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บทคัดยอ 

 

  การศึกษานี้เปนครั้งแรกในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร 

(Multiplex direct PCR) เพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวในอาหารไดสําเร็จ โดยสามารถระบุชนิดของ

เนื้อสัตวเปาหมายไดถึง 6 ชนิดภายในการทําปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียว ซ่ึงไพรเมอรท่ีเลือกใชเปน   

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมายท้ัง 6 ชนิด (Species-specific primer) โดยรวบรวมมา

จากงานวิจัยตางๆ ท่ีตีพิมพในวารสารนานาชาติท่ีนาเช่ือถือ และออกแบบเอง ซ่ึงไพรเมอรดังกลาว

ถูกออกแบบจากยนีไซโทโครมบี (Cyt b) ไซโตโครมออกซิเดส 1 (COI) และ 12 เอส ไรโบโซมอล 

อารเอ็นเอ (12s rRNA) โดยใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR product) 100 คูเบส 119 คูเบส 133 คูเบส       

155 คูเบส 253 คูเบส และ 311 คูเบส สําหรับเนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก 

(Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว 

(Bos taurus) ตามลําดับ และชุดทดสอบดังกลาวเปนวิธีท่ีไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ ทําให

ใชระยะเวลาไมเกิน 90 นาที ซ่ึงเปนประหยัดเวลาเม่ือเทียบกับวิธีดั้งเดิม ซ่ึงความไวของวิธีนี้เกิดจาก

การท่ีไมตองสกัดดีเอ็นเอ ซ่ึงสงผลใหไมมีการสูญเสียดีเอ็นเอไป อีกท้ังไดมีการทวนสอบ              

ชุดทดสอบ (Validation test) โดยใหผลการทดสอบท่ีแมนยํา 100 เปอรเซ็นต มีความจําเพาะเจาะจง

ตอเนื้อสัตวเปาหมายสูง เปนท่ีนาเช่ือถือ และสามารถใชในการระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีใชเปน

องคประกอบในอาหารในตัวอยางตามทองตลาดไดจริง นอกจากนี้ยังเปนวิธีท่ีตองการตัวอยางใน

ปริมาณเพียงเล็กนอย ประมาณ 0.3-1.0 ตารางมิลลิเมตร ก็เพียงพอตอการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได

สําเร็จ สามารถตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายไดท้ังในอาหารท่ีเปนเนื้อดิบ เนื้อ     

ปรุงสุก หรือผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวท่ีผานกระบวนการแปรรูปหรือปรุงสุกโดยใชความรอนสูง ซ่ึง

เปนประโยชนยางยิ่งในการบังคับใชทางกฏหมาย เพ่ือตรวจสอบการปลอมปนดีเอ็นเอของสัตวอ่ืน

ในอาหาร 
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ABSTRACT 

  This is the first time that direct PCR, DNA amplification without prior DNA 

extraction, was successfully developed and fully validated for rapid and economical simultaneous 

identification of six commonly consumed meat species. To achieve this, six species-specific 

primers were selected from previous reports and newly designed from the mitochondrial 

cytochrome b (cyt b), cytochrome oxidase I (COI), and 12s rRNA gene. The assay generated PCR 

products of 100, 119, 133, 155, 253, and 311 bp for pork, lamb/mutton, chicken, ostrich meat, 

horsemeat and beef, respectively. Validation showed that the assay is robust, rapid, economical, 

reproducible, specific, and sensitive down to 12,500 mitochondrial copy (equating to seven fg). It 

could be used with a variety of raw meats and products, including highly degraded and processed 

food samples. This proposed method will be greatly beneficial to the consumers, food industry, 

and law enforcement. 
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ตารางท่ี 1  แสดงจํานวนตัวอยางท่ีใชในขั้นตอนการเก็บตวัอยางเนื้อสัตว (Sample  

  collection)        25 

ตารางท่ี 2 แสดงไพรเมอรท่ีเลือกมาจากวารสารนานาชาติท่ีนาเช่ือถือ   26 

ตารางท่ี 3 แสดงเลขหมายทะเบียน (Accession number) ของลําดับนิวคลีโอไทด 

  จาก Genbank        27 

ตารางท่ี 4 แสดงไพรเมอรท่ีมาจากการออกแบบในการศึกษานี ้   31 

ตารางท่ี 5 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรท้ังหมดท่ีใชในการศึกษา  32 

ตารางท่ี 6 แสดงสภาวะเริ่มตนท่ีใชในปฏิกิริยาพีซีอาร    34 

ตารางท่ี 7 แสดงสวนประกอบท่ีใชเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอาร   

  (Singleplex PCR)       35 

ตารางท่ี 8 แสดงสวนประกอบท่ีใชเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอาร   

  (Multiplex PCR)        36 

ตารางท่ี 9 แสดงชนิดของเนื้อสัตวเปาหมาย จํานวนตัวอยาง แหลงท่ีมาของ  

  เนื้อสัตว และจํานวนตัวอยางท่ีนํามาใชในการทดสอบโดยการทําซํ้า  

   (Reproducibility test)       38 

ตารางท่ี 10 แสดงประเภท และท่ีมาของตัวอยางท่ีนํามาใชทดสอบความจําเพาะ  

  เจาะจง (Specificity test)       39 

ตารางท่ี 11 แสดงประเภทของผลิตภัณฑอาหาร รายการอาหาร ตราสินคา เนื้อสัตว 

  ท่ีระบุขางฉลาก และแหลงท่ีมาของผลิตภัณฑอาหารเพ่ือใชในตรวจสอบ 

  การปนเปอนของตัวอยางอาหารตามทองตลาด    40 

ตารางท่ี 12 แสดงรายละเอียดของไพรเมอรท้ังหมดท่ีใชในการศึกษานี้    44 

ตารางท่ี 13 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 2   54 

 



(12) 
 

รายการตาราง (ตอ) 

 

ตารางที ่          หนา 

ตารางท่ี 14 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 3   56 

ตารางท่ี 15 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 4   57 

ตารางท่ี 16 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 5   58 

ตารางท่ี 17 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 6   59 

ตารางท่ี 18 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 7   60 

ตารางท่ี 19 แสดงผลการศึกษาการใชชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร 

  เพ่ือทดสอบกับตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test)  66 

  



(13) 
 

รายการภาพประกอบ 

 

รูปที่           หนา 

รูปท่ี 1 แสดงอัตราการเติบโตของสินคาการแปรรูปในรายกลุมประเทศ     8 

รูปท่ี 2 แสดงโครงสรางดีเอ็นเอ        12 

รูปท่ี 3 แสดงจีโนมของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนษุย     13 

รูปท่ี 4 แสดงการออกแบบไพรเมอรใหจับกับดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือการทําพีซีอาร  16 

รูปท่ี 5 แสดงขั้นตอนการทําปฏิกิรยิาพีซีอาร      17 

รูปท่ี 6 แสดงการออกแบบไพรเมอรใหจับกับดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือการทํามัลติเพล็กซ  

 พีซีอารอาร         18 

รูปท่ี 7 แสดง Sequence alignment  ของไซโทโครมบียีน (Cytochome b; Cyt b) โดย  

 ใชโปรแกรม Geneious        29 

รูปท่ี 8 แสดง Sequence alignment  ของไซโทโครมออกซิเดส (Cytochom oxidase I;   

 COI) โดยใชโปรแกรม Geneious       29 

รูปท่ี 9 แสดงขั้นตอนการออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอร (Foreward primer) ใหมีความ 

 จําเพาะเจาะจง (Specific primer) กับลําดับเบส (Single nucleotide polymorphism; 

 SNP) บนสายนวิคลีโอไทดของสัตวเปาหมายตรงปลาย 3' โดยใชโปรแกรม  

 Geneious         30 

รูปท่ี 10 แสดงขั้นตอนการออกแบบรีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) โดยออกแบบเปน 

 ยูนีเวอรแซลไพรเมอร (Universal primer) ซ่ึงจะเลือกบริเวณมีลําดับเบสบน  

 นิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกันในสัตวตางชนิดกันตรงปลาย 3' โดยใชโปรแกรม  

 Geneious         30 

รูปท่ี 11 แสดงตําแหนงของไพรเมอรท้ัง 6 คูบนไมโทคอนเดรียลยนี    33 

รูปท่ี 12 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ  

 หมู (Sus scrofa-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta)  

 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C     46 

 



(14) 
 

รายการภาพประกอบ (ตอ) 

 

รูปที่           หนา 

รูปท่ี 13 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ  

 แกะ (Ovis aries-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta)  

 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C     46 

รูปท่ี 14 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ  

 ไก (Gallus gallus -specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta)  

 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C     47 

รูปท่ี 15 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ 

 นกกระจอกเทศ (Struthio camelus-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing 

 temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C   47 

รูปท่ี 16 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ  

 มา (Equus ferus caballus-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing  

 temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C   48 

รูปท่ี 17 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ  

 วัว (Bos taurus-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta)   

 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C     48 

รูปท่ี 18 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific primer)   49 

รูปท่ี 19 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ (Ovis aries -specific primer)   50 

รูปท่ี 20 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก (Gallus gallus-specific primer)   50 

รูปท่ี 21 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ (Struthio camelus-specific primer) 51 

 



(15) 
 

รายการภาพประกอบ (ตอ) 

 

รูปที่           หนา 

รูปท่ี 22 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา (Equus ferus caballus-specific primer)  51 

รูปท่ี 23 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับววั (Bos taurus -specific primer)   52 

รูปท่ี 24 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 1    54 

รูปท่ี 25 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 2    55 

รูปท่ี 26 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒน  

 าชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 3    56 

รูปท่ี 27 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 4    57 

รูปท่ี 28 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 5    58 

รูปท่ี 29 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 6    59 

รูปท่ี 30 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 7    60 

รูปท่ี 31 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการนําชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร 

 (Multiplex direct PCR) มาการทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test)  62 

รูปท่ี 32 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR)  64 

 



1 
  

บทที่ 1 

 

บทนํา 

 

 

ที่มาและความสําคัญ 

 ปจจุบันมนุษยมีการบริโภคผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวเพ่ิมมากขึ้นเปนทวีคูณ ซ่ึงพบวางขายใน

ทองตลาดหลากหลายรูปแบบ อาทิเชน เนื้อสัตวดิบ (Raw meat) เนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) อาหาร

สําเร็จรูปแชแข็ง (Instant frozen food) เปนตน ทําใหการตรวจสอบองคประกอบในอาหาร รวมถึง

การตรวจระบุชนิดเนื้อสัตว เปนขอบังคับตามกฎหมายในหลายๆประเทศ เพ่ือท่ีจะคุมครอง

ผูบริโภคไมใหถูกเอาเปรียบจากผูประกอบการท่ีหวังผลกําไรเกินควร โดยการใชวัตถุดิบท่ีไมได

มาตรฐาน การปนเปอนของเนื้อสัตวอ่ืน หรือติดฉลากไมตรงกับความเปนจริง (1) นอกจากนี้ปญหา

การปนเปอนเนื้อหมูในผลิตภัณฑอาหารฮาลาลยังเปนอีกหนึ่งปญหาสําคัญซ่ึงขัดตอบทบัญญัติทาง

ศาสนา จากรายงานพบวาการบริโภคอาหารฮาลาลไดมีการขยายตัวอยางรวดเร็ว ทําใหมียอดขาย

ผลิตภัณฑอาหาร ฮาลาลสูงถึง 641 พันลานดอลลารสหรัฐ (USD) ในป พ.ศ.2553 และเพ่ิมขึ้น

มากกวา 661 พันลานดอลลารสหรัฐ (USD) ในป พ.ศ.2554 ดังนั้นในหลายประเทศ เชน อินโดนีเซีย 

มาเลเซีย สิงคโปร จึงจัดตั้งหนวยงานเฉพาะท่ีทําหนาดูแลและควบคุมการสงออกผลิตภัณฑอาหาร

ฮาลาล (1) เพ่ือควบคุมคุณภาพของอาหารเหลานี้ใหไดมาตรฐาน จากกรณีศึกษาท่ีผานมาพบการ

ละเมิดกฎหมายคุมครองผูบริโภคอยูบอยครั้งในหลากหลายรูปแบบ อาทิเชน จากการสํารวจของ

มหาวิทยาลัยอิสลามมาเลเซีย (Islamic University, Malaysia) พบการปนเปอนเนื้อหมูในอาหาร    

ฮาลาลจํานวน 3 ตัวอยางจากท้ังหมด 30 ตัวอยาง (2) หรือกรณีพบการปนเปอนเนื้อมาในผลิตภัณฑ

เนื้อวัวจํานวนท้ังส้ินรอยละ 29 ของตัวอยางท้ังหมดจากหางเทสโก ในประเทศอังกฤษ ซ่ึงตรวจพบ

ในป พ.ศ.2556 (3) เปนตน นอกจากนี้ยังมีรายงานการปลอมปนเนื้อสัตวราคาถูกแทนท่ีเนื้อสัตว

เศรษฐกิจท่ีมีราคาแพง เพ่ือลดตนทุนการผลิต ดังเชนในกรณีการปลอมปนเนื้อไกในผลิตภัณฑ

จระเข หรือในกรณีการปลอมปนอวัยวะหรือเนื้อเยื่อของสัตวชนิดอ่ืน เชน หมู วัว แกะ และสัตวปก

ในผลิตภัณฑเนื้อกวาง (4-6) เปนตน ดังนั้นนิติวิทยาศาสตรจึงเขามามีบทบาทสําคัญในการตรวจ

องคประกอบเนื้อสัตวในอาหารเพ่ือตรวจสอบการปนเปอน หรือการปลอมปนเนื้อสัตวใน
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ผลิตภัณฑอาหารทุกรูปแบบ เพ่ือเปนประโยชนในการบังคับใชกฎหมายท่ีเกี่ยวของกับกฎหมาย

คุมครองผูบรโิภค  

 เทคนิคทางวิทยาศาสตรท่ีใชในการจาํแนกชนดิของเนื้อสัตว หรือผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวใน

อาหารไดรับการพัฒนาขึ้นอยางตอเนื่องเพ่ือใหมีประสิทธิภาพและความไวในการตรวจสอบท่ีดีขึ้น 

โดยเริ่มแรกมีการนําเทคนิคทางภูมิคุมกันวิทยา ไดแก วิธีเอ็นไซมไลนเกด อิมมูโนซอบแบนท 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; ELISA) และไอโซเล็คทริค โฟคัสซ่ิง (Isoelectric 

focusing; IEF) เปนตน (4) ซ่ึงวิธีเหลานี้นิยมใชวิเคราะหเนื้อสัตวดิบ แตมีขอจํากัดในการตรวจสอบ

ชนิดของเนื้อสัตว คือโปรตีนท่ีจําเพาะกับเนื้อสัตวแตละชนิดในอาหารปรุงสุกหรืออาหารท่ีผาน

กระบวนการแปรรูปท่ีใชความรอนมักถูกทําลาย ทําใหตรวจสอบดวยวิธีดังกลาวไดยาก (7, 8) ตอมา

จึงมีการประยุกตใชการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ เพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีเปนองคประกอบในอาหาร 

ไดแก วิธีดีเอ็นเอ ไฮบริไดซเซชัน (DNA hybridization) มัลติเพล็กซดวยสปชีสสเปคซิฟคไพรเมอร

พอลิเมอรเรสเชนรีแอ็คชัน (Multiplex species-specific primer polymerase chain reaction; PCR) 

หรือเรียลไทม พีซีอาร (real-time PCR) เปนตน (4, 9-13) ซ่ึงพบวามีความไวในการตรวจสอบชนิด

ของเนื้อสัตวสูง มีความจําเพาะเจาะจงตอเนื้อสัตวเปาหมาย สามารถประยุกตใชไดกับตัวอยาง

เนื้อสัตวท่ีพบในปริมาณนอยได และสามารถประยุกตใชในการระบุชนิดของเนื้อสัตวไดท้ัง

เนื้อสัตวดิบและเนื้อสัตวท่ีผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความรอน ปจจุบันมีรายงานการวิจัยท่ี

เกี่ยวกับการพัฒนาเทคนคิการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอจากเนื้อสัตวในอาหารมากมาย เชน Abbas Doosti 

และคณะ ประยุกตใชเทคนิคพอลิเมอรเรสเชนรีแอ็คชัน (Polymerase chain reaction; PCR) การใช

เทคนิคพอลิเมอรเรสเชนรีแอ็คชันแฟรกเมนตเลงทพอลิมอรพีซึม (Polymerase chain reaction-

restriction fragment length polymorphism; PCR-RFLP) (14) หรือ การพัฒนาเทคนิค multiplex 

PCR (4, 6) ซ่ึงพบวาเทคนิคดังกลาวเปนวิธีท่ีงาย ประหยัดเวลา มีความจําเพาะเจาะจงตอเนื้อสัตว

เปาหมาย มีความไวในการตรวจสอบชนิดของเนื้อสัตวสูง และนาเช่ือถือ ซ่ึงเปนปจจัยสําคัญท่ี

เหมาะตอการนําไปใชทดสอบเนื้อสัตวในตัวอยางอาหารในหองปฏิบัติการท่ีเกี่ยวของ 

 ปจจุบันเทคนิคไดเร็คพีซีอาร (Direct PCR) เปนวิธีท่ีไดรับความนิยมในทางอณูชีววิทยา 

รวมถึงในสาขานิติวิทยาศาสตรดีเอ็นเอ เปนวิธีท่ีสามารถประหยัดเวลา และคาใชจายในดานสารเคมี 

เพราะไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ อีกท้ังยังมีความไวในการวิเคราะหดีเอ็นเอสูง เนื่องจาก

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอนั้นทําใหสูญเสียดีเอ็นเอจากตัวอยาง โดยจะไดปริมาณดีเอ็นเอกลับคืนเพียง

รอยละ 16-30 ของดีเอ็นเอท้ังหมด (15-17) จึงทําใหโอกาสในการไดรับผลการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ

ลดลง เทคนิคไดเร็คพีซีอารยังสามารถลดการปนเปอนของดีเอ็นเอท่ีไมเกี่ยวของไดดีกวาวิธีการ
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สกัดดีเอ็นเอ เนื่องมาจากการสกัดดีเอ็นเอจะมีขั้นตอนการถายโอนสารซ่ึงจะเส่ียงตอการปนเปอนดี

เอ็นจากส่ิงแวดลอม จากงานวิจัยของ Kitpipit T. และคณะในป พ.ศ.2557 พบวาเทคนิคไดเร็คพีซี

อารเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากวัตถุพยานสัตวปาหลากหลายประเภท 

เชน ตัวอยางเลือด เสนผม เนื้อสัตว แมกระท่ังในตัวอยางท่ีมีปริมาณดีเอ็นเอนอย หรือ      มีอายุการ

เก็บท่ียาวนาน เชน ตัวอยางกระดูก และเขากวางจากพิพิธภัณฑ (18) เปนตน และจากงานวิจัยของ 

Swaran และคณะในป พ.ศ.2555 ไดประยุกตใชเทคนิคไดเร็คพีซีอารในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ

มนุษยจากสไลดท่ีทําดวยแกว พลาสติก เหล็ก และเซรามิค พบวาเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ เนื่องจาก

สามารถเพ่ิมปริมาณดเีอ็นเอจากวัตถุพยานท่ีพบตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR inhibitor) ได และ

ใหขอมูลลายพิมดีเอ็นเอท่ีสมบูรณ (17) 

 อยางไรก็ตาม ปจจุบันยังไมมีรายงานการประยุกตใชเทคนิคไดเร็คพีซีอารในการตรวจสอบ

องคประกอบของเนื้อสัตวในอาหารมากอน ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมุงพัฒนาชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ในการจําแนกชนิดของเนื้อสัตวจํานวน 6 ชนิด

ท่ีนิยมใชเปนวัตถุดิบในอาหาร ซ่ึงไดแก เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus 

gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos 

taurus) โดยใชเครื่องหมายพันธุกรรมจากไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (Mitochondrial DNA; mtDNA) 

และทําการทวนสอบชุดทดสอบ (Validation test) ท่ีไดพัฒนาขึ้น โดยการทดสอบโดยการทําซํ้า 

(Reproducibility test) การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) และการทดสอบกับ

ตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test) ซ่ึงยังไมมีรายงานการวิจัยท่ีใชชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ในการจําแนกชนิดของเนื้อสัตวในอาหาร

ปรากฏมากอน 
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วัตถุประสงค 

 1.เพ่ือพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex-direct PCR) ในการ

ระบุชนิดของเนื้อสัตวจํานวน 6 ชนิดในการทดสอบครั้งเดียว ซ่ึงประกอบไปดวยเนื้อหมู (Sus 

scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา 

(Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ท่ีนยิมใชเปนวัตถุดิบในการประกอบอาหาร หรือ

แปรรูปเปนผลิตภัณฑสําเร็จรูป 

 2.เพ่ือทวนสอบประสิทธิภาพของชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้น 

(Validation test) โดยการทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) การทดสอบความจําเพาะ

เจาะจง (Specificity test) และการทดสอบกับตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test) 
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บทที่ 2 

 

บทตรวจเอกสาร 

 

 

1. ความรูทั่วไปเกี่ยวกับผลิตภัณฑเนื้อสัตวในอาหารและการบริโภค 

เนื้อสัตว (Meat) 

 เนื้อสัตว (Meat) หมายถึง ช้ินสวนของรางกายสัตวท่ีมนุษยนํามาบริโภคเปนอาหาร ไดแก 

กลามเนื้อ เอ็น ไขมัน หัวใจ ตับ อวัยวะเพศ เปนตน โดยจะสามารถแบงออกตามลักษณะและ

แหลงท่ีมาไดดังนี้ (19) 

 1. เนื้อแดง (Red meat) คือ เนื้อของสัตวท่ีมีกีบเทา ไดแก เนื้อหมู เนื้อวัว เนื้อควาย เนื้อแกะ 

เนื้อแพะ เปนตน  

 2. เนื้อสัตวปก (Poultry meat) คือ เนื้อของสัตวปกท่ีมนุษยเล้ียงไวสําหรับบริโภค ไดแก 

เนื้อหาน เนื้อเปด เนื้อไก เปนตน 

 3. เนื้อสัตวปา (Game meat) คือ เนื้อของสัตวบกทุกชนิดท่ีเติบโตมาโดยธรรมชาติในปาเขา 

ซ่ึงมนุษยจะออกลาเพ่ือความสนุกแบบเกมกีฬา หรือออกลาเพ่ือนํามาบริโภค ไดแก เนื้อเกง เนื้อ

กวาง เนื้อหมูปา เนื้อกระรอกปา เปนตน 

 4. เนื้อสัตวน้ํา (Aquatic meat) คือ เนื้อของสัตวน้ําชนิดตางๆ หมายความรวมท้ังสัตวน้ําจืด

และสัตวน้ําค็ม ท้ังชนิดท่ีเติบโตมาโดยธรรมชาติและท่ีมนุษยเล้ียงไวสําหรับบริโภค ไดแก กุง หอย 

ปู ปลา เปนตน  

 เนื้อสัตวเปนอาหารท่ีมีประโยชนมากในดานโภชนาการ เนื่องจากเปนแหลงโปรตีน

คุณภาพสูงซ่ึงจะมีกรดอะมิโนท่ีจําเปนตอรางกาย (Essential amino acid) ครบถวนท้ัง 8 ชนิด ไดแก 

เฟนิลอลานีน (Phenylalanine) ไอโซลิวซีน (Isoleucine) ลิวซีน (Leucine) แวลีน (Valine) ทรีโอนีน 

(Threonine) เมทไทโอนีน (Methionine) ทริปโตเฟน (Tryptophan) และไลซีน (Lysine) ในปริมาณ
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ท่ีเพียงพอตอความตองการของรางกาย (19) นอกจากนี้ในเนื้อสัตวสวนใหญจะพบกรดไขมันท้ัง

ประเภทอ่ิมตัว ไดแก กรดปาลมมิติก (Palmitic acid) และกรดสเตียริก (Stearic acid) และกรดไขมัน

ประเภทไมอ่ิมตัว ไดแก กรดไลโนเลอิก (Linoleic acid) กรดไลโนเลนิก (Linolenic acid) และ

กรดอะราชิโดนิก (Arachidonic acid) ซ่ึงเปนกรดไขมันไมอ่ิมตัวเปนส่ิงท่ีรางกายไมสามารถ

สังเคราะหขึ้นเองได โดยจะมีประโยชนในกระบวนการเมตาโบลิซึม (Metabolism) นอกจากนี้

เนื้อสัตวยังอุดมดวยแรธาตุ และเปนแหลงของวิตามินตางๆ ซ่ึงหากรางกายขาดสารอาหารเหลานี้ 

จะสงผลใหรางกายไมเจริญเติบโต แคระแกร็น ผอม มีอาการกลามเนื้อออนแรง หรือเปนโรคโลหิต

จาง เปนตน 

 

ผลิตภัณฑอาหารจากเนือ้สัตว และประโยชน 

 ผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว คือ ผลิตภัณฑท่ีไดมาจากการแปรรูปเนื้อสัตวโดยผานกระบวนการ 

หรือกรรมวิธีตางๆ เชน การบด การหมัก การปน การรมควัน การใหความรอน การใสไส ปรุงแตง

รสกล่ินสี เปนตน โดยเนื้อสัตวท่ีนิยมนํามาแปรรูปสวนใหญ คือ เนื้อหมู เนื้อวัว และเนื้อไก ซ่ึง

ผลิตภัณฑท่ีไดรับความนิยมไดแก แหนม กุนเชียง ลูกช้ิน หมูแผน หมูหยอง ไกหยอง แฮม เบคอน 

เปนตน (19) 

 

ประโยชนของการแปรรูปผลิตภัณฑอาหารจากเนือ้สัตว 

 1. ทําใหเนื้อสัตวท่ีถูกนํามาแปรรูปสามารถเก็บรักษาไดนานโดยไมเกิดการเนาเสีย 

เนื่องจากในกระบวนการแปรรูปเนื้อสัตวจะผานกระบวนการ หรือกรรมวิธีตางๆ ซ่ึงจะทําให

จุลินทรียท่ีมีอยูในเนื้อสัตวถูกทําลาย หรือถูกยับยั้งทําใหไมสามารถเพ่ิมจํานวนได 

 2. ในดานคุณคาทางโภชนาการ นอกจากผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวจะมีประโยชนเทียบเทากับ

เนื้อสดแลว ในบางผลิตภัณฑยังมีการเพ่ิมผักหรือสมุนไพรเขาไปทําใหมีวิตามิน และเกลือแรท่ีเพ่ิม

มากขึ้นอีกดวย 

 3. ชวยเพ่ิมมูลคาของเนื้อสัตว เนื่องจากเนื้อสัตวผานกระบวนการ หรือกรรมวิธีตางๆ ไป

เปนผลิตภัณฑแปรรูปจากเนื้อสัตว เชน แหนม กุนเชียง หมูแผน ไกหยอง แฮม เบคอน เปนตน จะ

สามารถจําหนายไดในราคาท่ีสูงขึ้น 
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 4. ชวยสงเสริมเศรษฐกิจของประเทศ ทําใหมีการขยายตลาดเพ่ือการจําหนายไดเพ่ิมมากขึ้น 

อีกท้ังในกรณีท่ีมีการสงออกไปจําหนายยังตางประเทศ จะทําใหทําใหมีเงินตราไหลเขาประเทศ 

และชวยลดปญหาการขาดดุลการคา 

 5. ชวยสงเสริมใหประชากรในประเทศมีงานทําเพ่ิมขึ้น ลดปญหาคนวางงาน ทําใหมีรายได

เล้ียงครอบครัว เนื่องจากแรงงานคนเปนอีกหนึ่งปจจัยพ้ืนฐานท่ีจําเปนในอุตสาหกรรมแปรรูป

เนื้อสัตว  

 

การบริโภคผลิตภัณฑอาหารจากเนือ้สัตว และรูปแบบของอาหาร 

 ปจจุบันโลกมีจํานวนประชากรท่ีเพ่ิมขึ้น และเพ่ือใหกาวทันโลกท่ีทันสมัยทําใหมนุษยมี

การดํารงชีวิตอยางเรงรีบ เนื่องจากมีอัตราการแขงขันท่ีสูงขึ้น ทําใหเวลาสวนใหญถูกใชไปกับการ

ทํางาน อาหารสําเร็จรูปจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีไดรับความนิยมในการบริโภคมากขึ้น ทําใหผูผลิต

ไดมีการปรับรูปแบบของผลิตภัณฑใหมีความหลากหลายมากขึ้น ท้ังในดานรูปแบบ รสชาติ และ

สีสัน ตลอดจนบรรจุภัณฑเพ่ือใหเหมาะกับความชอบของผูบริโภค เชน เนื้อสัตวดิบ (Raw meat) 

เนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) อาหารสําเร็จรูปแชแข็ง (Instant frozen food) เปนตน ท้ังนี้เพ่ือ

ตอบสนองความตองการของผูบริโภคใหสามารถเลือกซ้ือไดตามความชอบ 

 ปริมาณการบริโภคผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวเพ่ิมขึ้นตามจํานวนของประชากร จากขอมูลของ

สํานักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตรพบวา สาขาปศุสัตวมีอัตราการขยายตัวในภาพรวมของป พ.ศ.2554 

เพ่ิมขึ้นคิดเปนรอยละ 1.2 ของปท่ีผานมา คิดเปนตัวเลขการผลิตเนื้อสัตวทุกชนิดรวมประมาณ 5.3 

ลานตัน และขยายตัวเพ่ิมมากขึ้นเปนรอยละ 2.1-3.1 ในป พ.ศ.2555 เนื่องจากความตองการบริโภค

เนื้อสัตวท้ังตลาดในประเทศและตลาดตางประเทศมีอัตราท่ีเพ่ิมขึ้นอยางตอเนื่อง (19, 20) และจาก

ขอมูลของสํานักงานท่ีปรึกษาทางเศรษฐกจิ บมจ. เจริญโภคภัณฑอาหาร พบวาประเทศท่ีมีอัตราการ

เติบโตของอุตสาหกรรมอาหารแปรรูปมากท่ีสุดคือ อิหราน และประเทศท่ีนาสนใจไดแก อินเดีย 

จีน และอินโดนีเซีย โดยเม่ือพิจารณาในเชิงการเติบโตของอุตสาหกรรมอาหารแปรรูปพบวา สินคา

ไทยยังมีอัตราการเติบโตติด 1 ใน 10 ประเทศของโลก  

 เม่ือพิจารณาอัตราการเติบโตของสินคาการแปรรปูในรายประเทศพบวา ประเทศท่ีมีอัตรา

การเติบโตสูงสุดคือ กลุมประเทศในเอเชียแปซิฟก แตในเชิงมูลคาสูงสุดพบวาเปนของกลุมประเทศ

แอฟริกา และกลุมประเทศตะวันออกกลาง ดังแสดงในรูปท่ี 1 
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รูปที่ 1 แสดงอัตราการเติบโตของสินคาการแปรรูปในรายกลุมประเทศ 

 

 จากขอมูลของเอแบคโพลลพบวาคนไทยรอยละ 57.5 นิยมบริโภคอาหารแชแข็ง (19)      

ซ่ึงในป พ.ศ.2555 ท่ีผานมาประเทศไทยมีอัตราการเติบโตของตลาดอาหารแชแข็งสูงถึง 3,100         

ลานบาท และคาดวาภายในป พ.ศ.2560 จะมีอัตราการเติบโตอยางตอเนื่องคิดเปนรอยละ 10 ตอป 

และประเภทอาหารแชแข็งท่ีนิยมบริโภค 3 อันดับแรก ไดแก อาหารแชแข็งปรุงสําเร็จท่ี                  

เสริฟพรอมกับ เชน ขาวกระเพรา อาหารแชแข็งปรุงสําเร็จ เชน นักเก็ต เฟรนชฟราย และอาหาร   

แชแข็งปรุงสําเร็จประเภทเสน เชน กวยเตี๋ยว สปาเก็ตตี้  

 

2. ความรูทั่วไปเกี่ยวกับอาหารฮาลาล 

 อาหารฮาลาล คือ อาหารท่ีปราศจากการเจือปนส่ิงตองหาม (Haram) เชน เหลา หรือไขมัน

หมู เปนตน โดยเฉพาะเนื้อสัตว หรือผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวจะตองผานการเชือดท่ีถูกตองตามหลัก

ศาสนาอิสลาม ดังนี ้

 1). ผูเชือดตองเปนมุสลิมท่ีรูและเขาใจวิธีเชือดอยางแทจริง 

 2). ตองไมเปนสัตวตองหาม เชน สุกร สัตวท่ีไมบริโภคสัตวอ่ืนเปนอาหาร ไดแก เสือ สุนัข 

สัตวปกท่ีไมบริโภคสัตวอ่ืนเปนอาหาร ไดแก เหยี่ยว อินทรีย หรือสัตวเล้ือยคลาน ไดแก งู เปนตน 

 3). สัตวจะตองมีชีวิตอยูขณะเชือด 

 4). กอนเชือดตองพูดวา "บิสมิลลาฮ" 
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 5). ตองใชมีดท่ีคมเชือดบริเวณลําคอโดยตัดเสนเลือดใหญ หลอดลม หลอดอาหาร เพราะ

จะทําใหสัตวตายอยางไมทรมาน 

 6). ตองใหสัตวตายสนิทกอนแลเนื้อ 

 เนื่องจากโลกมีจํานวนประชากรท่ีเปนมุสลิมถึง 1.8 ลานในป พ.ศ.2554 หรือนับเปนรอยละ 

36 ของประชากรโลก อีกท้ังในปจจุบันมนุษยมีการดําเนินชีวิตท่ีเรงรีบ และมีการแขงขันสูง ทําให

ตองทุมเทเวลาสวนใหญไปกับการทํางาน และการเดินทาง จนไมมีเวลาในการเขาครัวทําอาหาร 

ดังนั้นจึงมีแนวโนมท่ีจะหันมาบริโภคอาหารฮาลาลสําเร็จรูป (ready-made Halal foods) เพ่ิมมากขึ้น 

ไดแก พิซซา ไสกรอก แซนดวิช ลูกช้ิน เปนตน จึงสงผลใหหลายๆประเทศ ไดแก มาเลเซีย 

อินโดนีเซีย จีน อินเดีย ออสเตรเลีย นิวซีแลนด บราซิล ตุรกี และสิงคโปร เล็งเห็นถึงความสําคัญ 

และกอเกิดการแยงชิงเพ่ือเปนผูผลิตและสงออกผลิตภัณฑอาหารฮาลาลสําเร็จรูปรายใหญ ซ่ึงเปน

โอกาสท่ีจะขยายตัวเขาสูตลาดโลก ประกอบกับประเทศไทยก็เปนอีกแหลงผลิตอาหารฮาลาล        

ท่ีสําคัญของโลกเชนกัน เนื่องจากรัฐบาลไดเล็งเห็นถึงชองทางการตลาด (Market channel) ท่ีสําคัญ 

และควรเจาะตลาดฮาลาลเพ่ือท่ีจะเพ่ิมสวนแบงทางการตลาด (Market segmentation) ใหมากขึ้น   

จึงมีนโยบายเพ่ือสงเสริมอุตสาหกรรมอาหาร และผลิตภัณฑฮาลาลเพ่ือสงออก ท้ังในแงของวัตถุดิบ 

หรือการสงเสริมผูประกอบการ เพ่ือการแสวงหาผลกําไร และการพัฒนาในเรื่องของการรับรอง

มาตรฐานฮาลาล เพ่ือใหเปนท่ีไววางใจ นาเช่ือถือ และเปนท่ียอมรับตอผูบริโภคท้ังในประเทศและ

ตางประเทศ  

 

3. กฎหมายที่เกี่ยวของกับการคุมครองสิทธิ์ผูบริโภค 

กฏหมายคุมครองผูบริโภค 

 กฏหมายคุมครองผูบริโภค คือกฏหมายท่ีคุมครองเกี่ยวกับการดํารงชีวิตในสังคม โดยจะ

ครอบคลุมไปถึงการบริโภคสินคา และการใชบริการตางๆ ซ่ึงผูประกอบการจะตองคํานึงถึงคุณภาพ

ของสินคาและบริการ ใหไดครบถวนตามมาตรฐานท่ีควรจะเปนดังท่ีไดมีการโฆษณาแนะนําไว 

ดวยเหตุนี้ ภาครัฐจึงเขามามีบทบาทหนาท่ีชวยในเรื่องของการคุมครองดูแล และรักษาสิทธ์ิของ

ผูบริโภค ไมใหถูกเอาเปรียบจากผูประกอบการ อีกท้ังในกรณีท่ีประชาชนไดรับความเดือดรอน   

อันเนื่องมาจากการใชสินคาและบริการ ภาครัฐมีหนาท่ีเพ่ือเขามาแกไข เยียวยา และชดเชย
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คาเสียหายใหกับประชาชน โดยหนวยงานท่ีจะเขามามีบทบาทหนาท่ีในการคุมครองผูบริโภค จะถูก

แบงตามประเภทของการบริโภคสินคา และบริการ ดังนี้ 

 - สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (กระทรวงสาธารณาสุข) : ดูแลกรณีท่ีประชาชน

ไดรับความเดือดรอนเกี่ยวกับอาหาร ยา หรือเครื่องสําอาง  

 - สํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (กระทรวงอุตสาหกรรม) : ดูแลกรณีท่ี

ประชาชนไดรับความเดือดรอนเกี่ยวกับมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม  

 - กรมท่ีดิน (กระทรวงมหาดไทย) : ดูแลกรณีท่ีประชาชนไดรับความเดือดรอนเกี่ยวกับ

เจาของธุรกิจจัดสรรท่ีดิน อาคารชุด  

 - กรมการคาภายใน (กระทรวงพานิชย) : จะดูแลกรณีท่ีประชาชนไดรับความเดือดรอน

เกี่ยวกับคุณภาพ หรือราคาสินคาอุปโภคบริโภค  

 - กรมการประกันภัย (กระทรวงพานิชย) : ดูแลกรณีท่ีประชาชนไดรับความเดือดรอน

เกี่ยวกับการประกันภัย หรือประกันชีวิต 

 พระราชบัญญัติคุมครองผูบริโภค พ.ศ. 2522 เปนกฏหมายท่ีสอดคลองกับหนวยงานท่ี

คุมครองผูบริโภคในขางตน ซ่ึงหากประชาชนท่ีไดรับความเดือดรอนอันเนื่องมาจากการใชสินคา

และบริการ ไมไดรับการชวยเหลือจากหนวยงานดังกลาว สามารถรองเรียนตอสํานักงาน

คณะกรรมการคุมครองผูบริโภค สังกัดสํานักนายกรัฐมนตรีได 

 

พระราชบัญญัตคุิมครองผูบริโภค พ.ศ.2522 

มีสาระสําคัญดังนี้ 

 1. กําหนดสิทธิขั้นพ้ืนฐานของผูบริโภค 

 1). ผูบริโภคมีสิทธิท่ีจะไดรับขาวสาร คําพรรณนาคุณภาพท่ีถูกตอง และเพียงพอเกี่ยวกับ

สินคา หรือบริการ 

 2). ผูบริโภคมีอิสระในการเลือกหาสินคา หรือบรกิาร   

 3). ผูบริโภคจะตองไดรับความปลอดภัยจากการใชสินคา หรือบริการ 

 4). ผูบริโภคมีสิทธิท่ีจะไดรับการพิจารณาและชดเชยความเสียหาย 
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2. การกอตั้งสํานกังานคณะกรรมการคุมครองผูบรโิภค     

 สังกัดสํานักนายกรัฐมนตร ีอํานาจหนาท่ีของคณะกรรมการคุมครองผูบริโภค 

 1). พิจารณาเรื่องราวรองทุกขจากผูบริโภคท่ีไดรับความเดอืดรอน หรือเสียหาย เนื่องมาจาก

การกระทําของผูประกอบธุรกิจ  

 2). ดําเนินการเกีย่วกับสินคาท่ีอาจเปนอันตรายแกผูบริโภค และขาวสารเกี่ยวกับการ

บริโภคท่ีผูบรโิภคควรทราบ 

3. การกําหนดมาตรการในการคุมครองผูบริโภค  

 1). การคุมครองผูบริโภคดานการโฆษณา 

 2). การคุมครองผูบริโภคในดานฉลาก 

 3). การคุมครองผูบริโภคในดานสัญญา  

 

พระราชบัญญัตอิาหาร พ.ศ.2522 

มีสาระสําคัญดังนี้ 

1. กําหนดใหมีการประกาศท่ีชัดเจนวาอาหารใดเปนอาหารควบคุมเฉพาะ 

2. กําหนดใหมีคณะกรรมการอาหารและยา ทําหนาท่ีใหคําปรึกษา เพ่ือควบคุมคุณภาพของอาหาร 

3. กําหนดใหมีการขออนุญาตเพ่ือผลิต จําหนาย หรือนําเขาเพ่ือจําหนายอาหาร 

4. กําหนดลักษณะของอาหารลักษณะตางๆ ท่ีผิดกฎหมาย หรือหามผลิต หามจําหนาย หรือหาม

นําเขาเพ่ือจําหนาย  ไดแก 

 1). อาหารท่ีไมบริสุทธ์ิ หรือมีการปนเปอน 

 2). อาหารท่ีมีการปลอมปน 

 3). อาหารท่ีไมไดมาตรฐาน 
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4. เทคนิคการตรวจพิสูจนดีเอน็เอเพ่ือระบุชนดิของเนื้อสัตว 

4.1 ความรูเบื้องตนทางนิติพันธุศาสตรดีเอ็นเอ เพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตว 

ดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid; DNA) 

 ดีเอ็นเอ คือสายโพลีนิวคลีโอไทด (Polynucleotide) ซ่ึงเปนแหลงรวมขอมูลทางพันธุกรรม

ของส่ิงมีชีวิต โดยชนิดและการจัดเรียงตัวของลําดับเบสท่ีตางกัน รวมถึงความยาวของนิวคลีโอไทด 

(Nucleotide) ท่ีไมเทากัน จะทําใหเกิดความหลากหลายในส่ิงมีชีวิต นิวคลีโอไทด (Nucleotide)      

มีองคประกอบพ้ืนฐาน 3 สวน ไดแก น้ําตาลดีออกซีไรโบส (Deoxyribose sugar) คือน้ําตาลท่ีมี

คารบอน 5 อะตอม หมูฟอสเฟต (Phosphate group) และไนโตรจีนัสเบส (Nitrogenous base) มี 2 

ประเภท คือ พิวรีน (Purine) ซ่ึงประกอบดวยอะดีนีน (Adenine; A) และกัวนีน (Guanine; G) และ 

ไพริมิดีน (Pyrimidine) ซ่ึงประกอบดวย ไทมีน (Thymine; T) และไซโทซีน (Cytosine; C) ดีเอ็นเอ

จะอยูในรูปแบบเกลียวคู (Double helix) เปนสายยาวท่ีเช่ือมตอกันดวยพันธะฟอสโฟไดเอสเตอร 

(Phosphodiester bonds) ขนานกันไปในทิศทางท่ีตรงขาม (Antiparallel) คือสายหนึ่งจะเริ่มตนจาก

คารบอน 5' ไป 3' สวนอีกสายจะเริ่มตนจากคารบอน 3' ไป 5' ใน 1 รอบของเกลียวคู ดีเอ็นเอจะมี

จํานวนเบส 10 คู ลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอจะเขาคูกันเปนเบสคูสม (Comprementary base) คือ T 

จับกับ A และ G จับกับ C ดวยพันธะไฮโดรเจน (Hydrogen bond) 2 พันธะและ 3 พันธะตามลําดับ 

ดังแสดงในรูปท่ี 2  

 

 

รูปที่ 2 แสดงโครงสรางดีเอ็นเอ (รูปนี้ไดรับอนุญาตจากผูถือครองลิขสิทธ์ิ คือ Incnis Mrsi, 2013 

ผ า น สั ญ ญ า อ นุ ญ า ต ค รี เ อ ที ฟ ค อ ม ส ม อ น ส ใ ห ส า ม า ร ถ ทํ า สํ า เ น า แ ล ะ เ ผ ย แ พ ร ไ ด : 

http://en.wikipedia.org/wiki/ File: DNA_chemical_structure.svg) 
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ไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) และไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (Mitochondrial DNA; mtDNA) 

 ไมโทคอนเดรีย เปนออแกแนลล (Organelle) ท่ีอยูในไซโทพลาสซึม (Cytoplasm) ซ่ึงจะมี

ลักษณะเปนแทงวงรี ประกอบไปดวยเยื่อหุม 2 ช้ัน โดยช้ันนอกทําหนาท่ีควบคุมปริมาณ และชนิด

ของสารเขาออก สวนช้ันในทําหนาท่ีเกี่ยวกับการหายใจระดับเซลล และการเผาผลาญอาหารเพ่ือ

สรางพลังงานในรูปของ ATP ใหกับเซลล ดีเอ็นเอภายในไมโทคอนเดรีย เรียกวา ไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอ (Mitochondrial DNA; mtDNA) (21) ซ่ึงสืบทอดมาจากแมโดยตรง 

 ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) มีลักษณะเปนสายคู (Double-stranded DNA) มีรูปแบบ

เปนวงกลม (Circular) โดยจะแบงออกเปน 2 สวน คือ Coding region เปนสวนของดีเอ็นเอท่ีใชใน

การสรางโปรตีน และ Control region หรือ D-loop เปนสวนท่ีมีลําดับแตกตางกันมากเพียงพอท่ีจะ

บอกความแตกตางระหวางบุคคลได  จีโนมของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอจะมีประมาณ 16,569 เบส 

ซ่ึงประกอบดวย 37 ยีน โดยมี 22 ยีนเปน tRNA (Transfer RNA) มี 2 ยีนเปน rRNA (Ribosomal 

RNA) และมี 13 ยีนเปนโปรตีนท่ีมีหนาท่ีเกี่ยวกับกระบวนการหายใจระดับเซลล และควบคุมการ

สรางเอ็นไซม ดังแสดงในรูปท่ี 3  

 

 

รูปที่ 3 แสดงจีโนมของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนษุย ขนาด 16,569 bp ในสวน Control 

region แบงออกเปน Hypervariable region 1 และ 2 ซ่ึงมักใชในการตรวจทางนิติเวชศาสตร การ

อานลําดับเบสบนสายไมโทคอนเดรียจะอานตามลําดับเบสอางอิงของ Anderson หรือ revised 

Cambridge reference sequence (r-CRS) 
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 ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) จะสงผานจากแมสูลูกเทานั้น โดยในกระบวนการ

ปฏิสนธิ (Fertilization) ในขณะท่ีสเปรม (Sperm) เจาะเขาไปเพ่ือผสมกับไข และสลัดสวนหางออก 

ซ่ึงบริเวณหางนั้นเปนสวนท่ีมีไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) จากพออยู ทําใหมีการรับเอาเฉพาะ

สวนของ Acrosome ซ่ึงมีไมโทคอนเดรียจากแม ดังนั้นในโครโมโซม (Chromosome) ของลูก ซ่ึง

เปนดีเอ็นเอจากนิวเคลียสจะไดรับการถายทอดมาจากแมครึ่งหนึ่ง และพอครึ่งหนึ่ง สวนดีเอ็นเอท่ี

อยูในไมโทคอนเดรีย จะไดรับมาจากแมเทานั้น ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) จะไมมีการ 

Recombination ทําใหลําดับเบส (Sequence) มีความอนุรักษ นอกจากนี้ยังพบวาดีเอ็นเอของ

นิวเคลียสจะมีกระบวนการ Reprication repair โดยใชเอ็นไซมท่ีมีช่ือวา Proof-reading enzyme    

ซ่ึงมีหนาท่ีในการตรวจสอบความถูกตอง ซอมแซมดีเอ็นเอท่ีมีการตอผิด หรือมีลําดับเบส               

ท่ีเปล่ียนแปลงไป แตดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียจะไมมีกระบวนการนี้ ทําใหเกิดอัตราการกลายพันธุ 

(Mutation) สูง 

 ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) นิยมใชในการระบุชนิดของเนื้อสัตว ท่ีใช เปน

องคประกอบในอาหาร เนื่องจากเนื้อสัตวท่ีผานความรอนหรือกระบวนการแปรรูปอาหาร ดีเอ็นเอ

ในเซลลสวนใหญอาจเกิดการเสียหาย หรือเส่ือมสภาพ แตไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) จะ

ยังคงสมบูรณอยู เพราะมีจํานวนมากในแตละเซลล (High copy number) โดยไมโทคอนเดรียล       

ดีเอ็นเอ (mtDNA) มีจํานวนมากกวา 1,000 ชุด (Copies) ตอเซลล (22) ซ่ึงมากกวานิวเคลียรดีเอ็นเอ 

(Nuclear DNA) ท่ีมีจํานวนเพียงแค 2 ชุด (Copies) ตอเซลล อีกท้ังไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 

(mtDNA) ยังมีความแตกตางสูงระหวางชนิดท่ีตางกัน (High interspecies vairations) แตมีความ

แตกตางต่ําระหวางสัตวในชนิดเดียวกัน (Low intraspecies variation)  

นอกจากนี้ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) ยังมีความคงทนตอการเส่ือมสภาพท่ีเกิดขึ้น

จากส่ิงแวดลอมไดดีกวานิวเคลียรดีเอ็นเอ (High stability) เนื่องจากมีโครงสรางพ้ืนฐานท่ีเปน     

เยื่อหุม 2 ช้ัน ทําใหสามารถปกปองตัวเองจากปจจัยแวดลอมภายนอกท่ีอาจสงผลกระทบตอดีเอ็นเอ

ได เชน ความรอน ความช้ืน หรือเอนไซมจากส่ิงมีชีวิตเล็กๆ (รา แบคทีเรีย จุลินทรีย เปนตน)      

จากคุณสมบัติ ดังกลาวทําใหไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมีความเหมาะสมท่ีจะนํามาใชในวิเคราะหเพ่ือ

ระบุชนิดของเนื้อสัตวในอาหาร ซ่ึงในปจจุบันมีการประดิษฐคิดคนเทคนิค และเครื่องมือตางๆ 

เกิดขึ้นอยางมากมาย ซ่ึงเปนสวนสําคัญในการผลักดันใหเกิดความเจริญกาวหนาในดานในทาง   

อณูชีววิทยา ทําใหเกิดความรูความเขาใจในดานชีววิทยาของส่ิงมีชีวิตตางๆ อยางกวางขวาง  
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เทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction; PCR) 

 เทคนิคพีซีอาร (PCR) คือวิธีการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (DNA amplification) ซ่ึง

สามารถสังเคราะหช้ินสวนของดีเอ็นเอท่ีตองการไดในเวลาอันส้ันภายในหลอดทดลอง เทคนิค   

พีซีอารไดพัฒนาขึ้นเปนครั้งแรกในป พ.ศ.2528 โดยศาสตราจารย Kary Mullis ซ่ึงเทคนิคพีซีอาร

จัดเปนเทคนิคท่ีสําคัญ และมีบทบาทตอการนําไปประยุกตใชในงานแขนงตางๆ อยางมี

ประสิทธิภาพ โดยการตรวจวิเคราะหดวยเทคนิคนี้ จะใหผลท่ีรวดเร็ว มีความจําเพาะเจาะจง มีความ

ไวในการตรวจสอบ และใชปริมาณสารตัวอยางตั้งตนเพียงเล็กนอย ซ่ึงองคประกอบของวิธีพีซีอาร 

มีดังนี้ (23)  

- ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) คือ ดีเอ็นเอเปาหมายท่ีตองการเพ่ิมปริมาณในปฎิกิริยาพีซีอาร 

ซ่ึงไดมาจากการสกัดเซลลหรือเนื้อเยื่อตางๆ หรือไดมาจากวิธีการอ่ืนๆในอณูชีววิทยา  

- เอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรส (DND polymerase) คือ เอนไซมท่ีไดมาจากแบคทีเรียท่ีสามารถทน

ความรอนไดสูง ไดแก Thermus aquaticus ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูบริเวณบอน้ําพุรอน (อุณหภูมิ

สูงประมาณ 70-80 องศาเซลเซียส) หรือ Pyrococcus species ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูบริเวณ   

รอยแยกใตทะเลลึก (อุณหภูมิสูงประมาณ 104 องศาเซลเซียส) เนื่องจากในเทคนิคพีซีอารจะตอง

แยกดีเอ็นดีเอ็นเอสายคูใหเปนสายเดี่ยวโดยใชความรอน ดังนั้นเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรสท่ีใช

ในการสังเคราะหดีเอ็นเอจึงจําเปนตองทนตออุณหภูมิสูงๆได 

- ไพรเมอร (Primer) คือ ดีเอ็นเอสายเดี่ยวท่ีมีความยาวประมาณ 18-25 เบส ซ่ึงจะออกแบบใหมี

ลําดับเบสท่ีเปนคูสม (Complementary) กับดีเอ็นเอตนแบบ เพ่ือเปนจุดเริ่มตนในการสังเคราะหสาย

ดีเอ็นเอในปฎิกิริยาพีซีอาร 

- ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (Deoxy nucleotide triphosphate;dNTPs) คือเบสท่ีจะนํามา

ตอสายไพรเมอรเพ่ือสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมในปฎิกิริยาพีซีอาร ซ่ึงจะประกอบไปดวย dATP 

(Deoxy adenosine triphosphate) dTTP (Deoxy thymidine triphosphate) dCTP (Deoxy cytidine 

triphosphate) และ dGTP (Deoxy guanosine triphosphate) 

- สารละลายบัฟเฟอร (PCR buffer) เปนสารละลายท่ีชวยในการควบคุมสภาวะตางๆ ทําให

ปฎิกิริยาพีซีอารดําเนินไปไดอยางเหมาะสม ประกอบไปดวยแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ซ่ึงเปน

สวนประกอบท่ีจําเปนอยางมาก เนื่องจากแมกนีเซียมทําหนาท่ีเปน Cofactor ของเอ็นไซมดีเอ็นเอ-

โพลีเมอรเรสชวยใหปฎิกิริยาพีซีอารดําเนินไปไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้สารละลาย

บัฟเฟอรยังประกอบไปดวยเกลือ เชน ทริสคลอไรด (Tris HCl) และโพรแทสเซียมคลอไรด (KCl) 

ซ่ึงจะมีหนาท่ีปรับคา pH ใหมีสภาพเหมาะสมตอปฎิกิริยาพีซีอาร เปนตน 
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ปฎิกิริยาพีซีอารแบบดั้งเดิม (Conventional PCR) 

 ปฎิกิริยาพีซีอารแบบดั้งเดิม คือ เทคนิคพีซีอารท่ีใชไพรเมอร 1 คูในการทําปฏิกิริยา       

หนึ่งครั้ง ทําใหสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย (DNA amplification) ดังแสดงในรูปท่ี 4 

 

 
รูปที่ 4 แสดงการออกแบบไพรเมอรใหจับกับดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือการทําพีซีอารแบบดั้งเดิม  

 

 ปฎิกิริยาพีซีอารจะดําเนินไปซํ้าๆ ประมาณ 25-35 รอบ ปริมาณจะเพ่ิมขึ้นเปน 2n (n คือ

จํานวนรอบของปฏิกิริยา) ซ่ึงในแตละรอบจะประกอบไปดวย 3 ขั้นตอน ดังแสดงในรูปท่ี 5 (24) 

1. Denaturation เปนขั้นตอนแรก โดยจะใชความรอนท่ีอุณหภูมิประมาณ 92-98 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30-60 วินาที เพ่ือแยกดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) จากสายคูใหเปนสายเดี่ยว 

2. Annealing ลดอุณหภูมิใหอยูในชวง 50-65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 วินาที เพ่ือใหได

สภาวะท่ีเหมาะสําหรับการเขาจับกับดีเอ็นเอตนแบบของไพรเมอร  

3. Extension เพ่ิมอุณหภูมิประมาณ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 นาที เพ่ือใหไดสภาวะท่ีเหมาะ

สําหรับการสังเคราะหดีเอ็นเอของเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรส โดยการนําเบสท้ัง 4 ใน                 

ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTPs) เขาจับกับเบสคูสมบนสายดีเอ็นเอตนแบบจากทิศ        

5' ไป 3' 
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รูปที่ 5 แสดงขั้นตอนการทําปฏิกิริยาพีซีอาร (24) 
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มัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) 

 มัลติเพล็กซพีซีอาร คือ เทคนิคพีซีอารท่ีใชไพรเมอรหลายคูพรอมกันในการทําปฏิกิริยา

หนึ่งครั้ง ทําใหสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA amplification) ไดหลายตําแหนงในครั้งเดียว     

ดังแสดงในรูปท่ี 6 ซ่ึงไพรเมอรท่ีใชแตละคูจะตองไมมีเบสท่ีเปนคูสม (Complementary) ระหวาง

ไพรเมอรดวยกัน เพ่ือปองกันการเกิดไพรเมอรไดเมอร (Primer dimer) อีกท้ังไพรเมอรแตละคูควร

จะมี Melting temperrature (Tm) ท่ีใกลเคียงกัน และจะตองใหช้ินดีเอ็นเอ (PCR product) ท่ีมีขนาด

แตกตางกัน การทํามัลติเพล็กซพีซีอารใหประสบผลสําเร็จจะขึ้นอยูกับการปรับสภาวะใหเหมาะสม 

(Optimization) ไดแก การเพ่ิมหรือลดอัตราสวนของความเขมขนระหวางไพรเมอรแตละตัว       

การเพ่ิมหรือลด Annealing temperature (Ta) ในขั้นตอน Annealing เพ่ือใหไดสภาวะ (PCR 

condition) ท่ีเหมาะสมท่ีจะทําใหไพรเมอรท้ังหมดสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายไดครบถวน

ตามคาดหวัง (22) 

 

 
 

รูปท่ี 6 แสดงการออกแบบไพรเมอรใหจับกับดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือการทํามัลติเพล็กซพีซีอารอาร  

 

ไดเร็คพีซีอาร (direct PCR) 

 ไดเร็คพีซีอาร คือ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) โดยมีขั้นตอนการทํา

ปฏิกิริยาเชนเดียวกันกับเทคนิคพีซีอารแบบดั้งเดิม (Conventional PCR) เพียงแตวิธีดังกลาวไมตอง

ผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ โดยสามารถนําตัวอยางทางชีวภาพมาใชแทนดีเอ็นเอตนแบบได      

ในปจจุบันเทคนิคไดเร็คพีซีอารเปนวิธีท่ีไดรับความนิยมในทางอณูชีววิทยา รวมถึงในสาขา              

นิติวิทยาศาสตรดีเอ็นเอ เนื่องจากเปนวิธีท่ีรวดเร็ว ประหยัดเวลา และประหยัดคาใชจายในดาน

สารเคมี เพราะไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ เนื่องจากการสกัดดีเอ็นเอเปนวิธีมีประสิทธิภาพ
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ต่ํา คือเม่ือทําการสกัดเสร็จส้ินจะไดปริมาณดีเอ็นเอเพียงรอยละ 16-30 ของดีเอ็นเอท้ังหมด (15-17) 

อีกท้ังใชระยะเวลาในการวิเคราะหท่ียาวนาน 

4.2 เคร่ืองหมายพันธุกรรมในการระบุชนดิของเนื้อสัตว  

 ไมโทคอนเดรียลยีน (mitochondrial gene) ท่ีนิยมใชในการระบุชนิดของเนื้อสัตว คือ      

ยีนไซโทโครมบี (Cytochrome b; Cyt b) และยีนไซโทโครมออกซิเดส 1 (Cytochrome oxidase I; 

COI) (25) เนื่องจากยีนท้ังสองนี้มีความหลากหลายของนิวคลีโอไทดเบสสูงในสัตวตางชนิดกัน           

และมีความผันแปรของนิวคลีโอไทดเบสเกิดขึ้นนอยมากในสัตวชนิดเดียวกัน ซ่ึงถือเปน

คุณลักษณะท่ีเอ้ือตอการระบุชนิดของเนื้อสัตว และนอกจากนี้ยังพบวามีการใชไมโทคอนเดียลยีน

อ่ืนๆ ในการระบุชนิดของเนื้อสัตว ไดแก 12 เอส ไรโบโซมอล อารเอ็นเอ (12S ribosomal RNA; 

12S rRNA) (25) เปนตน 

 ยีนไซโทโครมบี (Cytochrome b; Cyt b) และ ไซโทโครมออกซิเดส 1 (Cytochrome 

oxidase I; COI) ทําหนาท่ีเกี่ยวกับการขนสงอิเล็กตรอนในระบบการหายใจของไมโตคอนเดรีย โดย

ไซโตโครมมีดวยกันหลายชนิด จะแบงประเภทของไซโตโครมโดยการใชตวอักษรแทนช่ือชนิด

ของไซโตโครม เชน ไซโตโครม เอ ไซโตโครม บี หรือไซโตโครม ซี เปนตน ยีนไซโตโครม บี 

และ ไซโทโครมออกซิเดสจะประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดประมาณ 1140 คูเบส และ 800 คูเบส 

ตามลําดับ ซ่ึงพบวามีดีเอ็นเอบางชวงท่ีมีลักษณะท่ีมีความจําเพาะกับสัตวแตละชนิด จึงไดมีการ

พัฒนาโดยนําเอาดีเอ็นเอสวนนี้มาใชประโยชนในการตรวจสอบเพ่ือระบุชนิดของสัตว (Species 

Identification) 

 

4.3 การออกแบบไพรเมอรเพ่ือระบุชนดิของเนื้อสัตว 

หลักในการออกแบบไพรเมอร  

 การออกแบบไพรเมอร เปนขั้นตอนสําคัญ โดยการออกแบบไพรเมอร เริ่มจากการ         

ดาวนโหลดลําดับนิวคลีโอไทดของสัตวชนิดท่ีสนใจศึกษา และสัตวชนิดท่ีมีความสัมพันธทาง

วิวัฒนาการใกลเคียงกันมาจากฐานขอมูล Genbank จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดมาทํา 

Sequence alignment โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป ไดแก โปรแกรมจีเนียส (Geneious) โปรแกรมเมกา 

(MEGA) หรือโปรแกรมไพรเมอร 3 (Primer 3) เปนตน จากนั้นนําไพรเมอรท่ีออกแบบไป

ตรวจสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนของไพรเมอรโดยใชโปรแกรมตางๆ ไดแก Oligonucleotide 
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Properties Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html) ซ่ึงจะสามารถ

ตรวจสอบความยาวของไพรเมอร (Length) น้ําหนักโมเลกุล (Molecular weight) ปริมาณเบสของ G 

และ C (CG content) อุณหภูมิ (Melting temperature; Tm) นอกจากนี้ยังสามารถตรวจสอบโอกาสท่ี

จะเกิดโครงสรางทุติยภูมิ (Self-complementarity) ไดแก การฟอรมแฮฟน (Potential hairpin 

formation) การจับคูเบสผิดทางปลาย 3' (3' Complementarity) ได และโปรแกรม Thermo scientific 

(http://www.thermoscientificbio.com/ webtools/tmc/) ซ่ึงจะสามารถตรวจวัดและปรับอุณหภูมิ 

(Melting temperature; Tm) ของไพรเมอร ใหอยูในชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตามท่ีตองการ 

 ท้ังนี้การเลือกไพรเมอร ซ่ึงไพรเมอรท่ีดีควรมีความยาวประมาณ 18-25 เบส มี CG-content 

อยูระหวาง 40-60 เปอรเซ็นต และควรมีคา Annealing temperature (Ta) ใกลเคียงกันท้ัง Forward 

primer และ Reverse primer โดยท่ัวไปควรอยูในชวง 52-70 องศาเซลเซียส กรณีท่ีตองการออกแบบ

ไพรเมอรหลายๆ คูเพ่ือใชในเทคนิคมัลติเพล็กพีซีอาร ตองมีความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอตนแบบ

ของสัตวเปาหมาย (template DNA) มีขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (PCR 

product size) ท่ีตางกัน และควรหลีกเล่ียงการใชไพรเมอรท่ีลําดับเบสเปนคูสม (Complementary) 

กันเอง เพราะจะเส่ียงตอการเกิดไพรเมอรไดเมอร (Primer dimer) (22) 

 ยูนิเวอรซอลไพรเมอร (Universal primer) จะออกแบบบน Sequence alignment ตรงบริเวณ

ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกัน (Conserve region) ของสัตวหลายชนิด เพ่ือใหสามารถจับและ

เพ่ิมปริมาณดี เอ็นเอตนแบบของสัตวไดหลายชนิด  จากนั้นนําไพรเมอร ท่ีไดไปตรวจเช็ค

ประสิทธิภาพเบ้ืองตนของไพรเมอร ไดแก ความยาวของไพรเมอร (Length) น้ําหนักโมเลกุล 

(Molecular weigth) ปริมาณเบสของ G และ C (CG content) อุณหภูมิ (Melting temperature; Tm) 

รวมท้ังตราวจเช็คโอกาสท่ีจะเกิดโครงสรางทุตยิภูมิ (Self-complementarity) ไดแก การฟอรมแฮพิน 

(Potential hairpin formation) การจับคูเบสผิดทางปลาย 3' (3' Complementarity) เปนตน 

 ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจง (Specific primer) จะออกแบบบน Sequence alignment ตรง

บริเวณท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอของสัตวเปาหมายใหแตกตางไปจากสัตวชนิดอ่ืนๆ 

(species-specific Single Nucleotide Polymorphism; SNP) เพ่ือใหสามารถจับและเพ่ิมปริมาณ        

ดีเอ็นเอตนแบบไดอยางจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมายเทานั้น จากนั้นนําไพรเมอรท่ีไดไป

ตรวจเช็คประสิทธิภาพเบ้ืองตนของไพรเมอร ไดแก ความยาวของไพรเมอร (Length) น้ําหนัก

โมเลกุล (Molecular weigth) ปริมาณเบสของ G และ C (CG content) อุณหภูมิ (Melting 

temperature; Tm) รวมท้ังตราวจเช็คโอกาสท่ีจะเกิดโครงสรางทุติยภูมิ (Self-complementarity) 
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ไดแก การฟอรมแฮพิน (Potential hairpin formation) การจับคู เบสผิดทางปลาย 3' (3' 

Complementarity) เปนตน 

5. งานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 จากงานวิจัยของ Meyer R. และคณะ ในป พ.ศ.2537 ไดใชวิธีพีซีอาร (PCR) ในการระบุ    

ดีเอ็นเอของหมู เพ่ือเปรียบเทียบกับวิธีทางภูมิคุมกันวิทยา (Immunology) พบวาเทคนิคพีซีอาร

สามารถใชกับตัวอยางเนื้อท่ีสัตวท่ีมีการผสมกันระหวางเนื้อหมูและเนื้อวัวได และสามารถใชไดท้ัง

เนื้อดิบและเนื้อท่ีผานกระบวนการปรุงสุกโดยใชความรอน โดยสามารถตรวจวัดไดท่ีความเขมขน 

ดีเอ็นเอต่ําสุด 2 เปอรเซ็นต สวนวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยาจะไมสามารถใชกับเนื้อมีการปรุงสุก 

หรือเนื้อท่ีผานกระบวนการใหความรอนได เนื่องจากโปรตีนเสียสภาพ หรือถูกทําลายไป ซ่ึง

สามารถตรวจวัดไดท่ีความเขมขนต่ําสุด 20 เปอรเซ็นต (26) 

 ตอมางานวิจัยของ Matsunaga T. และคณะ ในป พ.ศ.2542 ไดประยุกตใชเทคนิค

มัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) เพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวในผลิตภัณฑอาหาร 6 ชนิด ไดแก 

วัว หมู ไก แกะ แพะ และมา ซ่ึงเปนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายโดยการใชไพรเมอรหลายคู

พรอมกันในปฏิกิริยาเดียวกัน เพ่ือตรวจสอบชนิดเนื้อสัตว 6 ชนิดดังกลาว โดยออกแบบมาจากยีน

ในสวนของยีนไซโตโครม บี ผลท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเทคนิคพีซีอาร พบวาขนาดของ

ดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของแพะ ไก วัว แกะ หมู และมา มีขนาดเทากับ 157, 227, 

274, 331, 398 และ 439 คูเบส ตามลําดับ โดยมีขีดจํากัดในการตรวจวัดเทากับ 0.25 นาโนกรัม และ

สามารถใชไดกับเนื้อท่ีผานการใหความรอนสูงถึง 120  องศาเซลเซียส (27) 

 ตอมางานวิจัยของ Lopea-Calleja IM และคณะ ในป พ.ศ.2550 ไดศึกษาการปนเปอนของ

นมวัวในผลิตภัณฑชีส (ชีสนมแพะ และชีสนมแกะ) โดยใชวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) 

โดยใชยีน 12srRNA รวมกับวิธี Indirect ELISA ซ่ึงผลการศึกษาพบวาไพรเมอรท่ีใชสําหรับวิธี

มัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) สามารถแยกการปนเปอนนมวัวในผลิตภัณฑนมแพะ และนม

แกะได และสามารถตรวจสอบการปนเปอนไดแมจะมีการปนเปอนเพียง 1 เปอรเซ็นต หรือมีการ

เจือจางเพียง 1:10,000 และผลท่ีไดจากการทดสอบดวยวิธี ELISA ใหผลสอดคลองกับวิธี

มัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) (28) 

 ตอมางานวิจัยของ Yin RH และคณะ ในป พ.ศ.2552 ไดศึกษาการระบุชนิดของจามรี (Yak) 

และวัว โดยใชวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบจากบริเวณยีน 

12s rRNA บนไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (Mitocvndria DNA) โดยใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR Product) 
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ของจามรี (Yak) และวัวเทากับ 290 และ 159 คูเบสตามลําตับ ผลท่ีไดพบวาสามารถตรวจสอบการ

ปลอมปนของเนื้อวัวในผลิตภัณฑเนื้อจามรีไดแมจะมีปริมาณนอยเพียง 0.1 เปอรเซ็นต และสามารถ

ใชไดกับเนื้อท่ีผานการปรุงสุกโดยใชความรอนสูงถึง 121 องศาเซลเซียส (29) 

 ตอมา จากงานวิจัยของ Murugaiah C และคณะ ในป พ.ศ.2552 ไดศึกษาการระบุชนิดของ

เนื้อสัตวในอาหารฮาลาล โดยวิธี PCR RFLP ซ่ึงใชไพรเมอรท่ีออกแบบจากยีนไซโทโครมบี 

(Cytochome b; Cyt b) จากนั้นตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Alu 1 และตรวจสอบผลโดยใช                

3 เปอรเซ็นต agarose gel electrophoresis ซ่ึงผลท่ีไดพบวาสามารถตรวจสอบการปนเปอนของ           

ดีเอ็นเอเนื้อหมูจากผลิตภัณฑเนื้อวัว ควาย นก ไก แพะ และกระตายได ซ่ึงสามารถดูไดจากแถบดี

เอ็นเอท่ีปรากฎบน agarose gel ซ่ึงหมูจะใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR Product) เทากับ 224 และ 115 คู

เบส และสามารถตรวจสอบไดแมจะมีปริมาณการปนเปอนเพียง 1 เปอรเซ็นต (30) 

 ตอมาจากงานวิจัยของ S.Ghovvati และคณะ ในป พ.ศ.2552 ไดใชเทคนิคมัลติเพล็กซ      

พีซีอาร (Multiplex PCR) เพ่ือทําการตรวจสอบการปลอมปนของเนื้อสัตวในผลิตภัณฑอาหารแปร

รูปในกลุมสัตวเคี้ยวเอ้ือง (วัว แพะ และแกะ) สัตวปก (ไก) และหมู โดยงานวิจัยเลือกใชไพรเมอร

จากยีน 12s RNA และ 16s RNA ในการตรวจสอบ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสัตวท้ัง 3 กลุม 

ไดแก เคี้ยวเอ้ือง (วัว แพะ และแกะ) สัตวปก (ไก) และหมู มีขนาดดีเอ็นเอเทากับ 104-106 183 และ 

290 คูเบส ตามลําดับ ผลท่ีไดจากการทดสอบตัวอยางอาหารในแตละกลุมจํานวน 3 กลุม ไดแก เนื้อ

บด ไสกรอก และช้ินเนื้อแชแข็ง เปนจํานวนกลุมละ 10 ตัวอยาง รวมท้ังส้ิน 30 ตัวอยาง พบวาไมมี

การปนเปอนดีเอ็นเอหมูในตัวอยางท้ังหมด แตพบการปนเปอนของสัตวปกในตัวอยางไสกรอก 

และช้ินเนื้อแชแข็ง เปนจํานวน 40 เปอรเซ็นต และ 30 เปอรเซ็นตตามลําดับ (31) 

 ตอมาจากงานวิจัยของ Daiming Zha และคณะ ในป พ.ศ.2553 ไดใชเทคนิคมัลติเพล็กซ  

พีซีอาร (Multiplex PCR) เพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีปลอมปนในผลิตภัณฑจากเนื้อกวาง ไดแก วัว 

แกะ หมู และสัตวปก โดยเลือกใชไพรเมอรจากงานวิจัยท่ีตีพิมพมากอนหนา และออกแบบเองจาก

บริเวณ tRNA-Val และ 16s rRNA ผลการศึกษาพบวาไพรเมอรท่ีใชใหขนาดดีเอ็นเอของวัว สัตวปก 

แกะ และหมู เทากับ 124 183 225 และ 290 คูเบส ตามลําดับ โดยมีขีดจํากัดในการตรวจวัดเนื้อหมู

และแกะเทากับ 1 นาโนกรัม เนื้อสัตวปกเทากับ 5 นาโนกรัม และเนื้อวัวเทากับ 0.5 นาโนกรัม ซ่ึง

ผลท่ีไดแสดงใหเห็นวาปญหาการปลอมปนเนื้อสัตวอ่ืนในผลิตภัณฑจากเนื้อกวางมีอัตราการ

เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะในสวนของหัวใจ เลือด อวัยวะเพศ และเขาของกวาง (6) 
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 ตอมางานวิจัยของ Dai-Ming Zha และคณะ ในป พ.ศ.2554 ใชเทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอาร 

(Multiplex PCR) เพ่ือระบุชนิดของกวางในผลิตภัณฑเนื้อกวางท้ังหมด 4 ชนิด คือ กวางซิกา (Sika 

deer) กวางวาปติ (Wapiti deer) กวางแดง (Red deer) และกวางเรนเดียร (Rein deer) โดยออกแบบ

ไพรเมอรจากบริเวณ 16s rRNA ท่ีอยูในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ ผลการศึกษาพบวาไพรเมอรท่ีใช

ใหขนาดดีเอ็นเอของกวางซิกา (Sika deer) เทากับ 307 คูเบส กวางวาปติ (Wapiti deer) เทากับ 307 

และ 246 คูเบส กวางแดงทาริม (Tarim red deer) เทากับ 272 คูเบส กวางแดง (Red deer) เทากับ 230 

คูเบส และกวางเรนเดียร (Rein deer) เทากับ 141 bp โดยมีขีดจํากัดในการตรวจวัดของกวางซิกา 

(Sika deer) และกวางวาปติ (Wapiti deer) เทากับ 0.05 นาโนกรัม กวางแดงทาริม (Tarim red deer) 

เทากับ 0.10 นาโนกรัม กวางแดง (Red deer) เทากับ 0.50 นาโนกรัม และกวางเรนเดียร (Rein deer) 

เทากับ 0.02 นาโนกรัม (5) 

 ตอมางานวิจัยของ Ali ME. และคณะ ในป พ.ศ.2555 ไดเทคนิค TaqMan probe real-time 

PCR ควบคูกับการทํา PCR RFLP เพ่ือระบุการปนเปอนของเนื้อหมูในผลิตภัณฑลูกช้ิน (Meatballs) 

โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู (Porcine-specific primer) ท่ีออกแบบจากยีนไซโทโครมบี 

(Cytochome b; Cyt b) ผลการศึกษาใหขนาดดีเอ็นเอของหมูเทากับ 109 คูเบส และเม่ือใชเอนไซม 

Alu ตัด จะใหขนาดดีเอ็นเอ 27 33 และ 49 คูเบส ซ่ึงจะสามารถตรวจวิเคราะหการปนเปอนไดแมจะ

มีดีเอ็นเอหมูเพียง 0.01 เปอรเซ็นต ในลูกช้ินเนื้อ (32) 

 ดังนั้นจะเห็นไดวาจากงานวิจัยท่ีผานมามีขอเดนคือ เทคนิค Multiplex PCR และไพรเมอร

ท่ีออกแบบมาจากยีนไซโตโครม บี มีความจําเพาะกับดีเอ็นเอของสัตวเปาหมาย ทําใหสามารถ

นําไปประยุกตใชในการระบุชนิดของสัตวตาง ๆ จากอาหาร หรือผลิตภัณฑอาหาร ผูวิจัยจึง

ทําการศึกษาพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ขึ้น 

เนื่องจากเปนวิธีท่ีไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ โดยจากงานวิจัยของ Erica L.R. Butts และ

คณะในป พ.ศ.2553 พบวาการขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพต่ํา กลาวคือเม่ือทํา

การสกัดเสร็จส้ินจะไดปริมาณดีเอ็นเอเพียง 16-30 เปอรเซ็นตของดีเอ็นเอท้ังหมดท่ีมีอยูในตัวอยาง 

(15-17) ซ่ึงนอกจากวิธีไดเร็คพีซีอารจะเปนวิธีท่ีประหยัดเวลาแลว ยังเปนวิธีท่ีมีความไวสูง 

เนื่องจากไมมีการสูญเสียดีเอ็นเอไปในขั้นตอนการสกัด จึงเปนการเพ่ิมโอกาสในการประสบ

ความสําเร็จในการระบุชนิดของเนื้อสัตวในอาหารท่ีผานกระบวนการแปรรูป หรือการปรุงสุกโดย

ใชความรอนสูง ทําใหดีเอ็นเอถูกทําลาย หรือเส่ือมสภาพไป อีกท้ังวิธีดังกลาวยังใหผลการวิเคราะห

ท่ีนาเช่ือถือ มีความจําเพาะเจาะจงกับสัตวเปาหมาย สามารถระบุชนิดของเนื้อสัตวในอาหารได

หลายชนิดในการทําปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียว ทําใหไดผลรวดเร็วมากยิ่งขึ้น ซ่ึงการรนระยะเวลาใน
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การวิเคราะหนี้นับเปนส่ิงท่ีจําเปนอยางมากในงานดานนิติวิทยาศาสตร ซ่ึงจะเปนประโยชนสูงสุด

ในการบังคับใชกฎหมายเพ่ือใชควบคุมคุณภาพอาหาร ตรวจวิเคราะหการปนเปอน หรือการ

ปลอมปนในผลิตภัณฑอาหาร หรือการติดฉลากไมตรงกับความเปนจริง ซ่ึงถือเปนการกระทําผิดตอ

กฎหมายคุมครองผูบริโภค และขัดตอบทบัญญัติทางศาสนา 
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บทที่ 3 

 

วิธีดําเนินงานวิจัย 

 

 

1. การเก็บตัวอยางเนื้อสัตว (Sample collection) 

  ตัวอยางเนื้อสัตวท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มีจํานวนท้ังส้ิน 6 ชนิด ไดแก หมู (Sus scrofa) แกะ 

(Ovis aries) ไก (Gallus gallus) นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) มา (Equus ferus caballus) และ

วัว (Bos taurus) ชนิดละ 1 ตัวอยาง ดังแสดงในตารางท่ี 1 ซ่ึงตัวอยางเหลานี้จะตองไดรับการยืนยัน

ชนิดโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Voucher specimen) กอนนํามาใชในการศึกษา จากนั้นตัด

ตัวอยางช้ินเนื้อเหลานี้ใหมีขนาดเล็กประมาณ 2×2 เซนติเมตร โดยใชมีดผาตัดท่ีสะอาด ปลอดเช้ือ 

ซ่ึงทําความสะอาดดวยเอทานอล (70% ethanol) แลวเก็บเนื้อตัวอยางใสถุงซิบล็อคท่ีปลอดเช้ือ 1 ถุง

ตอตัวอยาง 1 ชนิด เพ่ือปองกันการปนเปอนจากเนื้อสัตวชนิดอ่ืนๆ จากนั้นเก็บตัวอยางท้ังหมดท่ี

อุณหภูมิ -20oC จนกวาจะนําไปใชในการทดลองขั้นตอนตอไป 

 

ตารางที่ 1 แสดงจํานวนตัวอยางท่ีใชในขั้นตอนการเก็บตัวอยางเนื้อสัตว (Sample collection) 

ชนิดของเนื้อสัตว ประเภทของ

ตัวอยาง 

จํานวน แหลงที่มา 

หมู (Sus scrofa) เนื้อ 1 ตลาดคลองเรียน จ.สงขลา 

แกะ (Ovis aries) เลือด 1 สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

ไก (Gallus gallus) เนื้อ 1 ตลาดคลองเรียน จ.สงขลา 

นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อ 1 พิพิธภัณฑสถานธรรมชาติวิทยา 50 

พรรษา สยามบรมราชกุมารี จ.สงขลา 

มา (Equus ferus caballus) เสนขน 1 ฮอรตสปอรท จ.สงขลา 

วัว (Bos taurus) เนื้อ 1 ตลาดคลองเรียน จ.สงขลา 
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2. การออกแบบ และการเลือกไพรเมอร (Oligonucleotide primer design) 

  ไพรเมอรท่ีเลือกใชในการศึกษาครั้งนี้เปนไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวท้ัง 6 ชนิด 

(Species-specific primer) ซ่ึงไดจากการออกแบบเองในการศึกษาครั้งนี ้และรวบรวมมาจากงานวจิยั

ตางๆ ท่ีตีพิมพในวารสารนานาชาติท่ีนาเช่ือถือ โดยการเลือกไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงมาใชใน

การศึกษานี้ มีหลักเกณฑในการเลือก 3 ประการ คือ 1) ไพรเมอรท่ีเลือกใชจะตองใหขนาดดีเอ็นเอ 

(PCR product size) ท่ีแตกตางกัน เพ่ือท่ีจะสามารถระบุชนิดของช้ินเนื้อตัวอยางไดโดยการดูจาก

ขนาดท่ีปรากฎบนแผนอะกาโรสเจล 2) ไพรเมอรนั้นๆ ตองผานการทดสอบประสิทธิภาพมาแลว

ท้ังส้ิน เชน การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอร (Specificity test) และการทดสอบความ

ไวของไพรเมอร (Sensitivity test) เปนตน 3) ไพรเมอรนั้นๆ จะตองมีอุณหภูมิ (Melting 

temperature; Tm) ท่ีใกลเคียงกัน เพ่ือใหงายตอการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายโดยใชไพรเมอร 

หลายคูในเวลาเดียวกัน โดยในการศึกษานี้จะเลือกใชอุณหภูมิ (Melting temperature; Tm) ในชวง 

64-67 oC ท้ังนี้ไดเลือกไพรเมอรท่ีตีพิมพในวารสารนานาชาติท่ีนาเช่ือถือมาท้ังส้ิน 4 คู สําหรับหมู 

แกะ ไก และนกกระจอกเทศ ดังแสดงในตารางท่ี 2 

 

ตารางที่ 2 แสดงไพรเมอรท่ีเลือกมาจากวารสารนานาชาติท่ีนาเช่ือถือ 
ชนิดของเน้ือสัตว

เปาหมาย 

ชื่อไพร

เมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  (5’-3’) 

อุณหภูมิ (Melting 

temperature; Tm)(oC) 

ชื่อยีน (mtgene) ขนาด        

ดีเอ็นเอ 

อางอิง 

หม ู

 (Pork) 

Sus-F1 5'- GAA AAA TCA TCG TTG TAC TTC AAC TAC A -3'  64.24 ไซโตโครมบี 

 (Cytochrom b; cyt b) 

100 bp López-

Andreo และ

คณะ (2005) Sus-R1 5'- GGT CAA TGA ATG CGT TGT TGA T -3' 66.07 

แกะ  

(Mutton) 

Ovi-F2 5'- GAA AAA CCA TCG TTG TCA TTC AAC T -3' 66.10 ทรานสเฟอรอารอ็นเอ กลูตาเมท 

- ไซโตโครมบี 

 (transfer RNA glutamate ; t-Glu 

- Cytochrom b; cyt b) 

119 bp López-

Andreo และ

คณะ (2005) Ovi-R2 5'- AAA TAT TTG ATG GAG CTG GGA GA -3' 64.84 

ไก 

(Chicken) 

Gal-F3 5'- AGC AAT TCC CTA CAT TGG ACA CA-3' 66.66 ไซโตโครมบี  

(Cytochrom b; cyt b) 

133 bp C.-L. Zhang 

และคณะ 

(2007) Gal-R3 5'- GAT GAT AGT AAT ACC TGC GAT TGC A-3' 65.03 

นกกระจอกเทศ 

 (Ostrich) 

Str-F2 5'- CCC TTT AAA GAC ATC TGG TAT TGT GAG -3' 65.66 12 เอส ไรโบโซมอล อารเอ็นเอ  

(12S ribosomal RNA; 12s 

rRNA) 

155 bp Rojas และ

คณะ(2011) 

Str-R2 5'- TAA ATT GTA GGC TCT CTG GGG TTC -3' 65.45 
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 ในการศึกษาครั้งนี้จึงทําการออกแบบไพรเมอรสําหรับเนื้อสัตวเปาหมายอีก 2 ชนิด คือ มา 

และวัว โดยจะเลือกใชยีนไซโตโครมออกซิเดส 1 (Cytochrome oxidase I, COI) ซ่ึงเปนยีนจาก           

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ เนื่องจากเปนบริเวณท่ีมีความอนุรักษสูง จึงเหมาะสําหรับใชในการระบุ

ชนิดของเนื้อสัตว อีกท้ังยีนไซโตโครมออกซิเดส 1 เปนยีนท่ีไดรับความนิยมในการนํามาใชในการ

ระบุชนิดของเนื้อสัตวทําใหมีขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดอยูในฐานขอมูล ซ่ึงจะงายแกการ

รวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ือใชในการออกแบบไพรเมอร โดยเริ่มจากการรวบรวมขอมูลของ

ลําดับเบสนิวคลีโอไทดของสัตวเปาหมาย รวมไปถึงนิวคลีโอไทดของสัตวชนิดใกลเคียงกัน และ

สัตวชนิดท่ีนิยมนํามาใชเปนวัตถุดิบหลักในการประกอบอาหาร จํานวนท้ังส้ิน 12 ชนิด ไดแก เปด 

ควาย หมาปา แพะ กวาง จระเข ชาง แมว ไก นกกระจอกเทศ หมู และแกะ อยางนอยชนิดละ 2 

ลําดับนิวคลีโอไทด ซ่ึงดาวนโหลดมาจากฐานขอมูล Genbank มีเลขหมายทะเบียน (Accession 

number) ของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการศึกษานี้ท้ังหมด ดังแสดงในตารางท่ี 3 

 

ตารางที่ 3 แสดงเลขหมายทะเบียน (Accession number) ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไซโตโครม

ออกซิเดส 1 (Cytochrome oxidase I, COI) จาก Genbank 

สัตวเปาหมาย เลขหมายทะเบียน 

(Accession number) 

อางองิ 

1. เปด EU755253.1 Tu, J. et al. 2012 

2. เปด NC_009684.1 Tu, J.F. et al. 2007 

3. วัว AF492350.1 Hiendleder, S. et al. 2008 

4. วัว AF492351.1 Hiendleder, S. et al. 2008 

5. ควาย NC_006295.1 Qian, J.X. et al. 2004 

6. ควาย NC_020615.1 Hassanin, A. et al. 2012 

7. หมาปา KC461238.1 Zhang, H. et al. 2014 

8. หมาปา NC_011218.2 Meng, C. et al. 2009 

9. แพะ NC_020683.1 Hassanin, A. et al. 2012 

10. แพะ NC_020622.1 Hassanin, A. et al. 2009 

11. แพะ GU068049.1 Xi, W.H. et al. 2010 

12. แพะ NC_005044.2 Hassanin, A. et al. 2010 
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สัตวเปาหมาย เลขหมายทะเบียน 

(Accession number) 

อางองิ 

13. กวาง NC_014703.1 Yu, H. et al. 2012 

14. กวาง NC_016178.1 Pan, H.C. et al. 2014 

15. จระเข NC_015647.1 Zhang, M. et al. 2011 

16. จระเข NC_015651.1 Zhang, M. et al. 2011 

17. ชาง NC_005129.2 Rogaev, E.I. et al. 2006 

18. ชาง EF588275.2 Maikaew, U. et al. 2007 

19. มา CK203026.1 Allard, F. et al. 2003 

20. มา CK203028.1 Allard, F. et al. 2003 

21. แมว NC_001700.1 Lopez, J.V. et al. 1996 

22. แมว U20753.1 Lopez, J.V. et al. 1996 

23. ไก HQ857210.1 Miao, Y. et al. 2010 

24. ไก HQ857212.1 Miao, Y. et al. 2010 

25. นกกระจอกเทศ NC_002785.1 Haddrath, O. et al. 2001 

26. นกกระจอกเทศ Y12025.1 Harlid, A. et al. 1997 

27.หมู AF034253.1 Lin, C.S. et al. 1998 

28. หมู NC_012095.1 Yasue, H. et al. 2009 

29. แกะ NC_018596.1 Liu, G.H. et al. 2012 

30. แกะ JQ996232.1 Liu, G.H. et al. 2012 
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 จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดมาทํา Sequence alignment โดยใชโปรแกรม 

Geneious (ดังแสดงในรูปท่ี 7-8)  

 

 
รูปที่ 7 แสดง Sequence alignment  ของไซโทโครมบียีน (Cytochrome b; Cyt b) โดยใชโปรแกรม 

Geneious  

 

 
รูปที่ 8 แสดง Sequence alignment  ของไซโทโครมออกซิเดส (Cytochrom oxidase I; COI) โดยใช

โปรแกรม Geneious  
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ในการศึกษาครั้งนี้จะออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอรใหมีความจําเพาะเจาะจง (Specific forward 

primer) กับสนิป (Single nucleotide polymorphism; SNP) บนสายนิวคลีโอไทดของสัตวเปาหมาย

ตรงปลาย 3' ซ่ึงลําดับเบสดังกลาวจะตองแตกตางไปจากสัตวชนดิอ่ืนๆ ดังแสดงในรูปท่ี 9-10 สวนรี

เวิรสไพรเมอร (Reverse primer) จะออกแบบเปนยูนีเวอรแซลไพรเมอร (Universal primer) ซ่ึงจะ

เลือกบริเวณมีลําดับเบสบนนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกันในสัตวตางชนิดกันตรงปลาย 3' ดังแสดงใน

รูปท่ี 11 

 

 

รูปที่ 9 แสดงขั้นตอนการออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอร (Forward primer) ใหมีความจําเพาะเจาะจง 

(Specific primer) กับลําดับเบส (Single nucleotide polymorphism; SNP) บนสายนิวคลีโอไทดของ

สัตวเปาหมายตรงปลาย 3' โดยใชโปรแกรม Geneious 
 

 

รูปที่  10 แสดงขั้นตอนการออกแบบรีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) โดยออกแบบเปน              

ยูนีเวอรแซลไพรเมอร (Universal primer) ซ่ึงจะเลือกบริเวณมีลําดับเบสบนนิวคลีโอไทดท่ี

เหมือนกันในสัตวตางชนิดกันตรงปลาย 3' โดยใชโปรแกรม Geneious 
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จากนั้นนําไพรเมอรท่ีออกแบบไดไปตรวจสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนของไพรเมอร ไดแก        

ความยาวของไพรเมอร (Length) น้ําหนักโมเลกุล (Molecular weight) ปริมาณเบสของ G และ C 

(CG content) อุณหภูมิ (Melting temperature; Tm) นอกจากนี้ยังสามารถตรวจสอบโอกาสท่ีจะเกิด

โครงสรางทุติยภูมิ (Self-complementarity) ไดแก การฟอรมแฮพิน (Potential hairpin formation) 

การจับคูเบสผิดทางปลาย 3' (3' Complementarity) เปนตน ดวยโปรแกรม Oligonucleotide 

Properties Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html) ตอมาจะนํา

ไพรเมอรไปตรวจวัดและปรับอุณหภูมิ (Melting temperature; Tm) ของไพรเมอรใหอยูในชวง

อุ ณ ห ภู มิ ท่ี เ ห ม า ะ สม แ ล ะ ใ ก ล เ คี ย ง กั น ทุ ก ๆไ พ ร เ ม อ ร ด ว ย โ ป ร แ ก ร ม Thermoscientific 

(http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/) ท้ังนี้อุณหภูมิ (Melting temperature; Tm) ท่ี

เลือกใชสําหรับฟอรเวิรดไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะเจาะจง (Specific forward primer) จะอยูในชวง

อุณหภูมิ 65-69oC สวนรีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) ท่ีเปนยูนีเวอรแซลไพรเมอร (Universal 

primer) จะใชอุณหภูมิ 71.30oC ดังแสดงในตารางท่ี 4 ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จะใชไพรเมอรรวม

ท้ังส้ิน 6 คู ดังแสดงในตารางท่ี 5 และมีตําแหนงการเขาจับกับดีเอ็นเอเปาหมายของไพรเมอรท้ัง 6 คู

บนไมโทคอนเดรียลยีน ดังแสดงในรูปท่ี 11 

 

ตารางที่ 4 แสดงไพรเมอรท่ีมาจากการออกแบบในการศึกษานี ้

ชนิดของสัตว

เปาหมาย 

ชื่อไพร

เมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  (5’-3’) 

อุณหภูมิ(Melting 

temperature; Tm)(oC) 

ชื่อยีน(mtgene) ขนาด   

ดีเอ็นเอ 

อางอิง 

มา (Horse) 

Equ-CO-F1 5'- GTT TGA TCT GTC CTT ATT ACG GCA -3' 65.10 ไซโตโครมออกซิ

เดส 1 (Cytochrome 

oxidase I; COI) 

253 bp ออกแบบใน

การศึกษาน้ี 
Uni-CO-R 5'- CCG AAT GGT TCY TTT TTY CCY GAG TAG TA -3' 71.30 

วัว (Cow) 

Bos-CO-F4 5'- CCATCAACTTCATTACAACAATTATCAACATAAAG-3' 68.40 ไซโตโครมออกซิ

เดส 1 (Cytochrome 

oxidase I; COI) 

311 bp ออกแบบใน

การศึกษาน้ี 
Uni-CO-R 5'- CCG AAT GGT TCY TTT TTY CCY GAG TAG TA -3' 71.30 
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ตารางที่ 5 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรท้ังหมดท่ีใชในการศึกษา  

 
ชนิดของสัตว

เปาหมาย 
ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด  (5’-3’) 

อุณหภูมิ(Melting 

temperature; Tm)(oC) 

ชื่อยีน (mtgene) ขนาด   

ดีเอ็นเอ 

อางอิง 

หม ู(Pork) 

Sus-F1 5'- GAA AAA TCA TCG TTG TAC TTC AAC TAC A -3'  64.24 ไซโตโครมบี 

(Cytochrom b; cyt b) 

100 bp López-Andreo 

และคณะ 

(2005) Sus-R1 5'- GGT CAA TGA ATG CGT TGT TGA T -3' 66.07 

แกะ (Mutton) 

Ovi-F2 5'- GAA AAA CCA TCG TTG TCA TTC AAC T -3' 66.10 ทรานสเฟอรอารอ็นเอ 

กลูตาเมท-ไซโตโครมบี

(transfer RNA glutamate 

t-Glu-Cytochrom b;cyt b) 

119 bp López-Andreo 

และคณะ 

(2005) Ovi-R2 5'- AAA TAT TTG ATG GAG CTG GGA GA -3' 64.84 

ไก (Chicken) 

Gal-F3 5'- AGC AAT TCC CTA CAT TGG ACA CA-3' 66.66 ไซโตโครมบี 

(Cytochrom b; cyt b) 

133 bp C.-L. Zhang 

และคณะ 

(2007) Gal-R3 5'- GAT GAT AGT AAT ACC TGC GAT TGC A-3' 65.03 

นกกระจอกเทศ 

(Ostrich) 

Str-F2 5'- CCC TTT AAA GAC ATC TGG TAT TGT GAG -3' 65.66 12เอส ไรโบโซมอล อาร

เอ็นเอ (12S ribosomal 

RNA ; 12s rRNA) 

155 bp Rojas และ

คณะ(2011) 
Str-R2 5'- TAA ATT GTA GGC TCT CTG GGG TTC -3' 65.45 

มา (Horse) 

Equ-CO-F1 5'- GTT TGA TCT GTC CTT ATT ACG GCA -3' 65.10 ไซโตโครม ออกซิเดส 1 

(Cytochrome oxidase I; 

COI) 

253 bp ออกแบบใน

การศึกษาน้ี 

Uni-CO-R 5'- CCG AAT GGT TCY TTT TTY CCY GAG TAG TA -3' 71.30 

วัว (Cow) 

Bos-CO-F4 5'- CCATCAACTTCATTACAACAATTATCAACATAAAG-3' 68.40 ไซโตโครม ออกซิเดส 1 

(Cytochrome oxidase I; 

COI) 

311 bp ออกแบบใน

การศึกษาน้ี 

Uni-CO-R 5'- CCG AAT GGT TCY TTT TTY CCY GAG TAG TA -3' 71.30 
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รูปที่ 11 แสดงตําแหนงของไพรเมอรท้ัง 6 คูบนไมโทคอนเดรียลยีน 

โดย F1 คือ ฟอรเวิรดไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific forward primer), F2 คือ 

ฟอรเวิรดไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ (Ovis aries-specific forward primer), F3 คือ ฟอรเวิรด

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก (Gallus gallus-specific forward primer), F4 คือ ฟอรเวิรดไพรเมอร

ท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ (Struthio camelus-specific forward primer), F5 คือ ฟอรเวิรด

ไพรเมอรท่ีจาํเพาะเจาะจงกับมา (Equus ferus caballus-specific forward primer), F6 คือ ฟอรเวิรด

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว (Bos taurus-specific forward primer), R1 คือ รีเวิรสไพรเมอรท่ี

จําเพาะเจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific reverse primer), R2 คือ รีเวิรสไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจง

กับแกะ (Ovis aries-specific reverse primer), R3 คือ รีเวิรสไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก (Gallus 

gallus-specific reverse primer), R4 คือ รีเวิรสไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus-specific reverse primer) และ Uni-R คือ รีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) ท่ีเปน

ยูนีเวอรแซลไพรเมอร (Universal primer)  

  



34 
  

3. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีไดเร็คพีซีอาร (Direct PCR) 

 ในการศึกษาครั้งนี้ทําการเตรียมตัวอยางเนื้อตามวิธีของ Kitpipit และคณะ ในป พ.ศ.2557 (33) 

ซ่ึงสามารถทําไดโดยตัดช้ินเนื้อสัตวตัวอยางใหมีขนาดเล็กประมาณ 1×1 มิลลิเมตรใสหลอดทดลอง

ขนาดเล็ก จากนั้นเติม PBS ความเขมขน 1 โมลาร pH 7.4 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร นําไปปนผสม

ดวยเครื่อง vortex แลวหมุนเหวี่ยงเพ่ือดึงใหสารละลายท่ีติดอยูขางหลอดลงไปผสมรวมกับ

สารละลายในหลอดแลววางท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองประมาณ 2-5 นาที จากนั้นนําไปบม (Incubate) ท่ี

อุณหภูมิ 98oC เปนเวลา 2 นาที จากนั้นนําสวนของสารละลายใสดานบนไปใชในการทําพีซีอาร

ตอไป (กรณีท่ีไมไดใชตัวอยางทันทีตองเก็บรักษาตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส)  

 สําหรับกระบวนการพีซีอารนั้นจะเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใชชุด Finnzymes Phire® Hotstart II 

DNA Polymerase (Thermoscientific, Germany) โดยในแตละหลอดจะมีปริมาตรรวมท้ังหมด 10 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 5X Phire® Reaction Buffer (ซ่ึงประกอบไปดวย MgCl2 ความเขมขน 1.5 

ไมโครโมลาร) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (Deoxynucleotide 

triphosphate; dNTPs) 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร, ฟอรเวิรดไพรเมอร (Forward 

primer) 0.5 ไมโครโมลาร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, รีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) 0.5 ไมโคร

โมลาร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, Phire® Hot Start II DNA Polymerase ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร,           

ดีเอ็นเอตนแบบ (Template DNA) ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร, น้ํา (H2O) ปริมาตร 5.85 ไมโครลิตร 

จากนั้นทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง T100 thermocycler (Bio-Rad; California, USA) ท้ังนี้

จะใชสภาวะเริ่มตนดังแสดงในตารางท่ี 6 

 

ตารางที่ 6 แสดงสภาวะเริ่มตนท่ีใชในปฏิกิริยาพีซีอาร 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (oC) เวลา (วินาที) จํานวนรอบ 

Initial-denaturation 98 30 1 

Denaturation 98 5 35 

Annealing 55 5 35 

Extension 72 10 35 

Final extention 4 ∞ 1 
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3.1 ซิงเกิลเพล็กซ พีซีอาร (Singleplex PCR) 

 เปนขั้นตอนการตรวจสอบประสิทธิภาพของไพรเมอรท่ีจะใชในการศึกษาครั้งนี้ วาสามารถ    

ใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสัตวเปาหมายแตละชนิดไดดีหรือไม ทดสอบโดยการใชไพรเมอร 1 คูตอ

ตัวอยางเนื้อสัตว 1 ชนิดในหลอดพีซีอารหนึ่งๆ ดังแสดงในตารางท่ี 7 ซ่ึงขั้นตอนนี้จะแบงการ

ทดสอบเบ้ืองตนนี้ออกเปน 2 ขั้นตอน คือ 1). การหาคา Annealing temperature (Ta)  ดวย  Gradien 

PCR และ 2). การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) 

 

ตารางที่ 7 แสดงสวนประกอบท่ีใชเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอาร (Singleplex PCR) 

สวนประกอบ (Reagent) หลอดควบคุมท่ีใหผลเปนบวก 

(Positive control) (µM) 

หลอดควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

(Negative control) (µM) 

5X Phire® Reaction Buffer 2.00 2.00 

ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (Deoxy nucleotide 

triphosphate; dNTPs) 10 มิลลิโมลาร 

0.20 0.20 

Phire® Hot Start II DNA Polymerase 0.20 0.20 

ฟอรเวิรดไพรเมอร (Forward primer) 0.5 ไมโครโมลาร 0.50 0.50 

รีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) 0.5 ไมโครโมลาร 0.50 0.50 

น้ํา (H2O) 5.85 6.60 

ดีเอ็นเอตนแบบ (Template DNA) 0.75 - 

ปริมาตรรวม 10.00 10.00 

 

 1). การหาคา Annealing temperature (Ta)  ดวย  Gradien PCR โดยจะใชอุณหภูมิท่ีแตกตาง

กัน 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C เพ่ือหา Annealing temperature (Ta) ท่ีเหมาะสม

ท่ีไพรเมอรสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดดีท่ีสุด 

 2). การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) โดยจะใชเนื้อสัตวท้ังหมด 10 ชนิด 

ไดแก เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อวัว 

(Bos taurus) เนื้อควาย (Bubalus bubalis) เนื้อเปด (Anas spp) เนื้อแพะ (Capra hircus) เนื้อแกะ 

(Ovis aries) เนื้อจระเข (Crocodylus spp) และเนื้อมา (Equus ferus caballus) โดยจะเลือกใช 

Annealing temperature (Ta) ท่ีดีท่ีสุดท่ีไดจากการทดสอบ Gradien PCR ในขางตนของไพรเมอร  

แตละตัว เพ่ือยืนยันวาไพรเมอรท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มีความจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมาย

เทานั้น  
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3.2 มัลติเพล็กซ พีซีอาร (multiplex PCR) 

 เปนขั้นตอนการนําไพรเมอรท่ีผานการทดสอบซิงเกิลเพล็กซ พีซีอาร (Singleplex PCR) จาก

ขางตนมารวมในหลอดพีซีอารหลอดเดียวกันท้ัง 6 คู และใชดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายผสมกัน

ท้ัง 6 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 8 จากนั้นหาสภาวะท่ีเหมาะสม (PCR optimization) ท่ีจะสามารถ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายท้ัง 6 ชนิดไดในเวลาเดียวกัน ซ่ึงมีดวยกันหลายวิธี เชน 

การเพ่ิมหรือลดอัตราสวนของความเขมขนระหวางไพรเมอรแตละคู การเพ่ิมหรือลดอุณหภูมิ 

Annealing temperature (Ta) ในขั้นตอน Annealing และความเขมขนของดีเอ็นเอตนแบบ เปนตน  

 

ตารางที่ 8 แสดงสวนประกอบท่ีใชเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอาร (Multiplex PCR) 

สวนประกอบ (Reagent) หลอดควบคุมท่ีใหผลเปนบวก 

(Positive control) (µM) 

หลอดควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

(Negative control) (µM) 

5X Phire® Reaction Buffer 2.00 2.00 

ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (Deoxy nucleotide 

triphosphate; dNTPs) 10 มิลลิโมลาร 

0.20 0.20 

Phire® Hot Start II DNA Polymerase 0.20 0.20 

ฟอรเวิรดไพรเมอร (Forward primer) 40 ไมโครโมลาร 

Sus-F1 

Ovi-F2 

Gal-F3 

Str-F2 

Equ-CO-F1 

Bos-CO-F4 

 

0.50 

0.45 

0.20 

0.30 

0.50 

0.25 

 

0.50 

0.45 

0.20 

0.30 

0.50 

0.25 

รีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) 40 ไมโครโมลาร 

Sus-R1 

Ovi-R2 

Gal-R3 

Str-R2 

Uni-CO-R 

 

0.50 

0.45 

0.20 

0.30 

0.75 

 

0.50 

0.45 

0.20 

0.30 

0.75 

น้ํา (H2O) 1.20 3.20 

ดีเอ็นเอตนแบบ (Template DNA) 2.00 - 

ปริมาตรรวม 10.00 10.00 
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4. การตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA separation and detection) 

 การตรวจสอบผลของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (PCR products) จะทําโดยการแยกแถบ        

ดีเอ็นเอโดยผานกระแสไฟฟาบนเจลอะกาโรส การเตรียมเจลอะกาโรสความเขมขนประมาณ 2% 

(Electrophoresis) ทําโดยช่ังอะกาโรสแบบผง 2 กรัม ละลายใน TBE buffer (ประกอบดวย Tris 

Base, Boric Acid และ EDTA ) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปใหความรอนดวยไมโครเวฟ

เปนเวลาประมาณ 1 นาที รอใหเจลอุน  เติม Ethidium bromide ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมใหเขา

กัน แลวเทเจลลงในถาด (Tray) ท่ีเตรียมไว ซ่ึงวางหวี (Comb) ไวแลว และรอใหเจลแข็ง (ประมาณ 

20 นาที) จากนั้นถอดหวี (comb) ออก แลวนําไปใสในเครื่องอิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) ท่ีมี 

TBE buffer อยู สังเกตปริมาณ Buffer ตองทวมเนื้อเจล จากนั้นผสมดีเอ็นเอท่ีไดจากการทําพีซีอาร 

(PCR product) 10 µl กับสียอม 5X (loading dye) 2 µl แลวปเปตลงในชองของอะกาโรสเจล ซ่ึงใน

การทํา Gel electrophoresis นี้จะใช 100 bp DNA ladder (New England Biolabs, UK) ซ่ึงเปนตัว

เทียบขนาดของแถบของดีเอ็นเอท่ีไดมาจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจลอะกาโรส และ

ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลาประมาณ 15 - 30 นาที จากนั้นจึงนําเจลไปสองดูดวยเครื่อง 

LED transilluminator (Nevada, USA) ถายภาพ และบันทึกผล  

 ท้ังนี้ในการตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในแตละการทดลองนั้นจะใชเปอรเซ็นต

ความเขมขนของอะกาโรสเจลท่ีแตกตางกัน คือในกรณีท่ีตองการตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

แบบซิงเกิลเพล็กซ (Singleplex PCR) จะใชการเตรียมเจลอะกาโรสความเขมขนประมาณ                 

2 เปอรเซ็นต สวนในกรณีท่ีตองการตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบมัลติเพล็กซ (Multiplex 

PCR) จะใชการเตรียมเจลอะกาโรสความเขมขนประมาณ 4 เปอรเซ็นต เนื่องจากไพรเมอรท่ีใชใน

การศึกษานี้มีขนาดท่ีใกลเคียงกันทําใหการระบุชนิดของเนื้อสัตวจากขนาดของดีเอ็นเอท่ีปรากฏบน

แผนเจลอะกาโรสนั้นทําไดยาก ดังนั้นการเพ่ิมความเขมขนหรือเปอรเซ็นตเจลจะทําใหเจลมีขนาด

ของรูพรุนท่ีเล็กลง ทําใหโมเลกุลของดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีไดชาลง และสามารถท่ีจะระบุชนิดของ

เนื้อสัตวจากขนาดของดีเอ็นเอจากแถบท่ีปรากฏบนแผนเจลอะกาโรสทําไดงายขึ้น และปรับการใช

กระแสไฟฟาเปน 80 โวลต เปนเวลาประมาณ 45-75 นาที 
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5. การทวนสอบชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Validation test) 

  การทวนสอบประสิทธิภาพของชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex 

direct PCR) ท่ีพัฒนาไดจากการศึกษาครั้งนี้ จะนํามาทดสอบ 3 รูปแบบ คือ 

 

5.1 การทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test)  

  การทําซํ้าทําเพ่ือทดสอบวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct 

PCR) ท่ีไดพัฒนาขึ้นในการศึกษาครั้งนี้ มีความแมนยําในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายหรือไม 

กลาวคือเม่ือทดสอบกับเนื้อสัตวท้ัง 6 ชนิด ไดแก หมู แกะ ไก นกกระจอกเทศ มา และวัวเปน

จํานวนหลายซํ้า ซ่ึงไดมาจากการรวบรวมจากแหลงตางๆ จํานวนชนิดละอยางนอย 2 ตัวอยางจาก

แหลงจําหนายท่ีแตกตางกัน ดังแสดงในตารางท่ี 9 จะไดผลในการระบุชนิดของเนื้อสัตวเหลานั้น

ถูกตองท้ังหมดหรือไม 

 

ตารางที่ 9 แสดงชนิดของเนื้อสัตวเปาหมาย จํานวนตัวอยาง แหลงท่ีมาของเนื้อสัตว และจํานวน

ตัวอยางท่ีนํามาใชในการทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) 

ชนิดของเนื้อสัตวเปาหมาย 
จํานวนแหลงที่มา

ของตัวอยาง 

แหลงที่มา จํานวน

ตัวอยาง 
ช่ือท่ัวไป ช่ือวิทยาศาสตร 

หมู Sus scrofa 5 หางสรรพสินคาแม็คโคร (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกพิปูน (จ.นครศรีธรรมราช) 

หางสรรพสินคาเทสโกโลตัส (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกคลองเรียน (จ.สงขลา) 

หางสรรพสินคาบ๊ิกซี (จ.สงขลา) 

1 

1 

1 

1 

1 

แกะ Ovis aries 1 หางสรรพสินคาแม็คโคร (จ.สงขลา) 1 

ไก Gallus gallus 5 หางสรรพสินคาแม็คโคร (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกบูดล (จ.ปตตานี) 

หางสรรพสินคาเทสโกโลตัส (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกคลองเรียน (จ.สงขลา) 

หางสรรพสินคาบ๊ิกซี (จ.สงขลา) 

1 

1 

1 

1 

1 

นกกระจอกเทศ Struthio camelus 2 หางสรรพสินคาแม็คโคร (จ.สงขลา) 

พิพิธภัณฑสถานธรรมชาติวิทยา 50 พรรษา 

สยามบรมราชกุมารี จ.สงขลา 

1 

1 

มา Equus ferus caballus 2 ฮอรตสปอรท หาดใหญ (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกบูดล (จ.ปตตานี) 

1 เสน 

1 เสน 
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ชนิดของเนื้อสัตวเปาหมาย 
จํานวนตัวอยาง

ทั้งหมด 

แหลงที่มา จํานวน

ตัวอยาง ช่ือท่ัวไป ช่ือวิทยาศาสตร 

วัว Bos taurus 3 หางสรรพสินคาแม็คโคร (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกบูดล (จ.ปตตานี) 

หางสรรพสินคาบ๊ิกซี (จ.สงขลา) 

1 

1 

1 

 

5.2 การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) 

  การทดสอบความจําเพาะเจาะจง ทําเพ่ือตรวจสอบวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ    

ไดเร็คพีซีอาร (multiplex direct PCR) ท่ีไดพัฒนาขึ้นในการศึกษาครั้งนี้ มีความจําเพาะเจาะจงกับ

เนื้อสัตวเปาหมายหรือไม โดยทําการทดสอบในเนื้อสัตวหรือดีเอ็นเอของสัตวเปาหมายและสัตว

อ่ืนๆ รวม 20 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 10 

 

ตารางที่ 10 แสดงประเภท และท่ีมาของตัวอยางท่ีนํามาใชทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity 

test) 

ลําดับ ชนิด ช่ือวิทยาศาสตร ประเภทตัวอยาง แหลงที่มา 

1 หมู Sus scrofa เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

2 แกะ Ovis aries เลือด สวนสัตว จ.สงขลา 

3 ไก Gallus gallus เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

4 นกกระจอกเทศ Struthio camelus เนื้อ พิพิ ธภั ณฑ สถ าน ธร รมชา ติวิ ทย า  50 

พรรษา สยามบรมราชกุมารี จ.สงขลา 

5 มา Equus ferus caballus ขน ฮอรตสปอรท จ.สงขลา 

6 วัว Bos taurus เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

7 จระเข Crocodylus spp เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

8 เปด Anas spp เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

9 คน Homo sapiens เยื่อบุกระพุงแกม นักศึกษามหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

10 กวาง Cervid spp เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

11 ชาง Elephas maximus อุจจาระ สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

12 ลิง Macaca mulatta เสนขน สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

13 เสือ Panthera tigris เสนขน สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

14 สิงโต Panthera leo เลือด สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

15 หมีหมา Ursus malayanus เลือด สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 
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16 แรด Rhinoceros spp เนื้อ สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

17 เกง Muntiacus muntjak เขา สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

18 หมา Canis lupus familiaris เสนขน สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

19 แมว Felis catus เสนขน สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

20 ควาย Bubalus bubalis ขน อ.มายอ จ.ปตตานี 

 

5.3 การทดสอบกับตัวอยางอาหารตามทองตลาด (Street sample test) 

 การทดสอบกับตัวอยางอาหารตามทองตลาด เพ่ือตรวจสอบวาชุดทดสอบหลายตําแหนง

แบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ท่ีไดพัฒนาขึ้นในการศึกษาครั้งนี้ ทดสอบกับตัวอยาง

อาหารและผลิตภัณฑสําเร็จรูปตามทองตลาด หรือเนื้อสัตวแชแข็งท่ีวางขายในหางสรรพสินคา

ตางๆในจังหวัดสงขลา ท้ังหมดจํานวน 101 ตัวอยาง โดยจะแบงตัวอยางท้ังหมดออกเปน 4 ประเภท 

ไดแก เนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) จํานวน 17 ตัวอยาง อาหารสําเร็จรูปแชแข็ง (Instant frozen food) 

จํานวน 19 ตัวอยาง อาหารจากรานอาหาร (Street food) จํานวน 27 ตัวอยาง และอาหารฮาลาล 

(Halal food) จํานวน 38 ตัวอยาง ดังแสดงในตารางท่ี 11 สําหรับการทดสอบกับตัวอยางอาหาร   

ตามทองตลาดจะทําการสุมหยิบช้ินเนื้อจากภาชนะมาลางดวยน้ํากล่ันกอนนําไปวิเคราะหดวย

วิธีการ ดังอธิบายในหัวขอท่ี 1 จากนั้นจึงทําการตรวจสอบวาในอาหารนั้นๆ มีเนื้อสัตวปนอยูกี่ชนิด 

และเปนสัตวชนิดไหนบาง ตรงตามท่ีระบุไวในฉลากหรือไม 

 

ตารางที่ 11 แสดงประเภทของผลิตภัณฑอาหาร รายการอาหาร ตราสินคา เนื้อสัตวท่ีระบุขางฉลาก 

และแหลงท่ีมาของผลิตภัณฑอาหารเพ่ือใชในตรวจสอบการปนเปอนของตัวอยางอาหารตาม

ทองตลาด 

ประเภทของ

ผลิตภัณฑอาหาร 

รายการอาหาร ยี่หอ เน้ือสัตวทีร่ะบุขางฉลาก แหลงที่มา 

1.เน้ือตัดแชแข็ง  

( Cold cut) 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือหมู 

1. กุนเชียง 

2. หมูยอไรแปง 

3. แหนมหมูยาง 

4. แหนมหมูสไลซพรอมทาน 

5. แหนมหม ู

6. ลกูชิ้นเอ็นหม ู

7. ลกูชิ้นเน้ือหม ู

8. พอรคเวียนเนอร 

 

บานไผ 

สุทธิลักษณ 

สุนิสา 

สุทธิลักษณ 

Big C 

นัมเบอรวัน 

นายฮั้งเพง 

CP 

 

หมูเน้ือแดง, มันหม ู

เน้ือสัตว (เน้ือหม ูเน้ือไก) มันหนู 

เน้ือหมคูัดพิเศษ 70% 

เน้ือหม,ู หนังหม ู

เน้ือหม ู50%, หนังหมู 36% 

เน้ือหม,ู เน้ือไก, เอ็นไก 

เน้ือหม ู92% 

เน้ือสัตว 

 

หางสรรพสินคาบิ๊กซี จ.สงขลา 

7-Eleven  

7-Eleven  

7-Eleven  

หางสรรพสินคาบิ๊กซี จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

7-Eleven 
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9. ไสกรอกอิตาเลียน 

10. ไสกรอกชีส 

11. ไสกรอกเฟรงเฟอรเตอร 

12. ไสกรอกหมกูระเทียมพริกไทย 

13. ไสกรอกเบอรเกอรหมูยาง 

14. หมูยอพริกไทยดํา 

15. ลูกชิ้นหม ู

16. เบคอนสติ๊ป 

S&P 

S&P 

S&P 

S&P 

เจด ดรากอน 

ส.ขอนแกน 

หมดู ี

TGM 

หม ู

หม ู

หม ู

หม ู

หม ู

เน้ือหม,ู มันหม ู

เน้ือหม ู70% 

เน้ือหม ู80% 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือวัว 

1. ลกูชิ้นเน้ือ 

 

แชมป 

 

เน้ือวัว 

 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

2. อาหารสําเร็จรูปแช

แข็ง (Instant frozen 

food) 

 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือหมู 

1. ขาวหมพูะโล 

2. สปาเก็ตตี้ขี้เมาหม ู

3. ขาวผัดกระเพราขี้เมาหม ู

4. ขาวผัดกระเพราขี้เมาหม ู

5. เกี๊ยวซาหม ู

6. คุโรบุตะหมกันํ้าผ้ึงสูตรฮองกง 

7. คอปปา 

8. ขาวหมูเกหล ี

9. หมูเสนกรอบ 

10. หมูปง 

11. แซนวิชแฮม 

 

S&P 

Big C 

7 FRESH 

พรานไพร 

CP 

CP 

TGM 

TESCO 

สะเบียง 

7 FRESH 

บางกอกแฮม 

  

หม ู11%, ไขไก 11% 

หม ู12% 

หม ู9.07% 

ผัดกระเพราหมู 6% 

หม ู23% 

หม ู

เน้ือหม ู95% 

หมเูกหลี 28% 

เน้ือหม ู85% 

เน้ือหม ู37%, นมขนจดื 1.50% 

(เน้ือสัตว) Meat 

 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาบิ๊กซี จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาทอ็ป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือไก 

1. เขียวหวานไก 

2. ขาวไกกระเทียมพริกไทย 

3. ขาวกระเพราไก 

4. ขาวราดกระเพราไก 

5. ไกกระเทียม 

6. ไกเทอริยาก ิ

7. ไกปอป 

8. ไกทอดคาราเกะ 

 

S&P 

Big C 

7 FRESH 

Tasty meat 

S&P 

TESCO 

TPF 

CP 

 

ไก 13% 

ไก 

ไก 12.52% 

ไก 26.5% 

ไก 

ไกเทอริยากิ 30% 

เน้ือไก 68%, ไขไก 12% 

ไก 69% 

 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาบิ๊กซี จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

3. อาหารจากรานคา  

(Street food) 

 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือหมู 

1. หมูทอด 

2. ไสกรอกหมูเยอรมัน 

3. ผัดเผ็ดหม ู

4. .ไสกรอกหมูรมควนั 

5. แกงเทโพหม ู

6. ผัดพริกหม ู

7. กวยเตี๋ยวหมูสับ 

8. แกงพริกหมมูะเขอื 

9. ตมผักกะราหม ู

10. หมทูอด 

11. แกงเผ็ดหม ู

12. หมูผัดขาวโพดออน 

13. หมทูอดกระเทียม 

14. พะแนงหม ู

15. หมูผัดพริก 

 

ลุงโยง 

สมตําอินเตอร 

สีฟา 

Mr.Stack 

กุกสิงห 

ปาเจียม 

ปาแอด 

ยายเจียร 

ยายเจียร 

ปาเล็ก 

ครัวฅนคอน 

ครัวเพิม่สุข 

ครัวฅนคอน 

ครัวฅนคอน 

ครัวเพิม่สุข 

 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงอาหารคณะวิทย มอ. จ.สงขลา 

โรงอาหารคณะวิทย มอ. จ.สงขลา 

ถนนปุณณกัณฑ 108 จ.สงขลา 

ถนนปุณณกณัฑ 108 จ.สงขลา 

โรงอาหารคณะวิทย มอ. จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

ถนนปุณณกณัฑ 109 จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

ถนนปุณณกณัฑ 109 จ.สงขลา 
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- ผลิตภัณฑจากเน้ือไก 

1. ไกตะกรา 

2. สเต็กไกสไปรซ่ี 

3. ตมยําไก 

4. แกงเขียวหวานไก 

5. แกงเขียวหวานไก 

6. นักเกตไก 

7. ไกยางเทอริยาก ิ

8. แกงขาไก 

9. แกงกระทิไกมะเขอื 

10. แกงกระทิไกหยวก 

11. แกงกระทิไก 

12. แกงเผ็ดไก 

 

Mr.Stack 

Mr.Stack 

กุกสิงห 

กุกสิงห 

สีฟา 

ลุงโยง 

สมตําอินเตอร 

ยายเจียร 

ยายเจียร 

ปาเจียม 

ครัวฅนคอน 

ครัวฅนคอน 

 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

จังหวัดสงขลา 

จังหวัดสงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

ถนนปุณณกณัฑ 108 จ.สงขลา 

ถนนปุณณกณัฑ 108 จ.สงขลา 

โรงอาหารคณะวิทยมอ. จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

4. อาหารฮาลาล 

(Halal - certified 

food) 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือไก (ฮาลาล) 

1. ไกเกาหล ี

2. นักเกตไกคลาสสิค 

3. เบอรเกอรสเต็กไกพริกไทยดาํ 

4. มินิคอกเทลไก 

5. ไสกรอกจูเนียรคอกเทลไก 

6. สปาเกตตี้ไกสับ 

7. สปาเกตตี้เขียวหวานไก 

8. ขาวมันไกตม 

9. ขาวหมกไกทอด 

10. มัสมั่นไก 

11. พะแนงไก 

12. ไกผัดพริก 

13. เคร่ืองแกงไก 

14. ไกกรอบผัดนํ้าพริกเผา 

15. ไกผัดกระเทียมพริกไทย 

16. ไกทอด 

17.เบอรเกอรไก 

18. แหนมไก 

19. ลูกชิ้นเอ็นไก 

20. โรตีมะตะบะไก 

21. ตมไกผัดเขียง 

22. ขาวหนาไก 

23. ไกผัดผงกระหร่ี 

24. ขาวผัดไก 

25. ผัดพริกไก 

26.แกงเน้ือวัว 

27. ผัดผักเน้ือแดง 

28. แกงมัสมั่นเน้ือ 

39. เน้ือทอด 

30. เน้ือผัดพริก 

 

BigC 

CP 

CP 

TESCO 

BKP 

CP 

CP 

ฮัสซารณ 

ฮัสซารณ 

นูรดา โภชนา 

นูรดา โภชนา 

ซามีย คิทเชนท 

ซามีย คิทเชนท 

สุไลมาน โภชนา 

สุไลมาน โภชนา 

ไกทอดฟาตมีา 

ฮัมซิวเบอรเกอร 

ฟาอชิยํา 

อาซียา ลูกชิ้น ปงยาง 

โรตีมุสลิม 

กะไหม 

บังฮาดิส 

อามีนะห 

อามีนะห 

อามีนะห 

รร.บานบูดล 

รร.บานบูดล 

รานอาหารมุสลิม 

รานอาหารมุสลิม 

รานอาหารมุสลิม 

 

ไก 

ไก 

ไก 

ไก 

ไก 

ไก 

ไก 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

หางสรรพสินคาบิ๊กซี จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

ถนนปุณณกณัฑ 108 จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

โรงอาหารคณะวิทย มอ. จ.สงขลา 

โรงอาหารคณะวิทย มอ. จ.สงขลา 

ถ.ทุงรี จ.สงขลา 

ถ.ทุงรี จ.สงขลา 

ถ.ทุงรี จ.สงขลา 

รร.บานบูดล จ.ปตตานี 

รร.บานบูดล จ.ปตตานี 

ปม ปตท. อ.จะนะ จ.สงขลา 

ปม ปตท. อ.จะนะ จ.สงขลา 

ปม ปตท. อ.จะนะ จ.สงขลา 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือวัว (ฮาลาล) 

1. ไสกรอกเน้ือสมุนไพรแชแข็ง 

2. ลกูชิ้นเน้ือจมัโบ 

3. คั่วกลิ้งเน้ือ 

 

บานเน้ือโคขุน 

IBF 

อลิน อิสลามตามส่ัง 

 

เน้ือวัว 

เน้ือวัว 

- 

 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 
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4. ผัดคะนาเน้ือทอด 

5. เกาเหลาเน้ือเปอย 

6. เกาเหลาลูกชิ้นเน้ือ 

7. ลกูชิ้นเน้ือ 

8. เบอรเกอรเน้ือ 

อลิน อิสลามตามส่ัง 

เตียวตุนอิสลาม 

เตียวตุนอิสลาม 

อาซียา ลูกชิ้น ปงยาง 

ฮัมซิวเบอรเกอร 

- 

- 

- 

- 

- 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

 

หมายเหตุ: - คือ อาหารจากรานคา ซึ่งไมสามารถระบุปริมาณเนื้อสตัวท่ีใชเปนองคประกอบในอาหาร  
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บทที่ 4 

 

 ผลการทดลอง 

 

1. การทดสอบไพรเมอรโดยวิธีไดเร็คพีซีอาร (Primer test and direct amplification) 

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบไพรเมอร (Species-specific primer) ท่ีใชในการเพ่ิม

ปริมาณ ดีเอ็นเอจากสัตวเปาหมายท้ังหมดในการศึกษาครั้งนี้โดยวิธีไดเร็คพีซีอาร โดยไพรเมอรท่ี

นํามาทดสอบนี้มีความจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมายจํานวน 6 ชนิด ซ่ึงไดแก เนื้อหมู (Sus 

scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา 

(Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ซ่ึงรวบรวมมาจากรายงานการวิจัยในวารสาร

นานาชาติอ่ืนๆ จาํนวน 4 คู และออกแบบในการศึกษาครั้งนี้จํานวน 2 คู รายละเอียดของไพรเมอร

ท้ังหมดท่ีใชในการศึกษา แสดงในตารางท่ี 12 

ตารางที่ 12 แสดงรายละเอียดของไพรเมอรท้ังหมดท่ีใชในการศึกษานี้ ซ่ึงไดแก ชนิดของสัตว

เปาหมายท่ีจําเพาะเจาะจง ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด อุณหภูมิ Melting temperature (Tm) ไม

โทคอนเดรียลยีน ขนาดดีเอ็นเอ (PCR product size) และงานวิจัยอางอิงแหลงท่ีมาของแตละ       

ไพรเมอร 
ชนิดของสัตว

เปาหมาย 

ชื่อไพร

เมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  (5’-3’) 

อุณหภูมิ Melting 

temperature (oC) 

ไมโทคอนเดรียลยีน ขนาดดี

เอ็นเอ 

อางอิง 

หม ู(Pork) 

Sus-F1 5'- GAA AAA TCA TCG TTG TAC TTC AAC TAC A -3'  64.24 ไซโตโครมบี (Cytocrom b; cyt b) 100 bp (34) 

Sus-R1 5'- GGT CAA TGA ATG CGT TGT TGA T -3' 66.07 

แกะ (Mutton) 

Ovi-F2 5'- GAA AAA CCA TCG TTG TCA TTC AAC T -3' 66.10 ทรานสเฟอรอารอ็นเอ กลูตาเมท-ไซ

โตโครมบี(transfer RNA glutamate t-

Glu-Cytocrom b;cyt b) 

119 bp (34) 

Ovi-R2 5'- AAA TAT TTG ATG GAG CTG GGA GA -3' 64.84 

ไก (Chicken) 

Gal-F3 5'- AGC AAT TCC CTA CAT TGG ACA CA-3' 66.66 ไซโตโครมบี (Cytocrom b; cyt b) 133 bp (35) 

Gal-R3 5'- GAT GAT AGT AAT ACC TGC GAT TGC A-3' 65.03 

นกกระจอกเทศ 

(Ostrich) 

Str-F2 5'- CCC TTT AAA GAC ATC TGG TAT TGT GAG -3' 65.66 12เอส ไรโบโซมอล อารเอ็นเอ (12S 

ribosomal RNA ; 12s rRNA) 

155 bp (36) 

Str-R2 5'- TAA ATT GTA GGC TCT CTG GGG TTC -3' 65.45 
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ชนิดของสัตว

เปาหมาย 

ชื่อไพร

เมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  (5’-3’) 

อุณหภูมิ Melting 

temperature (oC) 

ไมโทคอนเดรียลยีน ขนาดดี

เอ็นเอ 

อางอิง 

มา (Horse) 

Equ-CO-F1 5'- GTT TGA TCT GTC CTT ATT ACG GCA -3' 65.10 ไซโตโครม ออกซิเดส(Cytochrome 

oxidase I; COI) 

253 bp ออกแบบใน

การศึกษาน้ี 
Uni-CO-R 5'- CCG AAT GGT TCY TTT TTY CCY GAG TAG TA -3' 71.30 

วัว (Cow) 

Bos-CO-F4 5'- CCATCAACTTCATTACAACAATTATCAACATAAAG-3' 68.40 ไซโตโครม ออกซิเดส(Cytochrome 

oxidase I; COI) 

311 bp ออกแบบใน

การศึกษาน้ี 

Uni-CO-R 5'- CCG AAT GGT TCY TTT TTY CCY GAG TAG TA -3' 71.30 

 

ไพรเมอรดังกลาวท้ังหมดนํามาทดสอบเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายดวยวีธีเกรเดียน

พีซีอาร (Gradient PCR) ซ่ึงทดสอบโดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) ท่ีตางกัน จํานวน 4 

อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C เพ่ือหาอุณหภูมิ Annealing temperature ท่ีสูงท่ีสุดท่ี

ไพรเมอรท้ัง 6 คูสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายได 

 ผลการศึกษาพบวาไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมายท้ัง 6 คู สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวท่ีเกี่ยวของไดสําเร็จดวยวิธีไดเร็คพีซีอาร โดยใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR 

product) ตามท่ีคาดหวัง คือ 100 119 133 155 253 และ 311คูเบส สําหรับเนื้อหมู เนื้อแกะ เนื้อไก 

เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อมา และเนื้อวัว ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 12-17 โดยไพรเมอรจํานวน 1 คู 

คือ ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific primer) สามารถใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

จากเนื้อหมู ดวยอุณหภูมิ Annealing temperature เพียง 2 อุณหภูมิ คือ 67°C และ 64°C ดังแสดงใน

รูปท่ี 12 ในขณะท่ีไพรเมอรจํานวน 5 คู ซ่ึงไดแก ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ (Ovis aries-

specific primer) ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก (Gallus gallus-specific primer) ไพรเมอรท่ี

จําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ (Struthio camelus-specific primer) ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ

มา (Equus ferus caballus-specific primer) และไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว (Bos taurus-

specific primer) สามารถใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากเนื้อสัตวเปาหมาย ไดท้ัง 4 อุณหภูมิ ดังแสดงใน

รูปท่ี 13-17 นอกจากนี้ผลการศึกษาไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative 

controls) ในทุกการทดลอง ซ่ึงเปนการยืนยันวาแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏเกิดจากดีเอ็นเอของเนื้อสัตว

เปาหมาย และไมมีการปนเปอนดีเอ็นเอส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ ในชุดน้ํายาท่ีใชในกระบวนการเพ่ิมปริมาณ  

ดีเอ็นเอ  
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รูปที่ 12 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific primer) 

โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C โดยสัญลักษณ M คือ 

100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของหมู และ N คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

 

 

รูปที่ 13 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ (Ovis aries-specific 

primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C โดย

สัญลักษณ M คือ 100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของแกะ และ N คือ ตัวควบคุมท่ี

ใหผลเปนลบ 
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รูปที่ 14 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก (Gallus gallus -specific 

primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C โดย

สัญลักษณ M คือ 100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของไก และ N คือ ตัวควบคุมท่ี

ใหผลเปนลบ 

 

 

รูปที่ 15 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 

64°C โดยสัญลักษณ M คือ 100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของนกกระจอกเทศ และ 

N คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 
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รูปที่ 16 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา (Equus ferus caballus-

specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C โดย

สัญลักษณ M คือ 100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของมา และ N คือ ตัวควบคุมท่ี

ใหผลเปนลบ 

 

 

รูปที่ 17 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว (Bos taurus-specific primer) 

โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C โดยสัญลักษณ M คือ 

100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของวัว และ N คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 
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2. การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรแบบซิงเกิลเพล็กซ (Singleplex) 

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอร

ท้ัง 6 คู ท่ีเลือกศึกษาดวยชุดทดสอบซิงเกิลเพล็กซไดเร็คพีซีอาร (Singleplex direct PCR) โดยนํา

ไพรเมอรแตละคูใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเนื้อสัตวเปาหมาย และเนื้อสัตวอ่ืนๆท่ีนิยมนํามาใชเปน

วัตถุดิบในอาหาร (Possible meat) รวมท้ังหมด 10 ชนิด ไดแก เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus) เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อวัว (Bos taurus) เนื้อควาย (Bubalus 

bubalis) เนื้อเปด (Anas spp) เนื้อแพะ (Capra hircus) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อจระเข (Crocodylus 

spp) และเนื้อมา (Equus ferus caballus) การศึกษาครั้งนี้ไดเลือกใชอุณหภูมิ Annealing temperature 

(Ta) 67 องศาเซลเซียส เนื่องจากเปนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ      

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงท้ัง 6 คู ซ่ึงไดมาจากการทดสอบดวยวีธีเกรเดียนพีซีอาร (Gradient PCR) 

ในการศึกษากอนหนา 

 ผลการศึกษาพบวาไพรเมอรท้ัง 6 คู สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดเฉพาะกับเนื้อสัตว

เปาหมายเทานั้น โดยใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR product) ตามท่ีคาดหวัง คือ 100 คูเบส 119 คูเบส 133 

คูเบส 155 คูเบส 253 คูเบส และ 311คูเบส สําหรับเนื้อหมู เนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ    

เนื้อมา และเนื้อวัว ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 18-23 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาไพรเมอรท่ีใชในการศึกษา

มีความจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมาย นอกจากนี้ไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผล

เปนลบ (Negative controls) 

 

รูปที่ 18 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) 2 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อวัว (Bos taurus) 5 : เนื้อควาย 

(Bubalus bubalis) 6 : เนื้อเปด (Anas spp) 7 : เนื้อแพะ (Capra hircus) 8 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 9 : เนื้อจระเข 

(Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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รูปที่ 19 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับแกะ (Ovis aries -specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) 2 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อวัว (Bos taurus) 5 : เนื้อควาย 

(Bubalus bubalis) 6 : เนื้อเปด (Anas spp) 7 : เนื้อแพะ (Capra hircus) 8 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 9 : เนื้อจระเข 

(Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 

 

 

รูปที่ 20 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับไก (Gallus gallus-specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) 2 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อวัว (Bos taurus) 5 : เนื้อควาย 

(Bubalus bubalis) 6 : เนื้อเปด (Anas spp) 7 : เนื้อแพะ (Capra hircus) 8 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 9 : เนื้อจระเข 

(Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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รูปที่ 21 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับนกกระจอกเทศ (Struthio camelus-specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อ

นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 2 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อวัว (Bos taurus) 5 : 

เนื้อควาย (Bubalus bubalis) 6 : เนื้อเปด (Anas spp) 7 : เนื้อแพะ (Capra hircus) 8 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 9 : เนื้อ

จระเข (Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative 

controls) 

 

 

รูปที่ 22 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับมา (Equus ferus caballus-specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อ

นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 2 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อวัว (Bos taurus) 5 : 

เนื้อควาย (Bubalus bubalis) 6 : เนื้อเปด (Anas spp) 7 : เนื้อแพะ (Capra hircus) 8 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 9 : เนื้อ

จระเข (Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative 

controls) 
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รูปที่ 23 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับวัว (Bos taurus -specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) 2 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อวัว (Bos taurus) 5 : เนื้อควาย 

(Bubalus bubalis) 6 : เนื้อเปด (Anas spp) 7 : เนื้อแพะ (Capra hircus) 8 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 9 : เนื้อจระเข 

(Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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3. การพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex optimization) 

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือหาสภาวะการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม ท่ีสามารถเพ่ิม

ประมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายท้ัง 6 ชนิดไดในการทําปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียวโดยใชไพร

เมอรท้ัง 6 คู ซ่ึงไพรเมอรท้ัง 6 คูท่ีใชในการศึกษานี้ ไดผานการทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร

มาแลวจากการศึกษากอนหนา คือ มีความจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมายเทานั้น และมี

คุณสมบัติทางกายภาพท่ีเหมาะสม ไมมีโครงสรางระดับทุติยภูมิ (No secondary structure) และมี

อุณหภูมิ Melting temperature ใกลเคียงกัน ซ่ึงสงเสริมใหเกิดความสําเร็จในการหาสภาวะท่ี

เหมาะสมเพ่ือพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร 

 การทดลองแรกเพ่ือพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ทําโดยเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอสัตวเปาหมาย เลือกใช Annealing temperature 67 องศาเซลเซียส จากผลการศึกษากอนหนา 

โดยใชชุดน้ํายา Phire® Hot Start II DNA Polymerase (Thermoscientific, Germany) และใชสภาวะ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตามคูมือปฏิบัติการของชุดน้ํายาดังกลาว โดยใชความเขมขนของไพรเมอรแตละ

คูเทากับ 0.5 ไมโครโมลาร ท้ังนี้จะใชจํานวนรอบของปฏิกิริยาพีซีอารท้ังหมด 30 รอบ ผลการศึกษา 

เม่ือแยกแถบดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็คโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) โดยใชเจลอะกาโรสความ

เขมขน 4% พบวาปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 4 แถบ มีขนาด (PCR product size) เทากับ 119 133 

155 และ 311 คูเบส (รูปท่ี 24) ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับขนาดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวังของเนื้อแกะ เนื้อ

ไก เนื้อนกกระจอกเทศ และเนื้อวัว ตามลําดับ โดยแถบดีเอ็นเอของเนื้อแกะ และเนื้อวัว จะมีความ

เขมของแถบ (Intensity) นอย และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอของเนื้อหมู และเนื้อมา ท่ีขนาดเทากับ 100 

คูเบส และ 253 คูเบส ตามท่ีคาดหวังไว นอกจากนี้ผลการศึกษาไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัว

ควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) ดังแสดงในรูปท่ี 24 
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รูปที่ 24 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 1 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)     

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อวัว 

(Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา  (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                     

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 

 

 การศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรหมู และมา ท่ียังไมปรากฏแถบ     

ดีเอ็นเอ โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 0.5 µM เปน 0.75 µM และเพ่ิมเขมขนของไพรเมอร

แกะ และวัว ท่ีมีความเขมของแถบดีเอ็นเอนอย โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 0.5 µM เปน 

0.6 µM ดังแสดงในตารางท่ี 13 

ตารางที่ 13 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 2  

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 0.75 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 0.60 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 0.75 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 0.60 
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 ผลการศึกษาปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 4 แถบ เชนเดียวกับการทดลองท่ีผานมา คือ พบ

แถบดีเอ็นเอขนาดเทากับ 119 133 155 และ 311 คูเบส ซ่ึงใกลเคียงกับขนาดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวัง

ของเนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ และเนื้อวัว ตามลําดับ และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอของเนื้อ

หมู และเนื้อมาเหมือนเดิม และไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative 

controls) ดังแสดงในรูปท่ี 25 

 

รูปที่ 25 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 2 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)     

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelum) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อ

วัว (Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา  (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                     

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 

 

 การศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรหมู และมา ท่ียังไมปรากฏแถบ     

ดีเอ็นเอ โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 0.75 µM เปน 1.25 µM และเพ่ิมเขมขนของไพร

เมอรแกะ และวัว ท่ีมีความเขมของแถบดีเอ็นเอนอย โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 0.60 

µM เปน 1.00 µM ดังแสดงในตาราง 14 
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ตารางที่ 14 แสดงะความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบ

หลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 3 

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 1.25 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 1.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 1.25 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 1.00 

 

 ผลการศึกษายังคงปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 4 แถบเชนเดียวกับการทดลองกอนหนา แต

พบแถบดีเอ็นเอของเนื้อวัว (311 คูเบส) ท่ีมีความเขมเพ่ิมขึ้น ในขณะท่ีแถบดีเอ็นเอของเนื้อแกะ 

(119 คูเบส) ยังคงจางเหมือนเดิม และไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

(Negative controls) ดังแสดงในรูปท่ี 26 

 

รูปที่ 26 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 3 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)     

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อวัว 

(Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelum) เนื้อมา  (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                   

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 การศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรหมู และมา ท่ียังไมปรากฏแถบ     

ดีเอ็นเอ โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 1.25 µM เปน 1.75 µM และเพ่ิมเขมขนของไพร

เมอรแกะ ท่ีมีความเขมของแถบดีเอ็นเอนอย โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 1.00 µM เปน 

1.50 µM ดังแสดงในตาราง 15 

ตารางที่ 15 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 4 

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 1.75 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 1.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 1.75 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 1.00 

 

 ผลการศึกษายังคงปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 4 แถบเชนเดียวกับการทดลองกอนหนา 

ในขณะท่ีความเขมของแถบดีเอ็นเอของแกะ (119 คูเบส) เพ่ิมขึ้นเล็กนอย และไมพบแถบดีเอ็นเอ

สําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) ดังแสดงในรปูท่ี 27 

 

รูปที่ 27 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 4 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)     

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelum) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อ

วัว (Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                     

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 การศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรหมู และมา ท่ียังไมปรากฏแถบ     

ดีเอ็นเอ โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 1.75 µM เปน 2.00 µM ดังแสดงในตาราง 16 

ตารางที่ 16 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 5 

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 1.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 1.00 

 

 ผลการศึกษาปรากฏแถบดีเอ็นเอครบท้ัง 6 แถบท่ีคาดหวังไว ซ่ึงมีขนาดเทากับ 100 119 

133 155 253 และ 311 คูเบส (รูปท่ี 17) ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับขนาดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวังของเนื้อ

หมู เนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อมา และเนื้อวัว อยางไรก็ตามพบวาความเขมของแถบ    

ดีเอ็นเอของเนื้อแกะ (119 คูเบส) เนื้อไก (133 คูเบส) และเนื้อนกกระจอกเทศ (155 คูเบส) มีความ

เขมของแถบนอย สําหรับผลการศึกษานี้ไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

(Negative controls) เชนเดียวกับผลการศึกษาขางตน ดังแสดงในรูปท่ี 28 

 

รูปที่ 28 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 5 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)     

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อวัว 

(Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                     

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 การศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอร 3 คู คือ ไพรเมอรแกะ ไก และ

นกกระจอกเทศ ท่ีใหแถบดีเอ็นเอคอนขางจาง โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรแกะ จาก 1.50 µM 

เปน 1.80 µM และเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรไก และนกกระจอกเทศ จาก 0.50 µM เปน 0.80 

µM ดังแสดงในตาราง 17 

ตารางที่ 17 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 6 

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 1.80 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.80 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 0.80 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 1.00 

 

 ผลการศึกษาปรากฏแถบดีเอ็นเอครบท้ัง 6 แถบท่ีคาดหวังไว โดยความเขมของแถบดีเอ็นเอ

แกะ (119 คูเบส) และไก (133 คูเบส) มีความเขมเพ่ิมขึ้น ในขณะท่ีแถบดีเอ็นเอของนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) ยังจางอยู และไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative 

controls) ดังแสดงในรูปท่ี 29 

 

รูปที่ 29 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 6 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)    

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelum) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อ

วัว (Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา  (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                      

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 ดังนั้นการศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมเขมขนของไพรเมอรนกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus) ท่ีมีความเขมของแถบดีเอ็นเอนอย โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 0.80 µM เปน 

1.20 µM ดังแสดงในตาราง 18 

ตารางที่ 18 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 7 

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 1.80 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.80 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 1.20 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 1.00 

 

 ผลการศึกษาพบวาสามารถพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารไดสําเร็จ 

โดยจากผลการทดลองปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวนครบท้ัง 6 แถบท่ีคาดหวัง ซ่ึงมีขนาดเทากับ 100 

119 133 155 253 และ 311 คูเบส (รูปท่ี 17) ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับขนาดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวังของ

เนื้อหมู เนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อมา และเนื้อวัว ตามลําดับ โดยแถบดีเอ็นเอท้ังหมด

มีความเขมท่ีใกลเคียงกัน ดังแสดงในรูปท่ี 30 

 

รูปที่ 30 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 7 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)    

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อวัว 

(Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา  (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                     

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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4. การทวนสอบการใชงานจริงของชุดทดสอบ (Assay validation test) 

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือทวนสอบการใชงานจริงชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ท่ีพัฒนาขึ้นในการศึกษานี้ โดยจะแบงการทดสอบออกเปน  

3 สวน คือ การทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) การทดสอบความจําเพาะเจาะจง 

(Specificity test) และการทดสอบการใชงานชุดทดสอบจริงกับตัวอยางอาหารท่ีวางขายตาม

ทองตลาด (Market/Street sample test) 

 4.1 การทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) 

 การทดสอบโดยการทําซํ้ามีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ในดานความถูกตองและแมนยําของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเนื้อสัตว

เปาหมาย โดยจะทดสอบกับตัวอยางเนื้อดิบท่ีเปนสัตวเปาหมายท้ัง 6 ชนิด เปนจํานวนท้ังส้ิน         

19 ตัวอยาง ไดแก เนื้อหมู 5 ตัวอยาง เนื้อแกะ 2 ตัวอยาง เนื้อไก 5 ตัวอยาง เนื้อนกกระจอกเทศ        

2 ตัวอยาง เนื้อมา 2 ตัวอยาง และเนื้อวัว 3 ตัวอยาง 

 ผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีไดพัฒนาขึ้นในการศึกษา

ครั้งนี้สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสัตวเปาหมายท้ัง 19 ตัวอยางไดถูกตองท้ังหมด โดยใหขนาด

ดีเอ็นเอ (PCR product) ตามท่ีคาดหวัง คือ 100 คูเบส 119 คูเบส 133 คูเบส 155 คูเบส 253 คูเบส 

และ 311 คูเบส สําหรับเนื้อหมู เนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อมา และเนื้อวัว ตามลําดับ 

ดังแสดงในรูปท่ี 31 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอเนื้อสัตวเปาหมายท้ัง 19 ตัวอยางไดอยางถูกตองและแมนยํา นอกจากนี้ผลการศึกษา

ไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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รูปที่ 31 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการนําชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct 

PCR) มาการทดสอบโดยการทําซ้ํา (Reproducibility test) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1-5 : เนื้อหมู 

(Sus scrofa) 6-7 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 8-12 : เนื้อไก (Gallus gallus) 13-14 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio 

camelum) 15-16 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 17-19 : เนื้อวัว (Bos taurus) 20 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด 

(เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา 

(Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ 8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 4.2 การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) 

 การทดสอบความจําเพาะเจาะจงมีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพชุดทดสอบ    

หลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (multiplex direct PCR) ในดานของความจําเพาะเจาะจงของ    

ไพรเมอรท่ีมีตอเนื้อสัตวเปาหมาย โดยทดสอบกับตัวอยางท้ังหมด 20 ชนิด ชนิดละ 1 ตัวอยาง ซ่ึง

ประกอบไปดวยสัตวเปาหมายจํานวน 6 ชนิด ไดแก หมู (Sus scrofa) แกะ (Ovis aries) ไก (Gallus 

gallus) นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) มา (Equus ferus caballus) และวัว (Bos taurus) และ

สัตวอ่ืนๆท่ีอาจนํามาประกอบอาหารทองถ่ิน หรือสัตวปา เปนจํานวน 14 ชนิด ไดแก จระเข 

(Crocodylus spp) เปด (Anas spp) คน (Homo sapiens) กวาง (Cervid spp) ชาง (Elephas maximus) 

ลิง (Macaca mulatta) เสือ (Panthera tigris) สิงโต (Panthera leo) หมีหมา (Ursus malayanus) แรด 

(Rhinoceros spp) เกง (Muntiacus muntjak) หมา (Canis lupus familiaris) แมว (Felis catus) และ

ควาย (Bubalus bubalis) 

 ผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ไดเฉพาะในตัวอยางท่ีเปนเนื้อสัตวเปาหมาย 6 ชนิดเทานั้น โดยใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR product) 

ตามท่ีคาดหวัง คือ 100 คูเบส 119 คูเบส 133 คูเบส 155 คูเบส 253 คูเบส และ 311คูเบส สําหรับเนื้อ

หมู เนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อมา และเนื้อวัว ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 32 และไม

ปรากฎแถบดี เอ็นเอในตัวอยางอ่ืนๆ ท่ีไมใช สัตว เปาหมาย แสดงให เห็นวา ชุดทดสอบ              

หลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นมีความจําเพาะเจาะจงตอสัตวเปาหมายสูง ดังนั้นหาก

นําไปใชทดสอบตัวอยางเนื้อท่ีไมทราบชนิด (Unknown) จะสามารถม่ันใจไดวา ผลท่ีไดมาจากเนื้อ

เปาหมายเทานั้น และจะไมเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวอ่ืนๆ นอกจากนี้ผลการศึกษาไมพบแถบ

ดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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รูปที่ 32 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 :เนื้อสัตวผสมกัน

ท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) 2 : จระเข (Crocodylus spp) 3 : เปด (Anas spp) 

4 : คน (Homo sapiens) 5 : กวาง (Cervid spp) 6 : ชาง (Elephas maximus) 7 : ลิง (Macaca mulatta) 8 : เสือ 

(Panthera tigris) 9 : สิงโต (Panthera leo) 10 : หมีหมา (Ursus malayanus) 11 : แรด (Rhinoceros spp) 12 : เกง 

(Muntiacus muntjak) 13 : หมา (Canis lupus familiaris) 14 : แมว (Felis catus) 15 : ควาย (Bubalus bubalis) และ 

16 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 4.3 การทดสอบกับตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test) 

 การทดสอบกับตัวอยางตามทองตลาดมีวัตถุประสงคเพ่ือยืนยันวาชุดทดสอบสามารถใช

ตรวจเนื้อสัตวเปาหมายในอาหารประเภทตางๆไดจริง รวมท้ังตรวจสอบการปนเปอน หรือการ

ปลอมปนของผลิตภัณฑอาหารจากเนื้อสัตวตางๆ และอาหารปรุงสุกท่ีมีเนื้อสัตวเปนองคประกอบ

ซ่ึงมีการวางจําหนายอยูตามรานอาหารท่ัวไป โดยจะนําชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร

ท่ีพัฒนาไดจากการศึกษาครั้งนี้ มาตรวจสอบกับตัวอยางอาหารและผลิตภัณฑสําเร็จรูปตาม

ทองตลาด หรือเนื้อสัตวแชแข็งท่ีวางขายในหางสรรพสินคาตางๆ รวมท้ังส้ิน 101 ตัวอยาง โดยแบง

ออกเปน 4 ประเภท ไดแก เนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) จํานวน 17 ตัวอยาง อาหารสําเร็จรูปแชแข็ง 

(Instant frozen food) จํานวน 19 ตัวอยาง อาหารจากรานอาหาร (Street food) จํานวน 27 ตัวอยาง 

และอาหารฮาลาล (Halal food) จํานวน 38 ตัวอยาง (ตารางท่ี 11) 

 ผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารสามารถใชทดสอบกับ

ตัวอยางตามทองตลาดได แมในตัวอยางจะมีปริมาณของตัวยับยั้งปฏิกิริยา (PCR inhihitor) อยูใน

ปริมาณท่ีสูง ซ่ึงมาจากในช้ินเนื้อ และในเครื่องปรุงประเภทเครื่องเทศตางๆ โดยจากตัวอยาง

ท้ังหมด 101 ตัวอยาง สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวไดสูงถึง 97 ตัวอยาง 

(ตาราง ท่ี 19)  คิด เปน อัตราความสํา เร็จในการ เ พ่ิมปริมาณดี เ อ็นเอของตัวอยาง เท ากับ                   

96.04 เปอรเซ็นต โดยตัวอยางท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดมีเพียง 4 ตัวอยาง ไดแก ตัวอยาง

เนื้อวัวในเกาเหลาเนื้อเปอย จํานวน 1 ตัวอยาง ตัวอยางโรตีมะตะบะไก จํานวน 1 ตัวอยาง และ

ตัวอยางลูกช้ิน จํานวน 2 ตัวอยาง นอกจากนี้ผลการทวนสอบการใชงานชุดทดสอบหลายตําแหนง

แบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นในการศึกษาครั้งนี้กับอาหารตามทองตลาด พบการปลอมปนของ

เนื้อสัตวท่ีไมตรงกับฉลากระบุไว รวมท้ังส้ิน 25 จากตัวอยางท้ังหมด 101 ตัวอยาง ซ่ึงคิดเปน 24.75 

เปอรเซ็น โดยในเนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) ของหมู พบการปลอมปนเนื้อไกจํานวน 9 ใน 14 

ตัวอยาง คิดเปน 52.94 เปอรเซ็นตของตัวอยางเนื้อสัตวแชแข็งท้ังหมด สําหรับอาหารจากรานคา 

(Street food) ของเนื้อหมู พบการปลอมปนเนื้อไกจํานวน 9 ใน 15 ตัวอยาง คิดเปน 33.33 

เปอรเซ็นตของตัวอยางอาหารสําเร็จรูปแชแข็งท้ังหมด สําหรับอาหารฮาลาล (Halal food) ของเนื้อ

วัว พบการปลอมปนเนื้อแกะและเนื้อไกรวมเปนจํานวน 5 ใน 8 ตัวอยาง คิดเปน 18.42 เปอรเซ็นต

ของตัวอยางอาหารฮาลาลท้ังหมด และไมพบปลอมปนในสําหรับอาหารสําเร็จรูปแชแข็ง (Instant 

frozen food) ท้ัง 19 ตัวอยาง ดังแสดงในตารางท่ี 19 
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ตารางที่ 19 แสดงผลการศึกษาการใชชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารเพ่ือทดสอบกับ

ตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test) ซ่ึงไดแก ผลิตภัณฑอาหาร (Food products) 

จํานวนตัวอยางเนื้อสัตวท้ัง 6 ชนิด (Multiplex 6 species) และ อัตราการปลอมปนในอาหาร  (Fraud 

ratio (%)) 

หมายเหตุ  * หมายถึง ตัวอยางท่ีไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได 

  ตัวเอียงสีแดง หมายถึง ตัวอยางท่ีมีการปลอมปน 

ผลิตภัณฑอาหาร 
จํานวน 

ตัวอยาง 

ชนิดของเนื้อ อัตราการ

ปลอมปน

(%) 
หม ู แกะ ไก นกกระจอกเทศ มา วัว 

1. เนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) 

1.1 เนื้อหมู 

1.2 เนื้อวัว 

1.3 เนื้อหมูผสมเนื้อไก 

17 

14 

1* 

2 

 

13/14 

- 

2/2 

 

- 

- 

- 

 

9/14 

- 

2/2 

 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

52.94% 

2. อาหารสําเร็จรูปแชแข็ง (Instant 

frozen food) 

2.1 เนื้อหมู 

2.2 เนื้อไก 

2.3 เนื้อหมูผสมเนื้อไก 

19 

 

10 

8 

1 

 

 

10/10 

- 

1/1 

 

 

- 

- 

- 

 

 

- 

8/8 

1/1 

 

 

- 

- 

- 

 

 

- 

- 

- 

 

 

- 

- 

- 

0% 

3. อาหารจากรานอาหาร (Street food) 

3.1 เนื้อหมู 

3.2 เนื้อไก 

27 

15 

12 

 

15/15 

- 

 

- 

- 

 

9/15 

12/12 

 

- 

- 

 

- 

- 

 

- 

- 

33.33% 

4. อาหารฮาลาล (Halal food) 

4.1 เนื้อไก  

4.2 เนื้อวัว  

38 

30* 

8* 

 

- 

- 

 

- 

2/8 

 

29/30 

5/8 

 

- 

- 

 

- 

- 

 

- 

1/8 

18.42% 
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บทที่ 5  

 

 

การอภิปรายผลการทดลอง 

 

 งานวิจัยนี้สามารถพัฒนาชุดทดสอบสําหรับตรวจสอบดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมาย 6 

ชนิด ไดแก เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ในอาหารไดสําเร็จ ใน

การทําปฏิกิริยาพีซีอารเพียงครั้งเดียว โดยไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ ท้ังนี้ปจจัยสําคัญท่ี

สงเสริมใหเกิดความสําเร็จในครั้งนี้ อาจเนื่องมาจากหลายปจจัย ไดแก 1. ขนาดของตัวอยางช้ินเนื้อ

มีความเหมาะสม 2. กระบวนการเตรียมตัวอยางช้ินเนื้อโดยใช PBS buffer กอนการเพ่ิมปริมาณ       

ดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 3.การใชชุดน้ํายา Phire® Hot Start II DNA Polymerase ในการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอ 4.การเลือกและการออกแบบไพรเมอร (Primer) 5.มาตรฐานของหองปฏิบัติการ     

 

ขนาดของตัวอยางชิ้นเนื้อมีความเหมาะสม 

 ขนาดของตัวอยางช้ินเนื้อท่ีใชในการตรวจวิเคราะห มีผลตอประสิทธิภาพในการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีไดเร็คพีซีอาร โดยในการศึกษาครั้งนี้จะใชช้ินเนื้อตัวอยางขนาดประมาณ 

1×1 ตารางมิลลิเมตร (mm2) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Kitpipit และคณะ ในป พ.ศ.2557 (33) 

ท่ีพบวาขนาดของช้ินเนื้อท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีไดเร็คพีซีอาร มี

ขนาดประมาณ 1×1 ตารางมิลลิเมตร (mm2) โดยมีอัตราความสําเร็จ (Success rate) ของการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางเนื้อสัตวสูงถึง 95 เปอรเซ็นต (33, 37) และพบวาในกรณีท่ีใชช้ินเนื้อ

ขนาดใหญเกินไป อาจทําใหปริมาณของดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) มากเกินไป อาจสงผลให

ไพรเมอรเขาจับกับดีเอ็นเอตนแบบท่ีไมใชเปาหมาย (Non-specific binding) ได (22, 38) นอกจากนี้

การใชช้ินเนื้อขนาดใหญทําใหปริมาณตัวยับยั้งปฎิกิริยาพีซีอาร (PCR inhibitor) มีมากขึ้นตามไป

ดวย ซ่ึงจะสงผลใหประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอลดลง ทําใหไดปริมาณผลผลิต (Yield) 

นอยกวาท่ีควรจะเปน หรือยับยั้งกระบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไปอยางส้ินเชิง (22) ในทาง
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กลับกันหากใชขนาดช้ินเนื้อท่ีเล็กเกินไป จะทําใหปริมาณของดีเอ็นเอตนแบบ มีนอยเกินไป เม่ือ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฎิกีรียาพีซีอาร จะไดปริมาณผลผลิตนอยจนอาจไมสามารถตรวจเช็คผลโดย

วิธีการแยกแถบดีเอ็นเอโดยผานไฟฟาบนเจลอะกาโรส (Electrophoresis) ได 

 

กระบวนการเตรียมตัวอยางชิ้นเนื้อโดยใช PBS buffer กอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค   

พีซีอาร 

 กระบวนการเตรียมตัวอยางช้ินเนื้อกอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารท่ีใชใน

การศึกษานี้ เปนปจจัยหนึ่งท่ีทําใหเกิดความสําเร็จในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีไดเร็คพีซีอาร 

ซ่ึงทําไดโดยตัดช้ินเนื้อสัตวตัวอยางใหมีขนาดเล็กประมาณ 1×1 มิลลิเมตร แลวใสลงไปใน PBS 

Buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ซ่ึง PBS buffer จะชวยเจือจางตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR 

Inhibitor) จากตัวอยางเนื้อสัตว (39) ทําใหปฏิกิริยาพีซีอารดําเนินตอไปได อีกท้ัง PBS buffer ยัง

ชวยในการเจือจางดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ใหมีปริมาณอยูในชวงท่ีเหมาะสมสําหรับการ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร นอกจากนี้หลังจากเตรียมตัวอยางดวย PBS จะนําตัวอยาง

ไปบม (Incubation) ท่ีอุณหภูมิสูงถึง 98oC ซ่ึงอาจชวยทําใหเซลลแตก (Cell lysis) ทําใหปลดปลอย

ดีเอ็นเอออกมาไดดีขึ้น และยับยั้งเอ็นไซมท่ีจะทําลายนิวเคลียสใหไมทํางาน (Inactivate nuclease) 

เชน เอ็นไซมดีเอ็นเอส (DNase) เปนตน (40)  

 

การใชชุดน้ํายา Phire® Hot Start II DNA Polymerase ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

 การใชชุดน้ํายา Phire® Hot Start II DNA Polymerase (Thermoscientific, Germany) เปน

ปจจัยหนึ่งท่ีเอ้ือตอการประสบความสําเร็จในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็ค     

พีซีอาร (Multiplex direct PCR) เนื่องจากชุดน้ํายาดังกลาวประกอบไปดวยโพลีเมอรเรสรูปแบบ

ใหม (Novel polymerase) ท่ีไดรับการพัฒนาใหทนทานตอตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร (Inhibitor) จึง

สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อเปาหมายแมจะมีตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร (Inhibitor) อยูดวยก็

ตาม ทําใหไดปริมาณของผลผลิต (Yield) หรือดเีอ็นเอ (PCR product) สูง ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษา

ของ Kitpipit et al ในป ค.ศ.2014 พบวาดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส (DNA polymerase) ของชุดน้ํายา 

Phire® Hot Start II DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA) ใหอัตราการประสบความสําเร็จ

ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากเนื้อสัตวสูงถึง 95% เม่ือเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส (DNA 
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Polymerase) ของชุดน้ํายา Q5 DNA polymerase (NEB, USA) ชุดน้ํายา Pfu DNA Polymerase 

(Thermo Scientific, USA) ชุดน้ํายา TopTaq DNA polymerase (Qiagen, USA) ชุดน้ํายา Platinum® 

Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA) และชุดน้ํายา Phusion® Hot Start II DNA Polymerase 

(Thermo Scientific, USA) ซ่ึงใหอัตราการประสบความสําเร็จในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจาก

เนื้อสัตวเปน 89.2% 85% 5% 0% และ 0% ตามลําดับ (33) นอกจากนี้ใน PCR buffer ยังประกอบไป

ดวยสารบางอยาง เชน Bovine serum albumin (BSA) และ Tween-20 ซ่ึงการเติมสารเหลานี้ลงไปจะ

ชวยทําใหการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพสูงขึ้น แมจะมีตัวรบกวนปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR 

inhibitor) อยูดวยก็ตาม นอกจากนี้ตัวรบกวนปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR inhibitor) จะถูกเจือจางใน

ขั้นตอนการเตรียมตัวอยางกอนนําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (33, 41, 42) 

 

การเลือกและการออกแบบไพรเมอร (Primer) 

 ไพรเมอร (Primer) ท่ีใชในการศึกษานี้เปนอีกหนึ่งปจจัยท่ีเอ้ือตอการประสบความสําเร็จใน

การพัฒนาชุดทดสอบนี้ โดยไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงท้ัง 6 คูไดผานการตรวจสอบประสิทธิภาพ

เบ้ืองตนโดยใชโปรแกรมต างๆ เชน  โปรแกรม Oligonucleotide Properties Calculator 

(http://www.basic.northwestern. edu/biotools/OligoCalc. html) เพ่ือตรวจสอบความยาวของ      

ไพรเมอร (Length) น้ําหนักโมเลกุล (Molecular weigth) ปริมาณเบสของ G และ C (CG content) 

อุณหภูมิ (Melting temperature; Tm) และยังสามารถตรวจสอบโอกาสในการเกิดโครงสรางทุติยภูมิ 

(Self-complementarity) อันไดแก การฟอรมแฮฟน (Potential hairpin formation) การจับคูเบสผิด

ทางปลาย 3' (3' Complementarity) เปนตน ทําใหไดไพรเมอรท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มีคุณสมบัติ

เบ้ืองตนเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (http://www. 

thermoscientificbio.com/webtools/tmc/) 

 ไพรเมอรท่ีใชในการศึกษานี้  ถูกออกแบบจากยีนไซโทโครมบี (Cyt b) ไซโตโครม        

ออกซิเดส 1 (COI) และ 12 เอส ไรโบโซมอล อารเอ็นเอ (12s rRNA) ซ่ึงอยูบนไมโทคอนเดรียล     

ดีเอ็นเอ (mtDNA) ซ่ึงมีคุณสมบัติท่ีเอ้ือตอการระบุชนิดของเนื้อสัตว เนื่องจากบริเวณดังกลาวมี

ความผันแปรของนิวคลีโอไทดเบสสูงระหวางส่ิงมีชีวิตตางชนิดกัน และมีความผันแปรของนิวคลี

โอไทดเบสระหวางสัตวชนิดเดียวกันเล็กนอย (25, 33) ทําใหสามารถนํามาใชระบุชนิดของเนื้อสัตว

ไดอยางนาเช่ือถือ อีกท้ังไพรเมอรท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ถูกออกแบบใหไพรเมอรท้ังหมดมีความ

ยาวประมาณ 22-34 คูเบส ซ่ึงการเลือกใชไพรเมอรในชวงความยาวท่ีเหมาะสมจะชวยสงเสริมให
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การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมีความจาํเพาะเจาะจง ลดโอกาสในการจับกับดีเอ็นเอตนแบบผิดตําแหนง 

(Mismatch) หากไพรเมอรยาวเกินไปอาจเกิดการไฮบริไดเซชันขามระหวางยีนท่ีมีลําดับเบส

คลายคลึงกัน (Cross-hybridized) กับไพรเมอรอ่ืนๆ และอาจเกิดการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีไมจําเพาะ

เจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมาย (Non-specific) ในปฏิกิริยาพีซีอาร และหากไพรเมอรส้ันเกินไป จะทํา

ใหความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรนี้ลดนอยลง ผลของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไมเปนท่ีนาเช่ือถือ 

นอกจากนี้ไพรเมอรท่ีเลือกใชท้ังหมดออกแบบใหมีอุณหภูมิ Melting temperature (Tm) ท่ีใกลเคียง

กันอยูในชวง 64-69ºC ท้ังนี้เพ่ือใหไพรเมอรท้ัง 6 คูในชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นในการศึกษานี้ 

สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายไดท้ัง 6 ชนิดในการทําปฏิกิริยาพีซีอารเพียง     

ครั้งเดียว 

 การศึกษานี้ไดออกแบบไพรเมอรใหเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอ (PCR product) ขนาด

ตางกันจากสัตวตางชนิด โดยแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏจะมีขนาด 100 119 133 155 253 และ 311 คูเบส 

สําหรับเนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ตามลําดับ ทําให

สามารถระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีเปนสวนประกอบในอาหารได โดยการนําดีเอ็นเอ (PCR product) 

ท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอารมาแยกแถบดีเอ็นเอโดยผานกระแสไฟฟาบน

เจลอะกาโรส (Electrophoresis) ได 

 อีกท้ังไดออกแบบใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR product size) ท้ังหมดอยูในชวง 100-311 คูเบส 

ซ่ึงเปนขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีเล็กมาก จึงชวยเพ่ิมโอกาสท่ีจะไดรับผลการตรวจวัดโดยเฉพาะใน

อาหารท่ีมีปริมาณดีเอ็นเอจากเนื้อสัตวหลงเหลืออยูนอย ท้ังในตัวอยางเนื้อดิบ เนื้อปรุงสุก หรือ

แมแตในผลิตภัณฑอาหารจากเนื้อสัตวท่ีผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความรอนสูง ซ่ึงอาจทําให

ดีเอ็นเอของตัวอยางเสียสภาพไป นอกจากนี้การเลือกใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับเนื้อหมูท่ีมี

ขนาดเล็กเพียง 100 คูเบส ชวยเพ่ิมโอกาสในการตรวจพบการปนเปอนของดีเอ็นเอหมูในอาหารแม

มีเพียงปริมาณนอยๆ ซ่ึงเปนประโยชนอยางมากในการนําไปใชตรวจสอบกับผลิตภัณฑอาหาร     

ฮาลาล ซ่ึงสอดคลองกับรายงานกอนหนานี้ของ Ali M. E. และคณะ (43, 44) ท่ีไดแสดงใหเห็นวา

การใชไพรเมอรท่ีสามารถตรวจวิเคราะหเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ขนาดท่ีนอยกวา 150 คูเบส จะสามารถ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดสําเร็จในอัตราท่ีสูง แมจะใชกับตัวอยางท่ีดีเอ็นเอเส่ือมสภาพแลวก็ตาม 
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มาตรฐานของหองปฏิบัติการ 

 จากผลการศึกษาการไมปรากฎแถบดีเอ็นเอ (PCR Product) สําหรับตัวควบคุมใหผลลบ 

(Negative controls) เปนการยืนยันถึงมาตรฐานของหองปฏิบัติการวา PCR reagent ท่ีใชสะอาด 

ปราศจากการปนเปอนของดีเอ็นเอ รวมไปถึงอุปกรณท่ีใชในหองปฏิบัติการ เชน หลอดทดลอง

ขนาดเล็ก และไมโครปเปตทิป (Micropipette tip) เปนตน ไดผานการนึ่งฆาเช้ือ (Autoclave) โดยใช

อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที กอนจะนํามาใชงาน ซ่ึง

เปนวิธีการฆาเช้ือโรคท่ีเปนมาตรฐานท่ีใชกันโดยท่ัวไปในหองปฏิบัติการ ทําใหสามารถทําลายได

ท้ังเช้ือแบคทีเรีย รวมไปถึงดีเอ็นเอแปลกปลอมตางๆ และในขั้นตอนการเตรียมพีซีอารมาสเตอร

มิกซ (PCR master mix) จะเตรียมภายในตูปฏิบัติงานพีซีอาร (PCR cabinet) เพ่ือปองกันการ

ปนเปอนในอากาศ นอกจากนี้บริเวณพ้ืนผิวของโตะ และอุปกรณตางๆ ภายในหองปฏิบัติการ 

จะตองเช็ดทําความสะอาดท้ังกอนและหลังการใชงาน โดยใชเอทานอล 70 เปอรเซ็นต (70% 

Ethanol) เนื่องจากระเหยไดชากวาเม่ือเทียบกับเอทานอล 95 เปอรเซ็นต (95% Ethanol) เพ่ือใหมี

ฤทธ์ิในการสัมผัสกับเช้ือไดนานขึ้น ทําใหฆาเช้ือไดดีกวา เนื่องจากเอทานอลมีฤทธ์ิละลายไขมันใน

เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียซ่ึงมีโครงสรางเปนฟอสโฟลิพิด ไบเลเยอร (Phospholipid bilayer) จึงทํา

ใหเซลลแตก สงผลใหเช้ือโรคเหลานั้นตายลง อีกท้ังเม่ือเอทานอลผานเขาไปในเซลลของแบคทีเรีย 

จะทําใหสภาพขั้วของตัวทําละลายภายในเซลลเปล่ียนไป กลาวคือโมเลกุลน้ําจะจับกับแอลกอฮอล 

มีผลใหสภาพขั้วภายในเซลลลดลง ซ่ึงจากเดิมโปรตีนภายในเซลลท่ีเคยละลายน้ําไดดี เปล่ียนไป

เปนละลายไมได ทําใหโปรตีนเสียสภาพไป ซ่ึงสงผลใหโปรตีนเหลานั้นไมทํางาน และทําใหเซลล

ของเช้ือแบคทีเรียตายลงในท่ีสุด (45) และสุดทายการแตงกายของผูปฎิบัติการไดแตงกายตาม

มาตรฐานของการเขาใชหองปฏิบัติการอยางเครงครดั อาทิเชน การสวมผาปดปากและจมูก (Mask) 

เพ่ือปองกันการกระจายของลมหายใจซ่ึงอาจมีดีเอ็นเอ หรือเช้ือโรคตางๆปะปนอยู การสวมเส้ือ

กาวนตัวยาวและแขนยาว และการสวมถุงมือยาง เพ่ือปองกันการสัมผัสโดยตรงระหวางตัวผู

ปฏิบัติการกับอุปกรณตางๆในหองปฏิบัติการ เนื่องจากในทุกๆครั้งท่ีมีการสัมผัสหมายถึงการ

สงผานดีเอ็นเอไปยังผิวสัมผัสนั้นๆ ซ่ึงจะสงผลใหเกิดปญหาการปนเปอนของดีเอ็นเอในขั้นตอน

การทําปฏิกิริยาพีซีอาร เปนตน 
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วิเคราะหผลการศึกษาเร่ืองการทวนสอบการใชงานจริงของชุดทดสอบ (Assay validation) 

 การทวนสอบการใชงานจริงของชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex 

direct PCR) ท่ีพัฒนาไดจากการศึกษาครั้งนี้ แบงออกการทดสอบทดสอบเปน 3 รูปแบบ คือ การ

ทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) และ

การทดสอบกับตัวอยางอาหารตามทองตลาด (Market/Street sample test) เพ่ือยืนยันวาชุดทดสอบ

ดังกลาวสามารถใชตรวจวิเคราะหไดอยางถูกตองแมนยํา มีความจําเพาะเจาะจงกับสัตวเปาหมาย 

และสามารถใชทดสอบกับตัวอยางตามทองตลาดไดจริง โดยการทดลองดังกลาวเปนไปตาม

มาตรฐานงานทางนิติวิทยาศาสตรสากล 

 สําหรับการทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) โดยการนําชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นตรวจสอบตัวอยางเนื้อดิบท่ีเปนเนื้อสัตวเปาหมายจํานวน 6 

ชนิด ท่ีไดมาจากแหลงตางๆ เปนจํานวนท้ังหมด 19 ตัวอยาง ผลท่ีไดพบวาชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึ้น

สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมาย 6 ชนิดท้ัง 19 ตัวอยางไดอยางถูกตอง และให

ขนาดดีเอ็นเอ (PCR product) จากสัตวเปาหมายทุกชนิดตามท่ีคาดหวัง ซ่ึงแสดงใหเห็นวาชุด

ทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีไดพัฒนาขึ้นในการศึกษานี้มีประสิทธิภาพในการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอของสัตวเปาหมายไดอยางถูกตอง และแมนยํา 100 เปอรเซ็นต สามารถนําไปใชได

จริงอยางนาเช่ือถือ 

 สําหรับการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) โดยการนําชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีไดพัฒนาขึ้นตรวจสอบตัวอยางท้ังหมด 20 ชนิด ซ่ึงประกอบไปดวย

สัตวเปาหมายจํานวน 6 ชนิด และสัตวอ่ืนๆท่ีอาจนํามาประกอบอาหารทองถ่ิน รวมไปถึงสัตวปา 

จํานวน 14 ชนิด ผลท่ีไดพบวาชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดเฉพาะใน

ตัวอยางท่ีเปนเนื้อสัตวเปาหมาย 6 ชนิดเทานั้น และใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR product) จากสัตว

เปาหมายทุกชนิดตามท่ีคาดหวัง ในขณะท่ีไมมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวชนิดอ่ืนๆท่ี

ไมใชเนื้อสัตวเปาหมาย ซ่ึงแสดงใหเห็นวาไพรเมอรท่ีใชในชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็ค

พีซีอารมีความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมาย กลาวคือสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ไดเฉพาะในตัวอยางเนื้อสัตวเปาหมาย 6 ชนิดเทานั้น ซ่ึงมีประโยชนอยางมากในแงของการ

นําไปใชทดสอบกับตัวอยางเนื้อท่ีไมทราบชนิด (Unknown) เพราะสามารถม่ันใจไดวาผลท่ีไดมา

จากเนื้อเปาหมายเทานั้น และจะไมเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวอ่ืนๆ 
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 สําหรับการทดสอบกับตัวอยางอาหารตามทองตลาด (Market/Street sample test) โดยการ

นําชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีไดพัฒนาขึ้นตรวจสอบตัวอยางอาหารตาม

ทองตลาด ผลท่ีไดพบวาชุดทดสอบดังกลาวสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดเฉพาะในตัวอยางท่ีเปน

เนื้อสัตวเปาหมาย 6 ชนิด ซ่ึงคิดเปนอัตราความสําเร็จในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของตัวอยางสูงถึง 

96.04 เปอรเซ็นต โดยตัวอยางท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดมี 4 ตัวอยาง ไดแก ตัวอยางเนื้อวัว

ในเกาเหลาเนื้อเปอย จํานวน 1 ตัวอยาง ตัวอยางโรตีมะตะบะไก จํานวน 1 ตัวอยาง และตัวอยาง

ลูกช้ิน จํานวน 2 ตัวอยาง ท้ังนี้อาจจะเนื่องมาจากในกรณีของตัวอยางลูกช้ินซ่ึงไมสามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอได อาจจะเนื่องมาจากในกระบวนการผลิตนั้นนิยมผสมแปงปริมาณมากในลูกช้ิน 

เพ่ือเปนการประหยัดตนทุนการผลิตของผูประกอบการ ทําใหปริมาณเนื้อสัตวมีปริมาณนอยมาก จึง

มีผลใหโอกาสในการตรวจวเิคราะหดเีอ็นเอเพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวในตัวอยางดงักลาวลดนอยลง

ไปดวยเชนกัน สวนกรณีท่ีตัวอยางเนื้อวัวในเกาเหลาเนื้อเปอย และตัวอยางโรตีมะตะบะไกซ่ึงไม

สามารถตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอได อาจเนื่องมาจากเครื่องเทศ หรือเครื่องปรุงในอาหารดังกลาวเปน

ตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR inhibitor) ทําใหไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากเนื้อสัตว

เปาหมายได 

 จากผลการวิจัยแสดงใหเห็นวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารสามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายในอาหารไดจริง รวมไปถึงสามารถใชไดกับอาหารทุก

ประเภท ซ่ึงจะเปนประโยชนในการบังคับใชกฎหมายเพ่ือคุมครองสิทธิผูบริโภค โดยตรวจ

วิเคราะหการปนเปอน หรือการปลอมปน และการติดฉลากไมตรงกับความปนจริงในผลิตภัณฑ

อาหารจากเนื้อสัตว รวมไปถึงอาหารปรุงสุกซ่ึงวางจําหนายอยูตามรานอาหารท่ัวไป  
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ขอดีและขอเสียของชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ที่

พัฒนาขึ้น 

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาในการศึกษาครั้งนี้ สามารถระบุชนิด

ของเนื้อสัตวเปาหมายไดถึง 6 ชนิด ไดแก เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus 

gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos 

taurus) ภายในการทําปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียว ซ่ึงไดเปรียบกวาวิธีซิงเกิลเพล็กซพีซีอาร (Singleplex 

PCR) ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายไดเพียง 1 ชนิดตอการทําปฏิกิริยา 1 ครั้ง 

ทําใหชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นนี้มีขอไดเปรียบกวาในดานของการ

ประหยัดเวลา และสารเคมี อีกท้ังชุดทดสอบดังกลาวเปนวิธีท่ีไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ 

ทําใหใชระยะเวลาไมเกิน 90 นาที ซ่ึงเปนประหยัดเวลาเม่ือเทียบกับวิธีดั้งเดิมซ่ึงจะเสียเวลาไปกับ

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ นอกจากนี้ยังพบวาขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอมีผลทําใหสูญเสียดีเอ็นเอจาก

ตัวอยาง กลาวคือเม่ือทําการสกัดดีเอ็นเอดสร็จส้ิน จะไดดีเอ็นเอกลับคืนมาเพียงรอยละ 16-30 ของ          

ดีเอ็นเอท้ังหมด (15-17) ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารจึงไดเปรียบอยางยิ่งในกรณีท่ี

ตัวอยางมีปริมาณดีเอ็นเอนอยๆ เนื่องจากวิธีนี้ตองการตัวอยางในปริมาณเพียงเล็กนอย ประมาณ 

0.3-1.0 ตารางมิลลิเมตร ก็เพียงพอตอการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดสําเร็จ นอกจากนี้ยังเปนวิธีท่ีสะดวก 

ประหยัดคาใชจายท้ังในดานสารเคมี และเครื่องมือตางๆ 

 อยางไรก็ตามชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาในการศึกษาครั้งนี้ มี

ขอจํากัด 2 ประการ ประการแรก คือ เม่ือเปรียบเทียบกับวิธีเรียลไทมพีซีอาร (Real-time PCR) วิธีนี้

ไมสามารถบอกขอมูลในเชิงปริมาณได (46, 47) แตอยางไรก็ตามการบอกปริมาณในวิธีเรียลไทม

พีซีอาร (Real-time PCR) จะสามารถบอกไดเม่ือมีวัตถุดิบอางอิงท่ีเหมาะสมเทานั้น อีกท้ัง

สวนประกอบในอาหารอาจสงผลรบกวนกระบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในวิธีเรียลไทมพีซีอาร 

(Real-time PCR) ได ซ่ึงจะสงผลรบกวนตอปริมาณท่ีวัดได (46, 48, 49) ประการท่ีสอง คือ 

ประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และความไวในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสัตวท้ัง 6 ชนิด

ชนิด ไดแก เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ไมเทากัน ซ่ึงเปนปญหา

ท่ีตองพบในวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) ทุกชนิด (43, 46) 
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บทท่ี 6  

 

 

สรุปผลการทดลอง 

 

 งานวิจัยครั้งนี้สามารถพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex 

direct PCR) ไดสําเร็จ มีประโยชนในการระบุชนิดของเนื้อสัตวเปาหมายถึง 6 ชนิด ไดแก เนื้อหมู 

(Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 

เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ภายในการทําปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียว โดย

สัตวท่ีเลือกมาท้ัง 6 ชนิด เปนสัตวท่ีนิยมบริโภคกันโดยท่ัวไปจํานวน 4 ชนิด ไดแก เนื้อแกะ เนื้อไก 

เนื้อนกกระจอกเทศ และเนื้อวัว และเปนสัตวตองหามทางศาสนาจํานวน 2 ชนิด ไดแก เนื้อหมู และ

เนื้อมา และชุดทดสอบดังกลาวเปนวิธีท่ีไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอทําใหใชระยะเวลาไม

เกิน 90 นาที ซ่ึงเปนประหยัดเวลา และไมมีการสูญเสียดีเอ็นเอไปเม่ือเทียบกับวิธีดั้งเดิม ซ่ึงจะ

เสียเวลาไปกับขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ นอกจากนี้ยังเปนวิธีท่ีสะดวก ประหยัดคาใชจายในดาน

สารเคมี อีกท้ังวิธีนี้ตองการตัวอยางในปริมาณเพียงเล็กนอย ประมาณ 0.3-1.0 ตารางมิลลิเมตร ก็

เพียงพอตอการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได 

 นับเปนครั้งแรกในการประยุกตใชชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร สําหรับ

การระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีใชเปนองคประกอบในอาหาร สามารถตรวจสอบไดท้ังในอาหารท่ีเปน

เนื้อดิบ เนื้อปรุงสุก หรือผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวท่ีผานกระบวนการแปรรปูโดยใชความรอนสูง ซ่ึงมี

ประโยชนในการชวยหนวยงานท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวกับการตรวจสอบอาหารไดท่ัวโลก เชน สถาบัน

รับรองระบบการผลิตผลิตภัณฑการเกษตร (Institute of Certified Agricultural Production System : 

ICAPS) ซ่ึงเปนการตรวจเพ่ือรับรองมาตรฐานสินคาทางการเกษตร อาทิเชน การผลิตพืชผักผลไม 

สินคาจําพวกสัตวน้ํา รวมถึงสินคาจําพวกปศุสัตว โดยภาครัฐไดกําหนดใหเกษตรกร ผูผลิต หรือ

ผูประกอบการปฏิบัติตามมาตรฐานการผลิตและแปรรูป และสถาบันบริการตรวจสอบคุณภาพและ

มาตรฐานผลิตภัณฑ (Institute of Product Quality and Standardization: IQS) ซ่ึงเปนองคกรใน

กํากับของมหาวิทยาลัยแมโจ เพ่ือพัฒนาอุตสาหกรรมอาหารและสินคาเกษตรใหเปนไปตาม
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นโยบายอาหารปลอดภัย รวมไปถึงการสงเสริมครัวไทยเปนครัวของโลก โดยมีหนาท่ีหลายดาน 

เชน ตรวจสอบสารตกคางยาฆาแมลงในผัก ผลไม และสินคาเกษตร สารปฏิชีวนะตกคางใน

เนื้อสัตว วัตถุเจือปนอาหาร บริการตรวจสอบวิเคราะหอาหาร และคุณภาพน้ํา เปนตน นอกจากนี้ชุด

ทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นนี้ยังมีประโยชนอยางยิ่งในการตรวจสอบ

ผลิตภัณฑอาหารฮาลาล โดยจะตองไมพบการปนเปอนหรือการปลอมปนดีเอ็นเอจากเนื้อสัตวซ่ึง

เปนขอหามในบทบัญญัติทางศาสนาอิสลาม เชน เนื้อหมู และเนื้อมา เปนตน 

 วิธีนี้ไดรับการทวนสอบการใชชุดทดสอบจริงตามมาตรฐานแนะนาํ ไดแก การทดสอบโดย

การทําซํ้า (Reproducibility test) การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) และการทดสอบ

กับตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test) ซ่ึงทําใหผลการทดสอบเปนท่ีนาเช่ือถือ 

เหมาะสําหรับการบังคับใชทางกฏหมาย เพ่ือใชในการตรวจสอบการปนเปอน การปลอมปน หรือ

การติดฉลากไมตรงกับความเปนจริงในผลิตภัณฑอาหาร ซ่ึงชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นนี้สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายไดอยางแมนยํา 100 เปอรเซ็นต มีความจําเพาะเจาะจงตอ

เนื้อสัตวเปาหมายสูง และสามารถใชในการระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีใชเปนองคประกอบในอาหาร

ไดจริง จึงเปนวิธีท่ีเหมาะกับงานตรวจประจําวันในหองปฏิบัติการ เพ่ือทดสอบการปลอมปน หรือ

การติดฉลากไมตรงกับความเปนจริงของอาหารตามทองตลาด ซ่ึงนอกจากวิธีนี้ตองการตัวอยางใน

ปริมาณเล็กนอย ในการศึกษาครั้งนี้ยังเลือกใชไพรเมอรท่ีใหผลผลิตพีซีอารขนาดเล็ก ซ่ึงเปน

ประโยชนอยางยิ่งในการเพ่ิมโอกาสสําหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตว

เปาหมายในกรณีท่ีช้ินเนื้อไดผานกระบวนการปรุงสุก หรือผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความ

รอนสูงท่ีทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพไป และยังเปนประโยชนสําหรับในกรณีท่ีอาหารมีการปนเปอน 

หรือการปลอมปนดีเอ็นเอของเนื้อสัตว อ่ืนในปริมาณเล็กนอย เชน การปลอมปนเนื้อมาใน        

เบอรเกอรท่ีฉลากระบุวาเปนเนื้อวัว หรือการปนเปอนเนื้อหมูในอาหารฮาลาล เปนตน ซ่ึงเปนการ

กระทําท่ีผิดตอหลักศาสนา และมีผลตอกระบวนการทางกฎหมายในดานการคุมครองสิทธิของ

ผูบริโภค (21) 
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