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บทคัดย่อ


วัตถุประสงค์: เพื่อศึกษาความจำเพาะของเทคนิค real-time PCR ในการตรวจยืนยันคราบน้ำอสุจิ
 

ทางนิติเวชศาสตร์ 


วิธีดำเนินการวิจัย: ผู้วิจัยเก็บตัวอย่างเลือด น้ำลายและน้ำอสุจิจากอาสาสมัครจำนวน 18 ราย ตัวอย่างทั้งหมด 
 

54 ตวัอยา่งไดร้บัการตรวจวเิคราะหด์เีอน็เอ (forensic DNA typing) และเอม็อารเ์อน็เอ (messenger RNA;mRNA) 

โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใช้ชุดน้ำยาสำเร็จรูป GlobalFiler® PCR amplification และการตรวจวิเคราะห์ 

mRNA ผู้วิจัยได้ทำการทดสอบความจำเพาะของยีนโปรตามีนทู (Protamine 2 gene; PRM2) ต่อตัวอสุจิ 
 

โดยใช้ยีนบีตาทูไมโครโกลบูลิน (β-2-microglobulin gene; B2M) เป็นตัวควบคุมคุณภาพภายในของ
 

การตรวจวิเคราะห์


ผลการวิจัย: รูปแบบสารพันธุกรรม (forensic DNA profile) ของตัวอย่างเลือด น้ำลาย และน้ำอสุจิจากอาสาสมัคร

รายเดียวกันมีรูปแบบสารพันธุกรรมที่ตรงกันทุกประการ ตัวอย่างเลือด น้ำลายและน้ำอสุจิทั้ง 54 ตัวอย่างมี
 

การแสดงออกของยีน B2M ทุกตัวอย่าง และมีเพียงตัวอย่างน้ำอสุจิเท่านั้นที่มีการแสดงออกของยีน PRM2


สรุป:	 ยีน PRM2 มีประสิทธิภาพสูงในการเป็นตัวบ่งชี้ที่มีความจำเพาะต่อน้ำอสุจิ และเทคนิค real-time PCR เป็น

เทคนิคที่มีความเหมาะสมอย่างยิ่งในการนำมาใช้ตรวจยืนยันคราบน้ำอสุจิในสิ่งส่งตรวจทางนิติเวชศาสตร์ 
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Confirmatory Semen Detection Using Real-Time PCR 
Technique


Abstract

Objective: To study the specificity of real-time PCR technique for confirmatory semen detection


Methods: Eighteen samples each of blood, saliva, and semen were collected from 18 male 
volunteers. All 54 samples were subjected to forensic DNA typing and mRNA analysis. DNA 
templates were amplified using the GlobalFiler® PCR amplification kit. For mRNA analysis 
protamine 2 (PRM2), a sperm specific gene, was analyzed using β-2-microglobulin gene (B2M), 
a cellular housekeeping gene, as the internal control.


Results:	 DNA profiles of all blood, saliva and semen samples from the same volunteers 
demonstrated exactly similar profiles. For mRNA analysis, B2M was expressed in all 54 
samples but only the 18 semen samples showed specific amplification with PRM2.


Conclusions: PRM2 gene was a very effective marker for semen identification. Real-time PCR 
technique could be suitable for confirmatory detection of semen in medico-legal trace 
evidence collection.
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บทนำ

	 ในปัจจุบันการตรวจวัตถุพยานที่ได้จากผู้ป่วยคดีความ

ผิดทางเพศที่มีความสำคัญที่สุดคือการตรวจเพื่อยืนยันคราบ

น้ำอสุจิ เพื่อหาตัวอสุจิหรือส่วนประกอบของน้ำอสุจิโดยการ

ตรวจเพื่อยืนยันว่าเป็นน้ำอสุจินั้นสามารถตรวจได้หลายวิธี

ด้วยกัน เช่น การตรวจหาเอนไซม์แอซิดฟอสฟาเตส (acid 

phosphatase) การตรวจหาโพรสเตทสเปซิฟิคแอนติเจน 
 

(prostate-specific antigen) และการย้อมสีพิเศษชนิด
 

ต่าง ๆ เพื่อตรวจหาตัวอสุจิภายใต้กล้องจุลทรรศน์ การตรวจ

หาเอนไซม์แอซิดฟอสฟาเตสนั้นเป็นการตรวจในระดับ
 

คดักรอง มคีวามแปรปรวนในการแปลผลสงู และมกีารกำหนด

ระยะเวลาในการอ่านและแปลผลจึงอาจทำให้เกิดผลลบ

ปลอมได้1-3 และแม้ว่าเอนไซม์ชนิดนี้มีความเข้มข้นสูงในน้ำ

อสุจิ แต่ยังสามารถตรวจพบเอนไซม์ชนิดนี้ได้ในอุจจาระและ

พืชหลายชนิดส่งผลให้เกิดผลบวกปลอมได้เช่นกัน4 สำหรับ

การตรวจหาโพรสเตทสเปซิฟิคแอนติเจนจะให้ผลบวกภายใน 

48 ชั่วโมงหลังจากมีการหลั่งน้ำอสุจิ ดังนั้นหากมีการตรวจ

เกิดขึ้นหลังจาก 48 ชั่วโมงอาจทำให้เกิดผลลบปลอมได้ 5 ใน

การตรวจหาตัวอสุจิด้วยกล้องจุลทรรศน์ ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน

อาศัยหลักการย้อมสีพิเศษชนิดต่าง ๆ โดยวิธีการนี้ยังมีปัจจัย

ที่มีผลทำให้การตรวจพบตัวอสุจิลดลงคือ ระยะเวลาในการ

เก็บตัวอย่างและปริมาณของตัวอสุจิ6 นอกจากนี้ในกรณีที่

เป็นน้ำอสุจิของผู้ที่มีความผิดปกติ เช่น ผู้ที่เป็นหมันอาจ

ตรวจไม่พบตัวอสุจิ ทำให้เกิดความผิดพลาดในการแปลผลได้ 

ซึ่งในกรณีนี้จำเป็นต้องทำการทดสอบอย่างอื่นร่วมด้วยจึงจะ

สามารถแปลผลได้


	 จากเหตุผลที่กล่าวมาข้างต้นประกอบกับในขณะนี้

ประเทศไทยยังไม่มีการตรวจยืนยันคราบน้ำอสุจิที่เป็นการ

ตรวจในระดับยืนยัน ซึ่งจากงานวิจัยในต่างประเทศมีการนำ

ความรู้และเทคนิคทางอณูชีววิทยามาประยุกต์ใช้กับงานด้าน

นิติวิทยาศาสตร์ในการตรวจพิสูจน์ตัวอย่างทางชีวภาพ เช่น 

เลือด น้ำลาย น้ำอสุจิ เป็นต้น โดยเทคนิคที่นำมาใช้เป็นการ

ตรวจในระดับเอ็มอาร์เอ็นเอ เพื่อระบุถึงแหล่งที่มาของ

ตัวอย่างทางชีวภาพนั้น ๆ โดยมีการศึกษาพบว่าเทคนิค 

multiplex reverse transcriptase polymerase chain 

reaction (multiplex RT-PCR) สามารถระบุได้ว่าของเหลว

ที่นำมาตรวจวิเคราะห์มีน้ำอสุจิและเลือดปนอยู่ร่วมกัน7 และ

ยังมีการศึกษาเกี่ยวกับการตรวจยืนยันคราบน้ำอสุจิ โดยการ

ตรวจวิเคราะห์ยีนโปรตามีนวันร่วมกับยีนโปรตามีนทูด้วย

เทคนิค multiplex quantitative reverse transcriptase 

polymerase chain reaction (multiplex quantitative 

RT-PCR)8 และเทคนิค multiplex RT-PCR9 พบว่ายีนทั้ง 2 

ชนิดมีความจำเพาะต่อตัวอสุจิและยีนนี้ไม่ให้ผลบวกกับ

ตัวอย่างอื่นนอกจากน้ำอสุจิอีกด้วย


	 กลุ่มของยีนโปรตามีนอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 16 ของ

มนุษย์10 ประกอบด้วยยีนโปรตามีนวัน (protamine1; PRM

1) ยีนโปรตามีนทู (protamine2; PRM2) ยีน gene4 และ

ยีน TNP211 โดยยีนโปรตามีนวัน และยีนโปรตามีนทูทำ

หน้าที่สังเคราะห์โปรตีนโปรตามีนวัน (P1) และกลุ่มของ

โปรตีนโปรตามีนทู (P2) ตามลำดับ ซึ่งโปรตีนโปรตามีนวัน

พบได้ในสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังทุกชนิดและสัตว์เลี้ยงลูกด้วย

นม10, 12-14 ส่วนโปรตีนโปรตามีนทูพบได้ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วย

นมบางชนิด เช่น มนุษย์ และหนู10, 12, 14-16


	 ในช่วงท้ายของกระบวนการ spermiogenesis จะมี

การแทนที่ transition protein ด้วย phosphorylated 

protamine ทั้งโปรตีนโปรตามีนวันและโปรตีนโปรตามีนทู 

ส่งผลให้ 85 เปอร์เซ็นต์ของดีเอ็นเออสุจิจับอยู่กับโปรตีน
 

โปรตามีนในรูปของ nucleoprotamine complex และ 15 

เปอร์เซ็นต์ของดีเอ็นเออสุจิจับกับฮีสโตนหรือโปรตีนชนิด
 

อื่น ๆ17 ดีเอ็นเอของอสุจิจะขดตัวแน่นอยู่บริเวณส่วนหัวของ

อสุจิ หากมีปัจจัยภายนอกมารบกวนอาจส่งผลให้ตัวอสุจิมี

ความผิดปกติได้ ในบางกรณีที่ตัวอสุจิขาดโปรตีนโปรตามีน
 

ที่จับกับดี เอ็นเอจะทำให้ เกิดความผิดปกติ ในขั้นตอน 

chromatin packaging ทำให้เป็นหมันได้


	 โปรตีนโปรตามีนที่อยู่ในรูปของ nucleoprotamine 

complex มีส่วนช่วยให้ตัวอสุจิเคลื่อนที่ได้เร็วขึ้น ซึ่งช่วย
 

เพิ่มโอกาสในการผสมกับไข่ได้10 อีกทั้งยังช่วยป้องกันสาร

พันธุกรรมของอสุจิจากปัจจัยภายนอกที่สามารถทำลายสาร

พันธุกรรมได้18-21 


	 จากการศึกษาในอดีตยีนโปรตามีนทูมีระดับการ

แสดงออกของยีน (mRNA transcript levels) มากกว่ายีน

โปรตามีนวัน22 ประกอบกับมีการศึกษาเกี่ยวกับการ

แสดงออกของยีนโปรตามีนทูในตัวอย่างสารคัดหลั่งจาก

ร่างกายมนุษย์ชนิดต่าง ๆ โดยพบว่าในบางการศึกษามีการ
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วชิรเวชสารและวารสารเวชศาสตร์เขตเมือง

แสดงออกของยีนโปรตามีนทูในตัวอย่างน้ำอสุจิ และไม่พบ

การแสดงออกของยีนโปรตามีนทูในตัวอย่างประเภทอื่น ๆ7, 9 

เช่น เลือด (peripheral blood) เลือดประจำเดือน 
 

(menstrual blood) น้ำลาย สารคัดหลั่งจากช่องคลอด 
 

(vaginal secretion) เป็นต้น ขณะเดียวกันในบางการศึกษา

พบว่ามีการแสดงออกของยีนโปรตามีนทูในตัวอย่างอื่น

นอกเหนือจากน้ำอสุจิ8, 23 และยีนนี้ยังมีข้อจำกัดบางประการ 

เช่น ไม่พบการแสดงออกของยีนในตัวอย่างน้ำอสุจิที่ไม่มีตัว

อสุจิ ซึ่งในปัจจุบันยังไม่เคยมีการทดสอบความไวและความ

จำเพาะของยีนโปรตามีนทูในประเทศไทย ผู้วิจัยจึงมีความ

สนใจในการศึกษายีนดังกล่าว 





วิธีดำเนินการวิจัย

รูปแบบการวิจัย


	 การวิจัยนี้เป็นงานวิจัยเชิงทดลอง 





การคำนวณขนาดตัวอย่าง


	 จากการศึกษาในอดีตพบว่าเทคนิคการเพิ่มปริมาณ

สารพันธุกรรมในสภาพจริงสามารถนำมาใช้ในการตรวจ

ยืนยันคราบน้ำอสุจิได้และมีความจำเพาะค่อนข้างสูง8,9 ใน

การศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยจึงประมาณค่าความจำเพาะของเทคนิค

นี้ในการตรวจยืนยันน้ำอสุจิเท่ากับร้อยละ 90 ที่ระดับความ

เชื่อมั่นร้อยละ 95 เท่ากับ 90 ± 10% ซึ่งจากการคำนวณ

ด้านล่างจะได้ n (จำนวนตัวอย่างที่ไม่ใช่น้ำอสุจิ) คือ 35 

ตัวอย่าง


	 จากสูตร	 n	 =  	 Zα/2
2 pq

				               d2    

				    =	 (1.96)2 x (0.9) x (1-0.9)

					                 (0.1)2

				    =  	 34.5744 




	 ซึ่งจำนวน n คือ จำนวนตัวอย่างที่ไม่ใช่น้ำอสุจิ 
 

(ตัวอย่างเลือดและน้ำลาย) และเนื่องจากผู้วิจัยเก็บตัวอย่าง 

3 ชนิดจากอาสาสมัครแต่ละราย ได้แก่ ตัวอย่างเลือด 
 

น้ำลายและน้ำอสุจิ ดังนั้นจำนวนอาสาสมัครจึงเท่ากับ 
 

18 คน (35÷2)





เกณฑ์การคัดเข้า


	 อาสาสมัครเพศชายที่มีอายุระหว่าง 20-50 ปี 

เนื่องจากเป็นช่วงวัยเจริญพันธุ์ ไม่มีโรคประจำตัวและได้รับ

ความยินยอมเป็นลายลักษณ์อักษร





เกณฑ์การคัดออก


	 อาสาสมัครเพศชายที่มีความผิดปกติของระบบ

สืบพันธุ์ ซึ่งเป็นสาเหตุให้ไม่มีการหลั่งน้ำอสุจิหรือมีการหลั่ง

น้ำอสุจิแต่ไม่มีตัวอสุจิ





วิธีการวิจัย


	 การคำนวณขนาดตัวอย่างและกระบวนการเก็บตัว

อย่างรวมถึงระเบียบวิธีวิจัยได้รับการรับรองจากคณะ

กรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ศิริราช

พยาบาลและได้รับความยินยอมจากอาสาสมัครอย่างถูกต้อง

ตามหลักจริยธรรมการวิจัยในคนเรียบร้อยแล้ว


	 1. การเก็บตัวอย่าง


	 ตัวอย่างเลือด: ใช้การเจาะบริเวณปลายนิ้วและใช้ไม้

พันสำลีซับเลือดเป็นหยด ปล่อยให้ไม้พันสำลีแห้งที่อุณหภูมิ

ห้องและเก็บในซองกระดาษ


	 ตัวอย่างน้ำลาย: ให้อาสาสมัครบ้วนน้ำลายใส่ใน

ภาชนะที่จัดเตรียมให้ จากนั้นหยดน้ำลายปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ลงบนไม้พันสำลี ปล่อยให้ไม้พันสำลีแห้งที่

อุณหภูมิห้องและเก็บในซองกระดาษ


	 ตัวอย่างน้ำอสุจิ: อาสาสมัครเป็นผู้เก็บน้ำอสุจิด้วย

ตนเอง โดยเก็บในภาชนะที่จัดเตรียมให้และนำส่งผู้วิจัย ซึ่ง

จะนำน้ำอสุจิหยดลงบนสไลด์ เพื่อตรวจหาตัวอสุจิภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ เมื่อตรวจพบตัวอสุจิจะหยดน้ำอสุจิปริมาตร 

50 ไมโครลิตรลงบนไม้พันสำลี ปล่อยให้ไม้พันสำลีแห้งที่

อุณหภูมิห้องและเก็บในซองกระดาษ


	 2.	 การตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอ


	 การสกัดดีเอ็นเอของตัวอย่างเลือด น้ำลายและน้ำ

อสุจิใช้ชุดสกัด NucleoSpin® Tissue XS ตามคำแนะนำ

ของบริษัทผู้ผลิต นำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาวัดปริมาณด้วยเครื่อง 

Micro UV-Vis Fluorescence Spectrophotometer จาก

นั้นนำตัวอย่างดีเอ็นเอมาเพิ่มปริมาณในบริเวณที่สนใจ

จำนวน 24 ตำแหน่ง ได้แก่ CSF1PO, D3S1358, D5S818, 
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D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, 
 

D21S11, FGA, TH01, TPOX, vWA, Y indel, Amelogenin, 

DYS391, D2S441, D19S433, D22S1045, SE33, D10S

1248, D1S1656, D12S391 และ D2S1338 ด้วยชุดน้ำยา

สำเร็จรูป GlobalFiler® PCR amplification โดยใช้ดีเอ็นเอ

แม่แบบจำนวน 2 นาโนกรัมในปฏิกิริยาปริมาตร 25 

ไมโครลิตร ด้วยเครื่อง GeneAmp® PCR System 9700 

จำนวน 28 รอบ มีการควบคุมคุณภาพด้วยดีเอ็นเอควบคุม

คุณภาพเชิงบวก (DNA control 007 ความเข้มข้น 0.1 
 

นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) และตัวควบคุมคุณภาพเชิงลบ 
 

(negative control) นำตัวอย่างดีเอ็นเอและตัวควบคุม

คุณภาพที่เพิ่มปริมาณเรียบร้อยแล้วมาตรวจวิเคราะห์ด้วย

เครื่อง 3500xL genetic analyzer ควบคู่กับดีเอ็นเอ

มาตรฐาน (allelic ladder) โดยใช้ Hi-Di™ formamide 

จำนวน 9.6 ไมโครลิตร และ GeneScan™ 600 LIZ® size 

standard v2.0 จำนวน 0.4 ไมโครลิตร วิเคราะห์ผลด้วย

ซอฟท์แวร์ GeneMapper® ID-X เวอร์ชั่น 1.4


	 3.	 การตรวจวิเคราะห์อาร์เอ็นเอ


	 การสกัดอาร์เอ็นเอของตัวอย่างเลือด น้ำลายและน้ำ

อสุจิใช้ชุดสกัด NucleoSpin® RNA ตามคำแนะนำของ

บริษัทผู้ผลิต โดยใช้ Dithiothreitol ความเข้มข้น 1 โมลต่อ

ลิตร ในการย่อยสลายเยื่อหุ้มเซลล์ อาร์เอ็นเอที่สกัดได้จะถูก

วัดปริมาณด้วยเครื่อง Micro UV-Vis fluorescence 

spectrophotometer จากนั้นกำจัดดีเอ็นเอที่อาจปนเปื้อน

มาจากกระบวนการสกัดโดยนำตัวอย่างอาร์เอ็นเอมาทำ

ปฏิกิริยากับ genomic DNA wipeout buffer ตัวอย่างอาร์

เอ็นเอที่ ได้จะเป็นแม่แบบในกระบวนการสัง เคราะห์
 

คอมพลเีมนทารดีเีอน็เอ (complementary DNA) โดยใชอ้ารเ์อน็เอ

แม่แบบจำนวน 2 นาโนกรัม ในปฏิกิริยาปริมาตร 20 

ไมโครลิตร ของชุดน้ำยาสำเร็จรูป QuantiTect® reverse 

transcription ซึ่งประกอบด้วยไพรเมอร์ชนิด random, 

oligo dT ดีออกซีนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต เอนไซม์
 

รเีวริส์ทรานสครปิเตสและบฟัเฟอร ์มกีารควบคมุคณุภาพดว้ย

ตัวควบคุมคุณภาพเชิงลบ 2 ชนิด คือ ตัวควบคุมคุณภาพเชิง

ลบที่ไม่เติมเอนไซม์รีเวิร์สทรานสคริปเตสในปฏิกิริยา และตัว

ควบคุมคุณภาพเชิงลบที่ไม่เติมอาร์เอ็นเอแม่แบบในปฏิกิริยา 

เมื่อสิ้นสุดกระบวนการสังเคราะหจ์ะไดค้อมพลเีมนทารดีเีอน็เอ

สายเดี่ยว จากนั้นนำคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอและตัวควบคุม

คุณภาพเชิงลบมาเพิ่มปริมาณคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอด้วยชุด

น้ำยาสำเร็จรูป QuantiFast® probe assay โดยใช้
 

คอมพลเีมนทารดีเีอน็เอ จำนวน 2 นาโนกรมั ในปฏกิริยิาปรมิาตร 

20 ไมโครลิตร และใช้โพรบชนิดไฮโดรไลซิส ซึ่งติดฉลากด้วย

สารฟลูออเรสเซนต์ FAM และ IBFQ ที่ปลาย 3’ และ 5’ 

ของโพรบ ตามลำดับ คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอถูกเพิ่มปริมาณ

ด้วยเครื่อง real-time PCR LightCycler® 480 Real-Time 

PCR System ภายใต้สภาวะที่ผู้ผลิตกำหนดจำนวน 50 รอบ 

และวิเคราะห์ผลด้วยซอฟท์แวร์ LightCycler 480


	 4.	 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ


	 วเิคราะหข์อ้มลู โดยใช ้คา่ความจำเพาะ (specificity), 

ค่าทำนายผลบวก (positive predictive value), ค่าทำนาย

ผลลบ (negative predictive value) และค่าความถูกต้อง 
 

(accuracy) 





ผลการวิจัย

	 จากการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอของตัวอย่างทั้ง 54 

ตัวอย่างและตัวควบคุมคุณภาพพบว่าตัวควบคุมคุณภาพเชิง

ลบไม่ปรากฏรูปแบบสารพันธุกรรมใด ๆ และตัวควบคุม

คุณภาพเชิงบวกมีรูปแบบสารพันธุกรรมที่ตรงกับรูปแบบสาร

พันธุกรรมอ้างอิงจากบริษัทผู้ผลิต ตัวอย่างเลือด น้ำลายและ

น้ำอสุจิของอาสาสมัครรายที่ 1 ถึง 17 จำนวน 51 ตัวอย่าง 

สามารถระบุอัลลีลได้ครบทั้ง 24 ตำแหน่ง (full DNA 

profile) และพบว่ามีพีคที่ไม่สามารถระบุอัลลีลได้ด้วยชุด

น้ำยาสำเร็จรูป GlobalFiler® PCR amplification จำนวน 

3 พคีไดแ้ก ่ตวัอยา่งเลอืดเลขที ่18 (BL-18-D) จำนวน 1 พคี, 

ตัวอย่างน้ำลายเลขที่ 18 (SA-18-D) จำนวน 1 พีคและ

ตัวอย่างน้ำอสุจิเลขที่ 18 (SE-18-D) จำนวน 1 พีค (รูปที่ 1) 

เนื่องจากพีคดังกล่าวปรากฏอยู่นอกขอบเขตที่จะสามารถ

ระบุอัลลีลได้ (out of marker range: OMR) ซึ่งตัวอย่างทั้ง 

3 ตวัอยา่งขา้งตน้มาจากอาสาสมคัรรายที ่18 โดยพคีดงักลา่ว
 

อยู่ระหว่างขอบเขตของตำแหน่ง D5S818 และตำแหน่ง D

13S317 ที่ตำแหน่ง D5S818 ของตัวอย่างเลือดเลขที่ 18 

ตัวอย่างน้ำลายเลขที่ 18 และตัวอย่างน้ำอสุจิเลขที่ 18 

ปรากฏ 2 อัลลีลตรงกัน คือ อัลลีล 9 และ 11 ส่วนตำแหน่ง 

D13S317 ปรากฏ 1 อัลลีลที่ตรงกัน คือ อัลลีล 8
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วชิรเวชสารและวารสารเวชศาสตร์เขตเมือง

รูปที่ 1:	 พีค OMR (out of marker range) ของตัวอย่างเลือด (BL-18-D) น้ำลาย (SA-18-D) 
 

และน้ำอสุจิ (SE-18-D) จากอาสาสมัครรายที่ 18 ซึ่งพีค OMR อยู่ระหว่างขอบเขตของตำแหน่ง D5S818 

และ D13S317 โดย สามเหลี่ยมสีแดงแสดงถึงขอบเขตของแต่ละตำแหน่ง


	 จากการตรวจวิเคราะห์เอ็มอาร์เอ็นเอด้วยเทคนิค 

Real-time PCR พบว่ากราฟที่ปรากฏไม่มีการแสดงให้เห็น

ถึงการเพิ่มปริมาณของยีนบีตาทูไมโครโกลบูลินและยีน
 

โปรตามีนทูในตัวควบคุมคุณภาพเชิงลบที่ไม่เติมเอนไซม์
 

รีเวิร์สทรานสคริปเตสในปฏิกิริยา และตัวควบคุมคุณภาพเชิง

ลบที่ไม่เติมอาร์เอ็นเอแม่แบบในปฏิกิริยา ดังรูปที่ 2 และ 3 

จากการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างทั้ง 54 ตัวอย่าง พบว่ากราฟ

แสดงให้เห็นถึงการเพิ่มปริมาณของยีนบีตาทูไมโครโกลบูลิน

ในทุกตัวอย่าง นอกจากนี้กราฟยังแสดงให้เห็นถึงการเพิ่ม

ปริมาณของยีนโปรตามีนทูในตัวอย่างน้ำอสุจิ 18 ตัวอย่าง 
 

ในขณะที่ตัวอย่างเลือด 18 ตัวอย่างและตัวอย่างน้ำลาย 18 

ตัวอย่าง ปรากฏกราฟที่ไม่มีการแสดงให้เห็นถึงการเพิ่ม

ปริมาณของยีนโปรตามีนทูในตัวอย่างดังกล่าว 
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รูปที่ 2:   กราฟจากการเพิ่มปริมาณยีนบีตาทูไมโครโกลบูลินด้วยเทคนิค Real-time PCR จำนวน 50 รอบ ของ

ตัวอย่างเลือด ( ) น้ำลาย ( ) น้ำอสุจิ ( ) จากอาสาสมัครรายที่ 1 และตัวควบคุมคุณภาพเชิงลบ (negative 

control) ( แทน ตัวควบคุมคุณภาพเชิงลบที่ไม่เติมเอนไซม์รีเวิร์สทรานสคริปเตสในปฏิกิริยา และ  แทน 
 

ตัวควบคุมคุณภาพเชิงลบที่ไม่เติมอาร์เอ็นเอแม่แบบในปฏิกิริยา)


รูปที่ 3:   กราฟจากการเพิม่ปรมิาณยนีโปรตามนีทดูว้ยเทคนคิ Real-time PCR จำนวน 50 รอบ ของตัวอย่างเลือด ( ) 

น้ำลาย ( ) น้ำอสุจิ ( ) จากอาสาสมัครรายที่ 1 และตัวควบคุมคุณภาพเชิงลบ (negative control) (แทน ตัว

ควบคมุคณุภาพเชงิลบทีไ่มเ่ตมิเอนไซมร์เีวริส์ทรานสครปิเตสในปฏิกิริยา และ แทน ตัวควบคุมคุณภาพเชิงลบที่ไม่เติมอาร์

เอ็นเอแม่แบบในปฏิกิริยา)
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วชิรเวชสารและวารสารเวชศาสตร์เขตเมือง

	 จากการคำนวณค่าทางสถิติพบว่าเทคนิค real-time 

PCR มีความจำเพาะในการตรวจยืนยันคราบน้ำอสุจิเท่ากับ

ร้อยละ 100 และมีค่าทำนายผลบวก ค่าทำนายผลลบ และ

ค่าความถูกต้อง เท่ากับร้อยละ 100  (ตารางที่ 1)





วิจารณ์

	 ตัวอย่างเลือด น้ำลายและน้ำอสุจิรวม 54 ตัวอย่าง

แสดงรูปแบบสารพันธุกรรมของเพศชายจากการตรวจ

วิเคราะห์ดีเอ็นเอ (forensic DNA typing) และเมื่อ

เปรียบเทียบรูปแบบสารพันธุกรรมจากตัวอย่างเลือด น้ำลาย

และน้ำอสุจิของอาสาสมัครจำนวน 18 รายพบว่า รูปแบบ

สารพันธุกรรมที่ได้จากตัวอย่างเลือด น้ำลายและน้ำอสุจิของ

อาสาสมัครรายเดียวกันมีรูปแบบสารพันธุกรรมที่ตรงกันทั้ง 

24 ตำแหน่ง โดยในตัวอย่างเลือด น้ำลายและน้ำอสุจิของ

อาสาสมัครรายที ่18 พบพีค OMR เนื่องมาจากพีคดังกล่าว
 

เป็นอัลลีลที่พบได้น้อย (rare allele) ดังนั้นการศึกษา

เพิ่มเติมเกี่ยวกับความถี่อัลลีล (allele frequency) จะทำให้

สามารถระบุอัลลีลของพีค OMR ดังกล่าวได้อย่างถูกต้อง 

นอกจากนี้รูปแบบสารพันธุกรรมของอาสาสมัครแต่ละรายมี

ความแตกต่างกันจึงสามารถนำมาใช้ประโยชน์ในการตรวจ

วิเคราะห์เพื่อยืนยันตัวบุคคลได้


	 แม้การตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอจะมีประสิทธิภาพใน

การนำมาตรวจวิเคราะห์เพื่อยืนยันตัวบุคคล แต่การตรวจ

วิเคราะห์ดีเอ็นเอไม่สามารถระบุถึงแหล่งที่มาของตัวอย่าง
 

นั้น ๆ ได้ ว่าเป็นของเหลวชนิดใด ในบางกรณีการตรวจ
 

เพื่อระบุชนิดของเหลวต้องสงสัยถือเป็นสิ่งที่มีความสำคัญ 

ยกตัวอย่างเช่น การตรวจเพื่อยืนยันว่าเป็นคราบน้ำอสุจิใน

คดีข่มขืน เป็นต้น 


	 จากการใช้เทคนิค Real-time PCR ตรวจวิเคราะห์

เอม็อารเ์อน็เอ พบวา่ตวัอยา่งทัง้ 54 ตวัอยา่ง มกีารแสดงออก
 

ของยีนบีตาทูไมโครโกลบูลิน เนื่องจากเป็น housekeeping 

gene24-27 และพบว่ามีการแสดงออกของยีนโปรตามีนทูอย่าง

จำเพาะในตัวอย่างน้ำอสุจิ ขณะที่ไม่พบการแสดงออกของยีน

ชนิดนี้ในตัวอย่างเลือดและน้ำลาย โดยผลที่ได้รับจากงาน

วิจัยนี้มีความสอดคล้องกับผลงานวิจัยก่อนหน้า7, 8, 23 


	 ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่ายีนโปรตามีนทูเป็นยีนที่มี

ประสิทธิภาพในการนำมาใช้เป็นตัวบ่งชี้ที่มีความจำเพาะต่อ

น้ำอสุจิ และเทคนิค Real-time PCR เป็นเทคนิคที่มีความ

เหมาะสมในการนำมาใช้ตรวจยืนยันคราบน้ำอสุจิในสิ่งส่ง

ตรวจทางนิติวิทยาศาสตร์
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ตารางที่ 1:
จำนวนตัวอย่างเลือด น้ำลายและน้ำอสุจิที่พบการแสดงออกของยีนโปรตามีนทู (real-time PCR บวก) และไม่พบการ

แสดงออกของยีนโปรตามีนทู (real-time PCR ลบ) จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Real-time PCR



 เลือดและน้ำลาย 


(36 ตัวอย่าง)


น้ำอสุจิ 


(18 ตัวอย่าง)


Real-time PCR บวก
 0 (0%)
 18 (100%)


Real-time PCR ลบ
 36 (100%)
 0 (0%)
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