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การเปรียบเทยีบชุดน�ำ้ยาส�ำเร็จรูปทีใ่ช้การตรวจลายพมิพ์ดเีอน็เอ เพ่ือวตัถุประสงค์หลากหลาย

ในการพสูิจน์เอกลกัษณ์บุคคล

จติตมิา  โชตวิรานนท์1, บุษบา  ฤกษ์อ�ำนวยโชค1

1	 ภาควชิาพยาธิวทิยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวทิยาลยัมหิดล กรุงเทพฯ ประเทศไทย

การตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคลสามารถน�ำมาประยุกต์ใช้ในการพิสูจน ์

ความสัมพนัธ์ระหว่างบุคคล โดยใช้ชุดน�้ ำยาส�ำเร็จรูปซ่ึงผลิตบนหลกัการ 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอหลายต�ำแหน่งพร้อมกันในหลอดทดลองหน่ึงหลอดท่ี 

ตรวจวิเคราะห์สารพนัธุกรรมล�ำดบัซ�้ ำ (Short tandem repeat, STR) ชุดน�้ ำยา

ส�ำเร็จรูปแต่ละชนิดมีความจ�ำเพาะและข้อจ�ำกัดท่ีแตกต่างกัน การศึกษาน้ี 

มีวตัถุประสงคเ์พ่ือเปรียบเทียบจุดเด่นและขอ้จ�ำกดัของชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูปท่ีนิยมใช้

ในประเทศไทย จ�ำนวน 8 ชุดน�้ ำยา (GlobalFiler Express, GlobalFiler™ IQC/ 

GlobalFiler, Verifiler Express, Verifiler Plus, Investigator 24 Plex QS, Investigator 

24 Plex Go, Investigator 26 Plex QS และ PowerPlex Fusion6C) รายงานน้ีน�ำเสนอ

ตวัอยา่งการใชง้านของชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูปจ�ำนวน 3 ชุดน�้ำยา จากงานบริการพิสูจน์

ความสมัพนัธ์บิดา-มารดา-บุตร ของหอ้งปฏิบติัการมนุษยพ์นัธุศาสตร์ ภาควิชา

พยาธิวทิยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวทิยาลยัมหิดล พบวา่ 

การใชชุ้ดน�้ ำยาส�ำเร็จรูปท่ีแตกต่างกนัมากกว่า 1 ชุดน�้ ำยา สามารถแกปั้ญหา 
การแปลผลการตรวจวิ เคราะห์ท่ีมีการกลายพันธ์ุหรือพบข้อขัดแย้งได ้

ในบางสถานการณ์

ค�ำส�ำคญั: ลายพิมพดี์เอน็เอ  พิสูจนเ์อกลกัษณ์บุคคล  เอสทีอาร์โปรไฟล์
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บทน�ำ

	 การตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอสามารถประยุกต์ใช ้

ไดห้ลายวตัถุประสงค์ เช่น การทดสอบความสัมพนัธ์ 

บิดา-มารดา-บุตร การพิสูจนต์วับุคคลทางนิติวทิยาศาสตร์ 

การพิสูจน์พลเมืองในการส�ำรวจส�ำมะโนประชากร  

การติดตามผลการปลูกถ่ายไขกระดูกในผูป่้วยมะเร็ง 

เมด็เลือดขาว การตรวจพิสูจนก์รณีอุม้บุญ หรือคดีเก่ียวกบั

การคา้มนุษย ์รวมทั้งสามารถใชก้ารตรวจลายพิมพดี์เอน็เอ

เพ่ือพิสูจน์ความสัมพนัธ์ระหว่างบุคคล และการพิสูจน์

สญัชาติของบุคคล โดยอา้งอิงจากความสมัพนัธ์ของสมาชิก

ในครอบครัว ปัจจุบนัชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูปท่ีนกันิติวทิยาศาสตร์

นิยมใชใ้นงานบริการมีหลายชนิด ซ่ึงการตรวจดว้ยชุดน�้ำยา

ส�ำเร็จรูปแต่ละชุดมีจุดเด่นและขอ้จ�ำกดัท่ีแตกต่างกนั 

บทความน้ีน�ำเสนอการเปรียบเทียบชุดน�้ ำยาส�ำเร็จรูปท่ี

ห้องปฏิบติัการมนุษยพ์นัธุศาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา  

คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวทิยาลยัมหิดล 

ไดท้�ำการศึกษา ทดสอบการใชง้านและน�ำมาพฒันาเป็น 

งานบริการ

	 ขอ้มูลในบทความปริทศันน้ี์เป็นผลการตรวจลายพิมพ์

ดีเอน็เอในงานบริการของหอ้งปฏิบติัการมนุษยพนัธุศาสตร์ 

คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวทิยาลยัมหิดล

และขอ้มูลการทบทวนวรรณกรรมจากเอกสารอา้งอิงต่างๆ

	 เอกสารโครงการวจิยัน้ีไดรั้บการอนุมติัด�ำเนินการวจิยั

โดยผา่นการพิจารณาและรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรม

การวิจยัในคน คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี 

มหาวทิยาลยัมหิดล เลขท่ี 2564/319 เม่ือวนัท่ี 20 เมษายน 

พ.ศ. 2564

การตรวจวเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอ

	 กระบวนการตรวจวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอประกอบ 

ดว้ยหลายขั้นตอน ไดแ้ก่ ขั้นตอนสกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่ง

ส่งตรวจ วดัปริมาณดีเอน็เอ เพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ แยกขนาด

ดีเอ็นเอ วิเคราะห์ผล แปลผลการตรวจ และรายงานผล 

ปัจจุบนัเทคโนโลยมีีการพฒันาท่ีหลากหลายและจ�ำเป็น 

ในกระบวนการตรวจวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอ ตลอดจน

การพฒันาอุปกรณ์การเกบ็ตวัอยา่ง เช่น การใชส้ารละลาย 

(Lysis buffer) เคลือบบนแผน่เยือ่กระดาษซ่ึงยอ่ยผนงัเซลล ์

ท�ำใหส้ารพนัธุกรรมหลุดออกมานอกเซลล ์และยดึติดกบั 

เยือ่กระดาษบนอุปกรณ์ โดยกระดาษจะท�ำหนา้ท่ีปกป้อง 

ดีเอน็เอจากเอนไซมนิ์วคลีเอส (Nuclease) การออกซิเดชัน่ 

(Oxidation) ความเสียหายจากรังสียวู ีจุลินทรียแ์ละเช้ือรา1 

ซ่ึงเป็นการลดระยะเวลาในขั้นตอนการสกดัดีเอ็นเอได ้

ในตวัอยา่งบางประเภท เช่น เลือดและเซลลเ์ยือ่บุกระพุง้แกม้ 

ท�ำใหส้ามารถลดขั้นตอนและสารเคมีในการสกดัดีเอน็เอ 

วธีิน้ีเรียกวา่ Direct polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้

วธีิเจาะแผน่เยือ่กระดาษเป็นช้ินแผน่วงกลมขนาดเลก็ และ

น�ำไปใส่ในหลอดทดลองเพ่ือท�ำการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ

บริเวณเคร่ืองหมายพนัธุกรรมเป้าหมายในหลอดทดลอง

	 การตรวจวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอในหอ้งปฏิบติัการ 

ท่ีให้บริการดา้นนิติพนัธุศาสตร์ปัจจุบนันิยมใชชุ้ดน�้ ำยา

ส�ำเร็จรูปเพ่ือความรวดเร็ว แม่นย �ำ และง่ายต่อการเปรียบเทียบ

กบัหน่วยงานอ่ืนทั้งภายในประเทศและต่างประเทศ บริษทั 

ผูผ้ลิตชุดน�้ ำยาไดพ้ฒันาชุดน�้ ำยาส�ำเร็จรูปส�ำหรับตรวจ 
ลายพิมพดี์เอ็นเอเพ่ือเพิ่มความสะดวกของผูใ้ชง้านและ 

เพิม่ความน่าเช่ือถือของผลการตรวจวเิคราะห์ในต�ำแหน่ง

เคร่ืองหมายพนัธุกรรมของการตรวจวเิคราะห์ ส�ำนกังาน

สอบสวนกลาง หรือ Federal Bureau of Investigation (FBI) 

ซ่ึงเป็นหน่วยงานหน่ึงในสงักดักระทรวงยติุธรรม ประเทศ

สหรัฐอเมริกา มีหอ้งปฏิบติัการทางวิทยาศาสตร์ท่ีใชใ้น 

การสืบสวนคดีหลายหอ้งปฏิบติัการ ส�ำหรับหอ้งปฏิบติัการ

ตรวจลายพิมพดี์เอน็เอ และสร้างระบบ CODIS (Combined 

DNA Index System) ส�ำหรับเปรียบเทียบรูปแบบดีเอน็เอ 

(DNA profile) ทางอิเลก็ทรอนิกส์ระหวา่งแต่ละพ้ืนท่ีได ้

ปัจจุบันต�ำแหน่งการตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอตามคู่มือ 

National DNA Index System (NDIS) Operational Procedures 

Manual ของหอ้งปฏิบติัการ FBI (ฉบบัท่ี 9 เร่ิมใชง้านเม่ือ

วนัท่ี 1 กรกฎาคม พ.ศ. 2563) ในหวัขอ้ 4.2 Standards for 

Acceptance of PCR DNA Records at NDIS ระบุจ�ำนวน

ต�ำแหน่ง PCR ท่ีจ�ำเป็นและยอมรับได ้สามารถน�ำเขา้ระบบ 

CODIS ซ่ึงประกอบดว้ยต�ำแหน่งเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
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(DNA marker) ท่ีตรวจจ�ำนวน 20 ต�ำแหน่ง (CSF1PO, FGA, 

TH01, TPOX, vWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, 

D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, D1S1656, D2S441, 

D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433, และ D22S1045)2 

ซ่ึงเดิมก�ำหนดจ�ำนวนต�ำแหน่งเคร่ืองหมายดีเอน็เอขั้นต�่ำ 

ในการตรวจลายพิมพดี์เอน็เอจ�ำนวน 13 ต�ำแหน่ง ส่งผลให้

เพ่ิมค่าการแยกความแตกต่างระหว่างบุคคล (Power of 

discrimination)3-5 ผูผ้ลิตจึงไดว้ิจยัและพฒันาชุดน�้ ำยา

ส�ำเร็จรูปเพ่ือใหมี้จ�ำนวนต�ำแหน่งการทดสอบตามเกณฑ ์

มาตรฐานสากล

	 บทความน้ีน�ำเสนอการเปรียบเทียบคุณสมบติัของ 

ชุดน�้ ำยาส�ำเร็จรูปจ�ำนวน 8 ชุดน�้ ำยา จากบริษทัผูผ้ลิต 
ท่ีน�ำเขา้มาจ�ำหน่ายในประเทศไทยและมีจ�ำนวนต�ำแหน่ง

เคร่ืองหมายพนัธุกรรมตามเกณฑ์ของระบบ CODIS  

(ตารางท่ี 1)

	 แนวทางปฏิบติัทัว่ไปในกระบวนการตรวจวเิคราะห์

ลายพิมพดี์เอ็นเอโดยใชชุ้ดน�้ ำยาส�ำเร็จรูป ตอ้งคดัเลือก 

ชุดน�้ ำยาส�ำเร็จรูปตามคุณลกัษณะของเป้าหมายของงาน  

ซ่ึงขั้นตอนท่ีส�ำคญัของการตรวจวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอ

คือ การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในหลอดทดลอง รายละเอียด

ของขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง  

มีหลายปัจจยัหลกัท่ีตอ้งค�ำนึงถึง ไดแ้ก่ 1) ความเขม้ขน้ของ 

ดีเอน็เอตั้งตน้ 2) จ�ำนวนรอบในการท�ำปฏิกิริยา 3) ปริมาตร

น�้ำยาสุดทา้ย และ 4) ระยะเวลาโดยประมาณของการส้ินสุด

ปฏิกิริยา รวมทั้งขั้นตอนการแยกขนาดของเอน็เอท่ีไดจ้าก

การท�ำปฏิกิริยาเพิม่จ�ำนวนในหลอดทดลอง มีความส�ำคญัต่อ

ขอ้มูลผลการตรวจและการวเิคราะห์ขอ้มูล6

	 ส�ำหรับขัน้ตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอในหลอดทดลอง 

ปัจจุบนัสามารถใชว้ธีิ Direct amplification ซ่ึงเป็นการใช้

ตวัอยา่งส่งตรวจท่ีเกบ็บน Treated paper ท่ีมี Cell lysis buffer 

(น�้ำยายอ่ยเซลล)์ เคลือบบนเยือ่กระดาษการ์ดสีชมพ ู(FTA) 

ซ่ึงจะเปล่ียนเป็นสีขาวเม่ือมีตวัอยา่งมาสมัผสั ท�ำใหอ้ �ำนวย

ความสะดวกต่อการท�ำงานใหร้วดเร็ว ลดขั้นตอนการสกดั 

ดีเอน็เอ โดยใชอุ้ปกรณ์เจาะเยือ่กระดาษ (Puncher) ท่ีนิยมใช ้ 

มีขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 2 ขนาด ไดแ้ก่ ขนาด 1.2 มิลลิเมตร 

หรือ ขนาด 0.5 มิลลิเมตร ซ่ึงขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของ

เยื่อกระดาษท่ีน�ำมาใช้ มีผลต่อปริมาณดีเอ็นเอตั้ งต้น  

ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในหลอดทดลอง

	 ผูเ้ขียนรวบรวมขอ้มูลการใชง้านของชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป 

จากคู่มือของชุดน�้ำยาเก่ียวกบัประเภทตวัอยา่ง ความเขม้ขน้

ของดีเอน็เอตั้งตน้ กรณีเป็นสารละลายดีเอน็เอ ขนาด Punch 

ของ Treated paper ท่ีใชเ้กบ็ตวัอยา่งท่ีนิยมใชบ่้อยในการตรวจ 

ลายพิมพดี์เอน็ (เลือดและเยือ่บุกระพุง้แกม้) ขอ้มูลขั้นตอน

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง จ�ำนวนรอบ 

ปริมาตรน�้ำยาสุดทา้ย ระยะเวลาโดยประมาณ ขอ้แนะน�ำ

การใชเ้คร่ือง Thermal Cycler (Applied Biosystems) ประเภท 

และปริมาณสารมาตรฐาน (Size standard) และ Spectral 

calibration/matrix standard ส�ำหรับเคร่ือง Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems) แสดงผลการเปรียบเทียบการใชง้าน 

(ตารางท่ี 2) และไดใ้ชป้ระสบการณ์จากการปฏิบติังานประจ�ำ

และจากการวจิยั ในการน�ำเสนอขอ้มูลในรายงานน้ี ตวัอยา่ง

ผลของการตรวจวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอ โดยเปรียบเทียบ

จากตวัอยา่งประเภทเลือดหรือเยือ่บุกระพุง้แกม้ท่ีสกดัจาก

ตวัอยา่งโดยตรง จุดเด่นคือ พบความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ

สม�่ำเสมอทุกคร้ังเม่ือน�ำไปใช ้แต่มีขอ้จ�ำกดัคือ ตอ้งผา่น

กระบวนการสกดัและวดัปริมาณดีเอ็นเอ ตอ้งเจือจาง 

ความเขม้ขน้ใหเ้หมาะสมก่อนน�ำไปเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ  

ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอย่างประเภทเลือดหรือเยื่อบุ 

กระพุง้แกม้บน Treated paper จุดเด่นคือ ลดขั้นตอน  

ลดค่าใชจ่้ายในขั้นตอนการสกดัและวดัปริมาณดีเอ็นเอ  

และสามารถเกบ็ตวัอยา่งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งไดโ้ดยดีเอน็เอ 

ไม่เสียสภาพ แต่มีขอ้จ�ำกดัคือ ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ 

ไม่สม�่ำเสมอ ข้ึนกบัความหนาแน่นของเซลลบ์นต�ำแหน่ง

กระดาษท่ีเจาะน�ำตวัอยา่งไปใช ้สรุปไดว้า่ หากวตัถุประสงค์

การตรวจ ตอ้งการใชส้ารละลายดีเอน็เอร่วมกบัการตรวจ

ประเภทอ่ืนท่ีไม่สามารถใชก้ารเพ่ิมปริมาณโดยตรงจาก

ตวัอยา่งบน Treated paper เช่น วตัถุพยาน เสน้ผม เสน้ขน 

ช้ินเน้ือ ฟัน กระดูก คราบอสุจิ เป็นตน้ การสกดัตวัอยา่ง

เหล่าน้ีใหเ้ป็นสารละลายดีเอน็เอเป็นทางเลือกท่ีเหมาะสม

	 การเปรียบเทียบชุดน�้ ำยาส�ำเร็จรูป จ�ำนวน 8 ชุด  

เม่ือน�ำมาใชง้านพบวา่ แต่ละชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูปมีจุดเด่นและ

ขอ้จ�ำกดัในรายละเอียดท่ีแตกต่างกนั (ตารางท่ี 3)
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ในการพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคล

ตารางที ่3.	 การเปรียบเทยีบจุดเด่นและข้อจ�ำกดัของชุดน�ำ้ยาส�ำเร็จรูปทีนิ่ยมใช้ในการตรวจลายพมิพ์ดเีอน็เอจ�ำนวน 8 ชุดน�ำ้ยา

ล�ำดบั ชุดน�ำ้ยาส�ำเร็จรูป จุดเด่น ข้อจ�ำกดั

1 GlobalFiler Express -	 ใชร้ะยะเวลาเพิม่ปริมาณดีเอน็เอบนเคร่ือง  

	 Thermal Cycler นอ้ยท่ีสุด (41 นาที) 

-	 มีค่าใชจ่้ายต่อการทดสอบมากท่ีสุด 

-	 มีอตัราการทดสอบซ�้ำจากปริมาณดีเอน็เอ 

	 ไม่สม�่ำเสมอดว้ยรูปแบบ Direct PCR

2 GlobalFiler™ IQC / 

GlobalFiler 

-	 มีประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณ 

	 ดีเอน็เอจากสารละลายดีเอน็เอตั้งตน้  

	 ดว้ยความเขม้ขน้ต�่ำกวา่ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป 

	 ชนิดอ่ืน (> 500 pg) จึงเหมาะส�ำหรับ 

	 การน�ำไปใชใ้นตวัอยา่งประเภทวตัถุพยาน

-	 มีต�ำแหน่ง IQC เพ่ือประเมินประสิทธิภาพ 

	 และสารยบัย ั้งในขั้นตอนการเพิม่ปริมาณ 
	 ดีเอน็เอ

-	 มีรายงานค่าความถ่ีอลัลีลของประชากรไทย7

-	 ไม่รองรับการเพิ่มปริมาณโดยตรงจาก 

	 อุปกรณ์เกบ็ตวัอยา่ง (Direct amplification)  

	 เน่ืองจากเม่ือรอบของขั้นตอนการเพิ่ม 

	 ปริมาณต�่ำกวา่ 29 รอบ IQC peak  

	 จะไม่สามารถตรวจสอบได้

3 Verifiler Express -	 ใชร้ะยะเวลาเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอบนเคร่ือง  

	 Thermal Cycler นอ้ย (45 นาที)

-	 มีอตัราการทดสอบซ�้ำจากปริมาณดีเอน็เอ 

	 ไม่สม�่ำเสมอดว้ยรูปแบบ Direct PCR

4 Verifiler Plus -	 มีเอกสารรับรองการใชป้ริมาตรน�้ำยา 

	 สุดทา้ย 10 µL ซ่ึงทางหอ้งปฏิบติัการได ้

	 ตรวจสอบความถูกตอ้ง (Validate) และ 

	 ไดผ้ลการตรวจท่ีสมบูรณ์ ส่งผลใหเ้ป็น 

	 ชุดน�้ำยาท่ีประหยดัท่ีสุด

-	 มีต�ำแหน่ง IQC เพ่ือประเมินประสิทธิภาพ 

	 และสารยบัย ั้งในขั้นตอนการเพิม่ปริมาณ 
	 ดีเอน็เอ

-	 ระยะเวลาการเพิ่มปริมาณ จากดีเอน็เอ 

	 ท่ีสกดัแลว้ใชเ้วลานานกวา่ชุดน�้ำยาอ่ืน  

	 (90 นาที)

-	 Matrix standard เป็นคนละชนิดกบั 

	 กลุ่มชุดน�้ำยาท่ีผลิตจากบริษทัเดียวกนั  

	 ไม่สามารถใชร่้วมกนัได้

5 Investigator 24 Plex QS -	 เหมาะส�ำหรับการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอจาก 

	 สารละลายดีเอน็เอท่ีสกดัแลว้

-	 มีต�ำแหน่ง QS เพ่ือประเมินประสิทธิภาพ 

	 และสารยบัย ั้งในขั้นตอนการเพิม่ปริมาณ 
	 ดีเอน็เอ

-	 หากทดสอบดว้ยรูปแบบ Direct PCR  

	 ตอ้งใช ้Punch buffer ประกอบ ซ่ึงมี 

	 ค่าใชจ่้ายเพิ่มเติม

6 Investigator 24 Plex Go -	 เหมาะส�ำหรับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 

	 โดยตรงกบัอุปกรณ์เกบ็ตวัอยา่ง

-	 ใชร้ะยะเวลาเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอบนเคร่ือง  

	 Thermal Cycler นอ้ย (45 นาที)

-	 มีต�ำแหน่ง QS เพ่ือประเมินประสิทธิภาพ 

	 และสารยบัย ั้งในขั้นตอนการเพิม่ปริมาณ 
	 ดีเอน็เอ

-	 มีอตัราการทดสอบซ�้ำจากปริมาณดีเอน็เอ 

	 ไม่สม�่ำเสมอดว้ยรูปแบบ Direct PCR
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ในการพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคล

	 หอ้งปฏิบติัการตอ้งด�ำเนินการตรวจสอบความถูกตอ้ง 

(Validate) จ�ำนวนรอบของขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ

โดยตรง (Direct amplification) จากอุปกรณ์เก็บตวัอยา่ง 

ใหไ้ดว้ธีิการท�ำงานท่ีเหมาะสม จะช่วยลดขั้นตอนการท�ำซ�้ำ 

เพ่ือใหไ้ดผ้ลท่ีสมบูรณ์ แต่ละชุดน�้ ำยาส�ำเร็จรูปมีจุดเด่น

แตกต่างกนั ข้ึนกบัเป้าหมายของการใชง้านของหน่วยงาน 

เพ่ือใหใ้ชต้วัอยา่งไดป้ระสิทธิภาพสูงสุดและลดระยะเวลา

การท�ำงานรวมทั้งงบประมาณได้

	 เม่ือตรวจวิเคราะห์ตวัอยา่งในงานบริการดว้ยน�้ ำยา

ส�ำเร็จรูปชุดหลกัแลว้พบปัญหา เช่น พบการกลายพนัธ์ุ 

(Mutation) หรือลกัษณะของ Peak ท่ีไมต่รงเกณฑก์ารตรวจ

วิเคราะห์ของหอ้งปฏิบติัการ การยนืยนัโดยท�ำการตรวจ

วิ เคราะห์ซ�้ ำตั้ งแต่ขั้ นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

ด้วยชุดน�้ ำยาอีกชุดหน่ึง เพ่ือยืนยนัความถูกต้องก่อน 

การรายงานผล ดงัตวัอยา่งต่อไปน้ี

	 ตวัอยา่งท่ี 1  กรณี Peak ไม่สมดุลโดยพบลกัษณะ 

Heterozygous imbalance peak แต่เม่ือตรวจซ�้ำดว้ยชุดน�้ำยา 
อีกชุดหน่ึง ปรากฏวา่พบลกัษณะ Heterozygous balance peak 

และสามารถยืนยนัรายงานผลต�ำแหน่ง D10S1248  

มีอลัลีล (Allele) คือ 12, 13 (ภาพท่ี 1A)

	 ตวัอย่างท่ี 2  ครอบครัวหน่ึงพิสูจน์ความสัมพนัธ์ 

บิดา-บุตร พบขอ้ขดัแยง้ เพียง 1 ต�ำแหน่ง เม่ือตรวจซ�้ ำ 

ดว้ยชุดน�้ำยาอ่ืนอีก 2 ชุด พบวา่ ต�ำแหน่งท่ีตรวจไม่ขดัแยง้ 

สนันิษฐานไดว้า่ ต�ำแหน่งท่ีพบมีการกลายพนัธ์ุ ซ่ึงชุดน�้ำยา

ส�ำเร็จรูปชุดท่ี 1 ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณบริเวณนั้นได ้ 

แต่ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูปชุดท่ี 2 และชุดท่ี 3 ออกแบบต�ำแหน่ง 

ตารางที ่3.	 การเปรียบเทยีบจุดเด่นและข้อจ�ำกดัของชุดน�ำ้ยาส�ำเร็จรูปทีนิ่ยมใช้ในการตรวจลายพมิพ์ดเีอน็เอจ�ำนวน 8 ชุดน�ำ้ยา  

	 (ต่อ)

ล�ำดบั ชุดน�ำ้ยาส�ำเร็จรูป จุดเด่น ข้อจ�ำกดั

7 Investigator 26 Plex QS -	 เหมาะส�ำหรับทั้งสารละลายดีเอน็เอ 

	 ท่ีสกดัแลว้ และเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 

	 โดยตรงกบัอุปกรณ์เกบ็ตวัอยา่ง

-	 มีต�ำแหน่ง QS เพ่ือประเมินประสิทธิภาพ 

	 และสารยบัย ั้งในขั้นตอนการเพิม่ปริมาณ 
	 ดีเอน็เอ

-	 หากทดสอบดว้ยรูปแบบ Direct PCR  

	 ตอ้งใช ้Punch buffer ประกอบ ซ่ึงมี 

	 ค่าใชจ่้ายเพิ่มเติม

8 PowerPlex Fusion6C -	 มีจ�ำนวนต�ำแหน่ง Y-STR รวม Rapidly  

	 mutating loci เป็น 3 ต�ำแหน่ง (DYS391,  

	 DYS576, DYS670) ซ่ึงสามารถวเิคราะห์ 

	 ความสมัพนัธ์สายบิดาในเบ้ืองตน้ได้

-	 ค่า Probability of identity ต �่ำท่ีสุด  

	 หมายความวา่ โอกาสท่ีบุคคล 2 คน  

	 ท่ีถูกเลือกโดยการสุ่มจะมีจีโนไทป์ 

	 ท่ีเหมือนกนันอ้ยท่ีสุด 

-	 มีค่าใชจ่้ายต่อการทดสอบนอ้ยท่ีสุด

-	 ไม่มี Quality control/ quality sensor  

	 ในการประเมินประสิทธิภาพและ 

	 สารยบัย ั้งของขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ 
	 ดีเอน็เอ ตอ้งวเิคราะห์จากกราฟของ 

	 ดีเอน็เอเพียงอยา่งเดียว ซ่ึงในกรณี 

	 ตวัอยา่งจากบุคคลเดียวท่ีไม่เส่ือมสภาพ 

	 จึงอาจไม่จ�ำเป็น

-	 มีอตัราการทดสอบซ�้ ำจากปริมาณ 

	 ดีเอน็เอไม่สม�่ำเสมอดว้ยรูปแบบ  

	 Direct PCR

IQC, internal quality control marker; PCR, polymerase chain reaction; QS, quality sensor; STR, short tandem repeat.
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Primer จ�ำเพาะแตกต่างออกไป ท�ำใหส้ามารถเพ่ิมปริมาณได ้

จากภาพท่ี 1B แถวบนคือ ดีเอ็นเอของบิดา แถวล่างคือ  

ดีเอน็เอของบุตร กราฟในแนวตั้งคือ ผลดีเอน็เอต�ำแหน่ง 

D8S1179 จากการใช้น�้ ำยาชุดท่ี 1 ชุดท่ี 2 และชุดท่ี 3  

ตามล�ำดบั ผลของการใชน้�้ ำยาชุดท่ี 1 พบลกัษณะอลัลีล 

ไม่สมบูรณ์ (Allele dropout) ซ่ึงเกิดจากความผิดพลาด 

ในการต่อสายดีเอน็เอของขั้นตอนเพิ่มปริมาณ เกิดข้ึนได้

จากความแตกต่างของล�ำดบัเบส (Single nucleotide variant, 

SNV) ท่ีไม่สามารถเขา้คู่ไดก้บั Primer จ�ำเพาะของชุดน�้ำยา

ส�ำเร็จรูป หากวิเคราะห์ตามข้อมูลท่ีพบจะท�ำให้ได ้ 

Profile บิดาและบุตร คือ 15, 15 และ 10, 10 ซ่ึงอยูใ่นเกณฑ์

คัดออก แต่เม่ือน�ำมาตรวจวิเคราะห์ซ�้ ำ ด้วย Primer  

ท่ีแตกต่างไปจากเดิมคือ ใชชุ้ดน�้ ำยาส�ำเร็จรูปอีก 2 ชุด 

พบวา่ รูปแบบ Profile คือ 13, 15 และ 10, 13 ซ่ึงอยูใ่น

เกณฑไ์ม่สามารถคดัออกได้

	 เ ม่ือตรวจสอบเ พ่ิมเ ติมจากคู่ มือของชุดน�้ ำยา 

พบความแตกต่างของชุดน�้ำยา เช่น ต�ำแหน่งบนโครโมโซม 

(Chromosomal location) และ Repeat sequence ของ  

Primer จ�ำเพาะต�ำแหน่ง D8S1179 คือ 8q24.13-TCTA 

Complex (19)8 ส่วนอีกชุดคือ 8q23.1-23.2 [TCTA]129 

และรูปแบบ Primer ท่ีพบความแตกต่างกนัตามรายงาน  

คือ 5'-TTTTTGTATTTCATGTGTACATTCG-3' และ  

5'-ATTGCAACTTATATGTATTTTTGTATTTCATG-3'10 

	 การแปลผลจึงตอ้งพิจารณาให้ละเอียดและยืนยนั 

ผลตรวจให้ชดัเจนก่อนการรายงานผล แมว้่าจะเป็นผล 

ท่ีท�ำให้ตอ้งวิเคราะห์เพ่ิมเติม แต่เป็นรูปแบบดีเอ็นเอ 

ท่ีเป็นเอกลกัษณ์เฉพาะของบุคคลนั้น หากมีการเปรียบเทียบ

ในคดีหรืออุบติัภยัหมู่ จะเป็นการแสดงเอกลกัษณ์บุคคลได้

ประการหน่ึง (ภาพท่ี 1B และ 1C)

	 ลักษณะของ Peak ท่ีสมบูรณ์จะได้สัดส่วนของ 

Heterozygous peak ท่ีมีความสูงของ Peak ใกลเ้คียงกนั 

[ภาพท่ี 1C(a)] องคป์ระกอบท่ีส่งผลต่อการเกิดลกัษณะ 

Peak ไม่สมดุล หรือผดิปกติ เช่น สดัส่วนของดีเอน็เอตั้งตน้ 

ท่ีไม่สมดุลในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ หากน้อยเกินไป 

อาจส่งผลให้เกิดลักษณะ Imbalanced peak ปัจจัยท่ี

สันนิษฐานอีกประการหน่ึงคือ บนสายดีเอ็นเอตั้ งตน้  

ท่ีต �ำแหน่ง Primer binding site มีการกลายพนัธ์ุ บางส่วน  

แต่ Primer ยงัสามารถจบัและต่อสายดีเอน็เอได ้จะยงัคงพบ

ผลผลิตของการท�ำ PCR (PCR product) ได ้แต่เป็นอลัลีล 

ท่ีไม่สมบูรณ์ ท�ำใหเ้กิด Peak เป็นลกัษณะ Heterozygous 

allele imbalanced [ภาพท่ี 1C(b)] และในกรณีท่ี Primer  

ไม่สามารถจบัและไม่ต่อสายดีเอน็เอ จะพบอลัลีลลกัษณะ

ไม่สมบูรณ์ [ภาพท่ี 1C(c)]11

	 ตวัอยา่งท่ี 3  ค่าสถิติในการถ่ายทอดทางพนัธุกรรม

ประกอบเกณฑก์ารคดัเขา้ เพ่ือใชค้ �ำนวณค่าความเช่ือมัน่

ของโอกาสความน่าจะเป็นบิดา-บุตร หรือ มารดา-บุตร  

เม่ือเทียบกับบุคคลอ่ืนในประชากร (Probability of 

paternity) ซ่ึงค�ำนวณจากค่าความถ่ีของอัลลีลท่ีพบ 

ในประชากรนั้นๆ (อา้งอิงจากงานวิจยัความถ่ีประชากร 

ท่ีเผยแพร่แลว้ เช่น DNA database of populations from 

different parts in the Kingdom of Thailand)12 และรูปแบบ

การถ่ายทอดซ่ึงใชรู้ปแบบการค�ำนวณท่ีแตกต่างกนั13-15  

การเพิ่มต�ำแหน่งตรวจโดยชุดน�้ ำยาส�ำเร็จรูปอ่ืน เป็นอีก

หน่ึงทางเลือกในการเพ่ิมค่าความเช่ือมัน่ทางสถิติ เน่ืองจาก

ต�ำแหน่งท่ีตรวจสอบเพ่ิมจะเป็นการเพ่ิมค่า PI และส่งผลให้

ค่า Combined paternity index (CPI) เพ่ิมข้ึน หากพบลกัษณะ 

อลัลีลท่ีหายาก (Rare allele) ในฐานขอ้มูลประชากร 

	 ตัวอย่างเลขท่ีอ้างอิง No.1262 และ No.1263  

ซ่ึงมีความสมัพนัธ์ มารดา-บุตร ตรวจไดผ้ล DNA typing 

(ตารางท่ี 4) มีการค�ำนวณค่าความเช่ือมัน่ของโอกาสท่ี 

ตวัอยา่ง No.1263 น่าจะเป็นบุตรของตวัอยา่ง No.1262  

เม่ือเปรียบเทียบกบับุคคลอ่ืนในประชากรจากตวัอย่าง 

เป็นประชากรจีนซ่ึงไดใ้ชค้า่อา้งอิง Genetic polymorphism 

of 29 STR loci in the Hunan Han population from China16 

โดยค�ำนวณค่า Combined  paternity index (CPI) จ�ำนวน  

15 ต�ำแหน่ง และ 19 ต�ำแหน่ง ไดเ้ท่ากบั 502.42557 และ 

49,287.042 ค่า Probability of paternity ไดร้้อยละ 99.80 

และ 99.9980 ตามล�ำดบั อธิบายไดว้า่ ตวัอยา่ง No.1262  

มีโอกาสเป็นบุตรของตวัอยา่ง No.1263 มากกวา่บุคคลอ่ืน 

ท่ีมีรูปแบบดีเอน็เอในลกัษณะเดียวกนัในประชากรอา้งอิง

ร้อยละ 99.80 เม่ือค�ำนวณ 15 ต�ำแหน่ง และร้อยละ 99.9980 

เม่ือค�ำนวณ 19 ต�ำแหน่ง
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ภาพที ่1.	 กราฟ Electropherogram แสดง DNA Profile ผลการตรวจลายพมิพ์ดเีอน็เอ 

A, ต�ำแหน่ง D10S1248 ซ่ึงมีลกัษณะ Imbalance peak เม่ือใชชุ้ดน�้ำยาท่ี 1 และ Balance peak เม่ือใชชุ้ดน�้ำยาท่ี 2

B, ต�ำแหน่ง D8S1179 มีลกัษณะ Allele dropout ท่ีตรวจพบจากการใชน้�้ำยาส�ำเร็จรูปชุดท่ี 1 และ ลกัษณะ Heterozygous allele  

ในน�้ำยาส�ำเร็จรูปชุดท่ี 2 และ 3

C, ลกัษณะการเกิด Primer binding site mutation
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ตารางที ่4.	 ผลการตรวจลายพมิพ์ดเีอน็เอ แสดงต�ำแหน่งทีต่รวจวเิคราะห์ (STR locus) ข้อมูล DNA Profile ของตวัอย่าง 

	 เลขที ่No.1262 และ No.1263 และค่า PI ทีไ่ด้จากการค�ำนวณ ความสัมพนัธ์มารดา-บุตร โดยเปรียบเทยีบระหว่าง  

	 ค�ำนวณ 15 ต�ำแหน่ง และ 19 ต�ำแหน่ง ตามล�ำดบั

STR Locus No. 1262 No. 1263 PI 15 Loci PI 19 Loci

Amelogenin X X X X - -

D3S1358 15 17 15 17 1.76799 1.76799

D1S1656 15 15 11 15 - -

D2S441 11 11 11 11 - -

D10S1248 15 17 15 15 - -

D13S317 8 11 8 8 1.69492 1.69492

Penta E 18 20 17 20 - 6.25

D16S539 11 11 11 13 2.00803 2.00803

D18S51 14 18 14 19 1.21359 1.21359

D2S1338 19 25 19 20 1.28866 1.28866

CSF1PO 10 11 10 11 2.10269 2.10269

Penta D 9 10 9 11 - 0.72046

TH01 7 8 6 7 0.91241 0.91241

vWA 14 17 14 15 0.88968 0.88968

D21S11 29 31.2 29 29 1.79211 1.79211

D7S820 11 11 10 11 1.3587 1.3587

D5S818 12 13 11 12 1.11607 1.11607

TPOX 8 11 11 12 0.78864 0.78864

D8S1179 13 15 14 15 1.66667 1.66667

D12S391 20 20 15 20 - 2.71739

D19S433 14 14 14 14 3.90625 3.90625

SE33 26.2 26.2 15 26.2 - 7.69231

D22S1045 15 16 15 16 - -

DYS391 - - - - - -

FGA 21 22 21 25 2.33645 2.33645

DYS576 - - - - - -

DYS570 - - - - - -

Combined Paternity Index 502.42557 49287.042

Probability of Paternity 99.80% 99.9980%

PI, paternity index; STR, short tandem repeat.
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	 จากขอ้มูลสถิติของงานบริการในช่วงระยะเวลา 7 ปี  

(พ.ศ. 2558 - 2564)  การตรวจพิสูจนค์วามสมัพนัธ์ระหวา่ง

บิดา-มารดา-บุตร  การพิสูจน์เอกลกัษณ์บุคคลในงาน 

ทางนิติวิทยาศาตร์ การตรวจวตัถุพยานในคดีความ และ 

การตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ Cell line ในงานวิจยั 

เพ่ือการศึกษาลักษณะดีเอ็นเอท่ีเปล่ียนแปลง โดยใช ้

หลกัการตรวจลายพิมพดี์เอน็เอ จ�ำนวนตวัอยา่งส่งตรวจ

ทั้งหมด 8,251 ตวัอยา่ง พบครอบครัวท่ีขดัแยง้ จ�ำนวน  

540 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 7  พบการกลายพนัธ์ุ จ�ำนวน 

185 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 2 และพบอลัลีลไม่สมบูรณ์ 

จ�ำนวน 9 ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 0.11 ซ่ึงตวัอยา่งเหล่าน้ี

ในทางปฏิบติัของหอ้งปฏิบติัการจะด�ำเนินการทดสอบซ�้ำ 

เพ่ือยืนยนัผลก่อนการรายงานผลการตรวจ ตามคู่มือ

ปฏิบติังาน (Work instruction) งานวิจยัน้ีเก็บขอ้มูลจาก 

งานบริการท่ีมีการควบคุมคุณภาพห้องปฏิบัติการ 

ตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025

	 อยา่งไรกต็าม การตรวจวเิคราะห์ดา้นนิติพนัธุศาสตร์ 

นอกจากจะมีการตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอซ่ึงปัจจุบัน 

นิยมใช้ตรวจจากเค ร่ืองหมายพันธุกรรมประเภท 

ดีเอน็เอล�ำดบัซ�้ำชนิดไมโครแซตเทลไลต ์(Microsatellite)  

หรือ STR ท่ีอยู่บนออโตโซม (Autosome) แลว้ ยงัมี 

วธีิการตรวจดีเอน็เอประเภทอ่ืนท่ีใชใ้นการพิสูจนส์ายพนัธ์ุ 

เพ่ือเพ่ิมความชดัเจนนอกเหนือจากการตรวจบนออโตโซม6  

ไดแ้ก่ 

	 1)	 การตรวจไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ (Mitochondrial 

DNA, mtDNA) ซ่ึงใชต้รวจเอกลกัษณ์ของดีเอน็เอสายพนัธ์ุ

มารดา (Maternal lineage marker) 

	 2)	 การตรวจ STR บน X chromosome (X-STR) ซ่ึงใช้

ตรวจดีเอน็เอล�ำดบัซ�้ ำบนโครโมโซมเอก็ซ์ ในการพิสูจน์

ความสมัพนัธ์ระหวา่งบิดา-บุตรสาว ระหวา่งยา่-หลานสาว 

และระหวา่งพี่สาว-นอ้งสาวร่วมบิดาเดียวกนั

	 3)	 การตรวจ STR บน Y chromosome (Y-STR) ซ่ึงใช้

ตรวจดีเอน็เอล�ำดบัซ�้ ำบนโครโมโซมวาย ส�ำหรับพิสูจน์

ความสมัพนัธ์ในสายพนัธ์ุบิดา (Paternal lineage marker)  

ในการพิสูจนค์วามสมัพนัธ์ระหวา่งบิดา-บุตรชาย ระหวา่ง 

ปู่-หลานชาย เป็นตน้

บทสรุป

	 เทคโนโลยกีารตรวจพิสูจน์เอกลกัษณ์บุคคลในงาน

ดา้นนิติวิทยาศาสตร์กา้วหนา้และพฒันาไปอยา่งรวดเร็ว 

บทความน้ีรวบรวมขอ้มูลชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูปเพ่ือตรวจพิสูจน์

เอกลกัษณ์บุคคลบน Autosomal STR เพื่อน�ำเสนอขอ้มูล

ประกอบการพิจารณา และเปรียบเทียบขอ้มูลท่ีบริษทัผูผ้ลิต

ท�ำการตลาด การน�ำไปใชจึ้งข้ึนกบัวตัถุประสงคก์ารบริหาร

จัดการของหน่วยงาน หากผู ้ใช้งานต้องการพิสูจน ์

ความสมัพนัธ์โดยมีวตัถุประสงคเ์พ่ือใหไ้ดค่้า Probability of 

paternity สูง การเลือกชุดน�้ำยาท่ีมีจ�ำนวน Autosomal STR 

ส�ำหรับการค�ำนวณค่า PI ไดจ้ะเหมาะสมท่ีสุด บทความน้ี

ประกอบดว้ย 4 ชุดน�้ำยาคือ Verifiler Express, Verifiler Plus, 

Investigator 26 Plex QS และ PowerPlex Fusion6C ซ่ึงมี

ต�ำแหน่งเคร่ืองหมายพนัธุกรรมจ�ำนวน 23 ต�ำแหน่ง  

หากตอ้งการตรวจสอบต�ำแหน่ง Y-STR พร้อมกบัต�ำแหน่ง 

Autosomal STR ชุดน�้ ำยาประเภทน้ี ไดแ้ก่ PowerPlex 

Fusion6C, Investigator 24 Plex QS, Investigator 24  

Plex GO, Investigator 26 Plex QS, GlobalFiler Express และ 

GlobalFiler IQC GlobalFiler หากผูใ้ชง้านตอ้งปฏิบติังานกบั

ตวัอย่างท่ีมีความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอน้อยและมีโอกาส

เส่ือมสภาพสูง เช่น วตัถุพยาน ชุดน�้ ำยาท่ีเป็นทางเลือก

เหมาะส�ำหรับความเขม้ขน้ต�่ำและมีต�ำแหน่งตรวจสอบ

คุณภาพเพื่อวเิคราะห์สารยบัย ั้งและความเส่ือมสภาพของ 

ดีเอน็เอ ไดแ้ก่ GlobalFiler IQC, Verifiler Plus, Investigator 

24 Plex QS และ Investigator 26 Plex QS ทั้งน้ี ผูใ้ชง้าน

ควรศึกษาขอ้มูลของผลิตภณัฑ์ก่อนใช้งานเพ่ือให้เกิด

ประโยชนสู์งสุดต่อผูรั้บบริการ

กติตกิรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณบุคลากรหอ้งปฏิบติัการมนุษยพ์นัธุศาสตร์

ในการบริหารจดัการงานบริการไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

ส่งผลใหร้ะบบงานบริการเป็นไปตามมาตรฐาน สามารถ 

น�ำขอ้มูลมาต่อยอดหรือผูท่ี้สนใจสามารถน�ำไปประยกุตใ์ช้

ในงานประจ�ำไดเ้ป็นอยา่งดี
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การเปรียบเทียบชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูปที่ใช้การตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอ เพื่อวัตถุประสงค์หลากหลาย

ในการพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคล
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Commercial DNA Typing Test Kit Comparison for Multipurpose of  

Human Identification

Jittima  Shotivaranon1, Budsaba  Rerkamnuaychoke1

1	Department of Pathology, Faculty of Medicine, Ramathibodi hospital, Mahidol University, Bangkok, Thailand

Human identification is applied to prove interpersonal relationships by using 
commercial test kits of a single tube multiplex PCR on DNA repeated sequence 
(short tandem repeat, STR) genetic markers. Each commercial test kit has 
different limitation and advantage. The objective of this report is to compare  
the advantage and limitation of 8 commercial test kits (GlobalFiler Express, 
GlobalFiler™ IQC / GlobalFiler, Verifiler Express, Verifiler Plus, Investigator 
24 Plex QS, Investigator 24 Plex Go, Investigator 26 Plex QS, and PowerPlex 
Fusion6C). We not only reviewed and compared the strengths and limitations  
of these 8 commercial test kits but also compared DNA profiles generated by  
3 commercial test kits which were used in routine paternity service of Human 
Genetic Laboratory, Department of Pathology, Faculty of Medicine Ramathibodi 
Hospital, Mahidol University. The data demonstrated that combined results of 
different commercial test kits was able to solve the interpretation of mutation or 
exclusion cases in some situations.
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