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บทคดัย่อ 
  การปลอมปนและปลอมแปลงเนื้อสตัวใ์นผลติภณัฑ์อาหารโดยการปิดฉลากไม่

ตรงกบัความเป็นจรงิเป็นปญัหาทีพ่บบ่อยในอุตสาหกรรมอาหาร ซึง่อาจส่งผลกระทบต่อสุขภาพ

ของผู้บริโภคและผิดต่อบทบญัญัติทางศาสนาอีกด้วย นิติวทิยาศาสตร์จึงเป็นเครื่องมือที่มี

บทบาทส าคญัในการตรวจระบุชนิดของเนื้อสตัวใ์นอาหารเพื่อคุ้มครองสิทธขิองผู้บริโภค ใน

การศกึษาครัง้นี้ไดท้ าการพฒันาและทวนสอบชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารเ์พื่อการตรวจ

ระบุชนิดของสตัวท์ีน่ิยมบรโิภคในภมูภิาคเอเชยีจ านวน 5 ชนิดพร้อมๆกนั ได้แก่ สุนัข (Canis 

lupus familiaris) เป็ด (Anas platyrhynchos) แพะ (Capra hircus) ควาย (Bubalus bubalis) 

และแกะ (Ovis aries) ชุดทดสอบที่พฒันาขึน้สามารถเพิ่มปริมาณดเีอน็เอด้วยไพรเมอร์ที่

จ าเพาะเจาะจงกบัยนีไซโตโครมออกซเิดส หน่วยย่อยที่ 1 ของสตัวเ์ป้าหมายโดยไม่ต้องผ่าน

กระบวนการสกดัดเีอน็เอ ผลการศกึษาพบวา่ชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารส์ามารถตรวจ

ระบุชนิดเนื้อสตัว์ได้ส าเร็จโดยให้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาด 230 283 363 396 และ 477 คู่เบส

ส าหรบั สุนัข เป็ด แพะ ควาย และแกะ ตามล าดบั ผลการทวนสอบพบว่าชุดทดสอบมีความ

แม่นย า 100% โดยสามารถตรวจระบุเนื้อส ัตว์เป้าหมายได้ถูกต้องถึงแม้ตวัอย่างเนื้อสตัว์

เป้าหมายเหล่านัน้จะมาจากแหล่งทีม่าต่างกนั อกีทัง้มคีวามจ าเพาะเจาะจงต่อเนื้อสตัวเ์ป้าหมาย

อกีด้วย ผลการทดสอบความไวแสดงให้เห็นว่าชุดทดสอบที่พฒันาขึน้มีความไวสูง สามารถ

ตรวจพบเนื้อสตัวเ์ป้าหมายได้แม้มดีเีอน็เอเพยีง 6,250 mitochondrial copies หรอืประมาณ 1 

เซลลเ์นื้อเยือ่เท่านัน้ นอกจากนี้ยงัไดท้วนสอบการใชง้านชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ที่

พฒันาขึน้ในตรวจสอบตวัอยา่งอาหารประเภทต่างๆ ในทอ้งตลาดจ านวน 62 ตวัอย่าง ซึ่งพบว่า

สามารถตรวจพบเนื้อสตัวเ์ป้าหมายในอาหารไดส้งูถงึ 83.9 % แม้ว่าอาหารจะผ่านกระบวนการ

ปรุงสุกด้วยความร้อนมาแล้ว ชุดทดสอบที่พฒันาขึ้นจึงนับได้ว่ามีความรวดเร็วและความ

น่าเชื่อถอื อกีทัง้ยงัมปีระโยชน์อยา่งมาก ในการบงัคบัใชก้ฎหมายเพื่อคุม้ครองสทิธผิูบ้รโิภค 
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Abstract 
  Fraudulent ingredients and mislabeling are the issues often encountered 

in food manufacturer. Substitution of unlisted ingredients causes the serious problems 

to the consumer both affect health and breach the religious laws. To protect consumer 

rights, forensic science thus plays an important role as a tool for identification the 

questioned samples. This study aimed to develop and validate the technique called 

“multiplex-direct PCR” to simultaneously identify five meat species widely consumed in 

Asia; dog (Canis lupus familiaris), buffalo (Bubalus bubalis), sheep (Ovis aries), duck 

(Anas platyrhynchos), goat (Capra hircus). The assay can be performed without prior 

DNA extraction process and employed cytochrome oxidase I (COI) gene-specific 

primers to amplify target DNA. The results indicated this assay was successfully 

developed, providing the expected size of DNA fragments of 230, 283, 363, 396, and 

477 bp for dog, duck, goat, buffalo and sheep, respectively. Fully validation found the 

assay was 100% accuracy, correctly identify the target species from different sources. 

The assay also has been proven to be specific to target species and can clearly 

distinguish between target and non-target species. The limit of detection was as low as 

6,250 mitochondrial DNA copies indicating high sensitivity of assay. Moreover, the 

technique was implemented on several types of food and found it was successfully 

detected meat species in processed food. Therefore, the developed assay is rapid, 

reliable, and useful for detection of the meat target species in meat product to provide 

the food safety standard and enforcing the laws for protection of consumer rights. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

1.1 บทน าต้นเรื่อง  

  ผู้บริโภคส่วนใหญ่นิยมรบัประทานเนื้อสตัว์ ท าให้อุตสาหกรรมการแปรรูป

เนื้อสตัวเ์ตบิโตอยา่งรวดเรว็ ในปจัจุบนัมกีารวางจ าหน่ายเนื้อสตัวแ์ละผลติภณัฑเ์นื้อสตัวแ์ปรรูป

หลากหลายรปูแบบตามทอ้งตลาด เช่น เนื้อสตัวส์ด เนื้อสตัวแ์ช่แขง็ เนื้อสตัวแ์หง้หรอืผลติภณัฑ์

อาหารจากเนื้อสตัวต่์างๆ ซึง่สะดวกต่อการเลอืกซื้อของผู้บรโิภค เนื้อสตัวท์ี่นิยมบรโิภค ได้แก่ 

เนื้อสุกร  เนื้อไก่ เนื้อเป็ด เนื้อววั เนื้อแกะ เนื้อจระเขแ้ละเนื้อนกกระจอกเทศ แต่อย่างไรกต็าม

ในบางประเทศโดยเฉพาะประเทศในกลุ่มอาเซียนรวมถึงประเทศไทยยงัมคีวามนิยมในการ

บรโิภคเนื้อสตัวช์นิดอื่นๆ เช่น เนื้อควาย เนื้อแพะ เนื้อสุนขั อกีดว้ย เนื้อสตัวเ์ศรษฐกจิบางชนิด

มรีาคาสูง ท าให้มผีู้ผลติบางรายต้องการลดต้นทุนการผลติและเพิม่ผลก าไรในธุรกจิ โดยการ

ปลอมปนหรอืผสมเนื้อสตัวต่์างชนิด (Woolfe and Primrose 2004) ท าใหพ้บรายงานการปลอม

แปลงเนื้อสตัว ์ตดิฉลากไม่ตรงกบัความเป็นจรงิ หรอืผดิบทบญัญตัขิองศาสนา เป็นจ านวนมาก 

ตวัอยา่งเช่น กรณีพบการปนเป้ือนเนื้อหมูในผลติภณัฑ์อาหารที่มเีครื่องหมายฮาลาล (Bonne 

and Verbeke 2008) กรณีการปลอมแปลงเนื้อแกะด้วยเนื้อหนู เนื้อสุนัขจิ้งจอกและเนื้อมงิค์ที่

ประเทศจนี (Dai and Jiang 2013, Rasul 2014) หรอืกรณีการตรวจพบเนื้อม้าปลอมปนใน

อาหารที่ท าจากเนื้อววัจากหลายประเทศในทวปียุโรป (O'Mahony 2013)  จากเหตุการณ์ที่

เกิดขึ้นส่งผลเสยีต่อประเทศทัง้ทางด้านเศรษฐกจิ ด้านศาสนา และท าลายความเชื่อมัน่ของ

ผูบ้รโิภคเป็นอยา่งยิง่ ดงันัน้เพื่อประโยชน์ในการคุม้ครองผูบ้รโิภคไม่ใหถู้กเอารดัเอาเปรยีบจาก

กรณีดงักล่าว กระบวนการทางนิตวิทิยาศาสตร์จงึเขา้มามบีทบาทในการตรวจพิสูจน์ระบุชนิด

ของเนื้อสตัวจ์ากตวัอยา่งอาหารตอ้งสงสยัเพื่อใชเ้ป็นหลกัฐานในการด าเนินคดทีางกฎหมายและ

เพื่อผลในการบงัคบัใชก้ฎหมายที่เกี่ยวขอ้ง เช่น พระราชบญัญตัคิุ้มครองผู้บรโิภค พ.ศ. 2522  

ประมวลกฎหมายอาญา มาตรา 236 มาตรา 237 และมาตรา 271 การปลอมปน การขายของ

โดยหลอกลวง กฎกระทรวงว่าด้วยการก าหนดคดีพิเศษเพิ่มเติมตามกฎหมายว่าด้วยการ

สอบสวนคดพีเิศษ (ฉบบัที่2) พ.ศ. 2555 กระทรวงยุตธิรรมออกกฎกระทรวงเพิม่คดพีเิศษใน

ความผดิตามกฎหมายว่าด้วยอาหาร สถานการณ์ในการปลอมปนของผลติภณัฑ์อาหารทัง้ใน

และต่างประเทศ เป็นตน้ (บงัอร 2557)   
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  เมื่อความรูท้างดา้นวทิยาศาสตร์มคีวามเจรญิก้าวหน้ามากขึน้ ท าให้มผีู้ศกึษา

และคิดค้นวธิีการตรวจสอบองค์ประกอบและการระบุชนิดของเนื้อสตัว์หลากหลายวธิี เช่น 

การศกึษาทางดา้นกายภาพของเนื้อสตัวโ์ดยการวเิคราะห์โครงสร้างและสขีองเนื้อ  (Basset et 

al. 2000) ซึง่เป็นวธิทีีใ่ชอุ้ปกรณ์ในการตรวจสอบน้อยและไม่ยุ่งยาก แต่จ าเป็นต้องอาศยัความ

ช านาญของผูว้จิยัในการวเิคราะห์เนื้อสตัวช์นิดต่างๆ จากนัน้ได้มกีารน าเทคนิคทางด้านวทิยา

ภมูคิุม้กนั (Immunoassay) (García et al. 1994) ซึง่เป็นเทคนิคทีท่ าใหเ้กดิสเีมื่อท าปฏกิริยิากบั

สารตัง้ตน้ (Substrate) และเทคนิคไอโซอเิลคทรคิโฟกสัซงิ (Isoelectric focusing, IEF) ซึ่งเป็น

การแยกโปรตนีโดยเน้นประจุเป็นกลางในสนามไฟฟ้ามาใช้ (Gibthai 2014) ทัง้สองเทคนิคมี

ความจ าเพาะเจาะจงและมีความไววเิคราะห์สูงแต่มกัเกิดปญัหาในการตรวจสอบ เนื่องจาก

โปรตนีในเนื้อสตัวท์ีน่ ามาวเิคราะห์มกัไม่คงตวัและเสยีสภาพจากความร้อนในกระบวนแปรรูป

อาหาร ท าให้ผลที่ได้จากการตรวจสอบชนิดของเนื้อสตัวไ์ม่มคีวามน่าเชื่อถือ ในปจัจุบนัจงึมี

การศึกษาและพฒันาการตรวจสอบและระบุชนิดของสัตว์จากอาหารโดยใช้เทคนิคในระดบั

โมเลกุล โดยเฉพาะการประยกุตใ์ชเ้ทคนิคการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอร์-

เรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) ในรูปแบบต่างๆ เช่น เทคนิคเรียลไทม์พีซอีาร ์

(Real-time PCR) ทีส่ามารถตรวจสอบเนื้อสตัวแ์ละผลติภณัฑ์จากเนื้อสตัวไ์ด้ทัง้ในเชงิปรมิาณ

และเชงิคุณภาพและพบวา่มคีวามไววเิคราะหแ์ละความจ าเพาะในการตรวจพสิูจน์สูง (Zhang et 

al. 2007, Kesmen et al. 2009, Rodríguez et al. 2005) รวมถึงเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์พซีอีาร ์

(Multiplex PCR) ซึง่เป็นปฏกิริยิาพซีอีารท์ีส่ามารถตรวจระบุชนิดของสตัวไ์ด้หลายชนิดในการ

ท าพซีอีารเ์พยีงครัง้เดยีว (Henegariu et al. 1997, Bataille et al. 1999)   

  เทคนิคไดเรค็พซีอีาร์ (Direct PCR) คอื การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอโดยไม่ผ่าน

ขัน้ตอนการสกดัดีเอน็เอ ซึ่งเป็นเทคนิคที่ก าลงัได้รบัความนิยมในงานด้านนิตวิทิยาศาสตร ์

เนื่องจากเทคนิคดงักล่าวสามารถลดการปนเป้ือนและลดการสูญเสยีดเีอน็เอในขัน้ตอนการสกดั 

ดเีอน็เอได ้(Kitpipit et al. 2013) นอกจากนี้ยงัเป็นเทคนิคที่สะดวก รวดเรว็ ประหยดัค่าใช้จ่าย 

มคีวามไววเิคราะหใ์นการตรวจพสิจูน์ดเีอน็เอจากตวัอยา่งทีม่ปีรมิาณน้อยและมปีระสทิธภิาพใน

การเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอสูง จากงานวจิยัของ Ottens และคณะ (ปี พ.ศ.2556) ได้น าเทคนิค

ไดเรค็พซีอีาร ์มาประยุกต์ใช้ในงานทางด้านนิตวิทิยาศาสตร์มนุษยไ์ด้ประสบความส าเรจ็ด้วย

การเพิ่มปรมิาณดเีอน็เอจากเส้นผมในระยะ Anagen และ ระยะ Telogen เพียงเส้นเดยีว 

(Ottens et al. 2013) และล่าสุดจากงานวจิยัของ Kitpipit และคณะ (ปี พ.ศ.2557) สามารถ
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ประยุกต์ใช้เทคนิคไดเร็คพซีีอาร์ในการตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอจากตวัอย่างชีวภาพของสตัว์ป่า

จ านวน 12 ประเภทไดส้ าเรจ็ ไดแ้ก่ ตวัอยา่งเสน้ขน เนื้อเยื่อ เลอืด กระดูก หู ผวิหนัง ปสัสาวะ 

อุจจาระ เขา รวมถงึเนื้อสตัว ์ (Kitpipit et al. 2014) ซึง่จากงานวจิยัดงักล่าวถูกน าไปใช้ต่อยอด

เพื่อพฒันาเทคนิคระบุชนิดของสตัวไ์ดส้ าเรจ็จ านวน 6 ชนิด ไดแ้ก่ เนื้อหม ูเนื้อไก่ เนื้อแกะ เนื้อ

มา้ เนื้อววั และเนื้อเป็ด อกีดว้ย (Kitpipit et al. 2014)     
  อยา่งไรกต็ามยงัไม่มรีายงานการประยุกต์ใช้เทคนิคมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์

ในการระบุชนิดของเนื้อสตัวอ์กีหลายชนิดทีน่ิยมบรโิภคในแถบทวปีเอเชยีหรอืแม้แต่ในประเทศ

ไทย เช่น เนื้อควาย เนื้อแพะ เนื้อแกะ เนื้อเป็ด และเนื้อสุนัข เป็นต้น ดงันัน้การศกึษาครัง้นี้จงึ

มุ่งหวงัประยกุตใ์ชเ้ทคนิคมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารใ์นการพฒันาชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็-

พซีอีาร์ในการตรวจสอบและระบุชนิดของเนื้อสตัว์ในผลติภณัฑ์อาหาร เพื่อประโยชน์ในการ

บงัคบัใชก้ฎหมายทีเ่กีย่วขอ้งในการคุม้ครองสทิธผิูบ้รโิภค  
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1.2 การตรวจเอกสาร 

 1.2.1. ผลิตภณัฑ์อาหารแปรรปูจากเน้ือสตัวแ์ละความส าคญัทางเศรษฐกิจของ

อตุสาหกรรมอาหารแปรรปูจากเน้ือสตัว ์

 อุตสาหกรรมอาหารแปรรูปจากเนื้อสตัวใ์นประเทศไทย เริม่ต้นจากการผลิต

ภายในครวัเรอืนจากนัน้จงึเริม่พฒันาขึน้เรื่อยๆ จนกลายเป็นอุตสาหกรรมเชงิพาณิชยข์นาดใหญ่

มกีารน าเทคโนโลยสีมยัใหม่ที่หลากหลายมาใช้ในกระบวนการผลติ ซึ่งท าให้สินค้าที่ผลิตมี

มาตรฐาน คุณภาพ และมีก าลงัผลติที่เพียงพอต่อความต้องการของผู้บรโิภคทัง้ในและนอก

ประเทศ โดยตลาดส่งออกของประเทศไทย ได้แก่ กลุ่มสหภาพยุโรป ญี่ปุ่น จนี สหรฐัอเมรกิา 

และกลุ่มอาเซยีน ดงันัน้อุตสาหกรรมอาหารแปรรปูจากเนื้อสตัวจ์งึเป็นอกีหนึ่งอุตสาหกรรมที่มี

ความส าคญัต่อเศรษฐกจิของประเทศ ทีส่ามารถสร้างรายได้เป็นจ านวนมากให้แก่ประเทศไทย 

ดงัแสดงในรปูที ่1 มลูค่าการส่งออกเนื้อสตัวแ์ละผลติภณัฑ ์ปี 2546-2556 

 

รปูท่ี 1 แสดง มลูค่าการสง่ออกเนื้อสตัวแ์ละผลติภณัฑ ์ปี 2546-2556 

  (Planning Division 2015) 
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 1.2.2  การบริโภคและความส าคญัของเน้ือสตัวเ์ป้าหมายทัง้ 5 ชนิด 

 1.2.2.1 สนัุข (Dog) 

 การบรโิภคเนื้อสุนขัในประเทศแถบเอเชยี ไดแ้ก่ เวยีดนาม เกาหลใีต ้และจนี มี

ความนิยมกนัอยา่งแพร่หลาย (Podberscek 2009) ส าหรบัประเทศไทยการบรโิภคเนื้อสุนัขไม่

แพร่หลายมากนกั แต่จะมกีารลกัลอบขนส่งและคา้สุนขักนัอยา่งต่อเนื่อง ส่วนใหญ่แหล่งการผลติ

และบรโิภคเนื้อสุนขัจะอยูท่างภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ไดแ้ก่ จงัหวดับงึกาฬ จงัหวดัหนองคาย 

และจงัหวดัมุกดาหาร รวมถงึจงัหวดัชายแดน ไดแ้ก่ จงัหวดัสกลนครและจงัหวดันครพนม ซึง่จะ

ท าการขนส่งสุนัขออกจากจงัหวดัดงักล่าวผ่านทางประเทศลาว เพื่อไปยงัประเทศเวยีดนาม 

เนื่องจากประเทศเวยีดนามมกีารค้าและบรโิภคเนื้อสุนัขอย่างเปิดเผยและไม่ผดิกฎหมาย ดงั

แสดงในรูปที่ 2 โดยผู้ที่นิยมบรโิภคเนื้อสุนัข มกัมคีวามเชื่อว่าเนื้อสุนัขมสีรรพคุณทางยาและ

อุดมไปดว้ยคุณค่าทางโภชนาการ ท าให้ร่างกายมสีุขภาพแขง็แรงรวมถึงเพิม่สมรรถภาพทาง

เพศ 

 แต่อยา่งไรกต็ามการลกัลอบและคา้สุนขัเพื่อบรโิภคเนื้อในประเทศไทยยงัถือว่า

เป็นเรื่องผดิพระราชบญัญตัป้ิองกนัการทารุณกรรมและการจดัสวสัดภิาพสตัว ์พ.ศ. 2557 อกีทัง้

ยงัไม่มกีารสนบัสนุนใหม้กีารคา้และส่งออกเนื้อสุนขัอยา่งถูกตอ้งตามกฎหมาย เนื่องจากการค้า

สุนัขเป็นการทารุณกรรมสตัวแ์ละถูกต่อต้านจากองค์กรต่างๆทัง้ภายในและต่างประ เทศ เช่น 

องคก์รพนัธมติรเพื่อคุม้ครองสตัวใ์นเอเชยี (Asia Canine Protection Alliance-ACPA) เพื่อการ

คุม้ครองสวสัดภิาพของสุนขัและสุขภาพของมนุษย ์ซึง่เป็นองคก์รทีม่วีตัถุประสงคใ์นการหยดุย ัง้

การค้าสุนัขเพื่อการบริโภคเนื้อที่โหดร้ายและผิดกฎหมาย โดยการลกัลอบค้าข้ามแดนจาก

ประเทศไทย ลาว และกมัพชูา ไปยงัประเทศเวยีดนาม เป็นตน้  

 การคา้และบรโิภคเนื้อสุนขัในประเทศไทยจงึเป็นการลกัลอบจ าหน่ายในตลาด

มดื ส าหรบัเนื้อสุนขัทีน่ ามาช าแหละเพื่อจ าหน่ายจะไดม้าจากการรบัซือ้ในราคาถูกหรอืแลกด้วย

กะละมงัตามหมู่บ้านแถวชนบท การขโมยจากวดัหรอืจากสุนัขที่ไม่มเีจ้าของ เนื่องจากใช้เงนิ

ลงทุนน้อยแต่ใหผ้ลตอบแทนทีส่งู (Totton et al. 2010) ซึง่สุนขัเหล่านี้ไม่ได้มกีารฉีดวคัซนีเพื่อ

ป้องกนัโรคต่างๆ แต่อย่างใด โดยเนื้อสุนัขที่น ามาจ าหน่ายจะวางปะปนกบัเนื้อสตัวช์นิดอื่นๆ

หรอืเกบ็ไวใ้นตูแ้ช่ ซึง่ผูจ้ าหน่ายจะไม่มกีารปิดป้ายหรอืปิดฉลากบ่งบอกชนิดของเนื้อสุนัข เพื่อ

หลกีเลีย่งการจบักุมจากเจา้หน้าทีท่ ีเ่กีย่วขอ้ง โดยผูบ้รโิภคส่วนใหญ่กม็กัจะเป็นลกูคา้ประจ า 
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 ทัง้นี้การที่ผู้จ าหน่ายไม่มกีารปิดฉลากระบุชนิดของเนื้อสุนัขและสุนัขที่น ามา

ช าแหละไม่ไดร้บัการฉีดวคัซนีป้องกนัโรคต่างๆ ซึง่อาจจะน ามาซึง่โรคระบาดต่างๆที่มสีุนัขเป็น

พาหะ เช่น โรคพยาธบิางชนิด โรคอหวิาตกโรค โดยเฉพาะอย่างยิง่โรคพษิสุนัขบ้าที่สามารถ

แพร่กระจายจากสุนัขสู่คนได้ จากการรายงานของส านักงานกลางในการป้องกันสุขภาพ 

(Central Bureau of Preventative Health) และองค์การอนามยัโลก (World Health 

Organization-WHO) ระบุว่าปญัหาการแพร่ระบาดของโรคพษิสุนัขบ้าอย่างกวา้งขวางใน 12

ประเทศในภมูภิาคเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้ไดแ้ก่ บงัคลาเทศ ภูฏาน สาธารณรฐัประชาธปิไตย

ประชาชนเกาหล ีอนิเดยี อนิโดนีเซยี สาธารณรฐัมลัดฟีส ์พม่า เนปาล ศรลีงักา ไทย เวยีดนาม 

และสาธารณรฐัประชาธิปไตยติมอร์เลสเต เป็นผลเชื่อมโยงมาจากการค้าเนื้อสุนัขและการ

บรโิภคเนื้อสุนขั ซึง่ส่งผลกระทบในวงกวา้ง ทัง้ต่อผู้บรโิภคเนื้อสุนัขโดยตรง รวมถึงผู้บรโิภคที่

ไม่นิยมรบัประทานเนื้อสุนขั โดยประชากรในภูมภิาคเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต้กว่า 1.4 พนัล้าน

คนมคีวามเสีย่งของการตดิเชือ้พษิสุนัขบ้า (Gongal and Wright 2011,Organization 2013) ซึ่ง

ถ้ารฐับาลของแต่ละประเทศไม่มกีารควบคุมการลกัลอบค้าสุนัขอกีกย็ากที่จะควบคุมและก าจดั

โรคพษิสุนขับา้ใหห้มดไป 

 ดงันัน้เพื่อป้องกนัอันตรายที่จะเกิดขึ้นกบัสุขภาพของผู้บริโภค รวมถึงการ

ปกป้องไม่ใหสุ้นขัถูกทารุณ จงึจ าเป็นตอ้งมกีารรณรงค์ไม่ให้มกีารบรโิภคเนื้อสุนัข รวมกบัการ

บงัคบัใชก้ฎหมายควบคมุโรคและจ าเป็นจะตอ้งมกีารเขม้งวดในตรวจสอบและระบุชนิดของเนื้อ

สุนขัในผลติภณัฑอ์าหารมากยิง่ขึน้ 

 

รปูท่ี 2 แสดงการจ าหน่ายเนื้อสุนขัอยา่งเปิดเผยในประเทศเวยีดนาม 

(http://www.dogilike.com/)    
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 1.2.2.2      เป็ด (Duck) 

 เป็ด จดัอยูใ่นวงศ ์Anatidae ซึง่เป็นสตัวปี์กที่มลีกัษณะปากแบน เท้าแบนและ

ตดิกนัเป็นพงัผดื มขีนาดตวัและน ้าหนักประมาณ 1.5 ถึง 4 กโิลกรมั ออกลูกเป็นไข่ ครัง้ละ 1 

ฟอง ในหลายประเทศนิยมเลี้ยงเป็ดไว้เป็นสัตว์เศรษฐกิจ เช่น จีน อินโดนีเซีย มาเลเซีย 

เวยีดนาม รวมถงึประเทศไทย ทีม่กีารเลีย้งเป็ดไวเ้พื่อการบรโิภคหลากหลายสายพนัธุ์ ทัง้เป็ด

พนัธุเ์นื้อ ทีเ่ลีย้งง่าย เจรญิเตบิโตรวดเรว็ และสามารถใหผ้ลตอบแทนแก่เกษตรกรในระยะเวลา

สัน้ เช่น เป็ดเทศ (Muscovy) เป็ดเทศพนัธุ์เนื้อพนัธุ์แท้ เป็ดพนัธุ์ปกักิง่ (Pekin) เป็ดโป๊ยฉ่าย 

และเป็ดเทศพนัธุท์่าพระ เป็นตน้ และพนัธุไ์ข ่เช่น เป็ดพนัธุก์ากแีคมป์เบลล์ (Khaki Campbell) 

และเป็ดพนัธุพ์ืน้เมอืง ซึง่สามารถแบ่งออกไดเ้ป็นสองสายพนัธุ์ ได้แก่ พนัธุ์ปากน ้า (Pak Nam) 

และพนัธุน์ครปฐม เป็นตน้ 

 การบรโิภคเป็ดในประเทศไทย ถือว่ามปีรมิาณเพิม่ขึน้อย่างต่อเนื่องโดยเฉลี่ย

ประมาณ 1.22 กโิลกรมัต่อคนต่อปี (USDA 2013) รวมถึงมกีารขยายอุตสาหกรรมการแปรรูป

เป็ดเพิม่มากขึน้ เพื่อส่งออกขายทัง้ในและต่างประเทศซึง่ปจัจยัที่ท าให้ตลาดต่างประเทศน าเขา้

เนื้อเป็ดแปรรูปจากไทยเพิม่ขึ้น เนื่องจากประเทศผู้น าเข้ามคีวามเชื่อมัน่ในคุณภาพเนื้อเป็ด 

แปรรูปของไทยที่มกีารเลี้ยงในระบบโรงเรอืน รวมทัง้ผ่านการผลติในโรงงานแปรรูปที่ได้การ

รบัรองมาตรฐานส่งออกจากกรมปศุสตัว์และจากประเทศคู่ค้า จึงท าให้ประเทศที่เป็นตลาด

ส่งออกหลกัของไทย มกีารน าเขา้ผลติภณัฑจ์ากเป็ดเพิม่สงูขึน้ ดงัแสดงในรปูที ่3 

 ลกัษณะการเลีย้งเป็ดในประเทศไทย สามารถแบ่งได้เป็น 4 ประเภท ดงัแสดง

ในรปูที ่4 ไดแ้ก่ ประเภทที ่1 เป็นการเลีย้งแบบปล่อยตามแหล่งน ้าธรรมชาต ิหรอืทีเ่รยีกวา่ การ

เลี้ยงเป็ดไล่ทุ่ง เพื่อลดต้นทุนในการเลี้ยงเป็ด โดยให้เป็ดหากินอาหารที่มีอยู่ตามแหล่งน ้ า

ธรรมชาติเอง เช่น กุ้ง หอย ปูและปลา ส าหรบัจงัหวดัที่มกีารเลี้ยงเป็ดเป็นจ านวนมาก คือ 

อุดรธานี สุรินทร์ อุบลราชธานี นครราชสีมา นครปฐม อ่างทอง ชลบุรี สุราษฎร์ธานี และ

สมุทรสาคร เป็นตน้  ประเภทที ่2 เกษตรกรหนัมาเลีย้งเป็ดในระบบโรงเรอืนมากขึน้ เพื่อลดอตัรา

ความเสี่ยงในการเกดิโรคและการแพร่ระบาดของโรคในสตัวปี์ก เช่น เชื้อไขห้วดันกชนิดสาย

พนัธุร์ุนแรง H5N1 (H5N1 influenza virus) ทีส่ามารถแพร่ระบาดจากสตัวปี์กสู่มนุษยไ์ด้ ซึ่งได้

คร่าชวีติมนุษยไ์ปถึง 12 คน ส่งผลให้มกีารฆ่าสตัวปี์กในประเทศถึง 60 ล้านตวัและหยุดการ

ผลิตและการค้าส ัตว์ปีก เพื่อความปลอดภยัต่อทัง้เกษตรกร ผู้ประกอบการ และผู้บริโภค 
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(Songserm et al. 2006) ประเภทที่ 3 เป็นการเลี้ยงเป็ดเพื่อการส่งออกในระบบปิดที่ได้

มาตรฐาน และประเภทที่ 4 เป็นการเลี้ยงเป็ดไวเ้พื่อบรโิภคในครวัเรอืน โดยจะเลี้ยงไวบ้รเิวณ

หลงับา้น 

 

รปูท่ี 3 แสดง มลูค่าการน าเขา้-ส่งออกเป็ดและผลติภณัฑ ์ปี 2548 -2557  

(Planning Division 2015) 

 
 
 
 
 
 
 
 

2548 2549 2550 2551 2552 2553 2554 2555 2556 2557

มูลค่าน าเขา้เป็ดแปรรูป 1,667 2,099 2,586 2,915 2,801 1,693 1,302 1,205.6 1,494 1,152

มูลค่าน าเขา้เป็ดแช่แขง็ 15.627 73.806 90.005 131.425179.619111.734 68.166 69.573 86.383 366.988

มูลค่าการส่งออกเน้ือเป็ด 1,682.4 2,172.3 2,676.4 3,046.1 2,980.7 1,805.1 1,369.2 1,275.2 1,580.7 1,519.2
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แผนภมิูแสดงมลูค่าการน าเข้า-ส่งออกเป็ดและผลิตภณัฑ์
 ปี พ.ศ. 2548-2557

ปี พ.ศ.
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รปูท่ี 4 ลกัษณะการเลีย้งเป็ดในประเทศไทย 
    A  การเลีย้งเป็ดไล่ทุ่ง โดยลกัษณะการเลีย้งจะปล่อยใหเ้ป็ดหาอาหารเองและเกษตรกรจะ
  เคลื่อนยา้ยเป็ดไปหากนิในหลายๆพืน้ที ่ซึง่เสีย่งต่อการแพร่ระบาดของเชื้อไขห้วดันก
  ชนิดสายพนัธุร์ุนแรง H5N1  
    B  การเลีย้งเป็ดในระบบโรงเรอืนเปิด  
    C  การเลีย้งเป็ดในระบบปิดทีไ่ดม้าตรฐาน และมกีารป้องกนัโรคจากสตัวปี์กอยา่งถูกตอ้ง  
    D  การเลีย้งเป็ดหลงับา้น 
 (ทีม่า: www.manager.co.th(A), www.komchadluek.net (B), www.chiangraifocus.com  (C), 
www.rakbankerd.com (D)) 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 

C D 
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 1.2.2.3      แพะ (Goat)  

 แพะ มชีื่อวทิยาศาสตร์ว่า Capra aegagrus hircus จดัอยู่อนัดบั Artiodactyla 

ซึง่เป็นอนัดบัของสตัวท์ีม่ลีกัษณะกบีเท้าเป็นคู่ขนาดกลางและมคีวามหนา อยู่ในวงศ์ Bovidae 

ซึ่งจะมเีขา 1 คู่ ทัง้เพศผู้และเพศเมยี เป็นสัตวเ์ลี้ยงลูกด้วยนมที่มขีนาดเลก็ เพศผู้จะมขีนาด

ใหญ่กวา่เพศเมยี แต่เพศผูจ้ะมเีครา ขนหยาบสดี า ขาว หรอืน ้าตาล หางสัน้ มคีวามอดทนและ

ทนทานต่อโรคไดด้กีวา่สตัวก์บีคู่ชนิดอื่นๆ  

 แพะ ถือเป็นสตัว์เศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่นิยมบริโภค ซึ่งเนื้อแพะอุดมไปด้วย

โปรตนีทีส่ าคญัส าหรบัร่างกาย อกีทัง้ยงัมไีขมนัในระดบัที่ต ่ากว่าเนื้อสตัวช์นิดอื่น แพะสามารถ

รบัประทานไดท้ัง้ชาวไทยพุทธและมุสลมิ ส าหรบัประเทศไทยแหล่งทีม่กีารเลีย้งและบรโิภคแพะ

กนัเป็นจ านวนมากอยู่ทางภาคใต้ของประเทศ ซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นพื้นที่ที่มผีู้ที่นับถือศาสนา

อิสลามอาศัยอยู่เป็นจ านวนมาก โดยจังหวดัที่มีการเลี้ยงแพะมากที่สุด คือ  จังหวดัยะลา 

รองลงมา คอื จงัหวดัปตัตานี ทัง้นี้เนื่องจากในช่วงวนัส าคญัทางศาสนาของผู้ที่นับถือศาสนา

อสิลาม จะนิยมน าเนื้อแพะมาใชใ้นการประกอบพธิกีรรมทางศาสนา  

 ปจัจุบนัมกีารส่งเสรมิให้มีการเลี้ยงแพะเพิม่มากขึ้น เพื่อให้ปริมาณของแพะ

เพยีงพอต่อความตอ้งการของผูบ้รโิภคในประเทศที่เพิม่มากขึน้และเพื่อส่งออกไปยงัประเทศคู่

คา้ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในอุตสาหกรรมการผลติอาหารฮาลาล ที่มกีารผลติผลติภณัฑ์อาหารที่มี

องคป์ระกอบของเนื้อแพะมากขึน้เพื่อตอบสนองความต้องการของกลุ่มผู้บรโิภคทัง้ที่เป็นมุสลมิ

และผูบ้รโิภคที่นิยมรบัประทานเนื้อแพะ ทัง้นี้การน าเขา้และส่งออกแพะ พบว่า มปีรมิาณเพิม่

มากขึน้ ดงัในรปูที ่5 ซึง่แสดงมลูค่าการน าเขา้และส่งออกแพะและผลติภณัฑ ์ปี พ.ศ.2557 

 สายพนัธุแ์พะเนื้อทีน่ิยมเลีย้งในประเทศไทย ได้แก่ แพะพนัธุ์พื้นเมอืง (Native 

goat) ซึ่งนิยมเลี้ยงทางภาคใต้ของประเทศไทย เป็นสายพนัธุ์ที่มาจากแถบประเทศมาเลเซีย 

ประเทศอนิเดยี และประเทศปากสีถาน ลกัษณะของแพะพนัธุ์พื้นบ้าน จะมขีนาดตวัเลก็ เลี้ยง

ง่ายและทนทานต่อทุกสภาพแวดล้อม ส่วนแพะเนื้อสายพนัธุ์ต่างประเทศที่นิยมเลี้ยง คอื สาย

พนัธุบ์อร์ (Boer) และพนัธุ์แบลค็เบงกอล (Black Bengal) ซึ่งให้ผลผลติเนื้อที่คุณภาพดแีละมี

ปรมิาณไขมนัน้อย ดงัแสดงในรปูที ่6  
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รปูท่ี 5 แสดง มลูค่าการน าเขา้และสง่ออกแพะและผลติภณัฑ ์ปี 2557 (ดลณพรรษ 2557) 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 6 สายพนัธุแ์พะเนื้อทีน่ิยมเลีย้งในประเทศไทย 

    A แพะพนัธุพ์ืน้เมอืง (Native goat)  

    B แพะพนัธุแ์บลค็เบงกอล (Black Bengal)  

    C แพะสายพนัธุบ์อร ์(Boer)  

(ทีม่า:breeding.dld.go.th (A), e-book.ram.edu/e-book/a/AT335/AT335-3.pdf (B), 

small.breeding.dld.go.th (C)) 

 

มกราคม กุมภาพนัธ์ มนีาคม เมษายน พฤษภาคม มถุินายน กรกฎาคม

มูลค่าการน าเขา้ 438,238 916,927 197,486 906,989 2,298,129 668,416 731,265

มูลค่าการส่งออก 172,394 0 1,371,824 1,723,000 2,547,000 3,240,000 8,105,358
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แผนภมิูแสดงมลูค่าการน าเข้าและส่งออกแพะและผลิตภณัฑ์

 ปี พ.ศ. 2557

A C B 
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1.2.2.4.      ควาย (Buffalo) 

  ควาย หรือ กระบือ มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Bubalus bubalis จัดอยู่ในวงศ ์

Bovidae ซึ่งเป็นสตัว์เคี้ยวเอื้องขนาดใหญ่ มีเท้าเป็นกีบ เพศผู้จะมีน ้าหนักเฉลี่ยประมาณ     

520-560 กโิลกรมั ส่วนเพศเมยีเฉลีย่ประมาณ 360-440 กโิลกรมั ควายเป็นสตัวเ์ลีย้งลกูด้วยนม 

ออกลกูครัง้ละ 1-2 ตวั โดยมลีกัษณะเขาทีแ่ตกต่างจากววั คอื เขาจะแบนและโคง้ยาว มผีวิสเีทา

ด าและผิวสีขาวอมชมพู ซึ่งเรียกว่า ควายเผือก ควายเป็นสตัว์ที่อยู่คู่ก ับคนไทยมาช้านาน      

ในอดตีเกษตรกรจะเลีย้งควายไวส้ าหรบัไถนาหรอืใชเ้ป็นพาหนะในการเดนิทาง รวมถึงเลี้ยงไว้

เพื่อเป็นอาหาร โดยทัว่ไปแลว้สายพนัธุ์ควายทีน่ิยมเลี้ยง คอื ควายปลกั (Swamp buffalo) และ

ควายแม่น ้า (River buffalo) ควายทัง้สองสายพนัธุ์มชีื่อวทิยาศาสตร์ที่เหมอืนกนั คอื Bubalus 

bubalis แต่จะมรีปูร่างลกัษณะทางกายภาพและทางพนัธุกรรมทีแ่ตกต่างกนั คอื ควายปลกั จะมี

รูปร่างลกัษณะทางกายภาพที่แขง็แรง ทนทาน เหมาะแก่การท าเกษตรกรรม และมีจ านวน

โครโมโซม 24 คู่ (2n=48) ส่วนควายแม่น ้า จะมรีูปร่างลกัษณะทางกายภาพที่ใหญ่ เหมาะแก่

การน าไปบรโิภคเนื้อและนม และมจี านวนโครโมโซม 25 คู่ (2n=50) 

  ควายทีเ่ลีย้งในประเทศไทย รวมถงึประเทศกลุ่มเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต้ ได้แก่ 

ประเทศพม่า เวียดนาม กมัพูชา อินโดนีเซีย ลาว มาเลเซียและฟิลิปปินส์ คือ ควายปลัก 

(Swamp buffalo) ซึง่เกษตรกรจะเลีย้งไวส้ าหรบัท าการเกษตร เช่น ไถนา ท าไร่ เป็นตน้ ส าหรบั

ประเทศไทยจะเลี้ยงควายกนัมากในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จงัหวดับุรรีมัย ์จงัหวดั

นครพนม จังหวดัอุบลราชธานี เป็นต้น รองลงมา คือ ภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคใต ้

ตามล าดบั นอกจากจะเลีย้งควายส าหรบัใชแ้รงงานแล้วยงัเลี้ยงไวส้ าหรบับรโิภคเนื้ออกีเช่นกนั 

โดยเนื้อแดงของควายมไีขมนัและคอเลสเตอรอลต ่า เหมาะแก่ผูบ้รโิภคทีร่กัสุขภาพ ซึง่ส่วนใหญ่

นิยมน าไปท าลกูชิน้ อยา่งไรกต็ามเนื้อควายกย็งัไม่เป็นทีน่ิยมมากนกั เนื่องจากเนื้อควายมคีวาม

เหนียวกวา่เนื้อโค ท าใหผู้ผ้ลติน าเนื้อควายมาผลติผลติภณัฑอ์าหารน้อย อกีทัง้จ านวนควายที่มี

อยู่ในปจัจุบนัมจี านวนลดลงมากซึ่งไม่เพียงพอต่อการบรโิภค ในด้านการน าเข้าและส่งออก 

พบวา่ ประเทศไทยมกีารน าเขา้ควายและผลติภณัฑล์ดลง เนื่องจากราคาควายในประเทศคู่ค้ามี

ราคาทีส่งูขึน้ ส่วนการส่งออกไปยงัประเทศคู่ค้ามปีรมิาณเพิม่ขึน้ ดงัแสดงในรูปที่ 7 โดยควาย

สายพนัธุต่์างๆทีน่ิยมเลีย้งในประเทศไทยดงัแสดงในรปูที ่8 
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รปูท่ี 7 แสดง มลูค่าการน าเขา้และสง่ออกควายและผลติภณัฑ ์ปี 2557 (ดลณพรรษ 2557)  

 

 

 

\ 

 

 

 

รปูท่ี 8 สายพนัธุค์วายทีน่ิยมเลีย้งในประเทศไทย  

   A ควายปลกั (Swamp buffalo)    

B ควายแม่น ้า (River buffalo)  

(ทีม่า:http://202.143.171.227/buffalo/index.php?option=com_content&view=article&id=9&It

emid=9 (A), www.oknation.net (B)) 

มกราคม กุมภาพนัธ์ มนีาคม เมษายน พฤษภาคม มถุินายน กรกฏาคม

มูลค่าน าเขา้ 110,267,583 150,930,618 122,649,571 104,475,388 120,942,080 104,278,214 89,956,020

มูลค่าส่งออก 178,009,656 335,137,472 279,962,094 289,333,925 340,863,210 443,863,744 472,098,936
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แผนภมิูแสดงมลูค่าการน าเข้า-ส่งออกกระบือและผลิตภณัฑ์ 

ปี พ.ศ. 2557

เดือน

A B 

http://202.143.171.227/buffalo/index.php?option=com_content&view=article&id=9&Itemid=9
http://202.143.171.227/buffalo/index.php?option=com_content&view=article&id=9&Itemid=9
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 1.2.2.5      แกะ (Sheep) 

  แกะ มชีื่อวทิยาศาสตร์ว่า Ovis aries จดัอยู่ในวงศ์ Bovidae ซึ่งเป็นสตัวเ์คี้ยว

เอื้อง ที่มลีกัษณะเท้าเป็นกบีคู่ มขีนฟู สขีาว ด า และน ้าตาล โดยจะออกลูกครัง้ละ 1-2 ตวัและ

เลีย้งลกูดว้ยนม แกะเป็นสตัวท์ี่เลี้ยงง่าย เจรญิเตบิโตเรว็ สามารถกนิได้ทัง้หญ้าและพชืได้ทุก

ชนิด อกีทัง้ยงัสามารถปรบัตวัเขา้กบัสภาพภมูอิากาศในแต่ละภมูภิาคของประเทศไทยไดด้ ีส่วน

ใหญ่เกษตรกรจะนิยมเลีย้งแกะแบบปล่อยโดยให้ออกหากนิตามทุ่งหญ้า ทัง้นี้เพื่อลดต้นทุนใน

การเลีย้ง ส าหรบัสายพนัธุแ์กะทีน่ิยมเลีย้งมอียูห่ลายสายพนัธุ ์ซึง่สามารถแบ่งเป็นกลุ่มใหญ่ๆได ้

3 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ แกะพนัธุข์น แกะพนัธุน์ม และแกะพนัธุเ์นื้อ 

  แกะพนัธุ์เนื้อที่นิยมเลี้ยงในประเทศไทย ซึ่งให้ผลผลติเนื้อที่มคีุณภาพ ได้แก่ 

พนัธุ์กลนัตนั ซึ่งเป็นพนัธุ์ที่นิยมเลี้ยงกนัมากทางภาคใต้ พนัธุ์เพรยีงกนั พนัธุ์ปากสีถานหรือ

พม่า พนัธุพ์ืน้เมอืงของไทย พนัธุค์าทาดนิ พนัธุด์อรเ์ปอรแ์ละพนัธุ์บาร์บาโดส แบลค็เบลลี เป็น

ตน้ โดยเนื้อแกะทีน่ิยมรบัประทานจะแบ่งเป็นเนื้อลกูแกะ (Lamb) เนื้อแกะรุ่น (Hogget) และเนื้อ

แกะ (Mutton) ซึง่มชี่วงอายขุองแกะเขา้มาเกีย่วขอ้ง โดยจะมลีกัษณะของเนื้อทีแ่ตกต่างกนั โดย

เนื้อลูกแกะ จะได้จากการช าแหละลูกแกะที่มอีายุไม่เกนิ 5 เดอืน ลกัษณะเนื้อจะนุ่ม ส่วนเนื้อ

แกะรุ่น จะเป็นเนื้อทีไ่ดจ้ากแกะอายปุระมาณ 5-10 เดอืน และเนื้อแกะจะได้จากแกะที่โตเตม็วยั 

โดยลกัษณะของเนื้อแกะจะมสีทีี่เขม้และกลิน่เนื้อที่แรงขึน้ตามอายุที่เพิม่มากขึน้ แต่อย่างไรก็

ตามการเลี้ยงแกะภายในประเทศไทยยงัไม่เป็นที่แพร่หลายมากนัก จงึท าให้ปริมาณแกะไม่

เพยีงพอต่อความตอ้งการของผูบ้รโิภค 

 ด้วยเหตุนี้ ท าให้ประเทศไทยไม่มีการส่งออกแกะ และจ าเป็นต้องน าเข้าแกะ

เพิม่มากขึน้ ดงัในรปูที ่9 ซึง่แสดงมลูค่าการน าเขา้และส่งออกแกะและผลติภณัฑ์ ปี พ.ศ.2557 

ดงันัน้ผู้จ าหน่ายจึงต้องน าเข้าเนื้อแกะจากต่างประเทศ ซึ่งการน าเข้าเนื้อแกะมาในประเทศ

จะตอ้งปฏบิตัติามกฎระเบยีบและประกาศของหน่วยงานต่างๆที่เกี่ยวขอ้ง ได้แก่ กรมศุลกากร 

กระทรวงพาณิชย ์ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา กรมปศุสตัว ์เป็นต้น ทัง้นี้เพื่อป้องกนั

และควบคุมโรคระบาดทีม่าพรอ้มกบัเนื้อสตัวท์ีน่ าเขา้มา ซึง่อาจจะแพร่ระบาดจากสตัวส์ู่คนและ

สตัวส์ู่สตัวไ์ด ้ตลอดจนควบคุมและตรวจสอบเนื้อสตัวท์ี่น าเขา้มาอย่างผดิกฎหมาย เพื่อให้เกดิ

ความปลอดภยัและสรา้งความน่าเชื่อถอืแก่ผูบ้รโิภค ส าหรบัสายพนัธุแ์กะทีน่ิยมเลีย้งในประเทศ

ไทยมหีลายสายพนัธุด์งัแสดงในรปูที ่10 
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รปูท่ี 9 แสดง มลูค่าการน าเขา้และสง่ออกแกะและผลติภณัฑ ์ปี 2557 (ดลณพรรษ 2557) 

 

  

รปูท่ี 10 แกะพนัธุก์ลนัตนั ซึง่เป็นพนัธุท์ ีน่ิยมเลีย้งกนัมากทางภาคใต้ของประเทศไทย 

(ทีม่า: seekun.net/anim-less3-4h.pdf) 

 
 
 

มกราคม กุมภาพนัธ์ มนีาคม เมษายน พฤษภาคม มถุินายน กรกฎาคม

มูลค่าการน าเขา้ 78,501,381 382,167,462 199,839,447 148,093,538 174,060,222 143,472,416 140,752,379

มูลค่าการส่งออก 0 8,021,418 112,258 1,965,461 4,675,196 3,365,510 3,495,305
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ปี พ.ศ. 2557
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 1.2.3 กฎหมายท่ีเก่ียวข้อง 

  ปจัจุบนัปญัหาการปลอมปนเนื้อสตัวร์าคาถูกลงไปในผลติภณัฑ์อาหารแปรรูป

มกัพบอยูบ่่อยครัง้ดงัเช่นกรณีตวัอยา่ง การปลอมปนเนื้อมา้ในผลติภณัฑเ์นื้อววัในสหภาพยุโรป 

โดยไดม้กีารสุ่มตรวจผลติภณัฑเ์บอรเ์กอร์เนื้อววัที่วางจ าหน่ายในประเทศไอแลนด์และองักฤษ 

จากผลการตรวจสอบพบว่ามีดเีอ็นเอของม้าปลอมปนอยู่ (O’Mahony 2013) ต่อมาได้มีการ

ตรวจสอบในอาหารชนิดอื่นๆ เช่น ไส้กรอกเนื้อ มตีบอล พาสต้าเนื้อ ลาซานญา ที่วางขายใน

สเปน อติาล ีโปรตุเกส เยอรมนี และรสัเซยี ซึ่งผลติภณัฑ์ทัง้หมดที่น ามาตรวจสอบพบดเีอน็เอ

ของม้าเช่นกนั (บงัอร 2557) นอกจากนัน้ยงัพบว่ามีผู้ผลิตหลายรายน าเนื้อสตัวร์าคาถูกมา

ปลอมแปลงเป็นเนื้อสตัวร์าคาแพงและปิดฉลากไม่ตรงกบัความเป็นจรงิอกีเช่นกนั ซึง่เหน็ไดจ้าก

หน้าหนงัสอืพมิพท์ีเ่ป็นขา่วโด่งดงั เช่น ในประเทศจนีมกีารตรวจพบการน าเนื้อหนู สุนัขจิ้งจอก 

และตวัมงิค ์มาผสมกนัแลว้ปิดฉลากวา่เป็นเนื้อแกะ น ามาวางขายตามทอ้งตลาด หลงัจากนัน้ยงั

มกีารตรวจพบเนื้อแกะปลอม ซึ่งปลอมแปลงมาจากเนื้อเป็ดและเนื้อหมู โดยในปี พ.ศ.2557 

ประเทศจนีมกีารตรวจยดืเนื้อปลอมแลว้ทัง้สิน้ 20,000 ตนั (http://www.thairath.co.th/content 

/342656) ทัง้นี้สาเหตุทีผู่ผ้ลติท าการปลอมแปลงเนื้อสตัว ์กเ็พื่อหวงัผลก าไรทีเ่พิม่ขึน้จากการน า

เนื้อสตัวร์าคาถูกมาวางขายแทนเนื้อสตัวร์าคาแพง      

   จากปญัหาการปลอมปนและปลอมแปลงเนื้อสตัวท์ี่เกดิขึน้ในหลายๆประเทศ 

ท าให้เกิดผลกระทบต่อประเทศนัน้ๆหลากหลายด้าน ทัง้ด้านความเชื่อมัน่ของผู้บริโภค

ภายในประเทศและประเทศคู่คา้ทีล่ดลงหลงัจากมกีารตรวจพบผลติภณัฑ์ที่มกีารปลอมปนหรอื

ปลอมแปลงเนื้อสตัว์รวมถึงด้านสุขภาพของผู้บริโภค ซึ่งการปิดฉลากผลิตภณัฑ์อาหารไม่

ชดัเจนและไม่ถูกต้อง อาจส่งผลต่อสุขภาพของผู้บรโิภคที่แพ้เนื้อสตัวท์ี่ไม่ได้ระบุในฉลากได ้

และดา้นศาสนา โดยเฉพาะศาสนาอสิลามที่มบีทบญัญตัใินการบรโิภคอาหารไวอ้ย่างเคร่งครดั 

ซึง่การปลอมปนและปลอมแปลงเนื้อสตัวย์งัถือว่าเป็นการกระท าที่ผดิกฎหมาย ดงันัน้ในหลาย

ประเทศจงึได้มกีารออกกฎหมายเพื่อควบคุมการกระท าที่ผดิกฎหมายเหล่านี้ รวมถึงประเทศ

ไทยซึง่มกีฎหมายบญัญตับิทลงโทษแก่ผูท้ ีก่ระท าความผดิไว ้ดงันี้    

  พระราชบญัญตัิอาหาร  พ.ศ. 2522 (ฉบบัปรบัปรุง ปี 2554) หมวด 4 การ

ควบคุมอาหาร มาตรา 25 ห้ามม ิให้ผู้ใดผลิต น าเขา้เพื่อจ าหน่าย หรือจ าหน่าย ซึ่งอาหาร

ดงัต่อไปนี้  (1) อาหารไม่บริสุทธิ ์(2) อาหารปลอม (3) อาหารผดิมาตรฐาน (4) อาหารอื่นที่

รฐัมนตรกี าหนด และ หมวด 8 บทลงโทษ มาตรา 59 ผู้รบัอนุญาตผู้ใดฝ่าฝืน มาตรา 22 วรรค

http://www.thairath.co.th/content
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หนึ่ง หรอืมาตรา 23 ตอ้งระวางโทษปรบัไม่เกนิหนึ่งพนับาท (Consumers 2009)  

  พระราชบญัญตัคิวามรบัผดิต่อความเสยีหายที่เกดิขึ้นจากสนิค้าที่ไม่ปลอดภยั

พ.ศ. 2551 มาตรา 10 ใหค้ณะกรรมการคุม้ครองผูบ้รโิภค สมาคม และมูลนิธซิึ่งคณะกรรมการ

คุม้ครองผูบ้รโิภคใหก้ารรบัรองตามกฎหมายวา่ดว้ยการคุม้ครองผูบ้รโิภค มอี านาจฟ้องคดเีรยีก

ค่าเสยีหายแทนผู้เสียหายได้ โดยให้น าบทบญัญัติเกี่ยวกบัการฟ้องและด าเนินคดีแทนตาม

กฎหมายดงักล่าวมาใช้บงัคบัโดยอนุโลม การฟ้องและด าเนินคดแีทนผู้เสยีหายตามวรรคหนึ่ง 

ใหไ้ดร้บัยกเวน้ค่าฤชาธรรมเนียมทัง้ปวง แต่ไม่รวมถึงความรบัผดิในค่าฤชาธรรมเนียมในชัน้

ที่สุดและ มาตรา 12 สิทธิเรียกร้องค่าเสียหายอันเกิดจากสินค้าที่ไม่ปลอดภัยตาม

พระราชบญัญตันิี้เป็นอนัขาดอายคุวามเมื่อพน้สามปีนบัแต่วนัทีผู่เ้สยีหายรูถ้งึความเสยีหายและ

รูต้วัผูป้ระกอบการทีต่อ้งรบัผดิ หรอืเมื่อพ้นสบิปีนับแต่วนัที่มกีารขายสนิค้านัน้ ในกรณีที่ความ

เสยีหายเกดิขึน้ต่อชวีติ ร่างกาย สุขภาพ หรอือนามยั โดยผลของสารที่สะสมอยู่ในร่างกายของ

ผูเ้สยีหายหรอืเป็นกรณีทีต่อ้งใชเ้วลาในการแสดงอาการ ผูเ้สยีหายหรอืผูม้สีทิธฟ้ิองคดแีทนตาม

มาตรา 10 ต้องใช้สิทธิเรียกร้องภายในสามปีนับแต่ว ันที่รู้ถึงความเสียหายและรู้ตัว

ผูป้ระกอบการทีต่อ้งรบัผดิ แต่ไม่เกนิสบิปีนบัแต่วนัทีรู่ถ้งึความเสยีหาย    

  ประมวลกฎหมายอาญามาตรา 236 ว่า ผู้ใดปลอมปนอาหาร ยา หรอืเครื่อง

อุปโภค บริโภค อื่นใดเพื่อบุคคลอื่นเสพหรือใช้และการปลอมปนนัน้น่าจะเป็นเหตุให้เกิด

อนัตรายแก่สุขภาพ หรอืจ าหน่ายหรอืเสนอขายสิง่เช่นวา่นัน้ เพื่อใหบุ้คคลเสพหรอืใช้ ตอ้งระวาง

โทษจ าคุก ไม่เกนิ 3 ปี หรอืปรบัไม่เกนิ 6,000 บาท หรอืทัง้จ าทัง้ปรบั และมาตรา 238 ถ้าการ

กระท าความผดิตาม มาตรา 226 ถงึ มาตรา 237 เป็นเหตุใหบุ้คคลอื่นถงึแก่ความตาย ผู้กระท า

ตอ้งระวางโทษ จ าคุกตลอดชวีติหรอืจ าคุกตัง้แต่หา้ปีถงึยีส่บิปี และปรบัตัง้แต่ หนึ่งหมื่นบาทถงึสี่

หมื่นบาท 
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 1.2.4. ทฤษฎีพื้นฐานในการตรวจสอบและระบชุนิดของสตัว ์

 1.2.4.1. ความส าคญัของดีเอน็เอ 

   ดเีอน็เอ ท าหน้าทีใ่นการเกบ็ขอ้มลูทางพนัธุกรรมของสิง่มชีีวติ โดยจะ

ถูกเกบ็ไวใ้นรปูของรหสัพนัธุกรรม (Genetic code) ซึง่ขอ้มูลทางพนัธุกรรมที่ได้จากรุ่นพ่อและ

แม่อย่างละครึ่งจะสามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่นลูกและรุ่นหลานได้ และนอกจากนี้ สิง่มชีวีติแต่ละ

ชนิดกย็งัมลี าดบัและจ านวนนิวคลโีทไทดใ์นสายดเีอน็เอทีแ่ตกต่างกนัและล าดบันิวคลโีทด์นี้เอง 

คอื ขอ้มลูทีใ่ชก้ าหนดลกัษณะต่างๆของสิง่มชีวีติ (Kingston 1991) 

 1.2.4.2 โครงสร้างและส่วนประกอบของดีเอน็เอ 

   ดเีอน็เอ (DNA) หรือดอีอกซไีรโบนิวคลอีิกแอซิด (Deoxyribonucleic 

acid) เป็นสารชีวโมเลกุลจ าพวกกรดนิวคลอีกิและมสีภาพประจุเป็นลบ โดยโมเลกุลของกรด

นิวคลีอิก ประกอบไปด้วยนิวคลีโอไทด์นับล้านโมเลกุลเชื่อมต่อกนัเป็นสายยาวด้วยพนัธะ    

ฟอสโฟไดเอสเตอร ์ซึง่เบสของโมเลกุลนิวคลโีอไทดม์ ี4 ชนิด โดยแบ่งออกเป็น 2 พวกใหญ่ คอื     

พวิรนี (Purine) ไดแ้ก่ เบสอะดนีีน (Adenine) หรอืเบส A และเบสกวันีน (Guanine) หรอืเบส G 

ส่วนไพรมิดินี (Pyrimidine) ประกอบด้วย เบสไซโตซนี (Cytosine) หรอืเบส C และเบสไทมนี 

(Tymine) หรอืเบส T (กรเกยีรต ิ 2550) โดยกรดนิวคลอีกิที่ประกอบขึน้จากนิวคลโีอไทด์ทมีี

ความยาวไม่มาก เรยีกว่า  โอลิโกนิวคลโีอไทด์ (Oligonucleotide) ส าหรบัในเซลล์ยคูาริโอต    

ดเีอน็เอจะถูกพบอยู่ 2 แห่ง คอื ในนิวเคลยีส (Nucleus) ซึ่งจะพบนิวเคลยีร์ดเีอน็เอ (Nuclear 

DNA) และในไมโทคอนเดรยี (Mitochondria) จะพบไมโทคอนเดรียลดีเอน็เอ (Mitochondrial 

DNA) (Sinden 1994)     

    โครงสร้างดีเอ็นเอในสิ่งมชีีวติ ประกอบด้วย สายพอลินิวคลีโอไทด ์

(Polynucleotide) จ านวน 2 สาย เรยีงตวัในทศิทางทีต่รงกนัขา้มกนั สายหนึ่งเรยีงตวัในทศิทาง

จาก 3’ ไป 5’ และอกีสายหนึ่งเรียงตวัในทิศทางจาก 5’ไป 3’ ทัง้สองสายยดึกนัด้วยพนัธะ

ไฮโดรเจน (Hydrogen bond) มนี ้าตาลดอีอกซไีรโบส (Deoxyribose sugar) และหมู่ฟอสเฟตอยู่

ดา้นนอกโมเลกุลของนิวคลโีอไทด ์และมเีพยีงเบส 4 ชนิดเท่านัน้ นัน่กค็อื เบส A เบส T เบส C 

และเบส G อยู่ภายในโมเลกุลของนิวคลโีอไทด์ เบสของนิวคลโีอไทด์ทุกโมเลกุลที่อยู่บนสาย

ตรงกนัขา้มกนัจะต้องเป็นเบสที่เข้าคู่สมกนั (Complementary) โดยที่เบส A จะเชื่อมต่อกบั   
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เบส T ด้วยพนัธะคู่ (Double bond) และเบส C จะเชื่อมต่อกบัเบส G ด้วยพนัธะสาม (Triple 

bond) ดงัแสดงในรูปที่ 11 ดงันัน้ล าดบันิวคลโีอไทด์บนสายพอลนิิวคลโีอไทด์สายหนึ่งจะเป็น

ตวัก าหนดชนิดของนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่งเดียวกนับนสายพอลินิวคลีโอไทด์อีกสายหนึ่ง 

(Watson and Crick 1953) โดยโครงสร้างของดเีอน็เอมลีกัษณะเป็น 3 มติ ิภายในหนึ่งรอบ

เกลยีวจะประกอบดว้ยคู่เบสจ านวน 10 คู่ ซึง่แต่ละคู่จะอยูห่่างกนั 0.34 นาโนเมตร ดงันัน้เกลยีว

คู่ที่หมุนภายในหนึ่งรอบจงึมคีวามยาว 3.4 นาโนเมตร และจากเกลยีวคู่นี้เองท าให้ดเีอน็เอมี

ลกัษณะคล้ายบนัไดเวยีนขวา (Double helix) และเกดิเป็นร่อง 2 ขนาด คอื ร่องใหญ่ (Major 

groove) และร่องเลก็ (Minor groove) โดยเกลยีวคู่ของดเีอน็เอจะมเีส้นผ่าศูนยก์ลาง 2 นาโน-

เมตร และเมื่อดเีอน็เอทีเ่ป็นเกลยีวคู่ไดร้บัความรอ้น พนัธะไฮโดรเจนที่ยดึกนัระหวา่งเบสคู่สมจะ

ถูกท าลาย ท าให้ดเีอ็นเอสายคู่แยกออกเป็นสายเดี่ยวได้ โดยเรยีกสภาวะแบบนี้ว่า การเสีย

สภาพ (Denaturation) แต่อยา่งไรกต็ามดเีอน็เอกส็ามารถกลบัมาเขา้คู่กนัใหม่ได้อกีครัง้ เรยีก

สภาวะแบบนี้วา่ การคนืสภาพ (Renaturation) (Watson and Crick 1953) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 11 โครงสรา้งและองคป์ระกอบของดเีอน็เอ (Stuff 2003) 
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 1.2.4.3 โครงสร้างและหน้าท่ีของไมโทคอนเดรีย 

   ไมโทคอนเดรยี (Mitochondria) เป็นออรแ์กเนลลท์ีอ่ยูใ่นไซโทพลาสซมึ 

ท าหน้าที่ในกระบวนการหายใจและเป็นแหล่งผลิตอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (Adenosine 

triphosphate, ATP) ซึง่เป็นสารที่ให้พลงังานแก่เซลล์ ไมโทคอนเดรยีพบได้ในเซลล์ยคูารโิอต 

โดยจ านวนไมโทคอนเดรยีในเซลล์แต่ละเซลล์จะมีปริมาณที่แตกต่างกนัขึ้นอยู่กบัชนิดและ

กจิกรรมของเซลลน์ัน้ๆวา่มากน้อยเพยีงใด ลกัษณะโครงสรา้งของไมโทคอนเดรยี แบ่งออกเป็น 

2 ส่วน คอื เยือ่หุม้ดา้นนอก มลีกัษณะเรยีบหนาประมาณ 60-80 องัสตรอมและเยื่อหุ้มด้านในมี

ลกัษณะเป็นรอยหยกัพบัเขา้หากนั เรยีกว่า ครสิต ี(Cristae) หนาประมาณ 60-80 องัสตรอม

เช่นเดียวกนั (สมพร 2546) นอกจากนี้ไมโทคอนเดรียยงัมีดีเอ็นเอเป็นของตวัเอง เรียกว่า      

ไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอ (Mitochondrial DNA, mtDNA) ดเีอน็เอในไมโทคอนเดรยีมโีครงสร้าง

ง่ายๆ ลกัษณะเป็นดเีอน็เอเกลยีวคู่แบบวงกลม (Double stranded circular DNA) จ านวน 1 วง 

มคีวามยาวประมาณ 16-20 กโิลเบส โดยสายที่ประกอบด้วยเบสพวิรนีมากกว่าอีกสายหนึ่ง 

เรยีกว่า Heavy strand (H-strand) และอกีสายหนึ่งเรยีกว่า Light strand (L-strand) ซึ่งจะมี

ล าดบันิวคลโีอไทดไ์พรมิดินีมากกวา่ (ฐติกิา 2556)     

   ขนาดของไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอในสตัวม์กีระดูกสนัหลงัมคีวามยาว

ประมาณ 16-20 กโิลเบส จ านวนยนีในไมโทคอนเดรยีมที ัง้หมด 37 ยนี โดยเป็นยนีที่ถอดรหสั

เป็น Transfer RNA (tRNA) จ านวน 22 ยนี ถอดรหสัเป็น Ribosomal RNA (rRNA) จ านวน    

2 ยนี และแสดงออกเป็นโปรตนีทีเ่ป็นองคป์ระกอบหลกัภายในเซลลซ์ึง่ใชใ้นกระบวนการหายใจ

อกีจ านวน 13 ยนี (Taanman 1999) (รปูที ่12)  

 

 

 

 

รปูท่ี 12 ต าแหน่งของยนีบนไมโทคอนเดรยีลจโีนม 

(http://www.nature.com/scitable/topicpage/mtdna-and-mitochondrial-diseases-903#) 

Mammalian 

mitochondrial 

DNA 
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 1.2.4.4 ความส าคญัของไมโทคอนเดรียลดีเอน็เอในการตรวจสอบและ

ระบชุนิดของสตัว ์

   การตรวจสอบและระบุชนิดของสัตว์จากวัตถุพยานในทางนิติ -

วทิยาศาสตร์ นิยมเลอืกใช้ดเีอน็เอเป้าหมายที่อยู่ในไมโทคอนเดรยีหรอืที่เรยีกว่า ไมโทคอน-     

เดรยีลดเีอน็เอ (Wilson et al. 1995) ซึ่งจะมขีนาดเล็กและมอีตัราการกลายพนัธุ์สูง ท าให้

สามารถพบความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ในสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกัน นอกจากนี้         

ไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอยงัมคีุณสมบตัทิีเ่หมาะสมอกีหลายประการ ดงันี้   

   ล าดบันิวคลโีอไทดใ์นไมโทคอนเดรยีมคีวามผนัแปรสงู พบวา่ มากกว่า

ในนิวเคลียรด์เีอน็เอ ส่งผลให้ล าดบันิวคลโีอไทด์ของสตัวต่์างชนิดกนัมคีวามหลากหลายและ

แตกต่างกนัมาก (High inter-species variation) ในขณะทีค่วามผนัแปรของล าดบันิวคลีโอไทด์

ในสตัว์ชนิดเดียวกนัพบได้น้อยมาก (Low intra-species variation) นับว่าเป็นคุณสมบตัิที่

เหมาะสมในการระบุชนิดของสตัวไ์ดอ้ยา่งน่าเชื่อถอื (Holland and Parsons 1999)  

   ไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอยงัมจี านวนซ ้า (Copy number) ของดเีอน็เอ

เป็นจ านวนมากและภายในไมโทคอนเดรยีหนึ่งอนั สามารถพบไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอได้ 5-10 

โมเลกุล ดงันัน้ในหนึ่งเซลล์อาจพบไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอได้ประมาณ 1,000-3,000 โมเลกุล 

ขึน้อยู่กบัหน้าที่และความต้องการในการใช้พลงังานปรมิาณมากน้อยเพยีงใด (Holland and 

Parsons 1999) ซึ่งคุณสมบตัทิี่ได้กล่าวมานี้มปีระโยชน์อย่างมากในการตรวจสอบวตัถุพยาน

ทางนิตวิทิยาศาสตรท์ีม่กัพบดเีอน็เอในปรมิาณน้อยและดเีอน็เอมกัเสื่อมสภาพและถูกท าลายไป 

การเลอืกใชไ้มโทคอนเดรยีลดเีอน็เอในการตรวจสอบวตัถุพยานดงักล่าว จงึอาจจะไดผ้ลจากการ

ตรวจสอบมากขึน้ นอกจากนี้ไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอยงัมคีวามคงทนต่อสภาพแวดล้อมต่างๆที่

ส่งผลต่อการท าลายดเีอน็เอ เช่น ความร้อน แสงแดด เป็นต้น และส าหรบัวตัถุพยานที่มอีายุ

เก่าแก่กส็ามารถตรวจพบไมโทคอนเดรยีลดีเอน็เอได้ (Cronin et al. 1991) ทัง้นี้เนื่องจาก

โครงสร้างของไมโทคอนเดรียประกอบด้วยเยื่อหุ้มสองชัน้ดงัที่ได้กล่าวมาข้างต้น จึงท าให้

สามารถรกัษาสภาพของดเีอน็เอไดด้กีวา่ในนิวเคลยีรด์เีอน็เอ  
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 1.2.4.5 เครื่องหมายพนัธุกรรมท่ีนิยมใช้ในการตรวจสอบและระบุชนิด

ของสตัว ์

   เครื่องหมายทางพนัธุกรรมทีน่ิยมใชใ้นการตรวจสอบและระบุชนิดของ

สตัว ์คอื ยนีไซโตโครมบ ี(Cytochrome b) ซึ่งมีความยาว 1,140 คู่เบส อยู่ระหว่างเบสที ่

14,747 และ 15,887 ในไมโทคอนเดรยีลจโีนมของมนุษย ์(สมพร 2546) และยนีไซโตโครมซ-ี

ออกซเิดสหน่วยยอ่ยที ่1 (cytochrome c oxidase I gene, COI) มคีวามยาว 1,541 คู่เบส ซึ่งมี

ขนาดใหญ่กว่ายนีไซโตโครมบ ีอยู่ระหว่างเบสที่ 5,904-7,445 ในไมโทคอนเดรียจีโนมของ

มนุษย ์(Anderson et al. 1981) เนื่องจากยนีทัง้สองต าแหน่งมคีวามผนัแปรสงู (High variation) 

(Clayton 1982) และมกีารรวบรวมล าดบันิวคลโีอไทดจ์ากยนีทัง้สองต าแหน่งนี้เป็นจ านวนมาก

ในฐานขอ้มูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ซึ่งมคีวามสะดวกและมปีระโยชน์ต่อ

งานวจิยัในการเลอืกล าดบันิวคลโีอไทดม์าใชไ้ดอ้ยา่งเหมาะสม (Tobe et al. 2011) ส าหรบัขอ้ดี

ของยนีไซโตโครมบ ีคอื มกีารรวบรวมล าดบันิวคลโีอไทดข์องสตัวช์นิดต่างๆไวเ้ป็นจ านวนมาก 

แต่มกัพบวา่มกีารระบุสายพนัธุ์ของสตัวช์นิดนัน้ๆไม่ถูกต้อง ซึ่งส่งผลท าให้การออกแบบไพร-

เมอร์ไม่ถูกต้องและท าให้ผลการตรวจสอบและระบุชนิดของสัตว์ผิดพลาดตามไปด้วย         

ด้วยเหตุผลนี้ท าให้ยนีไซโตโครมออกซเิดสหรือที่เรยีกว่า ดีเอน็เอบาร์โค้ด (DNA Barcode) 

(Hebert et. al 2003) ไดร้บัความนิยมในการน ามาใช้ระบุชนิดของสตัวเ์พิม่มากขึน้ เนื่องจากมี

การตรวจสอบที่มาของล าดบันิวคลีโอไทด์และสร้างฐานข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์อ้างอิงที่

น ามาใชอ้ยา่งถูกตอ้งแน่นอน สามารถบอกลกัษณะเฉพาะของสิง่มชีวีตินัน้ๆและสามารถแสดง

ความความแตกต่างของสิง่มชีวีติแต่ละชนิดได้ (Hebert et. al 2003) จากการศกึษาของ Tobe 

และคณะ (ปี พ.ศ.2553) ในการเปรยีบเทยีบความแม่นย าและประสทิธภิาพของยนีไซโตโครมบี

และยนีไซโตโครมซอีอกซเิดสในการระบุสายพนัธุ์ของเลี้ยงลูกด้วยนม โดยน าค่าความผนัแปร

ของล าดบันิวคลโีอไทด์ในสตัว์ต่างชนิดกนั (Inter-specific) และในสตัว์ชนิดเดียวกนั (Intra-

specific) มาใชร้่วมกบัการค านวณทางสถิต ิพบว่า ยนีไซโตโครมบ ีมคีวามแม่นย าในการระบุ

สายพนัธุ์ของสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนมได้ดีกว่ายนีไซโตโครมซอีอกซิเดส (Tobe et al. 2010) 

นอกจากนี้ยงัมีการใช้ยนีอื่นๆอกีหลายชนิดในการระบุชนิดของสตัว์ ได้แก่ ยนีเอ็นเอดีเอช       

ดไีฮโดรจเีนส ซบัยนูิต 1 (NADH dehydrogenase subunit 1 (ND 1)) ยนี 16 เอสไรโบโซมอล-

อาร์เอ็นเอ (16S rRNA) และยนี 12 เอสไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (12S rRNA) เป็นต้น 

(Dalmosso et al. 2004) 
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 1.2.5 เทคนิคระดบัโมเลกลุในการตรวจสอบและระบชุนิดของสตัว ์

 1.2.5.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิคพีซีอาร ์

   ในการใช้ประโยชน์ดีเอ็นเอจากวัตถุพยานชีวภาพในทางนิติ -

วิทยาศาสตร์ ส่วนใหญ่ดีเอ็นเอที่พบจะมีปริมาณน้อยและมีล ักษณะเสื่อมสภาพจาก

สภาพแวดลอ้มต่างๆ จงึท าใหไ้ม่สามารถใชล้กัษณะทางสณัฐานวทิยา (Morphological) (Hebert 

et al. 2004) ในการบ่งบอกชนิดและความแตกต่างของสิง่มชีวีติได้ แต่ถึงอย่างไรวธิกีารแรกที่

จ าเป็นตอ้งปฏบิตัใินการตรวจสอบและระบุชนิดของสตัว ์คอื การตรวจสอบเปรยีบเทยีบลกัษณะ

ของวตัถุพยานนัน้ๆจากลกัษณะทางสณัฐานวทิยาก่อนถึงแม้ว่าการตรวจสอบลกัษณะทาง

สณัฐานวทิยาจะต้องอาศยัความช านาญของผู้ตรวจสอบกต็าม หลงัจากนั ้นกใ็ช้วธิกีารอื่นๆใน

การตรวจสอบซึง่วธิกีารทีน่ิยม คอื การใชเ้ครื่องหมายทางโมเลกุล (Molecular marker) (Vignal 

et al. 2002) โดยเฉพาะเครื่องหมายดเีอน็เอ (DNA marker) ซึง่มคีวามส าคญัเป็นอยา่งยิง่ในการ

ตรวจสอบและระบุชนิดของสตัว ์    

   ช่วงเวลาที่ผ่านมาได้มกีารคดิค้นเทคนิคต่างๆเกดิขึน้มากมายซึ่งเป็น

ส่วนส าคญัในการพฒันาใหเ้กดิความเจรญิกา้วหน้าทางดา้นอณูชวีวทิยา ในบรรดาเทคนิคต่างๆ

ทีค่ดิคน้ขึน้มานัน้ เทคนิคทีท่ าใหส้ายงานทางดา้นอณูชวีวทิยาเกดิความก้าวหน้าเป็นอย่างมาก 

คอื เทคนิคทีใ่ชใ้นการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอถูกคดิค้นขึน้ในปี พ.ศ.2526 โดยคารยี ์มูลลสี (Kary 

Mullis) (Bartlett and Stirling 2003) ได้ท าการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยเทคนิคพอลเิมอเรส-  

เชนรเีอค็ชนั (Polymerase chain reaction, PCR) ซึ่งเป็นเทคนิคการเพิม่ขยายชิ้นส่วนของ     

ดเีอ็นเอเฉพาะบรเิวณที่ต้องการศกึษาในหลอดทดลอง โดยใช้เอนไซม์ดเีอน็เอพอลเิมอร์เรส 

(DNA polymerase) ในการสงัเคราะหด์เีอน็เอเป้าหมายซ ้าๆกนัหลายรอบ เพื่อให้ได้ดเีอน็เอที่มี

จ านวนเพิม่ขึน้เป็นทวคีณู  ดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากการเพิม่ปรมิาณจะเพิม่ขึน้ตามจ านวนรอบซึง่ถ้าเพิม่

ปรมิาณดเีอน็เอเป็นจ านวน n รอบ ปรมิาณดเีอน็เอที่ได้กจ็ะเท่ากบั 2n และเพื่อให้ได้ปรมิาณ    

ดเีอ็นเอตามที่ต้องการ (Innis et al. 1990) การสงัเคราะห์ดีเอ็นเอจึงต้องใช้สารเคมีเป็น

องคป์ระกอบ ดงันี้ 

   ดีเอ็นเอแม่แบบ (Template DNA) ซึ่งเป็นดีเอ็นเอที่ต้องการเพิ่ม

ปรมิาณ สามารถใช้ได้ทัง้ดเีอน็เอที่ได้จากการสกดัหรอืดเีอน็เอที่ได้จากตวัอย่างโดยตรง และ

เนื่องจากปฏกิริยิาพซีอีารส์ามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเริม่ตน้เพยีงเลก็น้อยใหม้ปีรมิาณเพิม่มาก
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ขึ้นเป็นล้านๆเท่าได้ในเวลาอันรวดเร็ว ซึ่งนับว่าเป็นปฏิกิริยาที่มีความไว วิเคราะห์สูง 

(Sensitivity) การปนเป้ือนดเีอน็เอจากภายนอกจงึเป็นปญัหาส าคญัในการท าปฏกิริยิาพซีอีาร ์

ดงันัน้ในการท าปฏกิริยิาพซีอีาร ์จงึตอ้งท าในหอ้งปฏบิตักิารทางอณูชวีวทิยาทีม่กีารควบคุมและ

ระมดัระวงัการปนเป้ือนดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวข้อง จากสภาพแวดล้อมต่างๆ เช่น จากเส้นผม 

ผวิหนงั น ้าลาย และอากาศ เป็นต้น และในการปฏบิตังิานควรใส่ผ้าปิดปาก สวมเสื้อคลุม และ

สวมถุงมอืทุกครัง้ ซึง่ปรมิาณดเีอน็เอทีเ่หมาะสมในการท าปฏกิริยิาพซีอีารจ์ะอยูใ่นช่วง 1 นาโน-

กรมั ถึง 1 ไมโครกรมั และจะต้องท าหลอดควบคุมที่ไม่ใส่ดเีอ็นเอ (Negative control) และ

หลอดควบคุมที่ใส่ดีเอ็นเอที่ทราบปริมาณ (Positive control) ทุกครัง้ เพื่อสะดวกในการ

ตรวจสอบผลผลติพซีอีารท์ีไ่ด ้

   ไพรเมอร์ (Primer) ถือเป็นองค์ประกอบที่ส าคญัในการเพิ่มปริมาณ    

ดเีอน็เอเป้าหมายส าหรบัไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นปฎกิริยิาพซีอีาร์ ประกอบด้วย นิวคลโีอไทด์ที่มคีวาม

ยาวประมาณ 18-24 เบส ไพรเมอรม์ ี2 ชนิด คอื ยนูิเวอรแ์ซลไพรเมอร์ (Universal primer) ซึ่ง

ออกแบบจากบรเิวณทีม่ลี าดบันิวคลโีอไทด์เหมอืนกนัของสตัวท์ุกชนิดและไพรเมอร์อกีชนิดจะ

เป็นไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะเจาะจงกบัสตัวเ์ป้าหมาย (Species-specific primer) ออกแบบจากล าดบั

นิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกนัระหว่างสัตว์เป้าหมายกับสัตว์ชนิดต่างๆ โดยไพรเมอร์ที่ใช้ใน

ปฎิกิรยิาพซีีอาร์จะมลีกัษณะเป็นคู่ๆ โดยแบ่งเป็นไพรเมอร์ด้านรเีวริ์ด (Reverse) และด้าน

ฟอเวริ์ด (Forward) ซึ่งไพรเมอร์แต่ละคู่ควรมีจ านวนเบส G+C เท่าๆกนัเพื่อให้อุณหภูม ิ

melting ของไพรเมอร์ใกล้เคยีงกนั ปจัจุบนัการออกแบบไพรเมอร์สามารถออกแบบได้ด้วย

โปรแกรมส าหรบัรปูซึง่จะมคีวามสะดวกและรวดเรว็ (Dieffenbach et al.1993)  

   เอนไซมด์เีอน็เอพอลเิมอรเ์รส (DNA polymerase) เป็นเอนไซมส์ าหรบั

สงัเคราะห์ดเีอน็เอสายใหม่ ท าหน้าที่ในการเชื่อมต่อนิวคลโีอไทด์เขา้กบัไพรเมอร์ เนื่องจาก

เอนไซมด์เีอน็เอพอลเิมอรเ์รสมหีลายชนิด ดงันัน้การเลอืกใชเ้อนไซม์ในการท าปฏกิริยิาพซีอีาร์

จงึขึน้อยู่กบัประเภทของการศกึษาว่าต้องการความถูกต้องในการสงัเคราะห์สายดเีอน็เอมาก

น้อยเพียงใดและต้องการเอนไซม์ที่สามารถเกาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมายได้ดีแค่ไหน ส าหรับ

เอนไซม์ที่นิยมใช้ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ คือ เอนไซม์ Taq polymerase ซึ่งเป็น 

Thermostable DNA polymerase ที่แยกสกดัได้จากแบคทเีรยี Thermus aquaticus แบคทเีรยี

สายพนัธุ์นี้อาศยัอยู่บรเิวณบ่อน ้าพุร้อนที่มอุีณหภูมสิูง ท าให้เอนไซม์ดงักล่าวมคีุณสมบตัทิน

ความร้อนและสามารถท างานได้ดทีี่อุณหภูมติัง้แต่ 70-80 องศาเซลเซียส เหมาะสมในการ
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น ามาใชใ้นการสงัเคราะหด์เีอน็เอ เนื่องจากเอนไซม์จะไม่สูญเสยีคุณสมบตัิในขัน้ตอนที่ต้องใช้

ความร้อนในการท าให้ดเีอน็เอสายคู่แยกเป็นสายเดยีวในปฏกิริยิาพซีอีาร์ (Kidd and Ruano 

1995)      

    นอกจากองค์ประกอบหลกัที่ต้องใช้ในการท าปฏกิริยิาพซีอีาร์แล้วนัน้ 

การท าปฏกิริยิาพซีอีาร์ยงัต้องใช้ Deoxynucleotides (dNTPs) ซึ่งเป็นนิวคลโีอไทด์ที่ใช้ในการ

สงัเคราะห์ดเีอน็เอสายใหม่ แบ่งเป็น 4 ชนิด คอื dATP (Deoxyadenosine triphosphate)  

dCTP (Deoxycytidine triphosphate) dTTP (Deoxythymidine triphosphate) dGTP 

(Deoxyguanosine triphosphate) (Henegariu et al. 1997) โดยเอนไซม์ดเีอน็เอพอลเิมอร์เรส

จะท าหน้าทีใ่นการน านิวคลโีอไทดแ์ต่ละหน่วยยอ่ยมาเชื่อมต่อจากไพรเมอรบ์รเิวณปลาย 3’ และ

มบีฟัเฟอร์ (Buffer) ซึ่งท าหน้าที่ในการปรบัสภาวะต่างๆให้เหมาะสมในปฏกิริยิาพซีอีาร์ เช่น  

ค่าพเีอช และเกลอืต่างๆ โดยบฟัเฟอร์จะมแีมกนีเซยีมไอออน (Mg2+) อยู่ด้วยเสมอ เนื่องจาก

แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ท าหน้าที่เป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอร์เรส 

ดงันัน้ความเข้มข้นของแมกนีเซียมไอออนจึงมีผลต่อปฏิกิริยาพีซีอาร์เป็นอย่างมาก ความ

เขม้ขน้ทีใ่ชจ้ะตอ้งค านึงถงึความเหมาะสมของสารอื่นทีใ่ช้ด้วย แต่ปจัจุบนับฟัเฟอร์มกัมาพร้อม

กบัเอนไซมด์เีอน็เอพอลเิมอร์เรส ซึ่งจะมกีารปรบัความเขม้เขน้ของแมกนีเซยีมไอออนมาแล้ว

ปฏกิริยิาพซีอีารจ์ะเกดิขึน้ซ ้ากนัต่อเนื่องเป็นลกูโซ่ โดยในแต่ละรอบ (Cycle) จะประกอบไปด้วย 

3 ข ัน้ตอน คอื ข ัน้ตอนที ่1 เป็นการแยกดเีอน็เอสายคู่ของดเีอน็เอแม่แบบให้เป็นสายเดี่ยวด้วย

การท าให้ดีเอ็นเอเสียสภาพ (Denaturation) โดยการใช้ความร้อนท าลายพนัธะไฮโดรเจน

ระหว่างเบสคู่สม การท าให้ดเีอน็เอเสยีสภาพนิยมใช้อุณหภูมปิระมาณ 94 องศาเซลเซียส 

ข ัน้ตอนที่ 2 เป็นการคืนสภาพ (Annealing) กล่าวคือ เมื่อดเีอ็นเอสายคู่ถูกแยกออกจากกนั    

จะลดอุณหภมูลิงมาที ่50-55 องศาเซลเซยีส เพื่อให้ไพรเมอร์เขา้มาจบักบัดเีอน็เอแม่แบบสาย

เดีย่วตรงบรเิวณทีม่ลี าดบันิวคลโีอไทดค์ู่สมกนั ข ัน้ตอนที่ 3 เป็นขัน้ตอนการสงัเคราะห์ดเีอน็เอ

สายใหม่ โดยจะสงัเคราะห์จากด้าน 5' ของไพรเมอร์ ไปยงัด้าน 3' ตามล าดบันิวคลโีอไทด์บน   

ดเีอน็เอแม่แบบแต่ละสาย เรยีกขัน้ตอนนี้วา่ไพรเมอรเ์อก็เทนชนั (Primer Extension) โดยอาศยั

การท างานของเอนไซม์ดเีอน็เอพอลเิมอร์เรส ที่อุณหภูมปิระมาณ 72 องศาเซลเซยีส ซึ่งเป็น

อุณหภมูทิีเ่หมาะสมกบัการท างานท าใหม้กีารสงัเคราะห์พอลนิิวคลโีอไทด์สายใหม่ที่มเีบสคู่สม

กบัสายดเีอน็เอแม่แบบเดมิ (Innis et al. 1990) โดยขัน้ตอนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ สามารถ

แสดงไดด้งัรปูที ่13  
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รปูท่ี 13 การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่โพลเิมอร ์(PCR)  

(New England BioLab.Ltd) 
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  1.2.5.3 เทคนิคมลัติเพลก็ซพี์ซีอาร ์(Multiplex PCR)   

   ส าหรบัเทคนิคมลัตเิพลก็ซพ์ซีอีาร์ (Multiplex PCR) นับว่าเป็นเทคนิค

หนึ่งทีป่ระยุกต์มาจากเทคนิคพซีอีาร์ โดยจะท าการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมายโดยใช้ไพร-  

เมอรห์ลายคู่พรอ้มกนัในปฏกิริยิาเดยีว ไพรเมอร์แต่ล่ะคู่ที่น ามาใช้ต้องออกแบบให้มคีุณสมบตัิ

เหมาะสม คือ จะต้องไม่เกิดปฏิกิริยาระหว่างไพรเมอร์ ซึ่งถ้าไพรเมอร์ที่น ามาใช้มีล าดับ          

นิวคลโีอไทดด์า้นปลาย 3’ เป็นคู่สม (Complementary) จะสามารถท าปฏกิริยิาระหว่างกนัและ

ท าหน้าที่เสมอืนไพรเมอร์แม่พมิพ์ ซึ่งเอนไซม์ดีเอน็เอพอลเิมอร์เรสสามารถใช้เป็นสบัสเตรท 

สร้างสายใหม่ออกจากปลาย 3’ ของไพรเมอร์ทัง้สองสายได้ ก่อให้เกดิ primer-dimer และ     

ไพรเมอรท์ีด่จีะตอ้งไม่เกดิ hair-pin ซึง่เกดิขึน้เมื่อไพรเมอร์เกดิโครงสร้างทุตยิภูม ิ(Secondary 

structure) ภายในสายโดยล าดบันิวคลโีอไทดบ์างเบสมลีกัษณะเป็นคู่สมกนั จงึท าให้มกีารม้วน

ของไพรเมอร์มาจบักนัเองเกดิเป็นลกัษณะ hair-pin ขึน้ (Henegariu et al. 1997) ดงันัน้การ

เลอืกไพรเมอร์ที่เหมาะสมมาใช้ในเทคนิคมลัติเพลก็ซ์พซีอีาร์จงึเป็นสิง่ที่ส าคญัมาก ทัง้นี้ยงัมี

ปจัจยัอื่นๆอีกหลายปจัจยัที่ส่งเสรมิให้การท ามลัติเพล็กซ์พซีีอาร์ประสบความส าเร็จ ได้แก่ 

ขนาดความยาวของผลผลติพซีีอาร์ เมื่อท าการแยกและตรวจสอบผลผลติพซีอีาร์ด้วยเทคนิค    

อเิลก็โทรโฟรซีสี (Electrophoresis) ขนาดความยาวของผลผลติพซีอีาร์ที่แตกต่างกนัจะปรากฏ

แถบดีเอน็เอขึน้หลายแถบซึ่งสอดคล้องกบัสิง่มชีวีติเป้าหมายแต่ละชนิด ดงัแสดงในรูปที่ 14 

และในการท ามลัตเิพลก็ซ์พซีอีาร์ต้องออกแบบไพรเมอร์และปรบัสภาวะในการท าปฏกิริยิาให้

เหมาะสมเช่นกนั โดยสภาวะทีต่อ้งปรบั ไดแ้ก่ ค่าอุณหภูม ิannealing (Ta) ซึ่งสามารถค านวณ

ไดจ้ากค่าอุณหภูม ิmelting (Tm) โดยประมาณจากสูตร Tm-[4*(G+C)]+[2*C] ค่าที่ได้จากการ

ค านวณจะมีหน่วยเป็นองศาเซลเซยีส ส าหรบัอุณหภูม ิannealing ที่นิยมใช้จะมีค่าน้อยกว่า 

อุณหภมู ิmelting อยูป่ระมาณ 5 องศาเซลเซยีส ความเขม้ขน้ของไพรเมอร์และปรมิาณดเีอน็เอ

ก็ต้องปรับให้เหมาะสมเช่นกัน เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ได้รบัความนิยมเป็นอย่างมาก 

เนื่องจากเป็นวธิีที่สะดวกมีความน่าเชื่อถือและสามารถตรวจสอบและระบุชนิดของสตัว์ได้

มากกวา่หนึ่งชนิดในการทดสอบเพยีงครัง้เดยีว (Henegariu et al. 1997)  
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 รปูท่ี 14 การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมายต่างชนิดกนัโดย 

                       ใชไ้พรเมอรห์ลายคู่ในการท าปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซพ์ซีอีาร ์

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR with all five 
primer pairs in a 

single tube 

Ladder 

Gel Electrophoresis  
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1.2.5.4 เทคนิคไดเรค็พีซีอาร ์(Direct PCR)  

เทคนิคไดเรค็พซีอีาร์ (Direct PCR) เป็นอกีเทคนิคที่ได้รบัความนิยม 

ซึง่ประยกุตม์าจากเทคนิคพซีอีาร ์เดมิดเีอน็เอทีน่ ามาใชใ้นปฏกิริยิาพซีอีารต์อ้งผ่านขัน้ตอนการ

สกดัดเีอน็เอก่อนน ามาใช ้การสกดัดเีอน็เอดว้ยชุดสกดัแต่ละครัง้นัน้ต้องใช้เวลานานและมกัพบ

ปญัหาการปนเป้ือนจากดเีอน็เอทีไ่ม่เกีย่วขอ้งและปรมิาณดเีอน็เอที่ได้ไม่เพยีงพอต่อการใช้งาน 

(Bogner and Killeen 2005) ปจัจุบนัจงึมกีารน าเทคนิคไดเรค็พซีอีาร์มาใช้กนัมากขึน้ โดยไม่

ผ่านการสกดัดเีอน็เอ ซึง่จะช่วยลดปญัหาการปนเป้ือนดเีอน็เอที่ไม่เกี่ยวขอ้งและลดการสูญเสยี 

ดเีอน็เอจากขัน้ตอนการสกดัแต่ละขัน้ตอนได้อีกด้วย เทคนิคดงักล่าวจงึเป็นเทคนิคที่สะดวก 

รวดเรว็ มคีวามไววเิคราะห์สูง ดเีอน็เอที่ได้มปีระสทิธภิาพในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ ส าหรบั

เทคนิคไดเรค็พซีอีาร์นัน้สามารถท าได้ 2 วธิ ีคอื ไดลูช ัน่โพรโทคอล (Dilution protocol) หรอื

เตรยีมตวัอยา่งก่อนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ และไดเรค็โพรโทคอล (Direct protocol) หรอืเพิม่

ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างโดยตรง (Kitpipit et al. 2013) ดงัแสดงในรูปที่ 15 ซึ่งทัง้สองวธิมีี

ข ัน้ตอนทีแ่ตกต่างกนัเลก็น้อย คอื ไดลชู ัน่โพรโทคอลจะเตมิสารละลายลงไปในตวัอย่างและน า

ส่วนใสมาใชใ้นปฏกิริยิาพซีอีาร ์ส่วนไดเรค็โพรโทคอลจะน าตวัอย่างเนื้อของสิง่มชีวีติเป้าหมาย

มาใช้ในปฏิกริยิาพซีอีาร์โดยตรง จากการศกึษาการเปรียบเทียบประสทิธิภาพของทัง้สองวธิ ี

พบวา่ ไดลชู ัน่โพรโทคอล มอีตัราความส าเรจ็ในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอยา่งต่างชนิดได้

มากกวา่และมปีระสทิธภิาพดกีวา่ (Kitpipit et al. 2014) 

                

 

 

 

 

 

รปูท่ี 15 การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิาไดเรค็พซีอีารซ์ึง่ม ี2 วธีกีาร  

ไดแ้ก่ ไดลชู ัน่โพรโทคอลและไดเรค็โพรโทคอล 
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  1.2.5.5.  ปัจจยัท่ีส าคญัในการเพ่ิมประสิทธิภาพของเทคนิคพีซีอาร ์

(Factor affecting and Optimizing PCRs) 

  บางครัง้การเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอจากการท าปฏิกริิยาพีซอีาร์ อาจได้

ผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) ปริมาณน้อยหรือไม่ได้ผลตามที่ต้องการ และอาจพบแถบ       

ดเีอน็เอที่ไม่ใช่ผลผลติ (Nonspecific band) เกดิขึน้ (Innis and Gelfand 1999) จงึจ าเป็นต้อง

หาสาเหตุของปญัหาที่เกดิขึน้และท าการปรบัสภาวะต่างๆในการท าพซีอีาร์ ถึงแม้ว่าการปรบั

สภาวะใหม้คีวามเหมาะสมจะตอ้งใชเ้วลานานและใชค้่าใชจ้่ายสูงกต็าม เพื่อให้ผลผลติพซีอีาร์ที่

ไดม้ปีระสทิธภิาพและมปีรมิาณมาก การเพิม่ประสทิธภิาพของพซีอีาร์สามารถท าได้หลายวิธี

ขึน้อยูก่บัปญัหาทีพ่บเจอ (Kidd and Ruano 1995) เช่น ถ้าปญัหาทีเ่กดิขึน้ คอื พบแถบดเีอน็เอ

ทีไ่ม่ใชผ้ลผลติ (Nonspecific band) สิง่ทีค่วรปฏบิตัใินการเพิม่ประสทิธภิาพของพซีอีาร์ ได้แก่ 

ปรบัเปลีย่นสภาวะในการท าปฏกิริยิาพซีอีาร์ในขัน้ตอน annealing ซึ่งข ัน้ตอนนี้ไพรเมอร์จะจบั

กบัดีเอ็นเอแม่แบบ โดยอุณหภูมิ annealing ที่ต ่ากว่าอุณหภูมิ melting ของไพรเมอร์มากๆ

ส่งผลใหไ้พรเมอรไ์ปเกาะกบัดเีอน็เอแม่แบบในต าแหน่งที่ไม่ถูกต้อง ดงันัน้จงึต้องเพิม่อุณหภูมิ

และเวลาใหม้ากขึน้ในช่วงการท าปฏกิริยิาพซีอีารใ์นรอบแรกๆ จากนัน้จงึลดอุณหภมูลิงหรอือาจ

เลอืกใช้ Hot-start enzyme และปรบัจ านวนรอบในการท าปฏกิริยิาพซีอีาร์ให้เหมาะสม โดย

จ านวนรอบทีน่ิยมใชป้ระมาณ 30-35 รอบ หรอืไม่ควรเกนิ 40 รอบ เนื่องจากจ านวนรอบที่มาก 

อาจท าใหไ้ปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอทีไ่ม่ตอ้งการได ้และถ้าปญัหาทีเ่กดิขึน้ คอื ปรมิาณผลติผลพซี-ี

อาร์ที่ได้มีปริมาณน้อย สิ่งที่ควรปรบัในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ คือ ปรับความเข้มข้นของ

แมกนีเซยีม ซึง่ความเขม้ขน้ของแมกนีเซยีมทีม่ากหรอืน้อยเกนิไปลว้นแต่ส่งผลต่อปฏกิริยิาพซีี-

อาร์ทัง้สิ้น ส าหรบัความเขม้ข้นของแมกนีเซียมที่มากเกินไป จะท าให้ดีเอน็เอสายคู่มคีวาม

เสถียรภาพ ส่งผลให้ไปขดัขวางขัน้ตอนการแยกสายดเีอน็เอจากสายคู่เป็นสายเดี่ยวในแต่ละ

รอบของการท าปฏกิริยิาพซีอีาร ์ผลทีไ่ด ้คอื ปรมิาณผลผลติพซีอีาร์ที่ได้มปีรมิาณน้อยและการ

ใชแ้มกนีเซยีมทีม่คีวามเขม้ขน้มากเกนิไป ยงัท าใหไ้พรเมอรไ์ปจบักบัต าแหน่งทีไ่ม่เจาะจง ผลที่

ได ้คอื ไดผ้ลผลติพซีอีารท์ีไ่ม่จ าเพาะ ส่วนความเขม้ขน้ของแมกนีเซยีมทีน้่อยเกนิไป (น้อยกว่า 

0.5  ไมโครโมลาร์) จะมผีลต่อการท างานของเอนไซม์ดเีอ็นเอพอลเิมอร์เรส ซึ่งท าให้เอนไซม ์  

ดเีอน็เอพอลเิมอรเ์รสท างานได้น้อยลง โดยแมกนีเซยีมท าหน้าที่เป็นโคแฟกเตอร์ (Co-factor) 

ของเอนไซมด์เีอน็เอพอลเิมอรเ์รส จะท าการตรวจสอบความถูกตอ้งของการท างานของเอนไซม ์

และอาจมกีารปรบัองค์ประกอบอื่นได้อกี เช่น ปรบัความเขม้ขน้ของดเีอน็เอแม่แบบหรอืเพิ่ม
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ปริมาณของดเีอน็เอแม่แบบ แต่อย่างไรก็ตามการปรบัความเข้มข้นและเพิ่มปรมิาณดเีอน็เอ

แม่แบบทีม่ากเกนิไปอาจท าให้มปีรมิาณของตวัยบัย ัง้ปฏกิริยิาพซีอีาร์เพิม่มากขึน้เช่นเดยีวกนั 

และอาจปรบัความเขม้ขน้ของไพรเมอร์หรอืเลอืกใช้ไพรเมอร์ใหม่ เป็นต้น (Innis and Gelfand 

1999)  

  1.2.5.6 ตวัยบัยัง้ปฏิกิริยาพีซีอาร ์  

   ปฏกิิรยิาพีซอีาร์เป็นปฏกิิรยิาที่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้อย่าง

รวดเรว็และมคีวามไววเิคราะหส์งู ฉะนัน้ปฏกิริยิาพซีอีาร์จงึมคีวามไวต่อตวัยบัย ัง้ปฏกิริยิาพซีี-

อาร์ (PCR inhibitor) เช่นกนั ส าหรบัตวัยบัย ัง้ปฏกิริยิาพซีอีาร์ เป็นปจัจยัที่ขดัขวางการเพิ่ม

ปรมิาณดเีอน็เอในปฏกิริยิาพซีอีาร์ ซึ่งผลที่ตามมาจากการยบัย ัง้ปฏกิริยิาพซีอีาร์ คอื ผลผลติ

พซีอีาร์ที่ได้มปีรมิาณลดลงหรอืผลที่ได้เป็นผลลบปลอม (False-negative) ตวัยบัยงัปฏิกริยิา  

พซีอีารเ์กดิขึน้ได้จากหลายปจัจยั เช่น เกดิขึน้จากตวัอย่างโดยตรงหรอือาจจะเกดิขึน้จากการ

เตรียมตัวอย่าง ตวัยบัย ัง้ปฏิกิริยาพีซีอาร์มีหลายประเภทขึ้นอยู่ก ับชนิดของสารประกอบ 

(Matrix) ในตวัอย่าง อย่างไรกต็ามตวัยบัย ัง้ปฏกิริยิาพซีอีาร์สามารถพบได้ทัง้จากสิง่แวดล้อม 

เช่น น ้า ดนิ อากาศ เป็นต้น จากอาหาร เช่น เนื้อ นม ผกั ผลไม้ เป็นต้น แต่ส าหรบัตวัยบัย ัง้

ปฏกิริยิาพซีอีารท์ีพ่บจากวตัถุพยานทางชวีภาพและวตัถุพยานทางเคมใีนงานนิตวิทิยาศาสตร์มี

หลายชนิด ดงัแสดงในตารางที ่1 

ตารางท่ี 1 ตวัยบัย ัง้ปฏกิริยิาพซีอีารท์ีพ่บจากวตัถุพยานทางนิตวิทิยาศาสตร ์(Alaeddini 2012) 

แหล่งท่ีมาของ 

ตวัยบัยัง้ปฏิกิริยาพีซีอาร ์
ตวัยบัยัง้ปฏิกิริยาพีซีอาร ์ อ้างอิง 

เลอืด (Blood) 

 

 

 

 

- ฮมี (Heme) 

- ฮโีมโกลบนิ (Hemoglobin) 

- แลคโตเฟอรร์นิ (Lactoferrin) 

- อมิมโูนโกลบลูนิจ ี  

(Immunoglobulin G) 

(Akane et al. 1994)  

 

 

 

 

ปสัสาวะ (Urine) 

 

- ยเูรยี (Urea) 

 

(Al-Soud et al. 2000, 

Wilson 1997) 
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แหล่งท่ีมาของ 

ตวัยบัยัง้ปฏิกิริยาพีซีอาร ์

ตวัยบัยัง้ปฏิกิริยาพีซีอาร ์ อ้างอิง 

กลา้มเนื้อ (Muscle Tissue) - ไมโอโกลบนิ (Myoglobin) (Belec et al. 1998) 

เสน้ผม (Hair) 

 

- เมลานิน (Melanin) 

- ยเูมลานิน (Eumelanin) 

(Yoshii et al. 1992)  
 

กระดกู (Bone - แคลเซยีม (Calcium ion) (Yoshii et al. 1993) 

ดนิ (Soil) - กรดฮวิมคิ (Humic acid) (Opel et al. 2010) 

กางเกงยนีส ์(Denim) - สยีอ้ม (Indigo dye) (Watson and 

Blackwell 2000) 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CBsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.foodnetworksolution.com%2Fwiki%2Fword%2F1298%2Fmyoglobin-%25E0%25B9%2584%25E0%25B8%25A1%25E0%25B9%2582%25E0%25B8%25AD%25E0%25B9%2582%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%25A5%25E0%25B8%259A%25E0%25B8%25B4%25E0%25B8%2599&ei=DW7PU_n-OdefugT47YDIDw&usg=AFQjCNHKB-zYynVDqpq9iPu2Fc3ZCaxQrg&bvm=bv.71667212,d.c2E
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 1.2.6  งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 ในปจัจุบนัมกีารประยกุตใ์ชเ้ทคนิคมลัตเิพลก็ซพ์ซีอีารแ์ละเทคนิคไดเรค็พซีอีาร์

ในหลากหลายสาขา รวมถงึน ามาใชใ้นการจ าแนกและระบุชนิดของเนื้อสตัวอ์ยา่งแพร่หลาย โดย

ทีผ่่านมามรีายงานการศกึษาและพฒันาเทคนิคระบุชนิดของเนื้อสตัวใ์นผลติภณัฑอ์าหาร ไดแ้ก่  

 Matsunaga และคณะ (ปี พ.ศ.2542) ได้น าเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์พซีีอาร์ มาใช้

เพื่อระบุชนิดของเนื้อสตัวท์ี่เป็นวตัถุดบิหลกัในผลติภณัฑ์อาหารจ านวน 6 ชนิด ได้แก่ เนื้อววั 

เนื้อหม ูเนื้อไก่ เนื้อแพะ เนื้อแกะ และเนื้อมา้  โดยไพรเมอรด์า้นฟอรเ์วริด์ถูกออกแบบบนล าดบั

ดเีอน็เอในไมโทคอนเดรยีตรงต าแหน่งยนีไซโตโครมบ ีส่วนไพรเมอรด์า้นรเีวริด์ถูกออกแบบเป็น

ไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะเจาะจงทีจ่ าเพาะต่อดเีอน็เอของเนื้อสตัวแ์ต่ละสายพนัธุ์ ซึ่งผลผลติพซีอีาร์ที่

ไดจ้ากการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของเนื้อแพะ เนื้อไก่ เนื้อววั เนื้อแกะ เนื้อหมูและเนื้อม้า มขีนาด

ทีแ่ตกต่างกนั ได้แก่ 157 227 274 331 398 และ 439 คู่เบส ตามล าดบั ผลการตรวจสอบด้วย

เทคนิคอเิลก็โทรโฟรซีสี พบว่า สามารถตรวจพบดเีอน็เอของเนื้อววั เนื้อหมู เนื้อไก่ เนื้อแกะ 

และเนื้อแพะ ทีผ่่านความรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ100 และ 120 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาทไีด้แต่

เนื้อมา้ทีผ่่านอุณหภมู ิ120 องศาเซลเซยีสไม่สามารถตรวจพบดเีอน็เอได้และปรมิาณดเีอน็เอที่

สามารถตรวจพบไดอ้ยูท่ ี ่0.25 นาโนกรมั (Matsunaga et al. 1999) 

 Bottero และคณะ (ปี พ.ศ.2546) ท าการพฒันาเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์พซีอีาร์ใน

การระบุชนิดของววั แพะ และแกะ จากผลิตภัณฑ์นม โดยไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงถูก

ออกแบบจากยนี 16 เอสไรโบโซมอลอาร์เอน็เอ (16S rRNA) และยนี 12 เอสไรโบโซมอลอาร์

เอน็เอ (12S rRNA) เพื่อใหข้นาดของผลผลติพซีอีารข์องแกะ แพะ ววั แตกต่างกนั ได้แก่  172  

326  และ 256 คู่เบส ตามล าดบั ซึง่เทคนิคถูกน าไปใชต้รวจสอบชสี 19 ตวัอยา่งจากร้านค้าขาย

ปลกี พบวา่ เทคนิคสามารถใหผ้ลการตรวจสอบไดร้วดเรว็และมคีวามไววเิคราะห์ (Sensitivity) 

ทีส่งู (Bottero et al. 2003) 

 Dalmasso และคณะ (ปี พ.ศ.2547) น าเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์พซีอีาร์มาใช้ในการ

ระบุชนิดของเนื้อสตัว์ในวตัถุดิบการท าอาหารสตัว์ โดยท าการระบุชนิดของเนื้อสตัว์หลาย

ประเภท ไดแ้ก่ สตัวเ์คีย้วเอือ้ง สตัวปี์ก ปลา และวตัถุดบิทีม่าจากส่วนต่างๆของหม ูซึง่ไพรเมอร์

ทีน่ ามาใชไ้ดร้บัการออกแบบจากต าแหน่งที่แตกต่างกนัของไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอ (ยนี 12S 

rRNA ยนี tRNA Val และ 16S rRNA) จากนัน้ท าการรวบรวมล าดบันิวคลโีอไทดจ์ากฐานขอ้มูล 

GenBank ซึ่งไพรเมอร์ของสตัว์เคี้ยวเอื้องถูกออกแบบให้มขีนาด 104-106 คู่เบส สตัวปี์กมี
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ขนาด 183 คู่เบส ปลามขีนาด 220-230 คู่เบส และไพรเมอร์ของหมูมขีนาด 290 คู่เบส ผลจาก

การท ามลัตเิพลก็ซพ์ซีอีารค์วบคู่กบัวธิกีารใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ในครัง้นี้ พบวา่ สามารถตรวจสอบ

วตัถุดบิจากสตัวต์อ้งหา้มตามกฎระเบยีบของสหภาพยโุรปได้ (Dalmasso et al. 2004) 

 Ghovvati และคณะ (ปี พ.ศ.2552) ได้ท าการตรวจสอบการทุจริตโดยการ

ปลอมปนผลติภณัฑ์เนื้อสตัวใ์นโรงงานอุตสาหกรรมโดยใช้เทคนิคมลัตเิพลก็ซ์พซีอีาร์ สตัว์ที่

เลือกใช้ในการศึกษา คือ สตัว์เคี้ยวเอื้อง สตัว์ปีกและหมู โดยเลือกตรวจสอบจากเนื้อสตัว์ที่

วางขายทัว่ไป ไส้กรอก และเนื้อสตัวต์ดัแต่งแช่แขง็ จ านวน 10 ตวัอย่าง โดยการศกึษาครัง้นี้

เลอืกใชย้นีจากไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอ ไดแ้ก่ ยนี 16 เอสไรโบโซมอลอาร์เอน็เอ (16S rRNA) 

และยนี 12 เอสไรโบโซมอลอารเ์อน็เอ (12S rRNA) ผลการตรวจสอบ พบว่า ในทุกตวัอย่าง ไม่

มหีมปูนเป้ือน แต่ 40 % ของตวัอย่างไส้กรอก และ 30 % จากตวัอย่างเนื้อสตัวต์ดัแต่งแช่แขง็ 

พบการปนเป้ือนสัตว์ปีก ส่วนเนื้อส ัตว์ที่วางขายทัว่ไป ไม่พบการปนเป้ือนจากสัตว์ปีก 

(Ghovvati et al. 2009) 

 Eun และคณะ (ปี พ.ศ.2556) ได้พฒันาเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์พซีอีาร์ส าหรบัการ

ระบุสายพนัธุข์องววั หม ูไก่ และเป็ดจากเนื้อดบิ เพื่อปกป้องผูบ้รโิภคจากการถูกหลอกลวงด้วย

การปลอมปนเนื้อสตัวท์ีผ่ดิกฎหมาย ดว้ยเหตุผลทางเศรษฐกจิ ศาสนาและสุขภาพ  โดยขนาด

ของผลผลติพซีอีารข์องหมู ไก่ ววั และเป็ด ได้แก่ 94 192 279 และ 477 คู่เบส ตามล าดบัจาก

ผลการศกึษาพบวา่ ปรมิาณดเีอน็เอทีส่ามารถตรวจพบได้อยู่ที่ 1 พโิคกรมั ส่วนผลการทดสอบ

จาก 145 ตวัอย่าง (ววั 55 ตวัอย่าง หมู 30 ตวัอย่าง ไก่ 30 ตวัอย่าง และเป็ด 30 ตวัอย่าง) 

พบวา่ เทคนิคสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสตัวด์งักล่าวได้ทัง้หมด และผลการทดสอบกบั

ตวัอยา่งสตัวช์นิดอื่น เช่น มา้ แกะ แพะ และไก่งวง พบวา่เทคนิคไม่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ

ของสตัวเ์หล่านัน่ไดด้งันัน้แสดงวา่เทคนิคดงักล่าวมคีวามจ าเพาะเจาะจง และสามารถน ามาใชใ้น

การจ าแนกสายพนัธุข์องสตัวไ์ด ้(Cho 2013) 

 Kitpipit และคณะ (ปี พ.ศ.2556) น าเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์มาใช้ใน

การระบุชนิดของเนื้อสตัวจ์ านวน 6 ชนิด โดยไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงถูกออกแบบจากยนี   

ไซโตโครมบ ี(Cyt b) ยนีไซโตโครมออกซเิดส หน่วยย่อยที่ 1 (COI) และยนี 12 เอสไรโบโซ-

มอลอาร์เอ็นเอ (12S rRNA) ขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ของเนื้อหมู เนื้อแกะ เนื้อไก่ เนื้อ

นกกระจอกเทศ เนื้อม้า และเนื้อววั มขีนาดที่แตกต่างกนั ได้แก่ 100 119 133 155 253 และ 

311 คู่เบส ตามล าดบั จากผลการศกึษานี้ชี้ให้เหน็ว่าเทคนิคมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีีอาร์ เป็น
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เทคนิคทีม่คีวามไววเิคราะหท์ีด่ ีสะดวกและประหยดัค่าตรวจวเิคราะห ์สามารถน ามาใชร้ะบุชนิด

ของเนื้อสตัวไ์ดจ้รงิ (Kitpipit et al. 2014) 

 

วตัถปุระสงค ์
  1.เพื่อศกึษาและพฒันาชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ในการตรวจสอบ

และระบุชนิดของเนื้อสตัว์ 5 ชนิด ได้แก่ เนื้อสุนัข (Canis lupus familiaris) เนื้อเป็ด (Anas 

platyrhynchos domestica) เนื้อแพะ (Capra  hircus) เนื้อควาย (Bubalus bubalis) และเนื้อ

แกะ (Ovis aries) ในการทดสอบครัง้เดยีว   

  2.เพื่อทวนสอบการใชง้านชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ โดย

ทวนสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specificity test) ความไววเิคราะห์ (Sensitivity test) การท าซ ้า 

(Reproducibility) และทวนสอบกบัอาหารทัว่ไปในทอ้งตลาด (Commercial food test)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

บทท่ี 2 

วิธีการวิจยั 

2.1 วิธีด าเนินการ 

 2.1.1     การเกบ็ตวัอย่างเน้ือสตัว ์

  ตวัอยา่งเนื้อสตัวท์ีเ่ลอืกน ามาใชใ้นการศกึษาครัง้นี้มจี านวน 5 ชนิด ดงัแสดงใน

ตารางที่ 2 ซึ่งตวัอย่างทัง้หมดที่ใช้ในการศกึษาจะต้องมกีารตรวจสอบชนิดของเนื้อสตัวน์ัน้ๆ

ด้วยลกัษณะสณัฐานวทิยา (Morphology) หรือท าการตรวจสอบด้วยเทคนิคพซีีอาร์ โดยน า

ตวัอย่างเนื้อที่ได้มาเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอด้วยยนูิเวอร์แซลไพรเมอร์ของสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนม 

(Mammalian universal primer) ซึ่งให้ผลผลติพซีอีาร์ ขนาด 520 คู่เบส (ไพรเมอร์ด้านฟอร์-

เ วิ ร์ ด  5 -CCYATYATRATYGGAGGGTTYGGHAAYTG-3  แ ล ะ ไ พ ร เ ม อ ร์ ด้ า น รี เ วิ ร์ ด             

5-CDGGGTGTCCRAARAAYCARAATARGTGTTG-3, Kitpipit et al. 2014) จากนัน้น า

ผลผลติพซีอีารท์ีไ่ดไ้ปหาล าดบันิวคลโีอไทด ์น าล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดไ้ปเปรยีบเทยีบกบัล าดบั

นิวคลโีอไทด์ที่มอียู่ในฐานขอ้มูล (GenBank) ด้วยโปรแกรม BLAST โดยเลอืกใช้ Blastn เพื่อ

ระบุชนิดของสตัวก์่อนน ามาใช้ในการศกึษา จากนัน้ตดัชิ้นเนื้อที่ทราบชนิดพนัธุ์แล้วด้วยมดีที่

ปราศจากเชือ้ (Sterile scalpel) ใส่ถุงซปิทีส่ะอาด ปราศจากเชือ้ พร้อมทัง้ระบุชนิดของเนื้อ วนั 

เดอืน ปี ที่เก็บตวัอย่าง เพื่อป้องกนัการสบัเปลี่ยนตวัอย่างและเกบ็ไวท้ี่อุณหภูมิ -20 องศา-

เซลเซยีส ก่อนน าไปใชใ้นการศกึษาต่อไป 

ตารางท่ี 2 แสดงชื่อวทิยาศาสตร ์ชนิด จ านวน และแหล่งทีเ่กบ็ตวัอยา่ง 

ตวัอย่าง ช่ือวิทยาศาสตร ์ ชนิดตวัอย่าง 
จ านวน

ตวัอย่าง 

แหล่งท่ีเกบ็

ตวัอย่าง 

สุนขั 

(Dog) 

Canis lupus familiaris เลอืด (Blood) 2 จงัหวดัสงขลา 

ควาย

(Buffalo) 
Bubalus bubalis เลอืด (Blood) 

เนื้อ  (Meat) 

1 

4 

จงัหวดัสงขลา 

จงัหวดัพทัลงุ

จงัหวดัภเูกต็ 
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ตวัอย่าง ช่ือวิทยาศาสตร ์ ชนิดตวัอย่าง 
จ านวน

ตวัอย่าง 

แหล่งท่ีเกบ็

ตวัอย่าง 

เป็ด 

(Duck) 

 

Anas platyrhynchos 

domestica 

เนื้อ 

(Meat) 

7 จงัหวดัสงขลา

จงัหวดัยะลา 

จงัหวดัสตลู 

แพะ 

(Goat) 

 

Capra  hircus  เนื้อ 

(Meat) 

7 จงัหวดัสงขลา

จงัหวดัยะลา 

จงัหวดัสตลู 

แกะ 

(Sheep) 

Ovis aries เนื้อ 

(Meat) 

3 จงัหวดัสงขลา 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

2.1.2     การออกแบบไพรเมอร ์
 

  การศกึษาครัง้นี้จะเลอืกวเิคราะหต์ าแหน่งดเีอน็เอเป้าหมายจากยนีไซโตโครม-

ซอีอกซเิดสหน่วยยอ่ยที ่1 (cytochrome c oxidase subunit I, COI) บนไมโทคอนเดรยีลดเีอน็-

เอ โดยท าการออกแบบยูนิเวอร์แซลไพรเมอร์ด้านรีเวริ์ด (Reverse-universal primer) และ

ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงกบัสตัว์เป้าแต่ละชนิด (Species-specific primers) ด้าน

ฟอเวริด์ (Forward) ซึง่ข ัน้ตอนแรกท าการรวบรวมขอ้มูลล าดบันิวคลโีอไทด์ของสตัวเ์ป้าหมาย

ทัง้ 5 ชนิด ได้แก่ ควาย (Bubalus bubalis) แพะ (Capra hircus) เป็ด (Anas platyrhynchos 

domestica) สุนขั (Canis lupus familiaris) และแกะ (Ovis aries) รวมถงึล าดบันิวคลโีอไทดข์อง

สิง่มชีีวติชนิดใกล้เคยีงหรอืสิง่มชีีวติที่นิยมน าไปประกอบอาหาร (Possible meat species) 

จ านวน 11 ชนิด ได้แก่ ววั (Bos primigenius taurus,Bos primigenius indicus) กวางแดง 

(Cervus elaphus) กวางซิก้า (Cervus nippon) จระเข้ (Crocodilus acutus, Crocodylus 

novaeguineae) ช้าง (Elephas maximus) ม้า (Equus ferus caballus) แมว (Felis catus) ไก่ 

(Gallus gallus) นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) หมูป่า (Sus scrofa) และหมู (Sus scrofa 

domesticus) ดงัแสดงในตารางที่ 3 ส าหรบัการออกแบบไพรเมอร์ยนูิเวอร์แซลไพรเมอร์ และ

ไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงกบัสตัวเ์ป้าหมาย (Species-specific primer) ข ัน้ตอนแรกท าการ

คน้หาล าดบันิวคลโีอไทด์ของสตัว์ดงักล่าวจากฐานขอ้มูล GenBank จากนัน้น าล าดบันิวคลโีอ-

ไทดท์ีไ่ดม้ารวบรวม (Sequence alignment) โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 5.2 (Kumar et al. 2001) 
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ท าการ alignment เพื่อเรยีงล าดบันิวคลโีอไทด์ในต าแหน่งเดยีวกนั หลงัจากนัน้ออกแบบยนูิ-

เวอร์แซลไพรเมอร์ โดยหาต าแหน่งที่มลี าดบันิวคลโีอไทด์เหมอืนกนัมากที่สุดในสตัวท์ุกชนิด 

เลือกต าแหน่งดังกล่าวเพื่อออกแบบเป็นยูนิเวอร์แซลไพรเมอร์ และส าหรบัการออกแบบ       

ไพรเมอรด์า้นฟอเวริด์ (Forward) ทีจ่ าเพาะเจาะจงกบัสตัวเ์ป้าหมาย (Species-specific primer) 

นัน้ท าการคน้หาต าแหน่งสนิปส ์(Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) ซึ่งเป็นต าแหน่งที่

มลี าดบันิวคลโีอไทดแ์ตกต่างกนัระหวา่งสตัวเ์ป้าหมายกบัสตัวช์นิดอื่นๆ ทัง้นี้ต าแหน่งดงักล่าว

ในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกนัจะต้องมีล าดบันิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกัน ในการศึกษาครัง้นี้ เลือก

ออกแบบไพรเมอรใ์หต้ าแหน่ง SNP อยูต่รงปลาย 3’ 

ตารางท่ี 3 แสดงชื่อวทิยาศาสตร์ (Species) ต าแหน่งยนี และ Accession number ของ

ตวัอยา่งสตัวท์ีน่ ามาใชใ้นการออกแบบไพรเมอร์ 

ตวัอย่าง ช่ือวิทยาศาสตร ์ ยีน 
Accession number 

Genbank 

สุนขั 

(Dog) 

Canis lupus familiaris COI JF443208 

JN850778 

ควาย 

(Buffalo) 

Bubalus bubalis COI JX218054 

KF385969 

เป็ด 

(Duck) 
Anas platyrhynchos 

domestica 

COI JF499088 

JX178052 

แพะ 

(Goat) 

Capra hircus COI KF317905 

FJ958337 

แกะ 

(Sheep) 

Ovis aries COI EF490463 

EF490457 

ววั 

(Cow) 

Bos primigenius Taurus 

Bos primigenius indicus 

COI JX218055 

KF952285 

กวาง 

(Deer) 

Cervus elaphus 

Cervus Nippon 

COI  JF700147 

KF509970 
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ตวัอย่าง ช่ือวิทยาศาสตร ์ ยีน Accession number 

Genbank 

จระเข ้

(Crocodile) 

Crocodylus acutus 

Crocodylus novaeguineae 

COI KF273841. 

NC_015651 

ชา้ง 

(Elephant) 

Elephas maximus COI KF983348 

KF385965 

แมว 

(Cat) 

Felis catus COI FJ958340 

JF443237 

ไก ่

(Chicken) 

Gallus gallus COI JX178026 

KF799988 

นกกระจอกเทศ 

(Ostrich) 
Struthio camelus COI JX178057 

U76062 

หม ู

(Pig)  

Sus scrofa 

Sus scrofa domesticus 

COI EU623453 

JX218087 

 

 เมื่อออกแบบไพรเมอร์ได้ตามที่ต้องการแล้ว น าไพรเมอร์ไปตรวจสอบ

คุณสมบตัเิพื่อใหม้คีวามเหมาะสมในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยเทคนิคพซีอีาร์ โดยคุณสมบตัิ

ทีต่อ้งตรวจสอบ ไดแ้ก่ ความยาวของไพรเมอร ์น ้าหนกัโมเลกุล องคป์ระกอบของเบส G และ C 

และตรวจสอบการเขา้คู่กนัของเบสบนสายไพรเมอรเ์ดยีวกนั (Self-complementarity) ปจัจุบนัมี

โปรแกรมที่สามารถใช้ตรวจสอบคุณสมบตัขิองไพรเมอร์หลากหลายโปรแกรม ส าหรบัการ

ทดลองนี้เลอืกใช้โปรแกรม Oligonucleotide Properties Calculator (http://www.basic.north-

estern.edu/biotools/oligocalc.html) ซึง่ขอ้ดขีองการตรวจสอบคุณสมบตัขิองไพรเมอร์นัน้ ช่วย

ลดปญัหาที่จะเกิดข ัน้ ในขัน้ตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาการท าพีซีอาร ์

นอกจากนัน้ยงัมกีารตรวจสอบคุณสมบตัอิื่นๆ อกี เช่น การปรบัอุณหภูม ิmelting ของทุกไพร-

เมอร์ให้ใกล้เคียงกันและอยู่ในช่วง 66.0-67.0 องศาเซลเซียส โดยใช้โปรแกรม Thermo 

scientific (http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/) ทัง้นี้ ได้แสดงขัน้ตอนการ

ออกแบบไพรเมอร์ในรูปที่ 16 และล าดบันิวคลโีอไทด์ของไพรเมอร์ที่ได้จากการออกแบบใน

ตารางที ่4  

http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/
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 ค้นหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของสตัว์เป้าหมายทัง้ จากฐานข้อมูล GenBank จากนัน้

รวบรวม Sequence alignment โดยใชซ้อฟแวร ์MEGA 5.2  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ออกแบบรเีวริส์ยนูิเวอรแ์ซลไพรเมอร ์(Reverse universal primer) 
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 ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะกบัสตัวเ์ป้าหมายแต่ละชนิด (Forward species-specific 

primers)  

 

 ตรวจสอบคุณสมบัติของไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Oligonucleotide Properties 

Calculator และใช้โปรแกรม Thermo scientific ในการปรบัอุณหภูม ิmelting ของทุก

ไพรเมอรใ์หใ้กลเ้คยีงกนั  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 16 แสดงขัน้ตอนต่างๆในการออกแบบไพรเมอร ์
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ตารางท่ี 4 แสดงขอ้มลูล าดบันิวคลโีอไทดข์องไพรเมอรท์ีอ่อกแบบในการศกึษานี้ 

ชนิดสตัว์

เป้าหมาย 
ช่ือไพรเมอร ์ ล าดบันิวคลีโอไทดไ์พรเมอร ์(5’          3’) 

ขนาด

ผลผลิต

พีซีอาร ์

(คู่เบส) 

Tm 

(°C) 

Dog Dog-specific 1 

Universal COI 

*Dog-specific 2 

Universal COI 

F:GACCTTACAATTTTCTCCTTACACTTAGCC 

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 

F:GTTCTACTCTTACTATCCCTGCCTGTACTG 

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 

377 

 

230 

66.5 

71.3 

66.1 

71.3 

Duck  Duck-specific 1 

Universal COI 

*Duck -specific 2 

Universal COI 

F:GCTGGTGTCTCCTCCATCCTC 

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 

F:CACTCTCACAATACCAAACCCCA   

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 

350 

 

283 

67.1 

71.3 

67.1 

71.3 

Goat Goat-specific 1 

Universal COI 

*Goat -specific 2 

Universal COI  

F:ATCCTCCTGCTCGCAACAATG 

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 

F:TTTCCCTACACCTAGCAGGCA  

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 

329 

 

363 

68.8 

71.3 

66.0 

71.3 

Buffalo 

 

Buffalo-specific 1 

Universal COI 

F: CCACGCAGGAGCTTCG  

R: CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 
396 

65.2 

71.3 

Sheep Sheep-specific 1 

Universal COI 

*Sheep-specific 2 

Universal COI 

F: ACTTCTTCCCCCATCTTTCCTG 

R: CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA     

F:GTTACTCCTAGCATCCTCTATGGTTGAG  

R: CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 

498 

 

477 

66.1 

71.3 

66.6 

71.3 

* ไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการท ามลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร์ 

 2.1.3     การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอด้วยวิธีไดเรค็พีซีอาร ์(Direct PCR)  

  ก่อนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยวธิไีดเรค็พซีอีาร ์ตอ้งท าการเตรยีม Pre-PCR 

solution โดยน าตวัอย่างเนื้อสตัวเ์ป้าหมาย มาตดัเป็นชิ้นเลก็ๆประมาณ 1×1 มลิลเิมตร ใส่ใน
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หลอดไมโครเซนตฟิิว เตมิ PBS buffer พเีอช 7.4 ปรมิาณ 20 ไมโครลติร ผสมให้เขา้กนัด้วย

เครื่องผสมสารละลาย จากนัน้น าเขา้เครื่องให้ความร้อนแก่หลอดทดลองที่อุณหภูม ิ98 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 2 นาที น าไปป ัน่เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี

เพื่อให้เนื้อสตัวต์กตะกอน ดูดส่วนใส (Pre-PCR solution) ใส่หลอดไมโครเซนตฟิิวที่สะอาด

ปราศจากเชือ้และดเีอน็เอเพื่อน าไปใชใ้นปฏกิริยิาพซีอีารต่์อไป (Kitpipit et al. 2014)  

   การศกึษาครัง้นี้เตรยีมองค์ประกอบในการท าปฏกิริยิาพซีอีาร์โดยใช้ชุดน ้ายา 

Phire®Hot Start II DNA Polymerase (Thermo Scientific, Thailand) ในหลอดพซีอีาร์ขนาด 

0.2 มลิลลิติร ใหม้ปีรมิาตรรวมเท่ากบั 20 ไมโครลติร เตมิสารเคมใีนการท าพซีอีาร์ ดงัแสดงใน

ตารางที ่5 ผสมให้เขา้กนั น าเขา้เครื่อง Thermal cycler รุ่น T100™ Bio-Rad โดยสภาวะที่ใช้

เริม่ต้นดงัแสดงในตารางที่ 6 จากนัน้เกบ็ผลผลติพซีีอาร์ที่ได้ (PCR product) ไวท้ี่อุณหภูม ิ     

4 องศาเซลเซยีส จนกว่าจะท าการตรวจสอบและแยกขนาดผลผลติพีซอีาร์ด้วยกระแสไฟฟ้า

ต่อไป ทัง้นี้จะท าการทดสอบหาสภาวะการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ (PCR condition) ที่เหมาะสมที่

จะสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมายทัง้หมดดว้ยไพรเมอรจ์ าเพาะเจาะจงทีอ่อกแบบไว ้

ตารางท่ี 5 แสดงองคป์ระกอบของสารเคมทีีใ่ชใ้นการท าปฏกิริยิาพซีอีาร ์(Singleplex PCR) 

ส่วนประกอบ 
ชุดควบคมุผลบวก  

(ไมโครลิตร) 

ชุดควบคมุผลลบ  

(ไมโครลิตร) 

- 5X PCR [Phire® Animal Tissue PCR Buffer 

(Thermo Scientific, Thailand)] 
4.0 4.0 

- 10 mM dNTP 0.4 0.4 

- เอนไซม์ DNA polymerase [Phire® Hot Start II 

DNA Polymerase (Thermo Scientific, Thailand)] 
0.4 0.4 

- 10 µM Forward Primer 1 1 

- 10 µM Reverse Primer 1 1 

- น ้ากลัน่ปราศจากเชือ้ 11.2 13.2 

- ดเีอน็เอแม่แบบ 2 - 

ปรมิาตรรวม 20 20 
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ตารางท่ี 6 สภาวะเริม่ตน้ทีใ่ชท้ าปฏกิริยิาพซีอีาร์ 

ขัน้ตอน อณุหภมิู (๐C) เวลา (วินาที) จ านวนรอบ 

Initial-denaturation 98 30 1 

Denaturation 98 5  

35 

 

Annealing   66 30 

Extension 72 60 

Final Extension 4 ∞ 1 

 

 2.1.4 การตรวจสอบและแยกแถบดี เอ็นเอด้ วยกระแสไฟฟ้า  (Gel 

electrophoresis) 

 ผลผลติพซีอีารท์ีไ่ดจ้ากการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยเทคนิคพซีอีาร์ไม่สามารถ

มองเหน็ไดด้ว้ยตาเปล่า ดงันัน้จงึต้องน าผลผลติพซีอีาร์ไปตรวจสอบและแยกแถบดเีอน็เอด้วย

เทคนิคอเิลก็โทรโฟรซีสี (Electrophoresis) เป็นเทคนิคการแยกแถบดเีอน็เอด้วยกระแสไฟฟ้า

บนแผ่นเจลอะกาโรส (Agarose gel) ซึง่อาศยัความเรว็ในการเคลื่อนทีข่องดเีอน็เอทีแ่ตกต่างกนั

ตามโครงสรา้งและขนาดโมเลกุลของดเีอน็เอขนาดต่างๆ การทดลองนี้จะท าการน าผลผลติพซีี-

อาร์ที่ได้ไปตรวจสอบและแยกแถบดีเอ็นเอ บน 2% เจลอะกาโรส ส าหรบัวธิีการเตรียม 2%     

เจลอะกาโรส สามารถท าไดโ้ดยชัง่เจลอะกาโรส 2 กรมั ใส่ในขวดรูปชมพู่ จากนัน้เตมิ 1X TBE 

buffer ปรมิาตร 100 มลิลลิติร ที่ประกอบด้วย Tris Borate acid EDTA และ dH2O  ให้ความ

รอ้นและน าออกมาวางทิ้งไวใ้ห้เยน็สกัครู่ เตมิเอธเิทยีมโบรไมด์ ปรมิาตร 2 ไมโครลติร เทเจล 

อะกาโรสลงในถาดเจลใหส้งูประมาณ 4-5 มลิลเิมตร วางหว ี(Comb) ลงไปทีบ่รเิวณส่วนบนของ

เจลอะกาโรส รอใหเ้จลอะกาโรสแขง็ตวัประมาณ 30 นาท ีถอดหว ีจากนัน้น าเจลอะกาโรสไปวาง

ใน electrophoresis tank ทีม่ ี1X TBE buffer อยู ่ซึ่ง 1X TBE buffer จะต้องท่วมเจลอะกาโรส 

ผสมผลผลติพซีอีารก์บัสยีอ้ม (Loading dye) ในอตัราส่วน 5:1 ผสมให้เขา้กนั ดูดสารละหลาย

ทัง้หมดลงในช่อง (Well) ของเจล ในการตรวจสอบและแยกแถบดเีอน็เอด้วยเทคนิคอเิลก็โทร-

โฟรซีสีจะต้องมกีารหยอดดเีอน็เอมาตรฐาน (DNA ladder) ซึ่งใช้ส าหรบัเทยีบขนาดแถบของ   

ดเีอ็นเอที่แยกทุกครัง้ โดยส่วนใหญ่จะนิยมหยอดลงไปที่ช่องแรกของเจล ให้กระแสไฟฟ้าที่

ความต่างศกัย ์120 โวลต์ เป็นเวลา 20 นาที น าแผ่นเจลอะกาโรสมาตรวจสอบผลโดยส่อง
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ภายใต้แสงอุลตร้าไวโอเลตและบนัทกึผลและถ่ายภาพด้วยเครื่อง Bio-rad Gel Doc™ EZ 

System (Bio-rad, USA)  

 2.1.5    การทวนสอบชุดทดสอบมลัติเพล็กซ์ไดเรค็พีซีอาร ์(Multiplex Direct 

PCR) ท่ีพฒันาขึ้น          

  การศกึษาครัง้นี้ท าการทวนสอบชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ส าหรบั

ระบุชนิดของเนื้อสตัว ์โดยท าการทดสอบหาความจ าเพาะเจาะจง (Specificity test) การทดสอบ

การท าซ ้า (Reproducibility test) การทดสอบความไววเิคราะห์ (Sensitivity test) และการ

ทดสอบกบัตวัอยา่งอาหาร (Commercial food test)   

 2.1.5.1 การทดสอบหาความจ าเพาะเจาะจงในการระบุชนิดของเน้ือสตัว์

กบัเป้าหมาย  (Specificity test)       

   ท าการทดสอบหาความจ าเพาะเจาะจงของชุดทดสอบทีไ่ดพ้ฒันาขึน้ใน

การตรวจสอบและระบุชนิดของเนื้อสตัวเ์ป้าหมาย โดยใช้สารเคมใีนการท าพซีอีาร์ ดงัแสดงใน

ตารางที่ 7 จากนัน้น าชุดทดสอบดงักล่าวเพิ่มปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างเนื้อสตัวเ์ป้าหมาย

จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ สุนัข (Canis lupus familiaris) ควาย (Bubalus bubalis) แกะ (Ovis 

aries) เป็ด (Anas platyrhynchos domestica) แพะ (Capra hircus) และเนื้อสตัวอ์ื่นๆ จ านวน 

10 ชนิด ที่นิยมน าไปประกอบอาหาร (Possible meat species) ดงัแสดงในตารางที่ 8 โดย

ทดสอบตามขัน้ตอนทีอ่ธบิายในหวัขอ้ที ่2.1.3-2.1.4  
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ตารางท่ี 7 แสดงองค์ประกอบของสารเคมีที่ใช้ ในการท าปฏิกิริยามัลติเพล็กซ์พีซีอาร ์   

(Multiplex PCR) 

 

ส่วนประกอบ 

ชุดควบคมุ

ผลบวก  

(ไมโครลิตร) 

ชุดควบคมุ 

ผลลบ  

(ไมโครลิตร) 

5X PCR buffer 4.0 4.0 

10 mM dNTP 0.4 0.4 

เอนไซม ์DNA polymerase  0.4 0.4 

Buffalo-specific primer  1 1 

Goat-specific primer  1 1 

Duck-specific primer 1 1 

Dog-specific primer 1 1 

Sheep-specific primer  1 1 

Universal primer 5 5 

น ้ากลัน่ปราศจากเชือ้ 3.2 5.2 

ดเีอน็เอแม่แบบรวม 5 ชนิด 2 - 

ปรมิาตรรวม 20 20 
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ตารางท่ี 8 แสดงชื่อวทิยาศาสตร ์จ านวนและแหล่งที่เกบ็ตวัอย่างสตัวท์ี่น ามาใช้ในการทดสอบ

หาความจ าเพาะเจาะจง 

 

ตวัอย่าง ช่ือวิทยาศาสตร ์ จ านวนตวัอย่าง แหล่งท่ีเกบ็ตวัอย่าง 

จระเข ้

(Crocodile) 

Crocodylus siamensis 1 หา้งสรรพสนิคา้ 

จงัหวดัสงขลา 

นกกระจอกเทศ

(Ostrich) 

Struthio camelus 1 หา้งสรรพสนิคา้ 

จงัหวดัสงขลา 

มา้ 

(Horse) 

Equus ferus caballus 1 กรมปศุสตัว ์

จงัหวดัสงขลา 

หม ู

(Pig) 
Sus scrofa domestica 1 หา้งสรรพสนิคา้ 

จงัหวดัสงขลา 

ไก ่

(Chicken) 

Gallus gallus domesticus 1 หา้งสรรพสนิคา้ 

จงัหวดัสงขลา 

ววั 

(Cow) 
Bos Taurus 1 หา้งสรรพสนิคา้ 

จงัหวดัสงขลา 

กบ 

(Frog) 

Hoplobatrachus rugulosus 1 ตลาดสด 

จงัหวดัยะลา 

กระรอก 

(Squirrel) 

Callosciurus finlaysonii 1 ตลาดสด 

จงัหวดัยะลา 

กวาง 

(Deer) 

Rusa timorensis 1 หา้งสรรพสนิคา้ 

จงัหวดัสงขลา 

มนุษย ์

(Human) 

Homo sapiens 1 อาสาสมคัร 

จงัหวดัสงขลา 
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 2.1.5.2  การทดสอบการท าซ า้ (Reproducibility test) 

  เป็นการตรวจสอบความแม่นย าและตรวจระบุเนื้อสตัวเ์ป้าหมายซ ้าด้วย

ชุดทดสอบที่พฒันาขึน้ โดยท าการรวบรวมตวัอย่างเนื้อสตัวเ์ป้าหมายทัง้ 5 ชนิด ได้แก่ สุนัข 

ควาย แกะ เป็ด และแพะ จากแหล่งทีม่าทีแ่ตกต่างกนั ดงัแสดงในตารางที่ 9 มาตรวจสอบด้วย

ชุดทดสอบตามขัน้ตอนทีอ่ธบิายในหวัขอ้ที ่2.1.3-2.1.4  

  
ตารางท่ี 9 แสดงประเภท จ านวนและแหล่งทีเ่กบ็ตวัอยา่งของตวัอย่างสตัวเ์ป้าหมายที่น ามาใช้
ส าหรบัทดสอบการท าซ ้า 

 
ตวัอย่าง ประเภท จ านวน

ตวัอย่าง 

แหล่งท่ีเกบ็ตวัอย่าง 

สุนขั 

(Dog) 

 

 
 

 

 

 

- เลอืด (Blood) 

 

 

 

- น ้าคร ่า (Amniotic fluid) 

 

- หลอดน าอสุจ(ิSpermatic cord)  

8 

1 

1 

6 

1 

1 

1 

1 

 

ส านกังานปศุสตัวอ์ าเภอหาดใหญ่ 

ปุณณกนัตส์ตัวแพทย ์ 

คลนิิกรกัษาสตัว ์

 

ปุณณกนัตส์ตัวแพทย ์ 

 

ปุณณกนัตส์ตัวแพทย ์ 
 

 

ควาย 

(Buffalo) 

 

- เลอืด (Blood) 

 

- เนื้อ (Meat) 

 

 

 

2 

2 

8 

4 

2 

2 
 

 

ส านกังานปศุสตัวอ์ าเภอหาดใหญ่ 

 

ตลาดสดต าบลทะเลน้อย 

ตลาดสดภเูกต็ 

ตลาดสดอ าเภอระโนด 
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ตวัอย่าง ช่ือวิทยาศาสตร ์ จ านวน

ตวัอย่าง 

แหล่งท่ีเกบ็ตวัอย่าง 

เป็ด 

(Duck) 

 

 

 

- เนื้อ (Meat) 

 

 

 

 

10 

1 

4 

1 

1 

1 

1 

1 

 

ตลาดสดอ าเภอล าใหม่ 

ตลาดสดอ าเภอรตัภมู ิ

ตลาดสดจงัหวดัพทัลงุ 

ตลาดสดจงัหวดัยะลา 

หา้งสรรพสนิคา้เทสโกโ้ลตหัาดใหญ่  

หา้งสรรพสนิคา้แมค็โครหาดใหญ่ 

ตลาดสดอ าเภอควนโดน จงัหวดัสตลู 

แพะ 

(Goat) 

 

- เลอืด (Blood) 

 

- เนื้อ (Meat) 

 

2 

2 

8 

2 

1 

1 

3 

1 

 

ฟารม์เลีย้งแพะ 

 

ตลาดสดอ าเภอล าใหม่ 

ตลาดสดอ าเภอควนโดน  

ตลาดสดอ าเภอรตัภมู ิ

ตลาดสดจงัหวดัยะลา 

ตลาดสดจงัหวดัพทัลงุ 

แกะ 

(Sheep) 

 

- เนื้อ (Meat) 

 

10 

4 

3 

3 

 

ทอ็ปซุปเปอรม์ารเ์กต็สาขาหาดใหญ่ 

หา้งสรรพสนิคา้เทสโกโ้ลตหัาดใหญ่  

หา้งสรรพสนิคา้แมค็โครหาดใหญ่ 

รวม  50  
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2.1.5.3  การทดสอบความไววิเคราะห ์(Sensitivity test) 

   การทดสอบหาความไววเิคราะหใ์นการตรวจสอบระบุเนื้อสตัวเ์ป้าหมาย

ด้วยชุดทดสอบที่พฒันาขึน้เป็นการทดสอบหาปรมิาณดเีอน็เอน้อยที่สุดที่ชุดทดสอบสามารถ

ตรวจสอบได ้โดยเริม่ตน้ดว้ยการสกดัดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมาย จากนัน้น าดเีอน็เอที่ได้ไปเพิม่

ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคพซีอีารด์ว้ยยนูิเวอรแ์ซลไพรเมอร์ที่เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสตัวท์ุก

ชนิดบนยนีไซโตโครมซีออกซิเดสหน่วยย่อยที่ 1 ซึ่งให้ผลผลิตพีซีอาร์ ขนาด 520 คู่เบส      

(ไพรเมอร์ด้านฟอร์เวิร์ด 5-CCYATYATRATYGGAGGGTTYGGHAAYTG-3 และไพรเมอร์

ด้านรเีวริ์ด 5-CDGGGTGTCCRAARAAYCARAATARGTGTTG-3, Kitpipit et al. 2014) น า

ผลผลติพซีอีารท์ีไ่ดไ้ปตรวจสอบผลและแยกแถบดเีอน็เอด้วยเทคนิคอเิลก็โทรโฟรซีสี บน 2% 

เจลอะกาโรส จากนัน้ตดัเจลอะกาโรสตรงบรเิวณทีป่รากฏแถบดเีอน็เอ ขนาด 520 คู่เบส เกบ็ใส่

ในหลอดขนาด 1.5 มลิลลิติร เพื่อน าไปท าบรสิุทธิผ์ลผลติพซีอีาร์ (Purified PCR product) ด้วย

ชุดน ้ายา QIAquick Gel Extraction เมื่อได้ผลผลติพซีอีาร์ที่บรสิุทธิท์ าการวดัปรมิาณดเีอน็เอ

ด้วยเครื่อง NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer น าค่าที่ได้มาค านวณหาจ านวนซ ้า 

(Number of copies) ดว้ยสตูรดงัแสดง 

สตูร  Number of copies =           (ค่าทีว่ดัได ้× 6.022×1023) 

                                    (ความยาวของผลผลติพซีอีาร ์×1x109) 

 น ้าหนักของคู่เบส (Weight of a base pair) = 650 Daltons. 

ค่าคงตวัอาโวกราโดร(Avogadro's number) = 6.022x1023 molecules/mole 

   จากนัน้เจอืจางผลผลติพซีอีาร์ให้มคีวามเขม้ขน้ 109  108 107 106 105 

104 103 102 นาโนกรมัต่อไมโครลติร น าผลผลติพซีอีารท์ี่เจอืจางในอตัราส่วนดงักล่าว ไปสร้าง

กราฟมาตรฐานด้วยวธิกีารของ Tobe และคณะ (Tobe and Linacre 2008) โดยใช้เทคนิค

เรยีลไทม์พีซอีาร์ (Real-time PCR) ซึ่งท าการเพิม่ปริมาณดเีอน็เอโดยใช้สารเคมใีนการท า

ปฎิกิริยา ได้แก่ ยูนิเวอร์แซลไพรเมอร์ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง 

SSoFast Evagreen supermix ปรมิาตร 5 ไมโครลติร ใส่ผลผลติพซีอีาร์ที่เจอืจางให้มคีวาม

เขม้ขน้ดงัที่กล่าวไปขา้งต้น ปรมิาตร 0.5 ไมโครลติร ปรบัปรมิาตรด้วยน ้า 3.5 ไมโครลติร 

เพื่อใหม้ปีรมิาตรสุดทา้ยเป็น 10 ไมโครลติร จากนัน้น าเขา้เครื่องเรยีลไทม์พซีอีาร์ รุ่น CFX96 

Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,USA) เมื่อสิ้นสุดการท าเรยีลไทม ์  

พซีอีารจ์ะไดก้ราฟมาตรฐาน (Standard curve) เพื่อน าดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายทัง้ 5 ชนิดมา
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ใช้เปรียบเทียบและใช้บอกปริมาณดีเอ็นเอที่มีอยู่ในตวัอย่างเนื้อสตัว์แต่ละชนิด เมื่อทราบ

ปรมิาณดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าทัง้ 5 ชนิดแล้ว น าดเีอน็เอของสตัวแ์ต่ละชนิดมาเจอืจางให้มคีวาม

เขม้ขน้ตัง้แต่ 100,000 50,000 25,000 12,500 และ 6,250 ชุดไมโทคอนเดรยีลต่อไมโครลติร           

น าดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าทัง้  5 ชนิด ที่ความเขม้ขน้ดงักล่าวไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยชุดทดสอบ

มลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร ์ตามขัน้ตอนทีอ่ธบิายในหวัขอ้ที ่2.1.3-2.1.4 

 2.1.5.4  การทดสอบกบัตวัอย่างอาหาร (Commercial food test) 

   เ ป็นการทดสอบโดยใช้ตัวอย่าง เนื้ อส ัตว์ดิบและอาหารที่ผ่ าน

กระบวนการแปรรปูซึง่วางขายตามท้องตลาด จ านวนประมาณ 62 ตวัอย่าง ได้แก่ เนื้อแช่แขง็ 

19 ตวัอยา่ง อาหารส าเรจ็รูปแช่แขง็ 9 ตวัอย่าง เนื้อแห้ง 3 ตวัอย่าง และอาหารที่วางขายตาม

ทอ้งตลาด 31 ตวัอยา่ง ดงัแสดงในตารางที ่10 โดยน ามาตรวจสอบระบุชนิดของเนื้อสตัวด์ว้ยชุด

ทดสอบทีพ่ฒันาขึน้ตามขัน้ตอนทีอ่ธบิายในหวัขอ้ที ่2.1.3-2.1.4 

ตารางท่ี 10 แสดงชนิดและแหล่งทีเ่กบ็ตวัอยา่งอาหารทีม่สี่วนผสมของสตัวเ์ป้าหมาย 

ตวัอย่างอาหาร จ านวน แหล่งท่ีเกบ็ตวัอย่าง 

เน้ือสตัวแ์ช่แขง็ 

ขาหน้าแพะแช่แขง็ 

คอเป็ด 

คอเป็ด 

คอเป็ด 

ซีโ่ครงเนื้อแกะ 

เนื้อสนัในแกะ 

เนื้อแกะ 

เนื้อแพะแช่แขง็ 

เนื้อแพะแช่แขง็ 

เนื้อแพะแช่แขง็ 

เนื้อแพะแช่แขง็ 

เนื้อแพะแช่แขง็ 

เศษเนื้อเป็ดแช่แขง็ 

 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

ตลาดสดอ าเภอรตัภมู ิจงัหวดัสงขลา 

ตลาดสดอ าเภอรตัภมู ิจงัหวดัสงขลา 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

ทอ็ป ซุปเปอรม์ารเ์กต็ สาขาหาดใหญ่ 

โลตสั ซเูปอรเ์ซน็เตอร ์สาขาหาดใหญ่ 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

ตลาดสด จงัหวดัยะลา 

ตลาดสด จงัหวดัยะลา 

ตลาดสด จงัหวดัยะลา 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

บิก๊ซซีเูปอรเ์ซน็เตอร ์จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 
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ตวัอย่างอาหาร จ านวน แหล่งท่ีเกบ็ตวัอย่าง 

เศษเนื้อแพะแช่แขง็ 

ปีกกลางเป็ด 

ปีกบนเป็ด 

เป็ดลว้งเครื่องในแช่แขง็ 

สนัในเป็ดแช่แขง็ 

อกเป็ดเนื้อสนั 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

ทอ็ป ซุปเปอรม์ารเ์กต็ สาขาหาดใหญ่ 

ทอ็ป ซุปเปอรม์ารเ์กต็ สาขาหาดใหญ่ 

บิก๊ซซีเูปอรเ์ซน็เตอร ์จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

อาหารส าเรจ็รปูแช่แขง็ 

เนื้อเป็ดตม้ทอดซพี ี

เนื้อเป็ดยา่งซพี ี

บะหมีเ่ป็ด 

เบอรเ์กอรแ์กะ 

 

เบอรเ์กอรแ์พะ 

 

เบอรเ์กอรแ์พะ 

เป็ดยา่งโฟรซ์ซี ัน่ส ์

อกเป็ดรมควนัซพี ี

อกเป็ดรมควนัดาล ี

 

1 

1 

1 

1 

 

1 

 

1 

1 

1 

1 

 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

ทอ็ป ซุปเปอรม์ารเ์กต็ สาขาหาดใหญ่ 

งานแสดงสินค้าฮาลาลนานาชาติ 56 ศูนย์ประชุม

นานาชาตฉิลองสริริาชสมบตัคิรบ 60 ปี ม.อ.หาดใหญ่ 

งานแสดงสินค้าฮาลาลนานาชาติ 56 ศูนย์ประชุม

นานาชาตฉิลองสริริาชสมบตัคิรบ 60 ปี ม.อ.หาดใหญ่ 

บิก๊ซซีเูปอรเ์ซน็เตอร ์จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

ทอ็ป ซุปเปอรม์ารเ์กต็ สาขาหาดใหญ่ 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

สยามแมค็โคร จ ากดั (มหาชน) สาขาหาดใหญ่ 

เน้ือสตัวแ์ห้ง 

เนื้อควายตากแหง้ 

เนื้อควายตากแหง้ 

หนงัควายตากแหง้ 

 

1 

1 

1 

 

ทะเลน้อย จงัหวดัพทัลุง 

จงัหวดัขอนแก่น 

จงัหวดัขอนแก่น 

อาหารตามท้องตลาด 

แกงเขยีวหวานแพะ 

แกงคัว่เนื้อควาย 

แกงแพะ 

แกงแพะ 

 

1 

1 

1 

1 

 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในทะเลน้อย จงัหวดัพทัลุง 

รา้นอาหารในอ าเภอจะนะ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 
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ตวัอย่างอาหาร จ านวน แหล่งท่ีเกบ็ตวัอย่าง 

แกงแพะ 

แกงแพะ 

แกงแพะ 

แกงมสัมัน่เป็ด 

ขา้วหมกแพะ 

ขา้วหน้าเป็ด 

ขา้วหน้าเป็ด 

ขา้วหน้าเป็ด 

ขา้วหน้าเป็ด 

ซุปแพะ 

ตม้เป็ดมะขาม 

บะหมีเ่ป็ด 

บะหมีเ่ป็ด 

บะหมีเ่ป็ด 

บะหมีเ่ป็ด 

บะหมีเ่ป็ด 

บะหมีเ่ป็ด 

เนื้อเป็ดยา่ง 

เนื้อเป็ดยา่ง 

เป็ดพะโล ้

เป็ดพะโล ้

เป็ดพะโล ้

เป็ดพะโล ้

เป็ดยา่ง 

ผดัเผด็เนื้อควาย 

สเตก็แกะ 

อกเป็ดรมควนั 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอเทพา จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารใน จงัหวดัสตลู 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา                                           

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา   

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอระโนด จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในจงัหวดัยะลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอระโนด จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

รา้นอาหารในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 
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2.2     วสัดแุละอปุกรณ์ 

 2.2.1     วตัถดิุบท่ีใช้ในการทดสอบ 

  2.2.1.1 เนื้อควายสด       

  2.2.1.2 เนื้อเป็ดสด       

  2.2.1.3 เนื้อแพะสด       

  2.2.1.4 เนื้อแกะสด       

  2.2.1.5 เนื้อสุนขัสด       

  2.2.1.6 เลอืดควาย       

  2.2.1.7 เลอืดสุนขั        

 2.2.2     อปุกรณ์และสารเคมี 

 2.2.2.1 อปุกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในเตรียม Pre PCR solution 

 2.2.2.1.1   เครื่องป ัน่เหวีย่งตกตะกอน (Microcentrifuge)  

 2.2.2.1.2   เครื่องใหค้วามรอ้น (Hot plate)    

 2.2.2.1.3   เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixing)   

 2.2.2.1.4   หลอดไมโครเซนตฟิิว (Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มลิลลิติร

 2.2.2.1.5   ทปิ (Tip) ขนาด 10 - 100 ไมโครลติร    

 2.2.2.1.6   ไมโครปิเปต (Micropipette)     

 2.2.2.1.7   ตูเ้ยน็อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส    

 2.2.2.1.8   กระดาษทชิช ู      

 2.2.2.1.9   ขวดสเปรยส์ าหรบัใส่ 70% ethanol    

 2.2.2.1.10  ปากคบี (Forceps)      

 2.2.2.1.11  กรรไกร (Scissors)      

 2.2.2.1.12  ถุงมอืยาง       

 2.2.2.1.13  มดี (Scalpel)      

 2.2.2.1.14  ตูอ้บฆ่าเชือ้ (Autoclave)  
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 2.2.2.1.15  Phosphate buffer saline (pH 7.4)   

 2.2.2.1.16  เอทลิแอลกอฮอล ์70% (70% Ethanol) 
 

2.2.3 อปุกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร ์

 2.2.3.1   ปิเปตอตัโนมตั ิ(Automatic pipette) ขนาด 1000 200 20 ไมโครลติร

  2.2.3.2   หลอดพซีอีาร ์(PCR Tube) ขนาด 0.2 ml   

  2.2.3.3   เครื่องสปินดด์าวน์ (Spin down)    

  2.2.3.4   เครื่องเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรม (Thermal Cycler)  

  2.2.3.5   ทีว่างหลอดพซีอีาร ์(Rack)     

  2.2.3.6   ตูเ้ยน็อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส    

  2.2.3.7   ทปิ (Tip) ขนาด 1000 200 100 1 ไมโครลติร   

  2.2.3.8   ตูป้ฏบิตังิานพซีอีาร ์(PCR Cabinet)  

 2.2.3.9   เอทลิแอลกอฮอล ์70% (70% Ethanol)    

  2.2.3.10  5X PCR buffer [Phire® Animal Tissue PCR Buffer  

                                 (Thermo Scientific, Thailand)]    

  2.2.3.11  10 mM Deoxynucleotides (dNTPs)    

  2.2.3.12  เอนไซม ์DNA polymerase [Phire® Hot Start II DNA Polymerase

     (ThermoScientific, Thailand)]    

2.2.3.13  น ้ากลัน่ปราศจากเชือ้      

  2.2.3.14  ดเีอน็เอแม่แบบ (DNA template)    

  2.2.3.15  Buffalo-specific primer     

  2.2.3.16  Goat-specific primer      

  2.2.3.17  Duck-specific primer      

  2.2.3.18  Dog-specific primer      

  2.2.3.19  Sheep-specific primer     

  2.2.3.20  Universal primer  
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2.2.4 อปุกรณ์ และสารเคมีท่ีใช้ในการตรวจสอบและแยกแถบดีเอ็นเอด้วย

กระแสไฟฟ้า (Gel electrophoresis) 

2.2.4.1   เครื่อง Gel electrophoresis 

2.2.4.2   เครื่องถ่ายและวเิคราะหภ์าพเจล (Gel Documentation System) 

2.2.4.3   เตาไมโครเวฟ 

2.2.4.4   ถาดเตรยีมเจลอะกาโรส (Gel tray) 

2.2.4.5   ไมโครปิเปต (Micropipette) 

2.2.4.6   เจลอะกาโรส (Agarose gel) 

 2.2.4.7   6 X loading buffer 

2.2.4.8   เอธเิดยีมโบรไมด ์(Ethidium bromide) 

2.2.4.9   1 X Tris-borate-EDTA buffer (TBE buffer) 

2.2.4.10  ดเีอน็เอมาตรฐาน (DNA marker) 
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บทท่ี 3 

ผลการศึกษา 

3.1  การทดสอบไพรเมอรแ์ละหาอณุหภมิู annealing temperature (Ta) ท่ีเหมาะสมโดย
วิธีเกรเดียนพีซีอาร ์(Gradiant PCR) 

  ไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้นี้เป็นไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะเจาะจงกบัสตัวเ์ป้าหมาย 
(Species-specific primer) ซึ่งออกแบบให้สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้เฉพาะดเีอน็เอของ
สตัว์เป้าหมายจ านวนทัง้หมด 5 ชนิด ได้แก่ สุนัข (Canis lupus familiaris) เป็ด (Anas 
platyrhynchos) แพะ (Capra aegagrus hircus) ควาย (Bubalus bubalis) และแกะ (Ovis 
aries) โดยใชไ้พรเมอร ์5 คู่ ดงัแสดงในตารางที ่11 

ตารางท่ี 11 แสดงชื่อไพรเมอร์ ล าดบันิวคลโีอไทด์ของไพรเมอร์ ยนี ขนาด และอุณหภูมิที่
จ าเพาะเจาะจงกบัไพรเมอรข์องสตัวเ์ป้าหมายทัง้ 5 ชนิด 

ช่ือไพรเมอร ์ ล าดบันิวคลีโอไทดไ์พรเมอร ์(5’          3’) 
ยีน 

(Gene) 

ขนาด 

 (คู่เบส) 

Tm 

(°C) 

Goat-specific 1 

Universal COI 

F: ATCCTCCTGCTCGCAACAATG 

R: CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA COI 329 68.8 

Duck-specific 1 

Universal COI 

F: GCTGGTGTCTCCTCCATCCTC 

R: CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA COI 350 67.1 

Dog-specific 1 

Universal COI 

F: GACCTTACAATTTTCTCCTTACACTTAGCC 

R: CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA COI 377 66.5 

Buffalo-specific1 

Universal COI 

F: CCACGCAGGAGCTTCG 

R: CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA COI 396 68.2 

Sheep-specific 1 

Universal COI 

F: ACTTCTTCCCCCATCTTTCCTG 

R: CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA     COI 498 66.6 

 
  ทัง้นี้ก่อนท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะต้องมีการเตรียมตัวอย่าง โดยน า
ตวัอยา่งแช่ลงใน 1X Phosphate Buffered Saline (PBS Buffer) พเีอช 7.4 และให้ความร้อนที่
อุณหภมู ิ98 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2-3 นาท ีจากนัน้น าส่วนใสไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอโดยไม่
ผ่านการสกดัดเีอน็เอ เรยีกว่า วธิไีดเรค็พซีอีาร์ (Direct PCR) ซึ่งในขัน้แรกต้องมกีารทดสอบ
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1           2          3          4          5        6           7          8         9  

ประสทิธภิาพของไพรเมอร์โดยการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอด้วยวธิีเกรเดียนพซีอีาร์ด้วยอุณหภูม ิ
annealing ทัง้หมด 4 อุณหภูม ิได้แก่ 70 68 66 และ 64 องศาเซลเซยีส เพื่อทดสอบหา
อุณหภมูสิงูสุดที่ไพรเมอร์ทุกคู่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายได้อย่างจ าเพาะ
เจาะจงส าหรบัใช้ในการพฒันาชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ต่อไป ซึ่งผลการทดสอบ 
ไพรเมอรท์ ัง้ 5 คู่เป็นดงันี้ 

  3.1.1 ผลการทดสอบไพรเมอรแ์พะ (Goat-specific primer) 

ผลการทดสอบไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะเจาะจงกบัแพะดว้ยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์พบว่า 
ไพรเมอรด์งักล่าว สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของแพะได้ 4 อุณหภูม ิคอื อุณหภูม ิannealing 
ที ่70 68 66 และ 64 องศาเซลเซยีส โดยใหแ้ถบดเีอน็เอ ขนาด 329 คู่เบส ตามทีค่าดหวงัไว ้ดงั
แสดงในรูปที่ 17 แสดงว่า ไพรเมอร์ที่ออกแบบสามารถเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอในช่วงอุณหภูม ิ
annealing ทีเ่ลอืกใชไ้ดแ้ละสามารถน าไปใชใ้นการศกึษาขัน้ถดัไปได ้ซึง่อุณหภมูทิีแ่ถบดเีอน็เอ
มคีวามเขม้มากที่สุด คอื อุณหภูม ิ64 องศาเซลเซยีส และอุณหภูมทิี่แถบดเีอน็เอมคีวามจาง
มากทีสุ่ด คอื อุณหภมู ิ70 องศาเซลเซยีส ส่วนชุดควบคุมลบ (Negative control) ทดสอบเพื่อ
ตรวจสอบว่าองค์ประกอบของสารเคมทีี่ใช้ในปฏกิิรยิาพซีอีาร์มกีารปนเป้ือนจากดเีอ็นเอที่ไม่
เกีย่วขอ้งหรอืไม่ โดยผลการทดสอบ พบวา่ ชุดควบคุมลบไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ แสดงว่า ไม่มี
การปนเป้ือนดเีอน็เอทีไ่ม่เกีย่วขอ้งในสารเคมทีีใ่ชใ้นการทดสอบไพรเมอร ์

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 17 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของแพะด้วยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์
โดยช่อง 1 คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 2 คอื อุณหภูม ิ70 °C 3 คอื ชุด
ควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ70 °C 4 คอื อุณหภมู ิ68 °C 5 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ68 °C 
6 คอื อุณหภูม ิ66 °C 7 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ66 °C 8 คอื อุณหภูม ิ64 °C และ      
9 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ64 °C 

500 bp 

329 bp : แพะ 
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 3.1.2 ผลการทดสอบไพรเมอรเ์ป็ด (Duck-specific primer) 

ผลการทดสอบไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะเจาะจงกบัเป็ดดว้ยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร์ พบว่า 
ไพรเมอรด์งักล่าว สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของเป็ดได้ 3 อุณหภูม ิคอื อุณหภูม ิannealing 
ที่ 68 66 และ 64 องศาเซลเซยีส ตามล าดบั โดยให้แถบดเีอน็เอ ขนาด 350 คู่เบส ตามที่
คาดหวงัไว ้ดงัแสดงในรปูที ่18 ซึง่อุณหภมูทิีแ่ถบดเีอน็เอมคีวามเขม้มากที่สุด คอื อุณหภูม ิ64 
องศาเซลเซยีส และอุณหภมูทิีแ่ถบดเีอน็เอมคีวามจางมากทีสุ่ด คอื อุณหภมู ิ68 องศาเซลเซยีส 
ส่วนชุดควบคุมลบ (Negative control) ทดลองเพื่อตรวจสอบวา่องคป์ระกอบของสารเคมทีี่ใช้ใน
ปฏกิริยิาพซีอีารม์กีารปนเป้ือนจากดเีอน็เอทีไ่ม่เกีย่วขอ้งหรอืไม่ โดยผลการทดสอบ พบว่า ชุด
ควบคุมลบไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ แสดงวา่ ไม่มกีารปนเป้ือนดเีอน็เอที่ไม่เกี่ยวขอ้งในสารเคมทีี่
ใชใ้นการทดสอบไพรเมอร ์

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 18 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของเป็ดด้วยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์
โดยช่อง 1 คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 2 คอื อุณหภูม ิ70 °C 3 คอื ชุด
ควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ70 °C 4 คอื อุณหภมู ิ68 °C 5 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ68 °C, 
6 คอื อุณหภูม ิ66 °C 7 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ66 °C 8 คอื อุณหภูม ิ64 °C และ      
9 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ64 °C 

 

 

 

 

 

1         2        3         4         5         6        7         8         9  

500 bp 
350 bp : เป็ด 
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 3.1.3 ผลการทดสอบไพรเมอรส์นัุข (Dog-specific primer) 

 ผลการทดสอบไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะเจาะจงกบัสุนขัดว้ยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์พบวา่ 
ไพรเมอร์ดงักล่าว สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสุนัขได้ทัง้ 4 อุณหภูมิ คือ อุณหภูม ิ
annealing ที่ 70 68 66 และ 64 องศาเซลเซยีส โดยให้แถบดเีอน็เอ ขนาด 377 คู่เบส ตามที่
คาดหวงัไว ้ดงัแสดงผลในรปูที ่19 ซึง่อุณหภมูทิีแ่ถบดเีอน็เอมคีวามเขม้มากที่สุด คอื อุณหภูม ิ
64 องศาเซลเซียส และอุณหภูมทิี่แถบดีเอน็เอมคีวามจางมากที่สุด คอื อุณหภูม ิ70 องศา-
เซลเซยีส ส่วนชุดควบคุมลบ (Negative control) ทดลองเพื่อตรวจสอบว่าองค์ประกอบของ
สารเคมีที่ใช้ในปฏกิิรยิาพซีีอาร์มีการปนเป้ือนจากดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวข้องหรือไม่ โดยผลการ
ทดสอบ พบว่า ชุดควบคุมลบไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ แสดงว่า ไม่มีการปนเป้ือนดเีอน็เอที่ไม่
เกีย่วขอ้งในสารเคมทีีใ่ชใ้นการทดสอบไพรเมอร ์

 

 

 

 

 

รปูท่ี 19 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสุนัขด้วยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์
โดยช่อง 1 คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 2 คอื อุณหภูม ิ70 °C 3 คอื ชุด
ควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ70 °C 4 คอื อุณหภมู ิ68 °C 5 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ68 °C 
6 คอื อุณหภูม ิ66 °C 7 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ66 °C 8 คอื อุณหภูม ิ64 °C และ      
9 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ64 °C 

 

 

 

 

 

 

1           2          3         4          5         6          7         8         9  

500 bp 
377 bp : สุนขั 
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 3.1.4 ผลการทดสอบไพรเมอรค์วาย (Buffalo-specific primer) 

 ผลการทดสอบไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงกบัควายด้วยวธิีเกรเดียนพีซีอาร ์
พบว่า ไพรเมอร์ดงักล่าวสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอของควายได้ทัง้ 4 อุณหภูมิ คอื อุณหภูม ิ
annealing ที่ 70 68 66 และ 64 องศาเซลเซยีส โดยให้แถบดเีอน็เอ ขนาด 396 คู่เบสตามที่
คาดหวงัไว ้ดงัแสดงในรปูที ่20 ซึง่อุณหภมูทิีแ่ถบดเีอน็เอมคีวามเขม้มากที่สุด คอื อุณหภูม ิ64 
องศาเซลเซยีส และอุณหภมูทิีแ่ถบดเีอน็เอมคีวามจางมากทีสุ่ด คอื อุณหภมู ิ70 องศาเซลเซยีส 
ส่วนชุดควบคุมลบ (Negative control) ทดลองเพื่อตรวจสอบวา่องคป์ระกอบของสารเคมทีี่ใช้ใน
ปฏกิริยิาพซีอีารม์กีารปนเป้ือนจากดเีอน็เอทีไ่ม่เกีย่วขอ้งหรอืไม่ โดยผลการทดสอบ พบว่า ชุด
ควบคุมลบไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ แสดงวา่ ไม่มกีารปนเป้ือนดเีอน็เอที่ไม่เกี่ยวขอ้งในสารเคมทีี่
ใชใ้นการทดสอบไพรเมอร ์

 

  

 

 

 

รปูท่ี 20 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของควายด้วยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์
โดยช่อง 1 คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 2 คอื อุณหภูม ิ70 °C 3 คอื ชุด
ควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ70 °C 4 คอื อุณหภมู ิ68 °C 5 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ68 °C 
6 คอื อุณหภูม ิ66 °C 7 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ66 °C 8 คอื อุณหภูม ิ64 °C และ      
9 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ64 °C 

 

 

 

 

 

 

1           2          3           4          5          6          7         8           9  

500 bp 

100 bp 

396 bp : ควาย 
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 3.1.5 ผลการทดสอบไพรเมอรแ์กะ (Sheep-specific primer) 

 ผลการทดสอบไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะเจาะจงกบัแกะดว้ยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร์ พบว่า 
ไพรเมอรด์งักล่าว สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของแกะไดท้ ัง้ 4 อุณหภมู ิคอื อุณหภูม ิannealing ที ่
70 68 66 และ 64 องศาเซลเซยีส โดยให้แถบดเีอน็เอ ขนาด 498 คู่เบสตามที่คาดหวงัไว ้ดงั
แสดงในรปูที ่21 ซึง่อุณหภมูทิีแ่ถบดเีอน็เอมคีวามเขม้มากทีสุ่ด คอื อุณหภมู ิ64 องศาเซลเซยีส 
ส่วนอุณหภูมทิี่แถบดเีอน็เอมคีวามจางมากที่สุด คอื อุณหภูม ิ70 องศาเซลเซยีส และส่วนชุด
ควบคุมลบ (Negative control) ทดลองเพื่อตรวจสอบว่าองค์ประกอบของสารเคมีที่ใช้ใน
ปฏกิริยิาพซีอีารม์กีารปนเป้ือนจากดเีอน็เอทีไ่ม่เกีย่วขอ้งหรอืไม่ โดยผลการทดสอบ พบว่า ชุด
ควบคุมลบไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ แสดงวา่ ไม่มกีารปนเป้ือนดเีอน็เอที่ไม่เกี่ยวขอ้งในสารเคมทีี่
ใชใ้นการทดสอบไพรเมอร ์

 

        

 

 

 

รปูท่ี 21 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของแกะด้วยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์
โดยช่อง 1 คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 2 คอื อุณหภูม ิ70 °C 3 คอื ชุด
ควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ70 °C 4 คอื อุณหภมู ิ68 °C 5 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ68 °C 
6 คอื อุณหภูม ิ66 °C 7 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ66 °C 8 คอื อุณหภูม ิ64 °C และ      
9 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ64 °C 

  ส าหรบัผลการทดสอบหาอุณหภมูทิีเ่หมาะสมโดยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์(Gradient 
PCR primer test) ของไพรเมอรท์ ัง้ 5 คู่ในการศกึษาครัง้นี้ สามารถสรุปได้ดงัตารางที่ 12 โดย
อุณหภมู ิannealing ทีส่งูทีสุ่ดทีส่ามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายไดทุ้กชนิดและให้
ความเขม้ของแถบดเีอน็เอที่สามารถมองเหน็ได้ชดัเจนพบว่า คอื อุณหภูม ิ66 องศาเซลเซยีส 
ดงันัน้อุณหภูม ิannealing ที่ได้จากการทดสอบในขัน้นี้จะถูกน าไปใช้ในการพฒันาชุดทดสอบ
มลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารต่์อไป 

 

1          2          3           4          5          6          7         8           9  

500 bp

 

 

 

 

 

 

 

p 

421 bp 

498 bp : แกะ 
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         12                             หมาะ  โดยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์(Gradient PCR 
primer test)                 5     โดยสญัลกัษณ์ +++ คือ แถบดเีอ็นเอมีความเข้มมาก        
++ คอื แถบดเีอน็เอมคีวามเขม้ปานกลาง + คอื แถบดเีอน็เอจาง และ – คอื ไม่ปรากฏแถบ     
ดเีอน็เอ 

ไพรเมอร ์ อุณหภมู ิannealing  (ºC) 

64 66 68 70 

Goat-specific primer 1 +++ ++ ++ + 

Duck-specific primer 1 +++ ++ + - 

Dog-specific primer 1 +++ ++ ++ + 

Buffalo-specific primer 1 +++ ++ ++ + 

Sheep-specific primer 1 +++ ++ ++ + 

 
3.2  การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรด้์วยวิธีซิงเกิลเพลก็ซพี์ซีอาร ์(Primer-
singleplex specificity test)   

 วตัถุประสงคข์องการศกึษาครัง้นี้กเ็พื่อทดสอบวา่ไพรเมอร์ที่ออกแบบและใช้ใน
การศกึษาครัง้นี้ทุกคู่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดจ้ าเพาะเจาะจงกบัดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมาย
หรอืไม่ ซึ่งท าได้โดยน าไพรเมอร์แต่ละคู่ไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสตัวจ์ านวน 15 ชนิด ซึ่ง
แบ่งเป็นสตัวเ์ป้าหมาย 5 ชนิด ไดแ้ก่ สุนขั (Canis lupus familiaris) เป็ด (Anas platyrhynchos) 
แพะ (Capra hircus) ควาย (Bubalus bubalis) และแกะ (Ovis aries) รวมถึงดเีอน็เอของสตัว์
ชนิดอื่นๆทีน่ิยมน ามาประกอบอาหารหรอืทีม่กีารวางจ าหน่ายตามทอ้งตลาดอกีจ านวน 10 ชนิด 
ได้แก่ จระเข ้(Crocodylus siamensis) นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) ม้า (Equus ferus 
caballus) หมู (Sus scrofa domestica) ไก่ (Gallus gallus) ววั (Bos Taurus) กบ 
(Hoplobatrachus rugulosus) กระรอก (Callosciurus finlaysonii) กวาง (Rusa timorensis) 
และมนุษย ์(Homo sapiens)  โดยทดสอบตามขัน้ตอนที่อธบิายในหวัขอ้ที่ 2.1.3-2.1.4 ทัง้นี้
เลอืกใช้อุณหภูม ิannealing ที่ 66 องศาเซลเซยีส ซึ่งเป็นอุณหภูมทิี่ได้จากการทดสอบในขัน้
เกรเดยีนพซีอีาร ์ซึง่หากผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรค์ู่ใดทีใ่หผ้ลไม่จ าเพาะ
เจาะจงกบัดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมาย จะต้องท าการออกแบบไพรเมอร์คู่นัน้ใหม่ แต่ถ้าผลการ
ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรท์ ัง้ 5 คู่ ใหผ้ลการทดสอบโดยไพรเมอร์ทุกคู่สามารถ
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เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดเ้ฉพาะสตัวเ์ป้าหมาย กส็ามารถน าไพรเมอร์ดงักล่าวไปใช้ในการทดสอบ
หาสภาวะทีเ่หมาะสมในการท าปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารข์ ัน้ต่อไป 
 
 3.2.1 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรแ์พะ 
  ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์แพะด้วยวธิซีิงเกิลเพล็กซ์   
พซีอีาร์ ปรากฏแถบดเีอน็เอเฉพาะจากดเีอน็เอของแพะ ขนาด 329 คู่เบส (รูปที่ 22 ช่อง 1) 
ตามที่คาดหวงัไว ้และไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอของสตัวช์นิดอื่น (รูปที่ 22 ช่อง 2-15) แสดงว่า 
ไพรเมอรท์ีอ่อกแบบสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้จ าเพาะเจาะจงกบัดเีอน็เอของแพะเท่านัน้ 
ส าหรบัผลของชุดควบคุมลบ (Negative control) พบว่า ชุดควบคุมลบไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ 
แสดงว่า ไม่มีการปนเป้ือนดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวขอ้งในสารเคมทีี่ใช้ในการทดสอบความจ าเพาะ
เจาะจงของไพรเมอรด์ว้ยวธิซีงิเกลิเพลก็ซพ์ซีอีาร์ 
 

 
 
รปูท่ี 22 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์แพะด้วยวธิี
ซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์ โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื แพะ 
(Capra hircus) 2 คอื เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื สุนัข (Canis lupus familiaris) 4 คอื 
ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื นกกระจอกเทศ (Struthio camelus)    
7 คอื ววั (Bos primigenius) 8 คอื หมู (Sus scrofa domestica) 9 คอื ม้า (Equus ferus 
caballus) 10 คอื ไก่ (Gallus gallus) 11 คอื กระรอก (Callosciurus finlaysonii) 12 คอื กบ 
(Hoplobatrachus rugulosus) 13 คอื จระเข ้(Crocodylus siamensis) 14 คอื กวาง (Rusa 
timorensis) 15 คอื มนุษย ์(Homo sapiens) และ N ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 
 
 

 M       1       2      3        4       5       6       7      8       9       10     

329 bp : แพะ 

     M  11     12     13     14     15        N 

500 bp 
100 bp 

500 bp 
100 bp 
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 3.2.2 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรเ์ป็ด 
 ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์เป็ดด้วยวธิีซิงเกิลเพล็กซ ์  

พซีอีาร์ ปรากฏแถบดเีอน็เอเฉพาะจากดเีอน็เอของเป็ด ขนาด 350 คู่เบส (รูปที่ 23 ช่อง 2) 
ตามทีค่าดหวงัไว ้และไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอของสตัวช์นิดอื่น (รปูที ่23 ช่อง 1 และ 3-15) แสดง
วา่ ไพรเมอรท์ีอ่อกแบบสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดจ้ าเพาะเจาะจงกบัดเีอน็เอของเป็ดเท่านัน้ 
ส าหรบัผลของชุดควบคุมลบ (Negative control) พบว่า ชุดควบคุมลบไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ 
แสดงว่า ไม่มีการปนเป้ือนดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวขอ้งในสารเคมทีี่ใช้ในการทดสอบความจ าเพาะ
เจาะจงของไพรเมอรด์ว้ยวธิซีงิเกลิเพลก็ซพ์ซีอีาร ์

 

 

รปูท่ี 23 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์เป็ดด้วยวธิ ี 
ซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์ โดยช่อง (ช่อง) M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื 
แพะ (Capra hircus) 2 คอื เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื สุนัข (Canis lupus familiaris)    
4 คอื ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื นกกระจอกเทศ (Struthio 
camelus) 7 คอื ววั (Bos Taurus) 8 คอื หมู (Sus scrofa domestica) 9 คอื ม้า (Equus ferus 
caballus) 10 คอื ไก่ (Gallus gallus) 11 คอื กระรอก (Callosciurus finlaysonii) 12 คอื กบ 
(Hoplobatrachus rugulosus) 13 คอื จระเข ้(Crocodylus siamensis) 14 คอื กวาง (Rusa 
timorensis) 15 คอื มนุษย ์(Homo sapiens) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

 

 

 

 

 M       1       2     3  4       5       6       7       8       9     10      

500 bp 
350 bp : เป็ด 

   M     11      12    13     14     15      N 
100 bp 

500 bp 
200 bp 

100 bp 
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 3.2.3 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรส์นัุข 
 ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์สุนัขด้วยวธิีซงิเกิลเพล็กซ ์ 

พซีอีาร์ ปรากฏแถบดเีอน็เอเฉพาะจากดเีอน็เอของสุนัข ขนาด 377 คู่เบส (รูปที่ 24 ช่อง 3) 
ตามที่คาดหวงัไว ้และไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอของสตัวช์นิดอื่น (รูปที่ 24 ช่อง 1-2 และ 4-15) 
แสดงวา่ ไพรเมอรท์ีอ่อกแบบสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดจ้ าเพาะเจาะจงกบัดเีอน็เอของสุนัข
เท่านัน้ ส าหรบัผลของชุดควบคุมลบ (Negative control) พบว่า ชุดควบคุมลบไม่ปรากฏแถบ   
ดีเอ็นเอ แสดงว่า ไม่มีการปนเป้ือนดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวข้องในสารเคมีที่ใช้ในการทดสอบ
ความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรด์ว้ยวธิซีงิเกลิเพลก็ซพ์ซีอีาร ์

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 24 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์สุนัขด้วยวธิี
ซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์ โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื แพะ 
(Capra hircus) 2 คอื เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื สุนัข (Canis lupus familiaris) 4 คอื 
ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื นกกระจอกเทศ (Struthio camelus)    
7 คอื ววั (Bos Taurus) 8 คอื หมู (Sus scrofa domestica) 9 คอื ม้า (Equus ferus caballus) 
10 คือ ไก่ (Gallus gallus) 11 คือ กระรอก (Callosciurus finlaysonii) 12 คือ กบ 
(Hoplobatrachus rugulosus) 13 คอื จระเข ้(Crocodylus siamensis) 14 คอื กวาง (Rusa 
timorensis) 15 คอื มนุษย ์(Homo sapiens) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

 

 
 

 M        1      2        3   4       5        6       7       8       9     10    

500 bp 

   M      11     12     13      14     15     16      N 

377 bp : สุนขั 

500 bp 

100 bp 

100 bp 
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 3.2.4 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรค์วาย 
  ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ควายด้วยวธิซีงิเกลิเพลก็ซ ์ 
พซีอีาร์ ปรากฏแถบดเีอน็เอเฉพาะจากดเีอน็เอของควาย ขนาด 396 คู่เบส (รูปที่ 25 ช่อง 4) 
ตามที่คาดหวงัไว ้และไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอของสตัวช์นิดอื่น (รูปที่ 25 ช่อง 1-3 และ 5-15) 
แสดงว่า ไพรเมอร์ที่ออกแบบสามารถเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอได้จ าเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอของ
ควายเท่านัน้ ส าหรบัผลของชุดควบคุมลบ (Negative control) พบว่า ชุดควบคุมลบไม่ปรากฏ
แถบดเีอน็เอ แสดงว่า ไม่มกีารปนเป้ือนดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวข้องในสารเคมทีี่ใช้ในการทดสอบ
ความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรด์ว้ยวธิซีงิเกลิเพลก็ซพ์ซีอีาร ์

  

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

รปูท่ี 25 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ควายด้วยวธิี
ซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์ โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื แพะ 
(Capra hircus) 2 คอื เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื สุนัข (Canis lupus familiaris) 4 คอื 
ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื นกกระจอกเทศ (Struthio camelus)    
7 คอื ววั (Bos Taurus) 8 คอื หมู (Sus scrofa domestica) 9 คอื ม้า (Equus ferus caballus) 
10 คือ ไก่ (Gallus gallus) 11 คือ กระรอก (Callosciurus finlaysonii) 12 คือ กบ 
(Hoplobatrachus rugulosus) 13 คอื จระเข ้(Crocodylus siamensis) 14 คอื กวาง (Rusa 
timorensis) 15 คอื มนุษย ์(Homo sapiens) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

 

 

    M 1        2       3     4        5        6        7       8        9      10 

       M     12     13     14      15       N 

500 bp 

100 bp 

500 bp 

100 bp 

396 bp : ควาย 
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 3.2.5 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรแ์กะ 
  ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์แกะด้วยวธิีซงิเกลิเพล็กซ ์ 
พซีอีาร์ ปรากฏแถบดเีอน็เอเฉพาะจากดเีอน็เอของแกะ ขนาด 498 คู่เบส (รูปที่ 26 ช่อง 5) 
ตามที่คาดหวงัไว ้และไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอของสตัวช์นิดอื่น (รูปที่ 26 ช่อง 1-4 และ 6-15) 
แสดงวา่ ไพรเมอรท์ีอ่อกแบบสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดจ้ าเพาะเจาะจงกบัดเีอน็เอของแกะ
เท่านัน้ ส าหรบัผลของชุดควบคุมลบ (Negative control) พบว่า ชุดควบคุมลบไม่ปรากฏแถบ   
ดีเอ็นเอ แสดงว่า ไม่มีการปนเป้ือนดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวข้องในสารเคมีที่ใช้ในการทดสอบ
ความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรด์ว้ยวธิซีงิเกลิเพลก็ซพ์ซีอีาร ์  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

รปูท่ี 26 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์แกะด้วยวธิ ี 
ซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์ โดยช่อง (ช่อง) M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื 
แพะ (Capra hircus) 2 คอื เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื สุนัข (Canis lupus familiaris)    
4 คอื ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื นกกระจอกเทศ (Struthio 
camelus) 7 คอื ววั (Bos Taurus) 8 คอื หมู (Sus scrofa domestica) 9 คอื ม้า (Equus ferus 
caballus) 10 คอื ไก่ (Gallus gallus) 11 คอื กระรอก (Callosciurus finlaysonii) 12 คอื กบ 
(Hoplobatrachus rugulosus) 13 คอื จระเข ้(Crocodylus siamensis) 14 คอื กวาง (Rusa 
timorensis) 15 คอื มนุษย ์(Homo sapiens) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

จากผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์จ านวน 5 คู่ ในการเพิม่ปรมิาณดี
เอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายทัง้ 5 ชนิด พบวา่ ไพรเมอร์ทุกคู่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสตัว์
เป้าหมายดว้ยการท าปฏกิริยิาพซีอีารไ์ด้อย่างจ าเพาะเจาะจง รวมถึงแถบดเีอน็เอที่ได้จากสตัว์
แต่ละชนิดมคีวามเขม้ ดงันัน้ไพรเมอร์ทัง้ 5 คู่ จงึเหมาะสมในการน าไปใช้พฒันาชุดทดสอบ
มลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารเ์พื่อตรวจสอบและระบุชนิดของเนื้อสตัวเ์ป้าหมาย 5 ชนิดข ัน้ต่อไป 

M       1        2       3     4        5        6        7        8         9      10    

498 bp : แกะ 

  M      11      12     13      14      15      16      N 

500 bp 

100 bp 

500 bp 

100 bp 
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3.3  ผลการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยามลัติเพลก็ซ์ไดเรค็พีซีอาร ์

(Optimization of multiplex-direct PCR) 

 การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการท าปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์
ท าได้โดยใส่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงกบัสัตว์เป้าหมายทัง้ 5 คู่ลงไปในปฏิกิริยา และหา    
สภาวะการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม เพื่อเพิ่มปรมิาณดเีอน็เอของสตัว์เป้าหมายทัง้ 5 
ชนิดพรอ้มกนัในการท าปฏกิริยิาเพยีงครัง้เดยีว โดยไม่ผ่านการสกดัดเีอน็เอซึง่ผลทีค่าดหวงัของ
การพฒันาชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารจ์ะตอ้งปรากฏแถบดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายทัง้ 
5 ชนิดตามขนาดทีค่าดหวงั ทัง้นี้การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการท าปฏกิริยิาสามารถปรบัเปลี่ยน
สภาวะต่างๆได ้เช่น ปรบัเปลีย่นความเขม้ขน้ของไพรเมอร์ ปรบัจ านวนรอบในการท าปฏกิริยิา
พซีอีาร์ ปรบัอุณหภูม ิannealing ของปฏกิริยิาพซีอีาร์ หรอืปรบัความเขม้ขน้ของแมกนีเซยีม 
เป็นตน้  

 การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการท าปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร ์
ครัง้ที่ 1 ใช้สารเคมใีนการท าปฏกิริยิาเช่นเดยีวกบัวธิซีงิเกลิเพลก็ซ์พีซอีาร์ดงัแสดงในหวัข้อ 
2.1.3-2.1.4 และใชไ้พรเมอรจ์ าเพาะเจาะจงทัง้หมด 5 คู่ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 ไมโครโมลาร ์โดยใช้
อุณหภมู ิannealing ที ่66 องศาเซลเซยีส ซึง่เป็นอุณหภมูทิีไ่พรเมอร์ทุกคู่สามารถเพิม่ปรมิาณ 
ดเีอน็เอและใหแ้ถบผลผลติพซีอีารท์ีม่คีวามชดัเจนในการทดสอบด้วยเกรเดยีนพซีอีาร์ จากนัน้
น าผลผลิตพีซีอาร์ไปตรวจสอบและแยกแถบดีเอ็นเอด้วย 2% เจลอะกาโรส ผลการศึกษา 
ปรากฏแถบดเีอน็เอจ านวน 2 แบน จากจ านวนทีค่าดหวงัทัง้หมด 5 แบนส าหรบัสตัวเ์ป้าหมาย 
5 ชนิด (รปูที ่27 ช่อง 6) โดยปรากฏแถบดเีอน็เอทีไ่ม่สามารถระบุไดว้า่เป็นชิน้ส่วนดเีอน็เอของ
สตัวช์นิดใด โดยแถบดเีอน็เอแรกอยู่ในช่วงขนาด 329-350 คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดผลผลติพซีอีาร์
ระหวา่งของแพะและเป็ด ส่วนอกีแถบดเีอน็เอมขีนาดอยู่ระหว่าง 377-396 คู่เบส ซึ่งเป็นขนาด
ผลผลติพซีอีารร์ะหวา่งของสุนขั และควาย ทัง้นี้แถบดเีอน็เอดงักล่าวอาจเกดิจากการซอ้นทบักนั
ของผลผลติพซีอีารจ์ากชิน้ส่วนดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายมากกวา่ 1 ชนิดที่มขีนาดใกล้เคยีงกนั 
ทัง้นี้อาจเป็นผลมาจากการใชค้วามเขม้ขน้ของเจลทีน้่อยเกนิไป จงึท าให้เจลมรีูพรุนขนาดใหญ่
ส่งผลใหช้ิน้ส่วนของดเีอน็เอทีม่ขีนาดใกลเ้คยีงกนั ต่างกว็ิง่ผ่านรพูรุนภายในเจลไดอ้ย่างรวดเรว็ 
จงึไม่เกดิการแยกของชิน้ส่วนดเีอน็เอแต่ละแบน (Arnott et al. 1974) ส่วนแถบดเีอน็เอของแกะ 
ขนาด 498 คู่เบส ไม่สามารถเพิม่ปรมิาณและตรวจสอบไดใ้นการทดสอบครัง้นี้ ซึง่อาจเป็นผลมา
จากขนาดผลผลติพซีอีารท์ีใ่หญ่เกนิไปท าให้สารเคมทีี่ใช้ในการท าปฎิกริยิาไม่เพยีงพอส าหรบั
การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายชนิดนัน้ นอกจากนี้ผลการศกึษาไม่พบแถบดเีอน็เอ
ในชุดควบคุมผลลบ นัน่คอื ไม่มกีารปนเป้ือนดเีอน็เอที่ไม่เกี่ยวขอ้งในสารเคมทีี่ใช้ในปฏกิริยิา
มลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร ์ 
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รูปท่ี 27 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา

มลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ ครัง้ที่ 1 โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder)     

1 คอื แพะ (Capra hircus) 2 คอื เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื สุนัข (Canis lupus 

familiaris) 4 คอื ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื Pre PCR solution

รวม (สุนขั เป็ด แพะ ควาย และแกะ) และ N ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

 การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา
มลัติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ครัง้ถัดไป จึงท าการทดลองเหมือนครัง้แรกแต่ปรบัเปลี่ยนความ
เขม้ขน้ของเจลอะกาโรส จาก 2% เจลอะกาโรส เป็น 4% เจลอะกาโรส เพื่อให้แถบดเีอน็เอที่
ซอ้นทบักนัสามารถแยกออกจากกนัได้ในขัน้ตอนการตรวจสอบแถบดเีอน็เอด้วยเทคนิคอเิลก็-
โทรโฟรซีสี ผลการศกึษา ยงัคงปรากฏแถบดเีอน็เอจ านวน 2 แบนเช่นเดยีวกบัผลการทดสอบ
ก่อนหน้านี้ คอื ปรากฏแถบดเีอน็เอในช่วงขนาด 329-350 คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดผลผลติพซีอีาร์
ระหวา่งของแพะและเป็ด ส่วนอกีแบนมขีนาดอยูร่ะหวา่ง 377-396 คู่เบส ทีย่งัคงไม่สามารถระบุ
ไดว้า่เป็นแถบดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายชนิดใด ดงัแสดงในรปูที ่28 

  
 

 

 

รปูท่ี 28 4% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา

มลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ ครัง้ที่ 2 โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder)    

1 คอื แพะ (Capra hircus) 2 คอื เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื สุนัข (Canis lupus 

familiaris) 4 คอื ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื Pre PCR solution

รวม (สุนขั เป็ด แพะ ควาย และแกะ) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

  M    1    2          3           4          5   6    N 

500 bp 

M 1   2   3    4     5          6     N 
500 bp 

329 bp 
350 bp 

377 bp 396 bp 
498 bp 

329 bp 
350 bp 377 bp 396 bp 

498 bp 

100 bp 

100 bp 

ไมส่ามารถแยกได้ 

ไมส่ามารถแยกได้ 
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 การศกึษาถัดไปจึงท าการปรบัเปลี่ยนชนิดของเจลอะกาโรส ในขัน้ตอนการ

ตรวจสอบและแยกแถบดเีอน็เอดว้ยเทคนิคอเิลก็โทรโฟรซีสีจาก 4% เจลอะกาโรส เป็น 2% low 

electroendosmosis agarose ผลการศกึษา ปรากฏแถบดเีอน็เอจ านวน 3 แบนจากจ านวน     

5 แบน แต่ยงัคงไม่สามารถระบุไดว้า่เป็นแถบดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายชนิดใด เนื่องจากแถบ    

ดเีอน็เอที่ปรากฎทัง้ 3 แบนมขีนาดใกล้เคยีงกนัมาก (รูปที่ 29 ช่อง 6) ซึ่งผลการศกึษาครัง้นี้

แสดงให้เห็นว่าการเปลี่ยนชนิดของเจลจากเจลอะกาโรส มาเป็นเจลอะกาโรสชนิด Low 

Electroendosmosis (LE) สามารถแยกชิน้ส่วนดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายได้จากเดมิที่สามารถ

แยกไดเ้พยีง 2 แบนเพิม่ขึน้เป็น 3 แบน ซึง่เจลอะกาโรสชนิด LE เป็นเจลทีม่คี่า resolution หรอื

ค่าความละเอยีดในการแสดงผลของภาพสงูกวา่เจลอะกาโรสแบบเดมิ ทัง้นี้เนื่องจากเจลอะกา-

โรสเป็นเจลที่มอีนุภาคของประจุลบอื่นๆเจอืปน อย่างเช่น ไพรูเวทและซลัเฟต ซึ่งเมื่อปล่อย

กระแสไฟฟ้าเขา้ไปอนุภาคเหล่านี้จะจบักบัแคทไออนและเคลื่อนทีไ่ปทางประจุลบซึง่เป็นทศิทาง

ที่สวนทางกบัการเคลื่อนที่ของโมเลกุลดีเอ็นเอ ท าให้การแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอเกิดได้ช้าลง 

เรียกว่า ปรากฏการณ์ electroendosmosis ดงันัน้การเลอืกใช้เจลที่มีการเกิดปรากฏการณ์

ดงักล่าวได้น้อยอย่างเจลอะกาโรสชนิด LE จะช่วยให้สามารถแยกชิ้นส่วนดีเอน็เอได้ดีขึ้น      

(ศวิพร 2555) โดยเฉพาะชิน้ส่วนดเีอน็เอทีม่ขีนาดใกลเ้คยีงกนั แต่อยา่งไรกต็ามชิน้ส่วนดเีอน็เอ

ของแกะซึ่งมีผลผลติพีซอีาร์ที่คาดหวงัขนาด 498 คู่เบส กย็งัไม่สามารถเพิม่ปรมิาณได้ใน

ปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร์คร ัง้นี้ ซึ่งอาจมสีาเหตุมาจากขนาดชิ้นส่วนดเีอน็เอของแกะ

นัน้มขีนาดใหญ่ทีสุ่ด ท าใหส้ารเคมใีนการท าปฎกิริยิาพซีอีารต่์างๆทีม่อียูอ่ยา่งจ ากดัถูกใช้ไปกบั

การเพิม่ปรมิาณชิ้นส่วนดเีอน็เอที่มขีนาดสัน้กว่า (Innis and Gelfand 1999) ส่งผลให้ชิ้นส่วน   

ดเีอน็เอของแกะมโีอกาสเกดิผลผลติพซีอีาร์ได้น้อย ส่วนชิ้นส่วนดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายที่มี

ขนาดใกล้เคียงกนัที่ยงัระบุไม่ได้ว่าเป็นสตัว์ชนิดใด อาจเกิดจากชิ้นส่วนดีเอ็นเอของสตัว์

เป้าหมายทัง้ 4 ชนิดซอ้นทบักนั เนื่องจากชิ้นส่วนดเีอน็เอของสตัวท์ ัง้ 4 ชนิดมขีนาดใกล้เคยีง

กนั ท าใหไ้ม่สามารถแยกออกจากกนัไดช้ดัเจน 
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รปูท่ี 29 2% Low electroendosmosis agarose แสดงผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมใน

การท าปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ ครัง้ที่ 3 โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp 

DNA ladder) 1 คอื แพะ (Capra hircus) 2 คอื เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื สุนัข (Canis 

lupus familiaris) 4 คอื ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื Pre PCR 

solution รวม (สุนขั เป็ด แพะ ควาย และแกะ) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

  การศกึษาถดัไปจึงเพิม่ความเขม้ขน้ของไพรเมอร์แกะ จากเดมิความเข้มข้น   

0.5 ไมโครโมลาร์ เป็นความเขม้ข้น 1.5 และ 2 ไมโครโมลาร์ ตามล าดบั และใช้ 2% low 

electroendosmosis agarose ในการแยกแถบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีส              

ผลการศกึษาทีไ่ดเ้ป็นเช่นเดยีวกบัการศกึษาก่อนหน้านี้ (รูปที่ 30) นัน่คอื ปรากฏแถบดเีอน็เอ

จ านวน 3 แบน จากจ านวน 5 แบน แต่ยงัคงไม่สามารถระบุได้ว่าเป็นแถบดีเอน็เอของสตัว์

เป้าหมายชนิดใด ส่วนชิน้ส่วนดเีอน็เอของแกะ ขนาด 498 คู่เบส ยงัคงไม่สามารถเพิม่ปรมิาณ   

ดเีอน็เอไดใ้นปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารค์ร ัง้นี้เช่นเดยีว 

 ทัง้นี้เนื่องจากไพรเมอร์ของแกะไม่สามารถเพิม่ผลผลติพซีอีาร์ได้ และผู้วจิยั

เลง็เหน็ปญัหาวา่แถบดเีอน็เอของเป็ด ขนาด 350 คู่เบส แพะ ขนาด 329 คู่เบส และสุนัข ขนาด 

377 คู่เบส มขีนาดใกลเ้คยีงกนัมากเกนิไปยากต่อการแยกแถบดเีอน็เอดว้ยเทคนิคอเิลก็โทรโฟ-

รซีสิ ดงันัน้การศกึษาถดัไปจงึท าการออกแบบไพรเมอรส์ุนขั เป็ด แพะ และแกะใหม่ ดงัแสดงใน

ตารางที ่13 ทัง้นี้ไพรเมอรท์ีอ่อกแบบใหม่จะต้องน าไปทดสอบไพรเมอร์เพื่อหาอุณหภูมทิี่ไพร-

เมอรท์ุกคู่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้โดยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร์ รวมถึงทดสอบความจ าเพาะ

เจาะจงของไพรเมอร์ทัง้สามคู่ด้วยวธิซีงิเกลิเพลก็ซ์พซีีอาร์ก่อนน ามาท าปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซ์

ไดเรค็พซีอีาร ์ 

M 1          2           3         4          5 6 N 

500 bp 

329 bp 350 bp 377 bp 396 bp 
498 bp 

ไมส่ามารถแยกได้ 
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ตารางท่ี 13 แสดงล าดบันิวคลโีอไทดข์องไพรเมอรช์ุดเก่าและใหม่ทีใ่ช้ในการศกึษาหาสภาวะที่

เหมาะสมในการท าปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารใ์นการทดสอบครัง้เดยีว 

ช่ือไพรเมอร ์ ล าดบันิวคลีโอไทดไ์พรเมอร ์(5’          3’) 

ขนาด 

(คู่

เบส) 

Tm 

(°C) 

ไพรเมอรช์ุดเก่า 

   Goat-specific 1 

   Universal COI 

 

F:ATCCTCCTGCTCGCAACAATG 

R: CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 

 

329 

 

68.8 

71.3 

 

   Duck-specific 2 

   Universal COI 

F:GCTGGTGTCTCCTCCATCCTC 

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 
350 

66.0 

71.3 

   Dog-specific 1 

   Universal COI 

F:GACCTTACAATTTTCTCCTTACACTTAGCC 

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA 
377 

66.5 

71.3 

   Sheep-specific 1 

   Universal COI 

F: ACTTCTTCCCCCATCTTTCCTG 

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA     
498 

66.6 

71.3 

ไพรเมอรช์ุดใหม่ 

   Dog-specific 2 

   Universal COI 

 

F:GTTCTACTCTTACTATCCCTGCCTGTACTG  

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA     

 

230 

 

66.1 

71.3 

  Duck-specific 3 

   Universal COI 

F:CACTCTCACAATACCAAACCCCA                 

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA     
283 

67.1

71.3 

   Goat-specific 2 

   Universal COI 

F:TTTCCCTACACCTAGCAGGCA      

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA     
363 

66.0 

71.3 

   Sheep-specific 2 

   Universal COI 

F:GTTACTCCTAGCATCCTCTATGGTTGAG 

R:CCGAATGGTTCYTTTTTYCCYGAGTAGTA     
477 

66.1 

71.3 

 

  โดยผลการทดสอบไพรเมอร์ใหม่ พบว่า ไพรเมอร์สุนัขสามารถเพิ่มปรมิาณ     

ดเีอน็เอได ้3 อุณหภมู ิไดแ้ก่ 68 66 64 องศาเซลเซยีส โดยใหแ้ถบดเีอน็เอทีค่าดหวงัขนาด 230 

คู่เบส ไพรเมอรเ์ป็ด แพะ และแกะ สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้ 4 อุณหภูม ิได้แก่ 70 68 66 

64 องศาเซลเซยีส โดยใหแ้ถบดเีอน็เอที่คาดหวงัขนาด ขนาด 283 คู่เบส 363 และ 477 คู่เบส 
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ตามที่คาดหวงัไว ้ดงัแสดงในรูปที่ 30-33 แสดงว่า ไพรเมอร์ที่ออกแบบสามารถเพิม่ปรมิาณ    

ดเีอน็เอในช่วงอุณหภมู ิannealing ทีเ่ลอืกใช ้โดยไพรเมอรท์ ัง้ 4 คู่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ

ได้ในช่วงอุณหภูม ิannealing ที่ 64-68 องศาเซลเซยีส ซึ่งอุณหภูมทิี่แถบดเีอน็เอมคีวามเขม้

มากทีสุ่ด คอื อุณหภมู ิ64 องศาเซลเซยีส ส่วนอุณหภูมทิี่แถบดเีอน็เอมคีวามจางมากที่สุด คอื 

อุณหภูม ิ68 องศาเซลเซยีส ส่วนชุดควบคุมลบ (Negative control) ทดสอบเพื่อตรวจสอบว่า

องคป์ระกอบของสารเคมทีีใ่ชใ้นปฏกิริยิาพซีอีารม์กีารปนเป้ือนจากดเีอน็เอทีไ่ม่เกีย่วขอ้งหรอืไม่ 

โดยผลการทดสอบ พบว่า ชุดควบคุมลบไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ แสดงว่า ไม่มีการปนเป้ือน      

ดเีอน็เอทีไ่ม่เกีย่วขอ้งในสารเคมทีีใ่ชใ้นการทดสอบไพรเมอร ์

 

 

 

 

 

รปูท่ี 30 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสุนัขด้วยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์

โดยช่อง 1 คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 2 คอื อุณหภูม ิ70 °C 3 คอื ชุด

ควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ70 °C 4 คอื อุณหภมู ิ68 °C 5 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ68 °C, 

6 คอื อุณหภูม ิ66 °C 7 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ66 °C 8 คอื อุณหภูม ิ64 °C และ      

9 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ64 °C 
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รปูท่ี 31 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของเป็ดด้วยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์

โดยช่อง 1 คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 2 คอื อุณหภูม ิ70 °C 3 คอื ชุด

ควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ70 °C 4 คอื อุณหภมู ิ68 °C 5 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ68 °C, 

6 คอื อุณหภูม ิ66 °C 7 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ66 °C 8 คอื อุณหภูม ิ64 °C และ      

9 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ64 °C 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 32 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของแพะด้วยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์

โดยช่อง 1 คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 2 คอื อุณหภูม ิ70 °C 3 คอื ชุด

ควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ70 °C 4 คอื อุณหภมู ิ68 °C 5 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ68 °C, 

6 คอื อุณหภูม ิ66 °C 7 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ66 °C 8 คอื อุณหภูม ิ64 °C และ      

9 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ64 °C 
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รปูท่ี 33 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของแกะด้วยวธิเีกรเดยีนพซีอีาร ์

โดยช่อง 1 คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 2 คอื อุณหภูม ิ70 °C 3 คอื ชุด

ควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ70 °C 4 คอื อุณหภมู ิ68 °C 5 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ68 °C, 

6 คอื อุณหภูม ิ66 °C 7 คอื ชุดควบคุมผลลบที่อุณหภูม ิ66 °C 8 คอื อุณหภูม ิ64 °C และ      

9 คอื ชุดควบคุมผลลบทีอุ่ณหภมู ิ64 °C 

  ส าหรบัผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ชุดใหม่ด้วยวธิซีงิเกลิ-

เพล็กซ์พีซีอาร์ ไพรเมอร์สุนัขสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ขนาด 230 คู่เบส (รูปที่ 34)        

ไพรเมอรเ์ป็ดสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ ขนาด 283 คู่เบส (รูปที่ 35) ไพรเมอร์แพะสามารถ

เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ ขนาด 363 คู่เบส (รปูที ่36) และไพรเมอรแ์กะสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ 

ขนาด 477 คู่เบส (รูปที่ 37) ตามที่คาดหวงัไว้ โดยไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอของสตัวช์นิดอื่น 

แสดงวา่ ไพรเมอรท์ีอ่อกแบบสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดจ้ าเพาะเจาะจงกบัดเีอน็เอของสตัว์

เป้าหมายเท่านัน้ ส าหรบัผลของชุดควบคุมลบ (Negative control) พบว่า ชุดควบคุมลบไม่

ปรากฏแถบดีเอน็เอ แสดงว่า ไม่มีการปนเป้ือนดีเอ็นเอที่ไม่เกี่ยวขอ้งในสารเคมทีี่ใช้ในการ

ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอรด์ว้ยวธิซีงิเกลิเพลก็ซพ์ซีอีาร์ 

 

 

 

 

 

500 bp 

100 bp 

477 bp : แกะ 
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รปูท่ี 34 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์สุนัขด้วยวธิ ี

ซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์ โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื สุนัข 

(Canis lupus familiaris) 2 คือ เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื แพะ (Capra hircus)           

4 คอื ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื นกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus) 7 คอื ววั (Bos Taurus) 8 คอื หมู (Sus scrofa domestica) 9 คอื ม้า (Equus ferus 

caballus) 10 คอื ไก่ (Gallus gallus) 11 คอื กระรอก (Callosciurus finlaysonii) 12 คอื กบ 

(Hoplobatrachus rugulosus) 13 คอื จระเข ้(Crocodylus siamensis) 14 คอื กวาง (Rusa 

timorensis) 15 คอื มนุษย ์(Homo sapiens) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 
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230 bp : สุนขั 
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รปูท่ี 35 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์เป็ดด้วยวธิ ี

ซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์ โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื สุนัข 

(Canis lupus familiaris) 2 คือ เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื แพะ (Capra hircus)           

4 คือ ควาย (Bubalus bubalis) 5 คือ แกะ (Ovis aries) 6 คือ นกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus) 7 คอื ววั (Bos Taurus) 8 คอื หมู (Sus scrofa domestica) 9 คอื ม้า (Equus ferus 

caballus) 10 คอื ไก่ (Gallus gallus) 11 คอื กระรอก (Callosciurus finlaysonii) 12 คอื กบ 

(Hoplobatrachus rugulosus) 13 คอื จระเข ้(Crocodylus siamensis) 14 คอื กวาง (Rusa 

timorensis) 15 คอื มนุษย ์(Homo sapiens) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

  

 

 

 

 

 

 

283 bp : เป็ด 
500 bp 

100 bp 

500 bp 
100 bp 

 M      1       2     3       4       5       6     7       8       9       10     

   M     11      12      13     14      15      N 
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รปูท่ี 36 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์แพะด้วยวธิ ี

ซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์ โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื สุนัข 

(Canis lupus familiaris) 2 คือ เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื แพะ (Capra hircus)           

4 คอื ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื นกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus) 7 คอื ววั (Bos Taurus) 8 คอื หมู (Sus scrofa domestica) 9 คอื ม้า (Equus ferus 

caballus) 10 คอื ไก่ (Gallus gallus) 11 คอื กระรอก (Callosciurus finlaysonii) 12 คอื กบ 

(Hoplobatrachus rugulosus) 13 คอื จระเข ้(Crocodylus siamensis) 14 คอื กวาง (Rusa 

timorensis) 15 คอื มนุษย ์(Homo sapiens) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 
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363 bp : แพะ 
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รปูท่ี 37 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์แกะด้วยวธิ ี

ซงิเกลิเพลก็ซ์พซีอีาร์ โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื สุนัข 

(Canis lupus familiaris) 2 คือ เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื แพะ (Capra hircus)           

4 คอื ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื นกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus) 7 คอื ววั (Bos Taurus) 8 คอื หมู (Sus scrofa domestica) 9 คอื ม้า (Equus ferus 

caballus) 10 คอื ไก่ (Gallus gallus) 11 คอื กระรอก (Callosciurus finlaysonii) 12 คอื กบ 

(Hoplobatrachus rugulosus) 13 คอื จระเข ้(Crocodylus siamensis) 14 คอื กวาง (Rusa 

timorensis) 15 คอื มนุษย ์(Homo sapiens) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

 

 

 

 

 

 

 

M       1        2       3     4        5        6        7        8         9      10    

477 bp : แกะ 

  M      11      12     13      14      15      16      N 

500 bp 
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M   P 1      P2          P3         P4          P5           6         N 

477 bp : แกะ 

 หลงัจากทีเ่ปลีย่นมาใชไ้พรเมอรช์ุดใหม่ทัง้ 4 คู่ ไดแ้ก่ ไพรเมอร์สุนัข ไพรเมอร์

เป็ด ไพรเมอรแ์พะ และไพรเมอรแ์กะ และไดท้ าการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอโดยใส่ไพรเมอรท์ ัง้  5 คู่ 

ที่ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ ผลการศึกษา พบว่า ที่ 2% Low electroendosmosis 

agarose ปรากฏแถบดเีอน็เอครบทัง้ 5 แบน นัน่คอื แถบดเีอน็เอ ขนาด 230 283 363 396 และ 

477 คู่เบส ซึง่เป็นขนาดผลผลติพซีอีารข์องไพรเมอรส์ุนัข เป็ด แพะ ควาย และแกะ ตามล าดบั 

(รปูที ่38 ช่องที ่6) แต่อยา่งไรกต็ามแถบดเีอน็เอของแพะและแกะมลีกัษณะแบนที่จางกว่าแบน

ของสตัวเ์ป้าหมายชนิดอื่นๆ 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 38 2% Low electroendosmosis agarose แสดงผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมใน

การท าปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ ครัง้ที่ 4 โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp 

DNA ladder) P1 คอื ชุดควบคุมผลบวกของสุนัข (Canis lupus familiaris) P2 คอื ชุดควบคุม

ผลบวกของเป็ด (Anas platyrhynchos) P3 คอื ชุดควบคุมผลบวกของแพะ (Capra hircus)    

P4 คอื ชุดควบคุมผลบวกของควาย (Bubalus bubalis) P5 คอื ชุดควบคุมผลบวกของแกะ 

(Ovis aries) 6 คอื Pre PCR solution รวม (สุนัข เป็ด แพะ ควาย และแกะ) และ N คอื ชุด

ควบคุมผลลบ (Negative control) 

  

 

 

500 bp 

283 bp 
363 bp 396 bp 

477 bp 

230 bp : สุนขั 
283 bp : เป็ด 

396 bp : ควาย 
363 bp : แพะ 

230 bp 
200 bp 
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M P1  P2     P3       P4        P5           6       N 

 การศกึษาถดัไปท าการปรบัเปลีย่นความเขม้ขน้ของไพรเมอร์แพะและแกะจาก

เดมิความเข้มขน้ 0.5 ไมโครโมลาร์ เป็นความเขม้ข้น 1.0 ไมโครโมลาร์ ทัง้นี้เนื่องจากแถบ      

ดเีอน็เอของแพะและแกะมลีกัษณะจางกวา่แถบดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายชนิดอื่น ผลการศกึษา 

พบว่า ปรากฏแถบดเีอน็เอ จ านวน 5 แบน นัน่คอื แถบดเีอน็เอ 230 283 363 396 และ 477    

คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดผลผลิตพซีีอาร์ของไพรเมอร์สุนัข เป็ด แพะ ควาย และแกะ ตามล าดบั     

(รปูที ่39) ซึง่การเพิม่ความเขม้ขน้ของไพรเมอร์แพะและแกะ ท าให้ความเขม้ของแถบดเีอน็เอ

ของแพะและแกะเขม้ขึน้ แต่อยา่งไรกต็ามความเขม้ของแถบดเีอน็เอของแกะยงัคงจางกว่าแถบ  

ดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายชนิดอื่นๆ 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 39  2% Low electroendosmosis agarose แสดงผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมใน

การท าปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ ครัง้ที่ 5 โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp 

DNA ladder) P1 คอื ชุดควบคุมผลบวกของสุนัข (Canis lupus familiaris) P2 คอื ชุดควบคุม

ผลบวกของแพะ (Capra hircus) P3 คอื ชุดควบคุมผลบวกของเป็ด (Anas platyrhynchos)    

P4 คอื ชุดควบคุมผลบวกของควาย (Bubalus bubalis) P5 คอื ชุดควบคุมผลบวกของแกะ 

(Ovis aries) 6 คอื Pre PCR solution รวม (สุนัข เป็ด แพะ ควาย และแกะ) และ N คอื ชุด

ควบคุมผลลบ (Negative control)  

 

 

 

 

 

500 bp 

283 bp 
363 bp 396 bp 

477 bp 

230 bp 230 bp : สุนขั 
283 bp : แพะ 

363 bp : เป็ด  
477 bp : แกะ 
396 bp : ควาย 

200 bp 
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M   P1    P2    P3     P4      P5        6       N 

  การศกึษาถดัไปจงึท าการเพิ่มความเขม้ข้นของไพรเมอร์แกะจากเดิมความ

เขม้ขน้ 1.0 ไมโครโมลาร ์เป็นความเขม้ขน้ 2.0 ไมโครโมลาร ์ทัง้นี้การปรบัเปลี่ยนความเขม้ขน้

ของไพรเมอรแ์กะในครัง้นี้กเ็พื่อให้ได้ผลผลติพซีอีาร์ของแกะเพิม่มากขึน้ ซึ่งจะส่งผลให้ความ

เขม้ของแถบดีเอ็นเอแกะมีความเขม้ใกล้เคียงกบัแถบดเีอ็นเอของสตัว์เป้าหมายชนิดอื่น ผล

การศกึษา พบวา่ ปรากฏแถบดเีอน็เอ จ านวน 5 แบน นัน่คอื แถบดเีอน็เอ ขนาด 230 283 363 

396 และ 477 คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดผลผลติพซีอีาร์ของไพรเมอร์สุนัข แพะ เป็ด ควาย และแกะ 

ตามล าดบั โดยลกัษณะแถบดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายทุกชนิดมคีวามเขม้ใกล้เคยีงกนั (รูปที ่

40) และไม่พบแถบดเีอน็เอในชุดควบคุมผลลบในช่อง N นัน่คอื ไม่มกีารปนเป้ือนดเีอน็เอที่ไม่

เกีย่วขอ้งในสารเคมทีีใ่ชใ้นปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร ์

 

 

  

 

 

 

รปูท่ี 40  2% Low electroendosmosis agarose แสดงผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมใน

การท าปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ ครัง้ที่ 6 โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp 

DNA ladder) P1 คอื ชุดควบคุมผลบวกของสุนัข (Canis lupus familiaris) P2 คอื ชุดควบคุม

ผลบวกของเป็ด (Anas platyrhynchos) P3 คอื ชุดควบคุมผลบวกของแพะ (Capra hircus)    

P4 คอื ชุดควบคุมผลบวกของควาย (Bubalus bubalis) P5 คอื ชุดควบคุมผลบวกของแกะ 

(Ovis aries) 6 คอื Pre PCR solution รวม (สุนัข เป็ด แพะ ควาย และแกะ) และ N คอื ชุด

ควบคุมผลลบ (Negative control) 

 

 

 

500 bp 

283 bp 
363 bp 

396 bp 
477 bp 

230 bp : สุนขั 
283 bp : เป็ด 

477 bp : แกะ 
396 bp : ควาย 
363 bp : แพะ 

230 bp 100 bp 
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3.4 ผลการทวนสอบชุดทดสอบมลัติเพลก็ซไ์ดเรค็พีซีอารท่ี์พฒันาขึ้น (Assay validation) 

3.4.1 ผลการทดสอบหาความจ าเพาะเจาะจงในการระบุชนิดของเน้ือสัตว์

เป้าหมาย (Specificity test)  

 การทดสอบหาความจ าเพาะเจาะจงของชุดทดสอบที่ได้พัฒนาขึ้นในการ

ตรวจสอบและระบุชนิดของเนื้อสตัว์เป้าหมาย เป็นการทวนสอบชุดทดสอบเพื่อยนืยนัว่าชุด

ทดสอบดงักล่าวมคีวามจ าเพาะเจาะจงในการตรวจสอบระบุชนิดของสตัวเ์ป้าหมายเท่านัน้ โดย

น าชุดทดสอบที่ได้พฒันาขึ้นใช้เพิม่ปรมิาณดีเอน็เอจากสตัว์เป้าหมายจ านวนทัง้หมด 5 ชนิด 

ได้แก่ สุนัข (Canis lupus familiaris) เป็ด (Anas platyrhynchos) แพะ (Capra hircus) ควาย 

(Bubalus bubalis) และแกะ (Ovis aries)  และสตัวอ์ื่นๆ ทีน่ิยมน าไปประกอบอาหาร (Possible 

meat species) หรือที่มีการวางจ าหน่ายตามท้องตลาดอีกจ านวน 10 ชนิด ได้แก่ จระเข ้

(Crocodylus siamensis) นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) ม้า (Equus ferus caballus)    

หมู (Sus scrofa domestica) ไก่ (Gallus gallus) ววั (Bos Taurus) กบ (Hoplobatrachus 

rugulosus) กระรอก (Callosciurus finlaysonii) กวาง (Rusa timorensis) และมนุษย ์(Homo 

sapiens) โดยใชไ้พรเมอร ์5 คู่ ดงัแสดงในตารางที ่4 

 ผลการทดสอบ พบวา่ ชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้สามารถ

ตรวจสอบและเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจากสตัวเ์ป้าหมายไดเ้ท่านัน้ รวมถงึใหช้ิน้ส่วนผลผลติพซีอีาร์

ทีค่าดหวงัส าหรบัไพรเมอรข์องแต่ละสตัวเ์ป้าหมาย (รปูที ่41) ส าหรบัดเีอน็เอจากสตัวช์นิดอื่นๆ

พบวา่ไม่มกีารเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ แสดงใหเ้หน็วา่ชุดทดสอบทีพ่ฒันาขึน้มคีวามจ าเพาะเจาะจง

กบัสตัวเ์ป้าหมายทัง้ 5 ชนิดเท่านัน้ และสามารถแยกกลุ่มสตัวเ์ป้าหมายออกจากสตัวท์ี่ไม่ใช่

เป้าหมายไดอ้ยา่งจ าเพาะเจาะจง 
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รปูท่ี 41 2% Low electroendosmosis agarose แสดงผลการทดสอบหาความจ าเพาะเจาะจงใน

การระบุชนิดของเนื้อสตัวก์บัเป้าหมาย โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 

1 คอื สุนัข (Canis lupus familiaris) 2 คอื เป็ด (Anas platyrhynchos) 3 คอื แพะ (Capra 

hircus) 4 คอื ควาย (Bubalus bubalis) 5 คอื แกะ (Ovis aries) 6 คอื นกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus) 7 คอื ววั (Bos Taurus) 8 คอื หมู (Sus scrofa domestica) 9 คอื ม้า (Equus ferus 

caballus) 10 คอื ไก่ (Gallus gallus) 11 คอื กระรอก (Callosciurus finlaysonii) 12 คอื กบ 

(Hoplobatrachus rugulosus) 13 คอื จระเข ้(Crocodylus siamensis) 14 คอื กวาง (Rusa 

timorensis) 15 คอื มนุษย ์(Homo sapiens) และ N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

 

 

 

 

 

 

 

 M      1        2       3  4         5       6       7       8       9      10    

500 bp 

500 bp 

   M 11     12     13     14      15      N 

283 bp 363 bp 396 bp 477 bp 

230 bp 
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 3.4.2 ผลการทดสอบการท าซ า้ (Reproducibility test) 

  การทดสอบการท าซ ้าของชุดทดสอบที่ได้พฒันาขึน้ในการตรวจสอบและระบุ

ชนิดของเนื้อสตัวเ์ป้าหมาย เป็นการทวนสอบชุดทดสอบเพื่อยนืยนัว่าชุดทดสอบที่พฒันาขึน้จะ

สามารถใหผ้ลการตรวจสอบระบุชนิดของเนื้อสตัวเ์ป้าหมายแม่นย าหรอืไม่ โดยท าการรวบรวม

ตวัอยา่งเนื้อสตัวเ์ป้าหมายทัง้ 5 ชนิด ไดแ้ก่ สุนขั ควาย แกะ เป็ด และแพะ ชนิดละ 10 ตวัอย่าง 

จากแหล่งทีม่าที่แตกต่างกนั จากนัน้น ามาตรวจสอบด้วยชุดทดสอบที่พฒันาขึน้ตามขัน้ตอนที่

อธบิายในหวัขอ้ที ่2.1.3-2.1.4 

 ผลการทดสอบ พบว่า ชุดทดสอบที่พฒันาขึน้สามารถตรวจสอบดเีอน็เอของ

สตัว์เป้าหมายทัง้ 5 ชนิดได้ทัง้ 50 ตวัอย่าง และมีความถูกต้อง 100 % แม้จะมีแหล่งที่มา

ต่างกนั โดยใหแ้ถบดเีอน็เอตามทีค่าดไวค้อื 230 คู่เบสส าหรบัสุนขั (รปูที ่42) 283 คู่เบสส าหรบั

เป็ด (รูปที่ 43) 363 คู่เบสส าหรับแพะ (รูปที่ 44) 396 คู่เบสส าหรับควาย (รูปที่ 45)             

และ 477 คู่เบสส าหรบัแกะ (รปูที ่46) และไม่พบแถบดเีอน็เอในชุดควบคุมผลลบ ในช่อง N นัน่

คอื ไม่มกีารปนเป้ือนดเีอน็เอทีไ่ม่เกีย่วขอ้งในสารเคมทีีใ่ชใ้นการทดสอบการท าซ ้า  

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 42 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบการท าซ ้าจากตวัอย่างของสุนัข โดยช่อง M คอื 

ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1-10 คอื สุนัข (Canis lupus familiaris) N คือ          

ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

 

 

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

500 bp 

230 bp : สุนขั 
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รปูท่ี 43 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบการท าซ ้าจากตวัอย่างของเป็ด โดยช่อง M คอื    

ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1-10 คอื เป็ด (Anas platyrhynchos)  N คอื ชุด

ควบคุมผลลบ (Negative control) 

                                                                                  

 

 

                                                                                                                    

 

 

 

รปูท่ี 44 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบการท าซ ้าจากตวัอย่างของแพะ โดยช่อง M คอื    

ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1-10 คอื แพะ (Capra hircus) N คอื ชุดควบคุมผล

ลบ (Negative control) 

 

 

 

 

 

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

500 bp 

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

500 bp 

283 bp : เป็ด 

363 bp : แพะ 
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รปูท่ี 45 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบการท าซ ้าจากตวัอยา่งของควาย โดยช่อง M คอื  

ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1-10 คอื ควาย (Bubalus bubalis) N คอื  ชุดควบคุม

ผลลบ (Negative control) 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 46 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบการท าซ ้าจากตวัอย่างของแกะ โดยช่อง M คอื    

ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1-10 คอื แกะ (Ovis aries) N คอื ชุดควบคุมผลลบ 

(Negative control) 

 

 

 

 

 

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

500 bp 

500 bp 

396 bp : ควาย 

477 bp : แกะ 

M       1       2        3        4        5       6        7       8        9      10       N 
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 3.4.3 ผลการทดสอบความไววิเคราะห ์(Sensitivity test) 

  การทดสอบความไววิเคราะห์ของชุดทดสอบมัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ที่

พฒันาขึน้ เพื่อหาปรมิาณดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายแต่ละชนิดที่น้อยที่สุดที่ชุดทดสอบสามารถ

ตรวจสอบได ้ทัง้นี้การทดสอบความไววเิคราะห์สามารถทดสอบได้โดยการเจอืจางดเีอน็เอของ

สตัวเ์ป้าหมายแต่ละชนิดให้มคีวามเขม้ขน้ที่แตกต่างกนั จ านวน 5 ความเขม้ขน้ คอื 100,000 

50,000 25,000 12,500 และ 6,250 ชุดไมโทคอนเดรยีล (mitochondrial copies) จากนัน้น า    

ดเีอน็เอทีเ่จอืจางไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์ ดงัที่ได้กล่าว

ไปแลว้ในหวัขอ้ 2.1.5.3 

  ผลการทดสอบความไววเิคราะห ์พบวา่ ผลผลติพซีอีารข์องแพะ ควาย และแกะ 

ที่สามารถตรวจสอบได้ในปรมิาณที่น้อยที่สุด คอื 100,000 ชุดไมโทคอนเดรยีล (รูป 47) และ

ผลผลติพซีอีารข์องสุนัขและเป็ดที่สามารถตรวจสอบได้ในปรมิาณที่น้อยที่สุด คอื 50,000 ชุด-  

ไมโทคอนเดรียล (รูป 48) และ 6,250 ชุดไมโทคอนเดรยีล (รูป 49) ตามล าดบั ซึ่งผลการ

ทดสอบสามารถแสดงไดด้งัตารางที ่14  

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 47 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบการความไววเิคราะห์จากตวัอย่างแพะ (A) 

ควาย (B) ตามล าดบั โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื ดเีอน็เอที่

ความเขม้ขน้ 100,000 ชุดไมโทคอนเดรยีล 2 คอื ดเีอน็เอที่ความเขม้ขน้ 50,000 ชุดไมโทคอน

เดรยีล 3 คอื ดเีอน็เอทีค่วามเขม้ขน้ 25,000 ชุดไมโทคอนเดรยีล 4 คอื ดเีอน็เอที่ความเขม้ขน้ 

12,500 ชุดไมโทคอนเดรยีล และ 5 คอื ดเีอน็เอทีค่วามเขม้ขน้ 6,250 ชุดไมโทคอนเดรยีล N คอื 

ชุดควบคุมผลลบ (Negative control) 

500 bp 

M       1       2        3        4        5       N 

363 bp : แพะ 

500 bp 

M     1       2      3        4       5      N 

396 bp : ควาย 

B 

A 
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รปูท่ี 47 (ต่อ) 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบการความไววเิคราะหจ์ากตวัอยา่งแกะ (C) 

ตามล าดบั โดยช่อง M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื ดเีอน็เอที่ความ

เขม้ขน้ 100,000 ชุดไมโทคอนเดรยีล 2 คอื ดเีอน็เอทีค่วามเขม้ขน้ 50,000 ชุดไมโทคอนเดรยีล 

3 คอื ดเีอน็เอทีค่วามเขม้ขน้ 25,000 ชุดไมโทคอนเดรยีล 4 คอื ดเีอน็เอที่ความเขม้ขน้ 12,500 

ชุดไมโทคอนเดรยีล และ 5 คอื ดเีอน็เอที่ความเข้มขน้ 6,250 ชุดไมโทคอนเดรยีล N คอื ชุด

ควบคุมผลลบ (Negative control) 

 

 

รปูท่ี 48 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความไววเิคราะห์จากตวัอย่างสุนัข โดยช่อง M 
คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื ดเีอน็เอที่ความเขม้ขน้ 100,000 ชุดไมโท-
คอนเดรยีล 2 คอื ดีเอน็เอที่ความเขม้ข้น 50,000 ชุดไมโทคอนเดรยีล 3 คอื ดเีอ็นเอที่ความ
เขม้ขน้ 25,000 ชุดไมโทคอนเดรยีล 4 คอื ดเีอน็เอที่ความเขม้ขน้ 12,500 ชุดไมโทคอนเดรยีล 
และ 5 คอื ดเีอน็เอทีค่วามเขม้ขน้ 6,250 ชุดไมโทคอนเดรยีล N คอื ชุดควบคุมผลลบ (Negative 
control) 

 

 

รปูท่ี 49 2% เจลอะกาโรส แสดงผลการทดสอบความไววเิคราะห์จากตวัอย่างเป็ด โดยช่อง M 

คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 1 คอื ดเีอน็เอที่ความเขม้ขน้ 100,000 ชุดไมโท-

คอนเดรยีล 2 คอื ดีเอน็เอที่ความเขม้ข้น 50,000 ชุดไมโทคอนเดรยีล 3 คอื ดเีอ็นเอที่ความ

เขม้ขน้ 25,000 ชุดไมโทคอนเดรยีล 4 คอื ดเีอน็เอที่ความเขม้ขน้ 12,500 ชุดไมโทคอนเดรยีล 

และ 5 คือ ดีเอ็น-เอที่ความเข้มข้น 6,250 ชุดไมโทคอนเดรียล N คือ ชุดควบคุมผลลบ 

(Negative control) 

500 bp 

M      1      2      3        4     5       N 

500 bp 

M       1       2        3        4        5       N 

283 bp : แพะ 

230 bp : สุนขั 

500 bp 477 bp : แกะ 

C 

M     1       2      3        4       5      N 
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ตารางท่ี 14 แสดงผลการทดสอบความไววเิคราะห์ของชุดทดสอบปฏกิริยิามลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็

พซีอีารท์ีพ่ฒันาขึน้ 

ตวัอย่าง 
mtDNA quantity (copies) 

100,000 50,000 25,000 12,500 6,250 

สุนขั (Dog) ++ + - - - 

แพะ (Goat) +++ ++ ++ ++ + 

เป็ด (Duck) ++ - - - - 

ควาย (Buffalo) ++ - - - - 

แกะ (Sheep) ++ - - - - 
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 3.4.4 ผลการทดสอบกบัตวัอย่างอาหาร (Commercial food test)   

  การทวนสอบชุดทดสอบมัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ที่พฒันาขึ้นกบัตวัอย่าง

อาหารโดยใชต้วัอยา่งเนื้อสตัวด์บิและอาหารทีผ่่านกระบวนการแปรรปูซึง่วางขายตามทอ้งตลาด 

เป็นการทดสอบวา่ชุดทดสอบทีพ่ฒันาขึน้สามารถน าไปใช้ในการตรวจสอบผลติภณัฑ์อาหารที่

ผ่านกระบวนการแปรรูปได้จรงิหรอืไม่ เนื่องจากผลติภณัฑ์อาหารเหล่านี้ได้ผ่านกระบวนการ

แปรรปูทีต่อ้งใชค้วามรอ้นท าใหด้เีอน็เอในเนื้อสตัวถ์ูกท าลายไป ดงันัน้การทวนสอบชุดทดสอบที่

พฒันาขึ้นกบัตวัอย่างอาหารจงึนับว่ามีความส าคญัเป็นอย่างมาก โดยท าการสุ่มเกบ็ตวัอย่าง

ผลิตภณัฑ์อาหารเพื่อน ามาทดสอบจ านวน 62 ตวัอย่าง ได้แก่ เนื้อสตัว์แช่แขง็จ านวน 19 

ตวัอย่าง อาหารส าเรจ็รูปแช่แขง็จ านวน 9 ตวัอย่าง เนื้อสตัวต์ากแห้งจ านวน 3 ตวัอย่าง และ

อาหารทีว่างขายตามทอ้งตลาดจ านวน 31 ตวัอยา่ง  

  ผลการทดสอบตวัอย่างอาหารทัง้หมด พบว่า ชุดทดสอบดังกล่าวสามารถ

ตรวจสอบระบุชนิดของเนื้อสตัวไ์ด ้52 ตวัอยา่ง จากตวัอยา่งอาหารทัง้หมด 62 ตวัอย่าง คดิเป็น 

83.9% โดยแบ่งเป็นประเภทเนื้อสตัวแ์ช่แขง็ 17 ตวัอยา่งจากทัง้หมด 19 ตวัอยา่ง (89.47%) ซึ่ง

แบ่งเป็นตวัอย่างเนื้อเป็ด 7 ตวัอย่างจากทัง้หมด 9 ตวัอย่าง ตวัอย่างเนื้อแกะ 3 ตวัอย่าง จาก

ตวัอยา่งเนื้อแกะทัง้หมด 3 ตวัอยา่ง และตวัอยา่งเนื้อแพะ 5 ตวัอยา่งจากทัง้หมด 7 ตวัอย่าง ใน

กรณีตวัอยา่งเนื้อแพะ มตีวัอยา่งจ านวน 2 ตวัอยา่งทีป่รากฎแถบดเีอน็ตรงกบัของแพะและแกะ 

แสดงว่ามีการปนเป้ือนของเนื้อสตัว์มากกว่า 1 ชนิด คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การปลอมแปลงได้

เท่ากบั 15.5%  

  ส าหรับผลการทวนสอบชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นในการตรวจระบุชนิดของ

เนื้อสตัวใ์นอาหารประเภทอาหารส าเรจ็รปูแช่แขง็จ านวน 9 ตวัอย่าง สามารถตรวจระบุชนิดได้

ทัง้หมด 9 ตวัอยา่ง  คดิเป็น 100 % โดยแบ่งเป็นตวัอยา่งอาหารจากเนื้อเป็ดจ านวน 6 ตวัอย่าง 

ตวัอย่างอาหารจากเนื้อแพะจ านวน 2 ตวัอย่าง และตวัอย่างอาหารจากเนื้อแกะจ านวน 1 

ตวัอย่าง พบว่า ปรากฎแถบดเีอ็นเอของเนื้อสตัว์เหล่านัน้ตรงตามที่ระบุชนิดของเนื้อสตัวใ์น

ผลติภณัฑอ์าหารทุกตวัอยา่ง  

  ประเภทเนื้อสตัว์ตากแห้งจ านวน 3 ตวัอย่าง ซึ่งเป็นตวัอย่างจากเนื้อควาย

ทัง้หมดพบวา่ ชุดทดสอบสามารถตรวจสอบระบุชนิดของเนื้อสตัวด์งักล่าวได้ในทุกตวัอย่าง คดิ

เป็น 100 % และประเภทอาหารตามท้องตลาดจ านวน 31 ตวัอย่าง พบว่า สามารถตรวจสอบ
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ระบุชนิดเนื้อสตัวไ์ดจ้ านวน 23 ตวัอย่าง คดิเป็น 74.19% โดยแบ่งเป็นตวัอย่างอาหารจากเนื้อ

เป็ดจ านวน 15 ตวัอยา่งจากทัง้หมด 20 ตวัอยา่ง ตวัอยา่งอาหารจากเนื้อแพะจ านวน 5 ตวัอย่าง

จากทัง้หมด 9 ตวัอย่าง อาหารจากเนื้อควายจ านวน 2 ตวัอย่างจากทัง้หมด 2 ตวัอย่าง และ

ตวัอย่างอาหารจากแกะจ านวน 1 ตวัอย่างจากทัง้หมด 1 ตวัอย่าง ทัง้นี้ตวัอย่างอาหารที่ไม่

สามารถตรวจระบุชนิดได ้อาจมสีาเหตุมาจากเนื้อสตัวเ์หล่านัน้ผ่านกระบวนการแปรรปูมาหลาย

ขัน้ตอนจึงท าให้ดีเอ็นเอถูกท าลายรวมถึงเครื่องปรุงและเครื่องเทศบางชนิดเป็นตวัยบัย ัง้

ปฎกิริยิาพซีอีารท์ าใหไ้ม่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได ้โดยผลการทดสอบตวัอย่างอาหารด้วย

ชุดทดสอบทีพ่ฒันาขึน้ ดงัแสดงผลในตารางที ่15  

ตารางท่ี 15 แสดงผลการทดสอบตวัอยา่งอาหารดว้ยชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร ์

ประเภทตวัอย่างอาหาร 
จ านวน

รวม 

สตัวเ์ป้าหมาย % การ

ปลอมแปลง สนัุข เป็ด แพะ ควาย แกะ 

เน้ือสตัวแ์ช่แขง็ 
สุนขั 
เป็ด 
แพะ 
ควาย 
แกะ 

19 
0 
9 
7 
0 
3 

 
0/0 

 
 

7/9 

 
 
 

5/7 

 
 
 
 

0/0 

 
 
 

2/7 
 

3/3 

  15.5 

อาหารส าเรจ็รปูแช่แขง็ 
สุนขั 
เป็ด 
แพะ 
ควาย 
แกะ 

9 
0 
6 
2 
0 
1 

 
0/0 

 
 

6/6 

 
 
 

2/2 

 
 
 
 

0/0 

 
 
 
 
 

1/1 

0 

เน้ือสตัวต์ากแห้ง 
สุนขั 
เป็ด 
แพะ 
ควาย 
แกะ 

3 
0 
0 
0 
3 
0 

 
0/0 

 
 

0/0 

 
 
 

0/0 

 
 
 
 

3/3 

 
 
 
 

 
0/0 

0 
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ประเภทตวัอย่างอาหาร 
จ านวน

รวม 

สตัวเ์ป้าหมาย % การ

ปลอมแปลง สนัุข เป็ด แพะ ควาย แกะ 

อาหารตามท้องตลาด 
สุนขั 
เป็ด 
แพะ 
ควาย 
แกะ 

31 
0 
20 
8 
2 
1 

 
0/0 

 

 
 

15/20 

 
 
 

5/8 

 
 
 
 

2/2 

 
 
 
 
 

1/1 

0 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

บทท่ี 4 

อภิปรายผลการศึกษา 

 ในการตรวจระบุชนิดของเนื้อสตัวใ์นอาหาร ความรูท้างวทิยาศาสตรห์ลายแขนง
ได้ถูกน ามาใช้ อาทเิช่น การดูโครงสร้าง วเิคราะห์โปรตนี และภูมคิุ้มกนัวทิยา (Basset et al. 
2000, García et al. 1994) เทคนิคเหล่านี้ต้องอาศยัความช านาญ และมกัเกดิปญัหาโปรตนี
เสื่อมสภาพจากความรอ้นเมื่ออาหารผ่านกระบวนการแปรรปู เทคนิคทางอณูชวีวทิยาจงึเป็นอกี
สาขาหนึ่งทีม่กีารน ามาใชเ้นื่องจากมคีวามแม่นย าและให้ผลรวดเรว็ อย่างไรกต็ามขัน้ตอนของ
การสกดัดเีอน็เอยงัคงใชเ้วลามากและเสี่ยงต่อการปนเป้ือนดเีอน็เอจากภายนอก ในการศกึษา
ครัง้นี้ได้ท าการพฒันาชุดทดสอบมลัติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ส าหรบัการตรวจระบุชนิดของ
เนื้อสตัว์ 5 ชนิดที่นิยมบริโภคในแถบเอเชีย ได้แก่ เนื้อสุนัข เป็ด แพะ ควายและแกะ ซึ่งชุด
ทดสอบที่พฒันาขึ้นได้มีการน าไปทวนสอบประสิทธิภาพ ได้แก่ การทดสอบการท าซ ้า การ
ทดสอบความจ าเพาะเจาะจง การทดสอบความไววเิคราะห์ และการประยุกต์ใช้กบัตวัอย่าง
อาหารประเภทต่างๆเพื่อเป็นการยนืยนัวา่ชุดทดสอบที่พฒันาขึน้มคีวามเหมาะสมและสามารถ
น าไปใชใ้นทางปฏบิตัไิดจ้รงิ 

4.1 การทดสอบไพรเมอร ์

  ข ัน้แรกของการพฒันาชุดทดสอบ คือ การทดสอบไพรเมอร์โดยการเพิ่ม
ปรมิาณดเีอน็เอจากตวัอย่างเป้าหมายด้วยเทคนิคเกรเดยีนพซีอีาร์เพื่อหาอุณหภูมิ annealing 
สงูสุดทีไ่พรเมอรท์ุกคู่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดพ้รอ้มๆกนั จากผลการทดลองเพิม่ปรมิาณ
ดเีอน็เอในช่วงอุณหภมู ิ64-70 องศาเซลเซยีส จะเหน็ได้ว่าที่อุณหภูม ิannealing ต ่าจะปรากฏ
แถบดเีอน็เอที่มคีวามเขม้มากกว่าที่อุณหภูม ิannealing สูง เนื่องจากที่อุณหภูมติ ่าไพรเมอร์
สามารถเขา้ไปจบักบัสายแม่แบบและเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้ง่ายส่งผลให้เกดิผลผลติพซีอีาร์สูง 
ในขณะที่อุณหภูมิสูงๆ ไพรเมอร์เขา้ไปเกาะสายแม่แบบได้ยากกว่าท าให้ได้แถบดเีอน็เอที่มี
ลกัษณะจาง อย่างไรกต็ามหากใช้อุณหภูมทิี่ต ่าเกินไปไพรเมอร์อาจเขา้จบักบัดเีอน็เอแม่แบบ
อยา่งไม่จ าเพาะจงและส่งผลใหเ้กดิแถบดเีอน็เอไม่จ าเพาะเจาะจงกบัสายพนัธุ์เป้าหมายได้ และ
หากอุณหภูมสิูงเกนิไปกจ็ะท าให้ได้ผลผลติพซีอีาร์น้อย (Rychlik et al.1990, Edwards and 
Gibbs 1994) ส าหรบัไพรเมอรใ์นงานวจิยันี้ จะมีอุณหภูม ิmelting อยู่ระหว่าง 66.0-67.0 องศา
เซลเซยีส ซึ่งอยู่ในช่วงของอุณหภูม ิannealing ที่เลอืกใช้ ท าให้สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ
ในช่วงดงักล่าวได้ ดงันัน้การเลอืกช่วงอุณหภูมทิี่เหมาะสมเพื่อเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจงึถือเป็น
เรื่องที่ส าคญั ซึ่งจากผลการทดสอบไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์ทุกคู่ที่ออกแบบสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลผลิตพีซีอาร์ตามที่คาดหวงั แสดงว่า ไพรเมอร์ที่ออกแบบมี
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ประสทิธภิาพและมคีวามจ าเพาะเจาะจงกบัสตัวเ์ป้าหมายเท่านัน้ ส่งผลให้ชุดทดสอบมลัตเิพลก็
ไดเร็คพีซอีาร์ที่พฒันาขึ้นมีความถูกต้องแม่นย าในการตรวจสอบและระบุชนิดของเนื้อสตัว์
เป้าหมาย 

4.2 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรบัพฒันาชุดทดสอบมลัติเพลก็ไดเรค็พีซีอาร ์

 ในขัน้ตอนการหาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อพฒันาชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็-  
พีซีอาร์ มีจุดประสงค์เพื่อปรับสภาวะทัง้หมดให้ เหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ      
ไพรเมอร์ทุกตวั ซึ่งโดยปกตสิามารถท าได้หลายวธิี เช่น ปรบัอุณหภูม ิannealing ปรบัความ
เข้มข้นไพรเมอร์ ปรบัความเข้มข้นแมกนีเซียมคลอไรด์ ปรบัจ านวนรอบในการท าพีซีอาร ์    
เป็นต้น (Butler 2005) ส าหรบัในการศึกษาครัง้นี้ ปจัจยัที่ส่งผลให้ผู้วจิยัสามารถพฒันาชุด
ทดสอบได้ส าเร็จ ได้แก่ การเลอืกใช้ชุดน ้ายาและวธิกีารเตรียมตวัอย่างที่ เหมาะสม การเพิ่ม
ความเข้มขน้ไพรเมอร์และปริมาณตวัอย่างที่พอเหมาะ ส าหรบัชุดน ้ายาที่ใช้ในงานวจิยั คือ 
Phire Hot Start II DNA polymerase ซึ่งเป็นชุดน ้ายาใหม่ที่ได้รบัการยนืยนัจากผู้ผลติว่า
สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดอ้ยา่งมปีระสทิธกิวา่ชุดน ้ายาดัง้เดมิอยา่ง Taq DNA polymerase 
(Kitpipit et al. 2014) ทัง้นี้เนื่องมาจากชุดน ้ายา Phire มอีงค์ประกอบที่เรยีกว่า Sso-binding 
domain ซึง่จะเขา้ไปสรา้งพนัธะไฮเดรเจนกบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ minor groove ของสายดเีอน็-
เอ ท าใหโ้พลเิมอรเ์รสสามารถเกาะกบัสายดเีอน็เอไดอ้ยา่งแขง็แรง (Wang et al. 2004) และท า
ใหค้วามสามารถในการสงัเคราะห์ดเีอน็เออย่างต่อเนื่องของโพลเิมอร์เรส (Processivity) เพิม่
มากขึน้ด้วย นอกจากนี้บฟัเฟอร์ที่อยู่ในชุดน ้ายายงัม ีBovine serum albumin (BSA) เป็น
ส่วนประกอบ ซึง่ BSA มคีุณสมบตัใินการตา้นทานตวัยบัย ัง้ปฏกิริยิาพซีอีาร ์โดยเชื่อวา่เป็นตวัที่
เขา้ไปจบักบัตวัยบัย ัง้ปฏกิริยิาพีซอีาร์ที่จะเขา้ไปรบกวนการท างานของเอนไซม์ดเีอน็เอโพลิ-
เมอร์เรส ท าให้เอนไซม์โพลิเมอร์เรสสามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Farell and 
Alexandre 2012) ในการเตรยีมตวัอยา่งเพื่อเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยวธิกีารไดเรค็พซีอีารน์ัน้ ใน
งานวจิยัไดเ้ลอืกใชไ้ดลชู ัน่โพรโทคอลตามการศกึษาของ Kitpipit และคณะ (Kitpipit et al. 2014) 
ซึง่เป็นวธิทีีท่ าใหต้วัยบัย ัง้ปฏกิริยิาพซีอีารต่์างๆ เช่น ไมโอโกลบนิ คอลลาเจน ไขมนั และเมลา-
นิน (Schrader et al. 2012) ที่ปนเป้ือนอยู่ในตวัอย่างเนื้อสตัวแ์ละอาหารถูกเจอืจางลงไป 
รวมทัง้ยงัปรบัปรมิาณของดเีอน็เอตัง้ต้นในตวัอย่างให้มปีรมิาณที่เหมาะสมในการท าปฏกิริยิา
พซีอีาร์อกีด้วย (Kitpipit et al. 2014, Linacre and Tobe 2013) และในกระบวนการเตรยีม
ตวัอย่างด้วยวธิีดงักล่าวนี้จะมีการใช้ Phosphate Buffered Saline (PBS) แช่ตวัอย่าง ซึ่ง
บฟัเฟอรจ์ะช่วยคงสภาวะพเีอชของสารละลาย และป้องกนัการเกดิแอซดิไฮโดรไลซสีกบัดเีอน็เอ
ในตวัอยา่งได ้กระบวนการใหค้วามรอ้นตวัอยา่งที ่98 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 2-3 นาท ีจะช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพในการท าให้เซลล์แตกและปลดปล่อยดีเอน็เอออกสู่สารละลาย รวมไปถึ ง
ท าลายเอนไซม ์DNase ทีจ่ะยอ่ยสลายดเีอน็เอในตวัอยา่งดว้ย (Kitpipit et al. 2014) 



97 
 

 ส าหรบัความเขม้ขน้ของไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวจิยั จะมชี่วงอยู่ตัง้แต่ 0.5-2.0   
ไมโครโมลาร ์โดยไพรเมอร์คู่ที่มคีวามเขม้ขน้สูงสุดเป็นไพรเมอร์ของแกะซึ่งให้ผลผลติพซีอีาร์
ขนาดใหญ่ ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่ใช้ถือว่าสูงกว่าช่วงที่ เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา
มลัตเิพลก็ซ์พซีีอาร์เลก็น้อย ซึ่งโดยปกตคิวามเขม้ขน้ไพรเมอร์มกัอยู่ในช่วง 0.1-1.0 ไมโคร-    
โมลาร์ (Butler 2005) อย่างไรกต็ามการใช้ความเข้มข้นไพรเมอร์สูงๆไม่ได้ส่งผลกระทบต่อ
ความสามารถในการตรวจวดัของชุดทดสอบ แต่การเพิม่ความเขม้ขน้ไพรเมอร์แกะกลบัท าให้
เหน็แถบดเีอน็เอของแกะไดช้ดัขึน้ กรณีเช่นนี้สามารถเกดิขึน้ไดแ้ละมรีายงานไวใ้นงานวจิยัของ 
Petri และคณะ ซึง่ใชเ้ทคนิคมลัตเิพลก็ซ์พซีอีาร์ในการระบุเชื้อแบคทเีรยีแลคตกิในไวน์โดยใช้
ความเขม้ขน้ไพรเมอรท์ี ่2-3 ไมโครโมลาร ์กบัไพรเมอรท์ีใ่หผ้ลผลติพซีอีารข์นาด 500 คู่เบสขึน้
ไป (Petri et al. 2013) อยา่งไรกต็ามการใชไ้พรเมอรใ์นความเขม้ขน้ทีส่งูเกนิไปอาจมโีอกาสท า
ใหเ้กดิไดเมอรไ์ดม้าก หรอืส่งผลใหไ้พรเมอรเ์ขา้ไปเกาะกบัสายดเีอน็เอผดิต าแหน่ง ซึง่จะมาแยง่
ใชส้ารเคมใีนการท าปฎกิริยิาพซีอีาร์ที่มอียู่ในปฏกิริยิา เช่น dNTPs หรอืเอนไซม์ดเีอน็เอโพล-ิ
เมอรเ์รส ส่งผลใหไ้ดผ้ลผลติพซีอีาร์ที่คาดหวงัน้อยกว่าปกต ิในขณะที่ความเขม้ขน้ต ่าเกนิไปก็
ไม่เพยีงพอทีจ่ะใชใ้นการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอและส่งผลใหเ้กดิผลผลติพซีอีารไ์ดน้้อยเช่นกนั  

  การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการศกึษาครัง้นี้ได้ใช้ตวัอย่างปรมิาณ 1×1 
มลิลเิมตร โดยการศกึษา พบวา่ ขนาดของตวัอยา่งมผีลกระทบต่อประสทิธภิาพในการตรวจวดั
ของชุดทดสอบดว้ย การใช้ปรมิาณตวัอย่างมากเกนิไปจะท าให้มตีวัยบัย ัง้พซีอีาร์มากท าให้ไม่
สามารถเพิม่ปรมิาณและตรวจวดัดเีอน็เอได ้และดเีอน็เอที่มมีากเกนิพออาจเขา้จบักบัไพรเมอร์
อยา่งไม่จ าเพาะเจาะจงหรอือาจเปลีย่นแปลงสภาวะพเีอชของปฏกิรยิาอกีดว้ย ในขณะที่ปรมิาณ
ตวัอย่างน้อยเกนิไปกอ็าจไม่ได้ผลผลิตพซีีอาร์ (National Forensic Science Technology 
Center 2007) ในการทดลองเมื่อเตรยีมตวัอย่างในปรมิาณที่เหมาะสมส าหรบัใช้ในงานวจิยันี้ 
พบวา่ สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Kitpipit และคณะ ซึง่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของเนื้อสตัว์
ในชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารไ์ดส้ าเรจ็ โดยใชป้รมิาณตวัอยา่งในช่วง 0.3-1.0 ตาราง-
มลิลเิมตร (Kitpipit et al. 2014) นอกจากนี้ ในกรณีที่ใช้ตวัอย่างในปรมิาณมากเกนิไปและไม่
สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได ้การแกป้ญัหาเบือ้งตน้สามารถท าไดโ้ดยการน าตวัอยา่งดงักล่าว
มาเจอืจางเพื่อให้ปรมิาณของตวัยบัย ัง้ปฏกิริยิาพซีอีาร์ลดลงและมปีรมิาณดเีอน็เออยู่ในช่วงที่
เหมาะสมแก่การท ามลัตเิพลก็ซพ์ซีอีาร์ ซึ่งโดยปกตจิะอยู่ในช่วง 1 นาโนกรมัถึง 1 ไมโครกรมั 
(New England Biolabs 2010) 
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4.3 การทวนสอบชุดทดสอบมลัติเพลก็ซไ์ดเรค็พีซีอาร ์

 หลังจากพัฒนาชุดทดสอบได้ส าเร็จแล้ว จ าเป็นจะต้องมีการทวนสอบชุด
ทดสอบทีพ่ฒันาขึน้เพื่อใหม้ ัน่ใจวา่สามารถน าไปประยกุตใ์ชไ้ดจ้รงิ โดยท าการทดสอบการท าซ ้า 
การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง การทดสอบความไววเิคราะห์ และการประยุกต์ใช้ชุดทดสอบ
กบัตวัอยา่งอาหารในทอ้งตลาด  

4.3.1 การทดสอบการท าซ ้า 

การทดสอบการท าซ ้ามีจุดประสงค์เพื่อดูว่าชุดทดสอบที่พฒันาขึ้นมีความ
แม่นย าในการตรวจวดัเนื้อสตัวเ์ป้าหมายหรอืไม่ โดยจากผลการทดสอบพบว่าแถบดเีอน็เอที่
ปรากฏเป็นผลจากการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมายทัง้หมด ซึ่งดเีอน็เอของสตัวแ์ต่ละ
ชนิดทีเ่พิม่ปรมิาณได้มลีกัษณะแถบดเีอน็เอที่เขม้ แสดงให้เหน็ว่าเทคนิคที่พฒันาขึน้สามารถ
ใหผ้ลการทดสอบทีถู่กตอ้ง 100% ในการตรวจระบุชนิดของสตัวเ์ป้าหมายทัง้ 5 ชนิด แม้ว่าจะ
มาจากแหล่งทีม่าใดๆกต็าม จงึเป็นการยนืยนัความมัน่ใจในการน าชุดทดสอบไปประยุกต์ใช้จรงิ
ว่ามคีวามแม่นย าสูงและไม่มีโอกาสเกดิความผิดพลาดในการตรวจระบุชนิดของเนื้อสตัว์ใน
อาหาร  

4.3.2 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง 

 การทวนสอบชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซใ์นขัน้ตอนการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง
มจีุดประสงค์เพื่อพจิารณาว่าชุดทดสอบที่พฒันาขึน้มคีวามจ าเพาะต่อเนื้อสตัว์เป้าหมายหรือ     
มโีอกาสเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสตัวช์นิดอื่นๆหรอืไม่ ซึง่จากผลการทดสอบแสดงให้เหน็ว่าชุด
ทดสอบมคีวามจ าเพาะต่อเนื้อสตัวเ์ป้าหมายเท่านัน้ และไม่เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของสตัวช์นิด
อื่นๆแมจ้ะเป็นสายพนัธุท์ ีม่คีวามใกลเ้คยีงทางสายววิฒันาการกต็าม โดยปจัจยัส าคญัที่ท าให้ชุด
ทดสอบมีความจ าเพาะในการตรวจวดั คือ การออกแบบไพรเมอร์ที่เหมาะสม ซึ่งส่งผลต่อ
ความจ าเพาะเจาะจงของชุดทดสอบ โดยออกแบบไพรเมอร์จาก SNP ที่จ าเพาะเจาะจงกบั
สิง่มชีวีติเป้าหมาย โดยการน าล าดบันิวคลโีอไทดบ์นไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอของสตัวเ์ป้าหมาย
มาเปรียบเทียบเพื่อวเิคราะห์หา SNP ของแต่ละสายพนัธุ์ จากนัน้ออกแบบไพรเมอร์โดยให้
บรเิวณ SNP อยูท่างดา้นปลาย 3’ ของไพรเมอร ์เช่นนี้จะท าให้ไพรเมอร์เขา้จบักบัสายแม่แบบ
ไดอ้ยา่งจ าเพาะเจาะจง มโีอกาสทีจ่ะเกดิการจบักนัผดิ (mismatch) ได้น้อย และมเีพยีงดเีอน็เอ
ของสตัวเ์ป้าหมายเท่านัน้ทีส่ามารถเพิม่ปรมิาณไดใ้นกระบวนการพซีอีาร์ภายใตส้ภาวะการเพิม่
ปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม (ฐิติกา และภูวดล 2556) โดยตวัอย่างงานวิจยัที่ผ่านมาที่น า
หลกัการดงักล่าวมาประยุกต์ใช้ อาทเิช่น Tobe และ Linacre ได้ใช้มลัติเพล็กซ์ไพรเมอร์ที่
ออกแบบใหค้รอบคลุม SNP เพื่อระบุชนิดของสตัวเ์ลี้ยงลูกด้วยนม 18 ชนิดในตวัอย่างดเีอน็เอ
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ผสมไดส้ าเรจ็ (Tobe and Linacre 2008) ดงันัน้ SNP จงึมขีอ้ดทีีเ่หมาะส าหรบัใช้ในการพฒันา
เทคนิคมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร์ คอื สามารถใช้ตรวจวดัดเีอน็เอเป้าหมายได้อย่างจ าเพาะแม้
ตวัอย่างจะมลีกัษณะเป็นดเีอน็เอผสม (Tobe and Linacre 2010) และส าหรบัการออกแบบ  
ไพรเมอรใ์นการศกึษาครัง้นี้เลอืกใช้ยนีไซโตโครมซอีอกซเิดสหน่วยย่อยที่ 1 (COI) บนไมโท-
คอนเดรยีลดเีอน็เอเป็นแม่แบบในการออกแบบไพรเมอร ์ซึง่ไมโทคอนเดรยีลดเีอน็เอเป็นบรเิวณ
ที่มีความแปรผนัสูงระหว่างสายพนัธุ์ของสิ่งมชีีวติ (high inter-species variation) แต่ใน
ขณะเดยีวกนักม็คีวามแปรผนัน้อยในสิง่มชีวีติกลุ่มเดยีวกนั (low intra-species variation) จงึ
สามารถใชใ้นการจ าแนกและระบุสายพนัธุข์องสิง่มชีวีติได ้(Tobe et. al 2009) ส าหรบัยนีไซโต-
โครมซีออกซิเดสหน่วยย่อยที่ 1 เป็นยนีที่มีอตัราการเปลี่ยนแปลงของล าดบันิวคลีโอไทด ์
(mutation) ต ่ากว่ายนีไซโตโครมบ ี(Petri et al. 2013, Schrader et al. 2012) และมฐีานขอ้มูล 
BOLD (Barcode Of Life Database) เป็นฐานขอ้มลูอา้งองิทีน่่าเชื่อถอืซึง่สรา้งขึน้จากจโีนมของ
สิง่มชีวีติทีท่ราบแหล่งทีม่าแน่นอน เมื่อน าล าดบันิวคลโีอไทดจ์ากฐานขอ้มลูดงักล่าวมาใชใ้นการ
ออกแบบไพรเมอร์จงึท าให้ชุดทดสอบมคีวามจ าเพาะเจาะจงกบัสตัวเ์ป้าหมาย (Hebert et al. 
2004, Smith, Poyarkov, and Hebert 2008, Raju Panday et al. 2014)  

4.3.3 การทดสอบความไววเิคราะห ์

    จากผลการศึกษาในการทดสอบความไววิเคราะห์ จะเห็นว่าชุดทดสอบ
มลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร์ที่พฒันาขึน้เป็นเทคนิคที่มคีวามไววเิคราะห์สูง ซึ่งปรมิาณดเีอน็เอที่
น้อยทีสุ่ดของสตัวเ์ป้าหมายแต่ละชนิดที่ชุดทดสอบสามารถตรวจวดัได้คอื 100,000 ชุดไมโท-
คอนเดรยีลส าหรบัเป็ด ควาย และแกะ 50,000 ชุดไมโทคอนเดรยีลส าหรบัสุนัข และต ่าสุด คอื 
6,250 ชุดไมโทคอนเดรยีลส าหรบัแพะ ซึง่ปรมิาณน้อยทีสุ่ดทีชุ่ดทดสอบสามารถตรวจวดัได้นัน้
มคี่าเทยีบเท่ากบั 0.84 เฟมโตกรมั ทัง้นี้ความไววเิคราะหข์องชุดทดสอบเป็นผลเนื่องมาจากการ
ใชว้ธิไีดเรค็ในการเตรยีมตวัอยา่ง กล่าวคอืตวัอยา่งทีจ่ะเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิาพซีอีาร์
นัน้ไม่จ าเป็นตอ้งผ่านการสกดัดเีอน็เอมาก่อน เพยีงแค่มกีารปรบัสภาพตวัอย่างเพยีงเลก็น้อย
เท่านัน้ ท าให้ไม่มีการสูญเสียดีเอ็นเอไปเมื่อเทียบกบัตวัอย่างที่ต้องผ่านการสกดัมาก่อน 
(Kitpipit et al. 2014) ดงันัน้เทคนิคทีพ่ฒันาขึน้จงึเหมาะทีจ่ะน าไปใชง้านทางนิตวิทิยาศาสตรซ์ึง่
ตวัอยา่งทีไ่ดม้ามกัจะมคีวามไม่สมบรูณ์ ดเีอน็เอมกีารเสื่อมสภาพ หรอืตวัอยา่งอาหารกม็กัมกีาร
ปนเป้ือนหรอืปลอมปนดเีอน็เอในปรมิาณต ่าๆ (Kitpipit et al. 2014) เปรยีบเทยีบกบัการศกึษา
ก่อนหน้านี้ พบวา่ เทคนิคทีพ่ฒันาขึน้มคีวามไววเิคราะหส์งูกวา่งานวจิยัอื่นๆในลกัษณะเดยีวกนั 
เช่น งานวจิยัของ Hou และคณะ ท าการระบุชนิดของไก่ เป็ด และห่านด้วยวธิมีลัตเิพลก็ซ์พซีี-
อาร์ โดยออกแบบไพรเมอร์จากบรเิวณยนี 12S rRNA และ Cyt b ของสตัวเ์ป้าหมาย พบว่า 
เทคนิคสามารถตรวจวดัได้ที่ปริมาณดีเอ็นเอต ่าสุดคือ 500 พิโคกรมั (Hou et al. 2015) 
เช่นเดยีวกบังานวจิยัของ Karabasanavar และคณะ ที่ใช้ไพรเมอร์จ าเพาะเจาะจงกบั D-loop 
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ของหมใูนการตรวจอาหารฮาลาลไดท้ีป่รมิาณดเีอน็เอต ่าสุดคอื 10  พโิคกรมั (Karabasanavar 
et al. 2014)  

4.3.4 การประยกุตใ์ชก้บัตวัอยา่งอาหาร 

 ในการน าชุดทดสอบทีพ่ฒันาขึน้ไปประยกุต์ใช้กบัตวัอย่างอาหาร จะเหน็ว่าชุด
ทดสอบสามารถระบุชนิดของเนื้อสตัวเ์ป้าหมายไดถู้กตอ้งถงึกวา่ 83.9% โดยมเีพยีง 2 ตวัอย่าง
ทีใ่หผ้ลไม่ตรงกบัฉลากทีร่ะบุไว ้และอกี 10 ตวัอยา่งทีไ่ม่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้ ซึ่งอาจ
มสีาเหตุมาจากตวัอย่างอาหารเหล่านี้ผ่านกระบวนการแปรรูปหลายขัน้ตอนท าให้ดเีอน็เอจาก
เนื้อสตัวท์ี่น ามาปรุงอาหารถูกท าลายหรอืเสื่อมสภาพ รวมถึงส่วนประกอบและเครื่องปรุงที่
น ามาใช้ประกอบอาหารอาจจะเป็นตวัยบัย ัง้ปฎิกริยิาพซีีอาร์ เช่น ไขมนั โปรตนี คอลลาเจน 
(Silva et al. 2011, Klančnik et al., Nielsen 2010) ส่งผลให้ไม่สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ
จากเนื้อสตัวใ์นตวัอยา่งอาหารดงักล่าวได้ อยา่งไรกต็ามชุดทดสอบทีไ่ดพ้ฒันาขึน้ไดอ้อกแบบให้
ชิน้ส่วนผลผลติพซีอีาร์มขีนาดเลก็เพื่อที่จะเพิม่โอกาสในการตรวจเจอดเีอน็เอที่ไม่สมบูรณ์ใน
อาหารทีต่อ้งการตรวจสอบการปลอมปนของเนื้อสตัวเ์ป้าหมายปรมิาณน้อยมากหรอืผลติภณัฑ์
ส าเรจ็รปูซึง่ผ่านกระบวนการการปรุงสุกจนดเีอน็เอเกดิการเสยีสภาพไปแล้วได้ (Köppel, Ruf, 
and Rentsch 2011, Kitpipit et al. 2014, Ali et al. 2012) ส าหรบังานวจิยันี้ผลผลติพซีอีาร์ของ
สตัว์เป้าหมายอยู่ในช่วง 230-477 คู่เบส ซึ่งมีขนาดเล็กพอที่จะสามารถประยุกต์ใช้ในการ
ตรวจสอบชนิดของเนื้อสตัวใ์นอาหารไดแ้ละสอดคล้องกบังานวจิยัอื่นๆในลกัษณะเดยีวกนัก่อน
หน้านี้ (Dalmasso et al. 2004, Bai et al. 2009) ทัง้นี้การออกแบบไพรเมอร์ที่ให้ผลผลติพซี-ี
อาร์ที่มีขนาดเล็กเกินไปอาจท าให้การตรวจเกิดผลบวกปลอม เนื่องจากไพรเมอร์เข้าจบักบั      
ดเีอน็เอไดห้ลายต าแหน่งแบบไม่จ าเพาะเจาะจง ในขณะที่ผลผลติพซีอีาร์ใหญ่เกนิไปอาจท าให้
เกิดผลลบปลอมเพราะชุดทดสอบไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่
เสื่อมสภาพได ้ 

 การพฒันาและทวนสอบชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารใ์นการศกึษาครัง้นี้
ได้แสดงให้เห็นแล้วว่าชุดทดสอบสามารถน าไปใช้ในเชิงปฏิบตัิเพื่อการตรวจระบุชนิดของ
เนื้อสตัวใ์นอาหารไดอ้ยา่งน่าเชื่อถอื แม่นย า และมโีอกาสเกดิความผดิพลาดน้อย อย่างไรกต็าม
ชุดทดสอบทีพ่ฒันาขึน้ยงัคงมขีอ้จ ากดัเนื่องจากเป็นการตรวจวดัเชงิคุณภาพ จงึไม่สามารถบอก
ปรมิาณการปลอมปนของเนื้อสตัวไ์ด ้อกีทัง้ชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร์มปีระสทิธภิาพ
ในการเพิม่ปรมิาณของชิ้นส่วนดเีอน็เอที่มขีนาดต่างๆกนัไม่เท่ากนั ส่งผลให้ความไววเิคราะห ์
ของการตรวจหาสตัวเ์ป้าหมายแต่ละชนิดไม่เท่ากนัด้วย (Kitpipit et al. 2014, Ali et al. 2012) 
ดงันัน้จากการศกึษาวจิยัครัง้นี้สามารถน าไปต่อยอดพฒันาชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีอีาร์
ใหม้คีวามไววเิคราะหม์ากขึน้ได ้รวมถงึยงัสามารถพฒันาให้ชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซ์ไดเรค็พซีี-
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อาร์มคีวามสามารถในการตรวจระบุชนิดของสตัวเ์ป้าหมายได้ในจ านวนที่มากขึ้น เพื่อที่จะ
สามารถตรวจสอบระบุชนิดของสตัวเ์ป้าหมายหลายชนิดได้พร้อมกนัในการทดสอบเพยีงครัง้
เดยีว  
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บทท่ี 5 

สรปุผลการทดลอง 

  ในการวจิยัครัง้นี้ สามารถพฒันาชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีาร์เพื่อตรวจ

ระบุเนื้อสตัวท์ีน่ิยมบรโิภคในภมูภิาคเอเชยี 5 ชนิด ไดแ้ก่ เนื้อสุนขั เนื้อเป็ด เนื้อแพะ เนื้อควาย 

และเนื้อแกะได้ส าเร็จ โดยผลการศกึษาพบว่าชุดทดสอบสามารถตรวจระบุชนิดเนื้อสตัว์ได้

พรอ้มๆกนั โดยไม่ตอ้งผ่านกระบวนการสกดัดเีอน็เอ ซึ่งปจัจยัส าคญัหลายอย่างที่ส่งผลต่อการ

พฒันาชุดทดสอบ คอื การเลอืกใชว้ธิกีารในการเตรยีมตวัอยา่ง การเลอืกไพรเมอร์ และเลอืกใช้

ชุดน ้ายาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอทีเ่หมาะสม รวมถงึการหาสภาวะทีเ่หมาะสมขององคป์ระกอบต่างๆ

ในการท าปฏกิริยิาพซีอีาร ์ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ไพรเมอรแ์ละปรมิาณดเีอน็เอตัง้ตน้ 

  หลังจากท าการพฒันาชุดทดสอบได้ส าเร็จ ได้มีกระบวนการทวนสอบชุด

ทดสอบทีพ่ฒันาขึน้เพื่อยนืยนัความมัน่ใจในการน าไปประยุกต์ใช้ได้จรงิ โดยทดสอบการท าซ ้า 

ทดสอบความจ าเพาะเจาะจง ทดสอบความไววเิคราะห ์และการน าเอาชุดทดสอบที่พฒันาขึน้ไป

ประยกุตใ์ชก้บัตวัอยา่งอาหารจรงิ ผลการศกึษาแสดงให้เหน็ว่าชุดทดสอบที่พฒันาขึน้นี้มคีวาม

แม่นย า 100% โดยสามารถตรวจหาสตัวเ์ป้าหมายได้ตรงตามที่คาดหวงัทุกตวัอย่าง และยงัมี

ความจ าเพาะเจาะจงต่อสตัวเ์ป้าหมายเนื่องจากการเลอืกใชย้นีไซโตโครมซอีอกซเิดสหน่วยย่อย

ที ่1 และ SNP ทีจ่ าเพาะเจาะจงกบัสตัวเ์ป้าหมายในการออกแบบไพรเมอร์ อกีทัง้ชุดทดสอบที่

พฒันาขึน้ยงัมคีวามไวในการวเิคราะหส์งู สามารถตรวจวดัตวัอยา่งไดส้ าเรจ็แมม้ปีรมิาณดเีอน็เอ

เพยีงเลก็น้อยหรอืมดีเีอน็เออื่นๆทีไ่ม่เกีย่วขอ้งปนเป้ือนอยู ่ซึง่เป็นลกัษณะของตวัอย่างที่มกัพบ

บ่อยในงานนิติวทิยาศาสตร์ นอกจากนี้ยงัใช้ทดสอบตัวอย่างอาหารที่มีการวางขายตาม

ทอ้งตลาดไดจ้รงิ อยา่งไรกต็ามขอ้จ ากดัของชุดทดสอบ คอื สามารถใช้ในการทดสอบเบื้องต้น

เพื่อบอกว่ามีหรือไม่มีการปนเป้ือนของสัตว์เป้าหมายเท่านัน้ ไม่สามารถบอกปริมาณการ

ปนเป้ือนได ้ 

   โดยสรุป ชุดทดสอบมลัตเิพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ที่พฒันาขึ้นนี้มีข้อดีมากมาย

หลายประการ ทัง้สามารถท าไดง้่ายและเสรจ็สิน้รวดเรว็ภายในเวลา 2 ชัว่โมง ประหยดัค่าใชจ้่าย

เนื่องจากสามารถใชเ้ครื่องมอืพืน้ฐานทีม่อียูใ่นหอ้งปฏบิตักิารทางอณูชวีวทิยา อกีทัง้ชุดทดสอบ

ที่ได้พฒันาขึน้ยงัได้มกีารทวนสอบการใช้งานจรงิตามมาตรฐานสากล (Kitpipit et al. 2014 

,Butler 2005) ชุดทดสอบมลัตเิพลก็ซไ์ดเรค็พซีอีารจ์งึเป็นอกีเครื่องมอืทางเลอืกที่ส าคญัในการ
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ตรวจสอบมาตรฐานอาหารเพื่อใหเ้ป็นไปตามขอ้ก าหนด และเพื่อประโยชน์ในบงัคบัใช้กฏหมาย

ส าหรบัการคุม้ครองปกป้องสทิธขิองผูบ้รโิภค   
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บทคัดย่อ การปลอมปนและปนเปื้อนของเน้ือสัตว์เป็นปัญหาที่มักพบในอุตสาหกรรมอาหาร ซ่ึงมักส่งผลเสียต่อ

สุขภาพของผู้บริโภค เศรษฐกิจ และอาจผิดต่อบทบัญญัติทางศาสนา การศึกษาครั้งน้ีจึงได้ท าการพัฒนาชุดทดสอบ
มัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบและระบุชนิดของเน้ือสัตว์ในอาหารโดยไม่ต้องผ่านการสกัดดีเอ็นเอ ซ่ึง
สามารถตรวจสอบและระบุชนิดของเน้ือสัตว์ 5 ชนิดที่นิยมบริโภคในภูมิภาคเอเชียได้พร้อมๆกัน ได้แก่ สุนัข (Canis 
lupus familiaris) ควาย (Bubalus bubalis) แกะ (Ovis aries) เป็ด (Anas platyrhynchos) และแพะ (Capra 
hircus) ด้วยการใช้ไพรเมอร์จ าเพาะเจาะจง (species-specific primers) ซ่ึงถูกออกแบบจากยีนไซโตโครมออกซิเดส 
หน่วยย่อยที่ 1 ในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ ผลการศึกษา พบว่า สามารถพัฒนาชุดทดสอบได้ส าเร็จโดยให้แถบดีเอ็น
เอขนาด 200,224,343,380 และ 421 คู่เบส ส าหรับเน้ือเป็ด ควาย แพะ สุนัข และแกะ ตามล าดับ นอกจากน้ีชุด
ทดสอบที่พัฒนาขึ้นยังได้มีการทวนสอบโดยการทดสอบการท าซ้ า ความจ าเพาะเจาะจง ความไวและการทดสอบกับ
ตัวอย่างอาหาร และพบว่าเทคนิคที่พัฒนาขึ้นน้ันมีความน่าเชื่อถือ มีความจ าเพาะเจาะจง และสามารถตรวจสอบได้
อย่างรวดเร็วโดยให้ผลการวิเคราะห์ภายในเวลา 90 นาที จึงนับว่าเป็นเทคนิคที่มีประโยชน์ในการตรวจสอบและระบุ
ชนิดของเน้ือสัตว์ในอาหาร เพื่อคุ้มครองสิทธิผู้บริโภคและบังคับใช้กฎหมายที่เก่ียวข้องต่อไป 

ABSTRACT Fraudulent labeling and unintentional contamination are often found in food 
manufacturing. They cause serious problems to public health and might break religious laws. In 
this study, a multiplex-direct PCR technique was developed to simultaneously identify five meat 
species consumed in Asia: dog (Canis lupus familiaris), duck (Anas platyrhynchos), buffalo 
(Bubalus bubalis), goat (Capra hircus) and mutton (Ovis aries), without the need for DNA 
extraction. Species-specific primers were designed from cytochrome oxidase I (COI) gene of 
mitochondrial DNA and provided the specific PCR fragments of 200, 224, 343, 380, and 421 bp for 
duck, buffalo, goat, dog and mutton, respectively. The assay was validated for its reproducibility, 
specificity, sensitivity and applicability in street food testing. The results indicated that this 
developed technique was highly reproducible, specific and reliable. It was also rapid as it can be 
completed within ninety minutes. Therefore, the multiplex-direct PCR could be useful for meat 
species identification in food products and could help in protecting consumer rights and enforcing 
food safety legislations. 

ค าส าคัญ: มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์, ไดเร็คพีซีอาร์, การระบุชนิดของเน้ือสัตว์ 

Keywords: Multiplex PCR, direct PCR, meat species identification 
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บทน า  

ปัจจุบันมีการวางจ าหน่ายเน้ือสัตว์และผลิตภัณฑ์เน้ือสัตว์แปรรูปหลากหลายรูปแบบ ซ่ึงสะดวกต่อการเลือก
ซ้ือของผู้บริโภค ส าหรับประเทศในกลุ่มอาเซียนรวมถึงประเทศไทย นิยมรับประทานเน้ือสัตว์หลากหลายชนิด เช่น 
เน้ือเป็ด เน้ือควาย เน้ือแพะ เน้ือสุนัขและเน้ือแกะ เป็นต้น ทั้ งน้ีเน่ืองจากเน้ือสัตว์บางชนิดราคาแพงและบางชนิด
เป็นเน้ือสัตว์ต้องห้ามที่ผิดหลักศาสนา [1] จึงท าให้ผู้ผลิตบางรายต้องการลดต้นทุนการผลิตและเพิ่มผลก าไรในธุรกิจ
โดยการปลอมปนหรือผสมเน้ือสัตว์ต่างชนิดที่มีราคาถูกหรือไม่ได้มาตรฐานลงไปในผลิตภัณฑ์อาหารน้ันแล้วปิดฉลาก
ไม่ตรงกับความจริง เช่น ผลิตภัณฑ์อาหารเจที่มีการปลอมปนเน้ือสัตว์หลายชนิด เช่น ปลา ปลาหมึก กุ้ง หรือไก่ ซ่ึง
อาจเป็นอันตรายต่อผู้บริโภคและส่งผลเสียต่อประเทศทั้งทางด้านเศรษฐกิจ ด้านศาสนา และท าลายความเชื่อม่ัน
ของผู้บริโภคเป็นอย่างยิ่ง [2] ดังน้ันเพื่อประโยชน์ในการคุ้มครองผู้บริโภคไม่ให้ถูกเอารัดเอาเปรียบจากกรณีดังกล่าว 
กระบวนการทางนิติวิทยาศาสตร์จึงเข้ามามีบทบาทส าคัญในการตรวจพิสูจน์ระบุชนิดของเน้ือสัตว์จากตัวอย่าง
อาหารต้องสงสัยเพื่อใช้เป็นหลักฐานในการด าเนินคดีทางกฎหมายและเพื่อผลในการบังคับใช้กฎหมายที่เก่ียวข้อง 

เทคนิคที่สามารถใช้ในการตรวจสอบและระบุชนิดของเน้ือสัตว์มีหลากหลายเทคนิค เช่น การศึกษาทางด้าน
กายภาพของเ น้ือสัต ว์ โดยการวิเคราะห์โครงสร้างและสีของเ น้ือ [3] เทคนิคทางด้านวิทยาภู มิคุ้ม กัน 
(Immunoassay) [4] เทคนิคดังกล่าวมีความจ าเพาะเจาะจงและมีความไวสูง แต่มักเกิดปัญหาในการตรวจสอบ 
เน่ืองจากโปรตีนในเน้ือสัตว์ที่น ามาวิเคราะห์มักเสียสภาพจากความร้อนในกระบวนแปรรูปอาหาร ท าให้ผลที่ได้จาก
การตรวจสอบชนิดของเน้ือสัตว์ไม่มีความน่าเชื่อถือ ปัจจุบันมีการศึกษาและพัฒนาการตรวจสอบและระบุชนิดของ
เน้ือสัตว์จากอาหารโดยใช้เทคนิคในระดับโมเลกุล เช่น เทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ (Real-time PCR) [5] ที่สามารถ
ตรวจสอบเน้ือสัตว์และผลิตภัณฑ์จากเน้ือสัตว์ได้ทั้งในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพและพบว่ามีความไวและ
ความจ าเพาะในการตรวจพิสูจน์สูง เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ (Multiplex PCR) ซ่ึงเป็นเทคนิคที่สามารถตรวจระบุ
ชนิดของเน้ือสัตว์ได้หลายชนิดในการท าพีซีอาร์เพียงครั้งเดียว [6-9] รวมถึงการน าเทคนิคไดเร็คพีซีอาร์ (Direct 
PCR) [10] มาประยุกต์ใช้ร่วมกับเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ [11] ส าหรับตรวจสอบและระบุชนิดของเน้ือสัตว์จ านวน 
6 ชนิด ได้แก่ หมู แกะ ไก่ นกกระจอกเทศ ม้า และวัว ซ่ึงเป็นเน้ือสัตว์ที่มีการบริโภคอย่างแพร่หลาย [12] ดังน้ัน
การศึกษาครั้งน้ีจึงมีจุดประสงค์เพื่อประยุกต์ใช้เทคนิคมัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ในการพัฒนาชุดทดสอบส าหรับ
ตรวจสอบและระบุชนิดของเน้ือสัตว์ จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ สุนัข (Canis lupus familiaris) ควาย (Bubalus 
bubalis) แกะ (Ovis aries) เป็ด (Anas platyrhynchos) และแพะ (Capra hircus) ซ่ึงเป็นเน้ือสัตว์ที่นิยมบริโภค
ในประเทศแถบเอเชีย และยังไม่มีรายงานการประยุกต์ใช้เทคนิคมัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ในการระบุชนิดของ
เน้ือสัตว์เหล่าน้ี รวมทั้งท าการทวนสอบชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้น เพื่อสามารถน าชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นไปใช้งานได้จริง  
 

อุปกรณ์และวิธีการด าเนินการวิจัย (Materials and methods) 

การเก็บตัวอย่างเน้ือสัตว์ 
ตัวอย่างเน้ือสัตว์เป้าหมายจ านวน 5 ชนิด ได้แก่ เป็ด ควาย แพะ สุนัข และแกะ รวมถึงเน้ือสัตว์ชนิดอ่ืนๆ ที่

น ามาใช้ในงานวิจัยครั้งน้ีจะต้องมีการตรวจสอบชนิดของเน้ือสัตว์น้ันๆด้วยลักษณะสัณฐานวิทยา (Morphology) 
ก่อน เพื่อเป็นการยืนยันว่าเน้ือสัตว์ที่น ามาใช้ในงานวิจัยเป็นชนิดที่ตรงตามที่ระบุไว้จริง จากน้ันตัดชิ้นเน้ือด้วยมีดที่
ปราศจากเชื้อ (Sterile scalpel) ใส่ถงุซิปที่สะอาด เก็บไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส   
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การออกแบบไพรเมอร์ 
ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงกับสัตว์เป้าหมายทั้ง 5 ชนิดจากบริเวณยีนไซโทโครมออกซิเดส       

หน่วยย่อยที่ 1 (cytochrome c oxidase subunit I, COI) บนไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ ไพรเมอร์ด้านฟอร์เวิร์ด  
(Forward species-specific primers) เป็นต าแหน่งที่จ าเพาะกับสัตว์เป้าหมาย(5’TACTACTCAGGAAAAA                      
AAGAACCATTCGG-3’) ส่วนไพรเมอร์ด้านรีเวิร์ด (Reverse-universal primer) เป็นยูนิเวอร์แซลไพรเมอร์ที่
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสัตว์เป้าหมายได้ทุกชนิด ได้แก่ ไพรเมอร์แพะ (5’-TTTCCCTACACCTAGC 
AGGCA-3’)  ไ พ ร เ ม อ ร์ สุ นั ข  ( 5’-GTTCTACTCTTACTATCCCTGCCTGTACTG-3’)  ไ พ ร เ ม อ ร์ ค ว า ย ( 5’-
CCACGCAGGAGCTTCG-3’)  ไพร เมอร์ เป็ ด  (5’-CACTCTCACAATACCAAACCCCA-3’)  และ ไพร เมอร์ แกะ       
(5’-GTTACTCCTAGCATCCTCTATGGTTGAG-3’) โดยออกแบบไพรเมอร์แต่ละคู่ให้มีค่าอุณหภูมิการหลอมตัว 
(Melting temperature, Tm) อยู่ในช่วง 65-67 องศาเซลเซียส รวมถึงมีการตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพ 
(Physical parameters) การจับกันภายในสายไพรเมอร์ (Self-complementary) และโครงสร้างทุติยภูมิ 
(Secondary structure) ก่อนน าไปใช้พัฒนาชุดทดสอบ 

 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีไดเร็คพีซีอาร์ (Direct PCR) 
น าตัวอย่างเน้ือสัตว์ มาเตรียมตามวิธีการของ Kitpipit และคณะ [12] โดยตัดเป็นชิ้นประมาณ 1 ตาราง

มิลลิเมตร ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ เติม 1M phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4 ปริมาณ 20 
ไมโครลิตร จากน้ันบ่มที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที น าส่วนใส (Pre-PCR solution) ไปใช้ใน
ขั้นตอนต่อไป 

การศึกษาครั้งน้ีเตรียมองค์ประกอบในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ชุดน้ ายา Phire®Hot Start II DNA 
Polymerase (Thermo Scientific, Thailand) ให้มีปริมาตรรวมเท่ากับ 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 5X PCR 
[Phire® Animal Tissue PCR Buffer (Thermo Scientific, Thailand)] ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 
Deoxynucleotides (dNTPs) ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร 1.0 unit PhirePhire® Hot Start II DNA     
Polymerase (Thermo Scientific, Thailand) ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร ชุดไพรเมอร์จ าเพาะเจาะจงกับสัตว์
เป้าหมาย ปริมาตรรวม 5.25 ไมโครลิตร Pre-PCR solution ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และน้ ากลั่น (Distilled   
water) ปริมาตร 7.95 ไมโครลิตร น าเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ รุ่น T100™ Bio-Rad จากน้ันน าผลผลิตพีซีอาร์ 
(PCR product) ไปตรวจสอบด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีส (Electrophoresis) บน 2% อะกาโรสเจล                 
ที่ความต่างศักย์ 120 โวลต์ เป็นเวลา 15 นาที 

 

การทวนสอบชุดทดสอบมัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์ (Multiplex Direct PCR) ท่ีพัฒนาขึ้น 
การศึกษาครั้งน้ีท าการทวนสอบชุดทดสอบมัลติเพล็กไดเร็คพีซีอาร์ส าหรับระบุชนิดของเน้ือสัตว์ โดย      

ทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (Specificity test) โดยน าชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นมาตรวจสอบกับดีเอ็นเอจากตัวอย่าง
เน้ือสัตว์ชนิดอ่ืนๆ จ านวน 9 ชนิด ได้แก่ จระเข้ (Crocodylus siamensis) นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 
ม้า (Equus ferus caballus) หมู (Sus scrofa domestica) ไก่ (Gallus gallus domesticus) วัว (Bos 
primigenius) กบ (Hoplobatrachus rugulosus) กระรอก (Callosciurus finlaysonii) และมนุษย์ (Homo 
sapiens) ทดสอบความไว (Sensitivity test) โดยการน าชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นมาตรวจสอบกับดีเอ็นเอที่เจือจางให้
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มีความเข้มข้นระหว่าง 105-101 จ านวนซ้ าต่อไมโครลิตร (copies/µL) ทดสอบการท าซ้ า (Reproducibility test) 
ของชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้น โดยท าการรวบรวมตัวอย่างเน้ือสัตว์เป้าหมายทั้ง 5 ชนิดจากแหล่งที่มาที่แตกต่างกัน 
จ านวน 26 ตัวอย่าง และทดสอบกับตัวอย่างอาหาร (Street food test) จ านวน 31 ตัวอย่าง ซ่ึงแบ่งเป็นเน้ือสัตว์
แช่เยือกแข็ง (Raw frozen meat) จ านวน 17 ตัวอย่าง อาหารแช่เยือกแข็ง (Instant frozen food) จ านวน 4 
ตัวอย่าง อาหารแห้ง (Dried food) 3 ตัวอย่าง และอาหารข้างถนน (Street food) จ านวน 9 ตัวอย่าง 

 

ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย (Results and discussion) 

การศึกษาครั้งน้ีสามารถพัฒนาชุดทดสอบมัลติเพล็กซ์ไดเร็คพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบและระบุชนิดของเน้ือสัตว์
เป้าหมาย 5 ชนิดที่นิยมบริโภคในกลุ่มประเทศอาเซียนได้พร้อมกันในปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียวได้ส าเร็จ โดยเน้ือสัตว์
เป้าหมายที่ท าการตรวจสอบ ได้แก่ สุนัข เป็ด แพะ ควาย และแกะ ซ่ึงให้แถบดีเอ็นเอขนาด 200 224,343,380 
และ 421 คู่เบส (bp) ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 1 ซ่ึงปัจจัยส าคัญที่ท าให้สามารถพัฒนาชุดทดสอบมัลติเพล็กซ์
ไดเร็คพีซีอาร์ในการตรวจสอบและระบุชนิดของเน้ือสัตว์ทั้ง 5 ชนิดได้ประสบความส าเร็จ เป็นผลมาจากการใช้ชุด
น้ ายา Phire®Hot Start II DNA Polymerase ซ่ึงสามารถทนต่อสารยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR inhibitors) ที่
สามารถพบได้ในตัวอย่างเน้ือดิบและผลิตภัณฑ์อาหาร เช่น ไมโอโกลบิน (Myoglobin) และ ฮีม (Heme) [13] 
นอกจากน้ีการใช้ไดลูชั่นโพรโทคอล (Dilution protocol) ซ่ึงช่วยเจือจางสารยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร์ [12] และการใช้ 
PBS ยังช่วยรักษาความเป็นกรดด่าง (pH) ให้เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ นอกจากน้ีปัจจัยอ่ืนๆที่ส่งเสริม
ความส าเร็จ ได้แก่ การออกแบบไพรเมอร์ให้มีคุณสมบัติทางกายภาพที่เหมาะสมและการก าหนดอุณหภูมิการหลอม
ตัวของไพรเมอร์ที่ใกล้เคียงกัน ท าให้ไพรเมอร์ทุกคู่สามารถเข้าไปจับกับดีเอ็นเอเป้าหมาย (DNA template) ได้ที่
อุณหภูมิ annealing (Ta) เดียวกัน รวมถึงการออกแบบไพรเมอร์ให้ผลผลิตพีซีอาร์ที่มีขนาดแตกต่างกัน ท าให้
สามารถแยกผลผลิตพีซีอาร์เหล่าน้ีได้ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส 

ผลการทวนสอบการใช้งานจริงแสดงให้เห็นว่า ชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นมีความจ าเพาะเจาะจงกับเน้ือสัตว์
เป้าหมายเท่าน้ันและไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเน้ือสัตว์ชนิดอ่ืนได้ ซ่ึงให้ผลการทดสอบเน้ือสัตว์เป้าหมายทั้ง 5 
ชนิดได้ถูกต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ จากการทดสอบความไวในการวิเคราะห์ พบว่า ปริมาณดีเอ็นเอของสัตว์เป้าหมายทั้ง 
5 ชนิดที่น้อยที่สุดที่ชุดทดสอบสามารถตรวจวัดได้ อยู่ระหว่าง 104 – 105 ชุด (mitochondrial copies) เทียบเท่า
กับ 1-10 เซลล์กล้ามเน้ือลาย (muscle cell) เท่าน้ัน [14] ซ่ึงเป็นปริมาณดีเอ็นเอที่น้อยมาก เหมาะส าหรับการ
ตรวจสอบตัวอย่างเน้ือสัตว์ในหน่วยงานที่เก่ียวข้องกับการตรวจสอบผลิตภัณฑ์อาหาร ซ่ึงตัวอย่างมักจะเสื่อมสภาพ
และเป็นตัวอย่างที่เกิดจากการปลอมปนและการปนเปื้อนของเน้ือสัตว์อ่ืนๆในปริมาณที่น้อย และผลทดสอบการ
ท าซ้ าของชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นกับตัวอย่างเน้ือสัตว์เป้าหมายทั้ง 5 ชนิด จ านวน 26 ตัวอย่าง และผลการทดสอบ
กับตัวอย่างอาหาร จ านวน 31 ตัวอย่าง พบว่า ตัวอย่างเน้ือเป้าหมายและตัวอย่างอาหารทั้งหมดที่น ามาทดสอบไม่มี
การปนเปื้อนเน้ือสัตว์ชนิดอ่ืน ทั้งน้ีผลจากการทวนสอบชุดทดสอบที่ได้พัฒนาขึ้นยังถือเป็นการยืนยันว่าชุดทดสอบ
ดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบและระบุชนิดของเน้ือสัตว์ได้อย่างถูกต้อง รวดเร็ว และสามารถน าไปใช้งาน
ได้จริง  
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รูปที่ 1 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสัตว์เป้าหมายทั้ง 5 ชนิด ด้วยชุดทดสอบ
ปฏิกิริยามัลติเพล็กไดเร็คพีซีอาร์ที่พัฒนาข้ึน โดย Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder), 1: 

สุนัข (200 คู่เบส), 2: เป็ด (224 คู่เบส), 3: แพะ (343 คู่เบส), 4: ควาย (380 คู่เบส), 5: แกะ (421 คู่เบส), 6: รวม
สัตว์เป้าหมายทั้ง 5 ชนิด (รวมPre-PCR solution สุนัข, เป็ด, แพะ, ควาย และแกะ), N ชุดควบคุมผลลบ 
(Negative control) 
 

สรุปผลการวิจัย (Conclusion) 

ชุดทดสอบมัลติเพล็กไดเร็คพีซีอาร์ที่พัฒนาขึ้นเพื่อตรวจสอบและระบุชนิดของเน้ือสัตว์จ านวน 5 ชนิดโดย
การทดสอบเพียงครั้งเดียวและไม่ต้องผ่านการสกัดดีเอ็นเอน้ัน สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเน้ือสัตว์แต่ละชนิดได้
อย่างความจ าเพาะเจาะจง มีความน่าเชื่อถือ รวมถึงประหยัดค่าใช้จ่ายในการทดสอบ และใช้เวลาในการตรวจสอบ
และให้ผลภายในระยะเวลา 90 นาที จึงนับได้ว่าชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นมีประโยชน์ในการตรวจสอบและระบุชนิด
ของเน้ือสัตว์ในอาหาร เพื่อผลประโยชน์ทั้งในด้านสุขภาพ เศรษฐกิจ ศาสนาและคุ้มครองสิทธิของผู้บริโภคและเพื่อ
ผลในการบังคับใช้กฎหมายเก่ียวกับความปลอดภัยของอาหารได้ 
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