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บทที ่1  

 

บทน ำ 

 

        ในเซลล์ของมนุษย์มี นิวเคลียส ซ่ึง ดี เอ็น เอ ท่ีพบในนิวเคลียสจะอยู่ในโครโมโซม 

(Chromosome) ท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นใยขดตวักนัแน่น ซ่ึงเกิดจากการพนัของสายดีเอ็นเอกนัโปรตีน

ฮีสโตน (Histones) ท่ีท  าหน้าท่ีเป็นตวัเช่ือมให้สายดีเอ็นเอท่ีพนัรอบนั้นคงอยู่ได ้ในมนุษยน์ั้นมี

โครโมโซมร่างกาย 22 คู่ และโครโมโซมเพศอีก 1 คู่ ดงันั้นในมนุษยจ์ะตอ้งมี 46 โครโมโซม ใน

ผูช้ายมีโครโมโซมเพศเป็น XY จากโครโมโซม X และ โครโมโซม Y ส่วนผูห้ญิงมีโครโมโซมเพศ

เป็น XX ส่วนใหญ่การพิสูจน์เอกลกัษณ์บุคคลมกัใช้ต าแหน่งท่ีอยู่ในโครโมโซมร่างกาย และการ

ระบุเพศมกัใชต้  าแหน่งท่ีอยูบ่นโครโมโซมเพศ 

        ดีเอ็นเอท่ีอยูใ่นโครโมโซมจะประกอบไปดว้ยส่วนท่ีเป็นรหสั (Coding) และส่วนท่ีไม่ไดเ้ป็น

รหสั (Non coding) ในส่วนท่ีเป็นรหสัเรียกวา่ ยีน (Gene) ท่ีบรรจุขอ้มูลท่ีจ าเป็นส าหรับการสร้าง

โปรตีน ความยาวของยีนมีขนาดตั้งแต่พนัถึงหม่ืนคู่เบส ยีนจะประกอบดว้ยเอกซอน (Exons) ท า

หนา้ท่ีเป็นรหสัพนัธุกรรมในการสร้างโปรตีน และอินทรอน (Introns) หรืออินเตอร์เวนนิงซีเควนซ์ 

(Intervening Sequence) ในมนุษยส่์วนท่ีเป็นยีนจะมีอยูป่ระมาณ 5% ของทั้งหมด ส่วนท่ีไม่ไดเ้ป็น

รหัสคือส่วนท่ีเหลือในโครโมโซม เพราะว่าส่วนดังกล่าวไม่ใช่ส่วนท่ีสร้างโปรตีน ในส่วนท่ี

น ามาใชใ้นการพิสูจน์เอกลกัษณ์บุคคลจะเป็นส่วนท่ีไม่ไดเ้ป็นรหสั ซ่ึงจะพบทั้งระหวา่งยีนและท่ีอยู่

ในยนี (Butler, 2003: 16) 

        ในการตรวจวตัถุพยานในคดีท่ีมีการกระท าความผิดทางเพศนั้น วิธีท่ีใช้ในการตรวจเบ้ืองตน้

ถึงการมีอยูข่องสารคดัหลัง่จากเพศชาย (Semen) และตวัอสุจิ (Sperm) มีหลายวิธี วิธีหน่ึงเป็นการใช้

วธีิทางชีวเคมี (Biochemical method) เพื่อตรวจหาส่วนประกอบท่ีมีอยูใ่นสารคดัหลัง่เพศชาย ไดแ้ก่ 

free choline, Zinc, Spermine, prostaglandin E อีกวิธีหน่ึงเป็นการสังเกตปฏิกิริยาของเอนไซม์
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(Enzyme activity) ไดแ้ก่ Acid phosphatase, Gamma-glutamyl transpeptidase และวิธีทางอิมมูน 

(Immunological method) ส าหรับตรวจหาโปรตีนจ าเพาะ ได้แก่ Spermatozoid wall-specific 

antigens, Seminal vesicle-specific antigens (Semenogelins) และ Prostate specific antigen (PSA 

หรือ P30) 

        ซ่ึงวิธีท่ีห้องปฏิบติัการใช้ในการตรวจส่วนใหญ่ ได้แก่ Sperm Cytology (SC), Acid 

phosphatase activity (APA) และ Prostate specific antigen (PSA) แมว้า่การท า Sperm Cytology 

แล้วพบตวัอสุจินั้นจะสามารถตรวจพบและยืนยนัไดว้่ามีสารคดัหลัง่จากเพศชายจริงแต่สามารถ

ใช้ไดเ้ฉพาะในกรณีท่ีผูก้ระท าความผิดมีปริมาณอสุจิปกติ (Normospermic) หรือมีปริมาณอสุจิท่ี

นอ้ยกวา่ปกติ (Oligospermic) เท่านั้น แต่ไม่สามารถยืนยนัไดถ้า้หากผูท่ี้กระท าความผิดไม่มีอสุจิใน

สารคดัหลัง่ (Azoospermic) หรือ เม่ือผูก้ระท าความผดิไดรั้บการท าหมนัมาแลว้ (Vasectomized) แต่

อาจใช้วิธี Acid Phosphatase Activity และหรือ Prostate Specific Antigen มาช่วยในการตรวจ

เบ้ืองตน้ได ้หากพบวา่มีผลเป็นบวกอยา่งนอ้ย 1 จาก 3 เทคนิคก็สามารถน าตวัอยา่งดงักล่าวมาท า 

DNA Profiling โดยการสกดัดีเอ็นเอจากเซลล์เยื่อบุผนงัต่างๆจากผูก้ระท าความผิดเพศชาย ( Lydia 

et al , 2011) 

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 

        ในกระบวนการท า DNA typing ประกอบดว้ยการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม และการแยกแถบ

ดีเอ็นเอดว้ยวุน้โดยผ่านกระแสไฟฟ้า (Gel Electrophoresis) เพื่อใช้ในการแปลผล ซ่ึงการเพิ่ม

ปริมาณสารพนัธุกรรมนั้นมีหลายเทคนิคท่ีไดมี้การคิดคน้ข้ึนมา ในการตรวจพิสูจน์บุคคลส่วนมาก

นิยมใชเ้ทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ซ่ึงเป็นการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมโดยการ

สังเคราะห์ ดีเอ็นเอสายใหม่ (DNA  replication) จากดีเอ็นเอตน้แบบในหลอดทดลองท าให้ดีเอ็นเอ

จ านวนเพียงเล็กน้อยถูกเพิ่มปริมาณจนเพียงพอท่ีจะตรวจสอบได้ ซ่ึงในแต่ละรอบจะมีการเพิ่ม

จ านวนของเส้นดีเอ็นเอส่วนท่ีตอ้งการข้ึนเป็นสองเท่าไปเร่ือยๆ ตามทฤษฏีแลว้หลงัจาก 30 รอบจะ

มีเส้นดีเอน็เอท่ีตอ้งการเป็นลา้นเท่า (ธานินทร์, 2538) 
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ภำพที ่1 แสดงกระบวนกำรเพิม่ปริมำณสำรพันธุกรรมโดยวธีิ Polymerase chain reaction 

 

        ในงานบริการประจ าวนัตรวจพิสูจน์บุตรโดยดีเอ็นเอนั้น มีการตรวจดีเอ็นเอในต าแหน่ง 

D10S2325, D13S317, D16S539, D19S2325, D3S1358, D5S818, D8S1179, THO1, Tpox, vWA 

ซ่ึงมีก าลงัการคดัออกโดยเฉล่ียรวมกนั ~99% และก าลงัการแยกแยะ >1 ใน 70 ลา้น(ในประชากร

ไทย) ในการตรวจพิสูจน์บุคคลดว้ยดีเอน็เอ จะตรวจในลกัษณะเดียวกบัพิสูจน์บุตร แต่เป็นการเทียบ

ดูว่าแถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากวตัถุพยาน เช่น คราบเลือด คราบอสุจิ อสุจิท่ีเก็บได้จากช่องคลอดของ

ผูเ้สียหาย รากผมท่ีได้จากท่ีเกิดเหตุ เปรียบเทียบกนักบัตวัอย่างดีเอ็นเอของผูต้อ้งสงสัย หรือตวั

ผูเ้สียหายเอง หากไม่ตรงกนัในต าแหน่งหน่ึงใด จะแปลผลวา่วตัถุพยานนั้นไม่ไดม้าจากบุคคลนั้น 
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ซ่ึงตอ้งระวงัการปนเป้ือนเป็นอย่างยิ่ง และเม่ือพบว่ารูปแบบดีเอ็นเอตรงกนัจะตอ้งมีการค านวณ

โอกาสท่ีจะตรงกนัโดยบงัเอิญ (วฑูิรย ์และ ธานินทร์, 2005) 

        แต่ในกระบวนการท า PCR นั้น จ าเป็นตอ้งใชอุ้ณหภูมิถึงสามอุณหภูมิ ตอ้งอาศยัความแม่นย  า

ของเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Thermal Cycler) ท่ีมีราคาแพงและมีขั้นตอนในการท าหลายขั้นตอนท า

ใหใ้ชเ้วลานานกวา่จะถึงการแปลผล 

 

เทคนิค Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP)   

        เทคนิคลูปมีดิเอเตดไอโซเทอร์มอลแอมพลิฟิเคชนั (LAMP) พฒันาข้ึนโดย Notomi และคณะ 

ในกระบวนการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมนั้นจะอาศยักระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายยาว จาก

จ านวนเพียงเล็กนอ้ยไปสู่จ านวนกวา่ 109 ภายในเวลาไม่ถึงหน่ึงชัว่โมง ภายไดส้ภาวะอุณหภูมิเดียว 

โดยจะใชเ้อนไซม ์Bst polymerase และใชไ้พร์เมอร์ (Primers) 2 แบบดว้ยกนัคือ อินเนอร์ไพร์เมอร์ 

(Inner primer) ไดแ้ก่ Forward Inner Primer (FIP) และ Backward Inner Primer (BIP) ซ่ึงอิน-เนอร์

ไพร์เมอร์แต่ละตวัจะมีสองชุดเบสท่ีแตกต่างกนัต่อเขา้ด้วยกนั และ เอาท์เตอร์ไพร์เมอร์ (Outer 

primer) ได้แก่ F3 และ B3 ในการใช้ไพร์เมอร์ถึงส่ีตวั (หกชุดเบส) ในการเร่ิมตน้เพื่อให้ไดต้วั

ตน้แบบส าหรับการเพิ่มปริมาณ ดงัภาพท่ี 1 เพราะฉะนั้นเทคนิคน้ีจึงมีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอ

ตน้แบบสูง และสามารถแปลผลจากการสังเกตดว้ยตาเปล่าไดจ้ากการท าปฏิกิริยาของ Magnesium 

ion  จบักบั Pyrophosphate ion จะท าให้เกิดตะกอน Magnesium pyrophosphate สีขาวขุ่น ซ่ึงการ

เกิดตะกอนสีขาวขุ่นข้ึนมาแสดงวา่มีการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (Notomi et al, 2000)  
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ภำพที ่2 แสดงต ำแหน่งกำรเข้ำคู่ของไพร์เมอร์บนดีเอน็เอแม่แบบ 

        การท างานของ LAMP จะแบ่งออกเป็นสองขั้นตอนใหญ่ คือ ขั้นแรก Starting structure 
producing step เป็นการสร้างรูปแบบของดีเอ็นเอท่ีมีรูปร่างคล้ายดมัเบล (dumbbell-like DNA 
structure) หรือเรียกวา่ stem-loops เป็นตวัเร่ิมในกระบวนการ ขั้นท่ีสอง Cycle amplification step 
จะเป็นขั้นตอนการเพิ่มดีเอน็เอจาก stem-loops โดยเอนไซม ์Bst DNA polymerase 
ขั้นตอน Starting structure producing  

1. เม่ือแช่อบท่ีอุณหภูมิประมาณ 60 – 65    C สายดีเอน็เอแม่แบบจะอยูใ่นสภาวะท่ี
บางส่วนยงัเป็นสายคู่และบางส่วนจะคลายออกเป็นสายเด่ียว และเร่ิมกระบวนการจาก
การท่ีมี Forward inner primer (FIP) เขา้ไปจบักบัดีเอน็เอแม่แบบโดยต าแหน่ง F2 บน
ไพร์เมอร์จะจบักบัต าแหน่ง F2c บนดีเอน็เอแม่แบบ หลงัจากนั้นจะมีการสังเคราะห์ดี
เอน็เอคู่สมสายใหม่ข้ึนมาดงัภาพท่ี 3A 

2. ไพร์เมอร์ F3 จะเขา้จบัท่ีบริเวณ F3c บนดีเอ็นเอแม่แบบ เลาะสายดีเอ็นเอแลว้เกิดการ
สังเคราะห์สายดีเอ็นเอใหม่โดยอาศยัคุณสมบติัของ DNA polymerase with strand 
displacement ดงัภาพท่ี 3B 

3. สายดีเอน็เอสายแรกท่ีสังเคราะห์เม่ือถูกเลาะออกมา ทางดา้นปลาย 5’ จะเกิดรูปแบบ 
ของ loop ข้ึนโดยต าแหน่ง F1c จะโคง้เขา้จบักบัต าแหน่ง F1 ดงัภาพท่ี 3D 
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4. ไพร์เมอร์ Backward inner primer (BIP) เขา้จบัดีเอ็นเอสายท่ีถูกเลาะ โดยต าแหน่ง B2 
บนไพร์เมอร์จะจบักบัต าแหน่ง B2c บนสายดีเอ็นเอ หลงัจากนั้น ไพร์เมอร์ B3 จะเขา้
จบักบัต าแหน่ง B3c เพื่อเลาะสายดีเอน็เอออกมาเช่นเดียวกนั ดงัภาพท่ี 3D 

5. สายดีเอ็นเอท่ีถูกเลาะออกมานั้นทางดา้นปลาย 3’ จะเกิดรูปแบบของ loop ข้ึนโดย
ต าแหน่ง B1c จะโคง้เขา้จบักบัต าแหน่ง B1 ท าให้ดีเอ็นเอเกิดรูปแบบคลา้ยดมัเบล 
(dumbbell-like DNA structure) เรียกวา่ stem-loops ดงัภาพท่ี 3E 

 
 
ภำพที ่3 แสดงกระบวนกำรสังเครำะห์ดีเอน็เอในขั้น Starting structure producing 

 
ขั้นตอน Cycle amplification (ภำพที ่4) 
        ในขั้นตอนน้ีสามารถเกิด cycle amplification step ดา้นปลายของ loop forward ก่อน คือ
สามารถมี self primed strand displacement DNA synthesis จาก F1 ต่อไปเร่ือยๆ จนถึง B1c 
ขณะเดียวกนั FIP primer ก็สามารถไปจบักบั F2c ท่ี loop forward(6) และสร้าง DNA สายใหม่ 3 ซ ้ า
(9) และมี stem loop แบบ dumbbell(7) ท่ีสามารถเกิด cycle amplification ดา้น backward ข้ึนได ้(7) 
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การท างานจะเกิดข้ึนต่อเน่ืองกนัตลอดเวลาจนท าให้ target DNA ยาวข้ึนหลายๆซ ้ า (อมรรัตน์, 
2554) 

 
 

ภำพที ่4 แสดงกระบวนกำรสังเครำะห์ดีเอน็เอในขั้น Cycle amplification 

กำรตรวจสอบผลของเทคนิค LAMP  

1. สามารถท าได้ในหลายวิธีเช่น สามารถดูได้จากความขุ่นของตะกอน Magnesium 

pyrophosphate ซ่ึงเป็นผลผลิตท่ีเกิดข้ึนในระหว่างการสร้างสายดีเอ็นเอ โดยน าหลอด

ทดสอบไปป่ันให้ตกตะกอน ถา้เกิดการเพิ่มขยายยีน จะพบตะกอนสีขาวขุ่น (Yasuyoshi  

et al, 2001) 

2. ดูการเรืองแสง ในกรณีท่ีใส่สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ เช่น SYBR GREEN I เติมเม่ือ

เสร็จส้ินปฏิกิริยาแลว้ เม่ือมีสารพนัธุกรรมสังเคราะห์ข้ึน สีของสารจะเปล่ียนจากสีส้มเป็น

สีเขียวภายใตแ้สง UV (Norihiro et al, 2008) 
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3. การใชเ้จลอิเลคโตรโฟลิซิส โดยน า LAMP product ไปท า gel electrophoresis  จะปรากฏ

แถบดีเอน็เอหลายแถบคลา้ยขั้นบนัไดในกรณีท่ีใหผ้ลบวก 

4. การวิเคราะห์หาปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เคร่ือง Real-time turbidimeter (Yasuyoshi et 

al,2004) 

 

อเมโลจีนิน (Amelogenin)  

        อเมโลจีนิน (Amelogenin)  คือโปรตีนชนิดหน่ึงท่ีพบไดใ้นเคลือบฟัน ถูกก าหนดลกัษณะจาก

ยีนท่ีมีอยู่ทั้ งในโครโมโซม X และ Y หากไม่มียีนดังกล่าวแล้วจะท าให้ เกิดโรค X-linked 

amelogenesis imperfecta ซ่ึงเป็นโรคทางพนัธุกรรมท่ีมีผลต่อการสร้างเคลือบฟัน และยีนดงักล่าว

อาจเรียกว่า AMELX และAMELY มีจ  านวนคู่เบสและล าดบัเบสท่ีต่างกนั โดยยีนทั้งสองสามารถ

น ามาใช้ในการระบุเพศได ้อย่างไรก็ตาม การน าไปใช้จะจ ากดัเฉพาะในงานดา้นนิติวิทยาศาสตร์ 

โบราณคดี และการระบุเพศของทารกในครรภ ์(Francè s et al, 2007) 

 

วตัถุประสงค์ 

        น าเทคนิค LAMP ท่ีมีความจ าเพาะสูงและรวดเร็ว มาประยุกต์ใช้ในการตรวจเบ้ืองตน้ จาก

ต าแหน่งของยีนอเมโลจีนิน ในโครโมโซมเพศชาย ส าหรับวตัถุพยานในคดีความผิดทางเพศ เพื่อ

พิสูจน์ถึงการมีอยูข่องสารพนัธุกรรมจากเพศชาย 

 


