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 การตรวจสอบการปลอมปนพืชหรือผลิตภณัฑจ์ากพืชในผลิตภณัฑ์เน้ือสัตวแ์ปรรูป โดย
ท าการศึกษาบริเวณ ITS1 (Internal Transcribed Spacer1) ขนาดประมาณ 500 คู่เบส (514-520 คู่
เบส) และยนี psaA (Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein A1) ขนาดประมาณ 190 คู่เบส 
(192-193 คู่เบส) ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (conventional PCR) ทดสอบกบัพืชจ านวน 4 ตวัอยา่ง 
ผลิตภณัฑจ์ากพืชประเภทแป้ง 4 ตวัอยา่ง เน้ือของสัตว ์3 ตวัอยา่ง  และผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวแ์ปรรูป 
25 ตวัอยา่ง ผลการทดลองพบวา่ปฏิกิริยาพีซีอาร์ทั้ง 2 บริเวณใหผ้ลบวกอยา่งจ าเพาะกบักลุ่ม
ตวัอยา่งของพืช และแป้ง แต่ใหผ้ลลบท่ีไม่เกิดผลผลิตพีซีอาร์กบัตวัอยา่งเน้ือสัตวท์ั้งหมด เม่ือศึกษา
บริเวณยนี psaA ดว้ยเทคนิค SYBR Green Real-time PCR สามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอไดอ้ยา่ง
จ าเพาะกบักลุ่มพืชและแป้งของพืช โดยสามารถตรวจพบการปนพืชหรือผลิตภณัฑจ์ากพืชใน
ผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวแ์ปรรูป ซ่ึงมีความไวท่ีทดสอบไดก้บัดีเอน็เอของพืชหรือแป้งในปริมาณต ่าสุด 
คือ 0.001% (5×10-4 นาโนกรัม) ดงันั้น เทคนิคเรียลไทมพ์ีซีอาร์ในบริเวณยนี psaA น้ีสามารถ
น ามาใชต้รวจสอบพืชและผลิตภณัฑข์องพืชในผลิตภณัฑ์เน้ือสัตวแ์ปรรูปไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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  The adulteration of plants or plant products in processed meat products was 
investigated. The amplified approximately 500-bp (514-520-bp) ITS1 (Internal transcribed 
spacer1) and approximately 190-bp (192-193-bp) psaA fragments were analyzed by conventional 
PCR. Four plants, four starchs, three meat and 25 processed meat samples were tested. The PCR 
results of ITS1 and psaA of all plant and starch samples were specifically positive, but only from 
meat samples were negative. The solely psaA gene was subsequently conducted by SYBR Green 
real-time PCR and successfully applied to plants and plant products. The minimum amount of 
DNA detectable by this real-time PCR technique was 0.001% (5×10-4 nanograms), making the 
developed real-time PCR assay based on psaA gene available and efficient option for detecting 
plants and plant products adulteration in processed meat products. 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
ทีม่ำและควำมส ำคญั 
 ปัจจุบนัอาหารและผลิตภณัฑ์อาหารถูกพฒันาคุณภาพและรูปแบบเพื่อจูงใจและดึงดูดให้
ผูบ้ริโภคไดเ้ลือกซ้ือสินคา้มากข้ึน จึงส่งผลใหมี้การผลิตของปลอมเลียนแบบของแทเ้พื่อขายใน
ราคาท่ีเทียบเท่าหรือถูกกวา่ของแท ้และมีการปลอมปนผลิตภณัฑอ์าหารเพื่อความไดเ้ปรียบในการ
แข่งขนั และเพิ่มพูนก าไรจากการขายในราคาสินคา้ของแทล้กัษณะรูปแบบของอาหารปลอมนั้น
เป็นไปไดห้ลายรูปแบบ อาทิ การปลอมปน การท าเลียนแบบ การผลิตสินคา้ท่ีดอ้ยคุณภาพไม่ได้
มาตรฐาน และการติดฉลากลวง เป็นตน้ (บงัอร บุญชู, นิกาพร ชนะคช และกมลกาญจน์ จิญกาญจน์ 
2557) และผูบ้ริโภคเองให้ความส าคญักบัคุณภาพของอาหารท่ีจะใชรั้บประทานเป็นอยา่งมาก 
โดยเฉพาะส่วนประกอบของวตัถุดิบท่ีน ามาใชใ้นการผลิตซ่ึงอาจมีผลต่อผูบ้ริโภคในดา้นสุขภาพ 
เช่น ในผลิตภณัฑอ์าหารจากเน้ือสัตวแ์ปรรูป อาทิ ไส้กรอกไก่ ลูกช้ินหมู ท่ีจะมีการใชแ้ป้งจากพืช
เป็นองคป์ระกอบในการผลิตรวมไปถึงผลิตภณัฑส์ าเร็จรูปจ าพวกนมจากสัตวท่ี์อาจจะมีการ
ปลอมปนหรือผสมวตัถุดิบจากพืชซ่ึงอาจจะก่อใหเ้กิดอาหารแพก้บักลุ่มผูบ้ริโภคท่ีไวต่อการแพ้
อาหาร นอกจากน้ียงัมีกฎระเบียบเก่ียวกบัฉลากผลิตภณัฑอ์าหารมีการก าหนดใหร้ะบุส่วนผสมท่ี
ถูกตอ้งบนฉลากผลิตภณัฑ ์ 
 ในการตรวจสอบพืชท่ีปนอยูใ่นผลิตภณัฑท่ี์ท าจากเน้ือสัตวน์ั้นไม่สามารถท่ีจะใชว้ธีิการ
ตรวจสอบท่ีพิจารณาจากลกัษณะสัณฐานวทิยาเพียงอยา่งเดียวไดจ้  าเป็นตอ้งใชข้อ้มูลทางพนัธุกรรม
บนดีเอน็เอของส่ิงมีชีวิตท่ีน ามาใชเ้ป็นส่วนประกอบ ดงันั้นในงานวจิยัน้ีผูว้จิยัสนใจท่ีจะพฒันา
วธีิการตรวจสอบพืชปลอมปนในผลิตภณัฑ์อาหารแปรรูปท่ีท ามาจากเน้ือสัตว ์โดยใชข้อ้ความ
พนัธุกรรมของพืชจ านวน 2 บริเวณ คือ 1) บริเวณ ITS1 (internal transcribed spacer 1) ซ่ึงเป็น
บริเวณท่ีล าดบันิวคลีโอไทด์มีความแปรปรวนสูง (Jobes & Thien, 1997) อยูใ่นนิวเคลียร์จีโนมท่ีมี
การน าไปใชใ้นการจ าแนกความแตกต่างในวงศพ์ืชหลายวงศ ์(family) เช่น วงศถ์ัว่ Leguminosae 
(Varela et al., 2004; Goel, Raina, & Ogihara, 2002) วงศแ์ตง Cucurbitaceae (Jobst, King, & 
Hemleben, 1998) และวงศม์ะละกอ Caricaceae (Kyndt et al., 2005) เป็นตน้ และ 2) ยนี psaA 
(Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein A1) ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีล าดบันิวคลีโอไทดใ์นกลุ่มของ
พืชมีความเหมือนกนัมากหรือเป็นแบบอนุรักษ ์(Santabarbara et al., 2005) ซ่ึง psaA เป็นยนีท่ี
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการสังเคราะห์แสงในระบบแสงท่ี 1 (Photosystem I; PS I)  
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อยูใ่นคลอโรพลาสตจี์โนม โดยการใชเ้ทคนิค real-time PCR ท่ีมีความไวสูง ใชร้ะยะเวลาทดสอบ
สั้น และใชส้ารเรืองแสงติดตามปฏิกิริยา จึงสามารถติดตามการด าเนินไปของปฏิกิริยาและสามารถ
ก าหนดจุดเก็บสัญญาณเพื่อน ามาวเิคราะห์ในภายหลงัได ้รวมถึงในปฏิกิริยาของ real-time PCR จะ
สามารถวเิคราะห์ค่า Tm (melting temperature) ดว้ยวธีิ melting curve analysis ซ่ึงเป็นการวเิคราะห์
อุณหภูมิท่ีท าให้ร้อยละ 50 ของดีเอน็เอสายคู่แยกออกจากกนักลายเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว โดยค่า Tm 
น้ีแปรผนัตรงกบัจ านวนของล าดบัเบส GC และความยาวของดีเอน็เอสายคู่นั้น (วรีพงศ ์ลุลิตานนท,์ 
2551) ดงันั้นค่า Tm จึงถูกน ามาใชจ้  าแนกความแตกต่างระหวา่งผลิตภณัฑ์อาหารท่ีท ามาจากพืชและ
สัตว ์ในขณะท่ีเทคนิคพีซีอาร์แบบดั้งเดิม (conventional polymerase chain reaction) และ/หรือ 
พีซีอาร์ร่วมกบัเทคนิค RFLP (Restriction fragment length polymorphism) เป็นการน าผลผลิต 
พีซีอาร์มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะเพื่อศึกษารูปแบบดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลกัษณ์ซ่ึงการศึกษาก่อน
หนา้น้ียงัมีขอ้เสียกล่าวคือวเิคราะห์ผลผลิตภายหลงัส้ินสุดปฏิกิริยาดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโทร 
โฟริซีส (agarose gel electrophoresis) ซ่ึงใชเ้วลานาน และมีความไวนอ้ย 
 

วตัถุประสงค์ของกำรวจิัย 
 พฒันาวธีิการตรวจสอบพืชและแป้งในผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวแ์ปรรูปดว้ยเทคนิค  
real-time PCR โดยศึกษาจากบริเวณ ITS1  และบางส่วนของยนี psaA  
 

สมมติฐำนของกำรวจิัย 
 1) จะสามารถเพิ่มจ านวนล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 และบางส่วนของยนี psaA ซ่ึง
มีความจ าเพาะกบัพืชไดด้ว้ยเทคนิค real-time PCR  
 2) จะสามารถจ าแนกความแตกต่างระหวา่งพืชและสัตวไ์ด ้โดยค่า Tm (melting 
temperature) ท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์รูปแบบของ melting curve ดว้ยเทคนิค real-time PCR  
 

ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับจำกกำรวจิัย 
 ไดว้ธีิการตรวจสอบการปลอมปนพืชในผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวแ์ปรรูป ท่ีสามารถน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นการตรวจสอบสัดส่วนขององคป์ระกอบในผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวแ์ปรรูปท่ีมีการระบุ
ฉลาก และไม่ไดร้ะบุฉลาก ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง แม่นย  า 
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ขอบเขตกำรวจิัย 
ท าการสกดัดีเอ็นเอทั้งหมดจากตวัอยา่งพืชท่ีนิยมน าไปแปรรูปเป็นแป้ง 4 ชนิด  คือ ขา้ว

สาลี (Triticum vulgare Vill.)  ขา้วโพด (Zea mays L.) ถัว่เหลือง (Glycine max L.) และมนั
ส าปะหลงั (Manihot esculenta L.) ตวัอยา่งผลิตภณัฑจ์ากพืช 4 ชนิด คือ แป้งสาลี แป้งขา้วโพด แป้ง
ถัว่เหลือง และแป้งมนัส าปะหลงั ตวัอยา่งเน้ือสัตวท่ี์นิยมใชแ้ปรรูปเป็นผลิตภณัฑอ์าหาร 3 ชนิด คือ  
หมู (Sus scrofa domesticus L.) ไก่ (Gallus gallus L.) และววั (Bos Taurus L.) และตวัอยา่ง
ผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวแ์ปรรูปท่ีขายตามหา้งสรรพสินคา้หรือตลาดทัว่ไป ทั้งท่ีมีการระบุสัดส่วนของ
องคป์ระกอบ และท่ีไม่ไดร้ะบุในฉลาก ไดแ้ก่ ไส้กรอก แฮม ลูกช้ิน หมูยอ และกุนเชียง เป็นตน้ 
อยา่งนอ้ยประเภทละ 5 ตวัอยา่ง น ามาสกดัเป็นจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA)  และเพิ่มจ านวน    
ดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 (Internal transcribed spacer 1) และบางส่วนของยนี psaA ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 
แบบดั้งเดิม (conventional PCR) และเทคนิค real-time PCR ท่ีใช ้SYBR green ในการทดสอบและ
วเิคราะห์ค่า Tm ดว้ยวธีิการวเิคราะห์ melting curve 



 
 

บทที ่2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

การตรวจสอบการปลอมปนในผลติภัณฑ์อาการ 
 ปัจจุบนัการตรวจสอบส่วนประกอบในอาหารและผลิตภณัฑอ์าหารท่ีแปรรูปรวมไปถึง
การประเมินความถูกตอ้งนั้นเป็นเร่ืองท่ีมีความส าคญั เน่ืองจากผูบ้ริโภคใหค้วามส าคญักบัคุณภาพ
ของอาหารท่ีจะรับประทานเป็นอยา่งมาก โดยเฉพาะส่วนประกอบของวตัถุดิบท่ีน ามาใชใ้นการ
ผลิต ซ่ึงอาจมีผลต่อผูบ้ริโภคในดา้นสุขภาพท่ีจะก่อใหเ้กิดความเส่ียงในผูท่ี้ไวต่อการแพอ้าหาร เช่น 
การแพถ้ัว่เหลืองหรือผลิตภณัฑจ์ากถัว่ และการแพเ้น้ือววัหรือน ้านมววัทั้งในเด็กและผูใ้หญ่ (Lipp, 
Brodmann, Pietsch, Pauwels, & Anklam, 1999; Fiocchi, Restani, & Riva, 2000; Poms, Anklam, 
& Kuhu, 2004; Abdullah, Radu, Hassan, & Hashim, 2006) โดยการตรวจสอบหาปริมาณของ
อาหารกบัรายละเอียดของขอ้มูลท่ีปรากฏอยูบ่นฉลากเป็นเร่ืองท่ีส าคญั เน่ืองจากฉลากของอาหาร
และผลิตภณัฑอ์าหารท่ีมีการระบุชนิด และส่วนประกอบอาจไม่ตรงกบัความเป็นจริง ดงันั้นการ
ตรวจสอบและการปลอมปนในอาหารและผลิตภณัฑอ์าหารอยา่งถูกตอ้งจึงมีความส าคญัมาก 
 การตรวจสอบการปลอมปนในอาหารและผลิตภณัฑ์อาหารนั้นท าไดห้ลายเทคนิค เช่น 
การระบุชนิดดว้ยลกัษณะสัณฐานวทิยา (Fajardo et al., 2008) ท่ีวเิคราะห์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
เทคนิคทางภูมิคุม้กนัวทิยา (Hsieh, Sheu, & Bridgman, 1997; Sheu & Hsieh, 1998) เช่น เทคนิค 
Immunosorbent assay หรือ Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Jones & Patterson, 
1985; Dincer, Spearow, Cassens, & Greaser, 1987) รวมถึงเทคนิคทางเคมี เช่น เทคนิค HPLC 
(high-performance liquid chromatography) (Gratzfeld-Huesgen & Schein, 2002) เป็นตน้ แต่วธีิ
เหล่าน้ีไม่สามารถตรวจผลิตภณัฑท่ี์ผา่นการแปรรูปหรือปรุงสุกได ้เน่ืองจากเม่ือผา่นความร้อน
โปรตีนซ่ึงเป็นโมเลกุลเป้าหมายของการตรวจสอบจะเสียสภาพไดง่้ายในขณะท่ีดีเอน็เอซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบภายในเซลลข์องส่ิงมีชีวติเป็นสารชีวภาพท่ีมีความเสถียรสูงกวา่โปรตีน (Anguita, 
Metin, Garci, Morales, & Haza, 1996) จะสามารถใชใ้นการตรวจสอบในผลิตภณัฑท่ี์ผา่นการ 
แปรรูปหรือปรุงสุกและเสียสภาพได ้ 
 ปัจจุบนัจึงมีการน าเทคนิคพีซีอาร์ (conventional PCR) ท่ีมีการใชใ้นการตรวจสอบการ
ปลอมปนของเน้ือสัตวใ์นผลิตภณัฑอ์าหาร (Che-man, Aida, Raha, & Som, 2007; Kesmen,  
Sahin, & Yotim, 2007) แต่มีขอ้เสีย คือ ใชเ้วลานาน เน่ืองจากตอ้งวิเคราะห์ผลผลิตภายหลงัส้ินสุด
ปฏิกิริยาดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีส มีความไวนอ้ย และยงัมีปัญหาเร่ืองผลบวกเทจ็หรือ
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การปนเป้ือนท่ีเกิดข้ึนไดง่้าย นอกจาก นั้นแลว้ยงัมีเทคนิค PCR-RFLP (polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymerase) ท่ีน าไปใชจ้  าแนกชนิดของเน้ือสัตว ์โดยตดัผลผลิต PCR 
ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (Murugaiah et al.,  2009) ไม่สามารถจ าแนกชนิดของเน้ือสัตวไ์ดทุ้กชนิด 
และเทคนิคน้ียงัไม่สามารถใชว้เิคราะห์กบัผลิตภณัฑท่ี์ผา่นกระบวนการผลิตท่ีท าใหดี้เอน็เอเสีย
สภาพหรือมีขนาดสั้นได ้ปัจจุบนัจึงไดมี้การน าเทคนิค real-time PCR มาใชใ้นการตรวจสอบ
อาหาร เน่ืองจากมีความไว ใชร้ะยะเวลาทดสอบสั้น และสามารถติดตามการด าเนินของปฏิกิริยา
ดว้ยสารเรืองแสงจึงไม่จ  าเป็น ตอ้งวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ภายหลงัส้ินสุดปฏิกิริยามาใชต้รวจสอบ
การปลอมปนในอาหารและผลิตภณัฑ์อาหารกนัอยา่งแพร่หลาย (Martin et al., 2009; Rojas et al., 
2011; Demirhan, Ulca, & Senyava, 2012; Safdar & Absiyanik, 2013) 
 

จีโนมพืช (plant genome) 
 จีโนมพืช หมายถึง สารพนัธุกรรมทั้งหมดของพืชซ่ึงบรรจุอยูใ่นเซลล ์ประกอบดว้ย
นิวเคลียร์จีโนม (nuclear genome) และออร์กาแนลจีโนม (organelle genome) ซ่ึงออร์กาแนลจีโนม
แบ่งไดเ้ป็น 2 ส่วน ไดแ้ก่ คลอโรพลาสตจี์โนม (chloroplast genome) หรือคลอโรพลาสตดี์เอ็นเอ 
และไมโทคอนเดรียจีโนม (mitochondrial genome) หรือไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ โดยจีโนม
ครอบคลุมดีเอ็นเอทั้งหมดท่ีเป็นยนี ซ่ึงท าหนา้ท่ีสร้างโปรตีนท่ีใชใ้นการท างานของเซลล์และ 
ดีเอ็นเอส่วนท่ีไม่ใช่ยนี ซ่ึงพบเป็นส่วนใหญ่ในจีโนมประมาณ 95% ซ่ึงยงัไม่ทราบบทบาทท่ีชดัเจน 
(สุชาดา สุขหร่อง, 2553) 
 นิวเคลียร์จีโนม เป็นดีเอ็นเอท่ีอยูใ่นนิวเคลียสของพืชมีลกัษณะเป็นเส้นอดัเรียงตวักนัเป็น
โครโมโซม (ภาพท่ี 2-1) ซ่ึงนิวเคลียร์จีโนมเป็นองคป์ระกอบท่ีใหญ่ท่ีสุดในจีโนมไดรั้บการถ่าย 
ทอดมาจากพอ่และแม่อยา่งละคร่ึง ขนาดของนิวเคลียร์จีโนมแปรผนัมากในส่ิงมีชีวติต่างกนัไดเ้ป็น
หม่ืนเท่า ในพืชพบไดต้ั้งแต่ 10 ถึง 125,000 เมกะเบส (Hawkins, Grover, & Wendel, 2008) สาเหตุ
ท่ีต่างกนัมากส่วนใหญ่เกิดจากจ านวนชุดของโครโมโซม (ploidy) ของพืชท่ีต่างกนั (Bennetzen,  
Ma, & Devos, 2005) ซ่ึงดีเอ็นเอในนิวเคลียสมีส่วนท่ีนิยมใชส้ร้างเป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอของพืช 
(สุชาดา สุขหร่อง, 2553)  
 ไรโบโซมดีเอน็เอ (ribosomal DNA) จะจดัเรียงตวัเป็นหน่วยซ ้ า (repeat unit) เป็นพนั ๆ
หน่วยซ ้ า ในจีโนมพืชครอบคลุมประมาณ 10% ของดีเอ็นเอทั้งหมด (Hemleben, Jobst, & King, 
1998) หน่วยซ ้ าของไรโบโซมดีเอ็นเอแยกออกจากกนัโดย intergenic spacer (IGS) แต่ละหน่วยซ ้ า
ประกอบดว้ยส่วนท่ีถูกถอดรหสัจากดีเอ็นเอเป็นอาร์เอ็นเอ เร่ิมตั้งแต่ส่วน external transcribed 



6 
 

spacer (ETS) ถดัมาเป็นยนี 18S rRNA, ITS1, ยนี 5.8S rRNA, ITS2 และสุดทา้ยเป็นยนี 26S rRNA 
ซ่ึงในพืชพบไดต้ั้งแต่ 25S rRNA ถึง 28S rRNA (สุชาดา สุขหร่อง, 2553) โครงสร้างไรโบโซม 
ดีเอ็นเอในพืช แสดงดงัภาพท่ี 2-2 
 บริเวณ ITS (Internal Transcribed spacer) มี 2 บริเวณ คือ ITS1 จะอยูร่ะหวา่งยนี  
18S rRNA และ ITS2 อยูร่ะหวา่ง 5.8S rRNA และ 5.8S rRNA และ 26S rRNA บริเวณ ITS นั้นมี
ความยาวและล าดบันิวคลีโอไทดไ์ม่แน่นอนข้ึนอยูก่บัชนิดของพืช โดยทัว่ไปแต่ละส่วนของบริเวณ 
ITS1 และ ITS2 จะยาวไม่เกิน 300 คู่เบส (สุชาดา สุขหร่อง, 2553)  
 

 
 
ภาพท่ี 2-1   นิวเคลียร์จีโนม (nuclear genome) 
  (ท่ีมา: ณิชนนัทน์ โภชนุกุล, 2550) 
  
 
 
  
 
 
ภาพท่ี 2-2   บริเวณ Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1)ท่ีอยูร่ะหวา่งยนี 18S rRNA และยนี  
  5.8S rRNA (ดดัแปลงมาจาก: สุชาดา สุขหร่อง, 2553)  

ITS1 ITS2 18S rRNA 5.8S rRNA 26S rRNA 
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 คลอโรพลาสตจี์โนม มีลกัษณะเป็นวงแหวนเกลียวคู่ขนาดประมาณ 120-220 กิโลเบส 
(Gebhardt, Schmidt, & Schneider, 2005) ยนีส่วนใหญ่เป็นยนีท่ีสร้างโปรตีนเก่ียวกบักระบวนการ
สังเคราะห์ดว้ยแสง (photosynthesis) ประกอบดว้ยส่วนของชุดซ ้ าแบบกลบั (inverted repeat) 2 ชุด 
ท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทดเ์หมือนกนัทุกประการ แต่เรียงตวัในทิศทางตรงกนัขา้มบนโมเลกุลดีเอน็เอ
เดียวกนั คลอโรพลาสตจี์โนมมีลกัษณะทางพนัธุกรรมถ่ายทอดผา่นทางแม่เช่นเดียวกบัไมโทคอน  
เดรียลจีโนม ตวัอยา่งแผนท่ียนีในคลอโรพลาสตจี์โจมแสดงดงัภาพท่ี 2-3 ซ่ึงกลุ่มของยนีท่ีสร้าง
โปรตีนเก่ียวกบักระบวนการสังเคราะห์ดว้ยแสง และกระบวนการฟอสโฟรีเลชัน่ (phosphorylation) 
สามารถพบไดท้ั้งในนิวเคลียส ไมโทคอนเดรีย และคลอโรพลาสต ์เน่ืองจากมีการท างานร่วมกนั
ระหวา่งออร์กาแนลต่าง ๆ แต่ละยนีต่างกนัตรงการผลิตโปรตีนท่ีเป็นหน่วยยอ่ยของเอนไซม ์
(enzyme subunit) ท่ีต่างกนั เช่น ยนี psa (polypeptide subunits of photosystem I), psb (polypeptide 
subunits of photosystem II), pet (polypeptide subunits of cytochrome b6f complex) atp 
(polypeptide subunits of ATP synthase) และ rps (ribosomal protein) เป็นตน้ 
 

ปฏกิริิยาลูกโซ่โพลเีมอร์เรสหรือพซีีอาร์ (polymerase chain reaction or PCR) 
 ปฏิกิริยาพีซีอาร์ หรือเรียกอีกช่ือหน่ึงวา่ In vitro enzymatic gene amplification เป็น
เทคนิคพื้นฐานทางชีววทิยาเชิงโมเลกุล (molecular biology) ท่ีน ามาใชใ้นการเพิ่มปริมาณสาร
พนัธุกรรม หรือ DNA ในหลอดทดลอง จากปริมาณดีเอน็เอแม่แบบ (DNA template) เพียงเล็กนอ้ย 
จนไดผ้ลผลิตเป็นพนัลา้นโมเลกุล ปฏิกิริยาพีซีอาร์คิดคน้พฒันาข้ึนโดย Mullis (1990) ตั้งแต่นั้นมา
ไดมี้การปรับปรุงและพฒันาวธีิการเพื่อให้เกิดประโยชน์ และการประยกุตใ์ชง้านไดม้ากข้ึน 
(สมาคมพนัธุศาสตร์แห่งประเทศไทย, 2548) 
 องคป์ระกอบส าคญัในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 1) ดีเอน็เอแม่แบบ (DNA template) เป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ 
 2) ไพรเมอร์ (primers) เป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด ์(oligonucleotide) สายสั้น ๆ มีจ านวน 2 
สายท่ีใชเ้ร่ิมตน้สร้างดีเอน็เอบริเวณท่ีตอ้งการ โดยมีล าดบัเบสคู่สมกบัดีเอน็เอแม่แบบท่ีปลาย 5’ 
และปลาย 3’ ซ่ึงมีขนาดยาวประมาณ 18-24 คู่เบส  
 3) Thermostable DNA polymerase เป็นเอนไซมท่ี์มีความเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา
พีซีอาร์ดว้ยเหตุผล 2 ประการ คือ เอนไซมมี์การท างานสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 72-75 องศาเซลเซียส และมี
คุณสมบติัท่ีทนต่อความร้อนสูงถึง 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน เช่น Taq DNA polymerase ท่ีใช้
กนัอยา่งแพร่หลายท่ีสุดในการท าพีซีอาร์มาตรฐาน มี 5’-3’ exonuclease แต่ไม่มี 3’-5’ exonuclease 
ซ่ึงเป็น proofreading activity 
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ภาพท่ี 2-3   แผนท่ีคลอโรพลาสตจี์โนมของยาสูบ (Nicotiana tabacum L.) 
  (ท่ีมา: Wagasigi, Sugita, Tsudzuki, & Sugiura, 1998) 
 
 4) บฟัเฟอร์ (buffer) เป็นสารละลายท่ีมีการควบคุมสภาวะของการท าปฏิกิริยาให้
เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีใช ้Taq DNA polymerase ประกอบดว้ย KCl, Tris-HCl  
(pH 8.3 ท่ีอุณหภูมิห้อง) และ MgCl2 
 5) ดีออกซีนิวคลีโอไทด ์(deoxynulcleotide triphosphate; dNTP) เป็นนิวคลีโอไทดซ่ึ์ง
เป็นหน่วยยอ่ยส าหรับน าไปสังเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่ประกอบดว้ย dATP, dCTP, dGTP และ 
dTTP 
 ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ภายในหลอดทดลองจะเกิดต่อเน่ืองชา้ ๆ กนัเป็นวงจนลูกโซ่
จ านวน 20-30 รอบ ในแต่ละรอบประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน (ภาพท่ี 2-4) ตามล าดบั ดงัน้ี 
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 1) ขั้นตอน Denaturation เป็นขั้นตอนการแยกดีเอน็เอแม่แบบสายคู่ใหเ้ป็นสายเด่ียว โดย
ใชค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส เพื่อท าลายพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งสาย 
ดีเอ็นเอสายคู่ใหไ้ดส้ายเด่ียวสองสาย 
 2) ขั้นตอน Annealing เป็นขั้นตอนท่ีลดอุณหภูมิลงมา และข้ึนอยูก่บัค่า Tm ของดีเอน็เอ 
เพื่อใหไ้พรเมอร์เขา้ไปจบัดีเอน็เอสายแม่แบบสายเด่ียวบริเวณล าดบันิวคลีโอไทดคู์่สม 
(complementary) 
 3) ขั้นตอน Extension เป็นขั้นตอนการสร้างสายดีเอน็เอสายใหม่ต่อทีละตวัในทิศทาง 5’ 
ไป 3’ อุณหภูมิในขั้นตอนน้ีจะอยูใ่นช่วง 70-75 องศาเซลเซียส (หนูเดือน เมืองแสน, 2552) 
 

 
 
ภาพท่ี 2-4   ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
  (ท่ีมา: Dhurba, 2015) 
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การแยกดีเอน็เอด้วยวธิีอะกาโรสอเิลก็โทรโฟริซีส 
 การท าเจลอิเล็กโทรโฟริซีสเป็นเทคนิคท่ีท าใหท้ราบขนาดของช้ินดีเอน็เอ การแยกดว้ย
กระแสไฟฟ้าหรืออิเล็กโทรโฟริซีสอาศยัหลกัการของอนุภาคท่ีมีประจุ โดยอนุภาคท่ีมีประจุสุทธิ
แตกต่างกนัจะเคล่ือนท่ีเขา้หาขั้วไฟฟ้าท่ีมีประจุตรงขา้มดว้ยความเร็วท่ีไม่เท่ากนั ดีเอน็เอซ่ึงมีประจุ
ลบเน่ืองจากหมู่ฟอสเฟตก็จะเคล่ือนท่ีไปยงัขั้วบวก และเทคนิคน้ีนอกจากแยกสารใหบ้ริสุทธ์ิไดย้งั
สามารถค านวณหาน ้าหนกัโมเลกุลของดีเอ็นเอได ้ท าโดยใชดี้เอน็เอท่ีทราบน ้าหนกัโมเลกุลมาท า
การแยกควบคู่กนัไปกบัตวัอยา่งดีเอน็เอ โดยมีส่วนประกอบหลกั ไดแ้ก่ สารท่ีตอ้งแยกตวักลาง
ส าหรับใหอ้นุภาคเคล่ือนผา่น บฟัเฟอร์เพื่อท าใหค้รบวงจรไฟฟ้า และเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า 
(power supply) การใชอ้ะกาโรสเจลดีเอน็เอควรมีขนาดมากกวา่ 200 คู่เบส (นวลฉลี เวชประสิทธ์ิ, 
2549) 

 
เทคนิคเรียลไทม์พซีีอาร์ (real-time PCR) 
 เทคนิคเรียลไทมพ์ีซีอาร์ (real-time PCR หรือ Quantitative PCR, qPCR) เป็นเทคนิคท่ี
พฒันามาจากเทคนิคพีซีอาร์แบบดั้งเดิม โดยมีการติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง (fluorescence หรือ 
fluorochrome) ท าใหส้ามารถวดัปริมาณของดีเอ็นเอเป้าหมายตั้งตน้และวดัปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึน
ไดท้นัทีโดยไม่ตอ้งรอใหป้ฏิกิริยาเสร็จส้ินก่อน เทคนิค real-time PCR สามารถหาปริมาณ 
ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึนในปฏิกิริยาในแต่ละรอบ ท าใหไ้ดค้่าปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มจ านวนจริงจากค่าของ 
exponential phase ท่ีไดจ้ากการเร่ิมตน้ของดีเอ็นเอเป้าหมาย (วรีะพงศ ์ลุลิตานนท์, 2551) กราฟ
แสดงผลจากปฏิกิริยาเรียลไทมพ์ีซีอาร์แสดงดงัภาพท่ี 2-5  
 ขอ้ดีของเทคนิค real-time PCR 
 1) สามารถติดตามผลของปฏิกิริยาไดข้ณะเกิดข้ึนจริง 
 2) ไม่จ  าเป็นตอ้งมีขั้นตอนหลงัส้ินสุดปฏิกิริยา จึงไดผ้ลลพัธ์เร็วข้ึน 
 3) การท างานในแต่ละรอบปฏิกิริยามกัจะเร็วกวา่เทคนิคพีซีอาร์แบบดั้งเดิม 
 4) วดัการเพิ่มจ านวนไดม้ากถึง 1010 เท่า (wide dynamic range) 
 5) สามารถตรวจยนืยนัผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดโ้ดยการวเิคราะห์ melting curve 
 6) ส าหรับงานดา้นอาร์เอน็เอ (RNA) จะใชป้ริมาณตั้งตน้ของอาร์เอน็เอนอ้ยกวา่วธีิดั้งเดิม
     ถึง 1,000 เท่า 
 7) ค่าใชจ่้ายไม่ไดแ้พงกวา่การท าพีซีอาร์แบบดั้งเดิม ยกเวน้ค่าอุปกรณ์ 
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ภาพท่ี 2-5  กราฟแสดงผลจากปฏิกิริยา real-time PCR  
  (ท่ีมา: Bio-rad, n.d.) 

 
SYBR Green สารเรืองแสงทีใ่ช้ในเทคนิค real-time PCR 
 SYBR-Green I Dye: เป็นสารเรืองแสงท่ีสามารถเขา้จบักบัต าแหน่งร่องขนาดเล็ก  
(minor groove) ของดีเอน็เอสายคู่ได ้ในช่วงกระบวนการ denature ของปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อคลาย
สายดีเอน็เอจากสายคู่ใหก้ลายเป็นสายเด่ียวนั้น SYBR-Green ยงัไม่สามารถเขา้จบักบัดีเอน็เอสาย
เด่ียวได ้แต่เม่ือเขา้สู่กระบวนการ annealing และ extension สี SYBR-Green จะแทรกตวัเขา้ไปจบั
กบัสายคู่ของดีเอน็เอและเปล่งแสงในช่วงคล่ืนประมาณ 530 นาโนเมตร เม่ือรอบของปฏิกิริยา 
พีซีอาร์กลบัมาถึงช่วงกระบวนการ denature อีกคร้ัง SYBR-Green จะหลุดออกจากสายดีเอน็เอ 
ท าใหก้ารเรืองแสงลดลง (ภาพท่ี 2-6)  
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ภาพท่ี 2-6   การตรวจวดัผลผลิตพีซีอาร์ดว้ย SYBR-Green I Dye 
  (ท่ีมา: Bioneer, n.d.) 
  

การวเิคราะห์ค่า Tm ด้วยวธิี melting curve 
 การวเิคราะห์ melting curve ใชเ้พื่อวเิคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเกิดข้ึน มกัท าทนัทีหลงั
ส้ินสุดปฏิกิริยา real-time PCR โดยก าหนดใหมี้การเพิ่มอุณหภูมิข้ึนเร่ือย ๆ จนถึง 95 องศาเซลเซียส 
และวดัสัญญาณ fluorescence ตลอดเวลา จะพบวา่สัญญาณค่อย ๆ ลดลง เน่ืองจากผลผลิตพีซีอาร์ท่ี
เป็นดีเอน็เอสายคู่แยกออกจากกนักลายเป็นสายเด่ียว ค่าของอุณหภูมิท่ีท าใหร้้อยละ 50 ของดีเอน็เอ
สายคู่แยกจากกนักลายเป็นดีเอน็เอสายเด่ียว และท าใหเ้กิดการลดลงของสัญญาณอยา่งฉบัพลนั
เรียกวา่ค่า Tm (melting temperature) ซ่ึงมีความจ าเพาะกบัดีเอ็นเอแต่ละสาย เน่ืองจากค่า Tm น้ีแปร
ผนัตรงกบัจ านวนของล าดบัเบส GC (%GC content) และความยาวของดีเอน็เอสายคู่นั้น ดงันั้นจึง
สามารถใชเ้พื่อแยกผลผลิตพีซีอาร์ออกจากผลผลิตท่ีปนเป้ือนได ้เม่ือน าสัญญาณ fluorescence ท่ีวดั
ไดท่ี้แต่ละอุณหภูมิ มาเปล่ียนใหเ้ป็นกราฟระหวา่ง dF/dT (derivative fluorescence/ derivative 
temperature) กบัอุณหภูมิจะไดเ้ป็น peak ของผลผลิตดีเอ็นเอแต่ละสาย ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีถูกตอ้ง
มกัจะแสดง peak เดียวท่ีอุณหภูมิสูง (โดยทัว่ไปจะสูงกวา่ 80 องศาเซลเซียส) ในขณะท่ี non-
specific product หรือ primer-dimer จะให ้peak ท่ีมีขนาดกวา้งท่ีอุณหภูมิต ่า ดงันั้นการวเิคราะห์ 
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melting curve ของผลผลิตพีซีอาร์จึงมกัใชเ้พื่อยนืยนัวา่เป็นผลผลิตท่ีตอ้งการ ท าใหไ้ม่จ  าเป็นตอ้งมี
การท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีสภายหลงัส้ินสุดปฏิกิริยาพีซีอาร์ (อโณทยั โภคาธิกรณ์, 2549) 
 

งานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 เทคนิค real-time PCR เป็นเทคนิคท่ีความไว มีความจ าเพาะสูง ใชร้ะยะเวลาในการ 
ทดสอบสั้น และไม่จ  าเป็นตอ้งมีการตรวจสอบผลผลิตสุดทา้ยภายหลงัส้ินสุดปฏิกิริยาดว้ยวธีิอะกา
โรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีส เน่ืองจากเทคนิคน้ีมีการติดตามการด าเนินของปฏิกิริยาดว้ยสารเรืองแสง 
และสามารถบอกความแตกต่างของผลผลิตพีซีอาร์ซ่ึงเทคนิคพีซีอาร์แบบดั้งเดิมนั้นไม่สามารถท า
ได ้ปัจจุบนัมีการน าเทคนิค real-time PCR มาใชป้ระโยชน์อยา่งแพร่หลาย เช่น 1) ดา้นการแพทย ์ท่ี
มีการน าเทคนิค real-time PCR มาใชใ้นการตรวจสอบและระบุสายพนัธ์ุของเช้ือปรสิต Plasmodium 
spp. ดว้ยสารเรืองแสง SYBR Green โดยศึกษาบริเวณยนี 18S rRNA พบวา่จากการวิเคราะห์ 
melting curve  สามารถบ่งช้ีสายพนัธ์ุของเช้ือปรสิตได ้4 สายพนัธ์ุ สายพนัธ์ุ P. malariae มีค่า Tm 
เท่ากบั 73.5 ถึง 75.5 องศาเซลเซียส,  P. falciparum มีค่า Tm เท่ากบั 75.5 ถึง 77.5 องศาเซลเซียส,   
P. ovale มีค่า Tm เท่ากบั 77.5 ถึง 79.0 องศาเซลเซียส และ P. vivax มีค่า Tm เท่ากบั 79.0 ถึง 81.0 
องศาเซลเซียส (Mangold et al., 2005) 2) ดา้นการเกษตร ท่ีน าเทคนิค real-time PCR ไปใชใ้นการ
ตรวจคุณภาพของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัวฏัจกัรไนโตรเจนในดินดว้ยสาร SYBR Green (Wallenstein & 
Vilgalys, 2005) รวมถึงการหาปริมาณการท างานของยนีในโปรคาริโอต (procaryotes) ในดิน 
(Sharma et al., 2007) เป็นตน้ และ 3) ดา้นอุตสาหกรรมอาหาร ซ่ึงมีการน าเทคนิคน้ีมาใหใ้นการ
ตรวจสอบอาหารและผลิตภณัฑอ์าหารหลายชนิดโดยสามารถระบุการปนเป้ือนและระบุปริมาณ
ของดีเอน็เอตั้งตน้และปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึนได ้ในการตรวจสอบผลิตภณัฑท่ี์ท าจากสัตว ์มี
รายงานการตรวจสอบดีเอน็เอของหมูในเจลาติน (gelatin) และในผลิตภณัฑอ์าหารแปรรูปท่ีมีการ
ใชเ้จลาตินในอาหารฮาลาล (halal) โดยศึกษาบริเวณยนี cytochrome b (cytb) ดว้ยไพรเมอร์ท่ีมี
ความจ าเพาะกบัหมู ความไวในการตรวจสอบอยูท่ี่ร้อยละ 1 (Demirhan et al., 2012) มีรายงานการ
ตรวจสอบและระบุปริมาณเน้ือหมูในผลิตภณัฑข์องเน้ือสัตวปี์กแปรรูปซ่ึงใชส้าร SYBR Green 
เช่นกนัโดยศึกษาบริเวณยนี cytb เช่นเดียวกนั และส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ กลุ่มยคูาริโอต (eukaryote) เช่น 
ศึกษาบริเวณยนี 18S rRNA ท่ีมีขนาด 140 คู่เบส สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งหมูและส่ิงมีชีวติ
อ่ืน ๆ ไดจ้ากการวิเคราะห์ค่า Tm โดยหมูค่า Tm เท่ากบั 83.5 องศาเซลเซียส และส่ิงมีชีวติอ่ืนมีค่า Tm 
เท่ากบั 87.5 องศาเซลเซียส มีความไวในการตรวจสอบอยูท่ี่ร้อยละ 0.1 (Soares, Amaral, Oliverira, 
& Mafra, 2013) เป็นตน้ นอกจากน้ีมีรายงานการน าเทคนิค real-time PCR มาใชใ้นการตรวจหาเพศ
ของหมูในเน้ือสัตวแ์ละผลิตภณัฑเ์น้ือสัตว ์ซ่ึงสามารถตรวจสอบเพศของหมูท่ีเป็นเพศผูไ้ด ้ซ่ึงความ
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ไวท่ีสามารถตรวจสอบไดคื้อ ร้อยละ 0.1 (Abdulmawjood, Krischek, Wicke, & Klein, 2012) 
นอกจากนั้นแลว้ยงัมีการตรวจสอบการปลอมปนเน้ือหมูในลูกช้ิน โดย real-time PCR ท่ีใช ้
TaqMan probe ศึกษาบริเวณยนี cytb ท่ีมีขนาด 109 คู่เบส ซ่ึงความไวท่ีสามารถตรวจสอบการ
ปลอมปนเน้ือหมูในลูกช้ินเน้ือววัไดท่ี้ระดบัร้อยละ 0.01 (Ali et al., 2012) เป็นตน้ 
 ในปัจจุบนัเทคนิค real-time PCR ถูกน ามาใชต้รวจสอบผลิตภณัฑอ์าหารท่ีท าจากสัตว์
หลายชนิด รวมถึงการตรวจสอบผลิตภณัฑ์อาหารท่ีท าจากพืชดว้ย เช่น รายงานการตรวจสอบการ
ปลอมปนของพืชในผลิตภณัฑอ์าหารท่ีท าจากถัว่เลนทิลส์ (Len culinaris) โดยถัว่เลนทิลส์นั้นเป็น
ถัว่ท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการต่อมนุษย ์มีโปรตีนสูง อุดมไปดว้ยกรดอะมิโน มีเส้นใยอาหาร และ
ไขมนัต ่า จึงท าใหถ้ัว่เลนทิลส์มีราคาท่ีสูง ซ่ึงสามารถตรวจพบการปลอมปน Vicia sativa ใน 
ถัว่เลนทิลส์ท่ีอตัราส่วน 1:100 ได ้(Bosmali, Ganopoulos, Madesis, & Tsaftaris, 2012) เช่นเดียวกบั
งานวจิยัของ Madesis, Ganopoulus, Anagnostis, and Tsaftaris (2012) ท่ีสามารถตรวจสอบการ
ปลอมปนของพืชสกุล Lupinus spp. ในแป้งถัว่เหลืองไดท่ี้อตัราส่วน 1:100 เช่นเดียวกนั และยงั
สามารถประยกุตใ์ชใ้นการตรวจสอบการปลอมปนถัว่เหลือง GM ในผลิตภณัฑอ์าหารส าเร็จรูปจาก
พืชต่างๆ ซ่ึงสามารถตรวจปริมาณการปลอมปนของถัว่เหลือง GM ไดต้ ่าสุด (มีความไวสูงสุด) ท่ี
ระดบั 0.1% (ขนิษฐา วงศว์ฒันารัตน์, อญัชลี ศรีสุวรรณ และกิตติศกัด์ิ กีรติยะองักูร, 2548) นอกจาก 
นั้นแลว้ยงัมีการตรวจปริมาณดีเอ็นเอของถัว่เหลืองผสมกบัเน้ือววัในปริมาณต ่าสุดไดเ้ท่ากบัร้อยละ 
0.001 (Safdar & Abasiyanik, 2013) และไดมี้การพฒันาเทคนิค real-time PCR โดยใชว้ิธีการ
วเิคราะห์ค่า Tm แบบ High resolution melting (HRM) ในการตรวจสอบกลูเตน (gluten) ของขา้ว
สาลี (Triticum spp.) ท่ีอยูใ่นซีเรียล (cereals) โดยศึกษาบริเวณท่ีเรียกวา่ agglutinin isolectin A  
(Tri a 18) ซ่ึงโปรตีนท่ีก่อให้เกิดอาการแพใ้นขา้วสาลีท่ีมีขนาด 125 คู่เบส (Martin-Fernandez et al., 
2016)  



 
 

บทที ่3 
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 
วสัดุและอปุกรณ์ 
 1) ปิเปตอตัโนมติั (autopipette) ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
 2) ทิปและทิปกรองขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
 3) หลอดทดลองขนาด 0.2, 0.6, 1.5 และ 2.0 ไมโครลิตร 
 4) ใบมีดผา่ตดั กรรไกร และปากคีบ 
 5) เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง (Tanita, Japan) 
 6) เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอ (Prestige Medical, England) 
 7) อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Gibthai, Thailand) 
 8) เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Micrpcentrifuge) (GeneReach, Taiwan) 
 9) เคร่ืองป่ันเหวีย่งสุญญากาศ (Speed vacuum concentrator) รุ่น SC 110 (Savant, USA) 
 10) เคร่ืองไมโครเวฟ (LG) 
 11) เคร่ืองเพิ่มขยายปริมาณดีเอน็เอ (PCR Thermal cycler) (Biometra, USA) 
 12) เคร่ือง real-time PCR รุ่น StepOnePlusTM (Thermo Scientific, USA)  
 13) เคร่ือง NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) 
 14) ตูอ้บความร้อนแหง้ (Major Science, Taiwan) 
 15) ชุดแยกดีเอน็เอภายใตก้ระแสไฟฟ้า รุ่น Powerpac Basic (Bio-Rad, Singapore) 
 16) ชุดอุปกรณ์ gel documentation (syngene international Ltd., England) 
 17) ตูป้ลอดเช้ือ (MICROTECH, Thailand) 
 เคร่ืองแกว้ และวสัดุท่ีใชท้ดลอง ท าใหป้ราศจากเอนไซม ์nuclease โดยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
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สำรเคม ี
 1) Agarose (SeaKem, USA) 
 2) Absolute ethanol (Merk, Germany) 
 3) Tris-base (InvitrogenTMlife Technologies, USA)  
 4) Ethidium bromide (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Malaysia) 
 5) EDTA (Ethylene diamine tetra-acetic acid) 
 6) Nuclease free water (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Malaysia) 
 7) Boric acid  
 8) 6X Loading dye (Fermentas, USA) 
 9) ชุดสกดัส าเร็จรูป SP Plant DNA Kit (Omega bio-tek, USA) 
 10) ชุดสกดัส าเร็จรูป E.Z.N.A.®Stool DNA Kit (Omega bio-tek, USA) 
 11) ชุดสกดัส าเร็จรูป GMO Food DNA Extraction Kit (TIANGEN, China) 
 12) 75% Ethanol 
 13) 100% Isopropanol 
 14) Proteinase K (21.5 mg/mL) 
 15) Ribonuclease A (10 mg/mL) 
 16) Protein precipitation solution (4 M Guanidine Thiocyanate, 0.1 M Tris-Cl, pH 7.5) 
 17) 2X PCR mastermix gotaq green (Promega, USA) 
 18) 2X maxima SYBR® Green Supermix (BIO-RAD, USA) 
 19) ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder plus (0.5 µg/ml) 
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กำรเตรียมตัวอย่ำง 
  1) ตวัอยา่งพืชและผลิตภณัฑจ์ากพืช 
  ท าการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งพืช 4 ชนิด  คือ ขา้วโพด ขา้วสาลี มนัส าปะหลงั และ
ถัว่เหลือง การสกดัดีเอ็นเอจากใบอ่อนใชชุ้ดสกดัส าเร็จรูปส าหรับพืช SP Plant DNA Kit (Omega 
bio-tek, USA) ท าตามขั้นตอนในคู่มือ ส่วนตวัอยา่งผลิตภณัฑจ์ากพืช คือ แป้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ แป้ง
ขา้วโพด แป้งสาลี แป้งมนั และแป้งถัว่เหลืองใชชุ้ดส าเร็จ E.Z.N.A.® Stool DNA Kit (Omega bio-
tek, USA) โดยท าตามขั้นตอนในคู่มือ จากนั้นตรวจเช็คปริมาณและคุณภาพของดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง 
Nano DropTM 2000/2000c spectrophotometer พร้อมทั้งปรับความเขม้ขน้ของสารละลาย 
ดีเอ็นเอจากตวัอยา่งทั้งหมดใหเ้ท่ากบั 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ดว้ย nuclease free water และเก็บ
สารละลายดีเอน็เอไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปใชใ้นขั้นตอนต่อไป 
  2) ตวัอยา่งเน้ือสัตว ์

  ตวัอยา่งเน้ือสัตว ์3 ชนิด คือ เน้ือของหมู ไก่ และววั ท าการสกดัดีเอน็เอ โดยใช้
เน้ือสัตว ์30 มิลลิกรัม ตดัให้เป็นช้ินเล็ก ๆ แลว้เติมสารละลาย cell lysis (100 mM NaCl, 100 mM 
Tris-Cl pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0 และ 0.5% SDS) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และสารละลาย 
Proteinase K (20 mg/ml) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้บ่มท่ี 55 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 
จากนั้นเติม RNase A (4 mg/ml) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง เติม Protein precipitation solution (4 M Guanidine Thiocyanate, 0.1 M Tris-Cl,   
pH 7.5) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที ดูด
สารละลายส่วนบนใส่หลอดทดลองใหม่แลว้เติม 100% isopropanol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสม
ใหเ้ขา้กนัเบา ๆ น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทสารละลายทิ้งแลว้เติม 70% 
ethanol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทส่วนใสทิ้งท าให้
ตะกอนดีเอน็เอแหง้โดยวธีิ air-dried แลว้ละลายดว้ย nuclease free water ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอน็เอของทุกตวัอยา่งดว้ยเคร่ือง NanaDrop spectrophotometer  
ปรับความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอใหเ้ท่ากบั 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 

 3) ตวัอยา่งผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวแ์ปรรูป 
 ท าการเลือกตวัอยา่งผลิตภณัฑอ์าหารแปรรูปท่ีผลิตมาจากเน้ือหมูประเภทไส้กรอก แฮม 

ลูกช้ิน หมูยอ และกุนเชียง ซ้ือจากหา้งสรรพสินคา้หรือตลาดทัว่ไปท่ีมีและไม่มีการระบุสัดส่วนของ
องคป์ระกอบอยา่งนอ้ยประเภทละ 5 ตวัอยา่ง รวมทั้งหมด 25 ตวัอยา่ง การสกดัดีเอน็เอท าดว้ยชุด
สกดัอาหารส าเร็จรูป GMO Food DNA Extraction Kit (TIANGEN, China) ตามค าขั้นตอนในคู่มือ 
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พร้อมปรับความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอของตวัอยา่งทั้งหมดใหเ้ท่ากบั 50 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร  

  

กำรเพิม่จ ำนวนดีเอน็เอบริเวณ ITS1 และยนี psaA ด้วยเทคนิคพซีีอำร์ 
 ท าการเพิ่มจ านวนดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบับริเวณ ITS1 และยนี psaA  
ผสมสารในปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวมเท่ากบั 20 ไมโครลิตร แสดงในตารางท่ี 3-1 และขั้นตอน
ของปฏิกิริยาพีซีอาร์แสดงในตารางท่ี 3-2 จากนั้นตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ดว้ยวธีิอะกาโร
เจลอิเล็กโทรโฟริซีส 
 
ตารางท่ี 3-1 ส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์บริเวณ ITS1 และยนี psaA 
 

สาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1) 2X PCR mastermix gotaq green 10 
2) primer_L (10 µM) 0.4 
3) primer_R (10 µM) 0.4 
4) Nuclease free water 8.2 
5) Genomic DNA (50 นาโนกรัม) 1 
รวม 20 
 
ตารางท่ี 3-2 ขั้นตอนของปฏิกิริยาพีซีอาร์บริเวณ ITS1 และยนี psaA 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ระยะเวลา (วนิาที) 

Step 1 : Pre-denaturation 94 120 
Step 2 : Denaturation 94 30 
             Annealing 58 30           35 รอบ 
             Extension 72 30 
Step 3 : Final extension 72 300 
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กำรเพิม่จ ำนวนดีเอน็เอของปฏกิริิยำควบคุมบริเวณยนี 18S rRNA ด้วยเทคนิคพซีีอำร์ 
 ท าการเพิ่มจ านวนดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี 18S rRNA ผสมสารใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวมเท่ากบั 20 ไมโครลิตร แสดงในตารางท่ี 3-3 และขั้นตอนของปฏิกิริยา
พีซีอาร์แสดงในตารางท่ี 3-4 จากนั้นตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีส 
 
ตารางท่ี 3-3 ส่วนผสมของปฏิกิริยาพีซีอาร์บริเวณยนี 18S rRNA 
 

สาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1) 2X PCR mastermix gotaq green 10 
2) 18S 157L (10 µM) 0.4 
3) 18S 157R (10 µM) 0.4 
4) Nuclease free water 8.2 
5) Genomic DNA (50 นาโนกรัม) 1 
รวม 20 
 
ตารางท่ี 3-4 ขั้นตอนของปฏิกิริยาพีซีอาร์บริเวณยนี 18S rRNA 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ระยะเวลา (วนิาที) 

Step 1 : Pre-denaturation 94 120 
Step 2 : Denaturation 94 30 
            Annealing 60 30           35 รอบ 
            Extension 72 30 
Step 3 : Final extension 72 300 
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กำรโคลนช้ินส่วนดีเอน็เอบริเวณ ITS1 และยนี psaA เพ่ือวเิครำะห์ล ำดับนิวคลโีอไทด์
และค่ำ Tm 
 น าผลผลิตพีซีอาร์ (ของพืช) มาท าการเช่ือมต่อกบัพลาสมิด pGEM®-T Easy Vector 
(Promege, USA) ปริมาตรทั้งหมด 10 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดว้ยผลผลิตพีซีอาร์ ปริมาตร  
2 ไมโครลิตร, 2X Rapid ligation buffer T4 DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, pGEM®-T Easy Vector 
ปริมาตร 0.7 ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (3U/µg) ผสมใหเ้ขา้กนัใน
หลอดทดลองขนาด 0.6 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ขา้มคืน จากนั้นน าพลาสมิด
ลูกผสมท่ีไดป้ริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมลงใน competent cells E. coli DH5 alpha ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเบา ๆ แช่ในน ้าแขง็เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าพลาสมิดลูกผสมน้ีส่งถ่าย
เขา้สู้ E.coli โดยการ heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วนิาที ในอ่างน ้าควบคุม
อุณหภูมิ เม่ือครบเวลาจึงน ามาแช่ในน ้าแขง็ทนัที และทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5 นาที น าออกมาไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง จากนั้นเติม SOC medium ปริมาตร 175 ไมโครลิตร แลว้น าไปเขยา่ในตูบ้่มเช้ือแบบ
เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที จากนั้นแบ่ง  
ทรานฟอร์แมนทป์ริมาตร 100 และ 50 ไมโครลิตร กระจายบนผวิหนา้อาหารแขง็ผสมยาปฏิชีวนะ 
Amplicilin ความเขม้ขน้ 50 ug/ml และ X-gal ความเขม้ขน้ 40 mg/ml น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนั้นท าการคดัเลือกเซลลแ์บคทีเรียท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสม
ในขั้นตอนต่อไป 
 

กำรตรวจสอบพลำสมดิลูกผสม 
 คดัเลือกโคโลนีสีขาวโดยแตะดว้ยไมจ้ิ้มฟันท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ จุ่มลงไปในสารผสม
ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีมีปริมาตรรวม 14 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดว้ย 2X gotaq green master mix 
จ านวน 7 ไมโครลิตร, 10 µM ของ primer_L และ primer_R สายละ 0.4 ไมโครลิตร จากนั้นปรับ
ปริมาตรสุดทา้ยดว้ย nuclease free water ใหค้รบ 14 ไมโครลิตร แลว้ท า replica plate โดยการแตะ
โคโลนีสีขาวแลว้จุ่มลงในสารผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์แลว้เข่ีย (streak) ลงบนอาหารแขง็ LB ท าซ ้ ากบั
โคโลนีสีขาวอ่ืน ๆ เม่ือครบทุกโคโลนีท่ีเลือกแลว้ น าจานอาหารบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนั้นสกดัพลาสมิดออกจากเซลลแ์บคทีเรีย โดยใชชุ้ดสกดัพลาสมิด 
PrestoTMMini Plasmid Kit (Geneaid, Taiwan) โดยท าตามค าแนะน าในคู่มือ น าสารผสมของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์น าไปเขา้เคร่ือง Thermal cycle เพื่อเพิ่มจ านวนดีเอน็เอและตรวจสอบผลผลิต 
พีซีอาร์ดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีส 
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กำรวเิครำะห์ล ำดับนิวคลโีอไทด์ 
 น าพลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินส่วนของยนีและบริเวณเป้าหมายส่งวเิคราะห์ล าดบั 
นิวคลีโอไทดก์บับริษทั 1stBase Labotarories Sdn Bdh (Malaysia) จากนั้นเปรียบเทียบความเหมือน 
กบัขอ้มูลของพืชชนิดอ่ืนท่ีมีการบนัทึกไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank ดว้ยโปรแกรม BLAST ผา่น
เครือข่ายอินเตอร์เน็ต (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi)  
 

กำรเตรียมตัวอย่ำงทีใ่ช้ในกำรทดสอบควำมจ ำเพำะของไพรเมอร์ด้วยปฏกิริิยำ  
real-time PCR 
 ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษา คือ ตวัอยา่งพืช 4 ชนิด  คือ ขา้วโพด ขา้วสาลี มนัส าปะหลงั 
และถัว่เหลือง แป้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ แป้งขา้วโพด แป้งสาลี แป้งมนั และแป้งถัว่เหลือง และตวัอยา่ง
เน้ือของสัตว ์3 ชนิด คือ หมู ววั และไก่  
 

กำรเตรียมดีเอน็เอตัวอย่ำงเพ่ือทดสอบควำมไวของปฏกิริิยำ real-time PCR 
 ท าการทดสอบเฉพาะดีเอ็นเอของขา้วโพดและของหมู โดยน าสารละลายดีเอน็เอของ
ขา้วโพด และหมูท่ีไดจ้ากการสกดัท่ีปรับความเขม้ขน้ให้เท่ากบั 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร มาผสม
กนัในสัดส่วนเป็นร้อยละ 100:0, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 10:90, 1:99, 0.1:99.9, 0.01:99.99, 
0.001:99.999 และ 0:100 ตามล าดบั โดยปริมาณดีเอน็เอตั้งตน้ทุกตวัอยา่งท่ีใชใ้นปฏิกิริยาเท่ากนั 
คือ 50 นาโนกรัม 
 

กำรเตรียมตัวอย่ำงผลติภัณฑ์อำหำรแปรรูปทีใ่ช้ในกำรทดสอบ 
 ท าการเลือกตวัอยา่งผลิตภณัฑอ์าหารแปรรูปท่ีผลิตมาจากเน้ือหมูประเภทไส้กรอก แฮม 
ลูกช้ิน หมูยอ และกุนเชียง จากหา้งสรรพสินคา้หรือตลาดทัว่ไปท่ีมีและไม่มีการระบุสัดส่วนของ
องคป์ระกอบอยา่งนอ้ยประเภทละ 5 ตวัอยา่ง รวมทั้งหมด 25 ตวัอยา่ง ท่ีท าการสกดัดีเอน็เอดว้ยชุด
สกดัอาหารส าเร็จรูป GMO Food DNA Extraction Kit (TIANGEN, China) ตามค าแนะน าของ
บริษทั พร้อมปรับความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอ็นเอของตวัอยา่งทั้งหมดใหเ้ท่ากบั 50 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร 
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กำรเพิม่จ ำนวนดีเอน็เอบริเวณ ITS1 และยนี psaA ด้วยเทคนิค real-time PCR 
 ท าการเพิ่มจ านวนดีเอน็เอกบัตวัอยา่งโดยใชป้ริมาณดีเอ็นเอเท่ากนัท่ี 50 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร และใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบับริเวณ ITS1 และยนี psaA ผสมสารในปฏิกิริยา real-time 
PCR ปริมาตรรวมเท่ากบั 15 ไมโครลิตร ดงัแสดงในตารางท่ี 3-3 และขั้นตอนของปฏิกิริยา  
real-time PCR แสดงในตารางท่ี 3-4 โดยท าการศึกษาอยา่งละ 3 ซ ้ า 
 
ตารางท่ี 3-5 ส่วนผสมของปฏิกิริยา real-time PCR 
 
สาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1) 2X Maxima SYBR Green/ROX qPCR master mix 7.5 
2) primer_L (10 µM) 0.2 
3) primer_R (10 µM) 0.2 
4) Genomics DNA 1 
5) Nuclease free water 6.1 
รวม 15 
 
ตารางท่ี 3-6 ขั้นตอนของปฏิกิริยา real-time PCR 
 
ขั้นตอน อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
ระยะเวลา (วนิาที) 

Step1 : pre-denaturation 50 120 
Step2 : Denaturation 95 600 
            Annealing  60 20          45 รอบ 
            Extension 72 30 
Step3 : Melting curve analysis 60-95 วดัสัญญาณเรืองแสงทุก ๆ 

0.3 วนิาที 
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กำรระบุควำมแตกต่ำงของผลติภัณฑ์จำกพืชและสัตว์ 
 ท าการระบุความแตกต่างของผลิตภณัฑจ์ากพืชและสัตว ์โดยการวเิคราะห์ความแตกต่าง
ของค่า Tm จากรูปแบบของ melting curve และพิจารณาเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้าก
การส่งวเิคราะห์ล าดบัเบสร่วมกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องพืชบางชนิดท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล GenBank 
ดว้ยโปรแกรม BLAST ผา่นระบบอินเทอร์เน็ต (www.ncbi.nlm.nih.gov/) เปรียบเทียบความ
แตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS1 และยนี psaA ของตวัอยา่งทั้งหมด จากนั้นท าการ
วเิคราะห์ระยะห่างทางพนัธุกรรม (genetic distance) โดยใชโ้ปรแกรม MEGA version 7 โดยเลือก
โมเดลท่ีใหค้่า Bayesian Information Criterion (BIC) ต ่าสุด 



 
 

บทที ่4 
ผลการวจิยั 

 

บริเวณ ITS1 (Internal transcribed spacer1) 
4.1 การเพิม่จ านวนดีเอน็เอบริเวณ ITS1 ด้วยเทคนิคพซีีอาร์ 

 เม่ือน ำดีเอน็เอท่ีสกดัไดม้ำเพิ่มจ ำนวนบริเวณ ITS1 พบวำ่สำมำรถเพิ่มจ ำนวนดีเอน็เอได้
เฉพำะกลุ่มตวัอยำ่งพืชและแป้งจำกพืช คือ ขำ้วโพด ขำ้วสำลี มนัส ำปะหลงั ถัว่เหลือง แป้งขำ้วโพด 
แป้งสำลี และแป้งมนัส ำปะหลงั ไดผ้ลผลิตพีซีอำร์มีขนำดประมำณ 500 คู่เบส ส่วนตวัอยำ่งเน้ือสัตว ์
คือ หมู ววั และไก่ นั้นปฏิกิริยำพีซีอำร์ใหผ้ลบวกกบัยนีควบคุมภำยใน 18S rRNA เท่ำนั้น ดงัแสดง
ในภำพท่ี 4-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4-1 ผลผลิตพีซีอำร์บริเวณ ITS1 และบริเวณยนีควบคุมภำยใน 18S rRNA จำกตวัอยำ่งพืช คือ 
 ขำ้วโพด (Zea mays) ขำ้วสำลี (Triticum aestivum) มนัส ำปะหลงั (Manihot esculenta) 
 ถัว่เหลือง (Glycine max) ตวัอยำ่งแป้ง 4 ชนิด คือ แป้งขำ้วโพด (corn starch) แป้งสำลี 
 (wheat flour) แป้งมนัส ำปะหลงั (cassava starch) และแป้งถัว่เหลือง (soy flour) 
 ตวัอยำ่งเน้ือสัตว ์คือ เน้ือหมู (Sus scrofa domanticus) เน้ือววั (Bos Taurus) และเน้ือไก่ 
 (Gallus Gallus) เม่ือตรวจสอบคุณภำพดว้ย 1% อะกำโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีส 
 (M = ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp DNA ladder plus, NC = Negative control) 
 
 

M 

500  

bp 

200  

psaA 

18S rRNA 
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4.2 การเพิม่จ านวนดีเอน็เอบริเวณ ITS1 ด้วยเทคนิค real-time PCR 
 เม่ือน ำดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ำกตวัอยำ่งพืชจ ำนวน 4 ชนิด คือ ขำ้วโพด ขำ้วสำลี มนั
ส ำปะหลงั และถัว่เหลือง ตวัอยำ่งแป้ง 4 ชนิด คือ แป้งขำ้วโพด แป้งสำลี แป้งมนัส ำปะหลงั และ
แป้งถัว่เหลือง เน้ือเยือ่สัตว ์3 ชนิด คือ เน้ือของหมู ววั และไก่ มำเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค 
real-time PCR ภำยหลงัส้ินสุดปฏิกิริยำพิจำรณำรูปแบบของ melting curve และวเิครำะห์ควำม
แตกต่ำงของค่ำ Tm พบวำ่ปฏิกิริยำพีซีอำร์ใหผ้ลบวกกบักลุ่มตวัอยำ่งพืชและแป้งเท่ำนั้น แต่บำงคร้ัง
ของกำรท ำปฏิกิริยำซ ้ ำผลผลิตพีซีอำร์ปรำกฏแถบไม่จ  ำเพำะข้ึนดว้ย บริเวณ ITS1 จึงไม่ถูกน ำไปใช้
ต่อในขั้นตอนของกำรทดสอบควำมไวในขั้นต่อไป 
 
ตำรำงท่ี 4-1 ค่ำ Tmบริเวณ ITS1 ของตวัอยำ่งพืชและแป้ง 
 

ตวัอยำ่ง 
ค่ำ Tm 

ค่ำ Tm ± SD 
1 2 3 

ขำ้วโพด (Zea mays) 89.90 89.91 89.90 89.87±0.07 
แป้งขำ้วโพด (corn starch) 89.16 89.16 89.60 89.31±0.25 
ขำ้วสำลี (Triticum aestivum) 87.37 87.23 87.12 87.27±0.07 
แป้งขำ้วสำลี (wheat flour) 87.22 87.08 87.22 87.17±0.07 
มนัส ำปะหลงั (Manihot esculenta) 90.34 90.21 90.21 90.25±0.06 
แป้งมนัส ำปะหลงั (cassava starch) 90.20 90.19 90.36 90.25±0.08 
ถัว่เหลือง (Glycine max) 87.36 87.21 87.36 87.32±0.08 
แป้งถัว่เหลือง (soy flour) 87.23 87.08 87.08 87.13±0.07 

 
 
 เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยำ real-time PCR และวเิครำะห์ค่ำ Tm พบวำ่กลุ่ม 1) ขำ้วโพด-แป้ง
ขำ้วโพด 2) ขำ้วสำลี-แป้งสำลี 3) มนัส ำปะหลงั-แป้งมนัส ำปะหลงั และ 4) ถัว่เหลือง-แป้งถัว่เหลือง 
มีค่ำเท่ำกบั 1) 89.87±0.07, 89.31±0.25 2) 87.27±0.07, 87.17±0.07 3) 90.25±0.06, 90.25±0.08 และ  
4) 87.32±0.08, 87.13±0.07 ตำมล ำดบั ซ่ึงค่ำ Tm ของพืชและแป้งแต่ละชนิดท่ีไดน้ั้นมีค่ำใกลเ้คียงกนั 
(ตำรำงท่ี 4-1)   
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 แต่เม่ือพิจำรณำล ำดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS1 ขำ้วโพด แป้งขำ้วโพด ขำ้วสำลี แป้ง
สำลี มนัส ำปะหลงั แป้งมนัส ำปะหลงั ถัว่เหลือง และแป้งถัว่เหลือง มีขนำดเท่ำกบั 515, 518, 516, 
515, 514, 517, 514 และ 514 คู่เบส ตำมล ำดบั (ภำพท่ี 4-2 แสดงเพียง 421-430 คู่เบส) และพบวำ่
ขำ้วโพด-แป้งขำ้วโพด ขำ้วสำลี-แป้งสำลี มนัส ำปะหลงั-แป้งมนัส ำปะหลงั แต่ละคู่ทดสอบมีล ำดบั
นิวคลีโอไทดท่ี์แตกต่ำงกนั ยกเวน้เฉพำะถัว่เหลือง-แป้งถัว่เหลืองท่ีมีล ำดบันิวคลีโอไทดเ์หมือนกนั 
ดงัแสดงเป็นค่ำ genetic distance ในตำรำงท่ี 4-2 ท่ีขำ้วโพด-แป้งขำ้วโพด ขำ้วสำลี-แป้งสำลี และมนั
ส ำปะหลงั-แป้งมนัส ำปะหลงั มีค่ำเท่ำกบั 0.421, 0.005 และ 0.062 ตำมล ำดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



27 
 

 
 
ภำพท่ี 4-2 กำรเทียบเคียงล ำดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS1 ของขำ้วโพด (Zea mays) แป้งขำ้วโพด 
 (corn starch) ขำ้วสำลี (Triticum aestivum) แป้งสำลี (wheat flour)  มนัส ำปะหลงั 
 (Manihot esculenta)  แป้งมนัส ำปะหลงั (cassava starch) ถัว่เหลือง (Glycine max)   
 และแป้งถัว่เหลือง (soy flour) 
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ตำรำงท่ี 4-2  ระยะห่ำงทำงพนัธุกรรม (genetic distance) ในบริเวณ ITS1 ของตวัอยำ่งพืช 4 ชนิด 
  และแป้ง 4 ชนิด 
 

samples 1 2 3 4 5 6 7 8 
1. Zea mays 0.000 

       
2. corn starch 0.421 0.000 

      
3. Triticum aestivum 0.250 0.367 0.000 

     
4. wheat flour 0.247 0.367 0.005 0.000 

    
5. Manihot esculenta 0.426 0.068 0.385 0.385 0.000 

   
6. cassava starch 0.412 0.005 0.359 0.359 0.062 0.000 

  
7. Glycine max 0.439 0.318 0.376 0.376 0.315 0.310 0.000 

 
8. soy flour 0.439 0.318 0.376 0.376 0.315 0.310 0.000 0.000 
 
หมายเหตุ                      = เปรียบเทียบระหวำ่งพืชและแป้งของพืชชนิดนั้น ๆ 
 1. Zea mays = ขำ้วโพด   2. corn starch = แป้งขำ้วโพด  
 3. Triticum aestivum = ขำ้วสำลี  4. wheat flour = แป้งสำลี 
  5. Manihot esculenta = มนัส ำปะหลงั 6. cassava starch = แป้งมนัส ำปะหลงั 
 7. Glycine max = ถัว่เหลือง   8. soy flour = แป้งถัว่เหลือง 
  โดยใชโ้ปรแกรม MEGA version 7 ดว้ยวธีิ Maximum Likelihood โมเดล  
 Tamura 3-parameter  
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ภำพท่ี 4-3 แผนภูมิตน้ไม ้(phylogenetic tree) แสดงควำมสัมพนัธ์จำกล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 
 ITS1 ของขำ้วโพด (Zea mays) แป้งขำ้วโพด (corn starch) ขำ้วสำลี (Triticum aestivum) 
 แป้งสำลี (wheat flour) มนัส ำปะหลงั (Manihot esculenta)  แป้งมนัส ำปะหลงั (cassava 
 starch) ถัว่เหลือง (Glycine max) และแป้งถัว่เหลือง (soy flour) โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 
 version 7 ดว้ยวธีิ Maximum Likelihood โมเดล Tamura 3-parameter สับเปล่ียนขอ้มูล 
 1,000 คร้ัง 
หมายเหตุ ตวัเลข 0.05 = ค่ำควำมแตกต่ำงของล ำดบันิวคลีโอไทด์ต่อต ำแหน่ง 
 ตวัเลขบนก่ิง (%) คือ ค่ำควำมเช่ือมัน่ท่ีเกิดจำกกำรสับเปล่ียนขอ้มูล 1,000 คร้ัง 
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บริเวณยนี  psaA (Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein A1) 

4.3 การเพิม่จ านวนดีเอน็เอบริเวณยนี psaA ด้วยเทคนิคพซีีอาร์ 
 เม่ือท ำกำรเพิ่มจ ำนวนดีเอน็เอบริเวณยนี psaA พบวำ่สำมำรถเพิ่มจ ำนวนดีเอน็เอไดอ้ยำ่ง
จ ำเพำะกบัตวัอยำ่งในกลุ่มของพืชและแป้ง คือ ขำ้วโพด ขำ้วสำลี มนัส ำปะหลงั ถัว่เหลือง แป้ง
ขำ้วโพด แป้งสำลี และแป้งมนัส ำปะหลงั ไดผ้ลผลิตขนำดประมำณ 190 คู่เบส ส่วนตวัอยำ่ง
เน้ือสัตว ์คือ หมู ววั และไก่ นั้นปฏิกิริยำพีซีอำร์ใหผ้ลบวกกบัยนีควบคุมภำยใน 18S rRNA เท่ำนั้น  
(ภำพท่ี 4-3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4-4 ผลผลิตพีซีอำร์ของยนี psaA และยนีควบคุมภำยใน 18S rRNA จำกขำ้วโพด (Zea mays) 
 ขำ้วสำลี (Triticum aestivum) มนัส ำปะหลงั (Manihot esculenta) ถัว่เหลือง  
 (Glycine max) ตวัอยำ่งแป้งจำกพืช 4 ชนิด คือ แป้งขำ้วโพด (corn starch) แป้งสำลี 
 (wheat flour) แป้งมนัส ำปะหลงั (cassava starch) และแป้งถัว่เหลือง (soy flour) ตวัอยำ่ง
 เน้ือสัตว ์คือ เน้ือหมู (Sus scrofa domanticus) เน้ือววั (Bos Taurus) และเน้ือไก่  
 (Gallus Gallus) เม่ือตรวจสอบคุณภำพดว้ย 1% อะกำโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีส 
 (M = ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp DNA ladder plus, NC = Negative control) 
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4.4 การเพิม่จ านวนดีเอน็เอบริเวณยนี psaA ด้วยเทคนิค real-time PCR 
 จำกกำรเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอบริเวณยนี psaA ดว้ยเทคนิค real-time PCR พบวำ่สำมำรถ
เพิ่มจ ำนวนไดเ้ฉพำะกบักลุ่มพืช คือ ขำ้วโพด ขำ้วสำลี มนัส ำปะหลงั ถัว่เหลือง และตวัอยำ่งแป้ง 4 
ชนิด คือ แป้งขำ้วโพด แป้งสำลี แป้งมนัส ำปะหลงั และแป้งถัว่เหลือง และท ำปฏิกิริยำกบักลุ่มของ
เน้ือสัตวเ์ช่นเดียวกบัผลกำรทดลองท่ีทดสอบดว้ยวธีิพีซีอำร์ และเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยำน ำผลผลิตไป
วเิครำะห์และยนืยนัผลดว้ยวธีิอะกำโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีส พบวำ่สำมำรถเพิ่มจ ำนวนดีเอน็เอ
บริเวณยนี psaA ไดอ้ยำ่งจ ำเพำะกบัตวัอยำ่งพืชและแป้ง (ไม่ไดแ้สดงผล) และเม่ือส่งวเิครำะห์ล ำดบั
นิวคลีโอไทด ์พบวำ่ขนำดของล ำดบันิวคลีโอไทดใ์นบริเวณยนี psaA ของตวัอยำ่งพืชและแป้ง 4 
ชนิด ขนำดไม่เท่ำกนั โดยขำ้วโพด มนัส ำปะหลงั และถัว่เหลืองมีขนำดเท่ำกบั 193, 192 และ 192  
คู่เบส ตำมล ำดบั (ภำพท่ี 4-4 แสดงเพียง 150 คู่เบส) วเิครำะห์เปรียบเทียบกบัตวัอยำ่งทั้งหมดมี
ต ำแหน่งแตกต่ำงกนั 16/150 ต ำแหน่ง ยกเวน้ขำ้วโพด-แป้งขำ้วโพดท่ีมีล ำดบันิวคลีโอไทดเ์หมือน 
กนัซ่ึงค่ำ genetic distance แสดงในตำรำงท่ี 4-4 โดยคู่ของขำ้วสำลี-แป้งสำลี มนัส ำปะหลงั-แป้งมนั
ส ำปะหลงั และถัว่เหลือง-แป้งถัว่เหลือง มีค่ำเท่ำกบั 0.014, 0.063 และ 0.013 ตำมล ำดบั 
 เม่ือวิเครำะห์ค่ำ Tm ภำยหลงัส้ินสุดปฏิกิริยำ real-time PCR พบวำ่ค่ำ Tm ของกลุ่ม  
1) ขำ้วโพด แป้งขำ้วโพด 2) ขำ้วสำลี แป้งสำลี 3) มนัส ำปะหลงั แป้งมนัส ำปะหลงั และ 4) ถัว่
เหลือง แป้งถัว่เหลือง มีค่ำ Tm เท่ำกบั 1) 77.33 ± 0.09, 77.79 ± 0.09 2) 76.64 ± 0.01, 77.64 ± 0.09 
3) 77.31 ± 0.09, 77.30 ± 0.09 และ 4) 76.63 ± 0.01, 77.09 ± 0.00 ตำมล ำดบั ดงัแสดงในตำรำง 
ท่ี 4-3 
 

 
ภำพท่ี 4-5 กำรเทียบเคียงล ำดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณยนี psaA ของขำ้วโพด (Zea mays) แป้ง
 ขำ้วโพด (corn starch) ขำ้วสำลี (Triticum aestivum) แป้งสำลี (wheat flour) มนั
 ส ำปะหลงั (Manihot esculenta)  แป้งมนัส ำปะหลงั (cassava starch) ถัว่เหลือง  
 (Glycine max) และแป้งถัว่เหลือง (soy flour) (แสดงเพียง 150 คู่เบส) 
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ตำรำงท่ี 4-3 ระยะห่ำงพนัธุกรรม (genetic distance) ของล ำดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณยนี psaA  
  ของตวัอยำ่งพืชและแป้ง 
 

samples 1 2 3 4 5 6 7 8 
1. Zea mays 0.000               
2. corn starch 0.000 0.000             
3. Triticum aestivum 0.014 0.014 0.000           
4. wheat flour 0.027 0.027 0.014 0.000         
5. Manihot esculentus 0.063 0.063 0.063 0.079 0.000       
6. cassava starch 0.000 0.000 0.014 0.027 0.063 0.000     
7. Glycine max 0.070 0.070 0.070 0.086 0.048 0.070 0.000   
8. soy flour 0.078 0.078 0.078 0.093 0.055 0.078 0.013 0.000 
 
หมายเหตุ                   = เปรียบเทียบระหวำ่งพืชและแป้งของพืชชนิดนั้น ๆ 
 1. Zea mays = ขำ้วโพด   2. corn starch = แป้งขำ้วโพด  
 3. Triticum aestivum = ขำ้วสำลี  4. wheat flour = แป้งสำลี 
  5. Manihot esculenta = มนัส ำปะหลงั 6. cassava starch = แป้งมนัส ำปะหลงั 
 7. Glycine max = ถัว่เหลือง   8. soy flour = แป้งถัว่เหลือง 
 โดยใชโ้ปรแกรม MEGA version 7 ดว้ยวธีิ Maximum Likelihood โมเดล  
 Tamura 3-parameter 
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ภำพท่ี 4-6 แผนภูมิตน้ไม่แสดงควำมสัมพนัธ์จำกล ำดบันิวคลีโอไทดใ์นบริเวณยนี psaA ของ
 ขำ้วโพด (Zea mays) แป้งขำ้วโพด (corn starch) ขำ้วสำลี (Triticum aestivum) แป้งสำลี 
 (wheat flour) มนัส ำปะหลงั (Manihot esculenta)  แป้งมนัส ำปะหลงั (cassava starch)  
 ถัว่เหลือง (Glycine max) และแป้งถัว่เหลือง (soy flour) โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 
 version 7 ดว้ยวธีิ Maximum Likelihood โมเดล Tamura 3-parameter สับเปล่ียนขอ้มูล 
 1,000 คร้ัง 
หมายเหตุ ตวัเลข 0.05 = ค่ำควำมแตกต่ำงของล ำดบันิวคลีโอไทด์ต่อต ำแหน่ง 
 ตวัเลขบนก่ิง (%) คือ ค่ำควำมเช่ือมัน่ท่ีเกิดจำกกำรสับเปล่ียนขอ้มูล 1,000 คร้ัง 
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ตำรำงท่ี 4-4 ค่ำ Tm บริเวณยนี psaA ของตวัอยำ่งพืชและแป้ง 
 

 
 
การทดสอบประสิทธิภาพและความไวของปฏกิริิยา real-time PCR 
 ในกำรศึกษำคร้ังน้ีเลือกใชพ้ืช คือ ขำ้วโพด และเน้ือสัตว ์คือ หมู น ำดีเอ็นเอมำผสมเพื่อ
ทดสอบประสิทธิภำพและควำมไว โดยผสมดีเอน็เอในสัดส่วนเป็นร้อยละ 100:0, 80:20, 60:40, 
20:80, 10:90, 1:99, 0.1:99.9, 0.01:99.99, 0.001:99.999 และ 0:100 น ำไปท ำปฏิกิริยำ real-time PCR 
แลว้น ำค่ำ Ct ของควำมเขม้ขน้ของดีเอ็นเอระดบัต่ำง ๆ มำวเิครำะห์ประสิทธิภำพของปฏิกิริยำดว้ย
สมกำร Y= -4.6206x + 28.055 ไดก้รำฟมำตรฐำน ค่ำ R2 = 0.9818 แสดงวำ่ปฏิกิริยำ real-time PCR 
ในกำรศึกษำคร้ังน้ีมีประสิทธิภำพมำกร้อยละ 98.18 (ภำพท่ี 4-5) และตรวจสอบพืชไดใ้นปริมำณ 
ดีเอ็นเอต ่ำสุด ซ่ึงเป็นค่ำควำมไวของปฏิกิริยำท่ีร้อยละ 0.001 ดงัแสดงในตำรำงท่ี 4-5  
 
 

ตวัอยำ่ง 
ค่ำ Tm 

ค่ำ Tm± SD 
1 2 3 

ขำ้วโพด  (Zea mays) 77.41 77.35 77.23 77.33 ± 0.09 

แป้งขำ้วโพด  (corn starch) 77.84 77.84 77.69 77.79 ± 0.09 

ขำ้วสำลี  (Triticum aestivum) 76.65 76.64 76.74 76.64 ± 0.01 
แป้งขำ้วสำลี  (wheat flour) 77.69 77.69 77.54 77.64 ± 0.09 

มนัส ำปะหลงั  (Manihot esculenta) 77.21 77.33 77.38 77.31 ± 0.09 

แป้งมนัส ำปะหลงั  (cassava starch) 77.25 77.25 77.39 77.30 ± 0.09 

ถัว่เหลือง  (Glycine max) 77.63 77.63 76.64 76.63 ± 0.01 
แป้งถัว่เหลือง  (soy flour) 77.09 77.09 77.09 77.09 ± 0.00 
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ภำพท่ี 4-7 กรำฟควำมสัมพนัธ์ระหวำ่งจ ำนวนรอบ (Cycle number) ของปฏิกิริยำ real-time PCR
 กบัควำมเขม้ขน้ของดีเอน็เอร้อยละ 0.001-100  แสดงค่ำ log (log concentration) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 4-8 ควำมเขม้แสงฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence) กบัจ ำนวนรอบ (cycle) ในปฏิกิริยำ  
 real-time PCR บริเวณยนี psaA ท่ีมีขนำดประมำณ 190 คู่เบส ของสำรละลำยดีเอน็เอ
 ผสมระหวำ่งขำ้วโพดและหมูในสัดส่วนร้อยละ 0.001-100 

 

Y = -4.6206x + 28.055, R² = 0.9818
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ตำรำงท่ี 4-5  ค่ำ Ct ของปฏิกิริยำ real-time PCR บริเวณยนี psaA ของสำรละลำยดีเอน็เอผสม 
  ระหวำ่งขำ้วโพดกบัหมูในสัดส่วนร้อยละ 0.001-100 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
การตรวจสอบอาหารและผลติภัณฑ์อาหารด้วยเทคนิค real-time PCR 
 เม่ือสุ่มตรวจผลิตภณัฑอ์ำหำรแปรรูปท่ีผลิตมำจำกเน้ือหมูประเภทไส้กรอก แฮม ลูกช้ิน 
หมูยอ และกุนเชียง จ ำนวนทั้งหมด 25 ตวัอยำ่ง พบวำ่ปฏิกิริยำ real-time PCR ใหผ้ลบวกกบักลุ่ม
ตวัอยำ่งท่ีระบุวำ่มีพืชและ/หรือแป้งของพืชเป็นส่วนประกอบจ ำนวน 15 ใน 16 ตวัอยำ่ง (หมำยเลข 
1, 3, 5, 7, 9, 11-18, 21 และ 23-25; ตำรำงท่ี 4-6) ส่วนกลุ่มท่ีไม่มีกำรระบุวำ่มีพืชและ/หรือแป้งของ
พืชเป็นส่วนประกอบบนฉลำกนั้นมีจ ำนวน 9 ตวัอยำ่ง แต่ปฏิกิริยำ real-time PCR ใหผ้ลบวกเพียง
จ ำนวน 7 ตวัอยำ่ง (หมำยเลข 2, 4, 6, 10, 19, 20 และ 22; ตำรำงท่ี 4-6) และมี 3 ตวัอยำ่ง ท่ีไม่
เกิดปฏิกิริยำใน real-time PCR (หมำยเลข 3, 8 และ 9) แต่ทั้งน้ีหมำยเลข 8 เป็นตวัอยำ่งท่ีมีกำรระบุ
วำ่มีพืช (ถัว่เหลือง) และแป้ง (แป้งสำลี) เป็นส่วนประกอบ แต่ปฏิกิริยำ real-time PCR ใหผ้ลลบ ดงั
แสดงในตำรำงท่ี 4-6 
 
 
 

ปริมำณดีเอน็เอผสม (%) 
ค่ำ Ct 

ขำ้วโพด หมู 
100 0 17.07 ± 2.50 
80 20 18.89 ± 1.20 
60 40 20.62 ± 0.76 
40 60 20.74 ± 0.30 
20 80 21.83 ± 0.30 
10 90 23.26 ± 0.12 
1 99 30.41 ± 0.22 

0.1 99.9 33.02 ± 0.23 
0.01 99.99 37.57 ± 0.22 

0.001 99.999 40.58 ± 0.90 
0 100 - 



37 
 

ตำรำงท่ี 4-6 กำรตรวจสอบอำหำรและผลิตภณัฑ์อำหำรดว้ยเทคนิค real-time PCR (ยนี psaA) 
 

ตวัอยำ่งท่ี ชนิดตวัอยำ่ง ประเภทระบุ (พืช) ค่ำ Tm 
ผลกำรตรวจสอบ
ดว้ยปฏิกิริยำ 

real-time PCR 

 
ประเภทลูกช้ิน 

   
1 MB 1  77.39 ± 0.15  
2 MB 2  77.84 ± 0.26  
3 MB 3  ND  
4 MB 4  77.64 ± 0.31  
5 MB 5  77.53 ± 0.09  

 
ประเภทแฮม 

   
6 HAM 1  76.79 ± 0.15  
7 HAM 2  76.89 ± 0.09  
8 HAM 3  ND  
9 HAM 4  ND  

10 HAM 5  77.59 ± 0.17  

 
ประเภทหมูยอ 

   
11 MY 1  76.84 ± 0.09  
12 MY 2  77.53 ± 0.09  
13 MY 3  76.64 ± 0.09  
14 MY 4  77.24 ± 0.15  
15 MY 5  76.64 ± 0.09  

 
หมายเหตุ 2, 4, 6, 10, 19, 20 และ 22 = ตวัอยำ่งผลิตภณัฑ์อำหำรท่ีไม่ระบุส่วนประกอบของพืช  
 แต่ปฏิกิริยำใหผ้ลบวก 
 8 = ตวัอยำ่งผลิตภณัฑ์อำหำรท่ีระบุส่วนประกอบของพืช แต่ปฏิกิริยำใหผ้ลลบกบั 
 ND = not detectable 
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ตำรำงท่ี 4-6 (ต่อ) 
 

ตวัอยำ่งท่ี ชนิดตวัอยำ่ง ประเภทระบุ (พืช) ค่ำ Tm 
ผลกำรตรวจสอบ
ดว้ยปฏิกิริยำ 

real-time PCR 

 
ประเภท 
ไส้กรอก    

16 SS 1  76.94 ± 0.09  
17 SS 2  77.38 ± 0.09  
18 SS 3  77.09 ± 0.00  
19 SS 4  76.64 ± 0.09  
20 SS 5  77.38 ± 0.15  

 
ประเภทแฮม 

   
21 GC 1  77.38 ± 0.15  
22 GC 2  77.53 ± 0.09  
23 GC 3  77.53 ± 0.09  
24 GC 4  76.79 ± 0.09  
25 GC 5  76.79 ± 0.09  

 
หมายเหตุ 2, 4, 6, 10, 19, 20 และ 22 = ตวัอยำ่งผลิตภณัฑ์อำหำรท่ีไม่ระบุส่วนประกอบของพืช 
 แต่ปฏิกิริยำใหผ้ลบวก 
 8 = ตวัอยำ่งผลิตภณัฑ์อำหำรท่ีระบุส่วนประกอบของพืช แต่ปฏิกิริยำใหผ้ลลบกบั 
 ND = not detectable 



 
 

 

บทที ่5 
อภปิรายและสรุปผลการทดลอง 

 

อภิปรายผลการทดลอง 
 การระบุชนิดของส่วนประกอบบนฉลากในผลิตภณัฑ์อาหารนั้นมีความส าคญัต่อ
ผูบ้ริโภคเป็นอยา่งมาก เน่ืองจากขอ้มูลเหล่าน้ีจะถูกน าไปใชใ้นการประกอบการตดัสินใจเลือกซ้ือ
และบริโภค เน่ืองจากผูบ้ริโภคบางกลุ่มท่ีไวต่อการแพอ้าหาร เช่น ในกลุ่มผูบ้ริโภคท่ีแพถ้ัว่หรือ
ผลิตภณัฑจ์ากพืช เช่น แป้ง เป็นตน้ ดงันั้นการศึกษาในคร้ังน้ีจึงเลือกทดสอบพืช 4 ชนิด คือ 
ขา้วโพด ขา้วสาลี มนัส าปะหลงั และถัว่เหลือง ตวัอยา่งแป้งผลิตภณัฑข์องพืชดงักล่าวทั้ง 4 ชนิด  
คือ แป้งขา้วโพด แป้งสาลี แป้งมนัส าปะหลงั และแป้งถัว่เหลืองท่ีนิยมน ามาใชป้ระกอบเป็นอาหาร 
และกลุ่มตวัอยา่งเน้ือสัตว ์3 ชนิด คือ เน้ือหมู ววั และไก่ ท่ีนิยมบริโภคและน ามาแปรรูปเป็น
ผลิตภณัฑอ์าหาร คือ ไส้กรอก แฮม ลูกช้ิน หมูยอ และกุนเชียง โดยศึกษาขอ้ความพนัธุกรรม  
2 บริเวณ คือ 1) ITS1 ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีความแปรปรวนระหวา่งชนิดและมีการน ามาใชเ้ป็นดีเอน็เอ
บาร์โคด้ในพืชหลายชนิด (Jobes & Thien, 1997) อยูใ่นนิวเคลียร์จีโนมและ 2) ยนี psaA ใน 
คลอโรพลาสตจี์โนมซ่ึงเป็นยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสังเคราะห์แสงท่ีสามารถพบไดใ้นพืช 
ทุกชนิด และยงัเป็นบริเวณท่ีล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นแบบอนุรักษ ์(Santabarbara et al., 2005) ทั้ง
สองบริเวณน้ีมีจ านวนซ ้ า (copy number) มากหลายร้อยถึงหลายพนัชุดต่อหน่ึงเซลล ์ 
(สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) จึงเหมาะท่ีจะน ามาใชเ้พิ่มปริมาณดีเอน็เอจากตวัอยา่งท่ีมีเพียง
เล็กนอ้ยหรือตวัอยา่งผลิตภณัฑอ์าหารแปรรูปแลว้ท่ีมีปริมาณดีเอ็นเอนอ้ยหรือเสียสภาพได ้
 จากผลการศึกษาเม่ือตรวจสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ พบวา่
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ของบริเวณ ITS1 ท่ีมีขนาด 514-520 คู่เบส ใหผ้ลบวกกบัตวัอยา่งดีเอน็เอของพืช
ทั้งหมด (ขา้วโพด ขา้วสาลี มนัส าปะหลงั และถัว่เหลือง) และดีเอน็เอของแป้งทั้งหมด (แป้งสาลี 
แป้งขา้วโพด แป้งมนัส าปะหลงั และแป้งถัว่เหลือง) แต่ไม่ใหผ้ลผลิตพีซีอาร์กบัดีเอน็เอของ
เน้ือสัตวท์ั้งของหมู ววั และไก่ เม่ือวเิคราะห์ค่า Tm ของตวัอยา่งท่ีเพิ่มจ านวนไดบ้ริเวณ ITS1 นั้น
พบวา่ค่า Tm ท่ีไดข้องพืชและแป้งของพืชชนิดนั้น ๆ มีความสอดคลอ้งกนั อยา่งไรก็ตามใน
การศึกษาคร้ังน้ียงัไม่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งขา้วสาลี/แป้งสาลีออกจากถัว่เหลือง/แป้งถัว่
เหลือง เม่ือพิจารณาจากค่า Tm  ได ้และพบวา่พืชและแป้งของพืชนั้น ๆ มีล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไม่
แตกต่างหรือแตกต่างกนันอ้ยมาก อน่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดข์องแป้ง
ขา้วโพดมีความใกลเ้คียงกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องแป้งมนัส าปะหลงั โดยมีค่าระยะห่างทาง
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พนัธุกรรมเพียง 0.005 เท่านั้น อาจเป็นไปไดว้า่แป้งขา้วโพดท่ีน ามาทดสอบนั้นมีการปลอมปนของ
แป้งมนัส าปะหลงัทั้งท่ีฉลากระบุไวว้า่แป้งขา้วโพด 100% 
 บริเวณ ITS1 ท่ีน ามาศึกษามีความจ าเพาะในกลุ่มพืช โดยสามารถแยกความแตกต่าง
ระหวา่งขา้วโพดและมนัส าปะหลงัออกจากขา้วสาลีกบัถัว่เหลืองได ้แต่ดว้ยการพบวา่ปฏิกิริยา  
real-time PCR ในบริเวณ ITS1 (ดว้ยคู่ไพรเมอร์ ITS1_L/ITS1_R) ในการศึกษาคร้ังน้ีท าไดค้่อนขา้ง
ยากกบัพืชและแป้ง จ าเป็นตอ้งท าผลผลิตพีซีอาร์ท าใหบ้ริสุทธ์ิไดโ้ดยการตดัออกจากเจลก่อนจึง
น าไปวเิคราะห์ผลต่อไปได ้ดงันั้นในการทดลองขั้นต่อไปผูว้จิยัจึงเลือกศึกษาท่ีบริเวณยีน psaA ซ่ึง
เป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสังเคราะห์แสงในระบบแสงท่ี 1 (photo system I; PS I) และมี
ล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นแบบอนุรักษ ์(Santabarbara et al., 2005) ซ่ึงสามารถท่ีจะน ามาเพิ่มจ านวน 
ดีเอ็นเอไดก้บักลุ่มของพืชเพื่อการตรวจสอบการปลอมปนของพืชในผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวแ์ปรรูป ซ่ึง
ผลการทดสอบพบวา่ปฏิกิริยาพีซีอาร์ใหผ้ลบวกอยา่งจ าเพาะกบัพืชและแป้งของพืชชนิดนั้น ๆ โดย
มีขนาดประมาณ 190 คู่เบส เม่ือท าการวิเคราะห์ค่า Tm ของยนี psaA แสดงใหเ้ห็นวา่ค่า Tm ระหวา่ง
ชนิดของพืชมีค่าไม่ต่างกนัมากนกั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณน้ีท่ีมีความแตกต่าง
กนั 17/150  ต  าแหน่ง (ไม่รวมไพรเมอร์) (ภาพท่ี 4-6) ดงันั้นบริเวณยนี psaA จึงสามารถท่ีจะ
น าไปใชใ้นการตรวจสอบกลุ่มพืชไดอ้ยา่งจ าเพาะ (แยกออกจากกลุ่มสัตว)์ และตรวจสอบการ
ปลอมปนของพืชในผลิตภณัฑอ์าหารแปรรูปได ้แต่จะไม่สามารถบอกวา่ไดว้า่เป็นพืชชนิดใด 
 ในการทดสอบความไวของปฏิกิริยา real-time PCR ในบริเวณยนี psaA โดยใชดี้เอน็เอ
ผสมระหวา่งขา้วโพดและหมูในสัดส่วนเป็นร้อยละ 100:0, 80:20, 60:40, 20:80, 10:90, 1:99, 
0.1:99.9, 0.01:99.99, 0.001:99.999 และ 0:100 โดยใช ้real-time PCR ท่ีใช ้SYBR Green พบวา่
ปฏิกิริยามีความไวสูงสุดท่ีสามารถตรวจสอบพืชไดท่ี้ร้อยละ 0.001 โดยมีดีเอ็นเอเท่ากบั 5×10-4  
นาโนกรัม ซ่ึงมีรายงานการใชเ้ทคนิค real-time PCR ซ่ึงใช ้Evagreen ท่ีมีความจ าเพาะกวา่ SYBR 
Green (Safdar and Abasiyanik, 2013) โดยวเิคราะห์ในบริเวณยนี lectin ท่ีผูว้จิยัน ามาใชต้รวจดีเอน็
เอของถัว่เหลืองผสมกบัของเน้ือววัในปริมาณต ่าสุดไดเ้ท่ากบัร้อยละ 0.001 เช่นเดียวกนั แต่ใน
ปริมาณดีเอน็เอ 9×10-4 นาโนกรัม และการศึกษาคร้ังน้ีมีความไวสูงกวา่ท่ีรายงานโดย Ali et al. 
(2012) ท่ีตรวจสอบการปลอมปนของเน้ือหมูในลูกช้ินดว้ยเทคนิค real-time PCR ท่ีใช ้TaqMan 
probe ท่ีมีความไวของปฏิกิริยาอยูท่ี่ร้อยละ 0.01 และเม่ือวิเคราะห์ประสิทธิภาพของเทคนิค  
real-time PCR ท่ีใช ้SYBR green และในการศึกษาคร้ังน้ีไดค้่า R2 = 0.9818 หรือเท่ากบั 98% ซ่ึงค่า 
R2 (R-Squared) ท่ียอมรับไดน้ั้นควรมีค่า ≥ 0.98 (Broeders et al., 2014) ดงันั้นเทคนิค real-time 
PCR ท่ีใช ้SYBR Green และบริเวณยนี psaA ในการศึกษาคร้ังน้ีมีความไวและความจ าเพาะ
เทียบเท่ากบัและ/หรือดีกวา่เทคนิค real-time PCR ท่ี Safdar and Abasiyanik (2013) และ  
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Ali et al. (2012) ทดสอบ ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากบริเวณยนี psaA มีขนาดท่ีสั้น และเป็นบริเวณ
อนุรักษซ่ึ์งง่ายต่อการเพิ่มจ านวนดีเอน็เอ 
 การตรวจสอบพืชและผลิตภณัฑจ์ากพืช เช่น แป้งในผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวแ์ปรรูปท่ีขายตาม
หา้งสรรพสินคา้หรือตลาดทัว่ไปทั้งท่ีมีการระบุองคป์ระกอบ และท่ีไม่ไดร้ะบุในฉลากจ านวน 5 
ประเภท คือ ไส้กรอก แฮม ลูกช้ิน หมูยอ และกุนเชียง รวมทั้งหมด 25 ตวัอยา่ง พบวา่ปฏิกิริยา  
real-time PCR มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบใหผ้ลบวกกบักลุ่มตวัอยา่งท่ีระบุวา่มีพืชและ/หรือ
แป้งของพืชเป็นส่วนประกอบจ านวน 15 ใน 16 ตวัอยา่ง (คิดเป็น 93.75%) ส่วนกลุ่มท่ีฉลากไม่ระบุ
วา่มีพืชและ/หรือแป้งเป็นส่วนประกอบนั้นน ามาทดสอบจ านวน 9 ตวัอยา่ง โดยปฏิกิริยา real-time 
PCR ใหผ้ลบวกจ านวน 7 ตวัอยา่ง (คิดเป็น 77.77%)  แสดงวา่ผลิตภณัฑน้ี์มีส่วน ประกอบท่ีไม่ตรง
ตามฉลาก ซ่ึงมีพืชหรือแป้งของพืชเป็นส่วนประกอบ และมีเพียง 2 ตวัอยา่ง (หมายเลข 3 และ 9; 
ตารางท่ี 4-6) ท่ีตรงตามฉลาก แต่การทดสอบคร้ังน้ีปฏิกิริยา real-time PCR ใหผ้ลลบพบ 1 ตวัอยา่ง 
ท่ีระบุวา่มีถัว่เหลือง และแป้งขา้วสาลีเป็นส่วนประกอบ (หมายเลข 8) อาจเน่ืองจากผลิตภณัฑ์
ดงักล่าวมีส่วนประกอบของพืชหรือแป้งของพืชเป็นส่วนผสมนอ้ยกวา่ความไวท่ีปฏิกิริยา real-time 
PCR ในการศึกษาคร้ังน้ีตรวจสอบได ้
 

สรุปผลการทดลอง 
 1. สามารถเพิ่มจ านวนดีเอน็เอในปฏิกิริยา real-time PCR บริเวณ ITS1 ไดล้ าดบั 
นิวคลีโอไทดมี์ขนาด 514-520 คู่เบส และบริเวณยนี psaA มีขนาด 192-193 คู่เบส ท่ีมีความจ าเพาะ
กบักลุ่มตวัอยา่งพืชและแป้งเท่านั้น 
 2. ค่า Tm บริเวณ ITS1 ของพืชและแป้งแต่ละชนิด มีความสอดคลอ้งกนั 
 3. บริเวณ ITS1 ท่ีไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์ ITS1_L/ITS1_R ในปฏิกิริยา real-time PCR
นั้นยงัไม่เหมาะสมท่ีจะน าไป ใชใ้นการทดสอบประสิทธิภาพและความไวของปฏิกิริยา เน่ืองจาก
ท าซ ้ าไดย้ากและเพิ่มจ านวนไดไ้ม่สม ่าเสมอในกลุ่มพืชและแป้ง 
 4. ปฏิกิริยา real-time PCR บริเวณยนี psaA สามารถเพิ่มจ านวนดีเอน็เอในกลุ่มของพืช
และแป้งไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยมีค่า Tm อยูใ่นช่วง 76-77 องศาเซลเซียส 
 5. สามารถใชเ้ทคนิค real-time PCR โดยใช ้SYBR Green dye บริเวณยนี psaA 
ตรวจสอบพืชและการปลอมปนของพืชในผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวแ์ปรรูปไดจ้  านวน 22 ตวัอยา่ง จาก
ทั้งหมดจ านวน 25 ตวัอยา่ง ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบคิดเป็น 88% ของตวัอยา่งผลิตภณัฑ์
เน้ือสัตวแ์ปรรูปทั้งหมดท่ีสุ่มตรวจ 
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 6. ปฏิกิริยา real-time PCR ท่ีทดสอบไดมี้ความไวสูงสุดท่ีสามารถตรวจสอบปริมาณ 
ดีเอ็นเอไดต้ ่าสุดท่ีร้อยละ 0.001 
 

ข้อเสนอแนะ 
 ควรท่ีจะพฒันาหรือออกแบบไพรเมอร์และ/หรือดีเอน็เอโพรบท่ีมีความจ าเพาะในบริเวณ 
ITS1 หรือร่วมกบัเทคนิค real-time PCR ท่ีใช ้TaqMan probe เพื่อท่ีจะเพิ่มศกัยภาพในการบ่งช้ีชนิด
ของพืชและแป้งเพิ่มเติมแยกออกจากกลุ่มสัตวไ์ดช้ดัเจน เพื่อจะท่ีน าไปใชใ้นการตรวจสอบ
ปลอมปนพืชและแป้งและบ่งช้ีชนิดในผลิตภณัฑ์อาหารต่อไปได ้
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สารเคมีและวธีิการเตรียม 
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ภาคผนวก ก 
วธีิการเตรียมสารเคมี 

 
1. ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) 
 เตรียมปริมาตร 50 µg 100 reaction 
 Stock 100 bp DNA ladder (0.5 µg/µl)   50  ไมโครลิตร 
 TE buffer      200  ไมโครลิตร 
 6X Orange DNA loading dye    20 ไมโครลิตร 
 6X DNA loading dye     30 ไมโครลิตร 
 
2. 1X SB buffer (เตรียมสารละลายปริมาตร 1,000 ml) 
 NaOH       8 กรัม 
 Boric acid      45 กรัม 
 ละลายในน ้ากลัน่ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร 
3. การเตรียม 1% (w/v) agarose gel ปริมาตร 35 มิลลิลิตร 
 ชัง่ agarose       0.35  กรัม 
 1X SB buffer      35 กรัม 
 ละลาย agarose ใน 1X SB buffer ปริมาตร 35 มิลลิลิตร ละลายเจลดว้ยไมโครเวฟแลว้
น าไปผา่นน ้าพออุ่น จากนั้นเติม ethidium bromide ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร เทลงถาด รอเจลแขง็ตวั
ประมาณ 30 นาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




