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บทคดัย่อ 
 ในปัจจุบนัการตรวจพิสูจน์บุคคล สามารถทาํไดห้ลายวิธี การตรวจลายพิมพ ์DNA เป็นอีกวิธีการหน่ึงโดยใช้
ในส่วนของ Short Tandem Repeats (STR) ซ่ึงเป็นส่วนของ DNA ท่ีมีการเรียงเบสซํ้ าต่อๆ กนัจาํนวน 2-6 เบส STRs 
เป็นบริเวณท่ีมีความหลากหลายสูงไดรั้บการถ่ายทอดจาก พ่อ แม่ ไปสู่ลูก และเป็นเอกลกัษณ์เฉพาะบุคคล งานวิจยัน้ีมี
วตัถุประสงค์เพ่ือตรวจพิสูจน์บุคคลจากส่ิงส่งตรวจประเภทเลือดดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR: Polymerase Chain 
Reaction) จาก STR 10 ตาํแหน่ง ประกอบดว้ย D8S1179, D5S818, D7S820, TPOX, D3S1358, D13S317, vWA, 
TH01, CSF1PO และ D16S539 วิธีการเร่ิมจากการเกบ็ตวัอยา่งเลือดจากอาสาสมคัร นาํตวัอยา่งท่ีไดม้าสกดัดีเอน็เอโดย
ใชชุ้ดสกดัดีเอน็เอสาํเร็จรูป Illustra Tissue & Cells GenomicPrep Mini Spin Kit แลว้เพ่ิมปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) จากนั้นนาํผลิตผลจากปฏิกิริยา PCR ไปตรวจวิเคราะห์ดว้ย 8% Polyacrylamide gel 
electrophoresis พบวา่ STR ทั้ง 10 ตาํแหน่งนั้น สามารถนาํมาใชใ้นการตรวจพิสูจน์บุคคลได ้
 

ABSTRACT 
 Recent year, several methods have been used to identify the biometrics of human. One of them is DNA 
typing by using short tandem repeats (STR) that are 2-6 bp nucleotide repeats, highly polymorphic loci in a genomic 
region and is typically occur of individuals which can be subsequently submitted from paternity.  The purpose of this 
research is to identify biometrics of human of 10 STR loci which are D8S1179, D5S818, D7S820, TPOX, D3S1358, 
D13S317, vWA, TH01, CSF1PO and D16S539 from human blood specimen by using PCR technique. Whole blood 
samples were collected from volunteers. DNA was extracted from buffy coat by using Illustra Tissue & Cells 
GenomicPrep Mini Spin Kit. STR 10 loci were genotyped using PCR, the amplicons were then analyzed by 8% 
polyacrylamide gel electrophoresis. The result showed that the observed genotype from 10 STR loci can be used to 
identify human biometrics in forensic science.   
 

คาํสําคญั: การพิสูจน์บุคคล เลือด เทคนิคพีซีอาร์ 
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บทนํา 
 การตรวจหาวตัถุพยานทางชีวภาพ เช่น เส้น
ผม เส้นขน คราบเลือด คราบอสุจิ ในสถานท่ีเกิดเหตุมี
ความสํ าคัญในการพิ สูจ น์หาผู ้กระทําความผิด 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในกรณีท่ีไม่มีพยานผูเ้ห็น เหตุการณ์  
สาํหรับการตรวจหาวตัถุพยานประเภทคราบเลือดในท่ี
เกิดเหตุ  ปัญหาสําคัญท่ีพบ  คือ  เราจะแยกแยะได้
อย่างไรว่าคราบท่ีพบเป็นคราบเลือด และหากเป็น
คราบเลือด จะบ่งบอกไดอ้ย่างไรว่าเป็นเลือดของคน 
หรือสัตว ์ ยิ่งไปกว่านั้นเม่ือพิสูจน์ไดแ้ลว้ว่าเป็นเลือด
คน คราบเลือดท่ีพบนั้นเป็นของใคร ซ่ึงการตรวจสอบ
โดยปกติสามารถทาํได้โดยเก็บตัวอย่างไปตรวจใน
หอ้ง ปฏิบติัการแต่กวา่จะไดผ้ลตอ้งใชเ้วลานาน 

 การตรวจพิสูจน์วา่เป็นคราบเลือดในสถานท่ี
เกิดเหตุมกัใชว้ิธีทางเคมี (Chemical method) เน่ืองจาก
เป็นวิธีการท่ีให้ผลเร็ว เช่น Benzidine, Ortho-tolidine, 
Leucomalachite green, Leucocrystal violet และ 
Phenolphthalein (Kastle-Meyer test) (รัฐ รัตนปริคณน์ 
และคณะ, 2551) อย่างไรก็ตามการตรวจคราบเลือด
ดว้ยวิธีทางเคมีไม่สามารถยืนยนัผลว่าเป็นคราบเลือด
ได้ร้อยเปอร์เซ็นต์ด้วยเหตุน้ีตวัอย่างท่ีให้ผลบวกกับ
การทดสอบทางเคมี จําเป็นต้องนําไปทดสอบเพ่ือ
ยืนยนัผลอีกคร้ังว่าเป็นเลือดคน ซ่ึงวิธีการทดสอบว่า
เป็นเลือดคนหรือไม่นั้นนิยมใชว้ิธีทดสอบทางชีวภาพ 
(Biological test) วิธีทดสอบทางชีวภาพท่ีใชพิ้สูจน์วา่
เป็นเลือดคนนิยมใชว้ิธีท่ีอาศยัการเกิดปฏิกิริยาระหวา่ง
แอนติเจนและแอนติบอดี เช่น Precipitin test (วิน เชย
ชมศรี, 2544) หลงัจากพิสูจน์ไดแ้ลว้ว่าเป็นคราบเลือด
ของคนปัญหาท่ีสาํคญัต่อมาคือการพิสูจน์วา่คราบเลือด
ท่ีพบเป็นเลือดของใคร ซ่ึงปัจจุบนันิยมใชก้ารตรวจดี
เอน็เอ เพราะมีความน่าเช่ือถือสูง 

 การตรวจพิสูจน์บุคคลโดยใช้นิวเคลียร์ดี
เอ็นเอ (Nuclear DNA) จะทาํการวิเคราะห์บริเวณ
ตาํแหน่งท่ีเรียกวา่ STR (Short tandem repeats) ซ่ึงเป็น
บริเวณท่ีมีการเรียงตวัของเบส 2-6 คู่เบส ซํ้ าๆ กนั 

ประมาณ 7-15 ซํ้ า (วิชยั บุญแสง และคณะ, 2545) โดย
ใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ (PCR, Polymerase chain reaction) 
ทาํการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอตรงตาํแหน่งดงักล่าว แลว้จึง
ตรวจสอบผลบนแผน่อะกาโรสเจลดว้ยวิธี Agarose gel 
หรือ Polyacrylamide gel electrophoresis เพ่ือดูขนาด
ของดีเอน็เอท่ีได ้ขนาดของดีเอน็เอข้ึนอยูก่บัจาํนวนซํ้ า
ท่ีพบบน STR ซ่ึงจะมีความหลากหลายในแต่ละบุคคล 
การตรวจพิสูจน์บุคคลมักวิเคราะห์ตําแหน่ง  STR 
มากกวา่ 1 ตาํแหน่ง เน่ืองจากหากวิเคราะห์ STR เพียง
ตาํแหน่งเดียว ความเป็นไปไดท่ี้คนสองคนจะมีรูปแบบ
ดีเอน็เอเหมือนกนัจะสูงกวา่การวิเคราะห์ STR หลายๆ 
ตาํแหน่ง ปัจจุบนัสถาบนันิติเวชตรวจพิสูจน์บุคคลโดย
การวิเคราะห์ STR 10 ตาํแหน่ง เช่น D3S1358, 
D21S11, D18S51 และ FGA เป็นตน้ จากการศึกษา
ขอ้มูลเก่ียวกบั miniSTR ของประชาชนในเกาหลี
จาํนวน 9 ตาํแหน่งท่ีไดจ้ากตวัอย่าง DNA ท่ีมีการ
สลายตวัค่อนขา้งสูงของคนเกาหลี 300 คนท่ีไม่มีความ
เก่ียวขอ้งกนัโดยใช ้PCR 3 ระบบ (Multiplex I: 
D10S1248, D14S1434 และ D22S1045; Multiplex II: 
D1S1677, D2S441 และ D4S2364; and Multiplex III: 
D3S3053, D6S474 และ D20S482) พบวา่ขอ้มูลของ 
D10S1248, D2S441, D22S1045, D14S1434, และ 
D6S474 มีค่าเทียบเท่ากบัขอ้มูลจาก CODIS STRs 
ดงันั้น miniSTR สามารถนาํไปใชใ้ห้เกิดประโยชน์
สาํหรับการวิเคราะห์ DNA ท่ีเกิดการสลายตวัในงาน
ทางดา้นนิติวิทยาศาสตร์ได ้(Chung et al., 2007) และ
จากการศึกษาการนาํ STR 9 ตาํแหน่ง ไดแ้ก่ D3S1358, 
D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, TH01, VWA, 
TPOX, LPL มาใชใ้นการจาํแนกบุคคลของประชากร
ในภาคเหนือของประเทศไทย พบวา่ตาํแหน่งของ STR 
ดังกล่ าวสามารถใช้จําแนกบุคคลได้  ( Bhoopat, 
Leaungsiyakul & Steger, 2006) นอกจากน้ีจาก
การศึกษาเก่ียวกบั STR loci Penta D และ Penta E ซ่ึง
เป็นขอ้มูลกลุ่มตวัอยา่งจากภาคเหนือของประเทศไทย 
ซ่ึงไดอ้อกแบบ primers ใหม่ท่ีสามารถใชส้าํหรับแยก
ตาํแหน่งของ Penta D และ Penta E บน  native 
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polyacrylamide gels พบวา่จากทั้งหมดของ allele ใน 
allele ท่ี 9 และ 18  จะสร้าง Penta D และ Penta E ท่ีมี
ผลต่อการจาํแนกบุคคล (Bhoopat & Steger, 2004) 
งานวิจยัน้ีจึงมุ่งหมายท่ีจะใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ท่ีสามารถ
พิสูจน์บุคคล จากตวัอยา่งเลือดไดอ้ย่างรวดเร็ว และมี
ประสิทธิภาพ  
 

วตัถุประสงค ์

 เพ่ือใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ในการพิสูจน์บุคคลจาก
ส่ิงส่งตรวจประเภทเลือดจาก Short Tandem Repeats 
(STRs) 10 ตาํแหน่ง 
 

อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 
1. การเกบ็ตวัอย่างเลอืดคน 
 ตัวอย่างเลือดคนท่ีใช้ในงานวิจัยน้ี มาจาก
อาสาสมคัร โดยขั้นตอนการเก็บตวัอยา่งจะอาศยัผูท่ี้มี
ความรู้ความชาํนาญจากนักเทคนิคการแพทยใ์นการ
เกบ็ตวัอยา่งเลือด โดยเลือดท่ีเกบ็จะเติมสารเอทิลีน   ได
เอมินเตตระอะเซติก (ethylenediamine tetraacetic acid 
หรือ EDTA) เป็นสารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด 
2. การเตรียมดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดโดย Illutra 
tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit 
 ประกอบดว้ย 6 ขั้นตอน ดงัน้ี 
1. Homogenization of animal tissue 
 นําตัวอย่า งในปริมาณท่ีต้องการใ ส่ใน 
Microcentifuge tube ขนาด 1.5 ml จากนั้นเติม PBS 
buffer ปริมาตร 1 ml แลว้ centrifuge ท่ี 16,000g เป็น
เวลา 2 นาที นาํเอาส่วนของตะกอนเน้ือเยื่อมาทาํการ
เติม PBS buffer ปริมาตร 50 μl ทาํการ centrifuge ท่ี 
2,000g เป็นเวลา 10 นาที 
2. Lysis 
 เติม Lysis buffer type 1 ปริมาตร 50 μl และ
เติม Proteinase K (30 mg/ml) ปริมาตร 10 μl vortex 
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนาํไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 
56oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เตรียม pre-heat Elution buffer 

type 5 ท่ีอุณหภูมิ 70oC หลงัจาก incubate เสร็จแลว้
นาํไป centrifuge ท่ี 2,000g เป็นเวลา 10 วนิาที 
3. RNA Removal (optional) 
 เติม RNase A (20 mg/ml) ปริมาตร 5 μl  
incubate ท่ีอุณหภมิูหอ้งเป็นเวลา 15 นาที 
 
4. Purification  
 เติม Lysis buffer type 4 ปริมาตร 500 μl  
vortex เป็นเวลา 15 วนิาที incubate ท่ีอุณหภูมิ หอ้งเป็น
เวลา 10 นาที ยา้ยตวัอยา่งไปยงั mini column จากนั้น
นาํไป centrifuge ท่ี 11,000g เป็นเวลา 1 นาที 
5. Wash & Dye 
 เติม Lysis buffer type 4 ปริมาตร 500 μl 
vortex เป็นเวลา 15 วินาที centrifuge ท่ี 11,000g เป็น
เวลา 1 นาที หลงัจากนั้นเติม Wash buffer type 6 
ปริมาตร 500 μl นาํไป centrifuge ท่ี 11,000g เป็นเวลา 
3 นาที 
6. Elution buffer  
 ย ้าย  mini column ไปยัง  DNase-free 
microcentifuge tube ขนาด 1.5 ml จากนั้นเติม pre-
warmed Elution buffer type 5 แลว้ incubate ท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที และ centrifuge ท่ี 
11,000g เป็นเวลา 1 แบ่งดีเอน็เอไปตรวจสอบคุณภาพ
และวดัปริมาณดีเอน็เอ และเกบ็ดีเอน็เอท่ีเหลือไวท่ี้     -
20oC เพ่ือใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป 
3. การตรวจเช็ค Genomic DNA ด้วย Agarose gel 
electrophoresis 
 ชัง่ Agarose 0.16 กรัม ในขวดรูปชมพู ่ขนาด 
250 มิลลิลิตร เติม 0.5X TAE ปริมาตร 20 ml นาํไปให้
ความร้อนเพ่ือให้ agarose ละลาย จากนั้นเทลงในถาด 
ท้ิงไวใ้ห้เจลแข็งตวั ประมาณ 45 นาที เทสารละลาย 
0.5X TAE buffer ลงในเคร่ืองแยกแถบดีเอน็เอ นาํเจล
ไปวาง  ดูดสารละลาย ท่ีได้จากการสกัดดี เอ็น เอ 
ปริมาตร 5 μl ผสมกบั 6X loading dye 1 μl นาํ
ส่วนผสมทั้งหมดมา load ลงบนเจล และ load marker 
(Lamda HindIII) ปริมาตร 3 μl แลว้ใหก้ระแสไฟฟ้า 
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100V เป็นเวลา 30 นาที นาํเจลไปยอ้มดว้ย ethidium 
bromide เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นนาํข้ึนมาลา้งดว้ยนํ้ า
กลัน่ นาํเจลท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ผลดว้ยเคร่ืองกาํเนิดแสง 
UV transilluminator เพ่ือใชใ้นการศึกษาในขั้นการทาํ 
PCR ในขั้นตอนต่อไป 
 
4. การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fringerprint) 
ด้วยเทคนิค PCR 
 เจือจางตัวอย่างดีเอ็นเอเลือดคนให้มีความ
เขม้ขน้ 50 ng/μl นาํมาเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอดว้ย 10 STR 
loci (D8S1179, D5S818, D7S820, TPOX, D3S1358, 
D13S317, vWA, TH01, CSF1PO และ D16S539) เพ่ิม
ปริมาณดีเอน็เอโดยวิธีพีซีอาร์ ใชส่้วนผสมในปฏิกิริยา
รวม 20 μl ประกอบดว้ยส่วนผสมต่างๆ คือ แม่แบบดี
เอน็เอ 5 ng, 10 μl Go Taq® Green Master Mix 
(Promega, USA),ไพรเมอร์  0.4 μmol และเติมนํ้ากลัน่
จนไดป้ริมาตร 20 μl จากนั้นนาํไปใส่ในเคร่ืองพีซีอาร์ 
(Gene Amp® PCR system, 9700) ควบคุมอุณหภูมิ
ท่ีตั้งไวป้ระกอบดว้ย 1) 94oC เป็นเวลา 5 นาที จาํนวน 
1 รอบ 2) 94oC เป็นเวลา 1 นาที, อุณหภูมิในการ 
annealing 58oC เป็นเวลา 1 นาทีและ 72oC เป็นเวลา 1 
นาที จาํนวน 40 รอบ 3) 72oC เป็นเวลา 2 นาทีเม่ือ
ส้ินสุดการทาํพีซีอาร์นาํผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดม้าแยกตาม
ขนาดบน 8% Polyacrylamide gel electrophoresis และ
ยอ้มดว้ย ethidium bromide โดยใช ้100 bp DNA 
ladder เป็น marker  
 

ผลการวจัิยและการอภิปรายผล 
 ผลจากการสกดั genomic DNA จากตวัอยา่ง
เลือดอาสาสมคัรทั้ง 5 คนดว้ย Illutra Tissue & Cells 
GenomicPrep Mini Spin kit พบวา่ genomic DNA ท่ี
ไดมี้ขนาด 23,000 bp (ภาพท่ี 1) จากนั้นนาํ genomic 
DNA ท่ีไดข้องแต่ละบุคคลเขา้สู่กระบวนการเพ่ิม
ปริมาณ DNA ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ ผลการทดลองพบวา่ 
มีไพรเมอร์ 1 คู่ (vWA) ท่ีไม่สามารถจับกบั DNA 

template ของแต่ละบุคคลไดอ้าจเน่ืองจากสภาวะท่ีใช้
ในการทาํ PCR ยงัไม่เหมาะต่อการเพิ่มปริมาณ DNA 
ส่วนไพรเมอร์ ทั้ง 9 คู่  (D8S1179, D5S818, D7S820, 
TPOX, D3S1358, D13S317, TH01, CSF1PO และ 
D16S539) สามารถจบักบั DNA template ของแต่ละ
คนไดใ้นสภาวะท่ีกาํหนด และขนาดดีเอ็นท่ีไดข้องแต่
ละบุคคลมีขนาดแตกต่างกนั (ภาพท่ี 2) 

λHindIII

(bp)

23,130
9,4166,557
4,361

2,3222,027

M 1 2 3 4 5
λHindIII

(bp)

23,130
9,4166,557
4,361

2,3222,027

23,130
9,4166,557
4,361

2,3222,027

M 1 2 3 4 5M 1 2 3 4 5

 
 
ภาพที ่1  แถบ genomic DNA ท่ีสกดัจากตวัอยา่งเลือด
 คนดว้ย Illutra Tissue & Cells GenomicPrep 
 Mini Spin kit (M: marker, Lane 1: genomic 
 DNA คนท่ี 1, Lane 2: genomic DNA คนท่ี 
 2, Lane 3: genomic DNA คนท่ี 3, Lane 4: 
 genomic DNA คนท่ี 4, Lane5: genomic 
 DNA คนท่ี 5) 
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100

200
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100

200
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ภาพที ่2  ลายพิมพดี์เอน็เอของแต่บุคคลกบั 10 STRs  loci (M: marker, Lane 1: ลายพิมพดี์เอน็เอ ของ
คนท่ี 1, Lane 2: ลายพิมพดี์เอน็เอของ คนท่ี 2, Lane 3: ลายพิมพดี์เอน็เอของคนท่ี  3, Lane 4: 
ลายพิมพดี์เอน็เอของคนท่ี 4,  Lane 5: ลายพิมพดี์เอน็เอของคนท่ี 5) 
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ภาพที ่2  ลายพิมพดี์เอน็เอของแต่บุคคลกบั 10 STRs 
 loci (M: marker, Lane 1: ลายพิมพดี์เอน็เอ
 ของคนท่ี 1, Lane 2: ลายพิมพดี์เอน็เอของ
 คนท่ี 2, Lane 3: ลายพิมพดี์เอน็เอของคนท่ี 
 3, Lane 4: ลายพิมพดี์เอน็เอของคนท่ี 4, 
 Lane 5: ลายพิมพดี์เอน็เอของคนท่ี 5) (ต่อ) 
 

สรุปผลการวจัิย 
  จากการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดคน
ดว้ย Illutra Tissue & Cells GenomicPrep Mini Spin Kit
พบวา่ได ้genomic DNA ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงและขั้นตอน
การสกัดใช้ระยะเวลาไม่นาน จากนั้นเม่ือเพ่ิมปริมาณ 
DNA ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ดว้ย STRs 10 ตาํแหน่งนั้น 

พบวา่สามารถตรวจพิสูจน์บุคคลทั้ง 5 คนไดว้า่มีขนาด
ของดีเอ็นเอท่ีแตกต่างต่างกนั ซ่ึงผลท่ีไดน้ี้สามารถ
นาํไปประยกุตใ์ชใ้นงานทางดา้นนิติวิทยาศาสตร์ต่อไป
ได ้
 

ข้อเสนอแนะ 
 ในขั้นตอนการทาํ PCR อาจจะตอ้งเพิ่ม
ตาํแหน่งของ STR และเพ่ิมจาํนวนตวัอย่างเลือดให้
มากข้ึน ตวัอย่างเลือดควรทดลองในสภาพแวดลอ้มท่ี
คล้ายคลึงกับสถานท่ีเกิดเหตุเพ่ือนําไปใช้ในงาน
ทางดา้นนิติวิทยาศาสตร์ได ้และเปรียบเทียบขอ้มูลกบั
งานของสถาบนันิติเวชวิทยา เพ่ือให้มีความน่าเช่ือถือ
มากยิ่งข้ึนและใช้เทคนิคในการวิเคราะห์ข้อมูลท่ีมี
ความแม่นยาํมากข้ึน  
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