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บทคัดย่อภาษาไทย  พิมพ์พิศมัย แขดอน : การศึกษาการกลายพันธุ์บนตำแหน่ง Y-STR ท่ีมีอัตราการกลาย

พันธุ์รวดเร็วจำนวนสองตำแหน่งในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือด. ( The 
mutation study of two rapidly mutating Y-STRs in closely related Thai 
males) อ.ท่ีปรึกษาหลัก : รศ. นพ.กรเกียรต ิวงศ์ไพศาลสิน 

  
Y chromosome short tandem repeat (Y-STR) ถูกใช้อย่างแพร่หลายในงานด้านนิติ

วิทยาศาสตร์ เช่น การตรวจการล่วงละเมิดทางเพศ, การตรวจพิสูจน์ความสัมพันธ์พ่อ-ลูกชาย 
เนื่องจาก Y-STR มีความจำเพาะในเพศชาย อย่างไรก็ตาม ข้อจำกัดของ Y-STR คือไม่สามารถใช้ใน
การระบุตัวบุคคลของชายมีความใกล้ชิดทางสายเลือดเพราะ  Y-STR มีรูปแบบ haplotype ท่ี
เหมือนกันในครอบครัว 

ในการศึกษานี้ทำการศึกษาการกลายพันธุ์ของชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดใน
ตำแหน่ง DYF399S1 และตำแหน่ง DYF403S1a/b ซึ่งเป็น Y-STR ท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์ ท่ี
รวดเร็ว (Rapidly Mutating Y-STR (RM Y-STR)) ในคู่พ่อและลูกชายชาวไทยจำนวน 150 คู่ 

จากผลการศึกษาพบการกลายพันธุ์ของคู่พ่อและลูกชายจำนวน  10 คู่ในตำแหน่ง 
DYF399S1 และ 3 คู่ในตำแหน่ง DYF403S1a แต่ไม่พบการกลายพันธุ์ในตำแหน่ง DYF403S1b 
โดยตำแหน่ง DYF399S1 มีอัตราการกลายพันธุ์เท่ากับ 6.67 x 10-2 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น ตำแหน่ง 
DYF403S1a อัตราการกลายพันธุ์เท่ากับ 2.00 x 10-2 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น ดังนั้นท้ังสองตำแหน่ง
นับว่าเป็น Y-STR ท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์ที่รวดเร็วในชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดชาวไทย 
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in closely related Thai males. Advisor: Assoc. Prof. Kornkiat Vongpaisarnsin, 
M.D. 

  
Y chromosome short tandem repeat (Y-STR) is widely used in forensic 

science, such as sexual assault testing and paternity testing due to their male-
specific property. However, Y-STR cannot differentiate in close-related male 
individuals because the same haplotype is shared in the family. 

In this research, we study mutation patterns and calculate the mutation 
rate in DYF399S1 loci and DYF403S1a/b loci, which are rapidly mutating Y-STR (RM 
Y-STR), in 150 Thai father-son pairs. 

According to the results, the mutation has been observed in DYF399S1 
(10/150) and DYF403S1a (3/150) loci. No mutation observed in DYF403S1b locus. 
The mutation rate is 6.67 x 10-2 and 2.00 x 10-2 per locus per generation for 
DYF399S1 and DYF403S1a, respectively. Therefore, in this study, these two loci 
(DYF399S1 and DYF403S1a) were RM Y-STRs in Thai population. 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

1.1 ที่มาและความสำคัญของปัญหา (background and rationale) 

สารพันธุกรรมของโครโมโซมวายจะถ่ายทอดจากพ่อไปสู่ลูกชายโดยปราศจากการเปล่ียนแปลง 

(1) คุณสมบัตินี้ทำให้เครื่องหมายดีเอ็นเอบนโครโมโซมวายอย่าง Y-STR ถูกนำไปใช้อย่างแพร่หลายใน

งานด้านนิติวิทยาศาสตร์ เช่น การตรวจความสัมพันธ์ทางสายบิดา (paternity test), การวิเคราะห์ 

mixed DNA (2) ท้ังนี้ คุณสมบัติท่ีเป็นการถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่นโดยไม่มีการเปล่ียนแปลงก็ทำให้  

Y-STR ไม่สามารถแยกความแตกต่างของชายท่ีความสัมพันธ์ทางสายเลือดได้ เนื่องจากการมี  

Y haplotype ท่ีเหมือนกัน ทำให้ต่อมามีการศึกษาและค้นหาเครื่องหมาย Y-STR ท่ีมีอัตราการกลาย

พั นธุ์ ท่ี รวด เร็ ว  (rapidly mutating Y-STR, RM Y-STR) โดยหวั งว่ าการกลายพั นธุ์ ท่ี สู งขอ ง

เครื่องหมายเหล่านั้นจะสามารถแยกแยะตัวบุคคลของชายมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดทางสายเลือด (Male 

lineage differentiation) ได้ (3)  

1.2 คำถามงานวิจัย (research question) 

รูปแบบการกลายพันธุ์และอัตราการกลายพันธุ์ ของ RM Y-STR จำนวน 2 ตำแหน่ง คือ 

DYF399S1 และ DYF403S1a/b ในชายชาวไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดเป็นอย่างไร 

1.3 วัตถุประสงค์ (objective) 

1. เพื่ อ ศึกษารูปแบบการกลายพั นธุ์ ของ DYF399S1 และ DYF403S1a/b ในชายไทย ท่ีมี

ความสัมพันธ์ทางสายเลือด 

2. เพื่อคำนวณอัตราการกลายพันธุ์ของ DYF399S1 และ DYF403S1a/b ในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์

ทางสายเลือด 

1.4 สมมติฐานของงานวิจัย (hypothesis) 

พบการกลายพันธุ์ของ DYF399S1 และ DYF403S1a/b ในกลุ่มตัวอย่างท่ีนำมาศึกษาและท้ังสอง

ตำแหน่งมีอัตราการกลายพันธุ์รวดเร็วในกลุ่มตัวอย่างชายชาวไทย 
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1.5 กรอบแนวคิดงานวิจัย (conceptual framework) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6 คำสำคัญ (keywords) 

1. Rapidly mutating Y-STR (RM Y-STR) 

2. DYF399S1 

Y-STR ถูกนำมาใช้ในงานด้านนิติวิทยาศาสตร์เนื่องด้วยคุณสมบัติท่ีสารพันธุกรรมบน

โครโมโซมวายจะถ่ายทอดจากพ่อไปลูกชายโดยไม่มีการเปล่ียนแปลง แต่ด้วยคุณสมบัตินี้ทำให้

ไม่สามารถนำ Y-STR มาใช้สำหรับแยกความแตกต่างของชายท่ีมีใกล้ชิดทางสายเลือดได้ 

พบเครื่องหมาย Y-STR ท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์รวดเร็วกว่าอัตราการกลายพันธุ์เฉล่ียของ Y-

STR ท่ัวไปจำนวน 13 ตำแหน่งและต้ังช่ือว่าตำแหน่งเหล่านั้นว่า RM Y-STR 

มีการนำ RM Y-STR ไปศึกษากับหลายกลุ่มประชากรท่ัวโลกพบว่า RM Y-STR สามารถแยก

ความแตกต่างของชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดได้ โดยแต่ละตำแหน่งมีอัตราการกลาย

พันธุ์ที่ต่างกันซึง่เกิดจากปัจจัยทางโมเลกุลท่ีจำเพาะของแต่ละตำแหน่ง 

คัดเลือก RM Y-STR ท่ีน่าจะมีอัตราการกลายพันธุ์สูงโดยพิจารณาจากปัจจัยทางโมเลกุลและ

อัตราการกลายพันธุ์จากการศึกษาก่อนหน้า  

ศึกษาการกลายพันธุ์ของตำแหน่งดังกล่าวในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดด้วยการ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย PCR และแยกขนาด PCR product ด้วยเครื่อง Capillary 

electrophoresis                                           

คำนวณอัตราการกลายพันธุ์ของ RM Y-STR ในตัวอย่างชายชาวไทย 
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3. DYF403S1a/b 

4. อัตราการกลายพันธุ์ (mutation rate) 

5. การระบุตัวบุคคลของชายมีความสัมพันธ์ทางสายเลือด (Male lineage differentiation) 
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บทท่ี 2 

ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง (review of the related literatures) 

2.1 Y chromosome 

ภาพท่ี 1 แสดงโครงสร้างของโครโมโซมวาย (Y chromosome) ท่ีมีขนาด 50 ล้านคู่เบส (Mb) 
เป็นโครโมโซมท่ีมีขนาดเล็กเป็นอันดับท่ีสามของมนุษย์ โดยปลายท้ังสองด้านของโครโมโซมวาย (5 
เปอร์เซ็นต์จากท้ังหมด) เป็นบริเวณท่ีมีการแลกเปล่ียนช้ินส่วนกับบริเวณคู่เหมือนบนโครโมโซมเอ็กซ์ 
(X chromosome) เรียกบริเวณนี้ว่า pseudoautosomal regions (PAR) บริเวณ PAR1 มีตำแหน่ง
อยู่บนปลายของแขนข้างส้ันของโครโมโซมวาย (Yp) มีขนาดประมาณ 2.5 ล้านคู่เบส (Mb) ส่วนด้าน 
PAR2 มีตำแหน่งอยู่บนปลายของแขนข้างยาวของโครโมโซมวาย (Yq) มีขนาดน้อยกว่า 1 ล้านคู่เบส 
(Mb) ส่วนอีก 95 เปอร์เซ็นต์ท่ีเหลือเปน็บริเวณท่ีไม่มีการแลกเปล่ียนช้ินส่วนกับโครโมโซมเอ็กซ์ เรียก
บริ เวณ นี้ ว่ า  Nonrecombining portion of the Y-chromosome (NRY) ห รือ  male-specific 
region (MSY) ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมีการถ่ายทอดสารพันธุกรรมจากพ่อไปสู่ลูกชายโดยไม่มีการ
เปล่ียนแปลง (ภาพท่ี 2) ยกเว้นมีการกลายพันธุ์ (mutation) เกิดขึ้น (1, 2, 4) 

 

ภาพท่ี 1 โครงสร้างของโครโมโซมวาย 
ท่ีมา: Butler, 2012 (2) 

 

 
ภาพท่ี 2 การถ่ายทอด Y chromosome จากพ่อสู่ลูกชาย โดยไม่มีการเปล่ียนแปลง 

ท่ีมา: Butler, 2015 (5) 

Alshamali 
et al., 
2004 
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2.2 เคร่ืองหมาย STR 

Microsatellite หรือ simple sequence repeat (SRR) หรือ short tandem repeat (STR) 

เป็นลำดับเบสท่ีเรียงตัวซ้ำๆ กัน แต่ละชุดซ้ำมีเบสจำนวน 1 -6 เบส ในร่ายกายของมนุษย์พบว่ามี 

ลำดับเบสแบบ STR กระจายตัวอยู่ท่ัวจีโนมประมาณ 3% ของลำดับเบสท้ังหมด เรียกบริเวณท่ีมีชุด

ซ้ำกระจายอยู่ว่า loci (พหูพจน์) หรือ locus (เอกพจน์) และสามารถแปลผลจำนวนชุดซ้ำของแต่ละ

บุคคลออกมาเป็นแอลลีล (allele) ซึ่ งจำนวน ชุดซ้ ำ ท่ีมีความหลากหลายในแต่ละบุคคล 

(polymorphism) ของ STR นี้ถูกนำมาใช้ประโยชน์สำหรับการระบุ ตัวบุคคลในงานด้านนิ ติ

วิทยาศาสตร์ (human identification), การตรวจแหล่งท่ีมาของส่ิงส่งตรวจ, การศึกษาการปลูกถ่าย

ไขกระดูกของผู้บริจาค (bone marrow transplant donor engraftment studies) (6, 7) 

2.2.1 Type of STR repeat unit  

ลำดับเบส STR สามารถแบ่งออกได้ตามความยาวของชุดซ้ำ (length of repeat) (7) ได้แก่  

- dinucleotide repeat (di-) ลำดับเบส 2 เบสเรียงตัวซ้ำกัน เช่น (CA) (CA) (CA) (CA) (CA) 

- trinucleotide repeat (tri-) ลำดับเบส 3 เบสเรียงตัวซ้ำกัน เช่น (GCC) (GCC) (GCC) 

- tetranucleotide repeat (tetra-) ลำดับเบส 4 เบสเรียงตัวซ้ำกัน เช่น (AATG) (AATG) 

- pentanucleotide repeat (penta-) ลำดับ เบส 5  เบสเรีย งตัวซ้ ำกั น  เช่น  (AGAAA) 

(AGAAA) (AGAAA) 

- hexanucleotide repeat (hexa-) ลำดับ เบส  6  เบส เรีย ง ตั วซ้ ำกั น  เช่ น  (AGTACA) 

(AGTACA) (AGTACA) 

2.2.2 STR classes 

แบ่งออกได้ 4 ประเภทตามรูปแบบการเรียงตัวของลำดับเบสและชุดซ้ำ (ตารางท่ี 1) (7, 8) 

1. ชุดซ้ำแบบง่าย (simple repeats) เป็นการเรียงตัวของชุดซ้ำท่ีมีลำดับเบสเหมือนกันเรียงตัว

ต่อกัน ไม่มีเบสท่ัวไปแทรกอยู่ 

2. ชุดซ้ ำแบบง่าย ท่ีมี เบสไม่ เป็น ชุดแทรกอยู่  (simple repeats with non-consensus 

repeats) เป็นลำดับเบสท่ีมีการเรียงตัวของ simple repeat และลำดับเบสท่ัวไป  

3. ชุดซ้ำประกอบท่ีมีเบสไม่เป็นชุดแทรกอยู่ (compound repeats sequences with non-

consensus repeats) เป็นการเรียงตัวของ simple repeats ท่ีมี  repeat unit length 

เท่ากันแต่มีลำดับเบสต่างกันอย่างน้อย 2 รูปแบบขึ้นไป 
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4. ชุดซ้ำซับซ้อน (complex repeats sequences) เป็นการเรียงตัวของชุดซ้ำท่ีมีรูปแบบการ

ซ้ำท่ีหลากหลายรูปแบบและชนิด รวมทั้งมีลำดับเบสท่ัวไปท่ีไม่จำเพาะแทรกอยู่ด้วย  

ตารางท่ี 1 แสดงการแบ่งประเภทของ STR ตามรูปแบบการเรียงตัวของชุดซ้ำและลำดับเบส 
loci classes sequences 

Penta A Simple repeat (AAAGA)12 
HUMTH01 Simple repeat with non-

consensus repeat 
(TCAT)4CAT(TCAT)5 

vWA Compound repeat (TCTA)(TCTG)4(TCTA)13 
D1S1656 Complex repeat  (TAGA)4TGA(TAGA)13TAGG(TG)5 

 

2.2.3 กลไกการกลายพันธุ์ของ STR (STR mutation mechanism) 

ลำดับเบสแบบ STR เป็นลำดับเบสท่ีไม่เสถียร การกลายพันธุ์ของ STR เป็นการเพิ่มข้ึนหรือลดลง

ของชุดซ้ำท้ังชุด STR มีอัตราการกลายพันธุ์ที่สูงกว่าลำดับเบสแบบอื่นๆ อัตราการกลายพันธุ์ของ STR 

ในมนุษย์มีค่าประมาณ 1 x 10-3 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น โดยอัตราการกลายพันธุ์ของ STR แต่ละตำแหน่ง

จะเกิดขึ้นได้ไม่เท่ากัน ซึ่งมีปัจจัยมาจากจำนวนของชุดซ้ำ (number of repeat), ความซับซ้อนของ

โครงสร้างชุดซ้ำ (complexity of repetitive structure) และ length of repetitive motif (6) 

สำหรับกลไกการเกิดการกลายพันธุ์ของ STR เกิดได้จาก 2 กลไก ได้แก่ 

1. Unequal crossing over in meiosis (UCO) 

เป็นกลไกท่ีเกิดขึ้นระหว่างกระบวนการแบ่งเซลล์แบบ meiosis เป็นกลไกการแลกเปล่ียนช้ินส่วน

ขอ ง repeat unit บ ริ เวณ โคร โม โซม คู่ เห มื อน  (homologous chromosome) ห รื อ  sister 

chromatid หรือกระบวนการ recombination โดยเกิดการจับคู่ท่ีไม่ตรงกันของชุดซ้ำ ทำให้ดีเอ็นเอ

สายหนึ่งมีจำนวนชุดซ้ำเพิ่มขึ้น ส่วนดีเอ็นเออีกสายมีจำนวนชุดซ้ำลดลง กลไกนี้ส่งผลต่อการกลาย

พันธุ์ท่ีมีการเปล่ียนแปลงของชุดซ้ำมากกว่า 1 ชุด (multistep mutation) (ภาพท่ี 3) (6, 9) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 7 

 

ภาพท่ี 3 unequal crossing over ท่ีเกิดขึ้นระหว่างโครโมโซมคู่เหมือน 
ท่ีมา: Clark DP, Pazdernik NJ and McGehee MR, 2019 (10) 

2. Slip-strand mispairing (SSM) หรือ Polymerase slippage หรือ DNA slippage 

เป็นกลไกท่ีเกิดขึ้นระหว่างกระบวนการการจำลองดีเอ็นเอ (DNA replication) เป็นกลไกหลักท่ี

ทำให้เกิดการกลายพันธุ์สำหรับลำดับเบสแบบ STR โดยเกิดจากการข้ามชุดซ้ำของสายดีเอ็นเอสายใด

สายหนึ่ง ทำให้เกิดการโป่งพองของสายดีเอ็นเอ ซึ่งในกรณีท่ีเกิดการโป่งพองท่ีสายดีเอ็นเอต้นแบบ จะ

ทำให้สายดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ข้ึนใหม่มีจำนวนชุดซ้ำลดลง แต่ในกรณีท่ีเกิดการโป่งพองท่ีสายดีเอ็นเอ

ท่ีสังเคราะห์ข้ึนมาใหม่ จะทำให้สายดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ใหม่เกิดการกลายพันธุ์แบบมีการเพิ่มขึ้นของ

ชุดซ้ำ (ภาพท่ี 4) และเนื่องจาก STR เป็นลำดับเบสท่ีมีชุดซ้ำเรียงกัน ทำให้มีโอกาสท่ีจะเกิด slip-

strand mispairing ได้มากกว่าเกิดขึ้นกับลำดับเบสท่ัวไป กลไกดังกล่าวทำให้เกิดความหลากหลาย 

(polymorphism) ใน STR (6, 11) 

 

ภาพท่ี 4 กลไกการเกิด Slippage-strand mispairing หรือ polymerase slippage 
ท่ีมา: Karls, 2015 (12) 
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2.3 Y-STR 

ลำดับเบส Y-STR คือลำดับเบสแบบ STR ท่ีกระจายตัวอยู่บริเวณโครโมโซมวาย เนื่องจาก Y-STR 

พบได้เฉพาะในเพศชายเท่านั้นและมีคุณสมบัติของการถ่ายทอดสารพันธุกรรมได้อย่างสมบูรณ์ทาง

สายบิดาโดยปราศจากการเปล่ียนแปลง (5) ทำให้เครื่องหมาย Y-STR ถูกนำไปใช้ประโยชน์ในด้านนิติ

วิทยาศาสตร์มากมาย เช่น การตรวจพิสูจน์ความเป็นบิดา (paternity testing), การระบุตัวบุคคลผู้

สูญหายหรือเหยื่อจากภัยพิบัติ, การระบุตัวบุคคลเพื่อวัตถุประสงค์ทางมานุษยวิทยา, การระบุตัว

บุคคลผู้กระทำความผิดจากคดีการล่วงละเมิดทางเพศรวมการท้ังการแยกตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ชาย

ออกจาก male-female mixed DNA (13) อย่างไรก็ดีคุณสมบัติของ Y-STR ท่ีพบได้เฉพาะในเพศ

ชายและถ่ายทอดสารพันธุกรรมจากพ่อไปสู่ลูกชายโดยปราศจากการเปล่ียนแปลงก็ถือว่าเป็นข้อจำกัด

ต่อการศึกษาด้านนิติวิทยาศาสตร์ด้วยเช่นกัน เนื่องจากชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายบิดาทุกคนจะมี 

Y-STR haplotype เหมือนกัน ทำให้ไม่สามารถใช้เครื่องหมาย Y-STR (Y-STR marker) ในการระบุ

ตัวในระดับบุคคลได้ (ภาพท่ี 5) (5) เพื่อแก้ไขข้อจำกัดดังกล่าวจึงมีการศึกษาและค้นหา Y-STR ท่ีมี

อัตราการกลายพันธุ์ท่ีรวดเร็วกว่าอัตราการกลายพันธุ์ของ Y-STR ของมนุษย์ท่ีปกติจะมีอัตราการ

กลายพันธุ์เฉล่ียประมาณ 1 x 10-3 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น โดยต้ังสมมติฐานว่า Y-STR marker ท่ีมีอัตรา

การกลายพันธุ์สูงกว่าปกตินี้จะสามารถแยกความแตกต่างของชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายบิดา ใน

ระดับบุคคลได้ (14) 

 

ภาพท่ี 5 electropherogram ของคู่พ่อ-ลูกท่ีพบ Y-STR haplotype เหมือนกัน 
ท่ีมา: Fu et al., 2020 (15) 

2.4 Rapidly mutating Y-STR (RM Y-STR) 

ในปี ค.ศ. 2010 Ballantyne และคณะ (14) ได้ทำการศึกษา Y-STR จำนวน 186 ตำแหน่ง เพื่อ

ค้นหาองค์ความรู้เกี่ยวกับการกลายพันธุ์และปัจจัยทางโมเลกุลท่ีส่งผลต่อการกลายพันธุ์ของ Y-STR 

นอกจากนี้ยังต้องการเครื่องหมาย Y-STR ท่ีเหมาะสมกับการใช้แยกความแตกต่างของชายท่ีมีความ

ใกล้ชิดทางสายเลือด ซึ่งต้ังสมมติฐานว่า Y-STR ท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์รวดเร็วจะสามารถแยกความ
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แตกต่างระหว่างชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดได้จากการพบการกลายพันธุ์ของ Y-STR อย่าง

น้อย 1 ตำแหน่ง โดยนำ Y-STR ไปศึกษากับตัวอย่างคู่พ่อและลูกชายจากประเทศเยอรมันและ

โปแลนด์จำนวน 1966 คู่ ด้วยเทคนิค multiplex PCR assay, แยกขนาด PCR product และ

ติดตามสารเรืองแสงด้วย capillary electrophoresis (CE)  พบว่า Y-STR ท่ีนำมาศึกษานี้มีอัตราการ

กลายพันธุ์ 3.81 x 10-4 – 7.73 x 10-2 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น ซึ่งส่วนใหญ่มีอัตราการกลายพันธุ์ประมาณ 

10-4 – 10-3 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น มีเพียง 13 ตำแหน่งเท่านั้นท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์ประมาณ 10-2 ต่อ

ตำแหน่งต่อรุ่น (ภาพท่ี 6) ซึ่งเป็นอัตราการกลายพันธุ์ท่ีรวดเร็วกว่า Y-STR ท่ัวไป ต้ังช่ือตำแหน่ง

เหล่านี้ว่า Rapidly Mutating Y-STR (RM Y-STR) หรือ Y-STR ท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์ ท่ีรวดเร็ว 

ประกอบ ด้วย  Y-STR จำนวน  13 ตำแหน่ ง  ไ ด้แก่  DYF387S1, DYF399S1, DYF403S1a/b, 

DYF404S1, DYS526a/b, DYS449, DYS518, DYS626, DYS547, DYS570, DYS576, DYS612 

และ DYS627  

 

ภาพท่ี 6 กราฟแสดงอัตราการกลายพันธุ์ของ Y-STR จำนวน 186 ตำแหน่ง พบว่ามี 13 ตำแหน่ง (จุด
สีแดง) ท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์สูงกว่า 1 x 10-2 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น 

ท่ีมา: Ballantyne et al., 2010 (14) 

เพื่อตอบสันนิษฐานว่า Y-STR ท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์รวดเร็วสามารถแยกความแตกต่างระหว่าง

ชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดได้หรือไม่ จึงนำ RM Y-STR ท้ัง 13 ตำแหน่งและ  AmpFlSTR 

Yfiler PCR Amplification kit (Applied Biosystems) จำนวน 17 ตำแหน่งซึ่งเป็น Y-STR set ท่ี

ถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลายในด้านนิติวิทยาศาสตร์มาศึกษากับคู่พ่อและลูกชายชาวโปแลนด์, เยอรมัน, 

แคนาดาและเบลเยี่ยมจำนวน 103 คู่ด้วยเทคนิค multiplex PCR assay จากนั้นแยกขนาด PCR 

product ด้วย capillary electrophoresis (CE) จากการศึกษาพบว่า RM Y-STR สามารถแยกความ

แตกต่างของชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดได้ 70.9 เปอร์เซ็นต์ (แยกคู่พ่อ -ลูกชายได้ 70 
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เปอร์เซ็นต์, คู่พี่ชาย-น้องชาย 56 เปอร์เซ็นต์, คู่ลูกพี่ลูกน้อง 67 เปอร์เซ็นต์) ในขณะท่ี Yfiler set 

แยกความแตกต่างของชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดได้เพียง 13 เปอร์เซ็นต์ (แยกคู่พี่ชาย -

น้องชายได้ 6 เปอร์เซ็นต์ แต่แยกคู่พ่อ-ลูกชายและคู่ลูกพี่ลูกน้องไม่ได้) ชุดเครื่องหมาย RM Y-STR มี

อัตราการกลายพันธุ์เฉล่ีย 1.97 x 10-2 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น ในขณะท่ี Yfiler มีอัตราการกลายพันธุ์เฉล่ีย 

3.0 x 10-3 ต่อตำแหน่งต่อรุ่นและได้เสนอแนะว่าสามารถนำ RM Y-STR ไปใช้ในงานด้านนิติ

วิทยาศาสตร์ได้ท้ังในกรณีท่ีผู้กระทำผิดมีหลายคนหรือมีความใกล้ชิดทางสายเลือด 

o ลักษณะการกลายพันธุ์ของ Y-STR (Y-STR Mutation Characteristics) 

พบว่าจากการกลายพันธุ์ท้ังหมด 787 ครั้ง เป็นการกลายพันธุ์แบบการลดลงของชุดซ้ำ (repeat 

loss) 364 ครั้ง, การกลายพันธุ์แบบเพิ่มขึ้นของชุดซ้ำ (repeat gain) 423 ครั้ง คิดเป็นอัตราส่วนของ 

repeat loss : repeat gain เท่ากับ 1.61:1 ซึ่งโอกาสพบการกลายพันธุ์แบบ repeat loss และ 

repeat gain ของ Y-STR ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

นอกจากนี้ยังทำการศึกษาโอกาสการพบ one-step mutation ซึ่งเป็นการการเปล่ียนแปลง 

repeat unit เพียง 1 ชุดซ้ำในแต่ละครั้งและศึกษาโอกาสการพบ multistep mutation ซึ่งเป็นการ

เปล่ียนแปลงจำนวน repeat unit มากกว่า 1 ชุดซ้ำในแต่ละครั้ง (9) โดยในการศึกษานี้พบ one-

step mutation 757 ครั้ง, พบ multistep mutation 30 ครั้ง คิดอัตราส่วนของการเกิด one-step 

mutation : multistep mutation เท่ากับ 25.23 : 1 ซึ่งโอกาสการเกิด one-step mutation และ 

multistep mutation มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

o ปั จจั ยทางโม เล กุลที่ ส่ งผ ล ต่อการกลายพั น ธุ์ข อ ง Y-STR (Molecular factors 

influencing Y-STR mutability) 

พบว่ามีปัจจัยหลัก 3 ประการท่ีส่งผลต่อการกลายพันธุ์ของ STR ได้แก่ จำนวนชุดซ้ำ (number 

of repeats), ความซับซ้อนของโครงสร้างชุดซ้ำ (complexity of repetitive structure), length 

of repetitive motif 

1. จำนวนชุดซ้ำ (number of repeat) 

จากการศึกษาพบว่าจำนวนชุดซ้ำส่งผลต่ออัตราการกลายพันธุ์อย่างมีนัยสำคัญ Y-STR ท่ีมีชุดซ้ำ

จำนวนมากจะมีอัตราการกลายพันธุ์ที่สูงกว่า 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 11 

2. ความซับซ้อนของโครงสร้างชุดซ้ำ (complexity of repetitive structure) 

เปรียบเทียบอัตราการกลายพันธุ์เฉล่ียระหว่าง Y-STR ท่ีมีโครงสร้างชุดซ้ำแบบ simple repeat 

และ complex repeat เนื่องจากเครื่องหมาย Y-STR มีบางตำแหน่งเป็น multi-copy Y-STR จึงนับ

แต่ละ copy แยกออกจากกัน ทำให้ในการวิเคราะห์นี้เป็นการศึกษา Y-STR จำนวน 267 ตำแหน่ง 

โดยพบว่ามี 193 ตำแหน่งเป็น simple Y-STR loci อีก 74 ตำแหน่งเป็น complex Y-STR loci ซึ่ง 

complex Y-STR loci มีอัตราการกลายพันธุ์เฉล่ียสูงกว่า simple Y-STR loci อย่างมีนัยสำคัญทาง

สถิติ 

3. Length of repetitive motif 

ในการวิเคราะห์นี้แบ่ง Y-STR ออกเป็น 267 ตำแหน่ง จากตารางท่ี 2 แสดงจำนวนและอัตราการ

กลายพันธุ์เฉล่ียของลำดับเบสท่ีมีจำนวนเบสซ้ำท่ีแตกต่างกัน พบว่าอัตราการกลายพันธุ์เฉล่ียของ Y-

STR ท่ีเป็น tetranucleotide มีอัตราการกลายพันธุ์เฉล่ียสูงท่ีสุดและอัตราการกลายพันธุ์เฉล่ียมีค่า

ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อจำนวนเบสซ้ำ (length of repeat) เพิ่มขึ้น ท้ังนี้ Ballantyne 

และคณะ (2010) วิเคราะห์สาเหตุท่ีอัตราการกลายพันธุ์ของ tetranucleotide repeat มีค่าสูงท่ีสุด

เป็นเพราะว่าไม่มีการนำ dinucleotide repeat มาศึกษาและจำนวน tetranucleotide repeat ท่ี

นำมาศึกษา มีจำนวนมากเมื่อเทียบกับ repeat อื่นๆ 

ตารางท่ี 2 แสดงจำนวนและอัตราการกลายพันธุ์เฉล่ียของ Y-STR ท่ีมี length of repeat ต่างๆ  
Length of repeat Number of Y-STR loci Average mutation rate 

trinucleotide 72 1.11 x 10-3 
tetranucleotide 175 2.07 x 10-3 
pentanucleotide 17 1.55 x 10-3 
hexanucleotide 3 4.64 x 10-4 

  

นอกเหนือจากท้ัง 3 ปัจจัยท่ีกล่าวมาข้างต้นแล้วแล้ว ยังพบปัจจัยอื่นๆ ท่ีส่งผลให้มีโอกาสเกิดการ

กลายพันธุ์เพิ่มมากขึ้น คือ 

1. อายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูก (father’s age): พบกลายพันธุ์ ระหว่างพ่ อและลูกชายใน  

RM Y-STR อย่างน้อย 1 ตำแหน่งเมื่อพ่อมีอายุ 32.42±10.91 ปี 
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2. Multi-copy marker: Y-STR ท่ีเป็น multi-copy มีโอกาสท่ีจะพบการกลายพันธุ์ได้มากเนื่องจาก

แต่ละ copy มีโอกาสกลายพันธุ์ได้อย่างอิสระ ดังนั้นยิ่งมีจำนวน copy มาก ก็จะเพิ่มโอกาสในการพบ

การกลายพันธุ์ในตำแหน่งนั้นๆ ด้วย (13) 

2.5 การคัดเลือก RM Y-STR สำหรับงานศึกษานี้ 

สำหรับในงานศึกษาเรื่องการศึกษาการกลายพันธุ์บนตำแหน่ง Y-STR ท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์

รวดเร็วจำนวนสองตำแหน่งในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือด (The mutation study of 

two rapidly mutating Y-STRs in closely related Thai males) นี้ ไ ด้ คัด เลือก เครื่ อ งหมาย  

RM Y-STR ท่ีมีแนวโน้มท่ีจะมีอัตราการกลายพันธุ์สูงมาศึกษาในชายไทย ท่ีมีความสัมพันธ์ทาง

สายเลือด โดยพิจารณาจากข้อมูลปัจจัยทางโมเลกุลท่ีส่งผลต่ออัตราการกลายพันธุ์และอัตราการกลาย

พันธุ์ของ RM Y-STR ท่ีถูกนำไปศึกษาในประชากรเช้ือชาติต่างๆ ซึ่งปัจจัยทางโมเลกุลท่ีส่งผลให้  

Y-STR มีอัตราการกลายพันธุ์สูงท่ีพบจากการศึกษาของ Ballantyne et al., 2010 (14) คือ การมี

จำนวนชุดซ้ำจำนวนมาก , โครงสร้างชุดซ้ำแบบ complex repeat และการเป็น multi-copy 

marker  

จากข้อมูล repeat type และ repeat structure ท่ีแสดงในตารางท่ี 3 พบว่ามี 5 จาก 13 

ตำแหน่ ง ไ ด้แก่  เครื่ องหมาย  DYF387S1a/b, DYF399S1, DYF4033S1a/b, DYF404S1 และ 

DYS526a/b ท่ีมีลักษณะตรงตามข้อพิจารณาของปัจจัยทางโมเลกุล จากนั้นเมื่อพิจารณาจากอัตรา

การกลายพันธุ์ของตำแหน่งดังกล่าวจากงานศึกษาอื่นๆ (ตารางท่ี 4) พบว่าตำแหน่ง DYF399S1 และ 

DYF403S1a/b เป็น 2 ตำแหน่งท่ีพบการกลายพันธุ์และมีอัตราการกลายพันธุ์รวดเร็วในทุกๆ กลุ่ม

ประชากรท่ีถูกนำทำการศึกษา ดังนั้นในการศึกษานี้จึงเลือก DYF399S1 และ DYF403S1a/b มา

ศึกษาในชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดชาวไทย โดยจะศึกษาในกลุ่มตัวอย่างคู่พ่อและลูกชาย

เนื่องจากวิธีการคำนวณอัตราการกลายพันธุ์ของ Y-STR ท่ีมีความแม่นยำมากท่ีสุด คือ การสังเกตุการ

ถ่ายทอดระหว่างพ่อและลูกชาย (14)  

2.5.1 DYF399S1 locus 

DYF399S1 มีชุดซ้ำแบบ tetranucleotide repeat, มีโครงสร้างชุดซ้ำแบบซ้ำซ้อน (complex 

repeat) และเป็น multi-copy marker ท่ีมีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซมวายบริเวณแขนข้างยาว (Yq) 

จำนวน 3 ตำแหน่ง (16) (ตารางท่ี 3) 
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2.5.2 DYF403S1a/b locus 

DYF403S1a/b มีโครงสร้างชุดซ้ำซับซ้อน (complex repeat) มีตำแหน่งอยู่บนแขนข้างส้ันของ

โครโมโซมวาย (Yp) (16) เป็น multi-copy marker ท่ีประกอบด้วย 4 copies แบ่งออกได้ 2  

subtypes จากรูปแบบการเรียงตัวของชุดซ้ำ ได้แก่ subtype a จำนวน 3 copies, subtype b 

จำนวน 1 copy (17) (ตารางท่ี 3) ในการศึกษานี้จะแปลผลการกลายพันธุ์บนตำแหน่ง DYF403S1a 

และ DYF403S1b แยกออกจากกัน 

ตารางท่ี 3 ตารางแสดง repeat type, repeat structure และ allele range ของ RM Y-STR ท้ัง 
13 ตำแหน่ง ดัดแปลงมาจาก Ballantyne et al. 2012 และ 2014 

markers Repeat types Repeat structure Allele range 
DYF387S1a/b Tetra, complex, 

multi (2 copies) 
(AAAG)3(GTAG)1(GAAG)4N16(GAAG)9(

AAAG)13 
28 - 45.2 

 
DYF399S1 Tetra, complex, 

multi (3 copies) 
GAAA)3N7-8(GAAA)10-23 14 - 31.3 

 
DYF403S1a/b Tetra, complex, 

multi (a: 3 
copies, b: 1 

copy) 

a: (TTCT)10-17N2-3(TTCT)3-17 
b: 

(TTCT)12N2(TTCT)8(TTCC)9(TTCT)14N

2(TTCT)3 

a: 5 – 24 
 

b: 38 - 62 

DYF404S1 Tetra, complex, 
multi (2 copies) 

(TTTC)10-20N42(TTTC)3 7 - 21 

DYS526a/b Tetra, complex, 
multi  

(a: 1 copy, b: 1 
copy) 

a: (CCCT)3N20(CTTT)11–17(CCTT)6–

10N113(CCTT)10-17 

b: (CCCT)3N20(CTTT)11-17(CCTT)6-10 

N113 (CCTT)10-17 

a: 7 - 21 
b: 29 - 44 

DYS449 Tetra, complex, 
single 

(TTCT)13-9N22(TTCT)3N12 (TTCT)13-19 23 - 40 

DYS518 Tetra, complex, 
single 

(AAAG)3(GAAG)1(AAAG)14-

22(GGAG)1(AAAG)4N6(AAAG)11-

19N27(AAGG)4 

32 – 52.2 

DYS626 Tetra, complex, 
single 

(GAAA)14-23N24(GAAA)3N6(GAAA)5 

(AAA)1(GAAA)2-3(GAAG)1(GAAA)3 

22 - 52 
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markers Repeat types Repeat structure Allele range 
DYS547 Tetra, complex, 

single 
(CCTT)9-13T(CTTC)4-5N56(TTTC)10-22 
N10(CCTT)4(TCTC)1(TTTC)9-16N14 

(TTTC)3 

39 - 57 

DYS570 Tetra, simple, 
single 

(TTTC)14-24 10 - 24 

DYS576 Tetra, simple, 
single 

(AAAG)13-22 11 - 23 

DYS612 Tri, complex, 
single 

(CCT)5(CTT)1(TCT)4(CCT)1(TCT)19-31 25 - 43 

DYS627 Tetra, complex, 
single 

(AGAA)3N16(AGAG)3(AAAG)12-

24N81(AAGG)3 
12 -27 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15 
 

ตารางท่ี 4 แสดงอัตราการกลายพันธุ์ของ RM Y-STR ตำแหน่งต่างๆ ในงานวิจัยก่อนหน้าท่ีศึกษาใน
กลุ่มตัวอย่างท่ีมีความใกล้ชิดทางสายเลือด 
 

Loci Ballantyne et 
al., 2010 (14)  

Adnan et al., 
2016 (18) 

Chen et al., 
2017 (19) 

Javed et al., 
2018 (20) 

DYF38751 1.59 x 10-2 2.3 x 10-2 AB: 0 4.28 x 10-2 

DYF399S1 7.73 x 10-2 6.3 x 10-2 abc: 5.00 x 10-2 7.14 x 10-2 

DYF403S1a/b a: 3.10 x 10-2 a: 2.60 x 10-2 a: 2.22 x 10-2 7.14 x 10-2 

b: 1.10 x 10-2 b: 7.00 x 10-3 b1: 5.60 x 10-2 
b2: 2.78 x 10-2 

DYF404S1 1.25 x 10-2 1.20 x 10-2 5.60 x 10-3 4.28 x 10-2 

DYS449 1.22 x 10-2 4.70 x 10-2 0 2.83 x 10-2 

DYS518 1.84 x 10-2 3.30 x 10-2 1.67 x 10-2 - 

DYS526a/b a: 2.72 x 10-3 a: 0 a: 0 1.43 x 10-2 

b:1.25 x 10-2 b: 1.4 x 10-2 b: 5.60 x 10-3 

DYS547 2.36 x 10-2 1.90 x 10-2 1.67 x 10-2 3.80 x 10-2 

DYS570 1.24 x 10-2 9.40 x 10-3 2.78 x 10-2 1.90 x 10-2 

DYS576 1.43 x 10-2 1.40 x 10-2 5.60 x 10-3 1.05 x 10-2 

DYS612 1.45 x 10-2 3.30 x 10-2 1.67 x 10-2 3.10 x 10-2 

DYS626 1.22 x 10-2 7.00 x 10-2 1.11 x 10-2 1.43 x 10-2 

DYS627 1.23 x 10-2 7.00 x 10-2 0 1.67 x 10-2 

Samples German, Polish 
Belgium, 
Canadian 

Pakistani Chinese Han Pakistani 

 

หมายเหตุ: 0 หมายถึง ไม่พบอัตราการกลายพันธุ์ในตำแหน่งดังกล่าว 
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ตารางท่ี 4 แสดงอัตราการกลายพันธุ์ของ RM Y-STR ตำแหน่งต่างๆ ในงานวิจัยก่อนหน้าท่ีศึกษาใน
กลุ่มตัวอย่างท่ีมีความใกล้ชิดทางสายเลือด (ต่อ) 

 

Loci Zhang et al., 
2017 (21) 

Zgonjanin et 
al., 2017 (22) 

Rakha et al., 
2018 (23) 

Wang et al., 
2019 (24) 

Yuan et al., 
2019 (25) 

DYF38751 8.70 x 10-3 5.40 x 10-2 0 < 3.85 x 10-3 2.00 x 10-3 

DYF399S1 6.29 x 10-2 10.08 x 10-2 1.22 x 10-2 3.85 x 10-2 4.59 x 10-2 

DYF403S1a/b a: 2.71 x 10-2 a: 4.10 x 10-2 a: 2.04 x 10-2 a: 3.08 x 10-2 a: 7.14 x 10-2 

b: 7.74 x 10-3 b: 0 b1: 2.04 x 10-2 
b2: 4.08 x 10-2 

b: 2.15 x 10-2 b: 2.00 x 10-3 

DYF404S1 1.06 x 10-2 1.40 x 10-2 0 1.15 x 10-2 8.00 x 10-3 

DYS449 1.26 x 10-2 0 4.08 x 10-2 1.15 x 10-2 2.00 x 10-3 

DYS518 1.25 x 10-2 2.70 x 10-2 4.08 x 10-2 < 3.85 x 10-3 4.00 x 10-3 

DYS526a/b 9.67 x 10-3 
 

a: 0 a: 0 a: 3.85 x 10-3 a: 2.00 x 10-3 

b: 1.40 x 10-2 b: 0 b: 1.92 x 10-2 b: 8.00 x 10-3 

DYS547 1.35 x 10-2 1.40 x 10-2 4.08 x 10-2 7.69 x 10-3 1.40 x 10-2 

DYS570 4.84 x 10-3 0 0 < 3.85 x 10-3 1.40 x 10-2 

DYS576 1.35 x 10-2 0 2.04 x 10-2 2.60 x 10-2 6.00 x 10-3 

DYS612 1.35 x 10-2 4.10 x 10-2 2.04 x 10-2 3.08 x 10-2 1.00 x 10-2 

DYS626 7.74 x 10-3 1.40 x 10-2 0 7.69 x 10-2 1.00 x 10-2 

DYS627 8.70 x 10-3 0 2.04 x 10-2 1.92 x 10-2 1.80 x 10-2 

Samples Chinese Han Serbian Sindhi Chinese Yi Chinese Han 

 

หมายเหตุ: 0 หมายถึง ไม่พบอัตราการกลายพันธุ์ในตำแหน่งดังกล่าว
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2.6 การคัดเลือกไพรเมอร์ 

คัดเลือกไพรเมอร์ DYF399S1 และ DYF403S1a/b โดยการอ้างอิงลำดับเบสของ forward 

primer, reverse primer มาจากงานศึกษาของ Ballantyne et al., 2010 (14) (ตารางท่ี 5) 

เนื่องจากทำการศึกษาด้วยเทคนิค multiplex PCR assay และแยกขนาด PCR product 

ด้วยเครื่อง Capillary electrophoresis (CE) ดังนั้นจึงติดสารเรืองแสง (fluorescent dye) ท่ีปลาย

ด้าน 5’ ของ forward primer โดยเลือกติด fluorescent กลุ่ม G5  ได้แก่ 6-FAMTM และ VIC® 

เนื่องจากเป็นสารเรืองแสงท่ีส่งสัญญาณท่ีแข็งแกร่งและมีความเสถียรสูง สีท่ีปรากฏในโปรแกรม 

GeneMapper ID X version 1.4 ของสารเรืองแสงท้ังสองจะต่างกัน โดย 6-FAMTM ปรากฏเป็นสีน้ำ

เงิน ส่วน VIC® จะปรากฏเป็นสีเขียว (26) 

ตารางท่ี 5 แสดงรายละเอียดลำดับเบสของไพรเมอร์, การติดสี fluorescence dye ท่ีตำแหน่ง 
DYF399S1 และ DYF403S1a/b 

Markers Sequences (5’ to 3’) 

DYF399S1 Forward 
primer 

6-FAM-GGGTTTTCACCAGTTTGCAT 

Reverse 
primer 

CCATGTTTTGGGACATTCCT 

DYF403S1a/b Forward 
primer 

VIC-CAAAATTCATGTGGATAATGAG 

Reverse 
primer  

ACAGAGCAGGATTCCATCTA 

2.7 การนำการคำนวณทางสถิติมาใช้ในงานด้านนิติวิทยาศาสตร์ 

2.7.1 Y-STR kinship index 

Likelihood ratio (LR) เป็นการคำนวณค่าสถิติเพื่ออธิบายว่า genotype ระหว่างคน 2 คน

สนับสนุนความสัมพันธ์มากน้อยเพียงใด สำหรับการศึกษาของ Y-STR นั้น ค่า likelihood ratio จะ

ถูกเรียกว่า Y-STR kinship index เป็นการแสดงออกถึงความเป็นไปได้ท่ีลูกชายจะได้สารพันธุกรรม

ภายใต้สมมติฐาน 2 สมมติฐานท่ีต่างกัน (H1 และ H2) โดยค่า LR ของแต่ละ locus จะเป็นอิสระต่อ

กัน (27, 28) และมีเงื่อนไขว่าอัตราการกลายพันธุ์ (µ) ต้องเป็นการกลายพันธุ์แบบ one-step 
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mutation หรือการกลายพันธุ์แบบท่ีมีการลดลงหรือเพิ่มขึ้นของ STR จำนวน 1 ชุดซ้ำเท่านั้น (29, 

30)  

 

Y-STR kinship index มีสูตรการคำนวณ ดังนี้  

LR one-step mutation = 
P(E|H1) 

P(E|H2)
  

LR one-step mutation = 
∏ [ (m

s )((
µl
2

)
s𝑙

(1−µl)m−s𝑙)]l ∈L

f (offspring)
 

เมื่อกำหนดให้, 

H1 คือ สมมติฐานท่ี ancestor และ offspring มี Y-STR haplotype ตรงกันและท้ังสองคน

มีความสัมพันธ์เป็นพ่อและลูกชายอย่างแท้จริง 

H2 คือ สมมติฐานท่ี ancestor และ offspring ไม่มีความสัมพันธ์ทางสายเลือดเป็นพ่อและ

ลูกชายท่ีแท้จริง 

L คือ Y-STR haplotype ของ son และ alleged father 

Sl คือ ความต่างของแอลลีล (allelic different) ในแต่ละเครื่องหมาย Y-STR ระหว่าง son 

และ alleged father 

µl คือ อัตราการกลายพันธุ์ของเครื่องหมาย Y-STR นั้น 

µl

2
 คือ ความน่าจะเป็นของการเกิด one-step mutation ท่ีเครื่องหมาย Y-STR ตำแหน่ง

ดังกล่าว 

(
µ𝑙

2
)

𝑆𝑙

 คือ ความน่าจะเป็นของการเกิด one-step mutation ท่ีเครื่องหมาย Y-STR 

ตำแหน่งดังกล่าว 

1 - µl คือ ความน่าจะเป็นที่ไม่เกิดการกลายพันธุ์ที่เครื่องหมาย Y-STR นั้น 

m คือ จำนวน transmission event ภายใต้เงื่อนไขการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างพ่อและ

ลูกชาย จึงกำหนดให้ transmission event มีค่าเท่ากับ 1  
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f(offspring) คือ ความถ่ีแฮปพอไทด์ (haplotype frequency) ของลูกชาย 

จากสมมติฐานท่ี 1 

P(E|H1) =  ∏[ (
m
s

) ((
µl

2
)

s𝑙

(1 − µl)
m−s𝑙)]

l ∈L

 

o กรณีท่ีไม่พบการกลายพันธุ์ระหว่างพ่อและลูกชาย 

แทนค่า Sl (allelic different) = 0  

 m (transmission event) = 1 

P(E|H1) = (
m
s

) ((
µl

2
)

s𝑙

x (1 − µl)
m−s𝑙) 

P(E|H1) = (
1
0

) ((
µl

2
)

0

x (1 − µl)
1) 

P(E|H1) = 1 − µ 

o กรณีท่ีการกลายพันธุ์ระหว่างพ่อและลูกชาย โดยเป็นการเพิ่มขึ้นหรือลดลงของชุดซ้ำ 1 ชุดซ้ำ  

แทนค่า Sl (allelic different) = 1 

    m (transmission event) = 1 

P(E|H1) = (
m
s

) ((
µl

2
)

S𝑙

x (1 − µl)
m−s𝑙) 

P(E|H1) = (
1
1

) ((
µl

2
)

1

x (1 − µl)
0) 

P(E|H1) = (
µl

2
)

1

 

จากสูตรการคำนวณ Y-STR kinship index ท่ีกล่าวมาข้างต้น พบว่าเงื่อนไขของการคำนวณ 

คือ การกลายพันธุ์ท่ีเกิดขึ้นระหว่างคู่พ่อและลูกชายท่ีมีการเปล่ียนแปลงของชุดซ้ำ 1 ชุด (one-step 

mutation) และต้องทราบอัตรากลายพันธุ์ที่จำเพาะต่อ Y-STR ตำแหน่งนั้นๆ  

2.7.2 สูตรการคำนวณอัตราการกลายพันธุ์ (mutation rate, µ) 

จำนวนการกลายพันธุ์ที่พบ

จำนวนตัวอย่างคู่พ่อและลูกชายท่ีนำมาศึกษา
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บทท่ี 3 

ระเบียบวิธีวิจัย (research methodology) 

3.1 รูปแบบการทดลอง (experimental design) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 รูปแบบการวิจัย (research design) 

 การวิจัยเชิงพรรณนา (descriptive study) 

3.3 วิธีการดำเนินการวิจัย (methodology) 

o สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย (chemical reagents) 

1. FTA purification reagent 

2. TE buffer (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) 

3. TBE buffer (Tris, Boric acid, EDTA buffer) 

4. agarose 

5. AmpliTaq Gold PCR buffer 

6. dNTPs 

7. MgCl2 

คัดเลือกไพรเมอร์ 

คัดเลือก RM Y-STR 

Validation 

 

Mutation study in 

father-son pairs 

- การทดสอบ PCR condition  

- การปรับความเข้มข้นของไพรเมอร์ 

- เกณฑ์การแปลผลพีค 

- เกณฑ์การแปลผลการกลายพันธุ์ 

- Sample collection 

- DNA isolation 

- DNA separation 

- Genotyping and data analysis 
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8. AmpliTaq GoldTM PCR polymerase 

9. H2O 

10. Male control DNA007 

11. DYF399S1 F+R primer 

12. DYF403S1a/b F+R primer 

13. HiDiTM formamide (Applied Biosystems)   

14. GeneScan™ 600 LIZ™ dye Size Standard v2.0 (Applied Biosystem) 

o เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย (research instruments) 

1. Puncher 

2. FTA card 

3. PCR tube ขนาด 200 ไมโครลิตร 

4. ProFlexTM 3 x 32 – well PCR System (Applied Biosystems) 

5. Pipet 

6. Vortex mixer 

7. 96-well reaction plate (Applied Biosystems) 

8. Mini Plate Spinner Centrifuge (Fisher Scientific) 

9. 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) 

10. GeneMapper ID X version 1.4 (Applied Biosystems) 

3.3.1 Validation  

ในขั้นตอนนี้จะทำการทดสอบและปรับปรุงเพื่อหาวิธีการศึกษาและเกณฑ์การแปลผล

การศึกษา โดยทดสอบไพรเมอร์ DYF399S1 และ DYF403S1a/b ใน PCR กับ male control 

DNA007 

3.3.1.1 PCR condition 

เพื่อทดสอบ PCR condition ท่ีเหมาะสมกับไพรเมอร์ DYF399S1 และ DYF403S1/b ท่ีอ้างอิง

มาจากการศึกษาของ Ballantyne et al., 2010 (14) โดยนำไพรเมอร์ดังกล่าว (ไม่ติดสีเรืองแสง, 

ตารางท่ี 5) ไปทำปฏิกิริยา PCR แบบ single plex PCR reaction ด้วยเครื่อง ProFlexTM 3 x 32 - 

well PCR System (Applied Biosystems) กับ male control DNA007 ความเข้มข้น 2 นาโน

กรัมต่อไมโครลิตรด้วย PCR condition ท่ีแสดงในตารางท่ี 6 เป็นการทำปฏิกิริยา PCR แบบ 
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touchdown PCR ซึ่งเป็นเทคนิค PCR ท่ีในขั้นตอน annealing รอบแรกๆ จะต้ังอุณหภูมิให้สูงมากๆ 

ทำให้ไพรเมอร์จะจับกับดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีตำแหน่งจำเพาะเท่านั้น แม้ว่าในรอบต่อๆ ไปจะลด

อุณหภูมิลงจนถึงอุณหภูมิลงมาเรื่อย ๆ จนถึงอุณหภูมิท่ีต้องการ แต่ PCR product ท่ีจำเพาะก็มี

จำนวนมากว่า PCR product ท่ีไม่จำเพาะ (31) ดังท่ีแสดงในตารางท่ี 6 สำหรับขั้นตอน annealing 

1 จะต้ังอุณหภูมิ annealing รอบแรกไว้ท่ี 70 องศาเซลเซียสและจะลดอุณหภูมิในรอบถัดไปลง 1 

องศาเซลเซียส  เมื่อทำซ้ำ 20 รอบ อุณหภูมิก็จะลดลงเหลือ 50 องศาเซลเซียส 

เมื่อเสร็จส้ินกระบวนการ PCR จะนำ PCR product ไปแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยการ run gel 1% 

agarose gel 100 V เป็นเวลา 40 นาที 

ตารางท่ี 6 PCR condition อ้างอิงมาจาก Ballantyne et al., 2010 (14) 
Initial denaturation 95 °C 15 min 

 

Denaturation 1 94 °C 30 s  
X20 Annealing 1 70-1 °C 45 s 

Primer extension 1 72 °C 1 min 
Denaturation 2 94 °C 30 s  

X15 Annealing 2 50 °C 45 s 
Primer extension 2 72 °C 1 min 

Final extension 60 °C 45 s 
 

Hold 15 °C ∞ 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 23 

ภาพท่ี 7 ปรากฏ PCR product ของ RM Y-STR ท้ัง 2 ตำแหน่ง ซึ่งพบว่าขนาด PCR product 

ของท้ังคู่มีขนาดท่ีใกล้เคียงกับท่ีคาดไว้ โดยอ้างอิงมาจากงานศึกษาของ Ballantyne และคณะ 

(2014) (3) ท่ีพบว่า male control DNA007 พบแอลลีลในตำแหน่ง DYF399S1, DYF403S1a และ 

DYF403S1b ดังท่ีแสดงในตารางท่ี 7 การพบ PCR product ขนาดท่ีคาดหวังไว้แสดงให้เห็นว่าไพร

เมอร์ DYF399S1 และ DYF403S1a/b สามารถทำปฏิกิริยา single plex PCR reaction กับ PCR 

condition ท่ีแนะนำจากงานศึกษาของ Ballantyne และคณะ (2010) (14) ได้ 

ตารางท่ี 7 แสดง genotype ของ male control DNA 007 ท่ีพบในตำแหน่ง DYF399S1, 
DYF403S1a/b 

markers DYF399S1 DYF403S1a DYF403S1b 
Male control 

DNA007 genotype 
24, 26.1 11, 13, 18 51 

PCR product (bp) 317, 326 306, 314, 334 458 
 

  

ภาพท่ี 7 แสดง PCR product ของตำแหน่ง DYF399S1 (lane ท่ี 2) และ DYF403S1a/b (lane ท่ี 
3), lane ท่ี 1 คือ Low Molecular Weight DNA Ladder 

458 

306, 314, 334 

317, 326 
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3.3.1.2 การปรับความเข้มข้นของไพรเมอร์ 

นำไพรเมอร์ DYF399S1 และ DYF403Sa/b (ติดสีเรืองแสง, ตารางท่ี 5 ) ไปทำปฏิกิริยา PCR 

แบบ multiplex PCR reaction ด้วย PCR condition ตามท่ีแสดงในตารางท่ี 6 กับ male control 

DNA007 ความเข้มข้น 2 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ความเข้มข้นและส่วนประกอบภายในหลอด

ปฏิกิริยาแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 8 ซึ่งดัดแปลงมาจากงานวิจัยของ Ballantyne et al., 2010 

(14) โดยมีการปรับความเข้มข้นของไพรเมอร์ท้ังสองไพรเมอร์เพื่อให้ ได้ปริมาณ PCR product ท่ี

เหมาะสมไม่มากหรือไม่น้อยเกินไปสำหรับการทำปฏิกิริยา PCR แบบ multiplex PCR reaction 

จากนั้นนำ PCR product ไปแยกขนาดดีเอ็นเอด้วย 3500 Genetic Analyzer และนำข้อมูลดิบไป

วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม GeneMapper ID X version 1.4 เพื่อสร้าง electropherogram 

ตารางท่ี 8 แสดง PCR components และปริมาณสารในหลอดปฏิกิริยาสำหรับการทำปฏิกิริยา PCR 
ในขั้นตอน validation 

PCR components ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาณ (µl) 
male control DNA007 2 ng/µl 0.5 

AmpliTaq Gold PCR buffer (conc.) 1X 2 
MgCl2 (conc.) 2.27 mM 2 
dNTPs (conc.) 250 µM 0.5 

AmpliTaq Gold PCR polymerase (conc.) 0.25 U 0.2 
DYF399S1 primer (conc.) 0.075 µM 1 

DYF403S1a/b primer (conc.) 1.0 µM 1 
H2O  12.8 

Final volume = 20 µl 

จากภาพท่ี 8 แสดง electropherogram ของ male control DNA007 หลังจากปรับความ

เข้มข้นของไพรเมอร์ DYF399S1 (0.075 ไมโครโมลาร์) และ DYF403S1a/b (1 ไมโครโมลาร์) จะเห็น

ได้ว่าความสูงของพีคท้ังหมดมีค่าระหว่าง 3,240 ถึง 22,311 ซึ่งเป็นความสูงของพีคท่ีไม่น้อยเกินจน

โปรแกรมไม่สามารถแปลผลออกมาเป็นพีคและความสูงของพีคไม่สูงเกินไปจน off-scale  
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ภาพท่ี 8 แสดง electropherogram ของ male DNA control007 กับ RM Y-STR ตำแหน่ง 
DYF399S1 และ DYF403S1a/b หลังจากปรับความเข้มข้นของไพรเมอร์ 

3.3.1.3 เกณฑ์การแปลผลการศึกษาจาก electropherogram 

เมื่อนำข้อมูลดิบจากการแยกขนาดดีเอ็นเอมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม GeneMapper ID X 

version 1.4 จำเป็นต้องมีการกำหนดเกณฑ์การแปลผลพีคท่ีปรากฏบน electropherogram ให้

ออกเป็น DNA profile โดยในการศึกษานี้กำหนดหลักเกณฑ์ดังต่อไปนี้ 

1. การสร้างขอบเขต bin  

      เนื่ อ ง จ าก ใน ก าร ศึ ก ษ านี้ ไม่ มี พี ค แ สด งต ำแ ห น่ ง แ อ ล ลี ล  ( allelic ladder) ท ำ ให้  

electropherogram ไม่สามารถแปลผลพีคท่ีปรากฏได้ว่าเป็นแอลลีลใด (ภาพท่ี 9) ดังนั้นจึงนำ 

male control DNA007 ซึ่งทราบ genotype ท่ีพบในตำแหน่ง DYF399S1 และ DYF403S1a/b 

(ตารางท่ี 7) 
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ภาพท่ี 9 แสดง electropherogram ท่ีไม่มี allelic ladder 
o การสร้างขอบเขต bin สำหรับตำแหน่ง DYF399S1 

จากภาพท่ี 10 แสดง electropherogram ของ male control DNA007 ของตำแหน่ง 

DYF399S1 ปรากฏพีคจริงจำนวน 2 พีค ซึ่งเมื่ออ้างอิงจาก Ballantyne และคณะ (2014) (3) 

พีคท้ังสอง คือ พีคของแอลลีล 24, 26.1 (ตารางท่ี 7) 

จากภาพท่ี 10a พีคของแอลลีล 24 มีค่า data size 290.96 ในขณะท่ีพีคของแอลลีล 26.1 

มีค่า data size 299.59 (ภาพท่ี 10b) ดังนั้นระยะห่าง data size ของแอลลีล 24 และ 26.1 มี

ค่าเท่ากับ 8.6 data size ในขณะท่ีแอลลีล 24 และ 26.1 มีจำนวนลำดับเบสต่างกัน 9 bp (2 

repeat units + 1 bp) 

ดังนั้น 9 bp มีค่าเท่ากับ 8.6 data size 

          1 bp มีค่าเท่ากับ 0.955 

   1 repeat unit (4 bp) มีค่าเท่ากับ 3.822 

แทนค่าระยะห่างระหว่าง 1 repeat unit ของ DYF399S1 เท่ ากับ  3 .822 ลงไปใน 

notepad (ภาพท่ี 13) 
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(a)  

  

(b)  

ภาพท่ี 10 แสดง electropherogram ของ male control DNA 007 ในตำแหน่ง DYF399S1 
(10a) แอลลีล 24 มีค่า data size เท่ากับ 290.96 (กรอบสีแดง) 

(10b) แอลลีล 26.1 มีค่า data size เท่ากับ 299.59 (กรอบสีแดง) 

o การสร้างขอบเขต bin สำหรับตำแหน่ง DYF403S1a 

จากภาพท่ี 11 แสดง electropherogram ของ male control DNA007 ของตำแหน่ง 

DYF403S1a ซึ่งเมื่ออ้างอิงจาก Ballantyne และคณะ (2014) (3) พีคท่ีปรากฏเป็นพีคของ 

แอลลีล 11, 13, 18 (ตารางท่ี 7) 

จากภาพท่ี 11a พีคของแอลลีล 11 มีค่า data size 310.72, พีคของแอลลีล 13 มีค่า data 

size 319.11 (ภาพท่ี 11b) และของแอลลีล 18 มี data size เท่ากับ 340.11 (ภาพท่ี 11c) 

แอลลีล 24 

แอลลีล 26.1 
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ดังนั้นระยะห่าง data size ของแอลลีล 11 และ 13 มีค่าเท่ากับ 8.39 data size ในขณะท่ีแอล

ลีล 11 และ 13 มีจำนวนลำดับเบสต่างกัน 8 bp (2 repeat units)   

ดังนั้น 20 bp มีค่าเท่ากับ 21 data size 

          1 bp มีค่าเท่ากับ 1.04875 

          1 repeat unit (4 bp) มีค่าเท่ากับ 4.195 

 ระยะห่างของ data size ระหว่างแอลลีล 11 และ 13 มีค่าเท่ากับ 4.195 data size 

ในขณะท่ีแอลลีล 13 และ 18 ท่ีมีจำนวนลำดับเบสต่างกัน 20 bp (5 repeat units)มีค่า

เท่ากับ 21  

 ดังนั้น ดังนั้น 8 bp มีค่าเท่ากับ 8.39 data size 

          1 bp มีค่าเท่ากับ 1.05 

          1 repeat unit (4 bp) มีค่าเท่ากับ 4.2 

นำค่า data size จากระยะห่างระหว่างแอลลีล 11 กับแอลลีล 13 และระยะห่างระหว่างแอลลีล 

13  กับแอลลีล 18 มาหาค่าเฉล่ียได้เท่ากับ 4.1975 

แทนค่าระยะห่างระหว่าง 1 repeat unit ของ DYF403S1a เท่ากับ 4.1975 ลงไปใน notepad 

(ภาพท่ี 13) 

 

(a)  

แอลลีล 11 
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(b)  

 

(c)  

ภาพท่ี 11 แสดง electropherogram ของ male control DNA 007 ในตำแหน่ง DYF403S1a 
(11a) แอลลีล 11 มีค่า data size เท่ากับ 310.72 (กรอบสีแดง) 

(11b) แอลลีล 13 มีค่า data size เท่ากับ (กรอบสีแดง) 

(11c) แอลลีล 18 มีค่า data size เท่ากับ (กรอบสีแดง) 

o การสร้างขอบเขต bin สำหรับตำแหน่ง DYF403S1b 

จากภาพ ท่ี  12  แสดง electropherogram ของ male control DNA007 ของตำแหน่ ง 

DYF399S1 ปรากฏพีคจริงจำนวน 1 พีค ซึ่งเมื่ออ้างอิงจาก Ballantyne และคณะ (2014) (3) พีคท้ัง

สอง คือ พีคของแอลลีล 51 (ตารางท่ี 7) 

เนื่องจากในตำแหน่ง DYF403S1b มีพีคจริงเพียงพีคเดียว ดังนั้นจึงนำ stutter product มา

หาระยะห่างของ data size จากภาพท่ี 12a พีคของแอลลีล 51 มีค่า data size 451.40  

แอลลีล 13 

แอลลีล 18 
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ในขณะท่ี stutter product มีค่า data size 447.49 (ภาพท่ี 12b) ดังนั้นระยะห่าง data size 

ของแอลลีล 51 และ stutter product ซึ่งจำนวนเบสต่างกัน 4 bp มีค่า data size เท่ากับ 

3.91 แทนค่าระยะห่างระหว่าง 1 repeat unit ของ DYF403S1b เท่ากับ 3.91 ลงไปใน 

notepad (ภาพท่ี 13) 

 

(a)  

 

(b)  

ภาพท่ี 12 แสดง electropherogram ของ male control DNA 007 ในตำแหน่ง DYF403S1b 
(12a) แอลลีล 11 มีค่า data size เท่ากับ 310.72 (กรอบสีแดง) 

(12b) แอลลีล 13 มีค่า data size เท่ากับ (กรอบสีแดง) 

เมื่อเติมข้อมูลระยะห่างของ data size ของทุกๆ แอลลีลแล้ว นำไฟล์ notepad (ภาพท่ี 13) 

แทรกเข้าไปในโปรแกรม GeneMapper ID X version 1.4 เพื่อระบุขอบเขต bin เมื่อนำข้อมูล

ตัวอย่างมาวิเคราะห์ โปรแกรมจะเทียบตำแหน่งของพีคกับ bin ถ้ามีตำแหน่งของท้ังสองตรงกัน 

โปรแกรมจะแปลผลพีคนั้นออกมาเป็นแอลลีลทันที (ภาพท่ี 14) 

แอลลีล 51 

Stutter product 
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ภาพท่ี 13 notepad ท่ีมีข้อมูลระยะห่าง data size ของ repeat unit ระหว่างแอลลีลของ 
DYF399Sa และDYF403S1a/b 

 
ภาพท่ี 14 electropherogram หลังการสร้างขอบเขต bin 
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2. Analytical threshold  

กำหนดค่า relative fluorescence unit (RFU) ได้จากการนำ DYF399S1 และ DYF403S1a/b 

ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR และติดตามสารเรืองแสงด้วย CE กับ male control 

DNA007 ท่ีทำ serial dilution ให้มีความเข้มข้น 1 ng, 100 pg, 10 pg และ 1 pg เพื่อหาระดับ

ความสูงของพีคจริงท่ีมีความสูงน้อยท่ีสุดท่ีสามารถพบได้  

ในภาพท่ี 15a ความสูงของพีคท่ีต่ำท่ีสุดท่ีพบได้กับตำแหน่ง DYF399S1 คือ 179 ดังนั้นจึงต้ังค่า 

cut off ของ RFU ของตำแหน่ง DYF399S1 ไว้ที่ 150 RFU  

ในภาพท่ี 15b ความสูงของพีคท่ีต่ำท่ีสุดท่ีพบได้กับตำแหน่ง DYF403S1a คือ 324 ในขณะท่ี

ความสูงของพีคท่ีต่ำท่ีสุดท่ีพบได้กับตำแหน่ง DYF403S1b คือ 315 (ภาพท่ี 15c) ดังนั้นจึงต้ังค่า cut 

off ของ RFU ของ DYF403S1a/b ไว้ที่ 300 RFU 

(a) 

(b)  

(b)  
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(c)  

ภาพท่ี 15 แสดง electropherogram ของ DYF399S1 (ภาพ a), DYF403S1a (ภาพ b), 
DYF403S1b (ภาพ c) กับ male control DNA007 ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 

3. Stutter % 

stutter product เป็น minor peak ท่ีมีชุดซ้ำมากกว่าหรือน้อยกว่าชุดซ้ำของพีคจริง 1 ชุด 

(n+1 หรือ n-1) และมักจะปรากฏอยู่ด้านหน้า (forward stutter, n+1) หรือด้านหลัง (backward 

stutter, n-1) ของพีคจริง ซึ่ง stutter product จะเกิดขึ้นระหว่างการทำปฏิกิริยา PCR เพราะ

กระบวนการ strand slippage โดยปกติแล้ว stutter product จะมีความสูงน้อยกว่าพีคจริง ความ

สูงของ stutter product จะแตกต่างกันตามแต่ละ STR locus โดย forward stutter จะมีความสูง

น้อยกว่า backward stutter (7) และเนื่องจากท้ังตำแหน่ง DYF399S1 และ DYF403S1a/b เป็น 

multi-copy marker ทำให้ electropherogram ของ single source DNA สามารถปรากฏพีคได้

มากกว่า 1 พีค จึงควรกำหนดค่า stutter % เพื่อเป็นหลักเกณฑ์สำหรับการแปลผลว่าพีคใดเป็นพีค

จริงและพีคใดเป็น stutter product  

o สูตรการคำนวณ stutter % (32) 

Stutter % = 
ความสูงของพีค n+1 หรอื n−1

ความสูงของ allele peak
 X 100 

กำหนด stutter % จากความสูงของพีคท่ีปรากฏใน electropherogram ของ male 

control DNA007 กับ DYF399S1 และ DYF403S1a/b โดยการคำนวณ stutter % ได้จากสูตรท่ี

กล่าวมาข้างต้น โดยนำความสูงของพีคท่ีอยู่ด้านหน้า (n+1) หรือด้านหลัง (n-1) ของพีคจริงหารด้วย

ความสูงของพีคจริงและคูณด้วย 100  
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จากภาพท่ี 16 แสดง stutter % ท่ีกำหนดในการศึกษานี้  โดย backward stutter จะมี

ความสูง 20% สำหรับตำแหน่ง DYF399S1 และ 35% สำหรับตำแหน่ง DYF403S1a/b ส่วน 

stutter peak อยู่ระหว่างพีคจริง 2 พีคจะกำหนดให้มี stutter % ท่ีสูงขึ้นเนื่องจากเป็น stutter 

product ท่ีรวมกันของ backward stutter และ forward stutter  

 

ภาพท่ี 16 แสดงรายละเอียดการกำหนด stutter % ของ stutter product ต่อพีคจริง 
 

4. เกณฑ์การแปลผลแอลลีลจากความสูงของพีค 

เนื่องจากท้ัง DYF399S1 และ DYF403S1a/b เป็น multi-copy marker ทำให้มีโอกาสท่ี 

electropherogram ของท้ัง 2 เครื่องหมายจะปรากฏพีคมากกว่า 1 พีค หรือปรากฏพีคท่ีมีความสูง

กว่าพีคอื่นๆ ซึ่งอาจเกิดจากการพบแอลลีลท่ีมีขนาดเท่ากันมากกว่า 1 แอลลีลและจะมีความสูงของ

พีคมากกว่าพีคอื่นเป็น 2 เท่า (33) ดังนั้นถ้าปรากฏพีคท่ีมีความสูงมากกว่าพีคใกล้เคียง 2 เท่า จะ

แปลผลว่าพบแอลลีลนั้นซ้ำกันจำนวน 2 แอลลีล 

3.3.2 การทำการศึกษาการกลายพันธุ์กับตัวอย่างคู่พ่อและลูกชาย 

หลังจากขั้นตอน validation จะทำการศึกษา DYF399S1 และ DYF403S1a/b กับตัวอย่าง

คู่พ่อและลูกชายชาวไทย 

3.3.2.1 การคัดเลือกตัวอย่าง (Sample collection) 

o การคำนวณขนาดตัวอย่าง (sample size calculation) 

คำนวณขนาดกลุ่มตัวอย่างของ RM Y-STR ท้ังสองตำแหน่ง โดยแทนค่า P จากอัตราการกลาย
พันธุ์ของของท้ังสองตำแหน่งท่ีพบในงานวิจัยก่อนหน้า (ตารางท่ี 4) จากนั้นจึงเลือกผลลัพธ์ที่ให้ขนาด
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กลุ่มตัวอย่างท่ีมากท่ีสุด ในการศึกษานี้อัตราการกลายพันธุ์จากงานศึกษาของ Zgonjanin และคณะ 
(2017) (22) ให้จำนวนตัวอย่างมากท่ีสุด  

คำนวณจำนวนกลุ่มตัวอย่างอ้างอิงจาก W.G. Cochran (1977) ดังสูตรต่อไปนี้ 

n =  
Z2P(1 − P)

D2
 

 
เมื่อ  n คือ ขนาดกลุ่มตัวอย่าง 
 Z คือ ค่าท่ีระดับความเช่ือมั่นหรือระดับนัยสำคัญ โดยกำหนดระดับนัยสำคัญท่ี 0.05 ดังนั้น 
ค่า Z = 1.96 
 P คือ ร้อยละของการกลายพันธุ์ท่ีเกิดขึ้น แทนค่าด้วย 0.108 ซึ่งเป็นอัตราการกลายพันธุ์ของ
ตำแหน่ง DYF399S1 ซึ่งให้ผลลัพธ์จำนวนตัวอย่างท่ีต้องทำการศึกษามากท่ีสุด  
 D คือ ค่าความคลาดเคล่ือน (ในงานวิจัยนี้กำหนดค่าคลาดเคล่ือนเท่ากับ 0.05) 
แทนค่าได้ดังนี้ 

n =  
(1.96)2(0.108)(1 − 0.108)

(0.05)2
 

 

n =  148.0338 
ดังนั้น ขนาดกลุ่มตัวอย่างของชายท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดเท่ากับ 150 คู่ 

o Inclusion criteria 

1. สัญชาติไทย 

2. เป็นตัวอย่างท่ีผ่านการทดสอบและยืนยันความสัมพันธ์ทางสายบิดา (paternity test) และมี

ความสัมพันธ์เป็นพ่อและลูกชาย 

 จาก inclusion criteria ข้างต้นทำให้คัดเลือกตัวอย่างเลือดท่ีเก็บบน FTA card ของคู่พ่อ

และลูกชายท่ีผ่านการทดสอบและยืนยันความสัมพันธ์ทางสายบิดาท่ีหน่วยนิติเซโรวิทยา ภาควิชา

นิติเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในช่วงปี พ.ศ. 2556 – 2562 
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3.3.2.2 Mutation study in Thai father-son pairs 

o DNA isolation (34) 

1. กด puncher (Harris Uni-Core disposable punch) ลงบนตัวอย่างเลือดท่ีเก็บบน FTA card 

ขนาด 1.2 มิลลิเมตร จำนวน 1 punch ต่อ 1 ตัวอย่างและปล่อย punch ลงใน PCR tube ขนาด 

200 ไมโครลิตร 

2. เติม FTA purification reagent ปริมาณ 100 ไมโครลิตรลงใน PCR tube เพื่อล้างเซลล์ แช่ท้ิงไว้ 

15 นาที จากนั้นดูด FTA purification reagent ท้ิง ทำซ้ำในขั้นตอนนี้อีก 2 ครั้ง 

3. เติม TE buffer ปริมาณ 100 ไมโครลิตรลงใน PCR tube เพื่อลด PCR inhibitor แช่ท้ิงไว้ 15 

นาที ดูด TE buffer ออก ทำซ้ำในขั้นตอนนี้อีก 1 ครั้ง 

4. นำ punch ไปทำให้แห้งโดยให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 15 นาที 

o DNA amplification 

เติม PCR components และปริมาณตามท่ีแสดงในตารางท่ี 9 ลงไปใน PCR tube ท่ีมี punch 

อยู่ เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบท่ีอยู่บน punch ด้วยเทคนิค PCR ด้วยเครื่อง ProFlexTM 3 x 

32 - well PCR System (Applied Biosystems) โดยใช้อุณหภูมิและเวลาในการทำปฏิกิริยา ดัง

แสดงรายละเอียดในตารางท่ี 6 

ตารางท่ี 9 แสดง PCR components และปริมาณสารในหลอดปฏิกิริยาสำหรับการทำปฏิกิริยา PCR 
ในขั้นตอนการศึกษาการกลายพันธุ์ในคู่พ่อและลูกชาย 

PCR components ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาณ (µl) 
AmpliTaq Gold PCR buffer (conc.) 1X 2 

MgCl2 (conc.) 2.27 mM 2 
dNTPs (conc.) 250 µM 0.5 

AmpliTaq Gold PCR polymerase (conc.) 0.25 U 0.2 
DYF399S1 primer (conc.) 0.075 µM 1 

DYF403S1a/b primer (conc.) 1.0 µM 1 
H2O  13.3 

final volume = 20 µl 
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o DNA separation  

1.  เติมสารผสม PCR product 1 ไมโครลิตร, GeneScan™ 600 LIZ™ dye Size Standard v2.0 

(Applied Biosystem) 0 .3  ไม โค ร ลิ ต รแ ละ  HiDi formamide (Applied Biosystems)  8 .7 

ไมโครลิตร ลงใน 96-well reaction plate 

2 . น ำ  9 6 -well reaction plate ปั่ น เห วี่ ย ง ด้ ว ย  Mini Plate Spinner Centrifuge (Fisher 

Scientific) 

3. ให้ความร้อน 96-well reaction plate ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 นาที 

4. นำ 96-well reaction plate ไปให้ความเย็นเป็นเวลา 3 นาที 

5. นำ 96 -well reaction plate ไปวิ เคราะห์ ด้วยเครื่อง 3500  Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems) 

6. นำข้อมูลดิบไฟล์ชนิด .hid จากเครื่อง 3500 Genetic Analyzer ไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 

GeneMapper ID X version 1.4 (Applied Biosystems) 

o Genotyping and data analysis  

1. เกณฑ์การแปลผลพีคเป็นแอลลีล 

ต้ังค่าการแปลผลพีค ท้ังการสร้างขอบเขต bin, analytical threshold, stutter % ใน

โปรแกรม GeneMapper ID X version 1.4 ตามท่ีกำหนดไว้กับข้อ 3.3.1.3 ส่วนการแปลผลพีคท่ีมี

ความสูงมากกว่าพีคข้างเคียง จะแปลผลโดยการเปรียบเทียบความสูงของพีค ถ้าพีคนั้นๆ มีความสูง

มากกว่าพีคใกล้เคียง 2 เท่า จะแปลผลว่าพบแอลลีลนั้นซ้ำกันจำนวน 2 แอลลีล หลังจากแปลผลพีคท่ี

ปรากฏบน electropherogram เป็นแอลลีลแล้ว จะทำการแปลผลแอลลีลของแต่ละตัวอย่างออกมา

เป็น DNA profile 

2. เกณฑ์การแปลผลการกลายพันธุ์ 

นำ DNA profile มาแปลผลการกลายพันธุ์ ท่ีเกิดขึ้นระหว่างคู่พ่อและลูกชายท่ีนำมาศึกษา 

เนื่องจากการกลายพันธุ์ท่ีพบใน STR นั้น จะเป็นการเพิ่มข้ึนและลดลงของชุดซ้ำท้ังชุดจำนวน n ชุด 

(6) ดังนั้นในกรณีท่ีมีการเพิ่มหรือขาดหายไปของชุดซ้ำอย่างน้อย 1 ชุดในคู่พ่อและลูกชายจะแปลผล

ว่าพบการกลายพันธุ์ของตำแหน่ง DYF399S1 หรือตำแหน่ง DYF403S1a/b ในตัวอย่างคู่นั้น ๆ และ
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เพื่อให้สอดคล้องกับวัตถุประสงค์ของการศึกษาจะพิจารณารูปแบบการกลายพันธุ์ว่าเป็นการเพิ่มขึ้น

หรือลดลงของชุดซ้ำมากกว่าหรือเท่ากับ 1 ชุดซ้ำและคำนวณอัตราการกลายพันธุ์ของตำแหน่ง 

DYF399S1 และ DYF403S1a/b ในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดตามสูตรการคำนวณอัตรา

การกลายพันธุ์ตามข้อท่ี 2.6.2 

3.4 สถานที่ทำการศึกษา 

หน่วยนิติเซโรวิทยา ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3.5 ข้อพิจารณาทางจริยธรรมการวิจัย 

งานวิจัยนี้ ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมวิจัยในมนุษย์ คณะ

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย IRB No. 463/62 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและอภิปราย (results and discussion) 

4.1 Mutation patterns 

 การศึกษาการกลายพันธุ์บนตำแหน่ง Y-STR ท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์รวดเร็วจำนวนสอง

ตำแหน่งในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือด (The mutation study of two rapidly 

mutating Y-STRs in closely related Thai males) มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษารูปแบบการกลาย

พันธุ์ของ RM Y-STR ในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือดและเพื่อคำนวณอัตราการกลายพันธุ์

ของ RM Y-STR ในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือด โดยทำการศึกษา RM Y-STR ตำแหน่ง 

DYF399S1 และ DYF403S1a/b กับตัวอย่างคู่พ่อและลูกชาย 150 คู่ รายละเอียด genotype ของ

ทุกๆ ตัวอย่างแสดงอยู่ท่ีตารางท่ี 11 (ภาคผนวก)  

 จากตารางท่ี 10 และภาพท่ี 17 แสดงข้อมูลช่วงแอลลีท่ีพบในการศึกษานี้ เมื่อเปรียบเทียบ

กับช่วงแอลลีลท่ีพบในงานศึกษาของ Ballantyne et al., 2014 (3) ซึ่งเป็นการศึกษา RM Y-STR ใน

ประชากรชายท่ัวโลก (111 กลุ่มรวมทั้งประชากรไทย) พบว่าช่วงแอลลีลท่ีพบในการศึกษาก่อนหน้าใน

ประชากร 111 กลุ่มครอบคลุมกับช่วงแอลลีลท่ีพบในการศึกษานี้ 

 จากการศึกษาคู่พ่อและลูกชายจำนวน 150 คู่ พบการกลายพันธุ์ในตำแหน่ง DYF399S1 

จำนวน 10 คู่และ DYF403S1a จำนวน 3 คู่ ท้ังนี้มี เพียงคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 33 (F033/S033) 

เท่านั้นท่ีพบการกลายพันธุ์ทั้งในตำแหน่ง DYF399S1 และ DYF403S1a โดยทุกๆ การกลายพันธุ์เป็น

การกลายพันธุ์แบบ one-step mutation ท้ังหมด โดยไม่พบ multistep mutation ซึ่งโอกาสการ

เกิด one-step mutation และ multistep mutation มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p-

value <0 0.001) (ตารางท่ี 13, ภาคผนวก) สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Ballantyne et al., 

2010 (14) 

ในตำแหน่ง DYF399S1 พบการเปล่ียนแปลงของชุดซ้ำแบบการลดลงของชุดซ้ำ 3 ครั้ง, เป็น

การเพิ่มขึ้นของชุดซ้ำ 8 ครั้ง ซึ่งโอกาสการพบ repeat loss และ repeat gain ไม่แตกต่างอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติ (p-value = 0.344) (ตารางท่ี 14, ภาคผนวก) สอดคล้องกับผลการศึกษาของ 

Ballantyne et al., 2010 (14) เช่นเดียวกับตำแหน่ง DYF403S1 ท่ีพบการเปล่ียนแปลงของชุดซ้ำ

แบบการลดลงของชุดซ้ำ 1 ครั้ง, เป็นการเพิ่มขึ้นของชุดซ้ำ 2 ครั้ง ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทาง
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สถิติ (p-value = 1.000) (ตารางท่ี 15, ภาคผนวก) สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Ballantyne et 

al., 2010 (14) 

ภาพท่ี 17 แสดงช่วงแอลลีลท่ีพบ (allele range) ในการศึกษาปัจจุบันและการศึกษาของ 
Ballantyne et al., 2014 

 

ตารางท่ี 10 ข้อมูลแอลลีล, จำนวนการกลายพันธุ์ที่พบและลักษณะของการกลายพันธุ์ในตำแหน่ง 
DYF399S1 และ DYF403S1a/b 

 DYF399S1 locus DYF403S1a locus DYF403S1b locus 
Allele range 16 - 30.1 8 - 22 45 - 59 

Number of mutations 10 3 0 
Repeat loss (-1) 3 1 - 
Repeat gain (+1) 7 2 

One-step mutation 10 3 - 
Multistep mutation 0 0 - 

 

4.2 Mutation rate calculation 

จากการศึกษาคู่พ่อและลูกชายจำนวน 150 คู่ พบการกลายพันธุ์ในตำแหน่ง DYF399S1 

จำนวน 10 คู่และ DYF403S1a จำนวน 3 คู่ ส่วนตำแหน่ง DYF403S1b ไม่พบการกลายพันธุ์ของคู่

พ่อและลูกชายชาวไทยในตำแหน่งนี้ คำนวณอัตราการกลายพันธุ์ตามสูตรท่ีแสดงไว้ในข้อ 2.7.2 
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o สูตรการคำนวณอัตราการกลายพันธุ์  

จำนวนการกลายพันธุ์ที่พบ

จำนวนตัวอย่างคู่พ่อและลูกชายท่ีนำมาศึกษา
 

สำหรับการศึกษานี้อัตราการกลายพันธุ์ของแต่ละตำแหน่งในคู่พ่อและลูกชายชาวไทยมีค่า ดังนี้ 

 1. อัตราการกลายพันธุ์ของตำแหน่ง DYF399S1 

พบการกลายพันธุ์ของตัวอย่างคู่พ่อและลูกชาย 10 คู่จากตัวอย่างท้ังหมด 150 คู่พ่อและลูก

ชายสำหรับตำแหน่ง DYF399S1  

ดังนั้น อัตราการกลายพันธุ์ของตำแหน่งนี้  

= 10/150 = 0.0667 = 6.67 x 10-2 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น 

 2. อัตราการกลายพันธุ์ของตำแหน่ง DYF403S1a 

พบการกลายพันธุ์ของตัวอย่างคู่พ่อและลูกชาย 3 คู่จากตัวอย่างท้ังหมด 150 คู่พ่อและลูก

ชายสำหรับตำแหน่ง DYF403S1a 

ดังนั้น อัตราการกลายพันธุ์ของตำแหน่งนี้  

= 3/150 = 0.02= 2.00 x 10-2 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น 

 3. อัตราการกลายพันธุ์ของตำแหน่ง DYF403S1b 

เนื่องจากไม่พบการกลายพันธุ์ของตำแหน่ง DYF403S1b ในตัวอย่างคู่พ่อและลูกชายชาวไทย

ในการศึกษานี้ ดังนั้นจึงสรุปว่าอัตราการกลายพันธุ์ของตำแหน่ง DYF403S1b ของการศึกษานี้เท่ากับ 

0 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น 

4.3 อายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชาย 

จากตารางท่ี 12 (ภาคผนวก) แสดงข้อมูลอายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชาย โดยจากตัวอย่าง 

150 คู่ ทราบอายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชายจำนวน 101 คู่ เป็นตัวอย่างท่ีพบการกลายพันธุ์

ระหว่างพ่อ-ลูกชายจำนวน 8 คู่ ค่า median ของอายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชายท่ีพบการกลาย

พันธุ์มีค่าเท่ากับ 42 ส่วนค่า median ของอายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชายท่ีไม่พบการกลายพันธุ์มี

ค่าเท่ากับ 29 
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4.4 Differentiation of father-son pairs 

4.4.1 การกลายพันธุ์ที่พบบนตำแหน่ง DYF399S1 

1. ตัวอย่างคู่ท่ี 7 (F007/S007) 

 

ภาพท่ี 18 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 7 (F007/S007) 
ภาพท่ี 18 แสดงผล electropherogram ของพ่อ (F007) และลูกชาย (S007) พบว่าพ่อพบพีค

จำนวน 2 พีค (เนื่องจากแอลลีล 23 ของพ่อมีค่า peak height มากกว่าแอลลีล 21 ไม่ถึง 2 เท่าทำให้

แปลผลการพบแอลลีล 23 ได้เพียง 1 พีคเท่านั้น) และแปลผลเป็นแอลลีล 21 (peak height = 

21,655) และ 23 (peak height = 32,279) ส่วนลูกชายพบพีคจำนวน 3 พีค แปลผลเป็นแอลลีล 21 

(peak height = 20,251), 23 (peak height = 20,266) และ 24 (peak height = 18,096) การ

กลายพันธุ์จากแอลลีล 23 ของพ่อเป็นแอลลีล 24 ของลูกชายเป็นการเพิ่มขึ้นของชุดซ้ำ 1 ชุด  
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2. ตัวอย่างคู่ท่ี 8 (F008/S008) 

 

ภาพท่ี 19 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 8 (F008/S008) 
จากภาพท่ี 19 พบว่าท้ังพ่อและลูกชายพบพีคจำนวน 3 พีคเหมือนกัน โดยแปลผล DNA profile 

ของพ่อเป็นแอลลีล 21, 25 และ 26.1 ส่วนลูกชายพบแอลลีล 20, 25 และ 26.1 การกลายพันธุ์จาก

แอลลีล 21 ของพ่อเป็นแอลลีล 20 ของลูกชายเป็นการกลายพันธ์แบบลดลงของชุดซ้ำ 1 ชุด  

3. คู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 33 (F033/S033) 

 

ภาพท่ี 20 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 33 (F033/S033) 
ท้ังพ่อและลูกชายพบแอลลีลจำนวน 3 พีคเท่ากัน DNA profile ของพ่อและลูกชายพบแอลลีล 

20 และ 22 เหมือนกัน ต่างกันท่ีพ่อพบแอลลีล 24 ส่วนลูกชายพบแอลลีล 25 การเปล่ียนแปลงนี้เป็น

การกลายพันธุ์แบบเพิ่มขึ้นของชุดซ้ำ 1 ชุด 
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4. คู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 75 (F075/S075) 

 

ภาพท่ี 21 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 75 (F075/S075) 
 ท้ัง 2 ตัวอย่างพบพีคจำนวน 3 พีคเหมือนกัน แต่ DNA profile ของพ่อแปลผลได้เป็นแอล

ลีล 21, 21.1, 25 ส่วนลูกชายแปลผลเป็นแอลลีล 21.1, 22, 23 การเปล่ียนแปลงจากแอลลีล 21 ของ

พ่อเป็นแอลลีล 22 ของลูกชายเป็นการเพิ่มขึ้นของชุดซ้ำ 1 ชุด 

5. คู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 80 (F080/S080) 

 

ภาพท่ี 22 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 80 (F080/S080) 
จากภาพท่ี 22 ท้ังพ่อและลูกชายพบแอลลีลจำนวน 3 พีคเหมือนกัน แต่ DNA profile ของพ่อ

พบแอลลีล 21, 26, 27.1 ต่างจากลูกชายท่ี DNA profile แสดงผลเป็นแอลลีล 21, 26, 28.1 การ

เปล่ียนแปลงจากแอลลีล 27.1 เป็นแอลลีล 28.1 การกลายพันธุ์แบบเพิ่มขึ้นของชุดซ้ำ 1 ชุด 

6. คู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 82 (F082/S082) 
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ภาพท่ี 23 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 82 (F082/S082) 
พบแอลลีลจำนวน 3 แอลลีลท้ังใน DNA profile ของพ่อและลูกชาย โดยพ่อพบแอลลีล 24, 24, 

24.1 ส่วนลูกชายพบแอลลีล 23, 24, 24.1 โดยพบการกลายพันธุ์จากพ่อไปสู่ลูกชายในแอลลีล 24 

ของพ่อไปเป็นแอลลีล 23 ของลูกชาย ซึ่งการกลายพันธุ์ของคู่พ่อและลูกชายคู่นี้เป็นการลดลงของชุด

ซ้ำจำนวน 1 ชุด 

7. คู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 89 (F089/S089) 

 

ภาพท่ี 24 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 89 (F089/S089) 
จะเห็นได้ว่าท้ังพ่อและลูกชายปรากฏแอลลีลจำนวน 3 แอลลีลเหมือนกัน โดย DNA profile ของ

พ่อแปลผลเป็นแอลลีล 19, 23.1, 25 ส่วน DNA profile ของลูกชายแปลผลเป็นแอลลีล 20, 23.1, 
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25 การกลายพันธุ์ของตัวอย่างคู่นี้เป็นการกลายพันธุ์ที่มีการเพิ่มข้ึนของชุดซ้ำจำนวน 1 ชุดในแอลลีล 

19 ของพ่อไปสู่แอลลีล 20 ของลูกชาย 

8. คู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 91 (F091/S091) 

 

ภาพท่ี 25 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 91 (F091/S091) 
พบแอลลีลจำนวน 3 แอลลีลท้ังพ่อและลูกชาย โดยพ่อพบแอลลีล 20, 24, 26.1 ต่างจากลูกชาย

ท่ีพบแอลลีล 20, 24, 25.1 การกลายพันธุ์ท่ีพบเป็นการลดลงของชุดซ้ำ 1 ชุดในแอลลีล 26.1 เป็น

แอลลีล 25.1 

9. คู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 101 (F101/S0101) 

 

ภาพท่ี 26 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 101 (F101/S101) 
DNA profile ของท้ังพ่อและลูกชายพบแอลลีลจำนวน 3 แอลลีล โดยพ่อพบแอลลีล 22, 24, 

24.1 ส่วนลูกชายพบแอลลีล 22, 24, 25.1 โดยการกลายพันธุ์ของแอลลีล 24.1 ของพ่อเป็นแอลลีล 

25.1 ของลูกชายเป็นการเพิ่มขึ้นของชุดซ้ำจำนวน 1 ชุด 
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10. คู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 147 (F147/S147) 

 

ภาพท่ี 27 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 147 (F147/S147) 
พบว่าท้ังสองตัวอย่างพบแอลลีลจำนวน 1 แอลลีลเหมือนกัน แต่ DNA profile ของพ่อแปลผล

แอลลีลได้เป็นแอลลีล 26.1 ส่วนลูกชายแปลผล DNA profile ได้เป็นแอลลีล 27.1 เป็นการกลาย
พันธุ์แบบมีการเพิ่มขึ้นของชุดซ้ำ 1 ชุด จาก electropherogram จะเห็นได้ว่าท้ังสองตัวอย่างมีพีค
เพียง 1 พีคเท่านั้น ซึ่งการพบพีคเพียง 1 พีคท้ังๆ ท่ี DYF399S1 เป็น multi-copy marker ท่ีมี
ตำแหน่งบนโครโมโซมวาย 3 ตำแหน่ง อาจเกิดได้จากกรณีท่ีทุกๆ copy มีจำนวนชุดซ้ำท่ีเท่ากัน ทำ
ให้มีเพียงพีค 1 พีคท่ีปรากฏบน electropherogram หรือเกิดจากกรณีท่ีมีเพียง 1 copy เท่านั้น 
ส่วน copy อื่นๆ มีการขาดหายไป ซึ่งจากภาพท่ี 22 จะเห็นได้ว่า peak height ของแอลลีลท้ังสองมา
ค่าไม่สูงมาก (peak height ของแอลลีล 27.1 = 950, peak height ของแอลลีล 27.1 = 2,536) จึง
คาดว่าการปรากฏพีค 1 พีคของตัวอย่างท้ังสองอาจเกิดจากมี DYF399S1 เพียง 1 copy เท่านั้น 
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4.4.2 การกลายพันธุ์ที่พบบนตำแหน่ง DYF403S1a 

1. ตัวอย่างคู่พ่อลูกคู่ท่ี 31 (F031/S031) 

 

ภาพท่ี 28 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 31 (F031/S031) 
พบว่าคู่พ่อและลูกชายนั้นมีแอลลีลของตำแหน่ง DYF403S1a จำนวน 3 แอลลีลเหมือนกัน โดย 

DNA profile ของพ่อแปลผลได้เป็นแอลลีล 10 , 11, 15 ส่วนลูกชายนั้นพบแอลลีล 10, 11, 16 ซึ่ง

การกลายพันธุ์ท่ีพบจากแอลลีล 15 ของพ่อเป็นแอลลีล 16 ของลูกชายเป็นการกลายพันธุ์แบบท่ีมีการ

เพิ่มข้ึนของชุดซ้ำ 1 ชุด 

2. ตัวอย่างคู่พ่อลูกคู่ท่ี 33 (F033/S033) 

 

ภาพท่ี 29 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 33 (F033/S033) 
พบว่า DNA profile ของพ่อแปลผลได้เป็นแอลลีล 11, 11, 13.1 ซึ่งต่างจาก DNA profile ของ

ลูกชายท่ีพบแอลลีลจำนวน 3 แอลลีล ได้แก่ แอลลีล 11, 12, 13.1 และการกลายพันธุ์ที่พบจากแอล

ลีล 11 ของพ่อเป็นแอลลีล 12 ของลูกเป็นการกลายพันธุ์แบบการเพิ่มขึ้นของชุดซ้ำ 1 ชุด 
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3. ตัวอย่างคู่พ่อลูกคู่ท่ี 101 (F101/S101) 

 

ภาพท่ี 30 electropherogram ของคู่พ่อและลูกชายคู่ท่ี 101 (F101/S101) 
DNA profile ของพ่อแปลผลได้เป็นแอลลีลจำนวน 2 แอลลีล คือ แอลลีล 15.3 และ 16 

ส่วน DNA profile ของลูกชายแปลผลได้เป็นแอลลีลจำนวน 3 แอลลีล ได้แก่ แอลลีล 15, 15.3, 16 

ซึ่งการกลายพันธุ์จากแอลลีล 16 ของพ่อเป็นแอลลีล 15 ของลูกชาย พบว่าเป็นการกลายพันธุ์แบบท่ีมี

การลดของชุดซ้ำจำนวน 1 ชุ 

ในการศึกษานี้ มี การรายงานการพบการกลายพั นธุ์ ในตำแหน่ ง DYF399S1 และ 

DYF403S1a/b ในตัวอย่างคู่พ่อและลูกชายชาวไทย ซึ่งก่อนหน้านี้ไม่เคยมีการรายงานผลการศึกษา

การกลายพันธุ์ในตัวอย่างคู่พ่อและลูกชายชาวไทยมาก่อน แม้ว่าในงานศึกษาของ Ballantyne และ

คณะ (2014) (3) จะทำการศึกษาในคนไทยก็ตาม แต่เป็นการศึกษา RM Y-STR ในตัวอย่างชายไทยท่ี

ไม่มีความสัมพันธ์ทางสายเลือด (n = 120 คน) 
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บทท่ี 5 

สรุปผล (conclusion) 
การวิจัยเรื่องการศึกษาการกลายพันธุ์บนตำแหน่ง Y-STR ท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์รวดเร็วจำนวน

สองตำแหน่งในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือด มีวัตถุประสงค์เพื่อ 1. เพื่อศึกษารูปแบบการ

กลายพันธุ์ของ RM Y-STR ในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือด 2. เพื่อคำนวณอัตราการกลาย

พันธุ์ของ RM Y-STR ในชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือด โดย RM Y-STR ท่ีนำมาศึกษาใน

การศึกษานี้ คือ ตำแหน่ง DYF399S1 และ DYF403S1a/b ในกลุ่มตัวอย่างชายไทยท่ีมีความสัมพันธ์

ทางสายเลือด โดยทำการศึกษาในคู่พ่อและลูกชายจำนวน 150 คู่ โดยมีผลการศึกษา ดังนี้ 

1. รูปแบบการกลายพันธุ์ของ DYF399S1 และ DYF403S1b  

- พบการกลายพันธุ์เป็นการกลายพันธุ์แบบ one-step mutation ท้ังหมด โดยไม่พบ multistep 

mutation 

- ตำแหน่ง DYF399S1 และ DYF403S1a มีโอกาสพบการเกิด repeat loss และ repeat gain ได้

อย่างไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (ท่ี p-value = 0.344) 

2. จากการศึกษาการกลายพันธุ์ของ DYF399S1 และ DYF403S1a/b ในตัวอย่างคู่พ่อและลูก

ชายชาวไทยจำนวน 150 คู่ พบว่าการกลายพันธุ์ของตำแหน่ง DYF399S1 และ DYF403S1a จำนวน 

10 และ 3 คู่ ตามลำดับ ส่วนตำแหน่ง DYF403S1b นั้น ไม่พบการกลายพันธุ์ในกลุ่มตัวอย่างนี้ 

3. อัตราการกลายพันธุ์ของชายชาวไทยท่ีมีความสัมพันธ์ทางสายเลือด 

- ตำแหน่ง DYF399S1 มีอัตราการกลายพันธุ์เท่ากับ 6.67 x 10-2 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น  

- ตำแหน่ง DYF403S1a มีอัตราการกลายพันธุ์เท่ากับ 2.00 x 10-2 ต่อตำแหน่งต่อรุ่น  

- ไม่พบการกลายพันธุ์ในตำแหน่ง DYF403S1b  

4. อายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชาย 

- ค่า median อายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชายท่ีพบการกลายพันธุ์มีค่าเท่ากับ 42 

- ค่า median อายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชายท่ีไม่พบการกลายพันธุ์มีค่าเท่ากับ 29 
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5.1 ข้อจำกัดและข้อเสนอแนะ 

1. การแยกขนาด PCR product และติดตามสารเรืองแสงด้วย CE สามารถใช้ในการศึกษา

การกลายพันธุ์ของ DYF399S1 และ DYF403S1a/b ระหว่างคู่พ่อและลูกชายได้อย่างดี แต่เทคนิคนี้

ยังคงมีข้อจำกัดไม่สามารถแปลผลการศึกษาในระดับลำดับเบสได้ ทำให้ในตัวอย่างคู่ท่ี F147/S147 ท่ี

พบการกลายพันธุ์บนตำแหน่ง DYF399S1 ซึ่งปรากฏพีคจำนวน 1 พีค ไม่สามารถแปลผลได้ว่าเป็น

การพบ multi-copy marker ท่ีมีขนาดเท่ากัน 3 copies หรือตำแหน่งนี้พบแค่เพียง 1 copy เท่านั้น 

ดังนั้นจึงอาจจะต้องใช้เทคนิคการวิเคราะห์อื่นๆ เพื่อตอบคำถามนี้ 

2. เนื่องจากในการศึกษาการกลายพันธุ์ของคู่พ่อและลูกชายใช้ดีเอ็นเอท่ีอยู่บน FTA card ซึ่ง

มีข้อจำกัดในการนำไปวัดปริมาณ DNA ต้ังต้นก่อนนำไปทำปฏิกิริยา PCR ได้ ทำให้ไม่ทราบได้ว่า

ปริมาณ DNA ท่ีอยู่บน FTA cardมีอยู่เท่าใด ดังนั้นในการศึกษาในอนาคตควรเลือกใช้ตัวอย่างท่ี

สามารถวัดปริมาณ DNA ต้ังต้นได้ 

5.2 Future study 

ศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับอายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชายเพื่อให้ได้ค่าอัตราการกลายพันธุ์ที่

เหมาะสมและแม่นยำต่อการนำไปใช้ในกลุ่มช่วงอายุนั้นๆ
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ภาคผนวก 
ตารางท่ี 11 allele ของตัวอย่างคู่พ่อและลูกชายชาวไทยจำนวน 150 คู่ 

ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

1 
F001 21 23 29.1   13 14 16 55   

S001 21 23 29.1   13 14 16 55   

2 
F002 21 23 30.1   13 14 15 53   
S002 21 23 30.1   13 14 15 53   

3 
F003 21       9 12 14 47   

S003 21       9 12 14 47   

4 
F004 20 22.1 25   14 14 16 53   

S004 20 22.1 25   14 14 16 53   

5 
F005 21 22 25.1   11 14   54   
S005 21 22 25.1   11 14   54   

6 
F006 24.1       11 13 15 52   

S006 24.1       11 13 15 52   

7 
F007 21 23    12 14 15 48   
S007 21 23 24   12 14 15 48   

8 
F008 21 25 26.1   11 12 14 51   

S008 20 25 26.1   11 12 14 51   

9 
F009 21 22 24.1   12 13 14 51   

S009 21 22 24.1   12 13 14 51   

10 
F010 19 24 27.1   11 11 14 52   
S010 19 24 27.1   11 11 14 52   

11 
F011 20 22 24.1   13 15 17 56   

S011 20 22 24.1   13 15 17 56   

12 
F012 24 24 25.1   12 12 16 49   

S012 24 24 25.1   12 12 16 49   

13 
F013 20 24 24.1   11 12 14 51   
S013 20 24 24.1   11 12 14 51   

14 F014 22 23.1 25   12 14 20 56   
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ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

S014 22 23.1 25   12 14 20 56   

15 
F015 20 23 24.1   12 13 17 54   

S015 20 23 24.1   12 13 17 54   

16 
F016 22 22.1 23   10 12 14 51   
S016 22 22.1 23   10 12 14 51   

17 
F017 21 25 25.1   11 13 14 52   

S017 21 25 25.1   11 13 14 52   

18 
F018 20 22 28.1   10 12 13.1 57   

S018 20 22 28.1   10 12 13.1 57   

19 
F019 20       11 13 15 52   
S019 20       11 13 15 52   

20 
F020 21 24.1 25   13 14 15 54   

S020 21 24.1 25   13 14 15 54   

21 
F021 20 22.1 24   10 11 13 53   

S021 20 22.1 24   10 11 13 53   

22 
F022 19 25.1 26.1   12 17 18 47   
S022 19 25.1 26.1   12 17 18 47   

23 
F023 21 21.1 23   11 15 16 54   

S023 21 21.1 23   11 12 16 54   

24 
F024 19 22.1 25   11 12 14 53   

S024 19 22.1 25   11 12 14 53   

25 
F025 20 24 24.1   10 13 14 50   
S025 20 24 24.1   10 13 14 50   

26 
F026 21 25 26.1   11 14 15 50   

S026 21 25 26.1   11 14 15 50   

27 
F027 22       11 13 14 55   
S027 22       11 13 14 55   

28 
F028 21 21 24.1   11 14 18 49   

S028 21 21 24.1   11 14 18 49   
29 F029 20 21 23 26.1 13 14 16 51   
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ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

S029 20 21 23 26.1 13 14 16 51   

30 
F030 21 22 23.1   12 14 15 51   

S030 21 22 23.1   12 14 15 51   

31 
F031 20 24 25.1   10 11 15 49   
S031 20 24 25.1   10 11 16 49   

32 
F032 21 22.1 23   10 14 17 50   

S032 21 22.1 23   10 14 17 50   

33 
F033 20 22 24   11 11 13.1 49   

S033 20 22 25   11 12 13.1 49   

34 
F034 19 23.1 24   12 13 15 49   
S034 19 23.1 24   12 13 15 49   

35 
F035 20 24.1 26   11 12 15 48   

S035 20 24.1 26   11 12 15 48   

36 
F036 22 24 24.1   13 14 15 50   

S036 22 24 24.1   13 14 15 50   

37 
F037 20 22 24.1   11 13 15 52   
S037 20 22 24.1   11 13 15 52   

38 
F038 20 23 24.1   12 14 17 48   

S038 20 23 24.1   12 14 17 48   

39 
F039 20 22 25.1   16 16 17.2 50   

S039 20 22 25.1   16 16 17.2 50   

40 
F040 19 20.1 26   14 16 18 52   
S040 19 20.1 26   14 16 18 52   

41 
F041 23 24 24.1   12 14 15 53   

S041 23 24 24.1   12 14 15 53   

42 
F042 20 23 24.1   12 12 14 51   
S042 20 23 24.1   12 12 14 51   

43 
F043 20 23 24.1   12 16 17 51   

S043 20 23 24.1   12 16 17 51   
44 F044 20 24 25.1   11 12 14 50   
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ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

S044 20 24 25.1   11 12 14 50   

45 
F045 22 22.1 25   13 13 16 53   

S045 22 22.1 25   13 13 16 53   

46 
F046 22 24.1 27   14 15 16 55   
S046 22 24.1 27   14 15 16 55   

47 
F047 23.1 24 26   12 12 13 51   

S047 23.1 24 26   12 12 13 51   

48 
F048 23 24 27.1   13 14 17 54   

S048 23 24 27.1   13 14 17 54   

49 
F049 19 23.1 27   13 14 15 51   
S049 19 23.1 27   13 14 15 51   

50 
F050 24 25.1     12 12 18 51   

S050 24 25.1     12 12 18 51   

51 
F051 24.1 26     15 16 17 53   

S051 24.1 26     15 16 17 53   

52 
  

F052 21 22 24 24.1 12 15 17 55   
S052 21 22 24 24.1 12 15 17 55   

53 
F053 22 22.1 26   10 15 17 53   

S053 22 22.1 26   10 15 17 53   

54 
F054 22 22 25.1   11 13 14 51   

S054 22 22 25.1   11 13 14 51   

55 
F055 22 23.1 24   12 17 18 48   
S055 22 23.1 24   12 17 18 48   

56 
F056 22 22.1 23 24.1 13 13 15 56   

S056 22 22.1 23 24.1 13 13 15 56   

57 
F057 21.1 22 23   12 15 17 50   
S057 21.1 22 23   12 15 17 50   

58 
F058 22 22.1 24   10 14 15 50   

S058 22 22.1 24   10 14 15 50   
59 F059 20 22 26.1   13 15 16 59   
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ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

S059 20 22 26.1   13 15 16 59   

60 
F060 23 24 24.1   8 13 14 45   

S060 23 24 24.1   8 13 14 45   

61 
F061 18 22 22   13 15 17 45   
S061 18 22 22   13 15 17 45   

62 
F062 22 24 24.1   12 14   55   

S062 22 24 24.1   12 14   55   

63 
F063 17.2 23 24.1   13 14 15 45   

S063 17.2 23 24.1   13 14 15 45   

64 
F064 20 23 24.1   13 14 15 45   
S064 20 23 24.1   13 14 15 45   

65 
F065 21.1       9 12 14 48   

S065 21.1       9 12 14 48   

66 
F066 24.1       8 13 16 50   

S066 24.1       8 13 16 50   

67 
F067 21 23 25.1   11 17 18 51   
S067 21 23 25.1   11 17 18 51   

68 
F068 20 25 27.1   14 15 17 56   

S068 20 25 27.1   14 15 17 56   

69 
F069 18 24.1 25   14 15.3 16 54   

S069 18 24.1 25   14 15.3 16 54   

70 
F070 21 25 26.1   12 14 16 51   
S070 21 25 26.1   12 14 16 51   

71 
F071 21 21.1 24   13 15   52   

S071 21 21.1 24   13 15   52   

72 
F072 20.1 24     9 15 18 51   
S072 20.1 24     9 15 18 51   

73 
F073 20 24 24.1   13 15 16 52   

S073 20 24 24.1   13 15 16 52   
74 F074 22 23.1 24.1   11 13 16 45   
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ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

S074 22 23.1 24.1   11 13 16 45   

75 
F075 21 21.1 25   13 14   54   

S075 21.1 22 25   13 14   54   

76 
F076 24 24 24.1   11 13 14 53   
S076 24 24 24.1   11 13 14 53   

77 
F077 21 23 24.1   12 12 18 50   

S077 21 23 24.1   12 12 18 50   

78 
F078 20 22.1 25   12 12 16 57   

S078 20 22.1 25   12 12 16 57   

79 
F079 22.1 23 26   11 12   51   
S079 22.1 23 26   11 12   51   

80 
F080 21 26 27.1   12 13 18 52   

S080 21 26 28.1   12 13 18 52   

81 
F081 22 23.1 27   13 17 18 48   

F081 22 23.1 27   13 17 18 48   

82 
F082 24 24 24.1   11 13 14 51.2   
S082 23 24 24.1   11 13 14 51.2   

83 
F083 18 23.1 24   14 15.3 16 53   

S083 18 23.1 24   14 15.3 16 53   

84 
F084 20 22 26.1   12 12 14 51   

S084 20 22 26.1   12 12 14 51   

85 
F085 20.1 23 24   13 15 18 48.1   
S085 20.1 23 24   13 15 18 48.1   

86 
F086 22 24 25.1   11 13   52   

S086 22 24 25.1   11 13   52   

87 
F087 19 22 24.1   12 13 15 52   
S087 19 22 24.1   12 13 15 52   

88 
F088 22.1 23 26   13 13 15 52   

S088 22.1 23 26   13 13 15 52   
89 F089 19 23.1 25   10 12 17 48   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 62 

ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

S089 20 23.1 25   10 12 17 48   

90 
F090 22 22 24.1   10 12 18 50   

S090 22 22 24.1   10 12 18 50   

91 
F091 20 24 26.1   13 14 16 50   
S091 20 24 27.1   13 14 16 50   

92 
F092 20 24 26.1   12 14 15 50   

S092 20 24 26.1   12 14 15 50   

93 
F093 22 23 24.1   12 13 14 50   

S093 22 23 24.1   12 13 14 50   

94 
F094 25.1       13 14   50   
S094 25.1       13 14   50   

95 
F095 21 23.1 24   13 14   51 53 

S095 21 23.1 24   13 14   51 53 

96 
F096 25 25.1     12 13 14 53   

S096 25 25.1     12 13 14 53   

97 
F097 22 24 24.1   13 14 17 50   
S097 22 24 24.1   13 14 17 50   

98 
F098 18 24.1 29.1   12 14 17 49   

S098 18 24.1 29.1   12 14 17 49   

99 
F099 19 22.1 26.2   9 13 14 50   

S099 19 22.1 26.2   9 13 14 50   

100 
F100 16 22.2 24   12 13 15 53   
S100 16 22.2 24   12 13 15 53   

101 
F101 22 24 24.1   12 17   47   

S101 22 24 25.1   12 17   47   

102 
F102 21 23 24 26.1 13 14 18 49   
S102 21 23 24 26.1 13 14 18 49   

103 
F103 20 24 25.1   11 14 17 52   

S103 20 24 25.1   11 14 17 52   
104 F104 20 23 25.1   11 13   51   
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ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

S104 20 23 25.1   11 13   51   

105 
F105 23 24 24.1   12 16 18 47   

S105 23 24 24.1   12 16 18 47   

106 
F106 21 22 23.1   8 13 14 50   
S106 21 22 23.1   8 13 14 50   

107 
F107 20 21 24.1   12 17 20 49   

S107 20 21 24.1   12 17 20 49   

108 
F108 21 24 24.1   13 13 17 53   

S108 21 24 24.1   13 13 17 53   

109 
F109 21 23 28.1   10 15 17 59   
S109 21 23 28.1   10 15 17 59   

110 
F110 18 24 25.1   12 14 15 54   

S110 18 24 25.1   12 14 15 54   

111 
F111 18 25.1 29   15.3 16   53   

S111 18 25.1 29   15 15.3 16 53   

112 
F112 18 22 24.1   12 12 17 50   
S112 18 22 24.1   12 12 17 50   

113 
F113 21 24 25.1   12 12 14 50   

S113 21 24 25.1   12 12 14 50   

114 
F114 22 23 25.1   11 12 15 48.1   

S114 22 23 25.1   11 12 15 48.1   

115 
F115 20 23 24.1   11 12 14 51   
S115 20 23 24.1   11 12 14 51   

116 
F116 20 23 27.1   11 14 15 52   

S116 20 23 27.1   11 14 15 52   

117 
F117 21.1 22 23   13 14 17 52   
S117 21.1 22 23   13 14 17 52   

118 
F118 21 21 25.1   9 14   52   

S118 21 21 25.1   9 14   52   
119 F119 21 22 27.1   12 13   51   
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ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

S119 21 22 27.1   12 13   51   

120 
F120 23 23 24.1   11 13 14 50   

S120 23 23 24.1   11 13 14 50   

121 
F121 20 22 27.1   13 13 14 49   
S121 20 22 27.1   13 13 14 49   

122 
F122 18 24 26.1   12 15 16 55   

S122 18 24 26.1   12 15 16 55   

123 
F123 21.1 24 26.2   12 15 18 48   

S123 21.1 24 26.2   12 15 18 48   

124 
F124 19 24.1 26   12 13 14 51   
S124 19 24.1 26   12 13 14 51   

125 
F125 22 22 24.1   13 17 18 51   

S125 22 22 24.1   13 17 18 51   

126 
F126 20 24 24.1   13 14 15 51   

S126 20 24 24.1   13 14 15 51   

127 
F127 21 22 24.1   12 15 19 47   
S127 21 22 24.1   12 15 19 47   

128 
F128 21 24 24.1   11 13.1 16 52   

S128 21 24 24.1   11 13.1 16 52   

129 
F129 19 24 25.1   14 15 16 50   

S129 19 24 25.1   14 15 16 50   

130 
F130 19 24 24.1   11 13   51   
S130 19 24 24.1   11 13   51   

131 
F131 22 22 26.1   12 18 19 48   

S131 22 22 26.1   12 18 19 48   

132 
F132 22 23 26.1   13 17 22 51   
S132 22 23 26.1   13 17 22 51   

133 
F133 23.1       12 13   51   

S133 23.1       12 13   51   
134 F134 23 23.1 24.1   12 13 15 53   
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ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

S134 23 23.1 24.1   12 13 15 53   

135 
F135 21 25 25.1   13 14 16 54   

S135 21 25 25.1   13 14 16 54   

136 
F136 20 24 27.1   13 14 18 49   
S136 20 24 27.1   13 14 18 49   

137 
F137 22 23.1 23.2   13 13 16 47   

S137 22 23.1 23.2   13 13 16 47   

138 
F138 23 25 26.1   13 14 17 49   

S138 23 25 26.1   13 14 17 49   

139 
F139 20 24 25.1   9 13 15 50   
S139 20 24 25.1   9 13 15 50   

140 
F140 21 22.1 23   13 13 14 51   

S140 21 22.1 23   13 13 14 51   

141 
F141 20.1 21 21   11 14 17 50   

S141 20.1 21 21   11 14 17 50   

142 
F142 18 25 26.1   15.3 16 17 52   
S142 18 25 26..1   15.3 16 17 52   

143 
F143 18 24 25.1   16 16 17 56   

S143 18 24 25.1   16 16 17 56   

144 
F144 21 22 25.1   12 17 18 51   

S144 21 22 25.1   12 17 18 51   

145 
F145 19 23 24.1   13 15   59   
S145 19 23 24.1   13 15   59   

146 
F146 20 23 23.1   14 14 17 53   

S146 20 23 23.1   14 14 17 53   

147 
F147 26.1       9 13  48   
S147 27.1       9 13  48   

148 
F148 21 24.1 25   12 17   52   

S148 21 24.1 25   12 17   52   
149 F149 20 21 24.1   11 13 14 51   
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ลำดับ 
รหัส

ตัวอย่าง 

 DYF399S1   DYF403S1a   DYF403S1b  

Allele1  Allele2  Allele3  Allele4  Allele1  Allele2  Allele3  Allele1  Allele2  

S149 20 21 24.1   11 13 14 51   

150 
F150 21.1     9 12.1 13 47   

S150 21.1     9 12.1 13 47   
 

ตารางท่ี 12 ตารางแสดงอายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชาย 

ลำดับ รหัสตัวอย่าง 
อายุของพ่อ

ขณะท่ีลูกชายเกิด 
1 F001 32 
2 F002 27 
3 F003 * 
4 F004 19 
5 F005 24 
6 F006 23 
7 F007 46 
8 F008 26 
9 F009 * 
10 F010 31 
11 F011 24 
12 F012 49 
13 F013 * 
14 F014 34 
15 F015 27 
16 F016 19 
17 F017 30 
18 F018 34 
19 F019 18 
20 F020 39 
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ลำดับ รหัสตัวอย่าง 
อายุของพ่อ

ขณะท่ีลูกชายเกิด 
21 F021 41 
22 F022 21 
23 F023 22 
24 F024 25 
25 F025 32 
26 F026 * 
27 F027 * 
28 F028 32 
29 F029 33 
30 F030 94 
31 F031 41 
32 F032 24 
33 F033 28 
34 F034 17 
35 F035 42 
36 F036 33 
37 F037 56 
38 F038 29 
39 F039 * 
40 F040 36 
41 F041 20 
42 F042 36 
43 F043 35 
44 F044 22 
45 F045 29 
46 F046 * 
47 F047 29 
48 F048 69 
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ลำดับ รหัสตัวอย่าง 
อายุของพ่อ

ขณะท่ีลูกชายเกิด 
49 F049 25 
50 F050 * 
51 F051 36 
52 F052 36 
53 F053 * 
54 F054 46 
55 F055 26 
56 F056 57 
57 F057 * 
58 F058 41 
59 F059 27 
60 F060 22 
61 F061 24 
62 F062 17 
63 F063 35 
64 F064 * 
65 F065 24 
66 F066 * 
67 F067 25 
68 F068 16 
69 F069 31 
70 F070 57 
71 F071 19 
72 F072 34 
73 F073 * 
74 F074 19 
75 F075 * 
76 F076 43 
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ลำดับ รหัสตัวอย่าง 
อายุของพ่อ

ขณะท่ีลูกชายเกิด 
77 F077 * 
78 F078 49 
79 F079 28 
80 F080 * 
81 F081 38 
82 F082 * 
83 F083 33 
84 F084 30 
85 F085 19 
86 F086 * 
87 F087 24 
88 F088 * 
89 F089 43 
90 F090 * 
91 F091 38 
92 F092 25 
93 F093 * 
94 F094 * 
95 F095 34 
96 F096 28 
97 F097 * 
98 F098 25 
99 F099 * 
100 F100 20 
101 F101 * 
102 F102 35 
103 F103 * 
104 F104 * 
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ลำดับ รหัสตัวอย่าง 
อายุของพ่อ

ขณะท่ีลูกชายเกิด 
105 F105 * 
106 F106 28 
107 F107 18 
108 F108 41 
109 F109 32 
110 F110 26 
111 F111 26 
112 F112 25 
113 F113 38 
114 F114 * 
115 F115 * 
116 F116 * 
117 F117 * 
118 F118 26 
119 F119 * 
120 F120 33 
121 F121 72 
122 F122 46 
123 F123 * 
124 F124 34 
125 F125 24 
126 F126 17 
127 F127 22 
128 F128 29 
129 F129 41 
130 F130 29 
131 F131 22 
132 F132 * 
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ลำดับ รหัสตัวอย่าง 
อายุของพ่อ

ขณะท่ีลูกชายเกิด 
133 F133 * 
134 F134 * 
135 F135 * 
136 F136 * 
137 F137 * 
138 F138 * 
139 F139 * 
140 F140 * 
141 F141 29 
142 F142 * 
143 F143 * 
144 F144 33 
145 F145 * 
146 F146 * 
147 F147 53 
148 F148 35 
149 F149 * 
150 F150 * 

หมายเหตุ * แทนตัวอย่างท่ีไม่มีข้อมูลอายุของพ่อขณะให้กำเนิดลูกชาย 
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 ตารางท่ี 13 ผลการทดสอบเปรียบเทียบโอกาสการเกิด one-step mutation ต่อ multistep 
mutation ด้วย Binomial test ท่ีค่าความเช่ือมั่นเท่ากับ 95%  

  โอกาสท่ีจะเกิด one-step mutation มีมากกว่าโอกาสเกิด multistep mutation อย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติท่ี p-value < 0.001 

ตารางท่ี 14 ผลการทดสอบเปรียบเทียบโอกาสการพบ repeat loss ต่อ repeat gain ของตำแหน่ง 
DYF399S1 ด้วย Binomial test ท่ีค่าความเช่ือมั่นเท่ากับ 95% 
 

Binomial Test 

 Category N Observed Prop. Test Prop. 

Exact Sig. (2-

tailed) 

mutation Group 1 repeat loss 3 .30 .50 .344 

Group 2 repeat gain 7 .70   

Total  10 1.00   

 
โอกาสท่ีจะพบ repeat loss กับ repeat gain ของตำแหน่ง DYF399S1 ไม่แตกต่างอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติ p-value = 0.344 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Binomial Test 

 Category N Observed Prop. Test Prop. 

Exact Sig. (2-

tailed) 

mutation Group 1 One-step 

mutation 

13 1.00 .50 <.001 

Total  13 1.00   
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ตารางท่ี 15 ผลการทดสอบเปรียบเทียบโอกาสการพบ repeat loss ต่อ repeat gain ของตำแหน่ง 
DYF403S1a ด้วย Binomial test ท่ีค่าความเช่ือมั่นเท่ากับ 95% 
 

Binomial Test 

 Category N Observed Prop. Test Prop. 

Exact Sig. (2-

tailed) 

mutation Group 1 repeat loss 1 .33 .50 1.000 

Group 2 repeat gain 2 .67   

Total  3 1.00   

 

โอกาสท่ีจะพบ repeat loss กับ repeat grain ของตำแหน่ง DYF403S1a ไม่แตกต่างอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติ p-value = 1.000 
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ประว ัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล พิมพ์พิศมัย แขดอน 
วัน เดือน ปี เกิด 19 มกราคม 2538 
สถานที่เกิด นครสวรรค์ 
วุฒิการศึกษา - วิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีววิทยา) คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร 

จังหวัดนครปฐม  
- โรงเรียนสิรินธรราชวิทยาลัย จังหวัดนครปฐม 

ที่อยู่ปัจจุบัน 196/33 หมู ่1 ตำบลนครสวรรค์ตก อำเภอเมือง จังหวัดนครสวรรค์ 60000 
ผลงานตีพิมพ์ การศึกษาการกลายพันธุ์บนตำแหน่ง DYF399S1 ในชายไทยท่ีมี

ความสัมพันธ์ใกล้ชิดทางสายเลือด (งานประชุมวิชาการบัณฑิตศึกษา
ระดับชาติ ครั้งท่ี 11 เรื่อง วิจัยและนวัตกรรมเพื่อเตรียมพร้อมรับการ
เปล่ียนแปลง”)   
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