
 

 

บทที่ 4 
 
 

อภิปรายผลการคนควา 
 

 งานคนควาแบบอิสระนี้มีวัตถุประสงค เพื่อเปรียบเทียบโอกาสการตรวจพบหลักฐานการ
กระทําชําเรา ระหวางการตรวจหาดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทบนโครโมโซมเพศชาย ตําแหนง 
DYS390 กับ การตรวจหาตัวอสุจิจากน้ําซับชองคลอดของผูเสียหาย ผูคนควาไดเลือกใชวิธีการ
ตรวจหาลักษณะดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR เพื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ กอนนําไปแยกเสนดีเอ็นเอดวย 
Acrylamide gel electrophoresis แลวยอมเจลดวยเทคนิค Silver staining เพื่อใหปรากฏแถบดีเอ็นเอ 
ดังแสดงไวในภาพ 7 และ 8 

ในภาพ 7 แสดงถึงการเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (ชองท่ี 1) กับแถบดีเอ็นเอที่ได
จากการใชตัวอยางดีเอ็นเอของผูชายท่ีทราบชนิดของอัลลีลในตําแหนง DYS390 มาเปนดีเอ็นเอ
แมแบบ (DNA template) ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ สาเหตุท่ีตองเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอของ
ตัวอยางดังกลาวกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐานก็เพราะตองการตรวจสอบวาแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏขึ้นมา
นั้นอยูในชวงขนาดที่เราตองการหรือไม และผลจากการทดลองแยกแถบดีเอ็นเอดังกลาว พบวา 
แถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นอยูในชวงระหวาง 200-250 bp เนื่องจากการตรวจสอบขนาดของแถบดีเอ็นเอ
ในครั้งนี้ ผูคนควาไดใชตัวอยางเลือดจากผูชาย 3 คน ท่ีทราบชนิดของอัลลีลแนนอน คือ อัลลีล 24, 

อัลลีล 25 และอัลลีล 26 (ชองที่ 2, 3 และ 4 ตามลําดับ) มาเปนตัวอยางในการตรวจสอบ ดังนั้น ชวง
ขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจึงอยูในชวงท่ีมากกวา 200 bp ซ่ึงก็มีขนาดที่ใกลเคียงกับขอมูลจากงานวิจัย
อ่ืนๆที่ไดคนความา คือ ดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทบนโครโมโซมเพศชายในตําแหนง DYS390  
จะมีลักษณะการจัดเรียงของเบสเปนชุดๆ ท่ีซํ้ากันประมาณ 21-27 ซํ้า โดยลําดับเบสที่ซํ้ากันจะมีอยู 
2 ชนิด คือ TCTA และ TCTG ซ่ึงท้ังหมดจะมีชวงขนาดประมาณ 190 - 220 bp ถาใช primer F: 5’-

TATATTTTACACATTTTTGGGCC-3’ และ R: 5’-TGACAGTAAAATGAACACATTGC-3’ ดัง
แสดงในภาพ 6 และหลังจากที่ไดทําการตรวจสอบชวงขนาดดีเอ็นเอของตัวอยางเลือดจากผูชาย
ดังกลาวแลว และผลก็แสดงใหเห็นวาแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นอยูในชวงขนาดที่ตองการ จึงไดใชเลือด
ของผูชายท้ัง 3 คนนี้มาสรางแถบอัลลีลมาตรฐาน ดังแสดงไวในภาพ 7 ชองท่ี 5 ซ่ึงเปนการเรียงตัว
ของแถบดีเอ็นเอ อัลลีล 24, อัลลีล 25 และอัลลีล 26 ตามลําดับ (เรียงจากแถบลางขึ้นบน)  
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หลังจากไดอัลลีลมาตรฐานแลว ผูคนควาจึงใชอัลลีลมาตรฐานนี้เปนตัวเปรียบเทียบกับดี
เอ็นเอที่ตรวจไดจากตัวอยางน้ําซับชองคลอดของผูเสียหาย และประเมินชนิดของอัลลีล พบวา
คาความถ่ีของอัลลีลท่ีเจอใกลเคียงกับที่พบในกลุมประชากรชายชาวเอเชียตะวันออก (Chun et al., 

2005, Hara et al., 2007) จึงนาเชื่อไดวาแถบดีเอ็นเอดังกลาวเปนอัลลีลของผูชายท่ีปนเปอนมาจริง  
การทดลองนี้ผูคนควาใชเลือดของผูหญิง และน้ําซับชองคลอดที่ปราศจากการรวมเพศ 

(ตรวจพบเซลลเยื่อบุชองคลอด  แตตรวจไมพบ AP และตัวอสุจิ) เปนตัวควบคุมการทดลอง 
(Negative control) เพื่อแสดงถึงความจําเพาะ (Specific) ของ primer ท่ีใชอยู วามีความจําเพาะตอ   
ดีเอ็นเอบนโครโมโซมเพศชาย  (Y-chromosome) หรือไม ถา primer ท่ีใชมีความจําเพาะตอ
โครโมโซมเพศชายจริง ตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดและเซลลเยื่อบุชองคลอดของผูหญิงจะตอง
ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอใหเห็น (ภาพ 8) และเนื่องจากน้ําซับชองคลอดที่ใชเปนตัวควบคุมมีสภาพ
ส่ิงแวดลอมทุกอยางเหมือนกับในตัวอยางที่นํามาศึกษา ตางเพียงไมมีอสุจิ ดังนั้น จึงเปนตัวควบคุม
ท่ีเหมาะสมที่สุด 

จากผลการตรวจหาลักษณะดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ตําแหนง DYS390 อาจระบุ
จํานวนอัลลีลโดยประมาณของผูกระทําชําเรา (ภาพ 8 และ ตาราง 2) จากผลการแยกแถบดีเอ็นเอจะ
เห็นวาในชองที่ 16, 17 และ 23 อาจบอกไดวาเปนอัลลีลท่ี 25, 25 และ 24 ตามลําดับ เนื่องจากแถบดี
เอ็นเอที่เกิดขึ้นตรงกับแถบอัลลีลมาตรฐานที่ใชเปรียบเทียบพอดี สวนในชองท่ี 6, 9 และ 24 แถบดี
เอ็นเอที่เกิดขึ้นอยูต่ํากวาแถบของอัลลีลมาตรฐานเล็กนอย ซ่ึงประมาณไดวาเปนอัลลีลท่ี 23 สวนใน
ชองที่ 21 จะเห็นวาปรากฏแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ซ่ึงลักษณะเชนนีอ้าจชวยบอกไดวาผูเสียหายรายนี้ถูก
กระทําชําเราจากผูชาย 2 คน 

ในตาราง 3 แสดงขอมูลเปรียบเทียบผลการตรวจพบตัวอสุจิกับลักษณะดีเอ็นเอไมโครแซท
เทลไลท ตําแหนง DYS390 จากน้ําซับชองคลอดของผูเสียหาย โดยแสดงผลเปนคูๆ ตามที่ตรวจพบ 
ซ่ึงลักษณะของผลการทดลองทั้ง 60 คู สรุปไวในตาราง 4 ดังนี้ ตรวจไมพบทั้งตัวอสุจิและDYS390 

18 ตัวอยาง ตรวจไมพบตัวอสุจิแตพบ DYS390 12 ตัวอยาง ตรวจพบตัวอสุจิแตไมพบ DYS390 7 
ตัวอยาง และตรวจพบทั้งตัวอสุจกิับ DYS390 23 ตัวอยาง เมื่อทดสอบสมมติฐานที่วา “โอกาสของ
การตรวจพบดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ตําแหนง DYS390 แตกตางจากโอกาสของการตรวจพบ
ตัวอสุจิ จากน้ําซับชองคลอดของผูเสียหาย” โดยเลือกใช McNemar chi-square test เพราะเปนการ
ทดสอบความแตกตางระหวางขอมูลในการวดั 2 ครั้ง จากกลุมตัวอยางเดียวกัน (หรือกลุมตัวอยาง
เดิม) ซ่ึงพบวา โอกาสของการตรวจพบดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ตําแหนง DYS390 ไมมีความ
แตกตางจากการตรวจพบตัวอสุจิ จากน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายอยางมีนัยสําคัญ (p = 0.359) 
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แตเมื่อนําขอมูลมาวิเคราะหแยกเปนกลุมยอยๆตามปริมาณของตัวอสุจิท่ีตรวจพบ จะ พบวา 
ในตัวอยางที่ตรวจไมพบตัวอสุจิท้ัง 30 ตัวอยาง แตสามารถตรวจพบลักษณะดีเอ็นเอไมโครแซทเทล
ไลท ตําแหนง DYS390 ไดถึง 12 ตัวอยาง (40%) สาเหตุอาจเกิดจากขอบกพรองของวิธีการตรวจหา
ตัวอสุจิแบบ Oppitz test เพราะเปนการตรวจที่ใชปริมาณตัวอยางจากน้ําซับชองคลอดเพียงเล็กนอย 
(ประมาณ 3 ไมโครลิตร) หยดบนแผนสไลด กอนนําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน ดังนั้นอาจ
เปนไปไดวาตัวอยางที่นํามาตรวจจะไมมีตัวอสุจิติดมาดวย จึงทําใหตรวจไมพบ หรืออีกกรณีหนึ่ง 
อาจเกิดจากความผิดพลาดของผูตรวจ เนื่องจากความเพลียของสายตาที่ตองใชกลองเปนเวลานานๆ 
ทําใหตรวจไมพบตัวอสุจิไดเชนกัน แตในตัวอยางน้ําซับชองคลอดของผูเสียหายอาจจะมีตัวอสุจิปน
อยู ดังนั้นเมื่อนํามาตรวจหาลักษณะดีเอ็นเอบนโครโมโซมเพศชายจึงสามารถตรวจพบได เพราะ
การสกัดดีเอ็นเอที่ใชในการคนควาครั้งนี้ใชวิธีสกัดแบบไมแยกชนิดเซลล จากน้ําซับชองคลอด
ท้ังหมดที่สกัดจากไมสวอบ  

การสกัดดีเอ็นเอแบบไมแยกชนิดเซลล อาจทําใหไดดีเอ็นเอจากเซลลอ่ืนของผูชายท่ีไมใช
ตัวอสุจิปนมาดวย เชน เซลลเม็ดเลือดขาว ท่ีพบไดมากในชายที่มีการอักเสบของระบบสืบพันธุและ
ทางเดินปสสาวะ ซ่ึงเซลลเม็ดเลือดขาวอาจปนมากับการหล่ังอสุจิขณะที่มีเพศสัมพันธได หรืออาจ
พบเซลลเยื่อบุผิว (epithelial cells) ซ่ึงเกิดจากการเสียดสีของอวัยวะเพศขณะกระทําชําเรา ทําให
เซลลเยื่อบุผิวหลุดลอกแลวปนอยูกับเซลลเยื่อบุชองคลอดของผูเสียหาย ซ่ึงในกรณีเชนนี้ จะเห็นวา
เปนประโยชนมากตอคดีท่ีมีผูตองสงสัยเปนหมันหรือเปนคนทีมี่ตัวอสุจินอย (azoospermic semen) 

ซ่ึงโอกาสในการตรวจพบตัวอสุจิมีนอยมาก หรืออาจตรวจไมพบเลย และในรายที่ผูกระทําชําเราใช
สวนอ่ืนของรางกาย เชน นิ้วมือ กระทําตออวัยวะเพศของผูเสียหาย วิธีการตรวจการหาลักษณะดี
เอ็นเอ อาจเปนวิธีท่ีทําใหพบหลักฐานการกระทําชําเราไดเชนกัน เนื่องจากมีโอกาสที่เซลลผิวหนัง
จากนิ้วมือจะหลุดติดมากับผูเสียหาย  

ประโยชนของการตรวจหาลักษณะดีเอ็นเอ คือชวยเพิ่มโอกาสในการตรวจพบหลักฐานการ
กระทําชําเราไดมากกวาการตรวจหาตัวอสุจิเพียงอยางเดียว และนอกจากนั้นยังพบวา โอกาสในการ
ตรวจพบลักษณะดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ตําแหนง DYS390 จะแปรตามปริมาณของอสุจิใน
ตัวอยาง คือ ในตัวอยางที่พบตัวอสุจิปริมาณ 1+ สามารถตรวจเจอ DYS390 43%  ตัวอยางที่พบตัว
อสุจิปริมาณ 2+ สามารถตรวจเจอ DYS390 83% และตัวอยางที่พบตัวอสุจิปริมาณ 3+ สามารถ
ตรวจเจอ DYS390 ไดท้ังหมด (100%) ซ่ึงสอดคลองกับผลงานวิจัยของ Kondo และคณะ ในป ค.ศ. 
1997 ท่ีพบวาในคราบตัวอยางสงตรวจที่มีจํานวนตัวอสุจินอยๆ ไมสามารถตรวจพบลักษณะหรือ
รูปแบบ DNA ของผูตองสงสัยไดเลย สวนคราบตัวอยางสงตรวจที่พบตัวอสุจจิํานวนมากๆ สามารถ
ตรวจพบรูปแบบของ DNA ไดท้ังหมด 
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จากการคนควาในครั้งนี้ ยังสังเกตพบวา นอกจากตัวอยางที่ตรวจไมพบตัวอสุจิแลว ยังมี
ตัวอยางที่ตรวจพบตัวอสุจิปริมาณ 1+ และ 2+ บางสวนท่ีตรวจไมพบลักษณะดีเอ็นเอ ไมโครแซท
เทลไลท ตําแหนง DYS390 สาเหตุอาจเปนเพราะความผิดพลาดในบางขั้นตอนของวิธีการสกัดดี
เอ็นเอ เชน ในขั้นของการลางตะกอนดวยน้ํากล่ัน อาจมีตะกอนบางสวนหลุดติดไปกับน้ําท่ีดูดท้ิง 
ซ่ึงตะกอนสวนนั้นอาจมีตัวอสุจิติดไปดวยจึงทําใหในน้ําสกัด มีปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอสุจินอย 
หรืออาจเกิดจากขั้นตอนของการใชสารละลาย Proteinase K เพื่อทําลายโปรตีนบริเวณเยื่อหุมเซลล 
โดยสารละลาย Proteinase K ท่ีใชอาจมีความเขมขนนอยเกินไป จึงทําลายโปรตีนที่เยื่อหุมเซลลได
ไมสมบูรณ ดีเอ็นเอจึงไมสามารถหลุดออกจากเซลลไดท้ังหมด ทําใหไมมี DNA template สําหรับ
ใชเปนแมแบบในการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหม หรือแมกระทั่งในขั้นตอนของการตมน้ําสกัดดีเอ็น
เอในน้ําเดือด เพื่อทําลายการทํางานของ Proteinase K ซ่ึงอาจเปนไปไดวาสารละลาย Proteinase K 
ถูกทําลายไมหมด เมื่อนําตัวอยางน้ําสกัดดีเอ็นเอไปใชในกระบวนการ PCR สารละลาย Proteinase 

K  ท่ีเหลืออยูจึงไปทําลาย DNA polymerase ซ่ึงเปนเอ็นไซมสําคัญในการชวยสังเคราะหดีเอ็นเอ
สายใหม แตเมื่อเอ็นไซมตัวนี้มีปริมาณลดลงการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมก็จะลดลงตามไปดวย 
จึงเปนเหตุใหตรวจไมพบลักษณะดีเอ็นเอในตัวอยางที่ตรวจพบตัวอสุจิได เชนกัน หรือสาเหตุอาจ
เกิดจากวิธีท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอแบบไมแยกชนิดเซลล ทําใหในน้ําสกัดดีเอ็นเอมีปริมาณดีเอ็นเอ
ของผูเสียหาย (หรือเพศหญิง) ปนอยูมาก จนกลายเปนตัวกีดขวางการจับกันระหวาง primer กับ ดี
เอ็นเอเปาหมาย (Target DNA) ถาเปนปญหานี้อาจแกไขโดยเปลี่ยนไปใชวิธีสกัดแบบการยอยสลาย
แยกสวน (Differential extraction) แทน เชนเดียวกับงานวิจัยของ Dekairelle และ Hoste ในป ค.ศ. 
2001 และ Nascimento ในป ค.ศ. 2009 ท่ีแนะนําใหใชวิธีนี้ รวมกับการตรวจหา STRs เพราะวิธีนี้
จะมีขั้นตอนการยอยสลายแยกสวนเอาเซลลเยื่อบุชองคลอดออกไปกอน ใหเหลือไวแตเฉพาะเซลล
อสุจแิลวทําการยอยตัวอสุจิอีกครั้งหนึง่ แตก็มีขอควรระวัง คือ ในขณะที่ยอยเซลลเยื่อบุชองคลอด
ดวย Proteinase K ไมควรใชเวลานานเกิน 2 ช่ัวโมง เพราะเซลลอสุจิอาจถูกยอยสลายไปดวย  

อีกสาเหตุหนึ่งท่ีอาจเปนปจจัยทําใหการตรวจพบดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ตําแหนง 
DYS390 ไดนอย คือ ขนาดของ PCR product มีขนาดใหญ ทําใหยากตอการสังเคราะหดีเอ็นเอสาย
ใหมในขบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ซ่ึงแนวทางแกไขปญหา คือ การออกแบบ 
primer คูใหม ท่ีทําใหขนาดของ PCR product ส้ันลง แตปญหาของดีเอ็นเอในตําแหนง DYS390 คือ 
มีชุดเบสซํ้าจํานวนมาก ตั้งแต 21-27 ซํ้า ซ่ึงยากตอการทําให PCR product ส้ันลงได เพราะถึงแมจะ
ออกแบบ primer ใหชิดกับ Tandem ขนาดของ PCR product ท่ีไดยังคงสูงกวา 100 bp ดังนั้น อาจ
ตองใชดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท บนโครโมโซมเพศชาย ตําแหนงอ่ืนที่มีขนาดของ PCR product 
ส้ันกวาตําแหนง DYS390 เพราะเชื่อวานาจะมีความไวตอการตรวจหาลักษณะดีเอ็นเอไดมากกวา 


