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การศึกษาปริมาณดเีอน็เอทีไ่ด้จากการสกดัจากเส้นผมของผู้เสียชีวติ

กาญจนา  สุจริชาโต1, สุรนันท์  ตรีะวฒันพงษ์1, นูรฮัสนี  หมแิหม1, ศิริรัตน์  อนิอ่อน1, อดศัิกดิ์  แก้วดวงดี1, 

วศิาล  วรสุวรรณรักษ์2

1 ภาควชิาเทคนิคการแพทย ์คณะวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัราชภฏับา้นสมเดจ็เจา้พระยา กรุงเทพฯ ประเทศไทย
2 ภาควชิาพยาธิวทิยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวทิยาลยัมหิดล กรุงเทพฯ ประเทศไทย

บทน�า: ปัญหาท่ีพบบ่อยในการสกดัดีเอ็นเอจากเส้นผมคือการไดป้ริมาณนอ้ย 

และมีความไม่บริสุทธ์ิของดีเอน็เอ

วตัถุประสงค์: เพ่ือประเมินการสกดัดีเอน็เอจากรากผมโดยวธีิสกดัดว้ยสารละลาย 

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol

วธีิการศึกษา: ตวัอยา่งรากผม จ�านวน 5 เสน้ และ 10 เสน้ ของผูเ้สียชีวติ จ�านวน 

30 คน ถูกน�ามาสกดัดีเอน็เอดว้ยสารละลาย Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol 

จากนั้ นเปรียบเทียบปริมาณและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอโดยใช้เคร่ือง 

NanoDrop spectrophotometer และตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอโดยวิธี PCR 

ท�าการวิเคราะห์ปริมาณของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้กับปัจจัยท่ีอาจมีผลกระทบ  

เช่น เพศ อาย ุและพฤติการณ์การเสียชีวติ

ผลการศึกษา: ปริมาณและความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอจากรากผม 10 เส้น สูงกวา่

รากผม 5 เส้น (P > .05) โดยปริมาณดีเอ็นเอจากรากผม 10 เส้น และ 5 เส้น  

ในปริมาตร 30 ไมโครลิตร มีค่าเฉล่ีย (ค่าต�า่สุด - ค่าสูงสุด) เท่ากบั 200.4 (35.2 - 799.6) 

และ 148.2 (21.7 - 571.5) นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร ตามล�าดบั ความบริสุทธ์ิของ 

ดีเอน็เอ (A260/280) ของรากผม 10 เสน้ และ 5 เสน้ มีคา่เฉล่ีย (ค่าต�่าสุด - ค่าสูงสุด) 

เท่ากบั 1.6 (1.3 - 1.9) และ 1.5 (1.3 - 1.9) ตามล�าดบั ปัจจยัดา้นเพศ อาย ุและ

พฤติการณ์การเสียชีวติไม่มีผลต่อปริมาณและความบริสุทธ์ิดีเอน็เอจากรากผม

สรุป: ดี เอ็นเอสามารถถูกสกัดจากรากผมโดยวิ ธีสกัดด้วยสารละลาย  

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol โดยไดป้ริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ

เพียงพอส�าหรับตรวจพิสูจน์เอกลกัษณ์บุคคล และการสกดัดีเอ็นเอจากรากผม  

10 เสน้ ไดผ้ลดีกวา่รากผม 5 เสน้

ค�าส�าคญั: นิติพนัธุศาสตร์ ปริมาณดีเอน็เอ การสกดัดีเอน็เอจากรากผม  สารละลาย 

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol วธีิ PCR เคร่ือง NanoDrop spectrophotometer
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บทน�า

 ในกระบวนการยติุธรรมจ�าเป็นตอ้งหาหลกัฐานยนืยนั

บุคคลผูก้ระท�าผดิ การพสูิจนเ์อกลกัษณ์บุคคลเพือ่ใหท้ราบ

ตวัตนท่ีแทจ้ริงในเหตุการณ์จะเป็นประโยชนใ์นทางกฎหมาย

โดยเฉพาะการตรวจดีเอน็เอท่ีมีความจ�าเพาะมากกวา่การตรวจ

โดยวธีิอ่ืน1 ทั้งน้ี วตัถุพยานส่วนใหญ่เป็นเลือด แต่ในบางคดี

ไม่สามารถพบเลือดของผูต้อ้งสงสยั เสน้ผมจึงเป็นวตัถุพยาน

ท่ีพบไดบ่้อยรองจากเลือด2-4 การสกดัดีเอน็เอจากเส้นผม

มกัมีปัญหาเร่ืองไดป้ริมาณดีเอน็เอนอ้ย และอาจมีตวัยบัย ั้ง 

(Inhibitor) ท่ีส่งผลใหก้ารเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ (Amplify DNA) 

โดยวธีิ Polymerase chain reaction (PCR) ไม่ไดผ้ล5

 การสกัดดีเอ็นเอจากเส้นผมมีรายงานการศึกษา 

ในต่างประเทศ เช่น ญ่ีปุ่น5 เวยีดนาม6 และสาธารณรัฐเช็ก7 

วิธีการสกดัดีเอ็นเอจากเส้นผมมีหลายวิธี เช่น การตม้ 

(Boiling) การตกตะกอนด้วยเกลือ (Salting-out)  

การใชส้ารละลาย Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol 

การตกตะกอนดว้ยสาร Isopropanol และการใชชุ้ดสกดั 

ดีเอน็เอส�าเร็จรูป (Commercial kits)8 โดยพบวา่ การใช้

สารละลาย Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol สามารถ

สกดัดีเอ็นเอไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพและมีปริมาณมาก 

รวมทั้ ง ค่าใช้จ่ ายไม่แพงและใช้เวลาสกัดน้อย 9-10  

แต่มีขอ้เสียคือ สามารถท�าใหเ้กิดพิษจากสาร Phenol11

 การศึกษาน้ี มีว ัตถุประสงค์เ พ่ือศึกษาวิ ธีสกัด 

ดีเอ็นเอจากตวัอย่างเส้นผมโดยวิธีสกดัดว้ยสารละลาย 

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol และวิเคราะห์

เปรียบเทียบปริมาณและความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอท่ีสกดั

จากรากผม ระหวา่งรากผม จ�านวน 5 เสน้ และ 10 เสน้ โดยวดั

การดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง NanoDrop spectrophotometer  

และศึกษาคุณภาพของดีเอน็เอท่ีสกดัไดโ้ดยใชว้ธีิ PCR

วธีิการศึกษา

กลุ่มตวัอย่าง

 เสน้ผมของผูเ้สียชีวติ จ�านวน 30 คน จากหอ้งปฏิบติัการ

ชนัสูตรศพ สาขาวิชานิติเวชศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา 

คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวทิยาลยัมหิดล 

ระหวา่งเดือนตุลาคมถึงเดือนธนัวาคม พ.ศ. 2561 โดยเลือก

เส้นผมจากแต่ละคนท่ีมีรากผมดว้ยแวน่ขยาย ตดัรากผม

ยาว 5 มิลลิเมตร ดว้ยกรรไกรสะอาด ชัง่น�้าหนกัโดยเคร่ืองชัง่

ความละเอียดสูงทศนิยม 4 ต�าแหน่ง ใส่ในหลอดทดลอง 

(Microtube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยหลอดท่ี 1 ใส่รากผม 

จ�านวน 10 เสน้ และหลอดท่ี 2 ใส่รากผม จ�านวน 5 เสน้

การพทิกัษ์สิทธิของกลุ่มตวัอย่าง

 การศึกษาน้ีไดรั้บการอนุมติัด�าเนินการวิจยัโดยผา่น

การพิจารณาและรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรม 

การวจิยัในคน คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี 

มหาวทิยาลยัมหิดล เลขท่ี 2019/957 เม่ือวนัท่ี 27 กนัยายน 

พ.ศ. 2562

วธีิด�าเนินการวจิยั

การสกัดดีเอ็นเอจากรากผมโดยวิธีสกัดด้วยสารละลาย 

Phenol/Chloroform/Isoamyl Alcohol

 ตัวอย่างรากผมถูกย่อยผนัง เซลล์รากผมด้วย 

เอนไซม ์Proteinase K และ Lysis buffer ท้ิงไวค้า้งคืน 

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลงัจากนั้นสกดัดีเอ็นเอ 

ดว้ยสารละลาย Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol  

ในอตัราส่วน 25:24:1 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และ

สารละลาย Chloroform/Isoamyl alcohol ในอตัราส่วน 24:1 

ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ดูดชั้นบนซ่ึงเป็นสารละลายน�้า 

(Aqueous) ใส่ในหลอดใหม่แล้วตกตะกอนดีเอ็นเอ 

ดว้ยสารละลาย Ethanol sodium acetate และ Glycogen 

โดยไวใ้นตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส อยา่งนอ้ย 

3 ชัว่โมง จากนั้นน�าไปป่ันดว้ยความเร็วสูง (12,000 รอบ

ต่อนาที) เป็นเวลา 15 นาที โดยใชเ้คร่ืองป่ันแยกสารแบบ

ควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) เน่ืองจาก 

การป่ันนานจะเกิดความร้อน จากนั้นลา้งตะกอนดีเอน็เอ

ดว้ยสารละลาย 70% Ethanol และละลายตะกอนดีเอน็เอ

ในน�้ากลัน่ (DNase-free water) ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นเก็บหลอดตวัอย่างสกดั

ดีเอน็เอไวใ้นตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 3, 12-13
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การทดสอบดเีอ็นเอทีส่กดัได้ในเชิงปริมาณและเชิงคณุภาพ

 การทดสอบเชิงปริมาณโดยใช้เคร่ือง NanoDrop 

2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific, 

Wilmington, USA) ซ่ึงสามารถวดัได้ทั้ งปริมาณและ 

ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ โดยวดัการดูดกลืนแสงท่ี 

ความยาวคล่ืน 260/280 (A260/280) นาโนเมตร จ�านวน  

3 คร้ัง รายงานค่าเฉล่ียปริมาณดีเอ็นเอเป็นหน่วย 

นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และค่าเฉล่ียความบริสุทธ์ิของ 

ดีเอน็เอ (A260/280) ควรมากกวา่ 1.5

 การทดสอบเชิงคุณภาพโดยวิธี PCR12-13 ทดสอบ

คุณภาพดีเอ็นเอโดยใช้ Human growth hormone  

(HGH-S และ HGH-AS) (Biodesign, Pathum Thani, 

Thai land)  เ ป็น Pr imer  ซ่ึง มีล�าดับดี เอ็น เอดัง น้ี  

HGH-S: 5′-TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3′ และ  

HGH-AS: 5′-CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTT-TC-3′ 

และใชชุ้ดน�้ายา PerfectTaq Plus MasterMix (5 PRIME 

GmbH, Hamburg, Germany) โดยปฏิบัติตามคู่มือ 

ของชุดน�้ ายา  จากนั้ นท�าการเ พิ่มปริมาณดี เอ็น เอ 
โดยวิ ธี  PCR ด้วยเคร่ือง T100 Thermal Cycler  

(Bio-Rad Laboratories, California, USA) โดยตั้งค่า

โปรแกรมปฏิกิริยา PCR ประกอบดว้ย 1) Predenaturation  

ท่ี อุณหภูมิ  94  องศาเซลเซียส เ ป็นเวลา 3  นาที   

2) Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

60 วินาที  3) Annealing ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 30 วินาที 4) Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที จ�านวน 35 รอบ และ  

5) Final Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

5 นาที โดยหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส 

จากนั้ นตรวจสอบขนาดของ PCR product  ด้วย  

2% Agarose gel electrophoresis ร่วมกบัดีเอนเอมาตรฐาน

ขนาด 100 คู่เบส (100 bp DNA Ladder, MBGEN 

Biosciences, Taipei, Taiwan) ซ่ึงทราบขนาดท่ีแน่นอน

ของดีเอ็นเอแต่ละช้ิน (Molecular weight marker)  

ยอ้มดว้ย Ethidium bromide และตรวจวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง 

Gel Doc (Cell Biosciences, Santa Clara, USA) ซ่ึงควรปรากฏ

แถบดีเอน็เอขนาด 434 คู่เบส

การวเิคราะห์ข้อมูล

 การวิ เคราะห์ข้อมูลทางสถิติ เพื่อ เปรียบเทียบ 

ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณกับความบริสุทธ์ิของ 

ดีเอ็นเอของรากผม 10 เส้น และ 5 เส้น กบัเพศ อาย ุ 

และพฤติการณ์การเสียชีวติ โดยใชโ้ปรแกรมส�าเร็จรูป SPSS 

รุ่นท่ี 25.0 (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. 

Armonk, NY: IBM Corp; 2017) แสดงผลเป็นคา่เฉล่ีย (Mean) 

ค่าต�า่สุด (Minimum) ค่าสูงสุด (Maximum) และคา่เบ่ียงเบน

มาตรฐาน (Standard deviation, SD) ก�าหนดระดบันยัส�าคญั

ทางสถิติเท่ากบั .05 (P < .05)

ผลการศึกษา

 กลุ่มตัวอย่าง จ�านวนทั้ งหมด 30 คน แบ่งเป็น 

เพศชาย จ�านวน 25 คน และเพศหญิง จ�านวน 5 คน  

(อัตราส่วนเพศชายต่อเพศหญิง เท่ากับ 5:1) อาย ุ

มีค่าเฉล่ีย (ค่าต�่าสุด - ค่าสูงสุด) เท่ากบั 43.6 (17 - 88) ปี 

ส�าหรับพฤติการณ์การเสียชีวิต ส่วนใหญ่เสียชีวิตแบบ

กะทนัหนั จ�านวน 12 คน คิดเป็นร้อยละ 40.0 รองลงมาคือ 

อุบติัเหตุจราจร จ�านวน 8 คน ถูกฆ่า/ฆ่าตวัตาย/อุบติัเหตุ 

จ�านวน 6 คน และอ่ืนๆ จ�านวน 4 คน

 การเปรียบเทียบปริมาณและความบริสุทธ์ิของ 

ดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการสกดัรากผม 10 เสน้ และ 5 เสน้ ของ

กลุ่มตัวอย่างพบว่า  น�้ าหนักของรากผม 10 เส้น  

และ 5 เส้น มีค่าเฉล่ีย (ค่าต�่าสุด - ค่าสูงสุด) เท่ากับ  

0.0010 (0.0002 - 0.0040) และ 0.0005 (0.0001 - 0.0021) 

กรัม ตามล�าดับ ปริมาณดีเอ็นเอจากรากผม 10 เส้น  

มีค่าเฉล่ีย (ค่าต�า่สุด - คา่สูงสุด) เท่ากบั 200.4 (35.2 - 799.6) 

นาโนกรัมต่อไมโครลิตร สูงกว่าปริมาณดีเอ็นเอจาก 

รากผม 5 เสน้ ซ่ึงมีค่าเฉล่ีย (ค่าต�่าสุด - ค่าสูงสุด) เท่ากบั 

148.2 (21.7 - 571.5) นาโนกรัมต่อไมโครลิตร

 เม่ือพจิารณาความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอ (A260/280) พบวา่ 

ดีเอน็เอจากรากผม 10 เสน้ มีค่าเฉล่ีย (ค่าต�า่สุด - ค่าสูงสุด) 

เท่ากบั 1.61 (1.31 - 1.99) สูงกวา่ดีเอน็เอจากรากผม 5 เสน้  

ซ่ึงมีค่าเฉล่ีย (ค่าต�า่สุด - ค่าสูงสุด) เท่ากบั 1.54 (1.32 - 1.90) 

นอกจากน้ียงัพบว่ากลุ่มรากผม 5 เส้น ท่ีสกดัดีเอ็นเอ 
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ไดน้อ้ยกวา่ 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีจ�านวนมากกวา่

กลุ่มรากผม 10 เสน้ คิดเป็นร้อยละ 33.3 และร้อยละ 16.7 

ตามล�าดบั และกลุ่มรากผม 5 เส้น ท่ีสกดัดีเอ็นเอแลว้ 

มีค่าความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ (A260/280) ในระดบัต�่า 

(นอ้ยกวา่ 1.5) มีจ�านวนมากกวา่กลุ่มรากผม 10 เสน้ คิดเป็น

ร้อยละ 40.0 และร้อยละ 23.3 ตามล�าดบั อยา่งไรก็ตาม 

เ ม่ือวิ เคราะห์ทางสถิ ติพบว่า  ไ ม่ มีความแตกต่าง 

ทั้งปริมาณและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอระหว่างกลุ่ม

รากผม 10 เสน้ และ 5 เสน้ (ตารางท่ี 1)

 การเปรียบเทียบเพศกบัปริมาณและความบริสุทธ์ิ 

ของดีเอน็เอท่ีสกดัจากรากผม 10 เสน้ และ 5 เสน้ โดยวธีิ

สกดัดว้ยสารละลาย Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol 

พบว่า ปริมาณดีเอ็นเอเฉล่ียในผู ้ชายมากกว่าผู ้หญิง  

กล่าวคือ ในกลุ่มรากผม 10 เส้น ค่าเฉล่ียปริมาณดีเอน็เอ

ในผูช้าย เท่ากบั 219.3 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ขณะท่ี

ในผูห้ญิง เท่ากบั 105.9 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และ 

ในกลุ่มรากผม 5 เส้น ค่าเฉล่ียปริมาณดีเอ็นเอในผูช้าย 

เท่ากบั 150.5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ขณะท่ีในผูห้ญิง 

เท่ากบั 136.5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ในทางกลบักนั

ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอของผู ้หญิงสูงกว่าผู ้ชาย  

กล่าวคือในกลุ่มรากผม 10 เส้น ค่าเฉล่ียความบริสุทธ์ิ 

ของดีเอ็นเอ(A260/280)  ในผู ้หญิง เท่ ากับ 1.70  

ขณะท่ีในผูช้าย เท่ากบั 1.59 และในกลุ่มรากผม 5 เส้น  

ค่าเฉล่ียความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอ (A260/280) ในผูห้ญิง 

เท่ากบั 1.59 ขณะท่ีในผูช้าย เท่ากบั 1.53 เม่ือทดสอบ 

ทางสถิติพบว่า ปริมาณและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ

ระหวา่งผูช้ายและผูห้ญิงในกลุ่มผม 10 เส้น และ 5 เส้น  

ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญ (P > .05)  

(ตารางท่ี 2)

 การเปรียบเทียบอายุกบัปริมาณและความบริสุทธ์ิ 

ของดีเอน็เอท่ีสกดัจากรากผม 10 เสน้ และ 5 เสน้ โดยวธีิ

สกดัดว้ยสารละลาย Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol 

พบวา่ ปริมาณดีเอน็เอเฉล่ียในคนอายนุอ้ยกวา่ 50 ปี และ

มากกวา่หรือเท่ากบั 50 ปี ไม่มีความแตกต่างกนั กล่าวคือ 

ในกลุ่มผม 10 เสน้ คนอายนุอ้ยกวา่ 50 ปี ปริมาณดีเอน็เอ

เฉล่ียเท่ากับ 204.8 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ขณะท่ี 

คนอายุมากกว่าหรือเท่ากบั 50 ปี ปริมาณดีเอ็นเอเฉล่ีย

เท่ากบั 208.1 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ส่วนในกลุ่มผม  

5 เส้น คนอายุน้อยกว่า 50 ปี ปริมาณดีเอ็นเอเฉล่ีย 

เท่ากบั 158.5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ขณะท่ีคนอายุ

มากกว่าหรือเท่ากบั 50 ปี ปริมาณดีเอ็นเอเฉล่ียเท่ากบั 

142.6 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร

ตารางที ่1. การเปรียบเทยีบปริมาณและความบริสุทธ์ิของดเีอน็เอทีส่กดัจากรากผม 10 เส้น และ 5 เส้น

รายการ
จ�านวน (%)

ผม 10 เส้น ผม 5 เส้น

ปริมาณดีเอน็เอ (ในปริมาตร 30 µL), ng/µL

< 50 5 (16.7) 10 (33.3)

50 - 100 5 (16.7) 6 (20.0)

> 100 20  (66.6) 14 (46.7)

Mean (SD) [min - max], ng/µL 200.4 (169.7) [35.2  - 799.6] 148.2 (137.0) [21.7 - 571.5]

ความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอ (A260/280)

< 1.5 7 (23.3) 12 (40.0)

1.5 - 1.7 18 (60.0) 14 (46.7)

> 1.7 5 (16.7) 4 (13.3)

Mean (SD) [min - max] 1.61 (0.15) [1.31  - 1.99] 1.54 (0.13) [1.32 - 1.90]

SD, standard deviation.
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 ส�าหรับความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอในคนอายนุอ้ยกวา่ 

50 ปี และมากกวา่หรือเท่ากบั 50 ปี ไดผ้ลใกลเ้คียงกนัคือ 

ในกลุ่มผม 10 เส้น คนอายุน้อยกว่า 50 ปี ค่าเฉล่ีย 

ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ (A260/280) เท่ากับ 1.64  

ขณะท่ีคนอายุมากกว่าหรือเท่ากับ 50 ปี  ค่า เฉล่ีย 

ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ (A260/280) เท่ากับ 1.56  

ส่วนในกลุ่มผม 5 เส้น คนอายุน้อยกว่า 50 ปี ค่าเฉล่ีย 

ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ (A260/280) เท่ากับ 1.53  

ขณะท่ีคนอายุมากกว่าหรือเท่ากับ 50 ปี  ค่า เฉล่ีย 

ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ (A260/280) เท่ากับ 1.57  

เ ม่ือทดสอบทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกัน 

อยา่งมีนยัส�าคญัของปริมาณและความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอ

ระหว่างกลุ่มอายุน้อยกว่า 50 ปี และกลุ่มอายุมากกว่า 

หรือเท่ากบั 50 ปี ทั้งในกลุ่มผม 10 เสน้ และ 5 เสน้ (P > .05) 

(ตารางท่ี 3)

 ก า ร เ ป รี ย บ เ ที ย บ พ ฤ ติ ก า ร ณ์ ก า ร เ สี ย ชี วิต กับ 

ปริมาณและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอท่ีสกดัจากรากผม  

10 เส้น และ 5 เส้น โดยวิ ธีสกัดด้วยสารละลาย  

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol พบว่า ปริมาณ 

และความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอกบัพฤติการณ์การเสียชีวิต 

ไม่มีความแตกต่างกนัทั้งในกลุ่มผม 10 เส้นและ 5 เส้น  

(P > .05) (ตารางท่ี 4)

 ค่าใช้จ่ายในการสกัดดีเอ็นเอจากรากผมโดยวิธี 

สกดัดว้ยสารละลาย Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol  

คิดเป็นเงิน 49.55 บาทต่อคน จ�าแนกเป็นคา่น�้ายา 37.55 บาท 

และค่าอุปกรณ์ส้ินเปลือง 12.00 บาท ใชเ้วลาสกดัดีเอน็เอ

เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 33 นาที

 การสุ่มตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีสกดัจากรากผม 10 เสน้ และ  

5 เส้น ท่ีมีปริมาณดีเอ็นเอและความบริสุทธ์ิต่างๆ กนั 

จากคนๆ เดียวกนั จ�านวนอยา่งละ 9 คน (M599, M600, 

M605, M603, M620, M626, M625, M649 และ M665) 

ทดสอบด้วยวิธี PCR พบว่ากลุ่มผม 10 เส้น มีปัญหา 

การท�า PCR ไม่ไดผ้ล จ�านวน 2 คน คิดเป็นร้อยละ 22.2 

ขณะท่ีกลุ่มผม 5 เสน้ มีปัญหาท�า PCR ไม่ไดผ้ล จ�านวน 

3 คน คิดเป็นร้อยละ 33.3 เม่ือน�าค่าท่ีได้จากเคร่ือง 

NanoDrop spectrophotometer มาวเิคราะห์ร่วมกบัผล PCR 

เพือ่หาสาเหตุของการท�า PCR ไม่ไดผ้ล สรุปไดเ้ป็น 3 แบบ 

ดงัน้ี

 ตวัอยา่งดีเอน็เอ M600 จากผม 5 เสน้ ปริมาณดีเอน็เอ 

เท่ากบั 34.6 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และค่าความบริสุทธ์ิ

ของดีเอ็นเอ (A260/280) เท่ากับ 1.87 น่าจะเกิดจาก

ปริมาณดีเอน็เอนอ้ย (ภาพท่ี 1)

 ตวัอยา่งดีเอน็เอ M620 จากผม 10 เสน้ ปริมาณดีเอน็เอ 

เท่ากบั 85.7 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และค่าความบริสุทธ์ิ

ของดีเอ็นเอ (A260/280) เท่ากับ 1.46 น่าจะเกิดจาก 

ความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอนอ้ย

 ตวัอยา่งดีเอน็เอ M620 จากผม 5 เสน้ ปริมาณดีเอน็เอ 

เท่ากบั 87.3 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และความบริสุทธ์ิ

ของดีเอ็นเอ (A260/280) เท่ากับ 1.40 น่าจะเกิดจาก 

ความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอนอ้ย

ตารางที ่2. การเปรียบเทยีบเพศกบัปริมาณและความบริสุทธ์ิของดเีอน็เอจากรากผม 10 เส้น และ 5 เส้น

เพศ

ปริมาณดเีอน็เอ (ในปริมาตร 30 µL), ng/µL ความบริสุทธ์ิของดเีอน็เอ (A260/280)

ค่าเฉลีย่
จ�านวน (%)

ค่าเฉลีย่
จ�านวน (%)

< 50 ≥ 50 < 1.5 ≥ 1.5

ผม 10 เสน้

ชาย (n = 25) 219.3 3 (12) 22 (88) 1.59 6 (24) 19 (76)

หญิง (n = 5) 105.9 2 (40) 3 (60) 1.70 1 (25) 4 (75)

ผม 5 เสน้

ชาย (n = 25) 150.5 8 (32) 17 (68) 1.53 10 (40) 15 (60)

หญิง (n = 5) 136.5 2 (40) 3 (60) 1.59 2 (40) 3 (60)
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 ตวัอยา่งดีเอน็เอ M665 จากผม 10 เสน้ ปริมาณดีเอน็เอ 

เท่ากบั 255.7 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และค่าความบริสุทธ์ิ

ของดีเอ็นเอ (A260/280) เท่ากับ 1.63 น่าจะเกิดจาก 

ตวัยบัย ั้งปฏิกิริยา PCR 

 ตวัอยา่งดีเอน็เอ M665 จากผม 5 เสน้ ปริมาณดีเอน็เอ 

เท่ากบั 214.8 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรและคา่ความบริสุทธ์ิ

ของดีเอ็นเอ (A260/280) เท่ากับ 1.57 น่าจะเกิดจาก 

ตวัยบัย ั้งปฏิกิริยา PCR 

 เม่ือน�าตวัอยา่งดีเอน็เอ M665 จากผม 10 เส้น และ  

5 เส้น มาเจือจางเพื่อลดผลของตวัยบัย ั้งปฏิกิริยา PCR  

แต่ยงัคงความเขม้ขน้ของดีเอน็เอไม่นอ้ยกวา่ 50 นาโนกรัม 

ต่อไมโครลิตร โดยท�าการเจือจางแบบ 2-fold dilution 

จนไดอ้ตัราส่วน 1:2 และ 1:4 จากนั้นท�าการทดสอบซ�้ า

โดยวิธี PCR พบว่า ผลยงัคงไม่เห็นแถบดีเอ็นเอขนาด 

434 คู่เบส แสดงว่า การท�า 2-fold dilution ไม่สามารถ 

ลดผลของตวัยบัย ั้งปฏิกิริยา PCR ได้

ตารางที ่3.   การเปรียบเทยีบอายุกบัปริมาณและความบริสุทธ์ิของดเีอน็เอจากรากผม 10 เส้น และ 5 เส้น

อายุ, ปี

ปริมาณดเีอน็เอ (ในปริมาตร 30 µL), ng/µL ความบริสุทธ์ิของดเีอน็เอ (A260/280)

   ค่าเฉลีย่
จ�านวน (%)

ค่าเฉลีย่
จ�านวน (%)

< 50 ≥ 50 < 1.5 ≥ 1.5

ผม 10 เสน้

< 50 (n = 18) 204.8 3 (16.7) 15 (83.3) 1.64 3 (16.7) 15 (83.3)

≥ 50 (n = 11) 208.1 1 (9.1) 10 (90.9) 1.56 4 (36.4) 7 (63.6)

ผม 5 เสน้

< 50 (n = 18) 158.5 6 (33.3) 12 (66.7) 1.53 8 (44.4) 10 (55.6)

≥ 50 (n = 11) 142.6 4 (36.4) 7 (63.6) 1.57 4 (36.4) 7 (63.6)

ตารางที ่4. การเปรียบเทยีบพฤตกิารณ์การเสียชีวติกบัปริมาณและความบริสุทธ์ิของดเีอน็เอจากรากผม 10 เส้น และ 5 เส้น

พฤตกิารณ์การเสียชีวติ

ปริมาณดเีอน็เอ (ในปริมาตร 30 µL), ng/µL ความบริสุทธ์ิของดเีอน็เอ (A260/280)

   ค่าเฉลีย่
จ�านวน (%)

ค่าเฉลีย่
จ�านวน (%)

< 50 ≥ 50 < 1.5 ≥ 1.5

ผม 10 เสน้

เสียชีวติกะทนัหนั (n = 12) 215.8 2 (16.7) 10 (83.3) 1.59 5 (41.7) 7 (58.3)

อุบติัเหตุจราจร (n = 8) 236.7 1 (12.5) 7 (87.5) 1.65 2 (25) 6 (75)

ถูกฆ่า/ฆ่าตวัตาย (n = 6) 191.7 0 (0) 6 (100) 1.59 0 (0) 6 (100)

อ่ืนๆ (n = 4) 94.6 2 (50) 2 (50) 1.60 0 (0) 4 (100)

ผม 5 เสน้

เสียชีวติกะทนัหนั (n = 12) 119.3 5 (41.7) 7 (58.3) 1.57 4 (33.3) 8 (66.7)

อุบติัเหตุจราจร (n = 8) 185.0 2 (25) 6 (75) 1.54 2 (25) 6 (75)

ถูกฆ่า/ฆ่าตวัตาย (n = 6) 125.2 1 (16.7) 5 (83.3) 1.54 2 (33.3) 4 (66.7)

อ่ืนๆ (n = 4) 195.8 2 (50) 2 (50) 1.49 3 (75) 1 (25)
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ภาพที ่1.   การทดสอบคุณภาพของดเีอน็เอจากรากผม M599  M600 และ M605 โดยวธีิ PCR

1 2 3 4 5 6 7

MW marker M599 M599 M600 M600 M605 M605

Hair  10 5 10 5 10 5

DNA, ng/µL 35.5 22.5 80.4 34.6 39.4 30.9

A260/280 1.52 1.49 1.90 1.87 1.70 1.59

PCR (434 bp)  Present Present Present Pale Present Present

MW, molecular weight; PCR, polymerase chain reaction.

อภปิรายผล

 ประเทศไทยมีรายงานการสกดัดีเอ็นเอจากเส้นผม 

เพยีงบทความเดียว14 เม่ือ พ.ศ. 2555 หรือประมาณ 7 ปีท่ีผา่นมา 

โดยเกบ็ตวัอยา่งหนวดสตัวป่์าตระกลูเสือ ตวัละ 3 - 5 เสน้ 

ใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส�าเร็จรูป และวดัความเขม้ขน้และ

ความบริสุทธ์ิของดี เอ็นเอด้วยเค ร่ือง NanoDrop 

spectrophotometer พบว่า ค่าความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 

(A260/280) ส่วนใหญ่มีค่าน้อยกว่า 1.8 ซ่ึงผลท่ีไดน้ั้น

ใกล้เคียงกับการศึกษาน้ี ในการสกัดเส้นผม 5 เส้น  

ได้ปริมาณดีเอ็นเอเฉล่ีย เท่ากับ 148.2 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตร และความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ (A260/280)  

มีค่าเฉล่ีย (ค่าต�่าสุด - ค่าสูงสุด) เท่ากบั 1.54 (1.32 - 1.90)

 การสกดัดีเอน็เอจากเสน้ผมในต่างประเทศมีรายงาน

การศึกษาของ Takayanagi และคณะ5 ไดเ้ปรียบเทียบวิธี

สกดัดีเอน็เอจากเสน้ผมดว้ยวธีิ Phenol/Chloroform method 

วธีิ Sodium iodide (NaI) method และวธีิ Silica-beads method 

พบวา่ ปริมาณดีเอน็เอในไมโทคอนเดรีย (Mitochondrial 

DNA, mtDNA) ท่ีสกดัจากเส้นผม (Fresh hair shaft)  

ท่ีมีความยาว 1, 3, 5 และ 10 เซนติเมตร ทั้ง 3 วิธีไดผ้ล 

ไม่แตกต่างกนั รายงานการศึกษาของ Riemann และคณะ15  

ได้เสนอว่า ควรสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการท�าด้วยมือ 

(Manual DNA extraction) เพื่อลดค่าใชจ่้าย เน่ืองจาก

เคร่ืองสกัดดีเอ็นเอแบบอตัโนมติั (Automated DNA 

extraction) มีราคาแพงร่วมกับตวัอย่างมีจ�านวนน้อย 

นอกจากน้ี รายงานการศึกษาของ Hue และคณะ6  

ได้ศึกษาการสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีสกัดด้วยสารละลาย 

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol พบวา่ การท�า 2 ขั้นตอน 

(2-step Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol) ไดผ้ลดีกวา่  

1 ขั้นตอน (1-step Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol) 

และเม่ือเร็วๆ น้ี รายงานการศึกษาของ Votrubova และคณะ7 

ไดน้�าเคร่ืองอตัโนมติั MagCore HF 16 Plus (RBC Bioscience, 

Taipei, Taiwan) มาใชส้กดัดีเอ็นเอพบว่า สามารถช่วย 

ลดภาระงานท่ีเพิ่มข้ึน แต่ขอ้เสียคือเคร่ืองมีราคาแพง 
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 อยา่งไรกต็าม การศึกษาน้ีไดแ้สดงใหเ้ห็นถึงการสกดั

ดีเอน็เอโดยใชอุ้ปกรณ์ น�้ ายา และเคร่ืองมือราคาไม่แพง 

คิดเป็นค่าใชจ่้ายประมาณ 50 บาทต่อคน และใชเ้วลาไม่เกิน 

24 ชัว่โมง ในการสกดัดีเอน็เอ เม่ือใชว้ธีิการน้ีบ่มคา้งคืน

สามารถลดระยะเวลาการสกดัดีเอ็นเอไดใ้ห้เหลือเพียง  

3 ชัว่โมง ซ่ึงจะท�าให้ประหยดัเวลาในการสกดัดีเอ็นเอ 

ไดเ้พิม่ข้ึนอีก แต่ขอ้เสียของวธีิ Phenol/Chloroform/Isoamyl 

alcohol คือพิษจาก Phenol ซ่ึงมีผลต่อผิวหนงั ถา้สัมผสั

จะเกิดรอยไหม ้เน้ือตาย (Necrosis) และมีผลต่อระบบหายใจ 

เกิดอาการคล่ืนไส ้วงิเวยีนศีรษะ ระคายเคืองทางเดินหายใจ 

นอกจากน้ียงัมีผลต่อตา ถา้สัมผสัจะเกิดการกดักร่อน

ท�าใหป้วดตา การศึกษาน้ีใชว้ธีิการ Microtechnique ปริมาตร

นอ้ยมาก และมีการสวมถุงมือ (Glove) เส้ือกาวน ์(Gown) 

แวน่ตา (Goggle) และหนา้กากปิดจมูก (Mask) เพือ่ป้องกนั

การสมัผสัโดยตรง รวมทัง้มีการก�าจดัส่ิงปนเป้ือนตามหลกัการ

ห้องปฏิบติัการท่ีดี (Good Laboratory Practice, GLP)  

จึงไม่พบปัญหาในการปฏิบติังาน

 ดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากรากผมโดยวธีิการใชส้ารละลาย 

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol ในการศึกษาน้ีพบวา่ 

รากผม จ�านวน 10 เส้น มีปริมาณและความบริสุทธ์ิของ 

ดีเอน็เอดีกวา่เลก็นอ้ยเม่ือเปรียบเทียบกบัดีเอน็เอท่ีสกดัได้

จากรากผม จ�านวน 5 เส้น แต่ไม่มีความแตกต่างกัน 

อย่างมีนัยส�าคัญ ซ่ึงอาจเป็นเพราะจ�านวนตัวอย่าง 

ในการศึกษาน้ียงัมีจ�านวนค่อนขา้งนอ้ย นอกจากน้ี ดีเอน็เอ 

ท่ีสกดัไดจ้ากรากผมไม่มีปัญหาในการท�า PCR โดยใช ้

Human growth hormone เป็น Primer ในกรณีท่ีมีปัญหา

เน่ืองจากความเขม้ขน้ของดีเอน็เอนอ้ยกวา่ 50 นาโนกรัม

ต่อไมโครลิตร โดยปรากฏแถบดีเอน็เอจางหรือไมป่รากฏ

แถบดีเอน็เอ ไดแ้กปั้ญหาโดยเพิม่สดัส่วนปริมาตรดีเอน็เอ

ในสารองคป์ระกอบของการท�า PCR (PCR mixture) เพือ่ใหมี้

ความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอไม่น้อยกว่า 50 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตร พบวา่ สามารถแกปั้ญหาดงักล่าวได ้ส�าหรับค่า

ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ (A260/280) ท่ีน้อยกว่า 1.5  

จะพบปัญหาในการท�า PCR ซ่ึงกรณีน้ีไม่สามารถแกปั้ญหา

โดยการตกตะกอนดีเอน็เอซ�้ า เน่ืองจากดีเอน็เอเดิมมีนอ้ย 

ส�าหรับตวัยบัย ัง้ท่ีพบในตวัอยา่ง 1 คน ซ่ึงท�า PCR ไม่ไดผ้ล

แมว้่าความเขม้ขน้และความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเออยู่ใน

เกณฑดี์ ซ่ึงมีรายงานการศึกษาของ Takayanagi และคณะ5  

พบเหตุการณ์เช่นน้ีและอธิบายว่าเกิดจากตวัยบัย ั้งคือ  

สาร Melanin มีผลต่อ Taq polymerase ซ่ึงมกัพบในกลุ่ม

ตวัอยา่งท่ีมีเสน้ผมสีด�าโดยธรรมชาติ (Natural black hairs) 

อาจตอ้งตรวจจากวตัถุพยานอ่ืน

 อย่างไรก็ตาม การสกัดดีเอ็นเอจากรากผมพบว่า  

ไม่มีความสมัพนัธ์กบัเพศ อาย ุและพฤติการณ์การเสียชีวติ

อย่างมีนัยส�าคญั ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้่ากลุ่มตวัอย่างท่ีใช ้

ในการศึกษาน้ียงัมีจ�านวนน้อย ซ่ึงหากมีการเพิ่มกลุ่ม

ตวัอยา่งใหม้ากข้ึน อาจท�าใหเ้ห็นความแตกต่างทางสถิติได้

สรุปผล

 การศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ปริมาณและความบริสุทธ์ิ

ของดีเอ็นเอท่ีสกดัจากรากผมโดยวิธีการใชส้ารละลาย 

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol ของรากผม จ�านวน 10 เสน้ 

ไดท้ั้งปริมาณและความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอ (A260/280) 

ท่ีสกดัไดดี้กวา่รากผม จ�านวน 5 เสน้ ซ่ึงดีเอน็เอท่ีสกดัได้

มีคุณภาพเพียงพอส�าหรับตรวจพิสูจนเ์อกลกัษณ์บุคคล
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The Study of the Yield of DNA Extracted From Hairs of Postmortem Cases
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Background: Problems frequently occur from hair extraction are low 
concentration and impurity of DNA.

Objective: To assess the Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol method for 
extracting DNA from hair roots.

Methods: Hairs from 30 postmortem cases were collected. In each case, 5 and 
10 hair roots were extracted DNA by Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol.  
The amount and purity of DNA (A260/280) were detected by NanoDrop 
spectrophotometer. The quality of DNA was examined using polymerase chain 
reaction (PCR). Amount of DNA was analyzed compared with gender, age,  
and manner of death.

Results: The amount and purity of DNA extracted from 10 hair roots  
were slightly better than 5 hair roots (P > .05). The mean (range) of  
DNA concentration was 200.4 (35.2 - 799.6) ng/µL from 10 hair roots vs  
148.2 (21.7 - 571.5) ng/µL from 5 hair roots in 30 µL volume whereas  
the mean (range) of A260/280 was 1.61 (1.31 - 1.99) in 10 hair roots vs  
1.54 (1.32 - 1.90) in 5 hair roots. The results from NanoDrop showed no 
difference among various gender, age, and manners of death.

Conclusions: DNA can be extracted from hair by Phenol/Chloroform/Isoamyl 
alcohol. The quantity and quality of DNA were good enough for personal 
identification by PCR. DNA extracted from 10 hair roots is better than 5 hair roots.

Keywords: Forensic genetics, DNA yield, DNA extracted from hairs,  
Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol method, PCR, NanoDrop spectrophotometer
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