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บทคัดยอ 

 ยุงเปนสิ ่งมีช ีว ิตจำพวกแมลงสามารถพบไดทั ่วโลก มีแหลงเพาะพันธุ ในเขตพื ้นที ่อาศัย           

ของมนุษย การใชดีเอ็นเอมนุษยจากเลือดในทองยุงมาประยุกตในการหาคนหาผูกระทำความผิดเปนอีก

หนึ่งทางเลือกที่นาสนใจ แตโดยทั่วไปในที่เกิดเหตุมักมีบุคคลตั้งแตสองคนขึ้นไป จึงสงผลใหในการศึกษา 

ที่ผานมาไมทราบวาสามารถแยกความแตกตางระหวางเลือดมนุษยในทองยุงไดหรือไม ดังนั้นในการศึกษา

นี้จึงทำการศึกษาการระบุรูปแบบและความแตกตางดีเอ็นเอผสมระหวางบุคคล  2 คน จากตัวอยางเลือด            

ที่ไดจากยุงรำคาญซึ่งเปนยุงที่พบไดมากในประเทศไทย โดยทำการศึกษาการตรวจสอบปริมาณและ            

โพรไฟลของดีเอ็นเอดีเอ็นเอผสมระหวางบุคคล 2 คน นำดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดของมนุษยในตัวอยางยุง

มาตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร และตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของบุคคล

โดยใช STRs ทั้งหมด 16 ตำแหนง ผลการศึกษาพบวาสามารถแยกความแตกตางของ 2 บุคคล ไดจาก

ตัวอยางเลือดในทองยุงที่เก็บตั้งแตเวลา 0 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง โดยตัวอยางที่เก็บที่เวลา 0 12 24 

และ 36 ชั่วโมง เมื่อนำไปทำ capillary electrophoresis สามารถระบุ STR genotyping ของทั้งสอง

บุคคลไดทั้ง 16 ตำแหนง สวนตัวอยางที่เก็บที่เวลา 48 ชั่วโมง สามารถระบุ STR genotyping ไดเพียง

บางตำแหนง ซึ่งผลการศึกษานี้จะเปนขอมูลเบื้องตนสำหรับนำไปประยุกตในงานทางดานนิติวิทยาศาสตร

ตอไปได 
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Abstract 

Mosquitoes are an insect that can be found worldwide. The mosquito habitat is 

close to humans. Culex quiquefasciatus is the most common mosquito in Thailand.               

The detection of human DNA in mosquito blood meals to track down the perpetrator is 

an alternative and interesting strategy, but most crimes involve many people. In this study, 

we aimed to identify human DNA profiles from mosquito (Culex quiquefasciatus) blood 

meal mixture between two volunteers. After written informed consent, blood sample 

collection and feeding experiment were performed. Genomic DNA was extracted from 

mosquito blood meal mixture at 0, 12, 24, 36, 48, 60 and 72 hours. We performed 

polymerase chain reaction (PCR) and genotyped 16 short tandem repeats (STRs) using DNA 

from mosquito blood meal mixture. We could detect the DNA profiles for all STRs of two 

volunteers which matched with our control DNA from one male and one female at 0, 12, 

24, and 36 hours. While at 48 hours, some STRs could not be genotyped, this was 

consistent with previous studies. This study may be helpful for the identification of human 

DNA profiles from mosquito blood meal mixture for forensic application. 

Keywords: Culex quiquefasciatus; STRs; DNA; Forensic Science 
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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1 ความเปนมาและความสำคัญของปญหา 

ยุงเปนสิ่งมีชีวิตจำพวกแมลง สามารถพบไดทั่วโลกแตพบมากในเขตรอนและเขตอบอุน ปจจุบัน           

ในโลกมียุงประมาณ 4,000 ชนิด และในประเทศไทยพบจำนวน 450 ชนิด สามารถแบงออกไดเปน              

3 กลุม ไดแก ยุงยักษ (Toxorhynchitinae), ยุงกนปลอง (Anophelinae) และยุงลายและยุงรำคาญ 

(Culicinae) ซึ่งยุงแตละชนิดจะมีพฤติกรรมที่แตกตางกันไป ยุงมีการเปลี่ยนแปลงรูปราง 4 ระยะ คือ 

ระยะไข ระยะลูกน้ำ ระยะตัวโมง และระยะตัวเต็มวัย (อุษาวดี ถาวระ และคณะ, 2559)  

ยุงรำคาญ (Culex quinquefasciatus) เปนยุงที่พบมากในประเทศไทย แหลงเพาะพันธุอยูใน

เขตพ้ืนที่อาศัย ของมนุษย มีพฤติกรรมการหากินชวงเวลากลางคืน ออกไขครั้งละประมาณ 200-250 ฟอง 

และฟกภายใน 30 ชั่วโมง ยุงรำคาญมีอายุประมาณ 20-30 วัน ยุงตัวเต็มวัยทั้งสองเพศจะกินน้ำหวานจาก

เกสรดอกไมเปนอาหาร แตยุงเพศเมียจำเปนตองกินเลือดมนุษยหรือสัตว เพื่อชวยในการเจริญของไข                          

(อุษาวดี ถาวระ, 2553)  

วัตถุพยานทางชีววิทยา (biological evidence) คือ หลักฐานในการติดตามผูกระทำความผิด           

ที่ไดจากสิ่งมีชีวิต เชน คราบเลือด เสนผม และฟน เปนตน ซึ่งเปนหลักฐานที่มีความสำคัญและสามารถใช

ในการระบุตัวตนของผูกระทำความผิด (ปาณิก เวียงชัย , 2556) ในอดีตมีการศึกษาที ่เกี ่ยวของกับ            

การคนหาตัวผูกระทำความผิดจากการตรวจสอบระบุรูปแบบดีเอ็นเอจากเลือดของมนุษยในยุง ในป 2008 

มีเหตุการณขโมยรถที่เมือง Lapua ประเทศฟนแลนด แตไมพบหลักฐานในการคนหาตัวผูกระทำความผิด 

ตำรวจจึงไดมีการใชดีเอ็นเอมนุษยจากเลือดในยุงเปนหลักฐานในการตรวจหาผูกระทำความผิด                   

(The Telegraph, 2008) ในประเทศไทยสามารถนำมาปรับใชไดเมื่อเกิดอาชญากรรมในพื้นที่ปดและ            

ไมมีหลักฐานอื่น ๆ ประกอบ เชน ภายในรถ อาคาร และเลือกศึกษาในยุงชนิดที่พบมากบริเวณพ้ืนที่อาศัย

ในประเทศไทย คือ ยุงรำคาญ แตโดยทั่วไปในที่เกิดเหตุมักมีบุคคลตั ้งแตสองคนขึ ้นไป จึงสงผลให            

การระบุรูปแบบดีเอ็นเอจากเลือดของมนุษยในยุงในการศึกษาที ่ผานมาไมทราบวาสามารถแยก               

ความแตกตางระหวางเลือดมนุษยในทองยุงไดหรือไม ดังนั้นในการศึกษานี้จึงทำการศึกษาการระบุรูปแบบ



2 
 

 

และความแตกตางดีเอ็นเอผสมระหวางบุคคล 2 คน จากตัวอยางเลือดที่ไดจากยุงรำคาญ ซึ่งเปนยุงที่พบ

ไดมากในประเทศไทย และไดมีการเก็บตัวอยาง  เล ือดมนุษย ในทองของยุงที ่ระยะเวลาตาง  ๆ                

เพ่ือตรวจสอบและระบุรูปแบบดีเอ็นเอของมนุษย  

การตรวจสอบระบุรูปแบบดีเอ็นเอของมนุษย ในประเทศไทยไดใชเทคนิค  STR genotyping 

จำนวน 16 ตำแหนง โดยเปนการตรวจสอบจำนวนซ้ำของลำดับนิวคลีโอไทด ซึ่งแตละบุคคลจะมีจำนวน

ซ้ำที่แตกตางกัน เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดนี้ ไดแก D3S1358, D21S11, CSF1PO, TPOX, D19S433, 

TH01, FGA, D5S818, D2S1338, D7S820, D18S51, Amelogenin, vWA, D8S1179, D16S539 และ 

D13S317 (Krenke et al., 2002) ในการศึกษานี้มุงเนนระบุรูปแบบและความแตกตางดีเอ็นเอจากเลือด

ของมนุษยสองคนที่เก็บไดจากยุงรำคาญ (C. quiquefasciatus) โดยการพิสูจนเอกลักษณบุคคลดวย STR 

genotyping ทั้ง 16 ตำแหนง เพ่ือนำมาประยุกตในงานทางดานนิติวิทยาศาสตร  

1.2 วัตถุประสงคของการศึกษา 

 เพ่ือแยกความแตกตางระหวางดีเอ็นเอผสมจากบุคคล 2 คน ในตัวอยางเลือดที่ไดจากยุงรำคาญ                            

(C. quiquefasciatus) 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

สามารถระบ ุSTR genotyping 16 ตำแหนงจากบุคคล 2 คน ในตัวอยางเลือดที่ไดจากยุงรำคาญ  

(C. quiquefasciatus) รวมทั้งทราบชวงเวลาที่สามารถแยกความแตกตางดีเอ็นเอของ 2 บุคคลได (ตั้งแต

เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ชั่วโมง) โดยเปรียบเทียบกับตัวอยางเลือดจากอาสาสมัครเพศหญิง

และเพศชายที่ไมผานการกินของยุง ซึ่งสามารถนำผลการศึกษาดังกลาวใชเปนขอมูลเบื้องตนสำหรับการ

นำไปประยุกตกับงานทางดานนิติวิทยาศาสตร 
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บทที่ 2 

การตรวจสอบเอกสารที่เกี่ยวของ 

2.1 ยุง 

ยุงเปนสิ่งมีชีวิตจำพวกแมลง สามารถพบไดทั่วโลกแตพบมากในเขตรอนและเขตอบอุน ปจจุบัน

ในโลกมียุงประมาณ 4,000 ชนิด และในประเทศไทยพบจำนวน 450 ชนิด สามารถแบงกลุมหลักได               

3 กลุม คือ ยุงยักษ (Toxorhynchitinae), ยุงกนปลอง (Anophelinae) และยุงลายและยุงรำคาญ 

(Culicinae) ซึ่งยุงแตละชนิดจะมีพฤติกรรมที่แตกตางกันไป ยุงมีการเปลี่ยนแปลงรูปราง 4 ระยะ คือ 

ระยะไข (egg) ใชเวลา 1-3 วัน ระยะลูกน้ำ (larva) ใชเวลาประมาณ 7-10 วัน ระยะตัวโมง (pupa)           

ใชเวลา 1-3 วัน และระยะตัวเต็มวัย (adult) ลักษณะของยุงตัวเต็มวัยแบงออกเปน 3 สวน คือ สวนหัว 

สวนอก และสวนทอง โครงสรางของยุงประกอบดวยหนวด 1 คู ปก 1 คู และขา 3 คู และในเพศเมีย            

จะมีปากแบบเจาะดูด  (อุษาวดี ถาวระ และคณะ, 2559) (ภาพท่ี 2.1) 

 

ภาพที่ 2.1 โครงสรางของยุง  
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ยุงรำคาญ (Culex quiquefasciatus) มีลักษณะเฉพาะที่แตกตางจากยุงชนิดอื่น ๆ คือ ลำตัว           

มีสีน้ำตาล สวนขาไมพบปลองขาวที่เห็นชัดเจน ปกคอนขางใส ลักษณะของยุงรำคาญเพศเมียคือ ลำตัว   

มีสีดำหรือสีน้ำตาลออน บริเวณ scutellum มีรอยหยัก 3 รอย ลักษณะของยุงรำคาญเพศผูคือ สวนของ 

palpi จะมีขนาดยาว แตสวนปลายไมพองออกเหมือนยุงในกลุมยุงกนปลอง  และในเพศเมียสวนของ 

palpi จะยาวนอยกวา 1 ใน 4 ของความยาวปาก (ภาพที่ 2.2) ยุงรำคาญสามารถพบไดในประเทศไทย                 

แหลงเพาะพันธุอยูในเขตพื้นที่อาศัยของมนุษย มีพฤติกรรมการหากินชวงเวลากลางคืน ออกไขครั้งละ

ประมาณ 200-250 ฟอง และฟกภายใน 30 ชั่วโมง ยุงรำคาญมีอายุประมาณ 20-30 วัน ยุงตัวเต็มวัย          

ทั้งสองเพศจะกินน้ำหวานจากเกสรดอกไมเปนอาหาร แตยุงเพศเมียจำเปนตองกินเลือดมนุษยหรือสัตว

เพ่ือชวยในการเจริญของไข (อุษาวดี ถาวระ, 2553) 

 

ภาพที่ 2.2 ความแตกตางระหวางยุงรำคาญเพศผู (ซาย) และเพศเมีย (ขวา)  
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2.2 วัตถุพยาน 

วัตถุพยาน คือ หลักฐานที่ใชในการติดตามผูกระทำความผิดที่มีความนาเชื่อถือนอกเหนือจาก

พยานบุคคล สามารถพบวัตถุพยานไดในที่เกิดเหตุ ผูเสียหาย และผูกระทำความผิด วัตถุพยานแบงเปน            

2 ประเภทคือ วัตถุพยานทางกายภาพ (physical evidence) คือ หลักฐานในการติดตามผูกระทำ

ความผิดที่ไดจากสิ ่งไมมีชีวิต เชน อาวุธ เขมาดินปน สี และวัตถุพยานทางชีววิทยา (biological 

evidence) คือ หลักฐานในการติดตามผูกระทำความผิดที่ไดจากสิ ่งมีชีวิต เชน คราบเลือด เสนผม             

และฟน เปนตน ซึ่งเปนหลักฐานที่มีความสำคัญและสามารถใชในการระบุตัวตนของผูกระทำความผิด           

ในการสืบสวนคดีอาญานับวาวัตถุพยานทางชีววิทยาเปนวัตถุพยานเพียงประเภทเดียวที ่แสดง

ความสัมพันธโดยของเหตุการณที่เกิดขึ้นโดยตรงระหวางผูกระทำความผิดและผูเสียหาย (ปาณิก เวียงชัย, 

2556) สำหรับตัวอยางเลือด จะตองมีการตรวจสอบวาเปนเลือดของมนุษยจากการตรวจสอบ                     

ทางภูมิคุมกันวิทยา ซึ่งจะมีการทำปฏิกิริยาอยางจำเพาะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี จากนั้นจะ        

มีการตรวจสอบ หมูเลือด และตรวจสอบดีเอ็นเอตอไป ปจจัยที่มีผลตอคุณภาพเลือด เชน แสงยูวี (Hall 

et al., 2014), สารเคมี (Harris et al., 2006)  

2.3 ยุงกับงานทางดานนิติวิทยาศาสตร 

 ยุงเปนสิ่งมีชีวิตที่กินเลือดของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเปนอาหาร ซึ่งเลือดที่ยุงไดกินเขาไปจะสามารถ

อยูภายในทองยุงไดหลายวัน ในงานวิจัยการตรวจสอบดีเอ็นเอมนุษยจากเลือดในยุง (Culicinae) พบวา

เลือดในทองยุงมากกวา 3 วันสามารถตรวจสอบการระบุรูปแบบดีเอ็นเอได (Curic et al., 2014) สำหรับ

เอนไซมที่พบในทองยุงคือเอนไซม proteolytic มีบทบาทที่สำคัญในการยอยเลือด สำหรับกรดอะมิโนที่

ไดจากการยอยเลือดจะถูกลำเลียงผานผนังลำไสเขาสูระบบ hemolymph และถูกใชในกระบวนการ 

vitellogenin ตอไป หลังจากยุงเพศเมียกินเลือดเขาไปจะมีการสังเคราะหเยื่อบุชองทองที ่ midgut 

สำหรับในยุงในกลุมยุงรำคาญ ตองใชเวลาอยางนอย 24 ชั่วโมงในการสังเคราะหเยื่อบุชองทองไดอยาง

สมบูรณ เยื่อบุชองทองที่สรางขึ้นจะหุมเลือดที่ยุงไดกินเขาไปและแยกกับ midgut (Barovsky, 1986) 

ยุงไดเริ่มเขามามีบทบาทในงานนิติวิทยาศาสตร เชน ในป 2008 มีเหตุการณขโมยรถที่เมือง 

Lapua ประเทศฟนแลนด แตไมพบหลักฐานในการคนหาตัวผูกระทำความผิด ตำรวจจึงไดใชดีเอ็นเอ
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มนุษยจากเลือดในทองยุงที่พบในรถยนตในที่เกิดเหตุเปนหลักฐานในการตรวจหาผูกระทำความผิด (The 

Telegraph, 2008) หรือในการศึกษาเกี่ยวกับการตรวจสอบระบุรูปแบบดีเอ็นเอของมนุษยในทองยุง ในป 

2017 จากการเก็บตัวอยางเลือดดวยวิธีการนำถวยพลาสติกที่ขึงดวยตาขายบาง ๆ มาวางบริเวณผิวหนัง

เพ่ือใหยุงดูดเลือดโดยตรง และนำไปตรวจสอบ STR genotyping 15 ตำแหนง (Hiroshige et al., 2017) 

การใหเลือดยุงในการทำงานทดลองสามารถทำไดกับอาสาสมัครโดยตรง โดยใหยุงใช proboscis              

แทงเจาะลงบนผิวของอาสาสมัครและดูดเลือดจนเต็มสวนชองทองของยุง  (Hiroshige et al., 2017)            

แตการใหเลือดยุงโดยตรงอาจเสี่ยงตอทางรางกายและจิตใจของอาสาสมัคร จึงมีการใชวิธีการใหเลือดยุงที่

เปนการเลียนแบบพฤติกรรมการกินเลือดของยุง คือการใหยุงเจาะแทงดูดเลือดลงบนผิวแผนฟลม

polytetrafluoroethylene (PTFE) กอนใสเลือดเขาไปจะตองดึงแผนฟลมใหบางยืด (Siria et al., 2018) 

ซึ่งเปนวิธีที่มีความเสี่ยงตออาสาสมัครนอยกวา 

2.4 ยีน CADM1 

ยีน CADM1 (Cell Adhesion Molecule 1) พบในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ทำหนาที่เปน tumor                      

suppressor ในเซลล  non-small-cell lung cancer (NSCLC)  โปรต ีน CADM1 ม ีปฏ ิส ัมพ ันธ กับ                         

โปรตีน CRTAM (cytotoxic and regulatory T-cell molecule) และจะไปสงเสริมการทำงานของเซลล 

natural killer (NK) และการหลั่ง interferon-gamma (IFN-gamma) ของเซลล CD8+ (GeneCards, 

2020) ซึ่งยีนนี้จะไมพบในยุง จึงทำใหสามารถนำมาใชในการตรวจสอบไดวาดีเอ็นเอที่สกัดไดเปนดีเอ็นเอ

ของมนุษย นอกจากนี้ในการตรวจสอบวาเปนดีเอ็นเอของมนุษยและแยกดีเอ็นเอของมนุษยออกจากยุง

สามารถใชยีนตาง ๆ ที่พบในมนุษยหรือพบในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมแตไมพบในยุง 

 

 

 

 



7 
 

 

2.5 Short tendem repeats (STRs) 

 STRs คือ สวนของดีเอ็นเอที่มีการซ้ำกันของลำดับนิวคลีโอไทดตั้งแต 1-6 คูเบส ที่กระจายอยู

บริเวณตาง ๆ ของจีโนม ซึ่งในแตละบุคคลจะมีความแตกตางของจำนวนซ้ำ จึงสามารถนำมาใชพิสูจน

เอกลักษณบุคคลได (Chakraborty et al., 1999) ในแตละประเทศจะมีการตรวจสอบตำแหนง STRs          

ที่แตกตางกัน ซึ่งในประเทศไทยมีการใช STRs 16 ตำแหนง ไดแก D3S1358, D21S11, CSF1PO, TPOX, 

D19S433, TH01, FGA, D5S818, D2S1338, D7S820, D18S51, Amelogenin, vWA, D8S1179, 

D16S539, D13S317 (Krenke et al., 2002) กระจายอยูหลายโครโมโซมและแตละตำแหนงมีจำนวน 

อัลลีลที่แตกตางกันดังตารางที่ 2.1  

ตารางที่ 2.1 STRs 16 ตำแหนงบนโครโมโซมและจำนวนอัลลีล (ที่มา : AmpFlSTR Identifiler PCR 

Amplification Kit) 

Locus Chromosome location Alleles included in identifiler Allelic 

Ladder 

D3S1358 3p 12, 13, 14, 15 ,16 ,17 ,18, 19 

D21S11 21q11.2-q21 24, 24.2, 25, 26, 27, 28, 28.2, 29, 29.2, 

30, 30.2, 31, 31.2, 32, 32.2, 33, 33.2, 34, 

34.2, 35, 35.2, 36, 37, 38 

CSF1PO 5q33.3-34 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 

TPOX 2p23-2per 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 

D19S433 19q12-13.1 

 

 

9, 10, 11, 12, 12.2, 13, 13.2, 14, 14.2, 

15, 15.2, 16, 16.2, 17, 17.2  

TH01 11p15.5 4, 5, 6, 7, 8, 9, 9.3, 10, 11, 13.3 
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Locus Chromosome location Alleles included in identifiler Allelic 

Ladder 

FGA 4q28 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 

26.2, 27, 28, 29, 30, 30.2, 31.2, 32.2, 

33.2, 42.2, 43.2, 44.2, 45.2, 46.2, 47.2, 

48.2, 50.2, 51.2 

D5S818 5q21-31 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 

D2S1338 2q35-37.1 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 

26, 27, 28, 

D7S820 7q11.21-22 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 

D18S51 18q21.3 7, 9, 10, 10.2, 11, 12, 13, 13.2, 14, 14.2, 

15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 

26, 27 

Amelogenin X: p22.1-22.3 

Y: p11.2 

X, Y 

vWA 12p12-pter 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 

22, 23, 24 

D8S1179 8 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

19 

D16S539 16q24-qter 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 

D13S317 13q22-31 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีดำเนินงาน 

3.1 ตัวอยางทางชีวภาพ 

ยุงรำคาญ จำนวน 200 ตัว 

ตัวอยางเลือดของมนุษยจำนวน 2 คน (ชาย 1 คน และหญิง 1 คน) คนละ 15 มิลลิลิตร 

3.2 วัสดุ อุปกรณ 

เข็มสำหรับเจาะเลือด (Nipro, Japan) 

หลอดเก็บเลือด Vacuette EDTA K3 Tube ขนาด 3 mL (Greiner Bio-One, Thailand) 

กระบอกสำหรับดูดยุง (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, ประเทศไทย) 

แผนพาราฟลม (Bemis, USA) 

ตแูชแข็งอุณหภูมิ -20 ℃ (Sanden Intercool, Thailand) 

เครื่องใหความรอนหลอดทดลอง (ALB64 Thermo Bath, Bio-Active, Thailand) 

เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (Mikro120 centrifuge, Hettich, Thailand) 

เครื่องวัดการดูดกลืนแสงชนิดนาโน (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, USA) 

เครื่อง PCR ( T100  Thermal Cycle BIO-RAD, USA)  

เครื่องแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา (gel electrophoresis) (BIO-RAD, USA)  

เครื่องถายภาพเจล (BluPAD, China) 

3.3 สารเคมีที่ใช 

สารเคมีที่ใชในการสกัด DNA 

ชุด QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 

สารเคมีที่ใชในการทำ PCR และ STR genotyping 

10X PCR buffer (Qiagen, Germany) 

25 mM Magnesium chloride (Qiagen, Germany) 

10 mM dNTP (Qiagen, Germany) 
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250 Units HotStarTaq DNA polymerase (Qiagen, Germany)  

20 𝜇M forward CADM1 (Bioneer, USA) 

20 𝜇M reverse CADM1 (Bioneer, USA) 

10 𝜇M forward 16 STRs primer (Geneplus, Thailand) 

10 𝜇M reverse 16 STRs primer (Geneplus, Thailand) 

สารเคมีที่ใชในการทำ gel electrophoresis 

Agarose gel (Vivantis, Malaysia) 

Tris base (Vivantis, Malaysia) 

Boric acid (Vivantis, Malaysia) 

EDTA (Vivantis, Malaysia) 

100 bp DNA ladder (Thermo Sciencetific, USA) 

SafeView DNA Stain (ABM, Canada) 

3.4 วิธีดำเนินงาน 

3.4.1 ขอจริยธรรมมนุษยและรับตัวอยางยุงรำคาญ (Culex quiquefasciatus) 

การศึกษาวิจัยในครั้งนี้ไดศึกษาวิจัยในมนุษยจึงมีการขอจริยธรรมโดยมีเอกสารอนุมัติเลขที่ 

033/64 และตัวอยางยุงรำคาญ (C. quiquefasciatus) ระยะตัวเต็มวัย ไดรับความอนุเคราะหจาก             

กรมวิทยาศาสตรการแพทยจำนวน 200 ตัว ดูแลรักษายุงกอนการใหเลือดโดยการใหวิตามินรวมชนิดน้ำ 

3.4.2 การใหเลือดและเก็บตัวอยางยุง 

 ตัวอยางเลือดจากอาสามัครจำนวน 2 คน เปนชาย 1 คน และหญิง 1 คน ปริมาตร 15 มิลลิลิตร

ตอ 1 คน จ ัดเก ็บในหลอดเก็บเลือด Vacuette EDTA K3 tube จากนั ้นผสมเลือดของ 2 บุคคล                  

เขาดวยกันและใหเลือดยุงดวยกนขวดรูปชมพูที่หอดวยแผนฟลม (ดัดแปลงจาก Siria et al., 2018)              

แลวจึงเก็บตัวอยางยุงดวยการแชในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 ℃ จากนั้นศึกษาโครงสรางของยุงดวย            

กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ และเก็บตัวอยางเลือดในทองยุงเวลาละ 10 ตัว ที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 

60 และ 72  ชั่วโมง โดยมีตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) คือ เลือดของ 2 บุคคลที่ไมผานการกิน

ของยุง และตัวควบคุมเชิงลบ (negative control) คือ ยุงที่ผานการกินวิตามินรวมชนิดน้ำ 
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3.4.3 การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดผสมของมนุษยในตัวอยางยุง 

การสกัดดีเอ็นเอจากยุงที่ผานการกินเลือดเวลาละ 6 ตัว ทำการสกัดดีเอ็นเอทีละตัว ใชชุด 

QIAamp DNA Micro Kit  

3.4.4 การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ 

ว ัดค าการดูดกล ืนแสงของดีเอ ็นเอตัวอย างละ 1 ไมโครล ิตร โดยใช เคร ื ่อง Nanodrop 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตรและ 280 นาโนเมตร เทียบเปนสัดสวนคาการ

ดูดกลืนแสง OD260/OD280 โดยดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ตองมีคา OD260/OD280 มากกวา 1.8 และ

บันทึกคาความเขมขนของดีเอ็นเอ เก็บดีเอ็นเอในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ในตูเย็นอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดวยการตรวจสอบยีน CADM1 ซึ ่งเปนยีนที ่พบเฉพาะในสัตว              

เลี้ยงลูกดวยนม โดยใชไพรเมอรที่มีลำดับเบสดังนี้ 

Forward Primer: 5’ ACTCCGCCTCCAGCGCATGT 3’ 

Reverse Primer 1: 5’ TCCGCTCGGCAGCACTACACT 3’ 

Reverse Primer 2:  5’ CCCACACCTACCTGTGGGGAT 3’                                    

Reverse Primer 3: 5’GGCTCACAGATGCCCTCAGC 3’ 

จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน CADM1 ดวยขั้นตอน ดังนี้  

ขั้นตอนที่ 1 Initiation denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  

ขั้นตอนที่ 2 Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี 

ขั้นตอนที่ 3 Annealing ที่อุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  

ขั้นตอนที่ 4 Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  

ขั้นตอนที่ 5 ซ้ำขั้นตอนที่ 2-4 จำนวน 35 รอบ 

ขั้นตอนที่ 6 Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาท ี 

ผลผลิตที่ไดจะมีขนาด 121, 229 และ 397 bp  
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3.4.5 multiplex PCR และการตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของบุคคล              

การทำ STR genotyping ไดมีการทำ multiplex PCR โดยจัดไพรเมอรเปนกลุมตาม 𝑇                 

ขนาดของดีเอ็นเอที่ไดและสีฟลูออเรสเซนตที่ติดฉลาก เพื่อลดการใชตัวอยางดีเอ็นเอที่มีปริมาณจำกัด           

ซึ่งจัดเปน 5 กลุมดังนี้ กลุมท่ี 1 ประกอบดวย D3S1358, D19S433 และ D7S820 กลุมท่ี 2 ประกอบดวย 

D21S11, D16S539 และ D8S1179 กลุมที ่ 3 ประกอบดวย CSF1PO, TPOX, D13S317 และ TH01 

กลุมที่ 4 ประกอบดวย FGA, D5S818 และ D2S1338 และกลุมที่ 5 ประกอบดวย Amelogenin, vWA 

และ D18S51 

จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยขั้นตอน ดังนี้  

ขั้นตอนที่ 1 Initiation denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  

ขั้นตอนที่ 2 Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  

ขั ้นตอนที่ 3 Annealing ที ่อ ุณหภูมิตามกลุ มของไพรเมอรที่ จ ัดไว  ไดแก กลุ มที่ 1 อุณหภูมิ 61                 

องศาเซลเซียส, กลุมที่ 2 อุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส, กลุมที่ 3 อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส, กลุมที่ 4 

อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส และกลุมที่ 5 อุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

ขั้นตอนที่ 4 Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  

ขั้นตอนที่ 5 ซ้ำขั้นตอนที่ 2-4 จำนวน 40 รอบ 

ขั้นตอนที่ 6 Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาท ี 

และนำผลผลิตที่ไดทำ capillary electrophoresis  

3.4.6 การวิเคราะหขอมูล  

วิเคราะหผลการทดลอง ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที ่สกัดไดจากทองยุงในแตละเวลา และ              

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอที่เวลาตาง ๆ ที่เก็บจาก

ตัวอยางเลือดในทองยุง เพื่อศึกษาวาปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทองยุงในแตละเวลาสามารถระบุ              

โพรไฟลของมนุษยไดหรือไม โดยวิเคราะหผลที่ไดจากการทำ STRs genotyping 16 ตำแหนง ตรวจสอบ

ขนาดดีเอ็นเอที่ไดระหวางตัวอยางเลือดที่เก็บจากทองยุงที่เวลา 0 12 24 36 48 60 และ 72 ชั่วโมง             

กับตัวอยางเลือดจากอาสาสมัครเพศหญิงและเพศชายที่ไมผานการกินของยุง โดยพิจารณาแถบและขนาด

ดีเอ็นเอท่ีได วาตรงกับตัวอยางเลือดจากอาสาสมัครเพศหญิงและเพศชายหรือไม จากนั้นนำตัวอยางที่พบ
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แถบดีเอ็นเอไปตรวจสอบดวยเทคนิค capillary electrophoresis เปรียบเทียบกราฟที่ได โดยพิจารณา

จากขนาดดีเอ็นเอของตัวอยางเลือดที่เก็บจากทองยุงที่เวลาดังกลาวเปรียบเทียบกับตัวอยางเลือดจาก

อาสาสมัครเพศหญิงและเพศชายที่ไมผานการกินของยุง  
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ศึกษาโครงสรางของยุงดวยกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ 

ถายภาพยุงรำคาญดวยกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอในชวงเวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 

72 ชั่วโมงที่เก็บตัวอยาง 

     

    

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.1 ยุงรำคาญที่เก็บในชวงเวลาตาง ๆ หลังจากทำการใหเลือด a. ตัวอยางยุงรำคาญที่ไมผาน             

การกินเลือด b. เก็บท่ีเวลา 0 ชั่วโมง c. เก็บท่ีเวลา 12 ชั่วโมง d. เก็บท่ีเวลา 24 ชั่วโมง e. เก็บท่ีเวลา 36 

ชั่วโมง f. เก็บท่ีเวลา 48 ชั่วโมง g. เก็บท่ีเวลา 60 ชั่วโมง h. เก็บท่ีเวลา 72 ชั่วโมง 

 

 

 

(b) (a) (c) 

(d) (e) (f) 

(g) (h) 
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4.2 ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได 

ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได (ng/µl) จากการใชยุงจำนวน 6 ตัวตอเวลาในการสกัดดีเอ็นเอ พบวา

ปริมาณดีเอ็นเอที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ชั่วโมง มีคาเฉลี ่ย 27.85 ng/µl 53.4 ng/µl                   

51.85 ng/µl 46.63 ng/µl 31.72 ng/µl 31.92 ng/µl และ 42.2 ng/µl ตามลำดับ และเม่ือพิจารณาคา 

𝐴 0/𝐴 0 พบวาอยูในชวง 1.98-2.37  

 

 

ภาพที่ 4.2 ปริมาณดีเอ็นเอเฉลี่ย (ng/µl) ที่สกัดไดในแตละชวงเวลา (error bar = standard deviation) 

4.3 ผลการตรวจสอบยีน CADM1 

 ยีน CADM1 ประกอบดวยไพรเมอรที่ใหดีเอ็นเอ 3 ขนาด คือ 121 bp, 229 bp และ 397 bp ใน

การศึกษานี้นำมาเปนยีนที่ใชยืนยันวาดีเอ็นเอที่สกัดไดเปนของมนุษย จากการทำ multiplex PCR ของ

ยีน CADM1 พบวาตัวอยางทีเ่วลา 0 ชั่วโมง ไดขนาดดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 121 bp, 229 bp  
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ภาพที่ 4.3 ผลที่ไดจากการทำ multiplex PCR ยีน CADM1 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่เวลา 0 ชั่วโมง  

จากการทำ multiplex PCR ของยีน CADM1 พบวาตัวอยางที่เวลา 12 และ 24 ชั่วโมง ไดขนาดดีเอ็นเอ 

3 ขนาด คือ 121 bp, 229 bp และ 397 bp 

 

ภาพที่ 4.4 ผลที่ไดจากการทำ multiplex PCR ยีน CADM1 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่เวลา 12 และ 24 

ชั่วโมง  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive 

3 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ช่ัวโมง 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ช่ัวโมง 

 

 

 

 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive 

3 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ช่ัวโมง 
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จากการทำ multiplex PCR ของยีน CADM1 พบวาตัวอยางที่เวลา 36 และ 48 ชั่วโมง ไมพบขนาด               

ดีเอ็นเอ   

  

ภาพที่ 4.5 ผลที่ไดจากการทำ multiplex PCR ยีน CADM1 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่เวลา 36 และ 48 

ชั่วโมง  

4.4 ผลการทำ STR genotyping  

ตัวอยางที่เวลา 0 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 1 ของ D3S1358, D19S433 และ D7S820 ภาพที ่ 4.6 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 0 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 120-250 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาดดี

เอ็นเอ คือ D3S1358 ใหดีเอ็นเอขนาด 99-147 bp, D19S433 ใหดีเอ็นเอขนาด 119-221 bp และ 

D7S820 ใหดีเอ็นเอขนาด 211-251 bp   

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive 

6 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ช่ัวโมง 

7 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.6 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมท่ี 1 ประกอบดวย D3S1358, D19S433 และ 

D7S820 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ชั่วโมง 

 จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 2 ของ D21S11, D16S539 และ D8S1179 ภาพที ่ 4.7 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 0 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 200-300 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด              

ดีเอ็นเอ คือ D21S11 ใหดีเอ็นเอขนาด 154-272 bp, D16S539 ใหดีเอ็นเอขนาด 260-308 bp และ 

D8S1179 ใหดีเอ็นเอขนาด 203-255 bp  

 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.7 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมท่ี 2 ประกอบดวย D21S11, D16S539 และ 

D8S1179 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ชั่วโมง  

จากการทำ multiplex PCR กลุมที่ 3 ของ CSF1PO, TPOX, D13S317 และ TH01 ภาพที่ 4.8 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 0 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอ 4 ขนาดที่อยูในชวง 100-330 bp ซึ่งตรงกับ ไพรเมอรที่ให

ขนาดดีเอ็นเอ คือ CSF1PO  ใหดีเอ็นเอขนาด 287-331 bp, TPOX  ใหดีเอ็นเอขนาด 98-146 bp, 

D13S317 ใหดีเอ็นเอขนาด 157-205 bp และ TH01 ใหดีเอ็นเอขนาด 230-274 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.8 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมท่ี 3 ประกอบดวย CSF1PO, TPOX, D13S317 

และ TH01 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที่ 4 ของ FGA, D5S818 และ D2S1338 ภาพที่ 4.9 แสดงให

เห็นวาตัวอยางที่ 0 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 120-350 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาดดีเอ็นเอ คือ 

FGA ใหดีเอ็นเอขนาด 308-464 bp, D5S818 ใหดีเอ็นเอขนาด 115-163 bp และ D2S1338 ใหดีเอ็นเอ

ขนาด 165-205 bp  

 

 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.9 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมท่ี 4 ประกอบดวย FGA, D5S818 และ D2S1338 

ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 5 ของ Amelogenin, vWA และ D18S51 ภาพที ่ 4.10 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 0 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 100-350 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด             

ดีเอ็นเอ คือ Amelogenin ใหดีเอ็นเอขนาด 106-112 bp, vWA ใหดีเอ็นเอขนาด 122-182 bp และ 

D18S51 ใหดีเอ็นเอขนาด 262-349 bp  

M = DNA Ladder 

4 = Negative 

5 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

6 = Positive เลือดจากเพศชาย 

7 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.10 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 5 ประกอบดวย Amelogenin, vWA และ 

D18S51 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ชั่วโมง 

ตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 1 ของ D3S1358, D19S433 และ D7S820 ภาพที่ 4.11 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 12 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 120-250 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด             

ดีเอ็นเอ คือ D3S1358 ใหดีเอ็นเอขนาด 99-147 bp, D19S433 ใหดีเอ็นเอขนาด 119-221 bp และ 

D7S820 ใหดีเอ็นเอขนาด 211-251 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 0 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.11 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 1 ประกอบดวย D3S1358, D19S433 และ 

D7S820 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที่ 2 ของ D21S11, D16S539 และ D8S1179 ภาพที่ 4.12 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 12 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 200-300 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด          

ดีเอ็นเอ คือ D21S11 ใหดีเอ็นเอขนาด 154-272 bp, D16S539 ใหดีเอ็นเอขนาด 260-308 bp และ 

D8S1179 ใหดีเอ็นเอขนาด 203-255 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

5 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.12 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 2 ประกอบดวย D21S11, D16S539 และ 

D8S1179 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ชั่วโมง  

จากการทำ multiplex PCR กล ุ มที่  3 ของ primer CSF1PO, TPOX, D13S317 และTH01 

ภาพที่ 4.13 แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 12 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอ 4 ขนาดที่อยูในชวง 100-330 bp ซึ่งตรงกับ 

ไพรเมอรที ่ใหขนาดดีเอ็นเอ คือ CSF1PO ใหดีเอ็นเอขนาด 287-331 bp, TPOX  ใหดีเอ็นเอขนาด              

98-146 bp, D13S317 ใหดีเอ็นเอขนาด 157-205 bp และ TH01 ใหดีเอ็นเอขนาด 230-274 bp  

 

M = DNA Ladder 

5 = Negative 

6 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

7 = Positive เลือดจากเพศชาย 

8 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ช่ัวโมง 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

 

   

ภาพที่ 4.13 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 3 ประกอบดวย CSF1PO, TPOX, D13S317 

และ TH01 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 4 ของ FGA, D5S818 และ D2S1338 ภาพที่ 4.14 แสดงให

เห็นวาตัวอยางที่ 12 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 120-350 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาดดีเอ็นเอ คือ 

FGA ใหดีเอ็นเอขนาด 308-464 bp, D5S818 ใหดีเอ็นเอขนาด 115-163 bp และ D2S1338 ใหดีเอ็นเอ

ขนาด 165-205 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.14 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 4 ประกอบดวย FGA, D5S818 และ D2S1338 

ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 5 ของ Amelogenin, vWA และ D18S51 ภาพที ่ 4.15  

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 12 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 100-350 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด            

ดีเอ็นเอ คือ Amelogenin ใหดีเอ็นเอขนาด 106-112 bp, vWA ใหดีเอ็นเอขนาด 122-182 bp และ 

D18S51 ใหดีเอ็นเอขนาด 262-349 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.15 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 5 ประกอบดวย Amelogenin, vWA และ 

D18S51 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ชั่วโมง 

ตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 1 ของ D3S1358, D19S433 และ D7S820 ภาพที่ 4.16 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 24 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 120-250 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด           

ดีเอ็นเอ คือ D3S1358 ใหดีเอ็นเอขนาด 99-147 bp, D19S433 ใหดีเอ็นเอขนาด 119-221 bp และ 

D7S820 ใหดีเอ็นเอขนาด 211-251 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 12 ช่ัวโมง 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.16 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 1 ประกอบดวย D3S1358, D19S433 และ 

D7S820 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 2 ของ D21S11, D16S539 และ D8S1179 ภาพที่ 4.17 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 24 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 200-300 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด          

ดีเอ็นเอ คือ D21S11 ใหดีเอ็นเอขนาด 154-272 bp, D16S539 ใหดีเอ็นเอขนาด 260-308 bp และ 

D8S1179 ใหดีเอ็นเอขนาด 203-255 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

6 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ช่ัวโมง 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.17 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 2 ประกอบดวย D21S11, D16S539 และ 

D8S1179 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ชั่วโมง  

จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 3 ของ CSF1PO, TPOX, D13S317 และ TH01 ภาพที่ 4.18 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 24 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอ 4 ขนาดที่อยูในชวง 100-330 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ให

ขนาดดีเอ็นเอ คือ CSF1PO ใหดีเอ็นเอขนาด 287-331 bp, TPOX ใหดีเอ็นเอขนาด 98-146 bp 

D13S317 ใหดีเอ็นเอขนาด 157-205 bp และ TH01 ใหดีเอ็นเอขนาด 230-274 bp  

M = DNA Ladder 

5 = Negative 

6 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

7 = Positive เลือดจากเพศชาย 

9 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ช่ัวโมง 

 

 

 

 

 

 



30 
 

 

 

ภาพที่ 4.18 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 3 ประกอบดวย CSF1PO, TPOX, D13S317 

และ TH01 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 4 ของ FGA, D5S818 และ D2S1338 ภาพที่ 4.19 แสดงให

เห็นวาตัวอยางที่ 24 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 120-350 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาดดีเอ็นเอ คือ 

FGA ใหดีเอ็นเอขนาด 308-464 bp, D5S818 ใหดีเอ็นเอขนาด 115-163 bp และ D2S1338 ใหดีเอ็นเอ

ขนาด 165-205 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

5 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ช่ัวโมง 

 

 

 

 



31 
 

 

  

ภาพที่ 4.19 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 4 ประกอบดวย FGA, D5S818 และ D2S1338 

ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 5 ของ Amelogenin, vWA และ D18S51 ภาพที ่ 4.20 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 24 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 100-350 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด             

ดีเอ็นเอ คือ Amelogenin ใหดีเอ็นเอขนาด 106-112 bp, vWA ใหดีเอ็นเอขนาด 122-182 bp และ 

D18S51 ใหดีเอ็นเอขนาด 262-349 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

5 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.20 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 5 ประกอบดวย Amelogenin, vWA และ 

D18S51 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ชั่วโมง 

ตัวอยางที่เวลา 36 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 1 ของ D3S1358, D19S433 และ D7S820 ภาพที่ 4.21 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 36 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 120-250 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาดดี

เอ็นเอ คือ D3S1358 ใหดีเอ็นเอขนาด 99-147 bp, D19S433 ใหดีเอ็นเอขนาด 119-221 bp และ 

D7S820 ใหดีเอ็นเอขนาด 211-251 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

5 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 24 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.21 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 1 ประกอบดวย D3S1358, D19S433 และ 

D7S820 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 2 ของ D21S11, D16S539 และ D8S1179 ภาพที่ 4.22 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 36 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 200-300 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด        

ดีเอ็นเอ คือ D21S11 ใหดีเอ็นเอขนาด 154-272 bp, D16S539 ใหดีเอ็นเอขนาด 260-308 bp และ 

D8S1179 ใหดีเอ็นเอขนาด 203-255 bp  

 

 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

5 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ช่ัวโมง 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.22 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 2 ประกอบดวย D21S11, D16S539 และ 

D8S1179 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ชั่วโมง  

จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 3 ของ CSF1PO, TPOX, D13S317 และTH01 ภาพที่ 4.23 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 36 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอ 4 ขนาดที่อยูในชวง 100-330 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ให

ขนาดดีเอ็นเอ คือ CSF1PO ใหดีเอ็นเอขนาด 287-331 bp, TPOX ใหดีเอ็นเอขนาด 98-146 bp 

D13S317 ใหดีเอ็นเอขนาด 157-205 bp และ TH01 ใหดีเอ็นเอขนาด 230-274 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ช่ัวโมง 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.23 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 3 ประกอบดวย primer CSF1PO, TPOX, 

D13S317 และ TH01 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 4 ของ FGA, D5S818 และ D2S1338 ภาพที่ 4.24 แสดงให

เห็นวาตัวอยางที ่ 36 ชั ่วโมงพบดีเอ็นเอที ่อยู ในชวง 120-350 bp ซึ ่งตรงกับไพรเมอรที ่ใหขนาด              

ดีเอ็นเอ คือ FGA ใหดีเอ็นเอขนาด 308-464 bp, D5S818 ใหดีเอ็นเอขนาด 115-163 bp และ D2S1338 

ใหดีเอ็นเอขนาด 165-205 bp  

 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ช่ัวโมง 

 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.24 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 4 ประกอบดวย FGA, D5S818 และ D2S1338 

ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 5 ของ Amelogenin, vWA และ D18S51 ภาพที ่ 4.25 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 36 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 100-350 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด          

ดีเอ็นเอ คือ Amelogenin ใหดีเอ็นเอขนาด 106-112 bp, vWA ใหดีเอ็นเอขนาด 122-182 bp และ 

D18S51 ใหดีเอ็นเอขนาด 262-349 bp  

 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

7 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

8 = Positive เลือดจากเพศชาย 

9 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ช่ัวโมง 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.25 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 5 ประกอบดวย Amelogenin, vWA และ 

D18S51 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ชั่วโมง 

ตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 1 ของ D3S1358, D19S433 และ D7S820 ภาพที่ 4.26 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 48 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอเพียง 1 ขนาดประมาณ 150 bp ซึ่งอยูในชวงเดียวกับ            

ไพรเมอรที่ใหขนาดดีเอ็นเอ คือ D3S1358 ใหดีเอ็นเอขนาด 99-147 bp และ D19S433 ใหดีเอ็นเอขนาด 

119-221 bp  

 

 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

6 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 36 ช่ัวโมง 

 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.26 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 1 ประกอบดวย D3S1358, D19S433 และ 

D7S820 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 2 ของ D21S11, D16S539 และ D8S1179 ภาพที่ 4.27 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 48 ชั่วโมง ไมพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 150-300 bp  

      

ภาพที่ 4.27 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 2 ประกอบดวย D21S11, D16S539 และ 

D8S1179 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ชั่วโมง  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ช่ัวโมง 

 

 

6 

 

 

 

 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ช่ัวโมง 

 

 

6 
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จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 3 ของ CSF1PO, TPOX, D13S317 และ TH01 ภาพที่ 4.28 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 48 ชั่วโมง ไมพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 100-330 bp  

 

ภาพที่ 4.28 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 3 ประกอบดวย CSF1PO, TPOX, D13S317 

และ TH01 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 4 ของ FGA, D5S818 และ D2S1338 ภาพที่ 4.29 แสดงให

เห็นวาตัวอยางที่ 48 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอ 1 ขนาดประมาณ 300 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาดดีเอ็นเอ 

คือ FGA ใหดีเอ็นเอขนาด 308-464 bp  

 

 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

5 =ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ช่ัวโมง 

 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.29 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 4 ประกอบดวย FGA, D5S818 และ D2S1338 

ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมที ่ 5 ของ Amelogenin, vWA และ D18S51 ภาพที ่ 4.30 

แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 48 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 100-200 bp ซึ่งตรงกับไพรเมอรที่ใหขนาด          

ดีเอ็นเอ คือ Amelogenin ใหดีเอ็นเอขนาด 106-112 bp และ vWA ใหดีเอ็นเอขนาด 122-182 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

7 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

8 = Positive เลือดจากเพศชาย 

10 =ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ช่ัวโมง 

 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.30 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 5 ประกอบดวย Amelogenin, vWA และ 

D18S51 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ชั่วโมง 

ตัวอยางที่เวลา 60 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 3 ของ CSF1PO, TPOX, D13S317 และ TH01 ภาพที่ 

4.31 แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 60 ชั่วโมง ไมพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 100-330 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

4 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 48 ช่ัวโมง 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.31 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 3 ประกอบดวย CSF1PO, TPOX, D13S317 

และ TH01 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 60 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 4 ของ FGA, D5S818 และ D2S1338 ภาพที่ 4.32 แสดงให

เห็นวาตัวอยางที่ 60 ชั่วโมง ไมพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 110-470 bp  

     

ภาพที่ 4.32 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 4 ประกอบดวย FGA, D5S818 และ D2S1338 

ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 60 ชั่วโมง 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

6 =ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 60 ช่ัวโมง 

 

 

 

6 

 

 

 

 
M = DNA Ladder 

1 = Negative 

7 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

8 = Positive เลือดจากเพศชาย 

11 = ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 60 ช่ัวโมง 

 

 

 

6 
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ตัวอยางที่เวลา 72 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 3 ของ CSF1PO, TPOX, D13S317 และ TH01 ภาพที่ 

4.33 แสดงใหเห็นวาตัวอยางที่ 72 ชั่วโมง ไมพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 100-330 bp  

       

ภาพที่ 4.33 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 3 ประกอบดวย CSF1PO, TPOX, D13S317 

และ TH01 ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 72 ชั่วโมง 

จากการทำ multiplex PCR กลุมท่ี 4 ของ FGA, D5S818 และ D2S1338 ภาพที่ 4.34 แสดงให

เห็นวาตัวอยางที่ 72 ชั่วโมง ไมพบดีเอ็นเอที่อยูในชวง 110-470 bp  

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

2 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

3 = Positive เลือดจากเพศชาย 

7 =ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 72 ช่ัวโมง 

 

 

6 
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ภาพที่ 4.34 ผลที่ไดจากการทำ STR genotyping กลุมที่ 4 ประกอบดวย FGA, D5S818 และ D2S1338 

ของตัวอยางดีเอ็นเอที่ 72 ชั่วโมง 

4.5 ผลการทำ capillary electrophoresis  

ตัวอยางที่เวลา 0 ชั่วโมง 

จากการทำ capillary electrophoresis ของตัวอยางที่เวลา 0 ชั่วโมง พบขนาดของดีเอ็นเอ            

ดังตารางที่ 4.1 ซึ่งตัวอยางที่เวลา 0 ชั่วโมงมีขนาดดีเอ็นเอที่ไดตรงกับตัวอยางเลือดจากเพศหญิงและ           

เพศชายที่ไมผานการกินของยุงในทุกตำแหนง 

ตารางที่ 4.1 ผลการทำ capillary electrophoresis ของตัวอยางทีเ่วลา 0 ชั่วโมง 

PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก 

เพศชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางที่เวลา 0 ชั่วโมง 

(bp) 

D3S1358 129, 133 125, 129 125, 129, 133 

D19S433 152, 205 152, 186 152, 186, 205 

M = DNA Ladder 

1 = Negative 

7 = Positive เลือดจากเพศหญิง 

8 = Positive เลือดจากเพศชาย 

12 =ตัวอยางดีเอ็นเอที่ 72 ช่ัวโมง 

 

 

6 
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PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก 

เพศชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางที่เวลา 0 ชั่วโมง 

(bp) 

D7S820 231, 234 231, 234 231, 234 

D21S11 224 238, 246 224, 238, 246 

D16S539 289, 292 277, 289 277, 289, 292 

D8S1179 230, 238 234, 238 230, 234, 238 

CSF1PO 315, 319 315 315, 319 

TPOX 115, 126 115 115, 126 

D13S317 183, 187 183, 195 183, 187, 195 

TH01 252 248, 252 248, 252 

FGA 349 337, 341 337, 341, 349 

D5S818 128, 141 128, 137 128, 137, 141 

D2S1338 177, 196 164, 196 164, 177, 196 

Amelogenin 106 106, 112 106, 112 
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PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจากเพศ

ชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางที่เวลา 0 ชั่วโมง 

(bp) 

vWA - 137, 155 137, 155 

D18S51 314, 327 297, 314 297, 314, 327 

 

ตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง 

จากการทำ capillary electrophoresis ของตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง พบขนาดของดีเอ็นเอ 

ดังตารางที่ 4.2 ซ่ึงตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมงมีขนาดดีเอ็นเอที่ไดตรงกับตัวอยางเลือดจากเพศหญิงและ

เพศชายที่ไมผานการกินของยุงในทุกตำแหนง 

ตารางที่ 4.2 ผลการทำ capillary electrophoresis ของตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง 

PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก 

เพศชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของตัวอยาง

ที่เวลา 12 ชั่วโมง (bp) 

D3S1358 129, 133 125, 129 - 

D19S433 152, 205 152, 186 152, 186, 205 

D7S820 231, 234 231, 234 231, 234 
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PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจากเพศ

ชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของตัวอยาง

ที่เวลา 12 ชั่วโมง (bp) 

D21S11 224 238, 246 224, 238, 246 

D16S539 289, 292 277, 289 277, 289, 292 

D8S1179 230, 238 234, 238 230, 234, 238 

CSF1PO 315, 319 315 315, 319 

TPOX 115, 126 115 115, 126 

D13S317 183, 187 183, 195 183, 187, 195 

TH01 252 248, 252 248, 252 

FGA 349 337, 341 337, 341, 349 

D5S818 128, 141 128, 137 128, 137, 141 

D2S1338 177, 196 164, 196 164, 177, 196 

 

Amelogenin 106 106, 112 106, 112 
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PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจากเพศ

ชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของตัวอยาง

ที่เวลา 12 ชั่วโมง (bp) 

vWA - 137, 155 137, 155 

D18S51 314, 327 297, 314 297, 314, 327 

 

ตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมง 

จากการทำ capillary electrophoresis ของตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมง พบขนาดของดีเอ็นเอ  

ดังตารางที่ 4.3 ซึ่งตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมงมีขนาดดีเอ็นเอที่ไดตรงกับตัวอยางเลือดจากเพศหญิงและ

เพศชายที่ไมผานการกินของยุงในทุกตำแหนง 

ตารางที่ 4.3 ผลการทำ capillary electrophoresis ของตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมง 

PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของตัวอยาง            

ที่เวลา 24 ชั่วโมง (bp) 

D3S1358 129, 133 125, 129 - 

D19S433 152, 205 152, 186 152, 186, 205 

D7S820 231, 234 231, 234 231, 234 
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PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของตัวอยาง            

ที่เวลา 24 ชั่วโมง (bp) 

D21S11 224 238, 246 224, 238, 246 

D16S539 289, 292 277, 289 277, 289, 292 

D8S1179 230, 238 234, 238 230, 234, 238 

CSF1PO 315, 319 315 315, 319 

TPOX 115, 126 115 115, 126 

D13S317 183, 187 183, 195 183, 187, 195 

TH01 252 248, 252 248, 252 

FGA 349 337, 341 337, 341, 349  

D5S818 128, 141 128, 137 128, 137, 141  

D2S1338 177, 196 164, 196 164, 177, 196  

Amelogenin 106 106, 112 106, 112  

vWA - 137, 155 137, 155 
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PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของตัวอยาง

ที่เวลา 24 ชั่วโมง (bp) 

D18S51  314, 327 297, 314  297, 314, 327 

 

ตัวอยางที่เวลา 36 ชั่วโมง 

จากการทำ capillary electrophoresis ของตัวอยางที่เวลา 36 ชั่วโมง พบขนาดของดีเอ็นเอ   

ดังตารางที่ 4.4 ซึ่งตัวอยางที่เวลา 36 ชั่วโมงมีขนาดดีเอ็นเอที่ไดตรงกับตัวอยางเลือดจากเพศหญิงและ

เพศชายที่ไมผานการกินของยุงในทุกตำแหนง 

ตารางที่ 4.4 ผลการทำ capillary electrophoresis ของตัวอยางที่เวลา 36 ชั่วโมง 

PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของตัวอยาง            

ที่เวลา 36 ชั่วโมง (bp) 

D3S1358 129, 133 125, 129 125, 129, 133 

D19S433 152, 205 152, 186 152, 186, 205 

D7S820 231, 234 231, 234 231, 234 

D21S11 224 238, 246 224, 238 
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PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของตัวอยาง            

ที่เวลา 36 ชั่วโมง (bp) 

D16S539 289, 292 277, 289 289 

D8S1179 230, 238 234, 238 230, 234, 238 

CSF1PO 315, 319 315 315, 319 

TPOX 115, 126 115 115, 126 

D13S317 183, 187 183, 195 183, 187, 195 

TH01 252 248, 252 248, 252 

FGA 349 337, 341 337, 341, 349 

D5S818 128, 141 128, 137 128, 137, 141 

D2S1338 177, 196 164, 196 164, 177, 196 

Amelogenin 106 106, 112 106 

vWA - 137, 155 137, 155 

D18S51 314, 327 297, 314 327 
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ตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง 

จากการทำ capillary electrophoresis ของตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง พบขนาดของดีเอ็นเอ  

ดังตารางที่ 4.5 ซึ่งตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมงมีขนาดดีเอ็นเอที่ไดตรงกับตัวอยางเลือดจากเพศหญิงและ

เพศชายที่ไมผานการกินของยุงในทุกตำแหนง 

ตารางที่ 4.5 ผลการทำ capillary electrophoresis ของตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง 

PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของตัวอยาง            

ที่เวลา 48 ชั่วโมง (bp) 

D3S1358 129, 133 125, 129 129, 133 

D19S433 152, 205 152, 186 152 

D7S820 234 231, 234 231 

FGA 349 337, 341 349 

D5S818 128, 141 128, 137 - 

D2S1338 176, 196 164 - 

Amelogenin 106 106, 112 106, 112 

vWA - 137, 155 - 
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PRIMER ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศหญิง (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดจาก

เพศชาย (bp) 

ขนาดดีเอ็นเอของตัวอยาง            

ที่เวลา 48 ชั่วโมง (bp) 

D18S51 314, 327 297, 314 - 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง และสรุปผล 

จากการศึกษาปริมาณเลือดภายในทองยุงที่สามารถสังเกตผานกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ             

มีปริมาณลดลงเมื่อเวลาผานไปซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนาที่กลาววาปริมาณเลือดในทองยุงที่

สามารถสังเกตผานกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอจะลดลงเมื่อเวลาผานไป (Santos et al., 2019) โดย

ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดโดยใชชุด QIAamp DNA micro kit ของแตละเวลาที่เก็บตัวอยางเลือดในทองยุง       

ไมลดลงเมื่อเวลาผานไปและมีคา 𝐴 0/𝐴 0 อยูในชวง 1.98-2.37 ซ่ึงไมสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนาที่

ทำการสกัดดีเอ็นเอดวยชุด QIAamp DNA micro kit และพบวาปริมาณดีเอ็นมีปริมาณลดลงเมื่อจำนวน

ชั่วโมงผานไป (Hiroshige et al., 2017) ซึ่งอาจจะเปนไปไดวาในการศึกษานี้เปนการสกัดดีเอ็นเอจากยุง

ทั้งตัวจึงอาจทำใหมีการปนเปอนของดีเอ็นเอและโปรตีนที่พบในยุงในดีเอ็นเอที่สกัดได 

การตรวจสอบยีน CADM1 เพ่ือตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอเบื้องตนและยืนยันวาดีเอ็นเอที่สกัดได

เปนของมนุษย จากการใชไพรเมอรที่ใหขนาดดีเอ็นเอ 3 ขนาด คือ 121, 229 และ 397 พบวาสามารถ

ตรวจพบดีเอ็นเอมนุษยจากตัวอยางยุงที่เก็บตั้งแตเวลา 0 ชั่วโมง โดยพบดีเอ็นเอขนาด 121 และ 229 bp 

ที่เวลา 12 และ 24 ชั่วโมงพบดีเอ็นเอขนาด 121, 229 และ 397 bp แตไมพบขนาดดีเอ็นเอที่เวลา 36 

และ 48 ชั่วโมง เนื่องจากการออกแบบไพรเมอรที่อยูบริเวณโพรโมเตอรของยีน CADM1 สงผลใหการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอจำนวนมากในระยะเวลาที่สั้นสามารถทำไดยาก 

ในการศึกษานี้ออกแบบและจัดทำ multiplex PCR ของไพรเมอร STRs โดยใช STRs มาตรฐาน

สำหรับประเทศไทยจำนวน 16 ตำแหนง ซึ่งแบงออกเปนจำนวน 5 ชุด โดยจัดไพรเมอรที่มี melting 

temperature ใกลเคียงกันไวในกลุมเดียวกัน ขนาดของดีเอ็นเอและสีที่ติดฉลากที่แตกตางกันไวในกลุม

เดียวกัน เพื่อลดการใชตัวอยางดีเอ็นเอที่มีปริมาณจำกัด  ลดการใชเวลาและสารเคมี พบวาสามารถ

ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอไดจากตัวอยางเลือดในทองยุงรำคาญที่เก็บเวลา  0 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง           

แตที ่ เวลา 48 ช ั ่วโมงพบดีเอ ็นเอบางขนาดเท านั้ น และเม ื ่อนำด ี เอ ็นเอท ี ่ ได ไปทำ capillary 

electrophoresis พบวา peak ที่พบมีขนาดตรงกับตัวอยางเลือดจากเพศหญิงและเพศชายที่ไมผาน              
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การกินของยุง ซึ่งแสดงวาสามารถตรวจสอบ STR genotyping และแยกความแตกตางระหวางบุคคล           

2 คน จากตัวอยางเลือดในทองยุงรำคาญที่เก็บเวลา 0 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง แตที่เวลา 48 ชั่วโมง

สามารถตรวจสอบไดบางตำแหนง เนื ่องจากเมื ่อเวลาผานไปจะมีเอนไซมตาง ๆ เชน Trypsin 

aminopeptidase และ α-Glucosidase หลั่ งออกมาบร ิ เวณส วนท องย ุงเพ ื ่อทำการย อยเล ือด 

(Billingsley and Hecker, 1991) ซึ่งใกลเคียงกับงานวิจัยที่กลาววาสามารถตรวจสอบการระบุรูปแบบ         

ดีเอ็นเอจากเลือดที่อยูในทองยุงเปนเวลา 3 วัน (Curic et al., 2014)  

การศึกษาในอนาคตควรเพิ่มการทดลองซ้ำในแตละเวลา เพื่อลดปจจัยตาง ๆ ที่เขามามีผลทำให

ยุงแตละตัวมีความแตกตางกัน เชน ปริมาณเลือดท่ียุงกิน เอนไซมในทองยุง ที่สงผลใหยุงแตละตัวแตกตาง

กัน และควรเพ่ิมการเก็บตัวอยางยุงในแตละเวลาเพ่ือนำมาสกัดดีเอ็นเอ เพ่ือเพ่ิมความนาเชื่อถือของขอมูล 

นอกจากนี้ควรเพิ่มชวงเวลาในการเก็บตัวอยาง โดยเพิ่มการเก็บตัวอยางระหวางเวลา 36 ถึง 48 ชั่วโมง 

เพื่อใหทราบขอมูลเพิ่มเติมและนำมาวิเคราะหผลวาเลือดภายในทองยุงถึงเวลาเทาใดที่สามารถระบุ            

โพรไฟลและแยกความแตกตางระหวางบุคคลได  

สรุปวาจากการศึกษาการระบุรูปแบบและความแตกตางดีเอ็นเอจาการตรวจสอบ STRs จำนวน 

16 ตำแหนง สามารถระบุ STR genotyping ตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของบุคคลและแยกความแตกตาง

ของ 2 บุคคลไดจากตัวอยางเลือดในทองยุงที่เก็บตั้งแตเวลา 0 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง โดยตัวอยางที่

เก็บที ่เวลา 0 12 24 และ 36 ชั ่วโมง เมื ่อนำไปทำ capillary electrophoresis สามารถระบุ STR 

genotyping ของทั้งสองบุคคลไดทั้ง 16 ตำแหนง โดยพบวาขนาดดีเอ็นเอของตัวอยางที่เก็บที่เวลา

ดังกลาวตรงกับตัวอยางเลือดจากอาสาสมัครเพศหญิงและเพศชายที่ไมผานการกินของยุง สวนตัวอยางที่

เก็บท่ีเวลา 48 ชั่วโมง สามารถระบุ STR genotyping ไดเพียงบางตำแหนง  
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ภาคผนวก 

การใหเลือดยุงดวยวิธีเลียนแบบธรรมชาติ 

1. เตรียมขวดรูปชมพูและหุมบริเวณกนขวดรูปชมพูดวยแผนพาราฟลม  

2. ใสเลือดปริมาตร 4 มิลลิลิตรบริเวณกนขวดรูปชมพู จากนั้นหุมทับดวยแผนพาราฟลมอีกชั้นหนึ่ง 

3. บรรจุน้ำอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายในขวดรูปชมพู เพ่ือเลียนแบบอุณหภูมิรางกายมนุษย 

4. นำขวดรูปชมพูไปวางบนกรงยุงเปนเวลา 30 นาที เพื่อใหยุงดูดเลือด 

5. ทำการเกบ็ตัวอยางยุงโดยใชกระบอกดูดยุง 

การสกัดดีเอ็นเอดวยชุด QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen, Germany) 

1. ใสยุงทั้งตัวลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นใส Buffer ATL 100 ไมโครลิตร และใชปลาย 

pipette tip แทงบริเวณสวนทองยุง 

2. เติม proteinase K 10 ไมโครลิตร และเติม Buffer AL 100 ไมโครลิต ร  จ า กน ั ้ น  vortex 15 

วินาที 

3. Incubate ที่ 56 องศาเซลเซียส 10 นาท ี

4. เติม 100% ethanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้น vortex 15 วินาที และตั้งไวที่อุณหภูมหิอง 

3 นาท ี

5. ดูดสารละลายสวนใสใส column จากนั้น centrifuge 8000 rpm 1 นาที เมื่อครบเวลายาย 

column ลงใน tube ใหมขนาด 2 มิลลิลิตร 

6. เติม Buffer AW1 500 ไมโครลิตร และ centrifuge 8000 rpm 1 นาที เมื่อครบเวลาเทสารละ

สายใน tube ทิ้ง 

7. เติม Buffer AW2 500 ไมโครลิตร และ centrifuge 8000 rpm 1 นาที เมื่อครบเวลาเทสารละ

สายใน tube ทิ้ง 

8. centrifuge 14,000 rpm 3 นาท ี

9. ยาย column ลงใน tube ใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม Buffer AE 25 ไมโครลิตร และ

ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาที และ centrifuge 14,000 rpm 2 นาท ี

10. นำ column ทิ้ง และดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจะอยูใน tube 
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ตารางที่ 6.1 สารที่ใชในการทำ PCR ยีน CADM1  

สารเคมี ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µL) 

10x PCR buffer 1x 1 

25 mM Magnesium chloride 2.5 mM 0.4 

10 mM dNTP Mix 200 µM of each 0.2 

250 U HotStarTaq 2.5 U/reaction 0.05 

20 µM Forward primer 0.3 µM 0.15 

20 µM Reverse primer 1 0.3 µM 0.15 

20 µM Reverse primer 2 0.3 µM 0.15 

20 µM Reverse primer 3 0.3 µM 0.15 

DNA <1 µg 1 

Nuclease free water - ปรับปริมาตรใหได 10 

ปริมาตรรวม 10 
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ตารางที่ 6.2 สารที่ใชในการทำ Multiplex PCR ของ STRs 

สารเคมี ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µL) 

10x PCR buffer 1x 3 

25 mM Magnesium chloride 2.5 mM 1.2 

10 mM dNTP Mix 200 µM of each 0.6 

250 U HotStarTaq 2.5 U/reaction 0.15 

10 µM Forward primer 1 0.3 µM 0.9 

10 µM Reverse primer 1 0.3 µM 0.9 

10 µM Forward primer 2 0.3 µM 0.9 

10 µM Reverse primer 2 0.3 µM 0.9 

10 µM Forward primer 3 0.3 µM 0.9 

10 µM Reverse primer 3 0.3 µM 0.9 

DNA <1 µg 1 

Nuclease free water - ปรับปริมาตรใหได 30 

ปริมาตรรวม 30 

 

ตารางที่ 6.3 ปริมาณดีเอ็นเอที่วัดได 

ยุงตัวที่ เวลา (ชั่วโมง) ปริมาณดีเอ็นเอ (ng/µL) 𝐴 0/𝐴 0 

1 0 45.2 2.07 

2 0 37.1 2.14 

3 0 27 2.37 

4 0 36.8 2.13 

5 0 5.4 2.32 

6 0 15.6 2.22 

7 12 70.5 2.20 

8 12 52.8 2.20 

9 12 24.2 2.31 

10 12 66.1 2.22 
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ยุงตัวที่ เวลา (ชั่วโมง) ปริมาณดีเอ็นเอ (ng/µL) 𝐴 0/𝐴 0 

11 24 58.6 2.11 

12 24 37.1 2.09 

13 24 51.8 2.10 

14 24 50.6 2.11 

15 24 47.8 2.13 

16 24 65.2 2.09 

17 36 36.4 2.11 

18 36 41.5 2.13 

19 36 48.5 2.06 

20 36 30.2 2.15 

21 36 43.2 2.12 

22 36 80.0 2.14 

23 48 49.4 2.17 

24 48 33.6 2.18 

25 48 36.7 2.13 

26 48 24.6 2.24 

27 48 14.9 2.26 

28 48 31.1 2.22 

29 60 32.7 2.10 

30 60 34.5 2.09 

31 60 31.2 2.05 

32 60 37.0 2.01 

33 60 31.5 2.02 

34 60 24.6 2.10 

35 72 44.3 2.15 

36 72 49.6 1.98 

37 72 51.9 2.03 



63 
 

 

ยุงตัวที่ เวลา (ชั่วโมง) ปริมาณดีเอ็นเอ (ng/µL) 𝐴 0/𝐴 0 

38 72 32.0 2.06 

39 72 23.9 2.05 

40 72 51.5 1.98 
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