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 ยงุกน้ปล่องชนิดซบัซอ้นกลุ่ม Anopheles dirus เป็นพาหะน าโรคมาลาเรียหลกัท่ีพบการ
กระจายตวัในประเทศไทยและภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้โดยยงุกลุ่มชนิดซบัซอ้นดงักล่าว
จะมีลกัษณะสัณฐานวทิยาท่ีคลา้ยคลึงกนัมากท าใหเ้กิดความผดิพลาดสูงในการจ าแนกชนิดโดยใช้
ลกัษณะสัณฐานวทิยา การวจิยัน้ีจึงไดมี้การพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอดว้ยวธีิ allele-specific PCR  
เพื่อจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด โดยออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะจาก
ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี cytochrome oxidase subunit I ในไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ ผลการ
ทดสอบพบวา่ไพรเมอร์จ าเพาะดงักล่าวสามารถจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องชนิด Anopheles cracens 
An. scanloni และ An. nemophilous ดว้ยความแตกต่างของช้ินส่วนดีเอน็เอขนาด 236 338 และ 
527 คู่เบส ตามล าดบั เม่ือทดสอบผลจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus โดยวธีิ 
allele-specific PCR จ านวน 105 ตวัอยา่ง ท่ีเก็บจากจงัหวดัเชียงใหม่ กาญจนบุรี ระนอง สตูล และ
สงขลา ระหวา่งเดือนสิงหาคม 2554 ถึง มกราคม 2556 ผลการทดสอบแสดงให้เห็นวา่เคร่ืองหมาย 
allele-specific PCR ท่ีออกแบบสามารถจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องในกลุ่มซบัซอ้น Dirus ทั้งสาม
ชนิดไดแ้ม่นย  าและมีประสิทธิภาพ  
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 Anopheles dirus species complex is widely distributed as primary malaria vectors in 
Thailand and Southeast Asia region. Morphological identification is very problematic for the 
Dirus complex species because of their similar morphologies among the sibling species, which 
usually lead to species misidentification. In this study, allele-specific PCR was developed to 
identify three species within Anopheles dirus complex group. The allele-specific primers were 
designed based on the nucleotide polymorphisms in mitochondrial cytochrome oxidase subunit I 
sequences. The results showed that these primers clearly amplified Anopheleles cracens,  An. 
scanloni and An. nemophilous for different PCR products size of 236, 338 and 527 base pair, 
respectively. The allele-specific PCR was tested on 105 mosquitoes of the An. dirus species 
complex from five locations including Chiangmai, Kanchanaburi, Ranong, Satun and Songkla 
provinces, collecting from August 2011 to January 2013. This result suggested that the allele-
specific PCR could be correctly and effectively identified the three members of An. dirus 
species complex. 
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 1 จ านวนยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จากแหล่งพื้นท่ีศึกษา 39 

2 ผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จากพื้นท่ีศึกษา  
โดยลกัษณะสัณฐานวทิยา 56 

3 ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอช้ินส่วนยนี COI 58 
4 ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด 61 
5 ผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จากพื้นท่ีศึกษา โดยวธีิ  

allele-specific PCR  84 
6 แสดงการเปรียบเทียบผลจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ดว้ยลกัษณะ 

สัณฐานวทิยาและการจ าแนกดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล วธีิ allele-specific PCR  85 
 

ตารางผนวกที่  
 

ก1 ผลการจ าแนกชนิดและแหล่งท่ีมาของตวัอยา่งยงุกน้ปล่อง 101 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 



(3) 

สารบัญภาพ 
 
ภาพที ่          หน้า 
 

1 แสดงการกระจายตวัของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 5 
2 กราฟรายงานจ านวนผูป่้วยจากโรคมาลาเรียในแต่ละประเทศของ WHO 
 ในปี 1997-2006 7 
3 กราฟรายงานจ านวนผูเ้สียชีวติจากโรคมาลาเรียในแต่ละประเทศของ WHO 

ในปี 1997-2006 8 
4 แสดงลกัษณะสัณฐานวทิยาของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 9 
5 แสดงลกัษณะแถบสีขาวบริเวณ Maxillary palpus ของยงุกน้ปล่อง 
 กลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 10 
6 แสดงลกัษณะเกล็ด (scales) บริเวณ Antepronotum ของยงุกน้ปล่อง 
 กลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 11 
7 แสดงลกัษณะแถบสีขาวบริเวณขาคู่หลงัท่ีขอ้พบัระหวา่ง Tibia และ Tarsus  
 ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus   11 
8 แสดงลกัษณะเส้นปีก (wing veins) และลกัษณะแถบเกล็ดสีเขม้และจาง 
 ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 12 
9 แสดงลกัษณะ accessory sector pale (ASP) spot บน vein costavein subcosta  

และ vein radius (R-R1) ของปีกยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 13 
10 แสดงลกัษณะเกล็ด (scales) บริเวณ Abdominal sternum VI ของยงุกน้ปล่อง 

กลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 13 
11 แสดง PSD spot บน vein redius ยาวถึง HD spot ของปีกยงุกน้ปล่อง An. dirus  

An. cracens An. scanloni และ An. baimaii และ PSD spot บน vein redius  
ยาวไม่ถึง HD spot ของปีกยงุกน้ปล่อง An. nemophilous  14 

12 แสดง PSD spot บน vein radius ปรากฏจุดขาวแทรกบนปีกยงุกน้ปล่อง 
 An. dirus An. cracens An. scanloni และ An. baimaii และ PSD spot บน  

 vein radius ไม่ปรากฏจุดขาวแทรกบนปีกยงุกน้ปล่อง An. nemophilous 15 
 

 



(4) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพที ่          หน้า 
 
 13 แสดงขาของยงุกน้ปล่อง An. scanloni ซ่ึงปรากฏแท่งสีด ายืน่เขา้ไปในแถบขาว 

บริเวณขอ้ต่อระหวา่ง Tibia-Tarsus และแสดงขาของยงุกน้ปล่อง An. scanloni 
  ซ่ึงไม่ปรากฏแท่งสีด ายืน่เขา้ไปในแถบขาวบริเวณขอ้ต่อระหวา่ง Tibia-Tarsus  16 
 14 แสดงปีกยงุกน้ปล่อง An. scanloni ซ่ึงไม่ปรากฏจุดขาวบน vein 1A ท่ีระดบั 

เดียวกบั PSD spot บน vein costa และแสดงปีกยงุกน้ปล่อง An. scanloni 
ซ่ึงปรากฏจุดขาวบน vein 1A ท่ีระดบัเดียวกบั PSD spot บน vein costa 17 

 15  แสดงลกัษณะการปรากฏเกล็ดสีด า (dark scales) บริเวณ Abdominal sternum VI  
  ของยงุกน้ปล่อง An. cracens และแสดงลกัษณะการไม่ปรากฏเกล็ดสีด า  
  (dark scales) บริเวณ Abdominal sternum VI ของยงุกน้ปล่อง An. dirus และ  
  An. baimaii  18 
 16 แสดงปีกยงุกน้ปล่อง An. dirus ซ่ึงลกัษณะ PSD spot บน vein radius  

ล ้าข้ึนไปถึง PSD spot บน vein costa และยาวถึง HD ของ vein costa 
(1) หรือยาวถึงก่ึงกลางของ PSP spot ของ vein costa (2) และแสดงปีกยงุกน้ปล่อง  
An. baimaii ซ่ึงลกัษณะ PSD spot บน vein radius ล ้าข้ึนไปถึง PSD spot บน vein  
costa (1) หรือขยายออกไปดา้นขา้งไม่ถึงก่ึงกลางของ PSP spot ของ vein costa (2) 19 

 17 แสดง Tarsomere 1 และ Tarsomere2 ซ่ึงปรากฏลกัษณะจุด และแถบสีขาวของขา 
  ยงุกน้ปล่อง An. scanloni และ แสดง Tarsomere 1 และ Tarsomere 2 
  ซ่ึงปรากฏลกัษณะจุด และแถบสีขาวของขายงุกน้ปล่อง An. baimaii 20 
 18 แสดงปีกของยงุกน้ปล่อง An. minimus ไม่ปรากฏ HP spot และปีกของยงุกน้ปล่อง  
  An. harisoni ซ่ึงปรากฏ HP spot 22 
 19 สายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการท่ีไดจ้ากวธีิ NJ โดยใชข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ 
  ของยนี ITS2 26 
 20 แสดงต าแหน่งของยนีและส่วนท่ีไม่ใช่ยนีในไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ   30 
 21 แสดงปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค PCR 33 
 22 แสดงต าแหน่งแหล่งเก็บตวัอยา่งยงุกน้ปล่องในประเทศไทย   39 
 23 แสดงสภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยา่งอ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  54 
 24 แสดงสภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยา่งอ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี 54 
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 25 แสดงสภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยา่งอ าเภอนาทว ีจงัหวดัสงขลา 55 

26 แสดงลกัษณะภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยา่งอ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง     55 
 27 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนี COI ของยงุกน้ปล่อง An. cracens An. scanloni 
  และ An. nemophilous และต าแหน่งของ forward primer (COIF) และ reverse primer 

(COIR) 58 
 28 ผลการเพิ่มปริมาณขนาดดีเอ็นเอเป้าหมายบริเวณยนี COI ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด 
  ซบัซอ้น Dirus ดว้ยคู่ไพรเมอร์ COIF/COIR: ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus  
  DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1 คือ negative control ช่อง 2-3 

คือ An. cracens พบวา่ สามารถเพิ่มช้ินดีเอน็เอขนาดประมาณ 713 คู่เบส ไดเ้ม่ือเทียบ 
  ขนาดกบัแถบดีเอน็มาตรฐาน (DNA Marker)  59 
 29  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนี COI ของยงุกน้ปล่อง An. cracens An. scanloni 
  และ An. nemophilous และต าแหน่งของ forward primer (UU) และ reverse primer       

(DB DC DF) 61 
 30 ผล Multiplex PCR ในการจ าแนกยงุกน้ปล่องชนิดซบัซอ้นกลุ่ม Dirus ช่อง M คือ 

GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง  
  1-5 คือ An. cracens ช่อง 5-10 คือ An. scanloni ช่อง 11-15 คือ An. nemophilous และ 
  ช่อง 16 คือ negative control  65 
 31 แสดงผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ดว้ยวธีิ allele-specific  
  PCR ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel 66 
 32 ผลการใชว้ธีิ Gradient PCR ในการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของยงุกน้ปล่อง 
  An. cracens จากคู่ไพรเมอร์ UU/DB ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA  

Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1 คือ negative control ช่อง 2-8  
คือ An. cracens ซ่ึงแสดงผลบน 1.5% agarose gel  67 

 33 ผลการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของยงุกน้ปล่อง An. scanloni โดยวธีิ Gradient PCR  
  จากคู่ไพรเมอร์ UU/DC ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder  

(Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1 คือ negative control ช่อง 2-8 คือ  
An. scanloni ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel 68
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34 ผลการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของยงุกน้ปล่อง An. nemophilous จากคู่ไพรเมอร์ 
UU/DF โดยวธีิ Gradient PCR ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel ช่อง M คือ   
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder  (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1      
คือ negative control ช่อง 2-8 คือ An. nemophilous 68 

35 ผลการปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2 ในยงุกน้ปล่อง An. cracens โดยวธีิ  
  allele-specific PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DB 70 
36 ผลการปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2 ในยงุกน้ปล่อง An. scanloni โดยวธีิ  
  allele-specific PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DC 70 
37 ผลการปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2 ในยงุกน้ปล่อง An. nemophilous โดยวธีิ 
   allele-specific PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DF 71 
38 ผลการปรับความเขม้ขน้ของ Primer ในยงุกน้ปล่อง An. cracens โดยวธีิ 
   allele-specific PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DB  72 
39 ผลการปรับความเขม้ขน้ของ Primer ในยงุกน้ปล่อง An. scanloni  โดยวธีิ 
   allele-specific PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DC 72 
40 ผลการปรับความเขม้ขน้ของ Primer ในยงุกน้ปล่อง An. nemophilous โดยวธีิ 
   allele-specific PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DF  73 
41 ผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. cracens 10 ตวัอยา่ง โดยวธีิ allele-specific PCR  
  ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DB ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder 
  (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1-10 คือ An. cracens และช่อง 11 คือ  
  negative control ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel โดยยงุกน้ปล่อง An. cracens  
  ไดแ้ถบดีเอ็นเอ ขนาด 236 คู่เบส 74 
42 ผลการใชว้ธีิ allele-specific PCR ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. scanloni 10  
  ตวัอยา่ง ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DC ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel แสดงแถบดีเอน็เอ 

ท่ีมี ความจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่อง An. scanloni ขนาด 338 คู่เบส ช่อง M คือ  
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA)  
ช่อง 1-10 คือ An. scanloni ช่อง 11 คือ negative control  74 
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 สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพที ่          หน้า    
 
43 แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ UU/DF ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง  
  An. nemophiloius 4 ตวัอยา่ง ดว้ยวธีิ allele-specific PCR ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 %  
  agarose gel ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE 

SCIENCES, USA) ช่อง 1-4 คือ An. nemophilous และช่อง 5 คือ negative control  
  โดยยงุกน้ปล่อง An. nemophilous จะแสดงแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะกบัยงุ An. 

nemophilous ขนาด 527 คู่เบส 75 
44 ผลการใชว้ธีิ allele-specific PCR  ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ An. cracens ดว้ยไพรเมอร์คู่ 

UU/DB: ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE 
SCIENCES, USA) ช่อง 1-3 คือ An. cracens ช่อง 4-6 คือ An. scanloni ช่อง 7-9 คือ  

  An. nemophilous และช่อง 10 คือ negative control ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel  
  พบแถบดีเอน็เอท่ีมีความจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่อง An. cracens ขนาด 236 คู่เบส เท่านั้น 78 
45 ผลการใชว้ธีิ allele-specific PCR  ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. scanloni ดว้ยไพร

เมอร์คู่ UU/DC ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE 
SCIENCES, USA) ช่อง 1-3 คือ An. cracens ช่อง 4-6 คือ An. scanloni ช่อง 7-9 คือ  

  An. nemophilous และช่อง 10 คือ negative control ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel  
  พบแถบดีเอน็เอท่ีมีความจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่อง An. scanloni ขนาด 338 คู่เบส เท่านั้น 78 
46 ผลการใชว้ธีิ allele-specific PCR ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. nemophilous  
  ดว้ยไพรเมอร์คู่ UU/DF ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder  

(Fermentas LIFE SCIENCES, USA)  ช่อง 1-3 คือ An. cracens ช่อง 4-6 คือ  
An. scanloni ช่อง 7-9 คือ An. nemophilous และช่อง 10 คือ negative control  
ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel เม่ือใชคู้่ไพรเมอร์ UU/DF พบแถบดีเอน็เอท่ีมี
ความจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่อง An. nemophilous ขนาด 527 คู่เบส เท่านั้น  79 

47 ผล Multiplex PCR ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ช่อง M  
  คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA)  

ช่อง 1 คือ An. cracens ช่อง 2 คือ An. scanloni ช่อง 3 คือ An. nemophilous ช่อง 4 คือ 
negative control   80 
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48 ผล Multiplex PCR ในการทดสอบจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น  
  Dirusโดยใช ้allele specific primet คือ UU: forward universal primer และ DB  
  DC DF: reverse universal primer ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA  
  Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง N คือ negative control B คือ  
  An. cracens (236 bp) C คือ An. scanloni (338 bp) และ F คือ An. nemophilous  
  (527 bp) 83 
 
ภาพผนวกที่           
 
 ค1 แถบดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีใชใ้นการศึกษา      117 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 

BLAST  =  Basic local alignment search tool 
COI = Cytochrome c oxidase I 
COII  = Cytochrome c oxidase II  
Cyt b   =  Cytochrome b 
0C  =  degree Celsius 
D-loop   =  displacement loop 
DNA  = deoxyribonucleic acid 
dNTP  = deoxyribonucleotide triphosphate 
ITS 2   =  Internal transcribed spacer 2 
NCBI   =  National Center for Biotechnology Information 
ng   =  nano (10-9) gram 
PCR                    = Polymerase chain reaction 
RAPD   =  Random amplified polymorphic DNA 
RNA  =  ribonucleic acid 
rDNA   =  ribosomal DNA 
SCAR  = Sequence characterized amplified region 
SSR  = Simple sequence repeat 
SNP  = Single nucleotide polymorphism 
TAE  =  Tris-acetate, EDTA 
TBE  = Tris-borate, EDTA 
TPE   = Tris-phosphate, EDTA 
WHO  = World Health Organization 
U  =  enzyme Unit 
µl  =  mocroliter 
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การระบุชนิดของยุงก้นปล่องชนิด Anopheles cracens, An. scanloni และ  
An. nemophilous ในกลุ่มชนิดซับซ้อน Dirus ในประเทศไทยโดยใช้  

allele-specific PCR 
 

Identification of Anopheles cracens, An. scanloni and An. nemophilous in 
Dirus Species Complex Thailand Using Allele-Specific PCR 

 

ค าน า 
 

มาลาเรียยงัเป็นปัญหาส าคญัทางดา้นสาธารณสุขของประเทศไทยและหลายประเทศ 
ในเขตร้อน ในแต่ละปีมีผูเ้สียชีวติจากมาลาเรียมากกวา่ลา้นคนทัว่โลกการก าจดัมาลาเรียใหห้มดไป
เป็นเร่ืองท่ีท าไดย้ากเน่ืองจากการแพร่ระบาดของมาลาเรียข้ึนกบัปัจจยั 2 ประการ คือการท่ีมีผูป่้วย
หรือผูท่ี้มีเช้ือมาลาเรียอยูใ่นกระแสเลือดและการท่ีมียงุกน้ปล่องพาหะในชุมชนปัจจุบนัแมว้า่ใน 
บางพื้นท่ีของประเทศไทยจะปลอดมาลาเรียแต่ก็ยงัพบวา่มียงุกน้ปล่องซ่ึงมีความสามารถใน 
การเป็นพาหะน าเช้ือมาลาเรียกลบัมาแพร่ระบาดในบริเวณพื้นท่ีท่ีเคยปลอดมาลาเรียโดยเฉพาะ
บริเวณชายแดนระหวา่งประเทศท่ีมีผูป่้วยมาลาเรียอพยพเขา้มา ดงันั้นการวางแผนควบคุมและ
ป้องกนัการแพร่ระบาดของโรคมาลาเรียอยา่งมีประสิทธิภาพจึงเป็นปัญหาเร่งด่วนของหลายประเทศ
รวมถึงประเทศไทย วธีิการควบคุมโรคมาลาเรียไดมี้การแกไ้ข และปรับเปล่ียนอยูอ่ยา่งต่อเน่ือง 
เพื่อลดพื้นท่ีท่ีมีปัญหาการระบาดของโรคให้นอ้ยลงมากท่ีสุด เช่น การใชมุ้ง้ชุบสารเคมี (Insecticide-
Treated nets: ITNs) การฉีดพ่นสารเคมีฆ่าแมลงในบา้น (Indoor Residual Spraying: IRS) และการ
ใชส้ารเคมีก าจดัแมลงจ าพวกไพริทรอยดแ์ทนการใชดี้ดีทีเป็นวธีิการหน่ึงท่ีใช้อยา่งแพร่หลายใน 
การป้องกนัการระบาดของโรคมาลาเรีย แต่ปัจจุบนัพบปัญหาท่ีส าคญัคือ ยงุพาหะมีความไวและ
ปรับตวัต่อสารเคมีค่อนขา้งเร็ว จึงเป็นขอ้จ ากดัต่อประสิทธิภาพในการควบคุมการระบาดของ
มาลาเรีย 
 

ยงุกน้ปล่องกลุ่ม Anopheles dirus complex เป็นพาหะหลกัน าโรคมาลาเรียท่ีส าคญัเป็น
อนัดบัตน้ๆในประเทศไทยและหลายประเทศในเขตร้อน จากรายงานในประเทศไทยพบ
ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ประมาณ 5 ชนิด โดยพบความสามารถในการเป็นพาหะน าโรค
มาลาเรียของยงุแต่ละชนิดภายในกลุ่มซบัซอ้นมีความแตกต่างกนั เช่น ยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น 
Dirus ชนิด Anopheles dirus An. scanloni และ An. baimaii มีบทบาทส าคญัในการเป็นพาหะน าเช้ือ 
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Plasmodium ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรีย ส่วนยงุชนิดอ่ืนในกลุ่มดงักล่าว เช่น An. cracens และ 
An. nemophilous ไม่ไดเ้ป็นพาหะน าเช้ือมาลาเรีย โดยกลไกความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดยงุพาหะและ
เช้ือ Plasmodium ยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั  
 

ปัญหาส าคญัในการควบคุมการแพร่กระจายของยงุกน้ปล่องพาหะน าโรคมาลาเรียกลุ่ม
ชนิดซบัซอ้น Dirus คือการท่ีไม่สามารถจ าแนกชนิดโดยใชล้กัษณะสัณฐานวทิยาไดช้ดัเจน 
เน่ืองจากยงุแต่ละชนิดมีลกัษณะภายนอกท่ีคลา้ยคลึงกนัมาก (sibling species) ซ่ึงพบวา่มีความ
ผดิพลาดสูงในการจ าแนกชนิดโดยใชล้กัษณะสัณฐานวทิยาในยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้นแต่ละกลุ่ม
เช่น รายงานการจ าแนกชนิดยงุผดิพลาดระหวา่งยงุกน้ปล่อง An. minimus และ An. varuna บริเวณ
ภาคกลางของประเทศเวยีดนาม (Van Bortel et al., 2001) และการจ าแนกชนิดยงุผิดพลาดใน
ยงุกน้ปล่อง An. minimus และ An. fluviatilis ในรัฐอสัสัมของประเทศอินเดีย (Singh et al., 2010)
และมีรายงานการจ าแนกชนิดยงุผดิพลาดระหวา่งยงุกน้ปล่อง An. minimus และ An. harrisoni  
ในการศึกษาพนัธุศาสตร์ประชากรของยงุกน้ปล่อง An. harrisoni ท่ีเป็นพาหะของโรคมาลาเรียใน
ประเทศไทย (Phunngam, 2012) โดยมีรายงานความผดิพลาดในการจ าแนกชนิดยงุกลุ่มซบัซอ้น
(Complex species) แต่ละกลุ่มในอตัราสูง (Tananchai et al., 2012) ซ่ึงการจ าแนกชนิดยุงท่ีไม่
ถูกตอ้ง มีผลกระทบอยา่งมากต่อการควบคุมการแพร่กระจายของยงุกน้ปล่องซ่ึงเป็นพาหะน าโรค
มาลาเรีย เน่ืองจากความสามารถในการเป็นพาหะน าโรคของยงุแต่ละชนิดภายในกลุ่มซบัซอ้นมี
ความแตกต่างกนั บางชนิดเป็นพาหะน าโรคท่ีส าคญั ยงุบางชนิดในกลุ่มซบัซอ้นเดียวกนัไม่ไดเ้ป็น
พาหะน าโรคมาลาเรียดงันั้นความผดิพลาดในการจ าแนกชนิดยงุโดยใชล้กัษณะสัณฐานวทิยาจะท า
ใหใ้ชว้ธีิการในการควบคุมจดัการท่ีไม่ถูกตอ้งและไม่ไดป้ระสิทธิภาพ เพื่อแกปั้ญหาดงักล่าว
จ าเป็นตอ้งใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลในระดบัดีเอ็นเอในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น 
ซ่ึงเป็นวธีิท่ีเหมาะสมทั้งดา้นความสะดวก และแม่นย  า ในการจ าแนกชนิดยงุท่ีไม่สามารถแยกได้
ดว้ยความแตกต่างทางสัณฐานวทิยา แมว้า่จะมีการพฒันาเทคนิคเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการจ าแนก
ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus มาบา้งแลว้ แต่พบวา่เคร่ืองหมายดีเอน็เอดงักล่าวยงัมีปัญหาใน
ดา้นประสิทธิภาพและความไม่เสถียรในการจ าแนกชนิดยุงกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 
อาจเน่ืองจากเทคนิคท่ีใชใ้นการพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอดงักล่าวหรืออาจเน่ืองจากเคร่ืองหมาย    
ดีเอ็นเอท่ีพฒันานั้นไม่จ  าเพาะเพียงพอต่อยงุแต่ละชนิดในกลุ่มซบัซอ้นดงักล่าว ดงันั้นการวจิยัคร้ังน้ี
จึงตอ้งการพฒันาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค allele-specific PCR  เพื่อใหไ้ดไ้พรเมอร์ในการ
จ าแนกชนิดของยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด ไดแ้ม่นย  าและมีประสิทธิภาพมาก
ข้ึน เพื่อประโยชน์ในการวางแผนควบคุมการแพร่กระจายของโรคมาลาเรียอยา่งมีประสิทธิภาพ
สูงสุดต่อไป
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วตัถุประสงค์ 
 

พฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอโดยวธีิ allele-specific PCR เพื่อใชใ้นการจ าแนกยงุกน้ปล่อง
กลุ่มชนิดซบัซอ้น Anopheles dirus complex จ านวน 3 ชนิด 
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การตรวจเอกสาร 
 

ยุงพาหะน าโรคมาลาเรีย 
 
 ยงุกน้ปล่อง Anopheles เป็นพาหะน าโรคมาลาเรียท่ีส าคญั (Cann, 1996; Rich and Ayala, 
2006) โดยยงุกน้ปล่องใน genus Anopheles ประกอบดว้ยยงุกน้ปล่อง จ านวน 484 ชนิด 
ซ่ึงมีการตั้งช่ืออยา่งเป็นทางการและไม่เป็นทางการสามารถแบ่งออกเป็น 6 subgenus คือ Anopheles 
(189 ชนิด) Cellia Theobald (239 ชนิด) Kerteszia Theobald (12 ชนิด) Lophopodomyia Antunes  
(6 ชนิด) Nyssorhynchus Blanchard (33 ชนิด) และ Stethomyia Theobald (5 ชนิด) (Harbach, 2004) 
จากรายงานพบยงุกน้ปล่องประมาณ 70-80 ชนิด เป็นพาหะน าโรคมาลาเรีย โดยยงุกน้ปล่องท่ีเป็น
พาหะน าโรคมาลาเรียส่วนใหญ่ อยูใ่น subgenus Anopheles และ subgenus Cellia ส่วนยงุกน้ปล่อง
ใน subgenus Lophopodomyia และ Stethomyiaไม่เป็นพาหะน าโรคมาลาเรีย (Manguin et al., 
2008a) ซ่ึงยงุกน้ปล่อง subgenus Cellia เป็นพาหะน าโรคมาลาเรียท่ีส าคญัในภูมิภาคเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใต ้โดยยงุกน้ปล่องท่ีเป็นพาหะน าโรคมาลาเรียประกอบดว้ย 7 กลุ่มชนิดซบัซอ้น 
(Complex Species) คือ กลุ่ม Dirus Minimus Fluviatilis Culifacies  Leucosphyrus Sundaicus และ 
กลุ่ม Maculatus (Manguin et al., 2008b) ซ่ึงในประเทศไทยพบวา่ยงุกน้ปล่องท่ีเป็นพาหะหลกัน า
เช้ือมาลาเรียคือยงุกลุ่ม Dirus (An. dirus และ An. baimaii) กลุ่ม Minimus (An. minimus) และกลุ่ม 
Maculatus (An. maculatus) ส่วนพาหะรอง เช่น An. sundaicus An. aconitus และ                         
An. pseudowilmori (Rattanarithikul et al., 2006) ซ่ึงพบวา่ยงุกน้ปล่องพาหะน าโรคส่วนใหญ่        
ในกลุ่มซบัซอ้นเดียวกนัจะมีลกัษณะภายนอกคลา้ยคลึงกนัแต่มีความสามารถในการเป็นพาหะน า
โรคท่ีแตกต่างกนั  
 

ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ประกอบดว้ย 7 ชนิด ซ่ึงมีการกระจายตวัอยูใ่นภูมิภาค
เอเชียตะวนัออกเฉียงใตโ้ดยยุงกน้ปล่อง An. dirus พบบริเวณประเทศพม่า ไทย กมัพชูา ลาว 
เวยีดนาม และเกาะไหหนาน ยงุกน้ปล่อง An. cracens พบบริเวณคาบสมุทรทางภาคใตข้องประเทศ
ไทยบริเวณคาบสมุทรของประเทศมาเลเซีย และบริเวณเกาะสุมาตราของประเทศอินโดนีเซีย 
ยงุกน้ปล่อง An. scanloni พบในสภาพแวดลอ้มท่ีมีลกัษณะเป็นเขาหินปูน บริเวณชายแดนทาง
ภาคใตข้องประเทศพม่า ภาคตะวนัตกและภาคใตข้องประเทศไทย ซ่ึงในประเทศไทยจะพบ
ประชากรหนาแน่นเฉพาะบริเวณเกาะท่ีมีลกัษณะเป็นหินปูนยงุกน้ปล่อง An. baimaii พบบริเวณ
พื้นท่ีภาคใตฝ่ั้งตะวนัตกของประเทศจีน (มณฑลยนูาน) ภาคตะวนัตกของประเทศไทย ประเทศพม่า
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ประเทศบงักลาเทศ และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และหมู่เกาะอนัดามนัของประเทศอินเดีย
ยงุกน้ปล่อง An. elegans พบบริเวณป่าแถบเนินเขาในภาคใตฝ่ั้งตะวนัตกของประเทศอินเดีย 
ยงุกน้ปล่อง An. nemophilous พบบริเวณแนวตะเขบ็ชายแดนระหวา่งประเทศ เช่น ชายแดนประเทศ
ไทยกบัประเทศมาเลเซียชายแดนประเทศไทยกบัประเทศพม่าและยงุกน้ปล่อง An. takasagoensis 
พบเฉพาะในประเทศไตห้วนั (O,Loughlin et al., 2007; Sallum et al., 2005; Manguin et al., 2008)
ดงัภาพท่ี 1 

 

 
ภาพที ่1  แสดงการกระจายตวัของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 
 
ทีม่า: Manguin et al. (2008)  
 
ยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อน Dirus 
 

ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus เป็นพาหะน าโรคมาลาเรียท่ีส าคญัในประเทศไทยและ
ในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใตป้ระกอบดว้ย 7 ชนิด คือ An. dirus (ชนิด A) An. cracens 
(ชนิด B) An. scanloni (ชนิด C) An. baimaii (ชนิด D) An. elegans (ชนิด E) An. nemophilous  
(ชนิด F) และ An. takasagoensis Morishita (Peyton, 1989) ซ่ึงยงุกน้ปล่องแต่ละชนิดมีช่ือเดิมคือ 
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An. dirus Peyton & Harison sensu stricto (ชนิด A) ชนิด B ชนิด C ชนิด E ซ่ึงยงัไม่มีการตั้งช่ือ  
An. nemophilous Peyton & Ramalingam (ชนิด F) และ An. takasagoensis Morishita (Peyton, 
1989; Peyton and Harison, 1979; Peyton and Harison, 1980; Peyton and Ramalingam, 1988; 
Manguin et al., 2002) ซ่ึงอนุกรมวธิานของยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ทุกชนิดไดรั้บการแกไ้ข
และมีการอธิบายลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและมีช่ือทางการเป็นภาษาละตินเม่ือไม่นานมาน้ี 
(Sullum et al., 2005; Manguin et al., 2008) ยงุกน้ปล่องท่ีเป็นพาหะหลกัน าโรคมาลาเรีย ไดแ้ก่ ยงุ 
An. dirus และ  An. baimaii  ซ่ึงมีความสามารถในการแพร่เช้ือ P. falciparum และ P. Vivax จาก
รายงานพบวา่ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus มีพฤติกรรมชอบกินเลือดคน และมีความสามารถ
ในการท าใหเ้กิดโรคสูง (Baimai et al., 1988b) ส่วนยงุ An. cracens An. scanloni และ An. elegans 
เป็นยงุพาหะซ่อนเร้นในการแพร่เช้ือมาลาเรีย ส่วนยงุกน้ปล่อง An. nemophilous และ An. 
takasakoensis ไม่เป็นพาหะน าโรคมาลาเรียมาสู่คน มีพฤติกรรมชอบกินเลือดสัตวย์งุกน้ปล่องกลุ่ม
ชนิดซบัซอ้น Dirusออกหากินตอนกลางคืนถึงเชา้มืด แต่ถา้ป่าทึบมากๆก็หากินช่วงกลางวนัดว้ย 
(Peyton and Harison, 1980; Baimai et al., 1988; Manguin et al., 2008) ส่วนในประเทศไทยมี
รายงานวา่ พบยงุในกลุ่มน้ีทั้งหมด 5 ชนิด ไดแ้ก่ An. dirus An. cracens An. scanloni An. baimaii 
และ An. nemophilous (Baimai et al., 1981; Baimai et al., 1988a; Baimai et al., 1988b) โดย
ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จะมีการกระจายตวัในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้โดย
ยงุกน้ปล่อง An. dirus พบไดท้ัว่ไปในหลายพื้นท่ี เช่น ภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือและภาค
ตะวนัตกของประเทศไทย และยงุ An. baimaii พบบริเวณป่าติดกบัชายแดนประเทศพม่าและป่า
เหมืองแร่ฝ่ังตะวนัตกของภาคใต ้(Baimai et al., 1988b) ส่วนยงุ An. cracens และยงุ  
An. nemophilous พบส่วนใหญ่ในพื้นท่ีทางภาคใต ้และบริเวณติดกบัชายแดนประเทศมาเลเซีย และ
ยงุ An. scanloni พบบริเวณเขาหินปูนแถบภาคใตฝ่ั้งตะวนัออกและบางพื้นท่ีในจงัหวดักาญจนบุรี 
(Poopittayasataporn and Baimai, 1995) ซ่ึงพบการกระจายตวัของยงุกน้ปล่อง 3 ชนิดหลงั นอ้ยกวา่ 
2 ชนิดแรกท่ีกล่าวมาขา้งตน้ โดยยงุทุกชนิดในกลุ่มซบัซอ้น Dirus เป็นยงุป่ามกัพบในป่าทึบบริเวณ
เนินเขา เช่น ป่าดิบช้ืน ป่าผลดัใบ ป่าไผ ่หรือพื้นท่ีเพาะปลูก เช่น สวนผลไมห้รือสวนยางพารา เป็น
ตน้วางไข่ตามแอ่งน ้าน่ิง น ้าขงัหรือแอ่งน ้าตามธรรมชาติเช่น ล าธาร รอยเทา้สัตว ์(Baimai et al., 
1988; Oo et al., 2002; Prakash et al., 2002) 
 
การวางแผนควบคุมโรคมาลาเรีย 
 

การวางแผนควบคุมการแพร่ระบาดของโรคมาลาเรียท่ีมีประสิทธิภาพจะท าใหก้ารระบาด
ของโรคมาลาเรียมีแนวโนม้ลดลง การวางแผนควบคุมโรคมีหลากหลายวธีิ เช่น การใชมุ้ง้ชุบ
สารเคมี (Insecticide-Treated Nets: ITNs) การฉีดพน่สารเคมีก าจดัแมลงในบา้น (Indoor Residual 
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Sraying: IRS) (WHO, 2008) โดยในช่วงแรกมีการฉีดพ่นสารเคมีก าจดัแมลงจ าพวกไพริทรอยด ์
และการใชมุ้ง้เคลือบสารเคมีจ าพวกอีโทเฟนพรอกซ์ เดลตาเมทริน แลมป์ดา-ไซฮาโลทริน และ 
เพอร์เมทริน ซ่ึงพบวา่แลมป์ดา-ไซฮาโลทรินมีประสิทธิภาพสูงกวา่ดีดีที (Prasittisuk et al., 1996; 
Kobayashi et al., 2004) แต่ในปัจจุบนัมีการส่งเสริมใหมี้การใชมุ้ง้และสารเคมีก าจดัแมลงจ าพวก
ไพริทรอยดแ์ทนการใชดี้ดีที เน่ืองจากไม่ส่งผลกระทบต่อสภาพแวดลอ้ม นอกจากน้ีความสามารถ
ในการตา้นสารเคมีก าจดัแมลงของยงุกน้ปล่องเป็นปัญหาส าคญัในการควบคุมโรคมาลาเรีย 
(Mehlotra and Zimmerman, 2006; WHO, 2009; WHO, 2011) ในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้
และประเทศไทยพบวา่ยงุมีการด้ือยาและมีความสามารถในการตา้นสารเคมีฆ่าแมลงไดค้่อนขา้งเร็ว
ซ่ึงเป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลกระทบต่อการควบคุมการแพร่ระบาดของโรคมาลาเรีย
(Chareonviriyaphap et al., 1999; Prapanthadara et al., 2000; Garros et al., 2006) โดยประเทศไทย
มีแนวโนม้จ านวนผูป่้วยและผูเ้สียชีวติหลงัการควบคุมการแพร่ระบาดของโรคลดลงอยา่งต่อเน่ือง
จากปี 1997-2006 ดงัภาพท่ี 2 และ ภาพท่ี 3 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที ่2  กราฟรายงานจ านวนผูป่้วยจากโรคมาลาเรียในแต่ละประเทศของ WHO ในปี 1997-2006 
 
ทีม่า: WHO (2008) 
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ภาพที ่3  กราฟรายงานจ านวนผูเ้สียชีวติจากโรคมาลาเรียในแต่ละประเทศของ WHO 
 ในปี 1997-2006  

 
ทีม่า: WHO (2008)  
 
ลกัษณะสัณฐานวิทยาของยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อน Dirus 
 

Rattanarithikul et al. (2006) จ  าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ซ่ึงมีลกัษณะ
ทางสัณฐานวทิยาภายนอกท่ีคลา้ยคลึง (sibling species) ลกัษณะสัณฐานวทิยาของยงุกน้ปล่องกลุ่ม
ซบัซอ้น Dirus อวยัวะและส่วนต่างๆของยงุกน้ปล่องเพศเมียแสดงดงัภาพท่ี 4 
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ภาพที ่4  แสดงลกัษณะสัณฐานวทิยาของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus  

ความหมายของอกัษรยอ่เป็นดงัต่อไปน้ี antenna (Ant), compound eye (CE), clypeus 
(Clp), flagellum (Fl), labellum (La), maxillary palpus (MPlp), occiput (Oc), pedicel (Pe), 
proboscis (P), vertex (V), antepronotum (Ap), halter (Hl), mesokatepisternum (Mks),  
mesepimeron (Mm), mesopostnotum (Mpn), mesothoracic spiracle (MS), mesomeron 
(Msm), metathoracic spiracle (MtS), metepisternum (Mts), paratergite (Pa), 
postspiracular area (PA), prealar know (PK), postprononum (Ppn), proepisternum (Ps), 
prespiracular area (PsA), subspiracular area (SA), scutum (Scu), scutellum (Stm), wing 
(W), forecoxa (C-I), midcoxa (C-II), hindcoxa (C-III), femur (Fe), tarsomeres 1-5 (Ta 

1-Ta 5), tibia (Ti), unguis (U), circus (Ce), tergum (Te), sternum (S), abdominal 
segments (I-VIII) 
 

ทีม่า: Rattanarithikul et al.  (2006) 
 

ลกัษณะสัณฐานวทิยาของยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus แบ่งออกเป็น 3 ส่วน ดงัน้ี  
 
1. ส่วนหวั (Head) ส่วนหวัของยงุกน้ปล่องมีลกัษณะกลมเช่ือมติดกบัส่วนอก 

มีตาประกอบ (compound eyes) 1 คู่ มีหนวด (antenna) 1 คู่ มีระยางคป์าก (maxillary palpus) 
จ านวน 1 คู่ แบ่งออก เป็น 5 ปลอ้งอยูติ่ดกบัส่วนของปาก (proboscis) 1 อนั มีลกัษณะเป็นแท่งเรียว
ยาวส าหรับแทงดูดอาหาร มี labellum อยูบ่ริเวณปลาย proboscis ในยงุกน้ปล่องเพศเมีย maxillary 
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palpus จะตรงและยาวเท่ากบั proboscis ส่วนยงุกน้ปล่องเพศผูต้รงปลาย maxillary palpus จะโป่ง
ออกคลา้ยกระบอง ซ่ึง maxillary palpus จะมีแถบสีขาวจ านวน 4 แถบหรือมากกวา่ 4 แถบ 
ดงัภาพท่ี 5 
 

 
 
ภาพที ่5  แสดงลกัษณะแถบสีขาวบริเวณ Maxillary palpus ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น 

 Dirus (ดงัลูกศรช้ี)    
 

ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
 

ในยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ส่วนของ proboscis จะยาวกวา่ femur ของขา
หนา้และยาวกวา่ maxillary palpus เล็กนอ้ย และไม่มีแถบสีขาวหรือกลุ่มขนสีขาวก่อนถึง labellum 
(Rattanarithikul et al., 1994; Rattanarithikul et al., 2006) นอกจากน้ีจะมีหนวด flagellum จ านวน 
15 ปลอ้ง สามารถใชเ้ป็นเกณฑใ์นการจ าแนกเพศของยงุกน้ปล่องได ้ซ่ึงแต่ละปลอ้งจะมีขน
โดยรอบ โดยยงุกน้ปล่องเพศเมียขนจะมีลกัษณะสั้นและไม่หนาแน่น ส่วนยงุกน้ปล่องเพศผู ้
ลกัษณะขนจะยาวและเป็นพุม่ เรียกวา่ antenna อยูติ่ดกบั proboscis  

 
2.  ส่วนอก (Thorax) แบ่งออกเป็น 3 ส่วน ซ่ึงเป็นต าแหน่งท่ีเก่ียวกบัอวยัวะท่ีใชใ้นการ

เคล่ือนไหว ไดแ้ก่  
 

อก (Thorax) ประกอบดว้ยปีก1คู่ (Wings) ดา้นบนของอกบริเวณ Mesopostnotum 
ปกคลุมดว้ยขนลกัษณะหยาบๆและเกล็ด (scales) ซ่ึงมีสีและลวดลายต่างกนัส่วนปลายอก 
(scutellum) จะโคง้เรียบไม่มีรอยหยกัดา้นขา้งของอกบริเวณ Antepronotum มีเกล็ดและกลุ่มขน 
ซ่ึงใชแ้ยกชนิดยงุกน้ปล่องได ้ดงัภาพท่ี 6 บริเวณดา้นบนของ Proepiternum จะมีเส้นขนซ่ึงเป็น
ลกัษณะสัณฐานของยงุกน้ปล่องใน Neomyzomyia Series   
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ภาพที ่6  แสดงลกัษณะเกล็ด (scales) บริเวณ Antepronotumของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น 
Dirus (ดงัลูกศรช้ี)  

 
ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
 

ขา (Legs) อยูบ่ริเวณดา้นล่างของอกประกอบดว้ยขา 3 คู่ คือ ขาคู่หนา้ ขาคู่กลาง และ 
ขาคู่หลงั ซ่ึงขาแมลงแบ่งออกเป็น 5 ส่วน คือ coax (ปลอ้งแรกท่ีอยูติ่ดกบัส่วนอก) trochanter 
(ปลอ้งขนาดเล็กติดกบั coax) มีลกัษณะคลา้ยบานพบั ไดแ้ก่  femur (โคนขา), tibia 
(ขาตอนกลาง) และ tarsus (ขาตอนปลาย) ซ่ึงมีอยู ่5 ส่วน ไดแ้ก่ Tarsomeres 1-5 (Ta 1-Ta 5) 
ซ่ึงขาหลงั tarsomere 5 จะมีแถบด าเล็กนอ้ยและมีหนามงอๆ 1 คู่ เรียกวา่ unguis ขนาดสั้นอยท่ีูโคน
สุดบริเวณขาคู่หลงัมีแถบขาวท่ีขอ้พบัระหวา่ง Tibia และ Tarsus ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะใน
ยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ดงัภาพท่ี 7 

 

 
 

ภาพที ่7  แสดงลกัษณะแถบสีขาวบริเวณขาคู่หลงัท่ีขอ้พบัระหวา่ง Tibia และ Tarsus ของ
ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus (ดงัลูกศรช้ี)   

 
ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
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ปีก (Wing) ปีกยงุกน้ปล่อง มี 2 คู่ เห็นเด่นชดัเพียง 1 คู่ โดยปีกหลงัจะหดสั้นลงเรียกวา่  
ต่ิงปีก (Halteres) ปีกคู่หนา้มีลกัษณะบางใส แคบและยาว มีเส้นลายปีก (Veins) ซ่ึงมีช่ือเฉพาะของ
แต่ละเส้นปีกและมีเกล็ดสีแตกต่างกนัในยงุกน้ปล่องแต่ละชนิดตรงขอบปีกดา้นหลงัจะมีขนเรียง
เป็นแถวเรียก fringe ซ่ึงเกล็ดและขนบนปีกใชใ้นการแยกชนิดของยงุกน้ปล่อง ดงัภาพท่ี 8 

 

 
 
ภาพที ่8  (A) แสดงลกัษณะเส้นปีก (wing veins) ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus  

  (B) แสดงลกัษณะแถบเกล็ดสีเขม้และจาง (dark scales and pale scales) 
  ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus  
 

ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
 

ยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ซ่ึงจดัอยูใ่น Subgenus Cellia ลกัษณะของปีกมี
accessory sector pale (ASP) spot บน vein costa vein subcosta และ vein radius (R-R1) จ านวน  
4 จุดหรือมากกวา่ 4 จุดดว้ยกนั ดงัภาพท่ี 9 

 
 
 
 

(A) 

(B) 
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ภาพที ่9  แสดงลกัษณะ accessory sector pale (ASP) spot บน vein costa vein subcosta และ vein  

 radius (R-R1) ของปีกยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus (ดงัลูกศรช้ี) 
 

ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
 

3.  ช่องทอ้ง (Abdomen) มีลกัษณะกลมยาวบริเวณส่วนหลงัของล าตวัเรียกวา่ tergum และ
บริเวณส่วนช่องทอ้งของล าตวัเรียกวา่ sternum ประกอบดว้ย 10 ปลอ้ง แต่จะเห็นชดัเจนเพียง 
8ปลอ้ง (abdominal segments) ปลอ้งท่ี 9-10 จะดดัแปลงเป็นอวยัวะสืบพนัธ์ุ (cercus) โดยลกัษณะ
เกล็ด (scales) บริเวณ Abdominal sternum VI (ปลอ้งท่ี 6) สามารถใชจ้  าแนกชนิดยงุกลุ่มซบัซอ้น
Dirus ได ้(นิรนาม, ม.ป.ป.; Rattanarithikul et al., 2006) ดงัภาพท่ี 10 
 

 
 
ภาพที ่10  แสดงลกัษณะเกลด็ (scales) บริเวณ Abdominal sternum VI ของยงุกน้ปล่อง 

   กลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus (ดงัลูกศรช้ี) 

ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
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การจ าแนกยุงก้นปล่องกลุ่มซับซ้อน Dirus ตามลกัษณะสัณฐานวิทยาเบือ้งต้น 
 
Rattanarithikul et al. (2006) ไดท้  าการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องชนิดกลุ่มซบัซอ้น Dirus  

เพศเมียตามลกัษณะสัณฐานวิทยา โดยจ าแนกชนิดยงุ An. dirus An. cracens An. scanloni และ An. 
baimaii โดยเกณฑก์ารจ าแนกชนิด จาก 2 ลกัษณะ คือ ลกัษณะท่ี 1 แถบด า Presector dark (PSD) 
spot บน vein redius ยาวถึงก่ึงกลาง humeral dark (HD) spot (L4-L5) และ ลกัษณะท่ี 2 PSD spot  
บน vein radius มีจุดขาวแทรก และจ าแนกชนิดยงุ An. nemophilous (ชนิด F) ออกจากยงุทั้ง 4 ชนิด
ดงักล่าว จากลกัษณะของแถบด า PSD spot บน vein redius ยาวไม่ถึงก่ึงกลาง HD spot (L4) และ
PSD spot บน vein radius ไม่มีจุดขาวแทรก (Rattanarithikul et al., 1994; Rattanarithikul et al., 
2006) ดงัภาพท่ี 11 และ ภาพท่ี 12 

 

 
 

ภาพที ่11  (A) แสดง PSD spot บน vein redius ยาวถึง HD spot ของปีกยงุกน้ปล่อง An. dirus  
   An. cracens An. scanloni และ An. baimaii (ดงัลูกศรช้ี) 

                (B) แสดง PSD spot บน vein redius ยาวไม่ถึง HD spot ของปีกยงุกน้ปล่อง An.  
                 nemophilous (ดงัลูกศรช้ี) 

 
ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
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ภาพที ่12  (A) แสดง PSD spot บน vein radius ปรากฏจุดขาวแทรกบนปีก 
                 ยงุกน้ปล่อง An. dirus An. cracens An. scanloni และ An. baimaii 

   (B) แสดง PSD spot บน vein radius ไม่ปรากฏจุดขาวแทรกบนปีก  
                 ยงุกน้ปล่อง An. nemophilous 
 
ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
 

การจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. scanloni จากยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus  
แต่ละชนิด จ าแนกจากลกัษณะสัณฐานวทิยา 2 ลกัษณะ คือ บริเวณแถบขาวท่ีขอ้ต่อระหวา่ง  
Tibia-Tarsus มีแท่งสีด ายืน่เขา้ไประบุไดว้า่เป็นยงุกน้ปล่อง An. scanloni และบริเวณแถบขาวท่ีขอ้
ต่อระหวา่ง Tibia-Tarsus ไม่มีแท่งสีด ายืน่เขา้ไป ดงัภาพท่ี 13 
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ภาพที ่13  (A) แสดงขาของยุงกน้ปล่อง An. scanloni ซ่ึงปรากฏแท่งสีด ายืน่เขา้ไปในแถบขาว 

   บริเวณขอ้ต่อระหวา่ง Tibia-Tarsus  
   (B) แสดงขาของยงุกน้ปล่อง An. scanloni ซ่ึงไม่ปรากฏแท่งสีด ายืน่เขา้ไปในแถบขาว 

                 บริเวณขอ้ต่อระหวา่ง Tibia-Tarsus  
 
ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006)  
 

ในกรณีท่ีขาของยงุกน้ปล่อง An. scanloni ไม่ปรากฏแท่งสีด ายืน่เขา้ไปในแถบขาวบริเวณ
ขอ้ต่อระหวา่ง Tibia-Tarsus ตอ้งใชล้กัษณะสัณฐานวทิยาจากส่วนของเส้น vein 1A ของปีกยงุมา
เป็นเกณฑใ์นการจ าแนกชนิดยงุ มีเกณฑใ์นการจ าแนก 2 ลกัษณะ คือ ลกัษณะท่ี 1 เส้น vein 1A ไม่
มีจุดขาวยาวท่ีระดบัเดียวกบั presector dark (PSD) หรือถา้มีจุดขาวมกัมีความยาวนอ้ยกวา่ PSD spot  
บน vein costa และไม่ยาวไปกวา่จุดขาวอ่ืนๆบน vein 1A และลกัษณะท่ี 2 คือ เส้น vein 1A มีจุด
ขาวยาวท่ีระดบัเดียวกบั PSD บน vein costa อยา่งนอ้ยบนปีกขา้งหน่ึงและบนปีกอีกขา้งหน่ึง
อตัราส่วนความยาวของ PSD มกัยาวกวา่จุดขาวบน vein 1A ดงัภาพท่ี 14 
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ภาพที ่14  (A) แสดงปีกยงุกน้ปล่อง An. scanloni ซ่ึงไม่ปรากฏจุดขาวบน vein 1A ท่ีระดบั 

   เดียวกบั PSD spot บน vein costa 
  (B) แสดงปีกยงุกน้ปล่อง An. scanloni ซ่ึงปรากฏจุดขาวบน vein 1A ท่ีระดบัเดียว 

                กบั PSD spot บน vein costa 
 

ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
 

เม่ือพิจารณาลกัษณะของปีกยงุกน้ปล่อง An. scanloni ถา้มีลกัษณะสัณฐานวทิยาดงัภาพท่ี 
14 A คือ เส้น vein 1A ไม่มีจุดขาวยาวท่ีระดบัเดียวกบั PSD หรือถา้มีจุดขาวมกัมีความยาวนอ้ยกวา่
PSD spot บน vein costa จากนั้นใหพ้ิจารณาลกัษณะของ Abdominal sternum VI (ปลอ้งท่ี 6) ซ่ึงจะ
มีลกัษณะของเกล็ดสีด าหลายเกล็ดระบุไดว้า่เป็นยงุกน้ปล่อง An. cracens ในการจ าแนกชนิด
ยงุกน้ปล่อง An. cracens ถา้ลกัษณะของ Abdominal sternum VI (ปลอ้งท่ี 6) ไม่มีเกล็ดสีด าหรือมี
เกล็ดสีด า 1-2 เกล็ดจะใชเ้ป็นเกณฑใ์นการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. dirus และ An. baimaii  
ดงัภาพท่ี 15 
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ภาพที ่15  (A) แสดงลกัษณะการปรากฏเกล็ดสีด า (dark scales) บริเวณ Abdominal 
                 sternum VI ของยงุกน้ปล่อง An. cracens (ดงัลูกศรช้ี) 
 (B) แสดงลกัษณะการไม่ปรากฏเกล็ดสีด า (dark scales) บริเวณ Abdominal           

sternum VI ของยงุกน้ปล่อง An. dirus และ An. baimaii (ดงัลูกศรช้ี)  
 

ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
 

การจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. dirus และ ยงุ An. baimaii เม่ือพิจารณาจากลกัษณะของ 
Abdominal sternum VI (ปลอ้งท่ี 6) ไม่มีเกล็ดสีด าดงัภาพท่ี 15 B จากนั้นจ าแนกยงุกน้ปล่องทั้ง  
2 ชนิด ออกจากกนัโดยมีเกณฑก์ารจ าแนก 2 ลกัษณะ คือ ลกัษณะท่ี 1 PSD spot บน vein radius  
ล ้าไปข้ึนไปถึง PSD spot บน vein costa อยา่งนอ้ยบนปีกขา้งหน่ึงและจะยาวถึง humeral dark (HD) 
ของ vein costa (1) หรือยาวถึงก่ึงกลางของ Presector pale (PSP) spot ของ vein costa (2) และ
ลกัษณะท่ี 2 PSD spot บน vein radius ล ้าข้ึนไปถึง PSD spot บน vein costa (1) หรือขยายออกไป
ดา้นขา้งแต่จะไม่เลยก่ึงกลางของ PSP spot ของ vein costa ดงัภาพท่ี 16 
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ภาพที ่16  (A) แสดงปีกยงุกน้ปล่อง An. dirus ซ่ึงลกัษณะ PSD spot บน vein   
                 radius ล ้าข้ึนไปถึง PSD spot บน vein costa และยาวถึง HD ของ vein costa (1)  

   หรือยาวถึงก่ึงกลางของ PSP spot ของ vein costa (2) (ดงัลูกศรช้ี) 
                 (B) แสดงปีกยงุกน้ปล่อง An. baimaii ซ่ึงลกัษณะ PSD spot บน vein radius  
                 ล ้าข้ึนไปถึง PSD spot บน vein costa (1) หรือขยายออกไปดา้นขา้งไม่ถึงก่ึงกลาง 
                 ของ PSP spot ของ vein costa (2) (ดงัลูกศรช้ี) 
 
ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
 

ส าหรับการเกณฑก์ารจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. scanloni จากยงุกน้ปล่อง An. baimaii
พิจารณาจากลกัษณะสัณฐานวทิยาจากส่วนของปีกจากลกัษณะเส้น vein 1A มีจุดขาวยาวท่ีระดบั
เดียวกบั PSD บน vein costa อยา่งนอ้ยบนปีกขา้งหน่ึงและบนปีกอีกขา้งหน่ึงอตัราส่วนความยาว
ของ PSD มกัยาวกวา่จุดขาวบน vein 1A ดงัภาพท่ี 14 B จากนั้นท าการจ าแนกยงุกน้ปล่อง 2 ชนิด 
ออกจากกนั โดยยงุกน้ปล่อง An. scanloni ใชเ้กณฑก์ารจ าแนก 2 ลกัษณะ คือ ลกัษณะท่ี 1 การมีจุด
ขาวและแถบขาวอยูร่วมกนับริเวณ Tarsomere 1 และ Tarsomere 2 ของขาหนา้ แต่มีนอ้ยกวา่เกล็ดสี
ด า และจุดขาวบน Tarsomere 1 ของขาหนา้จะไม่อยูร่วมกนัและเกิดรอยกระสีขาวตลอดแนวความ
ยาวทั้งหมดของ Tarsomere 1 ปกติพบไม่เกิน 2-4 จุด ลกัษณะท่ี 2 บริเวณ Tarsomere 2 จะมีลกัษณะ
เป็นสีด ายาวอยูต่รงกลางปกติจะไม่พบจุดขาว บางคร้ังพบจุดสีขาวเพียง 1-3 จุดแยกออกมา และการ
จ าแนกยงุกน้ปล่อง An. baimaii ใชเ้กณฑก์ารจ าแนก 2 ลกัษณะ คือ มีจุดขาวและแถบขาวรวมกนั
บริเวณ Tarsomere 1 และ Tarsomere 2 ตามแนวด ามกัพบมี 2 หรือมากกวา่ 2 จุดอยูร่วมกนั บน 
Tarsomere 1 มีเกล็ดและรอยกระขาวไปตามแนวความยาวของ Tarsomere 1 อยา่งนอ้ย 1 ขา และ
ลกัษณะท่ี 2 บริเวณ Tarsomere 2 ของขาหนา้มีจุดขาวและแถบขาวอยูร่วมกนัเห็นเป็นสีขาวและมี  
สีด าเป็นวงแคบอยูต่รงกลาง (Rattanarithikul et al., 2006) ดงัภาพท่ี 17 



20 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที ่17  (A) แสดง Tarsomere 1 และ Tarsomere 2 ซ่ึงปรากฏลกัษณะจุดและแถบสีขาวของขา 

   ยงุกน้ปล่อง An. scanloni (ดงัลูกศรช้ี) 
                 (B)  แสดง Tarsomere 1 และ Tarsomere 2 ซ่ึงปรากฏลกัษณะจุดและแถบสีขาวของขา 

   ยงุกน้ปล่อง An. baimaii (ดงัลูกศรช้ี) 
 
ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
 
การจ าแนกชนิดยุงผดิ (misidentification) 
  

ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้นมีลกัษณะภายนอกท่ีคลา้ยคลึงกนัมากไม่สามารถจ าแนกชนิด
ไดช้ดัเจนโดยใชล้กัษณะสัณฐานวทิยาได ้ซ่ึงพบวา่มีความผดิพลาดสูงในการจ าแนกชนิดโดยใช้
ลกัษณะสัณฐานวทิยา โดยมีรายงานความผดิพลาดในการจ าแนกชนิดยงุกลุ่มซบัซอ้นในอตัราสูง 
ซ่ึงการจ าแนกชนิดยงุท่ีไม่ถูกตอ้ง มีผลกระทบอยา่งมากต่อการควบคุมการแพร่กระจายของพาหะ
ดงักล่าวจากรายงานพบปัญหาเก่ียวกบัการจ าแนกยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Minimus และ
ยงุกน้ปล่องกลุ่มท่ีมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนั (closely related species) ดว้ยลกัษณะสัณฐานวทิยา 
และเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีพฒันาข้ึน (Green et al., 1990; Van Bortel et al., 1999, 2000; Phuc et al., 
2003) เช่น งานวจิยัของ Van Bortel et al. (2001) พบการจ าแนกชนิดยงุผดิพลาดระหวา่ง
ยงุกน้ปล่อง An. minimus และ An. varuna บริเวณภาคกลางของประเทศเวยีดนามซ่ึงยงุกน้ปล่อง
เพศเมียมีพฤติกรรมการกินเลือดต่างกนั โดยยงุกน้ปล่อง An. varuna ชอบกินเลือดสัตวแ์ละไม่เป็น
พาหะน าโรคมาลาเรียส่วนยงุกน้ปล่อง An. minimus ชอบกินเลือดคนและสัตว ์และเป็นพาหะน า



21 

 

โรคมาลาเรีย ซ่ึงการจ าแนกชนิดยงุผดิพลาดมีผลต่อการควบคุมการระบาดของโรคมาลาเรียในพื้นท่ี
ประเทศเวยีดนาม 

 
Cuong et al. (2008) ท าการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Minimus และ 

ยงุกน้ปล่องกลุ่มท่ีมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนัดว้ยลกัษณะสัณฐานวทิยาในประเทศเวยีดนาม โดย
จ าแนกความแตกต่างของยงุกน้ปล่อง An. minimus A และ An. minimus C จากลกัษณะการมีและไม่
มี humeral pale (HP) spot บน vein costa ซ่ึงผลการจ าแนกมีความไม่น่าเช่ือถือ เน่ืองจากพบลกัษณะ
ดงักล่าวในยงุทั้ง 2 ชนิด และจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. aconitus และ An. minimus จากส่วนเกล็ด
สีจาง (pale scale) ของ proboscis ซ่ึงพบวา่มีความน่าเช่ือถือในการจ าแนกชนิด และใชล้กัษณะของ
แถบสีบริเวณขาคู่หลงั (hind tarsal bane) จ  าแนกยงุกน้ปล่อง An. jeyporiensis จากยงุกน้ปล่อง  
An. minimus พบวา่ไม่สามารถจ าแนกชนิดยงุออกจากกนัได ้ 

 
Singh et al. (2010) พบการจ าแนกชนิดยงุผดิพลาดในยงุกน้ปล่อง An. minimus และ An. 

fluviatilis ในรัฐอสัสัมของประเทศอินเดียพบวา่ยงุกน้ปล่อง An. minimus เพศเมียมีการเปล่ียนแปลง
ลกัษณะสัณฐานวทิยาตามฤดูกาลช่วงก่อนฤดูหนาวน าไปสู่การจ าแนกชนิดผดิพลาดระหวา่งยงุ  
An. fluviatilis และ ยงุ An. minimus โดยปรากฏลกัษณะการเพิ่มข้ึนของรอยด าบนปีกและ maxillary 
pulpus (palpi) โดยมีรอยสีด าบริเวณ preapical กวา้งข้ึนเรียกวา่ “melanism” และรอยสีขาวบริเวณ 
subapical จะสั้นลงในส่วน palpi ของยงุเพศเมีย และไม่มีรอยสีขาวแทรกอยูบ่น basal third บริเวณ 
vein costa ของปีกน าไปสู่การจ าแนกชนิดผดิในรัฐอสัสัมของประเทศอินเดีย  

 
Phunngam (2012) พบความผดิพลาดของการจ าแนกชนิดยงุผดิพลาดสูงมากระหวา่ง

ยงุกน้ปล่อง An. minimus และยงุ An.harrisoni ในการศึกษาพนัธุศาสตร์ประชากรของยงุกน้ปล่อง 
An. harrisoni ท่ีเป็นพาหะของโรคมาลาเรียในประเทศไทยและการสร้าง Phylogenetic trees จาก
ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนีหลายต าแหน่ง ส าหรับการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องจากลกัษณะสัณฐาน
วทิยาจะจ าแนกจากลกัษณะ HP spot บน veins costa ของปีกยงุกน้ปล่อง An. harisoni ซ่ึงจะไม่พบ
บนปีกยงุกน้ปล่อง An. minimus (Rattanarithikul et al., 2006) ดงัภาพท่ี 18 ซ่ึงจากการเปรียบเทียบ
ผลการทดลองท่ีไดร้ะหวา่งการจ าแนกชนิดดว้ยลกัษณะสณัฐานวทิยาและการจ าแนกชนิดโดยใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุลของยงุกน้ปล่องทั้ง 2 ชนิด พบเปอร์เซนตค์วามผดิพลาด (% error) สูงมากโดยมี
เปอร์เซนตค์วามผดิพลาดประมาณ 96.80 ถึง 100 เปอร์เซนต ์ซ่ึงการใชล้กัษณะสัณฐานวทิยาในการ
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จ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้นซ่ึงมีลกัษณะสัณฐานวทิยาคลา้ยคลึงกนั (sibling species) มี
ความไม่น่าเช่ือและมีระดบัความผดิพลาดสูง  

 

 
 

ภาพที ่18  (A) แสดงปีกของยงุกน้ปล่อง An. minimus ไม่ปรากฏ HP spot (ดงัลูกศรช้ี) 
    (B) แสดงปีกของยงุกน้ปล่อง An. harisoni ซ่ึงปรากฏ HP spot (ดงัลูกศรช้ี) 

 
ทีม่า: Rattanarithikul et al. (2006) 
 
 Tananchaiet al. (2012) ศึกษาความหลากหลายและพฤติกรรมการกินเลือดของยงุกน้ปล่อง 
An. dirus และยงุ An. baimaii ในพื้นท่ีเส่ียงต่อการเกิดโรคมาลาเรียบริเวณภาคตะวนัตกของประเทศ
ไทย จากการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องโดยใชล้กัษณะสัณฐานวทิยาพบวา่มีความไม่น่าเช่ือถือ พบการ
จ าแนกชนิดยงุผิดพลาด (misidentification) ซ่ึงเป็นอุปสรรคในการวเิคราะห์พฤติกรรมของ
ยงุกน้ปล่องซ่ึงมีลกัษณะภายนอกท่ีคลา้ยคลึงกนัมาก (sibling species)โดยการจ าแนกชนิด
ยงุกน้ปล่อง An. dirus จากลกัษณะ PSD spot บน vein radius ล ้าข้ึนไปถึง PSD spot บน vein costa 
อยา่งนอ้ยบนปีกขา้งหน่ึงและจะยาวถึง HD ของ vein costa (1) หรือยาวถึงก่ึงกลางของ PSP spot 
ของ vein costa (2) และยงุกน้ปล่อง An. baimaii จากลกัษณะ PSD spot บน vein radius ล ้าข้ึนไปถึง
PSD spot บน vein costa (1) หรือขยายออกไปดา้นขา้งแต่จะไม่เลยก่ึงกลางของ PSP spot ของ vein 
Costa ดงัภาพท่ี 17 โดยจ าแนกตวัอยา่งยงุกน้ปล่องตามลกัษณะสัณฐานวทิยาของ Rattanarithikul et 
al. (2006) และจ าแนกชนิดยุงดว้ยเทคนิค allele-specific PCR  โดยจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่ม
ซบัซอ้น Dirus 2 ชนิด คือ ยงุ An. dirus และยงุ An. baimaii จ  านวน 656 ตวั พบวา่เป็นยุง An. dirus 
จ านวน 598 ตวั คิดเป็น 97.2 เปอร์เซนต ์และยงุ An. baimaii 58 ตวั คิดเป็น 8.8 เปอร์เซนต ์
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การศึกษาความแตกต่างของล าดับนิวคลีไทด์เพือ่ระบุชนิดยุงก้นปล่อง 
 

ปัจจุบนัขอ้มูลดีเอน็เอไดก้ลายมาเป็นเคร่ืองมือหลกัในการศึกษาความสัมพนัธ์เชิง
ววิฒันาการของส่ิงมีชีวิตโดยเฉพาะไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 
ไมโทคอนเดรียดีเอน็เอมีขอ้ไดเ้ปรียบในการศึกษาความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการและการระบุชนิด
ของส่ิงมีชีวติ เน่ืองจากประการแรก ไมโทคอนเดรียดีเอน็เอมีการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมแบบ 
maternal inheritance เป็นลกัษณะการถ่ายทอดผา่นทางแม่ฝ่ายเดียว ประการท่ีสอง ไมโทคอนเดรีย 
ดีเอ็นเอไม่เกิด genetic recombination ไม่มีการแลกเปล่ียนช้ินส่วน และการรวมตวักนัใหม่ อตัรา
การเปล่ียนแปลงล าดบันิวคลีโอไทด์เกิดจากการกลายพนัธ์ุเท่านั้น ท าใหมี้ความเหมาะสมในการ
เปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงของดีเอน็เอ (สุรินทร์, 2552; Yoko and Chigusa, 1991) ประการท่ีสาม
ไมโทคอนเดรียดีเอน็เอมีอตัราการกลายพนัธ์ุ (mutation) สูงกวา่อตัราการกลายพนัธ์ุของยนีใน
นิวเคลียส สามารถตรวจพบความแตกต่างจากตวัอยา่งท่ีตอ้งการศึกษาได ้แมเ้กิดการเปล่ียนแปลง
เพียงเล็กนอ้ย และสามารถใชใ้นการติดตามววิฒันาการได ้ ดงันั้นไมโทคอนเดรียดีเอน็เอจึง
เหมาะสมท่ีจะน ามาในการศึกษาววิฒันาการและการระบุชนิดของส่ิงมีชีวิต  

 
การศึกษาความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการและระบุชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น ซ่ึงมีลกัษณะ

สัณฐานวทิยาภายนอกคลา้ยคลึงกนั การศึกษาส่วนใหญ่มกัใชข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์บางส่วน
หรือล าดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมดของยนีในไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอหรือนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ ส าหรับยนี
ในไมโทคอนเดรียดีเอน็เอของยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น ยนีท่ีมีการศึกษาโดยทัว่ไป เช่น Cyt b COI 
COII เป็นตน้ โดยใชศึ้กษาความสัมพนัธ์ของส่ิงมีชีวติท่ีมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนัในระดบัชนิด
หรือสกุล เช่นงานวิจยั Dusfour et al. (2007) ศึกษาเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยนี Cyt b และ COI และพฒันาเทคนิค Multiplex PCR ในการระบุชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด
ซบัซอ้น Sundaicus 3 ชนิด คือ ยงุ An. sundaicus An. epiroticus และ An. sundaicus E ในพื้นท่ี
แตกต่างกนั บริเวณตามแนวชายฝ่ังทะเลและบนเกาะในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ผลการ
พฒันาวธีิการวิเคราะห์โดยใชเ้ทคนิค Multiplex PCR จากส่วนของยนี Cyt b และ COI ของ 
ไมโทคอนเดรียดีเอน็เอซ่ึงสามารถจ าแนกไดช้ดัเจน โดย An. sundaicus พบในทางตอนเหนือของ
เกาะบอร์เนียว An. epiroticus พบในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้และยงุ An. sundaicus E พบบนเกาะ 
สุมาตราและเกาะชวาในประเทศอินโดนีเซีย เพื่อเป็นประโยชน์ในการศึกษาขอ้มูลการกระจายตวั
ของยงุในแต่ละชนิด  
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ยนีในนิวเคลียร์ดีเอ็นเอท่ีมีการศึกษาโดยทัว่ไป คือ ยนี ITS2 เช่นงานวิจยัของ Xu and Qu. 
(1997) ศึกษาเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี ITS2 ในการระบุชนิด
ยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus 2 ชนิด คือ An. dirus (ชนิด A) และ An. baimaii (ชนิด D) ใน
ประเทศจีน โดย An. dirus มีขนาด 716 คู่เบส และ An. baimaii มีขนาด 710 คู่เบส จากการวเิคราะห์
พบความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่งยงุกน้ปล่องทั้ง 2 ชนิด อยูท่ี่ประมาณ 5.4 % 
สามารถจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องออกจากกนัได ้ 

 
Walton et al. (1999) ศึกษาเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี ITS2 

และพฒันาเทคนิค allele-specific PCR ในการระบุชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ซ่ึงเป็น
ยงุพาหะน าโรคมาลาเรียท่ีส าคญัในทวปีเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ผลการวเิคราะห์โดยใชข้อ้มูลล าดบั
นิวคลีโอไทดข์องยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirusในประเทศไทย เปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลี
โอไทดข์องยงุกน้ปล่อง An. baimaii จากประเทศจีน พบวา่ในประเทศไทยสามารถแบ่งยงุกน้ปล่อง
ออกเป็น 5 ชนิด คือ  An. dirus An. cracens An. scanloni An. baimaii และ An. nemophilous ส่วน 
An. baimaii จากประเทศจีน มีขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดแ์ตกต่างจากยงุกน้ปล่อง An. baimaii ใน
ประเทศไทย ซ่ึงจดัใหอ้ยูใ่นชนิด X ซ่ึงอาจเป็นยงุชนิดใหม่ในกลุ่มยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น 
Dirus โดยในประเทศไทยสามารถระบุชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ไดเ้ป็น 5 ชนิด คือ  
An. dirus An. cracens An. scanloni An. baimaii และ An. nemophilous ซ่ึงผลจากการวเิคราะห์โดย
ใชข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์และเคร่ืองหมายดีเอน็เอใหผ้ลการทดลองท่ีสอดคลอ้งกนั จากผลการ
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี ITS2 พบวา่ยงุ An. dirus มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบัยงุ  
An. scanloni มากกวา่ยงุชนิดอ่ืนๆในกลุ่มซบัซอ้น Dirus 

  
Garros et al. (2004) ศึกษาเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี ITS2 

และพฒันาเทคนิค allele-specific PCR ในการระบุชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Minimus และ 
Funestus จ านวน 10 ชนิด คือ กลุ่ม Minimus ศึกษาตวัอยา่งยงุ An. minimus A และ An. minimus C  
และกลุ่ม Funestus ศึกษาตวัอยา่งยงุ An. aconitus An. varuna An. pampanai An. leesoni An. 
funestus An. vaneedeni An. rivulorum และ An. parensis ผลจากการวเิคราะห์เปรียบเทียบความ
แตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละตรวจสอบผลโดยวธีิ Multiplex PCR โดยออกแบบไพรเมอร์
จ านวน 10 คู่ ท่ีจ  าเพาะกบัยงุกน้ปล่องแต่ละชนิด พบวา่สามารถจ าแนกยงุกน้ปล่องท่ีเป็นพาหะน า
โรคมาลาเรียไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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Prakash et al. (2010) ใชข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี ITS2 ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ 
ศึกษาความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการโดยวธีิ Neighbour-Joining (NJ) ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด
ซบัซอ้น Dirus ในประเทศอินเดีย เปรียบเทียบกบัยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ในประเทศไทย  
โดยการสร้างสายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการของยงุกน้ปล่อง 60 ตวัอยา่ง จาก 7 รัฐ ในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดีย จากการตรวจสอบผลโดยวธีิ allele-specific PCR ปรากฏ
แถบดีเอ็นเอขนาด 540 คู่เบส และผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี ITS2 กบัล าดบั 
นิวคลีโอไทดข์องยงุกน้ปล่อง An. baimaii ในประเทศไทย มีค่าความคลา้ยคลึง (similarity) 100 % 
พบวา่ เป็นยงุกน้ปล่อง  An. baimaii 59 ตวัอยา่ง และ 1 ตวัอยา่ง คือยงุกน้ปล่อง DA-70 จาก
รัฐอสัสัม ประเทศอินเดีย ซ่ึงไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอ โดยผลการเปรียบเทียบขอ้มูลล าดบั 
นิวคลีโอไทดข์องยนี ITS2 ความยาว 786 คู่เบส ของยงุกน้ปล่อง DA-70 ตรงกบั An. baimaii จาก
มณฑลยนูาน ประเทศจีน (Accession number: U60411) ซ่ึงจดัอยูใ่นชนิด X ซ่ึงอาจเป็นยงุชนิดใหม่
ในกลุ่มยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus   
 
 ผลการสร้างสายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการโดยใชข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี ITS2 ของ
ยงุกน้ปล่อง An. baimaii (ชนิด D) จาก 7 รัฐ ของประเทศอินเดีย ยงุกน้ปล่อง DA-70 จากรัฐอสัสัม 
ประเทศอินเดีย ยงุกน้ปล่องชนิด X จากประเทศจีน (Accession number: U60411) และยงุกน้ปล่อง
กลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 5 ชนิด ในประเทศไทย ดว้ยวธีิ NJ ดงัภาพท่ี 19 ทดสอบ bootstrap จ านวน 
1,000 ซ ้ า มีค่า bootstrap แตกต่างกนัตั้งแต่ 52-100 % โดยสามารถจดักลุ่มยงุกน้ปล่องไดเ้ป็น 2 กลุ่ม
หลกั ดงัน้ี กลุ่มท่ี 1 กลุ่มยงุกน้ปล่อง An. baimaii มีค่า bootstrap 100 % กลุ่มท่ี 2 กลุ่มยงุกน้ปล่อง 
Anopheles ประกอบดว้ย An. dirus (ชนิด A) An. cracens (ชนิด B) An. scanloni (ชนิด C)  
An. nemophilous (ชนิด F) An. baimaii (ชนิด D) จากมณฑลยนูาน ประเทศจีน และ ยงุกน้ปล่อง 
DA-70 จากรัฐอสัสัม ประเทศอินเดีย ยงุกน้ปล่องในกลุ่มน้ี แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย กลุ่มยอ่ยท่ี 1 
ประกอบดว้ย An. cracens และ An. nemophilous มีค่า bootstrap 72 % กลุ่มยอ่ยท่ี 2 ประกอบดว้ย 
An. dirus An. scanloni DA-70 และ An. baimaii จากประเทศจีน มีค่า bootstrap 68 %  

และ พบวา่ An. scanloni แยกสายววิฒันาการออกจาก An. dirus DA-70 และ An. baimaii จาก
ประเทศจีน และ An. dirus แยกสายววิฒันาการออกจาก DA-70 และ An. baimaii จากประเทศจีน  
มีค่า bootstrap 52 % พบวา่  DA-70 และ An. baimaii จากประเทศจีน ใกลชิ้ดกนัมากกวา่ An. dirus  
มีค่า  bootstrap 99 % จะเห็นวา่ค่า bootstrap สูงมาก ท าใหส้ามารถจดักลุ่มยงุกน้ปล่องใหอ้ยูใ่นกลุ่ม
เดียวกนัได ้
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ภาพที ่19  สายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการท่ีไดจ้ากวธีิ NJ โดยใชข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี ITS2 
 
ทีม่า: Prakash et al. (2010)  

 
 จากผลการวเิคราะห์คร้ังน้ีจะเห็นไดว้า่ การใชย้นี ITS2 สามารถจดักลุ่มยงุกน้ปล่องไดเ้ป็น 
2 กลุ่ม โดยยงุกน้ปล่อง An. baimaii มีสายววิฒันาการแยกออกจากยงุกน้ปล่องชนิดอ่ืนๆ ในกลุ่ม
ซบัซอ้น Dirus ไดอ้ยา่งชดัเจน โดย An. baimaii จากประเทศอินเดีย และ An. baimaii จากประเทศ
ไทย จดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั ส่วนยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ในประเทศไทย ประกอบดว้ย   
An. dirus (ชนิด A) An. cracens (ชนิด B) An. scanloni (ชนิด C) An. nemophilous (ชนิด F) และ 
An. baimaii (ชนิด D) จากมณฑลยนูาน ประเทศจีน และ DA-70 จากรัฐอสัสัม ประเทศอินเดีย  
ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั โดย DA-70 จากรัฐอสัสัม ประเทศอินเดียและ An. baimaii (ชนิด D)  
จากมณฑลยนูาน ประเทศจีน มีความใกลชิ้ดกนัมากท่ีสุด และอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั จึงเป็นไปไดว้า่ 
DA-70 จะเป็นชนิดเดียวกบั An. baimaii (ชนิด D) จากมณฑลยนูาน ประเทศจีน ซ่ึงจดัอยูใ่นชนิด X 
ซ่ึงอาจเป็นยงุชนิดใหม่ในกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus  
 
เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA Markers) 
 

เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) เป็นตวับ่งช้ีความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic 
diversity) ของส่ิงมีชีวติทั้งทางปริมาณ และทางคุณภาพ (สุรินทร์, 2552) ซ่ึงเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ
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ดงักล่าวอาจมาจากส่วนของยีนท่ีก าหนดโปรตีนเกิดเป็นฟีโนไทป์ซ่ึงสังเกตไดจ้ากการมองเห็น และ
การตรวจสอบทางเคมี หรือดีเอน็เอส่วนท่ีไม่ใช่ยนี เป็นช้ินดีเอ็นเอในจีโนมท่ีมีความหลากหลาย 
(polymorphism) ซ่ึงเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีดีควรมีความแปรผนัสูง (อมรา, 2542) นอกจากน้ี
เคร่ืองหมายดีเอน็เอสามารถใชใ้นการจ าแนกความแตกต่างระหวา่งชนิด และภายในชนิด (between 
and within species) ระหวา่งประชากรและภายในประชากร (between and within population)  
การตรวจสอบเคร่ืองหมายดีเอน็เอท าไดโ้ดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเ้ทคนิค polymerase 
chain reaction (PCR) และตรวจสอบผลการแยกขนาดโมเลกุลของดีเอน็เอโดยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซิส 
เป็นตน้ 
 

Karp and Edward (1997) แบ่งเคร่ืองหมายดีเอน็เอ เป็น 3 กลุ่ม คือ 
 
1. Hybridization based marker ไดแ้ก่ RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism) เป็นการ hybridization ระหวา่งตวัตรวจสอบ (probe) กบัดีเอน็เอซ่ึงถูกตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะ (restriction enzyme) ซ่ึงถูกตรึงอยูก่บัแผน่เมมเบรนโดยการท า Southern 
blotting 

 
2. Multi-locus PCR based marker เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดว้ย

เทคนิค PCR จากหลายต าแหน่งพร้อมกนั ซ่ึงใชไ้พรเมอร์ท่ีเป็น arbitrary หรือ semi-arbitrary โดย
เคร่ืองหมายดีเอน็เอชนิดน้ีไม่จ  าเป็นตอ้งทราบล าดบันิวคลีโอไทด์ภายในจีโนมก่อน แบ่งออกเป็น  
2 กลุ่ม ตามประเภทของไพรเมอร์ท่ีใช ้คือ 
 

2.1 ไพรเมอร์ท่ีเป็น arbitrary โดยไพรเมอร์ชนิดน้ีสามารถเร่ิมตน้การสังเคราะห์สาย 
ดีเอ็นเอได ้แมว้า่จะจบักบัดีเอ็นเอตน้แบบไดไ้ม่สมบูรณ์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA) MAAP (Multiple Arbitrary Amplicon Profiling)  
AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) เป็นตน้ 

 
2.2 ไพรเมอร์ท่ีเป็น semi-arbitrary เป็นไพรเมอร์ท่ีไดจ้ากต าแหน่งตดัของเอนไซมต์ดั 

จ าเพาะหรือล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีกระจายทัว่ไปในจีโนม เช่น ไมโครแซทเทลไลทแ์ละ 
ทรานโพซอน เคร่ืองหมายดีเอน็เอในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ AFLP (Amplified Fragment Length 
Polymorphism) MP-PCR (Microsatellite-Primed PCR) 
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3. Single-locus PCR  based marker เป็นเคร่ืองหมายท่ีตรวจสอบดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง 
เดียวไดแ้ก่ Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ microsatellite marker 
   

เคร่ืองหมายดีเอน็เอสามารถน าไปประยกุตใ์ชไ้ดอ้ยา่งกวา้งขวาง เช่น การท าแผนท่ีจีโนม
โดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอ เช่น การท าแผนท่ียีน (genetic map)นอกจากน้ียงัสามารถใชใ้นการ
คดัเลือกโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอ (Marker Assisted Selection) และเคร่ืองหมายดีเอน็เอยงัเป็น 
ตวับ่งช้ีความหลากหลายของส่ิงมีชีวติทั้งในระดบัชนิดและระดบัประชากร โดยเคร่ืองหมายโมเลกุล
ใหข้อ้มูลท่ีช่วยในการระบุลกัษณะเฉพาะของแต่ละชนิด (species) และบอกถึงการกระจายตวัของ
ประชากร ความหลากหลายทางพนัธุกรรม gene flow และการอพยพระหวา่งประชากร  
ส่วนการศึกษาภายในประชากรเคร่ืองหมายโมเลกุลสามารถบอกท่ีมาของความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมท่ีกระจายภายในประชากร (Karp and Edward, 1997) 
 
เคร่ืองหมายดีเอน็เอชนิด allele-specific PCR  
 

allele-specific PCR  เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีพฒันาจากต าแหน่งท่ีล าดบันิวคลีโอไทด์
ของดีเอน็เอมีความแตกต่างเพียง 1 นิวคลีโอไทด ์(Single nucleotide polymorphism หรือ SNP)โดย
การออกแบบไพรเมอร์ใหมี้ล าดบันิวคลีโอไทด์ตรงดา้นปลาย 3´ แตกต่างกนัตามชนิดของ 
นิวคลีโอไทดต์รงจุดท่ีเป็น SNP การสังเคราะห์ดีเอน็เอจะเกิดข้ึนก็ต่อเม่ือนิวคลีโอไทด์ของ        
ไพรเมอร์ตรงดา้นปลาย 3´กบันิวคลีโอไทดข์องดีเอ็นเอตน้แบบ (DNA template) เขา้คู่กนัเท่านั้น ซ่ึง
เม่ือเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอดว้ยเทคนิค PCR และตรวจสอบดว้ยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสจะปรากฏแถบ
ดีเอ็นเอ แต่หากล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ตรงดา้นปลาย 3´ กบันิวคลีโอไทดข์องดีเอ็นเอ
ตน้แบบไม่เขา้คู่กนั เอนไซม ์DNA polymerase จะไม่สามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อจากไพรเมอร์ได ้
ท าใหไ้ม่มีการเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอน็เอเกิดข้ึน เม่ือตรวจสอบโดยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสจึงไม่พบ
แถบดีเอ็นเอ (Ugozzoli and Wallace, 1991) 
 

Intentional Mismatch Primer เป็นไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ท า
alignment ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ โดยออกแบบให้ต าแหน่ง SNP อยูท่างดา้นปลาย 3´ของ 
ไพรเมอร์ (ในส่วนของ reverse primer) และออกแบบให้ต าแหน่งท่ีสองถดัจากปลายดงักล่าวเป็นอีก
ต าแหน่งท่ีมีลกัษณะการจบัคู่เบสท่ีไม่เขา้คู่ (mismatch) จากนิวคลีโอไทด ์C หรือ G เป็น  
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นิวคลีโอไทด์ A เพื่อท าใหไ้พรเมอร์มีความจ าเพาะต่อส่ิงมีชีวติชนิดนั้นๆมากข้ึน ส่วนของ forward 
primer อาจจะเลือกบริเวณท่ีอนุรักษส์ าหรับส่ิงมีชีวติทุกชนิดในกลุ่มนั้นๆ 

 
Wilkins et al. (2006) ท าการศึกษายงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Gambiae ทางภาคตะวนัออก

เฉียงใตข้องแอฟริกาโดยใชว้ิธี intentional mismatch primer (IMP) ในการตรวจสอบ single 
nucleotide porlymorphism เพื่อจ าแนกชนิดยงุกลุ่มซบัซอ้น ผลการทดลองพบวา่สามารถจ าแนก
ชนิดยงุกน้ปล่องไดช้ดัเจนและเหมาะสมท่ีจะเลือกมาใชใ้นการจ าแนกชนิดในยงุกน้ปล่อง 

 
ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus มีลกัษณะภายนอกท่ีคลา้ยคลึงกนั จึงจ าแนกชนิด 

โดยใชล้กัษณะสัณฐานวทิยาไดย้ากมีการจ าแนกชนิดของยงุกน้ปล่องดว้ยเทคนิคหลากหลายแบบ  
มีรายงานการศึกษาจ าแนกชนิดในยงุกลุ่มน้ีโดยใชค้วามแตกต่างของ polytene chromosome จาก 
ตวัอ่อนยงุตวัเตม็วยั และการตรวจสอบรูปแบบของ allozyme ดว้ยวธีิ gel electrophoresis (Baimai 
et al., 1987; Green et al., 1992) นอกจากน้ีมีการพฒันาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัปฏิกิริยา PCR หลากหลายวธีิดว้ยกนั เช่น งานวิจยัของ Walton et al. (1999b) พฒันาเทคนิค  
allele-specific PCR  จากขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน Internal transcribed spacer 2 (ITS2) 
เพื่อจ าแนกยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 5 ชนิด คือ An. dirus An. cracens An. scanloni An. 
baimaii และ An. nemophilous 

 
Huong et al. (2001) พฒันาเทคนิค RAPD จ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus  

จ  านวน 4 ชนิด ไดแ้ก่ ยงุ An. dirus An. cracens An. scanloni An. baimaii ในประเทศไทยโดยการ
ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะในแต่ละชนิด จากนั้น Manguin et al. (2002) ใชเ้ทคนิค RAPD และ
พฒันาเคร่ืองหมาย SCAR โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะในการจ าแนกชนิด ยงุกน้ปล่อง
กลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus โดยวธีิ Multiplex PCR จ าแนกชนิดของยงุกน้ปล่องไดท้ั้งหมด 4 ชนิด คือ 
An. dirus An. cracens An. scanloni An. baimaii และ Monthathong. (2006) ใชเ้ทคนิค allele-
specific PCR (Walton et al., 1999b) เปรียบเทียบกบั วธีิ SCAR marker (Manguin et al., 2002) ใน
การจ าแนกยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จ านวน 4 ชนิด ในประเทศไทยพบวา่วธีิ rDNA 
ITS2 allele-specific PCR ใหผ้ลในการจดัจ าแนกชดัเจนกวา่วธีิ SCAR 

 
Prakash et al. (2010) ใชเ้ทคนิค AS-PCR ท าการจ าแนกชนิด และศึกษาการกระจายตวั

ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus บริเวณป่าทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดีย 
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27 แห่ง จากล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 ของ rDNA โดยจ าแนกชนิด ยงุ An. baimaii เน่ืองจาก
การส ารวจการกระจายตวัของยงุ An. baimaii มีบทบาทส าคญัในการศึกษาการระบาดของโรค
มาลาเรียในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดีย     
 
ไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ 
 

ไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ จะอยูภ่ายในไมโทคอนเดรียเป็นส่วนประกอบหน่ึงในเซลลพ์ืช 
และในเซลลส์ัตว ์โดยทัว่ไปหนา้ท่ีหลกัของไมโทคอนเดรียในเซลลส่ิ์งมีชีวติ คือ เป็นแหล่งผลิตสาร
พลงังานสูงเรียกวา่ ATP ใชใ้นการด ารงชีวติของส่ิงมีชีวติ (Alberts et al., 2004) นอกจากน้ี 
ไมโทคอนเดรียยงัมีส่วนเก่ียวขอ้งในการก าจดัอนุมูลอิสระ ท าใหอ้นุมูลอิสระเกิดการเปล่ียนแปลง
ไม่เป็นพิษต่อร่างกาย ไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอมีลกัษณะเป็นโมเลกุลดีเอน็เอเกลียวคู่แบบวงแหวน 
ยกเวน้ยคูาริโอตชั้นต ่าบางชนิดท่ีมีจีโนมในไมโทคอนเดรียเป็นดีเอ็นเอเกลียวคู่แบบเส้นยาว จีโนม
ในไมโทคอนเดรียดีเอน็เอของมนุษย ์และสัตวมี์ขนาดประมาณ 16-20 กิโลเบส  จีโนมในไมโทคอน 
เดรียมียนีทั้งหมด 37 ยนี ก าหนดรหสั rRNA 2 ยนี ก าหนดรหสัโปรตีน 13 ยนี และก าหนดรหสั 
tRNA 22 ยนี และส่วนท่ีควบคุมการถอดรหสั (transcription) ของยนีภายในไมโทคอนเดรียจีโนม
และการจ าลองโมเลกุล (replication) ของไมโทคอนเดรียดีเอน็เอเรียกวา่ control region (Meyer, 
1994; Boore, 1999) ดงัภาพท่ี 20 

 

 
 
ภาพที ่20  แสดงต าแหน่งของยนีและส่วนท่ีไม่ใช่ยนีในไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ 
 
ทีม่า: Tuppen et al. (2010) 
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ไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ มีคุณสมบติัท่ีส าคญั 3 ประการ คือ ประการแรกไมโทคอนเดรีย 
ดีเอ็นเอมีการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมแบบ maternal inheritance เป็นลกัษณะการถ่ายทอดผา่นทาง
แม่ฝ่ายเดียว ประการท่ีสอง ไมโทคอนเดรียดีเอน็เอไม่เกิด genetic recombination ไม่มีการ
แลกเปล่ียนช้ินส่วน และการรวมตวักนัใหม่ ลูกจะมีจีโนมในไมโทคอนเดรียท่ีเหมือนกบัแม่เสมอ 
สามารถศึกษาแบบแผนการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมไดโ้ดยตรง ประการท่ีสามไมโทคอน 
เดรียดีเอ็นเอมีอตัราการกลายพนัธ์ุโดยรวมของยนีค่อนขา้งสูงกวา่อตัราการกลายพนัธ์ุของยนีใน
นิวเคลียสถึง 10 เท่า บริเวณท่ีไม่ไดเ้ป็นส่วนของยนี ซ่ึงรวมถึงบริเวณควบคุมการจ าลองโมเลกุล 
และการถอดรหสัเป็นอาร์เอ็นเอ ท่ีเรียกวา่ control region หรือ displacement (D) loops หรือ 
hypervariable region ซ่ึงมีอตัราการกลายพนัธ์ุท่ีสูงมากในส่ิงมีชีวติหลายชนิด (สุรินทร์, 2552) 
อตัราการกลายพนัธ์ุท่ีเกิดสูง เป็นอตัราการกลายพนัธ์ุดว้ยการแทนท่ีเบสแบบ transition มากกวา่ 
transversion โดยต าแหน่งท่ีเกิดการแทนท่ีเบสในต าแหน่งท่ีไม่เปล่ียนแปลงกรดอะมิโน มีอตัราการ
กลายพนัธ์ุสูงกวา่การแทนท่ีเบสในต าแหน่งท่ีท าใหก้รดอะมิโนเปล่ียนไป 4-6 เท่า (Meyer, 1993; 
Mayer, 1994) การท่ีดีเอน็เอในไมโทคอนเดรียมีอตัราการกลายพนัธ์ุสูงท าใหพ้บความหลากหลาย
ของล าดบันิวคลีโอไทดห์รือพอลิมอร์ฟิซึม (polymorphism) ไดม้าก จึงใชต้รวจสอบความสัมพนัธ์
ของส่ิงมีชีวติไดท้ั้งภายในประชากรและระหวา่งประชากรเช่นเดียวกบังานวจิยัของ Dusfour et al. 
(2007) ท าการศึกษายงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Sundaicus ซ่ึงเป็นพาหะท่ีส าคญัของโรคมาลาเรีย 
ตามแนวชายฝ่ังทะเล และบนเกาะในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ในการจ าแนกยงุ 3 ชนิด ใน
ต่างพื้นท่ีกนั คือ ยงุ An. sundaicus ในทางตอนเหนือของเกาะบอร์เนียวยงุ An. epiroticus ในภูมิภาค
เอเชียตะวนัออกเฉียงใตแ้ละยุง An. sundaicus E บนเกาะสุมาตราและเกาะชวา โดยการพฒันา
วธีิการวเิคราะห์โดยใชเ้ทคนิค Multiplex PCR จ านวน 2 เคร่ืองหมาย จากส่วนของไมโทคอนเดรีย 
ดีเอ็นเอคือ COI และ Cytochrome b จากผลการทดลองพบวา่เคร่ืองหมายไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ
สามารถใหผ้ลการจ าแนกไดช้ดัเจน ในการทดลองน้ีใชเ้ทคนิค allele-specific PCR  ทดสอบยงุ 374 
ตวัอยา่ง จาก 24 ประชากรในสภาพภูมิศาสตร์ท่ีแตกต่างกนัและงานวจิยัของ Sarma et al. (2012) 
ศึกษาโครงสร้างพนัธุศาสตร์ประชากรของยงุกน้ปล่อง An. baimaii จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 
COII  ในบริเวณภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดียดงันั้นบริเวณยนี COI ในไมโทคอน 
เดรียดีเอ็นเอจึงเหมาะแก่การน ามาใชพ้ฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอ  
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เทคนิคทางชีวโมเลกุลทีเ่กี่ยวข้องในการพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
 

เทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction, PCR) เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอเป้าหมายเฉพาะส่วนอยา่งจ าเพาะในหลอดทดลอง (in vitro) ซ่ึงตอ้งอาศยัองคป์ระกอบของ
ปฏิกิริยา คือ ดีเอน็เอตน้แบบ (DNA template) นิวคลีโอไทดส์ายสั้นๆท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็น 
คู่สมกบัปลาย 3' ของดีเอ็นเอตน้แบบ (primer) เอ็นไซมดี์เอน็เอโพลิเมอเรส (DNA polymerase)  
ดีออกซีนิวคลีโอไทดไ์ตรฟอสเฟต (dNTPs) และบฟัเฟอร์ท่ีมีแมกนีเซียมเป็นองคป์ระกอบ 
ซ่ึงปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์เป็นปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยใช้
เอน็ไซมดี์เอน็เอโพลิเมอเรส ซ ้ าๆหลายรอบเพื่อใหไ้ดดี้เอ็นเอปริมาณเพิ่มข้ึนเป็นทวคูีณ  
(Sambrook and Russell, 2001) ดงันั้นเทคนิค PCR จึงนิยมใชใ้นการวเิคราะห์ดา้นชีวโมเลกุล 
สามารถตรวจสอบผลการทดลองไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

 
ปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค PCR เป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนซ ้ าๆกนั หลายรอบ  

แต่ละรอบประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน คือ  
 
1. Denaturation เป็นขั้นตอนท่ีท าใหส้ายดีเอน็เอเกลียวคู่ (Double Stranded DNA)  

แยกออกจากกนัเป็นสายเด่ียวท่ีอุณหภูมิสูงประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส 
 

2. Annealing เป็นขั้นตอนท่ีไพรเมอร์เขา้ไปจบักบัเบสคู่สมของสายดีเอ็นเอตน้แบบ 
ท่ีอุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส เพื่อใหไ้พรเมอร์สามารถจบักบัสายดีเอน็เอตน้แบบท่ีเป็นสายเด่ียว
ตรงบริเวณล าดบัเบสคู่สม อุณหภูมิท่ีใชโ้ดยทัว่ไปควรต ่ากวา่อุณหภูมิแยกตวั (melting temperature, 
Tm) ของไพรเมอร์ 3-5 องศาเซลเซียส 
 
   Tm = ((4x (G+C) + (2x (A+T)) 0C 
 

3. Extension เป็นขั้นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ต่อจากไพรเมอร์ โดยการต่อ 
นิวคลีโอไทดท่ี์ปลาย 3' ของไพรเมอร์ และมีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่จากทิศ 5' ไป 3' 
โดยอาศยัการท างานของเอนไซม ์thermostable DNA polymerase เช่น Taq DNA polymerase 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับขั้นตอนน้ีอยูท่ี่ 72-78 องศาเซลเซียส 
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 ในแต่ละรอบของปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอน็เอเป้าหมาย ปริมาณดีเอน็เอเป้าหมายจะ
เพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า ถา้ท า PCR จ านวน n รอบ จะไดดี้เอน็เอเป้าหมาย 2n เท่า ของดีเอน็เอเร่ิมตน้      
ดงัภาพท่ี 21 

 

 
 
ภาพที ่21  แสดงปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค PCR 
 
ทีม่า: วเิชษฐ ์(2550) 
 
 ดงันั้น การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค PCR จึงเป็นเทคนิคทางชีวโมเลกุล ซ่ึงถูก
น ามาใชใ้นการวเิคราะห์ขอ้มูลและพฒันาเคร่ืองมือท่ีมีศกัยภาพ ใหผ้ลการทดลองท่ีมีความรวดเร็ว 
แม่นย  า และมีประสิทธิภาพสูงยิง่ข้ึน Multiplex PCR เป็นวิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย  
โดยใชคู้่ไพรเมอร์หลายคู่พร้อมกนัในปฏิกิริยาเดียวกนั โดยมีขอ้จ ากดั คือ ไพรเมอร์ท่ีน ามาใชต้อ้ง
เป็นเบสคู่สมกนั รวมทั้งผลผลิต PCR ท่ีไดจ้ากแต่ละคู่ไพรเมอร์ตอ้งมีขนาดท่ีแตกต่างกนั นอกจากน้ี
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สภาวะท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเหมาะสมและมีความใกลเ้คียงกนั อีกทั้งยงัเป็นการลด
ค่าใชจ่้ายและประหยดัเวลาในการตรวจสอบ และใหผ้ลการทดลองท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน 
(คณะเทคนิคการแพทย ์มหาวทิยาลยัมหิดล, 2536) 
 
การตรวจสอบผลโดยวธีิอเิล็คโทรโฟรีซิส 

 
วธีิอิเล็คโทรโฟรีซิส (electrophoresis) เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกขนาดโมเลกุลของดีเอน็เอ 

หรือโปรตีน ตามขนาด รูปร่าง หรือประจุของโมเลกุลออกจากกนัโดยใชก้ระแสไฟฟ้า โดยอตัรา
การเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอจะข้ึนกบัขนาดรูปร่างโมเลกุล เช่น โมเลกุลขนาดใหญ่จะเคล่ือนท่ีชา้กวา่
โมเลกุลขนาดเล็ก ดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กจะมีหมู่ฟอสเฟตนอ้ยกวา่โมเลกุลขนาดใหญ่ 
โมเลกุลดีเอ็นเอขั้วลบจะเคล่ือนท่ีไปยงัขั้วบวกของสนามแม่เหล็กไฟฟ้า (อุทยัรัตน์, 2543; 
Sambrook et al., 1989) ซ่ึงปัจจยัท่ีมีผลต่อการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอ มีดงัน้ี 

 
1. ขนาดโมเลกุลดีเอน็เอโมเลกุลดีเอน็เอท่ีมีขนาดเล็กจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอน็เอท่ีมี 

ขนาดโมเลกุลใหญ่ 
 
2. รูปแบบดีเอน็เอ (configuration) กรณีท่ีมีขนาดโมเลกุลเท่ากนั ดีเอ็นเอท่ีเป็นวงแหวน 

ท่ีพนัเกลียวซอ้น (supercoil หรือ covalent close circular) จะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอน็เอแบบ
เส้นตรงปลายเปิด (linear) และดีเอน็เอแบบเส้นตรงจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอน็เอแบบวงแหวน 
ท่ีมีช่องเปิด (nick circular) 

 
3. เปอร์เซ็นต ์และชนิดของเจลถา้เพิ่มความเขม้ขน้หรือเปอร์เซ็นตเ์จล โมเลกุลดีเอน็เอจะ 

เคล่ือนท่ีชา้ลง โดยเจลท่ีนิยมใชก้บักรดนิวคลีอิก คือ เจลโพลีอะครีลาไมด ์(polyacrylamide gel) 
ใชแ้ยกดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กระหวา่ง 6-1,000 คู่เบส และเจลอะกาโรส (agarose gel) ใชแ้ยก
ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ประมาณ 100-5,000 คู่เบส 

 
4. แรงเคล่ือนไฟฟ้า (voltage) ถา้เพิ่มแรงเคล่ือนไฟฟ้าดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วข้ึน ถา้ใช ้

แรงเคล่ือนไฟฟ้าสูงเกินไปดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ีเร็ว แต่การแยกตวัจะไม่ดี ถา้ใชแ้รงเคล่ือนไฟฟ้าต ่า
เกินไปดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ีชา้ แยกตวัไดดี้ แต่แถบดีเอน็เอจะไม่คมชดัเพราะเกิดการแพร่ (diffusion) 
ของดีเอน็เอ  
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5. บฟัเฟอร์ท่ีนิยมใชมี้ 3 ชนิด คือ TAE TBE และ TPE ซ่ึงมีขอ้ดีและขอ้เสียต่างกนั TBE  
นิยมใชท่ี้ความเขม้ขน้ 0.5 เท่า มีความสามารถเป็นบฟัเฟอร์ (buffering capacity) ซ่ึงใชแ้ยกขนาด 
ดีเอ็นเอไดดี้ แต่สามารถเกิดปฏิกิริยากบัเจลอะกาโรสได ้จึงไม่เหมาะสมกบัการน าดีเอน็เอกลบัมาใช้
อีก TAE ใชไ้ดท้ัว่ไป เหมาะส าหรับกรณีท่ีท่ีตอ้งการน าดีเอน็เอกลบัมาใชอี้ก มีความสามารถในการ
เป็นบฟัเฟอร์ต ่า จึงไม่ควรใชใ้นกรณีท าอิเล็กโทรโฟรีซีสเป็นเวลานานและควรมีการหมุนเวยีนใช้
บฟัเฟอร์ (recirculation) ส่วน TPE มีความสามารถในการเป็นบฟัเฟอร์ไดดี้ แยกขนาดดีเอน็เอไดเ้ร็ว 
แต่ไม่เหมาะส าหรับการสกดัดีเอ็นเอจากเจลและตกตะกอนดว้ยเอธานอลเพราะจะเกิดการ
ตกตะกอนของฟอสเฟต (Sambrook et al., 1989) 

 
การประยุกต์ใช้เคร่ืองหมายดีเอน็เอในการจ าแนกชนิดของยุง 
 

ปัจจุบนัมีการพฒันาเทคนิคทางดา้นโมเลกุลต่างๆใหมี้ความทนัสมยั ง่ายในการจ าแนกชนิด
ของส่ิงมีชีวติ ไดแ้ก่ RFLP allele-specific PCR SCAR เป็นตน้ (Monthathong, 2006) 

 
Walton et al. (1999) พฒันาเทคนิค allele-specific PCR  เพื่อจ าแนกยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด

ซบัซอ้น Dirus ซ่ึงเป็นยงุพาหะส าคญัของโรคมาลาเรียในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้โดย
จ าแนกยงุ 5 ชนิด ในประเทศไทยจ านวน 179 ตวัอยา่ง ให้ผลในการจ าแนกยงุกน้ปล่องชนิด  
An. dirus An. cracens An. scanloni An. baimaii และ An. nemophilous ไดป้ระมาณร้อยละ 95.09 
เปรียบเทียบกบัวธีิการจ าแนกโดยใชล้กัษณะ polytene chromosome ไดป้ระมาณร้อยละ 6.82 ซ่ึง
ใหผ้ลไม่สอดคลอ้งกนัระหวา่งการจ าแนกชนิดโดยวธีิ allele-specific PCR และ polytene 
chromosome ซ่ึงการจ าแนกโดยวธีิ allele-specific PCR สามารถจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด
ซบัซอ้น Dirus 

 
Huong et al. (2001) พฒันาเทคนิค RAPD ท าการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น 

Dirus ซ่ึงมีลกัษณะสัณฐานวทิยาคลา้ยคลึงกนั (sibling species) โดยสกดัดีเอน็เอในระยะลูกน ้า และ
ระยะตวัเตม็วยั ท่ีเก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา 14 ปี จ  านวน 4 ชนิดไดแ้ก่ ยงุกน้ปล่องชนิด An. dirus 
An. cracens An. scanloni และ An. baimaii ในประเทศไทยโดยการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะ 
ในแต่ละชนิด ปรากฏแถบดีเอน็เอขนาด 120 คู่เบส 75 คู่เบส 60 คู่เบส และ 172 คู่เบส ตามล าดบั  
ซ่ึงเป็นวธีิการท่ีรวดเร็วและสามารถท าการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ได ้
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Manonmani et al. (2001) ใชเ้ทคนิค allele-specific PCR ท าการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง
กลุ่มชนิดซบัซอ้น Fluviatilis ซ่ึงมีลกัษณะสัณฐานวทิยาคลา้ยคลึงกนั (sibling species) 2 ชนิด ซ่ึง
เป็นพาหะน าโรคมาลาเรียท่ีส าคญัในภาคกลาง และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดีย ท า
การจ าแนกชนิดโดยใช ้ITS2 ของ rDNA โดยใชคู้่ไพรเมอร์จ าเพาะต่อยงุแต่ละชนิดปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอขนาด 350 คู่เบส ในชนิด X และแถบดีเอน็เอขนาด 450 คู่เบส ในชนิด Y ผลจากการจ าแนก
ชนิดยงุกน้ปล่องใหผ้ลรวดเร็วและมีความจ าเพาะสูงในแต่ละชนิด 

 
Garros et al. (2004) พฒันาเทคนิค allele-specific PCR  ในการจ าแนกยงุกน้ปล่องกลุ่ม

ชนิดซบัซอ้น Minimus และ Funestus ซ่ึงเป็นพาหะน าโรคมาลาเรียท่ีส าคญัในทวปีแอฟริกา และ
ทวปีเอเชีย ซ่ึงไม่สามารถจ าแนกโดยใชล้กัษณะสัณฐานวิทยาไดท้  าการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องโดย
ใช ้ITS2 ของ rDNA จ านวน 10 คู่ ไพรเมอร์ ตรวจสอบโดยวธีิ Multiplex PCR พบวา่สามารถ
จ าแนกชนิดยงุท่ีเป็นพาหะของโรคมาลาเรียไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ใน
การศึกษาการกระจายตวัและการศึกษานิเวศวทิยาของยงุกน้ปล่องแต่ละชนิด และควรแก่การพฒันา
เคร่ืองหมาย allele-specific PCR ไปใชก้บัยงุกลุ่มอ่ืนๆ  

 
Manguin et al. (2002) ใชเ้ทคนิค RAPD และพฒันาเคร่ืองหมาย SCAR โดยท าการ

ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะในการจ าแนกชนิด ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus โดยวธีิ 
Multiplex PCR ตรวจสอบโดยใชไ้พรเมอร์หลายคู่พร้อมกนั จ าแนกชนิดของยงุกน้ปล่องไดท้ั้งหมด 
4 ชนิด คือ An. dirus An. cracens An. scanloni และ An. baimaiiโดยเก็บตวัอยา่งยงุกน้ปล่องชนิด 
An. dirus จากประเทศในแถบทวปีเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ชนิด An. cracens เก็บตวัอยา่งจาก Perlis 
ประเทศมาเลเซีย ส่วนชนิด An. scanloni และ An. baimaii เก็บตวัอยา่งจากบริเวณพื้นท่ีประเทศไทย 
 
 Monthathong (2006) ใชเ้ทคนิค allele-specific PCR  (Walton et al., 1999) เปรียบเทียบกบั 
วธีิ SCAR marker (Manguin et al., 2002) ในการจ าแนกยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus พบวา่
วธีิ rDNA ITS2 allele-specific PCR ใหผ้ลในการจดัจ าแนกชดัเจนกวา่ โดยใชคู้่ไพรเมอร์ D-U/  
D-AC ในการจ าแนกชนิด An. dirus และ An. scanloni ซ่ึงปรากฏขนาดดีเอน็เอ 2 แบบ คือ 562       
คู่เบส และ 360 คู่เบส ส่วนคู่ไพรเมอร์ D-U/ D-B จ าเพาะต่อการจ าแนกชนิด An. cracensโดยให้ 
ดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 510 คู่เบส และคู่ไพรเมอร์ D-U/ D-D ใหแ้ถบดีเอน็เอ 1 แถบ ขนาด 306 คู่เบส 
เม่ือใชคู้่ไพรเมอร์เหล่าน้ีในการจ าแนกชนิดของยงุกน้ปล่อง An. dirus จ  านวน 327 ตวัอยา่ง ท่ีเก็บ
จากพื้นท่ี 5 แหล่ง จากจงัหวดัระยอง กาญจนบุรี และนครพนม ระหวา่งเดือนสิงหาคม ถึง 
พฤศจิกายน พ.ศ. 2545 พบวา่มียงุกน้ปล่องชนิด An. dirus จ  านวน 300 ตวั ชนิด An. scanloni 
จ  านวน 11 ตวั และชนิด An. baimaii จ  านวน 17 ตวั โดยไม่พบชนิด An. cracens จากแหล่งเก็บ
ตวัอยา่ง 
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Prakash et al. (2006) พฒันาเทคนิค allele-specific PCR (Walton et al., 1999) ท าการ
จ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม Dirus ศึกษาตวัอยา่งยงุ An. baimaii และ
กลุ่ม Minimus ศึกษาจากตวัอยา่งยงุกน้ปล่อง An. minimus A ซ่ึงเป็นพาหะน าโรคมาลาเรียท่ีส าคญั
ในประเทศอินเดีย ท าการจ าแนกชนิดโดยใช ้ITS2 ของ rDNA ใน รัฐอรุณาจลั (Arunachal) รัฐนากา
แลนด ์(Nagaland) รัฐอสัสัม (Assam) และรัฐเมฆกลัยา (Maghalaya) ในยงุ An. baimaii ปรากฏแถบ
ดีเอ็นเอขนาด 479 คู่เบส และในยงุกน้ปล่อง An. minimus จากรัฐนากาแลนด ์(Nagaland) ปรากฏ
แถบดีเอ็นเอขนาด 372 คู่เบส  
 

Dusfour et al. (2007) พฒันาเคร่ืองหมาย allele-specific PCR ในการจ าแนกชนิด
ยงุกน้ปล่องกลุ่ม An. sundaicus เป็นพาหะท่ีส าคญัของโรคมาลาเรีย พบส่วนใหญ่ตามแนวชายฝ่ัง
ทะเลและบนเกาะในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้จากการศึกษาก่อนหนา้น้ีใช ้COI Cyt b และ 
ITS2 เป็นเคร่ืองหมายในการจ าแนกยงุทั้ง 3 ชนิด ในต่างพื้นท่ีกนั คือ ยงุ An. sundaicus ในทางตอน
เหนือของเกาะบอร์เนียว An. epiroticus ในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้และยงุ An. sundaicus E บน
เกาะสุมาตราและเกาะชวาในประเทศอินโดนีเซีย การเปรียบเทียบลกัษณะสัณฐานวทิยากบัทั้ง 3 
ส่วนของยนีท่ีใชใ้นการพฒันา จากการวนิิจฉยัแสดงความไม่น่าเช่ือถือในการจ าแนกความแตกต่าง
ของยงุทั้ง 3 ชนิดได ้มีการพฒันาวธีิการวิเคราะห์โดยใชเ้ทคนิค Multiplex PCR จ านวน 2 
เคร่ืองหมาย จากส่วนของไมโทคอนเดรียดีเอน็เอซ่ึงสามารถจ าแนกไดช้ดัเจน ในการทดลองน้ีใช้
เทคนิค PCR ทดสอบยงุ 374 ตวัอยา่ง จาก 24 ประชากรในสภาพภูมิศาสตร์ท่ีแตกต่างกนั เพื่อใหมี้
ความเขา้ใจขอ้มูลการกระจายตวัของยงุในแต่ละชนิด 
 

Prakash et al. (2010) ใชเ้ทคนิค allele-specific PCR (Prakask et al., 2006) ท าการจ าแนก
ชนิดและศึกษาการกระจายตวัยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus บริเวณป่าทางภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดีย 27 แห่ง โดยรวบรวมตวัอยา่งยงุทั้งหมด 260 ตวั จ าแนก
ชนิดโดยใช ้ITS2 ของ rDNA โดยจ าแนกชนิด ยงุ An. baimaii ไดม้ากท่ีสุดประมาณร้อยละ 99.63 
จากการวเิคราะห์ปรากฏแถบดีเอ็นเอ ขนาด 540 คู่เบส ยงุกน้ปล่อง DA-70 จากรัฐอสัสัม (Assam) 
ไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอ ซ่ึงผลจากการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดย์งุกน้ปล่องจากรัฐอสัสัม 
ขนาด 786 คู่เบส ตรงกบั An. baimaii จากมณฑลยนูานของประเทศจีน ซ่ึงจดัใหอ้ยูใ่นชนิด X ซ่ึง
อาจเป็นยงุชนิดใหม่ในกลุ่มยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus การส ารวจการกระจายตวัของยงุ 
An. baimaii มีบทบาทส าคญัในการศึกษาการระบาดของโรคมาลาเรียในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ
ของประเทศอินเดีย       
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  ตัวอย่างยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อนDirus 
 
 การเก็บรวบรวมตวัอยา่งยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จากแหล่งพื้นท่ีการกระจาย
ตวัในประเทศไทย ในช่วงเดือนสิงหาคม 2554 ถึง มกราคม 2556 โดยจ าแนกตวัอยา่งยงุกน้ปล่อง
ตามลกัษณะสัณฐานวทิยาเบ้ืองตน้ Rattanarithikul et al. (2006) ยงุกน้ปล่องเพศเมียท่ีใชใ้นการ
ทดลองมีทั้งหมด 3 ชนิด ประกอบดว้ย An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous โดยท าการ
เก็บตวัอยา่งยงุตวัเตม็วยัในไนโตรเจนเหลวและเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียส จนกวา่
จะน ามาสกดัดีเอ็นเอจ านวนทั้งหมด 105 ตวัอยา่ง ก าหนดพื้นท่ีเก็บตวัอยา่งจากแหล่งพื้นท่ีกระจาย
ตวัดงัน้ี 

 
 พื้นท่ีภาคเหนือ   จงัหวดัเชียงใหม่ 

พื้นท่ีภาคตะวนัตก  จงัหวดักาญจนบุรี 
พื้นท่ีภาคใตฝ่ั้งตะวนัตก  จงัหวดัสตูลและจงัหวดัระนอง 

 พื้นท่ีภาคใตฝ่ั้งตะวนัออก  จงัหวดัสงขลา 
  
โดยแต่ละแหล่งพื้นท่ีกระจายตวัท่ีด าเนินการเก็บตวัอยา่งไดรั้บการอนุญาตจากเจา้ของพื้นท่ี

และส านกัควบคุมโรคติดต่อน าโดยแมลง กระทรวงสาธารณสุข ซ่ึงพื้นท่ีเก็บตวัอยา่งส่วนใหญ่เป็น
บริเวณสวนยางพาราและป่าดิบช้ืนติดเขาหินปูน บางพื้นท่ีมีหมู่บา้นใกลเ้คียงโดยยงุกน้ปล่อง  
An. cracens ไดจ้ากอ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี และไดรั้บความอนุเคราะห์จาก  
ศ.ดร เวช  ชูโชติ หอ้งปฏิบติัการภาควชิาปรสิตวทิยา มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ยงุกน้ปล่อง  
An. scanloni ไดจ้าก อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล และอ าเภอนาทว ีจงัหวดัสงขลาไดรั้บความ
อนุเคราะห์ในการเก็บตวัอยา่งจาก อาจารยว์รัิช  วงศหิ์รัญรัชต ์นกัวชิาการสาธารณสุข 8 ส านกังาน
ป้องกนัควบคุมโรคติดต่อน าโดยแมลงท่ี 12 สงขลา ส่วนยงุกน้ปล่อง An. nemophilous ไดจ้าก
อ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง และอ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี ไดรั้บความอนุเคราะห์ ศ.ดร.  
ธีระภาพ  เจริญวิริยะภาพ ดร. มณฑาทิพย ์ คงมี และทีมนกัวจิยัหอ้งปฏิบติัการภาควชิากีฏวทิยา
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ดงัภาพท่ี 22 
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ภาพที ่22  แผนท่ีแสดงต าแหน่งแหล่งเก็บตวัอยา่งยงุกน้ปล่องในประเทศไทย ประกอบดว้ย 

หมายเลข 1 คือ จงัหวดัเชียงใหม่ หมายเลข 2 คือ จงัหวดักาญจนบุรี หมายเลข 3 คือ 
จงัหวดัระนอง หมายเลข 4 จงัหวดัสตูล และหมายเลข 5 คือจงัหวดัสงขลา  

 
ตารางที ่1  จ  านวนยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จากแหล่งพื้นท่ีศึกษา 

 
แหล่งที่ วนัทีเ่กบ็ตัวอย่าง สถานที่ จ านวน 

1 22 พ.ย. 2555 อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ 20 
2 30 ก.ย. 2556 อ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี 4 
3 7-11ม.ค. 2556 อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 80 

4 23 ส.ค. 2555 อ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง 1 
5 5-9 ส.ค. 2554 อ าเภอนาทว ีจงัหวดัสงขลา - 

  รวม (ตัว)  105 

 

(1) 

(2) 

(3) 

(5) 

(4) 
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2.  อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 
 

1. หลอดพลาสติก (Microcentrifuge Tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 

2. ไมโครปิเปตตช์นิดปรับปริมาตรไดพ้ร้อม Tip ขนาด 2 10 20 200 และ 
1,000 ไมโครลิตร 
 

3. หลอดส าหรับสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (PCR Tube) ขนาด 200 ไมโครลิตร 
 

4. เคร่ืองหมุนเหวีย่งความเร็วสูง (Refrigerated Centrifuge) 
 
5. เคร่ืองหมุนเหวีย่งความเร็วต ่า (Microcentrifuge) 
 
6. เคร่ืองสังเคราะห์ดีเอน็เอ (PCR Thermal Cycle) 
 
7. เคร่ืองฉายแสง Ultra Violet พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพ (Gel Documentation) 
 
8. เคร่ืองวดัปริมาณสารพนัธุกรรม Nanodrop Spectrophotometer  
 
9. หมอ้น่ึงความดนัสูง (Autoclave) 
 
10. อุปกรณ์อ่ืนๆ เช่น กระดาษชัง่สาร ชอ้นตกัสาร ปากกาเคมี ถุงพลาสติก ถุงมือ  

แผน่พลาสติกใสถาดพลาสติก หนงัยาง เป็นตน้ 
 
3.  เคร่ืองคอมพวิเตอร์ส าหรับวเิคราะห์ข้อมูล 
 

เคร่ืองคอมพิวเตอร์ท่ีเช่ือมต่ออินเตอร์เน็ต ติดตั้งเคร่ืองปร้ินเอกสาร 
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4.  โปรแกรมส าหรับวิเคราะห์ข้อมูล 
 

1. Blastn (Basic Local Alignment Search Tool-nucleotide) จาก 
http:www.ncbi.nlm.nig.gov/Blast ใชเ้พื่อเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ตอ้งการศึกษากบัล าดบั 
นิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล Genbank (http://www.ncbi.nih.gov) 
 

2. CAP3 (Huang and Madan, 1999) ใชเ้พื่อเช่ือมต่อล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการหา 
ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ต่ละคร้ังจากช้ินส่วนยนีเดียวกนั (Sequence Assembly) โดยใชบ้ริเวณเช่ือมต่อ
เป็นบริเวณท่ีเหล่ือมกนัของผลท่ีไดแ้ต่ละคร้ัง 
 

3. BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1999) โดยใชฟั้งกช์นั Clustal W Multiple alignment 
(Thomson et al., 1999) ใชเ้พื่อท า alignment เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ 
 

4. Net primer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch) 
 ใชส้ าหรับการออกแบบไพรเมอร์และค านวณหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยา PCR  
 
5.  สารเคมีและเอน็ไซม์ในการสกดัดีเอน็เอและการสังเคราะห์ดีเอน็เอโดยวธีิ PCR 
 

1. ชุดสกดัดีเอ็นเอ Genomic DNA minikit (Tissue) บริษทั Geneaid, Taiwan 
2. ชุดท า PCR Product ใหบ้ริสุทธ์ิบริษทั Fermentas LIFE SCIENCES, USA 

 
6.  สารเคมีและเอน็ไซม์ในการสังเคราะห์ดีเอน็เอโดยวธีิ PCR 
 

1. 10XPCR buffer 
2. MgCl2 
3. dNTP 
4. Taq DNA Polymerase  
5. primers  
6. น ้ากลัน่ (de-ionizedwater) 

 

http://www.ncbi.nih.gov/
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch
http://www.premierbiosoft.com/netprimer)%20ใช้
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7.  สารเคมีทีใ่ช้ใน agarose gel electrophoresis 
 

1. Agarose  
 

2. 0.5X TAE 
 

3. แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder  
บริษทั Fermentas LIFE SCIENCES, USA 
 

4. Ethidium bromide 
 

วธีิการ 
 

1.  สืบค้นข้อมูลและคัดเลอืกบริเวณยีนทีจ่ะใช้ในการพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
 

สืบคน้ขอ้มูลงานวจิยัต่างๆท่ีเก่ียวขอ้งและคดัเลือกยนีท่ีจะใชใ้นการพฒันาเคร่ืองหมาย 
ดีเอ็นเอ เพื่อจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus โดยเลือกยนี Cytochrome oxidase 
subunit I (COI) จากไมโทคอนเดรียดีเอน็เอจากฐานขอ้มูล Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 
2.  รวบรวมตัวอย่างยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อน Dirus  
 
 เก็บรวบรวมตวัอยา่งยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด ไดแ้ก่  
An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous จากพื้นท่ีการกระจายตวั 5 แหล่งไดแ้ก่ อ าเภอเมือง 
จงัหวดัเชียงใหม่อ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล อ าเภอนาทว ีจงัหวดั
สงขลา และอ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนองในช่วงเดือนสิงหาคม 2554 ถึง มกราคม 2556  
โดยจ าแนกตวัอยา่งยงุกน้ปล่องตามลกัษณะสัณฐานวทิยาเบ้ืองตน้ของ Rattanarithikul et al. (2006) 
จากนั้นท าการเก็บตวัอยา่งยงุตวัเตม็วยัในไนโตรเจนเหลวและเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ  
-80 องศาเซลเซียส 
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3.  การสกดัดีเอน็เอ  
 
 ดดัแปลงจากวธีิการของ Genomic DNA Mini Kit (Tissue) Protocol (Geneaid, Taiwan) 
มีขั้นตอนดงัน้ี 
 
 3.1 บดตวัอยา่งยงุกน้ปล่องในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีเติม
สารละลาย GT buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใหล้ะเอียด 
 
 3.2 เติมสารละลาย protinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เขยา่เบาๆใหต้วัอยา่งผสมเป็นเน้ือ
เดียวกนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที ขณะบ่มกลบัหลอด ทุกๆ 5-10 นาที 
 
 3.3 เติมสารละลาย GBT buffer ผสมใหเ้ขา้กนัโดยน าไป vortex เป็นเวลา 5 วนิาที 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที ขณะบ่มกลบัหลอดทุกๆ 5-10 นาที จากนั้นน าไป
ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
 
 3.4 ดูดสารละลายส่วนใสใส่หลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตกตะกอน
ดว้ย 100 % ethanol ท่ีเยน็จดั ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไป vortex ทนัที เป็นเวลา 10 วนิาที 
 
 3.5 แบ่งสารละลายส่วนใส ใส่ GD column ของ collectiontube ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไป
ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
 
 3.6 ยา้ย GD column มายงั collection tube ใหม่ เติมสารละลาย W1 ปริมาตร 400 
ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที เทสารละลายส่วนใสทิ้ง 
 
 3.7 เติมสารละลาย wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร มาท่ี GD column น าไปป่ัน
เหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที เทสารละลายส่วนใสทิ้ง 
 
 3.8 ป่ันเหวีย่ง column 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เพื่อให้ column แหง้ 
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3.9 ยา้ย GD columnไปยงัหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม elution 
buffer ท่ีท าการบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 5 นาที 
น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วนิาที จากนั้นเก็บสารละลายดีเอ็นเอไวท่ี้ - 80 
องศาเซลเซียสจนกวา่จะน ามาใชต่้อไป 
 
4.  การออกแบบไพรเมอร์เพิ่มปริมาณดีเอน็เอช้ินส่วนยนี COI 
  

ออกแบบไพรเมอร์จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนีเป้าหมายท่ีสมบูรณ์และล าดบันิวคลี 
โอไทด์จากช้ินส่วนยนี COI ของไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 
จากฐานขอ้มูล Genbank (JX219731.1 NC_020768.1 JX219733.1 DQ897948.1 AM180861.1 และ 
DQ897960.1) จากนั้นออกแบบ forward universal primer และ reverse universal primerโดยเลือก
บริเวณท่ีอนุรักษท่ี์สุดส าหรับยงุชนิดท่ีศึกษาโดยใชเ้กณฑ์การพิจารณาส าหรับการออกแบบ 
ไพรเมอร์ (ภาคผนวก ข)โดยใชโ้ปรแกรม Netprimer (http://www.premierbiosorf.com/netprimer/) 
  
5.  การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอบริเวณช้ินส่วนยนี COI  
  

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณช้ินส่วนยนี COI โดยใชคู้่ไพรเมอร์ท่ีออกแบบ คือ 
(COIF 5'CAACACTTATTCTGATTTTT3' และ COIR5'AAAAAGTATAAAATAGCAAAT3')
โดยไพรเมอร์ COIF เป็น forward universal primer และ COIR เป็น reverse universal primer โดย
ส่วนประกอบและขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ดดัแปลงมาจาก Dousfour et al. (2007) ส าหรับเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฎิกิริยา PCR ใหมี้ปริมาตรรวม 20 µl ประกอบดว้ย genomic DNA 20-30 ng  
1X PCR reaction buffer 0.5 mM dNTPs 1.25 mM MgCl2 0.3 µM ของแต่ละไพรเมอร์ Taq DNA 
polymerase (Vivantis, USA) 1 unit โดยขั้นตอนปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี 
 

 initial denaturation 94 ºC  5 min 
   denaturation  94 ºC  30 sec 
   annealing  48 ºC  30 sec  35 cycles 
   extension  72 ºC  30 sec  
   final extension  72 ºC  10 min 
 

http://www.premierbiosorf.com/netprimer/


45 

 

จากนั้นน าดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบขนาดของช้ินส่วน 
ดีเอ็นเอ ดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis โดยใชค้วามเขม้ขน้อะกาโรส 1.5 % (Vivantis, USA) 
ใน 0.5X TAE buffer (Vivantis, USA) ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 50 โวลต ์เป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง 
แลว้ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
ตรวจสอบผลภายใตแ้สงอุลตราไวโอเลต 
 
6.  การส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์และการเปรียบเทียบล าดับนิวคลโีอไทด์ (multiple sequence 

alignment) 
 

น าผลผลิต PCR ท่ีไดท้  าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยเอนไซม ์Exonuclease I และ Fast APTM 
Thermosensitive alkaline phosphatase (Fermentas LIFE SCIENCES, USA)โดยเอนไซม ์
Exonuclease I (Exo I) จะท าหนา้ท่ียอ่ยสลายไพรเมอร์ส่วนเกินและเอ็นไซม ์Fast APTM 
Thermosensitive alkaline phosphatase จะท าหนา้ท่ียอ่ยสลาย dNTPs จากนั้นส่งตวัอยา่ง PCR 
product ท่ีไดจ้ากยนี COI เพื่อวเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษทั Macrogen ประเทศเกาหลี 
(http://www.macrogen.com) โดยในการหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนีเป้าหมายใชคู้่ไพร
เมอร์ท่ีออกแบบคือ COIF และ COIR จากนั้นท าการเช่ือมต่อล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการส่งหา
ล าดบันิวคลีโอไทดก์บัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากฐานขอ้มูล Genbank เพื่อสร้างเป็นล าดบันิวคลี
โอไทด์จากช้ินส่วนยนีเป้าหมายท่ีสมบูรณ์ โดยใชโ้ปรแกรม CAP3 (Huang and Madan, 1999)  
น าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ปเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยงุกน้ปล่องจากฐานขอ้มูล 
Genbankโดยใชโ้ปรแกรม Blastn จากhttp:www.ncbi.nlm.nig.gov/Blast เพื่อตรวจสอบวา่เป็นล าดบั
นิวคลีโอไทดเ์ป้าหมายจริง จากนั้นน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด ์
multiple sequence alignment ดว้ยโปรแกรม BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1999) โดยใชฟั้งกช์นั 
Clustal W Multiple alignment (Thomson et al., 1999) และตรวจสอบความถูกตอ้งดว้ยบุคคลอีก
รอบหน่ึง จากนั้นออกแบบไพรเมอร์และหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยา PCR โดย
โปรแกรม Net primer (http://www.premierbiosorf.com/netprimer/) 

 
  

http://www.premierbiosorf.com/netprimer/
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7.  การออกแบบ allele specific primer จากล าดับนิวคลโีอไทด์ของช้ินส่วนยนี COI 
 
ออกแบบไพรเมอร์จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนี COI ของไมโทคอนเดรีย 

ดีเอ็นเอ ความยาว 713 คู่เบส จากยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด คือ  
An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous จากการส่งหาล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละล าดบั 
นิวคลีโอไทดบ์างส่วนจากฐานขอ้มูล Genbank รวมทั้งหมด 119 ตวัอยา่งโดยยงุกน้ปล่อง 
An. cracens ออกแบบไพรเมอร์จากการส่งหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยงุกน้ปล่อง An. cracens รหสั 
0902-4 (ภาคผนวก ก1) จากภาควชิาปรสิตวทิยา มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ท่ีบริษทั Macrogen ประเทศ
เกาหลี (http://www.macrogen.com) จากการวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการส่งหาล าดบั 
นิวคลีโอไทด ์รวมทั้งหมด 3 ตวัอยา่ง ส่วนยงุ An. scanloni ออกแบบไพรเมอร์จากล าดบั 
นิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากฐานขอ้มูล Genbank (AM180861.1) จากการวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์
รวมทั้งหมด 113 ตวัอยา่ง และยงุ An. nemophilous ออกแบบไพรเมอร์จากล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ได้
จากฐานขอ้มูล Genbank (DQ897960.1) จากการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการส่งหา
ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากฐานขอ้มูล Genbank รวมทั้งหมด 3 ตวัอยา่ง 
โดยท าการเช่ือมต่อล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการส่งหาล าดบันิวคลีโอไทดก์บัล าดบันิวคลีโอไทด์
บางส่วนท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล Genbank เพื่อสร้างเป็นล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากช้ินส่วนยนี COI ท่ี
สมบูรณ์จากนั้นออกแบบ allele-specific primer จากล าดบันิวคลีไทดข์องยนี COI โดยใหต้ าแหน่ง 
polymorphic site ท่ีมีความจ าเพาะในยงุแต่ละชนิดอยูท่างดา้นปลาย 3' ของ reverse primer และ
ก าหนดใหนิ้วคลีโอไทด์ต าแหน่งท่ีสองถดัจากปลายดงักล่าวเป็นต าแหน่งท่ีเป็น intentional 
mismatch เพื่อเพิ่มความจ าเพาะต่อยงุแต่ละชนิดมากข้ึน ส่วนต าแหน่งของ forward primer เลือก
บริเวณท่ีอนุรักษส์ าหรับยงุทั้ง 3 ชนิดท่ีศึกษา โดยใชเ้กณฑก์ารพิจารณาส าหรับการออกแบบไพร
เมอร์ (ภาคผนวก ข) โดยใชโ้ปรแกรม Net primer (http://www.premierbiosorf.com/netprimer/) 
 

8.  การทดสอบสภาวะทีเ่หมาะสมของ allele-specific primer ในการเพิม่ปริมาณช้ินส่วนยนี COI
ด้วยวธีิ allele-specific PCR  

  
8.1  การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมด้วยวธีิ Gradient PCR  
 
 น า allele-specific primer คือ UU DB DC และ DF โดยไพรเมอร์ UU เป็น forward 

universal primer และ DB DC และ DF เป็น reverse specific primer ส าหรับยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด

http://www.macrogen.com/
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ซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous โดยขนาดช้ินส่วน allele-
specific PCR มีขนาด 236 388 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั ท่ีพฒันาข้ึนจากช้ินส่วนของยีน COI โดย
การน าดีเอน็เอจากยงุกน้ปล่องทั้ง 3 ชนิด มาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยา PCR จากนั้น
ตรวจสอบผลการแยกขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis โดยใชค้วาม
เขม้ขน้อะกาโรส 1.5 % แลว้ยอ้มแถบดีเอ็นเอดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์(ภาคผนวก ค) ท าการปรับ
สภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยวธีิ Gradient PCR เช่น ปรับอุณหภูมิช่วง annealing ใหมี้ค่าแตกต่างจาก
อุณหภูมิโดยเร่ิมจากอุณหภูมิท่ี 42 องศาเซลเซียสถึงอุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ไดส้ภาวะ
ท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับคู่ไพรเมอร์  

 
การปรับสภาวะส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฎิกิริยา PCR ใหมี้ปริมาตรรวม 20 µl 

ประกอบดว้ย genomic DNA 20-30 ng, 1X PCR reaction buffer 0.5 mM dNTPs 0.5-1.5 mM 
MgCl2 0.1-0.5 µM ของแต่ละไพรเมอร์ Taq DNA polymerase (Vivantis, USA) 1 unit 
ส่วนประกอบและขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ดดัแปลงมาจาก Dousfour et al. (2007) โดยขั้นตอน
ปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี 
 

 initial denaturation 94 ºC  5 min 
   denaturation  94 ºC  30 sec 
   annealing  42-54 ºC 30 sec  35 cycles 
   extension  72 ºC  30 sec  
               final extension  72 ºC  10 min 
 

จากนั้นน าดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบขนาดของช้ินส่วน         
ดีเอ็นเอ ดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresisโดยใชค้วามเขม้ขน้อะกาโรส 1.5 % (Vivantis, USA) 
ใน 0.5X TAE buffer (Vivantis, USA) ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 50 โวลต ์เป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง 
แลว้ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
ตรวจสอบผลภายใตแ้สงอุลตราไวโอเลต  
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8.2  การปรับสภาวะของสารในการท าปฏิกริยา PCR  
 

8.2.1  การปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2  
 

น า allele-specific primer คือ UU DB DC และ DF โดยไพรเมอร์ UU เป็น 
forward universal primer และ DB DC และ DF เป็น reverse specific primer ส าหรับยงุกน้ปล่อง
กลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous โดยขนาดช้ินส่วน 
allele-specific PCR มีขนาด 236 388 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั ท่ีพฒันาข้ึนจากช้ินส่วนของยนี 
COI โดยการน าดีเอ็นเอจากยงุกน้ปล่องทั้ง 3 ชนิด มาท าการปรับสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR เช่น 
ปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2 โดยเร่ิมจากความเขม้ขน้ 0.5 mM ถึง 1.5 mM  จนกระทัง่ไดค้วาม
เขม้ขน้สุดทา้ยของ MgCl2 เท่ากบั 1.25 mM ซ่ึงเป็นความเขา้ขน้ท่ีเหมาะสมกบัไพรเมอร์แต่ละคู่  

 
8.2.2  การปรับความเขม้ขน้ของ Primer 
 

 น า allele-specific primer ท่ีพฒันาข้ึนจากช้ินส่วนของยีน COI  โดยไพรเมอร์ 
UU เป็น forward universal primer และ DB DC และ DF เป็น reverse specific primer ส าหรับ
ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous โดย
ขนาดช้ินส่วน allele-specific PCR มีขนาด 236 388 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั โดยการน าดีเอน็เอ
จากยงุกน้ปล่องทั้ง 3 ชนิด มาท าการปรับสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR เช่น ปรับความเขม้ขน้ของ
ไพรเมอร์โดยเร่ิมจากความเขม้ขน้ 0.1 µM ถึง 0.5 µM จนกระทัง่ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของ 
ไพรเมอร์ เท่ากบั 0.3 µM ซ่ึงเป็นความเขา้ขน้ท่ีเหมาะสมกบัไพรเมอร์แต่ละคู่  
 

 การปรับสภาวะส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฎิกิริยา PCR ใหมี้ปริมาตรรวม 
20 µl ประกอบดว้ย genomic DNA 20-30 ng, 1X PCR reaction buffer 0.5 mM dNTPs 0.5-1.5 mM 
MgCl2 0.1-0.5 µM ของแต่ละไพรเมอร์ Taq DNA polymerase (Vivantis, USA) 1 unit 
ส่วนประกอบและขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ดดัแปลงมาจาก Dousfour et al. (2007) โดยขั้นตอน
ปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี 
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initial denaturation 94 ºC  5 min 
   denaturation  94 ºC  30 sec 
   annealing  48 ºC  30 sec  35 cycles 
   extension  72 ºC  30 sec  
               final extension  72 ºC  10 min 
 

 จากนั้นน าดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบขนาดของ
ช้ินส่วนดีเอน็เอ ดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresisโดยใชค้วามเขม้ขน้อะกาโรส 1.5 % (Vivantis, 
USA) ใน 0.5X TAE buffer (Vivantis, USA) ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 50 โวลต ์เป็นเวลาประมาณ  
1 ชัว่โมง แลว้ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 
นาที จากนั้นตรวจสอบผลภายใตแ้สงอุลตราไวโอเลต   
 

8.3  การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมโดยใช้ไพรเมอร์ทลีะคู่ด้วยวธีิ allele-specific PCR  
 
 น า allele-specific primer คือ UU DB DC และ DF โดยไพรเมอร์ UU เป็น forward 

universal primer และ DB DC และ DF เป็น reverse specific primer ส าหรับยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด
ซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous โดยขนาดช้ินส่วน allele-
specific PCR มีขนาด 236 388 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั ท่ีพฒันาข้ึนจากช้ินส่วนของยีน COI  
โดยการน าดีเอน็เอจากยงุกน้ปล่องทั้ง 3 ชนิด มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยา PCR จากนั้น
ตรวจสอบผลการแยกขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis โดยใชค้วาม
เขม้ขน้อะกาโรส 1.5 % แลว้ยอ้มแถบดีเอ็นเอดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์(ภาคผนวก ค) หลงัการปรับ
สภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยวธีิ Gradient PCR เช่น ปรับอุณหภูมิช่วง annealing ใหมี้ค่าแตกต่างจาก
อุณหภูมิโดยเร่ิมจากอุณหภูมิท่ี 42 องศาเซลเซียส ถึงอุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ได้
สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับคู่ไพรเมอร์ จากนั้นเลือกตรวจสอบโดยใชไ้พรเมอร์ทีละคู่ ไดแ้ก่ 
UU/DB UU/DC และ UU/DF เพื่อเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมกบัคู่ไพรเมอร์ พบวา่อุณหภูมิช่วง 
annealing ท่ี 48 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับไพรเมอร์ทั้ง 3 คู่ 

 
 การปรับสภาวะส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฎิกิริยา PCR ใหมี้ปริมาตรรวม 20 µl 

ประกอบดว้ย genomic DNA 20-30 ng, 1X PCR reaction buffer 0.5 mM dNTPs 1.25 mM MgCl2 
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0.3 µM ของแต่ละไพรเมอร์ Taq DNA polymerase (Vivantis, USA) 1 unit ส่วนประกอบและ
ขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ดดัแปลงมาจาก Dousfour et al. (2007) โดยขั้นตอนปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี 
 

initial denaturation 94 ºC  5 min 
   denaturation  94 ºC  30 sec 
   annealing  48 ºC  30 sec  35 cycles 
   extension  72 ºC  30 sec  
                final extension  72 ºC  10 min 
 

 จากนั้นน าดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบขนาดของช้ินส่วน  
ดีเอ็นเอ ดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresisโดยใชค้วามเขม้ขน้อะกาโรส 1.5 % (Vivantis, USA) 
ใน 0.5X TAE buffer (Vivantis, USA) ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 50 โวลต ์เป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง 
แลว้ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
ตรวจสอบผลภายใตแ้สงอุลตราไวโอเลต  
 
9.  การทดสอบจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อน Dirus ด้วยวธีิ allele-specific PCR 
 

ทดสอบประสิทธิภาพของ allele-specific primer คือ UU DB DC และ DF โดยไพรเมอร์ 
UU เป็น forward universal primer และไพรเมอร์ DB DC และ DF เป็น reverse specific primer 
ส าหรับยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous 
โดยช้ินส่วน allele-specific PCR มีขนาด 236 238 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั โดยใชคู้่ไพรเมอร์ คือ 
COIF และ COIR โดยไพรเมอร์ COIF เป็น forward universal primer และ COIR เป็น reverse 
universal primer เป็น positive control หลงัจากไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา PCR โดยใช้
อุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยา PCR ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น 
Dirus ทั้ง 3 ชนิด คือ อุณหภูมิช่วง annealing ท่ี 48 องศาเซลเซียสรวมทั้งการปรับความเขม้ขน้
สุดทา้ยของส่วนประกอบในปฏิกิริยา PCR จากนั้นท าการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์และ
ยนืยนัผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus 5 ชนิด จากการเลือกตรวจสอบโดยใช ้
ไพรเมอร์ทีละคู่ท่ีจ  าเพาะกบัชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิดละ 3 ตวัอยา่ง 
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ส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยปฎิกิริยา PCR ใหมี้ปริมาตร 20 µl ประกอบดว้ย 
genomic DNA 20-30 ng 1X PCR reaction buffer 0.5 mM dNTPs 1.25 mM MgCl2 0.3 µM ของ 
แต่ละไพรเมอร์ Taq DNA polymerase (Vivantis, USA) 1 unit ส่วนประกอบและขั้นตอนของ
ปฏิกิริยา PCR ดดัแปลงมาจาก Dousfour et al. (2007) โดยขั้นตอนปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี 

 
initial denaturation 94 ºC    5 min 

   denaturation  94 ºC  30 sec 
   annealing  48 ºC  30 sec  35 cycles 
   extension  72 ºC  30 sec  
               final extension  72 ºC  10 min 
 

จากนั้นน าดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบขนาดของช้ินส่วน 
ดีเอ็นเอ ดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresisโดยใชค้วามเขม้ขน้อะกาโรส 1.5 % (Vivantis, USA) 
ใน 0.5X TAE buffer (Vivantis, USA) ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 50 โวลต ์เป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง 
แลว้ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
ตรวจสอบผลภายใตแ้สงอุลตราไวโอเลต 

 
10.  การทดสอบผลการจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องกลุ่มซับซ้อน Dirus โดยวธีิ Multiplex PCR 

 
ทดสอบผลการจ าแนกชนิดยุงกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ดว้ยวธีิ Multiplex PCR 

โดยใช ้allele specific primer คือ UU DB DC และ DF โดยไพรเมอร์ UU เป็น forward universal 
primer และไพรเมอร์ DB DC และ DF เป็น reverse specific primer ส าหรับยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด
ซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous โดยช้ินส่วน allele-specific 
PCR มีขนาด 236 238 และ 527 คู่เบส ตามล าดบัโดยส่วนประกอบและขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR 
ดงัน้ี 
 

ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฎิกิริยา MultiplexPCR ใหมี้ปริมาตร 20 µl ประกอบดว้ย 
genomic DNA 20-30 ng 1X PCR reaction buffer 0.5 mM dNTPs 1.25 mM MgCl2 0.3 µM ของ 
แต่ละไพรเมอร์ Taq DNA polymerase (Vivantis, USA) 1 unit ซ่ึงส่วนประกอบและขั้นตอนของ
ปฏิกิริยา PCR ดดัแปลงมาจาก  Dousfour et al. (2007)โดยขั้นตอนปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี 
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 pre-denature  94 ºC    5 min 
   denaturation  94 ºC  30 sec 
   annealing  48 ºC  30 sec  35 cycles 
   extension  72 ºC  30 sec  
               final extension  72 ºC  10 min 
 

 จากนั้นน าดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบขนาดของช้ินส่วน        
ดีเอ็นเอ ดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresisโดยใชค้วามเขม้ขน้อะกาโรส 1.5 % (Vivantis, USA) 
ใน 0.5X TAE buffer (Vivantis, USA) ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 50 โวลต ์เป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง 
แลว้ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
ตรวจสอบผลภายใตแ้สงอุลตราไวโอเลต 
 
11.  การทดสอบประสิทธิภาพผลจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องกลุ่มซับซ้อน Dirus โดยวธีิ allele-specific 

PCR  
 

ทดสอบประสิทธิภาพการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องชนิดซบัซอ้นกลุ่ม Dirus ดว้ยวธีิ 
Multiplex PCR โดยใช ้allele-specific primer ท่ีออกแบบข้ึนมาทดสอบจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง
ชนิดซบัซอ้นกลุ่ม Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous จากแหล่งพื้นท่ี
กระจายตวั 5 แหล่งคือ พื้นท่ีภาคเหนือ (จงัหวดัเชียงใหม่) พื้นท่ีภาคตะวนัตก (จงัหวดักาญจนบุรี) 
พื้นท่ีภาคใตฝ่ั้งตะวนัตก (จงัหวดัสตูลและจงัหวดัระนอง) พื้นท่ีภาคใตฝ่ั้งตะวนัออก (จงัหวดั
สงขลา) เพื่อตรวจสอบและยนืยนัความเสถียรและประสิทธิภาพของ allele-specific primer 
ในการศึกษา
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ผลและวจิารณ์ 
  
1.  การเกบ็ตัวอย่างยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อน Dirus และการจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องตาม
ลกัษณะสัณฐานวิทยา 

 
 จากการเก็บตวัอยา่งยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus เพศเมีย จากพื้นท่ีการกระจายตวั  
5 แหล่ง ระหวา่งเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2554 ถึง มกราคม พ.ศ. 2556 โดยเก็บตวัอยา่งยงุไดท้ั้งหมด  
105 ตวั ซ่ึงพบจ านวนมากท่ีสุดจาก อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล จ  านวน 80 ตวั รองลงมา คือ  
อ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี จ  านวน 4 ตวัอยา่ง และอ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง จ านวน 1 ตวั 
โดยยงุกน้ปล่องจากจงัหวดัเชียงใหม่ ไดรั้บการอนุเคราะห์จากหอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ จ  านวน 20 ตวั ส่วนบริเวณอ าเภอเมือง จงัหวดัสงขลา ไม่พบตวัอยา่งดงักล่าว 
จากการศึกษาพื้นท่ีกระจายตวัของยงุกน้ปล่อง พบวา่บริเวณท่ีพบตวัอยา่งยงุกน้ปล่องส่วนใหญ่จะ
เป็นบริเวณสวนยางพาราหรือป่าดิบช้ืน โดยพื้นท่ีท าการเก็บตวัอยา่งในภาคใตบ้างพื้นท่ีจะเป็น 
ป่าดิบช้ืนติดกบัเขาหินปูน มีหมู่บา้นใกลเ้คียงจ านวนนอ้ย ในบางพื้นท่ีไม่พบตวัอยา่ง อาจ
เน่ืองมาจากช่วงเวลาท าการเก็บตวัอยา่งยงัไม่ใช่ระยะท่ีมีการแพร่ระบาด หรือมีการวางแผนควบคุม
การแพร่ระบาดของโรคมาลาเรีย   
 

การจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องตามลกัษณะสัณฐานวทิยาเบ้ืองตน้ (Rattanarithikul et al., 
2006) จากพื้นท่ีศึกษาบริเวณภาคใตฝ่ั้งตะวนัออก และภาคใตฝ่ั้งตะวนัตก พบวา่ ยงุกน้ปล่องกลุ่ม
ชนิดซบัซอ้น Dirus ส่วนใหญ่ คือ ยงุกน้ปล่อง An. scanloni พบท่ีอ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล มี
จ านวน 41 ตวันอกจากน้ีผลการจ าแนกจากลกัษณะสัณฐานวทิยา พบยงุกน้ปล่อง An. baimaii  
จ  านวน 39 ตวัอยา่ง ในการศึกษาคร้ังน้ีผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบัรายงานก่อนหนา้น้ีท่ีระบุวา่ยงุกน้ปล่อง  
An. scanloni ส่วนใหญ่พบในสภาพแวดลอ้มท่ีเป็นเขาหินปูนแถบภาคใต ้ดงัภาพท่ี 23 
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ภาพที ่23  แสดงสภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยา่งอ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  

 
ส่วนยงุกน้ปล่อง An. baimaii พบบริเวณป่าติดกบัชายแดนประเทศพม่า และป่าเหมืองแร่ฝ่ัง

ตะวนัตกของภาคใต ้นอกจากน้ีพบยงุกน้ปล่อง An. dirus บริเวณอ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี 
ซ่ึงผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบัรายงานก่อนหนา้น้ีท่ีระบุวา่ยงุกน้ปล่อง An. dirus พบไดท้ัว่ไปในหลาย
พื้นท่ี เช่น ภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือและภาคตะวนัตกซ่ึงสภาพภูมิประเทศบริเวณจุดเก็บ
ตวัอยา่งเป็นป่าดิบช้ืน มีการปลูกยางพาราทดแทน แต่ยงัคงสภาพป่าดิบช้ืนไว ้ดงัภาพท่ี 24 

 

 
 

ภาพที ่24  แสดงสภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยา่งอ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี  
 
จากพื้นท่ีศึกษาไม่พบยงุกน้ปล่อง An. cracens บริเวณอ าเภอนาทว ีจงัหวดัสงขลา ซ่ึงอาจมี

ผลมาจากช่วงท่ีท าการเก็บตวัอยา่งไม่ใช่ระยะการแพร่กระจายพนัธ์ุ ผลท่ีไดไ้ม่สอดคลอ้งกบัรายงาน
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ก่อนหนา้น้ีท่ีระบุวา่พบยงุกน้ปล่อง An. cracens ส่วนใหญ่ในพื้นท่ีทางภาคใตแ้ละบริเวณติดกบั
ชายแดนประเทศมาเลเซีย ซ่ึงการวจิยัคร้ังน้ีครอบคลุมพื้นท่ีดงักล่าวแต่ไม่พบตวัอยา่งยงุกน้ปล่อง 
ซ่ึงบริเวณท่ีท าการเก็บตวัอยา่งเป็นสวนยางพารามีหมู่บา้นใกลเ้คียงจ านวนนอ้ย อยูใ่นสภาพ 
ภูมิประเทศท่ีเป็นป่าดิบช้ืน ดงัแสดงในภาพท่ี 25 

 

 
 
ภาพที ่25  แสดงสภาพภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยา่งอ าเภอนาทว ีจงัหวดัสงขลา 
 

ซ่ึงยงุกน้ปล่อง An. cracens ไดรั้บการอนุเคราะห์ตวัอยา่งจากหอ้งปฏิบติัการภาควชิาปรสิต
วทิยา มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ในขณะท่ีพบยงุกน้ปล่อง An. nemophilous ท่ีอ  าเภอละอุ่น  
จงัหวดัระนอง จ านวน 1 ตวั ซ่ึงบริเวณท่ีท าการเก็บตวัอยา่งมีลกัษณะเป็นเนินเขา ซ่ึงมีลกัษณะเป็น
ป่าดิบช้ืน และมีการเพาะปลูกยางพารา แต่ยงัคงสภาพป่าดิบช้ืนไว ้ดงัภาพท่ี 26 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่26  แสดงลกัษณะภูมิประเทศของจุดเก็บตวัอยา่งอ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง  
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จากผลท่ีไดไ้ม่สอดคลอ้งกบัรายงานก่อนหนา้น้ีท่ีระบุวา่ยุงกน้ปล่อง An.  nemophilous 
พบส่วนใหญ่ในพื้นท่ีทางภาคใตแ้ละบริเวณติดกบัชายแดนประเทศมาเลเซีย (Poopittayasataporn 
and Baimaii, 1995; Baimai et al., 1988b; Manguin et al., 2008 ) ซ่ึงผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง
กลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จากพื้นท่ีการกระจายตวัทั้ง 5แหล่ง จาก 3 ภูมิภาคของประเทศไทย ไดแ้ก่ 
พื้นท่ีภาคเหนือ (อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่) พื้นท่ีภาคตะวนัตก (อ าเภอไทรโยคจงัหวดั
กาญจนบุรี) พื้นท่ีภาคใตฝ่ั้งตะวนัตก (อ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง และอ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล) 
และพื้นท่ีภาคใตฝ่ั้งตะวนัออก (อ าเภอนาทว ีจงัหวดัสงขลา) ในช่วงเดือนสิงหาคม 2554 ถึง 
มกราคม 2556 โดยจ าแนกตวัอยา่งยงุกน้ปล่องตามลกัษณะสัณฐานวทิยาเบ้ืองตน้ของ 
Rattanarithikul et al. (2006) จ านวนทั้งหมด 105 ตวัอยา่ง ดงัแสดงไวใ้นตารางท่ี 2 
 
ตารางที่ 2  ผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จากพื้นท่ีศึกษา โดยลกัษณะสัณฐาน

วทิยา  
 

แหล่งที่ 
วนัทีเ่กบ็
ตัวอย่าง 

สถานที่ 

ชนิด 

รวม 

An
. d

iru
s 

  A
n. 

cra
ce

ns
 

An
. s

ca
nlo

ni 

An
. b

aim
aii

 

An
. n

em
op

hil
ou

s 
1 22 พ.ย. 2555 อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ - 20 - - - 20 
2 30 ก.ย. 2556 อ าเภอไทรโยค จงัหวดั

กาญจนบุรี 
4 - - - - 4 

3 7-11ม.ค. 2556 อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล - - 41 39 - 80 
4 23 ส.ค. 2555 อ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง - - - 1 - 1 
5 5-9 ส.ค. 2554 อ าเภอนาทว ีจงัหวดัสงขลา - - - - - - 
  รวม 4 20 41 40 - 105 

 
2.  การสกดัดีเอน็เอยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อน Dirus 
 

ตวัอยา่งยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จากพื้นท่ีกระจายตวั ไดแ้ก่ อ าเภอเมือง  
จงัหวดัเชียงใหม่ อ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี อ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง และอ าเภอ มะนงั 
จงัหวดัสตูลโดยท าการเก็บตวัอยา่งยงุตวัเตม็วยัในไนโตรเจนเหลวและเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ  
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-80 องศาเซลเซียส จากนั้นสกดัดีเอ็นเอตวัอยา่งยงุกน้ปล่องเพศเมียทั้ง 3 ชนิด โดยชุดสกดั Genomic 
DNA Minikit (Geneaid, Taiwan) เพื่อสกดั total genomic DNA และตรวจสอบคุณภาพดีเอน็เอท่ี
สกดัไดโ้ดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงอลัตราไวโอเลตโดยใช ้spectrophotometer พบวา่สัดส่วน
ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตรต่อค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร (A260/A280) 
ไดค้่าเฉล่ียประมาณ 1.6-1.9 บ่งบอกถึงความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอมีปริมาณดีเอน็เอประมาณ  
15-40 ng จากยงุกน้ปล่องแต่ละตวัอยา่งจากการทดลองพบวา่สามารถสกดัดีเอ็นเอไดต้ามตอ้งการ
คือ 20-30 ngโดยตรวจสอบผลจากการน าดีเอน็เอท่ีสกดัไดไ้ปเพิ่มปริมาณยนี COI ซ่ึงเป็นบริเวณ
เป้าหมายและตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresisโดยใชค้วาม
เขม้ขน้อะกาโรส 1.5% พบวา่สามารถเพิ่มปริมาณยนี COI ในไมโทคอนเดรียดีเอน็เอไดแ้สดงวา่
สามารถสกดัดีเอน็เอไดเ้ป็นผลส าเร็จ หลงัการสกดัดีเอน็เอยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จาก
แหล่งพื้นท่ีกระจายตวัจ านวนทั้งหมด 105 ตวัอยา่ง 
 
3.  การออกแบบไพรเมอร์เพิ่มปริมาณดีเอน็เอช้ินส่วนยนี COI 
 

ออกแบบไพรเมอร์จากล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์สมบูรณ์และล าดบันิวคลีโอไทดจ์าก 
ช้ินส่วนยนี COI ของไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
An. cracens An. scanloni และ An. nemophilousไดคู้่ไพรเมอร์คือ COIF 5'CAACACTTATTC 
TGATTTTT3' และ COIR 5'AAAAAGTATAAAATAGCAAAT3' ซ่ึง COIF เป็น forward 
universal primer และ COIR เป็น reverse universal primer ซ่ึงใหผ้ลผลิตขนาด 713 คู่เบส  
ขอ้มูลไพรเมอร์ดงักล่าวแสดงดงัภาพท่ี 27 และตารางท่ี 3 
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ภาพที ่27  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยีน COI ของยงุกน้ปล่อง An. cracens An. scanloni และ 

    An. nemophilous และต าแหน่งของ forward primer (COIF) และ reverse primer      
                 (COIR)  
 
ตารางที ่3  ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอช้ินส่วนยนี COI   
 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์(5´- 3´) อุณหภูมิ Tm (OC) 
COI F CAACACTTATTCTGATTTTT 44.7 
COIR AAAAAGTATAAAATAGCAAAT 44.7 

  
4.  การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอช้ินส่วนยนี COI 
 

น า total genomic DNA ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบใน
การเพิ่มปริมาณบริเวณช้ินส่วนยนี COI ในไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยา PCR โดยใช ้
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คู่ไพรเมอร์ (COIF 5'CAACACTTATTCTGATTTTT3' และ COIR 5'AAAAAGTATAAAATAGC 
AAAT3') ซ่ึงผลจากการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอได ้PCR product ขนาดประมาณ 713 คู่เบส เม่ือเทียบ
ขนาดกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐานพบวา่ PCR product ท่ีไดมี้ความจ าเพาะเจาะจงและไม่เกิดช้ินดีเอน็เอ
ท่ีเป็น nonspecific product เพราะฉะนั้นสรุปไดว้า่ PCR product ท่ีไดเ้ป็นบริเวณเป้าหมายท่ีตอ้งการ
จริง นอกจากน้ีผลจากการใชชุ้ดสกดัดีเอ็นเอ Genomic DNA Minikit (Geneaid, Taiwan) ซ่ึงบฟัเฟอร์
ท่ีใชมี้ความเหมาะสมต่อตวัอยา่งท าใหส้ารละลายดีเอน็เอท่ีสกดัไดมี้ความบริสุทธ์ิและจากการวดัค่า
การดูดกลืนแสงอลัตราไวโอเลตโดยใช้ spectrophotometer พบวา่สัดส่วนระหวา่งค่าการดูดกลืนแสง
ท่ี 260 นาโนเมตรต่อค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร (A260/A280) ไดค้่าเฉล่ียประมาณ 1.6-1.9 
บ่งบอกถึงความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอท าใหดี้เอน็เอท่ีสกดัไดมี้ความบริสุทธ์ิและคุณภาพดีจึงสามารถ
เพิ่มปริมาณ PCR product ไดดี้ซ่ึง PCR product ท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ะถูกน าไปหาล าดบันิวคลีโอไทด์
ต่อไปดงัภาพท่ี 28 
 

 
ภาพที ่28  ผลการเพิ่มปริมาณขนาดดีเอ็นเอเป้าหมายบริเวณยนี COI ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด

ซบัซอ้น Dirus ดว้ยคู่ไพรเมอร์ COIF/COIR ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA 
Ladder ช่อง 1 คือ negative control ช่อง 2-3 คือ An. cracens พบวา่สามารถเพิ่มช้ินดีเอ็น
เอขนาดประมาณ 713 คู่เบส ไดเ้ม่ือเทียบขนาดกบัแถบดีเอน็มาตรฐาน (DNA Marker) 

 
5.  การออกแบบ allele-specific primer จากล าดับนิวคลโีอไทด์ของช้ินส่วนยนี COI 

 
การออกแบบไพรเมอร์จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนี COI ของไมโทคอนเดรีย 

ดีเอ็นเอ ความยาว 713 คู่เบส ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด คือ  
An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous โดยการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากการส่งหา
ล าดบันิวคลีโอไทด์ และล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนจากฐานขอ้มูล Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
รวมทั้งหมด 119 ตวัอยา่ง โดยยงุกน้ปล่อง An. cracens ออกแบบไพรเมอร์จากการส่งหาล าดบั 

713 bp 

  M                1                 2                 3          

500 bp 

1000 bp 
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นิวคลีโอไทดข์องยงุกน้ปล่อง An. cracens รหสั 0902-4 จากภาควชิาปรสิตวทิยา 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ท่ีบริษทั Macrogen ประเทศเกาหลี (http://www.macrogen.com) จากการ
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ากการส่งหาล าดบัเบสรวมทั้งหมด 3 ตวัอยา่ง ส่วนยงุ An. 
scanloni ออกแบบไพรเมอร์จากล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากฐานขอ้มูล Genbank (AM180861.1) 
จากการวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์รวมทั้งหมด 113 ตวัอยา่ง และยงุ An. nemophilous ออกแบบ
ไพรเมอร์จากล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากฐานขอ้มูล Genbank (DQ897960.1) จากการวเิคราะห์
ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการส่งหาล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้าก
ฐานขอ้มูล Genbank รวมทั้งหมด 3 ตวัอยา่ง โดยท าการเช่ือมต่อล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการส่ง
หาล าดบันิวคลีโอไทดก์บัล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล Genbank เพื่อสร้างเป็น
ล าดบันิวคลีโอทดจ์ากช้ินส่วนยนี COI ท่ีสมบูรณ์  
 

ผลการออกแบบ allele-specific primer คือ UU DB DC และ DF ส าหรับยงุกน้ปล่องกลุ่ม
ชนิดซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด โดยไพรเมอร์ UU เป็น forward universal primer และ DB DC 
DF เป็น reverse specific primer ส าหรับยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. 
scanloni และ An. nemophilous โดยช้ินส่วน allele-specific PCR มีขนาด 236 388 และ 527 คู่เบส 
ตามล าดบัต าแหน่งและขอ้มูลไพรเมอร์ดงักล่าว ดงัแสดงในภาพท่ี 29 และตารางท่ี 4  

 

http://www.macrogen.com/
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ภาพที ่29  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยีน COI ของยงุกน้ปล่อง An. cracens An. scanloni และ 

  An. nemophilous และต าแหน่งของ forward primer (UU) และ reverse primer (DB 
  DC DF) 

 
ตารางที ่4  ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด 
 
ไพรเมอร์ ชนิดยงุกน้ปล่อง ล าดบันิวคลีโอไทด์ (5´- 3´) อุณหภูมิ 

Tm(OC) 
ขนาด 
(คู่เบส) 

UU - GTTTGAGCTCATCATATATTTACT 50.7 - 
DB 
DC 

An. cracens 
An. scanloni 

AATATCAATTGATGAATTAGAGA  48.9 236 
338 AGAGGATATCAATGAATAAGC 50.7 

DF An. nemophilous TAATGAAATTGTTCTACCCAAG 52.2 527 
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การเลือกต าแหน่งออกแบบ allele-specific primer จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยีน 
COI โดยเลือกบริเวณอนุรักษส์ าหรับยงุทั้ง 3 ชนิด ออกแบบ forward specific primer: UU (ต าแหน่ง
ท่ี 166-189) และออกแบบ reverse specific primer ส าหรับยงุ An. cracens: DB (ต าแหน่งท่ี 380-
402) โดยล าดบันิวคลีโอไทด์ของยงุกน้ปล่อง An. cracens มี polymorphic site 5 ต าแหน่ง คือ 
ต าแหน่ง 156 201 291 381 และ 450 ท าการออกแบบไพรเมอร์โดยใหท้างดา้นปลาย 3' เป็นนิวคลีโอ
ไทด ์A และต าแหน่งถดัจากปลายดงักล่าวเป็นต าแหน่ง polymorphic site ท่ีมีความจ าเพาะเป็น 
นิวคลีโอไทด ์G และก าหนดใหต้ าแหน่งท่ีสองถดัจากต าแหน่ง polymorphic site เป็นต าแหน่ง
intentional mismatch จากนิวคลีโอไทด์ C เป็นนิวคลีโอไทด์ A จากนั้นออกแบบ reverse specific 
primer ส าหรับจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. scanloni: DC (ต าแหน่งท่ี 483-503) ซ่ึงล าดบั 
นิวคลีโอไทดมี์ต าแหน่ง polymorphic site 8 ต าแหน่ง คือต าแหน่ง 21 24 144 210 448 484 555 และ 
609จากนั้นออกแบบไพรเมอร์โดยใหต้ าแหน่ง polymorphic site ท่ีมีความจ าเพาะในแต่ละชนิดอยู่
ทางดา้นปลาย 3' เป็นนิวคลีไอไทด ์C ต าแหน่งท่ีสองถดัจากปลายดงักล่าวเป็นต าแหน่ง intentional 
mismatch จากนิวคลีโอไทด ์G เป็น นิวคลีโอไทด์ A และออกแบบ reverse specific primer ส าหรับ
จ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. nemophilous: DF (ต าแหน่งท่ี 672-693) ส าหรับยงุกน้ปล่อง 
An. nemophilous ซ่ึงล าดบันิวคลีโอไทดมี์ต าแหน่ง polymorphic site 26 ต าแหน่ง คือ ต าแหน่ง 78 
99 129 135 139 301 315 336 378 381 387 406 408 411 420 435 438 505 574 582 585 588 618 
648 672 และ 675 ออกแบบไพรเมอร์โดยใหต้ าแหน่ง polymorphic site ท่ีมีความจ าเพาะในแต่ละ
ชนิดอยูท่างดา้นปลาย 3' เป็นนิวคลีโอไทด์ G โดยไม่ไดก้  าหนดต าแหน่งท่ีสองถดัจากปลายดงักล่าว
เป็นต าแหน่ง intentional mismatch เน่ืองจากต าแหน่งท่ีส่ีถดัจากปลาย 3' มีต าแหน่ง polymorphic 
siteซ่ึงน่าจะมีความจ าเพาะต่อการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. nemophilous วธีิการออกแบบ      
ไพรเมอร์มีความส าคญัต่อปฏิกิริยาบางคร้ังไพรเมอร์ท่ีออกแบบจบักบัดีเอน็เอตน้แบบไดไ้ม่ดี     
หรือมีนิวคลีโอไทดคู์่สมภายในไพรเมอร์เดียวกนั ควรออกแบบไพรเมอร์ไหม่โดยเพิ่มหรือลด 
ความยาวล าดบันิวคลีโอไทด์ หรือเปล่ียนต าแหน่งออกแบบไพรเมอร์ เน่ืองจากล าดบันิวคลีโอไทด์
ทางดา้น 3' ของไพรเมอร์จะส่งผลต่อปฏิกิริยาอยา่งมาก (สุรินทร์, 2552) นอกจากน้ีควรมี melting 
temperature และเปอร์เซ็นต ์GC content ใกลเ้คียงกนัและควรมีเบส G หรือ C ท่ีปลาย 3' OH ทั้ง
ส่วนของ forward และ reverse ไพรเมอร์ (ปาริชาติ, 2547) และตอ้งมีการตรวจสอบคุณภาพและ
ขนาดของไพรเมอร์รวมทั้งอุณหภูมิช่วง annealing เน่ืองจากไพรเมอร์ท่ีใชต้อ้งสามารถเพิ่มจ านวน
ไดด้ว้ยเทคนิค PCR ผลการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. cracens: DB 
และ An. scanloni: DC ก าหนดใหต้ าแหน่งท่ีสองถดัจากทางดา้นปลาย 3' เป็นต าแหน่ง mismatch 
จากนิวคลีโอไทด์ C หรือ G เป็น นิวคลีโอไทด ์A เช่นเดียวกบังานวจิยัของ Wilkin et al. (2006)  
ซ่ึงใชว้ธีิ intentional mismatch primer จากการออกแบบไพรเมอร์โดยการเลือกต าแหน่ง 
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polymorphic site ท่ีมีความจ าเพาะกบัยงุแต่ละชนิดอยูท่างดา้นปลาย 3' ในส่วนของ reverse primer 
และออกแบบก าหนดใหต้ าแหน่งท่ีสามถดัจากปลายดงักล่าวเป็นอีกต าแหน่งท่ีมีลกัษณะการจบัคู่ 
นิวคลีโอไทดท่ี์ไม่จ  าเพาะ (intentional mismatch) เพื่อใหไ้พรเมอร์มีความจ าเพาะกบัส่ิงมีชีวติชนิด
นั้นๆ มากข้ึน ส่วนของ forward primer อาจเลือกบริเวณท่ีอนุรักษส์ าหรับยงุทุกชนิดในกลุ่มท่ีศึกษา 
โดยการตรวจสอบ SNP เพื่อจ าแนกชนิดยงุกลุ่มซบัซอ้น Anopheles gambiae complex ทางภาค
ตะวนัออกเฉียงใตข้องแอฟริกาไดเ้ป็นผลส าเร็จและเป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการใชใ้นการจ าแนกชนิด
ยงุกน้ปล่อง และสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Sun et al. (2011) ท่ีออกแบบไพรเมอร์เพื่อเพิ่ม
ความจ าเพาะในการจ าแนกโสมสายพนัธ์ุ Yoonpoog ไดเ้ป็นผลส าเร็จ โดยใช ้SNP marker  
ในปฏิกิริยา Real-time PCR โดยการออกแบบไพรเมอร์ให ้polymorphic site ท่ีมีความจ าเพาะกบั
โสมแต่ละชนิดอยูท่างดา้นปลาย 3' และออกแบบก าหนดใหต้ าแหน่งท่ีสองถดัจากทางดา้นปลาย 3' 
เป็นต าแหน่ง mismatch จากนิวคลีโอไทด ์C หรือ G เป็นนิวคลีโอไทด์ A โดยขั้นแรกออกแบบ
เปรียบเทียบผลการจ าแนกระหวา่งก าหนดให้ต าแหน่ง mismatch เป็นต าแหน่งท่ีสองกบัก าหนดให้
ต าแหน่ง mismatch ต าแหน่งท่ีสามถดัจากทางดา้นปลาย 3' ในส่วนของ reverse primer ส่วนของ 
forward primer อาจเลือกบริเวณท่ีอนุรักษส์ าหรับโสมทุกชนิดในกลุ่มท่ีศึกษาพบวา่การออกแบบ
ไพรเมอร์ให้ polymorphic site ท่ีมีความจ าเพาะกบัโสมแต่ละชนิดอยูท่างดา้นปลาย 3' และออกแบบ
ก าหนดใหต้ าแหน่งท่ีสองถดัจากทางดา้นปลาย 3' เป็นต าแหน่ง mismatch จากนิวคลีโอไทด ์C หรือ 
G เป็น นิวคลีโอไทด์ A สามารจ าแนกโสมสายพนัธ์ุ Yoonpoog ไดเ้ป็นผลส าเร็จ  

 
ส าหรับยงุกน้ปล่อง An. cracens ไดท้  าการออกแบบไพรเมอร์ DB โดยให้ต าแหน่ง 

polymorphic site ท่ีมีความจ าเพาะเป็นนิวคลีโอไทด ์G และทางดา้นปลาย 3' เป็นนิวคลีโอไทด์ A 
ก าหนดใหต้ าแหน่งท่ีสองถดัจากปลายดงักล่าวเป็นต าแหน่ง intentional mismatch จากนิวคลีโอ
ไทด ์C เป็น นิวคลีโอไทด์ A เพื่อเพิ่มความจ าเพาะของไพรเมอร์ส าหรับการจ าแนกชนิดมากข้ึน 
ซ่ึงจะใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 236 คู่เบส และยงุกน้ปล่อง An. scanloni ออกแบบไพรเมอร์ DC โดย
ก าหนดใหต้ าแหน่งท่ีสองถดัจากทางดา้นปลาย 3' เป็นต าแหน่ง mismatch จากนิวคลีโอไทด ์C หรือ 
G เป็น นิวคลีโอไทด์ A ซ่ึงจะใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 338 คู่เบส จากการออกแบบไพรเมอร์
เช่นเดียวกบังานวจิยัของ Sun et al. (2011) ส่วนยงุกน้ปล่อง An. nemophilous ออกแบบไพรเมอร์ 
DF โดยใหต้ าแหน่ง polymorphic site ท่ีมีความจ าเพาะกบัชนิดยงุกน้ปล่องทางดา้นปลาย 3'  
เป็นนิวคลีโอไทด์ G โดยไม่ไดก้  าหนดต าแหน่งท่ีสองถดัจากปลายดงักล่าวเป็นต าแหน่ง intentional 
mismatch เน่ืองจากต าแหน่งท่ีส่ีถดัปลาย 3' จากมีต าแหน่ง polymorphic site ซ่ึงน่าจะมีความจ าเพาะ
ต่อการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. nemophilous ซ่ึงจะใหแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 527 คู่เบส ผลการ
ออกแบบ allele-specific primer คือ UU DB DC และ DF โดยไพรเมอร์ UU เป็น forward universal 
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primer และไพรเมอร์ DB DC DF เป็น reverse specific primer ส าหรับจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่ม
ชนิดซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด คือ An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous พบวา่ 
สามารถเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่องทั้ง 3 ชนิด 

 
ผลการตรวจสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายดว้ยเทคนิค Multiplex PCR โดยใช้

allele-specific primer คือ UU เป็น forward universal primer และ DB DC DF เป็น reverse specific 
primer ส าหรับจ าแนกยงุกน้ปล่องชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous และ
สามารถจ าแนกความแตกต่างของยงุกน้ปล่องโดยใหข้นาดช้ินส่วน allele-specific PCR ขนาด 236 
338 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั ในการทดลองน้ีจึงเลือกออกแบบ allele-specific primer จากล าดบั 
นิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนของยนี COI จากต าแหน่ง polymorphic site ท่ีมีความจ าเพาะกบั
ยงุกน้ปล่องแต่ละชนิด ซ่ึงเป็นยนีท่ีมีความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์จ าเพาะกบัชนิดของ
ยงุกน้ปล่องสูง แมว้า่ดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียมีการเรียงตวัของยนีแบบอนุรักษ์ แต่มีอตัราการ
กลายพนัธ์ุโดยรวมสูงกวา่การกลายพนัธ์ุของยนีในนิวเคลียสถึง 10 เท่า ซ่ึงมีอตัราการกลายพนัธ์ุสูง
มากในส่ิงมีชีวติแต่ละชนิด ท าใหพ้บความหลากหลายของล าดบันิวคลีโอไทด ์หรือ polymorphic 
site สามารถตรวจสอบความสัมพนัธ์ของส่ิงมีชีวติไดดี้ทั้งภายในประชากรและระหวา่งประชากร 
(สุรินทร์, 2552) เช่นเดียวกบังานวจิยัของ Dousfour et al. (2007)โดยพฒันาเทคนิค Multiplex PCR 
จ านวน 2 เคร่ืองหมาย จากส่วนของยนี COI และ Cytb ในไมโทคอนเดรียดีเอน็เอ ในการจ าแนก
ชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Anopheles sundaicus complex ทดสอบยงุ 374 ตวัอยา่ง  
จาก 24 ประชากรในสภาพภูมิศาสตร์ท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงสามารถจ าแนกชนิดไดอ้ยา่งชดัเจน 

 
6.  การทดสอบสภาวะทีเ่หมาะสมของ allele-specific primer ในการเพิม่ปริมาณช้ินส่วนยนี COI    
 ด้วยวธีิ allele-specific PCR  

 
 การพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอจากช้ินส่วนของยนี COI ดว้ยวธีิ allele-specific PCR เพื่อ
จ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 3 ชนิด คือ ยงุ An. cracens An. scanloni และ  
An. nemophilous จากการทดสอบเพื่อเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมของ allele-specific primer คือ UU 
DB DC และ DFโดยไพรเมอร์ UU เป็น forward universal primer และไพรเมอร์ DB DC และ DF 
เป็น reverse specific primer ส าหรับยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. 
scanloni และ An. nemophilous โดยใหข้นาดช้ินส่วน allele-specific PCR มีขนาด 236 238 และ 
527 คู่เบส ตามล าดบั เม่ือใชป้ฏิกิริยาท่ีรวมไพรเมอร์หลายสายพร้อมกนั (Multiplex PCR) พบวา่เกิด
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แถบดีเอ็นเอท่ีไม่จ  าเพาะ (non-specific band) เป็นจ านวนมาก และบางตวัอยา่งไม่เกิดแถบดีเอน็เอ
รวมทั้งเกิดเบสคู่สมภายในไพรเมอร์เดียวกนั (primer-dimer) ดงัภาพท่ี 30 

 
 

 
 

ภาพที ่30  ผล Multiplex PCR ในการจ าแนกยงุกน้ปล่องชนิดซบัซอ้นกลุ่ม Dirus: ช่อง M คือ 
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA)  ช่อง 1- 5 
คือ An. cracens ช่อง 5-10 คือ An. scanloni ช่อง 11-15 คือ An. nemophilous และ ช่อง 16 
คือ negative control    

 
จากนั้นจึงเลือกตรวจสอบผลการจ าแนกโดยใชไ้พรเมอร์ทีละคู่ท่ีจ  าเพาะกบัชนิด

ยงุกน้ปล่อง ไดแ้ก่ คู่ไพรเมอร์ UU/DB ซ่ึงจ าเพาะต่อยงุ An. cracens ซ่ึงจะใหแ้ถบดีเอ็นเอขนาด  
236 คู่เบส และคู่ไพรเมอร์ UU/DC ซ่ึงจ าเพาะต่อยงุ An. scanloni ซ่ึงจะใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 338    
คู่เบส ส่วนคู่ไพรเมอร์ UU/DF ซ่ึงจ าเพาะต่อยงุ An. nemophilous ซ่ึงจะใหแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 527  
คู่เบส ซ่ึงจากผลการทดลองในช่วงแรกพบวา่เกิดแถบดีเอ็นเอแบบไม่จ  าเพาะ และเกิดการมีเบสคู่สม
ภายในไพรเมอร์เดียวกนั ดงัภาพท่ี 31 

 
 
 
 
 
 
 
 

M       1       2       3        4       5       6       7       8      9       10      11      12     13     14      15      16 

500 bp

 
 

1000 bp
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ภาพที ่31  แสดงผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ดว้ยวธีิ allele-specific PCR 

ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel  
(A) จากการใชคู้่ไพรเมอร์ UU/DB ในการจ าแนกยงุกน้ปล่องชนิดยงุกน้ปล่อง An. 

cracens แสดงผลของแถบดีเอน็เอท่ีไม่จ  าเพาะ และแถบดีเอน็เอท่ีจ าเพาะกบั
ยงุกน้ปล่องชนิด An. cracens ขนาด 236 คู่เบส (ช่องท่ี 2-5) 

(B) ผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. scanloni ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DC พบแถบดีเอน็
เอท่ีจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่องชนิด An. cracens ขนาด 338 คู่เบส (ช่องท่ี 2-5) และแถบ
ดีเอ็นเอท่ีไม่จ  าเพาะเกิดข้ึน 

(C) แสดงผลของตวัอยา่งท่ีเกิดแถบดีเอน็เอแบบไม่จ  าเพาะจากคู่ไพรเมอร์ UU/DF ใน
การจ าแนกยงุกน้ปล่องชนิดยุงกน้ปล่อง An. nemophilous และแถบดีเอน็เอท่ีจ าเพาะ
กบัยงุกน้ปล่องชนิด An. nemophilous ขนาด 527 คู่เบส (ช่องท่ี 2-5) 
 

เน่ืองจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวธีิ PCR ในช่วงแรกเกิดแถบดีเอ็นเอแบบไม่จ  าเพาะ
หรือสภาวะท่ีใชใ้นปฏิกิริยา PCR ยงัไม่เหมาะสม จึงจ าเป็นตอ้งปรับสภาวะท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา 
PCRโดยความเขม้ขน้ของส่วนประกอบและขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ดดัแปลงมาจากวธีิการของ
Dousfour et al. (2007) โดยความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารในปฏิกิริยา ประกอบดว้ย genomic DNA 
20-30 ng 1X PCR reaction buffer 0.5 mM dNTPs 0.5-1.5 mM MgCl2 0.1-0.5 uM ของแต่ละ 

c) 

500 bp

 
  

527 bp

 
  

non-specific band 
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ไพรเมอร์ Taq DNA polymerase (Vivantis, USA) 1 unit และทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมใน
ปฏิกิริยา PCR ดว้ยวธีิ Gradient PCR 

  
6.1  การทดสอบหาอุณหภูมิทีเ่หมาะสมด้วยวธีิ Gradient PCR  

 
เน่ืองจาก allele-specific primer ท่ีไดจ้ากการออกแบบมีอุณหภูมิช่วง annealing 

แตกต่างกนั จึงตอ้งทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา PCR โดยการก าหนดอุณหภูมิช่วง 
annealing โดยเร่ิมจากอุณหภูมิช่วง annealing ท่ี 42 องศาเซลเซียส ถึง 54 องศาเซลเซียส ดงัภาพท่ี 
32-34 

 
 

  
 

Lane 2  42.4 0C    Lane 4  46 0C    Lane 6  49.8 0C    Lane 8  54.2 0C                                                                                                    
Lane 3  44.2 0C    Lane 5  48 0C    Lane 7  52.4 0C      

 

ภาพที ่32  ผลการใชว้ธีิ Gradient PCR ในการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของยงุกน้ปล่อง An. 
cracens จากคู่ไพรเมอร์ UU/DB ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder 
(Fermentus LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1 คือ negative control ช่อง 2-8 คือ  
An. cracens ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel 

 

 

 

 

 

 

M           1        2        3          4          5         6         7          8        
1000 bp 

500 bp 
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Lane 2  42.4 0C    Lane 4  46 0C    Lane 6  49.8 0C    Lane 8  54.2 0C                                                                                                    
Lane 3  44.2 0C    Lane 5  48 0C    Lane 7  52.4 0C      

 

ภาพที ่33  ผลการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของยงุกน้ปล่อง An. scanloni โดยวธีิ Gradient PCR     
จากคู่ไพรเมอร์ UU/DC ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas 
LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1 คือ negative control ช่อง 2-8 คือ An. scanloni ซ่ึง
แสดงผลบน 1.5 % agarose gel  

 
 

 
 

Lane 2  42.4 0C    Lane 4  46 0C    Lane 6  49.8 0C    Lane 8  54.2  0C                                                                                                    
Lane 3  44.2 0C    Lane 5  48 0C    Lane 7  52.4 0C     

                           

ภาพที ่34  ผลการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของยงุกน้ปล่อง An. nemophilous จากคู่ไพรเมอร์
UU/DFโดยวธีิ Gradient PCR ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel ช่อง M คือ 
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA)  ช่อง 1  
คือ negative control ช่อง 2-8 คือ An. nemophilous 

 
 

M         1         2          3          4         5         6          7          8        

M           1          2          3          4         5         6         7          8        

1000 bp 
500 bp 

1000 bp 
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จากการทดลองปรับสภาวะท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา PCR พบวา่ อุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดในขั้นตอน
การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยวธีิ PCR ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ทั้ง 3 ชนิด คือ pre-
denature ท่ี 94 0C เป็นเวลา 5 นาที denaturationท่ี 94 0C เป็นเวลา 30 วนิาที annealing ท่ี 480C เป็น
เวลา 30 วนิาที extensionท่ี 72 0C เป็นเวลา 30 วนิาที โดยท าซ ้ าทั้ง 3 ขั้นตอน 35 รอบ และสุดทา้ย
ดว้ย final extension 72 0C เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากการปรับสภาวะท่ีเหมาะสมและปรับวธีิการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวธีิ Gradient PCR พบวา่อุณหภูมิช่วง annealing ท่ี 48 องศาเซลเซียส เป็น
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับไพรเมอร์ทั้ง 3 คู่ นอกจากน้ีมีการปรับความเขม้ขน้อะกาโรส เป็น 
1.5 % และการปรับแรงเคล่ือนไฟฟ้าในการแยกขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอดว้ยวธีิ agarose gel 
electrophoresis เป็น 50 โวลต ์พบวา่แถบดีเอน็เอแบบไม่จ  าเพาะและแบนท่ีเกิดจากการมีเบสคู่สม
ภายในไพรเมอร์เดียวกนัไดห้ายไป ท าใหเ้ห็นความแตกต่างของแถบดีเอน็เอชดัเจนข้ึน  

 
6.2  การปรับสภาวะของสารในการท าปฏิกริยา PCR  

 
6.2.1  การปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2  

 
 น า allele-specific primer คือ UU DB DC และ DF โดยไพรเมอร์ UU เป็น 

forward universal primer และ DB DC และ DF เป็น reverse specific primer ส าหรับยงุกน้ปล่อง
กลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous โดยขนาดช้ินส่วน 
allele-specific PCR มีขนาด 236 388 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั ท่ีพฒันาข้ึนจากช้ินส่วนของยนี 
COI โดยการน าดีเอ็นเอจากยงุกน้ปล่องทั้ง 3 ชนิด มาท าการปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2 โดยเร่ิม
จากความเขม้ขน้ 0.5 mM ถึง 1.5 mM  จนกระทัง่ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของ MgCl2 ท่ีเหมาะสมกบั
ไพรเมอร์แต่ละคู่ ดงัภาพท่ี 35-37 
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          0.5 mM  0.75 mM  1 mM  1.25 mM 1.5 mM  

                            
ภาพที ่35  ผลการปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2 ในยงุกน้ปล่อง An. cracens โดยวธีิ allele-specific 

PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DB ช่อง M คือ  GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder 
(Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1-10 คือ An. cracens และช่อง 11 คือ 
negative control ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel โดยยงุกน้ปล่อง An. cracens ไดแ้ถบ
ดีเอ็นเอขนาด 236 คู่เบส  

 
 

 
          0.5 mM  0.75 mM  1 mM  1.25 mM 1.5 mM 
 

ภาพที ่36  ผลการปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2 ในยงุกน้ปล่อง An. scanloni โดยวธีิ allele-specific 
PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DC ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel ช่อง M คือ  
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1-10 
คือ An. scanloni  และช่อง 11 คือ negative control โดยยงุกน้ปล่อง An. scanloni ไดแ้ถบ
ดีเอ็นเอขนาด 338 คู่เบส  

  
 
 
 
 
 
 

      M      1        2        3       4        5        6       7       8        9      10     11 
1000 bp
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    M       1        2        3      4        5        6       7        8        9      10     11 
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        0.5 mM  0.75 mM  1 mM  1.25 mM  1.5 mM  

                            
ภาพที ่37  ผลการปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2 ในยงุกน้ปล่อง An. nemophilous ดว้ยคู่ไพรเมอร์  

UU/DF โดยวธีิ allele-specific PCR ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel ช่อง M คือ 
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA)  ช่อง 1-10 
คือ An. nemophilous และช่อง 11 คือ negative control โดยยงุกน้ปล่อง  An. nemophilous 
จะไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 527 คู่เบส   

 
จากการทดลองปรับสภาวะท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา PCR โดยปรับความเขม้ขน้

ของ MgCl2โดยเร่ิมจากความเขม้ขน้ 0.5 mM ถึง 1.5 mM พบวา่ ความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 1.25 mM 
เหมาะสมท่ีสุดส าหรับ allele-specific primer และใชอุ้ณหภูมิช่วง annealing ท่ี 48 องศาเซลเซียส 
เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับไพรเมอร์ทั้ง 3 คู่ ในขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวธีิ 
PCR ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ทั้ง 3 ชนิด คือ pre-denature ท่ี 94 0C เป็นเวลา 5 นาที 
denaturationท่ี 94 0C เป็น เวลา 30 วนิาที annealing ท่ี 480C เป็นเวลา 30 วนิาที extensionท่ี 72 0C 
เป็นเวลา 30 วนิาที โดยท าซ ้ าทั้ง 3 ขั้นตอน 35 รอบ และสุดทา้ยดว้ย final extension 72 0C เป็นเวลา 
10 นาที นอกจากน้ีมีการปรับความเขม้ขน้อะกาโรส เป็น 1.5 % และการปรับแรงเคล่ือนไฟฟ้าใน
การแยกขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis เป็น 50 โวลต ์หลงัจากการปรับ
สภาวะท่ีเหมาะสม พบวา่แถบดีเอ็นเอแบบไม่จ  าเพาะหายไป และท าใหเ้ห็นขนาดของแถบดีเอ็นเอ
ชดัเจนข้ึน  

 
6.2.2  การปรับความเขม้ขน้ของ Primer 
 

 น า allele-specific primer ท่ีพฒันาข้ึนจากช้ินส่วนของยีน COI  โดยไพรเมอร์ 
UU เป็น forward universal primer และ DB DC และ DF เป็น reverse specific primer ส าหรับ
ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous โดย

   M       1       2        3       4        5        6       7        8        9      10     11 
1000 bp

 
  

500 bp

 
  

527 bp 
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ขนาดช้ินส่วน allele-specific PCR มีขนาด 236 388 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั โดยการน าดีเอน็เอ
จากยงุกน้ปล่องทั้ง 3 ชนิด มาท าการปรับความเขม้ขน้ของไพรเมอร์โดยเร่ิมจากความเขม้ขน้  
0.1 µM ถึง 0.5 µM  จนกระทัง่ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยท่ีเหมาะสมกบัแต่ละคู่ไพรเมอร์ 
ดงัภาพท่ี 38-40 

 
 

 
         0.1 µM   0.2 µM   0.3 µM   0.4 µM   0.5 µM 
                        

ภาพที ่38  ผลการปรับความเขม้ขน้ของ Primer ในยงุกน้ปล่อง An. cracens โดยวธีิ allele-specific 
PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DB ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder 
(Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1-10 คือ An. cracens และช่อง 11 คือ 
negative control ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel โดยยงุกน้ปล่อง An. cracens  
ไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 236 คู่เบส  

 
 

 
         0.1 µM   0.2 µM   0.3 µM   0.4 µM   0.5 µM 
 

ภาพที ่39  ผลการปรับความเขม้ขน้ของ Primer ในยงุกน้ปล่อง An. scanloni โดยวธีิ allele-specific 
PCR ดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DC ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel ช่อง M คือ  
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1-10 
คือ An. scanloni  และช่อง 11 คือ negative control โดยยงุกน้ปล่อง An. scanloni ไดแ้ถบ
ดีเอ็นเอขนาด 338 คู่เบส   

 
 

    M       1        2        3       4        5        6       7        8        9      10     11 

    M       1        2        3      4        5        6       7        8        9      10     11 

1000 bp
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1000 bp
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         0.1 µM   0.2 µM  0.3 µM  0.4 µM  0.5 µM 
 

ภาพที ่40  ผลการปรับความเขม้ขน้ของ Primer ในยงุกน้ปล่อง An. nemophilous ดว้ยคู่ไพรเมอร์  
UU/DF โดยวธีิ allele-specific PCR ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel ช่อง M คือ 
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA)  ช่อง 1-10 
คือ An. nemophilous และช่อง 11 คือ negative control โดยยงุกน้ปล่อง  An. nemophilous 
จะไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาด  527 คู่เบส  

 
จากการทดลองปรับสภาวะท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา PCR โดยปรับความเขม้ขน้ของ 

ไพรเมอร์ โดยเร่ิมจากความเขม้ขน้ 0.1 µM ถึง 0.5 µM พบวา่ ความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 0.3 µM  
เหมาะสมท่ีสุดส าหรับ allele-specific primer และใชอุ้ณหภูมิช่วง annealing ท่ี 48 องศาเซลเซียส 
เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับไพรเมอร์ทั้ง 3 คู่ ในขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวธีิ 
PCR ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ทั้ง 3 ชนิด คือ pre-denature ท่ี 94 0C เป็นเวลา 5 นาที 
denaturationท่ี 94 0C เป็นเวลา  30 วนิาที annealing ท่ี 480C เป็นเวลา 30 วนิาที extensionท่ี 72 0C 
เป็นเวลา 30 วนิาที โดยท าซ ้ าทั้ง 3 ขั้นตอน 35 รอบ และสุดทา้ยดว้ย final extension 72 0C เป็นเวลา 
10 นาที นอกจากน้ีมีการปรับความเขม้ขน้อะกาโรส เป็น 1.5 % และการปรับแรงเคล่ือนไฟฟ้าใน
การแยกขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis เป็น 50 โวลต ์หลงัจากการปรับ
สภาวะท่ีเหมาะสมของ  พบวา่แถบดีเอ็นเอแบบไม่จ  าเพาะหายไป และแบนท่ีเกิดจากการมีเบสคู่สม
ภายในไพรเมอร์เดียวกนัไดห้ายไป และท าใหเ้ห็นขนาดของแถบดีเอ็นเอชดัเจนข้ึน  
              

6.3  การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสมโดยใช้ไพรเมอร์ทลีะคู่ด้วยวธีิ allele-specific PCR  
 
 จากการน าคู่ไพรเมอร์ทั้ง 3 คู่ คือ UU/DB UU/DC และ UU/DF มาท าการทดสอบ

จ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้นชนิด Dirus 3 ชนิด โดยไพรเมอร์ คู่ UU/DB น ามาใช้
ทดสอบกบัยงุกน้ปล่อง An. cracens จ  านวน 10 ตวัอยา่ง ไพรเมอร์คู่ UU/DC ทดสอบกบัยงุ  
An. scanloni จ านวน 10 ตวัอยา่ง และคู่ไพรเมอร์ UU/DF น ามาใชท้ดสอบกบัยงุกน้ปล่อง  

    M      1        2        3       4        5      6        7      8       9      10     11 
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An. nemophilous จ  านวน 4 ตวัอยา่ง พบวา่ผลท่ีไดค้่อนขา้งจ าเพาะต่ออุณหภูมิท่ีใชใ้นการเพิ่มขนาด
ช้ินส่วนดีเอน็เอส าหรับยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้นชนิด An. cracens An. scanloni และ  
An. nemophilous โดยใหข้นาดช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีจ าเพาะขนาด 236 338 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั  
ดงัภาพท่ี 41-43 
 
 

 
 

ภาพที ่41  ผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. cracens 10 ตวัอยา่งโดยวธีิ allele-specific PCR ดว้ยคู่ 
ไพรเมอร์ UU/DB ช่อง M คือ  GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE 
SCIENCES, USA) ช่อง 1-10 คือ An. cracens และช่อง 11 คือ negative control ซ่ึง
แสดงผลบน 1.5 % agarose gel โดยยงุกน้ปล่อง An. cracens ไดแ้ถบดีเอน็เอขนาด 236    
คู่เบส 

 
 

 
 

ภาพที ่42  ผลการใชว้ธีิ allele-specific PCR ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. scanloni 10 
ตวัอยา่งดว้ยคู่ไพรเมอร์ UU/DC ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel แสดงแถบดีเอน็เอท่ีมี 

 ความจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่อง An. scanloni ขนาด 338 คู่เบส ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 
 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1-10 คือ An. scanloni 
 ช่อง 11 คือ negative control  
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ภาพที ่43  แสดงแถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ UU/DF ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง  

An. nemophiloius 4 ตวัอยา่ง ดว้ยวธีิ allele-specific PCR ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose 
gel ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, 
USA)  ช่อง 1-4 คือ An. nemophilous และช่อง 5 คือ negative control โดยยงุกน้ปล่อง  
An. nemophilous จะแสดงแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะกบัยงุ An. nemophilous ขนาด  
527 คู่เบส 

 
จากผลการทดสอบจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุมชนิดซบัซอ้น Dirus ทั้ง 3 ชนิด ไดแ้ก่ ยงุ 

An. cracens An. scanloni และ An. nemophilousโดยใช ้allele-specific primer คือ UU DB DC และ 
DF โดยการทดสอบผลแต่ละคู่ไพรเมอร์ คือ UU/DB UU/DC และ UU/DF พบวา่หลงัจากการปรับ
สภาวะท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา PCR ผลท่ีไดค้่อนขา้งจ าเพาะต่ออุณหภูมิท่ีใชใ้นการเพิ่มขนาด
ช้ินส่วนดีเอน็เอจากไพรเมอร์ท่ีพฒันาข้ึนจากช้ินส่วนยนี COI เช่นเดียวกบังานวจิยัของ
Monthathong (2006) ซ่ึงใชเ้ทคนิค (Walton et al., 1999) ในการจ าแนกยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด
ซบัซอ้น Dirus ในประเทศไทย โดยใชป้ฏิกิริยารวมไพรเมอร์หลายสายพร้อมกนั (Multiplex PCR) 
ไดแ้ถบดีเอ็นเอท่ีไม่จ  าเพาะเป็นจ านวนมาก แต่หากปรับสภาวะของปฏิกิริยา PCR ใหเ้หมาะสมและ
เลือกใชไ้พรเมอร์ทีละคู่ท่ีจ  าเพาะกบัชนิดยงุโดยใชคู้่ไพรเมอร์ D-U/ D-AC ในการจ าแนกชนิด  
An. dirus และ An. scanloni ซ่ึงปรากฏขนาดแถบดีเอน็เอ 562 คู่เบส และ 360 คู่เบส ส่วนคู่ไพรเมอร์ 
D-U/ D-B จ าเพาะต่อการจ าแนกชนิด An. cracens โดยให้แถบดีเอ็นเอ ขนาด 510 คู่เบส และคู่ไพร
เมอร์ D-U/ D-D ใหแ้ถบดีเอ็นเอ ขนาด 306 คู่เบส พบวา่สามารถแยกขนาดแถบดีเอน็เอไดช้ดัเจนข้ึน
และคลา้ยงานวจิยัของ Prakash et al. (2006) ท่ีพฒันาเทคนิค allele-specific PCRโดยการพฒันา
อุณหภูมิและสภาวะท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา PCR ดดัแปลงมาจากวธีิการ Walton et al. (1999) ใน
การจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิด An. baimaii จากส่วนของยนี ITS2 ของ 
rDNA ซ่ึงเป็นพาหะน าโรคมาลาเรียท่ีส าคญัในประเทศอินเดีย โดยปรับสภาวะท่ีเหมาะสมใน
ปฏิกิริยา PCRโดยการปรับอุณหภูมิช่วง annealing เป็น 51 องศาเซลซียส รวมทั้งเพิ่มจ านวนรอบใน
การท าปฏิกิริยา PCR โดยการท าซ ้ าทั้ง 3 ขั้นตอน 35 รอบ และเปล่ียนมาใชเ้อนไซม ์DNA 
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polymerase และบฟัเฟอร์ท่ีมีประสิทธิภาพสูง อยา่งไรก็ตามไพรเมอร์ท่ีพฒันาข้ึนเม่ือท าการเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอดว้ยวธีิ PCR สามารถแสดงแถบดีเอ็นเอไดอ้ยา่งจ าเพาะสามารถน ามาใชท้ดสอบ
จ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ทั้ง 3 ชนิดได ้
 

เคร่ืองหมาย allele-specific PCR  เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีพฒันาจากต าแหน่งท่ีล าดบั 
นิวคลีโอไทดข์องดีเอ็นเอมีความแตกต่างเพียง 1 นิวคลีโอไทด ์(Single nucleotide polymorphism 
หรือ SNP) โดยการออกแบบไพรเมอร์ใหมี้ล าดบันิวคลีโอไทดท์างดา้นปลาย 3´ แตกต่างกนัตาม
ชนิดของนิวคลีโอไทด์ตรงจุดท่ีเป็น SNP การสังเคราะห์ดีเอน็เอจะเกิดข้ึนก็ต่อเม่ือนิวคลีโอไทดข์อง
ไพรเมอร์ตรงดา้นปลาย 3´ กบันิวคลีโอไทดข์องดีเอ็นเอตน้แบบ เขา้คู่กนัเท่านั้น ซ่ึงเม่ือเพิ่มปริมาณ
ช้ินดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยา PCR และตรวจสอบดว้ยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสจะปรากฏแถบดีเอน็เอ แต่
หากนิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ทางดา้นปลาย 3´ กบันิวคลีโอไทดข์องดีเอน็เอตน้แบบไม่เขา้คู่กนั 
เอนไซม ์DNA polymerase จะไม่สามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อจากไพรเมอร์ได ้ท าใหไ้ม่มีการเพิ่ม
ปริมาณของช้ินดีเอน็เอเกิดข้ึน เม่ือตรวจสอบโดยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสจึงไม่พบแถบดีเอน็เอ 
(Ugozzoli and Wallace, 1991) ส าหรับการตรวจสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์เม่ือเพิ่มปริมาณช้ิน
ดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยา PCR และตรวจสอบดว้ยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสจะปรากฏแถบดีเอน็เอมี
ความจ าเพาะแบบ single-locus แสดงวา่ไพรเมอร์ท่ีออกแบบมีความจ าเพาะต่อบริเวณเดียว แต่การท่ี
ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดทุ้กตวัอยา่งอาจจะตอ้งมีการปรับสภาวะในปฏิกิริยา PCR ให้
เหมาะสมต่อไป ส่วนไพรเมอร์ท่ีไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดเ้ลยถึงแมจ้ะมีการปรับเปล่ียน
อุณหภูมิแลว้ อาจเน่ืองมาจากไพรเมอร์ท่ีออกแบบจบักนัเองหรือเกิดโครงสร้างท่ีไม่เหมาะสม  
ควรออกแบบไพรเมอร์ไหม่โดยเพิ่มหรือลดความยาวล าดบันิวคลีโอไทด ์หรือเปล่ียนต าแหน่ง
ออกแบบไพรเมอร์ เน่ืองจากล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 3' ของไพรเมอร์จะส่งผลต่อปฏิกิริยาอยา่ง
มาก (สุรินทร์, 2552) นอกจากน้ีควรมี melting temperature และ เปอร์เซนต ์GC content ใกลเ้คียง
กนั รวมถึงควรมีเบส G หรือ C ทางดา้นปลาย 3´OH ทั้ง forward primer และ reverse primer และมี
เบสคู่สมภายในไพรเมอร์เดียวกนั เน่ืองจากไพรเมอร์ท่ีใชต้อ้งสามารถเพิ่มจ านวนไดด้ว้ยเทคนิค 
PCR (ปาริชาติ ศรีจ าเริญ, 2547)  

 
ส่วนไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดีเอ็นเอแบบไม่จ  าเพาะ (non-specific band) อาจเกิดจากต าแหน่งท่ี

ไพรเมอร์เขา้ไปจบักบัดีเอน็เอมีมากกวา่ 1 ต าแหน่ง ท าให้เกิดแถบดีเอน็เอท่ีไม่จ  าเพาะหรือสภาวะท่ี
ใชไ้ม่เหมาะสม เช่นเดียวกบังานวจิยัของ Dusfour et al. (2007) ท่ีพบสภาวะไม่เหมาะสมในการ
พฒันาเคร่ืองหมาย allele-specific PCR เกิดแถบดีเอ็นเอแบบไม่จ  าเพาะในการจ าแนกชนิด
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ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Sundaicus 3 ชนิด คือ An. sundaicus An. epiroticus และ  
An. sundaicus E ซ่ึงเป็นพาหะท่ีส าคญัของโรคมาลาเรียในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ 
มีการพฒันาวธีิการวเิคราะห์โดยใชเ้ทคนิค Multiplex PCR จ านวน 2 เคร่ืองหมาย จากส่วน 
ไมโทคอนเดรียดีเอน็เอจึงแกปั้ญหาโดยการปรับอุณหภูมิช่วง annealing ใหเ้หมาะสม และลดความ
เขม้ขน้ของ MgCl2รวมทั้งเพิ่มความเขม้ขน้ของคู่ไพรเมอร์ซ่ึงใชเ้ป็น positive control ในปฏิกิริยา 
Multiplex PCR ซ่ึงสามารถจ าแนกไดช้ดัเจน   

 
7.  การทดสอบจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อน Dirus ด้วยวธีิ allele-specific PCR 

 
ทดสอบประสิทธิภาพของ allele-specific primer คือ UU DB DC และ DF โดยไพรเมอร์ 

UU เป็น forward universal primer และไพรเมอร์ DB DC และ DF เป็น reverse specific primer 
ส าหรับยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous
โดยช้ินส่วน allele-specific PCR  มีขนาด 236 238 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั โดยใชคู้่ไพรเมอร์ คือ 
COIF และ COIR โดยไพรเมอร์ COIF เป็น forward universal primer และ COIR เป็น reverse 
universal primer เป็น positive control หลงัจากไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา PCR จากการปรับ
ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารในปฏิกิริยา และเลือกใชอุ้ณหภูมิท่ีดีท่ีสุดในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดว้ยปฏิกิริยา PCR ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ทั้ง 3 ชนิด คือ อุณหภูมิช่วง annealing 
ท่ี 48 องศาเซลเซียส โดยความเขม้ขน้ของส่วนประกอบและขั้นตอนของปฏิกิริยา PCR ดดัแปลงมา
จากวธีิการของ Dousfour et al. (2007) ประกอบดว้ย genomic DNA 20-30 ng 1X PCR reaction 
buffer 0.5 mM dNTPs 1.25 mM MgCl2 0.3 uM ของแต่ละไพรเมอร์ Taq DNA polymerase 
(Vivantis, USA) 1 unit  ขั้นตอนปฏิกิริยา PCR เร่ิมจาก pre-denature ท่ี 94 0C  เป็นเวลา  5 นาที 
denaturation ท่ี 94 0C เป็นเวลา 30 วนิาที annealing ท่ี 48 0C เป็นเวลา 30 วนิาที extension ท่ี 72 0C 
เป็นเวลา 30 วนิาที โดยท าซ ้ าทั้ง 3 ขั้นตอน 35 รอบ และสุดทา้ยดว้ย final extension 72 0C เป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นท าการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ และยนืยนัผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง
กลุ่มซบัซอ้น Dirus 5 ชนิด จากการเลือกตรวจสอบโดยใชไ้พรเมอร์ทีละคู่ท่ีจ  าเพาะกบัชนิด
ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิดละ 3 ตวัอยา่ง จากการแยกขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอดว้ยวธีิ 
agarose gel electrophoresisโดยใชค้วามเขม้ขน้อะกาโรส 1.5 % ซ่ึงจะใหข้นาดช้ินส่วน allele-
specific PCR  มีขนาด 236 238 และ 527 คู่เบส ตามล าดบัไดแ้ก่ คู่ไพรเมอร์ UU/DB ซ่ึงจ าเพาะต่อ
ยงุกน้ปล่อง An. cracens พบวา่จะเกิดแถบดีเอน็เอท่ีจ าเพาะกบัตวัอยา่งยงุกน้ปล่อง An. cracens 
เท่านั้น ซ่ึงปรากฏแถบดีเอน็เอท่ีชดัเจน ขนาด 236 คู่เบส ดงัภาพท่ี 44 คู่ไพรเมอร์ UU/DC พบวา่จะ
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เกิดแถบดีเอน็เอท่ีจ าเพาะกบัตวัอยา่งยงุกน้ปล่อง An. scanloni เท่านั้น ซ่ึงปรากฏแถบดีเอน็เอท่ี
ชดัเจน ขนาด 338 คู่เบส ดงัภาพท่ี 45 คู่ไพรเมอร์ UU/DF พบวา่จะเกิดแถบดีเอน็เอท่ีจ าเพาะกบั
ตวัอยา่ง ยงุกน้ปล่อง An. nemophilous เท่านั้น ซ่ึงปรากฏแถบดีเอน็เอท่ีชดัเจน ขนาด 527 คู่เบส ดงั
ภาพท่ี 46 

 
 

                             
 

ภาพที ่44  ผลการใชว้ธีิ allele-specific PCR  ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ An. cracens ดว้ยไพรเมอร์คู่
UU/DB : ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE 
SCIENCES, USA)  ช่อง 1-3 คือ An. cracens ช่อง 4-6 คือ An. scanloni ช่อง 7-9 คือ    
An. nemophilous ช่อง 10-12 คือ An. dirus ช่อง 13-15 คือ An. baimaii  และ ช่อง 16 คือ 
negative control ซ่ึงแสดง ผลบน 1.5 % agarose gel พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะกบั
ยงุกน้ปล่อง An. cracens ขนาด 236 คู่เบส เท่านั้น 

 
 

                            
                            
ภาพที ่45  ผลการใชว้ธีิ allele-specific PCR  ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. scanloni ดว้ย   

ไพรเมอร์คู่ UU/DC : ช่อง M คือ   GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas 
LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1-3 คือ An. cracens ช่อง 4-6 คือ An. scanloni ช่อง 7-9 คือ 
An. nemophilous ช่อง 10-12 คือ An. dirus ช่อง 13-15 คือ An. baimaii และช่อง 16 คือ 
negative control ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะกบั
ยงุกน้ปล่อง An. scanloni ขนาด 338 คู่เบส เท่านั้น  

 
 
 

  M     1     2     3     4      5     6      7      8      9    10   11    12    13   14    15   16               

236 bp 
500 bp 

338 338 bp 

M     1      2     3      4     5      6     7      8      9    10    11    12   13   14   15  16 

500 bp 

1000 bp 

1000 bp 

positive control 

positive control 
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ภาพที ่46  ผลการใชว้ธีิ allele-specific PCR  ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. nemophilous        

ดว้ยไพรเมอร์คู่ UU/DF ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas 
LIFE SCIENCES, USA)   ช่อง 1-3 คือ An. cracens ช่อง 4-6 คือ An. scanloni ช่อง 7-9 
คือ An. nemophilous ช่อง 10-12 คือ An. dirus ช่อง 13-15 คือ An. baimaii และ ช่อง 16 
คือ negative control ซ่ึงแสดงผลบน 1.5 % agarose gel เม่ือใชคู้่ไพรเมอร์ UU/DF พบ
แถบดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่อง An. nemophilous ขนาด 527 คู่เบส เท่านั้น    

 
เม่ือน าไพรเมอร์ทั้ง 3 คู่ มาใชต้รวจสอบยนืยนัผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องซบัซอ้น 

Dirus ทั้ง 3 ชนิด คือ คู่ไพรเมอร์ UU/DB UU/DC และ UU/DF พบวา่สามารถจ าแนกชนิด
ยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่องชนิด An. cracens 
มีขนาด 236 คู่เบส ส าหรับ An. scanloni และ An. nemophilous มีขนาด 338 และ 527 คู่เบส
ตามล าดบั หลงัจากการพฒันาอุณหภูมิและสภาวะในการท าปฏิกิริยา PCR ใหเ้หมาะสมในการ
จ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ทั้ง 3 ชนิด แสดงใหเ้ห็นวา่ allele-specific primer  
ท่ีออกแบบสามารถแยกขนาดแถบดีเอน็เอไดอ้ยา่งชดัเจน สามารถน าไปใชใ้นการจ าแนกชนิด
ยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด ได ้

 
นอกจากน้ีหลงัจากการทดสอบยนืยนัผลการจ าแนกและการปรับสภาวะท่ีเหมาะสมของ

ปฏิกิริยา PCR สามารถทดสอบผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ดว้ยวธีิ Multiplex 
PCR ซ่ึงเป็นวธีิการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยใชคู้่ไพรเมอร์หลายคู่พร้อมกนัในปฏิกิริยา
เดียวกนั ซ่ึงสามารถใชท้ดสอบผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus อีกทั้งยงัเป็นการ
ประหยดัเวลาและลดค่าใชจ่้ายและใหผ้ลการทดลองท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน 
 
 
 
 

527 bp 
1000 bp 

M     1     2      3      4      5     6      7      8      9    10    11   12    13   14   15   16       

500 bp positive control 
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8.  การทดสอบผลการจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องกลุ่มซับซ้อน Dirus โดยวธีิ Multiplex PCR 
 
 Multiplex PCR เป็นวธีิการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอเป้าหมาย โดยใชคู้่ไพรเมอร์หลายคู่พร้อมกนั
ในปฏิกิริยาเดียวกนั โดยไพรเมอร์ท่ีน ามาใชต้อ้งเป็นเบสคู่สมกนั รวมทั้ง PCR product ท่ีไดจ้ากแต่
ละคู่ไพรเมอร์ตอ้งมีขนาดท่ีแตกต่างกนั นอกจากน้ีสภาวะท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ย
ปฏิกริยา PCR ตอ้งเหมาะสมอีกทั้งยงัเป็นการลดค่าใชจ่้ายและประหยดัเวลาในการตรวจสอบ และ
ใหผ้ลการทดลองท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน เม่ือทดสอบการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น 
Dirus ดว้ยวธีิ Multiplex PCR โดยใชไ้พรเมอร์ UU เป็น forward universal primer และ DB DC และ
DF เป็น reverse specific primer พบวา่สามารถจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จ านวน 
3 ชนิด คือชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะ
กบัยงุกน้ปล่องชนิด An. cracens มีขนาด 236 คู่เบส ส าหรับ An. scanloni และ An. nemophilous 
มีขนาด 338 และ 527 คู่เบส ตามล าดบัดงัภาพท่ี 47 
 
                                            M          1            2             3             4            

 
 

ภาพที ่47  ผล Multiplex PCR ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ช่อง M คือ 
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) ช่อง 1 คือ 
An. cracens ช่อง 2 คือ An. scanloni ช่อง 3 คือ An. nemophilous ช่อง 4 คือ  negative 
control 

 
 จากการทดสอบจ าแนกชนิดยุงกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ดว้ยวธีิ Multiplex PCR 
ในการทดสอบประสิทธิภาพของ allele specific primer คือ UU DB DC และ DF โดยไพรเมอร์ UU 
เป็น forward universal primer และไพรเมอร์ DB DC และ DF เป็น reverse specific primer ส าหรับ
จ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus หลงัจากการพฒันาอุณหภูมิและเลือกสภาวะท่ี
เหมาะสมในปฏิกิริยา PCR รวมทั้งทดสอบประสิทธิภาพของ allele specific primer จากการเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอดว้ยวธีิ PCR โดยใชไ้พรเมอร์ทีละคู่และจากการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอเป้าหมายดว้ยวธีิ 
Multiplex PCR โดยใชป้ฏิกิริยารวมไพรเมอร์หลายสายพร้อมกนั ใหผ้ลเหมือนการเพิ่มปริมาณ      

527 bp 

236 bp 
338 bp 

500 bp 

1000 bp 
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ดีเอ็นเอดว้ยวธีิ PCR โดยใชไ้พรเมอร์ทีละคู่โดยพบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการเพิ่มปริมาณ  
ดีเอ็นเอดว้ยวธีิ Multiplex PCR ของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ทั้ง 3 ชนิดคือ อุณหภูมิช่วง 
annealing ท่ี 48 องศาเซลเซียส โดยความเขม้ขน้ของส่วนประกอบและขั้นตอนของปฏิกิริยา 
Multiplex PCR ดดัแปลงมาจากวธีิการของ Dousfour et al. (2008) ประกอบดว้ย genomic DNA  
20-30 ng 1X PCR reaction buffer 0.5 mM dNTPs 1.25 mM MgCl2 0.3 uM ของแต่ละไพรเมอร์  
Taq DNA polymerase (Vivantis, USA) 1 unit ขั้นตอนปฏิกิริยา PCR เร่ิมจาก pre-denature ท่ี 94 0C
เป็นเวลา 5 นาที denaturation ท่ี 94 0C เป็นเวลา 30 วนิาที annealing ท่ี 48 0C เป็นเวลา 30 วนิาที 
extension ท่ี 72 0C เป็นเวลา 30 วนิาที โดยท าซ ้ าทั้ง 3 ขั้นตอน 35 รอบ และสุดทา้ยดว้ย final 
extension 72 0C เป็นเวลา 10 นาทีจากนั้นตรวจสอบการแยกขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอดว้ยวิธี agarose 
gel electrophoresis โดยใชค้วามเขม้ขน้อะกาโรส 1.5 % พบวา่สามารถจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่ม
ซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด คือชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous พบแถบ    
ดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่องชนิด An. cracens มีขนาด 236 คู่เบส ส าหรับ An. scanloni 
และ An. nemophilous มีขนาด 338 และ 527 คู่เบส ตามล าดบั 
 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่วธีิ Multiplex PCR สามารถน าไปใชใ้นการตรวจสอบผล
การจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จ านวน 3 ชนิด ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เพื่อลด
ระยะเวลา และค่าใชจ่้ายในการตรวจสอบผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง เช่นเดียวกบังานวจิยัของ
Manguin et al. (2002) โดยใชเ้ทคนิค Multiplex PCR ในการจ าแนกชนิดของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด
ซบัซอ้น Dirus ไดท้ั้งหมด 4 ชนิด คือ An. dirus An. cracens An. scanloni An. baimaii ในภูมิภาค
เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้และงานวจิยัของ Garros et al. (2004) ซ่ึงพฒันาเทคนิค allele-specific PCR  
ในการจ าแนกยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Minimus และ Funestus ซ่ึงเป็นพาหะน าโรคมาลาเรียท่ี
ส าคญัในทวปีแอฟริกา จากส่วนของยนี ITS2 ของ rDNA ตรวจสอบดว้ยวธีิ Multiplex PCR พบวา่
สามารถจ าแนกชนิดยงุท่ีเป็นพาหะของโรคมาลาเรียไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและสอดคลอ้งกบั
งานวจิยัของ Dusfour et al. (2007) ซ่ึงพฒันาวธีิการวิเคราะห์โดยใชเ้ทคนิค Multiplex PCR จ านวน     
2 เคร่ืองหมาย จากส่วนไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น 
Sundaicus จ านวน 3 ชนิด คือ An. sundaicus An. epiroticus และ An. sundaicus E ไดอ้ยา่งชดัเจน 
 

การพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอโดยวธีิ allele-specific PCR เพื่อจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่ม
ซบัซอ้น Dirus โดยใชไ้พรเมอร์จ าเพาะท่ีออกแบบจากส่วนของยนี COI จากการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ
เป้าหมายโดยใชป้ฏิกิริยารวมไพรเมอร์หลายสายพร้อมกนั (Multiplex PCR) ท่ีท าการศึกษาคร้ังน้ี 
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สามารถจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ              
An. nemophilous ตามขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอไดอ้ยา่งจ าเพาะและชดัเจน ซ่ึงเป็นวธีิการท่ีเหมาะสมทั้ง
ดา้นความแม่นย  า ความสะดวก และถูกตอ้งในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องท่ีไม่สามารถจ าแนกได้
โดยใชค้วามแตกต่างทางสัณฐานวทิยา แมว้า่จะมีการพฒันาเทคนิคเคร่ืองหมายดีเอน็เอในการ
จ าแนกยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus มาบา้งแลว้ เช่น งานวจิยัของ Walton et al. (1999)  
ท่ีพฒันาเคร่ืองหมาย allele-specific PCR  โดยออกแบบไพรเมอร์จากส่วนของยนี ITS2 แต่พบวา่
เคร่ืองหมายดีเอน็เอดงักล่าวยงัมีปัญหาในดา้นประสิทธิภาพและความไม่เสถียรในการจ าแนกชนิด
ยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 
 
9.  การทดสอบประสิทธิภาพผลจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องกลุ่มซับซ้อน Dirus จากพืน้ทีศึ่กษาโดยวธีิ    
 allele-specific PCR 
  

ทดสอบประสิทธิภาพการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ดว้ยวธีิ 
Multiplex PCR จากยงุกน้ปล่องเพศเมีย 3 ชนิด ไดแ้ก่ An. cracens An. scanloni และ  
An. nemophilous จ  านวน 105 ตวัอยา่ง จากพื้นท่ีกระจายตวั 5 แหล่ง คือ พื้นท่ีภาคเหนือ (จงัหวดั
เชียงใหม่) พื้นท่ีภาคตะวนัตก (จงัหวดักาญจนบุรี) พื้นท่ีภาคใตฝ่ั้งตะวนัตก (จงัหวดัสตูลและจงัหวดั
ระนอง) พื้นท่ีภาคใตฝ่ั้งตะวนัออก (จงัหวดัสงขลา)โดยใช ้allele-specific primer คือ UU DB DC 
และ DF โดยไพรเมอร์ UU เป็น forward universal primer และไพรเมอร์ DB DC DF เป็น reverse 
specific primer ส าหรับจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens  
An. scanloni และ An. nemophilous พบวา่สามารถจ าแนกความแตกต่างของยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด
ซบัซอ้นท่ีศึกษาไดอ้ยา่งชดัเจน โดยแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะกบัยงุกน้ปล่องชนิด An. cracens 
มีขนาด 236 คู่เบส ส าหรับ An. scanloni และ An. nemophilous มีขนาด 338 และ 527 คู่เบส 
ดงัภาพท่ี 48 
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        1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15                                            1   2   3   4   5   6   7   8    

                              
 

ภาพที ่48  ผล  Multiplex PCR ในการทดสอบจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 
โดยใช ้allele specific primer คือ UU: forward universal primer และ DB DC DF:  
reverse universal primer ช่อง M คือ GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas 
LIFE SCIENCES, USA)  ช่อง N คือ negative control B คือ An. cracens (236 bp) C คือ 
An. scanloni (338 bp) และ F คือ An. nemophilous (527 bp) 

 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus 

จากแหล่งพื้นท่ีกระจายตวัจ านวน 105 ตวัอยา่ง พบวา่ส่วนใหญ่เป็นยงุกน้ปล่อง An. scanloni 
จากอ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล จ านวน 80 ตวั ยงุกน้ปล่อง An. nemophilous จ  านวน 4 ตวั และ 
ยงุกน้ปล่อง An. cracens จ  านวน 1 ตวั และยงุกน้ปล่อง An. cracens จ  านวน 20 ตวั ไดรั้บความ
อนุเคราะห์จากห้องปฏิบติัการภาควชิาปรสิตวทิยา มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ แต่ไม่พบยงุกน้ปล่อง  
An. dirus และ An. baimaii จากการจ าแนกดว้ยวธีิ allele-specific PCR  จากแหล่งพื้นท่ีกระจายตวัท่ี
ศึกษานอกจากน้ีพบวา่ยงุกน้ปล่อง An. scanloni พบท่ีอ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล ในบริเวณ

338 bp 236 bp  
bpbp 

338 bp  
bpbp 

338 bp 

338 bp  
bpbp 

338 bp 

 338 bp  
bpbp 

527 bp 

236 bp  
bpbp 

 338 bp  
bpbp 
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สภาพแวดลอ้มท่ีมีลกัษณะเป็นเขาหินปูนแถบภาคใต ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการวิจยัก่อนหนา้น้ีท่ีระบุ
วา่ยงุกน้ปล่อง An. scanloni พบส่วนใหญ่ในพื้นท่ีภาคตะวนัตกและในสภาพแวดลอ้มท่ีเป็นเขา
หินปูนแถบพื้นท่ีภาคใตข้องประเทศไทย และยงุกน้ปล่อง An. cracens พบเฉพาะอ าเภอไทรโยค 
จงัหวดักาญจนบุรีจากพื้นท่ีศึกษาไม่พบยงุกน้ปล่อง An. cracens บริเวณอ าเภอนาทว ีจงัหวดัสงขลา 
ซ่ึงอาจมีผลมาจากช่วงท่ีท าการเก็บตวัอยา่งไม่ใช่ระยะการแพร่กระจายพนัธ์ุของยงุกน้ปล่อง 
ในขณะท่ียงุกน้ปล่อง An. nemophilous พบท่ีอ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี จ  านวน 3 ตวั และ 
พบท่ีอ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง จ านวน 1 ตวั ซ่ึงผลท่ีไดไ้ม่สอดคลอ้งกบัรายงานก่อนหนา้น้ีท่ีระบุ
วา่ยงุกน้ปล่อง An. cracens และยงุกน้ปล่อง An. nemophilous พบส่วนใหญ่ในพื้นท่ีทางภาคใตแ้ละ
บริเวณติดชายแดนประเทศมาเลเซีย (Poopipattayasataporn and Baimai, 1995) ซ่ึงการวจิยัคร้ังน้ี
ครอบคลุมพื้นท่ีดงักล่าวแต่ไม่พบตวัอยา่ง ผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จาก
พื้นท่ีศึกษา โดยวธีิ allele-specific PCR  ดงัแสดงในตารางท่ี 5 

 
ตารางที่ 5  ผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus จากพื้นท่ีศึกษา โดยวธีิ allele-specific 

PCR  
 

แหล่งที่ วนัทีเ่กบ็ตัวอย่าง สถานที่ 

ชนิด 

รวม 

An
. c

ra
ce

ns
 

An
. s

ca
nlo

ni 

An
. n

em
op

hil
ou

s 

1 22 พ.ย. 2555 อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ 20 - - 20 
2 30 ก.ย. 2556 อ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี 1 - 3 4 
3 7-11 ม.ก. 2556 อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล - 80 - 80 
4 23 ส.ค. 2555 อ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง - - 1 1 
5 5-9 ส.ค. 2554 อ าเภอนาทว ีจงัหวดัสงขลา - - - - 
  รวม 21 80 4 105 

  
จากการเก็บตวัอยา่งยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus เพศเมีย ทั้งหมด 105 ตวั จากพื้นท่ี

การกระจายตวั 5 แหล่ง ระหวา่งเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2554 ถึง มกราคม พ.ศ. 2556 มาทดสอบผลจาก
การจ าแนกชนิดดว้ยลกัษณะสัณฐานวทิยาของ Rattanarithikul et al. (2006) และการจ าแนกโดยวธีิ 
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allele-specific PCR  จากนั้นเปรียบเทียบประสิทธิภาพผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น 
dirus ดว้ยลกัษณะสัณฐานวทิยาและการจ าแนกเคร่ืองหมายโมเลกุล วธีิ allele-specific PCR  เพื่อ
ตรวจสอบความผิดพลาดของผลการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ดงักล่าว ดงัแสดง
ในตารางท่ี 6 
 
ตารางที ่6  แสดงการเปรียบเทียบผลจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น dirus ดว้ยลกัษณะ

สัณฐานวทิยาและการจ าแนกดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล วธีิ allele-specific PCR  
 

แหล่งทีม่า จ านวนตัว (ชนิดยุง) % ความ
ผดิพลาด ลกัษณะสัณฐานวิทยา เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 

 
อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ 20 (An. cracens)  20 (An. cracens) 0 

อ าเภอไทรโยค จงัหวดั
กาญจนบุรี 

  4 (An. dirus)  1 (An. cracens) 
 3 (An. nemophilous) 

100 
 

อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 41 (An. scanloni) 
39 (An. baimaii) 

 80 (An. scanloni) 48.75 

อ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง   1 (An. baimaii) 1 (An. nemophilous) 100 
อ าเภอนาทว ีจงัหวดัสงขลา             -  - - 
 
หมายเหตุ  รายละเอียดเก่ียวกบัผลการจ าแนกดงัแสดงในตารางภาคผนวก ก1 
 
 จากผลการเปรียบเทียบการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ดว้ยลกัษณะ
สัณฐานวทิยาและการจ าแนกโดยวธีิ allele-specific PCR  จากการเก็บตวัอยา่งยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิด
ซบัซอ้น Dirus เพศเมีย ทั้งหมด 105 ตวัอยา่ง พบวา่เป็นยุงกน้ปล่อง An. cracens จ  านวน 20 ตวัอยา่ง  
จากหอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ซ่ึงผลจากการจ าแนกชนิดดว้ยลกัษณะ
สัณฐานวทิยาของ Rattanarithikul et al. (2006) และการจ าแนกโดยวธีิ allele-specific PCR  ใหผ้ล
การจ าแนกไม่แตกต่างกนัโดยไม่พบความผดิพลาดในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องชนิดดงักล่าว 
ในขณะท่ียงุกน้ปล่อง An. dirus จ  านวน 4 ตวัอยา่ง จากอ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี ผลการ
จ าแนกดว้ยลกัษณะสัณฐานวิทยาพบวา่เป็นยงุกน้ปล่อง An. dirus ทั้งหมดซ่ึงต่างจากผลการจ าแนก
โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล พบวา่เป็นยงุกน้ปล่อง An. cracens จ านวน 1 ตวัอยา่ง มีความผดิพลาด
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การจ าแนกชนิด 25% และเป็นยงุกน้ปล่อง An. nemophilous จ  านวน 3 ตวัอยา่ง ซ่ึงมีความผดิพลาด
การจ าแนกชนิด 75% จากการทดสอบผลการจ าแนกโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล ซ่ึงพบความ
ผดิพลาดในการจ าแนก 100 % ส่วนยงุกน้ปล่อง An. scanloni จ  านวน 80 ตวัอยา่ง จากอ าเภอมะนงั 
จงัหวดัสตูล ซ่ึงมีจ านวนตวัอยา่งมากท่ีสุดจากแหล่งพื้นท่ีท่ีท าการศึกษาทั้งหมด จากผลการจ าแนก
ดว้ยลกัษณะสัณฐานวทิยาพบวา่เป็นยงุกน้ปล่อง An. scanloni จ  านวน 41 ตวัอยา่ง และ ยงุ  
An. baimaii จ  านวน 39 ตวัอยา่ง ซ่ึงผลท่ีไดมี้ความแตกต่างจากการจ าแนกโดยการใชเ้คร่ืองหมาย
โมเลกุล ซ่ึงผลการจ าแนกพบวา่เป็นยงุกน้ปล่อง An. scanloni จ  านวนทั้งหมด 80 ตวัอยา่ง ซ่ึงมีความ
ผดิพลาดการจ าแนกชนิด 48.75 % และยงุกน้ปล่อง An. nemophilous จ  านวน 1 ตวัอยา่ง จากอ าเภอ
ละอุ่น จงัหวดัระนอง จากการจ าแนกดว้ยลกัษณะสัณฐานวทิยาพบวา่เป็นยงุกน้ปล่อง An. baimaii 
ซ่ึงต่างจากผลการจ าแนกโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล พบวา่เป็นยงุกน้ปล่อง An. nemophilous จาก
การทดสอบผลการจ าแนกโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล ซ่ึงพบความผดิพลาดในการจ าแนก 100 % 
 

อยา่งไรก็ตามการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ยงัพบความผดิพลาดในการ
จ าแนกโดยใชล้กัษณะสัณฐานวทิยาเช่นเดียวกบัยงุกน้กลุ่มซบัซอ้นกลุ่มอ่ืนๆ ซ่ึงการจ าแนกชนิดยงุ
กลุ่มซบัซอ้นโดยใชล้กัษณะสัณฐานวทิยามีความไม่น่าเช่ือถือและพบความผดิพลาดในระดบัสูง
(Tananchai et al., 2012) การตรวจสอบผลการจ าแนกโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลจึงเหมาะแก่การ
น ามาใชท้ดสอบผลการจ าแนกชนิด ซ่ึงมีความรวดเร็วและน่าเช่ือ การจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่ม
ชนิดซบัซอ้น Dirus โดยวธีิ allele-specific PCR  เป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการน ามาใชจ้  าแนกชนิด
ยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้นซ่ึงมีลกัษณะสัณฐานวทิยาคลา้ยคลึงกนั (sibling species) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

การพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอโดยวธีิ allele-specific PCR  เพื่อจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง
กลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ทั้ง 3 ชนิด โดยใชไ้พรเมอร์จ าเพาะจากส่วนของยนี COI สามารถจ าแนก
ชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มซบัซอ้น Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous ดว้ย
ความแตกต่างของช้ินส่วนดีเอน็เอขนาด 236 338 และ 527 คู่เบส ตามขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอไดอ้ยา่ง
จ าเพาะและมีประสิทธิภาพโดยทดสอบจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องจ านวน 105 ตวัอยา่ง จากแหล่งพื้นท่ี
กระจายตวั 5 แหล่ง จากจงัหวดัเชียงใหม่ จงัหวดักาญจนบุรี จงัหวดัสตูล จงัหวดัระนอง และจงัหวดั
สงขลาพบวา่สามารถจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่อง An. cracens จ  านวน 21 ตวั An. scanloni 
จ  านวน 80 ตวั และ An. nemophilous จ  านวน 4 ตวั 

 
ข้อเสนอแนะ 

 

1. ควรเพิ่มจ านวนกลุ่มตวัอยา่งและแหล่งพื้นท่ีกระจายตวัของยงุกลุ่มท่ีศึกษามาทดสอบ 
การจ าแนกชนิด เพื่อตรวจสอบและยนืยนัความเสถียรและประสิทธิภาพของ allele-specific primer 
ท่ีไดจ้ากการศึกษาในคร้ังน้ี  
 

2. การเก็บตวัอยา่งยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus จากแหล่งพื้นท่ีกระจายตวัควร 
เป็นช่วงการกระจายพนัธ์ุของยงุกน้ปล่อง และเก็บตวัอยา่งในสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม 
กบัยงุแต่ละชนิด 
 

3. การออกแบบไพรเมอร์ในการจ าแนกชนิดยงุกน้ปล่องกลุ่มชนิดซบัซอ้น Dirus ควร 
ออกแบบให้จ  าเพาะต่อยงุทุกชนิดในกลุ่มซบัซอ้นเพื่อความแม่นย  าและประสิทธิภาพในการจ าแนก
ชนิดกน้ปล่อง 

 
4. ควรมีการทดสอบ Limit of Detection ในการหาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารท่ีสามารถ 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดด้ว้ยเทคนิค PCR 
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ตารางผนวกที ่ก1  ผลการจ าแนกชนิดและแหล่งท่ีมาของตวัอยา่งยงุกน้ปล่อง 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา  เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
1 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-1 An. cracens An. cracens 

2 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-2 An. cracens An. cracens 

3 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-3 An. cracens An. cracens 

4 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-4 An. cracens An. cracens 

5 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-5 An. cracens An. cracens 

6 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-6 An. cracens An. cracens 

7 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-7 An. cracens An. cracens 

8 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-8 An. cracens An. cracens 

9 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-9 An. cracens An. cracens 

10 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-10 An. cracens An. cracens 
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ตารางผนวกที ่ก1 (ต่อ) 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
11 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-11 An. cracens An. cracens 

12 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-12  An. cracens  An. cracens  

13 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-13 An. cracens An. cracens 

14 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-14 An. cracens An. cracens 

15 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-15 An. cracens An. cracens 

16 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-16 An. cracens An. cracens 

17 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-17 An. cracens An. cracens 

18 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-18 An. cracens An. cracens 

19 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-19 An. cracens An. cracens 

20 18 O 80 'N 98 O95'E หอ้งปฏิบติัการปรสิตวทิยา ม. เชียงใหม่ 0902-20 An. cracens An. cracens 
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ตารางผนวกที ่ก1 (ต่อ) 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 

21 14 O17 N ', 99 O 11'E ต าบลท่าเสา อ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี 0919-1 An. dirus An. cracens 

22 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-1 An. scanloni An. scanloni 

23 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-2 An. scanloni An. scanloni 

24 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-3 An. scanloni An. scanloni 

25 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-4 An. scanloni An. scanloni 

26 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-5 An. scanloni An. scanloni 

27 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-6 An. baibaii An. scanloni 

28 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-7 An. baimaii An. scanloni 

29 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-8 An. baimaii An. scanloni 

30 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-9 An. scanloni An. scanloni 
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ตารางผนวกที ่ก1 (ต่อ) 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา  เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 

31 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-10 An. baimaii An. scanloni 

32 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-11 An. scanloni An. scanloni 

33 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-12 An. baimaii An. scanloni 

34 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-13 An. scanloni An. scanloni 

35 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-14 An. scanloni An. scanloni 

36 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-15 An. baimaii An. scanloni 

37 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-16 An. baimaii An. scanloni 

38 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-17 An. scanloni An. scanloni 

39 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-18 An. scanloni An. scanloni 

40 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-19 An. baimaii An. scanloni 
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ตารางผนวกที ่ก1 (ต่อ) 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา  เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
41 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-20 An. baimaii An. scanloni 

42 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-21 An. scanloni An. scanloni 

43 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-22 An. scanloni An. scanloni 

44 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-23 An. baimaii An. scanloni 

45 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-24 An. baimaii An. scanloni 

46 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-25 An. baimaii An. scanloni 

47 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-26 An. scanloni An. scanloni 

48 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-27 An. baimaii An. scanloni 

49 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-28 An. scanloni An. scanloni 

50 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-29 An. scanloni An. scanloni 
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ตารางผนวกที ่ก1 (ต่อ) 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา  เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
51 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-30 An. scanloni An. scanloni 

52 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-31 An. scanloni An. scanloni 

53 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-32 An. scanloni An. scanloni 

54 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-33 An. scanloni An. scanloni 

55 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-34 An. baimaii An. scanloni 

56 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-35 An. baimaii An. scanloni 

57 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-36 An. baimaii An. scanloni 

58 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-37 An. baimaii An. scanloni 

59 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-38 An. scanloni An. scanloni 

60 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-39 An. baimaii An. scanloni 
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ตารางผนวกที ่ก1 (ต่อ) 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา  เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
61 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-40 An. scanloni An. scanloni 

62 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-41 An. scanloni An. scanloni 

63 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-42 An. scanloni An. scanloni 

64 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-43 An. scanloni An. scanloni 

65 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-44 An. baimaii An. scanloni 

66 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-45 An. scanloni An. scanloni 

67 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-46 An. baimaii An. scanloni 

68 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-47 An. scanloni An. scanloni 

69 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-48 An. baimaii An. scanloni 

70 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-49 An. scanloni An. scanloni 
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ตารางผนวกที ่ก1 (ต่อ) 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา  เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
71 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-50 An. baimaii An. scanloni 

72 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-51 An. baimaii An. scanloni 

73 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-52 An. scanloni An. scanloni 

74 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-53 An. scanloni An. scanloni 

75 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-54 An. baimaii An. scanloni 

76 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-55 An. baimaii An. scanloni 

77 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-56 An. baimaii An. scanloni 

78 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-57 An. baimaii An. scanloni 

79 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-58 An. baimaii An. scanloni 

80 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-59 An. baimaii An. scanloni 
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ตารางผนวกที ่ก1 (ต่อ) 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
81 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-60 An. scanloni An. scanloni 

82 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-61 An. scanloni An. scanloni 

83 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-62 An. scanloni An. scanloni 

84 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-63 An. scanloni An. scanloni 

85 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-64 An. scanloni An. scanloni 

86 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-65 An. scanloni An. scanloni 

87 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-66 An. baimaii An. scanloni 

88 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-67 An. scanloni An. scanloni 

89 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-68 An. baimaii An. scanloni 

90 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-69 An. baimaii An. scanloni 
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ตารางผนวกที ่ก1 (ต่อ) 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 

91 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-70 An. baimaii An. scanloni 

92 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-71 An. scanloni An. scanloni 

93 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-72 An. baimaii An. scanloni 

94 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-73 An. baimaii An. scanloni 

95 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-74 An. scanloni An. scanloni 

96 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-75 An. scanloni An. scanloni 

97 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล  1018-76 An. scanloni An. scanloni 

98 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-77 An. scanloni An. scanloni 

99 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-78 An. baimaii An. scanloni 

100 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-79 An. baimaii An. scanloni 
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ตารางผนวกที ่ก1 (ต่อ) 

 

หมายเลข ละติจูด, ลองติจูด สถานที่ รหัส 
การระบุชนิด 

สัณฐานวิทยา  เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 

101 07 O03' N  99 O 93'E ต าบลปาลม์พฒันา อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล 1018-80 An. baimaii An. scanloni 

102 10 O04' N  98 O80'E ต าบลละอุ่นเหนือ อ าเภอละอุ่น จงัหวดัระนอง 1217-1 An. baimaii An. nemophilous 

103 14 O17 N ', 99 O 11'E ต าบลท่าเสา อ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี 1219-1 An. dirus An. nemophilous 

104 14 O17 N ', 99 O 11'E ต าบลท่าเสา อ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี 1219-2 An. dirus An. nemophilous 

105 14 O17 N ', 99 O 11'E ต าบลท่าเสา อ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี 1219-3 An. dirus An. nemophilous 

 
หมายเหตุ 0902-( ) หมายถึง ยงุกน้ปล่อง An. cracens จาก อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ () คือ ล าดบัตวัอยา่ง 

0919-( ) หมายถึง ยงุกน้ปล่อง An. cracens จาก อ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี () คือ ล าดบัตวัอยา่ง 
1018-( ) หมายถึง ยงุกน้ปล่อง An. scanloni จาก อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล () คือ ล าดบัตวัอยา่ง  
1217-( ) หมายถึง ยงุกน้ปล่อง An. nemophilous จาก อ าเภอมะนงั จงัหวดัสตูล () คือ ล าดบัตวัอยา่ง 
1219-( ) หมายถึง ยงุกน้ปล่อง An. nemophilous จาก อ าเภออ าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี () คือ ล าดบัตวัอยา่ง  
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ภาคผนวก ข 
หลกัเกณฑใ์นการพิจารณาส าหรับการออกแบบไพรเมอร์ 
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การออกแบบไพรเมอร์ 

 
การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยา PCR ส่ิงส าคญัท่ี 

ตอ้งพิจารณา คือ ตอ้งมีขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดม์ากพอส าหรับการเลือกออกแบบคู่ไพรเมอร์ท่ี
เหมาะสม เน่ืองจากไพรเมอร์ท่ีออกแบบตอ้งสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดด้ว้ยปฏิกิริยา PCR และ
ใหข้นาด PCR product ตามท่ีตอ้งการ หากท าการออกแบบไพรเมอร์ไดไ้ม่ถูกตอ้งและเหมาะสม จะ
ท าใหไ้ม่สามารถเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอไดด้ว้ยปฏิกิริยา PCR และไดข้นาดช้ินส่วนดีเอน็เอท่ี
ไม่จ  าเพาะ (non-specific band) หรือมีขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอมากกวา่ 1 แถบ 
 
 หลกัเกณฑส์ าคญัในการพิจารณาส าหรับการออกแบบไพรเมอร์ คือ 
 

1. ไพรเมอร์ ควรมีความยาวประมาณ 17-24 นิวคลีโอไทด ์และมีองคป์ระกอบของนิวคลี 
โอไทด ์G และ C ประมาณ 40-60% ถา้ไพรเมอร์มีขนาดสั้นเกินไป อาจเกิดการจบัคู่กบัช้ินดีเอน็เอท่ี
ไม่ใช่บริเวณเป้าหมาย และใหข้นาด PCR product ไม่ไดข้นาดตามตอ้งการ 
 

2. ไพรเมอร์ควรมีล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์เป็นนิวคลีโอไทดคู์่สมกบับริเวณปลาย 3' ของ 
ดีเอ็นเอเป้าหมายในแต่ละสายของดีเอน็เอตน้แบบ และล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ควรมี
ความจ าเพาะซ่ึงไม่พบท่ีบริเวณอ่ืนของสายดีเอ็นเอตน้แบบ คือสามารถจบัและท าใหเ้กิด stable 
duplex ท่ีต าแหน่งจ าเพาะของดีเอ็นเอเป้าหมายในสภาวะท่ีเหมาะสม  
 

3. ไพรเมอร์ควรมีล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณปลาย 3' ของคู่ไพรเมอร์ท่ีไม่เกิดเบสคู่สมกนั 
 เพื่อป้องกนัการเกิด primer-dimer ซ่ึงจะท าใหไ้ดผ้ลิต PCR ไม่ไดข้นาดตามท่ีตอ้งการ 
 

4. ไพรเมอร์ควรมีล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์มีลกัษณะของล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณปลายทั้ง 
2ขา้ง เป็นคู่สมกนั (palindrome sequence) เพื่อป้องกนัการเกิดโครงสร้างทุติยภูมิของไพรเมอร์ท า
ใหไ้พรเมอร์ไม่สามารถจบักบัดีเอ็นเอเป้าหมายได ้ 
 

5. ความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ีเหมาะสมของไพรเมอร์ควรอยูใ่นช่วง 0.1-1 µM เพราะถา้มี 
ไพรเมอร์มากเกินไป จะเป็นการเพิ่มโอกาสในการเกิด mispriming และ primer-dimer มากข้ึน 
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6. ไพรเมอร์ควรมี ค่า Tm 50-70% เพื่อให้เหมาะสมกบัอุณหภูมิท่ีใชใ้นขั้นการรวมตวั  
(Annealing Tempeature) และควรออกแบบใหคู้่ไพรเมอร์ มีค่า Tm เท่ากนัหรือใกลเ้คียงกนั การหา
ค่า Tm โดยปกติสามารถค านวณไดจ้ากสูตร  
 

Tm = ((4x (G+C) + (2x (A+T)) 0C 
 

 โดยท่ี (G+C) เป็นจ านวนของนิวคลีโอไทด ์G และ C ส่วน (A+T) เป็นจ านวนของนิวคลีโอ
ไทด ์A และ T (ศกลวรรณ, 2547; สุรินทร์, 2552) 
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ภาคผนวก ค 
การแยกขนาดของดีเอน็เอดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis 
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การแยกขนาดของดีเอ็นเอด้วยวธีิ agarose gel electrophoresis 
 
 อิเล็กโทรโฟรีซิสเป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกขนาดโมเลกุลของสารท่ีมีประจุออกจากกนัใน
สนามไฟฟ้าในเจลอะกาโรส แลว้ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์โดยอาศยัหลกัการวา่โมเลกุลของ 
เอธิเดียมโบรไมด์จะเขา้ไปแทรกอยูใ่นดีเอน็เอเกลียวคู่และเม่ือน าไปตรวจสอบผลภายใตแ้สงอุลตรา
ไวโอเลต จะเกิดการเรืองแสงโดยความเขม้ของแสงจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัปริมาณดีเอน็เอเม่ือ
น ามาเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีทราบปริมาณแลว้ สามารถบอกปริมาณดีเอน็เอไดใ้นระดบั
นาโนกรัม การแยกขนาดดีเอ็นเอดว้ยวธีิน้ียงัสามารถบอกคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีไดว้า่มีการปนเป้ือน
ของอาร์เอน็เอหรือไม่และดีเอน็เอท่ีไดมี้ขนาดโมเลกุลเท่าใดมีการแตกหกัของโมเลกุลมากนอ้ย
เพียงใด (ภาควชิาพนัธุศาสตร์, 2542) ซ่ึงมีวธีิการดงัน้ี 
 

1. เตรียมอะกาโรสเจลเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซนต ์โดยชัง่ผงอะกาโรส1.5 กรัม เติมบฟัเฟอร์ 
0.5X TAE ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
2. หลอมอะกาโรสโดยใชไ้มโครเวฟและเขยา่เป็นคร้ังคราวใหผ้งอะกาโรสละลายจนหมด 
 
3. ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ลงท่ีอุณหภูมิประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส แลว้เทลงในถาดเตรียม 

เจลท่ีวางซ่ีหว ี(comb) เพื่อให้เกิดช่องส าหรับเติมตวัอยา่ง รอจนเจลแขง็ตวัท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ  
30 นาที 

 
4. ดึงซ่ีหวอีอก น าเจลวางลงในต าแหน่งท่ีก าหนดของเคร่ืองส าหรับท าอิเล็กโทรโฟรีซิส 

เติม 0.5X TAE ใหท้่วมเจล 
 
5. ดูดสารละลายดีเอน็เอ 3 ไมโครลิตรผสมกบั 6X loading dye 1 ไมโครลิตร แลว้หยอดลง 

ในช่องเจลท่ีเตรียมไว ้
 
6. ต่อกระแสไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใชแ้รงเคล่ือนไฟฟ้าคงที 50 โวลต ์

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
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7. ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์นาน 10 นาที แลว้ลา้งเอธิเดียมโบรไมดส่์วนเกินบนเจล
ดว้ยน ้าประมาณ 5-10 นาที 
 

8. น าแผน่เจลไปตรวจสอบผลภายใตแ้สงอุลตราไวโอเลต แลว้ท าการบนัทึกภาพ 

 

 
 
ภาพผนวกที ่ค1  แถบดีเอน็เอมาตรฐานท่ีใชใ้นการศึกษา GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder            

(Fermentas LIFE SCIENCES, USA)   
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ภาคผนวก ง 
การเตรียมสารเคมีท่ีใชใ้นการศึกษา 
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การเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ในห้องปฏิบัติการ 
 

1. 0.5X buffer (1000 ml) 
 

 50XTAE buffer     10   ml 
 ddH2O      990 ml   
  

2. 1.5% agarose 
 

 Agarose      1.5 g 
0.5XTAE      100 ml 

 
3. 6x Loading dye (10 ml) 

 
 0.25% Bromphenal blue 
 0.25% Xylene cyanol 
 30% glycerol in water 
 

ตวัอยา่งการเตรียม 6X loading dye 10 มิลลิลิตร มีส่วนประกอบดงัน้ี 
 
  bromphenal blue     25 mg 
 Xylene cyanol     25 mg 

 30 % glycerol in water    3.3 ml 
 ddH2O      6.7 ml 

 เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลซียส 
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4. Ethidium bromide (10 mg/100 ml) 
 
 Ethidium bromide     10 mg 
 ddH2O      100 ml 
  

5. สารเคมีในการท าผลผลิต PCR ใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยเอนไซม ์Exonuclease I และ Fast APTM 
Thermosensitive alkaline phosphatas(Fermentas LIFE SCIENCES, USA) 

 
 Exonuclease (20 U/ µl )    2.5 µl   

 Thermosensitive alkaline phosphatase (1 U/ µl) 5   µl   
 Total volume     7.5 µl   

 PCR product     25  µl   
  
 น าส่วนประกอบในปฏิกิริยาผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์ท่ีอุณหภูมิสูง 80 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 15 นาที
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