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ความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ (Rattus argentiventer, 
Robinson and Kloss 1916) ที่พบในประเทศไทย 

Genetic variation of Ricefield Rat (Rattus argentiventer, 
Robinson and Kloss 1916)   in Thailand 
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รายงานความก้าวหน้า 
 

การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ ออกแบบ primer จ านวน 2 ชุด โดยชุดแรก
ออกแบบให้จ าเพาะกับหนูนาใหญ่เท่านั้น เพ่ือใช้ในการจ าแนกชนิดของหนูด้วยเทคนิค PCR   ชุดที่
สอง ออกแบบ primer ให้ครอบคลุมนิวคลีโอไทด์บริเวณอนุรักษ์ เพ่ือน ามาใช้ในการถอดรหัส
พันธุกรรมด้วยเทคนิค Sequencing โดยที่ primer ชุดที่ออกแบบไว้ใช้ในการจ าแนกชนิดของหนูนา
ใหญ่จ านวน 2 คู่ คือ Multiplex (2 plex) PCR ได้แก่ R.a outer F- R.a outer R และ R.a Inner F 
- R.a Inner R ซึ่งหนูนาใหญ่จะให้ผลเป็นแถบ DNA 2 แถบ ขนาด 439 และ 179 เบส ขณะที่หนูสปี
ชีส์อื่นๆ จะมีแถบดีอ็นเอเพียง 1 แถบ ขนาด 439 เบส เท่านั้น จากผลการออกแบบไพร์เมอร์ดังกล่าว
เมื่อน ามาทดสอบกับหนูนาใหญ่ที่ดักได้จากธรรมชาติทางจังหวัดในภาคกลางและภาคใต้ที่มีลักษณะ
สัณฐานวิทยาเป็นหนูนาใหญ่และหนูชนิดอื่นมาเป็นกลุ่มควบคุม พบว่าเป็นไปตามท่ีคาดการณ์ไว้ซึ่งจาก
ผล PCR ที่ได้ต้องท าการถอดรหัสพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ที่ได้มาเพ่ือท าการศึกษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมต่อไป 
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รหัสการทดลอง 03-04-54-04-01-01-34-56 
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ค าน า 

หนูเป็นศัตรูส าคัญในกระบวนการผลิตพืช-สัตว์และทางการแพทย์ในประเทศไทย หนูสร้าง
ความเสียหายให้กับพืชเศรษฐกิจหลายชนิด  ตั้งแต่ระยะปลูก ตลอดจนหลังการเก็บเกี่ยวแล้ว เช่น ข้าว 
ข้าวโพด  อ้อย  ถั่วเหลือง  โกโก้  ปาล์มน้ ามัน เป็นต้น  ความเสียหายที่เกิดขึ้นคิดเป็นมูลค่าหลาย
พันล้านบาทต่อปี นอกจากการท าลายพืชทางการเกษตรแล้ว   หนูยังเป็นแหล่งรังโรคที่ส าคัญที่
ถ่ายทอดสู่มนุษย์ และสัตว์เลี้ยงอีกด้วย  เช่น     กาฬโรค โรคเลปโตสไปโรซีสหรือโรคไข้ฉี่หนู โรค 
Scrup Thyphus เป็นต้น ด้วยเหตุนี้เองจึงมีการศึกษาเกี่ยวกับชีววิทยา นิเวศวิทยาและอนุกรมวิธาน
ของหนูเพื่อศึกษาเรียนรู้พฤติกรรมของมันเพ่ือน าไปสู่การป้องกันและก าจัด หนูมีการจัดล าดับชั้นดังนี้ 

Phylum Chordata 
Subphylum Vertebrata 
Class  Mammalia 
Order  Rodentia 
Family  Muridae (Rat and Mice) 
 

โดยทั่วไปสัตว์ในวงศ์ Muridae จะมีรูปร่างแบบหนู คือ รูปร่างทรงกระบอกและด้านหัวมีทรง
แหลม มีสี่ขา หางยาว สูตรของฟันโดยทั่วไป คือ 1/1 ,0/0 , 0/0 , 3/3 = 16 หนูเป็นสัตว์ที่มี
วิวัฒนาการมาช้านาน และสามารถแข่งขันกับสัตว์ชนิดอ่ืนๆในโลกนี้ในการหาอาหารได้เป็นอย่างดี 
ด้วยเหตุที่ว่า หนูเป็นสัตว์ที่มีสามารถในการปรับตัวเข้ากับถิ่นที่อยู่ (habitat) ที่หลากหลายได้เป็นอย่าง
ดี สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมในวงศ์นี้ จึงมีจ านวนชนิดที่มากที่สุดในโลกคิดเป็นร้อยละ 65 ของสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยนมในอันดับสัตว์ฟันแทะทั้งหมด  
 ลักษณะที่ใช้จ าแนกชนิดของหนูที่ใช้กันทั่วๆไป  คือ ลักษณะภายนอก(external characters) 
เช่น ขนาด น้ าหนัก ลักษณะของขน สี จ านวนเต้านม(เพศเมีย) และอ่ืนๆ ลักษณะเหล่านี้จะต้องดูจาก
หนูที่โตเต็มวัยแล้ว เมื่อน าเอาลักษณะต่างๆมาประกอบกันท าให้สามารถจ าแนกจ าแนกหนูได้ถึงสกุล
(genus) หรือชนิด (species) 

 ส่วนการจ าแนกชนิดของหนูที่มีลักษณะใกล้เคียงกันในสกุลเดียวกันท าได้ยาก เช่น หนูในสกุล 
Rattus ท าได้ยากต้องอาศัยลักษณะอ่ืนๆประกอบ เช่น สัณฐานวิทยาของกะโหลกศีรษะ ลักษณะและ
ขนาดของฟันแทะและฟันกราม เป็นต้น  
 หนูนาใหญ่ (Rattus argentiventer) เป็นศัตรูส าคัญที่สุดในแหล่งปลูกข้าวและธัญพืชอ่ืนๆ
ทางภาคกลางและภาคใต้รวมถึงแหล่งปลูกข้าวในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (Lekagul, 1977) แต่
เนื่องจากในสภาพตามธรรมชาติในปัจจุบันพบว่า หนูนาใหญ่ในธรรมชาตินั้นมีการเปลี่ยนแปลง
ลักษณะรูปร่างและสังคมชีวิตที่พบ ในแหล่งท าการเกษตร หรือในธรรมชาติ ซึ่งลักษณะที่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมด้านรูปร่างลักษณะ อันเป็นลักษณะที่เกิดจากความแปรปรวนทางอนุกรมวิธาน
ของหนู  

ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่ต้องศึกษาหาวิธีการจ าแนกชนิดของหนูนาใหญ่ในระดับพันธุกรรม
โดยวิธีทางชีวโมเลกุลเพ่ือน ามาใช้ในการจ าแนกชนิดของหนูนาใหญ่ร่วมกับการจ าแนกจากสัณฐาน
วิทยาของหนูเพื่อเป็นการยืนยันให้เกิดความถูกต้องเพ่ือน าไปเป็นแหล่งข้อมูลพ้ืนฐานประยุกต์ใช้ในการ
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ป้องกันก าจัดหนูนาใหญ่ที่สร้างความเสียหายให้แก่นาข้าว พืชผลทางการเกษตร รวมถึงด้าน
อนุกรมวิธานและงานวิจัยต่อยอดในด้านอ่ืนๆต่อไป 
ในสภาพตามธรรมชาติในปัจจุบันพบว่า หนูนาใหญ่ในธรรมชาตินั้นมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่าง
และสังคมชีวิตที่พบ ในแหล่งท าการเกษตร หรือในธรรมชาติ ซึ่งลักษณะที่เกิดการเปลี่ยนแปลงไปจาก
เดิมด้านรูปร่างลักษณะ อันเป็นลักษณะที่เกิดจากความแปรปรวนทางอนุกรมวิธานของหนู ความ
แปรปรวนของลักษณะภายนอกในประชากรหนูนาใหญ่อยู่ภายใต้อิทธิพลของยีนส์ ดังนั้นจึงมีความ
จ าเป็นที่ต้องศึกษาหาวิธีการจ าแนกชนิดของหนูนาใหญ่ในระดับพันธุกรรมโดยวิธีทางชีวโมเลกุล เพ่ือ
น ามาใช้ในการจ าแนกชนิดของหนูนาใหญ่ร่วมกับการจ าแนกจากสัณฐานวิทยาของหนูเพ่ือเป็นการ
ยืนยันให้เกิดความถูกต้องเพ่ือน าไปเป็นแหล่งข้อมูลพื้นฐานประยุกต์ใช้ในการป้องกันก าจัดหนูนาใหญ่ที่
สร้างความเสียหายให้แก่นาข้าว พืชผลทางการเกษตร รวมถึงด้านอนุกรมวิธานและงานวิจัยต่อยอดใน
ด้านอื่นๆต่อไป 
 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 
1. กรงดักและกรงเลี้ยงเดี่ยวส าหรับหนูนาใหญ่ อาหารหนูและน้ า 
2. ชุด kit สกัดดีเอ็นเอ , ชุด kit PCR , ชุด kit Pure gel , ชุด kit remove dye 
3. อุปกรณ์ run gel electrophoresis , ชุดถ่ายรูป gel electrophoresis  
4. สารเคมีเตรียม TAE/TBE buffer  , Agarose gel , Ethidium bromide (gel star) 
5. หม้อนึ่ง Autoclave  
6. เครื่อง spindown , microcentrifuge , autopipette 
7. กระดาษทิชชูแบบอเนกประสงค์      ถุงมือยางส าหรับแพทย์   ชุดเครื่องมือผ่าตัด 
วิธีการ  

1. สืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับงานวิจัยที่เกี่ยวข้องเพ่ือศึกษาเป็นแนวทาง 
2. สืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับล าดับเบสของยีนต่างๆที่มีรายงานในฐานข้อมูล Genbank  

(data base ของ NCBI) ของหนูนาใหญ่ หนูศัตรูพืชสายพันธุ์ที่พบในประเทศไทย และกลุ่มอ่ืนที่
ใกล้เคียงกันเพ่ือมาใช้เปรียบเทียบอ้างอิง 

3. ออกแบบ primer  โดยใช้ล าดับเบสของหนูนาใหญ่ที่มีในฐานข้อมูล Genbank 
Accession number AB033701 , FR 775875 – 82 , HM217362 – 64 , JN675488 – 94 
จ านวน 2 ชุด โดยชุดแรกออกแบบให้จ าเพาะกับหนูนาใหญ่เท่านั้น เพ่ือใช้ในการจ าแนกชนิดของหนู
ด้วยเทคนิค PCR   ชุดที่สอง ออกแบบ primer ให้ครอบคลุมนิวคลีโอไทด์บริเวณอนุรักษ์ เพ่ือน ามาใช้
ในการถอดรหัสพันธุกรรมด้วยเทคนิค Sequencing 

4. เก็บตัวอย่างหนูนาใหญ่ที่คัดเลือกไว้ภาคละจ านวน 3 ตัว เพ่ือเป็นตัวแทนของหนูใน
ภูมิภาคนั้นๆ ทั้งตัวอย่างสดที่แช่แข็งที่ อุณหภูมิ -70๐C และตัวอย่างแช่ในแอลกอฮอล์ 95% เช่น  
กล้ามเนื้อ หัวใจ ตับ ไต ปลายหู และปลายหาง  

5. สกัดดี เ อ็นเอของหนูนาใหญ่ด้วยเทคนิค Phenol extraction/Alcohol 
precipitation DNA ทั้งจากธรรมชาติและในห้องปฏิบัติการโดยเลือกตัวอย่างหนูนาใหญ่ให้ครบทุก
ภูมิภาคในประเทศไทยเพ่ือเป็นตัวแทนในแต่ละภาคของประเทศด้วยวิธีการจ าแนกโดยอาศัยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาในเบื้องต้นแล้วเก็บ ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ที่ อุณหภูมิ -20 หรือ -70๐C 
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6. ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ ที่พบภูมิภาคต่างๆในประเทศไทย โดย
วิธี Multiplex (2 plex) PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่เป็นส่วนของ ไซโตโครม บี จ านวน 2 คู่ มีล าดับเบส 
ดังนี้ 

Multiplex (2 plex) PCR 
 R.a outer F 5’ ACA GCA TTC TCA TCA GTT ACT C 
 R.a outer R  5’ GTT GTT TGA TCC TGT TTC GTG 
 R.a Inner F 5’ GAT ATT TAC ACG CCA ACG GG 
 R.a Inner R 5’ GAT TAC GGT GGC TCC TCA A 
  เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 20 ul ในหลอด
ขนาด 0.2 ml โดยปฏิกิริยาประกอบด้วยดีเอ็นเอของหนูนาใหญ่  2ul  ผสมกับ 5x PCR buffer  , 
10mM dNTPs , เอนไซม์ Hot start taq DNA polymerase  1 ยูนิต และไพร์เมอร์ชนิดละ 10 mM 
แล้วเติมน้ ากลั่น จนครบปริมาตร 20 ul ผสมสารให้เข้ากัน ท าปฏิกิริยา PCR ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ
(Thermal cycler) โดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาให้มีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ดังนี้ 
 ปฏิกิริยา          อุณหภูมิ(oc)            เวลา(นาที) 
1. แยกสายดีเอ็นเอต้นแบบเริ่มต้น (Initial Denaturing) 98   30 วินาที 
2. แยกสายดีเอ็นเอต้นแบบ (Denaturing)   98   30 วินาที 
3. ไพร์เมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (Annealing) 55   30 วินาที 
4. สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (Extension)    72   45 วินาที 
5. สังเคราะห์ดีเอ็นเอ รอบสุดท้าย (Final Extension) 72      5 นาที 
 ท าปฏิกิริยาซ้ าขั้นตอนที่ 2-4 เป็นวงจรลูกโซ่ทั้งหมด 40 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 oc น าดีเอ็น
เอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 5 ul มาผสมกับ loading dye ปริมาณ 1 ul จากนั้นท าการ
วิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส ( Agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 
1.5% อะกาโรสใน 0.5xTAE ใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักดิ์ 135 โวลต์ นาน 45 นาที ย้อมดีเอ็นด้วย 
เอธิเดียมโบรไมด์หรือสีย้อม Syber green dye ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลต 

7. วิเคราะห์ผลลักษณะทางพันธุกรรมที่ได้จากหนูนาใหญ่แต่ละตัวอย่างด้วยโปรแกรม
คอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป MEGA 5 วิเคราะห์ค่า Bootstrap และน ามาเปรียบเทียบวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ของตัวอย่างหนูนาใหญ่ในประเทศไทยแต่ละตัวอย่างกับหนูนาใหญ่และหนูชนิดอ่ืนๆที่มี
ในฐานข้อมูล Genbank ด้วย Maximum likely hood  แล้วจัดท า Phylogenetic tree เพ่ือศึกษา
ความหลากหลาย ความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้น    รวมไปถึงการกระจายตัวของหนูนาใหญ่ที่
พบในประเทศไทย 

8. วิเคราะห์ผลลักษณะทางพันธุกรรมที่ได้น ามาเปรียบเทียบกับผลข้อมูลทางสัณฐาน
วิทยาของหนูนาใหญ่แล้วน ามาสรุปเป็นผลการทดลองท่ีได้ 

 
เวลาและสถานที่ 
 เก็บตัวอย่างหนูนาใหญ่จากธรรมชาติระหว่างเดือนตุลาคม 2555 - กันยายน 2556 บริเวณ
ภาคกลางและภาคใต้ของประเทศไทย และปฏิบัติการทางชีวโมเลกุลภายในกลุ่มงานสัตววิทยา
การเกษตร ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  กรุงเทพมหานคร 
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากผลการออกแบบ primer ที่ใช้จ าแนกชนิดของหนูนาใหญ่ ให้ต่างจากหนูชนิดอ่ืนๆนั้น 
primer ชุดที่ออกแบบไว้ใช้ในการจ าแนกชนิดของหนูนาใหญ่จ านวน 2 คู่ Multiplex (2 plex) PCR 
ได้แก่                                 R.a outer F- R.a outer R และ R.a Inner F - R.a Inner R ซึ่ง
หนูนาใหญ่จะให้ผลเป็นแถบ DNA 2 แถบ   ขนาด 439 และ 179 เบส ขณะที่หนูสปีชีส์อ่ืนๆ จะมีแถบ
ดีอ็นเอเพียง 1 แถบ ขนาด 439 เบส เท่านั้น จากผลการออกแบบไพร์เมอร์ดังกล่าวเมื่อน ามาทดสอบ
กับหนูนาใหญ่ที่ดักได้จากธรรมชาติทางจังหวัดในภาคกลางและภาคใต้ที่มีลักษณะสัณฐานวิทยาเป็น
หนูนาใหญ่และหนูชนิดอื่นมาเป็นกลุ่มควบคุม พบว่าเป็นไปตามท่ีคาดการณ์ไว้ซึ่งจากผล PCR ที่ได้ต้อง
ท าการถอดรหัสพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ที่ได้มาเพ่ือท าการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ต่อไป เนื่องจากผลจาก PCR ที่ได้มาเป็นเพียงการยืนยันการจ าแนกชนิดของหนูนาใหญ่ร่วมกับการ
จ าแนกทางสัณฐานวิทยาเท่านั้น ดังนั้นต้องมีการศึกษาถึงรหัสพันธุกรรมของหนูนาใหญ่ที่ได้มาจาก
ธรรมชาติเพ่ือบ่งบอกถึงความหลายหลายทางพันธุกรรมอันเป็นสาเหตุของการเปลี่ยนแปลงลักษณะ
ภายนอกได ้การทดลองงานวิจัยนี้ยังไม่สิ้นสุด ยังต้องท าการศึกษาวิจัยต่อไปอีก 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
 

- 
 

ค าขอบคุณ 
 

 ขอขอบคุณ คุณสมเกียรติ กล้าแข็ง นักสัตววิทยาปฏิบัติการ กลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร 
กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ที่ช่วยเก็บตัวอย่างหนูนา
ใหญ่จากธรรมชาติเพ่ือใช้ในงานวิจัยนี้ 
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