
 
 

บทที ่2 
 
 

เอกสารและงานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

ตามกฎหมายของประเทศไทย วตัถุพยานเป็นพยานหลักฐานประเภทหน่ึงท่ีปัจจุบนัมี
ความส าคญัท่ีสุดท่ีช่วยในการคล่ีคลายคดี ตั้งแต่ชั้นตรวจสถานท่ีเกิดเหตุจนถึงชั้นศาล แบ่งไดเ้ป็น  
2 ประเภท คือ วตัถุพยานทัว่ไป (physical evidences) เป็นวตัถุพยานท่ีไดจ้ากส่ิงไม่มีชีวิต เช่น อาวุธ
ท่ีใชท้  าร้าย เขม่าดินปืน สารพิษ เคร่ืองงดัแงะ ปากกา รถยนต ์เป็นตน้ และวตัถุพยานทางชีววิทยา 
(biological evidences) เป็นวตัถุพยานท่ีไดม้าจากส่ิงท่ีมีชีวิตหรือเป็นส่วนของส่ิงมีชีวิตมาก่อน เช่น 
คราบเลือด คราบอสุจิ เส้นผม ฟัน น ้ าลาย ปัสสาวะ อุจจาระ เป็นตน้ ในการสืบสวนคดีอาญา ถือวา่
วตัถุพยานทางชีววิทยา เป็นวตัถุพยานเพียงประเภทเดียวท่ีสามารถแสดงความสัมพนัธ์โดยตรง
ระหวา่งเหตุการณ์ท่ีเกิดข้ึนกบัตวัผูต้อ้งหาหรือผูเ้สียหายได้ การเก็บและการส่งวตัถุพยานไปตรวจ
อย่างถูกวิธี ประกอบกบัการตรวจโดยละเอียดและถูกตอ้ง จะเป็นประโยชน์ในการสืบสวนหาตวั
ผูก้ระท าผดิ หรือการพิสูจน์ความผดิของผูต้อ้งหาเป็นอยา่งมาก  

ส่ิงส าคญัขั้นพื้นฐานท่ีพบในเซลล์ของส่ิงมีชีวิตทุกชนิด ไม่วา่จะเป็น มนุษย ์สัตว ์พืช เช้ือ
รา แบคทีเรีย หรือไวรัส เป็นตน้ ก็คือ ดีเอน็เอ (DNA) ซ่ึงเป็นเสมือนส่ิงท่ีบอกให้รู้วา่ มนุษยเ์ป็นใคร 
มาจากไหน และแตกต่างจากส่ิงมีชีวติอ่ืนอยา่งไร เป็นรหสัชีวติหรือสารพนัธุกรรมท่ีท าหนา้ควบคุม
ลักษณะต่างๆ ของส่ิงมีชีวิต รวมทั้ งเก็บและถ่ายทอดข้อมูลพันธุกรรมไปสู่ลูกหลาน โดย
องค์ประกอบทางเคมีของกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (deoxyribonucleic acid) หรือดีเอ็นเอ เป็น   
พอลิเมอร์ของนิวคลีโอไทด์ ซ่ึงแต่ละหน่วยย่อยนิวคลีโอไทด์ประกอบไปด้วยหน่วยน ้ าตาล เบส 
และหมู่ฟอสเฟต ดงัรูป 

 
รูปที ่1 โครงสร้างของนิวคลีโอไทด ์ซ่ึงประกอบดว้ยน ้าตาล เบส และหมู่ฟอสเฟต

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C_%28%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%A2%E0%B8%B2%29
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%B7%E0%B8%8A
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A3%E0%B8%B2_%28%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%A2%E0%B8%B2%29
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A3%E0%B8%B2_%28%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%A2%E0%B8%B2%29
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%AA
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ความแตกต่างของดีเอ็นเอเกิดจากการเรียงตวัของเบส 4 ชนิด บนสายดีเอ็นเอนั้นๆ มีความ
แตกต่างกนั ซ่ึงเบสท่ีพบทัว่ไปในดีเอน็เอ มี 4 ชนิด แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ เบสพิริมิดีน ไดแ้ก่ เบส
ไซโทซีน (Cytosine : C) และ เบสไธมีน (Thymine : T) อีกกลุ่มคือ เบสพิวริน ไดแ้ก่ เบสอะดีนีน 
(Adenine : A) และ เบสกวันีน (Guanine : G) 

ดีเอ็นเอ มีโครงสร้างเป็นเกลียวคู่เวียนขวาคลา้ยขดลวดสปริง (right-handed double helix) 
ซ่ึงเกลียวคู่ก็คือ สายพอลินิวคลิโอไทด์ท่ีเกิดจากการเช่ือมต่อกนัของนิวคลิโอไทด์หลายๆ หน่วย
ดว้ยพนัธะฟอสโฟไดเอสเตอร์ จ านวน 2 สาย เรียงตวัขนานกนัในทิศทางตรงกนัขา้ม โดยมีน ้ าตาล
และหมู่ฟอสเฟตเป็นแกนของเกลียว (DNA backbone) และมีเบสอยูภ่ายในเกลียว การเขา้คู่หรือเขา้
จบักนัของสายพอลินิวคลิโอไทด์ทั้ง 2 สาย เกิดจากการจบัคู่กนัระหวา่งเบสพิวรีนและเบสพิริมิดีน 
ดว้ยพนัธะไฮโดรเจน โดย A สร้าง 2 พนัธะ เขา้จบักบั T และ G สร้าง 3 พนัธะ เขา้จบักบั C 
นอกจากน้ียงัมีแรงไฮโดรโฟบิค (hydrophobic interaction) ท่ีเกิดข้ึนระหวา่งเบสท่ีซ้อนอยู่ในสาย
เดียวกนั (stacking bases) ช่วยยดึโครงสร้างเกลียวคู่ใหมี้ความเสถียร (วชิยั บุญแสง, 2547) ดงัรูปท่ี 2 

      
รูปที ่2 (ก) โครงสร้างเกลียวคู่ของดีเอน็เอ 

(ข) มีน ้าตาลและหมู่ฟอสเฟตเป็นแกน 
(ค) มีเบสภายในท าหนา้ท่ียดึสายดีเอน็เอเกลียวคู่ดว้ยพนัธะไฮโดรเจน 
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ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) เป็นออร์แกเนลล์ท่ีท าหน้าท่ีในการหายใจ และเป็นแหล่ง
พลังงานของเซลล์ พบในเซลล์ของยูคาริโอตทั้งพืชและสัตว์ มีดีเอ็นเอของตวัเอง มีการจ าลอง
โมเลกุลดีเอน็เอและสังเคราะห์โปรตีนเอง ไดรั้บการถ่ายทอดจากทางแม่เท่านั้น จ านวนไมโตคอน-
เดรียในเซลล์มีปริมาณแตกต่างกนั ข้ึนกบัชนิดและกิจกรรมของเซลล์ โดยแต่ละเซลล์อาจมีจ านวน
ไมโตคอนเดรียในเซลล์ตั้งแต่หลายร้อยจนถึงจ านวนเป็นหลกัพนั และในไมโตคอนเดรียแต่ละอนั
จะมีดีเอ็นเอ 5-10 โมเลกุล รวมแลว้อาจมีหลายพนัโมเลกุลต่อเซลล์ ส าหรับดีเอ็นเอในไมโตคอน-   
เดรียของมนุษย ์มีลกัษณะเป็นเกลียวคู่แบบวงแหวน (double-stranded circular DNA) ขนาดเล็ก มี
ความยาว 16,569 คู่เบส ทุกเบสมีความหมายทั้งหมด ประกอบดว้ยยีน 37 ยีน โดยมี 13 ยีนท่ีเป็น
รหสัของโปนตีน ท่ีเหลือเป็นยนีของ tRNA 22 ชนิด และ rRNA 2 ชนิด มีส่วนท่ีไม่เป็นรหสัของยีน
ขนาด 1,200 คู่เบส บริเวณน้ีเรียกวา่ บริเวณควบคุม (control region) ซ่ึงมีความหลากหลายสูงและ  
มีการสะสมของการกลายพนัธ์ุ (mutation) มากกว่าดีเอ็นเอในนิวเคลียสถึง 10 เท่า บางทีจึงเรียก
บริเวณน้ีวา่ บริเวณหลากหลายสูง (hypervariable region) (ตรีทิพย ์รัตนวรชยั, 2552) 

 
(ก)                                                                      (ข) 

รูปที ่3 (ก) เซลลท่ี์มีดีเอ็นเอในนิวเคลียส และภายในเซลลมี์ไมโตคอนเดรียจ านวนมาก 
                   (ข) โครงสร้างภายในของไมโตคอนเดรีย 
(http://lozsmedicaljourney.blogspot.com/2008/07/multiple-mitochondrial-dna-deletions.html) 
(http://home.telfort.nl/lucienbal/phylogeny2.html)  
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ยีนไซโตโครม บี (cytochrome b gene) เป็น 1 ใน 37 ยีนท่ีอยูบ่นไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ 
เป็นยีนท่ีมีการแปลรหัสไปเป็นโปรตีนซ่ึงเป็นหน่วยย่อยของเอนไซม์ ท่ีท าหน้าท่ีส าคญัในระบบ
ขนส่งอิเล็กตรอน คือ ตวัรับและถ่ายทอดอิเล็กตรอน ของกระบวนการหายใจระดบัเซลล์แบบใช้
ออกซิเจน 

 
รูปที ่4 แผนท่ีต าแหน่งยีนในไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอของมนุษย ์

(http://treethinkers.blogspot.com/2009/11/from-best-to-worst-reevaluation-of.html. 16 ต.ค. 2554) 

เทคนิคทางอณูชีววิทยาเทคนิคหน่ึง ท่ีสามารถน ามาประยุกต์เพื่อการศึกษา ตรวจสอบ
ทางดา้นดีเอน็เอ ไดแ้ก่ เทคนิคพีซีอาร์ (polymerases chain reaction: PCR) หรือปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ-
เมอเรส เป็นเทคนิคท่ีใชเ้พิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายซ่ึงอยูใ่นสารละลายรวมกบัดีเอ็นเออ่ืน โดยไม่
จ  าเป็นตอ้งท าให้ช้ินดีเอ็นเอดงักล่าวบริสุทธ์ิก่อน สามารถแยกส่วนของดีเอ็นเอท่ีสนใจโดยไม่ตอ้ง
น าไปขยายเพิ่มปริมาณในเซลล์หรือน าไปโคลน ในปฏิกิริยาประกอบดว้ยองค์ประกอบดงัน้ี คือ     
ดีเอน็เอตน้แบบ ไพรเมอร์ (เป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด ์ความยาวประมาณ 20-35 เบส ซ่ึงเป็นเบสคู่สม
กบัปลายทั้ง 2 ดา้นของดีเอ็นเอท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ) เอนไซมดี์เอ็นเอพอริเมอเรส และสารต่างๆ   
ท่ีจ  าเป็นส าหรับปฏิกิริยา เช่น ดีออกซีนิวคลีโอไซด์ไตรฟอสเฟต (dNTPs) และแมกนีเซียมคลอไรด ์
เป็นต้น การท างานของปฏิกิริยาในแต่ละรอบ ประกอบด้วยขั้นตอน 3 ขั้นตอน ซ่ึงควบคุมโดย
อุณหภูมิต่างๆ กนั คือ 
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1. Denaturation ช่วงอุณหภูมิ 90-95 oC ดีเอ็นเอตน้แบบท่ีเป็นดีเอ็นเอเส้นคู่ถูกแยกเป็นดีเอ็น
เส้นเด่ียว 

2. Annealing ช่วงอุณหภูมิ 50-60 oC ไพรเมอร์เขา้จบัคู่กบัดีเอน็เอเส้นเด่ียวในส่วนท่ีตอ้งการ 
3. Extension ช่วงอุณหภูมิ 70-72 oC เอนไซมดี์เอ็นเอพอลิเมอเรส ท าหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาการ

เติมเบสท่ีปลาย 3´ ของไพรเมอร์ (วชิยั บุญแสง, 2547) 

 
รูปที ่5 ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

(ก) ช่วงอุณหภูมิ 90-95 oC : ในการแยกสายดีเอน็เอจากเส้นคู่เป็นเส้นเด่ียว 
(ข) ช่วงอุณหภูมิ 50-60 oC : ในการจบัคู่กนัระหวา่งดีเอ็นเอเส้นเด่ียวกบัไพรเมอร์ 

(ค) ช่วงอุณหภูมิ 70-72 oC : ในการเติมเบสทางปลาย 3´ ของดีเอน็เอเส้นใหม่ 

ดงันั้นถา้เร่ิมตน้จากดีเอ็นเอตน้แบบ 1 คู่ และปล่อยให้ปฏิกิริยาด าเนินไปจนส้ินสุดในรอบ
แรก จะพบว่า ผลผลิตท่ีได้ไม่ได้มีเฉพาะส่วนของดีเอ็นเอบริเวณท่ีเป็นเป้าหมายเท่านั้น แต่ได้
โมเลกุลดีเอน็เอท่ีมีสายหน่ึงยาวมากเพราะเป็นตน้แบบเดิม อีกสายหน่ึงท่ีเป็นคู่สมมีปลาย 5´ เร่ิมตน้
จากปลาย 5´ ของไพรเมอร์ท่ีใช ้ส่วนปลาย 3´ ยาวออกไปนอกบริเวณท่ีตอ้งการ ในรอบท่ี 2 ยงัคงได้
ผลผลิตท่ีมีสายหน่ึงยาวมาก หรือมีปลาย 3´ ท่ียาวเกินส่วนท่ีตอ้งการ จนถึงรอบท่ี 3 จึงเร่ิมมีโมเลกุล
ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเท่ากบัเป้าหมายท่ีตอ้งการ โดยเม่ือปฏิกิริยาส้ินสุดในแต่ละรอบจะไดจ้  านวนของ  
ดีเอน็เอตน้แบบเขา้สู่ปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน ท าใหไ้ดดี้เอน็เอท่ีตอ้งการเพิ่มมากข้ึนเช่นกนั ลกัษณะการเพิ่ม
จ านวนดีเอน็เอของปฏิกิริยาเป็นการเพิ่มแบบทวคูีณ คือ 2n เม่ือ n เป็นจ านวนรอบของปฏิกิริยา 
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รูปที ่6 ปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึนในลกัษณะ 2n โดยเทคนิคพีซีอาร์ 

การตรวจวิเคราะห์ผลผลิต PCR มีดว้ยกนัหลายวิธี ท่ีนิยมใช้กนัทัว่ไป คือ เจล อิเล็กโทร-  
โฟรีซิส (gel electrophoresis) ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีใช้แยกโมเลกุลของสารออกจากกันโดยใช้
กระแสไฟฟ้า โดยให้สารท่ีมีประจุนั้นเคล่ือนท่ีผ่านตวักลางชนิดหน่ึงในสารละลาย สารท่ีมีประจุ
ต่างกนัจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงกนัขา้ม นอกจากประจุแลว้อตัราการเคล่ือนท่ียงัข้ึนอยูก่บัขนาด 
รูปร่างโมเลกุล แรงเคล่ือนไฟฟ้า และตวักลางท่ีใชด้ว้ย (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) 

ในการแยกผลผลิต PCR สามารถท าไดโ้ดยการใชต้วักลางชนิดวุน้อะกาโรส (agarose gel) 
ท่ีความเขม้ขน้ 2-3 เปอร์เซ็นต ์ผา่นกระแสไฟฟ้าลงในตวักลางวุน้ท่ีแช่อยูใ่นสารละลายบฟัเฟอร์ ช้ิน
ดีเอน็เอซ่ึงมีประจุเป็นลบเน่ืองจากประกอบดว้ยหมู่ฟอสเฟตจ านวนมาก จะเคล่ือนท่ีไปทางขั้วบวก 
โดยช้ินดีเอน็เอท่ีมีขนาดเล็กจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ช้ินดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ ส าหรับเวลาท่ีใชใ้นการ
แยกผลผลิตนั้นจะแตกต่างกนัไป ข้ึนอยูก่บัช่วงขนาดของล าดบัเบส เม่ือช้ินดีเอ็นเอแยกโดยสมบูรณ์
แลว้จึงน าตวักลางวุน้นั้นมายอ้มดว้ยสารละลายเอธิเดียมโบไมด์ (ethidium bromide) และน าไป
บนัทึกผลภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตเพื่อดูลกัษณะของผลผลิตท่ีเกิดข้ึน 

ปัจจุบนัพบว่ามีการน าความรู้ทางด้านชีวโมเลกุลเก่ียวกบัดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย มา
ประยกุตใ์ชอ้ยา่งแพร่หลาย เช่น การพิสูจน์บุคคลดว้ยดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรีย ในกรณีท่ีตวัอยา่ง
ท่ีไดใ้นท่ีเกิดเหตุมีนอ้ยมาก เช่น ตวัอยา่งจากเศษผงกระดูก คราบเลือด เส้นผม หรือในตวัอย่างท่ีมี
อายุยาวนาน (วตัถุโบราณ) หรือในตวัอย่างท่ีเน่าสลาย และดีเอ็นเอส่วนใหญ่ถูกย่อยไปเกือบหมด
จนไม่สามารถใช้ดีเอ็นเอจากนิวเคลียสได้ เพราะใน 1 เซลล์ จะมีไมโตคอนเดรียท่ีมีดีเอ็นเออยู่
มากมายหลายพนัชุด ขณะท่ีในนิวเคลียสของเซลล์จะมีดีเอ็นเออยูเ่พียง 2 ชุด นอกจากน้ีดีเอ็นเอใน
ไมโตคอนเดรียจะไดรั้บการถ่ายทอดจากทางมารดาเท่านั้น รหัสพนัธุกรรมของดีเอ็นเอในไมโต-
คอนเดรีย จึงแสดงถึงความสัมพนัธ์ทางแม่โดยไม่มีการปะปนกบัพ่อและญาติทางพ่อ ดงันั้นจึง
เหมาะท่ีจะใช้ในการตรวจพิสูจน์บุคคลท่ีเสียชีวิตหรือหายสาบสูญไปนานแลว้และไม่สามารถหา
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พ่อแม่มาพิสูจน์ไดโ้ดยตรง การใช้ญาติทางฝ่ายมารดาท่ีเหลืออยู่มาตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอจากไมโต-
คอนเดรียจะท าใหก้ารตรวจเปรียบเทียบผลการตรวจง่ายกวา่ เน่ืองจากลูกจะมีดีเอ็นเอเหมือนแม่และ
ญาติทางแม่ท่ีมีการสืบสายเลือดกนัต่อมา (วชิยั บุญแสง, 2547) 

การตรวจสอบเพื่อระบุชนิด (species identification) การตรวจสอบเพื่อระบุชนิดในสัตว์
นิยมตรวจจากส่วนของยีนไซโตโครม บี ท่ีอยู่ในไมโตคอนเดรีย ล าดบัเบสของยีนไซโตโครม บี 
ของสัตวจ์ะค่อนขา้งอนุรักษ ์จึงสามารถออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณส่วนดงักล่าวโดยวิธี 
PCR เช่น ในการศึกษาของ Bataille และคณะ (1999) ไดพ้ฒันาใชย้ีนในส่วนของ cytochrome b 
และ hypervariable D-loop ใน mitochondrial DNA ในการระบุแยกมนุษยอ์อกจากสัตวอ่ื์น 4 ชนิด 
ไดแ้ก่ หมู ไก่ มา้ และ ววัเน้ือ เน่ืองดว้ยในการตรวจสอบชนิดสายพนัธ์ุของส่ิงมีชีวิตดว้ยวิธีเดิมมกั
พบปัญหา เม่ือตวัอย่างท่ีส่งตรวจมีสภาพเก่า ถูกทิ้งไวน้าน และเส่ือมสภาพ มีปริมาณดีเอ็นเอใน
นิวเคลียสไม่เพียงพอจะท าการตรวจ โดยภายหลงัจากท าการสกดัตวัอย่างดีเอ็นเอของมนุษยจ์าก
เซลล์ในน ้ าลาย ดีเอ็นเอของสัตวจ์ากช้ินเน้ือ และน าไปท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของตวัอย่างดว้ย
เทคนิคพีซีอาร์แล้ว พบว่าสามารถท่ีจะแยกดีเอ็นเอของมนุษยอ์อกจากดีเอ็นเอของสัตวไ์ด้อย่าง
ชัดเจน โดยในมนุษย์จะเกิดแถบดีเอ็นเอสองแถบทั้งในต าแหน่งของยีน cytochrome b และ 
hypervariable D-loop นอกจากน้ียงัสามารถตรวจพิสูจน์ไดแ้มมี้ปริมาณดีเอ็นเอเพียง 0.4 ng ส่วนใน
สัตวทุ์กชนิดพบว่าเกิดแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวเท่านั้น ท าให้วิธีการท่ีใช้ดีเอ็นเอในไมโตคอน-     
เดรียมาตรวจเพื่อระบุชนิดสายพนัธ์ุด้วยเทคนิคพีซีอาร์ เป็นวิธีการหน่ึงท่ีเช่ือถือได ้ขั้นตอนการ
ตรวจง่ายและรวดเร็ว สามารถตรวจไดแ้มใ้นตวัอยา่งท่ีค่อนขา้งเส่ือมสภาพ 

Parson W. และคณะ (2000) ไดศึ้กษาวเิคราะห์ล าดบัเบสในส่วนของยีน cytochrome b เพื่อ
ใชร้ะบุแยกชนิดสายพนัธ์ุท่ีแน่นอนของตวัอยา่งทางชีววิทยา ท่ีมาจากสัตวมี์กระดูกสันหลงัทั้งหมด 
44 ชนิดตวัอยา่ง ครอบคลุม 5 กลุ่มส าคญัของสัตวมี์กระดูกสันหลงั ไดแ้ก่ กลุ่มสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม 
15 ชนิด กลุ่มสัตวปี์ก 22 ชนิด กลุ่มสัตวค์ร่ึงบกคร่ึงน ้า 1 ชนิด กลุ่มสัตวเ์ล้ือยคลาน 2 ชนิด และกลุ่ม
ปลาอีก 7 ชนิด เน่ืองจากล าดบัเบสของต าแหน่งยีน cytochrome b ค่อนขา้งจะอนุรักษ ์และมีความ
แตกต่างกนัไปตามชนิดของส่ิงมีชีวิต โดยท าการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งทางชีววิทยา ไม่วา่จะเป็น
เลือด เน้ือเยื่อ อณัฑะ รังไข่ เส้นผมเส้นขน กระดูก กระดูกอ่อน และตบั ของสัตวท์ั้งหมดท่ีใช้ใน
การศึกษาคร้ังน้ี จากนั้ นท าการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วนยีน 
cytochrome b ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ ซ่ึงท าให้ไดข้อ้มูลล าดบัเบสของส่วนยีน cytochrome b ท่ีมีความ
ยาว 358 bp จากนั้นใชโ้ปรแกรม BLAST น าขอ้มูลล าดบัเบสของสัตวท่ี์วิเคราะห์ไดท้ั้งหมดเขา้ไป
เปรียบเทียบจบัคู่กบัระบบฐานขอ้มูลล าดบัเบสท่ีมีการระบุชนิดสายพนัธ์ุของส่ิงมีชีวิตไวแ้น่นอน
แลว้ใน GenBank/EMBL/DDJB ของ National Center of Biotechnology Information (NCBI) และ
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ไดแ้สดงผลออกมาเป็นเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนกนั หรือ ค่า MSP (maximum-scoring segment pair) 
พบว่าสามารถท่ีจะระบุชนิดของสัตว์ได้ทั้ งหมด ซ่ึงการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ทางนิติวิทยาศาสตร์เม่ือเกิดกรณีการตรวจสอบตัวอย่างท่ีมีสัตว์มาเก่ียวข้อง เช่น 
อุบติัเหตุทางจราจรกบัสัตว ์การลกัลอบจบัสัตว ์การละเมิดและการคา้ขายสัตวส์งวน เป็นตน้ 

ในการศึกษาของ Matsuda H. และคณะ (2005) ไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัการตรวจเพื่อระบุ  
ดีเอ็นเอมนุษยท่ี์มีความจ าเพาะต่อส่วนยีน cytochrome b ในไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนุษย์
เท่านั้น โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ท่ีมีช่วงขนาดความยาว 157 bp ใน
เฉพาะส่วนยนี cytochrome b ของคนเท่านั้น ซ่ึงล าดบัเบสทั้งใน forward และ reverse ของไพรเมอร์
ท่ีออกแบบน้ียงัมีล าดบัเบสท่ีต่างจากล าดบัเบสในช่วงความยาวและต าแหน่งเดียวกนัของสัตวท่ี์มี
สายพนัธ์ุใกล้เคียงมนุษย์อย่างลิงชิมแพนซี (chimpanzee) ถึง 26% จากนั้นได้น าไพรเมอร์ท่ี
ออกแบบไปตรวจสอบด้วยเทคนิคพีซีอาร์กับตวัอย่างดีเอ็นเอของมนุษย์ ท่ีสกัดจากเลือดของ
อาสาสมคัรชาย 30 คน และหญิง 18 คน ผลพบวา่สามารถตรวจสอบพบผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ ขนาด
ความยาว 157 bp ไดช้ดัเจนหมดทั้ง 48 ตวัอยา่ง และการตรวจสอบหลงัท าการเจือจางความเขม้ขน้
ของตวัอยา่งดีเอน็เอ ยงัพบวา่สามารถใชไ้พรเมอร์ท่ีออกแบบน้ีตรวจดีเอ็นเอไดใ้นปริมาณอยา่งนอ้ย
สุด 1 pg อีกดว้ย เม่ือน าไปตรวจสอบกบัตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกดัจากเลือดของสัตวช์นิดต่างๆ ไดแ้ก่ 
ลิงชิมแพนซี ลิงกอลิล่า ลิงญ่ีปุ่น ลิงแสม ววั หมู สุนขั แพะ หนู ไก่ และปลาทูน่า ดว้ยวธีิการเดียวกนั 
ผลคือไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอใหเ้ห็นในทุกตวัอยา่งของสัตวเ์ลย นอกจากนั้นยงัท าการตรวจสอบดว้ย
เทคนิควธีิการเดียวกนักบัตวัอยา่งดีเอน็เอมนุษยท่ี์มาจากแหล่งอ่ืน ไดแ้ก่ คราบเลือดและเส้นผมเส้น
ขน ท่ีถูกเก็บไวน้าน 20 ปี ช้ินส่วนของกระดูกท่ีไม่สามารถระบุเอกลกัษณ์บุคคลไดซ่ึ้งถูกเก็บไว้
นาน 25-30 ปี โดยผลการตรวจสอบท่ีไดใ้ห้ผลไม่ต่างกนักบัการตรวจสอบจากเลือดสด จากผลท่ีได้
จากการศึกษาคร้ังน้ี ในงานนิติวิทยาศาสตร์สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจพิสูจน์ชีววตัถุ
พยานท่ีเก่า มีอายุนาน เส่ือมสภาพ ปริมาณดีเอ็นเอท่ีอยู่ในนิวเคลียสไม่เพียงพอท่ีจะตรวจสอบว่า
เป็นดีเอ็นเอของมนุษยห์รือไม่ ซ่ึงกรณีการประยุกตใ์นงานคดีจริง ถูกรายงานโดย Cainè L. และ
คณะ (2006) ไดศึ้กษาและด าเนินการตรวจระบุชนิดของตวัอยา่งส่งตรวจในคดีการหายตวัไปของ
เด็กหญิงวยั 8 ปี ท่ีถูกสันนิษฐานวา่อาจถูกฆาตกรรมแลว้โยนศพให้หมูกินในเลา้ เน่ืองจากตวัอยา่ง
ชีววตุัพยานท่ีพบมีปริมาณของแคลเซียมและฟอสฟอรัสซ่ึงอาจจะเป็นส่วนของกระดูกมนุษยไ์ด ้
โดยท าการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอย่าง หลงัพบความลม้เหลวจากการตรวจสอบจาก STR loci และ
เพื่อใหเ้กิดความกระจ่าง หมดความสงสัยเก่ียวกบัแหล่งท่ีมาของตวัอยา่ง จึงท าการตรวจวิเคราะห์ดู
ล าดบัเบสนิวคลีโอไทด์ ในส่วนยีน cytochrome b ท่ีขนาดความยาว 358 bp และน าขอ้มูลล าดบัเบส
ท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank ของ NCBI ผา่นระบบออนไลน์โปรแกรม BLAST 
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ผลปรากฏวา่ล าดบัของตวัอยา่งนั้นตรงกบัล าดบัเบสของสัตวใ์นสปีชีย ์(species) Sus scofa หรือหมู 
100% ท าใหข้อ้สันนิษฐานวา่ศพอาจถูกโยนลงในเลา้หมูถูกตดัออกไป และเช่นเดียวกบัการตรวจใน
คดีท่ีพบช้ินส่วนของล าไส้ท่ีตอ้งสงสัยว่าอาจเป็นของมนุษยใ์นป่า ซ่ึงภายหลงัการวิเคราะห์ล าดบั
เบสในส่วนยนี cytochrome b เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล แลว้พบวา่ตวัอยา่งนั้นมาจากสัตวใ์นสปีชีย ์
(species) Sus scofa หรือหมู 100% เช่นกนั จากการศึกษาน้ีสามารถสรุปไดว้า่การตรวจระบุชนิด
ของส่ิงมีชีวิตด้วยล าดับเบสในส่วนของยีน cytochrome b นอกจากจะมีความส าคัญต่องาน           
นิติวิทยาสาสตร์ ในการช่วยในสามารถระบุชนิดสายพนัธ์ุของเจา้ของดีเอ็นเอแลว้ ยงัมีประโยชน์
อยา่งยิง่ในกรณีของการตดัส่ิงท่ีไม่ใช่ออกจากคดีไดอ้ยา่งมัน่ใจอีกดว้ย 
 ในประเทศไทย ศรัณย ์และคณะ (2550) ไดท้  าการตรวจดีเอ็นเอท่ีเป็นส่วนของยีนไซโต-
โครม บี ในไมโตคอนเดรีย เพื่อแยกชนิดระหวา่งจระเขน้ ้ าเค็ม (Crocodylus porosus) กบัจระเขไ้ทย 
(C. siamensis) โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัจระเขแ้ต่ละชนิดได ้นอกจากน้ี Verma และ Singh 
(2003) มีรายงานการเพิ่มปริมาณส่วนของยีนไซโตโครม บี ในสัตวไ์ดถึ้ง 221 ชนิด น าส่วนท่ีเพิ่ม
ปริมาณได้มาหาล าดับเบส จะมีล าดับเบสท่ีต่างกันไปตามชนิด (species specific) และการ
ตรวจสอบของ Wan และ Fang (2003) ในตวัอยา่งเช่นตวัยาท่ีใชใ้นการแพทยแ์ผนจีน (traditional 
chinese medicine) ท่ีมีส่วนผสมของกระดูกเสือ ซ่ึงเป็นสัตวท่ี์อยูใ่นภาวะใกลสู้ญพนัธ์ุ มีการพฒันา
ไพรเมอร์ท่ีเพิ่มปริมาณส่วนของยีนไซโตโครม บี เฉพาะเสือ (Panthera tigris) ซ่ึงสามารถ 
ตรวจสอบเน้ือ หนังแห้ง หรือแม้แต่ในส่วนผสมท่ีมีกระดูกเสือเป็นส่วนประกอบเพียง 0.5% 
(สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) 


