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The purposes of this research are 1) to compare percentage of stutter height based on  
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studies. 2) to examine the peak height of the percentage of stutter height at each locus. The research 

focuses on stutter peaks with one repeat unit less than the actual allele base on DNA profiles of 100 
people from 48 forensic cases submitted to Scientific Crime Detection Divistion between October 
2008 to January 2009. All analyses were performed by using the Applied Biosystem Genetic 
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บทที่ 2 
วรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

 
2.1. แนวคิดและทฤษฎีที่เกี่ยวของ 

2.1.1 องคประกอบและโครงสรางของดีเอ็นเอ 
กอนป พ.ศ. 1471 นักวิทยาศาสตรเชื่อกันวาโปรตีนเปนสารพันธุกรรมเพราะเปน

สารโมเลกุลใหญชนิดเดียว ที่มีความซับซอนเพียงพอที่จะสรางผลผลิตซึ่งเปนโปรตีนที่มีความ
หลากหลายเชนเดียวกันได สวนความคิดที่วาสารพันธุกรรมเปนดีเอ็นเอนั้นเริ่มจากผลงานของนัก
จุลชีววิทยาชาวอังกฤษชื่อ Fred Griffith ในป พ.ศ. 2471 เขาไดศึกษาเกี่ยวกับความสามารถที่ทํา
ใหเกิดโรคปอดบวมของเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus pneumoniae  ซึ่ง Griffith พบโดยบังเอิญ
วาถาเอาเซลลของแบคทีเรียชนิดรายแรงที่ถูกทําใหตายดวยความรอนไปผสมกับแบคทีเรียมีชีวิต
ธรรมดา (ชนิดไมกอโรค) ปรากฏวาแบคทีเรียพันธุธรรมดาบางสวนไดกลายพันธเปนพันธุรายแรง 
ซึ่งการที่แบคทีเรียกลายมาเปนชนิดกอโรคไดก็เพราะมันสามารถสรางเปลือกหุม (capsule) ซึ่ง
เปนสารโพลีแซคคาไรด จากการคนพบครั้งนี้ทําใหมีการสงสัยวานาจะมีสารพันธุกรรมบางอยาง
ของแบคทีเรียพันธุรุนแรงที่ทนตอความรอน และถูกแบคทีเรียพันธุไมรุนแรงนําเขาไปทําใหมัน
สามารถสรางเปลือกหุมได (อภิรดี ปลันธนภาคย, บรรยาย) อยางไรก็ตาม Griffith ก็ไมไดใสใจทีจ่ะ
คนหาวาสารที่ทําใหแบคทีเรียกลายพันธุนั้นคืออะไร จนกระทั่งนักวิทยาศาสตรชาวอเมริกันชื่อ 
Oswald Avery ซึ่งในขณะนั้นไดคนควาองคประกอบทางเคมีของเปลือกหุมแบคทีเรียเกี่ยวกับสาร
กอใหเกิดการกลายพันธุ (transforming Factor) นี้ ตอนแรก Avery คิดวาสารโพลีแซคคาไรด
เชิงซอน (complex polysaccharides) บางอยางในเปลือกหุม เปนตัวเริ่มใหมีการเพิ่มจํานวนของ
โพลีแซคคาไรดชนิดเดียวกัน ตอมาอีกนานเปนสิบปกวาเขาจึงไดขอสรุปรวมกับผูรวมงานของเขา
อีกสองคน คือ Maclyn McCarty และ Colin MacLeod  วาปจจัยที่กอใหเกิดการกลายพันธุ คือ 
โมเลกุลของดีเอ็นเอ ดวยเหตุผลที่วาในปจจัยที่กอใหเกิดการกลายพันธุจะมีโมเลกุลของดีเอ็นเอ
เปนสวนใหญ และเมื่อยอยสลายปจจัยการกลายพันธุดวยเอ็นไซมที่ยอยดีเอ็นเอ (DNase) ฤทธิ์
ของมันจะถูกทําลาย แตฤทธิ์ของมันจะไมสูญสลายดวยเอ็นไซมที่ยอยโปรตีนหรืออารเอ็นเอ 
(RNA)  (Avery, MacLeod and Maccarty 1944 : 137-158) ดังภาพที่ 1 
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ภาพที่ 1 การทดลองของ Griffith โดยใช Streptococcus pneumoniae เพื่อพิสูจนวาปจจัยที่
เกี่ยวของกับการสราง capsule ในสายพันธุ S สามารถถูกถายทอดไปยังสายพันธุ R ได 
ที่มา : The Chemical Basis of Heredity [online], accessed 20 April 2009. Available from 
http://www.chk.ac.th/web/biology/ch1.html 
 

เมื่อดีเอ็นเอเปนสารที่ควบคุมการกลายพันธุทําใหเกิดขอสงสัยถึงการทํางานของมันวา
ทําไดอยางไร แตเนื่องจากดีเอ็นเอของสัตวชั้นสูงเปนโมเลกุลที่ซับซอนมาก นักวิทยาศาสตรจึงเริ่ม
ศึกษาดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตที่เล็กมาก เชน ไวรัส ซึ่งในขณะนั้นไดมีการเตรียมไวรัสบริสุทธิ์ไดหลาย
ชนิด  และมีการศึกษาการดํารงชีวิตของมัน นอกจากนั้นนักวิทยาศาสตร  บางกลุมก็ใหความสนใจ
กับไวรัสที่ขยายพันธุในแบคทีเรียที่เรียกวา แบคเทอริโอเฟจ(bacteriophage) โดยเฉพาะเฟจชื่อ 
T1,T2,T3 และแลมดา ซึ่งแบงตัวในแบคทีเรีย E.coli  การศึกษาเริ่มตนจากสังเกตการกลายพันธุที่
เกิดขึ้นในเฟจขณะที่มันเพิ่มจํานวนลูกหลาน โดยปกติแลวแบคเทอริโอเฟจ 1 ตัว จะเพิ่มจํานวน
เปนหลายลานตัวในเวลาประมาณ 20 นาทีเทานั้น ดังนั้นการกลายพันธุจึงเกิดขึ้นไดในชั่วเวลาไม
นานนัก จากการศึกษาพบวาเมื่อเฟจ กลายพันธุแตละชนิดหลายชนิดเขาไปเพิ่มจํานวนใน
แบคทีเรียตัวเดียวกัน จะพบลูกหลานเฟจ (progeny phage) บางตัวมีลักษณะเปนปกติได      
แสดงวายีนที่ผิดปกติของเฟจชนิดหนึ่งถูกทดแทนดวยยีนที่ปกติจาก เฟจอีกชนิดหนึ่ง การทดลอง
ตอๆมาก็แสดงใหเห็นวาเฟจกลายพันธุแตละชนิดจะมียีนกลายพันธุตางตําแหนงกัน แตเมื่อมันไป
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เพิ่มจํานวนในแบคทีเรียตัวเดียวกัน ยีนปกติที่ยังเหลืออยูในเฟจกลายพันธุแตละชนิด จะยังคง
สามารถใชเปนรหัสในการสรางเปนโปรตีนองคประกอบสวนตางๆของไวรัสปกติได ความคิดที่วา   
ดีเอ็นเอเปนสารกําหนดพันธุกรรมไดรับการพิสูจนโดยปราศจากขอสงสัยในป พ.ศ. 2495 โดย 
Alfred Hershey และ Martha chase ไดพิสูจนวา ในขณะที่เฟจเขาไปขยายพันธุในแบคทีเรียนั้น 
มีเพียงดีเอ็นเอของมันเทานั้นที่เขาไปภายในตัวแบคทีเรีย  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 2 แสดงการทดลองเพื่อพิสูจนวาสารที่ถายทอดลักษณะทางพันธุกรรม คือ ดีเอ็นเอ โดยใช
แบคทีเรียเทอริโอเฟจเขาไปขยายพันธุในแบคทีเรีย พบวามีเพียงดีเอ็นเอเทานั้นที่เขาไปในเซลล
แบคทีเรีย 
ที่มา : The Chemical Basis of Heredity [online], accessed 20 April 2009. Available from 
http://www.chk.ac.th/web/biology/ch1.html 
  

การออกแบบลักษณะโครงสรางจึงมีข้ึน เมื่อนักเคมีฟสิกสชาวสวีเดนพบหลักฐานวา      
ดีเอ็นเอในรูปแบบของสารละลายจะอยูในลักษณะไมสมดุล (asymmetrical) แตสามารถวัดขนาด
ของดีเอ็นเอไดภายหลังที่มีการใชกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนในกิจกรรมตางๆ และพบวาโมเลกุล
ของดีเอ็นเอมีลักษณะเปนเสนยาวหลายแองสตรอม (angstrom,A°= 10-10 เมตร) และหนา
ประมาณ 20 A° โมเลกุลเปนเสนยาวไมมีกิ่งกานหรือแยกเปนแฉก ตอมาพบวานิวคลีโอไทดที่
เชื่อมตอกันเปนเสนดีเอ็นเอนั้น เชื่อมตอกันดวยพันธะฟอสเฟตเอสเทอร (phosphate-ester 
linkage) โดยหมูฟอสเฟตที่ติดอยูกับอะตอมคารบอนตัวที่ 5 (5´carbon atom) จะไปทําปฏิกิริยา
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เอสเทอรที่อะตอมคารบอนที่ 3 ของน้ําตาลดีออกซีไรโบสของนิวคลีโอไทดหนึ่ง เกิดเปนพันธะ         
ที่เรียกวา 5´ - 3´ phosphodiester) (ดังภาพที่ 3) 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
ที่มา : เรื่องกรดนิวคลีอิก [online], accessed 9 May 2009. Available from 
http://learners.in.th/file/dawood/singleStrand.jpg 
 

ในป พ.ศ. 2494 Edwin  Chargaff  แหงมหาวิทยาลัยโคลอมเบียพบวาปริมาณเบส    
แตละชนิดในโมเลกุลดีเอ็นเอมีไมเทากัน และจะแตกตางกันมากขึ้น ถาดีเอ็นเอนั้นมาจากสิ่งมีชีวิต
ที่มีระดับตางกันมาก อยางไรก็ตามมีขอสังเกตวาปริมาณของอะดีนีน (adenine, A) จะใกลเคียง
กับปริมาณของไธมีน (thymine, T) และปริมาณของกัวนีน (guanine, G) จะใกลเคียงกับไซโตซีน 
(cytosine, C) เชนกัน ในที่สุดในป พ.ศ. 2496 James Watson และ Francis Crick ก็สรุปไดวา
โมเลกุลของดีเอ็นเอมีลักษณะเปนเสนคูบิดกันเปนเกลียว(double helix) (ดังภาพที่ 4) 

 
 
 

ภาพที่ 3 สายพอลินวิคลีโอไทดเชื่อมกนัดวยพนัธะฟอสโฟไดเอสเตอรทิศทางจากปลาย 5′ไปหา3′ 
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ภาพที่ 4 แสดงลักษณะเปนเกลียวเสนคูของโมเลกุลดีเอ็นเอ ตามรูปแบบที่สันนิษฐานโดย 
Watson และ Crick 
ที่มา : โครงสรางดีเอ็นเอ [online], accessed 20 April 2009. Available from 
http://learners.in.th/file/tpanrat/dna2.jpg 
 
ไฮโดรเจน (hydrogen bonds) ระหวางคูเบส โดยอะดีนีน (A) จะจับกับไธมีน (T) และกัวนีน (G) 
จะจับกับไซโตซีน (C) เทานั้น A จับกับ T ดวย 2 พันธะ (bonds) (A=T หรือ T=A) สวน G จับกับ 
C ดวย 3 พันธะ (bonds) (G   C  หรือ C    G) (ดังรูปที่ 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5 แสดงพนัธะที่เสนดเีอ็นเอทัง้สองไวดวยกัน จากพันธะไฮโดรเจนระหวางคูเบสที่มีความ
ยาวเหมาะสมกัน คือ A กับ T (ยึดกัน 2 แรง) และ G กับ C (ยึดกัน 3 แรง) 
ที่มา : The Chemical Basis of Heredity [online], accessed 20 April 2009. Available from 
http://www.chk.ac.th/web/biology/ch1.html 
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ดวยความจําเพาะเจาะจงของคูเบสเชนนี้ ทําใหสามารถกําหนดลําดับเบสของเสน       
ดีเอ็นเอสายที่จะไปจับกับมันได หากรูลําดับเบสของเสนดีเอ็นเอที่จะศึกษาอยูกอนแลว แมวา
พันธะไฮโดรเจนจะคอนขางออน แตเนื่องจากโมเลกุลของดีเอ็นเอประกอบดวยหลายๆ คูเบส ทําให
มีพันธะเหลานี้จํานวนมากสามารถสรางความเสถียรใหแกดีเอ็นเออยางยิ่ง ในภาวะปกติแลวสาย   
ดีเอ็นเอไมคอยแยกจากกัน แตถาดีเอ็นเออยูในที่ที่มีอุณหภูมิสูงใกลจุดเดือด จะพบวาสายดีเอ็นเอ
แยกจากกันเปน 2 เสนที่มีเบสเปนคูสมกัน (complementary) เรียกขบวนการนี้วา denaturation 
การคนพบวาดีเอ็นเอมีลักษณะเปนเสนคู ทําใหไดขอสรุปของการเพิ่มจํานวนของมัน โดยมันแยก
สายดีเอ็นเอเสนคูออกเปนเสนเดี่ยวสองเสน แลวใชดีเอ็นเอแตละเสนนั้นเปนแมแบบ (templates) 
ของการสรางดีเอ็นเอเสนใหมตอไปทําใหไดดีเอ็นเอเสนคูใหม (double strands) 2 คู ที่มีลําดับเบส
เชนเดียวกับดีเอ็นเอแมแบบทุกประการ ในภาวะปกติ ดีเอ็นเอเสนคูจะไมแยกออกจากกัน แตเมื่อ
อุณหภูมิของสิ่งแวดลอมสูงขึ้นใกลจุดเดือด เชน 94-95 °C หรือในตัวกลางที่เปนกรดหรือดางอยาง
รุนแรง เชน pH<3 หรือ pH>10 มันจะแยกจากกันเปนเสนเดี่ยวอยางรวดเร็ว และเมื่ออุณหภูมิเย็น
ลง เชนที่ 65 °C มันจะคอยๆกลับเขามาจับกันเปนเสนคูใหมไดอีก ข้ันตอนนี้เรียกวา annealing 
หรือ renaturation ในอุณหภูมิขนาดนี้เฉพาะดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเหมาะสมกันพอดีเทานั้น        
จึงกลับมาเปนเสนเกลียวที่สมบูรณ (perfect double helices) ไดอยางเดิม ถาดีเอ็นเอ 2 เสน      
มีลําดับเบสไมเหมาะสมกันทั้งหมด แตอุณหภูมิของสิ่งแวดลอมลดต่ําลงมากๆ มันก็อาจจะมาจับ
กันเปนเกลียวเสนคูแตผิดรูปหรือบิดเบี้ยวไปบาง (imperfect double helices)  

ความเหนียวแนนระหวางพันธะ G  กับ C จะมากกวา A กับ T ดังนั้นการแยกเปนสอง
เสนของดีเอ็นเอจะยากงายเทาใด ข้ึนอยูกับสัดสวนของเบส G-C ในโมเลกุลของดีเอ็นเอนั้น ถามี
เบส G-C มากเสนดีเอ็นเอจะแยกจากกันไดยาก คือถาแยกมันดวยความรอนก็ตองใชอุณหภูมิ
สูงขึ้นนั่นเอง 

 โดยสรุปแลวดีเอ็นเอเปนพอลิเมอรของนิวคลีโอไทดซึ่งแตละหนวยยอยนิวคลีโอไทด
ประกอบดวยหนวยน้ําตาล เบส และหมูฟอสเฟต เบสที่พบทั่วไปในดีเอ็นเอมี 4 ชนิดและสามารถ
แบงออกเปน 2 กลุม แตละกลุมมีความแตกตางในองคประกอบ และโครงสราง ดังนี้ เบสพิริมิดีน  
มีโครงสรางหลักประกอบดวยวงแหวน 1 วง  เบสในกลุมนี้ไดแก  ไซโทซีน (cytosine หรือ C)     
และ ไธมีน (thymine หรือ T) เบสพิวรีน  มีโครงสรางหลักประกอบดวยวงแหวน 2 วง คือวงแหวน 
พิริมิดีนเชื่อมกับวงแหวนอิมิดาโซล (imidazole) เบสในกลุมนี้  ไดแก อะดีนีน (adenine หรือ A)  
และกัวนีน (guanine หรือ G)   
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ภาพที่ 6 โครงสรางเบสพิริมิดีนและเบสพิวรีนทีพ่บบนสายดีเอ็นเอ 
ที่มา : Nucleic acid [online], accessed 9 May 2009. Available from 
http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/chemistry/c8.5x27b.bases.jpg 
 

เบสบนดีเอ็นเอจะตออยูกับน้ําตาลดีออกซีไรโบส  ซึ่งมีคารบอน 5  อะตอมที่ตําแหนง       
C - 1′ โดยมีหมูฟอสเฟตเปนตัวเชื่อมระหวางคารบอนตําแหนงที่ 3′ ของน้ําตาลโมเลกุลหนึ่งกับ
คารบอนตําแหนงที่ 5′ ของน้ําตาลโมเลกุลที่อยูถัดไปดวยพันธะฟอสโฟไดเอสเตอร  ทําให        
สายพอลินิวคลีโอไทดที่เกิดขึ้นมีทิศทางคือ ปลายขางหนึ่งเปนปลาย 5′ และอีกขางหนึ่งเปนปลาย 3′       
หมูฟอสเฟตทําใหดีเอ็นเอมีประจุลบ และมีคุณสมบัติเปนกรด  ดีเอ็นเอมีน้ําหนักโมเลกุลอยูในชวง 
106-1012  ดาลตัน  ความยาวของสายดีเอ็นเอเกิดจากการเรียงตัวกันของเบส 4 ชนิด ในรูปแบบ
ตาง ๆ กันซึ่งทําใหดีเอ็นเอเปนแหลงเก็บขอมูลที่แตกตางกันไดเปนจํานวนมาก ขอมูลที่แตกตางกัน 
ที่บรรจุอยูในโมเลกุลดีเอ็นเอเปนตัวกําหนดคุณสมบัติที่สําคัญของสิ่งมีชีวิตในการควบคุมกิจกรรม
ตางๆ ของเซลล  และควบคุมลักษณะของสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ 
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   Watson และ Crick จากมหาวิทยาลยัเคมบริดจ ไดเสนอโครงสรางสามมิติของดีเอ็นเอ
ข้ึนมาโดยอาศยัขอมูลจากภาพเอกซเรยดิฟแฟรกชัน่ (X-ray diffraction pattern) ของผลึกดีเอ็นเอ
และจากขอมลูองคประกอบทางเคมีของดีเอ็นเอ โดยเสนอวาดีเอ็นเอมีโครงสรางเปนเกลยีวคลาย  
ขดลวดสปริง และเกลียวของดีเอ็นเอมีลักษณะเปนเกลยีวคูเวยีนขวา (righthanded double helix)  
การพนัเกลยีวของดีเอ็นเอทาํใหเกิดเปนรองขึ้น 2 ขนาด คือ รองขนาดใหญ และรองขนาดเล็ก 
เกลียวคูนี้ คือ สายพอลนิวิคลีโอไทดสองสายที่มทีิศสวนทางกัน โดยมีน้ําตาลและหมูฟอสเฟตเปน
แกนของเกลียวมีเบสอยูภายในเกลียว โดยมีระนาบของเบสตั้งฉากกับแกนของเกลียวในลักษณะ 
เหมือนราวบนัไดวนกับข้ันบนัได เสนผาศนูยกลางของเกลียวมีขนาด 20 อังสตรอม (A) แตละรอบ
เกลียวจะประกอบดวย เบส 10 คู ยาว 34 อังสตรอม (ระยะหางระหวาง 1 คูเบสเทากบั 3.4 A) 
เกลียวคูของดเีอ็นเอถกูยึดดวยพนัธะไฮโดรเจนระหวางเบสที่อยูบนสายตรงขามกนั โดยม ี A จับคู
กับ T ดวยพนัธะไฮโดรเจน 2 พันธะและ C จับกับ G ดวยพนัธะไฮโดรเจน 3 พันธะ นอกจากนี้ยงัมี
แรงไฮโดรโฟบิคที่เกิดขึ้นระหวางเบสที่ซอนอยูในสายเดียวกัน ชวยยึดโครงสรางเกลียวคูใหสาย     
มีความเสถียร การจับคูกันของเบสบนสายของดีเอ็นเอเปนกระบวนการที่จาํเพาะและเกิดไดอยาง
สมบูรณ  เมื่อเบสบนสายดีเอ็นเอเปนเบสคูสมกัน  (complementary bases)   

ดีเอ็นดีในเซลลมีจํานวนโครโมโซมหนึ่งชุดหรือแฮพลอยดเซลล (haploid cell, n) 
เรียกวา   ยีโนม (genome)  โดยทั่วไปสิ่งมีชีวิตจํานวนมากจะมีโครโมโซมเรียงตัวกันเปนคูหรือ     
ดิพลอยด (diploid cell, 2n)  ขนาดของยีโนมนิยมบอกคาเปนกิโลเบส หรือ kb ซึ่งหมายถึง จํานวน
เบสบนเกลียวคูของดีเอ็นเอคูณดวย 103 ดีเอ็นเอของไวรัสและแบคทีเรียสวนใหญเปนวงแหวน
เกลียวคู  สวนดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตชั้นสูงหรือยูแคริโอต จะเปนเสนยาวเกลียวคู ภายในเซลลของ  
ยูแคริโอต  ดีเอ็นเอจะอยูภายในนิวเคลียสและกระจายอยูบนโครงสรางที่เรียกวา โครโมโซม 
(chromosome)  โครโมโซมของยูแคริโอตประกอบดวยดีเอ็นเอรวมตัวกับโปรตีนอยางมีแบบแผน
โครงสรางหนวยพื้นฐานของโครโมโซมเรียกวา นิวคลีโอโซม (nucleosome)  ประกอบดวยดีเอ็นเอ
ขนาด 146 เบส จับกับโปรตีนฮิลโตน 4 ชนิดคือ  H2A  H2B  H3  และ  H4  อยางละ 2 โมเลกุล  
และมีฮิตโตน H1 จับกับดีเอ็นเอขนาด 60 เบสที่เชื่อมระหวางแตละหนวยนิวคลีโอโซม นิวคลีโอโซม     
จะมีการพันเกลียวตอไปอีกที่ละ 6 หนวยยอยเรียกวา โซเลนอยด (solenoid)  ซึ่งจะมวนตัวเปน
เกลียวซอนขึ้นอีก ทําใหโครโมโซมมีโครงสรางที่แนนมากยิ่งขึ้น การขดตัวหลายชั้นทําใหดีเอ็นเอ
สายยาวเขาไปอยูในนิวเคลียสที่มีขนาดเล็กได 
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ยีโนมของมนษุย 
ยีโนม คือ ดีเอ็นเอในแฮพลอยดเซลล  ยีโนมของคนประกอบดวยสวนที่อยูในนิวเคลียส

และในไมโทคอนเดรีย  ยีโนมในนิวเคลียสเปนดีเอ็นเอเสนยาวเกลียวคู  มีขนาด 3.1 x 109  คูเบส 
กระจายอยูในโครโมโซม 23 แทง  ยีโนมในไมโทคอนเดรียเปนดีเอ็นเอรูปวงขนาดเล็กเพียง 16,569 
คูเบส ดีเอ็นเอเกือบทั้งหมดในไมโทคอนเดรียทําหนาที่เปนยีนซึ่งจะถูกถอดรหัสเพื่อสรางอารเอ็นเอ      
ของไรโบโซม (rRNA) ทีอารเอ็นเอ (tRNA) หรือแปลรหัสเปนสายพอลิเปปไทด แตดีเอ็นเอ           
ในนิวเคลียสสวนใหญเปนลําดับเบสที่ไมใชรหัส  (non-coding sequences)  ซึ่งมียีนอยูเพียง 
30,000 – 35,000 ยีน คิดเปน 3% ของยีโนมทั้งหมด  ขนาดของยีนแตละยีนจะแตกตางกันมาก
ต้ังแตขนาดเล็กเพียง 0.1 กิโลเบส ไดแก ยีนของอารเอ็นเอขนาดเล็กที่พบในนิวเคลียส (small 
nuclear RNA) ไปจนถึงยีนขนาด 2,000 กิโลเบส  ที่พบอยูบนโครโมโซม X โดยเฉลี่ยยีนของมนุษย
จะมีขนาดประมาณ 5 – 10 กิโลเบส ซึ่งจะสรางโปรตีนที่มีกรดอะมิโนโดยเฉลี่ยประมาณ 300 ตัว  
ภายในยีนจะมีลําดับเบสบางสวนที่ไมใชรหัสและถูกตัดออก เรียกวา อินทรอน (intron) และสวนที่
เปนรหัส (coding sequences)  เรียกวา เอ็กซอน (exon) สวนของยีโนมเกือบ 90%  ไมใชรหัส 
และพบอยูนอกยีน เรียกวา สวนที่ไมใชยีน (extragenic)  ซึ่งในบริเวณนี้จะพบลําดับเบสซ้ํา 
(erpetitive sequences) ที่ยังไมทราบหนาที่ชัดเจนดังภาพที่ 7 (วิชัย บุญแสงและคณะ 2547: 14) 
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ภาพที่ 7 การจัดตัวของยีโนมมนุษยซึ่งประกอบดวยสวนของยีโนมทีอ่ยูในนวิเคลียสและ 
สวนที่อยูไมโทคอนเดรีย 
ที่มา : วิชัย บุญแสง และคนอื่นๆ, ลายพิมพดีเอ็นเอจากสารพันธุกรรมสูเทคโนโลยีพิสูจน 
บุคคล (ปทุมธานี:สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ, 2547):15 
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จํานวนโครโมโซมในคนจะมีโครโมโซม 46 แทง ซึ่งนับได 23 คู แบงออกเปนออโทโซม(autosome) 
ไดแก โครโมโซมคูที่ 1-22 ซึ่งออโทโซมจะเปนโครโมโซมคูเหมือนทั้งในเพศชาย และเพศหญิง 
โครโมโซมคูที่ 1 จะมีขนาดใหญที่สุดและเล็กไปตามลําดับ สวนโครโมโซมเพศ (sex 
chromosome) เปนโครโมโซมคูที่กําหนดเพศ ในเพศหญิงโครโมโซมเพศจะมีรูปรางเหมือนกัน คือ 
XX ในเพศชายโครโมโซมเพศจะมีรูปรางตางกัน คือ XY  

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

 
 

ภาพที่ 8  แคริโอไทปของเพศชายแสดงลกัษณะ รูปราง และจํานวนโครโมโซมซึ่งประกอบดวย 
ออโทโซม 22 คู และโครโมโซมเพศ 1 คู คือโครโมโซม X และ X 
ที่มา : โครโมโซมและสารพันธุกรรม [online], accessed 9 May 2009. Available from  
http://www.sarinp.com/unit3/chromosome1.htm 
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การตรวจลักษณะความแตกตางจากวัตถุพยานทางชีวภาพ เพื่อจุดมุงหมายทาง 
อาชญาวิทยาไดมีการกลาวถึงมานานกวา 50 ปแลว นับต้ังแตมีการตรวจพิสูจนบุคคลจากตวัอยาง
เลือดโดยวิธีตางๆ ซึ่งในชวงกอนมักจะอาศัยการตรวจแยกลักษณะของโปรตีนตางๆ ที่ถูกกําหนด
โดยยีน ไดแก สารหมูเลือดชนิดตางๆ บนเม็ดเลือดแดง หมู HLA บนเม็ดเลือดขาว เอ็นไซมใน    
เม็ดเลือดแดง และโปรตีนในน้ําเหลือง จะเห็นวาเปนการตรวจผลผลิตของยีน (gene product) 
ทั้งสิ้น ความกาวหนาทางพันธุกรรมโมเลกุล (Molecular Genetics) ทําใหสามารถตรวจแยกความ
แตกตางของคนหนึ่งไปจากอีกคนหนึ่งได โดยดูจากดีเอ็นเอในสวนที่ไมถูกใชเปนรหัส (non – 
cording for protein) ความแตกตางของดีเอ็นเอในสวนที่ถูกปกปดนี้ กลายมาเปนอาวุธลับ         
ที่ทรงประสิทธิภาพสูงสุดในทางนิติวิทยาศาสตร การตรวจลักษณะดีเอ็นเอถูกนํามาใชจริงครั้งแรก       
ในป พ.ศ. 2528 ที่ประเทศอังกฤษ จากนั้นก็มีการนํามาใชในประเทศตางๆ มากมาย สําหรับใน
ประเทศไทย คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ไดพัฒนาการตรวจลักษณะดีเอ็นเอขึ้นมา
ต้ังแตป  พ.ศ. 2534 

ดีเอ็นเอเปรียบเหมือนรหัสพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิตทั้งมวลไมวาจะเปนสัตว พืช แบคทีเรีย 
และสิ่งมีชีวิตเล็กๆอยางอื่น ในมนุษยเซลลทุกเซลลที่มีนิวเคลียส ไดแก เม็ดเลือดขาว ตัวอสุจิ เซลล
รากผม เซลลเยื่อบุกระพุงแกมในน้ําลาย เซลลเหลานี้ลวนเปนเซลลที่มีความสําคัญในทางนิติ
วิทยาศาสตรทั้งสิ้น  แผงยีนมนุษยจะอยูในโครโมโซมของคนซึ่งมี 23 คู เรียกวา diploid genome 
 หากเอาโครโมโซมอันที่ 1-23 มาคลี่สายดีเอ็นเอออกเปนเสนและเรียงตอกันจะได haploid 
genome ลานคูเบส 90 -95% ของลําดับเบสเหลานี้จะไมถูกถอดดรหัส แตมันจะเปนเพียงเสน     
ดีเอ็นเอที่วางอยูระหวางสวนที่เปนยีน แยกยีนตางๆ ออกจากกัน ยีนหนึ่งๆ ของคนอาจมีลําดับเบส
ที่เหมือนกัน แตเมื่อเกิดการผาเหลาขึ้นลําดับเบสก็จะแตกตางกันไปบาง ส่ิงเหลานี้สะทอนออกมา
เปนโปรตีนที่ผิดปกติออกไป ซึ่งบางครั้งทําใหเกิดโรคทางพันธุกรรมชนิดตางๆ ความแตกตาง
ระหวางบุคคลของดีเอ็นเอในบริเวณที่ไมไดถูกถอดรหัส ไมกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนที่
ส่ิงมีชีวิตสรางขึ้น จึงไมยุงเกี่ยวกับโรคทางพันธุกรรมตางๆ แตกลับมีประโยชนมากในทางนิติ
วิทยาศาสตร 

ตามทฤษฏีแลวถาไมใชฝาแฝดไขใบเดียวกัน (identical twins) ดีเอ็นเอของแตละคน  
จะมีลักษณะเปนเอกลักษณของตัวเอง โดยเหตุที่วาโครโมโซมของคนที่มีอยู 46 อัน คร่ึงหนึ่ง      
(23 อัน) มาจากพอ และอีกครึ่งหนึ่ง (23 อัน) มาจากแม สมมติวาการถายทอดโครโมโซมแตละอัน
จากพอและแมเปนในลักษณะที่อิสระตอกัน จะสามารถคํานวณรูปแบบตางๆ ของโครโมโซมที่
ถายทอดไปยังลูกหลานไดถึง 223 ลักษณะ และในกรณีของลูกก็อาจมีรูปแบบโครโมโซมที่ไดจาก
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พอและแมเปนแบบตางๆ ไดถึง 246 ลักษณะ  ในป พ.ศ. 2518 Edwin Southern ไดพัฒนาเทคนิค
ที่เปนประโยชนในการวิเคราะห     ดีเอ็นเออยางยิ่งโดยภายหลังจากการตัดเสนดีเอ็นเอ restriction 
enzyme ไดดีเอ็นเอเปนเสนสั้นๆ หลายเสน นําเสนดีเอ็นเอเหลานั้นไปแยกออกจากกันดวยการทํา
อิเล็คโตรฟอริซีสในตัวกึ่งกลางของแข็ง (semi solid media) แลวยายเสนดีเอ็นเอเหลานั้นลงบน
แผน nylon membrane ตรวจสอบเสนดีเอ็นเอที่ตองการดวยดีเอ็นเอตรวจตาม (DNA probe)      
ที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรังสี ดีเอ็นเอตรวจตามจะเปนดีเอ็นเอเสนเดี่ยวสั้นๆ ที่มีอะตอมซึ่ง
เปนสารกัมมันตภาพรังสีประกอบอยู และสามารถจับ (hybridize) ไดกับเสนดีเอ็นเอที่เราสนสนใจ 
เนื่องจากมันมีลําดับเบสที่เปนคูสมกัน (A เขาคูกับ T และ C เขาคูกับ G) เสนดีเอ็นเอที่ถูกแยกดวย
อีเล็คโตรฟอรีสีสจะเปนเหมือนตัวแทนของยีนตางๆ ในแผงยีนซึ่งยีนหนึ่งจะใหเสนดีเอ็นเอตัวแทน
ไมเกิน 2 เสน โดยแตละเสนจะแทนยีนบนโครโมโซมแตละอันในคูของมัน  

ปจจุบันถามีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดสามารถตรวจสอบได สมมติวาในเสน  
ดีเอ็นเอเสนหนึ่งมีการเปลี่ยนแปลงของเบสจาก T เปน C การเปลี่ยนแปลงอันนี้ทําใหเอ็นไซมที่ตัด
เสนดีเอ็นเอเฉพาะลําดับเบสที่เรียกวา restriction enzyme จดจําและตัดมันได (จากเดิมจดจํา
ไมได) หรือเดิมจดจําไดเปลี่ยนเปนจดจําไมได ตัวอยาง เชน เอนไซม Hea I ซึ่งจะตัดเสนดีเอ็นเอ
ตรงตําแหนงที่มีลําดับเบส AGGCCA ในทุกๆ ตําแหนงของเสนดีเอ็นเอที่ลําดับเบสดังกลาว ดังนั้น
เอนไซมจะตัดดีเอ็นเอเสนนั้นออกเปนดีเอ็นเอเสนสั้นๆ กี่เสน และแตละเสนยาวเทาไรก็ข้ึนอยูกับ
จํานวนและตําแหนงของลําดับเบส AGGCCA ที่ปรากฏอยูในเสนดีเอ็นเอนั้น การที่ไดดีเอ็นเอ    
เสนสั้นจํานวนมากมายที่มีความยาวตางๆ กันไป เรียกลักษณะนี้วา restriction fragment length 
polymorphisms (RFLPs) ตอมาวิธีการนี้ถูกใชเปนเทคนิค RFLP นักวิทยาศาสตรจึงไดนําเทคนิค
ดังกลาวมาตรวจสอบความแตกตางของลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอ เมื่อไดชิ้นดีเอ็นเอที่มีความ
แตกตางกันแลวจึงนํามาทําการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอเหลานั้นดวยดีเอ็นเอตรวจสอบ (DNA probe) 
ที่สามารถแสดงใหเห็นความแตกตางกันของแตละบุคคล  ดีเอ็นเอตรวจสอบจะเปนดีเอ็นเอที่มี
ลําดับคู เบสสมกับดีเอ็นเอของมนุษย  กระบวนการจับคู ดี เอ็นเอนี้ เ รียกวา  ไฮบริไดเซชั่น 
(hybridization) หลังจากนําชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมาเปรียบเทียบกัน
จะไดแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกัน มนุษยมีโครโมโซมเปน 2 ชุด ดังนั้นแตละโลกัส (locus) 
หรือตําแหนงใดๆ บนโครโมโซมจะมีลักษณะดีเอ็นเอที่แตกตางได 2 แบบ หรือ 2 อัลลีล (allele) 
ลักษณะอัลลีลของแตละโลกัสเรียกวายีโนไทป (genotype) ซึ่งมีอยู 2 รูปแบบ ไดแก ยีโนไทปแบบ
เฮเทอโรไซกัส (heterozygous) และยีโนไทปแบบโฮโมไซกัส (homozygous) ยีโนไทปแบบ     
เฮเทอโรไซกัส คือ ยีโนไทปที่ประกอบดวยแถบดีเอ็นเอ 2 แถบที่มีขนาดแตกตางกัน (2 อัลลีลที่มี
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ขนาดแตกตางกัน) สวนยีโนไทปแบบเฮโมไซกัส คือ ยีโนไทปที่ประกอบดวยแถบดีเอ็นเอ 2 แถบที่มี
ขนาดเทากัน (2 อัลลีลที่มีขนาดเทากัน) ตัวอยางเชนมีคน 3 คน ที่มียีโนไทปตางกัน โดยที่ 2 คน
แรกมียีโนไทปเปนโฮโมไซกัสที่มีอัลลีลเปน AA และ BB สวนคนที่สามเปนเฮเทอโรไซกัสมีอัลลีล
เปน AB ผลจากการตรวจสอบ RFLP ของบุคคลทั้งสาม พบวาไดมีแถบดีเอ็นเอ 3 แบบตาม
ลักษณะของยีโนไทป กลาวคือ ยีโนไทป AA มีขนาด 4.2 กิโลเบส ยีโนไทป  BB มีขนาด 1.8 กิโลเบส 
และยีโนไทป AB จะมีชิ้นสวนผสมระหวาง A และ B คือมีขนาด 4.2 และ 1.8 กิโลเบส ซึ่งขนาด
ของแถบดีเอ็นเอนี้จะแตกตางกันไปตามลักษณะของยีโนไทป 

เทคนิค RFLP สามารถนํามาใชแยกหรือศึกษาความแตกตางของยีนในคนได 
นักวิทยาศาสตรจึงนําเทคนิคนี้ไปประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรมตางๆ นําไปใช
ทําแผนที่ยีนบนโครโมโซม และนําไปศึกษาความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตแตละชนิดไดอยาง
กวางขวาง ซึ่งในระบบ RFLP ที่ความแตกตางของอัลลีลเกิดจากการมีเบสเปลี่ยนไป ณ จุดจดจํา
ของเอนไซมเมื่อนําดีเอ็นเอมายอยดวยเอนไซม จะทําใหเกิดดีเอ็นเอเสนสั้นขนาดตางๆ อันเปนผล
จากจุดตัดของเอนไซมนั้นเปลี่ยนตําแหนง จะเรียกระบบนี้เปน diallelic เนื่องจากอัลลีลที่พบมาก
ในระบบนี้จะมีแคสองแบบเทานั้น ตัวอยางเชน ตําแหนง A บนโครโมโซมคูหนึ่ง มีลําดับเบสบน
โครโมโซมอันที่หนึ่งดังนี้ AT[CCGG]ATGCATGC[CCGG]ATGCATGC[CCGG]TT สวนลําดับ
เบสบนโครโมโซมคูเหมือนของมัน พบวาเบส C ในตําแหนงที่ 16 ถูกเปลี่ยนเปน T จะไดลําดับเบส
ที่ตางกันไปเล็กนอยดังนี้  AT[CCGG]ATGCATGC[CTGG]ATGCATGC[CCGG]TT 

เมื่อดีเอ็นเอตรงตําแหนงนี ้ถกูนํามายอยดวยเอนไซม Hpa II ซึ่งมีจุดจดจําเปน C/CGG 
ตําแหนง A บนโครโมโซมอนัแรกจะถกูตัดได 3 ตําแหนง ในขณะทีบ่นอีกโครโมโซมจะถกูตัดได 2 
ตําแหนงเทานัน้ไดเสนดีเอ็นเอเปน 2 รูปแบบ (อัลลีล) ดวยลักษณะเชนนี้จะกาํหนดลักษณะทาง 
พันธกุรรม (genotype) ได 3 แบบ โดยเปนพนัธุแท 2 แบบ และพนัทาง 1 แบบ 

อีกรูปแบบหนึง่ของการตรวจแบบ RFLP คือการใชเอนไซมตัดที่ตําแหนงหัวและทายของ
เสนดีเอ็นเอที่เปน VNTR (variable number of tandem repeat) หรือ STR (short tandem 
repeat) ทั้ง VNTR และ STR จะประกอบดวยลําดับเบส (base sequence หรือเรียกอีกอยางวา 
tandem) ที่เรียงซ้ําๆ กันตอกันไปเรื่อยๆ โดยลําดับเบสนั้นอาจจะสั้นและเล็กมากประกอบดวย     
นิวคลีโอไทดทีต่างกนัเพียงหนึ่งหรือสองตัว เชน A กับ T (เปน ATATATA     ) ไปเร่ือยๆหรืออาจมี
ลําดับเบสที่ประกอบดวยเบสที่มากกวา 30 ตัว ถาลําดับเบสที่เรียงซ้ําๆ กนันั้นประกอบดวยเบส   
1-6 ตัว จะเรยีกตําแหนงนัน้เปน STR ถูกตัดที่หวัทายดวยเอ็นไซมกจ็ะไดเสนดีเอน็เอทีม่ีความยาว
ตางๆ กนัไป ข้ึนอยูกับจาํนวน tandem ทีป่รากฏอยูใน VNTR หรือ STR นั้น 
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Alec Jeffreys ไดใชดีเอ็นเอตรวจตาม (DNA probe) ที่สามารถตรวจจับกับ VNTR ได
หลายตาํแหนงพรอมกนัเรียกวา multilocus probe ทําใหไดแถบดีเอ็นเอหลายแถบในทีเดียว และ
ต้ังชื่อการตรวจนี้วา ลายพมิพดีเอ็นเอ (DNA fringerprinting) ในประเทศสหรัฐอเมริกา นิยมใชดี
เอ็นเอตรวจตามแบบตําแหนงเดี่ยวเรียกวา single locus probe โดย probe ชนดินี้จะไปจับที่
ตําแหนงหนึ่งใดบนโครโมโซมคูเดียวเทานั้น ทําใหแปรผลงายและสะดวกในการจัดทําขอมูลทาง
สถิติ หากตองการใหไดกําลังการแยกแยะ (discriminating power) ระหวางบุคคลแตละคน    
มากขึ้น กท็ําไดโดยตรวจตําแหนงที่เปน VNTR เพิ่มข้ึน โดยปกติแลวการตรวจประมาณ 4 ตําแหนง
มักจะเพียงพอในการแยกคนแตละคนออกจากกัน การตรวจดีเอ็นเอโดยใชดีเอ็นเอตรวจตาม
ตําแหนงเดี่ยวนี้จะไมเรียกเปน DNA fringerprinting แตเรียกวา DNA typing หรือ DNA profiling 
ซึ่งอยางที่กลาวไวขางตน DNA profile ของแตละคนอาจทาํเก็บไวเปนแบบผังดีเอ็นเอเฉพาะตวั  
ซึ่งเทากับเปนรหัสชีวิตเฉพาะบุคคลก็ยอมได  

นักอาชญาวิทยาไดคาดการไววา หากในอนาคตมีการจัดทําขอมูลรหัสชีวิตของคนทุก
คน หรือกลุมคนเปาหมายบางกลุมที่มีโอกาสสูงในการกออาชญากรรม เก็บรวบรวมไวในโปรแกรม
คอมพิวเตอรเปรียบเสมือนเปนธนาคารขอมูลดีเอ็นเอ (DNA data bank) ขอมูลนี้จะเปนประโยชน
มากในการระบุตัวผูกระทําผิดในคดีตางๆ จากวัตถุพยานที่พบในสถานที่เกิดเหตุหรือในตัว
ผูเสียหาย โดยเฉพาะอยางยิ่งในคดีขมขืนกระทําชําเรา นอกจากนั้นอาจชวยพิสูจนบุคคลของศพ
ไมทราบชื่อ ผูเสียหายตางๆอีกดวย (ธารนินทร  ภูพัฒน  2538 : 14) 

 
DNA fingerprint และ DNA profile 
ปจจุบันความเจริญทางชีวโมเลกุลชวยในการตรวจสอบดีเอ็นเอและนํามาประยุกตใช

ทางนิติวิทยาศาสตรไดอยางมีประสิทธิภาพ เทคนิค DNA fingerprinting เปนการตรวจอยางหนึ่ง
ในหลายๆ อยางที่ใชในการพิสูจนบุคคลและพิสูจนบุตรได DNA fingerprinting ถูกพัฒนาโดย
นักวิทยาศาสตรชาวอังกฤษ ชื่อ Alec J.Jeffreys เมื่อประมาณ 10 ปที่แลว ตอมาไดมีการพัฒนา
ใหดีข้ึนจนทราบถึงจุดเดนและจุดดอยของมันเพียงพอที่จะนํามาใชในกรณีจริงได การที่แผงยีนของ
มนุษย (human genome) ซึ่งประมาณกันวามีลําดับเบสมากถึง 3000 ลานคูเบส เมื่อใชเอ็นไซมที่
ตัดสายดีเอ็นเอตรงตําแหนงจําเพาะตามลําดับเบส (sequence specific) เชน เอนไซม Hea III  
จะยอยลําดับเบสที่เปน GG/CC ใหขาดจากกันในทุกตําแหนงของสายดีเอ็นเอที่ปรากฏมีลําดับ
เบสดังกลาว ทําใหไดสายดีเอ็นเอสั้นๆจํานวนมากเปนแสนเปนลานชิ้นซึ่งสามารถถูกจัดเรียง
ตามลําดับความยาวของมันดวยการทําอิเล็คโตรฟอรีสีสในตัวกลางที่เปนวุน เมื่อเสร็จส้ินการทํา
อิเล็คโตรฟอรีสีส เสนที่ส้ันไมหนักวิ่งไวก็จะอยูหางจากจุดเริ่มมากกวาเสนที่ยาวและหนัก ในกลุม



 

20 

สายดีเอ็นเอเสนเล็กๆ เหลานั้นจะมีจํานวนหนึ่งที่มีลักษณะเปน tandem repeats ซึ่งประกอบดวย 
base sequence ส้ันๆ ขนาดเทาๆ กันเรียงซ้ํากันไป แตละ sequence ที่วานี้เรียกวา tandem 
จํานวน tandem ใน โลกัสหนึ่งๆ อาจมีจํานวนตางกันไปในแตละคนทําใหใชแยกความแตกตาง
ระหวางบุคคลได นอกจากนั้นจํานวนคูเบสใน tandem อาจยาวไดต้ังแต 1-2 คูเบส เชน (TG)n    
ไปจนถึงขนาดใหญ คือ มากกวา30 คูเบส ในกรณีที่เปนโลกัสซึ่งประกอบดวย tandem ที่ส้ันมาก 
(แตละ tandem มี 1-6 คูเบส) จะเรียกวา short tandem repeat (STR) แตโลกัสที่มี tandem   
ยาวเรียกวา variable number of tandem repeat (VNTR) เนื่องจาก STR หรือ VNTR 
ประกอบดวย tandem ในจํานวนมากนอยตางกัน ดังนั้นเมื่อเอา DNA fragments ที่เปน VNTR 
หรือ STR ที่ตําแหนงตางๆ ในแผงยีน (genome) ของแตละคนมาทําอิเล็คโตรฟอรีสีสผานตัวกลาง
ที่เปนสารกึ่งของแข็ง (semisolid) เชน agarose หรือ polyacrylamide gel DNA fragments 
ดังกลาวจะวางตัวอยูในตําแหนงตางๆ กันแลวแตวา fragments นั้นมีความยาวมากนอยเทาไร    
ซึ่งในกรณีนี้จะขึ้นอยูกับจํานวนและความยาวของ tandem repeat ใน VNTR locus 

ปจจุบันพบวามีบริเวณที่มีลักษณะเปน VNTR จํานวนรอยๆ แหง และที่เปน STR 
มากกวา 1300 แหง ดังนั้นหากมีวิธีการใดที่สามารถตรวจสอบลักษณะของ VNTR เหลานี้ 
สามารถถายทอดไปยังลูกหลานได ตามทฤษฎีแลวอัลลีลของ VNTR ในลูกครึ่งหนึ่งตองมาจากพอ
และอีกครึ่งหนึ่งมาจากแม ดังนั้นลักษณะของ VNTR ของลูกในแตละตําแหนงถาไมเหมือนของพอ
ก็ตองเหมือนของแมนั่นเอง 

วิธีการตรวจสอบ VNTR ทีละหลายๆตําแหนงทําโดยอาศัยดีเอ็นเอตรวจตาม (DNA 
probe) ที่มีลําดับเบสเหมาะสมหรือใกลเคียงกับลําดับเบสของแกนรวม (common core)  ของ 
tandem ใน VNTR หลายแหง มันก็จะไปจับกับ VNTR เหลานั้นได ดีเอ็นเอตรวจตามอาจปรับปรุง
มาจากสวนของยีนมนุษย (human genome) เชน probe ของ Jeffreys พัฒนามาจาก intron ของ 
myoglobin gene บนโครโมโซมที่ 22 หรือจากแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) เชน M-13 
phage หรือแมแตเปนเพียงนิวคลีโอไทดเสนสั้นที่มีลําดับเบสสั้นมากเรียงตัวซ้ําๆกัน                  
เชน (GAGA)4 หรือ (CAC)5  ดีเอ็นเอตรวจตามเหลานี้สามารถไปจับกับแกนรวมของ VNTR ไดทลีะ
หลายๆ ตําแหนง หากติดฉลากดีเอ็นเอตรวจตามดวยสารกัมมันตภาพรังสีหรือเอนไซม เมื่อมันไป
จับ VNTR ณ ตําแหนงใดก็ตาม มันจะเปลงรังสีออกมาจากตําแหนงนั้นดวย ถามีฟลมเอ็กซเรยไป
วางไวใกลๆ รังสีที่ออกมาจะทําปฏิกิริยากับแผนฟลม เกิดเปนแถบสีดําบนฟลม ในกรณีที่ติดฉลาก     
ดีเอ็นเอตรวจตามดวยเอนไซม ก็สามารถทําใหเกิดสัญญาณสีข้ึนไดโดยใสสารกําเนิดสีลงไป 
ตําแหนงที่ดีเอ็นเอตรวจตามไปจับก็จะเกิดสีข้ึน 
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การที่จะเอาดีเอ็นเอตรวจตามไปจับ DNA fragment ที่อยูในวุนโดยตรงอาจทําไดยาก
เพราะวุนมักออนนุมฉีกขาดไดงาย เชน polyacrylamide gel หรือหนาเกินไป เชน agarose gel 
ดังนั้นมักนิยมยาย DNA fragments เหลานั้นจากวุนลงสู nitrocellulose membrane เสียกอนโดย
วิธี southern blot จากนั้นคอย hybridize DNA fragment บนแผนเมมเบรนดวยดีเอ็นเอ       
ตรวจตามที่ติดฉลากดังกลาวขางตน DNA fragment ใดที่มีลําดับเบสในสวนหนึ่งใดของมัน
ใกลเคียงหรือจําเพาะกับลําดับเบสของดีเอ็นเอตรวจตาม จะถูกจับในทุกๆ ตําแหนงที่มันอยู       
เมื่อเอาฟลมเอ็กซเรยทาบกับเมมเบรน รังสีที่เปลงออกมาจากดีเอ็นเอตรวจตาม ณ ตําแหนงตางๆ 
ก็จะทําปฏิกิริยากับฟลมเกิดเปนแถบสีดําขึ้น ซึ่งมีรูปแบบเปนเอกลักษณของแตละคนไป          
โดยโอกาสที่คนสองคนซึ่งไมไดเกี่ยวของกันทางสายเลือดแลวมีรูปแบบแถบดีเอ็นเอเหมือนกันทุก
อยางสามารถคํานวณไดจากจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏออกมาใหตรวจสอบ โดย Jeffreys      
ไดคํานวณโอกาสเฉลี่ยของแถบดีเอ็นเอหนึ่งใด ณ. ตําแหนงหนึ่งบนแผนเมมเบรนของคนคนหนึ่ง     
จะไปตรงกับอีกคนหนึ่งเทากับ 0.25(2) ดังนั้นโอกาสที่คนสองคนจะมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
เหมือนกัน หรือตรงกันในทุกตําแหนงจะเทากับ 0.25n  โดยปกติแลวการทํา DNA fingerprint 
ปรากฏมีแถบดีเอ็นเอใหตรวจสอบได 10 โอกาสที่คนสองคนซึ่งไมไดมีความสัมพันธทางสายเลือด
จะมี DNA fingerprint เหมือนกันเทากับ( 0.25)10 หรือ 1/1,048,576 หรือประมาณ 1 ในลาน
นั่นเอง  

การตรวจ DNA fingerprint ข้ันแรกตองเริ่มดวยการสกัดดีเอ็นเอออกจากตัวอยางสง
ตรวจ ซึ่งดีเอ็นเอที่ไดตองเปนดีเอ็นเอที่อยูในสภาพดี และยังคงเปนเสนยาวมีน้ําหนักโมเลกกุลสูง
อยางนอย 1 ไมโครกรัม หากคํานวณวาเซลลของมนุษยหนึ่งเซลลมีดีเอ็นเอประมาณ 6 พิโคกรัม 
การที่จะทํา DNA fingerprint จําเปนตองมีเซลลที่มีนิวเครียสอยางนอย 160,000 เซลล แตถาเปน
เซลลที่มีปริมาณดีเอ็นเอเพียงครึ่งเดียวของเซลลปกติ เชน ตัวอสุจิ จําเปนตองมีตัวอสุจิอยางนอย 
320,000 ตัว จะเห็นวาในตัวอยางสงตรวจตองมีปริมาณมากพอสมควร หากสภาพของดีเอ็นเอใน
ตัวอยางอาจเสื่อมสลายตัวไปบางสวน ในกรณีเชนนี้จําเปนตองมีตัวอยางสงตรวจจํานวนมากขึ้น
ซึ่งในคดีจริงโอกาสเชนนี้เปนไปไดนอยมาก นอกจากนั้นการที่จะตรวจทุกครั้งจําเปนตองทํา
เปรียบเทียบกับบนวุนเดียวกันทุกครั้ง และไมสามารถหาคาความถี่ของแถบดีเอ็นเอซึ่งเปนตัวแทน
ของ VNTR แตละตําแหนงในแฝงยีนในประเทศสหรัฐอเมริกาไดพัฒนาดีเอ็นเอตรวจตามตําแหนง
เดี่ยว (single locus probe) ดีเอ็นเอตรวจตามชนิดนี้จะจับที่ลําดับเบสจําเพาะบนสวนของ VNTR 
เฉพาะตําแหนงหนึ่งใดเทานั้น ดังนั้นการใชดีเอ็นเอตรวจตามชนิดนี้เมื่อส้ินสุดวิธีการตรวจจะได
แถบดีเอ็นเอบนแผนฟลมเอ็กซเรยเพียงหนึ่งแถบหรือสองแถบ การตรวจดวยดีเอ็นเอตรวจตาม
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ตําแหนงเดี่ยว จะไดรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ไมซับซอนและแปลผลงายเรียกวา DNA typing หรือ 
DNA profile เนื่องจากปรากฏมีเพียง 1-2 แถบ เมื่อทําอิเล็กโตรฟอริซีสเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน
กําหนดขนาด จะสามารถบอกขนาดของดีเอ็นเอที่เปนอัลลีลของ VNTR ที่กําลังตรวจสอบได ดัง
ภาพที่ 9 และสามารถจัดทําคาความถี่ของแตละอัลลีล  

  

 
ภาพที่ 9  การตรวจดีเอ็นเอโดยใชดีเอ็นเอตรวจตามตําแหนงเดี่ยว(single locus probe) 
ที่มา : DNA Forensics Problem Set [online], accessed 9 May 2009. Available from 
http://www.biology.arizona.edu/human_bio/problem_sets/DNA_forensics_2/graphics/ 
10a.gif 
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การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอโดยเอ็นไซมโพลีเมอเรส 
ปญหาสําคัญของการตรวจพิสูจนบุคคลจากวัตถุพยานทางชีววิทยา คือ ตัวอยางที่ไดมา

มักจะอยูในสภาวะที่กําหนดไมได บางครั้งอาจมีปริมาณเพียงเล็กนอย บางครั้งอาจมีส่ิงเจือปน
หรือมาจากคนหลายคนปนกันอยู บางครั้งอยูในสภาพที่เสื่อมสลายอยางมาก ส่ิงตางๆเหลานี้เปน
อุปสรรคในการตรวจ DNA profile โดยวิธี RFLP ซึ่งตองการดีเอ็นเอคงสภาพที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง 
(intact high molecular weight DNA ) ปริมาณ 1 นาโนกรัมสําหรับดีเอ็นเอตรวจตามหลาย
ตําแหนง (multilocus probe) และ 50 นาโนกรัมสําหรับดีเอ็นเอตรวจตามตําแหนงเดี่ยว (single 
locus probe ) ดังนั้นหากมีส่ิงสงตรวจจํานวนนอยหรืออยูในสภาพเสื่อมสลายไป อาจทําใหไมมี   
ดีเอ็นเอน้ําหนักโมเลกุลสูงมากพอ การตรวจสอบโดยวิธี RFLP ยอมทําไมได ปญหาอันนี้มีหนทาง
ที่จะขจัดออกไปไดเมื่อนําเทคนิคการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยวิธี polymerase chain reaction 
(PCR) มาชวยในการตรวจ DNA profile เทคนิคการทํา polymerase chain reaction (PCR) 
คนพบครั้งแรกโดย Kary Mullis และคณะในป 1983 โดยใชหลักการเลียนแบบธรรมชาติที่วาโดย
อาศัยดีเอ็นเอตนแบบเปนจุดเริ่มตน และมีเอ็นไซมพวก DNA polymerase ชวยทําใหสายดีเอ็นเอ
ยาวออกไปโดยเลือกจับเอานิวคลีโอไทดตัวใดตัวหนึ่งใน 4 ชนิด dATP, dGTP, dCTP, dTTP     
เขามาตอกับเบสคูสมกับดีเอ็นเอสายตนแบบ สวนประกอบตางๆในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอมีดังนี้ 
คือ ดีเอ็นเอตนแบบ, thermostable DNA polymerase, deoxynucleotide triphosphase 
(dNTPs) ทั้ง 4 ชนิด, Oligonucleotide primer อยางนอย 1 คู และบัฟเฟอรที่เหมาะสม ปริมาณ   
ดีเอ็นเอจะเพิ่มมากขึ้นไดตองอาศัยปฏิกิริยาที่ตอเนื่องหลายๆ รอบ ซึ่งแตละรอบจะประกอบดวย   
3 ข้ันตอน คือ ข้ันตอน denaturation เปนขั้นตอนการทําให DNA สายคูแยกเปนสายเดี่ยว โดย
อาศัยความรอนที่อุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส ข้ันตอน primer annealing            
เปนขั้นตอนที่มีการลดอุณหภูมิลงที่ประมาณ 45-60 องศาเซลเซียส เพื่อให primer สามารถ
เกาะติดกับดีเอ็นเอตนแบบสายเดี่ยวตรงบริเวณลําดับเบสคูสม ข้ันตอน primer extension เปน
ข้ันตอนการขยายสายดีเอ็นเอสายใหมจากทิศทาง 5′ ไป 3′ โดยอาศัยเอ็นไซม Thermostable 
DNA polymerase เชน Taq polymerase ซึ่งปกติใชอุณหภูมิอยูในชวง 70-75 องศาเซลเซียส     
ดังภาพที่ 10 (Gibthai Training Center : บรรยาย)  
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ภาพที่ 10 ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ชวงอุณหภูมิ 90-95 °C ในการแยกสาย   
ดีเอ็นเอจากเสนคูเปนเสนเดี่ยว ชวงอุณหภูมิ 50-60 °C ในการจับคูกันระหวางดีเอ็นเอเสนเดีย่ว
กับไพรเมอร ชวงอุณหภูมิ 70-72 °C ในการเติมเบสทางปลาย 3’ ของดีเอ็นเอเสนใหม 
ที่มา : วิวัฒนาการของ PCR Technology [online], accessed 9 May 2009. Available from  
http://images.google.co.th/imgres?imgurl=http://ku-
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การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอดวยการวิเคราะหโดยใชเครื่องอัตโนมัติ 
การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอดวยการวิเคราะหโดยใชเครื่องอัตโนมัติไดมีการพัฒนาการ

ตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชสารฟลูโอเรสเซนซติดฉลากที่ไพรเมอร ซึ่งการติดฉลากนี้ทําให
สามารถเพิ่มจํานวนโลกัสแบบไมโครแซทเทลไลทในการทําปฏิกิริยาพีซีอารเพียงหนึ่งครั้ง และทํา
การวิเคราะหโดยใชเครื่องอัตโนมัติไดทันทีโดยที่หลักการยังคงประกอบดวยขั้นตอน 3 ข้ันตอน
เหมือนเดิม คือ การสกัดจากสิ่งสงตรวจ การทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและการแยกผลผลิต 
และเพื่อใหการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอในยุคมิเลเนี่ยมนี้มีมาตรฐานความถูกตองในระดับสากล 
สถาบันเอฟบีไอ ประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งเปนหนวยงานใหญที่ รับผิดชอบงานทางดานนิติ
วิทยาศาสตร ไดมีการกําหนดโลกัสมาตรฐานจํานวน 13 โลกัส เรียกวา ระบบ CODIS (Combined 
DNA Index System) ซึ่งเปนระบบฐานขอมูลทางดีเอ็นเอของประชากรที่ถูกรวบรวมไวโดยสถาบัน
เอฟบีไอ ทั้งนี้เพื่อเปนประโยชนตอการคัดเลือกโลกัสใดๆมาใชเปนโลกัสมาตรฐาน ขอมูลของระบบ 
CODIS (Combined DNA Index System) ซึ่งเปนระบบขอมูลทางดีเอ็นเอของประชากรที่ถูก
รวบรวมไวโดยสถาบันเอฟบีไอ ทั้งนี้เพื่อเปนประโยชนตอการคัดเลือกโลกัสใดๆ มาใชเปนโลกัส
มาตรฐาน ขอมูลของระบบ CODIS ไดแสดงอยูในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 ขอมูลไมโครแซทเทลไลทจํานวน 13 โลกัส ตามมาตรฐานของระบบ CODIS 

โลกัส ตําแหนงบน
โครโมโซม ลําดับเบสแกน จํานวนซ้าํของ 

ลําดับเบสแกน 
จํานวน 
อัลลีล 

ขนาด 
(คูเบส) 

CSF1PO 5q33.3-34 (AGAT) n 6-16 15 300-340 

FGA 4q28 
(TTTC) 3 TTTT 
TTCT (CTTT) n 

CTCC (TTCC) 2 
15-51.2 69 210-360 

TH01 11q15.5 (AATG) n 3-14 20 160-200 
TPOX 2q23-2qter (AATG) n 6-13 10 220-260 

vWA 12q12-pter TCTA(TCTG) 3-4 
(TCTA) n 

10-24 28 150-210 

D3S1358 3p TCTA (TCTG) 1-3 

(TCTA) n 
9-20 20 100-160 

D5S818 5q21-q31 (AGAT) n 7-16 10 130-180 
D7S820 7q11.21-22 (GATA) n 6-15 22 260-300 
D8S1179 8 (TCTR) n 8-19 13 110-180 
D13S317 13q22-q31 (GATA) n 5-15 14 210-250 
D16S539 16q24-qter (AGAT) n 5-15 10 250-300 
D18S51 18q21.3 (AGAA) n 7-27 43 265-350 

D21S11 21q11.2-q21 

(TCTA)n(TCTG) n 
[(TCTA) 3 TA 
(TCTA) 3 TCA 

(TCTA) 2 TCCA 
TA] (TCTA) n 

24-38 70 180-250 

  
 ที่มา :วิชัย บุญแสง และคนอื่นๆ, ลายพิมพดีเอ็นเอจากสารพันธุกรรมสูเทคโนโลยีพิสูจนบุคคล 
(ปทุมธานี:สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ, 2547) : 62 
 
 



 

27 

หลักการในการใชชุดตรวจสอบเหลานี้การใชระบบสีฟลูโอเรสเซนต (5-dye system)    
ในการติดฉลากที่ปลาย 5´ ของเสนไพรเมอร เพื่อใชในการแยกความแตกตางระหวางผลผลิตที่มี
ขนาดใกลเคียงกันของแตละโลกัสจากการทําปฏิกิริยาแบบมัลติเพล็กซเพียงครั้งเดียว ระบบ         
สีฟลูโอเรสเซนตที่ใชอยูในขณะนี้มีทั้งหมด 5 สี โดยที่ 4 จาก 5 สี ไดแก 6-FAM (สีน้ําเงิน), VIC    
(สีเขียว), NED (สีเหลือง) และ PET (สีแดง) ใชในการติดฉลากไพรเมอรเพื่อใหไดผลผลิตพีซีอาร   
ที่มีสีแตกตางกัน และ สี LIZ (สีสม) สําหรับการติดฉลากตัวควบคุมขนาดมาตรฐาน หลังจากเสร็จ
ส้ินขั้นตอนการทําปฏิกิริยาพีซีอารแลวเครื่องอัตโนมัติจะสงผลผลิตพีซีอารไปยังเครื่องตรวจจับสาร  
ฟลูโอเรสเซนต ผลการอานจะถูกสงเขาเครื่องคอมพิวเตอรที่มีโปรแกรมแปลงผลการอานใหออกมา
ในรูปแบบกราฟอิเล็กโทรฟโรแกรม (electropherogram)(ภาพที่ 11) ที่ ข้ึนอยูกับขนาดและ             
สีฟลูโอเรสเซนตที่ติดอยูกับผลผลิตพีซีอารนั้นๆ 

 

 
 

ภาพท่ี 11 ลายพิมพดีเอ็นเอโดยกราฟอิเล็กโทรฟโรแกรมของบุคคลหนึ่งๆ จากชุดตรวจสอบ 
AmpFℓSTR Identifiler ที่มีการใชระบบสีฟลูโอเรสเซนต (5-dye system)ในการแยกความ
แตกตางระหวางผลผลิตพีซีอารที่มีขนาดใกลเคียงกัน 
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ขอดีของชุดตรวจสอบนี้อีกประการหนึ่งคือ สามารถทําปฏิกิริยาพีซีอารมัลติเพล็กซเพียง
คร้ังเดียวจากไมโครแซทเทลไลจํานวน 16 โลกัส ซึ่งแตกตางจากการทํามัลติเพล็กซแบบไมใช
เครื่องอัตโนมัติ ขอสําคัญอีกประการหนึ่ง คือ การวิเคราะหโดยใชสารละลายซิลเวอรไนเตรท       
ไมสามารถแยกความแตกตางระหวางผลผลิตพีซีอารที่มีขนาดใกลเคียงกันระหวาง 2 โลกัสได     
แตการติดฉลากไพรเมอรดวยสีฟลูโอเรสเซนต ทําใหสามารถบอกความแตกตางระหวางผลผลิต  
พีซีอารที่มีชวงของผลผลิตใกลเคียงกันระหวางโลกัส เชน โลกัส D8S1179, D3S1358, D19S433 
และ D5S818 ตางก็ใหผลผลิตพีซีอารในชวง 100-180 คูเบส ซึ่งถานําผลผลิตพีซีอารทั้ง 4 โลกัส
มารวมกัน แยกบนแผนวุน และวิเคราะหดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรท จะไมสามารถบอกไดวา
ผลผลิตพีซีอารนั้นไดมาจากไพรเมอรคูไหน ซึ่งการใชเครื่องอัตโนมัติทําใหสามารถวิเคราะห และ
แปรผลไดถูกตองและแมนยํากวา 

 
2.2 กองพิสูจนหลักฐาน 
 2.2.1 ประวัติความเปนมาของการพิสูจนหลักฐาน (พจน  บุญยะจินดา 2537 : 1-6) 

กําเนิดของการพิสูจนหลักฐาน เร่ิมมาต้ังแตกลางศตวรรษที่ 19 โดยความริเร่ิมของ
บุคคลหลายทานดวยกัน โดยบุคคลที่นากลาวถึง ไดแก 

-  Alphonse Bertillon เปนผูวางรากฐานของการ “Identification” วางหลักการ          
ชี้ตัวบุคคลซึ่งมีชื่อเรียกวา “Anthoropomentry” ซึ่งมีหลักวา “บุคคลสองคนไมมีโอกาสที่จะมีขนาด
ของรางกายตรงกันทุกประการ” เขาไดจัดทําระบบการวัดขนาดของอวัยวะสวนตางๆของรางกายไว
เพื่อเปนหลักฐานการชี้ตัวบุคคลจนเปนที่ยอมรับ 

- Sir.Robert Henry ไดนําวิธีชี้ตัวบุคคลโดยลายพิมพนิ้วมือ ซึ่งเรียกวา 
“Dactylography” มาใชแทน “Anthoropomentry”  ซึ่ งการเปรียบเทียบลายพิมพนิ้ วมือ  การ
จําแนกลายพิมพนิ้วมือ ใชไดผลดีมากกวา เปนที่ยอมรับมากกวา และนํามาใชเปนครั้งแรกในป 
พ.ศ. 2425 โดยมีผูนําเอาวิธีการชี้ตัวบุคคลโดยลายพิมพนิ้วมือมาใช โดยหนวยงานตางๆที่มี
มาตรฐานในเกือบทุกประเทศจนถึงปจจุบัน 

ในป พ.ศ. 2403 ไดเร่ิมมีการถายภาพ เพื่อประโยชนในทางนิติวิทยาศาสตรเปน  
คร้ังแรก และในชวงปลาย พ.ศ. 2423-2433 นั้น นักวิทยาศาสตรชื่อ Pual Uhlenhuth คนพบวา
เซรุมในเลือดนั้น สามารถแยกเลือดของมนุษยใหแตกตางจากเลือดสัตวชนิดตางๆ ไดโดยวิธีที่
เรียกวา “Precipitin test” 
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  ในปจจุบันไดมีการปรับปรุงเครื่องมือเครื่องใชตางๆ ในการสืบสวนหาตัวคนราย 
และพิสูจนความผิด ใหกาวหนาและทันสมัยขึ้นกวาเดิมเปนอยางมาก ทางดานการพิสูจนหลักฐาน
ก็เชนเดียวกันไดมีการศึกษาคนควานําเทคนิคทางวิทยาศาสตรใหมๆตลอดจนเครื่องมือการตรวจ
วิเคราะหตางๆมาใชประโยชนในการตรวจพิสูจนอยางมากมาย เชน การใชรังสีตางๆ การใชเลเซอร 
เครื่องตรวจกระสุนปนอัตโนมัติ เปนตน 
 

2.2.2 ประวัติการพิสูจนหลักฐานในประเทศไทย 
พ.ศ. 2475 ไดมีพะบรมราชโองการในพระบาทสมเด็จปรมินทรประชาธิปก 

พระปกเกลาอยูหัวใหจัดวางโครงการตํารวจขึ้นใหม โดยเปลี่ยนชื่อกรมตํารวจภูธรเปนกรมตํารวจ
และใหเสนาบดีกระทรวงมหาดไทยจัดแบงแผนกงานรายยอยออกไปตามสมควรแกรูปการ ในป
เดียวกันนี้พระยาจาแสนยาบดีศรีบริบาลรัฐมนตรีกระทรวงมหาดไทยไดจัดแบงงานในกรมตํารวจ 
สําหรับตํารวจสันติบาลนั้นไดประกาศ ดังนี้ กองที่หนึ่ง กองที่สอง กองที่สามและกองตํารวจแผนก
สรรพากร โดยกองที่สาม แบงออกเปนสี่แผนก มีอยูแผนกหนึ่งในกองที่สามเปนจุดกําเนิดของกอง
พิสูจนหลักฐาน คือ แผนกวิทยาการ 
  พ .ศ . 2476 ไดมีพระราชกฤษฎีการจัดวางระเบียบราชการกรมตางๆ  ใน
กระทรวงมหาดไทยกําหนดงานของกรมตํารวจขึ้นใหม สําหรับกองตํารวจสันติบาล ไดกําหนด     
ไวดังนี้  
  กองกํากับการ 1 สืบสวนปราบปรามโจรผูราย 
  กองกํากับการ 2 สืบสวนราชการพิเศษ 
  กองกํากับการ 3 เทคนิคของตํารวจแบงออกเปน 5 แผนก คือ 
  1.แผนกทะเบียนพิมพลายนิ้วมือ 
  2.แผนกบันทึกแผนประทุษกรรม 
  3.แผนกพิสูจนหลักฐาน 
  4.แผนกบัญชีโจรผูราย 
  5.แผนกเนรเทศ 
  พ.ศ. 2483 ไดมีการปรับปรุงและขยายงานของกรมตํารวจ ไดจัดตั้งกองบังคับการ
ตํารวจสอบสวนกลางขึ้นใหมโดยแยกงานทางดานวิทยาการซึ่งเดิมสังกัดอยูกับกองบังคับการ
ตํารวจสันติบาล มาขึ้นตรงกับกองบังคับการตํารวจสอบสวนกลาง 
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  พ.ศ. 2493 กิจการของกองตํารวจสอบสวนกลางไดเจริญรุดหนาไป จึงยกฐานะขึ้น
เปนกองบัญชาการตํารวจสอบสวนกลาง โดยไดเร่ิมยกฐานะกองกํากับการวิทยาการขึ้นเปน         
“ กองพิเศษ ” (กองพิเศษที่จัดตั้งขึ้นใหมนี้เปนรากฐานของ “ กองพิสูจนหลักฐาน ” และ                
” กองทะเบียนประวัติอาชญากร “) 
  พ.ศ. 2497 กองบัญชาการตํารวจสอบสวนกลาง ไดมีการปรับปรุงหนวยงานให
กวางขวางยิ่งขึ้นโดยเพิ่มกองบังคับการขึ้นใหมอีก 4 กอง และมีอยูกองหนึ่งที่เปนสวนหนึ่งของกอง
พิสูจนหลักฐาน คือ กองวิทยาการ ในการยุบกองพิเศษไปรวมกับกองวิทยาการที่ต้ังขึ้นใหมเพื่อ
ตองการใหดําเนินการพิสูจนวัตถุพยาน และการตรวจพิสูจนคนควาตัวบุคคลรวมอยูในหนวยงาน
เดียวกัน 
  พ.ศ. 2503 กองบัญชาการตํารวจสอบสวนกลางไดมีการปรับปรุงหนวยงานตางๆ 
ใหม โดยยุบ “ กองวิทยาการ “ ออกจากสารระบบทําเนียบราชการตํารวจ โดยแยกงานของกองนี้
ออกเปน 2 กอง คือ 
  1.กองพิสูจนหลักฐาน 
  2.กองทะเบียนประวัติอาชญากร 
โดยแยกงานดานการตรวจพิสูจนวัตถุพยานและงานการตรวจพิสูจนคนควาในดานตัวบุคคลออก
จากกันและไดมีการปรับปรุงหนวยงานทั้งสองใหกวางขวางยิ่งขึ้น 
  ดังนั้น กองพิสูจนหลักฐาน จึงไดถือกําเนิดและเปนหนวยงานระดับกองบังคับการ 
ข้ึนตรงตอกองบังคับการตํารวจสอบสวานกลาง ตามพระราชกฤษฎีกาแบงสวนราชการกรมตํารวจ 
ต้ังแตวันที่ 13 กันยายน 2503 
  พ.ศ. 2535 ไดมีพระราชกฤษฎีกาการแบงสวนราชการกรมตํารวจกระทรวงมหาดไทย 
(ฉบับที่ 8) พ.ศ. 2535 จัดตั้งสํานักงานวิทยาการตํารวจ ใหกองพิสูจนหลักฐาน มีสายบังคับบัญชาขึ้นตรงตอ 
“ สํานักงานวิทยาการตํารวจ “ 
  ความหมายของกองพิสูจนหลักฐาน 
  การพิสูจนหลักฐานมีคําจํากัดความคือ “ เปนกฎเกณฑทั้งทางวิชาชีพและทาง
วิทยาศาสตร ซึ่งมุงในการใหการยอมรับ การชี้เฉพาะ การจําแนก และการตีความหมายของ    
วัตถุพยานโดยนําวิทยาศาสตรบริสุทธิ์มาประยุกตใช ในกรณีที่เกี่ยวของระหวางกฎหมายกับ
วิทยาศาสตร “ ซึ่งถอดความมาจากภาษาอังกฤษวา “ (Criminalistics is that profession and 
scientific discipline directed to the recognition, identification and evaluation of physical 
evidence by application of the natural sciences to law – science matters “ ขยายความให
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ชัดเจนจะกลาวไดวา เปนศาสตรแขนงหนึ่ง ซึ่งอาศัยกฎเกณฑทฤษฎีตางๆ ของวิทยาสาสตรหลาย
สาขา เชน สาขาเคมี, สาขาฟสิกส, สาขาชีววิทยา, มารวมกัน แลวนํามาประยุกตใชเปนวิธีการ
ตรวจพิสูจนวัตถุพยาน เพื่อใหบรรลุถึงจุดประสงคในการตรวจพิสูจนการกระทําผิด หรือความ
บริสุทธิ์ของผูถูกกลาวหา ภายใตกฎเกณฑแหงกฎหมาย 
  การตรวจพิสูจนหลักฐาน จะดําเนินการไดดังนี้ 

1.   การตรวจเพื่อชี้เฉพาะ เปนการตรวจพิสูจนวัตถุพยานดวยวิธีการทางวิทยาศาสตร  
แลวแสดงผลการตรวจวาใชหรือไมใช เชน การตรวจพิสูจนคราบโลหิต, คราบอสุจิ, เขมาปน, 
ยาเสพติดใหโทษ เปนตน 
                     2. การตรวจพิสูจนเปรียบเทียบ เปนการตรวจเปรียบเทียบวัตถุพยาน แลวให
ความเห็นทางวิชาการ เชน การตรวจพยานเอกสารตางๆ ไดแก การตรวจเปรียบเทียบลายนิ้วมือ, 
ลายเซ็นต, ตัวอักษรพิมพดีด, ตรวจเปรียบเทียบเสนใย  
  3. การใหความเห็นทางดานวิชาการ เปนการตรวจสถานที่เกิดเหตุในคดีตางๆโดย
ปกติพยานหลักฐานจะถูกทําลายไปเปนสวนมาก แตรองรอยและวิธีการที่คนรายกระทํา อาจจะ
ชี้บอกถึงสาเหตุของการกระทํา หรือ ชี้แนวทางการกระทําของคนรายได โดยอาศัยความรู ความ
ชํานาญ ทางดานการตรวจพิสูจนหลักฐาน นอกจากนั้น วัตถุพยานบางอยาง แมจะมีนอยหรือ
ขนาดเล็กมากที่พบในที่เกิดเหตุ เมื่อทําการตรวจวิเคราะหจะสามารถบอกแนวทางที่จะชวยการ
สืบสวนหาตัวผูกระทําผิดไปในทางที่ถูกตองและมีความรวดเร็วได 
 
 2.2.3 กลุมงานที่ทําหนาที่ในการตรวจพิสูจนในกองพิสูจนหลักฐาน 
  กลุมงานตรวจสถานที่เกิดเหตุ 
  สถานที่เกิดเหตุ คือ สถานที่มีเหตุการณไมปกติที่เกี่ยวของกับทางคดีเกิดขึ้น 
ความสําคัญของสถานที่เกิดเหตุอยูที่วัตถุพยานที่อยูในสถานที่เกิดเหตุนั้น ดังนั้น การพูดถึง
ความสําคัญของสถานที่เกิดเหตุก็หมายรวมถึงความสําคัญของวัตถุพยานนั่นเอง ความสําเร็จของ
การสอบสวนคดีอาญาที่เกี่ยวของกับสถานที่เกิดเหตุนอกจากจะขึ้นอยูกับความรอบคอบของ
พนักงานสอบสวนแลว เจาหนาที่ตํารวจผูที่พบเหตุหรือมีหนาที่รับผิดชอบในการตรวจสถานที่เกิด
เหตุชั้นตน คือ ตํารวจคนแรกที่มาถึงสถานที่เกิดเหตุ หากกระทําการสิ่งใดไปโดยรูเทาไมถึงการณ 
หรือขาดความระมัดระวัง อาจเปนเหตุใหพยานหลักฐานในที่เกิดเหตุเปลี่ยนแปลงเสียหายได ซึ่งจะ
เปนผลใหเการสอบสวนประสบผลสําเร็จยากขึ้น  
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  การตรวจสถานที่ เกิดเหตุ นอกจากเพื่อยืนยันถึงเหตุการณที่ เกิดขึ้นแลว  มี
จุดมุงหมายเพื่อเปนประโยชนในการสืบสวน โดยนําเอาวัตถุพยานไปตรวจวิเคราะหเพื่อใหทราบ
ถึงมูลคดี การตรวจหาหลักฐานโดยความละเอียดรอบคอบ ก็จะทําใหทราบถึงเหตุของการกระทํา
ผิดได เพื่อทําการตรวจเก็บวัตถุพยานหลักฐานตางๆ 
  กลุมงานตรวจเอกสาร 
  หนาที่และความรับผิดการตรวจเอกสารตางๆ เชน ลายเซ็น, ลายมือเขียน, ระบบ
การพิมพที่พิมพในเอกสาร, ธนบัตร, หนังสือสําคัญที่มีระบบพิมพ และตราประทับตางๆ เปนตน 
เปนลักษณะของการตรวจเปรียบเทียบระหวางของจริงและของปลอมที่เปนคดีความทั้งในทางแพง
ละทางอาญา อีกทั้งเปนการตรวจยืนยันวาวัตถุพยานหรือหนังสือสําคัญนั้นถูกพิมพออกมาจาก
เครื่องพิมพที่สงสัยหรือไมก็ได 
  กลุมงานตรวจอาวุธและเครื่องกระสุนปน 
  กลุมงานตรวจอาวุธและเครื่องกระสุนปนทําหนาในการตรวจพิสูจนเปรียบเทียบ
และยืนยันวาปลอกกระสุน และหัวกระสุนนั้นถูกยิงออกมาจากปนกระบอกใด ปลอกกระสุนและ
หัวกระสุนที่เก็บไดในที่เกิดเหตุเปนชนิดและขนาดใด ถูกยิงออกมาจากปนชนิดใด ตรวจหาวิถีของ
การยิงวาถูกยิงมาจากทิศทางใด ตรวจรองรอย tool marks  
  กลุมงานตรวจทางเคมี ฟสิกส และชีววิทยา 
          แยกออกเปน 3 หนางานที่มีหนาในการตรวจวัตถุพยานที่มีความแตกตางกันดังนี้
ทางดานเคมีตรวจพิสูจนวัตถุพยานที่เกี่ยวกับเคมี เชน สารเคมีที่ใชในการกอคดี, สีในคดีเฉี่ยวชน,
ทองคํา, รถ เรือ หรือวัตถุที่มีเลขหมายประจํา, เปรียบเทียบดิน, สารเคมีที่ใชในคดีระเบิด,         
และน้ํามันเชื้อเพลิงในคดีเพลิงไหม เปนตน ทางดานฟสิกสตรวจพิสูจนเกี่ยวกับการลัดวงจรไฟฟา, 
มิเตอรไฟฟา, รองรอยคดีเฉี่ยวชน, และคอมพิวเตอร และทางดานชีววิทยาตรวจดีเอ็นเอของวัตถุ
พยานทางชีววิทยา ดังนี้  

โลหิต 
โลหิตของมนุษยนั้นจะมีประมาณ 80% ของน้ําหนักตัว ในจํานวนนี้ประกอบดวยสวน

ที่ เปนเม็ดเลือด 45%  และสวนที่เปนน้ําเลือด 55%  ดังภาพที่ 12 
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เม็ดเลือด คือ เซลลหรือสวนของเซลลที่แชอยูในน้ําเลือด เม็ดเลือดที่อยูในรางกายแบงออกไดเปน   
3 พวก คือ เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว (ภายในมีนิวเคลียส) และเพลตเลต 

ในคดีอาญาประเภทประทุษรายตอรางกายและชีวิต เชน คดีฆาตกรรม ขมขืน
กระทําชําเรา และคดีอ่ืนๆ ที่คลายคลึงกับคดีเหลานี้ รอยคราบโลหิตจะเปนหลักฐานสําคัญอันหนึ่ง
เสมอ ในคดีจําพวกนี้จะพบคราบโลหิตจากบริเวณดังกลาว คือ จากตัวของผูถูกประทุษราย 
สถานที่เกิดเหตุอาวุธที่ใชและอาวุธที่ใชกอเหตุ และตัวของผูราย 

ประโยชนของโลหิตในการสืบสวนนั้นมีหลายประการ เชน  
1.ใชชี้บอกวาที่ใดเปนสถานที่เกิดเหตุ การที่ตรวจพบโลหิตของมนุษย และเปน      

ดีเอ็นเอแบบเดียวกันกับบาดเจ็บหรือผูตายตรง ณ บริเวณใด บริเวณนั้นก็ควรถือเปนสถานที่เกิด
เหตุได กรณีที่พบบอย คือ ผูตายถูกฆาตายในที่แหงหนึ่ง และศพถูนําไปทิ้งอีกที่หนึ่ง เปนตน 

2.ใชบอกวาไดมีการกระทําผิดเกิดขึ้น เชน การตรวจพบโลหิตมนุษยตามสถานที่     
ที่ไมนาพบ เปนตนวาตามชิ้นสวนของรถยนต เชน กันชน ฝากระโปรง ยอมเปนเครื่องบงชี้ไดวา    
รถคันนี้นาจะถูกใชในการกระทําผิดมากอน 

3.ใชชี้ระบุวาอาวุธใดเปนอาวุธที่ใชในการกระทําผิด  
4.ใชพิสูจนคําใหการของผูตองสงสัย ไดแก การที่ผูตองสงสัยใหการวา โลหิตที่พบ

ตามตัวหรือเสื้อผาของตนเปนโลหิตของสัตว หากจากการพิสูจนสามารถยืนยันไดวาโลหิตดังกลาว
เปนโลหิตของมนุษย ยอมใชเปนขอหักลางคําใหการของผูตองสงสัยได 

ภาพที่ 12 สวนประกอบของโลหิต 
ที่มา : It’s Crowded in Your Blood [online], accessed  10 July 2008. Available from  
http://www.cache.eb.com  
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5.ใชในการแยกผูบริสุทธิ์ออกจากผูกระทําผิด เชน ในกรณีมีผูตองสงสัยวาจะมีสวน
ในการกระทําความผิดคดีเดียวกันจํานวนหลายคน 

คราบอสุจิ 
น้ําอสุจิเปนน้ําหลั่งจากตอมสืบพันธุในอวัยวะเพศชายจากการรวมประเวณีหรือ          

ถูกกระตุนใหเคลื่อนออกมา มีลักษณะเปนน้ําเหนียวสีขาวขุน หลั่งออกมาครั้งละ1.5 มิลลิลิตร 
ประกอบดวยตัวอสุจิ (ดังภาพที่ 13) และสวนที่เปนน้ํา คราบอสุจิเปนหลักฐานสําคัญในคดีขมขืน
กระทําชําเรา  พบไดในชองคลอดของหญิงที่ถูกรวมเพศ นอกจากนี้ ยังพบคราบอสุจิเปอนบริเวณ
เสื้อผา 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

  
 
 

 
เยื่อบุขางแกมและน้ําลาย    
น้ําลายเปนสารคัดหลั่งออกมาในปาก สรางจากตอมน้ําลายในบริเวณปากลักษณะ

เปนของเหลวประกอบดวยน้ํา น้ํายอย โปรเทอิน ไขมัน และสารอื่นๆ น้ําลายและคราบน้ําลายเปน
พยานวัตถุทางชีววิทยาชนิดหนึ่ง ซึ่งสามารถนํามาใชในการตรวจเปนพยานหลักฐานเนื่องจากมี 
Epithelial Cells ดังภาพที่ 14 วัตถุพยานที่อาจพบไดในรูปน้ําลาย เชน น้ําลายมีผูบวนทิ้งไว        
กนบุหร่ีที่น้ําลายติด จากผาที่ใชอุดปาก ซองจดหมายและรองรอยบาดแผลที่ใชปากกัด 
 

 

                              ภาพท่ี 13 ตัวอสุจิ 
ที่มา : DNA [online], accessed  11 July 2008. Available from 
www.ifm.go.th/images/sperm01.jpg 
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เสนผมและเสนขน 
เสนผม หมายถึง เสนผมบนศีรษะเทานั้นในสวนอื่นของรางกายเรียกเปนเสนขน

ทั้งสิ้น เชน เสนขนบริเวณอวัยวะเพศ เสนขนหนาอก หรือเสนขนหนาแขง เปนตน ในคดีตางๆ 
หลักฐานทางเสนผม เสนขน และเสนขนบริเวณอวัยวะเพศ ที่มีรากเสนผมและเสนขน สามารถเปน
ประโยชนชวยในการสืบสวน และเปนพยานหลักฐานที่สําคัญอีกอยางหนึ่ง เชน คดีขมขืนกระทํา
ชําเรา คดีขมขืนแลวฆา และคดีรถชน เสนผมจากศีรษะที่มีรากเสนผมหรือเสนขนจากสวนตางๆ 
ของรางกายของผูบาดเจ็บหรือผูตายอาจหลุด หรือขาดติดอยูกับอาวุธ ติดอยูกับรถ หรือตกหลนอยู 
ณ สถานที่เกิดเหตุที่มีราก จากหลักฐานนี้ สามารถนํามาเปนเครื่องพิสูจนยืนยันวา เปนเสนผมหรือ
เสนขนของคนราย ผูตาย หรือผูเสียหายได 

ลักษณะของเสนผมมนุษย 
เสนผมเปนสวนของระบบผิวหนงัเจริญจาก  Hair Follicle  ที่ฝงในผิวหนงั เมื่อเจริญ

งอกออกมาพนผิวหนงัมีอัตราการงอกวนัละ0.2-0.5 มม.  วงจรชีวิตของเสนผมสามารถจัดแบงได
ออกเปน3 ระยะ ดังตอไปนี้ (ดังภาพที1่5) 
                        1. Anagen phase ระยะที่มีการเจริญเติบโตของเสนผม โดยปกติแลวเสนผมใน
ชวงเวลานี้จะมีชวงอายุประมาณ 2-3 ป 
                        2. Catagen phase ระยะหยุดการเจริญเติบโตของเสนผม โดยทัว่ไปเสนผมจะอยู

       ภาพที่ 14  Epithelial Cells 
ที่มา :เซลลของสิ่งมีชวีิต [online], accessed  11 July 2008. Available from    
www.microscopyu.com/galleries/dicphasecontrast/cheekcellssmall.html 
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ในชวงระยะเวลานี้ประมาณ 2-3 เดือน 
                        3. Telogen phase ระยะวยัชราของเสนผม เสนผมที่อยูในระยะเวลานี้จะทยอย
หลุดรวงไปตามธรรมชาติขณะเดียวกนั เซลรากผมก็จะเร่ิมสรางเสนผมเสนใหมข้ึนมาทดแทนเสน
ผมเดิมที่จะหลุดรวงไประยะเวลานี้ประมาณ 3-7 วัน 
 

 
 
 
 
 
 
  กลุมงานตรวจยาเสพติด 
  หนาที่และความรับผิดชอบในการตรวจหาสารเสพติดจากวัตถุของกลางในคดี เพื่อ
ใชในการระบุโทษของผูกระทําผิดโดยคิดจากปริมาณของสารบริสุทธิ์ 
  กลุมงานตรวจลายนิ้วมือแฝง 
  หนาที่และความรับผิดชอบ ตรวจเปรียบเทียบลายนิ้วมือแฝงกับลายนิ้วมือแฝง, 
ตรวจเปรียบเทียบลายนิ้วมือแฝงกับลายนิ้วมือผูตองสงสัย, ตรวจเปรียบเทียบลายนิ้วมือแฝงกับ
ระบบฐานขอมูล AFIS และตรวจเปรียบเทียบลายนิ้วมือผูตองหากับระบบฐานขอมูล AFIS 
 
 
 
 

ภาพที่ 15 วงจรชีวิตของเสนผม 
ที่มา: เสนผมมนุษย [online], accessed  11 July 2008. 
Available from  www.geocities.co 
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2.3 งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
       Goodwin และคณะไดอธิบายไววา ในกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอมักจะมี stutter 
peak เกิดขึ้นไดทั่วไป ซึ่ง stutter peak นี้เปนผลผลิตที่ส้ันหรือยาวกวาอัลลีลจริง (true allele)      
1 ซ้ํา ซึ่งโดยสวนใหญแลวมักเกิดผลผลิตที่ส้ันกวาอัลลีลจริง stutter peak เกิดขึ้นจากการเลื่อน
ลําดับเบส (slippage) ดังภาพที่ 16 ในระหวางกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในขั้นตอน
extension  

 
 

 
 
 
 

 
ภาพที่ 16 กลไกการเกิด stutter 

ที่มา: William Goodwin, Adrian Linacre, Sibte Hadi, An Introduction to Forensic  
                 Genetics (England:John Wiley& Sons Ltd., 2007):65 

 
 

John และคณะ ไดอธิบายวา Stutter peak เปน peak ที่เกิดขึ้นเนื่องมาจากในขั้นตอน 
amplification ของ DNA polymerase ซึ่งเกิดการเลื่อนของเบส (slippage base) ของสาย STR ที่
เปน Template ทําใหไดสาย DNA ที่สังเคราะหข้ึนใหมมีลําดับเบสซ้ํากันนอยกวาของ Template 
DNA 1 ชุด ซึ่ง Stutter peak คือ peak ของ PCR product ที่มีลําดับเบสซ้ํานอยกวาของ 
Template  1 ชุด โดยที่ Template DNA ที่มีลําดับเบสซ้ํากัน 2 ตัว (dinucleotide) หรือ 3 ตัว 
(trinucleotide) มักจะเกิดการเลื่อนของเบสในขั้นตอน amplification มากกวา Template DNA ที่
มีลําดับเบสซ้ํากัน 4 ตัว  โดยเปอรเซ็นตความสูงของ stutter ไมเกินรอยละ 15 ของพีคหลัก  

สรุปไดวา การสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมในขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอมักเกิดการ
เลื่อนของเบสบนสาย STR ที่เปนดีเอ็นเอตนแบบทําใหเกิดการหายไปของชุดลําดับเบส สายดเีอน็เอที่
สังเคราะหข้ึนใหมจึงมีลําดับเบสซ้ํานอยกวาสายดีเอ็นเอตนแบบ ซึ่งเรียกผลผลิตนี้วา stutter           
ซึ่งการศึกษา stutter โดยทั่วไปจะพบเปอรเซ็นตความสูง stutter ไมเกิน 15 เปอรเซน็ตของพีคหลัก  
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การศึกษาและรายงานโดย Walsh และคณะ พบวา Stutter product เปนผลผลิตในการ
เพิ่มปริมาณ DNA ของตําแหนงที่มีชุดซ้ํากัน 4  เบส ลําดับเบสซ้ําใน main allele ที่ตําแหนง vWA 
และแถบ stutter พบวาแถบ stutter จะมีลําดับเบสซ้ําหายไป 1 ชุด เมื่อเทียบกับ main allele 
คลายกับการทดลองในหองปฏิบัติการที่อ่ืนที่พบวาเกิดการหายไปของชุดลําดับเบส เชน ACTBP2 
มีลําดับเบสแกนซ้ําแบบ AAAG พบวา stutter bands ก็เกิดการหายไป 1 ชุดของลําดับเบสแกนซ้ํา 
ความผิดพลาดของชุดการซ้ํานี้ไมมีความจําเปนนักในลําดับเบสแกนซ้ํา ชุดการซ้ํากันอาจจะถูกตัด
ออกจากทุกตําแหนงเทาๆกัน ผลสรุปจากหองปฏิบัติการไดรายงานการทดลองวา stutter band 
ของตําแหนงที่มีชุดซ้ํากัน 2  เบส จาก main allele ดังนั้น stutter bands ของ STR loci จึงมีชุด
ลําดับเบสนอยกวา main allele band กลไกของการเลื่อนดีเอ็นเอที่ผิดพลาดมีขอเสนอแนะวา
เกิดขึ้นเนื่องมาจากในขั้นตอน Replication ของ DNA polymerase ซึ่งเกิดการเลื่อนของเบส 
(slippage base) ของสาย STR ที่เปนดีเอ็นเอตนแบบทําใหไดสาย DNA ที่สังเคราะหข้ึนใหมมี
ลําดับเบสซ้ํากันนอยกวาของดีเอ็นเอตนแบบ1 ชุด (ภาพที่ 17) และเปนที่หนาสนใจอยางยิ่ง      
เมื่อพบวาการโดยใช stofful fragment ทําใหเกิดการสังเคราะห DNA ข้ึนใหมที่ละ 5-10 base 
ในขณะที่ Taq เกิดการสังเคราะหที่ 50-60 base การวิจัยอื่นๆไดคาดคะเนวา DNA polymerase 
ที่มีเสถียรภาพมีกิจกรรมสูงจะสามารถลดการเกิด stutter band  ความเปนไปไดของความ
ผิดพลาดในการเลื่อนของสายดีเอ็นเอ เปนที่มาของการเกิด loop ดังนั้น ขอสรุปใหมที่ได จึงควรมี
การเติมแตงชุดลําดับเบสใหสัมพันธกับดีเอ็นเอตนแบบ นอกจากนี้ยังพบวา การเกิด stutter band 
ที่ยาวกวา main allele เคยมีการศึกษาในตําแหนงที่มีชุดลําดับเบสซ้ํากัน 2 เบส  แมวา stutter 
band ที่เดน คือ stutter band ที่ส้ันกวา main allele  ซึ่งอธิบายความสัมพันธการขาดของ stutter 
band ไดวา DNA polymerase อาจจะเขารวมการยืดดีเอ็นเอบริเวณ ปลาย  3’ ของสายที่ยืดออก
เมื่อสายไมเขาคูกัน รายงานนี้เปนขอมูลที่มีประโยชนตอการหาลักษณะเดนและเปอรเซ็นตความ
สูงของ stuttuer band  ที่โลกัส vWA ลําดับเบสที่ซ้ําของตําแหนงที่มีชุดลําดับเบสซ้ํากัน 4 เบส      
1 ชุด และกลาวถึงลําดับเบสของ stutter band ซึ่งมีจํานวนลําดับเบสแกนซ้ํานอยกวา main band  
1 ชุด การเกิด stutter band ในตําแหนงที่มีชุดลําดับเบสซ้ํากัน 2 เบส ความผิดพลาดในการเลื่อน
เบสในสายดีเอ็นเอบางครั้งไดพบสิ่งที่นาสนใจวา stutter เกิดไดตํ่าใน vWA allele ในตวัอยางเมือ่มี
ลําดับเบสแกนซ้ําแบบ TCTA แทรกอยู ซึ่งแตกตางจากอัลลีลในโลกัส vWA และในตัวอยางอื่นๆ 
รายงานไดกลาววาอัตราสวน stutter จะเพิ่มมากขึ้น เมื่อบริเวณของลําดับเบสแกนซ้ํามีการขยาย
เพิ่มมากขึ้น วิธีที่ทําการศึกษา เปนการขจัดรูปแบบ stutter band  ในขั้นตอนการทํา PCR ไดและ
การแปรผลในการทดลองในตัวอยางดีเอ็นเอที่มีบุคคลมากกวา 2 คน สามารถนํามาประยุกต      
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ในการจําแนก stutter ของอัลลีลทั้งหมดที่ตําแหนง STR ที่สนใจได ความสัมพันธนี้อาจจะเปน
เหตุผลที่ชวยยับยั้งการเกิด loop ในสาย extending strand และในการศึกษา stutter ที่โลกัส 
vWA และการซ้ําของเบสใน tetranucleotide พบวายังไมพบ stutter band ที่ยาวกวา main allele 
 
 
 

 
 
  

ที่มา: P. Sean Walsh, Nicola J. Fildes, Rebecca Reynolds, Sequence analysis 
and Characterization of stutter products at the tetranucleotide repeat locus vWA, 
(Nucleic Acids Research 24,14 Fubruary 1996): 2807-2812 

 
การกอรูป stutter band มีมากขึ้นเมื่อตัวอยางมีโครงสรางของลําดับแบสแกนซ้ํายาวขึ้น 

การศึกษาลําดับเบสในโลกัส vWA ในรายงานนี้ พบวาอัลลีลที่มีลําดับเบสแกนซ้ําแบบ TCTA     
ถูกขัดขวางทําใหเกิด stutter band ที่ตํ่าเมื่อเทียบกับอัลลีลที่ประกอบดวยลําดับเบสแกนซ้ํา        
10 ชุด เมื่อพิจารณาโมเดลที่เกิดความผิดพลาดในการเลื่อนลําดับเบสของสายดีเอ็นเอตนแบบ     
มีโอกาสเกิด loop เพราะมีลําดับเบสแกนซ้ําขยายยาว ดังนั้น เมื่อมีการเกิด loop จะทําใหเอนไซม 
polymerase ทํางานไมสมบูรณทําใหไดดีเอ็นเอสายที่ส้ันกวาที่ควรจะเปน เรียกวา stutter band 

ภาพที่ 17 กลไกการเลื่อนลาํดับเบสในการเกิด stutter 
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ถึงแมวาที่ตําแหนง vWA ในการศึกษานี้จะมีเปอรเซ็นตความสูงของ stutter peak ที่สูงเมื่อ
เปรียบเทียบกับอัลลีลที่มีขนาดสั้นกวา  ความนาสนใจของความตอเนื่องตอเปอร เซ็นต                 
ในหองปฏิบัติการโดยทั่วไปที่โลกัสมีเบสเดี่ยวคอยเปนตัวขัดขวางใน core triplet repeat 
sequence ดวยเหตุนี้อัลลีลที่ยืดออกใหยาวจะมีความเสถียรต่ํา และมักจะเปลี่ยนขนาดไป ดังนั้น
หองปฏิบัติการจึงกลาววา อัลลีลที่มีจํานวนซ้ําเปนจํานวนมากก็จะไมมีความเสถียร การสรุป
ถึงโลกัสของอัลลีลที่บรรจุเบสซ้ําจํานวนนอยๆ หรือการขัดขวางการขยายการซ้ําซึ่งเปนเปาหมาย
หรือจุดประสงคในการเลือกโลกัสที่มี stutter ตํ่าๆ และไมมีการทดลองใดที่จะขจัด stutter band 
ใน tetranucleotide ไดในขณะนี้ อยางไรก็ตาม stutter band เกิดไดอยางอิสระในแตละอัลลีล 
ความสําคัญของความยากในการอธิบาย stutter band ในตัวอยางที่มากกวา 2 คน                 
(mix sample) วาแบนจางที่มีขนาดสั้นกวาแบนที่เขม จะเปน stutter band หรือเปนอลัลีลทีแ่ทจริง
จากอีกบุคคลหนึ่ง ยิ่งไปกวานั้นหาก PCR product ถูกตรวจจับดวยสี silver เมื่อไมทราบปริมาณ
จึงมีการปรับปรุงที่มีศักยภาพตรวจจับ PCR product เชน เครื่อง 373A DNA Sequencer         
ใช  fluorescent สามารถตรวจจํานวน stutter band ในแตละอัลลีล ซึ่งสามารถตัดสินใจใน
ตัวอยางที่ไมปนเปอน ตัวอยางที่ถูกสมมติในคดี ที่โลกัส vWA  พบ stutter band มากกวา             
5 เปอรเซ็นตของพีคหลัก โดยมีขอตกลงวา stutter จะมีความสูงไมเกิน 15เปอรเซ็นตของพีคหลัก  

สรุปไดวา การเกิด loop จะทําใหเอ็นไซม polymerase ทํางานไมสมบูรณ ทําใหไดผล
ผลิตเปนสายดีเอ็นเอที่ส้ันกวาดีเอ็นเอตนแบบ เรียกวา stutter peak และในโลกัส vWA จะพบ 
stutter peak เปนจํานวนมากโดยพบเปอรเซ็นตความสูง stutter มีมากกวา 5 เปอรเซ็นต แตไมเกนิ 
15 เปอรเซ็นตของพีคหลัก นอกจากนี้ยังพบวาเปอรเซ็นตความสูง stutter จะเพิ่มข้ึนเมื่อบริเวณ
ของลําดับเบสแกนซ้ํามีการขยายเพิ่มมากขึ้น 
 จากการศึกษาของ Nor aidora saedon ไดทําการศึกษาเปอรเซ็นตความสูง stutter 
จากคราบโลหิตในคดี เนื่องจากการสรุป DNA profile จะตองมีการลงผลสรุปวา DNA profile  
เปนของบุคคลใดบุคคลหนึ่งหรือเปนลักษณะดีเอ็นเอปนเปอน ซึ่งกระบวนการทางหองปฏิบัติการ
เพื่อใหไดผลสรุปจะเปนเรื่องที่ยุงยากซับซอน เชนการพบพีคแปลกปลอมจากตัวอยาง เชน stutter 
ที่ปรากฏบน DNA profile การระบุวาเปนพีคแปลกปลอมนั้นจึงมีความจําเปนอยางมากในการ
ตรวจพิสูจนดีเอ็นเอทางนิติวิทยาศาสตร ซึ่งบางครั้งพีคแปลกปลอมนั้นอาจมีที่มาจากการปนเปอน
ของดีเอ็นเอมากกวา 2 คน ในคดีก็ได การทดลองไดใชเครื่องตรวจวัดดีเอ็นเออัตโนมัติ ABI 3100 
Genetic Analyzer ในการตรวจสอบ DNA fragment จะศึกษาเฉพาะ stutter peak บน DNA 
profile ของคราบโลหิตในคดี เปรียบเทียบกับการตรวจวิเคราะหโดยเครื่องตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ
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อัตโนมัติรุน ABI 377 DNA sequence การทดลองพบวา stutter peak จาก 200 DNA profile 
สอดคลองกับการเกิด stutter ในการทดลองอื่นๆ โดยการเกิด stutter จะไมเกิน 15 เปอรเซ็นตของ
พีคหลัก นอกจากนั้นยังพบวาเครื่องตรวจวัดอัตโนมัติ รุน ABI 3100 Genetic Analyzer             
ใหผลผลิตเปอรเซ็นตความสูง stutter มากกวา เครื่องตรวจวัดอัตโนมัติ รุน ABI 377 DNA 
sequence 
 สรุปไดวา จากผลการตรวจดีเอ็นเอของคราบโลหิต จํานวน 200 profile เมื่อตรวจวัด    
ดีเอ็นเอดวยเครื่องตรวจวัดดีเอ็นเออัตโนมัติรุน ABI 3100 Genetic Analyzer  พบเปอรเซ็นตความ
สูง stutter ไมเกิน 15 เปอรเซ็นตของพีคหลัก             
 จากคูมือการใชเครื่องตรวจดีเอ็นเออัตโนมัติ ยี่หอAplpied  Biosystem ไดทําการตรวจ
วิเคราะหไมโครแซทเทลไล จํานวน 16 โลกัส บนโครโมโซม 23 คูของมนุษย ดังนี้ โลกัส D8S1179 
อยูในโครโมโซมคูที่ 8 โลกัส D21S11 อยูในโครโมโซมคูที่ 21 โลกัส D7S820 อยูในโครโมโซมคูที่ 7  
โลกัส CSF1PO อยูในโครโมโซมคูที่ 5 โลกัส D3S1358 อยูในโครโมโซมคูที่ 8 โลกัส TH01           
อยูในโครโมโซมคูที่ 11 โลกัส D13S317 อยูในโครโมโซมคูที่ 13 โลกัส D16S539 อยูในโครโมโซมคู
ที่ 16 โลกัส D2S1338 อยูในโครโมโซมคูที่ 2 โลกัส D19S433 อยูในโครโมโซมคูที่ 19 โลกัส vWA 
อยูในโครโมโซมคูที่ 12 โลกัส TPOX อยูในโครโมโซมคูที่ 2 โลกัส D18S51 อยูในโครโมโซมคูที่ 18 
โลกัส Amelogenin อยูบนโครมาโซมเพศ โลกัส D5S818 อยูในโครโมโซมคูที่ 5 และโลกัส FGA 
อยูในโครโมโซมคูที่ 4 ดังภาพที่ 18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภ า พ ที่  1 8  ตําแหนงไมโครแซท
เทลไลจํานวน 16 โลกัสบนโครโมโซม 23 คูของมนุษยที่ใชทําการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอดวย
เครื่องตรวจดีเอ็นเออัตโนมัติ ยี่หอ Applied  Biosystem   
 

D7S820

D8S1179

D21S11

CSF1POD3S1358 TH01

D8S1179

D16S569

D2S1338

D19S433

vWA

TPOX

Amelogenin

D5S818

FGA
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STUTTER RATIO RESEARCH 
stutter % of all the loci used by Applied Biosystem (ABI)

คูมือการใชเครื่องตรวจดีเอ็นเออัตโนมัติ ยี่หอ Applied Biosystem ไดอางอิงการพบ
เปอรเซ็นตความสูง stutter ในแตละโลกัส ดังนี้ โลกัส D8S1179 มีเปอรเซ็นตความสูงstutter 8.2 
เปอรเซ็นต โลกัส D21S11 มีเปอรเซ็นตความสูงstutter 9.4 เปอรเซ็นต โลกัส D7S820                  
มีเปอรเซ็นตความสูงstutter 8.2 เปอรเซ็นต  โลกัส CSF1PO มีเปอรเซ็นตความสูงstutter           
9.2 เปอรเซ็นต โลกัส D3S1358 มีเปอรเซ็นตความสูงstutter 10.7 เปอรเซ็นต โลกัส TH01                 
มีเปอรเซ็นตความสูงstutter 5.1 เปอรเซ็นต โลกัส D13S317 มีเปอรเซ็นตความสูงstutter              
8 เปอรเซ็นต โลกัส D16S539 มีเปอรเซ็นตความสูงstutter 10.4 เปอรเซ็นต โลกัส D2S1338         
มีเปอรเซ็นตความสูง stutter 11.1 เปอรเซ็นต  โลกัส D19S433 มีเปอรเซ็นตความสูงstutter 13.3
เปอรเซ็นต  โลกัส vWA มีเปอรเซ็นตความสูงstutter 12.6 เปอรเซ็นต  โลกัส TPOX มีเปอรเซ็นต
ความสูงstutter 4.8 เปอรเซ็นต โลกัส D18S51มีเปอรเซ็นตความสูง stutter 17 เปอรเซ็นต      
โลกัส Amelogenin ไมพบstutter โลกัส D5S818 มีเปอรเซ็นตความสูง stutter 6.8 เปอรเซ็นต 
และโลกัส FGAมีเปอรเซ็นตความสูงstutter 14.7 เปอรเซ็นต  ดังภาพที่ 19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 19 เปอรเซ็นต stutterในไมโครแซทเทลไลจํานวน 16 โลกัสเมื่อตรวจวัดเครื่องตรวจดีเอ็นเอ
อัตโนมัติ ยี่หอ Applied  Biosystem   
 

สรุปไดวา เครื่องตรวจวัดดีเอ็นเออัตโนมัติยี่หอ Applied Biosystem ตรวจวิเคราะหไม
โครแซทเทลไลท จํานวน 16 โลกัส พบเปอรเซ็นตความสูงstutter สูงสุดที่โลกัส D18S51, FGA 
และ D19S433 ตามลําดับ 
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ดังนั้นจากการทบทวนวรรณกรรม การตรวจดีเอ็นเอดวยวิธีเจลอิเล็คโตโฟลิซิสและ
เครื่องตรวจดีเอ็นเออัตโนมัติ มักจะประสบปญหาการพบ stutter เหมือนกัน ซึ่งเปนเรื่องที่ยากตอ
การอธิบายผลดีเอ็นเอที่มีมากกวา 1 คน (mix profile) วาพีคเล็กๆที่ปรากฏในผลการตรวจดีเอ็นเอ
ในแตละโลกัสจะเปน stutter peak หรือเปนอัลลีลที่แทจริงจากดีเอ็นเอของบุคคลอีกบุคคลหนึ่ง 
นอกจากนี้ยังพบวา การเกิด stutter สามารถเกิดขึ้นไดอยางอิสระและยังไมพบวามีการทดลองใด  
ที่จะขจัด stutter ไดในขณะนี้ 
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 3 

3.1

. . 2551 . . 2552 

 Stutter DNA 

(STR locus)  16  DNA profile 

100 profile  100 

3.2

 (Purposive Sampling) 

 DNA profile  (mix profile) 

3.3

3.3.1  10 l, 20 l, 100 l, 200 l  1000 l

          3.3.2

 3.3.3 

 3.3.4 

 3.3.5 Applied  Biosystem  3130XL 

 3.3.6  Promega 

 3.3.7  QIAamp DNA Mini Kit 

44
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 3.3.9 

 3.3.8 

 3.3.10 DNA

3.4

3.4.1

 3.4.2 

 microcentrifuge  1.5 ml. 

 3.4.3  microcentrifuge 

3.4.3.1  Promega 

   3.4.3.1.1  Incubution buffer:DTT:PK  25-100 

 56  1 

   3.4.3.1.2  Lysis buffer:DTT  2  ncubution buffer :

DTT : PK 

   3.4.3.1.3  Resin 7  5 

   3.4.3.1.4  magnetic strand 

   3.4.3.1.5 

   3.4.3.1.6  Lysis buffer:DTT 100

 magnetic strand 

   3.4.3.1.7  wash buffer 100

Magnetic strand  3 

   3.4.3.1.8  5 

   3.4.3.1.9  Elution buffer  25 - 100 

 65  5 

3.4.3.1.10  magnetic strand 

 microcentrifuge 
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  3.4.3.2  Promega 

   3.4.3.2.1  Lysis buffer:DTT  200 

 95  30 

   3.4.3.2.2  spin basket 

8,000  2 

   3.4.3.2.3  Resin 7  5 

   3.4.3.2.4  magnetic strand 

   3.4.3.2.5 

   3.4.3.2.6  Lysis buffer:DTT 100

 magnetic strand 

   3.4.3.2.7  wash buffer 100

magnetic strand  3 

   3.4.3.2.8  5 

   3.4.3.2.9  Elution buffer  25 - 100 

 65  5 

   3.4.3.2.10  magnetic strand 

 microcentrifuge 

   3.4.3.3  QIAamp 

DNA Mini Kit 

    3.4.3.3.1  microcentrifuge  1.5 

 200 

    3.4.3.3.2  Protease K  20  AL  200 

 56  10 

    3.4.3.3.3  200 

    3.4.3.3.4  column 

    3.4.3.3.5  column  8,000 

 1



47

    3.4.3.3.6  AW1  500 

8,000  1  column 

    3.4.3.3.7  AW2  500  14,000 

 3  column 

microcentrifuge

    3.4.3.3.8  AE  25 - 100  1 

 8,000  1

 microcentrifuge

     3.4.3.4  QIAamp 

DNA Mini Kit 

    3.4.3.4.1  ATL  180  85 

 10 

   3.4.3.4.2  spin basket 

8,000  2 

   3.4.3.4.2  Protease K  20 

56  1 

   3.4.3.4.3  AL (lysis buffer)  200 

 70  10 

    3.4.3.4.4  200 

    3.4.3.4.5  column 

    3.4.3.4.6  column  8,000 

 1

    3.4.3.4.7  AW1  500 

8,000  1  column 

    3.4.3.4.8  AW2  500 

14,000  3  column 

microcentrifuge
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    3.4.3.4.9  AE  25- 100  1 

 8,000  1

 microcentrifuge 

 3.4.4  (DNA template) 

 Quantifiler kit  1 

reaction  PCR reaction 12.5   Primer mix 10.5

 1  DNA template 1 

 ABI PRISM 7000/7500 system 

 3.4.5  (DNA template) 

 ABI PRISM 7000/7500 system

0.05 – 0.125 

 0.1 

 3.4.6  (DNA template) 

3.4.5  Identifiter kit 1 reaction  Reaction 

mix 10.5  Primer 5.5  Taq Gold 0.5  DNA template 10 

 PCR 

 3.4.7  3.4.6 

Aplpied  Biosystem  3130XL 

 3.4.8 

   3.4.8.1  stutter  STR locus  16 locus 

DNA profile  n-4/N x 100  N  major peak  n-4

 minor peak  major  peak  4bp

         

      20  minor peak  major peak 

        n-4          N
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   3.4.8.2  (Median) 

     

 50%  50%

   3.4.8.3  (SD) 

      

      SD=      (X– X)
2

N

                        

X    

     

     N  

     F 

   3.4.8.4 (Average)

          

X         

        fx

           N 

   3.4.8.5  Min  stutter  

   3.4.8.6  Max  stutter 

 3.4.9 
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 4 

 0.1 

 stutter 

4.1  Stutter 

 100 profile  48  stutter 
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4.1.1  stutter  D8S1179 

 21  stutter  D8S1179  Allele 8 -19 

50
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0

2

4

 21  D8S1179  8 

 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18   19 

 6-FAM   DNA profile 

 100 profile  48  stutter 

 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,  17 

 85  stutter  3.33 

 10  stutter  11.91  15

4.1.2  stutter  D21S11 

6 (
h
e
i

8

1
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Allele designation
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 22  stutter  D21S11  Allele 25 – 35 

 22  D21S11  21 

 24, 24.2, 25, 26, 27, 28, 28.2, 29, 29.2, 30, 30.2, 31, 31.2, 32, 

32.2, 33, 33.2, 34, 34.2, 35, 35.2, 36, 37  38 

 6-FAM  DNA profile 

 100 profile  48  stutter  29, 30, 30.2, 

31, 31.2, 32, 32.2, 33  33.2  58 

 stutter  2.26  30 

 stutter  10.7  30
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 23  stutter  D7S820  Allele 9 – 14 

 23  D7S820  7 

 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14  15 

 6-FAM  DNA profile   

 100 profile  48  stutter   

 10, 11, 12  13  25 

 stutter  2.99  12           

 stutter  7.26  13
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0

4.1.4  stutter  CSF1PO 
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 24  stutter  CSF1PO  Allele 8 – 14 

 24  CSF1PO  5 

 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14  15 

 6-FAM  DNA profile        

 100 profile  48  stutter   

 9, 10, 11, 12  13 

30  stutter  2.11  11                     

 stutter  12.3  11
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4.1.5  stutter  D3S1358 
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0

 25  stutter  D3S1358  Allele 12 – 20 

 25  D3S1358  8 

 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18  19 

 6-FAM  DNA profile   

 100 profile  48  stutter  

 14, 15, 16, 17, 18  19 

 58  stutter  5.07 

 15  stutter  12.32  19
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4.1.6  stutter  TH01 
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12

 26  stutter  TH01  Allele 6 – 12 

 26  TH01  11 

 4, 5, 6, 7,8, 9, 9.3,  10, 11  13.3 

 VIC  DNA profile          

 100 profile  48  stutter   

 7, 8, 9  10  13 

 stutter  1.75   7 

 stutter   5.12   9
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4.1.7  stutter  D13S317 

 27  stutter  D13S317   Allele 8 -15 

 27  D13S317  13 

 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 15

 VIC  DNA profile          

 100 profile  48  stutter   

 9, 10, 11, 12, 13  14 

 26  stutter  3.07 

 10  stutter  10.8  12
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4.1.8  stutter  D16S539 
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 28  stutter  D16S539  Allele 5 -15 

 28  D16S539  16 

 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 15

 VIC  DNA profile            

 100 profile  48  stutter  

 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14  15 

 37  stutter  2.08 

 8  stutter  9.38  14
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4.1.9  stutter  D2S1338 
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 29  stutter  D2S1338   Allele 15 -28 

 29  D2S1338  2 

 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27  28     

 NED 

DNA profile  100 profile  48 

 stutter  17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25  26 

 82  stutter 

 4.88  17  stutter  26.75       

 20
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4.1.10  stutter  D19S433 
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 30  stutter  D19S433   Allele 9 – 17.2 

 30  D19S433  19 

 9, 10, 11, 12, 12.2, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, 15.2, 16, 16.2, 17 

 17.2  NED       

 DNA profile  100 profile 

 48  stutter  11, 12, 12.2, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, 15.2, 16, 

16 .2  17   127  

 stutter  5 .23  14.2                  

 stutter  15.17  16.2
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4.1.11  stutter  vWA 
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 31  stutter  vWA  Allele 11 – 24 

 31  vWA  12 

 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23  24      

 NED 

 DNA profile  100 profile  48 

 stutter  14, 15, 16, 17, 18, 19, 20  21 

 78  stutter  2.18 

 14  stutter  19.21 

 18
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4.1.12  stutter  TPOX
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 32  stutter  TPOX  Allele 6 – 13 

 32  TPOX  2 

 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12  13 

 NED  DNA profile 

 100 profile  48  stutter 

8, 9, 10, 11  12  23 

 stutter  1.2  8  stutter 

 5.42  11
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4.1.13  stutter  D18S51 
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 33  stutter  D18S51   Allele 7 – 27 

 33  D18S51  18 

 7, 9, 10, 10.2, 11, 12, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, 16, 17, 18, 19, 

20, 21, 22, 23, 24, 25, 26  27 

 NED  DNA profile 

 100 profile  48  stutter  11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23  24  84 

 stutter  2.71  12 

 stutter  14.87  19
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4.1.14  stutter  D5S818 
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 34  stutter  D5S818   Allele 7– 16 

 34  D5S818  5 

 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 16

 PET  DNA profile            

 100 profile  48  stutter   

 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13  14

 53  stutter  1.34 

 10  stutter  22.64  12
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4.1.15  stutter  FGA 

 35  stutter  FGA  Allele 17 – 51.2 

 35  FGA  4 

 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26.2, 27, 28, 29, 30, 

30.2, 31.2, 32.2, 33.2, 42.2, 43.2, 44.2, 45.2, 46.2, 47.2, 48.2, 50.2,  51.2               

 PET 

DNA profile  100 profile  48 

 stutter  18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26.2, 27, 28  32.2  

 75 

stutter  1.96   25  stutter 

16.51  25
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4.2  stutter 

 2  stutter 

CASE WORK 

STR locus N MIN MAX MEDIAN AVERAGE SD 3SD MEDIAN±3SD

D8S1179 85 3.33 11.91 6.09 6.31 1.53 4.6 10.69

D21S11 58 2.26 10.7 6.42 6.5 1.42 4.26 10.68

D7S820 25 2.99 7.26 5.56 5.25 1.05 3.16 8.72

CSF1PO 30 2.11 12.3 5.285 5.37 2.01 6.03 11.31

D3S1358 58 5.07 12.32 7.39 7.46 1.44 4.31 11.70

TH01 13 1.75 5.12 3.1 3.45 1.08 3.23 6.33

D13S317 26 3.07 10.8 5.27 5.66 1.62 4.85 10.12

D16S539 37 2.08 9.38 5.68 5.5 1.8 10.9 11.08

D2S1338 82 4.88 26.75 6.945 7.46 2.69 8.07 15.02

D19S433 127 5.23 15.17 7.85 8.2 1.74 5.23 13.09

vWA 78 2.18 19.21 6.47 6.46 3.21 9.64 16.11

TPOX 23 1.2 5.42 2.78 2.81 1.13 3.39 6.17

D18S51 84 2.71 14.87 8.115 8.51 2.04 6.13 14.25

D5S818 53 1.34 22.64 4.88 5.45 2.89 8.66 13.54

FGA 75 1.96 16.51 6.96 7.49 2.67 8.06 15.02

 STR locus  16  D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, 

D3S1358, TH01, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA

N    Stutter  DNA profile 100 profile   

 stutter  DNA profile 100 profile Min

MAX  stutter  DNA profile 100 profile 

Median  stutter  DNA profile 100 profile 

Average  stutter  DNA profile 100 profile 

SD  stutter  DNA profile 100 profile
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 2  stutter  D19S433  127   

 D18S51  D8S1179  85  84 

 stutter  D2S1338  26.75  median±3SD 

15.02 D5S818, vWA, FGA  D19S433 

stutter  22.64, 19.21  15.17  D2S1338  median±3SD 

 15.02  D5S818  median±3SD  13.54  vWA  median±3SD 

 16.11  D19S433  median±3SD  13.09 

 stutter  TH01  5.12  median±3SD  6.33 
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 3  stutter 

Applied Biosystem

 stutter 
STR Locus 

 stutter 

 Applied Biosystem 

D8S1179 11.91 8.2

D21S11 10.7 9.4

D7S820 7.26 8.2

CSF1PO 12.3 9.2

D3S1358 12.32 10.7

TH01 5.12 5.1

D13S317 10.8 8

D16S539 9.38 10.4

D2S1338 26.75 11.1

D19S433 15.17 13.3

vWA 19.21 12.6

TPOX 5.42 4.8

D18S51 14.87 17

D5S818 22.64 6.8

FGA 16.51 14.7

 3  stutter 

 stutter 

Applied Biosystem  stutter  Applied Biosystem 

 15  10  D8S1179, D21S11,

D7S820, CSF1PO, D3S1358, TH01, D13S317, D16S539, TPOX D18S51

 stutter  15  5  D2S1338, D19S433,

vWA, D5S818  FGA  stutter  15 
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 4  peak height  stutter 

 stutter 
STR Locus 

 peak height 

stutter

D8S1179 11.91 1067

D21S11 10.7 20

D7S820 7.26 156

CSF1PO 12.3 91

D3S1358 12.32 128

TH01 5.12 56

D13S317 10.8 59

D16S539 9.38 123

D2S1338 26.75 88

D19S433 15.17 110

vWA 19.21 246

TPOX 5.42 54

D18S51 14.87 69

D5S818 22.64 333

FGA 16.51 54

 4  peak height  stutter 

 100 RFU  8  100 RFU 

6  500 RFU  1 



 5

 stutter 

 stutter  100 profile 

 48 . . 2551  2552 

 stutter  Applied Biosystem  peak 

height  stutter 

5.1

 100 profile 

 0.1  AmpFℓSTR Identifiler Kit 

 Applied  Biosystem  3130XL 

 stutter  STR  stutter  D8S1179     

 stutter  3.33  11.91 

D21S11  stutter  2.26  10.7 

D7S820  stutter  2.99  7.26 

CSF1PO  stutter  2.11  12.30 

 D3S1358  stutter  5.07  12.32 

 TH01  stutter  1.75  5.12 

 D13S317  stutter  3.07  10.80 
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โลกัส D16S539 มีเปอรเซ็นตความสูง stutter ตํ่าสุด เทากับ 2.08 เปอรเซ็นต สูงสุด 9.38 
เปอรเซ็นต โลกัส D2S1338 มีเปอรเซ็นตความสงู stutter ตํ่าสุด เทากับ 4.88 เปอรเซ็นต สูงสุด 
26.75 เปอรเซ็นต โลกัส D19S433 มีเปอรเซ็นตความสูง stutter ตํ่าสุด เทากับ 5.23 เปอรเซน็ต 
สูงสุด 15.17 เปอรเซ็นต โลกัส vWA มีเปอรเซ็นตความสูง stutter ตํ่าสุด เทากับ 2.18 เปอรเซ็นต 
สูงสุด 20.38 เปอรเซ็นต โลกัส TPOX มีเปอรเซ็นต stutter ตํ่าสุด เทากับ 1.2 เปอรเซ็นต สูงสุด 
5.42 เปอรเซ็นต โลกัส D18S51 มีเปอรเซ็นตความสงู stutter ตํ่าสุด เทากบั 2.71 เปอรเซ็นต สูงสุด 
14.87 เปอรเซ็นต โลกัส D5S818 มีเปอรเซ็นตความสงู stutter ตํ่าสุด เทากับ 1.34 เปอรเซ็นต 
สูงสุด 22.64 เปอรเซ็นต โลกัส FGA มีเปอรเซ็นตความสูง stutter ตํ่าสุด เทากับ 1.96 เปอรเซ็นต 
สูงสุด 16.51 เปอรเซ็นต จากการวจิัยพบ stutter มากทีสุ่ดที่ตําแหนง D19S433 รองลงมาทีโ่ลกัส 
D8S1179, D18S51, D2S1338, vWA และ FGA ตามลําดับ พบวามีเปอรเซน็ตความสงู stutter 
สูงสุดที่ โลกัส D8S1179 เทากบั 26.75 เปอรเซ็นต โลกัส D5S818 เทากับ 22.64 เปอรเซ็นต   
โลกัส vWA เทากับ 19.21 เปอรเซ็นต และโลกัส FGA เทากบั 19.51 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 
5.2 อภิปรายผล 

การศึกษาวิจัยพบวามี stutter มากที่สุดที่ตําแหนง D19S433 จํานวน 127 อัลลีล 
รองลงมาที่ตําแหนง D8S1179 จํานวน 85 อัลลีล และตําแหนง D18S51 จํานวน 84 อัลลีล 
ตามลําดับ ซึ่งการศึกษา stutter จะศึกษาอัลลีลที่มียีโนไทปแบบ heterozygus และแบบ 
homozygous เฉพาะในตําแหนง n-4 หรือ มีจํานวนซ้ําของเบสนอยกวา 4 bp ของพีคหลัก         
การพบ stutter มากในตําแหนง D19S433, D8S1179 และ D18S51 ทั้ง 3 ตําแหนง                   
นี้เปนจํานวนมาก อาจมีสาเหตุจากลําดับเบสแกนในโลกัสดังกลาวมีแบบของเบสสายสั้น            
เชน ตําแหนง D8S1179  มีลําดับเบสแกน TCTR ตําแหนง D18S51 มีลําดับเบสแกน AGAA 
สอดคลองกับรายงานของ John และคณะ ซึ่งไดกลาวไววาลําดับเบสแกนที่มีชนิดของเบสซ้ํากัน
นอยๆหรือเปนแบบ dinucleotide เมื่อเขาสูข้ันตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอซึ่งเปนขั้นตอนการ
สังเคราะหลําดับเบสเพื่อสรางสายใหมมักจะเกิดความผิดพลาดในการเลื่อนลําดับเบสทําใหเกิด 
loop จึงทําใหเกิด stutter ไดมาก  

การศึกษาวิจัยพบวาเปอรเซ็นตความสูง stutter สูงสุดในตําแหนง D8S1179, 
D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, TH01, D13S317, D16S539, D2S1338, TPOX และ 
D18S51 มีคาไมเกิน15 เปอรเซ็นตของพีคหลัก และพบวามีเปอรเซ็นตความสูง stutter สูงสุด      
ในตําแหนง D2S1338, D5S818, vWA และ FGA มีคาเกิน 15 เปอรเซ็นตของพีคหลัก และเมื่อ
เปรียบเทียบเปอรเซ็นตความสูง stutter ในการทดลองของ Nor Aidora Saedon และจากคูมือใน
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เครื่อง Applied Biosystem พบวา โลกัส D2S1338, D5S818, vWA และ FGA มีคาเปอรเซ็นต 
stutter ไมเกิน 15 เปอรเซ็นตของพีคหลัก สาเหตุที่การวิจัยพบเปอรเซ็นตความสูง stutter               
เกิน 15 เปอรเซ็นตในโลกัสที่ D2S1338, D5S818, vWA และ FGA ซึ่งมีผลมาจากความยาวของ
ชิ้นสวนดีเอ็นเอของพีคหลักมีความยาวมาก จึงทําใหความสูงของ stutter ที่อยูหนาพีคหลักสูงตาม
เชนเดียวกับการทดลองของ walsh ที่ไดศึกษาความยาวของชิ้นสวนดีเอ็นเอในโลกัส vWA โดยการ
เพิ่มขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอใหยาวขึ้นจาก 158 bp จนกระทั่งมีความยาวถึง 198 bp จะทําให
เปอรเซ็นตความสูงของ stutter เพิ่มข้ึนจาก 3.9 เปอรเซ็นต เปน 8.7 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังมีผล
มาจากคุณภาพของวัตถุพยานทางชีววิทยาซึ่งเสื่อมสภาพไดเนื่องจากมีระยะเวลาในการเก็บรักษา
นาน การพบเปอรเซ็นตความสูง stutter เกิน 15 เปอรเซ็นตของพีคหลักในการวิจัยอาจแปร
ความหมายวามีการปนเปอนของดีเอ็นเอของบุคคลมากกวา 2 คน แตเนื่องจากการวิจัยไดใชวัตถุ
พยานจากตัวบุคคลเพียงคนเดียวใน 1 ตัวอยาง ดังนั้นการตัดสินใจวาพีคที่ปรากฏในผลดีเอ็นเอ
เปน stutter peak นั้น นอกจากจะใชคาเปอรเซ็นตความสูงตอพีคหลักแลวยังตองนําคา 
median+3SD มาใชประกอบการตัดสินใจอีกดวย เชน ในโลกัส D2S1338  มีเปอรเซ็นตความสูง 
stutter เทากับ 26.75 แตมีคา median+3SD เทากับ 15.02 ในโลกัส D5S818 มีเปอรเซ็นตความ
สูง stutter เทากับ 22.64 แตมีคา median+3SD เทากับ 13.54 เปนตน คา median+3SD 
สามารถนํามาใชประกอบการตัดสินใจที่จะทําซ้ําในแตละตัวอยาง เชน โลกัส D21S11 พบ
เปอรเซ็นตความสูง stutter เทากับ 10.7 มีคา median+3SD เทากับ 10.68 หากไดทําการตรวจ
ผลดีเอ็นเอในภายหลังและพบวามีเปอรเซ็นตความสูง stutter เกิน 10.68 เปอรเซ็นต แตไมเกิน 15 
เปอรเซ็นต การแปรผลเบื้องตนกอนทําการวิจัยจะระบุวาพีคที่พบในผลการตรวจดีเอ็นเอเปนพีค
ของ stutter แตเมื่อไดทําการวิจัยในเรื่องนี้แลวจะทําใหการแปรผลเปลี่ยนไปซึ่งพีคที่พบตอง
สันนิษฐานกอนวาเกิดจากการปนเปอนของดีเอ็นเอมากกวา 1 คน เพราะมีคา median+3SD          
เกิน 10.68  การพิจารณาวาเปนพีค stutter จึงตองสังเกตจากพีคในโลกัสอ่ืนๆดวย และควรเช็คผล     
ดีเอ็นเออีกครั้งโดยการทําซ้ําในตัวอยางนั้นอีกรอบ แลวเปรียบเทียบผลกอนการตัดสินใจวาพีคที่
พบเปนของบุคคลอีกบุคคลหรือเปนพีค stutter  

นอกจากนั้นการวิจัยนี้จึงสะทอนใหเห็นวาการกําหนดคา cut off ของเครื่อง        
ตรวจวัดดี เอ็นเออัตโนมั ติยังมีความสําคัญที่จะคัดแยกพีคที่ ไมใชพีคอัลลีลที่แทจริงได                  
ซึ่งเมื่อผลการอานถูกสงเขาเครื ่องคอมพิวเตอรที ่มีโปรแกรมแปลงผลการอานใหออกมา       
ในรูปแบบกราฟอิเล็กโทรฟโรแกรม การกําหนดคา cut off  จะทําใหเครื่องคอมพิวเตอรนี้อานพีค
เฉพาะพีคที่มีความสูงมากกวาที่ไดกําหนดคา cut off  ไว  เมื่อพิจารณาจากผลการวิจัยพบวา      
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คา peak height ของเปอรเซ็นตความสูง stutter สูงสุดของแตละโลกัส สวนใหญอยูในชวง            
50-200 RFU ดังภาพที่ 36 

 

ภาพที่ 36 คา peak height ของเปอรเซ็นตความสูง stutter สูงสุดของแตละโลกัส 
 
การกําหนดคา cut off เทากับ 50 RFU จะทําใหยังพบ stutter ในทุกโลกัส ยกเวน 

โลกัส D21S11 เมื่อกําหนดคา cut off เทากับ 100 RFU จะทําใหพบ stutter นอยลง โดยจะพบ 
stutter ที่โลกัส D8S1179, D7S820, D3S1358, D16S539, vWA และ D5S818 เมื่อกําหนดคา 
cut off เทากับ 200 RFU จะทําใหพบ stutter ในโลกัส D8S1179, vWA และ D5S818 เพียง         
3 โลกัสเทานั้น งานวิจัยนี้จึงสะทอนใหเห็นวาการกําหนดคา cut off จะสามารถชวยกําจัด stutter 
peak ในดีเอ็นเอบุคคลได ซึ่งการกําหนดคา cut off  สามารถทําไดทั้งอัลลีลแบบโฮโมไซกัสและ           
เฮเทอโรไซกัส โดยการบรรยายของ Nicole Inacio ไดกลาวไววาในงานดานนิติวิทยาศาสตรได
กําหนดคา cut off ไวที่ 200 RFU และยังพบวาในการทดลองของ Goodwin ไดกําหนดคา  cut off 
เกิน 100 RFU เชนกัน โดยกําหนดคา cut off ที่ 500 RFU  
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5.3 ขอเสนอแนะ 
5.3.1. ขอเสนอแนะที่ไดจากการวิจัย  

การศึกษาเปอรเซ็นตความสูง stutter จากผลการตรวจดีเอ็นเอของวัตถุพยานทาง
ชีววิทยาที่เก็บจากตัวบุคคล ผูศึกษามีขอเสนอแนะดังนี้ จากการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตความสูง 
stutter ใน STR locus แตละตําแหนงมีคาแตกตางกันขึ้นอยูกับการขาดหายไปของลําดับเบสอัน
เนื่องจากเกิดการโคงงอในขั้นตอน extension ของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและพีคหลักมีความยาว
ของลําดับเบสมาก คุณภาพดีเอ็นเอ เปนตน แตเมื่อวิเคราะหผลดวยเครื่องตรวจดีเอ็นเออัตโนมัติ
ควรเพิ่มคา cut off  ใหสูงกวา 100 RFU เพื่อใหไดผลการวิเคราะหที่ถูกตองมากยิ่งขึ้น 
 

5.3.2 ขอเสนอแนะในการทําวิจยัครั้งตอไป 
ในการทําวิจัยครั้งตอไปควรศึกษาวัตถุพยานทางชีววิทยาที่เก็บจากตัวบุคคลใหมี

จํานวนมากกวานี้และเพิ่มการทดลองโดยวิเคราะหผลดวยเครื่องตรวจดีเอ็นเออัตโนมัติที่
กําหนดคา cut off  ที่ระดับตางๆ แลวเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความสูง stutter ที่พบใน STR locus 
ในระดับนั้นๆ เพื่อใหทราบวาการตรวจวัตถุพยานทางชีววิทยาในคดีตางๆของประเทศไทย          
ควรใชคา cut off  ที่ระดับใดผลการตรวจพิสูจนจึงมีความนาเชื่อถือมากที่สุด      
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5.  Applied  Biosystem  3130XL 
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7.  QIAamp DNA Mini Kit 
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 Quantifiler Human Kit (PCR reaction Mix 
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Mix  –20 
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 Human DNA standard 

 5 

(standard curve)  master mix

 master mix   reaction plate  24 l

 Human DNA standard  DNA 

 master mix 

 1 l  plate 

 optical adhesive cover

 56 spin down  

 57  master mix 

 58  master mix   reaction plate
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 96-well reaction plate  plate 
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 plate  (3130XL 

Genetic Analyzer) 

 72  plate  plate retainer

 73  sample sheet ABI
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