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บทคดัย่อ 
การศกึษานี้เป็นการประเมนิวธิกีารเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอบนโครโมโซมเอกซแ์ละวาย จากตวัอย่างเยื่อบุ

กระพุ้งแก้มที่เกบ็บนแผ่น FTA เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมจากการปรบักระบวนการตรวจวเิคราะห์ตวัอย่าง 
ได้แก่ การลดปรมิาตรน ้ายาส าเรจ็รูป การลดจ านวนรอบในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ การลดขัน้ตอนการลา้ง
แผ่น FTA และการใชเ้ซลลเ์ยื่อบุกระพุง้แกม้จากแผ่น FTA โดยตรง จากผลการทดสอบของการเพิม่ปรมิาณ  
ดเีอน็เอบนโครโมโซมเอกซ ์(X-STR, X-short tandem repeat) และโครโมโซมวาย (Y-STR, Y-short tandem 
repeat) สามารถลดปรมิาตรน ้ายาส าเรจ็รปูเหลอืรอ้ยละ 25 และ 20 ตามล าดบั และสามารถลดจ านวนรอบใน
การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยชุดน ้ายาดงักล่าวจาก 25 และ 30 รอบ ตามค าแนะน าในคู่มอืการใชง้าน เป็น 22 
และ 27 รอบ ตามล าดบั การใชต้วัอย่างจากแผ่น FTA โดยตรงทีผ่่านการลดขัน้ตอนการลา้ง มคีุณภาพ STR 
profile ไม่แตกต่างกบัการใชส้ารละลายดเีอน็เอ โดยคุณภาพของ STR profile ทีต่รวจวเิคราะหไ์ดอ้ย่างประสบ
ความส าเร็จแบบ full profile จากเครื่องหมายพนัธุกรรม X-STR และ Y-STR เป็นร้อยละ 98 และ 94 ของ
ตัวอย่างเพศหญิงและเพศชายอย่างละ 50 ตัวอย่าง ตามล าดบั โดยสรุปผลการวิจยัครัง้นี้แสดงให้เหน็ว่า 
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สามารถลดปรมิาตรของชุดน ้ายาส าเรจ็รปู และลดจ านวนรอบไดโ้ดยใหผ้ล DNA profile ทีส่มบรูณ์ ซึง่เป็นการ
ประหยดัค่าใชจ้่ายและลดเวลาการตรวจวเิคราะห ์วธิกีารนี้สามารถประยุกต์ใชใ้นการบรหิารจดัการดา้นงาน
บรกิารของหอ้งปฏบิตักิารนิตพินัธุศาสตรไ์ด ้
 

ค าส าคญั : เครื่องหมาย STR บนโครโมโซมเอกซแ์ละวาย; เยื่อบุกระพุง้แกม้; ลดปรมิาตรน ้ายาส าเรจ็รปู; นิติ
พนัธุศาสตร ์

 
Abstract 

This study involved the validation of commercial test kits on X and Y STR loci using buccal 
cells on FTA cards. The objectives were to reduce the amplification kit volume, PCR cycles and FTA 
washing step. The results showed that the amplification kit volume of X-STR and Y-STR were reduced 
to 25 and 20 %, respectively. The amplification cycles were reduced from 25 cycles and 30 cycles of 
the manufacturer recommendation to 22 and 27 cycles, respectively. In addition direct amplification of 
FTA cards with reduced washing step gave the same results as using DNA solution with standard 
washing step. These results demonstrated that successful STR full profiles of X-STR and Y-STR were 
98 and 94 % of total female and male samples (n = 50 each), respectively. For summary, the current 
study demonstrated that the amplification kit volume and amplification cycles could be reduced while 
complete DNA profiles were obtained. This will provide benefit of cost reduction and save time. 
Moreover, it can be applied to forensic DNA routine service management.  
 

Keywords: X and Y-STR; buccal cell; reduced reaction volume; forensic genetics  
 
1. ค าน า 

การตรวจวเิคราะหด์เีอน็เอเป็นวธิกีารหนึ่งที่
ใชใ้นการพสิจูน์เอกลกัษณ์บุคคลทีม่ปีระสทิธภิาพสงู 
ดีเอ็นเอจึงกลายเป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่
นิยมน ามาใชใ้นการพสิจูน์เอกลกัษณ์บุคคล รวมทัง้
การยืนยันผู้กระท าผิดในคดีอาชญากรรมต่าง ๆ 
เทคนิคที่น ามาใชใ้นการตรวจพสิูจน์ดเีอน็เอจ าเป็น 
ต้องใช้เครื่องมอืและชุดน ้ายาส าเร็จรูปที่มรีาคาสูง 
ซึ่งท าให้มีค่าใช้จ่ายสูง เช่น ในกรณีคดีล่วงละเมดิ
ทางเพศคดหีนึ่ง ซึ่งใช้หลกัฐานทางดเีอน็เอในการ
คลีค่ลายคดเีป็นสว่นใหญ่ มตีวัอย่างของผูต้อ้งสงสยั
ทัง้หมด 156 รายการ ส่งผลให้มีค่าใช้จ่ายที่สูงถึง 
420,000 บาท (ปิยะ, 2556) ถึงแม้การตรวจพสิูจน์
ทางดเีอน็เอตอ้งสญูเสยีค่าใชจ้่ายสงู แต่ทางราชการ

ยงัคงเลือกใช้วธิีการดงักล่าว เนื่องจากสมบตัิของ   
ดีเอ็นเอที่มีความจ า เพาะสูง  ให้ผลการตรวจ
วิเคราะห์ที่แม่นย าและใช้เวลาเพียงไม่นานในการ
ตรวจพสิจูน์ซึง่สง่ผลดต่ีอการพจิารณาคด ี

Short tandem repeat (STR) เ ป็นบริ เ วณ
ของดีเอ็นเอที่มีล าดับเบสเรียงเป็นชุดซ ้าอย่าง
ต่อเนื่ อง  ตั ้งแ ต่  2-7 คู่ เบส นิยมน ามาใช้เ ป็น
เครื่องหมายพันธุกรรมในการท าปฏิกิริยาเพิ่ม
ปรมิาณดเีอน็เอ เนื่องจากเป็นบรเิวณทีม่คีวามแปร
ผันทางพันธุกรรมสูง ในแต่ละบุคคล ท า ให้มี
ประสิทธิภาพในการจ าแนกเอกลักษณ์บุคคล 
ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอล าดับซ ้าบน
โครโมโซมเอกซแ์ละวาย (X-STR and Y-STR) เป็น
การตรวจเอกลกัษณ์บุคคลอกีประเภทหนึ่ง ปัจจุบนั
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มีการประยุกต์ใช้การตรวจวิเคราะห์ STR ของ
โครโมโซมเพศในการตรวจพสิจูน์เอกลกัษณ์ทางนิติ
วิทยาศาสตร์ เช่น การตรวจหาความสมัพนัธ์ทาง
สายเลอืด หรอืในกรณีทีก่ารตรวจดเีอน็เอบนออโท-
โซมมีข้อจ ากัดบางประการ เช่น กรณีการตรวจ
ความสมัพนัธพ์่อแม่ลูกทีม่ผีลการตรวจไม่ตรงกนัใน
บางต าแหน่ง ซึ่งอาจเกดิจากการกลาย (mutation) 
ของดเีอน็เอบนออโทโซม ท าให้ไม่สามารถสรุปผล
การตรวจได้ โดยโครโมโซมเอกซ์และวายน ามาใช้
ตรวจเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผล ในกรณีตรวจความ 
สัมพันธ์พ่อกับลูกสาวจะใช้การตรวจโครโมโซม
เอกซ์เพิม่เติม ส่วนกรณีตรวจความสมัพนัธ์พ่อกบั
ลูกชาย จะใช้การตรวจดเีอน็เอของโครโมโซมวาย
เพิม่เตมิ นอกจากนี้ยงัใชต้รวจในคดล่ีวงละเมดิทาง
เพศทีต่วัอย่างส่งตรวจมกีารปนกนัของดเีอน็เอของ
เหยื่อและผูต้อ้งสงสยั หรอืกรณีทีม่ผีูต้อ้งสงสยัหลาย
คนร่วมกนัในคดี (multiple rape case) โครโมโซม
วายจะน ามาใชต้รวจจ าแนกผูต้้องหาในกรณีเหล่านี้
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Butler, 2011; Raziel et 
al., 2014) ส าหรบัในตวัอย่างดเีอน็เอของคนไทย มี
การรายงานเกี่ยวกับข้อมูลการใช้เครื่องหมาย
พนัธุกรรมบนออโทโซมและโครโมโซมวาย ซึ่งใช้
เป็นขอ้มูลอา้งองิของประชากรไทยได ้(Chantratita 
et al., 2001; Rerkamnuaychoke et al., 2001; 
Rerkamnuaychoke et al., 2006; Shotiwaranon et 
al., 2009; Siriboonphiphatthana et al., 2010) 

ขัน้ตอนการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอประกอบ 
ดว้ยขัน้ตอนการสกดัดเีอน็เอ การวดัปรมิาณดเีอน็เอ 
การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ การแยกขนาดดเีอน็เอ และ
การวเิคราะห์ผล ซึ่งมงีานวจิยัจ านวนมากที่พฒันา
และปรับปรุงขัน้ตอนการตรวจพิสูจน์  เพื่อลด
ระยะเวลาการตรวจวิเคราะห์ รวมถึงการลด
ค่าใช้จ่ายลง แต่ยังคงคุณภาพของผลการตรวจ
พิสูจน์ไม่ ต่างจากขัน้ตอนการตรวจพิสูจน์แบบ
มาตรฐาน เช่น การปรบัลดปรมิาตรน ้ายาส าเรจ็รปูที่

ใช้ จากการศึกษาในชุดน ้ ายา Powerplex® Y23 
พบว่าที่ปริมาตรรวม 5 ไมโครลิตร สามารถให้
คุณภาพของ STR profile ที่เป็นไปตามเกณฑ์การ
ยอมรบัถงึรอ้ยละ 90 (Raziel et al., 2014) การปรบั
ลดจ านวนรอบ (PCR cycle) หรอืการปรบัลดความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอในชุดน ้ ายาส าเร็จรูป Yfiler® 
พบว่าการลด-เพิ่ม PCR cycle (28-32 cycle) ไม่
ส่งผลต่อคุณภาพ STR profile นอกจากนี้ยงัพบว่า
ความเข้มข้นดีเอ็นเอต ่าสุดที่ให้ STR profile ครบ
สมบรูณ์ คอื 0.125 นาโนกรมั (Mulero et al., 2006) 
ส าหรับขัน้ตอนการเก็บตัวอย่าง ปัจจุบันนิยมน า
แผ่น FTA มาใช้ เพื่อความสะดวกในการเกบ็รกัษา
เซลล์เป้าหมาย ขอ้ดขีองแผ่น FTA ได้แก่ สามารถ
เกบ็รกัษาดเีอน็เอใหค้งสภาพไดท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง และ
สามารถเกบ็รกัษาไดเ้ป็นเวลาหลายปี (Wong et al., 
2012) ท า ใ ห้ มี ง านวิ จัย ที่ พัฒนา ให้ ส าม า รถ
ประยุกต์ใช้กบัตวัอย่างดเีอน็เอที่เกบ็บนแผ่น FTA 
เช่น การลดขนาดหวัเจาะแผ่น FTA (punch size)  
เพื่อช่วยลดการสูญเสยีตวัอย่างในกรณีทีม่ตีวัอย่าง 
ดเีอน็เอจ ากดั (Wong et al., 2012) หรอืการพฒันา
ประสทิธภิาพของชุดน ้ายาส าเรจ็รูป ใหส้ามารถเพิม่
ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างทีเ่กบ็บนแผ่น FTA ได้
โดยตรง ไม่ต้องผ่านขัน้ตอนการสกดั หรอืการล้าง
ก่อน (Wang et al., 2009 ; Laurin et al., 2012) ท า
ให้ลดเวลาในการตรวจวเิคราะหจ์าก 10-12 ชัว่โมง 
เหลอืเพยีง 6 ชัว่โมง (Tsukada et al., 2011) แมว้่า
ชุดน ้ายาส าเรจ็รูปทีใ่ชภ้ายในหอ้งปฏบิตักิารเหล่านี้ 
ได้มีการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมจากบริษัท 
ผู้ผลิตแล้ว เพื่อสะดวกต่อการใช้งานมาแล้วกต็าม 
แต่ในทางนิติวิทยาศาสตร์ ผู้ปฏิบตัิงานยงัคงต้อง 
การเทคนิคทีจ่ะช่วยพฒันาและปรบัปรุงใหก้ารตรวจ
พสิจูน์ดเีอน็เอ มคีวามไวสงู ประหยดัค่าใชจ้่าย และ
เพิม่ศกัยภาพในการท างานใหม้ากขึน้กว่าเดมิ 

ดังนัน้ผู้วิจ ัยจึงต้องการศึกษาหาสภาวะที่
เหมาะสมในการท าปฏกิริยิาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอบน
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โครโมโซมเอกซ์และวายด้วยชุดน ้ายา Argus X-12 
(QIAGEN, Germany) และ Yfiler® (Life Technolo-
gies, USA) ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการทางนิติพันธุ -
ศาสตร ์โดยวธิกีารทดลองทีไ่ดม้กีารปรบัเปลีย่นบาง
ขัน้ตอนจากวธิกีารมาตรฐานทีบ่รษิทัผู้ผลติแนะน า 
ซึ่งผลการศกึษานี้ จะช่วยเพิม่ประสทิธภิาพในการ
ท างาน ลดค่าใช้จ่ายในการตรวจวเิคราะห์ และลด
พื้นที่ในการจดัเกบ็ตวัอย่างส่งตรวจ นอกจากนี้ยงั
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการพสิูจน์ดเีอน็เอทาง
นิตพินัธุศาสตรใ์นงานบรกิารได ้
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 กลุ่มตวัอย่าง 

การศึกษานี้ใช้เซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้ม
ของตัวอย่างเพศหญิงและเพศชายอย่างละ 50 
ตัวอย่าง ที่ถูกเก็บบนแผ่น FTA รุ่น Indicating 
FTATM Mini Card ไว้ในปี พ.ศ. 2557 และ 2559 
โดยตวัอย่างเหล่านี้เป็นสิง่ส่งตรวจที่เหลอืจากการ
ตรวจในงานประจ า (left-over specimen) ของห้อง 
ปฏบิตัิการมนุษย์พนัธุศาสตร ์ภาควชิาพยาธวิทิยา 
คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบด ีและผ่าน
การอนุมตัโิครงการวจิยัจากคณะกรรมการจรยิธรรม
และวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาล
รามาธบิดแีลว้ (เลขทีโ่ครงการ ID 09-58-34) 

2.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท า
ปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบนโครโมโซม
เอกซแ์ละวายจากตวัอย่างท่ีเกบ็บนแผน่ FTA 

ตวัอย่างที่ใช้ในขัน้ตอนนี้เป็นตวัอย่างที่
ทราบขอ้มูลของ STR profile เป็นเพศหญิงจ านวน 
1 ตวัอย่าง ในการทดสอบปฏกิริยิาการเพิม่ปรมิาณ
ดเีอน็เอบนโครโมโซมเอกซด์ว้ยชุดน ้ายา Argus X-
12 และใช้ตัวอย่างเพศชายจ านวน 1 ตัวอย่าง ใน
การทดสอบปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบน
โครโมโซมวายด้วยชุดน ้ ายา Yfiler® และเจาะ
ตวัอย่างเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้มที่เกบ็บนแผ่น FTA 

โดยใช้ manual punch ยี่ห้อ Harris Micro-Punch 
(Ted Pella, USA) ขนาดหวัเจาะเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 
1.2 มิลลิเมตร ต าแหน่งการเจาะเป็นแบบสุ่มใน
บรเิวณทีม่เียื่อบุกระพุง้แกม้ป้ายอยู่ (บรเิวณพืน้ที่สี
ขาว) จากนัน้ล้างแผ่น FTA ด้วยน ้ากลัน่ปริมาตร 
200 ไมโครลติร นาน 5 นาท ีจ านวน 3 ครัง้ และ TE 
buffer ปรมิาตร 200 ไมโครลติร นาน 5 นาท ีจ านวน 
2 ครัง้ ท าให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 C เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง (Wong et al., 2012) โดยใช้ FTA 1 punch 
ต่อหนึ่งปฏกิริยิา เตรยีม PCR reaction mix ของชุด
น ้ายาส าเร็จรูป Argus X-12 และ Yfiler® ตามคู่มอื
แนะน าการใชง้าน โดยชุดน ้ายาส าเรจ็รปูทัง้สองนี้ มี
ปรมิาตรของการท าปฏกิริยิามาตรฐานคอื 25 ไมโคร 
ลติร ชุดน ้ายาส าเรจ็รูป Argus X-12 และ Yfiler® ม ี
positive control เ ป็ น  control DNA 9947A แ ละ 
AmpFlSTR® control DNA 007 ตามล าดับ  ส่วน 
negative control เป็นแผ่น FTA เปล่าขนาด 1.2 
มิลลิเมตร จ านวน 1 punch การทดสอบการลด
ปรมิาตรของชุดน ้ายาส าเรจ็รูปแต่ละชนิดจะทดสอบ
ทัง้หมด 5 ซ ้า 

การศกึษานี้ใชเ้ครื่อง Thermal cycler รุ่น 
GeneAmp® PCR System 9700 Cycler (Applied 
Biosystems) สภาวะมาตรฐานที่ ใ ช้ ในการท า
ปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของชุดน ้ ายา 
Argus X-12 คอื 94 C 4 นาท ีช่วงที ่1 ประกอบดว้ย 
5 รอบ ของ 96 C 30 วนิาท ี63 C 120 วนิาท ีและ
ช่วงที่ 2 คอื 25 รอบ ของ 94 C 30 วนิาท ี60 C 
120 วนิาท ี72 C 75 วนิาท ีและขัน้ตอน extension 
ครัง้สุดท้ายที่ 68 C นาน 60 นาที ส่วนสภาวะ
มาตรฐานในการท าปฏกิริยิาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอใน
ชุดน ้ายา Yfiler® คอื เริม่ต้นที่ 95 C 11 นาท ีตาม
ดว้ย 30 รอบ ของ 94 C 1 นาท ี61 C 1 นาท ี72 
C 1 นาท ีและขัน้ตอน extension ครัง้สดุทา้ยที ่60 
C นาน 80 นาท ี

ผลผลติดเีอน็เอทีไ่ดน้ ามาแยกขนาดดว้ย 
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เครื่อง Applied Biosystems®
 3130 Genetic Analyzer 

และวิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม GeneMapper® 
ID Software ซึ่งค่าความสูงของพีค (peak height) 
ที่ เ ป็นค่ า  cut-off คือ  100 RFU (relative fluores-
cence unit) โดยเกณฑ์การยอมรับความสมบูรณ์
ของ STR profile ในงานวจิยันี้ ได้แก่ จะต้องไดผ้ล
เป็น full profile และพีคมีลักษณะแหลม ความสูง
พคีมคี่ามากกว่า 100 RFU  

2.3 การลดขัน้ตอนการล้างแผ่น FTA 
และลดระยะเวลาการท าให้แผน่ FTA แห้ง 

การศกึษานี้จะใชป้รมิาตรทีน้่อยทีส่ดุและ
ยงัให้ผล DNA profile ที่สมบูรณ์ที่สุดของชุดน ้ายา 
Argus X-12 (ปรมิาตร 6.25 ไมโครลติร ท าปฏกิริยิา 
22 รอบ) และชุดน ้ายา Yfiler® (ปริมาตร 5 ไมโคร 
ลิตร ท าปฏิกิริยา 27 รอบ) มาใช้ทดลองเพื่อลด
ขัน้ตอนและระยะเวลาในการล้างแผ่น FTA จาก
สภาวะดงักล่าวจะทดสอบลดเวลาขัน้ตอนท าใหแ้ผ่น 
FTA แหง้ทีอุ่ณหภูม ิ60 C โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่ม คอื 
ที ่0, 15 และ 60 นาท ีทดสอบลดขัน้ตอนในการลา้ง
แผ่น FTA โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่มการทดลอง คือ     
(1) ล้างด้วยน ้ากลัน่ 1 ครัง้ และ TE buffer 1 ครัง้ 
(2) ล้างด้วยน ้ากลัน่ 2 ครัง้ และ TE buffer 2 ครัง้ 
โดยทัง้สองกลุ่มนี้ท าให้แห้งที่อุณหภูม ิ 60 C เป็น
เวลา 15 นาท ีวเิคราะหผ์ล profile ทีไ่ดเ้ปรยีบเทยีบ
กบั known genotype ของตวัอย่าง  

2.4 การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างด้วย
สภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลอง 

น าสภาวะทีเ่หมาะสมในการเพิม่ปรมิาณ
ดเีอน็เอบนโครโมโซมเอกซ์และวาย มาทดสอบใน
ตวัอย่างเยื่อบุกระพุง้แกม้เพศหญงิและชาย อย่างละ 
50 ตวัอย่าง และเปรยีบเทยีบจโีนไทป์กบัฐานขอ้มลู
อ้างอิงของห้องปฏิบัติการมนุษย์พันธุศาสตร์ที่
ทดสอบดว้ยดเีอน็เอแบบสารละลาย เพื่อตรวจสอบ
ความถูกตอ้งของต าแหน่งพคีทีไ่ด ้(accuracy)  

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ

ท าปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบนโครโมโซม
เอกซแ์ละวายจากตวัอย่างท่ีเกบ็บนแผน่ FTA 

3.1.1 ดี เ อ็น เอบนโครโมโซม เอกซ์  
ทดสอบดว้ยชุดน ้ายา Argus X–12 ในตวัอย่างเยื่อบุ
กระพุ้งแก้มเพศหญิงที่ปริมาตรน ้ ายา 25, 12.5, 
6.25 และ 5 ไมโครลิตร ปริมาตรที่ให้ผล STR 
profile สมบรูณ์ คอื 25 และ 12.5 ไมโครลติร ส าหรบั
ที่ปริมาตร 6.25 และ 5 ไมโครลิตร เกิด over 
amplification เป็นจ านวนมาก ซึ่ง เป็นผลจากมี
ปรมิาณดเีอน็เอตัง้ต้นสูง ดงันัน้จงึปรบัสภาวะโดย
การลดจ านวนรอบในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอลงมา
ที ่22-24 รอบ เลอืกปรมิาตรที ่6.25 ไมโครลติร มา
ทดสอบ โดยทัง้ 3 สภาวะ (สภาวะที่ใชจ้ านวนรอบ 
22, 23 และ 24 รอบ) ให้ผล STR profile สมบูรณ์
ทัง้หมด ส าหรับการเกิด over amplification และ
การมี product PCR มากขึ้นเมื่อลดปริมาตรน ้ายา
ลง อาจเป็นผลมาจากองค์ประกอบในการท า
ปฏิกิริยาแต่ละส่วนไม่สมดุลกัน  ดังนัน้สภาวะที่
เหมาะสมในปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยชุด
น ้ ายานี้คือ 6.25 ไมโครลิตร และท าปฏิกิริยา 22 
รอบ (รปูที ่1A) 

3.1.2 ดเีอน็เอบนโครโมโซมวาย ทดสอบ
ด้วยชุดน ้ายา Yfiler® ใช้ตัวอย่างเยื่อบุกระพุ้งแก้ม
เพศชาย และลดปริมาตรน ้ ายาเช่นเดียวกับการ
ทดสอบในโครโมโซมเอกซ์ ปริมาตรที่ให้ผล STR 
profile สมบูรณ์ คอื 25, 12.5 และ 6.25 ไมโครลติร 
ส่วนผล STR profile ที่ปรมิาตร 5 ไมโครลติร เกดิ 
over amplification และลักษณะพีคไม่คมแหลม
ตัง้แต่การทดลองครัง้แรก ข้อสังเกตจากผลการ
ทดลอง 6.25 ไมโครลติร นัน้ แมใ้หพ้คีครบสมบรูณ์
ทุก profile แต่ลกัษณะพคีในบางต าแหน่งมฐีานพคี
ค่อนข้างกว้าง โดยพบลกัษณะนี้ 3 ใน 5 ครัง้ของ
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การทดลอง ซึ่งทัง้ 2 กรณี อาจเป็นผลจากความ
เข้มข้นดีเอน็เอไม่เหมาะสม ผู้วิจยัจงึใช้ปรมิาตรที่ 
6.25 ไมโครลิตร และทดลองเจาะแผ่น FTA ใน
บรเิวณต าแหน่งต่าง ๆ กนั ได้แก่ บรเิวณที่มสีขีาว
ชดัเจนซึ่งเป็นบริเวณส่วนกลางของตัวอย่าง และ
บริเวณที่มีสีขาวจางๆ ซึ่งมักอยู่บริเวณรอบนอก 
(รูปที่ 2) ผลการทดลองพบว่าตัวอย่างที่เจาะจาก
บรเิวณทีม่สีขีาวจาง จะใหผ้ล STR profile สมบูรณ์
มากกว่าในบริเวณที่มีสขีาวชัดเจน เนื่องจากการ

เกบ็ตวัอย่างเยื่อบุกระพุ้งแก้มใช้แผ่น foam-tipped 
applicator ขูดบริเวณกระพุ้งแก้มด้านในปาก และ
ป้ายลงบนแผ่น FTA ท าใหต้วัอย่างในบรเิวณต่าง ๆ 
มปีรมิาณของเซลลแ์ตกต่างกนั ดงันัน้หากเจาะแผ่น 
FTA ต าแหน่งต่างกนั จะท าใหค้วามเขม้ขน้ดเีอน็เอ
ที่ได้แตกต่างกนัไปด้วย ความเขม้ข้นดีเอน็เอที่ไม่
เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยา จะมีผลกระทบต่อ
ความสมบูรณ์ของพีคและได้ STR profile ลดลง 
(Laurin et al., 2012) 

 

 
(A) (B) 

 

รปูท่ี 1 ผล STR profile ที่ได้จากสภาวะที่เหมาะสมในปฏกิิริยาการเพิม่จ านวนดีเอ็นเอบนโครโมโซม
เอกซแ์ละวาย (A) ผล X-STR profile ทีป่รมิาตร 6.25 ไมโครลติร ท าปฏกิริยิา 22 รอบ (B) ผล Y-
STR profile ทีป่รมิาตร 5 ไมโครลติร ท าปฏกิริยิา 27 รอบ 

 
ต่อมาจงึปรบัลดจ านวนรอบในปฏกิริยิา

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอให้อยู่ในช่วง 27-29 รอบ 
พบว่าผล STR profile ทีไ่ดส้มบูรณ์ทัง้หมด ส าหรบั
ที่ปริมาตรน ้ ายา 5 ไมโครลิตร ผู้วิจ ัยทดลองใช้
จ านวนรอบปฏกิริยิา 27 รอบ และท าทัง้หมด 5 ซ ้า 

พบว่าให้ผล STR profile ครบสมบูรณ์ทัง้หมด 
ดังนัน้สภาวะที่เหมาะสมในปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณ    
ดีเอ็นเอด้วยชุดน ้ายานี้  คือ 5 ไมโครลิตร และท า
ปฏกิริยิา 27 รอบ (รปูที ่1B) 
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รปูท่ี 2 ต าแหน่งการเจาะแผ่น FTA บรเิวณตรง
กลาง (มสีขีาวชดัเจน) จะเป็นบรเิวณที่
มตีวัอย่างเซลลม์าก และบรเิวณรมิขอบ 
(มสีขีาวจาง) จะเป็นบรเิวณทีม่ตีวัอย่าง
เซลลน้์อย 

 
3.2 ผลการลดขัน้ตอนการล้างแผ่น FTA 

และลดระยะเวลาการท าให้แผน่ FTA แห้ง 
เมื่อไดส้ภาวะทีเ่หมาะสมของชุดน ้ายาทัง้ 

2 ชนิด แลว้ ต่อมาจงึทดลองลดขัน้ตอนการลา้งและ
ท าใหแ้ผ่น FTA แหง้ ผลการทดลองพบว่าการท าให้
แผ่น FTA แหง้ที ่0 และ 15 นาท ีใหผ้ล profile ครบ
สมบรูณ์ เมื่อเทยีบกบัการท าใหแ้หง้ที ่60 นาท ีสว่น
การลดจ านวนครัง้ในขัน้ตอนการลา้ง พบว่าการลา้ง
แผ่น FTA ดว้ยน ้ากลัน่และ TE buffer เพยีง 1 ครัง้ 
ใหผ้ล profile ทีค่รบสมบรูณ์เช่นกนั ผลสรุปของการ
หาสภาวะทีเ่หมาะสมทีช่่วยลดระยะเวลา ค่าใชจ้่าย

ไดม้ากทีส่ดุ และยงัคงคุณภาพของ STR profile คอื 
ทีป่รมิาตรรวม 6.25 ไมโครลติรที ่22 รอบปฏกิริยิา 
(X-STR) และที่ปรมิาตรรวม 5 ไมโครลติร 27 รอบ
ปฏกิริยิา (Y-STR) โดยผ่านขัน้ตอนการลา้งเพยีง 1 
ครัง้ ซึ่งสามารถลดเวลาการตรวจวเิคราะห์ดเีอน็เอ
ไดถ้งึรอ้ยละ 27 (ตารางที ่1) 

3.3 ผลการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างด้วย
สภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลอง 

ผลการประเมินคุณภาพของ X-STR 
profile ในกลุ่มตัวอย่าง เพศหญิงด้วยชุดน ้ ายา 
Argus X-12 จ านวน 50 ตวัอย่าง พบว่าใหผ้ลความ 
ส าเรจ็เป็น full profile ทีร่อ้ยละ 98 (49/50 ตวัอย่าง) 
โดยต าแหน่งที่มแีอลลลีขาดหายไป คอื DXS8378 
และคุณภาพของ Y-STR profile ในกลุ่มตัวอย่าง
เพศชายดว้ยชุดน ้ายา Yfiler® ใหผ้ลความส าเรจ็เป็น 
full profile ที่ร้อยละ 94 (47/50 ตวัอย่าง) ต าแหน่ง
ที่ขาดหายไป คือ B_DYS389II เนื่ องด้วยทัง้  2 
ต าแหน่ง ขา้งต้นมคีวามสงูของพคีไม่เกนิค่า cut off 
ที่ 100 RFU นอกจากนี้ได้เปรียบเทียบผล DNA 
profile ทีไ่ดก้บัฐานขอ้มูลของหอ้งปฏบิตักิาร พบว่า
ผลทีไ่ดจ้ากงานวจิยันี้ตรงกบัฐานขอ้มลูทัง้หมด 

การวเิคราะห ์heterozygous imbalance 
ของ X-STR profile จะวเิคราะหจ์ากตวัอย่างทีใ่หผ้ล
ที่มจีโีนไทป์เป็นแบบ heterozygous allele (ตาราง
ที ่2) โดยค่าเฉลีย่ของอตัราสว่นของพคีแบบ hetero-

 
ตารางท่ี 1 การเปรยีบเทยีบเวลาในกระบวนการตรวจวเิคราะหด์เีอน็เอจากวธิมีาตรฐานซึง่ใชส้ารละลาย 

ดเีอน็เอกบัวธิทีีไ่ดจ้ากผลการทดลองทีใ่ชต้วัอย่างบนแผ่น FTA ในงานวจิยัครัง้นี้ 
 

ขัน้ตอนการวเิคราะห ์
เวลาทีใ่ช ้

วธิมีาตรฐานในงานประจ า วธิทีีไ่ดจ้ากงานวจิยัครัง้นี้ 
การลา้งแผ่น FTA ตวัอย่าง 30 นาท ี 10 นาท ี
การสกดัดเีอน็เอ 30 นาท ี - 
การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ 3 ชัว่โมง 2 ชัว่โมง 45 นาท ี

รวม 4 ชัว่โมง 2 ชัว่โมง 55 นาท ี
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ตารางท่ี 2 การเปรยีบเทยีบเวลาในกระบวนการตรวจวเิคราะหด์เีอน็เอจากวธิมีาตรฐานซึง่ใชส้ารละลาย 
ดเีอน็เอกบัวธิทีีไ่ดจ้ากผลการทดลองทีใ่ชต้วัอย่างบนแผ่น FTA ในงานวจิยัครัง้นี้ 

 

Locus Average ± SD* 
Total peak balance / Total heterozygous allele 

(n) 
% Peak balance** 

DXS10103 0.88 ± 0.06 38/38 100 
DXS8378 0.88 ± 0.05 35/35 100 
DXS7132 0.89 ± 0.05 41/41 100 
DXS10134 0.90 ± 0.07 40/40 100 
DXS10074 0.86 ± 0.11 31/36 86 
DXS10101 0.85 ± 0.13 40/44 90 
DXS10135 0.81 ± 0.13 37/47 79 
DXS7423 0.92 ± 0.04 28/28 100 
DXS10146 0.84 ± 0.08 39/42 93 
DXS10079 0.86 ± 0.06 40/41 98 
HPRTB 0.91 ± 0.04 37/37 100 
DXS10148 0.82 ± 0.10 41/46 89 
G_DYS385*** 0.75 ± 0.10 33/50 66 

อตัราส่วนความสูงของพคีทีเ่ป็นแบบ heterozygous allele = smaller peak height / higher peak height ใน
แต่ละ locus; *SD = standard deviation; **Peak balance = ค่าอัตราส่วนความสูงของพีคที่ เ ป็นแบบ 
heterozygous allele ทีม่คี่ามากกว่าหรอืเท่ากบั 0.7; ***ต าแหน่งพนัธุกรรมของ Y-STR marker 
 
zygous allele (อัต ราส่ วนของพีคแบบ hetero-
zygous allele = smaller peak height / higher peak 
height ในแต่ละ locus) อยู่ในช่วง 0.81 ถงึ 0.92 ซึง่
พีคที่ ได้มีความสมดุลตามเกณฑ์การยอมรับ 
heterozygous peak threshold (>0.70) ส า ห รั บ
ต าแหน่งพนัธุกรรม ใน Y-STR ทีใ่หผ้ลเป็น hetero-
zygous allele มีเพียง 1 ต าแหน่ง คือ G_DYS385 
ซึ่งค่าเฉลี่ยของอตัรา ส่วนความสมดุลพคีที่ได้ คอื 
0.75 ส่วนคุณภาพในด้านความสูงของพคีพบว่าใน
แ ต่ละต าแห น่งพันธุกรรมมีความแปรปรวน
ค่อนข้างมากดงัตารางที่ 3 ค่ากลางต ่าสุดของ X-
STR คอื 595 RFU (DXS10101) และค่ากลางสงูสดุ 
คือ 7570 RFU (Amelogenin) ในส่วนของ Y-STR 
ค่ากลางต ่าสุดและค่ากลางสงูสุดทีไ่ด ้คอื 406 RFU 

(Y_DYS439) และ 3624 RFU (G_DYS458) ตาม 
ล าดบั 
 

4. สรปุ 
การศึกษานี้เป็นการหาสภาวะที่เหมาะสม

ของการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ เพื่อช่วยลดค่าใชจ้่าย 
ลดเวลา และลดขัน้ตอนการท างาน รวมทัง้ลดพืน้ที่
ส าหรบัจดัเกบ็ดเีอน็เอในรูปแบบสารละลาย โดยใช้
การเกบ็ตวัอย่างบนแผ่น FTA แทน จากการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
สามารถ ให้ผล  X-STR profile ที่ สมบู ร ณ์ ไ ด้ที่
ปรมิาตรรวม 6.25 ไมโครลติรด้วยชุดน ้ายา Argus 
X-12 (ลดปริมาตรน ้ายาส าเร็จรูปเหลือร้อยละ 25) 
และใชป้รมิาตรรวมของชดุน ้ายา Yfiler® เพยีง 5 
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ตารางท่ี 3 ค่ากลางของความสงูของพคีในแต่ละต าแหน่งพนัธุกรรมซึง่ไดจ้ากการทดลองในตวัอย่างเพศ
หญงิ (X-STR profile) และเพศชาย (Y-STR profile) กลุ่มละ 50 ตวัอย่าง 

 

Locus 
Argus X-12 (X-STR) 

Locus 
Yfiler® (Y-STR) 

Median (Min-Max) Median (Min-Max) 
Amelogenin 7570 (2318-8756) B_DYS456 1343 (292-4692) 
DXS10103 3018 (607-7376) B_DYS389I 3144 (796-8657) 
DXS8378 1922 (308-7200) B_DYS390 948 (217-4477) 
DXS7132 2756 (539-7674) B_DYS389II 652 (102-2737) 
DXS10134 1078 (115-4752) G_DYS458 3624 (579-9099) 
DXS10074 1367 (165-5045) G_DYS19 1323 (301-4494) 
DXS10101 595 (118-2321) G_DYS385 1009 (162-3169) 
DXS10135 1897 (334-7142) Y_DYS393 2516 (420-7799) 
DXS7423 2280 (659-7203) Y_DYS391 3180 (459-7655) 
DXS10146 1886 (713-5163) Y_DYS439 406 (102-1926) 
DXS10079 2782 (711-6946) Y_DYS635 1889 (242-7842) 

HPRTB 2646 (957-5022) Y_DYS392 695 (115-2285) 
DXS10148 1338 (402-4337) R_Y_GATA 1305 (246-4014) 

  R_DYS437 3322 (529-7726) 
  R_DYS438 1092 (214-4392) 
  R_DYS448 1468 (247-4100) 

 
ไมโครลติร (ลดลงเหลอืรอ้ยละ 20) สามารถลดจาก
ปรมิาตรทีแ่นะน าในคู่มอืการใชง้านถงึ 4 และ 5 เท่า
ตามล าดับ จากผลการศึกษานี้แสดงเห็นได้ว่า 
สามารถใช้ตวัอย่างโดยตรงจากแผ่น FTA ส าหรบั
ท าปฏกิริยิาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในหลอดทดลองได้ 
โดยผ่านเพียงขัน้ตอนการล้างเท่านั ้น การใช้
ตวัอย่างโดยตรงจากแผ่น FTA นี้ ยงัช่วยลดขัน้ตอน
การสกดัดีเอ็นเอและพื้นที่ในการจดัเก็บดีเอ็นเอที่
เป็นสารละลายอกีด้วย โดยความส าคญัในขัน้ตอน
การล้างแผ่น FTA ในการศึกษานี้ เพื่อท าลายสาร
ยับยัง้การท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (poly-
merase inhibitor) ทีม่อียู่ในแผ่น FTA ซึง่มรีายงาน
ว่าการลดปริมาตรของปฏิกิริยาลงนัน้จะส่งผลให้

สารยับ้ยัง้การท าปฏิกิริยามีความเข้มข้นมากขึ้น 
การลา้งแผ่น FTA ก่อนน ามาใชเ้พยีง 1 ครัง้ จะช่วย
ใหป้ฏกิริยิาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอประสบความส าเรจ็
และมปีระสทิธภิาพ (Raziel et al., 2014 )  
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