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ดีเอ็นเอเป็นสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตทำหน้าที่เก็บข้อมูลรหัสทางพันธุกรรมที่สามารถถ่ายทอดไปสู่รุ่นต่อไปได้ ซึ่ง

ประกอบด้วยน้ำตาล หมู่ฟอสเฟต และเบส 4 ชนิดได้แก่ A (adenine) G (guanine) C (cytosine) และT (thymine) การ
เรียงกันของเบสแต่ละชนิดทำให้สิ่งมีชีวิตมีความต่างกัน ดีเอ็นเอนี้กระจายอยู่ในเชลล์ ไมโตคอนเดรีย คลอโรพลาสต์และ
นิวเคลียส การเรียงกันของสายดีเอ็นเอนี้สามรถนำมาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ซึ่งลายพิมพ์ดีเอ็นเอคือรูปแบบของแถบดีเอน็เอท่ี
ถูกสร้างขึ้นและเป็นลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ เทคนิคการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอมีหลายเทคนิค แต่ละเทคนิคที่ใช้สร้าง
ลายพิมพด์ีเอ็นเอต้องทำซ้ำได้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีเหมือนเดิม ซึ่งวิธีทีใ่ช้ในการสร้างลายพิมพด์ีเอ็นเอต้องอาศัยปฏิกิริยาลูกโซ่พอ
ลีเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR) ซึ่งเป็นขั้นตอนหนึ่งของการทำลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ประโยชน์ของการสร้างลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอมีข้อดีคือมีความถูกต้องแม่นยำสูง ทำได้กับส่วนต่างๆ ของสิ่งมีชีวิตแม้ในสภาวะแวดล้อมต่างกัน ใช้ตัวอย่างใน
ปริมาณน้อย ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ของสิ่งมีชีวิต สามารถตรวจลักษณะที่ต้องการได้โดยไม่ต้องรอให้โต เช่นการตวรจโรค
วินิจฉัยโรค การหาลักษณะที่ผิดปกติทางพันธุกรรม ใช้ในการจัดหมวดหมู่ ใช้หาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการและใช้เป็นข้อมูล
การอ้างอิงในการเปรียบเทียบพันธุ์พืช สัตว์และสิ่งมีชีวิตอื่นๆ ซึ่งการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ใช้การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี 
PCR และแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโพรีซีสมีหลายรูปแบบ ได้แก่ 

1. RAPD (Rapid Amplified Polymerphic DNA) วิธีนี้ใช้ดีเอ็นเอน้อยไม่ต้องทราบข้อมูลทางพันธุกรรมไพรเมอร์ที่ใช้
ในปฏิกิริยามีขนาดสั้นๆประมาณ 10 นิวคลีโอไทด์ เป็นการเพิ่มปริมาณแบบสุ่ม แล้วนำไปทำอิเล็กโทรโฟรีซิสใน
เจลอะกาโรส (gel electrophoresis) เพื่อศึกษาลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 

2. PCR-RFLP (PCR – Restriction fragment length Polymophism) ซึ่งเทคนิคนี้เป็นการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ด้วยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายแบบเฉพาะเจาะจงโดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรสแล้วใช้เอมไซม์ตัดจำเพาะ 
(restriction enzyme) ตัดช้ินดีเอ็นเอ ซึ่งสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกันก็จะมีตำแหน่งของการตัดด้วยเอมไซม์ตัดจำเพาะบน
สายดีเอ็นเอต่างกันทำให้เกิดช้ินส่วนของดีเอ็นเอมีขนาดไม่เท่ากัน แล้ววิเคาะห์ผลของช้ินดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัด
ด้วยวิธเีจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis) 

3. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ใช้เทคนิค RFLP และ PCR ร่วมกันเริ่มจากการตัดดีเอ็น
เอด้วยเอมไซม์ตัดจำเพาะก่อนแล้วเชื่อมต่อดีเอ็นเอด้วย adapter ที่เป็นนิวคลีโอไทด์สายสั้นๆไม่เกิน 20 เบส แล้ว
เพิ่มปริมาณด้วยวิธี PCR ด้วยไพรเมอร์ทีจ่ะจับเฉพาะ adapter จากนั้นแยกช้ินส่วนของช้ินดีเอ็นเอด้วยวิธีพอลีอะคลิ
ลาไมด์เจล 

4. SSR (Simple Sequence Repeat) ลายพิมพ์ชนิดนี้อาศัยชุดซ้ำของสายดีเอ็นในจีโนม การซ้ำของเบสชุดสั้นๆ
(tendem repeat) ที่กระจายอยู่ทั่วจีโนม การซ้ำของชุดที่มีนิวคลีโอไทด์ขนาด 10-60 เบส เรียกว่า minisatellites 
การซ้ำของชุดที่มีนิวคลีโอไทด์ขนาด 1-10 เบส เรียกว่า microsatellites การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในช่วงนี้ใช้ไพร
เมอร์ที่จับกับช่วงซ้ำๆ นี ้ถ้าสิ่งมีชีวิตมีจำนวนชุดซ้ำต่างกันก็จะแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดต่างกัน 
 
ปัจจุบันเทคนิค PCR- RFLP เป็นวิธีหนึ่งที่ใช้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็เอเพื่อหาความแตกต่างทางพันธุกรรมอาศัยการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอและตัดด้วยเอมไซม์ตัดจำเพาะและวิเคราะห์ผลด้วยการทำเจลอิเล็กโทรโพรีซีส ในสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกันก็จะมี
ตำแหน่งของการตัดด้วยเอมไซม์ตัดจำเพาะบนสายดีเอ็นเอที่ต่างกันทำให้เกิดช้ินส่วนของดีเอ็นเอมีขนาดไม่เท่ากัน (Botstein 
et al, 1980) วิธีนี้ยังนิยมใช้กันมากในปัจจุบัน ซึ่งข้อดีของวิธีนี้คือเสียค่าใช้น้อยไม่ต้องใช้เครื่องมือวิเคราะห์ขั้นสูง การใช้ประ
โยขน์จากเทคนิค PCR – RFLP นี้สามารถใช้ในการจำแนกสิ่งมีชวีิต เช่นพืช สัตว์ จุลินทรีย์ การวินิจฉัยโรคต่างๆ และวิเคราะห์
การปนเปื้อนในอาหาร การจำแนกด้วยวิธีนี้ถ้าใช้เอมไซม์มากกว่าหนึ่งชนิดจะทำให้การวิเคราะห์มีความถูกต้องแม่นยำยิ่งขี้น 
(Rasmussen, 2012; Hashim et al. 2019) 

 



การประยุกต์ใช้วิธี PCR – RFLP กับเช้ือแบคทีเรียที่แยกมาได้จำนวน 19 สายพันธุ์ เมื่อนำมาทำ PCR- RFLP ด้วย
ไพรเมอร์ที่จำเพาะกับยีน 16S rDNA แล้วใช้เอมไซม์ตัดจำเพาะ BfaI และ RsaI สามารถจำแนกชนิดและจัดกลุ่มของเช้ือ
แบคทีเรียได้ 10 กลุ่ม (ภาพที่ 1) ซึ่งวิธีนี้สามารถใช้จำแนกชนิดของแบคทีเรียและใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการจัดกลุ่มของ
แบคทีเรียได้ 

 
 

 
 
ภาพที่ 1 การทำ PCR – RFLP จากยีน 16S rDNA และตัดด้วยเอมไซม์ตัดจำเพาะ BfaI และ RSaI 

A. PCR product ของยีน16S rDNA    
B. PCR – RFLP ตัดด้วยเอมไซม์ตัดจำเพาะ BfaI    
C. PCR – RFLP ตัดด้วยเอมไซม์ตัดจำเพาะ RSaI 
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