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ABSTRACT 

Estimation of the postmortem interval (PMI) is a critical process in forensic science. This study aimed to 

investigate enzymatic changes in porcine abdominal skin under a closed-system simulation using fluorescence 

spectroscopy. Enzyme activities of protease, lipase, and esterase were analyzed at 10, 29, 53, 58, 76, 82, 103, 

168, 178 and 226 hours postmortem. Data were statistically evaluated using Spearman’s rank correlation and 

the Kruskal-Wallis test to compare activity levels across early, middle, and late PMI. The results demonstrated 

that protease activity became distinctly detectable after 30 hours and exhibited a moderate positive correlation 

with PMI (ρ = 0.45). Esterase activity progressively decreased over time, showing a moderate negative 

correlation with PMI (ρ = -0.42). Lipase activity remained consistently elevated up to 226 hours postmortem, 

with a weak correlation to PMI (ρ = 0.22). The Kruskal-Wallis test revealed no significant differences among 

the PMI groups (p > 0.05). These findings suggest that protease and esterase may serve as potential 

biochemical indicators for PMI estimation in forensic investigations, whereas lipase shows limited applicability 

due to its sustained activity regardless of time. 
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บทคดัย่อ 

การประเมินช่วงเวลาหลังการเสียชีวิต (PMI) เป็นกระบวนการที่สําคัญในทางนิติวิทยาศาสตร์ การศึกษาน้ีมี

วตัถุประสงค์เพื่อศกึษาการเปลี่ยนแปลงเอนไซม์ภายหลงัการเสยีชวีติบรเิวณผวิหนังสุกรในระบบปิด โดยใช้เทคนิค 

Fluorescence Spectroscopy จากการทดลองเก็บตัวอย่างเพื่อศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ Protease, Lipase และ 

Esterase บนผวิหนังสุกรทีเ่วลา 10, 29, 53, 58, 76, 82, 103, 168, 178 และ 226 ชัว่โมงภายหลงัการเสยีชวิติ และทาํ

การวเิคราะหข์อ้มลูดว้ย Spearman’s Rank Correlation และ Kruskal-Wallis Test เพื่อเปรยีบเทยีบค่ากจิกรรมในช่วง 

Early, Middle และ Late PMI ผลของการทดลองพบว่า เอนไซม์ Protease แสดงกิจกรรมอย่างชดัเจนภายหลงั 30 

ชัว่โมง โดยมคีวามสมัพนัธ์ทางบวกระดบัปานกลางกบั PMI (ρ = 0.45) Esterase มแีนวโน้มลดลงเมื่อเวลาผ่านไป 

โดยมคีวามสมัพนัธท์างลบระดบัปานกลางกบั PMI (ρ = -0.42) ส่วน Lipase มค่ีาแนวโน้มทีเ่พิม่ขึน้คงทีแ่ละสงูต่อเน่ือง

แม้จะผ่านไปแล้วหลงั 226 ชัว่โมง แต่ความสมัพนัธ์กบัเวลาอยู่ในระดบัตํ่า (ρ = 0.22) การวเิคราะห์ Kruskal-Wallis 

Test ไม่พบความแตกต่างอย่างมนัียสาํคญัระหว่างกลุ่มช่วงเวลา (p > 0.05) จากผลการศกึษาน้ีชีว้่าเอนไซม ์Protease 

และ Esterase อาจใชเ้ป็นตวัชีว้ดัในการประเมนิ PMI ไดใ้นระดบัหน่ึงในทางนิตวิทิยาศาสตร ์

คาํสาํคญั: กจิกรรมของเอนไซม์ (โปรตเีอส, ไลเปส, เอสเทอเรส) ในผวิหนัง, Tryptophan, เวลาหลงัการตาย (PMI), 

Fluorescence Spectroscopy 
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บทนํา 

การประมาณเวลาหลงัการตาย (Postmortem Interval: PMI) เป็นประเด็นสําคญัในนิตวิทิยาศาสตร์ เน่ืองจากช่วยใน

การสบืสวนและการชนัสูตรพลกิศพ วธิดีัง้เดมิ เช่น การแขง็เกรง็ของกล้ามเน้ือ การลดอุณหภูมร่ิางกาย และการสลาย

ของเน้ือเยื่อ มกัมขีอ้จาํกดัจากปัจจยัสิง่แวดล้อมและความแตกต่างระหว่างบุคคล (Buras, 2006; Cockle & Bell, 2015

เมื่อเขา้สูก่ระบวนการย่อยสลายตวัเอนไซมจ์ะแบ่งเป็น 2 กระบวนการหลกัๆ ไดแ้ก่ Autolysis (การย่อยสลายตวัเองของ

เซลล์) เกดิจากเอนไซม์ทีอ่ยู่ภายในเซลล์ (Lysozymes) ถูกปล่อยออกมาเมื่อเซลล์ขาดออกซิเจน ทําใหเ้กดิการสลาย

ของโครงสรา้งเซลลแ์ละเยือ่หุม้เซลลโ์ดยมเีอนไซมห์ลกัทีเ่กีย่วขอ้ง เช่น Protease, Lipase และ Esterase หลงัจากเกดิ 

Autolysis แล้วจะเกิด Putrefaction (การเน่าเป่ือยโดยจุลินทรีย์) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่แบคทีเรียเป็นตัวปล่อยออกมา 

(Cockle & Bell, 2015) งานวจิยัของ Wang และคณะ ในปี 2017 ไดศ้กึษาการเปลี่ยนแปลงทางเคมขีองกระดูกมนุษย์

หลงัการตาย พูดถงึกระบวนการยอ่ยสลายโปรตนีและไขมนั โดยมเีอนไซม ์Lipase และ Esteras มาเกี่ยวขอ้งงานวจิยั

วเิคราะห์ขอ้มูลทางเคม ี(Wang et al., 2017) การใช ้Fluorescence Spectroscopy ในการศกึษาการเปลี่ยนแปลงของ

เอนไซม์ผวิหนัง เป็นวธิใีหม่ทีไ่ม่ทําลายตวัอย่างและสามารถตรวจวเิคราะห์องค์ประกอบทางชวีเคมทีีเ่ปลี่ยนแปลงไป

หลังการตายได้ เพราะมีความไวสูงและเหมาะสําหรบัการตรวจเอนไซม์โดยเฉพาะ (Gruszczynska et al., 2024) 

Schmidt et al. (2024) ศกึษาตวัอย่างเน้ือเยื่อจากสตัว์ทดลอง วดักจิกรรมของเอนไซม์โปรตเีอสหลงัการเสยีชวีติ ใช้ 

Fluorescence spectroscopy พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอสมีความสมัพนัธ์กับเวลาหลงัการเสียชีวิต (PMI) 

(Schmidt et al., 2024) และแนะนําการใชเ้ครื่องมอืทางสเปกโตรสโกปีในงานดา้นน้ี นอกจากน้ี ยงัมกีารใชต้วัแทนเชงิ

ชีวภาพ เช่น ผิวหนังหมู ซึ่งมีลักษณะใกล้เคียงกับผิวหนังมนุษย์ในการศึกษาทดลองเพื่อจําลองสถานการณ์จริง 

(Mclntyre et al., 2016) อย่างไรก็ตาม แม้จะมหีลกัฐานสนับสนุนจากการศกึษาหลายชิ้น แต่การประยุกต์ใช้เอนไซม์

และเทคนิค Fluorescence Spectroscopy ในการประเมนิ PMI ยงัมขีอ้จาํกดับางประการ โดยเฉพาะการขาดขอ้มลูการ

ทดสอบในสภาวะทีใ่กลเ้คยีงกบัการเกดิจรงิมากทีสุ่ด (closed-system simulation)  

งานวจิยัน้ีจงึมวีตัถุประสงค์ เพื่อศกึษาการเปลี่ยนแปลงของกิจกรรมเอนไซม์ผวิหนังในช่วงเวลาหลงัการตาย (PMI) 

ภายใต้ระบบปิด โดยใชผ้วิหนังหมแูละเทคนิค Fluorescence Spectroscopy เพื่อประเมนิศกัยภาพของเอนไซมใ์นการ

เป็นตวับ่งชี้เวลาเสยีชวีติ เป็นเทคนิคที่ง่าย สะดวก สามารถทําไดอ้ย่างรวดเรว็และใชว้างรากฐานสําหรบัการพฒันา

เครื่องมอืช่วยประเมนิ PMI อย่างแม่นยาํในอนาคตและเป็นขอ้มลูสนับสนุนการพฒันาแนวทางใหม่ในการตรวจสอบทาง

นิตวิทิยาศาสตรต์่อไป 

 

การทบทวนวรรณกรรม 

หลงัการเสยีชวีติร่างกายเขา้สู่การเปลี่ยนแปลงหลายขัน้ตอน ได้แก่ autolysis ซึ่งเกิดจากเอนไซม์ภายในเซลล์ทําให้

เน้ือเยื่อแตกสลายอย่างรวดเร็ว และ putrefaction ซึ่งเกิดจากจุลชพี เช่น Clostridium spp. และ Bacteroides spp. ที่

ย่อยโปรตนีและปลดปล่อยก๊าซ เกดิการบวมและกลิน่เหมน็ โดยอตัราการเน่าเป่ือยขึน้กบัสภาพแวดลอ้ม เช่น อุณหภูมิ

และความชืน้ (Dettmeyer, 2018; Tumer et al., 2013) ) เอนไซมห์ลายชนิดมคีวามสมัพนัธโ์ดยตรงกบัการเปลีย่นแปลง

หลงัการตาย ได้แก่ protease ที่ย่อยสลายโปรตนี, lipase ที่สลายไขมนั และ esterase ที่สลายพนัธะเอสเทอร์ ระดบั

กจิกรรมเหล่าน้ีมกีารเปลีย่นแปลงตามเวลา โดยเพิม่ขึน้ในระยะแรกและลดลงในช่วงปลาย ทาํใหส้ามารถใชเ้ป็นตวับ่งชี้

ทางชวีเคมขีอง PMI ได้ (Paczkowski & Schütz, 2011; Kaur et al., 2021) เอนไซม์ Esterase รัว่ไหลออกจากเซลล์

และยงัคงทํางานในระยะหน่ึงหลงัความตาย ขณะที่ Protease มส่ีวนในการย่อยสลายโปรตีนและปล่อยสารประกอบ

อย่าง indole และ skatole ซึ่งใชเ้ป็นตวับ่งชี้ PMI ได ้ส่วน Lipase ทํางานต่อหลงัความตาย โดยเฉพาะในสิง่แวดล้อมทีช่ื้น 

อาจก่อให้เกิด adipocere หรือการเปลี่ยนไขมันเป็นสบู่ (Salhi et al., 2020; Long & Cravatt, 2011; Khalil et al., 

2024) Tryptophan เป็นกรดอะมโินทีเ่รอืงแสงไดแ้ละโครงสรา้งของมนัอ่อนไหวต่อการเปลีย่นแปลงของโปรตนี 
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บทบาทของเอนไซมแ์บคทเีรยีหลงัการตาย ร่างกายเสยีชวีติ เอนไซมจ์ากร่างกายมนุษย ์(เช่น protease, esterase) จะ

ค่อยๆ สญูเสยี Activity ตามเวลา PMI เช่น Protease และ Esterase จะสญูเสยีกจิกรรมภายใน 96 ชม. (Pittner et al., 

2020) จากนัน้แบคทีเรียในลําไส้และผิวหนัง เช่น Clostridium spp. และ Pseudomonas spp. เคลื่อนเข้าสู่อวัยวะ 

(bacterial translocation) และเริม่ผลติเอนไซมข์องตนเอง (protease, lipase, glycosidase, nuclease) เร่งการเน่าเป่ือย

และอาจทําให้ระดับเอนไซม์เพิ่มขึ้นอีกครัง้ อธิบายได้ด้วยแนวคิด “การเคลื่อนย้ายของแบคทีเรียหลังความตาย 

(bacterial translocation)” สภาพแวดล้อมที่ไม่มีออกซิเจน ที่เกิดจากแบคทีเรียบางชนิด อาจจะพบในช่วง 48-240 

ชัว่โมง และอาจตรวจพบมากขึ้นเรื่อยๆ เน่ืองจากเป็นแบคทเีรยีที่ย่อยสลายเน้ือเยื่อ (Abdoun et al., 2023) แนวคดิ 

Thanatomicrobiome อธบิายว่า จุลนิทรยี์เหล่าน้ีเขา้มาแทนทีเ่อนไซม์ host และมบีทบาทสําคญัต่อการประมาณ PMI 

(Javan et al., 2016). 

ผวิหนังสุกรมกัถูกใชเ้ป็นแบบจําลองในการวจิยันิตวิทิยาศาสตร์ เน่ืองจากมคีวามใกล้เคยีงกบัมนุษย์ทัง้ทางกายวภิาค

และสรรีวทิยา ได้แก่ โครงสร้างชัน้ผวิหนัง (epidermis, dermis, hypodermis) และองค์ประกอบคอลลาเจน/อีลาสตนิ

ใกล้เคยีงมนุษย์ (Hong et al., 2023) คุณสมบตัิเชงิกล (elastic modulus, viscoelasticity) คล้ายมนุษย์ (Shergold et 

al., 2006) ในการศกึษาเกีย่วกบักจิกรรมเอนไซมด์ว้ยเทคนิค Fluorescence Spectroscopy ใชร้งัส ีUV กระตุน้โมเลกุล

ใหป้ล่อยแสงเรอืง (fluorescence) และสามารถใชว้เิคราะหก์จิกรรมของเอนไซมไ์ดอ้ย่างจาํเพาะ โดยไม่ทาํลายตวัอย่าง 

(Valeur, 2001) Substrates ที่ใช้บ่อย 4-MU butyrate ตรวจ lipase/esterase (Gilham & Lehner, 2005). FDA ตรวจ

การมีชีวิตของเซลล์ผ่าน esterase activity (Dive et al., 1988) Tryptophan fluorescence ใช้เป็นตัวบ่งชี้โครงสร้าง

โปรตนีและการย่อยสลายหลงัตาย (Ghisaidoobe & Chung, 2014) การประยุกต์ในนิตวิทิยาศาสตร์ ใช ้fluorescence 

intensity ของเอนไซมแ์ละโปรตนีในการประมาณ PMI ไดแ้ม่นยาํและไม่ทาํลายตวัอย่าง (Gruszczyńska et al., 2024). 

สมมติฐานการวิจยั 

1) กจิกรรมของเอนไซม์ Protease, Lipase และ Esterase บนผวิหนังหมูมกีารเปลี่ยนแปลงแตกต่างกนัตามช่วงเวลา

หลงัการตาย (PMI) 

2) ค่าการเรอืงแสงจาก Substrate (FDA, 4-MU butyrate, Tryptophan) มคีวามสมัพนัธ์กบัระดบักจิกรรมของเอนไซม์

ในแต่ละช่วงเวลา 

3) การเปลีย่นแปลงของกจิกรรมเอนไซม์สามารถใชเ้ป็นตวับ่งชีเ้บือ้งตน้สาํหรบัการประมาณเวลาหลงัการตาย (PMI) ได ้

กรอบแนวคิดการวิจยั 

 ตวัแปรอิสระ (X) 

ผวิหนังหมสู่วนทอ้งทีใ่ชร้ะบบปิด 

 

     

     

 ตวัแปรควบคมุ   ตวัแปรแทรกซ้อน 

 1) วนัเวลาทีเ่กบ็ตวัอย่างไปวเิคราะห ์

2) ชนิดตวัอย่าง 

3) อุปกรณ์ทีเ่กบ็ตวัอย่าง 

4) ตวัทาํละลายและชนิด Substrate 

  1) อุณหภูม ิ

2) ความชืน้ 

     

 ตวัแปรตาม (Y) 

กจิกรรมของเอนไซมใ์นแต่ละช่วงเวลา 

  

   

ภาพท่ี 1 กรอบแนวคดิ 
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วิธีดาํเนินการวิจยั 

วสัดแุละสารเคมี 

อุปกรณ์ประกอบด้วย เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge), กระดาษทิชชู่ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ, สําลีก้านที่ผ่านการฆ่าเชื้อ, 

หลอดทดลอง Sterile Falcon Tubes หรือหลอด Eppendorf ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ, ถุงมือยาง และ แอลกอฮอล์ 70% 

สาํหรบัการฆา่เชือ้ สารเคมจีะประกอบดว้ย Fluorescein diacetate (FDA) ซึง่ใชเ้ป็นสารตัง้ตน้เพื่อประเมนิกจิกรรมของ 

Esterase, และ 4-methylumbelliferyl butyrate (4-MU butyrate) สําหรบัตรวจสอบกจิกรรมของ Lipase นอกจากน้ียงั

ใช้ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ (DMSO) เป็นตัวทําละลาย และ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ (PBS) ที่ pH 7.2-7.4 เพื่อรกัษา

สภาพการทาํงานของเอนไซมใ์นระหว่างการเตรยีมตวัอย่าง 

การเกบ็ตวัอย่างและการออกแบบการทดลอง 

การทดลองน้ีใชผ้วิหนังตดิเน้ือหมสู่วนทอ้ง เป็นแบบจําลองเน้ือเยื่อชวีภาพ และใชก้ระเป๋าเดนิทางขนาดเลก็ เพื่อสรา้ง

สภาพแวดลอ้มแบบระบบปิด (closed-system) ซึง่จาํลองสถานการณ์ทางนิตวิทิยาศาสตรท์ีย่บัยัง้การล่าอาณานิคมของ

แมลง การออกแบบการทดลองดดัแปลงจาก de Vos et al. (2023) โดยนําผวิหนังหมูทีต่ดิเน้ือใส่ไวใ้นกระเป๋าเดนิทาง

และเก็บรกัษาที่อุณหภูมหิ้อง การเก็บตัวอย่างดําเนินการในเวลา 10, 29, 53, 58, 76, 82, 103, 168, 178 และ 226 

ชัว่โมงหลงัการตายสําหรบัแต่ละช่วงเวลา ใช้สําลกี้านที่ผ่านการฆ่าเชื้อชุบด้วย PBS หมาดๆ ปาดและหมุนก้านสําลี

บรเิวณผวิหนังหมขูนาด 5 × 5 ซม. เป็นเวลา 60 วนิาท ีจากนัน้นําสาํลกีา้นไปใส่ในหลอดบรรจุ PBS เพื่อสกดัเอนไซม์

แต่ละช่วงเวลาดาํเนินการซ้ําสามครัง้ต่อจุดตวัอย่าง เพื่อใหม้ัน่ใจถงึความสามารถในการทาํซ้ําของผลการทดลอง 

การเตรียมสารตัง้ต้น 

การเตรยีมสารตัง้ตน้ดดัแปลงมาจาก (Lanka & Latha, 2015; Kasana et al.,2011; Albani, 2007) สาํหรบัการตรวจหา

กจิกรรม Esterase สารละลาย FDA 80.08 mg ถูกละลายใน DMSO 2 mL เพื่อใหไ้ดส้ารละลายสตอ็ก 50 mM จากนัน้

เจอืจางใน PBS จนไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยทีใ่ชง้านได ้100-50 µM สําหรบัการตรวจหากจิกรรม Lipase สารละลาย 4-

MU butyrate 4 mg ถูกละลายใน DMSO 2 mL เพื่อเตรยีมสารละลายสตอ็ก 5 mM และเจอืจางดว้ย PBS 1 mL เพื่อให้

ได้ความเขม้ขน้สุดท้ายทีใ่ชง้านได้ระหว่าง 50-0.5 µM ตวัอย่างสารตัง้ต้นควบคุม (Substrate Control) ประกอบดว้ย 

PBS ทีผ่สมกบัสารตัง้ต้นทีเ่กี่ยวขอ้ง ในขณะทีต่วัอย่างสารควบคุมลบ (Negative Control) ประกอบดว้ย PBS ทีผ่สม

กบัสารสกดัจากเอนไซมโ์ดยไม่มสีารตัง้ตน้ 

การสกดัและการประมวลผลเอนไซม ์

หลงัจากเก็บตวัอย่างแล้วการสกัดเอนไซม์ดําเนินการตามโปรโตคอลที่ปรบัปรุงจาก (Gruszczyńska et al., 2024; 

Bätz et al., 2013) โดยไม้พนัสําลีแต่ละอนัจะหมุนวนในหลอดที่ม ีPBS ปรมิาตร 500 µL จากนัน้บีบให้เหลือเพยีง

ของเหลวและทําการ วอร์เทก็ซ์เบาๆ เพื่อปล่อยเอนไซม์ลงในสารละลาย ต่อมานําหลอดตวัอย่างไปปัน่เหวีย่งทีอ่ตัรา 

10,000 × g เป็นเวลา 10 นาท ีและเกบ็ส่วนของเหลวใสไวเ้ป็นสารสกดัเอนไซม์ จากนัน้ตวัอย่างปรมิาตร 50-100 µL 

จะถูกใส่ลงในหลอดสะอาดและ เจอืจางดว้ย PBS ปรมิาตร 200-500 µL บ่มดว้ย substrate ทีเ่หมาะสม (FDA หรอื 4-

MU butyrate) ปรมิาตร 200-400 µL เป็นเวลา 30-60 นาท ีสารละลายถูกผสมเบาๆ ดว้ยการปิเปตและห่อดว้ยกระดาษ

ฟอยลเ์พื่อป้องกนัแสง จากนัน้นําไปวเิคราะหก์ารเรอืงแสงทนัท ี

การวดักิจกรรมของเอนไซม ์

ใ ช้  Fluorescence Spectroscopy (Fluorescence Spectrometer: Perkin Elmer Luminescence Spectrometer รุ่ น  

LS-55) ตามแนวทางของ Estracanholli (2009) และ Lanka and Latha (2015) ก่อนการวเิคราะห์ตวัอย่าง มกีารวดั 

blank และ negative control เพื่อประเมนิค่าการเรอืงแสงพืน้หลงั สาํหรบัการตัง้ค่าการเรอืงแสงแต่ละซบัสเตรตไดป้รบั

ใหเ้หมาะสมดงัน้ี 

Fluorescein Diacetate (FDA): การกระตุ้น (Excitation) 490 นาโนเมตร; การเปล่งแสง (Emission) 500-600 นาโนเมตร,  

4-MU butyrate: การกระตุ้น 360 นาโนเมตร; การเปล่งแสง 400-480 นาโนเมตร, Tryptophan / Negative control:  
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การกระตุ้น 280 นาโนเมตร; การเปล่งแสง 300-400 นาโนเมตร ความเขม้ของการเรอืงแสง (Fluorescence intensity) 

ถูกบนัทกึในแต่ละช่วงเวลาและเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม เพื่อตดิตามรูปแบบกจิกรรมของเอนไซมใ์นแต่ละช่วงเวลา

หลงัการตาย 

การวิเคราะห์ทางสถิติ 

การวเิคราะหข์อ้มลูทัง้หมดดาํเนินการโดยใช ้Python ในการประมวลผล เพื่อประเมนิความสมัพนัธร์ะหว่างกจิกรรมของ

เอนไซม์กับช่วงเวลาหลังการตาย (Postmortem Interval: PMI) ใช้ Spearman’s rank correlation ซึ่งเหมาะสมกับ

ขอ้มลูทีไ่ม่ไดม้กีารกระจายแบบพารามเิตอร ์เพื่อประเมนิทศิทางของความสมัพนัธร์ะหว่างตวัแปร นอกจากน้ี เน่ืองจาก

ชุดขอ้มลูมกีารกระจายไม่เป็นแบบปกต ิจงึใช ้Kruskal-Wallis test ในการตรวจสอบว่ามคีวามแตกต่างอย่างมนัียสําคญั

ทางสถติขิองระดบักจิกรรมเอนไซมใ์นแต่ละช่วงเวลาหลงัการตายหรอืไม ่

 

ผลการวิจยั 

การศกึษากจิกรรมของเอนไซมบ์นผวิหนังหมสู่วนทอ้งในช่วงเวลาหลงัการตาย ใชเ้ทคนิค Fluorescence Spectroscopy 

เป็นเครื่องมอืหลกัในการตรวจวดั โดยใชต้วับ่งชีเ้ฉพาะสําหรบัเอนไซมแ์ต่ละชนิด ไดแ้ก่ Tryptophan fluorescence ใช้

เป็นตัวชี้ว ัดทางอ้อมของ Protease ผ่านการวัดระดับโปรตีนรวมที่มีกรดอะมิโน ซึ่งสะท้อนการปล่อยโปรตีนจาก

กระบวนการย่อยสลายเน้ือเยื่อหลงัการตาย 4-MU butyrate ใชเ้ป็น substrate สําหรบัตรวจวดักจิกรรมของ Lipase ที่

เกี่ยวขอ้งกบัการย่อยสลายไขมนั และ FDA ใชเ้ป็นตวัชี้วดักจิกรรมของ Esterase ซึ่งทําหน้าทีย่่อยพนัธะเอสเทอร์ใน

ไขมนัเมื่อเซลลต์าย 

เอนไซม์เหล่าน้ีทํางานร่วมกนัในการย่อยสลายเยื่อหุ้มเซลล์และเน้ือเยื่อ ส่งผลให้เกิดการแตกตวัของไขมนัเป็นกรด

ไขมนัและสารประกอบทีม่กีลิน่เฉพาะ ซึง่เป็นลกัษณะสาํคญัของกระบวนการ เน่าเป่ือย (putrefaction) การใช ้substrate 

และตวับ่งชี้เฉพาะเหล่าน้ีช่วยใหส้ามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม์ในแต่ละช่วงเวลาหลงัการตายได้

อย่างแม่นยาํและเหมาะสมสาํหรบัการศกึษาทางนิตวิทิยาศาสตร ์

ผลการวิเคราะห์ในรปูแบบของกราฟเพื่อดแูนวโน้ม 

ค่าความเขม้ของเอนไซม์ Lipase ที่วดัโดย Fluorescence Spectroscopy มีค่าสูงจนเกือบถึงขดีจํากัดของเครื่องมอื 

(AU 999.99) อย่างไรกต็าม ขอ้มลูดงักล่าวยงัสามารถนํามาวเิคราะหใ์นเชงิแนวโน้มการเปลีย่นแปลงได ้พบว่า กจิกรรม

ของ Lipase เพิม่ขึ้นอย่างชดัเจนจนถึงช่วงประมาณ 48-72 ชัว่โมงหลงัการตาย ก่อนลดลงเล็กน้อยที่ราว 76 ชัว่โมง 

และคงทีต่่อเน่ืองในช่วงเวลาทีเ่หลอืหลงัจากนัน้ 

 
ภาพท่ี 2 การเปลีย่นแปลงของเอนไซมต์่อชว่งเวลาหลงัการตาย 
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จากภาพที่ 2 พบว่า ค่า Lipase มีระดับสูงตัง้แต่ช่วง 58 ชัว่โมงหลังการตาย และยังคงระดับสูงต่อเน่ืองไปจนถึง

ประมาณ 240 ชัว่โมง สะท้อนถึงความเสถียรภาพสูงของเอนไซม์ดงักล่าว หรืออาจเกิดจากการผลิตต่อเน่ืองของ

เอนไซมจ์ากจุลชพีหลงัการตาย แสดงใหเ้หน็วา่ Lipase อาจไม่ไดม้าจากร่างกายโดยตรง (host enzyme) แต่มส่ีวนร่วม

จากเอนไซมแ์บคทเีรยีร่วมดว้ย ส่วน ค่า Esterase พุ่งสงูขึน้ในช่วงประมาณ 58 ชัว่โมงหลงัการตาย ก่อนจะลดลงอย่าง

ต่อเน่ืองหลงั 72 ชัว่โมง แสดงถึงการย่อยสลายแบบเฉียบพลนัและเริม่เสื่อมสภาพ ทําให้ Esterase อาจเป็นตวับ่งชี้ 

PMI ในระยะเริม่ตน้ ในขณะที ่ค่า Protease เริม่ปรากฏชดัหลงัประมาณ 30 ชัว่โมง มพีคีหลายจุด สลบัสูง-ตํ่า โดยพคี

เด่นอยู่ในช่วง 60-80 ชัว่โมง และ 160-170 ชัว่โมงหลงัการตาย ซึ่งอาจสะทอ้นทัง้การสลายจากเอนไซมข์อง host และ

การเปลีย่นแปลงทีเ่กดิจากการกระตุน้ของจุลชพีร่วม 

วิเคราะห์แบบ Spearman’s Rank correlation 

 
ภาพท่ี 3 Heatmap แสดง Spearman's rank correlation ระหว่าง PMI และสญัญาณฟลูออเรสเซนส์จากตวัแทนของ

เอนไซม์ Tryptophan ใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางอ้อมของการมีอยู่ของโปรตีนที่อาจรวมถึง Protease แต่ไม่ได้วดั activity 

โดยตรง ในขณะที่ 4-MU butyrate และ FDA ใช้ประเมินกิจกรรมของ Lipase และ Esterase โดยตรงผ่านการย่อย 

substrate จาํเพาะ 

 

ผลการวเิคราะห์ Spearman’s rank correlation Protease มคีวามสมัพนัธ์ทางบวกปานกลางกบั PMI (ρ = 0.45) ซึ่ง

หาก PMI เพิม่ขึ้น Protease เพิม่ ขณะที่ Esterase มคีวามสมัพนัธ์ทางลบปานกลาง (ρ = -0.42) ซึ่งหมายถึง หาก 

PMI เพิม่ขึ้น Esterase จะลดลง แสดงถึงแนวโน้มที่อาจใช้เอนไซม์ทัง้สองชนิดน้ีในการประมาณเวลาเสยีชวีติได้ใน

ระดบัหน่ึง ในทางกลบักนั เอนไซม์ Lipase มคีวามสมัพนัธ์ในระดบัตํ่า (ρ = 0.22) จงึอาจไม่เหมาะสําหรบัใชป้ระเมนิ

เวลาเสยีชวีติ 

วิเคราะห์ Kruskal-Wallis Test 

แบ่งช่วงเวลาหลงัการตาย เป็น 3 ช่วงด้วยกนั ได้แก่ Early stage (ช่วงเริม่ต้นที่ 0-75 ชัว่โมงหลงัตาย) ช่วง Middle 

(ช่วงกลางที ่76-120 ชัว่โมงหลงัตาย) และช่วง Late state stage (ช่วงทา้ยที ่121-226 ชัว่โมงหลงัการตาย) 
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ภาพท่ี 4 การวเิคราะห ์Kruskal-Wallis Test เพื่อเปรยีบเทยีบกจิกรรมเอนไซมร์ะหว่างช่วงเวลาหลงัการตายแต่ละช่วง 

 

จากผลการศกึษาพบว่า ในช่วง Early stage กจิกรรมของ Protease มค่ีาตํ่าและกระจายกวา้ง Lipase เริม่มคี่า Activity 

เพิม่สงูขึน้ ขณะที ่Esterase มค่ีาปานกลางและกระจายกวา้งกว่า Lipase ในช่วง Middle stage กจิกรรมของ Protease 

เพิม่ขึ้นจากช่วง Early, Lipase ยงัคงสูงแต่ลดลงเล็กน้อย และ Esterase ลดลงอย่างชดัเจน ส่วนในช่วง Late stage 

กจิกรรมของ Protease ยงัคงเพิม่ขึน้ต่อเน่ืองตามเวลา, Lipase คงทีห่รอืลดเลก็น้อย และ Esterase ลดลงอย่างชดัเจน

มาก อย่างไรกต็าม การวเิคราะหด์ว้ย Kruskal-Wallis Test ไม่พบความแตกต่างอย่างมนัียสําคญัทางสถติริะหว่างกลุ่ม

เวลา (p > 0.05) โดยค่าเฉพาะของเอนไซม์แต่ละชนิดมดีงัน้ี: Protease ได้ค่า H = 1.8000, p = 0.4066 (ไม่สําคญั), 

Lipase ไดค้่า H = 0.1636, p = 0.9214 (ไม่สาํคญั), และ Esterase ไดค้่า H = 2.3000, p = 0.3166 (ไม่สาํคญั) 

 

สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 

การศกึษาในครัง้น้ีมุ่งเน้นการวเิคราะห์ การเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์บนผวิหนังหลงัตาย ในช่วงเวลาต่างๆ โดยใช้ 

เทคนิค Fluorescence Spectroscopy เพื่อประเมินกิจกรรมเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายเน้ือเยื่อและ

เปรยีบเทยีบความสมัพนัธก์บั Postmortem Interval (PMI) ในสภาวะแบบปิด แม ้Tryptophan fluorescence จะใชแ้ทน 

Protease เป็นตวัชี้วดัทางอ้อมของโปรตีน การเปลี่ยนแปลงของค่า Tryptophan จงึไม่ได้สะท้อนกิจกรรม Protease 

โดยตรง เช่นเดยีวกบั Lipase และ Esterase ทีใ่ช ้substrate จาํเพาะ แต่ทัง้สามเอนไซมแ์สดงรปูแบบการเปลีย่นแปลง

ต่างกนัตามช่วงเวลา ผลการศกึษาพบว่า Esterase สามารถระบุช่วง PMI 0-72 ชัว่โมงได ้ขณะที ่Lipase มค่ีาคงทีสู่ง

ต่อเน่ือง อาจสะท้อนความคงตัวของเอนไซม์หรือการผลิตจากจุลชีพร่วมหลังการตาย และ Protease มีค่าค่อยๆ 

เพิม่ขึน้ สอดคลอ้งกบักระบวนการ autolysis และกจิกรรมของจุลชพีร่วม งานวจิยัชีใ้หเ้หน็ศกัยภาพของการใชเ้อนไซม์

เป็นตวับ่งชีช้วีภาพสาํหรบัการประมาณค่า PMI 

การตรวจพบสญัญาณ Fluorescence อย่างต่อเน่ือง อาจบ่งชี้ว่าเอนไซม์เหล่าน้ีไม่ไดม้ทีีม่าจาก host เพยีงอย่างเดยีว 

แต่อาจเกดิจากแบคทเีรยี (Saprophytic) ทีเ่ขา้มาแทนทีแ่ละปล่อยเอนไซมเ์พื่อย่อยสลายซาก เป็นระยะ Active decay 

ของการย่อยสลายซาก (Abdoun et al., 2023) หากหลงั 96 ชัว่โมงเริม่มกีารผลติเอนไซม์เพิม่ขึน้อาจจะเป็นไปไดว้่า 

แบคทเีรยีในกลุ่ม Firmicutes (Clotridium) มกัพบมากที ่48 ชัว่โมง ขึน้ไปและจะเด่นชดัตัง้แต่ 96 ชัว่โมงเป็นตน้ มส่ีวน

ช่วยสรา้งแก๊สกลิน่เหมน็ย่อยโปรตนีและไขมนั (Jangid et al., 2023). และการศกึษาของ Oktaviana et al. (2025) ได้

ศกึษาผวิหนังหมูและดนิพบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 3-48 วนั แบคทเีรยีไม่ต้องการออกซเิจนมมีากขึน้ซึ่งเหล่าน้ีบางชนิด

สามารถผลติ Lipase ได้ การที่ Lipase เพิม่ขึ้นอย่างเสถียรและคงที่ก็มคีวามเป็นไปได้ที่เกิดจากเอนไซม์ที่ผลติจาก

แบคทเีรยี เช่นการศกึษาของ Fatimah et al. (2019) ทําการตดิตามกจิกรรม Lipase และ Protease ทีผ่ลติออกมาจาก 

แบคทเีรยี serratia ซึ่งเป็นแบคทเีรยีทีพ่บไดบ้นผวิหนัง รายงานว่ากจิกรรม Lipase สูงสุดที ่16 ชัว่โมง และ Protease 
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ถูกพบเพิม่หลงั 48 ชัว่โมง และมรีายงานบอกว่าแบคทเีรยี Pseudomonnas และ Bacillus ผลติเอนไซม์ Lipase เมื่อ

เวลาผ่านไป แบคทเีรยีทัง้สองตวัเป็นแบคทเีรยีทีพ่บได้บนผวิหนัง เมื่อเกิดการตายผวิหนังเปียกชื้นมกัจะเจรญิอย่าง

รวดเรว็และสามารถพบไดใ้นดนิและฝุ่ น Pseudomonas เริม่ขึน้ในช่วง 48-96 ชัว่โมง (Gupta et al., 2004) 

อย่างไรกต็าม การวเิคราะห์ทางสถติยิงัไม่พบความแตกต่างอย่างมนัียสําคญัระหว่างช่วงเวลา (p > 0.05) ทําใหย้งัไม่

สามารถยนืยนัความชดัเจนของการใชเ้อนไซมเ์หล่าน้ีได ้ 

ข้อเสนอแนะท่ีได้รบัจากการวิจยั 

ผู้วจิยัเห็นว่า การขยายขอบเขตของการศกึษา เช่น การเพิม่ชนิดของเอนไซม์หรือ substrate ที่ใช้ การเพิม่จํานวน

ตวัอย่าง การทดลองในสภาพแวดล้อมทีใ่กล้เคยีงกบัธรรมชาตมิากขึน้ หรอืการพจิารณาร่วมกบัตวัแปรดา้นจุลชพีและ

สิ่งแวดล้อมอื่นๆ จะช่วยเพิ่มความแม่นยําและความเชื่อมัน่ของผลลพัธ์ และอาจนําไปสู่การประยุกต์ใช้ในงานนิติ

วทิยาศาสตรไ์ดใ้นอนาคต 

ข้อเสนอแนะในการวิจยัครัง้ต่อไป 

1) ควรศกึษาแหล่งกําเนิดของเอนไซม์เพิม่เตมิ เน่ืองจากอาจมเีอนไซม์บางส่วนทีไ่ม่ไดม้าจาก host แต่เป็นเอนไซมท์ี่

ผลติจากแบคทเีรยีหลงัการตาย โดยเฉพาะเมื่อพบว่าค่าของเอนไซมย์งัสูงแมเ้วลาผ่านไปมากกว่า 96 ชัว่โมง จงึควรมี

การควบคุมหรอืแยกแหล่งกําเนิด (เช่น การใชย้าปฏชิวีนะ หรอืศกึษาการเปลีย่นแปลง microbiome ร่วมดว้ย) 

2) ควบคุมความเขม้ขน้ของสารตัง้ต้น (Substrate) ใหส้มํ่าเสมอในทุกช่วงเวลา เพื่อป้องกนัการเกดิค่า Fluorescence 

เกนิขดีจํากดั (AU > 999.99) อนัอาจทําใหก้ารวเิคราะห์เชงิปรมิาณในสถติเิกิดขอ้ผดิพลาดได ้โดยแนะนําใหใ้ชค้วาม

เขม้ขน้ทีท่ดลองแลว้เหมาะสม เช่น FDA ที ่10-5 µM และ 4-MU butyrate ที ่0.5 µM 

3) เพิม่จาํนวนช่วงเวลาในการเกบ็ตวัอย่าง เพื่อใหไ้ดแ้นวโน้มการเปลีย่นแปลงของเอนไซมห์ลงัการตายอย่างต่อเน่ือง  

4) ควรเลอืกใชภ้าชนะและสภาพแวดลอ้มในการเกบ็ตวัอย่างทีส่มํ่าเสมอ เช่น เลอืกใชก้ระเป๋าเดนิทางแบบปิดหรอืกล่อง

พลาสตกิชนิดเดยีวกนั เน่ืองจากจากการทดลองพบว่าสภาพแวดล้อมในการเกบ็ส่งผลต่อระดบัเอนไซม์ เช่น ความชืน้

และการระบายอากาศที่ต่างกนัอาจกระทบต่อการเจรญิของแบคทเีรยีและการเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์ หรอืศกึษา

ปัจจยัจากสภาพแวดลอ้มในการเกบ็ตวัอย่างเพิม่เตมิ 
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