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Identification of fly species can be used to estimate the PMI. However, 

morphological identification of insect made more difficult. Therefore, species 

identification based on genetic examination is an option. In this study, we demonstrate 

the application of second internal transcribed spacer (1TS2) sequences and NADH 

dehydrogenase subunit 5 (ND5) gene for differentiation of forensically important 

blowflies in Thailand; Chrysomya megacephala, Chrysomya bezziana, Chrysomya 

rufifacies, Chrysomya albiceps, Lucilia cuprina and Lucilia sericata by Polymerase 

Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP). The second 

internal transcribed spacer region of ribosomal DNA and the NADH dehydrogenase 

subunit 5 gene were selected to amplified and digested with restriction endonucleases 

separately: Dral for ITS2 region, Vspl for ND5 gene, respectively. Results from PCR- 

RFLP analysis could separate blowflies into 4 patterns. The closely related species pairs 

Chrysomya rufifacies+Chrysomya albiceps and Lucilia cuprina+Lucilia sericata were 

not able to be separated. Sequence analysis reveals no significant intraspecific 

divergence in blowfly specimens. Phylogenetic analysis by neighbor-joining (NJ) 

method indicates a close relationship among them. The results of phylogenetic lineages 

in the present study seem to support species identification based on PCR-RFLP 

analysis. These approaches serve as the promising tools for molecular identification of 

these common blowfly species in cases where morphological characters are unreliable. 
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คาํอธิบายสัญลักษณ์และคาํย่อ 

 
ตวัยอ่ 

% percent (เปอร์เซน็ต์) 

μg microgram (ไมโครกรัม) 

μl microlitre, 10-6 liter (ไมโครลติร) 

μM micromolar (ไมโครโมลาร์)  

bp  base pair (คูเ่บส)  

cm  centimetre (เซนตเิมตร) 

cDNA   complementary deoxyribonucleic acid 

ddH2O  deionized distilled water (นํา้กลัน่ผา่นการฆา่เชือ้)  

DNA deoxyribonucleic acid 

dNTPs  deoxynucleotide triphosphates (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 

EDTA  ethylene diamine tetraacetic acid 

et al.  et.  alii (latin), and others 

g   grams (กรัม) 

L   liter (ลติร) 

M  molar (โมลาร์) 

mg  milligram (มิลลกิรัม) 

ml  milliliter, 10-3 liter ( มิลลลิติร) 

mM  millimolar (มลิลโิมลาร์) 

mRNA messenger RNA 

mt DNA mitochondrial DNA 

ng  nanogram, 10-9 gram (นาโนกรัม) 

º C degree celsius (องศาเซลเซียส) 

OD optical density 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 

PCR polymerase chain reaction (ปฏิกิริยาพีซีอาร์) 

PCR-RFLP Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism 

pH The negative logarithm of the concentration of hydrogen ions 
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rDNA Ribosomal DNA 

RNA Ribonucleic acid 

rpm revolutions per minute (รอบตอ่นาที) 

rRNA Ribosomal RNA 

SDS sodium dodecyl sulfate 

TAE Tris sodium acetate EDTA 

Taq  Thermophilus aquaticus (polymerase) 

UV ultraviolet



 

 

บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 
 

วตัถุประสงค์ท่ีสําคญัประการหนึ่งของการชันสูตรพลิกศพท่ีกําหนดไว้ในกฎหมายก็คือ 

การระบุเวลาตาย ดังนัน้การหาหลักฐานมาสนับสนุนเพ่ือประมาณระยะเวลาหลังการตาย 

(postmortem interval, PMI) มีความสําคัญมากสําหรับแพทย์และบุคลากรทางนิติเวช 

(Siriyasatien and Sirisup, 2005) การประมาณเวลาหลงัการตายเป็นการค้นหาระยะเวลาการ

ตายวา่ผู้ตายตายมานานเท่าใด มีความสําคญัทางกฎหมายมากทัง้ทางอาญาและทางแพ่ง ในทาง

กฎหมายอาญาจะสามารถช่วยบอกถึงเวลาของการฆาตกรรมว่าเกิดขึน้เม่ือใด มีสว่นช่วยเหลือใน

การตัง้ข้อสงสยัใครหรือตดัผู้ ต้องสงสยัคนใดออก นอกจากนีอ้าจใช้ช่วยยืนยนัหรือหกัล้างข้อแก้ตวั

ของผู้ ต้องสงสยั สว่นในทางกฎหมายแพ่ง อาจจะช่วยบอกได้ว่าใครเป็นทายาทผู้ รับมรดกหรืออ่ืนๆ 

เช่น กรณีท่ีเก่ียวข้องกบัการรับเงินประกนัชีวิต ข้อมลูท่ีสําคญัในการระบเุวลาตายคือ ครัง้สดุท้ายท่ี

เห็นเม่ือยังมีชีวิตซึ่งจะสามารถบอกระยะเวลาหลงัการตายท่ีมากท่ีสุดได้ (maximum PMI) 

(Henssge et al., 1995) แตก่ระทําได้ยากดงันัน้การประมาณระยะเวลาการตายสว่นใหญ่จากการ

เปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้กบัศพ เช่น การเกร็งตวัของกล้ามเนือ้บริเวณข้อตา่งๆ การตกตะกอนของเม็ด

เลือดในหลอดเลือดฝอย อณุหภมูิของศพ การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีของนํา้ในลกูนยัน์ตา เป็นต้น 

การเปลี่ยนแปลงภายในร่างกายหลงัการตายมีหลายปัจจยัท่ีเก่ียวข้อง (Micozzi, 1991) ทําให้การ

เปล่ียนแปลงทางกายภาพและทางเคมีท่ีเป็นตัวบ่งชีเ้วลาการตายท่ีใกล้เคียงและน่าเช่ือถือใน

ช่วงแรกให้ผลท่ีถกูต้องน้อยกวา่ข้อมลูจากนิเวศวิทยาเม่ือเวลาการตายเพิ่มขึน้ 

นิติกีฏวิทยา (Forensic Entomology) เป็นอีกสาขาท่ีใช้ข้อมูลทางนิเวศวิทยาเก่ียวกับ

แมลงมาใช้ทางกฎหมายและมีบทบาทในการพิสจูน์หลกัฐานทางอาชญากรรม คือ การระบุเวลา

หลงัการตาย ซึง่ในตา่งประเทศนัน้มีการศกึษากนัอย่างกว้างขวาง สว่นในประเทศไทยยงัมีไม่มาก

นกั มีเพียงไม่ก่ีคดีเท่านัน้ท่ีมีการบนัทึกว่าใช้แมลงในการสืบสวน เป็นการศึกษาชนิดแมลงท่ีพบ

จากซากศพ ชนิดของแมลงเหล่านัน้เป็นข้อบ่งชีร้ะยะเวลาการตายของศพได้ ในกระบวนการเน่า

เป่ือยของศพจะมีการเปลี่ยนแปลงทัง้ทางเคมี ชีวภาพ และกายภาพ (Henssge et al., 1995; Van 

den Oever, 1976) กระบวนการเหล่านีจ้ะดงึดดูพวกสตัว์ขาปล้อง (arthropod) และแมลงเป็น

สิ่งมีชีวิตแรกท่ีเข้าถึงศพเร็วท่ีสดุภายในไม่ก่ีนาที (Anderson and VanLaerhoven, 1996; 

Erzinclioglu, 1983; Nuorteva, 1977; Smith, 1986) กลิ่นท่ีปลอ่ยออกมาแตล่ะระยะในกระบวน
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เน่าเป่ือยจะดงึดดูสิ่งมีชีวิตบางสปีชีส์โดยเฉพาะแมลงวนัหวัเขียวจะเข้าถึงศพในระยะเวลาอนัสัน้ 

จํานวนมาก แต่จะน้อยลงเม่ือศพเข้าสู่ระยะท้ายของการเน่าเป่ือยหรือศพกลายเป็นมัมม่ี 

(Nuorteva, 1977) ในประเทศองักฤษมีรายงานว่าแมลงวนัหวัเขียว Calliphora vicina และ 

Lucilia caesar พบในซากสตัว์ฟันแทะภายในชัว่โมงหรือไม่ก่ีนาทีหลงัการตาย แต่แมลงวนัหวั

เขียว Lucilia illustris จะพบบนศพหลงัตาย 76 ชัว่โมง (Lane, 1975) นอกจากนีก้ารเข้าถึงศพมี

ความแตกต่างกันไปในแต่ละพืน้ท่ี ส่วนใหญ่จะเป็นแมลงวนัหวัเขียว (family: Calliphoridae) 

แมลงวนัหลงัลาย (family Sarcophagidae) ในบริเวณเส้นศนูย์สตูร เช่น ฮาวาย แมลงชนิดแรกท่ี

เข้าถึงเป็นอนัดบัแรกคือแมลงวนัหวัเขียว Lucilia cuprina (Wiedemann), Chrysomya 

megacephala (F.) และ Chrysomya rufifacies (Macquart) แมลงวนัหลงัลาย Sarcophaga 

haemorrhoidalis (Fallen), Parasarcophaga ruficornis (F.), Sarcophaga occidua (F.) และ 

Helicoba morionella (Aldrich) (Early and Goff,1986) ส่วนแมลงชนิดอ่ืน เช่น dermestid 

beetles (Coleoptea: Dermestidae) จะเข้าถึงศพคอ่นข้างช้า บอ่ยครัง้พบเม่ือศพเหลือแคผิ่วหนงั

กบักระดกูหรืออาจใช้เวลาเป็นเดือนหลงัการตาย  

แมลงวนัหวัเขียว (blowflies) เป็นแมลงท่ีมีบทบาทมากในการประมาณระยะเวลาการตาย

เน่ืองจากเป็นแมลงกลุ่มแรกท่ีเข้ามาเก่ียวข้องกบัศพและสามารถถกูดงึดดูได้แม้ระยะทางไกล ใน

แอฟริกาใต้แมลงวนัหวัเขียวท่ีทําเคร่ืองหมายถกูดงึดดูด้วยเหย่ือล่อได้ไกลถึง 63.5 กิโลเมตรจาก

จดุปล่อย (Braack,1981) ด้วยนิสยัท่ีชอบตอมสิ่งปฏิกลู ซากศพ และเป็นแมลงวนัท่ีอาศยัใกล้ชิด

กบัคน (synanthropic flies) แมลงวนัหวัเขียวสามารถใช้เป็นดชันีบง่บอกเวลาการตายได้ใกล้เคียง

มาก เม่ือมีการตายเกิดขึน้ สารประกอบพวกแอมโมเนียปริมาณมากจากศพ อณุหภมูิท่ีพอเหมาะ 

ฟีโรโมน (Ashworth and Wall, 1994) จะดงึดดูแมลงวนัตวัเมียไปวางไข่ โดยมนัจะเลือกวางไข่

บริเวณบาดแผลหรือบริเวณเย่ือบุตามช่องต่างๆของร่างกาย เช่น โพรงจมกู ปาก ลกูตา เป็นต้น 

เน่ืองจากไข่และตัวหนอนท่ีฟักจากไข่ต้องการความชืน้ หนอนแมลงวันจะหลั่งนํา้ลายซึ่งเป็น

เอ็นไซม์ท่ีมีฤทธ์ิยอ่ยโปรตีน (proteolytic enzymes) ออกมาและแมลงวนัจะวางไข่ครัง้ละมากๆจึง

เกิดหนอนจํานวนมาก ซึง่ทําให้ได้นํา้ลายออกมาได้ปริมาณมากนํา้ลายท่ีหลัง่ออกมามากนีจ้ะช่วย

ทําให้เนือ้เย่ือสลายตวัได้รวดเร็วยิ่งขึน้ นอกจากนีห้นอนจํานวนมากจะปลอ่ยความร้อนออกมาเพ่ือ

ป้องกันตวัมนัเองจากอุณหภมูิท่ีลดลงด้วย การประมาณระยะเวลาการตายอาศยัความยาวของ

หนอนแมลงวนั ซึง่จะวดัจากตวัหนอนท่ีมีขนาดใหญ่และยาวท่ีสดุ เพราะมนัมีอายมุากท่ีสดุแตท่ัง้นี ้

ต้องทําก่อนท่ีหนอนจะเข้าสู ่peak feeding เพราะหลงัจากระยะนีแ้ล้วหนอนจะไม่กินอาหารทําให้

นํา้หนกัและขนาดลําตวัไมเ่พิ่มขึน้แตจ่ะลดลงเพราะเป็นระยะท่ีเตรียมเข้าดกัแด้ดงันัน้การประมาณ

คา่ PMI จะต้องกระทําก่อนหนอนเข้าสูร่ะยะ peak feeding เพราะอาจทําให้เกิดความผิดพลาดใน
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การคะเน PMI โดยใช้ความยาวของหนอนเป็นเกณฑ์ได้ การเจริญเติบโตของหนอนแมลงวนัจะ

ขึน้อยูก่บัปัจจยัหลายอยา่ง เช่น อณุหภมูิ ความชืน้และชนิดของแมลงวนัเพราะแมลงวนัแตล่ะชนิด

ใช้เวลาในการเจริญท่ีแตกตา่งกนั การประมาณระยะเวลาการตายโดยใช้แมลงวนัจงึต้องใช้ข้อมลูท่ี

ตรงกบัแมลงวนัชนิดนัน้ๆ จงึจะได้คา่ PMI ใกล้เคียงท่ีสดุ (Siriyasatien and Sirisup, 2005) 

 การจําแนกชนิดของหนอนแมลงวนัท่ีพบบนศพได้อย่างถูกต้องถือว่าเป็นขัน้ตอนสําคญั

ของนักนิติกีฏวิทยาในการประมาณเวลาการตาย แต่การจําแนกชนิดโดยวิธีทางสณัฐานวิทยา

กระทําได้ยากในแมลงวนัท่ีเจริญเติบโตไม่เต็มท่ีเน่ืองจากมีลกัษณะรูปร่างท่ีเหมือนกนัหรือแมลง

ตวัอย่างอยู่ในสภาพไม่สามารถจําแนกได้นอกจากนีผู้้ เช่ียวชาญไม่มากนกัท่ีจะสามารถจําแนกตวั

อ่อนว่าเป็นแมลงชนิดใด สําหรับแมลงบางกลุม่เช่น Sarcophagidae การแยกความแตกต่างทาง

สณัฐานวิทยาในระยะตวัอ่อนยงัไม่สามารถทําได้ อาจต้องใช้เวลาในการเลีย้งตวัอ่อนให้กลายเป็น

ตวัเต็มวัยสําหรับการจําแนกซึ่งจะทําให้การสืบสวนล่าช้าหรือเกิดปัญหาท่ีสําคัญคือการเลีย้ง

ล้มเหลว ภายใต้ปัญหาเหลา่นีป้ระกอบกบัความก้าวหน้าในงานวิจยัด้านชีววิทยาโมเลกลุทําให้การ

จําแนกชนิดแมลงท่ีพบบนศพได้โดยอาศยัข้อมลูของสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอ (Jens et al., 2004)  

งานวิจยัครัง้นีจํ้าแนกความหลากหลายของแมลงวนัหวัเขียวโดยศกึษาลําดบันิวคลีโอไทด์

บริเวณ  Second internal transcribed spacer (ITS2) ของยีน ribosomal RNA (rRNA gene, 

rDNA) และบริเวณยีน NADH dehydrogenase subunit 5 (ND5) ใน mtDNA ร่วมกบัเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) และ

ประเมินประสทิธิภาพการจําแนกความหลากหลายของแมลงวนัหวัเขียวด้วยรูปแบบแผนภมูิวิวฒัน

การ (phylogenetic tree) เพ่ือเป็นข้อมลูพืน้ฐานในงานด้านนิติวิทยาศาสตร์ ด้านปศสุตัว์และงาน

ด้านอ่ืนๆ ตอ่ไป 
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วัตถุประสงค์ของการวิจยั 
1. เพ่ือจําแนกชนิดของแมลงวนัหวัเขียวโดยอาศยัเทคนิค PCR-RFLP ร่วมกบัการ

วิเคราะห์ข้อมลูลําดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ Second internal transcribed spacer (ITS2) ของ 

ribosomal DNA และยีน NADH dehydrogenase subunit 5 (ND5) 

2. เพ่ือศกึษาสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของแมลงวนัหวัเขียวจากข้อมลูลําดบันิวคลโีอ

ไทด์บริเวณ Second internal transcribed spacer (ITS2) ของ ribosomal DNA และยีน NADH 

dehydrogenase subunit 5 (ND5) 

 
ขอบเขตของการวิจัย 

1. ทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้องกบั forensic entomology, blow fly 

2. ศกึษาและวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 และ ND5 ของแมลงวนัหวัเขียว 

3. เลือกเอนไซม์ตดัจําเพาะ (restriction enzyme) สําหรับเทคนิค PCR-RFLP 

4. สร้างแผนภมูวิวิฒันาการ (phylogenetic tree) 

5. สรุปผลและเขียนรายงานผลการวิจยั 

 
ข้อตกลงเบือ้งต้น 

เคร่ืองมือตา่งๆ ท่ีใช้ในการทดลอง เป็นเคร่ืองมือท่ีผา่นการทดสอบความเท่ียงตรงและ

ความแมน่ยําตามมาตรฐานของเคร่ืองมือชนิดนัน้ๆ 

 
ข้อจาํกัดของการวิจัย 

ดีเอ็นเอของแมลงวนัหวัเขียวมีจํานวนจํากดั 

 
คาํสาํคัญ 

Blowflies  

ITS2  

ND5 

PCR-RFLP 
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คาํจาํกัดความที่ใช้ในการวิจัย 
Blowflies คือ ช่ือสามญัของแมลงวนัหวัเขียว เน่ืองจากสว่นอกและท้องของมนัมีสีแวววาว

เหมือนผิวโลหะ ซึ่งอาจเป็นสีเขียว สีนํา้เงิน ตารวมของแมลงวนักลุ่มนีมี้สีแดงขนาดใหญ่ เห็นได้

ชดัเจน arista ฟูแบบขนนก แมลงวนักลุ่มนีมี้ 2 ซบัแฟมิล่ีท่ีมีความสําคญัทางการแพทย์ และพบ

บอ่ยในประเทศไทย คือ Calliphorinae และ Chrysomyinae 

ITS2 คือ บริเวณ internal transcribed spacer (ITS) ของยีน ribosomal RNA โดยมี

ตําแหน่งอยูท่ัง้สองข้างบริเวณ 5’ และ 3’ ของยีน 5.8S rRNA คือ ITS1 และ ITS2 

ND5 คือ ยีนในไมโตคอนเดรีย (mtDNA) ย่อมาจาก NADH dehydrogenase subunit 5 

เป็นยีนไมโทคอนเดรียท่ีถอดรหัสเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อนตัวท่ี 1 (NADH-

ubiquinone oxidoreductase) ในกระบวนการ oxidative phosphorylation ร่วมกบัอีกจํานวน 6 

ยีน คือ ยีน ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L และ ND6 

PCR-RFLP มาจากคําวา่ Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length 

Polymorphism คือ เทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมในการจําแนกความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอ

เป้าหมายท่ีผ่านการเพิ่มจํานวนด้วยเทคนิคพีซีอาร์ร่วมกับการตัดด้วยเอ็นไซม์ตัดจําเพาะ 

(restriction enzyme) 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบถึงชนิดของหนอนแมลงวันหัวเขียวจากการใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาในการ

จําแนกหรือระบชุนิดของหนอนแมลงวนัอยา่งถกูต้อง มีประสทิธิภาพได้ โดยไม่ต้องรอจนเจริญเป็น

ตวัเตม็วยั 

 2. ทราบถึงความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของแมลงวนัหวัเขียวท่ีพบในเขตพืน้ท่ีประเทศ

ไทย 

 3. สามารถนําข้อมูลแมลงวันมาประยุกต์ใช้ประมาณเวลาการตายของศพได้อย่างมี

ประสทิธิภาพและเพ่ือประโยชน์ในการศกึษาโรคไมเอียซสิ 

 4. สามารถนําประยกุต์ใช้บริเวณ Second internal transcribed spacer (ITS2) ของ 

ribosomal DNA และยีน NADH dehydrogenase subunit 5 (ND5) ในการจําแนกชนิดของแมลง

ชนิดอ่ืนได้ 
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กรอบแนวความคดิในการวิจัย 

 

 
ลาํดบัขัน้ตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1. ย่ืนเสนอ proposal ตอ่คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมในการวิจยั 

2. ศกึษาลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 และยีน ND5 ของแมลงวนัหวัเขียว 

3. ศกึษาและวิเคราะห์ความหลากหลายด้วยเทคนิค PCR-RFLP 

4. สร้างแผนภมูวิวิฒันาการ (phylogenetic tree) 

5. สรุปผล เขียนรายงานผลวิจยัท่ีได้ และสง่รายงานเพ่ือตีพิมพ์เผยแพร่ 

 

Data Analysis  

Phylogenetic Analysis 

PCR amplification 

DNA Cloning and Sequencing 

PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism 

DNA extraction 



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
ชีววทิยาของแมลงวันหวัเขียว 
 

แมลงวนัหวัเขียว (Blow flies) เป็นแมลงวนัขนาดใหญ่ท่ีมีลําตวัสีเขียวหรือนํา้เงิน จดัอยูใ่น  

Kingdom : Animalia 

Phylum  : Arthropoda  

Class  : Insecta  

Order  : Diptera  

Suborder : Brachycera 

Infraorder : Muscomorpha 

Subsection : Calyptratae 

Superfamily : Oestroidea 

Family  : Calliphoridae  

Common name : Blowfly 

 

แมลงวนัหวัเขียวมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างแบบสมบรูณ์ (Complete metamorphosis) 

โดยมีการเจริญเติบโตเปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นระยะๆ จนครบสมบรูณ์ 4 ระยะ ดงันี ้ระยะไข่ (Egg 

stage), ระยะตวัอ่อน (Larval stage) แบง่เป็น 3 ระยะย่อย คือ หนอนวยัท่ี 1 (1st instar larval) 

หนอนวยัท่ี 2 (2nd instar larval) หนอนวยัท่ี 3 (3rd instar larval), ระยะดกัแด้ (Puparial stage) 

และระยะตวัเต็มวยั (Adult stage) ลกัษณะโดยทัว่ไปของแมลงวนัหวัเขียวคือ มีลําตวัค่อนข้าง

กลมความยาว 6-14 มิลลิเมตร ส่วนอกมีขนาดใหญ่ มีขนขนาดใหญ่ปกคลมุทัว่ตวั ตาประกอบ

ขนาดใหญ่ ตวัเต็มวยัมกัอาศยัในบริเวณบ้านและตอมสิ่งปฏิกลูเป็นอาหาร ตวัเมียวางไข่เป็นกลุ่ม

ประมาณ 50-100 ฟอง ประมาณ 12 ชัว่โมงไข่จึงฟักออกเป็นหนอนวยัท่ี 1  (1st stage larva หรือ 

1st instar larva) หนอนแมลงวนัมกัจะใช้คําเรียกเฉพาะว่า maggot ลกัษณะของหนอนแมลงวนั

คือสว่นหวัมีขนาดเล็กมีอวยัวะท่ีใช้กินอาหารเรียกว่า hook อยู่ 1 คู่ ส่วนท้ายของหนอนมีลกัษณะ

ป้านโดยมีท่อหายใจอยู ่1 คูเ่รียกวา่ posterior spiracle  รูปร่างลกัษณะของ posterior spiracle นี ้

ใช้ช่วยในการจําแนกชนิดของหนอนแมลงวนัได้ หนอนจะลอกคราบ 2 ครัง้เป็นหนอนวยัท่ี 2 และ 3 

ตามลําดบั  หนอนวยัท่ี 1 ใช้เวลาประมาณ 12 ชัว่โมงเพ่ือเจริญเป็นหนอนวยัท่ี 2 และหนอนวยัท่ี 2 
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ใช้เวลาประมาณ 12-24 ชั่วโมง เพ่ือเจริญเป็นหนอนวัยท่ี 3 เม่ือหนอนวัยท่ี 3 โตเต็มท่ี (peak 

feeding) มีความยาวประมาณ 8-23 มิลลิเมตร มนัจะหยดุกินอาหารและหาท่ีมืดและแห้งเพ่ือเข้า

สู่ระยะดกัแด้ต่อไป หนอนวยัท่ี 3 ใช้เวลาจนกระทัง่เป็นดกัแด้ (pupa) ประมาณ 4-5 วนั ภายใน

ดักแด้ตัวหนอนจะมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างเพ่ือเป็นแมลงวันตัวเต็มวัยโดยใช้เวลาในดักแด้

ประมาณ 5-7 วนั (รูปท่ี 2.1) ทัง้นีร้ะยะเวลาท่ีใช้ในการเจริญเติบโตของหนอนแตล่ะระยะขึน้อยู่กบั

ปัจจยัหลายอย่าง เช่น อณุหภมูิ ความชืน้ ปริมาณอาหาร ความหนาแน่นของหนอนแมลงวนั แต่

ปัจจยัท่ีมีความสําคญัมากท่ีสดุคืออณุหภมูิ (Siriyasatien and Sirisup, 2005) 

 

 

 
รูปท่ี 2.1 วงจรชีวิตของแมลงวนัหวัเขียว (Blowflies)  

(ท่ีมา: http://www.umext.maine.edu/onlinepubs/htmpubs/5002.htm) 
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แมลงวนัหวัเขียวมีความสําคญัทางการแพทย์และปศสุตัว์มีอยู่ 2 ซบัแฟมิล่ีท่ี ได้แก่ ซบัแฟ

มิล่ี Chrysomyinae จีนสัท่ีพบมากได้แก่ Chrysomya เป็นแมลงวนัท่ีมีสีเขียวจนถึงสีนํา้เงินปนดํา 

พบมากแถบเอเชียและออสเตรเลียและจีนสั Cochliomyia เป็นแมลงวนัท่ีมีสีขียวจนถึงเขียวอม

ม่วง พบมากแถบอเมริกา ซบัแฟมิล่ี Calliphorinae จีนสัท่ีพบมากได้แก่ Lucilia, Phaenicia และ 

Calliphora สําหรับในประเทศไทยแมลงวนัหวัเขียวท่ีชอบตอมศพและพบได้บอ่ย คือ 

Chrysomya megacephala (Oriental latrine fly) จดัอยู่ในซบัแฟมิล่ี Chrysomyinae 

พบว่ามีการแพร่กระจายทั่วไปในแถบตะวันออกและออสเตรเลีย สําหรับประเทศไทยจะพบ

แมลงวนัหวัเขียวชนิดนีม้ากท่ีสุด โดยพบได้ตัง้แต่พืน้ราบระดบันํา้ทะเลจนถึงเทือกเขาสงู 1,700 

เมตรจากระดบันํา้ทะเล 

Chrysomya rufifacies (Hairy maggot fly, Hairy sheep maggot) จดัอยู่ในซบัแฟมิล่ี 

Chrysomyinae พบได้ทัว่ไปแถบเอเซียตะวนัออกเฉียงใต้และออสเตรเลียเขตร้อน นอกจากนัน้มี

รายงานการแพร่กระจายเข้าไปในอเมริกากลาง พบได้ตัง้แตร่ะดบันํา้ทะเลจนถึง 2,100 เมตรจาก

ระดบันํา้ทะเล ขึน้อยูก่บัภมูิภาคและสภาพแวดล้อม 

นอกจากนีย้งัมีแมลงวนัหวัเขียวชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ Chrysomya albiceps ลําตวัมนัวาวสี

เขียว ขนาด 6-12 มิลลิเมตร คล้ายคลึงกับ Chrysomya rufifacies มาก แต่แตกต่างกันท่ี 

Chrysomya albiceps ไม่มีขน stigmatic bristle มกัพบแพร่กระจายแถบประเทศจีน อินเดีย 

รวมทัง้มีการแพร่กระจายเข้าไปในแถบอเมริกาใต้ แมลงวนัชนิดนีช้อบตอมอาหารท่ีเร่ิมมีกลิ่นบูด

เน่า จึงชอบวางไข่ตามกองขยะมูลสัตว์และสิ่งปฏิกูลทั่วไป  สําหรับแมลงวันอีกชนิด คือ 

Chrysomya bezziana ลําตวัมนัวาวสีนํา้เงินปนเขียวท่ีส่วนอกมีสีดําพาดตามยาว ตวัเมียชอบ

วางไข่บนผิวหนงัของสตัว์ เม่ือไข่ฟักเป็นตวัอ่อนตวัอ่อนก็จะไชเข้าไปท่ีแผลผิวหนงัสตัว์ ทําให้เกิด 

Cutaneous myiasis ได้ เรียกตวัอ่อนนีว้่า screw worm พบมากในแอฟริกาและเอเซียตอนใต้ ซึง่

เป็นปัญหาตอ่การปศสุตัว์มากในพืน้ท่ีดงักลา่ว สําหรับในประเทศไทยเคยมีรายงานน้อย 

Lucilia cuprina (Australian sheep blowfly) จดัอยู่ในซบัแฟมิล่ี Calliphorinae มีสีของ

ลําตวัแตกต่างจากแมลงวนัหวัเขียวชนิดอ่ืนมาก คือ ลําตวัมีสีคล้ายทองแดง ขนแข็งบนอกปล้อง

กลางเจริญดีและ stem vein จะไมมี่ขนขึน้เป็นแถวคล้ายคลงึกบั Lucilia sericata ลําตวัมีขนาด 5-

10 มิลลิเมตร แตด้่านหลงัของ humerus มีขนขึน้ 2-4 เส้น notopleuron มีขนเล็กๆปกคลมุเพียง

เลก็น้อย แผน่แข็งด้านลา่งของท้องตวัผู้จะมีขนยาวปกคลมุ บริเวณตาเด่ียวมี ocellar bristles 2 คู ่

ตวัผู้ตารวมค่อนข้างห่างกนัเม่ือเปรียบเทียบกบัแมลงวนับ้าน Musca domestica โดยตวัเมีย

จําเป็นต้องกินโปรตีนเพ่ือให้ไข่มีพฒันาการสมบรูณ์ โปรตีนจะได้จากซากสตัว์และมลูสตัว์ ตวัเมีย

จะวางไข่ในซากสตัว์โดยกลิ่นของซากสตัว์ท่ีเน่าเหม็นจะเป็นตวัชกันําให้แมลงวนัมาวางไข่ การ
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วางไข่จะวางเป็นกลุ่มๆละประมาณ 100-300 ฟอง ถ้าอณุหภูมิสงูกว่า 30 องศาเซลเซียสและ

ความชืน้สมัพทัธ์สงูกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ ไข่จะฟักภายใน 8-12 ชัว่โมง Lucilia cuprina ออกหากิน

เวลากลางวนั วางไข่ในช่วงบว่ย และจะเจริญเต็มท่ีและฟักออกเป็นตวัหนอนเวลากลางคืนแตห่าก

ความชืน้ไม่เพียงพอไข่จะไม่ฟักตวั จากการสํารวจในเขตเมืองจะพบแมลงวนั Lucilia cuprina 

ตามกองขยะสดท่ีมีกลิ่นเน่าเหม็นและตามแหล่งกําจดัขยะมลูฝอยแบบฝังกลบท่ีพบแมลงวนัหวั

เขียว Chrysomya megacephala จะพบแมลงวนั Lucilia cuprina แตค่วามหนาแน่นจะต่ํากว่า 

แหล่งเกาะพกัของแมลงวนั Lucilia cuprina พบตามต้นหญ้าใกล้กับแหล่งหากินและแหล่ง

เพาะพนัธุ์ แมลงวนัชนิดนีม้กัชอบเกาะพกัในระดบัต่ําใกล้ผิวดินมากกว่าระดบัสงู (บญุเสริม อ่วม

ออ่ง, 2543) 

แมลงวันหัวเขียวมีบทบาทในการพิสูจน์หลักฐานทางอาชญากรรม การรายงานของ 

Sukontason et al. (2007) แมลงวนัหวัเขียวพบบนศพ 28 ราย คิดเป็น 93.3% โดยเป็นสปีชีส์ท่ี

รู้จกักนัโดยทัว่ไป คือ Chrysomya megacephala, Chrysomy rufifacies, Chrysomy nigripes, 

Chrysomy chain, Chrysomy villeneuvi, Chrysomy bezziana, Lucilia cuprina และ 

Hemipyrellia ligurriens นอกจากนีย้งัพบหนอนแมลงวนัหัวเขียวท่ีไม่สามารถจําแนกสปีชีส์

ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาได้ 2 ตวัอยา่ง ประกอบกบัไม่สามารถเลีย้งให้เป็นตวัเต็มวยัได้ และจาก

การรวบรวมข้อมลูพบว่า Chrysomya megacephala และ Chrysomy rufifacies เป็น 2 สปีชีส์ท่ี

พบมากท่ีสดุ ดงัตารางท่ี 2.1 
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ตารางท่ี 2.1 จํานวนแมลงแตล่ะชนิดท่ีพบบนศพทางตอนเหนือของประเทศไทย ตัง้แตปี่ 2000-

2006 

 
นิตกีิฏวิทยา (Forensic Entomology)   
 

การนําความรู้ทางด้านชีววิทยาของแมลงซึง่เป็นสิ่งมีชีวิตใน Phylum Arthropoda มา

ประยกุต์ใช้อ้างอิงในกระบวนการทางกฎหมาย โดยสามารถแบ่งเป็นสาขาย่อยได้ดงันี ้Stored 

product entomology เป็นการนําความรู้เร่ืองแมลงไปใช้ในกระบวนการพิจารณาทางกฎหมายใน

เร่ืองเก่ียวกบัอาหารหรือผลติภณัฑ์ตา่งๆ ท่ีใช้เพ่ือการบริโภค เช่น หนอนแมลงในผกั และตวัมอดใน

ข้าวสาร เป็นต้น Structural/urban entomology เป็นการนําความรู้เก่ียวกบัแมลงไปใช้ใน

กระบวนการพิจารณาทางกฎหมายในสว่นของสิง่ปลกูสร้าง หรืออาคารตา่งๆ เช่น การพบปลวกใน

โครงสร้างอาคาร หรือการพบแมลงสาปภายในบ้าน เป็นต้น Medicolegal entomology เป็นการ

นําความรู้เก่ียวกบัการแพทย์ และชีววิทยาของแมลงมาประยกุต์ใช้ในทางกฎหมาย Stored 

product entomology และ Structural entomology เป็นการใช้เพ่ือพิจารณาในคดีความทางแพ่ง 

เช่น การฟ้องร้องเรียกคา่เสียหาย เป็นต้น แต ่Medicolegal entomology ซึง่เป็นการนําความรู้ทาง

กีฏวิทยามาใช้ร่วมกบัความรู้ทางด้านนิติเวชศาสตร์ ปัจจบุนัได้มีการนําความรู้ด้านกีฏวิทยามาใช้

ในงานของนิตเิวชหลายด้าน เช่น 



 

 
12 

การประมาณระยะเวลาการตายจากแมลง (Postmortem interval estimation) 
 

 ในการประมาณระยะเวลาการตาย กรณีท่ีเสียชีวิตในระยะแรกไม่เกิน 24 ชัว่โมงนัน้

สามารถใช้ข้อมลูจากการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของศพ เช่น การแข็งตวัของกล้ามเนือ้ 

(rigidity) การตกลงสูเ่บือ้งต่ําของเม็ดเลือดแดง (lividity) และอณุหภมูิร่างกายท่ีลดลง เป็นต้น แต่

ถ้าหากเกินระยะเวลาดงักล่าวแล้วศพจะเร่ิมเน่าทําให้การประมาณระยะเวลาการตายมีความ

แม่นยําน้อยลง จึงได้มีการนําความรู้ทางกีฏวิทยามาประยกุต์ใช้ในการประมาณระยะเวลาการ

ตาย โดยอาศยัข้อมลูท่ีว่าศพในระยะตา่งๆ จะดงึดดูแมลงท่ีเข้ามากินศพตา่งชนิดกนั และข้อมลู

เก่ียวกบัวงจรชีวิตของแมลง สามารถประมาณระยะเวลาการตายได้ดงันี ้(Byrd, 2000) 

1) ประเมินจากชนิดของแมลงท่ีมากินศพในระยะต่างๆ (Estimating PMI from 

stage of succession) หลงัจากเสียชีวิตไปแล้วร่างกายจะเร่ิมมีการย่อยสลายจากทัง้เอนไซม์ใน

ร่างกายเอง และแบคทีเรีย ทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงของสารเคมีตา่งๆ ในร่างกาย ซึง่จะแตกตา่ง

กนัไปในระยะต่างๆ ของการเน่าจนกระทัง่ย่อยสลายกลายเป็นกระดกู จากลกัษณะดงักล่าวนีจ้ะ

ทําให้เกิดกลิ่นท่ีดงึดดูแมลงสายพนัธุ์ท่ีแตกตา่งกนั ซึง่ถ้าหากมีการเก็บข้อมลูสายพนัธุ์ของแมลงท่ี

พบบริเวณศพในช่วงระยะเวลาต่างๆ แล้ว ก็จะสามารถนํามาใช้อ้างอิงในการประมาณระยะเวลา

การตายได้ ดงัเช่น ตารางท่ี 2.1 และ 2.2 

 
ตารางท่ี 2.2 แมลงตวัเตม็วยัท่ีพบบริเวณศพตามระยะตา่งๆ ในรัฐเทนเนสซีช่วงฤดใูบไม้ผล ิและ

ฤดรู้อน (ดดัแปลงจาก Rodriguez and Bass,1983) 
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ตารางท่ี 2.3 หนอนแมลงท่ีพบบริเวณศพตามระยะตา่งๆ ในรัฐเทนเนสซีช่วงฤดใูบไม้ผลแิละฤดู

ร้อน (ดดัแปลงจาก Rodriguez and Bass,1983) 

 

วิธีนีเ้หมาะสําหรับการประมาณระยะเวลาการตายท่ีนานกว่า 20 – 30 วนั หรืออาจเป็น

เดือนมากกว่าท่ีจะใช้ประมาณระยะเวลาการตายในกรณีท่ีเสียชีวิตมาไม่ก่ีวนั เน่ืองจากเป็นการ

ประมาณในช่วงเวลากว้างๆ และการใช้วิธีนีใ้นการประมาณระยะเวลาการตายจําเป็นท่ีจะต้องมี

การรวบรวมข้อมลูของแมลงท่ีมากินศพแต่ละชนิดในแต่ละท้องถ่ิน เน่ืองจากชนิดของแมลงมกัจะ

เปล่ียนไปตามแตล่ะภมูิภาคซึง่อาจจะเป็นสาเหตท่ีุทําให้วิธีนีค้อ่นข้างท่ีจะไมส่ะดวกในการใช้งาน  

2)  ประเมินจากการเปลี่ยนแปลงในระยะตา่งๆ ตามวงจรชีวิตของแมลง (Estimating 

the PMI from degree of development) เป็นการประมาณระยะเวลาการตายโดยใช้ข้อมลู

ระยะเวลาการเปล่ียนแปลงในแต่ละช่วงของวงจรชีวิตของแมลงท่ีพบบริเวณศพ ซึ่งวิธีนีเ้หมาะ

สําหรับการประเมินระยะเวลาการตายในช่วงไม่ก่ีสปัดาห์หลงัการเสียชีวิต หรือตามระยะเวลา

ทัง้หมดของวงจรชีวิตของแมลงท่ีพบในบริเวณศพนัน้ๆ นอกจากนีก้ารเปลี่ยนแปลงของแมลงยงั

ขึน้อยู่กบัปัจจยัภายนอกตา่งๆ เช่น อณุหภมูิ ความชืน้สมัพทัธ์ และปริมาณอาหาร เป็นต้น แต่

ปัจจยัท่ีสําคญัท่ีสดุก็คืออุณหภูมิ โดยแมลงจะมีการเจริญเติบโตได้ดีในอุณหภูมิท่ีสงูมากกว่า

อณุหภมูิท่ีต่ํา แต่อณุหภมูิดงักลา่วจะต้องอยู่ในช่วงท่ีแมลงชนิดนัน้ๆ สามารถเติบโตได้ด้วย ซึง่

แมลงท่ีมีบทบาทในการประมาณระยะเวลาการตายด้วยวิธีนีก็้คือ แมลงวนัหวัเขียว (blowflies) 

เน่ืองจากเป็นแมลงท่ีอยู่ใกล้ชิดกบัมนษุย์ มีนิสยัชอบตอมสิ่งปฏิกลูรวมทัง้ซากศพ และกระจายอยู่

ทกุแห่ง นอกจากนีย้งัเป็นแมลงชนิดแรกๆ ท่ีเข้ามาตอมศพหลงัจากเสียชีวิต ในสภาวะท่ีเหมาะสม

เช่นอณุหภมูิท่ีพอเหมาะจะวางไข่ภายใน 1 ชัว่โมง การท่ีจะนําแมลงวนัหวัเขียวมาใช้ในการ

ประมาณระยะเวลาการตายนัน้จําเป็นจะต้องทราบข้อมลูวงจรชีวิตของแมลงวนัหวัเขียวเสียก่อน 

หลงัจากทราบข้อมลูวงจรชีวิตของแมลงวนัหวัเขียวแล้วก็สามารถนําข้อมลูดงักล่าวมาใช้ในการ
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ประมาณระยะเวลาการตายได้โดยอาศยัความยาวของหนอนแมลงวนั ซึง่จะวดัจากตวัหนอนท่ีมี

ขนาดใหญ่ และยาวท่ีสดุท่ีพบในบริเวณศพเน่ืองจากเป็นหนอนท่ีมีอายมุากท่ีสดุ ตามท่ีได้กลา่วมา

ข้างต้นแล้ววา่ปัจจยัภายนอกก็มีผลตอ่การเจริญเตบิโตของหนอนแมลงวนั และปัจจยัท่ีสําคญัท่ีสดุ

ก็คืออณุหภมูิ ดงันัน้การประมาณระยะเวลาการตายจะต้องมีข้อมลูของอณุหภมูิในบริเวณท่ีพบศพ

มาประกอบด้วย  

 จากการศกึษาของ Grassberger และ Reiter ถึงผลของอณุหภมูิตอ่การเจริญเติบโตของ

แมลงวนั หวัเขียว Protophormia terraenovae ตัง้แตเ่ป็นไข่จนกระทัง่โตเต็มวยั พบว่าอณุหภมูิมี

ผลตอ่ระยะเวลาท่ีใช้ในการเจริญเติบโตของแมลงทกุระยะ โดยศกึษาผลท่ีอณุหภมูิ 15, 20, 25, 

30, และ 35 ºC แล้วนํามาเขียนเป็นกราฟโดยแนวตัง้เป็นความยาวของตวัหนอน และแนวนอนเป็น

ระยะเวลาหลงัจากฟักออกจากไข ่(รูปท่ี 2.2)  

 

รูปท่ี 2.2 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งระยะเวลาและการเปล่ียนแปลงของแมลง (ดดัแปลงจาก 

Grassberger and Reiter, 2002) 
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ตําแหน่งสงูสดุของกราฟ คือระยะ peak feeding และกราฟสิน้สดุเม่ือแมลงวนัเข้าสูร่ะยะ

ดกัแด้ หลงัระยะ peak feeding แล้วความยาวของหนอนแมลงวนัลดลง ดงันัน้หากนําหนอนระยะ

ท่ี 3 มาประมาณคา่ PMI ต้องสงัเกตว่าหนอนเข้าสูร่ะยะ peak feeding แล้วหรือไม่ ประโยชน์ของ

กราฟนีคื้อเม่ือเก็บตวัอย่างหนอนแมลงวนัจากศพมาวดัขนาดโดยมีข้อมลูของอณุหภมูิเฉล่ียในท่ี

เกิดเหตมุาประกอบแล้วลากเส้นลงมายงัแกนเวลาเรา ก็จะสามารถประมาณวนัท่ีเสียชีวิตได้ 

อย่างไรก็ตามการใช้กราฟนีย้งัมีข้อจํากดัอยู่ หากศพอยู่ในสิ่งแวดล้อมท่ีมีการเปล่ียนแปลงของ

อณุหภมูิมากการใช้กราฟนีป้ระมาณระยะเวลาการตายจะไมแ่มน่ยําเท่าท่ีควร แตห่ากศพอยู่ในท่ีท่ี

มีการเปล่ียนแปลงของอณุหภมูิไมม่าก การใช้กราฟช่วยประมาณจะมีความแมน่ยํามากขึน้ 

นอกจากนี ้ Grassberger และ Reiter ยงันําข้อมลูท่ีได้มาเขียนเป็นกราฟท่ีเรียกว่า 

Isomorphen-diagram (รูปท่ี 2.3) โดยแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างอณุหภมูิ และระยะเวลาท่ีใช้ใน

การเจริญในแตล่ะระยะของแมลงวนัตัง้แต ่ไข่จนถึงเวลาฟักเป็นตวัหนอน (hatching) ระยะดกัแด้ 

(pupariation) และระยะท่ีแมลงวนัออกจากดกัแด้ (adult emergence หรือ eclosion) ประโยชน์

ของ Isomorphen-diagram คือ สามารนํามาใช้ในการประมาณระยะเวลาการตายโดยใช้ระยะ

ของแมลงวนัท่ีพบมาคํานวณย้อนกลบัไป โดยนําแมลงระยะท่ีแก่ท่ีสดุท่ีพบบริเวณศพมาเลีย้ง

จนกระทัง่ออกมาจากดกัแด้ และนําข้อมลูท่ีได้มาคํานวณโดยลากเส้นจากอณุหภมูิท่ีวดัได้ขณะพบ

ศพไปยงัระยะของแมลงตวัเต็มวยั แล้วจึงลากเส้นลงมาก็จะได้อายุของแมลงทัง้หมดตัง้แต่ไข่

จนกระทัง่เป็นตวัเต็มวยัท่ีอณุหภมูิดงักล่าว หลงัจากนัน้นําอายขุองแมลงท่ีได้มาลบด้วยจํานวน

วนัท่ีเลีย้งแมลงท่ีเก็บมาจะได้ระยะเวลาการตาย 
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รูปท่ี 2.3 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งระยะเวลาและอณุหภมูิตอ่การเจริญของแมลง 

(Grassberger and Reiter, 2002) 

 

ปัจจยัท่ีมีอิทธิพลตอ่การเจริญเตบิโตของแมลงและการกินซากศพ เช่น 1) ชนิดของแมลง 

การจําแนกชนิดของตัวอย่างแมลงได้อย่างถูกต้องเป็นข้อมูลท่ีสําคัญทางนิติกีฏวิทยาในการ

ประมาณเวลาหลังการตาย แมลงท่ีกินซากศพแต่ละชนิดมีความแตกต่างกันในด้านการ

เจริญเตบิโต ระยะเวลาท่ีเข้าถึงศพ และตําแหน่งการชอนไช เป็นต้น 2) ภูมิอากาศและฤดูกาล มี

ผลต่อระบบเมตาบอลิซมึและอตัราการเจริญเติบโต ในแมลง (Adrewartha and Birch, 1954; 

Chapman, 1982) โดยทัว่ไปในช่วงหนึ่งของอุณหภูมิ แมลงจะมีการเจริญเติบโตรวดเร็วเม่ือ

อณุหภมูิสงูขึน้ แต่ไม่จริงในกรณีท่ีอณุหภมูิสงูเกินไปอาจทําให้ตายได้ 3) แหล่งอาหาร หนอน

แมลงวนัจะเจริญเติบโตในอาหารแตล่ะประเภทแตกตา่งกนั เช่น Lucilia sericata (Meigen) จะ

เจริญเติบโตในพวกซากพืชได้ช้ากว่าพวกเนือ้สตัว์ (Povolny and Rozsypal, 1968) 4) ยาและ

สารพิษ อาจพบอยู่ในหรือบนเหย่ือมีผลตอ่แมลงท่ีกินซากศพ (Goff and Lord,1994) เช่น โคเคน 

เฮโรอีน จะเพิ่มอตัราการเจริญเติบโตของหนอนแมลงวนั นอกจากนีก้ระบวนการเน่าเป่ือยจะ

เพิ่มขึน้หรือลดลงขึน้อยู่กบัความเข้มข้นและชนิดของสารด้วย 5) ภูมิภาค พฤติกรรมของแมลง

วนัท่ีกินซากศพแตกต่างตามภมูิภาค เช่น Chrysomya rufifacies (Macquart) จะบกุรุกสตัว์ท่ีมี

ชีวิตหรือซากสตัว์เน่าเป่ือยเม่ือมีหนอนแมลงชนิดอ่ืนปรากฏอยู่ก่อน (Bohart and Gressitt, 1951; 
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Wells and Greenberg, 1994; Zumpt, 1965) แตใ่นบางพืน้ท่ีอาจพบวางไข่บนซากสตัว์สดๆ หรือ

สตัว์แรกเกิด (O’Flynn and Moorehouse, 1979) 

 
การใช้แมลงเป็นหลักฐานแสดงถงึการเคล่ือนย้ายศพ (Movement of the corpse)  
 

 แมลงเป็นสตัว์ท่ีมีกระจายอยู่ทัว่ทกุมมุโลก แต่ก็มีแมลงหลายชนิดท่ีอาศยัอยู่เฉพาะบาง

พืน้ท่ี จากความรู้ดงักลา่วข้างต้นสามารถนํามาใช้ในการระบวุ่าศพท่ีพบนัน้ได้มีการเคลื่อนย้ายมา

จากท่ีอ่ืนหรือไม ่โดยถ้าศพท่ีเราพบนัน้มีแมลงท่ีไมส่ามารถพบได้ในพืน้ท่ีท่ีพบศพ ให้ตัง้ข้อสงสยัว่า

ศพดงักล่าวน่าจะถูกเคล่ือนย้ายมาจากสถานท่ีอ่ืน และถ้าหากแมลงท่ีพบในศพเป็นแมลงท่ี

สามารถพบได้เฉพาะบางพืน้ท่ีก็จะทําให้ทราบว่าศพดงักลา่วถกูเคล่ือนย้ายมาจากสถานท่ีใดบ้าง 

นอกจากนัน้ระยะต่างๆ ในวงจรชีวิตของแมลงท่ีพบในศพสามารถนํามาใช้คํานวณว่าศพดงักล่าว

ได้อยูใ่นสถานท่ีท่ีมีแมลงเหลา่นัน้เป็นระยะเวลานานเท่าใดได้ด้วย ซึง่การท่ีจะระบสุถานท่ีท่ีศพถกู

เคล่ือนย้ายมาให้มีความแม่นยําเท่าใดก็ขึน้อยู่กบัชนิดของแมลงท่ีพบในศพว่ามีท่ีอาศยักระจาย

เป็นพืน้ท่ีกว้างแคไ่หน ยิ่งแมลงท่ีพบมีการอาศยัอยู่ในพืน้ท่ีท่ีจํากดัความแม่นยําในการระบสุถานท่ี

ท่ีศพถกูเคลื่อนย้ายมาก็ยิ่งสงูขึน้ (Jens, 2004) 

 
การใช้แมลงเป็นหลักฐานเช่ือมโยงในที่เกิดเหตุ (Crime scene characterization) 
 
เช่นเดียวกบัการเคลื่อนย้ายศพ แมลงบางชนิดมีถ่ินท่ีอยู่อาศยัในเฉพาะบางพืน้ท่ีเท่านัน้ 

ดงันัน้จึงสามารถใช้แมลง หรือรอยกดัของแมลงมาเป็นหลกัฐานในการเช่ือมโยงระหว่างท่ีเกิดเหต ุ

เหย่ือ หรือผู้ ต้องสงสยัได้วา่เคยไปยงัสถานท่ีท่ีพบแมลงเหลา่นัน้มาก่อนหรือไม ่
 
การใช้แมลงช่วยระบุตาํแหน่งบาดแผลบนศพ (Assessment of trauma) 
 

โดยปกตมิกัจะพบแมลงตวัเตม็วยั ไข ่หรือหนอนแมลง โดยเฉพาะแมลงวนับริเวณรูเปิดบน

ร่างของศพ ได้แก่ บริเวณรูจมกู ปาก ทวารหนกั และอวยัวะเพศ เน่ืองจากเป็นบริเวณท่ีมีความชืน้

สงูจากสารคดัหลัง่ตา่งๆ รวมทัง้เลือดทําให้เหมาะแก่การวางไข่ของแมลง แตถ้่าหากศพมีบาดแผล

ท่ีเกิดก่อนเสียชีวิต หรือเกิดระหว่างท่ีกําลงัจะเสียชีวิตในขณะท่ียงัมีการไหลเวียนของโลหิตอยู่ จะ

ทําให้มีเลือดออกบริเวณบาดแผลดงักลา่วซึง่จะดงึดดูแมลงให้มาวางไข่ โดยจะตา่งจากแผลท่ีเกิด

หลงัจากเสียชีวิตไปแล้วท่ีจะไม่พบเลือดออกทําให้ไม่มีแมลงมาวางไข่บริเวณแผลดงักล่าว จาก

ข้อมลูนีทํ้าให้สามารถแยกระหวา่งบาดแผลท่ีเกิดก่อน และหลงัจากเสียชีวิตได้ นอกจากนีใ้นกรณีท่ี
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ศพเน่ามากทําให้ไม่แน่ใจว่ามีบาดแผลบนศพหรือไม่ แต่ถ้าหากพบหนอนแมลงในบริเวณอ่ืนบน

ร่างกายท่ีไมใ่ช่รูเปิดตามปกตขิองร่างกายก็ให้ตัง้ข้อสงสยัวา่บริเวณท่ีพบหนอนแมลงดงักลา่วนา่จะ

เป็นบริเวณท่ีมีบาดแผลท่ีเกิดก่อนเสียชีวิต 
 

การใช้แมลงในการหาหลักฐานทางพษิวิทยา (Entomotoxicology)  
 

 ในหลายกรณีศพท่ีพบนัน้เสียชีวิตมานานทําให้ศพเน่ามากหรือถกูยอ่ยสลายจนกระทัง่เป็น

โครงกระดกูทําให้การเก็บสารต่างๆ หรือเนือ้เย่ือจากศพเพ่ือนําไปใช้วิเคราะห์ทางพิษวิทยาไม่

สามารถทําได้เน่ืองจากขาดแหลง่ท่ีเหมาะสม เช่น เนือ้เย่ือ เลือดหรือปัสสาวะ แตถ้่าหากพบแมลง

รวมทัง้คราบหรือซากของแมลงท่ีมากินศพ สามารถนําชิน้ส่วนของแมลงดงักล่าวมาทําการ

วิเคราะห์ทางพิษวิทยาได้ (Miller et al., 1994; Bourel et al., 2001) และโดยปกติสามารถใช้

วิธีการวิเคราะห์เช่นเดียวกบัการวิเคราะห์ทางพิษวิทยาตามปกติได้ เช่น radioimmunoassay 

(RIA), gas chromatography (GC), thin-layer chromatography (TLC), และ high-

performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS) เป็นต้น  

นอกจากนี ้สารเคมีบางชนิดท่ีพบในศพยงัมีผลทําให้การประมาณระยะเวลาการตายจาก

วงจรชีวิตของแมลงท่ีพบบริเวณศพเกิดการคลาดเคลื่อนได้ เน่ืองจากสารเคมีบางชนิดมีผลตอ่การ

เจริญเติบโตของแมลงทําให้เร็วขึน้ หรือช้าลงกว่าปกติ (O’Brien and Turner, 2004) และในหลาย

งานวิจยัพบว่าศพท่ีเน่าในช่วง 2 - 4 สปัดาห์แรกสารเคมีบางชนิดท่ีพบในศพจะมีผลต่อการ

เจริญเติบโตของหนอนแมลงวนั ซึง่สารเคมีดงักลา่ว ได้แก่ cocaine, heroin, phencyclidine, 

methylenedioxymethamphetamine (MDMA), methamphetamines และ amitryptyline  
 

การใช้แมลงในการหาสารพันธุกรรมของมนุษย์ (Source of human DNA) 
 

 การเพิ่มจํานวน และวิเคราะห์สารพนัธุกรรมได้ก้าวหน้าไปมาก สามารถใช้เทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) ในการแยกดีเอ็นเอของมนษุย์ออกจากอาหารในกระเพาะ

หรืออจุจาระของแมลง เช่น ยงุ แมลงวนั หรือ เหาได้ และการวิเคราะห์ดีเอ็นเอดงักลา่วใช้ในการ

ยืนยนับคุคลจากหนอนแมลงวนัท่ีเข้าไปกินซากศพนัน้ได้ (Zehner et al., 2004) นอกจากนีก้าร

สกดั mtDNA จากหนอนแมลงท่ีกินกระดกู เช่น แมลงปีกแข็งพวก Nitidulidae เป็นต้น เป็นการ

เพิ่มช่วงเวลาท่ีจะสามารถหาหลกัฐานเพ่ือยืนยนับุคคลจากการใช้ผลวิเคราะห์สารพนัธุกรรมให้

มากขึน้  
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การใช้แมลงเป็นหลักฐานในการทารุณกรรม (Indicators of physical abuse)  
 

 จากท่ีพบว่ามีการทอดทิง้ และทารุณกรรม ในเด็ก คนชรา และผู้ ท่ีไม่สามารถช่วยเหลือ

ตนเองได้เพิ่มมากขึน้ ในบางกรณีการใช้หลกัฐานทางกีฏวิทยาสามารถช่วยประมาณระยะเวลาท่ี

ถกูทอดทิง้ หรือถกูทารุณกรรมได้ เน่ืองจากแมลงบางชนิดมีนิสยัในการตอม และวางไข่บน

บาดแผลของมนษุย์ท่ีมีชีวิต เช่น แมลงวนั Lucilia sericata ซึง่จะทําให้เกิดเป็นหนอนมากดักิน

บาดแผล (Myiasis) และจากการใช้ข้อมลูวงจรชีวิตของแมลงในการประมาณระยะเวลาของหนอน

ตัง้แต่ออกจากไข่จนกระทัง่กลายเป็นหนอนในระยะท่ีพบบนบาดแผล ทําให้สามารถนําไปใช้

ประกอบในการประมาณระยะเวลาท่ีถกูทอดทิง้หรือทารุณกรรมได้  

 นอกจากนีก้ารท่ีมีแมลงมาวางไข่บนบาดแผลในขณะท่ีมนษุย์ยงัมีชีวิตนัน้ ในกรณีท่ีมีการ

เสียชีวิตอาจทําให้การประมาณระยะเวลาการตายจากหนอนแมลงทีพบบนศพคลาดเคลื่อนไปได้ 

เน่ืองจากได้รวมอายุของหนอนแมลงท่ีมากินบาดแผลของศพตัง้แต่ก่อนท่ีจะเสียชีวิตเข้าไปด้วย 

ดังนัน้ในการเก็บหนอนแมลงจากศพจึงต้องมีการบันทึกข้อมูล ตําแหน่งท่ีเก็บหนอนแมลงให้

ละเอียดเพ่ือช่วยในการประเมิน และป้องกนัความผิดพลาดในการประมาณระยะเวลาการตายท่ี

อาจเกิดขึน้ยงัสามารถใช้ในการยืนยนับุคคลจากหนอนแมลงวนัได้ รวมทัง้ใช้ในการจําแนกชนิด

ของแมลงวนัได้เช่นเดียวกนั (Gennard, 2007) 

 
ไมเอียซสิ (Myiasis) 
 
 คือโรคท่ีเกิดจากหนอนแมลงวันอาศยัอยู่ในคนหรือสัตว์ท่ีมีชีวิตในช่วงระยะเวลาหนึ่ง

หนอนแมลงวนัจะดูดกินเนือ้เย่ือของโฮสท์หรืออาหารท่ีโฮสท์กินเข้าไปทําให้เกิดพยาธิสภาพขึน้ 

เป็นปัญหาร้ายแรงสําหรับอตุสาหกรรมปศสุตัว์และเกิดขึน้บ่อยในประชากรท่ีอาศยัอยู่ตามชนบท 

เขตร้อนและภมูิภาคใกล้เขตร้อน ในแฟมิล่ี Calliphoridae (blowflies) หรือแมลงวนัหวัเขียวอย่าง

น้อย 80 ชนิดพบวา่ก่อให้เกิดโรคไมเอียซสิ (Zumpt, 1965) หนอนแมลงวนัหวัเขียวปกติเป็นสาเหตุ

ของ external myiasis และจดัเป็น ectoparasite ส่วน internal myiasis เก่ียวข้องกบัหนอน

แมลงวนัในแฟมิล่ี Oestridae โดยจุดเร่ิมต้นของโรคไมเอียซิสในแฟมิล่ี Calliphoridae เช่น 

Chrysomya spp., Cochliomyia spp., Calliphora spp. และ Lucilia spp. ยงัไม่ชดัเจน 

(Erzinclioglu, 1989; Zumpt, 1965) แมลงวนัท่ีมีบทบาทมาก คือ Lucilia sericata สาเหตขุอง

โรคไมเอียซิสท่ีพบบ่อยแถบออสเตรเลียและอังกฤษ ส่วนในแถบแอฟริกา คือ Chrysomya 

megacephala และ Cochliomyia macellaria แมลงวนัหวัเขียวสามารถแบง่เป็น 3 กลุม่ตามนิสยั
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การกินอาหารของตวัอ่อน ได้แก่  1) saprophagy คือ หนอนแมลงวนัท่ีปกติอาศยัอยู่ในซากพืช

ซากสตัว์และอินทรีย์วตัถท่ีุเน่าเป่ือยเพ่ือเป็นอาหาร ไม่ได้เป็นสาเหตขุองไมเอียซิสโดยตรงแตอ่าจมี

การชอนไชเนือ้เย่ือเม่ือมีหนอนแมลงวันอ่ืนชอนไชอยู่ก่อน 2) facultative ectoparasitism คือ 

หนอนแมลงวนัท่ีมีสามารถอาศยัแบบ Saprophage และสามารถปรับตวัเป็น ectoparasite เพ่ือ

อาศยักบัสิ่งมีชีวิตในบางช่วงเป็นจุดเร่ิมต้นของโรคไมเอียซิส และ 3) obligate parasitism คือ

หนอนแมลงวนัต้องอาศยัอยู่บนสตัว์มีกระดกูสนัหลงัตลอดเวลาเพ่ือกินเนือ้เย่ือสตัว์เหล่านัน้ ส่วน

ใหญ่เป็นสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมและนก (Hall and Wall, 1995) การจดักลุม่ในบทบาทหน้าท่ีดงักลา่ว

สะท้อนถึงวิวัฒนาการการดํารงชีวิตแบบปรสิต (parasitism) ในแฟมิล่ี Calliphoridae หรือ

แมลงวนัหวัเขียว พบวา่บางโอกาสท่ีแมลงวนัในกลุม่ Saprophagy เช่น Calliphora spp. สามารถ

ก่อให้เกิดโรคไมเอียซิสตามบาดแผล  เนื อ้เ ย่ือท่ีใกล้ตายของโฮสต์  หรือกลุ่ม  facultative 

ectoparasitism เช่น Lucilia spp. ก่อโรคไมเอียซิสตามบริเวณผิวหนงัท่ีมีการปนเปือ้นอจุจาระ

หรือบริเวณแผลท่ีมีการติดเ ชื อ้แบคทีเ รีย  การวิ เคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

(phylogenetic analysis) ของแมลงวนัท่ีเป็นสาเหตขุองโรคไมเอียซิส (myiasis-causing flies) 

เช่น แมลงวนัหวัเขียว (family : Calliphoridae) บนพืน้ฐานของดีเอ็นเอจะเป็นข้อมลูเบือ้งต้นบง่ชี ้

จดุเร่ิมต้น obligate parasitism ของแมลงวนัและการก่อโรคไมเอียซิสในสตัว์มีกระดกูสนัหลงั

ชัน้สงู (higher vertebrate) (Stevens, 2003) รวมทัง้การจําแนกชนิดแมลงวนัก่อโรคมี

ความสําคญัในการกําจัดหรือรักษาท่ีมีประสิทธิภาพ มีการใช้เทคนิค PCR-RFLP, RAPD และ 

microsatellite ในการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic variability)  โครงสร้าง

ของกลุม่ประชากร (population structure) จําแนกชนิด (species identification) และมีประโยชน์

ในการแสดงแผนภูมิทางวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของแมลงวันท่ีก่อโรคไมเอียซิส 

(Azeredo-Espin and Lessinger, 2006)   
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การวิเคราะห์ทางดเีอน็เอในงานนิตกีิฏวิทยา (DNA analysis in forensic entomology)  
 

ข้อมูลการเจริญเติบโตแต่ละระยะของแมลงท่ีพบบนศพและการจําแนกชนิดถูกต้องมี

ความสําคญัทางนิติกีฏวิทยา การจําแนกชนิดของแมลงจากลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเป็นวิธีท่ีใช้

โดยทั่วไป (Povolny and Verves,1997; Smith,1986) จําเป็นต้องใช้ผู้ เช่ียวชาญทางด้าน

อนกุรมวิธาน รวมทัง้การจําแนกชนิดของแมลงจากตวัอ่อนกระทําได้ยากหรือไม่สามารถกระทําได้ 

บางครัง้ตวัอย่างท่ีเก็บมาได้อยู่ในสภาพท่ีไม่สมบูรณ์ ดงันัน้การจําแนกสปีชีส์จากสารพนัธุกรรม

หรือดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีนท่ีเหมาะสม วิเคราะห์ลําดบันิวคลี

โอไทด์ของผลติภณัฑ์พีซีอาร์และเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์ (alignment) กบัฐานข้อมลูอ้างอิง

เป็นอีกทางเลือกหนึง่ท่ีได้รับการยอมรับ ในกระบวนการหาลําดบันิวคลีโอไทด์ (sequencing) ต้อง

ผ่านการสกัดดีเอ็นเอจากตวัอย่างโดยมีหลายวิธีด้วยกัน เช่น phenol/chloroform extraction, 

CTAB extraction, Chelex extraction หรือใช้ชดุสกดัสําเร็จรูป เช่น QiAmpTissue Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany; Wells et al., 2001) หรือ DNAzol (Molecular Research Center, 

Cincinnati, Ohio, USA) ตามด้วยขัน้ตอนพีซีอาร์เพ่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีนท่ีสนใจ โดย

ยีนท่ีนิยมใช้ในการศกึษา COI, COII, ND5, 12S rDNA, 16S rDNA (mitochondrial encoded) 

และ 28S rDNA, ITS1, ITS2 (nuclear encoded) เม่ือลําดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างตรงกนักบั

ฐานข้อมลูอ้างอิงสามารถสรุปว่าเป็นเหมือนกนัหรือเป็นชนิดเดียวกนัได้ การหาลําดบันิวคลีโอไทด์ 

(sequencing) จากผลติภณัฑ์พีซีอาร์สามารถตรวจสอบความหลากหลายได้ทัง้หมดและยงัคงเป็น

ทางเลือกหนึง่ในการจําแนกชนิด เทคนิคอ่ืนท่ีประยกุต์ใช้ร่วมกนั เช่น PCR-RFLP (Sperling et al., 

1994; Schroeder et al., 2003) เป็นเทคนิคให้ผลท่ีรวดเร็วแตข้่อจํากดัในเร่ืองขอบเขตของลําดบันิ

วคลีโอไทด์ท่ีเกิดจากผลิตภณัฑ์พีซีอาร์เท่านัน้ และอาจมีการแปลผลผิดพลาดในกรณีท่ีมีความ

หลากหลายภายในสายพนัธุ์ (intraspecific variation) เกิดขึน้บริเวณ restriction site (Jens et 

al., 2004) 
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หน่วยทรานสคริปช่ันของไรโบโซมอลอาร์เอน็เอ (Ribosomal RNA transcription unit) 
 
 โมเลกลุอาร์เอ็นเอ (RNA molecule) ของโปรคารีโอต และยคูารีโอต ท่ีได้จากกระบวนการ

ลอกรหสั (transcription) สามารถแบง่ได้เป็น 3 ชนิด คือ 1) messenger RNA (mRNA) ทําหน้าท่ี

เป็นตวักลางของยีนซึง่จะถกูแปรรหสั (translation) ได้โปรตีนหรือสายโพลีเปปไทด์ 2) ribosomal 

RNA (rRNA) เป็นองค์ประกอบสําคญัของไรโบโซมซึ่งทําหน้าท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการ

สงัเคราะห์โปรตีนหรือการแปรรหสั และ 3) transfer RNA (tRNA) เป็นโมเลกลุท่ีเก่ียวข้องกบัการ

นํากรดอะมิโนมาสง่ให้ mRNA ทัง้ rRNA และ tRNA สามารถคงสภาพภายในเซลล์ได้ยาวนาน 

และสามารถทํางานได้ทันทีไม่ต้องผ่านกระบวนการแปรรหสั โดยทัว่ไปโมเลกุลของ rRNA 

ประกอบรวมอยู่กบัโปรตีนแล้วเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนเรียกว่า ไรโบโซม ซึง่มีบทบาทสําคญั

ตอ่กระบวนการแปรรหสั ยคูารีโอตแบง่โมเลกลุของ rRNA ได้เป็น 4 ชนิด คือ 28S rRNA, 18S 

rRNA, 5.8S rRNA และ 5S rRNA โดยโมเลกลุ rRNA ของยคูารีโอตท่ีมี 4 ชนิด จะถกูผลิตออกมา

ในปริมาณเท่าๆกนัและมีปริมาณมากเพียงพอ ดงันัน้ยีน rRNA ท่ีทําหน้าท่ีควบคมุการสงัเคราะห์

โมเลกลุ rRNA ทกุชนิดนัน้จะอยูใ่นสภาพเป็นกลุม่ท่ีเรียกวา่ rRNA transcription unit  

rRNA transcription unit ของยคูารีโอตประกอบด้วยยีน 28S, 18S และ 5.8S rRNA เรียง

ตอ่กนัโดยแตล่ะยีนถกูคัน่ด้วย spacer สว่นยีน 5S rRNA อยูเ่ป็นยีนเด่ียวๆ ท่ีแยกไปอยูใ่นตําแหน่ง

อ่ืนบนโครโมโซม บริเวณ spacer ดงักลา่ว ได้แก่ internal transcribed spacer (ITS) 2 บริเวณ 

คือ ITS1 และ ITS2 ท่ีมีตําแหน่งอยู่ทัง้สองข้างของยีน 5.8S rRNA ซึง่เรียงตวัอยู่บนโครโมโซมแท่ง

เดียวกนัและ external transcribed spacer (ETS) 2 บริเวณ ทางตําแหน่งด้านนอกของยีน 28S 

และ 18S rRNA ในยคูารีโอตจะมี rRNA transcription unit ตัง้แต ่ 50-500 ชดุ แยกจากกนัด้วย 

intergenic spacer (IGS) โดยพบว่าบริเวณ ITS และ ETS จะเป็นสว่นท่ีเร่ิมต้นกระบวนการ

ถอดรหสัเพ่ือให้ได้  rRNA precursor molecule โดยกระบวนการท่ีเกิดจะคอ่ยๆ ตดัและแยกสว่น 

ITS และ ETS นํามาซึง่การเกิดขึน้ของ ribosome โดยตรง (Singer et al., 1991) (รูปท่ี 2.4) 
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รูปท่ี 2.4 แสดงการจดัเรียงตวัของกลุม่ยีน rRNA ของสิง่มีชีวิตชนิดยคูารีโอต  

(ดดัแปลงจาก http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-21/2115.jpg) 
 

ยีน ribosomal RNA (rRNA gene, rDNA) เป็น nuclear DNA ลกัษณะเป็นยีนซํา้ๆ กนั 

(tandem repeat) แตล่ะหน่วยท่ีซํา้กนันีป้ระกอบด้วย บริเวณท่ีเป็นรหสั (coding region) สําหรับ 

rRNA ขนาด 18s, 5.8s และ 28s โดยมี spacer คัน่ได้แก่ internal transcribed spacer (ITS) 2 

บริเวณ คือ ITS1 และ ITS2, external transcribed spacer (ETS) และ intergenic spacer (IGS) 

บริเวณของยีน rRNA จะมีอตัราการกลายพนัธุ์แตกต่างกัน คือ บริเวณท่ีเป็นรหสัของ rRNA จะ

ค่อนข้างคงท่ีไม่ค่อยเปล่ียนแปลง และค่อนข้างจะเหมือนกันในสิ่งมีชีวิตต่างสปีชีส์และต่างจีนสั 

ส่วนบริเวณ spacer จะมีอตัราการกลายพนัธุ์ ท่ีสงู ดงันัน้บริเวณ internal transcribed spacer 

ของยีน ribosomal RNA จึงเป็นบริเวณท่ีนิยมใช้ในการศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต 

รวมทัง้มีขนาดท่ีค่อนข้างสัน้ประมาณ 500-800 bp สามารถเพ่ิมจํานวนได้ง่ายโดยใช้เทคนิคพีซี

อาร์ (White et al., 1990) 
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จีโนมไมโทคอนเดรีย (mitochondrial genome, mitochondrial DNA(mtDNA))    
  

ลักษณะโดยทั่วไป 
 

 จีโนมไมโทคอนเดรียมีการถ่ายทอดทางมารดา จีโนมไมโทคอนเดรียจะอยู่ในไมโทคอนเด

รียซึ่งเป็นส่วนท่ีอยู่ในไซโทพลาสซึมเท่านัน้ จีโนมไมโทคอนเดรียของแมลงมีขนาด 16000 bp มี

ลกัษณะเป็น double stranded ลอยอยู่ในสว่น matrix ของไมโทคอนเดรีย โดยท่ีในหนึ่งไมโทคอน

เดรียจะมีจีโนมไมโทคอนเดรียอยูป่ระมาณ 5-10 copies สามารถอดรหสัให้ยีนทัง้หมด 37 ยีน เป็น

ยีนท่ีถอดรหสัให้ transfer RNA จํานวน 22 ยีน ถอดรหสัให้ ribosomal RNA จํานวน 2 ยีน และ

ถอดรหสัให้โปรตีนจํานวน 13 ยีนโดยท่ีโปรตีนทัง้ 13 ชนิดนีเ้ป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซม์

เชิงซ้อนท่ีใช้ในกระบวนการ oxidative phosphorylation ท่ีมีอยู่ 5 ตวั คือ NADH-ubiquinone 

oxidoreductase, Succinate-ubiquinone oxidoreductase, Ubiquinol-cytochrome c 

oxidoreductase, Cytochrome oxidase และ ATP synthase  

ยีนไมโทคอนเดรียท่ีถอดรหัสเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อนตวัท่ี 1 (NADH-

ubiquinone oxidoreductase) จํานวน 7 ยีน คือ ยีน ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 และ 

ND6 ถอดรหสัเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อนตวัท่ี 3 (Ubiquinol-cytochrome c 

oxidoreductase) จํานวน 1 ยีน คือ ยีน cytb ถอดรหสัเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อน

ตวัท่ี 4 (Cytochrome oxidase) จํานวน 3 ยีน คือ ยีน COI, COII และ COIII และเป็นโปรตีน

หน่วยย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อนตวัท่ี 5 (ATP synthase) จํานวน 2 ยีน คือ ยีน ATP6 และ ATP8 

(รูปท่ี 2.5) (Anderson, 1981) 
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รูปท่ี 2.5 ลกัษณะของจีโนมไมโทคอนเดรีย 

(ท่ีมา: http://www.nature.com/nrg/journal/v6/n5/fig_tab/nrg1606_F1.html) 

 
ความหลากหลายของจีโนมไมโทคอนเดรีย 
 

 จีโนมไมโทคอนเดรียยังมีลักษณะท่ีแตกต่างจากจีโนมนิวเคลียสหลายประการ คือ 1) 

ตําแหน่งของจีโนมโดยท่ีจีโนมนิวเคลียสจะอยู่ในนิวเคลียสของเซลล์ ส่วนจีโนมไมโทคอนเดรียจะ

อยู่ในสว่นไซโทพลาซมึของเซลล์ 2) การถ่ายทอดสูรุ่่นลกูหลานของจีโนมนิวเคลียสจะเป็นไปตาม

ทฤษฎีหรือตามกฎของเมนเดล ในขณะท่ีการถ่ายทอดของจีโนมไมโทคอนเดรียสู่รุ่นลกูหลานจะ

เป็นการถ่ายทอดทางสายแม่เท่านัน้ 3) ลกัษณะการจดัรวมตวักนัของสารพนัธุกรรมของจีโนม

นิวเคลียสจะมีการรวมตวักนัขดแน่นและเกาะติดอยู่กบัโปรตีนท่ีสําคญัคือ histone แตจี่โนมไมโท

คอนเดรียจะไมมี่การรวมหรือเกาะติดกบัโปรตีนใดๆ จีโนมไมโทคอนเดรียจะลอยอยู่ในสว่น matrix 

ของไมโทคอนเดรียอย่างนัน้ และ 4) ขบวนการถ่ายแบบของจีโนมไมโทคอนเดรียท่ีเกิดขึน้ใน 

matrix นัน้ไม่มี repairing system ทําให้เกิดความผิดพลาดในการถ่ายแบบสารพนัธุกรรมของยีน

ไมโทคอนเดรียในอตัราท่ีสงูกว่าในยีนนิวเคลียสซึง่มี repairing system ท่ีดีมาก พบว่าอตัราการ

กลายพนัธุ์ของจีโนมไมโทคอนเดรียสงูกว่ายีนนิวเคลียส 10-20 เท่า (Pesole et al., 1999) อตัรา

การกลายพนัธุ์สงูกว่าจีโนมนิวเคลียสก็เน่ืองจากลกัษณะและสิ่งแวดล้อมรอบๆ จีโนมไมโทคอนเด

รีย นัน่คือ การท่ีจีโนมไมโทคอนเดรียอยู่ในสว่น matrix ของไมโทคอนเดรียทําให้มีโอกาสสมัผสักบั

อนมุลูเสรีท่ีเกิดจากขบวนการ oxidative phosphorylation สงูมากและตลอดเวลา นอกจากนัน้

แล้วลกัษณะของจีโนมไมโทคอนเดรียเองไม่มี repairing system ท่ีดี ไม่มีโปรตีน histone ช่วย
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ปกป้องล้อมรอบ ล้วนเป็นสิง่ท่ีสง่เสริมให้จีโนมไมโทคอนเดรียมีอตัราการกลายพนัธุ์ท่ีสงู อตัราการ

กลายพนัธุ์ท่ีสงูดงักลา่วและการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของจีโนมไมโทคอนเดรียเป็นแบบทางสาย

มารดานีมี้ประโยชน์ในการศกึษาวิวฒันาการ  

 
 คุณสมบัตขิองดเีอน็เอในไมโทคอนเดรียในการศกึษาวิวัฒนาการ 
 
 ดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียมีอตัราการกลายพนัธุ์สงูมากกว่าอตัราการกลายพนัธุ์ของดีเอ็น

เอในนิวเคลียสโดยภาพรวมประมาณ 10 เท่า ด้วยคณุสมบตัิข้อนีทํ้าให้เม่ือเวลาผ่านไปเท่าๆกนั 

จีโนมไมโทคอนเดรียจะสามารถสะสมการกลายพนัธุ์ใหม่ๆได้มากกว่าในจีโนมนิวเคลียสประมาณ 

10 เท่าตวัตามไปด้วย การสะสมการกลายพนัธุ์ใหม่ในจีโนมไม่ว่าจะเป็นของนิวเคลียสหรือไมโท

คอนเดรียย่อมเป็นสดัส่วนโดยตรงกับระยะเวลาท่ีผ่านไปในเม่ือจีโนมไมโทคอนเดรียสะสมการ

กลายพนัธุ์ได้มากกวา่ในระยะเวลาเท่าๆกนัมนัจงึเป็นเคร่ืองมือวดัการเปล่ียนแปลงทางวิวฒันาการ

ท่ีมีทัง้ความไวและละเอียดสงูกวา่ดีเอ็นเอในนิวเคลียส 

 ดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียพบได้ในเซลล์ท่ีมีชีวิตทุกๆเซลล์ของร่างกายโดยมีจํานวน 

copies ตอ่เซลล์อยู่ในหลกัพนั ขณะท่ีดีเอ็นเอในนิวเคลียสมีเพียง 2 copies ตอ่หนึ่ง somatic cell 

ด้วยคณุสมบตัินีท่ี้ให้สามารถตรวจพบและสกัดดีเอ็นเอจากจีโนมไมโทคอนเดรียได้ง่ายกว่าจาก

จีโนมนิวเคลียส โดยเฉพาะเม่ือเรามีตวัอย่างเซลล์หรือเนือ้เย่ือสําหรับการวิเคราะห์ในปริมาณน้อย

มาก การท่ีดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียมีจํานวน copies มาก และคอ่นข้างทนทานตอ่สภาพแวดล้อม

ท่ีเป็นกรดยงัทําให้มีความเป็นไปได้มากท่ีดีเอ็นเอซึ่งยังคงมีสภาพดีอยู่จะยงัคงหลงเหลืออยู่ใน

ตวัอยา่งนานแล้วได้ 

 การใช้ดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียในการศกึษาวิวฒันาการมีข้อจํากดับางประการ คือ จีโนม

ไมโทคอนเดรียมีขนาดเล็กคิดเป็นเพียงร้อยละ 0.00006 ของจีโนมในนิวเคลียส ซึง่เป็นตวัแทนได้

ไมดี่สําหรับวิวฒันาการโดยภาพรวม ดงันัน้เราควรต้องใช้การศกึษาวิวฒันาการจีโนมในนิวเคลียส

มาช่วยตรวจสอบเทียบเคียงด้วยแม้วา่วิวฒันาการของดีเอ็นเอในนิวเคลียสจะสลบัซบัซ้อนและการ

วิเคราะห์ทางสถิตกิระทําได้ยากลําบากมากกวา่ (พชัรีย์ เลศิฤทธ์ิ, 2552) 
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เทคนิคสาํหรับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 

การตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมปัจจบุบันิยมใช้เทคนิค 2 แบบหลกั ได้แก่ 

การตรวจความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์โดยอาศัยคุณสมบัติการตัดดีเอ็นเอของเอนไซม์ตัด

จําเพาะ (เทคนิค RFLP) และการตรวจสอบลําดบัของนิวคลีโอไทด์ (เทคนิค DNA sequencing)  
 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)  
 

วิธีการนีอ้าศยัการทํางานของเอนไซม์ตดัจําเพาะ (restriction enzyme) เอนไซม์เหลา่นีแ้ต่

ละชนิดมีคณุสมบตัพิิเศษตรงท่ีสามารถตดัดีเอ็นเอเฉพาะสว่นท่ีมีลําดบันิวคลีโอไทด์เฉพาะเจาะจง

กบัตวัมนั ปัจจุบนันิยมนําดีเอ็นเอท่ีต้องการตรวจสอบมาเพ่ิมปริมาณให้มากขึน้ภายใต้ปฏิกิริยา 

Polymerase Chain Reaction (PCR) ก่อน เรียกว่า PCR-RFLP เป็นวิธีท่ีบ่งบอกความ

หลากหลายทางชีวภาพท่ีสามารถจําแนกชนิดได้ โดยการตดัดีเอ็นเอจากผลติภณัฑ์ของพีซีอาร์ด้วย

เอ็นไซม์ตัดจําเพาะท่ีเหมาะสมเพ่ือให้เกิดเป็นแบบแผนท่ีจําเพาะและมีความแตกต่างกันใน

ระหวา่งกลุม่หรือสายพนัธุ์ของสิง่มีชีวิตตา่งๆ โดยแบบแผนของชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์

ตัดจําเพาะเหล่านีจ้ะถูกนํามาวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose หรือ polyacrylamide gel 

electrophoresis และพบวา่วิธี PCR-RFLP เป็นวิธีท่ีมีความจําเพาะสงู 
 
การศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 
 

เป็นเทคนิคอีกเทคนิคหนึง่สําหรับการศกึษาทางอณชีูววิทยา เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีทําให้ทราบ

ลําดบัของนิวคลีโอไทด์ถกูต้องของดีเอ็นเอ การศกึษาลําดบันิวคลีโอไทด์นีส้ามารถศกึษาได้ทัง้ใน 

genomic DNA และ cDNA รวมทัง้ mitochondrial DNA นอกจากนีก้ารศกึษาลําดบันิวคลีโอไทด์

ท่ีได้จะทําให้ทราบรายละเอียดของยีนทัง้ส่วนท่ีถอดรหสัได้ (coding region) และท่ีไม่ถอดรหัส 

(non-coding region) อีกทัง้สามารถนํามาใช้ประโยชน์ในการศึกษาอนุกรมวิทยา (taxonomy) 

และการศึกษาทางพนัธุกรรมประชากรศาสตร์ (population genetics) นบัว่าเป็นวิธีท่ีละเอียดท่ี

สดุแต่จะต้องสิน้เปลืองค่าใช้จ่ายมาก ข้อควรคํานึงในการทํา  DNA sequencing คือ ควรมีการ

ยืนยนัลําดบันิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอคูส่ายทัง้ 2 สาย อีกทัง้ในกรณีของการทํา DNA sequencing 

ท่ีได้จากผลติผลของพีซีอาร์ ควรมีการยืนยนัผลโดยการทําปฏิกิริยามากกว่า 1 ครัง้ และผลิตภณัฑ์

พีซีอาร์ควรได้จากเอ็นไซม์ท่ีมีการตรวจสอบ (proof reading) อย่างไรก็ตามการทํา DNA 
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sequencing จากผลิตภณัฑ์ของพีซีอาร์ไม่สามารถทําได้ด้วยเหตผุลหลายประการ จําเป็นต้องมี

การโคลนของดีเอ็นเอเข้าสูเ่วคเตอร์ก่อนทํา sequencing (สรุางค์ นชุประยชู และคณะ, 2546) 

 
ชีวสารสนเทศศาสตร์ (Bioinformatics) 
 

คือ ศาสตร์เก่ียวกับการนําเทคโนโลยีสารสนเทศมาจดัการข้อมลูทางชีววิทยาอย่างเป็น

ระบบ ระบบฐานข้อมลูทางชีววิทยาท่ีสําคญัในการจดัเก็บลําดบันิวคลีโอไทด์ของกรดนิวคลีอิก เช่น 

ฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) ของ National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) ประเทศสหรัฐอเมริกา   ชีวสารสนเทศศาสตร์ยงัรวมไปถึง

การใช้โปรแกรมซอฟแวร์มาช่วยวิเคราะห์ข้อมลูทางทางชีววิทยาด้านตา่งๆ โดยมากเป็นโปรแกรมท่ี

สามารถใช้ผ่านทางอินเตอร์เน็ตได้ การเปรียบเทียบระหว่างสายดีเอ็นเอหรือโปรตีนต่างๆ 

(Sequence Alignment) เช่น ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) ใช้เปรียบเทียบระหว่าง

สายดีเอ็นเอหรือโปรตีนหลายๆเส้นพร้อมกนั BLAST (http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST) เป็นการ

เปรียบเทียบเพ่ือค้นหาสายดีเอ็นเอหรือโปรตีนในฐานข้อมลูท่ีมีความคล้ายคลงึกบัลําดบันิวคลีโอ

ไทด์ท่ีสนใจ สําหรับการสร้าง phylogenetic tree เพ่ือวิเคราะห์ความหลากหลายทางชีวภาพของ

สิ่งมีชีวิตเป็นวิธีหนึ่งท่ีช่วยหาความสมัพันธ์ทางสําดบัวิวัฒนาการและจัดจําแนกสายพันธุ์ของ

สิ่งมีชีวิต โดยอาศยัหลักการท่ีว่าสิ่งมีชีวิตท่ีมีต้นกําเนิดร่วมกันจะมีข้อมูลในระดบัดีเอ็นเอและ

โปรตีนท่ีคล้ายคลงึกนั  

 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 
 

ความรู้เก่ียวกบัพฤตกิรรมของแมลงกินซากสตัว์และคน มีประโยชน์ในการพิสจูน์หลกัฐาน

ทางอาชญากรรม อย่างเช่น ระยะเวลาหลงัการตาย (postmortem interval; PMI) โดยอาศยัการ

สงัเกตวงจรชีวิตของแมลงว่าอยู่ในช่วงใด ซึ่งในต่างประเทศนัน้มีการศึกษากนัอย่างกว้างขวาง 

ส่วนในประเทศไทยยงัมีไม่มากนกั มีเพียงไม่ก่ีคดีเท่านัน้ท่ีมีการบนัทึกว่าใช้แมลงในการสืบสวน 

โดยหลายประเทศท่ีให้ความสนใจในการศึกษาด้านนิติกีฏวิทยา (forensic entomology) เช่น 

ประเทศสหรัฐอเมริกา รัฐนอร์ท คาโรไลนาก็มีรายงานเก่ียวกับการศึกษาหนอนแมลงวัน 

Chrysomya rufifacies ระยะท่ี 3 (third instar larvae) ในซากหม ู ซึง่เป็นข้อมลูท่ีมีประโยชน์ใน

การประกอบการสืบสวนทางนิติเวชศาสตร์ (Tomberlin et al., 2006) สว่นในประเทศไทยมีการ

รายงานการพบหนอนแมลงวนัพบศพลอยนํา้ครัง้แรกเป็นชายไม่ทราบช่ือและอายุ จากการเก็บ
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ตวัอย่างพบว่าเป็นหนอนวยัท่ี 3 (third instar larvae) ของแมลงวนัหวัเขียวสายพนัธุ์ Chrysomya 

megacephala (F) และ Chrysomya rufifacies (Macquart) และเม่ือพิสจูน์วงชีวิตพบว่าตายมา

ประมาณ 7 วัน น่ีจึงเป็นการรายงานถึงบทบาทของหนอนแมลงวันในทางนิติเวชศาสตร์ 

(Sukontason, 2005) 

การวิเคราะห์ข้อมลูเชิงโมเลกลุเพ่ือจําแนกสายพนัธุ์แมลงวนัเร่ิมตัง้แต่ก่อนปี 2000 โดย 

Sperling กลา่ววา่ ข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์ของ mtDNA สามารถใช้ในกจําแนกสายพนัธุ์แมลงวนั

และกระทําได้ในระยะตวัอ่อน (Sperling et al., 1994) และได้เร่ิมศกึษากนัเร่ือยมา เช่น  ใน

ประเทศออสเตรเลีย Harvey et al. (2003) จําแนกสายพนัธุ์หนอนแมลงวนัท่ีพบบนศพได้สําเร็จ 

คือ Calliphora dubia, Chrysomya rufifacies, Lucilia sericata, Chrysomya megacephala, 

Calliphora augar จากตําแหน่งยีน cytochrome oxidase subunit I (COI) ส่วนในประเทศ

เยอรมนันีศึกษาทัง้ยีน COI และ COII ของหนอนแมลงวนัท่ีพบบนศพและชีใ้ห้เห็นว่าสามารถ

จําแนกสายพนัธุ์ของหนอนแมลงวนัได้อยา่งรวดเร็วด้วยเทคนิค PCR-RFLP และเป็นประโยชน์ทาง

นิติเวชศาสตร์เป็นอย่างมาก (Schroeder et al., 2003) ในประเทศไต้หวนั สามารถระบจํุาแนก

สายพนัธุ์อย่างสมบูรณ์จํานวน 8 สายพนัธุ์ ได้แก่ Chrysomya megacephala (Fabricius), 

Chrysomya pinguis (Walker), Chrysomya rufifacies (Macquart), Hemipyrellia ligurriens 

(Wiedemann), Lucilia bazini Seguy, Lucilia cuprina (Wiedemann), Lucilia hainanensis 

Fan, Lucilia prophyrina (Walker) จากตําแหน่งยีน COI (Chen et al., 2004) และยงัมีการศกึษา

อีกหลายยีนเพ่ือประโยชน์ในงานด้านนิตเิวชศาสตร์ เช่น ในประเทศออสเตรเลีย ศกึษาตําแหน่งยีน 

ITS2 ร่วมกับเทคนิค PCR-RFLP ในจําแนกแมลงวันหัวเขียวสําคัญจํานวน 9 สปีชีส์ได้อย่าง

สมบรูณ์ (Nelson et al., 2008) ในรัฐอิลลนิอยส์ตอนกลางของสหรัฐอเมริกาพบวา่ ยีนท่ีครอบคลมุ

ตัง้แต ่ITS1, 5.8s rRNA และ ITS2 ร่วมกบัเทคนิค PCR-RFLP สามารถจําแนกสายพนัธุ์แมลงวนั

ได้กว้างขวางขึน้โดยสามารถจําแนกได้ทัง้แฟมิล่ี Calliphoridae, Muscidae และ Sarcophagidae 

(Ratcliffe et al., 2003) และยงัมีการศกึษาในแมลงวนัชนิดอ่ืน เช่น การจําแนกสายพนัธุ์ของ

แมลงวนัผลไม้เมดิเตอร์เรเนียน Ceratitis capitata ด้วยเทคนิค PCR-RFLP จากลําดบันิวคลีโอ

ไทด์บริเวณ ND5-tRNA-ND4 (Barr, 2009)  



 

 

บทที่  3 

วธีิดาํเนินการวจิัย 
 
ประชากร 

 
กลุ่มประชากรเป้าหมาย 
 
ในงานวิจยันีไ้ด้ใช้ตวัอย่างดีเอ็นเอของแมลงวนัหวัเขียวบริเวณต่างๆในประเทศไทย คือ 

กรุงเทพมหานคร พิษณโุลก เชียงใหม่ ตากและชุมพร ท่ีเก็บไว้ตัง้แต่ปี 2006 จากงานวิจยัของ 

Preativatanyou et al. 
 
ขนาดของประชากรตวัอย่าง 
 

 แมลงวันหัว เ ขียวตัว เต็มวัย  6  สปีชี ส์ จํานวน  31 ตัวอย่าง  ได้แก่  Chrysomya 

megacephala 16 ตัวอย่าง Chrysomya rufifacies 6 ตัวอย่าง Chrysomya albiceps 3 

ตวัอย่าง Chrysomya bezziana 1 ตวัอย่าง Lucilia cuprina 4 ตวัอย่างและ Lucilia sericata 1 

ตวัอยา่ง (ตารางท่ี 3.1) 
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Blowfly species Code of specimen Location 

Chrysomya megacephala 
 

A01 

A02 

A03 

A04 

A05  

A06 

A07 

A08 

A09 

A10 

A11 

A12 

A13 

A14 

A15 

A16 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Tak 

Tak 

Tak 

Chumphon 

Chumphon 

Chumphon 

Phitsanulok 

Phitsanulok 

Phitsanulok 

Bangkok 

Chrysomya rufifacies 
 

B01 

B02 

B03 

B04 

B05 

B06 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Phitsanulok 

Bangkok 

Chrysomya albiceps 
 

C01 

C02 

C03 

Bangkok  

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Chrysomya bezziana D01 Chumphon 

Lucilia cuprina E01 

E02 

E03 

E04 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Chiang-Mai 

Lucilia sericata F01 Chiang-Mai 

ตารางท่ี 3.1 ข้อมลูของแมลงวนัหลงัหวัเขียวในการวจิยั 
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เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจยั 
 

1. เคร่ืองมือ 

1.1 เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Eppendorf Centrifuge 5804R; Eppendorf® , USA ) 

1.2 เคร่ืองป่ันเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Eppendorf Centrifuge 5417R; 

Eppendorf® , USA) 

1.3 ไมโครเวฟ (Intellowave; LG®, Thailand) 

1.4 ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 º C (Whirlpool; Sanyo®, Thailand) และ -80 º C 

(Thermo Scientific 995; Becthai®, USA) 

1.5 เคร่ืองเพิ่มปริมาณสาร DNA (GeneAmp PCR system 2400; Applied 

Biosystems®, USA) 

1.6 เคร่ืองอิเลก็โตรโฟรีซีส (Sub-Cell GT; Bio-Rad®, USA) 

1.7 เคร่ืองถ่ายรูปเจล (Gel Doc TM XR; Bio-Rad® , USA) 

1.8 เคร่ืองกําเนิดไฟฟ้า (Power PAC 300; Bio-Rad®, USA) 

1.9 เคร่ืองรันเจล PAGE (MiniProtein 3 cell; Bio-Rad®, USA) 

1.10 เคร่ืองนึง่ฆา่เชือ้ความดนัไอนํา้ (autoclave; Becthai®, USA) 

1.11 เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (Spectrophotometer; Bio-Rad®, USA )  

1.12 Cuvette 80-100 ไมโครลติร 

1.13 เคร่ืองเขยา่แบบควบคมุอณุหภมูิ (thermostat shaking)  

1.14 เคร่ืองชัง่อิเลก็โทรนิค (digital balance) 

1.15 เคร่ืองปรับคา่ความเป็นกรดดา่ง (pH meter) 

1.16 ไมโครปิเปตต์อตัโนมตั ิ(Automatic adjustable micropipette) 

1.16 เคร่ืองผสมสาร (vortex)  

1.17 gel chamber และกลอ่งพลาสตกิ เพ่ือใช้สําหรับย้อมเจล 

1.18 อา่งควบคมุอณุหภมูิ (waterbath) 
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2. วัสดุอุปกรณ์ 
2.1 ปากคีบ (forceps) 

2.2 หลอด flacon tube ขนาด 15 ml และ 50 ml  

2.3 หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml 

2.4 นาฬิกาจบัเวลา (Digital Timer) 

2.5 ถงุมือยาง (Disposable gloves) 

2.6 Parafilm   
 
3 สารเคมี 

3.1 สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ Lueria-Bertani broth (LB), LB agar, 

SOB solution และ SOC medium 

3.2 สารเคมีสําหรับการเตรียม Competent cell 

3.3 สารเคมีทีใช้ในการตรวจสอบโคลน 

3.4 สารเคมีท่ีใช้ตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอโดยวิธีแยกขนาดดีเอ็นเอในเจลอะกาโรสภาย

ใต้กระแสไฟฟ้า (agarose gel electrophoresis) 

3.5 สารเคมี ท่ีใ ช้ตรวจวิ เคราะห์ดี เ อ็นเอโดยวิ ธีแยกขนาดดี เ อ็นเอใน  native 

polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ภายใต้กระแสไฟฟ้า  

3.6 สารเคมีท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction) ของ

บริษัท Invitrogen® และ บริษัท Fermentas ® 

3.7 ชุดแยกดีเอ็นเอให้บริสุทธ์ิจากเจลอะกาโรสโดยใช้ ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล 

QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท QIAGEN® 

3.8 สารเคมีท่ีใช้ในการเช่ือมดีเอ็นเอของบริษัท Invitrogen® 

3.9 ชดุสกดัพลาสมิด NucleoSpin®Plasmid Kits บริษัท MACHEREY-NAGEL 

3.10 ชดุสารเคมีท่ีใช้ในการยอ่ยผลติภณัฑ์จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ (เอนไซม์ DraI ของ

บริษัท Roche®, เอนไซม์ VspI ของบริษัท New England Biolabs, USA)  

หมายเหต ุ: รายละเอียดและการเตรียมอยูภ่าคผนวก ก. 
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วิธีดาํเนินการวิจัย 
 

การเพิ่มปริมาณดเีอน็เอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ (polymerase chain reaction ; PCR) 
 

 เป็นขัน้ตอนการเพิ่มจํานวนปริมาณดีเอ็นเอท่ีสนใจโดยอาศยัการทํางานของเอนไซม์ DNA 

polymerase โดยใช้ไพร์เมอร์ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอท่ีสนใจ ซึง่การศกึษาในครัง้นี ้ใช้

ไพรเมอร์ 2 ชดุ (ตารางท่ี 3.2) 

โดยชดุท่ี 1 มีความเฉพาะเจาะจงกบัปลาย 3’ ของ 5.8S rDNA และ 5’ ของ 28S rDNA 

เพ่ือครอบคลุมลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ second internal transcribed spacer (ITS2) ของ 

rDNA (Song et al., 2008b) เม่ือใช้ลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ rDNA ของ Drosophila 

melanogaster (accession no: M21017.1) เป็นตวัอย่างดีเอ็นเอต้นแบบพบว่า ITS2 F จบั

บริเวณตําแหน่งท่ี 2814-2835  สว่น ITS2 R จบัท่ีตําแหน่งท่ี 3295-3317  

ส่วนชุดท่ี 2 ครอบคลมุลําดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน NADH dehydrogenase 

subunit 5 (ND5) ของ mtDNA (ดดัแปลงจาก Zehner et al., 2004) เม่ือใช้ mtDNA ของ 

Drosophila yakuba (accession no: X03240.1) เป็นตวัอยา่งดีเอ็นเอต้นแบบพบว่า ND5 (a) จบั

บริเวณตําแหน่งท่ี 6579 สว่น ND5 (r) จบับริเวณตําแหน่งท่ี 6964 

 

No. Name Sequences (5' -3' ) Product (bp) Tm (º C) 

1 ITS2 F 

ITS2 R 

TGCTTGGACTACATATGGTTGA 

GTAGTCCCATATGAGTTGAGGTT 

400 

 

58 

61 

2 ND5 (a) 

ND5 (r) 

CCAAAATATTCWGATCAHCCYTG 

GGATTAACTGTTTGTTATWCTTT 

437 

 

58 

54 

ตารางท่ี 3.2 รายละเอียดของไพรเมอร์ 

 

กระบวนการในขัน้ตอนการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ต้องอาศยัสารละลายท่ีมีสว่นประกอบ และ

สภาวะอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 3.3) และทําการเพิ่มปริมาณสารดีเอ็นเอโดยใช้เคร่ือง 

GeneAmp 2400 PCR Thermal Cycler (Applied Biosystems®, USA) ตัง้โปรแกรม thermal 

cycler (ตารางท่ี 3.4) เก็บผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ (PCR product) ท่ี 2–8°C หรือ –20°C จนกว่าจะ

นํามาใช้ การตรวจสอบผลิตภณัฑ์พีซีอาร์โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสด้วย 1 % agarose gel ผ่าน

กระแสไฟฟ้าท่ีมีความตา่งศกัย์ 100 Volt เป็นเวลาประมาณ 1ชัว่โมง แล้วย้อม (stain) แถบดีเอ็นเอ
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ในสารละลาย 0.1% ethidium bromide ประมาณ 10-15 นาที และล้าง (destain) ในนํา้สะอาด

อีกประมาณ 10-15 นาทีตรวจดแูถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต (UV) โดยเปรียบเทียบดีเอ็น

เอท่ีได้กบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Invitrogen®) 

 

Substance Volumn (μl) 

10X Taq buffer 

2 mM dNTP  

25mM MgCl2   

10μM forward primer 

10μM reverse primer 

Taq DNA polymerase; Invitrogen® (5U/μl) 

DNA template (200 ng/μl) 

dH2O 

2 

2 

2 

1 

1 

0.2 

2 

9.8 

Total 20 

ตารางท่ี 3.3 สว่นประกอบของสารละลายท่ีใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

 

 

Step Time (min) Temp (°C) 

Initial PCR activation step: 5 95 

3-step cycling 

Denaturation: 45 95 

Annealing: 45 47 

Extension: 45 72 

Number of cycles: 30 cycles 

Final extension: 10 72 

ตารางท่ี 3.4 แสดง Thermal cycler condition 
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การสกัดแยกดเีอน็เอออกจากอะกาโรสเจลและการทาํให้บริสุทธ์ิ 

 
ตรวจสอบผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ด้วย 1 % agarose gel แล้วย้อมแถบดีเอ็นเอด้วย ethidium 

bromide และตรวจดแูถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต (UV) โดยเปรียบเทียบดีเอ็นเอท่ีสกดัได้

จากปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน และทําการสกดัแยกดีเอ็นเอท่ีต้องการออกจากเจล

และทําให้บริสทุธ์ิโดยทําตามวิธีในคูมื่อของ QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN®) ดงันี ้โดย

เร่ิมจากการตดัแถบผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ ใส่หลอด microcentrifuge เติมบฟัเฟอร์ 

QG ปริมาตร 3 เท่าของนํา้หนกัเจลท่ีตดัได้ จากนัน้บ่มท่ีอณุหภมูิ 50 º C เป็นเวลา 10 นาที หรือ

จนกว่าเจลละลายหมด เติม isopropanol (1เท่าของปริมาตรตวัอย่าง) ปิเปตสารละลายท่ีได้ใสใ่น 

spin column ท่ีประกอบกบัหลอด collection tube ปริมาตร 2 ml แล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 

6,000 rpm ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 1 นาที ทิง้ของเหลวท่ีอยู่ภายใน collection tube จากนัน้เติม

บฟัเฟอร์ QG ปริมาตร 500 μl แล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 rpm ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 

1 นาที ทิง้ของเหลวท่ีอยู่ภายใน collection tube ออก และเติมบฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 750 μl ใน 

spin column และตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2-5 นาที แล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 

rpm ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 1 นาที ทิง้ของเหลวท่ีอยู่ภายใน collection tube จากนัน้ทําการป่ัน

เหว่ียงซํา้อีกครัง้เพ่ือทําให้ spin column แห้งท่ีความเร็วสูงสุดหรือประมาณ 13,000 rpm ท่ี

อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 1 นาที และย้าย spin column ใสห่ลอด microcentrifuge หลอดใหม่ เติม 

บฟัเฟอร์ EB ปริมาตร 30 μl ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5-10 นาที แล้วจึงนําไปป่ันเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 13,000 rpm ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 นาที  

การหาป ริมาณดี เ อ็น เอ โดยวัดค่ ากา รดูดก ลืนแสง  ( A b s o r b a n c e ) โดย ใ ช้ 

spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร โดยดีเอ็นเอสามารถ

ดดูกลืนแสงได้มากท่ีสดุท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร จากนัน้นําผลท่ีได้มาคํานวณหาความ

เข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ จากสตูร  

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ(ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร) = A260x 50 x dilution factor 

ถ้าค่า A260 ท่ีวัดได้มีค่าเท่ากับ 1 แสดงว่ามีความเข้มข้นของดีเอ็นเอสายคู่ (double-

stranded DNA; ds-DNA) เท่ากบั 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งค่า A260 /A280 ท่ีอยู่ในช่วง 1.65-

1.85 แสดงว่า ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้บริสทุธ์ิหรือมีคุณภาพดี แต่ถ้าค่าต่ํากว่า 1.65 แสดงว่ามีโปรตีน

และฟีนอลปะปนอยูใ่นสารละลาย หรือถ้ามากกวา่ 1.85 แสดงวา่มีอาร์เอ็นเอปนอยูใ่นสารละลาย 
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การเช่ือมต่อผลิตภณัฑ์พีซีอาร์เข้ากับพลาสมิดเวคเตอร์ (ligation) 
 

นําผลติภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีบริสทุธ์ิด้วยชดุ QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN®) มา

เช่ือมตอ่กบัพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®-T Easy (Promega®) จากหลกัการท่ีวา่ผลติภณัฑ์พีซีอาร์

ด้านปลายมีการเตมิเบส A (adenine) จากการทํางานของ Taq polymerase ซึง่สามารถเช่ือมตอ่

กบัปลาย T (thymine) ของพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®-T Easy (Promega® ) ด้วยเอนไซม์ T4 DNA 

ligase ปฏิกิริยาการเช่ือมตอ่ (ligation reaction) 10 μl ประกอบด้วย 5X Ligation buffer (40 mM 

Tris-Hcl, 10 mM MgCl2 ,10 mM DTT, 0.5 mATP (pH 7.8 at 25ºC) พลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®-

T Easy 50 ng/μl, T4 DNA Ligase  (Invitrogen®) ความเข้มข้น 3U/μl, ผลติภณัฑ์พีซีอาร์และนํา้

กลัน่ท่ีผา่นการฆา่เชือ้ นําสารละลายทัง้หมดผสมให้เข้ากนัและบม่ไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 ºC เป็นเวลา 12-

16 ชัว่โมง สว่นประกอบดงัตารางท่ี 3.5 
 

Substance Volumn/reaction (μl) 

Insert DNA (50 ng/ μl) 

Vector pGEM®-T Easy (50 ng/ μl) 

5X Ligation buffer 

T4 DNA Ligase (3U/μl) 

ddH2O 

5 

1 

2 

1 

1 

total 10 

ตารางท่ี 3.5 อตัราสว่นของสารในปฏิกิริยาการเช่ือมตอ่ (ligation reaction)  
 
การเตรียมแบคทีเรียให้อยู่ ในสภาพพร้อมรับดีเอ็นเอจากภายนอก (competent 

cell) 
 

นํา frozen stock ของแบคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธุ์ DH5α มา steak บนอาหาร

แข็งสตูร LB (luria-bertani)  ท่ีไม่มียาปฏิชีวนะ บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง 

เลือกโคโลนีเด่ียวของเชือ้มาเลีย้งในอาหารเหลวสตูร SOB ปริมาตร 15 ml เขย่าท่ีอณุหภมูิ 37 ºC 

เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง ปิเปตเชือ้ท่ีอยู่ในอาหารเหลวสตูร SOB 1 ml มาเลีย้งในอาหารเหลวสตูร 

SOB ใหมอี่กครัง้ท่ีปริมาตร 100 ml เพ่ือให้เซลล์ของเชือ้มีความเป็น competent ท่ีอณุหภมูิ 37 ºC 

เขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 3 ชัว่โมง นําไปวดัค่าดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 
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nm ให้ได้คา่ประมาณ 0.4 จากนัน้ทําการถ่ายเชือ้ลงหลอด flacon tube ขนาด 50 ml ตัง้ทิง้ไว้ใน

นํา้แข็ง 15 นาที นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3,000 rpm ท่ีอณุหภมูิ 4 ºC เป็นเวลา 10 นาที ทิง้สว่น

ใสแล้วละลายตะกอนเบาๆ ด้วยสารละลาย TB ท่ีแช่เย็น ปริมาตร 16 ml จากนัน้ตัง้ทิง้ไว้ในนํา้แข็ง 

10 นาที ทิง้ส่วนใส ละลายตะกอนด้วยสารละลาย TB ท่ีแช่เย็น 4 ml แล้วค่อยๆ เติม DMSO 280 

μl แล้วตัง้ทิง้ไว้ในนํา้แข็ง  10 นาที แบ่ง competent cell ท่ีได้ในหลอด microcentrifuge เก็บท่ี

อณุหภมูิ -80 ºC เพ่ือรักษาความเป็น competent cell 
 
การถ่ายโอนดเีอน็เอสายผสมเข้าสู่แบคทเีรีย (competent cell) ด้วยวธีิ Chemical 

transformation (Sambrook et al., 1989)  
 

      นํา competent cell ปริมาตร 100 μl มาตัง้ทิง้ไว้ในนํา้แข็งนาน 15-30 นาที ปิเปตสารละลาย

ท่ีทําการเช่ือมชิน้สว่นดีเอ็นเอเป้าหมายเข้ากบัพลาสมิดเวคเตอร์ (ligation solution)  ปริมาตร 5 μl 

ใส่ใน competent cell ผสมให้เข้ากนัเบาๆ แล้วแช่ต่อในนํา้แข็งเป็นเวลา 30 นาที กระตุ้นด้วยความ

ร้อน (heat shock) โดยการแช่ในอ่างควบคมุอณุหภมูิท่ี 42 ºC เป็นเวลา 50 วินาที แล้วทําให้เย็นลง

อย่างรวดเร็วโดยแช่ทิง้ไว้ในนํา้แข็งเป็นเวลา 3 นาที เติมอาหารเลีย้งเชือ้ LB ปริมาตร 900 μl และ

นําไปบ่มแบบเขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 rpm ควบคมุอณุหภมูิ ท่ี 37 ºC เป็นเวลา 120 นาที จากนัน้

ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือให้ตกตะกอน ปิเปตต์ส่วนใสทิง้ประมาณ 

800 μl นําสารละลายท่ีเหลือมาเกล่ีย (spread) บนจานเพาะเชือ้อาหารแข็ง LB ท่ีมี ampicillin 100 

μg/ml, Isopropyl-B-D thiogalactoside (IPTG) ความเข้มข้น 0.5 mM และ  5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-B-D-galactoside (X-gal) ความเข้มข้น 80 μg/ml จากนัน้นําจานเพาะเชือ้ไปบ่มท่ีอณุหภมูิ  

37 ºC เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง 

 



 

 
39 

การตดิตามโคโลนีดเีอน็เอสายผสม (recombinant DNA) 
 
คดัเลือกโคโลนีสีขาวโดยการใช้การแสดงออกของยีนท่ีมีในพลาสมิดเวคเตอร์ คือ ยีนท่ีให้

ลกัษณะตอ่ต้านตอ่ยาแอมพิซิลิน โดยท่ี E. coli ท่ีได้รับการถ่ายทอดพลาสมิดเวคเตอร์จะสามารถ

เจริญได้บนอาหารแข็ง LB ท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin และเทคนิค blue/white screening จาก

หลกัการท่ีวา่พลาสมิด pGEM®-T Easy (Promega® ) มีบริเวณ lacZ gene ท่ีทําหน้าท่ีผลิตเอนไซม์ 

β-galactosidase โดยจะทําการย่อยสาร X-gal เกิดเป็นโคโลนีสีฟ้า แต่พลาสมิดเวคเตอร์ท่ีได้รับ

ชิน้ส่วนดีเอ็นเอ (recombinant DNA) เข้าไปสอดแทรกจะถกูแยกออกจากกันจึงไม่สามารถผลิต

เอนไซม์ β-galactosidase จะได้โคโลนีท่ีมีสีขาว ร่วมกบัเทคนิค colony PCR โดยสุม่เลือกโคโลนีสี

ขาวมาตรวจสอบโคลนว่ามีชิน้ยีนท่ีสนใจถูกแทรกสอดสู่พลาสมิดเวคเตอร์หรือไม่ด้วยเทคนิคพีซี

อาร์โดยตรงจากโคโลนี เร่ิมจากทําเรพลิกา (replica) โคโลนีท่ีได้เก็บไว้เป็นเพลทต้นแบบ (master 

plates) ให้หมายเลขประจําโคโลนี จากนัน้เตรียม colony suspension โดยเข่ีย (pick up) โคโลนี

เหล่านีเ้ป็นต้นแบบ หลงัจากปฏิกิริยาพีซีอาร์เสร็จสิน้อย่างสมบูรณ์จะทําการตรวจสอบขนาดของ

ผลิตภณัฑ์ท่ีได้ (PCR product) ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสด้วย 1 % agarose gel เทียบกบั 100 bp 

DNA ladder เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน นําโคลนท่ีผ่านการตรวจสอบแล้วว่ามีชิน้ส่วนยีนท่ีสนใจ

มาเลีย้งในอาหาร LB ปริมาตร 5 ml ท่ีมี ampicillin 100 μg/ml จากนัน้นําไปบ่มแบบเขย่าท่ี

ความเร็วรอบ 250 rpm ควบคมุอณุหภมูิ ท่ี 37 ºC เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง เพ่ือนํามาสกดัพลาสมิด

ท่ีมีชิน้ดีเอ็นเอท่ีสนใจตอ่ไป 

 
การสกัดพลาสมิด  
 

 ตกตะกอนเซลล์โดยป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที และทําการสกดัพ

ลาสมิดตามวิธีในคู่มือของ NucleoSpin®Plasmid Kits โดยทําการเติมสารละลาย A1 เพ่ือ 

resuspension ปริมาตร 250 μl แล้วผสมให้เข้ากัน และเติมสารละลาย A2 เพ่ือ lysis cell 

ปริมาตร 250 μl จากนัน้กลบัหลอดไปมา 4-6 ครัง้ เติมสารละลาย A3 เพ่ือ neutralization 

ปริมาตร 350 μl แล้วกลบัหลอดไปมา 4-6 ครัง้ จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 rpm 

(หรือประมาณ 17,900 xg) เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ดดูของเหลวทัง้หมดใสใ่น  spin column 

แล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวท่ีอยู่ภายใน collection 

tube ทิง้ เติมสารละลาย A4 ปริมาตร 600 μl แล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 rpm เป็น

เวลา 1 นาที เทของเหลวท่ีอยู่ภายใน collection tube ทิง้ ทําการป่ันเหว่ียงอีกครัง้ท่ีความเร็ว 
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13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือให้แน่ใจว่าไม่มีสารละลายตกค้าง ต่อมาย้าย spin column ไป

ใสห่ลอด microcentrifuge หลอดใหม่ เติมสารละลาย AE ปริมาตร 50 μl ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

เป็นเวลานาน   2 นาที แล้วจึงนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนัน้

ตรวจสอบความเข้มข้นของพลาสมิดท่ีสกดัได้ด้วย วดัค่าการดดูกลืนแสง (Absorbance) โดยใช้ 

spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร การสกดัพลาสมิดท่ีมี

ชิน้ดีเอ็นเอท่ีสนใจเพ่ือการวิเคราะห์หาลําดบันิวคลีโอไทด์ในขัน้ตอนตอ่ไป 
 
การหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ 
 
สําหรับการหาลําดบันิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS2 และส่วนของยีน ND5 โดยใช้ T7 

promotor primer และ SP6 promotor primer เป็น primer สง่ไปท่ี 1st BASE DNA sequencing 

services ประเทศมาเลเซีย โดยมีบริษัท Ward Medic Ltd. เป็นตวักลางในการจดัสง่ เพ่ือความ

แมน่ยําลําดบันิวคลีโอไทด์แตล่ะผลติภณัฑ์พีซีอาร์ทําการหาลําดบันิวคลีโอไทด์อยา่งน้อย 3 โคลน  
 
การวิเคราะห์ความหลากหลายด้วยเทคนิค PCR-RFLP 
 
 เป็นวิธีวิเคราะห์ความหลากหลาย (polymorphism) ของสิ่งมีชีวิตท่ีสนใจโดยดจูากความ

ยาวท่ีแตกต่างกนัของดีเอ็นเอเม่ือผ่านการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ (restriction enzyme) โดย

จากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ ITS2  มาตดัด้วยเอนไซม์

ตดัจําเพาะ DraI ส่วนผลิตภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณยีน ND5 มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ VspI ซึ่ง

เป็นเอนไซม์ท่ีเลือกจากการใช้โปรแกรม NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/ 

index.php) โดยในปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 10 μl ประกอบด้วย ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ (PCR 

product), สารละลาย (100 mM Tris-HCL, 500 mM NaCl, 100 mM MgCl2, 10 mM 

Dithioerythritol, pH 7.5 ท่ีอณุหภมูิ 37ºC), เอนไซม์ตดัจําเพาะ ความเข้มข้น 10 U/ μl และปรับ

ปริมาตรด้วยนํา้กลัน่ (ตารางท่ี 3.6) จากนัน้นําไปบม่ท่ี 37 ºC เป็นเวลา 10 ชัว่โมง และตรวจสอบ

ขนาดและจํานวนชิน้ดีเอ็นเอท่ีผ่านการตดัเอนไซม์ด้วย 8 % native polyacrylamide gel 

electrophoresis (PAGE) ดงันี ้เทสว่นผสม 8 % native polyacrylamide gel (ตารางท่ี 3.7) ลงใน

แผน่กระจก ใสห่วี (comb) เพ่ือทําหลมุแล้วทิง้ให้เจลเกิด polymerization ประมาณ 1 ชัว่โมงเม่ือเกิด 

polymerization นําหวีออก นําแผ่นเจลใส่ลงใน tank รันเจล เติม 0.5×TBE buffer ใน 

electrophoresis chamber ด้านในจนท่วม ด้านนอกประมาณ ½ หรือพอท่วมเส้นลวด หยอด

สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 μl ผสมกบั 6x loading dye 2 μl และหยอด ดีเอ็นเอตวัอย่าง 5 μl 
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ผสมกบั 6x loading dye 2 μl  ลงในแต่ละหลมุ ปิดฝาครอบอปุกรณ์โดยต่อสายไฟจาก power 

supply  สูข่ัว้ไฟฟ้าให้ถกูต้อง ตัง้ power supply 100 volt เป็นเวลา 20 นาทีเพ่ือไลเ่ศษตะกอนก่อนรัน

จริง จากนัน้ทําการโหลดตวัอย่างดีเอ็นเอ แล้วตัง้เวลาไว้เป็นเวลา 75 นาที แล้วย้อมเจล ด้วย 

ethidium bromide และตรวจดแูถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต 
 

Substance for ITS2 analysis Substance for ND5 analysis Volume/reaction (μl) 

DraI Buffer 

DraI enzyme (10 U/ μl) 

PCR product (400 ng/ μl) 

ddH2O 

Buffer O 

VspI enzyme (10 U/ μl) 

PCR product (400 ng/ μl) 

ddH2O 

1 

0.3 

6 

2.7 

Total 10 

ตารางท่ี 3.6 อตัราสว่นของสารในเทคนิค PCR-RFLP 
 
 

Substance Volume (ml) 

ddH2O 

30% acrylamide   

5x TBE buffer  

10% ammonium persulfate 

TEMED  

2.635 

1.33 

1 

0.035 

0.175 

Total 5 

ตารางท่ี 3.7 อตัราสว่นของสารใน 8 % native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 
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การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์และความสัมพันธ์ทางววัิฒนาการ 
 

วิเคราะห์โคลนท่ีได้ว่ามีค่าความเหมือนหรือคล้ายคลึงกับดีเอ็นเอของแมลงวนัชนิดใดใน

ฐานข้อมลู โดยใช้โปรแกรม BLASTN (Basic Local Alignment Search Tools) จากฐานข้อมลู NCBI 

ในอินเตอร์เน็ตท่ี (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือใช้ในการหาคา่เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลงึหรือ

ความเหมือน (% Identity) จากนัน้จึงนําลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาเปรียบเทียบ (alignment) ความ

แตกต่างและความเหมือนภายในสายพันธุ์และระหว่างสายพันธุ์ ด้วยโปรแกรม ClustalX1.83, 

BioEdit และ GeneDoc version 2.7.000 

สร้างแผนภมูิวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA 4.1 (beta3) โดยวิธี 

distance matrix ด้วย algolithm แบบ Neighbor-Joining method และกําหนดแบบจําลองของ

การแทนท่ีลําดบันิวคลีโอไทด์ (nucleotide substitution) แบบ Kimura-2-parameter modal เพ่ือ

พิจารณาถึงความผนัแปรของลําดบันิวคลีโอไทด์ ซึ่งรวมอยู่ในโปรแกรม MEGA 4.1 (beta3) 

ทดสอบความน่าเช่ือถือทางสถิติของการสร้างแผนภูมิวิวฒันาการด้วย bootstrap test จํานวน 

1,000 รอบ 

 
 

 

 



 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
ผลการเพิ่มปริมาณชิน้ยีนด้วยปฏกิิริยาพีซีอาร์ (polymerase chain reaction; PCR) 

 
การเพิ่มปริมาณดเีอน็เอบริเวณ ITS2 ของ rDNA 
 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายบริเวณ ITS2 ของ rDNA ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ดี

เอ็นเอจากแมลงวนัหวัเขียวเป็นดีเอ็นเอต้นแบบ ใช้ไพรเมอร์ ITS2 F (5’ TGCTTGGACT 

ACATATGGTTGA 3’) และ ITS2 R (5’GTAGTCCCATATGAGTTGAGGTT 3’) จากนัน้นํา

ผลติภณัฑ์ท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วย 1 % agarose gel ให้กระแสไฟฟ้าท่ีมีความตา่งศกัย์คงท่ี 100 volt 

เป็นเวลา 50 นาที แล้วนําเจลมาตรวจสอบภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต เปรียบเทียบผลิตภณัฑ์พีซี

อาร์กบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder, Invitrogen®) พบว่าปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีขนาด

ประมาณ 400 bp (รูปท่ี 4.1) 

 
รูปท่ี 4.1 ผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ ITS2  

 

 การตรวจสอบด้วย 1 % agarose gel  

 Lane L   คือ DNA มาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Invitrogen®)  

 Lane N  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์โดยใช้นํา้กลัน่เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ 

Lane 1-6  คือ ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของบริเวณ ITS2 ของแมลงวันหัวเขียวจํานวน 6 

ตวัอยา่ง 
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การเพิ่มปริมาณดเีอน็เอบริเวณส่วนของยีน ND5 
 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายบริเวณส่วนของยีน ND5 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ดี

เอ็นเอจากแมลงวนัหวัเขียวเป็นดีเอ็นเอต้นแบบ ใช้ไพรเมอร์ ND5 (a) (5’ CCAAAATATT 

CWGATCAHCCYTG 3’) และ ND5 (r) (5’ GGATTAACTGTTTGTTATWCTTT 3’) จากนัน้นํา

ผลิตภณัฑ์ท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วย 1 % agarose gel ปรากฏแถบดีเอ็นเอประมาณ 400 bp (รูปท่ี 

4.2)  

 

 
รูปท่ี 4.2 ผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณสว่นของยีน ND5  

 
 ตรวจสอบด้วย 1 % agarose gel  

Lane L1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Invitrogen®)  

Lane N  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์โดยใช้นํา้กลัน่เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ  

Lane 1-6  คือ ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ของบริเวณยีน ND5 ของแมลงวนัหวัเขียวจํานวน 6 

ตวัอยา่ง 
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ผลการวิเคราะห์โคลนที่มีดเีอน็เอสายผสมด้วยเทคนิค colony PCR 
 

วิเคราะห์โคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมของดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยตรงจาก

โคโลนีสีขาว โดยเข่ีย (pick up) โคโลนีเหล่านีม้าใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ ใช้ ITS2 F และ ITS2 R 

เป็นคูไ่พรเมอร์ในการตรวจสอบดีเอ็นเอสายผสมท่ีเช่ือมตอ่ด้วยผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ของบริเวณ ITS2 

ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ 400 bp เม่ือวิเคราะห์ด้วย 1 % agarose gel (รูปท่ี 4.3) ใช้ 

ND5 (a) และ ND5 (r) เป็นคูไ่พรเมอร์ในการตรวจสอบดีเอ็นเอสายผสมท่ีเช่ือมตอ่ด้วยผลิตภณัฑ์

พีซีอาร์ส่วนของยีน ND5 ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ 400 bp เม่ือวิเคราะห์ด้วย 1 % 
agarose gel (รูปท่ี 4.4) 

 
รูปท่ี 4.3 ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้จากการตรวจสอบโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมของบริเวณ ITS2 

 

ตรวจสอบด้วย 1 % agarose gel  

Lane L   คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Fermentas®)  

Lane N  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีใช้นํา้กลัน่เป็นดีเอ็นเต้นแบบ  

Lane 5   คือ ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้จากโคลนท่ีไม่มีดีเอ็นเอสายผสมของบริเวณ 

ITS2  

Lane 1-4 และ 6 คือ ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้จากโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมของบริเวณ 

ITS2  
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รูปท่ี 4.4 ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้จากการตรวจสอบโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมสว่นของยีน ND5 

 

ตรวจสอบด้วย 1 % agarose gel  

Lane L   คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Fermentas®)  

Lane N  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีใช้นํา้กลัน่เป็นดีเอ็นเต้นแบบ 

Lane 6   คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้จากโคลนท่ีไมมี่ดีเอ็นเอสายผสมสว่นของยีน 

ND5  

Lane 1- 5  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้จากโคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมสว่นของยีน ND5  
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ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายด้วยเทคนิค PCR-RFLP 
 

ใช้โปรแกรม NEB Cutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) ทํานายชนิด

ของเอนไซม์ตดัจําเพาะ (restriction enzyme) ท่ีมีตําแหนง่ตดัผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ ITS2 และ

สว่นของยีน ND5 และให้ขนาด จํานวนชิน้ดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนัในแตล่ะสปีชีส์สําหรับการวิเคราะห์

ด้วยเทคนิค PCR-RFLP พบวา่ผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ ITS2 ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ DraI 

และสว่นของยีน ND5 ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ VspI (ตารางท่ี 4.1) 

 
Blowfly species ITS2 digested with DraI ND5 digested with VspI 

Chrysomya megacephala 

Chrysomya bezziana 

Chrysomya rufifacies 

Chrysomya albiceps 

Lucilia cuprina 

Lucilia sericata 

Undigested 

188 และ165 bp 

125, 122 และ 65, 63 bp 

125, 122 และ 65, 63 bp 

217, 96, 56 และ 22 bp 

217, 96, 56 และ 22 bp 

205, 126, 56, 39 และ 11 bp 

313 และ 124 bp 

370 และ 67 bp 

370 และ 67 bp 

244, 126 และ 67 bp 

244, 126 และ 67 bp 

ตารางท่ี 4.1 ขนาดชิน้ดีเอ็นเอท่ีผา่นการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 

 

ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ของบริเวณ ITS2 มาวิเคราะห์ความหลากหลายด้วยการตดัด้วยเอนไซม์

ตดัจําเพาะ DraI (รูปท่ี 4.5) และผลติภณัฑ์พีซีอาร์สว่นของยีน ND5 มาวิเคราะห์ความหลากหลาย

ด้วยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ VspI ตรวจสอบขนาดและจํานวนชิน้ดีเอ็นเอท่ีผ่านการตดั

เอนไซม์ด้วย 8 % native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) โดยให้กระแสไฟฟ้าท่ีมี

ความตา่งศกัย์คงท่ี 100 volt เป็นเวลา 75 นาที แล้วย้อมเจลด้วย ethidium bromide และตรวจดู

แถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต โดยเปรียบเทียบผลติภณัฑ์ท่ีได้จากการตดัด้วยเอนไซม์ตดั

จําเพาะกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA Ladder และ 100 bp DNA Ladder 
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รูปท่ี 4.5 ผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ ITS2 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ DraI 

 

ตรวจสอบด้วย 8 % native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)  

Lane L1  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Fermentas®)  

Lane L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (25 bp DNA Ladder, Fermentas®)  

Lane 1   คือ Chrysomya megacephala (จํานวน 1 ชิน้ ขนาดประมาณ 360 bp) 

Lane 2   คือ Chrysomya bezziana (จํานวน 2 ชิน้ ขนาด 188 และ165 bp) 

Lane 3  คือ Chrysomya rufifacies (จํานวน 2 ชิน้ ขนาด 125, 122 และ 65, 63 bp 

ขนาดท่ีใกล้เคียงกนัจะไมส่ามารถแยกได้ด้วย 8 %PAGE) 

Lane 4   คือ Chrysomya albiceps (ให้รูปแบบเหมือนกบั Chrysomya 

rufifacies) 

Lane 5  คือ Lucilia cuprina (จํานวน 3 ชิน้ ขนาด 217, 96 และ 56 bp สว่น 22 

bp ไมส่ามารถมองเห็นได้) 

Lane 6   คือ Lucilia sericata (ให้รูปแบบเหมือนกบั Lucilia cuprina) 
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รูปท่ี 4.6 ผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณสว่นของยีน ND5 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ VspI 

 

ตรวจสอบด้วย 8 % native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)  

Lane L1  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Fermentas®)  

Lane L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (25 bp DNA Ladder, Fermentas®)  

Lane 1  คือ Chrysomya megacephala (จํานวน 4 ชิน้ ขนาด205, 126, 56 และ 

39 bp สว่น 11 bp ไมส่ามารถมองเห็นได้) 

Lane 2   คือ Chrysomya bezziana (จํานวน 2 ชิน้ ขนาด 313 และ 124 bp) 

Lane 3   คือ Chrysomya rufifacies (จํานวน 2 ชิน้ 370 และ 67 bp) 

Lane 4   คือ Chrysomya albiceps (ให้รูปแบบเหมือนกบั Chrysomya 

rufifacies) 

Lane 5   คือ Lucilia cuprina (จํานวน 3 ชิน้ ขนาด 244, 126 และ 67 bp) 

Lane 6   คือ Lucilia sericata (ให้รูปแบบเหมือนกบั Lucilia cuprina) 
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ผลการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ 
 
ทําการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 และส่วนของยีน 

ND5 ของแมลงวันหัวเขียวท่ีได้จากการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ท่ี  1st BASE DNA 

sequencing services  ประเทศมาเลเซีย หลงัจากนัน้ทําการตดัเฉพาะบริเวณยีนท่ีต้องการด้วย

โปรแกรม BioEdit และลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาเปรียบเทียบความเหมือนกับฐานข้อมลูบน

อินเทอร์เน็ตด้วยโปรแกรม BLAST (basic local alignment search tools; Error! Hyperlink 

reference not valid.) เป็นโปรแกรมสําหรับการค้นหาบริเวณเฉพาะท่ีเหมือนกนัระหว่างลําดบันิ

วคลีโอไทด์ท่ีสนใจกับฐานข้อมูลทางพันธุศาสตร์บนระบบอินเทอร์เน็ต แสดงเป็นค่าเปอร์เซ็นต์

ความคล้ายคลงึหรือเหมือน (% Identity) ของลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 (ตารางท่ี 4.2) และ

สว่นของยีน ND5 (ตารางท่ี 4.3) ของแมลงวนัหวัเขียวแตล่ะสายพนัธุ์ 
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Blow fly species Number 

of 

specimen 

GenBank record or previously published ITS2 

Accession 

number 

% Identity Reference 

Chrysomya 

megacephala 

16 EF560175.1 99% Marinho et al., 2007 

Chrysomya 

rufifacies 

6 EF560177.1 99% Marinho et al., 2007 

 

Chrysomya 

albiceps 

3 EF560177.1 

 

EF560172.1 

99% 

(Chrysomya rufifacies) 

97% 

(Chrysomya albiceps) 

Marinho et al., 2007 

 

Marinho et al., 2007 

Chrysomya 

bezziana 

1 EF061804.1 

 

EF560174.1 

96% 

(Hemipyrellia ligurriens) 

83% 

(Chrysomya bezziana) 

Song et al., 2008 

 

Marinho et al., 2007 

Lucilia cuprina 4 EF560185.1 

 

99% Marinho et al., 2007 

 

Lucilia sericata 1 EF560185.1 

 

EF560187.1 

99% 

(Lucilia cuprina) 

91% 

 (Lucilia sericata) 

Marinho et al., 2007 

 

Marinho et al., 2007 

ตารางท่ี 4.2 แสดง %Identity ของลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 เทียบกบัฐานข้อมลู GenBank 
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Blow fly 

species 

Number 

of 

specimen 

GenBank record or previously published ND5 

Accession 

number 

% Identity Reference 

Chrysomya 

megacephala 

16 FJ614869.1 99% Zaidi and Chen, 

2009 

Chrysomya 

rufifacies 

6 EU661319.1 100% Yang et al., 2008 

Chrysomya 

albiceps 

3 EU661319.1 99%  

(Chrysomya rufifacies) 

Yang et al., 2008 

Chrysomya 

bezziana 

1 FJ614872.1 99%  

(Hemipyrellia ligurriens) 

Zaidi and Chen, 

2009 

Lucilia 

cuprina 

4 FJ614876.1 99%  

(Lucilia sericata) 

Zaidi and Chen, 

2009 

Lucilia 

sericata 

1 FJ614876.1 98% Zaidi and Chen, 

2009 

ตารางท่ี 4.3 แสดง % identity ของลําดบันิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน ND5 เทียบกับฐานข้อมูล 

GenBank 
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จากนัน้จึงนําลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาเปรียบเทียบ (alignment) ความแตกต่างและ

ความเหมือนภายในสายพนัธุ์และระหว่างสายพนัธุ์ ด้วยโปรแกรมสําหรับวิเคราะห์ความเหมือน

ระหว่างกลุม่ยีนแบบเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมด (global alignment) โดยใช้โปรแกรม

ท่ีตดิตัง้เพ่ือใช้งานบนคอมพิวเตอร์ระบบวินโดว์โดยการใช้โปรแกรม BioEdit จดัการลําดบันิวคลีโอ

ไทด์ โดยการปรับแก้และรวมสายดีเอ็นเอท่ีได้จากการหาลําดบันิวคลีโอไทด์ซึ่งในกรณีนีคื้อการ

จดัการลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากการโคลนยีนเข้าสูเ่วกเตอร์ โดยใช้โปรแกรม BioEdit สําหรับการ

หาตําแหน่งของไพรเมอร์ หาตําแหน่งของยีนท่ีต้องการและตดัส่วนท่ีไม่ใช่ออก จากนัน้ทําการ

ปรับแก้ตําแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ีไม่ชดัเจนออก และปรับสายดีเอ็นเอท่ีได้ให้เป็นสาย 5’ ไป 3’ จึงเก็บ

ข้อมลูของสายดีเอ็นเอท่ีได้ในรูปแบบ .tex และ .fasta และการใช้โปรแกรม ClustalX1.83  เพ่ือ

เปรียบเทียบกลุ่มยีนท่ีได้ โดยทําการเปรียบเทียบทีละคู่ยีน เพ่ือดคูวามเหมือนของลําดบันิวคลีโอ

ไทด์และทําการเก็บข้อมลูการเปรียบเทียบความเหมือนของยีนด้วยรูปแบบ .msf เพ่ือใช้ในการ

วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากแมลงวนัหวัเขียวแตล่ะสายพนัธุ์ท่ีได้ ว่ามีคา่ความเหมือนหรือ

คล้ายคลึงกนัของนิวคลีโอไทด์ภายในและระหว่างสายพนัธุ์โดยใช้โปรแกรม GeneDoc version 

2.7.000 และแสดงผล (รูปท่ี 4.6 และ 4.7) 
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รูปท่ี 4.7 ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของแมลงวนัหวั

เขียว ประกอบด้วย Chrysomya megacephala (C.m) จากเชียงใหม่ ตาก ชุมพร พิษณุโลก 

กรุงเทพมหานคร; Chrysomya rufifacies (C.r) จากเชียงใหม่ พิษณุโลก กรุงเทพมหานคร; 

Chrysomya albiceps (C.a) จากกรุงเทพมหานคร เชียงใหม่; Chrysomya bezziana (C.b) จาก

ชมุพร; Lucilia cuprina (L.c) จากเชียงใหม ่และ Lucilia sericata (L.s) จากเชียงใหม ่โดยบริเวณ

สว่นต้น 5’ และ ปลาย 3’ คือลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ITS 2 F และ ITS 2 R ตามลําดบั 
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รูปท่ี 4.8 ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณส่วนของยีน ND5 ของ

แมลงวนัหวัเขียว ประกอบด้วย Chrysomya megacephala (C.m) จากเชียงใหม่ ตาก ชมุพร 

พิษณุโลก กรุงเทพมหานคร; Chrysomya rufifacies (C.r) จากเชียงใหม่ พิษณุโลก 

กรุงเทพมหานคร; Chrysomya albiceps (C.a) จากกรุงเทพมหานคร เชียงใหม่; Chrysomya 

bezziana (C.b) จากชมุพร; Lucilia cuprina (L.c) จากเชียงใหม่ และ Lucilia sericata (L.s) 

จากเชียงใหม่ โดยบริเวณส่วนต้น 5’ และปลาย 3’ คือลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ND5(a) 

และ ND5(r) ตามลําดบั 
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ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางววัิฒนาการ (Phylogenetic analysis)  
 
วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ จากข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 (รูปท่ี 

4.8) และส่วนของยีน ND5 (รูปท่ี 4.9) ของแมลงวนัหัวเขียวในประเทศไทย คือ Chrysomya 

megacephala, Chrysomya rufifacies, Chrysomya albiceps, Chrysomya bezziana, Lucilia 

cuprina และ Lucilia sericata โดยมีแมลงวนับ้านสายพนัธุ์ Musca domestica (G01) เป็นสาย

พนัธุ์นอกกลุม่ท่ีทําการศกึษา (out group) โดยสเกล 0.02 แทน evolution distance ของจํานวนนิ

วคลีโอไทด์ท่ีเปล่ียนไปต่อนิวคลีโอไทด์ 1 ตําแหน่ง ค่าตวัเลขท่ีจุดตดั (node) ของแผนภูมิแสดง

ความน่าเช่ือถือทางสถิติของการสร้างแผนภมูิด้วย bootstrap test จํานวน 1,000 รอบ กําหนดให้

แสดง bootstrap value ท่ีมากกว่า 50 % ในแผนภมูิวิวฒันาการ (Felsenstein, 1985) ค่า

ระยะห่างจะแสดงเป็นสเกลความยาวบอกขนาดในภาพทรีท่ีเรียกว่าค่าระยะห่างทางวิวฒันาการ 

(evolution distances) และจะใช้เป็นข้อมลูสรุปในแผนภมูิวิวฒันาการ (phylogenetic tree) 
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รูปท่ี 4.9 แผนภมูิวิวฒันาการของแมลงวนัหวัเขียวจากลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2  
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รูปท่ี 4.10 แผนภมูิวิวฒันาการของแมลงวนัหวัเขียวจากลําดบันิวคลีโอไทด์สว่นของยีน ND5  
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Code 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

1  C.megacephala(Chiang-Mai)               

2  C.megacephala(Tak) 0.0              

3  C.megacephala(Chumphon) 0.0 0.0             

4  C.megacephala(Phitsanulok) 0.0 0.0 0.0            

5  C.megacephala(Bangkok)   0.0 0.0 0.0 0.0           

6  C.rufifacies(Chiang-Mai) 9.0 9.0 9.0 9.0 9.0          

7  C.rufifacies(Phitsanulok)  9.0 9.0 9.0 9.0 9.0 0.0         

8  C.rufifacies(Bangkok) 9.0 9.0 9.0 9.0 9.0 0.0 0.0        

9  C.albiceps(Bangkok)  9.0 9.0 9.0 9.0 9.0 0.0 0.0 0.0       

10 C.albiceps(Chiang-Mai)   9.0 9.0 9.0 9.0 9.0 0.0 0.0 0.0 0.0      

11 C.bezziana(Chumphon) 15.1 15.1 15.1 15.1 15.1 13.9 13.9 13.9 13.9 13.9     

12 L.cuprina(Chiang-Mai) 13.1 13.1 13.1 13.1 13.1 13.2 13.2 13.2 13.2 13.2 11.9    

13 L.sericata(Chiang-Mai) 13.9 13.9 13.9 13.9 13.9 13.9 13.9 13.9 13.9 13.9 12.6 0.6   

14 M.domestica(Bangkok) 35.6 35.6 35.6 35.6 35.6 32.4 32.4 32.4 32.4 32.4 32.1 28.2 29.0  

 
ตารางท่ี 4.4 ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างลําดบันิวคลีโอไทด์ (%) บริเวณ ITS2 ด้วยวิธี 
maximum composite likelihood method 
  

จากลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ภายในจีนสั Chrysomya พบความแตกตา่งลําดบั 

นิวคลีโอไทด์ 0.0-15.1% ภายในจีนสั Lucilia พบความแตกตา่งลําดบันิวคลีโอไทด์ 0.6% ระหว่าง

จีนสั Chrysomya และ Lucilia พบความแตกตา่งลําดบันิวคลีโอไทด์ 11.9-13.9% 
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Code 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

1  C.megacephala(Chiang-Mai)               

2  C.megacephala(Tak) 0.2              

3  C.megacephala(Chumphon) 0.7 0.5             

4  C.megacephala(Phitsanulok) 0.5 0.7 0.7            

5  C.megacephala(Bangkok)   0.2 0.5 0.5 0.2           

6  C.rufifacies(Chiang-Mai) 10.7 11.0 11.0 10.7 10.4          

7  C.rufifacies(Phitsanulok)  11.2 11.5 11.3 11.5 11.3 1.2         

8  C.rufifacies(Bangkok) 10.7 11.0 11.3 11.0 10.7 0.2 0.9        

9  C.albiceps(Bangkok)  10.7 11.0 10.7 11.0 10.7 0.7 0.5 0.5       

10 C.albiceps(Chiang-Mai)   10.7 11.0 10.7 11.0 10.7 0.7 0.5 0.5 0.0      

11 C.bezziana(Chumphon) 11.8 12.1 12.4 12.1 11.8 13.3 13.6 13.0 13.0 13.0     

12 L.cuprina(Chiang-Mai) 10.6 10.9 10.9 10.6 10.4 9.9 10.7 10.2 10.2 10.2 10.4    

13 L.sericata(Chiang-Mai) 11.1 11.4 11.7 11.4 11.2 10.2 11.0 9.9 10.5 10.5 10.7 0.7   

14 M.domestica(Bangkok) 16.0 15.7 16.3 16.6 16.3 16.4 17.6 16.4 17.0 17.0 15.6 15.2 15.2  

 
ตารางท่ี 4.5 ผลการวิเคราะห์ความแตกตา่งลําดบันิวคลีโอไทด์ (%) บริเวณสว่นของยีน ND5 ด้วย
วิธี maximum composite likelihood method 

  
จากลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณส่วนของยีน ND5 ภายในจีนสั Chrysomya พบความ

แตกตา่งลําดบันิวคลีโอไทด์ 0.5-13.6% และภายในจีนสั Lucilia พบความแตกตา่งลําดบันิวคลีโอ

ไทด์ 0.7% ระหว่างจีนสั Chrysomya และ Lucilia พบความแตกต่างลําดบันิวคลีโอไทด์ 9.9-

11.7% 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่  5 

สรุปผลการวจิัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 
 
สรุปผลการวจิัยและอภปิรายผล 

 

การระบุสายพนัธุ์ของหนอนแมลงวนัท่ีพบบนศพได้อย่างถกูต้องสามารถนํามาใช้ในการ

ประมาณเวลาตาย บ่งบอกการเคลื่อนย้ายของศพ การวิจยัได้แสดงวิธีการจําแนกสายพนัธุ์ด้วย

การหาลําดบันิวคลีโอไทด์และเทคนิค PCR-RFLP จากบริเวณ ITS2 และสว่นของยีน ND5 ในกรณี

ท่ีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาไม่สามารถระบไุด้อย่างชดัเจน โดยทําการศกึษาแมลงวนัท่ีมีบทบาท

สําคญัในงานนิติเวชศาสตร์ อนัได้แก่  Chrysomya megacephala, Chrysomya rufifacies, 

Chrysomya bezziana, Lucilia cuprina รวมทัง้ Chrysomya albiceps, Lucilia sericata ท่ียงัไม่

พบรายงานการศกึษาทางนิติเวชศาสตร์ในประเทศไทย (Sukontason et al., 2007) ซึ่งเป็น

ตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีเคยทําการศกึษาก่อนหน้านีด้้วยเทคนิคเดียวกนับริเวณยีน COI และ COII ในปี 

2006 ของ Preativatanyou et al. 

จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS2 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ ITS2 F และ 

ITS2 R (Song et al., 2008b) ให้ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ขนาดประมาณ 400 bp ซึง่โดยทัว่ไปบริเวณ 

ITS2 ในแมลงมีความยาวประมาณ 200–400 bp (Irene and Annette, 2004) สว่นบริเวณ ITS2 

ในแมลงกลุม่ Sarcophagidae มีความยาว 312-361 bp (Song et al., 2008a) และเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอบริเวณสว่นของยีน ND5 โดยใช้ไพรเมอร์ ND5 (a) และ ND5 (r) (ดดัแปลงจาก Zehner et 

al., 2004)  ให้ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ขนาดประมาณ 400 bp สอดคล้องกบั Zehner ท่ีได้ทําการศกึษา

ไว้ก่อนหน้าในแมลงวนัหลงัลายโดยให้ขนาด 386 bp โดยทัง้สองบริเวณมีขนาดไม่มากสามารถ

เพิ่มจํานวนได้ง่ายด้วยเทคนิคพีซีอาร์  

การวิเคราะห์ความหลากหลายด้วยเทคนิค PCR-RFLP จากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ

บริเวณ ITS2 แล้วตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ DraI (รูปท่ี 4.5) และการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอสว่นของ

ยีน ND5 แล้วตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ VspI (รูปท่ี 4.6) พบว่าได้ขนาดและจํานวนชิน้ผลิตภณัฑ์

สอดคล้องกบัการทํานายจากการใช้โปรแกรม NEB Cutter และทัง้สองบริเวณให้รูปแบบ RFLP 

(RFLP pattern) ท่ีสามารถจําแนกสายพนัธุ์ได้เป็น 4 กลุม่ คือ 1) Chrysomya megacephala 2) 

Chrysomya rufifacies, Chrysomya albiceps 3) Chrysomya bezziana 4) Lucilia cuprina, 

Lucilia sericata โดยไม่สามารถจําแนกความแตกต่างระหว่าง Chrysomya rufifacies กับ 

Chrysomya albiceps และ Lucilia cuprina กบั Lucilia sericata วิธีการดงักลา่วสามารถนําไป

ประยกุต์ใช้ในการจําแนกสายพนัธุ์ของแมลงวนัหวัเขียวท่ีอยูค่นละกลุม่กนัในข้างต้นออกจากกนัได้ 



 

 
63 

นอกจากนีไ้ม่พบความแตกต่างของขนาดผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะแสดง

ถึงอาจมีความแตกต่างน้อยภายในสายพันธุ์ เดียวกันหรืออาจมีความหลากหลายภายใน 

(intraspecific polymorphism) เกิดขึน้แต่เทคนิคนีไ้ม่สามารถตรวจสอบได้ ซึ่งการศึกษาความ

หลากหลายจากลําดับนิวคลีโอไทด์จะกระทําได้ดีกว่าเน่ืองจากเห็นข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์

ทัง้หมด แม้ว่าเทคนิค PCR-RFLP มีข้อบกพร่องในกรณีท่ีมีการกลายพนัธุ์บริเวณ restriction site 

อาจมีการจําแนกสายพันธุ์ ผิดพลาดหรือออกนอกกลุ่ม แต่งานวิจัยจํานวนมากชีใ้ห้เห็นว่าวิธี

ดงักล่าวเป็นวิธีท่ีใช้ได้รับการยอบรับและแพร่หลายในการจําแนกสายพนัธุ์แมลงวนัและยงัคงช่วย

ในการแยกสายพนัธุ์หรือตดัสายพนัธุ์ท่ีไม่ต้องการออกไปได้ในขัน้คดักรอง ประกอบกบัการจําแนก

ความหลากหลายด้วยเทคนิค PCR-RFLP มีความรวดเร็ว ใช้ระยะเวลาประมาณ 6 ชัว่โมง ตัง้แต่

ขัน้ตอนสกดัดีเอ็นเอ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ การตดัผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ด้วยเอนไซม์

ตดัจําเพาะ จนถึงการด ูRFLP pattern (Ratcliffe et al., 2003) 

จากการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ท่ีทําการศึกษากับในฐานข้อมลู 

GenBank พบว่า Chrysomya megacephala, Chrysomya rufifacies และ Lucilia cuprina มี

ลําดบันิวคลีโอไทด์คล้ายกบัฐานข้อมลูคิดเป็น 99 % สามารถระบุชนิดแมลงวนัได้อย่างชดัเจน 

ในขณะท่ีสายพนัธุ์ Chrysomya albiceps, Chrysomya bezziana และ Lucilia sericata มีลําดบั

นิวคลีโอไทด์คล้ายกบัฐานข้อมลูในสปีชีส์อ่ืนมากกวา่ (ตารางท่ี 4.2) สง่ผลให้การระบชุนิดแมลงวนั

เหลา่นีไ้ม่ชดัเจน สว่นการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณสว่นของยีน ND5 ท่ีทําการศกึษา

กบัในฐานข้อมลู GenBank พบว่าสายพนัธุ์ Chrysomya megacephala, Chrysomya rufifacies 

และ Lucilia sericata มีลําดบันิวคลีโอไทด์คล้ายกบัฐานข้อมลูคิดเป็น 99-100 % สามารถระบุ

ชนิดแมลงวนัได้อย่างชดัเจน ในขณะท่ีสายพนัธุ์ Chrysomya albiceps, Chrysomya bezziana 

และ Lucilia cuprina มีลําดบันิวคลีโอไทด์คล้ายกบัฐานข้อมลูในสปีชีส์อ่ืน (ตารางท่ี 4.3) โดยจาก

ข้อมลูนิวคลีโอไทด์ทัง้สองบริเวณเม่ือเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู พบความคล้ายคลงึระหว่างสปีชีส์

เป็นคู่ๆคือ Chrysomya rufifacies กบั Chrysomya albiceps, Chrysomya bezziana กบั 

Hemipyrellia ligurriens และ Lucilia cuprina กบั Lucilia sericata 

Wallman et al. (2005) กลา่วว่า Chrysomya rufifacies กบั Chrysomya albiceps และ 

Lucilia cuprina กบั Lucilia sericata สปีชีแต่ละคู่มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาคล้ายคลงึกนั

ประกอบกบัมีความใกล้ชิดกนัทางสายสมัพนัธ์วิวฒันาการ สําหรับ Chrysomya bezziana พบว่า

ยังมีการศึกษาไม่แพร่หลายส่งผลให้การระบุสายพันธุ์ จากการเทียบกับฐานข้อมูลให้ผล

คลาดเคลื่อน โดยในฐานข้อมลู GenBank พบการศึกษาในยีน COI และ COII (Wells and 

Sperling, 2001), cytochrome b (Cytb) (Hall et al., 2009; Ready et al, 2009), elongation 

factor-1 alpha (EF1a) (Ready et al., 2009), ITS2 (Marinho et al., 2007), sodium channel 
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alpha subunit gene (Silva and Azeredo-Espin, 2007) และ 28S rRNA gene (Stevens, 

2003) การศกึษาระดบัโมเลกลุของ Chrysomya bezziana ยงัคงต้องทําการศกึษาเพิ่มเติมในยีน

อ่ืนเน่ืองจากเป็นสปีชีส์ท่ีมีบทบาทสําคญัในการก่อโรคไมเอียซิสและเพ่ือเป็นประโยชน์ประกอบ

งานนิตเิวชศาสตร์ 

การสร้างแผนภมูิวิวฒันาการของแมลงวนัหวัเขียว 6 สปีชีส์ในประเทศไทย ช่วยบ่งบอก

ความใกล้ชิดของแมลงวนัหวัเขียวแต่ละสายพนัธุ์และบ่งบอกประสิทธิภาพการจําแนกสปีชีส์จาก

ลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 (รูปท่ี 4.9) และบริเวณส่วนของยีน ND5 (รูปท่ี 4.10) พบว่า 

Chrysomya albiceps มีความใกล้ชิดกนัมากกบั Chrysomya rufifacies และ Lucilia cuprina มี

ความใกล้ชิดกนัมากกบั Lucilia sericata โดยไม่พบความแตกต่างของค่า evolution distance 

อย่างมีนยัสําคญั และจากความแตกต่างของลําดบันิวคลีโอไทด์ระหว่าง Chrysomya rufifacies 

กบั Chrysomya albiceps เพียง 0.0 -1.2% สว่นระหว่าง Lucilia cuprina กบั Lucilia sericata 

เพียง 0.6% - 0.7% (ตารางท่ี 4.4 และ 4.5) พบว่าบริเวณดงักลา่วยงัไม่ประสบความสําเร็จในการ

จําแนกสปีชีส์ท่ีมีความใกล้ชิดกนัมากได้ในประเทศไทย เม่ือเทียบกบัการวิจยัของ Marinho et al. 

(2007) ท่ีทําการศึกษา ITS2 ของแมลงวนัหวัเขียวในแต่ละบริเวณ เช่น บราซิล ออสเตรเลีย 

มาเลเซีย เป็นต้น สร้างแผนภมูิวิวฒันาการจําแนกแตล่ะสปีชีส์ได้ (ภาคผนวก ค) แตท่ัง้นีเ้ก่ียวข้อง

กับปัจจัยทางด้านภูมิศาสตร์ แต่เพ่ือความมีประสิทธิภาพในการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการของ

แมลงวนัหวัเขียวในประเทศไทยทัง้ 6 สปีชีส์นี ้ควรทําการเพ่ิมกลุ่มประชากรท่ีทําการศกึษาและ

ศกึษามากกวา่ 2 ยีน  

โดยความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ ถูกวิ เคราะห์จาก 

Chrysomya megacephala, Chrysomya rufifacies, Chrysomya albiceps และ Lucilia 

cuprina ทัง้บริเวณ ITS2 และสว่นของยีน ND5 พบว่าไม่มีความแตกตา่งภายในสายพนัธุ์อย่างมี

นยัสําคญั (ตารางท่ี 5.1) ชีใ้ห้เห็นถึงมีความคาดเคลื่อนน้อยหรือให้ผลเหมือนกนัภายในสปีชีส์

เดียวกนัเม่ือจําแนกความแตกตา่งด้วยบริเวณ ITS2 และ ND5 
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ตารางท่ี 5.1 ความแตกต่างของลําดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์จากบริเวณ ITS2, 

ND5 และ COI-COII  

หมายเหต ุ* จากงานวิจยัของ Preativatanyou et al. 

 

จากลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 และสว่นของยีน ND5 (ตารางท่ี 5.2) ภายในจีนสัและ

ระหว่างจีนสั Chrysomya และ Lucilia พบความแตกตา่งจากลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 สงู

กว่าบริเวณสว่นของยีน ND5 แสดงถึงอตัราการกลายพนัธุ์สงูและวิวฒันาการท่ีเร็วกว่า สอดคล้อง

กบัข้อมลูท่ีว่า Ribosomal DNA เป็นท่ีนิยมอย่างกว้างขวางในการศึกษาความสมัพนัธ์ทาง

วิวฒันาการ (phylogenetic analysis) ระหว่างกลุม่สายพนัธุ์ โดยทัง้ ITS1 และ ITS2 มีอตัราการ

วิวฒันาการท่ีเร็วขึน้กว่าลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีแปรรหสัเป็นโปรตีน (coding sequences) (Annette, 

2007) โดยอตัราการกลายพนัธุ์สงูมากกว่าเม่ือเวลาผ่านไปเท่าๆกนัจะสะสมการกลายพนัธุ์ได้

มากกวา่จงึเป็นเคร่ืองมือวดัการเปล่ียนแปลงทางวิวฒันาการท่ีมีทัง้ความไวและละเอียดกวา่ 

 

Genus Sequence variation (%) 

ITS2 ND5 

Chrysomya  

Lucilia  

Chrysomya vs. Lucilia 

≤ 15.1 

0.6 

11.9-13.9 

≤ 13.6 

0.7 

9.9-11.7 

ตารางท่ี 5.2 ความแตกตา่งของลําดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่งสายพนัธุ์จากบริเวณ ITS2 และ ND5 

 

 

 

 

Species Sequence variation (%) 

ITS2 ND5 COI-COII* 

Chrysomya megacephala 

Chrysomya rufifacies 

Chrysomya albiceps 

Lucilia cuprina 

 ≤ 0.9 

0.0 

0.0 

0.0 

≤ 1.4 

 ≤ 1.2 

≤ 0.5 

≤ 0.2 

≤ 0.3 

≤ 0.4 

- 

≤ 0.3 
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 จากงานวิจยัของ Preativatanyou et al. ท่ีทําการจําแนกสายพนัธุ์แมลงวนัหวัเขียวท่ี

สําคญัในงานนิติเวชศาสตร์ จํานวน 3 สปีชีส์ คือ Chrysomya megacephala, Chrysomya 

rufifacies และ Lucilia cuprina จากบริเวณ COI และ COII ด้วยเทคนิค PCR-RFLP พบว่า

สามารถจําแนกความแตกต่างได้อย่างชัดเจนใน 3 สปีชีส์ดงักล่าว สําหรับงานวิจัยครัง้นีไ้ด้

ทําการศกึษาบริเวณ ITS2 และ ND5 ด้วยเทคนิค PCR-RFLP สามารถจําแนกความแตกตา่งใน 3 

สปีชีส์ดงักลา่วได้เช่นเดียวกนั ประกอบกบัไม่พบความแตกตา่งของลําดบันิวคลีโอไทด์ภายในสาย

พนัธุ์อย่างมีนยัสําคญั แสดงให้เห็นว่าทัง้ 3 บริเวณมีประสิทธิภาพในการจําแนกระหว่างสายพนัธุ์

ออกจากกนัและสายพนัธุ์เดียวกนัให้ผลเหมือนกนั โดยบริเวณ ITS2 มีการรักษาลําดบันิวคลีโอไทด์

ภายในสายพนัธุ์ได้ดีกว่ายีน ND5 แต่เม่ือเทียบกบับริเวณ COI-COII ยงัไม่ชดัเจน และบริเวณ 

ITS2 มีความแตกตา่งของลําดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่งสายพนัธุ์มากกว่ายีน ND5 ชีใ้ห้เห็นว่าบริเวณ 

ITS2 มีประสิทธิภาพในการจําแนกสายพนัธุ์ได้ดีกว่ายีน ND5 ซึง่ในการศกึษานีก้ล่าวได้ว่าเม่ือ

ต้องการจําแนกแมลงวนัหวัเขียว Chrysomya megacephala, Chrysomya rufifacies และ 

Lucilia cuprina สามารถกระทําได้ด้วยเทคนิค PCR-RFLP จากบริเวณ ITS2, ND5 และ COI-

COII และมีประสิทธิภาพเพียงพอเน่ืองจากเป็นสปีชีส์ท่ีพบบอ่ยบนศพและยงัมีรายงานพบบนศพ

ในหลายพืน้ท่ีทัง้ในป่าและในเมือง (Sukontason et al., 2007) 

นอกจากนีจ้ากการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์และเทคนิค PCR-RFLP บริเวณ ITS2 และ 

ND5 ยงัไม่ประสบความสําเร็จในการจําแนกสายพนัธุ์ท่ีมีความใกล้ชิดกนัได้ในประเทศไทย คือ 

Chrysomya rufifacies กบั Chrysomya albiceps และ Lucilia cuprina กบั Lucilia sericata 

รวมทัง้ยงัให้ผลท่ีไม่ชดัเจนใน Chrysomya bezziana เน่ืองจากขนาดประชากรตวัอย่างน้อยและ

ข้อมลูอ้างอิงในฐานข้อมลู GenBank ไมเ่พียงพอ 

ในกรณีของการสืบสวนทางอาชญากรรม วิธีการหาลําดบันิวคลีโอไทด์ (sequencing) 

เทคนิค PCR-RFLP กระทําได้จากส่วนต่างๆ ของแมลงไม่ว่าจะเป็น ระยะตวัเต็มวยั ระยะหนอน 

หรือในระยะดกัแด้ก็ตาม ทกุๆส่วนจะประกอบไปด้วยดีเอ็นเอเดียวกนั (Malgorn and Coquoz, 

1999) ประกอบกบัการเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์สามารถกระทําได้ในตวัอย่างท่ีมีปริมาณ

น้อยหรือตวัอย่างท่ีถกูเก็บไว้นานโดยในงานวิจยันีไ้ด้ใช้ดีเอ็นเอจากตวัอย่างท่ีทําการเก็บในปี 2006 

รวมทัง้เทคนิค PCR-RFLP เป็นวิธีท่ีรวดเร็วและการระบสุปีชีส์ของแมลงวนัเป็นข้อมลูประกอบใน

การหาผู้ ต้องสงสัย วิธีดังกล่าวสามารถหลีกเล่ียงปัญหาการจําแนกชนิดของหนอนแมลงวันท่ี

กระทําได้ยากจากข้อมูลทางสณัฐานวิทยา และมีผู้ เช่ียวชาญไม่มากนกัท่ีจะสามารถจําแนกตวั

อ่อนว่าเป็นแมลงชนิดใด รวมทัง้ในกรณีท่ีตวัอย่างอยู่ในสภาพไม่สามารถจําแนกได้ เม่ือระบชุนิด

ของแมลงวนัได้อย่างถกูต้องพิจารณาร่วมกบัปัจจยัท่ีมีผลตอ่การเจริญของแมลงวนั เช่น อณุหภมูิ 
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ความชืน้ จะทําให้สามารถตดัสินใจข้อมลูเก่ียวกบัเวลาการตายได้หลงัจากเก็บตวัอย่างจากท่ีเกิด

เหตไุด้เพียงไมก่ี่ชัว่โมงโดยไมจํ่าเป็นต้องใช้ผู้ เช่ียวชาญทางด้านนิตกีิฏวิทยา 

สําหรับการศึกษาความหลากหลายทางสายพันธุ์แมลงวันหัวเขียวท่ีใกล้ชิดกันควร

ทําการศกึษาจากบริเวณลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ียาวกวา่นีแ้ละมีความแปรผนัของดีเอ็นเอสงูเพ่ือให้ได้

บริเวณข้อมลูท่ีเพียงพอ เช่น บริเวณ D-loop (displacement loop) หรือ control region ของ 

mitochondrial DNA ซึง่มีขนาด 1.2 kb เป็นบริเวณท่ีเรียกว่า hypervariable region เป็นบริเวณ

เดียวในจีโนมโทคอนเดรียท่ีไม่ถอดรหสัให้อะไรเลย (Anderson et. al., 1981) หรือบริเวณท่ี

ครอบคลมุ Internal transcribed spacer (ITS) ทัง้หมด โดย Nelson et al. (2008) สามารถ

จําแนกความแตกตา่งของแมลงวนัหวัเขียว Chrysomya incisuralis และ Chrysomya rufifacies 

ท่ีไม่สามารถจําแนกได้ด้วยเทคนิค PCR-RFLP จากลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ท่ีมีขนาด

ประมาณ 560 bp โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ให้ผลิตภณัฑ์พีซี

อาร์ท่ีแตกตา่งกนัคือ 1036 bp และ 1150 bp ใน Chrysomya incisuralis และ Chrysomya 

rufifacies ตามลําดับ ดังนัน้ในการจําแนกความแตกต่างของแมลงวันหัวเขียวระหว่าง 

Chrysomya rufifacies กบั Chrysomya albiceps และ Lucilia cuprina กบั Lucilia sericata ท่ี

ไม่สามารถจําแนกได้ในการวิจัยครัง้นี  ้อาจต้องสร้างไพรเมอร์ท่ีจําเพาะกับสปีชีส์ (species-

specific primer) เพ่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสว่นท่ีจําเพาะของแตล่ะสปีชีส์ในบริเวณยีนท่ีเหมาะสม 

หรือการศกึษาข้อมลูการเจริญเติบโตภายใต้อณุหภมูิท่ีแตกตา่งกนัในแตล่ะสปีชีส์เพ่ือประโยชน์ใน

การประมาณเวลาตาย 
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ข้อเสนอแนะ 
 

วิธีการวิเคราะห์ข้อมูลเชิงโมเลกุลเหล่านีพ้บว่าเป็นวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพ เหมาะท่ีจะ

นําไปประยกุต์ใช้กบังานทางด้านการแพทย์และการปศสุตัว์ โดยเฉพาะทางด้านนิตกีิฏวิทยาในการ

ประมาณระยะเวลาการตายจากข้อมลูวงจรชีวิตของแมลงวนัท่ีพบบนศพ เช่น แมลงวนัหวัเขียว 

แมลงวนับ้าน และด้วงชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากแมลงวนัเป็นแมลงกลุม่แรกท่ีเข้ามากิน วางไขบ่นซากศพ

และอาจพบได้ทัง้ระยะตวัหนอนและตวัเต็มวยั ทางด้านปศสุตัว์ เช่น ในการศกึษาวิวฒันาการของ

แมลงวันท่ีเป็นสาเหตุของโรค myiasis ในอนาคตจําเป็นต้องทําการศึกษาข้อมูลเชิงโมเลกุลใน

แมลงวนักลุ่มอ่ืนท่ีมีความสําคญัทางด้านนิติกีฏวิทยา และเลือกใช้เทคนิคให้เหมาะสมต่อการใช้

งาน โดยการเลือกใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดอ่ืนๆ เป็นเคร่ืองหมายบง่ชีค้วามจําเพาะของสิ่งมีชีวิต

ตวัหนึ่ง สายพนัธุ์หนึ่ง หรือในระดบัต่างสายพนัธุ์ เพ่ือท่ีจะพฒันาวิธีการจําแนกสายพนัธุ์ได้อย่าง

ละเอียดและชดัเจนยิ่งขึน้   
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ภาคผนวก ก. 
สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

 
1. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้  

 
1.1 อาหารเลีย้งเชือ้สตูร LB (Luria-Bertani medium)  

                    Bacto-tryptone   10.0  g 

              Yeast-extract    5.0  g 

                    NaCl      5.0  g 

ผสมกบันํา้จนได้ปริมาตร 1 L นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 º C ท่ีความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 

เป็นเวลา 15 นาที  

1.2 อาหารแข็งเลีย้งเชือ้สตูร LB (Luria-Bertani agar) 

                    Bacto-tryptone   10.0  g 

                    Yeast-extract    5.0 g 

                   NaCl      5.0  g 

                   Agar     15.0 g 

ผสมกับนํา้จนได้ปริมาตร 1 L จากนัน้เติม agar แล้วนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 121 º C ท่ี

ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

1.3 อาหารเลีย้งเชือ้สตูร SOB 

                    Bacto-tryptone   20.0  g 

                    Yeast-extract     5.0  g 

                    NaCl      0.5  g 

ผสมกบันํา้จนได้ปริมาตร 1 L นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 º C ท่ีความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 

เป็นเวลา 15 นาที 
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2. สารเคมีสาํหรับการเตรียม Competent cell  
 
2.1 สารละลาย TB buffer ประกอบด้วย 

                   10 mM PIPES 

                    55 mM MnCl2 

                    15 mM CaCl2 

                    250 mM KCl 

 
3. สารเคมีทใีช้ในการตรวจสอบโคลน 

 
3.1 ยาปฏิชีวนะ ampicillin เตรียมให้ความเข้มข้นสดุท้าย 100 μg/ml  

      กรอง ด้วย 0.22 ไมโครมิลลฟิิลเตอร์ เก็บท่ี -20 ºC 

   3.2 สารเคมี Isopropyl-B-D thiogalactoside (IPTG) 

เตรียม Stock ท่ีความเข้มข้น 1M โดยละลาย 2 g ตอ่นํา้ 8 ml หลงัจากละลายเข้ากนัแล้วปรับ

ปริมาตรเป็น 10 ml กรองด้วย 0.22 ไมโครมิลลฟิิลเตอร์ เก็บท่ี    -20 ºC  

3.3 สารเคมี 5 -bromo-4- chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-gal)  

ละลาย 20 mg ใน Dimethylformamide 400 μl แล้วเก็บในหลอดท่ีกนัแสงท่ีอณุหภมูิ เก็บท่ี -

20 ºC 
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4. สารเคมีที่ ใช้ตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอโดยวิธีแยกขนาดดีเอ็นเอในเจลอะกาโรสภายใต้
กระแสไฟฟ้า (agarose gel electrophoresis) 
 

   4.1 สารละลาย 10xTAE ปริมาตร 1 L 

Tris-HCl    48  g 

CH3COONa3H2O   16.4  g 

Na2EDTA    7.44 g 

ละลายส่วนประกอบต่างๆ ในนํา้กลัน่ ปรับ pH 7.7 ด้วย glacial acetic acid แล้วปรับ

ปริมาตรเท่ากบั 1 L เม่ือใช้งานให้เจือจางความเข้มข้นของ 10xTAE เป็น 1xTAE 

       4.2 สารลาย 6X loading buffer 

bromophenol blue   0.01  g 

Tris-HCl (pH 6.8)   1.25  ml 

Glycerol    5  ml 

ผสม bromophenol blue และ Tris-HCl ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่เป็น 5 ml แล้วเตมิ glycerol 

5 ml เก็บท่ี 4 ºC 

4.3 สารละลายเอธิเดียมโบร์ไมด์ความเข้มข้น 0.5 μg/ml 

ละลายเอธิเดียมโบร์ไมด์จํานวน 0.5 mg ในนํา้กลัน่ 1 L เก็บในขวดสีนํา้ตาล (เอธิเดียมโบร์

ไมด์เป็นสารก่อมะเร็ง ควรใสถ่งุมือเวลาเตรียมสารละลาย) 

   4.4 DNA มาตรฐาน 100 bp ของบริษัท Fermentas® 

   4.5 DNA มาตรฐาน 100 bp ของบริษัท Invitrogen® 

       4.6 DNA มาตรฐาน 25 bp ของบริษัท Fermentas® 
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5. สารเคมีที่ใช้ตรวจวิเคราะห์ DNA โดยวิธีแยกขนาด DNA ใน native polyacrylamide gel 
electrophoresis (PAGE) ภายใต้กระแสไฟฟ้า  
 

5.1 10% ammononium persulfate 

 ammononium persulfate 0.1 g ในนํา้กลัน่ผา่นการฆา่เชือ้ 1 ml 

5.2 5x TBE buffer ปริมาตรรวม 1 L 

 Tris-base    54  g 

 Boric acid    27.5  g 

 0.5 M EDTA (pH 8)    20  ml 

5.3 30 % Acrylamide   

 acrylamide   27  g 

 N. N’- Methylbis  1  g 

 เตมินํา้กลัน่ผา่นการฆา่เชือ้ จนครบ 100 ml  

  
6. สารเคมีที่ใช้ในการทาํปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส (Polymerase Chain Reaction)  

 

6.1 บริษัท Invitrogen® 

    10x PCR buffer Buffer (Tris-HCl 200 mM, (pH 8.4), KCl 500 mM) 

    2mM dNTP 

    25 mM MgCl2 

    5 U/ μl ของ Taq DNA Polymerase 

  6.2 บริษัท Fermentas ® 

1XTaq Buffer (75 mM Tris-HCl, 20 mM (NH4)2SO4, 0.01% Tween 20) with 

(NH4)2SO4 

               2 mM dNTP  

5 M MgCl2 

5 U/ μl ของ Taq DNA Polymerase 
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7. ชุดแยกดเีอน็เอให้บริสุทธ์ิจากเจลอะกาโรสโดยใช้ ชุดสกัดดเีอน็เอออกจากเจล QIAquick 

Gel Extraction Kit ของบริษัท QIAGEN® 
 

บฟัเฟอร์ QG (Solubilization buffer) 

     บฟัเฟอร์ PE (Wash buffer) 

      Isopropanol 

                  นํา้ท่ีผา่นการฆา่เชือ้ 

    Spin column 

 

8. สารเคมีที่ใช้ในการเช่ือมดเีอน็เอของบริษัท Invitrogen® 
 

นํา้กลัน่ฆา่เชือ้ 

T4 DNA ligase 

T4  DNA ligase buffer 

 

9. ชุดสกัดพลาสมิด NucleoSpin®Plasmid Kits บริษัท MACHEREY-NAGEL 
                   

สารละลาย A1 (Resuspension buffer) 

สารละลาย A2 (Lysis buffer) 

สารละลาย A3 (Neutralization buffer) 

สารละลาย A4 (Wash buffer) 

สารละลาย AE (Elution buffer) และ นํา้กลัน่ท่ีผา่นการฆา่เชือ้ 
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10. ชุดสารเคมีที่ใช้ในการย่อยผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส 

 

4.1 เอนไซม์ DraI ของบริษัท Roch® 

DraI Buffer (100 mM Tris-HCL,500 mM NaCl,100 mM MgCl2 ,10 mM Dithioerythritol, 

pH 7.5 ท่ีอณุหภมูิ 37º C)   

เอนไซม์ตดัจําเพาะ DraI  ความเข้มข้น 10 U/ μl  

 มีตําแหน่งจดจําของนิวคลีโอไทด์ ดงันี ้ 

TTT AAA 

4.2 เอนไซม์ VspI ของบริษัท New England Biolabs, USA 

Buffer O (100 mM Tris-HCL,500 mM NaCl,100 mM MgCl2 ,10 mM Dithioerythritol, pH 

7.5 ท่ีอณุหภมูิ 37º C)   

เอนไซม์ตดัจําเพาะ VspI  ความเข้มข้น 10 U/ μl  

มีตําแหน่งจดจําของนิวคลีโอไทด์ ดงันี ้ 

AT TA AT 
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11. เวคเตอร์ pGEM®-T Easy (Promega®) 
             

                  pGEM®-T Easy (55 ng/ μl) (รูปท่ี ก.1) 

 
 

 
 

 
รูปท่ี ก.1 แผนท่ียีนของพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®-T Easy (Promega®)
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ภาคผนวก ข. 
ตัวอย่างการวเิคราะห์ด้วยเทคนิค PCR-RFLP 

 

 

รูปท่ี ข.1 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ ITS2 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ DraI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-3  คือ Chrysomya megacephala จากเชียงใหม ่

Lane ท่ี 4-6  คือ Chrysomya megacephala จากตาก 

 

รูปท่ี ข.2 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ ITS2 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ DraI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-3 คือ Chrysomya megacephala จากชมุพร  

Lane ท่ี 4-5 คือ Chrysomya megacephala จากพษิณโุลก 

Lane ท่ี 6 คือ Chrysomya megacephala จากกรุงเทพมหานคร 
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รูปท่ี ข.3 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ ITS2 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ DraI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-4  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ก่อนถกูตดั 

Lane ท่ี 5-6  คือ Chrysomya rufifacies จากเชียงใหม ่

 Lane ท่ี 7  คือ Chrysomya rufifacies จากพิษณโุลก 

 Lane ท่ี 8 คือ Chrysomya rufifacies จากกรุงเทพมหานคร 

 

รูปท่ี ข.4 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ ITS2 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ DraI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-3  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ก่อนถกูตดั 

Lane ท่ี 4 คือ Chrysomya albiceps จากกรุงเทพมหานคร  

Lane ท่ี 5-6 คือ Chrysomya albiceps จากเชียงใหม ่
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รูปท่ี ข.5 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณ ITS2 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ DraI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-4  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ก่อนถกูตดั 

Lane ท่ี 5-7  คือ Lucilia cuprina จากเชียงใหม ่

Lane ท่ี 8  คือ Lucilia sericata จากเชียงใหม ่
 

 
รูปท่ี ข.6 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณสว่นของยีน ND5 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดั

จําเพาะ VspI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-2  คือ Chrysomya megacephala จากเชียงใหม ่ 

Lane ท่ี 3-4 คือ Chrysomya megacephala จากตาก 

Lane ท่ี 5  คือ Chrysomya megacephala จากกรุงเทพมหานคร 
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รูปท่ี ข.7 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณสว่นของยีน ND5 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดั

จําเพาะ VspI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-3  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ก่อนถกูตดั 

Lane ท่ี 4-6  คือ Chrysomya megacephala จากชมุพร 
 

 
รูปท่ี ข.8 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณสว่นของยีน ND5 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดั

จําเพาะ VspI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-3  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ก่อนถกูตดั 

Lane ท่ี 4-6  คือ Chrysomya megacephala จากพษิณโุลก 
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รูปท่ี ข.9 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณสว่นของยีน ND5 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดั

จําเพาะ VspI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-3  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ก่อนถกูตดั 

Lane ท่ี 4  คือ Chrysomya albiceps จากกรุงเทพมหานคร  

Lane ท่ี 5-6 คือ Chrysomya albiceps จากเชียงใหม ่
 

 
รูปท่ี ข.10 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณสว่นของยีน ND5 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 

VspI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-4  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ก่อนถกูตดั 

Lane ท่ี 5-8  คือ Chrysomya rufifacies จากเชียงใหม ่
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รูปท่ี ข.11 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณสว่นของยีน ND5 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 

VspI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-2 คือ ผลติพีซีอาร์ก่อนถกูตดั 

Lane ท่ี 3  คือ Chrysomya rufifacies จากกรุงเทพมหานคร  

Lane ท่ี 4  คือ Chrysomya rufifacies จากพิษณโุลก 
 

 
รูปท่ี ข.12 ตวัอยา่งผลติภณัฑ์พีซีอาร์บริเวณสว่นของยีน ND5 ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 

VspI   

Lane L1, L2  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp และ 25 bp DNA Ladder ตามลําดบั)  

Lane ท่ี 1-4  คือ ผลติภณัฑ์พีซีอาร์ก่อนถกูตดั 

Lane ท่ี 5-7  คือ Lucilia cuprina จากเชียงใหม ่

Lane ท่ี 8  คือ Lucilia sericata จากเชียงใหม ่
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ภาคผนวก ค. 
 

 

 

รูปท่ี ค.1 แผนภมูิวิวฒันาการจําลองจากข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์ของแมลงวนัหวัเขียวบริเวณ 
ITS2 ของ Marinho et al. (2007) 
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