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บทคดัย่อ 
 บริเวณ D-loop ของไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอของสัตวแ์ต่ละชนิดนั้นมีล าดบัดีเอ็นเอที่แตกต่างกนัมาก

พอที่จะน ามาใชใ้นการระบุชนิดของสัตวที์่เป็นชีววตัถุพยานในงานนิติวิทยาศาสตร์ได ้งานวิจยัน้ีจึงไดท้ าการ

ออกแบบไพรเมอร์จากต าแหน่ง D-loop ของไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล GenBank ของสัตว ์5 ชนิด 

ไดแ้ก่ สุนขั (Canis fanilliaris) เสือโคร่ง (Panthera tigris) กระบือ (Bubalus bulais) ชา้งเอเชีย (Elephas maximus) 

และแมวบา้น (Felis catus) เมื่อสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอจากขนของสัตวแ์ต่ละชนิดมาท าการเพิ่มชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ

บริเวณดงักล่าวโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีออกแบบดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์เปรียบเทียบกบับริเวณอนุรักษใ์นไมโตคอนดรียของ

สัตว ์คือ 12S และ 16S พบวา่สามารถเพ่ิมช้ินส่วนของดีเอ็นเอไดเ้ฉพาะ 12S และ 16S ณ ปัจจุบนั    

ABSTRACT 
 D-loop loci of animal mitochondrial DNA are highly variable from species to species. This could be 

useful for forensic identification of biomaterial witness. This work employed  GenBank genome databases from 5 

animal species; i.e., dog ( Canis fanilliaris) , tiger ( Panthera tigris) , buffalo ( Bubalus bulais) , asian elephant 

(Elephas maximus)  and domestic cat (Felis catus)  for primer design.  Genomic DNAs from hair of each animal 

were isolated and amplified, using primers harboring D-loop locus of mitochondrial DNA from each animal by 

PCR reaction, using 12S and 16S rRNA as controls. Only 12S and 16S rRNA fragments of each animal were able 

to be amplified currently.  
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บทน า 
 ดีเอ็นเอบาร์โคด้ (DNA barcode) เป็นล าดบันิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีแสดงความจ าเพาะของส่ิงมีชีวิต 

ซ่ึงสามารถใชเ้ป็นเทคนิคในการระบุชนิดของส่ิงมีชีวติไดห้ลายกลุ่ม เช่น สตัวป่์า (Panday et al., 2014;    ฐิติกา  และภูวดล, 

2556) สัตวเ์ล้ียง (Lopez et al., 1996) และไมด้อก (Kress et al., 2005) เป็นตน้ ซ่ึงสามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นการ

ตรวจพิสูจน์ระบุชนิดของสัตวแ์ละพืชส าหรับงานดา้นนิติวิทยาศาสตร์ไดห้ากช้ินชีววตัถุพยานนั้นไม่ไดอ้ยูใ่นรูปปกติ 

ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีน ามาใชใ้นการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์นั้น นิยมเอามาจากไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ ซ่ึงพบความ

หลากหลายของล าดบัเบสดงักล่าวในส่ิงมีชีวิตชั้นสูง  ไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอนั้นมีขอ้ไดเ้ปรียบส าหรับการน ามาใช้
งานดา้นนิติวิทยาศาสตร์ดีกวา่ดีเอ็นเอจากนิวเคลียส (nuclear DNA) เน่ืองจากมีจ านวนซ ้ ามาก (high copy number) 

และทนต่อสภาพแวดลอ้มภายนอกไดดี้กวา่ ท าให้การตรวจพิสูจน์จากชีววตัถุพยานท่ีมีปริมาณนอ้ยนั้นมีความแม่นย  า

และรวดเร็วมากข้ึน  

 ไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอโดยทัว่ไปมีขนาดประมาณ 16 kb ประกอบไปดว้ยยีน 37 ยีน เป็นยนีท่ีถอดรหัสเป็น 

Tranfer RNA (tRNA) จ านวน 22 ยนี เป็น ribosomal RNA (rRNA) จ านวน 2 ยนีและยนีท่ีแสดงออกเป็นโปรตีนจ านวน 

13 ยีน ( ฐิติการ และภูวดล, 2556) โดยมีโครงสร้างดงัภาพท่ี 1 ทั้งน้ีล าดบันิวคลีโอไทด์อาจมีการเปล่ียนแปลงไดข้ึ้นอยู่

กบัความห่างของสายววิฒันาการ แต่อยา่งไรก็ตาม พบวา่สตัวมี์กระดูกสนัหลงัหลายชนิด น่าจะมีล าดบัเบสบางส่วนของ 

12S และ 16S rRNA ท่ีคลา้ยคลึงกนั (Kitano et al., 2007)  

 
ภาพที ่1   แผนผงัของไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอท่ีแสดง hypervariable region (HV1 และ HV2), 12S และ 16S rRNA 
                (Holland and Parsons., 1999) 

 

D-loop 
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 ยีน cytochrome b และ cytochrome c oxidase นั้นเป็นยีนท่ีอยูใ่นไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอท่ีนิยมน ามาใชใ้นการจ าแนก

ชนิดของส่ิงมีชีวติในสตัว ์(Panday et al., 2014) และไมด้อก  (Kress et al., 2005)  ในขณะท่ียนีต าแหน่ง D-loop ของไมโตคอนเดรียล

ดีเอ็นเอใชส้ าหรับมนุษย ์ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ีส าคญัต่อการเร่ิมตน้การจ าลองไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ และมีโปรโมเตอร์ของ

กระบวนการทรานสคริปชนัประกอบกบัมีความแปรปรวนของล าดบันิวคลีโอไทดม์ากในมนุษย ์(Jazin , Soodyall, 1998) อยา่งไรก็

ตาม ยงัไม่พบรายงานการใชล้ าดบันิวคลีโอไทดจ์าก D-loop มาใชใ้นการระบุชนิดสตัว ์

 ในงานวิจัยน้ีจึงได้น าการออกแบบไพรเมอร์บริเวณ D-loop ของไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอของสัตว ์5 ชนิด 

ไดแ้ก่ สุนขั (Canis fanilliaris) เสือโคร่ง (Panthera tigris) กระบือ(Bubalus bulais) ชา้งเอเชีย (Elephas maximus)  และ

แมวบา้น (Felis catus) โดยท าการสกดัดีเอน็เอจากเสน้ขนและเพ่ิมจ านวนช้ินส่วนของ D-loop เปรียบเทียบกบั 12S และ 

16S rRNA (Kitano et al., 2007) 

 

วตัถุประสงค์การวจิยั 
ศึกษาความเป็นไปไดจ้ากการใชไ้มโตคอนเดรียลดีเอ็นเอบริเวณ D-loop ในการจ าแนกชนิดสัตวส์ าหรับงาน

ดา้นนิติวทิยาศาสตร์ 
 
วธีิการวจิยั  

 ตวัอย่างชีววตัถุ  
ได้แก่ ขนเสือ ขนชา้งเอเชีย และขนควาย ไดรั้บความอนุเคราะห์จากสวนเสือศรีราชา ขนแมวบา้น และสุนัข 

ไดรั้บความอนุเคราะห์จากเจา้ของแมวและสุนขัท่ีไม่ประสงคอ์อกนาม  
การออกแบบไพรเมอร์  
น าล าดบันิวคลีโอไทด์ของไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอจากฐานขอ้มูล   GenBank ของสุนัข เสือโคร่ง  กระบือ 

ชา้งเอเชีย และแมวบา้น มาท าการออกแบบไพรเมอร์ที่จ  าเพาะดว้ยโปรแกรม Perfect Primer Design software จาก 
Thermofisher Scientific และตรวจสอบความจ าเพาะดว้ย M6 alignment explorer software  

การสกดัดเีอน็เอจากขนสัตว 
ใชชุ้ดสกดัดีเอ็นเอส าเร็จรูป QIAamp® DNA micro kit โดยใชข้นสัตวป์ระมาณ 20 เส้น ยกเวน้ชา้งใช ้2-3 

เส้น ในการสกดั โดยท าการยอ่ยชิ้นขนให้เล็กดว้ยการตดัก่อนเติม ATL buffer ปริมาตร 180 µl ยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
Proteiase K 600 mAU/ml  (AU = Activity unit) ปริมาตร 20 µl และ 1 M DTT ปริมาตร 20 µl บ่มที่ 56 องศา เป็น
เวลา 24 ชัว่โมงหรือจนสารละลายใส จากนั้นแยกดีเอ ็นเอที่สกดัไดด้ว้ย QIAamp MinElute column  ลา้งดว้ย
สารละลาย AW1 และ AW2  ตามล าดบั  จากนั้นชะดีเอ็นเอดว้ย AE buffer ปริมาตร 30-50 µl และวิเคราะห์ปริมาณดี
เอ็นเอที่สกดัไดด้ว้ยเคร่ือง  NaNodrop (MAESTROGEN, Taiwan) และรายงานผลการสกดัในหน่วยนาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร 
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การเพิม่ปริมาณช้ินส่วนดเีอน็เอด้วยปฏิกริิยาพซีีอาร์ 
น าจีโนมิกดีเอ็นเอของสัตวต์่าง ๆ ท่ีสกดัปริมาณ 10 นาโนกรัม มาท าการเพ่ิมปริมาณช้ินส่วนของ D-loop โดย

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตร 10 ไมโครลิตร โดยใชไ้พรเมอร์ดังตารางท่ี 1 มีอุณหภูมิและรอบในการท าปฏิกิริยา ดังน้ี  
Denaturation 94 Oซ เป็นเวลา 5 นาที  Annealing 50 Oซ เป็นเวลา 30 วินาที และ Extension  72 Oซ  เป็นเวลา 60 วินาที 
จ านวนรอบ 35 รอบ หลงัการท าปฏิกิริยาแลว้ใหเ้ก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4Oซ ก่อนท าการตรวจสอบขนาดของช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ี
เพิ่มจ านวนได้ด ้วย 1% อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส และยอ้มด้วย GelRed® ก่อนท าการตรวจสอบด้วย
แสงอัลตร้าไวโอเลต เปรียบเทียบกบัช้ินส่วนของ 12S และ 16S rRNA ไพรเมอร์ส าหรับ 12S rRNA และ 16S จาก  
Kitano et al., 2007 ไดแ้ก่ 5’-CCCAAACTGGGATTAGATACCC-3’ และ 5’-GTTTGCTGAAGATGGCGGTA-3’ 
ส าหรับ 12S rRNA และ 5’- GCCTGTTTACCAAAAACATCAC-3’ และ 5’- CTCCATAGGGTCTTCTCGTCTT-3’ 
ส าหรับ 16S rRNA 
 
สถานทีท่ าการทดลอง 

หอ้งปฏิบติัการ ภาควชิาชีวเคมีและภาควชิานิติวทิยาศาสตร์ คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น  
 

ผลการวจิยั 
เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์จากฐานขอ้มูลของสตัวต์่าง ๆ ไดแ้ก่ สุนขั เสือโคร่ง กระบือ ชา้งเอเชีย  และแมวบา้น  

มาท าการวิเคราะห์เพื่อหาไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมและความเป็นไปไดใ้นการจบัอย่างจ าเพาะ พบว่าไดไ้พรเมอร์ท่ีใชใ้นการ
ทดสอบ 5 คู่ โดยมีขนาดของ D-loop ของส่ิงมีชีวติต่าง ๆ ตามท่ีระบุไวใ้นตารางท่ี 1 
 
ตารางที ่1 ไพรเมอร์ท่ีออกแบบจาก D – loop ของไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอของสุนขั เสือ กระบือ  ชา้ง  และแมว  
สัตว ์ ฐานขอ้มูลของสัตว ์ Forward primer Reverse primer ขนาด (bp) 
สุนขั Canis fanilliaris GAGAACATATGCCCTCCCTAA CTCATCTAGGCATTTTCAGTGC 1769 
เสือโคร่ง Panthera tigris GAGAACATATGCCCTCCCTAA CTCATCTAGGCATTTTCAGTGC 1470 
กระบือ Bubalus bulais CAGAAAAGGAGAACAACCAACC CTCATCTAGGCATTTTCAGTGC 1156  
ชา้งเอเชีย Elephas maximus CTAAGGGTATTCAGGGAAGAGG GCTACATTAACGAGATGGGGTA 1636 
แมวบา้น Felis catus GAGAACATATGCCCTCCCTAA TGTTTATGGAGTCTGGCGACT 1412 
 

 
ไพรเมอร์ดงักล่าวไดน้ ามาท าการเพิ่มชิ้นส่วนดีเอ็นเอโดยใชด้ีเอ ็นเอที่สกดัไดจ้ากขนสัตวเ์ป็นดีเอ็นเอ

แม่แบบ (template) ส าหรับขนสัตวที์่น ามาใชใ้นการทดลองน้ี เบ้ืองตน้ไดเ้ลือกใชข้นจากสัตวท่ี์มกัมีปัญหาทางดา้น
การระบุชนิดสัตวเ์มื่อเกิดคดีความและสามารถหาไดจ้ากแหล่งที่เพาะเล้ียงตามสวนสัตว ์ไดแ้ก่ เสือ และชา้งเอเชีย 
และที่เล้ียงตามบา้น ไดแ้ก่ สุนขั กระบือ และแมวบา้น  ซ่ึงสามารถสกดัไดใ้นปริมาณ 68.5, 38.8, 87.3, 42.1 และ 
104.78 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แต่ยงัไม่สามารถเพิ่มช้ินส่วน D-loop จากสัตวต์่าง ๆ ท่ีตอ้งการไดโ้ดยใชป้ฏิกิริยา
ดงักล่าวท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ณ ปัจจุบนั แต่อยา่งไรก็ตามสามารถเพ่ิมจ านวนช้ินส่วนของ 12S และ 16S rRNA ของสัตว์
ทุกชนิดไดข้นาดประมาณ 220 คู่เบส ดงัภาพท่ี 2 
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ภาพที ่2 ผลการเพ่ิมช้ินส่วน 12S rRNA (12s) และ16S rRNA (16s) ของสตัวท่ี์ใชใ้นการทดลอง 

 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 
 เม่ือใชไ้พรเมอร์บริเวณ D-loop ของไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอท่ีออกแบบไวส้ าหรับการระบุชนิดของสัตว ์5 ชนิด 
ไดแ้ก่ สุนัข เสือโคร่ง กระบือ ชา้งเอเชีย และแมวบ้าน โดยใชป้ฏิกิริยาดงัท่ีกล่าวมาขา้งตน้ นั้นยงัไม่สามารถประสบ
ความส าเร็จได ้ซ่ึงจ าเป็นตอ้งศึกษาหาอุณหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา เพ่ือให้สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็น
เอท่ีตอ้งการต่อไปได ้ทั้งน้ีเน่ืองจากบริเวณ D-loop ซ่ึงมีความหลากหลายหลายบริเวณ เช่น hypervariable region 1, 2 
และ 3 ซ่ึงสัตวแ์ต่ละสายพนัธ์ุถึงเมจ้ะเป็นสัตวป์ระเภทเดียวกนัก็ยงัมีความแตกต่างกนัได ้เช่น ความแตกต่างท่ีพบใน
สุนัขแต่ละสายพนัธ์ุ เป็นตน้ และการออกแบบไพรเมอร์นั้นไดจ้ากการน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของสัตวช์นิดต่าง ๆ ท่ีมา
จากฐานขอ้มูลใน GenBank น่าจะมีความแตกต่างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของสัตวป่์าและสัตวเ์ล้ียงท่ีน าใช้ในการ
ทดสอบอยูบ่้าง อย่างไรก็ตามพบว่าสามารถเพิ่มปริมาณ 12S และ 16S rRNA ที่มีต  าแหน่งจ ับของไพรเมอร์ใน
สัตวที์่หลากหลายได้ เมื่อใช้ไพรเมอร์ 12S และ 16S rRNA (Kitano et al., 2007) และพบว่ามีล าดบันิวคลีโอไทด์
ของ 12S และ 16S rRNA ท่ีตรงกบัฐานขอ้มูลของสตัวต์่าง ๆ ไดจ้ริง (ยงัไม่แสดงผล) และอยา่งไรก็ตามงานวจิยัช้ินน้ีถือ
เป็นความพยายามในการน า D-loop ของไมโตคอนเดรียลดีเอน็เอมาใชใ้นงานทางดา้นนิติวทิยาศาสตร์คร้ังแรกของไทย  
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