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บทคัดยEอ 
ดีเอ็นเอบาร!โค�ดเป�นวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุลท่ีมีการนําเครื่องหมายทางด�านอณูพันธุศาสตร!ของสาย

ดีเอ็นเอ เพ่ือใช�ในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยการระบุชนิดของแมลงท่ีมีความสําคัญทางการแพทย! นิยมใช�ยีน 
cytochrome c oxidase subunit I (COI หรือ CoxI) โดยบทความน้ีได�รวบรวมข�อมูลเก่ียวกับหลกัการและท่ีมาของ
วิธีการของดีเอ็นเอบาร!โค�ด รายงานข�อมูลเก่ียวกับการระบุชนิดด�วยวิธีการของดีเอ็นเอบาร!โค�ดในแมลงอันดับ 
Diptera ท่ีมีความสําคัญทางการแพทย!ในประเทศไทย รวมถึงข้ันตอนการสร�างดีเอ็นเอบาร!โค�ด ซึ่งข�อมูลการใช�
วิธีการของดีเอ็นเอบาร!โค�ดในการระบุชนิดแมลงท่ีรวบรวมน้ีเป�นข�อมูลพ้ืนฐานท่ีสามารถนําไปประยุกต!ใช�ใน
ศึกษาวิจัยเก่ียวกับแมลงท่ีมีความสําคัญทางการแพทย! หรือศึกษาวิจัยดีเอ็นเอบาร!โค�ดในสิ่งมีชีวิตอ่ืนต)อไป 

คําสําคัญ : ดีเอ็นเอบาร!โค�ด; แมลง; การระบุชนิด; ประเทศไทย 

Abstract 
DNA barcodes is a molecular taxonomic method that uses the short genetic marker on DNA 

of organism for distinguishing or identifying the species of an organisms. Identification of medically-
important insects frequently targeted the cytochrome c oxidase subunit I (COI or coxI) gene. This 
article has compiled information on principles, origins and pipeline of DNA barcodes and the reports 

doi: 10.14456/tstj.2018.27
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on classification of medically-important insects in order Diptera found in Thailand. This review may 
shed some light on medically-important insect’s research or other organisms.  

 

Keywords: DNA barcode; insect; identification; Thailand 
 
1. บทนํา 

แมลงท่ีมีความสําคัญทางการแพทย!เป�นสัตว!ท่ี
ก)อให�เกิดปcญหาทางสาธารณสุข เศรษฐกิจ และปศุสัตว! 
ซึ่งแมลงบางชนิดเป�นพาหะการนําเช้ือโรคไปติดต)อสู)
สิ่งมีชีวิตได� ท้ังทางตรงและทางอ�อม รวมถึงบางชนิดยัง
เป�นสาเหตุของโรคท่ีสําคัญ โดยเฉพาะแมลงท่ีจัดอยู)ใน
อันดับ Diptera ซึ่งมีความหลากหลายของชนิดและ
ความสําคัญทางด�านการแพทย!อย)างมาก แมลงจัดว)า
เป�นพาหะนําเช้ือโรคมาติดต)อสู)คนท่ีสําคัญ [1] อาทิ 
แมลงวัน (fly) มีบทบาทเป�นพาหะเชิงกลของเช้ือก)อ
โ ร คหล ายช นิด ท้ั ง แบค ที เ รี ย  ไ ว รั ส  โ ป ร โตซั ว 
หนอนพยาธิ และสัตว!ขาข�อขนาดเล็ก และเป�นสาเหตุ
ของโรคหนอนแมลงวันหรือ myiasis อีกท้ังยังเป�นตัว
ก)อความรําคาญให�แก)คนและสัตว! [2] ริ้นฝอยทราย 
(sand fly) เป�นพาหะนําโปรโตซัวในสกุล Leishmania 
ท่ีทําให�เกิดโรค Leishmaniasis [3] โดยประเทศไทย
ถือว)าโรค Leishmaniasis เป�นโรคอุบัติใหม) [4] ริ้นดํา 
(black fly) เป�นพาหะ ก่ึ งกลางของหนอนพยา ธิ  
Onchocerca volvulus ท่ีทําให�เกิดโรค Onchocer-
ciasis ซึ่งมีการระบาดมากในแถบทวีปแอฟริกา สําหรับ
ประเทศไทยการดูดเลือดของแมลงริ้นดําเป�นสาเหตุท่ี
ทําให�เกิดผิวหนังอักเสบ [5] และยุง (mosquito) เป�น
พาหะนําเ ช้ือโรคท่ีสําคัญหลายชนิด [1] อาทิ ยุ ง 
ก� นปล) อง  (Anopheles spp.) ท่ี เป� นพาหะ นําโรค
มาลาเรียท่ีเกิดจากโปรโตซัวในสกุล Plasmodium 
ยุงลายท่ีเป�นพาหะนําโรคไข�เลือดออก ไข�ไวรัสชิคุน- 
กุนยา ไวรัสซิกา ยุงลาย (Aedes spp.) และยุงเสือ 
(Mansonia spp.) เป�นพาหะของหนอนพยาธิฟpลาเรีย 
(filarial worm) ท่ีทําให�เกิดโรคเท�าช�าง และยุงรําคาญ 

(Culex spp.) เป�นพาหะนําโรคไข�สมองอักเสบเจอี 
(Japanese encephalitis, JE)  [6] ซึ่ ง จะ เห็ น ได� ว) า
แมลงต)าง ๆ เหล)าน้ีเป�นสิ่งมีชีวิตท่ีอยู)ใกล�กับตัวมนุษย! 
และสามารถก)อปcญหาทางด�านสาธารณสุขอย)างมาก 
ดังน้ันจึงจําเป�นต�องมีการเฝsาระวัง เพ่ือปsองกันการแพร)
ระบาดของแมลงพาหะเหล)าน้ีอยู)เสมอ ซึ่งการจําแนก
ชนิดแมลงท่ีผ)านมาเป�นสิ่งท่ีจําเป�นและมีความสําคัญใน
การวางแผนการควบคุมการระบาด ท่ีอาศัยการแยก
ชนิดตามหลักอนุกรมวิธาน โดยพิจารณาจากทางด�าน
สัณฐานวิทยาเป�นหลัก [1] ซึ่งต�องอาศัยผู�ท่ีมีความรู� 
ความชํานาญ และเช่ียวชาญทางด�านอนุกรมวิธานใน
การระบุชนิดของแมลงในแต)ละชนิด ในปcจจุบันผู�ท่ีมี
ความรู�  ความ ชํานาญ และ เ ช่ียวชาญทางด� าน
อนุกรมวิธานมีจํานวนน�อย นอกจากน้ีการจําแนกชนิด
ของแมลงโดยใช�ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอย)าง
เดียวไม)สามารถแยกความแตกต)างของแมลงบางชนิด
ได�อย)างชัดเจน อาทิ กลุ)มแมลงท่ีมีลักษณะทางสัณฐาน
แบบซับซ�อน (complex species) ซึ่งมีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาท่ีคล�ายคลึงกันมากจนไม)สามารถใช�
วิธีการจัดจําแนกทางสัณฐานวิทยาได� ปcจจุบันมีความ 
ก�าวหน�าของเทคโนโลยีทางด�านอณูชีววิทยา หรือ 
ชีววิทยาระดับโมเลกุล และได�มีการนําวิธีทางชีววิทยา
ระดับโมเลกุลมาช)วยในการระบุชนิดของสิ่งมี ชีวิต   
เช)น isozyme analysis, DNA probe และ random 
amplified polymorphic DNA (RAPD)  ซึ่ ง วิ ธี ก า ร
เหล)าน้ีสามารถนํามาประยุกต!ใช�ในการระบุชนิดของ
สิ่งมีชีวิตได�อย)างรวดเร็ว และดีเอ็นเอบาร!โค�ด (DNA 
barcode) เป�นอีกวิธีหน่ึงทางชีววิทยาระดับโมเลกุล   
ท่ีนิยมนํามาประยุกต!ในการจัดจําแนกชนิดของสัตว!  
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ขาปล�อง (Phylum: Arthropoda) โดยวิธีการของ     ดี
เอ็นเอบาร!โค�ดน้ัน อาศัยวิธีการทางชีววิทยาระดับ
โ ม เ ล กุ ล ผสมผส า น กั บ ชี วส า รสน เทศศาสตร!  
(bioinformatics) [7] ซึ่งใช�ข�อมูลของลําดับนิวคลีโอ-
ไทด!บนสายดีเอ็นเอท่ีสั้น สามารถนําไปใช�ในระบุชนิด 
เพ่ือแยกความแตกต)างของกลุ)มแมลงท่ีลักษณะทาง
สัณฐานแบบซับซ�อน [8] และยังสามารถไปประยุกต!ใช�
ในการศึกษาหาสายสัมพันธ!ทางวิวัฒนาการได� แต)
อย)างไรก็ตาม วิธีการดี เ อ็นเอบาร!โค�ดต�องอาศัย
ฐานข�อมูลของลําดับนิวคลีโอไทด!ท่ีมีความถูกต�อง
แม)นยําร)วมด�วย 

ปcจจุบันมีรายงานอุบัติการณ!ของโรคท่ีมีแมลง
เป�นพาหะนําโรคหรือเป�นสาเหตุของโรคอย)างต)อเน่ือง 
อาทิ โรค Leishmaniasis โรคมาลาเรีย โรคไข�เลือด-
ออก โรคไข�ไวรัสชิคุนกุนยา โรคไข�สมองอักเสบ และ
โรคหนอนแมลงวัน ส)วนใหญ)แล�วมีแมลงในอันดับ 
Diptera เป�นพาหะของโรค หรือสาเหตุของโรคท่ีสาํคัญ 
ดังน้ันควรมีการเฝsาระวังการแพร)ระบาดอย)างสม่ําเสมอ 
ซึ่งต�องอาศัยการจัดจําแนกชนิดแมลงพาหะท่ีถูกต�อง
และรวดเร็วในการวางแผนปsองกันและควบคุมการ
ระบาดของแมลงดังกล)าว วิธีการระบุชนิดแมลงด�วย   
ดีเอ็นเอบาร!โค�ด จึงเป�นอีกทางเลือกหน่ึงซึ่งนิยมใช�ใน
การระบุชนิดแมลง โดยเฉพาะอย)างในกรณีขาด
ผู�เช่ียวชาญด�านอนุกรมวิธาน ดังน้ันวัตถุประสงค!ในการ
จัดทําบทความน้ีข้ึน เพ่ือรวบรวมข�อมูลพ้ืนฐานท่ี
เก่ียวกับหลักการและท่ีมาของวิธีการของดีเอ็นเอ
บาร!โค�ด รายงานท่ีเก่ียวกับการระบุชนิดแมลงในอันดับ 
Diptera ท่ีมีความสําคัญทางการแพทย!ของประเทศ
ไทย โดยมีปcจจัยหน�าท่ีท่ีมีส)วนสําคัญต�องเฝsาระวังการ
ระบาดของแมลงต)าง ๆ เหล)าน้ันให�มีการจัดจําแนก
ชนิดแมลงท่ีถูกต�องด�วยวิธีการดังกล)าว ประกอบด�วย 
แมลงวัน ริ้นฝอยทราย ริ้นดํา และยุง และข้ันตอนการ
สร�างดีเอ็นเอบาร!โค�ด ซึ่งจะเป�นประโยชน!ต)อนักวิจัย 

นักศึกษา และผู�ท่ีสนใจในการนําข�อมูลเป�นแนวทางไป
ประยุกต!ใช�ในการศึกษาแมลงดังกล)าว และการศึกษา
ในกลุ)มสิ่งมีชีวิตอ่ืนต)อไป 
 

2. เนื้อหา 
2.1 ท่ีมาและหลักการของวิธีการของดีเอ็นเอ

บาร&โค�ด (DNA barcode) 
ในป{ ค.ศ. 2003 Hebert และคณะ ได�มี

แนวคิดการติดฉลากบาร!โค�ดในสินค�ามาประยุกต!ใช�ใน
งานด�านวิทยาศาสตร! ซึ่งเสนอแนวคิดว)าสัตว!ทุกชนิด
สามารถระบุชนิดได� โดยอาศัยลักษณะเฉพาะของ      
ดีเอ็นเอท่ีเป�นสารพันธุกรรมของแต)ละสิ่งมีชีวิตแต)ละ
ชนิดหรือแต)ละบุคคลมาใช�เป�นเครื่องหมายในการระบุ
ชนิดสิ่งมีชีวิต เรียกว)าดีเอ็นเอบาร!โค�ด โดยได�มีการใช�
ลําดับนิวคลีโอไทด!ของยีน cytochrome c oxidase 
subunit I (COI หรือ CoxI) ท่ีอยู)ในไมโทคอนเดรีย มี
ความยาวประมาณ 500-600 คู)เบส มาใช�ในการระบุ
ชนิดสิ่งมีชีวิตท่ีนํามาศึกษา ยีน COI จึงเป�นยีนแรกท่ี
นํามาใช�เป�นมาตรฐานเครื่องหมายดีเอ็นเอบาร!โค�ดใน
สัตว! [8] ซึ่งต)อมาได�มีการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตด�วย
วิธีการของดีเอ็นบาร!โค�ดอย)างแพร)หลาย และได�มีการ
จัดตั้ง Consortium for the Barcode of Life ข้ึนใน
ป{ ค.ศ. 2004 ท่ีเกิดจากความร)วมมือกันระหว)างนักวิจยั
ของมหาวิทยาลัยต)าง ๆ รวมไปถึงนักวิจัยของพิพิธ-
ภัณฑ!สัตว!และพืชระดับนานาชาติจากหลายประเทศ 
เพ่ือกําหนดมาตรฐานและรวบรวมข�อมูลท่ีเก่ียวข�องกับ
ดีเอ็นเอบาร!โค�ด และจัดทําฐานข�อมูลส)วนกลางท่ีแสดง
ถึงความสัมพันธ!ของลําดับนิวคลีโอไทด!ของสิ่งมีชีวิต
ต)าง ๆ ให�มีค)าความแปรผันท่ีแตกต)างกัน [9] สําหรับ
การศึกษาดีเอ็นเอบาร!โค�ดโดยท่ัวไป เป�นการใช�ข�อมูล
ลําดับนิวคลีโอไทด!ช)วงสั้น ๆ (short genetic loci) 
ประมาณ 150-800 คู)เบส ของยีนท่ีมีความจําเพาะ
สามารถบ)งช้ีถึงความแตกต)างระหว)างกลุ)มสิ่งมีชีวิต
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ชนิดเดียว กันหรือต) างชนิด [10] แมลงในอันดับ 
Diptera มียีนท่ีนิยมใช�ในการทําดีเอ็นเอบาร!โค�ด ได�แก) 
ยีนในกลุ)ม cytochrome c oxidase subunit I (COI 
หรือ coxI) และ subunit II (COII),  cytochrome b 
(cyt b) และ 28S ribosomal RNA (28S rRNA) 

ยีนในกลุ)ม COI และ COII เป�นยีนท่ีอยู)ในไมโท-
คอนเดรียท่ีมีความสําคัญอยู)ในกระบวนการหายใจ 
(aerobic metabolism) โดยยีน COI นิยมนํามาใช�ใน
การระบุชนิดหรือการค�นคว�าวิจัยทางด�านวิวัฒนาการ
ของสิ่งมีชีวิต เน่ืองจากยีน COI มีความแตกต)างของ
ลําดับนิวคลีโอไทด!ในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันต่ํา แต)มี
ความแตกต)างระหว)างสิ่งมีชีวิตต)างชนิดสูง และมีการ
แทรกเข�ามาและการหลุดหายของลําดับนิวคลีโอไทด!
น� อย  [11] ส) วนยีน  COII จั ดอยู) ใน  complex ของ
เอนไซม! oligomeric ท่ีเป�นส)วนประกอบของระบบ
หายใจในส)วนท่ีเก่ียวข�องในการถ)ายทอดอิเล็กตรอน
จาก cytochrome c ให�กับตัวรับอิเล็กตรอนอ่ืน ๆ  โดย
ท่ี ยี น  COII จ ะ ถู ก ถ) า ยท อ ด อิ เ ล็ ก ต รอนมาจ าก 
cytochrome c ไปยัง subunit I ท่ีมีตัวเร)งปฏิกิริยาอยู) 
2 บริเวณ ท่ีติดอยู)กับ transmembrane ในทิศทางด�าน
ปลาย N และยังเป�นโปรตีนสําคัญท่ีมีการสัมผัสอยู)
บริเวณพ้ืนผิวของ mitochondrial intermembrane 
[12] ยี น  cyt b เ ป� น ยี น อี ก ส) ว น ห น่ึ ง ท่ี อ ยู) ใ น 
cytochrome ทํ าหน� า ท่ี เ ก่ี ย วข� อ ง กั บก า ร ข น ส) ง
อิเล็กตรอนของกระบวนการหายใจในไมโทคอนเดรียท่ี
มีขนาดความยาวของลําดับนิวคลีโอไทด! ประมาณ 
1,140 คู)เบส [13] ซึ่งยีน cyt b สามารถค�นพบได�ท่ัวไป
ในแมลงทุกชนิด นิยมนํายีน cyt b มาประยุกต!ใช�ใน
การเปรียบเทียบหาระดับความสัมพันธ!และการระบุ
ช นิ ดขอ งแมล ง อี กด� ว ย  นอกจ าก น้ี ยี น ท่ี อ ยู) ใ น 
ribosomal RNA ทําหน�าท่ีเก่ียวข�องกับกระบวนการ
สังเคราะห!โปรตีนหรือการแปรรหัส ซึ่งมียีนท่ีเก่ียวข�อง
แบ)งได�เป�น 3 กลุ)มยีน คือ (1) ยีนท่ีเก่ียวข�องกับ large 

rRNA ได�แก)  18S rRNA, 28S rRNA และ 5.8S rRNA 
(2) ยี น ท้ั งหมด ท่ี เ ก็บรหั ส  (coding sequence) ไ ว�
สําหรับการสังเคราะห!โปรตีน และ small nuclear 
RNA (snRNA) บางชนิด และ (3) กลุ)มยีนขนาดเล็กท่ีมี
ยีนส)วนใหญ)เรียงอยู)เป�นกลุ)ม (cluster) และมีหลายชุด 
(copy) เช)น snRNA บางชนิด tRNA และ 5S rRNA ซึ่ง
ในการทําดีเอ็นเอบาร!โค�ดนิยมนํายีน 28s rRNA มาใช�
ในระบุชนิดแมลงท่ีต�องการศึกษาออกได� โดยขนาดของ 
28S rRNA ซึ่งมีความยาวประมาณ 4,718 คู)เบส ท่ีเป�น
องค!ประกอบของหน)วยใหญ)ของไรโบโซมขนาด 60S 
[14]  

แต)อย)างไรก็ตาม การศึกษาการระบุชนิดของ
แมลงในอันดับ Diptera ด�วยวิธีการของดีเอ็นบาร!โค�ด 
นิยมใช�ยีน COI มากท่ีสุด เน่ืองจากมีลําดับนิวคลีโอ-
ไทด!ในฐานข�อมูลจํานวนมาก และมีความแตกต)างมาก
เพียงพอท่ีสามารถระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน
และต)างชนิดกันออกจากกันได� และจากการรายงานท่ี
ผ)านมาได�มีการใช�วิธีการของดีเอ็นเอบาร!โค�ดเข�ามาช)วย
ในการระบุชนิดแมลงในอันดับ Diptera ท่ีมีความ 
สําคัญทางการแพทย!ในประเทศไทย ดังน้ี 

2.1.1 แมลงวัน (fly) 
แ ม ล ง วั น จั ด อ ยู) ใ น อั น ดั บ ย) อ ย 

Brachycera มีลักษณะลํ าตัว เต็ม วัยขนาดตัวเล็ก 
ประมาณ 0.5-1.5 เซนติเมตร มีป{กบางใส 1 คู) มีหนวด
แบบ aristate มีปากแบบดูดซับ (sponging mouth 
part) โดยแมลงวันท่ีมีความสําคัญทางการแพทย!ใน
ประเทศไทยน้ัน ได�แก) แมลงวันบ�าน แมลงวันหัวเขียว 
และแมลงวันหลังลาย ซึ่งจัดอยู) ในวงศ! Muscidae, 
Calliphoridae และ Sarcophagidae ตามลําดับ [15] 
ซึ่งแต)ละวงศ!จะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีแตกต)าง
กันออกไป [2] ปcจจุบันประเทศไทยพบแมลงวันบ�าน 
136 ชนิด [16] แมลงวันหัวเขียว 96 ชนิด [17] และ
แมลงวันหลังลายอีก 83 ชนิด [18] โดยอาศัยกุญแจ
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อนุกรมวิธานในการระบุชนิดตามลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของแมลงวัน [18-20] สําหรับการศึกษาดีเอ็นเอ
บาร!โค�ดของแมลงวันในประเทศไทยพบการศึกษาเพียง
การศึกษาเดียว ซึ่งเป�นการศึกษาของ Barbara และ
คณะ (2016) ได�มีการศึกษายีน COI และ 28S rRNA 
มาใช�ระบุชนิดแมลงวันได� 13 ชนิด ประกอบด�วย
แมลงวันหัวเขียว 9 ชนิด และแมลงวันหลังลาย 4 ชนิด 
เมื่อวิเคราะห!ข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทด!และสร�าง 
Phylogenetic tree ผลปรากฏว)าแมลงวันเหล)าน้ันจะ
มีความความสัมพันธ!ทางวิวัฒนาการท่ีใกล�เคียงกัน 
[22] ซึ่งจะเห็นได�ว)าการศึกษาระบุชนิดแมลงวันใน
ประเทศไทยโดยใช�วิธีการดีเอ็นบาร!โค�ดยังมีข�อมูลน�อย
เมื่อเทียบกับจํานวนชนิดของแมลงวันท่ีพบในประเทศ
ไทย โดยคิดเป�นแมลงวันหัวเขียว 9.4 % และแมลงวัน
หลังลาย 3.61 % (ตารางท่ี 1) แต)อย)างไรก็ตาม ได�มี
การศึกษาการระบุชนิดแมลงวันด�วยวิธีการดีเอ็นเอ
บาร!โค�ดในต)างประเทศอยู)หลายพ้ืนท่ี เช)น ในป{ ค.ศ. 
2013 Jordaens และคณะ ได�ศึกษาความแตกต)างของ
แมลงวันหัวเขียว ชนิด Phormia regina ระหว)างพ้ืนท่ี
ในอเมริกาเหนือและยุโรปตะวันตก ด�วยวิธีการของ    
ดี เ อ็นบาร! โค�ด ท่ีใช�ยีน COI, COII, cty b และ 28S 
rRNA เข�ามาช)วยในการเปรียบเทียบดูค)าความแตกต)าง
ทางพันธุกรรม พบว)ามีค)าความแตกต)างพันธุกรรมสูง
ถึง 5.3 % และสามารถตรวจพบรูปแบบพันธุกรรมใน
พ้ืนท่ีอเมริกาเหนือ จํานวน 7 รูปแบบ และในพ้ืนท่ี
ยุโรปตะวันตก จํานวน 2 รูปแบบ [23] ต)อมาในป{ ค.ศ. 
2016 ได�มีการศึกษาการระบุชนิดของแมลงวันหลังลาย 
สกุล Oxysarcodexia ในสหพันธ!สาธารณรัฐบราซิล 
โดยใช�ยีน COI ท่ีสามารถระบุชนิดได� 13 ชนิด จาก 
151 ตัวอย)าง ท่ีใช�ความยาวของยีน 590-648 คู)เบส 
[24] และสามารถระบุชนิดแมลงวันบ�านในสาธารณรัฐ
อิสลามปากีสถาน ได�ท้ังหมด 25 สกุลย)อย จาก 1,114 
ตั ว อ ย) า ง  [21] ร ว ม ถึ ง  Marianna แ ล ะ ค ณ ะ  ไ ด�

ก า ร ศึกษาตั วอ) อนของแมลง วันหลั งลาย  ช นิด 
Wohlfahrtia magnifica ท่ีก)อให�เกิดโรค myiasis ใน
แกะ ประเทศอิตาลี โดยใช�ยีน cyt b พบว)า สามารถ
ระบุชนิดตัวอ)อนได� 17 จาก 19 ตัวอย)าง ซึ่งลําดับ     นิ
วคลี โอ ไทด! ของตั วอย) า ง เหล) า น้ันมี รู ปแบบทาง
พันธุกรรม (haplotype) 2 รูปแบบ ท่ีคล�ายคลึงกับ
รูปแบบทางพัน ธุกรรม ท่ี เป�น  CB_magn01 และ 
CB_magn02 และนอกจากน้ีสามารถระบุชนิดตัวเต็ม
วัยจํานวน 4 ตัวอย)าง พบว)าลําดับนิวคลีโอไทด!ของ
ตัวอย)างเหล)าน้ันมีรูปแบบทางพันธุกรรมเป�นแบบ 
CB_magn01 โดยรูปแบบทางพันธุกรรมท้ัง 2 แบบ ท่ี
พบน้ัน เป�นตัวแทนทางสายสัมพันธ!วิวัฒนาการของ W. 
magnifica ท่ีมี ถ่ินกําเนิดมาจากยุโรปกลาง ยุโรป
ตะวันออกเฉียงใต� (East lineage) หรือท่ีมีถ่ินกําเนิด
มาจากยุโรปตะวันตกเฉียงใต� และตะวันตกเฉียงเหนือ
ของแอฟริกา (West lineage) ซึ่ งข�อมูล เหล) า น้ัน
สามารถบ)งช้ีถึงถ่ินกําเนิดของแมลงวันหลังลาย ชนิด 
W. magnifica ในประเทศอิตาลี [25] และในป{ ค.ศ. 
2017 Bharti แ ล ะ  singh ไ ด� ศึ กษากา ร ร ะ บุ ช นิด
แมลงวันหัวเขียวท่ีมีความสําคัญทางนิติวิทยาศาสตร!ใน
สาธารณรัฐอินเดีย ซึ่งใช�ยีน COI ระบุชนิดได� 7 จาก 9 
ชนิด ท่ีอยู) ในวงศ!ย)อย 3 วงศ!  คือ Calliphorinae, 
Luciliinae แ ล ะ  Chrysomyinae โ ด ย มี ค) า ค ว า ม
แตกต)างระหว)างชนิดสูงถึง 18.14 % [26] การศึกษา
ชนิดแมลงวันโดยใช�ดีเอ็นเอบาร!โค�ดสรุปได�ดังตารางท่ี 
2 

2.1.2 ริ้นฝอยทราย (sand fly) 
ริ้ นฝอยทรายจัดอยู) ใน อันดับย)อย 

Nematocera ว ง ศ!  Psychodidae มี ลั ก ษ ณ ะทา ง
สัณฐานวิทยาของริ้นฝอยทราย คือ ส)วนหัวจะมีตารวม
ขนาดใหญ) 1 คู)  หนวดยาวท่ีมีลักษณะคล�ายสร�อย
ลูกปcด มี maxillary palp 1 คู) ท่ี ช้ีลงพ้ืน มีปากแบบ
แทงดูด (piercing-sucking) ส)วนอกมีป{กบางใส 1 คู) 
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รูปร)างคล�ายใบหอก มีขนปกคลุมท่ัวท้ังลําตัว ส)วนท�อง
จะยาว ปลายท�องตัวเมียจะมน ตัวผู�มี claspers ยื่น
ออก 1 คู) [27] จากการศึกษาความหลากหลายของริ้น
ฝอยทรายในประเทศไทยโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาเป�นหลัก ซึ่งอาศัยกุญแจอนุกรมวิธาน Lewis’s 
Keys (1978) ในการระบุชนิด [28] จากการศึกษาใน
ประเทศไทยพบริ้นฝอยทราย อย)างน�อย 26 ชนิด [29] 
สําหรับการประยุกต!ใช�วิธีการของดีเอ็นเอบาร!โค�ดมา
ช)วยในการระบุชนิดของริ้นฝอยทรายในประเทศไทยท่ี
มีการใช�ยีน COI พบว)า สามารถระบุชนิดริ้นฝอยทราย
ได� 13 ชนิด จากตัวอย)างท้ังหมด 193 ตัวอย)าง ในพ้ืนท่ี
จังหวัดอุตรดิตถ! โดยจัดจําแนกได�ท้ังหมด 4 สกุล คือ 
Chinius, Idiophlebotomus, Phlebotomus แ ล ะ 
Sergentomyia [29] และในแถบพ้ืนท่ีภาคเหนือของ
ประเทศไทยอีก 22 ชนิด [30] ซึ่งคิดเป�น 50 % (ตาราง
ท่ี 1) แต)อย)างไรก็ตาม ยังไม)พบรายงานชนิดของริ้น
ฝอยทรายท่ีเป�นพาหะหลักของโรค Leishmaniasis แต)
มีรายงานการพบชนิดของริ้นฝอยทรายท่ีอาจเป�นพาหะ
ของลิชมาเนีย (potential vector) ได�แก) ริ้นฝอยทราย
ช นิด  Sergentomyia gemmea แ ล ะ  S. barraudi 

[31,32] นอกจากน้ีมีการศึกษาการระบุชนิดริ้นฝอย
ทรายด�วยวิธีการดีเอ็นบาร!โค�ดในต)างประเทศอยู)หลาย
พ้ืนท่ี เช)น การศึกษาวิธีการดีเอ็นเอบาร!โค�ดในการระบุ
ชนิดของริ้นฝอยทรายในสาธารณรัฐอินเดีย โดยใช�ยีน 
COI ท่ีสามารถระบุชนิดท่ีแตกต)างกันได� 8 ชนิด จาก 
62 ตัวอย)าง และพบชนิดของริ้นฝอยทรายท่ีเป�นพาหะ
ของโรค Leishmaniasis ได� 2 ชนิด คือ Phlebotomus 
argentipes และ P. papatasi ในสาธารรัฐอินเดียเป�น
ครั้งแรก [33] ต)อมาได�มีการระบุชนิดของริ้นฝอยทราย
ในประเทศเปรู ซึ่งสามารถจําแนกชนิดริ้นฝอยทรายได� 
19 ชนิด จาก 6 สกุลย)อย ใน 2 สกุล คือ Lutzomyia 
และ Warileya ซึ่งการศึกษาดังกล)าวน้ัน วิธีการของ  
ดีเอ็นเอบาร!โค�ดสามารถระบุชนิดของริ้นฝอยทรายได�
ตรงกลับลักษณะทางสัณฐานวิทยา [3] ต)อมามีการ 
ศึกษาในพ้ืนท่ีของแคริบเบียน ประเทศสาธารรัฐ
โคลัมเบีย สามารถจัดจําแนกได� 19 ชนิด ในสกุล 
Lutzomyia และ 1 ชนิด ในสกุล Brumptomyia [34] 
การศึกษาชนิดริ้นฝอยทรายโดยใช�ดีเอ็นเอบาร!โค�ดสรุป
ได�ดังตารางท่ี 2 

 
ตารางท่ี 1  การระบุชนิดแมลงในอันดับ Diptera ท่ีมีความสําคัญทางการแพทย!ของประเทศไทยด�วยวิธีการดีเอ็นเอ

บาร!โค�ด 
 

กลุ)มแมลง 
จํานวนชนิด 

ท่ีสํารวจพบท้ังหมด 
จํานวนชนิดท่ีระบุชนิด 

ด�วยวิธีการดเีอ็นเอบาร!โค�ด 
คิดเป�นร�อยละ 

แมลงวันหัวเขียว 96 9   9.40 
แมลงวันหลังลาย 83 3   3.61 
ริ้นฝอยทราย 26 13 50.00 
ริ้นดํา 12 12 75.00 
ยุงลาย 14 8 57.14 
ยุงรําคาญ 82 3   3.65 
ยุงเสือ 6 1 16.7 
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ตารางท่ี 2  ตัวอย)างการเปรียบเทียบบริเวณยีนท่ีใช�ในการทําดีเอ็นบาร!โค�ดของแมลงในอันดับ Diptera 
 

แมลง 
(วงศ!) ชนิด ประเทศ 

ยีนท่ีใช�ในการทําดีเอ็นบาร!โค�ด เอกสาร
อ�างอิง COI COII cyt b 28S rRNA 

แมลงวันหัวเขียว 
(Calliphoridae) 

Achoetandrus spp. (2 ชนิด) 

ราชอาณาจกัรไทย 

/    

[22] 
Chrysomya spp. (4 ชนิด) /    
Hypopygiopsis infumata /   / 
Lucilia spp. (2 ชนิด) /    
Chrysomya megacephala 

อเมริกาเหนือ 
และยุโรปตะวันตก 

 / / / 
[23] C. rufifacies  / / / 

Phormia regina  / / / 

ยุง 
(Culicidae) 

Aedes spp. (8 ชนิด) 
ราชอาณาจกัรไทย 

/    
[41] Culex spp. (3 ชนิด) /    

Mansonia bonneae /    
Aedes spp. (6 ชนิด) 

สาธารณรัฐอิสลาม
ปากีสถาน 

/    

[43] 

Anopheles. spp. (9 ชนิด) /    
Armigeres subalbatus /    
Culex spp. (7 ชนิด) /    
Collessius pseudotaeniatus /    
Lutzia fuscana /    
Phagomyia cogilli /    
Monsonia uniformis /    
Ochlerotatus spp. (2 ชนิด) /    
Culex spp. (33 ชนิด) สหพันธ!สาธารณรัฐบราซิล /    [42] 

แมลงวันบ�าน 
(Muscidae) 

Muscina spp. (2 ชนิด) 
แคนนาดา 

/    
[21] Spilogona spp. (8 ชนิด) /    

Phaonia spp. (3 ชนิด) /    

ร้ินฝอยทราย 
(Psychodidae) 

Lutzomyia spp. (18 ชนิด) 
สาธารณรัฐโคลอมเบีย 

/    
[34] 

Brumptomyia mesai /    
Phlebotomus. argentipes 

สาธารณรัฐอินเดีย 
/    

[33] 
P. papatasi /    
Chinius barbazani 

ราชอาณาจกัรไทย 
/    

[29,30] Phlebotomus spp. (3 ชนิด) /    
Sergentomvia spp. (4 ชนิด) /    

แมลงวันหลังลาย 
(Sarcophagidae) 

Boettcherisca nathani 
ราชอาณาจกัรไทย 

/   / 
[22] Lioproctia pattoni /   / 

Sarcosolomonia rohdendorfi /   / 
Oxysarcodexia spp. (13 ชนิด) สหพันธ!สาธารณรัฐบราซิล /    [24] 

ร้ินดํา 
(Simuliidae) 

Simulium feuerborni 

ราชอาณาจกัรไทย 

/    

[5,35, 
36] 

S. angulistylum /    
S. siamense /    
S. bullatum /    
S. chaliowae /    
S. multistriatum /    
S. doipuienae /    
S. nigrogilvum /    
S. nodosum /    
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2.1.3 ริ้นดําหรือคุ)น (black fly) 
ริ้นดําจัดอยู)อันดับย)อย Nematocera 

ในกลุ) ม เดียว กับแมลงริ้ นฝอยทราย แต)อยู) ว งศ!  
Simuliidae ท่ีมีรูปร)างลักษณะท่ัวไป คือ มีตารวม
ขนาดใหญ) 1 คู) แต)ตัวเมียจะมีตาห)างกันตัวผู� มีหนวด 
1 คู) โดยท่ีหนวดจะมีลักษณะท่ีอวบสั้น มีปากแบบแทง
ดูด (piercing-sucking) ส)วนอกด�าน dorsal มีขนเล็ก 
สั้น ปกคลุกอยู)บริเวณรอบอก มีป{กสั้น ไม)มีเกล็ดและ
ขนปกคลุมเส�นป{ก และส)วนท�องมีขานาดสั้น ปลายสุด
ของท�องมีอวัยวะท่ีช)วยในการผสมพันธุ! [27] โดยจาก
การศึกษาท่ีผ)านมาในป{ ค.ศ. 2014 Pramual และ 
Adler ศึกษาระบุชนิดริ้นดําท่ีอาศัยอยู)ในเขตร�อนของ
ประเทศไทยด�วยวิธีการดีเอ็นเอบาร!โค�ด พบว)าสามารถ
ระบุชนิดได� 41 ชนิด ใน 6 สกุลย)อย จาก 351 ตัวอย)าง 
[5] ต)อมา Pramual และ Wongpakam ได�ศึกษาหา
ความสัมพันธ!ระยะวงจรชีวิตของแมลงริ้นดําในประเทศ
ไทยท่ีมีการใช�วิธีการของดีเอ็นเอบาร!โค�ด ซึ่งได�ศึกษา
ลําดับนิวคลีโอไทด!บริเวณยีน COI และนํามาวิเคราะห!
ตามหลักเกณฑ!ทางความสัมพันธ!ทางวิวัฒนาการ 
พบว)าตัวอ)อนของแมลงริ้นดําท่ีศึกษาน้ันสามารถแยก
ออกตามสายความสัมพันธ!วิวัฒนาการเป�น 2 ชนิด 
ได�แก) Simulium chaliowae และ S. bullatum เมื่อ
นําลําดับนิวคลี โอไทด!ของท้ัง 2 ชนิด ข�างต�นมา
เปรียบเทียบกับ S. multistriatum พบว)าท้ัง 2 ชนิด น้ี
มีความสัมพันธ!ทางวิวัฒนาการท่ีใกล�เคียงกับชนิด S. 
multistriatum [35] แ ล ะ ใ น ป{  ค . ศ .  2016 ไ ด� มี
การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด!บริเวณยีน COI ในการ
ระบุชนิดของแมลงริ้ นดํ า ท่ีดูด เลือดคน ในวงศ!  
Simuliidae ท่ีอยู)ในประเทศไทยได�ท้ังหมด 3 ชนิด คือ 
S. nodosum, S. nigrogilvum และ S. doipuiense 
ท่ีมีการเก็บตัวอย)างท้ังหมด 131 ตัวอย)าง ซึ่งตัวอย)าง
ชนิด  S.  nodosum และ S. nigrogilvum ได�มีการ
รายงานมาก)อนหน�าน้ีว)าเป�นชนิดท่ีสามารถดูดเลือดคน 

ส)วน S. doipuiense มีการค�นพบว)าเป�นแมลงริ้นดําท่ี
สามารถดูดเลือดคนในประเทศไทย [36] และการระบุ
ชนิดริ้นดําด�วยวิธีการดีเอ็นเอบาร!โค�ดในประเทศไทยมี
การศึกษาท่ีคิดเป�น 75 % ของจํานวนชนิดริ้นดํา
ท้ังหมดในประเทศไทย (ตารางท่ี 1) ซึ่งการศึกษาชนิด
ริ้นดําโดยใช�ดีเอ็นเอบาร!โค�ดท้ังหมดสรุปได�ดังตารางท่ี 
2 

2.1.4 ยุง (mosquito) 
ยุ ง เป�นแมลงท่ี ถูกจัดในอันดับย)อย 

Nematocera เช)นเดียวกับริ้นฝอยทรายและริน้ดํา โดย
มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ัวไป คือ ส)วนหัวของยุงจะ
มีลักษณะกลม มีตารวม 1 คู) ระหว)างตาท้ังสองมีหนวด 
(antenna) เรียวยาวยื่นออกไปทางส)วนหน�า มีปาก
แบบแทงดูด (piercing-sucking) ส)วนอกจะมีลักษณะ
โค�งนูนเล็กน�อย มีเกล็ดปกคลุม มีป{กบางใส 1 คู) มีเส�น
ป{กหลายเส�น มีเกล็ดปกคลุม ส)วนท�อง มีอยู) 10 ปล�อง 
โดยท่ีท�องจะถูกปกคลุมด�วยเกล็ด ซึ่งแต)ละชนิดจะมีสี
เกล็ดท่ีแตกต)างกัน [6] โดยยุงท่ีมีความสําคัญทาง
การแพทย! น้ันมีอยู)ด� วยกัน 4 สกุล ได�แก)  Culex, 
Aedes, Anopheles และ Mansonia ปcจจุบันประเทศ
ไทยพบยุงรําคาญ (Culex spp.) 82 ชนิด ท่ีจัดอยู)ใน 5 
สกุลย)อย [37] ยุงลาย (Aedes spp.) 14 ชนิด จัดอยู)
ใน 5 สกุลย)อย [38] ยุงก�นปล)อง (Anopheles spp.) 
73 ช นิด  จั ดอยู) ใน  3 ส กุลย) อย  [39] และยุ ง เสือ 
(Mansonia spp.) 6 ช นิ ด  จั ด อ ยู) ใ น ส กุ ล ย) อ ย 
Mansonioides [40] โดยการศึกษาการจําแนกหรือ
ระบุชนิดของยุงด�วยวิ ธีดี เ อ็นเอบาร! โค�ด น้ันได�มี
การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด!บริเวณยีน COI [41,45] 
และวิเคราะห! genetic distance โดยอาศัยโมเดล 
Kimura-2-Parameter (K2P) [41] ซึ่ งมีการรายงาน
การนําวิธีการดีเอ็นเอบาร!โค�ดมาประยุกต!ใช�ในการระบุ
ชนิด และจําแนก morphometrics ด�วยป{กของยุง 
ชนิด Aedes ท่ีอยู)ในพ้ืนท่ีของประเทศไทย พบว)า Ae. 
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albopictus และ Ae. scutellaris มีค)าความสัมพันธ!
ทางวิ วัฒนาการท่ีแตกต)างระหว)างชนิดเฉลี่ย ถึง 
0.123 % และเมื่อวิเคราะห! morphometrics จาก
การดูลักษณะของเส�นป{กก็สามารถแยกเพศออกได�
อย)างชัดเจน ถึงแม�ว)าลักษณะของเส�นป{กจะมีความ
ใกล�เคียงกัน [41] อย)างไรก็ตาม ในการศึกษาการระบุ
ชนิดของยุงด�วยวิธีการดีเอ็นเอบาร!โค�ดยังมีการศึกษา
อยู)น�อย โดยสามารถแบ)งเป�นยุงลาย 57.14 % ยุง
รําคาญ 3.65 % และยุงเสือ 16.7 % (ตารางท่ี 1) แต)
ยังสามารถนําข�อมูลท่ีได�มีการศึกษาไปประยุกต!ใช�เป�น
ข�อมูลพ้ืนฐานของการระบุชนิดของยุงได� นอกจากน้ีใน
ต)างประเทศหลากหลายพ้ืนท่ียังได�นําวิธีการดีเอ็นเอ
บาร!โค�ดมาช)วยระบุชนิดของยุง เช)น ในป{ ค.ศ. 2016 
Carolina และคณะ [42] ได�รายงานการศึกษาลําดับ  
นิวคลีโอไทด!บริเวณยีน COI เข�ามาใช�เป�นเครื่องมือใน
การจัดจําแนกชนิดยุงรําคาญใน subgenus Melano-
conion ท่ีเป�นพาหะนําเช้ือก)อโรคไวรัสเวสต!ไนด! และ
ไวรัสไข�สมองอักเสบท่ีกระจายอยู)ท่ัวไปในแถบทางใต�
ของอเมริกาเหนือ ซึ่งหาลําดับนิวคลีโอไทด!ของตัวอย)าง
ยุงรําคาญท้ังหมด 120 ตัวอย)าง พบว)าสามารถจัด
จําแนกชนิดของ Melanoconion ได� 48 ชนิด โดยมี
ค)า genetic distance (K2P) ระหว)าง intraspecific 
เฉลี่ ย ถึง  3 % และ divergence values ท่ี ได�มีค) า
แ ต ก ต) า ง กั น ท่ี สู ง ก ว) า ค) า  divergence แ บ บ 
intraspecific ถึง 11 % ท่ีมีความสอดคล�องกับความ
แตกต)าง divergence แบบ intraspecific ในยุงชนิด
อ่ืน ๆ ท่ีมีการศึกษามาก)อนหน�าน้ีในพ้ืนท่ีสาธารณรัฐ
อิสลามปากีสถาน [43] และ สหพันธ!สาธารณรัฐบราซลิ 
[44] โดยการจั ดจํ าแนกชนิดของยุ งรํ าคาญ ใน 
subgenus Melanoconion จ ะ มี โ ค ร ง ส ร� า ง ข อ ง
อนุกรมวิธานท่ีซับซ�อนและไม)สามารถแยกชนิดได�อย)าง
ชัดเจน เมื่อวิเคราะห!ลําดับนิวคลีโอไทด!ท่ีใช�ยีน COI ใน
การจัดจําแนกชนิด [45] และยังได�มีการศึกษาลําดับนิ

วคลีโอไทด!บริเวณ ยีน COI ในการระบุชนิดของยุง ท่ี
พบว)า ลําดับนิวคลีโอไทด!บริเวณดังกล)าวไม)สามารถ
แยกชนิดของ Anopheles deaneorum ออกจาก A. 
marajoara ได� เมื่อศึกษาตัวอย)างในแถบพ้ืนท่ีอเมริกา
ใต� [43] ซึ่งการศึกษาชนิดยุงโดยใช�ดีเอ็นเอบาร!โค�ด
สามารถสรุปได�ดังตารางท่ี 2 

2.2 ขั้นตอนการสร�างดีเอ็นเอบาร&โค�ด  
การสร�างดีเอ็นเอบาร!โค�ดของสิ่งมีชีวิตแต)

ละชนิดน้ัน จําเป�นต�องอาศัยการทํางานในฐานข�อมูล  
ดีเอ็นเอบาร!โค�ด ซึ่งปcจจุบันมีอยู)หลายฐานข�อมูล อาทิ 
NCBI แต)ฐานข�อมูลท่ีนิยมอย)างแพร)หลายในการศึกษา
ดีเอ็นเอบาร!โค�ดและมีข�อมูลเก่ียวกับดีเอ็นเอบาร!โค�ด
ของแมลงจํานวนมาก คือ ฐานข�อมูลท่ีเรียกว)า Barcode 
of Life Data Systems ห รื อ  BOLD (https://bold 
systems.org) 

ข้ันตอนการสร�างดี เ อ็นเอบาร!โค�ดโดย
อ�างอิงวิธีการของ Wilson (2012) [46] โดยผู�วิจัยต�อง
ลงทะเบียนในฐานข�อมูล BOLD (http://www.bold 
systems.org) เพ่ือสร�างโครงการศึกษาข้ึนมา ตั้งช่ือ
โครงการท่ีต�องบันทึกข�อมูลลงไป แล�วกรอกราย 
ละเอียดของข�อมูลท่ีจะบันทึก แล�วบันทึกข�อมูล ซึ่งใน
ระบบฐานข�อมูล BOLD สามารถท่ีจะบันทึกรายการได� 
999 รายการต)อ 1 โครงการท่ีบันทึกไว� แต)ถ�าจะบันทึก
รายการมากกว)าน้ีควรท่ีจะสร�างฐานข�อมูลโครงการ
ข้ึนมาใหม) วิธีการใช�ฐานข�อมูลสามารถศึกษาได�จากเว็ป
ไซต!ข�างต�น ซึ่ ง ข้ันตอนการสร�างดี เอ็นเอบาร!โค�ด
ประกอบด�วยข้ันตอนท่ีสําคัญ ได�แก) การเก็บตัวอย)าง
และจัดจําแนกชนิดตัวอย)างแมลง การสกัดดีเอ็นเอจาก
ตัวอย)างแมลง การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมาตรฐานด�วย
เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) การหา
ลําดับนิวคลีโอไทด! (sequencing) การวิเคราะห!ลําดับ
นิวคลีโอไทด! (sequences analysis) และการรวบรวม
ข�อมูลบันทึกลงในฐานข�อมูล สรุปได�ดังรูปท่ี 1 
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รูปท่ี 1  แผนผังของกระบวนการสร�างดเีอ็นเอบาร!โค�ด 
 

ตั วอย) าง ท่ี นํามาใช� ในการ ทําดี เ อ็น เอ
บาร!โค�ด สามารถใช�ท้ังตัวอย)างสด ตัวอย)างแห�งท่ีมีเก็บ
รักษาไว�ในพิพิธภัณฑ! ตัวอย)างท่ีอยู)ในนํ้ายาตรึงสภาพ 
หรือตัวอย)างท่ีเก็บไว�ในตู�แช)ท่ีมีอุณหภูมิ -20 °C ใน
กรณีใช�ตัวอย)างสด ผู�วิจัยต�องสํารวจและเก็บตัวอย)าง
แมลงท่ีต�องการศึกษาด�วยวิธีท่ีเหมาะสม เช)น การวาง
กับดัก การใช�สวิงโฉบ หรือกับดักแสงไฟ ตามชนิดของ
แมลงท่ีต�องการศึกษา จากน้ันนําตัวอย)างแมลงไปฆ)า
ทันทีด�วยความเย็น ศึกษาดูลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ภายใต�กล�องจุลทรรศน!สเตอริโอ เพ่ือระบุชนิดของ
แมลงด�วยกุญแจอนุกรมวิธาน (กรณีมีผู�เช่ียวชาญด�าน
อนุกรมวิธาน) จากน้ันนําตัวอย)างมาถ)ายภาพ และ
บันทึกข�อมูลท่ัวไป เช)น พิกัดภูมิศาสตร! สถานท่ีจับ
ตัวอย)าง ผู�จัดจําแนกชนิดของตัวอย)าง วิธีการจับ
ตัวอย)าง และข�อมูลอ่ืนท่ีเก่ียวข�อง ลงไว�ในฐานข�อมูล
ด�านดีเอ็นเอบาร!โค�ด ส)วนการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย)าง
แมลงน้ัน ตัวอย)างแมลงท่ีมาสกัดดีเอ็นเอน้ันจะนิยมใช�
ส)วนขาหรือป{ก เน่ืองจากเป�นส)วนพบเซลล!ท่ีมีเมแทบอ-

ลิซึมสู ง มี ไมโทคอนเดรียจํานวนมาก เดิมใช� วิ ธี  
alkaline lysis [47] ต)อมา Jisming และคณะ (2016) 
[48] ได�มีการปรับปรุงวิธีการสกัดดีเอ็นเอเพ่ือให�ได�
ปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพียงพอต)อการนําไปศึกษาต)อไป     
ดีเอ็นเอท่ีสกัดได�สามารถเก็บไว�ในอุณหภูมิ -20 °C 
จนกว)าจะนําไปใช�งานได� การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด�วย
เทคนิค PCR ก)อนหาลําดับนิวคลีโอไทด! (sequencing) 
น้ัน จําเป�นต�องใช�ไพร!เมอร!มาตรฐานท่ีมีความจําเพาะ
กับยีนท่ีต�องการศึกษา ส)วนใหญ)นิยมศึกษายีน COI ซึ่ง
ตัวอย)างไพร!เมอร!ท่ีนิยมใช�สําหรับยีน COI สําหรับ
ตัวอย)างของแมลง แสดงได�ดังตารางท่ี 3 และก)อนท่ี
บันทึกข�อมูลลําดับนิวคลี โอไทด!ลงในฐานข�อมูล 
จําเป�นต�องมีการวิเคราะห!ข�อมูลท่ีได� โดยใช�โปรแกรม 
CodonCode Aligner เพ่ือตรวจสอบความถูกต�องและ
แก�ไขเบสผิดพลาดของลําดับนิวคลีโอไทด!ท่ีได� และใช�
โปรแกรม Bioedit เพ่ือ align sequences ให�ถูกต�อง
แล�วจึงนําไปตรวจสอบความจําเพาะของตัวอย)างหรือ
การปนเป��อนของตัวอย)างเปรียบเทียบกับข�อมูลใน
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ฐานข� อมู ล  GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi) ห รื อ  BOLD (http://www.boldsys 
tems.org) ต)อไป 
 

3. สรุป 
ดีเอ็นเอบาร!โค�ดเป�นวิธีการทางชีววิทยาระดับ

โมเลกุล ท่ีมีการนําลําดับนิวคลี โอไทด!สายสั้น ๆ 
ประมาณ 150-800 คู)เบส มาช)วยบ)งช้ีถึงความแตกต)าง
ระหว)างกลุ)มสิ่งมีชีวิต สําหรับตัวอย)างแมลงนิยมศึกษา
ความแตกต) า งของลํ าดั บ นิ วคลี โ อ ไทด! ของยีน 
cytochrome c oxidase subunit I (COI หรือ coxI) 
ปcจจุบันวิธีการของดีเอ็นเอบาร!โค�ดนํามาใช�ประโยชน!
ในหลายด�าน อาทิ การวินิจฉัยโรค หรือการจําแนก
ชนิดสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะอย)างยิ่งการระบุชนิดแมลงใน
อันดับ Diptera ท่ีความสําคัญทางการแพทย! เพ่ือเป�น
แนวทางในการรักษา ควบคุมการแพร)ระบาดของโรค 
ช)วยเพ่ิมประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยโรค และปsองกัน
ก า ร เ กิ ด โ ร ค ท่ี เ กิ ดจ ากแมลง อันดั บ  Diptera ท่ี
ความสําคัญทางการแพทย!ของประเทศไทย แต)อย)างก็
ตาม วิธีการดีเอ็นเอบาร!โค�ดยังมีข�อจํากัด ในเรื่องของ

ข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทด!ในฐานข�อมูลต)าง ๆ เช)น NCBI 
EMBL หรือ  DDBJ ซึ่ งพบว) าข�อมูลยั งมีน�อย และ
บางส)วนไม)ได�มีการยอมรับ จึงจําเป�นต�องมีการสร�าง
ฐานข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทด!ของสิ่งมีชีวิตให�ครอบคลุม
ตัวอย)างท่ีต�องการศึกษาในฐานข�อมูลท่ีมาตรฐานสูง 
รวมไปถึงข�อมูลการรายงานการระบุชนิดแมลงด�วย
วิธีการของดีเอ็นเอบาร!โค�ดในประเทศไทยยังมีการ
ข�อมูลในการรายงานท่ีไม)มาก เมื่อเปรียบเทียบกับการ
รายงานการระบุชนิดของแมลงท่ีผ)านมา จึงจําเป�นต�อง
มีการรวบรวมข�อมูลเก่ียวกับวิธีการดีเอ็นเอบาร!โค�ด 
เพ่ือใช�เป�นข�อมูลพ้ืนฐานท่ีสามารถนําไปประยุกต!ใช�
ในทางการศึกษา หรือทางวิจัยต)อไป แต)อย)างไรก็ตาม 
จะเห็นได�ถึงแม�วิธีการดีเอ็นเอบาร!โค�ดสามารถระบุชนิด
ได� แต)ยังคงต�องอาศัยหลักการความรู�ด�านอนุกรมวิธาน
ด�วย นอกจากน้ีควรมีการพัฒนาระบบฐานข�อมูล       ดี
เอ็นเอบาร!โค�ดจากตัวอย)างท่ีมีการะบุชนิดท่ีถูกต�อง
อย)างต)อเน่ือง เพ่ือให�ข�อมูลท่ีบันทึกไว� น้ันมีความ
ถูกต�อง ครอบคลุม และน)าเช่ือถือท่ีสามารถนําไปใช�ได�
อย)างมีประสิทธิภาพ 

 
ตารางท่ี 3  ตัวอย)างไพร!เมอร!ท่ีใช�ทําเทคนิค PCR สําหรับยีน cytochrome c oxidase subunit I (COI) 

Primer  Sequence (5′→3′)  Paired with  เอกสารอ�างอิง 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATGG HCO2198 

[49] 
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA LCO1490 
LepF1 ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG LepR1 

[50] 
LepR1 TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA LepF1 
MLepF1 GCTTTCCCACGAATAAATAATA MLepF1 

[51] 
MLepR1 CCTGTTCCAGCTCCATTTTC MLepR1 
M13F (-21) TGTAAAACGACGGCCAGT M13F (-21) 

[52] 
M13R (-27) CAGGAAACAGCTATGAC M13R (-27) 
Forward GGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTT Reverse  
Reverse AAAAATTTTAATTCCAGTTGGAACAGC Forward [53] 
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