
บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

โครงสรางและองคประกอบทางเคมีของกรดนิวคลีอิก 

  กรดดีออกซิไรโบนิวคลีอิก (Deoxyribonucleic acid:  DNA) หรือดีเอ็นเอ ประกอบดวย
หนวยนํ้าตาล เบส และหมูฟอสเฟต ในสัดสวนเทา ๆ กัน คือ 1: 1: 1 (ภาพ 1) ซ่ึงเม่ือโมเลกุลของท้ัง 
3 ชนิดมารวมกัน จะไดเปนหนวยท่ีเล็กท่ีสุดของดีเอ็นเอที่เรียกวา นิวคลีโอไทด (Nucleotide)            
นิวคลีโอไทดหลาย ๆ อันมาเช่ือมตอกันเปนเสนยาวจะเรียกวา โพลีนิวคลีโอไทด (Polynucleotide) 
(ธานินทร, 2538) ความแตกตางของดีเอ็นเอเกิดจากการเรียงตัวของเบสบนสายดีเอ็นเอนั้น ๆ มี
ความแตกตางกัน เบสท่ีพบท่ัวไปในดีเอ็นเอมี 4 ชนิด และสามารถแบงออกเปน 2 กลุม แตละกลุมมี
ความแตกตางในองคประกอบและโครงสรางดังนี้ (วิชัยและคณะ, 2541) 

1. เบสพิริมิดีน (Pyrimidine) มีโครงสรางหลักประกอบดวยวงแหวน 1 วง เบสในกลุมนี้
ไดแก โซโทซีน (Cytosine: C) และ ไธมีน (Thymine: T) (ภาพ 2ก) 

2. เบสพิวรีน (purine) มีโครงสรางหลักประกอบดวยวงแหวน 2 วง คือวงแหวนพิริมิดีน 
เช่ือมกับวงแหวนอิมิดาโซล (Imidazole) เบสในกลุมนี้ไดแก อะดินีน (Adenine: A) และ กวานีน 
(Guanine: G) (ภาพ 2ข) 
 
 
 

 
 

 
 

ภาพ  1   โครงสรางของนิวคลีโอไทด ประกอบดวย น้ําตาล เบส และหมูฟอสเฟต 
      ท่ีมา : ลายพิมพดีเอ็นเอ...จากสารพันธุกรรมสูเทคโนโลยีพิสูจนบุคคล หนา 2 
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ภาพ  2    โครงสรางเบสท่ีพบบนสายดีเอ็นเอ (ก) เบสพิริมิดีน (ข) เบสพิวรีน 

 ท่ีมา : ลายพิมพดีเอ็นเอ...จากสารพันธุกรรมสูเทคโนโลยีพิสูจนบุคคล หนา 3 
  

 เบสบนดีเอ็นเอจะตอกับน้ําตาลดีออกซีไรโบสซ่ึงมีคารบอน 5 อะตอม ท่ีตําแหนง C-1’ 
โดยมีหมูฟอสเฟตเปนตัวเช่ือมระหวางคารบอนตําแหนงท่ี 3’ ของน้ําตาลโมเลกุลหนึ่งกับคารบอน
ตําแหนงท่ี 5’ ของนํ้าตาลโมเลกุลท่ีอยูถัดไปดวยพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร (ภาพ 3) ทําใหสาย       
โพลีนิวคลีโอไทดท่ีเกิดขึ้นมีทิศทางคือ ปลายขางหนึ่งเปนปลาย 5’ และอีกขางหนึ่งเปนปลาย 3’ หมู
ฟอสเฟตทําใหดีเอ็นเอมีประจุเปนลบและมีคุณสมบัติเปนกรด ความยาวของดีเอ็นเอเกิดจากการ
เรียงตัวกันของเบส 4 ชนิดในภาพแบบตาง ๆ กันซ่ึงทําใหดีเอ็นเอเปนแหลงเก็บขอมูลท่ีแตกตางกัน
ไดเปนจํานวนมาก ตัวอยางเชน ดีเอ็นเอที่ประกอบดวยนิวคลีโอไทด 1000 ตัว จะมีการเรียงตัวให
ขอมูลท่ีตางกันไดถึง 41000 แบบ  ขอมูลท่ีแตกตางกันท่ีบรรจุอยูในโมเลกุลดีเอ็นเอเปนตัวกําหนด
คุณสมบัติท่ีสําคัญของส่ิงมีชีวิตในการควบคุมกิจกรรมตาง ๆ ของเซลล และควบคุมลักษณะของ
ส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ 
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ภาพ  3    สายนิวคลีโอไทดท่ีเช่ือมกันดวยพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรแสดงทิศทางจาก
ปลาย 5’3’ 

         ท่ีมา : ลายพิมพดีเอ็นเอ...จากสารพันธุกรรมสูเทคโนโลยีพิสูจนบุคคล หนา 3 
 
 ในป พ. ศ. 2496 นักชีววิทยาชาวอเมริกัน ช่ือ เจมส ดี วัตสัน และนักฟสิกสชาวอังกฤษ 
ช่ือ ฟรานซิส เอช ซี คริก จากมหาวิทยาลัยเคมบริดจ ไดเสนอโครงสรางสามมิติของดีเอ็นเอมาโดย
อาศัยขอมูลจากภาพเอกซเรยดิฟแฟรกช่ัน (X-Rays diffraction pattern) ของผลึกดีเอ็นเอและจาก
ขอมูลองคประกอบทางเคมีของดีเอ็นเอ โดยเสนอวาดีเอ็นเอมีโครงสรางเปนเกลียวคลายขดลวด
สปริงเรียกวา ฮีลิกซ (Helix) และเกลียวของดีเอ็นเอมีลักษณะเปนเกลียวคูเวียนขวา (Right handed 
double helix)  (ดาวรุง, 2546) การพันเกลียวของดีเอ็นเอทําใหเกิดเปนรองข้ึน 2 ขนาด คือรองขนาด
ใหญ และรองขนาดเล็ก (ภาพ 4 ก) เกลียวคูนี้คือสายพอลินิวคลีโอไทดสองสายท่ีมีทิศสวนทางกัน
โดยมีน้ําตาลและหมูฟอสเฟตเปนแกนของเกลียว (DNA backbone) และมีเบสอยูภายในเกลียว   
(ภาพ 4 ข) โดยมีระนาบของเบสต้ังฉากกับแกนของเกลียวในลักษณะเหมือนราวบันไดวนกับ
ข้ันบันได แตละรอบเกลียวประกอบดวยเบส 10 คู เกลียวคูของดีเอ็นเอถูกยึดดวยพันธะไฮโดรเจน
ระหวางเบสที่อยูบนสายตรงกันขามกัน โดยมี A จับคูกับ T ดวยพันธะไฮโดรเจน 2 พันธะ และ C  
จับกับ G ดวยพันธะไฮโดรเจน 3 พันธะ (ภาพ 4 ค) นอกจากนี้ยังมีแรงไฮโดรโฟบิคชวยยึด
โครงสรางเกลียวคูใหมีความเสถียร (วิชัยและคณะ, 2541) 
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ภาพ  4    โครงสรางเกลียวคูของดีเอ็นเอ (ก) มีน้ําตาลและหมูฟอสเฟตเปนแกน (ข) มีเบสภายใน 

ทําหนาท่ียึดสายดีเอ็นเอเกลียวคูดวยพันธะไฮโดรเจน (ค) 
  ท่ีมา : ลายพิมพดีเอ็นเอ...จากสารพันธุกรรมสูเทคโนโลยีพิสูจนบุคคล หนา 5 
 
 ดวยความจําเพาะเจาะจงของคูเบสเชนนี้ ทําใหสามารถกําหนดลําดับเบสของเสนดีเอ็นเอ
สายท่ีจะไปจับกับอีกเสนได หากรูลําดับเบสของเสนดีเอ็นเอนั้น แมวาพันธะไฮโดรเจนจะคอนขาง
ออน แตเนื่องจากโมเลกุลของดีเอ็นเอประกอบดวยหลาย ๆ คูเบส ทําใหมีพันธะเหลานี้จํานวนมาก
สามารถสรางความเสถียรใหแกดีเอ็นเอได ในภาวะปกติแลวสายดีเอ็นเอไมเคยแยกจากกัน แตถา    
ดีเอ็นเออยูในท่ีท่ีมีอุณหภูมิสูงใกลจุดเดือด เชน 94-95°C หรือในตัวกลางท่ีเปนกรดหรือดางรุนแรง 
เชน  pH<3 หรือ  pH>10 จะพบวาสายดีเอ็นเอแยกจากกันเปนสองเสนท่ีมีเบสเปนคูสมกัน 
(Complementary) เรียกขบวนการนี้วา Denaturation หรือภาษาพูดเรียกการหลอม (Melting) การเสีย
สภาพโดยท่ัวไปหมายความวา โครงรูป (Conformation) ตามธรรมชาติของโมเลกุลขนาดใหญถูก
เปล่ียนไปเปนรูปแบบอ่ืนบางรูป และเม่ืออุณหภูมิเย็นลง เชนท่ีประมาณ 50-65°C ดีเอ็นเอจะ คอย ๆ 
กลับเขามาจับกันเปนเสนคูใหมไดอีก ข้ันตอนนี้เรียกวา Annealing หรือ การฟนคืนสภาพ 
(Renaturation) จากการคนพบวาดีเอ็นเอเปนลักษณะเสนคู ทําใหไดขอสรุปของการเพิ่มจํานวนของ
ดีเอ็นเอ โดยดีเอ็นเอจะแยกสายออกเปนเสนเดี่ยวสองเสน แลวใชดีเอ็นเอแตละเสนนั้นเปนแมแบบ 
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ของการสรางดีเอ็นเอเสนใหมตอไป ทําใหไดดีเอ็นเอเสนคูใหม (Double  strands) 2 คู ท่ีมีลําดับเบส
เชนเดียวกันกับดีเอ็นเอเสนท่ีเปนแมแบบทุกประการ (ธานินทร, 2538) 
 จีโนม (Genome) เปนคําผสมระหวางคําวา Gene + Chromosome ดังนั้น Human Genomes 
หมายถึง ดีเอ็นเอที่ประกอบเปนสารพันธุกรรมทั้งหมดท่ีมีอยูในโครโมโซมในนิวเคลียสของแตละ
เซลลมนุษย (อมรา, 2546) โดยท่ัวไปส่ิงมีชีวิตจํานวนมากจะมีโครโมโซมเรียงตัวกันเปนคู หรือ     
ดิพลอยด  (Diploid cell: 2n) จีโนมของคนจะประกอบดวยสวนท่ีอยูในนิวเคลียสและสวนท่ีอยูใน
ไมโตคอนเดรีย จีโนมในนิวเคลียสเปนดีเอ็นเอเสนยาวเกลียวคู มีขนาด 3x109 เบส กระจายอยูใน
โครโมโซม 23 แทง จีโนมในไมโตคอนเดรียเปนดีเอ็นเอรูปวงกลมขนาดเล็กเพียง 16,569 เบส       
ดีเอ็นเอเกือบท้ังหมดในไมโตคอนเดรียทําหนาท่ีเปนยีนซ่ึงจะถูกถอดรหัสเพื่อสรางอารเอ็นเอของ
ไรโบโซม (rRNA), ทีอารเอ็นเอ (tRNA) หรือแปลรหัสเปนสายพอลิเปปไทด แตดีเอ็นเอใน
นิวเคลียสสวนใหญเปนลําดับเบสท่ีไมใชรหัส (Non-coding sequence) ซ่ึงมียีนอยูเพียง 50,000-
100,000 ยีน คิดเปน 5-10% ของจีโนมท้ังหมด ขนาดของยีนแตละยีนก็จะแตกตางกันมากต้ังแต
ขนาดเล็กเพียง 0.1 กิโลเบส ไดแก  ยีนของอารเอ็นเอขนาดเล็กท่ีพบในนิวเคลียส (Small nuclear 
RNA) ไปจนถึงยีนขนาด 2,000 กิโลเบส ท่ีพบอยูบนโครโมโซมเพศหญิง โดยเฉล่ียยีนของมนุษยจะ
มีขนาดประมาณ 5-10 กิโลเบส ซ่ึงสรางโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนโดยเฉล่ียประมาณ 300 ตัว ภายใน
ยีนจะมีลําดับเบสบางสวนท่ีไมใชรหัสและถูกตัดออก เรียกวา อินทรอน (Intron) และสวนท่ีเปน
รหัส (Coding sequences) เรียกวา เอ็กซอน (Exon) สวนของจีโนมเกือบ 80% ไมใชรหัส และพบ
นอกยีน เรียกวา สวนท่ีไมใชยีน (Extragenic) ซ่ึงในบริเวณนี้จะพบลําดับเบสซํ้า (Repetitive 
sequences) ท่ียังไมทราบหนาท่ีชัดเจน (วิชัยและคณะ, 2541) 
 
ดีเอ็นเอท่ีเปนเบสซํ้า  (Repetitive DNA) 
     ดีเอ็นเอในจีโนมของคนประมาณ 30% ประกอบดวยสวนท่ีมีลําดับเบสซํ้า ดีเอ็นเอบาง
ชุดพบวา มีจํานวนซํ้าในจีโนมมากกวา 100,000 คร้ัง ลําดับเบสซํ้าเหลานี้มีความแตกตางกันท้ัง
ขนาดและจํานวนซํ้า สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมใหญ ๆ คือ เบสซํ้าตอเนื่อง (Tandem repeats) 
และ เบสซํ้ากระจาย (Interspersed repeats) 

1. เบสซํ้าตอเนื่อง (Tandem Repeats) 
   เบสซํ้าตอเนื่องคือ เบสท่ีมีการเรียงตัวของเบสซํ้าตอกันเปนชวงยาว ไดแก แซทเทลไลท 
(Satellite)  มินิแซทเทลไลท (Minisatellite) และไมโครแซทเทลไลท (Microsatellite) ซ่ึงถูกแบง
ออกตามจํานวนซํ้าและความยาวของหนวยซํ้า ดังน้ี 
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   1.1  แซทเทลไลท  (Satellite)  คือ เบสซํ้าส้ันขนาด 1-6 เบส หรือเบสซํ้ายาวขนาดหลาย
รอยเบส โดยมีจํานวนซํ้าแตละตําแหนงต้ังแต 103-107 คร้ัง ซ่ึงจัดเปนพวกท่ีมีการซํ้าของเบสเปน
จํานวนมาก (Highly repetitive DNA) แซทเทลไลทแตละแบบจะพบเพียง 1 หรือ 2 ตําแหนงตอ
โครโมโซม และมักจะพบบริเวณเซนโทรเมียร (Centromere) 
  1.2  มินิแซทเทลไลท  (Minisatellite) คือ เบสซํ้าขนาด 9-100 เบสที่มีจํานวนซํ้าต้ังแต 10 
และไมเกินพันคร้ัง ซ่ึงจัดอยูในกลุมท่ีมีการซํ้าของเบสระดับปานกลาง (Moderately repetitive 
DNA) ดร. เจฟฟรีย และคณะ เปนกลุมแรกท่ีคนพบวิธีการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอโดยนําเบสซํ้านี้มา
ใชเปนดีเอ็นเอตรวจสอบ จากการศึกษาพบวามินิแซทเทลไลทจํานวนมากมีความคลายคลึงกันของ
ลําดับเบส หรือมีลําดับเบสแกน (Core sequence) เดียวกัน ดีเอ็นเอในบริเวณนี้มีความหลากหลายสูง
เนื่องจากความแตกตางในจํานวนซํ้า บางคร้ังจึงมีผูเรียกวา Variable Number of Tandem Repeats 
หรือ VNTR 
  1.3  ไมโครแซทเทลไลท (Microsatellite) คือ เบสซํ้าขนาด 1-6 เบส เชน (A)n, (CA)n, 
(TAA)n, (GATA)n  เม่ือ n เปนจํานวนซํ้า โดยท่ีมีจํานวนซํ้าแตละตําแหนงไมเกิน 100 คร้ัง บางคร้ัง
อาจเรียกเบสซํ้าชนิดนี้วา Simple Sequence Repeats (SSR) หรือ Short Tandem Repeats (STRs) 
เบสซํ้าชนิดนี้พบกระจายอยูบริเวณตาง ๆ ของจีโนมประมาณ 104-105 ตําแหนง ความหลากหลาย
ของจํานวนซํ้าท่ีพบในบริเวณนี้สามารถนํามาประยุกตใชในการตรวจดีเอ็นเอได และเนื่องจาก            
ไมโครแซทเทลไลทจํานวนมากถูกพบกระจายอยูท่ัวไปในโครโมโซมทําใหมีการนํามาใชในการ
สรางแผนท่ีจีโนม (Genome mapping) (วิชัยและคณะ, 2541) (ภาพ 5) 
   หนาท่ีของลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทยังไมทราบแนชัด มีไมโครแซทเทลไลท
บางสวนท่ีมีการอนุรักษ (Conserve) โดยพบอยูท่ีตําแหนงเดียวกันในส่ิงมีชิวิตหลายชนิด บางสวน
ทําหนาท่ีไดเนื่องจากอยูในสวนนํารหัสของยีน โดยพบอยูท่ีตําแหนงเดียวกันในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด 
จะจับกับโปรตีนท่ีจําเพาะได และทําหนาท่ีเปนตัวกระตุนการแสดงออกของยีน (Enhancer) โดย
ความแปรปรวนของจํานวนซํ้ามีผลตอการควบคุมการทํางานของยีนความยาวของ STR จะแตกตาง
กันในแตละบุคคล Satellite DNA  ชนิด Minisatellite และ Microsatellite เปนกลุมดีเอ็นเอท่ีแสดง
ความเปน Polymorphism ระหวางบุคคล ความเปน Polymorphism เกิดจากจํานวนซํ้าท่ีตางกันใน
ระหวางบุคคลจึงนํามาทําประโยชนในการสรางตําแหนงแผนท่ีตาง ๆ บนจีโนม (อมรา, 2546)  และ
ประยุกตใชในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอท่ีเฉพาะของแตละบุคคลได  
 



10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
     

ภาพ  5   การเรียงตัวของเบสซํ้าลักษณะตาง ๆ 
       ท่ีมา : ลายพิมพดีเอ็นเอ...จากสารพันธุกรรมสูเทคโนโลยีพิสูจนบุคคล หนา 17 
 

2. เบสซํ้ากระจาย  (Interpersed  Repeats) 
  คือกลุมของเบสซํ้าท่ีพบกระจายอยูท่ีบริเวณตาง ๆ ในจีโนม ในลักษณะท่ีตางจากกลุม

เบสซํ้าแบบตอเนื่อง คือ จะไมพบซํ้ากันเปนชวงตอเนื่องแตจะอยูในลักษณะเดี่ยว (Individual unit) 
กระจายท่ัวไป ซ่ึงแบงไดเปน 2 กลุมยอยตามความยาวของเบสซํ้า 

    2.1  Short Interpersed Nuclear Element (SINE) เปนเบสซํ้ากระจายส้ัน มีขนาด
ประมาณ 130-300 เบส พบอยูในจีโนมในลักษณะท่ีอยูเดี่ยว ๆ  
   2.2  Long Interpersed Nuclear Element (LINE) เปนเบสซํ้ากระจายยาว มีขนาด
ตั้งแต 500 เบสข้ึนไป พบประมาณ 1-2% ของจีโนม (วิชัยและคณะ, 2541) 
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   ดีเอ็นเอท่ีพบในส่ิงมีชีวิตตางชนิดกันจะมีขนาดตางกันต้ังแตดีเอ็นเอท่ีมีจํานวนพันเบส
ในไวรัสและแบคทีเรียไปจนถึงดีเอ็นเอขนาดพันลานเบสในส่ิงมีชีวิตช้ันสูง ภายในเซลลของ          
ยูแคริโอต ดีเอ็นเอจะอยูภายในนิวเคลียสและกระจายอยูบนโครงสรางท่ีเรียกวา โครโมโซม 
(Chromosome) โครโมโซมของยูแคริโอตประกอบดวยดีเอ็นเอรวมตัวกับโปรตีนอยางมีแบบแผน 
โครงสรางหนวยพื้นฐานของโครโมโซม เรียกวานิวคลีโอโซม (Nucleosome) (วิชัยและคณะ, 2541) 

  นอกจากนี้ดีเอ็นเอยังเปนหนวยพื้นฐานของยีน ซ่ึงเปรียบเหมือนรหัสทางพันธุกรรมใน
ส่ิงมีชีวิตท้ังมวลไมวาจะเปน สัตว พืช แบคทีเรีย และส่ิงมีชีวิตเล็ก ๆ อยางอ่ืน และเนื่องจากในเซลล
มนุษยทุกเซลลท่ีมีนิวเคลียสจะมีดีเอ็นเออยู เชน เม็ดเลือดขาว เซลลรากผม เซลลเยื่อบุกระพุงแกม
ในน้ําลาย ตัวอสุจิ และชิ้นเนื้อ เปนตน ดังนั้นเซลลเหลานี้จึงเปนเซลลท่ีมีความสําคัญในการพิสูจน
ส่ิงตาง ๆ ท่ีเกิดกับมนุษย เชน พิสูจนโรคทางพันธุกรรม พิสูจนความสัมพันธทางสายเลือด และ
พิสูจนทางนิติเวชศาสตรเพื่อสืบหาผูกระทําผิดจากหลักฐานตาง ๆ ดังท่ีกลาวขางตน โดยแผงยีน
ของมนุษยจะอยูในโครโมโซมของคนมี 23 คู เรียกวา Diploid genome ซ่ึงโครงสรางทางเคมีของ   
ดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปนเสนยาวเรียงตอกันของนิวคลีโอไทดท่ีมีเบสเปนสวนประกอบการเรียงตัว
ของลําดับเบสนี้เอง ท่ีเปนรหัสสําหรับลักษณะของส่ิงมีชีวิตและยังสามารถถายทอดไปยังลูก-หลาน
ได  

  ตามทฤษฎีแลวถาไมใชฝาแฝดไขใบเดียวกัน (Identical twins) ดีเอ็นเอของแตละคนจะมี
การเรียงตัวของเบสท่ีตางกัน เกิดความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด ทําใหเกิดความหลากหลาย
หรือดีเอ็นเอโพลีมอรฟซึม (DNA polymorphism) ซ่ึงลักษณะนี้จะเปนเอกลักษณของแตละบุคคล       
ดังเหตุผลท่ีวาโครโมโซมของคนท่ีมีอยู  46 แทง โดยคร่ึงหนึ่ง (23 แทง) มาจากพอและอีกคร่ึงหนึ่ง 
(23 แทง) มาจากแม สมมติวาการถายทอดโครโมโซมแตละแทงท่ีมาจากพอและแมเปนในลักษณะ
ท่ีเปนอิสระตอกัน จะสามารถคํานวณรูปแบบตาง ๆ ของโครโมโซมท่ีถายทอดไปยังลูกหลานไดถึง 
223  ลักษณะ และในกรณีของลูกก็อาจมีรูปแบบของโครโมโซมท่ีไดจากพอและแมเปนแบบตาง ๆ 
ได ถึง  24 6  ลักษณะท่ีเปนเชนนี้ก็ เพราะในระหวางการแยกตัวของโครโมโซมคู เหมือน 
(Homozygous) ระหวางการแบงตัวแบบไมโอซีส (Meiosis) จะเกิดการแลกเปล่ียนช้ินสวน 
(Crossing over) ของโครโมโซมคูเหมือน ซ่ึงเปนผลใหเกิดการรวมตัวใหมของยีน (Gene 
recombination) ซ่ึงจะถูกถายทอดไปยังรุนลูก ทําใหเซลลสืบพันธุแตละเซลลมียีนท่ีแตกตางกัน 
ดังนั้นดีเอ็นเอของแตละคนจึงมีความแตกตางกัน แมวาจะเกิดมาจากพอ แมเดียวกันก็ตาม (นําชัย
และคณะ, 2546) สามารถนําไปตรวจพิสูจนเอกลักษณบุคคลไดอยางชัดเจนและแมนยํา 
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ประโยชนและการประยุกตใชดีเอ็นเอในงานดานนิติวิทยาศาสตร  (วิชัยและคณะ, 2541) 
 การตรวจพิสูจนบุคคล (Individual identification) 
  ตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบัน วิธีการที่นํามาใชในการพิสูจนเอกลักษณบุคคลแบงออกเปน
การตรวจลักษณะทางกายภาพของบุคคลนั้น ๆ เชน ลายพิมพนิ้วมือ ลักษณะเสนผม หรือเสนขน 
และการตรวจทางหองปฏิบัติการทางคลินิก เชน การตรวจสอบหมูเลือด การตรวจหาโปรตีนใน
ซีร่ัม การตรวจเอนไซม อยางไรก็ตามวิธีการท้ัง 2 ประเภทมีขอจํากัดในการนํามาใชเพื่อพิสูจน
บุคคล เนื่องจากลักษณะทางกายภาพนั้นอาจเกิดการเปล่ียนแปลงตามอายุ หรือ ส่ิงแวดลอมของ
บุคคลนั้นทําใหเกิดความไมแนนอนในการแปลผล  ปจจุบันมีเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรมท่ี
สามารถนํามาประยุกตใชในการตรวจดีเอ็นเอเพื่อพิสูจน และบงบอกบุคคล ไดแกการตรวจลาย
พิมพดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค RFLP (Restriction Enzyme Fragment Length Polymorphism) และการ
ตรวจลายพิมพ   ดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) การนําเทคโนโลยี
ดังกลาวมาใชใหเกิดประโยชนสูงสุดในการพิสูจนบุคคลนั้น ตองมีตัวเลขทางสถิติเปนตัวบงบอกถึง
ความนาเช่ือถือของเทคโนโลยี เพราะตัวเลขดังกลาว เปนคาท่ีแสดงขอมูลความถ่ีของการกระจายตัว
ของอัลลีลท้ังหมดในแตละตําแหนง (Locus) ของประชากรกลุมนั้น ๆ  
  การศึกษาการกระจายตัวของอัลลีลนอกจากจะเปนการนําขอมูลดังกลาว สามารถนําไป
คํานวณคาทางสถิติท่ีเกี่ยวของกับการบอกคาความนาจะเปนหรือ โอกาสท่ีจะพบวาบุคคล 2 คน ท่ี
ไม มี คว าม สัม พันธท า งสาย เ ลือด มีลายพิ มพ ดี เ อ็น เอ เห มือนกันห รือ เ รี ยกว า  ค า  Pm               
(Matching Probability) โดยท่ัวไปการเลือกตําแหนงเพื่อนํามาใชตรวจลายพิมพดีเอ็นเอนั้นตอง
พิจารณาเลือกตําแหนงท่ีใหคา  Pm ต่ํา ซ่ึงตําแหนงเหลานี้ มักจะมีเปอรเซ็นตของคา                      
เฮทเทอโรไซโกซิตี้ (Heterozygosity) สูงเชนเดียวกัน เปอรเซ็นตของคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ เปน
คาท่ีบงช้ีวาในประชากรจํานวน 100 คน มีลักษณะอัลลีลเปนแบบเฮทเทอโรไซโกตในแตละ
ตําแหนงจํานวนเทาไหร  ถาตองการลดคา Pm ใหต่ําลง หมายถึงการเพ่ิมศักยภาพภายในการบงบอก
บุคคลใหสูงข้ึน สามารถทําไดโดยการเพิ่มจํานวนตําแหนงหลาย ๆ ตําแหนง ซ่ึงคา Pm ลดลง แสดง
ถึงโอกาสท่ีบุคคลจะมีลักษณะดีเอ็นเอท่ีเหมือนกันนอยลงไปอีก 
 การพิสูจนความสัมพันธทางสายเลือด 
  ในปจจุบันความจําเปนของการตรวจหาความสัมพันธระหวางพอกับลูกเปนท่ีตองการ
มากข้ึนในสังคมท่ัวไป ไมเพียงแตในประเทศไทยเทานั้น ในประเทศสหรัฐอเมริกาหรือประเทศ
ตางๆ ในทวีปยุโรปไดมีการตรวจเพื่อพิสูจนความสัมพันธลักษณะน้ีมากข้ึนเชนกัน โดยจุดประสงค
ในการตรวจน้ันเพื่อไปใชเปนหลักฐานท่ีสําคัญสวนหนึ่งสําหรับประกอบการพิจารณาทางกฎหมาย
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ในศาล เชน กรณีการฟองรองเพื่อเรียกคาเล้ียงดูบุตรเม่ือสตรีถูกทอดท้ิง หรือการตรวจเพ่ือรับรอง
ความเปนบุตรเม่ือเกิดการอพยพยายถ่ินฐาน 
  เนื่องจากเทคโนโลยีท่ีนํามาใชในการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอนั้นไดถูกพัฒนาโดยเฉพาะ
เพื่อนํามาใชในการตรวจหาความสัมพันธระหวางพอกับลูก และการช้ีเฉพาะบุคคล ซ่ึงไมเพียงเปน
การตรวจเพื่อพิสูจนใหทราบวาใชหรือไมใชเทานั้น แตยังสามารถช้ีไดวาใครเปนพอท่ีแทจริง หากมี
ผูตองสงสัยท่ีเขาขายในลักษณะวาเคยมีความสัมพันธกับแมของเด็ก (พอโดยคํากลาวหา) การพิสูจน
ทําโดยเปรียบเทียบลายพิมพดีเอ็นเอของพอโดยคํากลาวหากับเด็ก หากผลการเปรียบเทียบดีเอ็นเอ
ของเด็กไมตรงกับแถบดีเอ็นเอของพอโดยคํากลาวหา แสดงวาพอโดยคํากลาวหากับเด็กไมมี
ความสัมพันธกันในฐานะพอกับลูกอยางแนนอนและไมสามารถโตแยงได อยางไรก็ตาม การตรวจ
ท่ีพบโดยท่ัวไปนั้นเปนการตรวจเพ่ือพิสูจนความเปนพอมากกวาการตรวจพิสูจนความเปนแม 
เนื่องจากเปนแมผูใหกําเนิดลูกดังนั้นยอมไมมีความผิดพลาดอยางแนนอน แตกระน้ันก็ดีถาหากเกิด
ความผิดพลาดนาจะเปนความผิดพลาดเน่ืองจากสับเปล่ียนบุตรตอนแรกคลอด ซ่ึงมีความ
จําเปนตองตรวจเพ่ือพิสูจนความเปนแมเชนเดียวกัน 

การตรวจสอบความเปนพอ (Paternity test)  
  การตรวจสอบความเปนพอ หรือสายสัมพันธทางเครือญาติ จะแตกตางจากการตรวจ

พิสูจนบุคคล โดยในการตรวจสอบความเปนพอนี้ การคํานวณความนาจะเปนของความเปนพอคิด
จากคาดัชนีความเปนพอ (Paternity Index) ซ่ึงมีวิธีการคํานวณท่ีแตกตางออกไป โดยจะคิดจาก       
ลักษณะทางพันธุกรรม (Genotype) ของชายท่ีสงสัยเปนเกณฑ  

    Paternity Index (PI) หมายถึง โอกาสท่ีชายท่ีตองสงสัยจะถายทอดอัลลีลหนึ่งใด แลวลูก
จะมีลักษณะดีเอ็นเอเชนนั้น เม่ือเปรียบเทียบกับชายท่ัว ๆ ไปในประชากร โดยเม่ือชายท่ีตองสงสัยมี   
จีโนไทปของอัลลีลนั้นเปนโฮโมไซโกต ความนาจะเปนท่ีจะถายทอดอัลลีลนั้นไปสูลูกจะมีคา
เทากับ 1 แตเม่ือชายที่ตองสงสัยมีจีโนไทปของอัลลีลนั้นเปนเฮเทอโรไซโกต ความนาจะเปนท่ีจะ
ถายทอดอัลลีลนั้นไปสูลูกจะมีคาเทากับ 0.5 (1/2) 
 การตรวจหลักฐานทางนิติเวชศาสตร 
   การสืบสวนทางนิติเวชศาสตรปจจุบันนี้ นอกจากจะใชวิธีการหาผูกระทําผิดโดยการสืบ
หาพยานหลักฐานหรือพยานบุคคลแลว หลักฐานทางวิทยาศาสตรไดมีสวนชวยในการวินิจฉัย หรือ
ตัดสินในคดีท่ีเกิดขึ้นไดเปนอยางมาก หลักฐานทางวิทยาศาสตรท่ีพบสวนมากเปนคราบเลือด คราบ
อสุจิ เสนผม เสนขนท่ีตรวจพบตามเส้ือผาของผูเสียหาย หรือผูตองสงสัย รวมถึงหลักฐานท่ีพบใน
สถานท่ีเกิดเหตุสามารถนํามาใชประโยชนไดท้ังส้ิน  
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   ในการประยุกตใชลายพิมพดีเอ็นเอจากหลักฐานทางนิติเวชศาสตรกระทําไดโดยการ
เจาะเลือดของผูตองสงสัยท้ังหมดมาตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ และนํามาเปรียบเทียบกับลายพิมพ        
ดีเอ็นเอท่ีไดจากหลักฐานท่ีพบในท่ีเกิดเหตุ 

  การตรวจพิสูจนดีเอ็นเอเพ่ือใชในการพิสูจนบุคคลในระยะแรกใชวิธีตรวจจากดีเอ็นเอ
สวนมินิแซทเทลไลท โดยใชเปนโพรบในการทํา RFLP โดยโพรบท่ีใชจะตรวจสอบดีเอ็นเอคร้ังละ
หลาย ๆ ตําแหนง แลวคอยพัฒนามาเปนโพรบท่ีใชตรวจสอบตําแหนงเดียว แตมีรูปแบบของ
จํานวนอัลลีลมาก เกิดจากการท่ีมีจํานวนชุดซํ้าของสวนมินิแซทเทลไลทแตกตางกันการตรวจสอบ
จะตรวจจากหลายตําแหนงโดยใชโพรบชนิดตาง ๆ แตละตําแหนงมีจํานวนอัลลีลสูง บางตําแหนง
อาจมีมากกวา 20 อัลลีลในประชากร เม่ือตรวจดีเอ็นเอจากหลายตําแหนงพรอมกัน ความนาจะเปน
ท่ีบุคคลจะมีจีโนไทปหนึ่ง เม่ือคํานวณจากความถ่ีของอัลลีลท่ีตําแหนงตาง ๆ จะมีคาตํ่ามาก แสดง
ถึงมีความจําเพาะกับแตละบุคคล หรือมีความเปนเอกลักษณสูง แตเนื่องจากขนาดของอัลลีลท่ี
แตกตางกันจากการตรวจสอบสวนมินิแซทเทลไลทดีเอ็นเอนี้มีขนาดใหญ บางอัลลีลอาจแตกตาง
กันหลายพันคูเบส อาจวิเคราะหผลผิดพลาดไดจึงมีความขัดแยงในเร่ืองนี้ 
   RFLP (Restriction Enzyme Fragment Length Polymorphism) เปนเทคนิคท่ีใชในการ
ตรวจความแตกตางของดีเอ็นเอโดยมีพื้นฐานมาจากวิธีการ เซาเธ่ินบลอทติ่ง (Southern blotting) ท่ี
ถูกพัฒนาข้ึนในป พ.ศ. 2518 โดยนักวิทยาศาสตรชาวสก็อตแลนด ช่ือ เอ็ดเวอรด เซาเธ่ิน (Edward 
Southern) โดยการใชเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme) มาตัดดีเอ็นเอ ณ ตําแหนงจําเพาะ 
แลวจึงนําชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีถูกตัดนี้ไปแยกตามขนาดของช้ินสวนดีเอ็นเอนั้น ๆ  จะเห็นไดวาเทคนิค 
RFLP นี้เปนเทคนิคท่ีใหผลการทดลองเปนแถบดีเอ็นเอจํานวนมาก แสดงวาเทคนิคนี้อาศัยหลักการ
ในการตรวจหาความแตกตางของจํานวนเบสซํ้าในหลายตําแหนงบนโครโมโซมในคราวเดียวกัน 
ดังนั้นการใชดีเอ็นเอตรวจสอบท่ีเหมาะสม หรือการใชดีเอ็นเอตรวจสอบมากกวาหนึ่งชนิด จะทําให
เราสามารถบงช้ีถึงความแตกตางระหวางดีเอ็นเอ 2 เสน หรือความแตกตางของดีเอ็นเอจากคนสอง
คนไดอยางชัดเจน (นําชัยและคณะ, 2546) 

  การตรวจพิสูจนดีเอ็นเอสวนมากใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) สําหรับ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เพราะเทคนิค PCR ตองการตัวอยางดีเอ็นเอท่ีใชตรวจจํานวนนอย ใชระยะเวลา
ในการทดสอบนอย และใชไดในตัวอยางดีเอ็นเอที่มีสภาพไมสมบูรณ โดยหลักการของ PCR 
(Principle of Polymerase Chain Reaction) มีดังนี้ 
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เทคนิค  PCR กับการตรวจรูปแบบดีเอ็นเอ 

  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสหรือ เทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction: PCR) 
เทคนิคในการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอท่ีตองการไดเปนลาน ๆ เทาในหลอดทดลอง (นําชัยและคณะ, 
2546) ใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายซ่ึงอยูในสารละลายรวมกับดีเอ็นเออื่น ๆ ในเวลาเพียง 2-3 
ช่ัวโมงเทานั้น เทคนิค PCR นี้มีขอดีท่ีวาไมจําเปนตองทําใหช้ินดีเอ็นเอดังกลาวใหบริสุทธ์ิกอน 
สามารถแยกสวนของดีเอ็นเอท่ีสนใจไดโดยไมตองนําไปขยายเพิ่มปริมาณในเซลลหรือนําไปโคลน 
การทํา PCR คือ การสังเคราะหดีเอ็นเอโดยใชเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรสซํ้ากันหลาย ๆ รอบ 
เพื่อใหไดดีเอ็นเอปริมาณเพิ่มข้ึนเปนทวีคูณ หัวใจของเทคนิค PCR นี้อยูท่ีจําเปนตองมีการ
สังเคราะหดีเอ็นเอไพรเมอร (DNA primer) 2 ชนิด ซ่ึงเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดขนาดส้ัน ๆ ยาว
ประมาณ 20‐24 เบส โดยท่ีไพรเมอรนี้จะตองมีลําดับเบสท่ีเปนเบสคูสม (Complementary) กัน           
ในตําแหนงหัว (ปลาย 3’) และตําแหนงสวนทาย (ปลาย 5’) ของดีเอ็นเอเปาหมาย และเปนการ
กําหนดความยาวของการจําลองโมเลกุลดีเอ็นเอใหอยูในชวงเฉพาะท่ีไพรเมอรหัวทายนี้เทานั้น การ
จับของไพรเมอรตอดีเอ็นเอเปาหมายมีดังนี้ ไพรเมอรชนิดหนึ่งจะจับท่ีปลาย 5’ ของสายเด่ียวสาย
หนึ่งของโมเลกุลของยีน โดยมีไพรเมอรอีกชนิดหนึ่งจับท่ีปลาย 3’ ของสายเดี่ยวอีกสายหนึ่งของ
โมเลกุลของยีน (เม่ือทําใหดีเอ็นเอโมเลกุลของยีนแยกจากสายคูเปนสายเดี่ยวแลว) (อมรา, 2546) 
  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในรอบแรกจะพบวา ผลผลิตท่ีไดไมไดมีเฉพาะสวนของดีเอ็นเอ
บริเวณท่ีเปนเปาหมายเทานั้น แตไดโมเลกุลดีเอ็นเอท่ีมีสายหนึ่งยาวมากเพราะเปนตนแบบเดิม อีก
สายหนึ่งเปนคูสมมีปลาย 5’ เร่ิมตนจากปลาย 5’ ของไพรเมอรท่ีใช สวนปลาย 3’ ยาวออกไปนอก
บริเวณท่ีตองการ ในรอบท่ีสองยังคงไดผลผลิตท่ีมีสายหนึ่งยาวมาก หรือมีปลาย 3’ ท่ียาวเกินสวนท่ี
ตองการ จนถึงรอบท่ีสามจึงเร่ิมมีโมเลกุลดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเทากับเปาหมายท่ีตองการ ซ่ึงจะเพิ่ม
ปริมาณเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว สวนโมเลกุลท่ีมีปลาย 3’ ยาว จะมีปริมาณเพิ่มข้ึนรอบละสองโมเลกุล
เทานั้น โดยโมเลกุลท่ีมีปลาย 3’ ยาวดังกลาวนี้สังเคราะหมาจากดีเอ็นเอตนแบบเร่ิมตนท่ีเปนสายยาว  

 เม่ือเปรียบเทียบกันจะพบวา การสังเคราะหดีเอ็นเอโดยรวมเพิ่มข้ึนแบบทวีคูณรอบละ 2 
เทา แตโมเลกุลท่ีมีปลาย 3’ ยาว เพ่ิมข้ึนแบบสมํ่าเสมอรอบละ 2 โมเลกุล ถาประสิทธิภาพของการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสมบูรณ จะสามารถคํานวณปริมาณดีเอ็นเอเม่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอครบ 30 รอบ 
ไดดีเอ็นเอชุดใหมจํานวน 230 หรือประมาณ 1 พันลานเทาในทางทฤษฎี ดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณเปน         
นาโนกรัมสามารถขยายใหดีเอ็นเอเปนกรัมไดโดย การใช PCR จํานวน 30 รอบ (อุไรวรรณ, 2545) 
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                              รอบท่ี 1                               รอบท่ี 2  

 

 
 
 
     ภาพ  6   การทําเทคนิคพีซีอารเพื่อเพ่ิมปริมาณ DNA ภายนอกเซลล 
     ท่ีมา: http://www.il.mahidol.ac.th/e-media/dna/chapter/chapter4application.htm  

                     (20 ธันวาคม 2553) 
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 ภาพ  7     แสดงปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึนในลักษณะ 2n โดยเทคนิคพีซีอาร 
                 ท่ีมา :  ลายพิมพดีเอ็นเอ...จากสารพันธุกรรมสูเทคโนโลยีพิสูจนบุคคล หนา 42 
 

  ขอกําหนดในการทํา PCR คือตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณท่ีตองการเพิ่ม
ปริมาณ ซ่ึงอาจทราบลําดับเบสท้ังหมดหรือทราบเฉพาะสวนปลายก็ได เพื่อการออกแบบสังเคราะห
ไพรเมอรมาใชในปฏิกิริยาตอไป บริเวณหรือสวนดีเอ็นเอท่ีเกิดการสังเคราะหเพ่ิมปริมาณข้ึน จะมี
ขนาดความยาวเทากับช้ินดีเอ็นเอจากปลาย 5’ ของไพรเมอรหนึ่งถึงปลาย 5’ ของไพรเมอรอีกชนิด
หนึ่งนั้นเอง 

 

ข้ันตอนการทาํ PCR ประกอบดวย 3 ข้ันตอนดังนี ้
1. Denaturation การทําใหดีเอ็นเอตนแบบสายคูแยกออกเปนสายเดี่ยว โดยการเพิ่ม

อุณหภูมิของปฏิกิริยา 
2.  Annealing เปนข้ันท่ีไพรเมอรท่ีมีเบสเปนคูสมกับสวนปลายของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย

และมีปริมาณมากกวาช้ินดีเอ็นเออ่ืน ๆ มากมายเขามาจับคูกับสวนของดีเอ็นเอที่ตองการ เม่ือลด
อุณหภูมิของปฏิกิริยาลงมา 

3.  Primer Extension เปนข้ันท่ีปรับอุณหภูมิใหเหมาะสมกับการทํางานของเอนไซม          
ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) เอนไซมจะทําหนาท่ีสังเคราะหดีเอ็นเอตอจากไพรเมอร 
โดยมีดีเอ็นเอเปาหมายเดิมเปนตนแบบ 
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  เนื่องจากเทคนิค PCR เปนเทคนิคท่ีมีความไว (Sensitivity) สูง สามารถเพิ่มปริมาณ      
ดีเอ็นเอเปนลาน ๆ เทาไดอยางรวดเร็ว โดยใชดีเอ็นเอเร่ิมตนเพียงเล็กนอยก็สามารถตรวจสอบได 
ดังนั้นจึงตองระมัดระวังการปนเปอนของดีเอ็นเอจากภายนอก เชน จากอากาศ ผิวหนัง ผม เปนตน 
เพื่อปองกันปญหาดังกลาวจึงควรทํา PCR ในบริเวณท่ีสะอาดไมปะปนกับการทดลองอ่ืน ในการทํา 
PCR ตองใชสารเคมีตาง ๆ ดังนี ้

1. บัฟเฟอร (10X buffer) ใชสําหรับทําปฏิกิริยา โดยมีความเขมขนเปน 10 เทาของท่ีจะใช
จริง ซ่ึงจะใสในปริมาณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวมท้ังหมดของปฏิกิริยา 

2. dNTP ประกอบดวย dATP, dCTP, dGTP, dTTP ความเขมขนอยางละ 1 มิลลิโมลาร
(mM) ในปฏิกิริยาจะใสในปริมาณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวมของปฏิกิริยา เพื่อใหไดความเขมขน
สุดทายเปนชนิดละ 100 ไมโครโมลาร (μM) 

3. ไพรเมอร (Forward primer และ Reverse primer) ท่ีนิยมใชคือโอลิโกนิวคลีโอไทดขนาด 
20-24 นิวคลีโอไทด มีองคประกอบของเบส G และ C อยูระหวาง 40-60 % 

4. ดีเอ็นเอเปาหมาย (DNA template) ใชไดท้ังดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพดีและดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพ
ไมดีนัก เชน ดีเอ็นเอจากคราบเลือด เปนตน 

5. เอนไซม เนื่องจากข้ันตอนในการสังเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR ตองมีการทําให     
ดีเอ็นเอเสียสภาพดวยความรอน เอนไซมท่ีใชจึงเลือกใชเอนไซมท่ีทนไดในอุณหภูมิสูงคือ            
Taq DNA polymerase (อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทํางานคือ 72ºC) 

 เม่ือทําการเพิ่มดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR แลว ตองนํามาแยกขนาดบนตัวกลางท่ีเหมาะสม
เพื่อทําการวิเคราะหผลลําดับเบสของดีเอ็นเอท่ีได โดยเทคนิคท่ีนิยมคือ เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส 
(Electrophoresis technique) ซ่ึงมีหลักการทําดังนี้ 
 

การแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis of DNA) 

  อิเล็กโทรโฟรีซิส เปนเทคนิคท่ีใชแยกโมเลกุลของสารที่มีประจุออกจากกันโดยใช
กระแสไฟฟา โดยใหสารที่มีประจุนั้นเคล่ือนท่ีผานตัวกลางชนิดหนึ่งในสารละลาย สารที่มีประจุ
ตางกันจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงกันขาม นอกจากประจุแลวอัตราการเคล่ือนท่ียังข้ึนอยูกับขนาด 
รูปรางโมเลกุล แรงเคล่ือนไฟฟา และตัวกลางที่ใชดวย 

  โมเลกุลของดีเอ็นเอประกอบดวยหมูฟอสเฟตจํานวนมากสารละลายของดีเอ็นเอจึงมี
ประจุเปนลบเม่ือ pH เปนกลาง เม่ืออยูในสนามไฟฟาโมเลกุลของดีเอ็นเอจะเคลื่อนท่ีจากข้ัวลบไป
ยังข้ัวบวก เนื่องจากหมูฟอสเฟตเปนสวนประกอบของนิวคลีโอไทดทุกชนิด ดีเอ็นเอที่มีขนาด
โมเลกุลเล็กจะมีหมูฟอสเฟตอยูนอยกวาโมเลกุลขนาดใหญ ดังนั้นจะพบวาประจุตอมวลโมเลกุล



19 

ของดีเอ็นเอทุกขนาดมีคาเทากัน ความเร็วในการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอจึงข้ึนอยูกับขนาดเปน
สวนใหญ อยางไรก็ตามมีปจจัยอ่ืนท่ีมีผลตอการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอดวย ดังน้ี 

1. ขนาดของโมเลกุล ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กจะเคล่ือนท่ีไดเร็วกวาดีเอ็นเอที่มีขนาด
โมเลกุลใหญ  ดังนั้นถาตองการทราบขนาดโมเลกุลของดีเอ็นเอ สามารถทําไดโดยการนํามาวิ่งผาน
เจลในชุดอิเล็กโทรโฟรีซิสเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีทราบขนาดโมเลกุลแลว ท้ังนี้จะตอง
เปรียบเทียบในการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสคราวเดียวกันเทานั้น 

2. โครงแบบของดีเอ็นเอ (Configuration) กรณีท่ีมีขนาดโมเลกุลเทากัน ดีเอ็นเอท่ีมีโครง
แบบเปนวงแหวนท่ีพันเกลียวซอนจะเคล่ือนท่ีไดเร็วกวาดีเอ็นเอปลายเปดแบบเสนตรง และดีเอ็นเอ
แบบเสนตรงจะเคล่ือนท่ีไดเร็วกวาดีเอ็นเอแบบวงแหวนท่ีมีชองเปด  

3. เปอรเซ็นตและชนิดของเจล ถาเพิ่มความเขมขนหรือเปอรเซ็นตเจล โมเลกุลของดีเอ็นเอ
จะเคล่ือนท่ีไดชาลง โดยเจลท่ีนิยมใชกับกรดนิวคลีอิก คือเจลพอลิอะครีลาไมด (Polyacrylamide 
gel) และ เจลอะกาโรส (Agarose gel) โดยเจลพอลิอะครีลาไมดใชแยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็ก
ระหวาง 6-1000 คูเบส ไดมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด เจลพอลิอะครีลาไมดมีอํานาจในการจําแนกสูง
มาก สามารถจําแนกช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดแตกตางกันแมเพียง 1 bp ก็สามารถแยกออกจากกันได 
สวนเจลอะกาโรสใชแยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญประมาณ 200 bp จนถึงกวา 5 kb มีอํานาจ
จําแนกตํ่ากวาเจลพอลิอะครีลาไมดแตมีชวงการจําแนกสูงกวา (อุไรวรรณ, 2545) 

4. แรงเคล่ือนไฟฟา (Voltage) ถาเพิ่มแรงเคล่ือนไฟฟาดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีไดเร็วข้ึน ในการ
แยกขนาดดีเ อ็นเอโดยวิ ธี อิ เ ล็กโทรโฟรีซิส  ตองใชแรงเคล่ือนไฟฟา ท่ี เหมาะสม  ถาใช
แรงเคลื่อนไฟฟาสูงเกินไป ดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีไดเร็วแตการแยกตัวจะไมดี ถาใชแรงเคลื่อนไฟฟาต่ํา
เกินไป ดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีชาแยกตัวไดดี แตแถบดีเอ็นเอจะไมคมชัด เพราะเกิดการแพรของดีเอ็นเอ 

5. บัฟเฟอรท่ีใช ชนิดของบัฟเฟอรมีผลตอการเคลื่อนท่ีของดีเอ็นเอ บัฟเฟอรท่ีนิยมใชมี 3 
ชนิดคือ TAE (Tris-acetate, EDTA), TBE (Tris-borate, EDTA) และ TPE (Tris-phosphate, EDTA) 
ซ่ึงมีขอดีและขอเสียตางกัน TBE นิยมใชท่ีความเขมขน 0.5 เทา ใชแยกดีเอ็นเอไดดี มีความสามารถ
เปนบัฟเฟอร (Buffering capacity) ไดดี แตสามารถเกิดปฏิกิริยากับเจลอะกาโรสได จึงไมเหมาะถา
ตองการนําดีเอ็นเอกลับมาใชอีก 

 เจลพอลิอะครีลาไมด (Polyacrylamide gel) นิยมนํามาใชในการแยกดีเอ็นเอมาก
ที่สุด เนื่องจากดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท  ที่ใชมีขนาดของโมเลกุลเล็ก ดังนั้นการใชเจล      
พอลิอะครีลาไมดจึงเหมาะสมท่ีจะเปนตัวกลางมากท่ีสุด 
 

 



20 

เจลพอลิอะครีลาไมด (Polyacrylamide gel) 
เจลพอลิอะครีลาไมดเกิดจากการรวมตัวของ Acrylamide และ Bisacrylamide (N’,N’-

Methylenebisacrylamide) โมเลกุลเดี่ยวมารวมตัวกัน เกดิเปนพอลิเมอรซ่ึงมีลักษณะเปนรางแห เปน
โมเลกุลท่ีสังเคราะหข้ึนทางเคมี ทําใหเสถียรภาพโดย TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylene 
Diamine) จึงมีความสม่ําเสมอควบคุมขนาดได ไมทําปฏิกิริยากับสารเคมีใด มีความใส มีความคงตัว
ของ pH อุณหภูมิ และมี Ionic strength กวาง สามารถปรับขนาดของชองพอลิเมอรได จึงเหมาะสม
สําหรับเปนตัวกลางในการแยกโมเลกุลของโปรตีนและดีเอ็นเอ 

 อะครีลาไมด และ บิสอะครีลาไมด  โมเลกุลเดี่ยว เปนสารท่ีเปนพิษและสามารถดูดซึม
ผานทางผิวหนังได จึงควรสวมถุงมือขณะปฏิบัติงาน พอลิอะครีลาไมดท่ีใชกันท่ัว ๆ ไปมี 2 ชนิดคือ 
Non-denaturing polyacrylamide gels สําหรับแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีเปนเกลียวคูตามสภาพ
ธรรมชาติ และทําใหช้ินสวนของดีเอ็นเอสายคูบริสุทธ์ิ และ Denaturing polyacrylamide gels 
สําหรับแยกและทําใหดีเอ็นเอสายเดี่ยวผานการทําใหเสียสภาพแลว โดยเติมยูเรียลงไปในเจล ใหมี
ความเขมขน 7-8 โมลารและทําใหดีเอ็นเอสายเด่ียวบริสุทธ์ิ (อุไรวรรณ, 2545) gel ท้ัง 2 ชนิด มีวิธี
เตรียมเหมือนกัน ตางกันเฉพาะการเติม หรือไมเติมยูเรียเทานั้น 

 การตรวจพิสูจนดีเอ็นเอนอกจากจะเขาใจวิธีการตรวจอยางชัดเจนแลว จําเปนตองรูวา
วิธีการตรวจท่ีใชมีประสิทธิภาพมากนอยเพียงใด โดยทั่วไปประสิทธิภาพของการตรวจดีเอ็นเอนั้น
สังเกตไดจากหลาย ๆ ปจจัยรวมกัน ไมวาจะเปน คากําลังการแยกแยะ คากําลังการคัดออก และ        
คาความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) เปนตน ซ่ึงจะไดอธิบายดังตอไปนี ้
 

ดีเอ็นเอในการวิเคราะหประชากร 
 ประชากร (Population) หมายถึงกลุมของส่ิงมีชีวิตชนิดหนึ่งท่ีอาศัยอยูในบริเวณหนึ่งใน

ชวงเวลาหน่ึง ในประชากรจะมีการผสมพันธุกันระหวางสมาชิกในประชากร ดังนั้นประชากรจึงมี
ลักษณะเปนแหลงรวมยีน (Gene pool) ท่ีควบคุมลักษณะตาง ๆ ของส่ิงมีชีวิต โดยยีนท่ีควบคุม
ลักษณะหนึ่ง ๆ อาจมีไดหลายรูปแบบ (Allelic form) และความถ่ีของยีนแตละอัลลีลอาจจะ
เปล่ียนแปลงไดตลอดเวลา ขอบเขตของประชากร บางคร้ังอาจไมไดแบงแยกอยางชัดเจน อาจเกิด
การถายเทยีน (Gene flow) ระหวางประชากรท่ีอยูตางพ้ืนท่ี โดยเฉพาะในสัตวท่ีมีการเคล่ือนยาย    
ถ่ินฐานได ไมวาจะเปนสัตวบกหรือสัตวน้ําก็ตาม ทําใหมีการถายเทยีนถึงกันและกันได การศึกษา
ทางพันธุศาสตรประชากร อาศัยการตรวจวัดลักษณะของสมาชิกในประชากรจํานวนมาก โดยอาจ
ตรวจสอบจากลักษณะท่ีปรากฏเปนฟโนไทป หรือตรวจสอบจากจีโนไทปในรูปของความถ่ีของ    
จีโนไทป หรือความถ่ีของอัลลีลตาง ๆ ของยีนท่ีตําแหนงหนึ่ง ๆ ในประชากร การมีรูปแบบของ     
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อัลลีลท่ีแตกตางกันเปนพื้นฐานของความหลากหลายทางพันธุกรรม ซ่ึงมีความสําคัญในการ
วิวัฒนาการ  เพราะถาไมมีความหลากหลายทางพันธุกรรม ความสามารถในการอยูรอดท่ีสภาวะ  
ตาง ๆ ก็จะลดนอยลง อาจเกิดการสูญพันธุได  การประมาณคาความหลากหลายทางพันธุกรรม จะ
ใชวิธีวัดจากความถ่ีของอัลลีลหรือความถ่ีของจีโนไทป 

 

สมดุลของฮารดีและไวนเบิรก (Hardy-Weinberg equilibrium: HWE) 
 ในป ค.ศ. 1908  ฮารดี (G.H. Hardy) เปนนักคณิตศาสตรชาวอังกฤษ และไวนเบิรก     

(W. Weinberg) เปนแพทยชาวเยอรมัน ตางคนตางคนพบวา ในประชากรที่สมาชิกเปน Diploid (2n) 
ความถี่ของจีโนไทปจะมีความสัมพันธกับความถ่ีของอัลลีล และเกิดความสมดุลในประชากร ถา
ประชากรเปนไปตามเง่ือนไขตาง ๆ ตอไปนี้ คือ มีการผสมพันธุอยางสุม มีประชากรขนาดใหญ 
หรือมีสมาชิกมาก ยีนไมมีการกลายพันธุ หรือไมมีการอพยพยายถ่ินฐาน และไมมีการคัดเลือก 
หลักการที่คนพบตอมาไดตั้งเปนกฏ เรียกตามผูคนพบวา กฏของ Hardy -Weinberg  (ดาวรุง, 2546)
ตัวอยางเชน ลักษณะท่ีควบคุมดวยยีน 1 คูท่ีมีรูปแบบของอัลลีล 2 แบบ ถาใหสัญญาลักษณเปน A
และ a จะมีจีโนไทปได 3 แบบ คือ AA, Aa และ aa ความถ่ีของอัลลีลเดน A ใหแทนดวย p และ
ความถี่ของอัลลีลดอย a ใหแทนดวย q เนื่องจากมีรูปแบบของอัลลีลเพียง 2 แบบ ดังนั้น ผลรวม
ความถ่ีของอัลลีลท้ังหมดท่ีตําแหนงนี้จะเทากับ 1 

    p + q = 1  

 ถากําหนดใหประชากรมีขนาดใหญ สมาชิกในประชากรมีการผสมแบบสุม คือ เพศผู
และเพศเมียทุกจีโนไทปมีโอกาสผสมพันธุไดเทา ๆ กัน หรือทุกอัลลีลจากเพศผูและเพศเมียมี
โอกาสผสมพันธุไดเทา ๆ กัน ไมมีการคัดเลือก (Selection) ไมมีการอพยพยายถ่ิน (Migration) ไมมี
การกลายพันธุของยีน (Mutation) และมีการกระจายตัวของอัลลีลปกติตามกฏเมนเดล จะพบวา 
ประชากรที่อยูในสมดุลของฮารดีและไวนเบิรก ซ่ึงจะสามารถคาดคะเนคาความถ่ีของจีโนไทป    
โฮโมไซโกตแบบเดน AA ไดเทากับ p2 ความถ่ีของจีโนไทปเฮเทอโรไซโกต Aa เทากับ 2pq และ
ความถ่ีของจีโนไทปโฮโมไซโกตแบบดอย aa = q2 เม่ือรวมความถ่ีของจีโนไทปทุกแบบของยีนท่ี
ตําแหนงนั้นจะเทากับ 1 

    p2 + 2pq + q2 = 1  
 
 การตรวจสอบประชากรเพื่อพิสูจนสภาพสมดุลตามกฏของ Hardy - Weinberg  อาจทํา

ไดหลายวิธี เชน สุมตัวอยางประชากรรุนตอไป (รุนลูก) เพื่อเปรียบเทียบวาคาความถ่ีของอัลลีล
เปล่ียนแปลงไปหรือไม แตสวนมากแลว คําถามมักเกิดข้ึนเม่ือมีตัวอยางประชากรเดียว โดยไมมี
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ขอมูลประชากรรุนลูกใหเปรียบเทียบ อยางไรก็ตาม การตรวจสอบจากตัวอยางประชากรเดียวก็ทํา
ไดเชนกัน เนื่องจากการถามวาประชากรอยูในสภาพสมดุลตามกฏของ Hardy - Weinberg   หรือไม 
ก็เหมือนเปนการถามวาจีโนไทป 3 ชนิด เชน AA, Aa, aa มีอยูดวยความถ่ีเทากับ p2, 2pq, q2

ตามลําดับหรือไม ถาความถ่ีเทากันก็สรุปไดวาประชากรนั้นอยูในสภาพสมดุล ถาความถ่ีไมเทากันก็
แสดงวาประชากรนั้นไมอยูในสภาพสมดุล ทําไดโดยการทดสอบ Chi-square test (X2) เพื่อ
เปรียบเทียบคาสังเกต หรือคาท่ีสํารวจไดจากประชากรกับคาคาดหวังวาเทากันหรือไม คาสังเกต 
หมายถึง จํานวนของจีโนไทปแตละชนิดท่ีสํารวจได สวนคาคาดหวังหมายถึง จํานวนของจีโนไทป
แตละชนิดท่ีคาดคะเนตามคา p2, 2pq และ q2 (ดาวรุง, 2546) 

 ส่ิงมีชีวิตพวกท่ีมีการผสมขามตามธรรมชาติ และอยูในประชากรขนาดใหญมักอยูใน
สมดุลของฮารดี-ไวนเบิรกอยูแลว เนื่องจากประชากรมีขนาดใหญ ผลท่ีเกิดจากการกลายพันธุหรือ
การคัดเลือกจะมีนอย แตก็มีประชากรจํานวนมากท่ีไมอยูในสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก เชน ส่ิงท่ีมีชีวิตท่ี
สืบพันธุโดยไมใชเพศ หรือเกิดจากสาเหตุอ่ืน ท้ังนี้ตองแนใจกอนวาผลการตรวจสอบท่ีเบ่ียงเบนไป
จากสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก ไมไดเกิดจากความบกพรองของการสุมตัวอยาง หรือจํานวนตัวอยางท่ี
สุมมาไมเพียงพอ ทําใหคํานวณคาความถ่ีอัลลีลคลาดเคล่ือน การสรุปผลตามสมดุลฮารดีและไวน
เบิรกจึงไมนาเช่ือถือ 

 

การประมาณคาความหลากหลายทางพนัธุกรรม (Estimation of Genetic Diversity) 
 วิธีการประมาณคาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในประชากรมีหลายแบบ  

ดังจะอธิบายตอไปนี ้
1. การประมาณคาความหลากหลายทางพันธุกรรมจากคาสัดสวนของเฮเทอโรไซโกตท่ี

ตรวจพบ (Observed Heterozygosity: Ho) โดยจะคิดสัดสวนระหวางจํานวนสมาชิกท่ีมีจีโนไทปเปน
เฮเทอโรไซโกต ตอจํานวนสมาชิกท้ังหมด ซ่ึงการประมาณคาความหลากหลายทางพันธุกรรมวิธีนี้ 
ผลท่ีไดจะข้ึนกับอยูจํานวนตัวอยางท่ีสุมมา ถาจํานวนตัวอยางท่ีสุมมามีนอย อัลลีลท่ีไดก็จะนอย 
สัดสวนของเฮเทอไซโกตท่ีตรวจพบอาจเบี่ยงเบนไปได   

2. การประมาณคาความหลากหลายทางพนัธุกรรมดวยการใชคา Gene diversity (h) ซ่ึงไม
คอยข้ึนกับขนาดประชากรเทากับวิธีอ่ืน ๆ โดยคํานวณไดจากสูตร (Bhoopat, 1996) 
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เม่ือ   pi    =    ความถ่ีของแตละอัลลีล 
         n     =   จํานวนอัลลีลท่ีทําการสํารวจ 
         h     =   คา Heterozygosity ท่ีคาดหวัง 
         N    =   จํานวนกลุมตัวอยาง 
 

 คาท่ีใชในการคํานวณคา Gene diversity (h) คือ ความถ่ีของอัลลีลตาง ๆ ในประชากร
โดย h เปนความนาจะเปนท่ีพบวาอัลลีล 2 อัลลีล ท่ีตําแหนงหนึ่งของสมาชิกท่ีสุมมามีความแตกตาง
กัน ซ่ึงก็คือคาเฮเทอโรไซโกตท่ีคาดหวัง เม่ือประชากรอยูในสมดุล (Expected Heterozygosity: He) 
ดังนั้นจึงมักแทนคา Gene diversity ดวย He ในการวิเคราะหประชากรมักจะตรวจสอบดวยดเีอ็นเอ
หลายตําแหนง ดังนั้นจึงคํานวณคา He ของแตละตําแหนง แลวคิดเปนคาเฉล่ียของทุกตําแหนง  
 

คากําลังการแยกแยะ (Power of Discrimination: PD 
  คากําลังการแยกแยะ (Power of Discrimination: PD) เปนคาท่ีบงบอกถึงประสิทธิภาพ
ของดีเอ็นเอ วาสามารถแยกแยะแตละบุคคลออกจากกันไดมากนอยเพียงใดซ่ึงคา PD ท่ีสูงสามารถ
แยกความแตกตางของบุคคลไดสูง และคานี้จะเปนประโยชนในแงของการตรวจพิสูจนเอกลักษณ
บุคคล โดยคํานวณไดจากสูตร (Zarrabeitia et al., 2006) 

Power of Discrimination in Females (PDF)  

 

Power of Discrimination in Males (PDM) 

 

             เม่ือ Pi คือคาความถ่ีของแตละอัลลีล 
 

คากําลังการคัดออก (Power of Exclusion: PE)   
  คากําลังการคัดออก (Power of Exclusion: PE) เปนอีกคาหนึ่งท่ีบงบอกประสิทธิภาพ
ของการตรวจดีเอ็นเอได คานี้จะเปนคาท่ีสามารถคัดคนท่ีไมใชบิดาออกไปไดซ่ึงมีประโยชนในการ
พิสูจนความสัมพันธทางสายเลือด โดยมีสูตรการคํานวณท่ีนาสนใจ 2 สูตร (Zarrabeitia et al., 2006) 
คือ   
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    เม่ือ Pi   คือคาความถ่ีของแตละอัลลีล 
 
งานวิจัยท่ีเก่ียวของ   
 การตรวจดีเอ็นเอเพ่ือพิสูจนความเปนเอกลักษณบุคคล หรือการตรวจพิสูจนความสัมพันธ
ทางสายเลือด สวนใหญจะทําการตรวจจากดีเอ็นเอสวนท่ีเปน Microsatellite หรือ STR ซ่ึงจะมี
หนวยซํ้าของเบส 1-6 คูเบส โดยจํานวนซํ้าแตละตําแหนงไมเกิน 100 คร้ัง ความยาวของดีเอ็นเอ                        
ไมโครแซทเทลไลท จะแตกตางกันในแตละบุคคล ทําใหเกิดความหลากหลาย (Polymorphisms) 
ในประชากร ความแตกตางของจํานวนซํ้าท่ีพบในบริเวณนี้จึงสามารถนํามาประยุกตใชในงาน
ทางดานนิติวิทยาศาสตรได 
   จากท่ีกลาวมาแลวในขางตนวา Microsatellite  หรือ STR  เปนดีเอ็นเอท่ีนิยมมาใชใน
การตรวจเพื่อพิสูจนเอกลักษณบุคคลและการตรวจพิสูจนความสัมพันธทางสายเลือด มีความ
นาเช่ือถือมากในปจจุบัน ดังนั้นจึงมีการศึกษาคนควาเกี่ยวกับดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทกันมาก
และประเทศไทยเองก็ไดทําการศึกษา เชน Chantratita et al. (2001) ไดทําการศึกษา Microsatellite 
DNA ท้ัง 9 ตําแหนง คือ D3S1358, vWA, FGA, TH01, TPOX, CSF1PO, D5S818, D13S317 และ 
D7S820 ในกลุมประชากรไทยจํานวน 100 คน ท่ีไมมีความสัมพันธทางสายเลือด โดยใชชุด
สําเร็จรูป (AmpFlSTR profiler kit)  ในการตรวจสอบดีเอ็นเออีก 5 ป ตอมาไดมีการทําการศึกษา 
Microsatellite DNA 15 ตําแหนง คือ D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, TH01, 
D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, D5S818 และ FGA ในกลุม
ประชากรไทยเพื่อใหไดขอมูลและนําไปใชประโยชนในการตรวจพิสูจนเอกลักษณบุคคลของ
ประชากรไทย (Rerkamnuaychoke et al., 2006) ในปเดียวกันนี้ Bhoopat et al. ไดทําการศึกษา 
Microsatellite DNA อีก 9 ตําแหนง คือ D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, TH01, 
vWA, TPOX และ LPL โดยไดทําการศึกษาในกลุมคนไทยท่ีไมมีความสัมพันธทางสายเลือด
เดียวกันจํานวน 545 คน และจากการศึกษาพบวาสามารถนํามาใชในการตรวจพิสูจนบุคคลได 
   การตรวจพิสูจนดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท บางกรณีท่ีมีความซับซอน เชน การตรวจ
พิสูจนความเปนพี่นองเพศหญิงรวมบิดาเดียวกัน โดยผูท่ีเปนบิดาไมสามารถรวมตรวจได เชน บิดา
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ไดเสียชีวิตไปแลว หรือกรณีพี่นองรวมบิดาแตตางมารดา ตองการพิสูจนวาท้ังคูเปนพี่นองกันจริง
หรือไม กรณีดังกลาวเหลานี้ตองใชความจําเพาะของการตรวจพิสูจนโดยตองอาศัยการตรวจดีเอ็นเอ
ไมโครแซทเทลไลทบนโครโมโซมเพศหญิงของบุคคลเหลานั้นเปรียบเทียบกันเทานั้น รวมท้ังการ
ตรวจพิสูจนความสัมพันธระหวางยากับหลานสาว ดังนั้นโครโมโซมเพศหญิงจึงมีประโยชน
สําหรับการพิสูจนความสัมพันธทางสายเลือดและการพิสูจนเอกลักษณบุคคลในงานทางดาน       
นิติวิทยาศาสตร อยางไรก็ตามกอนจะนํามาใชจริงจําเปนจะตองทราบขอมูลเกี่ยวกับคาความถ่ี
ของอัลลีลตาง ๆ ท่ีปรากฏในตําแหนงของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท เหลานั้นในกลุมประชากรท่ี
สนใจ  

  จากการศึกษาอยางมากมายในตางประเทศ พบวา บนโครโมโซมเพศหญิงมีลักษณะของ
Microsatellite DNA หลายตําแหนง โดยแบงออกเปนกลุม ๆ ตามตําแหนงท่ีอยูบนโครโมโซม และ
มีโอกาสที่จะถูกถายทอดไปยังบุคคลที่มีสายเลือดเดียวกันได ลักษณะดีเอ็นเอเหลานี้จะมีความ
หลากหลาย (Polymorphism) ทําใหสามารถใชแยกแยะบุคคลตาง ๆ ออกจากกัน และยังสามารถ
ตรวจพิสูจนความสัมพันธทางสายเลือดได จากการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมนั้นเปนท่ีทราบ
กันดีแลววาลูกจะไดรับการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมจากพอและแมคนละคร่ึง โดยเฉพาะ
อยางยิ่งลักษณะของโครโมโซมเพศหญิง (X-chromosome) ตัวหนึ่งจากพอจะถูกถายทอดไปยัง
ลูกผูหญิงทุกคนทําใหเราสามารถตรวจเปรียบเทียบลักษณะดีเอ็นเอบนโครโมโซมเพศหญิงใน
ลูกผูหญิงทุกคนเพื่อบงช้ีความสัมพันธเปนพี่นองรวมบิดาเดียวกันได นอกจากนี้ยังชวยพิสูจน
ความสัมพันธแบบพอกับลูกสาว โดยไดเร่ิมมีการศึกษากันอยางกวางขวางในตางประเทศ เชน 
Edelmann et al. (2001) ไดศึกษาความหลากหลายของ Microsatellite marker DXS101 ในประชากร
ของประเทศเยอรมนี โดยใช QIAamp DNA blood kit ในการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดจาก
ประชากร 564 คน (ผูหญิง 348 คน และผูชาย 216 คน) ท่ีไมมีความสัมพันธกันทางสายเลือด และ
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยใชเทคนิค PCR ตรวจสอบ PCR product โดยใช Capillary 
electrophoresis  พบวา ตําแหนง DXS101 มีความหลากหลายของจํานวนเบสซํ้าเปน CTTm-ATTn 
ซ่ึงมีท้ังหมด 18 อัลลีล มีความยาวของจํานวนคูเบสอยูในชวง 179-233 คูเบส (bp) มีคาความ
หลากหลาย (Polymorphism Information Content: PIC) เทากับ 0.884 มีคาโอกาสการคัดออก 
(Mean Exclusion Chance: MEC) เทากับ 0.879 และมีคากําลังการแยกแยะ (Power of 
Discrimination in Females: PDF) เทากับ 0.978 ซ่ึงเปนคาท่ีสูงมากสามารถใชในการแยกแยะบุคคล
ออกจากกันไดในการตรวจสอบการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมระหวางตําแหนง DXS101 กับ 
ตําแหนง DXS6807 พบวาท้ังสองตําแหนงมีการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมเปนอิสระตอกัน 
สรุปไดวา Microsatellite marker DXS101 มีความหลากหลายสูง จึงสามารถนํามาใชประโยชนใน
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งานทางดานนิติวิทยาศาสตรและใชในการตรวจสอบหาความสัมพันธทางเครือญาติ (Kinship 
testing) ได 
  Wiegand  et al. (2003) ไดทําการศึกษา X-STRs 3 ตําแหนง คือ DXS6800, DXS101 และ 
DXS8377 โดยทําการเปรียบเทียบประชากรผูหญิงและผูชาย ในประเทศเยอรมนีและออสเตรีย ทํา
การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดจากประชากร Innsbruck ประเทศออสเตรีย จํานวน 405 คน 
(ผูหญิง 270 คน และ ผูชาย 135 คน) และ ประชากรของ Ulm ประเทศเยอรมนี จํานวน 323 คน 
(ผูหญิง 214 คน และผูชาย 109 คน) โดยใช 5% Chelex 100 จากนั้นทําการเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมดวยเทคนิค PCR ตรวจสอบ PCR product โดย Capillary electrophoresis พบวา
ประชากรท้ังสองประเทศมีความคลายคลึงกันมากโดยอาศัยคาท่ีคํานวณไดทางสถิติ โดยใน
ตําแหนง DXS101 มีคาความหลากหลาย (PIC) ในประชากรของประเทศเยอรมนีและออสเตรีย 
เทากับ 0.871 และ 0.8579 คากําลังการแยกแยะ (PD) ในประชากรของประเทศเยอรมนีและ
ออสเตรีย เทากับ 0.974 และ 0.968 และในตําแหนง DXS8377 มีคาความหลากหลาย (PIC) ใน
ประชากรของประเทศเยอรมนีและออสเตรีย เทากับ 0.900 และ 0.920 คากําลังการแยกแยะ (PD) ใน
ประชากรของประเทศเยอรมนีและออสเตรีย เทากับ 0.983 และ 0.989 สามารถสรุปไดวา X-STRs 
ท้ัง 3 ตําแหนง สามารถนํามาใชประโยชนในงานการตรวจพิสูจนหาความสัมพันธทางเครือญาติ 
(Kinship analysis) และโดยเฉพาะตําแหนง DXS101 และ DXS8377 มีประโยชนอยางมากท่ี
สามารถใชการตรวจพิสูจนความเปนบุพการี (Paternity testing) 
 Edelmann et al. (2004) ไดทําการศึกษาความถ่ีของอัลลีลของ Microsatellites บน
โครโมโซมเพศหญิง  (X-chromosome) ในประชากรที่แตกตางกันโดยทําการศึกษาท้ังหมด 9 
ตําแหนง คือ ตําแหนง GTA172D05, DXS101, DXS7424, DXS6800, DXS6807, DXS6809, 
DXS6801, DXS6789 และ DXS8377 ทําการเก็บตัวอยางจากประชากรชนพ้ืนเมืองในประเทศ Peru             
(118 Alleles), Ireland (110 Alleles), Germany (900 Alleles) และ Ethiopia (123 Alleles) เพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมโดยการใชเทคนิค PCR  ตรวจสอบ PCR product โดยการใช Capillary 
electrophoresis ABI 310 sequencer พบวา ความถ่ีของอัลลีลมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเม่ือ
ทําการเปรียบเทียบจํานวนอัลลีลท่ีไดจากการสังเกต กับจํานวนอัลลีลท่ีไดจากการคาดหวัง และไมมี 
Homogeneity ระหวางประชากรที่ทําการสํารวจ ทําการตรวจสอบยืนยันโดยใช  Chi-square test   
จะพบความแตกตางมากระหวางประชากรเปรูและเอธิโอเปย ในประชากรของเยอรมันตําแหนง 
DXS101 กับ DXS7424  มีการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมอยางไมเปนอิสระตอกัน     
(Edelmann et al., 2002) การที่จะตรวจสอบ Linkage equilibrium ของอัลลีลในประชากรจะตอง
สนใจประวัติการอพยพยายถ่ินฐานของประชากรดวยเพื่อใหอยูในสมดุลฮารดี-ไวนเบิรก  
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  Zarrabeitia et al. (2004) ไดทําการศึกษา X-linked microsatellite ในประชากรทางตอน
เหนือของประเทศสเปน 5 ตําแหนง คือ HPRTB, DXS101, ARA, DXS7423 และ DXS8377 ทําการ
เก็บตัวอยางเลือดจากประชากรท่ีอาศัยอยูใน Cantabria 244 คน ท่ีไมมีความสัมพันธเกี่ยวของกัน
ทางสายเลือด และอีก 147 คนอาศัยอยูในชุมชน Basque ทําการสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรม โดยใชเทคนิค PCR ตรวจสอบ PCR product โดยใช Capillary electrophoresis ABI 310 
analyzer  พบวาตําแหนง DXS101 มีคากําลังการแยกแยะในผูหญิง (PDF) เทากับ 0.974 คากําลังการ
แยกแยะในผูชาย (PDM) เทากับ 0.879 คากําลังการคัดออก (PE trio) เทากับ 0.868 และคา            
(PE motherless) เทากับ 0.778  สามารถนํามาใชประโยชนในงานทางดานนิติวิทยาศาสตรได 
  Gomes et al. (2006) ไดทําการศึกษา Short Tandem Repeat Markers บน X-chromosome 
ตําแหนง DXS7423, DXS101, DXS8377 และ HPRTB เก็บตัวอยางเลือดจากประชากรชาว 
Galician ท่ีอาศัยอยูทางตอนเหนือของสเปน จํานวน 65 คน (ผูหญิง 29 คน และผูชาย 36 คน) ทํา
การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยใชเทคนิค PCR ใช Fluorochrome-labelled primer ตรวจสอบ 
PCR product โดย Capillary electrophoresis system ABI 310 พบวา STRs  ตําแหนง DXS101 มี
ขนาดของ Fragment อยูระหวาง 187-223 bp มี 12 Alleles การวิเคราะหความถ่ีของอัลลีลระหวาง
ผูหญิงกับผูชาย จากตัวอยางท่ีศึกษา ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สามารถนําไปใช
ประโยชนในงานทางดานนิติวิทยาศาสตรได 
  Coletti et al. (2006) ไดทําการศึกษาการกระจายตัวของอัลลีลใน X- STRs  ท้ัง 6 ตําแหนง 
คือ DX6789, HumARA, DXS7423, DXS6807, DXS101 และ DXS8377 ในตัวอยางประชากรของ
อิตาลี โดยทําการเก็บตัวอยางเลือดจาก  Umbrian 100 คน (50 คน จาก Perugia และ 50 คน จาก 
Terni) ท่ีไมมีความสัมพันธกันทางสายเลือด ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยใช QIAmpDNAMiniKits 
(Qiagen) จากน้ันทําการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยใชเทคนิค PCR วิเคราะหผลดีเอ็นเอโดยใช 
Cell lines 9947A (Applied Biosystems, USA) และ K562 (Promega, USA) พบวา ความถ่ีของ      
อัลลีลไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p> 0.05) ตามสมดุลของฮารดี-ไวนเบร์ิก (Hardy-
Weinberg Equilibrium) ตําแหนง DXS101  มีจํานวน 16 Alleles เม่ือคํานวณคาทางสถิติโดยใช 
Software powerstats v 2.1 มีคากําลังการแยกแยะเทากับ 0.960 และคากําลังการคัดออก เทากับ 
0.745 สามารถนําไปใชในการตรวจพิสูจนความเปนปจเจกบุคคลได 
  Turrina et al. (2007) ไดทําการพัฒนาและตรวจพิสูจนทางดานนิติวิทยาศาสตร              
ของ STRs บน X-chromosome 12 ตําแหนง คือ DXS7132, DXS8387, DXS6809, DXS7133, 
DXS6789, DXS7424, GATA172D05, HPRTB, DXS7423, GATA31E08, DXS101 และ 
DXS6807 โดยทําการเก็บตัวอยางเลือดจํานวน 200 คน (ผูหญิง 100 คน และ ผูชาย 100 คน) ท่ีไมมี
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ความสัมพันธเกี่ยวของกันทางสายเลือด ท่ีอาศัยอยูทางตอนเหนือของประเทศอิตาลี ทําการสกัด     
ดีเอ็นเอโดย GenomicPrep blood DNA isolation kit จากน้ันทําการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดย
ใชเทคนิค PCR วิเคราะหผล PCR product โดยใช Capillary electrophoresis ABI PRISM 3100 
avant genetic analyzer และวิเคราะหขอมูล Genotype โดยใช GeneScan software v 3.7 สามารถ
สรุปไดวา 12 X-STRs สามารถนํามาใชประโยชนในการตรวจพิสูจนหาความสัมพันธทางสายเลือด 
(Paternity deficiency)  
  Cybulska et al. (2008) ไดทําการศึกษาความหลากหลาย (Polymorphism) ของ STRs        
4 ตําแหนง คือ HPRTB, DXS7432, DXS101 และ DXS8377 โดยทําการเก็บตัวอยางดีเอ็นเอจาก
เลือดผูชาย ในประชากรของ Belarusian และ Slovak จํานวน 180 คน และ 116 คน ตามลําดับ ทํา
การสกัดดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยใชเทคนิค PCR ตรวจสอบ PCR product โดยใช 
Capillary electrophoresis 3130 genetic analyzer (Applied Biosystems) ใช Positive control 2 ตัว 
คือ K526  และ NA9947A วิเคราะหขอมูลโดยใช GeneScan-500 ROX international land standard 
สามารถสรุปไดวา ตําแหนง DXS8377 และ DXS101 มีความหลากหลายสูงมาก เม่ือเปรียบเทียบกับ
ประชากรของโปแลนด และ เยอรมัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ฐานขอมูลของ STRs 
จากประชากร Belarus และ Slovakia สามารถนําไปใชประโยชนในงานทางดานนิติวิทยาศาสตรได 

 เปนท่ีทราบกันดีแลววาการแปลผลการตรวจเพ่ือบงช้ีความนาเช่ือถือในการพิสูจนจะ
มากหรือนอยนั้นตองอาศัยขอมูลคาความถ่ีตาง ๆ ท่ีพบในดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท เหลานั้น 
ดังนั้นจึงทําการศึกษาหาความถ่ีของอัลลีลตาง ๆ ท่ีพบในดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ในกลุม
ประชากรไทยภาคเหนือท่ีคาดวาจะมีการถายทอดลักษณะในแตละคนเปนอิสระตอกัน เพื่อนําไปใช
ประโยชนในการพิสูจนความสัมพันธทางสายเลือดและการพิสูจนบุคคลในภาคเหนือได เนื่องจาก
ในกลุมประชากรคนไทยยังไมมีการทําวิจัยในตําแหนง DXS101 แตงานวิจัยในลักษณะนี้ไดมี
การศึกษากันในหลายประเทศอยางกวางขวาง ยกตัวอยางเชน Chen and Pu (2004) ไดทําการศึกษา
ขอมูลของโครโมโซมเพศหญิงในตําแหนง DXS10011, DXS101, DXS6789, DXS7132, DXS8377 
และ DXS9895 ในประชากรชาวใตหวัน โดยทําการสกัดดีเอ็นเอจากเลือด จํานวน 448 คน (ผูหญิง 
135 คน และผูชาย 313 คน) สําหรับตําแหนง DXS101 จากน้ันนํามาทําการเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรมดวยเทคนิค PCR  เม่ือทําการเปรียบเทียบจากคาท่ีคํานวนไดทางสถิติ พบวา ตําแหนง 
DXS101  มีคา Heterozygosity เทากับ 0.830 และมีคาการแยกแยะ (PD) เทากับ 0.932 ซ่ึงถือวาเปน
คาท่ีสูงสําหรับใชในการแยกแยะความเปนเอกลักษณบุคคลได เม่ือวิเคราะหถึงความหลากหลาย
ของจํานวนอัลลีล พบวาในตําแหนง DXS101 มีจํานวนอัลลีลท้ังหมด 14 อัลลีล ซ่ึงถือไดวามีความ
หลากหลายมากเม่ือเทียบกับจํานวนอัลลีลของตําแหนงอ่ืน ๆ อีก 5 ตําแหนง สามารถสรุปไดวา     
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X-STRs ท้ัง 6 ตําแหนง สามารถนํามาใชในการตรวจหาความเปนบุพการีเม่ือเกิดการโตแยงในกรณี
ของเด็กหญิงได 

 Shin et al. (2005) ไดทําการศึกษาวิเคราะห X-Linked STRs  จํานวน 18 ตําแหนงคือ 
DXS6807, DXS8378, DXS9895, DXS9902, DXS6801, DXS7132, DXS981, DXS9898, 
DXS6789, DXS101, DXS6797, GATA172D05, GATA165B12, HPRTB, GATA31E08, 
DXS8377 และ DXS7423 ในประชากรเกาหลีท่ีไมมีความสัมพันธกันทางสายเลือดกันโดยตรง 
จํานวน 401 คน (ผูหญิง 181 คน และผูชาย 220 คน) โดยสกัดดีเอ็นเอจากเลือดหรือเยื่อบุกระพุงแกม  
โดยใช Genomic DNA isolation kit จากน้ันเพิ่มประมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR 
ตรวจสอบ PCR product โดยใช 5% Denaturing polyacrylamide gel และยอมเจลดวย Silver 
staining พบวา เม่ือทําการเปรียบเทียบคาความถ่ีของ  อัลลีลท้ัง 13 ตําแหนง ในประชากรเกาหลี กับ
ประชากรของเยอรมัน มีเพียง 2 ตําแหนง (DXS9895 และ DXS7132) ท่ีมีการถายทอดลักษณะ
ของอัลลีลแบบไมเปนอิสระตอกัน สวนอีก 11 ตําแหนง (DXS6807, DXS8378,  DXS9902, 
DXS6801, DXS981, DXS9898, DXS6789, DXS101, DXS6797, GATA172D05, GATA165B12, 
HPRTB, GATA31E08, DXS8377 และ DXS7423)  ซ่ึงมีการถายทอดลักษณะของอัลลีลแบบเปน
อิสระตอกัน  ในการเปรียบเทียบกับประชากรของจีน พบเพียง 2 ตําแหนงคือ HPRTB และ 
DXS9895 ท่ีมีการถายทอดลักษณะของอัลลีลแบบไมเปนอิสระตอกัน การหาความถ่ีของอัลลีลใน
ตําแหนง DXS101 และ HPRTB มีการถายทอดลักษณะของอัลลีลแบบเปนอิสระตอกันในประชากร
สเปน (Zarrabeitia et al., 2002) และสามารถสรุปไดวา 18 X-STRs ในประชากรเกาหลีใช
ประโยชนในงานดานนิติวิทยาศาสตรและใชในการตรวจสอบหาบิดา (Paternity tests) ได 

 Yu et al. (2005) ไดศึกษาความหลากหลายของ X-STRs 11 ตําแหนง คือ DXS7133, 
DXS6799, DXS8378, DXS7423, DXS6804, HPRTB, DXS7424, DXS7132, DXS6789, DXS101 
และ DXS1214 ในประชากรชาวฮ่ัน (Han) ท่ีอาศัยอยูทางตอนเหนือของประเทศจีน โดยทําการสกัด
ดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดจํานวน 204 คน (ผูหญิง 110 คน และ ผูชาย 94 คน) โดยใช Chelex 100 
จากน้ันนํามาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR เม่ือทําการเปรียบเทียบจากคาท่ีคํานวนได
ทางสถิติ พบวา ตําแหนง DXS101 มีคา Heterozygosity (h) เทากับ 0.8276  คาความหลากหลาย 
(PIC) เทากับ 0.8156  คากําลังการแยกแยะในผูหญิง (PDF) เทากับ 0.9553 และคากําลังการแยกแยะ
ในผูชาย (PDM) เทากับ 0.7648 ซ่ึงมีคาสูงมากกวาตําแหนงอ่ืน ๆ ท่ีทําการศึกษา ยกเวนในตําแหนง 
DXS6789 และพบวาจํานวนอัลลีลของตําแหนง DXS101 ท่ีพบในประชากรชาวฮ่ัน ท่ีอาศัยอยูทาง
ตอนเหนือของประเทศจีน มีความหลากหลายของอัลลีลท้ังหมด 10 อัลลีล ในการศึกษาความถ่ี
ของอัลลีล X-STRs ท้ัง 11 ตําแหนง สามารถนําไปใชประโยชนในงานทางดานนิติวิทยาศาสตรได 
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 Liu et al. (2006) ไดทําการศึกษารูปแบบความหลากหลายทางพันธุกรรมของ X-STRs 
10 ตําแหนง คือ DXS7133, DXS6799, DXS8387, DXS7423, DXS6804, HPRTB, DXS7424, 
DXS7132, DXS6789 และ DXS101 ในประชากรมองโกเลียท่ีอาศัยอยูทางตอนเหนือของประเทศ
จีน โดยการสกัดดีเอ็นเอจากเลือด จํานวน 100 คน (ผูหญิง 53 คน และผูชาย  47 คน) ท่ีไมมี
ความสัมพันธทางสายเลือดกันโดยตรง จากนั้นทําการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR 
ผลจากการวิเคราะหคาทางสถิติพบวา X-STRs ท้ัง 10 ตําแหนง มีประสิทธิภาพสูงในงานทางดาน
นิติวิทยาศาสตรได นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Martins et al. (2008) ไดทําการสรางฐานขอมูลทาง
พันธุกรรมของ X-chromosome ในประชากรชาวเปรู จํานวน 5 ตําแหนง คือ DXS6854, DXS7424, 
DXS101, DXS6808 และ DXS7123 โดยทําการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเซลลเยื่อบุกระพุงแกมของ
ผูหญิงและผูชาย จํานวน 90 คน โดยไมมีความสัมพันธทางสายเลือดกันโดยตรง  จากนั้นทําการเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR และนําไปหาลําดับเบสโดยใชเคร่ือง ALF express 
automated sequencer พบวาเม่ือทดสอบ Exact test ในประชากรชาวเปรู ไมมีความแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญระหวางผูหญิงและผูชาย  เม่ือทําการเปรียบเทียบท้ัง 5 ตําแหนง พบวา ตําแหนง DXS101 
มีคากําลังการแยกแยะในผูหญิง (PDF) เทากับ 0.9657 และมีคากําลังการแยกแยะในผูชาย (PDM) 
เทากับ 0.8546 ซ่ึงเปนคาท่ีสูงกวาในตําแหนง DXS7424, DXS6854, DXS7132 และ DXS6808 แต 
X-STRs ท้ัง 5 ตําแหนง ก็ยังสามารถใชเปนเคร่ืองมือในการปฏิบัติงานทางดานนิติวิทยาศาสตรได
ในประชากรชาวเปรูได 

 Gu and Li (2006) ไดทําการวิเคราะห STRs บน X-chromosome ท้ัง 10 ตําแหนง คือ 
DXS7133, DXS6799, DXS8378, DXS7423, DXS6804, HPRTB, DXS7424, DXS7132, DXS6789 
และ DXS101 โดยทําการเก็บตัวอยางเลือดจํานวน 98 คน (ผูหญิง 45 คน และผูชาย 53 คน) ท่ีไมมี
ความสัมพันธกันทางสายเลือดของประชากรกลุมชาติพันธ Ewenke อาศัยอยูใน Neimengu ทาง
ตอนเหนือของประเทศจีน ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยใช Chelex-100 จากนั้นทําการเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมโดยใชเทคนิค PCR ตรวจสอบ PCR product โดยการยอม Silver staining สรุปไดวา 
ความถ่ีของอัลลีลท้ัง 10 X-STRs ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญตามกฏสมดุลของ            
ฮารดี-ไวนเบิรก และขอมูลท่ีไดจากการศึกษานี้มีประสิทธิภาพที่จะนําไปใชในการตรวจพิสูจน
บุคคล (Individual identification) ในงานดานนิติวิทยาศาสตร 
 Gao et al. (2007) ไดทําการศึกษาความถ่ีของอัลลีลของ STRs ท้ัง 10 ตําแหนง โดยทํา
การเก็บตัวอยางเลือดของประชากรท่ีอาศัยอยูในยูนานของประเทศจีน ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยใช 
Chelex-100 และเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยใชเทคนิค PCR  ตรวจสอบ PCR product โดยใช 
การแยกใน 8% Denaturing PAGE gel (ความเขมขนของ Urea 7M) แลวยอมสีดวย Silver staining  
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สรุปไดวาคาความถ่ีของอัลลีล ท้ัง 10 ตําแหนง เม่ือใชสถิติในการวิเคราะหขอมูล ไมมีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญ  ตามสมดุลของฮารดี-ไวน เบิรก  และสามารถใชในการตรวจพิสูจน
ความสัมพันธทางสายเลือด (Paternity case) ได 

 นอกจากนี้ยังมีการนําประโยชนของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทมาใชในการตรวจเคส
คดีตาง ๆ เชนงานวิจัยของ Barbaro et al. (2006) ไดศึกษารูปแบบของ X-STRs เพื่อการตรวจพิสูจน
ประวัติของการตรวจพิสูจนความเปนบุพการีท่ีมีเพียงบิดาหรือมารดามาตรวจ (Deficiency 
paternity) โดยทําการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดของมารดาและลูกสาว พรอมท้ังสกัดดีเอ็นเอจาก
รากผมของเด็กผูหญิงซ่ึงถูกฆาตกรรม โดยใช DNA IQTM tissue and hair extraction kit จากน้ัน
นํามาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR ใช X-STRs เพื่อจะตรวจหาความสัมพันธวาเปน
ลูกของมารดาและเปนพี่สาวของเด็กหญิงหรือไม สําหรับการทํา PCR ของ X-STRs ใช Mentype® 

argus X-UL ซ่ึงเปนชุด Kit ท่ีมีความนาเช่ือถือโดยทดสอบกับ X- chromosomal STR marker ท่ีมี
การถายทอดลักษณะของอัลลีลอยางเปนอิสระตอกัน 5 ตําแหนงคือ DXS8378, DXS7132, HPRTB, 
DXS7423 และ Amelogenin นอกจากนี้ยังไดมีการทดสอบเพิ่มเติมในตําแหนงท่ีเปน Triplex คือ 
DXS101, DXS6789, HumSTRX1 และตําแหนงท่ีเปน Duplex คือ DXS7133,  GATA172D05  ผล
จากการศึกษาพบวา  X-STRs  สามารถใชในกรณีของการตรวจพิสูจนหาบุพการีในกรณีท่ีไมมีบิดา
มาตรวจดวย และสามารถใชในงานพิสูจนเอกลักษณบุคคลได 

 Toni et al. (2006) ไดศึกษาการนํามาใชประโยชนของ X-chromosome ในการตรวจ
พิสูจนความสัมพันธทางสายเลือดท่ีเกี่ยวกับการตรวจพิสูจนความสัมพันธพี่สาว-นองสาว จาก
รายงาน Subject S1 และ S2 มีแมท่ีตางกัน สวน S1 พอไดเสียชีวิตแลว และ S2 อางวา พอของ S1 
เปนพอของตน การตรวจพิสูจนไดใช X-chromosome 4 ตําแหนง คือ DXS101, HPRTB, STRX1 
และ DXS8377 พบวา เม่ือใชสถิติในการคํานวณหาคา Likelihood Ratio (LR) ของ X-chromosome 
ท้ัง 4 ตําแหนง มีคาเทากับ 495.8 สวนคา LR ของ Autosomal marker ท้ัง 16 ตําแหนงท่ีใชในงาน
ทางนิติวิทยาศาสตร (D3S1358, vWA, FGA, D8S1179, D21S11, D18S51, D13S317, D7S820, 
D16S539, THO1, TPOX, CSF1PO, SE33, YNZ22 และ D1S80) มีคาเทากับ 701.1 จะเห็นไดวาคา 
LR จาก X-chromosome ท้ัง 4 ตําแหนง มีคาตํ่ากวาคา LR ของ Autosomal marker ท้ัง 16 ตําแหนง 
เพียงเล็กนอยเทานั้น ดังนั้นการใช  X-chromosome ก็เพียงพอท่ีจะใชตรวจพิสูจนความสัมพันธใน
กรณีพี่สาว-นองสาว  

 เนื่องจากกลุมประชากรท่ีตางเช้ือชาติหรือตางภูมิภาคกันขอมูลพื้นฐานเหลานั้นจะมี
ความแตกตางกันไดไมมากก็นอย ดังนั้นจําเปนตองทําการวิจัยเพื่อใหไดขอมูลสําหรับกลุม
ประชากรในภูมิภาคของตนเอง  เพ่ือนํามาใชใหถูกตองและแมนยําท่ีสุด จึงมีการศึกษาเพ่ิมมากข้ึน
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ในหลาย ๆ ประเทศดังนี้ Gomes et al. (2007) ไดทําการวิเคราะห X-STRs 10 ตําแหนง (DXS8378, 
DXS9898, DXS8377, HPRTB, GATA172D05, DXS7423, DXS6809, DXS7132, DXS101 และ 
DXS6789) ในประชากรแอฟริกัน 3 กลุม โดยทําการสกัดดีเอ็นจากประชากรชายท้ัง 3 กลุม ท่ีไมมี
ความเกี่ยวของกันทางสายเลือดกันโดยตรง จํานวน 237 คน (Angola 74 คน Mozambique 112 คน 
และ Uganda  51 คน) จากนั้นทําการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR เม่ือคํานวณทาง
สถิติพบวา คาโอกาสการคัดออก (MEC) และคากําลังการแยกแยะ (PD) สามารถชวยยืนยันไดวา   
X-STRs ท้ัง 10 ตําแหนง สามารถนํามาใชในงานทางดานนิติวิทยาศาสตรได และใชในการตรวจ
พิสูจนเอกลักษณบุคคล (Identification) และการพิสูจนหาความสัมพันธทางเครือญาติ (Kinship 
analysis) ได 

 Nagai et al. (2009) ไดทําการหาลําดับเบส (Sequence polymorphisms) ของตําแหนง 
DXS6789,   DXS8377 และ DXS101 ในประชากรอาเซียน 3 ประเทศ โดยสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยาง
เลือด จากท้ัง 3 ประเทศ จํานวน 280 คน (ญ่ีปุน 130 คน บังคลาเทศ 61 คน และอินโดนีเซีย 89 คน) 
ซ่ึงไมมีความสัมพันธทางสายเลือดกันโดยตรง จากนั้นนํามาทําการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวย
เทคนิค PCR เม่ือทําการหา Sequence polymorphism พบวาในตําแหนง DXS101 มี Sequence 
polymorphism ในประชากรญี่ปุน 7 อัลลีล ในประชากรบังคลาเทศมี 9 อัลลีล และในประชากร
อินโดนีเซียมี 8 อัลลีล  สรุปไดวา จํานวนอัลลีลท่ีมีในแตละตําแหนงของประชากรท้ัง 3 ประเทศ  
สามารถใชในการพิสูจนเอกลักษณบุคคลได 

จากทฤษฎีดังท่ีกลาวไวขางตนทําใหทราบวาคาความถ่ีของอัลลีลตาง ๆ ท่ีพบในดีเอ็นเอมี
ความสําคัญในหลาย ๆ ดาน ดังนั้นจึงตองการทําการศึกษาเพื่อหาความถ่ีของอัลลีลตาง ๆ ท่ีจะพบ
ใน ดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทในกลุมประชากรหญิงคนไทยภาคเหนือท่ีไมมีความสัมพันธทาง
สายเลือด เพื่อนํามาใชในการคํานวณหาโอกาสความสัมพันธทางสายเลือด และสามารถนํา
ผลการวิจัยมาใชเปนขอมูลอางอิงในการพิสูจนเอกลักษณบุคคลในภาคเหนือได 
  จากงานวิจัยขางตนจึงเลือกศึกษาในตําแหนง DXS101 เพราะจํานวนชุดเบสซํ้า (STR) 
ของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทท่ีตําแหนง DXS101 มีความหลากหลายสูงมากและมีประสิทธิภาพ
ในการตรวจพิสูจนความสัมพันธทางเครือญาติ (Kinship testing) การตรวจพิสูจนความเปนบุพการี 
(Paternity Index) และการตรวจพิสูจนเอกลักษณบุคคล (Identification) ในหลาย ๆ ประเทศท่ีได
ทําการศึกษามา ดังน้ันจึงคัดเลือกมาทําการศึกษาในการตรวจพิสูจนเอกลักษณบุคคลและการพิสูจน
ความสัมพันธทางสายเลือดในกลุมประชากรคนไทยภาคเหนือ 

 


