
บทที ่4 
 

ผลการวจัิย 
 
 

        ผลการทดลอง จะแบ่งไดเ้ป็น 3 ส่วนหลกัคือ 
 1. การวิเคราะห์หา Primer ท่ีเหมาะสม โดยจะไดท้ั้งหมด 2 ชุด ท่ีมีความจ าเพาะกบั มนุษย์
และสุกร อีกทั้ง Primer ทั้ง 4 เส้นน้ียงัไม่เขา้จบักนัเองอีกดว้ยทดสอบโดยใช้ โปรแกรมส าเร็จรูป
ของ Integrated DNA Technologies, Inc โดย Primer ท่ีไดคื้อ 

 F 5’-TAGCAATAATCCCCATCCTCCATATAT-3’ 
 R 5’-ACTTGTCCAATGATGGTAAAAGG-3’ ส าหรับดีเอน็เอของมนุษยแ์ละ  
 F 5’-AATCTTGCAAATCCTAACCGGCC-3’ 

   R 5’-CCGTTTGCATGTAGATAGCGAAT-3’ ส าหรับดีเอน็เอของสุกร 
 
 2. ปริมาณและความเขม้ขน้ของสารท่ีจะน ามาใชผ้สมเป็น PCR mixture ขนาด 10 µl 
  Taq buffer     1 µl 
  dNTPs (1mM each)    1 µl 
  Taq polymerase (0.25/µl)   1 µl 
  Primer mix (3µM Primer มนุษย)์   1 µl 
  Primer mix (5µM Primer สุกร)   1 µl 
  DNA template (mix 1:1)    2 µl 
  Sterile water     3 µl 
 
 3. Condition ของพีซีอาร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับงานน้ีคือ 

 Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94ºC เป็นเวลา 4 นาที จ านวน 1 รอบ  
จากนั้นจึงเขา้สู่รอบของ 
  Denature ท่ีอุณหภูมิ 94ºC เป็นเวลา 30 วนิาที 
  Annealing ท่ีอุณหภูมิ 59ºC เป็นเวลา 30 วนิาที 
  Extension ท่ีอุณหภูมิ 72ºC เป็นเวลา 1 นาที 
จ านวนทั้งส้ิน 32 รอบ 
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 ผลการระบุสารพนัธุกรรมผสมของมนุษยแ์ละสุกร ดว้ยการวเิคราะห์ยนีไซโตโครมบีใน 
ไมโตคอนเดรีย  โดยเทคนิคพีซีอาร์ แลว้น ามาวิเคราะห์ใน Agarose gel electrophoresis   โดย
เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) พบวา่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 135 คู่
เบสของสุกรและขนาดประมาณ 157 คู่เบสของมนุษย ์ทั้ง 45 ตวัอยา่ง คิดเป็นความถูกตอ้ง 100 % 
และเม่ือท าการตรวจสอบซ ้ าอีกคร้ังต่อตวัอยา่ง ยงัไดผ้ลเหมือนเดิม (ภาพ 1)  

        M    P     1    2     3     4     5     6    7     8     9    10   N 

 
 

ภาพ 1 แสดงแถบดีเอน็เอบนต าแหน่ง 135 bp จากการตรวจวเิคราะห์ตวัอยา่งดีเอน็เอจากเลือดสุกรและต าแหน่ง 
157 bp จากการตรวจวเิคราะห์ตวัอยา่งดีเอน็เอจากเลือดมนุษย ์ดว้ยการวเิคราะห์ยนีไซโตโครมบีในไมโตคอน 
เดรีย เทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp ladder); ช่อง M ดีเอน็เอมาตรฐาน, ช่อง P Positive control, ช่อง N 

Negative control (น ้ า), ช่องท่ี 1-10 น ้าสกดัดีเอน็เอจากเลือดสุกรและเลือดมนุษย ์
 

        

 

 

 

 

 

100 bp 
135 bp 

157 bp 
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เม่ือท าการทดสอบความจ าเพาะของวธีิการท่ีใชต้รวจ พบวา่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ของสัตวช์นิดอ่ืนไดท้ั้งหมด 48 ตวัอยา่ง คิดเป็น 100% โดยตวัอยา่งทั้งหมดไดผ้า่น กระบวนการ

ตรวจสอบความถูกตอ้งในเบ้ืองตน้แลว้วา่มีดีเอน็เออยูจ่ริงโดยเคร่ืองวดัปริมาณสารพนัธ์ุกรรม และ

จากการทดสอบซ ้ าอีก 1 คร้ังก็ยงัปรากฏผลเหมือนเดิมทุกประการ (ภาพ 2)   

                                    M     P     1    2     3      4     5    6      7     8     9    10   N 

 

 
 

ภาพ 2 แสดงลกัษณะแถบดีเอน็เอใน agarose gel ภายหลงัจากท าการเพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรมของตวัอยา่ง 
ดีเอน็เอของสตัวช์นิดต่างๆ; ช่อง M ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp ladder), ช่อง P Positive control, ช่องท่ี 1-3 น ้าสกดั
ดีเอน็เอจากเน้ือไก่, ช่องท่ี 4-6 น ้ าสกดัดีเอน็เอจากเน้ือววั, ช่องท่ี 7-8 น ้ าสกดัดีเอน็เอจากเน้ือปล่า, ช่องท่ี 9-10 น ้ า

สกดัดีเอน็เอจากขนสุนขั, ช่อง N Negative control (น ้า) 
 

 
 

       
 
 
 
 
 

          

100 bp 

135 bp 157 bp 
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 และเน่ืองจากการศึกษาในคร้ังน้ีใช ้Primer ดว้ยกนั 2 ชุดท่ีผสมกนัจึงไดมี้การทดสอบดูวา่
จะมีการจบัของ Primer ท่ีไม่ถูกคู่หรือไม่เช่น Primer ของมนุษย ์เส้นใดเส้นหน่ึงไปจบักบั DNA 
template ของสุกรซ่ึงอาจท าใหเ้กิดผลบวกเทจ็ได ้จึงไดใ้ช ้PCR mixture ชุดน้ีมาใส่ DNA template 
ของสัตวช์นิดเดียว คือมนุษย ์หรือสุกร โดยเทคนิคพีซีอาร์ แลว้น ามาวเิคราะห์ใน Agarose gel 

electrophoresis   โดยเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp ladder) พบวา่ในแต่ละตวัอยา่ง
นั้นจะปรากฏแถบดีเอน็เอเพียงแถบเดียวซ่ึงเป็นของชนิดนั้นๆ ทั้งอยา่งละ 45 ตวัอยา่ง 
 
                                    M    P    1     2     3    4     5     6     7     8    9    10   N 

 
 

 
ภาพ 3 แสดงแถบดีเอน็เอบนต าแหน่ง 157 bp ของตวัอยา่งดีเอน็เอจากเลือดมนุษย ์และต าแหน่ง 135 bp 

ของตวัอยา่งดีเอน็เอจากเลือดสุกร; ช่อง M ดีเอน็เอมาตรฐาน, ช่อง P Positive control, ช่อง N Negative control 
(น ้ า), ช่องท่ี 1-5 น ้ าสกดัดีเอน็เอจากเลือดมนุษย,์ ช่องท่ี 6-10 น ้ าสกดัดีเอน็เอจากเลือดสุกร 

 
 
 
 
 
 

100 bp 

135 bp 157 bp 
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ผลการระบุดีเอน็เอของมนุษยแ์ละสุกรดว้ยการวเิคราะห์ยีนไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย
ทั้งหมดจ านวน 45 ตวัอยา่ง และแต่ละตวัอยา่งไดท้  าการทดสอบซ ้ า ไดแ้สดงดงัตาราง 1  
 
ตาราง 1 แสดงผลการตรวจดเีอ็นเอมนุษย์และสุกรด้วยการวเิคราะห์ยนีไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย 

ตัวอย่างที่ 
ผลการตรวจ 

คร้ังที ่1 คร้ังที ่2  

1 + + 

2 + + 

3 + + 

4 + + 

5 + + 

6 + + 

7 + + 

8 + + 

9 + + 

10 + + 

11 + + 

12 + + 

13 + + 

14 + + 

15 + + 

16 + + 

17 + + 

18 + + 

19 + + 

20 + + 

21 + + 

22 + + 
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ตาราง 1 (ต่อ) 

ตัวอย่างที่ 
ผลการตรวจ 

คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 

23 + + 

24 + + 

25 + + 

26 + + 

27 + + 

28 + + 

29 + + 

30 + + 

31 + + 

32 + + 

33 + + 

34 + + 

35 + + 

36 + + 

37 + + 

38 + + 

39 + + 

40 + + 

41 + + 

42 + + 

43 + + 

44 + + 

45 + + 
 
หมายเหตุ    +     คือ สามารถตรวจพบแถบดีเอน็เอท่ีขนาดประมาณ 135 และ 157 คู่เบส 
                                     ตวัอยา่งท่ี 1 – 45 = ดีเอน็เอท่ีสกดัจากเลือดมนุษยแ์ละเลือดสุกรท่ีผสมกนัแลว้ 
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หลงัจากท าการทดสอบการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมผสมของมนุษยแ์ละสุกรทั้งหมดแลว้ 
จึงไดท้  าการตรวจสอบความจ าเพาะของวธีิการและ Primer ท่ีใชก้บัดีเอน็เอจากตวัอยา่งเลือดของ
สัตวช์นิดอ่ืน ไดแ้ก่ เน้ือปลา  เน้ือไก่  เน้ือววั และขนสุนขั อยา่งละ 12 ตวัอยา่ง รวมทั้งหมด 48 
ตวัอยา่งโดยแต่ละตวัอยา่งไดท้  าการสกดัดว้ยวธีิ Chelex และท าการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมโดย
ใชไ้พรเมอร์และวธีิการเดียวกนักบัการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมผสมของมนุษยแ์ละสุกร ผลคือ 
ไม่ปรากฏผลบวกใดๆ นอกจากตวัอยา่งท่ีเป็นตวัควบคุมเชิงบวกซ่ึงเป็นตวัอยา่งจากเลือดของมนุษย์
และสุกรเท่านั้น 
 
ตาราง 2 แสดงผลการตรวจดีเอน็เอกบัตัวอย่างดีเอ็นเอของ ไก่ ววั สุนัข และปลา 

ตวัอยา่งท่ี 
ผล 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2      

1   

2   

3   

4   

5   

6   

7   

8   

9   

10   

11   

12   

13   
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ตาราง 2 (ต่อ) 

ตวัอยา่งท่ี 
ผล 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2      

14   

15   

16   

17   

18   

19   

20   

21   

22   

23   

24   

25   

26   

27   

28   

29   

30   

31   

32   

33   

34   
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ตาราง 2 (ต่อ) 

ตวัอยา่งท่ี 
ผล 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2      

35   

36   

37   

38   

39   

40   

41   

42   

43   

44   

45   

46   

47   

48   

หมายเหตุ         คือ ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง 135 หรือ 157 คู่เบส  
            ตวัอยา่งท่ี    1 – 12 = ดีเอน็เอท่ีสกดัจากเน้ือไก่ 
           ตวัอยา่งท่ี  13 – 24 = ดีเอน็เอท่ีสกดัจากเน้ือปลา 
           ตวัอยา่งท่ี  25 – 36 = ดีเอน็เอท่ีสกดัจากเน้ือววั                      
           ตวัอยา่งท่ี  37 – 48 = ดีเอน็เอท่ีสกดัจากขนสุนขั 
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 เม่ือน าผลการทดลองจากตาราง 1 และ ตาราง 2 มาวเิคราะห์ประสิทธิภาพของเทคนิคท่ีใช้
ในการระบุดีเอน็เอของมนุษยแ์ละสุกรดว้ยการวเิคราะห์ยีนไซโตโครมบีและจากการทดสอบ
ความจ าเพาะเจาะจงของ Primer ท่ีใชใ้นการตรวจระบุดีเอน็เอ สามารถสร้างเป็นตาราง 2 x 2 แสดง
ความจ าเพาะของ Primer ไดด้งัตาราง 3 จะเห็นวา่ การระบุตวัอยา่งดีเอ็นเอของมนุษยจ์  านวน 45 
ตวัอยา่ง ใหผ้ลถูกตอ้งหรือใหผ้ลบวกทั้งหมด 45 ตวัอยา่ง และดีเอน็เอของสุกรจ านวน 45 ตวัอยา่ง ก็
ใหผ้ลบวกทั้งหมด 45 ตวัอยา่ง และเม่ือตรวจความจ าเพาะของวธีิการดว้ยการตรวจกบัตวัอยา่งท่ีเป็น
สัตวอ่ื์นอีกจ านวน 48 ตวัอยา่ง ก็ใหผ้ลเป็นลบทั้งหมด 48 ตวัอยา่ง 
 
ตาราง 3 แสดงความจ าเพาะของวธีิการทีใ่ช้ในการระบุดีเอ็นเอของมนุษย์และสุกรด้วยการวิเคราะห์
ยนีไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย 
 

ผลตรวจ 
มนุษยแ์ละ

สุกร 
สัตวอ่ื์น รวม 

ผลบวก 45 0 45 

ผลลบ 0 48 48 

รวม 45 48 93 

 

        จากผลการตรวจวิเคราะห์ดงักล่าว เม่ือน ามาค านวณค่าความถูกตอ้ง และความจ าเพาะเจาะจง

ของการทดสอบพบวา่ไดเ้ท่ากบั 100 % ทั้งสองค่า 

 

 


