
บทที ่2 
 

ทบทวนเอกสาร 
 
 

        สารพนัธุกรรมหรือดีเอน็เอเป็นชีวโมเลกลุพื้นฐานของส่ิงมีชีวิต ท่ีใชเ้ป็นรหสัสาํหรับการสร้าง
โปรตีนท่ีจาํเป็นสําหรับการดาํรงชีวิต  ลกัษณะต่าง ๆ ของส่ิงมีชีวิตท่ีแสดงออกมาก็มาจากการ
ถอดรหัสของดีเอ็นเอในตาํแหน่งต่าง ๆ ของแผงยีน (Genome) ของส่ิงมีชีวิตนั้น ทาํให้ส่ิงมีชีวิต
ต่างๆดํารงชีพได้อย่างเป็นระบบ และอีกนัยหน่ึงทําให้ระบบต่างๆของส่ิงมีชีวิตทั้ งหลายมี
ความสามารถในการดาํรงชีพท่ีมีความแตกต่างกันในรายละเอียด แต่ยงัคงมีกระบวนการและ
หลกัการของระบบต่างๆไปในทาํนองเดียวกนั หน่วยพื้นฐานทางพนัธุกรรมท่ีถูกถอดรหัสสาํหรับ
การสร้างโปรตีนเรียกว่า ยีน (Genes) ซ่ึงประมาณกนัว่าในแผงยีนของมนุษยมี์ประมาณ 50,000-
100,000 ยีน ยีนหน่ึงอาจมีความยาวของลาํดบัเบสไดต้ั้งแต่ 1,000 เบสไปจนถึงมากกว่า 2,000,000 
เบส อยา่งไรก็ตามเม่ือเทียบกบัแผงยนีของมนุษยท่ี์มีลาํดบัเบสทั้งหมดประมาณ 3,000 ลา้นเบสแลว้ 
ส่วนท่ีถูกถอดรหสัออกมาจะมีเพียงประมาณ 5-10 % เท่านั้น [3]  
        ดีเอน็เอจดัเป็นสารประกอบประเภทหน่ึงของกรดนิวคลีอิก (Nucleic acid)    ซ่ึงมีทั้งหมด  2  
ชนิดคือ  ดีเอ็นเอ (DNA) และอาร์เอ็นเอ (RNA) ดีเอ็นเอเป็นช่ือย่อมาจากคาํเต็มว่า ดีออกซีไรโบ
นิวคลีอิก แอสิด (Deoxyribonucleic acid; DNA) ประกอบดว้ยพอลิเมอร์ของนิวคลีโอไทดส์อง
สาย (Double-strand)  มาพนักนัเป็นเกลียวฮีลิกซ์  โดยนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอประกอบดว้ย
นํ้ าตาลเพนโทสชนิดดีออกซีไรโบส (Deoxyribose) กรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid)  และไน
โตรจีนัสเบส (Nitrogenous base) ชนิดเพียวรีน คือ เบสอะดีนีน (Adenine) และเบสกวันีน 
(Guanine)  ชนิดไพริมิดีน คือ เบสไทมีน (Thymine)  และเบสไซโทซีน (Cytosine)  ในขณะท่ี
อาร์เอ็นเอเป็นช่ือย่อมาจากคาํเต็มว่า ไรโบนิวคลีอิก แอสิต (Ribonucleic acid; RNA) 

ประกอบด้วย พอลินิวคลีโอไทด์สายเด่ียว (Single-strand)  นิวคลีโอไทด์ของอาร์เอ็นเอ
ประกอบดว้ย นํ้าตาลไรโบส (Ribose) กรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid)  และไนโตรจีนสัเบส
ชนิดเพียวรีน คือ เบสอะดีนีน(Adenine) และเบสกวันีน (Guanine)  ชนิดไพริมิดีน คือ เบส ยรูา
ซิล (Uracil) และเบสไซโทซีน (Cytosine) โดยทัว่ไปดีเอน็เอเป็นแหล่งเก็บขอ้มูลทางพนัธุกรรม
ของสัตว์ชั้นตํ่าและสัตวช์ั้นสูง และมีการถ่ายทอดขอ้มูลออกไปให้อยู่ในรูปของอาร์เอ็นเอ ดว้ย
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กระบวนการถอดรหสั (Transcription) ซ่ึงจะมีกระบวนการแปลรหสั (Translation) จากอาร์เอน็
เอเป็นโปรตีนสาํหรับทาํหนา้ท่ีต่างๆ อีกทีหน่ึง สารพนัธุกรรมเหล่าน้ีถ่ายทอดขอ้มูลทางพนัธุกรรม
ให้อยูใ่นรูปโปรตีน ซ่ึงมีอิทธิพลอยา่งมากต่อการเจริญและการควบคุมลกัษณะของส่ิงมีชีวิต ทาํให้
เซลล์ทาํหน้าท่ีต่างๆ ได้เป็นปรกติ นอกจากนั้นสารพนัธุกรรมเหล่าน้ียงัมีความสามารถในการ
จาํลองตวัเองดว้ยวิธีการต่างๆ เป็นการรักษาเผา่พนัธ์ุและสืบทอดขอ้มูลเหล่าน้ีไปยงัลูกหลาน [1] 
        เกลียวฮีลิกซ์ของดีเอน็เอ (Double-stranded DNA) มีโครงสร้างทางเคมีเป็นพอลิเมอร์ของนิ
วคลีโอไทดส์องสายมาพนักนัเป็นเกลียว โดยทัว่ไปจะเป็นเกลียวเวียนขวา (Right-handed Helix) 
พอลิเมอร์นิวคลีโอไทด์แต่ละสายประกอบดว้ยนิวคลีโอไทด์เป็นหน่วยย่อยเรียงต่อกนัดว้ยพนัธะ
ฟอสโฟไดเอสเทอร์ มีปลาย 5’-phosphase และ 3’-OH โดยนิวคลีโอไทดท์ั้งสองสายเรียงตวักนั
ในทิศทางตรงกนัขา้ม (Antiparallel) สายหน่ึงเรียงตวัจาก 5’-phosphase ไปยงั 3’-OH อีกสาย
หน่ึงเรียงจาก 3’-OH ไปยงั 5’-phosphase แกนของของทั้งสองสายเป็นส่วนของนํ้ าตาลเพนโท
สต่อกับหมู่ฟอสเฟสด้วยพนัธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ ส่วนเบสนั้ นจะยื่นเขา้หากันโดยมีพนัธะ
ไฮโดรเจนยดึอยูร่ะหว่างเบสท่ีจาํเพาะคือ อะดีนีนจะจบัคู่กบัไทมีนดว้ยพนัธะไฮโดรเจนสองพนัธะ 
(A-T base pair) กวันีนจะจบัคู่กบัไซโทซีนดว้ยพนัธะไฮโดรเจนสามพนัธะ (G-C base pair) จึง
แขง็แรงกวา่คู่เบสอะดีนีนกบัเบสไทมีน การจบัตวัของเบสในลกัษณะน้ี ทาํใหไ้ดโ้ครงสร้างดีเอน็เอ
ท่ีบิดเป็นเกลียวฮีลิกซ์ เน่ืองจากการจดัตวัของอะตอมในโมเลกุลของเบสแต่ละตวัมีโครงสร้างท่ี
แน่นอน และเม่ือจบัคู่กบัเบสอีกชนิดหน่ึงจึงทาํใหเ้กิดการบิดตวัของโมเลกุลของดีเอน็เอ สาํหรับตวั
เบสนั้นเป็น Heterocyclic Nitrogenous Base จะเกิดพนัธะไฮโดรโฟบิกระหว่างเบสท่ีอยูซ่อ้น
กนัในแต่ละสาย (Stacking base) ดงันั้น พนัธะไฮโดรเจนและพนัธะไฮโดรโฟบิกจึงเป็นพนัธะ
หลกัท่ีช่วยใหเ้กลียว ฮีลิกซ์ของดีเอน็เอคงรูปอยูไ่ด ้
 

            
Deoxyribose               Ribose 

 
ภาพ 1 โครงสร้างทางเคมีของนํา้ตาลเพนโทสทีเ่ป็นองค์ประกอบในดีเอน็เอคอื ดีออกซีไรโบส 

(Deoxyribose) และในอาร์เอน็เอคอืไรโบส (Ribose) 
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Purine 

 

  
                                   Adenine (A)                                        Guanine (G)  

 
 
 
 
 
 

Pyrimidine  

 
                        Cytosine (C)                                     Thymine (T) 
 

 
ภาพ 2 โครงสร้างทางเคมีของไนโตรจีนัสเบส ชนิดเพยีวรีนและไพริมิดีน 
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ภาพ 3 ลกัษณะพอลนิิวคลโีอไทด์สายเดี่ยวของ RNA และพอลนิิวคลโีอไทด์สายคู่ของ DNA 
ท่ีมา: http://www.accessexcellence.org 

 

 
  
ภาพ 4 โครงสร้างเกลยีวฮีลกิซ์ของดีเอน็เอ แสดงพนัธะไฮโดรเจนระหว่างคู่เบส (AT หรือ GC)  

ท่ีมา: http://www.biogang.com/images/dnastructure2.jpg 
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ภาพ 5 การจัดตัวของสายพอลนิิวคลโีอไทด์สองสายของดีเอน็เอไปในทศิทางตรงกนัข้าม 
ท่ีมา:  http://upload.vipulg.com/Zoology/759/Chapter4_files/Chapter4-42.png 
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        อยา่งไรก็ตาม แมว้่าดีเอน็เอในส่ิงมีชีวิตของสัตวช์ั้นสูง(Eukaryotic Cell)และของสัตวช์ั้นตํ่า
(Prokaryotic Cell) ต่างมีหนา้ท่ีหลกัในการจาํลองตวัเองและการถ่ายทอดขอ้มูลทางพนัธุกรรมให้
ไดโ้ปรตีนท่ีทาํหนา้ท่ีต่างๆ ทาํนองเดียวกนั แต่ดีเอน็เอจากส่ิงมีชีวิตทั้งสองกลุ่มมีลกัษณะและกลไก
การทาํงานแตกต่างกนั สัตวช์ั้นตํ่าเช่นแบคทีเรียไม่มีเยือ่หุม้นิวเคลียส (Nuclear Membrane) ดีเอน็
เอในเซลลข์องสตัวช์ั้นตํ่าจึงอยูร่่วมกบัออร์แกเนลลอ่ื์นๆในไซโทพลาซึม โดยดีเอน็เอมีลกัษณะเป็น
วงกลมประกอบดว้ย พอลินิวคลีโอไทดส์องสายพนักนัเป็นเกลียวต่อเน่ืองกนั ไม่มีปลายเปิด อยูใ่น
ลกัษณะเด่ียว เรียกว่า แฮพลอยด ์(Haploid) (มีโครโมโซม 1 ชุด) ส่วนสัตวช์ั้นสูงเช่นพืชหรือสัตว์
นั้นมีเยื่อหุ้มนิวเคลียส มีดีเอ็นเอหลกัอยู่ภายในนิวเคลียส ลกัษณะดีเอ็นเอภายในนิวเคลียสจะเป็น
เส้นตรง ภายในประกอบดว้ยพอลินิวคลีโอไทดส์องสายพนักนัเป็นเกลียวและมีปลายเปิดท่ีหวัทา้ย 
อยูใ่นลกัษณะเป็นคู่เรียกวา่ ดิพลอยด ์(Diploid) (มีโครโมโซม 2 ชุด) เป็นท่ีน่าสนใจวา่ นอกจากมีดี
เอน็เอในนิวเคลียสแลว้ยงัมีดีเอน็เอท่ีอยูภ่ายนอกนิวเคลียส ซ่ึงเป็นดีเอน็เอท่ีพบในไซโทพลาซึม พบ
ในออร์แกเนลล์บางชนิดเท่านั้น เช่น ในไมโตคอนเดรียและในคลอโรพลาสต์ ดีเอ็นเอภายนอก
นิวเคลียสน้ีจะมีลกัษณะเป็นวงกลม คลา้ยกบัดีเอน็เอท่ีพบในแบคทีเรียหรือพลาสมิดของแบคทีเรีย 
จัดเป็นสายเปลือยดีเอ็นเอ คือมีพอลินิวคลีโอไทด์สองสายพนักันเป็นเกลียวฮีลิกซ์ (circular 

double-stranded DNA) แต่ไม่มีการพนัลอ้มรอบฮิสโทนเช่นเดียวกบัดีเอ็นเอภายในนิวเคลียส 
โดยพืชมีดีเอ็นเออยู่ในคลอโรพลาสต์ (Chloroplast) ส่วนสัตว์มีดีเอ็นเออยู่ในไมโตคอนเดรีย 
(Mitochondria) ดีเอน็เอในไซโทพลาซึมนั้นมีลกัษณะต่างจากดีเอน็เอในนิวเคลียสแต่คลา้ยคลึงกบั
ดีเอน็เอของสตัวช์ั้นตํ่า นัน่คือเป็นเกลียวฮีลิกซ์ท่ีเป็นวงกลมปลายปิด ซ่ึงมีกระบวนการจาํลองตวัเอง
และถ่ายทอดขอ้มูลทางพนัธุกรรมเป็นอิสระจากกระบวนการของดีเอน็เอในนิวเคลียส แต่ผลผลิตท่ี
ไดร้ะหว่างดีเอน็เอในนิวเคลียสและดีเอน็เอในไซโทพลาสซึมทาํหนา้ท่ีร่วมกนัคือ ทาํให้ส่ิงมีชีวิต
นั้นๆสามารถใชชี้วิตไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและเป็นปกติ [1] 
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ภาพ  6 องค์ประกอบภายในเซลล์ยูแคริโอต 
ท่ีมา http://th.wikipedia.org/ 

 
        ไมโตคอนเดรีย เป็นออร์แกเนลลท่ี์ทาํหน้าท่ีในการหายใจ และเป็นแหล่งพลงังานของเซลล ์
พบในส่ิงมีชีวิตพวกยแูคริโอตท่ีหายใจแบบใชอ้อกซิเจนทั้งพืชและสัตว ์พบคร้ังแรกโดย  คอลลิก
เกอร์ (Kollicker) ไมโตคอนเดรียมีรูปร่างกลม  ท่อนสั้ น  ท่อนยาว  หรือกลมรีคล้ายรูปไข่  
โดยทัว่ไปมีขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 0.2–1 ไมครอน และยาว 5-7 ไมครอน  ประกอบดว้ยสารโปรตีน
ร้อยละ 60–65 และลิพิดประมาณร้อยละ 35-40  ไมโตคอนเดรียเป็นออร์แกเนลลท่ี์มียนิูตเมมเบร
นหุม้ 2 ชั้น (Double Unit Membrane)โดยชั้นนอกเรียบมีความหนาประมาณ  60–70 องัสตรอม 
เยื่อชั้ นในพับเข้าด้านในเรียกว่า คริสตี (Cristae)  ภายในของไมโตคอนเดรียมีของเหลวซ่ึง
ประกอบดว้ยสารหลายชนิดเรียกว่า เมทริกซ์ (Matrix) ในไมโตคอนเดรีย นอกจากมีสารประกอบ
เคมีหลายชนิดแลว้ยงัมีเอนไซมท่ี์สาํคญัในการสร้างพลงังานจากการหายใจระดบัเซลล ์        
        โครงสร้างของไมโตคอนเดรีย  มีเยือ่หุม้  2 ชั้น ดงัน้ี 
  1.  เยือ่หุม้ชั้นนอก (Outer Membrane) มีลกัษณะเรียบหนา้ท่ีคอยควบคุมการผา่น
เขา้ออก ของสาร 
  2.  เยื้อหุม้ชั้นใน (Inner Membrane) มีลกัษณะหยกัไปมาคลา้ยวิลลสัในลาํไสค้น 
เรียกวา่ คริสตา (Crista) ท่ีเยือ่ชั้นในมีโครงสร้างเลก็ๆ ลกัษณะเป็นเมด็กลมๆ เรียกวา่ Inner 
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Membrane Particle ติดอยูเ่ตม็ไปหมด โครงสร้างเลก็ๆ มีหนา้ท่ีเป็นแหล่งเกบ็สารท่ีเป็นตวัรับ
ไฮโดรเจนและตวัรับอิเลก็ตรอน 
        ปริมาณของไมโตคอนเดรียในแต่ละเซลลจ์ะต่างกนัตั้งแต่ไม่มีไมโตคอนเดรียเลย จนมีมากกวา่ 
2,000 อนั เซลลท่ี์ตอ้งการพลงังานสูงหรือมีเมแทบอลิซึมสูงจะมีไมโตคอนเดรียมาก เช่น เซลล์
สมอง เซลลก์ลา้มเน้ือ และเซลลห์วัใจ เน่ืองจากไมโตคอนเดรียเป็นแหล่งของการสร้างพลงังานใน
รูปแบบของเอทีพี เซลลท่ี์ไม่มีไมโตคอนเดรียเลยไดแ้ก่ เซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีโตเตม็วยั โดยทัว่ไปใน
ไมโตคอนเดรียมีลกัษณะเป็นวงรีรูปไข่ แต่อาจมีลกัษณะแตกต่างกนัออกไปได ้ เช่น เซลลส์มองมี
ไมโตคอนเดรียลกัษณะเป็นทรงกลม เซลลห์วัใจมีไมโตคอนเดรียลกัษณะเป็นทรงกระบอกเป็นตน้ 
   
 

 

 
 

ภาพ 7 โครงสร้างภายในของไมโตคอนเดรีย 
ท่ีมา : www.cartage.org.lb 
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ภาพ 8 แสดงลกัษณะดีเอน็เอในไมโตคอนเดรีย 
ท่ีมา : http://ocw.mit.edu 

 
        ทั้ งน้ีในไมโตคอนเดรียพบว่ามีดีเอ็นเอเป็นของตัวเอง มีการจาํลองโมเลกุลดีเอ็นเอและ
สังเคราะห์โปรตีนไดเ้อง โครงสร้างของจีโนมในไมโตคอนเดรียของส่ิงมีชีวิตส่วนใหญ่มีลกัษณะ
เป็นวงกลมประกอบไปดว้ยพอลินิวคลีโอไทดส์องสายพนักนัเป็นเกลียวคู่แบบวงแหวน  (Circular 

Double-Stranded DNA) ไม่มีการพนัลอ้มรอบฮิสโทนเหมือนดีเอน็เอในนิวเคลียส ดีเอน็เอในไม
โตคอนเดรียมีขนาดเลก็ เช่นในสัตวมี์ขนาดประมาณ 16,000-20,000 คู่เบส ส่วนพืชนั้นมีดีเอ็นเอ
ของไมโตคอนเดรียใหญ่มากคือประมาณ 100 กิโลเบส ของมนุษยมี์ความยาว 16,569 คู่เบสเม่ือ
เทียบกบัดีเอ็นเอในนิวเคลียสของมนุษยมี์ความยาวประมาณ 6,000 ลา้นคู่เบส และในหน่ึงไมโต
คอนเดรียจะมีดีเอ็นเอประมาณ 5-10 วง ซ่ึงรหัสบนดีเอ็นเอของไมโตคอนเดรียนั้น ทุกเบสมี
ความหมายทั้งหมด (ไม่มีอินทรอน) และเท่าท่ีพบในขณะน้ีคือมี 37 ยีน  ซ่ึงในจาํนวนน้ีเป็นยีนท่ี
สร้างโปรตีนได ้(polypeptides) จาํนวน 13 ยีน เช่น Cytochrome b, ND1-6, ND4L, 

Cytochrome Oxidase และ ATP synthase เป็นตน้ ทั้งน้ีความน่าสนใจของดีเอน็เอในไมโต
คอนเดรียคือ รหัสพันธุกรรมมีลักษณะเฉพาะตัว โดยปกติแล้วรหัสพันธุกรรมของดีเอ็นเอ 
(universal codon) หมายถึงเบส 3 ตวัท่ีเรียงต่อกนัของ mature mRNA แลว้บ่งบอกความ
หมายถึง กรดอะมิโนชนิดใดชนิดหน่ึง โดยส่ิงมีชีวิตทุกชนิดไม่ว่าจะเป็นสัตวช์ั้นสูงหรือสัตวช์ั้นตํ่า 
พืชหรือสัตว ์การเรียงตวัของเบสสามตวัจะบ่งบอกถึงกรดอะมิโนชนิดเดียวกนัแต่สาํหรับดีเอ็นเอ
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ของไมโตคอนเดรียน้ีพบวา่ บางรหสัไม่ไดบ่้งบอกถึงกรดอะมิโนตามกฎของ universal codon แต่
ใหค้วามหมายต่างออกไป โดยรหสัท่ีมีการเปล่ียนแปลงดงักล่าวเป็นเพียงบางรหสัเท่านั้น 
        ดีเอน็เอของไมโทคอนเดรียน้ีมีสมมติฐานวา่เดิมเป็นส่ิงมีชีวิตอิสระ เขา้มาอยูใ่นเซลลแ์บบ
พึ่งพาอาศยักนั (endosymbiont hypothesis) โดยไมโตคอนเดรียเป็นโพรแคริโอตในกลุ่ม α –

purple bacteria ถูกกลืนโดยเซลลท่ี์เป็นบรรพบุรษของยแูคริโอตเม่ือประมาณ 1,200 ลา้นปีมาแลว้ 
และอาศยัอยูใ่นเซลลแ์บบพึ่งพาอาศยักนั โดยไดรั้บอาหารจากเซลล ์ ส่วนเซลลก์ไ็ดรั้บพลงังานใน
รูปของ ATP ตอบแทน และต่อมามีบางเซลลไ์ดก้ลืนเอาแบคทีเรียในกลุ่ม cyanobacteria เขา้ไป
จนไดเ้ป็นสาหร่ายและพืชท่ีมีการสงัเคราะห์แสงได ้ ไมโตคอนเดรียสามารถเพ่ิมปริมาณไดโ้ดยการ
แบ่งตวั อาศยัอยูใ่นเซลลเ์ป็นเวลานานจนไม่สามารถกลบัไปอยูแ่บบอิสระไดอี้ก เน่ืองจากมีการถ่าย
ยนีบางตวัเขา้ไปในนิวเคลียสของเซลล ์ จึงตอ้งอาศยัโปรตีนหลายชนิดจากไซโทพลาสซึม โดย
โปรตีนเหล่าน้ีจะมีส่วนของพอลิเปปไทดท่ี์เป็นสญัญาณนาํมายงัออร์แกแนลล ์ และเขา้ไปทาํงานใน
ไมโตคอนเดรีย โดยท่ีมาของไมโตคอนเดรียมิไดมี้ท่ีจากการเกิดใหม่ข้ึนเอง (De Novo) แต่ตอ้ง
ไดรั้บการสืบทอดมาจากบรรพบุรุษ ซ่ึงปกติแลว้อาศยักฎของเมนเดล คือมาจากพอ่และแม่ แต่
เน่ืองจากเป็นดีเอน็เอท่ีอยูใ่นส่วนของไมโตคอนเดรียในไซโตพลาซึม เซลลสื์บพนัธ์ุของพอ่ซ่ึงอยู่
ในรูปของอสุจินั้นเอาเฉพาะส่วนหวัของอสุจิซ่ึงมีนิวเคลียสอยูเ่ขา้ไปผสมกบัไข่ของเพศแม่ แต่สลดั
เอาส่วนท่ีเหลือซ่ึงมีไมโตคอนเดรียอยูเ่ป็นจาํนวนมากออกไป ดงันั้น เซลลข์องลูกท่ีไดจึ้งมีแต่ไมโต
คอนเดรียท่ีไดจ้ากแม่เท่านั้น การถ่ายทอดจากบรรพบุรุษสู่ลูกหลานจึงไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล 
(Non-Mendelian Inheritance) แต่เป็นการถ่ายทอดลกัษณะจากเพศแม่เท่านั้น (Maternal 

Inheritance) นัน่คือความผดิปกติของดีเอน็เอไมโตคอนเดรียท่ีเกิดข้ึน หากเกิดกบัเพศพอ่กจ็ะไม่
ถ่ายทอดไปสู่ลูกหลานแต่หากเกิดกบัเพศแม่จึงจะถ่ายทอดสู่ลูกหลานได ้ 
        สรุปการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมของดีเอน็เอในไมโตคอนเดรีย มีลกัษณะดงัน้ี 

- การถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมเป็นแบบ uniparental inheritance โดยเป็นชนิด 
maternal inheritance จดัเป็น Non-Mendelian inheritance 

- ไม่มีกระบวนการแลกเปล่ียนขอ้มูลทางพนัธุกรรมโดยกระบวนการรีคอมบิเนชัน่ 
(recombination) ระหวา่งดีเอน็เอจากพอ่และแม่ 

- มีกระบวนการจาํลองตวัเอง (DNA replication) เพื่อเพิ่มจาํนวนดว้ยอตัราเร็วของมนั
เอง ไม่ข้ึนกบัการจาํลองตวัเองของดีเอน็เอในนิวเคลียส การจาํลองตวัของดีเอน็เอ
ตามมาดว้ยการเพิ่มจาํนวนของไมโตคอนเดรีย ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยคลึงกบัการแบ่งเซลล์
ของแบคทีเรีย 
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        ไซโตโครม (Cytochrome) คือรงควตัถุในรูปโปรตีน  ซ่ึงมีธาตุเหลก็(Fe)เป็นองคป์ระกอบ  มี
หนา้ท่ีสาํคญั  คือเป็นตวัรับและถ่ายทอดอิเลก็ตรอนในกระบวนการหายใจคือ Cytochrome b  
Cytochrome  c  และ Cytochrome  a  ตามลาํดบั [2] ไซโตโครมจะรับและส่งอิเลก็ตรอนจากไซ
โตโครมหน่ึงไปยงัอีกไซโตโครมหน่ึงจนถึงออกซิเจนเป็นตวัรับอิเลก็ตรอนตวัสุดทา้ยและไม่ส่งต่อ
อิเลก็ตรอนใหแ้ก่สารตวัใด ออกซิเจนท่ีไดรั้บอิเลก็ตรอนจะรวมกบัโปรตอนท่ีมีอยูใ่นสารละลาย
ภายในไมโตคอนเดรีย กลายเป็นนํ้า  ดีเอน็เอท่ีอยูใ่นส่วนของยนีไซโตโครมบีเป็นส่วนดีเอน็เอท่ีมี
ขนาดประมาณ 1140 เบส และพบอยูใ่นสตัวทุ์กชนิด แต่มีการสร้างโปรตีนท่ีมีความจาํเพาะสาํหรับ
สตัวแ์ต่ละชนิด  จึงมีการนาํเอาดีเอน็เอในส่วนของยนี ไซโตโครม บี มาใชใ้นการตรวจสอบเพ่ือ
ระบุชนิดในสตัว ์(Species Identification)  
 
 

 
        

ภาพ 9 ผงัของยนีต่างๆ ในจีโนมของไมโตคอนเดรีย 
ท่ีมา: http://www.nature.com/cr/journal/v17/n3/images/7310124f2.jpg 
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ภาพ 10 รูปร่างของไซโตโครม 
ท่ีมา :  www.bangkokcity.com 

 
 

 
 

ภาพ 11 ไซโตโครมบนเยือ่หุ้มช้ันในของไมโตคอนเดรีย 
ท่ีมา :  www.emc.maricopa.edu/.../BIOBK/lactferm.gif 
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        ยนีบนไมโตคอนเดรีย (mtDNA) นิยมนาํมาใชใ้นการศึกษาเพื่อจาํแนกชนิดพนัธ์ุของ
ส่ิงมีชีวิต เน่ืองจากมีขอ้ไดเ้ปรียบมากกวา่ยนีท่ีปรากฎบนนิวเคลียส (Nuclear DNA) ดงัน้ี 
  1.ดีเอน็เอในไมโตคอนเดรียมีการเปล่ียนแปลงลาํดบัเบสท่ีรวดเร็วมากเป็นพิเศษ 
(มากกวา่ดีเอน็เอในโครโมโซม) 
  2.ดีเอน็เอในไมโตคอนเดรียเป็นเพียงสายสั้นๆและอยูใ่นช่วงท่ีใชเ้ทคนิค PCR ได้
เหมาะสมท่ีสุด ต่างจากดีเอน็เอในโครโมโซมท่ียาวมากกวา่และมีความเร็วในการเปล่ียนแปลงลาํดบั
เบสในแต่ละส่วนของสายดีเอน็เอไม่เท่ากนั 
  3.ดีเอน็เอในไมโตคอนเดรียของสตัวมี์ขนาดเลก็ จึงง่ายต่อการศึกษา ประกอบกบั
การเรียงตวัของยนีท่ีมีการอนุรักษ ์ จึงสามารถใชไ้พรเมอร์ร่วมกนัไดใ้นส่ิงมีชีวิตหลายชนิด ทั้งสตัว์
ท่ีมีกระดูกสนัหลงัและไม่มีกระดูกสนัหลงั โดยไม่ตอ้งทราบลาํดบัเบสของส่ิงมีชีวิตท่ีตอ้งการศึกษา
มาก่อน 
  4.มีกระบวนการจาํลองตวัเองเพื่อเพ่ิมจาํนวนดว้ยอตัราเร็วของมนัเองไม่ข้ึนกบั
นิวเคลียส เม่ือจาํนวนไมโตคอนเดรียมีมากข้ึน ดีเอน็เอในไมโตคอนเดรียจึงมีมากข้ึนตามไปดว้ย 
  5.แมว้่าการเรียงตวัของยีนจะเป็นแบบอนุรักษ์ แต่อตัราการกลายพนัธ์ุโดยรวม
ค่อนขา้งสูง ซ่ึงสูงกวา่อตัราการกลายพนัธ์ุในนิวเคลียสถึง 10 เท่า บริเวณท่ีไม่ไดเ้ป็นส่วนของยนี ซ่ึง
รวมถึงบริเวณควบคุมการจาํลองโมเลกุลและการถอดรหสัเป็นอาร์เอน็เอ ท่ีเรียกว่า control region 
หรือ displacement (D) loop หรือ hypervariable region ซ่ึงมีอตัราการกลายนัธ์ุท่ีสูงมากใน
ส่ิงมีชีวิตหลายชนิด อตัราการกลายพนัธ์ุท่ีสูงเกิดจากผลผลิตท่ีมาจากปฏิกิริยาการหายใจ และกลไก
การซ่อมแซมดีเอ็นเอท่ีไม่เขม้งวดเท่ากบัในนิวเคลียส การท่ีดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียมีอตัราการ
กลายพันธ์ุสูงน้ี  ทําให้พบความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทด์ หรือ  พอลิมอร์ฟิซึม 
(polymorphism) ไดม้าก จึงใชต้รวจสอบความสัมพนัธ์ของส่ิงมีชีวิตไดดี้ทั้งภายในประชากรและ
ระหวา่งประชากร 
  6.ไม่มีการแลกเปล่ียนช้ินส่วนและรวมตวักนัใหม่ (recombination) ลูกจึงมี
จีโนมในไมโตคอนเดรียท่ีเหมือนกบัแม่เสมอ คือ มีแฮโพลไทป์เพียงแบบเดียวท่ีถ่ายทอดจากแม่สู่
ลูก ทาํให้สามารถศึกษาแบบแผนการถ่ายทอดไดโ้ดยตรง ง่ายกว่าดีเอ็นเอในนิวเคลียสซ่ึงลูกได้
รับมาจากทั้งพ่อและแม่ ซ่ึงอาจมีการรวมตวักนัใหม่ไดอี้ก สามารถศึกษาแบบแผนการถ่ายทอดดี
เอ็นเอในไมโตคอนเดรียจากเพศเมียไปยงัลูกหลานท่ีเก่ียวขอ้ง จากชัว่รุ่นหน่ึงไปยงัอีกรุ่นหน่ึงได้
โดยไม่จาํกดัเวลา 
  7.มีลกัษณะเป็น Neutral marker เน่ืองจากบทบาทหนา้ท่ีของไมโตคอนเดรียเป็น
คุณสมบติัพื้นฐานของส่ิงมีชีวิต ไม่ใช่เป็นลกัษณะท่ีมีการพฒันาข้ึนเฉพาะส่ิงมีชีวิตชนิดใดชนิด
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หน่ึง ดงันั้น mutation ท่ีเกิดข้ึนจึงไม่เก่ียวขอ้งกบัการอยูร่อดของส่ิงมีชีวิต และลกัษณะท่ีเกิดข้ึน
ใหม่ (new genotype) จะไม่สูญเสียไปในระหวา่งกระบวนการคดัเลือกพนัธ์ุตามธรรมชาติ 
        ปัจจุบนัมีการศึกษาเก่ียวกบัยนี Cytochrome b อยา่งกวา้งขวางโดยเป็นประโยชน์มากท่ีสุดใน
การกาํหนดความสัมพนัธ์ภายในครอบครัวและสกุลและการจาํแนกสกุลสัตวแ์บบใหม่  ดงัน้ีจึง
นาํมาใชเ้ป็นทางเลือกหน่ึงในการศึกษาเพ่ือแยกมนุษยอ์อกจากสัตวช์นิดอ่ืนได ้ เช่น Bataille และ
คณะ (1998) ไดท้าํการศึกษาเก่ียวกบัการแยกแยะความแตกต่างระหว่างมนุษยแ์ละสัตวช์นิดอ่ืนออก
จากกนัดว้ยดีเอ็นเอไมโตคอนเดรีย โดยทาํการศึกษาดีเอ็นเอของมนุษยแ์ละสัตวอ่ื์นอีกจาํนวน 4 
ชนิด ซ่ึงไดแ้ก่ หมู ไก่ มา้ และววั โดยทาํการสกดัดีเอน็เอจากเซลลเ์ยือ่บุกระพุง้แกม้ของมนุษยแ์ละ
ตวัอยา่งเน้ือสัตวท์ั้งส่ีชนิด และทาํการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค PCR ผลจากการศึกษาพบว่า 
ดีเอน็เอของมนุษยจ์ะเกิดการแยกตวัออกเป็นสองแถบจากการทาํ agarose gel electrophoresis 

ส่วนดีเอน็เอของสัตวจ์ะเกิดเพียงหน่ึงแถบเท่านั้น  แถบแรกจะปรากฏท่ีตาํแหน่ง 309 bp ส่วนแถบ
ท่ีสองจะอยูท่ี่ตาํแหน่ง 259 bp ซ่ึงเป็นช่วงสายดีเอน็เอท่ีเรียกวา่ ไซโตโครม บี ดงันั้นจากการศึกษาน้ี
จึงเป็นประโยชน์ในดา้นนิติวิทยาศาสตร์เน่ืองจากสามารถพิสูจน์เบ้ืองตน้โดยการแยกแยะดีเอน็เอ
ของมนุษยอ์อกจากสตัวท่ี์ทาํการศึกษาทั้งส่ีชนิดได้[13] 
 
        Caine และคณะ (2006) ไดท้าํการศึกษาถึงการช้ีเฉพาะเพื่อระบุสปีช่ีโดยการวิเคราะห์ลาํดบั
เบสของยนีไซโตโครม บี โดยวิธีน้ีไดถู้กใชก้บัตวัอยา่งจากกรณีศึกษาทางนิติวิทยาศาสตร์ท่ีมีความ
เก่ียวขอ้งกบัการสืบสวนสอบสวนคดีอาชญากรรม โดยคณะผูว้ิจยัไดท้าํการศึกษาจากกรณีศึกษา 2 
กรณี คือ กรณีศึกษาท่ี  1 เป็นกรณีศึกษาเก่ียวกบัร่างของเด็กผูห้ญิงอาย ุ8 ขวบท่ีหายสาบสูญไป ซ่ึง
เจา้หนา้ท่ีตาํรวจไดช้ี้ประเด็นการสืบสวนไปในแนวทางฆาตรกรรม โดยอาจมีการอาํพรางศพ เพ่ือ
เป็นการยนืยนัถึงการกระทาํผดิดงักล่าวซ่ึงสอดคลอ้งกบัแนวทางการสืบสวนว่าอาจมีการโยนศพลง
ไปในเลา้สุกร  และจากการตรวจสอบเลา้หมูไดพ้บช้ินส่วนเล็กๆท่ีมีปริมาณของ แคลเซียม และ
ฟอสฟอรัสท่ีอยูภ่ายในร่างกายมนุษย ์( กระดูก ) รวมอยูด่ว้ย ทั้งน้ีเน่ืองมาจาก การวิเคราะห์ดว้ยวิธี 
STR นั้นประสบผลลม้เหลว หลกัฐานตวัอยา่งจึงถูกนาํมาตรวจสอบดว้ยวิธีการวิเคราะห์ลาํดบัเบส
ของยีนไซโตโครมบี  โดยลาํดบันิวคลิโอไทไดส่้งไปคน้หายงัฐานขอ้มูล Blast บนพื้นฐานของ
ลาํดบัไซโตโครมบี ท่ีแสดงในฐานขอ้มูลของ Gen Bank ผลของการหาขอ้มูลนั้นไดใ้หร้ายช่ือของ
ฐานขอ้มูลโดยการแบ่งประเภทดว้ยการลดลาํดบัความเหมือนกนัไปยงัลาํดบัท่ีไดส่้งไป   ลาํดบัของ
ไซโตโครมบีของ Sus Scrofa ( สุกร ) ไดมี้ความเหมือนลาํดบัของงานซ่ึงผูว้ิจยัไดท้าํถึง 100 % จาก
ผลการศึกษานั้นไดค้ล่ีคลายขอ้สงสยัทั้งหมด บนพื้นฐานของหลกัฐานท่ีเก็บไดซ่ึ้งสามารถระบุไดว้่า
เด็กหญิงคนดงักล่าวอาจถูกกินโดยสุกรในเลา้ดงักล่าว  กรณีศึกษาท่ี 2 เป็นกรณีศึกษารายงานท่ีมา



 
 

 

21

จากการพบเจอช้ินส่วนลาํไส้ในป่า การศึกษาทางสรีระวิทยานั้นไม่สามารถคน้หาความจริงว่ามี
แหล่งท่ีมาจากวัตถุทางพันธุกรรมใด โดยห้องปฏิบัติการของผูว้ิจัยได้ถูกร้องขอให้ดําเนิน
กระบวนการตรวจสอบถึงลกัษณะเฉพาะ หลกัฐานดงักล่าวนั้นถูกศึกษาในแนวทางเช่นเดียวกบั
กรณีศึกษาท่ี 1 โดยการวิเคราะห์ดว้ยวิธี STR นั้นประสบความลม้เหลว  ลาํดบันั้นไดถู้กส่งไป
คน้หายงั Blast ผลคือสามารถระบุไดว้่าเป็นลาํดบัไซโตโครมบีของ Sus Scrofa ( สุกร ) ถึง 100%  
จึงสามารถตดัขอ้สนันิษฐานก่อนหนา้นั้นท่ีวา่มีความเป็นไปไดว้า่เป็นลาํไสข้องมนุษยอ์อกไป[14] 
 
        Li-Chin และคณะ (2007) ไดถู้กร้องขอให้เขา้ร่วมในการตรวจสอบพยานวตัถุท่ีไดจ้ากการ
กระทาํความผิดเก่ียวสัตวป่์าสงวน จากกระทรวงการเกษตรให้ทาํการตรวจสอบและระบุชนิดของ
สตัวจ์ากวตัถุพยานจาํนวน 5 ช้ิน ไดแ้ก่ หนงัสตัวจ์าํนวน 2 ช้ิน อวยัวะสืบพนัธ์ุของสัตวต์วัผู ้ อณัฑะ 
และช้ินเน้ือของสัตวอี์กจาํนวน 1 ช้ิน Li-Chin และคณะ ไดท้าํการตรวจสอบโดยใชเ้ทคนิค PCR 

ในการเพ่ิมปริมาณของดีเอน็ในส่วนท่ีเรียกว่า ไซโตโครม บี ท่ีสามารถใชใ้นการระบุชนิดของสัตว์
ท่ีตอ้งสงสยัไดโ้ดยเป็นการทาํเพิ่มปริมาณดีเอน็เอถึงสองคร้ังเพื่อความแม่นยาํมากยิง่ข้ึน โดยการทาํ 
PCR คร้ังแรกใชไ้พรเมอร์ท่ีมีขนาด DNA segment 486 bp และคร้ังท่ีสองใชไ้พรเมอร์ท่ีมีขนาด 
DNA segment 251 bp หลงัการการตรวจสอบพบว่า หนงัสัตวท์ั้งสองช้ินนั้นเป็นหนงัของแมว 
ส่วนอวยัวะสืบพนัธ์ุของสัตวต์วัผู ้อณัฑะ และช้ินเน้ือของสัตวอี์กจาํนวน 1 ช้ินนั้นเป็นของววั โดย
ไพรเมอร์ท่ีทาํการออกแบบข้ึนนั้นใหค้วามแม่นยาํในการตรวจไม่ตํ่ากว่า 99.7% จากผลดงักล่าวเป็น
หลกัฐานท่ีใชย้ืนยนัการกระทาํความผิดและช่วยให้สามารถดาํเนินการตามกฎหมายเพื่อเอาผิดกบั
ผูก้ระทาํความเก่ียวกบัการลกัลอบล่าสตัวป่์าได้[16] 
 
        Aida และคณะ (2004) ทาํการศึกษาวิจยัเก่ียวกบัวิธีการในการวิเคราะห์เพื่อระบุสปีช่ีสุกร โดย
มีวตัถุประสงคใ์นการตรวจวิเคราะห์เน้ือสุกรดิบ และ ไขมนัสุกรโดยใชเ้ทคนิค PCR ในการเพิ่มปรื
มาณดีเอน็เอท่ีไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย เพื่อประโยชน์ในการตรวจสอบอาหารฮาลาล โดยใช้
ตวัอย่างเน้ือ และ ไขมนั ของสุกร แกะ ววั ไก่ และสุกร จากตลาดสดในเมืองเซลงังอร์ ประเทศ
มาเลเซีย เม่ือทาํการตรวจสอบผลดว้ยกระบวนการ Agarose Gel Electrophoresis ผลท่ีปรากฎ
คือเกิดแบนดีเอ็นเอทั้งบนช่องท่ีเป็นตวัอย่างจากเน้ือสุกรดิบ และ ไขมนัสุกร ท่ีตาํแหน่ง 360 bp 

คณะผูว้ิจยัจึงไดส้รุปว่าในการนาํวิธีการตรวจสอบดีเอน็เอบนไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรียของ
สุกรโดยตรวจเน้ือดิบ และไขมนัดว้ยเทคนิค PCR นั้นเพียงพอต่อการนาํไปใชป้ระโยชน์ในการ
ตรวจหาส่วนประกอบท่ีมาจากสุกรในอาหารฮาลาล[12] 
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        Tanabe และคณะ (2007) ไดศึ้กษาการใชเ้ทคนิค PCR  เพื่อตรวจสอบเน้ือสุกรในอาหาร และ
ตรวจหาส่วนประกอบท่ีมาจากสุกรซ่ึงถูกใชเ้ป็นวตัถุดิบในกระบวนการผลิตอาหาร โดยผูว้ิจยัไดมุ่้ง
ทาํการทดลองเพื่อหาไพรเมอร์ท่ีมึความเฉพาะและเหมาะสมท่ีสุดในการนาํมาวิเคราะห์เน้ือสุกรจาก
ยนีไซโตโครม บี จาก 6 คู่ไพรเมอร์จนไดคู้่ไพรเมอร์ท่ีผูว้ิจยัเห็นว่ามีความเหมาะสมท่ีสุดคือ f (5’-
TCTTGCAAATCCTAACAGGCCTG-3’)  R(5’-TTTGCATGTAGATAGCGAATAAC- 3’) โดย
มีขนาด 130bp และเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค PCR เพื่อตรวจสอบดีเอน็เอของเน้ือสุกรโดย
เปรียบเทียบกบั ววั ไก่ แกะ มา้ และหมูป่า ซ่ึงมีนํ้ าเป็นตวัควบคุมเชิงลบ  และไดท้ดลองตรวจสอบดี
เอน็เอของสุกรภายในช้ินเน้ือสุกรท่ีถูกทาํดว้ยความร้อน  ผูว้ิจยัทาํการทดสอบดว้ยการนาํเน้ือสุกรมา 
ตม้ , ใชค้วามร้อน , อบ และทอด ผลท่ีไดรั้บคือปรากฎแบนดีเอน็เอท่ีขนาด 130bp ไดอ้ยา่งชดัเจน
ปรากฏเฉพาะช่องท่ีเป็นสุกรและหมูป่าเท่านั้น จึงเป็นการยนืยนัไดว้่าการใชค้วามร้อนนั้นไม่ส่งผล
กระทบต่อวิธีน้ี และคณะผูว้ิจยัยงัไดท้าํการทดสอบความไวของวิธีการโดยผสมตวัอยา่งดีเอน็เอจาก
ขา้วสาลี(10 ng/μl) ผสมกบัตวัอยา่งดีเอน็เอของสุกรโดยเจือจางท่ี  0, 10fg/µl, 100fg/µl, 1pg/µl, 

10pg/µl, 100pg/µl, 1ng/µl, และ 10ng/µl  ตามลาํดบั ผลท่ีไดคื้อสามารถปรากฎแบนดีเอน็เอท่ี
ขนาด 130bp ไดท่ี้การเจือจางระดบั 10ng, 1ng, 100pg, 10pg, และ 1pg  ดว้ยเหตุน้ีผูว้ิจยัจึงไดท้าํ
การทดลองเพ่ือศึกษาถึงประสิทธิภาพของวิธีท่ีถูกพฒันาข้ึนมาแลว้ โดยนาํมาใชก้บัรูปแบบการผลิต
อาหารสาํเร็จรูป คือ เก๊ียวซ่า ( ไส้หมู กบั ผกั ) โดยนาํเก๊ียวซ่ามาหัน่เป็นช้ินเลก็ๆ จากนั้นเติมนํ้ าลง
ไปและทาํใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั( 10% homogenate )แลว้จึงทาํการเจือจาง Homogenate 10% ใน
นํ้ ากลัน่ ใหไ้ดร้ะดบั 1 % , 1000 ppm , 100 ppm , 10 ppm, 1 ppm, 100 ppb , 10 ppb, และ 1 
ppb homogenates.  และทาํ PCR โดยใชไ้พรเมอร์คู่ F2/R1 ผลท่ีไดรั้บคือปรากฎแบนดีเอน็เอ
ของสุกรในเก๊ียวซ่าในระดบัท่ีสูงกวา่ 100 ppb [17] 
 
        นอกจากน้ียงัมีการนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการตรวจสอบส่วนประกอบในตวัยาท่ีใชใ้นการแพทย์
แผนจีนท่ีอาจมีส่วนผสมของกระดูกเสือ ซ่ึงเป็นสัตวท่ี์อยูใ่นสภาวะใกลสู้ญพนัธ์ุ Wan และ Fang 
จึงไดท้าํการพฒันาไพรเมอร์ท่ีเพ่ิมปริมาณส่วนของยนีไซโตโครมบีเฉพาะเสือ (Panthera tigris) 

ซ่ึงสามารถตรวจสอบเน้ือ หนงัแห้ง หรือแมแ้ต่ในส่วนผสมท่ีมีกระดูกเสือเป็นส่วนประกอบเพียง 
0.5 เปอร์เซ็นตไ์ด ้หรือในประเทศไทยเองโดย ศรัณย ์และคณะ ก็ไดท้าํการตรวจดีเอน็เอท่ีเป็นส่วน
ของยนีไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย เพื่อแยกชนิดระหวา่งจระเขน้ํ้ าเคม็ (Crocodylus porosus) 

กบัจระเขไ้ทย (C. siamensis) โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจาํเพาะกบัจระเขแ้ต่ละชนิดไดเ้ช่นเดียวกนั  
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การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิคปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรส (PCR) [1], [3], [6] 

        เทคนิคการทาํ Polymerase Chain Reaction โดยทัว่ไปมกัมีวตัถุประสงคท่ี์จะใหไ้ดย้นีท่ี
ตอ้งการ และเพิ่มขยายยนีดงักล่าว ซ่ึงเทคนิคน้ีสามารถเพ่ิมขยายดีเอน็เอใหมี้จาํนวนมากข้ึนกวา่เดิม
หลายลา้นเท่า โดยการเพิ่มปริมาณยนีท่ีสนใจในหลอดทดลอง ดงันั้นเทคนิคน้ีจึงเรียกอีกช่ือหน่ึงวา่ 
In vitro enzymatic gene amplification วิธีน้ีมีประโยชน์ในการตรวจหาช้ินส่วนหรือเพิ่ม
ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีตอ้งการในส่ิงส่งตรวจ คน้พบคร้ังแรกโดย Kary Mullis และคณะ ในปี 1983 
โดยใชห้ลกัการเลียนแบบธรรมชาติท่ีวา่โดยอาศยัดีเอน็เอตน้แบบเป็นจุดเร่ิมตน้ และมีเอน็ไซมพ์วก 
DNA polymerase ช่วยทาํใหส้ายดีเอน็เอยาวออกไปโดยเลือกจบัเอา นิวคลีโอไทดต์วัใดตวัหน่ึง
ใน 4 ชนิด  dATP, dGTP, dCTP ,dTTP เขา้มาต่อเป็นเบสคู่สมกบัดีเอน็เอสายตน้แบบ 
(template) ส่วนประกอบต่างๆ ในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอมีดงัน้ีคือ ดีเอน็เอตน้แบบ (template 

DNA), thermostable DNA polymerase, deoxynucleotice , triphosphate (dNTPs) ทั้ง 4 
ชนิด , Oligonuclotide primer อยา่งนอ้ย 1 คู่ และบพัเฟอร์ท่ีเหมาะสม ปริมาณดีเอน็เอจะเพิ่มมาก
ข้ึนได ้ตอ้งอาศยัปฏิกิริยาท่ีต่อเน่ืองหลายๆรอบ ซ่ึงแต่ละรอบจะประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน คือ  
 1. ขั้นตอน denaturation: เป็นขั้นตอนการทาํให ้ DNA สายคู่แยกเป็นสายเด่ียว โดยอาศยั
ความร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส  
 2. ขั้นตอน Primer annealing: เป็นขั้นตอนท่ีมีการลดอุณหภูมิลงมาท่ีประมาณ 45-60 
องศาเซลเซียส เพื่อให ้Primer สามารถเกาะติดกบัดีเอน็เอ ตน้แบบสายเด่ียวตรงบริเวณลาํดบัเบสคู่
สม  
 3. ขั้นตอน Primer extension: เป็นขั้นตอนการขยายสายดีเอน็เอโดยการต่อลาํดบันิวคลิ
โอไทดเ์ขา้ท่ีปลาย 3’ ของ Primer แลว้มีการขยายสายดีเอน็เอสายใหม่จากทิศทาง 5’ ไป 3’ โดย
อาศยัเอนไซม ์ Thermostable DNA polymerase เช่น Taq polymerase ซ่ึงปกติใชอุ้ณหภูมิอยู่
ในช่วง 70-75 องศาเซลเซียส  
        ถา้พิจารณาสายดีเอน็เอท่ีเพิ่มข้ึน โดยเร่ิมจากสายดีเอน็เอตน้แบบ 1 คู่ เม่ือส้ินสุดรอบท่ี 1 จะได้
สายดีเอน็เอเป็น 2 คู่ เม่ือทาํเช่นน้ีหลายๆ รอบของ PCR ดีเอน็เอกจ็ะเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า ของทุกๆ

รอบลกัษณะทวีคูณเป็น 2
n 
เม่ือ n เป็นจาํนวนรอบของปฏิกิริยา ดงันั้นถา้ปฏิกิริยาดาํเนินไปได ้ 20 

รอบ จะไดดี้เอน็เอ 2
20 
ชุด หรือมีปริมาณของดีเอน็เอประมาณ 1 ลา้นเท่า  
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        การเตรียมและขั้นตอนการ PCR  
  1. การเกบ็ส่ิงส่งตรวจหรือตัวอย่างเพือ่สกดัดีเอน็เอ ตวัอยา่งท่ีส่งตรวจอาจเป็น
เน้ือเยือ่จากพืช สตัว ์ หรือส่ิงส่งตรวจจากผูป่้วยเช่น เลือด สารนํ้าต่างๆ ช้ินเน้ืออาจเป็น Fixed 

paraffin-embedded tissue สามารถเอามาสกดัสารพนัธุกรรมท่ีเป็น DNA หรือ RNA กไ็ด ้โดย
ใชว้ิธีง่ายๆ และรวดเร็ว ซ่ึงมีหลายวิธีซ่ึงสามารถสกดัเอา DNA ปริมาณนอ้ยๆ ไดเ้น่ืองจากเทคนิค 
PCR มีความไวสูงและอาศยั DNA ปริมาณนอ้ยๆ ได ้ทั้งสามารถเลือกเพิ่มจาํนวน DNA ช่วงสั้นๆ 
ไดดี้ จึงสามารถใชก้บัส่ิงส่งตรวจท่ีเป็นตวัอยา่งท่ีเกบ็ไวเ้ป็นระยะเวลานาน ทาํใหมี้ประโยชน์
นาํไปใชก้บังานทางดา้นโบราณคดีหรืองานนิติเวชได ้ 
  2. ดีเอน็เอต้นแบบ (Template DNA) DNA ตน้แบบท่ีมีลาํดบัเบสเป้าหมาย
หรือดีเอน็เอเป้าหมาย (DNA Target) สามารถจะใชใ้นปฏิกิริยาของ PCR ในลกัษณะ DNA สาย
เด่ียวหรือ DNA สายคู่กไ็ด ้ แมว้า่ขนาดของดีเอน็เอไม่ใช่จุดท่ีมีปัญหามากนกั แต่การเพิ่มจาํนวนดี
เอน็เอ โดยดีเอน็เอมีขนาดสั้นๆ อยูใ่นรูปปลายเปิดจะมีประสิทธิภาพท่ีดีกวา่เพราะ primer จะเขา้ไป
จบั ซ่ึงช่วยใหง่้ายต่อการเพิ่มจาํนวนและลดผลผลิต DNA ท่ีไม่จาํเพาะลง โดยทัว่ไปควรทดสอบ
ปริมาณ DNA ตน้แบบท่ีเหมาะสมเพ่ือใหไ้ดป้ริมาณ DNA ท่ีตอ้งการเพียงพอและมีความไวท่ี
เหมาะสม  
  3. นิวคลโีอไทด์ตั้งต้น (Primer) การเลือกออกแบบ Primer ท่ีจะใชต้อ้งเลือกให้
เหมาะสมกบัแต่ละงานโดยอาศยัหลกัการจบัคู่กนัแบบจาํเพาะของายดีเอน็เอ ท่ีตอ้งการตรวจหากบั 
primer โดยลาํดบันิวคลีไทดข์อง primer เป็นตวักาํหนดความจาํเพาะในการสงัเคราะห์ดีเอน็เอ 
ดงันั้นจึงตอ้งทราบลาํดบัเบสท่ีนาํมาสงัเคราะห์ primer 
        ขอ้แนะนาํในการเลือกและออกแบบ primer ไดแ้ก่  
 1). ความยาวของ primer: ควรมีความยาวประมาณ 18-30 นิวคลีโอไทด ์ข้ึนอยูก่บังานท่ีใช ้ 
 2). ควรเลือก primer ท่ีมีการกรายของเบสอยา่งสมํ่าเสมอ  
 3). ควรเลือก primer ท่ีมี GC-content อยูร่ะหวา่ง 50-60% ไม่ควรเลือก primer ท่ีมี
ปริมาณ GC content ท่ีสูงเกินไป  
 4). Primer ตอ้งมีความจาํเพาะกบัลาํดบัเบสเป้าหมาย (target sequence) ในดีเอน็เอ
ตน้แบบ นัน่คือลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง primer ตอ้งมีความจาํเพาะเพียงแห่งเดียวในสายดีเอน็เอ
ตน้แบบ  
 5). หลีกเล่ียงลาํดบัเบสท่ีจบักบัลาํดบัเบสของตวัเอง  
 6). ควรหลีกเล่ียงลาํดบัเบสของแต่ละ Primer ไม่ใหเ้ป็นคู่สมกนัเอง  
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  7). ค่า Tm (melting temperature) ของแต่ละ primer ควรใกลเ้คียงกนั โดยทัว่ไปควร
อยูใ่นช่วง 55-80 องศาเซลเซียส  
  8). Primer ควรมีลาํดบัคู่สมกบัปลายดา้น 3 ของลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นแต่ละสายของดี
เอน็เอตน้แบบ 
    4. Thermostable DNA polymerase ท่ีนิยมใชก้นัมากท่ีสุดคือ Taq DNA 

polymerase ซ่ึงแยกไดจ้ากเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญไดใ้นนํ้าพรุ้อนท่ีมีช่ือ Thermus aquaticuse 

(Taq) ซ่ึงมีคุณสมบติัทนความร้อนไดสู้งและไม่เสียคุณสมบติัของเอมไซมใ์นขั้นตอน denature 
และสามารถใชใ้นการเร่งปฏิกิริยาการสร้าง DNA ไดท่ี้อุณหภูมิสูงคือ 70-85 องศาเซลเซียส โดย
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาคือ 72 องศาเซลเซียส Taq DNA polymerase เป็นโปรตีน
ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 94 กิโลดาลตนั ขาดคุณสมบติั 3-5 exonuclease activity จึงขาดคุณสมบติั
ในการตรวจสอบท่ีเรียกวา่ proofreading ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ Taq DNA polymerase 
อยูใ่นช่วง 1.0 - 2.5 unit ความเขม้ขน้ท่ีใชช้ึ้นอยูก่บัปริมาณและลกัษณะของดีเอน็เอตน้แบบ
(primer) รวมทั้งสารประกอบอ่ืนๆ ดว้ยการใชเ้อมไซมท่ี์มากเกินไปจะทาํใหเ้กิดผลผลิต PCR ท่ี
ไม่จาํเพาะข้ึน ทาํใหเ้กิด nonspecific background มาก แต่ถา้ใชค้วามเขม้ขน้นอ้ยไปกจ็ะทาํให้
ไดผ้ลผลิตนอ้ย 
  5. Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) ความเขน้ขน้ของ dNTPs 

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ปกติอยูร่ะหวา่ง 50-200 uM ของแต่ละ dNTPs แต่ถา้เป็น 
dNTPs ทั้ง 4 ตวั จะมีส่วนประกอบรวมไม่เกิน 800 uM ถา้หากมีการใช ้dNTPs ท่ีมีความเขม้ขน้ท่ี
สูงเกินไป จะเกิดการต่อลาํดบัเบสคู่สมท่ีผดิพลาด การเตรียม dNTPs ควรเตรียมเป็น primary 

stock solution ท่ีเจือจาง 10 mM แลว้แบ่ง aiquot เกบ็ท่ี -20 องศาเซลเซียส  
  6. บัฟเฟอร์ (Buffer) ส่วนประกอบของบฟัเฟอร์ประกอบดว้ย Tris-HCL, 

KCL, MgCl
2 
และ Glycerol ความเขม้ขน้และภาวะท่ีเหมาะสามของส่วนประกอบต่างๆ ใน

บฟัเฟอร์มีดงัน้ี  

   1) ความเข้มข้นของ Magnesium ion (Mg
2+

) Taq DNA 

polymerase ตอ้งการ magnesium ion เพื่อช่วยส่งเสริมใหป้ฏิกิริยาการขยายสายดีเอน็เอดาํเนิน
ต่อไปได ้โดย magnesium ion จะทาํหนา้ท่ีเป็น co-factor นอกจากนั้น magnesium ion ยงัมีผล
ต่อการทาํงานของเอนไซมด์ว้ย (enzyme fidelity) และมีผลต่อการ anneal ของ primer ความ
เขม้ขน้ของ Magnesium ion ตอ้งปรับเปล่ียนใหพ้อเหมาะกบัความเขม้ขน้ของ dNTPs โดยทัว่ไป
ความเขม้ขน้ท่ีพอเหมาะของ magnesium ion คือตอ้งเหลือ magnesium ในรูปอิสระประมาณ 
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0.5-1.0 mM โดยทัว่ไปมกัใช ้ magnesium ความเขม้ขน้ทั้งหมดเป็น 1.5 mM ความเขม้ขน้ของ 
magnesium ion ท่ีมากเกินไป ทาํใหเ้กิดผลผลิตดีเอน็เอท่ีไม่จาํเพาะ และพบวา่การปรับค่า 
magnesium ion กช่็วยให ้ primer มีการ anneal ท่ีมีความจาํเพาะข้ึนเช่นเดียวกบัการเปล่ียนแปลง
อุณหภูมิ  
   2) pH pH ท่ีเหมาะสมในการทาํงานสาํหรับ Taq DNA polymerase 

คือท่ี pH 7-7.5 ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส แต่ปกติ Taq DNA polymerase จะอยูใ่น Tris 

buffer ซ่ึงมี pH 8.5-9.0 ท่ี 25 องศาเซลเซียส เน่ืองจาก pH ของ Tris-buffer จะลดลงประมาณ 
0.03 ของอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึนแต่ละองศา ดงันั้นเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนเป็น 72 องศาเซลเซียส จะได ้ pH 
7.3  
  7. องค์ประกอบอืน่ในปฏิกริิยา PCR โดยทัว่ไปส่วนประกอบของบฟัเฟอร์ท่ีใช้
ใน PCR คือ 10-15 mM Tris-HCL ท่ี pH 8.4 ท่ี 25 องศาเซลเซียส, 50 mMKCL, 1.5 mM 

MgCL
2 

0.01% gelatin (W/V) หรืออาจใช ้ non-ionic detergent อ่ืนแทน gelatin ได ้ เช่น 
0.01% NP40 และ 0.01% Tween 20 การทดลองบางแห่งใช ้DMSO ใส่ลงไปในปฏิกิริยาเพื่อลด 
secondary structure ของ DNA แต่พบวา่ 10% DMSO ไม่เหมาะกบั Taq DNA polymerase 
เพราะไปยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซมท์าํใหไ้ดผ้ลผลิต PCR ท่ีนอ้ยลง Gelatin หรือ Bovine serum 

albumin (BSA) ท่ีความเขม้ขน้ตํ่าๆ (100 ug/ml) สามารถช่วยคงสภาพของเอนไซมไ์ด ้แต่ BSA 

ถูกทาํลายไดง่้ายท่ีอุณหภูมิสูงและอาจตกตะกอนกบั Taq DNA polymerase  
 
        Temperature cycling  

  1. ขั้นตอน Denaturation อุณหภูมิท่ีใชส่้วนใหญ่ประมาณ 94-95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลานาน 30-60 วินาที อยา่งไรกต็าม การใชเ้วลานานและอุณหภูมิท่ีสูงเกินไป จะทาํใหเ้อนไซม์
และนิวคลีโอไทดสู์ญเสียคุณสมบติัได ้แต่ถา้ใชเ้วลานอ้ยและอุณหภูมิท่ีตํ่าเกินไป จะทาํใหส้ายดีเอน็
เอแยกออกจากนัไดไ้ม่ดี ทาํใหผ้ลผลิต PCR ลดลง กรณีท่ี DNA ตน้แบบมีปริมาณ G+C content 

ท่ีสูงมาก ตอ้งเพิ่มอุณหภูมิใหสู้งข้ึนดว้ย  
  2. ขั้นตอน Primer annealing โดยทัว่ไปใชอุ้ณหภูมิในขั้นตอนน้ีประมาณ 55-72 
องศาเซลเซียส ซ่ึงใชอุ้ณหภูมิ annealing temperature ท่ีต ํ่ากวา่ Tm ของ Primer ประมาณ 5 
องศาเซลเซียส การใชอุ้ณหภูมิท่ีสูงในขั้นตอนน้ีจะช่วยในการเพิ่มความจาํเพาะในการจบัคู่ เวลาท่ี
ใชใ้นขั้นตอนน้ีประมาณ 30 วินาที  
  3. ขั้นตอน Primer extension เวลาท่ีใชใ้นขั้นตอนน้ีข้ึนกบัความยาว ความ
เขม้ขน้ และลาํดบัเบสของ DNA ตน้แบบ โดยทัว่ไปใชเ้วลาประมาณ 1 นาที ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา
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เซลเซียส โดยปกติ Taq DNA polymerase สามารถเพิ่มความยาวของสาย DNA ไดป้ระมาณ 
6,000 นิวคลีโอไทดต่์อนาทีท่ีอุณหภูมิ 72 อาศาเซลเซียส การใชเ้วลาท่ีมากในขั้นตอนแรกจะมี
ประโยชน์สาํหรับดีเอน็เอตน้แบบท่ีมีจาํนวนนอ้ย  
 

        จํานวนรอบในการทาํ PCR (cycle number)  
 จาํนวนรอบในการทาํ PCR ข้ึนกบัปริมาณดีเอน็เอตน้แบบตั้งตน้ ถา้ใชจ้าํนวนรอบท่ีมาก
ข้ึนเท่าใด โอกาสท่ีจะไดผ้ลผลิต PCR ผดิพลาดกม็ากข้ึนตามไปดว้ย เน่ืองจากผลผลิต PCR ท่ีได้
จะมีความจาํเพาะเจาะจงท่ีนอ้ยลง และ Background มากข้ึน แต่ใชจ้าํนวนรอบนอ้ยเกินไปผลผลิต
ท่ีไดก้น็อ้ยลงดว้ย 
  
        การตรวจวเิคราะห์ผลผลติ PCR (PCR Product)  
 การตรวจวิเคราะห์ผลผลิตมีดว้ยกนัหลายวธีิ โดย Gel electrophoresis โดยนาํผลผลิต 
PCR ท่ีสร้างไดม้าแยกตามขนาด DNA โดยใชก้ระแสไฟฟ้าแยก DNA บน agarose gel หรือ 
polyacrylamide gel เปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐานท่ีทราบขนาดท่ีแน่นอน จากนั้นยอ้มช้ิน ดี
เอน็เอดว้ย ethidium bromide แลว้นาํไปส่องดูดว้ยแสงอุลตราไวโอเลต ผลผลิต PCR ท่ีดีควรให้
ช้ินดีเอน็เอท่ีชดัเจน และตรงตามขนาดความตอ้งการ แต่ถา้มีขนาดเลก็และแถบดีเอน็เอไม่ชดัเจน 
อาจเป็นดีเอน็เอท่ีเป็น primer dimmer  

 
 
 
 

   
 

 


