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บทคัดยอ 
การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาปริมาณรอยละของขนสัตวปกปนในอาหาร

โคดวยเทคนิค digital Polymerase Chain Reaction พบวาสภาวะที ่เหมาะสมในการสกัดคือการบมที่
อุณหภูมิ 60๐C เปนระยะเวลา 16 ชั่วโมง ใหผล real time PCR ที่ Ct ดีที่สุด และจากการใชสภาวะดังกลาวที่
ในสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอยางที่ผสมระหวางขนสัตวปกปนกับอาหารโคที่ระดับความเขมขนตางๆ กัน โดย
เปรียบเทียบระหวางการผสมสารพันธุกรรมเปาหมายกับเมทริกซซึ่งในที่นี้คือสารพันธุกรรมที่สกัดจากอาหารโค
โดยตรง กับการสกัดจากขนสัตวปกปนทีแ่ยกไดหลังจากการผสมลงในอาหารโค พบวาทั้งสองกรณีใหผลรอยละ
ของขนสัตวปกปนไมสอดคลองกัน ทั้งนี้อาจอยูที่ขั้นตอนของการสกัดสารพันธุกรรมเปาหมายที่ตองการหา ซึ่ง
คือสารพันธุกรรมของไกอาจมีจำนวนนอยหรือไมสมบูรณ จึงควรศึกษาวิธีการสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอยางที่
ผานกระบวนการใหความรอน และเปน by-product ซึ่งอาจมีจำนวนของสารพันธุกรรมเปาหมายอยูเปน
จำนวนนอย  

 
คำสำคัญ: ขนสัตวปกปน อาหารโค digital Polymerase Chain Reaction  
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Absract 
The objective of this study is to develop methods for quantifying the percentage of 

poultry feather meals in bovine feed by digital Polymerase Chain Reaction. The optimal 
extraction condition is incubated at 60๐C periods 16 hours. This condition has yielded the best 
real-time PCR results at Ct. Using this condition to extract genetic material from samples mixed 
with feather meal and bovine feed at various concentrations, compared the target genetic 
material mixture with the matrix, in this case, genetic material extracted directly from bovine 
feed, with the extraction from poultry feather meal isolated after mixing into bovine feed.    
The results showed inconsistent results in the percentage of poultry feather meals in both 
cases. This may be due to the extraction process of the target genetic material, as poultry 
genetic material may contain only a small amount or be incomplete. Therefore, it is necessary 
to study the method for extracting genetic material from heat-treated samples as a by-
product, which may contain a small amount of target genetic material. 
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บทนำ 
อาหารโคที่มีการผสมขนสัตวปกปน  

ขนสัตวปกปน หมายความวา ขนสัตวจำพวก นก ไก เปน หานปน ที่จะใชเปนวัตถุดิบในอาหารสัตว
และจะตองทำขึ ้นตามกระบวนการยอยภายใตความดันอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม และตามประกาศ
กระทรวงเกษตรและสหกรณ เรื ่อง กำหนดคุณภาพหรือมาตรฐานของอาหารสัตวควบคุมเฉพาะ ประเภท
วัตถุดิบ พ.ศ. 2558 กำหนดขอจำกัดในการใชของขนสัตวปกปนที่จะใชเปนสูตรในการผลิตอาหารสัตว ใหใชได
ไมเกินรอยละของน้ำหนักอาหารสัตว ซึ่งในอาหารโคมีขอจำกัดการใชตามอายุของโคดังนี้  

ระยะ ใหใชเปนสูตรในการผลิตอาหารสัตวไมเกิน 
รอยละของน้ำหนักอาหารสัตว 

โคแรกเกิดถึงอายุ 3 เดือน 3 
โคอายุเกิน 3 เดือน ถึง 6 เดือน 2 
โคอายุเกิน 6 เดือน ถึง 1 ป 6 เดือน 3 
โคอายุเกิน 1 ป 6 เดือน ขึ้นไป 5 
โคระยะอุมทองและระยะใหนม 5 

หลักการของ digital Polymerase chain reaction  
 วิธ ีการวิเคราะหสารพันธุกรรมมีการนำมาใชว ิเคราะหกันอยางแพรหลาย หนึ ่งในนั ้นคือว ิธี 
Polymerase Chain Reaction (PCR) ซึ่งใชในการตรวจหาลำดับสารพันธุกรรมเปาหมายที่มีความจำเพาะ วิธี 
Quantitative real-time PCR (qPCR) ใชวิธีการทางพลศาสตรระหวางกระบวนการ amplification (Higuchi 
et al., 1992) โดยเฝาดูกระบวนการแบบ real-time จากสัญญาณการเรืองแสงในระหวางกระบวนการเพิ่ม
จำนวนของ DNA เปาหมาย สัญญาณดังกลาวเกิดจากโพรบที่ติดสี fluorescent (Rasmussen et al., 1998) 
หรือการปลดปลอยแสงจากปฏิกิริยา (Morrison et al., 1998)  

 
ภาพที่ 1 กระบวนการวิเคราะหดวยเทคนิค PCR และ performance characteristic ของวิธีในแตละขั้นตอน 

(ที่มา Hedman et. al, 2018) 
Digital PCR (dPCR) เปนอีกเทคนิคหนึ่งทาง PCR แตมีความแตกตางจาก qPCR ตรงที่แตละปฏิกิริยา

จะถูกแบงออกเปน partition จำนวนเล็กๆ ตั้งแต 500 จนถึงเปนลาน partition ในแตละ partition ของ
ปฏิกิริยาจะมีปริมาณนอยมาก ตั้งแต 6 นาโนลิตรจนถึง 2-3 พิโคลิตร เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการ PCR แตละ 
partition จะใหผลเปนบวกหรือลบ (binary หรือ digital read-out) จากนั้นจะคำนวณปริมาณของ DNA 
เปาหมายในตัวอยางได  

ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพันธุกรรมของขนสัตวปกปน
โดยใชสารพันธุกรรมของไกเปนตัวแทน และศึกษาการตรวจหาปริมาณรอยละของของขนสัตวปกปนในอาหาร
โคดวยเทคนิค digital PCR   



1. วัตถุประสงค 
 1.1 เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพันธุกรรมของไกจากขนสัตวปกปน 
 1.2 เพื่อพัฒนาวิธีตรวจหาปริมาณสารพันธุกรรมของไกดวยเทคนิค digital polymerase chain 
reaction (dPCR) และคำนวณรอยละของน้ำหนักขนสัตวปกปนในอาหารโค 
2. ขอบขาย 
 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดขนสัตวปกปน และหาปริมาณสารพันธุกรรมของไกในอาหารโค
ดวยเทคนิค dPCR  
3. ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ไดวิธีที่เหมาะสมในการสกัดตัวอยางที่มีขนสัตวปกปน สำหรับนำมาใชในการตรวจหาปริมาณรอยละ
น้ำหนักของขนสัตวปกปนในอาหารโค 
4. เครื่องมือและวัสดุวิทยาศาสตร 

4.1 อุปกรณและเครื่องมือ 

4.1.1 เครื่อง digital PCR ยี่หอ QIAGEN รุน QIAcuity One (QIAGEN, Germany) 
4.1.2 เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nanodrop) (Eppendorf, Germany)  
4.1.3 เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge) (Eppendorf, Germany)  
4.1.4 เครื่องผสมอาหารสัตวใหเปนเนื้อเดียวกัน แบบ 3D mixer 
4.1.5 Heating block (Techne, UK) 
4.1.6 Micropipette ขนาด 1-10, 10-100, 20-200 และ 100-1,000 ไมโครลิตร (Eppendorf, 

Germany) 
4.1.7 หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Eppendorf, Germany) 
4.1.8 QIAcuity nanoplate 26k ชนิด 24 หลุม (QIAGEN, Germany) 
4.1.9 เครื่อง Real-time PCR ยี่หอ Roche รุน LightCycler® 480 II (Roche, Germany) 

4.2 สารเคมีและน้ำยาทดสอบ  
4.2.1 Isopropanol, molecular biology grade (Merck, USA) 
4.2.2 Ethanol, molecular biology grade (Merck, USA) 
4.2.3 Chloroform, AR grade (Merck, USA) 
4.2.4 High Pure PCR Template Preparation kit for DNA extraction (Roche, Germany) 
4.2.5 QIAcuity Probe PCR Kit (QIAGEN, Germany) 
4.2.6 Foodproof® SL Chicken Species Detection Kit (Biotecon Diagnostics, Germany) 
4.2.7 Primers และ Probe ที่จำเพาะตอยีน TGF-β3 ของไก (Biosearch Technologies, USA) 

5. วิธีดำเนินการ 
 5.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพันธุกรรมจากขนสัตวปกปน 
  ชั่งขนสัตวปกปนจำนวน 25 มิลลิกรัม ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
เพื ่อใชในการศึกษาสภาวะที ่เหมาะสมในการสกัดสารพันธุกรรมจากขนสัตวปกปน แลวนำมาสกัดสาร
พันธ ุกรรมดวยชุดสกัดสารพันธ ุกรรมสำเร ็จร ูป High pure PCR template preparation kit (Roche, 
Germany) ตามตารางที่ 1 ซึ่งจะศึกษาปจจัยโดยการเปลี่ยนแปลง 3 สภาวะไดแก อุณหภูมิที่ใชในการบม 
เวลาที่ใชในการบม และการเติม chloroform 500 ไมโครลิตร กอนนำไปปนเหวี่ยงที ่14,000 x g เปนเวลา 5 
นาที และนำสวนใส (supernatant) ใสในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตอจากขั้นตอนที่ 2 



จากนั้นนำตัวอยางที่ทำการสกัดสารพันธุกรรมในแตละสภาวะมาวิเคราะหหาปริมาณ DNA ดวยเครื่องวัด
ปริมาณสารพันธุกรรม (Nanodrop) เพื่อเปรียบเทียบและหาสภาวะที่เหมาะสม 

ตารางที่ 1 วิธีสกัดสารพันธุกรรมดวยชุดสกัดดีเอ็นเอ High pure PCR template preparation kit 
ขั้นตอนที ่ วิธีสกัดสารพันธุกรรม 

1 ชั่งตัวอยาง 25 มิลลิกรัมลงในหลอด microtube 
2. เติม tissue lysis buffer 200 ไมโครลิตร และ proteinase K 40 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex  
3. บมดวยเครื่อง Heating block ตามสภาวะที่ตองการศึกษา ดังนี้   

สภาวะที ่(condition) อุณหภูมิ (องศาเชลเซียส) ระยะเวลาในการบม (ชั่วโมง) 
A1 37 1    
A2  -----> 4   
A3  -----------------> 16  
A4  ----------------------------> 24 
B1 55 1    
B2  -----> 4   
B3  -----------------> 16  
B4  ----------------------------> 24 
C1 60 1    
C2  -----> 4   
C3  -----------------> 16  
C4  ----------------------------> 24 
D1 65 1    
D2  -----> 4   
D3  -----------------> 16  
D4  ----------------------------> 24  

4. เมื่อครบเวลาในแตละสภาวะ เติม Chloroform ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลว invert tube จากนั้นนำไป
ปนเหวี่ยงท่ี 14,000 x g นาน 5 นาที เก็บสวนใส ในข้ันตอนนี้ศึกษาเปรียบเทียบระหวางการมีขั้นตอนการ
เติม chloroform (CH) กับไมมีขั้นตอนดังกลาว  

5. เติม Binding buffer 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex 
6. บมตอที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดวยเครื่อง Heating block  
7. เมื่อครบเวลา เติม cold Isopropanol 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex  
8. ดูดสารละลายทั้งหมดลงใน filter tube ที่วางบน collection tube หลอดที่ 1 จากนั้นนำไปปนเหวี่ยงที่ 

8,000 × g เปนเวลา 1 นาที ท้ิง collection tube และสารที่ไหลผาน 
แลวนำ filter tube ใสเขากับ collection tube หลอดที่ 2 

8. เติม Inhibitor removal 500 ไมโครลิตร นำไปปนเหวี่ยงที่ 8,000 × g เปนเวลา 1 นาที ทิ้ง collection 
tube และสารที่ไหลผาน แลวนำ filter tube ใสเขากับ collection tube หลอดที่ 3 

9. เติม wash buffer 500 ไมโครลิตร นำไปปนเหวี่ยงที่ 8,000 × g เปนเวลา 1 นาที จากนั้นทิ้งสารที่ไหล
ผาน filter tube และทำข้ันตอนท่ี 7 ซ้ำอีกครั้ง 

10. นำไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 × g เปนเวลา 10 วินาที เพื่อปนแหง 
11. ยาย filter tube ไปใสในหลอด microcentrifuge 

12. 
เติม elution buffer (ที่อุนไวที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส) 200 ไมโครลิตร นำไปปนเหวี่ยงที่ 8,000 × g 
เปนเวลา 1 นาที 

13. 
วัดปริมาณ DNA ของตัวอยางท่ีสกัดได ดวยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nanodrop) ที่ความยาวคลื่น 
260 นาโนเมตร (OD260) 



5.2 การเตรียมตัวอยางอาหารโคผสมขนสัตวปกปน 
นำอาหารโคมาตรวจหาสารพันธุกรรมของไกดวยชุดทดสอบสำเร็จรูป foodproof® SL Chicken 

Species Detection Kit โดยวิธี Real-time PCR เพื่อใหมั่นใจวาไมมีสวนประกอบของไกปนอยู จากนั้นนำขน
สัตวปกปนมาผสมกับอาหารโคใหมีความเขมขน 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5% ตามตารางที่ 2 และนำมาผสมใหเขา
กันดวยเครื่องผสมอาหารสัตว แบบ 3D Mixer เปนเวลา 150 นาท ี
ตารางที่ 2 ปริมาณขนสัตวปกปนและอาหารโคที่ใชผสมที่ความเขมขนตางๆ 

ความเขมขน (%w/w) ขนสัตวปกปน (กรัม) อาหารโค (กรัม) 
0.05 0.005 9.995 
0.10 0.010 9.990 
0.50 0.050 9.950 
1.00 0.100 9.900 
5.00 0.500 9.500 

 5.3 การหาปริมาณของสารพันธุกรรมไกดวยเทคนิค dPCR 
 5.3.1 การหาปริมาณสารพันธุกรรมเปาหมาย ดวยการผสมสารพันธุกรรมที่สกัดไดโดยตรง 
 นำสารพันธุกรรมที่สกัดจากขนสัตวปกปนและอาหารโคมาผสมใหเขากัน ตามสัดสวนความเขมขน 
0.005, 0.10, 0.50, 1.00 และ 5.00% (v/v) และนำไปวิเคราะหหาปริมาณของสารพันธุกรรมตามขั้นตอนที่ 
5.3.3  
 5.3.2 การหาปริมาณสารพันธุกรรมเปาหมาย ดวยการคัดแยกเฉพาะขนสัตวปกปนจากอาหารโค 
 นำอาหารโคที่ผสมขนสัตวปกปนที่ระดับ 5% (w/w) จากขั้นตอนที่ 5.2 มาคัดแยกออกเฉพาะขนสัตว
ปกปนดวยกลองจุลทรรศน จากนั้นนำตัวอยางขนสัตวปกปนที่แยกไดทั ้งหมดทำการสกัดโดยใชสภาวะที่
เหมาะสมจากขั้นตอนที่ 5.1     
 5.3.3 การหาปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค dPCR  

นำอาหารโคผสมขนสัตวปกปนที่เตรียมไดจากขอ 5.2 มาสกัดโดยใชสภาะวะที่เหมาะสมจากการศึกษา
ในขอ 5.1 และทดสอบดวยเทคนิค dPCR ใชชุด primers และ probe ที่มีความจำเพาะตอยีน TGF-β3 ของ
ไก (ISO/TS 20224-4, 2020) ตามตารางที่ 3 โดยเตรียมน้ำยาปฏิกิริยา dPCR ตามสวนผสมของน้ำยาใน
ตารางที่ 4 และดูดน้ำยาที่เตรียมลงใน QIAcuity nanoplate 26k ชนิด 24 หลุม หลุมละ 35 ไมโครลิตร 
จากนั ้นเติมตัวอยางที ่สกัดได หลุมละ 5 ไมโครลิตร สำหรับ no template control (NTC) ใชการเติม 
DNase/RNase-free water 5 ไมโครลิตร แทนตัวอยาง และ positive control เติมสารพันธุกรรมไกปริมาตร 
5 ไมโครลิตร โดยทดสอบตัวอยางละ 3 ซ้ำ และใชสภาวะในการทำปฏิกิริยา dPCR ดังตารางที่ 5  
ตารางที ่3 primers และ probe ที่จำเพาะตอสารพันธุกรรมของไก 

Name DNA sequence Length (bp) 
Chicken-77bp-F 5′-CAGCTGGCCTGCCGGC-3′ 77 
Chicken-77bp-R 5′-GCCCAGTGGAATGTGGTATTCA-3′  
Chicken-77bp-P 5′-[FAM]-TGCCACTCCTCTGCACCCAGTGC-[BHQ1]-3′  

 

 

 



ตารางที่ 4 อัตราสวนของน้ำยาสำหรับปฏิกิริยาของ dPCR 

สวนผสมของน้ำยา ปริมาตรตอ 1 reaction (ไมโครลิตร) 
4X Probes PCR Master Mix 10 
20X primer-probe mix 1 
DNase/RNase-free water 24 
DNA template 5 
Total reaction volume 40 

ตารางที่ 5 สภาวะในการทำปฏิกิริยา dPCR 

ขั้นตอน 
เวลา  

(นาที : วินาที) 
อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 
จำนวนรอบ 
 (cycles) 

PCR initial activation 02:00 95 1 
2-step cycling 
Denaturation 00:15 95 

45 
Annealing/Extension 00:30 60 

5.4 คำนวณสัดสวนรอยละของขนสัตวปกปนในตัวอยางโดยใชขอมูลจาก dPCR 
ในการคำนวณเทียบเปนสัดสวนรอยละของน้ำหนัก เนื่องจาก dPCR ใหผลเปนจำนวน DNA copies 

จึงไมตองมีการทำ calibration curve และสามารถนำมาใชคำนวณโดยตรงได (Nesvadbova et al., 2023) 
โดยใชสมการ (1)  

���� ��� ���� ������ �� �� ������� ������

���� ��� ���� ������ �� � ���% ������ 
 × 100  (1) 

โดยจะนำคา DNA copies ที่วัดไดจากตัวอยางขนสัตวปกปน จำนวน 3 ซ้ำ มาหาคาเฉลี่ยและนำคาเฉลี่ยนั้น
มาใชในการคำนวณหาสัดสวนรอยละของขนสัตวปกปนในตัวอยางอาหารโค 
 

 
ภาพที่ 2 ภาพรวมของการศึกษาในครั้งนี้  

  



6. ผลการทดลอง  
 6.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพันธุกรรมจากขนสัตวปกปน  
ตารางที่ 6 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพันธุกรรมจากขนสัตวปกปน 
Condition รายละเอียด DNA concentration 

(µg/mL) 
A260/280 Threshold cycle (Ct) 

Rep.1 Rep.2 Mean Ct ± SD 
A1 37๐C 1 ชั่วโมง 10.5, 12.0 1.79, 1.82 39.27 >40 - 
A1(CH) 37๐C 1 ชั่วโมง (CH) 10.1, 11,5 1.76, 1.92 35.98 36.42 36.20 ± 0.22  
A2 37๐C 4 ชั่วโมง 7.6, 9.4 1.76, 1.85 37.37 ND - 
A2(CH) 37๐C 4 ชั่วโมง (CH) 10.9, 12.6 1.86, 1.89 35.91 > 40.00 - 
A3 37๐C 16 ชั่วโมง 16.3, 16.9 1.78, 1.80 37.28 ND - 
A3(CH) 37๐C 16 ชั่วโมง (CH) 11.5, 16.7 1.73, 1,92 36.92 37.93 37.43 ± 0.51 
A4 37๐C 24 ชั่วโมง 7.8, 9.4 1.89, 2,37 > 40.00 ND - 
A4(CH) 37๐C 24 ชั่วโมง (CH) 9.8, 11.1 1.64, 2.02 37.83 39.63 38.73 ± 0.09 
B1 55๐C 1 ชั่วโมง 9.8, 11.1 1.72, 1.85 38.67 > 40 - 
B1(CH) 55๐C 1 ชั่วโมง (CH) 11.3, 13.8 1.78, 1.82 37.67 37.73 37.70 ± 0.03 
B2 55๐C 4 ชั่วโมง 12.5, 13.9 1.69, 1.75 38.29 > 40 - 
B2(CH) 55๐C 4 ชั่วโมง (CH) 11.3, 18.0 1.68, 1.87 37.48 38.12 37.80 ± 0.32 
B3 55๐C 16 ชั่วโมง 12.2, 17.0 1.61, 1.71 37.47 38.12 37.80 ± 0.33 
B3(CH) 55๐C 16 ชั่วโมง (CH) 10.1, 18.3 1.82, 1.87 36.97 37.09 37.03 ± 0.06 
B4 55๐C 24 ชั่วโมง 8.2, 8.8 1.50, 1.77 39.14 39.57 39.36 ± 0.22  
B4(CH) 55๐C 24 ชั่วโมง (CH) 10.1, 11.7 1.61, 1.88 37.00 39.49 38.25 ± 1.25 
C1 60๐C 1 ชั่วโมง 12.2, 12.5 1.81, 1,88 37.23 38.00 37.62 ± 0.39 
C1(CH) 60๐C 1 ชั่วโมง (CH) 11.5, 12.0 1.80, 1.83 39.24 ND - 
C2 60๐C 4 ชั่วโมง 9.4, 13.6 1.80, 1.94 37.70 38.68 38.19 ± 0.49 
C2(CH) 60๐C 4 ชั่วโมง (CH) 12.4, 14.6 1.85, 1.92 36.54 38.75 37.65 ± 1.11 
C3 60๐C 16 ชั่วโมง 9.1, 11.8 1.75, 2.07 38.03 ND - 
C3(CH) 60๐C 16 ชั่วโมง (CH) 9.4, 9.7 1.85, 1.88 34.91 35.52 35.22 ± 0.31 
C4 60๐C 24 ชั่วโมง 8.0, 9.0 1.46, 1.52 37.31 38.78 38.05 ± 0.74 
C4(CH) 60๐C 24 ชั่วโมง (CH) 8.8, 10.0 1.41, 1,52 34.17 34.61 34.39 ± 0.22 
D1 65๐C 1 ชั่วโมง 6.0, 11.8 1.73, 1.80 37.32 38.47 37.90 ± 0.58 
D1(CH) 65๐C 1 ชั่วโมง (CH) 13.7, 16.2 1.79, 1.81 37.13 38.66 37.90 ± 0.77 
D2 65๐C 4 ชั่วโมง 13.2, 18.5 1.85, 1.93 39.39 > 40 - 
D2(CH) 65๐C 4 ชั่วโมง (CH) 16.3, 18.6 1.79, 2.01 36.54 36.94 36.74 ± 0.20 
D3 65๐C 16 ชั่วโมง 8.6, 9.1 1.66, 1.76 37.88 39.47 38.68 ± 0.80 
D3(CH) 65๐C 16 ชั่วโมง (CH) 10.3, 10.5 1.57, 1,69 37.52 37.79 37.66 ± 0.14  
D4 65๐C 24 ชั่วโมง 10.9, 13.0 1.63, 1,65 40.00 ND - 
D4(CH) 65๐C 24 ชั่วโมง (CH) 15.4, 18.9 1.58, 1.62 39.49 39.52 39.51 ± 0.02 

หมายเหตุ (CH) หมายถึงใช Chloroform ในการสกัด, ND หมายถึง ไมพบ  

เกณฑการเลือกสภาวะที่เหมาะสมในขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมจากขนไกปน จะใชคา Ct ที่ไดจาก
การทดสอบดวยเทคนิค rt-PCR เปนหลักเนื่องจากเปนวิธีที่มี sensitivity สูงกวาเครื่อง spectrophotometer
ขนไกป น เปนว ัตถุด ิบอาหารสัตว ท ี ่ผ านกระบวนการผลิตที ่ม ีการใชความรอนส ูง ทำใหเกิด DNA 
fragmentation ซึ่งจะมีผลตอความแมนยำในการวัดความเขมขนของสารพันธุกรรมในตัวอยางดวย qPCR 



ยกเวนเทคนิค spectrometry เนื่องจากมี sensitivity ต่ำกวา และไมสามารถแยกระหวาง DNA ที่มีความยาว
แตกตางกันได (Sedlackova et.,al¸2013)  

จากตารางที่ 6 การบมตัวอยางที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงและใช Chloroform หรือ 
condition ที ่C4(CH) ใหคา Ct ต่ำที่สุดที่ 34.39 ± 0.22 แตจากการวัด DNA purity ดวย Nanodrop พบวา
มีคา A260/280 อยูในชวง 1.41-1.62 จึงเปนตัวอยางท่ีไมเหมาะสมเนื่องจากตัวอยาง DNA จากการสกัดควรมี
คาอยูในชวง 1.70-2.00 โดยการที่มีคาต่ำกวา 1.80 หมายความวาตัวอยางที่สกัดมาไดนั ้น มีโปรตีนหรือ 
phenol ปนอยู (O’Neill et.,al. 2011) ขณะที่การบมตัวอยางที่ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16 ชั่วโมงและใช 
chloroform หรือ condition ที่ C3(CH) ใหคา Ct เปนลำดับรองลงมา โดยมีคา Ct อยูที่ 35.22 ± 0.31 และ
มีคา A260/280 อยูในชวง 1.85-1.88 ซึ่งถือวามีคา purity ที่เหมาะสม จึงเลือกใชสภาวะนี้เปนตัวแทนใน
การศึกษาในข้ันตอนตอไป  
 6.2 การเตรียมตัวอยางอาหารโคผสมขนสัตวปกปน 

เมื่อผสมขนสัตวปกปนลงในอาหารโค ที่ระดับตางๆ นำมาทดสอบหาปริมาณรอยละดวยวิธีทางกลอง
จุลทรรศน โดยทำการคัดแยกเอกลักษณเฉพาะของขนสัตวปกปนและกลามเนื้อของสัตวปกที่ผสมรวมอยูใน
อาหารโค และนำสวนที่สามารถแยกออกไดดังกลาว ชั่งน้ำหนักเพื่อคำนวณเปนรอยละของการคืนกลับหรือ 
%Recovery ซึ ่งลักษณะของขนสัตวปกปนภายใตกลองจุลทรรศนกำลังขยายต่ำและกลองจุลทรรศน
กำลังขยายสูงมีดังภาพที ่2 

   

ภาพที่ 3 ขนสัตวปกปนภายใตกลองจุลทรรศน ที่ผสมลงในอาหารโคสำหรับทดสอบหาปริมาณของสาร
พันธุกรรม ก.กลองจุลทรรศนกำลังขยายต่ำ ข. ลักษณะของกลามเนื้อภายใตกลองจุลทรรศนกำลังขยายสูง ค. ลักษณะขนไก
หลอมภายใตกลองจุลทรรศนกำลังขยายสูง 
 จากภาพที่ 2 เอกลักษณเฉพาะที ่ใชแยกวัตถุดิบขนสัตวปกปนออกจากอาหารโคคือ มีขนไกปน 
กลามเนื้อ และขนไกหลอม คัดแยกลักษณะดังกลาวออกจากอาหารโคและนำไปชั่งน้ำหนัก เพื่อคำนวณกลับ
เปนรอยละตามตารางที่ 7 โดยเลือกระดับความเขมขนรอยละ 2 และ 5 เปนตัวแทนเนื่องจากตามกฏหมาย
ระบุใหใชไดอยูระหวางรอยละ 2 ถึง 5  
ตารางที่ 7 %Recovery ของขนสัตวปกปนที่คัดแยกออกจากอาหารโคที่มีการผสมขนสัตวปกปน 

รายละเอียด รอยละ 2 (w/w) (n = 10) รอยละ 5 (w/w) (n =10) 
น้ำหนักอาหารโค (กรัม) 5.012 (5.000 - 5.046; 0.02)a 5.007 (5.000 - 5.043; 0.02) 
น้ำหนักขนสัตวปกปน (กรัม) 0.075 (0.064 - 0.089; 0.01) 0.184 (0.161 - 0.209; 0.02) 
รอยละ (w/w) 1.51 (1.28 - 1.77; 0.19) 3.68 (3.22 - 4.14; 0.32) 
% Recovery 75.3 (64.1 - 88.6) 73.6 (64.4 - 82.8) 

หมายเหตุ ; a = คาเฉลี่ย (คาสูงสดุ-คาต่ำสุด; สวนเบี่ยงแบนมาตรฐาน) 



 พบวาเมื ่อผสมขนสัตวปกปนลงในอาหารโคและใชวิธีการทางกลองจุลทรรศนในการทดสอบ
ประสิทธิภาพการคืนยอนกลับหรือ %Recovery พบวา %Recovery อยูระหวางรอยละ 64 – 88 ทั้งสอง
ระดับความเขมขนท่ีผสมลงไป    
 จากนั้นนำตัวอยางของขนสัตวปกปนที่แยกออกได จากระดับความเขมขนรอยละ 5 ที่น้ำหนักเฉลี่ย 
0.18 กรัม มาทำการสกัดเพ่ือหาปริมาณของสารพันธุกรรมดวยเทคนิค dPCR โดยใชสภาวการสกัดตามข้ันตอน
ที่ 1 ผลที่ไดดังขอที่ 6.3.2  
  6.3 ทดสอบหาปริมาณความเขมขนของสารพันธุกรรมไกดวย dPCR 

6.3.1 การหาปริมาณสารพันธุกรรมเปาหมาย ดวยวิธีการผสมสารพันธุกรรมท่ีสกัดจากขนสัตวปก
ปนกับสารพันธุกรรมที่สกัดไดจากอาหารโค 

เมื่อผสมสารพันธุกรรมที่สกัดจากขนสัตวปกปนลงในสารพันธุกรรมที่สกัดจากอาหารโคในอัตราสวน
ระหวาง 10% - 0.05% (v/v) จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณสารพันธุกรรมที่ไดดวยเทคนิค dPCR ผลที่ไดดัง
ตารางที่ 8 และภาพที่ 3 
ตารางที่ 8 ความเขมขนของสารพันธุกรรมไกในตัวอยางผสมระหวางสารพันธุกรรมไกและสารพันธุกรรมที่สกัด
ไดจากอาหารโคที่ระดับความเขมขนตางๆ  

ระดับความเขมขนของสารพันธุกรรมไก ผล dPCR (copies/µL) 
10% (v/v) พบ (0.577) 
5% (v/v) พบ (0.579) 
1% (v/v) พบ (0.427) 

0.5% (v/v) พบ (0.433) 
 

 
ภาพที่ 4 ผลของ dPCR จากตัวอยางสารพันธุกรรมผสม ระหวางสารพันธุกรรมที่สกัดจากขนสัตวปกปนและ
สารพันธุกรรมที่สกัดจากอาหารโค 
 จากตารางที่ 8 และภาพที่ 3 พบวาปริมาณของสารพันธุกรรมเปาหมายอยูระหวาง 0.427 – 0.579 
copies/µL  

6.3.2 การหาปริมาณสารพันธุกรรมเปาหมาย ดวยวิธกีารผสมขนสัตวปกปนในอาหารโคที่ระดับตางๆ  
 เมื ่อทำการผสมขนสัตวปกปนในอาหารโคดังขั ้นตอนที่ 5.2 นำอาหารโคดังกลาวทำการคัดแยก
เอกลักษณเฉพาะของขนสัตวปกปน ซึ่งพบเปนขนไกหลอมเปนสวนมาก จากนั้นนำขนสัตวปกปนที่แยกออกได
ทั้งหมด ในที่นี้ใชที่ระดับความเขมขน 5% (w/w) เปนตัวแทน พบวามี %Recovery ของขนสัตวปกปนอยูที่ 
73.6% และมีปริมาณของขนสัตวปกปนเฉลี่ยอยูที่ 0.184 กรัมดังตารางที่ 7 จึงใชปริมาณดังกลาวสำหรับการ
สกัดหาสารพันธุกรรมเปาหมาย โดยใชสภาวะ C3 ตามขั้นตอนที่ 5.1 และนำสารพันธุกรรมที่สกัดไดวิเคราะห
ดวย dPCR ผลที่ไดดังตารางที่ 9 และภาพท่ี 4  



ตารางที่ 9 ความเขมขนของสารพันธุกรรมไกจากการสกัดจากขนไกปนที่แยกจากอาหารโคทั้งหมดโดยตรง  
ขนไกปนที่แยกไดโดยตรงจากอาหารโค ผล dPCR (copies/µL) 

ตัวอยางที่ 1 พบ (0.418) 
ตัวอยางที่ 2 ไมพบ 
ตัวอยางที่ 3 ไมพบ 

 

 
ภาพที่ 5 ผลของ dPCR จากขนไกปนที่แยกจากอาหารโคทั้งหมดโดยตรง 
 จากการสกัดตัวอยางขนสัตวปกปนจำนวน 0.184 กรัมดวยสภาวะการสกัด C3 และนำสารพันธุกรรม
ที่สกัดได ตรวจหาปริมาณสารพันธุกรรมเปาหมาย พบวาไมสามารถหาสารพันธุกรรมเปาหมายได ทั้ง 3 
ตัวอยางที่ทำการทดสอบ ซึ่งอาจเกิดการที่ไมมี DNA เปาหมายในปฏิกิริยา จึงทำใหตรวจไมพบดวยเทคนิค 
dPCR ซึ่งเทคนิคดังกลาวสามารถตรวจพบ DNA เปาหมายได ถึงแมจะมีจำนวนนอยมากก็ตาม    
 
7. สรุปผล  
 การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาปริมาณรอยละของขนสัตวปกปนในอาหาร
โคดวยเทคนิค digital Polymerase Chain Reaction พบวาสภาวะที ่เหมาะสมในการสกัดคือการบมที่
อุณหภูมิ 60๐C เปนระยะเวลา 16 ชั่วโมง ใหผล real time PCR ที่ Ct ดีที่สุด และจากการใชสภาวะดังกลาวที่
ในสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอยางที่ผสมระหวางขนสัตวปกปนกับอาหารโคที่ระดับความเขมขนตางๆ กัน โดย
เปรียบเทียบระหวางการผสมสารพันธุกรรมเปาหมายกับเมทริกซซึ่งในที่นี้คือสารพันธุกรรมที่สกัดจากอาหารโค
โดยตรง กับการสกัดจากขนสัตวปกปนทีแ่ยกไดหลังจากการผสมลงในอาหารโค พบวาทั้งสองกรณีใหผลรอยละ
ของขนสัตวปกปนไมสอดคลองกัน ทั้งนี้อาจอยูที่ขั้นตอนของการสกัดสารพันธุกรรมเปาหมายที่ตองการหา ซึ่ง
คือสารพันธุกรรมของไกอาจมีจำนวนนอยหรือไมสมบูรณ จึงควรศึกษาวิธีการสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอยางที่
ผานกระบวนการใหความรอน และเปน by-product ซึ่งอาจมีจำนวนของสารพันธุกรรมเปาหมายอยูเปน
จำนวนนอย  
 
8. ขอเสนอแนะ  
 ควรศึกษาวิธีการสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอยางที่ผานกระบวนการใหความรอนและมีการยอยดวย
กรด เพื่อศึกษาความสมบูรณของสารพันธุกรรม รวมทั้งการพัฒนาวิธีการสกัดเพื่อใหไดปริมาณของสาร
พันธุกรรมเปาหมายตามที่ตองการ   
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