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Abstract

Objective: To study and make a national database of the allele frequency and other statistic 

parameters of STR locus D21S1412 in Thai population for forensic application.

Materials and Methods: Blood samples from 250 unrelated Thai individuals were collected. DNA 

analysis was performed to the final step using capillary electrophoresis by ABI PRISM® 3130 Genetic 

Analyzer. Allelic ladder was made by compiling the possible alleles and confirmed by direct 

sequencing.

Results: The data showed a total number of 22 different alleles. Allele frequencies ranged from 0.002 

(in allele 27.7 and 28.2) to 0.170 (in allele 23.2). The heterozygosity, the power of discrimination and 

the power of exclusion were calculated as 0.868, 0.971 and 0.731 respectively. No significant 

deviation from Hardy–Weinberg equilibrium was found.

Conclusion: D21S1412 was reported as one of the best markers in Asian population and the study was 

found that it was quite a good marker in the Thai, too. This study would be used as a national 

database for a forensic use.
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บทคัดยอ

วัตถุประสงค: เพ่ือหาคาความถ่ีของอัลลีล การกระจายตัวของจีโนไทปและพารามิเตอรทางสถิติอื่นๆของไมโคร

แซทเทลไลทตำแหนง D21S1412 เพ่ือจัดทำฐานขอมูลทางนิติวิทยาศาสตรของประชากรไทย

วารสารสมาคมแพทยนิติเวชแหงประเทศไทย  ปที่ 7 ฉบับที่ 1  มกราคม – มิถุนายน 2556   27



วัสดุและวิธีการศึกษา: สุมเลือกกลุมตัวอยางที่ไมมีความเกี่ยวของกันทางสายเลือดจำนวน  250 คน  ตรวจ

วิเคราะหดวย PCR และแคปลารีอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยเครื่องวิเคราะหสารพันธุกรรมอัตโนมัติ ABI PRISM® 3130 

และรวบรวมดีเอ็นเอที่ใชเปนอัลลีลมาตรฐาน ซึ่งยืนยันผลโดยการทำ direct sequencing

ผลการศึกษา: พบวา ไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412 ในประชากรไทยมี 22 อัลลีล ซึ่งมีความถ่ีอยู

ระหวาง 0.002 (อัลลีล 27.2 และ 28.2) ถึง 0.170 (อัลลีล 23.2) การจากคำนวณพบวาคา heterozygosity 

เทากับ 0.868  คากำลังการแยกแยะ เทากับ 0.971 และคากำลังการคัดออก เทากับ 0.731 การกระจายตัวของ

จีโนไทปเปนไปตามกฎของ Hardy–Weinberg equilibrium

สรุป: ตำแหนง D21S1412 มีประโยชนในการตรวจวิเคราะหทางนิติวิทยาศาสตรสำหรับประชากรเอเชียและคน

ไทย

คำสำคัญ: การตรวจ DNA ทางนิติวิทยาศาสตร, ฐานขอมูล DNA, D21S1412, ประชากรไทย

บทนำ

กอนหนานี้เครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ใชในงานทางนิติวิทยาศาสตรในการตรวจพิสูจนบุคคลและการตรวจความ

สัมพันธพอแมลูก ไดแก การตรวจหมูเลือด การตรวจหมู HLA และการตรวจความหลากหลายของโปรตีนและ

เอนไซม เปนตน  ซึ่งมีขอจำกัดจากหลายปจจัย เชน  ตัวอยางทางนิติวิทยาศาสตรที่มีจำนวนคอนขางนอย มีการ

เสื่อมสภาพ และสิ่งสงตรวจหลากหลายประเภท เมื่อมีการคนพบความหลากหลายของดีเอ็นเอในสวนที่มีการเรียง

ตัวของเบสซ้ำ (repetitive DNA) ทำใหการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอกลายมาเปนวิธีมาตรฐานในงานทาง

นิติวิทยาศาสตร 

N ปจจุบันนิยมตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอในสวนของไมโครแซทเทลไลท (microsatellites) หรือ Short Tandem 

Repeats (STR) โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) และวิเคราะหดวยเครื่องวิเคราะหสาร

พันธุกรรมอัตโนมัต ิ (Genetic Analyzer) ซึ่งเครื่องหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท (DNA microsatellite 

marker) ที่ไดรับคำแนะนำและเปนที่ใชกันอยางแพรหลาย คือ STR 13 ตำแหนง ที่ ตำรวจสอบสวนกลางของ

สหรัฐอเมริกาหรือ FBI (Federal Bureau of Investigation) เลือกใชและเก็บไวเปนฐานขอมูลที่เรียกวา CODIS 

(Combined DNA Index System) จนมีการผลิตออกมาในรูปของชุดตรวจสำเร็จรูป และมีการพัฒนาตอจน

ปจจุบันสามารถตรวจวิเคราะหได 15-17 ตำแหนงบวกการตรวจระบุเพศอีกหนึ่งตำแหนงรวมเปน 16 ตำแหนง 

N อยางไรก็ตามจากการศึกษาที่ผานมาพบวา บางตำแหนงบนชุดตรวจสำเร็จรูปใหคาความหลากหลายทาง

พันธุกรรม (genetic polymorphism) ต่ำ1-4 จนบางครั้งการตรวจโดยอาศัยเพียงตำแหนงบนชุดตรวจสำเร็จรูป

เพียงอยางเดียวไมเพียงพอ5,6 จึงไดมีการศึกษาหาตำแหนง STR เพ่ิมเติม เพ่ือชวยเพ่ิมอำนาจการทดสอบในกรณี

เกิดการกลายพันธุ หรือการตรวจความสัมพันธทางเครือญาติที่ซับซอน7-11
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กอนที่จะนำตำแหนง STR เพ่ิมเติมมาใช จึงจำเปนตองทราบคาความถ่ีของอัลลีลตางๆที่ปรากฏในตำแหนงนั้น

จากประชากรที่สนใจสำหรับทำเปนฐานขอมูล (database) กอน  เพื่อนำมาใชในการคำนวณหาโอกาสความ

สัมพันธทางสายเลือด และอางอิงในการพิสูจนบุคคลไดอยางถูกตองและแมนยำที่สุด

วัสดุและวิธีการศึกษา

1. ตัวอยางและการเก็บตัวอยาง

N 1.1 N กลุมตัวอยาง: ประชากรไทย ที่ไมมีความเก่ียวของกันทางสายเลือดจำนวน 250 คน

N 1.2 N วิธีเก็บตัวอยาง: เก็บตัวอยางเลือดจากศพที่สงตรวจวิเคราะหที่หนวยนิติซีโรโลยี ภาควิชา

นิติเวชศาสตร คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล โดยแบงออกเปน 4 กลุมตามภูมิภาคของประเทศ

2. การสรางอัลลีลมาตรฐาน (allelic ladders)

N สกัดดีเอ็นเอจากเลือดของกลุมตัวอยางดวย QIAamp® DNA Micro  Kit จากนั้นนำมาเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ดวยปริมาตรรวม 25 µl ในสารละลายปฏิกิริยาที่

ประกอบดวย sterile water 14.8 µl, 10X PCR buffer 3.7 µl, DMSO 2.5 µl, 25 mM dNTPs 0.25 µl, 50 mM 

MgCL2 1.5 µl, 5 U Taq DNA polymerase (New England Biolabs, MA) 0.25 µl และ 25 mM primer mix 1 

µl โดย primer mix มีลำดับเบสดังนี้ 

N Forward primer (F)N : 5’- [FAM]-CGGAGGTTGCAGTGAGTTG -3’

N Reverse primer (R)N : 5’- GGGAAGGCTATGGAGGAGA -3’

N หลอดปฏิกิริยาถูกนำเขาเครื่องปรับเปลี่ยนอุณหภูมิ โดยตั้งคาอุณหภูมิ ดังนี้: 94 °C นาน  5 นาท ี 1 รอบ 

จากนั้นปรับไปที่อุณหภูม ิ94 °C นาน  40 วินาที, 59 °C นาน 1 นาท ีและ 72 °C นาน  1 นาที รวมทั้งสิ้น  30 รอบ 

โดยในรอบสุดทาย ปรับตั้งที่ 60 °C นาน 30 นาที

N นำดีเอ็นเอที่เพ่ิมจำนวนมาตรวจวิเคราะหผลที่ไดจากการแยกชิ้นสวนดวย capillary electrophoresis กับ

เครื่อง ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer โดยผสมกับ GeneScan®-500 LIZTM internal size standard 

(Applied Biosystems) และ Hi-DiTM formamide (Applied Biosystems)  จากนั้นเลือกตัวอยางที่ใชสำหรับสราง

เปนอัลลีลมาตรฐานมาเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR ในปริมาตรและอุณหภูมิเชนเดียวกัน  แตใช 

primer ที่ไมติดฉลากสีฟลูออเรสเซนต ทำการแยกแถบดีเอ็นเอใน  3% agarose ที่ยอมดวย ethidium bromide 

และตัดแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต

N ทำดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิออกจากเจลโดยใช Nucleospin® Extract II Kit  จากนั้นทำ DNA sequencing กับ

ชุด BigDyeTM Terminator Kit v. 3.1 ดวยปริมาตรรวม 20 µl ในสารละลายปฏิกริยาประกอบดวย purified DNA 

4 µl, sterile water 7 µl, 5X buffer 6 µl, BigDyeTM 2 µl และN 3.2 pmol primer 1 µl หลอดปฏิกิริยาถูกนำ

เขาเครื่องปรับเปลี่ยนอุณหภูมิภายใตอุณหภูมิเชนเดิม 
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N สำหรับลำดับเบสของ D21S1412 ที่ใชเปน primer มีรายละเอียดดังนี้

N N Reverse Primer (R): 5’- GGGAAGGCTATGGAGGAGA -3’

N เมื่อได sequencing product แลว นำมาตกตะกอนดวยวิธี ethanol/EDTA/sodium acetate จากนั้นเติม 

12 µl Hi-DiTM formamide (Applied Biosystems) แลววิเคราะหดวยเครื่อง ABI PRISM®3130 Genetic 

Analyzer เพ่ือหาจำนวนชุดเบสซ้ำ (tandem repeat) สำหรับการกำหนดชนิดของอัลลีลตามมาตรฐานสากล

3. การหาความถ่ีของอัลลีลและการประเมินประสิทธิภาพของดีเอ็นเอตำแหนง D21S1412 ในงานทางนิติวิทยาศาสตร

N นำดีเอ็นเอของกลุมตัวอยางทั้งหมดมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR จากนั้นตรวจสอบผล PCR 

จากการแยกดีเอ็นเอดวย capillary electrophoresis กับเครื่อง ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer โดยผสม

กับ GeneScan®-500 LIZTM internal size standard (Applied Biosystems) และ Hi-DiTM formamide (Applied 

Biosystems)  เปรียบเทียบกับอัลลีลมาตรฐาน  (allelic ladder) ที่สรางไว นับจำนวนอัลลีลตางๆที่พบในตัวอยาง

และหาความถี่ของแตละอัลลีล นำขอมูลที่ไดมาวิเคราะหและคำนวณคาความหลากหลายทางพันธุกรรมใน

ประชากรโดยใชโปรแกรม PowerStats V1.212 ทดสอบการเบี่ยงเบนจากสมดุลของ ฮารดี-ไวนเบิรก โดยใช

โปรแกรม GenePop 4.0.1013  และทดสอบความแตกตางของความถ่ีอัลลีลระหวางประชากรแตละภูมิภาคโดย

การคำนวนคาสัมประสิทธ FST
14 เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412 

ผลการศึกษา

[ ผลการสรางอัลลีลมาตรฐาน  (allelic ladders) พบวาไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412 ในคนไทย

มี 22 อัลลีล เมื่อหาลำดับเบสพบวาแตละอัลลีลมีชุดเบสซ้ำที่มีรูปแบบการซ้ำชนิดซับซอน (complex motif) มีชุด

เบส GAAA เปนโครงสรางหลัก แทรกดวย GA, AA หรือ A ดังแสดงในตารางที่ 1

N ผลการวิเคราะหลักษณะดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทจากกลุมตัวอยาง 250 ราย สามารถเก็บขอมูลลักษณะ

ดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412 และนับคาความถ่ีของอัลลีลตางๆ ท่ีพบ ปรากฏดังแสดงในตารางท่ี 2 

และภาพท่ี 1
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อัลลีล
ขนาด

(bp)
(GAAA)m (GA)n (GAAA)o N* (GAAA)p

จำนวน

sequenced allele

15.1 389 1 8 7 A 3 2

15.3 391 2 7 7 A 3 5

16.1 393 1 8 8 A 3 1

16.3 395 2 7 8 A 3 1

17.2 398 5 7 9 1

18.2 402 4 7 11 2

18.3 403 2 7 10 A 3 1

19.2 406 4 9 11 1

19.3 407 2 7 11 A 3 2

20.2 410

4 7 13 1

20.2 410 4 9 12 120.2 410

5 7 12 1

21.2 414
4 9 13 1

21.2 414
5 7 13 4

21.3 415 2 7 13 A 3 1

22 416 5 7 9 AA 4 1

22.2 418
4 7 15 1

22.2 418
5 7 14 1

22.3 419 4 7 12 A 3 1

23 420 5 7 10 AA 4 1

23.2 422 4 9 15 2

24.2 426
5 7 16 2

24.2 426
6 7 15 1

25.2 430 6 7 16 1

26.2 434 6 7 17 1

27.2 438 5 7 19 1

28.2 442 6 7 19 1

ตารางที่ 1 แสดงชวงการซ้ำของชุดเบสของแตละอัลลีล ของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412

อัลลีล จำนวน คาความถี่

15.1 7 0.014
15.3 49 0.098
16.1 3 0.006
16.3 3 0.006
17.2 4 0.008
18.2 19 0.038
18.3 3 0.006
19.2 13 0.026
19.3 3 0.006
20.2 57 0.114
21.2 70 0.140
21.3 8 0.016
22 8 0.016

22.2 85 0.170
22.3 7 0.014
23 3 0.006

23.2 92 0.184
24.2 36 0.072
25.2 20 0.040
26.2 8 0.016
27.2 1 0.002
28.2 1 0.002

Total 500 1.000

ตารางที่ 2 แสดงจำนวนและคาความถ่ีของอัลลีลของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412
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ภาพที่ 1 แสดงคาความถ่ีและการกระจายตัวของแตละอัลลีลของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412

N สำหรับประสิทธิภาพของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412 ในการตรวจพิสูจนบุคคลและ

พิสูจนบุตร รวมไปถึงทดสอบการเบี่ยงเบนจากสมดุลของ ฮารดี-ไวนเบิรกและทดสอบความแตกตางของความถ่ี

อัลลีลระหวางประชากรแตละภูมิภาค ปรากฏในตารางที่ 3

คาทางสถิติของฐานขอมูลดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412คาทางสถิติของฐานขอมูลดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412

Observed Heterozygosity (Ho) 0.8680
Expected Heterozygosity (He) 0.8847
Polymorphism information content (PIC) 0.870
Power of discrimination (PD) 0.971
Power of exclusion (PE) 0.731
Matching probability (MP) 0.029
Paternity index (PI) 3.79
HWE: Fisher-Exact test (n ≤ 5) p = 0.1682
Fixation index (FST) 0.0092

ตารางที่ 3 แสดงคาพารามิเตอรที่สำคัญทางสถิติของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทตำแหนง D21S1412

อภิปรายผลการศึกษา

N จากการวิเคราะหดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ตำแหนง D21S1412 จากตัวอยางประชากรไทยที่ไมมีความ

เก่ียวของกันทางสายเลือดจำนวน  250 คน  โดยการใชเทคนิค PCR ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และวิเคราะหขนาด

ของดีเอ็นเอจากการแยกดวยกระแสไฟฟาโดยวิธี capillary electrophoresis โดยเครื่อง ABI PRISM® 3130 

Genetic Analyzer พบวาดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ตำแหนง D21S1412 มีอัลลีลทั้งหมด 22 อัลลีล เริ่มจากอัล

ลีลที่ 15.1 ที่ขนาด 389 bp ถึงอัลลีลที่ 28.2 ที่ขนาด 442 bp โดยพบวาอัลลีลที ่23.2 มีความถ่ีมากสุดคือ 0.184 

และ อัลลีลที่ 27.2 กับ 28.2 มีคาความถ่ีนอยที่สุดเทากับ 0.002 เมื่อเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากการศึกษานี้กับ

การศึกษากอนหนาในประชากรเกาหลี11 พบอัลลีลเพ่ิมเติมในประชากรไทยคือ 15.1, 16.1, 18.3, 21.2, 27.2 และ 
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28.2 แตไมพบอัลลีล 14.3, 21 และ 24 อยางไรก็ตามพบวาคาความถ่ีและการกระจายตัวของอัลลีลมีความ

สอดคลองกัน

N นอกจากนี้พบวามีลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) มากที่สุดคือ 22.2 / 23.2 โดยมีคาความถ่ีเทากับ 

0.156 และพบลักษณะทางพันธุกรรมนอยที่สุดมีหลายแบบ คือ 15.1 / 17.2, 16.3 / 19.2, 21.3 / 21.3, 21.3 / 

22.3, 22.3 / 26.2 และ24.2/28.2โดยมีคาความถ่ีเทากับ 0.001

N เมื่อนำขอมูลลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) ในดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ตำแหนง D21S1412 ของ

กลุ มประชากรไทยมาคำนวณคาความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากร พบวาคา  Observed 

Heterozygosity (Ho) มีคาเทากับ 0.8680 และ คา Expected Heterozygosity (He) มีคาเทากับ 0.8847 ซึ่งคาที่

ไดใกลเคียงกับรายงานในกลุมประชากรเกาหลี11 ที่รายงานไววามีคาเทากับ 0.850 และ 0.876 ตามลำดับ แสดง

ใหเห็นวาที่ตำแหนงนี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง (> 70%)15 

N เมื่อคำนวณคากำลังการแยกแยะ (power of discriminstion : PD) พบวามีคาเทากับ 0.971โดยคานี้บอก

ถึงโอกาสที่จะเลือกคนสองคนโดยสุมแลวจะได genotype ของดีเอ็นเอตำแหนงดังกลาวตางกันคือ 97.10% หรือ

จะกลาวอีกทางหนึ่งวา โอกาสที่จะพบวาคนสองคนมี genotype ของดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทตำแหนง 

D21S1412 ตรงกันโดยบังเอิญเทากับ 2.9% ซึ่งคาที่ไดใกลเคียงกับรายงานในกลุมประชากรเกาหล ี ที่รายงานไว

วามีคาเทากับ 0.965 และเมื่อรวมคากำลังการแยกแยะของตำแหนง D21S1412 เขากับตำแหนงที่มีบน 

AmpFlSTR®  Identifiler®  kit จากการศึกษากอนหนาในกลุมประชากรไทย4 พบวาคา combined power of 

discrimination สูงขึ้นจากเดิม 7.01 x 10-18 เปน 6.81 x 10-18

N เมื่อคำนวณคากำลังการคัดออก (power of exclusion: PE) พบวามีคาเทากับ 0.731 โดยคานี้บอกถึง

ความสามารถในการขจัดบุคคลที่มีรูปแบบดีเอ็นเอเหมือนออกจากกัน  ซึ่งคาที่ไดใกลเคียงกับรายงานในกลุม

ประชากรเกาหล ีที่รายงานไววามีคาเทากับ 0.695 และเมื่อรวมคากำลังการคัดออกของตำแหนง D21S1412 เขา

กับตำแหนงที่มีบน  AmpFlSTR® Identifiler® kit จากการศึกษากอนหนาในกลุมประชากรไทย4 พบวาคา The 

combine power of exclusion มีความนาเชื่อถือสูงขึ้นจากเดิม 0.999999545 เปน 0.999999668

N เมื่อทดสอบการเบี่ยงเบนจากสมดุลของฮารดี-ไวนเบิรก (HWE) โดยวิธี Markov chain ไมพบการเบี่ยง

เบนไปจากสมดุล โดยคา p-value มีคาเทากับ 0.1682 (p > 0.05) แสดงวาเทคนิคที่ใชในการตรวจวิเคราะห

ดีเอ็นเอและการเลือกกลุมตัวอยางของการวิจัยครั้งนี้เปนไปอยางถูกตองเหมาะสม และไมพบความแตกตางของ

ความถ่ีอัลลีลระหวางประชากรแตละภูมิภาค โดยคา FST มีคาเทากับ 0.0092 (FST เขาใกล 0)

สรุป

N จากขอมูลการศึกษาดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ตำแหนง D21S1412 ในตัวอยางประชากรไทย ใหคา 

heterozygosity คากำลังการแยกแยะ (PD) และคากำลังการคัดออก (PE) ที่คอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับ

ตำแหนงที่มีใชกันอยูในงานประจำวัน  ไมพบการเบี่ยงเบนไปจากสมดุลของฮารดี-ไวนเบิรก แสดงใหเห็นวา
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สามารถใชไมโครแซทเทลไลท ตำแหนง D21S1412 เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ิมเติมในการตรวจวิเคราะห ใน

กรณีเกิดการกลายพันธุหรือในการตรวจความสัมพันธทางเครือญาติที่ซับซอนไดดีย่ิงขึ้นในประชากรไทย
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