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บทคัดยอ 

 

  การศึกษานี้เปนครั้งแรกในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร 

(Multiplex direct PCR) เพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวในอาหารไดสําเร็จ โดยสามารถระบุชนิดของ

เนื้อสัตวเปาหมายไดถึง 6 ชนิดภายในการทําปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียว ซ่ึงไพรเมอรท่ีเลือกใชเปน   

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมายท้ัง 6 ชนิด (Species-specific primer) โดยรวบรวมมา

จากงานวิจัยตางๆ ท่ีตีพิมพในวารสารนานาชาติท่ีนาเช่ือถือ และออกแบบเอง ซ่ึงไพรเมอรดังกลาว

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

อารเอ็นเอ (12s rRNA) โดยใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR product) 100 คูเบส 119 คูเบส 133 คูเบส       

155 คูเบส 253 คูเบส และ 311 คูเบส สําหรับเนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก 

(Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว 

(Bos taurus) ตามลําดับ และชุดทดสอบดังกลาวเปนวิธีท่ีไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ ทําให

ใชระยะเวลาไมเกิน 90 นาที ซ่ึงเปนประหยัดเวลาเม่ือเทียบกับวิธีดั้งเดิม ซ่ึงความไวของวิธีนี้เกิดจาก

การท่ีไมตองสกัดดีเอ็นเอ ซ่ึงสงผลใหไมมีการสูญเสียดีเอ็นเอไป อีกท้ังไดมีการทวนสอบ              

ชุดทดสอบ (Validation test) โดยใหผลการทดสอบท่ีแมนยํา 100 เปอรเซ็นต มีความจําเพาะเจาะจง

ตอเนื้อสัตวเปาหมายสูง เปนท่ีนาเช่ือถือ และสามารถใชในการระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีใชเปน

องคประกอบในอาหารในตัวอยางตามทองตลาดไดจริง นอกจากนี้ยังเปนวิธีท่ีตองการตัวอยางใน

ปริมาณเพียงเล็กนอย ประมาณ 0.3-1.0 ตารางมิลลิเมตร ก็เพียงพอตอการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได

สําเร็จ สามารถตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายไดท้ังในอาหารท่ีเปนเนื้อดิบ เนื้อ     

ปรุงสุก หรือผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวท่ีผานกระบวนการแปรรูปหรือปรุงสุกโดยใชความรอนสูง ซ่ึง

เปนประโยชนยางยิ่งในการบังคับใชทางกฏหมาย เพ่ือตรวจสอบการปลอมปนดีเอ็นเอของสัตวอ่ืน

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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  เจาะจง (Specificity test)       39 

ตารางท่ี 11 แสดงประเภทของผลิตภัณฑอาหาร รายการอาหาร ตราสินคา เนื้อสัตว 

  ท่ีระบุขางฉลาก และแหลงท่ีมาของผลิตภัณฑอาหารเพ่ือใชในตรวจสอบ 

  การปนเปอนของตัวอยางอาหารตามทองตลาด    40 

ตารางท่ี 12 แสดงรายละเอียดของไพรเมอรท้ังหมดท่ีใชในการศึกษานี้    44 

ตารางท่ี 13 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 2   54 

 



(12) 
 

รายการตาราง (ตอ) 

 

ตารางที ่          หนา 

ตารางท่ี 14 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 3   56 

ตารางท่ี 15 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 4   57 

ตารางท่ี 16 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 5   58 

ตารางท่ี 17 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 6   59 

ตารางท่ี 18 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ 

  ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 7   60 

ตารางท่ี 19 แสดงผลการศึกษาการใชชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร 

  เพ่ือทดสอบกับตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test)  66 

  



(13) 
 

รายการภาพประกอบ 

 

รูปที่           หนา 

รูปท่ี 1 แสดงอัตราการเติบโตของสินคาการแปรรูปในรายกลุมประเทศ     8 

รูปท่ี 2 แสดงโครงสรางดีเอ็นเอ        12 

รูปท่ี 3 แสดงจีโนมของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนษุย     13 

รูปท่ี 4 แสดงการออกแบบไพรเมอรใหจับกับดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือการทําพีซีอาร  16 

รูปท่ี 5 แสดงขั้นตอนการทําปฏิกิรยิาพีซีอาร      17 

รูปท่ี 6 แสดงการออกแบบไพรเมอรใหจับกับดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือการทํามัลติเพล็กซ  

 พีซีอารอาร         18 

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

 ใชโปรแกรม Geneious        29 

รูปท่ี 8 แสดง Sequence alignment  ของไซโทโครมออกซิเดส (Cytochom oxidase I;   

 COI) โดยใชโปรแกรม Geneious       29 

รูปท่ี 9 แสดงขั้นตอนการออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอร (Foreward primer) ใหมีความ 

 จําเพาะเจาะจง (Specific primer) กับลําดับเบส (Single nucleotide polymorphism; 

 SNP) บนสายนวิคลีโอไทดของสัตวเปาหมายตรงปลาย 3' โดยใชโปรแกรม  

 Geneious         30 

รูปท่ี 10 แสดงขั้นตอนการออกแบบรีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) โดยออกแบบเปน 

 ยูนีเวอรแซลไพรเมอร (Universal primer) ซ่ึงจะเลือกบริเวณมีลําดับเบสบน  

 นิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกันในสัตวตางชนิดกันตรงปลาย 3' โดยใชโปรแกรม  

 Geneious         30 

รูปท่ี 11 แสดงตําแหนงของไพรเมอรท้ัง 6 คูบนไมโทคอนเดรียลยนี    33 

รูปท่ี 12 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ  

 หมู (Sus scrofa-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta)  

 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C     46 

 



(14) 
 

รายการภาพประกอบ (ตอ) 

 

รูปที่           หนา 

รูปท่ี 13 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ  

 แกะ (Ovis aries-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta)  

 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C     46 

รูปท่ี 14 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ  

 ไก (Gallus gallus -specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta)  

 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C     47 

รูปท่ี 15 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ 

 นกกระจอกเทศ (Struthio camelus-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing 

 temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C   47 

รูปท่ี 16 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ  

 มา (Equus ferus caballus-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing  

 temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C   48 

รูปท่ี 17 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ  

 วัว (Bos taurus-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta)   

 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C     48 

รูปท่ี 18 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific primer)   49 

รูปท่ี 19 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ (Ovis aries -specific primer)   50 

รูปท่ี 20 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก (Gallus gallus-specific primer)   50 

รูปท่ี 21 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ (Struthio camelus-specific primer) 51 

 



(15) 
 

รายการภาพประกอบ (ตอ) 

 

รูปที่           หนา 

รูปท่ี 22 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา (Equus ferus caballus-specific primer)  51 

รูปท่ี 23 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับววั (Bos taurus -specific primer)   52 

รูปท่ี 24 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 1    54 

รูปท่ี 25 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 2    55 

รูปท่ี 26 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒน  

 าชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 3    56 

รูปท่ี 27 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 4    57 

รูปท่ี 28 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 5    58 

รูปท่ี 29 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 6    59 

รูปท่ี 30 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนา  

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 7    60 

รูปท่ี 31 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการนําชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร 

 (Multiplex direct PCR) มาการทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test)  62 

รูปท่ี 32 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test)  

 ของชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR)  64 
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บทที่ 1 

 

บทนํา 

 

 

ที่มาและความสําคัญ 

 ปจจุบันมนุษยมีการบริโภคผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวเพ่ิมมากขึ้นเปนทวีคูณ ซ่ึงพบวางขายใน

ทองตลาดหลากหลายรูปแบบ อาทิเชน เนื้อสัตวดิบ (Raw meat) เนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) อาหาร

สําเร็จรูปแชแข็ง (Instant frozen food) เปนตน ทําใหการตรวจสอบองคประกอบในอาหาร รวมถึง

การตรวจระบุชนิดเนื้อสัตว เปนขอบังคับตามกฎหมายในหลายๆประเทศ เพ่ือท่ีจะคุมครอง

ผูบริโภคไมใหถูกเอาเปรียบจากผูประกอบการท่ีหวังผลกําไรเกินควร โดยการใชวัตถุดิบท่ีไมได

มาตรฐาน การปนเปอนของเนื้อสัตวอ่ืน หรือติดฉลากไมตรงกับความเปนจริง (1) นอกจากนี้ปญหา

การปนเปอนเนื้อหมูในผลิตภัณฑอาหารฮาลาลยังเปนอีกหนึ่งปญหาสําคัญซ่ึงขัดตอบทบัญญัติทาง

ศาสนา จากรายงานพบวาการบริโภคอาหารฮาลาลไดมีการขยายตัวอยางรวดเร็ว ทําใหมียอดขาย

ผลิตภัณฑอาหาร ฮาลาลสูงถึง 641 พันลานดอลลารสหรัฐ (USD) ในป พ.ศ.2553 และเพ่ิมขึ้น

มากกวา 661 พันลานดอลลารสหรัฐ (USD) ในป พ.ศ.2554 ดังนั้นในหลายประเทศ เชน อินโดนีเซีย 

มาเลเซีย สิงคโปร จึงจัดตั้งหนวยงานเฉพาะท่ีทําหนาดูแลและควบคุมการสงออกผลิตภัณฑอาหาร

ฮาลาล (1) เพ่ือควบคุมคุณภาพของอาหารเหลานี้ใหไดมาตรฐาน จากกรณีศึกษาท่ีผานมาพบการ

ละเมิดกฎหมายคุมครองผูบริโภคอยูบอยครั้งในหลากหลายรูปแบบ อาทิเชน จากการสํารวจของ

มหาวิทยาลัยอิสลามมาเลเซีย (Islamic University, Malaysia) พบการปนเปอนเนื้อหมูในอาหาร    

ฮาลาลจํานวน 3 ตัวอยางจากท้ังหมด 30 ตัวอยาง (2) หรือกรณีพบการปนเปอนเนื้อมาในผลิตภัณฑ

เนื้อวัวจํานวนท้ังส้ินรอยละ 29 ของตัวอยางท้ังหมดจากหางเทสโก ในประเทศอังกฤษ ซ่ึงตรวจพบ

ในป พ.ศ.2556 (3) เปนตน นอกจากนี้ยังมีรายงานการปลอมปนเนื้อสัตวราคาถูกแทนท่ีเนื้อสัตว

เศรษฐกิจท่ีมีราคาแพง เพ่ือลดตนทุนการผลิต ดังเชนในกรณีการปลอมปนเนื้อไกในผลิตภัณฑ

จระเข หรือในกรณีการปลอมปนอวัยวะหรือเนื้อเยื่อของสัตวชนิดอ่ืน เชน หมู วัว แกะ และสัตวปก

ในผลิตภัณฑเนื้อกวาง (4-6) เปนตน ดังนั้นนิติวิทยาศาสตรจึงเขามามีบทบาทสําคัญในการตรวจ

องคประกอบเนื้อสัตวในอาหารเพ่ือตรวจสอบการปนเปอน หรือการปลอมปนเนื้อสัตวใน
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ผลิตภัณฑอาหารทุกรูปแบบ เพ่ือเปนประโยชนในการบังคับใชกฎหมายท่ีเกี่ยวของกับกฎหมาย

คุมครองผูบรโิภค  

 เทคนิคทางวิทยาศาสตรท่ีใชในการจาํแนกชนดิของเนื้อสัตว หรือผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวใน

อาหารไดรับการพัฒนาขึ้นอยางตอเนื่องเพ่ือใหมีประสิทธิภาพและความไวในการตรวจสอบท่ีดีขึ้น 

โดยเริ่มแรกมีการนําเทคนิคทางภูมิคุมกันวิทยา ไดแก วิธีเอ็นไซมไลนเกด อิมมูโนซอบแบนท 

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

focusing; IEF) เปนตน (4) ซ่ึงวิธีเหลานี้นิยมใชวิเคราะหเนื้อสัตวดิบ แตมีขอจํากัดในการตรวจสอบ

ชนิดของเนื้อสัตว คือโปรตีนท่ีจําเพาะกับเนื้อสัตวแตละชนิดในอาหารปรุงสุกหรืออาหารท่ีผาน

กระบวนการแปรรูปท่ีใชความรอนมักถูกทําลาย ทําใหตรวจสอบดวยวิธีดังกลาวไดยาก (7, 8) ตอมา

จึงมีการประยุกตใชการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ เพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีเปนองคประกอบในอาหาร 

ไดแก วิธีดีเอ็นเอ ไฮบริไดซเซชัน (DNA hybridization) มัลติเพล็กซดวยสปชีสสเปคซิฟคไพรเมอร

พอลิเมอรเรสเชนรีแอ็คชัน (Multiplex species-specific primer polymerase chain reaction; PCR) 

หรือเรียลไทม พีซีอาร (real-time PCR) เปนตน (4, 9-13) ซ่ึงพบวามีความไวในการตรวจสอบชนิด

ของเนื้อสัตวสูง มีความจําเพาะเจาะจงตอเนื้อสัตวเปาหมาย สามารถประยุกตใชไดกับตัวอยาง

เนื้อสัตวท่ีพบในปริมาณนอยได และสามารถประยุกตใชในการระบุชนิดของเนื้อสัตวไดท้ัง

เนื้อสัตวดิบและเนื้อสัตวท่ีผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความรอน ปจจุบันมีรายงานการวิจัยท่ี

เกี่ยวกับการพัฒนาเทคนคิการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอจากเนื้อสัตวในอาหารมากมาย เชน Abbas Doosti 

และคณะ ประยุกตใชเทคนิคพอลิเมอรเรสเชนรีแอ็คชัน (Polymerase chain reaction; PCR) การใช

เทคนิคพอลิเมอรเรสเชนรีแอ็คชันแฟรกเมนตเลงทพอลิมอรพีซึม (Polymerase chain reaction-

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

PCR (4, 6) ซ่ึงพบวาเทคนิคดังกลาวเปนวิธีท่ีงาย ประหยัดเวลา มีความจําเพาะเจาะจงตอเนื้อสัตว

เปาหมาย มีความไวในการตรวจสอบชนิดของเนื้อสัตวสูง และนาเช่ือถือ ซ่ึงเปนปจจัยสําคัญท่ี

เหมาะตอการนําไปใชทดสอบเนื้อสัตวในตัวอยางอาหารในหองปฏิบัติการท่ีเกี่ยวของ 

 ปจจุบันเทคนิคไดเร็คพีซีอาร (Direct PCR) เปนวิธีท่ีไดรับความนิยมในทางอณูชีววิทยา 

รวมถึงในสาขานิติวิทยาศาสตรดีเอ็นเอ เปนวิธีท่ีสามารถประหยัดเวลา และคาใชจายในดานสารเคมี 

เพราะไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ อีกท้ังยังมีความไวในการวิเคราะหดีเอ็นเอสูง เนื่องจาก

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอนั้นทําใหสูญเสียดีเอ็นเอจากตัวอยาง โดยจะไดปริมาณดีเอ็นเอกลับคืนเพียง

รอยละ 16-30 ของดีเอ็นเอท้ังหมด (15-17) จึงทําใหโอกาสในการไดรับผลการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ

ลดลง เทคนิคไดเร็คพีซีอารยังสามารถลดการปนเปอนของดีเอ็นเอท่ีไมเกี่ยวของไดดีกวาวิธีการ
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สกัดดีเอ็นเอ เนื่องมาจากการสกัดดีเอ็นเอจะมีขั้นตอนการถายโอนสารซ่ึงจะเส่ียงตอการปนเปอนดี

เอ็นจากส่ิงแวดลอม จากงานวิจัยของ Kitpipit T. และคณะในป พ.ศ.2557 พบวาเทคนิคไดเร็คพีซี

อารเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากวัตถุพยานสัตวปาหลากหลายประเภท 

เชน ตัวอยางเลือด เสนผม เนื้อสัตว แมกระท่ังในตัวอยางท่ีมีปริมาณดีเอ็นเอนอย หรือ      มีอายุการ

เก็บท่ียาวนาน เชน ตัวอยางกระดูก และเขากวางจากพิพิธภัณฑ (18) เปนตน และจากงานวิจัยของ 

Swaran และคณะในป พ.ศ.2555 ไดประยุกตใชเทคนิคไดเร็คพีซีอารในการตรวจพิสูจนดีเอ็นเอ

มนุษยจากสไลดท่ีทําดวยแกว พลาสติก เหล็ก และเซรามิค พบวาเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ เนื่องจาก

สามารถเพ่ิมปริมาณดเีอ็นเอจากวัตถุพยานท่ีพบตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR inhibitor) ได และ

ใหขอมูลลายพิมดีเอ็นเอท่ีสมบูรณ (17) 

 อยางไรก็ตาม ปจจุบันยังไมมีรายงานการประยุกตใชเทคนิคไดเร็คพีซีอารในการตรวจสอบ

องคประกอบของเนื้อสัตวในอาหารมากอน ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมุงพัฒนาชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ในการจําแนกชนิดของเนื้อสัตวจํานวน 6 ชนิด

ท่ีนิยมใชเปนวัตถุดิบในอาหาร ซ่ึงไดแก เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus 

gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos 

taurus) โดยใชเครื่องหมายพันธุกรรมจากไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (Mitochondrial DNA; mtDNA) 

และทําการทวนสอบชุดทดสอบ (Validation test) ท่ีไดพัฒนาขึ้น โดยการทดสอบโดยการทําซํ้า 

(Reproducibility test) การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) และการทดสอบกับ

ตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test) ซ่ึงยังไมมีรายงานการวิจัยท่ีใชชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ในการจําแนกชนิดของเนื้อสัตวในอาหาร

ปรากฏมากอน 
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วัตถุประสงค 

 1.เพ่ือพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex-direct PCR) ในการ

ระบุชนิดของเนื้อสัตวจํานวน 6 ชนิดในการทดสอบครั้งเดียว ซ่ึงประกอบไปดวยเนื้อหมู (Sus 

scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา 

(Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ท่ีนยิมใชเปนวัตถุดิบในการประกอบอาหาร หรือ

แปรรูปเปนผลิตภัณฑสําเร็จรูป 

 2.เพ่ือทวนสอบประสิทธิภาพของชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้น 

(Validation test) โดยการทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) การทดสอบความจําเพาะ

เจาะจง (Specificity test) และการทดสอบกับตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test) 
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บทที่ 2 

 

บทตรวจเอกสาร 

 

 

1. ความรูทั่วไปเกี่ยวกับผลิตภัณฑเนื้อสัตวในอาหารและการบริโภค 

เนื้อสัตว (Meat) 

 เนื้อสัตว (Meat) หมายถึง ช้ินสวนของรางกายสัตวท่ีมนุษยนํามาบริโภคเปนอาหาร ไดแก 

กลามเนื้อ เอ็น ไขมัน หัวใจ ตับ อวัยวะเพศ เปนตน โดยจะสามารถแบงออกตามลักษณะและ

แหลงท่ีมาไดดังนี้ (19) 

 1. เนื้อแดง (Red meat) คือ เนื้อของสัตวท่ีมีกีบเทา ไดแก เนื้อหมู เนื้อวัว เนื้อควาย เนื้อแกะ 

เนื้อแพะ เปนตน  

 2. เนื้อสัตวปก (Poultry meat) คือ เนื้อของสัตวปกท่ีมนุษยเล้ียงไวสําหรับบริโภค ไดแก 

เนื้อหาน เนื้อเปด เนื้อไก เปนตน 

 3. เนื้อสัตวปา (Game meat) คือ เนื้อของสัตวบกทุกชนิดท่ีเติบโตมาโดยธรรมชาติในปาเขา 

ซ่ึงมนุษยจะออกลาเพ่ือความสนุกแบบเกมกีฬา หรือออกลาเพ่ือนํามาบริโภค ไดแก เนื้อเกง เนื้อ

กวาง เนื้อหมูปา เนื้อกระรอกปา เปนตน 

 4. เนื้อสัตวน้ํา (Aquatic meat) คือ เนื้อของสัตวน้ําชนิดตางๆ หมายความรวมท้ังสัตวน้ําจืด

และสัตวน้ําค็ม ท้ังชนิดท่ีเติบโตมาโดยธรรมชาติและท่ีมนุษยเล้ียงไวสําหรับบริโภค ไดแก กุง หอย 

ปู ปลา เปนตน  

 เนื้อสัตวเปนอาหารท่ีมีประโยชนมากในดานโภชนาการ เนื่องจากเปนแหลงโปรตีน

คุณภาพสูงซ่ึงจะมีกรดอะมิโนท่ีจําเปนตอรางกาย (Essential amino acid) ครบถวนท้ัง 8 ชนิด ไดแก 

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

(Threonine) เมทไทโอนีน (Methionine) ทริปโตเฟน (Tryptophan) และไลซีน (Lysine) ในปริมาณ



6 
  

ท่ีเพียงพอตอความตองการของรางกาย (19) นอกจากนี้ในเนื้อสัตวสวนใหญจะพบกรดไขมันท้ัง

ประเภทอ่ิมตัว ไดแก กรดปาลมมิติก (Palmitic acid) และกรดสเตียริก (Stearic acid) และกรดไขมัน

ประเภทไมอ่ิมตัว ไดแก กรดไลโนเลอิก (Linoleic acid) กรดไลโนเลนิก (Linolenic acid) และ

กรดอะราชิโดนิก (Arachidonic acid) ซ่ึงเปนกรดไขมันไมอ่ิมตัวเปนส่ิงท่ีรางกายไมสามารถ

สังเคราะหขึ้นเองได โดยจะมีประโยชนในกระบวนการเมตาโบลิซึม (Metabolism) นอกจากนี้

เนื้อสัตวยังอุดมดวยแรธาตุ และเปนแหลงของวิตามินตางๆ ซ่ึงหากรางกายขาดสารอาหารเหลานี้ 

จะสงผลใหรางกายไมเจริญเติบโต แคระแกร็น ผอม มีอาการกลามเนื้อออนแรง หรือเปนโรคโลหิต

จาง เปนตน 

 

ผลิตภัณฑอาหารจากเนือ้สัตว และประโยชน 

 ผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว คือ ผลิตภัณฑท่ีไดมาจากการแปรรูปเนื้อสัตวโดยผานกระบวนการ 

หรือกรรมวิธีตางๆ เชน การบด การหมัก การปน การรมควัน การใหความรอน การใสไส ปรุงแตง

รสกล่ินสี เปนตน โดยเนื้อสัตวท่ีนิยมนํามาแปรรูปสวนใหญ คือ เนื้อหมู เนื้อวัว และเนื้อไก ซ่ึง

ผลิตภัณฑท่ีไดรับความนิยมไดแก แหนม กุนเชียง ลูกช้ิน หมูแผน หมูหยอง ไกหยอง แฮม เบคอน 

เปนตน (19) 

 

ประโยชนของการแปรรูปผลิตภัณฑอาหารจากเนือ้สัตว 

 1. ทําใหเนื้อสัตวท่ีถูกนํามาแปรรูปสามารถเก็บรักษาไดนานโดยไมเกิดการเนาเสีย 

เนื่องจากในกระบวนการแปรรูปเนื้อสัตวจะผานกระบวนการ หรือกรรมวิธีตางๆ ซ่ึงจะทําให

จุลินทรียท่ีมีอยูในเนื้อสัตวถูกทําลาย หรือถูกยับยั้งทําใหไมสามารถเพ่ิมจํานวนได 

 2. ในดานคุณคาทางโภชนาการ นอกจากผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวจะมีประโยชนเทียบเทากับ

เนื้อสดแลว ในบางผลิตภัณฑยังมีการเพ่ิมผักหรือสมุนไพรเขาไปทําใหมีวิตามิน และเกลือแรท่ีเพ่ิม

มากขึ้นอีกดวย 

 3. ชวยเพ่ิมมูลคาของเนื้อสัตว เนื่องจากเนื้อสัตวผานกระบวนการ หรือกรรมวิธีตางๆ ไป

เปนผลิตภัณฑแปรรูปจากเนื้อสัตว เชน แหนม กุนเชียง หมูแผน ไกหยอง แฮม เบคอน เปนตน จะ

สามารถจําหนายไดในราคาท่ีสูงขึ้น 
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 4. ชวยสงเสริมเศรษฐกิจของประเทศ ทําใหมีการขยายตลาดเพ่ือการจําหนายไดเพ่ิมมากขึ้น 

อีกท้ังในกรณีท่ีมีการสงออกไปจําหนายยังตางประเทศ จะทําใหทําใหมีเงินตราไหลเขาประเทศ 

และชวยลดปญหาการขาดดุลการคา 

 5. ชวยสงเสริมใหประชากรในประเทศมีงานทําเพ่ิมขึ้น ลดปญหาคนวางงาน ทําใหมีรายได

เล้ียงครอบครัว เนื่องจากแรงงานคนเปนอีกหนึ่งปจจัยพ้ืนฐานท่ีจําเปนในอุตสาหกรรมแปรรูป

เนื้อสัตว  

 

การบริโภคผลิตภัณฑอาหารจากเนือ้สัตว และรูปแบบของอาหาร 

 ปจจุบันโลกมีจํานวนประชากรท่ีเพ่ิมขึ้น และเพ่ือใหกาวทันโลกท่ีทันสมัยทําใหมนุษยมี

การดํารงชีวิตอยางเรงรีบ เนื่องจากมีอัตราการแขงขันท่ีสูงขึ้น ทําใหเวลาสวนใหญถูกใชไปกับการ

ทํางาน อาหารสําเร็จรูปจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีไดรับความนิยมในการบริโภคมากขึ้น ทําใหผูผลิต

ไดมีการปรับรูปแบบของผลิตภัณฑใหมีความหลากหลายมากขึ้น ท้ังในดานรูปแบบ รสชาติ และ

สีสัน ตลอดจนบรรจุภัณฑเพ่ือใหเหมาะกับความชอบของผูบริโภค เชน เนื้อสัตวดิบ (Raw meat) 

เนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) อาหารสําเร็จรูปแชแข็ง (Instant frozen food) เปนตน ท้ังนี้เพ่ือ

ตอบสนองความตองการของผูบริโภคใหสามารถเลือกซ้ือไดตามความชอบ 

 ปริมาณการบริโภคผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวเพ่ิมขึ้นตามจํานวนของประชากร จากขอมูลของ

สํานักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตรพบวา สาขาปศุสัตวมีอัตราการขยายตัวในภาพรวมของป พ.ศ.2554 

เพ่ิมขึ้นคิดเปนรอยละ 1.2 ของปท่ีผานมา คิดเปนตัวเลขการผลิตเนื้อสัตวทุกชนิดรวมประมาณ 5.3 

ลานตัน และขยายตัวเพ่ิมมากขึ้นเปนรอยละ 2.1-3.1 ในป พ.ศ.2555 เนื่องจากความตองการบริโภค

เนื้อสัตวท้ังตลาดในประเทศและตลาดตางประเทศมีอัตราท่ีเพ่ิมขึ้นอยางตอเนื่อง (19, 20) และจาก

ขอมูลของสํานักงานท่ีปรึกษาทางเศรษฐกจิ บมจ. เจริญโภคภัณฑอาหาร พบวาประเทศท่ีมีอัตราการ

เติบโตของอุตสาหกรรมอาหารแปรรูปมากท่ีสุดคือ อิหราน และประเทศท่ีนาสนใจไดแก อินเดีย 

จีน และอินโดนีเซีย โดยเม่ือพิจารณาในเชิงการเติบโตของอุตสาหกรรมอาหารแปรรูปพบวา สินคา

ไทยยังมีอัตราการเติบโตติด 1 ใน 10 ประเทศของโลก  

 เม่ือพิจารณาอัตราการเติบโตของสินคาการแปรรปูในรายประเทศพบวา ประเทศท่ีมีอัตรา

การเติบโตสูงสุดคือ กลุมประเทศในเอเชียแปซิฟก แตในเชิงมูลคาสูงสุดพบวาเปนของกลุมประเทศ

แอฟริกา และกลุมประเทศตะวันออกกลาง ดังแสดงในรูปท่ี 1 
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รูปที่ 1 แสดงอัตราการเติบโตของสินคาการแปรรูปในรายกลุมประเทศ 

 

 จากขอมูลของเอแบคโพลลพบวาคนไทยรอยละ 57.5 นิยมบริโภคอาหารแชแข็ง (19)      

ซ่ึงในป พ.ศ.2555 ท่ีผานมาประเทศไทยมีอัตราการเติบโตของตลาดอาหารแชแข็งสูงถึง 3,100         

ลานบาท และคาดวาภายในป พ.ศ.2560 จะมีอัตราการเติบโตอยางตอเนื่องคิดเปนรอยละ 10 ตอป 

และประเภทอาหารแชแข็งท่ีนิยมบริโภค 3 อันดับแรก ไดแก อาหารแชแข็งปรุงสําเร็จท่ี                  

เสริฟพรอมกับ เชน ขาวกระเพรา อาหารแชแข็งปรุงสําเร็จ เชน นักเก็ต เฟรนชฟราย และอาหาร   

แชแข็งปรุงสําเร็จประเภทเสน เชน กวยเตี๋ยว สปาเก็ตตี้  

 

2. ความรูทั่วไปเกี่ยวกับอาหารฮาลาล 

 อาหารฮาลาล คือ อาหารท่ีปราศจากการเจือปนส่ิงตองหาม (Haram) เชน เหลา หรือไขมัน

หมู เปนตน โดยเฉพาะเนื้อสัตว หรือผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวจะตองผานการเชือดท่ีถูกตองตามหลัก

ศาสนาอิสลาม ดังนี ้

 1). ผูเชือดตองเปนมุสลิมท่ีรูและเขาใจวิธีเชือดอยางแทจริง 

 2). ตองไมเปนสัตวตองหาม เชน สุกร สัตวท่ีไมบริโภคสัตวอ่ืนเปนอาหาร ไดแก เสือ สุนัข 

สัตวปกท่ีไมบริโภคสัตวอ่ืนเปนอาหาร ไดแก เหยี่ยว อินทรีย หรือสัตวเล้ือยคลาน ไดแก งู เปนตน 

 3). สัตวจะตองมีชีวิตอยูขณะเชือด 

 4). กอนเชือดตองพูดวา "บิสมิลลาฮ" 
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 5). ตองใชมีดท่ีคมเชือดบริเวณลําคอโดยตัดเสนเลือดใหญ หลอดลม หลอดอาหาร เพราะ

จะทําใหสัตวตายอยางไมทรมาน 

 6). ตองใหสัตวตายสนิทกอนแลเนื้อ 

 เนื่องจากโลกมีจํานวนประชากรท่ีเปนมุสลิมถึง 1.8 ลานในป พ.ศ.2554 หรือนับเปนรอยละ 

36 ของประชากรโลก อีกท้ังในปจจุบันมนุษยมีการดําเนินชีวิตท่ีเรงรีบ และมีการแขงขันสูง ทําให

ตองทุมเทเวลาสวนใหญไปกับการทํางาน และการเดินทาง จนไมมีเวลาในการเขาครัวทําอาหาร 

ดังนั้นจึงมีแนวโนมท่ีจะหันมาบริโภคอาหารฮาลาลสําเร็จรูป (ready-made Halal foods) เพ่ิมมากขึ้น 

ไดแก พิซซา ไสกรอก แซนดวิช ลูกช้ิน เปนตน จึงสงผลใหหลายๆประเทศ ไดแก มาเลเซีย 

อินโดนีเซีย จีน อินเดีย ออสเตรเลีย นิวซีแลนด บราซิล ตุรกี และสิงคโปร เล็งเห็นถึงความสําคัญ 

และกอเกิดการแยงชิงเพ่ือเปนผูผลิตและสงออกผลิตภัณฑอาหารฮาลาลสําเร็จรูปรายใหญ ซ่ึงเปน

โอกาสท่ีจะขยายตัวเขาสูตลาดโลก ประกอบกับประเทศไทยก็เปนอีกแหลงผลิตอาหารฮาลาล        

ท่ีสําคัญของโลกเชนกัน เนื่องจากรัฐบาลไดเล็งเห็นถึงชองทางการตลาด (Market channel) ท่ีสําคัญ 

และควรเจาะตลาดฮาลาลเพ่ือท่ีจะเพ่ิมสวนแบงทางการตลาด (Market segmentation) ใหมากขึ้น   

จึงมีนโยบายเพ่ือสงเสริมอุตสาหกรรมอาหาร และผลิตภัณฑฮาลาลเพ่ือสงออก ท้ังในแงของวัตถุดิบ 

หรือการสงเสริมผูประกอบการ เพ่ือการแสวงหาผลกําไร และการพัฒนาในเรื่องของการรับรอง

มาตรฐานฮาลาล เพ่ือใหเปนท่ีไววางใจ นาเช่ือถือ และเปนท่ียอมรับตอผูบริโภคท้ังในประเทศและ

ตางประเทศ  

 

3. กฎหมายที่เกี่ยวของกับการคุมครองสิทธิ์ผูบริโภค 

กฏหมายคุมครองผูบริโภค 

 กฏหมายคุมครองผูบริโภค คือกฏหมายท่ีคุมครองเกี่ยวกับการดํารงชีวิตในสังคม โดยจะ

ครอบคลุมไปถึงการบริโภคสินคา และการใชบริการตางๆ ซ่ึงผูประกอบการจะตองคํานึงถึงคุณภาพ

ของสินคาและบริการ ใหไดครบถวนตามมาตรฐานท่ีควรจะเปนดังท่ีไดมีการโฆษณาแนะนําไว 

ดวยเหตุนี้ ภาครัฐจึงเขามามีบทบาทหนาท่ีชวยในเรื่องของการคุมครองดูแล และรักษาสิทธ์ิของ

ผูบริโภค ไมใหถูกเอาเปรียบจากผูประกอบการ อีกท้ังในกรณีท่ีประชาชนไดรับความเดือดรอน   

อันเนื่องมาจากการใชสินคาและบริการ ภาครัฐมีหนาท่ีเพ่ือเขามาแกไข เยียวยา และชดเชย
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คาเสียหายใหกับประชาชน โดยหนวยงานท่ีจะเขามามีบทบาทหนาท่ีในการคุมครองผูบริโภค จะถูก

แบงตามประเภทของการบริโภคสินคา และบริการ ดังนี้ 

 - สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (กระทรวงสาธารณาสุข) : ดูแลกรณีท่ีประชาชน

ไดรับความเดือดรอนเกี่ยวกับอาหาร ยา หรือเครื่องสําอาง  

 - สํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (กระทรวงอุตสาหกรรม) : ดูแลกรณีท่ี

ประชาชนไดรับความเดือดรอนเกี่ยวกับมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม  

 - กรมท่ีดิน (กระทรวงมหาดไทย) : ดูแลกรณีท่ีประชาชนไดรับความเดือดรอนเกี่ยวกับ

เจาของธุรกิจจัดสรรท่ีดิน อาคารชุด  

 - กรมการคาภายใน (กระทรวงพานิชย) : จะดูแลกรณีท่ีประชาชนไดรับความเดือดรอน

เกี่ยวกับคุณภาพ หรือราคาสินคาอุปโภคบริโภค  

 - กรมการประกันภัย (กระทรวงพานิชย) : ดูแลกรณีท่ีประชาชนไดรับความเดือดรอน

เกี่ยวกับการประกันภัย หรือประกันชีวิต 

 พระราชบัญญัติคุมครองผูบริโภค พ.ศ. 2522 เปนกฏหมายท่ีสอดคลองกับหนวยงานท่ี

คุมครองผูบริโภคในขางตน ซ่ึงหากประชาชนท่ีไดรับความเดือดรอนอันเนื่องมาจากการใชสินคา

และบริการ ไมไดรับการชวยเหลือจากหนวยงานดังกลาว สามารถรองเรียนตอสํานักงาน

คณะกรรมการคุมครองผูบริโภค สังกัดสํานักนายกรัฐมนตรีได 

 

พระราชบัญญัตคุิมครองผูบริโภค พ.ศ.2522 

มีสาระสําคัญดังนี้ 

 1. กําหนดสิทธิขั้นพ้ืนฐานของผูบริโภค 

 1). ผูบริโภคมีสิทธิท่ีจะไดรับขาวสาร คําพรรณนาคุณภาพท่ีถูกตอง และเพียงพอเกี่ยวกับ

สินคา หรือบริการ 

 2). ผูบริโภคมีอิสระในการเลือกหาสินคา หรือบรกิาร   

 3). ผูบริโภคจะตองไดรับความปลอดภัยจากการใชสินคา หรือบริการ 

 4). ผูบริโภคมีสิทธิท่ีจะไดรับการพิจารณาและชดเชยความเสียหาย 
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2. การกอตั้งสํานกังานคณะกรรมการคุมครองผูบรโิภค     

 สังกัดสํานักนายกรัฐมนตร ีอํานาจหนาท่ีของคณะกรรมการคุมครองผูบริโภค 

 1). พิจารณาเรื่องราวรองทุกขจากผูบริโภคท่ีไดรับความเดอืดรอน หรือเสียหาย เนื่องมาจาก

การกระทําของผูประกอบธุรกิจ  

 2). ดําเนินการเกีย่วกับสินคาท่ีอาจเปนอันตรายแกผูบริโภค และขาวสารเกี่ยวกับการ

บริโภคท่ีผูบรโิภคควรทราบ 

3. การกําหนดมาตรการในการคุมครองผูบริโภค  

 1). การคุมครองผูบริโภคดานการโฆษณา 

 2). การคุมครองผูบริโภคในดานฉลาก 

 3). การคุมครองผูบริโภคในดานสัญญา  

 

พระราชบัญญัตอิาหาร พ.ศ.2522 

มีสาระสําคัญดังนี้ 

1. กําหนดใหมีการประกาศท่ีชัดเจนวาอาหารใดเปนอาหารควบคุมเฉพาะ 

2. กําหนดใหมีคณะกรรมการอาหารและยา ทําหนาท่ีใหคําปรึกษา เพ่ือควบคุมคุณภาพของอาหาร 

3. กําหนดใหมีการขออนุญาตเพ่ือผลิต จําหนาย หรือนําเขาเพ่ือจําหนายอาหาร 

4. กําหนดลักษณะของอาหารลักษณะตางๆ ท่ีผิดกฎหมาย หรือหามผลิต หามจําหนาย หรือหาม

นําเขาเพ่ือจําหนาย  ไดแก 

 1). อาหารท่ีไมบริสุทธ์ิ หรือมีการปนเปอน 

 2). อาหารท่ีมีการปลอมปน 

 3). อาหารท่ีไมไดมาตรฐาน 
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4. เทคนิคการตรวจพิสูจนดีเอน็เอเพ่ือระบุชนดิของเนื้อสัตว 

4.1 ความรูเบื้องตนทางนิติพันธุศาสตรดีเอ็นเอ เพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตว 

ดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid; DNA) 

 ดีเอ็นเอ คือสายโพลีนิวคลีโอไทด (Polynucleotide) ซ่ึงเปนแหลงรวมขอมูลทางพันธุกรรม

ของส่ิงมีชีวิต โดยชนิดและการจัดเรียงตัวของลําดับเบสท่ีตางกัน รวมถึงความยาวของนิวคลีโอไทด 

(Nucleotide) ท่ีไมเทากัน จะทําใหเกิดความหลากหลายในส่ิงมีชีวิต นิวคลีโอไทด (Nucleotide)      

มีองคประกอบพ้ืนฐาน 3 สวน ไดแก น้ําตาลดีออกซีไรโบส (Deoxyribose sugar) คือน้ําตาลท่ีมี

คารบอน 5 อะตอม หมูฟอสเฟต (Phosphate group) และไนโตรจีนัสเบส (Nitrogenous base) มี 2 

ประเภท คือ พิวรีน (Purine) ซ่ึงประกอบดวยอะดีนีน (Adenine; A) และกัวนีน (Guanine; G) และ 

ไพริมิดีน (Pyrimidine) ซ่ึงประกอบดวย ไทมีน (Thymine; T) และไซโทซีน (Cytosine; C) ดีเอ็นเอ

จะอยูในรูปแบบเกลียวคู (Double helix) เปนสายยาวท่ีเช่ือมตอกันดวยพันธะฟอสโฟไดเอสเตอร 

(Phosphodiester bonds) ขนานกันไปในทิศทางท่ีตรงขาม (Antiparallel) คือสายหนึ่งจะเริ่มตนจาก

คารบอน 5' ไป 3' สวนอีกสายจะเริ่มตนจากคารบอน 3' ไป 5' ใน 1 รอบของเกลียวคู ดีเอ็นเอจะมี

จํานวนเบส 10 คู ลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอจะเขาคูกันเปนเบสคูสม (Comprementary base) คือ T 

จับกับ A และ G จับกับ C ดวยพันธะไฮโดรเจน (Hydrogen bond) 2 พันธะและ 3 พันธะตามลําดับ 

ดังแสดงในรูปท่ี 2  

 

 

รูปที่ 2 แสดงโครงสรางดีเอ็นเอ (รูปนี้ไดรับอนุญาตจากผูถือครองลิขสิทธ์ิ 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 เปนออแกแนลล (Organelle) ท่ีอยูในไซโทพลาสซึม (Cytoplasm) ซ่ึงจะมี

ลักษณะเปนแทงวงรี ประกอบไปดวยเยื่อหุม 2 ช้ัน โดยช้ันนอกทําหนาท่ีควบคุมปริมาณ และชนิด

ของสารเขาออก สวนช้ันในทําหนาท่ีเกี่ยวกับการหายใจระดับเซลล และการเผาผลาญอาหารเพ่ือ

สรางพลังงานในรูปของ ATP ใหกับเซลล ดีเอ็นเอภายในไมโทคอนเดรีย เรียกวา ไมโทคอนเดรียล

ดีเอ็นเอ (Mitochondrial DNA; mtDNA) (21) ซ่ึงสืบทอดมาจากแมโดยตรง 

 ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) มีลักษณะเปนสายคู (Double-stranded DNA) มีรูปแบบ

เปนวงกลม (Circular) โดยจะแบงออกเปน 2 สวน คือ Coding region เปนสวนของดีเอ็นเอท่ีใชใน

การสรางโปรตีน และ Control region หรือ D-loop เปนสวนท่ีมีลําดับแตกตางกันมากเพียงพอท่ีจะ

บอกความแตกตางระหวางบุคคลได  จีโนมของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอจะมีประมาณ 16,569 เบส 

ซ่ึงประกอบดวย 37 ยีน โดยมี 22 ยีนเปน tRNA (Transfer RNA) มี 2 ยีนเปน rRNA (Ribosomal 

RNA) และมี 13 ยีนเปนโปรตีนท่ีมีหนาท่ีเกี่ยวกับกระบวนการหายใจระดับเซลล และควบคุมการ

สรางเอ็นไซม ดังแสดงในรูปท่ี 3  

 

 

รูปที่ 3 แสดงจีโนมของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนษุย ขนาด 16,569 bp ในสวน Control 

region แบงออกเปน Hypervariable region 1 และ 2 ซ่ึงมักใชในการตรวจทางนิติเวชศาสตร การ

อานลําดับเบสบนสายไมโทคอนเดรียจะอานตามลําดับเบสอางอิงของ Anderson หรือ revised 

Cambridge reference sequence (r-CRS) 
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 ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) จะสงผานจากแมสูลูกเทานั้น โดยในกระบวนการ

ปฏิสนธิ (Fertilization) ในขณะท่ีสเปรม (Sperm) เจาะเขาไปเพ่ือผสมกับไข และสลัดสวนหางออก 

ซ่ึงบริเวณหางนั้นเปนสวนท่ีมีไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) จากพออยู ทําใหมีการรับเอาเฉพาะ

สวนของ Acrosome ซ่ึงมีไมโทคอนเดรียจากแม ดังนั้นในโครโมโซม (Chromosome) ของลูก ซ่ึง

เปนดีเอ็นเอจากนิวเคลียสจะไดรับการถายทอดมาจากแมครึ่งหนึ่ง และพอครึ่งหนึ่ง สวนดีเอ็นเอท่ี

อยูในไมโทคอนเดรีย จะไดรับมาจากแมเทานั้น ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) จะไมมีการ 

Recombination ทําใหลําดับเบส (Sequence) มีความอนุรักษ นอกจากนี้ยังพบวาดีเอ็นเอของ

นิวเคลียสจะมีกระบวนการ Reprication repair โดยใชเอ็นไซมท่ีมีช่ือวา Proof-reading enzyme    

ซ่ึงมีหนาท่ีในการตรวจสอบความถูกตอง ซอมแซมดีเอ็นเอท่ีมีการตอผิด หรือมีลําดับเบส               

ท่ีเปล่ียนแปลงไป แตดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียจะไมมีกระบวนการนี้ ทําใหเกิดอัตราการกลายพันธุ 

(Mutation) สูง 

 ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) นิยมใชในการระบุชนิดของเนื้อสัตว ท่ีใช เปน

องคประกอบในอาหาร เนื่องจากเนื้อสัตวท่ีผานความรอนหรือกระบวนการแปรรูปอาหาร ดีเอ็นเอ

ในเซลลสวนใหญอาจเกิดการเสียหาย หรือเส่ือมสภาพ แตไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) จะ

ยังคงสมบูรณอยู เพราะมีจํานวนมากในแตละเซลล (High copy number) โดยไมโทคอนเดรียล       

ดีเอ็นเอ (mtDNA) มีจํานวนมากกวา 1,000 ชุด (Copies) ตอเซลล (22) ซ่ึงมากกวานิวเคลียรดีเอ็นเอ 

(Nuclear DNA) ท่ีมีจํานวนเพียงแค 2 ชุด (Copies) ตอเซลล อีกท้ังไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 

(mtDNA) ยังมีความแตกตางสูงระหวางชนิดท่ีตางกัน (High interspecies vairations) แตมีความ

แตกตางต่ําระหวางสัตวในชนิดเดียวกัน (Low intraspecies variation)  

นอกจากนี้ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (mtDNA) ยังมีความคงทนตอการเส่ือมสภาพท่ีเกิดขึ้น

จากส่ิงแวดลอมไดดีกวานิวเคลียรดีเอ็นเอ (High stability) เนื่องจากมีโครงสรางพ้ืนฐานท่ีเปน     

เยื่อหุม 2 ช้ัน ทําใหสามารถปกปองตัวเองจากปจจัยแวดลอมภายนอกท่ีอาจสงผลกระทบตอดีเอ็นเอ

ได เชน ความรอน ความช้ืน หรือเอนไซมจากส่ิงมีชีวิตเล็กๆ (รา แบคทีเรีย จุลินทรีย เปนตน)      

จากคุณสมบัติ ดังกลาวทําใหไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมีความเหมาะสมท่ีจะนํามาใชในวิเคราะหเพ่ือ

ระบุชนิดของเนื้อสัตวในอาหาร ซ่ึงในปจจุบันมีการประดิษฐคิดคนเทคนิค และเครื่องมือตางๆ 

เกิดขึ้นอยางมากมาย ซ่ึงเปนสวนสําคัญในการผลักดันใหเกิดความเจริญกาวหนาในดานในทาง   

อณูชีววิทยา ทําใหเกิดความรูความเขาใจในดานชีววิทยาของส่ิงมีชีวิตตางๆ อยางกวางขวาง  
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เทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction; PCR) 

 เทคนิคพีซีอาร (PCR) คือวิธีการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (DNA amplification) ซ่ึง

สามารถสังเคราะหช้ินสวนของดีเอ็นเอท่ีตองการไดในเวลาอันส้ันภายในหลอดทดลอง เทคนิค   

พีซีอารไดพัฒนาขึ้นเปนครั้งแรกในป พ.ศ.2528 โดยศาสตราจารย Kary Mullis ซ่ึงเทคนิคพีซีอาร

จัดเปนเทคนิคท่ีสําคัญ และมีบทบาทตอการนําไปประยุกตใชในงานแขนงตางๆ อยางมี

ประสิทธิภาพ โดยการตรวจวิเคราะหดวยเทคนิคนี้ จะใหผลท่ีรวดเร็ว มีความจําเพาะเจาะจง มีความ

ไวในการตรวจสอบ และใชปริมาณสารตัวอยางตั้งตนเพียงเล็กนอย ซ่ึงองคประกอบของวิธีพีซีอาร 

มีดังนี้ (23)  

- ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) คือ ดีเอ็นเอเปาหมายท่ีตองการเพ่ิมปริมาณในปฎิกิริยาพีซีอาร 

ซ่ึงไดมาจากการสกัดเซลลหรือเนื้อเยื่อตางๆ หรือไดมาจากวิธีการอ่ืนๆในอณูชีววิทยา  

- เอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรส (DND polymerase) คือ เอนไซมท่ีไดมาจากแบคทีเรียท่ีสามารถทน

ความรอนไดสูง ไดแก Thermus aquaticus ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูบริเวณบอน้ําพุรอน (อุณหภูมิ

สูงประมาณ 70-80 องศาเซลเซียส) หรือ Pyrococcus species ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูบริเวณ   

รอยแยกใตทะเลลึก (อุณหภูมิสูงประมาณ 104 องศาเซลเซียส) เนื่องจากในเทคนิคพีซีอารจะตอง

แยกดีเอ็นดีเอ็นเอสายคูใหเปนสายเดี่ยวโดยใชความรอน ดังนั้นเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรสท่ีใช

ในการสังเคราะหดีเอ็นเอจึงจําเปนตองทนตออุณหภูมิสูงๆได 

- ไพรเมอร (Primer) คือ ดีเอ็นเอสายเดี่ยวท่ีมีความยาวประมาณ 18-25 เบส ซ่ึงจะออกแบบใหมี

ลําดับเบสท่ีเปนคูสม (Complementary) กับดีเอ็นเอตนแบบ เพ่ือเปนจุดเริ่มตนในการสังเคราะหสาย

ดีเอ็นเอในปฎิกิริยาพีซีอาร 

- ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (Deoxy nucleotide triphosphate;dNTPs) คือเบสท่ีจะนํามา

ตอสายไพรเมอรเพ่ือสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมในปฎิกิริยาพีซีอาร ซ่ึงจะประกอบไปดวย dATP 

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

triphosphate) และ dGTP (Deoxy guanosine triphosphate) 

- สารละลายบัฟเฟอร (PCR buffer) เปนสารละลายท่ีชวยในการควบคุมสภาวะตางๆ ทําให

ปฎิกิริยาพีซีอารดําเนินไปไดอยางเหมาะสม ประกอบไปดวยแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ซ่ึงเปน

สวนประกอบท่ีจําเปนอยางมาก เนื่องจากแมกนีเซียมทําหนาท่ีเปน Cofactor ของเอ็นไซมดีเอ็นเอ-

โพลีเมอรเรสชวยใหปฎิกิริยาพีซีอารดําเนินไปไดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้สารละลาย

บัฟเฟอรยังประกอบไปดวยเกลือ เชน ทริสคลอไรด (Tris HCl) และโพรแทสเซียมคลอไรด (KCl) 

ซ่ึงจะมีหนาท่ีปรับคา pH ใหมีสภาพเหมาะสมตอปฎิกิริยาพีซีอาร เปนตน 
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ปฎิกิริยาพีซีอารแบบดั้งเดิม (Conventional PCR) 

 ปฎิกิริยาพีซีอารแบบดั้งเดิม คือ เทคนิคพีซีอารท่ีใชไพรเมอร 1 คูในการทําปฏิกิริยา       

หนึ่งครั้ง ทําใหสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย (DNA amplification) ดังแสดงในรูปท่ี 4 

 

 
รูปที่ 4 แสดงการออกแบบไพรเมอรใหจับกับดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือการทําพีซีอารแบบดั้งเดิม  

 

 ปฎิกิริยาพีซีอารจะดําเนินไปซํ้าๆ ประมาณ 25-35 รอบ ปริมาณจะเพ่ิมขึ้นเปน 2n (n คือ

จํานวนรอบของปฏิกิริยา) ซ่ึงในแตละรอบจะประกอบไปดวย 3 ขั้นตอน ดังแสดงในรูปท่ี 5 (24) 

1. Denaturation เปนขั้นตอนแรก โดยจะใชความรอนท่ีอุณหภูมิประมาณ 92-98 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30-60 วินาที เพ่ือแยกดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) จากสายคูใหเปนสายเดี่ยว 

2. Annealing ลดอุณหภูมิใหอยูในชวง 50-65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 วินาที เพ่ือใหได

สภาวะท่ีเหมาะสําหรับการเขาจับกับดีเอ็นเอตนแบบของไพรเมอร  

3. Extension เพ่ิมอุณหภูมิประมาณ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 นาที เพ่ือใหไดสภาวะท่ีเหมาะ

สําหรับการสังเคราะหดีเอ็นเอของเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรส โดยการนําเบสท้ัง 4 ใน                 

ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTPs) เขาจับกับเบสคูสมบนสายดีเอ็นเอตนแบบจากทิศ        

5' ไป 3' 
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รูปที่ 5 แสดงขั้นตอนการทําปฏิกิริยาพีซีอาร (24) 
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มัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) 

 มัลติเพล็กซพีซีอาร คือ เทคนิคพีซีอารท่ีใชไพรเมอรหลายคูพรอมกันในการทําปฏิกิริยา

หนึ่งครั้ง ทําใหสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA amplification) ไดหลายตําแหนงในครั้งเดียว     

ดังแสดงในรูปท่ี 6 ซ่ึงไพรเมอรท่ีใชแตละคูจะตองไมมีเบสท่ีเปนคูสม (Complementary) ระหวาง

ไพรเมอรดวยกัน เพ่ือปองกันการเกิดไพรเมอรไดเมอร (Primer dimer) อีกท้ังไพรเมอรแตละคูควร

จะมี Melting temperrature (Tm) ท่ีใกลเคียงกัน และจะตองใหช้ินดีเอ็นเอ (PCR product) ท่ีมีขนาด

แตกตางกัน การทํามัลติเพล็กซพีซีอารใหประสบผลสําเร็จจะขึ้นอยูกับการปรับสภาวะใหเหมาะสม 

(Optimization) ไดแก การเพ่ิมหรือลดอัตราสวนของความเขมขนระหวางไพรเมอรแตละตัว       

การเพ่ิมหรือลด Annealing temperature (Ta) ในขั้นตอน Annealing เพ่ือใหไดสภาวะ (PCR 

condition) ท่ีเหมาะสมท่ีจะทําใหไพรเมอรท้ังหมดสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายไดครบถวน

ตามคาดหวัง (22) 

 

 
 

รูปท่ี 6 แสดงการออกแบบไพรเมอรใหจับกับดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือการทํามัลติเพล็กซพีซีอารอาร  

 

ไดเร็คพีซีอาร (direct PCR) 

 ไดเร็คพีซีอาร คือ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) โดยมีขั้นตอนการทํา

ปฏิกิริยาเชนเดียวกันกับเทคนิคพีซีอารแบบดั้งเดิม (Conventional PCR) เพียงแตวิธีดังกลาวไมตอง

ผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ โดยสามารถนําตัวอยางทางชีวภาพมาใชแทนดีเอ็นเอตนแบบได      

ในปจจุบันเทคนิคไดเร็คพีซีอารเปนวิธีท่ีไดรับความนิยมในทางอณูชีววิทยา รวมถึงในสาขา              

นิติวิทยาศาสตรดีเอ็นเอ เนื่องจากเปนวิธีท่ีรวดเร็ว ประหยัดเวลา และประหยัดคาใชจายในดาน

สารเคมี เพราะไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ เนื่องจากการสกัดดีเอ็นเอเปนวิธีมีประสิทธิภาพ
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ต่ํา คือเม่ือทําการสกัดเสร็จส้ินจะไดปริมาณดีเอ็นเอเพียงรอยละ 16-30 ของดีเอ็นเอท้ังหมด (15-17) 

อีกท้ังใชระยะเวลาในการวิเคราะหท่ียาวนาน 

4.2 เคร่ืองหมายพันธุกรรมในการระบุชนดิของเนื้อสัตว  

 ไมโทคอนเดรียลยีน (mitochondrial gene) ท่ีนิยมใชในการระบุชนิดของเนื้อสัตว คือ      

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

COI) (25) เนื่องจากยีนท้ังสองนี้มีความหลากหลายของนิวคลีโอไทดเบสสูงในสัตวตางชนิดกัน           

และมีความผันแปรของนิวคลีโอไทดเบสเกิดขึ้นนอยมากในสัตวชนิดเดียวกัน ซ่ึงถือเปน

คุณลักษณะท่ีเอ้ือตอการระบุชนิดของเนื้อสัตว และนอกจากนี้ยังพบวามีการใชไมโทคอนเดียลยีน

อ่ืนๆ ในการระบุชนิดของเนื้อสัตว ไดแก 12 เอส ไรโบโซมอล อารเอ็นเอ (12S ribosomal RNA; 

12S rRNA) (25) เปนตน 

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

oxidase I; COI) ทําหนาท่ีเกี่ยวกับการขนสงอิเล็กตรอนในระบบการหายใจของไมโตคอนเดรีย โดย

ไซโตโครมมีดวยกันหลายชนิด จะแบงประเภทของไซโตโครมโดยการใชตวอักษรแทนช่ือชนิด

ของไซโตโครม เชน ไซโตโครม เอ ไซโตโครม บี หรือไซโตโครม ซี เปนตน ยีนไซโตโครม บี 

และ ไซโทโครมออกซิเดสจะประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดประมาณ 1140 คูเบส และ 800 คูเบส 

ตามลําดับ ซ่ึงพบวามีดีเอ็นเอบางชวงท่ีมีลักษณะท่ีมีความจําเพาะกับสัตวแตละชนิด จึงไดมีการ

พัฒนาโดยนําเอาดีเอ็นเอสวนนี้มาใชประโยชนในการตรวจสอบเพ่ือระบุชนิดของสัตว (Species 

Identification) 

 

4.3 การออกแบบไพรเมอรเพ่ือระบุชนดิของเนื้อสัตว 

หลักในการออกแบบไพรเมอร  

 การออกแบบไพรเมอร เปนขั้นตอนสําคัญ โดยการออกแบบไพรเมอร เริ่มจากการ         

ดาวนโหลดลําดับนิวคลีโอไทดของสัตวชนิดท่ีสนใจศึกษา และสัตวชนิดท่ีมีความสัมพันธทาง

วิวัฒนาการใกลเคียงกันมาจากฐานขอมูล Genbank จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดมาทํา 

Sequence alignment โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป ไดแก โปรแกรมจีเนียส (Geneious) โปรแกรมเมกา 

(MEGA) หรือโปรแกรมไพรเมอร 3 (Primer 3) เปนตน จากนั้นนําไพรเมอรท่ีออกแบบไป

ตรวจสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนของไพรเมอรโดยใชโปรแกรมตางๆ ไดแก 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

จะเกิดโครงสรางทุติยภูมิ (Self-complementarity) ไดแก การฟอรมแฮฟน (Potential hairpin 

formation) การจับคูเบสผิดทางปลาย 3' (3' Complementarity) ได และโปรแกรม Thermo scientific 

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

(Melting temperature; Tm) ของไพรเมอร ใหอยูในชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตามท่ีตองการ 

 ท้ังนี้การเลือกไพรเมอร ซ่ึงไพรเมอรท่ีดีควรมีความยาวประมาณ 18-25 เบส มี CG-content 

อยูระหวาง 40-60 เปอรเซ็นต และควรมีคา Annealing temperature (Ta) ใกลเคียงกันท้ัง Forward 

primer และ Reverse primer โดยท่ัวไปควรอยูในชวง 52-70 องศาเซลเซียส กรณีท่ีตองการออกแบบ

ไพรเมอรหลายๆ คูเพ่ือใชในเทคนิคมัลติเพล็กพีซีอาร ตองมีความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอตนแบบ

ของสัตวเปาหมาย (template DNA) มีขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (PCR 

product size) ท่ีตางกัน และควรหลีกเล่ียงการใชไพรเมอรท่ีลําดับเบสเปนคูสม (Complementary) 

กันเอง เพราะจะเส่ียงตอการเกิดไพรเมอรไดเมอร (Primer dimer) (22) 

 ยูนิเวอรซอลไพรเมอร (Universal primer) จะออกแบบบน Sequence alignment ตรงบริเวณ

ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกัน (Conserve region) ของสัตวหลายชนิด เพ่ือใหสามารถจับและ

เพ่ิมปริมาณดี เอ็นเอตนแบบของสัตวไดหลายชนิด  จากนั้นนําไพรเมอร ท่ีไดไปตรวจเช็ค

ประสิทธิภาพเบ้ืองตนของไพรเมอร ไดแก ความยาวของไพรเมอร (Length) น้ําหนักโมเลกุล 

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

รวมท้ังตราวจเช็คโอกาสท่ีจะเกิดโครงสรางทุตยิภูมิ (Self-complementarity) ไดแก การฟอรมแฮพิน 

(Potential hairpin formation) การจับคูเบสผิดทางปลาย 3' (3' Complementarity) เปนตน 

 ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจง (Specific primer) จะออกแบบบน Sequence alignment ตรง

บริเวณท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอของสัตวเปาหมายใหแตกตางไปจากสัตวชนิดอ่ืนๆ 

(species-specific Single Nucleotide Polymorphism; SNP) เพ่ือใหสามารถจับและเพ่ิมปริมาณ        

ดีเอ็นเอตนแบบไดอยางจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมายเทานั้น จากนั้นนําไพรเมอรท่ีไดไป

ตรวจเช็คประสิทธิภาพเบ้ืองตนของไพรเมอร ไดแก ความยาวของไพรเมอร (Length) น้ําหนัก

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

temperature; Tm) รวมท้ังตราวจเช็คโอกาสท่ีจะเกิดโครงสรางทุติยภูมิ (Self-complementarity) 
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ไดแก การฟอรมแฮพิน (Potential hairpin formation) การจับคู เบสผิดทางปลาย 3' (3' 

Complementarity) เปนตน 

5. งานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 จากงานวิจัยของ Meyer R. และคณะ ในป พ.ศ.2537 ไดใชวิธีพีซีอาร (PCR) ในการระบุ    

ดีเอ็นเอของหมู เพ่ือเปรียบเทียบกับวิธีทางภูมิคุมกันวิทยา (Immunology) พบวาเทคนิคพีซีอาร

สามารถใชกับตัวอยางเนื้อท่ีสัตวท่ีมีการผสมกันระหวางเนื้อหมูและเนื้อวัวได และสามารถใชไดท้ัง

เนื้อดิบและเนื้อท่ีผานกระบวนการปรุงสุกโดยใชความรอน โดยสามารถตรวจวัดไดท่ีความเขมขน 

ดีเอ็นเอต่ําสุด 2 เปอรเซ็นต สวนวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยาจะไมสามารถใชกับเนื้อมีการปรุงสุก 

หรือเนื้อท่ีผานกระบวนการใหความรอนได เนื่องจากโปรตีนเสียสภาพ หรือถูกทําลายไป ซ่ึง

สามารถตรวจวัดไดท่ีความเขมขนต่ําสุด 20 เปอรเซ็นต (26) 

 ตอมางานวิจัยของ Matsunaga T. และคณะ ในป พ.ศ.2542 ไดประยุกตใชเทคนิค

มัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) เพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวในผลิตภัณฑอาหาร 6 ชนิด ไดแก 

วัว หมู ไก แกะ แพะ และมา ซ่ึงเปนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายโดยการใชไพรเมอรหลายคู

พรอมกันในปฏิกิริยาเดียวกัน เพ่ือตรวจสอบชนิดเนื้อสัตว 6 ชนิดดังกลาว โดยออกแบบมาจากยีน

ในสวนของยีนไซโตโครม บี ผลท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเทคนิคพีซีอาร พบวาขนาดของ

ดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของแพะ ไก วัว แกะ หมู และมา มีขนาดเทากับ 157, 227, 

274, 331, 398 และ 439 คูเบส ตามลําดับ โดยมีขีดจํากัดในการตรวจวัดเทากับ 0.25 นาโนกรัม และ

สามารถใชไดกับเนื้อท่ีผานการใหความรอนสูงถึง 120  องศาเซลเซียส (27) 

 ตอมางานวิจัยของ Lopea-Calleja IM และคณะ ในป พ.ศ.2550 ไดศึกษาการปนเปอนของ

นมวัวในผลิตภัณฑชีส (ชีสนมแพะ และชีสนมแกะ) โดยใชวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) 

โดยใชยีน 12srRNA รวมกับวิธี Indirect ELISA ซ่ึงผลการศึกษาพบวาไพรเมอรท่ีใชสําหรับวิธี

มัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) สามารถแยกการปนเปอนนมวัวในผลิตภัณฑนมแพะ และนม

แกะได และสามารถตรวจสอบการปนเปอนไดแมจะมีการปนเปอนเพียง 1 เปอรเซ็นต หรือมีการ

เจือจางเพียง 1:10,000 และผลท่ีไดจากการทดสอบดวยวิธี ELISA ใหผลสอดคลองกับวิธี

มัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) (28) 

 ตอมางานวิจัยของ Yin RH และคณะ ในป พ.ศ.2552 ไดศึกษาการระบุชนิดของจามรี (Yak) 

และวัว โดยใชวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบจากบริเวณยีน 

12s rRNA บนไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ (Mitocvndria DNA) โดยใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR Product) 
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ของจามรี (Yak) และวัวเทากับ 290 และ 159 คูเบสตามลําตับ ผลท่ีไดพบวาสามารถตรวจสอบการ

ปลอมปนของเนื้อวัวในผลิตภัณฑเนื้อจามรีไดแมจะมีปริมาณนอยเพียง 0.1 เปอรเซ็นต และสามารถ

ใชไดกับเนื้อท่ีผานการปรุงสุกโดยใชความรอนสูงถึง 121 องศาเซลเซียส (29) 

 ตอมา จากงานวิจัยของ Murugaiah C และคณะ ในป พ.ศ.2552 ไดศึกษาการระบุชนิดของ

เนื้อสัตวในอาหารฮาลาล โดยวิธี PCR RFLP ซ่ึงใชไพรเมอรท่ีออกแบบจากยีนไซโทโครมบี 

(Cytochome b; Cyt b) จากนั้นตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Alu 1 และตรวจสอบผลโดยใช                

3 เปอรเซ็นต agarose gel electrophoresis ซ่ึงผลท่ีไดพบวาสามารถตรวจสอบการปนเปอนของ           

ดีเอ็นเอเนื้อหมูจากผลิตภัณฑเนื้อวัว ควาย นก ไก แพะ และกระตายได ซ่ึงสามารถดูไดจากแถบดี

เอ็นเอท่ีปรากฎบน agarose gel ซ่ึงหมูจะใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR Product) เทากับ 224 และ 115 คู

เบส และสามารถตรวจสอบไดแมจะมีปริมาณการปนเปอนเพียง 1 เปอรเซ็นต (30) 

 ตอมาจากงานวิจัยของ S.Ghovvati และคณะ ในป พ.ศ.2552 ไดใชเทคนิคมัลติเพล็กซ      

พีซีอาร (Multiplex PCR) เพ่ือทําการตรวจสอบการปลอมปนของเนื้อสัตวในผลิตภัณฑอาหารแปร

รูปในกลุมสัตวเคี้ยวเอ้ือง (วัว แพะ และแกะ) สัตวปก (ไก) และหมู โดยงานวิจัยเลือกใชไพรเมอร

จากยีน 12s RNA และ 16s RNA ในการตรวจสอบ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสัตวท้ัง 3 กลุม 

ไดแก เคี้ยวเอ้ือง (วัว แพะ และแกะ) สัตวปก (ไก) และหมู มีขนาดดีเอ็นเอเทากับ 104-106 183 และ 

290 คูเบส ตามลําดับ ผลท่ีไดจากการทดสอบตัวอยางอาหารในแตละกลุมจํานวน 3 กลุม ไดแก เนื้อ

บด ไสกรอก และช้ินเนื้อแชแข็ง เปนจํานวนกลุมละ 10 ตัวอยาง รวมท้ังส้ิน 30 ตัวอยาง พบวาไมมี

การปนเปอนดีเอ็นเอหมูในตัวอยางท้ังหมด แตพบการปนเปอนของสัตวปกในตัวอยางไสกรอก 

และช้ินเนื้อแชแข็ง เปนจํานวน 40 เปอรเซ็นต และ 30 เปอรเซ็นตตามลําดับ (31) 

 ตอมาจากงานวิจัยของ Daiming Zha และคณะ ในป พ.ศ.2553 ไดใชเทคนิคมัลติเพล็กซ  

พีซีอาร (Multiplex PCR) เพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีปลอมปนในผลิตภัณฑจากเนื้อกวาง ไดแก วัว 

แกะ หมู และสัตวปก โดยเลือกใชไพรเมอรจากงานวิจัยท่ีตีพิมพมากอนหนา และออกแบบเองจาก

บริเวณ tRNA-Val และ 16s rRNA ผลการศึกษาพบวาไพรเมอรท่ีใชใหขนาดดีเอ็นเอของวัว สัตวปก 

แกะ และหมู เทากับ 124 183 225 และ 290 คูเบส ตามลําดับ โดยมีขีดจํากัดในการตรวจวัดเนื้อหมู

และแกะเทากับ 1 นาโนกรัม เนื้อสัตวปกเทากับ 5 นาโนกรัม และเนื้อวัวเทากับ 0.5 นาโนกรัม ซ่ึง

ผลท่ีไดแสดงใหเห็นวาปญหาการปลอมปนเนื้อสัตวอ่ืนในผลิตภัณฑจากเนื้อกวางมีอัตราการ

เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะในสวนของหัวใจ เลือด อวัยวะเพศ และเขาของกวาง (6) 
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 ตอมางานวิจัยของ Dai-Ming Zha และคณะ ในป พ.ศ.2554 ใชเทคนิคมัลติเพล็กซพีซีอาร 

(Multiplex PCR) เพ่ือระบุชนิดของกวางในผลิตภัณฑเนื้อกวางท้ังหมด 4 ชนิด คือ กวางซิกา (Sika 

deer) กวางวาปติ (Wapiti deer) กวางแดง (Red deer) และกวางเรนเดียร (Rein deer) โดยออกแบบ

ไพรเมอรจากบริเวณ 16s rRNA ท่ีอยูในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ ผลการศึกษาพบวาไพรเมอรท่ีใช

ใหขนาดดีเอ็นเอของกวางซิกา (Sika deer) เทากับ 307 คูเบส กวางวาปติ (Wapiti deer) เทากับ 307 

และ 246 คูเบส กวางแดงทาริม (Tarim red deer) เทากับ 272 คูเบส กวางแดง (Red deer) เทากับ 230 

คูเบส และกวางเรนเดียร (Rein deer) เทากับ 141 bp โดยมีขีดจํากัดในการตรวจวัดของกวางซิกา 

(Sika deer) และกวางวาปติ (Wapiti deer) เทากับ 0.05 นาโนกรัม กวางแดงทาริม (Tarim red deer) 

เทากับ 0.10 นาโนกรัม กวางแดง (Red deer) เทากับ 0.50 นาโนกรัม และกวางเรนเดียร (Rein deer) 

เทากับ 0.02 นาโนกรัม (5) 

 ตอมางานวิจัยของ Ali ME. และคณะ ในป พ.ศ.2555 ไดเทคนิค TaqMan probe real-time 

PCR ควบคูกับการทํา PCR RFLP เพ่ือระบุการปนเปอนของเนื้อหมูในผลิตภัณฑลูกช้ิน (Meatballs) 

โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู (Porcine-specific primer) ท่ีออกแบบจากยีนไซโทโครมบี 

(Cytochome b; Cyt b) ผลการศึกษาใหขนาดดีเอ็นเอของหมูเทากับ 109 คูเบส และเม่ือใชเอนไซม 

Alu ตัด จะใหขนาดดีเอ็นเอ 27 33 และ 49 คูเบส ซ่ึงจะสามารถตรวจวิเคราะหการปนเปอนไดแมจะ

มีดีเอ็นเอหมูเพียง 0.01 เปอรเซ็นต ในลูกช้ินเนื้อ (32) 

 ดังนั้นจะเห็นไดวาจากงานวิจัยท่ีผานมามีขอเดนคือ เทคนิค Multiplex PCR และไพรเมอร

ท่ีออกแบบมาจากยีนไซโตโครม บี มีความจําเพาะกับดีเอ็นเอของสัตวเปาหมาย ทําใหสามารถ

นําไปประยุกตใชในการระบุชนิดของสัตวตาง ๆ จากอาหาร หรือผลิตภัณฑอาหาร ผูวิจัยจึง

ทําการศึกษาพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ขึ้น 

เนื่องจากเปนวิธีท่ีไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ โดยจากงานวิจัยของ Erica L.R. Butts และ

คณะในป พ.ศ.2553 พบวาการขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพต่ํา กลาวคือเม่ือทํา

การสกัดเสร็จส้ินจะไดปริมาณดีเอ็นเอเพียง 16-30 เปอรเซ็นตของดีเอ็นเอท้ังหมดท่ีมีอยูในตัวอยาง 

(15-17) ซ่ึงนอกจากวิธีไดเร็คพีซีอารจะเปนวิธีท่ีประหยัดเวลาแลว ยังเปนวิธีท่ีมีความไวสูง 

เนื่องจากไมมีการสูญเสียดีเอ็นเอไปในขั้นตอนการสกัด จึงเปนการเพ่ิมโอกาสในการประสบ

ความสําเร็จในการระบุชนิดของเนื้อสัตวในอาหารท่ีผานกระบวนการแปรรูป หรือการปรุงสุกโดย

ใชความรอนสูง ทําใหดีเอ็นเอถูกทําลาย หรือเส่ือมสภาพไป อีกท้ังวิธีดังกลาวยังใหผลการวิเคราะห

ท่ีนาเช่ือถือ มีความจําเพาะเจาะจงกับสัตวเปาหมาย สามารถระบุชนิดของเนื้อสัตวในอาหารได

หลายชนิดในการทําปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียว ทําใหไดผลรวดเร็วมากยิ่งขึ้น ซ่ึงการรนระยะเวลาใน
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การวิเคราะหนี้นับเปนส่ิงท่ีจําเปนอยางมากในงานดานนิติวิทยาศาสตร ซ่ึงจะเปนประโยชนสูงสุด

ในการบังคับใชกฎหมายเพ่ือใชควบคุมคุณภาพอาหาร ตรวจวิเคราะหการปนเปอน หรือการ

ปลอมปนในผลิตภัณฑอาหาร หรือการติดฉลากไมตรงกับความเปนจริง ซ่ึงถือเปนการกระทําผิดตอ

กฎหมายคุมครองผูบริโภค และขัดตอบทบัญญัติทางศาสนา 
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บทที่ 3 

 

วิธีดําเนินงานวิจัย 

 

 

1. การเก็บตัวอยางเนื้อสัตว (Sample collection) 

  ตัวอยางเนื้อสัตวท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มีจํานวนท้ังส้ิน 6 ชนิด ไดแก หมู (Sus scrofa) แกะ 

(Ovis aries) ไก (Gallus gallus) นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) มา (Equus ferus caballus) และ

วัว (Bos taurus) ชนิดละ 1 ตัวอยาง ดังแสดงในตารางท่ี 1 ซ่ึงตัวอยางเหลานี้จะตองไดรับการยืนยัน

ชนิดโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Voucher specimen) กอนนํามาใชในการศึกษา จากนั้นตัด

ตัวอยางช้ินเนื้อเหลานี้ใหมีขนาดเล็กประมาณ 2×2 เซนติเมตร โดยใชมีดผาตัดท่ีสะอาด ปลอดเช้ือ 

ซ่ึงทําความสะอาดดวยเอทานอล (70% ethanol) แลวเก็บเนื้อตัวอยางใสถุงซิบล็อคท่ีปลอดเช้ือ 1 ถุง

ตอตัวอยาง 1 ชนิด เพ่ือปองกันการปนเปอนจากเนื้อสัตวชนิดอ่ืนๆ จากนั้นเก็บตัวอยางท้ังหมดท่ี

อุณหภูมิ -20oC จนกวาจะนําไปใชในการทดลองขั้นตอนตอไป 

 

ตารางที่ 1 แสดงจํานวนตัวอยางท่ีใชในขั้นตอนการเก็บตัวอยางเนื้อสัตว (Sample collection) 

ชนิดของเนื้อสัตว ประเภทของ

ตัวอยาง 

จํานวน แหลงที่มา 

หมู (Sus scrofa) เนื้อ 1 ตลาดคลองเรียน จ.สงขลา 

แกะ (Ovis aries) เลือด 1 สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

ไก (Gallus gallus) เนื้อ 1 ตลาดคลองเรียน จ.สงขลา 

นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อ 1 พิพิธภัณฑสถานธรรมชาติวิทยา 50 

พรรษา สยามบรมราชกุมารี จ.สงขลา 

มา (Equus ferus caballus) เสนขน 1 ฮอรตสปอรท จ.สงขลา 

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

  ไพรเมอรท่ีเลือกใชในการศึกษาครั้งนี้เปนไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวท้ัง 6 ชนิด 

(Species-specific primer) ซ่ึงไดจากการออกแบบเองในการศึกษาครั้งนี ้และรวบรวมมาจากงานวจิยั

ตางๆ ท่ีตีพิมพในวารสารนานาชาติท่ีนาเช่ือถือ โดยการเลือกไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงมาใชใน

การศึกษานี้ มีหลักเกณฑในการเลือก 3 ประการ คือ 1) ไพรเมอรท่ีเลือกใชจะตองใหขนาดดีเอ็นเอ 

(PCR product size) ท่ีแตกตางกัน เพ่ือท่ีจะสามารถระบุชนิดของช้ินเนื้อตัวอยางไดโดยการดูจาก

ขนาดท่ีปรากฎบนแผนอะกาโรสเจล 2) ไพรเมอรนั้นๆ ตองผานการทดสอบประสิทธิภาพมาแลว

ท้ังส้ิน เชน การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอร (Specificity test) และการทดสอบความ

ไวของไพรเมอร (Sensitivity test) เปนตน 3) ไพรเมอรนั้นๆ จะตองมีอุณหภูมิ (Melting 

temperature; Tm) ท่ีใกลเคียงกัน เพ่ือใหงายตอการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายโดยใชไพรเมอร 

หลายคูในเวลาเดียวกัน โดยในการศึกษานี้จะเลือกใชอุณหภูมิ (Melting temperature; Tm) ในชวง 

64-67 oC ท้ังนี้ไดเลือกไพรเมอรท่ีตีพิมพในวารสารนานาชาติท่ีนาเช่ือถือมาท้ังส้ิน 4 คู สําหรับหมู 

แกะ ไก และนกกระจอกเทศ ดังแสดงในตารางท่ี 2 

 

ตารางที่ 2 แสดงไพรเมอรท่ีเลือกมาจากวารสารนานาชาติท่ีนาเช่ือถือ 
ชนิดของเน้ือสัตว

เปาหมาย 

ชื่อไพร

เมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  (5’-3’) 

อุณหภูมิ (Melting 

temperature; Tm)(oC) 

ชื่อยีน (mtgene) ขนาด        

ดีเอ็นเอ 

อางอิง 

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 ทรานสเฟอรอารอ็นเอ 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 อารเอ็นเอ  

(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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 ในการศึกษาครั้งนี้จึงทําการออกแบบไพรเมอรสําหรับเนื้อสัตวเปาหมายอีก 2 ชนิด คือ มา 

และวัว โดยจะเลือกใชยีนไซโตโครมออกซิเดส 1 (Cytochrome oxidase I, COI) ซ่ึงเปนยีนจาก           

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ เนื่องจากเปนบริเวณท่ีมีความอนุรักษสูง จึงเหมาะสําหรับใชในการระบุ

ชนิดของเนื้อสัตว อีกท้ังยีนไซโตโครมออกซิเดส 1 เปนยีนท่ีไดรับความนิยมในการนํามาใชในการ

ระบุชนิดของเนื้อสัตวทําใหมีขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดอยูในฐานขอมูล ซ่ึงจะงายแกการ

รวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ือใชในการออกแบบไพรเมอร โดยเริ่มจากการรวบรวมขอมูลของ

ลําดับเบสนิวคลีโอไทดของสัตวเปาหมาย รวมไปถึงนิวคลีโอไทดของสัตวชนิดใกลเคียงกัน และ

สัตวชนิดท่ีนิยมนํามาใชเปนวัตถุดิบหลักในการประกอบอาหาร จํานวนท้ังส้ิน 12 ชนิด ไดแก เปด 

ควาย หมาปา แพะ กวาง จระเข ชาง แมว ไก นกกระจอกเทศ หมู และแกะ อยางนอยชนิดละ 2 

ลําดับนิวคลีโอไทด ซ่ึงดาวนโหลดมาจากฐานขอมูล Genbank มีเลขหมายทะเบียน (Accession 

number) ของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการศึกษานี้ท้ังหมด ดังแสดงในตารางท่ี 3 

 

ตารางที่ 3 แสดงเลขหมายทะเบียน (Accession number) ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไซโตโครม

ออกซิเดส 1 (Cytochrome oxidase I, COI) จาก Genbank 

สัตวเปาหมาย เลขหมายทะเบียน 

(Accession number) 

อางองิ 

1. เปด EU755253.1 Tu, J. et al. 2012 

2. เปด 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. หมาปา KC461238.1 Zhang, H. et al. 2014 

8. หมาปา 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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สัตวเปาหมาย เลขหมายทะเบียน 

(Accession number) 

อางองิ 

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. ชาง NC_005129.2 Rogaev, E.I. et al. 2006 

18. ชาง EF588275.2 Maikaew, U. et al. 2007 

19. มา CK203026.1 Allard, F. et al. 2003 

20. มา 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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 จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดมาทํา Sequence alignment โดยใชโปรแกรม 

Geneious (ดังแสดงในรูปท่ี 7-8)  

 

 
รูปที่ 7 แสดง Sequence alignment  ของไซโทโครมบียีน (Cytochrome b; Cyt b) โดยใชโปรแกรม 

Geneious  

 

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

โปรแกรม Geneious  
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ในการศึกษาครั้งนี้จะออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอรใหมีความจําเพาะเจาะจง (Specific forward 

primer) กับสนิป (Single nucleotide polymorphism; SNP) บนสายนิวคลีโอไทดของสัตวเปาหมาย

ตรงปลาย 3' ซ่ึงลําดับเบสดังกลาวจะตองแตกตางไปจากสัตวชนดิอ่ืนๆ ดังแสดงในรูปท่ี 9-10 สวนรี

เวิรสไพรเมอร (Reverse primer) จะออกแบบเปนยูนีเวอรแซลไพรเมอร (Universal primer) ซ่ึงจะ

เลือกบริเวณมีลําดับเบสบนนิวคลีโอไทดท่ีเหมือนกันในสัตวตางชนิดกันตรงปลาย 3' ดังแสดงใน

รูปท่ี 11 

 

 

รูปที่ 9 แสดงขั้นตอนการออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอร (Forward primer) ใหมีความจําเพาะเจาะจง 

(Specific primer) กับลําดับเบส (Single nucleotide polymorphism; SNP) บนสายนิวคลีโอไทดของ

สัตวเปาหมายตรงปลาย 3' โดยใชโปรแกรม Geneious 
 

 

รูปที่  10 แสดงขั้นตอนการออกแบบรีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) โดยออกแบบเปน              

ยูนีเวอรแซลไพรเมอร (Universal primer) ซ่ึงจะเลือกบริเวณมีลําดับเบสบนนิวคลีโอไทดท่ี

เหมือนกันในสัตวตางชนิดกันตรงปลาย 3' โดยใชโปรแกรม Geneious 
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จากนั้นนําไพรเมอรท่ีออกแบบไดไปตรวจสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนของไพรเมอร ไดแก        

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

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

โครงสรางทุติยภูมิ (Self-complementarity) ไดแก การฟอรมแฮพิน (Potential hairpin formation) 

การจับคูเบสผิดทางปลาย 3' (3' Complementarity) เปนตน ดวยโปรแกรม Oligonucleotide 

Properties Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html) ตอมาจะนํา

ไพรเมอรไปตรวจวัดและปรับอุณหภูมิ (Melting temperature; Tm) ของไพรเมอรใหอยูในชวง

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

เลือกใชสําหรับฟอรเวิรดไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะเจาะจง (Specific forward primer) จะอยูในชวง

อุณหภูมิ 65-69oC สวนรีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) ท่ีเปนยูนีเวอรแซลไพรเมอร (Universal 

primer) จะใชอุณหภูมิ 71.30oC ดังแสดงในตารางท่ี 4 ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จะใชไพรเมอรรวม

ท้ังส้ิน 6 คู ดังแสดงในตารางท่ี 5 และมีตําแหนงการเขาจับกับดีเอ็นเอเปาหมายของไพรเมอรท้ัง 6 คู

บนไมโทคอนเดรียลยีน ดังแสดงในรูปท่ี 11 

 

ตารางที่ 4 แสดงไพรเมอรท่ีมาจากการออกแบบในการศึกษานี ้

ชนิดของสัตว

เปาหมาย 

ชื่อไพร

เมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  (5’-3’) 

อุณหภูมิ(Melting 

temperature; Tm)(oC) 

ชื่อยีน(mtgene) ขนาด   

ดีเอ็นเอ 

อางอิง 

มา (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 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรท้ังหมดท่ีใชในการศึกษา  

 
ชนิดของสัตว

เปาหมาย 
ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด  (5’-3’) 

อุณหภูมิ(Melting 

temperature; Tm)(oC) 

ชื่อยีน (mtgene) ขนาด   

ดีเอ็นเอ 

อางอิง 

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 ทรานสเฟอรอารอ็นเอ 

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 

มา (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 แสดงตําแหนงของไพรเมอรท้ัง 6 คูบนไมโทคอนเดรียลยีน 

โดย F1 คือ ฟอรเวิรดไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific forward primer), F2 คือ 

ฟอรเวิรดไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ (Ovis aries-specific forward primer), F3 คือ ฟอรเวิรด

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก (Gallus gallus-specific forward primer), F4 คือ ฟอรเวิรดไพรเมอร

ท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ (Struthio camelus-specific forward primer), F5 คือ ฟอรเวิรด

ไพรเมอรท่ีจาํเพาะเจาะจงกับมา (Equus ferus caballus-specific forward primer), F6 คือ ฟอรเวิรด

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว (Bos taurus-specific forward primer), R1 คือ รีเวิรสไพรเมอรท่ี

จําเพาะเจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific reverse primer), R2 คือ รีเวิรสไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจง

กับแกะ (Ovis aries-specific reverse primer), R3 คือ รีเวิรสไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก (Gallus 

gallus-specific reverse primer), R4 คือ รีเวิรสไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus-specific reverse primer) และ Uni-R คือ รีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) ท่ีเปน

ยูนีเวอรแซลไพรเมอร (Universal primer)  
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3. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีไดเร็คพีซีอาร (Direct PCR) 

 ในการศึกษาครั้งนี้ทําการเตรียมตัวอยางเนื้อตามวิธีของ Kitpipit และคณะ ในป พ.ศ.2557 (33) 

ซ่ึงสามารถทําไดโดยตัดช้ินเนื้อสัตวตัวอยางใหมีขนาดเล็กประมาณ 1×1 มิลลิเมตรใสหลอดทดลอง

ขนาดเล็ก จากนั้นเติม PBS ความเขมขน 1 โมลาร pH 7.4 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร นําไปปนผสม

ดวยเครื่อง vortex แลวหมุนเหวี่ยงเพ่ือดึงใหสารละลายท่ีติดอยูขางหลอดลงไปผสมรวมกับ

สารละลายในหลอดแลววางท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองประมาณ 2-5 นาที จากนั้นนําไปบม (Incubate) ท่ี

อุณหภูมิ 98oC เปนเวลา 2 นาที จากนั้นนําสวนของสารละลายใสดานบนไปใชในการทําพีซีอาร

ตอไป (กรณีท่ีไมไดใชตัวอยางทันทีตองเก็บรักษาตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส)  

 สําหรับกระบวนการพีซีอารนั้นจะเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใชชุด Finnzymes Phire® Hotstart II 

DNA Polymerase (Thermoscientific, Germany) โดยในแตละหลอดจะมีปริมาตรรวมท้ังหมด 10 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 5X Phire® Reaction Buffer (ซ่ึงประกอบไปดวย MgCl2 ความเขมขน 1.5 

ไมโครโมลาร) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (Deoxynucleotide 

triphosphate; dNTPs) 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร, ฟอรเวิรดไพรเมอร (Forward 

primer) 0.5 ไมโครโมลาร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, รีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) 0.5 ไมโคร

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

ดีเอ็นเอตนแบบ (Template DNA) ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร, น้ํา (H2O) ปริมาตร 5.85 ไมโครลิตร 

จากนั้นทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง T100 thermocycler (Bio-Rad; California, USA) ท้ังนี้

จะใชสภาวะเริ่มตนดังแสดงในตารางท่ี 6 

 

ตารางที่ 6 แสดงสภาวะเริ่มตนท่ีใชในปฏิกิริยาพีซีอาร 

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) 

 เปนขั้นตอนการตรวจสอบประสิทธิภาพของไพรเมอรท่ีจะใชในการศึกษาครั้งนี้ วาสามารถ    

ใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสัตวเปาหมายแตละชนิดไดดีหรือไม ทดสอบโดยการใชไพรเมอร 1 คูตอ

ตัวอยางเนื้อสัตว 1 ชนิดในหลอดพีซีอารหนึ่งๆ ดังแสดงในตารางท่ี 7 ซ่ึงขั้นตอนนี้จะแบงการ

ทดสอบเบ้ืองตนนี้ออกเปน 2 ขั้นตอน คือ 1). การหาคา Annealing temperature (Ta)  ดวย  Gradien 

PCR และ 2). การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) 

 

ตารางที่ 7 แสดงสวนประกอบท่ีใชเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอาร (Singleplex PCR) 

สวนประกอบ (Reagent) หลอดควบคุมท่ีใหผลเปนบวก 

(Positive control) (µM) 

หลอดควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

(Negative control) (µM) 

5X Phire® Reaction Buffer 2.00 2.00 

ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (Deoxy nucleotide 

triphosphate; dNTPs) 10 มิลลิโมลาร 

0.20 0.20 

Phire® Hot Start II DNA Polymerase 0.20 0.20 

ฟอรเวิรดไพรเมอร (Forward primer) 0.5 ไมโครโมลาร 0.50 0.50 

รีเวิรสไพรเมอร (Reverse primer) 0.5 ไมโครโมลาร 0.50 0.50 

น้ํา (H2O) 5.85 6.60 

ดีเอ็นเอตนแบบ (Template DNA) 0.75 - 

ปริมาตรรวม 10.00 10.00 

 

 1). การหาคา Annealing temperature (Ta)  ดวย  Gradien PCR โดยจะใชอุณหภูมิท่ีแตกตาง

กัน 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C เพ่ือหา Annealing temperature (Ta) ท่ีเหมาะสม

ท่ีไพรเมอรสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดดีท่ีสุด 

 2). การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) โดยจะใชเนื้อสัตวท้ังหมด 10 ชนิด 

ไดแก เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อวัว 

(Bos taurus) เนื้อควาย (Bubalus bubalis) เนื้อเปด (Anas spp) เนื้อแพะ (Capra hircus) เนื้อแกะ 

(Ovis aries) เนื้อจระเข (Crocodylus spp) และเนื้อมา (Equus ferus caballus) โดยจะเลือกใช 

Annealing temperature (Ta) ท่ีดีท่ีสุดท่ีไดจากการทดสอบ Gradien PCR ในขางตนของไพรเมอร  

แตละตัว เพ่ือยืนยันวาไพรเมอรท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มีความจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมาย

เทานั้น  
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3.2 มัลติเพล็กซ พีซีอาร (multiplex PCR) 

 เปนขั้นตอนการนําไพรเมอรท่ีผานการทดสอบซิงเกิลเพล็กซ พีซีอาร (Singleplex PCR) จาก

ขางตนมารวมในหลอดพีซีอารหลอดเดียวกันท้ัง 6 คู และใชดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายผสมกัน

ท้ัง 6 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 8 จากนั้นหาสภาวะท่ีเหมาะสม (PCR optimization) ท่ีจะสามารถ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายท้ัง 6 ชนิดไดในเวลาเดียวกัน ซ่ึงมีดวยกันหลายวิธี เชน 

การเพ่ิมหรือลดอัตราสวนของความเขมขนระหวางไพรเมอรแตละคู การเพ่ิมหรือลดอุณหภูมิ 

Annealing temperature (Ta) ในขั้นตอน Annealing และความเขมขนของดีเอ็นเอตนแบบ เปนตน  

 

ตารางที่ 8 แสดงสวนประกอบท่ีใชเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอาร (Multiplex PCR) 

สวนประกอบ (Reagent) หลอดควบคุมท่ีใหผลเปนบวก 

(Positive control) (µM) 

หลอดควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

(Negative control) (µM) 

5X Phire® Reaction Buffer 2.00 2.00 

ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (Deoxy nucleotide 

triphosphate; dNTPs) 10 มิลลิโมลาร 

0.20 0.20 

Phire® Hot Start II DNA Polymerase 0.20 0.20 

ฟอรเวิรดไพรเมอร (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 

รีเวิรสไพรเมอร (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 

ดีเอ็นเอตนแบบ (Template DNA) 2.00 - 

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

 การตรวจสอบผลของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (PCR products) จะทําโดยการแยกแถบ        

ดีเอ็นเอโดยผานกระแสไฟฟาบนเจลอะกาโรส การเตรียมเจลอะกาโรสความเขมขนประมาณ 2% 

(Electrophoresis) ทําโดยช่ังอะกาโรสแบบผง 2 กรัม ละลายใน TBE buffer (ประกอบดวย Tris 

Base, Boric Acid และ EDTA ) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปใหความรอนดวยไมโครเวฟ

เปนเวลาประมาณ 1 นาที รอใหเจลอุน  เติม Ethidium bromide ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมใหเขา

กัน แลวเทเจลลงในถาด (Tray) ท่ีเตรียมไว ซ่ึงวางหวี (Comb) ไวแลว และรอใหเจลแข็ง (ประมาณ 

20 นาที) จากนั้นถอดหวี (comb) ออก แลวนําไปใสในเครื่องอิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) ท่ีมี 

TBE buffer อยู สังเกตปริมาณ Buffer ตองทวมเนื้อเจล จากนั้นผสมดีเอ็นเอท่ีไดจากการทําพีซีอาร 

(PCR product) 10 µl กับสียอม 5X (loading dye) 2 µl แลวปเปตลงในชองของอะกาโรสเจล ซ่ึงใน

การทํา Gel electrophoresis นี้จะใช 100 bp DNA ladder (New England Biolabs, UK) ซ่ึงเปนตัว

เทียบขนาดของแถบของดีเอ็นเอท่ีไดมาจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจลอะกาโรส และ

ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลาประมาณ 15 - 30 นาที จากนั้นจึงนําเจลไปสองดูดวยเครื่อง 

LED transilluminator (Nevada, USA) ถายภาพ และบันทึกผล  

 ท้ังนี้ในการตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในแตละการทดลองนั้นจะใชเปอรเซ็นต

ความเขมขนของอะกาโรสเจลท่ีแตกตางกัน คือในกรณีท่ีตองการตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

แบบซิงเกิลเพล็กซ (Singleplex PCR) จะใชการเตรียมเจลอะกาโรสความเขมขนประมาณ                 

2 เปอรเซ็นต สวนในกรณีท่ีตองการตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบมัลติเพล็กซ (Multiplex 

PCR) จะใชการเตรียมเจลอะกาโรสความเขมขนประมาณ 4 เปอรเซ็นต เนื่องจากไพรเมอรท่ีใชใน

การศึกษานี้มีขนาดท่ีใกลเคียงกันทําใหการระบุชนิดของเนื้อสัตวจากขนาดของดีเอ็นเอท่ีปรากฏบน

แผนเจลอะกาโรสนั้นทําไดยาก ดังนั้นการเพ่ิมความเขมขนหรือเปอรเซ็นตเจลจะทําใหเจลมีขนาด

ของรูพรุนท่ีเล็กลง ทําใหโมเลกุลของดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีไดชาลง และสามารถท่ีจะระบุชนิดของ

เนื้อสัตวจากขนาดของดีเอ็นเอจากแถบท่ีปรากฏบนแผนเจลอะกาโรสทําไดงายขึ้น และปรับการใช

กระแสไฟฟาเปน 80 โวลต เปนเวลาประมาณ 45-75 นาที 
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5. การทวนสอบชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Validation test) 

  การทวนสอบประสิทธิภาพของชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex 

direct PCR) ท่ีพัฒนาไดจากการศึกษาครั้งนี้ จะนํามาทดสอบ 3 รูปแบบ คือ 

 

5.1 การทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test)  

  การทําซํ้าทําเพ่ือทดสอบวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct 

PCR) ท่ีไดพัฒนาขึ้นในการศึกษาครั้งนี้ มีความแมนยําในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายหรือไม 

กลาวคือเม่ือทดสอบกับเนื้อสัตวท้ัง 6 ชนิด ไดแก หมู แกะ ไก นกกระจอกเทศ มา และวัวเปน

จํานวนหลายซํ้า ซ่ึงไดมาจากการรวบรวมจากแหลงตางๆ จํานวนชนิดละอยางนอย 2 ตัวอยางจาก

แหลงจําหนายท่ีแตกตางกัน ดังแสดงในตารางท่ี 9 จะไดผลในการระบุชนิดของเนื้อสัตวเหลานั้น

ถูกตองท้ังหมดหรือไม 

 

ตารางที่ 9 แสดงชนิดของเนื้อสัตวเปาหมาย จํานวนตัวอยาง แหลงท่ีมาของเนื้อสัตว และจํานวน

ตัวอยางท่ีนํามาใชในการทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) 

ชนิดของเนื้อสัตวเปาหมาย 
จํานวนแหลงที่มา

ของตัวอยาง 

แหลงที่มา จํานวน

ตัวอยาง 
ช่ือท่ัวไป ช่ือวิทยาศาสตร 

หมู Sus scrofa 5 หางสรรพสินคาแม็คโคร (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกพิปูน (จ.นครศรีธรรมราช) 

หางสรรพสินคาเทสโกโลตัส (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกคลองเรียน (จ.สงขลา) 

หางสรรพสินคาบ๊ิกซี (จ.สงขลา) 

1 

1 

1 

1 

1 

แกะ Ovis aries 1 หางสรรพสินคาแม็คโคร (จ.สงขลา) 1 

ไก Gallus gallus 5 หางสรรพสินคาแม็คโคร (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกบูดล (จ.ปตตานี) 

หางสรรพสินคาเทสโกโลตัส (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกคลองเรียน (จ.สงขลา) 

หางสรรพสินคาบ๊ิกซี (จ.สงขลา) 

1 

1 

1 

1 

1 

นกกระจอกเทศ Struthio camelus 2 หางสรรพสินคาแม็คโคร (จ.สงขลา) 

พิพิธภัณฑสถานธรรมชาติวิทยา 50 พรรษา 

สยามบรมราชกุมารี จ.สงขลา 

1 

1 

มา Equus ferus caballus 2 ฮอรตสปอรท หาดใหญ (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกบูดล (จ.ปตตานี) 

1 เสน 

1 เสน 
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ชนิดของเนื้อสัตวเปาหมาย 
จํานวนตัวอยาง

ทั้งหมด 

แหลงที่มา จํานวน

ตัวอยาง ช่ือท่ัวไป ช่ือวิทยาศาสตร 

วัว Bos taurus 3 หางสรรพสินคาแม็คโคร (จ.สงขลา) 

ตลาดชายปลีกบูดล (จ.ปตตานี) 

หางสรรพสินคาบ๊ิกซี (จ.สงขลา) 

1 

1 

1 

 

5.2 การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) 

  การทดสอบความจําเพาะเจาะจง ทําเพ่ือตรวจสอบวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ    

ไดเร็คพีซีอาร (multiplex direct PCR) ท่ีไดพัฒนาขึ้นในการศึกษาครั้งนี้ มีความจําเพาะเจาะจงกับ

เนื้อสัตวเปาหมายหรือไม โดยทําการทดสอบในเนื้อสัตวหรือดีเอ็นเอของสัตวเปาหมายและสัตว

อ่ืนๆ รวม 20 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 10 

 

ตารางที่ 10 แสดงประเภท และท่ีมาของตัวอยางท่ีนํามาใชทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity 

test) 

ลําดับ ชนิด ช่ือวิทยาศาสตร ประเภทตัวอยาง แหลงที่มา 

1 หมู Sus scrofa เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

2 แกะ Ovis aries เลือด สวนสัตว จ.สงขลา 

3 ไก Gallus gallus เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

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

พรรษา สยามบรมราชกุมารี จ.สงขลา 

5 มา Equus ferus caballus ขน ฮอรตสปอรท จ.สงขลา 

6 วัว Bos taurus เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

7 จระเข Crocodylus spp เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

8 เปด Anas spp เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

9 คน Homo sapiens เยื่อบุกระพุงแกม นักศึกษามหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

10 กวาง Cervid spp เนื้อ หางสรรพสินคาแม็คโคร จ.สงขลา 

11 ชาง Elephas maximus อุจจาระ สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

12 ลิง Macaca mulatta เสนขน สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

13 เสือ Panthera tigris เสนขน สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

14 สิงโต Panthera leo เลือด สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

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

17 เกง Muntiacus muntjak เขา สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

18 หมา Canis lupus familiaris เสนขน สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

19 แมว Felis catus เสนขน สวนสัตวสงขลา จ.สงขลา 

20 ควาย Bubalus bubalis ขน อ.มายอ จ.ปตตานี 

 

5.3 การทดสอบกับตัวอยางอาหารตามทองตลาด (Street sample test) 

 การทดสอบกับตัวอยางอาหารตามทองตลาด เพ่ือตรวจสอบวาชุดทดสอบหลายตําแหนง

แบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ท่ีไดพัฒนาขึ้นในการศึกษาครั้งนี้ ทดสอบกับตัวอยาง

อาหารและผลิตภัณฑสําเร็จรูปตามทองตลาด หรือเนื้อสัตวแชแข็งท่ีวางขายในหางสรรพสินคา

ตางๆในจังหวัดสงขลา ท้ังหมดจํานวน 101 ตัวอยาง โดยจะแบงตัวอยางท้ังหมดออกเปน 4 ประเภท 

ไดแก เนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) จํานวน 17 ตัวอยาง อาหารสําเร็จรูปแชแข็ง (Instant frozen food) 

จํานวน 19 ตัวอยาง อาหารจากรานอาหาร (Street food) จํานวน 27 ตัวอยาง และอาหารฮาลาล 

(Halal food) จํานวน 38 ตัวอยาง ดังแสดงในตารางท่ี 11 สําหรับการทดสอบกับตัวอยางอาหาร   

ตามทองตลาดจะทําการสุมหยิบช้ินเนื้อจากภาชนะมาลางดวยน้ํากล่ันกอนนําไปวิเคราะหดวย

วิธีการ ดังอธิบายในหัวขอท่ี 1 จากนั้นจึงทําการตรวจสอบวาในอาหารนั้นๆ มีเนื้อสัตวปนอยูกี่ชนิด 

และเปนสัตวชนิดไหนบาง ตรงตามท่ีระบุไวในฉลากหรือไม 

 

ตารางที่ 11 แสดงประเภทของผลิตภัณฑอาหาร รายการอาหาร ตราสินคา เนื้อสัตวท่ีระบุขางฉลาก 

และแหลงท่ีมาของผลิตภัณฑอาหารเพ่ือใชในตรวจสอบการปนเปอนของตัวอยางอาหารตาม

ทองตลาด 

ประเภทของ

ผลิตภัณฑอาหาร 

รายการอาหาร ยี่หอ เน้ือสัตวทีร่ะบุขางฉลาก แหลงที่มา 

1.เน้ือตัดแชแข็ง  

( Cold cut) 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือหมู 

1. กุนเชียง 

2. หมูยอไรแปง 

3. แหนมหมูยาง 

4. แหนมหมูสไลซพรอมทาน 

5. แหนมหม ู

6. ลกูชิ้นเอ็นหม ู

7. ลกูชิ้นเน้ือหม ู

8. พอรคเวียนเนอร 

 

บานไผ 

สุทธิลักษณ 

สุนิสา 

สุทธิลักษณ 

Big C 

นัมเบอรวัน 

นายฮั้งเพง 

CP 

 

หมูเน้ือแดง, มันหม ู

เน้ือสัตว (เน้ือหม ูเน้ือไก) มันหนู 

เน้ือหมคูัดพิเศษ 70% 

เน้ือหม,ู หนังหม ู

เน้ือหม ู50%, หนังหมู 36% 

เน้ือหม,ู เน้ือไก, เอ็นไก 

เน้ือหม ู92% 

เน้ือสัตว 

 

หางสรรพสินคาบิ๊กซี จ.สงขลา 

7-Eleven  

7-Eleven  

7-Eleven  

หางสรรพสินคาบิ๊กซี จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

7-Eleven 
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9. ไสกรอกอิตาเลียน 

10. ไสกรอกชีส 

11. ไสกรอกเฟรงเฟอรเตอร 

12. ไสกรอกหมกูระเทียมพริกไทย 

13. ไสกรอกเบอรเกอรหมูยาง 

14. หมูยอพริกไทยดํา 

15. ลูกชิ้นหม ู

16. เบคอนสติ๊ป 

S&P 

S&P 

S&P 

S&P 

เจด ดรากอน 

ส.ขอนแกน 

หมดู ี

TGM 

หม ู

หม ู

หม ู

หม ู

หม ู

เน้ือหม,ู มันหม ู

เน้ือหม ู70% 

เน้ือหม ู80% 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือวัว 

1. ลกูชิ้นเน้ือ 

 

แชมป 

 

เน้ือวัว 

 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

2. อาหารสําเร็จรูปแช

แข็ง (Instant frozen 

food) 

 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือหมู 

1. ขาวหมพูะโล 

2. สปาเก็ตตี้ขี้เมาหม ู

3. ขาวผัดกระเพราขี้เมาหม ู

4. ขาวผัดกระเพราขี้เมาหม ู

5. เกี๊ยวซาหม ู

6. คุโรบุตะหมกันํ้าผ้ึงสูตรฮองกง 

7. คอปปา 

8. ขาวหมูเกหล ี

9. หมูเสนกรอบ 

10. หมูปง 

11. แซนวิชแฮม 

 

S&P 

Big C 

7 FRESH 

พรานไพร 

CP 

CP 

TGM 

TESCO 

สะเบียง 

7 FRESH 

บางกอกแฮม 

  

หม ู11%, ไขไก 11% 

หม ู12% 

หม ู9.07% 

ผัดกระเพราหมู 6% 

หม ู23% 

หม ู

เน้ือหม ู95% 

หมเูกหลี 28% 

เน้ือหม ู85% 

เน้ือหม ู37%, นมขนจดื 1.50% 

(เน้ือสัตว) Meat 

 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาบิ๊กซี จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาทอ็ป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือไก 

1. เขียวหวานไก 

2. ขาวไกกระเทียมพริกไทย 

3. ขาวกระเพราไก 

4. ขาวราดกระเพราไก 

5. ไกกระเทียม 

6. ไกเทอริยาก ิ

7. ไกปอป 

8. ไกทอดคาราเกะ 

 

S&P 

Big C 

7 FRESH 

Tasty meat 

S&P 

TESCO 

TPF 

CP 

 

ไก 13% 

ไก 

ไก 12.52% 

ไก 26.5% 

ไก 

ไกเทอริยากิ 30% 

เน้ือไก 68%, ไขไก 12% 

ไก 69% 

 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาบิ๊กซี จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

3. อาหารจากรานคา  

(Street food) 

 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือหมู 

1. หมูทอด 

2. ไสกรอกหมูเยอรมัน 

3. ผัดเผ็ดหม ู

4. .ไสกรอกหมูรมควนั 

5. แกงเทโพหม ู

6. ผัดพริกหม ู

7. กวยเตี๋ยวหมูสับ 

8. แกงพริกหมมูะเขอื 

9. ตมผักกะราหม ู

10. หมทูอด 

11. แกงเผ็ดหม ู

12. หมูผัดขาวโพดออน 

13. หมทูอดกระเทียม 

14. พะแนงหม ู

15. หมูผัดพริก 

 

ลุงโยง 

สมตําอินเตอร 

สีฟา 

Mr.Stack 

กุกสิงห 

ปาเจียม 

ปาแอด 

ยายเจียร 

ยายเจียร 

ปาเล็ก 

ครัวฅนคอน 

ครัวเพิม่สุข 

ครัวฅนคอน 

ครัวฅนคอน 

ครัวเพิม่สุข 

 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

จ.สงขลา 

โรงชาง 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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- ผลิตภัณฑจากเน้ือไก 

1. ไกตะกรา 

2. สเต็กไกสไปรซ่ี 

3. ตมยําไก 

4. แกงเขียวหวานไก 

5. แกงเขียวหวานไก 

6. นักเกตไก 

7. ไกยางเทอริยาก ิ

8. แกงขาไก 

9. แกงกระทิไกมะเขอื 

10. แกงกระทิไกหยวก 

11. แกงกระทิไก 

12. แกงเผ็ดไก 

 

Mr.Stack 

Mr.Stack 

กุกสิงห 

กุกสิงห 

สีฟา 

ลุงโยง 

สมตําอินเตอร 

ยายเจียร 

ยายเจียร 

ปาเจียม 

ครัวฅนคอน 

ครัวฅนคอน 

 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

จังหวัดสงขลา 

จังหวัดสงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

ถนนปุณณกณัฑ 108 จ.สงขลา 

ถนนปุณณกณัฑ 108 จ.สงขลา 

โรงอาหารคณะวิทยมอ. จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

4. อาหารฮาลาล 

(Halal - certified 

food) 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือไก (ฮาลาล) 

1. ไกเกาหล ี

2. นักเกตไกคลาสสิค 

3. เบอรเกอรสเต็กไกพริกไทยดาํ 

4. มินิคอกเทลไก 

5. ไสกรอกจูเนียรคอกเทลไก 

6. สปาเกตตี้ไกสับ 

7. สปาเกตตี้เขียวหวานไก 

8. ขาวมันไกตม 

9. ขาวหมกไกทอด 

10. มัสมั่นไก 

11. พะแนงไก 

12. ไกผัดพริก 

13. เคร่ืองแกงไก 

14. ไกกรอบผัดนํ้าพริกเผา 

15. ไกผัดกระเทียมพริกไทย 

16. ไกทอด 

17.เบอรเกอรไก 

18. แหนมไก 

19. ลูกชิ้นเอ็นไก 

20. โรตีมะตะบะไก 

21. ตมไกผัดเขียง 

22. ขาวหนาไก 

23. ไกผัดผงกระหร่ี 

24. ขาวผัดไก 

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 คิทเชนท 

ซามีย คิทเชนท 

สุไลมาน โภชนา 

สุไลมาน โภชนา 

ไกทอดฟาตมีา 

ฮัมซิวเบอรเกอร 

ฟาอชิยํา 

อาซียา ลูกชิ้น ปงยาง 

โรตีมุสลิม 

กะไหม 

บังฮาดิส 

อามีนะห 

อามีนะห 

อามีนะห 

รร.บานบูดล 

รร.บานบูดล 

รานอาหารมุสลิม 

รานอาหารมุสลิม 

รานอาหารมุสลิม 

 

ไก 

ไก 

ไก 

ไก 

ไก 

ไก 

ไก 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

หางสรรพสินคาบิ๊กซี จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาท็อป จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

7-Eleven 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง มอ. จ.สงขลา 

โรงชาง 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.ทุงรี จ.สงขลา 

ถ.ทุงรี จ.สงขลา 

ถ.ทุงรี จ.สงขลา 

รร.บานบูดล จ.ปตตานี 

รร.บานบูดล จ.ปตตานี 

ปม ปตท. อ.จะนะ จ.สงขลา 

ปม ปตท. อ.จะนะ จ.สงขลา 

ปม ปตท. อ.จะนะ จ.สงขลา 

- ผลิตภัณฑจากเน้ือวัว (ฮาลาล) 

1. ไสกรอกเน้ือสมุนไพรแชแข็ง 

2. ลกูชิ้นเน้ือจมัโบ 

3. คั่วกลิ้งเน้ือ 

 

บานเน้ือโคขุน 

IBF 

อลิน อิสลามตามส่ัง 

 

เน้ือวัว 

เน้ือวัว 

- 

 

หางสรรพสินคาโลตัส จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาแมค็โคร จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 
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4. ผัดคะนาเน้ือทอด 

5. เกาเหลาเน้ือเปอย 

6. เกาเหลาลูกชิ้นเน้ือ 

7. ลกูชิ้นเน้ือ 

8. เบอรเกอรเน้ือ 

อลิน อิสลามตามส่ัง 

เตียวตุนอิสลาม 

เตียวตุนอิสลาม 

อาซียา ลูกชิ้น ปงยาง 

ฮัมซิวเบอรเกอร 

- 

- 

- 

- 

- 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 

หางสรรพสินคาไดอะนา จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

ตลาดศรีตรัง จ.สงขลา 

 

หมายเหตุ: - คือ อาหารจากรานคา ซึ่งไมสามารถระบุปริมาณเนื้อสตัวท่ีใชเปนองคประกอบในอาหาร  
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บทที่ 4 

 

 ผลการทดลอง 

 

1. การทดสอบไพรเมอรโดยวิธีไดเร็คพีซีอาร (Primer test and direct amplification) 

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบไพรเมอร (Species-specific primer) ท่ีใชในการเพ่ิม

ปริมาณ ดีเอ็นเอจากสัตวเปาหมายท้ังหมดในการศึกษาครั้งนี้โดยวิธีไดเร็คพีซีอาร โดยไพรเมอรท่ี

นํามาทดสอบนี้มีความจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมายจํานวน 6 ชนิด ซ่ึงไดแก เนื้อหมู (Sus 

scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา 

(Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ซ่ึงรวบรวมมาจากรายงานการวิจัยในวารสาร

นานาชาติอ่ืนๆ จาํนวน 4 คู และออกแบบในการศึกษาครั้งนี้จํานวน 2 คู รายละเอียดของไพรเมอร

ท้ังหมดท่ีใชในการศึกษา แสดงในตารางท่ี 12 

ตารางที่ 12 แสดงรายละเอียดของไพรเมอรท้ังหมดท่ีใชในการศึกษานี้ ซ่ึงไดแก ชนิดของสัตว

เปาหมายท่ีจําเพาะเจาะจง ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด อุณหภูมิ Melting temperature (Tm) ไม

โทคอนเดรียลยีน ขนาดดีเอ็นเอ (PCR product size) และงานวิจัยอางอิงแหลงท่ีมาของแตละ       

ไพรเมอร 
ชนิดของสัตว

เปาหมาย 

ชื่อไพร

เมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  (5’-3’) 

อุณหภูมิ Melting 

temperature (oC) 

ไมโทคอนเดรียลยีน ขนาดดี

เอ็นเอ 

อางอิง 

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 ทรานสเฟอรอารอ็นเอ 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 อารเอ็นเอ (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

เปาหมาย 

ชื่อไพร

เมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  (5’-3’) 

อุณหภูมิ Melting 

temperature (oC) 

ไมโทคอนเดรียลยีน ขนาดดี

เอ็นเอ 

อางอิง 

มา (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 

 

ไพรเมอรดังกลาวท้ังหมดนํามาทดสอบเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายดวยวีธีเกรเดียน

พีซีอาร (Gradient PCR) ซ่ึงทดสอบโดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) ท่ีตางกัน จํานวน 4 

อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C เพ่ือหาอุณหภูมิ Annealing temperature ท่ีสูงท่ีสุดท่ี

ไพรเมอรท้ัง 6 คูสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายได 

 ผลการศึกษาพบวาไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมายท้ัง 6 คู สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวท่ีเกี่ยวของไดสําเร็จดวยวิธีไดเร็คพีซีอาร โดยใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR 

product) ตามท่ีคาดหวัง คือ 100 119 133 155 253 และ 311คูเบส สําหรับเนื้อหมู เนื้อแกะ เนื้อไก 

เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อมา และเนื้อวัว ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 12-17 โดยไพรเมอรจํานวน 1 คู 

คือ ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific primer) สามารถใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

จากเนื้อหมู ดวยอุณหภูมิ Annealing temperature เพียง 2 อุณหภูมิ คือ 67°C และ 64°C ดังแสดงใน

รูปท่ี 12 ในขณะท่ีไพรเมอรจํานวน 5 คู ซ่ึงไดแก ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ (Ovis aries-

specific primer) ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก (Gallus gallus-specific primer) ไพรเมอรท่ี

จําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ (Struthio camelus-specific primer) ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับ

มา (Equus ferus caballus-specific primer) และไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว (Bos taurus-

specific primer) สามารถใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากเนื้อสัตวเปาหมาย ไดท้ัง 4 อุณหภูมิ ดังแสดงใน

รูปท่ี 13-17 นอกจากนี้ผลการศึกษาไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative 

controls) ในทุกการทดลอง ซ่ึงเปนการยืนยันวาแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏเกิดจากดีเอ็นเอของเนื้อสัตว

เปาหมาย และไมมีการปนเปอนดีเอ็นเอส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ ในชุดน้ํายาท่ีใชในกระบวนการเพ่ิมปริมาณ  

ดีเอ็นเอ  
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รูปที่ 12 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific primer) 

โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C โดยสัญลักษณ M คือ 

100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของหมู และ N คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

 

 

รูปที่ 13 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ (Ovis aries-specific 

primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C โดย

สัญลักษณ M คือ 100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของแกะ และ N คือ ตัวควบคุมท่ี

ใหผลเปนลบ 
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รูปที่ 14 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก (Gallus gallus -specific 

primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C โดย

สัญลักษณ M คือ 100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของไก และ N คือ ตัวควบคุมท่ี

ใหผลเปนลบ 

 

 

รูปที่ 15 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus-specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 

64°C โดยสัญลักษณ M คือ 100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของนกกระจอกเทศ และ 

N คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 
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รูปที่ 16 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา (Equus ferus caballus-

specific primer) โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C โดย

สัญลักษณ M คือ 100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของมา และ N คือ ตัวควบคุมท่ี

ใหผลเปนลบ 

 

 

รูปที่ 17 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว (Bos taurus-specific primer) 

โดยใชอุณหภูมิ Annealing temperature (Ta) 4 อุณหภูมิ ไดแก 72°C, 70.5°C, 67°C และ 64°C โดยสัญลักษณ M คือ 

100 bp Marker, P คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนบวกท่ีมีดีเอ็นเอของวัว และ N คือ ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 
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2. การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรแบบซิงเกิลเพล็กซ (Singleplex) 

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอร

ท้ัง 6 คู ท่ีเลือกศึกษาดวยชุดทดสอบซิงเกิลเพล็กซไดเร็คพีซีอาร (Singleplex direct PCR) โดยนํา

ไพรเมอรแตละคูใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเนื้อสัตวเปาหมาย และเนื้อสัตวอ่ืนๆท่ีนิยมนํามาใชเปน

วัตถุดิบในอาหาร (Possible meat) รวมท้ังหมด 10 ชนิด ไดแก เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio 

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

bubalis) เนื้อเปด (Anas spp) เนื้อแพะ (Capra hircus) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อจระเข (Crocodylus 

spp) และเนื้อมา (Equus ferus caballus) การศึกษาครั้งนี้ไดเลือกใชอุณหภูมิ Annealing temperature 

(Ta) 67 องศาเซลเซียส เนื่องจากเปนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ      

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงท้ัง 6 คู ซ่ึงไดมาจากการทดสอบดวยวีธีเกรเดียนพีซีอาร (Gradient PCR) 

ในการศึกษากอนหนา 

 ผลการศึกษาพบวาไพรเมอรท้ัง 6 คู สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดเฉพาะกับเนื้อสัตว

เปาหมายเทานั้น โดยใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR product) ตามท่ีคาดหวัง คือ 100 คูเบส 119 คูเบส 133 

คูเบส 155 คูเบส 253 คูเบส และ 311คูเบส สําหรับเนื้อหมู เนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ    

เนื้อมา และเนื้อวัว ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 18-23 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาไพรเมอรท่ีใชในการศึกษา

มีความจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมาย นอกจากนี้ไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผล

เปนลบ (Negative controls) 

 

รูปที่ 18 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับหมู (Sus scrofa-specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อนกกระจอกเทศ 

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

(Bubalus bubalis) 6 : เนื้อเปด (Anas spp) 7 : เนื้อแพะ (Capra hircus) 8 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 9 : เนื้อจระเข 

(Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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รูปที่ 19 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับแกะ (Ovis aries -specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อนกกระจอกเทศ 

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

(Bubalus bubalis) 6 : เนื้อเปด (Anas spp) 7 : เนื้อแพะ (Capra hircus) 8 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 9 : เนื้อจระเข 

(Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 

 

 

รูปที่ 20 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับไก (Gallus gallus-specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อนกกระจอกเทศ 

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

(Bubalus bubalis) 6 : เนื้อเปด (Anas spp) 7 : เนื้อแพะ (Capra hircus) 8 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 9 : เนื้อจระเข 

(Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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รูปที่ 21 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับนกกระจอกเทศ (Struthio camelus-specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อ

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

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

จระเข (Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative 

controls) 

 

 

รูปที่ 22 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับมา (Equus ferus caballus-specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อ

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

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

จระเข (Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative 

controls) 
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รูปที่ 23 ภาพ 2% อะกาโรสเจล แสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของไพรเมอรท่ีจําเพาะ

เจาะจงกับวัว (Bos taurus -specific primer) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อนกกระจอกเทศ 

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

(Bubalus bubalis) 6 : เนื้อเปด (Anas spp) 7 : เนื้อแพะ (Capra hircus) 8 : เนื้อแกะ (Ovis aries) 9 : เนื้อจระเข 

(Crocodylus spp) 10 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) และ 11 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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3. การพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex optimization) 

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือหาสภาวะการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม ท่ีสามารถเพ่ิม

ประมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายท้ัง 6 ชนิดไดในการทําปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียวโดยใชไพร

เมอรท้ัง 6 คู ซ่ึงไพรเมอรท้ัง 6 คูท่ีใชในการศึกษานี้ ไดผานการทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร

มาแลวจากการศึกษากอนหนา คือ มีความจําเพาะเจาะจงกับเนื้อสัตวเปาหมายเทานั้น และมี

คุณสมบัติทางกายภาพท่ีเหมาะสม ไมมีโครงสรางระดับทุติยภูมิ (No secondary structure) และมี

อุณหภูมิ Melting temperature ใกลเคียงกัน ซ่ึงสงเสริมใหเกิดความสําเร็จในการหาสภาวะท่ี

เหมาะสมเพ่ือพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร 

 การทดลองแรกเพ่ือพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ทําโดยเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอสัตวเปาหมาย เลือกใช Annealing temperature 67 องศาเซลเซียส จากผลการศึกษากอนหนา 

โดยใชชุดน้ํายา Phire® Hot Start II DNA Polymerase (Thermoscientific, Germany) และใชสภาวะ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตามคูมือปฏิบัติการของชุดน้ํายาดังกลาว โดยใชความเขมขนของไพรเมอรแตละ

คูเทากับ 0.5 ไมโครโมลาร ท้ังนี้จะใชจํานวนรอบของปฏิกิริยาพีซีอารท้ังหมด 30 รอบ ผลการศึกษา 

เม่ือแยกแถบดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็คโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) โดยใชเจลอะกาโรสความ

เขมขน 4% พบวาปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 4 แถบ มีขนาด (PCR product size) เทากับ 119 133 

155 และ 311 คูเบส (รูปท่ี 24) ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับขนาดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวังของเนื้อแกะ เนื้อ

ไก เนื้อนกกระจอกเทศ และเนื้อวัว ตามลําดับ โดยแถบดีเอ็นเอของเนื้อแกะ และเนื้อวัว จะมีความ

เขมของแถบ (Intensity) นอย และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอของเนื้อหมู และเนื้อมา ท่ีขนาดเทากับ 100 

คูเบส และ 253 คูเบส ตามท่ีคาดหวังไว นอกจากนี้ผลการศึกษาไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัว

ควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) ดังแสดงในรูปท่ี 24 
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รูปที่ 24 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 1 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)     

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อวัว 

(Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา  (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                     

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 

 

 การศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรหมู และมา ท่ียังไมปรากฏแถบ     

ดีเอ็นเอ โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 0.5 µM เปน 0.75 µM และเพ่ิมเขมขนของไพรเมอร

แกะ และวัว ท่ีมีความเขมของแถบดีเอ็นเอนอย โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 0.5 µM เปน 

0.6 µM ดังแสดงในตารางท่ี 13 

ตารางที่ 13 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 2  

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 0.75 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 0.60 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 0.75 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 0.60 
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 ผลการศึกษาปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 4 แถบ เชนเดียวกับการทดลองท่ีผานมา คือ พบ

แถบดีเอ็นเอขนาดเทากับ 119 133 155 และ 311 คูเบส ซ่ึงใกลเคียงกับขนาดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวัง

ของเนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ และเนื้อวัว ตามลําดับ และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอของเนื้อ

หมู และเนื้อมาเหมือนเดิม และไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative 

controls) ดังแสดงในรูปท่ี 25 

 

รูปที่ 25 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 2 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)     

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelum) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อ

วัว (Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา  (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                     

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 

 

 การศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรหมู และมา ท่ียังไมปรากฏแถบ     

ดีเอ็นเอ โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 0.75 µM เปน 1.25 µM และเพ่ิมเขมขนของไพร

เมอรแกะ และวัว ท่ีมีความเขมของแถบดีเอ็นเอนอย โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 0.60 

µM เปน 1.00 µM ดังแสดงในตาราง 14 
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ตารางที่ 14 แสดงะความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบ

หลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 3 

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 1.25 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 1.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 1.25 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 1.00 

 

 ผลการศึกษายังคงปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 4 แถบเชนเดียวกับการทดลองกอนหนา แต

พบแถบดีเอ็นเอของเนื้อวัว (311 คูเบส) ท่ีมีความเขมเพ่ิมขึ้น ในขณะท่ีแถบดีเอ็นเอของเนื้อแกะ 

(119 คูเบส) ยังคงจางเหมือนเดิม และไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

(Negative controls) ดังแสดงในรูปท่ี 26 

 

รูปที่ 26 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 3 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)     

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อวัว 

(Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelum) เนื้อมา  (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                   

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 การศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรหมู และมา ท่ียังไมปรากฏแถบ     

ดีเอ็นเอ โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 1.25 µM เปน 1.75 µM และเพ่ิมเขมขนของไพร

เมอรแกะ ท่ีมีความเขมของแถบดีเอ็นเอนอย โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 1.00 µM เปน 

1.50 µM ดังแสดงในตาราง 15 

ตารางที่ 15 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 4 

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 1.75 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 1.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 1.75 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 1.00 

 

 ผลการศึกษายังคงปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวน 4 แถบเชนเดียวกับการทดลองกอนหนา 

ในขณะท่ีความเขมของแถบดีเอ็นเอของแกะ (119 คูเบส) เพ่ิมขึ้นเล็กนอย และไมพบแถบดีเอ็นเอ

สําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) ดังแสดงในรปูท่ี 27 

 

รูปที่ 27 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 4 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)     

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelum) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อ

วัว (Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                     

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 การศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรหมู และมา ท่ียังไมปรากฏแถบ     

ดีเอ็นเอ โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 1.75 µM เปน 2.00 µM ดังแสดงในตาราง 16 

ตารางที่ 16 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 5 

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 1.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 0.50 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 1.00 

 

 ผลการศึกษาปรากฏแถบดีเอ็นเอครบท้ัง 6 แถบท่ีคาดหวังไว ซ่ึงมีขนาดเทากับ 100 119 

133 155 253 และ 311 คูเบส (รูปท่ี 17) ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับขนาดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวังของเนื้อ

หมู เนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อมา และเนื้อวัว อยางไรก็ตามพบวาความเขมของแถบ    

ดีเอ็นเอของเนื้อแกะ (119 คูเบส) เนื้อไก (133 คูเบส) และเนื้อนกกระจอกเทศ (155 คูเบส) มีความ

เขมของแถบนอย สําหรับผลการศึกษานี้ไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ 

(Negative controls) เชนเดียวกับผลการศึกษาขางตน ดังแสดงในรูปท่ี 28 

 

รูปที่ 28 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 5 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)     

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อวัว 

(Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                     

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 การศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอร 3 คู คือ ไพรเมอรแกะ ไก และ

นกกระจอกเทศ ท่ีใหแถบดีเอ็นเอคอนขางจาง โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรแกะ จาก 1.50 µM 

เปน 1.80 µM และเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรไก และนกกระจอกเทศ จาก 0.50 µM เปน 0.80 

µM ดังแสดงในตาราง 17 

ตารางที่ 17 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 6 

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 1.80 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.80 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 0.80 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 1.00 

 

 ผลการศึกษาปรากฏแถบดีเอ็นเอครบท้ัง 6 แถบท่ีคาดหวังไว โดยความเขมของแถบดีเอ็นเอ

แกะ (119 คูเบส) และไก (133 คูเบส) มีความเขมเพ่ิมขึ้น ในขณะท่ีแถบดีเอ็นเอของนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) ยังจางอยู และไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative 

controls) ดังแสดงในรูปท่ี 29 

 

รูปที่ 29 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 6 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)    

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelum) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อ

วัว (Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา  (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                      

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 ดังนั้นการศึกษาถัดไปจึงทําการเพ่ิมเขมขนของไพรเมอรนกกระจอกเทศ (Struthio 

camelus) ท่ีมีความเขมของแถบดีเอ็นเอนอย โดยเพ่ิมความเขมขนของไพรเมอรจาก 0.80 µM เปน 

1.20 µM ดังแสดงในตาราง 18 

ตารางที่ 18 แสดงความเขมขนของไพรเมอรท่ีใชในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 7 

ชนิดของไพรเมอร ความเขมขนของไพรเมอร (µM) 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับหมู 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับแกะ 1.80 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับไก 0.80 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับนกกระจอกเทศ 1.20 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับมา 2.00 

ไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับวัว 1.00 

 

 ผลการศึกษาพบวาสามารถพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารไดสําเร็จ 

โดยจากผลการทดลองปรากฏแถบดีเอ็นเอจํานวนครบท้ัง 6 แถบท่ีคาดหวัง ซ่ึงมีขนาดเทากับ 100 

119 133 155 253 และ 311 คูเบส (รูปท่ี 17) ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับขนาดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวังของ

เนื้อหมู เนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อมา และเนื้อวัว ตามลําดับ โดยแถบดีเอ็นเอท้ังหมด

มีความเขมท่ีใกลเคียงกัน ดังแสดงในรูปท่ี 30 

 

รูปที่ 30 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร ครั้งท่ี 7 ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 : เนื้อหมู (Sus scrofa) 2 : เนื้อแกะ (Ovis aries)    

3 : เนื้อไก (Gallus gallus) 4 : เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 5 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 6 : เนื้อวัว 

(Bos taurus) 7 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด (เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) 

เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา  (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ                     

8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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4. การทวนสอบการใชงานจริงของชุดทดสอบ (Assay validation test) 

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือทวนสอบการใชงานจริงชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบ

ไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ท่ีพัฒนาขึ้นในการศึกษานี้ โดยจะแบงการทดสอบออกเปน  

3 สวน คือ การทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) การทดสอบความจําเพาะเจาะจง 

(Specificity test) และการทดสอบการใชงานชุดทดสอบจริงกับตัวอยางอาหารท่ีวางขายตาม

ทองตลาด (Market/Street sample test) 

 4.1 การทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) 

 การทดสอบโดยการทําซํ้ามีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร ในดานความถูกตองและแมนยําของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเนื้อสัตว

เปาหมาย โดยจะทดสอบกับตัวอยางเนื้อดิบท่ีเปนสัตวเปาหมายท้ัง 6 ชนิด เปนจํานวนท้ังส้ิน         

19 ตัวอยาง ไดแก เนื้อหมู 5 ตัวอยาง เนื้อแกะ 2 ตัวอยาง เนื้อไก 5 ตัวอยาง เนื้อนกกระจอกเทศ        

2 ตัวอยาง เนื้อมา 2 ตัวอยาง และเนื้อวัว 3 ตัวอยาง 

 ผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีไดพัฒนาขึ้นในการศึกษา

ครั้งนี้สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสัตวเปาหมายท้ัง 19 ตัวอยางไดถูกตองท้ังหมด โดยใหขนาด

ดีเอ็นเอ (PCR product) ตามท่ีคาดหวัง คือ 100 คูเบส 119 คูเบส 133 คูเบส 155 คูเบส 253 คูเบส 

และ 311 คูเบส สําหรับเนื้อหมู เนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อมา และเนื้อวัว ตามลําดับ 

ดังแสดงในรูปท่ี 31 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอเนื้อสัตวเปาหมายท้ัง 19 ตัวอยางไดอยางถูกตองและแมนยํา นอกจากนี้ผลการศึกษา

ไมพบแถบดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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รูปที่ 31 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการนําชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct 

PCR) มาการทดสอบโดยการทําซ้ํา (Reproducibility test) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1-5 : เนื้อหมู 

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

camelum) 15-16 : เนื้อมา (Equus ferus caballus) 17-19 : เนื้อวัว (Bos taurus) 20 : เนื้อสัตวผสมกันท้ัง 6 ชนิด 

(เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา 

(Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) และ 8 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 4.2 การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) 

 การทดสอบความจําเพาะเจาะจงมีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพชุดทดสอบ    

หลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (multiplex direct PCR) ในดานของความจําเพาะเจาะจงของ    

ไพรเมอรท่ีมีตอเนื้อสัตวเปาหมาย โดยทดสอบกับตัวอยางท้ังหมด 20 ชนิด ชนิดละ 1 ตัวอยาง ซ่ึง

ประกอบไปดวยสัตวเปาหมายจํานวน 6 ชนิด ไดแก หมู (Sus scrofa) แกะ (Ovis aries) ไก (Gallus 

gallus) นกกระจอกเทศ (Struthio camelus) มา (Equus ferus caballus) และวัว (Bos taurus) และ

สัตวอ่ืนๆท่ีอาจนํามาประกอบอาหารทองถ่ิน หรือสัตวปา เปนจํานวน 14 ชนิด ไดแก จระเข 

(Crocodylus spp) เปด (Anas spp) คน (Homo sapiens) กวาง (Cervid spp) ชาง (Elephas maximus) 

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

(Rhinoceros spp) เกง (Muntiacus muntjak) หมา (Canis lupus familiaris) แมว (Felis catus) และ

ควาย (Bubalus bubalis) 

 ผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ไดเฉพาะในตัวอยางท่ีเปนเนื้อสัตวเปาหมาย 6 ชนิดเทานั้น โดยใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR product) 

ตามท่ีคาดหวัง คือ 100 คูเบส 119 คูเบส 133 คูเบส 155 คูเบส 253 คูเบส และ 311คูเบส สําหรับเนื้อ

หมู เนื้อแกะ เนื้อไก เนื้อนกกระจอกเทศ เนื้อมา และเนื้อวัว ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 32 และไม

ปรากฎแถบดี เอ็นเอในตัวอยางอ่ืนๆ ท่ีไมใช สัตว เปาหมาย แสดงให เห็นวา ชุดทดสอบ              

หลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นมีความจําเพาะเจาะจงตอสัตวเปาหมายสูง ดังนั้นหาก

นําไปใชทดสอบตัวอยางเนื้อท่ีไมทราบชนิด (Unknown) จะสามารถม่ันใจไดวา ผลท่ีไดมาจากเนื้อ

เปาหมายเทานั้น และจะไมเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวอ่ืนๆ นอกจากนี้ผลการศึกษาไมพบแถบ

ดีเอ็นเอสําหรับตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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รูปที่ 32 ภาพ 4% อะกาโรสเจลแสดงผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) ของชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ชอง (Lane) M : 100 คูเบส (bp) Ladder 1 :เนื้อสัตวผสมกัน

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

camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) 2 : จระเข (Crocodylus spp) 3 : เปด (Anas spp) 

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

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

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

16 : ตัวควบคุมท่ีใหผลเปนลบ (Negative controls) 
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 4.3 การทดสอบกับตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test) 

 การทดสอบกับตัวอยางตามทองตลาดมีวัตถุประสงคเพ่ือยืนยันวาชุดทดสอบสามารถใช

ตรวจเนื้อสัตวเปาหมายในอาหารประเภทตางๆไดจริง รวมท้ังตรวจสอบการปนเปอน หรือการ

ปลอมปนของผลิตภัณฑอาหารจากเนื้อสัตวตางๆ และอาหารปรุงสุกท่ีมีเนื้อสัตวเปนองคประกอบ

ซ่ึงมีการวางจําหนายอยูตามรานอาหารท่ัวไป โดยจะนําชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร

ท่ีพัฒนาไดจากการศึกษาครั้งนี้ มาตรวจสอบกับตัวอยางอาหารและผลิตภัณฑสําเร็จรูปตาม

ทองตลาด หรือเนื้อสัตวแชแข็งท่ีวางขายในหางสรรพสินคาตางๆ รวมท้ังส้ิน 101 ตัวอยาง โดยแบง

ออกเปน 4 ประเภท ไดแก เนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) จํานวน 17 ตัวอยาง อาหารสําเร็จรูปแชแข็ง 

(Instant frozen food) จํานวน 19 ตัวอยาง อาหารจากรานอาหาร (Street food) จํานวน 27 ตัวอยาง 

และอาหารฮาลาล (Halal food) จํานวน 38 ตัวอยาง (ตารางท่ี 11) 

 ผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารสามารถใชทดสอบกับ

ตัวอยางตามทองตลาดได แมในตัวอยางจะมีปริมาณของตัวยับยั้งปฏิกิริยา (PCR inhihitor) อยูใน

ปริมาณท่ีสูง ซ่ึงมาจากในช้ินเนื้อ และในเครื่องปรุงประเภทเครื่องเทศตางๆ โดยจากตัวอยาง

ท้ังหมด 101 ตัวอยาง สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวไดสูงถึง 97 ตัวอยาง 

(ตาราง ท่ี 19)  คิด เปน อัตราความสํา เร็จในการ เ พ่ิมปริมาณดี เ อ็นเอของตัวอยาง เท ากับ                   

96.04 เปอรเซ็นต โดยตัวอยางท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดมีเพียง 4 ตัวอยาง ไดแก ตัวอยาง

เนื้อวัวในเกาเหลาเนื้อเปอย จํานวน 1 ตัวอยาง ตัวอยางโรตีมะตะบะไก จํานวน 1 ตัวอยาง และ

ตัวอยางลูกช้ิน จํานวน 2 ตัวอยาง นอกจากนี้ผลการทวนสอบการใชงานชุดทดสอบหลายตําแหนง

แบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นในการศึกษาครั้งนี้กับอาหารตามทองตลาด พบการปลอมปนของ

เนื้อสัตวท่ีไมตรงกับฉลากระบุไว รวมท้ังส้ิน 25 จากตัวอยางท้ังหมด 101 ตัวอยาง ซ่ึงคิดเปน 24.75 

เปอรเซ็น โดยในเนื้อสัตวแชแข็ง (Cold cut) ของหมู พบการปลอมปนเนื้อไกจํานวน 9 ใน 14 

ตัวอยาง คิดเปน 52.94 เปอรเซ็นตของตัวอยางเนื้อสัตวแชแข็งท้ังหมด สําหรับอาหารจากรานคา 

(Street food) ของเนื้อหมู พบการปลอมปนเนื้อไกจํานวน 9 ใน 15 ตัวอยาง คิดเปน 33.33 

เปอรเซ็นตของตัวอยางอาหารสําเร็จรูปแชแข็งท้ังหมด สําหรับอาหารฮาลาล (Halal food) ของเนื้อ

วัว พบการปลอมปนเนื้อแกะและเนื้อไกรวมเปนจํานวน 5 ใน 8 ตัวอยาง คิดเปน 18.42 เปอรเซ็นต

ของตัวอยางอาหารฮาลาลท้ังหมด และไมพบปลอมปนในสําหรับอาหารสําเร็จรูปแชแข็ง (Instant 

frozen food) ท้ัง 19 ตัวอยาง ดังแสดงในตารางท่ี 19 
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ตารางที่ 19 แสดงผลการศึกษาการใชชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารเพ่ือทดสอบกับ

ตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test) ซ่ึงไดแก ผลิตภัณฑอาหาร (Food products) 

จํานวนตัวอยางเนื้อสัตวท้ัง 6 ชนิด (Multiplex 6 species) และ อัตราการปลอมปนในอาหาร  (Fraud 

ratio (%)) 

หมายเหตุ  * หมายถึง ตัวอยางท่ีไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได 

  ตัวเอียงสีแดง หมายถึง ตัวอยางท่ีมีการปลอมปน 

ผลิตภัณฑอาหาร 
จํานวน 

ตัวอยาง 

ชนิดของเนื้อ อัตราการ

ปลอมปน

(%) 
หม ู แกะ ไก นกกระจอกเทศ มา วัว 

1. เนื้อสัตวแชแข็ง (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. อาหารสําเร็จรูปแชแข็ง (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. อาหารจากรานอาหาร (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 

 

 งานวิจัยนี้สามารถพัฒนาชุดทดสอบสําหรับตรวจสอบดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมาย 6 

ชนิด ไดแก เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ในอาหารไดสําเร็จ ใน

การทําปฏิกิริยาพีซีอารเพียงครั้งเดียว โดยไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ ท้ังนี้ปจจัยสําคัญท่ี

สงเสริมใหเกิดความสําเร็จในครั้งนี้ อาจเนื่องมาจากหลายปจจัย ไดแก 1. ขนาดของตัวอยางช้ินเนื้อ

มีความเหมาะสม 2. กระบวนการเตรียมตัวอยางช้ินเนื้อโดยใช PBS buffer กอนการเพ่ิมปริมาณ       

ดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 3.การใชชุดน้ํายา Phire® Hot Start II DNA Polymerase ในการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอ 4.การเลือกและการออกแบบไพรเมอร (Primer) 5.มาตรฐานของหองปฏิบัติการ     

 

ขนาดของตัวอยางชิ้นเนื้อมีความเหมาะสม 

 ขนาดของตัวอยางช้ินเนื้อท่ีใชในการตรวจวิเคราะห มีผลตอประสิทธิภาพในการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีไดเร็คพีซีอาร โดยในการศึกษาครั้งนี้จะใชช้ินเนื้อตัวอยางขนาดประมาณ 

1×1 ตารางมิลลิเมตร (mm2) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Kitpipit และคณะ ในป พ.ศ.2557 (33) 

ท่ีพบวาขนาดของช้ินเนื้อท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีไดเร็คพีซีอาร มี

ขนาดประมาณ 1×1 ตารางมิลลิเมตร (mm2) โดยมีอัตราความสําเร็จ (Success rate) ของการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางเนื้อสัตวสูงถึง 95 เปอรเซ็นต (33, 37) และพบวาในกรณีท่ีใชช้ินเนื้อ

ขนาดใหญเกินไป อาจทําใหปริมาณของดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) มากเกินไป อาจสงผลให

ไพรเมอรเขาจับกับดีเอ็นเอตนแบบท่ีไมใชเปาหมาย (Non-specific binding) ได (22, 38) นอกจากนี้

การใชช้ินเนื้อขนาดใหญทําใหปริมาณตัวยับยั้งปฎิกิริยาพีซีอาร (PCR inhibitor) มีมากขึ้นตามไป

ดวย ซ่ึงจะสงผลใหประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอลดลง ทําใหไดปริมาณผลผลิต (Yield) 

นอยกวาท่ีควรจะเปน หรือยับยั้งกระบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไปอยางส้ินเชิง (22) ในทาง
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กลับกันหากใชขนาดช้ินเนื้อท่ีเล็กเกินไป จะทําใหปริมาณของดีเอ็นเอตนแบบ มีนอยเกินไป เม่ือ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฎิกีรียาพีซีอาร จะไดปริมาณผลผลิตนอยจนอาจไมสามารถตรวจเช็คผลโดย

วิธีการแยกแถบดีเอ็นเอโดยผานไฟฟาบนเจลอะกาโรส (Electrophoresis) ได 

 

กระบวนการเตรียมตัวอยางชิ้นเนื้อโดยใช PBS buffer กอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค   

พีซีอาร 

 กระบวนการเตรียมตัวอยางช้ินเนื้อกอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารท่ีใชใน

การศึกษานี้ เปนปจจัยหนึ่งท่ีทําใหเกิดความสําเร็จในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีไดเร็คพีซีอาร 

ซ่ึงทําไดโดยตัดช้ินเนื้อสัตวตัวอยางใหมีขนาดเล็กประมาณ 1×1 มิลลิเมตร แลวใสลงไปใน PBS 

Buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ซ่ึง PBS buffer จะชวยเจือจางตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR 

Inhibitor) จากตัวอยางเนื้อสัตว (39) ทําใหปฏิกิริยาพีซีอารดําเนินตอไปได อีกท้ัง PBS buffer ยัง

ชวยในการเจือจางดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ใหมีปริมาณอยูในชวงท่ีเหมาะสมสําหรับการ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร นอกจากนี้หลังจากเตรียมตัวอยางดวย PBS จะนําตัวอยาง

ไปบม (Incubation) ท่ีอุณหภูมิสูงถึง 98oC ซ่ึงอาจชวยทําใหเซลลแตก (Cell lysis) ทําใหปลดปลอย

ดีเอ็นเอออกมาไดดีขึ้น และยับยั้งเอ็นไซมท่ีจะทําลายนิวเคลียสใหไมทํางาน (Inactivate nuclease) 

เชน เอ็นไซมดีเอ็นเอส (DNase) เปนตน (40)  

 

การใชชุดน้ํายา Phire® Hot Start II DNA Polymerase ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

 การใชชุดน้ํายา Phire® Hot Start II DNA Polymerase (Thermoscientific, Germany) เปน

ปจจัยหนึ่งท่ีเอ้ือตอการประสบความสําเร็จในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็ค     

พีซีอาร (Multiplex direct PCR) เนื่องจากชุดน้ํายาดังกลาวประกอบไปดวยโพลีเมอรเรสรูปแบบ

ใหม (Novel polymerase) ท่ีไดรับการพัฒนาใหทนทานตอตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร (Inhibitor) จึง

สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อเปาหมายแมจะมีตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร (Inhibitor) อยูดวยก็

ตาม ทําใหไดปริมาณของผลผลิต (Yield) หรือดเีอ็นเอ (PCR product) สูง ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษา

ของ Kitpipit et al ในป ค.ศ.2014 พบวาดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส (DNA polymerase) ของชุดน้ํายา 

Phire® Hot Start II DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA) ใหอัตราการประสบความสําเร็จ

ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากเนื้อสัตวสูงถึง 95% เม่ือเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส (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) ซ่ึงใหอัตราการประสบความสําเร็จในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจาก

เนื้อสัตวเปน 89.2% 85% 5% 0% และ 0% ตามลําดับ (33) นอกจากนี้ใน PCR buffer ยังประกอบไป

ดวยสารบางอยาง เชน Bovine serum albumin (BSA) และ Tween-20 ซ่ึงการเติมสารเหลานี้ลงไปจะ

ชวยทําใหการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพสูงขึ้น แมจะมีตัวรบกวนปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR 

inhibitor) อยูดวยก็ตาม นอกจากนี้ตัวรบกวนปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR inhibitor) จะถูกเจือจางใน

ขั้นตอนการเตรียมตัวอยางกอนนําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (33, 41, 42) 

 

การเลือกและการออกแบบไพรเมอร (Primer) 

 ไพรเมอร (Primer) ท่ีใชในการศึกษานี้เปนอีกหนึ่งปจจัยท่ีเอ้ือตอการประสบความสําเร็จใน

การพัฒนาชุดทดสอบนี้ โดยไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงท้ัง 6 คูไดผานการตรวจสอบประสิทธิภาพ

เบ้ืองตนโดยใชโปรแกรมต างๆ เชน  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) และยังสามารถตรวจสอบโอกาสในการเกิดโครงสรางทุติยภูมิ 

(Self-complementarity) อันไดแก การฟอรมแฮฟน (Potential hairpin formation) การจับคูเบสผิด

ทางปลาย 3' (3' Complementarity) เปนตน ทําใหไดไพรเมอรท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มีคุณสมบัติ

เบ้ืองตนเหมาะสมในการพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (http://www. 

thermoscientificbio.com/webtools/tmc/) 

 ไพรเมอรท่ีใชในการศึกษานี้  ถูกออกแบบจากยีนไซโทโครมบี (Cyt b) ไซโตโครม        

ออกซิเดส 1 (COI) และ 12 เอส ไรโบโซมอล อารเอ็นเอ (12s rRNA) ซ่ึงอยูบนไมโทคอนเดรียล     

ดีเอ็นเอ (mtDNA) ซ่ึงมีคุณสมบัติท่ีเอ้ือตอการระบุชนิดของเนื้อสัตว เนื่องจากบริเวณดังกลาวมี

ความผันแปรของนิวคลีโอไทดเบสสูงระหวางส่ิงมีชีวิตตางชนิดกัน และมีความผันแปรของนิวคลี

โอไทดเบสระหวางสัตวชนิดเดียวกันเล็กนอย (25, 33) ทําใหสามารถนํามาใชระบุชนิดของเนื้อสัตว

ไดอยางนาเช่ือถือ อีกท้ังไพรเมอรท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ถูกออกแบบใหไพรเมอรท้ังหมดมีความ

ยาวประมาณ 22-34 คูเบส ซ่ึงการเลือกใชไพรเมอรในชวงความยาวท่ีเหมาะสมจะชวยสงเสริมให
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การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมีความจาํเพาะเจาะจง ลดโอกาสในการจับกับดีเอ็นเอตนแบบผิดตําแหนง 

(Mismatch) หากไพรเมอรยาวเกินไปอาจเกิดการไฮบริไดเซชันขามระหวางยีนท่ีมีลําดับเบส

คลายคลึงกัน (Cross-hybridized) กับไพรเมอรอ่ืนๆ และอาจเกิดการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีไมจําเพาะ

เจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมาย (Non-specific) ในปฏิกิริยาพีซีอาร และหากไพรเมอรส้ันเกินไป จะทํา

ใหความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรนี้ลดนอยลง ผลของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไมเปนท่ีนาเช่ือถือ 

นอกจากนี้ไพรเมอรท่ีเลือกใชท้ังหมดออกแบบใหมีอุณหภูมิ Melting temperature (Tm) ท่ีใกลเคียง

กันอยูในชวง 64-69ºC ท้ังนี้เพ่ือใหไพรเมอรท้ัง 6 คูในชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นในการศึกษานี้ 

สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายไดท้ัง 6 ชนิดในการทําปฏิกิริยาพีซีอารเพียง     

ครั้งเดียว 

 การศึกษานี้ไดออกแบบไพรเมอรใหเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอ (PCR product) ขนาด

ตางกันจากสัตวตางชนิด โดยแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏจะมีขนาด 100 119 133 155 253 และ 311 คูเบส 

สําหรับเนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ตามลําดับ ทําให

สามารถระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีเปนสวนประกอบในอาหารได โดยการนําดีเอ็นเอ (PCR product) 

ท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาพีซีอารมาแยกแถบดีเอ็นเอโดยผานกระแสไฟฟาบน

เจลอะกาโรส (Electrophoresis) ได 

 อีกท้ังไดออกแบบใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR product size) ท้ังหมดอยูในชวง 100-311 คูเบส 

ซ่ึงเปนขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีเล็กมาก จึงชวยเพ่ิมโอกาสท่ีจะไดรับผลการตรวจวัดโดยเฉพาะใน

อาหารท่ีมีปริมาณดีเอ็นเอจากเนื้อสัตวหลงเหลืออยูนอย ท้ังในตัวอยางเนื้อดิบ เนื้อปรุงสุก หรือ

แมแตในผลิตภัณฑอาหารจากเนื้อสัตวท่ีผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความรอนสูง ซ่ึงอาจทําให

ดีเอ็นเอของตัวอยางเสียสภาพไป นอกจากนี้การเลือกใชไพรเมอรท่ีจําเพาะเจาะจงกับเนื้อหมูท่ีมี

ขนาดเล็กเพียง 100 คูเบส ชวยเพ่ิมโอกาสในการตรวจพบการปนเปอนของดีเอ็นเอหมูในอาหารแม

มีเพียงปริมาณนอยๆ ซ่ึงเปนประโยชนอยางมากในการนําไปใชตรวจสอบกับผลิตภัณฑอาหาร     

ฮาลาล ซ่ึงสอดคลองกับรายงานกอนหนานี้ของ Ali M. E. และคณะ (43, 44) ท่ีไดแสดงใหเห็นวา

การใชไพรเมอรท่ีสามารถตรวจวิเคราะหเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ขนาดท่ีนอยกวา 150 คูเบส จะสามารถ

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดสําเร็จในอัตราท่ีสูง แมจะใชกับตัวอยางท่ีดีเอ็นเอเส่ือมสภาพแลวก็ตาม 
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มาตรฐานของหองปฏิบัติการ 

 จากผลการศึกษาการไมปรากฎแถบดีเอ็นเอ (PCR Product) สําหรับตัวควบคุมใหผลลบ 

(Negative controls) เปนการยืนยันถึงมาตรฐานของหองปฏิบัติการวา PCR reagent ท่ีใชสะอาด 

ปราศจากการปนเปอนของดีเอ็นเอ รวมไปถึงอุปกรณท่ีใชในหองปฏิบัติการ เชน หลอดทดลอง

ขนาดเล็ก และไมโครปเปตทิป (Micropipette tip) เปนตน ไดผานการนึ่งฆาเช้ือ (Autoclave) โดยใช

อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที กอนจะนํามาใชงาน ซ่ึง

เปนวิธีการฆาเช้ือโรคท่ีเปนมาตรฐานท่ีใชกันโดยท่ัวไปในหองปฏิบัติการ ทําใหสามารถทําลายได

ท้ังเช้ือแบคทีเรีย รวมไปถึงดีเอ็นเอแปลกปลอมตางๆ และในขั้นตอนการเตรียมพีซีอารมาสเตอร

มิกซ (PCR master mix) จะเตรียมภายในตูปฏิบัติงานพีซีอาร (PCR cabinet) เพ่ือปองกันการ

ปนเปอนในอากาศ นอกจากนี้บริเวณพ้ืนผิวของโตะ และอุปกรณตางๆ ภายในหองปฏิบัติการ 

จะตองเช็ดทําความสะอาดท้ังกอนและหลังการใชงาน โดยใชเอทานอล 70 เปอรเซ็นต (70% 

Ethanol) เนื่องจากระเหยไดชากวาเม่ือเทียบกับเอทานอล 95 เปอรเซ็นต (95% Ethanol) เพ่ือใหมี

ฤทธ์ิในการสัมผัสกับเช้ือไดนานขึ้น ทําใหฆาเช้ือไดดีกวา เนื่องจากเอทานอลมีฤทธ์ิละลายไขมันใน

เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียซ่ึงมีโครงสรางเปนฟอสโฟลิพิด ไบเลเยอร (Phospholipid bilayer) จึงทํา

ใหเซลลแตก สงผลใหเช้ือโรคเหลานั้นตายลง อีกท้ังเม่ือเอทานอลผานเขาไปในเซลลของแบคทีเรีย 

จะทําใหสภาพขั้วของตัวทําละลายภายในเซลลเปล่ียนไป กลาวคือโมเลกุลน้ําจะจับกับแอลกอฮอล 

มีผลใหสภาพขั้วภายในเซลลลดลง ซ่ึงจากเดิมโปรตีนภายในเซลลท่ีเคยละลายน้ําไดดี เปล่ียนไป

เปนละลายไมได ทําใหโปรตีนเสียสภาพไป ซ่ึงสงผลใหโปรตีนเหลานั้นไมทํางาน และทําใหเซลล

ของเช้ือแบคทีเรียตายลงในท่ีสุด (45) และสุดทายการแตงกายของผูปฎิบัติการไดแตงกายตาม

มาตรฐานของการเขาใชหองปฏิบัติการอยางเครงครดั อาทิเชน การสวมผาปดปากและจมูก (Mask) 

เพ่ือปองกันการกระจายของลมหายใจซ่ึงอาจมีดีเอ็นเอ หรือเช้ือโรคตางๆปะปนอยู การสวมเส้ือ

กาวนตัวยาวและแขนยาว และการสวมถุงมือยาง เพ่ือปองกันการสัมผัสโดยตรงระหวางตัวผู

ปฏิบัติการกับอุปกรณตางๆในหองปฏิบัติการ เนื่องจากในทุกๆครั้งท่ีมีการสัมผัสหมายถึงการ

สงผานดีเอ็นเอไปยังผิวสัมผัสนั้นๆ ซ่ึงจะสงผลใหเกิดปญหาการปนเปอนของดีเอ็นเอในขั้นตอน

การทําปฏิกิริยาพีซีอาร เปนตน 
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วิเคราะหผลการศึกษาเร่ืองการทวนสอบการใชงานจริงของชุดทดสอบ (Assay validation) 

 การทวนสอบการใชงานจริงของชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex 

direct PCR) ท่ีพัฒนาไดจากการศึกษาครั้งนี้ แบงออกการทดสอบทดสอบเปน 3 รูปแบบ คือ การ

ทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) และ

การทดสอบกับตัวอยางอาหารตามทองตลาด (Market/Street sample test) เพ่ือยืนยันวาชุดทดสอบ

ดังกลาวสามารถใชตรวจวิเคราะหไดอยางถูกตองแมนยํา มีความจําเพาะเจาะจงกับสัตวเปาหมาย 

และสามารถใชทดสอบกับตัวอยางตามทองตลาดไดจริง โดยการทดลองดังกลาวเปนไปตาม

มาตรฐานงานทางนิติวิทยาศาสตรสากล 

 สําหรับการทดสอบโดยการทําซํ้า (Reproducibility test) โดยการนําชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นตรวจสอบตัวอยางเนื้อดิบท่ีเปนเนื้อสัตวเปาหมายจํานวน 6 

ชนิด ท่ีไดมาจากแหลงตางๆ เปนจํานวนท้ังหมด 19 ตัวอยาง ผลท่ีไดพบวาชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึ้น

สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมาย 6 ชนิดท้ัง 19 ตัวอยางไดอยางถูกตอง และให

ขนาดดีเอ็นเอ (PCR product) จากสัตวเปาหมายทุกชนิดตามท่ีคาดหวัง ซ่ึงแสดงใหเห็นวาชุด

ทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีไดพัฒนาขึ้นในการศึกษานี้มีประสิทธิภาพในการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอของสัตวเปาหมายไดอยางถูกตอง และแมนยํา 100 เปอรเซ็นต สามารถนําไปใชได

จริงอยางนาเช่ือถือ 

 สําหรับการทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) โดยการนําชุดทดสอบหลาย

ตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีไดพัฒนาขึ้นตรวจสอบตัวอยางท้ังหมด 20 ชนิด ซ่ึงประกอบไปดวย

สัตวเปาหมายจํานวน 6 ชนิด และสัตวอ่ืนๆท่ีอาจนํามาประกอบอาหารทองถ่ิน รวมไปถึงสัตวปา 

จํานวน 14 ชนิด ผลท่ีไดพบวาชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดเฉพาะใน

ตัวอยางท่ีเปนเนื้อสัตวเปาหมาย 6 ชนิดเทานั้น และใหขนาดดีเอ็นเอ (PCR product) จากสัตว

เปาหมายทุกชนิดตามท่ีคาดหวัง ในขณะท่ีไมมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวชนิดอ่ืนๆท่ี

ไมใชเนื้อสัตวเปาหมาย ซ่ึงแสดงใหเห็นวาไพรเมอรท่ีใชในชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็ค

พีซีอารมีความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมาย กลาวคือสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ไดเฉพาะในตัวอยางเนื้อสัตวเปาหมาย 6 ชนิดเทานั้น ซ่ึงมีประโยชนอยางมากในแงของการ

นําไปใชทดสอบกับตัวอยางเนื้อท่ีไมทราบชนิด (Unknown) เพราะสามารถม่ันใจไดวาผลท่ีไดมา

จากเนื้อเปาหมายเทานั้น และจะไมเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวอ่ืนๆ 
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 สําหรับการทดสอบกับตัวอยางอาหารตามทองตลาด (Market/Street sample test) โดยการ

นําชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีไดพัฒนาขึ้นตรวจสอบตัวอยางอาหารตาม

ทองตลาด ผลท่ีไดพบวาชุดทดสอบดังกลาวสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดเฉพาะในตัวอยางท่ีเปน

เนื้อสัตวเปาหมาย 6 ชนิด ซ่ึงคิดเปนอัตราความสําเร็จในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของตัวอยางสูงถึง 

96.04 เปอรเซ็นต โดยตัวอยางท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดมี 4 ตัวอยาง ไดแก ตัวอยางเนื้อวัว

ในเกาเหลาเนื้อเปอย จํานวน 1 ตัวอยาง ตัวอยางโรตีมะตะบะไก จํานวน 1 ตัวอยาง และตัวอยาง

ลูกช้ิน จํานวน 2 ตัวอยาง ท้ังนี้อาจจะเนื่องมาจากในกรณีของตัวอยางลูกช้ินซ่ึงไมสามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอได อาจจะเนื่องมาจากในกระบวนการผลิตนั้นนิยมผสมแปงปริมาณมากในลูกช้ิน 

เพ่ือเปนการประหยัดตนทุนการผลิตของผูประกอบการ ทําใหปริมาณเนื้อสัตวมีปริมาณนอยมาก จึง

มีผลใหโอกาสในการตรวจวเิคราะหดเีอ็นเอเพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตวในตัวอยางดงักลาวลดนอยลง

ไปดวยเชนกัน สวนกรณีท่ีตัวอยางเนื้อวัวในเกาเหลาเนื้อเปอย และตัวอยางโรตีมะตะบะไกซ่ึงไม

สามารถตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอได อาจเนื่องมาจากเครื่องเทศ หรือเครื่องปรุงในอาหารดังกลาวเปน

ตัวยับยั้งปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR inhibitor) ทําใหไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากเนื้อสัตว

เปาหมายได 

 จากผลการวิจัยแสดงใหเห็นวาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารสามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายในอาหารไดจริง รวมไปถึงสามารถใชไดกับอาหารทุก

ประเภท ซ่ึงจะเปนประโยชนในการบังคับใชกฎหมายเพ่ือคุมครองสิทธิผูบริโภค โดยตรวจ

วิเคราะหการปนเปอน หรือการปลอมปน และการติดฉลากไมตรงกับความปนจริงในผลิตภัณฑ

อาหารจากเนื้อสัตว รวมไปถึงอาหารปรุงสุกซ่ึงวางจําหนายอยูตามรานอาหารท่ัวไป  
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ขอดีและขอเสียของชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex direct PCR) ที่

พัฒนาขึ้น 

 ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาในการศึกษาครั้งนี้ สามารถระบุชนิด

ของเนื้อสัตวเปาหมายไดถึง 6 ชนิด ไดแก เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus 

gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos 

taurus) ภายในการทําปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียว ซ่ึงไดเปรียบกวาวิธีซิงเกิลเพล็กซพีซีอาร (Singleplex 

PCR) ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายไดเพียง 1 ชนิดตอการทําปฏิกิริยา 1 ครั้ง 

ทําใหชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นนี้มีขอไดเปรียบกวาในดานของการ

ประหยัดเวลา และสารเคมี อีกท้ังชุดทดสอบดังกลาวเปนวิธีท่ีไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ 

ทําใหใชระยะเวลาไมเกิน 90 นาที ซ่ึงเปนประหยัดเวลาเม่ือเทียบกับวิธีดั้งเดิมซ่ึงจะเสียเวลาไปกับ

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ นอกจากนี้ยังพบวาขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอมีผลทําใหสูญเสียดีเอ็นเอจาก

ตัวอยาง กลาวคือเม่ือทําการสกัดดีเอ็นเอดสร็จส้ิน จะไดดีเอ็นเอกลับคืนมาเพียงรอยละ 16-30 ของ          

ดีเอ็นเอท้ังหมด (15-17) ชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารจึงไดเปรียบอยางยิ่งในกรณีท่ี

ตัวอยางมีปริมาณดีเอ็นเอนอยๆ เนื่องจากวิธีนี้ตองการตัวอยางในปริมาณเพียงเล็กนอย ประมาณ 

0.3-1.0 ตารางมิลลิเมตร ก็เพียงพอตอการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดสําเร็จ นอกจากนี้ยังเปนวิธีท่ีสะดวก 

ประหยัดคาใชจายท้ังในดานสารเคมี และเครื่องมือตางๆ 

 อยางไรก็ตามชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาในการศึกษาครั้งนี้ มี

ขอจํากัด 2 ประการ ประการแรก คือ เม่ือเปรียบเทียบกับวิธีเรียลไทมพีซีอาร (Real-time PCR) วิธีนี้

ไมสามารถบอกขอมูลในเชิงปริมาณได (46, 47) แตอยางไรก็ตามการบอกปริมาณในวิธีเรียลไทม

พีซีอาร (Real-time PCR) จะสามารถบอกไดเม่ือมีวัตถุดิบอางอิงท่ีเหมาะสมเทานั้น อีกท้ัง

สวนประกอบในอาหารอาจสงผลรบกวนกระบวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในวิธีเรียลไทมพีซีอาร 

(Real-time PCR) ได ซ่ึงจะสงผลรบกวนตอปริมาณท่ีวัดได (46, 48, 49) ประการท่ีสอง คือ 

ประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และความไวในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสัตวท้ัง 6 ชนิด

ชนิด ไดแก เนื้อหมู (Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ 

(Struthio camelus) เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ไมเทากัน ซ่ึงเปนปญหา

ท่ีตองพบในวิธีมัลติเพล็กซพีซีอาร (Multiplex PCR) ทุกชนิด (43, 46) 
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บทท่ี 6  

 

 

สรุปผลการทดลอง 

 

 งานวิจัยครั้งนี้สามารถพัฒนาชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร (Multiplex 

direct PCR) ไดสําเร็จ มีประโยชนในการระบุชนิดของเนื้อสัตวเปาหมายถึง 6 ชนิด ไดแก เนื้อหมู 

(Sus scrofa) เนื้อแกะ (Ovis aries) เนื้อไก (Gallus gallus) เนื้อนกกระจอกเทศ (Struthio camelus) 

เนื้อมา (Equus ferus caballus) และเนื้อวัว (Bos taurus) ภายในการทําปฏิกิริยาเพียงครั้งเดียว โดย

สัตวท่ีเลือกมาท้ัง 6 ชนิด เปนสัตวท่ีนิยมบริโภคกันโดยท่ัวไปจํานวน 4 ชนิด ไดแก เนื้อแกะ เนื้อไก 

เนื้อนกกระจอกเทศ และเนื้อวัว และเปนสัตวตองหามทางศาสนาจํานวน 2 ชนิด ไดแก เนื้อหมู และ

เนื้อมา และชุดทดสอบดังกลาวเปนวิธีท่ีไมตองผานขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอทําใหใชระยะเวลาไม

เกิน 90 นาที ซ่ึงเปนประหยัดเวลา และไมมีการสูญเสียดีเอ็นเอไปเม่ือเทียบกับวิธีดั้งเดิม ซ่ึงจะ

เสียเวลาไปกับขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ นอกจากนี้ยังเปนวิธีท่ีสะดวก ประหยัดคาใชจายในดาน

สารเคมี อีกท้ังวิธีนี้ตองการตัวอยางในปริมาณเพียงเล็กนอย ประมาณ 0.3-1.0 ตารางมิลลิเมตร ก็

เพียงพอตอการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได 

 นับเปนครั้งแรกในการประยุกตใชชุดทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอาร สําหรับ

การระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีใชเปนองคประกอบในอาหาร สามารถตรวจสอบไดท้ังในอาหารท่ีเปน

เนื้อดิบ เนื้อปรุงสุก หรือผลิตภัณฑจากเนื้อสัตวท่ีผานกระบวนการแปรรปูโดยใชความรอนสูง ซ่ึงมี

ประโยชนในการชวยหนวยงานท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวกับการตรวจสอบอาหารไดท่ัวโลก เชน สถาบัน

รับรองระบบการผลิตผลิตภัณฑการเกษตร (Institute of Certified Agricultural Production System : 

ICAPS) ซ่ึงเปนการตรวจเพ่ือรับรองมาตรฐานสินคาทางการเกษตร อาทิเชน การผลิตพืชผักผลไม 

สินคาจําพวกสัตวน้ํา รวมถึงสินคาจําพวกปศุสัตว โดยภาครัฐไดกําหนดใหเกษตรกร ผูผลิต หรือ

ผูประกอบการปฏิบัติตามมาตรฐานการผลิตและแปรรูป และสถาบันบริการตรวจสอบคุณภาพและ

มาตรฐานผลิตภัณฑ (Institute of Product Quality and Standardization: IQS) ซ่ึงเปนองคกรใน

กํากับของมหาวิทยาลัยแมโจ เพ่ือพัฒนาอุตสาหกรรมอาหารและสินคาเกษตรใหเปนไปตาม
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นโยบายอาหารปลอดภัย รวมไปถึงการสงเสริมครัวไทยเปนครัวของโลก โดยมีหนาท่ีหลายดาน 

เชน ตรวจสอบสารตกคางยาฆาแมลงในผัก ผลไม และสินคาเกษตร สารปฏิชีวนะตกคางใน

เนื้อสัตว วัตถุเจือปนอาหาร บริการตรวจสอบวิเคราะหอาหาร และคุณภาพน้ํา เปนตน นอกจากนี้ชุด

ทดสอบหลายตําแหนงแบบไดเร็คพีซีอารท่ีพัฒนาขึ้นนี้ยังมีประโยชนอยางยิ่งในการตรวจสอบ

ผลิตภัณฑอาหารฮาลาล โดยจะตองไมพบการปนเปอนหรือการปลอมปนดีเอ็นเอจากเนื้อสัตวซ่ึง

เปนขอหามในบทบัญญัติทางศาสนาอิสลาม เชน เนื้อหมู และเนื้อมา เปนตน 

 วิธีนี้ไดรับการทวนสอบการใชชุดทดสอบจริงตามมาตรฐานแนะนาํ ไดแก การทดสอบโดย

การทําซํ้า (Reproducibility test) การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (Specificity test) และการทดสอบ

กับตัวอยางตามทองตลาด (Market/Street sample test) ซ่ึงทําใหผลการทดสอบเปนท่ีนาเช่ือถือ 

เหมาะสําหรับการบังคับใชทางกฏหมาย เพ่ือใชในการตรวจสอบการปนเปอน การปลอมปน หรือ

การติดฉลากไมตรงกับความเปนจริงในผลิตภัณฑอาหาร ซ่ึงชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นนี้สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอของเนื้อสัตวเปาหมายไดอยางแมนยํา 100 เปอรเซ็นต มีความจําเพาะเจาะจงตอ

เนื้อสัตวเปาหมายสูง และสามารถใชในการระบุชนิดของเนื้อสัตวท่ีใชเปนองคประกอบในอาหาร

ไดจริง จึงเปนวิธีท่ีเหมาะกับงานตรวจประจําวันในหองปฏิบัติการ เพ่ือทดสอบการปลอมปน หรือ

การติดฉลากไมตรงกับความเปนจริงของอาหารตามทองตลาด ซ่ึงนอกจากวิธีนี้ตองการตัวอยางใน

ปริมาณเล็กนอย ในการศึกษาครั้งนี้ยังเลือกใชไพรเมอรท่ีใหผลผลิตพีซีอารขนาดเล็ก ซ่ึงเปน

ประโยชนอยางยิ่งในการเพ่ิมโอกาสสําหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพ่ือระบุชนิดของเนื้อสัตว

เปาหมายในกรณีท่ีช้ินเนื้อไดผานกระบวนการปรุงสุก หรือผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความ

รอนสูงท่ีทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพไป และยังเปนประโยชนสําหรับในกรณีท่ีอาหารมีการปนเปอน 

หรือการปลอมปนดีเอ็นเอของเนื้อสัตว อ่ืนในปริมาณเล็กนอย เชน การปลอมปนเนื้อมาใน        

เบอรเกอรท่ีฉลากระบุวาเปนเนื้อวัว หรือการปนเปอนเนื้อหมูในอาหารฮาลาล เปนตน ซ่ึงเปนการ

กระทําท่ีผิดตอหลักศาสนา และมีผลตอกระบวนการทางกฎหมายในดานการคุมครองสิทธิของ

ผูบริโภค (21) 
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