
บทที ่4 
 
 

ผลการศึกษาและอภิปรายผลการศึกษา 

 การศึกษาการตรวจสอบความจ าเพาะ ผูศึ้กษาได้น าผา้ฝ้ายท่ีใช้ในการทดลองไปผ่าน
กระบวนการฆ่าเช้ือ (autoclave) ก่อนท่ีจะน าเลือดมาหยดลงบนผา้ เพื่อเป็นการป้องกนัการปนเป้ือน
ในเบ้ืองตน้ ภายหลงัเม่ือไดค้ราบเลือดบนผา้แลว้ ผูศึ้กษาไดท้  าการตดัผา้ในบริเวณท่ีใกลเ้คียงคราบ
เลือดแต่ละคราบ แลว้น ามาท าการตรวจสอบการปนเป้ือนของดีเอ็นเอ โดยท าการสกดัดีเอ็นเอและ
ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ แลว้ตรวจสอบ PCR product ดว้ย 2% agarose gel 
electrophoresis เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากเลือดมนุษย ์
(positive control) ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากคราบเลือด และน ้ ากลัน่ (negative control)  ผลปรากฏวา่ผา้ท่ี
ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ท่ีน ามาทดลองคร้ังน้ี ไม่มีการปนเป้ือนของดีเอน็เอมนุษยม์าก่อน ดงัรูปท่ี 7  

 

 

รูปที ่7 แถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากผา้สะอาดบริเวณใกลเ้คียงคราบเลือด เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน, 
positive control, ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากคราบเลือด และ negative control 

ช่องท่ี 1 เป็น ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
ช่องท่ี 2 เป็น positive control ท่ีไดจ้ากตวัอยา่งเลือดสดของมนุษย ์
ช่องท่ี 3 เป็น ตวัอยา่งดีเอน็เอจากคราบเลือดมนุษย ์
ช่องท่ี 4-8 เป็น ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีสกดัจากผา้บริเวณท่ีใกลเ้คียงกบัคราบเลือด 
ช่องท่ี 9 เป็น negative control โดยใชน้ ้ากลัน่

      1          2           3         4          5          6          7          8          9 
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500 bp 

100 bp 
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จากการน าตวัอยา่งดีเอ็นเอจากคราบเลือดมนุษย ์ทั้ง 45 ตวัอยา่ง มาด าเนินการเพิ่มปริมาณ  
ดีเอน็เอในส่วนของต าแหน่งยนีไซโตโครม บี ดว้ยเทคนิค PCR จนได ้PCR product และตรวจสอบ
ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ย 2% agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 
(100 bp ladder) ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากเลือดมนุษย ์(positive control) และน ้ ากลัน่ (negative control) 
ภายหลงัการท าการตรวจสอบซ ้ าอีก 2 คร้ัง และแปลผลจาก 2 ใน 3 คร้ังแลว้ ปรากฏวา่สามารถตรวจ
พบแถบดีเอ็นเอ ท่ีมีขนาดความยาวประมาณ 157 bp ตามท่ีคาดไดช้ดัเจนหมดทั้ง 45 ตวัอยา่ง ซ่ึง
ขนาดความยาวน้ีมีความใกลเ้คียงสอดคลอ้งกบัขอ้มูลงานวิจยัของ Matsuda H. (2005) ท่ีไดท้  าการ
วจิยัคน้ควา้มาก่อน (ดงัรูปท่ี 8 และตารางท่ี 1) 

 

 

รูปที ่8 แถบดีเอน็เอจากตวัอยา่งคราบเลือดมนุษย ์เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน, positive control 
และ negative control 

ช่องท่ี 1 เป็น ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
ช่องท่ี 2 เป็น positive control ท่ีไดจ้ากตวัอยา่งเลือดสดของมนุษย ์
ช่องท่ี 3-12 เป็นตวัอยา่งดีเอน็เอจากคราบเลือดมนุษย ์
ช่องท่ี 13 เป็น negative control โดยใชน้ ้ากลัน่ 
 
 
 
 
 

 

500 bp 

100 bp 
157 bp 

   1        2        3       4        5        6        7       8        9      10      11      12      13 
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ตารางที่ 1 ผลการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณตวัอย่างดีเอ็นเอจากคราบเลือดมนุษย ์ท่ีต าแหน่งยีน   
ไซโตโครม บี โดยมีขนาดความยาวของ PCR product ขนาดประมาณ 157 bp 
 

ตวัอยา่งล าดบัท่ี 
ผลการตรวจสอบ PCR product 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 
1 + + ND 
2 + + ND 
3 + + ND 
4 + + ND 
5 + + ND 
6 + + ND 
7 + + ND 
8 + + ND 
9 + + ND 

10 + + ND 
11 + + ND 
12 + + ND 
13 + + ND 
14 + + ND 
15 + + ND 
16 + + ND 
17 + + ND 
18 + + ND 
19 + + ND 
20 + + ND 
21 + + ND 
22 + + ND 
23 + + ND 
24 + + ND 
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ตวัอยา่งล าดบัท่ี ผลการตรวจสอบ PCR product 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

25 + + ND 
26 + + ND 
27 + + ND 
28 + + ND 
29 + + ND 
30 + + ND 
31 + + ND 
32 + + ND 
33 – + + 
34 + + ND 
35 + + ND 
36 + + ND 
37 – + + 
38 + + ND 
39 + + ND 
40 + + ND 
41 – + + 
42 + + ND 
43 + + ND 
44 + + ND 
45 + + ND 

หมายเหตุ + คือ  ตรวจพบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 157 bp 
– คือ  ตรวจไม่พบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 157 bp 
ND คือ  Not determine 

 

 

ตารางที ่1 (ต่อ) 
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เม่ือน าไพรเมอร์ท่ีมีอยูใ่นหอ้งปฏิบติัการซ่ึงเป็นไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อยีนไซโตโครม 
บี ของสัตวท่ี์น ามาท าการทดสอบเปรียบเทียบในคร้ังน้ี มาตรวจสอบกบัตวัอย่างดีเอ็นเอของสัตว ์ 
แต่ละชนิด เพื่อเป็นการยืนยนัการมีอยู่จริงของดีเอ็นเอสัตว ์ผลปรากฏว่าในตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีสกดั
จากสัตวน์ั้น มีดีเอ็นเออยูจ่ริง ดงัแสดงในรูปท่ี 9 ตวัอยา่งของดีเอ็นเอจากไก่ และ รูปท่ี 10 ตวัอยา่ง        
ดีเอน็เอจากหมู 

 

 
รูปที่ 9 แถบดีเอ็นเอจากตวัอยา่งดีเอ็นเอไก่ เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน และ ตวัอยา่งดีเอ็นเอ
จากเลือดของมนุษย ์

ช่องท่ี 1 เป็น ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
ช่องท่ี 2 เป็น ตวัอยา่งดีเอน็เอจากเลือดของมนุษย ์
ช่องท่ี 3-12 เป็น ตวัอยา่งดีเอน็เอจากไก่ 
 

 
รูปที ่10 แถบดีเอน็เอจากตวัอยา่งดีเอ็นเอหมู เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน และ ตวัอยา่งดีเอ็นเอ
จากเลือดของมนุษย ์

ช่องท่ี 1 เป็น ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp ladder) 
ช่องท่ี 2 เป็น ตวัอยา่งดีเอน็เอจากเลือดของมนุษย ์
ช่องท่ี 3-12 เป็น ตวัอยา่งดีเอน็เอจากหมู 

500 bp 

100 bp 181 bp 

      1       2        3      4        5       6      7       8       9      10     11    12 

   1        2       3        4        5       6      7        8        9       10     11     12 

135 bp 

500 bp 

100 bp 
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เม่ือท าการทดสอบในตวัอยา่งดีเอน็เอจากสัตวอ่ื์น ซ่ึงไดแ้ก่ ไก่ สุนขั หมู และววั ชนิดละ 25 
ตวัอย่าง โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยีนไซโตโครม บี ของมนุษย ์และท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดว้ยเทคนิค PCR แลว้ตรวจสอบ PCR product แบบเดียวกนั เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
positive control ตวัอยา่งดีเอ็นเอมนุษยจ์ากคราบเลือด และ negative control โดยท าการทดสอบซ ้ า
และแปลผล 2 ใน 3 คร้ังเช่นกนั พบวา่มีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาดประมาณ 157 bp ใน positive 
control และตวัอย่างดีเอ็นเอจากคราบเลือดมนุษยเ์ท่านั้น ส่วนในตวัอย่างดีเอ็นเอของสัตวอ่ื์น
ทั้งหมด กลบัไม่พบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอปรากฏ (ดงัรูปท่ี 11 และตารางท่ี 2) 

 

 

รูปที่ 11 แถบดีเอ็นเอจากตวัอย่างคราบเลือดมนุษย ์เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน, positive 
control, ตวัอยา่งดีเอน็เอจากสัตว ์และ negative control 

ช่องท่ี 1 เป็น ดีเอน็เอมาตรฐาน 
ช่องท่ี 2 เป็น positive control ท่ีไดจ้ากตวัอยา่งเลือดสดของมนุษย ์
ช่องท่ี 3 เป็น ตวัอยา่งดีเอน็เอจากคราบเลือดมนุษย ์
ช่องท่ี 4-7 เป็น ตวัอยา่งดีเอน็เอของไก่ สุนขั หมู และววั ตามล าดบั 
ช่องท่ี 8 เป็น negative control โดยใชน้ ้ากลัน่ 
 
 
 
 
 
 

 

500 bp 

100 bp 
157 bp 

      1          2          3         4          5         6         7          8 
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ตารางที ่2 ผลการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณตวัอยา่งดีเอ็นเอจากสัตวอ่ื์น ไดแ้ก่ ไก่ สุนขั หมู และววั                  
ชนิดละ 25 ตวัอยา่ง ท่ีต าแหน่งยนีไซโตโครม บี 

 

ตวัอยา่ง
ล าดบั 
ท่ี 

ผลการตรวจสอบตวัอยา่งดีเอ็นเอจากสัตว ์
ไก่ สุนขั หมู ววั 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

1 – – ND – – ND – – ND – – ND 
2 – – ND – – ND – – ND – – ND 
3 – – ND – – ND – – ND – – ND 
4 – – ND – – ND – – ND – – ND 
5 – – ND – – ND – – ND – – ND 
6 – – ND – – ND – – ND – – ND 
7 – – ND – – ND – – ND – – ND 
8 – – ND – – ND – – ND – – ND 
9 – – ND – – ND – – ND – – ND 

10 – – ND – – ND – – ND – – ND 
11 – – ND – – ND – – ND – – ND 
12 – – ND – – ND – – ND – – ND 
13 – – ND – – ND – – ND – – ND 
14 – – ND – – ND – – ND – – ND 
15 – – ND – – ND – – ND – – ND 
16 – – ND – – ND – – ND – – ND 
17 – – ND – – ND – – ND – – ND 
18 – – ND – – ND – – ND – – ND 
19 – – ND – – ND – – ND – – ND 
20 – – ND – – ND – – ND – – ND 
21 – – ND – – ND – – ND – – ND 
22 – – ND – – ND – – ND – – ND 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 

ตวัอยา่ง
ล าดบั 
ท่ี 

ผลการตรวจสอบตวัอยา่งดีเอ็นเอจากสัตว ์
ไก่ สุนขั หมู ววั 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

23 – – ND – – ND – – ND – – ND 
24 – – ND – – ND – – ND – – ND 
25 – – ND – – ND – + – – – ND 

หมายเหตุ +    คือ  ตรวจพบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
– คือ  ตรวจไม่พบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
ND คือ  Not determine 

 จากการท าการตรวจสอบซ ้ า 3 คร้ัง และแปลผลจาก 2 ใน 3 คร้ัง ถือวา่ผลการตรวจมีความ
น่าเช่ือถือเท่ากบั 100% และจากขอ้มูลในตารางท่ี 1 และตารางท่ี 2 จะไดผ้ลการตรวจสอบเป็น 2 
กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีมีผลการตรวจสอบเป็นบวก เป็นกลุ่มท่ีตรวจพบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีขนาด 
157 bp ได้แก่ ตวัอย่างดีเอ็นเอจากคราบเลือดมนุษย ์จ านวน 45 ตวัอย่าง และกลุ่มท่ีมีผลการ
ตรวจสอบเป็นลบ เป็นกลุ่มท่ีตรวจไม่พบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ไดแ้ก่ ตวัอยา่งดีเอ็นเอจาก
สัตว ์4 ชนิด คือ ไก่ สุนขั หมู และววั ชนิดละ 25 ตวัอยา่ง รวมเป็น 100 ตวัอยา่ง และตวัอยา่งดีเอ็นเอ
ทั้งหมดในการตรวจสอบรวมเป็น 145 ตวัอยา่ง (ดงัตารางท่ี 3) 
 
ตารางที ่3 ผลการตรวจสอบต าแหน่งยนีไซโตโครม บี ในตวัอยา่งดีเอน็เอจากมนุษย ์และสัตว ์
 

ผลการ
ตรวจสอบ 

ตวัอยา่งดีเอ็นเอ 
รวม 

มนุษย ์ ไก่ สุนขั หมู ววั 

ผลบวก (+) 45 0 0 0 0 45 

ผลลบ (–) 0 25 25 25 25 100 

รวม 45 25 25 25 25 145 
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จากตารางท่ี 3 เม่ือน ามาประเมินผลการตรวจวิเคราะห์ต าแหน่งยีนไซโตโครม บี ด้วย    
ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อดีเอ็นเอของมนุษย์ โดยค่าดัชนีท่ีใช้ประเมิน ได้แก่ ค่าความไวของการ
ตรวจสอบ และค่าความจ าเพาะของการตรวจสอบ คิดเป็นค่าร้อยละไดเ้ท่ากบั 100% เท่ากนัทั้งหมด 
ซ่ึงถือไดว้า่มีความถูกตอ้ง 100% 

การศึกษาความไวของการตรวจวิเคราะห์ต าแหน่งยีนไซโตโครม บี ของมนุษย์ ในด้าน
ปริมาณดีเอน็เอท่ีมีอยา่งนอ้ยท่ีสุดท่ีจะสามารถตรวจได ้โดยการน าดีเอ็นเอแม่แบบ ท่ีสกดัจากคราบ
เลือดมนุษย ์ทั้ง 45 ตวัอยา่ง มาท าการเจือจางความเขม้ขน้ในล าดบัส่วนดงัน้ี 1:10, 1:100, 1:1000 
และ 1:10000 แลว้น าสารละลายผสมดีเอ็นเอท่ีเจือจางในแต่ละล าดบัส่วนมาด าเนินการท าปฏิกิริยา 
PCR แลว้น า PCR product ท่ีไดไ้ปตรวจดูผลโดยท าการแยกแถบดีเอ็นเอ เปรียบเทียบกบัแถบ         
ดีเอ็นเอมาตรฐาน positive control ตวัอยา่งดีเอ็นเอมนุษยจ์ากคราบเลือด และ negative control โดย
ท าการทดสอบซ ้ าและแปลผล 2 ใน 3 คร้ังเช่นกนั พบวา่มีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาด 157 bp ใน 
positive control, สารละลายผสมดีเอ็นเอเจือจางในล าดบัส่วน 1:10 , 1:100 และ 1:1000 ในขณะท่ี
สารละลายผสมดีเอ็นเอท่ีเจือจางในล าดบัส่วน 1:10000 ไม่พบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอปรากฏ 
(ดงัรูปท่ี 12 ตารางท่ี 4) 

 

 

รูปที ่12 แถบดีเอน็เอจากตวัอยา่งคราบเลือดมนุษย ์ท่ีถูกเจือจางความเขม้ขน้ เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอ
มาตรฐาน, positive control และ negative control 

ช่องท่ี 1 เป็น ดีเอน็เอมาตรฐาน 
ช่องท่ี 2 เป็น positive control ท่ีไดจ้ากตวัอยา่งเลือดสดของมนุษย ์
ช่องท่ี 3-7 เป็น ตวัอย่างดีเอ็นเอจากคราบเลือดมนุษย ์ถูกเจือจางความเขม้ขน้         

ในล าดบัส่วน 1:1 1:10 1:100 1:1000 และ 1:10000 ตามล าดบั 
ช่องท่ี 8 เป็น negative control โดยใชน้ ้ากลัน่ 

500 bp 

100 bp 
157 bp 

           1         2        3        4        5        6         7         8 
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ตารางที่ 4 ผลการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณตวัอย่างดีเอ็นเอจากคราบเลือดมนุษย ์ท่ีถูกเจือจาง  
ความเขม้ขน้ในล าดบัส่วน 1:10 , 1:100 , 1:1000 และ 1:10000 ตามล าดบั 

ตวัอยา่ง
ล าดบั 
ท่ี 

ผลการตรวจสอบ PCR product 
1:10 1:100 1:1000 1:10000 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

1 + + ND + + ND + + ND + – – 
2 + + ND + + ND + + ND – – ND 
3 + + ND + + ND + + ND – – ND 
4 + + ND + + ND + + ND – – ND 
5 + + ND + + ND + + ND – – ND 
6 + + ND + + ND – + + – – ND 
7 + + ND + + ND + + ND – – ND 
8 + + ND + + ND + + ND – – ND 
9 + + ND + + ND + – + – – ND 

10 + + ND + + ND + + ND – – ND 
11 + + ND + + ND + + ND – – ND 
12 + + ND + + ND + + ND – – ND 
13 + + ND + + ND + + ND – – ND 
14 + + ND + + ND + + ND – – ND 
15 + + ND + + ND + + ND – – ND 
16 + + ND + + ND + + ND – – ND 
17 + + ND + + ND + + ND – – ND 
18 + + ND + + ND + + ND – – ND 
19 + + ND + + ND + – + – – ND 
20 + + ND + + ND + + ND – – ND 
21 + + ND + + ND + + ND – – ND 
22 + + ND + + ND + + ND – – ND 
23 + + ND + + ND + + ND – – ND 
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ตารางท่ี 4 (ต่อ) 

ตวัอยา่ง
ล าดบั 
ท่ี 

ผลการตรวจสอบ PCR product 
1:10 1:100 1:1000 1:10000 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

คร้ัง
ท่ี 1 

คร้ัง
ท่ี 2 

คร้ัง
ท่ี 3 

24 + + ND + + ND + + ND – – ND 
25 + + ND + + ND + + ND – – ND 
26 + + ND + + ND + + ND – – ND 
27 + + ND + + ND – + + – – ND 
28 + + ND + + ND + + ND – – ND 
29 + + ND + + ND + + ND – – ND 
30 + + ND + + ND + + ND – – ND 
31 + + ND + + ND + + ND – – ND 
32 + + ND + + ND + + ND – – ND 
33 + + ND + + ND – – – – – ND 
34 + + ND + + ND – + + – – ND 
35 + + ND + + ND + + ND – – ND 
36 + + ND + + ND + + ND – – ND 
37 + + ND + + ND + + ND – – ND 
38 + + ND + + ND + + ND – – ND 
39 + + ND + + ND + + ND – – ND 
40 + + ND + + ND + + ND – – ND 
41 + + ND + + ND + + ND – – ND 
42 + + ND + + ND + + ND – – ND 
43 + + ND + + ND + + ND – – ND 
44 + + ND + + ND + + ND – – ND 
45 + + ND + + ND + + ND – – ND 

หมายเหตุ +   คือ  ตรวจพบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 157 bp 
–        คือ  ตรวจไม่พบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 157 bp 
ND คือ   Not determine 
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จากผลการศึกษาพบวา่สามารถท่ีจะตรวจวิเคราะห์เพื่อระบุดีเอ็นเอของมนุษยด์ว้ยต าแหน่ง
ยีนไซโตโครม บี ในไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอไดใ้นระดบัท่ีปริมาณดีเอ็นเอถูกเจือจางลงไป 10 เท่า 
(1:10) และ 100 เท่า (1:1000) ไดท้ั้งหมด ส่วนในสารละลายผสมดีเอ็นเอท่ีเจือจางลงไป 1000 เท่า 
(1:1000) พบแถบดีเอ็นเอปรากฏ 44 ตวัอยา่ง จากจ านวนทั้งหมด 45 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 97.78 
(ดงัตารางท่ี 5) 

ตารางที่ 5 สรุปผลการการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณตวัอย่างดีเอ็นเอจากคราบเลือดมนุษย ์             
ท่ีถูกเจือจาง  ความเขม้ขน้ในล าดบัส่วน 1:10 , 1:100 , 1:1000 และ 1:10000 ตามล าดบั 
 

ผลการ
ตรวจสอบ 

ความเขม้ขน้สารละลายผสมดีเอ็นเอ 
1:10 1:100 1:1000 1:10000 

ผลบวก (+) 45 45 44 0 
ผลลบ (–) 0 0 1 0 
รวม 45 45 45 0 

เน่ืองจากการทดลองน้ีเม่ือน าน ้ าสกดัดีเอ็นเอไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความยาว 260 nm 
เพื่อค านวณหาปริมาณดีเอ็นเอตั้งตน้ก่อนท าการเจือจางในแต่ละล าดบัส่วน ผลปรากฏว่าปริมาณ     
ดีเอน็เอท่ีวดัไดไ้ม่มีความบริสุทธ์ิ กล่าวคือมีปริมาณโปรตีนและ RNA เจือปนจ านวนมาก ปริมาณท่ี
วดัไดจึ้งไม่ใช่ปริมาณของดีเอ็นเอท่ีแทจ้ริง ผูศึ้กษาจึงไดใ้ชก้ารเทียบค่าปริมาณ hemoglobin พบวา่
สารละลายผสมดีเอ็นเอเจือจาง 1000 เท่า มีปริมาณ hemoglobin น้อยสุดอยู่ท่ีประมาณ 3 ng/ml    
(ดงัตารางท่ี 6 ในภาคผนวก ข) ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัค่า sensitivity ของชุดตรวจเลือด (HemDirect 
Hemoglobin Assay) ท่ีระบุไวเ้ป็น 40 ng/ml นั้น ถือได้ว่าการตรวจระบุคราบเลือดมนุษยด์้วย
ต าแหน่งยนีไซโตโครม บี มี sensitivity ท่ีสูงกวา่ 

จากผลการศึกษาท่ีได้กล่าวมาทั้ งหมด ในการศึกษาต าแหน่งยีนไซโตโครม บี ท่ีมี
ความจ าเพาะและความไวต่อการตรวจระบุดีเอ็นเอท่ีมีแหล่งท่ีมาจากมนุษย ์ดว้ยวิธีการ PCR และ 
electrophoresis สามารถกระท าไดอ้ยา่งรวดเร็วท าใหส้ามารถระบุผลภายในเวลา 3-4 ชัว่โมง รวมทั้ง
เป็นวิธีท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลายในการตรวจสอบดีเอ็นเอในดา้นอ่ืนๆ ด้วย เป็นตน้ เคร่ืองมือและ
อุปกรณ์ในการท า PCR และ electrophoresis นั้นง่ายต่อการใชง้าน องคป์ระกอบหน่ึงท่ีมีส่วนส าคญั
ในการศึกษาการตรวจวิเคราะห์โดยวิธีการน้ี คือ สภาวะของสารเคมี สารละลายผสม และการผสม
สารเคมีแต่ละชนิด รวมทั้งไพรเมอร์ท่ีใช้นั้นจะตอ้งมีความเหมาะสม สามารถท าการเพิ่มปริมาณ     
ดีเอ็นเอในระดับท่ีมีความไวสูงสุดและในขณะเดียวกันต้องมีความจ าเพาะต่อต าแหน่งยีน             
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ไซโตโครม บี ของมนุษยด์ว้ย ซ่ึงจะเป็นส่วนช่วยก าจดัส่ิงแปลกปลอมท่ีจะเกิดข้ึนในปฏิกิริยา PCR 
และให้ผลการตรวจท่ีแม่นย  า อย่างไรก็ตามในการตรวจสอบกบัตวัอย่างดีเอ็นเอจากคราบเลือด
มนุษยแ์ละจากสัตว ์ยงัพบมีผลลบปลอม (False negative) และผลบวกปลอม (False positive)        
อยู่บา้ง อาจเน่ืองมาจากทกัษะและการปนเป้ือนของตวัผูป้ฏิบติัการเอง เช่น การสกดัแยกดีเอ็นเอ       
ส่ิงปนเป้ือนจากห้องปฏิบติัการ ผม ผิวหนังของผูท้ดลองท่ีอาจตกหล่นขณะเปิด-ปิดฝาหลอด 
ทดลอง เป็นตน้ ซ่ึงจะตอ้งมีความระมดัระวงัอย่างมากและตอ้งท าการตรวจสอบซ ้ าอีกแลว้นบัผล
จาก 2 ใน 3 คร้ัง 

นอกจากน้ีในการวดั sensitivity ของการตรวจนั้น เน่ืองมาจากวธีิการสกดัเป็นการสกดัแบบ
โดยรวม นอกจากดีเอน็เอท่ีไดแ้ลว้ ยงัมีสารชีวโมเลกุลอ่ืนๆ ในเซลล์ ถูกสกดัออกมาดว้ย ดงันั้นการ
วดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความยาว 260 nm. เพื่อค านวณปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมตน้ของตวัอย่างดีเอ็นเอ
จากคราบเลือด ปริมาณดีเอ็นเอท่ีไดจึ้งมีความเขม้ขน้ลดลงและมีการเจือปนของโปรตีนและ RNA 
อยู่ด้วย ซ่ึงอาจมีผลไปรบกวนการด าเนินของปฏิกิริยา PCR ได้อีกทางหน่ึง แต่อย่างไรก็ตาม 
sensitivity ในปริมาณท่ีถูกเจือจางลงไป 1000 เท่า ก็เพียงพอท่ีจะสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอในระดบั
ความเขม้ขน้ท่ีต ่าได้ผลดี แต่ทั้งน้ีควรมีการพฒันาปรับปรุงในด้านวิธีการสกดัดีเอ็นเอให้มีความ
บริสุทธ์ิมากข้ึน และอาจตอ้งใช้การตรวจสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย polyacrylamide gel 
electrophoresis เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการแยกของแถบดีเอ็นเอให้มีความละเอียดชดัเจนยิ่งข้ึน อีก
ทั้ งควรหากเป็นตัวอย่างท่ีมาจากเลือดควรมีการท าการทดสอบเปรียบเทียบจริงกับชุดตรวจ
ฮีโมโกลบินในเลือด หรือท าการวิเคราะห์ทั้งด้านคุณภาพและปริมาณด้วยเทคนิค Quantitative 
Realtime PCR ปริมาณท่ีแน่นอนท่ีท าการวเิคราะห์ไดจ้ะช่วยเพิ่มระดบัความเช่ือมัน่ของวธีิการตรวจ  

การใช้ต าแหน่งยีนไซโตโครม บี ในไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ เพื่อระบุว่าเป็นดีเอ็นเอท่ีมี
แหล่งท่ีมาจากมนุษยห์รือสัตว ์สามารถท่ีจะน าไปใชท้างดา้นนิติวิทยาศาสตร์ ในหลายคดี เช่นกรณี
การเฉ่ียวชนคน การฆาตรกรรม การท าร้ายร่างกาย เป็นตน้ ซ่ึงอาจมีการกล่าวอา้งการกระท าผิดว่า
คราบตอ้งสงสัยท่ีพบเป็นคราบเลือดท่ีมาจากสัตวไ์ม่ใช่มนุษย ์และไดถู้กทิ้งไวน้าน หรือมีการท า
ความสะอาดไปแลว้ ไม่สามารถตรวจเบ้ืองตน้ทางเคมีได ้หรือปริมาณดีเอ็นเอในนิวเคลียสมีน้อย
เส่ือมสลายไป เน่ืองจากสภาวะแวดลอ้ม อุณหภูมิ ความช้ืน รวมถึงสารเคมี เป็นตน้ ท าไม่สามารถ
ตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอในนิวเคลียสได้ จึงอาจใช้ตรวจพิสูจน์ยีนไซโตโครม บี ในไมโตคอนเดรียล     
ดีเอ็นเอแทนได้ หรือบางคร้ังชีววตัถุพยานอ่ืนๆ ท่ีได้มาอาจไม่ได้อยู่ในสภาพท่ีบอกได้ทนัทีถึง
แหล่งท่ีมาดว้ยลกัษณะทางกายภาพ เช่น เศษช้ินเน้ือ หรือส่วนของกระดูกตอ้งสงสัย เม่ือน าไปตรวจ
พิสูจน์ดีเอน็เอจากนิวเคลียสไม่ประสบผลส าเร็จเน่ืองจากดีเอน็เอในนิวเคลียสเส่ือมสลายไปแลว้ แต่
ยงัพอมีดีเอน็เอในไมโตคอนเดรียเหลืออยู ่การตรวจพิสูจน์ดว้ยดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียท่ีต าแหน่ง
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ยีนไซโตโครม บี อาจเป็นวิธีการหน่ึงท่ีช่วยเพิ่มหรือยืนยนัผลการระบุแหล่งท่ีมาของเศษช้ินเน้ือ 
หรือส่วนของกระดูกต้องสงสัยนั้ นได้อีกทางหน่ึง รวมไปถึงชีววตัถุพยานท่ีต้องสงสัยอ่ืนๆ 
อยา่งเช่น เส้นผมเส้นขน ซ่ึงผลท่ีไดเ้บ้ืองตน้หากพบวา่เป็นวตัถุพยานท่ีมาจากส่วนหน่ึงส่วนใดของ
มนุษยแ์ลว้ อาจน าไปสู่การสืบสวนสอบสวนในขอบเขตท่ีแคบลงได ้ถือเป็นประโยชน์อยา่งยิ่งต่อ
การตรวจระบุชีววตัถุพยานตอ้งสงสัย และการใหค้วามส าคญักบัวตัถุพยานนั้นๆ ในคดี 


