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บทน ำ 

ทีม่ำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 ปัจจุบนัวตัถุพยานหลกัฐานในท่ีเกิดเหตุถือเป็นส่ิงท่ีมีความส าคญัท่ีสุด ท่ีช่วยในการวินิจฉยั
คล่ีคลายคดีตั้งแต่ชั้นตรวจสถานท่ีเกิดเหตุจนถึงชั้นศาล ซ่ึงในการเกิดอาชญากรรม โดยเฉพาะคดี
อาชญากรรมท่ีมีความรุนแรง เช่น คดีข่มขืน ท าร้ายร่างกาย การฆาตกรรมดว้ยอาวุธต่างๆ มกัตอ้ง
พบหลกัฐานบางอยา่งทั้งหลกัฐานทางกายภาพและทางชีวภาพหลงเหลืออยูใ่นสถานท่ีเกิดเหตุ บน
เส้ือผา้เคร่ืองนุ่งห่มของผูเ้สียหายหรือผูต้อ้งสงสัยเสมอ และชีววตัถุพยานท่ีส าคญัอยา่งหน่ึงท่ีมกัพบ
ไดใ้นคดีอาชญากรรมเหล่านั้น คือ คราบเลือด เม่ืออาศยัขอ้มูลต่างๆ เก่ียวกบัคราบเลือดท่ีพบ เช่น 
ปริมาณคราบเลือด ลกัษณะการกระจายของเลือด รอยป้าย รอยลาก ต าแหน่ง และทิศทาง เป็นตน้ 
ประกอบกบัผลการตรวจพิสูจน์ยืนยนัทางวิทยาศาสตร์จะสามารถใชเ้ป็นหลกัฐานประกอบในการ
สืบสวนสอบสวนท่ีเก่ียวกบัพฤติการณ์ของคดีท่ีเกิดข้ึน สามารถท่ีจะเช่ือมโยงกนัระหว่างบุคคลท่ี
เก่ียวข้องในคดีไม่ว่าจะเป็นผูเ้สียหาย ผูต้ ้องสงสัย พยานบุคคล และสถานท่ีเกิดเหตุเข้าไวใ้น
เหตุการณ์เดียวกันได้ ดังนั้ นในงานนิติวิทยาศาสตร์ โดยทั่วไปเม่ือพบคราบเลือดต้องสงสัย         
การตรวจสอบเบ้ืองต้นท่ีต้องท า คือ ตรวจว่าเป็นคราบเลือดหรือไม่ และเป็นคราบเลือดมนุษย ์   
หรือเลือดสัตวก่์อน แลว้จึงท าการตรวจลึกลงไปอีกว่าถา้เป็นคราบเลือดมนุษยแ์ลว้คราบเลือดนั้น
เป็นของใคร ซ่ึงในการตรวจเบ้ืองต้นมักจะใช้การตรวจหาสารชีวเคมีต่างๆ แต่บางคร้ังก็มัก         
เกิดปัญหาข้ึนได ้เช่น การตรวจสอบว่าเป็นคราบเลือดหรือไม่ ดว้ยวิธี phenolphthalein test หรือ     
ท่ีรู้จกักนัในการทดสอบ Kastle-Mayer test ใช้การ oxidation ถ้าพบว่าเป็นเลือดจะให้สีชมพ ู        
แต่บางคร้ังก็เกิด false positive กบัสารบางชนิดได ้เช่น สารท่ีอยู่ในมนัฝร่ัง เป็นตน้ ส าหรับวิธี 
luminol test ก็มีข้อจ ากัด คือ บริเวณท่ีตรวจต้องมืดจึงจะสามารถมองเห็นการเรืองแสงของ       
คราบเลือดท่ีเกิดปฏิกิริยากบัสาร luminol ได ้และในการตรวจยนืยนัวา่เป็นคราบเลือดมนุษย ์โดยวิธี 
precipitin test ถึงแมไ้ม่ให้ผลบวกกบัเลือดของสัตวอ่ื์นๆ แต่มีขอ้ยกเวน้กบัสัตวจ์  าพวกลิง (ศิริพร 
พนัธศรี, 2549) หรือในกรณีของการตรวจหาหมู่เลือดบางคร้ังก็ไม่สามารถตรวจหาได้ เน่ืองจาก   
ถูกทิ้งไวเ้ป็นเวลานาน เป็นตน้ 
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ปัจจุบันเทคโนโลยีการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอ ได้เป็นท่ียอมรับและมีบทบาทมากข้ึน   
สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ มากมาย โดยเฉพาะบทบาทในฐานะพยานหลักฐาน          
ท่ีส าคญัท่ีมีส่วนช่วยในการสนบัสนุนกระบวนการยุติธรรมในชั้นศาล ไม่วา่จะเป็นการตรวจพิสูจน์
เอกลกัษณ์บุคคล การตรวจพิสูจน์ความสัมพนัธ์ทางสายเลือด หรือการตรวจวตัถุพยานในคดี ทั้งน้ี
เน่ืองจาก ส่ิงส าคญัขั้นพื้นฐานของส่ิงมีชีวิตทุกชนิด คือ ดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid : DNA) 
ซ่ึงเป็นสารพนัธุกรรมท่ีท าหนา้ท่ีควบคุมลกัษณะต่างๆ ของส่ิงมีชีวิต รวมทั้งเก็บและถ่ายทอดขอ้มูล
พนัธุกรรมไปสู่ลูกหลาน โดยดีเอ็นเอประกอบข้ึนจากการเช่ือมกันของสายพอลินิวคลีโอไทด ์
(polynucleotide) 2 สาย ท าให้เกิดเป็นโครงสร้างท่ีมีลกัษณะเป็นเกลียว (double helix) โดยท่ีแต่ละ
หน่วยย่อยนิวคลีโอไทด์นั้นจะประกอบไปดว้ยหน่วยน ้ าตาล เบส และหมู่ฟอสเฟต ในอตัราส่วน 
1:1:1 เบสท่ีพบโดยทั่วไปมี 4 ชนิด คือ อะดีนีน (Adenine: A), ไธมีน (Thymine: T), กัวนีน 
(Guanine: G) และ ไซโทซีน (Cytosine: C) ความแตกต่างกนัของสายพอลินิวคลีโอไทด์แต่ละสาย
เกิดจากการมีล าดบัการเช่ือมต่อพอลินิวคลีโอไทด์หรือท่ีเรียกว่า ล าดบัเบส (base sequence) ท่ี
ต่างกนันั่นเอง และเม่ือใช้เบสในจ านวนท่ีแตกต่างกนับนสายดีเอ็นเอ จะท าให้เกิดรหัสขอ้มูลท่ี
ต่างกนั ซ่ึงเป็นตวัก าหนดคุณสมบติัท่ีส าคญัของส่ิงมีชีวิต ควบคุมกิจกรรมต่างๆ ของเซลล์ รวมถึง
ลกัษณะของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ ดงันั้นลกัษณะท่ีเกิดความแปรปรวน (variation) หรือ เกิดความแตกต่าง
ของล าดบัเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ จึงสามารถท่ีจะใช้เป็นเคร่ืองหมายบ่งช้ีความจ าเพาะของ
ส่ิงมีชีวติตวัหน่ึง สายพนัธ์ุหน่ึง หรือในระดบัต่างสายพนัธ์ุได ้
 ภายในเซลล์ของสัตว ์นอกจากจะพบดีเอ็นเอได้ภายในนิวเคลียสแล้ว ยงัสามารถพบได้
ภายในออร์แกเนลล์ (organelle) ท่ีอยูใ่นส่วนของไซโทพลาสซึม (cytoplasm) อีก ไดแ้ก่ ดีเอ็นเอใน
ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) ซ่ึงเป็นออร์แกเนลล์ส าคญัท่ีเป็นแหล่งพลงังานของเซลล์ โดยเรียก 
ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในไมโตคอนเดรียว่า ไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mitochondrial DNA) ส่วนใหญ่มี
ลกัษณะเป็นดีเอ็นเอเกลียวคู่แบบวงแหวน (double stranded circular DNA) ถูกถ่ายทอดผ่านทาง
มารดาเท่านั้น ประกอบดว้ยยีน 37 ยีน และส่วนท่ีเรียกวา่ บริเวณควบคุม (control region) ซ่ึงมีการ
สะสมของการเกิดการกลายพนัธ์ุ (mutation) สูง บางทีจึงเรียกบริเวณน้ีว่า บริเวณหลากหลายสูง 
(hypervariable region) เป็นผลให้ส่ิงมีชีวิตมีวิวฒันาการมากนอ้ยแตกต่างกนั จนเกิดเป็นกลุ่มของ
ส่ิงมีชีวิตในระดบัต่างๆ ข้ึน ทั้งน้ียีนไซโตโครม บี (cytochrome b gene) เป็นยีนต าแหน่งหน่ึงท่ีอยู่
บนไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ สามารถน ามาใช้ตรวจพิสูจน์ เปรียบเทียบล าดบัเบสเพื่อแยกกลุ่ม
ส่ิงมีชีวิตในระดบั species ไดด้ว้ยเทคนิคทางอณูชีววิทยา โดยเทคนิคหน่ึงท่ีนิยมน ามาประยุกต์ใช้
ในการตรวจสอบดีเอน็เอ คือ เทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction : PCR) หรือปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีท าและแปลผลไดง่้าย ใชเ้วลาไม่นาน มีประสิทธิภาพสูง และค่าใชจ่้าย



3 
 

น้อย สามารถตรวจสอบกับดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณน้อย สภาพไม่สมบูรณ์ หรือมีการปนเป้ือนของ         
ดีเอน็เอได ้หลกัการทัว่ไปของเทคนิคน้ีเป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบครบวงจรในหลอดทดลอง 
โดยอาศยัเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส ท่ีสามารถทนต่อความร้อนท่ีอุณหภูมิสูงๆ เพื่อเพิ่มปริมาณ   
ดีเอ็นเอ ในส่วนท่ีตอ้งการให้เป็นลา้นๆ เท่า ภายในเวลาเพียง 2-3 ชัว่โมง โดยท่ีในปฏิกิริยาแต่ละ
รอบประกอบดว้ยขั้นตอน 3 ขั้นตอน ซ่ึงควบคุมโดยอุณหภูมิต่างๆ กนั คือ ขั้นตอน denaturation ให้
ความร้อนท าให้ดีเอ็นเอตน้แบบ (template) ท่ีเป็นดีเอ็นเอเส้นคู่แยกเป็นดีเอ็นเอเส้นเด่ียว ขั้นตอน 
annealing ลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็ว ให้ไพรเมอร์ (primer) ซ่ึงเป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด์ ขนาด   
20-30 เบส ท่ีมีล าดบัคู่สมกบัล าดบัเบสในดีเอ็นเอตน้แบบเขา้มาจบั และขั้นตอน extension เปล่ียน
อุณหภูมิให้พอเหมาะกบัการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส ท าให้เอนไซม์ท าหน้าท่ีเร่ง
ปฏิกิริยาการเติมเบสท่ีปลาย 3´ ของไพรเมอร์ เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาในแต่ละรอบจะไดจ้  านวนของ     
ดีเอ็นเอตน้แบบเขา้สู่ปฏิกิริยารอบต่อไปเพิ่มข้ึน ท าให้ไดดี้เอ็นเอท่ีตอ้งการเพิ่มมากข้ึนเช่นกนั ซ่ึง
ลกัษณะการเพิ่มจ านวนของดีเอ็นเอจะเป็นการเพิ่มแบบทวีคูณ คือ 2n เม่ือ n เป็นจ านวนรอบของ
ปฏิกิริยา (วชิยั บุญแสง, 2547) 
 ดังนั้ นจากหลักการและเหตุผลท่ีกล่าวมาแล้ว จึงเห็นว่าการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอท่ีมี
แหล่งท่ีมาจากมนุษยด์ว้ยต าแหน่งยนีไซโตโครม บี ท่ีอยูใ่นไมโตคอนเดรีย โดยอาศยัเทคนิคพีซีอาร์
นั้น เป็นวิธีท่ีน่าสนใจ สามารถท่ีจะน ามาประยุกต์ใช้ในงานนิติวิทยาศาสตร์ได้ เก่ียวกับการ
ตรวจสอบชีววตัถุพยานท่ีตอ้งสงสัยวา่มีแหล่งท่ีมาจากมนุษย ์และน่าจะสามารถตรวจพิสูจน์ไดใ้น
กรณีของคราบเลือดมนุษยท่ี์มีปริมาณคราบเลือดเพียงเล็กนอ้ย ถูกทิ้งไวเ้ป็นเวลานานๆ ได ้

วตัถุประสงค์ของกำรค้นคว้ำ 
เพื่อศึกษาความไวและความจ าเพาะ ของวิธีการตรวจท่ีต าแหน่งยีนไซโตโครม บี จาก

ตวัอยา่งคราบเลือดของมนุษย ์โดยอาศยัเทคนิค PCR 

สมมติฐำนของกำรค้นคว้ำ 
 สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอในตวัอย่างดีเอ็นเอของมนุษย ์ท่ีต าแหน่งยีนไซโตโครม บี 
ไดผ้ลชดัเจนถูกตอ้งทั้งหมด และในการทดสอบแบบเดียวกนัไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีมาจากตวัอย่าง    
ดีเอน็เอของสัตวต่์างๆ 
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ขอบเขตกำรค้นคว้ำ 
ประชากรท่ีใชใ้นการศึกษา คือ ตวัอยา่งดีเอ็นเอของมนุษย ์จ านวน 45 ตวัอยา่ง ซ่ึงสกดัจาก

คราบเลือดบนผา้ ขนาดพื้นท่ี 5x5 mm. และตวัอยา่งดีเอ็นเอของสัตว ์ไดแ้ก่ ไก่ สุนขั หมู และววั อีก
ชนิดละ 25 ตวัอย่าง ท าการเพิ่มประมาณดีเอ็นเอเพื่อตรวจพิสูจน์ความไว และความจ าเพาะต่อ
ต าแหน่งยีนไซโตโครม บี ในไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนุษย ์ดว้ยเทคนิค PCR ตรวจสอบผล
การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ย agarose gel electrophoresis บนัทึก วเิคราะห์ และสรุปผลเป็นรายงาน 

นิยำมศัพท์เฉพำะ 
 ความไว (sensitivity) หมายถึง ความสามารถของการใชต้  าแหน่งยีนไซโตโครม บี ในการ
ตรวจแยกตวัอยา่งดีเอ็นเอมนุษย ์ท่ีสกดัจากคราบเลือดไดถู้กตอ้ง ดว้ยเทคนิค PCR ซ่ึงแสดงผลใน
รูปแบบร้อยละ และปริมาณนอ้ยท่ีสุดของตวัอยา่งดีเอน็เอมนุษยท่ี์ตรวจไดผ้ลบวกจากการทดสอบ 
 ความจ าเพาะ (specificity) หมายถึง ความสามารถของการใชต้  าแหน่งยีนไซโตโครม บี ใน
การตรวจแยกตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีไม่ใช่ของมนุษย ์(มาจากสัตวอ่ื์น ได้แก่ ไก่ สุนัข หมู และววั)ได้
ถูกตอ้ง ดว้ยเทคนิค PCR แสดงผลในรูปแบบร้อยละของตวัอยา่งดีเอ็นเอจากสัตวท่ี์ตรวจไดถู้กตอ้ง
จากการทดสอบวา่เป็นผลลบ 
 ยนีไซโตโครม บี (cytochrome b gene) หมายถึง ยีนท่ีอยูบ่นไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ ซ่ีงจะ
มีล าดบัเบสท่ีแตกต่างกนัไปในแต่ละสายพนัธ์ุของส่ิงมีชีวติ (species) 

ประโยชน์ทีจ่ะได้รับจำกกำรค้นคว้ำ 
1. ไดท้ราบถึงเทคนิค วิธีการท่ีเช่ือถือไดส้ าหรับการตรวจพิสูจน์เพื่อยืนยนัคราบเลือดมนุษย ์

โดยใชส่้วนของยนีไซโตโครม บี ในไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ 
2. ได้ทราบถึงประสิทธิภาพความไว และความจ าเพาะของต าแหน่งยีนไซโตโครม บี ใน      

ไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอ ท่ีมีต่อการตรวจพิสูจน์คราบเลือดของมนุษย ์


