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Abstract 

In this study we used DNA extracted by the Chelex method and microsatellite DNA loci 

D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, TH01, vWA, TPOX and LPL which were 

investigated from a population of 545 unrelated northern Thais. The database of allele number and 

frequency of each tetrameric short tandem repeat (STR) loci was established and evaluated if they 

were suitable for use in personal identification and paternity testing. All loci did not deviate from 

Hardy-Weinberg equilibrium and the range of observed heterozygosity was between 0.50 and 0.87. 

The discrimination power and the power of exclusion when combined all nine loci were 

0.9999999979 and 0.99798 respectively. We also investigated chance of mutation of each locus 

from 1276 parent -child pairs and we found that the mutation rates ranged from 0 – 0.37 % with the 

average of 1%. Hence, the combination of these systems provides a powerful tool in forensic case 

works when applied to northern Thai population.  
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บทคัดย่อ 

ตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีสกดัด้วยวิธี Chelex จากคนไทยภาคเหนือจํานวน 545 ตวัอยา่ง ได้ถกูนํามาตรวจหา

ลกัษณะดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่ง D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, TH01, 

vWA, TPOX และ LPL  พบว่าจํานวนและค่าความถ่ีของอลัลีลในตําแหน่งต่างๆ เหมาะท่ีจะนํามาใช้ในการ

พิสจูน์บุคคล และพิสจูน์บุตร ดีเอ็นเอทุกตําแหน่งมีการกระจายตวัของลกัษณะทางพนัธุกรรมเป็นไปตามกฎ

ความสมดลุย์ ของ Hardy – Weinberg   พบคา่ลกัษณะพนัธุ์ทาง (heterozygosity) อยู่ในช่วง 0.50 ถึง 0.87  

ค่ากําลังการแยกแยะและค่ากําลังการคัดออก เม่ือใช้ทัง้ 9 ตําแหน่งร่วมกันเท่ากับ 0.9999999979 และ 

0.99798 ตามลําดบั อย่างไรก็ตาม เม่ือตรวจสอบโอกาสของการผ่าเหลา่จากคูพ่่อลกูหรือแม่ลกู จํานวน 1276 

คู่ พบว่าอัตราการผ่าเหล่าของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์เหล่านี ้มีค่าอยู่ระหว่าง 0 - 3.7% โดยเฉล่ียแล้ว

ประมาณ 1%   

ดงันัน้การใช้ดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ทัง้ 9 ตําแหน่ง จะเป็นประโยชน์มากในงานนิติเวช เม่ือใช้กบั

ประชากรคนไทยในภาคเหนือ  

 

 

บทนํา 
ในประเทศไทย การตรวจพิสจูน์ดีเอ็นเอสําหรับงานนิติเวชและนิติวิทยาศาสตร์กําลงัเป็นท่ีนิยมและ

เป็นท่ีต้องการของสงัคมมากขึน้ (1-5) หน่วยงานท่ีเก่ียวข้องพยายามศกึษา พฒันาวิธีการตรวจเพ่ือขยายงาน

บริการตรวจพิสจูน์ดีเอ็นเอให้ครอบคลมุ ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ ได้

พฒันาการตรวจดีเอ็นเอขึน้เองและได้เปิดบริการมานาน อย่างไรก็ตามการแปลผลตรวจมีความสําคญัไม่ยิ่ง

หย่อนไปกว่าวิธีการตรวจ และข้อมลูท่ีจําเป็นในการแปลผล คือ ค่าความถ่ีของอลัลีลต่างๆ ท่ีพบในตําแหน่งดี

เอ็นเอท่ีใช้ นอกจากนัน้วิธีการตรวจท่ีใช้ควรจะถกูประเมินเช่นกนัว่าตรวจแล้วน่าเช่ือถือมากน้อยพียงใด การ

ทราบค่าความถ่ีและเข้าใจการกระจายตวัของอลัลีลท่ีพบในดีเอ็นเอตําแหน่งต่างๆ ท่ีเราใช้ จากกลุ่มประชากร

ในภมูิภาคของตนเอง จะทําให้การนําค่าเหล่านัน้มาใช้แปลผลการตรวจพิสจูน์ ถกูต้องตามหลกัวิทยาศาสตร์

มากขึน้ และเหมาะสมกบัสภาพความจําเป็นของประเทศ  

วัสดุและวธีิการ 
ตวัอย่าง DNA ท่ีสกดัจากเลือดโดยวิธี Chelex (6) จากผู้ ท่ีมารับการตรวจพิสจูน์ดีเอ็นเอในภาควิชา

นิติเวชศาสตร์ ซึง่ไม่ได้เป็นญาติพ่ีน้องกนั จํานวน 545 ราย ถกูนํามาตรวจสอบลกัษณะดีเอ็นเอไมโครแซทเทล
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ไลท์จํานวน 9 ตําแหน่ง  ได้แก่ D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, TH01, vWA, TPOX 

และ LPL ซึง่อยูบ่นโครโมโซมคูท่ี่ 3, 5, 7, 8,13, 11, 12, 2 และ 8 ตามลําดบั 

การตรวจลกัษณะทางพนัธุกรรม (genotype) ของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่งตา่ง ๆ ทําโดยใช้

เทคนิคเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมด้วย polymerase chain reaction ในปริมาตร 10 ไมโครลติร แยกหลอดแยก

คู ่primers ในสารละลายปฏิกิริยาประกอบด้วย 20 มิลลิโมลาร์ ของ Tris, pH 8.4,   50 มิลลิโมลาร์ ของ KCl, 

1.5 มิลลิโมลาร์ ของ MgCl2 , 0.01% bovine serum albumin, 0.05% Tween 20 , 100 ไมโครโมลาร์ ของ 

dNTP แตล่ะชนิด 4 ขนิด, 0.2 ไมโครโมลาร์ ของ primers ทัง้สองตวั และเอนไซม์ Taq DNA polymerase 0.2 

หน่วย  หลอดปฏิกิริยาถกูนําเข้าเคร่ืองปรับเปล่ียนอณุหภมูิ โดยตัง้คา่อณุหภมูิ ดงันี ้94 C 1 นาที,  58 C 1 นาที 

และ  72 C 1  นาที รวมทัง้สิน้ 30 รอบ  

 

สําหรับลําดบัเบสของทัง้ 9 ตําแหนง่มีรายละเอียดดงันี ้

 D3S1358 locus 

 เส้นท่ี 1 (primer A): 5'-ACT GCA GTC CAA TCT GGG T-3’         

 เส้นท่ี 2 (primer B): 5'-ATG AAA TCA ACA GAG GCT TG-3’  

 D5S818 locus 

 เส้นท่ี 1 (primer A): 5'-GGG TGA TTT TCC TCT TTG GT-3’         

 เส้นท่ี 2 (primer B): 5'-TGA TTC CAA TCA TAG CCA CA-3’  

 D7S820 locus 

 เส้นท่ี 1 (primer A): 5'-TGT CAT AGT TTA GAA CGA ACT AAC G-3’ 

 เส้นท่ี 2 (primer B): 5'-CTG AGG TAT CAA AAA CTC AGA GG-3’  

 D8S1179 locus 

 เส้นท่ี 1 (primer A): 5'-TTT TTG TAT TTC ATG TGT ACA TTC G-3’         

 เส้นท่ี 2 (primer B): 5'-CGT AGC TAT AAT TAG TTC ATT TTC-3’  

 D13S317 locus 

 เส้นท่ี 1 (primer A): 5'-ACA GAA GTC TGG GAT GTG GA-3’         

 เส้นท่ี 2 (primer B): 5'-GCC CAA AAA GAC AGA CAG AA-3’  
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TH01 locus 

 เส้นท่ี 1 (primer A): 5'-GTG GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT-3’ 

 เส้นท่ี 2 (primer B): 5'-GTG ATT CCC ATT GGC CTG TTC CTC-3’ 

vWA locus 

 เส้นท่ี 1 (primer A): 5'-GGA CAG ATG ATA AAT ACA TAG GAT GGA TGG-3’        

เส้นท่ี 2 (primer B): 5'-CCC TAG TGG ATG ATA AGA ATA ATC-3’  

 TPOX locus 

 เส้นท่ี 1 (primer A): 5'-CAC TAG CAC CCA GAA CCG TC-3’         

 เส้นท่ี 2 (primer B): 5'-CCT TGT CAG CGT TTA TTT GCC-3’  

Lipol locus 

 เส้นท่ี 1 (primer A): 5'-CTG ACC AAG GAT AGT GGG ATA TAG-3’         

 เส้นท่ี 2 (primer B): 5'-GGT AAC TGA GCG AGA CTG TGT CT-3 

 

การแยกชิน้ดีเอ็นเอ เพ่ือระบชุนิดของอลัลีล ทําด้วย polyacrylamide gel electrophoresis ในชดุแยก

สารในวุ้น protean II xi cell โดยขนาดของวุ้นกว้าง 16 ซม. ยาว 20 ซม. และหนา 0.1 ซม. ความเข้มข้นของ 

acrylamide โดยรวม = 8.5% และ 4.8 % ของ bis-acrylamide (7)   gel buffer ประกอบด้วย 33 มิลลิโมลาร์ 

ของ Tris-SO4 (pH 4.5), 6% glycerol และ electrophoresis buffer =   1x TBE  

ย้อมวุ้นด้วย silver staining (8) การบอกชนิดของชิน้ดีเอ็นเอของตวัอย่างตรวจโดยการเทียบกบัอลั

ลีลมาตรฐาน 

ได้คดัเลือกคู่บุพการีและบุตรอีก 1276 คู่ เพ่ือตรวจสอบโอกาสเกิดการผ่าเหล่าในดีเอ็นเอไมโครแซท

เทลไลท์ทัง้ 9 ตําแหน่ง 

 

ผลการค้นคว้าวจิัย 

 ผลการตรวจลักษณะดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์จากตัวอย่าง 545 ราย พบว่าสามารถเก็บข้อมูล

ลกัษณะดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ตําแหน่งตา่งๆ ไดจํัานวนตวัอย่างตา่งๆ กนั และ เม่ือนบัค่าความถ่ีของอลั

ลีลตา่งๆ ท่ีพบในตําแหน่งตา่งๆ ปรากฏดงัในตารางท่ี 1 
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ตารางที่ 1 - แสดงคา่ความถ่ีของอลัลีลตา่งๆ ท่ีพบในดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ทัง้ 9 ตําแหน่ง 
Allele D3S1358 

n=428 

D5S818 

n=418 

D7S820 

n=329 

D8S1179 

n=373 

D13S317 

n=430 

TH01 

n=423 

vWA 

n=423 

TPOX 

n=404 

LPL 

n=361 

6   0.002   0.110    

7  0.019 0.003  0.002 0.343    

8  0.001 0.126  0.342 0.054  0.583 0.001 

9  0.037 0.064 0.001 0.131 0.365  0.116 0.011 

10  0.207 0.190 0.170 0.134 0.123  0.040 0.658 

11  0.306 0.360 0.133 0.215 0.005  0.246 0.079 

12  0.248 0.196 0.133 0.137   0.015 0.240 

13  0.158 0.052 0.166 0.033    0.011 

14 0.029 0.022 0.005 0.162 0.005  0.300   

15 0.308 0.002 0.003 0.157 0.001  0.018   

16 0.321   0.060   0.132   

17 0.266   0.013   0.223   

18 0.063   0.004   0.219   

19 0.012      0.084   

20       0.022   

21       0.001   

หมายเหต ุ-คา่ความถ่ีของอลัลีล 10 ท่ีตําแหน่ง TH01 จะรวมคา่ความถ่ีของอลัลีล 9.3 เข้าไปด้วย 

 

 

สําหรับประสทิธิภาพของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ทัง้ 9 ตําแหน่ง ในการตรวจพิสจูน์บคุคลและพิสจูน์บตุร 

พบวา่ คา่กําลงัการแยกแยะ (power of discrimination) และคา่กําลงัการคดัออก (power of exclusion) 

ปรากฏในตารางท่ี 2 
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ตารางที่ 2 – แสดงคา่กําลงัการแยกแยะและคา่กําลงัการคดัออกของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ทัง้ 9 ตําแหน่ง 
Microsatellite DNA Observed 

heterozygosity 

Expected 

heterozygosity 

Power of 

discrimination 

Power of exclusion 

D3S1358 0.699 0.7281.0215 0.880 0.426 

D5S818 0.768 0.7767.0204 0.914 0.541 

D7S820 0.748 0.7755.0230 0.918 0.506 

D8S1179 0.871 0.8558.0182 0.957 0.737 

D13S317 0.791 0.7836.0199 0.918 0.582 

TH01 0.693 0.7207.0218 0.874 0.417 

vWA 0.792 0.7890.0198 0.919 0.584 

TPOX 0.592 0.5858.0245 0.770 0.281 

LPL 0.501 0.5043.0263 0.700 0.189 

Combined - - 0.9999999979 0.99798 

 
สําหรับโอกาสการผา่เหลา่ พบวา่อตัราการผา่เหลา่ของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ตําแหนง่ตา่งๆ ปรากฏ ใน

ตารางท่ี 3 

ตารางที่ 3 - แสดงคา่อตัราการผา่เหลา่ของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ทัง้ 9 ตําแหน่ง 
Microsatellite DNA จาํนวนครัง้ 

ของการผ่าเหล่า 

จาํนวนคู่ บุพการี-เดก็ อัตราการผ่าเหล่า 

D3S1358 1 959 0.001 

D5S818 0 1098 0 

D7S820 0 590 0 

D8S1179 1 936 00011 

D13S317 1 1103 0.00091 

TH01 0 1105 0 

vWA 4 1094 0.0037 

TPOX 0 1072 0 

LPL 1 329 0.003 

 

ทดสอบการกระจายตวัของลกัษณะ genotype วา่เป็นไปตาม Hardy – Weinberg equilibrium โดยใช้ 2 

test ซึง่กําหนดให้คูเ่ปรียบเทียบระหวา่ง Observed และ Expected genotype ใดท่ีมีคา่  Expected 
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genotype < 5 จะถกูรวมกลุม่กนั ปรากฏวา่ทกุตําแหนง่มีการกระจายตวัของลกัษณะ genotype เป็นไปตาม 

Hardy – Weinberg equilibrium ทัง้สิน้ โดยมีคา่ 2 และ Probability (p) ดงัตารางท่ี 4 

ตารางที่ 4 - แสดงผลการทดสอบการกระจายตวัของลกัษณะ genotype ของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์
ตําแหนง่ตา่งๆ วา่เป็นไปตามกฎของ Hardy – Weinberg equilibrium 

Microsatellite DNA 2 = (O – E)2/ E  Probability (p) Degree of freedom 

D3S1358 8.08 0.75 – 0.90 12 

D5S818 4.615 0.990 – 0.995 14 

D7S820 10.97 0.75 – 0.90 17 

D8S1179 28.98 0.25 –0.50 27 

D13S317 12.592 0.50 - 0.75 16 

TH01 20.78 0.10 – 0.25 14 

vWA 20.28 0.10 – 0.25 15 

TPOX 4.46 0.75 – 0.90 9 

LPL 2.14 0.950 – 0.975 7 

 

เน่ืองจากดีเอ็นเอตําแหน่ง D8S1179 และ LPL อยู่บนโครโมโซมเดียวกันจึงได้ทําการทดสอบ linkage 

equilibrium ของอลัลีลบนตําแหน่งทัง้สอง พบวา่ดีเอ็นเอทัง้ 2 ตําแหน่ง มีความเป็นอิสระตอ่กนั ดงัท่ีปรากฏใน

ตารางท่ี 5  

ตารางที่ 5 แสดงผลการทดสอบ linkage equilibrium ของอลัลีลบนตําแหน่งดีเอน็เอไมโครแซทเทลไลท์ D8S1179 และ LPL 
D8S1179/LPL 8 9 10 11 12 13 รวม 

10 0 2 86 10 41 1 140 

11 0 0 59 6 33 0 98 

12 0 3 70 6 32 1 112 

13 1 3 84 12 26 0 126 

14 0 0 91 6 31 2 130 

15 1 0 92 12 35 2 142 

16 0 2 35 6 7 0 50 

17 0 0 3 1 2 0 6 

18 0 0 3 0 1 0 4 

รวม 2 10 523 59 208 6 808 
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คา่ Chi-square, total 46.2881, degrees of freedom = 40, 0.10 <p< 0.25  

D8S1179/LPL 8 9 10 11 12 13 รวม 

10 0.42 0.051 0.277 .006 1.112 0.0018 1.8178 
11 0.277 1.398 1.00 0.229 3.67 0.834 7.408 
12 0.323 2.21 0.283 0.316 0.544 0.04 3.716 
13 1.8 1.6 0.246 1.089 2.037 1.117 7.889 
14 0.384 1.94 1.89 1.652 0.291 1.33 7.487 
15 1.46 2.16 0.0003 0.336 0.108 1.04 5.1043 
16 0.132 3.33 0.065 1.738 3.84 0.399 9.504 
17 0.015 0.076 1.15 0.783 0.182 0.045 2.251 
18 0.01 0.506 0.247 0.317 0.001 0.03 1.111 

 

อภปิรายผลการวจิัย    
จากการวิจยัครัง้นีแ้สดงให้เห็นว่า ดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ ทัง้ 9 ตําแหน่ง สามารถนํามาใช้พิสจูน์

บุคคลและพิสูจน์บุตรได้ดี เม่ือใช้ร่วมกันทัง้ 9 ตําแหน่ง จะสามารถแยกแยะบุคคลออกจากกันได้โดยเฉล่ีย

ประมาณ 1 ใน 476 ล้าน สําหรับการตรวจพิสจูน์บตุรจะสามารถคดัเอาคนท่ีไม่ใช่พ่อแท้ๆ ออกไปได้โดยเฉล่ีย    

= 99.8 % จึงเพียงพอสําหรับการนํามาใช้ในหมู่ประชากรไทยซึ่งมีขนาดประมาณ 60 ล้านคน หากจะดู

ความสามารถในการพิสจูน์บคุคล ของดีเอ็นเอแตล่ะตําแหน่งแยกกนัไป จะพบวา่ตําแหน่งท่ีใช้ประโยชน์ได้มาก

ไปหาน้อย คือ D8S1179, vWA, D13S317, D7S820, D5S818, D3S1358, TH01, TPOX และ LPL 

ตามลําดบั แต่หากจะใช้ในการพิสูจน์บุตร จะพบว่าตําแหน่งท่ีใช้ประโยชน์ได้มากไปหาน้อย คือ D8S1179, 

vWA, D13S317, D5S818, D7S820, D3S1358, TH01, TPOX และ LPL ลําดบัจะสลบักนัเล็กน้อยระหว่าง 

D7S820 กับ D5S818 เท่านัน้  แต่ถ้าจะกําหนดกลุ่มของตําแหน่งดีเอ็นเอตามกําลงัการแยกแยะออกเป็น 3 

กลุม่ คือ กลุม่ท่ีมีกําลงัการแยกแยะสงู (คา่ power of discrimination  0.9) กําลงัการแยกแยะปานกลาง (คา่ 

power of discrimination  0.8) และกําลงัการแยกแยะต่ํา (คา่ power of discrimination  0.7) จะพบว่า  

กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วยดีเอ็นเอ  5 ตําแหน่ง คือ  D8S1179, vWA, D13S317, D7S820, D5S818  กลุม่ท่ี 2 

ประกอบด้วยดีเอ็นเอ  2 ตําแหน่ง คือ D3S1358, TH01 และกลุ่มท่ี 3 ประกอบด้วยดีเอ็นเอ  2 ตําแหน่ง คือ 

TPOX และ LPL 

จากการท่ีดีเอ็นเอทกุตําแหน่งมีการกระจายตวัเป็นไปตามกฏความสมดลุย์ของ Hardy – Weinberg  

จึงทําให้เช่ือได้ว่า วิธีการท่ีใช้ตรวจและการเลือกกลุ่มตวัอย่างเป็นไปอย่างถกูต้อง และการท่ีตําแหน่งดีเอ็นเอ

เหลา่นีส้ว่นใหญ่อยูบ่นโครโมโซมท่ีตา่งกนั ทําให้เช่ือได้วา่ตําแหน่งเหลา่นีจ้ะมีการถ่ายทอดแบบเป็นอิสระตอ่กนั 
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จึงสามารถนํามาใช้ร่วมกันได้ ในการคํานวณค่าสถิติเพ่ือใช้ในการแปลผลตรวจพิสูจน์    แม้กระนัน้สําหรับ

ตําแหน่ง D8S1179 และ LPL ซึง่อยูบ่นโครโมโซมคูท่ี่ 8 ทัง้สองตําแหน่งจําเป็นต้องมีการทดสอบก่อนว่าทัง้สอง

ตําแหน่งนีมี้การถ่ายทอดแบบเป็นอิสระต่อกนัหรือไม่ ก่อนท่ีจะนํามาใช้ร่วมกนั  สําหรับการผ่าเหล่านัน้ พบว่า 

มีอตัราการผ่าเหล่าอยู่ระหว่าง 0 – 0.37 % โดยพบได้กบัดีเอ็นเอในทกุกลุ่มทัง้ท่ีมีกําลงัการแยกแยะต่างๆ กนั 

อยา่งไรก็ตามดีเอ็นเอตําแหน่ง vWA พบการผา่เหลา่ได้บอ่ยท่ีสดุ  

สรุป  
ได้ทําการตรวจลกัษณะดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์จากกลุ่มประชากรคนไทยในภาคเหนือ 9 ตําแหน่ง 

คือ D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, TH01, vWA, TPOX และ LPL ด้วยวิธีเพิ่มปริมาณ

สารพนัธุกรรมด้วยเทคนิค polymerase chain reaction และแยกแยะลกัษณะของดีเอ็นเอเหล่านัน้ด้วย 

polyacrylamide electrophoresis ทําให้ทราบคา่ความถ่ีของอลัลีลตา่งๆ ท่ีพบในดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์

เหล่านัน้ และการกระจายตวัของลกัษณะทางพนัธุกรรม ซึง่เป็นไปตามกฎของ Hardy – Weinberg ในทกุ

ตําแหน่ง พบวา่ดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์แตล่ะตําแหน่ง มีความสามารถในการแยกแยะบคุคลและการคดัผู้ ท่ี

ไม่ใช่พ่อออก มากน้อยตา่งๆ กนัไป โดย ตําแหน่ง D8S1179 จะมีกําลงัการแยกแยะและคดัผู้ ท่ีไม่ใช่พ่อออกได้

สงูสดุ ส่วน ตําแหน่ง LPL จะมีความสามารถเหล่านีต่ํ้าท่ีสดุ  เราพบการผ่าเหล่าเกิดขึน้ในดีเอ็นเอตําแหน่ง

ตา่งๆ ทัง้ท่ีมีกําลงัการแยกแยะสงูและต่ํา อย่างไรก็ตาม ตําแหน่ง vWA มีการผ่าเหล่าสงูท่ีสดุ ดงันัน้การนําดี

เอ็นเอตําแหน่งนีไ้ปใช้จําเป็นต้องคํานงึถึงเร่ืองการผา่เหลา่ให้มาก  
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