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งานคน้ควา้แบบอิสระคร้ังน้ีไดใ้ชเ้ทคนิค PCR ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางส่วนของ    

ยีนไซโตโครม บี จากตวัอย่างไก่และตวัอย่างสัตวอี์ก 5 ชนิด ได้แก่ มนุษย ์ปลา หมู ววั และเป็ด   
การใชเ้ทคนิค PCR ดงักล่าวตอ้งมีการออกแบบไพรเมอร์ทั้ง forward primer และ reverse primer    
ให้เหมาะสม คือ มีขนาด 20 - 24 bp มีองคป์ระกอบของเบสกวันีน (G) และเบสไซโทซีน (C) อยู่
ระหวา่ง 40 - 60 % โดยไพรเมอร์ทั้งสองชนิดท่ีใชคู่้กนัควรจะมีส่วนประกอบของเบสกวันีนและเบส
ไซโทซีนท่ีเท่ากนัเพื่อให้ค่าของอุณหภูมิการหลอมเหลว (Melting temperature; Tm) เท่ากนัหรือ
ใกลเ้คียงกนัท่ีสุดและไม่ควรใชไ้พรเมอร์ท่ีมีลกัษณะปลายสองขา้งเป็นคู่สมกนัทั้งภายในไพรเมอร์
เดียวกนัและระหวา่งไพรเมอร์ทั้งสองชนิดท่ีใชคู้่กนั เน่ืองจากชนิดของไพรเมอร์ดงักล่าวจะเกิดการ
จบัตวักนัเอง 

 

ในการศึกษาผูศึ้กษาได้ท าการออกแบบล าดับเบสของไพรเมอร์เองโดยดัดแปลง          
มาจากงานของ Matsunaga, et al. (1999) ท่ีมีการใชไ้พรเมอร์หลายคู่พร้อมกนัในปฏิกิริยาเดียวกนั 
(Multiplex PCR) แต่มีการปรับเปล่ียนล าดบัเบสบางตวัให้ตรงกบัยีนไซโตโครม บี ของไก่ และ    
ไดต้ดัเบสบางตวัออกไปให้เหลือเพียง  20 bp เพื่อให้ปลาย 3' เป็นเบส GC ท าให้ forward primer      
ท่ีได ้คือ ต าแหน่ง L 14962 (5'- GCCCCATCCAACATCTCTGC -3') จากนั้นน า forward primer 
ดงักล่าวไปเขา้โปรแกรม Primer 3 เพื่อให้ออกแบบ reverse primer ซ่ึงโปรแกรมจะท าการออกแบบ 
reverse primer หลายชุด แต่จากการเปรียบเทียบค่า GC % ค่า Tm และตวัเบสท่ีเป็นคู่สมกนัทั้งภายใน
ไพรเมอร์เดียวกนัและระหว่างไพรเมอร์ทั้งสองชนิดท่ีใช้คู่กันแล้ว ท าให้ได้ reverse primer ท่ี
ต  าแหน่ง H 15142 (5'- GGAGATTCCGGATGAGTCAG -3') และเม่ือใช้ไพร์เมอร์คู่น้ีจะได้
ผลิตภณัฑ ์PCR ท่ีมีขนาดประมาณ 181 bp 
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หลงัจากไดไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อยีนไซโตโครม บี ของไก่แลว้ จะน าไปใช้ใน
ปฏิกิริยา PCR โดยใช้กบัตวัอย่างน ้ าสกดัดีเอ็นเอจากเลือดของไก่พนัธ์ุเน้ือจ านวน 45 ตวัอย่าง          
และตรวจสอบผลของ PCR products โดยการวิเคราะห์แถบผลิตภณัฑ์ PCR ดว้ย agarose gel 
electrophoresis ผลท่ีไดป้รากฏแถบของผลิตภณัฑ์ PCR ชดัเจนขนาดประมาณ 181 bp จากนั้นก็ได้
น าวธีิการดงักล่าวไปทดสอบกบัตวัอยา่งดีเอน็เอของสัตวช์นิดอ่ืน ไดแ้ก่ มนุษย ์ปลา หมู ววั และเป็ด 

ชนิดละ 25 ตวัอย่าง ผลการตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ของสัตวท์ั้ง 5 ชนิด ไม่ปรากฏแถบของ
ผลิตภณัฑ์ PCR เลย แสดงว่าวิธีการท่ีใชส้ามารถใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตวัอยา่งดีเอ็นเอของไก่
เท่านั้น  

 

แมว้่าการศึกษาคร้ังน้ีสามารถท่ีจะประเมินถึงประสิทธิภาพของวิธีการได้เป็นอย่างดี    
แต่ในการน าไปใช้ในกรณีการเกิดขอ้พิพาททางกฎหมาย  พยานหลักฐานทางชีวภาพท่ีส่งตรวจ     
อาจเป็นเพียงเศษของคราบเลือด เส้นผม เส้นขน เน้ือเยื่อ กระดูก อวยัวะ หรือคราบอสุจิเท่านั้น   
การตรวจสอบทางกายภาพคงไม่เพียงพอต่อการตรวจพิสูจน์บุคคล หรือชนิดของส่ิงมีชีวิตท่ีเป็น
เจา้ของตวัอยา่งพยานหลกัฐานทางชีวภาพนั้นได ้เน่ืองจากวา่พยานหลกัฐานนั้นมีปริมาณท่ีนอ้ยมาก 
ดีเอ็นเอในส่วนของยีนไซโตโครม บี จึงมีบทบาทอยา่งมากในการช่วยตรวจสอบ ในกรณีน้ีอาจน า
เทคนิค Multiplex PCR หรือ Nested PCR เขา้มาช่วยเพื่อเพิ่มความไวในการตรวจสอบโดยไม่ลด
ความจ าเพาะของตวัอย่างและผลผลิตของดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีได้จะมีจ านวนมากข้ึนตามตอ้งการ    
แต่เทคนิคน้ีมีขอ้เสีย คือ จะเสียค่าใชจ่้ายและเสียเวลา เน่ืองจากจะตอ้งใชไ้พรเมอร์ 2 คู่ และอาศยั
การท า PCR ถึง 2 คร้ัง ท าใหมี้โอกาสในการเกิดการปนเป้ือนไดง่้าย 

 

กรณีของการตรวจสอบคุณภาพอาหาร การปนเป้ือนอาหาร และการปลอมปนอาหาร   
ท่ีผิดกับกฎหมายคุ้มครองผูบ้ริโภค บางคร้ังตวัอย่างส่ิงส่งตรวจอาจมีรูปแบบท่ีแตกต่างกันไป       
อีกทั้งสัดส่วนปริมาณการปนเป้ือนท่ีมากหรือน้อยไม่ทราบได้ ในการทดลองควรออกแบบให้มี
ความหลากหลายของสภาวะ เช่น การตรวจดีเอ็นเอจากตวัอยา่งช้ินเน้ือดิบและช้ินเน้ือท่ีถูกท าให้สุก
ในอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั หรือใชเ้ทคนิค Real-Time PCR มาท าการตรวจสอบ ซ่ึงจะเป็นการวิเคราะห์
ทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ โดยสามารถวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ไดใ้นเวลาต่างๆ ท าให้
ทราบส่วนผสมของชนิดเน้ือสัตว ์รวมถึงปริมาณการปนเป้ือนของเน้ือสัตวช์นิดอ่ืนไดอี้กดว้ย   

 


