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บทที่ 1 

สวนนํา 

 

1. ผูรวมโครงการ 

1.1 รอยโทหญิง สายศิริ  มีระเสน   หัวหนาโครงการ  

 ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลัยนเรศวร 

 E-mail:  saisirim@gmail.com, saisirim@nu.ac.th  

1.2  นางสาวอุรศรี  สูยะศุนานนท   ผูรวมโครงการ   

 ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร  

 

2. หนวยงานท่ีรับผิดชอบ 

2.1  หนวยงานหลัก 

 คณะวิทยาศาสตรการแพทย  มหาวิทยาลัยนเรศวร อําเภอเมือง  จังหวัดพิษณุโลก 

2.2  หนวยงานสนับสนุน 

 2.2.1  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยนเรศวร อําเภอเมือง  จังหวัดพิษณุโลก 

 2.2.2. สถาบันนิติวิทยาศาสตร กระทรวงยุติธรรม กรุงเทพมหานคร 

 2.2.3  สํานักงานวิทยาการตํารวจ สํานักงานตํารวจแหงชาติ  กรุงเทพมหานคร 

  

3. ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

กลุมจังหวัดภาคเหนือตอนลางของประเทศไทย ประกอบไปดวย 9 จังหวัดคือ ตาก พิษณุโลก สุโขทัย 

เพชรบูรณ พิจิตร กําแพงเพชร นครสวรรค และอุทัยธานี เปนพ้ืนท่ีศูนยกลางการคมนาคมของภาคเหนือ มีสนทาง

เชื่อมตอกับหลายจังหวัดท้ังภาคเหนือและภาคกลาง นอกจากนี้ยังมีเขตเชื่อมตอกับประเทศเพ่ือนบานคือพมา และ

ลาว ทําใหพ้ืนท่ีจังหวัดภาคเหนือตอนลาง เปนพ้ืนท่ีท่ีมีความหลากหลายของประชากร ท้ังท่ีอยูอาศัยอยางถาวร 
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และอพยพโยกยายไปมาระหวางพ้ืนท่ี ทําใหพ้ืนท่ีนี้เปนพ้ืนท่ีท่ีนาสนใจในการศึกษาพันธุศาสตรของประชากร โดย

ในปจจุบันดีเอ็นเอเครื่องหมายท่ีนิยมใชในการศึกษาพันธุศาสตรของประชากรมีเปนจํานวนมาก แตการศึกษาใน

ประชากรของประเทศไทยยังมีไมมากนัก ในงานวิจัยฉบับนี้ใหความสนใจกับดีเอ็นเอเครื่องหมาย 2 ชนิด คือดีเอ็น

เอจากไมโตคอนเดรียและดีเอ็นจากโครโมโซมวาย ซ่ึงผลท่ีไดจากการศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากร

ดังกลาว นอกจากจะใชเปนขอมูลพ้ืนฐานท่ีใชเปรียบเทียบและอางอิงกับงานวิจัยเชิงพันธุศาสตรประชากรใน

ประชากรอ่ืนๆ ในภูมิภาคแลว ยังสามารถใชเปนขอมูลอางอิงในงานทางนิติวิทยาศาสตรไดอีกดวย 

 

4. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

4.1 เพ่ือศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรม (genetic structure) ของประชากรในเขตภาคเหนือตอนลาง 

และความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (phylogenetics) ของประชากรกลุมตางๆ  

4.2 เพ่ือใชจําแนกความแตกตางระหวางประชากรไทยกับผูลักลอบเขาเมือง แรงงานตางดาว และ

แรงงานตางถ่ินท่ีเขามาในประเทศอยางผิดกฎหมาย ซ่ึงอาจกอความไมสงบภายในประเทศไทย และเปน

ประโยชนตอกระบวนการยุติธรรม 

4.3 เพ่ือใชเปนขอมูลทางพันธุกรรมท่ีชวยใหเขาใจวิวัฒนาการ พยาธิสภาพของโรคทางพันธุกรรมท่ี

เก่ียวของกับไมโตคอนเดรีย และโครโมโซมวายในประชากรภาคเหนือตอนลางของประเทศไทย  

 

5. คําสําคัญ (keywords) ของโครงการวิจัย 

Phylogenetic relationship, DNA polymorphisms, mitochondrial DNA, Y-chromosome, Thai 

populations 

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการ, ดีเอ็นเอโพลิมอรฟสม, ดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรีย, โครโมโซมวาย, 

ประชากรไทย 
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6. ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

6.1  มีฐานขอมูลความแปรผันของลําดับเบสของไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ และโครโมโซมวาย รูปแบบ

ความชี้จําเพาะของลําดับเบส (haplotype) ในประชากรภาคเหนือตอนลางของประเทศไทย 

6.2  สามารถเผยแพรผลงานวิจัยในวารสารตางประเทศ เพ่ือเปนขอมูลในการนําไปตรวจพิสูจนบุคคลและ

ความสัมพันธทางเครือญาติของคนไทยภาคเหนือตอนลาง และแรงงานตางดาว 

6.3  สถาบันนิติวิทยาศาสตร กระทรวงยุติธรรม. สํานักงานวิทยาการตํารวจ สํานักงานตํารวจแหงชาติ มี

ฐานขอมูลของไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอท่ีสามารถนําใชตรวจพิสูจนบุคคล และความสัมพันธทางเครือญาติรวมกัน  

6.4  สํานักบริหารแรงงานตางดาว กรมการจัดหางาน กระทรวงแรงงานมีขอมูลท่ีชวยในการพิสูจนเชื้อ

ชาติแรงงานตางดาวได 
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บทที่ 2  

การตรวจสอบเอกสารที่เกี่ยวของ 

 

1. ประชากรในพ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลางและการศึกษาพันธุศาสตรของประชากร 

กลุมจังหวัดภาคเหนือตอนลางของประเทศไทย ประกอบไปดวย 9 จังหวัดคือ ตาก พิษณุโลก สุโขทัย 

เพชรบูรณ พิจิตร กําแพงเพชร นครสวรรค และอุทัยธานี (จําแนกตามคณะกรรมการพัฒนาเศรษฐกิจและสังคม

แหงชาติ) โดยมีจังหวัดพิษณุโลกเปนศูนยกลางคมนาคมท่ีมีเสนทางติดตอระหวางภาคเหนือและภาคกลาง 

นอกจากนี้ยังมีมีเขตติดตอกับประเทศเพ่ือบานคือพมาและลาว จึงทําใหในพ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลาง เปนพ้ืนท่ีท่ีมี

ความหลากหลายของประชากร โดยมีท้ังประชากรท่ีมีความหลากหลายทางวัฒนธรรม เชน กลุมวัฒนธรรมสยามท่ี

อาศัยในเขตอําเภอเมือง กลุมวัฒนธรรมลาวท่ีอาศัยในเขตอําเภอนครไทย อําเภอชาติตระการ อําเภอวังทอง และ

อําเภอบางระกํา ชาวเขาท่ีอาศัยอยูในเขตเขตอําเภอนครไทย และอําเภอชาติตระการ รวมท้ังชาวจีนและชาว

อินเดียท่ีอาศัยอยูในอําเภอเมือง เปนตน (จิราภรณ สถาปนะวรรธนะ และคณะ, 2554) นอกจากนี้ยังมีประชากร

อีกจํานวนหนึ่งท่ีอพยพ โยกยายครัวเรือนมาจากจังหวัดใกลเคียงในเขตภาคเหนือตอนลาง รวมท้ังแรงงานตางดาว

ท่ีเขามาทํางานในประเทศไทย เชน ชาวพมา เปนตน ดวยเหตุนี้จึงทําใหจังหวัดพิษณุโลกเปนพ้ืนท่ีท่ีเหมาะจะใช

เปนแหลงในการศึกษาเอกลักษณทางพันธุกรรมของประชากร เพ่ือเปนขอมูลท่ีจะนําไปใชในการจําแนกประชากร

เชื้อชาติตางๆ รวมท้ังการพิสูจนสัญชาติของแรงงานตางดาวตอไป นอกจากนั้นการศึกษา DNA polymorphisms 

ยังสามารถนําไปใชเปนขอมูลในการศึกษาโรคทางพันธุกรรมท่ีมีความจําเพาะในแตละประชากรและหาวิธีการรักษา

ท่ีเหมาะสมไดอีกดวย (Collins et al., 2011) 

การศึกษาความหลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากร โดยการใชเครื่องหมายโมเลกุล เปน

เครื่องมืออีกอันหนึ่งท่ีสามารถนําไปใชในการศึกษาประวัติศาสตรประชากร ในดานตางๆ เชน ความสัมพันธทาง

เชื้อชาติ การอพยพยายถ่ินฐาน และวัฒนธรรมการใชภาษา เปนตน ซ่ึงปกตินักวิจัยอาจใชภาษาและวัฒนธรรมเปน

เครื่องมือในการสรางรูปแบบความสัมพันธกันระหวางประชากร แตอยางไรก็ตามภาษาและวัฒนธรรมก็อาจ

เปลี่ยนแปลงไปไดตามการเคลื่อนยายและปฏิสัมพันธระหวางประชากร แตสิ่งท่ีสามารถใชเปนเครื่องบงชี้
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เอกลักษณท่ีถาวรของประชากรไดก็คือดีเอ็นเอ เนื่องจากเปนโมเลกุลท่ีคงท่ี แตอาจเกิดการกลายพันธุไดบาง จึงทํา

ใหสามารถคํานวนระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) หรือชวงเวลาของการแยกกันทางภูมิศาสตร 

(geological isolation) ของประชากรได (Kampuansai et al., 2007) 

 

2. ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 

ดีเอ็นเอเครื่องหมายท่ีนิยมใชในการศึกษาพันธุศาสตรของประชากรนั้นมีอยูหลายชนิด ท้ังจากออโตโซม 

(autosomal chromosome) ดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรีย (mitochondrial DNA; mtDNA) และโครโมโซมวาย 

(Y-chromosome) ขอมูลท่ีไดจะถูกเก็บรวบรวมไวในฐานขอมูลตางๆ เพ่ือใชในการอางอิงและเปรียบเทียบกับ

ประชากรอ่ืนๆ ในปจจุบันการศึกษาพันธุศาสตรประชากรโดยใชดีเอ็นเอจากออโตโซมไมคอยไดรับความนิยมมาก

นัก เนื่องจากดีเอ็นเอจากออโตโซมของแตละบุคคลเปนสวนผสมของพอและแม ท่ีเกิดจากกลไก gene 

recombination ระหวางการสรางเซลลสืบพันธุทําใหเกิดความซับซอนในการแปรผล การศึกษาโดยใชออโตโซมจึง

ถูกใชในงานทางนิติพันธุศาสตรหรือการตรวจสอบความสัมพันธของพอแมลูกเทานั้น  สวนดีเอ็นเอจากไมโตคอนเด

รีย และดีเอ็นเอจากโครโมโซมวาย จะไมเกิดกลไก gene recombination และทําใหการแปรผลทําไดสะดวกกวา 

โดยดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรียจะมีการถายทอดจากแมไปสูลูก และดีเอ็นเอจากโครโมโซมวายจะมีการถายทอด

จากพอไปสูลูกชายโดยตรง จึงทําใหดีเอ็นเอท้ังสองชนิดมักจะถูกใชในการศึกษาพันธุศาสตรประชากรท่ีเก่ียวของ

กับการสืบเชื้อสายประชากร ประวัติการอพยพยายถ่ิน และความสัมพันธระหวางประชากรแตและทองท่ี โดยใน

ปจจุบันไดมีการสรางฐานขอมูลดีเอ็นเอไวแลวจํานวนหนึ่งเพ่ือใชเปนแหลงขอมูลอางอิงและเปรียบเทียบขอมูลจาก

แตละประชากร 

 

3. ดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรีย (mitochondrial DNA; mtDNA) 

 ดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรียเปนดีเอ็นเอสายคูท่ีมีรูปรางเปนวงกลม มีขนาด 16,569 คูเบส (bp) 

(Anderson, et al., 1981) ประกอบดวยขอมูลทางพันธุกรรมท่ีสามารถสังเคราะหโปรตีน 13 ชนิด tRNA 22 ชนิด 

และ rRNA 2 ชนิด  เรียกดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณเบสพิวรีนสูงกวาวาสาย H (heavy strand) และสายท่ีมีปริมาณเบสพิ

วรีนนอยกวาวาสาย L (light strand) การอางอิงตําแหนงนิวคลิโอไทดบนสายดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรียจะอางอิง
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โดยใชสาย L เปนหลัก ขอดีของการใชไมโตคอนเดรียในการศึกษาพันธุศาสตรของประชากร คือ ดีเอ็นเอจากไมโต

คอนเดรียมีอัตราวิวัฒนาการเร็วกวาดีเอ็นเอจากออโตโซมประมาณ 5-10 เทา (Ferris, Brown, Davidson, & 

Wilson, 1981) นอกจากนี้ยังพบวาในบริเวณสวนควบคุม (D-loop control region) ซ่ึงมีความยาวประมาณ 

1,100 bp มีชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีความหลากหลายสูงอยู 2 ชวงท่ีเรียกวา hypervariable region I (HVR1) อยู

บริเวณตําแหนงนิวคลิโอไทดท่ี 16,024-16365 และ hypervariable region II (HVR2) อยูบริเวณตําแหนงนิวคลิ

โอไทดท่ี 73-340 ท้ังสองบริเวณเปนบริเวณท่ีมีอัตราการเกิด base substitution ไดสูงกวาบริเวณอ่ืน (Meyer, 

Weiss, & Haeseler, 1999) ทําใหสามารถติดตามอายุทางวิวัฒนาการของประชากรได จึงทําใหดีเอ็นเอจากไมโต

คอนเดรียสามารถนําไปประยุกตใชไดท้ังการศึกษาทางนิติวิทยาศาสตร วิวัฒนาการ และบรรพชีวินวิทยา และใน

เซลลหนึ่งเซลลมีไมโตคอนเดรียอยูจํานวนมาก อาจมีมากถึง 100-1000 ชุดในหนึ่งเซลล (Bogenhagen & 

Clayton, 1974) ทําใหโอกาสของการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นอมีมากข้ึนในกรณีของตัวเกาหรือตัวอยางท่ีเสียหาย ทําให

สามารถนําไปใชในการศึกษาความหลากหลายของประชากรได การจําแนกบุคคล เพ่ือการนําไปใชทางนิติ

วิทยาศาสตร และมนุษยพันธุศาสตรไดอีกดวย โดยขอมูลท่ีทําการศึกษาในประชากรท่ัวไปในประเทศไทย พบวา

การใชดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรียบริเวณ HVR I รวมกับ HVR II สามารถนําไปใชในการจําแนกบุคคลไดเปนอยางดี 

(สุทัศน  ดวงจิตร และสายศิริ  มีระเสน, 2554) 

 

ภาพ 1 บริเวณ control region บนดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรีย 
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  การวิเคราะหความหลากหลายของดีเอ็นจากไมโตคอนเดรีย จะใชลําดับเบสท่ีเรียกวา Revised 

Cambridge Reference Sequence (rCRS) (Andrews, et al., 1999) เปนลําดับเบสของไมโตคอนเดรียของ

มนุษยท่ีไดยังการยอมรับวามีความสมบูรณ และใชเปนลําดับเบสอางอิงท่ีใชในการเปรียบเทียบ และวิเคราะหความ

เหมือนและความตางกันของลําดับเบสท่ีรวบรวมไวในฐานขอมูล  

 

4. ดีเอ็นเอจากโครโมโซมวาย (Y-Chromosome) 

โครโมโซมวายเปนโครโมโซมท่ีเล็กท่ีสุดเปนอันดับท่ี 2 (รองจากโครโมโซมแทงท่ี 21) มีความยาวประมาณ 

6x107 นิวคลิโอไทด สวนปลายของโครโมโซมมีสวนท่ีเรียกวา pseudoautosomal regions เปนบริเวณท่ีสามารถ

เกิด gene recombination กับโครโมโซมเอ็กซได แตสวนท่ีเหลืออีกประมาณ 95% ของโครโมโซมเปนบริเวณท่ี

เรียกวา non-recombination potion of the Y-chromosome (NRY) สารพันธุกรรมในบริเวณนี้จะถูก

ถายทอดจากพอไปยังลูกชายโดยไมเกิด gene recombination และบริเวณ NRY นี้เปนบริเวณท่ีพบการเกิด DNA 

polymorphism ท่ีสามารถนําไปใชเปนยีนเครื่องหมายในการติดตามความสัมพันธทางเชื้อสายทางฝายชายได จึง

ทําใหในปจจุบันโครโมโซมวายเปนยีนเครื่องหมายท่ีนิยมใชในการตรวจสอบทางนิติวิทยาศาสตร การศึกษาทางชาติ

พันธุวิทยา และการศึกษาเก่ียวกับการอพยพโยกยายของประชากร 

ในบริเวณ NRY พบลักษณะท่ีเปน polymorphism 2 ลักษณะคือการเรียงตัวของเบสท่ีเปนเบสซํ้า (short 

tandem repeat; STR) เรียกดีเอ็นเอลําดับเบสซํ้าบนโครโมโซมวายวา Y-STR และนอกจากนี้ยังพบลําดับเบสท่ีมี

ลักษณะเปน single nucleotide polymorphism แตเนื่องจาก Y-STR มีอัตราการกลายพันธุท่ีเร็วกวา ประมาณ 

10-3 mutation/nucleotide/generation (Heyer, Puymirat, Dieltjes, Bakker, & Knijff, 1997) เม่ือเทียบกับ 

Y-SNP ท่ีมีอัตราการกลายพันธุประมาณ 10-8 mutation/nucleotide/generation (Xue, et al., 2009)  

จากการศึกษาแผนท่ีลําดับเบสบนโครโมโซมวายพบวามี Y-STR มากกวา 400 ตําแหนง แตมี Y-STR เพียง

ไมก่ีชุดเทานั้นท่ีถูกนํามาใชงานเปนยีนเครื่องหมาย โดยตําแหนงหลักแนะนําใหใชในการศึกษาพันธุศาสตร

ประชากรคือ DYS19, DYS389I/II, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 และ DYS385 a/b ซ่ึงถูกเรียกรวมวา 

minimal haplotype (ตาราง 1) และในบางครั้งก็อาจเพ่ิมตําแหนง DYS438 และ DYS439 เขาไปในการศึกษา

ดวย (Willuweit & Roewer, 2007)  
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ตาราง 1 ตําแหนงและคุณสมบัติของ Y-STR ท่ีถูกใชบอย (Fundamentals of forensic DNA typing, p.370) 

 

STR marker Position (MB) Repeat Motif Allele Range Mutation rate 

DYS393 3.19 AGAT 8-17 0.08% 

DYS456 4.33 AGAT 13-18 0.72% 

DYS458 7.93 GAAA 14-20 1.1% 

DYS19 10.13 TAGA 10-19 0.24% 

DYS391 12.61 TCTA 6-14 0.29% 

DYS635 12.89 TSTA 17-27 0.42% 

DYS437 12.98 TATR 13-17 0.15% 

DYS439 13.03 AGAT 8-15 0.54% 

DYS389 I/II 13.12 TCTR 9-17/24-34 0.19%/0.30% 

DYS438 13.38 TTTTC 6-14 0.05% 

DYS390 15.78 TCTR 17-28 0.24% 

GATA-H4 17.25 TAGA 8-13 0.25% 

DYS385 a/b 19.26 GAAA 7-28 0.22% 

DYS392 21.04 TAT 6-20 0.06% 

DYS448 22.78 AGAGAT 17-24 0.18% 
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การเก็บขอมูล Y-STR จะทําการเก็บไวในรูปแบบของฐานขอมูล ซ่ึงฐานขอมูลท่ีใหญท่ีสุดในขณะนี้คือ

ฐานขอมูล Y Chromosome Haplotype Reference Database (YHDR) ซ่ึงเปนฐานขอมูลท่ีเก็บรวบรวม Y-

chromosome haplotypes จากประชากรตางๆ ท้ังยุโรป สหรัฐอเมริกา และเอเชีย อยางไรก็ตามจากการสืบคน

ในป ค.ศ. 2014 พบวามีขอมูลท่ีรวบรวมไวท้ังหมด 879 ประชากร 126,833 ตัวอยาง (http://www.YHDR.org  

เปนประชากรไทยอยูเพียง 1 ประชากรเทานั้นท่ีใชอางอิงได โดยเปนประชากรจากภาคกลาง จํานวน 757 ตัวอยาง 

(Siriboonpiputtana, et al, 2010)  
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บทท่ี 3 

การดําเนินการ 

 

1. การเก็บตัวอยางประชากร 

ทําการเก็บตัวอยางเลือดจากประชากรท่ีมีถ่ินอาศัยอยูในพ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลางจํานวน 400 ตัวอยาง 

(ชาย 281 ตัวอยาง หญิง 119 ตัวอยาง) อาสาสมัครจะตองเปนผูมีภูมิลําเนาอยูในจังหวัดพิษณุโลกหรือจังหวัดใน

พ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลาง เม่ืออาสาสมัครไดทําความเขาใจกับ information sheet (ECNU04) ของโครงการนี้แลว 

อาสาสมัครจะตองลงลายมือชื่อในเอกสาร inform consent form (ECNU05) และจะถูกเจาะเลือดปริมาตร 3 

ml. โดยพยาบาลวิชาชีพ และเก็บรักษาเลือดในหลอดท่ีมีสารปองกันการแข็งตัวของเลือด EDTA 

โครงการนี้ไดรับการรับรองจากคณะกรรมการวิจัยในมนุษย มหาวิทยาลัยนเรศวร HE54-Ep1-0030 

(version 1.0) 

 

2. การสกัดดีเอ็นเอ 

2.1 สกัดดีเอ็นเอ ท้ังหมด 400 ตัวอยาง โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ PureLink™ Genomic DNA Kits 

(Invitrogen) ตรวจสอบดีเอ็นเอท่ีสกัดไดใน 1% agarose gel electrophoresis  

 

3. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบนโครโมโซมวาย 

3.1 สังเคราะหไพรเมอรเพ่ือใชในการเพ่ิมจํานวน DNA จํานวน 7 คู (Bio Basic Canada inc.) เปนไพร

เมอรท่ีใชเพ่ิมจํานวน ยีน SRY 1 ตําแหนง   และ Y-chromosome STR 6 ตําแหนง (ตาราง 2)  
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ตาราง 2 ลําดับเบสของไพรเมอรท่ีใชในการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ 

 

 Loci Primer Sequences (5’-to-3’) 

1 SRY-L GAA TAT TCC CGC TCT CCG GAG 

 SRY-R ACC TGT TGT CCA GTT GCA CT 

2 DYS19-L CTA CTG AGT TTC TGT TAT AGT 

 DYS19-R ATG GCA TGT AGT GAG GAC A 

3 DYS390-L TAT ATT TTA CAC ATT TTT GGG CC 

 DYS390-R TGA CAG TAA AAT GAA CAC ATT GC 

4 DYS391-L CTA TTC ATT CAA TCA TAC ACC CAT AT 

 DYS391-R ACA TAG CCA AAT ATC TCC TGG G 

5 DYS392-L AAA AGC CAA GAA GGA AAA CAA A 

 DYS392-R CAG TCA AAG TGG AAA GTA GTC TGG 

6 DYS393-L GTG GTC TTC TAC TTG TGT CAA TAC 

 DYS393-R AAC TCA AGT CCA AAA AAT GAG G 

  

 

3.2 การเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอบนโครโมโซมวาย  

ตัวอยางดีเอ็นเอท่ีถูกสกัดมาไดจะถูกนําไปเพ่ิมจํานวนยีน SRY และ Y-STR โดยใชสภาวะและอุณหภูมิ

ดังตอไปนี้ 

ยีน SRY เพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอโดยมีองคประกอบของปฏิกิริยาคือ 0.2 µg DNA, 1x PCR buffer, 3.0 mM 

MgCl2, 1 mM dNTP, 0.5 mM primer (each) และ 0.05 Unit/µl Taq polymerase (Invitrogen®) ใช
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อุณหภูมิของปฏิกิริยาคือ Pre-denature 95oC 5 นาที ตามดวย Denature 95oC 1 นาที, Annealing 57oC 1 

นาที และ Extension 72oC 1 นาที จํานวน 30 รอบ และ Final extension 72oC 5 นาที 

ตําแหนง DYS19, DYS388, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 เพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอโดยมี

องคประกอบของปฏิกิริยาคือ 0.2 µg DNA, 1x PCR buffer, 2.2 mM MgCl2, 2 mM dNTP, 0.3 mM primer 

(each) และ 0.13 Unit/µl Taq polymerase (Invitrogen®) ใชอุณหภูมิของปฏิกิริยาคือ Pre-denature 95oC 

5 นาที ตามดวย Denature 95oC 1 นาที, Annealing 57oC 1 นาที และ Extension 72oC 1 นาที จํานวน 38 

รอบ และ Final extension 72oC 5 นาที 

 

3.3 การตรวจสอบดีเอ็นเอ 

ดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมจํานวนไดจะถูกนําไปตรวจสอบใน 2% agarose gel electrophoresis ใน 0.5X TBE 

buffer โดยใชสนามไฟฟาท่ีมีคาความตางศักย 90 โวลต เปนเวลา 45 นาที ยอมสีดวย 0.5 µg/ml ethidium 

bromide และถายภาพใตแสง UV ดวยกลอง Cannon PowerShot G10 

 

4 การสรางดีเอ็นเอมาตรฐาน (allelic ladder) ของ Y-STR 

การศึกษารูปแบบของ Y-STR แตละตําแหนงตัวอยางดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมจํานวนไดจะถูกสุมเพ่ือนําไปหาลําดับ

เบสของจํานวนซํ้า (Pacific Science Co., Ltd.) และนํามารวมกับดีเอ็นเอตัวอยางมีจํานวนซํ้าแตกตางกัน เพ่ือใช

เปนดีเอ็นเอมาตรฐานของแตละตําแหนง 

 

5 การตรวจสอบรูปแบบของ Y-STR 

Y-STR แตละตัวอยางท่ีเพ่ิมจํานวนไดจะถูกนําไปตรวจสอบรูปแบบของ Y-STR แตละตําแหนง โดยใช 

8.5% Polyacrylamide gel ใน 0.5X TBE buffer จําแนกชิ้นสวนดีเอ็นเอในสนามไฟฟาท่ีมีคาความตางศักดิ์ 90 

โวลต เปนเวลา 18-22 ชั่วโมง หลังจากนั้นยอมแถบดีเอ็นเอดวย silver staining (Benbouza, Jacquemin, 

Baudoin, & Mergeai, 2006) เปรียบเทียบกับดีเอ็นเออัลลีลมาตรฐาน 
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6. คาทางสถิติท่ีใหในการศึกษา Y-STR 

 

คาความถ่ีอัลลีลของ Y-STR แตละตําแหนงคํานวณไดจากสูตร 

𝑎𝑙𝑙𝑒𝑙𝑒 𝑓𝑟𝑞𝑢𝑒𝑛𝑐𝑦 =  
𝑛𝑜. 𝑜𝑓 𝑎𝑙𝑙𝑒𝑙𝑒𝑠
𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑎𝑙𝑙𝑒𝑙𝑒𝑠  

 

คาความหลากหลายของอัลลีล (h)  

𝑔𝑒𝑛𝑒 𝑑𝑖𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖𝑡𝑦 =
𝑛(1 − ∑𝑥2)

(𝑛 − 1)  

 n = จํานวนตัวอยางในประชากร   x = ความถ่ีอัลลีลท่ีพบในประชากรตัวอยาง 

 

7. การเพ่ิมจํานวน ดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรีย 

สังเคราะหไพรเมอรเพ่ือใชในการเพ่ิมจํานวน ดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรีย จํานวน 2 คู (Bio Basic 

Canada inc.) (ตาราง 2) 

 

ตาราง 2 ลําดับเบสของไพรเมอรท่ีใชในการเพ่ิมจํานวน ดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรีย 

 Loci Primer Sequences (5’-to-3’) 

1 HVR I L CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT 

 HVR I H TGA TTT CAG GGA GGA TGG TG 

2 HVR II L GGT CTA TCA CCC TAT TAA CCA C 

 HVR II H CTG TTA AAA GTC ATA CCG CCA 
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เพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอโดยมีองคประกอบของปฏิกิริยาคือ 0.2 µg DNA, 1x PCR buffer, 2.5 mM MgCl2, 

2 mM dNTP, 0.4 µM primer (each) และ 0.05 Unit/µl Pfx platinum Taq polymerase (Invitrogen®) 

ใชอุณหภูมิของปฏิกิริยาคือ Pre-denature 94oC 4 นาที ตามดวย Denature 94oC 45 วินาที, Annealing 55oC 

30 วินาที และ Extension 72oC 3 นาที จํานวน 30 รอบ และ Final extension 72oC 7 นาที 

 

8. การวิเคราะหลําดับเบสของ mt-DNA  

ดีเอ็นเอตัวอยางท่ีถูกเพ่ิมจํานวนดวยไพรเมอร HVR I และ HVR II จะถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวย HiYield™ 

Gel/PCR DNA fragment Extraction Kit (RBC Real Genomics) และทําการหาลําดับเบสดวยวิธี BigDye® 

Terminator v3.1 cycle sequencing kit (1st BASE DNA Sequencing Services)  

ลําดับเบสท่ีไดจะถูกนํามา align โดยเปรียบเทียบกับลําดับเบสอางอิง revise Cambridge Reference 

sequence (rCRS) Andrews, et al. (1999) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป BioEdit ver 7.2.3 and MEGA ver. 

5.2.2 เพ่ือหาตําแหนงท่ีมี nucleotide polymorphism บนชิ้นดีเอ็นเอท่ีศึกษา  
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บทที่ 4 

ผลการดําเนินการ 

 

1. ประชากร 

 ตัวอยางเลือดของอาสาสมัครท่ีมีถ่ินอาศัยอยูในพ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลางท่ีมาบริจาคโลหิต ณ โรงพยาบาล

คายสมเด็จพระนเรศวร จํานวน 400 ตัวอยาง (ชาย 281 ตัวอยาง หญิง 119 ตัวอยาง) โดยอาสาสมัครท้ังหมดมีท่ี

อยูอาศัยอยูในจังหวัดภาคเหนือตอนลาง ท้ังนี้อาสาสมัครไดเซ็นยินยอมใน inform consent form กอนทําการ

เก็บตัวอยาง และผลจากงานวิจัยจะไมสามารถเชื่อมโยงกับขอมูลของอาสาสมัครได 

 

2. การศึกษา Y-STR 

2.1 การเพ่ิมจํานวน SRY gene 

 จากตัวอยางดีเอ็นเอของอาสาสมัครชายท้ังหมด 281 ตัวอยาง ทําการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอบริเวณตําแหนง

ยีน SRY ดวยไพรเมอร SRY-L และ SRY-R ไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 418 คูเบส พบวาดีเอ็นเอของอาสาสมัครชาย

ท้ังหมดมีผลเปนบวกซ่ึงจะถูกนําไปวิเคราะหรูปแบบของ Y-STR ตอไป 

2.2 การเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอบนตําแหนง Y-STR  

 ผลการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ Y-STR ตําแหนง DYS19  DYS388  DYS390  DYS391  DYS392  DYS393  

ไดแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ ตั้งแต 100-300 bp 

2.3 การหาลําดับเบสของ Y-STR  

ชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมจํานวนไดจํานวน 7 ตําแหนง คือ DYS19 DYS388 DYS390 DYS391 DYS436 

DYS437 และ DYS439  นําไปหาลําดับเบสเพ่ือตรวจสอบจํานวนซํ้าของ Y-STR  ไดผลดังตัวอยางแสดงตอไปนี้ 

ตําแหนง DYS19 ไดลําดับเบสท่ีมีจํานวน 14 ซํ้า 248 bp (TAGA)3 tagg (TAGA)11 

ACTACTGAGTTTCTGTTATAGTGTTTTTTAATATATATATAGTATTATATATATAGTGTTATATATATATAGTG

TTT/TAGA/TAGA/TAGA/TAGG/TAGA/TAGA/TAGA/TAGA/TAGA/TAGA/TAGA/TAGA/TAGA/TA
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GA/TAGA/TATAGTGACACTCTCCTTAACCCAGATGGACTCCTTGTCCTCACTACATGGCCATGGCCCGAAG

TATTACTCCTGGTGCCCCAGCCACTATTTCCAGGTGCAGAGATTGAC         

 ตําแหนง DYS390 ไดลําดับเบสท่ีมีจํานวน 22 ซํ้า [(TGTC)8(TCTA)12(TCTG)1(TCTA)4] 

TATATTTTACACATTTTTGGGCCCTGCATTTTGGTACCCCATAATATATTCTATCTA/TCTG 

/TCTG/TCTG/TCTG/TCTG/TCTG/TCTG/TCTG/TCTA/TCTA/TCTA/TCTA/TCTA/TCTA/TCTA/TC

TA/TCTA/TCTA/TCTA/TCTA/TCTG/TCTA/TCTA/TCTA/TCTA/TCATCTATCTATCTTTCCTTGTTTC

TGAGTATACACATTGCAATGTTTTCATTTTACTGTCAC 

ตําแหนง DYS391 ไดลําดับเบสท่ีมีจํานวน 12 ซํ้า (TCTA)12 

TAGAGGCAGTCATCGCAGTGGCCCAAGTGATCTTGCAACATCTCCATCCATGTTGCTCCAAAGG 

ACCCAATTTTACTGTAAATGGTTGTATAGTATTTTATGGTCTACATAGACCATATTTACCATATGTTCATCCA

TATTTTCTTCATTAATCTAGCTTTTAAAAACAACTAATTTGATTTCAAGTGTTTGTTATTTAAAAGCCAAGAAG

GAAAACAAATTTTTTTCTTGTATCACCATTTATT/TAT/TAT/TAT/TAT/TAT/TAT/TAT/TAT/TAT/TAT

/TAT/TAT/TTACTAAGGAATGGGATTGGTAGGTC 

ตําแหนง DYS39 ไดลําดับเบสท่ีมีจํานวน 15 ซํ้า (AGAT)15 

GTGGTCTTCTACTTGTGTCAATAC/AGAT/AGAT/AGAT/AGAT/AGAT/AGAT/AGAT/AGAT/AGAT/AG

AT/AGAT/AGAT/AGAT/AGAT/AGAT/ATGTATGTCTTTTCTATGAGACATACCTCATTTTTTGGACTTGAG

TTC  

 

2.4 การศึกษารูปแบบของ Y-STR 

 การจําแนกรูปแบบของ Y-STR โดยใช 8.5% polyacrylamide gel เปรียบเทียบกับดีเอ็นเออัลลีลมาตร

ฐาน ท่ีตําแหนง DYS19 , DYS390, DYS391, DYS392 และ DYS393 พบวาในประชากรตัวอยางมีอัลลีลขอแตละ

ตําแหนง จํานวน 5, 7, 4, 6 และ 6 รูปแบบ ตามลําดับ (ตาราง 3) โดยท่ีตําแหนง DYS19 , DYS390, ฃ, DYS392 

และ DYS393  มีความหลากหลายของยีนเทากับ 0.7116, 0.7475, 0.3458, 0.6537 และ 0.6441ซ่ึงถือวาอยูใน
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เกณฑคอนขางสูง (>0.5) สวนท่ีตําแหนง DYS391 มีความหลากหลายคอนขางต่ํา เทากับ 0.3458 ซ่ึงเนื่องจาก

จํานวนอัลลีลท่ีพบมีเพียง  4 อัลลีลเทานั้น 

 

ตาราง 3 ความถ่ี และคาความหลากหลาย (h)ของ Y-STR ตําแหนง DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 และ 

DYS393 

allele DYS19 DYS390 DYS391 DYS392 DYS393 

7   0.0071   

8   0.0000   

9   0.0463   

10   0.7936 0.0071 0.0036 

11   0.1530 0.1388 0 

12 0.0249   0 0.3416 

13 0   0.5018 0.4733 

14 0.2135   0.2527 0.1103 

15 0.4270   0.0819 0.0605 

16 0.2242   0.0178 0.0107 

17 0.1103     

18      

19      

20  0.0356    

21  0.0249    

22  0.1281    

23  0.1851    

24  0.3701    

25  0.2562    

n. 281 281 281 281 281 

h 0.7146 0.7507 0.3473 0.6632 0.6484 
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 การศึกษา haplotype พบท้ังหมด 165 haplotype โดย พบรูปแบบ 14 24 10 13 13 สูงท่ีสุดมีความถ่ี 

0.0427 (ตาราง 4) คาความหลากหลายของรูปแบบในประชากร (h) เทากับ 0.9928 

 

ตาราง 4 ความถ่ี haplotype ของ Y-STR ในประชากรภาคเหนือตอนลาง ตําแหนง DYS19 DYS390 DYS391 

DYS392 และ DYS393 ตามลําดับ 

 

ท่ี 

Haplotype 

จํานวน ความถ่ี 

DY
S1

9 

DY
S3

90
 

DY
S3

91
 

DY
S3

92
 

DY
S3

93
 

1 14 24 10 13 13 12 0.042705 

2 14 25 10 13 13 9 0.032028 

3 16 24 10 13 12 8 0.02847 

4 16 25 10 13 13 6 0.021352 

5 15 23 10 13 12 5 0.017794 

6 15 23 10 14 13 5 0.017794 

7 15 25 10 14 12 5 0.017794 

 

9.3 การศึกษา mitochondria DNA 

ผลจากการศึกษาลําดับเบสของ ดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรีย จากตัวอยางประชากร 84 ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกับลําดับเบสอางอิง revise Cambridge Reference sequence (rCRS) Andrews, et al. (1999) 

ทําการวิเคราะห HVR-I ท่ีตําแหนงนิวคลิโอไทดท่ี 16042-16365 จํานวน 342 bp พบตําแหนงท่ีเปน 

polymorphism จํานวน 99 ตําแหนง คิดเปน 28.95% ของจํานวนนิวคลิโอไทดท้ังหมด และบริเวณ HVR-II  ทํา

การวิเคราะหนิวคลิโอไทดท่ี 73-340 จํานวน 268 bp พบตําแหนงท่ีเปน polymorphism จํานวน 40 ตําแหนง 

คิดเปน 14.93% ของจํานวนนิวคลิโอไทดท้ังหมด  เม่ือรวม HVR-I และ HVR-II เขาดวยกัน จะคา 
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polymorphism เทากับ 22.78 (ตาราง 5) ในจํานวนนี้พบดีเอ็นเอท้ังหมด 58 รูปแบบ เปน common 

haplotype จํานวน 2 รูปแบบ คือ (16108 C->T, 16129 G->A, 16162 A->G, 16172 T->C, 16034 T->C, 

16519 T->C, 143 C->T, 187 C->T) พบจาํนวน 9 ตัวอยาง และ (16129 G->A, 16223 C->T, 16256 C->T, 

16271 T->C, 16362 T->C, 127 T->A, 228 A->T, 316 A->T) พบ 7 ตัวอยาง นอกจากนี้ยังพบวามีดีเอ็นเอ

จํานวน 52 ตัวอยางท่ีเปน unique haplotypes คิดเปน 64.20% 

 

ตาราง 5 ตําแหนง polymorphism ท่ีพบจากการศึกษาลําดับเบสบน m-tDNA บริเวณ HVR-I และ HVR-II 

 

Locus position Nucleotide polymorphisms positions 

HVR-I   16042-16365 

(342 bp)   

16041  16042  16051  16075  16085  16086  16092  16093  16099  

16100  16104  16108  16111  16118  16124  16126  16127  16129  

16134  16140  161145  16147  16148  16149  16150  16153  16156  

16157  16162 16164  16166  16167  16168  16172  16174  16184  

16185  16186  16187  16188  16189  16190  16191  16192  16193  

16203  16207  16219  16213  16214  16217  16219  16223  16225  

16228  16234  16235  16239  16240  16243  16249  16256  16257  

16260  16261  16263  16264  16266  16270  16271  16272  16274  

16278  16287  16288  16290  16291  16292  16293  16294  16295  

16297  16298  16302  160304 16309  16311  16316  16317  16318   

16319  16325  16327  16354  16355  16356  16357  16358  16362     

HVR-II 73-340  

(268 pb) 

073  091  093  114  125  127  128  131  143  146  150  151  152  

153  184  185  187  189  194  195  199  200  204  205  207  210  

228 229  246  249  263  298  309  315  316  318  324  326  329  332  
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บทที่ 5  

วิจารณผล 

 

 จากการศึกษา Y-STR จํานวน 5 ตําแหนง คือ DYS19 DYS390 DYS391 DYS392 และ DYS393  ใน

ประชากรตัวอยางจํานวน 281 ตัวอยาง พบวา Y-STR 4 ตําแหนง คือ DYS19 DYS390 DYS392 และ DYS393  

มีความหลากหลายของยีนคอนขางสูง (มากกวา 0.5) มีเพียงตําแหนง DYS391 เทานั้นท่ีมีคาความหลากหลายต่ํา 

(0.3473) โดยพบอัลลีลท่ี 10 มีความถ่ีสูงถึง 0.7936 เม่ือนําขอมูลท่ีไดไปเปรียบเทียบกันประชากรอ่ืนท่ีมีการศึกษา

มากอนหนานี้แลว พบวาอัลลีลท่ีมีความถ่ีสูงท่ีสุดในแตละตําแหนง เปนอัลลีลท่ีพบไดมากเชนเดียวกับประชากร

อ่ืนๆ ในภูมิภาคเอเชีย เชน สิงคโปร (Yong, Lee, & Yap, 2006)  เกาหลี (Park, et al., 2005) จีนฮ่ัน (Hu, 

2006)  และบังกาลาเทศ (Alam, Ali, Ferdous, Hossain, & Hasan, 2010) มีพียงบางอัลลีลท่ีมีแนวโนมตางจาก

ประชากรในประเทศญี่ปุน (Hashiyada, et al., 2008) เชน ตําแหนง DYS392 ในประชากรญี่ปุนพบอัลลีลท่ี 11 

สูงกวาอัลลีลอ่ืน  

 จากการศึกษา Y-STR haplotype ในประชากรตัวอยางนี้ ทําใหสามารถรวบรวม Y-STR haplotype ได

ท้ังหมด 165 haplotype ในจํานวนนี้มี 112 haplotype ท่ีมีลักษณะเปน unique haplotype (พบเพียง 1 

ตัวอยาง) คิดเปน 39.86% และจากการคํานวณคาความหลากหลายของ haplotype พบวาสูงถึง 0.9928  

ใกลเคียงกับผลการศึกษาในประชากรไทยภาคกลาง (Siriboonpiputtana, et al., 2010) โดยขอมูล Y-STR 

haplotype ท่ีรวบรวมไดจะถูกนําเขาไปเก็บไวในฐานขอมูลเพ่ือใชเปนขอมูลอางอิง และเปรียบเทียบกับประชากร

อ่ืนๆ ตอไป 

 การศึกษาความหลากหลายดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรียพบวา common haplotype ท่ีพบในการศึกษา

ครั้งนี้เปน common haplotype รูปแบบเดียวกันกับท่ีมีในรายงานในการศึกษาในประเทศไทย (Fuchroen, 

Fucharoen, & Horai, 2001) โดยเฉพาะรายงานในประชากรภาคเหนือ (Zimmermann, et al., 2009) และ

ประเทศลาว (Bodner, et al., 2011) อยางไรก็ตามดวยสภาพพ้ืนฐานของประชากรท่ีมีองคประกอบมาจากหลาย

พ้ืนท่ีในภาคเหนือตอนลางจึงทําใหพบรูปแบบท่ีเปน unique haplotype อยูเปนจํานวนมาก ซ่ึงแสดงใหเห็นถึง



21 

 

ความหลากหลายของประชากรในพ้ืนท่ี อยางไรก็ตาม เนื่องจากประชากรในพ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลาง ไมมีมีเฉพาะ

ประชากรท่ีอาศัยอยูในเขตตัวเมือง แตยังมีประชากรท่ีอาศัยอยูในพ้ืนท่ีจํากัด ซ่ึงยังรักษาลักษณะเฉพาะของชาติ

พันธุของตนเองไว ทําใหประชากรดังกลาว อาจมีลักษณะโครงสรางทางพันธุกรรมและรูปแบบดีเอ็นเอท่ีพบใน

ประชากรแตกตางจากประชากรท่ีทําการศึกษาไวแลว ดังนั้นขอมูลพันธุกรรมท่ีรวบรวมไวแลว จะเปนพ้ืนฐาน

สําหรับการศึกษาวิวัฒนาการของประชากร และลักษณะพันธุกรรมทางชาติพันธุวิทยาตอไป  
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บทที่ 6 

สรุปผลการวิจัย 

 

จากการศึกษาครั้งนี้เปนครั้งแรกของการศึกษาความหลากหลายของยีนเครื่องหมายบนโครโมโซมวาย 

และลําดับเบสของดีเอ็นเอบนไมโตคอนเดรีย โดยท่ีประชากรตัวอยาง เปนประชากรท่ัวไปท่ีมีท่ีอยูอาศัยในพ้ืนท่ี

จังหวัดพิษณุโลก และจังหวัดในภาคเหนือตอนลาง จากขอมูลท่ีไดจะเห็นวายีนเครื่องหมายท้ังสองกลุมมีความ

หลากหลายสูงมากพอสมควร ซ่ึงขอมูลดังกลาวสามารถจัดเก็บไวในฐานขอมูลเพ่ือใชเปนขอมูลอางอิงในกรณีท่ี

ตองการสํารวจความแตกตางของประชากรท่ีมีถ่ินอาศัยอยูในพ้ืนท่ีภาคเหนือตอนลาง และประชากรอ่ืนๆ ใน

ประเทศไทย รวมถึงประชากรท่ีอาจเคลื่อนยายมาจากประเทศเพ่ือนบาน อยางไรก็ตามในการนําขอมูลไปใช

งาน ยังมีความจําเปนตองใชขอมูลจากประชากรในพ้ืนท่ีใกลเคียง เชน ประชากรท่ีโยกยายถ่ินฐานมาจาก

ประเทศเพ่ือนบาน และประชากรท่ีมีลักษณะจําเพาะ กลุม เชน ประชากรเชื้อสายลาว ชาวเขา และชาวจีน มา

ใชในการอางอิง จะทําใหมีขอมูลท่ีหลากหลายมากข้ึน และขอมูลดังกลาวยังสามารถนําไปใชในการศึกษาทาง

วิวัฒนาการของประชากร การศึกษาทางชาติพันธุวิทยาและการหาความเก่ียวโยงกับโรคทางพันธุกรรมท่ีมีใน

ประชากรตอไป ท้ังนี้ยังเปนการเตรียมตัวเพ่ือการเปลี่ยนแปลงของประชากรท่ีอาจเกิดข้ึนจากกิจกรรมของ

ประชาคมอาเซียน (AEC) อีกดวย 
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