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บทคัดย่อ 

 ตรวจสอบการปลอมปนพืชหรือผลิตภณัฑ์จากพืชในผลิตภณัฑ์อาหารแปรรูปด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยการเพิ่ม
จ านวนดีเอ็นเอบริเวณยีน psaA (Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein A1) ขนาดประมาณ 190 คู่ เบส 
ทดสอบกบัพืชจ านวน 7 ตวัอย่าง ผลิตภณัฑ์จากพืชประเภทแป้ง 4 ตวัอย่าง  เนือ้ของสตัว์ 3 ตวัอย่าง  ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์
แปรรูป 5 ตวัอย่าง  และน า้นมจ านวน 3 ตวัอย่าง  ผลการทดลองพบว่าปฏิกิริยาพีซีอาร์ให้ผลบวกอย่างจ าเพาะกบักลุม่
ตวัอยา่งของพืช แป้ง ผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูป และน า้นมทัง้หมด แตใ่ห้ผลลบท่ีไมเ่กิดผลผลติพีซีอาร์กบัตวัอยา่งเนือ้สตัว์
ทัง้หมด แสดงว่าปฏิกิริยาพีซีอาร์บริเวณยีน psaA นัน้มีความจ าเพาะกับกลุ่มของพืช และตรวจพบการปนพืชหรือ
ผลิตภณัฑ์จากพืชในผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูปและน า้นม ปฏิกิริยาพีซีอาร์มีความไวที่ทดสอบได้กบัดีเอ็นเอของถัว่เหลอืง
ในปริมาณต ่าสุด คือ 5×10-4 นาโนกรัม ดังนัน้ เทคนิคพีซีอาร์ที่ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน psaA นีส้ามารถน ามาใช้
ตรวจสอบพืชและผลติภณัฑ์ของพืชในผลติภณัฑ์อาหารแปรรูปได้อยา่งมีประสทิธิภาพ 
 

ค าส าคัญ : เทคนิคพีซีอาร์    ผลติภณัฑ์อาหารแปรรูป     ยีน psaA 
 

Abstract 
 The adulteration of plants or plant products in processed food products using polymerase chain 
reaction (PCR) of psaA (Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein A1)  gene approximately 190 bp in size 
was examined. 7 plant samples, 4 plant starch samples, 3 meat samples, 5 processed meat samples and 3 
milk samples were investigated. The PCR results of all plant, plant starch, and processed meat samples were 
positive, but only the meat samples were negative, indicating that plants or plant products adulteration existed 
in processed meat and milk products. The minimum amount of soybean DNA detectable by this PCR technique 
is 5×10-4 nanograms, making the developed PCR assay based on psaA gene available and efficient option for 
detecting plants and plant products adulteration in processed food products. 
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บทน า 
 ปัจจุบนัอาหารและผลิตภณัฑ์อาหารถกูพฒันาคุณภาพและรูปแบบเพื่อจูงใจและดึงดูดให้ผู้บริโภคได้เลือกซือ้
สินค้ามากขึน้จึงสง่ผลให้มีการผลิตของปลอมเลียนแบบของแท้ เพื่อขายในราคาที่เทียบเท่าหรือถกูกวา่ของแท้ และมีการ
ปลอมปนผลิตภณัฑ์อาหารเพื่อความได้เปรียบในการแข่งขนั และเพิ่มพนูก าไรจากการขายในราคาสินค้าของแท้ ลกัษณะ
รูปแบบของอาหารปลอมนัน้เป็นไปได้หลายรูปแบบ อาทิ การปลอมปน การท าเลยีนแบบ การผลิตสินค้าที่ไมไ่ด้มาตรฐาน 
และการติดฉลากลวง เป็นต้น (Boonshu et al., 2014) โดยเฉพาะส่วนประกอบของวตัถุดิบที่น ามาใช้ในการผลิต เช่น             
ในผลิตภัณฑ์อาหารจากเนือ้สัตว์แปรรูป เช่น ไส้กรอก และลูกชิน้ มักจะมีการใช้แป้งซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์จากพืชเป็น
สว่นประกอบในการผลิต รวมไปถึงผลิตภณัฑ์ส าเร็จรูปจ าพวกนมจากสตัว์ที่อาจมีการปลอมปนหรือปกปิดวตัถดุิบจากพืช
ที่ผิดกฎระเบียบเก่ียวกบัฉลากผลติภณัฑ์โดยต้องระบสุว่นผสมไว้บนฉลากของผลติภณัฑ์ 
 ในการตรวจสอบพืชที่ปนอยูใ่นอาหารแปรรูปตา่งๆ นัน้ไมส่ามารถที่จะใช้ลกัษณะสณัฐานวิทยาได้  จ าเป็นต้องใช้
ข้อมูลทางพันธุกรรมบนสายดี เอ็นเอ ในงานวิจัยนีศ้ึกษาบริเวณยีน psaA (Photosystem I P700 chlorophyll a 
apoprotein A1) ซึ่งเป็นยีนที่เก่ียวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์แสงในระบบแสงที่ 1 (Photosystem I; PS I) อยู่ใน        
คลอโรพลาสต์จีโนมและเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีลักษณะเหมือนกันมากในกลุ่มพืช (Santabarbara et al., 2005; 
Caffarri et al., 2014) ร่วมกบัเทคนิคพีซีอาร์ตรวจสอบพืชและผลติภณัฑ์พืชปลอมปนในอาหารแปรรูปท่ีท ามาจากเนือ้สตัว์ 
เนื่องจากเทคนิคนีเ้ป็นเทคนิคที่ท าได้ง่าย มีความจ าเพาะ และมีความไวมากกว่าเทคนิคพืน้ฐานอื่นๆ (Chikuni et al., 
1994a, 1994b; Zhang et al., 1999) และสามารถที่จะวิเคราะห์กบัผลติภณัฑ์ที่ผา่นกระบวนการแปรรูปได้แม้ดีเอ็นเอจะมี
การเสยีสภาพไปแล้วก็ตาม  
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
 1. การทดสอบความจ าเพาะของเทคนิคพีซีอาร์ 
 ท าการศึกษาตัวอย่างพืช 7 ชนิด คือ ข้าวโพด (Zea mays L.) มันส าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz)                
ถัว่เหลือง (Glycine max L.) ถัว่เขียว (Vigna radiate L.) ข้าวสาลี (Triticum aestivum L.) คะน้า (Brassica alboglabra 
L.) และต้นหอม (Allium cepa L.) แป้งจ านวน 4 ชนิด คือ แป้งถัว่เหลอืง (soy flour) แป้งมนัฝร่ัง (potato starch) แป้งข้าว
เจ้า (rice flour) และแป้งข้าวเหนียว (sticky rice flour) ตวัอยา่งเนือ้ของสตัว์ 3 ชนิด คือ หม ู(Sus scrofa domesticus L.) 
โค (Bos tuarus L.) และไก่ (Gallus gallus L.) ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูป 5 ชนิด คือ ลกูชิน้ แฮม หมูยอ ไส้กรอก และ
กนุเชียง และตวัอยา่งน า้นม 3 ตวัอยา่ง คือ น า้นมถัว่เหลอืง น า้นมข้าว และน า้นมโค  

ท าการสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยใช้ใบอ่อนด้วยชุดสกัดส าเร็จส าหรับพืช SP Plant DNA Kit (Omega bio-tek, 
USA) การสกัดดีเอ็นเอจากแป้งและตวัอย่างน า้นมใช้ชุดสกัดส าเร็จ  E.Z.N.A.® Stool DNA Kit (Omega bio-tek, USA)  
และการสกัดดีเอ็นเอจากผลิตภัณฑ์เนือ้สตัว์แปรรูป ใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป GMO food DNA extraction kit (TIANGEN, 
China) โดยท าตามค าแนะน าของบริษัท ส่วนเนือ้เยื่อของสัตว์ท าการสกัดโดยดัดแปลงขัน้ตอนการสกัดดีเอ็นเอ                         
จากรายงานวิจัยของ Hoss and Paabo (1993) โดยใช้เนือ้สตัว์ 30 มิลลิกรัม ตัดให้เป็นชิน้เล็กๆ แล้วเติมสารละลาย                  
cell lysis (100 mM NaCl, 100 mM Tris-Cl pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0 และ 0.5% SDS) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
และสารละลาย Proteinase K (20 mg/ml) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มที่ 55°C ข้ามคืน จากนัน้เติม 
RNase A (4 mg/ml) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิที่ 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติม Protein precipitation 
solution (4 M Guanidine Thiocyanate, 0.1 M Tris-Cl, pH 7.5) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 
13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอดทดลองใหม่แล้วเติม 100% isopropanol ปริมาตร 300 
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ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัเบาๆ น าไปป่ันเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทสารละลายทิง้ แล้วเติม 70% ethanol 
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที เทส่วนใสทิง้ ท าให้ตะกอนดีเอ็นเอแห้งโดยวิธี air-
dried แล้วละลายด้วย nuclease free water ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอของทุก
ตัวอย่างด้วยเคร่ือง NanoDrop spectrophotometer ท าการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณยีน psaA ด้วยปฏิริยาพีซีอาร์             
ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร โดยใช้ปริมาณดีเอ็นเอตัง้ต้น 50 นาโนกรัมเท่ากนัทุกตวัอย่าง โดยใช้คู่ไพรเมอร์ psaA-L                            
5’ AGGCTGAGTAGCAGGAGCAA 3’ และ psaA-R 5’ GCACAGGCATC CCAAGTAAT 3’ ซึ่งออกแบบมาจากล าดบั   
นิวคลีโอไทด์บริเวณยีน psaA ของข้าวโพด (Zea mays)  GenBank accession no. X86563 ด้วยโปรแกรม Primer3 
(http://primer3.ut.ee) ปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบด้วยขัน้ตอน pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C 3 นาที, denaturation   
ที่อุณหภูมิ 94°C 30 วินาที, annealing ที่อุณหภูมิ 58°C 30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72°C 30 วินาที จ านวน             
35 รอบ และ final extension 72°C 5 นาที จากนัน้ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis 
ภายใต้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 80 โวลต์ นาน 60 นาที เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder แล้วท า
ผลผลิตพีซีอาร์ให้บริสุทธ์ิด้วยชุดส าเร็จ GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid Biotech, Taiwan) ส่งวิเคราะห์ล าดับ                
นิวคลีโอไทด์โดยตรง และพร้อมกันนีท้ าการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของทุกตวัอย่างที่มีความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ
เท่ากบั  50 นาโนกรัม ด้วยเทคนิคพีซีอาร์บริเวณยีน 18S rRNA ที่ออกแบบและใช้ในห้องปฏิบตัิการที่ให้ผลผลิตได้ทัง้พืช
และสตัว์มีขนาด 157 คูเ่บส เพื่อใช้เป็นตวัควบคมุภายใน (internal control) โดยมีขัน้ตอนของปฏิกิริยาพีซีอาร์เช่นเดียวกนั
กบัยีน psaA ดงักลา่วข้างต้น 
 
 2. การทดสอบความไวของเทคนิคพีซีอาร์ 
 ปฏิกิริยาพีซีอาร์ในบริเวณยีน psaA ท าเช่นเดียวกับข้อที่ 2.1 แต่ใช้ปริมาณดีเอ็นเอของถัว่เหลืองความเข้มข้น
เท่ากบั 5×101, 5×100, 5×10-1, 5×10-2, 5×10-3, 5×10-4และ 5×10-5 นาโนกรัม  และวิเคราะห์ผลผลิตด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis  
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 

จากการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณยีน psaA ที่จ าเพาะกบัพืชหรือผลิตภณัฑ์จากพืชด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่า
สามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอได้อย่างจ าเพาะ โดยให้ผลบวกกบัตวัอย่างพืช คือ ข้าวโพด มนัส าปะหลงั ถัว่เหลือง ถัว่เขียว 
และข้าวสาล ีซึง่นิยมน าไปแปรรูปเป็นแป้งและใช้เป็นสว่นประกอบของผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูปตา่งๆ  รวมถึงคะน้า และ
ต้นหอม ซึ่งใช้เป็นองค์ประกอบของอาหารส าเร็จรูป ได้ผลผลิตขนาดประมาณ 190 คู่เบส และไม่ให้ผลผลิตพีซีอาร์กบัเนือ้
ของสตัว์ทัง้หม ูโค และไก่ (ภาพท่ี 1ก) ในขณะท่ีผลการทดสอบในผลติภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูป (ภาพท่ี 1ข) และน า้นม (ภาพ
ที่ 1ค) ปฏิกิริยาพีซีอาร์ของยีน psaA ให้ผลบวก เช่นเดียวกับตัวอย่างพืช และแป้ง แสดงให้เห็นว่าผลิตภัณฑ์อาหาร
เนือ้สตัว์แปรรูปที่น ามาทดสอบนี ้มีพืชหรือผลิตภณัฑ์จากพืชที่อาจเป็นแป้ง หรือประเภทอื่น เช่น เคร่ืองเทศเคร่ืองปรุงรส 
เป็นต้น ที่น ามาใช้เป็นส่วนผสม ซึ่งในการทดลองนีไ้ม่สามารถระบุประเภทของพืชหรือผลิตภัณฑ์พืชที่น ามาใช้เป็น
ส่วนประกอบได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ให้ผลบวก ส่วนในน า้นมโคที่ปฏิกิริยาพีซีอาร์ให้ผลบวกเช่นเดียวกนัคาดว่ามีการ
ปลอมปนพืชหรือผลติภณัฑ์จากพืช ทัง้ที่ฉลากของผลติภณัฑ์น า้นมนัน้ระบวุา่เป็นนมโคแท้ 100% ทัง้นีท้กุปฏิกิริยาพีซีอาร์
ที่ทดสอบให้ผลบวกกบัยีน 18S rRNA ตวัควบคมุภายใน แสดงว่าให้เห็นว่าไพรเมอร์ บริเวณยีน psaA ที่ออกแบบขึน้มา
เพื่อใช้ในเทคนิคพีซีอาร์นี ้สามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอได้อยา่งจ าเพาะกบักลุม่ของพืชและผลติภณัฑ์จากพืช 
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 เมื่อพิจารณาล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณยีน psaA ของกลุม่พืช ที่ท าการศกึษานี ้มีความแตกตา่งกนั 21 ต าแหนง่ 
จากที่ท าการวิเคราะห์จ านวน 192-194 คู่เบส (ภาพที่ 3) โดยในกลุม่ของพืชที่ผลิตแป้ง (ข้าวโพด มนัส าปะหลงั ถัว่เหลอืง 
และถัว่เขียว) มีค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมต ่าสดุเท่ากบั 0.005 (เปรียบเทียบระหว่างถัว่เหลืองกบัถัว่เขียวซึ่งเป็นพืชที่อยู่            
ในวงศ์ Fabaceae) และสงูสดุเท่ากบั 0.072    (เป็นพืชต่างวงศ์กันระหว่างถั่วเขียว (วงศ์ Fabaceae) กับข้าวโพด (วงศ์ 
Poaceae))  (ตารางที่ 1) แสดงให้เห็นว่าบริเวณยีน psaA นัน้ล าดบันิวคลีโอไทด์มีความแปรปรวนต ่าจึงเหมาะสมที่จะ
น ามาใช้ตรวจสอบกบักลุม่ของพืชและผลติภณัฑ์จากพืช 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  ผลผลิตพีซีอาร์บริเวณยีน psaA ของตวัอย่างที่ท าการศึกษาเมื่อตรวจสอบด้วย 0.8% agarose gel  
                             electrophoresis หมายเหต ุM = 100 bp DNA ladder, NC = negative control 

  (ก) ตวัอยา่งพืช 7 ชนิด และตวัอยา่งสตัว์ 3 ชนิด; (ข) ตวัอยา่งแป้ง 4 ชนิด และตวัอยา่งผลติภณัฑ์ 
  อาหารเนือ้สตัว์แปรรูป 5 ชนิด; (ค) ตวัอยา่งน า้นม 3 ชนิด (ท า 2 ซ า้) 
 

https://th.wikipedia.org/wiki/Poaceae
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ปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานการน าบริเวณยีน psaA ไปใช้ในการตรวจสอบกบัตวัอยา่งผลิตภณัฑ์อาหารด้วยเทคนิค
พีซีอาร์ ส่วนใหญ่ศึกษากับบริเวณอื่นๆ บนไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอ เช่น Che Man et al. (2007) ศึกษาบริเวณยีน 12S 
rRNA ขนาด 387 คู่เบส สามารถบ่งชีเ้นือ้หมแูละตรวจพบเนือ้หมปูลอมปนในผลิตภณัฑ์อาหารฮาลาล แต่อย่างไรก็ตาม 
ในการศึกษาครัง้นีพ้บว่าปฏิกิริยาพีซีอาร์ให้ผลบวกกบัดีเอ็นเอของพืชต ่าสดุที่ 5×10-4 นาโนกรัม (ภาพที่ 2) ซึ่งมีความไว
เทียบเท่ากบัเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ (Real-time PCR) ในบริเวณยีน lectin ที่น ามาใช้ตรวจปริมาณดีเอ็นเอของถัว่เหลอืง
ผสมกบัของเนือ้ววัในปริมาณต ่าสดุได้เทา่กบั 0.001% (9×10-4 นาโนกรัม) (Safdar et al., 2013) แต่อย่างไรก็ตามเทคนิค
เรียลไทม์พีซีอาร์นีย้งัมีอปุสรรคในเร่ืองของราคาที่สงูมากเมื่อเปรียบเทียบกบัเทคนิคพีซีอาร์ที่ใช้ในการศกึษาครัง้นี ้

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  ผลผลิตพีซีอาร์ที่เพิ่มจ านวนด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัดีเอ็นเอของถัว่เหลืองความเข้มข้นเท่ากบั 5×101, 5×100, 
  5×10-1,  5×10-2, 5×10-3, 5×10-4และ 5×10-5 นาโนกรัม ภายหลงัการตรวจสอบด้วย 0.8% agarose gel   
               electrophoresis หมายเหต ุM = 100 bp DNA ladder, NC = negative control 
 
 

 
 
ภาพที่ 3  ความแตกตา่งของล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณยีน psaA ของตวัอยา่งพืช 6 ชนิด คือ ข้าวโพด (Zea mays L.) 
  มนัส าปะหลงั (Manihot esculenta Crantz) ถัว่เหลอืง (Glycine max L.) ถัว่เขียว (Vigna radiata L.) คะน้า  
  (Brassica alboglabra L.) และต้นหอม (Allium cepa L.) 
 

200 bp 
500 bp 
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ตารางที่ 1 ระยะหา่งทางพนัธุกรรมในบริเวณยีน psaA ของกลุม่พืชที่ท าการศกึษา 

Species Glycine max Vigna radiata 
Brassica 
alboglabra 

Manihot 
esculenta 

Zea mays Allium cepa 

Glycine max 0.000      

Vigna radiata 0.005 0.000     

Brassica alboglabra 0.032 0.038 0.000    

Manihot esculenta 0.038 0.043 0.038 0.000   

Zea mays 0.066 0.072 0.066 0.060 0.000  

Allium cepa  0.043 0.049 0.055 0.055 0.038 0.000 
 
สรุปผลการวิจัย 
 ในการศึกษาครัง้นีไ้ด้ท าการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์บริเวณยีน psaA ด้วยไพรเมอร์ที่ออกแบบ
ขึน้มาอย่างจ าเพาะกบักลุม่ของพืชและผลิตภณัฑ์ของพืช ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาดประมาณ 190 คู่เบส สามารถน ามาใช้
ตรวจสอบพืชและผลิตภัณฑ์จากพืช รวมถึงการปลอมปนในผลิตภัณฑ์อาหารเนือ้สตัว์แปรรูป เช่น ลกูชิน้ แฮม หมูยอ         
ไส้กรอก และกุนเชียง รวมถึงน า้นมถั่วเหลือง และน า้นมข้าวได้อย่างจ าเพาะ เมื่อสุ่มทดสอบกับนมโคแท้ 100%             
บางตวัอยา่ง พบวา่ปฏิกิริยาพีซีอาร์ให้ผลบวกซึง่แสดงวา่ตวัอยา่งดงักลา่วมีการปลอมปนพืชหรือผลติภัณฑ์จากพืช เทคนิค
พีซีอาร์นีม้ีความไวที่สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอจากพืชได้ต ่าสดุเท่ากบั 5×10-4 นาโนกรัม ดงันัน้เทคนิคนีจ้ะสามารถน าไป
ประยกุต์ใช้ตรวจสอบการปลอมปนพืชและผลติภณัฑ์จากพืชในผลติภณัฑ์อาหารแปรรูป รวมถึงตรวจสอบความถกูต้องบน
ฉลากของผลติภณัฑ์อาหารแปรรูปตา่งๆ ตอ่ไปได้ 
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