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เอกสารและงานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

 
ดีเอ็นเอเป็นสารพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตท่ีมีความพิเศษมหัศจรรย์ในตวัของมนัเอง 

นบัตั้งแต่รูปร่างโมเลกุลท่ีมีความสมบูรณ์พร้อมพอเหมาะพอดี สามารถท่ีจะเก็บขอ้มูลส าคญัของ
ส่ิงมีชีวิตให้อยู่ในอาณาเขตท่ีจ ากดั มีการท างานท่ีเป็นระเบียบ ท าให้ส่ิงมีชีวิตนั้นสามารถสืบทอด
ขอ้มูลทางพนัธุกรรมจากรุ่นพ่อแม่ต่อไปยงัลูกหลานได้โดยไม่ถูกเปล่ียนโครงสร้างหรือหน้าท่ี       
มีกระบวนการควบคุมการท างานทุกขั้นตอน เพื่อรักษาความถูกตอ้งแม่นย  าในการถ่ายทอดขอ้มูล 
นอกจากนั้นยงัสามารถท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงและปรับตวั เพื่อด ารงชีวิตอยูใ่นสภาวะแวดลอ้ม 
ท่ีเปล่ียนไป เน่ืองจากถา้ไม่มีการเปล่ียนแปลงก็จะไม่สามารถมีววิฒันาการเกิดข้ึน 

การศึกษาดีเอน็เอตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนัและแนวโนม้ในอนาคต มีอิทธิพลอยา่งสูงต่อ
การด ารงชีพและพฒันาการของส่ิงมีชีวติทั้งหลาย ประวติัการศึกษาในอดีต มีล าดบัยอ่ๆ ดงัน้ี 

ปี ค.ศ. 1859 C. Darwin นกัธรรมชาติวทิยา ชาวองักฤษ ไดแ้ต่งหนงัสือเร่ือง The species 
of life ซ่ึงกล่าวถึงการก าเนิดของส่ิงมีชีวิตและพฒันาการท่ีเปล่ียนแปลงเน่ืองจากการคดัเลือกโดย
ธรรมชาติ (Natural selection)  

ปี ค.ศ.  1860 G. Mendel นักบวช  ชาวออสเตรีย บิดาแห่งพนัธุศาสตร์ได้พิสูจน์ถึง
แหล่งท่ีมาของยีน (Gene) และไดร้ายงานการคน้พบกฎการถ่ายทอดลกัษณะพนัธุกรรมแต่รายงาน
เหล่านั้นถูกละเลย จนกระทัง่ปี ค.ศ. 1900 จึงเป็นปีเร่ิมตน้ของพนัธุศาสตร์อย่างแทจ้ริง (ตรีทิพย ์
รัตนวรชยั, 2552) 

ปี ค.ศ. 1868 J. Friedrich Miescher นกัศึกษาแพทย ์ชาวสวิสเซอร์แลนด์ สามารถแยก
สารเคมีตวัหน่ึงไดจ้ากเซลล์ท่ีเรียกว่า “นิวคลีอิน” (Nuclein) ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นกรด (ต่อมาเรียกว่า 
กรดนิวคลีอิก) มีไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเป็นองคป์ระกอบในปริมาณสูง (หทัยา กาววีงศ,์ 2548) 

ปี ค.ศ. 1943 O. Avery ชาวอเมริกนั พิสูจน์วา่ยนีท่ีเป็นแหล่งขอ้มูลทางพนัธุกรรมอยูบ่น
ดีเอน็เอ  
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ปี ค.ศ. 1947 E. Chargaff ไดว้เิคราะห์ดีเอน็เอจากส่ิงมีชีวิตชนิดต่างๆ และพบวา่ปริมาณ
ของเบสอะดีนีนจะเท่ากับปริมาณเบสไทมีนและปริมาณของเบสกัวนีนจะเท่ากับปริมาณเบส        
ไซโทซีน 

ปี ค.ศ. 1952 A. Hershey และ Martha Chase พิสูจน์ไดว้า่ดีเอน็เอเป็นสารพนัธุกรรม 
ปี ค.ศ. 1953 J. Watson และ F. Crick คน้พบโครงสร้างดีเอ็นเอ โดยลกัษณะของดีเอ็นเอ

เป็นเกลียวคู่  ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์สองสายเรียงตัวไปในทิศทางตรงข้าม  โดยมีพนัธะ
ไฮโดรเจนเช่ือมระหวา่งนิวคลีโอไทดส์องสายนั้น (DNA double helex) 

ปี ค.ศ. 1955 J. H. Tjio พบวา่มนุษยป์ระกอบดว้ยโครโมโซม 46 แท่งในเซลล์และ 
Arthur Kornberg คน้พบการท าหนา้ท่ีของ DNA polymerase 

ปี ค.ศ. 1959 M. Nirenberg, H. Khorana และ  S. Ochoa พิสูจน์ไดว้า่ Genetic code 
ประกอบดว้ยรหสั 3 ตวัของเบสนิวคลีโอไทด์ ท่ีมี 4 ตวัอกัษร สามารถแปลความหมายไดเ้ป็นกรด 
อะมิโน 1 ชนิด 

ปี ค.ศ. 1968 กลุ่มของ Meselson แห่งมหาวิทยาลยัฮาร์วาร์ด, H.O. Smith, K.W. Wilcox 
และ T.J. Kelley แห่งมหาวทิยาลยัจอห์นฮอปกินส์ สหรัฐอเมริกา คน้พบการท างานของ Restriction 
enzymes 

ปี ค.ศ. 1975   คณะของ F. Sanger, กลุ่มของ A. Maxam และ W. Gilbert คน้พบวิธีการ
ตรวจสอบล าดบัเบสบนสายดีเอน็เอ (DNA sequencing)  

ปี ค.ศ. 1986 K. Mullis คน้พบวิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่    
พอลิเมอร์เลส (Polymerase chain reaction) 

ปี ค.ศ. 1987   ศาลประเทศองักฤษ ไดมี้การตดัสินความผิดเก่ียวกบัคดีข่มขืน โดยอาศยั
การพิสูจน์หลกัฐานทางดีเอน็เอเป็นคร้ังแรก 

ปี ค.ศ. 1990   เร่ิมโครงการ Human Genome Project เพื่อหาล าดบัเบสของมนุษยท์ั้งหมด
บนโครโมโซม รวมทั้งจดัท า Genetic map และ Physical map ตลอดจนศึกษาบทบาทหนา้ท่ีของยนี 

ปี ค.ศ. 2002   National Human Genome Research Institute (NHGRI) และองคก์รทัว่โลก
ไดรั้บความส าเร็จในโครงการ Human Genome Project ซ่ึงคาดหวงัวา่จะสามารถเอาชนะโรคทาง
พนัธุกรรมทั้งหมด ตลอดจนความผดิปกติต่างๆ ในมนุษยไ์ดใ้นอนาคตได ้(ตรีทิพย ์รัตนวรชยั, 2552)    

พฒันาการของความรู้ และงานวิจยัทางด้านพนัธุศาสตร์มีความเป็นไปอย่างต่อเน่ือง 
โดยเร่ิมจากลักษณะพนัธุกรรมท่ีถูกควบคุมโดยยีน ซ่ึงจะแยกตวัถ่ายทอดไปยงัรุ่นต่อไปผ่าน       
ทางเซลล์สืบพนัธ์ุ ต่อมาพบว่ายีนเป็นสารเคมีพวกดีเอ็นเอ ซ่ึงถือไดว้่าเป็นยุคของการเร่ิมตน้ทาง
พนัธุศาสตร์ท่ีมีการศึกษาคน้ควา้จาก Classical genetics มาเป็น Molecular genetics 
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ดีเอ็นเอเป็นสารประกอบประเภทหน่ึงของกรดนิวคลีอิก (Nucleic acid) มีช่ือยอ่มาจาก
ค าวา่ ดีออกซีไรโบนิวคลีอิก แอสิด (Deoxyribonucleic acid ; DNA) ประกอบดว้ยพอลิเมอร์ของ    
นิวคลีโอไทด์สองสาย (Double-strand) มาพนักันเป็นเกลียวฮีลิกซ์ ซ่ึงในหน่ึงนิวคลีโอไทด์จะ
ประกอบด้วยองค์ประกอบสามส่วน  คือ  น ้ าตาลเพนโทส  (Pentose sugar)  ชนิดดีออกซีไรโบส 
(Deoxyribose), กลุ่มฟอสเฟต (Phosphate group) และไนโตรจีนสัเบส (Nitrogenous base) (ตรีทิพย ์
รัตนวรชยั, 2552) (ภาพ 1) โดยทัว่ไปเบสท่ีพบในดีเอ็นเอจะมี 4 ชนิด สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม 
แต่ละกลุ่มจะมีความแตกต่างกนัในองคป์ระกอบ และโครงสร้าง คือ กลุ่มเบสไพริมิดีน (Pyrimidine) 
มีโครงสร้างหลกัประกอบดว้ยวงแหวน 1 วง เบสในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ เบสไซโทซีน (Cytosine ; C) และ
เบสไธมีน (Thymine ; T) กลุ่มเบสเพียวรีน (Purine) มีโครงสร้างหลกัประกอบดว้ยวงแหวน  2 วง  
คือ วงแหวนของเบสไพริมิดีนเช่ือมกบัวงแหวนอิมิดาโซล (Imidazole) เบสในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ เบส  
อะดีนีน (Adenine ; A) และเบสกวันีน (Guanine ; G) (วิชยั บุญแสง และคณะ, 2541) (ภาพ 2) ซ่ึง
เบสทั้ง 4 ชนิดจะต่ออยู่กบัน ้ าตาลดีออกซีไรโบสซ่ึงมีคาร์บอน 5 อะตอม ท่ีต  าแหน่ง C-1' โดยมี      
หมู่ฟอสเฟตเป็นตวัเช่ือมระหว่างคาร์บอนต าแหน่งท่ี  3' ของน ้ าตาลโมเลกุลหน่ึงกับคาร์บอน
ต าแหน่งท่ี 5' ของน ้ าตาลโมเลกุลถดัไปดว้ยพนัธะฟอสโฟไดเอสเตอร์ (Phosphodiester bond) ท าให้
สายโพลีนิวคลีโอไทดท่ี์เกิดข้ึน มีปลายดา้นหน่ึงเร่ิมตน้ดว้ย 3'-OH (เรียกปลาย 3') และปลายอีกดา้น
หน่ึงส้ินสุดดว้ย 5'-phosphate (เรียกปลาย 5') (หทัยา กาววีงศ,์ 2548) (ภาพ 3) 

 

โครงสร้างของดีเอน็เอจะมีลกัษณะท่ีพนักนัเป็นเกลียวคลา้ยขดลวดสปริง เรียกวา่ ฮีลิกซ์ 
(Helix) โดยทัว่ไปจะเป็นเกลียวคู่เวียนขวา (Right-handed double helix) การพนัเกลียวของดีเอ็นเอ
ท าใหเ้กิดเป็นร่องข้ึน 2 ขนาด คือ ร่องขนาดใหญ่ (Major groove) และร่องขนาดเล็ก (Minor groove) 
(ภาพ 4 (ก     )  ) เกลียวคู่น้ีจะท าให้สายพอลีนิวคลีโอไทด์สองสายเรียงตวัในทิศทางตรงขา้มกนั  คือ    
สายหน่ึงจะเรียงตวัจาก  5'-phoshate ไปยงั 3'-OH อีกสายหน่ึงเรียงจาก  3'-OH ไปยงั5'-phoshate     
แกนของทั้งสองสายเป็นส่วนของน ้ าตาลดีออกซีไรโบสต่อกบัหมู่ฟอสเฟตและมีเบสอยู่ภายใน
เกลียว (ภาพ 4 (ข    ) ) โดยมีระนาบของเบสตั้งฉากกบัแกนของเกลียวในลกัษณะเหมือนราวบนัไดวน
กบัขั้นบนัได เส้นผา่นศูนยก์ลางของเกลียวมีขนาด 20 Å แต่ละรอบเกลียวจะประกอบดว้ยเบส 10 คู่ 
ยาว 34 Å (ระยะห่างระหว่าง 1 คู่เบสเท่ากบั 3.4 Å) เกลียวคู่ของดีเอ็นเอจะถูกยึดดว้ยพนัธะ
ไฮโดรเจนระหว่างเบสท่ีอยู่บนสายตรงขา้มกัน  โดยมีเบสอะดีนีนจบัคู่กับเบสไธมีนด้วยพนัธะ
ไฮโดรเจน 2 พนัธะและเบสไซโทซีนจบัคู่กบัเบสกวันีน ดว้ยพนัธะไฮโดรเจน 3 พนัธะ (ภาพ 4 (ค  )  ) 
นอกจากน้ียงัมีแรงไฮโดรโฟบิค (Hydrophobic interaction) ท่ีเกิดข้ึนระหว่างเบสท่ีซ้อนอยูใ่นสาย  
นิวคลีโอไทดแ์ต่ละสาย ดงันั้นพนัธะไฮโดรเจนและพนัธะไฮโดรโฟบิคจึงเป็นพนัธะหลกัท่ีช่วยให้
เกลียวฮีลิกซ์ของดีเอน็เอเสถียรคงรูปอยูไ่ด ้(วชิยั บุญแสง และคณะ, 2541) 
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ภาพ 1  โครงสร้างของนิวคลีโอไทด์ที่ประกอบด้วยน า้ตาล กลุ่มฟอสเฟต และเบส 
 

(ท่ีมา: วชิยั บุญแสง และคณะ, 2541) 
 

 
 

ภาพ 2  โครงสร้างเบสทีพ่บบนสายดีเอน็เอ   (ก) เบสไพริมิดีน   (ข) เบสเพียวรีน 
 

(ท่ีมา: วชิยั บุญแสง และคณะ, 2541) 
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ภาพ 3  สายพอลนิีวคลโีอไทด์ทีเ่ช่ือมกนัด้วยพนัธะฟอสโฟไดเอสเตอร์แสดงทิศทางจากปลาย 5' ไป 3' 

 

 

(ท่ีมา: วชิยั บุญแสง และคณะ, 2541) 
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โดยทัว่ไปดีเอ็นเอเป็นแหล่งเก็บข้อมูลทางพนัธุกรรม สามารถพบได้ในเซลล์เกือบ     
ทุกชนิดของส่ิงมีชีวิตและมีการถ่ายทอดขอ้มูลออกไปให้อยูใ่นรูปของอาร์เอ็นเอ ดว้ยกระบวนการ
ถอดรหัส (Transcription) จะมีกระบวนการแปลรหัส (Translation) จากอาร์เอ็นเอเป็นโปรตีน
ส าหรับท าหน้าท่ีต่างๆ อีกทีหน่ึง (ตรีทิพย ์รัตนวรชยั, 2552) ซ่ึงในเซลล์แต่ละเซลล์จะมีดีเอ็นเอ
ประมาณ 3 พนัลา้นเบส การเรียงตวัของเบสแต่ละคนจะแตกต่างกนั ท าให้ดีเอ็นเอของแต่ละคน   
ไม่เหมือนกนั ยกเวน้ในฝาแฝดไข่ใบเดียวกนั รวมทั้งดีเอ็นเอยงัมีความจ าเพาะในส่ิงมีชีวิตแต่ละ
ชนิดส่งผลท าใหล้ าดบัเบสบนสายดีเอน็เอเกิดความหลากหลายข้ึน (อรรถพล แช่มสุวรรณวงศ,์ 2544)  

 

ประเภทของดีเอน็เอสามารถแบ่งตามแหล่งท่ีมาได ้2 แหล่ง คือ ดีเอน็เอท่ีพบในนิวเคลียส 
(Nuclear DNA) และดีเอ็นเอท่ีพบในไมโตคอนเดรีย  (Mitochondrial DNA ; mtDNA) การศึกษา       
ดีเอ็นเอท่ีพบในนิวเคลียสจะท าให้ได้ข้อมูลท่ีเป็นประโยชน์ส าหรับการศึกษาระบบวิทยา             
เชิงโมเลกุลและวิวฒันาการ ส่วนขอ้มูลการเรียงล าดบัเบสของดีเอ็นเอท่ีพบในไมโตคอนเดรีย         
มีความเหมาะสมในการน ามาใชห้าความสัมพนัธ์ของส่ิงมีชีวิตท่ีมีสายเลือดใกลชิ้ดกนัและยงัเหมาะ
ท่ีจะน าไปใชใ้นการศึกษาเพื่อใชใ้นการจ าแนกชนิดและสายพนัธ์ุของส่ิงมีชีวิตต่างๆ เป็นผลท าให้
นกัวจิยัส่วนใหญ่จึงก าหนดยนีเป้าหมายท่ีดีเอน็เอในไมโตคอนเดรีย 

 

ไมโตคอนเดรีย (Mitochondria) เป็นออแกเนลล์ของเซลล์อยู่ภายในไซโตพลาสซึม     
ท าหนา้ท่ีส าคญั คือ เป็นแหล่งผลิตสารท่ีให้พลงังานสูง (Adenosine triphosphate ; ATP) พบเฉพาะ
ในเซลลข์องยแูคริโอต (Eukaryotic cell) ท่ีใชอ้อกซิเจนในการหายใจ คน้พบคร้ังแรกโดย Kollicker 
ระยะแรกท่ีพบออแกเนลล์น้ีมีหลายช่ือ  เช่น  คอนดริโอโซม  (Chondriosome)  ไบโอบลาสต ์
(Bioblast) เป็นตน้ จนกระทัง่ในปี ค.ศ. 1897 Benda ไดเ้รียกวา่ ไมโตคอนเดรีย รูปร่างจะมีลกัษณะ
เป็นกอ้นกลม หรือกอ้นรีๆ มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางระหวา่ง 0.2 - 1.0 ไมครอน ความยาวประมาณ 
5 - 7 ไมครอน (วิกิพีเดีย สารานุกรมเสรี, 2554) มีเยื่อหุ้ม 2 ชั้น (double unit membrane) โดยเยื่อหุ้ม
ชั้นนอกเรียบความหนาประมาณ 60 - 80 Å ท าหนา้ท่ีควบคุมการผา่นเขา้ออกของสาร  เยื่อหุ้มชั้นใน
มีลกัษณะเป็นท่อหรือพบัทบกนัอยู ่เรียกวา่ ครีสตี (Cristae) ภายในบรรจุของเหลวท่ีประกอบดว้ย
สารหลายชนิด เรียกวา่ เมทริกซ์ (Matrix) (ธนาวลยั อรัญญิก, 2552) (ภาพ 5)     

   

ภายในไมโตคอนเด รีย  มีสารพัน ธุกรรมท่ี เ รียกว่า  ดี เอ็น เอไมโตคอนเด รีย 
(Mitochondrial DNA ; mtDNA) ซ่ึงมีขนาดเล็กมากเม่ือเทียบกบัดีเอ็นเอท่ีอยู่ในนิวเคลียส ส าหรับ
รหสับนดีเอน็เอของไมโตคอนเดรียนั้น ทุกเบสมีความหมายทั้งหมด และเท่าท่ีพบในขณะน้ีมี 37 ยีน 
โดยหลงัจากกระบวนการถอดรหัสและแปลรหัสแลว้ผลผลิตท่ีไดเ้ป็น ribosomal RNA (rRNA)      
2 ชนิด transfer RNA (tRNA) 22 ชนิด และโปรตีนอีก 13 ชนิด ซ่ึงโปรตีนทั้งหมดจะเป็นหน่วยยอ่ย
ของเอนไซม์ท่ีส าคญัของกระบวนการออกซิเดทีฟฟอสฟอริเลชั่น คือ หน่วยย่อยของเอนไซม ์
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NADH dehydrogenase 7 หน่วยยอ่ย คิดเป็น 60% ของทั้งหมด หน่วยยอ่ยของเอนไซม ์Cytochrome 
C oxidase 3 หน่วยยอ่ย หน่วยยอ่ยของเอนไซม ์ATP synthase 2 หน่วยยอ่ย และหน่วยยอ่ยของ
เอนไซม ์Cytochrome b 1 หน่วยยอ่ย (ภาพ 6)  

 

กลไกในการท างานของดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียจะแตกต่างจากดีเอ็นเอท่ีอยู่ใน
นิวเคลียสและมีกลไกการจ าลองตวัเองท่ีเป็นอิสระต่อดีเอ็นเอในนิวเคลียส กล่าวคือการจ าลองตวั
ของดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียสามารถเกิดข้ึนไดโ้ดยไม่จ  าเป็นตอ้งเกิดข้ึนพร้อมกบัการจ าลองตวัเอง
ของดีเอ็นเอในนิวเคลียส นอกจากนั้นดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียยงัเป็นดีเอ็นเอชนิดเดียวท่ีพบใน        
ไซโทพลาสซึม ท่ีมาของมันนั้นไม่ได้มาจากการเกิดข้ึนใหม่เอง (de-novo) แต่ต้องได้รับการ
ถ่ายทอดมาจากบรรพบุรุษท่ีปกติจะอาศยักฎของเมนเดล (มาจากพ่อและแม่) แต่เน่ืองจากการ
ถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมของดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียจะเกิดจ าเพาะกับฝ่ายมารดาเท่านั้น      
ท าให้การถ่ายทอดพนัธุกรรมไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล (ตรีทิพย ์รัตนวรชัย, 2552) ซ่ึงความ
ผิดปกติของดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียท่ีเกิดข้ึนดังกล่าว สามารถใช้เป็นประโยชน์ในการติดตาม      
เช้ือสายทางมารดา และสามารถน าไปใชใ้นการตรวจพิสูจน์เพื่อระบุชนิดของเจา้ของดีเอ็นเอในงาน
ทางนิติวทิยาศาสตร์ได ้(ส านกังานต ารวจแห่งชาติ, 2553)  

 

 
 

ภาพ 5   ไมโตคอนเดรีย   (Mitochondria) 
 

 

(ท่ีมา: http://www.sci.nu.ac.th/biology/elearning/elearning/lesson1.asp/20 มิถุนายน 2554) 

http://www.sci.nu.ac.th/biology/elearning/elearning/lesson1.asp
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ภาพ 6   แผนผังของยนีต่างๆ ในจีโนมของไมโตคอนเดรีย 
 

 

(ท่ีมา: http://www.nature.com/nrg/journal/v6/n5/fig_tab/nrg1606_F1.html/20 มิถุนายน 2554) 
 

ไซโตโครม (Cytochrome) (ภาพ 7) คือ รงควตัถุท่ีอยู่ในรูปของโปรตีนท่ีมีเยื่อมาหุ้ม      

มีธาตุเหล็ก (Fe) เป็นองคป์ระกอบ สามารถพบไดใ้นเน้ือเยือ่ไมโตคอนเดรียชั้นใน การเรียกช่ือจะใช้

ตวัอกัษรแทนชนิดของไซโตโครมนั้นๆ เช่น ไซโตโครม a ไซโตโครม b และไซโตโครม c โดย   

ไซโตโครมจะมีหน้าท่ีรับและส่งอิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจจากไซโตโครมหน่ึงไปยงัอีก   

ไซโตโครมหน่ึง (Cytochrome b        Cytochrome c       Cytochrome a) จนถึงออกซิเจนท่ีซ่ึงเป็น

ตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ย โดยจะไม่มีการส่งต่ออิเล็กตรอนให้แก่สารตวัใดอีก ออกซิเจนตวัท่ี

ไดรั้บอิเล็กตรอนจะรวมกบัโปรตอนท่ีมีอยู่ในสารละลายภายในไมโตคอนเดรียแลว้กลายเป็นน ้ า 

(ธนาวลยั อรัญญิก, 2552) (ภาพ 8) 

 

http://www.nature.com/nrg/journal/v6/n5/fig_tab/nrg1606_F1.html
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ยีนไซโตโครม  บี (Cytochrome b gene) เป็นยีนท่ีอยู่ในโครงสร้างของจีโนมของ          
ไมโตคอนเดรีย มีรหัสในการสร้างรงควตัถุท่ีมีหน้าท่ีเก่ียวข้องกับการขนส่งอิเล็กตรอนใน
กระบวนการหายใจ จะเป็นดีเอน็เอท่ีมีขนาดเล็กและมีล าดบัเบสท่ีแตกต่างกนัไปท าให้ในสัตวแ์ต่ละ
ชนิดมีล าดบัเบสท่ีหลากหลาย กล่าวไดอี้กนยัหน่ึง คือ จะมีการสร้างโปรตีนท่ีมีความจ าเพาะกบัสัตว์
แต่ละชนิดเท่านั้ น จากคุณสมบัติดังกล่าว ท าให้มีการน ายีนไซโตโครม บี มาใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์เพื่อแยกชนิดของสัตวอ์อกจากกนั แต่เน่ืองดว้ยปริมาณดีเอ็นเอท่ีไดอ้าจจะมีปริมาณเพียง
เล็กนอ้ย หรืออาจมีสภาพท่ีไม่สมบูรณ์ ไม่สามารถน ามาท าการตรวจสอบได ้จึงตอ้งใชก้ระบวนการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction ; PCR) ซ่ึง
เป็นวธีิการท่ีมีประสิทธิภาพในการโคลนดีเอ็นเอแม่แบบโดยสามารถเพิ่มปริมาณเฉพาะส่วนท่ีเป็น 
ดีเอน็เอท่ีตอ้งการใหมี้จ านวนท่ีมากข้ึนในระยะเวลาอนัสั้น 

 

 

 
ภาพ 7  รูปร่างของไซโตโครม 

 

 

(ท่ีมา: http://www.pw.ac.th/main/website/sci/5_data.htm/28 พฤษภาคม 2554) 

 

http://www.pw.ac.th/main/website/sci/5_data.htm
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ภาพ 8   ไซโตโครมทีเ่กีย่วข้องกบัการขนส่งอเิลก็ตรอนในกระบวนการหายใจ 
 

 

(ท่ีมา: http://www.elmhurst.edu/~chm/vchembook/596electransport.html/28 พฤษภาคม 2554) 
 

เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ได้มีการคิดค้นในปี ค.ศ.  1986 โดย K. Mullis 
หลกัการของกระบวนการ PCR คือ การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอสายคู่ท่ีปฏิกิริยาเร่ง โดยอาศยัสมบติัของ
เอนไซมดี์เอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) ชนิดท่ีมีความสามารถในการต่อสายของดีเอ็นเอ
ให้ยาวข้ึนจากการอาศยัดีเอ็นเอแม่แบบสายสั้นๆ ท่ีเรียกว่า ไพรเมอร์ (Primer) ซ่ึงมีล าดบัเบสคู่สม
กบัดีเอ็นเอแม่แบบท่ีปลาย 5' และปลาย 3' สมบติัพิเศษของเอนไซมท่ี์ทนความร้อนได้กวา่ 90 C  
ท าให้สามารถปรับอุณหภูมิของกระบวนการ PCR ให้สูงหรือต ่าตามความตอ้งการโดยท่ีไม่ท าให้
เอนไซมน้ี์เสียความสามารถในการท างานไป (ตรีทิพย ์รัตนวรชยั, 2552) นอกจากน้ียงัมีปัจจยัส าคญั
อ่ืนๆ ท่ีตอ้งค านึงถึงในกระบวนการ PCR ไดแ้ก่ น ้ าสะอาดผา่นการฆ่าเช้ือ (Sterile water) บฟัเฟอร์ 
(Buffer) ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ ไตรฟอสเฟต (Deoxyribonucleotide triphosphates; dNTPs)        
4 ชนิด ไดแ้ก่ dATP, dTTP, dGTP และ dCTP และดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) ปริมาณของ     
ดีเอ็นเอท่ีต้องการเพิ่มจะมากข้ึนได้ต้องอาศัยปฏิกิริยาต่อเน่ืองหลายๆ  รอบ  โดยแต่ละรอบจะ
ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนหลกัๆ (ภาพ 9) คือ 

1. Denaturation จะเป็นการแยกดีเอ็นเอสายคู่ออกจากกนัเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียวซ่ึง
ปฏิกิริยาจะเกิดท่ีอุณหภูมิประมาณ 90 - 95 C 

2. Annealing เม่ือลดอุณหภูมิลงอยูท่ี่ประมาณ 50 - 55 C ไพรเมอร์สองสายท่ีอยูใ่น
ส่วนผสมของสารเคมีจะเขา้ไปจบัคู่กบัดีเอน็เอสายเด่ียวท่ีเป็นแม่แบบตรงบริเวณท่ีมีล าดบัเบสท่ีเป็น
คู่สมกนั 

http://www.elmhurst.edu/~chm/vchembook/596electransport.html
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3. Extension จะเป็นการต่อล าดบันิวคลีโอไทด์เขา้ท่ีปลายของไพรเมอร์ โดยอาศยั
เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส  และดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์  ไตรฟอสเฟต  ครบทั้ ง  4 ชนิด               
ซ่ึงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมจ์ะอยูท่ี่ 70 - 75 C 

 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในรอบแรก ผลผลิตท่ีไดจ้ะไม่มีเฉพาะส่วนของดีเอ็นเอบริเวณ 
ท่ีเป็นเป้าหมายเท่านั้น แต่ไดโ้มเลกุลดีเอ็นเอท่ีมีสายหน่ึงยาวมากเพราะเป็นตน้แบบเดิม ดีเอ็นเออีก
สายหน่ึงท่ีเป็นคู่สม จะเร่ิมตน้จากปลาย 5' ของไพรเมอร์ท่ีใช ้ส่วนปลาย 3' จะยาวออกนอกบริเวณ 
ท่ีตอ้งการ ในรอบท่ี 2 ยงัคงไดผ้ลผลิตท่ีมีสายหน่ึงยาวมาก หรือมีปลาย 3' ท่ียาวเกินส่วนท่ีตอ้งการ 
จนถึงรอบท่ี 3 จึงเร่ิมมีโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเท่ากบัดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีตอ้งการและจะมีการ
เพิ่มปริมาณมากข้ึนอย่างรวดเร็วในรอบต่อๆ ไป ซ่ึงการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยรวมจะเพิ่มข้ึน        

ในอตัราทวีคูณ คือ 2n (n = จ านวนรอบ) โดยส่วนใหญ่จะใชเ้พิ่มประมาณ 30 รอบ ถึงจะไดดี้เอ็นเอ
ประมาณ 1 - 10 ลา้นเบส ซ่ึงเพียงพอท่ีจะน ามาตรวจหาชนิดได ้(สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) 

 

การตรวจสอบผลของตวัอย่างท่ีไดจ้ากกระบวนการ PCR จะนิยมตรวจสอบโดยการ 
การวิเคราะห์แถบผลิตภณัฑ์ PCR ดว้ย agarose gel electrophoresis (ภาคผนวก ข) เน่ืองจากวา่เป็น
วธีิการท่ีง่ายและรวดเร็ว สามารถค านวณหาปริมาณความเขม้ขน้และตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอได้
จากการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีทราบขนาดแน่นอน จากนั้นยอ้มเจลด้วยเอธิเดียม      
โบรไมด์ (Ethidium bromide) แลว้น าไปส่องดูดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต (Ultraviolet) ผลผลิตจาก
กระบวนการ PCR ท่ีดีควรมีแถบชดัเจนและตรงตามขนาดท่ีตอ้งการ 

 

 
 

ภาพ 9  ขั้นตอนการท าปฏิกริิยา PCR   (ก) Denaturation   (ข) Annealing   (ค) Extension 
 

 

(ท่ีมา: วชิยั บุญแสง และคณะ, 2541) 



17 

ดีเอ็นเอ เป็นโมเลกุลท่ีมีขนาดเล็กมากในระดบันาโนเมตร ไม่สามารถมองเห็นไดด้ว้ย  
ตาเปล่า แต่สามารถมีอิทธิพลต่อระบบต่างๆ ของร่างกายของส่ิงมีชีวิตแทบทุกชนิด ความจ าเพาะ
เจาะจงของล าดบัเบสตลอดจนการท างานอย่างเป็นระเบียบตั้งแต่ท่ีอยู่ การจดัเรียงตวั การแก้ไข
ซ่อมแซมความผิดพลาด และความส าคญัอ่ืนๆ เหล่าน้ี ลว้นไดม้าจากการศึกษา คน้ควา้  และพิสูจน์
ขอ้มูลต่างๆ ของนกัวจิยั ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีผูศึ้กษาไดร้วบรวมเอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบั
เน้ือหาในส่วนของ การศึกษาเปรียบเทียบเก่ียวกบัล าดบัเบสของดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียในช่วง     
ยนีไซโตโครม บี เพื่อใชส้ าหรับจ าแนกชนิดสัตวต์่างๆ ออกจากกนั  

 

Matsunaga, et al. (1999) ไดป้ระยุกตใ์ชเ้ทคนิค Multiplex PCR ซ่ึงเป็นการเพิ่มปริมาณ  
ดีเอ็นเอเป้าหมายโดยการใช้ไพรเมอร์หลายคู่พร้อมกันในปฏิกิริยาเดียวกันมาตรวจสอบชนิด
เน้ือสัตว ์ 6 ชนิด ไดแ้ก่ แพะ ไก่ ววั แกะ หมู และมา้ ซ่ึงไพรเมอร์ท่ีใชจ้ะมีการออกแบบมาจากยีน 
ในส่วนของยนีไซโตโครม บี โดย forward primer จะเป็นการน าล าดบัเบสของสัตว ์6 ชนิดดงักล่าว 
มารวมกนัดว้ยอตัราส่วนท่ีเหมาะสม คือ 1: 0.2: 3: 0.6: 3: 0.6: 2 ส่วน reverse primer จะใชล้ าดบัเบส
ตามความจ าเพาะของสัตวแ์ต่ละชนิด เม่ือมีการวิเคราะห์แถบผลิตภณัฑ์ PCR ดว้ย agarose gel 
electrophoresis พบวา่ขนาดของผลิตภณัฑ ์PCR ท่ีไดจ้ากสัตวแ์ต่ละชนิด (แพะ ไก่ ววั แกะ หมู และ
มา้) มีขนาดแตกต่างกนั คือ จะปรากฏแถบของผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีขนาดความยาว 157, 227, 274, 
331, 398 และ 439 bp ตามล าดบั นอกจากน้ีผูท้  าการวิจยัยงัไดมี้การศึกษาในส่วนของปริมาณดีเอ็น
เอแม่แบบท่ีจะสามารถน ามาใชใ้นการตรวจสอบ ซ่ึงพบวา่ขอบเขตของปริมาณดีเอ็นเอแม่แบบท่ีจะ
สามารถน ามาตรวจสอบไดน้ั้นอยูท่ี่ 0.25 นาโนกรัม และในปี 2007 Jain, et al.ไดท้  าการศึกษาการ
ตรวจสอบชนิดเน้ือสัตว ์ดว้ยวิธีการเช่นเดียวกบั Matsunaga, et al. (1999) แต่มีบางส่วนท่ีมีความ
แตกต่างกนั คือ ได้เพิ่มชนิดของเน้ือสัตวท่ี์มีการน ามาตรวจสอบอีก 1 ชนิด คือ กระบือ และเม่ือ
วิเคราะห์แถบผลิตภณัฑ์ PCR ดว้ย agarose gel electrophoresis พบวา่ขนาดของผลิตภณัฑ์ PCR      
มีความยาว 274 bp ซ่ึงตรงกบัขนาดผลิตภณัฑ์ PCR ของววั อนัเน่ืองมาจากมีการใช ้reverse primer 
ชนิดเดียวกนัในการตรวจสอบและล าดบัเบสของกระบือในช่วงท่ีน ามาทดสอบนั้นมีล าดบัเบสท่ี
เหมือนกนักบัของววั  จากการศึกษาน้ี สรุปไดว้า่ไพรเมอร์ท่ีมีการออกแบบมาจากยีนไซโตโครม บี   
มีความจ าเพาะกบัดีเอ็นเอของสัตวแ์ต่ละชนิด ท าให้สามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการระบุชนิดของ
สัตวต่์างๆ ออกจากกนัไดถึ้งแมว้า่ปริมาณของดีเอน็เอท่ีใชจ้ะมีปริมาณเพียงเล็กนอ้ย 

Matsuda, et al. (2005) ไดท้  าการออกแบบชุดของไพรเมอร์ท่ีสามารถใชต้รวจกบัช่วง      
ดีเอ็นเอไมโตคอนเดรียในส่วนของยีนไซโตโครม บี ของมนุษยไ์ด้อย่างจ าเพาะและมีความไว      
ในการตรวจสูง เน่ืองจากวา่ล าดบัเบสท่ีท าการออกแบบมีความแตกต่างกบัสัตวท่ี์น ามาเปรียบเทียบ 
ไดแ้ก่ สัตวท่ี์มีล าดบัชั้นสูง คือ ลิง 4 ชนิด ไดแ้ก่ ลิงชิมแพนซี ลิงกอลิล่า ลิงญ่ีปุ่นและลิงแสม รวมทั้ง
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สัตวท่ี์มีล าดบัชั้นต ่าลงมา ไดแ้ก่ ววั หมู สุนขั แกะ หนู ไก่ และปลาทูน่า โดยตวัอย่างท่ีใช้ในการ
สกดัจะไดม้าจากตวัอยา่งเลือดของมนุษยจ์  านวน 48 คน แบ่งเป็นเพศชาย 30 คน เพศหญิง 18 คน
และตวัอย่างเลือดของสัตว์ดงักล่าวทั้งหมด ผลท่ีเกิดข้ึนหลังจากมีการตรวจสอบล าดับเบสของ 
forward primer และ reverse primer ของมนุษย  ์และลิงชิมแพนซี มีความแตกต่างกนัท่ี 26%           
(7 bp/27bp) และ 26% (6 bp/23bp) ตามล าดบั จากนั้นเม่ือท าการตรวจสอบโดยการใชเ้ทคนิค PCR 
ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและวิเคราะห์แถบผลิตภณัฑ์ PCR ดว้ย agarose gel electrophoresis  
พบวา่ ขนาดความยาวของผลิตภณัฑ์ PCR ของมนุษยท์ั้ง 48 คน ปรากฏแถบท่ี  157 bp แต่เม่ือทดสอบ
เปรียบเทียบกบัสัตวช์นิดอ่ืน ไม่วา่จะเป็นลิงทั้ง 4 ชนิด หรือววั หมู สุนขั แกะ หนู ไก่ และปลาทูน่า 
ไม่ปรากฏแถบดงักล่าวข้ึนเลย รวมทั้งเม่ือมีการตรวจสอบล าดบัเบสของไพรเมอร์ของสัตวแ์ต่ละ
ชนิด พบวา่มีความแตกต่างกนัทั้ง forward primer และ reverse primer นอกจากน้ีผูท้  าการวิจยัยงัไดมี้
การศึกษาในส่วนของการน าไพรเมอร์ของมนุษยท่ี์มีการออกแบบไวน้ั้นไปใช้ตรวจสอบตวัอย่าง
วตัถุพยานท่ีมีการเก็บไวใ้นอุณหภูมิห้องเป็นเวลานาน ได้แก่ คราบเลือด และรากผม  (เก็บ  20 ปี) 
กระดูก (เก็บ 25 - 30 ปี) ผลท่ีไดจ้ากการใช้ไพรเมอร์ดงักล่าวในการตรวจสอบ คือ สามารถระบุ
ตวัอยา่งต่างๆ ไดว้า่เป็นของมนุษยไ์ดอ้ยา่งแม่นย  าท่ีขนาดความยาว 157 bp จากการศึกษาน้ี สรุปได้
ว่าไพรเมอร์ท่ีมีการออกแบบมาจากยีนไซโตโครม บี มีความจ าเพาะกบัดีเอ็นเอของมนุษย ์และ
สามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นงานทางดา้นนิติวิทยาศาสตร์ ในส่วนของการคดัแยกหรือตรวจพิสูจน์
ตวัอยา่งคราบเลือด เส้นผม เส้นขน หรือกระดูก ของมนุษยอ์อกจากสัตวไ์ด ้

 

Ilhak, et al. (2007) ไดใ้ชเ้ทคนิค PCR ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสัตวร่์วมกบัการ
ใชไ้พรเมอร์ในส่วนของดีเอน็เอไมโตคอนเดรียท่ีมีความจ าเพาะกบัดีเอ็นเอของสัตวแ์ต่ละชนิดมาใช้
เพื่อท าการตรวจสอบเน้ือสัตว ์7 ชนิด ไดแ้ก่ มา้ สุนขั แมว ววั แกะ หมู และแพะ โดยตวัอยา่งท่ีน ามา
ศึกษาจะแบ่งเป็น 2 ประเภท คือ ตวัอยา่งเน้ือสัตวแ์ต่ละชนิดและตวัอยา่งเน้ือสัตวท่ี์มีการบดผสมกนั
ในปริมาณ 5%, 2.5%, 1%, 0.5% และ 0.1% ซ่ึงผลการตรวจสอบหลงัจากการท า PCR จ านวน       
30 รอบและท าการวิเคราะห์แถบผลิตภณัฑ์ PCR ดว้ย agarose gel electrophoresis พบวา่ผลท่ีได้
เหมือนกนัในเน้ือสัตวท์ั้งสองประเภท กล่าวคือขนาดของผลิตภณัฑ์ PCR ของสัตวแ์ต่ละชนิด     
(มา้ สุนขั แมว ววั แกะ หมู และแพะ) มีความแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน โดยปรากฏแถบของผลิตภณัฑ ์
PCR ท่ีขนาดความยาว 439, 322, 274, 271, 225, 212 และ 157 bp ตามล าดบั ยกเวน้แต่เน้ือสัตวท่ี์มี
การบดผสมกนัในปริมาณ 0.1 % ไม่สามารถปรากฏแถบของผลิตภณัฑ์ PCR ดงักล่าวได ้ผูท้  าการ
ตรวจสอบจึงตอ้งมีการเพิ่มจ านวนรอบในการท า PCR จากจ านวน 30 รอบเป็น 35 รอบ จึงจะ
สามารถปรากฏแถบของผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีมีความจ าเพาะกบัสัตวแ์ต่ละชนิดได ้จากการศึกษาน้ี 
สรุปไดว้า่ไพรเมอร์ในส่วนของดีเอน็เอไมโตคอนเดรียมีความจ าเพาะกบัดีเอ็นเอของสัตวแ์ต่ละชนิด 
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ท าให้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบหรือระบุชนิดของเน้ือสัตวท่ี์มีการปนเป้ือนใน
อาหารได ้

 

Li-Chin, et al. (2007) ไดเ้ขา้ร่วมในการตรวจสอบวตัถุพยานจ านวน 5 ช้ิน ท่ีไดจ้าก      
คดีการกระท าความผิดเก่ียวกบัสัตวป่์าสงวน ประจ าปี 2006 ถึง 2007 ของกระทรวงการเกษตร     
วตัถุพยานจ านวน 5 ช้ิน ประกอบดว้ย ขนสัตวจ์  านวน 2 ช้ิน อวยัวะเพศของสัตวเ์พศผู ้อณัฑะและ 
ช้ินเน้ือของสัตว ์อยา่งละ 1 ช้ิน การตรวจสอบคร้ังน้ีผูต้รวจสอบไดใ้ชเ้ทคนิค Nested PCR ในการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ รวมทั้งใช้ไพรเมอร์ในส่วนของยีนไซโตโครม บี ท่ีสามารถใช้ระบุชนิดสัตว ์ 
การตรวจสอบจะอาศยัการท า PCR 2 ขั้นตอนดว้ยไพรเมอร์ 2 คู่ โดยไพรเมอร์คู่แรกจะสามารถให้
ขนาดความยาวของผลิตภณัฑ์ PCR ท่ี  486 bp และไพรเมอร์คู่ท่ีสองจะสามารถให้ขนาดความยาว
ของผลิตภณัฑ์ PCR ท่ี 251 bp ซ่ึงจากการสรุปผลการตรวจสอบวตัถุพยานแลว้พบวา่ ขนสัตวท์ั้ง      
2 ช้ิน เป็นขนของแมวและอวยัวะเพศของสัตวเ์พศผู ้ อณัฑะและช้ินเน้ือของสัตว ์อยา่งละ  1 ช้ินนั้น
เป็นของววั โดยการตรวจสอบวตัถุพยานดว้ยเทคนิค  Nested PCR ในคร้ังน้ีมีความแม่นย  าไม่ต ่ากวา่ 
99.7 % จากผลดงักล่าวสามารถใชเ้ป็นหลกัฐานท่ียืนยนัการกระท าความผิดและช่วยให้สามารถใช้
เป็นหลักฐานด าเนินคดีกับผูก้ระท าความผิดในคดีเก่ียวกับการลักลอบล่าสัตว์ป่าหรือค้าสัตว ์        
ผดิกฎหมายได ้

 


