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บทคัดยอ สาขานิติเวช โรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ มีการเก็บหยดเลือดของผูเสียชีวิตที่เสียชีวิตไมเกิน

24 ชั่วโมง ลงบนกระดาษกรอง Whatman เพ่ือลดพื้นที่ในการจัดเก็บและลดการเนาเสียของวัตถุพยาน การศึกษานี้มี

วตัถปุระสงคเพือ่ศกึษาปริมาณและคณุภาพของดีเอน็เอทีส่กดัจากตวัอยางเลอืดบนกระดาษซับทีเ่กบ็รกัษาไวเปนระยะเวลา 1−5 ป 

จํานวน 49 ตัวอยาง ผลการวัดความเขมขนและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260/280 nm พบมีความเขมขน

ในชวง 6.10−200.60 ng/µl  และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอระหวาง 1.04−1.56 การวิเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธี real-time 

PCR พบมีความเขมขนดีเอ็นเอในชวง 0.24−66.32 ng/µl โดยมีคา degradation index ในชวง 1.00−5.02  คา male 

degradation index ในชวง 0.50−1.90 ซึ่งอยูในคายอมรับได แตมีคา inhibition index ในชวง 7.26−34.88 และ

คา mixture index ในชวง 3.61−6.20 ซึ่งมากกวากวาคายอมรับได  ผลการศึกษาน้ีพบวาดีเอ็นเอมีแนวโนมเสื่อมสภาพ

เพิ่มมากขึ้นตามระยะเวลาการเก็บตัวอยางเลือดบนกระดาษซับที่มากขึ้นในชวงการศึกษา 1-5 ป แตยังมีปริมาณเพียงพอ

ตอการนําไปใชการตรวจพิสูจนระบุตัวบุคคล การพัฒนาตอเนื่องใหมีวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพเพื่อกําจัดสารยับย้ัง 

จะชวยใหการนําตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดจากการเก็บตัวอยางเลือดบนกระดาษซับไปใชงานทางนิติเวชไดอยางมีคุณภาพ

มากยิ่งขึ้นตอไป

คําสําคัญ: หยดเลือดบนกระดาษกรอง, การเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอ, นิติเวช



201วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 65 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2566
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บทนํา

การตรวจพิสูจนบุคคล เปนการใชความรูทาง

วิทยาศาสตรแขนงตาง ๆ  เพื่อตรวจพิสูจนและระบุ

ตวับคุคลทัง้ผูทีมี่ชวิีตและเสยีชวิีต โดยใชศพ โครงกระดกู 

ชิน้เนือ้ และเลือด ตลอดจนคราบตาง ๆ  ท่ีเปนสารคดัหลัง่

ของมนุษย เปนวัตถุพยานทางชีวภาพที่ใชสกัดดีเอ็นเอ

เพ่ือการตรวจพสิจูนบคุคลและตรวจหาความสมัพนัธทาง

สายเลือดในครอบครัวเดียวกันและในระดับเครือญาติ

ซึง่การดำเนนิการทุกขัน้ตอนในกระบวนการตรวจดเีอ็นเอ

ตองมีความนาเชื่อถือ แมนยำ เพื่อนำผลตรวจไปใชใน

กระบวนการยุติธรรมได คุณภาพของดีเอ็นเอจึงเปน

สิง่สำคญั ดเีอน็เอทีส่กดัจากตวัอยางตองมปีรมิาณเพยีงพอ

มีความบริสุทธิ์ และไมมีสารหรือตัวอยางอื่นปนเปอน 

สาขานิติเวช โรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ 

ดำเนินการการเก็บตัวอยางวัตถุพยาน โดยเก็บตัวอยาง

เลอืดผูเสยีชวิีตท่ีเสียชวิีตไมเกนิ 24 ชัว่โมง กรณีไมสามารถ

เก็บเลือดไดจะเก็บชิ้นสวนเน้ือเยื่อหรือกระดูกแทน 

ปญหาที่พบจากการเก็บตัวอยางวัตถุพยานทางชีวภาพ 

ไดแก การเส่ือมสลายของตัวอยาง ท่ีมีผลตอคุณภาพ

ของดีเอ็นเอจากปจจัยตางๆ จึงเปนขอจำกัดและปญหา

ในกรณีที่ตองมีการรื้อคดีหรือการตรวจพิสูจนวัตถุพยาน

ใหมอีกครั้ง การเนาเสียของวัตถุพยานท่ีเกิดขึ้นเอง

ตามธรรมชาติระหวางนำสงวัตถุพยานใหกับพนักงาน

สอบสวน และการจัดเก็บวัตถุพยานชนิดหลอดเลือด

ที่ตองใชตูเย็นในการจัดเก็บใชพื้นท่ีมากและสิ้นเปลือง

พลังงานไฟฟาในการเก็บรักษา การเก็บตัวอยางเลือด

โดยใชกระดาษพิเศษ FTA card จึงเปนทางเลือก

ที่มีประสิทธิภาพ สามารถเก็บตัวอยางเลือดจากศพไวได

นานมากกวา 16 ป(1) แตมีราคาแพง

ในป พ.ศ. 2556 สาขานิติเวช โรงพยาบาล

ธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ เริ่มเก็บหยดเลือดบน

กระดาษกรอง Whatman (dried blood spot: DBS) แทน

การเก็บในหลอดเลือดและเก็บไวในซองสำหรับเตรียม

นำสงใหพนักงานสอบสวนตอไป เพื่อลดพื้นที่ในการ

จัดเก็บและลดการเนาเสียของวัตถุพยาน(2−7) คณะผูวิจัย

มีวัตถุประสงคศึกษาคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดที่สกัดจากกระดาษกรองดังกลาว มีชวง

การเก็บรักษา 1−5 ป เพ่ือใหทราบถึงการเสื่อมสภาพ

ของตัวอยางดีเอ็นเอในระยะเวลาการเก็บเลือดสำหรับ

พัฒนามาตรฐานการจัดเก็บวัตถุพยาน 

วัสดุและวิธีการ 

กลุมตัวอยาง

ตัวอยางเลือดเก็บจากผูเสียชีวิตที่เสียชีวิตไมเกิน 

24 ช่ัวโมง เก็บรกัษา ณ หองผาศพ สาขานติเิวช โรงพยาบาล

ธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 

ศนูยรงัสติ ระหวางป พ.ศ. 2558–2562 ปละ 10 ตวัอยาง 

(เพศชาย เทากับ เพศหญิง เทากับ 5 ตัวอยาง) เมื่อครบ

5 ป ไดตัวอยางเลือดจากศพเพศชาย จำนวน 25 ราย

และเพศหญิง จำนวน 24 ราย รวม 49 ตัวอยาง โดย

การเก็บตัวอยางเลือดจากการเจาะหลอดเลือดดำบริเวณ 

ขาหนีบ (femoral vein) ปริมาตร 3−5 มิลลิลิตร ใสใน

หลอดทีม่ ีEDTA เปนสารกันเลอืดแขง็ (EDTA-blood) 

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

การเก็บ DBS โดยดูดเลือดจากหลอด EDTA-

blood หยดลงบนกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 

(Cytiva, China) ขนาดเสนผานศนูยกลาง 70 มลิลเิมตร 

จำนวน 5 หยด หยดละประมาณ 50 ไมโครลิตร และ

ปลอยไวใหแหงในอุณหภูมิหอง 24 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บ

รักษาในอุณหภูมิหอง (25–30 องศาเซลเซียส)  

การสกัดดีเอ็นเอ

สกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดน้ำยาสำเร็จรูป QIAamp 

DNA Mini Kit (QIAGEN, Germany) โดยตัด 

DBS ขนาด 3×3 มิลลิเมตร จำนวน 1 ชิ้น ตอ 1 ราย

ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ทำการสกัด

ตามวิธีการของคูมือชุดน้ำยาไดตัวอยางดีเอ็นเอ 50 µl

และเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

การวัดความเขมขนของดีเอ็นเอ

นำดเีอน็เอทีส่กดัวดัคาการดดูกลนืแสงดวยเครือ่ง

UV-VIS Spectrophotometer (Biophotometer

รุน Basic, Eppendorf, Germany) ที่ความยาวคลื่น 

230, 260 และ 280 นาโนเมตร(8)  จำนวน 3 ครัง้ หาคาเฉลีย่
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DNA from Dried Blood Spots in Forensic Case Work  Thanitchet Khetkham and Tossanai Pipatchotitham

ปริมาณดีเอนเอเปนนาโนกรัมตอไมโครลิตร และ

คา 230/260  และ 260/280 ratio

การวเิคราะหคณุภาพดเีอน็เอดวยวธิ ีreal-time PCR

นำดี เอ็นเอที่ สกัดไดมาเพิ่มปริมาณโดยวิธี

real-time PCR  โดยใชไพรเมอร (primer) ตอ 

autosomal short tandem repeat (STR) markers  

ตรงตำแหนง 4NS1C gene(9,10) ดวยชุดน้ำยาทดสอบ

สำเร็จรูป Investigator® Quantiplex® Pro Kit 

(QIAGEN, Germany) และนำไปวิเคราะหดวยเครื่อง 

real-time PCR (Rotor-Gene®-Pure Detection, 

QIAGEN, Germany) ซ่ึงมี software คำนวนอตัโนมตัิ

สำหรับคุณภาพดีเอ็นเอใน parameter ตาง ๆ  ดังนี้

คา degradation index เปนคาการเสื่อมสภาพ

ของดเีอน็เอ) จะเปนการคำนวณอตัราสวนระหวาง human

target แบบ large autos ที่มีขนาดของ PCR product 

เทากับ 353 base pair (bp) และ human target 

แบบ small autos ที่มีขนาดของ PCR product เทากับ

91 bp หากมีการแตกหักหรือการเสื่อมสภาพหรือ

การยอยสลายของดีเอ็นเอมาก ชิ้นสวนของดีเอ็นเอ

จะมีขนาดเล็ก การคำนวณสัดสวนของขนาดชิ้นสวน

ดีเอ็นเอขนาดใหญและขนาดเล็ก จึงใชเปนดัชนีช้ีวัด

การเสื่อมสภาพหรือการยอยสลายของชิ้นสวนดีเอ็นเอ

ในการวเิคราะหในแตละรอบ โดยมีคาตัง้อยูท่ีนอยกวา 10

(default threshold ≤ 10) ถือวาดีเอ็นเอไมมีการ

เสื่อมสภาพ

คา male degradation index เปนคาการเสื่อม

สภาพของโครโมโซมเพศชาย เปนการคำนวณอัตราสวน

ระหวางขนาดของ human male target แบบ large 

autos ทีม่ขีนาดของ PCR product ท่ี 359 bp ท่ี human

male target แบบ small autos ท่ี 81 bp กรณท่ีีดเีอ็นเอ

ไมมีการแตกหักหรือมีการเส่ือมสภาพนอย ชิ้นสวน

ดีเอน็เอจะมขีนาดใหญ และไดคานอยกวาหรอืเทากบั 10

(default threshold ≤ 10) 

คา inhibition index เปนคาของปฏิกิริยายับยั้ง 

PCR โดยวัดจากคา internal PCR control ที่มีขนาด

ของ PCR product เทากับ 434 bp ควรมีคานอยกวา

หรือเทากับ 1  (default threshold ≤ 1)   

คา mixture index เปนคาการปนเปอนของ

ดีเอ็นเอ โดยการคำนวณอัตราสวนระหวาง human 

target แบบ large autos ที่มีขนาดของ PCR product 

เทากับ 353 bp และ human male target แบบ large 

autos ทีม่ขีนาดของ PCR product เทากบั 359 bp ควร

มีคานอยกวาหรือเทากับ 2 (default threshold ≤ 2) 

ถือวาไมมีการปนเปอนหรือมีการปนเปอนนอยมาก 

การใชสถิติในการวิเคราะห

ใชสถิติเชิงบรรยาย (descriptive statistics) 

ดวยโปรแกรม microsoft excel for office 365 โดย

ใชคาเฉลี่ย คาสูงสุด และคาต่ำสุด ของคาการเสื่อมสลาย

ดเีอน็เอ (degradation index) คาปฏกิริยิายบัยัง้พซีอีาร 

(inhibition index) คาการเสือ่มสลายของโครโมโซม Y 

(male degradation index) และคาการปนเปอนของ

ดีเอ็นเอที่ไดจากการวิเคราะห (mixture index)

จริยธรรมการวิจัย

งานวิจัยนี้ไดทำการยื่นขอจริยธรรมวิจัยในคน 

มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร สาขาวทิยาศาสตร และผานการ

รับรอง เมื่อวันที่ 30 กรกฎาคม พ.ศ. 2563 รหัสโครงการ

วิจัยที่ 027/2563

ผล

ความเขมขนและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ

คาเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดจาก DBS

วิเคราะหดวยอัตราสวนคาการดูดกลืนแสง 260 nm

พบวาความเขมขนของตัวอยางดีเอ็นจาก DBS ที่เก็บใน

แตละปมีความแตกตางกัน โดยมีคาความเขมขนต่ำสุด

ที่ 6.10 ng/µl และสูงสุดที่ 200.60 ng/µl มีความ

บริสุทธิ์ของดีเอ็นเอต่ำสุดที่ 1.04 และสูงสุดที่ 1.56

พบความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ (260/280 ratio) มี

คาเฉลี่ยในชวง 1.15-1.29 การวิเคราะหดวยเทคนิค 

real-time PCR พบวาความเขมขนของดีเอ็นเอ

โดยเฉลี่ยมีคาต่ำกวาวิธีการวัดการดูดกลืนแสง มีคา

ความเขมขนตำ่สดุที ่0.24 ng/µl และสงูสดุที ่66.32 ng/µl

ดังแสดงในตารางที่ 1 
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คณุภาพของดเีอน็เอท่ีสกดัได พบวาคา degrada-

tion index มีคาเฉลี่ยเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาเก็บ DBS

ที่นานขึ้น โดยที่ 1 ป มีคาต่ำสุดเทากับ 1.00 และที่ 5 ป

มคีาสูงสุดเทากบั 5.02  เชนเดยีวกบัคา male degradation

index ที่มีคาเฉลี่ยต่ำสุดเทากับ 0.500 เม่ือเก็บ DBS 

นาน 1 ป และสงูสดุเทากบั 1.901 เม่ือเกบ็ DBS นาน 5 ป  

ทกุตวัอยางมคีาอยูในระดบัยอมรบัได (default threshold

≤ 10) ถือวาดีเอ็นเอมีการเสื่อมสภาพนอย คาเฉลี่ย

คุณภาพดีเอ็นเอที่สกัดจาก DBS ดังแสดงในตารางที่ 2  

ตารางที่ 1 คาความเขมขนและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากหยดเลือดบนกระดาษกรอง (DBS) ที่เก็บ

 เปนระยะเวลา 1 – 5 ป 

DBS Storage 
duration
(year)

UV-VIS  spectrophotometer real-time RCR

Concentration (ng/µl) 
Purity

(260/280)
Concentration (ng/µl)

N Average Min−Max Average Min−Max Average Min−Max

5
4
3
2
1

10
10
10
9
10

25.76
47.76
26.27
30.07
14.26

8.60−49.80
14.70−200.60
6.60−107.00
6.70−153.00
6.10−64.60

1.19
1.17
1.29
1.15
1.20

1.11-1.40
1.10-1.34
1.12-1.56
1.09-1.23
1.04-1.50

1.89
8.32
3.33
0.94
1.27

0.35−4.11
0.29-66.32
0.85-12.13
0.19-2.11
0.24-4.01

คา inhibition index มีแนวโนมลดลงเมื่อระยะ

เวลาการเก็บนานข้ึน โดยมีคาเฉลี่ยต่ำสุดเทากับ 7.26 

เมื่อเก็บ DBS นาน 1 ป และสูงสุดเทากับ 34.88 เมื่อ

เก็บ DBS นาน 5 ป ซึ่งเปนคาที่มากกวาคายอมรับได 

(default threshold ≤ 1)  เชนเดียวกับคา mixture 

index มีคาเฉล่ียต่ำสุดที่ 3.61 และสูงสุดที่ 6.20 โดย

เปนคาทีม่ากกวาคายอมรบัได (default threshold ≤ 2

ดังแสดงในตารางที่ 2  

ตารางที่ 2 คุณภาพดีเอ็นเอที่สกัดจาก DBS เก็บระหวางป พ.ศ. 2558–2562 วิเคราะหโดยเทคนิค  real-time

 PCR แสดงเปนคาเฉลี่ยของ degradation index, male degradation index,  inhibition index, 
 และ mixture index

Parameter
Default 

threshold

DBS storage (years)

5 4 3 2 1

Degradation index
Male degradation index
Inhibition index
Mixture index

≤ 10
≤ 10
≤ 1
≤ 2

5.02
1.90
7.26
3.61

2.10
1.50
9.91
4.70

1.80
0.60
12.90
6.20

1.66
0.77
12.52
6.00

1.00
0.50
34.88
5.70

วิจารณ

การศึกษาความเขมขนเฉลี่ยของตัวอยางดีเอ็นเอ

ที่สกัดจาก DBS เก็บเปนเวลา 1-5 ป (ป พ.ศ. 

2558−2562) พบวาแตละปมีความแตกตางกันโดย

ไมสมัพนัธกบัระยะเวลา ทัง้นีป้จจยัทีม่ผีลตอความเขมขน

ของตัวอยางดีเอ็นเอมาจากความเขมขนของเลือดหรือ

ปริมาณเม็ดเลือดขาวของผูเสียชีวิต ซึ่งในแตละคน

หรอืแตละศพจะมปีรมิาณทีแ่ตกตางกนั(11,12) เปนขอจำกดั
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DNA from Dried Blood Spots in Forensic Case Work  Thanitchet Khetkham and Tossanai Pipatchotitham

ของการศึกษานี้ที่ไมสามารถเปรียบเทียบดีเอ็นเอที่

สกัดจากตัวอยางเลือดของศพเดียวกันมีระยะเวลา

เก็บรักษา DBS ตางกันได เนื่องจากมีตัวอยางที่

จำกัดปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจาก DBS เก็บไว 5 ป

พบวามีความเขมขนดวยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสง

อยูในชวง 6.10 - 200.60 ng/ul  และดวยวิธ ีreal-time

PCR อยูในชวง 0.24 ng/µl - 66.32 ng/µl ซึ่ง

โดยทั่วไปปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอที่นำไปใช

วิเคราะหทางนิติเวชควรอยูในชวง 0.1−0.5 ng/µl(13)

จึงจะสามารถตรวจพบ full profile ของการตรวจ

short tandem repeat (STR) บนโครโมโซมทั้งหมด 

13−24 ตำแหนง ตัวอยางที่มีปริมาณนอยมาก เรียกวา 

trace DNA หรือ touch DNA ที่เก็บตัวอยางมาจาก

สถานที่เกิดเหตุ อาจสกัดดีเอ็นเอไดเพียง 0.01 ng/µl 

แตยงัตรวจพบ full profile ได สอดคลองกบังานวิจยัของ 

Kangsanan W. et al.(14) ทำการเปรียบเทียบชุดน้ำยา 

Qiagen® Investigation® 24plex QS และชุดน้ำยา

ampFISTR® Identifiler® Plus PCR Amplification

ในการตรวจตัวอยางดีเอ็นเอท่ีความเขมขน 1.0, 0.5, 

0.25, 0.125 และ 0.0625 ng/µl พบวารอยละของ 

allele detection มีคาลดลงตามความเขมขนของ

ตัวอยางที่ลดลง 

เมื่อเก็บตัวอยาง DBS เปนเวลานาน อาจเกิด

การแตกหักของชิ้นสวนดีเอ็นเอไดตามธรรมชาติ พบ

วาในชวงระยะเวลา 1−5 ป คา degradation index 

(คาการเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอ) มีคาเฉลี่ยเพิ่มขึ้นตาม

ระยะเวลาที่เก็บ โดยที่ 5 ป มีคาสูงสุดที่ 5.02 ซึ่งต่ำกวา

คายอมรับ (default threshold ≤ 10) แสดงใหเห็นวา

ตัวอยาง DBS ที่เก็บไวเปนระยะเวลา 5 ป มีการเส่ือม

สภาพของดีเอ็นเอท่ีไมสูงมาก การเก็บ DBS จาก

หลอดเลือดที่มี EDTA เปนสารกันการแข็งตัว มีขอดี 

คือ EDTA ยับย้ังการทำงานของ DNase ชวยปกปอง

การทำลายจาก DNase ใหดีเอ็นเอคงสภาพอยูได

ปจจัยการเสื่อมสภาพของดี เอ็นเออาจเกิดไดจาก

programmed cell death(15) ที่เกิดขึ้นไดเองตาม

ธรรมชาติและมีผลตอความเขมขนของดีเอ็นเอ ทั้งนี้ 

ตัวอยางประเภทชีววัตถุพยานจะมีการเสื่อมสภาพ

ของเซลลหรือการเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอซึ่งเปนเรื่อง

ปกตทิีพ่บได แตจะพบมากหรอืนอยขึน้อยูกับปจจยัตางๆ

เชน ระยะเวลา ความชื้น แสงแดด อุณหภูมิ และสารเคมี

เปนตน(16−19) วิธีการเก็บตัวอยาง DBS ไวในที่แหง 

ไมชื้น ไมโดนแสงแดด และอุณหภูมิที่ เหมาะสม

มีสวนชวยรักษาสภาพดีเอ็นเอไมใหถูกทำลาย อยางไร

ก็ตามดีเอ็นเอมีการยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ

หลงัจากการเสยีชีวติหรอืเกบ็ตวัอยางออกจากรางกาย จงึ

เปนขอกำหนดใหผูวิจัยเก็บตัวอยางเลือดจากผูเสียชีวิต

ที่เสียชีวิตไมเกิน 24 ชั่วโมง 

คา male degradation index จากกลุมตัวอยาง

ของเพศชาย ในชวงระยะเวลาการเก็บ DBS นาน 1−5 ป

จากการศึกษา พบวามีคาเฉลี่ยต่ำสุดที่ 0.50 และสูงสุดที่ 

1.90 ซึ่งไมเกินคายอมรับ (default threshold ≤ 10) 

ทำใหเห็นวาตัวอยาง DBS ที่เก็บไวเปนระยะเวลา 5 ป มี

การเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอที่เปนโครโมโซม Y ของเพศ

ชายคอนขางนอย แมมกีารแตกหกัของช้ินสวนดเีอน็เอได

ตามธรรมชาต ิแตยงัอยูในระดบัทีส่ามารถนำไปใชในการ

ระบุตัวบุคคลได ทั้งในกรณีคดีความผิดทางเพศหรือการ

หาความสัมพันธุทางสายเลือดรวมบิดาเดียวกัน

นอกจากนี้ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได

ถือเปนปจจัยสำคัญที่สงผลตอการตรวจทางนิติเวชวา

มีสิ่งปนเปอนหรือมีแนวโนมที่จะเกิดการยับยั้งปฏิกิริยา

PCR หรือไม โดยความบริสุทธิ์ (260/280 ratio) 

ของดีเอ็นเอที่สกัดไดควรอยูในชวง 1.5−2.0(20) หาก

ต่ำกวา 1.5 แสดงวาดีเอ็นเอที่สกัดไดอาจปนเปอน

โปรตีน และฟนอล แตถามากวา 2.0 แสดงวาดีเอ็นเอ

ที่สกัดไดมีการปนเปอนอารเอ็นเอ จากผลการทดลอง

ชวงระยะเวลา 1−5 ปที่ผานมา พบวาตัวอยางทั้งหมด

มีความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเออยูระหวาง 1.04−1.56 

สอดคลองกับคา inhibion indext ที่มากกวา 1 และ 

mixture index ทีม่ากกวา 2 ซึง่แสดงวาตวัอยางดเีอน็เอ

ที่สกัดจาก DBS มีการปนเปอนของโปรตีนและ/หรือ

ฟนอล เนื่องจากตัวอยางเลือดหรือองคประกอบตางๆ 

ที่มีอยูในกระดาษกรองอาจมีสารที่ยับยั้งปฏิกิริยาและ

PCR ดังนั้นกอนการนำตัวอยางดีเอ็นเอไปทดสอบใน

ขั้นตอนการตรวจทางนิติเวชระดับที่ละเอียดขึ้น ควร

ทำใหดีเอ็นเอที่สกัดไดในครั้งแรกมีความบริสุทธิ์มากขึ้น

โดยการทำ re-extraction หรือพิจารณาเลือกชุดสกัด
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ที่สามารถกำจัดการปนเปอนที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น 

การศึกษานี้ไมไดนำตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดไปตรวจ

วิเคราะห STR จึงไมมีขอมูลวาดีเอ็นเอมีคุณภาพเพียง

พอกับการตรวจหรือไม ซึ่งควรมีการศึกษาตอในอนาคต  

ในการพฒันากระบวนการตรวจทางหองปฏบิตักิาร

เพื่อระบุตัวบุคคลใหมีคุณภาพและประสิทธิภาพเพิ่ม

มากข้ึน ดวยวิธีการเพิ่มจำนวนตำแหนงบนโครโมโซม

ใหมีความหลากหลายและมีความนาเชื่อถือมากขึ้น โดย

หลักการตรวจเพ่ือระบุตัวบุคคลจะเปนไปตามหลักสากล 

Combined DNA Index System (CODIS)(21)

ซึ่งในปจจุบันมีการใชตัวอยางเพื่อการสกัดดีเอ็นเอ

ที่หลากหลาย เชน เลือด เนื้อเยื่อ เสนผม โครงกระดูก 

เซลลเยื่อบุกระพุงแกม หรือเน้ือเยื่อตางๆ เปนตน

ทำใหปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอท่ีไดแตกตางกัน

ทัง้นีก้ารเลอืกชดุน้ำยาสกดัดเีอน็เอมีสวนทำใหไดปรมิาณ

ดีเอ็นเอมีความเขมขนที่พอเหมาะหรือปริมาณนอยมาก

หรือเปนดีเอ็นเอในกลุม touch DNA หรือ trace DNA

ที่เก็บจากผิวสัมผัสที่มีตัวอยางเพียงเล็กนอยเทานั้น เชน 

จากเซลลผวิหนงัท่ีหลงเหลืออยูบนวัตถหุลังจากการสมัผสั

หรอืหยบิจับโดยไมตัง้ใจ ในทางปฏิบตัติามหองปฏิบตักิาร

มีวิธีการแกปญหาดวยการเพิ่มจำนวนตำแหนงของ STR 

ใหมตีำแหนงมากข้ึนจาก 16 เปน 19, 24 หรอื 32 ตำแหนง 

เพือ่ใหมีความถกูตองแมนยำและมีความนาเชือ่ถอืเพิม่ขึน้

เนื่องจากอาจมีบางตำแหนงขาดหายไปหรือเกิด allele

drop out ขึ้น เพราะปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดไดเริ่มตน

มีปริมาณนอยและสงผลตอการแปลผล ดังนั้นการเพิ่ม

ตำแหนงของ STR จงึเปนสิง่สำคญัในการระบเุอกลกัษณ

บุคคล(22-27) แตการเพิม่ตำแหนง STR ตองใชชดุทดสอบ

ที่มีราคาสูงขึ้น   

เนื่องจากงานวิจัยน้ีไมมีผลการศึกษาของเลือดที่

เก็บใหม day 0 จึงทำใหไมสามารถตรวจเปรียบเทียบได

ในแตละปจะมีตัวอยางเลือดของผูเสียชีวิตที่ผานหลัก

เกณฑการคัดเลือกตัวอยางที่นอยดังนั้นเพ่ือขอมูลที่

สมบูรณควรมีการคัดเลือกตัวอยางหรือปรับเกณฑ

การคัดเลือกกลุมตัวอยางใหม เพื่อใหไดจำนวนตัวอยาง

ที่มากขึ้น ซึ่งงานวิจัยน้ีเปนการนำตัวอยางท่ีมีอยูมาทำ

การศึกษา ดังนั้นเพื่อใหงานวิจัยสมบูรณที่สุดผูวิจัยควร

มีการนำตัวอยางที่เก็บในระยะเวลา day 0 มาตรวจ

เปรียบเทียบตอไปในอนาคต

สรุป

จากผลการศกึษาคณุภาพและปรมิาณของดีเอน็เอ

จากหยดเลอืดบนกระดาษกรอง พบวาหยดเลอืดทีเ่กบ็ไว

บนกระดาษกรองยี่หอ Whatman เบอร 1 มีชวงระยะ

เวลาการเก็บ 1−5 ป ตัวอยางท้ังหมดมีการเส่ือมสภาพ

ของดีเอ็นเอในปริมาณนอย มีปริมาณและคุณภาพเพียง

พอตอการนำไปใชในกระบวนการระบุตัวบุคคลสำหรับ

งานนิติเวชไดตอไป โดยมีประเด็นเรื่องความบริสุทธิ์

ของดีเอ็นเอที่สกัดไดตองพิจารณาวิธีการสกัดหรือ

วิธีการตรวจทางหองปฏิบัติการที่มีผลกระทบจาก

ความปนเปอนของดีเอ็นเอ
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A Study on the Quality and Quantity of 
DNA from Dried Blood Spots 

in Forensic Case Work

ABSTRACT The Division of Forensic Medicine at Thammasat University Hospital collected dried 

blood spots (DBS) on Whatman fi lter paper from deceased individuals who had died within 24 hours.

To reduce sample storage space in collecting biological evidence, sample spoilage and biodegradation, which 

frequently occur, this study was undertaken aiming to explore the DNA content and quality of 49 DBS 

specimens that had been kept for 1–5 years. The results showed that DNA concentrations as measured by 

260/280 nm absorbances were 6.10−200.60 ng/µL with DNA purity of 1.04−1.56. In addition, as analyzed 

with real-time PCR, the DNA concentrations were 0.24−66.32 ng/µL. Other DNA quality parameters 

or indices were found: Degradation index, 1.000−5.020; Inhibition index, 7.266−34.882; Mixture index, 

3.613−6.200, and Male degradation index, 0.500−1.901. In conclusion, DNA degradation values increased 

more over time during the period of 1–5 years, but the DNA quantity was suffi  cient for forensic human 

identifi cation. Further development eff orts should be made to create a method for eff ective DNA extraction

and inhibitive substance elimination; then the DNA samples extracted from DBS fi lter paper would be 

better used in forensic medicine.

Keywords: Dried blood spot on fi lter paper, DNA degradation, Forensic medicine


