
 บทที ่2 
 

ทบทวนเอกสาร 
 
 

        สารพนัธุกรรมหรือดีเอน็เอเป็นชีวโมเลกุลพื้นฐานของส่ิงมีชีวติ ท่ีใชเ้ป็นรหสัส าหรับการสร้าง
โปรตีนท่ีจ าเป็นส าหรับการด ารงชีวิต  ลักษณะต่าง ๆ ของส่ิงมีชีวิตท่ีแสดงออกมาก็มาจากการ
ถอดรหัสของดีเอ็นเอในต าแหน่งต่าง ๆ ของแผงยีน (Genome) ของส่ิงมีชีวิตนั้น ท าให้ส่ิงมีชีวิต
ต่างๆด ารงชีพได้อย่างเป็นระบบ และอีกนัยหน่ึงท าให้ระบบต่างๆของส่ิงมีชีวิตทั้ งหลายมี
ความสามารถในการด ารงชีพท่ีมีความแตกต่างกันในรายละเอียด แต่ยงัคงมีกระบวนการและ
หลกัการของระบบต่างๆไปในท านองเดียวกนั หน่วยพื้นฐานทางพนัธุกรรมท่ีถูกถอดรหัสส าหรับ
การสร้างโปรตีนเรียกว่า ยีน (Genes) ซ่ึงประมาณกนัว่าในแผงยีนของมนุษยมี์ประมาณ 50,000-
100,000 ยีน ยีนหน่ึงอาจมีความยาวของล าดบัเบสไดต้ั้งแต่ 1,000 เบสไปจนถึงมากกว่า 2,000,000 
เบส อยา่งไรก็ตามเม่ือเทียบกบัแผงยีนของมนุษยท่ี์มีล าดบัเบสทั้งหมดประมาณ 3,000 ลา้นเบสแลว้ 
ส่วนท่ีถูกถอดรหสัออกมาจะมีเพียงประมาณ 5-10 % เท่านั้น (ธานินทร์, 2538) 
        ดีเอ็นเอจดัเป็นสารประกอบประเภทหน่ึงของกรดนิวคลีอิก (Nucleic acid)  ซ่ึงมีทั้งหมด  2  
ชนิดคือ  ดีเอ็นเอ (DNA) และอาร์เอ็นเอ (RNA) ดีเอ็นเอเป็นช่ือย่อมาจากค าเต็มว่า ดีออกซีไรโบ
นิวคลีอิก แอสิด (Deoxyribonucleic acid; DNA) ประกอบดว้ยพอลิเมอร์ของนิวคลีโอไทด์สองสาย 
(Double-strand)  มาพนักนัเป็นเกลียวฮีลิกซ์  โดยนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอประกอบดว้ยน ้ าตาลเพน
โทสชนิดดีออกซีไรโบส (Deoxyribose) กรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid) และไนโตรจีนสัเบส 
(Nitrogenous base) ชนิดเพียวรีน คือ เบสอะดีนีน (Adenine) และเบสกวันีน (Guanine) ชนิดไพริมิ
ดีน คือ เบสไทมีน (Thymine) และเบสไซโทซีน (Cytosine) ในขณะท่ีอาร์เอ็นเอเป็นช่ือยอ่มาจากค า
เต็มวา่ ไรโบนิวคลีอิก แอสิด (Ribonucleic acid; RNA) ประกอบดว้ย พอลินิวคลีโอไทด์สายเด่ียว 
(Single-strand) นิวคลีโอไทด์ของอาร์เอ็นเอประกอบดว้ย น ้ าตาลไรโบส (Ribose) กรดฟอสฟอริก 
(Phosphoric acid) และไนโตรจีนสัเบสชนิดเพียวรีน คือ เบสอะดีนีน(Adenine) และเบสกวันีน 
(Guanine) ชนิดไพริมิดีน คือ เบส ยรูาซิล (Uracil) และเบสไซโทซีน (Cytosine) โดยทัว่ไปดีเอ็นเอ
เป็นแหล่งเก็บขอ้มูลทางพนัธุกรรมของสัตวช์ั้นต ่าและสัตวช์ั้นสูง และมีการถ่ายทอดขอ้มูลออกไป 
ใหอ้ยูใ่นรูปของอาร์เอน็เอ ดว้ย
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กระบวนการถอดรหสั (Transcription) ซ่ึงจะมีกระบวนการแปลรหัส (Translation) จากอาร์เอ็นเอ
เป็นโปรตีนส าหรับท าหนา้ท่ีต่างๆ อีกทีหน่ึง สารพนัธุกรรมเหล่าน้ีถ่ายทอดขอ้มูลทางพนัธุกรรมให้
อยู่ในรูปโปรตีน ซ่ึงมีอิทธิพลอย่างมากต่อการเจริญ และการควบคุมลักษณะของส่ิงมีชีวิต 
นอกจากนั้นสารพนัธุกรรมเหล่าน้ียงัมีความสามารถในการจ าลองตวัเองดว้ยวิธีการต่างๆ เป็นการ
รักษาเผา่พนัธ์ุและสืบทอดขอ้มูลเหล่าน้ีไปยงัลูกหลาน (ตรีทิพย,์ 2552) 
        เกลียวฮีลิกซ์ของดีเอ็นเอ (Double-stranded DNA) มีโครงสร้างทางเคมีเป็นพอลิเมอร์ของนิ
วคลีโอไทด์สองสายมาพนักนัเป็นเกลียว โดยทัว่ไปจะเป็นเกลียวเวียนขวา (Right-handed Helix) 
พอลิเมอร์นิวคลีโอไทด์แต่ละสายประกอบดว้ยนิวคลีโอไทด์เป็นหน่วยย่อยเรียงต่อกนัดว้ยพนัธะ
ฟอสโฟไดเอสเทอร์ มีปลาย 5’-phosphase และ 3’-OH โดยนิวคลีโอไทด์ทั้งสองสายเรียงตวักนัใน
ทิศทางตรงกนัขา้ม (Antiparallel) สายหน่ึงเรียงตวัจาก 5’-phosphase ไปยงั 3’-OH อีกสายหน่ึงเรียง
จาก 3’-OH ไปยงั 5’-phosphase แกนของของทั้งสองสายเป็นส่วนของน ้ าตาลเพนโทสต่อกบัหมู่
ฟอสเฟสดว้ยพนัธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ ส่วนเบสนั้นจะยื่นเขา้หากนัโดยมีพนัธะไฮโดรเจนยึดอยู่
ระหวา่งเบสท่ีจ าเพาะคือ อะดีนีนจะจบัคู่กบัไทมีนดว้ยพนัธะไฮโดรเจนสองพนัธะ (A-T base pair) 
กวันีนจะจบัคู่กบัไซโทซีนดว้ยพนัธะไฮโดรเจนสามพนัธะ (G-C base pair) จึงแข็งแรงกวา่คู่เบสอะ
ดีนีนกบัเบสไทมีน การจบัตวัของเบสในลกัษณะน้ี ท าให้ไดโ้ครงสร้างดีเอ็นเอท่ีบิดเป็นเกลียวฮี
ลิกซ์ เน่ืองจากการจดัตวัของอะตอมในโมเลกุลของเบสแต่ละตวัมีโครงสร้างท่ีแน่นอน และเม่ือ
จบัคู่กับเบสอีกชนิดหน่ึงจึงท าให้เกิดการบิดตวัของโมเลกุลของดีเอ็นเอ ส าหรับตวัเบสนั้นเป็น 
Heterocyclic nitrogenous base จะเกิดพนัธะไฮโดรโฟบิกระหว่างเบสท่ีอยู่ซ้อนกนัในแต่ละสาย 
(Stacking base) ดงันั้น พนัธะไฮโดรเจนและพนัธะไฮโดรโฟบิกจึงเป็นพนัธะหลกัท่ีช่วยให้เกลียว ฮี
ลิกซ์ของดีเอน็เอคงรูปอยูไ่ด ้
 

            
Deoxyribose               Ribose 

 
ภาพ 1 โครงสร้างทางเคมีของน า้ตาลเพนโทสทีเ่ป็นองค์ประกอบในดีเอน็เอคือ ดีออกซีไรโบส 

(Deoxyribose) และในอาร์เอ็นเอคือไรโบส (Ribose) 
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Purine 

 

  
                                   Adenine (A)                                        Guanine (G)  

 
 
 
 
 
 

Pyrimidine  

 
                        Cytosine (C)                                     Thymine (T) 
 

 
ภาพ 2 โครงสร้างทางเคมีของไนโตรจีนัสเบส ชนิดเพียวรีนและไพริมิดีน 
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ภาพ 3 ลกัษณะพอลนิิวคลโีอไทด์สายเดี่ยวของ RNA และพอลนิิวคลโีอไทด์สายคู่ของ DNA 
ท่ีมา: http://www.accessexcellence.org 

 

 
  
ภาพ 4 โครงสร้างเกลยีวฮีลกิซ์ของดีเอน็เอ แสดงพันธะไฮโดรเจนระหว่างคู่เบส (AT หรือ GC)  

ท่ีมา: http://www.biogang.com/images/dnastructure2.jpg 
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ภาพ 5 การจัดตัวของสายพอลนิิวคลโีอไทด์สองสายของดีเอน็เอไปในทศิทางตรงกนัข้าม 

ท่ีมา:  http://upload.vipulg.com/Zoology/759/Chapter4_files/Chapter4-42.png 
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        อยา่งไรก็ตาม แมว้า่ดีเอ็นเอในส่ิงมีชีวิตของสัตวช์ั้นสูง (Eukaryotic cell) และของสัตวช์ั้นต ่า
(Prokaryotic cell) ต่างมีหนา้ท่ีหลกัในการจ าลองตวัเองและการถ่ายทอดขอ้มูลทางพนัธุกรรมให้ได้
โปรตีนท่ีท าหน้าท่ีต่างๆ ท านองเดียวกนั แต่ดีเอ็นเอจากส่ิงมีชีวิตทั้งสองกลุ่มมีลกัษณะและกลไก
การท างานแตกต่างกนั สัตวช์ั้นต ่าเช่นแบคทีเรียไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส (Nuclear membrane) ดีเอ็นเอ
ในเซลล์ของสัตวช์ั้นต ่าจึงอยู่ร่วมกบัออร์แกเนลล์อ่ืนๆในไซโทพลาซึม โดยดีเอ็นเอมีลกัษณะเป็น
วงกลมประกอบดว้ย พอลินิวคลีโอไทด์สองสายพนักนัเป็นเกลียวต่อเน่ืองกนั ไม่มีปลายเปิด อยูใ่น
ลกัษณะเด่ียว เรียกวา่ แฮพลอยด์ (Haploid) (มีโครโมโซม 1 ชุด) ส่วนสัตวช์ั้นสูงเช่นพืชหรือสัตว์
นั้นมีเยื่อหุ้มนิวเคลียส มีดีเอ็นเอหลกัอยู่ภายในนิวเคลียส ลกัษณะดีเอ็นเอภายในนิวเคลียสจะเป็น
เส้นตรง ภายในประกอบดว้ยพอลินิวคลีโอไทด์สองสายพนักนัเป็นเกลียวและมีปลายเปิดท่ีหวัทา้ย 
อยูใ่นลกัษณะเป็นคู่เรียกวา่ ดิพลอยด์ (Diploid) (มีโครโมโซม 2 ชุด) เป็นท่ีน่าสนใจวา่ นอกจากมีดี
เอน็เอในนิวเคลียสแลว้ยงัมีดีเอน็เอท่ีอยูภ่ายนอกนิวเคลียส ซ่ึงเป็นดีเอน็เอท่ีพบในไซโทพลาซึม พบ
ในออร์แกเนลล์บางชนิดเท่านั้น เช่น ในไมโตคอนเดรียและในคลอโรพลาสต์ ดีเอ็นเอภายนอก
นิวเคลียสน้ีจะมีลกัษณะเป็นวงกลม คลา้ยกบัดีเอ็นเอท่ีพบในแบคทีเรียหรือพลาสมิดของแบคทีเรีย 
จดัเป็นสายเปลือยดีเอน็เอ คือมีพอลินิวคลีโอไทด์สองสายพนักนัเป็นเกลียวฮีลิกซ์ (circular double-
stranded DNA) แต่ไม่มีการพนัลอ้มรอบฮิสโทนเช่นเดียวกบัดีเอ็นเอภายในนิวเคลียส โดยพืชมีดี
เอน็เออยูใ่นคลอโรพลาสต ์(Chloroplast) ส่วนสัตวมี์ดีเอน็เออยูใ่นไมโตคอนเดรีย (Mitochondria) ดี
เอ็นเอในไซโทพลาซึมนั้นมีลกัษณะต่างจากดีเอ็นเอในนิวเคลียสแต่คลา้ยคลึงกบัดีเอ็นเอของสัตว์
ชั้นต ่า นัน่คือเป็นเกลียวฮีลิกซ์ท่ีเป็นวงกลมปลายปิด ซ่ึงมีกระบวนการจ าลองตวัเองและถ่ายทอด
ขอ้มูลทางพนัธุกรรมเป็นอิสระจากกระบวนการของดีเอ็นเอในนิวเคลียส แต่ผลผลิตท่ีไดร้ะหวา่งดี
เอ็นเอในนิวเคลียสและดีเอ็นเอในไซโทพลาสซึมท าหนา้ท่ีร่วมกนัคือ ท าให้ส่ิงมีชีวิตนั้นๆสามารถ
ใชชี้วติไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและเป็นปกติ (ตรีทิพย,์ 2552) 
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ภาพ  6 องค์ประกอบภายในเซลล์ยูแคริโอต 
ท่ีมา http://th.wikipedia.org/ 

 
        ไมโตคอนเดรีย เป็นออร์แกเนลล์ท่ีท าหน้าท่ีในการหายใจ และเป็นแหล่งพลงังานของเซลล ์
พบในส่ิงมีชีวิตพวกยแูคริโอตท่ีหายใจแบบใช้ออกซิเจนทั้งพืชและสัตว ์พบคร้ังแรกโดย  คอลลิก
เกอร์ (Kollicker) ไมโตคอนเดรียมีรูปร่างกลม  ท่อนสั้ น  ท่อนยาว  หรือกลมรีคล้ายรูปไข่  
โดยทัว่ไปมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.2–1 ไมครอน และยาว 5-7 ไมครอน  ประกอบดว้ยสารโปรตีน
ร้อยละ 60–65 และลิพิดประมาณร้อยละ 35-40  ไมโตคอนเดรียเป็นออร์แกเนลล์ท่ีมียูนิตเมมเบร
นหุ้ม 2 ชั้น (Double unit membrane)โดยชั้นนอกเรียบมีความหนาประมาณ  60–70 องัสตรอม เยื่อ
ชั้นในพบัเขา้ดา้นในเรียกวา่ คริสตี (Cristae) ภายในของไมโตคอนเดรียมีของเหลวซ่ึงประกอบดว้ย
สารหลายชนิดเรียกวา่ เมทริกซ์ (Matrix) ในไมโตคอนเดรีย นอกจากมีสารประกอบเคมีหลายชนิด
แลว้ยงัมีเอนไซมท่ี์ส าคญัในการสร้างพลงังานจากการหายใจระดบัเซลล ์        
        โครงสร้างของไมโตคอนเดรีย  มีเยือ่หุม้  2 ชั้น ดงัน้ี 
  1.  เยือ่หุม้ชั้นนอก (Outer membrane) มีลกัษณะเรียบหนา้ท่ีคอยควบคุมการผา่น
เขา้ออก ของสาร 
  2.  เยื้อหุม้ชั้นใน (Inner membrane) มีลกัษณะหยกัไปมาคลา้ยวลิลสัในล าไส้คน 
เรียกวา่คริสตา (Crista) ท่ีเยือ่ชั้นในมีโครงสร้างเล็กๆลกัษณะเป็นเมด็กลมๆเรียกวา่  
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Inner membrane particle ติดอยูเ่ตม็ไปหมด โครงสร้างเล็กๆ มีหนา้ท่ีเป็นแหล่งเก็บสารท่ีเป็นตวัรับ
ไฮโดรเจนและตวัรับอิเล็กตรอน 
        ปริมาณของไมโตคอนเดรียในแต่ละเซลลจ์ะต่างกนัตั้งแต่ไม่มีไมโตคอนเดรียเลย จนมีมากกวา่ 
2,000 อนั เซลลท่ี์ตอ้งการพลงังานสูงหรือมีเมแทบอลิซึมสูงจะมีไมโตคอนเดรียมาก เช่น เซลล์
สมอง เซลลก์ลา้มเน้ือ และเซลลห์วัใจ เน่ืองจากไมโตคอนเดรียเป็นแหล่งของการสร้างพลงังานใน
รูปแบบของเอทีพี เซลลท่ี์ไม่มีไมโตคอนเดรียเลยไดแ้ก่ เซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีโตเตม็วยั โดยทัว่ไปใน
ไมโตคอนเดรียมีลกัษณะเป็นวงรีรูปไข่ แต่อาจมีลกัษณะแตกต่างกนัออกไปได ้ เช่น เซลลส์มองมี
ไมโตคอนเดรียลกัษณะเป็นทรงกลม เซลลห์วัใจมีไมโตคอนเดรียลกัษณะเป็นทรงกระบอกเป็นตน้ 
   
 

 

 
 

ภาพ 7 โครงสร้างภายในของไมโตคอนเดรีย 
ท่ีมา : www.cartage.org.lb 
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ภาพ 8 แสดงลกัษณะดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย 
ท่ีมา : http://ocw.mit.edu 

 
        ทั้ งน้ีในไมโตคอนเดรียพบว่ามีดีเอ็นเอเป็นของตัวเอง มีการจ าลองโมเลกุลดีเอ็นเอและ
สังเคราะห์โปรตีนไดเ้อง โครงสร้างของจีโนมในไมโตคอนเดรียของส่ิงมีชีวิตส่วนใหญ่มีลกัษณะ
เป็นวงกลมประกอบไปดว้ยพอลินิวคลีโอไทด์สองสายพนักนัเป็นเกลียวคู่แบบวงแหวน  (Circular 
double-stranded DNA) ไม่มีการพนัลอ้มรอบฮิสโทนเหมือนดีเอ็นเอในนิวเคลียส ดีเอ็นเอในไมโต
คอนเดรียมีขนาดเล็ก เช่นในสัตวมี์ขนาดประมาณ 16,000-20,000 คู่เบส ส่วนพืชนั้นมีดีเอ็นเอของ
ไมโตคอนเดรียใหญ่มากคือประมาณ 100 กิโลเบส ของมนุษยมี์ความยาว 16,569 คู่เบสเม่ือเทียบกบั
ดีเอน็เอในนิวเคลียสของมนุษยมี์ความยาวประมาณ 3,000 ลา้นเบส และในหน่ึงไมโตคอนเดรียจะมี
ดีเอ็นเอประมาณ 5-10 วง ซ่ึงรหัสบนดีเอ็นเอของไมโตคอนเดรียนั้น ทุกเบสมีความหมายทั้งหมด 
(ไม่มีอินทรอน) และเท่าท่ีพบในขณะน้ีคือมี 37 ยีน  ซ่ึงในจ านวนน้ีเป็นยีนท่ีสร้างโปรตีนได ้
(Polypeptides) จ  านวน 13 ยีน เช่น Cytochrome b, ND1-6, ND4L, Cytochrome oxidase และ ATP 
synthase เป็นตน้ ทั้งน้ีความน่าสนใจของดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียคือ รหัสพนัธุกรรมมีลกัษณะ
เฉพาะตวั โดยปกติแลว้รหสัพนัธุกรรมของดีเอ็นเอ (Universal codon) หมายถึงเบส 3 ตวัท่ีเรียงต่อ
กนัของ Mature mRNA แลว้บ่งบอกความหมายถึง กรดอะมิโนชนิดใดชนิดหน่ึง โดยส่ิงมีชีวิตทุก
ชนิดไม่ว่าจะเป็นสัตวช์ั้นสูงหรือสัตวช์ั้นต ่า พืชหรือสัตว ์การเรียงตวัของเบสสามตวัจะบ่งบอกถึง
กรดอะมิโนชนิดเดียวกนัแต่ส าหรับดีเอ็นเอของไมโตคอนเดรียน้ีพบว่า บางรหัสไม่ไดบ้่งบอกถึง
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กรดอะมิโนตามกฎของ Universal codon แต่ให้ความหมายต่างออกไป โดยรหัสท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงดงักล่าวเป็นเพียงบางรหสัเท่านั้น 
        ดีเอ็นเอของไมโตคอนเดรียน้ีมีสมมติฐานวา่เดิมเป็นส่ิงมีชีวติอิสระ เขา้มาอยูใ่นเซลลแ์บบ
พึ่งพาอาศยักนั (Endosymbiont hypothesis) โดยไมโตคอนเดรียเป็นโพรแคริโอตในกลุ่ม α –purple 
bacteria ถูกกลืนโดยเซลลท่ี์เป็นบรรพบุรษของยแูคริโอตเม่ือประมาณ 1,200 ลา้นปีมาแลว้ และ
อาศยัอยูใ่นเซลลแ์บบพึ่งพาอาศยักนั โดยไดรั้บอาหารจากเซลล ์ ส่วนเซลลก์็ไดรั้บพลงังานในรูป
ของ ATP ตอบแทน และต่อมามีบางเซลลไ์ดก้ลืนเอาแบคทีเรียในกลุ่ม Cyanobacteria เขา้ไปจนได้
เป็นสาหร่ายและพืชท่ีมีการสังเคราะห์แสงได ้ไมโตคอนเดรียสามารถเพิ่มปริมาณไดโ้ดยการแบ่งตวั 
อาศยัอยูใ่นเซลลเ์ป็นเวลานานจนไม่สามารถกลบัไปอยูแ่บบอิสระไดอี้ก เน่ืองจากมีการถ่ายยนีบาง
ตวัเขา้ไปในนิวเคลียสของเซลล ์ จึงตอ้งอาศยัโปรตีนหลายชนิดจากไซโทพลาสซึม โดยโปรตีน
เหล่าน้ีจะมีส่วนของพอลิเปปไทดท่ี์เป็นสัญญาณน ามายงัออร์แกแนลล ์ และเขา้ไปท างานในไมโต
คอนเดรีย โดยท่ีมาของไมโตคอนเดรียมิไดมี้ท่ีจากการเกิดใหม่ข้ึนเอง (De novo) แต่ตอ้งไดรั้บการ
สืบทอดมาจากบรรพบุรุษ ซ่ึงปกติแลว้อาศยักฎของเมนเดล คือมาจากพอ่และแม่ แต่เน่ืองจากเป็นดี
เอน็เอท่ีอยูใ่นส่วนของไมโตคอนเดรียในไซโตพลาซึม เซลลสื์บพนัธ์ุของพอ่ซ่ึงอยูใ่นรูปของอสุจิ
นั้นเอาเฉพาะส่วนหวัของอสุจิซ่ึงมีนิวเคลียสอยูเ่ขา้ไปผสมกบัไข่ของเพศแม่ แต่สลดัเอาส่วนท่ีเหลือ
ซ่ึงมีไมโตคอนเดรียอยูเ่ป็นจ านวนมากออกไป ดงันั้น เซลลข์องลูกท่ีไดจึ้งมีแต่ไมโตคอนเดรียท่ีได้
จากแม่เท่านั้น การถ่ายทอดจากบรรพบุรุษสู่ลูกหลานจึงไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล (Non-
Mendelian inheritance) แต่เป็นการถ่ายทอดลกัษณะจากเพศแม่เท่านั้น (Maternal Inheritance) นัน่
คือความผดิปกติของดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียท่ีเกิดข้ึน หากเกิดกบัเพศพอ่ก็จะไม่ถ่ายทอดไปสู่
ลูกหลานแต่หากเกิดกบัเพศแม่จึงจะถ่ายทอดสู่ลูกหลานได ้ 
        สรุปการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมของดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย มีลกัษณะดงัน้ี 

- การถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมเป็นแบบ Uniparental inheritance โดยเป็นชนิด 
Maternal inheritance จดัเป็น Non-Mendelian inheritance 

- ไม่มีกระบวนการแลกเปล่ียนขอ้มูลทางพนัธุกรรมโดยกระบวนการรีคอมบิเนชัน่ 
(Recombination) ระหวา่งดีเอน็เอจากพอ่และแม่ 

- มีกระบวนการจ าลองตวัเอง (DNA replication) เพื่อเพิ่มจ านวนดว้ยอตัราเร็วของมนั
เอง ไม่ข้ึนกบัการจ าลองตวัเองของดีเอน็เอในนิวเคลียส การจ าลองตวัของดีเอ็นเอ
ตามมาดว้ยการเพิ่มจ านวนของไมโตคอนเดรีย ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยคลึงกบัการแบ่งเซลล์
ของแบคทีเรีย 
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        ไซโตโครม (Cytochrome) คือรงควตัถุในรูปโปรตีน  ซ่ึงมีธาตุเหล็ก(Fe)เป็นองคป์ระกอบ  มี
หนา้ท่ีส าคญั  คือเป็นตวัรับและถ่ายทอดอิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจคือ Cytochrome b  
Cytochrome  c  และ Cytochrome  a  ตามล าดบั (ธนาลยั, 2552) ไซโตโครมจะรับและส่ง
อิเล็กตรอนจากไซโตโครมหน่ึงไปยงัอีกไซโตโครมหน่ึงจนถึงออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวั
สุดทา้ยและไม่ส่งต่ออิเล็กตรอนใหแ้ก่สารตวัใด ออกซิเจนท่ีไดรั้บอิเล็กตรอนจะรวมกบัโปรตอนท่ี
มีอยูใ่นสารละลายภายในไมโตคอนเดรีย กลายเป็นน ้า  ดีเอน็เอท่ีอยูใ่นส่วนของยนีไซโตโครมบี
เป็นส่วนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ 1140 เบส และพบอยูใ่นสัตวทุ์กชนิด แต่มีการสร้างโปรตีนท่ีมี
ความจ าเพาะส าหรับสัตวแ์ต่ละชนิด  จึงมีการน าเอาดีเอ็นเอในส่วนของยนี ไซโตโครม บี มาใชใ้น
การตรวจสอบเพื่อระบุชนิดในสัตว ์(Species identification)  
 
 

 
        

ภาพ 9 ผงัของยนีต่างๆ ในจีโนมของไมโตคอนเดรีย 
ท่ีมา: http://www.nature.com/cr/journal/v17/n3/images/7310124f2.jpg 
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ภาพ 10 รูปร่างของไซโตโครม 
ท่ีมา :  www.bangkokcity.com 

 
 

 
 

ภาพ 11 ไซโตโครมบนเยือ่หุ้มช้ันในของไมโตคอนเดรีย 
ท่ีมา :  www.emc.maricopa.edu/.../BIOBK/lactferm.gif 

http://lecturer.ukdw.ac.id/dhira/Metabolism/protonpumpani.html
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        ยนีบนไมโตคอนเดรีย (mtDNA) นิยมน ามาใชใ้นการศึกษาเพื่อจ าแนกชนิดพนัธ์ุของส่ิงมีชีวติ 
เน่ืองจากมีขอ้ไดเ้ปรียบมากกวา่ยนีท่ีปรากฎบนนิวเคลียส (Nuclear DNA) ดงัน้ี 
  1.ดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียมีการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสท่ีรวดเร็วมากเป็นพิเศษ 
(มากกวา่ดีเอ็นเอในโครโมโซม) 
  2.ดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียเป็นเพียงสายสั้นๆและอยูใ่นช่วงท่ีใชเ้ทคนิค พีซีอาร์ 
ไดเ้หมาะสมท่ีสุด ต่างจากดีเอ็นเอในโครโมโซมท่ียาวมากกวา่และมีความเร็วในการเปล่ียนแปลง
ล าดบัเบสในแต่ละส่วนของสายดีเอน็เอไม่เท่ากนั 
  3.ดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียของสัตวมี์ขนาดเล็ก จึงง่ายต่อการศึกษา ประกอบกบั
การเรียงตวัของยนีท่ีมีการอนุรักษ ์ จึงสามารถใชไ้พรเมอร์ร่วมกนัไดใ้นส่ิงมีชีวิตหลายชนิด ทั้งสัตว์
ท่ีมีกระดูกสันหลงัและไม่มีกระดูกสันหลงั โดยไม่ตอ้งทราบล าดบัเบสของส่ิงมีชีวติท่ีตอ้งการศึกษา
มาก่อน 
  4.มีกระบวนการจ าลองตวัเองเพื่อเพิ่มจ านวนดว้ยอตัราเร็วของมนัเองไม่ข้ึนกบั
นิวเคลียส เม่ือจ านวนไมโตคอนเดรียมีมากข้ึน ดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียจึงมีมากข้ึนตามไปดว้ย 
  5.แมว้่าการเรียงตวัของยีนจะเป็นแบบอนุรักษ์ แต่อตัราการกลายพนัธ์ุโดยรวม
ค่อนขา้งสูง ซ่ึงสูงกวา่อตัราการกลายพนัธ์ุในนิวเคลียสถึง 10 เท่า บริเวณท่ีไม่ไดเ้ป็นส่วนของยีน ซ่ึง
รวมถึงบริเวณควบคุมการจ าลองโมเลกุลและการถอดรหสัเป็นอาร์เอ็นเอ ท่ีเรียกวา่ Control region 
หรือ Displacement (D) loop หรือ Hypervariable region ซ่ึงมีอตัราการกลายนัธ์ุท่ีสูงมากใน
ส่ิงมีชีวติหลายชนิด อตัราการกลายพนัธ์ุท่ีสูงเกิดจากผลผลิตท่ีมาจากปฏิกิริยาการหายใจ และกลไก
การซ่อมแซมดีเอ็นเอท่ีไม่เขม้งวดเท่ากบัในนิวเคลียส การท่ีดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียมีอตัราการ
กลายพันธ์ุสูงน้ี  ท าให้พบความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ หรือ พอลิมอร์ฟิซึม 
(Polymorphism) ไดม้าก จึงใช้ตรวจสอบความสัมพนัธ์ของส่ิงมีชีวิตไดดี้ทั้งภายในประชากรและ
ระหวา่งประชากร 
  6.ไม่มีการแลกเปล่ียนช้ินส่วนและรวมตวักนัใหม่ (Recombination) ลูกจึงมีจีโนม
ในไมโตคอนเดรียท่ีเหมือนกบัแม่เสมอ คือ มีแฮโพลไทป์เพียงแบบเดียวท่ีถ่ายทอดจากแม่สู่ลูก ท า
ให้สามารถศึกษาแบบแผนการถ่ายทอดไดโ้ดยตรง ง่ายกวา่ดีเอ็นเอในนิวเคลียสซ่ึงลูกไดรั้บมาจาก
ทั้งพอ่และแม่ ซ่ึงอาจมีการรวมตวักนัใหม่ไดอี้ก สามารถศึกษาแบบแผนการถ่ายทอดดีเอ็นเอในไม
โตคอนเดรียจากเพศเมียไปยงัลูกหลานท่ีเก่ียวขอ้ง จากชัว่รุ่นหน่ึงไปยงัอีกรุ่นหน่ึงไดโ้ดยไม่จ  ากดั
เวลา 
  7.มีลกัษณะเป็น Neutral marker เน่ืองจากบทบาทหน้าท่ีของไมโตคอนเดรียเป็น
คุณสมบติัพื้นฐานของส่ิงมีชีวิต ไม่ใช่เป็นลกัษณะท่ีมีการพฒันาข้ึนเฉพาะส่ิงมีชีวิตชนิดใดชนิด
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หน่ึง ดงันั้น Mutation ท่ีเกิดข้ึนจึงไม่เก่ียวขอ้งกบัการอยูร่อดของส่ิงมีชีวติ และลกัษณะท่ีเกิดข้ึนใหม่ 
(New genotype) จะไม่สูญเสียไปในระหวา่งกระบวนการคดัเลือกพนัธ์ุตามธรรมชาติ 
        ปัจจุบนัมีการศึกษาเก่ียวกบัยีน Cytochrome b อยา่งกวา้งขวางโดยเป็นประโยชน์มากท่ีสุดใน
การก าหนดความสัมพนัธ์ภายในครอบครัวและสกุลและการจ าแนกสกุลสัตวแ์บบใหม่  ดงัน้ีจึง
น ามาใชเ้ป็นทางเลือกหน่ึงในการศึกษาเพื่อแยกมนุษยอ์อกจากสัตวช์นิดอ่ืนได้ เช่น Bateille และ
คณะ (1999) ไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัการแยกแยะความแตกต่างระหวา่งมนุษยแ์ละสัตวช์นิดอ่ืนออก
จากกนัดว้ยดีเอ็นเอไมโตคอนเดรีย โดยท าการศึกษาดีเอ็นเอของมนุษยแ์ละสัตวอ่ื์นอีกจ านวน 4 
ชนิด ซ่ึงไดแ้ก่ หมู ไก่ มา้ และววั โดยท าการสกดัดีเอ็นเอจากเซลล์เยื่อบุกระพุง้แกม้ของมนุษยแ์ละ
ตวัอยา่งเน้ือสัตวท์ั้งส่ีชนิด และท าการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ ผลจากการศึกษาพบวา่ 
ดีเอ็นเอของมนุษยจ์ะเกิดการแยกตวัออกเป็นสองแถบจากการท า Agarose gel electrophoresis ส่วน
ดีเอน็เอของสัตวจ์ะเกิดเพียงหน่ึงแถบเท่านั้น  แถบแรกจะปรากฏท่ีต าแหน่ง 309 bp ส่วนแถบท่ีสอง
จะอยู่ท่ีต  าแหน่ง 259 bp ซ่ึงเป็นช่วงสายดีเอ็นเอท่ีเรียกวา่ ไซโตโครม บี ดงันั้นจากการศึกษาน้ีจึง
เป็นประโยชน์ในดา้นนิติวทิยาศาสตร์เน่ืองจากสามารถพิสูจน์เบ้ืองตน้โดยการแยกแยะดีเอ็นเอของ
มนุษยอ์อกจากสัตวท่ี์ท าการศึกษาทั้งส่ีชนิดได ้(Bateille, 1999) 
 
        Aida และคณะ (2005) ท าการศึกษาวจิยัเก่ียวกบัวธีิการในการวเิคราะห์เพื่อระบุสปีช่ีสุกร โดยมี
วตัถุประสงค์ในการตรวจวิเคราะห์เน้ือสุกรดิบ และ ไขมนัสุกรโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ ในการเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอท่ีไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย เพื่อประโยชน์ในการตรวจสอบอาหารฮาลาล โดย
ใชต้วัอยา่งเน้ือ และ ไขมนั ของสุกร แกะ ววั ไก่ และสุกร จากตลาดสดในเมืองเซลงังอร์ ประเทศ
มาเลเซีย เม่ือท าการตรวจสอบผลดว้ยกระบวนการ Agarose gel electrophoresis ผลท่ีปรากฎคือเกิด
แบนดีเอน็เอทั้งบนช่องท่ีเป็นตวัอยา่งจากเน้ือสุกรดิบ และ ไขมนัสุกร ท่ีต าแหน่ง 360 bp คณะผูว้ิจยั
จึงไดส้รุปว่าในการน าวิธีการตรวจสอบดีเอ็นเอบนไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรียของสุกรโดย
ตรวจเน้ือดิบ และไขมนัดว้ยเทคนิค พีซีอาร์ นั้นเพียงพอต่อการน าไปใช้ประโยชน์ในการตรวจหา
ส่วนประกอบท่ีมาจากสุกรในอาหารฮาลาล (Aida, 2005) 
 

Andreo และคณะ (2005) ศึกษาการใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสัตวเ์พื่อ
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

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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ตรวจสอบเน้ือสัตวท่ี์ผสมกนั 2 ถึง 4 ชนิด โดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสัตว ์ 
ทั้งน้ีสามารถตรวจสอบการปนเป้ือนหรือการผสมของเน้ือสัตวไ์ดเ้ม่ือมีปริมาณมากกวา่ 1% ส าหรับ
เน้ือหมู เน้ือไก่ หรือเน้ือไก่งวง และมีปริมาณมากกว่า 5% ส าหรับเน้ือววัหรือเน้ือแกะ ซ่ึงความ
ถูกตอ้งแม่นย  าของกระบวนการการตรวจสอบเชิงปริมาณพบวา่ หากมีการผสมหรือการปนเป้ือน
ของเน้ือววัหรือเน้ือหมูในอาหารส าเร็จรูปในปริมาณตั้งแต่ 10 ถึง 100% สามารถตรวจสอบเชิง
ปริมาณได้ในความถูกตอ้งเกือบ 90% ดงัน้ีจากการศึกษาน้ีสรุปไดว้่า สามารถน าไปประยุกต์ใช้
ประโยชน์ในทางนิติวิทยาศาสตร์ เพื่อตรวจสอบชนิดของเน้ือสัตวก์รณีท่ีเป็นขอ้สงสัยว่าอาหารท่ี
ประกอบข้ึนนั้นไดใ้ชเ้น้ือสัตวช์นิดใดหรือไดใ้ชเ้น้ือสัตวท่ี์มีมาตรฐานหรือไม่  ในอตัราส่วนเท่าไร  
ซ่ึงเป็นการตรวจพิสูจน์เพื่อให้การคุม้ครองแก่ผูบ้ริโภคและให้ความเป็นธรรมแก่ผูผ้ลิตอาหาร
ส าเร็จรูป (Andreo, 2005) 
 

Matsuda และคณะ (2005) ไดท้  าการศึกษารูปแบบของดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียของมนุษย์
ในช่วงของดีเอ็นเอท่ีเรียกวา่ Cytochrome b ของมนุษยเ์พื่อท าการเปรียบเทียบกบัลิง 4 ชนิด ไดแ้ก่            
ลิงซิมแพนซี ลิงกอลิล่า ลิงญ่ีปุ่น และลิงแสม โดยการสกดัดีเอ็นเอจากเลือดของมนุษยจ์  านวน 48 
ราย (หญิง 18 ชาย 30) และลิงทั้งหมด และออกแบบไพรเมอร์ใหม่เพื่อท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
โดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ หลงัท าการตรวจตรวจสอบพบวา่ ไพรเมอร์ของมนุษยแ์ละไพรเมอร์ของลิง
ชิมแพนซีมีความแตกต่างกนัทั้ง Forward primer และ Reverse primer โดยมีความแตกต่างกนั 26% 
(7 bp/27 bp) และ 26% (6 bp/23 bp) ตามล าดบั  เม่ือท าการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอ
โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีออกแบบข้ึนดว้ย Agarose gel electrophoresis พบวา่  มีการปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ของมนุษยท์ั้ง 48 ตวัอยา่ง  แต่ไม่พบแถบดีเอ็นเอของลิงชนิดใดเลย  และเม่ือท าการเปรียบเทียบกบั
สัตวช์นิดอ่ืนไดแ้ก่ ววั หมู สุนขั แกะ หนู ไก่ และปลาทูน่า   ผลจากการทดสอบพบว่า ไม่ปรากฏ
แถบดีเอน็เอของสัตวช์นิดอ่ืนเช่นกนั  และยงัพบวา่ไพรเมอร์ของสัตวช์นิดอ่ืนแตกต่างจากไพรเมอร์
ของมนุษยท์ั้ง Forward primer และ Reverse primer จากการศึกษาน้ีจึงสรุปไดว้า่ ไพรเมอร์ดีเอ็นไม
โตคอนเดรียท่ียีนไซโตโครมบีท่ีออกแบบข้ึนมานั้นมีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอของมนุษย์และ
สามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นการตรวจพิสูจน์คราบเลือด เส้นผมเส้นขน หรือกระดูก เพื่อแยกวา่เป็น
ของมนุษยห์รือสัตวไ์ดใ้นทางนิติวทิยาศาสตร์ (Matsuda, 2005) 

 
Caine และคณะ (2006) ไดท้  าการศึกษาถึงการช้ีเฉพาะเพื่อระบุสปีช่ีโดยการวิเคราะห์ล าดบั

เบสของยนีไซโตโครม บี โดยวิธีน้ีไดถู้กใชก้บัตวัอยา่งจากกรณีศึกษาทางนิติวิทยาศาสตร์ท่ีมีความ
เก่ียวขอ้งกบัการสืบสวนสอบสวนคดีอาชญากรรม โดยคณะผูว้ิจยัไดท้  าการศึกษาจากกรณีศึกษา 2 
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กรณี คือ กรณีศึกษาท่ี  1 เป็นกรณีศึกษาเก่ียวกบัร่างของเด็กผูห้ญิงอายุ 8 ขวบท่ีหายสาบสูญไป ซ่ึง
เจา้หนา้ท่ีต ารวจไดช้ี้ประเด็นการสืบสวนไปในแนวทางฆาตรกรรม โดยอาจมีการอ าพรางศพ เพื่อ
เป็นการยนืยนัถึงการกระท าผดิดงักล่าวซ่ึงสอดคลอ้งกบัแนวทางการสืบสวนวา่อาจมีการโยนศพลง
ไปในเลา้สุกร  และจากการตรวจสอบเลา้หมูได้พบช้ินส่วนเล็กๆท่ีมีปริมาณของ แคลเซียม และ
ฟอสฟอรัสท่ีอยูภ่ายในร่างกายมนุษย ์( กระดูก ) รวมอยูด่ว้ย ทั้งน้ีเน่ืองมาจาก การวิเคราะห์ดว้ยวิธี 
STR นั้นประสบผลลม้เหลว หลกัฐานตวัอยา่งจึงถูกน ามาตรวจสอบดว้ยวิธีการวิเคราะห์ล าดบัเบส
ของยีนไซโตโครมบี  โดยล าดบันิวคลิโอไทได้ส่งไปคน้หายงัฐานขอ้มูล Blast บนพื้นฐานของ
ล าดบัไซโตโครมบี ท่ีแสดงในฐานขอ้มูลของ Gen bank ผลของการหาขอ้มูลนั้นไดใ้ห้รายช่ือของ
ฐานขอ้มูลโดยการแบ่งประเภทดว้ยการลดล าดบัความเหมือนกนัไปยงัล าดบัท่ีไดส่้งไป   ล าดบัของ
ไซโตโครมบีของ Sus scrofa ( สุกร ) ไดมี้ความเหมือนล าดบัของงานซ่ึงผูว้ิจยัไดท้  าถึง 100 % จาก
ผลการศึกษานั้นไดค้ล่ีคลายขอ้สงสัยทั้งหมด บนพื้นฐานของหลกัฐานท่ีเก็บไดซ่ึ้งสามารถระบุไดว้า่
เด็กหญิงคนดงักล่าวอาจถูกกินโดยสุกรในเลา้ดงักล่าว  กรณีศึกษาท่ี 2 เป็นกรณีศึกษารายงานท่ีมา
จากการพบเจอช้ินส่วนล าไส้ในป่า การศึกษาทางสรีระวิทยานั้นไม่สามารถคน้หาความจริงว่ามี
แหล่งท่ีมาจากวตัถุทางพันธุกรรมใด โดยห้องปฏิบัติการของผู ้วิจ ัยได้ถูกร้องขอให้ด าเนิน
กระบวนการตรวจสอบถึงลกัษณะเฉพาะ หลกัฐานดงักล่าวนั้นถูกศึกษาในแนวทางเช่นเดียวกบั
กรณีศึกษาท่ี 1 โดยการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ STR นั้นประสบความลม้เหลว  ล าดบันั้นไดถู้กส่งไปคน้หา
ยงั Blast ผลคือสามารถระบุไดว้า่เป็นล าดบัไซโตโครมบีของ Sus scrofa ( สุกร ) ถึง 100%  จึง
สามารถตดัขอ้สันนิษฐานก่อนหนา้นั้นท่ีวา่มีความเป็นไปไดว้า่เป็นล าไส้ของมนุษยอ์อกไป (Caine, 
2006) 
 
        Li-Chin และคณะ (2007) ไดถู้กร้องขอให้เขา้ร่วมในการตรวจสอบพยานวตัถุท่ีได้จากการ
กระท าความผิดเก่ียวสัตวป่์าสงวน จากกระทรวงการเกษตรให้ท าการตรวจสอบและระบุชนิดของ
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 
พีซีอาร์ คร้ังแรกใชไ้พรเมอร์ท่ีมีขนาด DNA segment 486 bp และคร้ังท่ีสองใชไ้พรเมอร์ท่ีมีขนาด 
DNA segment 251 bp หลงัการการตรวจสอบพบวา่ หนงัสัตวท์ั้งสองช้ินนั้นเป็นหนงัของแมว ส่วน
อวยัวะสืบพนัธ์ุของสัตวต์วัผู ้อณัฑะ และช้ินเน้ือของสัตวอี์กจ านวน 1 ช้ินนั้นเป็นของววั โดยไพร
เมอร์ท่ีท าการออกแบบข้ึนนั้นให้ความแม่นย  าในการตรวจไม่ต ่ากว่า 99.7% จากผลดงักล่าวเป็น
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หลกัฐานท่ีใชย้ืนยนัการกระท าความผิดและช่วยให้สามารถด าเนินการตามกฎหมายเพื่อเอาผิดกบั
ผูก้ระท าความเก่ียวกบัการลกัลอบล่าสัตวป่์าได ้(Li-Chin, 2007) 

Tanabe และคณะ (2007) ไดศึ้กษาการใชเ้ทคนิคพีซีอาร์  เพื่อตรวจสอบเน้ือสุกรในอาหาร 
และตรวจหาส่วนประกอบท่ีมาจากสุกรซ่ึงถูกใชเ้ป็นวตัถุดิบในกระบวนการผลิตอาหาร โดยผูว้ิจยั
ไดมุ้่งท าการทดลองเพื่อหาไพรเมอร์ท่ีมีความเฉพาะและเหมาะสมท่ีสุดในการน ามาวิเคราะห์เน้ือ
สุกรจากยีนไซโตโครม บี จาก 6 คู่ไพรเมอร์จนไดคู้่ไพรเมอร์ท่ีผูว้ิจยัเห็นวา่มีความเหมาะสมท่ีสุด
คือ f (5’-TCTTGCAAATCCTAACAGGCCTG-3’)  R(5’-TTTGCATGTAGATAGCGAATAAC- 
3’) โดยมีขนาด 130 bp และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ เพื่อตรวจสอบดีเอ็นเอของเน้ือ
สุกรโดยเปรียบเทียบกบั ววั ไก่ แกะ มา้ และหมูป่า ซ่ึงมีน ้ าเป็นตวัควบคุมเชิงลบ  และไดท้ดลอง
ตรวจสอบดีเอ็นเอของสุกรภายในช้ินเน้ือสุกรท่ีถูกท าดว้ยความร้อน  ผูว้ิจยัท าการทดสอบดว้ยการ
น าเน้ือสุกรมา ตม้ , ใชค้วามร้อน , อบ และทอด ผลท่ีไดรั้บคือปรากฎแบนดีเอ็นเอท่ีขนาด 130bp 
ไดอ้ย่างชดัเจนปรากฏเฉพาะช่องท่ีเป็นสุกรและหมูป่าเท่านั้น จึงเป็นการยืนยนัไดว้่าการใช้ความ
ร้อนนั้นไม่ส่งผลกระทบต่อวิธีน้ี และคณะผูว้ิจยัยงัไดท้  าการทดสอบความไวของวิธีการโดยผสม
ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากขา้วสาลี(10 ng/µl) ผสมกบัตวัอยา่งดีเอ็นเอของสุกรโดยเจือจางท่ี  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
ปรากฎแบนดีเอ็นเอท่ีขนาด 130 bp ไดท่ี้การเจือจางระดบั 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, และ 1 pg  
ดว้ยเหตุน้ีผูว้ิจยัจึงได้ท าการทดลองเพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพของวิธีท่ีถูกพฒันาข้ึนมาแลว้ โดย
น ามาใชก้บัรูปแบบการผลิตอาหารส าเร็จรูป คือ เก๊ียวซ่า ( ไส้หมู กบั ผกั ) โดยน าเก๊ียวซ่ามาหัน่เป็น
ช้ินเล็กๆ จากนั้นเติมน ้ าลงไปและท าให้เป็นเน้ือเดียวกนั( 10 % homogenate )แลว้จึงท าการเจือจาง 
Homogenate 10 % ในน ้ ากลัน่ ให้ไดร้ะดบั 1 % , 1000 ppm , 100 ppm , 10 ppm, 1 ppm, 100 ppb , 
10 ppb, และ 1 ppb homogenates.  และท าพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์คู่ F2/R1 ผลท่ีไดรั้บคือปรากฎ
แบนดีเอน็เอของสุกรในเก๊ียวซ่าในระดบัท่ีสูงกวา่ 100 ppb (Tanabe, 2007) 

  
การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิคปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรส (PCR) (ธานินทร์, 2538), (ตรีทิพย,์ 
2552)  
        เทคนิคการท า Polymerase chain reaction โดยทัว่ไปมกัมีวตัถุประสงคท่ี์จะใหไ้ดย้นีท่ีตอ้งการ 
และเพิ่มขยายยนีดงักล่าว ซ่ึงเทคนิคน้ีสามารถเพิ่มขยายดีเอน็เอใหมี้จ านวนมากข้ึนกวา่เดิมหลาย
ลา้นเท่า โดยการเพิ่มปริมาณยนีท่ีสนใจในหลอดทดลอง ดงันั้นเทคนิคน้ีจึงเรียกอีกช่ือหน่ึงวา่  
In vitro enzymatic gene amplification วธีิน้ีมีประโยชน์ในการตรวจหาช้ินส่วนหรือเพิ่มช้ินส่วนดี
เอน็เอท่ีตอ้งการในส่ิงส่งตรวจ คน้พบคร้ังแรกโดย Kary Mullis และคณะ ในปี 1986 โดยใช้
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หลกัการเลียนแบบธรรมชาติท่ีวา่โดยอาศยัดีเอ็นเอตน้แบบเป็นจุดเร่ิมตน้ และมีเอน็ไซมพ์วก DNA 
polymerase ช่วยท าใหส้ายดีเอน็เอยาวออกไปโดยเลือกจบัเอานิวคลีโอไทดต์วัใดตวัหน่ึงใน 4 ชนิด  
dATP, dGTP, dCTP, dTTP เขา้มาต่อเป็นเบสคู่สมกบัดีเอน็เอสายตน้แบบ (Template) 
ส่วนประกอบต่างๆ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอมีดงัน้ีคือ ดีเอน็เอตน้แบบ (Template DNA), 
Thermostable DNA polymerase, Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs) ทั้ง 4 ชนิด  
Oligonucleotide primer อยา่งนอ้ย 1 คู่ และบพัเฟอร์ท่ีเหมาะสม ปริมาณดีเอน็เอจะเพิ่มมากข้ึนได ้
ตอ้งอาศยัปฏิกิริยาท่ีต่อเน่ืองหลายๆรอบ ซ่ึงแต่ละรอบจะประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน คือ  
 1. ขั้นตอน Denaturation: เป็นขั้นตอนการท าใหดี้เอน็เอ สายคู่แยกเป็นสายเด่ียว โดยอาศยั
ความร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส  
 2. ขั้นตอน Primer annealing: เป็นขั้นตอนท่ีมีการลดอุณหภูมิลงมาท่ีประมาณ 45-60 องศา
เซลเซียส เพื่อให้ Primer สามารถเกาะติดกบัดีเอน็เอ ตน้แบบสายเด่ียวตรงบริเวณล าดบัเบสคู่สม  
 3. ขั้นตอน Primer extension: เป็นขั้นตอนการขยายสายดีเอ็นเอโดยการต่อล าดบันิวคลิโอ
ไทดเ์ขา้ท่ีปลาย 3’ ของ Primer แลว้มีการขยายสายดีเอน็เอสายใหม่จากทิศทาง 5’ ไป 3’ โดยอาศยั
เอนไซม ์Thermostable DNA polymerase เช่น Taq polymerase ซ่ึงปกติใชอุ้ณหภูมิอยูใ่นช่วง 70-75 
องศาเซลเซียส  
        ถา้พิจารณาสายดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึน โดยเร่ิมจากสายดีเอ็นเอตน้แบบ 1 คู่ เม่ือส้ินสุดรอบท่ี 1 จะได้
สายดีเอน็เอเป็น 2 คู่ เม่ือท าเช่นน้ีหลายๆ รอบของพีซีอาร์ ดีเอ็นเอก็จะเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า ของทุกๆ

รอบลกัษณะทวคูีณเป็น 2
n 
เม่ือ n เป็นจ านวนรอบของปฏิกิริยา ดงันั้นถา้ปฏิกิริยาด าเนินไปได ้ 20 

รอบ จะไดดี้เอน็เอ 2
20 
ชุด หรือมีปริมาณของดีเอ็นเอประมาณ 1 ลา้นเท่า  

 
การเตรียมและขั้นตอนการพีซีอาร์  

  1. การเกบ็ส่ิงส่งตรวจหรือตัวอย่างเพือ่สกดัดีเอน็เอ ตวัอยา่งท่ีส่งตรวจอาจเป็น
เน้ือเยือ่จากพืช สัตว ์ หรือส่ิงส่งตรวจจากผูป่้วยเช่น เลือด สารน ้าต่างๆ ช้ินเน้ืออาจเป็น Fixed 
paraffin-embedded tissue สามารถเอามาสกดัสารพนัธุกรรมท่ีเป็นดีเอน็เอ หรือาร์เอน็เอ ก็ได ้ โดย
ใชว้ธีิง่ายๆ และรวดเร็ว ซ่ึงมีหลายวธีิซ่ึงสามารถสกดัเอาดีเอน็เอ ปริมาณนอ้ยๆ ไดเ้น่ืองจากเทคนิค 
พีซีอาร์ มีความไวสูงและอาศยัดีเอน็เอ ปริมาณนอ้ยๆ ได ้ ทั้งสามารถเลือกเพิ่มจ านวนดีเอน็เอ ช่วง
สั้นๆ ไดดี้ จึงสามารถใชก้บัส่ิงส่งตรวจท่ีเป็นตวัอยา่งท่ีเก็บไวเ้ป็นระยะเวลานาน ท าใหมี้ประโยชน์
น าไปใชก้บังานทางดา้นโบราณคดีหรืองานนิติเวชได ้ 
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  2. ดีเอน็เอต้นแบบ (Template DNA) ดีเอน็เอ ตน้แบบท่ีมีล าดบัเบสเป้าหมายหรือ
ดีเอ็นเอเป้าหมาย (DNA Target) สามารถจะใชใ้นปฏิกิริยาของพีซีอาร์ ในลกัษณะดีเอ็นเอ สายเด่ียว
หรือดีเอน็เอ สายคู่ก็ได ้แมว้า่ขนาดของดีเอน็เอไม่ใช่จุดท่ีมีปัญหามากนกั แต่การเพิ่มจ านวนดีเอน็เอ 
โดยดีเอน็เอมีขนาดสั้นๆ อยูใ่นรูปปลายเปิดจะมีประสิทธิภาพท่ีดีกวา่เพราะ Primer จะเขา้ไปจบั ซ่ึง
ช่วยใหง่้ายต่อการเพิ่มจ านวนและลดผลผลิตดีเอน็เอ ท่ีไม่จ  าเพาะลง โดยทัว่ไปควรทดสอบปริมาณ
ดีเอ็นเอ ตน้แบบท่ีเหมาะสมเพื่อใหไ้ดป้ริมาณดีเอน็เอ ท่ีตอ้งการเพียงพอและมีความไวท่ีเหมาะสม  
  3. นิวคลโีอไทด์ตั้งต้น (Primer) การเลือกออกแบบ Primer ท่ีจะใชต้อ้งเลือกให้
เหมาะสมกบัแต่ละงานโดยอาศยัหลกัการจบัคู่กนัแบบจ าเพาะต่อสายดีเอ็นเอ ท่ีตอ้งการตรวจหากบั 
Primer โดยล าดบันิวคลีไทดข์อง Primer เป็นตวัก าหนดความจ าเพาะในการสังเคราะห์ดีเอน็เอ 
ดงันั้นจึงตอ้งทราบล าดบัเบสท่ีน ามาสังเคราะห์ Primer 
        ขอ้แนะน าในการเลือกและออกแบบ Primer ไดแ้ก่  
 1). ความยาวของ Primer: ควรมีความยาวประมาณ 18-30 นิวคลีโอไทด์ ข้ึนอยูก่บังานท่ีใช ้ 
 2). ควรเลือก Primer ท่ีมีการคลายของเบสอยา่งสม ่าเสมอ  
 3). ควรเลือก Primer ท่ีมี GC-content อยูร่ะหวา่ง 50-60% ไม่ควรเลือก Primer ท่ีมีปริมาณ 
GC content ท่ีสูงเกินไป  
 4). Primer ตอ้งมีความจ าเพาะกบัล าดบัเบสเป้าหมาย (Target sequence) ในดีเอน็เอตน้แบบ 
นัน่คือล าดบันิวคลีโอไทดข์อง Primer ตอ้งมีความจ าเพาะเพียงแห่งเดียวในสายดีเอน็เอตน้แบบ  
 5). หลีกเล่ียงล าดบัเบสท่ีจบักบัล าดบัเบสของตวัเอง  
 6). ควรหลีกเล่ียงล าดบัเบสของแต่ละ Primer ไม่ใหเ้ป็นคู่สมกนัเอง  
 7). ค่า Tm (Melting temperature) ของแต่ละ Primer ควรใกลเ้คียงกนั โดยทัว่ไปควรอยู่
ในช่วง 55-80 องศาเซลเซียส  
 8). Primer ควรมีล าดบัคู่สมกบัปลายดา้น 3 ของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นแต่ละสายของ 
ดีเอ็นเอตน้แบบ 
  4. Thermostable DNA polymerase ท่ีนิยมใชก้นัมากท่ีสุดคือ Taq DNA 
polymerase ซ่ึงแยกไดจ้ากเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญไดใ้นน ้าพุร้อนท่ีมีช่ือ Thermus aquaticus (Taq) ซ่ึงมี
คุณสมบติัทนความร้อนไดสู้งและไม่เสียคุณสมบติัของเอมไซมใ์นขั้นตอน denature และสามารถ
ใชใ้นการเร่งปฏิกิริยาการสร้างดีเอ็นเอ ไดท่ี้อุณหภูมิสูงคือ 70-85 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาคือ 72 องศาเซลเซียส Taq DNA polymerase เป็นโปรตีนท่ีมีน ้าหนกั
โมเลกุล 94 กิโลดาลตนั ขาดคุณสมบติั 3-5 exonuclease activity จึงขาดคุณสมบติัในการตรวจสอบ
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ท่ีเรียกวา่ Proofreading ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ Taq DNA polymerase อยูใ่นช่วง 1.0 - 2.5 unit 
ความเขม้ขน้ท่ีใชช้ึ้นอยูก่บัปริมาณและลกัษณะของดีเอน็เอตน้แบบ(Primer) รวมทั้งสารประกอบ
อ่ืนๆ ดว้ยการใชเ้อนไซมท่ี์มากเกินไปจะท าใหเ้กิดผลผลิตพีซีอาร์ ท่ีไม่จ  าเพาะข้ึน ท าใหเ้กิด 
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 จะ
มีส่วนประกอบรวมไม่เกิน 800 uM ถา้หากมีการใช ้ dNTPs ท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีสูงเกินไป จะเกิดการ
ต่อล าดบัเบสคู่สมท่ีผดิพลาด การเตรียม dNTPs ควรเตรียมเป็น Primary stock solution ท่ีเจือจาง 10 
mM แลว้แบ่ง aiquot เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส  
  6. บัฟเฟอร์ (Buffer) ส่วนประกอบของบฟัเฟอร์ประกอบดว้ย Tris-HCL, KCL, 
MgCl

2 
และ Glycerol ความเขม้ขน้และภาวะท่ีเหมาะสามของส่วนประกอบต่างๆ ในบฟัเฟอร์มีดงัน้ี  

   1) ความเข้มข้นของ Magnesium ion (Mg
2+

) Taq DNA polymerase 
ตอ้งการ Magnesium ion เพื่อช่วยส่งเสริมใหป้ฏิกิริยาการขยายสายดีเอน็เอด าเนินต่อไปได ้ โดย 
Magnesium ion จะท าหนา้ท่ีเป็น Co-factor นอกจากนั้น Magnesium ion ยงัมีผลต่อการท างานของ
เอนไซมด์ว้ย (Enzyme fidelity) และมีผลต่อการ Anneal ของ Primer ความเขม้ขน้ของ Magnesium 
ion ตอ้งปรับเปล่ียนใหพ้อเหมาะกบัความเขม้ขน้ของ dNTPs โดยทัว่ไปความเขม้ขน้ท่ีพอเหมาะ
ของ Magnesium ion คือตอ้งเหลือ Magnesium ในรูปอิสระประมาณ 0.5-1.0 mM โดยทัว่ไปมกัใช ้
Magnesium ความเขม้ขน้ทั้งหมดเป็น 1.5 mM ความเขม้ขน้ของ Magnesium ion ท่ีมากเกินไป ท า
ใหเ้กิดผลผลิตดีเอน็เอท่ีไม่จ  าเพาะ และพบวา่การปรับค่า Magnesium ion ก็ช่วยให ้ Primer มีการ 
Anneal ท่ีมีความจ าเพาะข้ึนเช่นเดียวกบัการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ  
   2) pH pH ท่ีเหมาะสมในการท างานส าหรับ Taq DNA polymerase คือท่ี 
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 ของอุณหภูมิท่ี
เพิ่มข้ึนแต่ละองศา ดงันั้นเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนเป็น 72 องศาเซลเซียส จะได ้pH 7.3  
  7. องค์ประกอบอืน่ในปฏิกริิยาพซีีอาร์ โดยทัว่ไปส่วนประกอบของบฟัเฟอร์ท่ีใช้
ใน PCR 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) หรืออาจใช ้ non-ionic detergent อ่ืนแทน gelatin ได ้ เช่น 0.01% NP40 และ 
0.01% Tween 20 การทดลองบางแห่งใช ้ DMSO ใส่ลงไปในปฏิกิริยาเพื่อลด secondary structure 
ของ DNA แต่พบวา่ 10% DMSO ไม่เหมาะกบั Taq DNA polymerase เพราะไปยบัย ั้งปฏิกิริยาของ
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เอนไซมท์ าใหไ้ดผ้ลผลิตพีซีอาร์ ท่ีนอ้ยลง Gelatin หรือ Bovine serum albumin (BSA) ท่ีความ
เขม้ขน้ต ่าๆ (100 ug/ml) สามารถช่วยคงสภาพของเอนไซมไ์ด ้แต่ BSA ถูกท าลายไดง่้ายท่ีอุณหภูมิ
สูงและอาจตกตะกอนกบั Taq DNA polymerase  
 
        Temperature cycling  
  1. ขั้นตอน Denaturation อุณหภูมิท่ีใชส่้วนใหญ่ประมาณ 94-95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลานาน 30-60 วนิาที อยา่งไรก็ตาม การใชเ้วลานานและอุณหภูมิท่ีสูงเกินไป จะท าใหเ้อนไซม์
และนิวคลีโอไทดสู์ญเสียคุณสมบติัได ้แต่ถา้ใชเ้วลานอ้ยและอุณหภูมิท่ีต ่าเกินไป จะท าใหส้ายดีเอน็
เอแยกออกจากนัไดไ้ม่ดี ท าใหผ้ลผลิตพีซีอาร์ ลดลง กรณีท่ีดีเอ็นเอ ตน้แบบมีปริมาณ G+C content 
ท่ีสูงมาก ตอ้งเพิ่มอุณหภูมิให้สูงข้ึนดว้ย  
  2. ขั้นตอน Primer annealing โดยทัว่ไปใชอุ้ณหภูมิในขั้นตอนน้ีประมาณ 55-72 
องศาเซลเซียส ซ่ึงใชอุ้ณหภูมิ Annealing temperature ท่ีต  ่ากวา่ Tm ของ Primer ประมาณ 5 องศา
เซลเซียส การใชอุ้ณหภูมิท่ีสูงในขั้นตอนน้ีจะช่วยในการเพิ่มความจ าเพาะในการจบัคู่ เวลาท่ีใชใ้น
ขั้นตอนน้ีประมาณ 30 วนิาที  
  3. ขั้นตอน Primer extension เวลาท่ีใชใ้นขั้นตอนน้ีข้ึนกบัความยาว ความเขม้ขน้ 
และล าดบัเบสของดีเอน็เอ ตน้แบบ โดยทัว่ไปใชเ้วลาประมาณ 1 นาที ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
โดยปกติ Taq DNA polymerase สามารถเพิ่มความยาวของสายดีเอน็เอ ไดป้ระมาณ 6,000 นิวคลีโอ
ไทดต่์อนาทีท่ีอุณหภูมิ 72 อาศาเซลเซียส การใชเ้วลาท่ีมากในขั้นตอนแรกจะมีประโยชน์ส าหรับดี
เอน็เอตน้แบบท่ีมีจ านวนนอ้ย  
 
        จ านวนรอบในการท าพีซีอาร์ (Cycle number)  
 จ านวนรอบในการท าพีซีอาร์ ข้ึนกบัปริมาณดีเอน็เอตน้แบบตั้งตน้ ถา้ใชจ้  านวนรอบท่ีมาก
ข้ึนเท่าใด โอกาสท่ีจะไดผ้ลผลิตพีซีอาร์ ผดิพลาดก็มากข้ึนตามไปดว้ย เน่ืองจากผลผลิตพีซีอาร์  
ท่ีไดจ้ะมีความจ าเพาะเจาะจงท่ีนอ้ยลงและ Background มากข้ึน แต่ใชจ้  านวนรอบนอ้ยเกินไป
ผลผลิตท่ีไดก้็นอ้ยลงดว้ย 
  
การตรวจวเิคราะห์ผลผลติพซีีอาร์ (PCR Product)  
 การตรวจวิเคราะห์ผลผลิตมีดว้ยกนัหลายวธีิ โดย Gel electrophoresis โดยน าผลผลิต 
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พีซีอาร์ ท่ีสร้างไดม้าแยกตามขนาดดีเอน็เอ โดยใชก้ระแสไฟฟ้าแยกดีเอน็เอ บน Agarose gel หรือ 
Polyacrylamide gel เปรียบเทียบกบัดีเอน็เอ มาตรฐานท่ีทราบขนาดท่ีแน่นอน จากนั้นยอ้มช้ิน ดีเอน็
เอดว้ย Ethidium bromide แลว้น าไปส่องดูดว้ยแสงอุลตราไวโอเลต ผลผลิตพีซีอาร์ ท่ีดีควรใหช้ิ้นดี
เอน็เอท่ีชดัเจน และตรงตามขนาดความตอ้งการ แต่ถา้มีขนาดเล็กและแถบดีเอ็นเอไม่ชดัเจน อาจ
เป็นดีเอน็เอท่ีเป็น Primer dimer  
 
 
 
 

   
 

 


