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วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือให้ทราบถึงหลกัการทัว่ไปของกระบวนการเพ่ิมจํานวนยีนหรือชิน้สว่น DNA ด้วยเทคนิค Polymerase chain 

reaction (PCR) 

2. เพ่ือให้ทราบถึงประโยชน์ของเทคนิคการเพ่ิมจํานวนยีนหรือชิน้สว่น DNA ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction 

(PCR) และการประยกุต์ใช้ในห้องปฏิบตัิการเทคนิคการแพทย์ 

 

ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลเิมอเรสหรือท่ีรู้จกักนัในช่ือ พีซีอาร์ (PCR : Polymerase chain reaction) เป็นเทคนิคท่ีถกู

พฒันาขึน้โดย แครี มลุลสิ (Kary Mullis) ในปี 1983  ปัจจบุนัเทคนิค PCR ได้เข้ามามีบทบาทในงานทางด้านเทคนิค

การแพทย์ไมว่า่จะเป็น การใช้ตรวจหาเชือ้ก่อโรคตา่งๆ เช่น แบคทีเรีย รา หรือไวรัส ใช้ในการเพ่ิมจํานวนของยีนดือ้ยาเพ่ือ

ศกึษาการเปลีย่นแปลงของลาํดบัสารพนัธุกรรม รวมถึงการวินิจฉยัโรคทางพนัธุกรรมตา่งๆ โรคเลอืด โรคมะเร็ง เป็นต้น ใน

เอกสารนีจ้ะนําเสนอในเร่ือง หลกัการและขัน้ตอนของเทคนิค PCR องค์ประกอบในการทํา PCR และการประยกุต์ใช้

เทคนิค PCR ในงานห้องปฏิบตัิการทางการแพทย์ 

 

ความหมายและหลักการของเทคนิค PCR 

 

 Polymerase chain reaction หรือ PCR เป็นการเพ่ิมจํานวนยีนหรือชิน้สว่น DNA ท่ีสนใจในหลอดทดลองแบบ

ซํา้ๆ กนัหลายๆ รอบ (repeated cycles) โดยอาศยัการทํางานของเอนไซม์ polymerase ท่ีมีคณุสมบตัิทนความร้อน 

(thermostable DNA polymerase) โดยจํานวน DNA ท่ีเพ่ิมขึน้ในแตล่ะรอบปฏิกิริยาจะเป็นลกัษณะแบบ exponential 

curve คํานวณได้เทา่กบั 2n (เมือ่ n คือจํานวนรอบของการทํา PCR) จนถึงระยะหนึง่ท่ีปริมาณของ PCR product คงท่ี

และองค์ประกอบในการทํา PCR ลดลง ซึง่การดาํเนินไปของปฏิกิริยาจะไมใ่ห้ product ตามสตูร 2n จะเรียกสิง่ท่ีเกิดขึน้นี ้

วา่ปรากฏการณ์ “plateau effect” 

  



องค์ประกอบในการทาํ PCR 

 

1. Template หรือ DNA ตัง้ต้น (ในกรณีท่ี template ตัง้ต้นเป็น RNA จะต้องเพ่ิมอีกขัน้ตอนหนึง่คือ การสร้าง

สาย complementary DNA (cDNA) โดยใช้ RNA เป็นต้นแบบ หรือการทําอีกสายขึน้มาคูก่บั RNA นัน่เองเพ่ือให้เป็นสาย

คูท่ี่จะเข้าสูป่ฏิกิริยา PCR ได้ จะเรียกขัน้ตอนในช่วงนีว้า่ Reverse transcription (RT) โดยใช้เอนไซม์ reverse 

transcriptase  เช่น M-MLV reverse transcriptase ท่ีได้จาก Moloney Murine Leukemia Virus หรือ AMV reverse 

transcriptase ท่ีได้จาก Avian Myeloblastosis Virus การสร้างสาย cDNA จะใช้ primer ท่ีเป็น oligo-dT, random 

hexamer หรือ gene specific primer ก็ได้ จากนัน้จึงนําสาย cDNA ท่ีสงัเคราะห์ได้เข้าสูข่ัน้ตอน PCR ตอ่ไป) ปกตใิน

ปฏิกิริยา PCR จะใช้ DNA ตัง้ต้นในช่วง 10-50 ng/reaction 

2. Primers เป็นโอลโิกนิวคลโีอไทด์ (oligonucleotides) สายสัน้ๆ นิยมใช้ความยาวประมาณ 20-24 bp และมี

องค์ประกอบของ G และ C ระหวา่ง 40-60% จะเป็นตวัเร่ิมต้นของการสร้าง DNA สายใหมใ่นบริเวณชว่ง DNA template 

หรือยีนท่ีเราต้องการ โดย primers ท่ีใช้ในปฏิกิริยา PCR ทัว่ไปจะมี 2 เส้นคือ forward primer และ reverse primer โดย 

primers ท่ีดีจะต้องมคีา่ Tm ของทัง้สองเส้นเทา่กนัหรือใกล้เคยีงกนั โดยความเข้มข้นสดุท้ายในปฏิกิริยา PCR ของ primer 

แตล่ะเส้นอยูใ่นช่วง 0.1-2.0 µM 

3. Thermostable DNA polymerase เป็นเอนไซม์ท่ีใช้ในการสร้างสาย DNA เส้นใหมห่รือ PCR product ใน

ตําแหนง่ยีนท่ีต้องการโดยการนํา deoxynucleotide triphosphate (dNTP) ได้แก่เบส A, T, C G มาตอ่ในตําแหนง่ท่ีถดั

จาก primers ในแตล่ะข้างด้วยพนัธะฟอสโฟไดเอสเตอร์โดยให้มคีวามจําเพาะกบั DNA ต้นแบบในทิศทาง 5’  3’ 

(polymerase activity) รวมถงึเอนไซม์ยงัทําหน้าท่ีในการตดัพนัธะฟอสโฟไดเอสเตอร์ในบริเวณท่ีมีการเติมเบส A, T, C, G 

ไมถ่กูต้องในทิศทาง 3’  5’ (exonuclease activity) นอกจากนีย้งัมเีอนไซม์ polymerase ท่ีมคีณุสมบตัิอีกประการหนึง่

คือการตรวจสอบความผิดพลาดของการสร้าง DNA สายใหม ่ (5’3’ exonuclease) หรือ proofreading activity โดย

เอนไซม์ท่ีใช้จะต้องมีประสทิธิภาพในการทํางานได้ท่ีอณุหภมูิสงูโดยเอนไซม์ท่ีนิยมใช้มากท่ีสดุในงาน PCR คือ Taq DNA 

polymerase แตถ้่าต้องการความถกูต้องของการสร้างสาย DNA อาจใช้ Pfu DNA polymerase  ในปฏิกิริยา PCR ปกติ

จะใช้ความเข้มข้นสดุท้ายของเอนไซม์ 2.5-5 unit/100µl ของ PCR reaction 

4. Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs) ประกอบด้วย dATP, dTTP, dCTP และ dGTP ซึง่เป็นนิวคลโีอ

ไทด์ A, T, C, G ท่ีจะใช้ในการสร้าง PCR product สายใหม ่ โดยจะเตรียมเป็นสารผสมท่ีมคีวามเข้มข้นในชว่ง 20-200 

µM 

5. PCR buffer และองค์ประกอบอื่นๆ ในปฏิกิริยา PCR โดย PCR buffer จะช่วยให้ปฏิกิริยา PCR เกิดได้

อยา่งมีประสทิธิภาพโดย buffer จะสอดคล้องกบัชนิดของ DNA polymerase ท่ีใช้ซึง่ปกติ buffer จะถกูเตรียมเป็นความ

เข้มข้น 10 เทา่ของท่ีใช้จริง (10X) ซึง่ผู้ใช้จะต้องใส ่1 ใน 10 ของปริมาตรรวมในปฏิกิริยา PCR เพ่ือให้ความเข้มข้นสดุท้าย

เป็น 1X  



 องค์ประกอบอ่ืนๆ ท่ีสาํคญัอีกชนิดหนึง่คือ MgCl2 ซึง่ทําหน้าท่ีเป็น co-factor ของเอนไซม์ polymerase และมี

ผลตอ่ประสทิธิภาพของการทําปฏิกิริยา โดยทัว่ไปความเข้มข้นสดุท้ายของ MgCl2 ท่ีใช้ในปฏิกิริยา PCR คือ 1.5 mM แต่

ในการทํางานจริงผู้ปฏิบตักิารสามารถปรับความเข้มข้นได้โดยให้อยูใ่นชว่ง 1-5 mM โดยคํานงึถงึลกัษณะของ template ท่ี

ใช้ primers ท่ีใช้ รวมถงึควรมีการหาสภาวะท่ีเหมาะสมเมื่อมีการทํา PCR ครัง้ใหมด้่วย  

 นํา้ท่ีใช้ในการทํา PCR ก็มีความสาํคญัเช่นกนั ควรใช้นํา้ท่ีปราศจาก DNase หรือ RNase และไมม่ีการปนเปือ้น

โดยเฉพาะอยา่งยิ่งจากเชือ้แบคทีเรียท่ีอาจมี enzyme nuclease ท่ีทําลาย DNA template และ primers รวมถึงรบกวน

ปฏิกิริยา PCR ด้วย 

นอกจากนัน้ในการทํา PCR อาจมีการเติมสารเร่งปฏิกิริยาตา่งๆ ลงไปด้วยเพ่ือเพ่ิมประสทิธิภาพในการทํา PCR 

โดยเฉพาะอยา่งยิ่งกรณีท่ี template มีองค์ประกอบของเบส G และ C มาก (GC-rich template) หรือ ต้องการเพ่ิม

ปริมาณ PCR product ขนาดยาวๆ (long PCR product) เช่น DMSO, DTT, BSA, betaine เป็นต้น โดยใสใ่นความ

เข้มข้นและปริมาณท่ีเหมาะสมตามคูม่ือท่ีได้แนะนําไว้ในชดุนํา้ยาท่ีผู้ปฏิบตัิงานได้ใช้อยู ่

 

ขัน้ตอนของปฏิกิริยา PCR 

 

โดยทัว่ไป ขัน้ตอนในการทํา PCR มี 3 ขัน้ตอน ดงันี ้

1. Denaturation step เป็นขัน้ตอนแยกสาย DNA template สายคูใ่ห้เป็นสายเดี่ยวโดยใช้อณุหภมูิสงูประมาณ 

90-95 องศาเซลเซียส  

2. Annealing step เป็นขัน้ตอนท่ีลดอณุหภมูิลง เพ่ือให้ primers ในปฏิกิริยา PCR เข้าจบักบั DNA template 

ในตําแหนง่ท่ีจําเพาะ เพ่ือเตรียมท่ีจะสร้าง PCR product ใหม ่ ขัน้ตอนนีจ้ะใช้อณุหภมูิในช่วงประมาณ 50-55 องศา

เซลเซยีส โดยอณุหภมูิในช่วงนีจ้ะขึน้กบัคา่ Tm ของ primers ท่ีใช้ โดยทัว่ไป annealing temperature จะมคีา่ตํ่ากวา่ Tm 

เฉลีย่ของ primers ทัง้สองประมาณ 3-5 องศาเซลเซยีส 

3. Extension step เป็นขัน้ตอนการสร้าง DNA สายใหมโ่ดยเร่ิมจากจดุต้นของ primers ใน DNA template แต่

ละข้างโดยการนํา dNTPs ตา่งๆ มาตอ่กนัในลกัษณะท่ีคูส่มกบั DNA template ซึง่อาศยัการทํางานของเอนไซม์ DNA 

polymerase โดยจะต้องใช้อณุหภมูิให้เหมาะสมกบัการทํางานของเอนไซม์ท่ีใช้ ยกตวัอยา่งเชน่การใช้ Taq DNA 

polymerase จะใช้อณุหภมูใินช่วงท่ีเหมาะสมคือ 70-75 องศาเซลเซียส โดยอณุหภมูิท่ีนิยมใช้คือ 72 องศาเซลเซียส 



 
ภาพขัน้ตอนของปฏิกิริยาลกูโซพ่อลเิมอเรส (PCR) 

  

ในช่วงต้นของปฏิกิริยา PCR (ก่อนจะเข้าสู ่ denaturation step) จะมีการเพ่ิมอณุหภมูใิห้เทา่กบัอณุหภมูิของ

ขัน้ตอน denaturation หรือสงูกวา่เลก็น้อย (ไมเ่กิน 95 องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลาอยา่งน้อย 3-5 นาที (เรียกวา่ Pre 

denaturation step หรือ Initial denaturation step) หรืออาจมากกวา่นัน้แตไ่มเ่กิน 15 นาที (กรณีท่ีต้องการ activation 

Taq DNA polymerase) โดยปฏิบตัิตามคูม่ือนํา้ยาแตล่ะบริษัทท่ีใช้ โดยการเพ่ิมขัน้ตอนดงักลา่วมจีดุประสงค์หลาย

ประการ เช่น เพ่ือชว่ยให้สาย DNA คลายตวัได้ดีขึน้ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ใน DNA template ท่ีมี GC base มากๆ 

นอกจากนีย้งัเป็นชว่งท่ีมกีาร activation ของเอนไซม์ DNA polymerase บางชนิดด้วย เช่น Hot Start Taq DNA 

polymerase ก่อนท่ีจะเข้าสูป่ฏิกิริยา PCR นอกจากนัน้ในช่วงท้ายของการทํา PCR เมื่อครบจํานวนรอบ (cycle) ท่ี

ต้องการแล้ว (ปกติจะอยูไ่มเ่กิน 45 รอบ)จะมีการตัง้คา่อีกอณุหภมูิหนึง่ท่ีเรียกวา่ final extension หรือ final elongation 

step ซึง่จะใช้อณุหภมูใินชว่ง extension หรือ elongation step เป็นเวลา 5-15 นาที เพ่ือให้มัน่ใจวา่ปฏิกิริยาในการสร้าง

สาย DNA ในแตล่ะเส้นของทัง้ forward และ reverse primers ทําได้สมบรูณ์ รวมถึงเพ่ือเพ่ิมความเสถียรของ PCR 

product ใหมท่ี่ถกูสงัเคราะห์ขึน้มาดงันัน้ในการทํา PCR ทัว่ไปจะมีการกําหนด Condition ของ PCR ท่ีเคร่ืองเพ่ิมจํานวน

สารพนัธุกรรมอตัโนมตัิ (PCR machine) ดงัตอ่ไปนี ้

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประโยชน์ของการเพิ่มจาํนวนยนีด้วยเทคนิค PCR  

  

เทคนิค PCR สามารถนํามาประยกุต์ใช้ได้อยา่งแพร่หลายไมว่า่จะเป็นทางด้านการแพทย์ ด้านการศกึษาวจิยั

ทางวิทยาศาสตร์ ด้านอตุสาหกรรมและการเกษตร ด้านการศกึษาวิจยัทางด้านวิวฒันาการของสิง่มชีีวิต ด้านนิติ

วิทยาศาสตร์ เป็นต้น  

 

การประยุกต์ใช้ในงานทางเทคนิคการแพทย์ 

  

มีรายงาน การประยกุต์ใช้เทคนิค PCR เพ่ือการวินิจฉยัโรคครัง้แรกในปี ค.ศ. 1987 ในการวินิจฉยัโรค sickle cell 

anemia ของทารกในครรภ์ โดยมีข้อดีคือช่วยยน่ระยะเวลาในการตรวจและการออกผล โดยวตัถปุระสงค์ของการใช้เทคนิค 

PCR ในงานทางห้องปฏิบตัิการเพ่ือชนัสตูรโรค (diagnostic applications) มี 2 ประการคือ 

 1.  ตรวจการคงอยูห่รือการหายไปของ nucleotide รวมถงึการตรวจหาเชือ้ก่อโรคตา่งๆ การตรวจหาความ

ผิดปกติของยีนท่ีเกิดจากกระบวนการ translocation หรือ deletion  

2.  ตรวจหาการเปลีย่นแปลงทางพนัธุกรรม หรือ genetic variation เช่นการตรวจวินิจฉยัทารกในครรภ์ก่อน

คลอด (prenatal diagnosis) การตรวจหาความผิดปกตทิางพนัธุกรรมตา่งๆ ในโรคเลอืดหรือ โรคมะเร็ง เป็นต้น  

ปัจจบุนัมีห้องปฏิบตัิการทางการแพทย์หลายๆ แหง่ได้นําเทคนิค PCR เข้ามาชว่ยในการวนิิจฉยัโรคอยา่ง

แพร่หลายทัง้การตรวจหาเชือ้ก่อโรค ตรวจหาความผิดปกติของยนีท่ีก่อให้เกิดโรคตา่งๆ ไมว่า่จะเป็น โรคทางพนัธุกรรมแต่

กําเนิด โรคมะเร็ง โรคเลอืดตา่งๆ เช่น ธาลสัซีเมยี มะเร็งเมด็เลอืดขาว รวมถงึนํามาใช้ในการตรวจหายีนดือ้ยาของเชือ้จลุ

ชีพตา่งๆ เช่น รา ไวรัส แบคทีเรีย และนํามาใช้ในงานห้องปฏิบตักิารนิตวิิทยาศาสตร์ในการพิสจูน์ความเป็นพอ่แมล่กู การ

ตรวจหลกัฐานทางคดีความตา่งๆ เป็นต้น โดยได้มีการพฒันาเทคโนโลยีให้มีความทนัสมยัขึน้ท่ีสามารถเพ่ิมความไวและ

ความจําเพาะในการตรวจ รวมถงึสามารถบอกปริมาณของยีนท่ีต้องการศกึษาได้ด้วย 

  

Pre denaturation step หรือ Initial denaturation step 

Denaturation Step 

Annealing Step                           35-40  Cycles 

Extension step 

Final extension step 
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