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ABSTRACT 

 The aim of this study was to investigate the accuracy of the duplex PCR and multiplex 

PCR techniques in detecting the adulteration of buffalo milk with cow and goat milk. The specific 

primers were designed in the mitochondrial 12s and 16s rRNA genes that were specific for 

individual animal species. The specific fragments were 220 bp, 256 bp and 326 bp for buffalo, 

cow and goat milk, respectively. The result showed that duplex PCR and multiplex PCR 

techniques could detect the addition of cow and goat milk in buffalo with the sensitivity threshold 

of 0.1% 
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บทคดัย่อ 

 การทดลองน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาประสทิธภิาพการใชเ้ทคนิค Duplex PCR และ Multiplex 

PCR ในการตรวจสอบการปลอมปนน้ํานมโคและน้ํานมแพะในน้ํานมกระบอื โดยใชไ้พรเมอรท์ีม่าจากยนี

ไมโตคอนเดรยี 12s และ 16s rRNA ซึง่มคีวามจาํเพาะเจาะจงกบัน้ํานมสตัวแ์ต่ละชนิด โดยน้ํานมกระบอื

มดีเีอน็เอขนาด 220 bp น้ํานมโคมดีเีอน็เอขนาด 256 bp และน้ํานมแพะมดีเีอน็เอขนาด 326 bp ผลการ 

ทดลองสรุปไดว้่าสามารถใชเ้ทคนิค Duplex PCR และ Multiplex PCR ในการตรวจสอบการปลอมปน

น้ํานมโคและน้ํานมแพะในน้ํานมกระบอืและตรวจการปลอมปนไดท้ีร่ะดบัตํ่าสุด 0.1 เปอรเ์ซน็ต ์
 

คาํสาํคญั: น้ํานมกระบอื น้ํานมโค น้ํานมแพะ Duplex PCR  Multiplex PCR   
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คาํนํา 

 ปจัจุบนัการบรโิภคน้ํานมและผลติภณัฑ์

นมเพิ่มมากขึ้น  เ น่ืองจากการเพิ่มขึ้นของ

ประชากรโลกและพฤติกรรมการบริโภคที่

เปลี่ยนไป ในต่างประเทศพบว่ามกีารบรโิภค

น้ํานมกระบอืมากเป็นอนัดบัสองของโลกรองจาก

น้ํานมโค (Olivia et al., 2010) เน่ืองจากน้ํานม

ก ร ะ บื อ มีคุ ณ ค่ า ท า ง โ ภ ช น า ก า ร สู ง เ มื่ อ

เปรยีบเทยีบกบัน้ํานมโค เช่น ไขมนัสูง แต่มคีอ

เรสเตอรอลตํ่า โปรตนี ฟอสฟอรสั และสารต้าน

อนุมูลอสิระกลุ่มโทโคฟีรอล (tocopherol) สูง  

เ ห ม า ะ สํ า ห รับ ผู้ บ ริ โ ภ ค ที่ ใ ส่ ใ จ สุ ข ภ า พ

เช่นเดยีวกบัปรมิาณวติามนิเอในน้ํานมกระบอืจะ

พบปริมาณสูงกว่า น้ํานมโคและน้ํานมแพะ 

เน่ืองจากสารแคโรทนี(carotene) ถูกเปลีย่นเป็น

วติามนิเอเกอืบทัง้หมด จงึทําใหน้ํ้านมกระบอืมสีี

ขาวขน้มากที่สุดเมื่อเปรยีบเทยีบกบัน้ํานมชนิด

อื่น 
 

 ประเทศไทยนิยมบรโิภคน้ํานมกระบือ

น้อยมากเมื่อเทียบกับน้ํานมโคและน้ํานมแพะ 

เน่ืองจากข้อมูลพื้นฐานที่สําคญัเกี่ยวกับน้ํานม

กระบอื เช่น ขอ้มลูดา้นองคป์ระกอบของน้ํานม 

(โปรตนี ไขมนั ของแขง็ทัง้หมด ของแขง็ไม่รวม

ไขมนั น้ําตาลแลคโตส) มน้ีอย แต่อย่างไรกต็าม

น้ํานมกระบอืไดร้บัความสนใจมากขึน้โดยเฉพาะ

ผู้บรโิภคชาวต่างประเทศที่นิยมบรโิภคเนยแขง็ 

(cheese) และผู้บรโิภคชาวไทยที่ใส่ใจสุขภาพ 

แต่จากปญัหาน้ํานมกระบอืราคาแพงอาจทําให้

เกษตรกรหรอืผู้ประกอบการบางรายแอบผสม

หรือปลอมปนน้ํานมชนิดอื่นลงไปในน้ํานม

กระบือเพื่อเพิ่มปริมาณและผลกําไร ซึ่งถือว่า

เป็นการกระทําที่ผิดกฎหมาย เพราะนอกจาก

เป็นการหลอกลวงผูบ้รโิภคแลว้ยงัอาจส่งกระทบ

ต่อสุขภาพและความปลอดภยัของผูบ้รโิภค เช่น 

การแพโ้ปรตนีบางชนิดในน้ํานม รวมถงึขอ้จาํกดั

ทางศาสนาหรอืกฎระเบียบของแต่ละประเทศ 

(Lopez-Calleja et al., 2005a) การตดิฉลากจงึ

เป็นวิธีการหน่ึงที่จะช่วยลดปญัหาดังกล่าวได ้

(Abdel and Ahmed, 2007) นอกจากน้ียงัมี

หลายวธิีการที่ใช้ในการตรวจสอบ โดยเทคนิค         

อไีลซา (ELISA) มกีารใช้อย่างกว้างขวางเพราะ

ง่ายและสะดวกแต่ไม่นิยมสําหรับตรวจสอบ

อาหารที่ผ่านความร้อนหรือมีองค์ประกอบที่

ซบัซ้อน  (Lopez-Calleja et al., 2005b) ใน

ปจัจบุนัจงึไดม้กีารนําเทคนิคดา้นดเีอน็เอ (DNA-

based) มาใชส้ําหรบัการตรวจสอบชนิดของสตัว ์

(species) เ น่ืองจากดีเอ็นเอเป็นโมเลกุลที่มี

ความเสถยีร (Lopez-Calleja et al., 2007) 

สามารถบอกความแตกต่างในสิง่มชีวีติทีส่ามารถ

ถ่ายทอดทางพนัธุกรรมได ้รวมถงึการใชด้เีอน็เอ

เครื่องหมาย (DNA marker) หรอืโมเลกุล

เครื่องหมาย (molecular marker) (อรรตัน์, 

2548) 
 

ป ฏิ กิ ริ ย า ลู ก โ ซ่ โ พ ลี เ ม อ เ ร ส 

(Polymerase chain reaction, PCR) เป็น

เทคนิคการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอซึง่ใชเ้ป็นดเีอน็เอ

เครื่องหมายชนิดหน่ึงที่นิยมใชใ้นการตรวจสอบ

การปลอมปนในน้ํานม เน่ืองจากเป็นวิธีการที่

สะดวกและรวดเร็ว โดยจะใช้เซลล์ร่างกาย 

(somatic cells) เช่น เซลล์เม็ดเลือดขาว 

(leukocytes) หรอืเซลล์เยื่อบุนม (epithelial 

mammary cells) เป็นแหล่งของดเีอ็นเอที่ใช้

ตรวจสอบ (Abdel and Ahmed, 2007) และ

ออกแบบไพรเมอร์ที่มคีวามจําเพาะ (specific) 

กบัเซลลห์รอืยนี (gene) ของสิง่มชีวีติทีต่้องการ

ตรวจสอบ   
 

Duplex PCR เป็นเทคนิคพซีอีารท์ี่ใช้

ไพรเมอร ์2 คู่ ส่วนเทคนิค Multiplex PCR  จะ

ใช้ไพรเมอร์มากกว่า 2 คู่ขึ้นไปในการทํา
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ปฏิกิริยาพร้อมๆ กัน โดยไพรเมอร์แต่ละคู่จะ

ได้ร ับการออกแบบให้จํ า เพาะต่อดีเ อ็น เอ

เป้าหมายแต่ละตวัและไม่มเีบสคู่สมกลบัมาจบั

กนัเอง เทคนิค duplex PCR และ multiplex 

PCR จะต้ อ งปรับสภาวะขอ งปฏิกิ ริย า ให้

เหมาะสมเพื่อให้สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

จากไพรเมอรทุ์กตวัทีใ่ส่ลงไป Bottero et al. 

(2003) ใช้เทคนิค multiplex PCR จําแนก

ผลติภณัฑ์เนยแขง็ (cheese) ที่ทําจากน้ํานมโค 

น้ํานมแพะ และน้ํานมแกะ โดยใช้ไพรเมอร์ที่มี

ความจาํเพาะเจาะจงกบัยนีไมโตคอนเดรยี  12s 

และ16s rRNA พบว่าสามารถตรวจการ

ปลอมปนไดท้ีร่ะดบั 0.5% Lopez-Calleja  et al. 

(2005a) ใชเ้ทคนิคพซีอีารใ์นการตรวจสอบการ

ปลอมปนน้ํานมแพะในน้ํานมแกะทัง้น้ํานมดิบ

และน้ํานมทีผ่่านความรอ้น โดยกําหนดไพรเมอร์

เป้าหมายที่จําเพาะกับยีนไมโตคอนเดรยี 12s 

rRNA ซึ่งจะแสดงแถบดเีอ็นเอของน้ํานมแพะ

ขนาด 122 bp และเทคนิคน้ีสามารถตรวจสอบ

การปลอมปนน้ํานมแพะได้ที่ระดบั 0.1% จาก

รายงานของ Mafra et al. (2007) ใชเ้ทคนิค 

duplex PCR ในการตรวจสอบน้ํานมโคในเนย

แข็งที่ทําจากน้ํานมแพะ โดยใช้ไพรเมอร์ที่มา

จากยีนไมโตคอนเดรีย 12s rRNA  0และ 0

เปรยีบเทียบเชิงเส้นโค้งปกติระหว่างน้ํานมโค

และเนยแข็งนมแพะ พบว่าสามารถตรวจพบ

น้ํานมโคในเนยแขง็นมแพะไดท้ีช่่วง 1-60% และ

นําไปประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบเนยแข็งนม

แพะทางการคา้จาํนวน 17 ตวัอย่าง พบว่ามกีาร

ปลอมปนน้ํานมโคลงไปเนยแขง็นมแพะจํานวน 

15 ตวัอย่าง และม ี3 ตวัอย่างทีต่ดิฉลากว่าเป็น

น้ํานมแพะแท ้ศศธิรและคณะ (2553) ใชเ้ทคนิค 

PCR ในการตรวจสอบการปลอมปนน้ํานมโคใน

ผลติภณัฑน้ํ์านมแพะ โดยใช้ไพรเมอรเ์ป้าหมาย

ที่มีความจําเพาะกับยีนไมโตคอนเดรีย 12s 

rRNA ซึ่งจะแสดงแถบดเีอ็นเอของน้ํานมโค

ขนาด 223 bp พบว่าสามารถตรวจพบการ

ปลอมปนของน้ํานมโคในน้ํานมแพะดบิในระดบั

ที่เข้มข้นที่สุด 0.1% และจากการศึกษา

ผลติภณัฑ์น้ํานมแพะในท้องตลาดของประเทศ

ไทยพบว่าม ี 3 จาก 9 ตวัอย่าง ที่พบการ

ปลอมปนของน้ํานมโคในผลติภณัฑ์น้ํานมแพะ 

และ Sachinandan et al. (2011) ใชเ้ทคนิค 

simplex PCR และ duplex PCR ในการจาํแนก

ชนิดน้ํานมจากโค กระบอื และเนยแขง็ที่ทําจาก

น้ํานมกระบือ โดยใช้ยีนจากไมโตคอนเดรีย 

DNA D loop ซึง่จะแสดงแถบดเีอน็เอของน้ํานม

โคขนาด 126 bp และแถบดเีอ็นเอของน้ํานม

กระบอืขนาด 226 bp พบว่าสามารถตรวจสอบ

การปลอมปนน้ํานมโคทีร่ะดบั 0.1% เช่นกนั 
 

การศึกษาครัง้ น้ีจึงมุ่งหวังที่จะศึกษา

ประสทิธภิาพการใชเ้ทคนิค duplex PCR และ 

multiplex PCR ในการตรวจสอบการปลอมปน

น้ํานมโคและน้ํานมแพะในน้ํานมกระบอืเพื่อเป็น

ประโยชน์ของข้อมูลทางวชิาการสามารถนําไป

ประยกุตใ์หเ้กดิงานวจิยัชิน้ใหม่ๆ  ต่อไป 
 

อปุกรณ์และวิธีการ 

1. การเตรียมตวัอย่างเพ่ือทดสอบ 

แบ่งการทดลองเป็น 3 ขัน้ตอน  

 1. การตรวจสอบการปลอมปนน้ํานมโค

ในน้ํานมกระบอืโดยเทคนิค duplex PCR โดย

เตรยีมตวัอย่างน้ํานมโคดบิและน้ํานมกระบอืดบิ 

แบ่งเป็น 7 ตวัอย่างไดแ้ก่ น้ํานมกระบอื 100%, 

น้ํานมโค 100%, น้ํานมกระบือผสมน้ํานมโค 

50%, น้ํานมกระบือผสมน้ํานมโค 10%, น้ํานม

กระบือผสมน้ํานมโค 1%, น้ํานมกระบือผสม

น้ํานมโค 0.5% และน้ํานมกระบอืผสมน้ํานมโค 

0.1% 
 

 2. การตรวจสอบการปลอมปนน้ํานม

แพะในน้ํานมกระบอืโดยเทคนิค duplex PCR 

โดยเตรียมตัวอย่างน้ํานมแพะดิบและน้ํานม
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กระบือดบิ แบ่งเป็น 7 ตวัอย่างได้แก่ น้ํานม

กระบอื 100%, น้ํานมแพะ 100%, น้ํานมกระบอื

ผสมน้ํานมแพะ 50%, น้ํานมกระบอืผสมน้ํานม

แพะ 10%, น้ํานมกระบือผสมน้ํานมแพะ 1%, 

น้ํานมกระบอืผสมน้ํานมแพะ 0.5% และน้ํานม

กระบอืผสมน้ํานมแพะ 0.1% 
 

 3. การตรวจสอบการปลอมปนน้ํานมโค

และน้ํานมแพะในน้ํานมกระบือโดยเทคนิค 

multiplex PCR โดยเตรยีมตวัอย่างน้ํานมโคดบิ 

น้ํานมแพะดบิและน้ํานมกระบือดิบ แบ่งเป็น 9 

ตัวอย่างได้แก่ น้ํานมกระบือ 100%, น้ํานมโค 

100%, น้ํานมแพะ 100%, น้ํานมกระบือผสม

น้ํานมโคและน้ํานมแพะ 33% (1:1:1), น้ํานม

กระบือผสมน้ํานมโคและ น้ํานมแพะ 50% 

(2:1:1), น้ํานมกระบือผสมน้ํานมโคและน้ํานม

แพะ 10% (18:1:1), น้ํานมกระบอืผสมน้ํานมโค

และน้ํานมแพะ 1% (99:0.5:0.5), น้ํานมกระบอื

ผ ส ม น้ํ า น ม โ ค แ ล ะ น้ํ า น ม แ พ ะ  0.5% 

(99.5:0.25:0.25), น้ํานมกระบอืผสมน้ํานมโค

และน้ํานมแพะ 0.1% (99.9:0.05:0.05)  
 

2. การสกดัดีเอน็เอจากน้ํานมโค น้ํานมแพะ 

และน้ํานมกระบือ  
 

ใชชุ้ดสกดัดเีอน็เอ DNA Trap II จาก

ห้องปฏบิตัิการดีเอ็นเอเทคโนโลย ีอาคารศูนย์

เ ท ค โ น โ ล ยี -ดี เ อ็ น เ อ แ ล ะ จี โ น มิ ค ส ์

มห าวิท ย า ลัย เ ก ษ ต รศ าส ต ร์  วิท ย า เ ข ต

กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม โดยนําตัวอย่าง

น้ํานมที่เตรยีมไวป้รมิาตร 200 ไมโครลติร (µl) 

ใส่ในหลอด 1.5 มลิลลิติร (ml) เตมิ trapping 

buffer   400 µl ลงในแต่ละหลอดตวัอย่าง ผสม

ให้เขา้กนัโดยใช้ vortex วางไว้ทีอุ่ณหภูมหิ้อง 5 

นาท ี จากนัน้ป ัน่เหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 10,000 

rpm นาน 10 วนิาท ีเทส่วนใสทิ้ง แล้วเติม 

extraction buffer 500 µl ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้

vortex ให้ตะกอนแตกตวัจนหมด ป ัน่เหวี่ยงที่

ความเรว็รอบ 10,000 rpm นาน 10 วนิาท ี         

เทส่วนใสทิง้ จากนัน้เตมิ  washing buffer l 500 

µl  ผสมให้เข้ากนัโดยใช้ vortex ป ัน่เหวี่ยงที่

ความเรว็รอบ 10,000 rpm นาน 10 วนิาท ีเท

ส่วนใสทิง้  จากนัน้เตมิ washing  buffer ll  500 

µl ผสมให้เขา้กนัโดยใช้ vortex ป ัน่เหวี่ยงที่

ความเรว็รอบ 10,000 rpm นาน 10 วนิาท ีเท

ส่วนใสทิ้ง เปิดฝาทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิ้องจนกว่า

ของเหลวจะระเหยออกจากตะกอนจนหมด  

จากนัน้เตมิ elution buffer 100 µl ผสมให้เขา้

กนั  นําไปบ่มที่อุณหภูม ิ65
 o

C นาน 30 นาท ี

(เพื่อให้ดีเอ็นเอละลายออกมา) ป ัน่เหวี่ยงที่

ความเรว็รอบ 10,000 rpm นาน 10 วนิาท ีแลว้

จงึดงึส่วนใสทีเ่ป็นดเีอน็เอใส่หลอดขนาด 1.5 ml 

หลอดใหมเ่พื่อตรวจสอบคุณภาพดเีอน็เอต่อไป 
 

3.การตรวจสอบความเข้มข้นและคณุภาพ

ของดีเอน็เอ 
 

 นําดเีอ็นเอที่สกดัได้มาตรวจสอบความ

เ ข้ ม ข้ น ด้ ว ย เ ท ค นิ ค อิ เ ล็ ค โ ต ร โ ฟ รี ซี ส 

(electrophoresis) โดยผสมดเีอน็เอ 2 µl กบั TE 

dye 2 µl ให้เขา้กนั และนําไปตรวจสอบพรอ้ม

กบัดเีอ็นเอมาตรฐานที่ทราบความเขม้ขน้ 3 µl 

โดยผ่านตวักลาง คอื 0.8% อะกาโรส ใน 0.5X 

TBE buffer (40 mM Tris base, 20 mM 

aetate, 2 mM EDTA, pH 8) ผ่านสนามไฟฟ้า 

ความต่างศกัย ์100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาท ี

และความเข้มข้นของดีเอ็น เอกับดีเอ็น เอ

มาตรฐาน คอื lambda 20 ng/µl 
 

4. การทาํปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส 

(Polymerase chain reaction, PCR) 
 

 นําดเีอน็เอตวัอย่างน้ํานมทีส่กดัไดม้าทํา

การเพิม่ปรมิาณชิน้ดเีอน็เอทีต่้องการโดยใชไ้พร

เมอร์ ที่มาจากยนีไมโตคอนเดรยีของโค แพะ 

และกระบือ (Table 1) เตรยีมปฏิกิรยิาพีซีอาร ์
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โดย 1 ปฏกิริยิาประกอบด้วยดเีอ็นเอต้นแบบ 

(DNA template) 60 ng 1 µl, 1 mM primer 

(forward และ reverse) 0.5 µl ,10X Taq buffer 

(20 mM buffer + KCL) 1 µl, 25mM MgCl2 1 

µl, 1 mM dNTP 2 µl, Taq DNA polymerase 

(5U/µl) 0.4 µl และ dH2O ปรมิาตรรวม 10 µl   
  

หลงัจากนัน้นําเขา้เครือ่งควบคมุ

อุณหภมูอิตัโนมตัซิึง่มอุีณหภมูแิละเวลาต่างๆ 

ในแต่ละขัน้ตอน คอื initail denaturation 95
 o

C 

เวลา 1 นาท,ี denaturation 94 
o
C เวลา 5 นาท,ี 

annealing 62
 o

C เวลา 1 นาท,ี extension 72
 

o
C เวลา 1 นาท ี และ

 
final extension 72

 o
C 

เวลา 5 นาที
 
ทาํปฏกิริยิาจาํนวน 35 รอบ 

 

Table 1  Oligonucleotides used as PCR primers 

Species Oligonucleotide primers 
Amplicons 

(bp) 
Reference 

Buffalo 

(Bubalus 

bubalis) 

12SM-FW :** 

5’ CTA GAG GAG CCT GTT CTA TAA TCG ATA A 3’ 

12SBUF-REV2 :  

5’ TTC ATA ATA ACT TTC GTG TTG GGT GT 3’ 

220 

 

Lopez-Calleja 

et al. (2005b) 

Goat 

(Capra hircus) 

Sense 144 :          

5’ CGC CCT CCA AAT CAA TAA G  3’ 

Antisense 469 : 

5’ AGT GTA TCA GCT GCA GTA GGG TT  3’ 

326 

 

Bottero et al. 

(2003) 
Cow 

(Bos Taurus) 

Sense 916 :           

5’ GTA CTA CTA GCA ACA GCT TA 3’ 

Antisense 1171 :   

5’ GCT TGA TTC TCT TGG TGT AGA G 3’ 

256 

    

** 12SM-FW  primer to be common to buffalo cow and goat. 
 

5. การตรวจสอบขนาดดีเอน็เอ
  

 

 หลงัจากเสรจ็สิ้นปฏกิริยิาพซีอีารผ์สมดี

เอน็เอกบั sequencing dye (10 mM EDTA pH 

8.0, 98% formamide, 0.025% bromophenol 

blue และ 0.025% xylene cyanol) 2 µl ใหเ้ขา้

กนั แล้วนําไปตรวจสอบขนาดพรอ้มกบัดเีอ็นเอ

มาตรฐานทีท่ราบขนาดแลว้ (ดเีอน็เอมาตรฐานที่

ใช ้คอื 100 bp ladder)  โดยในแต่ละ lane จะใช้

ดเีอน็เอปรมิาตร 5 µl โดยผ่านตวักลาง คอื 2% 

อะกาโรสเจล ใน 0.5X TBE buffer ผ่าน

สนามไฟฟ้า ความต่างศกัย ์100 โวลต์ เป็นเวลา 

50 นาที จากนัน้แช่แผ่นเจลในสารละลาย 

etidium bromide นาน 10 นาท ีและแช่ในน้ํา 10 

นาท ีเพื่อล้าง etidium bromide ส่วนเกินออก 

จากนั ้นถ่ายรูปเพื่อนําไปประมาณขนาดของ

ชิ้นส่วนดเีอ็นเอที่เพิ่มปรมิาณด้วยปฏกิิรยิาพีซี

อาร ์ 
 

ผลและวิจารณ์ 

1. การตรวจสอบการปลอมปนน้ํานมโคในน้ํานม

กระบอืโดยเทคนิค duplex PCR 
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Figure 1  Duplex PCR analyses of buffalo milk with the addition of cow milk at the rate of 0.1-50%: 1; 100% 

buffalo milk, 2; 50% cow milk, 3; 10%, 4; 1%, 5; 0.5%, 6; 0.1%, 7; 100% cow milk, 8; negative 

control and M; molecular weight marker.        

 

Figure 1 แสดงการตรวจสอบการปลอมปน

น้ํานมโคในน้ํานมกระบือด้วยเทคนิค duplex 

PCR โดยใชไ้พรเมอรท์ีม่าจากยนีไมโตคอนเดรยี

ของโคและกระบือซึ่งมีลําดับเบสดังแสดงใน 

table 1 หลงัจากเสรจ็สิ้นปฏกิริยิา PCR นําไป

ตรวจสอบขนาดพร้อมกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่

ทราบขนาดดว้ย 2 % อะกาโรสเจลอเิลค็โตรโฟรี

ซสี  ผ่านสนามไฟฟ้า ความต่างศกัย ์100 โวลต ์

เป็นเวลา 50 นาท ีพบว่าใน lane M (ช่องแรก) 

คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder ที่ใช้

สาํหรบัเปรยีบเทยีบขนาดดเีอน็เอทีเ่กดิขึน้โดยมี

ขนาดตัง้แต่ 100-1,000 bp ใน lane ที่ 1 คอื 

น้ํานมกระบอื 100% มดีเีอ็นเอขนาด 220 bp 

และ lane ที่ 7 คอื น้ํานมโค 100% มดีเีอน็เอ

ขนาด 256 bp ส่วน lane ที ่2-6 คอื น้ํานม

กระบอืผสมกบัน้ํานมโคทีร่ะดบัปรมิาณทีต่่างกนั 

คอื 50, 10, 1, 0.5 และ 0.1% ตามลําดบั ทําให้

ความเขม้ของแถบดเีอน็เอทัง้สองแตกต่างกนัไป

ตามระดับปริมาณน้ํานมโคที่ผสมลงไป โดย 

lane 2 จะมคีวามเขม้ขน้ของแถบดเีอน็เอทัง้สอง

ใกล้เคยีงน้ํานมกระบอืและน้ํานมโค 100% ส่วน 

lane 6 จะพบว่าแถบดเีอน็เอของน้ํานมโค (แถบ

บน) จางเมื่อเทยีบกบัน้ํานมโค 100% (lane 7) 

เน่ืองจากใน lane 6 จะมกีารผสมน้ํานมโคลงไป

ในน้ํานมกระบอืเพยีง 0.1%  
 

จากผลการทดลองจะพบแถบดีเอ็นเอ

บรเิวณดา้นบนแถบดเีอน็เอที่ต้องการตรวจสอบ

ใน lane 2-6 ขนาดประมาณ 600 bp อาจจะ

เน่ืองมาจากไพรเมอร ์2 คู่เกดิการจบักนัเอง ทํา

ใหเ้กดิแถบดเีอ็นเอมากกว่า 1 แถบ หรอือาจจะ

เกิดจากไพรเมอร์ที่ ใช้กับ น้ํานมกระบือ คือ 

12SM-FW ซึง่เป็นยนีทีพ่บได ้  ไมโตคอนเดรยี

ของสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนมทุกชนิด อาจเป็นไปได้

ว่านอกจากไพรเมอรจ์ะจบักบัดเีอ็นเอของน้ํานม

กระบอืแล้วยงัจบักบัดเีอน็เอบางส่วนของน้ํานม

โคอีกด้วย นอกจากน้ีอุณหภูมใินขัน้ตอนการ 

annealing ของการทําปฏกิริยิา PCR ยงัมผีลใน

การเขา้จบัของไพรเมอรก์บัดเีอน็เอต้นแบบ โดย

ในปฏกิิรยิา PCR นัน้หากใช้อุณหภูมติํ่าไพร
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เมอรจ์ะเขา้กบักบัดเีอน็เอตน้แบบแบบไม่จาํเพาะ

เจาะจง (วชัรแีละมนตร,ี 2536) คอื ถงึแมว้่าไพร

เมอร์มีลําดับเบสไม่ เหมือนกันกับดีเอ็นเอ

ต้นแบบทัง้หมดก็ยงัสามารถเข้าจบัได้ แต่เมื่อ

เพิม่อุณหภมูใิหสู้งขึน้กจ็ะทําใหไ้พรเมอรท์ีจ่ะเขา้

จบักบัดเีอน็เอตน้แบบตอ้งมคีวามเหมอืนกนัหรอื

ความจําเพาะเจาะจงกนัมาก จงึจะสามารถจบั

กบัดเีอ็นเอต้นแบบและสามารถเพิม่ปรมิาณได ้

และจากผลการทดลองสามารถตรวจสอบการ

ปลอมปนน้ํานมโคในน้ํานมกระบือได้ที่ระดับ 

0.1% (lane 6) 
 

2.การตรวจสอบการปลอมปนน้ํานมแพะใน

น้ํานมกระบอืโดยเทคนิค Duplex PCR 

 

 
 

Figure 2  Duplex PCR analyses of buffalo milk with the addition of goat milk at the rate of 0.1-50%: 1; 100% 

buffalo milk, 2; 50% goat milk, 3; 10%, 4; 1%, 5; 0.5%, 6; 0.1%, 7; 100% goat milk, 8; negative 

control and M; molecular weight marker.        
  

Figure 2 แสดงการตรวจสอบการ

ปลอมปนน้ํานมแพะในน้ํานมกระบอืดว้ยเทคนิค 

duplex PCR โดยใชไ้พรเมอรท์ีม่าจากยนีไมโต

คอนเดรยีของแพะและกระบอืซึ่งมลีําดบัเบสดงั

แสดงใน table 1หลงัจากเสรจ็สิน้ปฏกิริยิา PCR 

นําไปตรวจสอบขนาดพรอ้มกบัดเีอน็เอมาตรฐาน

ทีท่ราบขนาดดว้ย 2 % อะกาโรสเจลอเิลค็โตรโฟ

รซีสี  ผ่านสนามไฟฟ้า ความต่างศกัย ์100 โวลต ์

เป็นเวลา 50 นาท ีพบว่าใน lane M (ช่องแรก) 

คอื ดเีอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder ที่ใช้

สาํหรบัเปรยีบเทยีบขนาดดเีอน็เอทีเ่กดิขึน้โดยมี

ขนาดตัง้แต่ 100-1,000 bp lane ที ่1 คอื น้ํานม

กระบอื 100% มดีเีอน็เอขนาด 220 bp และlane 

ที ่7 คอื น้ํานมแพะ 100% มดีเีอ็นเอขนาด 326 

bp ส่วน lane ที ่2-6 คอื น้ํานมกระบอืผสมกบั

น้ํานมแพะที่ระดบัปรมิาณทีต่่างกนั คอื 50, 10, 

1, 0.5 และ 0.1% ตามลําดบั ทําใหค้วามเขม้

ของแถบ ดีเอ็นเอทัง้สองแตกต่างกันไปตาม

ระดบัปรมิาณน้ํานมแพะทีผ่สมลงไป โดย lane 2 

จะมีความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอทั ้งสอง

ใกล้เคียงน้ํานมกระบือและน้ํานมแพะ 100% 

ส่วน lane 6 จะพบว่าแถบดเีอ็นเอของน้ํานม

แพะ (แถบบน) จางเมื่อเทียบกับน้ํานมแพะ 

100% (lane 7) เน่ืองจากใน lane 6 จะมกีาร
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ผสมน้ํานมแพะลงไปในน้ํานมกระบอืเพยีง 0.1% 

ซึ่งจากผลการทดลองสามารถตรวจสอบการ

ปลอมปนน้ํานมแพะในน้ํานมกระบอืได้ที่ระดบั 

0.1% (lane 6)  

3. การตรวจสอบการปลอมปนน้ํานมโคและ

น้ํานมแพะในน้ํานมกระบอืโดยเทคนิค multiplex 

PCR 

 

 
 

Figure 3 Multiplex PCR analyses of buffalo milk with the addition of cow and goat milk at the rate of 0.1-33%: 

1; 100% buffalo milk, 2; 100% cow milk, 3; goat milk, 4; 33.3% (1:1:1), 5; 50% (1:1:2), 6; 10% 

(1:1:18), 7; 1% (0.5:0.5:99), 8; 0.5% (0.25:0.25:99.5), 9; 0.1% (0.05:0.05:99.9), 10; negative control 

and M; molecular weight marker.    

 

Figure 3 แสดงการตรวจสอบการ

ปลอมปนน้ํานมโคและน้ํานมแพะในน้ํานมกระบอื

ดว้ยเทคนิค multiplex PCR โดยใช้ไพรเมอร์

ที่มาจากยีนไมโตคอนเดรียของโค แพะ และ

กระบือซึ่งมีลําดับเบสดังแสดงใน Table 1 

หลงัจากเสรจ็สิน้ปฏกิริยิา PCR นําไปตรวจสอบ

ขนาดพร้อมกบัดเีอ็นเอมาตรฐานที่ทราบขนาด

ดว้ย 2 % อะกาโรสเจลอเิลค็โตรโฟรซีสี  ผ่าน

สนามไฟฟ้า ความต่างศกัย ์100 โวลต์ เป็นเวลา 

50 นาท ีพบว่าใน lane M (ช่องแรก) คอื ดเีอน็

เอมาตรฐาน 100 bp ทีใ่ชส้ําหรบัเปรยีบเทยีบ

ขนาดดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นโดยมขีนาดตัง้แต่ 100-

1,000 bp ใน lane ที ่1 คอื น้ํานมกระบอื 100% 

มดีเีอน็เอขนาด 220 bp ใน lane ที ่2 คอื น้ํานม

โค 100% มดีเีอน็เอขนาด 256 bp และ lane 3 

คอื น้ํานมแพะ 100% มดีเีอ็นเอขนาด 326 bp 

ส่วน lane ที ่4-9 คอื น้ํานมกระบอืผสมกบัน้ํานม

โคและน้ํานมแพะที่ระดบัปรมิาณที่ต่างกัน คือ 

33.3% (1:1:1),50% (2:1:1), 10% (18:1:1), 1% 

(99:0.5:0.5), 0.5% (99.5:0.25:0.25) และ 0.1% 

(99.9:0.05:0.05) ทําใหค้วามเขม้ของแถบดเีอ็น

เอทัง้สามแตกต่างกนัไปตามระดบัปรมิาณน้ํานม

โคและน้ํานมแพะทีผ่สมลงไปในน้ํานมกระบอื 
 

จากผลการทดลองจะพบว่าแถบดเีอน็เอ

ของน้ํานมกระบอื 100% (lane 1), น้ํานมโค 

100% (lane 2) และน้ํานมแพะ 100% (lane 3) 

เขม้กว่าแถบดเีอน็เอของน้ํานมกระบอื น้ํานมโค 

และน้ํานมแพะทีผ่สมตัง้แต่ lane ที ่4-9 อาจจะ
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เน่ืองมาจากอุณหภูมใินขัน้ตอนการ annealing 

ของการทําปฏกิริยิาพซีอีารย์งัมผีลในการเขา้จบั

ของไพรเมอรก์บัดเีอน็เอต้นแบบ ซึง่ในปฏกิริยิา

พซีาอาร์นัน้หากใช้อุณหภูมติํ่าไพรเมอร์จะเข้า

กับกับดีเอ็นเอต้นแบบแบบไม่จําเพาะเจาะจง 

(วชัรแีละมนตร,ี 2536) คอื ถงึแมว้่าไพรเมอรม์ี

ลําดับเบสไม่เหมือนกันกับดีเอ็นเอต้นแบบ

ทัง้หมดก็ยังสามารถเข้าจับได้ แต่เมื่อ เพิ่ม

อุณหภูมใิห้สูงขึน้ก็จะทําให้ไพรเมอรท์ี่จะเขา้จบั

กับดีเอ็นเอต้นแบบต้องมคีวามเหมอืนกันหรือ

ความจําเพาะเจาะจงกนัมาก จงึจะสามารถจบั

กบัดเีอ็นเอต้นแบบและสามารถเพิม่ปรมิาณได ้

จงึทําให้การเขา้จบัของไพรเมอรก์บัดเีอ็นเอของ

น้ํานมทัง้สามใน lane ที ่4-9 อาจจะไม่จําเพาะ

เจาะจง 100% ก็เป็นได้ และจากผลการทดลอง

สามารถตรวจสอบการปลอมปนน้ํานมโคและ

น้ํานมแพะในน้ํานมกระบอืโดยเทคนิค multiplex 

PCR ได้ที่ระดบั 0.1% (lane 9) คอื มกีาร

ปลอมปนน้ํานมโคและน้ํานมแพะในน้ํานมกระบอื

อยา่งละ 0.05 เปอรเ์ซน็ต ์ 

สรปุ 

เทคนิค duplex PCR และ multiplex 

PCR สามารถตรวจสอบการปลอมปนน้ํานมโค

และน้ํานมแพะในน้ํานมกระบอืไดท้ีร่ะดบัการ

ปลอมปน 0.1% ทัง้สองเทคนิค 
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