
10 

 

บทที ่2 

 

งานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

 

        Lydia และคณะ (2011) ไดเ้ปรียบเทียบถึงความไวในแต่ละเทคนิคท่ีใชใ้นห้องปฏิบติัการ โดย

ใชต้วัอยา่งจากอาสาสมคัร 2 คน ท่ีมีอสุจิในปริมาณปกติและมีภาวะท่ีปริมาณอสุจินอ้ยกวา่ปกติ มา

ท าการละลายท่ีอตัราส่วนแตกต่างกนั รวมทั้งไดท้ดสอบประสิทธภาพในการตรวจวตัถุพยาน จาก

รายงานการตรวจทางห้องปฏิบติัการของ Toronto ใน Canada   Hong Kong ใน China และ Toluca 

และ Texcoco ใน Mexico และผลของการตรวจของทั้ง 3 เทคนิคท่ีออกมา ยงัสามารถน าไปสู่การ

ตรวจโดยวธีิ DNA typing โดยจะน าตวัอยา่งท่ีคดัแลว้ เหลือ 27 ตวัอยา่ง จาก 6 ใน 8 กลุ่ม โดยใช ้Y-

STR จ  านวน 12 loci ผลของการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่า Prostate-specific antigen มีความไวท่ีสุด

เน่ืองจากใช้ชุดตรวจท่ีเป็นผลิตภณัฑ์เชิงพาณิชย์ ส่วนรองลงมาคือ Spermatoscopy และ Acid 

phosphatase activity มีความไวท่ีไกล้เคียงกัน และในการทดสอบประสิทธิภาพของแต่ละ

ห้องปฏิบติัการสามารถจดักลุ่มผลการตรวจท่ีออกมาของทั้ง 3 เทคนิค ไดเ้ป็น 8 กลุ่ม ตั้งแต่ไดผ้ล

ออกมาเป็นบวกทั้ง 3 เทคนิค(กลุ่มท่ี 1) ไปจนถึงผลเป็นลบทั้ง 3 เทคนิค(กลุ่มท่ี 6) ซ่ึงพบวา่ตวัอยา่ง

ส่วนใหญ่มักจะมีผลเป็นบวกหรือลบทั้ งหมด และเทคนิคท่ีมีผลเป็นบวกมากท่ีสุดคือ Acid 

phosphatase activity, Spermatoscopy และ Prostate-specific antigen (P30) ตามล าดบั เม่ือน า

ตวัอยา่งดงักล่าวมาท า DNA typing พบวา่ในกลุ่มท่ี 1 สามารถจ าแนกไดท้ั้ง 12 loci และในกลุ่มท่ี 6 

ไม่สามารถจ าแนกไดเ้ลย ส่วนกลุ่มอ่ืนๆท่ีเหลือนั้นสามารถจ าแนกไดบ้างส่วนเน่ืองจากปริมาณสาร

พนัธุกรรมท่ีไดจ้ากการสกดัมีปริมาณมากพอ จากผลการทดลองท่ีได ้แสดงให้เห็นถึงความไวของ

ทั้ง 3 เทคนิค และส่ิงท่ีมีผลต่อความแตกต่างกนัของประสิทธิภาพในแต่ละห้องปฏิบติัการ และ

สามารถใช้ผลการตรวจวตัถุพยานในคดีข่มขืนกระท าช าเรา มาสนับสนุนการท า DNA typing 

ในทางนิติวทิยาศาสตร์ต่อไป  
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        จากขอ้สงสัยถึงระยะเวลาหลงัจากการหลัง่ท่ีมีอิทธิพลต่อผลของการตรวจเบ้ืองตน้ Khaldi 

และคณะ (2004) จึงไดศึ้กษาจากตวัอยา่ง 227 ตวัอยา่ง แบ่งกลุ่มเป็น 3 กลุ่มคือ กลุ่มNormospermic 

กลุ่มAzoospermic และกลุ่มตวัอยา่งควบคุม และวิธีการตรวจเบ้ืองตน้ก็จะถูกแบ่งออกเป็นชุดตรวจ

จาก Diff-Quick®  และ Phosphatesmo Km Paper®  ส าหรับการตรวจหา Acid phosphatase (AP) และ 

PSA-check 1®  ส าหรับการตรวจหา Prostate specific activity (PSA) โดยจะแบ่งระยะเวลาหลงัจาก

การหลัง่เป็น 0, 48 และ 72 ชัว่โมง จากผลการศึกษาพบวา่ ความเขม้ขน้ของอสุจิไม่มีอิทธิพลต่อการ

ตรวจหา AP และ PSA ซ่ึงแตกต่างจากการตรวจหาตวัอสุจิจากการส่องกล้องจุลทรรศน์ ใน

ระยะเวลา 72 ชัว่โมง ยงัสามารถตรวจดว้ยวิธี PSA ได ้และการตรวจโดยวิธี AP สามารถตรวจพบ

ไดไ้ม่เกิน 72 ชัว่โมง 

        Notomi และคณะ (2000) ไดมี้การพฒันาวิธีการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมแบบใหม่ข้ึนมา 

เรียกวา่ Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ท่ีมีความจ าเพาะสูง มีประสิทธิภาพและ

ความรวดเร็ว โดยใช้เพียงอุณหภูมิเดียว วิธีดงักล่าวใช้เอนไซม์ในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม 

และไพร์เมอร์ท่ีออกแบบมา 4 แบบ และจ าแนกออกเป็น 6 ชุดเบส ท่ีจ  าเพาะต่อดีเอ็นเอตน้แบบ และ

อินเนอร์ไพร์เมอร์จะประกอบไปดว้ยส่วนท่ีเรียกว่า Sense และ anti-sense ส าหรับใช้ในการเร่ิม

กระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ไพร์เมอร์ท่ีใช้ในล าดบัต่อมาเรียกวา่ เอาท์เตอร์ไพร์เมอร์ เม่ือเอาท์

เตอร์ไพร์เมอร์ท างานจะท าให้เกิดการแยกสายดีเอ็นเอท่ีเร่ิมสังเคราะห์จากอินเนอร์ไพร์เมอร์ออก

จากสายดีเอ็นเอตน้แบบ สายดีเอ็นเอท่ีเร่ิมสังเคราะห์จากอินเนอร์ไพร์เมอร์จะเป็นเหมือนกบัสายดี

เอ็นเอตน้แบบ ซ่ึงจะมีโครงสร้างเป็นแบบ stem-loop ต่อจากนั้นอินเนอร์ไพร์เมอร์ก็จะสามารถจบั

ส่วนท่ีเป็น loop ของสายดีเอ็นเอตน้แบบท่ีสร้างข้ึน และท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอเป็นรอบๆไป ผล

ท่ีได้จะเกิดโครงสร้างท่ียาวข้ึนโดยมี stem-loop เดิมต่อกับ stem-loop ใหม่ ในการเกิดปฏิกิริยา

ต่อเน่ืองเป็นรอบๆจะท าให้เกิดดีเอ็นเอเป็นจ านวนกวา่ 109 ซ ้ า ภายในเวลาไม่ถึง 1 ชัว่โมง โดยผล

สุดทา้ยของปฏิกิริยาจะไดดี้เอ็นเอท่ีมีโครงสร้างเป็น stem-loop ซ้อนกนัไปมาเป็นจ านวนมากใน

สายเดียวกนั ท าใหเ้กิดโครงสร้างท่ีเป็น cauliflower-like ดว้ยเพราะวา่ในกระบวนการใชไ้พร์เมอร์ 6 

ชุดเบส จาก 4 แบบ ท าให้คาดว่าจะสามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอเป้าหมายดว้ยความสามารถในการ

แยกแยะสูง 
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        เอนไซม ์DNA polymerase I เป็นเอนไซมท่ี์ใชใ้นการสังเคราะห์ DNA โดยใชอุ้ณหภูมิเดียว 

โดยสังเคราะห์จากแบคทีเรีย Bacillus stearothermophilus N3468 การเตรียมเอนไซม ์Bst DNA 

polymerase I จากสายพนัธ์ุเด่นท่ีมีขนาดประมาณ 97 kDa เม่ือน ามาอ่านผลจากการท า SDS 

polyacylamide gels ล าดบัของยีน Bst polA ถูกน ามาใชเ้ป็น Bst polymerase I เม่ือน ามาวิเคราะห์

เปรียบเทียบขอ้มูลพบวา่ การเกิดการตรวจสอบและซ่อมแซมสายดีเอ็นเอจากปลาย 3´ ไป 5´ (3´ -> 

5´ exonuclease) พบไดใ้น E.coli DNA polymerase I แต่ไม่พบใน Bst DNA polymerase I ท าให้เกิด

ขอ้สงสัยถึงการมีอยูข่อง 3´ -> 5´ exonuclease ในเอนไซม์ Bst DNA polymerase I   Aliotta และ

คณะ (1996) จึงไดท้  าการตรวจทางชีวเคมี 4 แบบ เพื่อจะถูกใชใ้นการประเมินวา่มีการซ่อมแซมสาย

ดีเอ็นเอเกิดข้ึนหรือไม่ในเอนไซม ์Bst DNA polymerase I โดยจะทดสอบทั้ง full-length Bst DNA 

polymerase I และ Bst large fragment พบวา่ Bst DNA polymerase I จะมี 5´-> 3´ exonuclease แต่

ไม่มี 3´ -> 5´ exonuclease การขาด 3´ -> 5´ exonuclease ในการซ่อมแซมสาย          ดีเอ็นเอจาก

หลายๆแบบ อาจมีผลต่อประสิทธิภาพ ซ่ึงอาจต้องยอมให้เกิดข้ึนส าหรับการตรวจสอบและ

ซ่อมแซมสายดีเอน็เอส าหรับเอนไซมท่ี์ใชอุ้ณหภูมิเดียว 

        Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นกระบวนการเพิ่มปริมาณสาร

พนัธุกรรมท่ีใชเ้อนไซม์ชนิดเดียว ซ่ึงจะมีกระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอเป็นจ านวนมาก และสาร

อ่ืนๆท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาออกมาดว้ย ไดแ้ก่ Pyrophosphate ion จากการใช ้dNTPs ในปฏิกิริยา ซ่ึงจะ

ไปจบักบั Magnesium ion ในDNA polymerase buffer ท าให้เกิดตะกอนสีขาวข้ึน สามารถ

สังเกตเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า แสดงวา่มีการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมเกิดข้ึนจากเทคนิคดงักล่าว และ

ยิ่งมีการสังเคราะห์เพิ่มมากข้ึน ความขุ่นก็จะสังเกตเห็นไดช้ดัเจนข้ึน ซ่ึงสามารถใชเ้คร่ืองวดัความ

ขุ่นมาใชร่้วมดว้ยได ้(Mori et al , 2001) 

        หลงัจากท่ีมีการพฒันาเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ข้ึนมา กวา่ 

10 ปีท่ีผา่นมา ไดมี้การน าเทคนิคน้ีมาประยกุตใ์ชใ้นการตรวจหาสารพนัธุกรรม เพราะเป็นเทคนิคท่ี

สะดวก รวดเร็ว มีประสิทธิภาพ และมีความจ าเพาะสูง วิธีดงักล่าวใช้เอนไซม์ DNA polymerase 

และ ไพร์เมอร์ (Primers) ทั้ง 4 แบบ รวมทั้ง 4 แบบแลว้มีชุดดีเอ็นเอทั้งหมด 6 ชุด ซ่ึงไม่จ  าเป็นตอ้ง

ใชเ้คร่ืองมือท่ีมีราคาแพงและมีความแม่นย  าสูง และมีขั้นตอนในการท าท่ีนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบ
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กบั วิธีการท า PCR และ Real time PCR จากการศึกษาในคร้ังน้ีสามารถรวบรวมการน าเทคนิค 

LAMP ไปใช ้ไดแ้ก่ การวินิจฉยัโรคท่ีเกิดจากเช้ือจุลชีพ โรคทางพนัธุกรรม การตรวจเน้ืองอก และ

การระบุเพศของทารกในครรภ ์(Fu et al,2010) 

        Nogami และคณะ (2008) ไดศึ้กษาการระบุเพศโดยใชดี้เอ็นเอจากโพรงประสาทฟัน โดยวิธี 

LAMP ซ่ึงจะวิเคราะห์จาก Amelogenin locus  ไพร์เมอร์ทั้ง 4 แบบท่ีใชเ้ฉพาะกบัวิธี LAMP เตรียม

จากฐานขอ้มูล GenBank®  และมีการใช ้loop primers เพื่อใชย้น่ระยะเวลาลงไปกวา่คร่ึงของปฏิกิริยา

เดิม ตวัอยา่งท่ีเป็นโพรงประสาทฟันทั้ง 32 ตวัอยา่ง ท่ีถอนออกมาจากฟันแท ้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลาตั้งแต่ 1 ปี ถึง 25 ปี หลงัจากการสกดั อลัลีล X จะถูกตรวจพบภายในเวลา 32 นาที โดยใช้

เคร่ืองมือวดัความขุ่น Real-time turbidimeter และอลัลีล Y จะถูกตรวจพบภายในเวลา 34 นาที และ

สามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่าเม่ือเกิดสีขาวขุ่นจากปฏิกิริยา จากผลการทดลองดงักล่าวสามารถ

กล่าวไดว้่าการระบุเพศโดยใช้วิธี LAMP  เป็นวิธีท่ีง่ายและรวดเร็ว และเหมาะสมท่ีจะน ามาใช้ใน

การตรวจพิสูจน์ศพในกรณีท่ีมีผูเ้สียชีวติจ านวนมาก 

        จากงานวิจัยข้างต้นจึงได้น าเทคนิค LAMP มาประยุกต์ใช้ในการระบุเพศ ในต าแหน่ง 

Amelogenin Y ในการตรวจเบ้ืองตน้ส าหรับวตัถุพยานในคดีความผิดทางเพศ ท่ีมีผลของการตรวจ

เบ้ืองตน้โดยวิธี Acid phosphatase activity และ Sperm cytology แลว้ โดยเฉพาะเม่ือตรวจแลว้

ไดผ้ลท่ีเป็นบวกของ Acid phosphatase activity แต่วธีิ Sperm cytology ใหผ้ลท่ีเป็นลบ ซ่ึงอาจท าให้

ไม่สามารถยืนยนัไดว้่ามีสารคดัหลัง่จากเพศชายอยู่จริง และในขั้นตอนแปลผลสามารถใช้วิธีการ

สังเกตสีขาวขุ่นดว้ยตาเปล่าแสดงวา่เกิดการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมข้ึน ท าให้สะดวกรวดเร็วมาก

ข้ึน เพื่อท่ีจะน าผลการวิจยัมาใช้ในการตรวจเบ้ืองตน้ทั้งในห้องปฏิบติัการและในสถานท่ีเกิดเหตุ

กรณีท่ีมีการเสียชีวิตจ านวนมาก ก่อนท่ีจะน าตวัอย่างท่ีมีผลการตรวจ ท่ีพบว่ามี Amelogenin Y 

locus มาเปรียบเทียบกบัการตรวจโดยวธีิ Sperm Cytology ท่ีตรวจพบและไม่พบตวัอสุจิต่อไป 

 


