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บทที ่5 

 

อภิปรายผลการวจัิย 

 

        เม่ือน ำขอ้มูลผลกำรตรวจพบ Amelogenin Y locus โดยเทคนิค LAMP จำกน ้ ำซบัช่องคลอดมำ
แบ่งกลุ่มตำมปริมำณท่ีตรวจพบตวัอสุจิ พบวำ่ในกลุ่ม Few และ 4+ สำมำรถตรวจพบ Amelogenin 
Y locus ไดท้ั้งหมด ในกลุ่ม 1+ ตรวจพบ 9 ตวัอยำ่ง (81.81%) จำกทั้งหมด 11 ตวัอยำ่ง ในกลุ่ม 2+ 
ตรวจพบ 8 ตวัอยำ่ง (80%) จำกทั้งหมด 10 ตวัอยำ่ง ในกลุ่ม 3+ ตรวจพบ 1 ตวัอยำ่งจำก 2 ตวัอยำ่ง 
และในกลุ่มท่ีไม่พบตวัอสุจิ ตรวจพบ 24 ตวัอยำ่ง (80%) จำกทั้งหมด 30 ตวัอยำ่ง ดงัภำพท่ี 6 

 

 

ภาพที ่6 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างการตรวจพบตัวอสุจิแบ่งตามปริมาณทีพ่บ 
กบัผลการตรวจทีไ่ด้
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        ในกำรศึกษำในคร้ังน้ีใชต้วัอยำ่งท่ีผำ่นกำรตรวจหำ Acid phosphatase activity ท่ีใหผ้ลบวกใน

ทุกตวัอยำ่ง และมีประวติัเขำ้รับกำรตรวจภำยในระยะเวลำ 72 ชัว่โมงหลงัจำกถูกกระท ำช ำเรำ 

เน่ืองมำจำกกำรศึกษำของ Khaldi และคณะ ในปี 2004 ท่ีทดสอบวำ่ควำมเขม้ขน้ของตวัอสุจิและ

ระยะเวลำระหวำ่งกำรหลัง่และกำรทดสอบมีอิทธิพลต่อกำรตรวจโดยใชชุ้ดตรวจอยำ่งไร พบวำ่

ควำมเขม้ขน้ของตวัอสุจิไม่มีอิทธิพลต่อกำรตรวจหำ Acid phosphatase activity และ Prostate 

specific antigen ซ่ึงกำรตรวจหำ Acid phosphatase activity สำมำรถตรวจพบไดไ้ม่เกิน 72 ชัว่โมง  

        แต่ระดบั Acid phosphatase activity ท่ีอยู่ในช่องคลอดจะพบมำกท่ีสุดภำยใน 12 ชัว่โมง

หลงัจำกมีเพศสัมพนัธ์ และอำจลดลงสู่ระดบัปกติภำยในระยะเวลำเพียงไม่ก่ีชัว่โมง หรือภำยใน 3 

วนั และเอนไซม ์Acid phosphatase หำกทิ้งไวใ้นอุณหภูมิห้องจะสลำยตวัไปประมำณร้อยละ 20 – 

50 ภำยในเวลำเพียงไม่ก่ีชั่วโมง อีกทั้งผูเ้สียหำยส่วนใหญ่ไม่ได้เขำ้รับกำรตรวจร่ำงกำยและเก็บ

ตวัอย่ำงน ้ ำซับช่องคลอดทนัทีหลงัจำกถูกระท ำช ำเรำ อำจจะท ำให้ไม่สำมำรถตรวจพบได ้(ศิริพร 

และ สมศกัด์ิ, 2544) ในกำรตรวจหำ Acid phosphatase ซ่ึงเป็นวิธีจะตอ้งสังเกตกำรเปล่ียนสี (Color 

test) โดยถำ้หำกมีปฏิกิริยำเกิดข้ึนจะเกิดกำรเปล่ียนสีภำยในระยะเวลำ 60 วินำที และกำรตรวจโดย

วิธี Sperm cytology เป็นกำรตรวจหำตวัอสุจิโดยกำรส่องกลอ้งจุลทรรศน์ เป็นวิธีกำรท่ีจะตอ้งใช้

ประสบกำรณ์และควำมช ำนำญของผูต้รวจแต่ละคน ทั้งกำรสังเกตกำรเปล่ียนสีและกำรตรวจหำตวั

อสุจิอำจเกิดควำมผิดพลำดจำกผูต้รวจได ้(Human error) ดงันั้นกำรตรวจหำสำรพนัธุกรรมจำกเพศ

ชำย ในส่วนของอเมโลจีนินในโครโมโซมเพศอำจใชเ้ป็นหลกัฐำนแสดงถึงกำรปนเป้ือนของเซลล์

จำกเพศชำยลงไปในช่องคลอด 

        จำกกำรศึกษำของ Lydia และคณะ (2011) พบวำ่สำมำรถตรวจดีเอ็นเอโดยใชดี้เอ็นเอจำกเซลล์

เยื่อบุของผูก้ระท ำควำมผิดเพศชำยได้ กำรศึกษำในคร้ังน้ีจึงใช้วิธีกำรสกดัแบบไม่แยกชนิดเซลล์

เน่ืองจำกเป็นกำรสกัดท่ีไม่เป็นกำรท ำลำยเซลล์เยื่อบุผิว ซ่ึงมีข้อดีคือเซลล์เยื่อบุผิวท่ีเป็นของ

ผูก้ระท ำควำมผิดเพศชำยท่ีหลุดออกมำจำกกำรเสียดสีของอวยัวะเพศ หรือท่อทำงเดินต่ำงๆใน

ระบบสืบพนัธ์ุเพศชำย ดว้ยเหตุผลน้ีจึงท ำให้กำรตรวจหำ Amelogenin Y locus โดยเทคนิค LAMP 

มีผลบวก จำกตวัอยำ่งท่ีไม่พบตวัอสุจิเลย( Sperm Negative ) อีกทั้งวิธีกำรสกดัแบบไม่แยกชนิด

เซลล ์ยงัเป็นวธีิท่ีง่ำย และมีขั้นตอนกำรสกดันอ้ย เหมำะส ำหรับกำรสกดัตวัอยำ่งในปริมำณมำก แต่
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มีข้อเสียในเร่ืองของกำรท่ีมีเซลล์เยื่อบุช่องคลอดมำกเกินไปอำจท ำให้มีดีเอ็นเอของผูห้ญิงมำ

รบกวนในปฏิกิริยำกำรเพิ่มปริมำณสำรพนัธุกรรม  

        และในระหวำ่งขั้นตอนกำรสกดัท่ีมีกำรป่ันลำ้งและดูดซบัน ้ ำชั้นบนทิ้งไป อำจมีกำรสูญเสียตวั

อสุจิและเซลล์เยื่อบุผิวของผูก้ระท ำควำมผิดเพศชำยไปได้ ดงัเช่นในกรณีของตวัอยำ่งท่ีไม่สำมำรถ

ตรวจพบดีเอ็นเอ Amelogenin Y locus โดยเทคนิค LAMP ได ้ไดแ้ก่ ตวัอยำ่งท่ีมีอสุจิปริมำณ 1+ 

และ 2+ ตรวจไม่พบ 2 ตวัอยำ่ง จำก 11 ตวัอยำ่ง และ 3+ ตรวจไม่พบ 1 ตวัอยำ่งจำก 2 ตวัอยำ่ง และ

และกำรสกดัแบบ Differential จะสำมำรถแยกตวัอสุจิออกจำกเซลล์เยื่อบุของเพศหญิงได ้(Prinz et 

al, 2001) ดงันั้นในกำรระบุเพศหำกตอ้งกำรดีเอ็นเอท่ีมีเซลล์เยื่อบุของผูห้ญิงลดลง เพื่อให้ปฏิกิริยำ

สำมำรถท ำงำนได้ดีข้ึนสำมำรถใช้วิธีกำรสกัดแบบ Differential ได้ แต่กำรสกัดดีเอ็นเอแบบ 

Differential นั้น ใชเ้วลำมำกและมีหลำยขั้นตอน แต่เรำสำมำรถใชว้ิธีกำรแยกตวัอสุจิออกจำกเซลล์

เยือ่บุผวิไดโ้ดยกำรใชเ้คร่ืองมือท่ีเรียกวำ่ Microfluidic ซ่ึงจะสำมำรถแยกเซลล์เยื่อบุและตวัอสุจิออก

จำกกนั แลว้จึงน ำตวัอสุจิมำสกดัโดยวธีิทำงหอ้งปฏิบติักำรทัว่ไป (Juroske, 2006) 

        ในกระบวนกำร LAMP มีกำรใช ้Primer ทั้งหมด 4 ตวั 6 ชุดเบส ท ำให้มีควำมจ ำเพำะกบัดีเอ็น
เอเป้ำหมำย ซ่ึงจะมี Inner primer และ Outer primer ในขั้นตอนกำรสร้ำง Dumbbell like DNA 
structure หลงัจำกนั้น Inner primer จะเขำ้ไปจบักบัส่วนท่ีเป็นลูปของโครงสร้ำงท่ีสร้ำงข้ึนมำแลว้
ในขั้นตอนแรก จะท ำให้ประหยดัเวลำมำกข้ึน และปฏิกิริยำท่ีเกิดข้ึนภำยใตอุ้ณหภูมิเดียวซ่ึงไม่
จ  ำเป็นตอ้งใชอุ้ณหภูมิสูง เพื่อให้ดีเอ็นเอแยกสำยออกจำกกนัก่อนเพื่อให้ Primer เขำ้ไปจบักบักบัดี
เอ็นเอตน้แบบ ด้วยเหตุผลท่ีกล่ำวมำน้ีท ำให้เทคนิค LAMP ใช้ระยะเวลำในกำรเพิ่มปริมำณสำร
พนัธุกรรมนอ้ยกวำ่เทคนิค PCR อยำ่งชดัเจน 

        ส ำหรับอุปกรณ์ท่ีใชใ้นกำรแช่อบนั้น จำกกำรทดลองพบวำ่อุณหภูมิท่ีใชแ้ช่อบตอ้งมีควำมคงท่ี
ใกลเ้คียงกบั 63    C หำกมีควำมผนัผวนของอุณหภูมิมำก จะท ำให้ปฏิกิริยำไม่สำมำรถท ำงำนได ้จึง
จ ำเป็นตอ้งเลือกใชเ้คร่ืองแช่อบท่ีเหมำะสม 

        กำรควบคุมผลกำรทดลองภำยนอก (External control) โดยใชดี้เอ็นเอตน้แบบท่ีสกดัจำกตวั
อสุจิส ำหรับเป็นตวัควบคุมผลบวก และใชน้ ้ำบริสุทธ์ิปรำศจำกเช้ือ(Sterile water) เป็นตวัควบคุมผล
ลบ ส ำหรับกำรตรวจสอบผลของปฏิกิริยำผลพบวำ่เม่ือใชว้ิธี Agarose gel electrophoresis นั้นไม่
สำมำรถเห็นไดช้ดัเจนทุกตวัอยำ่ง จึงเปล่ียนไปใช ้Polyacrylamide gel electrophoresis ซ่ึงมีควำมไว
กว่ำ เน่ืองจำก LAMP product ท่ีได้จะมีควำมยำวหลำยขนำดแตกต่ำงกนัไป จึงไดผ้ลออกมำเป็น
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แถบดีเอ็นเอหลำยแถบแบบข้ึนบนัได นอกจำกน้ียงัมีวิธีในกำรตรวจผลแบบง่ำยและรวดเร็ว โดย
อำศยัดูควำมขุ่นของตะกอน Magnesium pyrophosphate (Yasuyoshi  et al, 2001) หรือดูกำรเรือง
แสง โดยใชส้ำรฟลูออ-เรสเซนต ์เช่น SYBR GREEN I (Norihiro et al, 2008) ซ่ึงสำมำรถน ำไป
ประยกุตใ์ชใ้นหอ้งปฏิบติักำรทั้งในและนอกสถำนท่ีเกิดเหตุได ้
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