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การเพิ่มประสิทธิภาพการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนด้วยดินเหนียว 
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บทคัดย่อ 

บทน า : ตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนดินเหนียวเป็นสิ่งท้าทายอย่างหนึ่งส าหรับการตรวจพิสูจน์ทาง 
ดีเอ็นเอด้วยองค์ประกอบและคุณสมบัติทางเคมีในดินที่ อุดมไปด้วยแร่ธาตุ และมี ความ 
สามารถในการดูดซับดีเอ็นเอสูง ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการสกัดดีเอ็นเอและการขยายชิ้นส่วน 
ดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอาร์ลดลง ซึ่งเป็นปัญหาส าคัญของการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคลในทาง
นิติพันธุศาสตร์ 

วัตถุประสงค์การวิจัย : เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารเติมแต่งที่ใช้ร่วมกับชุดสกัดดีเอ็นเอใน
การสกัดดีเอ็นเอมนุษย์จากตัวอย่างเลือดท่ีปนเปื้อนด้วยดินเหนียว 

วิธีการด าเนินการวิจัย : ทดลองสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนด้วยดินเหนียว ด้วยชุดสกัด
ดีเอ็นเอส าเร็จรูปที่มีการเติมสารเติมแต่งอย่างใดอย่างหนึ่ง ได้แก่ Sodium dodecyl sulfate 
(SDS), Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4), Skim milk, และ Nuclease 
free water ในขั้นตอนการสลายเซลล์ (Lysis) จากนั้นเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสาร 
เติมแต่งต่าง ๆ กับกลุ่มควบคุมจากปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ ซึ่งวัดด้วยเทคนิค Real-time PCR 

ผลการศึกษา : สารเติมแต่ง KH2PO4 ให้ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้สูงสุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ            
(p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับสารเติมแต่งอ่ืน ๆ  และกลุ่มควบคุม รองลงมา คือ SDS และ Skim milk 
ตามล าดับ และเมื่อพิจารณาคุณภาพของตัวอย่างดีเอ็นเอด้วยการวัดค่า Internal PCR control (IPC) 
พบว่า KH2PO4, SDS และ Skim milk สามารถช่วยลดผลกระทบของสารยับยั้งในดินที่อาจปนเปื้อนใน
ตัวอย่างดีเอ็นเอระหว่างขั้นตอนการสกดัดีเอ็นเอ ซ่ึงสารยับยั้งดังกล่าวมีผลต่อประสิทธิภาพการท างาน
ของปฏิกิริยาพีซีอาร์  

สรุปผล : KH2PO4 น่าจะเป็นสารเติมแต่งที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัด
ได้ และช่วยลดผลกระทบของสารยับยั้งในดินในตัวอย่างดีเอ็นเอได้ จึงเป็นตัวเลือกที่เหมาะสม
ส าหรับการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนดินเหนียว  

ค าส าคัญ : การสกัดดีเอ็นเอ  ดินเหนียว  สารเติมแต่ง  นิติพันธุศาสตร์
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Abstract 
Background : Clay-contaminated blood samples present a significant challenge for forensic DNA 

analysis. The composition and chemical properties of clay soil, which is abundant in 
minerals and possess a high DNA adsorption capacity, often lead to a reduction in the 
efficiency of DNA extraction and PCR amplification. These issues pose a major obstacle in 
forensic genetic identification. 

Objective : To compare the efficiency of additive reagents used in combination with a commercial 
DNA extraction kit in extracting human DNA from clay-contaminated blood samples. 

Material and methods : DNA was extracted from blood samples contaminated with clay using a 
commercial DNA extraction kit with the addition of one of the following additive reagents, 
including Sodium dodecyl sulfate (SDS), Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4), 
Skim milk, and Nuclease free water, during the cell lysis step. The efficiency of each additive 
was subsequently compared with the control group based on the quantity of DNA 
extracted, which was measured using Real-time PCR. 

Results : The additive KH2PO4 yielded the highest amount of extracted DNA with statistical 
significance (p < 0.05) compared to the other additives and the control group, followed by 
SDS and Skim milk, respectively.  Furthermore, assessment of DNA samples quality, using 
the Internal PCR control (IPC), indicated that KH2PO4, SDS, and Skim milk could reduce the 
effects of soil-derived inhibitors that may be co-extracted with DNA during the extraction 
process, such inhibitors can negatively impact the efficiency of the PCR reaction.  

Conclusion : KH2PO4 is the most effective additive for increasing the yield of extracted DNA and 
mitigating the inhibitory effects of soil-derived substances in DNA samples. Therefore, it is a 
suitable choice for the extraction of DNA from blood samples contaminated with clay soil. 
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บทน า 

การสืบสวนคดีทางนิติวิทยาศาสตร์ใน
สถานที่เกิดเหตุกลางแจ้ง เช่น อุบัติเหตุทาง
รถยนต์ การทะเลาะวิวาท การลักพาตัว และ
คดีความรุนแรงทางเพศ  ซึ่งท าให้เกิดการท า
ร้ายร่างกายจนผู้เสียหายได้รับบาดเจ็บหรือ
เสียชีวิต เลือดหรือคราบเลือด เป็นพยาน 
ชีววัตถุที่ส าคัญในการเชื่อมโย งบุคคลกับ
เหตุการณ์ หรือสถานที่เกิดเหตุที่มักปนเปื้อน
ดิน ซึ่งเป็นอุปสรรคของการตรวจวิเคราะห์ 
ดีเอ็นเอ โดยเฉพาะอย่างยิ่งดินเหนียว เป็นดินที่
อุดมไปด้วยแร่ธาตุและสารอินทรีย์มากกว่าดิน
ประเภทอ่ืน อีกทั้งคุณสมบัติทางเคมีภายในดิน
ที่สามารถดูดซับและยึดจับสารพันธุกรรมได้[1] 
ท าให้การสกัดดีเอ็นเอในดินเหนียวมีความ
ซับซ้อนมากกว่า เนื่องจากแร่ธาตุ สารอินทรีย์ 
และโลหะหนัก ซึ่งเป็นสารยับยั้งในดิน (soil 
inhibitors) ทีส่ามารถรบกวนกระบวนการสกัด
ดี เ อ็นเอ และการเพ่ิมจ านวนดีเ อ็นเอด้วย
ปฏิ กิ ริ ย าลู ก โซ่พอลิ เ มอ เรสหรือ พีซีอาร์  
(Polymerase Chain Reaction; PCR) ส่งผล
ให้ประสิทธิภาพของการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอ
ลดลง โดยหมู่ฟอสเฟตของโมเลกุลดีเอ็นเอจับ
กับหมู่ไฮดรอกซิล (OH group) ของแร่ธาตุใน
ดิน ได้แก่ อะลูมิเนียมออกไซด์ (Aluminium 
oxide; Al2O3) และเหล็กออกไซด์ (Ferric or 
Ferrous oxide) ซึ่งส่งผลกระทบต่อกระบวน- 
การสกัดดีเอ็นเอ และยับยั้งการท างานของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ ประจุลบจากหมู่ฟอสเฟตของ
โมเลกุลดีเอ็นเอจับกับประจุบวกของแร่ธาตุใน
ดิน ได้แก่  แคลเซียมไอออน (Ca2+)  และ
แมกนี เซียมไอออน (Mg2+)  หรือดี เ อ็นเอ
สามารถจับกับสารอินทรีย์ในดินได้โดยตรง เช่น 
Humic acid ที่ส่งผลให้เกิดการรบกวนการ
ท างานของเอนไซม์ DNA Polymerase ใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ [2-3] ดินเหนียวจึงเป็นความ   

ท้าทายอย่างหนึ่งส าหรับการสกัดดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนดิน 

การศึกษาที่ผ่านมามีการพัฒนาการ
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างชีววัตถุของมนุษย์ที่
ปนเปื้อนดินหรือจากแบคทีเรียในดิน ด้วยการ
ดัดแปลงกระบวนการสกัดดีเอ็นเอของชุดสกัด 
ดีเอ็นเอส าเร็จรูปให้มีความแตกต่างจากวิธีการ
มาตรฐานของผู้ผลิต อีกทั้งปรับปรุงกระบวน- 
การสกัดดีเอ็นเอ [4-5] เพ่ือประเมินและเพ่ิม
ประสิทธิภาพของวิธีการสกัดดี เ อ็นเอจาก
ตัวอย่างดีเอ็นเอในดิน และมีการพัฒนาด้วย 
การน าสารเติมแต่ง (additive reagent) ที่มี
ฟอสเฟตไอออน หรือประจุลบ (Anion) เป็น
องค์ประกอบ มาประยุกต์ใช้ในกระบวนการสกัด 
ดีเอ็นเอร่วมกับชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป [6-7] 
เพ่ือให้ฟอสเฟตไอออนหรือประจุลบจับกับสาร
ยับยั้งในดินแทนการจับกับดีเอ็นเอตามกลไก
การดูดซับโมเลกุลดีเอ็นเอของดิน ท าให้ปริมาณ
ดีเอ็นเอที่สกัดได้เพ่ิมขึ้น และตัวอย่างดีเอ็นเอ
สามารถเข้าสู่กระบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ได้ นอกจากนี้  ในการจัดการสารยับยั้งของ 
ดินในตัวอย่างดี เ อ็นเอโดยวิธีการเจือจาง 
(dilution) ด้วยน้ าที่ใช้ในห้องปฏิบัติการด้าน 
ชีวโมเลกุล เพ่ือลดความเข้มข้นของสารยับยั้งที่
อยู่ในตัวอย่างดีเอ็นเอ ท าให้สามารถน าตัวอย่าง 
ดีเอ็นเอไปวิเคราะห์ DNA profile ได้ต่อไป 
อย่างไรก็ตามการเจือจางที่มากเกินไปอาจท าให้
ความเข้มข้นของตัวอย่างดีเอ็นเอลดลงไปด้วย[8] 
การวิเคราะห์ดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพและ
ปราศจากปัญหาสารยับยั้ง เป็นปัจจัยส าคัญ
อย่างหนึ่ งที่ ช่ วยเ พ่ิมความน่า เชื่ อถือของ
หลักฐานทางนิติวิทยาศาสตร์ในกระบวนการ
ยุติ ธรรม การเลือกวิธี การและขั้ นตอนที่
เหมาะสมจึงช่วยสนับสนุนให้การสืบสวนและ
การพิสูจน์หลักฐานมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
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จากปัญหาดังกล่าวงานวิจัยนี้จึงเห็นถึง
ความส าคัญของขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอใน
ขั้นต้น คือ การสลายเซลล์ (Lysis) ด้วยการน า
สารเติมแต่งที่มีฟอสเฟตไอออนหรือมีประจุลบ
เป็นองค์ประกอบมาช่วยลดการเกิดสารยับยั้ง
ในดินที่ปนเปื้อนอยู่ ในตัวอย่างดี เ อ็นเอ  มี
จุดประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ
สารเติมแต่งที่ใช้ร่วมกับชุดสกัดส าเร็จรูปในการ
สกัดดี เ อ็นเอมนุษย์ในดิน โดยทดลองสกัด       
ดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดที่จ าลองการปนเปื้อน
ดินเหนียว น าสารเติมแต่ง (additive reagent) 
ได้แก่ Sodium dodecyl sulfate (SDS), 
Potassium dihydrogen orthophosphate 
(KH2PO4), Skim milk และ Nuclease free 
water มาประยุกต์ใช้ร่วมกับชุดสกัดดีเอ็นเอ
ส า เ ร็ จรูป ในขั้ นตอนการสลายเซลล์ของ
กระบวนการสกัดดีเอ็นเอ ท าการสกัดดีเอ็นเอที่
ต้องการและพิจารณาคุณภาพของตัวอย่าง 
ดีเอ็นเอด้วยการวัดปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้  
เพ่ือเป็นแนวทางในการน ามาประยุกต์ใช้ทาง 
นิติวิทยาศาสตร์ในการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง
ชีววัตถุของมนุษย์ในดิน และเพ่ือประโยชน์ต่อ
การน าไปใช้ในการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคล 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ
สารเติมแต่ง (additive reagent) ที่ใช้ร่วมกับ
ชุดสกัดดีเอ็นเอในการสกัดดีเอ็นเอมนุษย์จาก
ตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนดินเหนียว 

 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

การรับรองจริยธรรมการวิจัย 

งานวิจัยนี้ได้รับการรับรองจริยธรรม
การวิจัยในคน จากคณะกรรมการจริยธรรมการ
วิจัยในคน มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ สาขา
วิทยาศาสตร์ เมื่อวันที่ 27 ธันวาคม พ.ศ.2567 
หนังสือรับรองเลขที่ 143/2567  

การเก็บตัวอย่างเลือด 

เก็บตัวอย่างเลือดโดยนักเทคนิค -
การแพทย์ ซึ่งได้รับจากอาสาสมัครเพศชาย
จ านวน 1 คน และเพศหญิง จ านวน 1 คน 
ปริมาตร 1-2 ml บรรจุลงในหลอดเก็บเลือดที่
มีสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA โดยอาสาสมัคร
เป็นกลุ่มบุคคลที่มีอายุตั้งแต่ 18 ปีขึ้นไป และมี
สุขภาพดี  ในการเก็บตัวอย่างได้ ให้ข้อมูล
เกี่ยวกับการวิจัย และขอความยินยอมในการ
เข้าร่วมงานวิจัยแก่อาสาสมัครด้วย  

การเก็บตัวอย่างดิน 

เก็บตัวอย่างดินเหนียวในพ้ืนที่อ าเภอ
ศรีมหาโพธิ จังหวัดปราจีนบุรี (13°57'52.1"N1 
01°27'07.0"E) ซึ่งมีคุณสมบัติทางกายภาพและ
ทางเคมีของดิน ดังภาพที่ 1 โดยเก็บที่ระดับ
ความลึกจากผิวหน้าดินประมาณ 5 เซนติเมตร 
น าดินตากแดดให้แห้งเป็นเวลา 3 วัน และน า
เศษวัชพืชออก จากนั้นบดดินให้พอละเอียด 
และน าเก็บรักษาไว้ ในภาชนะที่ปิดสนิทที่
อุณหภูมิห้อง[9] เพ่ือรอน าไปศึกษาข้ันต่อไป
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ภาพที่ 1  พิกัดต าแหน่ง คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของตัวอย่างดิน 
(ข้อมูลจาก สถานีพัฒนาที่ดินปราจีนบุรี ส านักงานพัฒนาที่ดินเขต 2 กรมพัฒนาที่ดิน) 
 
การเตรียมตัวอย่าง 

น าดินเหนียว ปริมาณ 0.1 กรัม บรรจุ
ลงในหลอด Microcentrifuge ขนาด 2 mL 
และหยดเลือด ปริมาตร 20 ul ลงบนดิน 
จากนั้นผสมตัวอย่างเข้าด้วยกัน ซึ่งตัวอย่าง
เลือดของแต่ละเพศเตรียมซ้ า 2 ตัวอย่าง รวม
ทั้งหมด 4 ตัวอย่างต่อการทดลอง 

การเตรียมขั้นตอนก่อนการสกัดดีเอ็นเอ 
น าตัวอย่างที่ เตรียมก่อนหน้านี้ เติม

สารเติมแต่ง ได้แก่ 1%(w/v) SDS, 0.5%(w/v) 
KH 2PO 4,  0 .5%(w/v) Sk im milk และ 
Nuclease free water ปริมาตร 250 ul ลงใน
ตัวอย่าง โดยเติม 1 ชนิดต่อ 1 ตัวอย่าง จากนั้น
ผสมสารให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารแบบ 
Vortex (Vortex Mixer) เป็นเวลา 10 นาที 
ส าหรับกลุ่มควบคุมจะไม่มีการเติมสารเติมแต่ง
ลงในตัวอย่าง 

การสกัดดีเอ็นเอ 

น าตัวอย่างทั้งหมดที่เตรียมก่อนหน้านี้
มาท าการสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดน้ ายา QIAamp 

DNA Mini kit (Qiagen, Germany) โดยเติม 
AL buffer ปริมาตร 200 ul และ Proteinase 
K ปริมาตร 20 ul ลงในหลอดทดลองของแต่ละ
ตัวอย่าง ผสมสารละลายให้เข้ากันด้วยเครื่อง
ผสมสารแบบ Vortex และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
56 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  จากนั้นท าการสกัด
ดีเอ็นเอตามวิธีที่ระบุในชุดสกัด 

การวัดปริมาณดีเอ็นเอ 

วัดปริมาณตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้
ด้วยเทคนิค Real-time PCR โดยชุดน้ ายา 
PowerQuant System (Promega, USA)   
ซึ่งลดปริมาตรของปฏิกิริยาลงครึ่งหนึ่ง (half-
reaction) ส าหรับการเตรียมตัวอย่าง และ
ค านวณผลด้วยโปรแกรม PowerQuant 
Analysis software  

การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของสาร 
เติมแต่งแต่ละชนิดที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนดินเหนียวจากปริมาณ
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ดีเอ็นเอที่สกัดได้ แล้ววิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
โดย Kruskal-Walli’s test เพ่ือระบุสารเติม
แต่งที่สามารถช่วยเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้มาก
ที่สุด และ Mann-Whitney U test เ พ่ือ
เปรียบเทียบความแตกต่างของการใช้สาร 
เติมแต่งต่างชนิดกันกับกลุ่มควบคุม ซึ่งก าหนด
ระดับนัยส าคัญทางสถิติที่ p-value <0.05 
และวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม GraphPad 
Prism 10 

ผลการวิจัย 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการใช้
สารเติมแต่งในการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดที่
ปนเปื้อนดินเหนียว 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการ
ใช้สารเติมแต่งต่าง ๆ ในการสกัดดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนดินเหนียวกับกลุ่ม
ควบคุม (control) ซึ่งไม่มีการเติมสารเติมแต่ง
ในการสกัดดีเอ็นเอจากดิน พบว่า สารเติมแต่ง 

ได้แก่ 1%(w/v) SDS, 0.5%(w/v) KH2PO4 
และ 0.5%(w/v) Skim milk มีแนวโน้มช่วย
เพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได้ เนื่องจากมี
ค่ า เฉลี่ ยของปริมาณดี เ อ็น เอเ พ่ิมขึ้ น เมื่ อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (ภาพที่ 2) โดยสาร
เติมแต่ง KH2PO4 มีแนวโน้มที่ประสิทธิภาพใน
การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดในดินเหนียว
สูงสุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p=0.006)     
ซึ่งมีค่ามัธยฐาน (5.150) และค่าคะแนนอันดับ
เฉลี่ ย  (mean rank=15 .13 )  สู งสุ ด เมื่ อ
เปรียบเทียบกับสารเติมแต่งอ่ืน ๆ และกลุ่ม
ควบคุม สารเติมแต่ง SDS และ Skim milk มี
ประสิทธิภาพรองลงมา ซึ่งมีค่ามัธยฐาน และค่า
คะแนนอับดับเฉลี่ยสูงตามล าดับ นอกจากนี้ 
SDS มีค่าคะแนนอันดับเฉลี่ย (mean rank= 
15.00) ซ่ึงใกล้เคียงกับ KH2PO4 ในทางกลับกัน 
ก า ร เ ติ ม  N u c l e a s e  f r e e  w a t e r  มี
ประสิทธิภาพในการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดใน
ดินเหนียวต่ าสุด (ตารางท่ี 1) 

ตารางที่ 1  การเปรียบเทียบอันดับค่าเฉลี่ยปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยการใช้สารเติมแต่งต่างๆ กับ
กลุ่มควบคุม (Kruskal Walli’s test) 

ตัวอย่าง สารเตมิแต่ง Mean ± SD  Median Mean 
Rank Rank p-value 

เลือด
ผสมดิน
เหนียว
(n=4) 

ไม่มีสารเติมแต่ง (Control) 0.125±0.150  0.100(0.000-0.300) 5.50 4 0.006** 
1%(w/v) SDS  5.350±5.603 3.600(0.700-13.500)  15.00 2 0.006** 
0.5%(w/v) KH2PO4 5.100±3.716  5.150(0.500-9.600)  15.13 1 0.006** 
0.5%(w/v) Skim milk  3.725±4.218  2.300(0.500-9.800)  13.38 3 0.006** 
Nuclease free water  0.000±0.000  0.000(0.000-0.000)  3.50 5 0.006** 

(** p-value < 0.01) 

สารเติมแต่ง SDS, KH2PO4 และ Skim 
milk มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p=0.029) กับกลุ่มควบคุม อย่างไรก็ตาม 
ปริมาณของดี เ อ็นเอที่สกัดได้ด้วยการ เติม
สารเติมแต่งเหล่านี้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ แสดงให้เห็นว่า สารทั้งสามชนิดนี้มี

ประสิทธิภาพใกล้เคียงกันในการสกัดดีเอ็นเอ 
ในทางกลับกัน การเติม Nuclease free water 
ไม่สามารถช่วยเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้   
ซึ่งมีค่าเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอต่ า และไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญกับกลุ่ม
ควบคุม (ภาพท่ี 2, ตารางที่ 2) 
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ภาพที่ 2  การเปรียบเทียบปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได้จากเลือดในดินเหนียวด้วยการใช้สารเติมแต่ง
ต่าง ๆ กับกลุ่มควบคุม (*p-value < 0.05)

ตารางท่ี 2  การเปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ด้วยการใช้สารเติมแต่งต่าง ๆ 
กับกลุ่มควบคุม (Mann-Whitney t-test) 

ตัวอย่าง สารเติมแต่ง 

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดไดโ้ดยใช้สารเติมแต่ง  
(α = 0.05) 

1%(w/v) 
SDS 

0.5%(w/v) 
KH2PO4 

0.5%(w/v) 
Skim milk 

Nuclease 
free water 

เลือดผสม 
ดินเหนียว 
(n=4) 

ไม่มีสารเติมแต่ง (Control) 0.029* 0.029* 0.029* 0.429 
1%(w/v) SDS  0.800 0.457 0.029* 
0.5%(w/v) KH2PO4   0.771 0.029* 
0.5%(w/v) Skim milk    0.029* 

(*p-value < 0.05)

การศึกษาผลกระทบที่มีต่อปฏิกิริยา Real-
time PCR ของการใช้สารเติมแต่งในการ
สกัดดีเอ็นเอ 

การประเมินประสิทธิภาพของตัวอย่าง
ดีเอ็นเอที่สกัดได้ในการใช้สารเติมแต่งต่าง ๆ 
ด้วยการวิเคราะห์ค่า IPC cq (Internal PCR 
control) ของตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จากการ
วัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Real-time PCR  
ซึ่งเป็นค่าที่สามารถประเมินการมีอยู่ของสาร
ยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR inhibitors) ใน
ตัวอย่างดีเอ็นเอ จากตารางที่ 3 พบว่า ตัวอย่าง

เลือดบริสุทธิ์ ซึ่งไม่มีดินและสารเติมแต่ง มีค่า 
IPC cq เฉลี่ยที่ 21.130±0.227     ซึ่งเป็นค่าที่
แสดงถึงการขยายสัญญาณพีซีอาร์ได้ตามปกติ 
และไม่มีการยับยั้งปฏิกิริยา Real-time PCR 
ส าหรับตัวอย่างดีเอ็นเอของกลุ่มควบคุม ซึ่งไม่มี
การเติมสารเติมแต่งมีค่าเฉลี่ย IPC Cq เฉลี่ย
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (10.430 ± 12.050) 
แสดงถึงการรบกวนปฏิกิริยา Real-time PCR 
เนื่องมาจากสารยับยั้ งในดินเหนียวที่ อาจ
ปนเปื้อนอยู่ในตัวอย่างดีเอ็นเอ ในการเติม 
SDS, KH2PO4 และ Skim milk ช่วยเพ่ิม
ค่าเฉลี่ย IPC cq (21.000±0.088, 20.950± 
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0.287 และ 20.810±0.120 ตามล าดับ) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ทั้งนี้ มีค่าเฉลี่ย
ใกล้เคียงกับตัวอย่างเลือดบริสุทธิ์ แสดงถึงการ
เติมสารเติมแต่งเหล่านี้ในการสกัดดีเอ็นเอจาก
ดิน สามารถช่วยลดผลกระทบของการเกิดสาร
ยับยั้ ง ในดินเหนียวที่ปนเปื้ อนในตัวอย่ าง 
ดีเอ็นเอได้  อย่างไรก็ตาม การเติม Nuclease 
free water มีค่าเฉลี่ย IPC cq ของตัวอย่าง 

ดีเอ็นเอต่ า แสดงถึง Nuclease free water ไม่
สามารถช่วยลดผลกระทบของการเกิดสาร
ยับยั้ ง ในดินได้   ท าให้ ในตัวอย่างดี เ อ็นเอ 
มีการปนเปื้อนของสารยับยั้งในดินเหนียว 
ส่งผลต่อการขยายสัญญาณพีซีอาร์  ท าให้
ปฏิกิริยา Real-time PCR ไม่สามารถท างานได้
ตามปกติ

ตารางท่ี 3  ค่าเฉลี่ย IPC cq ของตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากการใช้สารเติมแต่งต่าง ๆ  

ตัวอย่าง สารเติมแต่ง 
IPC cq (cycles) 

Minimum Maximum Mean ± SD 
เลือด (n=4)   - 20.90 21.34 21.130±0.227  

เลือดผสม 
ดินเหนียว 
(n=4)   

ไม่มีสารเติมแต่ง (Control) 0.00 21.41 10.430±12.050 
1%(w/v) SDS  20.60 21.30 20.950±0.287  
0.5%(w/v) KH2PO4  20.70 20.97 20.810±0.120  
0.5%(w/v) Skim milk  20.90 21.09 21.000±0.088 
Nuclease free water  0.00 0.00 0.00±0.00  

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

ผลการศึกษาวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า 
ตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนดินเหนียวมีผลให้
ปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได้ลดลง และมีการ
ปนเปื้อนของสารยับยั้งในดินที่ส่งผลกระทบต่อ
ประสิทธิภาพการท างานของปฏิกิริยา Real-
time PCR  เนื่องจากภายในดินเหนียวประ- 
กอบด้วยสารอินทรีย์ และแร่ธาตุมากมายที่เป็น
สารยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR inhibitors) 
เช่น Humic acid เป็นสารอินทรีย์ที่สามารถ 
จับกับโมเลกุลของดีเอ็นเอได้โดยตรง ท าให้เกิด
การรบกวนการท างานของเอนไซม์  DNA 
polymerase ในปฏิกิริยา Real-time PCR 
และประกอบด้วย Kaolinite ซึ่งเป็นแร่ดิน
เหนียวที่สามารถดูดซับดีเอ็นเอผ่านกลไกการ
แลกเปลี่ยนประจุบวกภายในดิน โดยอาศัย
ประจุบวก (cation) ที่อยู่บนพ้ืนผิวของอนุภาค
ดิน  เช่น  แคลเซียมไอออน ( Ca 2+)  และ

แมกนีเซียมไอออน (Mg2+) ซึ่งท าหน้าที่เป็น
สะพานเชื่อมระหว่างหมู่ฟอสเฟตของโมเลกุล  
ดีเอ็นเอกับแร่ของดิน  อีกทั้งหมู่ไฮดรอกซิล 
(OH groups) ของแร่ออกไซด์ในดิน เช่น 
อะลูมิเนียมออกไซด์ (Aluminium oxide) และ
เหล็กออกไซด์ (Ferric or Ferrous oxide) ที่
สามารถจับกับหมู่ฟอสเฟตของโมเลกุลดีเอ็นเอ
ได[้2-3, 10] นอกจากนี้ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
ของดินยั งมี ผลต่ อความสามารถในการ 
ดูดซับดีเอ็นเอ  ท าให้ดินสามารถยึดจับกับ
โมเลกุลของดีเอ็นเอได้ ซึ่งดินที่มีค่า pH ต่ ากว่า 
5.5 จะสามารถดูดซับดี เ อ็นเอได้สู ง [7 , 11]

ตัวอย่างดินเหนียวที่ใช้ในการวิจัยนี้มีค่า pH อยู่
ในช่วง  4.5-5.5  จึงมีแนวโน้มที่ดินจะสามารถ
ดู ดซับดี เ อ็น เอ ได้ ดี   ด้ ว ย เหตุนี้ จึ งท า ให้
ประสิทธิภาพในการสกัดดีเอ็นเอลดลง และ
ส่งผลกระทบต่อความแม่นย าในการตรวจ
วิเคราะห์ดีเอ็นเอทางด้านนิติพันธุศาสตร์  



บทความวิจยั [TUH Journal online  Volume 10 No.2  May – August 2025] 
 

 

 
227 

 

  

ในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ
สารเติมแต่ งที่ ใช้ ในการสกัดดี เ อ็นเอจาก
ตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนดินเหนียวร่วมกับชุด
สกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป พบว่า การเติมสาร 
เติมแต่ง ได้แก่ 1%(w/v) SDS, 0.5%(w/v) 
KH2PO4 และ 0.5%(w/v) Skim milk มี
แนวโน้มช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการสกัด 
ดีเอ็นเอ โดยการเติม KH2PO4 ในสกัดดีเอ็นเอมี
ค่าเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้สูงสุด
อย่างมีนัยส าคัญ รองลงมาคือ SDS และ Skim 
milk ตามล าดับ  ทั้งนี้พบว่า KH2PO4 และ SDS 
มีค่าเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ใกล้เคียง
กัน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Guerra et 
al. ในปี ค.ศ. 2020[7] ที่ประยุกต์ใช้ SDS ซึ่ง
เป็นสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุลบ (strong 
anionic) และ Phosphate buffer ในการสกัด
ดีเอ็นเอจากตัวอย่างดิน สารเหล่านี้สามารถ
ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการสกัดดีเอ็นเอจาก
ดินได้ และตัวอย่างดีเอ็นเอมีความเหมาะสมต่อ
การน าไปวิเคราะห์ดีเอ็นเอ รวมทั้งผลของการ
ใช้ Skim milk ที่สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Hirashima et al. ในปี ค.ศ. 2022[6] พบว่า
ฟอสเฟตไอออนใน Skim milk สามารถจับกับ
หมู่ไฮดรอกซิลของแร่ในดินแทนดีเอ็นเอได้ จึง
สามารถช่วยเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดจาก
ดินได้  จากกลไกที่กล่าวมาข้างต้น สารทั้งสาม
ชนิดนี้มีองค์ประกอบที่มีหมู่ฟอสเฟตหรือ 
ประจุลบ จึงสามารถแข่งขันกับดีเอ็นเอใน   
การแย่ งจับกับสารยับยั้ ง ในดินได้อย่ า งมี
ประสิทธิภาพ จึงส่งผลให้ดีเอ็นเอถูกปลดปล่อย
ออกมาสู่สารละลายในกระบวนการสกัดดี - 
เอ็นเอมากขึ้น นอกจากนี้ผลการตรวจวัด IPC 
cq ของการวัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
Real-time PCR พบว่า KH2PO4 , SDS และ 
Skim milk สามารถลดผลกระทบของสาร
ยับยั้งในดินที่มีต่อการท างานของเอนไซม์ DNA 
polymerase ในปฏิกิริยา Real-time PCR ได้ 

ส าหรับ Nuclease free water เป็นน้ าบริสุทธิ์
ที่นิยมใช้ในห้องปฏิบัติการด้านชีวโมเลกุล 
โดยทั่วไปนิยมใช้จัดการสารยับยั้งในตัวอย่าง 
ดีเอ็นเอด้วยวิธีการเจือจาง (dilution) ใน
งานวิจัยนี้น าน้ า Nuclease free water 
ประยุกต์ใช้เป็นสารเติมแต่งในการสกัดดีเอ็นเอ
ร่วมกับชุดสกัดดีเอ็นเอในขั้นตอนการสลาย
เซลล์  จากผลการศึกษาพบว่า Nuclease free 
water สามารถสกัดดีเอ็นเอได้ปริมาณต่ า และ
ส่งผลให้เกิดการรบกวนปฏิกิริยา Real-time 
PCR ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Saeki et 
al. ในปี ค.ศ. 2009[2] และ Crecchio et al. 
ในปี ค.ศ. 1998 [12] ที่กล่าวว่า ดีเอ็นเอที่ถูก 
ดูดซับด้วยสารอินทรีย์ในดินไม่สามารถสกัดได้
ด้วยน้ า ทั้งนี้ แม้น้ าจะเป็นองค์ประกอบหนึ่งใน
สารละลาย ซึ่งเป็นตัวช่วยหรือตัวท าละลายที่ดี 
อย่างไรก็ตาม น้ าไม่สามารถเป็นสารเติมแต่งที่
ช่วยในการยึดจับกับองค์ประกอบของดินได้
โดยตรง  ดังนั้น การใช้น้ าเพ่ือเจือจางตัวอย่าง 
ดีเอ็นเอภายหลังกระบวนการการสกัดดีเอ็นเอ 
จึงเป็นแนวทางที่เหมาะสมมากกว่าส าหรับการ
ลดความเข้มข้นของสารยับยั้ ง ในตัวอย่าง 
ดีเอ็นเอ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Wang 
et al. ในปี ค.ศ. 2017[8] ที่ศึกษาผลของการ
เจือจางตัวอย่างดีเอ็นเอด้วยน้ าในระดับความ
เข้มข้นต่าง ๆ เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
ลดผลกระทบจากสารยับยั้ งที่ปนเปื้ อนใน
ตัวอย่าง และท าให้สามารถน าตัวอย่างเข้าสู่การ
วิเคราะห์ดีเอ็นเอได้อย่างมีประสิทธิภาพ จะ
เห็น ได้ ว่ า  KH 2PO 4 เป็นสาร เติมแต่ งที่ มี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการเพ่ิมปริมาณของ 
ดีเอ็นเอที่สกัดได้ และช่วยลดผลกระทบของ
สารยับยั้งในดินในตัวอย่างดีเอ็นเอ  ท าให้
ปฏิกิริยา Real-time PCR สามารถด าเนินการ
ต่อไปได้  อีกทั้งสามารถใช้ร่วมกับชุดสกัด 
ดีเอ็นเอส าเร็จรูปได้ในการสกัดดีเอ็นเอ  ดังนั้น 
KH2PO4 จึงเป็นตัวเลือกที่เหมาะสมส าหรับการ
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สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดที่ปนเปื้อนดิน
เหนียว และ SDS สามารถเป็นตัวเลือกเสริมใน
การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดที่ปนเปื้อนดินเหนียว
ได้  เนื่องจากมีประสิทธิภาพใกล้ เคียงกับ 
KH2PO4  

งานวิจัยนี้จึงสรุปได้ว่า การน าสารเติม
แต่ง (additive reagent) มาใช้ร่วมกับชุดสกัด
ดีเอ็นเอในการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดที่ปนเปื้อน
ในดินนั้น สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของการ
สกัดดีเอ็นเอได้และให้ปริมาณดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้น
ซึ่งเป็นประโยชน์แก่การน าไปใช้ในการตรวจหา
เอกลักษณ์บุคคลในงานทางนิติวิทยาศาสตร์
ต่อไป 

ข้อเสนอแนะ 

ในการศึกษาวิจัยในอนาคตเพ่ือพัฒนา
และปรับปรุงกระบวนการสกัดดีเอ็นเอมนุษย์
จากตัวอย่างดินให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น ควร
ศึกษาการทดลองกับตัวอย่างชีวภาพ และ
ตัวอย่างดินประเภทอ่ืน ๆ ที่อาจอยู่ในสถานที่ 
ที่ แตกต่างกัน เ พ่ิม เติม เ พ่ือให้ ได้ ข้ อมู ลที่
ครอบคลุมถึงผลกระทบและประสิทธิภาพของ 
KH2PO4 ที่มีต่อตัวอย่างและสภาพแวดล้อมที่
แตกต่างกัน รวมทั้งศึกษาการใช้สารเติมแต่งอ่ืน 
ๆ ที่มีคุณสมบัติสามารถยึดจับกับองค์ประกอบ
ของดินแทนดีเอ็นเอได้ และศึกษาเพ่ิมเติม
ร่วมกับชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูปที่นิยมใช้ใน
หน่วยงานส าหรับการตรวจวิ เคราะห์ทาง 
ดีเอ็นเอในทางนิติวิทยาศาสตร์ 
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