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เอกสารและงานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

 
 

ส่ิงมีชีวิตทุกชนิด เช่น คน (Haman), สัตว ์(Animal), พืช (Plant), เช้ือรา (Fungi), แบคทีเรีย 
(bacteria), ไวรัส (virus) เป็นตน้ จะมีชีวโมเลกุลพื้นฐาน คือ สารพนัธุกรรมหรือดีเอ็นเอ ซ่ึงเป็น
รหัสชีวิตท่ีบรรจุข้อมูลทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตชนิดนั้นไว ้มีลักษณะท่ีผสมผสานมาจาก
ส่ิงมีชีวติรุ่นก่อน ซ่ึงก็คือ พอ่และแม่ (Parent) และสามารถถ่ายทอดไปยงัส่ิงมีชีวิตรุ่นถดัไป ซ่ึงก็คือ 
ลูกหลาน (Offspring) 

ดีเอน็เอเป็นสารประกอบประเภทหน่ึงของกรดนิวคลิอิก (Nucleic acid) จากทั้งหมด 2 ชนิด 
ดีเอ็นเอ มีช่ือยอ่มาจากค าวา่ ดีออกซีไรโบนิวคลีอิก แอสิด (Deoxyribonucleic acid : DNA) ท่ีท า
หน้าท่ีเก็บข้อมูลทางพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิต และมีการถ่ายทอดขอ้มูลออกไปให้อยู่ในรูปของ
สารประกอบอีกประเภทหน่ึงของกรดนิวคลิอิก คือ อาร์เอ็นเอ (Ribonucleic acid : RNA)  ดว้ย
กระบวนการถอดรหสั (Transcription) และการแปลรหสั (Translation) จากอาร์เอ็นเอเป็นโปรตีน
ส าหรับท าหนา้ท่ีต่างๆอีกทีหน่ึง (ภาพ 1)  ดีเอ็นเอประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยท่ีเรียกว่า นิวคลิโอไทด์ 
(Nucleotide) ซ่ึงมีองคป์ระกอบ 3 ส่วน คือ น ้ าตาลเพนโทส (Pentose sugar) ชนิดดีออกซีไรโบส 
(Deoxyribose), กรดฟอสฟอริก (Phosphoric Acid)  และไนโตรจีนัสเบส (Nitrogenous base)      
(ตรีทิพย ์รัตนวรชยั, 2522) (ภาพ 2)โดยทัว่ไปสารประกอบไนโตรจีนสัเบส (Nitrogenous Base) 
แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มไพริมิดีนเบส (Pyrimidine) ซ่ึงมีโครงสร้างหลกัประกอบดว้ยวงแหวน 
1 วง ไดแ้ก่ ไทมีน (Thymine: T) ไซโทซีน (Cytosine: C) และกลุ่มพิวรีนเบส (Purine) ซ่ึงมี
โครงสร้างหลกัประกอบดว้ยวงแหวน 2 วง ไดแ้ก่ อะดีนีน (Adenine: A) กวันีน (Guanine: G)   
(วิชยั บุญแสง และคณะ, 2547) (ภาพ 3)  โดยสารประกอบไนโตรจีนสัเบสน้ีจะรวมตวักบัน ้ าตาล   
ดีออกซีไรโบส (Deoxyribose sugar) และกรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid) เป็นนิวคลิโอไทด์อยู่
ในดีเอ็นเอ การเรียงล าดบัของนิวคลิโอไทด์ ส่งผลต่อการเกิดความหลากหลาย และสร้างความ
แตกต่างในล าดบัเบสบนสายดีเอน็เอ ซ่ึงจะมีความจ าเพาะในส่ิงมีชีวติแต่ละชนิด  

 
            



5 

 
 

ภาพ 1 โครงสร้างทางเคมีของน า้ตาลเพนโทสทีเ่ป็นองค์ประกอบ 
ในดีเอน็เอคือ ดีออกซีไรโบส (Deoxyribose) และในอาร์เอ็นเอคือไรโบส (Ribose) 
(ท่ีมา : http://www.mun.ca/biology/scarr/Deoxyribose_versus_Ribose.html) 

 
 
 

 
 

ภาพ 2 โครงสร้างของนิวคลีโอไทด์ทีป่ระกอบด้วยน า้ตาล กลุ่มฟอสเฟต และเบส 
(ท่ีมา : วชิยั บุญแสง และคณะ, 2547) 
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Pyrimidine  

 

 
 
 
 

Purine 
 

 
 
 

ภาพ 3 โครงสร้างทางเคมีของไนโตรจีนัสเบส ชนิดเพียวรีนและไพริมิดีน 
(ท่ีมา: http://www.learners.in.th/blogs/posts/172858?locale=en) 
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 โครงสร้างของดีเอ็นเอจะมีลกัษณะท่ีพนักันเป็นเกลียวคล้ายขดสปริง เรียกว่า ฮีลิกซ์ 
(Helix) มีโครงสร้างทางเคมีเป็นพอลิเมอร์ของนิวคลีโอไทดส์องสายมาพนักนัเป็นเกลียว โดยทัว่ไป
จะเป็นเกลียวคู่เวียนขวา (Right-handed double helix) พอลิเมอร์นิวคลีโอไทด์แต่ละสาย
ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์เป็นหน่วยย่อยเรียงต่อกันด้วยพนัธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ มีปลาย          
5’-phosphase และ 3’-OH โดยนิวคลีโอไทด์ทั้ งสองสายเรียงตัวกันในทิศทางตรงกันข้าม 
(Antiparallel) สายหน่ึงเรียงตวัจาก 5’-phosphase ไปยงั 3’-OH อีกสายหน่ึงเรียงจาก 3’-OH ไปยงั 
5’-phosphase แกนของทั้งสองสายเป็นส่วนของน ้ าตาลเพนโทสต่อกบัหมู่ฟอสเฟสด้วยพนัธะ   
ฟอสโฟไดเอสเทอร์ ส่วนเบสนั้นจะยื่นเขา้หากนัโดยมีพนัธะไฮโดรเจนยึดอยูร่ะหวา่งเบสท่ีจ าเพาะ
คือ อะดีนีนจะจบัคู่กบัไทมีนดว้ยพนัธะไฮโดรเจนสองพนัธะ (A-T base pair) กวันีนจะจบัคู่กบั         
ไซโทซีนดว้ยพนัธะไฮโดรเจนสามพนัธะ (G-C base pair) จึงแข็งแรงกว่าคู่เบสอะดีนีนกบัเบส    
ไทมีน การจบัตวัของเบสในลกัษณะน้ี ท าให้ไดโ้ครงสร้างดีเอ็นเอท่ีบิดเป็นเกลียวฮีลิกซ์ เน่ืองจาก
การจดัตวัของอะตอมในโมเลกุลของเบสแต่ละตวัมีโครงสร้างท่ีแน่นอน และเม่ือจบัคู่กบัเบสอีก
ชนิดหน่ึงจึงท าให้เกิดการบิดตัวของโมเลกุลของดีเอ็นเอ ส าหรับตัวเบสนั้นเป็น Heterocyclic 
nitrogenous base จะเกิดพนัธะไฮโดรโฟบิคระหวา่งเบสท่ีอยูซ่้อนกนัในแต่ละสาย (Stacking base) 
ดงันั้น พนัธะไฮโดรเจนและพนัธะไฮโดรโฟบิคจึงเป็นพนัธะหลักท่ีช่วยให้โครงสร้างเกลียวคู่        
มีความเสถียร (วชิยั บุญแสง, 2547) (ภาพ 4) 
 ดีเอ็นเอ สามารถแบ่งประเภทตามแหล่งท่ีมาได้ 2 แหล่ง คือ ดีเอ็นเอท่ีพบในนิวเคลียส 
(Neclear DNA) และดีเอ็นเอท่ีพบในไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial DNA; mtDNA) การศึกษา      
ดีเอ็นเอท่ีพบในนิวเคลียสจะไดข้อ้มูลดา้นระบบวิทยาเชิงโมเลกุลและวิวฒันาการ ส่วนขอ้มูลการ
เรียงล าดบัเบสของดีเอ็นเอท่ีพบในไมโตคอนเดรียสามารถน ามาใชห้าความสัมพนัธ์ของส่ิงมีชีวิตท่ี
มีสายเลือดใกลชิ้ดกนัและน าไปใชใ้นการศึกษาเพื่อใชจ้  าแนกชนิดและสายพนัธ์ุของส่ิงมีชีวติต่างๆ  
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  (ก)      (ข) 
 
 
ภาพ 4  (ก) โครงสร้างเกลยีวฮีลกิซ์ของดีเอน็เอ 

(ข) การจัดตัวของสายพอลินิวคลโีอไทด์สองสายของดีเอ็นเอไปในทศิทางตรงกันข้ามและ 
แสดงพนัธะไฮโดรเจนระหว่างคู่เบส (AT หรือ GC) 

(ท่ีมา: http://www.learners.in.th/blogs/posts/172858?locale=en) 
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ไมโตคอนเดรีย (Mitochondria) เป็นออร์แกเนลล์ท่ีท าหน้าท่ีในการหายใจ และเป็นแหล่ง
พลังงานของเซลล์ พบในส่ิงมีชีวิตพวกยูแคริโอตท่ีหายใจแบบใช้ออกซิเจนทั้ งพืชและสัตว ์          
ไมโตคอนเดรียมีรูปร่างกลม  ท่อนสั้ น  ท่อนยาว  หรือกลมรีคล้ายรูปไข่  โดยทั่วไปมีขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.2-1 ไมครอน และยาว 5-7 ไมครอน  ประกอบดว้ยสารโปรตีนร้อยละ 60-65 และ
ลิพิดประมาณร้อยละ 35-40  ไมโตคอนเดรียเป็นออร์แกเนลล์ท่ีมียนิูตเมมเบรนหุ้ม 2 ชั้น (Double 
unit membrane)โดยชั้นนอกเรียบมีความหนาประมาณ  60-70 องัสตรอม เยื่อชั้นในพบัเขา้ดา้นใน
เรียกว่า คริสตี (Cristae) ภายในของไมโตคอนเดรียมีของเหลวซ่ึงประกอบด้วยสารหลายชนิด
เรียกว่า เมทริกซ์ (Matrix) ในไมโตคอนเดรีย นอกจากมีสารประกอบเคมีหลายชนิดแล้วยงัมี
เอนไซมท่ี์ส าคญัในการสร้างพลงังานจากการหายใจระดบัเซลล ์(ภาพ 5)  

 
 

 
 

ภาพ 5 โครงสร้างภายในของไมโตคอนเดรีย 
(ท่ีมา : http://food-mitochondria.blogspot.com/2012/09/mitochondria.html) 
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 ดีเอน็เอไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial DNA ; mtDNA) เป็นดีเอ็นเอซ่ึงมีขนาดเล็กมากเม่ือ
เทียบกบัดีเอ็นเอในนิวเคลียส การท่ีไมโตคอนเดรียมีดีเอ็นเอของตวัเอง จึงสามารถจ าลองโมเลกุล   
ดีเอ็นเอและสังเคราะห์โปรตีนได้เอง จีโนมในไมโตคอนเดรียของสัตว์มีขนาดค่อนข้างเล็ก 
ประมาณ 16-20 กิโลเบส เช่นของคนมี 16,569 คู่เบส พืชมี 40-2,500 กิโลเบส ซ่ึงมีขนาดค่อนขา้ง
ใหญ่และมีความแตกต่างกนัมาก จ านวนไมโตคอนเดรียในเซลลจ์ะมีปริมาณแตกต่างกนัข้ึนกบัชนิด
และกิจกรรมของเซลล์ โดยแต่ละเซลล์อาจมีจ านวนไมโตคอนเดรียตั้งแต่หลายร้อยจนถึงจ านวน
เป็นหลกัพนั และในไมโตคอนเดรียแต่ละอนัจะมีดีเอ็นเอ 5-10 โมเลกุล รวมจ านวนดีเอ็นเอของ   
ไมโตคอนเดรียอาจมีหลายพนัโมเลกุลต่อเซลล์ คิดเป็นประมาณ 1 เปอร์เซ็นตข์องดีเอ็นเอทั้งหมด
ในเซลล์ (สุรินทร์, 2552) ส าหรับดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียของมนุษย ์มีลกัษณะเป็นเกลียวคู่แบบ 
วงแหวน (Double-stranded circular DNA) ขนาดเล็ก มีความยาว 16,569 คู่เบส ทุกเบสมีความหมาย
ทั้งหมด ประกอบดว้ยยีน 37 ยีน โดยมี13ยีนท่ีเป็นรหสัโปรตีน ท่ีเหลือเป็นยีนของ tRNA 22 ชนิด 
และ rRNA 2 ชนิด มีส่วนท่ีไม่เป็นรหสัของยีนขนาด 1,200 คู่เบส บริเวณน้ีเรียกวา่ บริเวณควบคุม 
(Control region) ซ่ึงมีความหลากหลายสูงและมีการสะสมของการกลายพนัธ์ุ (Mutation) มากกวา่  
ดีเอ็นเอในนิวเคลียสถึง 10 เท่า บางทีจึงเรียกบริเวณน้ีว่า บริเวณหลากหลายสูง (Hypervariable 
region)  

หน้าท่ีส าคัญของดีเอ็นเอไมโตคอนเดรีย คือ เปล่ียนอาหารเป็นสารท่ีให้พลังงานสูง 
(Adenosine triphosphate ; ATP) ในรูปท่ีเซลล์สามารถน าไปใชภ้ายในเซลล์ได ้โดยไมโตคอนเดรีย
สามารถจ าลองโมเลกุลดีเอ็นเอและสังเคราะห์โปรตีนไดเ้อง ทั้งน้ี ดีเอ็นเอมีท่ีมาจากการถ่ายทอด
จากบรรพบุรุษซ่ึงปกติจะเป็นไปตามกฎของเมนเดล (มาจากพ่อและแม่) แต่เน่ืองจากการถ่ายทอด
ลกัษณะทางพนัธุกรรมของดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียจะเกิดจ าเพาะกบัฝ่ายมารดาเท่านั้น ท าให้การ
ถ่ายทอดพนัธุกรรมไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล (ตรีทิพย ์รัตนวรชัย, 2552) กล่าวคือ เซลล์
สืบพนัธ์ุของพ่อท่ีอยู่ในรูปอสุจินั้นเอาเฉพาะส่วนหัวของอสุจิซ่ึงมีนิวเคลียสอยู่เขา้ไปผสมกบัไข่
ของแม่ ดงันั้น เซลล์ของลูกท่ีได้รับจึงมีแต่ไมโตคอนเดรียท่ีได้จากแม่เท่านั้น ซ่ึงการถ่ายทอด
พนัธุกรรมท่ีไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดลน้ี สามารถใช้เป็นประโยชน์ในการติดตามเช้ือสายทาง
มารดา และสามารถน าไปใช้ในการตรวจพิสูจน์ชนิดของสัตวใ์นทางนิติวิทยาศาสตร์ได้ (สถาบนั
นิติเวชวทิยา, 2553) 
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ภาพ 6 แผนผงัของยนีต่างๆ ในจีโนมของไมโตคอนเดรีย 
(ท่ีมา : http://www.nature.com/nrg/journal/v6/n5/fig_tab/nrg1606_F1.html) 

 
 
        ไซโตโครม (Cytochrome) คือ รงควตัถุท่ีอยู่ในรูปของโปรตีนท่ีมีเยื่อหุ้ม มีธาตุเหล็ก(Fe)    
เป็นองค์ประกอบ สามารถพบได้ในเน้ือเยื่อไมโตคอนเดรียชั้นใน การเรียกช่ือจะใช้อกัษรแทน  
ชนิดของไซโตโครมนั้นๆ เช่น ไซโตโครม เอ (Cytochrome a) ไซโตโครม บี (Cytochrome b) และ            
ไซโตโครม ซี (Cytochrome c) โดยไซโตโครมมีหน้าท่ีรับและส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการ 
หายใจจากไซโตโครมหน่ึงไปยงัอีกไซโตโครมหน่ึง (Cytochrome b  Cytochrome c     
Cytochrome a) จนถึงออกซิเจนท่ีซ่ึงเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดท้าย โดยจะไม่มีการส่งต่อ
อิเล็กตรอนให้แก่สารตัวใดอีก ออกซิเจนท่ีได้รับอิเล็กตรอนจะรวมกับโปรตอนท่ีมีอยู่ใน 
สารละลายภายในไมโตคอนเดรียแลว้กลายเป็นน ้า (ธนาวลยั อรัญญิก, 2552) (ภาพ 7) 
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 ไซโตโครม บี (Cytochrome b) เป็นหน่ึงในไซโตโครม (Cytochromes) ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
ขนส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจของไมโตคอนเดรีย (Mitochondia) เป็นดีเอ็นเอท่ีมีขนาด
เล็กและพบอยู่ในสัตวทุ์กชนิด ซ่ึงไซโตโครม บี  มีคุณสมบติัท่ีค่อนขา้งอนุรักษ์ กล่าวคือ จะคง
ลกัษณะ รูปร่าง และคุณสมบติัต่างๆไวเ้หมือนเดิม ถึงแมมี้ปริมาณตวัอยา่งท่ีนอ้ยหรือถูกเก็บไวเ้ป็น
ระยะเวลานาน อีกทั้งมีล าดบัเบสแตกต่างกนัไป ท าให้มีการสร้างโปรตีนท่ีมีความจ าเพาะส าหรับ
สัตวแ์ต่ละชนิดเท่านั้น จากคุณสมบติัดงักล่าว จึงมีการน าเอาดีเอ็นเอในส่วนของยีนไซโตโครม บี 
มาใชใ้นการตรวจวิเคราะห์เพื่อคดัแยกชนิดของสัตวแ์ละมนุษยอ์อกจากกนั (Species identification) 
และเน่ืองจากปริมาณดีเอ็นเอท่ีได้อาจมีปริมาณเพียงเล็กน้อย หรืออาจมีสภาพไม่สมบูรณ์              
ไม่สามารถท าการตรวจสอบได ้แต่ดว้ยคุณสมบติัดงักล่าว จึงสามารถออกแบบไพรเมอร์(Primer) 
เพื่อใช้ในกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ 
(Polymerase chain reaction ; PCR) ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพในการจ าลองดีเอ็นเอแม่แบบ 
(Template) โดยสามารถเพิ่มปริมาณเฉพาะส่วนท่ีเป็นดีเอ็นเอท่ีตอ้งการให้มีจ  านวนท่ีมากข้ึน        
ในระยะเวลาอนัสั้น ซ่ึงมีรายงานการเพิ่มปริมาณส่วนของยีนไซโตโครม บี ในสัตวไ์ดถึ้ง 221 ชนิด 
เม่ือน าส่วนท่ีเพิ่มปริมาณได้มาหาล าดับเบส จะมีล าดับเบสท่ีแตกต่างกันไปตามชนิด (Species 
specific) (สุรินทร์  ปิยะโชคณากุล; 2552)  

 

 
 

ภาพ 7 รูปร่างของไซโตโครม 
(ท่ีมา : http://www.pw.ac.th/main/website/sci/5_data.htm) 
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ภาพ 8 ไซโตโครมบนเยือ่หุ้มช้ันในของไมโตคอนเดรีย 
(ท่ีมา : http://www.pw.ac.th/main/website/sci/5_data.htm) 

 
 

ดงันั้น ยนีบนไมโตคอนเดรีย (mtDNA) นิยมน ามาใชใ้นการศึกษาเพื่อจ าแนกชนิดพนัธ์ุของ
ส่ิงมีชีวิต เน่ืองจากมีขอ้ไดเ้ปรียบมากกวา่ยีนท่ีปรากฏบนนิวเคลียส (Nuclear DNA) หลายประการ 
คือ ดีเอน็เอในไมโตคอนเดรียมีการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสท่ีรวดเร็วมากเป็นพิเศษ (มากกวา่ดีเอ็นเอ
ในโครโมโซม) ประกอบกบัดีเอน็เอในไมโตคอนเดรียเป็นเพียงสายสั้นๆและอยูใ่นช่วงท่ีใชเ้ทคนิค 
พีซีอาร์ได้เหมาะสมท่ีสุด ต่างจากดีเอ็นเอในโครโมโซมท่ียาวมากกว่าและมีความเร็วในการ
เปล่ียนแปลงล าดบัเบสในแต่ละส่วนของสายดีเอน็เอไม่เท่ากนั อีกทั้งดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียของ
สัตวมี์ขนาดเล็ก จึงง่ายต่อการศึกษา ประกอบกบัการเรียงตวัของยีนท่ีมีการอนุรักษ ์จึงสามารถใช้
ไพรเมอร์ร่วมกันได้ในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด ทั้งสัตว์ท่ีมีกระดูกสันหลงัและไม่มีกระดูกสันหลัง    
โดยไม่ตอ้งทราบล าดบัเบสของส่ิงมีชีวติท่ีตอ้งการศึกษามาก่อน รวมถึงมีกระบวนการจ าลองตวัเอง
เพื่อเพิ่มจ านวนดว้ยอตัราเร็วของมนัเองไม่ข้ึนกบันิวเคลียส เม่ือจ านวนไมโตคอนเดรียมีมากข้ึน      
ดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียจึงมีมากข้ึนตามไปดว้ย และแมว้า่การเรียงตวัของยีนจะเป็นแบบอนุรักษ ์
แต่อตัราการกลายพนัธ์ุโดยรวมค่อนขา้งสูง ซ่ึงสูงกว่าอตัราการกลายพนัธ์ุในนิวเคลียสถึง 10 เท่า 
บริเวณท่ีไม่ไดเ้ป็นส่วนของยีน ซ่ึงรวมถึงบริเวณควบคุมการจ าลองโมเลกุลและการถอดรหัสเป็น
อาร์เอ็นเอ ท่ีเรียกวา่ Control region หรือ Displacement (D) loop หรือ Hypervariable region ซ่ึงมี
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อตัราการกลายพนัธ์ุท่ีสูงมากในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด อตัราการกลายพนัธ์ุท่ีสูงเกิดจากผลผลิตท่ีมา
จากปฏิกิริยาการหายใจ และกลไกการซ่อมแซมดีเอน็เอท่ีไม่เขม้งวดเท่ากบัในนิวเคลียส การท่ีดีเอ็น
เอในไมโตคอนเดรียมีอตัราการกลายพนัธ์ุสูงน้ี ท าให้พบความหลากหลายของล าดบันิวคลีโอไทด ์
หรือ พอลิมอร์ฟิซึม (Polymorphism) ได้มาก จึงใช้ตรวจสอบความสัมพนัธ์ของส่ิงมีชีวิตได้ดี       
ทั้งภายในประชากรและระหว่างประชากร ทั้งยงัไม่มีการแลกเปล่ียนช้ินส่วนและรวมตวักนัใหม่ 
(Recombination) ลูกจึงมีจีโนมในไมโตคอนเดรียท่ีเหมือนกบัแม่เสมอ คือ มีแฮโพลไทป์เพียงแบบ
เดียวท่ีถ่ายทอดจากแม่สู่ลูก ท าให้สามารถศึกษาแบบแผนการถ่ายทอดไดโ้ดยตรง ง่ายกวา่ดีเอ็นเอ
ในนิวเคลียสซ่ึงลูกไดรั้บมาจากทั้งพอ่และแม่ ซ่ึงอาจมีการรวมตวักนัใหม่ไดอี้ก สามารถศึกษาแบบ
แผนการถ่ายทอด      ดีเอน็เอในไมโตคอนเดรียจากเพศเมียไปยงัลูกหลานท่ีเก่ียวขอ้ง จากชัว่รุ่นหน่ึง
ไปยงัอีกรุ่นหน่ึงไดโ้ดยไม่จ  ากดัเวลา ตลอดจนมีลกัษณะเป็น Neutral marker เน่ืองจากบทบาท
หนา้ท่ีของไมโตคอนเดรียเป็นคุณสมบติัพื้นฐานของส่ิงมีชีวิต ไม่ใช่เป็นลกัษณะท่ีมีการพฒันาข้ึน
เฉพาะส่ิงมีชีวิตชนิดใดชนิดหน่ึง ดังนั้น Mutation ท่ีเกิดข้ึนจึงไม่เก่ียวข้องกบัการอยู่รอดของ
ส่ิงมีชีวิต และลกัษณะท่ีเกิดข้ึนใหม่ (New genotype) จะไม่สูญเสียไปในระหว่างกระบวนการ
คดัเลือกพนัธ์ุตามธรรมชาติ 
 ด้วยเหตุน้ี จึงได้มีการน าประโยชน์จากดีเอ็นเอบนยีนไซโตโครม บี ในไมโตคอนเดรีย    
มาประยุกต์ใช้ในการระบุชนิดของสัตว์ หรือแม้แต่การระบุว่าเป็นมนุษย์ โดยดีเอ็นเอใน                
ไมโตคอนเดรียยงัสามารถใชไ้ดดี้ในกรณีของตวัอยา่งท่ีมีอายยุาวนาน เช่น ผม หรือ ขน โบราณวตัถุ 
ซ่ึงมกัจะไม่มีดีเอ็นเอในนิวเคลียสเหลือเพียงพอท่ีจะตรวจสอบได ้แต่ทั้งน้ี การระบุสารพนัธุกรรม
ดว้ยการวิเคราะห์ยีนไซโตโครม บี ในไมโตคอนเดรียนั้นสามารถใชก้บัการระบุคุณลกัษณะทัว่ไป 
หรือการระบุกลุ่มชั้น (Class characteristics) ของส่ิงมีชีวติเท่านั้น กล่าวคือ ใชร้ะบุชนิดหรือประเภท
ของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ เช่น มนุษย ์หมู ไก่ ววั สุนัข เป็นตน้ แต่ไม่สามารถระบุถึงคุณลกัษณะเฉพาะ 
(Individual characteristics) ซ่ึงบ่งบอกความเป็นเอกลกัษณ์ (Identity) ของส่ิงๆนั้นได ้เพื่อประโยชน์
ซ่ึงมุ่งถึงการตรวจวิเคราะห์ในการน าไประบุชนิดของสัตว ์เช่น เป็นไก่หรือไม่ โดยไม่ได้มุ่งหา
ค าตอบวา่ เป็นไก่ตวันั้นตวัน้ีหรือไม่ ดงันั้น การใชก้ารตรวจวิเคราะห์จากดีเอ็นเอบนไซโตโครม บี 
ในไมโตคอนเดรียจึงเป็นการเพียงพอ 
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การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิคปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรส (PCR) (ธานินทร์, 2538), (ตรีทพิย์, 
2552)  
  เทคนิคการท า Polymerase chain reaction โดยทัว่ไปมกัมีวตัถุประสงค์ท่ีจะให้ไดย้ีนท่ี
ตอ้งการ และเพิ่มขยายยนีดงักล่าว ซ่ึงเทคนิคน้ีสามารถเพิ่มขยายดีเอ็นเอให้มีจ  านวนมากข้ึนกวา่เดิม
หลายลา้นเท่า โดยการเพิ่มปริมาณยีนท่ีสนใจในหลอดทดลองวิธีน้ีมีประโยชน์ในการตรวจหา
ช้ินส่วนหรือเพิ่มช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีตอ้งการในส่ิงส่งตรวจ คน้พบคร้ังแรกโดย Kary Mullis และคณะ 
ในปี 1986 (Kary Mullis,1986) โดยใชห้ลกัการเลียนแบบธรรมชาติท่ีวา่โดยอาศยัดีเอ็นเอตน้แบบ
เป็นจุดเร่ิมตน้ และมีเอ็นไซมพ์วก DNA polymerase ช่วยท าให้สายดีเอ็นเอยาวออกไปโดยเลือกจบั
เอา นิวคลีโอไทด์ตวัใดตวัหน่ึงใน 4 ชนิด  dATP, dGTP, dCTP ,dTTP เขา้มาต่อเป็นเบสคู่สมกบั    
ดีเอ็นเอสายตน้แบบ (Template) ส่วนประกอบต่างๆ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอมีดงัน้ีคือ ดีเอ็นเอ
ตน้แบบ (Template DNA), Thermostable DNA polymerase, Deoxynucleotide triphosphate 
(dNTPs) ทั้ง 4 ชนิด , Oligonuclotide primer อยา่งนอ้ย 1 คู่ และบพัเฟอร์ท่ีเหมาะสม ปริมาณ          
ดีเอ็นเอจะเพิ่มมากข้ึนได ้ ตอ้งอาศยัปฏิกิริยาท่ีต่อเน่ืองหลายๆรอบ ซ่ึงแต่ละรอบจะประกอบดว้ย     
3 ขั้นตอน คือ (ภาพ 9) 
 1. ขั้นตอน Denaturation เป็นขั้นตอนการท าให้ ดีเอ็นเอสายคู่แยกเป็นสายเด่ียว โดยอาศยั
ความร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส  
 2. ขั้นตอน Primer annealing เป็นขั้นตอนท่ีมีการลดอุณหภูมิลงมาท่ีประมาณ 45-60 องศา
เซลเซียส เพื่อใหไ้พรเมอร์สามารถเกาะติดกบัดีเอน็เอ ตน้แบบสายเด่ียวตรงบริเวณล าดบัเบสคู่สม  
 3. ขั้นตอน Primer extension เป็นขั้นตอนการขยายสายดีเอ็นเอโดยการต่อล าดับ         
นิวคลิโอไทด์เขา้ท่ีปลาย 3’ ของไพรเมอร์แลว้มีการขยายสายดีเอ็นเอสายใหม่จากทิศทาง 5’ ไป 3’ 
โดยอาศยัเอนไซม์ Thermostable DNA polymerase เช่น Taq polymerase ซ่ึงปกติใชอุ้ณหภูมิอยู่
ในช่วง 70-75 องศาเซลเซียส  

ในกระบวนการพีซีอาร์ ดีเอน็เอไพรเมอร์ 2 เส้นจะจบักบัเส้นดีเอ็นเอตน้แบบในต าแหน่งท่ี
ห่างจากกนั ถึงบริเวณหัวและทา้ยของช่วงดีเอ็นเอท่ีตอ้งการจะสร้างข้ึนใหม่  ไพรเมอร์ไฮบริไดซ์ 
เข้ากับสายตรงข้าม  และเกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอจากไพรเมอร์ ท าให้เติมช่องว่างระหว่าง        
ไพรเมอร์ให้เต็มบริเวณท่ีอยู่ระหว่างไพรเมอร์ทั้งสองจะเพิ่มเป็น 2 เท่าในแต่ละรอบของการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอ หลอดปฏิกิริยาจะถูกปรับเปล่ียนอุณหภูมิในเคร่ืองปรับเปล่ียนอุณหภูมิ 

(Thermal cycler) ในลกัษณะทวีคูณเป็น 2
n 
เม่ือ n เป็นจ านวนรอบของปฏิกิริยา ดงันั้น ในการ

สังเคราะห์ 10 รอบ  ดีเอ็นเอจะถูกขยาย 210 = 1024 เท่า  20  รอบประมาณหน่ึงลา้นเท่า และ           
30 รอบประมาณพนัลา้นเท่า  ในทางทฤษฎีนั้นดีเอ็นเอท่ีปริมาณเป็นนาโนแกรมสามารถขยายให้   
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ดีเอ็นเอเป็นกรัมได้ โดยการใชพ้ีซีอาร์ 30 รอบ ดว้ยกระบวนการอตัโนมติั จึงท าให้ปริมาณดีเอ็นเอ
เพิ่มข้ึนในเวลาไม่ก่ีชัว่โมง พีซีอาร์มีประโยชน์อยา่งมากในการท าส าเนาพนัธุกรรมหรือการโคลน
น่ิงดีเอ็นเอเพราะท าการเพิ่มจ านวนยีนก่อนท่ีจะโคลนน่ิง พีซีอาร์ท าให้ไดล้  าดบัเบสดีเอ็นเอจ าเพาะ
ปริมาณมากท่ีจะใชเ้ป็นตน้แบบ พีซีอาร์สามารถถูกใชเ้พื่อเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอแมมี้อยูใ่นตวัอยา่งใน
ปริมาณเพียงเล็กน้อย  พีซีอาร์สามารถประยุกต์ใช้ตรวจไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอซ่ึงใช้ระบุ
เอกลกัษณ์บุคคลและพิสูจน์ความสัมพนัธ์ทางสายเลือดซ่ึงสามารถตรวจไดจ้ากตวัอยา่งดีเอ็นเอแมมี้
ปริมาณเพียงเล็กนอ้ย (อุไรวรรณ, 2545) 
 

 
 

ภาพ 9 ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาพซีีอาร์   (ก) Denaturation  (ข)  Annealing  (ค) Extension  
 
 
การเตรียมและขั้นตอนการ พซีีอาร์ 

1. การเก็บส่ิงส่งตรวจหรือตัวอย่างเพื่อสกัดดีเอ็นเอ ตวัอยา่งท่ีส่งตรวจอาจเป็นเน้ือเยื่อจาก
พืช สัตว ์ หรือส่ิงส่งตรวจจากผูป่้วยเช่น เลือด สารน ้ าต่างๆ ช้ินเน้ืออาจเป็น Fixed paraffin-
embedded tissue สามารถเอามาสกดัสารพนัธุกรรมท่ีเป็น ดีเอ็นเอ หรือ อาร์เอ็นเอ ก็ได ้ โดยใชว้ิธี
ง่ายๆ และรวดเร็ว ซ่ึงมีหลายวิธีโดยสามารถสกดัเอาดีเอ็นเอปริมาณน้อยๆได้ เน่ืองจากเทคนิค      
พีซีอาร์มีความไวสูงและอาศยัดีเอ็นเอปริมาณนอ้ยๆ ทั้งสามารถเลือกเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอช่วงสั้นๆ 
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ไดดี้ จึงสามารถใช้กบัส่ิงส่งตรวจท่ีเป็นตวัอย่างท่ีเก็บไวเ้ป็นระยะเวลานาน ท าให้มีประโยชน์
น าไปใชก้บังานทางดา้นโบราณคดีหรืองานนิติเวชได ้ 
 

 2. ดีเอ็นเอต้นแบบ (Template DNA) ดีเอ็นเอตน้แบบท่ีมีล าดบัเบสเป้าหมายหรือดีเอ็นเอ
เป้าหมาย (DNA target) สามารถจะใช้ในปฏิกิริยาของพีซีอาร์ ในลกัษณะดีเอ็นเอสายเด่ียวหรือ       
ดีเอน็เอสายคู่ก็ได ้แมว้า่ขนาดของดีเอ็นเอไม่ใช่จุดท่ีมีปัญหามากนกั แต่การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดย
ดีเอ็นเอมีขนาดสั้นๆ อยูใ่นรูปปลายเปิดจะมีประสิทธิภาพท่ีดีกวา่เพราะจะเขา้ไปจบั ซ่ึงช่วยให้ง่าย
ต่อการเพิ่มจ านวนและลดผลผลิตดีเอ็นเอท่ีไม่จ  าเพาะลง โดยทัว่ไปควรทดสอบปริมาณดีเอ็นเอ
ตน้แบบท่ีเหมาะสมเพื่อใหไ้ดป้ริมาณดีเอน็เอท่ีตอ้งการเพียงพอและมีความไวท่ีเหมาะสม  
 

 3. นิวคลโีอไทด์ตั้งต้น (Primer) การเลือกออกแบบไพรเมอร์ท่ีจะใชต้อ้งเลือกให้เหมาะสม
กบัแต่ละงานโดยอาศยัหลกัการจบัคู่กนัแบบจ าเพาะขอสายดีเอ็นเอ ท่ีตอ้งการตรวจหากบัไพรเมอร์ 
โดยล าดบันิวคลีไทด์ของไพรเมอร์เป็นตวัก าหนดความจ าเพาะในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ดงันั้นจึง
ตอ้งทราบล าดบัเบสท่ีน ามาสังเคราะห์ไพรเมอร์ 
         ขอ้แนะน าในการเลือกและออกแบบไพรเมอร์ ไดแ้ก่  
 1) ความยาวของไพรเมอร์ ควรมีความยาวประมาณ 18-30 นิวคลีโอไทด ์ข้ึนอยูก่บังานท่ีใช ้ 
 2) ควรเลือกไพรเมอร์ ท่ีมีการกระจายของเบสอยา่งสม ่าเสมอ  
 3) ควรเลือกไพรเมอร์ ท่ีมี GC-content อยู่ระหวา่ง 50-60% ไม่ควรเลือกไพรเมอร์ท่ีมี
ปริมาณ GC content ท่ีสูงเกินไป  
 4) ไพรเมอร์ตอ้งมีความจ าเพาะกบัล าดบัเบสเป้าหมาย (Target sequence) ในดีเอ็นเอ
ตน้แบบ นัน่คือล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ตอ้งมีความจ าเพาะเพียงแห่งเดียวในสายดีเอ็นเอ
ตน้แบบ  
 5) หลีกเล่ียงล าดบัเบสท่ีจบักบัล าดบัเบสของตวัเอง  
 6) ควรหลีกเล่ียงล าดบัเบสของแต่ละไพรเมอร์ ไม่ใหเ้ป็นคู่สมกนัเอง  
 7) ค่า Tm (Melting temperature) ของแต่ละไพรเมอร์ควรใกลเ้คียงกนั โดยทัว่ไปควรอยู่
ในช่วง 55-80 องศาเซลเซียส  
 8) ไพรเมอร์ควรมีล าดบัคู่สมกบัปลายดา้น 3 ของล าดบันิวคลีโอไทด์ในแต่ละสายของ       
ดีเอน็เอตน้แบบ 
 
 4. Thermostable DNA polymerase ท่ีนิยมใชก้นัมากท่ีสุดคือ Taq DNA polymerase ซ่ึง
แยกไดจ้ากเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญไดใ้นน ้ าพุร้อนท่ีมีช่ือ Thermus aquaticus (Taq) ซ่ึงมีคุณสมบติั   
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ทนความร้อนไดสู้งและไม่เสียคุณสมบติัของเอนไซมใ์นขั้นตอน Denature และสามารถใชใ้นการ
เร่งปฏิกิริยาการสร้างดีเอ็นเอไดท่ี้อุณหภูมิสูงคือ 70-85 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมใน
การเร่งปฏิกิริยาคือ 72 องศาเซลเซียส Taq DNA polymerase เป็นโปรตีนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุล         
94 กิโลดาลตนั ขาดคุณสมบติั 3-5 Exonuclease activity จึงขาดคุณสมบติัในการตรวจสอบท่ีเรียกวา่ 
Proofreading ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ Taq DNA polymerase อยู่ในช่วง 1.0 - 2.5 unit        
ความเขม้ขน้ท่ีใช้ข้ึนอยู่กบัปริมาณและลกัษณะของดีเอ็นเอตน้แบบ(Primer) รวมทั้งสารประกอบ
อ่ืนๆ ด้วยการใช้เอนไซม์ท่ีมากเกินไปจะท าให้เกิดผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีไม่จ  าเพาะข้ึน ท าให้เกิด 
Nonspecific background มาก แต่ถา้ใชค้วามเขม้ขน้นอ้ยไปก็จะท าใหไ้ดผ้ลผลิตนอ้ย 
 
 5. Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) ความเขน้ขน้ของ dNTPs (dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP) ปกติอยูร่ะหวา่ง 50-200 uM ของแต่ละ dNTPs แต่ถา้เป็น dNTPs ทั้ง 4 ตวั จะมี
ส่วนประกอบรวมไม่เกิน 800 uM ถา้หากมีการใช ้dNTPs ท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีสูงเกินไป จะเกิดการต่อ
ล าดบัเบสคู่สมท่ีผิดพลาด การเตรียม dNTPs ควรเตรียมเป็น Primary stock solution ท่ีเจือจาง        
10 mM แลว้แบ่ง Aliquot เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส  
 

 6. บัฟเฟอร์ (Buffer) ส่วนประกอบของบฟัเฟอร์ประกอบดว้ย Tris-HCL, KCL, MgCl
2 

และ Glycerol ความเขม้ขน้และภาวะท่ีเหมาะสามของส่วนประกอบต่างๆ ในบฟัเฟอร์มีดงัน้ี  

 1) ความเขม้ขน้ของ Magnesium ion (Mg
2+

)  : Taq DNA polymerase ตอ้งการ Magnesium 
ion เพื่อช่วยส่งเสริมให้ปฏิกิริยาการขยายสายดีเอ็นเอด าเนินต่อไปได ้ โดย Magnesium ion จะท า
หนา้ท่ีเป็น Co-factor นอกจากนั้น Magnesium ion ยงัมีผลต่อการท างานของเอนไซมด์ว้ย (Enzyme 
fidelity) และมีผลต่อการ Anneal ของไพรเมอร์ความเขม้ขน้ของ Magnesium ion ตอ้งปรับเปล่ียน
ให้พอเหมาะกบัความเขม้ขน้ของ dNTPs โดยทัว่ไปความเขม้ขน้ท่ีพอเหมาะของ Magnesium ion 
คือตอ้งเหลือ Magnesium ในรูปอิสระประมาณ 0.5-1.0 mM โดยทัว่ไปมกัใช้ Magnesium        
ความเขม้ขน้ทั้งหมดเป็น 1.5 mM ความเขม้ขน้ของ Magnesium ion ท่ีมากเกินไป ท าให้เกิดผลผลิต
ดีเอ็นเอท่ีไม่จ  าเพาะ และพบวา่การปรับค่า Magnesium ion ก็ช่วยให้ไพรเมอร์มีการ Anneal ท่ีมี
ความจ าเพาะข้ึนเช่นเดียวกบัการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ  
 2) pH  : pH ท่ีเหมาะสมในการท างานส าหรับ Taq DNA polymerase คือ ท่ี pH 7-7.5         
ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส แต่ปกติ Taq DNA polymerase จะอยูใ่น Tris buffer ซ่ึงมี pH 8.5-9.0 
ท่ี 25 องศาเซลเซียส เน่ืองจาก pH ของ Tris-buffer จะลดลงประมาณ 0.03 ของอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึน  
แต่ละองศา ดงันั้นเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนเป็น 72 องศาเซลเซียส จะได ้pH 7.3  
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 7. องค์ประกอบอืน่ในปฏิกริิยาพซีีอาร์ โดยทัว่ไปส่วนประกอบของบฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นพีซีอาร์ 
คือ 10-15 mM Tris-HCL ท่ี pH 8.4 ท่ี 25 องศาเซลเซียส, 50 mM KCL, 1.5 mM MgCL

2 
0.01% 

gelatin (W/V) หรืออาจใช้ Non-ionic detergent อ่ืนแทน Gelatin ได ้ เช่น 0.01% NP40 และ    
0.01% Tween 20 การทดลองบางแห่งใช ้DMSO ใส่ลงไปในปฏิกิริยาเพื่อลด Secondary structure 
ของดีเอน็เอ แต่พบวา่ 10% DMSO ไม่เหมาะกบั Taq DNA polymerase เพราะไปยบัย ั้งปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ท าให้ได้ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีน้อยลง Gelatin หรือ Bovine serum albumin (BSA)                
ท่ีความเขม้ขน้ต ่าๆ (100 ug/ml) สามารถช่วยคงสภาพของเอนไซมไ์ด ้ แต่ BSA ถูกท าลายไดง่้าย        
ท่ีอุณหภูมิสูงและอาจตกตะกอนกบั Taq DNA polymerase  
 
 Temperature cycling  
 1. ขั้นตอน Denaturation อุณหภูมิท่ีใช้ส่วนใหญ่ประมาณ 94-95 องศาเซลเซียส เป็น
เวลานาน 30-60 วนิาที อยา่งไรก็ตาม การใชเ้วลานานและอุณหภูมิท่ีสูงเกินไป จะท าใหเ้อนไซมแ์ละ
นิวคลีโอไทด์สูญเสียคุณสมบติัได ้แต่ถา้ใชเ้วลานอ้ยและอุณหภูมิท่ีต ่าเกินไป จะท าให้สายดีเอ็นเอ
แยกออกจากกนัไดไ้ม่ดี ท าใหผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ลดลง กรณีท่ีดีเอ็นเอตน้แบบมีปริมาณ G+C content     
ท่ีสูงมาก ตอ้งเพิ่มอุณหภูมิใหสู้งข้ึนดว้ย  
 2. ขั้นตอน Primer annealing โดยทัว่ไปใช้อุณหภูมิในขั้นตอนน้ีประมาณ 55-72 องศา
เซลเซียส ซ่ึงใช้อุณหภูมิ Annealing temperature ท่ีต  ่ากว่า Tm ของไพรเมอร์ประมาณ 5 องศา
เซลเซียส การใช้อุณหภูมิท่ีสูงในขั้นตอนน้ีจะช่วยในการเพิ่มความจ าเพาะในการจบัคู่ เวลาท่ีใชใ้น
ขั้นตอนน้ีประมาณ 30 วนิาที  
 3. ขั้นตอน Primer extension เวลาท่ีใช้ในขั้นตอนน้ีข้ึนกบัความยาว ความเขม้ขน้ และ
ล าดบัเบสของดีเอ็นเอตน้แบบ โดยทัว่ไปใช้เวลาประมาณ 1 นาที ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส   
โดยปกติ Taq DNA polymerase สามารถเพิ่มความยาวของสายดีเอ็นเอได้ประมาณ 6,000               
นิวคลีโอไทดต่์อนาที ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส การใชเ้วลาท่ีมากในขั้นตอนแรกจะมีประโยชน์
ส าหรับดีเอน็เอตน้แบบท่ีมีจ านวนนอ้ย  
 
จ านวนรอบในการท าพซีีอาร์ (Cycle number)  
 จ านวนรอบในการท าพีซีอาร์ข้ึนกับปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบตั้ งต้น ถ้าใช้จ  านวนรอบ          
ท่ีมากข้ึนเท่าใด โอกาสท่ีจะไดผ้ลิตภณัฑ์พีซีอาร์ผิดพลาดก็มากข้ึนตามไปดว้ย เน่ืองจากผลิตภณัฑ์
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พีซีอาร์ท่ีไดจ้ะมีความจ าเพาะเจาะจงท่ีน้อยลงและ Background มากข้ึน แต่ถา้ใช้จ  านวนรอบนอ้ย
เกินไปผลผลิตท่ีไดก้็นอ้ยลงดว้ย 
 

 การตรวจวเิคราะห์ผลติภัณฑ์พซีีอาร์ (PCR product)  
 การตรวจวิเคราะห์ผลผลิตมีดว้ยกนัหลายวิธี โดย Gel electrophoresis โดยน าผลิตภณัฑ ์     
พีซีอาร์ท่ีสร้างไดม้าแยกตามขนาดดีเอ็นเอ โดยใชก้ระแสไฟฟ้าแยกดีเอ็นเอบน Agarose gel หรือ 
Polyacrylamide gel เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีทราบขนาดท่ีแน่นอน จากนั้นยอ้มช้ิน         
ดีเอ็นเอดว้ย Ethidium bromide แลว้น าไปส่องดูดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีดีควร
ใหช้ิ้นดีเอน็เอท่ีชดัเจน และตรงตามขนาดความตอ้งการ แต่ถา้มีขนาดเล็กและแถบดีเอ็นเอไม่ชดัเจน 
อาจเป็นดีเอน็เอท่ีเป็น Primer dimer  
 
 

 ปัจจุบนัมีการศึกษาเก่ียวกบัไซโตโครม บี ซ่ึงโดยทัว่ไปใช้ในการก าหนดความสัมพนัธ์
ภายใน ไฟโลจีเนติค (Phylogenetic) ของสัตว ์ จากการผนัแปรของล าดบันิวคลีโอไทด์  และถือวา่
เป็นประโยชน์มากท่ีสุดในการก าหนดความสัมพนัธ์ภายใน ครอบครัว และ สกุล  การศึกษา
เปรียบเทียบเก่ียวกบัไซโตโครม  บี มีผลในต่อการจ าแนกสกุลสัตวแ์บบใหม่  จึงถูกน ามาใชเ้ป็น
ทางเลือกหน่ึงในการศึกษาเพื่อแยกมนุษยอ์อกจากสัตวช์นิดอ่ืนได้ ส่วนใหญ่ยีนยคูาริโอติคมีหลาย
รูปแบบ ประกอบดว้ยรูปแบบท่ีซ ้ ากนัสามตวัและซ ้ ากนัส่ีตวับนสายดีเอ็นเอสั้ นๆ จากการรายงาน
ของ Crouse และคณะ (1995) ไดแ้สดงใหเ้ห็นถึงความแปรปรวนของการแสดงออกของยีนในหลาย
กลุ่มประชากรมนุษย ์โดยท าการเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอของสัตว ์23 ชนิด โดยใช ้9 ไพรเมอร์ของ 
Short tandem repeat หรือ STR เพื่อประเมินความจ าเพาะเจาะจงของพนัธุกรรมของมนุษย ์  
ต าแหน่ง STR ท่ีใชท้ดสอบประกอบดว้ย CSF1PO, TPOX, THO1, HPRTB, FESPES, vWF  และ 
FI3A01 เป็นระบบเด่ียว  และระบบท่ีตรวจสามต าแหน่ง คือ  CSF1PO/ TPOX/THO1 และ  
HPRTB/FESFPS/vWF   จากการสังเกตไม่พบผลิตภณัฑ์ PCR ของสัตว ์ 17 ชนิด จาก 23 ชนิด      
ในระบบ STR ใดเลย ในลิง Rhesus ตรวจพบ STR fragment DNA ในต าแหน่ง CSF1PO, TPOX  
และ HPRTB.  ส าหรับมนุษย ์ ชิมแพนซี  กอริลลา และอุรังอุตงั ตรวจพบ STR ดีเอ็นเอ  8 ใน 9 
ต าแหน่ง ไพรเมอร์ FESPES ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไม่วา่จากสัตวช์นิดใด ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์
ท่ีไดจ้ากสัตวช์นิด Primate (พวกลิง) ส่วนใหญ่เม่ือตรวจทาง Electrophoresis แลว้ จะพบวา่แถบ        
ดีเอ็นเอจะวิ่งไปนอกเขตท่ีเป็น Allelic ladder ของมนุษย์ จากการวิจัยน้ีจึงอาจสรุปได้ว่า              
การออกแบบอลัลิล (Allele) เพื่อคดัแยกดีเอ็นเอของมนุษย์และสัตว์จึงไม่สามารถเป็นไปได ้
(Crouse, 1995) 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=th&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Mammal&prev=/search%3Fq%3Dcytochome%2Bb%26hl%3Dth&rurl=translate.google.co.th&usg=ALkJrhhDacdXOX_WZ954WTMeCAFK9EGPNA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=th&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Family_(biology)&prev=/search%3Fq%3Dcytochome%2Bb%26hl%3Dth&rurl=translate.google.co.th&usg=ALkJrhiPBKfzxDS4YklVGXmGDNX7XDLOMw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=th&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Genus&prev=/search%3Fq%3Dcytochome%2Bb%26hl%3Dth&rurl=translate.google.co.th&usg=ALkJrhgRuG6s8jT1niH9Ry0arpQbFhf2MA
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Bateille และคณะ (1999) ไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัการแยกแยะความแตกต่างระหวา่งมนุษย์
และสัตวช์นิดอ่ืนออกจากกนัดว้ยดีเอ็นเอไมโตคอนเดรีย โดยท าการศึกษาดีเอ็นเอของมนุษยแ์ละ
สัตวอ่ื์นอีกจ านวน 4 ชนิด ซ่ึงได้แก่ หมู ไก่ มา้ และววั โดยท าการสกดัดีเอ็นเอจากเซลล์เยื่อบุ 
กระพุง้แกม้ของมนุษยแ์ละตวัอย่างเน้ือสัตวท์ั้งส่ีชนิด และท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค  
พีซีอาร์ ผลจากการศึกษาพบวา่ ดีเอ็นเอของมนุษยจ์ะเกิดการแยกตวัออกเป็นสองแถบจากการท า 
Agarose gel electrophoresis ส่วนดีเอ็นเอของสัตวจ์ะเกิดเพียงหน่ึงแถบเท่านั้น แถบแรกจะปรากฏ 
ท่ีต าแหน่ง 309 bp ส่วนแถบท่ีสองจะอยู่ท่ีต  าแหน่ง 259 bp ซ่ึงเป็นช่วงสายดีเอ็นเอท่ีเรียกว่า          
ไซโตโครม บี ดงันั้น จากการศึกษาน้ีจึงเป็นประโยชน์ในด้านนิติวิทยาศาสตร์เน่ืองจากสามารถ
พิสูจน์เบ้ืองตน้โดยการแยกแยะดีเอน็เอของมนุษยอ์อกจากสัตวท่ี์ท าการศึกษาทั้งส่ีชนิดได ้(Bateille, 
1999) 

Matsunaga และคณะ (1999) ไดป้ระยุกตใ์ชเ้ทคนิค Multiplex PCR ซ่ึงเป็นการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยใช้ไพรเมอร์หลายคู่พร้อมกันในการปฏิกิริยาเดียวกันมาตรวจสอบชนิด
เน้ือสัตว ์6 ชนิด ไดแ้ก่ แพะ ไก่ ววั แกะ หมู และมา้ ซ่ึงไพรเมอร์ท่ีใชจ้ะมีการออกแบบมาจากยีนใน
ส่วนของยีนไซโตโครม บี โดย Forward primer จะเป็นการน าล าดบัเบสของสัตว ์6 ชนิดดงักล่าว 
ดว้ยอตัราส่วนท่ีเหมาะสม คือ 1 : 0.2 : 3 : 0.6 : 3 : 0.6 : 2 ส่วน Reverse primer จะใชล้ าดบัเบสตาม
ความจ าเพาะของสัตว์แต่ละชนิด เม่ือมีการตรวจสอบผลด้วยการแยกแถบดีเอ็นเอโดยการท า 
Agarose gel electrophoresis พบวา่ ขนาดของดีเอน็เอของสัตวแ์ต่ละชนิด (แพะ ไก่ ววั แกะ หมู และ
มา้) มีความแตกต่างกนั คือ จะปรากฏแถบท่ีต าแหน่ง 157, 227, 274, 331, 398 และ 439 bp
ตามล าดบั นอกจากน้ีผูท้  าการวิจยัยงัไดมี้การศึกษาในส่วนของปริมาณดีเอ็นเอแม่แบบท่ีจะสามารถ
น ามาใช้ในการตรวจสอบ ซ่ึงพบว่าขอบเขตของปริมาณดีเอ็นเอแม่แบบท่ีจะสามารถน ามา
ตรวจสอบไดน้ั้นอยูท่ี่ 0.25 นาโนกรัม (Matsunaga, 1999) 
 Andreo และคณะ (2005) ศึกษาการใชเ้ทคนิคพีซีอาร์เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสัตวเ์พื่อ
ท าการตรวจสอบชนิดและปริมาณของเน้ือสัตวท่ี์ผสมกนัอยู่ในอาหารส าเร็จรูปท่ีผลิตจากโรงงาน 
โดยท าการสกดัและเปรียบเทียบดีเอ็นเอจากเน้ือสัตว ์6 ชนิด ไดแ้ก่ ววั หมู แกะ ไก่  ไก่งวง และ
นกกระจอกเทศ ซ่ึงผสมอยู่ในอาหารส าเร็จรูป จากกระบวนการตรวจสอบพบวา่ ขอบเขตปริมาณ
ของดีเอ็นเอแม่แบบท่ีจะสามารถท าการตรวจสอบไดน้ั้นอยูท่ี่ 0.3 ถึง 0.8 พิโคกรัม สามารถท าการ
ตรวจสอบเน้ือสัตวท่ี์ผสมกนั 2 ถึง 4 ชนิด โดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสัตว ์ 
ทั้งน้ีสามารถตรวจสอบการปนเป้ือนหรือการผสมของเน้ือสัตวไ์ดเ้ม่ือมีปริมาณมากกวา่ 1% ส าหรับ
เน้ือหมู เน้ือไก่ หรือเน้ือไก่งวง และมีปริมาณมากกว่า 5% ส าหรับเน้ือววัหรือเน้ือแกะ ซ่ึงความ
ถูกตอ้งแม่นย  าของกระบวนการการตรวจสอบเชิงปริมาณพบวา่ หากมีการผสมหรือการปนเป้ือน
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ของเน้ือววัหรือเน้ือหมูในอาหารส าเร็จรูปในปริมาณตั้งแต่ 10 ถึง 100% สามารถตรวจสอบเชิง
ปริมาณได้ในความถูกตอ้งเกือบ 90% ดงัน้ีจากการศึกษาน้ีสรุปไดว้่า สามารถน าไปประยุกต์ใช้
ประโยชน์ในทางนิติวิทยาศาสตร์ เพื่อตรวจสอบชนิดของเน้ือสัตวก์รณีท่ีเป็นขอ้สงสัยว่าอาหารท่ี
ประกอบข้ึนนั้นไดใ้ชเ้น้ือสัตวช์นิดใดหรือไดใ้ช้เน้ือสัตวท่ี์มีมาตรฐานหรือไม่ ในอตัราส่วนเท่าไร  
ซ่ึงเป็นการตรวจพิสูจน์เพื่อให้การคุม้ครองแก่ผูบ้ริโภคและให้ความเป็นธรรมแก่ผูผ้ลิตอาหาร
ส าเร็จรูป (Andreo, 2005) 
 Matsuda และคณะ (2005) ไดท้  าการศึกษารูปแบบของดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียของมนุษย์
ในช่วงของดีเอ็นเอท่ีเรียกวา่ ไซโตโครม บี ของมนุษยเ์พื่อท าการเปรียบเทียบกบัลิง 4 ชนิด ไดแ้ก่ 
ลิงซิมแพนซี  ลิงกอลิล่า ลิงญ่ีปุ่น และลิงแสม โดยการสกดัดีเอ็นเอจากเลือดของมนุษย ์จ านวน     
48 ราย (หญิง 18 ชาย 30) และลิงทั้งหมด และออกแบบไพรเมอร์ใหม่เพื่อท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ หลังท าการตรวจสอบพบว่า ไพรเมอร์ของมนุษย์และไพรเมอร์ของ             
ลิงชิมแพนซีมีความแตกต่างกนัทั้ง Forward primer และ Reverse primer โดยมีความแตกต่างกนั 
26% (7 bp/27 bp) และ 26% (6 bp/23 bp) ตามล าดบั  เม่ือท าการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณของ       
ดีเอ็นเอโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีออกแบบข้ึนดว้ย Agarose gel electrophoresis พบวา่ มีการปรากฏแถบ   
ดีเอ็นเอของมนุษย์ทั้ง 48 ตวัอย่าง  แต่ไม่พบแถบดีเอ็นเอของลิงชนิดใดเลย  และเม่ือท าการ
เปรียบเทียบกบัสัตวช์นิดอ่ืน ไดแ้ก่ ววั หมู สุนัข แกะ หนู ไก่ และปลาทูน่า   ผลจากการทดสอบ
พบว่า ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอของสัตวช์นิดอ่ืนเช่นกนั  และยงัพบว่าไพรเมอร์ของสัตว์ชนิดอ่ืน
แตกต่างจากไพรเมอร์ของมนุษยท์ั้ง Forward primer และ Reverse primer จากการศึกษาน้ีจึงสรุปได้
ว่า ไพรเมอร์ดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียท่ียีนไซโตโครมบี ท่ีออกแบบข้ึนมานั้นมีความจ าเพาะกับ         
ดีเอน็เอของมนุษยแ์ละสามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการตรวจพิสูจน์คราบเลือด เส้นผมเส้นขน หรือ
กระดูก เพื่อแยกวา่เป็นของมนุษยห์รือสัตวไ์ดใ้นทางนิติวทิยาศาสตร์ (Matsuda, 2005) 

Caine และคณะ (2006) ไดท้  าการศึกษาถึงการช้ีเฉพาะเพื่อระบุสปีช่ีส์โดยการวิเคราะห์
ล าดบัเบสของยนีไซโตโครม บี โดยวิธีน้ีไดถู้กใชก้บัตวัอยา่งจากกรณีศึกษาทางนิติวิทยาศาสตร์ท่ีมี
ความเก่ียวข้องกับการสืบสวนสอบสวนคดีอาชญากรรม โดยคณะผูว้ิจ ัยได้ท าการศึกษาจาก
กรณีศึกษา 2 กรณี คือ กรณีศึกษาท่ี  1 เป็นกรณีศึกษาเก่ียวกบัร่างของเด็กผูห้ญิงอายุ 8 ขวบท่ีหาย
สาบสูญไป ซ่ึงเจ้าหน้าท่ีต ารวจไดช้ี้ประเด็นการสืบสวนไปในแนวทางฆาตกรรม โดยอาจมีการ    
อ าพรางศพ เพื่อเป็นการยืนยนัถึงการกระท าผิดดงักล่าวซ่ึงสอดคล้องกบัแนวทางการสืบสวนว่า  
อาจมีการโยนศพลงไปในเลา้หมู  และจากการตรวจสอบเลา้หมูไดพ้บช้ินส่วนเล็กๆท่ีมีปริมาณของ 
แคลเซียม และฟอสฟอรัสท่ีอยู่ภายในร่างกายมนุษย์ (กระดูก) รวมอยู่ด้วย ทั้ งน้ีเน่ืองมาจาก         
การวเิคราะห์ดว้ยวธีิ STR นั้นประสบผลลม้เหลว หลกัฐานตวัอยา่งจึงถูกน ามาตรวจสอบดว้ยวิธีการ
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วเิคราะห์ล าดบัเบสของยีนไซโตโครมบี  โดยล าดบันิวคลีโอไทด์ไดส่้งไปคน้หายงัฐานขอ้มูล Blast 
บนพื้นฐานของล าดบัไซโตโครมบี ท่ีแสดงในฐานขอ้มูลของ Gen bank ผลของการหาขอ้มูลนั้นได้
ให้รายช่ือของฐานขอ้มูลโดยการแบ่งประเภทดว้ยการลดล าดบัความเหมือนกนัไปยงัล าดบัท่ีได้
ส่งไป   ล าดบัของไซโตโครมบีของ Sus scrofa (หมู) ไดมี้ความเหมือนล าดบัของงานซ่ึงผูว้ิจยัไดท้  า
ถึง 100 % จากผลการศึกษานั้นไดค้ล่ีคลายขอ้สงสัยทั้งหมด บนพื้นฐานของหลกัฐานท่ีเก็บไดซ่ึ้ง
สามารถระบุได้ว่าเด็กหญิงคนดังกล่าวอาจถูกกินโดยหมูในเล้าดังกล่าว กรณีศึกษาท่ี 2 เป็น
กรณีศึกษารายงานท่ีมาจากการพบเจอช้ินส่วนล าไส้ในป่า การศึกษาทางสรีระวิทยานั้นไม่สามารถ
คน้หาความจริงว่ามีแหล่งท่ีมาจากวตัถุทางพนัธุกรรมใด โดยห้องปฏิบติัการของผูว้ิจยัได้ถูกร้อง
ขอให้ด าเนินกระบวนการตรวจสอบถึงลกัษณะเฉพาะ หลกัฐานดงักล่าวนั้นถูกศึกษาในแนวทาง
เช่นเดียวกบักรณีศึกษาท่ี 1 โดยการวิเคราะห์ดว้ยวิธี STR นั้นประสบความลม้เหลว ล าดบันั้นไดถู้ก
ส่งไปคน้หายงั Blast ผลคือสามารถระบุไดว้า่เป็นล าดบัไซโตโครมบีของ Sus scrofa (หมู) ถึง 100%  
จึงสามารถตดัข้อสันนิษฐานก่อนหน้านั้นท่ีว่ามีความเป็นไปได้ว่าเป็นล าไส้ของมนุษยอ์อกไป 
(Caine, 2006) 

Jain และคณะ (2007) ไดท้  าการศึกษาการตรวจสอบชนิดเน้ือสัตวด์ว้ยวิธีการเช่นเดียวกบั 
Matsunaga และคณะ (1999) แต่มีบางส่วนท่ีมีความแตกต่างกนั คือ ไดเ้พิ่มชนิดของเน้ือสัตวท่ี์มีการ
น ามาตรวจสอบอีก 1 ชนิด คือ กระบือ เม่ือมีการตรวจสอบดว้ยการแยกแถบดีเอ็นเอโดยการท า 
Agarose gel electrophoresis พบวา่ ขนาดของดีเอ็นเอของกระบือปรากฏแถบท่ีต าแหน่ง 274 bp   
ซ่ึงตรงกบัขนาดดีเอ็นเอของววั อนัเน่ืองมาจากมีการใช้ Reverse primer ชนิดเดียวกนัในการ
ตรวจสอบ และล าดบัเบสของกระบือในช่วงท่ีน ามาทดสอบนั้นมีล าดบัเบสท่ีเหมือนกนักบัของววั 
จึงสรุปไดว้า่ ไพรเมอร์ท่ีมีการออกแบบมาจากยีนไซโตโครม บี มีความจ าเพาะกบัดีเอ็นเอของสัตว์
แต่ละชนิด  ท าใหส้ามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการระบุชนิดของสัตวต์่างๆ ออกจากกนัได ้ถึงแมว้า่
ปริมาณดีเอน็เอท่ีใชจ้ะมีปริมาณเพียงเล็กนอ้ย (Jain, 2007) 
 Karlsson และคณะ (2007) ท าการศึกษาเก่ียวกบัการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสัตว์เล้ียงลูกดว้ย
นมโดยอาศยัการตรวจดีเอน็เอไมโตคอนเดรีย โดยท าการศึกษาตวัอยา่งสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม จ านวน 
78 ตวั 28 ชนิด ซ่ึงท าการสกดัดีเอ็นเอจากเน้ือเยื่อกลา้มเน้ือของสัตวต์วัอยา่ง แลว้น าผลจากการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์มาท าการเปรียบเทียบกนั จากนั้นน าไปเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอ
ของมนุษย ์พบว่ามีความแตกต่างกนัระหว่างดีเอ็นเอของสัตวเ์ล้ียงชนิดอ่ืนๆ สรุปได้ว่า ดีเอ็นเอ     
ไมโตคอนเดรียสามารถแยกมนุษยอ์อกจากสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมชนิดอ่ืนได ้(Karlsson, 2007) 

Li-Chin และคณะ (2007) ไดถู้กร้องขอให้เขา้ร่วมในการตรวจสอบพยานวตัถุท่ีไดจ้ากการ
กระท าความผิดเก่ียวสัตวป่์าสงวน จากกระทรวงการเกษตรให้ท าการตรวจสอบและระบุชนิดของ
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สัตวจ์ากวตัถุพยานจ านวน 5 ช้ิน ไดแ้ก่ หนงัสัตวจ์  านวน 2 ช้ิน อวยัวะสืบพนัธ์ุของสัตวต์วัผู ้ อณัฑะ 
และช้ินเน้ือของสัตวอี์กจ านวน 1 ช้ิน Li-Chin และคณะ ไดท้  าการตรวจสอบโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์
ในการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นในส่วนท่ีเรียกวา่ ไซโตโครม บี ท่ีสามารถใชใ้นการระบุชนิดของสัตว์
ท่ีตอ้งสงสัยไดโ้ดยเป็นการท าเพิ่มปริมาณดีเอน็เอถึงสองคร้ังเพื่อความแม่นย  ามากยิ่งข้ึน โดยการท า 
พีซีอาร์คร้ังแรกใชไ้พรเมอร์ท่ีมีขนาด DNA segment 486 bp และคร้ังท่ีสองใชไ้พรเมอร์ท่ีมีขนาด 
DNA segment 251 bp หลงัการการตรวจสอบพบว่า หนังสัตวท์ั้งสองช้ินนั้นเป็นหนังของแมว   
ส่วนอวยัวะสืบพนัธ์ุของสัตวต์วัผู ้อณัฑะ และช้ินเน้ือของสัตวอี์กจ านวน 1 ช้ินนั้นเป็นของววั     
โดยไพรเมอร์ท่ีท าการออกแบบข้ึนนั้นใหค้วามแม่นย  าในการตรวจไม่ต ่ากวา่ 99.7% จากผลดงักล่าว
เป็นหลกัฐานท่ีใชย้ืนยนัการกระท าความผิดและช่วยให้สามารถด าเนินการตามกฎหมายเพื่อเอาผิด
กบัผูก้ระท าความเก่ียวกบัการลกัลอบล่าสัตวป่์าได ้(Li-Chin, 2007) 

Tanabe และคณะ (2007) ไดศึ้กษาการใช้เทคนิคพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบเน้ือหมูในอาหาร 
และตรวจหาส่วนประกอบท่ีมาจากหมูซ่ึงถูกใชเ้ป็นวตัถุดิบในกระบวนการผลิตอาหาร โดยผูว้ิจยัได้
มุ่งท าการทดลองเพื่อหาไพรเมอร์ท่ีมีความเฉพาะและเหมาะสมท่ีสุดในการน ามาวิเคราะห์เน้ือหมู
จากยีนไซโตโครม บี จาก 6 คู่ไพรเมอร์จนไดคู้่ไพรเมอร์ท่ีผูว้ิจยัเห็นว่ามีความเหมาะสมท่ีสุด คือ     
F(5’-TCTTGCAAATCCTAACAGGCCTG-3’)  R(5’-TTTGCATGTAGATAGCGAATAAC- 3’) 
โดยมีขนาด 130 bp และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบดีเอ็นเอของเน้ือหมู
โดยเปรียบเทียบกับววั ไก่ แกะ ม้า และหมูป่า ซ่ึงมีน ้ าเป็นตัวควบคุมเชิงลบ และได้ทดลอง
ตรวจสอบดีเอ็นเอของหมูภายในช้ินเน้ือหมูท่ีถูกท าดว้ยความร้อน  ผูว้ิจยัท าการทดสอบดว้ยการน า
เน้ือหมูมาตม้ , ใช้ความร้อน , อบ และทอด ผลท่ีไดรั้บคือปรากฏแบนดีเอ็นเอท่ีขนาด 130 bp        
ไดอ้ยา่งชดัเจนปรากฏเฉพาะช่องท่ีเป็นหมูและหมูป่าเท่านั้น จึงเป็นการยนืยนัไดว้า่การใชค้วามร้อน
นั้นไม่ส่งผลกระทบต่อวิธีน้ี และคณะผูว้ิจยัยงัได้ท าการทดสอบความไวของวิธีการโดยผสม
ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากขา้วสาลี(10 ng/µl) ผสมกบัตวัอยา่งดีเอ็นเอของหมูโดยเจือจางท่ี  0, 10 fg/µl, 
100 fg/µl, 1 pg/µl, 10 pg/µl, 100 pg/µl, 1 ng/µl, และ 10 ng/µl  ตามล าดบั ผลท่ีไดคื้อสามารถ
ปรากฏแบนดีเอ็นเอท่ีขนาด 130 bp ไดท่ี้การเจือจางระดบั 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, และ 1 pg  
ด้วยเหตุน้ีผูว้ิจ ัยจึงได้ท าการทดลองเพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพของวิธีท่ีถูกพฒันาข้ึนมาแล้ว         
โดยน ามาใชก้บัรูปแบบการผลิตอาหารส าเร็จรูป คือ เก๊ียวซ่า (ไส้หมูกบัผกั) โดยน าเก๊ียวซ่ามาหั่น
เป็นช้ินเล็กๆ จากนั้นเติมน ้ าลงไปและท าให้เป็นเน้ือเดียวกนั( 10% homogenate )แลว้จึงท าการ    
เจือจาง Homogenate 10 % ในน ้ ากลัน่ ให้ไดร้ะดบั 1 % , 1000 ppm , 100 ppm , 10 ppm, 1 ppm, 
100 ppb , 10 ppb, และ 1 ppb homogenates.  และท าพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์คู่ F2/R1 ผลท่ีไดรั้บคือ
ปรากฏแบนดีเอน็เอของหมูในเก๊ียวซ่าในระดบัท่ีสูงกวา่ 100 ppb (Tanabe, 2007) 


