
ปรมิาณ 10 ไมโครลติร ลงบนวสัดุทดลองแต่ละประเภท แลว้วางทิง้ไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อน
ใช้กระดาษกรองเก็บตัวอย่างวตัถุพยานชีวภาพออกมาจากวสัดุ ซึ่งจะน าไปทดสอบด้วยชุด
น ้ายาทางเคมทีีเ่กี่ยวขอ้ง จากนัน้น าคราบวตัถุพยานทีม่กีารเปลีย่นแปลงสไีปเตรยีมสารละลาย  
Pre-PCR และเพิ่มปรมิาณดเีอ็นด้วยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร์ ดงัแสดงในหวัข้อที่ 1.3 ทัง้นี้จะท า
การทดลองจ านวน 10 ซ ้า ในแต่ละชุดการทดลอง เพื่อทดสอบความแมน่ย าของวธิทีีพ่ฒันาขึน้ 
 
 2.3.1 กำรจดัท ำลำยพิมพดี์เอน็เอจำกครำบเลือดท่ีผำ่นกำรทดสอบเบือ้งต้น 

  การทดลองนี้ ได้ศึกษาการเพิ่มปริมาณและจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอจาก 
วตัถุพยานชวีภาพประเภทเลอืดที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาทางเคม ี4 ชนิด ไดแ้ก่ 
ชุดน ้ายาลูมนิอล ชุดน ้ายาแคสเทลิเมเยอร ์ชุดน ้ายาลิวโคมาลาไคท์กรนี และชุดทดสอบแบบ
แถบ Hemastix® เพื่อศกึษาปัจจยัของชุดน ้ายาทางเคมดีงักล่าวที่อาจส่งผลกระทบต่อการเพิม่
ปรมิาณและจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ ทัง้นี้ไดท้ า
การเจอืจางสดัส่วนสารละลาย Pre-PCR ของคราบเลอืดก่อนน าไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอทีส่ดัส่วน 
1:3 (สารละลาย Pre-PCR 1 ส่วน ในน ้า 2 ส่วน) ซึง่เป็นผลการศกึษาในหวัขอ้ที ่1.3   

  ผลการศกึษาพบว่าชุดน ้ายาทดสอบคราบเลอืดเบือ้งต้นทัง้ 4 ชุด ส่งผลกระทบ
ต่อการเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พีซอีารท์ีพ่ฒันาขึน้แตกต่างกนั 
ดงัแสดงในภาพที่ 41 เนื่องจากองค์ประกอบทางเคมขีองชุดน ้ายาแต่ละชนิดแตกต่างกนั ทัง้นี้
พบว่าชุดน ้ายาลูมนิอลส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ด้รบัจากตวัอย่างเลอืดน้อย
ทีสุ่ด โดยมจี านวนอลัลลีเฉลีย่เท่ากบั 31±2 อลัลลี และความสงูพคีเฉลีย่เท่ากบั 1992±561 RFU 
ผลการศึกษาดงักล่าวสอดคล้องกบังานวจิยัของ Tobe และคณะ (Tobe et al., 2007) ที่พบว่า
ชุดน ้ายาลูมนิอลส่งผลกระทบต่อการเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอน้อยทีสุ่ด รองลงมา 
คอื ชุดทดสอบแบบแถบ Hemastix® ซึ่งไดจ้ านวนอลัลลีเฉลีย่เท่ากบั 31±3 อลัลลี และความสูง
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พีคเฉลี่ยเท่ากับ 854±242 RFU ส าหรบัชุดน ้ ายาลิวโคมาลาไคท์กรนีได้จ านวนอัลลีลเฉลี่ย
เท่ากบั 25±10 อลัลลี และความสูงพคีเฉลีย่เท่ากบั 443±218 RFU ในขณะที่ชุดน ้ายาแคสเทลิ-
เมเยอรส์่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพิมพ์ดเีอ็นเอมากที่สุด โดยมจี านวนอลัลลีเฉลี่ยเท่ากับ 
25±6 อลัลลี และความสูงพคีเฉลีย่เท่ากบั 427±174 RFU ทัง้นี้อาจเนื่องจากชุดน ้ายาแคสเทลิ-
เมเยอร์ มีค่า pH เท่ากับ 9 ซึ่งเป็นค่า pH ที่สามารถท าให้ดีเอ็นเอเสียสภาพ โดยเกิดการ
ไฮโดรไลซิสของพันธะฟอสโฟไดเอสเตอร์ (Phosphodiester bonds) ในโครงสร้างดีเอ็นเอ 
(Ageno et al., 1969) ท าใหส้่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดร้บั    

  ผลการศึกษาข้างต้น (ภาพที่ 41) ยังพบว่าประเภทของวัสดุหลักฐานส่ง
ผลกระทบต่อการเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอด้วยเทคนิคไดเรค็พซีอีารเ์ช่นกนั โดย
ภาพรวมพบว่าวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้ายส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่ได้รบัน้อย
ทีสุ่ด ซึง่มจี านวนอลัลลีเฉลีย่เท่ากบั 31±3 อลัลลี และความสูงพคีเฉลี่ยเท่ากบั 2004±627 RFU 
ทัง้นี้ เนื่องจากวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้ายมคีุณสมบัติเนื้อนุ่ม โปร่งสบาย ระบายความร้อนได้ด ี
รวมถึงมีช่องระหว่างเส้นใย เมื่อใช้กระดาษกรองเก็บตัวอย่างออกมาจากวสัดุจึงท าให้เก็บ
ตวัอย่างออกมาไดง้า่ย และไดร้บัปรมิาณดเีอน็เอจ านวนมาก ท าใหส้่งผลกระทบต่อคุณภาพลาย
พมิพด์เีอน็เอน้อยทีสุ่ด ในขณะทีว่สัดุมดีส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอมากทีสุ่ด โดย
มจี านวนอัลลีลเฉลี่ยเท่ากับ 26±6 อัลลีล และความสูงพีคเฉลี่ยเท่ากับ 279±115 RFU ทัง้นี้
เนื่องจากวสัดุมดีมพีื้นผวิที่ไม่ดูดซบั การเก็บตวัอย่างเลอืดออกมาจากวสัดุจงึท าให้ได้ตวัอย่าง
เลอืดในปรมิาณมาก ส่งผลให้ปรมิาณฮมีซึ่งเป็นตวัยบัยัง้ปฏกิริยิาพซีอีารม์ปีรมิาณมากเช่นกนั 
ดงันัน้จงึอาจเป็นสาเหตุทีท่ าใหผ้ลการทดลองนี้มคีุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอต ่า  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



64 
 

(ก)                        

 
(ข) 

 

ภำพท่ี 41 แสดงผลการศึกษาการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจากวตัถุพยานทางชีวภาพที่ผ่านการ
ทดสอบเบือ้งต้นดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร ์และแคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรซีสิ โดยแสดง
จ านวนอัลลีล (ก) และค่าความสูงพีค (ข) ที่ได้รบัจากการเพิ่มปรมิาณและจดัท าลายพิมพ์ 
ดเีอน็เอของคราบเลอืดที่เกบ็จากวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย, กระดาษทชิชู, ไม ้และมดี ทีผ่่านการ
ทดสอบเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาเคมต่ีางๆ ซึง่ในแต่ละชุดการทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า 
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  2.3.2 ผลกำรจดัท ำลำยพิมพดี์เอน็เอจำกครำบอสจิุท่ีผ่ำนกำรทดสอบ 
  เบือ้งต้น 

  การทดลองนี้ ได้ศึกษาการเพิ่มปริมาณและจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอจาก 
วตัถุพยานชวีภาพประเภทอสุจทิี่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นดว้ยชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส เพื่อ
ศกึษาปัจจยัของชุดน ้ายาทางเคมดีงักล่าวที่อาจส่งผลกระทบต่อการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอด้วย
เทคนิคมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ ทัง้นี้ไดท้ าการเจอืจางสดัส่วนสารละลาย Pre-PCR 
ของคราบอสุจก่ิอนน าไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอที่สดัส่วน 1:3 (สารละลาย Pre-PCR 1 ส่วน ในน ้า 
2 ส่วน) ซึง่เป็นผลการศกึษาในหวัขอ้ที ่1.3 

  ผลการศกึษาพบว่าชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตสส่งผลกระทบต่อการเพิม่ปรมิาณ
และจดัท าลายพมิพด์เีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ในบางวสัดุทดลอง ดงัแสดงใน
ภาพที่ 42 ทัง้นี้พบว่าวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้ายไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่
ไดร้บัจากตวัอย่างอสุจ ิซึง่มจี านวนอลัลลีเฉลีย่เท่ากบั 32±0 อลัลลี และความสงูพคีเฉลีย่เท่ากบั 
829±334 RFU ในขณะที่วสัดุกระดาษทิชชูส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยมี
จ านวนอัลลีลเฉลี่ยเท่ากับ 32±0 อัลลีล และความสูงพีคเฉลี่ยเท่ากับ 418±189 RFU ผล
การศกึษาสอดคล้องกบังานวจิยัของ Lewis และคณะ (Lewis et al., 2013) ทีพ่บว่าวสัดุทดลอง
ต่างกนัส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่ได้รบัจากตวัอย่างอสุจแิตกต่างกนัด้วย อกี
ทัง้ Phillips และคณะ ยงัพบว่าชุดน ้ ายาแอซิดฟอสฟาเตสท าให้ปรมิาณดีเอ็นเอลดลงเพียง
เลก็น้อยเท่านัน้ (Phillips et al., 2011) จงึท าให้ชุดน ้ายาดงักล่าวส่งผลกระทบต่อคุณภาพลาย
พมิพด์เีอน็เอในบางวสัดุทดลอง 
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(ก)                                                      

 
(ข) 

 

ภำพท่ี 42 แสดงผลการศึกษาการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจากวตัถุพยานทางชีวภาพที่ผ่านการ
ทดสอบเบือ้งต้นดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร ์และแคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรซีสิ โดยแสดง
จ านวนอัลลีล (ก) และค่าความสูงพีค (ข) ที่ได้รบัจากการเพิ่มปรมิาณและจดัท าลายพิมพ์ 
ดเีอ็นเอของคราบอสุจทิี่เก็บจากวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย และกระดาษทชิชู ที่ผ่านการทดสอบ
เบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส ซึง่ในแต่ละชุดการทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า 
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 2.3.3 กำรจดัท ำลำยพิมพดี์เอน็เอจำกครำบน ้ำลำยท่ีผำ่นกำรทดสอบเบื้องต้น 

  การทดลองนี้ได้ศึกษาการเพิ่มปรมิาณและจดัท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากวตัถุ -
พยานชวีภาพประเภทน ้าลายทีผ่่านการทดสอบเบือ้งต้นดว้ยชุดทดสอบ Phadebas paper เพื่อ
ศกึษาปัจจยัของชุดน ้ายาทางเคมดีงักล่าวที่อาจส่งผลกระทบต่อการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอด้วย
เทคนิคมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ ทัง้นี้ไดท้ าการเจอืจางสดัส่วนสารละลาย Pre-PCR 
ของคราบน ้าลายก่อนน าไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอทีส่ดัส่วน 1:3 (สารละลาย Pre-PCR 1 ส่วน ใน
น ้า 2 ส่วน) ซึง่เป็นผลการศกึษาในหวัขอ้ที ่1.3 

  ผลการศึกษาพบว่าชุดทดสอบ Phadebas paper ส่งผลกระทบต่อการเพิ่ม
ปรมิาณและจดัท าลายพมิพ์ดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ในบางวสัดุทดลอง ดงั
แสดงในภาพที ่43 ทัง้นี้พบว่าวสัดุเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้าย และกระป๋องอะลมูเินียมไมส่่งผลกระทบต่อ
คุณภาพลายพิมพ์ดเีอ็นเอ ซึ่งมจี านวนอลัลลีเฉลี่ยเท่ากบั 32±0 อลัลลี และความสูงพีคเฉลี่ย
เท่ากบั 1869±570 RFU ส าหรบัวสัดุเสื้อผ้าชนิดผา้ฝ้าย และความสูงพคีเฉลีย่เท่ากบั 736±312 
RFU ส าหรบัวสัดุกระป๋องอะลูมเินียม ในขณะที่วสัดุกระดาษทชิชูส่งผลกระทบต่อคุณภาพลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอ โดยมีจ านวนอัลลีลเฉลี่ยเท่ากับ 28 อัลลีล และความสูงพีคเฉลี่ยเท่ากับ 
1114±1145 RFU ทัง้นี้อาจเนื่องจากวสัดุกระดาษทชิชูเป็นพื้นผวิที่มคีุณสมบตัใินการดูดซบัสูง 
ท าใหเ้กบ็ตวัอยา่งออกมาจากวสัดุไดไ้มด่เีท่าทีค่วร จงึส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอ  
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(ก)                        

 
(ข) 

 

ภำพท่ี 43 แสดงผลการศึกษาการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจากวตัถุพยานทางชีวภาพที่ผ่านการ
ทดสอบเบือ้งต้นดว้ยเทคนิคมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร ์และแคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรซีสิ โดยแสดง
จ านวนอัลลีล (ก) และค่าความสูงพีค (ข) ที่ได้รบัจากการเพิ่มปรมิาณและจดัท าลายพิมพ์ 
ดีเอ็นเอของคราบน ้ าลายที่เก็บจากวัสดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย กระดาษทิชชู และกระป๋อง
อะลูมเินียมที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุดทดสอบ Phadebas paper ซึ่งในแต่ละชุดการ
ทดลองจะท าซ ้าจ านวน 10 ซ ้า 
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2.4 กำรเปรียบเทียบผลคณุภำพลำยพิมพดี์เอน็เอจำกวตัถพุยำนทำงชีวภำพท่ีผำ่นและไม่
ผำ่นกำรทดสอบเบือ้งต้น 

  การทดลองนี้มวีตัถุประสงค์เพื่อการศึกษาเปรยีบเทียบผลคุณภาพลายพิมพ ์   
ดเีอ็นเอจากตวัอย่างวตัถุพยานชวีภาพทัง้ 3 ประเภท (เลอืด อสุจ ิและน ้าลาย) ที่ผ่านและไม่
ผ่านการทดสอบเบือ้งต้นด้วยชุดน ้ายาทางเคมต่ีางๆ ท าการศกึษาโดยน าค่าเฉลีย่จ านวนอลัลลี
และค่าเฉลี่ยความสูงพคีในแต่ละชุดการทดลองมาค านวณค่าทางสถิติของ Bayesian ร่วมกบั
โปรแกรม R โดยหากค่าทีไ่ดเ้ท่ากบัศูนยแ์สดงให้เหน็ว่าชุดขอ้มูลทัง้สองไม่มคีวามแตกต่างกนั
อยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ

  ผลการศกึษาพบว่าค่าทางสถติทิีไ่ดร้บัจากการทดลองของชุดน ้ายาลูมนิอล ชุด
น ้ายาแอซดิฟอสฟาเตส และชุดทดสอบ Phadebas paper (ยกเวน้วสัดุทดลองประเภทกระดาษ
ทชิชู) มคี่าเท่ากบัศูนย์ ดงัแสดงในภาพที่ 44 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าตวัอย่างวตัถุพยานชวีภาพที่
ผ่านและไม่ผ่านการทดสอบเบือ้งต้นดว้ยชุดน ้ายาทางเคมดีงักล่าวมคีุณภาพลายพมิพ์ดเีอน็เอที่
ไม่แตกต่างกนั กล่าวคอืชุดน ้ายาทางเคมดีงักล่าวไม่มผีลต่อคุณภาพลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่ได้รบั 
ในขณะที่ค่าทางสถิติที่ได้รบัจากชุดการทดลองของชุดน ้ ายาแคสเทิลเมเยอร์ และชุดน ้ ายา 
ลวิโคมาลาไลทก์รนี มคี่าตดิลบในทุกวสัดุทดลอง แสดงใหเ้หน็ว่าชุดน ้ายาทางเคมดีงักล่าวมผีล
ต่อคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ทัง้นี้อาจเนื่ องจากชุดน ้ ายาแคสเทิลเมเยอร์ และชุดน ้ ายา 
ลวิโคมาลาไลทก์รนี มอีงค์ประกอบของสารไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดใ์นชุดน ้ายา และมคี่า pH ที่
สูง คือ pH เท่ากับ 9 และ 13 ตามล าดับ ซึ่งทัง้สองปัจจยัดังกล่าวส่งผลกระทบต่อคุณภาพ 
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (Ageno et al., 1969; Driessens et al., 2009) และเมื่อพิจารณาค่าความ 
สูงพคีพบว่าชุดน ้ายาทดสอบเบื้องต้นทางเคมทีุกชนิดมคี่าตดิลบ แสดงให้เหน็ว่าตวัอย่างวตัถุ-
พยานชวีภาพที่ผ่านและไม่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาทางเคมีทุกชนิดส่งผลกระทบ
ต่อความสงูพคีทีไ่ดร้บั ยกเวน้ในวสัดุทดลองประเภทกระดาษทชิชสู าหรบัชุดทดสอบ Phadebas 
paper และวสัดุทดลองประเภทเสือ้ผา้ชนิดผา้ฝ้ายส าหรบัชุดน ้ายาลูมนิอล  
 
 
 



70 
 

 

ภำพท่ี 44 แสดงผลการศึกษาเปรยีบเทียบผลคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากวตัถุพยานทาง
ชวีภาพที่ผ่านและไม่ผ่านการทดสอบเบื้องต้น ซึ่งใช้ค่าสถติคิวามเชื่อมัน่ 95% ของ Bayesian  
(เทยีบเท่ากบั p < 0.01 ในทางสถิติแบบ Frequentist) โดยภาพด้านขวาแสดงค่าความสูงพีค 
และภาพดา้นซา้ยแสดงจ านวนอลัลลี ในแต่ละชุดการทดลอง 
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2.5 กำรศึกษำปัจจยัด้ำนอำยขุองวตัถพุยำนทำงชีวภำพ 

  การทดลองส่วนนี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาผลของอายวุตัถุพยานทางชวีภาพทัง้ 
3 ประเภท (เลอืด อสุจ ิและน ้าลาย) ต่อคุณภาพลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่ได้รบัจากการเพิม่ปรมิาณ
และจดัท าลายพมิพ์ดเีอ็นเอด้วยเทคนิคที่พฒันาขึน้ในการศกึษาครัง้นี้ ท าการทดลองโดยหยด  
วตัถุพยานทางชวีภาพเป้าหมายปรมิาณ 10 ไมโครลติร ลงบนวสัดุเสื้อผ้าชนิดผ้าฝ้าย จากนัน้
วางทิง้ไวเ้ป็นเวลา 14, 30, 90 และ 180 วนั ก่อนใชก้ระดาษกรองเก็บตวัอย่างออกมาจากวสัดุ 
แล้วคลี่กระดาษกรองออก จะพบคราบบรเิวณตรงกลางของกระดาษกรอง ซึ่งจะน าไปทดสอบ
เบือ้งต้นดว้ยชุดน ้ายาทางเคมตีามโปรโตคอลของแต่ละชุดน ้ายา โดยชุดน ้ายาทางเคมทีีเ่ลอืกมา
ใช้ทดสอบคราบวตัถุพยานชวีภาพเบื้องต้นเช่นเดยีวกบัการทดลองก่อนหน้า จากนัน้น าคราบ 
วัตถุพยานชีวภาพที่มีการเปลี่ยนแปลงสีไปเตรียมสารละลาย Pre-PCR และเพิ่มปริมาณ 
ดเีอน็ดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์ดงัทีแ่สดงในหวัขอ้ที ่1.3 ทัง้นี้จะท าการทดลองจ านวน 5 ซ ้า ใน
แต่ละชุดการทดลอง เพื่อทดสอบความแมน่ย าของวธิทีีพ่ฒันาขึน้  

  ผลการศกึษาพบว่าวตัถุพยานทางชวีภาพทีม่อีายมุากส่งผลกระทบต่อคุณภาพ 
ลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดร้บัจากกระบวนการตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอที่พฒันาขึน้ ทัง้นี้พบว่าวตัถุพยาน
ทางชีวภาพ (เลอืด อสุจ ิและน ้ าลาย) ที่มีอายุ 30 วนั ไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพิมพ์ 
ดีเอ็นเอในทุกตัวอย่าง คิดเป็นความส าเรจ็ในการเพิ่มปรมิาณและจดัท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่
สมบูรณ์ 100 เปอรเ์ซน็ต์ ดงัแสดงในภาพที ่45 นอกจากนี้ยงัพบว่าตวัอย่างอสุจทิีม่ ีอายุ 90 วนั 
ยงัสามารถเพิ่มปรมิาณและจดัท าลายพิมพ์ดเีอ็นเอที่สมบูรณ์ได้ในทุกตัวอย่าง ทัง้นี้อาจเป็น
เพราะเมื่อระยะเวลานานขึน้คราบอสุจมิลีกัษณะแห้ง ท าให้ลดการเสยีสภาพของอะโครโซมซึ่ง
เป็นองคป์ระกอบของส่วนหวัอสุจทิี่บรรจุสารพนัธุกรรมไว ้(Cross and Meizel, 1989) ส่งผลให้
มอีตัราความส าเรจ็ในการได้รบัลายพมิพ์ดเีอ็นเอสูง และผลการศกึษายงัพบว่าวตัถุพยานทาง
ชวีภาพที่มอีายุมากขึ้นส่งผลกระทบต่อคุณภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยมจี านวนอลัลลีและค่า
ความสูงพคีเฉลีย่ทีล่ดลงตามระยะเวลาทีเ่พิม่มากขึน้ อย่างไรกต็ามตวัอย่างน ้าลายทีม่อีายุ 180 
วนั พบว่ามจี านวนอลัลลีเฉลีย่สูงกว่าตวัอย่างน ้าลายทีม่อีายุ 90 วนั ทัง้นี้อาจเนื่องจากการเก็บ
ตวัอย่างวตัถุพยานชวีภาพดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีารน์ัน้ยากต่อการควบคุมปรมิาณตวัอย่างทีใ่ส่
ในหลอดทดลอง ท าใหเ้กดิความผนัแปรของปรมิาณตวัอย่างสูงในแต่ละครัง้ของการท าปฏกิริยิา
พีซีอาร์ จงึอาจส่งผลท าให้ตัวอย่างน ้ าลายที่มอีายุ 180 วนั มจี านวนอัลลีลมากกว่าตัวอย่าง
น ้าลายทีม่อีาย ุ90 วนั  
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(ก)                        

 
(ข) 

 

ภำพท่ี 45 แสดงผลการศกึษาปัจจยัดา้นอายุของวตัถุพยานทางชวีภาพ โดยแสดงจ านวนอลัลลี 
(ก) และค่าความสูงพีค (ข) จากการเพิ่มปรมิาณและจดัท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่าง 
วตัถุพยานชวีภาพที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นด้วยชุดน ้ายาทางเคมต่ีางๆ ซึ่งในแต่ละชุดการ
ทดลองจะท าซ ้าจ านวน 5 ซ ้า  
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2.6 กำรศึกษำผลบวกปลอม (Artifact) และชุดควบคมุ (Control) 

  การทดลองนี้มีว ัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลบวกปลอมประเภทต่างๆ  ที่อาจ
ปรากฏจากการประยุกต์ใช้กระบวนการตรวจพิสูจน์ดเีอ็นเอจากวตัถุพยานทางชวีภาพทัง้ 3 
ประเภท (เลอืด อสุจ ิและน ้าลาย) ด้วยเทคนิคไดเรค็พซีอีารท์ี่พฒันาขึน้ ทัง้นี้จากการศกึษามี
จ านวนลายพมิพด์เีอน็เอทัง้หมด 620 ตวัอยา่ง ประกอบดว้ยลายพมิพด์เีอน็เอจากตวัอย่างวตัถุ-
พยานชวีภาพเป้าหมาย 560 ตวัอย่าง ลายพมิพ์ดเีอน็เอจากชุดควบคุมลบในแต่ละวสัดุทดลอง 
12 ตวัอย่าง และลายพมิพด์เีอน็เอจากชุดควบคุมลบและชุดควบคุมบวกในปฏกิริยิาพซีอีารอ์ยา่ง
ละ 24 ตวัอยา่ง  

  ผลการศึกษาพบว่าพบผลบวกปลอมทัง้หมด 5 แบบ ได้แก่ Drop-ins, Split 
peak, Pull-ups, Stutter และ Dye blobs ซึ่งเกิดได้จากตัวอย่างหรอืเกิดจากเครื่องมอืที่ใช้ใน
การวเิคราะห ์โดยผลบวกปลอม Drop-ins หรอือลัลลีทีไ่ม่ใช่อลัลลีทีแ่ทจ้รงิของตวัอย่าง แต่เป็น 
อลัลลีทีถู่กเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอปรมิาณทีน้่อยมาก มาจากการปนเป้ือนของสารเคม ีวสัดุอุปกรณ์
ทีใ่ชใ้นการทดลองหรอือากาศ พบทัง้หมด 24 ตวัอยา่ง คดิเป็น 4 เปอรเ์ซน็ต ์  

  ผลบวกปลอม Split peak หรอือลัลลีทีม่ลีกัษณะพคีหวัแตก เกดิจากการท างาน
ของเอนไซมพ์อลเิมอเรสไม่เตม็ประสทิธภิาพ โดยมกีารเตมิเบสอะดนิีนทีป่ลายสายดเีอน็เอดา้น 
ที่ถูกสรา้งขึ้นด้าน 3’ เป็นบางครัง้เท่านัน้ (Brownstein et al., 1996) ท าให้เกิดความแตกต่าง
ของผลติภณัฑพ์ซีอีารใ์นส่วนปลายเบสอะดนิีนนี้ (แสดงในภาพที ่46) พบทัง้หมด 30 ตวัอย่าง 
คดิเป็น 5 เปอรเ์ซน็ต ์ 

  ผลบวกปลอม Pull-ups หรอืการเกดิแถบสชีมพูขึน้ในลายพมิพ์ดเีอ็นเอในบาง
ต าแหน่ง เนื่องจากมปีรมิาณดเีอน็เอทีม่ากเกนิไปในกระบวนการเพิม่ปรมิาณและจดัท าลายพมิพ์
ดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไดเรค็พซีอีาร ์จงึท าใหเ้ครื่องแคปิลลารอีเิลก็โทรโฟรสีสิไม่สามารถตรวจแยก
แถบสทีี่ซ้อนทบักนัได้ในขัน้ตอนการวเิคราะห์ด้วยโปรแกรม GeneMapper™ (Butler, 2005) 
(แสดงในภาพที ่47) พบทัง้หมด 156 ตวัอยา่ง คดิเป็น 28 เปอรเ์ซน็ต ์  

  ผลบวกปลอม Stutter หรอือัลลีลที่มีหน่วยซ ้าน้อยกว่าดีเอ็นเอเป้าหมาย 1 
หน่วยซ ้าหรอืน้อยกว่าจ านวน 4 เบส เนื่องมาจากการเลื่อนหลุดของสายดีเอ็นเอแม่แบบใน
กระบวนการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอด้วยเอนไซม์พอลเิมอเรสในปฏกิิรยิาพซีีอาร์ โดย Stutter มี
ความสูงพคีต ่ากว่าพคีจรงิประมาณ 15–20 เปอรเ์ซน็ต์ และสามารถตดัออกได้โดยใช้โปรแกรม 
GeneMapper™ (Brookes et al., 2012; Taylor et al., 2013) (แสดงในภาพที่ 48) พบทัง้หมด 
33 ตวัอยา่ง คดิเป็น 6 เปอรเ์ซน็ต ์ 
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  ผลบวกปลอม Dry blobs เกิดจากการหลุดของสทีี่ติดอยู่กบัไพรเ์มอรห์รอืเกิด
จากการเคลื่อนยา้ยของผลติภณัฑพ์ซีอีาร ์โดยพคีจะมฐีานที่กว้าง และสามารถเกดิซ ้าได้ถ้าใช้
ชุดน ้ายาเดมิในการทดลอง เพราะสขีองไพรเ์มอรเ์ดมิก็จะหลุดในกระหว่างกระบวนการพซีอีาร์
ไดอ้กี ซึง่พบบา้งเพยีงเลก็น้อยจากลายพมิพด์เีอน็เอทัง้หมด  

  เมื่อศกึษาเปรยีบเทยีบผลคุณภาพลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดจ้ากตวัอย่างทีผ่่านและ
ไม่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นพบว่าอตัราการเกิดผลบวกปลอมที่ได้ของทัง้สองชุดการทดลอง
(ตวัอยา่งทีผ่่านและไม่ผ่านการทดสอบเบือ้งตน้) ไมม่คีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ
โดยตวัอย่างที่ไม่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นเกิดผลบวกปลอม 38 เปอรเ์ซน็ต์ (213 ตวัอย่าง ใน 
560 ตวัอย่าง) ในขณะที่ในตวัอย่างที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นเกดิผลบวกปลอม 32 เปอรเ์ซน็ต ์
(179 ตัวอย่าง ใน 560 ตัวอย่าง) และหากไม่นับรวมการเกิด Pull-ups ในการทดลองทัง้หมด 
ผลบวกปลอมจากตวัอย่างวตัถุพยานทางชวีภาพทีไ่ม่ผ่านการทดสอบเบือ้งต้นจะมคี่าลดลง 12 
เปอรเ์ซ็นต์ และจากตวัอย่างวตัถุพยานทางชวีภาพที่ผ่านการทดสอบเบื้องต้นจะมคี่าลดลง 6 
เปอรเ์ซน็ต ์
 

 

ภำพท่ี 46 แสดงตวัอยา่งลายพมิพด์เีอน็เอทีเ่กดิผลบวกปลอม Split peak 
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ภำพท่ี 47 แสดงตวัอยา่งลายพมิพด์เีอน็เอทีเ่กดิผลบวกปลอม Pull-ups 
 

 

ภำพท่ี 48 แสดงตวัอยา่งลายพมิพด์เีอน็เอทีเ่กดิผลบวกปลอม Stutter 
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บทท่ี 4 
 

สรปุผลกำรทดลอง 
  
  กระบวนตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอโดยวิธไีดเร็คพีซีอาร์ที่พัฒนาขึ้นสามารถใช้กับ 
วตัถุพยานทางชวีภาพทัง้ 3 ประเภททัง้ทีผ่่านและไม่ผ่านการทดสอบเบื้องต้น และศกึษาปัจจยั
ทางด้านอายุของวตัถุพยานได้ส าเรจ็ โดยใช้โปรโตรคอลเดยีวในทุกวสัดุทดลองเพื่อสามารถ
น าไปใช้ได้อย่างง่ายขึ้น ส่วนชุดน ้ายาทดสอบเบื้องต้น และวสัดุทดลองประเภทต่างๆ เป็น
ขอ้จ ากดัที่ใช้ในงานวจิยัครัง้นี้เช่นกัน ผู้วจิยัจงึแนะน าให้มกีารศึกษาเพิม่เติมในวสัดุหลกัฐาน
หลากหลายประเภทยิง่ขึ้นที่พบในสถานที่เกิดเหตุ เช่น ศึกษาในผ้าชนิดต่างๆ รวมถึงในชุด
น ้ ายาทดสอบ เบื้ อ งต้นหลากหลายชนิ ด  เช่ น  Hemident™ และ Bluestar© ชุ ดน ้ ายา 
ลมูนิอลชนิดต่างๆ ทีใ่ชท้ดสอบเลอืดเบือ้งต้น หรอื ชุดทดสอบ SERATEC PSA ส าหรบัทดสอบ
อสุจ ิเพื่อสามารถใช้ในการเปรยีบเทียบและเป็นทางเลือกให้กับนักนิติวิทยาศาสตร์ในการ
ตดัสนิใจเลอืกใช้ชุดสอบเบื้องต้นที่ดทีี่สุดในห้องปฏบิตัิการ และสถานที่เกิดเหตุ และที่ส าคญั
กระบวนการที่พฒันาขึ้นสามารถน าไปใช้ในคดอีาชญากรรมต่างๆ เพราะตวัอย่างหลกัฐานที่
ไดม้านัน้ บางครัง้มปีรมิาณทีน้่อยมาก ส่วนหนึ่งกจ็ะต้องน าไปทดสอบเบือ้งตน้ดว้ยชุดน ้ายาทาง
เคมก่ีอน ซึ่งกระบวนการที่พฒันานี้สามารถน าไปใช้ได้จรงิและมอีตัราความส าเรจ็ที่สูง รวมถึง
งานวจิยันี้ยงัช่วยประหยดัเวลา ประหยดังบประมาณค่าใช้จ่าย และค่าสารเคมีที่ต้องใช้ใน
กระบวนการสกดัดเีอน็เอได ้
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A B S T R A C T

Body fluids provide key pieces of information for a forensic investigation. However, sometimes only a
small amount of body fluids is found and/or DNA are also degraded by environmental factors at the crime
scene. In extreme cases, a forensic analyst may have to decide whether to perform a presumptive test on
the stains or proceed straightaway to DNA profiling, which could be wasteful for non-biological stains.
Additionally, due to the inefficient DNA extraction process, the amount of DNA may not be enough for STR
typing, especially if parts of the evidence had been subjected to presumptive testing. To overcome these
problems, we developed a direct PCR method for STR profiling of stains (blood, saliva, and semen) that
had been subjected to presumptive tests and also those that had not undergone presumptive tests. Using
the optimized protocols, 86 of 90 untreated samples (95.6%) resulted in a full DNA profile. For
presumptively-tested samples, both the type of presumptive test used and the surfaces where the stains
are deposited affected the quality of the STR profiles. With blood, we obtained full STR profiles from 88%
of samples tested with luminol and 78% with Hemastix. The acid phosphatase test for semen and
Phadebas test for saliva resulted in full STR profiles from 85% and 73% of samples, respectively. Different
substrates also affected the resulting STR profiles, but there was no clear trend based on absorbency or
texture. The interactions of types of body fluids, presumptive tests, and substrates must be considered
together. Our direct PCR protocol can be used to detect DNA even with 6 months-old biological samples.
The benefits of the developed protocol include increasing amount of DNA obtained from evidence,
decreasing chances of DNA contamination from complex or lengthy extraction steps, using minimal
sample amount for analysis, and most importantly, improving STR profiles. Also, the process could save
analysis time and cost due to the omission of DNA extraction and quantification. Our developed method
could be beneficial to cases with limited stains available, as forensic analysts can perform indirect
presumptive testing on the suspected stains and direct PCR could be carried out from the filter paper
used, thus leaving the original stain for subsequent DNA extraction or re-analysis.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Body fluids are commonly found at crime scenes and are crucial
to forensic investigations. The detection of body fluids and their
subsequent identifications are important steps that allow them to
be subjected to further analyses. Common body fluids associated
with crimes include blood, semen, and saliva. Blood is found in
violent and non-violent crimes; semen is commonly found in
sexual assault cases; and saliva is frequently found in volume crime

and sexual assaults [1]. Presumptive testing can be used to locate
and identify suspect stains, of which some are difficult to observe
with unaided eyes [2]. It can also help to eliminate non-biological
samples from subsequent DNA analysis. Exposure to presumptive
test reagents can have detrimental effects of subsequent DNA
analysis. For most cases, it is not necessary to perform presumptive
testing directly on the stain available (i.e. non-direct method).
However, in cases with extremely minute amounts of sample,
forensic analysts may choose to proceed directly to DNA analysis,
resulting in some non-biological stains also being processed.

Chemical based-presumptive testing of suspected body fluids is
widely employed by forensic practitioners both at the crime scene* Corresponding author.
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and in the laboratory [1]. Typically, suspected stains are scraped
with a folded edge of a sterile filter paper then the reagents are
dropped onto the transferred stains. Common chemicals for blood
screening test in forensic laboratories include luminol, leuchoma-
lachite green (LMG), Kastle-Meyer test (KM) [3], Hemastix [3],
Combur3 Test E [4], and Bluestar luminol [5]. Luminol is the most
sensitive and specific and it does not damage DNA [2,5–7]. Luminol
test relies on the ability of hemoglobin to enhance the oxidation of
luminol, resulting in blue chemiluminescence; however, the
process must be carried out in the dark. LMG, KM, and Hemastix
are less sensitive and specific, and the few studies performed show
that they affect DNA profiling to various degrees [1,5,8,9]. These
tests rely on the color change of the reagents (leuchomalachite
green, phenolphthalein, and 3,30,5,50-tetramethylbenzidine) in a
heme-catalyzed reaction. Of all the presumptive tests for blood,
Hemastix and Combur3 Test E is the easiest to carry and use, as it
comes in paper-strip format with a shelf-life of six months to a year
after opening. For semen and saliva detection, acid phosphatase
(AP) test and Phadebas paper are usually applied, respectively
[10,11]. The AP test reagents change color in the presence of acid
phosphatase, an enzyme which is found in semen in higher
amounts than other body fluids [10]. Limited data are available for
the effect of AP test on subsequent DNA analysis. Direct spraying of
AP reagents onto semen stains followed by DNA extraction showed
no detrimental effect, but spiking of AP reagents post-extraction/
pre-PCR had negative effects [10]. Phadebas paper contains blue
dyes chemically bound to starch. In the presence of alpha-amylase
enzyme, the starch is digested and the water-soluble dyes are
released [11]. When used with typical DNA extraction protocol,
Phadebas does not interfere with the subsequent PCR [11].

STR typing using direct PCR, the process of DNA amplification
without DNA extraction, is increasingly employed and actively
researched because of several benefits (e.g. see the availability of
new direct PCR commercial kits such as the VeriFiler Direct and
Investigator1 STR Go! Kits and recent publications [12–15]). First,
direct PCR is convenient, economical and rapid. Second, this
process can reduce the risk of DNA contamination from a complex
DNA extraction step. Third, it enhances possibility in obtaining an
STR profile from trace DNA as it increases the amount of DNA
recovered due to the omission of the inefficient DNA extraction
step that can lose up to 70% of DNA [16,17]. Direct PCR has been
successfully reported in various forensic sample types, including
blood, semen, saliva, buccal swab, fingernails, hair, tissue, and
touch DNA [12,15,18–23]. These studies were performed with
untreated samples, i.e. samples that had not undergone presump-
tive testing, and methods vary from one study to the next. Only one
study performed direct PCR from presumptively-tested blood,
saliva, and semen and recovered about 90% of all alleles, but this
was done only on cotton fabrics and with the ParaDNA rapid
platform [7]. Previous studies have also shown that substrates
affect subsequent DNA recovery and analysis for both conventional
and direct PCR [19,24,25], but only two previous, limited studies
investigated the effects of substrates and presumptive tests
simultaneously [11,26]. As such, knowledge regarding performing
direct PCR on untreated casework stains and presumptively-tested
body fluids from different substrates are still lacking. If direct STR
typing can be performed on filter papers used during presumptive
tests, this will open up a new source of template DNA for STR
typing. Also, the non-destructive nature of the indirect presump-
tive testing protocol should leave the original stain almost
perfectly intact. As such, all stains could be presumptively tested,
which would in turn reduce the number of non-biological stains
submitted for DNA analysis.

In this study, we therefore aimed to develop a common direct
PCR-STR typing method for the three common biological fluids
that have and have not undergone presumptive testing on the

standard forensic DNA analysis systems. Two factors (substrate
and stain age) affecting quality of the obtained STR profile were
also studied.

2. Materials and methods

2.1. Sample collection and preparation

Each body fluid (blood, saliva, and semen) used in the
experiments were donated by ten healthy volunteers using
methods approved by the Prince of Songkla University Ethical
Committee (ethical approval no. 59-297-19-9). Volunteers for
blood and saliva included males and females, while volunteers for
semen were all males. Informed written consents were obtained
from all volunteers. Blood samples were drawn from the median
cubital vein by a registered nurse and collected in a 10 mL EDTA-
blood collection tube. Semen and saliva were collected in a sterile
10 mL tube.

Ten microliters of the three body fluids were pipetted onto their
commonly found substrates then air dried for 24 h in a safety
cabinet before further analysis. Supplementary Table 1 shows all
the samples and the number of samples per treatment condition
(i.e. sample type, pre-PCR dilution factor, presumptive test,
substrate, and stain age). Substrates for blood included cotton
fabric, tissue, wood, and knife blade. Substrates for semen included
cotton fabric and tissue paper, and substrates for saliva included
cotton fabric, tissue paper, and aluminum can. All substrates were
washed with Clorox1 Regular Bleach (CA, USA), air-dried in a clean
fume hood, and irradiated with UV light for 1 h in a DNA cross-
linker cabinet to ensure no background DNA contamination. Tissue
papers were not washed but subjected to the same irradiation
process. At least two negative collection controls were collected
from all substrates and subjected to the same downstream
protocol.

To study the effect of stain age, the three body fluids were
pipetted onto cotton fabric, left to dry, and analyzed at the
following time-points: 14 days, 30 days, 90 days, and 180 days.

2.2. Presumptive tests

2.2.1. Blood presumptive test
Four common presumptive tests: luminol, phenolphthalein KM,

LMG, and Hemastix, were tested in this study. Luminol (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Germany), phenolphthalein KM (Merck
Millipore, Massachusetts, USA), and LMG (Magle Life Sciences,
Lund, Sweden) were prepared using either molecular biology grade
or analytical grade chemicals. Luminol reagent was prepared by
first mixing 0.19 g luminol with 0.1 g sodium carbonate. The
mixture was dissolved in 10 mL of 3% hydrogen peroxide. KM
reagent was prepared using the following formula: 2 g phenol-
phthalein, 20 g potassium hydroxide, 30 g zinc dust, and 100 mL
water. The mixture was boiled until colorless then allowed to cool.
One hundred mL of ethanol were added and the solution was
stored at 4 �C over zinc duct. LMG reagent was prepared using the
following formula: 0.25 g leucomalachite, 100 mL glacial acetic
acid, 150 mL distilled water, and 5 g zinc dust. The mixture was
boiled until colorless and stored over a little zinc dust at 4 �C in the
dark. Hemastix1 was purchased from Siemens Healthcare
Diagnostics Inc. (USA).

Bloodstains on different substrates were scraped for 20 times in
a zigzag pattern with the corner of a folded WhatmanTM #1
Qualitative 110 mm filter paper (GE Healthcare Life Sciences, PA,
USA). The filter paper was then unfolded. Luminol was sprayed
directly onto the paper. LMG and KM were dropped onto the filter
paper followed by hydrogen peroxide. Hemastix was used as
described by Poon et al. [3]. Briefly, the Hemastix strip was
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moistened with deionized water, shaken to remove excess water,
and pressed lightly onto the transferred stain on the filter paper.

Only two blood presumptive reagents � luminol and Hemastix
� were used in the effect of stain age study as they provided higher
quality STR profiles when compared to KM and LMG tests.

For all tests, a positive reaction was noted by the corresponding
change in color for each test.

2.2.2. Semen presumptive test
An acid phosphatase reagent was used for this purpose. Two

reagents (stock solution A and B) were prepared. The stock solution
A was prepared by mixing 1 g o-dianisidine tetrazotised (Fast Blue
B), 20 g sodium acetate, 10 mL acetic acid, and 100 mL water while
the stock solution B was prepared by mixing 0.8 g sodium alpha-
napthyl phosphate and 10 mL water. The working solution of acid
phosphatase reagent was then prepared by adding 10 mL of stock
solution A to 89 mL of water added with 1 mL of stock solution B.

Similar to bloodstains, a folded filter paper was used to scrape
the semen stains. The AP reagent was sprayed onto the filter paper
and a positive reaction was noted by a color change within one
minute.

2.2.3. Saliva presumptive test
Phadebas1 paper (Magle AB, Lund, Sweden) was used for this

purpose. 0.9 g Phadebas Amylase test tablet was dissolved in
100 mL water. The solution was sprayed onto one side of a sheet of
filter paper. When dried, the treated paper had a speckled blue
appearance. A clean, folded filter paper was used to scrape the
saliva stains. Prepared Phadebas paper were pressed against the
filter paper, sprayed with deionized water, and kept in contact for
20 min. A positive reaction was noted by a diffused blue
appearance on the Phadebas paper.

2.3. Direct-STR amplification and detection

In this study, a pre-PCR protocol for direct amplification
modified from Kitpipit et al. [27] was employed as it provided the
highest amplification success rate from the three target biological
samples based on our preliminary results (data not shown). For the
untreated samples, one 1 �1 mm2 piece from the filter paper that
had been used to scrape the body fluid stains was cut and put in a
sterile 1.5 mL microcentrifuge tubes. For presumptively-tested
samples, a 1 �1 mm2 piece from the filter paper at the area
showing a positive reaction (i.e. color change) was cut and put in a
sterile microcentrifuge tube. Twenty mL of phosphate-buffered
saline (PBS) was added to each tube, followed by an incubation at
98 �C for 2 min and a brief spin-down. The supernatant was called
the pre-PCR solution and used for subsequent amplification. The
optimized dilution factors of the pre-PCR solutions were deter-
mined empirically in the optimization experiment with untreated
samples and also used for the presumptively-tested samples.

The QIAGEN1 Investigator IDplex1 Plus Kit (Hilden, Germany)
was used for STR amplification. All samples were typed only once.
A reduced total reaction volume of 12.5 mL, consisting of 3.75 mL
Fast Reaction Mix, 1.25 mL Primer Mix, 2.5 mL nuclease-free water,
and 5.0 mL pre-PCR solution, was used. Amplifications were carried
out using a T100TM Bio-Rad thermal cycler with the following PCR
condition: 95 �C for 5 min followed by 30 cycles of 96 �C for 10 s and
61 �C for 120 s. All batches were processed with at least one
negative control (i.e. distilled water) and one positive control (i.e.
500 pg of control DNA supplied with the IDplex Plus Kit). PCR
products were kept at 4 �C.

Approximately 1.0 mL PCR product was mixed with 12 mL Hi-Di
formamide and 0.5 mL DNA Size Standard 550 (BTO). The mixture

was denatured at 95 �C for 3 min and placed on ice for 3 min. PCR
fragments were resolved on a 3130xl Genetic analyzer (Life
Technologies, CA, USA) using POP-41 Polymer and the manufac-
turer’s recommended protocol. Raw data were analyzed with
GeneMapper1 ID software v.3.2.1 (Life Technologies, CA, USA). A
peak detection threshold of 50 RFU was used. Single peaks over
200 RFU at any locus were declared as homozygous based on
internal validation as having the probability of allelic drop-out of
0.01 (data not shown). Stutter thresholds were the default values
provided by the manufacturer. Profiles were judged to be high
quality if (1) over 24 alleles were detected, (2) the average
heterozygous balance were above 60%, (3) fewer than two allelic
drop-ins were present, and (4) fewer than four loci had stutter
percentages over 15%. GeneMapper ID data were exported to
Microsoft Excel.

2.4. Statistical analysis

All comparisons between different dilution factors, presump-
tive tests, substrates, and stain ages were carried out using
Bayesian credible intervals. A 95% credible interval signifies a 95%
probability that the true value lies in that interval. Non-over-
lapping credible intervals suggest a low probability of the means
taking the same values between the groups, i.e. a significant
difference in frequentist statistics. However, Bayesian credible
intervals are superior to the frequentist confidence intervals, as
credible intervals can directly provide probabilistic statements of
the posterior distribution given the data accumulated [28,29].
Additionally, Bayesian estimates are robust to outliers, which make
the method suitable for the sample size of ten per treatment used
in this study.

Bayesian 95% credible intervals of the means were calculated
from 20000 iterations with non-informative priors using the yarrr
package in R [30]. The effect of presumptive tests on the resulting
alleles recovered and peak heights obtained were calculated by
constructing the posterior probability distribution of the differ-
ences in means between the untreated samples and the
presumptively-tested samples on the same substrates. This was
calculated using the BEST package in R [29], with a burn-in length
and sampling length of 20,000 iterations each. Differences in
means that are farther away from zero shows a more credible
difference between the compared groups.

3. Results

3.1. Preliminary testing of pre-PCR dilution protocol

Initially, the possibility of direct amplification from the three
target body fluids (known blood, semen, and saliva samples from
three known donors) on cotton fabrics were evaluated using
typical direct PCR protocol and by following the method of Kitpipit
et al. [27,31]. Overall, more than fifty STR profiles were generated
with various conditions, e.g. punch size, dilution buffer volume,
amount of pre-PCR solution added to a PCR reaction, and PCR
cycles. The STR profiles were in full concordance with the donors’
reference profiles. However, a typical direct PCR protocol, i.e.
cutting or punching the stain into the PCR reaction directly, yielded
over-amplified profiles and split peaks even with punch sizes of
less than 1 mm in a half-reaction volume. Low intra- and inter-
locus balances were also obtained. On the other hand, some
samples processed using the dilution protocol showed more
balanced profiles with less over-amplified peaks and stutter peaks.
As such, we chose to proceed with further optimizations using the
dilution protocol.
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3.2. Direct-STR typing from untreated biological fluids transferred to
filter papers

Instead of cutting or punching the body fluid stains (blood,
semen, and saliva) directly, the stains on different substrates
were scraped with the folded edge of a sterile filter paper. By
visual inspection, only traces (less than 0.5 uL) of the original
stain was transferred to the filter paper. Overall, preliminary
results showed high rate of successful DNA amplification from
the filter papers. However, the obtained STR profiles showed
over-amplified peaks in almost all samples (data not shown),
suggesting too much DNA template. Additional optimizations
were performed by diluting the pre-PCR solutions with
deionized water by 1:3, 1:5, and 1:10, before further analysis.
Some undiluted pre-PCR solutions were omitted due to poor
results in the preliminary study.

Fig. 1 shows the STR amplification results from all filter papers
used to scrape the three body fluids on different substrates
(N = 270, double asterisk marked no amplifications performed). For
all body fluids, diluting the pre-PCR solution with deionized water
at 1:3 ratio was selected for direct-STR typing from untreated
samples on all substrates. Samples amplified using the optimized
dilution ratio (1:3 dilution) yielded average number of alleles
obtained of 31 alleles and 86 full STR profiles from a total of 90
samples (95.6%).

All blood and saliva samples on all substrates prepared in this
way provided full STR profiles (100%) with highest peak heights
compared to other dilutions. For semen, nine full profiles and one
high partial profile were obtained from 1:3 diluted pre-PCR
solutions on cotton fabric (90%). On tissue paper, 1:3 diluted pre-
PCR solutions gave seven full STR profiles and three low partial
profiles (70%). The partial profiles obtained from semen had lower
peak heights when compared with the full profiles, which was
evident as the clusters of data at or near zero in Fig. 1. No inhibition
pattern was observed. Thus, the partial profiles were likely due to
insufficient DNA transferred to the filter paper.

Based on this optimization experiment, the 1:3 dilution
protocol was selected for further studies.

3.3. Direct-STR typing from presumptively-tested biological fluids

Body fluid stains were subjected to various presumptive tests
using an indirect approach, i.e. stains were scraped with folded
filter papers then the filter papers were subjected to presumptive
test. The resulting STR profiles showed that each presumptive
reagent and substrate differently affected the profile quality
obtained, both in terms of peak heights and alleles recovered.
Overall, we were able to consistently produce high quality STR
profiles from presumptively-tested body fluid stains using the
dilution protocol. Of 210 amplifications across six presumptive
tests and five substrates, 145 (69%) samples yielded full profiles. If
one considered only the luminol test for blood, acid phosphatase
for semen, and Phadebas for saliva, the percentage of full profiles
increased to 82% (74/90 samples). Fig. 2 shows a typical full STR
profile and a partial profile obtained in this study.

Fig. 3 shows the number of alleles recovered and the peak
heights of STR profiles typed from presumptively-tested samples.
For blood presumptive tests, full profiles were obtained from 35/40
(88%), 31/40 (78%), 20/40 (50%), and 20/40 (50%) samples for
luminol, Hemastix, LMG, and KM, respectively. Luminol provided
the highest alleles and peak height across all substrates, followed
by Hemastix, LMG, and KM. Lower number of alleles and peak
heights were observed from tissue paper, wood, and knife blade as
compared to cotton fabric. However, the effect of substrate could
not be separated from the presumptive reagents. For example,
peak heights of profiles generated from bloodstains on knife blade
were the lowest when tested with luminol, Hemastix, and KM, but
not for LMG.

For saliva stains on cotton fabrics, tissue paper, and aluminum
cans, full STR profiles were obtained from 22 of 30 (73%) filter
paper samples that had been tested with Phadebas paper. All the
eight partial profiles were from stains on tissue paper, demon-
strating the effect of substrate on the resulting STR profile.

For semen stains, 17 of 20 (85%) of filter paper samples tested
with AP reagents yielded full STR profiles. The other three STR
profiles were missing only one allele and they were all from tissue
paper.

Fig. 1. Optimization results for untreated body fluids amplified using direct PCR from varying concentrations of pre-PCR solutions (N = 10 per treatment). Each body fluid was
deposited onto different substrates. The number of correct alleles detected and the peak heights are shown. Each dot represents one datum (number of allele in a profile or one
peak height). The solid color lines show the means and the solid color blocks show the 95% Bayesian credible intervals. Non-overlapping intervals indicate significant
difference. Double asterisks indicate no STR typing performed in that treatment.
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In order to investigate the effect of each presumptive test and
substrate on the direct STR profiles generated with the proposed
dilution protocol, we calculated the difference in means of
number of alleles and the peak heights between the untreated
samples and the presumptively-tested samples. Fig. 4 shows that
luminol, AP reagents, and Phadebas paper (except when testing
from filter paper scrapes of tissue paper) had no significant effect

on the number of alleles recovered. With bloodstains, KM and
LMG tests had a more pronounced negative effect on the resulting
STR profiles compared to luminol and Hemastix. These samples
showed significant reductions in the number of alleles detected.
Additionally, the effect of substrate was evident � all body fluid
stains on cotton fabrics yielded full profiles while knife blade,
wood, and tissue paper reduced the number of alleles recovered.

Fig. 2. (A) A typical full profile obtained from a presumptively-tested sample. This profile shows all 32 alleles correctly typed with no artifact present. (B) A partial profile
showing signs of inhibition and other artifacts from direct STR typing of blood tested with KM reagent.
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The reduction in the number of alleles recovered correlated with a
larger decrease in peak heights.

In terms of peak heights, all presumptive tests decreased the peak
heights of the STR profiles obtained, except for Phadebas paper test
from saliva stains on tissue paper and luminol test from bloodstains
on cotton fabric. Interestingly, all presumptive tests for blood
reduced the peak heights obtained almost equally (i.e. the differ-
ences in means of peak heights were highly similar in Fig. 4), but only
KM and LMG reduced the number of alleles recovered.

3.4. Effect of stain age on direct-STR typing from presumptively-tested
samples

Fig. 5 shows the number of alleles recovered and the peak
heights from presumptively-tested stains of different ages (N = 80).
As expected, increasing stain age resulted in reduced number of
alleles recovered and peak heights. Full STR profiles were obtained
from up to 30-day old blood and saliva stains and 90-day old semen
stains. Older stains yielded more partial profiles, except for saliva

Fig. 3. The numbers of allele and peak heights of STR profiles from blood, saliva, and semen samples on various substrates that had undergone various presumptive testing
(N = 10 for each treatment).

Fig. 4. The means and 95% Bayesian credible intervals of the differences in means between untreated samples and presumptively-tested samples on the same substrates. Both
differences in alleles and peak heights are shown. Credible intervals not overlapping zero suggest high credibility in the differences (i.e. p < 0.01 in frequentist statistics).
Negative values show that untreated samples resulted in higher alleles and peak heights and vice versa.
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samples, of which the 180-day old samples provided higher
number of allele than 90-day old samples.

3.5. STR artifacts and controls

Of the total 620 STR amplifications performed in all parts of this
study (560 samples, 12 negative collection controls, 24 amplifica-
tion negative controls and 24 amplification positive controls), we
observed 156 profiles with pull-ups; 33 profiles with stutters
whose peak heights were over 15% of corresponding peaks; 30
profiles with split peaks; 24 allelic drop-ins and the occasional
expected dye blobs. Comparing the profiles generated from
optimized protocols, presumptive tests did not increase the
incidences of any particular artifact (38% vs. 32% of all profiles
with at least one artifact in untreated samples and presumptively-
tested samples, respectively). If pull-ups were discounted, the
percentages came down to 12% and 6%. Almost all pull-ups, high
stutters, split peaks, drop-ins, and dye blobs were from unopti-
mized reactions and they did not interfere with calling the correct
alleles in the optimized conditions and in the study of presumptive
tests.

Judging from the STR profile characteristics of the four partial
profiles obtained with the optimized protocols (1:3 dilution;
N = 90), all exhibited allelic/loci drop-outs consistent with insuffi-
cient DNA. The partial profiles from the presumptive test
experiment were mainly due to insufficient DNA (47/65 profiles)
and also due to PCR inhibition or DNA degradation (18/65 profiles).
About half of the inhibited or degraded profiles (8/18 profiles) were
from Phadebas-treated samples.

There was no evidence of contamination in the negative
controls, and all positive controls yielded full STR profiles.

4. Discussion

In this study, an efficient direct amplification protocol for the
three common body fluids (blood, semen, and saliva) on their
relevant substrates was successfully developed. High quality full
STR profiles were obtained from all body fluid samples when

appropriate dilutions were used. The method was also applied to
presumptively-tested body fluid stains, and a high amplification
success rate was obtained across all substrates. As only minimal
sample amount (<0.5 mL) is required to be transferred to the filter
paper, forensic scientists could use the indirect presumptive
testing method even on any stain size. Our developed protocol also
opens up the possibility of STR profiling from these filter papers,
which are normally discarded during standard presumptive testing
protocol. Combined with direct amplification, the possibility of
receiving a useable STR profile from crime scene evidence is also
increased as no DNA is loss through the extraction process.

Both presumptive test reagents and substrates were found to
affect the STR profile quality. The only other study that investigated
the possibility of direct STR typing from presumptively-tested
samples was carried out with the five loci non-standard ParaDNA1

rapid platform [7]. Our dilution protocol achieved more complete
STR profiles from the same treatment condition (i.e. same reagents
on cotton fabric) even with a full STR panel of 16 loci. The results
also agree with studies that include a DNA extraction step prior to
STR typing. Among the blood presumptive tests, luminol had the
least negative effect [2,8,9,31]. The Hemastix test only slightly
affected the STR profiles in this study. However, the obsolete
benzidine test, of which the Hemastix is based on, had been shown
to speed-up DNA degradation [2]. This means that either the
3,30,5,50-tetramethylbenzidine (TMB) in Hemastix did not interfere
with STR amplification (as shown in [5] with conventional DNA
typing) or our dilution protocol overcame the slight inhibitory
effect of Hemastix. Also, unlike the other three tests and the
obsolete benzidine test, Hemastix is not sprayed or applied directly
to the filter papers, which minimizes the transfer of the reagents
onto the filter paper. KM and LMG tests severely affected the STR
profiles obtained in this study and in other previous studies [5]. It
could be due to the chromogens interfering with fluorescent
detection, but more likely the adverse effects were due to hydrogen
peroxide and the pH of the reagents. Luminol, KM, and LMG tests
involves the use of hydrogen peroxide, a strong oxidizer that
induces DNA strand breakages [32], but hydrogen peroxide is used
as part of the luminol formulation itself while KM and LMG tests

Fig. 5. The numbers of allele recovered and peak heights of STR profiles from blood, saliva, and semen samples of different age that had undergone presumptive testing and
subjected to direct PCR (N = 5 per treatment).

P. Thanakiatkrai et al. / Forensic Science International: Genetics 30 (2017) 1–9 7



call for direct droppings of hydrogen peroxide onto the suspected
bloodstains. The high pH in KM and LMG reagents (pH 9 and 13,
respectively) could also have contributed to both denaturation and
degradation of DNA via deprotonation and hydrolysis of phos-
phodiester bonds [33].

In this study, the Phadebas test and AP test only slightly affected
STR profile quality when compared to untreated samples. Two
limited studies on the effect the Phadebas press test on DNA
analysis showed no inhibition from treated samples [34,35], while
our Phadebas-treated samples showed STR profiles consistent with
PCR inhibition or degradation. This difference could be due to the
direct PCR protocol used in our study. As for semen stains, Phillips
et al. observed slight decrease in DNA amount when suspected
semen stains were tested with AP reagents [26]. Lewis et al. also
found detrimental effects of AP tests on semen stains from various
fabrics as well as when spiking the reagents onto extracted DNA
[10]. However, our preparation method achieved a higher number
of alleles recovered, which is probably due to the dilution of AP
reagents and omission of the inefficient DNA extraction process
[16,17].

Previous studies have shown that substrates affect the amount
of DNA recovered from stains, using conventional DNA extraction
[24,25] and direct PCR [18,20,22], but they were not performed on
presumptively-tested samples. We initially expected that untreat-
ed samples deposited on non-porous substrates (e.g. knife blade
and aluminum can) to yield higher peak heights or more alleles
compared to porous substrates, given that the same dilution factor
was used. Our data indicated that one dilution factor (1:3) could
accommodate the different substrates and body fluids. We
assumed that the dilution protocol helped to normalize the
differences in characteristics between the substrates, but still high
variations in peak heights were observed. This could be due to (1)
variation in the amount of sample transferred through scraping, (2)
variation in the amount of presumptive reagent added, and (3)
person-to-person variation in the number of cells. An interaction
between the body fluids and the substrates was also observed. For
example, cotton fabric and tissue paper yielded similar peak
heights for blood and semen, while higher peak heights were seen
from cotton fabric for saliva. Phillips et al. demonstrated that the
amount of DNA recovered from AP-tested semen stains differed for
different substrates [26], and Hedman et al. suggested that less
absorbent or inert substrates are more prone to transfer cells and
DNA to Phadebas paper [11]. The addition of presumptive reagents
did not change the trend observed in the untreated samples of
semen and saliva. In the case of blood, knife blade now resulted in
the lowest peak heights. As the same amount of presumptive
reagents was used regardless of the substrates, the reduced peak
heights could be due to the increased interactions between the
higher volume of blood in the filter paper scraped from knife blade
than from other substrates.

Aged stains kept in our evidence examination room conditions
(i.e. unregulated temperature and humidity) could be scraped,
presumptively-tested, subjected to direct PCR, and still yielded
high partial profiles. This confirmed that our direct STR typing
protocol from presumptively-tested filter papers could be applied
to a casework scenario in which the crime is found or reported after
some time has passed. It is presumed that stains properly stored in
cold conditions should be able to yield higher quality profiles
because degradation is slower at lower temperature. We did not
test stains that had been subjected to presumptive tests and kept
for long period, as this is not a typical workflow for our forensic
laboratory. We surmised that higher success rates of semen at later
time-points compared to blood and saliva was due the additional
DNA being released through degradation of the acrosomes.

Two main factors could account for the successful generations
of STR profiles in this study: the combined use of PBS and heat in

the dilution protocol and the proprietary buffer and polymerase in
the STR amplification kit. Compared to the direct protocol
commonly used in forensic DNA analysis, the dilution protocol
provided a higher amplification efficiency and success rate
according to our preliminary experiments. This finding agrees
with previous studies by Kitpipit et al. [27,36] on a variety of
wildlife forensic samples and meat species in food. The use of PBS
could help to dilute the PCR inhibitors present in the body fluids
(e.g. heme) and the presumptive test reagents, as well as neutralize
the pH of the reagents and maintain it during PCR cycles [27]. No
dithiothreitol was necessary for direct PCR from semen, a finding
that agrees with Tobe et al. who showed that the PCR process was
enough to lyse spermatozoa [18]. Compared with Tobe et al.’s
direct protocol, the developed indirect-dilution protocol here
achieved lower number of full STR profiles from semen stains, but
our protocol is less destructive. The apparent gap in the peak
heights between the full and partial STR profiles (Fig. 1) suggests
variation in scraping from dried stains, which could be improved
upon by slightly wetting either the stain or the filter paper.
Additionally, the IDplex Plus kit is also highly resistant to inhibitors
[37]. These reasons could account for the higher success rates in
this study as compared with Gray et al., who performed direct PCR
from mock casework bloodstains and achieved full STR profiles
from 80% of samples [22]. However, it must be kept in mind that
Gray et al. used over 40 substrates for the mock casework samples.

The strength of this study lies in the development of a simple,
single protocol that could be used on the three common body fluid
stains with no change to standard presumptive testing protocol.
The multiple factors investigated also contributed to the under-
standing of the process of direct PCR and effect of presumptive
tests and substrates on STR profiles. Using the same 10 volunteers
for each presumptive test and substrate allows a robust compari-
son as it minimizes between-group variations while acknowledg-
ing that some variations in the number of cells per mL of body fluid
exist. Further studies on more substrates commonly found in crime
scenes, such as synthetic fabrics, as well as other presumptive test
reagents, such as HemidentTM and Combur3 Test E for blood or the
SERATEC PSA kit for semen, should provide a more complete
picture and help forensic practitioners decide on a presumptive
test for his or her laboratory.

5. Conclusion

This study developed a direct STR typing protocol from
untreated and presumptively-tested biological evidence and
investigated the effects of different presumptive tests, substrates,
and stain age on the STR profiles. High quality profiles were
consistently obtained, proving that direct STR typing from minute
amount of sample, even in the presence of presumptive test
reagents, was possible. The best presumptive blood test in this
research was luminol. It did not interfere with the generation of
STR profiles. Hemastix slightly affected the STR profiles but is
easier to use and carry. Acid phosphatase test did not reduce the
number of alleles detected, and Phadebas paper only slightly
reduced the number of alleles detected when used with tissue
paper. The characteristics of the substrates also affected the STR
profiles obtained, but there was no clear trend (e.g. smooth non-
porous surface did not always yield lower quality profiles). As for
stain age, older stains resulted in more allelic drop-outs � but
useable profiles were sometimes obtainable up to 180 days even in
the presence of presumptive reagents. In conclusion, forensic
laboratories can use the information from this study and the
developed protocol to make informed decisions whether to
employ presumptive testing and whether they want to follow
up with a direct PCR from the filter paper used during presumptive
testing.
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3. ทุนอุดหนุนการศกึษาเป็นผูช้่วยสอน (Teaching Assistantship) ปีการศกึษา 2559 ภาควชิา
วทิยาศาสตรป์ระยกุต ์คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์ 
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