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บทน ำ วตัถุประสงค์ และทบทวนเอกสำร 

 
 

บทน ำ หลกักำร ทฤษฎ ีเหตุผล และสมมติฐำน 

ปัจจุบนัการตรวจพิสูจน์บุคคลมีมากมายหลายวิธีทั้งจากรูปพรรณสัณฐาน เคร่ืองแต่งกาย 
บาดแผล รอยแผลเป็น ต าหนิ และอ่ืนๆ แต่วิธีท่ีได้รับการยอมรับอย่างเป็นสากล ไดแ้ก่ การตรวจ
พิสูจน์ยืนยนัด้วยเอกลกัษณ์ลายพิมพน้ิ์วมือ  การตรวจพิสูจน์เอกลกัษณ์ฟัน และการตรวจพิสูจน์
เอกลกัษณ์ดีเอ็นเอ  ความรู้ทางดา้นการพิสูจน์บุคคลมีประโยชน์อยา่งมากในกระบวนการสืบสวน
สอบสวนเพื่อระบุตวับุคคลหรือเพื่อหาตวัผูก้ระท าผดิ 

การพิสูจน์เอกลกัษณ์บุคคลดว้ยดีเอ็นเอไดเ้ขา้มามีบทบาท และไดรั้บความสนใจอยา่งมาก
ในปัจจุบนั เพราะธรรมชาติของดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนัในแต่ละบุคคล จึงท าให้สามารถใชดี้เอ็นเอใน
การระบุตวับุคคล ตรวจสอบผูก้ระท าผิด ผูต้อ้งสงสัย ผูเ้สียชีวิตท่ีไม่ทราบช่ือ เป็นตน้ โดยน าเซลล์
ส่วนใดส่วนหน่ึงของร่างกายมาพิสูจน์ก็ได ้เพราะในแต่ละบุคคลจะมีดีเอ็นเอรูปแบบเดียวกนัทั้ง
ร่างกาย เช่น ตวัอสุจิ เซลล์รากเส้นผม เซลล์เม็ดเลือด ช้ินเน้ือ ฟัน เป็นตน้ อย่างไรก็ตามการพิสูจน์
ชนิดของสารคัดหลั่งจากร่างกายนั้ นอาจมีความเก่ียวโยงท่ีแสดงถึงเหตุการณ์ท่ีเกิดข้ึนในคดี
อาชญากรรมนั้นๆได ้

ดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid) เป็นช่ือยอ่ของสารพนัธุกรรม เป็นกรดนิวคลิอิก (nucleic 
acid) ท่ีบรรจุขอ้มูลทางพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวติ ดีเอ็นเอประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยท่ีเรียกวา่ นิวคลีโอ-
ไทด์ (nucleotide) ซ่ึงเป็นโมเลกุลท่ีประกอบดว้ยน ้ าตาล (deoxyribose sugar) ฟอสเฟต (phosphate) 
และไนโตร-จีนสัเบส (nitrogenous base) เบสในนิวคลีโอไทด์ มีอยู ่4 ชนิด ไดแ้ก่ อะดีนีน(Adenine, 
A) ไทมีน (thymine, T) ไซโทซีน (cytosine, C) และกวันีน (guanine, G) ซ่ึงการเรียงตวัของล าดบั
เบสทั้ง 4 ชนิดน้ี จะส่งผลต่อการเกิดความหลากหลายและความแตกต่างกนับนล าดบัเบสของดีเอ็น
เอท่ีจ าเพาะในส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด โครงสร้างของดีเอ็นเอประกอบไปดว้ย สายพอลินิวคลิโอไทด์ท่ี
เกิดจากการเช่ือมต่อกนัของนิวคลิโอไทด์หลายๆหน่วยดว้ยพนัธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ โดยเกิดจาก
สายพอลีนิวคลิโอไทด์ จ  านวนสองสายเรียงตวัขนานกนัในทิศทางตรงข้ามเขา้คู่และพนักนัเป็น
เกลียวเวียนขวาคล้ายบันไดเวียนท่ีเรียกว่าดับเบิลเฮลิกซ์ (double helix) การเข้าคู่หรือเข้าจบักัน



2 
 

ของสายพอลินิวคลิโอไทด์ทั้งสองสาย เกิดจากการเขา้คู่กนัระหวา่งเบสพิวรีนและเบสไพริ
มิดีน ดว้ยพนัธะไฮโดรเจน โดย A จ านวน 2 พนัธะ เขา้จบักบั T (A=T) และ G ท าการสร้างพนัธะ 
จ านวน 3 พนัธะ เขา้จบักบั C (G=C) โดยมีน ้ าตาลและหมู่ฟอสเฟตท าหน้าท่ีเป็นแกนอยูด่้านนอก
ของโมเลกุล (กาญจนา มะลิกรรณ์, 2010) 
 

 
 

ภำพ 1: แสดงลกัษณะโครงสร้างของดีเอ็นเอ (DNA structure) 
(ท่ีมา: http://www.thaigoodview.com/library/contest2552/type2/science04/27/contents/genetics-

8e01.html) 
 

สารพนัธุกรรมหรือดีเอน็เอทั้งหมดท่ีมีอยูภ่ายในเซลล์หน่ึงๆของส่ิงมีชีวติถูกเรียกวา่ จีโนม
(Genome) ขอ้มูลในจีโนมจึงเป็นขอ้มูลทางพนัธุกรรมทั้งหมดท่ีมีอยูใ่นส่ิงมีชีวิตซ่ึงแตกต่างและมี
ความจ าเพาะในแต่ละส่ิงมีชีวิตในจีโนมหรือดีเอ็นเอทั้งหมดของมนุษย ์ประกอบดว้ยจ านวนเบส 
(Base sequence) ประมาณ 3 พนัลา้นเบส ซ่ึงสามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ส่วน ดงัน้ี 
1. ดีเอ็นเอส่วนท่ีเป็นยีน (gene) มีประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ ของดีเอ็นเอทั้งหมดในมนุษย ์สามารถ
แบ่งออกไดเ้ป็น 2 ส่วน คือ 

1.1. ส่วนท่ีเป็นรหัสพันธุกรรม (coding sequence) ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอท่ีมีรหัสพันธุกรรม 
(exon) ท่ีสามารถลอกรหสัเป็นสายโพลีเปปไทด์ได ้โดยส่วนท่ีเป็นรหสัพนัธุกรรมจะนอ้ย
กวา่ 10 เปอร์เซ็นต ์ของส่วนท่ีเป็นยนี 
1.2. ส่วนท่ีไม่เป็นรหสั (non-coding sequence) ซ่ึงเป็นส่วนของอินทรอนมีจ านวนมากกวา่ 
90 เปอร์เซ็นตข์องส่วนท่ีเป็นยนี 
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2. ดีเอน็เอส่วนท่ีไม่ใช่ยนี (non gene) พบวา่มีประมาณ 80 เปอร์เซ็นต ์ของดีเอน็เอ ทั้งหมดในมนุษย ์
แบ่งออกเป็น 
2.1. ดีเอน็เอท่ีมีชุดเบสซ ้ า (repetitive DNA) มีประมาณ 20-30 เปอร์เซ็นตข์องดีเอน็เอ 
ส่วนท่ีไม่ใช่ยนี ซ่ึง Repetitive DNA แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ 

2.1.1. ชุดเบสซ ้ าต่อเน่ือง (Tendem repeat) คือชุดเบสซ ้ าท่ีมีล าดบัการเรียงตวัของ
ชุดเบสซ ้ าต่อกนัเป็นช่วงยาว ได้แก่ satellite, minisatellite และ microsatellite ซ่ึงแบ่งตาม
จ านวนซ ้ า และความยาวของหน่วยซ ้ าดงัน้ี  

2.1.1.1) satellite (Highly repetitive DNA) คือชุดเบสซ ้ าขนาด 2-7 เบส หรือชุด
เบสซ ้ า    ยาวขนาดหลายร้อยเบส โดยมีจ านวนซ ้ าแต่ละต าแหน่งตั้งแต่ 103-107 คร้ัง 

2.1.1.2) minisatellite (moderately repetitive DNA ห รื อ  variable number of 
tendem repeat; VNTR) คือชุดเบสขนาด 9-100 เบส ท่ีมีจ านวนซ ้ าแต่ละต าแหน่งตั้งแต่ 10-
1000 คร้ัง 

2.1.1.3) microsatellite (simple sequence repeats: SSRห รือ  short tendem repeat; 
STR) คือชุดเบสซ ้ าขนาด 2-7 โดยท่ีมีจ านวนซ ้ าในแต่ละต าแหน่งไม่เกิน 100 คร้ัง  

2.1.2. ชุดเบสซ ้ ากระจาย (interspersed repeats) คือ ก ลุ่มของชุดเบสซ ้ าท่ีพบ
กระจายอยูท่ี่บริเวณต่างๆในจีโนม ในลกัษณะท่ีต่างจากกลุ่มชุดเบสซ ้ า แบบต่อเน่ือง คือ จะ
ไม่พบซ ้ า กันเป็นช่วงต่อเน่ืองแต่จะอยู่ในลักษณะเด่ียว (Individual unit) กระจายทั่วไป
หลายๆ แห่งในจีโนมซ่ึงแบ่งได ้เป็น 2 กลุ่มยอ่ย ตามความตอ้งการของชุดเบสซ ้ า  

2.1.2.1) Short interspersed elements (SINES) คื อ  ชุ ด เบ ส ก ระ จ าย  มี ข น าด
ประมาณ 130-300 เบส  

2.1.2.2) Long interspersed elements (LINES) คือ ชุดเบสกระจาย มีขนาดตั้ งแต่ 
500 เบสข้ึนไป พบประมาณ 1-2 เปอร์เซ็นตข์องจีโนม  
2.2 ล าดบัเบสจ าเพาะ มีประมาณ 70-80 เปอร์เซ็นต ์ของดีเอน็เอส่วนท่ีไม่ใช่ยนี  
โครงสร้างพื้นฐานของโครโมโซม ประกอบดว้ยสายดีเอ็นเอ และฮีสโตน โปรตีน โดยสาย

ดีเอ็นเอจะอยู่ในลักษณะท่ีพันรอบฮิสโตนโปรตีนนอกจากดีเอ็นเอและฮีสโตนโปรตีนแล้ว 
โครโมโซมยงัประกอบด้วยโปรตีนอ่ืนๆอีกหลายชนิดท่ีเข้าไปมีส่วนในกระบวนการต่างๆของ
โครโมโซม เช่น การจ าลองดีเอน็เอ, การแปลรหสั, การถอดรหสั, การซ่อมแซมดีเอน็เอ, การตดัต่อดี
เอน็เอ หากกล่าวถึงความเหมือนหรือความต่างกนัของเอ็มบริโอนิก เซลลก์บันิวเคลียสของโซมาติก
เซลล์ นิวเคลียสของเอ็มบริโอนิกเซลล์ และโซมาติกเซลล์ มีโครงสร้างพื้นฐานของโครโมโซม
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เหมือนกนัแต่ต่างกนัในส่วนของการเกิดการดดัแปลงซ่ึงท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงในพนัธะโควา
เลนต ์ของดีเอน็เอ และฮิสโตนโปรตีน เกิดภาวะเอพิเจเนติก (โชติกา, 2011)  

เอพิ เจเนติก (Epigenetic) เป็นเร่ืองท่ีพูด ถึงกันมากในศตวรรษท่ี  20 อธิบายถึงการ
เปล่ียนแปลงท่ีเป็นลกัษณะทางพนัธุกรรมดา้น cellular phenotype หรือ การแสดงออกของยีน การ
เปล่ียนแปลงดงักล่าวข้ึนกบักลไกควบคุม (regulatory mechanism) ไม่ไดเ้กิดข้ึนกบัล าดบัเบสของ  
ดีเอ็นเอโดยตรง เอพิเจเนติก (epigenetic) คือการแสดงออกของยีนท่ีเปล่ียนแปลงไปโดยท่ีไม่มีการ
เปล่ียนแปลงล าดบัเบสของดีเอ็นเอ กระบวนการเอพิเจเนติก มีหลายประการ โดยมีกระบวนการ
ควบคุมหลัก คือ ดี เอ็น เอ เม ทิ เลชัน  การดัดแปรฮิสโตน  เช่น  histone methylaltion, histone 
acethylation รวมทั้งการปรับเปล่ียนโครงสร้างโครมาติน   

Conrad Waddington นั ก ชี ววิท ย าช าวอังกฤษ ได้ ให้ ค  า นิ ย ามค าว่ า  เอพิ เจ เน ติก ส์ 
(epigenetics) ไวว้่า  “ ศาสตร์ทางดา้นชีววิทยา ว่าดว้ยเร่ืองการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งยีนและ
ผลผลิตของยีน ซ่ึงท าให้ลักษณะต่างๆของส่ิงมีชีวิตปรากฏข้ึน” (Waddington, 1942) ส่วนค าว่า    
อิพิเจเนติก  หมายความถึง การเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีนโดยไม่มีการเปล่ียนแปลงท่ีล าดบั
เบสของดีเอ็นเอ ซ่ึงการแสดงออกของยีนท่ีเปล่ียนแปลงไปน้ีสามารถผนักลับได้ และสามารถ
ถ่ายทอดสู่รุ่นลูกรุ่นหลานได ้( Bird,2007) การควบคุมการแสดงออกของยีนโดยเอพิเจเนติกนั้น มี
ความสัมพนัธ์กบัการเปล่ียนแปลงของการดดัแปรทางเคมีชนิดต่างๆท่ีโครมาติน ซ่ึงอาจเรียกรวมกนั
ไดว้า่ “ การดดัแปรทางเอพิเจเนติก ” (epigenetic modification)  เช่น การเติมหมู่เมทิล ให้แก่เบสบน
สายดีเอ็นเอ หรือการดดัแปรโปรตีนฮิสโตน ผลของการดดัแปรน้ีเม่ือเกิดข้ึนร่วมกบัการท างานของ
เอนไซม์ในกลุ่ม chromatin remodeling complex จะช่วยรักษาสมดุลให้แก่ยีน เพื่อให้ยีนมีการ
แสดงออกอยา่งถูกตอ้งในระดบัและระยะเวลาท่ีเหมาะสม ( Grewal and Jia, 2007) 

ดีเอ็นเอ เมทิเลชนั (DNA methylation) ถือวา่เป็นกระบวนการควบคุมเหนือพนัธุกรรม ท่ีมี
การศึกษากนัมากท่ีสุดในปัจจุบนั โดยดีเอ็นเอ เมทิเลชันเป็นการเติมหมู่เมทิล (CH3) ท่ีคาร์บอน
ต าแหน่งท่ี  5 ของเบสไซโตซีน (Cytosine, C) โดยอาศัยการท างานของเอ็นไซม์ดี เอ็น เอ
เมทิลทรานสเฟอเรส (DNA methyltransferase, DNMT) ซ่ึงจะเคล่ือนยา้ยหมู่เมทิลจาก S-adenosly-
methionine (SAM) ได้เป็น 5-methyl cytosine และ S-adenosyl homocsyein (SAH) ในเซลล์ของ
สัตวเ์ล้ียงลูกด้วยด้วยนมโดยส่วนใหญ่แล้ว ดีเอ็นเอเมทิเลชั่นอาจเกิดกับไซโทซีนท่ีไม่ใช่  CpG 
dinucleotide ได้เช่นเดียวกนั ดงัท่ีพบในล าดับนิวคลีโอไทด์ ท่ีเป็น CpHpG และ CpHpH ซ่ึงส่วน
ใหญ่จะพบได้ในเซลล์ตน้ก าเนิดของตวัอ่อนในมนุษยมี์เอนไซม์ DNMT ท่ีส าคญัแบ่งออกเป็น 3 
ชนิด ได้แก่  DNMT1, DNMT3a, DNMT3b ในขณะท่ี มีการถ่ายแบบของสายดี เอ็น เอ (DNA 
replication) DNMT1 จะท าหน้าท่ีรักษารูปแบบของดีเอ็นเอเมทิเลชันให้เหมือนกับสายดีเอ็นเอ
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แม่ แบ บ  ดั งนั้ น  DNMT1 จึ ง เป็ น  maintenance methyltransferase ใน ขณ ะ ท่ี  DNMT3a แล ะ 
DNMT3b จะท าหนา้ท่ีเติมหมู่เมทิลให้กบัสายดีเอน็เอ ท่ีสูญเสียหมู่เมทิล ไปในระหวา่งกระบวนการ
ถ่ายแบบ ของสายดีเอ็นเอ ดงันั้น DNMT13a และ DNMT3b จะท าหน้าท่ีเติมหมู่เมทิล ให้กบัสายดี
เอน็เอ ท่ีสูญเสียหมู่เมทิลไปในระหวา่งกระบวนการถ่ายแบบของสายดีเอ็นเอ ดงันั้น DNMT3a และ 
DNMT3b จึงจัดเป็น de novo  methyltransferase ในจีโนมของมนุษย์ พบว่ามีจ านวนของ CpG 
dinucleotides ค่อนขา้งนอ้ย ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก ไซโทซีน ท่ีถูกเติมหมู่เมทิล ท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี 
5 มกัถูกก าจดัหมู่เอมีน (deamination) ท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี 4 ท าให้ได้เบสไทมีนแทน แต่มกัพบ 
CpG dinucleotide ค่อนขา้งหนาแน่นในบริเวณท่ีเรียกวา่ CpG-island ซ่ึงมกัเก่ียวขอ้งกบัโปรโมเตอร์
ของยีน ในมนุษยพ์บว่ามี CpG - island ประมาณร้อยละ 60 ในบริเวณโปรโมเตอร์ของยีนทั้งหมด  
ในเซลล์ปกติ CpG -island ของยีนไม่เกิดเมทิเลชนั แต่ CpG dinucleotide ในบริเวณอ่ืนในจีโนมจะ
ถูกเมทิเลชนั  

การเกิดดีเอ็นเอ เมทิเลชัน เป็นกระบวนการท่ีมีความอนุรักษ์สูง พบได้ในส่ิงมีชีวิต
หลากหลายชนิด ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมนั้นการเกิดดีเอ็นเอ เมทิเลชนัส่วนมากมกัจะพบการเติมหมู่
เมทิลท่ีเบสไซโทซีนในล าดบัเบสท่ีเป็น CpG  การเกิดดีเอ็นเอเมทิเลชนันั้นแบ่งออกเป็นสองชนิด 
คือ การเติมหมู่ เมทิลเพื่ออนุรักษ์รูปแบบของดีเอ็นเอเมทิ เลชันไว้ หรือเรียกว่า maintainance 
methylation  และการเติมหมู่ เมทิลแบบใหม่หรือ  de novo methylation โดยมีเอนไซม์ดีเอ็น เอ
เมทิลทรานสเฟอเรส (DNA methyl transferase; DNA MTase)  ท่ีจ  าเพาะท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาแต่ละ
ชนิด การเกิดดีเอ็นเอเมทิเลชนัแบบ maintainance  จะเกิดข้ึนบนสายดีเอ็นเอ หลงัจากท่ีดีเอ็นเอเกิด
การจ าลองตวัเองหรือการซ่อมแซมดีเอ็นเอ โดยมีดีเอ็นเอคู่สมสายหน่ึงท่ีมีการเติมหมู่เมทิลอยูแ่ลว้
เป็นตน้แบบในการเติมหมู่เมทิลให้กบัดีเอ็นเออีกสายหน่ึง ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอท่ีถูกจ าลองตวัข้ึนมาใหม่ 
จากกระบวนการน้ีจึงท าให้ส่ิงมีชีวิตสามารถรักษารูปแบบของการเติมหมู่เมทิลในดีเอ็นเอสายใหม่
ได ้และท าใหรู้ปแบบของการเติมหมู่เมทิลน้ีคงไวเ้ช่นเดิม หลงัจากการแบ่งเซลลแ์บบไมโทซิสและ    
ไมโอซิส ในขณะท่ีการเติมหมู่เมทิลแบบ de novo นั้นจะเป็นการเติมหมู่เมทิลให้กบัดีเอ็นเอท่ีเบส
ไซโทซีนในต าแหน่งใหม่ โดยไม่ตอ้งอาศยัดีเอน็เอซ่ึงถูกเติมหมู่เมทิลอยูแ่ลว้เป็นตน้แบบ  การเกิดดี
เอ็นเอเมทิเลชันแบบน้ีจะท าให้เกิดรูปแบบของดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนัไปจากเดิม (Vanyushin and 
Ashapkin, 2011) 

ดีเอ็นเอเมทิเลชนั สามารถเกิดการผนักลบัได ้โดยการสูญเสียหมู่เมทิลท่ีดีเอ็นเอ เกิดได ้2 
แบบดว้ยกนัคือ การสูญเสียหมู่เมทิลแบบ passive demethylation และแบบ active demethylation ใน
การเกิดดีเอน็เอ เมทิเลชนัแบบ maintenance นั้นเกิดไดไ้ม่สมบูรณ์ระหวา่งการจ าลองตวัของดีเอ็นเอ 
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ในขณะท่ีดีเอ็นเอ เมธิเลชันแบบ active จะเป็นการสูญเสียหมู่เมทิลท่ีดีเอ็นเอ โดยอาศยัการท างาน
ของเอนไซมดี์เอน็เอไกลโค-ไซเลส  (Zhang et al., 2010) 
 

 
 

ภำพ 2: แสดงรูปแบบของดีเอน็เอเมทิเลชนั (DNA methylation pattern) 
(ท่ีมา: http://www.hgu.mrc.ac.uk/people/r.meehan_researchb.html) 

 
ดีเอ็นเอมีคุณสมบติัในการเสียสภาพ (denaturation) และการคืนสภาพ (renaturation) ได้

เน่ืองจากพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งเบสเป็นพนัธะอ่อน ดีเอ็นเอจึงสามารถแยกออกเป็นเส้นเด่ียวได้
เม่ืออยูใ่นสภาพท่ีมีอุณหภูมิหรือความเป็นกรดเป็นด่างสูงมากๆ และสามารถคืนสู่สภาพเดิมเม่ือมี
การปรับอุณหภูมิ หรือความเป็นกรดเป็นด่างให้ลดลง การเขา้คู่ของดีเอ็นเอจะเป็นในรูปแบบเดิมคือ 
A จบักบั T  และG จบักบั C คุณสมบติัพฤติกรรมของดีเอ็นเอจึงสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ในงาน
ด้านเทคโนโลยีชีวภาพต่างๆได้โดยการน าดีเอ็นเอมาเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค Polymerase chain 
reaction โดยอาศยัหลกัการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ (DNA replication) จากดีเอ็นเอตน้แบบใน
หลอดทดลองภายในระยะเวลาอนัสั้น และไดดี้เอน็เอสายใหม่เกิดข้ึนเป็นลา้นเท่า 

ปฏิริยาลูกโซ่พอริเมอเรส (polymerase chain reaction) หรือ ปฏิกิริยา PCR เป็นเทคนิคท่ีใช้
เพิ่มปริมาณดีเอน็เอเป้าหมายซ่ึงอยูใ่นสารละลายรวมกบัดีเอ็นเออ่ืนโดยไม่จ  าเป็นตอ้งท าให้ช้ินดีเอ็น
เอดงักล่าวบริสุทธ์ิก่อน สามารถแยกส่วนของดีเอ็นเอท่ีสนใจไดโ้ดยไม่ตอ้งน าไปขยายเพิ่มปริมาณ
ในเซลล์หรือน าไปโคลน  การท า PCR คือการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยใชเ้อนไซม์  ดีเอ็นเอจะเกิดข้ึน
ไดจ้  าเป็นตอ้งมีไพรเมอร์ 2 เส้น ท่ีมีเบสคู่สมกบัปลายทั้งสองดา้นของช่วงดีเอ็นเอบริเวณท่ีตอ้งการ
เพิ่มปริมาณ โดยไพรเมอร์จะเขา้เกาะกบัดีเอน็เอคนละสายและมีปลาย 3’ ในทิศทางเขา้หากนั ดงันั้น
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ขอ้ก าหนดในการท า PCR คือตอ้งทราบล าดบัเบสของดีเอ็นเอและบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ ซ่ึง
อาจทราบล าดบัเบสทั้งหมดหรือทราบเฉพาะส่วนปลายก็ได ้เพื่อการออกแบบสังเคราะห์ไพรเมอร์
มาใช้ในปฏิกิริยาต่อไป บริเวณหรือช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีเกิดการสังเคราะห์เพิ่มปริมาณข้ึนจะมีขนาด
ความยาวเท่ากบัช้ินดีเอ็นเอจากปลาย 5’ ของไพรเมอร์หน่ึงถึงปลาย 5’ ของไพรเมอร์อีกชนิดหน่ึง
นัน่เอง 
 

 
  

ภำพ 3: แสดงปฏิกิริยาลูกโซ่พอริเมอเรส (polymerase chain reaction) 
(ท่ีมา: https://www.neb.com/applications/dna-amplification-and-pcr) 

 
ไพรเมอร์ ท่ีใชเ้ป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด์ ความยาวประมาณ 20-35 เบส วธีิท า PCR คือสกดั

ดีเอ็นเอจากเซลล์ น ามาใส่รวมกับไพรเมอร์ บฟัเฟอร์ ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซด์ไตรฟอสเฟส 
(dNTP) ทั้ง 4 ชนิดท าให้ดีเอ็นเอตน้แบบแยกเป็นสายเด่ียว (denaturation) โดยใชค้วามร้อนแลว้ลด
อุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วเพื่อให้ไพรเมอร์ท่ีมีเบสคู่สมกับส่วนปลายของดีเอ็นเอเป้าหมายและมี
ปริมาณมากกวา่ช้ินดีเอ็นเออ่ืนๆมากมายเขา้มาจบัคู่กบัส่วนของดีเอ็นเอท่ีตอ้งการ (annealing)  ขั้น
สุดทา้ย จึงเปล่ียนอุณหภูมิให้พอเหมาะกบัการท างานของเอนไซมดี์เอ็นเอพอลิเมอเรส พร้อมทั้งใส่
เอนไซม์ลงไปในปฏิกิริยา เอนไซม์จะท าหน้าท่ีสังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อจากไพรเมอร์ (primer 
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extension) โดยมีดีเอน็เอเป้าหมายเดิมเป็นตน้แบบ เม่ือปฏิกิริยาด าเนินไปครบทั้ง 3 ขั้นตอนโมเลกุล
ของดีเอ็นเอเป้าหมายจะเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า เช่นจากเดิมมี 1 โมเลกุลจะเพิ่มเป็น 2 โมเลกุล ดงันั้นถา้
ด าเนินปฏิกิริยาซ ้ ากนั (Denaturation-annealing-extension) หลายๆรอบ ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายจะ
เพิ่มข้ึนจาก 1 เป็น 2,4,8… ไปเร่ือยๆจนถึง 2n เท่าเม่ือปฏิกิริยาผา่นไป n รอบ 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในรอบแรก จะพบว่าผลผลิตท่ีได ้ไม่ไดมี้เฉพาะส่วนของดีเอ็นเอบริเวณท่ี
เป็นเป้าหมายเท่านั้น แต่ไดโ้มเลกุลดีเอ็นเอท่ีมีสายหน่ึงยาวมากเพราะเป็นตน้แบบเดิมอีกสายหน่ึงท่ี
เป็นคู่สมมีปลาย 5’ เร่ิมตน้จากปลาย 5’ ของไพรเมอร์ท่ีใช้ ส่วยปลาย 3’ ยาวออกไปนอกบริเวณท่ี
ตอ้งการ ในรอบท่ี 2 ยงัคงไดผ้ลผลิตท่ีมีสายยาวมากหรือมีปลาย 3’ ท่ียาวเกินส่วนท่ีตอ้งการ จนถึง
รอบท่ี 3 จึงเร่ิมมีโมเลกุล ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเท่ากบัเป้าหมายท่ีตอ้งการ ซ่ึงจะเพิ่มปริมาณข้ึนอย่าง
รวดเร็ว ส่วนโมเลกุลท่ีมีปลาย 3’ ยาวจะมีปริมาณเพิ่มข้ึนรอบละ 2 โมเลกุลเท่านั้น โดยโมเลกุลท่ีมี
ปลาย 3’ ดงักล่าวน้ีสังเคราะห์มาจากดีเอน็เอตน้แบบเร่ิมตน้ท่ีเป็นสายยาว เม่ือเปรียบเทียบกนัพบวา่
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยรวมเพิ่มข้ึนแบบทวีคูณรอบละ 2 เท่า แต่โมเลกุลท่ีมีปลาย 3’ ยาว เพิ่มข้ึน
แบบสม ่าเสมอ 2 โมเลกุล ถา้ประสิทธิภาพของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสมบรูณ์จะสามารถค านวณ
ปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึนได้เม่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอครบ 30 รอบปริมาณดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตาม
เป้าหมาย จะเพิ่มข้ึนประมาณ 1 พนัลา้นเท่าขณะท่ีดีเอ็นเอท่ีมีสายยาวมีเพียง 60 เท่าเม่ือน าผลผลิตท่ี
ไดไ้ปตรวจสอบจึงพบเฉพาะดีเอน็เอท่ีมีขนาดเท่ากบัเป้าหมายเท่านั้น 
การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ อาศยัการท างานของเอนไซม ์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส ถา้ใชเ้อนไซมดี์เอน็เอพอ
ลิเมอเรสจากแบคทีเรีย E.coli หรือจากเซลล์อ่ืน เม่ือท าให้ดีเอ็นเอเสียสภาพโดยใช้อุณหภูมิสูง
ประมาณ 95 องศาเซลเซียส เอนไซมก์็จะเสียสภาพดว้ย ตอ้งเติมเอนไซมใ์หม่ลงไปในปฏิกิริยาทุก
รอบของการสังเคราะห์ ต่อมามีการค้นพบ Tag  DNA polymerase จากแบคทีเรียในน ้ าพุ ร้อน 
Thermus aquaticus เอนไซม์น้ีสามารถทนความร้อนไดสู้ง ท าให้การด าเนินปฏิกิริยา PCR สะดวก
ข้ึนไม่ตอ้งมีการเติมเอนไซมแ์ละสามารถประยุกตใ์ชก้บัเคร่ืองอตัโนมติัได ้โดยควบคุมอุณหภูมิใน
แต่ละขั้นตอน ท าซ ้ า 30-40 รอบก็สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอเป้าหมายไดเ้ป็นลา้นๆเท่าโดยใชเ้วลา
เพียง 3-4 ชัว่โมงเท่านั้น ส าหรับอุณหภูมิท่ีใชใ้นแต่ละขั้นตอน คือ 
ขั้นท่ี 1 คือท าให้ดีเอน็เอเสียสภาพ มกัใชท่ี้ 94-95 องศาเซลเซียส  ส่วนขั้นท่ี 2 ท าให้ไพรเมอร์จบัตวั
กบัดีเอ็นเอตน้แบบ จะอยูใ่นช่วง 35-65 องศาเซลเซียส ข้ึนกบัขนาดและองคป์ระกอบของเบสและ
ไพรเมอร์ท่ีใช้ ทั้งน้ีเพราะขนาดและองค์ประกอบของเบสมีผลต่ออุณหภูมิท่ีใช้ในการแยกเกลียวคู่
ให้เป็นสายเด่ียว อุณหภูมิท่ีใช้เพื่อท าให้ดีเอ็นเอเกลียวคู่แยกเป็นสายเด่ียว 50 เปอร์เซ็นต์ เรียกว่า 
Melting temperature ห รือ  Tm ในกรณี ของโอ ลิโก นิ วค ลีโอไทด์ ส าม ารถค านวณ ค่า Tm 
โดยประมาณได้จาก Tm = [4 x (C+G)] + [2 x (A+T)] โดย  G, C, A และ T คือจ านวนเบสแต่ละ
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ชนิดท่ีมีในสายโอลิโกนิวคลีโอไทด์นั้ นค่าท่ีได้มีหน่วยเป็นองศาเซลเซียส อุณหภูมิส าหรับ 
annealing จะใชป้ระมาณ Tm - 5 องศาเซลเซียส ขั้นสุดทา้ย คือ การสังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อไพรเมอร์
จะใชอุ้ณหภูมิท่ีเอนไซมท์ างานไดดี้ท่ีสุด ส าหรับ Tag polymerase คือ 72 องศาเซลเซียส 
เม่ือทราบล าดับเบสของยีนใดๆแล้ว สามารถสังเคราะห์ไพรเมอร์ 2 ชนิดส าหรับส่วนหัวและ
ส่วนทา้ยของยีนนั้น น ามาใช้เพิ่มปริมาณส่วนของยีนดงักล่าว เพื่อแยกยีนนั้นจากจีโนมหรือจากดี
เอ็นเอโดยรวมไดโ้ดยอาจใชเ้ทคนิค PCR ในการแยกส่วนของยีนใด ๆ ท่ีทราบล าดบัเบสเพื่อมาใช้
โคลนยีนใชเ้ป็นโพรบเพื่อตรวจหายีนท่ีมีความสัมพนัธ์กนั ใชต้รวจความหลากหลายในส่ิงมีชีวิตใช้
ในการตรวจสอบจีโนไทป์ ตรวจหาเช้ือโรคท่ีเกิดกบัคน สัตว ์หรือพืช เป็นตน้ 

เน่ืองจากเทคนิค PCR เป็นเทคนิคท่ีมีความไว (sensitivity) สูง สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
เป็นลา้นๆ เท่าไดอ้ยา่งรวดเร็วใช้ดีเอ็นเอเร่ิมตน้เพียงเล็กน้อยก็สามารถตรวจสอบได ้ดงันั้นจึงตอ้ง
ระมดัระวงัการปนเป้ือนของดีเอน็เอจากภายนอก เช่น จากอากาศ ผวิหนงั เส้นผม เป็นตน้  

ในการท า PCR ตอ้งใชส้ารเคมีต่างๆดงัน้ี 
บฟัเฟอร์  ส าหรับท าปฏิกิริยาซ่ึงมกัจะมาพร้อมกบัเอนไซม์ Tag polymerase โดยมีความ

เข้มข้นเป็น 10 เท่าของท่ีใช้จริง (10x buffer) ซ่ึงจะใส่ในปริมาณ 1ใน10 ของปริมาตรรวมของ
ปฏิกิริยา dNTP ประกอบดว้ย dATP, dCTP, dGTP , dTTP  ความเขม้ขน้อยา่งละ 2 มิลลิโมลาร์ โดย
อาจซ้ือมาส าเร็จรูปหรือซ้ือมาแต่ละชนิดแลว้จึงน ามารวมกนัให้ไดค้วามเขม้ขน้ตามท่ีตอ้งการ ใน
ปฏิกิริยาจะใส่ในปริมาณ 1ใน10 ของปริมาตรรวม เพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็นชนิดละ 200 
ไมโครโมลาร์ 

ไพรเมอร์ ท่ีนิยมใชคื้อโอลิโกนิวคลีโอไทด์ขนาด 20-24 นิวคลีโอไทด์ มีองคป์ระกอบของ
เบส  G และ C อยู่ระหว่าง 40-60 เปอร์เซ็นต ์โดยไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิดท่ีใชคู่้กนัควรมีส่วนประกอบ
ของ G+C เท่ากนั เพื่อให้ค่า  Tm  เท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนั และไม่ควรใชไ้พรเมอร์ท่ีมีลกัษณะปลาย
ทั้ง 2 ขา้งเป็นคู่สมกนั (palindrome sequence) ทั้งภายในไพรเมอร์เดียวกนัและระหวา่งไพรเมอร์ทั้ง 
2 ชนิดท่ีใช้คู่กนัแต่ในบางกรณีก็พบว่าอาจจะใช้ไพรเมอร์ท่ีมีลกัษณะไม่เหมาะสมดงักล่าวไดบ้า้ง
การออกแบบไพรเมอร์อาจท าไดโ้ดยดูจากล าดบัเบสของดีเอ็นเอท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณโดยตรงหรือ 
ใช้โปรแกรมส าเร็จรูปก็ได้ เม่ือสังเคราะห์ไพรเมอร์เรียบร้อยแล้วจึงน ามาละลายในน ้ าหรือ TE 
buffer ให้มีความเขม้ขน้ 5 ไมโครโมลาร์ ปริมาณท่ีใช้ในปฏิกิริยา คือ ให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 
0.1-2.0 ไมโครโมลาร์ 

ดีเอ็นเอเป้าหมาย  ใช้ได้ทั้ งดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพดีและดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพไม่ดีนัก เช่น           
ดีเอ็นเอจากเซลล์เม็ดเลือด เน้ือเยื่อท่ีเก็บในพาราฟิน เป็นตน้ แต่ถา้ใช้ดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพดีก็จะได้
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ผลผลิตมากกวา่ ปริมาณดีเอ็นเอใชไ้ดต้ั้งแต่ 5-500 นาโนกรัม โดยทัว่ไปนิยมใชอ้ยูใ่นช่วง 10-50 นา
โนกรัมต่อปฏิกิริยา 

แมกนีเซียมคลอไรด์  ซ่ึงอาจรวมอยูใ่นบฟัเฟอร์ก็ได ้ แต่ส่วนใหญ่แยกต่างหากเพื่อให้ปรับ
ใช้ไดใ้นปริมาณท่ีเหมาะสมกบัดีเอ็นเอแต่ละชนิด เน่ืองจากแมกนีเซียมไอออนเป็นส่วนส าคญัใน
การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส และมีรายงานว่าความเข้มข้นของแมกนีเซียม
ไอออนมีผลต่อปฏิกิริยามาก ดงันั้นในการทดลองกบัตวัอยา่งชนิดใหม่ท่ียงัไม่มีรายงานมาก่อน จึง
ควรทดลองปรับเปล่ียนความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมคลอไรด์ก่อนเพื่อเลือกความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม
ท่ีสุด ความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมท่ีใชใ้นปฏิกิริยาคือ 1.5-10 มิลลิโมลาร์ 

เอนไซม์  เน่ืองจากขั้นตอนในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ โดยเทคนิค PCR ตอ้งมีการท าให้ดี
เอ็นเอเสียสภาพดว้ยความร้อน เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสท่ีใช้จึงเลือกใช้เอนไซม์ทนความร้อน 
(thermostable DNA polymerase ) เอนไซม์ชนิดแรกแยกไดจ้ากแบคทีเรีย Thermus aquaticus VT1 
ท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 70-80 องศาเซลเซียส มีกิจกรรมท่ีสูงสุดไดท่ี้ pH 7.3-8.3 ชนิดท่ี 2 แยกไดจ้าก
แบคทีเรียเดียวกนั เป็นชนิดท่ีมีการใชก้นัมาก รู้จกักนัในช่ือ Tag  polymerase ท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 
70-80 องศาเซลเซียส ส าหรับเอนไซม ์Tag  polymerase มกัอยูใ่นสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ 5 ยนิูต 
ต่อไมโครลิตรและใช้ในปฏิกิริยา 2.5-5 ยูนิต ต่อปฏิกิริยา 100 ไมโครลิตร ต่อมาสามารถแยก
เอนไซมไ์ดอี้กหลายชนิดจากแบคทีเรียต่างๆโดยทุกชนิดท่ีแยกไดป้ระกอบดว้ยพอลิเปปไทด์เดียว 
(Monomer) ขนาดอยู่ระหว่าง 61-100 กิโลดาลตนั ความแตกต่างของเอนไซม์แต่ละชนิดคือการมี
คุณสมบติัตดัดีเอ็นเอจากปลาย (exonuclease activity) เพราะเอนไซมท่ี์สามารถตดัดีเอน็เอจากปลาย 
3’ (3’ ไป 5’exonuclease) จะสามารถก าจดันิวคลีโอไทด์ท่ีสังเคราะห์ผิดพลาดหรือตรวจสอบความ
ถูกตอ้งได้ (proofreading)  หลงัจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์แล้ว จะตอ้งน าผลผลิตท่ีได้มาท าการ
วเิคราะห์โดยใชก้ระแสไฟฟ้าในการแยก โดยใชเ้ทคนิค เจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 
 อิเล็กโทรโฟรีซีส (electrophoresis) เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกโมเลกุลของสารท่ีมีประจุออกจาก
กนั โดยใชก้ระแสไฟฟ้า โดยให้สารท่ีมีประจุนั้นเคล่ือนท่ีผา่นตวักลางชนิดหน่ึงในสารละลาย สาร
ท่ีประจุต่างกนัจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงกนัขา้ม นอกจากประจุแลว้อตัราการเคล่ือนท่ียงัข้ึนอยู่
กบัรูปร่าง ขนาด แรงเคล่ือนไฟฟ้า และชนิดของตวักลางท่ีใช้  สารละลายของดีเอ็นเอประกอบดว้ย
หมู่ฟอสเฟตจ านวนมาก จึงมีประจุเป็นลบในสารละลายท่ีมี pH เป็นกลาง  เม่ืออยู่ในสนามไฟฟ้า 
โมเลกุลของดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจากขั้วลบไปยงัขั้วบวก เน่ืองจากหมู่ฟอสเฟตอยู่น้อยกว่าโมเลกุล
ขนาดใหญ่ ดงันั้นจะพบว่าประจุต่อมวลโมเลกุลของดีเอ็นเอทุกขนาดมีค่าเท่ากนั  ความเร็วในการ
เคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอจึงข้ึนอยูก่บัขนาดเป็นส่วนใหญ่ อยา่งไรก็ตามมีปัจจยัอ่ืนท่ีมีผลต่อการ
เคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอน็เอดว้ย 
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ภำพ 4: ขั้นตอนเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 

(ท่ีมา: http://ku-scmicro36bkk.tripod.com/PCR.html) 
 
 อะกาโรส เจล อิเล็กโทรโฟรีซีส( agarose gel electrophoresis)  อะกาโรสเป็นสายพอลิเมอร์
ของ D-galactose และ 3, 6-anhydro-L-galactose เม่ือเตรียมแผน่เจล โดยตม้สารละลายอะกาโรสใน
บฟัเฟอร์และเทลงในถาดเตรียมเพื่อให้แข็งตวั เม่ือเยน็จะได้เจลท่ีมี รูพรุนใหญ่จึงใช้แยกสารท่ีมี
ขนาดใหญ่ เช่น กรดนิวคลิอิก ซ่ึงขนาดรูพรุนข้ึนกบัความเขม้ขน้ของอะกาโรส (เม่ือความเขม้ขน้สูง 
รูพรุนจะเล็กลง) ในตวักลางท่ี pH เป็นกลาง โมเลกุลของกรดนิวคลิอิกจะมีประจุลบและเคล่ือนท่ีไป
ยงัขั้วบวกดว้ยความเร็วท่ีข้ึนกบัขนาดโมเลกุล และโครงรูป กรดนิวคลิอิกขนาดเล็กจะเคล่ือนท่ีได้
เร็วกวา่ขนาดใหญ่ และถา้ขนาดเท่ากนัแต่มีรูปร่างต่างกนัจะมีอตัราเร็วต่างกนั บฟัเฟอร์ท่ีใชคื้อ Tris 
acetate (TAE), Tris borate (TBE) และ Tris phosphate (TPE) ท่ีมีความเขม้ขน้ 50 mM  pH 7.0-8.5 
และมี EDTA เพื่อยบัย ั้งการท างานของ ดีเอ็นเอส  ส่วนสียอ้มท่ีใชเ้ป็นสารประกอบฟลูออเรสเซนต์
ท่ีจบักบัดีเอ็นเอสายคู่ โดยเขา้ไปแทรกตวัระหวา่งคู่เบสท่ีซ้อนกนั เช่น เอธิเดียมโบรไมด์  เม่ือฉาย
แสงอลัตราไวโอเลตจะท าใหม้องเห็นเป็นแถบของดีเอน็เอเรืองแสง 
 

http://ku-scmicro36bkk.tripod.com/PCR.html
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ภำพ 5: แสดงผลของเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 
 

(ท่ีมา: http://biology.arizona.edu/sciconn/lessons2/alongi/Lesson5_3.htm) 
 
วตัถุประสงคข์องการศึกษา 
 เพื่อระบุชนิดและแหล่งท่ีมาของดีเอน็เอจากอสุจิหรือเลือด โดยตรวจสอบความแตกต่าง
ของดีเอน็เอเมทิเลชนัในโมเลกุลของดีเอ็นเอ 
 
 ประโยชน์ท่ีจะไดรั้บจากการศึกษาเชิงทฤษฎีและ/หรือเชิงประยกุต ์
1.ไดว้ธีิการใหม่ในการตรวจแยก ดีเอน็เอ ท่ีมาจากอสุจิหรือเซลลเ์มด็เลือด  
2. สามารถระบุแหล่งท่ีมาท่ีแน่นอนของดีเอน็เอได ้ 
3 .น ามาประยกุตใ์ชใ้หเ้กิดประโยชน์ในการพิสูจน์วตัถุพยานทางคดีได ้
 
 
 
 
 
 
 

http://biology.arizona.edu/sciconn/lessons2/alongi/Lesson5_3.htm
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ทบทวนเอกสารและงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง 

การระบุสารคัดหลั่งหรือสารของเหลวในร่างกาย ท่ีพบในสถานท่ีเกิดเหตุ โดยการใช้
เคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมมาเป็นตวัก าหนด ได้กลายเป็นส่ิงท่ีน่าสนใจในงานทางด้านนิติพนัธุ
ศาสตร์ มีการศึกษาในต่างประเทศหลายงานวิจยั ท่ีศึกษาเก่ียวกบัดีเอ็นเอ เมทิเลชนั ท่ีสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ในการระบุสารของเหลวในร่างกายในการพิสูจน์ให้เห็นว่า ดีเอ็นเอ เมทิเลชัน เป็น
เทคนิคท่ีมีความเสถียร มีความไวและความจ าเพาะ ค่อนข้างสูง สามารถวิเคราะห์ตวัอย่างทาง
ชีวภาพในการระบุถึงแหล่งท่ีมา ของเน้ือเยือ่หรือเซลลเ์หล่านั้น  

จากการรายงานของ Frumkin และคณะ (2011) ในการศึกษาเร่ืองดีเอ็นเอ เมทิเลชนั กบัการ
ระบุ เน้ือเยือ่ในทางนิติวิทยาศาสตร์ โดยมีวตัถุประสงคเ์พื่อตรวจสอบวา่รูปแบบเมทิเลชนัท่ีต่างกนั
สามารถใช้แยกชนิดของเน้ือเยื่อท่ีแตกต่างกันได้ โดยอยู่บนพื้นฐานของการตรวจหารูปแบบท่ี
จ า เพ าะของก าร เติมหมู่ เม ทิ ล  ซ่ึ ง ใช้ เท ค นิ ค  MSRE-PCR (methylation-sensitive restriction 
endonuclease polymerase chain reaction) ในการตรวจเลือด น ้ าลาย อสุจิ เซลล์ผิวหนังก าพร้า 
ทั้งหมดจ านวน 50 ตวัอยา่ง โดยท าการวเิคราะห์ทั้งส้ิน 15 ต าแหน่ง ผลท่ีไดส้ามารถระบุถึงชนิดและ
แหล่งท่ีมาของทุกตวัอยา่งไดอ้ย่างถูกตอ้ง โดยการวิเคราะห์แบ่งเป็นการทดสอบแบบ Stand-alone 
assay และ combined assay ซ่ึงกล่าวสรุปไว้ว่า รูปแบบดีเอ็นเอ เมทิ เลชัน  เป็นเคร่ืองมือท่ี มี
แนวโนม้ท่ีจะแยกความแตกต่างระหวา่งชนิดของเซลล์ท่ีปนอยูใ่นของเหลวจากส่วนประกอบต่างๆ
ของร่างกายได ้เพราะเป็นเทคนิคท่ีมีความจ าเพาะสูง และสามารถเขา้กนัไดก้บัการท า STR profile  
ซ่ึงเหมาะท่ีจะน ามาประยุกต์ใช้ในงานทางนิติวิทยาศาสตร์ในการอธิบายคุณลกัษณะของตวัอย่าง
ทางชีวภาพ  

Gomes และคณะ (2011) ท าการศึกษาเร่ืองเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมในการระบุเน้ือเยื่อ
และของเหลวในร่างกายในทางนิติวิทยาศาสตร์ โดยท าการเปรียบเทียบวิธีการในการระบุเน้ือเยื่อ
สองวิธี คือวิธี   ดีเอ็นเอ เมทิเลชัน่กบัวิธีเอม็อาร์เอ็นเอ โดยเก็บตวัอยา่งจากจากเซลล์ผิวหนงัท่ีฝ่ามือ 
จ านวน 10 ตวัอยา่ง และตวัอยา่งน ้าลาย จ านวน 8 ตวัอยา่ง ส าหรับวธีิการตรวจดว้ยวิธีเอม็อาร์เอ็นเอ 
เลือกใช้ต าแหน่งในการวิเคราะห์คือ LOR, KRT9, CDSN ส่วนวิธีดีเอ็นเอ เมทิเลชัน เลือกใช้
ต าแหน่ง L91762, L68346, L76138 และ L26688 (Frumkin และคณะ, 2011) ได้ผลสรุปส าหรับ
วิธีเอ็มอาร์เอ็นเอว่า ต าแหน่ง LOR และ CDSN มีความไวสูงในการตรวจเซลล์ผิวหนังชนิดอิพิ
ทิเลียมและ KRT9 มีความไวค่อนขา้งน้อยในการตรวจเซลล์ผิวหนงัส าหรับวิธีการเอ็มอาร์เอ็นเอน้ี 
LOR มีความเสถียร มีความไว เหมาะท่ีจะน ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์เซลล์ผิวหนัง ส าหรับ  
CDSN ไม่ควรท่ีจะน ามาใชเ้ด่ียวๆตอ้งใชร่้วมกบั LOR  
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ส าหรับวิธีดีเอ็นเอเมทิเลชัน  ของตวัอย่างเซลล์ผิวหนงัจะมีอตัราส่วน เมทิเลชนัในระดบัสูง ของ 
L91762/L68346  และ L76138/L26688 ในตัวอย่างน ้ าลาย ก็ให้ผลในอัตราส่วนเมทิ เลชันใน
ระดบัสูงเช่นกัน ซ่ึงไม่เป็นไปตามท่ีคาดหวงัว่า ใน L76318/L26688 จะได้อตัราส่วนท่ีต ่า ดงันั้น
อาจจะเป็นไปไม่ไดท่ี้จะใชเ้พียงส่ีต าแหน่งในการแยกความแตกต่างของเน้ือเยือ่ และไดก้ล่าวไวด้ว้ย
วา่การตรวจ mRNA ไดรั้บการพิสูจน์แลว้วา่เป็นวิธีการท่ีน่าเช่ือถือส าหรับการระบุท่ีให้ผลเชิงบวก
จากวสัดุชีวภาพมากท่ีสุดท่ีพบในท่ีเกิดเหตุ  และรูปแบบดีเอ็นเอ เมทิเลชนั จะจ าเพาะส าหรับชนิด
ของเน้ือเยื่อท่ีแยกให้เห็นถึงความแตกต่างระหว่างชนิดของเซลล์ และมีแนวโน้มท่ีจะเป็นอีกหน่ึง
เคร่ืองมือท่ีมีคุณภาพในงานทางนิติวทิยาศาสตร์  
 Lee และคณะ (2012) ไดท้  าการศึกษาเร่ือง การประยุกต์ใช้ ดีเอ็นเอ เมทิเลชนัในการระบุ
ของเหลวในร่างกาย  โดยวิเคราะห์จาก tDMRs (tissue-specific differentially methylation region) 
จ านวน 5 ต าแหน่งคือ DACT1, USP49, HOXA4, PFN3 และ PRMT2 โดยวิธี bisulfite sequencing 
analysis ซ่ึงใชดี้เอ็นเอ จากตวัอยา่ง เลือด น ้ าลาย อสุจิ เลือดประจ าเดือน สารคดัหลัง่จากช่องคลอด 
ไดผ้ลการวิเคราะห์วา่  tDMRS ของ DACT1 และ USP49 แสดง hypomethylation ท่ีจ  าเพาะต่อ อสุจิ 
และ tDMRs ของ HOXA4, PFN3 และ PRMT2 แสดงผลระดบัเมทิเลชนัท่ีแตกต่างกนัตามชนิดของ
เน้ือเยื่อ ดงันั้น ความจ าเพาะของ ของเหลวในร่างกายท่ีมี ดีเอ็นเอ เมทิเลชนัท่ีต่างกนัอาจจะเป็นตวั
บ่งช้ีส าหรับการระบุของเหลวในร่างกายได้อย่างดี เพราะรูปแบบดีเอ็นเอ เมทิเลชันท่ีได้ จะใช้
แหล่งท่ีมาของดีเอ็นเอจากร่างกายเดียวกนักบัการระบุบุคคล (STR profile)  ท าให้สามารถระบุตวั
บุคคลพร้อมทั้งบอกถึงแหล่งท่ีมาของเน้ือเยือ่เหล่านั้นไดพ้ร้อมๆกนั 
 Byun  และคณะ (2009) ท าการศึกษาเร่ืองรูปแบบเอพิเจเนติก ในการระบุเน้ือเยื่อท่ีไดจ้าก
การชนัสูตรพลิกศพและรูปแบบดีเอ็นเอ เมทิเลชนัท่ีจ าเพาะในแต่ละบุคคล ซ่ึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อ
วิเคราะห์รูปแบบดีเอ็นเอ เมทิเลชนัจากเน้ือเยื่อหลายชนิดจากบุคคลหลายคนโดยเทคนิค Illumina 
GoldenGate BeadArray โดยใชรู้ปแบบดีเอน็เอ เมทิเลชนัท่ีแตกต่างกนั ของเน้ือเยื่อ จ  านวน 11 ชนิด
ซ่ึง ไดก้ล่าวไวว้่า ชนิดของเซลล์หรือเน้ือเยื่อท่ีต่างกนัจะมีรูปแบบดีเอ็นเอ เมทิเลชันท่ีต่างกนั แต่
พบว่าการใช้ เทคนิค Illumine GoldenGate  BeadArray นั้นถ้าใช้ probes จ านวนมาก  อาจรบกวน
การวเิคราะห์ จีโนมทั้งหมดได ้
 Baron และคณะ (2006) ท่ีท าการศึกษาเร่ือง การวิเคราะห์ ดีเอ็นเอเมทิเลชนั ท่ีเป็นเคร่ืองมือ
ส าหรับแยกชนิดของเซลล ์โดยท าการทดสอบวา่รูปแบบของดีเอ็นเอ เมทิเลชนัจะเป็นเคร่ืองหมายท่ี
โดดเด่นถึงชนิดของเซลล ์ซ่ึงระบุ cell type specific differentially methylated gene regions (CDMs) 
ซ่ึงวิธีน้ีจะให้รูปแบบท่ีชดัเจนถึงชนิดของเซลล์ สามารถบอกชนิดของเซลล์ไดจึ้งสรุปไดว้่า ชนิด
ของเซลลแ์ละเน้ือเยือ่ท่ีต่างกนัจะมีรูปแบบดีเอน็เอ เมทิเลชนัท่ีต่างกนัดว้ย 
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Hyun และคณะ (2013) ท าการศึกษาเร่ืองความจ าเพาะของดีเอ็น  เมทิ เลชันโดยวิธี

มลัติเพล็กซ์ ส าหรับการระบุชนิดของเหลวในร่างกาย โดยท าการพิสูจน์ถึงการเปล่ียนแปลงของเมทิ
เลชันท่ีเก่ียวข้องกับอายุใน tDMRs ท่ีจ  าเพาะกับอสุจิ โดยใช้จากชายหนุ่มและชายสูงวยั ใช้วิธี  
methylation-sensitive-restriction enzyme PCR และ Methylation SNashot  วิเคราะห์จาก ต าแหน่ง 
USP49, DACT1, PRMT2 และ PFN3  ทั้งสองวิธีให้ผลเป็นท่ีน่าพอใจ สามารถระบุอสุจิได้พร้อม
บอกถึงการมีหรือไม่มี spermatozoa และสามารถบอกถึงความแตกต่างของเลือดประจ าเดือนกบัสาร
คดัหลัง่ในช่องคลอด จากเลือด และน ้าลาย ซ่ึงการศึกษาน้ีจะสนบัสนุนการระบุของเหลวในร่างกาย
โดยวธีิดีเอน็เอ เมทิเลชนั และอาจเป็นเคร่ืองมือท่ีมีคุณค่าในงานทางนิติวทิยาศาสตร์ 
 
 


