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บทคัดย่อ 

ยุงก้นปล่องชนิดซับซ้อนกลุ่ม Anopheles dirus เป็นพาหะน าโรคมาลาเรียหลักท่ีพบการกระจายตัว
ในประเทศไทยและภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต ้ โดยยุงกลุ่มชนิดซับซ้อนดังกล่าวจะมีลักษณะสัณฐานวิทยา
ที่คล้ายคลึงกันมาก ท าให้เกิดความผิดพลาดในการจ าแนกชนิด ซึ่งมีผลต่อการควบคุมการแพร่กระจายของยุง
พาหะที่เหมาะสม การวิจัยนี้จึงได้มีการพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอด้วยวิธี allele-specific PCR เพื่อจ าแนก
ชนิดยุงก้นปล่องกลุ่มซับซ้อน Dirus จ านวน 3 ชนิด ที่พบในประเทศไทย โดยออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะจาก
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cytochrome oxidase subunit I ในไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอ  ผลการทดสอบพบว่า
ไพรเมอร์จ าเพาะดังกล่าว สามารถจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องชนิด Anopheles cracens An. scanloni และ  
An. nemophilous  ด้วยความแตกต่างของชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาด 236 338 และ 527 คู่เบส ตามล าดับ ซึ่ง
ผลการวิจัยในเบื้องต้นแสดงให้เห็นว่าเครื่องหมาย allele-specific PCR สามารถจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องกลุ่ม
ซับซ้อน Dirus ได้แม่นย าและมีประสิทธิภาพ 

ABSTRACT 
 Anopheles dirus complex is widely distributed as primary malaria vectors in Thailand and 
Southeast Asia region. Morphological identification is very problematic for the Dirus complex 
species because of their similar morphologies among the sibling species, which usually lead to 
species misidentification. In this research, allele-specific PCR was developed to identify the three 
species within Anopheles dirus complex group in Thailand. The allele-specific primers were 
designed based on the nucleotide polymorphisms in mitochondrial cytochrome oxidase subunit I 
sequences. The results showed that these primers clearly amplified Anopheles cracens, An. 
scanloni and An. nemophilous for different PCR products size of 236, 338 and 527 base pair, 
respectively. This preliminary result suggested that the allele-specific PCR could be correctly and 
effectively identified member of the Dirus species complex. 

ค าส าคัญ:  เครื่องหมายดีเอ็นเอ, การจ าแนกชนิด, พาหะน าโรคมาลาเรีย, ยุงก้นปล่องกลุ่มซับซ้อนไดรัส 
Keywords:  DNA marker, species identification, malaria vector, Anopheles dirus complex 
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บทน า 
ยุงก้นปล่อง Anopheles dirus complex เป็นพาหะหลักน าโรคมาลาเรียที่ส าคัญในประเทศไทยและ

หลายประเทศในเขตร้อน  จากรายงานในประเทศไทยพบยุงก้นปล่องกลุ่มซับซ้อน Dirus ประมาณ 5 ชนิด โดย
พบว่าความสามารถในการเป็นพาหะน าโรคมาลาเรียของยุงแต่ละชนิดภายในกลุ่มซับซ้อน มีความแตกต่างกัน  
เช่น ยุงก้นปล่องกลุ่ม Dirus ชนิด  Anopheles dirus และ An. scanloni  มีบทบาทส าคัญในการเป็นพาหะน า
เชื้อ Plasmodium ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคมาลาเรีย ส่วนยุงชนิดอื่นในกลุ่มดังกล่าว เช่น An. cracens และ An. 
nemophilous ไม่ได้เป็นพาหะน าเชื้อมาลาเรีย ซึ่งปัญหาส าคัญในการควบคุมการแพร่กระจายของยุงก้นปล่อง
กลุ่มชนิดซับซ้อนซึ่งเป็นพาหะน าโรคมาลาเรีย คือการที่ไม่สามารถจ าแนกได้ชัดเจนโดยใช้ลักษณะสัณฐานวิทยา
ได ้ เนื่องจากยุงในกลุ่มซับซ้อนแต่ละชนิดมีลักษณะภายนอกที่คล้ายคลึงกันมาก (sibling species) จึงพบ
ความผิดพลาดสูงมากในการจ าแนกชนิดโดยใช้ลักษณะสัณฐานวิทยา ทั้งนี้การจ าแนกชนิดยุงพาหะที่ไม่ถูกต้อง
มีผลกระทบอยา่งมากตอ่การควบคมุการแพรก่ระจายของพาหะดังกล่าว  เนือ่งจากความสามารถในการเป็นพาหะ
น าโรคของยุงแต่ละชนิดมีความแตกต่างกันคือ ยุงบางชนิดเป็นพาหะน าโรคส าคัญ แตบ่างชนิดในกลุ่มซับซ้อน
เดียวกันไม่ได้เป็นพาหะน าโรค ดังน้ันการจ าแนกชนิดยุงผิดจะท าให้ใช้วิธกีารในการควบคุมจัดการที่ไม่ถูกต้อง
และไม่ได้ประสิทธิภาพ ดังน้ันเพื่อแก้ปัญหาดังกล่าวจ าเป็นต้องใช้เครื่องหมายโมเลกุลในระดับ DNA ในการ
จ าแนกชนิดยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อน ซึ่งเป็นวิธีการที่เหมาะสมที่สุดทั้งด้านความแม่นย า ความสะดวกและ
ถูกต้องในการจ าแนกชนิดของยุงที่ไม่สามารถแยกได้โดยใช้ความแตกต่างทางสัณฐานวิทยา ถึงแม้ว่าจะมีการ
พัฒนาเทคนิคเครื่องหมายดีเอ็นเอในการจ าแนกยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อน Dirus มาบ้างแล้ว (Walton  
et al., 1999) แต่พบว่าเคร่ืองหมายดีเอ็นเอดังกล่าว ยังมีปญัหาในด้านประสิทธิภาพและความไม่เสถียรในการ
จ าแนกชนิดยุงก้นปล่องกลุ่มชนิดซับซ้อน Dirus ดังน้ันการวิจัยครั้งนี้จึงต้องการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค Allele specific PCR (AS-PCR) เพื่อให้ได้ไพรเมอรใ์นการจ าแนกชนิดของยุงก้นปล่องกลุม่ซับซ้อน Dirus  
จ านวน 3 ชนิด ได้แม่นย าและมีประสิทธิภาพมากขึ้น เพื่อประโยชนใ์นการวางแผนควบคุมการแพร่กระจายของ
โรคมาลาเรียต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การเก็บตัวอยา่งยุงก้นปล่อง 

ยุงก้นปล่องเพศเมียชนิดซับซ้อนกลุ่ม Dirus จ านวน 3 ชนิดได้แก่ An. scanloni  An. cracens และ 
An. nemophilous  จากพื้นที่กระจายตัว 3 แหล่ง ได้แก่ อ าเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม่ อ าเภอมะนัง จังหวัด
สตูล และอ าเภอละอุ่น จังหวัดระนอง ในช่วงเดือนสิงหาคม 2555 ถึง มกราคม 2556 โดยจ าแนกตัวอย่างยุงจ า
ตามลักษณะสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของ Rattanarithikul et al. (2006)  

2. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR และการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ 
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างยุงกน้ปล่องเพศเมียทัง้ 3 ชนิด โดยชุดสกัด Genomic DNA Minikit (Geneaid) 

และออกแบบคูไ่พรเมอร์ (COIF 5'CAACACTTATTCTGATTTTT3' และ COIR 5'AAAAAGTATAAAATAGCAAAT3') 
ส าหรับเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจากบริเวณยีน COI ของไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอ โดยส่วน ประกอบและขั้นตอนของ
ปฏิกิริยา PCR ดัดแปลงมาจาก Dousfour et al. (2007) จากนั้นน าชิ้นส่วนยนีดังกล่าวไปหาล าดับนิวคลโีอไทด ์

3. การออกแบบ allele specific primer ที่จ าเพาะต่อยีน COI 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอ ความยาว 717 คู่เบส  จากการส่งหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์และบางส่วนจากฐานข้อมูล รวมทั้งหมด 119 ตัวอย่าง จากยุงก้นปล่องที่ศึกษาทั้ง 3 ชนิด มา
ท า alignment ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ จากนั้นออกแบบ allele specific primer จากล าดับนิวคลีไทด์ของยีน 
COI โดยใหต้ าแหน่ง polymorphic site ที่มีความจ าเพาะในแต่ละชนิดอยู่ทางด้านปลาย 3' ของ reverse 
primer และก าหนดใหน้ิวคลีโอไทดต์ าแหน่งที่สองถัดจากปลายดังกล่าวเป็นต าแหน่งที่เป็น mismatch เพื่อเพิ่ม
ความจ าเพาะต่อยุงแต่ละชนิดมากขึ้น ส่วนของ forward primer เลือกบริเวณที่อนุรักษ์ส าหรับยุงทั้ง 3 ชนิดที่
ศึกษา  
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4. การจ าแนกยุงก้นปล่องชนิดซับซ้อน Dirus โดยวิธี Multiplex PCR 
ใช้ไพรเมอร์ทีอ่อกแบบมาทดสอบการจ าแนกชนิดของยุงก้นปล่องชนิดซับซ้อนกลุ่ม Dirus ด้วยเทคนิค 

Multiplex PCR  ประกอบด้วย genomic DNA 20-30 ng, 1X PCR reaction buffer, 0.5 mM dNTPs, 1.25 
mM MgCl2, 0.3 uM ของแต่ละไพรเมอร,์ Taq DNA polymerase (Vivantis) 1 unit ขั้นตอนปฏิกิริยา PCR เร่ิม
จาก pre-denaturation ที่ 94 ºC เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วย 3 ขั้นตอน คือ denaturation  ที่ 94 ºC เป็นเวลา 
30 วินาที annealing ที่ 48 ºC เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่ 72 ºC เป็นเวลา 30 วินาที โดยท าซ้ าทั้ง  
3 ขั้นตอน 35 รอบ และสิ้นสุดด้วย final extension ที่ 72 ºC 10 นาที จากนั้นตรวจสอบการแยกขนาดชิ้นส่วน 
ดีเอ็นเอด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยใช้ความเข้มข้นอะกาโรส 1.5%   
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
1. การออกแบบไพรเมอร ์

ออกแบบ allele-specific primer คือ UU, DB, DC และ DF ส าหรับจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องชนิด
ซับซ้อนกลุ่ม Dirus จ านวน 3 ชนิด โดยไพรเมอร์ UU เป็น forward universal primer และ DB, DC และ DF 
เป็น reverse specific primer ส าหรับยุงก้นปล่องชนิดซับซ้อนกลุ่ม Dirus ชนิด An. scanloni An. cracens 
และ An. nemophilous (รูปที่ 1) โดยชิ้นส่วน allele specific PCR มีขนาด 236 338 และ 527 คู่เบส 
ตามล าดับ และข้อมูลของไพรเมอร์ดังกล่าวแสดงในตารางท่ี 1  

 

รูปที่ 1 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน COI ของยุงก้นปล่อง An. cracens An. scanloni และ An. 
nemophilous  และต าแหน่งของฟอร์เวิรสไพรเมอร์ (UU) และรีเวิรสไพรเมอร์ (DB, DC, DF)   

                           10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   

                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

An. cracens          CAACACTTATTCTGATTTTTCGGACATCCAGAAGTTTACATTTTAATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTACTCAAGAAAGAGGAAAGA  
An. scanloni         ....................T..G............................................................................  
An. nemophilous      .............................................................................C....................A.  

     UU 

                110       120       130       140       150       160       170       180       190       200        

                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

An. cracens          AGGAAACTTTTGGAAATTTAGGAATAATTTATGCTATATTAGCAATTGGATTATTGGGATTTATTGTTTGAGCTCATCATATATTTACTGTTGGAATAGA  
An. scanloni          ...........................................T...........A............................................  
An. nemophilous      ............................C.....A...C................A............................................  
 

                          210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
An. cracens         CGTAGATACACGAGCTTATTTTACTTCTGCAACTATAATTATTGCTGTACCAACTGGAATTAAAATTTTTAGTTGATTAGCAACATTACACGGAACACAA  
An. scanloni        T........G................................................................................T.........  
An. nemophilous     T..............A.............................C............................................T.........  

        DB 

                          310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          

                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

An.cracens         TTAACTTATAGACCAGCTATACTTTGAGCATTTGGATTTGTTTTTTTATTTACTGTAGGAGGTTTAACTGGAGTTGTACTCGCTAATTCATCAATTGATA  

An.scanloni        ................................................................................A...................  

An.nemophilous     C.............T....................G.........................................TT.A.....C.............  

         DC 

                          410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
An. cracens         TTGTATTACATGATACTTATTATGTAGTAGCTCACTTCCATTATGTATTGTCAATAGGAGCTGTATTTGCAATTATAGCAGGATTTATTCATTGATATCC  
An. scanloni        ...............................................C.A...........C....................G.................  
An. nemophilous     .....C.T..C........C..............T..T...........A..................................................  
 

                          510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          

                    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
An. cracens         TCTTTTAACTGGATTAACAATAAACCCTACTTGATTAAAAATTCAATTTTCAATTATATTTGTAGGAGTAAATTTAACATTCTTCCCACAACATTTTTTA  
An. scanloni        ......................................................C.............................................  
An. nemophilous     ...A.....................................................................C.......T..T..T............  

            

                          610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          

                     ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
An. cracens         GGATTAGCTGGAATACCTCGACGATACTCAGATTTTCCTGATAGTTACTTAACATGAAATATTGTATCTACTTTAGGTAGAACAATTTCACTATTTGCTA  
An. scanloni        ........C...........................................................................................  
An. nemophilous     .................A.............................T.......................C..G...............T.........   
 

                          710                  DF 

                    ....|....|....|.. 
An. cracens         TTTTATACTTTTTATTT  
An. scanloni        .................  
An. nemophilous     ................. 
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ตารางที่ 1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องกลุ่มซับซ้อน Dirus จ านวน 3 ชนิด 

 

2. การทดสอบผลการจ าแนกชนิดยุงก้นปลอ่งกลุ่มซับซ้อน Dirus  
เมื่อน าตัวอย่างยุงก้นปล่องทั้ง 3 ชนิด มาทดสอบวิธีการจ าแนกชนิด ด้วยวิธี multiplex PCR โดยใช้

ไพรเมอร์ที่ออกแบบในการศึกษาครั้งน้ี  พบว่าสามารถจ าแนกความแตกต่างของยุงก้นปล่องชนิดซับซ้อนกลุ่ม 
Dirus ที่ศึกษาได้อย่างชัดเจน  โดยพบแถบดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะกับยุงก้นปล่องชนิด An. cracens มีขนาด 
236  คู่เบส ส าหรับ An. scanloni และ An. nemophilous  มีขนาด 338 และ 527 คู่เบสตามล าดับ (รูปท่ี 2)  
 
 
 
 
 
 
                                               
 
รูปที่ 2 ผล multiplex PCR ในการจ าแนกยุงก้นปล่องชนิดซับซ้อนกลุ่ม Dirus: ช่อง M คือ 100 bp DNA 
Ladder, ช่อง 1 คือ An. cracens, ช่อง 2 คือ An. scanloni, ช่อง 3 คือ An. nemophilous และช่อง 4 คือ 
negative control 
 
สรุปผลการทดลอง 

ผลการวิจัยเบื้องต้นของการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อจ าแนกชนิดยุงก้นปล่องทั้ง 3 ชนิด โดยใช้
ไพรเมอร์จ าเพาะที่ออกแบบจากส่วนของยีน COI ที่ท าการศึกษาครั้งนี้ พบว่าสามารถจ าแนกชนิดยุงก้นปล่อง
กลุ่มซับซ้อน  Dirus ชนิด An. cracens An. scanloni และ An. nemophilous  ตามขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอได้
อย่างจ าเพาะและชัดเจน ซึ่งในขั้นตอนต่อไปผู้วิจัยจะเพิ่มจ านวนและแหล่งกระจายตัวของยุงกลุ่มที่ศึกษามา
ทดสอบการจ าแนกชนิด เพื่อตรวจสอบและยืนยันความเสถียรและประสิทธิภาพของ allele specific primer ที่
ได้จากการศึกษาในครั้งนี้  
 
กิตติกรรมประกาศ  

ขอขอบพระคุณ ศ.ดร.ธีรภาพ เจริญวิริยะภาพ ศ.ดร.เวช ชูโชติ และอาจารย์วิรัช วงศ์หิรัญรัชต์ ส าหรับ
ตัวอย่างยุง และทุนสนับสนุนการวิจัยจากสถาบันวิจัยและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
  

ไพรเมอร์ ชนิดยุงก้นปล่อง ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5´- 3´) อุณหภูมิ
Tm(ºC) 

ขนาด 
(คู่เบส) 

UU     - GTTTGAGCTCATCATATATTTACT 50.76  
DB An. cracens AATATCAATTGATGAATTAGAGA  48.90 236 
DC An. scanloni AGAGGATATCAATGAATAAAC 50.70 338 
DF An. nemophilous TAATGAAATTGTTCTACCCAAG     52.29            527 

527 bp 

338 bp 
236 bp 

    M       1         2        3       4      
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