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กรดนิวคลิอิก 
 กรดนิวคลีอิกคนพบครั้งแรกโดยนักเคมีชาวสวิส  กลาวคือสารนี้ทําหนาที่เปนตัวกําหนดลักษณะตางๆ 
ของสิ่งมีชีวิต  เปนสารที่ทําหนาที่เก็บหนาเก็บขอมูลทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตและ 
สามารถถายทอดไปสูลูกหลานได (ดังรูปที่ 1)  กรดนิวคลีอิกเปนโพลีเมอรของนิวคลีโอไทด (nucleotide ) คือใน
โมเลกุลของมันประกอบดวยนิวคลีโอไทดหลายๆ หนวยตอเขาดวยกันเปนโพลีนิวคลีโอไทด  ( polynucleotide)  
เมื่อนํามาสลายใหเปนโมเลกุลเล็กลงไปอีกจะไดผลผลิต 3 ชนิดเปนองคประกอบเสมอคือ เบสไนโตรเจน 
(nitrogeneous base) น้ําตาลเพนโทส (pentose) และกรดฟสฟอริก  ในธรรมชาติมีชีวโมเลกุลกลุมหนึ่งมีขนาด
ใหญประกอบดวยเบส  น้ําตาล และฟอสเฟตเปนองคประกอบเรียกวา  กรดนิวคลีอิก (nucleic  acid) กรดนิวคลิก
สามารถแบงออกเปน 2 ประเภทซึ่งแตกตางกันที่น้ําตาล  กรดนิวคลีอิกที่มีน้ําตาลไรโบส (ribose) เปน 0
สวนประกอบเรียกวา กรดไรโบนิวคลีอิก (ribonucleic acid) หรือเรียกยอๆวา อารเอ็นเอ (RNA)  พวกที่
ประกอบดวยน้ําตาลดีออกซิไรโบส  เรียกวา  กรดดีออกซิไรโบส (deoxyribonucleic acid) หรือ ดีเอ็นเอ (DNA)  
ซึ่งมีอยูในนิวเคลียสไมโตรคอนเดรีย และคลอโรพลาสท  ทําหนาที่เปนสารพันธุกรรม (genetic material) 
 จากการศึกษาองคประกอบของเบสในดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด  พบวามีปริมาณเบสตางๆ 
แตกตางกัน และวิเคราะหโครงสรางดีเอ็นเอดวยวิธีการหักเหกระจายของรังสีเอ็กซ (X-ray diffraction) ของ James 
Watson และ Francis Crick  พบวาอะดีนีนะจับคูกับไธมีน และกวานีนจะจับคูกับไซโตซีน (complementary  base 
pairing)  การจับคูกันอยางจําเพาะนี้อาศัยพันธะไฮโดรเจน นอกจากนี้ยังพบวาโครงสรางดีเอ็นในธรรมชาติมี
ลักษณะเปนเกลียวคู (double helix) ประกอบดวยสายดีเอ็นเอ 2 สาย  ที่กลับทิศทางกัน (anti parallel) ดีเอ็นเอทั้ง 2 
ย  จะพันเปนเกลียววนขวาในลักษณะรอบแกนรวมเดียวกัน ถาสายหนึ่งวางตัวจากปลาย 5’ ไป 3’ (5’ -3’) อีกสาย
หนึ่งจะวางตัวจากปลาย  3’ ไปปลาย 5’(3’-5’) การพันเปนเกลียวคูเชนนี้จะกอใหเกิดรอง (groove) ในสายของดี
เอ็นเอซึ่งมี 2 ขนาด (minor groove และรองขนาด (minor groove และรองขนาดใหญ (major groove) ทั้ง 2 สายจะ
เอาสวนที่เปนแกนหลักไวดานนอก และหันสวนที่เปนเบสเขาไปไวตรงกลาง โดยเบสแตละตัวจะยึดกันดวย
พันธะไฮโดรเจน 
 ในปจจุบันเปนที่ยอกรับกันวา DNA เกลียวคูตามที่เสนอโดย Watson และ Crick นี้เปนโครงสรางตาม
ธรรมชาติของดีเอ็นเอ และเปนโครงสรางที่เสถียรที่สุดที่ไมสลายไดงาย ดังนั้นการอธิบายเกี่ยวกับปรากฏการณ
และการทํางานของ DNA สวนใหญจะใชโครงสรางเกลียวคูเปนหลัก 
 
คุณสมบัติของดีเอ็นเอ 
 
 ดีเอ็นเอมีสมบัติเฉพาะตัวหลายอยาง เชน 

1. การเปนกรด ดีเอ็นเอแสดงสมบัติเปนกรด เนื่องจากมีหมูฟอสเฟตเปนจํานวนมาก 
2. ความหนืด ความหนืดของดีเอ็นเอจะเปลี่ยนแปลงไปเมื่อรูปรางของมันเปลี่ยนแปลงไป ถาแยกเปน

สายเดี่ยวความหนืดก็ลดลง 



3. การเสียสภาพและการกลับคืนสูสภาพธรรมชาติ การเสียสภาพธรรมชาติ หมายถึง การทําใหดีเอ็น
เอ สองสายแยกออกเปนสายเดี่ยวปจจัยที่ทําใหเสียสภาพธรรมชาติคือ ความรอน กรดดาง รังสี
เอกซ และสารเคมีบางชนิด ถาปรับสภาพแวดลอมเสียใหม ดีเอ็นเอสายเดี่ยวจะสามารถกลับเขาคู
กันและประกอบกันขึ้นเปนเกลียวคูใหมอีกครั้งได 

4. สมบัติในการดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอ  เนื่องจากเบสในดีเอ็นเอจะสามารถดูดกลืนแสงในชวงคล่ืน
แสงอัลตราไวโอเลตไดดีที่สุดที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

 
ทฤษฎีและหลักการของเทคนิคการทํา Polymerase Chain Reaction  
 
 เทคนิคการทํา Polymerase Chain Reaction โดยทั่วไปมักมีวัตถุประสงคที่จะใหไดยีนที่ตองการ และเพิ่ม
ขยายยีนดังกลาว  ซึ่งเทคนิคนี้สามารถเพิ่มขยายดีเอ็นเอใหมีจํานวนมากขึ้นกวาเดิมหลายลานเทา  โดยการเพิ่ม
ปริมาณยีนที่สนใจในหลอดทดลอง ดังนั้นเทคนิคนี้จึงเรียกอีกช่ือหนึ่งวา In vitro enzymatic gene amplification 
วิธนีี้มีประโยชนในการตรวจหาชิ้นสวนหรือเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอที่ตองการในสิ่งสงตรวจ  คนพบครั้งแรกโดย 
Kary Mullis และคณะ ในป 1983  โดยใชหลักการเลียนแบบธรรมชาติที่วาโดยอาศัยดีเอ็นเอตนแบบเปนจุดเริ่มตน 
และมีเอ็นไซมพวก DNA polymerase ชวยทําใหสายดีเอ็นเยาวออกไปโดยเลือกจับเอา นิวคลีโอไทดตัวใดตัวหนึ่ง
ใน 4 ชนิด 
dATP, dGTP, dCTP ,dTTP เขามาตอเปนเบสคูสมกับดีเอ็นเอสายตนแบบ (template) สวนประกอบตางๆ ในการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอมีดังนี้คือ  ดีเอ็นเอตนแบบ (template DNA), thermostable DNA polymerase, 
deoxynucleotice , triphosphate (dNTPs) ทั้ง 4 ชนิด , Oligonuclotide primer อยางนอย 1 คู และบัพเฟอรที่
เหมาะสม ปริมาณดีเอ็นเอจะเพิ่มมากขึ้นได 
ตองอาศัยปฏิกิริยาที่ตอเนื่องหลายๆรอบ ซึ่งแตละรอบจะประกอบดวย 3 ขั้นตอน (ดังรูปที่ 2) คือ 

1. ขั้นตอน denaturation : เปนขั้นตอนการทําให DNA สายคูแยกเปนสายเดี่ยว โดยอาศัยความรอนที่
อุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส  

2. ขั้นตอน Primer annealing  :  เปนขั้นตอนที่มีการลดอุณหภูมิลงมาที่ประมาณ 45-60 องศาเซลเซียส 
เพื่อให Primer สามารถเกาะติดกับดีเอ็นเอ ตนแบบายเดี่ยวตรงบริเวณลําดับเบสคูสม 

3. ขั้นตอน Primer extension  :  เปนขั้นตอนการขยายสายดีเอ็นเอโดยการตอลําดับนิวคลิโอไทดเขาที่
ปลาย 3 ของ Primer  แลวมีการขยายสายดีเอ็นเอสายใหมจากทิศทาง 5 ไป 3 โดยอาศัยเอนไซม 
Thermostable DNA polymerase เชน Taq polymerase ซึ่งปกติใชอุณหภูมิอยูในชวง 70-75 องศา
เซลเซียส 

 ถาพิจารณาสายดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ้น โดยเริ่มจากสายดีเอ็นเอตนแบบ 1 คู เมื่อสิ้นสุดรอบที่ 1 จะไดสายดีเอ็น
เอเปน 2 คู เมื่อทําเชนนี้หลายๆ รอบของ PCR  ดีเอ็นเอก็จะเพิ่มขึ้นเปน 2 เทา ของทุกๆรอบลักษณะทวีคูณเปน 2n  
เมื่อ n เปนจํานวนรอบของปฏิกิริยา ดังนั้นถาปฏิกิริยาดําเนินไปได 20 รอบ จะไดดีเอ็นเอ 220 ชุด หรือมีปริมาณ
ของดีเอ็นเอประมาณ 1 ลานเทา 
 
การเตรียมและขั้นตอนการ PCR  
1.  การเก็บสิ่งสงตรวจหรือตัวอยางเพื่อสกัดดีเอ็นเอ 



 ตัวอยางที่สงตรวจอาจเปนเนื้อเยื่อจากพืช สัตว หรือสิ่งสงตรวจจากผูปวยเชน เลือด สารน้ําตางๆ ช้ินเนื้อ
อาจเปน Fixed paraffin-embedded tissue สามารถเอามาสกัดสารพันธุกรรมที่เปน DNA หรือ RNA ก็ได โดยใช
วิธีงายๆ และรวดเร็ว ซึ่งมีหลายวิธีซึ่งสามารถสกัดเอา DNA ปรมิาณนอยๆ ไดเนื่องจากเทคนิค PCR มีความไวสูง
และอาศัย DNA ปริมาณนอยๆ ได ทั้งสามารถเลือกเพิ่มจํานวน DNA ชวงสั้นๆ ไดดี จึงสามารถใชกับสิ่งสงตรวจ
ที่เปนตัวอยางที่เก็บไวเปนระยะเวลานาน ทําใหมีประโยชนนําไปใชกับงานทางดานโบราณคดีหรืองานนิติเวชได 
2.  ดีเอ็นเอตนแบบ (Template DNA)   
 DNA  ตนแบบที่มีลําดับเบสเปาหมายหรือดีเอ็นเอเปาหมาย (DNA Target) สามารถจะใชในปฏิกิริยา
ของ PCR ในลักษณะ DNA สายเดี่ยวหรือ DNA สายคูก็ได แมวาขนาดของดีเอ็นเอไมใชจุดที่มีปญหามากนัก แต
การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ  โดยดีเอ็นเอมีขนาดสั้นๆ อยูในรูปปลายเปดจะมีประสิทธิภาพที่ดีกวาเพราะ primer จะเขา
ไปจับ  ซึ่งชวยใหงายตอการเพิ่มจํานวนและลดผลผลิต DNA ที่ไมจําเพาะลง โดยทั่วไปควรทดสอบปริมาณ DNA 
ตนแบบที่เหมาะสมเพื่อใหไดปริมาณ DNA ที่ตองการเพียงพอและมีความไวที่เหมาะสม 
3.  นิวคลีโอไทดต้ังตน (Primer) 
 การเลือกออกแบบ Primer ที่จะใชตองเลือกใหเหมาะสมกับแตละงานโดยอาศัยหลักการจับคูกันแบบ
จําเพาะของายดีเอ็นเอ  ที่ตองการตรวจหากับ primer โดยลําดับนิวคลีไทดของ primer เปนตัวกําหนดความจําเพาะ
ในการสังเคราะหดีเอ็นเอ ดังนั้นจึงตองทราบลําดับเบสที่นํามาสังเคราะห primer 
 ขอแนะนําในการเลือกและออกแบบ Primer ไดแก 
1).  ความยาวของ Primer :  ควรมีความยาวประมาณ 18-30 นิวคลีโอไทด ขึ้นอยูกับงานที่ใช 
2).  ควรเลือก Primer ที่มีการกรายของเบสอยางสม่ําเสมอ 
3).  ควรเลือก Primer ที่มี GC-content อยูระหวาง 50-60% ไมควรเลือก primer ที่มีปริมาณ GC   
       content ที่สูงเกินไป 
4).  Primer ตองมีความจําเพาะกับลําดับเบสเปาหมาย (target sequence) ในดีเอ็นเอตนแบบนั่นคือ                                                                  
       ลําดับนิวคลีโอไทดของ primer  ตองมีความจําเพาะเพียงแหงเดียวในสายดีเอ็นเอตนแบบ 
5).    หลีกเลี่ยงลําดับเบสที่จับกับลําดับเบสของตัวเอง 
6).  ควรหลีกเลี่ยงลําดับเบสของแตละ Primer ไมใหเปนคูสมกันเอง 
7).  คา Tm (melting temperature) ของแตละ primer ควรใกลเคียงกัน โดยทั่วไปควรอยูในชวง 55-80 องศา
เซลเซียส 
8).  Primer ควรมีลําดับคูสมกับปลายดาน 3 ของลําดับนิวคลีโอไทดในแตละสายของดีเอ็นเอตนแบบ 
 
4.  Thermostable DNA polymerase 
 Thermostable DNA polymerase ที่นิยมใชกันมากที่สุดคือ Taq DNA polymerase ซึ่ง 
แยกไดจากเชื้อแบคทีเรียที่เจริญไดในน้ําพุรอนที่มีช่ือ Thermus aquaticuse (Taq) ซึ่งมีคุณสมบัติทนความรอนได
สูงและไมเสียคุณสมบัติของเอนไซมในขั้นตอน denature และสามารถในการเรงปฏิกิริยาการสราง DNA ไดที่
อุณหภูมิสูงคือ  70-85 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาคือ 72  องศาเซลเซียส 
 Taq DNA  polymerase เปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 94  กิโลดาลตัน ขาดคุณสมบัติ 3-5 exonuclease 
activity จึงขาดคุณสมบัติในการตรวจสอบที่เรียกวา proofreading ความเขมขนที่เหมาะสมของ Taq DNA 
polymerase อยูในชาง 1.0-2.5 units ความเขมขนที่ใชขึ้นกับปริมาณและลักษณะของดีเอ็นเอตนแบบ, primer 



รวมทั้งสารประกอบอื่นๆ ดวยการใชเอนไซมที่มากเกินไปจะทําใหเกิดผลผลิต PCR ที่ไมจําเพาะขึ้น ทําใหเกิด 
nonspecific background มาก แตถาใชความเขมขนนอยเกินไปก็จะทําใหไดผลผลิตนอย 
 
5.  Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) 
 ความเขนขนของ dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)  ปกติอยูระหวาง 50-200 uM ของแตละ dNTP 
แตถาเปน dNTPs ทั้ง 4 ตัว จะมีสวนประกอบรวมไมเกิน 800 uM ถาหากมีการใช dNTPs ที่มีความเขมขนที่สูง
เกินไป จะเกิดการตอลําดับเบสคูสมที่ผิดพลาด การเตรียม dNTPs 
ควรเตรียมเปน primary stock solution ที่เจือจาง 10 mM แลวแบง aiquot เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 
 
6.  บัฟเฟอร (Buffer) 
 สวนประกอบของบัฟเฟอรประกอบดวย Tris-HCL, KCL, MgCL2 และ Glycerol ความเขมขนและภาวะ
ที่เหมาะสามของสวนประกอบตางๆ ในบัฟเฟอรมีดังนี้ 
 
1)  ความเขมขนของ Magnesium ion (Mg2+) 
 Taq  DNA polymerase ตองการ magnesium ion เพื่อชวยสงเสริมใหปฏิกิริยาการขยายสายดีเอ็นเอ
ดําเนินตอไปได โดย magnesium ion จะทําหนาที่เปน co-factor นอกจากนั้น magnesium ion ยังมีผลตอการ
ทํางานของเอนไซมดวย (enzyme fidelity) และมีผลตอการ anneal ของ primer ความเขมขนของ Magnesium ion 
ตองปรับเปลี่ยนใหพอเหมาะกับความเขมขนของ dNTPs  โดยทั่วไปความเขมขนที่พอเหมาะของ magnesium  ion 
คือตองเหลือ magnesium ในรูปอิสระประมาณ 0.5-1.0 mM โดยทั่วไปมักใช magnesium ความเขมขนทั้งหมดเปน 
1.5 mM ความเขมขนของ mahnesium ion ที่มากเกินไป ทําใหเกิดผลผลิตดีเอ็นเอที่ไมจําเพาะ และพบวาการปรับ
คา magnesium ion ก็ชวยให primer มีการanneal ที่มีความจําเพาะขึ้นเชนเดียวกับการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ 
2) pH 
 pH ที่เหมาะสมในการทํางานสําหรับ Taq DNA polymerase คือที่ pH 7-7.5 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
แตปกติ Taq DNA polymerase จะอยูใน Tris buffer ซึ่งมี pH 8.5-9.0 ที่ 25 องศาเซลเซียส เนื่องจาก pH ของ Tris-
buffer จะลดลงประมาณ 0.03 ของอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นแตละองศา ดังนั้นเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นเปน 72 องศาเซลเซียส 
จะได pH 7.3 
7.  องคประกอบอื่นในปฏิกิริยา PCR 
 โดยทั่วไปสวนประกอบของบัฟเฟอรที่ใชใน PCR คือ 10-15 mM Tris-HCL muj pH8.4 ที่ 25 องศา
เซลเซียส, 50 mMKCL, 1.5  mM MgCL2 0.01% gelatin (W/V) หรืออาใช non-ionic detergent อื่นแทน gelatin ได 
เชน 0.01% NP40 และ 0.01% Tween 20 การทดลองบางแหงใช DMSO ใสลงไปในปฏิกิริยาเพ่ือลด secondary 
structure ขอ DNA แตพบวา 10% DMSO ไมเหมาะกับ Taq DNA polymerase เพราะไปยับยั้งปฏิกิริยาของ
เอนไซมทําใหไดผลผลิต PCR ที่นอยลง Gelatin หรือ Bovine serum albumin (BSA) ที่ความเขมขนต่ําๆ (100 
ug/ml) สามารถชวยคงสภาพของเอนไซมได แต BSA ถูกทําลายไดงายที่อุณหภูมิสูงและอาตกตะกอนกับ Taq 
DNA polymerase 
 
Temperature cycling 



1.  ขั้นตอน Denaturation อุณหภูมิที่ใชสวนใหญประมาณ 94-95 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 30-60 วินาที 
อยางไรก็การใชเวลานานและอุณหภูมิที่สูงเกินไป จะทําใหเอนไซมและนิวคลีโอไทดสูญเสียคุณสมบัติได  แตถา
ใชเวลานอยและอุณหภูมิที่ตํ่าเกินไป จะทําใหสายดีเอ็นเอแยกออกจากันไดไมดี ทําใหผลผลิต PCR ลดลง กรณีที่ 
DNA ตนแบบมีปริมาณ G+C  content ที่สูงมาก ตองเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นดวย 
2.  ขั้นตอน Primer annealing โดยทั่วไปใชอุณหภูมิในขั้นตอนนี้ประมาณ 55-72  องศาเซลเซียสซึ่งใชอุณหภูมิ 
annealing temperature ที่ตํ่ากวา Tm ของ Primer ประมาณ 5 องศาเซลเซียสการใชอุณหภูมิที่สูงในขั้นตอนนี้จะ
ชวยในการเพิ่มความจําเพาะในการจับคู เวลาที่ใชในขั้นตอนนี้ประมาณ 30 วินาที 
3.  ขั้นตอน Primer extension เวลาที่ใชในขั้นตอนนี้ขึ้นกับความยาว ความเขมขน และลําดับเบสของ DNA 
ตนแบบ โดยทั่วไปใชเวลาประมาณ 1 นาที  ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส โดยปกติ Taq DNA polymerase 
สามารถเพิ่มความยาวของสาย DNA ไดประมาณ 6,000 นิวคลีโอไทดตอนาทีที่อุณหภูมิ 72 อาศาเซลเซียส การใช
เวลาที่มากในขั้นตอนแรกจะมีประโยชนสําหรับดีเอ็นเอตนแบบที่มีจํานวนนอย 
จํานวนรอบในการทํา PCR  (cycle number) 
 จํานวนรบในการทํา PCR ขึ้นกับปริมาณดีเอ็นเอตนแบบตั้งตน ถาใชจํานวนรอบที่มากขึ้นเทาใด โอกาส
ที่จะไดผลผลิต PCR  ผิดพลาดก็มากขึ้นตามไปดวย เนื่องจากผลผลิ PCR  ที่ไดจะมีความจําเพาะเจาะจงที่นอยลง  
และ Background มากขึ้น แตใชจํานวนรอบนอยเกินไปผลผลิตที่ไดก็นอยลงดวย 
 
การตรวจวิเคราะหผลผลิต PCR (PCR Product) 
 การตรวจวิเคราะหผลผลิตมีดวยกันหลายวิธี ที่นิยมใชกันทั่วไปคือ 
1.  Gel electrophoresis โดยนําผลผลิต PCR ที่สรางไดมาแยกตามขนาด DNA โดยใชกระแสไฟฟาแยก DNA บน 
agarose gel หรอื polyacrylamide gel เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานที่ทราบขนาดที่แนนอน จากนั้นยอมช้ิน ดี
เอ็นเอดวย ethidium bromide แลวนําไปสองดูดวยแสงอุลตราไวโอเลต ผลผลิต PCR ที่ดีควรใหช้ินดีเอ็นเอที่
ชัดเจน และตรงตามขนาดความตองการ แตถามีขนาดเล็กและแถบดีเอ็นเอไมชัดเจน อาจเปนดีเอ็นเอที่เปน primer 
dimmer 
2.  Nucleic acid hybridization ในกรณีที่ดูผลจากเจลไมชัดเจน สามารถนําผลผลิต PCR ที่ไดมาตรึงกับแผน 
nitrocellulose หรือ แผน nylon แลวนํามาทํา southern blot , dot blot หรือ slot blot โดยอาศัยตัวติดตาม (probe) ที่
จําเพาะกับเบสคูสม ซึ่งติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีหรือสารปลอดรังสี แลวจึงนําผลไปดูการจับของผลผลิต 
PCR กับตัวติดตามได 
3.  Direct sequencing ในกรณีตองการรูรายละเอียดของลําดับเบสหรือของผลผลิต PCR  วาถูกตองแนนอน
หรือไม สามารถตรวจหาลําดับเบสโดยวิธี sequencing PCR ที่เปนสายคู (double strand PCR products) หรือ
อาจจะ sequencing PCR ที่เปนสายเดี่ยว (single stranded PCR products) 
 
ขอควรระวังในการทํา PCR 
การปนเปอน (Contamination) 
 ถึงแมวาเทคนิค PCR นี้จะเปนวิธีที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอไดมากหลายลานเทา แตก็สามารถเพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอที่ปนเปอนเพียงเล็กนอยไดมากเชนกัน ทําใหเกิดผลบวกปลอมได การปนเปอนอาจเกิดไดจาก
หลายสาเหตุเชน การสกัดแยกดีเอ็นเอ หรือจากการปนเปอนของผลผลิต PCR ครั้งกอน (carry over contamination) 



ซึ่งมักจะอยูในรูปละอองลอย (aerosol) ที่มักเกิดขึ้นขณะการเปด-ปดฝาหลอด และการปนตกตะกอน ละอองลอย
นี้สามารถปนเปอนกับสิ่งตางๆ ในหองปฏิบัติการทั้งอุปกรณเครื่องมือและวัสดุตางๆ รวมทั้งผิดหนัง ผม และมือผู
ปฏิบัติการได ดังนั้น จึงควรมีการระวังการปนเปอนใหมากโดยเฉพาะการปนเปอนชนิด carry-over contamination 
 วิธีการที่จะปองกันการปนเปอนมีดวยกันหลายอยางเชน 
1) ควรแบงพื้นหรือหองทํางานในชวงกอนและหลังทํา PCR (separate workspace) 
2) แบงสารเคมีหรือน้ํายาลงในหลอดเล็กๆ (Aliquot) เพื่อใหการนํามาใชแตละครั้งไมปนกัน 
3) ใช Micropipette และ Filter tip  ซึ่งเปนทิปชนิดพิเศษที่ปองกันการแพรกระจายของละอองลอย โดยมีลักษณะ
สําคัญคือมีไสกรอง (membrane) อยูภายใน 
4)  มีตัวควบคุมที่เหมาะสมในการทํา PCR  โดยตัวควบคุมจะมีดวยกัน 3 แบบ คือ แบบแรกเปนตัวควบคุมที่ไมมีดี
เอ็นเอ (no template) เพื่อเปนการควบคุมการปนเปอนของสารที่ใช (negative control)  แบบที่สองเปนตัวควบคุม
ที่มี DNA ชนิดที่ไมมีลําดับเบสเปาหมายอยู (negative control) และแบบที่สามเปนตัวควบคุมที่มีดีเอ็นเอตนแบบที่
ตองตอง (positive control)  
5)  การปฏิบัติงานดวยขบวนการปราศจากเชื้อ (Sterile technique) และดวยความระมัดระวังเชนการสวมถุงมือและ
เปลี่ยนถุงมือบอยๆ 
6)  ลดขั้นตอนยายถายสารละลาย (Minimize handling of the solutions )  เชนลดขั้นตอนการใชปเปต โดยการทํา 
master mix เมื่อตองทํา PCR หลายตัวอยาง 
 
ขอจํากัดทางดานเทคนิคของวิธี PCR 
 แมวาเทคนิค PCR จะมีประสิทธิภาพสูง แตมีขอจํากัดบางอยางเชน 
1.  ขอผิดพลาดในการทํางานของเอนไซม taq DNA polymerase มีความผิดพลาดในการนําเบสที่ไมใช คูสมมาตอ
กับดีเอ็นเอ ที่กําลังสรางขึ้นมาเทากับ 10-5 error/base เมื่อทํา PCR ไป 30 รอบ โอกาสที่จะผิดพลาดจะพบ 1 ใน 
3000 bp ของผลผลิต PCR 
2.  ความยาวของขนาด PCR  ถึงแมวา PCR  จะสามารถทําใหไดผลผลิตที่มีขนาดยาว 10 kb ไดแตสวนใหญจะ
ไดผลดีที่สุด เมื่อขนาดของ PCR  ไมมากกวา 2 kb เพราะถายาวกวานี้ความผิดพลาดจะมากขึ้น เนื่องจาก primer 
และ taq DNA polymerase ทํางานไมสมบูรณ โดยจะมีการจับ dNTPs ที่ไมถูกตองมาตอเขาภายในสาย DNA มาก
ขึ้น 
 ปจจุบันพบวา PCR เปนเทคนิคที่นําไปใชประโยชนไดหลายสาขาทั้งการแพทย, การเกษตร, โบราณคดี, 
อุตสาหกรรม และอื่นๆ อีกมากมาย จีงนับวาเปนเครื่องมือที่มีประโยชนมหาศาล  ปจจุบัน PCR มีเทคนิคใหมๆ ที่
เพิ่มขึ้นมากมายจึงเรียกวา Advanced PCR อันไดแก  Nested PCR, Reverse transcriptase PCR (RT-PCR-SSCP, 
Multiplex PCR, Random Amplified Polymorphism of  DNA (PAPD) และ Realtime PCR เปนตน  ทําใหมีความ
หลากหลายในการเลือกใชใหเหมาะสมกับงานและไดประโยชนยิ่งขึ้น 
 
Advanced Techniques of  PCR 
 Polymerase Chain Reactions (PCR) ไดถูกนําประยุกตใชและการพัฒนาปรับปรุงวิธีตางๆเพื่อให
สามารถนําไปศึกษาคนควา วิจัย ความรูใหมๆ ตลอดจนการแกไขปญหาที่ไมอาจทําไดในอดีต เนื่องจาก
เทคโนโลยีของ PCR ไดกาวหนาไปอยางรวดเร็ว โดยเริ่มตนตนแตมกีารรายงานการเกิด PCR ครั้งแรกในป 1985 



ซึ่งเปน simple PCR จนกระทั่งในปจจุบันมีเทคนิคช้ันสูง (Advanced techniques of PCR)  ออกมาใหมๆ  ให
นํามาใชอยูมากมาย ในบทนี้จะขอกลาวถึงโดยยอเฉพาะเทคนิค PCR ช้ันสูงที่พบมากไดนาประยุกตใชในงาตางๆ 
โดยจะขอกลาวถึงคุณสมบัติพิเศษของวิธี  
PCR นั้นๆ ขอบงที่จะนําไปใช PCR ช้ันสูงที่ไดมีการพัฒนาดัดแปลงเฉพาะเทคนิคพื้นฐานดังตอไปน้ี 
1.  Multiplex  PCR 
 เปนเทคนิคการทํา PCR  ซึ่งทําการเพิ่มขยายดีเอ็นเอเปาหมายโดยใช primer หลายคูพรอมกันในปฏิกิริยา
เดียวกันโดย primer   แตละคูที่นํามาตองออกแบบใหดี ไมมี complementary กัน และเมื่อนําไปทํา PCR  จะให
ผลผลิตที่มีขนาดความยาวที่แตกตางกัน การทํา multiplex  PCR ตองปรับสภาวะพอเหมาะของปฏิกิริยา เพื่อให
สามารถเพิ่มขยายจํานวนดีเอ็นเอจากทุก Primer  ที่ใสลงไปไดเทากัน และเนื่องจากในปฏิกิริยานี้จะมี primer 
หลายคู 
 
 
 
2.  Nested PCR 
 เปนเทคนิค PCR ที่มีวัตถุประสงคเพื่อตองการใหไดผลผลิต PCR ที่มากขึ้น เทคนิคนี้ทําไดโดยอาศัย 
PCR 2 ขั้นตอนดวย Primer 2 คู โดย primer คูแรกจะใชในตอน PCR  ขั้นตอนแรก และPrimer คูแรกจะอยูรอบ
นอกของดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวาดีเอ็นเอเปาหมายแตมีดีเอ็นเปาหมายอยูภายในลําดับเบสของผลผลิตของดีเอ็น
เอ หลังจากนั้นนําเอาผลผลิตของ PCR  ขั้นตอนแรกไปทํา PCR ขั้นตนที่สอง โดยใช primer คูที่ 2 ซึ่งออกแบบให
สําหรับเพิ่มขยายไดเฉพาะดีเอ็นเอเปาหมาย ซึ่งอยูถัดเขาไปจาก primer คูแรก การทํา PCR  ขั้นตอนที่สองนั้นอาจ
ทําปฏิกิริยา 25-30 รอบ ในที่สุดก็ไดผลผลิตดีเอ็นเอเปาหมายที่เพิ่มขยายจํานวนมากตามที่ตองการเทคนิคนี้นิยม
นําไปใชในการประยุกตเรื่องชันสูตรโรค 
 
3.  PCR cloning 
 คุณสมบัติของ PCR  ทําใหเราสามารถสรางดีเอ็นเอที่ตองการออกมาไดเปนจํานวนมาก ดีเอ็นเอดังกลาว
นี้สามารถนําไปทํา cloning เขาไปใน plasmid vector, M13 vector หรือ vector ชนิดอื่นๆไดอาศัยคุณสมบัติการ
ออกแบบ primer ที่เหมาะสม เชนเพิ่มสวนที่เปน restriction site ก็ทําใหเราสามารถนําเอา PCR นั้นมาตัดดวย 
restriction enzyme แลว clone เขาสู  vector ที่ตองการได การ cloning อาจจะอาศัย primer  ที่ออกแบบเปน blunt 
end  หรือ sticky end ก็ไดขอดีของการใช PCR ในการ cloning ก็คือสามารถ clone ไดอยางรวดเร็วในระยะเวลา
อันสั้น โดยได fragment ที่ตองการประหยัดเวลาในการเตรียมดีเอ็นเอตั้งตนโดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อตองการ clone 
gene ที่มีดีเอ็นเอ ต้ังตนปริมาณนอยๆ สวนขอเสียนั้นการโคลน ดวยวิธีนี้ และจําเปนตองรูลําดับหัว-ทายของจีนที่
เรากําลังจะโคลน 
 
4.  PCR-SSCP 
 เปนเทคนิคที่ผสมเอาหลักการของ Single-strand conformation polymorphism (SSCP) ซึ่งเปนวิธีที่ใช
ในการตรวจหาการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอเพียง 1 bp (base pair) ในสายของดีเอ็นเอสั้นๆ เขากับวิธีขง PCR 
ดังนั้นการทํา PCR-SSCP นั้นจะเริ่มจากการเพิ่มขยายดีเอ็นเอ  เปาหมายตองการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของลําดับ



เบสเพียง 1 bp  ในสายของดีเอ็นเอประมาณ 100-500 bp ดวยวิธี Simple PCR จากนั้นนําเอา PCR จากนั้นนําเอา 
PCR  product  มาทํา SSCP นั้นจะอาศัยหลักการที่วา denature PCR product  ใหเปน single strand แลวจึงนําเอาดี
เอ็นเอ นี้ไปแยกดวย non-denaturing gel เพื่อดูการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ ถาดีเอ็นสายนั้นมีการเปลี่ยนแปลงลําดับ
เบสไปเพียง 1 bp ก็จะทําใหการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในเจลแตกตางไปจากเดิม สวนใหญของการทํา SSCP นั้น
มักจะใชวิธีการ labeled  labeled PCR product ดวย และแยกบน5% non-denaturing polyacrylamide gel แลวทํา 
32P autoradiography 
5.  RT-PCR 
 เปนเทคนิคการเพิ่มขยายจีนที่สนใจจาอารเอ็นเอแมแบบ โดยหลักการคือ ทําการสกัดอารเอ็นเอใหมี
ความบริสุทธิ์  จากนั้นเขาสูขั้นเขาสูขั้นตอนการสังเคราะห  cDNA  โดยกระบวนการ reverse transcription  โดย
อาศัย enzyme reverse transcriptase (RT) เอนไซมนี้ทํางานโดยสามารถสรางสายดีเอ็นเอไดทั้งจากแมพิมพที่เปนดี
เอ็นเอและอารเอ็นเอ  โดยทั่วไป RT  ที่ใชในงาน cDNA เปนเอนไซมที่ไดมาจาก retroviruses สองตัว Avian 
myeloblastosis (AMV) และ Moloney murine leukemia virus (MMIV) ซึ่ง RT จากไวรัสทั้งสองตัวมีประสิทธิ์
ภาพในการสราง cDNA ไมแตกตางกัน โดยขั้นตอนนี้อาจใช primer ที่เปนgene specific primer  (GSP)  ซึ่งเปน 
Primers ที่สามารถใชในการสรางสาย cDNA ที่จําเพาะที่สุด หรือจะใช Oligo (Dt) primer  ซึ่งการใช primer  
ประเภทนี้จะมีอารเอ็นเอจําเพาะที่เปน  Poly (A)+   RNA  เทานั้นที่ถูกนํามาใชเปนแมแบบในการสรางสาย cDNA 
หรือการใช Random primer เปน primer ที่ไมมีความจําเพรา จึงสามารถเขาจับกับอารเอ็นเอทุกชนิด ดังนั้น cDNA 
ที่เกิดขึ้นจึงมีความหลากหลายมากที่สุด 
  จากนั้นเขาสูขึ้นตอนสุดทายในการทํา PCR โดยอาศัยแมแบบจาก cDNA ที่ถูกสรางขึ้นมาจากแลว โดย
สรางสายดีเอ็นเอขึ้นมาใหมมีลักษณะรูปแบบการทําเหมือน PCR ธรรมดา ในทายที่สุดจะไดสายดีเอ็นเอที่เพิ่ม
จํานวนมากมายจากสายอารเอ็นเอตั้งตน ดังรูปที่ 10 
6. เทคนิค RFLP (Restriction fragment length polymorphism) 

เปนการศึกษาการผันแปรของดีเอ็นเอในโครโมโซมของกลุมสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆโดยการตัดดีเอ็นเอจาก
โครโมโซมดวย Restriction enzyme ที่เหมาะสมเพื่อใหเกิดเปนแบบแผนที่จําเพราะและมีความแตกตางใน
ระหวางกลุม หรือสายพันธุของสิ่งมีชีวิตตาง ๆ แบบแผนของชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกตัดโดย restriction  enzyme เหลานี้จุ
ถูกนํามาวิเคราะห agarose gel electrophoresis 

ในบางกรณีการดูแบบแผนของชิ้นดีเอ็นเอจากเจลไมสามารถบงบอกความแตกตางของแบบแผน
เหลานั้นไดอยางชัดเจน สามารถนําเอาชิ้นสวนของดีเอ็นเอหรือยีน หรือลําดับเบสที่จําเพราะมาเปนตัวตรวจสอบ 
(Probe) โดยวิธี southern blot hybridization เชนการทํา Ribotyping หรือ DNA fingerprinting ทั้ง 2 วิธีสามารถ
นํามาบงบอกความแตกตางของชนิด หรือความเปนเอกลักษณของสิ่งมีชีวิตนั้น ไดขึ้นอยูกับการเลือกใชชนิดของ 
Restriction enzyme ที่เหมาะสม 
7. เทคนิค RAPD (Random amplified polymorphic DNA)\ 

เปนการศึกษาการผันแปรของดีเอ็นเอในโครโมโซมของกลุม ชนิดและเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต
เชนเดียวกัน แตอาศัยเทคนิคหรือวิธีการที่แตกตางจาก RFLP กลาวคือจะอาศัยการเพิ่มขยายชิ้นสวนของดีเอ็นเอ
โดยอาศัย PCR ที่มีการเลือกใช primer ของการเพิ่มขยายชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เปนชนิดสุม (random primer) หลังจาก
การเพิ่มขยายชิ้นสวนของดีเอ็นเอแลว แบบแผนของชิ้นสวนดีเอ็นเอจะถูกนํามาวิเคราะหโดย agagrose gel 
electrophoresis  เชนเดียวกันความสามารถในการบงบอกความแตกตาง หรือความผันแปรในกลุมชนิดของ



สิ่งมีชีวิตไดมากหรือนอยขึ้นอยูกับชนิดของ primer ที่ใช ซึ่งถาการสุมมีความจําเพราะในสวนของดีเอ็นเอที่ผัน
แปรมาก ก็จะไดแบบแผนที่สามารถบงบอกความแตกตางไดมากนั่นเอง 

ในปจจุบันไดมีการเลือกใช Primer ที่มีความจําเพาะจากสวนของ intergenic region ของจีนไรโบโซม 
และการเลือกใช repetitive region ซึ่งมักพบกระจายอยูกลังจีนโครงสรางในสิ่งมีชีวิตช้ันต่ํา เมื่อนํามาใชเปนตัว
เกาะใน PCR แลวจะใหแบบแผนที่สามารแยกความแตกตางของกลุมและชนิดของสิ่งมีชีวิตตาง ๆ ได 
8. เทคนิค Quantitative Realtime PCR 

เปนการนําเทคโนโลยีฟลูออเรสเซนสผสมผสานกับการทํา Thermal cycling แบบ Rapid PCR ทําให
สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมไปพรอมกับกรคํานวณ และวิเคราะหผลในเวลาเดียวกันภายในหลอดทดลอง
ในระยะเวลาอันสั้น โดยจะตรวจตามผลจากสัญญาณฟลูออเรสเซนสที่เกิดขั้นระหวางทํา PCR นอกจากนี้ยังสาม
รถทํา Melting curve analysis สําหรับตรวจหาการกลายพันธุ (Mutation detection) และหาคุณลักษณะของ
ผลิตภัณฑ PCR ไดในเวลาอันรวดเร็วอีกดวย 

นอกจากนี้ยังสามารถนําไปประยุกตใชกับการใชงานเพื่อวัตถุประสงคตาง ๆ ไดมากมาย เชน การ
ตรวจหาและแกไขการเกิดการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอบริเวณทีไมจําเพาะ (Non-specific  amplification), การ
จําแนก Genotype ไดโดยไมตองทําการแยกหาลําดับนิวคลีโดไทด (Sequencing Electrophoresis), การตรวจหา
การเกิด Point Mutation และปจจุบันยังเพิ่มคุณสมบัติ Dual-color detection เมื่อนํามาใชรวมกับ Color-
compensation software ทําใหสามรถศึกษาการเกิดการกลายพันธุที่มีความซับซอนมากยิ่งขึ้นไดอีกดวย 
 
สรุป 
 การแพทย PCR ไดใหคุณประโยชนในการวินิจฉัยโรค การรักษาโรค และการปองกันโรคหลายชนิด 
เชน การใชตัวตรวจดีเอ็นเอจากยีนของเช้ือมาเลเรียหรือไวรัส โดยเฉพาะอยางยิ่งการทําเทคนิค PCR จะชวย
วินิจฉัยวามีเช้ือมาเลเยหรือไวรัสที่เปนสาเหตุของโรคหรือไม วิธีนี้จะสามารถตรวจเชื้อไดรวดเร็วใชตัวอยางเลือด
นอยและมีความแมนยําดี เชน การตรวจหาไวรัสโรคเอดส (AIDS) ปจจุบันไดมีการใชตัวตรวจหาความผิดปกติ
ของยีนที่เปนสาเหตุของโรคพันธุกรรมบงบอกความจําเพาะของสิ่งมีชีวิตตาง ๆ เชน บงบอกความเปนพอ-แม ลูก
กันได ใชในการศึกษา DNA  polymorphism และการทํา genetic mapping ใชในการจําแนกสายพันธของไวรัส 
และใชในการศึกษาการกลายพันธุ ของเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งประโยชนที่กลาวมานั้นลวนแลวแตกอใหเกิดประโยชน
สูงสุดตอยงานวิจัยและพัฒนาหลายดาน เนื่องจากเปนเทคนิคที่สะดวก รวดเร็วและใหผลการวิเคราะหที่นาเชื่อถือ
และแมนยํา 
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