
 
 

บทที ่1 

 

บทน ำ 

 
 
 ปัจจุบนัเทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์ไดเ้ขา้มามีบทบาทในการท าประโยชน์กบังานหลายๆ 
ด้าน อาทิเช่น ด้านการแพทย์เพื่อการวินิจฉัยโรค อุตสาหกรรม และส่ิงแวดล้อมเพื่อการผลิต 
เกษตรกรรมเพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุ รวมไปถึงการตรวจดีเอ็นเอทางนิติวิทยาศาสตร์ เรามกัจะคุน้เคย
กบัค าวา่ ลายพิมพดี์เอน็เอ (DNA fingerprint) ซ่ึงเป็นส่ิงท่ีใชบ้่งบอกลกัษณะจ าเพาะของแต่ละบุคคล 
พฒันาข้ึนใชค้ร้ังแรกโดย ศาสตราจารย ์Alec Jeffreys ในปี ค.ศ. 1985 และพบวา่ลายพิมพ ์ดีเอ็นเอ
จะเป็นเอกลกัษณ์ของแต่ละบุคคล โอกาสท่ีคนสองคนจะมีดีเอน็เอเหมือนกนัมีค่าเท่ากบั 1 ใน 9,340 
ลา้น ซ่ึงมีค่าสูงกวา่จ านวนประชากรในโลกน้ี (สุรินทร์, 2552) งานนิติวิทยาศาสตร์น าลายพิมพดี์
เอ็นเอมาใช้ประโยชน์ในการตรวจหาความสัมพนัธ์ของบุคคลวา่เป็นพ่อ แม่ ลูกกนัจริงหรือไม่ อีก
ทั้งยงัช่วยในการหาตวัผูก้ระท าความผิดจากวตัถุพยานทางชีวภาพท่ีคนร้ายไดทิ้้งเอาไวใ้นท่ีเกิดเหตุ 
และเรามกัจะพบว่าวตัถุพยานชีวภาพท่ีคนร้ายไดทิ้้งไวใ้นท่ีเกิดเหตุนั้นมีปริมาณท่ีน้อยมากซ่ึงอาจ
ท าให้ยากต่อการตรวจพิสูจน์ ด้วยเหตุน้ี จึงมีการน าเทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์เข้ามาช่วยเพิ่ม
ปริมาณสารพนัธุกรรมจ าเพาะส่วนก่อนโดยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) พฒันาข้ึนใน
ปี ค.ศ. 1986 โดย Kary Mullis สามารถเพิ่มช้ินส่วนดีเอ็นเอเฉพาะส่วนท่ีตอ้งการ เป็นจ านวนมาก 
ภายในระยะเวลาอนัสั้นในหลอดแกว้ (In vitro) (หทัยา, 2549) ท าให้ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอจ านวนมาก
เพื่อง่ายต่อการตรวจสอบ  
 สารพนัธุกรรม หรือ ดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid: DNA) เป็นกรดนิวคลิอิก (Nucleic 
acid) ท่ีท  าหน้าท่ีเก็บขอ้มูลทางพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิต ดีเอ็นเอส่วนใหญ่อยู่ในรูปโครโมโซม 
(Chromosome) วางตวัอยูใ่นส่วนนิวเคลียสภายในเซลล์ของส่ิงมีชีวิต ดีเอ็นเอประกอบดว้ยหน่วย
ยอ่ยท่ีเรียกวา่ นิวคลิโอไทด์ (Nucleotide) ซ่ึงเป็นสารประกอบไนโตรจีนสัเบส (Nitrogenous base) 
แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มพิวรีนเบส (Purine) ไดแ้ก่ ไทมีน (Thymine: T) ไซโทซีน (Cytosine:C)  
และกลุ่มไพริมิดีนเบส (Pyrimidine) ไดแ้ก่ อะดีนีน (Adenine: A) 
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กวันีน (Guanine: G) โดยสารประกอบไนโตรจีนัสเบสน้ีจะรวมตวักบัน ้ าตาลดีออกซีไรโบส 
(Deoxyribose sugar) และกรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid) เป็นนิวคลิโอไทด์อยูใ่นดีเอ็นเอ การ
เรียงล าดบัของนิวคลิโอไทด์ ทั้ง 4 ชนิด ส่งผลต่อการเกิดความหลากหลาย และสร้างความแตกต่าง
ในล าดบัเบสบนสายดีเอน็เอ ซ่ึงจะมีความจ าเพาะในส่ิงมีชีวติแต่ละชนิด  
        ดีเอ็นเอไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial DNA หรือ mtDNA) เป็นดีเอ็นเอท่ีอยูใ่นโครงสร้างท่ี
เรียกวา่ ไมโตคอนเดรีย (Mitochondria) ซ่ึงเป็นออร์แกเนลลท่ี์ท าหนา้ท่ีในการหายใจ และเป็นแหล่ง
พลงังานของเซลล์ โดยท าหน้าท่ีเปล่ียนพลงังานจากอาหารให้อยู่ในรูปท่ีเซลล์สามารถน าไปใช้
ภายในเซลลไ์ด ้ พบในเซลลข์องส่ิงมีชีวติจ าพวกยคูาริโอติค (Eukariotic) ทั้งพืชและสัตว ์ โดยไมโต
คอนเดรียมีดีเอน็เอของตวัเอง มีการจ าลองโมเลกุลดีเอน็เอและสังเคราะห็โปรตีนไดเ้อง จีโนมในไม
โตคอนเดรียของสัตวมี์ขนาดค่อนขา้งเล็ก ประมาณ 16-20 กิโลเบส เช่นของคนมี 16,569 คู่เบส พืช
มี 40-2,500 กิโลเบส ซ่ึงมีขนาดค่อนขา้งใหญ่และมีความแตกต่างกนัมาก จ านวนไมโตคอนเดรียใน
เซลล์จะมีปริมาณแตกต่างกนัข้ึนกบัชนิดและกิจกรรมของเซลล์ โดยแต่ละเซลล์อาจมีจ านวนไมโต
คอนเดรียตั้งแต่หลายร้อยจนถึงจ านวนเป็นหลกัพนั และในไมโตคอนเดรียแต่ละอนัจะมีดีเอ็นเอ 5-
10 โมเลกุล รวมจ านวนดีเอน็เอของไมโตคอนเดรียอาจมีหลายพนัโมเลกุลต่อเซลล์ คิดเป็นประมาณ 
1 เปอร์เซ็นตข์องดีเอน็เอทั้งหมดในเซลล ์(สุรินทร์, 2552) ทั้งน้ีดีเอน็เอไมโตคอนเดรียมีท่ีมาจากการ
สืบทอดจากบรรพบุรุษ ซ่ึงปกติแลว้อาศยักฎของเมนเดล คือมาจากพอ่และแม่ แต่เน่ืองจากเป็นดีเอ็น
เอท่ีอยู่ในส่วนของไมโตคอนเดรียในไซโตพลาซึม เซลล์สืบพนัธ์ุของพ่อซ่ึงอยู่ในรูปของอสุจินั้น
เอาเฉพาะส่วนหวัของอสุจิซ่ึงมีนิวเคลียสอยูเ่ขา้ไปผสมกบัไข่ของเพศแม่ แต่สลดัเอาส่วนท่ีเหลือซ่ึง
มีไมโตคอนเดรียอยูเ่ป็นจ านวนมากออกไป ดงันั้น เซลล์ของลูกท่ีไดจึ้งมีแต่ไมโตคอนเดรียท่ีไดจ้าก
แม่เท่านั้น การถ่ายทอดจากบรรพบุรุษสู่ลูกหลานจึงไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล (Non-Mendelian 
inheritance) แต่เป็นการถ่ายทอดลกัษณะจากเพศแม่เท่านั้น (Maternal inheritance)(ตรีทิพย,์ 2552) 
        ไซโตโครม บี (Cytochrome b) เป็นหน่ึงในไซโตโครม (Cytochromes) ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
ขนส่งอิเล็กตรอนในโซ่การหายใจของไมโตคอนเดรีย โดยไซโตโครมมีหลายชนิดใชต้วัอกัษรเป็น
ช่ือชนิดของไซโตโครม  เช่น  ไซโตโครมเอ  ไซโตโครมบี  หรือไซโตโครมซี  เป็นตน้ ไซโตโครม
จะรับและส่งอิเล็กตรอนจากไซโตโครมหน่ึงไปยงัอีกไซโตโครมหน่ึงจนถึงออกซิเจนเป็นตวัรับ
อิเล็กตรอนตวัสุดทา้ยและไม่ส่งต่ออิเล็กตรอนให้แก่สารตวัใด ออกซิเจนท่ีไดรั้บอิเล็กตรอนจะรวม
กบัโปรตอนท่ีมีอยูใ่นสารละลายภายในไมโตคอนเดรีย กลายเป็นน ้า  ดีเอน็เอท่ีอยูใ่นส่วนของยีนไซ
โตโครมบีเป็นส่วนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กและพบอยู่ในสัตว์ทุกชนิด แต่มีการสร้างโปรตีนท่ีมี
ความจ าเพาะส าหรับสัตวแ์ต่ละชนิด  จึงมีการน าเอาดีเอ็นเอในส่วนของยีน ไซโตโครม บี มาใชใ้น
การตรวจสอบเพื่อระบุชนิดในสัตว์ (Species identification) เน่ืองจากล าดบัเบสของยีนไซโตโครม
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บีของสัตวจ์ะค่อนขา้งอนุรักษ์ จึงสามารถออกแบบไพรเมอร์ (Primer) ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ส่วนดงักล่าวดว้ยวิธี พีซีอาร์ ซ่ึงมีรายงานการเพิ่มปริมาณส่วนของยีนไซโตโครมบีในสัตวไ์ดถึ้ง 
221 ชนิด เม่ือน าส่วนท่ีเพิ่มปริมาณได้มาหาล าดบัเบส จะมีล าดบัเบสท่ีแตกต่างกนัไปตามชนิด 
(Species specific) (สุรินทร์, 2552) ดว้ยเหตุน้ี จึงไดมี้การน าประโยชน์จากดีเอน็เอบนยีนไซโตโครม
บีในไมโตคอนเดรียมาประยุกตใ์ชใ้นการระบุชนิดของสัตว ์หรือแมแ้ต่การระบุวา่เป็นมนุษย ์โดยดี
เอ็นเอในไมโตคอนเดรียยงัสามารถใช้ไดดี้ในกรณีของตวัอย่างท่ีมีอายุยาวนาน เช่น ผม หรือ ขน 
โบราณวตัถุ ซ่ึงมกัจะไม่มีดีเอน็เอในนิวเคลียสเหลือเพียงพอท่ีจะตรวจสอบได ้แต่ทั้งน้ีการระบุสาร
พนัธุกรรมดว้ยการวิเคราะห์ยีนไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรียสามารถใช้กบัการระบุคุณลกัษณะ
ทัว่ไป หรือการระบุกลุ่มชั้น (Class characteristics) ของส่ิงมีชีวิตเท่านั้น กล่าวคือ ใชร้ะบุชนิดหรือ
ประเภทของส่ิงมีชีวิต หรือ ของส่ิงนั้นๆ เช่น เป็นไก่ หรือเป็นมนุษย ์เป็นตน้ แต่ไม่สามารถระบุถึง
คุณลกัษณะเฉพาะ (Individual characteristics) ซ่ึงบ่งบอกถึงความเป็นเอกลกัษณ์ (Identity) ของ
ส่ิงๆนั้นได้ว่าไม่ใช่ส่ิงอ่ืนแต่เป็นส่ิงนั้นส่ิงเดียวอนัเดียว ดังน้ีเพื่อประโยชน์ซ่ึงมุ่งถึงการตรวจ
วิเคราะห์ในการน าไประบุชนิดของสัตว ์เช่น เป็นสุกรหรือไม่ ไม่ไดมุ้่งหาค าตอบว่าเป็นสุกรตวัน้ี
หรือไม่นั้น การตรวจวิเคราะห์จากดีเอ็นเอบนไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรียจึงเป็นการเพียงพอ
แลว้ 
        การระบุสารพนัธุกรรมหรือดีเอน็เอของสัตวด์ว้ยยนีไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย สามารถ
น าไปปรับใชใ้นทางนิติวทิยาศาสตร์กรณีท่ีมีขอ้พิพาททางกฎหมายเกิดข้ึนในคดีท่ีเก่ียวขอ้งกบัสัตว ์ 
เช่น กรณีท่ีมีการกล่าวอา้งวา่เลือดท่ีพบในท่ีเกิดเหตุเป็นของสัตว ์และในกรณีท่ีมีการลกัลอบล่าสัตว์
ป่าเป็นตน้ ซ่ึงกรณีต่างๆท่ีกล่าวมาน้ีลว้นจ าเป็นตอ้งมีหลกัฐานยนืยนัในการกระท าความผดิ  
โดยเฉพาะวตัถุพยานนั้นเป็นเพียงเศษช้ินส่วนใดช้ินส่วนหน่ึงท่ีไม่สามารถระบุชนิดของสัตวน์ั้นได้
ดว้ยวธีิทางกายภาพหรือดว้ยวธีิการทางชีวเคมี  เช่น เศษช้ินเน้ือ เศษผวิหนงั เศษกระดูก เป็นตน้   
        ปัญหาส าคญัของการตรวจพิสูจน์เอกลกัษณ์จากวตัถุพยานทางชีวภาพอยา่งหน่ึง คือ ตวัอยา่งท่ี
ไดม้ามกัจะอยูใ่นสภาวะท่ีก าหนดไม่ได ้บางคร้ังอาจมีปริมาณเพียงเล็กนอ้ย บางคร้ังอาจมีส่ิงเจือปน
หรือมาจากคนหลายคนปนกันอยู่ บางคร้ังอยู่ในสภาพท่ีเส่ือมสลายอย่างมาก ท าให้ตัวอย่างมี
ปริมาณดีเอ็นเอน้อยหรืออาจมีสภาพท่ีไม่สมบูรณ์ ดงันั้นจึงตอ้งน าตวัอย่างมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) เทคนิคน้ีสามารถเพิ่มขยายดีเอ็นเอให้มีจ  านวนมาก
ข้ึนกวา่เดิมหลายลา้นเท่า โดยการเพิ่มปริมาณยีนท่ีสนใจในหลอดทดลอง จึงเรียกอีกช่ือหน่ึงวา่ In 
vitro enzymatic gene amplification วิธีน้ีมีประโยชน์ในการตรวจหาช้ินส่วนหรือเพิ่มช้ินส่วนดีเอ็น
เอท่ีตอ้งการในส่ิงส่งตรวจ คน้พบคร้ังแรกโดย Kary Mullis และคณะ ในปี 1986 โดยใชห้ลกัการ
เลียนแบบธรรมชาติท่ีวา่โดยอาศยัดีเอน็เอตน้แบบเป็นจุดเร่ิมตน้ และมีเอน็ไซมพ์วก  
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DNA polymerase ช่วยท าให้สายดีเอ็นเยาวออกไปโดยเลือกจบัเอา นิวคลีโอไทด์ตวัใดตวัหน่ึงใน 4 
ชนิด dATP, dGTP, dCTP ,dTTP เขา้มาต่อเป็นเบสคู่สมกบัดีเอ็นเอสายตน้แบบ (Template) 
ส่วนประกอบต่างๆ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอมีดงัน้ีคือ ดีเอ็นเอตน้แบบ (Template DNA), 
Thermostable DNA polymerase, Deoxynucleotice , Triphosphate (dNTPs) ทั้ง 4 ชนิด , 
Oligonuclotide primer อยา่งนอ้ย 1 คู่ และบพัเฟอร์ท่ีเหมาะสม ปริมาณดีเอ็นเอจะเพิ่มมากข้ึนได้
ตอ้งอาศยัปฏิกิริยาท่ีต่อเน่ืองหลายๆรอบ ซ่ึงแต่ละรอบจะประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน คือ  

1. ขั้นตอน Denaturation  
2. ขั้นตอน Primer annealing  
3. ขั้นตอน Primer extension  

 
        ในกระบวนการ พีซีอาร์ ดีเอ็นเอไพรเมอร์ 2 เส้นจะจบักบัเส้นดีเอ็นเอตน้แบบในต าแหน่งท่ี
ห่างจากกนั ถึงบริเวณหวัและทา้ยของช่วงดีเอน็เอท่ีตอ้งการจะสร้างข้ึนใหม่  ไพรเมอร์ไฮบริไดซ์เขา้
กบัสายตรงขา้ม  และเกิดการสังเคราะห์ดีเอน็เอจากไพรเมอร์ ท าใหเ้ติมช่องวา่งระหวา่งไพรเมอร์ให้
เตม็บริเวณท่ีอยูร่ะหวา่งไพรเมอร์ทั้งสองจะเพิ่มเป็นสองเท่าในแต่ละรอบของการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ 
หลอดปฏิกิริยาจะถูกปรับเปล่ียนอุณหภูมิในเคร่ืองปรับเปล่ียนอุณหภูมิ (Thermal cycler) ในการ
สังเคราะห์ 10 รอบ  ดีเอ็นเอจะถูกขยาย 210 = 1024 เท่า  20  รอบประมาณลา้นเท่า และ  30  รอบ
ประมาณพนัลา้นเท่า  ในทางทฤษฎี  ดีเอ็นเอท่ีปริมาณเป็นนาโนแกรมสามารถขยายให้ดีเอ็นเอเป็น
กรัมไดโ้ดยการใช้ พีซีอาร์  30  รอบ ดว้ยกระบวนการอตัโนมติั  จึงท าให้ปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มข้ึนใน
เวลาไม่ก่ีชัว่โมง  พีซีอาร์ มีประโยชน์อยา่งมากในการท าส าเนาพนัธุกรรมหรือการโคลนน่ิงดีเอ็นเอ
เพราะท าการเพิ่มจ านวนยีนก่อนท่ีจะโคลนน่ิง พีซีอาร์ ท าให้ไดล้  าดบัเบสดีเอ็นเอจ าเพาะปริมาณ
มากท่ีจะใชเ้ป็นตน้แบบ  พีซีอาร์ สามารถถูกใชเ้พื่อเพิ่มจ านวนดีเอน็เอแมมี้อยูใ่นตวัอยา่งในปริมาณ
เพียงเล็กนอ้ย  พีซีอาร์ สามารถประยุกตใ์ชต้รวจไมโครแซทเทลไลทดี์เอ็นเอซ่ึงใชร้ะบุเอกลกัษณ์
บุคคลและพิสูจน์ความสัมพนัธ์ทางสายเลือดซ่ึงสามารถตรวจไดจ้ากตวัอย่างดีเอ็นเอแมมี้ปริมาณ
เพียงเล็กนอ้ย (อุไรวรรณ, 2545) 
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วตัถุประสงค์ของกำรศึกษำ 
            เพื่อหา primer และสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอ ในการตรวจยืนยนั
ลกัษณะ ดีเอ็นเอ ของมนุษยแ์ละสุกรในคราวเดียวกนัโดยใช้ Mitochondrial DNAในส่วนของยีน
Cytochrome b 
 
สมมติฐำนของกำรศึกษำ 

หลงัจากท าการศึกษาจะได้ primer และสภาวะท่ีเหมาะสม ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงและมี
ประสิทธิภาพส าหรับการระบุสารพนัธุกรรมของมนุษย์และสุกรในคราวเดียวกันได้ ด้วยการ
วเิคราะห์ยนีไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย 

 
ขอบเขตกำรวจัิย 

ขอบเขตประชากร 
    - ตวัอยา่งดีเอน็เอของของสุกรและตวัอยา่งดีเอน็เอของมนุษยจ์  านวนอยา่งละ 45 

ตวัอยา่ง  
 - ตวัอยา่งดีเอน็เอของ ไก่ ววั สุนขั และปลา จ านวนชนิดละ 12 ตวัอยา่ง 

 
นิยำมศัพท์เฉพำะ 
        Cytochrome b gene หมายถึง ยีนท่ีอยู่ในโครงสร้างของเซลล์ท่ีเรียกว่า ไมโตคอนเดรีย ท า
หนา้ท่ีเก่ียวกบัห่วงโซ่การหายใจภายในเซลล ์     
        Polymerase chain reaction (PCR) หมายถึง เทคนิคท่ีใชเ้พิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศยัหลกัการ
สังเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่ (DNA replication) จากดีเอ็นเอตน้แบบในหลอดทดลองภายใน
ระยะเวลาอนัสั้นและไดดี้เอน็เอสายใหม่เกิดข้ึนเป็นลา้นเท่า    
        Agarose gel electrophoresis หมายถึง เทคนิคท่ีใชแ้ยกสาร วิเคราะห์ และเตรียมสารท่ีมีประจุ
ไฟฟ้า เช่น กรดอะมิโน โปรตีน และ กรดนิวคลีอิกให้บริสุทธ์ิบนวุน้อะกาโรส โดยอาศยัหลกัการ
ท่ีวา่ เม่ือให้สนามไฟฟ้า สารท่ีมีประจุไฟฟ้าจะเคล่ือนท่ีไปยงัขั้วท่ีตรงขา้มกนัดว้ย อตัราเร็วในการ
เคล่ือนท่ี ซ่ึงข้ึนกบัปริมาณประจุสุทธิบนโมเลกุลของสาร รูปร่างและขนาดของโมเลกุลของสารนั้น 
        Base pair (bp) หมายถึง คู่เบส เป็นการจบัคู่เบส A กบั T และ G กบั C ในดีเอ็นเอเกลียวคู่ การ
จบัคู่อาจเกิดข้ึนไดใ้นอาร์เอน็เอในบางสถานการณ์ 


