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บทน า (Introduction) 

เทคโนโลยีในการตรวจดีเอ็นเอทางนิติพันธุศาสตร์นั้นมีประโยชน์ในการตรวจเพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์
บุคคล และการตรวจเพื่อพิสูจน์ยืนยันความสัมพันธ์ระหว่างบิดา มารดา และบุตร อีกทั้งสามารถใช้
เปรียบเทียบดีเอ็นเอเพื่อค้นหากรณีบุคคลสูญหายจากฐานข้อมูลดีเอ็นเอ โดยในปัจจุบัน การตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการด้วยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) และการวิเคราะห์เพื่อคัดแยกความ
หลากหลายของต าแหน่งตรวจด้วยวิธี Capillary Electrophoresis นับเป็นมาตรฐานที่ใช้อย่างกว้างขวางใน
งานนิติวิทยาศาสตร์ โดยต าแหน่งที่มีความหลากหลายชนิด short tandem repeat (STR) ได้ถูกศึกษาและ
น ามาใช้ประโยชน์ในการท าฐานข้อมูลความถี่อัลลีล (allele frequency) ในประชากรกลุ่มต่างๆทั่วโลก ซึ่ง
ข้อมูลดังกล่าวจะถูกน ามาใช้ในการค านวณความค่าทางสถิติประชากร และความน่าจะเป็นเพื่อการพิสูจน์
เอกลักษณ์บุคคล และพิสูจน์ความสัมพันธ์ เป็นต้น  มีการศึกษาเพื่อค้นหาต าแหน่ง STR ที่มีประโยชน์ในการ
พิสูจน์บุคคล ซึ่งทางต ารวจสากลของประเทศสหรัฐอเมริกาได้ก าหนดให้ใช้13 ต าแหน่งหลัก (13 core loci) 
และนับเป็นต าแหน่งมาตรฐานที่ประกอบในชุดการตรวจส าเร็จรูป อีกทั้งการสร้ างฐานข้อมูลดีเอ็นเอ
ระดับประเทศเพื่อใช้ในกระบวนการยุติธรรม ได้แสดงให้เห็นถึงความส าเร็จในการเชื่อมโยงตัวบุคคลต้องสงสัย
ในคดีต่างๆ จึงท าให้มีการศึกษาจ านวนมากเพื่อค้นหาต าแหน่งตรวจที่มีความจ าเพาะสูงในการพิสูจน์บุคคล
ทางนิติเวช และเพื่อวัตถุประสงค์ต่างๆ เช่น การศึกษาเพื่อค้นหาต าแหน่งเพิ่มเติมจาก 13 core STR ที่
เหมาะสมในแต่ละประเทศหรือกลุ่มประชากร, การศึกษาต าแหน่งที่มีความสามารถในการสืบค้นถึงบรรพบุรุษ 
(ancestry marker) เช่น การตรวจหาต าแหน่ง single nucleotide polymorphism (SNP) บนโครโมโซมเพศ
ชาย (Y chromosome) และการศึกษาล าดับสารพันธุกรรมในสายไมโตคอนเดรียล (Mitochondrial DNA) เป็นต้น 
ท าให้เทคโนโลยีการหาล าดับสารพันธุกรรมรุ่นใหม่ (Next generation sequencing, NGS) นั้นถูกน ามาใช้
ประยุกต์เพื่อวัตถุประสงค์ต่างๆดังที่กล่าวมาข้างต้น  

ในปี ค.ศ.1977 Frederick Sanger ได้น าเสนอเทคนิคในการตรวจล าดับสารพันธุกรรม โดยการใช้วิธี 
electrophoresis ซึ่งนับเป็นมาตรฐานแรกในการตรวจ (standard Sanger technique) เพื่อตรวจหาล าดับสาร
พันธุกรรมทั้งหมดของมนุษย์ภายใต้โครงการศึกษาร่วมที่มีชื่อว่า Human Genome Project แต่ด้วยข้อจ ากัด
ของเทคนิคการตรวจ ที่ใช้เวลาตรวจทางห้องปฏิบัติการที่นาน และค่าใช้จ่ายในการตรวจค่อนข้างสูง จึงท าให้ 
ในเวลาต่อมาได้มีการพัฒนาการใช้สารเรืองแสง (fluorescent) เพื่อติดตามสายดีเอ็นเอที่ศึกษา อีกทั้งการคัด
แยกขนาดสายดีเอ็นเอโดยการใช้ Capillary Electrophoresis ถือได้ว่าเป็นยุคแรกของการศึกษาล าดับสาร
พันธุกรรม (first-generation sequencing) แต่อย่างไรก็ตาม การศึกษานั้นยังมีค่าใช่จ่ายในการศึกษาที่สูง 
และมีข้อจ ากัดของขนาดสายดีเอ็นเอที่ศึกษา 

ส่วนเทคโนโลยีการตรวจล าดับสารพันธุกรรมรุ่นใหม่ (NGS) นั้นท าให้สามารถตรวจล าดับสาร
พันธุกรรมที่ยาวมากขึ้น และครอบคลุมต าแหน่งดีเอ็นเอที่สนใจได้  เช่น การตรวจ whole-genome 
sequencing (WGS) เป็นต้น ทั้งนี้ผู้ศึกษาสามารถออกแบบต าแหน่งตรวจที่เหมาะสมกับวัตถุประสงค์ในงาน
นิติพันธุศาสตร์ เช่น สารมารถออกแบบต าแหน่งตรวจทั้งแบบ autosomal STR, autosomal SNP, Y or X 
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chromosome STR, Y SNPs หรือ mitochondrial sequence ในชุดการตรวจเดียวได้ (ตารางที่ 1) อีกทั้ง ด้วย
เทคโนโลยีและความสามารถในการออกแบบเลือกใช้ต าแหน่งตรวจที่มากขึ้น ในตัวอย่างที่เสื่อมสภาพหรือ
กรณี ตัวอย่างจากสถานที่เกิดเหตุที่มีจ านวนปริมาณตัวอย่างที่จ ากัด ก็จะสามารถเพิ่มโอกาสในการได้ข้อมูล
ทางพันธุกรรมที่เป็นประโยชน์ในการพิสูจน์บุคคลอีกด้วย  

 
ตารางที่ 1 ต าแหน่งการตรวจทางนิติพันธุศาสตร์ที่สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจล าดับสารพันธุกรรม
รุ่นใหม่ (next-generation sequencing) 

13 CODIS Autosomal STRs Identity SNPs 
Worldwide Autosomal STRs Ancestry SNPs 

CODIS Y STRs Phenotypic SNPs 
Worldwide Y STRs Mitochondrial D-loop 
Y or X Haplotype Complete Mitochondrial sequence 

Reference: Targeted Next-Generation Sequencing for Forensic Genomics by Illumina 
 

Targeted Forensic NGS 
ดีเอ็นเอทางนิติพันธุศาสตร์ ถูกศึกษาพัฒนาและน ามาใช้ในกระบวนการทางนิติวิทยาศาสตร์ ในการ

ตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคล การตรวจหาความสัมพันธ์ทางเครือญาติ การตรวจหาบรรพบุรุษร่วม เป็นต้น 
โดยรูปแบบของความหลากหลายของดีเอ็นเอที่น ามาใช้ในงานนิติพันธุศาสตร์นั้น ได้คัดเลือกจากล าดับดีเอ็นเอ
ที่เรียงตัวกันอย่างมีรูปแบบจ าเพาะเป็นหน่วยซ้ า (repeat unit) และเรียงตัวกันอย่างต่อเนื่อง (tandem repeat) 
ด้วยเทคโนโลยีการแยกขนาดสายดีเอ็นเอชนิด STR บน capillary electrophoresis ซึ่งจะแปลผลตามขนาด
ความยาวของ STR ออกมาเป็นจ านวนซ้ าของ repeat unit เช่น 12,12 (homozygous ของ repeat unit ซ้ ากัน
อย่างต่อเนื่อง 12 ครั้ง)  เป็นต้น แต่เนื่องจาก CE จะแปลผลของ STR ตามขนาดความยาวท าให้ไม่สามารถ
แยกความหลากหลายชนิด SNP ที่อาจเกิดขึ้นภายในล าดับดีเอ็นเอของ STR ได้ (รูปที่ 1) จึงเป็นข้อจ ากัดหนึ่ง
ของ CE ในขณะที่ NGS สามารถให้ข้อมูลในรายละเอียดของล าดับสารพันธุกรรม (Loman 2012) 

ต าแหน่งของ Forensic STR core marker นั้นมีขนาดยาวประมาณ 250-300 เบส/ต าแหน่ง ผู้ศึกษา
สามารถออกแบบชุดต าแหน่งตรวจที่ประกอบด้วยจ านวนต าแหน่งท่ีต้องการ และจ านวนตัวอย่างที่จะใช้ในการ
ตรวจและค านวณค่าความครอบคลุมที่เหมาะสมกับงานที่ตรวจได้ (ตารางที่ 2) อีกทั้งจากการศึกษาทางพันธุ
ศาสตร์ประชากร (Population Genetics) ได้ค้นหาต าแหน่ง SNPs ที่สามารถน ามาใช้ในการคัดแยกกลุ่ม
ประชากร ซึ่งมีประโยชน์ทางนิติเวชในการบอกถึงข้อมูลกลุ่มประชากรที่สงสัย อีกทั้งสามารถคัดเลือกต าแหน่ง 
SNPs ที่สามารถน ามาใช้ในการพิสูจน์บุคคล (Individualized markers) ซึ่งต าแหน่งต่างๆเหล่านี้สามารถ
น ามาประกอบในชุดการตรวจด้วยเทคโนโลยีการล าดับสารพันธุกรรมรุ่นใหม่ได้  โดยที่ค่าความถูกต้องและ
แม่นย าของผลการตรวจนั้นมีความส าคัญในงานทางนิติพันธุศาสตร์ ซึ่งจะรายงานค่าความแม่นย าจากการ
ค านวณ Likelihood ของการอ่านค่าล าดับเบส โดยแปลออกมาเป็น Q score ซึ่งค่าที่สูงนั้นหมายความถึง
คุณภาพการอ่านล าดับเบสที่มีความแม่นย าสูง เช่น Q30 หมายถึง การอ่านล าดับเบสที่ถูกต้องมีค่าเท่ากับ 
99.9% เป็นต้น  
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TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA STR 12 allele 

TCTA TCTA TCTA TCTA TCTC TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA TCTA STR 12 allele with SNP  
 
 
 
รูปที่ 1 ตัวอย่างแสดงขนาดของสายดีเอ็นเอบนต าแหน่ง STR ที่มี 12 อัลลีล จะสามารถตรวจพบความ
หลากหลายชนิด SNP เกิดขึ้นภายในต าแหน่งของ repeat units. 
 
 
ตารางที่ 2 แสดงการประมาณค่าความครอบคลุม (Sequencing coverage) บนเคร่ือง MiSeq platform ซึ่ง
สามารถอ่านคา่ล าดับสารพันธุกรรมได้ 14 ล้านเบส ต่อการใช้งานหน่ึงรอบ 

จ านวน
ต าแหน่ง 
ที่ตรวจ 

จ านวนตัวอยา่งศึกษา 

1 48 96 384 

25 560,000 11,700 5,800 1,400 
50 280,000 5,850 2,900 700 
150 93,333 1,950 960 230 
250 56,000 1,170 580 140 
300 46,667 975 480 115 

อ้างอิงจาก: Targeted Next-Generation Sequencing for Forensic Genomics by Illumina 
 
 
หลักการของการศึกษาด้วยเทคโนโลยีการตรวจล าดับสารพันธุกรรมรุ่นใหม่ (Jason 2012) 

เทคโนโลยีการหาล าดับสารพันธุกรรมรุ่นใหม่นั้น ประกอบด้วยขั้นตอนหลัก คือ (1) Template 
generation (2) Sequencing reaction and detection (3) Data analysis 

Template generation  
โดยทั่วไป ในการเริ่มต้นของกระบวนการจะต้องใช้ดีเอ็นเอสายคู่ (Double-stranded DNA) ซึ่งอาจจะ

มาจากแหล่งของตัวอย่างได้หลากหลายชนิด น ามาสร้างเป็น sequencing library ซึ่งประกอบด้วยขั้นตอน
ย่อย เช่น การตัดสายดีเอ็นเอออกเป็นท่อนๆ (DNA fragmentation), การคัดเลือกขนาดสายดีเอ็นเอ (size 
selection) และ การติด adapter (adapter ligation) โดยที่ปลายสายของดีเอ็นเอที่ถูกตัดเป็นท่อนๆนั้นจะถูก
ติดด้วย adapter ซึ่งท าหน้าที่เปรียบเสมือนเป็น primer ส าหรับการเริ่มต้นปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ และ
ด้วยเทคโนโลยีของเครื่อง NGS ซึ่งออกแบบให้นักวิจัยสามารถเลือกการท างานทั้งชนิด (1) Single-molecule 
templates (การอ่านวิเคราะห์ล าดับสารพันธุกรรมบนสาย DNA library โดยที่ไม่ต้องผ่านการเพิ่มจ านวนสาย
ดีเอ็นเอก่อนการวิเคราะห์) ท าให้สามารถออกแบบการศึกษาได้แม้ในตัวอย่างที่มีปริมาณน้อยมากๆ จนถึง
ระดับ single molecule หรือ (2) Clonally amplified templates (จะท าการเพิ่มจ านวนจากสายดีเอ็นเอ
ต้นแบบแล้วตามด้วยการอ่านวิเคราะห์ล าดับสารพันธุกรรม)  
  

SNP 
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Sequencing reaction and detection 
Sequencing by synthesis (SBS) คือ การสังเคราะห์ หรือสร้างสายดีเอ็นเอ และวิเคราะห์ไปพร้อมๆ

กัน โดยในกระบวนการของการท าปฏิกิริยานั้นในแต่ละ Platforms อาจใช้สารเคมีที่แตกต่างกัน แต่ยังคงใช้
เอนไซม์ DNA polymerase หรือ DNA ligase เป็นหลักในปฏิกิริยา ซึ่งหลักการของ SBS จะสามารถท าการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอ จากการเติม deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP) และระบบจะท าการอ่านค่าการ
เรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ทันที ท าให้เราสามารถออกแบบต าแหน่งที่ต้องการศึกษาในหลายๆต าแหน่งไปพร้อมๆ
กันในรอบปฏิกิริยาเดียว 

 
Data analysis  

ข้อมูลทางพันธุกรรมที่ได้จาก NGS นั้นจะเป็นข้อมูลทางพันธุกรรมที่มีขนาดข้อมูลใหญ่ตั้งแต่ 
megabases (millions) จนถึง gigabases (billions) และต้องอาศัยการจัดการข้อมูลอย่างมีระบบตั้งแต่การ
ตรวจคัดกรองข้อมูล (Data filtering and base calling) หลังจากนั้นข้อมูลล าดับสารพันธุกรรมต้องน ามา
เทียบกับล าดับจีโนมอ้างอิง (Reference genome) โดยที่มีการศึกษาด้าน bioinformatic จ านวนมากที่พัฒนา 
software หรือชุดค าสั่งในการจัดการข้อมูลดังกล่าว อย่างไรก็ดี เทคนิคการหาล าดับสารพันธุกรรมรุ่นใหม่ 
(NGS) ยังมีข้อผิดพลาดท่ีอาจเกิดขึ้นในระบบได้เสมอ (Thompson 2011) เช่น ในช่วงของการเพิ่มจ านวนสาย
ดีเอ็นเอ Clonally amplified DNA templates อาจท าให้เกิดการสร้างต าแหน่งดีเอ็นเอที่มี mutation และท าให้
อ่านผลผิดและเข้าใจว่าเป็น sequence variation เป็นต้น 

ในด้านปริมาณ และคุณภาพของผลลัพธ์ที่ได้จาก NGS นั้น ขึ้นอยู่กับการออกแบบชนิดของการศึกษา 
ซึ่งทั้งหมดจะเป็นตัวก าหนดความครอบคลุม และความแม่นย าของผลการตรวจ ตัวอย่างเช่น (1) การอ่านค่า
ล าดับค่าดีเอ็นเอผิดพลาด (calling error rates) เป็นปัญหาในเชิงคุณภาพ ซึ่งค่าความผิดพลาดนั้นมีค่าที่
แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจ ซึ่งโดยทั่วไปจะมีการก าหนดค่าความเชื่อมั่น (Confidence 
scores) ส าหรับทุกๆการอ่านค่าในแต่ละบุคคล (2) จ านวนข้อมูลล าดับสารพันธุกรรมสามารถก าหนดเป็นค่า
ความครอบคลุม (Coverage) และมีความหมายว่า ในแต่ละดีเอ็นเอนั้นถูกวิเคราะห์ และอ่านเป็นจ านวนกี่ครั้ง 
ซึ่งเป็นการตรวจสอบความถูกต้องของผลการตรวจนั่นเอง ในการค้นหาต าแหน่งบนล าดับสารพันธุกรรมที่มี
ความหลากหลายชนิด insertions, deletions และ translocations ด้วยเครื่องมือในปัจจุบัน ได้เสนอให้
ก าหนดค่าความครอบคลุมที่ 20x ถึง30x  ส่วนการตั้งค่าความครอบคลุมที่สูงมากๆ จ าเป็นส าหรับการอ่านค่า 
SNP เพื่อให้ได้ค่าที่แม่นย า โดยก าหนดให้มีค่าความครอบคลุมที่ 30x ถึง 100x เป็นต้น (Nielsen 2011)  
(รูปที่ 2) ทั้งน้ี การเพิ่มค่าความครอบคลุมในการศึกษาจะส่งผลให้ค่าใช้จ่ายในการศึกษานั้นสูงขึ้น 
 
บทสรุป (Conclusion) 

ด้วยเทคโนโลยีของการหาล าดับสารพันธุกรรมรุ่นใหม่ (Next Generation Sequencing) ได้น าเสนอ
ความสามารถที่มีประโยชน์ต่อการศึกษาทางนิติพันธุศาสตร์ และยังสามารถน าข้อมูล Forensic sequence 
Markers ที่ได้จากการศึกษาด้วยเทคโนโลยี NGS เข้ารวมกับข้อมูล Forensic STR เดิมบนเทคโนโลยี 
Capillary electrophoresis ซึ่งเป็นฐานข้อมูลประชากรขนาดใหญ่ที่ใช้ในกรณีศึกษาต่างๆทางนิติวิทยาศาสตร์ 
จึงท าให้ในอนาคตอันใกล้การศึกษาเพื่อค้นหา Forensic STR marker หรือ SNPs ต าแหน่งใหม่ๆ หรือ 
ต าแหน่งดีเอ็นเอที่เหมาะสมต่อประชากรเฉพาะกลุ่ม อีกทั้ง การศึกษาเพื่อค้นหา Phenotypic Marker เพื่อใช้
ในการพิสูจน์บุคคล เหล่านี้นับเป็นข้อมูลทางพันธุศาสตร์ที่เป็นประโยชน์ต่อกระบวนการยุติธรรมและนิติ
วิทยาศาสตร ์
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รูปที่ 2 ตัวอย่างแสดงการศึกษาเพื่อค้นหาต าแหน่ง Single Nucleotide Polymorphism (SNP), (ขวา) ด้วย
เทคนิคของ NGS ผู้ศึกษาสามารถออกแบบการศึกษาที่ใชต้ าแหน่งล าดับสารพันธุกรรมที่ครอบคลุม และมีการ
อ่านล าดับสารพันธุกรรมนั้นซ้ าๆ (high coverage) จะเพิ่มความถูกต้อง และแม่นย าในการค้นหาต าแหน่ง 
SNP, (ซ้าย) ในขณะที่หากการครอบคลุมนั้นไม่มากเพียงพอ (low coverage) อาจท าให้เกิดข้อผิดพลาดใน
การวินิจฉัยต าแหน่ง SNP (Jason 2012) 
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