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บทคััดย่่อ

การวิิจััยครั้้�งนี้้�มีีวััตถุุประสงค์์ เพื่่�อวิิเคราะห์์ปริิมาณ และคุุณภาพดีีเอ็็นที่่�คงอยู่่�ที่่�ได้้จากยุุงด้้วยเทคนิิค 
เรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์เมื่่�อเวลาผ่่านไปในแต่่ละช่่วงเวลานัับตั้้�งแต่่เวลาที่่�ยุุงกิินเลืือดโดยแบ่่งเป็็น 4 ช่่วงเวลา คืือ 0, 
24, 48 และ72 ชั่่�วโมง เป็็นการวิจิัยัเชิงิทดลองโดยใช้้เครื่่�อง QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System 
ด้้วยไพร์์เมอร์์ CADM1 จำนวน 3 ขนาด ได้้แก่่ 123, 229 และ 397 คู่่�เบส กลุ่่�มตััวอย่่างในการทดลอง คืือ  
ยุงุลายบ้า้น (Aedes Aegypti) ยุงุลายสวน (Aedes Albopictusi) และยุงุรำคาญ (Culex Quinguefasciatus) 
และใช้้สถิิติิการทดสอบ General Linear Model ผลการวิิจััย พบว่่า 1) ช่่วงเวลาที่่�แตกต่่างกัันจะทำให้้ 
ความเข้้มข้้นของดีีเอ็น็เอท่ี่�ได้้จากยุงุทั้้�ง 3 สายพันัธุ์์� คืือ ยุุงลายบ้้าน ยุงุลายสวน และยุงุรำคาญ มีีความแตกต่่างกััน
อย่่างมีีนัยสำคััญทางสถิิติิที่่�ระดัับ 0.05 (F = 13.906, p value = 0.000) 2) ความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จาก
ยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์� คืือ ยุุงลายบ้้าน ยุุงลายสวน และยุุงรำคาญ มีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ 
ที่่�ระดัับ 0.05 (F = 4.623, p value = 0.018) และ 3) ผลการวิิเคราะห์์คุุณภาพของดีีเอ็็นเอที่่�คงอยู่่� พบว่่า 
สามารถเพิ่่�มจำนวนได้้ทุุกไพร์์เมอร์์ในทุุกช่่วงเวลา สรุุปได้้ว่่าเมื่่�อช่่วงเวลาผ่่านไปส่่งผลให้้ปริิมาณดีีเอ็็นเอ 
ที่่�คงอยู่่�ลดลง และสายพัันธุ์์�ของยุุงส่่งผลต่่อปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�คงอยู่่�ต่่างกััน และดีีเอ็็นเอท่ี่�ได้้มีีคุุณภาพสามารถ
นำไปตรวจในงานนิติิวิิทิยาศาสตร์ต่์่อไปได้ ้ทำให้ส้ามารถนำมาใช้เ้ป็น็หลักัฐานเชื่่�อมโยงไปสู่่�ผู้้�ที่่�มีีส่ว่นเกี่่�ยวข้อ้ง
กับัสถานที่่�เกิดิเหตุไุด้้ เป็็นการตีีกรอบผู้้�ต้องสงสััยให้้แคบลง ส่่งผลให้้กระบวนการยุตุิธิรรมทั้้�งระบบดำเนินิการไป
ด้้วยความรวดเร็ว็ ถูกูต้้อง และน่่าเชื่่�อถืือ อีีกทั้้�งยังัเป็็นการเพิ่่�มขีีดความสามารถในการตรวจพิสิูจูน์์หลักัฐานอีีกด้้วย
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Abstract

This research aimed to estimate the time; 0, 24, 48 and 72 hours that elapsed since 
feeding from the degree of human DNA digestion in mosquitoes blood meal by Real-Time 
PCR technique. The experimental research was performed using QuantStudio™ 6 Flex  
Real-Time PCR System to quantitate the blood’s human DNA by primers CADM1 (123, 229 
and 397 bp). Samples in the experiment were Aedes aegypti, Aedes albopictus and Culex 
quinguefasciatus. The statistical analysis and hypotheses testing were conducted with  
General Linear Model. The results showed that 1) The DNA concentrations of three  
mosquito species at different time after feeding were significantly different at the statistical 
significance level of 0.05 (F = 13.906, p value= 0.000) 2) The DNA concentrations of three 
mosquito species were also significantly different at the statistical significance level of 0.05 
(F=4.623, p value=0.018). 3) The analysis of the quality of remaining DNA revealed that it can 
increase in any period of time. In conclusion, the amounts of DNA decreased gradually over 
time and the mosquito species had different remaining DNA. The acquired DNA had quality 
enough for further forensic examination. It can track down persons who were related to crime 
scene and limit of the number of suspects resulting in judicial process rapidly, correctly and 
reliably. Besides, it can be effective evidence for analysis.

Keywords: Mosquito, DNA, Real-Time PCR

บทนำ

เมื่่�อมีีการกระทำความผิิดเกิิดขึ้้�นไม่่ว่่าจะเป็็นคดีีเก่ี่�ยวกัับทรััพย์์ ชีีวิิต และร่่างกาย ความมั่่�นคง หรืือ 
คดีีเก่ี่�ยวกัับเพศ เป็็นต้้น ย่อ่มมีีวัตถุุพยานท่ี่�จะสามารถเชื่่�อมโยงผู้้�กระทำความผิิด หรืือผู้้�ที่�มีีส่วนเก่ี่�ยวข้้องในคดีี
จากสถานที่่�เกิิดเหตุุเสมอ (NFSTC, 2013) เช่่น ในคดีีข่่มขืืนกระทำชำเรา ผู้้�ต้้องหาเพศชายอาจมีีเซลล์์เยื่่�อบุุ
อวัยัวะเพศของผู้้�เสีียหายติิดอยู่่� หรืือในช่่องคลอดของผู้้�เสีียหายอาจมีีคราบอสุุจิ ิหรืือเซลล์์เย่ื่�อบุุอวััยวะเพศของ
ผู้้�กระทำความผิิดหลงเหลืืออยู่่� ซึ่่�งสามารถตรวจหาสารพัันธุุกรรม หรืือดีีเอ็็นเอ เพื่่�อระบุุยืืนยัันตััวบุุคคได้้ หรืือ
ในคดีีฆาตกรรมที่่�เกิิดขึ้้�นในพื้้�นที่่�จัังหวััดพระนครศรีีอยุุธยา พบศพผู้้�หญิิงลอยน้้ำอยู่่�ในคลอง บริิเวณสถานที่่� 
เกิิดเหตุุใกล้้กัับจุุดที่่�พบศพ พบวััตถุุพยานหลายชิ้้�น หนึ่่�งในนั้้�น คืือ หน้้ากากอนามััย โดยนำผลตรวจดีีเอ็็นเอ
ของหน้้ากากอนามััยตรวจเปรีียบเทีียบดีีเอ็็นเอของผู้้�ต้้องสงสััย พบว่่า มีีรููปแบบดีีเอ็็นเอตรงกััน ทำให้้สามารถ
จัับตััวผู้้�กระทำความผิิดมาลงโทษตามกฎหมายได้้ (Thairath, 2021) ซึ่่�งเป็็นไปตามหลัักการแลกเปลี่่�ยนของ
วััตถุุพยานตามกฎของโลคาร์์ด (Locard’s Principle) โดย ดร. เอ็็ดมัันด์์ โลคาร์์ด กล่่าวไว้้ว่่า “ทุุก ๆ  การสััมผััส
มีีการทิ้้�งร่่องรอย (Every Contact Leaves a Trace)” (Phohab, 2022) ดัังนั้้�น จะเห็็นได้้ว่่าวััตถุุพยานทาง
นิิติิวิิทยาศาสตร์์มีีความสำคััญมาก เพราะเป็็นหลัักฐานที่่�ได้้มาจากการวิิเคราะห์์ตามหลัักวิิชาการทาง
วิิทยาศาสตร์์ทำให้้เป็็นหลัักฐานที่่�มีีน้้ำหนััก มีีความน่่าเชื่่�อถืือ ได้้รัับการยอมรัับในวงกว้้าง และยัังสามารถนำ
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มาใช้้ประโยชน์์อย่่างมากในกระบวนการสืืบสวนสอบสวน เพื่่�อยืืนยัันตััวบุุคคลผู้้�กระทำผิิดกฎหมาย เพื่่�อนำไป
สู่่�การชี้้�ตััวผู้้�กระทำผิิด (Benjakul, 2007)

คดีีอาชญากรรมที่่�เกิิดขึ้้�น สามารถตรวจพิิสููจน์์วััตถุุพยานได้้หลากหลายรููปแบบ แม้้กระทั่่�งการตรวจ
จากสิ่่�งมีีชีีวิิตที่่�ใกล้้ชิิดกัับมนุุษย์์มาก และสามารถพบได้้บ่่อยครั้้�งในชีีวิิตประจำ นั่่�นคืือ ยุุง (Mosquitoes) ยุุง
เป็็นแมลงที่่�อยู่่�ในอัันดัับ Diptera วงศ์์ Culicidae ซึ่่�งมีีประมาณ 3,600 สปีีชีีส์์ ส่่วนใหญ่่จะพบมากในเขตร้้อน 
หรืือเขตอบอุ่่�น โดยทั่่�วไปยุงุจะกินิน้้ำหวานจากเกสรดอกไม้้เป็็นอาหาร แต่่มีียุงุเพศเมีียบางสายพันัธุ์์�กินิเลืือดสัตัว์์ 
รวมไปถึึงเลืือดมนุุษย์์ เพ่ื่�อนำเอาโปรตีีน และแร่่ธาตุุไปใช้้สำหรัับการเจริิญเติิบโตของไข่่ในรัังไข่่ (ChemIn,  
2022) เลืือดที่่�ได้้จากยุุงสามารถนำมาใช้้ให้้เกิิดประโยชน์์ในการพิิสููจน์์หลัักฐานได้้ โดยปััจจุุบัันมีีการตรวจ
ดีีเอ็น็เอของผู้้�ต้องสงสัยัที่่�มาจากเลืือดของมนุษุย์์ในยุงุ เพื่่�อพิสิูจูน์์ว่่าผู้้�ต้องสงสัยัมีีส่วนเก่ี่�ยวข้้องในสถานที่่�เกิดิเหตุุ 
หรืือไม่่ เช่่น คดีีที่่�เกิดิขึ้้�นในเดืือนมิถิุนุายน ค.ศ. 2008 เมืืองเฮลซิิงกิิ ประเทศฟิินแลนด์์ มีีคดีีขโมยรถเกิดิขึ้้�น  
คนร้้ายไม่่ทิ้้�งวััตถุุพยานใด ๆ ไว้้ มีีแต่่เพีียงยุุงท่ี่�อยู่่�ในรถท่ี่�ถููกขโมยมา ตำรวจจึึงนำยุุงนั้้�นส่่งไปท่ี่�ห้้องปฏิิบััติิ 
การนิิติิวิิทยาศาสตร์์เพ่ื่�อตรวจหาดีีเอ็็นเอของมนุุษย์์จากเลืือดท่ี่�อยู่่�ภายในตััวยุุง ซึ่่�งให้้ผลการตรวจดีีเอ็็นเอออก
มาตรงกัับรููปแบบดีีเอ็็นเอของผู้้�ต้้องหา (BCC NEWS, 2008) และคดีีฆาตกรรมชายข้้ามเพศที่่�เสีียชีีวิิตบริิเวณ
ชายหาด แคว้้นปกครองตนเองซิิลีี ประเทศอิิตาลีี ซึ่่�งมีีผู้้�ต้้องสงสััยเป็็นนัักธุุรกิิจ ตำรวจได้้เข้้าไปหาวััตถุุพยาน
ในบ้้านของผู้้�ต้้องสงสััย เพื่่�อจะนำมาตรวจดีีเอ็็นเอ แต่่ไม่่พบหลัักฐานทางชีีววิิทยาใด ๆ มีีเพีียงแต่่รอยเลืือดที่่� 
กำแพงซึ่่�งเกิิดจากการตบยุุงเอาไว้้ ตำรวจจึึงเก็็บเลืือดจากรอยตบยุุงจากสถานที่่�เกิิดเหตุุมาเปรีียบเทีียบกัับ 
รููปแบบดีีเอ็็นเอของผู้้�ต้้องสงสััย พบว่่า มีีรููปแบบดีีเอ็็นเอตรงกัันทำให้้สามารถจัับกุุมผู้้�ต้้องหาได้้ในที่่�สุุด  
(Spitaleri et al., 2006)

จากที่่�กล่่าวมาแล้้วข้้างต้้น ยุุงจึึงเป็็นทางเลืือกหนึ่่�งที่่�นัักนิิติิวิิทยาศาสตร์์ หรืือเจ้้าหน้้าที่่�ท่ี่�เกี่่�ยวข้้อง
สามารถนำมาใช้้ประโยชน์์ในกระบวนการยุุติิธรรมได้้ ผู้้�วิิจััยจึึงสนใจศึึกษาการคงอยู่่�ของปริิมาณ และคุุณภาพ
ดีีเอ็็นเอ ของมนุุษย์์ที่่�ได้้จากยุุง 3 สายพัันธุ์์�ที่�พบมากในประเทศไทย คืือ ยุุงลายบ้้าน (Aedes Aegypti) ยุุงลาย
สวน (Aedes Albopictusi) และยุุงรำคาญ (Culex Quinguefasciatus) ด้้วยเทคนิิคเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์กัับ 
ไพรเมอร์์ที่่�ออกแบบจากยีีน CADM1 ซึ่่�งเป็็นยีีนที่่�พบในสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนมเท่่านั้้�น 

วััตถุุประสงค์์

1.	 เพื่่�อศึึกษาปริิมาณ และคุุณภาพของดีีเอ็็นเอจากเลืือดมนุุษย์์ที่่�คงอยู่่�ที่่�ได้้จากยุุง 3 สายพัันธุ์์� คืือ  
ยุุงลายบ้้าน (A. Aegypti) ยุุงลายสวน (A. Albopictusi) และยุุงรำคาญ (C. Quinguefasciatus) ที่่�ช่่วงเวลา
ต่่างกัันคืือ 0, 24, 48 และ 72 ชั่่�วโมง 

2.	 เพ่ื่�อเปรีียบเทีียบความแตกต่่างของปริิมาณดีีเอ็็นเอจากเลืือดมนุุษย์์ท่ี่�คงอยู่่�ที่�ได้้จากยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์� 
คืือยุุงลายบ้้าน (A. Aegypti) ยุุงลายสวน (A. Albopictusi) และยุุงรำคาญ (C. Quinguefasciatus) 

แนวคิิดทฤษฎีีที่่�เกี่่�ยวข้้อง

1.	 แนวคิิด และทฤษฎีีเกี่่�ยวกัับยุุง (Mosquito) ในโลกมีียุุงกว่่า 4,000 ชนิิด จััดอยู่่�ในอัันดัับ Diptera 
วงศ์์ Culicidac ยุุงที่่�พบมากในประเทศไทย คืือ ยุุงลายบ้้าน (A. Aegypti) ยุุงลายสวน (A. Albopictusi) และ 
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ยุงุรำคาญ (C. Quinguefasciatus) ยุงุตัวัเต็็มวัยัทั้้�งตััวผู้้� และตัวัเมีียกินิน้้ำหวานจากเกสรดอกไม้ก้็ส็ามารถดำรง
ชีีวิติอยู่่�ได้ ้แต่ส่่่วนใหญ่ยุ่งุตัวัเมีียยังัต้อ้งการโปรตีีนจากเลืือดมนุษุย์ห์รืือสัตัว์ ์เพื่่�อช่ว่ยในการเจริญิเติบิโตของไข่่ 
อีีกทั้้�งจะเกิิดการย่่อยเลืือด เพื่่�อให้้ได้้พลัังงานสำหรัับการดำเนิินชีีวิิต ซึ่่�งยุุงแต่่ละสายพัันธุ์์�มีีพฤติิกรรมหลัังจาก
กิินเลืือดที่่�แตกต่่างกััน (Hiroshige et al., 2017) จึึงอาจส่่งผลให้้เลืือดที่่�คงเหลืืออยู่่�ในยุุงแต่่ละสายพัันธุ์์�แตก
ต่่างกััน ยุุงแต่่ละสายพัันธุ์์�ชอบกิินเลืือดต่่างกััน สายพัันธุ์์�ที่่�กิินเลืือดสััตว์์ เรีียกว่่า Zoophilic ส่่วนสายพัันธุ์์�ที่่�กิิน
เลืือดมนุุษย์์ เรีียกว่่า Anthropophilic เลืือดจะเข้้าไปช่่วยในการเจริิญเติิบโตของไข่่ การเจริิญเติิบโตของไข่่
แบบที่่�ต้้องการโปรตีีนจากเลืือด เรีียกว่่า Anautogeny มีียุงไม่่กี่่�ชนิิดท่ี่�ไข่่สุุกได้้ โดยใช้้อาหารที่่�สะสมไว้้โดย 
ไม่่ต้้องกิินเลืือด เรีียก Autogeny เช่่น ยุุง Aedes Togoi และ Culex Molestus เป็็นต้้น ยุุงมีีการเจริิญแบบ
สมบูรูณ์ ์(Complete Metamorphosis หรืือ Holometabola) หมายถึึง การเจริิญเติบิโตท่ี่�มีีการเปล่ี่�ยนแปลง
รููปร่่างในแต่่ละระยะแตกต่่างกัันมาก แบ่่งเป็็น 4 ระยะ คืือระยะไข่่ (Egg) ระยะลููกน้้ำ (Larva) ระยะตััวโม่่ง 
(Pupa) และระยะตััวเต็็มวััย (Adult) ซึ่่�งแบ่่งออกได้้เป็็น 3 ส่่วน ได้้แก่่ ส่่วนหััว (Head) ส่่วนอก (Thorax) และ
ส่่วนท้้อง (Abdomen) (ChemIn, 2022) โดยยุุงที่่�ใช้้ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�เป็็นยุุงเพศเมีีย 3 สายพัันธุ์์� ที่่�พบได้้
มากในประเทศไทย ได้้แก่่ ยุุงลายบ้้าน (A. Aegypti), ยุุงลายสวน (A. Albopictusi) และยุุงรำคาญ  
(C. Quinguefasciatus) ซึ่่�งยุุงแต่่ละสายพัันธุ์์�นี้้�มีีพฤติิกรรมการดำรงชีีวิตแตกต่่างกััน เช่่น พฤติิกรรม 
การกิินเลืือดของยุงุแต่่ละสายพันัธุ์์�ที่�มีีความแตกต่่างกัันไป (Charoensiri, 2014) เมื่่�อคำนวณปริิมาณเลืือดท่ี่�ยุุงกิิน
โดยใช้้สารรัังสีีไอโซโทป Cerium ใส่่ปนไปในอาหารของยุุง พบว่่า ยุุงลายบ้้าน (A. Aegypti) กิินเลืือดได้้ค่่าเฉลี่่�ย  
4.2 ลููกบาศก์์มิิลลิิเมตร ซึ่่�งน้้อยกว่่ายุุงรำคาญ (Culex Quiquefasciatus) ท่ี่�กิินเลืือดได้้ 10.2  
ลููกบาศก์์มิิลลิิเมตร หรืือความสามารถในการบิินของยุุงลายบ้้าน (A. Aegypti) บิินได้้ 90 เมตร ส่่วนยุุงรำคาญ 
(C. Quiquefasciatus) บิินได้้ไกลกว่่าเล็็กน้้อย เป็็นต้้น (Nurach, 2001) ส่่วนรููปแบบการกิินเลืือดของ 
ยุุงลายบ้้านกัับยุุงลายสวน พบว่่า ยุุงลายสวนมีีความถี่่�ในการกิินเลืือดมนุุษย์์มากกว่่ายุุงลายบ้้าน (Ponlawat 
and Harrington, 2005) เป็็นต้้น

2.	 แนวคิิด และทฤษฎีีเกี่่�ยวกัับเทคนิิคเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์ (Real-Time PCR) เป็็นเทคนิิคท่ี่�ใช้้ในการเพิ่่�ม
ปริิมาณดีีเอ็็นเอท่ี่�ต้้องการศึึกษาอย่่างจำเพาะ และสามารถติิดตามวััดปริิมาณการเพิ่่�มจำนวนของดีีเอ็็นเอ 
เป้้าหมายได้้ในทุุก ๆ รอบของการเพิ่่�มจำนวนในขณะที่่�ปฏิิกิิริิยากำลัังดำเนิินอยู่่� ตั้้�งแต่่เริ่่�มต้้นจนกระทั่่�งสิ้้�นสุุด
ปฏิิกิิริิยา เทคนิิคนี้้�ทำได้้โดยอาศััยการตรวจวััดสััญญาณสารเรืืองแสงที่่�ถููกปล่่อยออกมา ปริิมาณแสงที่่�วััดได้้ 
จะเป็็นสัดัส่่วน โดยตรงกับัปริมิาณดีีเอ็น็เอที่่�เพิ่่�มขึ้้�นจากปฏิกิิริิยิาในแต่่ละรอบ โดยทั่่�วไปดีีเอ็น็เอที่่�เพิ่่�มขึ้้�นจากการ
ทำปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส หรืือ PCR (Polymerase Chain Reaction) ด้้วยไพรเมอร์์ที่่�จำเพาะกัับดีีเอ็็นเอ
เป้้าหมายท่ี่�ต้้องการ โดยงานวิิจััยนี้้�จะใช้้ไพรเมอร์์ที่่�ออกแบบจากยีีน CADM1 จำนวน 3 คู่่� จากขนาดเล็็ก 
ไปใหญ่่ และอยู่่�บริิเวณเดีียวกััน เพ่ื่�อดููคุุณภาพ และการเสีียสภาพของดีีเอ็็นเอ ซึ่่�งยีีนดัังกล่่าวเป็็นยีีนท่ี่�พบ 
ในสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนมเท่่านั้้�น จึึงไม่่มีีการแสดงออกของยีีนในยุุงสายพัันธุ์์�ใด ๆ โดยท่ี่�ยีีน CADM1 ทำหน้้าท่ี่�
เหมืือนเป็็น Tumor Suppressor ในเซลล์์ Non-Small-Cell Lung Cancer (NSCLC) (Boles et al., 2005) 
ได้้เป็็นกราฟที่่�มีีลัักษณะเป็็นรููปตััว S (Exponential Curve) โดยแกนตั้้�ง (Y) แสดงสััญญาณการเรืืองแสง  
(Normalized Fluorescence) และแกนนอน (X) แสดงจำนวนรอบของการเพิ่่�มจำนวน (Cycle Number) 
กราฟปฏิิกิิริิยาเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์ ประกอบไปด้้วย 3 ส่่วน คืือ 1) Exponential Phase เป็็นช่่วงที่่�มีีการเพิ่่�ม
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ปริิมาณดีีเอ็น็เอแบบทวีีคูณู การตรวจวัดัผลผลิติ PCR ในเวลาที่่�เกิดิขึ้้�นจะทำเฉพาะในช่ว่งนี้้�เท่่านั้้�น ซึ่่�งเป็น็ช่ว่ง
ที่่�ระดับัสัญัญาณแสงฟลูอูอเรสเซนต์ส์ูงูเหนืือระดับัสัญัญาณแสงฟลูอูอเรสเซนต์ท่์ี่�ใช้เ้ป็น็ค่า่ต่่ำสุดุในการตรวจวัดั
สารฟลููออเรสเซนต์์ (Threshold) 2) Linear Phase เป็็นช่่วงทึ่่�ถััดมาจากช่่วง Exponential Phase ในช่่วงนี้้�
จะเกิิดการเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอลดลง เนื่่�องจากมีีส่่วนประกอบสำหรัับปฏิิกิิริิยาลดลง เช่่น ไพรเมอร์์ (Primers) 
และดีีออกซี่่�นิิวคลีีโอไทด์์ไตรฟอสเฟต (Deoxynucleotide Triphosphate, dNTP) 3) Plateau Phase  
เป็็นช่่วงที่่�ระดัับสััญญาณแสงฟลููออเรสเซนต์์คงที่่� ไม่่มีีการเพิ่่�มขึ้้�นของปริิมาณดีีเอ็็นเอเนื่่�องจากสารต่่าง ๆ  
ที่่�จำเป็็นในปฏิิกิิริิยาหมดไป เมื่่�อปฏิิกิิริิยาเสร็็จสมบููรณ์์ในแต่่ละรอบของปฏิิกิิริิยาจะมีีการสะสมสััญญาณแสง
ฟลููออเรสเซนต์ ์เกินิระดัับ Threshold ทำให้้เกิดิจุุดตัดักันัของเส้้นกราฟของปฏิิกิริิยิานั้้�นกับัระดัับ Threshold 
ได้้เป็็นค่่า Ct ซึ่่�งจะมีีความสััมพัันธ์์กัับค่่าความเข้้มข้้น โดยตััวอย่่างท่ี่�มีีปริิมาณดีีเอ็็นเอน้้อยจะมีีค่่า Ct มาก  
แต่ต่ัวัอย่่างท่ี่�มีีปริิมาณดีีเอ็็นเอมากจะมีีค่า Ct น้้อย (Applied Biosystems, 2008) ส่ว่นปฏิิกิริิยิาท่ี่�ไม่่มีีปริิมาณ
ของดีีเอ็็นเอ เช่่น ตััวควบคุุมชนิิดลบ (Negative Control) ก็็จะไม่่ปรากฏระดัับสััญญาณแสงฟลููออเรสเซนต์์
ขึ้้�นมาเหนืือระดัับ Threshold (Butler, J.M. 2011) ค่่า Ct ที่่�ได้้จากปฏิิกิิริิยาเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์เป็็นค่่าท่ี่�ทำให้้
ทราบปริิมาณความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอได้้ โดยนำไปเปรีียบเทีียบกัับกราฟมาตรฐานที่่�สร้้างด้้วยสารดีีเอ็็นเอ
มาตรฐานที่่�ทราบความเข้้มข้้นอย่่างน้้อย 5 ความเข้้มข้้น แล้้วนำค่่า Ct ท่ี่�ได้้นี้้�ไปสร้้างกราฟมาตรฐานระหว่่าง
ค่า่ Ct กับัความเข้ม้ข้น้ของดีีเอ็น็เอที่่�เป็น็ Log Scale ได้เ้ป็น็กราฟเส้น้ตรงที่่�มีีความสัมัพันัธ์ก์ับัการเพิ่่�มปริิมาณ
ในช่่วง Exponential Phase จากนั้้�นสามารถนำดีีเอ็็นเอที่่�ต้้องการหาความเข้้มข้้นมาเทีียบกัับกราฟมาตรฐาน
ดัังกล่่าว แล้้วคำนวณด้้วยสููตรสมการเส้้นตรงy = mx + b เมื่่�อ y คืือ ค่่า Ct, m คืือ ค่่าความชััน (Slope),  
x คืือ Log [ปริิมาณความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอ (นาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร)] และ b คืือ ค่่า y Intercept เมื่่�อ 
ย้้ายข้้างสมการจะได้้เป็็นปริิมาณความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอ (ng/µl) เท่่ากัับ 10[y-b)/m] (Taneyhill and  
Adams, 2008) 

กรอบแนวคิิดในการวิิจััย

ผู้้�วิจัยัได้้กำหนดกรอบแนวคิิดในการวิิจัยัให้้สอดคล้้องกัับสมมติิฐานในการวิิจัยั โดยกำหนดตััวแปรอิิสระ
และตััวแปรตาม แสดงดัังภาพที่่� 1 โดยสถิิติิที่่�ใช้้ในการทดสอบ คืือ สถิิติิการทดสอบ General Linear Model 
ทั้้�งนี้้� ระยะเวลาตามตััวแปรที่่�ศึึกษา จากการศึึกษาของ Hiroshige et al., (2017) ได้้ทำวิิจััยเรื่่�อง การตรวจ 
รููปแบบดีีเอ็็นเอของมนุุษย์์จากเลืือดในยุุง ตั้้�งแต่่ช่่วงเวลา 0-72 ชั่่�วโมง พบว่่า ช่่วงเวลาก่่อน 48 ชั่่�วโมง รููปแบบ
ดีีเอ็็นเอท่ี่�ได้้มีีความสมบููรณ์์ สามารถนำมาตรวจเปรีียบเทีียบกัับดีีเอ็็นเอบุุคคลอ่ื่�นได้้ แต่่หลัังจากช่่วงเวลา  
48 ชั่่�วโมง รููปแบบดีีเอ็็นเอที่่�ตรวจได้้มีีจำนวนลดลง ทำให้้ยากต่่อการตรวจเปรีียบเทีียบดีีเอ็็นเอ ผู้้�วิิจััยจึึงเลืือก
ใช้้ช่่วงเวลาต่่ำสุุดที่่� 0 ชั่่�วโมง และสููงสุุดที่่� 72 ชั่่�วโมง โดยแบ่่งออกเป็็น 4 ช่่วงเวลา ได้้แก่่ 0, 24, 48 และ 72 
ชั่่�วโมง
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ภาพที่่� 1 กรอบแนวคิิดในการวิิจััย

สมมติิฐานการวิิจััย

1.	ช่ ่วงเวลาที่่�แตกต่่างกัันส่่งผลให้้ปริิมาณดีีเอ็็นเอท่ี่�ได้้จากยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์� มีีความแตกต่่างกััน
2.	 ปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากยุุงแต่่ละสายพัันธุ์์� มีีความแตกต่่างกััน

ระเบีียบวิิธีีวิิจััย

การวิิจััยนี้้�ศึึกษาเชิิงทดลอง (Experimental Research) โดยใช้้สถิิติิการทดสอบ General Linear 
Model มีีขั้้�นตอนการดำเนิินการวิิจััย ดัังนี้้�

1.	 เก็บ็ตััวอย่่างเลืือดจากผู้้�วิจัยั ซึ่่�งเป็็นผู้้�ที่�ไม่่มีีโรคร้้ายแรง เช่น่ โรคหััวใจ โรคมะเร็ง็ หรืือโรคเอดส์์ เป็็นต้้น 
ปริิมาณ 30 มิิลลิิลิิตร โดยผู้้�มีีใบประกอบวิิชาชีีพเทคนิิคการแพทย์์ ตามพระราชบััญญััติิวิิชาชีีพเทคนิิค 
การแพทย์์ ณ ห้้องปฏิิบััติิการ 306 อาคารพฤกษศาสตร์์ คณะวิิทยาศาสตร์์ จุุฬาลงกรณ์์มหาวิิทยาลััย เลืือดจะ
ถููกเก็็บในหลอดสำหรัับเก็บ็เลืือดท่ี่�เคลืือบด้้วยสาร EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) เพ่ื่�อป้้องกันั
เลืือดแข็็งตััว (Blood Collection Tube, With EDTA, VACUETTE, UK) จากนั้้�นนำสกััดดีีเอ็็นเอด้้วยชุุดน้้ำยา
สกััดดีีเอ็็นเอสำเร็็จรููป QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN, 2010) โดยในขั้้�นตอนสุุดท้้ายเติิมสารละลาย
บััฟเฟอร์์ AE ปริิมาตร 25 ไมโครลิิตร เพ่ื่�อชะตััวอย่่างดีีเอ็็นเอจากเลืือด เก็็บรัักษาไว้้ท่ี่�อุุณหภููมิิ -20  
องศาเซลเซีียส และนำมาตรวจสอบความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอที่่�สกััดได้้ด้้วยเครื่่�องวััดปริิมาณสารพัันธุุกรรม 
แบบนาโน ในหน่่วยนาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร เพื่่�อนำมาใช้้สำหรัับทำกราฟมาตรฐาน

2.	 กลุ่่�มตััวอย่่างในการทดลองคืือ ยุุงตััวเมีีย 3 สายพัันธุ์์� ได้้แก่่ ยุุงลายบ้้าน (A. aegypti) ยุุงลายสวน 
(A. albopictusi) และยุุงรำคาญ (C. quinguefasciatus) ได้้รัับจากแหล่่งเพาะพัันธุ์์�ยุุงของฝ่่ายสนัับสนุุนงาน
กิิจการ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข จัังหวััดนนทบุุรีี จำนวนสายพัันธุ์์�ละ 100 ตััว โดย
เป็็นยุงุตัวัเต็ม็วัยั (Adult) ที่่�ไม่่มีีโรค และไม่่เคยดููดเลืือด หรืือเป็็นระยะท่ี่�เพิ่่�งเปลี่่�ยนมาจากระยะตัวัโม่่ง (Pupa) 
มาประมาณ 7 วััน นำมาให้้เลืือด โดยเลีียนแบบพฤติิกรรมการกิินเลืือดของยุุงด้้วยการใช้้แผ่่นอะลููมิิเนีียมท่ี่�ห่่อ
ด้้วยพาราฟิิล์์มที่่�ถููกดึึงให้้บางที่่�สุุดคล้้ายกัับผิิวมนุุษย์์ เพื่่�อให้้ยุุงสามารถเจาะท่่ออาหารลงบนผิิวพาราฟิิล์์มได้้มีี
การควบคุุมอุุณหภููมิิของแผ่่นอะลููมิิเนีียมที่่� 37 องศาเซลเซีียส (Siria et al., 2018) โดยการวางบีีกเกอร์์ท่ี่�เติิม
น้้ำอุ่่�นลงไปไว้้ด้้านบนแผ่่นอะลููมิิเนีียม เพื่่�อให้้ใกล้้เคีียงกัับอุุณหภููมิิร่่างกายที่่�ยุุงจะตรวจจัับได้้ ยุุงจะถููกเลี้้�ยงท่ี่�

	ตั วแปรอิิสระ	ตั ัวแปรตาม

1.	ช่ วงเวลา 4 ช่่วงเวลา คืือ 0, 24, 48  
	 และ 72 ชั่่�วโมง

2.	 สายพันัธุ์์�ของยุงุ คืือ ยุงุรำคาญ ยุงุลายบ้า้น  
	 และยุุงลายสวน

ปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�คงอยู่่�



ปีที่ 18 ฉบับที่ 3 ประจำ�เดือนกันยายน - ธันวาคม 2565 199

อุุณหภููมิิห้้องประมาณ 25 องศาเซลเซีียส ความชื้้�นท่ี่�ร้้อยละ 60-90 ต่่อไป ซึ่่�งจะใช้้ผ้้าชุุบน้้ำบิิดหมาด ๆ  
วางบนกรงเหล็ก็ และนำกรงเหล็ก็วางในที่่�ร่ม่ (แสง: ความมืืด, 12 ชั่่�วโมง: 12 ชั่่�วโมง) จากนั้้�นทำการเก็บ็ตัวัอย่า่ง
ยุุงแต่่ละสายพัันธุ์์�ที่่�ดููดเลืือดแล้้ว โดยสัังเกตจากเลืือดในส่่วนท้้อง จำนวน 6 ตััวต่่อช่่วงเวลา นำใส่่หลอดเก็็บยุุง 
โดยช่่วงเวลาที่่� 0 คืือ เก็็บทัันทีีหลัังจากให้้เลืือด และช่่วงเวลาท่ี่� 24, 48 และ 72 ชั่่�วโมง คืือ เมื่่�อให้้เลืือดเสร็็จ 
ปล่อ่ยยุุงไว้ต้ามเวลาดัังกล่่าว จะได้้ยุงุท่ี่�ใช้ใ้นการทดลองทั้้�งหมด 72 ตัวั จากนั้้�นนำหลอดเก็็บยุุงไปแช่่ที่่�อุณุหภููมิิ 
-20 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 10 นาทีี เพ่ื่�อเป็็นการทำให้้ยุุงสลบ หลัังจากนั้้�นตััดส่่วนท้้อง (Abdomen)  
ของยุุงมาสกััดดีีเอ็็นเอด้้วยชุุดน้้ำยาสกััดดีีเอ็็นเอสำเร็็จรููป QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN, 2010) โดย 
ในขั้้�นตอนสุุดท้้ายเติิมสารละลายบััฟเฟอร์์ AE ปริิมาตร 25 ไมโครลิิตร เพ่ื่�อชะตััวอย่่างดีีเอ็็นเอจากเลืือด  
เก็็บรัักษาไว้้ที่่�อุุณหภููมิิ -20 องศาเซลเซีียส

3.	 การวััดปริิมาณและคุุณภาพดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ท่ี่�คงอยู่่�ด้้วยเทคนิิคเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์
	 3.1	 ออกแบบไพร์์เมอร์์ด้้วยโปรแกรม Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) โดย 

ไพร์์เมอร์์จะต้้องจำเพาะกัับยีีน CADM1 จำนวน 3 คู่่� จากขนาดเล็็กไปใหญ่่ และอยู่่�บริิเวณเดีียวกััน เพ่ื่�อดูู
คุุณภาพและการเสีียสภาพของดีีเอ็็นเอ และไพร์์เมอร์์ที่่�จำเพาะกัับยีีน GAPDH จำนวน 1 คู่่� เพื่่�อเพิ่่�มปริิมาณ
ดีีเอ็็นเอที่่�เป็็นตััวอย่่างควบคุุมในปฏิิกิิริิยาเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์

	 3.2	วั ดัปริิมาณดีีเอ็็นเอด้้วยเทคนิิคเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์ โดยใช้ชุ้ดุน้้ำยาสำหรัับการเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอ 
PowerUp SYBR Green Master Mix ด้้วยเครื่่�อง QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System  
โดยมีีขั้้�นตอนดัังนี้้�

		  3.2.1	 เตรีียมดีีเอ็็นเอสำหรัับทำกราฟมาตรฐาน (Standard Curve) โดยใช้้ดีีเอ็็นเอจากเลืือด
ของผู้้�วิิจััยท่ี่�สกััดได้้ข้้างต้้น โดยทำการเจืือจางแบบอนุุกรม (Serial Dilution) ให้้มีีความเข้้มข้้น 5, 0.625, 
0.078125, 0.0097, 0.0012 และ 0.0001 นาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร ตามลำดัับ

		  3.2.2 นำดีีเอ็็นเอสำหรัับทำกราฟมาตรฐานท่ี่�เจืือจางเรีียบร้้อยแล้้ว และดีีเอ็็นเอท่ี่�สกััดได้้จาก
เลืือดที่่�อยู่่�ในท้้องของยุุงในแต่่ละช่ว่งเวลามาใช้เ้ป็น็ดีีเอ็น็เอต้น้แบบของการเพิ่่�มปริมิาณของยีีน CADM1 จำนวน 
3 คู่่� คู่่�ละ 1 ตัวัอย่า่ง โดยทำการทดลองเป็น็ 2 ซ้้ำในแต่ล่ะช่ว่งเวลา ในสารละลายปริมิาตรสุดุท้า้ย 10 ไมโครลิติร 
โดยประกอบด้้วยชุุดน้้ำยาสำหรัับการเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอ PowerUp SYBR Green Master Mix ปริิมาตร 5 
ไมโครลิิตร, ดีีเอ็็นเอต้้นแบบ ปริิมาตร 1 ไมโครลิิตร, ไพร์์เมอร์์ Forward และ Reverse ของยีีน CADM1 
จำนวน 3 คู่่� ปริิมาตร 1 ไมโครลิิตร และน้้ำกลั่่�น ปริิมาตร 2 ไมโครลิิตร นำเข้้าเครื่่�อง QuantStudio™ 6 Flex 
Real-Time PCR System โดยใช้้โปรแกรมปรัับอุุณหภููมิิ ดัังนี้้� แยกสายดีีเอ็็นเอเกลีียวคู่่�ออกจากกััน  
(Denaturation) ที่่�อุุณหภููมิิ 95 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 2 นาทีี ให้้ไพรเมอร์์มาจัับกัับดีีเอ็็นเอต้้นแบบ  
(Annealing) และสัังเคราะห์์ดีีเอ็็นเอสายใหม่่ต่่อจากไพรเมอร์์ (Extention) ที่่�อุุณหภููมิิ 65 องศาเซลเซีียส  
เป็็นเวลา 1 นาทีี จำนวนรอบในการเพิ่่�มจำนวนดีีเอ็็นเอทั้้�งหมด 50 รอบ และทำเช่่นเดีียวกัันนี้้�กัับดีีเอ็็นเอที่่�
สกััดได้้จากเลืือดของผู้้�วิิจััย โดยเปลี่่�ยนเป็็นไพร์์เมอร์์ของยีีน GAPDH จำนวน 1 คู่่� เพื่่�อใช้้เป็็นตััวอย่่างควบคุุม

4.	 การอ่่านผลการวััดปริิมาณดีีเอ็็นเอด้้วย Real-Time PCR Software (QuantStudio™ Real-Time 
PCR Software) โดยประมาณค่่าความเข้ม้ข้น้ของตัวัอย่า่งดีีเอ็น็เอท่ี่�ได้ ้โดยวััดจากกราฟมาตรฐาน ซึ่่�งเมื่่�อสร้า้ง
กราฟมาตรฐาน จะได้้ลัักษณะกราฟเป็็นเส้้นตรง มีีรููปแบบสมการเป็็นสมการเส้้นตรง คืือ y = mx+b โดย y 
คืือ ค่า่ Ct, m คืือ ค่่าความชันั (Slope), x คืือ Log [ปริิมาณความเข้ม้ข้้นของดีีเอ็็นเอ (นาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร)] 
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และ b คืือ ค่่า y Intercept เมื่่�อต้้องการหาค่่าความเข้้มข้้น ทำการย้้ายข้้างสมการจะได้้เป็็น ปริิมาณความเข้้ม
ข้้นดีีเอ็็นเอ (ng/µl) เท่่ากัับ 10 [y-b)/m] จะได้้ค่่า Ct และความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอ ในหน่่วยนาโนกรััมต่่อ
ไมโครลิิตร โดยค่่า Ct จะมีีความสััมพัันธ์์กัับค่่าความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอ โดยตััวอย่่างที่่�มีีปริิมาณดีีเอ็็นเอ 
น้้อยจะมีีค่่า Ct มาก แต่่ตััวอย่่างที่่�มีีปริิมาณดีีเอ็็นเอมากจะมีีค่่า Ct น้้อย

5.	 การวิิเคราะห์์ข้้อมููลและสถิิติิที่่�ใช้้ในการวิิจััย
	 5.1	วิ ิเคราะห์์ช่่วงเวลาที่่�แตกต่่างกััน คืือ 0, 24, 48 และ 72 ชั่่�วโมง กัับความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอ

จากเลืือดของมนุุษย์์ที่่�คงอยู่่�ที่่�ได้้จากยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์� โดยการวิิเคราะห์์สถิิติิโดยใช้้ General Linear Model
	 5.2	วิ ิเคราะห์์ความแตกต่่างความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ท่ี่�คงอยู่่�ที่่�ได้้จากยุุงในแต่่ละสายพัันธุ์์�  

โดยเปรีียบเทีียบความแตกต่่างของความเข้้มข้้นของปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�เพิ่่�มจำนวนโดยใช้้ General Linear 
Model

	 5.3	วิ เิคราะห์ค์ุณุภาพของดีีเอ็น็เอที่่�ได้ ้เปรีียบเทีียบจากความสามารถในการเพิ่่�มจำนวนของไพร์เ์ม
อร์์ยีีน CADM1 แต่่ละขนาด

ผลการศึึกษา

1. ผลการออกแบบไพร์์เมอร์์ที่่�จำเพาะกัับยีีน CADM1 จำนวน 3 คู่่� ได้้ไพร์์เมอร์์ท่ี่�มีีขนาด 123 คู่่�เบส, 
229 คู่่�เบส และ 397 คู่่�เบส ซึ่่�งเป็็นบริิเวณเดีียวกัันทั้้�ง 3 ขนาด และผลการออกแบบไพร์์เมอร์์จำเพาะกัับยีีน 
GAPDH จำนวน 1 ได้้ไพร์์เมอร์์ที่่�มีีขนาด 163 คู่่�เบส (ตารางที่่� 1)

ตารางที่่� 1 ข้้อมููลของไพรเมอร์์ของยีีน CADM1 และยีีน GAPDH
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2 นาที ให้ไพรเมอร์มาจับกับดีเอ็นเอต้นแบบ (Annealing) และสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ต่อจากไพรเมอร์ 
(Extention) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวนรอบในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอท้ังหมด 50 รอบ 
และท าเช่นเดียวกันนี้กับดีเอ็นเอที่สกัดได้จากเลือดของผู้วิจัย โดยเปลี่ยนเป็นไพร์เมอร์ของยีน GAPDH จ านวน 1 คู่            
เพื่อใช้เป็นตัวอย่างควบคุม 

4. การอ่านผลการวัดปริมาณดีเอ็นเอด้วย Real-Time PCR Software (QuantStudio™ Real-Time 
PCR Software) โดยประมาณค่าความเข้มข้นของตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้ โดยวัดจากกราฟมาตรฐาน ซึ่งเมื่อสร้างกราฟ
มาตรฐาน จะได้ลักษณะกราฟเป็นเส้นตรง มีรูปแบบสมการเป็นสมการเส้นตรง คือ y = mx+b โดย y คือ ค่า Ct,     
m คือ ค่าความชัน (Slope), x คือ Log [ปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอ (นาโนกรัมต่อไมโครลิตร)] และ b คือ       
ค่า y intercept เมื่อต้องการหาค่าความเข้มข้น ท าการย้ายข้างสมการจะได้เป็น ปริมาณความเข้มข้นดีเอ็นเอ 
(ng/µl) เท่ากับ 10[y-b)/m]จะได้ค่า Ct และความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ในหน่วยนาโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยค่า Ct 
จะมีความสัมพันธ์กับค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอ โดยตัวอย่างท่ีมีปริมาณดีเอ็นเอน้อยจะมีค่า Ct มาก แต่ตัวอย่างที่มี
ปริมาณดีเอ็นเอมากจะมีค่า Ct น้อย 

5.  การวิเคราะห์ข้อมูลและสถิติทีใ่ช้ในการวิจัย 
5.1 วิเคราะห์ช่วงเวลาที่แตกต่างกันคือ 0, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง กับความเข้มข้นของดีเอ็นเอจาก

เลือดของมนุษย์ท่ีคงอยู่ท่ีได้จากยุงท้ัง 3 สายพันธ์ุ โดยการวิเคราะห์สถิติโดยใช้ General Linear Model 
5.2 วิเคราะห์ความแตกต่างความเข้มข้นของดีเอ็นเอมนุษย์ที่คงอยู่ที่ได้จากยุงในแต่ละสายพันธุ์           

โดยเปรียบเทียบความแตกต่างของความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอที่เพ่ิมจ านวนโดยใช้ General Linear Model 
5.3 วิเคราะห์คุณภาพของดีเอ็นเอที่ได้ เปรียบเทียบจากความสามารถในการเพิ่มจ านวนของไพร์เมอร์

ยีน CADM1 แต่ละขนาด 
 

ผลการศึกษา 
1. ผลการออกแบบไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับยีน CADM1 จ านวน 3 คู่ ได้ไพร์เมอร์ที่มีขนาด 121 คู่เบส, 229 

คู่เบส และ 397 คู่เบส ซึ่งเป็นบริเวณเดียวกันทั้ง 3 ขนาด และผลการออกแบบไพร์เมอร์จ าเพาะกับยีน GAPDH 
จ านวน 1 ได้ไพร์เมอร์ที่มีขนาด 163 คู่เบส (ตารางที่ 1) 

 
ตารางที่ 1 ข้อมูลของไพรเมอร์ของยีน CADM1 และยีน GAPDH 

ชื่อไพร์เมอร์ ล าดับเบสของไพร์เมอร์ ขนาดผลิตภัณฑ์ 
(Base Pairs) 

CADM1-121 
Forward primer: 5’- ACTCCGCCTCCAGCGCATGT-3’ 
Reverse primer: 5’- TCCGCTCGGCAGCACTACACT-3’ 

121 

CADM1-229 
Forward primer: 5’- ACTCCGCCTCCAGCGCATGT-3’ 
Reverse primer: 5’-CCCACACCTACCTGTGGGGAT-3’ 

229 

CADM1-397 
Forward primer: 5’- ACTCCGCCTCCAGCGCATGT-3’ 
Reverse primer: 5’- GGCTCACAGATGCCCTCAGC-3’ 

397 

GAPDH 
Forward primer: 5’- CAGCCGCATCTTCTTTTG - 3’ 
Reverse primer: 5’- GCCCAATACGACCAAATC -3’ 

163 

2.	 ผลการเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอด้้วยเทคนิิคเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์จากตััวอย่่างเลืือดผู้้�วิิจััย ท่ี่�มีีความเข้้มข้้น  
5, 0.625, 0.078125, 0.0097, 0.0012 และ 0.0001 นาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร โดยใช้้ไพร์์เมอร์์ CADM1-123, 
CADM1-229 และ CADM1-397 ได้้ค่่า Ct Mean ดัังตาราง 2
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ตารางที่่� 2 ค่่า Ct Mean ที่่�ได้้จากการเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ที่่�ใช้้ทำเป็็นกราฟมาตรฐาน

จากนั้้�นนำค่่า Ct ที่่�ได้้นี้้�ไปสร้้างกราฟมาตรฐาน (Standard Curve) ระหว่่างค่่า Ct (แกนแนวตั้้�ง) กัับ 
ความเข้ม้ข้น้ของดีีเอ็็นเอท่ี่�เป็น็ Log Scale (แกนแนวนอน) ได้้เป็น็กราฟมาตรฐานท่ี่�ใช้ไ้พร์์เมอร์์ CADM1-123, 
CADM1-229 และ CADM1-397 โดยมีีสมการเส้้นตรง คืือ y = -5.0718x + 29.926, y = -4.0654x + 29.015 
และ y = -3.1069x + 28.78 ตามลำดัับ (ภาพท่ี่� 2) ซึ่่�งจะนำไปใช้้เป็็นค่่ามาตรฐานในการหาค่่าความเข้้มข้้น
ของดีีเอ็็นเอที่่�คงอยู่่�ภายในยุุงต่่อไป
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ภาพที่่� 2 กราฟมาตรฐาน (Standard Curve) โดยใช้ไ้พร์เ์มอร์ ์CADM1-123, CADM1-229 และ CADM1-397

9 

 

 

 
 

ภาพที่ 2 กราฟมาตรฐาน (Standard Curve) โดยใช้ไพร์เมอร์ CADM1-121, CADM1-229 และ CADM1-397 
 

 3. ผลเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์จากตัวอย่างดีเอ็นเอของเลือดมนุษย์ที่ได้จาก               
ยุงลายบ้าน (A. aegypti) ยุงลายสวน (A. albopictusi) และ ยุงร าคาญ (C. quinguefasciatus) ในช่วงเวลาที่ 0, 24, 
48 และ 72 ช่ัวโมง ซึ่งเพิ่มจ านวนด้วยไพร์เมอร์ CADM1 ท้ัง 3 คู่ ที่มีขนาด 121 คู่เบส, 229 คู่เบส และ 397 คู่เบส 
ตามล าดับ ได้ค่า Ct Mean และค่าความเข้มข้นเฉลี่ยของดีเอ็นเอมนุษย์ โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน 
(Standard Curve) ดังตารางที่ 3 โดยค่าความเข้มข้นดีเอ็นเอที่ได้นี้จะเป็นความเข้มข้นเฉพาะของมนุษย์ เนื่องจาก
ไพร์เมอร์ CADM1 มีความจ าเพาะกับมนุษย์ จึงไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยุงได้  

 

y = -5.0718x + 29.926
0.000

20.000
40.000
60.000

-6 -4 -2 0 2

Ct

log (DNA Conc. (ng/ul))

CADM1-121

y = -4.0654x + 29.015
0.000

20.000
40.000
60.000

-6 -4 -2 0 2

Ct

log (DNA Conc. (ng/ul))

CADM1-229

y = -3.1069x + 28.78
0.000

20.000

40.000

60.000

-6 -4 -2 0 2

Ct

log (DNA Conc. (ng/ul))

CADM1-397
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10 

ตารางที่ 3 ค่า Ct และค่าความเข้มข้นเฉลี่ยของตัวอย่างดีเอ็นเอมนุษย์ที่คงอยู่ในยุง 3 สายพันธุ์โดยใช้ไพร์เมอร์ CADM1 

ล าดับที ่ สายพันธุ ์ ไพร์เมอร์ ช่วงเวลา 
(ชั่วโมง) ค่า Ct Mean ค่าความเข้มข้นเฉลี่ย 

(นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 
1 

ยุงร าคาญ 

CADM1-121 

0 24.513 11.67297 
2 24 26.433 4.88429 
3 48 36.853 0.04307 
4 72 41.929 0.00430 
5 

CADM1-229 

0 26.947 3.22643 
6 24 27.398 2.49938 
7 48 27.398 2.49938 
8 72 46.911 0.00004 
9 

CADM1-397 

0 26.250 6.51977 
10 24 28.455 1.27220 
11 48 39.675 0.00031 
12 72 42.095 0.00005 
13 

ยุงลายบ้าน 

CADM1-121 

0 28.468 1.93813 
14 24 29.730 1.09309 
15 48 41.028 0.00647 
16 72 46.461 0.00055 
17 

CADM1-229 

0 27.447 2.43008 
18 24 28.677 1.21094 
19 48 44.851 0.00013 
20 72 48.620 0.00002 
21 

CADM1-397 

0 27.732 2.17395 
22 24 28.783 0.99777 
23 48 36.357 0.00364 
24 72 39.824 0.00028 
25 

ยุงลายสวน 

CADM1-121 

0 26.006 5.92681 
26 24 44.227 0.00151 
27 48 46.397 0.00057 
28 72 48.679 0.00020 
29 

CADM1-229 

0 26.766 3.57442 
30 24 43.304 0.00031 
31 48 46.954 0.00004 
32 72 47.296 0.00003 

3.	 ผลเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอด้้วยเทคนิิคเรีียลไทม์์พีีซีีอาร์์จากตััวอย่่างดีีเอ็็นเอของเลืือดมนุุษย์์ท่ี่�ได้้จาก 
ยุงุลายบ้้าน (A. Aegypti) ยุงุลายสวน (A. Albopictusi) และยุงุรำคาญ (C. Quinguefasciatus) ในช่่วงเวลาที่่�  
0, 24, 48 และ 72 ชั่่�วโมง ซึ่่�งเพิ่่�มจำนวนด้้วยไพร์์เมอร์์ CADM1 ทั้้�ง 3 คู่่� ท่ี่�มีีขนาด 123 คู่่�เบส, 229 คู่่�เบส 
และ 397 คู่่�เบส ตามลำดัับ ได้้ค่่า Ct Mean และค่่าความเข้้มข้้นเฉลี่่�ยของดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ โดยเปรีียบเทีียบจาก
กราฟมาตรฐาน (Standard Curve) ดังัตารางท่ี่� 3 โดยค่่าความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอท่ี่�ได้้นี้้�จะเป็็นความเข้ม้ข้้นเฉพาะ
ของมนุุษย์์ เนื่่�องจากไพร์์เมอร์์ CADM1 มีีความจำเพาะกัับมนุุษย์์ จึึงไม่่สามารถเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอของยุุงได้้ 

ตารางที่่� 3	ค่่า Ct และค่่าความเข้้มข้้นเฉลี่่�ยของตััวอย่่างดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ที่่�คงอยู่่�ในยุุง 3 สายพัันธุ์์�โดยใช้้ 
	 ไพร์์เมอร์์ CADM1
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ตารางที่่� 3	(ต่่อ)

10 

ตารางที่ 3 ค่า Ct และค่าความเข้มข้นเฉลี่ยของตัวอย่างดีเอ็นเอมนุษย์ที่คงอยู่ในยุง 3 สายพันธุ์โดยใช้ไพร์เมอร์ CADM1 

ล าดับที ่ สายพันธุ ์ ไพร์เมอร์ ช่วงเวลา 
(ชั่วโมง) ค่า Ct Mean ค่าความเข้มข้นเฉลี่ย 

(นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 
1 

ยุงร าคาญ 

CADM1-121 

0 24.513 11.67297 
2 24 26.433 4.88429 
3 48 36.853 0.04307 
4 72 41.929 0.00430 
5 

CADM1-229 

0 26.947 3.22643 
6 24 27.398 2.49938 
7 48 27.398 2.49938 
8 72 46.911 0.00004 
9 

CADM1-397 

0 26.250 6.51977 
10 24 28.455 1.27220 
11 48 39.675 0.00031 
12 72 42.095 0.00005 
13 

ยุงลายบ้าน 

CADM1-121 

0 28.468 1.93813 
14 24 29.730 1.09309 
15 48 41.028 0.00647 
16 72 46.461 0.00055 
17 

CADM1-229 

0 27.447 2.43008 
18 24 28.677 1.21094 
19 48 44.851 0.00013 
20 72 48.620 0.00002 
21 

CADM1-397 

0 27.732 2.17395 
22 24 28.783 0.99777 
23 48 36.357 0.00364 
24 72 39.824 0.00028 
25 

ยุงลายสวน 

CADM1-121 

0 26.006 5.92681 
26 24 44.227 0.00151 
27 48 46.397 0.00057 
28 72 48.679 0.00020 
29 

CADM1-229 

0 26.766 3.57442 
30 24 43.304 0.00031 
31 48 46.954 0.00004 
32 72 47.296 0.00003 

10 

ตารางที่ 3 ค่า Ct และค่าความเข้มข้นเฉลี่ยของตัวอย่างดีเอ็นเอมนุษย์ที่คงอยู่ในยุง 3 สายพันธุ์โดยใช้ไพร์เมอร์ CADM1 

ล าดับที ่ สายพันธุ ์ ไพร์เมอร์ ช่วงเวลา 
(ชั่วโมง) ค่า Ct Mean ค่าความเข้มข้นเฉลี่ย 

(นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 
1 

ยุงร าคาญ 

CADM1-121 

0 24.513 11.67297 
2 24 26.433 4.88429 
3 48 36.853 0.04307 
4 72 41.929 0.00430 
5 

CADM1-229 

0 26.947 3.22643 
6 24 27.398 2.49938 
7 48 27.398 2.49938 
8 72 46.911 0.00004 
9 

CADM1-397 

0 26.250 6.51977 
10 24 28.455 1.27220 
11 48 39.675 0.00031 
12 72 42.095 0.00005 
13 

ยุงลายบ้าน 

CADM1-121 

0 28.468 1.93813 
14 24 29.730 1.09309 
15 48 41.028 0.00647 
16 72 46.461 0.00055 
17 

CADM1-229 

0 27.447 2.43008 
18 24 28.677 1.21094 
19 48 44.851 0.00013 
20 72 48.620 0.00002 
21 

CADM1-397 

0 27.732 2.17395 
22 24 28.783 0.99777 
23 48 36.357 0.00364 
24 72 39.824 0.00028 
25 

ยุงลายสวน 

CADM1-121 

0 26.006 5.92681 
26 24 44.227 0.00151 
27 48 46.397 0.00057 
28 72 48.679 0.00020 
29 

CADM1-229 

0 26.766 3.57442 
30 24 43.304 0.00031 
31 48 46.954 0.00004 
32 72 47.296 0.00003 

4.	 ผลการวิิเคราะห์์ข้้อมููลสถิิติิ
	 4.1	วิ ิเคราะห์์ช่่วงเวลาที่่�แตกต่่างกััน คืือ 0, 24, 48 และ 72 ชั่่�วโมง กัับความเข้้มข้้นของตััวอย่่าง

ดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์� โดยการวิิเคราะห์์สถิิติิโดยใช้้ General Linear Model ได้้ผลการวิิเคราะห์์ 
คืือ ช่่วงเวลาที่่�แตกต่่างกัันจะทำให้้ความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ที่่�ได้้จากยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์� คืือ ยุุงลายบ้้าน, 
ยุุงลายสวน และยุุงรำคาญมีีความแตกต่่างกัันอย่่างน้้อย 2 ช่่วงเวลา อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิที่่�ระดัับ 0.05  
(F = 13.906, P Value = 0.000) โดยเรีียงลำดัับค่่าเฉล่ี่�ยความเข้้มข้้นของปริิมาณดีีเอ็็นเอท่ี่�ได้้จากยุุงทั้้�ง  
3 สายพัันธุ์์�จากมากไปน้้อย คืือ ช่่วงเวลาที่่� 0, 24, 48 และ 72 ชั่่�วโมง ซึ่่�งได้้ค่่าเฉลี่่�ยความเข้้มข้้นของปริิมาณ
ดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์� เท่่ากัับ 4.429 ± 0.543 , 1.562 ± 0.543, 0.284 ± 0.543 และ 0.001 ± 
0.543 ตามลำดัับ

	 4.2	วิ ิเคราะห์์ปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากยุุงแต่่ละสายพัันธุ์์� โดยเปรีียบเทีียบความแตกต่่างของ 
ความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ที่่�เพิ่่�มจำนวนโดยใช้้ General Linear Model ได้้ผลการวิิเคราะห์์ คืือ ความเข้้มข้้น
ดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ที่่�ได้้จากยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์� คืือ ยุุงลายบ้้าน, ยุุงลายสวน และยุุงรำคาญ แตกต่่างกัันอย่่างน้้อย  

11 

ตารางที่ 3 (ต่อ) 

ล าดับที ่ สายพันธุ ์ ไพร์เมอร์ 
ช่วงเวลา 
(ชั่วโมง) ค่า Ct Mean 

ค่าความเข้มข้นเฉลี่ย 
(นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 

33 

ยุงลายสวน CADM1-397 

0 27.602 2.39418 
34 24 27.779 2.09984 
35 48 40.690 0.00015 
36 72 41.144 0.00010 

 
4. ผลการวิเคราะห์ข้อมูลสถิติ 

4.1 วิเคราะห์ช่วงเวลาที่แตกต่างกันคือ 0, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง กับความเข้มข้นของตัวอย่างดีเอ็นเอ
ที่ได้จากยุงทั้ง 3 สายพันธุ์ โดยการวิเคราะห์สถิติโดยใช้ General Linear Model ได้ผลการวิเคราะห์คือ ช่วงเวลาที่
แตกต่างกันจะท าให้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอมนุษย์ที่ได้จากยุงทั้ง 3 สายพันธุ์ คือ ยุงลายบ้าน, ยุงลายสวน และ      
ยุงร าคาญ มีความแตกต่างกันอย่างน้อย 2 ช่วงเวลา อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (F = 13.906, p value= 
0.000) โดยเรียงล าดับค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอที่ได้จากยุงทั้ง 3 สายพันธุ์จากมากไปน้อย คือ 
ช่วงเวลาที่ 0, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ซึ่งได้ค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอที่ได้จากยุงทั้ง 3 สายพันธุ์ 
เท่ากับ 4.429 ± 0.543 , 1.562 ± 0.543, 0.284 ± 0.543 และ 0.001 ± 0.543 ตามล าดับ 

4.2 วิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอที่ได้จากยุงแต่ละสายพันธุ์ โดยเปรียบเทียบความแตกต่างของความเข้มขน้
ดีเอ็นเอมนุษย์ที่เพิ่มจ านวนโดยใช้ General Linear Model ได้ผลการวิเคราะห์คือ ความเข้มข้นดีเอ็นเอมนุษย์ที่ได้
จากยุงทั้ง 3 สายพันธุ์ คือ ยุงลายบ้าน, ยุงลายสวน และยุงร าคาญ แตกต่างกันอย่างน้อย 2 ชนิด อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติที่ระดับ 0.05 (F=4.623, p value=0.018) โดยเรียงล าดับค่าเฉลี่ยความเข้มข้นดเีอ็นเอมนุษย์ที่คงอยู่จากยงุ
ทั้ง 3 สายพันธุ์จากมากไปน้อย คือ ยุงร าคาญ ยุงลายสวน และยุงลายบ้าน ได้ค่าเฉลี่ยความเข้มข้นดีเอ็นเอเท่ากับ 
2.719 ± 0.470, 1.167 ± 0.470 และ 0.821 ± 0.470 ตามล าดับ จากภาพที่ 3 จะเห็นได้ว่า ยุงร าคาญมีค่าความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอมากที่สุด และยุงลายบ้านมีค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอน้อยที่สุด 

4.3 ผลการวิเคราะห์คุณภาพของดีเอ็นเอที่คงอยู่โดยดูจากความสามารถในการเพิ่มจ านวนของไพร์เมอร์      
CADM1 ขนาด 121 คู่เบส, 229 คู่เบส และ 397 คู่เบส ตามล าดับ จากตารางที่ 3 พบว่า ดีเอ็นเอจากเลือดของ
มนุษย์ในยุงสามารถเพิ่มจ านวนได้กับไพร์เมอร์ทุกขนาด ในช่วงเวลาที่ 0 , 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ดูได้จากความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณ เช่น ยุงร าคาญ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพร์เมอร์ CADM1 ขนาด 121 
คู่เบส, 229 คู่เบส และ 397 คู่เบส ในช่วงเวลาที่ 24 ช่ัวโมง ได้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 4.88429, 2.49938 และ 
1.27220 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ตามล าดับ ในยุงลายบ้าน ในช่วงเวลาที่ 48 ช่ัวโมง ได้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 
0.00647, 0.00013 และ 0.00364 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ตามล าดับ และในยุงลายสวน ในช่วงเวลาที่ 72 ช่ัวโมง 
ได้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 0.00020, 0.00003 และ 0.00010 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า  
ดีเอ็นเอจากเลือดของมนุษย์ในยุงมีคุณภาพที่ดี สามารถน าไปใช้ส าหรับการวิเคราะห์ดีเอ็นเอต่อไปได้ 
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2 ชนิิด อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิที่่�ระดัับ 0.05 (F = 4.623, P Value = 0.018) โดยเรีียงลำดัับค่่าเฉลี่่�ย 
ความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ที่่�คงอยู่่�จากยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์�จากมากไปน้้อย คืือ ยุุงรำคาญ ยุุงลายสวน และ 
ยุุงลายบ้้าน ได้้ค่่าเฉลี่่�ยความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอเท่่ากัับ 2.719 ± 0.470, 1.167 ± 0.470 และ 0.821 ± 0.470 
ตามลำดัับ จากภาพที่่� 3 จะเห็็นได้้ว่่า ยุุงรำคาญมีีค่่าความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอมากที่่�สุุด และยุุงลายบ้้าน 
มีีค่่าความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอน้้อยที่่�สุุด

	 4.3	 ผลการวิิเคราะห์์คุุณภาพของดีีเอ็็นเอที่่�คงอยู่่� โดยดููจากความสามารถในการเพิ่่�มจำนวนของ 
ไพร์์เมอร์์ CADM1 ขนาด 123 คู่่�เบส, 229 คู่่�เบส และ 397 คู่่�เบส ตามลำดัับ จากตารางท่ี่� 3 พบว่่า ดีีเอ็็นเอ
จากเลืือดของมนุุษย์์ในยุุงสามารถเพิ่่�มจำนวนได้้กัับไพร์์เมอร์์ทุุกขนาด ในช่่วงเวลาที่่� 0, 24, 48 และ 72 ชั่่�วโมง 
ดููได้้จากความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากการเพิ่่�มปริิมาณ เช่่น ยุุงรำคาญ เพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอโดยใช้้ไพร์์เมอร์์ 
CADM1 ขนาด 123 คู่่�เบส, 229 คู่่�เบส และ 397 คู่่�เบส ในช่่วงเวลาที่่� 24 ชั่่�วโมง ได้้ความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอ 
4.88429, 2.49938 และ 1.27220 นาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร ตามลำดัับในยุุงลายบ้้าน ในช่่วงเวลาที่่� 48 ชั่่�วโมง 
ได้้ความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอ 0.00647, 0.00013 และ 0.00364 นาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร ตามลำดัับ และใน 
ยุงุลายสวน ในช่่วงเวลาที่่� 72 ชั่่�วโมง ได้้ความเข้้มข้้นของดีีเอ็น็เอ 0.00020, 0.00003 และ 0.00010 นาโนกรััม
ต่อ่ไมโครลิติร ตามลำดับั แสดงให้เ้ห็น็ว่า่ดีีเอ็น็เอจากเลืือดของมนุษุย์ใ์นยุงุมีีคุณุภาพที่่�ดีี สามารถนำไปใช้้สำหรับั
การวิิเคราะห์์ดีีเอ็็นเอต่่อไปได้้

 

ภาพที่่� 3	ความสัมัพันัธ์ร์ะหว่า่งค่า่เฉลี่่�ยความเข้ม้ข้น้ของดีีเอ็น็เอที่่�คงอยู่่�ในช่ว่งเวลาที่่� 0, 24, 48 และ 72 ชั่่�วโมง 
และสายพัันธุ์์�ของยุุง ที่่�ได้้จาก General Linear Model เมื่่�อ Cx คืือ ยุุงรำคาญ, Ag คืือยุุงลายบ้้าน 
และ Aa คืือยุุงลายสวน

12 

 

ภาพที่ 3 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่คงอยู่ในช่วงเวลาที่ 0, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 
และสายพันธุ์ของยุง ที่ได้จาก General Linear Model เมื่อ Cx คือ ยุงร าคาญ, Ag คือยุงลายบ้าน และ 
Aa คือยุงลายสวน 

 
อภิปรายผล  
 จากตัวแปรที่ศึกษาทั้งช่วงเวลาที่ยุงกินเลือดมนุษย์ 4 ช่วงเวลาคือ 0, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง และสายพันธ์ุ
ของยุง 3 สายพันธุ ์คือ ยุงลายบ้าน (A. aegypti), ยุงลายสวน (A. albopictusi) และยุงร าคาญ (C. quinguefasciatus) 
ซึ่งพบว่ามีผลต่อปริมาณดีเอ็นเอที่คงอยู่ในยุง อภิปรายผลได้ว่า 
 1. ปริมาณดีเอ็นเอที่ได้จากยุงทั้ง 3 สายพันธุ์  จะมีค่าความเข้มข้นลดลง เมื่อช่วงเวลามากขึ้น กล่าวคือ     
ค่าความเข้มข้นจะมีค่าจากมากไปหาน้อย ซึ่งแปรผกผันกับค่า Ct ที่มีค่าจากน้อยไปหามาก ในช่วงเวลา 0, 24, 48 
และ 72 ช่ัวโมง ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า ในช่วงเวลา 0 ช่ัวโมง จะมีค่ าความเข้มข้นสูงที่สุด แต่จะมีค่า Ct          
น้อยที่สุด และที่ช่วงเวลา 72 ช่ัวโมง จะมีค่าความเข้มข้นน้อยที่สุด แต่จะมีค่า Ct สูงที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับหลักการที่
ทาง Applied Biosystems (2008) ได้กล่าวไว้ว่าค่า Ct จะมีความสัมพันธ์กับค่าความเข้มข้น โดยตัวอย่างที่มี
ปริมาณดีเอ็นเอน้อยจะมีค่า Ct มาก แต่ตัวอย่างที่มีปริมาณดีเอ็นเอมากจะมีค่า Ct น้อย ดังนั้น เมื่อเวลาผ่านไปถึง
ช่ัวโมงที่ 72 เป็นช่วงเวลาที่มีความเข้มข้นของดีเอ็นเอน้อยลง แสดงว่าเมื่อเวลาผ่านไประยะหนึ่ง ยุงมีการย่อยสลาย  
ดีเอ็นเอ ท าให้มีปริมาณดีเอ็นเอที่ลดลงเมื่อช่วงเวลาเพิ่มขึ้น ซึ่งสอดคล้องตามที่ Hiroshige et al. (2017) ได้กล่าว   
ไว้ว่า ยุงตัวเมียจะท าการย่อยเลือดของมนุษย์ได้เป็นโปรตนี เพื่อน าช่วยในการเจริญเติบโตของไข่ และใช้เป็นพลังงาน
ส าหรับการด าเนินชีวิต และเมื่อทดสอบทางสถิติหาความแตกต่างความเข้มข้นดีเอ็นเอที่คงอยู่ของช่วงเวลาแต่ละช่วง 
พบว่าแต่ละช่วงเวลามีความแตกต่างกันของความเข้มข้นดีเอ็นเอที่คงอยู่ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05             
(F = 13.906, p value= 0.000) ซึ่งเป็นไปตามสมมติฐานการวิจัยที่กล่าวไว้ว่า ช่วงเวลาที่แตกต่างกันส่งผลให้
ปริมาณดีเอ็นเอที่ได้จากยุงทั้ง 3 สายพันธุ์ มีความแตกต่างกัน ในส่วนคุณภาพของดีเอ็นเอที่ได้จากยุง วิเคราะห์ได้
จากความสามารถในการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยไพร์เมอร์ CADM1 ขนาด 121 คู่เบส, 229 คู่เบส และ 397 คู่เบส 
ตามล าดับ พบว่า ดีเอ็นเอจากเลือดของมนุษย์ในยุงสามารถเพิ่มจ านวนได้กับไพร์เมอร์ทุกขนาด นั่นหมายความว่า    
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อภิิปรายผล 

จากตััวแปรที่่�ศึึกษาทั้้�งช่่วงเวลาที่่�ยุุงกิินเลืือดมนุุษย์์ 4 ช่่วงเวลาคืือ 0, 24, 48 และ 72 ชั่่�วโมง และ 
สายพัันธุ์์�ของยุุง 3 สายพัันธุ์์� คืือ ยุุงลายบ้้าน (A. Aegypti), ยุุงลายสวน (A. Albopictusi) และยุุงรำคาญ  
(C. Auinguefasciatus) ซึ่่�งพบว่่า มีีผลต่่อปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�คงอยู่่�ในยุุง อภิิปรายผลได้้ว่่า

1.	 ปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์� จะมีีค่่าความเข้้มข้้นลดลง เมื่่�อช่่วงเวลามากขึ้้�น กล่่าวคืือ 
ค่่าความเข้้มข้้นจะมีีค่่าจากมากไปหาน้้อย ซึ่่�งแปรผกผัันกัับค่่า Ct ที่่�มีีค่่าจากน้้อยไปหามาก ในช่่วงเวลา 0, 24, 
48 และ 72 ชั่่�วโมง ตามลำดัับ แสดงให้้เห็็นว่่า ในช่่วงเวลา 0 ชั่่�วโมง จะมีีค่่าความเข้้มข้้นสููงท่ี่�สุุด แต่่จะมีีค่่า 
Ct น้้อยที่่�สุุด และที่่�ช่่วงเวลา 72 ชั่่�วโมง จะมีีค่าความเข้้มข้้นน้้อยที่่�สุุด แต่่จะมีีค่่า Ct สููงท่ี่�สุุด ซึ่่�งสอดคล้้องกัับ
หลัักการที่่�ทาง Applied Biosystems (2008) ได้้กล่่าวไว้้ว่่าค่่า Ct จะมีีความสััมพัันธ์์กัับค่่าความเข้้มข้้น  
โดยตััวอย่่างที่่�มีีปริิมาณดีีเอ็็นเอน้้อยจะมีีค่า Ct มาก แต่่ตััวอย่่างท่ี่�มีีปริิมาณดีีเอ็็นเอมากจะมีีค่่า Ct น้้อย ดัังนั้้�น 
เมื่่�อเวลาผ่่านไปถึงึชั่่�วโมงที่่� 72 เป็็นช่่วงเวลาที่่�มีีความเข้้มข้้นของดีีเอ็น็เอน้้อยลง แสดงว่่าเมื่่�อเวลาผ่่านไประยะหนึ่่�ง 
ยุุงมีีการย่่อยสลาย ดีีเอ็็นเอ ทำให้้มีีปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�ลดลงเมื่่�อช่่วงเวลาเพิ่่�มขึ้้�น ซึ่่�งสอดคล้้องตามท่ี่� Hiroshige 
et al. (2017) ได้้กล่่าว ไว้้ว่่ายุุงตััวเมีียจะทำการย่่อยเลืือดของมนุุษย์์ได้้เป็็นโปรตีีน เพื่่�อนำช่่วยในการ 
เจริิญเติิบโตของไข่่ และใช้้เป็็นพลัังงานสำหรัับการดำเนิินชีีวิต และเม่ื่�อทดสอบทางสถิิติิหาความแตกต่่าง 
ความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอที่่�คงอยู่่�ของช่่วงเวลาแต่่ละช่่วง พบว่่า แต่่ละช่่วงเวลามีีความแตกต่่างกัันของความเข้้มข้้น
ดีีเอ็็นเอท่ี่�คงอยู่่� อย่่างมีีนัยสำคััญทางสถิิติิที่่�ระดัับ 0.05 (F = 13.906, P Value = 0.000) ซึ่่�งเป็็นไปตาม
สมมติิฐานการวิิจััย ที่่�กล่่าวไว้้ว่่า ช่่วงเวลาที่่�แตกต่่างกัันส่่งผลให้้ปริิมาณดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากยุุงทั้้�ง 3 สายพัันธุ์์�  
มีีความแตกต่่างกััน ในส่่วนคุุณภาพของดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากยุุง วิิเคราะห์์ได้้จากความสามารถในการเพิ่่�มจำนวน
ดีีเอ็็นเอด้้วยไพร์์เมอร์์ CADM1 ขนาด 123 คู่่�เบส, 229 คู่่�เบส และ 397 คู่่�เบส ตามลำดัับ พบว่่า ดีีเอ็็นเอจาก
เลืือดของมนุุษย์ใ์นยุุงสามารถเพิ่่�มจำนวนได้้กับัไพร์์เมอร์์ทุกุขนาด นั่่�นหมายความว่่า ดีีเอ็น็เอถููกย่อ่ยจนมีีขนาด
เล็็กยัังสามารถจัับกัับไพรเมอร์์ขนาดเล็็กเพีียง 123 คู่่�เบสได้้ แสดงว่่าดีีเอ็็นเอมีีคุุณภาพมากพอที่่�จะสามารถนำ
ไปตรวจรููปแบบดีีเอ็็นเอต่่อไปได้้ ซึ่่�งสอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ Hiroshige et al., (2017) ที่่�ทำการศึึกษาการ
พิิสููจน์์เอกลัักษณ์์บุุคคลด้้วยลำดัับเบสท่ี่�ซ้้ำกััน (Short Tandem Repeat, STR) จำนวน 15 ตำแหน่่ง  
จากเลืือดมนุษุย์์ในยุงุ พบว่่า เมื่่�อเวลาผ่่านไป 48 ชั่่�วโมงหลังัยุุงกััด สามารถตรวจพบรููปแบบดีีเอ็น็เอของมนุษุย์์ได้้ 
แสดงให้้เห็็นว่่าเลืือดที่่�ได้้จากยุุงมีีคุุณภาพมากพอที่่�จะสามารถนำไปตรวจรููปแบบดีีเอ็็นเอของมนุุษย์์ได้้

2.	ยุ ุงต่่างสายพัันธุ์์�ส่งผลต่่อปริิมาณดีีเอ็็นเอของมนุุษย์์ที่่�คงอยู่่�ในยุุงท่ี่�ต่่างกััน เป็็นไปตามสมมติิฐาน 
การวิิจััย กล่่าวคืือ ยุุงรำคาญสามารถพบดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ที่่�มีีความเข้้มข้้นมากกว่่า ยุุงลายสวน และยุุงลายบ้้าน 
ตามลำดัับ เนื่่�องจากค่่าความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากยุงุรำคาญมากกว่่ายุงุอีีกสองชนิิด และพบว่่า ยุงุลายสวน 
พบปริิมาณดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ได้้มากกว่่ายุุงลายบ้้าน เนื่่�องจากค่่าความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอท่ี่�ได้้จากยุุงลายสวน
มากกว่่ายุุงลายบ้้าน สอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ Ponlawat and Harrington (2015) ท่ี่�ทำการตรวจรููปแบบ
การกินิเลืือดของยุงุลายบ้้านกับัยุงุลายสวน พบว่่า ยุุงลายสวนมีีความถี่่�ในการกินิเลืือดมนุษุย์์มากกว่่ายุงุลายบ้้าน 
และสอดคล้้องกัับข้้อมููลของ Nurach (2001) ที่่�กล่่าวไว้้ว่่า ยุุงลายบ้้าน (A. Aegypti) กิินเลืือดได้้น้้อย 
กว่่ายุุงรำคาญ (C. Cuiquefasciatus) และเม่ื่�อทดสอบทางสถิิติิหาความแตกต่่างของความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอ 
ที่่�คงอยู่่�ของยุุงแต่่ละชนิิด พบว่่า ยุงุแต่่ละชนิิดมีีค่าความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอท่ี่�คงอยู่่�แตกต่่างกัันอย่่างมีีนัยสำคััญทาง
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สถิิติิที่่�ระดัับ 0.05 (F = 4.623, P Value = 0.018) การท่ี่�ยุุงแต่่ละชนิิดมีีความสามารถในการกิินเลืือดมนุุษย์์ 
และการย่อ่ยเลืือดมนุษุย์ท์ี่่�แตกต่่างกันั อาจเกิดิจากพฤติกิรรมการกิินเลืือดของยุงุแต่ล่ะชนิดิที่่�มีีความแตกต่า่ง
กัันไป ซึ่่�ง Charoensiri (2014) ได้้กล่่าวไว้้ว่่า การกินิเลืือดของยุงุแต่่ละสายพันัธุ์์�มีีลักษณะเฉพาะแตกต่่างกันัไป 

ข้้อเสนอแนะ

1.	ข้ ้อเสนอแนะในการนำผลการวิิจััยไปประยุุตก์์ใช้้
	 1.1	ข้ ้อเสนอแนะต่่อสัังคม ควรมีีการให้้ความรู้้�แก่่ประชาชนทั่่�วไปเก่ี่�ยวกัับยุุงว่่าเป็็นทางเลืือกหนึ่่�ง

ในการจัับตััวผู้้�กระทำความผิิดได้้ เนื่่�องจากสามารถวััดปริิมาณดีีเอ็็นเอจากเลืือดมนุุษย์์ท่ี่�ได้้จากยุุง ซึ่่�งชนิิดของ
ยุงุกับัระยะเวลาหลัังจากกิินเลืือดจะส่่งผลต่่อปริมิาณความข้้นข้น้ของดีีเอ็็นเอมนุุษย์ท์ี่่�ได้ ้โดยยุงุรำคาญสามารถ
พบดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ที่่�มีีความเข้้มข้้นมากกว่่า ยุุงลายสวน และยุุงลายบ้้าน ตามลำดัับ และระยะเวลาหลัังการ 
กิินเลืือดที่่�มากขึ้้�น จะส่่งผลให้้ความเข้้มข้้นของดีีเอ็็นเอมนุุษย์์ลดลง 

	 1.2	ข้ ้อเสนอแนะต่่อหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับงานด้้านนิิติิวิิทยาศาสตร์์ ควรดำเนิินการจััดกิิจกรรม
ให้้ผู้้�เชี่่�ยวชาญด้้านยุุงมาให้้ความรู้้� และแนะนำแนวทางในการเก็็บหลัักฐานทางชีีววิิทยาจากสิ่่�งมีีชีีวิิต เช่่น ยุุง
ที่่�สามารถพบได้้ตามบ้้านเรืือน และในชีีวิตประจำวัันของมนุุษย์ ์เพ่ื่�อนำไปเป็็นหลัักฐานท่ี่�อาจสามารถเช่ื่�อมโยง
บุคุคลที่่�เกี่่�ยวข้อ้งเพื่่�อเป็น็ประโยชน์ต์่อ่รูปูคดีี โดยควรเก็บ็พยานหลักัฐานประเภทยุุงทันัทีีหลังัเกิิดเหตุ ุเนื่่�องจาก
เมื่่�อเวลาผ่่านไปจะทำให้้ปริิมาณความเข้้มข้้นของเลืือดมนุุษย์์ในยุุงลดลง ทำให้้ส่่งผลต่่อประสิิทธิิภาพของการ
ตรวจรููปแบบดีีเอ็็นเอได้้

	 1.3	ข้ ้อเสนอแนะต่่อหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับงานด้้านนิิติิวิิทยาศาสตร์์ ควรมีีการตรวจดีีเอ็็นเอ
ประเภทยุุงด้้วย เนื่่�องจากดีีเอ็็นเอจากเลืือดภายในยุุง มีีคุุณภาพมากพอที่่�จะนำไปตรวจรููปแบบดีีเอ็็นเอต่่อไป 
เป็็นการเพิ่่�มขีีดความสามารถในการตรวจพิิสููจน์์เมื่่�อการตรวจพิิสููจน์์ด้้านอื่่�น ๆ มีีขีีดจำกััด

2.	ข้ ้อเสนอแนะสำหรัับการวิิจััยครั้้�งต่่อไป
	 2.1	 ควรศึึกษาการตรวจปริิมาณดีีเอ็็นเอท่ี่�ได้้จากยุุงสายพัันธุ์์�อื่่�นที่่�พบได้้ในประเทศไทย นอกจาก  

ยุุงลายบ้้าน ยุุงลายสวน และยุุงรำคาญที่่�พบได้้ตามเขตเมืือง เช่่น ยุุงก้้นปล่่อง ยุุงเสืือ ซึ่่�งเป็็นยุุงท่ี่�พบได้้ในเขต
ป่่าไม้้ แม่่น้้ำ ลำคลอง เนื่่�องจากมีีบ่่อยครั้้�งที่่�คดีีอาชญากรรมหรืือคดีีอื่่�น ๆ เกิิดขึ้้�นในป่่า เป็็นต้้น 

	 2.2	 ควรศึึกษาในสภาวะแวดล้้อมท่ี่�หลากหลาย เช่่น อุุณหภููมิิที่่�ต่่างกััน เพ่ื่�อให้้ใกล้้เคีียงกัับ
สถานการณ์์จริิง และสถานที่่�เกิิดเหตุุให้้มากขึ้้�น

	 2.3	 ควรศึึกษาการตรวจพิิสููจน์์เอกลัักษณ์์บุุคคลของดีีเอ็็นเอที่่�สกััดได้้จากยุุง เพื่่�อนำไปวิิเคราะห์์ 
หลัักฐานทางชีีววิิทยาเพื่่�อสามารถนำมาใช้้ประโยชน์์ได้้จริิงในคดีีที่�เกิิดขึ้้�นจริิง
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