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บทสรุปผูบริหาร 
 

รายงานนี้เปนการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางชุดน้ํายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus กับ QIAGEN® Investigator IDplex Plus ซึ่ งทั้ งสองชุดน้ํ ายาใช ในการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอในตําแหนงที่สําคัญในงานนิติวิทยาศาสตร 16 ตําแหนง ชุดน้ํายาทางการคา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus เปนชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอหลักที่สํานักงานพิสูจนหลักฐาน

ตํารวจ สํานักงานตํารวจแหงชาติ และสถาบันนิติวิทยาศาสตร กระทรวงยุติธรรม เลือกใชในการตรวจ

พิสูจนดีเอ็นเอ ชุดน้ํายาดังกลาวไดถูกนํามาตรวจพิสูจนดีเอ็นเอจากวัตถุพยานทางชีวภาพมากกวา 

42,000 รายการตอป คิดเปนจํานวนเงินกวา 50.4 ลานบาทตอปงบประมาณ หลังจากชุดน้ํายา 

Identifiler® Plus ออกสูตลาดไมนานมา ชุดน้ํายา Qiagen® Investigator IDplex Plus ก็ถูกนํามา

ขาย ผูผลิตรายงานผลการทดสอบชุดน้ํายาดังกลาววาสามารถตรวจพิสูจนวัตถุพยานทางนิติ

วิทยาศาสตรหลากหลายประเภทไดอยางมีประสิทธิภาพ มีความคงทนสูงตอตัวยับยั้งกระบวนการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอ มีความไวในการวิเคราะหสูง รวมทั้งใชเวลาในการตรวจพิสูจนนอยกวาชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus นอกจากนี้คาใชจายในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอดวยชุดน้ํายาดังกลาว 

ยังนอยกวาชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ถึง 350 บาท ตอหนึ่งตัวอยาง ซึ่งอาจทําให

ประหยัดงบประมาณไดมากกวา 18 ลานบาทตอปและลดเวลาในการตรวจวิเคราะหไดมาก อยางไรก็

ตาม การตัดสินใจเปลี่ยนชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปนเรื่องที่ตองศึกษาใหถี่ถวน ทั้งในดาน

ประสิทธิภาพของชุดน้ํายา ความไวในการวิเคราะห การศึกษาความคงทนตอตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร 

ความสอดคลองของผลดีเอ็นเอ ความซับซอนของกระบวนการดําเนินงาน เปนตน ทั้งนี้เนื่องจากการ

เปลี่ยนแปลงดังกลาวอาจสงผลกระทบตอขั้นตอนการปฏิบัติงานมาตรฐาน (Standard operating 

protocols) ภายในองคกร และมีผลกระทบตอรูปคดีและการพิจารณาคดีความในกระบวนการ

ยุติธรรมได  

งานวิจัยชิ้นนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาและเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจ

พิสูจนดีเอ็นเอดวยชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus กับ QIAGEN® Investigator IDplex 

Plus โดยการพิจารณาจากประสิทธิภาพของชุดน้ํายาในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางควบคุม

และตัวอยางวัตถุพยานชีวภาพในคดีจริงหลากหลายประเภทที่พบบอยในงานนิติวิทยาศาสตรรวมกับ
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การวิเคราะหขอมูลที่ไดดวยพารามิเตอรทางสถิติที่สําคัญตองานนิติพันธุศาสตร เชน Peak heights, 

Percent profile, Intra- locus balance, Inter- locus balance, Stutter ratio, Allelic drop- in 

Allelic drop-out และ STR Concordance เปนตน 

ผลการศึกษาพบวาชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีประสิทธิภาพ

ที่ดีกวา ชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในดานความไววิเคราะหเนื่องจากใหความสูง

ของอัลลีลที่มากกวาในปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนที่เทากัน ในชวง 31-500 พิโคกรัม และสามารถคงทนตอ

ตัวยับยั้งกระบวนการพีซีอารไดดีกวาเมื่อมีการเติมแคลเซียม ฮิวมิคแอซิด และเฮมาตินลงใน

สารละลายพีซีอาร รวมทั้งยังสามารถตรวจวัดอัลลีลเฉลี่ยไดอยางมีประสิทธิภาพเหมือนกับชุดน้ํายาชุด

เดิมจากการตรวจวิเคราะหตัวอยางวัตถุพยานจริง ในขณะที่ความสมดุลของตําแหนง STR ตางๆใน

ลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากทั้งสองชุดน้ํายาและอัตราสวนของพีคสตัตเตอรนั้นแทบจะไมตางกัน 

นอกจากนี้ ชุดน้ํายาทั้งสองใหผลลายพิมพดีเอ็นเอที่มีความสอดคลองกันสูง  

จึงกลาวไดวาชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus สามารถนํามาใชแทน 

ชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในหองปฏิบัติการได นักนิติวิทยาศาสตรสามารถใชชุด

น้ํายาชุดใหมไดโดยไมตองเปลี่ยนแปลงเครื่องมือและขั้นตอนการทํางานมาตรฐานเดิมและสามารถนํา

ผลลายพิมพดี เอ็นเอจากชุดน้ํายาใหมไปใชรวมกับฐานขอมูลเดิมได ซึ่งในหนวยงานทางนิติ

วิทยาศาสตรอยางสํานักงานพิสูจนหลักฐานตํารวจ สํานักงานตํารวจแหงชาติ มีการตรวจพิสูจนดีเอ็น

เอมากกวา 40,000 ตัวอยางในแตละป จะทําใหหนวยงานประหยัดงบประมาณไดมากถึง 18 ลาน

บาทตอป อีกทั้งยังชวยลดเวลาในการตรวจพิสูจน ชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus 

จึงเปนอีกตัวเลือกที่ดีสําหรับการตรวจพิสูจนในหนวยงานทางนิติวิทยาศาสตรทั้งในประเทศไทยและ

ตางประเทศ 
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บทคัดยอ 
 

ในปจจุบันการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอในงานนิติวิทยาศาสตรทั่วโลก นิยมใชชุดน้ํายา

สําเร็จรูปในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อเปนมาตรฐานเดียวกันในการสรางฐานขอมูลดีเอ็นเอและ

แลกเปลี่ยนขอมูลดีเอ็นเอระหวางพื้นที่ทั้งภายในและระหวางประเทศ ชุดน้ํายาหลักที่หนวยงานทาง

นิติวิทยาศาสตรในประเทศไทยเลือกใชเปนมาตรฐานในการตรวจพิสูจนเอกลักษณบุคคลในประเทศ

ไทย คือชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ซึ่งตรวจ STR มาตรฐานจํานวน 15 ตําแหนง 

ตอมามีชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ซึ่งผูผลิตรายงานวาสามารถตรวจพิสูจนวัตถุ

พยานทางนิติวิทยาศาสตรหลากหลายประเภทไดอยางมีประสิทธิภาพ มีความไวในการวิเคราะหและ

ความคงทนตอตัวยับยั้งกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสูง ใชเวลาในการตรวจพิสูจนนอย และที่

สําคัญมีราคาถูกกวาชุดน้ํายาเดิม ซึ่งจะทําใหประหยัดงบประมาณไดปละมากกวา 18 ลานบาท 

อยางไรก็ตามการตัดสินใจเปลี่ยนชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณ STR เปนเรื่องที่ตองศึกษาใหถี่ถวนในทุกดาน

เพื่อไมใหสงผลกระทบตอขั้นตอนการปฏิบัติงานมาตรฐานและการพิจารณาคดีความในกระบวนการ

ยุติธรรม และเนื่องจากยังไมมีรายงานทางวิชาการที่ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางชุดน้ํายา

ทั้งสองเพื่อประกอบการตัดสินใจในครั้งนี้ งานวิจัยชิ้นนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาและเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอดวยชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus กับ QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus โดยการพิจารณาจากพารามิเตอรที่สําคัญทั้งหมดภายใตสภาวะควบคุม

และทดสอบกับตัวอยางวัตถุพยานชีวภาพในคดีจริงหลากหลายประเภทที่พบบอยในงานนิติ

วิทยาศาสตรและการวิ เคราะหขอมูลที่ ไดทางสถิติ ผลการศึกษาพบวาชุดน้ํ ายา QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus มีประสิทธิภาพที่ดีกวา ชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ใน

ดานความไววิเคราะหเนื่องจากใหความสูงของอัลลีลที่มากกวาในปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนที่เทากัน 

ในชวง 31-500 พิโคกรัม และสามารถคงทนตอตัวยับยั้งกระบวนการพีซีอารไดดีกวาเมื่อมีการเติม

แคลเซียม ฮิวมิคแอซิด และเฮมาตินลงในสารละลายพีซีอาร รวมทั้งยังสามารถตรวจวัดอัลลีลเฉลี่ยได

อยางมีประสิทธิภาพเหมือนกับชุดน้ํายาชุดเดิมจากการตรวจวิเคราะหตัวอยางวัตถุพยานจริง จาก

การศึกษานี้จะเปนประโยชนตอองคกรทางนิติพันธุศาสตรในประเทศไทยและหองปฏิบัติการนิติพันธุ

ศาสตรนานาชาติที่ตองการตัดสินใจเลือกใชชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณ STR และตองการปรับปรุง

กระบวนการดําเนินงานได  
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Abstract 

Many forensic STR kits are currently available in the market.  The AmpFLSTR® 

Identifiler® Plus kit, which targets 15 STRs, is commonly used worldwide.  The Thai 

forensic DNA community is built around it in terms of instrument, databases, and 

interpretation. QIAGEN’s IDplex Plus kit targets the same loci, but the cost per sample 

is lower and the PCR cycling time is shorter by about 90 minutes. A direct comparison 

between the two kits has never been carried out. In this study, we performed a direct 

comparison between the two kits using serial dilutions of two control DNA samples 

and 60 randomly selected casework samples, including samples taken from improvised 

explosive devices and terrorist raids. We compared the performance of the two kits in 

terms of peak height, number of allele detected (allelic drop-out), intra-locus balance, 

inter-locus balance, inhibitor tolerance, stutter ratio, concordance, and allelic drop-in. 

The results demonstrate that both kits are very similar in performance.  IDplex Plus 

gave higher peak heights in sensitivity test and tolerated inhibitors better, but had 

slightly worse inter-locus balances and stutter ratios. However, these differences were 

not practically significant, as seen by the resulting profiles of the casework samples (p 

= 0.601). In conclusion, laboratories looking to replace the aging Identifiler® Plus might 

consider the IDplex Plus as a cheaper and faster alternative that fits right into their 

existing structure without any further investment in instrument and DNA database. 

Switching to the IDplex Plus could save our laboratory over USD 600,000 annually and 

this same situation could be applied to routine laboratories in other developing 

countries. 
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บทที่ 1 

ที่มาและความสําคัญ 

การตรวจพิสูจนเอกลักษณบุคคลเปนเครื่องมือสําคัญในการสืบสวนสอบสวนทางนิติ

วิทยาศาสตร เพื่อนําไปใชเปนหลักฐานจับกุมผูกระทําความผิดในกระบวนการยุติธรรม การตรวจ

พิสูจนสารพันธุกรรมดีเอ็นเอนับเปนหนึ่งในวิธีการตรวจพิสูจนเอกลักษณบุคคลที่มีความถูกตองสูง 

และนาเชื่อถือ มีการกําหนดมาตรฐานเพื่อนําไปใชในงานนิติวิทยาศาสตรทั่วโลก [1]  โดยนิยมใช

เครื่องหมายพันธุกรรมบริเวณ Short Tandem Repeat (STR) หรือเรียกอีกอยางวา ไมโครแซทเทิล

ไลท (Microsatellite) ซึ่งเปนสวนของสารพันธุกรรมที่ประกอบไปดวยลําดับเบสซ้ําแบบตอเนื่อง โดย

มีลําดับเบสแกนกลางจํานวนตั้งแตสองถึงสิบคูเบส ในแตละบุคคลจะมีจํานวนซ้ําของชุดเบสดังกลาว

แตกตางกัน ทําใหเกิดเปนลักษณะที่จําเพาะในแตละบุคคลที่สามารถนํามาใชเชื่อมโยงสูตัวผูกระทํา

ความผิดได [2]  ในปจจุบันสํานักงานสอบสวนกลางแหงสหรัฐอเมริกา (Federal Bureau of 

Investigation, FBI)  กําหนดระบบ Combined DNA Index System (CODIS) ที่ประกอบดวย

ตําแหนงดีเอ็นเอเปาหมาย ทั้งสิ้น 20 ตําแหนง เพื่อใชเปนมาตรฐานในการตรวจพิสูจนเอกลักษณ

บุคคลในประเทศสหรัฐอเมริกา [3, 4] ซึ่งตอมาหลายประเทศทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทยก็ยึดถือระบบ

ดังกลาวเปนมาตรฐานในการพิสูจนเอกลักษณบุคคลภายในประเทศดวยเชนกัน [1, 3] 

กระบวนการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอเพื่อระบุบุคคลนั้นประกอบไปดวย การเก็บวัตถุ

พยานชีวภาพจากสถานที่เกิดเหตุ การสกัดดีเอ็นเอ การหาปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีการเรียลไทม (Real-

time PCR) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอหรือตําแหนง STR เปาหมาย และการตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพิ่ม

ปริมาณขึ้นดวยเทคนิคแคพิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Capillary electrophoresis) ในปจจุบันมีการ

พัฒนาชุดน้ํายาสําเร็จรูปทางการคาจํานวนมากเพื่อใชในแตละขั้นตอนของการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ 

รวมถึงขั้นตอนการเพิ่มปริมาณตําแหนงดีเอ็นเอเปาหมาย  ทั้งนี้ก็เพื่อการควบคุมมาตรฐาน เปน

ประโยชนในการสรางฐานขอมูลดีเอ็นเอและแลกเปลี่ยนขอมูลดีเอ็นเอระหวางพื้นที่ทั้งภายในและ

ระหวางประเทศ สําหรับชุดน้ํายาทางการคาเพื่อการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เปาหมายนั้นไดมีการพัฒนา

คุณภาพอยางตอเนื่องเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพตอการนําไปใชตรวจพิสูจนวัตถุพยานชีวภาพที่มีปริมาณ

นอยมาก เสื่อมสภาพ หรือมีอายุมาก ซึ่งมักพบบอยในงานนิติวิทยาศาสตร [2] โดยมีการเติมสารเคมี
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บางชนิดในพีซีอารบัฟเฟอร (PCR buffer) หรือพัฒนาดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) ให

ทนทานตอตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอารมากขึ้น ทําใหเพ่ิมโอกาสในการไดดีเอ็นเอท่ีสมบูรณจากวัตถุพยาน

เสื่อมสภาพมากขึ้นดวย นอกจากนี้ชุดน้ํายาสําเร็จรูปชุดใหมๆ จะมีการเพิ่มตําแหนง STR  เปาหมาย

เพื่อเพิ่มขีดความสามารถหรือความนาเชื่อถือในการจําแนกบุคคล (Discrimination power) ตัวอยาง

ชุดน้ํายาสําเร็จรูปในปจจุบัน ไดแก ชุดน้ํายา Identifiler® Plus, NGM® และ GlobalFiler® จาก

บริษัท Applied Biosystems (Foster City, CA) ; PowerPlex® ESX/ESI 17 และ PowerPlex® 

Fusion จาก Promega Corporation (Madison, WI); ESSplex และ IDplex Plus จาก Qiagen 

(Hilden, Germany) [5, 6]  

ชุดน้ํายาทางการคา AmpFlSTR® Identifiler® Plus เปนชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอหลักที่สํานักงานพิสูจนหลักฐานตํารวจ สํานักงานตํารวจแหงชาติ และสถาบันนิติวิทยาศาสตร 

กระทรวงยุติธรรม เลือกใชในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ โดยใชเพิ่มปริมาณ STR เปาหมายจํานวน 15 

ตําแหนง ไดแก D8S1179  D21S11  D7S820  CSF1PO  D3S1358  TH01  D13S317  D16S539  

D2S1338  D19S433  vWA  TPOX  D18S51  D5S818  FGA แล ะตํ า แหน ง ร ะบุ เ พ ศ บ น ยี น 

Amelogenin [6, 7]  ชุดน้ํายาดังกลาวไดถูกนํามาตรวจพิสูจนดีเอ็นเอจากวัตถุพยานทางชีวภาพ

มากกวา 42,000 รายการตอป (ขอมูลจากการสื่อสารสวนตัวกับทางเจาหนาที่ของสํานักงานตํารวจ

แหงชาติ และ (Central Institute for Forensic Science, 2014)) คิดเปนจํานวนเงินกวา 50.4 ลาน

บาทตอปงบประมาณ (Central Institute for Forensic Science, 2014) ไมนานมานี้บริษัท Qiagen 

ไดผลิตชุดน้ํายาสําเร็จรูปชื่อวา Qiagen® Investigator IDplex Plus ซึ่งใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่

ตําแหนงเปาหมายเหมือนกับชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ทุกตําแหนง [6, 8])  ผูผลิต

รายงานผลการทดสอบชุดน้ํายาดังกลาววาสามารถตรวจพิสูจนวัตถุพยานทางนิติวิทยาศาสตร

หลากหลายประเภทไดอยางมีประสิทธิภาพ มีความคงทนสูงตอตัวยับยั้งกระบวนการเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอ มีความไวในการวิเคราะหสูง รวมทั้งใชเวลาในการตรวจพิสูจนนอยกวาชุดน้ํายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus [9] นอกจากนี้คาใชจายในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอดวยชุดน้ํายาดังกลาว ยังนอย

กวาชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ถึง 350 บาท ตอหนึ่งตัวอยาง ซึ่งอาจทําใหประหยัด

งบประมาณไดมากกวา 18 ลานบาทตอปและลดเวลาในการตรวจวิเคราะหไดมาก การตัดสินใจ

เปลี่ยนชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปนเรื่องที่ตองศึกษาใหถี่ถวน ทั้งในดานประสิทธิภาพของชุดน้ํายา 
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ความไวในการวิเคราะห การศึกษาความคงทนตอตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร ความสอดคลองของผลดี

เอ็นเอ (STR Concordance) ความซับซอนของกระบวนการดําเนินงาน เปนตน [5, 10, 11] ทั้งนี้

เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงดังกลาวอาจสงผลกระทบตอขั้นตอนการปฏิบัติงานมาตรฐาน (Standard 

operating protocols) ภายในองคกร และมีผลกระทบตอรูปคดีและการพิจารณาคดีความใน

กระบวนการยุติธรรมได 

อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ  QIAGEN® Investigator IDplex Plus ซึ่ ง เป นที่ สน ใจของ

หนวยงานภาครัฐในประเทศไทย โดยเฉพาะอยางยิ่งการศึกษาในวัตถุพยานชีวภาพจากคดีจริง ดังนั้น

งานวิจัยชิ้นนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดน้ํายาทั้งสองในทุกดานที่

กลาวมาขางตน  โดยใชตัวอยางดีเอ็นเอมาตรฐานและตัวอยางวัตถุพยานจริงหลากหลายประเภทที่พบ

บอยในงานนิติวิทยาศาสตร  โดยศึกษาพารามิเตอรที่สําคัญในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ ไดแก Peak 

heights, Percent profile, Intra- locus balance, Inter- locus balance, Stutter ratio, Allelic 

drop-in, Allelic drop-out และ STR Concordance เปนตน 

ความรูพื้นฐานเกี่ยวกับดีเอ็นเอ 

ดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid, DNA) เปนแหลงขอมูลทางพันธุกรรมและ

ควบคุมลักษณะการแสดงออกของสิ่งมีชีวิต หนวยยอยที่เล็กที่สุดของสารพันธุกรรมดีเอ็นเอเรียกวา นิ

วคลีโอไทด (Nucleotide) ซึ่งประกอบดวยสามองคประกอบหลักคือ น้ําตาลดีออกซีไรโบส หมู

ฟอสเฟต และไนโตรจีนัสเบส (รูปที่ 1) ที่มีสี่ชนิด ไดแก อะดินีน (Adenine) กัวนีน (Guanine) ไซโท

ซีน (Cytosine) และไทมีน (Thymine) นิวคลีโอไทดในแตละหนวยยอยเรียงตอกันเปนสายโพลิเมอร

สายยาวที่เรียกวาโพลีนิวคลีโอไทด จากการเชื่อมกันดวยพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร (Phosphodiester 

bond) โครงสรางของดีเอ็นเอประกอบดวยสายโพลีนิวคลีโอไทดสองสายที่เรียงตัวขนานกันในทิศทาง

ตรงกันขาม (Antiparallel) เกิดการจับกันตรงตําแหนงไนโตรจีนัสเบสดวยพันธะไฮโดรเจน มีการขด

ตัวเปนเกลียวคู (Double helix) [12] ดีเอ็นเอทั้งหมดของมนุษยหรือทั้งจีโนมมีความยาวประมาณ

สามพันสองรอยลานคูเบส โดยสวนใหญประมาณรอยละ 90 ของความยาวดังกลาวเปนดีเอ็นเอที่ไม

ถูกถอดรหัสเปนโปรตีน ซึ่งในบางบริเวณจะพบการจัดเรียงของนิวคลีโอไทดที่มีลําดับเบสเรียงตัวซ้ํากัน
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เปนชุดๆ ที่มีความหลากหลายของรูปแบบการซ้ําและจํานวนซ้ําหรือเรียกวา Short tandem repeat 

(STR) ในแตละบุคคลจะมีจํานวนการซ้ําของชุดเบสแตกตางกัน ซึ่งทําใหเกิดเปนลักษณะที่จําเพาะใน

แตละบุคคล ลักษณะดังกลาวนี้จึงนํามาใชในงานทางนิติวิทยาศาสตรเพื่อพิสูจนเอกลักษณบุคคลได 

[12] 

 

รูปที่ 1 แสดงโครงสรางทางเคมีของนิวคลีโอไทด [13] 

ความรูเบื้องตนเกี่ยวกับ STR 

Short tandem repeat (STR) หรือ simple sequence repeat (SSR) หรือ ไมโค

รแซทเทลไลท (Microsatellite) คือสวนของสารพันธุกรรมที่ประกอบไปดวยลําดับเบสซ้ํ า

แบบตอเนื่อง โดยที่มีลําดับเบสแกนกลางจํานวนสองถึงสิบคูเบส ทั้งนี้ลักษณะของ STR ที่มีความ

แตกตางในแตละบุคคลคือจํานวนซ้ําของหนวยซ้ํา (รูปที่ 2) ในปจจุบันมีการศึกษาและรายงาน

ตําแหนง STR จํานวนมากกวา 20,000 ตําแหนง จากจํานวนทั้งหมดประมาณหนึ่งลานตําแหนงที่คาด

วามีอยูในจีโนม อยางไรก็ตามมีดีเอ็นเอไมโครแซทเทิลไลทเพียงประมาณ 20 ตําแหนงเทานั้นที่ถูกใช

อยางแพรหลายเพื่อการพิสูจนเอกลักษณบุคคลในงานนิติพันธุศาสตร  ซึ่งตําแหนงเหลานี้มีขนาดของ

ลําดับเบสแกนกลางจํานวนสี่หรือหาเบส และมีขนาดความยาวนอยกวา 350 คูเบส  เครื่องหมาย

พันธุกรรม STR เหมาะท่ีจะนํามาใชในการตรวจพิสูจนเอกลักษณบุคคลเนื่องดวยเหตุผลหลายประการ 

คือ ขนาดของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอารที่ไดจากการวิเคราะหตําแหนง STR นั้นมีขนาดเล็ก

เมื่อเปรียบเทียบกับเครื่องหมายดีเอ็นเอมินิแซทเทลไลทที่นิยมใชในการทําลายพิมพดีเอ็นเอในสมัย

แรกๆ  จึงทําใหโอกาสในการไดรับผลลายพิมพดีเอ็นเอจากวัตถุพยานทางชีวภาพที่เสื่อมสภาพหรือมี
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ปริมาณนอยๆนั้นเพิ่มมากขึ้นทวีคูณ นอกจากนี้ STR ยังสามารถนํามาใชในชุดทดสอบหลายตําแหนง 

ซึ่งใหผลการตรวจพิสูจนที่มีอํานาจการจําแนกระหวางบุคคลสูงในการตรวจวัดแคครั้งเดียว 

 

รูปที่ 2 แสดงรูปแบบการซ้ํากันของ STR [14] 

ตําแหนง STR มาตรฐานปจจุบันและ CODIS 

สถาบัน องคกร หรือเครือขายทางนิติพันธุศาสตรที่เกี่ยวของ มีการเลือกใชกลุมและ

จํานวนของตําแหนง STR มาตรฐานที่แตกตางกันเพื่อการพิสูจนเอกลักษณบุคคล ซึ่งใน STR บาง

ตําแหนงอาจถูกนําไปใชมากกวาหนึ่งหนวยงาน โดยสํานักงานสอบสวนกลางแหงสหรัฐอเมริกา (FBI) 

กําหนดตําแหนง STR มาตรฐานทั้งสิ้น 20 ตําแหนง ไดแก D18S51, FGA, D21S11, D8S1179, 

vWA, D13S317, D16S539, D7S820, TH01, D3S1358, D5S818, CSF1PO, D2S1338, D19S433, 

D1S1656, D12S391, D2S441, D10S1248, DYS391 และ Amelogenin เพื่อใชเปนมาตรฐานใน

การพิสูจนเอกลักษณบุคคล (รูปที่ 3) ทั้งนี้ขอมูลลายพิมพ STR จากของผูกระทําความผิดในประเทศ

สหรัฐอเมริกา จะถูกเก็บรวบรวมไวในฐานขอมูลที่เรียกวา Combined DNA Index System (CODIS) 

ซึ่งถูกจัดตั้งขึ้นในปค.ศ. 1998 และมีการเชื่อมโยงกับขอมูลในทุกรัฐของสหรัฐอเมริกา ทั้งนี้ระบบ

ฐานขอมูลดีเอ็นเอดังกลาวไดรับการพิสูจนแลววามีประโยชนเปนอยางมากในการเชื่อมโยงคดี 

โดยเฉพาะในกรณีที่มีการกระทําความผิดอยางตอเนื่อง  ฐานขอมูลดังกลาวยังนับไดวาเปนฐานขอมูล

ดีเอ็นเอที่ใหญที่สุดในโลก โดยในปจจุบันบรรจุลายพิมพดีเอ็นเอมากกวา 9 ลานลายพิมพ [15] สวนใน

ยุโรป เครือขายนิติพันธุศาสตรแหงสหภาพยุโรป (European Network of Forensic Science 

Institutes, ENFSI) ก็ไดกําหนดตําแหนง STR มาตรฐานทั้งสิ้น 12 ตําแหนงเพื่อใชในการพิสูจน
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เอกลักษณบุคคล ซึ่งประกอบไปดวย D3S1358, vWA, D8S1179, D21S11, D18S51, TH01, FGA, 

D10S1248, D22S1045, D2S441, D1S1656 และ D12S391 ไวเชนเดียวกัน [16] 

 

รูปที่ 3 แสดงชุดตําแหนง STR มาตรฐานทั้งหมด 13 ตําแหนง ที่กําหนดโดย FBI กอนที่จะมีการ

เพิ่มขึ้นเปน 20 ตําแหนงในภายหลัง [17] 

กระบวนการตรวจพิสูจนลายพิมพดีเอ็นเอ 

กระบวนการตรวจพิสูจนลายพิมพดีเอ็นเอ เริ่มจากการเก็บวัตถุพยานชีวภาพใน

สถานที่เกิดเหตุ  ตามดวยการสกัดดีเอ็นเอแลวหาปริมาณดีเอ็นเอที่เอยูบนวัตถุพยานนั้นๆ จากนั้นเพิ่ม

ปริมาณตําแหนงดีเอ็นเอเปาหมายดวยวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร โดยออกแบบไพรเมอรใหจับกับบริเวณดี

เอ็นเอเปาหมาย และทําการตรวจวัดผลิตภัณฑพีซีอารที่เพิ่มปริมาณขึ้นดวยเทคนิคแคพิลลารีอิเล็ก

โทรโฟรีซิส เนื่องจากขนาดของดีเอ็นเอบางตําแหนงมีความใกลเคียงกันมาก จึงอาศัยเทคนิคการติด

ฉลากเรืองแสงตางสีกันตรงปลาย 5’ ของไพรเมอรที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่มีความยาวใกลเคียงกัน ทํา

ใหสามารถแยกผลิตภัณฑพีซีอารที่มีขนาดใกลเคียงกันเหลานี้ไดดวยการเรืองแสงสีที่ตางกัน ปจจุบัน

ไดมีการพัฒนาชุดน้ํายาทางการคามากมายเพื่อใชเพิ่มปริมาณตําแหนงดีเอ็นเอเปาหมาย ซึ่งจะ

วิเคราะหตําแหนง STR มาตรฐานตางๆที่สนใจเพื่อระบุบุคคล รวมกบัการตรวจวิเคราะหยีนอะมิโลจิ

นิน (Amelogenin gene) ที่อยูบนโครโมโซม X และ Y เพื่อการระบุเพศโดยอาศัยความแตกตางของ

ขนาดยีนชนิดนี้บนโครโมโซมเพศทั้งสอง กลาวคือ ตําแหนงดังกลาวบนยีนอะมิโลจินินบนโครโมโซม X 

มีขนาดสั้นกวาบนโครโมโซม Y อยูหกคูเบส [12]  
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ความรูเบื้องตนเกี่ยวกับกระบวนการพีซีอาร 

 จากวัตถุพยานทางชีวภาพที่เก็บจากสถานที่เกิดเหตุ ดีเอ็นเอสวนใหญมักจะมี

ปริมาณนอยหรือเสื่อมสภาพไปเนื่องจากสภาพแวดลอมในสถานที่เกิดเหตุ ดังนั้นขั้นตอนการเพิ่ม

ปริมาณจึงมีความสําคัญมากขั้นตอนหนึ่งซึ่งเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ที่เรียกกันวากระบวนการ 

PCR (พีซีอาร) ยอมาจาก Polymerase Chain Reaction นั้นเปนวิธีที่ใชในกระบวนการทางนิติ

วิทยาศาสตรปจจุบัน เปนกระบวนการสังเคราะหชิ้นสวนของดีเอ็นเอในหลอดทดลอง ซึ่งจะตองทํา

การเตรียมสารละลายพีซีอารใหอยูในหลอดทดลองเดียวกันกอนนําไปทําปฏิกิริยา ประกอบไปดวย 

บัฟเฟอรสําหรับทําปฏิกิริยา dNTP (ประกอบดวย  dATP  dCTP  dGTP  และ dTTP) ไพรเมอร (โอ

ลิโกนิวคลีโอไทดขนาด 20-24 นิวคลีโอไทดที่มีเบสคูสมกับปลายทั้งสองดานของดีเอ็นเอบริเวณที่

ตองการเพิ่มปริมาณ) ดีเอ็นเอเปาหมาย แมกนีเซียมคลอไลด ซึ่งอาจรวมอยูในบัฟเฟอรเนื่องจาก

แมกนีเซียมไออนเปนสวนสําคัญในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส และเอนไซมดีเอ็น

เอพอลิเมอเรส เนื่องจากขั้นตอนในการสังเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร ตองมีการทําใหดีเอ็นเอ

เสียสภาพดวยความรอน เอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรสที่ใช ตองทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 70-80 องศา

เซลเซียส เอ็นไซมชนิดที่มีการใชกันมาก รูจักกันในชื่อ Taq  polymerase ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 70-

80 องศา โดยวิธีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดเลียนแบบมาจากการสังเคราะหดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิต โดยใช

เครื่อง Thermal cycler ขั้นตอนในกระบวนการพีซีอารแบงเปนสามขั้นตอนหลัก เริ่มตนดวย 

Denature คือ เปนขั้นตอนการแยกดีเอ็นเอที่เปนสายคูดวยการเพิ่มอุณหภูมิอยางชาๆจนดีเอ็นเอแยก

สายเดี่ยว (Denatured DNA) อุณหภูมิที่ใชอยูในชวง 90-95 องศาเซลเซียส ขั้นตอนตอไปคือ 

Annealing เปนขั้นตอนการลดอุณหภูมิลงเพื่อใหเกิดการเขาคูกันของเบส (Complementary base 

pair) ระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอตั้งตนโดยอุณหภูมิที่ใชอยูในชวง 37-60 องศาเซลเซียส และข้ันตอน

ทายสุดคือ Extension เปนขั้นตอนการการสังเคราะหดีเอ็นเอสายโดยอุณหภูมิที่ใชอยูในชวง 72-75 

องศาเซลเซียส [12] เมื่อกระบวนการเสร็จสิ้นดีเอ็นเอเปาหมายจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางทวีคูณเพื่อ

นําไปใชในขั้นตอนการวิเคราะหตอไป 
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ชุดน้ํายา STR สําเร็จรูปกับงานนิติวิทยาศาสตร 

การใชชุดน้ํายาสําเร็จรูปทางการคาในแตละขั้นตอนของการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ 

รวมถึงขั้นตอนการเพิ่มปริมาณตําแหนงดีเอ็นเอเปาหมาย  ทั้งนี้ก็เพื่อการควบคุมมาตรฐาน เปน

ประโยชนในการสรางฐานขอมูลดีเอ็นเอและแลกเปลี่ยนขอมูลดีเอ็นเอระหวางพื้นที่ทั้งภายในและ

ระหวางประเทศ สําหรับชุดน้ํายาทางการคาเพื่อการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายนั้นไดมีการพัฒนา

คุณภาพอยางตอเนื่องเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพตอการนําไปใชตรวจพิสูจนวัตถุพยานชีวภาพที่มีปริมาณ

นอยมาก เสื่อมสภาพ หรือมีอายุมาก ซึ่งมักพบบอยในงานนิติวิทยาศาสตร [2] โดยมีการเติมสารเคมี

บางชนิดในพีซีอารบัฟเฟอร (PCR buffer) หรือพัฒนาดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) ให

ทนทานตอตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอารมากขึ้น ทําใหเพิ่มโอกาสในการไดผลดีเอ็นเอที่สมบูรณจากวัตถุ

พยานเสื่อมสภาพมากขึ้นดวย ในป ค.ศ. 1990 บริษัท Applied Biosystems ไดริเริ่มพัฒนาชุดน้ํายา

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ชื่อ Second Generation Multiplex Plus (SGM Plus) ที่วิ เคราะห  STR 

จํานวน 10 ตําแหนง ไดแก D3S1358, vWA, D16S539, D2S1338, D8S1179, D21S11, D18S51, 

D19S433, TH01, FGA และยีน Amelogenin [15]  ซึ่งในปจจุบันชุดน้ํายาชุดนี้ก็ยังเปนชุดน้ํายา

มาตรฐานของสหราชอาณาจักร นอกจากนี้ชุดน้ํายาสําเร็จรูปชุดใหมๆ จะมีการเพิ่มตําแหนง STR  

เปาหมายนอกเหนือจากตําแหนงมาตรฐานที่กําหนดไวในระบบ CODIS หรือ ESS Panel เพื่อเพิ่มขีด

ความสามารถหรือความนาเชื่อถือในการจําแนกบุคคล (Discrimination power) ในปจจุบัน

หองปฏิบัติการทางนิติพันธุศาสตรสวนใหญนิยมใชดีเอ็นเออยางนอย 16 ตําแหนงเปนมาตรฐาน โดยมี

ชุดน้ํายาหลายชุดจากหลายบริษัท ไดแก ชุดน้ํายา Identifiler® Plus และ NGM® จากบริษัท 

Applied Biosystems ( Foster City, CA) ; PowerPlex® 16, PowerPlex® ESX 17, PowerPlex® 

ESI 17 และ PowerPlex® 18D จากบริษัท Promega (Madison, WI) and ESSplex® และ IDplex® 

Plus จากบริษัท Qiagen (Hilden, Germany) เปนตน [6, 8, 11, 18, 19]  ลาสุดมีการพัฒนาชุด

น้ํายาสําเร็จรูป GlobalFiler™ Express  และ PowerPlex® Fusion ในการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ

จํานวนมากถึง 23 และ 24 ตําแหนงตามลําดับ ซึ่งรวมทุก STR มาตรฐานจากฐานขอมูล Combined 

DNA Index System (CODIS) ของประเทศสหรัฐอเมริกาและเครือขายนิติพันธุศาสตรแหงสหภาพ

ยุโรป [20, 21] 
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หนวยงานทางนิติวิทยาศาสตรในประเทศไทย 

หนวยงานหลักภาครัฐของประเทศไทยที่รับผิดชอบการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอจากวัตถุ

พยานทางชีวภาพคือ สํานักงานพิสูจนหลักฐานตํารวจ  สํานักงานตํารวจแหงชาติ ซึ่งประกอบดวย 

กองพิสูจนหลักฐานกลางและศูนยพิสูจนหลักฐาน 1-10 ที่ตั้งอยูในภูมิภาคตางๆทั่วประเทศ และ

สถาบันนิติวิทยาศาสตร กระทรวงยุติธรรม จํานวนวัตถุพยานชีวภาพที่สงมาตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ ณ 

หนวยงานเหลานี้ เฉลี่ยแลวไมต่ํากวา 42,000 รายการตอป ซึ่งดําเนินการโดยสํานักงานพิสูจน

หลักฐานตํารวจประมาณ 27,000 รายการ และสถาบันนิติวิทยาศาสตร กระทรวงยุติธรรมประมาณ 

15,000 รายการตอป (Central Institute for Forensic Science, 2014)  โดยชุดน้ํายาหลักที่ถูกใช

ในการตรวจพิสูจนคือชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ที่มีคาใชจายประมาณ 1,350 บาท

ตอตัวอยาง ในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอจากวัตถุพยานทั้งหมด โดยใชเพิ่มปริมาณ STR เปาหมาย 

จํ า น ว น  15 ตํ า แหน ง  ไ ด แ ก  D8S1179,  D21S11,  D7S820,  CSF1PO,  D3S1358,  TH01,  

D13S317,  D16S539,  D2S1338,  D19S433,  vWA,  TPOX,  D18S51,  D5S818,  FGA แล ะ

ตําแหนงระบุเพศบนยีน Amelogenin [6, 7]  นอกจากนี้ในบางกรณีอาจจะมีการใชชุดน้ํายา IDplex 

Plus ที่มีคาใชจายประมาณ 900 บาทตอตัวอยางและวิเคราะห STR ตําแหนงเดียวกับ AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus ทุกประการ และชุดน้ํายา GlobalFiler™  ที่มีคาใชจายประมาณ 1,600 บาท และ

ใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจํานวน 23 ตําแหนงรวมดวย  

เนื่องจากชุดน้ํายา IDplex Plus ตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอตําแหนงเดียวกันกับชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus ชุดเดิม แตมีราคาถูกกวาสงผลใหสามารถประหยัดงบประมาณได

มากกวาสิบลานบาทตอปหากมีการเปลี่ยนจากชุดน้ํายาหลักจาก Identifiler® Plus มาเปน IDplex 

Plus  และการที่ทั้งสองชุดน้ํายาตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอตําแหนงเดียวกัน จึงไมนาสงผลกระทบตอการ

ดําเนินงานในแงจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอและในขนตอนการวิเคราะหและแปลผล [9] นอกจากนี้ชุด

น้ํายา IDplex Plus ใชเวลาในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอนอยกวา ดังนั้นการทดสอบเปรียบเทียบทั้งสอง

ชุดน้ํายาจึงเปนที่สนใจของหนวยงานนิติวิทยาศาสตรทั้งในประเทศไทยและตางประเทศ 
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SWGDAM และหนวยงานที่กําหนดมาตรฐานชุดน้าํยา STR 

เนื่องจากอุปกรณและชุดน้ํายาตางๆนั้นมีผลตอคุณภาพลายพิมพ STR ซึ่งสําคัญตอ

การนําไปใชในทางกฎหมาย ดังนั้นประสิทธิภาพของชุดน้ํายา STR สําเร็จรูปจึงมีความสําคัญ การจะ

ใชชุดน้ํายาสําเร็จทางการคารูปใดๆในการตรวจพิสูจนบุคคลในงานทางนิติวิทยาศาสตร ชุดน้ํายานั้นๆ 

จะตองมีการศึกษาทวนสอบประสิทธิภาพของชุดน้ํายาตามขอกําหนดของหนวยงานทางนิติ

วิทยาศาสตรที่เก่ียวของ เชน Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM) 

และ European Network of Forensic Science Institutes (ENFSI) เปนตน โดยมีขอกําหนด

เกี่ยวกับการทดสอบประสิทธิภาพของชุดน้ํายา STR ทางการคาสําเร็จรูปตางๆที่จะตองศึกษาทดสอบ

ในด านต า งๆ ตั วอย า ง เช น  Sensitivity, Percent profile, Intra- locus balance Inter- locus 

balance และ Concordance เปนตน ทั้งนี้การจะนําชุดน้ํายามาใชกับวัตถุพยานทางชีวภาพในงาน

นิติวิทยาศาสตรนอกจากบริษัทผูผลิตตองทําการทวนสอบแลวยังตองมีการทดสอบภายใน

หองปฏิบัติการที่จะนํามาชุดน้ํายามาใชจริง เพื่อใหไดผลการตรวจพิสูจนที่นาเชื่อถือและสามารถใชได

กับวัตถุพยานที่มีปริมาณดีเอ็นเอนอยหรือเสื่อมสภาพท่ีจะพบในวัตถุพยานจริงได [35, 36] 

การทดสอบเปรียบเทียบมาตรฐานของชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอนั้นเปนสิ่งสําคัญ

ที่ผูผลิตตองดําเนินการกอนนํามาจําหนายและใชในงานนิติวิทยาศาสตร โดยปกติผูผลิตจะเปนผูที่

ดําเนินการทดสอบคุณภาพของชุดน้ํายาในดานประสิทธิภาพของการตรวจวิเคราะหตัวอยางดีเอ็นเอ

ปริมาณนอยหรือเสื่อมสภาพ ซึ่งพบบอยในงานนิติวิทยาศาสตร ทดสอบความไววิเคราะห ศึกษาความ

คงทนตอตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร ศึกษาความสอดคลองของผลดีเอ็นเอ เปนตน และทําการเผยแพร

ขอมูลเกี่ยวกับการพัฒนาและผลการตรวจสอบชุดน้ํายาสําเร็จรูปนั้นๆ [22, 23]  หลังจากนั้นนักวิจัย

หรือหนวยงานซึ่งอาจจะไมเกี่ยวของกับผูผลิต จะทําการศึกษาทวนสอบภายในหองปฏิบัติการ 

(Internal validation) และตรวจสอบประสิทธิภาพของชุดน้ํายากับตัวอยางประเภทตางๆ รวมทั้ง

เผยแพรผลงานลงในวารสารวิทยาศาสตรอีกครั้ง [24, 25] ขั้นตอนถัดมา นักวิจัยจะเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพระหวางชุดน้ํายา [5, 10, 11]  ซึ่งสามารถแบงออกไดเปนสองประเภท คือการศึกษา

เปรียบเทียบระหวางชุดน้ํายาตางผูผลิตที่วางขายในยุคเดียวกัน ที่ไดพัฒนาจากพื้นฐานเทคโนโลยีและ

ความรูที่มีอยูในชวงเวลาเดียวกัน ตัวอยางงานวิจัยดังกลาวไดแก การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
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ระหวางชุดน้ํายา Identifiler® Direct กับ PowerPlex® 16 HS [18] และชุดน้ํายา NGMSElect® กับ 

PowerPlex® ESI 17 [11] เปนตน ผลการศึกษาจากงานวิจัยเหลานี้พบความแตกตางอยางไมมี

นัยสําคัญระหวางชุดน้ํายา [18, 26] ในขณะที่งานวิจัยอีกประเภทหนึ่งคือการศึกษาเปรียบเทียบ

ระหวางชุดน้ํายาที่วางขายตางยุค ซึ่งพัฒนาจากพื้นฐานเทคโนโลยีและความรูที่ตางกัน ไดแก 

การศึกษาเปรียบเทียบระหวางชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® กับ AmpFlSTR® Identifiler® 

Plus พบวาชุดน้ํายาที่ใหมกวา (AmpFlSTR® Identifiler® Plus) มีความไวในการวิเคราะหและมี

ความคงทนตอตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอารที่ดีกวา ตามที่ระบุไวในรายงานจากผูผลิต [27][20] 

 

พารามิเตอรที่สําคัญในลายพิมพดีเอ็นเอ 

ในงานวิจัยนี้จะพิจารณาเปรียบเทียบชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ จากพารามิเตอรที่

สํ า คัญ  ได แก  Peak heights, Percent profiles, Intra- locus balance, Inter- locus balance, 

Stutter ratio, Allelic drop-in, Allelic drop-out และ Concordance  Peak heights คือความ

สูงของพีคหรืออัลลีล บอกถึงปริมาณของการเรืองแสงซึ่งเปนสัดสวนกับปริมาณผลิตภัณฑพีซีอาร 

กลาวคือหากมีผลิตภัณฑพีซีอาร มาก Peak heights ก็จะสูง และหากมีผลิตภัณฑพีซีอารนอย Peak 

heights ก็จะต่ํา [1] ในกรณีที่ความสูงของพีคต่ํานั้นมักพบในลายพิมพดีเอ็นเอที่ไมสมบูรณ อาจเปน

ผลมาจากปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตนที่ใชในปฏิกิริยาพีซีอารนอย อันเนือ่งมาจากวัตถุพยานชีวภาพที่ไดรับ

มีลักษณะเสื่อมสภาพ หรือมีตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอารปะปนอยู [1, 12] Percent profiles บอกถึง

จํานวนรอยละของอัลลีลที่ตรวจวัดไดจากลายพิมพดีเอ็นเอลายหนึ่ง [28] ดังนั้นหากทําการวิเคราะหดี

เอ็นเอเปาหมายจํานวน 16 ตําแหนง จะตองตรวจพบอัลลีลทั้งหมด 32 อัลลีลในลายพิมพดีเอ็นเอที่

สมบูรณ (อัลลีลในตําแหนงที่เปน homozygous จะนับเปน 2 อัลลีล หากพีคมีความสูงที่มากพอ) 

Intra-locus balance เปนอัตราสวนระหวางสองอัลลีลในตําแหนงที่เปน Heterozygous [29]  ทั้งนี้

ลายพิมพดีเอ็นเอที่มาจากคนๆเดียวมักจะมี Intra-locus balance อยูในชวง 0.6 - 1.6 บางขอมูล

อาจมีการเบี่ยงเบนไปจากชวงที่กําหนดได ซึ่งอาจเปนผลมาจากลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดรับมาจากบุคคล

มากกวาหนึ่งคนหรือที่เรียกวา Mixed DNA profile หรือเกิดจากความผิดปกติของโครโมโซม เชน 

ดาวนซินโดรม เปนตน   Inter-locus  balance คืออัตราสวนของความสูงของพีคตําแหนงหนึ่ง
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เปรียบเทียบกับตําแหนงอื่นๆในลายพิมพดีเอ็นเอเดียวกันซึ่งควรมีคาที่ใกลเคียงกัน คา Inter-locus 

balance ที่ดีจะตองมีคาเขาใกลศูนยหรือเทากับศูนยนั่นหมายถึง คาความสูงของอัลลีลในตําแหนง 

STR นั้นๆ มีคาเทากับคาเฉลี่ยของความสูงของพีคในลายพิมพ ซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพที่ดีของชุด

น้ํายาในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยกระบวนการพีซีอารและหากคา Inter-locus balance มีคาที่

หางจากศูนยมาก ณ ตําแหนง STR ใดๆ ในลายพิมพดีเอ็นเอจากบุคคลคนเดียว ก็บงบอกถึง STR 

ตําแหนงนั้นมีความสูงของอัลลีลแตกตางจากตําแหนงอื่นๆมากในลายพิมพเดียวกัน [11] การศึกษาอัล

ลีลหรือพีคแปลกปลอม (Artifacts) เชน Stutters และ Allelic drop-in นั้นนับวาเปนสิ่งสําคัญ

เชนเดียวกัน  

พีคสตัตเตอร (Stutter) เปนพีคเล็กๆที่ปรากฏอยูขางหนาหรือขางหลังพีคจริงใน

ตําแหนงที่หางออกไปหนึ่งหนวยซ้ํา (4 เบส สําหรับตําแหนง STR ที่นิยมใช) ซึ่งเกิดจากการเลื่อนพับ

ของสายไพรเมอรหรือสายดีเอ็นเอแมแบบในระหวางการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ทําใหเกิดเปนสายนิวคลี

โอไทดสายใหมที่สั้นหรือยาวกวาผลิตภัณฑพีซีอารที่ตองการ Stutter ratios บอกถึงอัตราสวน

ระหวางความสูงของพีค Stutter (n-4) กับพีคจริง อัตราสวนของ Stutter สําหรับลายพิมพ STR ที่ดี

จะตองมีความสูงของพีคสตัตเตอรไมเกินรอยละ 15 ของความสูงของอัลลีลจริง และมีความแตกตาง

กันในแตละตําแหนงเปาหมาย ขึ้นอยูกับความยาวของอัลลีล โดยอัลลีลที่มีขนาดใหญมักจะเกิด 

Stutter มากกวาอัลลีลขนาดเล็ก [26, 30, 31] Allelic drop-ins คือ อัลลีลแปลกปลอมที่ไมใชอัลลีล

แทจริงในลายพิมพดีเอ็นเอนั้นๆ อาจเกิดจากการปนเปอนดีเอ็นเอในวัตถุพยานชีวภาพท่ีไดรับหรือการ

ปนเปอนระดับต่ําในหองปฏิบัติการ ในขณะที่ Allelic drop-outs คือ อัลลีลแทจริงที่หายไปจากลาย

พิมพดีเอ็นเอ อาจเกิดจากปริมาณดีเอ็นเอที่ใสในปฏิกิริยาพีซีอารนอยเกินไป ซึ่งสงผลใหเกิด  Intra-

locus balance และ Percent profile ที่ ต่ํ า ได  [32 , 33]  Concordance คือการศึกษาความ

สอดคลองของผลลายพิมพดีเอ็นเอจากชุดน้ํายาตางชุด การศึกษา Concordance ที่ดีจะดําเนินการ

โดยหองปฏิบัติการขนาดใหญเพราะตองใชชุดน้ํายาหลายชุดและจํานวนตัวอยางที่เยอะ จึงอาจใช

เวลานานในการเผยแพร [5, 34-37]  

อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ  QIAGEN® Investigator IDplex Plus ซึ่ ง เป นที่ สน ใจ ของ

หนวยงานภาครัฐในประเทศไทย โดยเฉพาะอยางยิ่งการศึกษาในวัตถุพยานชีวภาพจากคดีจริง และ
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เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงการใชชุดน้ํายาดังกลาวอาจสงผลกระทบตอขั้นตอนการปฏิบัติงาน

มาตรฐาน (Standard operating protocols) ภายในองคกร และมีผลกระทบตอรูปคดีและการ

พิจารณาคดีความในกระบวนการยุติธรรมได ดังนั้นงานวิจัยชิ้นนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษา

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดน้ํายาทั้งสองในทุกดานที่กลาวมาขางตน  โดยใชตัวอยางดีเอ็นเอ

มาตรฐานเปนตัวควบคุมและตัวอยางวัตถุพยานจริงหลากหลายประเภทที่พบบอยในงานนิติ

วิทยาศาสตร  โดยศึกษาพารามิเตอรที่สําคัญในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ ไดแก Peak heights, 

Percent profile, Intra- locus balance, Inter- locus balance, Stutter ratio, Allelic drop- in 

Allelic drop-out และ STR Concordance เปนตน 
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วัตถุประสงค 
 

งานวิจัยชิ้นนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาและเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจ

พิสูจนดีเอ็นเอดวยชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus กับ QIAGEN® Investigator IDplex 

Plus ภายใตสภาวะควบคุมและทดสอบกับตัวอยางวัตถุพยานชีวภาพในคดีจริงโดยทําการทดสอบ

ความไวในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอที่ปริมาณตางๆ และ ศึกษาความคงทนตอตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร

จํานวน 3 ชนิดไดแก ฮิวมิค แอซิด (Humic acid) เฮมาติน (Hematin) และแคลเซียมโดยพิจารณา

จากพารามิเตอรทางนิติวิทยาศาสตรที่เกี่ยวของทั้งหมดจํานวน 7 ประเภท ไดแก Peak heights 

Percent profiles Intra-locus balance Inter-locus balance Stutter ratio Allelic drop-in และ 

Allelic drop-out 
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บทที่ 2 
 

การเตรียมตัวอยาง 

 

ทําการเพิ่มปริมาณ DNA กับตัวอยางทั้งหมด 166 ตัวอยาง ประกอบดวยตัวอยาง 

control DNA 9947A control DNA 9948 และตัวอยางจากวัตถุพยานจริง โดยเจือจางตัวอยาง 

control DNA ทั้งสอง ใหไดความเขมขน 500, 250, 125, 62.5 และ 31.3 พิโคกรัม และ ตัวอยาง

วัตถุพยานจริงอีก 57 ตัวอยาง (แบงตัวอยางได 8 ชนิด ไดแก เลือด ผม เล็บ เยื่อบุกระพุงแกม เทป

กาวเหนียว กนกรองบุหรี่ เสื้อผา และแปรงสีฟน) ซึ่งสุมเลือกตัวอยางมาจาก ศูนยพิสูจนหลักฐาน 10 

สํานักงานพิสูจนหลักฐานตํารวจ โดยตัวอยางวัตถุพยานทั้งหมดนั้นสกัดโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ DNA 

IQTM  system (Promega, WI, USA) เตรียมตัวอยางในการศึกษาโดยตัดไมสําลีพันปลายใหเปนขนาด

เล็กประมาณ 5×5 มิลลิเมตร หรือตัวอยางที่เปนเทปกาวขนาด 3×3 มิลลิเมตร ใส หลอด 1.5 

ไมโครลิตร จากนั้นเติม Lysis buffer ที่มีสวนผสมของ DTT (เขมขนเปนอัตราสวน 1 โมลตอลิตร)  

200 ไมโครลิตร ลงบนตัวอยางที่เตรียมไว  นําไปบมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

จากนั้นนําตัวอยางใสในหลอด 1.5 ไมโครลิตรที่มีตัวกรองวางอยูดานบน  (Spin basket) ที่วางบน

หลอด 1.5 ไมโครลิตร  จากนั้น หมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิหองดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

2 นาที และนําตะแกรงดานบนออก  เติมเรซิน (Resin) 7 ไมโครลิตร ลงในสารละลายที่เหลือจากการ

หมุนเหวี่ยง  เขยาใหเขากัน ประมาณ  15 วินาที  ตั้งทิ้งไวประมาณ 5 นาที เพื่อใหเรซินจับกับดีเอ็น

เอในตัวอยางไดดี จากนั้นนําหลอดตัวอยางวางลงบน Magnetic stand ดูดสารละลายทิ้งและเติม 

Lysis buffer 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน ประมาณ  15 วินาที ดูด Lysis buffer ทิ้ง  ทําการลาง

ตัวอยางดวย 1X Wash buffer  3 ครั้งโดยใชปริมาณครั้งละ 100 ไมโครลิตร  เมื่อลางครบสามครั้งให

เปดฝาทิ้งไวเปนเวลา 5 นาที และ เติม Elution buffer 20 ไมโครลิตรลงในหลอดตัวอยาง เขยาให

เขากันประมาณ  15 วินาที และนําไปบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นนําตัวอยาง

มาเขยาใหเขากันประมาณ  15 วินาที และวางลงบน Magnetic stand  ดูดสารละลายใสที่เหลือใน

กนหลอดใสหลอด 1.5 ไมโครลิตรหลอดใหม และเก็บรักษาตัวอยางไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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การวัดปริมาณดีเอ็นเอ 
 

ทําการวัดปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางวัตถุพยานจริงที่ผานการสกัดแลวดวยวิธี 

Real-time PCR ใชชุดน้ํายาหาปริมาณ QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit โดยนําดี

เอ็นเอที่ผานการสกัดจํานวน 1 ไมโครลิตรใสในสารละลาย Quantifiler PCR Reaction Master Mix 

ปริมาณ 11.5 ไมโครลิตรตอหนึ่งตัวอยาง (Quantifiler Human Primer Mix  6.25 ไมโครลิตร และ 

Quantifiler PCR Reaction Mix 5 .25 ไมโครลิตร )  จากนั้ น ใช เครื่ อ งมือ  ABIPRISM® 7000 

Sequence Detection System เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยมี TaqMan® probe ตรวจวัดการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอในแตละรอบของปฏิกิริยาและเทียบปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอจากตัวอยางจาก

ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA Standard) 8 ความเขมขน โดยมีความเขมขนเริ่มตนสูงสุด 50 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตรและเจือจางความเขมขนต่ําสุดที่ 0.023 นาโนกรัมตอไมโครลิตร วิเคราะหปริมาณความ

เขมขนของดีเอ็นจากตัวอยางดวยโปรแกรม SDS Software v1.0 ในหนวย นาโนกรัมตอไมโครลิตร 

 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ   
 

สําหรับชุดน้ํายาสําเร็จรูป AmpFlSTR® Identifiler® Plus ทําการเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอในสารละลายปริมาณทั้งหมด 12.5 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบไปดวย สารละลาย PCR Master 

Mix 5.0 ไมโครลิตร สารละลาย Primer Mix 2.5 ไมโครลิตร และเติม สารสกัด DNA 5.0 ไมโครลิตร 

ทําการเพิ่มปริมาณ DNA ดวยเครื่อง ABI 9700 ซึ่งมีสภาวะดังนี้: 95 องศาเซลเซียส นาน 11 นาที 

ตามดวย 28 cycles ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 วินาที และ 59 องศาเซลเซียส นาน 

3 นาที ขั้นตอนสุดทายที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และเก็บรักษาผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดไว

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 1) 

สําหรับชุดน้ํายาสําเร็จรูป QIAGEN® Investigator IDplex® Plus ทําการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอในสารละลายปริมาณสุทธิทั้งหมด 12.5 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวย Fast Reaction 

Mix 3.75 ไมโครลิตร  Primer Mix 1.25 ไมโครลิตร และ Nuclease-free water 2.5 ไมโครลิตร 

เติมสารสกัด DNA 5.0 ไมโครลิตร ทําการเพิ่มปริมาณ DNA ดวยเครื่อง ABI 9700 ซึ่งมีสภาวะดังนี้: 

95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ตามดวย 30 cycles ที่อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
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วินาที และ 61 C เปนเวลา 2 นาที และเก็บรักษาผลิตภัณฑพีซีอารไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

(ตารางที่ 1) 

 

ตารางที่ 1 แสดงสภาวะสําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase chain reaction 

ตามคูมือการใชงานของแตละชุดน้ํายา  

AmpFlSTR® Identifiler® Plus QIAGEN® Investigator IDplex Plus 

อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ 

95 ๐c 11 นาที  95 ๐c 5 นาที  

94 ๐c 

59 ๐c 

72 ๐c 

1 นาที 

1 นาที่ 

1 นาที 

28 รอบ 

96 ๐c 

61 ๐c 
10 วินาท ี

2 นาที 
30 รอบ 

60 ๐c 60 นาที  - -  

4 ๐c ∞  4 ๐c ∞  

 

ตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ 
 

ทําการวิเคราะหผลิตภัณฑพีซีอารดวยเครื่อง ABI 3130xl Genetic Analyzer พอลิ

เมอรที่ใชคือ POP-4 และคาพิลลารีความยาว 36 เซนติเมตร เติม PCR products 1 ไมโครลิตร ลงใน 

Formamide 10.7 ไมโครลิตร  และ Genescan LIZ-500 0.3 ไมโครลิตร  สํ าหรับชุ ดน้ํ ายา 

Identifiler® Plus kit และสําหรับชุดน้ํายา IDplex Plus เติม Formamide 12 ไมโครลิตร และเติม 

DNA Size Standard 550 (BTO) 0.5 ไมโครลิตร สารละลายพีซีอารทั้งหมดจะนําไปบมที่อุณหภูมิ 

95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ใชสภาวะการฉีดสาร 15 kV/5 วินาที และ 3 kV/10 วินาที

สําหรับชุดน้ํายา Identifiler® Plus และ IDplex Plus kit ตามลําดับ ขอมูลที่ไดถูกนําเขาสูโปรแกรม 

GeneMapper® ID v. 3.2 เพื่อตรวจวิเคราะหในขั้นตอไป โดยกําหนดขั้นต่ําของความสูงพีคไวที่ 50 

RFU 

 

ทดสอบความไววิเคราะห 
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เตรียมตัวอยางดีเอ็นเอควบคุม 9947A และ 9948 ดวยเทคนิค Serial dilution ให

ไดความเขมขน 50, 25, 12.5, 6.25 และ 31.3 พิโคกรัมตอไมโครลิตร โดยใช TA buffer 15 

ไมโครลิตร (รูปที่ 4) จากนั้นเก็บดีเอ็นเอที่เจือจางแลวไวที่ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปเพิ่มปริมาณ 

DNA สําหรับการวิเคราะหความไววิเคราะหที่ปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน 500, 250, 125, 62.5, and 31.3 

พิโคกรัม  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  4 แสดงการเจือจางตัวอยางดีเอ็นเอควบคุมดวยเทคนิค Serial dilution  
 

ศึกษาตัวยับยั้งกระบวนการพีซีอาร 
 

ตัวยับยั้งกระบวนการพีซีอาร 3 ชนิดที่ใชไดแก ฮิวมิคแอซิด เฮมาติน และ แคลเซียม 

จาก Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) เตรียมสารละลายฮิวมิคแอซิดความเขมขน 5000 นาโน

กรัมตอไมโครลิตร โดยชั่งฮิวมิคแอซิด ใหได 0.0025 กรัม ละลายในน้ํา 500 ไมโครลิตรจากนั้น ทําการ

เจือจางใหได ความเขมขนสุดทาย 375 750 และ 1125 นาโนกรัมตอไมโครลิตร โดยเติมน้ําและ

สารละลายฮิวมิคแอซิดทีเ่ตรียมไว ดังแสดงในตารางที่ 2 

 

ตารางที่ 2 แสดงปริมาณสารละลายฮิวมิคแอซิดและน้ําเพื่อเตรียมสารละลายฮิวมิคแอซิดที่ความ

เขมขนตางๆ 

ความเขมขน ฮิวมิคแอซิด ปริมาณสารละลายฮิวมิคแอซิด ปริมาณน้ํา 

375 ng/µl 3.75 µl 46.25 µl 

9947A และ 9948 0.1 ng/ul 

Control DNA 15 ul  

+ TA buffer 15 ul 

15 ul + TA buffer 15 ul 
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750 ng/µl 7.50 µl 42.50 µl 

1125 ng/µl 11.25 µl 38.75 µl 

เตรียมสารละลายเฮมาตินความเขมขน 10,000 ไมโครโมลาร โดยชั่งเฮมาตินใหได 

0.0032 กรัม ละลายใน 0.1 นอมัลของโซเดียมไฮดรอกไซด 500 ไมโครลิตร และเจือจางใหไดความ

เขมขนสุดทายเทากับ 1,500 ไมโครโมลาร 3,000 ไมโครโมลาร และ 4,500 ไมโครโมลาร โดยเติม

สารละลายตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 3 

ตารางที่ 3 แสดงปริมาณสารละลายเฮมาตินและน้ําเพื่อเตรียมสารละลายเฮมาตินที่ความเขมขนตางๆ 

ความเขมขน เฮมาติน ปริมาณสารละลายเฮมาติน ปริมาณน้ํา 

1,500 µM 7.50 µl 42.50 µl 

3,000 µM 15.00 µl 35.00 µl 

4,500 µM 22.50 µl 27.50 µl 

ในสวนของแคลเซียม เตรียมสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05 โมลาร 

โดยชั่ง แคลเซียมคลอไรดใหได 0.0027 กรัม ละลายในละลายในน้ํากลั่น  500 ไมโครลิตร นําไปเจือ

จางใหไดความเขมขน 0.005 มิลลิโมลาร  0.010 มิลลิโมลาร  และ 0.015 มิลลิโมลาร เติมน้ําและ

สารละลายแคลเซียม ดังแสดงในตารางที่ 4 

ตารางที่ 4 แสดงปริมาณสารละลายแคลเซียมและน้ําเพื่อเตรียมสารละลายแคลเซียมที่ความเขมขน

ตางๆ 

ความเขมขนแคลเซียม ปริมาณสารละลายแคลเซียม ปริมาณน้ํา 

0.005 mM 5.00 µl 45.00 µl 

0.010 mM 10.00 µl 40.00 µl 

0.015 mM 15.00 µl 35.00 µl 

 

ในการศึกษาเปรียบเทียบความคงทนตอตัวยับยั้งปฎิกิริยาพีซีอารระหวางชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus กับ QIAGEN® Investigator IDplex Plus ตัวยับยั้งแตละความ

เขมขมถูกนําไปเติมในสารละลายพีซีอารที่มี control DNA 9947A หรือ 9948 จํานวน 500 พิโคกรัม 
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ศึกษา ในแตละหลอดทดลองนั้นไดเติมตัวยับยั้งกระบวนการพีซีอารในปริมาณที่แตกตางกัน ดังนี้ ฮิว

มิคแอซิด 75, 150 และ 225 นาโนกรัมตอไมโครลิตร เฮมาติน 300, 600, 900 ไมโครโมลาร และ 

แคลเซียมคลอไรด 1, 2 และ  3 มิลลิโมลาร หลังจากนั้นนําตัวอยางเขาสูขั้นตอนการเพิ่มปริมาณและ

ตรวจวัดดีเอ็นเอดวยทั้งสองชุดน้ํายา และเปรียบเทียบขอมูลจากลายพิมพดีเอ็นเอ ที่ไดระหวางชุด

น้ํายาทั้งสองชนิด ในดานความสูงของอัลลีลและความสมบูรณของลายพิมพดีเอ็นเอ 

 

ศึกษาประสิทธิภาพการนําไปใชกับวัตถุพยานจริง 
 

จากตัวอยางวัตถุพยานจริงจํานวน 57 ตัวอยางที่สุมเก็บมาจากกลุมงานชีววิทยาและ

ดีเอ็นเอ ศูนยพิสูจนหลักฐาน 10 ซึ่งแบงไดเปน 8 ชนิด ไดแก คราบเลือด เยื่อบุกระพุงแกม แปรงสีฟน 

เล็บ กนกรองบุหรี่ เสื้อผา ดีเอ็นเอจากการสัมผัสที่เก็บโดยเทปกาวดานเหนียวและ เก็บโดยใชไมพัน

สําลี นํามาสกัดและวัดปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเทคนิคเรียลไทมพีซีอาร ดวยชุดน้ํายาสําเร็จรูป 

Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit (Applied Biosystems)  โดยดํ า เนินการตาม

ขั้นตอนที่ระบุไวในคูมือจากผูผลิต และนําตัวอยางที่มีปริมาณดีเอ็นเอตั้งแต 0.01 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตรขึ้นไปเขาสูการเพิ่มปริมาณ STR และจัดทําลายพิมพ STR ตามขั้นตอน ดวยชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus จากนั้นนําขอมูลลาย

พิมพ STR มาวิเคราะหโดยคัดตัวอยางท่ีเปนโพรไฟลผสมออกและเปรียบเทียบจํานวนอัลลีลที่ตรวจวัด

ไดระหวางชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณ STR ทั้งสองชุดในตัวอยางแตละชนิด 

 

ตารางที่ 5 แสดงชนิดและเลขวัตถุพยานที่สุมเก็บ 

ชนิดวัตถุพยาน หมายเลขตัวอยาง  ชนิดวัตถุพยาน หมายเลขตัวอยาง 

เลือด (13) 2186  กนกรองบุหรี่ 4551 

 2475   4552 

 3094   4631 

 3103   4632 

 3162  เสื้อผา (4) 1128 

 3173   2703 
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 3587   3054 

 4079   4431 

 4649  ผม (1) 4713 

 4667  เล็บ (1) 4511 

 4671  เทปกาวเหนียว (4) 3552 

 4711   4464 

 4721   4615 

เยื่อบุกระพุงแกม (13) 1187   4741 

 2055  กานพันสําลี (8) 3697 

 2092   3887 

 2117   3903 

 2728   4687 

 2833   4706 

 3474   4726 

 3987   4735 

 4011   4736 

 4090  เทปลิฟต (4) 3287 

 4098   3376 

 4100   3383 

 4797   3470 

กนกรองบุหรี่ (7) 1985   4452 

 3871  แปรงสีฟน (1) 4381 

 4181  รวม 57 

 

การวิเคราะหทางสถิต ิ

 ขอมูลที่ไดจากการทดลองตางๆถูกนํามาวิเคราะหดวยพารามิเตอรทางสถิติที่สําคัญ

ในงานนิติพันธุศาสตรดังตอไปนี้ 
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Percent profile: จํานวนอัลลีลที่ตรวจวัดไดนําไปคํานวณเปอรเซ็นตโพรไฟลโดย

หารดวย 32 (จํานวนอัลลีลสูงสุดที่สามารถตรวจวัดได) ตําแหนงที่เปน Homozygous ที่มีความสูง

ของอัลลีล 150 RFU ขึ้นไป จะนับเปน 2 อัลลีล หากนอยกวานั้นจะนับเปนอัลลีลเดียว ดังสมการ 

Percent profile =
จํานวนอัลลีลสงูสุดที่สามารถตรวจวัดได

32
� 100 

Peak height: คํานวนคาเฉลี่ยความสูงของพีคของสองอัลลีลที่ในตําแหนงเปน

Heterozygous ความสูงของพีคของอัลลีลเดี่ยวในตําแหนงที่เปน Homozygous จะถูกหารสอง 

Peak height =
ความสูงของพีคท่ีสูงกวา + ความสูงของพีคท่ีต่ํากวา

2
 

Intra-locus balance: คํานวณไดโดยนําคาความสูงของพีคทั้งสองมาหารกันสําหรับ

ตําแหนงที่เปน Heterozygous ถามีคาใกล 1 หมายถึงพีคทั้งสองมีความสมดุลกัน  

Intra locus balance =
ความสูงของพีคท่ีต่ํากวา

ความสูงของพีคท่ีสูงกวา
 

Inter-locus balance: นําขอมูลความสูงของอัลลีลมาคํานวณทางสถิติและ

เปรียบเทียบขอมูล ตามวิธีการซึ่งศึกษาและรายงานโดย Tvedebrink และคณะ [11] ดังสมการ 

Inter locus balance

=
ความสูงรวมของพีคในตําแหนงน้ัน ความสูงเฉลีย่ของพีคจากทุกตําแหนง

�ความสงูเฉลี่ยของพีคจากทุกตําแหนง
 

Stutter ratio: คํานวนโดยการนําความสูงของพีคตรงตําแหนง n-4 bp มาหารดวย

ความสูงของอัลลีลจริงที่ตําแหนง n 

Stutter ratio =
ความสูงของพีคสตัตเตอร

ความสูงของพีคจริง
 

Allelic drop-in: คือพีคที่ไมปรากฏในลายพิมพอางอิง ไมใช stutter และไมใชพีค

ที่มาจาก pull-up
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บทที่ 3 
 

ผลการศึกษาความไววิเคราะห (Sensitivity study) 
 

ในการพิจารณาประสิทธิภาพของชุดน้ํายาสําเร็จรูปสําหรับการทําลายพิมพดีเอ็นเอ

นั้น ความไววิเคราะหเปนคุณสมบัติที่สําคัญ ความไววิเคราะหแสดงปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนที่นอยที่สุดที่

ชุดน้ํายาแตละชุดสามารถเพิ่มปริมาณไดและใหผลลายพิมพดีเอ็นเอที่สมบูรณได ผลการทดลองศึกษา

เปรียบเทียบความไววิเคราะหระหวางชุดน้ํายาทั้งสองใหผลการศึกษาถูกแสดงในรูปที่ 5 คาเฉลี่ยความ

สูงของพีคในแตละปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนระหวางชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ 

QIAGEN® Investigator IDplex Plus แสดงผลตามลําดับ ดังนี้ ที่ปริมาณดีเอ็นเอ 500 พิโคกรัม 

ความสูงเฉลี่ยของพีคเทากับ 1,432 และ 2,606 RFU ที่ปริมาณดีเอ็นเอ 250 พิโคกรัมคาเฉลี่ยความ

สูงของพีคเทากับ 689 และ 1498 RFU ปริมาณดีเอ็นเอ 125 พิโคกรัม คาเฉลี่ยความสูงของพีคเทากับ 

360 และ 807 RFU ปริมาณดีเอ็นเอ 62.5 พิโคกรัมคาเฉลี่ยความสูงของพีคเทากับ 208 และ 452 

RFU และ ปริมาณดีเอ็นเอ 31.25 พิโคกรัมคาเฉลี่ยความสูงของพีคเทากับ 123 และ 203 RFU จาก

การศึกษา ชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีคาความสูงของพีคสูงกวาเปนเทาตัวเมื่อ

เปรียบเทียบกับคาเฉลี่ยความสูงของพีคจากชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในทุกๆปริมาณ

ดีเอ็นเอตั้งตนอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(p < 0.05) 
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รูปที่   5 แสดงการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยความสูงของอัลลีล ระหวางชุดน้ํ ายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus ในแตละปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน (n=20) 

นอกจากคาความสูงของพีค การศึกษาคุณภาพของลายพิมพดีเอ็นเอก็มีความสําคัญ

เชนกัน เนื่องดวยชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex 

Plus เปนชุดน้ํายาที่ตรวจพิสูจน STR 16 ตําแหนง เหมือนกัน นั่นหมายถึง ในแตละลายพิมพดีเอ็นเอ

สามารถตรวจพบอัลลีลไดสูงสุด 32 อัลลีลหรือเปอรเซ็นตโพรไฟล 100 เปอรเซ็นต (Full profile) 

หากตรวจวัด STR ไดไมครบทุกตําแหนงหรือมีอัลลีลในบางตําแหนงหายไป ผลเปอรเซ็นตโพรไฟลก็จะ

ต่ํากวา 100 เปอรเซ็นต (Partial profile) จากผลการทดลองเปรียบเทียบเปอรเซ็นตโพรไฟลในแตละ

ปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนของชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator 

IDplex Plus ผลตามลําดับ ดังนี้ ที่ปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน 250-500 พิโคกรัม อลัลีลที่ตรวจวัดไดของ

ทั้งสองชุดน้ํายาเทากับ  100 เปอรเซ็นตเทากัน ที่ปริมาณดีเอ็นเอ 62.5-125  พิโคกรัม เปอรเซ็นตโพร

ไฟลของ AmpFlSTR® Identifiler® Plus เทากับ  97 เปอรเซ็นต ในขณะที่ชุดน้ํายา QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus สามารถตรวจวัดอีลลีลไดครบทั้ง 100 เปอรเซ็นต และ ที่ปริมาณดีเอ็นเอ 

31.25 พิโคกรัม ทั้งสองชุดน้ํายาใหผลเปนโพรไฟลที่ไมสมบูรณ ตรวจวัดได 29 อัลลีล คิดเปน 91 

เปอรเซ็นต ดังแสดงในรูปที่ 6 
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รูปที่  6 แสดงการเปรียบเทียบเปอรเซ็นโพรไฟลระหวางชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus 

และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus ชวงปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน 5 ความเขมขน (n=20) 

 

ความสมดุลของความสูงของอัลลีลในแตละตําแหนง STR (Intra-locus balance) 
 

รูปที่ 7 แสดงผลการศึกษา Intra-locus balance เมื่อเปรียบเทียบอัตราสวนความ

สูงของสองอัลลีลในแตละตําแหนงที่พบสองอัลลีล (Heterozygous) ระหวางชุดน้ํายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus พบวาเมื่อปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนนอยลง 

Intra-locus balance ทั้งสองชุดน้ํายามีแนวโนมลดลง และมีคาใกลเคียงกันมากระหวางขอมูลของ

ชุดน้ํายาทั้งสองชุด แตสังเกตุพบความแตกตางของคาอัตราสวน Intra-locus balance ระหวางทั้ง

สองชุดน้ํายาเล็กนอยในตัวอยางที่มีปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนนอย (31.25 พิโคกรัม) โดยคา Inter-locus 

balance ของชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีคามากกวา ชุดน้ํายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus 
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รูปที่  7 แสดงอัตราสวน Intra-locus balance ที่ปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน 500 – 31.25 พิโคกรัม โดย

เปรียบเทียบระหวาง ชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator 

IDplex Plus วงกลมใหญและสามเหลี่ยมใหญแสดงถึงคาเฉลี่ย 
 

ความสมดุลของความสูงของอัลลีลระหวางตําแหนง STR (Inter-locus balance) 
 

ผลการศึกษาเปรียบเทียบในงานวิจัยนี้พบวา ชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® 

Plus มี ความสมดุลของคาความสูงของอัลลีลในลายพิมพ STR ที่ดีกวาลายพิมพดีเอ็นเอจากชุดน้ํายา 

QIAGEN® Investigator IDplex Plus ดังแสดงในรูปที่ 8 ซึ่งแสดงผลการศึกษาเรียงตามฉลากสี 

ไดแก สีน้ําเงิน สีเขียว สีดํา และ สีแดง จะเห็นวาในแตละฉลากสีของชุดน้ํายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus คา Inter-locus balance ของแตละตําแหนง STR มีคาใกลเคียงกัน ตางกับลาย

พิมพดีเอ็นเอจากชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ซึ่ง STR ตําแหนงที่มีขนาดใหญกวา

ในฉลากสีชนิดเดียวกันจะมีความสูงของอัลลีลที่สูงกวา STR ตําแหนงที่มีขนาดเล็กกวา และเมื่อ

เปรียบเทียบความตางของ Inter-locus balance ระหวางแตละฉลากสีของลายพิมพดีเอ็นเอของทั้ง

สองชุดน้ํายาพบวาผล Inter-locus balance ทีไ่ดใกลเคียงกันระหวางแตละฉลากสี 

ปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน (พิโคกรัม) 
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รูปที่  8 แสดงคา Inter-locus balance เรียงตามฉลากสีและขนาดของผลิตภัณฑพีซีอารของชุด

น้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus 

 

ความคงทนตอตัวยับยั้งกระบวนการพีซีอาร (Inhibitor tolerance study) 
 

จากผลการทดลองของการเติมแคลเซียมคลอไรดลงไปในสารละลายพีซีอารปริมาณ 

1 มิลลิโมลาร พบวาไมมีความแตกตางกันของลายพิมพดีเอ็นเอระหวางทั้งสองชุดน้ํายา โดยทั้งสองชุด

น้ํายาสามารถตรวจดีเอ็นเอไดลายพิมพดีเอ็นเอสมบูรณครบทุกตําแหนงเหมือนกับตัวอยางควบคุม

บวกที่ไมไดเติมแคลเซียมคลอไรดลงไป (รูปที่ 9) และเมื่อปริมาณแคลเซียมในสารละลายพีซีอารผสม

เพิ่มขึ้นจํานวนอัลลีลที่ตรวจวัดไดก็ลดลงในทั้งสองชุดน้ํายา  เมื่อเปรียบเทียบจํานวนอัลลีลที่ตรวจวัด

ไดที่ปริมาณแคลเซียมเทากันระหวางชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus พบความแตกตางกันคือ ชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus 

สามารถตรวจวัดอัลลีลไดจํานวนมากกวา ดังนี้  ที่ปริมาณแคลเซียม 2 มิลลิโมลาร ชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus สามารถตรวจวัดอัลลีล ได  11 อัลลีล  ในขณะที่  QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus ได  21.5 อัลลีล และที่ปริมาณแคลเซียม 3 มิลลิ โมลาร  ชุดน้ํ ายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus ตรวจได  5.5 และ 

15.5 อัลลีล ตามลําดับ อีกทั้งชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีคาเฉลี่ยความสูงของ



34 

 

พีคที่สูงกวา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ซึ่งผลการทดลองก็สอดคลองกับการผลการศึกษาดาน

ความไววิเคราะห นั่นแสดงใหเห็นถึงชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีความคงทน

ตอแคลเซียมในกระบวนการพีซีอารที่ดีกวาชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus อยางไรก็ตาม 

คาเฉลี่ยความสูงของพีคทั้งสองชุดน้ํายามีแนวโนมลดลงเหมือนกันเมื่อปริมาณแคลเซียมในสารละลาย

พีซีอารผสมเพิ่มขึ้น  

รูปที่  9 แสดงการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยความสูงของอัลลีลและจํานวนอัลลีล ระหวางชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus จากการเติมแคลเซียม

แตละความเขมขน 

 

ผลการศึกษาความคงทนตอฮิวมิคแอซิดในกระบวนการพีซีอาร โดยเปรียบเทียบ

ความสูงของอัลลีลและจํานวนอัลลีลที่ตรวจวัดได ระหวางทั้งสองชุดน้ํายาในตัวอยางที่มีความเขมขน

ของฮิวมิคแอซิดเทากันในสารละลายพีซีอาร พบวาสามารถตรวจวัดอัลลีลไดครบสมบูรณทุกตําแหนง

ในฮิวมิคแอซิดทุกๆความเขมขนเมื่อใชชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus (รูปที่ 10) แต

สําหรับชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus พบผลลายพิมพดีเอ็นเอสมบูรณในตัวอยาง

ฮิวมิคแอซิดความเขมขน 75 และ 150 นาโนกรัมตอไมโครลิตรเทานั้น สวนในตัวอยางที่มีฮิวมิคแอซิด

ความเขมขน 225 นาโนกรัมตอไมโครลิตร พบวาเกิด Allelic drop out จํานวน 2 อัลลีล เมื่อ
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เปรียบเทียบความสูงเฉลี่ยของอัลลีล ผลปรากฎวาชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus 

ใหคาเฉลี่ยความสูงของอัลลีลที่สูงกวาชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในทุกความเขมขน

ของฮิวมิคแอซิด 

 
รูปที่ 10 แสดงการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยความสูงของอัลลีลและจํานวนอัลลีล ระหวางชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus จากการเติมฮิวมิค

แอซิดแตละความเขมขน 

ผลการทดลองเติมเฮมาตินซึ่งเปนตัวยับยั้งกระบวนการพีซีอารที่พบมากในตัวอยาง

เลือดปรากฏวา ไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดจากทุกตัวอยางความเขมขนของเฮมาตินดวยชุด

น้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในขณะที่ ชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus 

สามารถตรวจวัดได 31 25 และ 1 อัลลีล จากตัวอยางเฮมาตินความเขมขน 300 600 และ 900 ไม

โครโมลาร ตามลําดับ (รูปที่  11) แสดงใหเห็นถึงแนวโนมจํานวนอัลลีลที่ตรวจวัดไดลดลงเมื่อปริมาณ

เฮมาตินในสารละลายพีซีอารเพิ่มขึ้น ผลการทดลองในสวนนี้เห็นความแตกตางอยางชัดเจนวาชุด

น้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีประสิทธิภาพความคงทนตอเฮมาตินที่ดีกวาชุดน้ํายา 
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รูปที่ 11 แสดงการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยความสูงของอัลลีลและจํานวนอัลลีล ระหวางชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus จากการเติมเฮมาติน

แตละความเขมขน 

 

ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการใชชุดน้ํายากับตัวอยางวัตถุพยานจริง (Real case 

performance) 

 

 ผูวัจัยไดทําการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอโดยใชชุดน้ํายาทั้งสองจากวัตถุพยานจริงทั้งหมด 57 

ตัวอยาง จากนั้นคัดเลือกตัวอยางที่เปนโพรไฟลผสมออกไป รวมทั้งไดคัดตัวอยางที่มีความเขมขนของ

ดีเอนเอต่ํากวา 0.01 นาโนกรัมตอไมโครลิตรออกดวย ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 6 จากขอมูล

ชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus สามารถตรวจวัดไดจํานวนอัลลีลเฉลี่ยมากกวาเพียง

เล็กนอย คือ 27.07 อัลลีล ในขณะท่ีคาเฉลี่ยอัลลีลที่ตรวจวัดไดของชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator 

IDplex Plus มีคา 26.44 อัลลีล ขอมูลทั้งสองชุดมีความแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (p> 0.05) จาก

การคํานวณทางสถิติดวย Wilcoxon Signed - Rank Test  
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ตารางที่ 6 แสดงอัลลีลที่ตรวจวัดไดจากตัวอยางวัตถุพยานจริงทั้งหมด 8 ชนิด เปรียบเทียบระหวาง

ชุ ดน้ํ า ย า  AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และ  QIAGEN® Investigator IDplex Plus  สี ข า ว 

แสดงถึงลายพิมพดีเอ็นเอที่สมบูรณ (Full STR profile) สีแดงแสดงถึงตัวอยางที่ชุดน้ํายา IDplex 

Plus สามารถใหจํานวนอัลลีลที่มากกวา และสีฟาแสดงถึงตัวอยางที่ชุดน้ํายา Identifiler® Plus 

สามารถใหจํานวนอัลลีลที่มากกวา 
ตัวอยาง ความเขมขน (ng/uL) ปริมาณดีเอ็นเอ (ng) Identifiler Plus IDplex Plus 

คราบเลือด 1 1.070 0.50 32 32 

คราบเลือด 2 61.100 0.50 32 32 

คราบเลือด 3 0.025 0.13 16 20 

คราบเลือด 4 0.024 0.12 24 18 

คราบเลือด 5 0.028 0.14 4 10 

คราบเลือด 6 0.105 0.50 16 32 

คราบเลือด 7 12.600 0.50 32 32 

คราบเลือด  8 15.800 0.50 32 32 

คราบเลือด 9 19.700 0.50 32 32 

คราบเลือด 10 8.010 0.50 32 32 

คราบเลือด 11 0.023 0.12 32 15 

คราบเลือด 12 0.026 0.13 32 14 

เยื่อบุกระพุงแกม 1 1.240 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 2 60.200 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 3 45.100 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 4 43.000 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 5 96.300 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 6 31.100 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 7 93.600 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 8 2.750 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 9 17.200 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 10 16.700 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 11 9.570 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 12 9.570 0.50 32 32 

เยื่อบุกระพุงแกม 13 11.000 0.50 32 32 

กนกรองบุหรี่1 1.760 0.50 32 30 

กนกรองบุหรี่2 0.011 0.06 2 12 

กนกรองบุหรี่3 0.025 0.13 16 16 
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กนกรองบุหรี่4 0.024 0.12 32 32 

กนกรองบุหรี่5 0.109 0.50 32 30 

กนกรองบุหรี่6 10.500 0.50 32 32 

กนกรองบุหรี่7 0.667 0.50 32 32 

เทปพันสายไฟ 1 0.015 0.08 8 10 

เทปพันสายไฟ 2 0.262 0.50 32 32 

เทปพันสายไฟ 3 0.262 0.50 32 32 

เทปพันสายไฟ 4 0.162 0.50 13 8 

เทปพันสายไฟ 5 0.022 0.11 13 5 

ผม 5.630 0.50 32 32 

เสื้อผา 10.100 0.50 31 32 

กานสําลี 1 5.520 0.50 32 32 

กานสําล ี2 0.011 0.05 12 23 

กานสําล ี3 0.011 0.05 28 8 

กานสําล ี4 0.057 0.29 22 18 

กานสําลี 5 0.121 0.50 32 29 

เทปกาวเหนียว  1 0.050 0.25 21 28 

เฉลี่ย (SD) 13.14 (23.6) 0.37 (0.19) 27.07 (8.73) 26.44 (8.76) 
 

 

ความไมสอดคลองของลายพิมพ STR (Non-concordance study) 
 

จากการศึกษาเปรียบเทียบทั้งหมด 726 อัลลีลดวยตัวอยางวัตถุพยานจริง พบวามีอัล

ลีลที่มีการรายงานผลจีโนไทปไมสอดคลองจํานวน 2 อัลลีล จากตําแหนง TPOX โดย ชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus ใหผลจีโนไทปเปนอัลลีล 7 และ 10 มีความสูงของอัลลีล 1104 

และ 1262 RFU ตามลําดับ ในขณะที่ขอมูลจากชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus 

ใหผลจีโนไทปเปน 8 และ 11 มีความสูงของอัลลีล 2623 และ 2855 RFU ตามลําดับ จากการสังเกต

พบวาอัลลีลจากชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus มีการเลื่อนขยับไปทางขวาของชอง Bin 

ดังแสดงในรูปที่ 12  



39 

 

 
รูปที่ 12 แสดงความไมสอดคลองของอัลลีลในตําแหนง TPOX ของชุดน้ํายา Identifiler® Plus 

(ดานบน) และอัลลีลจากชุดน้ํายา IDplex Plus (ดานลาง) ของตัวอยางเลือดหมายเลข 2475 

 

การศึกษาพีคสตัตเตอร (Stutter study) 

 

ผลการศึกษาความสูงพีคสตัตเตอร (Stutter ratio) ระหวางชุดน้ํายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus  และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus ดวยตัวอยางวัตถุพยานจริง 57 

ตัวอยางที่รวบรวมจากกลุมงานตรวจพิสูจนชีววิทยาและดีเอ็นเอแยกตามตําแหนง STR ถูกแสดงในรูป

ที่ 13 จากขอมูลพบวาอัตราสวนความสูงของพีคสตัตเตอรจากทั้งสองชุดน้ํายาแทบไมมีความแตกตาง

กัน 
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รูปที่ 13 แสดงอัตราสวนความสูงของพีคสตัตเตอรของอัลลีลตางๆ ในลายพิมพดีเอ็นเอ 15 ตําแหนง 

สีฟาคืออัตราสวนความสูงของพีคสตัตเตอรจากชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และสี

แดงแสดงสตัตเตอรของชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus (n=57)  

 

นอกจากนี้อัตราสวนความสูงของพีคสตัตเตอรจากตัวอยางดีเอ็นเอควบคุม 9947A และ 

9948  ในชวง 31.25 – 500 พิโคกรัมกม็ีความใกลเคียงกันจากในแตละตัวอยางปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน

ที่เทากัน (รูปที่ 14) ชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus มีอัตราสวนของสตัตเตอรอยูในชวง

รอยละ 6 – 11 และ ชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus อยูในชวงรอยละ 7 – 9 ความ

สูงของพีคเกิดสตัตเตอรจากชุดน้ํายาทั้งสองชุดเพิ่มขึ้นเมื่อปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนในการเพิ่มปริมาณ

นอยลง [38, 39] และเมื่อเปรียบเทียบคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) พบวา ในชวงความเขมขน 62.5 – 

500 พิโคกรัม ของทั้งสองชุดน้ํายามีความใกลเคียงกัน  แตพบความแตกตางกันมากในตัวอยางที่มี

ปริมาณ DNA 31.25 พิโคกรัม นั่นคือ  ชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus มีคา SD เทากับ 

0.12 ในขณะท่ี ชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีคา SD แคเพียง 0.04 แตอยางไรก็

ตาม ผลการทดลองแสดงใหเห็นถึงอัตราสวนความสูงของพีคสตัตเตอรของชุดน้ํายาทั้งสองยังอยู

ในชวงที่เหมาะสม คือต่ํากวารอยละ 15 ของอัลลีลจริง ตามขอกําหนดสําหรับงานทางนิติวิทยาศาสตร 

[31] 
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รูปที ่14 แสดงคาเฉลี่ยอัตราสวนความสูงของพีคสตัตเตอรจากตัวอยางดีเอ็นเอคุมที่มีปริมาณตั้งตน

อยูในชวง 500 – 31.25 พิโคกรัม ของชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus (สีฟา)  และของ

ชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus (สีแดง) 
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บทที่ 4 

วิจารณผลการทดลอง 

ลายพิมพดี เอ็นเอที่สามารถนําไปใชงานและมีผลทางกฎหมายจะตองผาน

กระบวนการที่ถูกตอง มีการควบคุมตามมาตรฐาน ซึ่งเริ่มตั้งแตขั้นตอนการเก็บรักษาวัตถุพยานตองมี

การปองกันการปนเปอน ปริมาณดีเอ็นเอจะตองเพียงพอตอการเพิ่มปริมาณ ไมมตีัวยับยั้งกระบวนการ

พีซีอาร มกีารแปลผลที่ถูกตอง ลายพิมพดีเอ็นเอที่ดีนั้นจะตองพิจารณาจากหลายๆองคประกอบทั้งใน

เชิงคุณภาพและปริมาณ การเลือกใชชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอนั้นมีผลโดยตรงกับคุณภาพของลาย

พิมพดีเอ็นเอและสําคัญตอการนําไปใชในทางกฎหมาย ซึ่งสามารถพิจารณาประสิทธิภาพของชุดน้ํายา

ไดจากผลลายพิมพดีเอ็นเอจากตัวอยางควบคุมและตัวอยางจริงจากคดีความ โดยวิเคราะหดวย

พาร ามิ เ ตอร ต า งๆ  เ ช น  Percent profile Inter- locus balance Inter- locus balance และ 

Concordance เปนตน ทั้งนี้การศึกษานี้ไดทําการทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus  และ QIAGEN® Investigator IDplex ในมิติตางๆดังตอไปนี้ 

การทดสอบและเปรียบเทียบประสิทธิภาพในดานความไววิเคราะหระหวางทั้งสอง

ชุดน้ํายา ผูวิจัยใชตัวอยางดีเอ็นเอควบคุมในการศึกษาเปรียบเทียบก็เพื่อใหไดมาซึ่งลายพิมพดีเอ็นเอที่

ทราบอัลลีลแนชัดในแตละตําแหนงดีเอ็นเอเปาหมายทั้ง 16 ตําแหนง เพื่อใหงายตอการสังเกตและ

วิเคราะหวาลายพิมพที่ไดปรากฎอัลลีลครบทุกตําแหนงหรือไม และสามารถสังเกตถึงการเกิด Allelic 

drop-in และ Allelic drop-out ที่อาจเกิดขึ้นในตัวอยางที่มีปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนนอยได อัลลีลที่มี

ความสูงมากแสดงถึงปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนมากและการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพสูง  ผล

การศึกษาพบวา ชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีประสิทธิภาพที่ดีกวาชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex 

Plus มีการปรับปรุงและพัฒนาเคมีหรือองคประกอบตางๆ ภายในชุดน้ํายาใหมีประสิทธิภาพที่ดีขึ้น 

รวมทั้งจากสภาวะการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยกระบวนการพีซีอารจะเห็นวา ชุดน้ํายา QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus มีจํานวนรอบในการเพ่ิมปริมาณที่มากกวารวมทั้งมีการกําหนดเวลาในการ

ฉีดสารเขาสูเครื่อง ABI 3130xl Genetic Analyzer มากกวา ทําใหลายพิมพดีเอ็นเอจากชุดน้ํายา 

QIAGEN® Investigator IDplex Plus ใหผลความสูงของอัลลีลที่มากกวา ทั้งนี้ ผลการทดสอบความ

ไววิเคราะหชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในงานวิจัยนี้สอดคลองกับผลการทวนสอบชุด
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น้ํายาโดยผูผลิตและผลงานวิจัยทดสอบประสิทธิภาพของชุดน้ํายาซึ่งทดสอบโดย Wang และคณะ 

เมื่อป 2012 [7, 40] ซึ่งใหผลการทดลองที่สอดคลองกันคือที่ปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน  1000 - 62.5 พิ

โคกรัม สามารถตรวจวัดลายพิมพดีเอ็นเอที่สมบูรณ ในขณะที่ปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน 31 พิโคกรัม ผล

ลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดไมสมบูรณ สวนผลการทวนสอบชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus 

จากผูผลิตก็มีผลที่สอดคลองกับผลการศึกษาในงานวิจัยนี้เชนกัน คือจากตัวอยางดีเอ็นเอควบคุม

ปริมาณ 32.25 พิโคกรัม เริ่มมีอัลลีลหายไปจากลายพิมพจํานวน 1 ถึง 2 อัลลีล [41] 

การพิจารณาถึงความสมดุลของอัลลีลในแตละตําแหนงและระหวางตําแหนงในลาย

พิมพดีเอ็นเอก็มีความสําคัญ โดยพารามิเตอรที่ศึกษาในงานวิจัยนี้คือ คา Intra-locus balance บง

บอกถึงความสมดุลระหวางสองอัลลีลใน STR ตําแหนงหนึ่งๆ ในกรณีที่เปน Heterozygous alleles 

และคา Inter-locus balance บอกถึงความสมดุลของความสูงของอัลลีลในแตละลายพิมพดีเอ็นเอ 

เนื่องจากวากระบวนการพีซีอารเปนปฏิกิริยาแบบสุม หรือที่เรียกวา Stochastic reaction ทําใหมี

โอกาสเกิดความไมสมดุล (Imbalance) ทั้งสองแบบนี้ขึ้น ซึ่งลายพิมพดีเอ็นเอที่มาจากบุคคลคนเดียว 

(Single-source profile) นั้น ความสูงของทั้งสองอัลลีลในตําแหนงเดียวกันและผลรวมของความสูง

ของอัลลีลในแตละตําแหนงในลายพิมพดีเอ็นเอเดียวกันก็ควรจะมีคาที่ใกลเคียงกัน การเกิดความไม

สมดุลในลายพิมพดีเอ็นเอจะสงผลใหการแปลผลมีความยุงยากมากขึ้น เชน ไมสามารถยืนยันไดวา

ลายพิมพดีเอ็นเอนั้นๆ เปนดีเอ็นเอที่ไดมาจากบุคคลคนเดียวหรือเปนดีเอ็นเอผสมของบุคคลมากกวา 

1 คน เปนตน [29, 30]  และการเกิดความไมสมดุลในแตละตําแหนง STR มีแนวโนมที่เพิ่มขึ้นเมื่อ

ปริมาณดีเอ็นเอตั้งตนจากตัวอยางดีเอ็นเอลดลง [40] ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองในงานวิจัยนี้ 

จากผลการทดสอบประสิทธิภาพความทนทานตอแคลเซียมของชุดน้ํายา QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus โดยผูผลิต เมื่อมีการเติมแคลเซียมความเขมขน  1 มิลลิโมลารลงใน

สารละลายพีซีอารผสมและนําไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ผลลายพิมพดีเอ็นเอที่พบสมบูรณทุกตัวอยาง 

และเมื่อความเขมขนของแคลเซียมมากขึ้น ความสูงของอัลลีลและจํานวนอัลลีลที่ตรวจวัดไดลดลง 

[41] สวนการทวนสอบชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus โดยผูผลิตในดานความทนทานตอ

ฮิวมิคแอซิด ปริมาณ 50-150 นาโนกรัมตอไมโครลิตร พบวาสามารถตรวจวิเคราะหอัลลีลไดครบถวน

ทุกตําแหนงในทุกตัวอยาง ในขณะท่ีการทวนสอบความทนทานของชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator 

IDplex Plus ตอฮิวมิคแอซิดปริมาณ 100 - 250 นาโนกรัมตอไมโครลิตร พบวาไมสามารถใหผลลาย
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พิมพดีเอ็นเอที่สมบูรณเมื่อปริมาณฮิวมิค 225 นาโนกรัมตอไมโครลิตรขึ้นไป ในสวนของเฮมาตินผูผลิต

ไดรายงานผลการทวนสอบ ชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus วาสามารถทนทานตอเฮมา

ตินปริมาณ 100 – 300 ไมโครโมลารไดและผลลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดนั้นสมบูรณ และการศึกษาทวน

สอบชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus จากผูผลิตรายงานวาสามารถใหผลเปนลาย

พิมพดีเอ็นเอไดทุกครบทุกตําแหนงเมื่อความเขมขนของเฮมาตินไมเกิน 750 ไมโครโมลาร และที่

ปริมาณ 1,000 ไมโครโมลารเปนตนไปจะตรวจวัดไดลายพิมพที่ไมสมบูรณ (นอยกวารอยละ 50) ทั้งนี้

ผลการทดสอบกับแคลเซียมและเฮมาตินมีความสอดคลองกับผลการทดสอบในงานวิจัยนี้ สวนความ

คงทนตอเฮมาตินในชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในงานวิจัยนี้แตกตางกันกับงานวิจัย

กอนหนาอยางชัดเจนในขณะที่ผลจากชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus มีความ

สอดคลองกัน  ทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจากวิธีการศึกษาทดลอง โดยการทดสอบความคงทนตอตัวยับยั้ง

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของชุด AmpFlSTR® Identifiler® Plus มีการใชดีเอ็นเอตั้งตนปริมาณ 

1,000 พิโคกรัม ในขณะที่ การทดสอบของชุด QIAGEN® Investigator IDplex Plus ใชดีเอ็นเอตั้ง

ตั้น 500 พิโคกรัมเหมือนกับในงานวิจัยนี้ 

จากการทดลองและเปรียบเทียบประสิทธิภาพในดานความทนทานตอตัวยับยั้งการ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทั้งสามชนิดระหวางชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus ในงานวิจัยนี้ พบวาตัวยับยั้งกระบวนการทั้งสามชนิดมีผลใหความสูงของ

พีคและจํานวนของอัลลีลที่ตรวจวัดไดลดลงเมื่อเทียบกับตัวอยางควบคุมบวกซึ่งไมมีการเติมตัวยับยั้ง

ใดๆลงไปในสารละลายพีซีอารผสม และประสิทธิภาพของกระบวนการพีซีอารลดลงเมื่อมีแคลเซียม 

ฮิวมิคแอซิดและเฮมาตินในสารละลายเพิ่มขึ้น สอดคลองกับในงานวิจัยที่ผานมาไดเคยมีการศึกษาผล

ของตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอารที่สามารถพบไดมากโดยเฉพาะในตัวอยางที่เปนกระดูก นั่นคือ แคลเซียม

ไอออน ซึ่งมีผลตอรบกวนการทํางานของแมกนีเซียมไอออนและเอ็นไซม Taq polymerase ใน

กระบวนการพีซีอาร [42]  ในสวนของฮิวมิคแอซิดซึ่งพบมากในดิน สงผลกระทบตอกระบวนการพีซี

อาร ทําใหลดประสิทธิภาพการจับกันระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอแมแบบ และเฮมาตินซึ่งพบไดในเม็ด

เลือดแดงเปนตัวยับยั้งที่ เชื่อวามีผลลดความสามารถการทํางานของ Taq polymerase ใน

กระบวนการพีซีอาร [43] ผลการเปรียบเทียบปรากฏวาชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex 

Plus สามารถทนทานตอตัวยับยั้ งการเพิ่มปริมาณดี เอ็นเอไดดีกว าชุดน้ํ ายา AmpFlSTR® 
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Identifiler® Plus เมื่อพิจารณาจากความสูงของอัลลีลและจํานวนอัลลีลที่ตรวจวัดได ประสิทธิภาพ

ในดานนี้มีความสําคัญตองานนิติวิทยาศาสตรอยางยิ่ง โดยเฉพาะตัวอยางที่มีโอกาสพบมากในสถานที่

เกิดเหตุ  ไดแก คราบเลือด ชิ้นสวนกระดูก หรือตัวอยางที่เปอนดิน โดยเฉพาะตัวอยางที่มีปริมาณดี

เอ็นเอนอยๆ ชุดน้ํายาที่มีประสิทธิภาพในการคงทนตอตัวยับยั้งยิ่งมีความสําคัญมาก เพื่อใหไดมาซึ่ง

ลายพิมพดีเอ็นเอของบุคคลผูเกี่ยวของกับคดีไปใชในกระบวนการยุติธรรมตอไป 

ลายพิมพดีเอ็นเอมักจะพบพีคสตัตเตอรอยูเสมอๆ สตัตเตอรสามารถเกิดไดทุก

ตําแหนง STR พีคสตัตเตอรนั้นมีผลทําใหการวิเคราะหและแปลผลมีความยุงยากขึ้นโดยเฉพาะอยาง

ยิ่งในลายพิมพดีเอ็นเอที่มีความสูงของอัลลีลสูงๆหรือเปนรูปแบบผสม ในการทวนสอบชุดน้ํายาเพิ่ม

ปริมาณ STR จากบริษัทผูผลิตจะตองมีการศึกษาสตัตเตอรที่เกิดขึ้นใน STR ตําแหนงตางๆดวยเพื่อ

เปนเกณฑที่ใชกําหนดในการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอในงานทางนิติวิทยาศาสตร [44, 45] จากผล

การศึกษาลักษณะการเกิดพีคสตัตเตอร พบแนวโนมการเพิ่มขึ้นของอัตราสวนความสูงสตัตเตอรมาก

ขึ้นเมื่อหนวยซ้ําของ STR หรือขนาดของ STR เพิ่มขึ้น [31] ในตําแหนงที่มีลักษณะการซ้ําของชุดเบส

เปนแบบ Simple repeat (ตําแหนง D16S539, CSF1PO, D5S818, D18S51, D13S317, TPOX, 

D7S820 แล ะ  TH01)  กั บ  STR ตํ า แหน ง ที่ เ ป น  Compound repeat ( D2S1338, D3S1358, 

D8S1179, D19S433, D21S11  และ vWA) [1]  นอกจากนี้ ในรูปแบบ Complex repeat นั้ น 

อัตราสวนการเกิดสตัตเตอรจะขึ้นอยูกับความยาวของของหนวยซ้ําที่ยาวที่สุดในอัลลีลนั้นๆ ซึ่งเปนไป

ตามการทดลองศึกษาการเกิดพีคสตัตเตอรโดย Brookes และคณะ [7, 31, 38] อยางไรก็ตามอัตรา

ความสูงสตัตเตอรที่เกิดขึ้นจากผลการทดลองนี้อยูในชวงที่ไมเกินรอยละ 15 ของความสูงของอัลลีล

จริง ซึ่งเปนชวงที่รับไดในงานทางนิติวิทยาศาสตร 

 จากศึกษาประสิทธิภาพของชุดน้ํายาทั้งสองเพื่อการนําไปใชตรวจพิสจูนดีเอ็นเอจาก

วัตถุพยานจริงทั้ง 8 ชนิด พบคาเฉลี่ยอัลลีลของชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus และ 

QIAGEN® Investigator IDplex Plus เทากับ 27.07 และ 26.44 ตามลําดับ จากการทดลองพบวา 

ในตัวอยางที่มีปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม กลาวคือ มีปริมาณดีเอ็นเอ 0.5 นาโนกรัมในสารละลายพีซี

อาร จะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นไดจํานวนอัลลีลที่ใกลเคียงกันหรือเทากัน แตเมื่อปริมาณดีเอ็นเอต่ํา

กวา 0.5 นาโนกรัม ผลการทดลองพบวา ชุดน้ํายาทั้งสองมีการเกิด Allele drop out ซึ่งบางตัวอยาง 

เชน ตัวอยางเลือดที่ 3 ตรวจพบจํานวนอัลลีลจากชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus นอย
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กวา ขอมูลจากชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus ในขณะที่ตัวอยางที่ 4 ตรวจพบ

จํานวนอัลลีลจากชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus นอยกวาขอมูลจากชุดน้ํายา 

AmpFlSTR® Identifiler® Plus ในภาพรวม ทั้งสองชุดน้ํายามีจํานวนอัลลีลที่ตรวจวัดไดใกลเคียง

กันมาก จึงเปนการยืนยันวาชุดน้ํายาทั้งสองนั้นมีประสิทธิภาพที่ใกลเคียงกันสามารถใชแทนกันได

สําหรับตัวอยางจากคดีจริง 

สําหรับความสอดคลองของอัลลีลที่ตรวจพบ ผลปรากฏวาชุดน้ํายาทั้งสองสามารถ

ใหผลลายพิมพดีเอ็นเอที่สอดคลองกันเกือบทั้งหมด (รอยละ 99.7) ซึ่งสาเหตุของความแตกตางที่พบ 

(รอยละ 0.3) อาจมาจากการมีไพรเมอรที่ตางกันในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกระบวนการพีซีอาร ทํา

ใหอาจเกิดความแปรผันตรงตําแหนงที่เปน Primer binding site สงผลใหเกิดเปนผลจีโนไทปที่ไม

สอดคลองกันได ทั้งนี้ ทั้งสองชุดน้ํายาไมพบ Allelic drop in อีกดวย 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดน้ํายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus และ QIAGEN® Investigator IDplex Plus ซึ่งเปนชุดน้ํายาที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ตําแหนงเปาหมาย 16 ตําแหนงที่เหมือนกัน จากผลการศึกษาในงานวิจัยนี้ ชุดน้ํายา QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus นั้นแสดงผลความไววิเคราะหและความทนทานตอตัวยับยั้งกระบวนการ

พีซีอารที่ดีกวา ซึ่งเปนคุณสมบัติที่ดีกับวัตถุพยานทางนิติวิทยาศาสตรซึ่งอาจเปนตัวอยางที่มีดีเอ็นเอ

ปริมาณนอยและเสื่อมสภาพ และสามารถนํามาตรวจวิเคราะหกับวัตถุพยานทางชีวภาพหลากหลาย

ชนิดจากคดีตางๆไดจริง ใหผลลายพิมพดีเอ็นเอที่เชื่อถือได จึงกลาวไดวาชุดน้ํายา QIAGEN® 

Investigator IDplex Plus สามารถนํามาใชแทน ชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus ใน

หองปฏิบัติการได นักนิติวิทยาศาสตรสามารถใชชุดน้ํายาชุดใหมไดโดยไมตองเปลี่ยนแปลงเครื่องมือ

และขั้นตอนการทํางานมาตรฐานเดิมและสามารถนําผลลายพิมพดีเอ็นเอจากชุดน้ํายาใหมไปใช

รวมกับฐานขอมูลเดิมได ซึ่งในหนวยงานทางนิติวิทยาศาสตรอยางสํานักงานพิสูจนหลักฐานตํารวจ 

สํานักงานตํารวจแหงชาติ มีการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอมากกวา 40,000 ตัวอยางในแตละป จะทําให

หนวยงานประหยัดงบประมาณไดมากถึง 18 ลานบาทตอป อีกทั้งยังชวยลดเวลาในการตรวจพิสูจน 

ชุดน้ํายา QIAGEN® Investigator IDplex Plus จึงเปนอีกตัวเลือกที่ดีสําหรับการตรวจพิสูจนใน

หนวยงานทางนิติวิทยาศาสตรทั้งในประเทศไทยและตางประเทศ 
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ภาคผนวก ก. บทความวจิัยสําหรับเผยแพร 
 



75 

 

ภาคผนวก ข. บทความวิจัยเกี่ยวของกับการนําผลจากโครงการไปใชประโยชน 

จากผลการดําเนินงานโครงการวิจัย ทางคณะนักวิจัยไดผลการวิจัยหรือประโยชนอื่นที่สามารถชี้แจง

เปนขอๆ ไดดังนี้ 

1. สรางองคความรูเรื่องประสิทธิภาพของชุดน้ํายาสองชุดที่ถูกใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน

งานนิติวิทยาศาสตร ทั้งในตัวอยางควบคุมและในตัวอยางจากคดีจริงที่ครอบคลุมตัวอยาง

หลากหลายรูปแบบที่สามารถพบได 

2. คณะวิจัยทราบถึงวิธีการในการเปรียบเทียบเชิงลึก และตนทุนที่ใชในการเปรียบเทียบชุด

น้ํายาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งจะเปนประโยชนกับการวางแผนในการทําการทดลองในอนาคต

ตอไป 

3. ไดเผยแพรองคความรูจากขอขางตนในการประชุมรวมกับเจาหนาที่จากสํานักงานตํารวจ

แหงชาติ โดยองคความรูไดถูกนําไปใชประกอบการพิจารณาเปลี่ยนชุดน้ํายาสําหรับการตรวจ

ดีเอ็นเอในงานนิติวิทยาศาสตร 

4. ไดผลิตมหาบัณฑิตระดับปริญญาโทหนึ่งคนที่มีความรูและทักษะในการทําการทดสอบ

เปรียบเทียบชุดน้ํายาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งมีศักยภาพที่จะเปนกําลังของหนวยงานทางนิติ

วิทยาศาสตรในประเทศไทยตอไป 

5. ไดเสริมสรางเครือขายวิจัยระหวางหนวยงานของรัฐสามหนวยงานผานความรวมมือในการทํา

โครงการวิจัยนี้  
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ภาคผนวก ค. ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค กิจกรรมที่วางแผนไว และกจิกรรมที่

ดําเนินการมาและผลที่ไดรับตลอดโครงการ 

วัตถุประสงค 

1. เพื่อศึกษาและเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอดวยชุดน้ํายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus กับ QIAGEN® Investigator IDplex Plus โดยพิจารณาจากพารามิเตอร

ทางนิติวิทยาศาสตรที่เกี่ยวของทั้งหมดจํานวน 7 ประเภท ไดแก peak heights, percent 

profiles, intralocus balance, interlocus balance, stutter ratio, allelic drop- in แล ะ 

allelic drop-out  ภายใตสภาวะควบคุม 

2. เพื่อศึกษาและเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอดวยชุดน้ํายา AmpFlSTR® 

Identifiler® Plus กับ QIAGEN® Investigator IDplex Plus โดยพิจารณาจากพารามิเตอร

ทางนิติวิทยาศาสตรที่เกี่ยวของทั้งหมดจํานวน 7 ประเภท ไดแก peak heights, percent 

profiles, intralocus balance, interlocus balance, stutter ratio, allelic drop- in แล ะ 

allelic drop-out โดยทดสอบกับตัวอยางวัตถุพยานชีวภาพในคดีจริง 

 

ผลที่ไดรับ 

1. ผลการศึกษาความไวและความคงทนตอตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอารทั้ง 3 ชนิดในการตรวจ

พิสูจนดีเอ็นเอ จากชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® Plus กับ QIAGEN® Investigator 

IDplex Plus 

2. ผลศึกษาประสิทธิภาพของการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอจากชุดน้ํายา AmpFlSTR® Identifiler® 

Plus กับ QIAGEN® Investigator IDplex Plus จากตัวอยางวัตถุพยานชีวภาพในคดีจริง

จํานวน 8 ประเภท 

3. ผลการเปรียบเทียบคาพารามิเตอรทั้งหมดที่ไดจากการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอระหวางชุด

น้ํ า ย า  AmpFlSTR® Identifiler® Plus กั บ  QIAGEN® Investigator IDplex Plus ซึ่ ง

สํานักงานพิสูจนหลักฐานตํารวจ สํานักงานตํารวจแหงชาตินําผลการศึกษาในครั้งนี้ ไปใช

ประกอบการตัดสินใจโครงการเปลี่ยนชุดน้ํายาตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ ภายใตหนวยงานในกํากับ

ทั่วประเทศ 

4. ผลงานตีพิมพทางวิชาการในวารสารนิติวิทยาศาสตรนานาชาติที่นาเชื่อถือ ซึ่งอยูในฐานขอมูล 

ISI และมีคา Impact factor ไมต่ํากวา 2.0 จํานวน 1 ฉบับ ภายในปพ.ศ. 2559 และ 
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Proceedings จากการนําเสนอเผยแพรผลงานในงานประชุมทางวิชาการที่เกี่ยวของกับนิติ

พันธุศาสตร จํานวน 1 ฉบับ ภายในปพ.ศ. 2558 

 

ความสอดคลองของวัตถปุระสงคกับผลที่ไดรับ 

เดือนท่ี ผลที่

ไดรับ 

ขอที่ 

ผลที่ไดรับจากกิจกรรมที่วางแผนไว ตอบสนอง

วัตถุประสงค

ขอที่ 

1-6 1-2 -ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ

ระหว า งชุ ดน้ํ า ย า  AmpFlSTR® Identifiler® Plus กั บ 

QIAGEN® Investigator IDplex Plus ที่นาเชื่อถือ 

-สํานักงานพิสูจนหลักฐานตํารวจ สํานักงานตํารวจแหงชาติ

ไดนําผลการศึกษาในครั้งนี้  ไปใชประกอบการตัดสินใจ

โครงการเปลี่ยนชุดน้ํ ายาตรวจพิสูจนดี เอ็นเอ ภายใต

หนวยงานในกํากับทั่วประเทศ 

1 และ 2 

6-12 3-4 -Proceeding จากการนําเสนอเผยแพรผลงานในงานประชุม

ทางวิชาการที่เกี่ยวของกับนิติพันธุศาสตร จํานวน 1 ฉบับ 

ภายในปพศ. 2558 

-ผลงานตีพิมพทางวิชาการในวารสารนิติวิทยาศาสตร

นานาชาติที่นาเชื่อถือ ซึ่งอยู ในฐานขอมูล ISI และมีคา 

Impact factor ไมต่ํากวา 2.0 จํานวน 1 ฉบับ ภายในปพศ. 

2559 

 

1 และ 2 

 


