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โรคชิคนุกนุยาเป็นโรคอบุตัซิํา้ สําคญัพบพืน้ท่ีภาคใต้ของประเทศไทย  เกิดจากไวรัส

ชิคนุกนุยา (Chikungunya virus) โดยมียงุลายบ้าน (Aedes aegypti) และยงุลายสวน 

(Aedes albopictus) เป็นพาหะ โรคนีจ้ะมีอาการ ปวดข้อ ไข้สงูเฉียบพลนั มีผ่ืนแดงขึน้ตาม
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ความจําเพาะตอ่ ชิคนุกนุยาไวรัสและ สามารถแยกความแตกตา่งของผลการทดลองจากไวรัส

ชนิดอ่ืนได้แก่เดงก่ีไวรัส serotype 1-4, Plasmodium falsifarum, ไวรัสไข้หวดัใหญ่ H1N1  
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 Chikungunya disease is one of is one of the important reimmerging disease found  in the 

Southern region of Thailand. It causes by  Chikungunya virus which its transmittion route is 

carried by mosquto Aedes aegypti and Aedes albopictus as vector. Patients having this virus 

showed  arthrodynia symptoms, high fever suddenly, and roseola on their bodies, which similar 

to dengue fever. Thus it needs to be diagnosed accurately. 

In this research which the technique for the amplification of E1 gene had been applied 

at a single  temperature to increase the amount of  DNA E1 instantly, and to avoid the limitations 

of DNA amplification in reciprocity on laboratory.   Primers and probe were designed specifically 

to  205 nucleotide of E1 gene and used as  DNA analog probes The developed method amplified 

target E1 gene of Chikugunya virus at 100 copies of LOD (limit of detection) level and 

differentiated Chikungunya virus from other dengue viruses (DEN strain 1-4).  Plasmodium 

falsifarum, and H1N1.  The development of signal detection by using silver nanoparticles for 

colorimetric detection was based on target DNA analog DNA probe hybridization. The overall 

steps of detection was completed within 1 hour by nucleic acid amplification for 30 minutes and 

colorimetric detection for another 30 minutes. This method ensuring the need for accurate 

detection and the point of care principle conforming to the purposes. 
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บทที่  1 

บทนํา 

ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

โรคชิคนุกนุยา (Chikungunya) หรือไข้ปวดข้อยงุลายเป็นโรคท่ีอบุตัซิํา้พบมากใน

พืน้ท่ีภาคใต้ตอนลา่งของประเทศไทย ท่ีผา่น มามีผู้ ป่วยท่ีได้รับเชือ้จากโรคชิคนุกนุยากวา่ 20,000 

รายและมีการระบาดตอ่ไปยงัพืน้ท่ีภาคอ่ืน Chikungunya มาจากภาษา Makonde ซึง่เป็นภาษา

ท้องถ่ินของแอฟริกา อธิบายถึงลกัษณะบดูเบีย้วหรือบดิงอตวั (contorted) จากอาการปวดข้อ

อยา่งรุนแรง (วรวฒุิ เจริญศริิ, 2552: ออนไลน์) 

โรคชิคนุกนุยาเกิดขึน้ครัง้แรกท่ีทวีปแอฟริกาบริเวณพรมแดนระหวา่งประเทศ

แทนซาเนีย และโมแซมบกิในปี  ค.ศ. 1952-1953 และได้แพร่ระบาดไปยงัทวีปอ่ืน  ๆ รวมทัง้ทวีป

เอเชีย  โดยพบครัง้แรกในปี พ .ศ. 2501 ท่ีกรุงเทพฯ  หลงัจากนัน้มีรายงานผู้ ป่วยในบางปีคือ  ท่ี

จงัหวดัปราจีนบรีุ (พ.ศ. 2519) จงัหวดัสริุนทร์ (พ.ศ. 2531) จงัหวดัขอนแก่นและจงัหวดัปราจีนบรีุ 

(พ.ศ. 2534) จงัหวดัเลยและจงัหวดัพะเยา (พ.ศ. 2536) จงัหวดันครศรีธรรมราชและจงัหวดัเลย 

ซึง่พบผู้ ป่วย 576 ราย และจงัหวดัหนองคาย 94 ราย (พ.ศ. 2538)  และการระบาดท่ีพบครัง้ลา่สดุ 

ในเดือนกนัยายน พ .ศ. 2551 ท่ี จงัหวดันราธิวาสและจงัหวดัปัตตานี จํานวน 2,494 ราย ในปี 

2552 จํานวน 22,248 ราย(ข้อมลู ณ วนัท่ี 26 พฤษภาคม 2552) สว่นใหญ่พบท่ีจงัหวดัชายแดน

ภาคใต้ ได้แก่ จงัหวดันราธิวาส จงัหวดัสงขลา จงัหวดัปัตตานี และจงัหวดัยะลา และโรคมีการแพร่

ระบาดไปยงัพืน้ท่ีอ่ืน ๆ ทางตอนบนของประเทศอย่างต่อเน่ือง ซึง่ทิง้ช่วงห่าง 13 ปีจากการระบาด

ครัง้ก่อน (กระทรวงสาธารณสขุ, 2552: ออนไลน์) 

โรคนีมี้เชือ้ไวรัสชิคนุกนุยา (Chikungunya) ซึง่เป็นอาร์เอ็นเอไวรัสท่ี เป็นสาเหตขุอง

โรค  มียงุลายบ้าน  (Aedes aegypti ) และยงุลายสวน  (Aedes albopictus ) เป็นพาหะนําโรค 

โดยทัว่ไปเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาจะมี  2 สายพนัธุ์ ได้แก่  สายพนัธุ์ เอเชียและสายพนัธุ์ แอฟริกา โดย

พบวา่ท่ีมีการระบาดอยูใ่นเมืองไทยเป็นสายพนัธุ์ แอฟริกาท่ีมีการกลายพนัธ์จาก ท่ีเคยจําเพาะ

สําหรับยงุลายบ้านสามารถมาอยูใ่นยงุลายสวนซึง่คนไทยสว่นใหญ่จะไมมี่ภมูิต้านทานจากโรคนี ้

เพราะเป็นโรคท่ีไมมี่การระบาดมานาน  เม่ือมีการระบาดจงึมีผู้ ป่วยท่ี ได้รั บเชือ้จํานวนมาก          

(ยง ภูว่รวรณ, 2552) 
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ลกัษณะการระบาดของโรคไข้ชิคนุกนุยา มีการแพร่ 2 วงจร ได้แก่ 

1. Primate cycle (ลงิ-ยงุ-คน) เป็นวงจรการแพร่เชือ้ท่ีพบในทวีปแอฟริกา โดยมีลงิ

เป็น Amplifier host คือ เชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาจะเพิ่มจํานวนในลงิและเม่ือมียุงลายมากดัลงิท่ีมีเชือ้

โรค ยงุจะเป็นพาหะนําเชือ้จากลงิสูค่น และคนจะนําเชือ้สูช่มุชนเมือง 

2. Urban cycle (คน-ยงุ-คน) สําหรับวงจรการแพร่เชือ้ลกัษณะนีพ้บในทวีปเอเชีย 

ซึง่การเกิดโรคจะพบในเมือง จากคนไปสูค่นโดยมียงุลายเป็นพาหะท่ีสําคญั  สําหรับการระบาดโรค

ชนิดนีมี้รูปแ บบการระบาดคล้ายคลงึกบัโรคตดิเชือ้ท่ีนําโดยยงุลายอ่ืน  ๆ ซึง่ขึน้อยูก่บัการ

แพร่กระจายและความชกุชมุของยงุลาย (โครงการพฒันาศนูย์ความรู้วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

แห่งชาต ิสวทช, 2552: ออนไลน์) 

โรคชิคนุกนุยาเป็นโรคท่ีตดิตอ่โดยยงุท่ีคล้ายกนักบัโรคไข้เลือดออก หลงัจากยุ งลาย

กดัผู้ ป่วยท่ีอยูใ่นระยะไข้สงูซึง่เป็นระยะท่ีมีไวรัสอยูใ่นกระแสเลือด สงู เชือ้ไวรัสจะเข้าสูก่ระเพาะยงุ

และเพิ่มปริมาณในกระเพาะของยงุ  แล้วจะเคล่ือนท่ีเข้าสูต่อ่มนํา้ลาย ของยงุ เชือ้ไวรัสจะอยูใ่นตวั

ยงุได้ตลอดอายขุยัของยงุ (ประมาณ 8 วนั) และเม่ือยงุมากดัคนปกติ ก็จะถ่ายทอดเชือ้ไวรัส มาสู่

คนทําให้คนนัน้เกิดอาการของโรคได้ (สวทช, 2552: ออนไลน์) 

การตดิเชือ้ก่อให้เกิดอาการ ไข้สงูอยา่งเฉียบพลนั มีผ่ืนแดงขึน้ตามร่างกายและอาจ

มีอาการคนั พบวา่บางคนมีอาการตาแดง  สว่นใหญ่อาการ ในเดก็จะไมรุ่นแรง เท่ากบัในผู้ใหญ่ 

สําหรับในผู้ใหญ่อาก ารท่ีเดน่ชดัคืออาการปวดข้อจะมีอาการข้ออกัเสบโดยเฉพาะกบัข้อท่ีมีขนาด

เลก็ๆ ได้แก่ ข้อมือ ข้อเท้า อาการปวดข้อจะมีการเปล่ียนตําแหน่งในการปวดไปเร่ือยๆ (migratory 

polyarthritis)(Staples et al., 2009) ในผู้ ป่วยบางรายท่ีมีอาการรุนแรงมากจนบางครัง้ขยบัข้อ

ไมไ่ด้ อาการปวดข้อจะคอ่ยๆหายไปภายใน 1-2 สปัดาห์แตใ่นผู้ ป่วยบางรายอาการปวดข้อจะอยู่

ได้นานเป็นปี ไมพ่บประวตัผิู้ ป่วยท่ีมีอาการรุนแรงถึงช็อกและเสียชีวิต  โรคชิคนุกนุยาก็เป็นโรคท่ีไม่

มียารักษาท่ีจําเพาะเจาะจง การรักษาเป็นไปตามอาการท่ีเกิดขึน้ (วรวฒุิ เจริญศริิ, 2552:ออนไลน์) 

อยา่งไรก็ตาม อาการท่ีเกิดขึน้มีลกัษณะคล้ายกบัโรคท่ีมียงุลายเป็นพาหะ  ได้แก่ โรคไข้เลือดออก

เพียงแตมี่อาการไมรุ่นแรงเท่า  ดงันัน้จงึควรมีวิธีการวินิจฉยัท่ีถกูแมน่ยําและรวดเร็วสําหรับ วิธีการ

ตรวจโรคชิคนุกนุยาในปัจจบุนัได้แก่ แยกเชือ้ไวรัสจากเลือดผู้ ป่วยระยะเร่ิมมี อาการในช่วง 2-3 วนั

ได้ โดยการเพาะเชือ้ในลกูหนไูมซ์แรกเกิด ในยงุ หรือในเซลล์เพาะเลีย้ง ซึง่เป็นวิธีท่ีสามารถจําแนก

สายพนัธุ์ของไวรัสได้อยา่งแมน่ยํา  (Sudeep and Parashar, 2008) แต่วิธีการนีใ้ช้เวลาในการ

วินิจฉยันานจงึจะทราบผลการตรวจ นอกจากนัน้ได้มีการพฒันาวิธีก ารตรวจทางเซร่ัมวิทยา ได้แก่  

Haemagglutination Inhibition assay และ enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) 
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ทัง้สองเป็นการตรวจทางด้านเซร่ัมวิทยาเพ่ือหาโปรตีนท่ีถกูกระตุ้นให้สร้างท่ีจําเพาะตอ่เชือ้โดยจะ

ใช้หลงัการจบัตวัของเอนตบิอดีท่ี้ร่างกายสร้ างขึน้กบัเอนตเิจนท่ีต้องการตรวจโดยจะฉาบผิวหน้าท่ี

เป็นของแข็งด้วยแอนตีบอดีแ้ล้วจงึเตมิเซรัมท่ีต้องการทําการตรวจ  จากนัน้ทําการเตมิแอนตบิอดีท่ี้

ตดิฉลากด้วยเอมไซม์ลงไปทําการเตมิซบัสเตรดลงไปจะสามารถแ ปลผลได้จากการเปล่ียนแปลงสี

ของซับสเตรด เป็นวิธีการท่ีน่าเช่ือถือและมีความไวสงู แต่ไมส่ามารถตรวจได้ในระยะแรกของการ

ตดิเชือ้ (Gadkari and Sheikh, 1984) 

นอกจากนีย้งัมีเทคนิคทางด้าน อณูชีววิทยาได้แก่การตรวจด้วย เทคนิคอาร์ทีพีซี

อาร์ เป็นเทคนิคท่ีง่ายสามารถตรวจสอบได้อยา่งรวดเร็วโดยอาศยัหลกัการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดย

การใช้ไพรเมอร์ท่ีจําเพาะ (Dash et al., 2008) สําหรับเทคนิคนีมี้ข้อจํากดัท่ีจะต้องทําการวินิจฉยั

ในห้องปฏิบตักิาร โดยเฉพาะการตรวจด้วย Real-time PCR ท่ีช่วยให้การวินิจฉยัโรคชิคนุกนุยาสา

มารถใช้งานได้รวดเร็วและทราบ จํานวนดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้  (Edwards et al., 2007) อยา่งไร

ก็ดีวิธีพีซีอาร์ดงักลา่วจําเป็นต้องอาศยัเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพงและอาศยันกัวิจยัท่ีมีความชํานาญ  

งานวิจยัชิน้นีจ้งึต้องการพฒันาการตรวจสอบบนพืน้ฐานไบโอเซ็ นเซอร์ท่ีสามารถ

ใช้งานได้ง่ายรวดเร็วแมน่ยํา ท่ีสําคญัสามารถใช้ทดสอบในภาคสนามได้โดย นําความรู้ท่ีพฒันาขึน้

ก่อนหน้านีม้าประยกุต์ (ปิยะศกัดิ ์ชอุม่พฤกษ์ , 2549) เทคนิคไบโอเซ็นเซอร์ (biosensor) หรือยีน

เซ็นเซอร์ (genosensor) เป็นเทคนิคท่ีมีการนําเอาความรู้ทางด้านฟิสกิส์เป็นพืน้ฐานในการ

ประยกุต์ใช้ในการพฒันาเคร่ืองมืออปุกรณ์ หรือวิธีการ  โดยอาศยัคณุสมบตัขิองการตรวจจบั

สญัญาณ โดยอาศยัตวัรับสญัญาณ  (receptor) และตวัแปลงสญัญาณ  (transducer) ดงันัน้

หลกัการตรวจวิเคราะห์    ดีเอ็นเอด้วยไบโอเซ็นเซอร์จะมีความจําเพาะของสญัญาณดีเอ็น เอซึง่ได้

จากคณุสมบตัจิบัตวัจําเพาะของคูส่ม (complementary) ทัง้ในรูปโพรบ ในปฏิกิริยา ไฮบริไดเซชัน่

หรือในรูป ไพรเมอร์ในปฏิกิริยาพีซีอ าร์ โดยสญัญาณดงักลา่วจะสอดคล้องกบัปริมาณดีเอ็นเอใน

ระบบขณะท่ีตวัแปลงสญัญาณอาจเป็นได้ทัง้การแปลงในรูปไฟฟ้า เช่นการเปล่ียนแปลงของความ

ตา่งศกัย์หรือกระแสไฟฟ้า และการเปล่ียนแปลงคณุสมบตัทิางแสง การวดัคา่ resonance ท่ีทําให้

เกิดการเปล่ียนแปลงทางสี ของแสงเป็นต้น การเปล่ียนแปลงสญัญาณทางฟิสกิส์ดงักลา่วสามารถ

ตรวจวดัพร้อมกบัแสดงคา่ท่ีได้จากการตรวจวดัให้ออกมาในรูปเดียวกบัตวัเลขท่ีสอดคล้องกบั

ปริมาณสญัญาณจริงท่ีได้รับ หรือความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ด้วยวิธีอยา่งง่าย และในหลายกรณียงั

สามารถ ตรวจวดัได้อยา่งตอ่เน่ือง และด้วยความจําเพาะ ของดีเอ็นเอคูส่มท่ีช่วยให้เกิด

ความจําเพาะอยา่งสงู ความง่ายและค วามไวในการตรวจวดัจงึทําให้ไบโอเซ็ นเซอร์สําหรับตรวจดี

เอ็นเอสามารถตอบสนอง point of care ได้ดี 
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ไบโอเซ็นเซอร์บนการวดัทางแสงเป็นท่ีได้รับความสนใจกนัอยูใ่นขณะนี ้ ได้แก่การ

ใช้อนภุาคนาโนของโลหะโดยเฉพาะ ทองคํา นาโนในการตรวจสอบอาศยัหลกัการ  surface 

plasmon resonance ซึง่ขึน้กบัการ resonance ของอนภุาคทองคํา  จากปรากฏการณ์ท่ีการ

สัน่สะเทือนกลุม่หมอกอีเลก็ตรอนจะเกิดสงูกวา่โปรตรอนของอนภุาคเม่ือได้รับแสง (photon) เป็น

ตวักระตุ้น หากบนอนภุาคทองคํานัน้มีโมเลกลุของดีเอ็นเอท่ีต้ องการวดัปรากฏอยูก็่จะสง่ผลไปถึง

อตัราการสัน่สะเทือนนีใ้ห้เปล่ียนแปลงไปและสง่ผลตอ่ไปยงัการเปล่ียนแปลงของคล่ืน

แมเ่หลก็ไฟฟ้าของแสงทําให้แสงสะท้อนและหกัเหด้วยระนาบและความยาวคล่ืนท่ีเปล่ียนไปจาก

เดมิ เรียกปรากฏการณ์นีว้า่ พลาสมอน (plasmon) ดงันัน้หากสามารถตรวจวดัการเปล่ียนแปลง

ไปของแสงในรูปการกระเจิงแสงท่ีเปล่ียนไปได้ก็จะตรวจวดัได้วา่มีดีเอ็นเอท่ีต้องการทดสอบอยู่

หรือไม่ สําหรับอนภุาคทองคํานอกจากเกิดการเปล่ียนแปลงในรูปแบบ  resonance แล้ว อนภุาค

ทองคําท่ีแขวนลอยในรูปสาร ละลาย ยงัสามารถจบัตวัและตกตะกอนในสภาวะท่ีมีดีเอ็นเอได้  การ

กระตุ้นให้เกิดการจบัตวัของอนภุาคโดยดีเอ็นเอก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงของสี ของแสงท่ีสะท้อน

ออกมาจากอนภุาคในรูปของพลาสมอน  การเปล่ียนสีสามารถวดัได้ในรูปของ colorimetric 

detection ซึง่สามารถตรวจสอบได้จากการเปล่ียนแปลงคา่ความยาวของคล่ืนแสงและการดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืนนัน้ (Chaumpluk et al., 2006) 

วิทยานิพนธ์นีมุ้ง่พฒันาวิธีการตรวจสอบเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาโดยนําสารพนัธุกรรม

ท่ีสกดัได้มาเพิ่มปริมาณซีดีเอ็นเอ (cDNA) อยา่งจําเพาะและเหมาะสมแล้วนําผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอท่ี

ได้มาประยกุต์ใช้ร่วมกบัเทคนิคทางด้านไบโอเซน็เซอร์บนการวดัทางแสงโดยใช้อนภุาคเงินนาโน

เพ่ือช่วยให้การวิเคราะห์สญัญาณดีเอ็นเอทําได้ง่ายและรวดเร็วซึง่เป็นเทคนิคท่ีอาศยัหลกัการทาง

ฟิสกิส์มาประยกุต์ใช้ในการตรวจจบัสญัญาณ สามารถตรวจสอบสญัญาณได้จากการ

เปล่ียนแปลงคา่ความยาวของคล่ืนแสงและการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีเปล่ียนไป โดยข้อมลู

ท่ีได้สามารถนําไปใช้ในการพฒันาวิธีการตรวจสอบการตดิเชือ้โรคชิคนุกนุยาได้ให้สอดคล้องกบั

หลกัการ point of care ในอนาคตได้ 
 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 

เพ่ือพฒันาจีโนเซ็ นเซอร์ด้วยการตรวจสอบสีของอนภุาคเงินนาโนเพ่ือใช้ในการ

ตรวจสอบโรคชิคนุกนุยา 
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ขอบเขตของการวิจัย 
 

ศกึษาเปรียบเที ยบข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน E1 ของไวรัสชิคนุกนุยา ออก 

แบบไพรเมอร์บนพืน้ฐานลําดบันิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมลูของยีนของไวรัสชิคนุกนุยา ท่ีปรากฎจดั

ให้อยูใ่นรูป FASTA format แล้วตรวจสอบหาความจําเพาะเจาะจงด้วยโปรแกรม Blastn เพ่ือใช้

เป็นโมเลกลุอ้างอิง สงัเคราะห์ไพรเมอร์ท่ีออกแบบได้ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  โคลนยีนและตรวจสอบ

ยีนท่ีได้เพ่ือใช้เป็นโมเลกลุควบคมุบวก  พฒันาวิธีการตรวจสอบโดยอาศยัการประยกุต์วิธีการเพิ่ม

ปริมาณของดีเอ็นเอท่ีปนอยูแ่ละตรวจสอบด้วยเทคนิคไบโอเซ็ นเซอร์ โดยใช้อนภุาคเงินนาโนสีฟ้า 
 

คาํจาํกัดความที่ใช้ในการวิจัย 
 

จีโนเซน็เซอร์ ไบโอเซน็เซอร์  ชิคนุกยุาไวรัส อนภุาคเงินนาโน RT-LAMP 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

ได้วิธีตรวจสอบโรคชิคนุกนุยาท่ีสามารถนําไปใช้ทดสอบอยา่งรวดเร็วและได้

ผลการวิจยัท่ีใช้เป็นพืน้ฐานร่วมในการวินิจฉยัโรคได้ 
 

 

 



Group IV RNA Virus 

Family 

Astroviridae 

Family 

Togaviridy 

Family 

Barnaviridae 

Alphavirus Rubyvirus 

Chikungunya 

virus 

Ross river  

virus 

Sindbis 

virus 

บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

โรคชิคนุกนุยาหรือไข้ปวดข้อยงุลาย  (Chikungunya fever) เป็นโรคท่ีผู้ ป่วยจะมี

อาการปวดข้อ โรค นีมี้สาเหตมุาจากเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยา 2 สายพนัธุ์  คือสายพนัธุ์ เอเชียและสาย

พนัธุ์แอฟริกา โดยมียงุล ายบ้านและยงุลายสวนเป็นพาหะนําโรค โรคดงักลา่ว มีถ่ินกําเนิดท่ีทวีป

แอฟริกาก่อนจะแพร่ระบาดไปยงัหลายประเทศรวมทัง้ประเทศไทย โดยในปลายปี พ.ศ.2551 พบมี

การระบาดในพืน้ท่ีจงัหวดันราธิวาส ยะลา สงขลา ปัตตานี และสตลู สง่ผลให้ปี พ.ศ.2552 มีผู้ ป่วย

กวา่ 20,000 รายท่ีได้รับเชื อ้ไวรัสชนิดนี ้ทัง้นีเ้น่ืองจากเชือ้ไวรัสชนิดนีไ้ด้หายไปจากประเทศไทย

เป็นเวลานานเม่ือมีการแพร่ระบาดของโรค อีกจงึทําให้ตดิตอ่ได้ง่าย เพราะยงัไมมี่ภมูิคุ้มกนัโรค ใน

ประชากรมาก่อน 

เชือ้ไวรัสชิคนุกนุยา (chikumgunya virus) เป็นอาร์เอ็นเอไวรัสกลา่วคือไวรัสท่ีมี

สารพนัธุกรรม ribonucleic acid เป็น RNA จากแผนผงัการจดัลําดบัของอาร์เอ็นเอไวรัส (รูปท่ี 1) 

ไวรัสนีจ้ดัอยูใ่นวงศ์ Togaviridae และสกลุ Alphavirus ต้องอาศยัแมลงเป็นพาหะนําโรค ซึง่ใน

กรณีโรคไข้ชิคนุกนุยามียงุลายเป็นพาหะ 

 

 

 

 

 

  

  

 

ท่ีมา : Anand, 2009: online 

รูปท่ี1 แสดงแผนผงัการจดัลําดบัของอาร์เอ็นเอไวรัสอยูใ่นวงศ์ Togaviridae และสกลุ Alphavirus 
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สําหรับโรคชิคนุกนุยาท่ีระบาดในประเทศไทยปี พ.ศ. 2552 (กระทรวงสาธารณะสขุ, 

2552: ออนไลน์) นัน้เป็นไวรัสสายพนัธ์แอฟริกาท่ีมีการกลายพนัธุ์ ท่ีตําแหน่ง 226ของยีน E1 โดย

การแทนท่ีจากเบสอะลานีน (alanine) เป็น วาลีน (valine) (E1: A226V) (Kumar et  al., 2008) 

การกลายพนัธุ์ สง่ผลกบัการระบาดผา่นพาหะ จากยงุลายบ้านมาอยูใ่นยงุลายสวนหรือท่ีเรียกวา่  

ยงุลายเสือ  ท่ีอาศยัอยูต่ามสวน (ยง ภูว่รวรรณ , 2552) การแพร่เชือ้จากยงุลายสูค่นเกิดจากเม่ือ 

ยงุลายตวัเมียกดัและดดูเลือดผู้ ป่วยท่ีอยูใ่นระยะมีไข้สงูซึง่ระยะนีเ้ป็นระยะท่ีผู้ ป่วยมีเชือ้ไวรัสอยูใ่น

กระแสเลือด เ ชือ้ไวรัสจะเข้าสู่ กระเพาะยงุและเพิ่มจํานวนให้มากขึน้จากนัน้จะเดนิทางเข้าสูต่อ่ม

นํา้ลาย เม่ือยงุท่ีมีเชือ้ไวรัสอยูไ่ปกดัคนอ่ืนก็จะปลอ่ยเชือ้ไปยงัคนท่ีถกูกดัทําให้คนนัน้ได้รับเชือ้ โรค

ชิคนุกนุยาจะพบมากในช่วงฤดฝูนเม่ือประชากรของยงุมีจํานวนเพิ่มมากขึน้และมียงุลายท่ีมีเชือ้

เพิ่มขึน้ สามารถพบได้ในทกุกลุม่อายแุตใ่นผู้ใหญ่จะมีอาการรุนแรงกวา่ในเดก็ 

สําหรับอาการของคนท่ีตดิเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาจะมีอาการไข้สงูอยา่ง เฉียบพลนั มี

ผ่ืนแดงขึน้ตามร่างกาย มีอาการคนัร่วมด้วยในผู้ ป่วยบางราย พบมีอาการตาแดง  (conjunctival 

injection) แตไ่มพ่บจดุเลือดออกในตาขาว สําหรับอาการป่วยท่ี พบเจอในผู้ใหญ่ได้แก่อาการปวด

ข้อท่ีเป็นอาการท่ีเดน่ชดัและจะพบข้อ อกัเสบได้  ทัง้นี เ้น่ืองจากเชือ้ไวรัสไปทําลายบริเวณข้อ

โดยเฉพาะบริเวณข้อตอ่เลก็ๆ เช่น ข้อมือ ข้อเท้า  อาการปวดจะรุนแรงมากจนในบางครั ้ งไม่

สามารถขยบัข้อได้ ในผู้ ป่วยบางรายอาการปวดข้อจะหายภายใน 1-2 สปัดาห์ ผู้ ป่วยบางราย  อาจ

มีอาการปวดข้อเกิดขึน้ได้อีกภายใน 2-3 สปัดาห์ตอ่มาและบางรายอาการ ดงักลา่วจะอยูไ่ด้นาน

เป็นปี แตจ่ะไมพ่บผู้ ป่วยท่ีมีอาการช็อกซึง่แตกตา่งจากผู้ ป่วยท่ีเป็นไข้เลือดออก  โดยสามารถแยก

ความแตกตา่งระหวา่งไข้ชิคนุกนุยากบัโรคไข้เลือดออกได้  (World Health Organization, 2008) 

ดงันี ้ 

1. ไข้ชิคนุกนุยาจะมีอาการไข้สงูอยา่งฉบัพลนักวา่ในโรคไข้เลือดออกแตมี่ระยะไข้สัน้

กวา่ 

2. ไข้ชิคนุกนุยาจะพบอาการปวดกล้ามเนือ้ (myalgia) และปวดข้อ (arthralgia) ได้

บอ่ยกวา่ไข้เลือดออก 

3. ไข้ชิคนุกนุยามกัมีอาการชกัได้มากกวา่ไข้เลือดออกเพราะสาเหตเุน่ืองมาจากมีไข้

สงูอยา่งฉบัพลนั 

4. ไมพ่บภาวะเกลด็เลือดต่ําในผู้ ป่วยไข้ชิคนุกนุยา 

5. ไมพ่บผู้ ป่วยรุนแรงมากจนต้องมีอาการช็อกจากการเป็นไข้ชิคนุกนุยา 
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ดงันัน้จากกรณีดงักลา่วจะพบวา่อาการของโรคชิคนุกนุยาจะไมต่า่งจากอาการของผู้ ป่วยท่ีเป็น

ไข้เลือดออกแตอ่ยา่งใด การวินจัฉยัโรคจงึจําเป็นต้อง ดําเนินการในลกัษณะท่ีระบชุนิดของไวรัสได้

อยา่งถกูต้อง 

  Singapore Immunology Network, 2010 (ออนไลน์) ได้ประสบความสําเร็จใน

การอธิบายกลไกการตดิเชือ้และการแพร่กระจายของเชือ้ไวรัส เช่ือมโยงกบัอาการเร่ิมจาก เชือ้ไวรัส

ตดิเชือ้ภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซด์ (monocytes) ในช่วงระยะแรกของการตดิเชือ้  

ไวรัสชิคนุกนุยาจะแพร่กระจายภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวซึง่ปกตหิน้าท่ีของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด

นีคื้อทําลายเชือ้โรคท่ีเข้าไปยงัร่างกายโดยอาศยัวิธี ฟาโกไซโทซสิ อยา่งไรก็ตาม เซลล์ชนิดนีไ้ม่

เพียงแตจ่ะเพิ่มปริมาณการตดิเชือ้แตย่งัสามารถควบคมุระดบัเชือ้ไวรัสในเลือดได้อีกด้วย  โดย

แหลง่กําเนิดเม็ดเลือดขาวอยูท่ี่ไขกระดกู เม่ือ เม็ดเลือดขาวตดิเชือ้เป็นสาเหตใุห้เกิดอาการปวดข้อ  

(รูปท่ี 2) อาการปวดข้อท่ีเกิดจากการตดิเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยา เกิดจากการแพร่กระจายเชือ้ของไวรัส

ไปยงัข้อตอ่ซึง่เป็นบริเวณท่ีมีเม็ดเลือดขาวจํานวนมาก โดยโมโนไซด์ท่ีตดิเชือ้อาจนําไปสูก่าร

แพร่กระจายเชือ้ไวรัสไปยงัสว่นตา่งๆของร่างกายอยา่งตอ่เน่ือง โดยปกตร่ิางกายมนษุย์สามารถลด

ระดบัไวรัสในเลือดได้ภายใน 2-3 วนัของการตดิเชือ้ไวรัส 

 

ท่ีมา: International research team led by Lisa Fong Poh Ng from A*STAR's Singapore Immunology 

Network, 2010: online 
 

รูปท่ี 2 แสดงการตดิเชือ้ไวรัสและเป็นสาเหตขุองอาการปวดข้อ 
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ในสว่นของการรักษาพบวา่ ในปัจจบุนัยงัไมมี่การรักษาท่ีจําเพาะเจาะจงสําหรับโรค

นี ้สว่นใหญ่เป็นการรักษาตามอาการ เช่น รักษาอาการปวดข้อ การให้รับประทานยาลดไข้ แล ะ

พกัผอ่น (สํานกัระบาดวิทยา , 2552) การวินิจฉยัเบือ้งต้นสามารถทําได้โดยวินิจฉยัจาก ลกัษณะ

อาการภายนอกได้แก่ ไข้สงู ผ่ืน ปวดกล้ามเนือ้ ปวดกระดกูหรือข้อ ปวดศีรษะ ปวดกระบอกตา 

เลือดออกตามผิวหนงั อาการดงักลา่วมีลกัษณะใกล้เคียงกบัอาการของโรคท่ีมีไวรัสชนิดเดงก่ีท่ีเป็น

สาเหตขุองโรคไข้เลือดออก ดงันัน้จงึจําเป็นต้องมีวิธีวินิจฉยัท่ีให้ผลแมน่ยํา 

ท่ีผ่านมาการวินิจฉยัในห้องปฏิบตักิาร ได้แก่ การเพาะเชือ้ไวรัสในลกูหน ูการตรวจ

ทางเซร่ัมวิทยาและการตรวจด้วยวิธีการทางอณชีูววิทยา  การเพาะเลีย้งเชือ้ไวรัสในลกูหนเูป็นวิธีท่ี

สามารถจําแนกสายพนัธุ์ ไวรัสและดลูกัษณะของเชือ้ได้อยา่งแมน่ยําแต่ ตวัวิธีการ มีข้อจํากดั ท่ี

จําเป็นต้องทําภายใต้การควบคมุด้านความปลอดภยัทางชีวภาพและใช้เวลานานกวา่จะทราบผล   

นอกจากวิธีนีแ้ล้วยงัมีวิธีการทางเซร่ัมวิทยา เช่นวิธี  ELISA เพ่ือตรวจหาแอนตบิอดี ้ IgM หรือ IgG 

ตอ่เชือ้ Alphavirus เป็นเทคนิคท่ีใช้งานได้ง่ายและรวดเร็วสําหรับการตรวจโรคไวรัสท่ีมีแมลงเป็น

พาหะนําโรค (Clarke and Cassals, 1958) แตว่ิธีนีไ้มส่ามารถตรวจสอบในระยะแรกของการตดิ

เชือ้ได้ (Laurent et al., 2007) และการตรวจด้วยวิธีการทางอณชีูววิทยา ท่ีนิยมได้แก่วิธี RT-PCR 

วิธีดงักลา่วใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบเอาไว้  1 คู ่คือ forward และ reverse โดยจะออกแบบคร่อมยีน

เป้าหมายท่ีเหมาะสมแล้วเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศยัเอนไซม์ reverse transcriptase ร่วมกบั 

DNA polymerase ในการสงัเคราะห์ สายดีเอ็นเอขึน้ใหมเ่ป็นจํานวนมาก  วิธี RT-PCR เป็นวิธี

ตรวจสอบท่ีให้ผลรวดเร็วและจําเพาะเจาะจง  สามารถตรวจสอบได้ถึงระดบัจีโนไทป์ได้อยา่ง

แมน่ยํา (Dash et al., 2008) สําหรับเทคนิคทางอณูชีวโมเลกลุอีกเทคนิคคือ real-time RT-PCR 

เป็นเทคนิคท่ีสามารถ คํานวณ ความเข้มข้นและจํานวนของดีเอ็นเอท่ีทําการเพิ่มปริมาณได้  

(Edwards et al., 2007) อยา่งไรก็ดีเทคนิคนีจํ้าเป็นต้องพึง่พาเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพงและต้อง

อาศยันกัวิจยัท่ีมีความชํานาญ 

นอกจากท่ีกลา่วมาแล้ว  ในปัจจบุนัเทคนิคทางอณชีูววิทยา ท่ีกําลงัได้รับการพฒันา

อยา่งแพร่หลายอีกเทคนิคหนึง่คือเทคนิคทางด้านไบโอเซน็เซอร์ซึง่สามารถนํามาประยกุต์ใช้ในการ

วินิจฉยัโรคอยา่งมีประสทิธิภาพเน่ืองจากเป็นวิธีท่ีใช้งานได้ง่ายรวดเร็วสามารถตอบสนอง หลกัการ 

point of care หรือการตรวจได้ทกุท่ีทกุเวลาและสถานท่ีท่ีต้องการ โดยจะมีกระบวนการอยู่  3 

ขัน้ตอน คือ การสกดัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอ หรือ อาร์เอ็นเอ  (DNA, RNA extraction) การเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอให้ได้จํานวนมาก  (amplification) และ การตรวจวิเคราะห์สญัญาณ ดีเอ็นเ อ 



10 

 

(detection) ไบโอเซน็เซอร์ในปัจจบุนัแบง่เป็นกลุม่ของเทคโนโลยีได้เป็น ไบโอเซ็นเซอร์บนการ

วิเคราะห์ทางไฟฟ้าเคมี ได้แก่การวดัคา่การเหน่ียวนําทางไฟฟ้า หรือการวดักระแส  ไบโอเซน็เซอร์

บนหลกัการ สัน่สะเทือนทางเสียง และ ไบโอเซ็ นเซอร์บนการวดัทางแสง (ปิยะศกัดิ ์ชอุม่พฤกษ์ , 

2551) สําหรับงานวิจยัชิน้นีส้นใจไบโอเซ็ นเซอร์ท่ีวดัการเปล่ียนแปลงทางแสงเช่น การวดัคา่ 

resonance การเปล่ียนแปลงของสีของแสง (colorimetry) โดยเฉพาะการนําอนภุาคนาโนเงินของ

โลหะมาใช้ประกอบ ท่ีผา่นมางานวิจยัท่ีเก่ียวกบัไบโอเซน็เซอร์ด้านดงักลา่วกําลงัเป็นท่ีสนใจโดยท่ี

ผา่นมา Li and Rothberg (2004) ประสบความสําเร็จในการใช้อนภุาคทองคํานาโน ในการ

ตรวจสอบเพ่ือดกูารการเปล่ียนแปลงทางสี โดยเขาค้นพบวา่โอลโิกนิวคลีโอไทด์ (oligonucleotide) 

สายเด่ียว (single stand DNA; ssDNA) และสายคู ่(double stand DNA; dsDNA) มี

ความสามารถในการดู ดซบับนผิวของอนภุาคทองคําระดบันาโนคอลลอยด์ได้แตกตา่งกนั  

เน่ืองจาก dsDNA จะไมถ่กูดดูซบับนผิวของอนภุาคทองคําระดบันาโน  (AuNPs) ทําให้ทองคํา

ตกตะกอนแตใ่นขณะท่ี  ssDNA สามารถดดูซบับนผิวของอนภุาคทองคําได้จงึตรึงอนภุาคทองคํา

เอาไว้ทําให้อนภุาคไมต่กตะกอน ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นเกลือในปริมาณท่ีพอเหมาะโดยจะเห็น

ความแตกตา่งของคอลลอยด์ได้ภายในเวลา  2-5 นาที อยา่งไรก็ดีเทคนิคท่ี Li and Rothberg 

นําเสนอนีเ้ป็นเทคนิคท่ีไม่ ให้ความจําเพาะตอ่ดีเอ็นเอแมแ่บบจงึไม่ สามารถแยกความแตกตา่ง ดี

เอ็นเอแมแ่บบออกจากเป้าหมายท่ีไมใ่ช่แมแ่บบได้ Kanjanawarut and Su ได้เลือกวิธีการใช้โพรบ

ท่ีเป็นโอลโิกนิวคลีอิกแอซดิ  ชนิด analog DNA ซึง่เป็นกรดนิวคลีอิกสายเด่ียว (ssDNA) ท่ีมีความ

คล้ายกบั ดีเอ็นเอเช่นเป็นคูส่มกบัดีเอ็นเอ แต่ จะมีความแตกตา่งกนัตรงท่ีแกนของดีเอ็นเอท่ีเป็น

นํา้ตาลและเช่ือมกบัฟอสเฟต  (sugar-phospate backbone) ได้ถกูแทนท่ีโดยแกนโพลีเอไมด์ท่ี

เป็นกลาง เม่ือออกแบบ analog DNA ให้มีลกัษณะเป็นเบสคูส่มกบัดีเอ็นเอเป้าหมายสามารถท่ีจะ

เกิดปฏิกิริยาการ ไฮบริไดเซชัน่ (hybridization) กบัดีเอ็นเอได้  จากการทดลองพบวา่หากมีเพียง  

analog DNA อยา่งเดียวในปฏิกิริยาโดยปราศจากดีเ อ็นเอเป้าหมายก็จะทําให้อนภุาคทองคํา

ตกตะกอน แตถ้่ามีดีเอ็นเอเป้าหมายและ analog DNA ท่ีเป็นคูส่มกนัแล้วก็จะสามารถตรึงอนภุาค

ทองคําไมใ่ห้ตกตะกอนได้  จะสามารถเห็นความแตกตา่ง ของผลการทดลอง จากการเปล่ียนแปลง

ทางสีของอนภุาคทองคํานาโนได้ แตง่านวิจยัดงักลา่วทําการทดลองเฉพาะแมแ่บบท่ีเป็น โอลโิกนิ

วคลีโอไทด์ (oligonucleotide) ไมไ่ด้ทดลองกบัดีเอ็นเอจริง ท่ีมีขนาดใหญ่และมีความซบัซ้อน   

นอกจากอนภุาคทองคํานาโนแล้วปัจจบุนัมีการนําอนภุาคเงินนาโนมาประยกุต์ใช้กบั  colorimetric 

detection  
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เน่ืองจากเงิน มีคา่การดดูกลืนแสง สงูกวา่ทองคํา  เม่ือวิเค ราะห์ทาง colorimetric 

detection จงึตอบสนองในรูปสญัญาณได้ดี  และเงินมีต้นทนุต่ํากวา่ทองคํา Thompson et al., 

(2008) ใช้อนภุาคเงินชนิดอนภุาคนาโนเงินสีเหลือง (yellow silver nanoparticle) กบัรูปแบบการ

เปล่ียนแปลงทางสีของแสง  (colorimetric) ซึง่สามารถใช้ในการตรวจสอบโอลโิกนิวคลีโอไทด์ เพ่ือ

สามารถแยกแยะความผิดปกตขิองเบสระดบั 1 ตําแหน่ง ได้ (single base mismatch) โดยจะ

มองเห็นการเปล่ียนแปลงของอนภุาคเงินนาโนจากสีเหลืองเป็นสีชมพู การเปล่ียนแปลงของสีของ

อนภุาคเงินนาโนปกตมีิสีเหลืองเม่ือเกิด ปฏิกิริยาจะแ ยกความแตกตา่งออกจากกนัได้ ไมช่ดัเจน 

สําหรับงานวิจยัชิน้นีต้้องก ารพฒันาระบบไบโอเซ นเซอร์สําหรับการตรวจชิคนุกนุยาไวรัส โดยการ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ของยีน E1 ให้ได้จํานวนมาก ด้วยอาศยั เทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบ   

ลปูชกันําด้วยอณุหภมูิเด่ียว (Loop-mediated isothermal Amplification of DNA; LAMP) เพ่ือ

หลีกเล่ียงข้อจํากดัทางเทคนิคของอาร์ทีพีซีอาร์ ในสว่นของ ลดการพึง่พาห้องปฏิบตักิารและ

ผู้ ชํานาญการเฉพาะทาง  ทัง้นีเ้น่ืองจาก การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ด้วยวิธี  LAMP นีล้ดการพึง่พา

เคร่ืองมือโดยเฉพาะเคร่ือง thermocycler เป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยการใช้อณุหภู มิคงท่ีคา่

เดียวในช่วงอณุหภมูิระหวา่ง  60-65 องศาเซลเซีย สทําให้สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ นอก

ห้องปฏิบตักิารได้  

วิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบลปูอณุหภมูิเด่ียว  (LAMP) อยูบ่นหลกัการท่ีดีเอ็นเอ

สายคูจ่ะแยกสายเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียวโดยใช้ หลกัการ การขจดัสายดีเอ็นเอ (strand 

displacement synthesis) ดีเอ็นเอแมแ่บบจําเป็นจะต้องมีการรักษาเสถียรภาพโครงสร้างดีเอ็นเอ

ให้อยูใ่นรูปดีเอ็นเอสายเด่ียว (linear) ตลอดเวลาจะต้องไมจ่บักนัเป็นสายคู ่ (helix) ซึง่ทําได้โดย

การเตมิสารเคมีท่ีมีคณุสมบตัทํิาลายความเป็นสายคูข่องดีเอ็นเอ (helix destabilizing agent) 

ได้แก่ betain หรือ L-proline สารเหลา่นีจ้ะช่วยลดแรงตงึในโครงสร้างสว่นท่ีเป็น base stacking 

ทําให้ไพรเมอร์ตวัแรกสามารถ เข้าจบักบัดีเอ็นเอต้นแบบโดยปราศจากการใช้ความร้อนท่ีอณุหภมิู

สงูในการแยกสายดีเอ็นเอต้นแบบ ในขัน้ตอน denaturation เหมือนวิธีพีซีอา ร์ โดยการสงัเคราะห์

สายดีเอ็นเอสายใหม่ เกิดจาก การขจดัสายแมแ่บบเดมิให้หลดุออกและ อาศยัเอนไซม์                  

Bst DNA polymerase ร่วมกบัไพรเมอร์ท่ีจําเพาะตอ่บริเวณของยีน 6 บริเวณ ได้แก่ F1 F2 F3 B1 

B2 และ B3 (Notomi et al., 2000)  
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รูปท่ี 3 ตําแหน่งจบัของไพรเมอร์ LAMP ตา่งๆ ได้แก่ F3 F2 F1 และ B3 B2 B1 กบัสายดีเอ็นเอ

ต้นแบบในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม ่(Tomita et al., 2008) 

โดยไพรเมอร์หลกัด้านนอก  (F3, B3) ทําหน้าท่ีเหมือน forward และ reverse ใน

ปฏิกิริยา พีซีอาร์ (รูปท่ี 3) และไพรเมอร์ด้านใน ไพรเมอ ร์คูส่มของ F1 และ F2 และเป็น ไพรเมอร์คู่

สมของ B1 และ B2 โดยไพร์เมอร์ทัง้ 2 ชดุมีคา่ Tm ตา่งกนั และความเข้มข้นด้านนอกมากกวา่ไพร์

เมอร์ด้านใน กลไกของปฏิกิริยาเร่ิมท่ีอณุหภมูิ 63-65 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเออยูใ่นสภาพ         กึ่ง

คลายตวั ไพรเมอร์บริเวณ F2 จะจบักบัแมแ่บบและเร่ิมสงัเคราะห์สายดีเอ็นเอขึน้ใหมพ่ร้อมกบั  มี

การขจดัสายดีเอ็นเอท่ีสงัเคราะห์ได้ ในระหวา่งนัน้ไพรเมอร์ F3 จะจบัดีเอ็นเอแมแ่บบเช่นเดียวกนั

และเกิดการสงัเคราะห์สายดีเอ็นเอในด้าน 3’ ทิศทางการสงัเคราะห์สายดีเอ็นเอใหมนี่จ้ะไปขจดักบั

สายดีเอ็นเอท่ีสร้างขึน้ ใหมจ่ากไพรเมอร์ F2 ผลติภณัฑ์ท่ีได้ของ F2 เม่ือหลดุออกจะจบัตวัเป็น

โครงสร้างลปู (loop) ท่ีปลายและหากพิจารณาดีเอ็นเอทัง้ระบบจะพบวา่ปฏิกิริยาสงัเคราะห์สาย   

ดีเอ็นเอจะเกิดขึน้ทัง้ 2 ด้าน ผลดงักลา่วจงึทําให้ได้ผลติภณัฑ์ท่ีมีโครงสร้างดีเอ็นเอเป็น         

dumb-bell shape สําหรับใช้เป็นแมแ่บบในการเพิ่มปริมาณตอ่เน่ืองจนทําให้เกิดการสงัเคราะห์ดี

เอ็นเอเป็นสายจาก 2 ทบ 3 ทบและมากกวา่จนเกิดทบตอ่เน่ืองท่ีอณุหภมูิเดียวจนกวา่จะสิน้สดุ

ปฏิกิริยา  ได้ดีเอ็นเอท่ีมีลกัษณะ ซกิแซก  (zig zag) ขนาดตา่งกนั เป็นจํานวนมาก  เม่ือสิน้สดุ

ปฏิกิริยาสามารถนําสารละลายดีเอ็นเอไปตรวจสอบผลด้วยเทคนิคเจลอิเลก็โตรโฟเรซสิจะได้ผล

การทดลองในรูปแถบดีเอ็นเอ ท่ีมีลกัษณะคล้ายขัน้บนัได  



 

 

บทที่  3 

วิธีดาํเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

3.1.1 ตวัอย่างเชือ้ไวรัส  

สารพนัธุกรรม เชือ้ไวรัส โรคชิคนุกนุยา และสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสไข้เลือดออก 

(dengue) 4 สายพนัธุ์ ได้จากพืน้ท่ีทางภาคใต้ของประเทศไทยโดยการสุม่กลุม่ท่ีมีการแสดงอาการ

ภายนอกของโรค โดยได้รับความอนเุคราะห์สารพนัธุกรรม ใช้เชือ้ไวรัส จากโรงพยาบาลควนโดน 

จงัหวดัสตลู 

สารพนัธุกรรมเชือ้ ไวรัส ของเชือ้ท่ีก่อให้เกิดไข้มาเลเรีย (Plasmodium flasifarum)

ได้รับความอนเุคราะห์สารพนัธุกรรมจากผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร . พงชยั หาญยทุธนากร  ศนูย์วิจยั

มาลาเรีย ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

สารพนัธุกรรมเชือ้ไวรัสก่อให้เกิดโรคไข้หวดัสายพนัธุ์ ใหม ่2009 (H1N1) ได้รับความ

อนเุคราะห์จาก ห้องปฏิบตักิาร แพลนท์ทร านเจนิกและไบโอเซนเซอร์เทโนโลยีจฬุาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั 

3.1.2 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

- เคร่ืองป่ันแห้ง (evaporator) (Eyela, Japan) 

- เคร่ืองป่ันตกตะกอน (MIKRO 12-24 Hettich Zentrifugen, Germany) 

- เคร่ืองสอ่งดีเอ็นเอด้วยแสงอลัตร้าไวโอเลต UV Transilluminator (Ultra Lum 

Electronic Dual LightTM Transilluminator, USA) 

- ตู้แช่แข็งจดุเยือกแขง่ต่ํา อณุหภมู-ิ20 และ -80 องศาเซลเซียส 

- เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR) (BIO RAD Gene Cycler TM, USA) 

- เคร่ืองเขยา่ (Vortex Geni, USA) 

- เคร่ืองเจลแยกดีเอ็นเอด้วยสนามไฟฟ้า (Mupid Advance,Japan) 

- เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า Libror EL-120HA(Shimadzu ,Japan) 

- ตู้ เข่ียเชือ้ Augusta Safty Cabinet (Lio Lab, Thailand) 
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- ไมโครเวฟ (Sharp EMS) (Sharp Co, Ltd, Japan) 

- เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิ -20 (Sanyo, Japan) 

- หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (Axygen, India) 

- ทิปขนาด 10 100 และ1000 ไมโครลติร (Axygen, India) 

- ไมโครปิเปต (Gibson, France) 

- Heater (BIOER technology) 

- แอลกอฮอล์ 95% (Merck, Germany) 

- อะกาโรส (Promega, USA) 

- ไดโซเดียม เอทิลีนไดอะไมน์ เตตราวิตกิ เอซดิ: EDTA (Merck, Germany) 

- เอทิเดียมโบรไมด์ (Gibco BRL)  

- 100 bp ดีเอ็นเอแลดเดอร์ (New England Biolabs, USA) 

- MgCl2 

- mixed dNTP 

- Primer คู ่forward และ reverse (Biobasic, Canada) 

- DTT 

- Betaeine (Sigma, USA) 

- dNTP (Pharmacia Amershim, USA) 

- ยาปฎิชีวนะแอมพิซลินิ (Ampicilin) (Sigma, USA) 

- อาหาร LB (Sambrook et al, 1989) 

- อาหาร SOC (Sambrook et al, 1989) 

- Silver nanoparticle (blue silver) (Pakdeenard et al., 2010) หน่วยปฏิบตักิาร   

วิจยัอปุกรณ์รับรู้ ภาควิชา เคมี คณะวิทยาศาสตร์  

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั) 

- Posphate buffer solution (Nippongene, Japan) 

- DNA analog สงัเคราะห์ตามวิธี Suparpprom et al., 2005, Vilaivan and 

Srisuwannaket, 2006 

- T4 DNA ligase (Promega, USA) 

- kit pGEM ®- T Easy vector system I (Promega, USA) 

-SuerScript® II (Invitrogen, USA)   

- ชดุสกดั Nucleospin RNA virus® (RBC, USA) 
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- AMV reverse transcriptase (Pacific Science Company, Finland) 

- i-Taq DNA polymerase (Intron biotechnology, Korea) 

- Bst  DNA polymerase (New England Biolabs, USA) 

- RnaseA (Sigma, USA) 

- ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทดลอง (Biobasic, Canada) 

3.2 วิธีการดาํเนินการวิจัย 

3.2.1 การสกัดแยกอาร์เอน็เอของไวรัส 

สกดัอาร์เอ็นเอของไวรัสโดยใช้ปริมาณตวัอยา่งละ 150 ไมโครลติร ดําเนินการด้วย

ด้วยชดุสกดัอาร์เอ็นเอ Nucleospin RNA virus ® (RBC, USA) ตามวิธีท่ีระบใุนคูมื่อการใช้งาน 

ละลายอาร์เอ็นเอท่ีได้ด้วย nuclease free water 50 ไมโครลติร และเก็บไว้ท่ี –20 องศาเซลเซียส 

จนกวา่จะนํามาใช้ 

3.2.2 ออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจสอบ 

รวบรวมข้อมู ลของยีน E1 ของไวรัสชิคนุกนุยาจากฐานข้อมลูใน GenBank การ

ออกแบบและสงัเคราะห์ไพรเมอร์ เร่ิมจากการตรวจสอบ ลําดบันิวคลีโอไทด์ บนพืน้ฐานของข้อมลู

ของยีน E1 เปรียบเทียบกบัข้อมลูท่ีปรากฏในฐานข้อมลู DNA Data bank (GenBank) (Benson 

et al., 2004) ด้วยโปรแกรม Clustal W (Thomsons et al., 1994) ออกแบบไพรเมอร์ด้วย

โปรแกรม Primer Explorer4 (Fujitsu, Japan) (ตารางท่ี 2) เพ่ือใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ด้วย

เทคนิคแบบลปูด้วยอณุหภมูิเด่ียว  ตรวจสอบไพร เมอร์ท่ีออกแบบได้โดยการเทียบกบั ข้อมลูท่ี

ปรากฏในฐานข้อมลูโดย การทํา local alignment กบัข้อมลูในฐานข้อมลูดีเอ็นเอด้วยโปรแกรม  

Blastn (Altschul, et, al.,1990) ตรวจสอบและคดัเลือกลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีเหมาะสมจากคา่

คะแนนและความจําเพาะของไพรเมอร์ เม่ือคดั เลือกได้แล้วนําไปวิเคราะห์ด้วยกระ บวนการทาง

เคมี 
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3.2.3 การตรวจสอบไวรัสด้วยวิธีอาร์ทพีีซีอาร์ (RT-PCR) 

นําอาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้ในข้อ 3.2.1  ปริมาตร 1 ไมโครลติร มาเพิ่มปริมาณด้วย เทคนิค 

ลกูโซ่พอริเมอเรส (RT-PCR) โดยใช้วิธี ท่ีรายงานโดย  (Dash et al., 2008) โดยใช้ไพรเมอร์คู ่

forward และ reverse ตามรายงาน และทําปฏิกิริยาด้วยเง่ือนไขของปฏิกิริยาโดยการบม่ปฏิกิริยา

ท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที และ 90 องศาเซลเซียส  นาน  10 นาทีตามคูมื่อการใช้

งานของ SuerScript® II (Invitrogen, USA)  ตอ่ด้วยการเพิ่มปริมาณ cDNA ของยีน E1 ขนาด 

205 นิวคลีโอไทด์  ท่ีได้ให้มีปริมาณมากด้วยวิธี ปฏิกิริยาลกูโซเ่พอริเมอเรส โดยปฏิบตัติามคู่ มือ

ปฏิบตักิารของ   i – Taq TM DNA Polymerase  kit (Intron biotechnology, Korea) โดยบม่

ปฏิกิริยา denature ท่ีอณุหภมูิ 93 องศาเซลเซียส 40 วินาที annealing 55 องศาเซลเซียส 1 นาที

และสงัเคราะห์ดีเอ็นเอหรือ extensions ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 40 รอบ และ

บม่ปฏิกิริยาตอ่ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส  10 นาที และตรวจสอบผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้ด้วย

การแยกด้วยสนามไฟฟ้าในวุ้นอากาโรส   1.5 % ในสารละลาย TAE 

3.2.4 การโคลนชิน้ส่วนดเีอน็เอเพื่อสร้างโมเลกุลอ้างองิ 

โคลนชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ด้วยวิธี TA cloning (Invitrogen, USA) ตามวิธี

ท่ีรายงานในเอกสารประกอบชดุ kit pGEM ®- T Easy vector system I (Promega, USA)โดยทํา

ปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง แล้วนําดีเอ็นเอลกูผสมท่ีได้ถ่ายสูเ่ซลล์

ของแบคทีเรีย E-coli สายพนัธุ์ TOP 10 ด้วยวิธี heat shock (Sambrook et al., 1989)  คดัเลือก

โคลนท่ีได้โดยการทํา  direct PCR (Grunenwald, 2001) ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอท่ี มีขนาด

ใกล้เคียงกบัขนาดท่ีต้องการเพิ่มปริมาณพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีได้ (Sambrook et al., 1989) และนํา

พลาสมิด ท่ีได้ ไปตรวจลําดบันิวคลีโอไทด์โดยการ สง่ไ ปหาลําดบันิวคลีโอไทด์ในดีเอ็นเอ เพ่ือ

ตรวจสอบเปรียบเทียบกบันิวคลีโอไทด์เบสของเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาท่ีมีอยู ่ 

3.2.5 การพัฒนาเทคนิคการเพิ่มปริมาณสัญญาณดเีอน็เอด้วยวิธีการเพิ่มปริมาณ

ดเีอน็เอแบบรีเวิสทรานสคริบช่ันและการชักนําด้วยลูปอุณหภมูิเดี่ยว (RT-LAMP) 

นํา RNA ท่ีสกดัได้จากข้อ 3.2.1 มาเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคดีเอ็นเอแบบลปูด้วย

อณุหภมูิเด่ียว โดยใช้ชดุไพรเมอร์สมัพนัธ์กบับริเวณ F1 F2 F3 B1 B2 และ B3 ท่ีออกแบบไว้



17 

 

ข้างต้น โดยปฏิกริยาประกอบด้วย  40 mM Tris pH 8.8  20mM KCl  16mM MgSO4  

0.2%Tween 20  1.6 M Betaine 2.8 mM dNTP และ 8 U. Bst  DNA polymerase (Notomi et 

al., 2000: Parida et al., 2008) และบม่ปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 63 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

ตรวจสอบผลติภณัฑ์ด้วยการแยกดีเอ็นเอท่ีได้ด้วย  การแยกด้วยสนามไฟฟ้าโดยใช้อะกาโรสเจล  3 

% ใน TAE บฟัเฟอร์ ประเมินศกัยภาพของวิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบชกันําลปูด้วยอณุหภมูิ

เด่ียวในครัง้นีเ้ปรียบเทียบกบัวิธีมาตรฐาน อาร์ทีพีซีอา ร์ (RT-PCR) ท่ีรายงานโดย Dash et al., 

(2008) โดยตรวจสอบประสทิธิภาพของปฏิกิริยาในแง่มมุตา่งๆดงันี ้

3.2.5.1 ตรวจสอบความจําเพาะ (specificity) การตรวจสอบความจําเพาะ ของ

ปฏิกิริยาเม่ือใช้ไวรัสท่ีก่อให้เกิดโรคในยงุเช่นเดียวกบัชิคนุกนุยาได้แก่ ไวรัสเดงก่ีสายพนัธุ์ 1-4 และ 

plasmodium falsifarum และไวรัสชนิดอ่ืน ได้แก่เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่  2009 (Human influenza 

virus; H1N1) และนําผลท่ีได้ไปตรวจสอบเปรียบเทียบกบัผลของการดําเนินการ โดยวิธี              

อาร์ทีพีซีอาร์ท่ีรายงานโดย Dash et al., (2008) 

  3.2.5.2 ตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา  (sensitivity) โดยใช้ดีเอ็นเอแมแ่บบ

จากพลาสมิดท่ีทราบจํานวนชดุของดีเอ็นเอ  โดยแปรผนัแปรความเข้มข้นของดีเอ็นเอในรูปของ

จํานวนก็อปปี้จากมากไปหาน้อย  ตามวิธีท่ีได้รายงานไว้ (Anthony, 2000) ประกอบปฏิกิริยาเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอตามท่ีอธิบายไว้ก่อนหน้าและนําผลท่ีได้ไปตรวจสอบเปรียบเทียบกบัผลของการ

ดําเนินการโดยวิธี อาร์ทีพีซีอาร์ท่ีรายงานโดย Dash et al., (2008)  

 

3.2.6 การตรวจสอบสัญญาณดเีอน็เอโดยวัดการเปล่ียนแปลงทางสีของแสงด้วย

อนุภาคเงนินาโน 

 อนภุาคเงินนาโนท่ีใช้ในงานวิจยันี ้ ใช้วิธีการสงัเคราะห์โดยวิธี การสงัเคราะห์ท่ีเป็น

มิตรกบัสิง่แวดล้อม (Green synthesis) ตามท่ีมีการรายงานของ (Pukdeenard et al., 2012) โดย

ได้รับการอนเุคราะห์  หน่วย ปฏิบตักิาร วิจยัอปุกรณ์รับรู้ ภาควิชาเคมี คณะวิ ทยาศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

 

สําหรับโพรบสงัเคราะห์ในรูป β -pyrolidinyl DNA analog probe (เบต้าไพโรลดินิิล

ดีเอ็นเออนาลอก โพรบ ) สงัเคราะห์ตามวิธีของ Suparpprom และคณะ ในปี 2005 โดย            

รองศาสตราจารย์ ดร . ธีรยธุร วิไลวลัย์  ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์  จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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โดยการ เลือกตําแหน่งท่ีจะใช้ออกแบบ เบต้าไพโรลดิิ นิลดีเอ็นเออนาล อกโพรบท่ีใช้เป็น โพรบใน

ระหวา่ง บริเวณท่ี ไพรเมอร์ข้างต้น คร่อมอยู่  ออกแบบและสงัเคราะห์ โพรบท่ีมีลําดบันิวคลีโอไทด์    

ได้แก่ ATCACTGTAACT การตรวจสอบสญัญาณดีเอ็นเออยู่บนพืน้ฐานของการจบัตวัแบบไฮบริ

ไดเซชัน่ระหวา่งดีเอ็นเอและเบต้าไพโรลดินิิลดีเอ็นเออนาลอกตามท่ีรายงาน (Kanjanawarut and 

Su, 2009)  โดยในปฏิกิริยาประกอยด้วยอนภุาคเงินนาโนสีฟ้า (blue silver nanoparticles) ความ

เข้มข้น 1200 ppm 5 ไมโครลติร ดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเท คนิคลปูอณุหภมูิเด่ียวใน

ข้อ 3.2.5 ปริมาตร 1 ไมโครลติร เบต้าไพโรลดินิิลดีเอ็นเออนาลอกโพรบ 25 พิโคโมล  ภายใต้การ

ควบคมุปริมาณเกลือความเข้มข้น  5-15 มิลลโิมลาร์ ปริมาตร 0.2 ไมโครลติร แปรผนัความเข้มข้น

เป็นลบและความเข้มข้นของเกลืออยา่งละ 3 ระดบั สงัเกตเห็นการเปล่ียนแปลงของการตกตะกอน

ของอนภุาคเงินนาโน  พร้อมทัง้ดําเนินการโดยหาความจําเพาะของปฏิกิริยา ความไวของปฎิกริยา 

และ การทําซํา้เพ่ือใช้ร่วมในการยืนยนัผลการทดลอง  

 

การตรวจสอบตกตะกอนของเงนินาโน  

นําผลท่ีได้ไปตรวจกบัตวัอยา่งท่ีได้จากการตรวจ วดัการดดูกลืนแสงโดยเคร่ือง  Cary 

100 Bio UV- visible spectrophotometer (Li and Rothberg, 2004) โดยเจือจางตวัอยา่ง 300 

เท่า  ดกูารเปล่ียนแปลงท่ีเกิดจากปรากฏ การณ์ ลาสมอนของอนภุาค เงินนาโนในรูปการ

เปล่ียนแปลงของการดดูกลืนแสง ตรวจสอบการตกตะกอนของเงินด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอน

แบบสอ่งกราด  (scanning electron microscope) ด้วยวิธีท่ีรายงานไว้ในคูมื่อการทํางานของ

กล้อง  เน้นความแตกตา่งของผลท่ีได้จากชดุควบคมุท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมาย ชดุควบคมุ ท่ีมีดีเอ็นเอท่ี

ไมใ่ช่ดีเอ็นเอเป้าหมาย และชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอแมแ่บบ (non-template control) โดยใช้กล้อง 

JEOL JSM-6510A Analytical scanning Electron microscope (Thompson et al., 2008) 

ทดสอบตะกอนเงินด้วย Sodium borohydride test (NaBH4) เพ่ือตรวจสอบยืนยนั

การเปล่ียนสีของอนภุาคเงินนาโนท่ีเกิดจากการตกตะกอน (aggregation) ท่ีไมไ่ด้เกิดจากการถกู

รีดวิซ์ให้หายไปของอนภุาคเงินนาโนตามสมการ AgNO3 + NaBH4 --> Ag + 1/2H2 + 1/2B2H6 + NaNO3 

อนภุาคเงินนาโน ถกูรีดวิซ์โดยโซเดี ยมโบโรไฮไดรด์ก็จะได้อนภุาค เงินนาโนซึง่จะเปล่ียนสีปฏิกิริยา

เป็นสีเหลือง และถ้า เงินนาโนเกิดจากการตกตะกอนรวมกนัไมผ่า่นปฏิกิริยารีดกัชัน่จะไมเ่ปล่ียนสี

ทดสอบตะกอนทัง้ ชดุควบคุมท่ีมีดีเอ็นเป้าหมาย  ชดุควบคมุ ท่ีไมมี่ดีเอ็นเอเป้าหมาย และ ชดุ
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ควบคมุท่ี ไมมี่ดีเอ็นเอ แมแ่บบ  โดยทําการทดสอบด้วยโซเดียมโบโรไฮไดรด์ท่ีมีความเข้มข้น 1       

โมลาร์ ตามวิธีท่ีได้รายงานไว้ (Hyning and Zukoski, 1998) 

 

 



 

 

บทที่  4 

ผลการทดลอง 

4.1 การศึกษา และรวบรวม ยีนเป้าหมายของโรคชิ คุนกุนยาเพื่อใช้ในการออกแบบ       

ไพรเมอร์ 

ผลการศกึษาและรวบรวมข้อมลูของยีน ท่ีเก่ียวข้องกบัโรคชิคนุกนุยา พบวา่นอกจาก

ยีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการเพิ่มจํานวนอนภุาคด้วยยีน rephicase แล้วชิคนุกนุยาไวรัสยั ง

ประกอบไปด้วยยีน  nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 C 6K E1 E2 และ E3 การศกึษาครัง้นีไ้ด้เลือกใช้ยีน 

E1 โดยอาศยัข้อมลูจากท่ีอยูใ่นฐานข้อมลูดีเอ็นเอ (Gen Bank) และรายงานข้อมลูนิวคลีโอไทด์ ท่ี

ได้จาก การศกึษาลําดบันิวคลีโอไทด์ของ ไวรัสนีจ้าก ผู้ ป่วยในจงัหวดันราธิวาส  โดยพบวา่ ลําดบั       

นิวคลีโอไทด์ของ E1 ยีนของไวรัสชิคนุกนุยามีขนาดประมาณ 205 นิวคลีโอไทด์ ลําดบันิวคลีโอ

ไทด์มีความคล้ายกนัในระดบัท่ีสงูและพบวา่ บางตําแหน่งของลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีมีการระบาดใน

ขณะนีอ้าจตา่งจากสายพนัธุ์ท่ีเคยระบาดในประเทศไทยแล้ว  (ยง ภูว่รวรรณ , 2552) โดยพบการ

กลายพนัธุ์ในบางตําแหน่งแตย่งัคงมีตําแหน่งท่ี ลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีมีความเหมือนกนัมากพอท่ีจะ

ใช้ออกแบบไพรเมอร์ในการตรวจสอบได้  รายละเอียดของรายการข้อมลูของยีน E1 ของไวรัสสาย

พนัธุ์ตา่งๆ เป็น ดงัตารางท่ี 1 

ตารางที่ 1 แสดงข้อมลูของยีนท่ีเก่ียวข้องของยีน E1 ท่ีใช้ในการอ้างอิง 

 

หมายเลข 

 

รายละเอียด 

 

แหล่งที่พบ  

ขนาด 

นิวคลีโอ

ไทด์ 

FJ457640 Chikungunya virus strain CU10 E1 gene Thailand 266 

FJ457639 Chikungunya virus strain CU10 E1 gene Thailand 266 

FJ457636 Chikungunya virus strain CU10 E1 gene Thailand 266 

AY253733 Chikungunya virus structural polyprotein (E1) gene Thailand 199 

AY253730 Chikungunya virus structural polyprotein (E1) gene India 199 

AM397006 Chikungunya virus (E1 gene), isolate MY/0306/BP37352, genomic RNA. Malaysia 294 

AM397005 Chikungunya virus partial mRNA for structural protein E1 (E1 gene), isolate MY/0306/BP37348 Malaysia   294     

AM397007 Chikungunya virus partial mRNA for structural protein E1 (E1 gene), isolate MY/0306/BP34198 Malaysia 294 

AM397009 Chikungunya virus partial mRNA for structural protein E1 (E1 gene),isolate MY/0306/BP37437 Malaysia 294 

AM397008 Chikungunya virus partial mRNA for structural protein E1 (E1 gene),isolate MY/0306/BP37350,  Malaysia  294 

AY549579 Chikungunya virus isolate chik DRC1719 structural protein E1 Congo 1124 
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ตารางที่ 1 (ตอ่) แสดงข้อมลูของยีนท่ีเก่ียวข้องของยีน E1 ท่ีใช้ในการอ้างอิง 

 

หมายเลข 

 

รายละเอียด 

 

แหล่งที่พบ  

ขนาด 

นิวคลีโอ

ไทด์ 

AF394210 Chikungunya virus isolate MALh0198 E1 protein gene, partial cds Japan 257 

EU192143 Chikungunya virus strain 0706aTw structural polyprotein gene complete cds Taiwan 3,747 

DQ520746 Chikungunya virus isolate IND63WB1 E1 protein gene, partial cds India 294 

DQ520748 Chikungunya virus isolate IND64CH2 E1 protein gene, partial cds India 294 

AY549583 Chikungunya virus  African strain (E1) mRNA, partial cds Congo. 1,044 

 

จากตารางท่ี 1 พบวา่ไวรัสชิคนุกนุยาแบง่ออกเป็น 2 กลุม่ได้แก่ สายพนัธุ์ เอเชีย และสาย

พนัธุ์แอฟริกา พบวา่แตล่ะสายพนัธุ์มีขนาดของยีน E1 ท่ีใกล้เคียงกนัและเม่ือได้ทราบข้อมลูการ

กลายในระดบันิวคลีโอไทด์ในแตล่ะสายพนัธุ์  (บริเวณล้อมกรอบในรูปท่ี 4)จงึนํา ข้อมลู ท่ีได้มา

เปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์โดยทําการ   global alignment ด้วยโปรแกรม Clustal W ได้ผลดงั

แสดงไว้ใน รูปท่ี 4 

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment                                           

AM397006        TGCTTCTGCGACACCGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AM397005        TGCTTCTGCGACACCGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AM397007        TGCTTCTGCGACACCGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AM397009        TGCTTCTGCGACACCGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AM397008        TGCTTCTGCGACACCGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AF394211        TGCTTCTGCGACACCGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AF394210        TGCTTCTGCGACACCGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
EU192143        TGCTTCTGCGACACCGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
DQ520746        TGCTTCTGCGACACTGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
DQ520748        TGCTTCTGCGACACTGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
DQ520754        TGCTTCTGCGACACTGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AF192899        TGCTTCTGCGACACTGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AF192900        TGCTTCTGCGACACTGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCTGAATCA 60 
AF192897        TGCTCCTGCGACACTGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCTGAATCA 60 
AF192895        TGCTTCTGCGACACTGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AF192894        TGCTTCTGCGACACTGAAAATACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
FJ457636        CCCCTCTGCGACGCTGAAAATACGCAGTTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
FJ882922        TGCTTCTGCGACGCTGAAAATACGCAGTTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
FJ457640        TGCTTCTGCGACGCTGAAAATACGCAGTTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
FJ457639        TGCTTCTGCGACGCTGAAAATACGCAGTTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
FJ457638        TGCTTCTGCGACGCTGAAAATACGCAGTTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
FJ457637        TGCTTCTGCGACGCTGAAAATACGCAGTTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AY549581        TGCTTCTGCGACGCTGAAAACACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
AY549582        TGCTTCTGCGACGCTGAAAACACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
EF051584        TGCTTCTGCGACGCTGAAAACACGCAATTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCA 60 
                  *  ******* * ***** ***** ************************** ***** 
                                                       
AM397006        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AM397005        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AM397007        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AM397009        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AM397008        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AF394211        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AF394210        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
EU192143        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
DQ520746        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATATAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
DQ520748        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATATAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
DQ520754        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATATAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AF192899        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATATAGGGCTCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AF192900        TGCAAAACGGAATTTGCATCAGCATACAGGGCCCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AF192897        TGCAAAACGGAATTTGCATCAGCATACAGGGCCCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AF192895        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCCCATACCGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AF192894        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCCCATACCGCATCCGCATCAGCCAAGCTC 120 
FJ457636        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCGTACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTC 120 
FJ882922        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCGTACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTC 120 

F3 F2 

F1 
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FJ457640        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCGTACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTC 120 
FJ457639        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCGTACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTC 120 
FJ457638        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCGTACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTC 120 
FJ457637        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCGTACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTC 120 
AY549581        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCACACAGGGCTCATACAGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
AY549582        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCACACAGGGCTCATACAGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
EF051584        TGCAAAACAGAATTTGCATCAGCATACAGGGCTAATACAGCATCCGCATCAGCTAAGCTC 120 
                ******** **************  * *****  **** ***** ******** ****** 
                           
AM397006        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATATCACTGTAGCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AM397005        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATATCACTGTAGCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AM397007        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATATCACTGTAGCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AM397009        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATATCACTGTAGCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AM397008        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATATCACTGTAGCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AF394211        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATATCACTGTAGCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AF394210        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATATCACTGTAGCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
EU192143        CGCGTCCTTTACCAAGGAAGTAATATCACTGTTGCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
DQ520746        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATGTTACTGTATCTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
DQ520748        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATGTTACTGTATCTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
DQ520754        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATGTTACTGTATCTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AF192899        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAGTGTTACTGTATCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AF192900        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATGTCACTGTATCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AF192897        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATGTCACTGTATCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AF192895        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATGTCACTGTATCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AF192894        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAATGTCACTGTATCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
FJ457636        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
FJ882922        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
FJ457640        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
FJ457639        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
FJ457638        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
FJ457637        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AY549581        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
AY549582        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
EF051584        CGCGTCCTTTACCAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCC 180 
                ******************* **   * *****  **** ********************* 
                                                    
AM397006        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AM397005        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AM397007        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AM397009        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AM397008        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AF394211        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AF394210        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
EU192143        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
DQ520746        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
DQ520748        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
DQ520754        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AF192899        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AF192900        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AF192897        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AF192895        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AF192894        GTCACAGTTAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
FJ457636        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
FJ882922        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
FJ457640        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
FJ457639        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
FJ457638        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
FJ457637        GTCACAGTTAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AY549581        GTCACAGTCAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
AY549582        GTCACAGTCAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
EF051584        GTCACAGTCAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTC 240 
                ******** ******** ******** ********************************* 
                                     

รูปท่ี 4 เปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์ของไวรัสชิคนุกนุยา  25 สายพนัธุ์ (Thomsons et al., 

1994) ของข้อมลูยีน E1 ท่ีมาจาก accession number ตา่งๆ ในฐานข้อมลู GenBank database 

และแสดงตําแหน่งของลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณของไพรเมอร์ ท่ีเก่ียวข้อง  ได้แก่ สีนํา้ตาลคือ

บริเวณไพรเมอร์  F1 สีเขียวออ่นคือไพรเมอร์ F2 สีแดงคือไพรเมอร์ F1 สีฟ้าคือไพรเมมอร์ B1 สี

ชมพคืูอไพรเมอร์ B2 และ สีเขียวเข้มคือไพรเมอร์ B3 ท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  

จากตารางพบวา่ ผลการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์ไวรัส 25 สายพนัธุ์ พบการ

กลายพนัธุ์หลกั 3 บริเวณ (ในกรอบส่ีเหล่ียม) ได้แก่ ท่ีตําแหน่ง 4-27 นิวคลีโอไทด์ ตําแหน่งท่ี 84-

B1 

B2 B3 
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105 นิวคลีโอไทด์ และตําแหน่งท่ี 140-160 นิวคลีโอไทด์ อยา่งไรก็ดีเน่ืองจากสายพนัธุ์ท่ีระบาดใน

ปัจจบุนัทัง้หมดสอดคล้องกบัลําดบันิวคลีโอไทด์ FJ457636 โดยท่ีสายพนัธุ์ท่ีระบาดในอดีตไมพ่บ

ระบาดอีกในปัจจบุนั (ยง ภูว่รวรรณ, 2552) จงึได้นําลําดบันิวคลีโอไทด์สายพนัธุ์ FJ457636 เป็น

แมแ่บบในการออกแบบไพรเมอร์ โดย สามารถออกแบบไพรเมอร์  ด้วยโปรแกรม Primer Explorer 

V4 ได้ดงัตารางท่ี 2 

ตารางที่  2 ข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์ของ  ไพรเมอร์ ท่ีใช้เพิ่มปริมาณดี เอ็นเอเป้าหมายสําหรับ

ปฏิกิริยารีเวิสทรานสคริบชัน่ลปูอณุหภมูิเดียว (RT-LAMP) ปฎิกริยาลูกโซพ่อรีเมอร์เรส (RT-PCR) 

และลําดบันิวคลีโอไทด์ของ โพรบชนิด analog DNA probe สําหรับใช้ในการตรวจจบัสญัญาณดี

เอ็นเอยีน E1 ของไวรัสชิคนุกนุยา 

 

ไพรเมอร์ 5’ ไป 3’ ตาํแหน่งในจีโนม 

RT-LAMP 

F1 CAGATGCGGTATGAGCCCTGTA เร่ิมที่ตาํแหน่ง 22-41 

F2 GGAGAAGTCCGAATCATGC เร่ิมที่ตาํแหน่ง 44-63 

F3 ACGCAATTGAGCGAAGCAC เร่ิมที่ตาํแหน่ง 88-109 

B1 TCCGCGTCCTTTACCAAGGAAA เร่ิมที่ตาํแหน่ง 119-141 

B2 TTTGGCGTCCTTAACTGTGAC เร่ิมที่ตาํแหน่ง181-198 

B3 CTGAAGACATTGGCCCCAC เร่ิมที่ตาํแหน่ง 208-227 

RT-PCR 

Forward * ACGCAGTTGAGCGAAGCAC เร่ิมที่ตาํแหน่ง 88-109 

Reverse* CTGAAGACATTGGCCCCAC เร่ิมที่ตาํแหน่ง 208-227 

Probe 

 Analog DNA probe** ATCACTGTAACT เร่ิมที่ตาํแหน่ง 148-157 

*  ได้จากการรายงานของ Dash et al., 2004 

** สงัเคราะห์ตามวิธี Suparpprom et al., 2005, Vilaivan and Srisuwannaket, 2006 

 

จากตาราง ท่ี 2 สําหรับ ไพรเมอร์ ท่ีใช้ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นด้วยเทคนิค         

RT-LAMP โดยใช้ไพรเมอร์ (F1 F2 F3 B1 B2 และ B3) และวิธีท่ีใช้เป็นมาตรฐานท่ีเป็นไปตามการ

รายงานด้วยเทคนิคอาร์ทีพีซีอาร์ (Dash et al., 2008) โดยไพรเมอร์คู ่ Forward และ Reverse 

ดงักลา่ว  สามารถเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอของชิคนุกนุยาไวรัสบริเวณของยีน E1 ขนาด 205              

นิวคลีโอไทด์ให้ผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอท่ีคมชดัโดยไมมี่แถบดีเอ็นเอชนิดอ่ืนปะปน 
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ในการการตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอร์ตอ่ปฏิกิริ ยาของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

โดยการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์ เบือ้งต้นด้วยหลกัการ basic local alignment ซึง่เป็นการ

ใช้ลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์เทียบกบัข้อมลูในฐานข้อมลูออนไลน์ (Altschul et al., 1997) 

นําลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ F1, F2, F3 และ B1, B2, B3 ซึง่ถกูออกแบบเพ่ือเพิ่มปริมาณ

ยีน E1 ในปฏิกิริยา RT-LAMP และ อาร์ทีพีซีอาร์ดงัตารางท่ี 2 

ตารางที่ 3 การตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอร์ตอ่ยีน E1 ของไวรัสชิคนุกนุยา 

ไพรเมอร์ รายละเอียด 
Score 

(bits) 
Identities 

E 

value 

F1 Chikungunya virus isolate AP0109 polyprotien gene 

Chikungunya virus strain ECSA glycoprotein envelope1 gene 

Chikungunya virus coat protein (E1) gene 

44.1 

44.1 

44.1 

100% 

100% 

100% 

0.06 

0.06 

0.06 

F2 Chikungunya virus isolate 21/RMRC/ Ganjam envelope glycoprotein  

Chikungunya virus strain ECSA glycoprotein envelope1 gene 

Chikungunya virus coat protein (E1) gene 

40.1 

40.1 

40.1 

100% 

100% 

100% 

0.066 

0.066 

0.066 

F3 Chikungunya virus isolate 1088vi E1 protein gene  

Chikungunya virus isolate EG641 E1 protein gene  

Chikungunya virus partial gene for structural polyprotein envelop 

38.2 

38.2 

38.2 

100% 

100% 

100% 

0.26 

0.26 

0.26 

B1 Chikungunya virus isolate 21/RMRC/ Ganjam envelope glycoprotein 

Chikungunya virus isolate IND-10-DEL75 E1 protein gene 

Chikungunya virus isolate 16/RMRC/ envelope glycoprotein 

46.1 

46.1 

46.1 

100% 

100% 

100% 

0.002 

0.002 

0.002 

B2 Chikungunya virus isolate IND-10-DEL75 E1 protein gene 

Chikungunya virus isolate 21/RMRC/ Ganjam envelope glycoprotein 

Chikungunya virus 12/RMRC/Jagatsinghpur envelope glycoprotein 

36.2 

36.2 

36.2 

100% 

100% 

100% 

1.0 

1.0 

1.0 

B3 Chikungunya virus isolate IND-10-DEL75 E1 protein gene 

Chikungunya virus12/RMRC/Jagatsinghpur envelope glycoprotein 

Chikungunya virus isolate 21/RMRC/ Ganjam envelope glycoprotein 

38.2 

38.2 

38.2 

100% 

100% 

100% 

0.26 

0.26 

0.26 

จากตารางท่ี 3 การตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอร์ F1 F2 F3 B1 B2 และ B3 ท่ีเก่ียวข้องกบั

ยีน E1ของไวรัสชิคนุกนุยา ด้วยโปรแกรม blastn พบวา่ไพรเมอร์ดงักลา่ว มีความจําเพาะตอ่ไวรัว

ชิคนุกนุยาเท่านัน้ โดยดจูากคา่ E-value ท่ีต่ํามากและผนวกกบัท่ีผลการรายงานทกุตวัเป็นชิคนุกนุ

ยาไวรัส 

 และเม่ือนําคูไ่พรเมอร์คูด้่านนอกได้แก่ F3 และ B3 ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ได้ขนาดเป็นไป

ตามทฤษฏี นัน้ทําการโคลนชิน้สว่นของดีเอ็นเอเพ่ือสร้างเป็นโมเลกลุอ้างอิงด้วยหลกัการ          
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TA-cloning ดงัข้อ 3.2.4 นําดีเอ็นเอลกูผสมเข้าสู่  E.coli สายพนัธุ์ TOP 10 ด้วยวิธี Heat Shock 

และนําแบคทีเรียท่ีได้ไปเลีย้งในอาหารท่ีมียาปฏิชีวนะและสกดัดีเอ็นเอจากพลาสมิด พลาสมิด      

ดีเอ็นเอท่ีได้นํามาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า ตรวจสอบดีเอ็น พลาสมิดท่ีได้ โดยการใช้เทคนิค ลกูโซ่    

พอลเิมอเรสเพ่ือยืนยนัผลและจากนัน้นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีได้ไปตรวจลําดบันิวคลีโอไทด์ 

4.2 ตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด์เพื่อยืนยันผลการทดลอง 

นําพลาสมิดท่ีได้สง่ตรวจสอบลําดบัสายดีเอ็นเอเพ่ือยืนยนัผลการทดลอง ดงัรูปท่ี 5   

ACGCAGTTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCATGCAAAACAGAATTTGC 
ATCAGCGTACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTCCGCGTCCTTTACC 
AAGGAAATAATATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCCGTCACAGTT 
AAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAG 
 

 รูปท่ี 5 แสดงผลลําดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีจากการสง่วิเคราะห์ 

นําลําดบัดีเอ็นเอท่ีได้จากการตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ (Sequencing) 

 
FJ457640        ----------------------------------------------------TGCTTCTG  
AF192894        -------------------------------------------GGCGCCTACTGCTTCTG 
CKK             GGTACTTATATAGGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCG  
                                                                     **  * * 
 

FJ457640        CGACGCTGAAAATACGCAGTTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCATGCAAAAC  
AF192894        CGACACTGAAAATACGCAGTTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCATGCAAAAC  
CKK             CGGGAATTCGATTACGCAGTTGAGCGAAGCACATGTGGAGAAGTCCGAATCATGCAAAAC  
                **    *   * ************************************************ 
 

FJ457640        AGAATTTGCATCAGCGTACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTCCGCGTCCT  
AF192894        AGAATTTGCATCAGCATACAGGGCCCATACCGCATCCGCATCAGCCAAGCTCCGCGTCCT  
CKK             AGAATTTGCATCAGCGTACAGGGCTCATACCGCATCTGCATCAGCTAAGCTCCGCGTCCT  
                *************** ******** *********** ******** ************** 
 

FJ457640        TTACCAAGGAAATAACATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCCGTCACAGT  
AF192894        TTACCAAGGAAATAATGTCACTGTATCTGCTTATGCAAACGGCGACCATGCCGTCACAGT  
CKK             TTACCAAGGAAATAATATCACTGTAACTGCCTATGCAAACGGCGACCATGCCGTCACAGT  
                ***************  ******** **** ***************************** 
 

FJ457640        TAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTCGACAACAA  
AF192894        TAAGGACGCTAAATTCATAGTGGGGCCAATGTCTTCAGCCTGGACACCTTTCGACAACAA  
CKK             TAAGGACGCCAAATTCATTGTGGGGCCAATGTCTTCAG----------------------  
                ********* ******** *******************                      
 

FJ457640        AATTGTGGTGTACAAAGG  
AF192894        AATCGTGG----------  
CKK             ------------------ 

 

รูปท่ี 6 เปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์จากงานวิจยั (CKK) กบั ลําดบันิวคลีโอไทด์ใน 

เอเชีย (AF192894) และลําดบันิวคลีโอไทด์จาก accession number FJ457640 ท่ีเคยมีรายงาน

วา่พบในประเทศไทย  

 เม่ือตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบ ด้วยโปรแกรม Clustal W (Thomsons et 

al., 1994) พบวา่ลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ี โคลนได้สอดคล้องกบัลําดบั  นิวคลีโอไทด์ของ ไวรัส          

ชิคนุกนุยาสายพนัธุ์อ่ืนโดยเฉพาะ accession number FJ457640 ท่ีเคยมีรายงานวา่พบระบาดใน

ประเทศไทย   
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4.3 การเพิ่มปริมาณยีน E1 ด้วยเทคนิครีเวิสทรานสคริปช่ันร่วมกับการเพิ่มปริมาณดเีอน็

เอชักนําด้วยลูปอุณหภมูิเดี่ยว (RT-LAMP) และด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (RT-PCR) 

นําอาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้ จากข้อ 3.2.1 มาเพิ่มปริมาณบ ริเวณของยีน E1 ด้วยเทคนิค         

RT-LAMP โดยใช้ไพรเมอร์ ท่ีออกแบบไว้ข้างต้น พบวา่เม่ือบม่ปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ  63 องศา เป็น

เวลา 60 นาที ได้ผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอเป็นขัน้บนัได ขนาดเท่ากบัผลคณูของลําดบันิวคลีโอไทด์ขนาด  

170/200 นิวคลีโอไทด์ ไมพ่บผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอในรู ปแบบดงักลา่วในตวัอยา่งท่ีมีสารพนัธุกรรม 

ชดุควบคมุลบ (อาร์เอ็นเอของไวรัสไข้เลือดออก) และชดุควบคมุท่ีไมมี่สารพนัธุกรรม (รูปท่ี 7A) ผล

ดงักลา่วสอดคล้องกบัการเพิ่มป ริมาณสารพนัธุกรรม ด้วยวิธี RT-PCR ของไวรัสชิคณุกุ นยาของ 

Dash et al., (2008) รูปท่ี 7B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 7 ผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณ ยีน และความจําเพาะของ  E1 ด้วยเทคนิค     

ลปูอณุหภมูิเด่ียว  (RT-LAMP) ท่ีอณุหภมูิ 63 °C และแยกแถบ  DNA ด้วยเทคนิค                      

เจลอิเลค็โทรโฟไลซสิ ใน  3% agarose ในสารละลาย 1X TAE buffer รูปท่ี 7A และผลติภณัฑ์     

RT-LAMP 

RT-PCR 

            M           1         2          3       

7B 

7A 
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ดีเอ็นเอท่ีได้จากเพิ่มปริมาณด้วย อาร์ทีพีซีอาร์  รูปท่ี 7B และแยกแถบ DNA ด้วยเทคนิคเจล            

อิเลค็โทรโฟไลซสิ ใน1.5% agarose ในสารละลาย 1X TAE buffer ท่ีความเข้มข้น 106 copies  

 

M =  1 Kb DNA ladder 

1 =   ชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอเป้าหมาย ntc (non-template control) 

2 =   สารพนัธุกรรมของไวรัสชิคนุกนุยา  

3 =   ชดุควบคมุลบ (Negative control) เป็นสารพนัธุกรรมของไวรัส   

                         ไข้เลือดออก  

 

โดยผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้มีขนาด ประมาณ 200 นิวคลีโอไทด์ สอดคล้องกบัขนาด

คาดหวงัทางทฤษฎีของยีนและผลการทดลองของ Dash et al., 2008 แถบดีเอ็นเอดงักลา่วใช้เป็น

แมแ่บบในการโคลนยีนเพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอควบคมุบวกดงัรายงานในหน้า 24 
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4.4 การประเมินศักยภาพของ ชุดไพรเมอร์ในการเพิ่มปริมาณดเีอน็เอ ด้วยวิธีชักนําด้วย

ลูปอุณหภมูิเดี่ยว (LAMP)  

4.4.1 ตรวจหาความจํา เพาะ (specificity) ของปฏิกิริยาของไพรเมอร์เม่ือใช้สาร

พนัธุกรรมของชิคนุกนุยาไวรัส เปรียบเทียบกบัเม่ือใช้สารพนัธุกรรมของไวรัสชนิดอ่ืน ได้แก่  เดงกี

ไวรัส เชือ้พลาสโมเดียม  และไวรัสไข้หวดัใหญ่  โดยสามารถแยกความความแตกตา่งให้เห็นได้  

โดยเฉพาะการไมเ่กิดปฎิกิริยากบั ไวรัสท่ีก่อให้เกิด โดยโรคในยงุ อ่ืนได้แก่ เชือ้ไวรัสท่ีก่อให้เกิด

ไข้เลือดออกสายพนัธุ์ (dengue virus) 1-4 เชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรคมาเลเรีย plasmodium falsifarum 

ท่ีแสดงอาการคล้ายอาการของชิคนุกนุยา และไวรัส ชนิดอ่ืน  ได้แก่ไวรัสไข้หวดัใหญ่  H1N1 ท่ี

ก่อให้เกิดโรคไข้หวดั 2009 ดงัรูปท่ี 8 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 8 ความจําเพาะของปฏิกิริยาการทดสอบการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมด้วยชดุไพรเม อร์ ด้วย

เทคนิค รีเวอร์สทรานสคริบชนัร่วมกบัการเพิ่มปริมาณโดยการ ชกันําด้วยลปูอณุหภมูิเด่ียว         

(RT-LAMP) ดงัรูป 8A สามารถแยกความความแตกตา่งให้เห็น โดยชดุไพรเมอร์ท่ีออกแบบได้มี

ความจําเพาะตอ่ไวรัสชิคนุกนุยา แตไ่ม่ทําปฏิกิริยากบัอาร์เอ็นเอของไวรัสชนิดอ่ืน แสดงให้เห็นวา่

ไพร์เมอร์ท่ีออ กแบบไว้ข้างต้นมีความจําเพาะ สําหรับเชือ้เป้าหมาย  ด้านลา่งเปรียบเทียบกบั       

อาร์ทีพีซีอาร์ ดงัรูป 8B ตามวิธีของ Dash et al., 2008 และการตกตะกอนของเงินนาโน  8C ให้ผล

ท่ีสอดคล้องกนั  

ช่อง M  = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 นิวคลีโอไทด์ 

ช่อง ntc  = ชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอเป้าหมาย  

   M          ntc       CKK      DEN1     DEN2    DEN3     DEN4    P.fal     H1N1   H1N1(2) 

RT-LAMP 

RT-PCR 

Colorimetric 

detection 

8A 

8B 

8C 

 

500 

400 

300 

200 

 

100 
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ช่อง ckk = ไวรัสชิคนุกนุยา 

 ช่อง 4-10               = ไวรัสท่ีเป็นสาเหตุของโรคไข้เลือดออก มาลาเรีย ไข้หวดั

ใหญ่ 2009 (dengue 1-4), plasmodium falsifarum, 

H1N1, H1N1(2) 

 

 

4.4.2 ความไว  (sensitivity) ของปฏิกิริยา เม่ือตรวจสอบ  ด้วยเทคนิคการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเออณุหภมูิระนาบเด่ียว 

การทดสอบ ความไวของปฏิกิริยาได้จากการทดลองเพิ่มปริมาณ สารพนัธุกรรม

ด้วยแมแ่บบท่ีมีความเข้มข้นท่ีตา่งกนั 1 ระดบัจากมากท่ีสดุ 106 ถึงน้อยท่ีสดุ 10 เพ่ือหา Limit of 

Detection (LOD) โดยใช้องค์ประกอบของ ปฏิกิริยาเช่นเดียวกบัการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย

อณุหภมูิระนาบเด่ียวเป็นดงั รูปท่ี 9 
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รูปท่ี 9 ผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณสว่นของยีน E1 กบัแมแ่บบดีเอ็นเอท่ีทราบ

ปริมาณในรูปจํานวนชดุหรือ ก็อปปีจ้าก 106- 102 ก็อปปี ้ด้วยเทคนิค RT-LAMP และแยกแถบ      

ดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิคเจลอิเลค็โทรโฟไลซสิ ใน  3% agarose ในสารละลาย 1X TAE buffer พบวา่

สามารถเพิ่มปริมาณยีน  E1ได้แม้ระดบัความเข้มข้นของแมแ่บบต่ําเพียง  100 copies หรือสรุปได้

ว่ามี Limit of Detection (LOD) ท่ี 100 copies ด้านลา่งเป็นผลเปรียบเทียบเม่ือทดสอบด้วย

เทคนิค อาร์ทีพีซีอาร์และการตกตะกอนของอนภุาคเงินนาโนให้ผลท่ีสอดคล้องกนั 
 

ช่อง M  = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 นิวคลีโอไทด์ 

ช่อง ntc  = ชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอแมแ่บบ  

ช่อง 3-8  =  ผลการทดสอบความไวด้วยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ 

ไวรัสชิคนุกนุยาด้วยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย

อณุหภมูิเด่ียว 

(9C) 

500 

400 

300 
 

200 

RT-PCR 

98B) 

Colorimetric 

detection 

 M     ntc      106      105      104      103    102      10         
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พบวา่ชดุไพรเมอร์สามารถเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมได้แม้สารพนัธุกรร มแมแ่บบ

จะลดปริมาณถึง  106 ถึงระดบั 100 ชดุของดีเอ็นเอ ผลดงักลา่วสอดคล้องกบัผลการเพิ่มปริมาณ

สารพนัธุกรรมด้วยวิธีลกูโซพ่อลเิมอเรส (RT-PCR) ซึง่ใช้เป็นมาตรฐานและผลการทดลองของการ

ตกตะกอนของอนภุาคเงินนาโน 

4.5 การตรวจสอบสัญญาณการโดยใช้อนุภาคเงนินาโนและเปรียบเทยีบผลการทดลองกับ

เทคนิคมาตรฐานลูกโซ่พอลิเมอเรส (RT-PCR) และลูปอุณหภมูิเดี่ยว (RT-LAMP) 

การพฒันาระบบตรวจสอบสญัญาณบนพืน้ฐานการเปล่ียนแปลงทางสีของแสง 

(colorimetric detection) โดยอนภุาคนาโนเงินสีฟ้าโดยใช้เง่ือนไขของปฏิกิริยา เช่นเดียวกบัท่ีระบุ

ไว้ พบวา่เฉพาะ ตวัอยา่ งท่ีมีสารพนัธุกรรมของเชือ้จะสามารถเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค                 

ลปูอณุหภมูิเดียวใช้ปฏิกิริยาดงัท่ีระบไุว้ข้างต้น และทําปฏิกิริยากบัโลหะเงินนาโนเม่ือเวลาผา่นไป 

30 นาที การเปล่ียนแปลงของสญัญาณสารพนัธุกรรมสามารถมองเห็นด้วยตาเปลา่  และทําการ

เปรียบเทียบผลการทดลองท่ีได้กบัเทคนิคมาตรฐานได้แก่ RT-LAMP, RT-PCR ให้ผลการทดลอง

ดงั รูปท่ี 10 
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รูปท่ี 10 ผลการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงสีของตะกอนอนภุาคเงินนาโน (10C) พบการ

ตกตะกอนในชดุควบคมุลบ (Neg) และในชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอ ต้นแบบ (ntc) ขณะท่ีอนภุาค

เงินนาโนจะไมต่กตะกอนในตวัอยา่งท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมาย (Pos) สามารถมองเห็นด้วยตาเปลา่ 

โดยเปรียบเทียบผลการทดลองกบั เทคนิคมาตรฐาน RT-LAMP (10A) และ RT-PCR (10B) แล้ว

ให้ผลสอดคล้องกนั 
 

ช่อง M  = ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 นิวคลีโอไทด์ 

ช่อง ntc  = ชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอต้นแบบ  

ช่อง Pos  =   ดีเอ็นเอของไวรัสชิคนุกนุยา 

ช่อง Neg  = ดีเอ็นเอของไวรัสไข้เลือดออก สายพนัธุ์ 1 

                                              (Negative control) 

500 

400 
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200 

 

100 
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M      ntc     Pos    Neg 
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จากการพฒันาระบบการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางสีของตะกอนของอนภุาค

เงินนาโนใช้ ทดสอบยีน E1 พบวา่หลอดท่ีไมมี่ดีเอ็นเอต้นแบบ  (ntc) และหลอดท่ีไมมี่ดีเอ็นเอ

เป้าหมาย (Neg) จะเกิดการตกตะกอนของดีเอ็นเอและหลอดท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมาย (Pos) จะไม่

เกิดการตกตะกอน มองเห็นสารละลายคอลลอยด์ของอนภุาคเงินแ ขวนลอยอยู่ ทําการทดลองกบั

เทคนิคมาตรฐานพบวา่ให้ผลสอดคล้องกนักบัผลท่ีได้จากการทํา RT-PCR และ RT-LAMP 

 

 ทดสอบการใช้ งานและการปรับเปลี่ยนสภาวะของ  β-pyrolidinyl DNA analog 

probe (เบต้าไพโรลดินิิวดีเอ็นเออนาลลอกโพรบ) และเกลือให้เหมาะสม ดงัรูปท่ี 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 11 แสดงการทดสอบการใช้งานและปรับเปล่ียนสภาวะของ โพรบและเกลือให้เหมาะสม โดย

ใช้ความเข้มข้นของเกลือ ท่ี 5 10 15 มิลลโิมล และความเข้มข้นของโพรบท่ี 0 25 และ 50 มิลลโิมล 

 

จากรูปท่ี 11 การปรับเปล่ียนสภาวะของ โพรบและเกลือให้เหมาะสมพบวา่ เม่ือมี   

โพรบความเข้มข้นมากขึน้ขณะเดียวกนัเกลือมีความเข้มข้นมากขึน้ตามจะทําให้อ นภุาคเงินนาโน

ตกตะกอน ขณะท่ีหากความเข้มข้นของเกลือต่ําและความเข้มข้นของโพรบท่ีต่ําจะพบวา่ภาวะ

ดงักลา่วอนภุาคนาเงินนาโนจะไมต่กตะกอน ความเหมาะของเกลือท่ีความเข้มข้น 10 มิลลโิมล  

และความเหมาะสมของโพรบท่ี 25 มิลลโิมลเป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีจะใช้ในปฏิกิริยาท่ีไมทํ่า

ให้อนภุาคเงินนาโนตกตะกอน ในชดุการทดลองท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมายแตจ่ะตกตะกอนในชดุการ

ควบคมุลบ 

ความเข้มข้นของโพรบ (มิลลโิมล) 
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4.6 ตรวจสอบผลการตกตะกอนของเงนินาโน 

 สามารถวดั การดดูกลืนแสงโดยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer เพ่ือ

ตรวจสอบการดดูกลืนแสงของอนภุาค เงินนาโนท่ีตา่งกนั ผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอของยีน E1 กระตุ้นให้

เกิดการปกป้องชัน้ผิวของอนภุาค นาโนของเงินจงึทําให้ไมพ่บการตกตะกอน  เม่ือนําไปวดัคา่

ดดูกลืนแสงจงึวดัคา่การดดูกลืนแสงใหม ่การดดูกลืนสงูสดุมีคา่ λ  = 700-800 nm ขณะท่ีใน

หลอดท่ีไม่ปรากฏดีเอ็นเอเป้าหมายหรือมีดีเอ็นเอแตไ่มใ่ ช่เป้าหมายหรือไมมี่ดีเอ็นเอเลย อนภุาค

เงินนาโนตกตะกอน  เม่ือนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงจงึไมพ่บการดดูกลืนแสงในช่วง λ  = 700-

800 nm แตอ่ยา่งใด ดงัรูปท่ี 12 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12 การตรวจสอบการเปล่ียนแปลงสีทางแสงโดย คา่การดดูกลืนแสง ของอนภุาคเงินนาโน       

สีฟ้าเปรียบเทียบระหวา่ง  (เส้นสีดํา) คือคา่การดดูกลืนแสงของสารละลาย blank (เส้นสีชมพู) คา่

การดดูกลืนแสง ท่ีไมมี่ดีเอ็นเอ แมแ่บบ  (เส้นสีเหลือง) คือคา่การดดูกลืนของชดุควบคมุลบ และ  

(เส้นสีแดง) คือคา่การดดูกลืนแสงของตวัอยา่งท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมาย (เส้นสีเขียว) 

คา่การดดูกลืนแสงของอนภุาคเงินนาโนท่ีตกตะกอนทัง้หมด มีคา่ดดูกลืนแสงใกล้เคียงกบั 

0 ท่ีความยาวคล่ืน ระหวา่ง 200- 300 nm พบการเพิ่มขึน้เลก็น้อยของคา่การดดูกลืน แตจ่ะตา่งไป

จากชดุการทด ลองท่ีมีสารพนัธุกรรมเป้าหมายของ ไวรัสชิคนุกนุยาท่ีมีคา่การดดูกลืนแสงสงูกวา่ 

ขณะท่ีมีความยาวคล่ืนสงูกวา่ขณะท่ีมีความยาวคล่ืนมากกวา่ 350 nm พบวา่ชดุการทดลองท่ีเงิน
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นาโนตกตะกอน (ชดุควบคมุลบ ชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอแมแ่บบ ) อยา่งไรก็ดีสําหรับชดุการ

ทดลองท่ีมีสารพนัธุกรรมเป้าหมายของไวรัสซึง่อนภุาคนาโนเงินไมต่กตะกอนจะพบคา่การดดูกลืน

แสงสงูขึน้ เร่ือยๆตามความยาวคล่ืนแสงท่ีเพิ่มมากขึน้จ นสิน้สดุท่ีการวดัซึง่คา่ความยาว คล่ืน 800 

nm (รูปท่ี 12) 

เพ่ือการตรวจสอบยืนยนัผลการตกตะกอนของอนภุาคเงินนาโนจงึได้ดําเนินการตรวจสอบ

ตะกอนท่ีพบด้วยกล้องจลุทรรศน์อีเลก็ตรอนแบบสอ่งกราด  (Scanning Electron Microscope 

หรือ SEM) ผลการตรวจสอบพบวา่ในสว่นของตะกอนของตวัอยา่งท่ีได้จากชดุควบคมุลบและชดุ

ควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอ แมแ่บบ พบการสะสมของอนภุาค เงินนาโนเป็นผลกึท่ีเกาะตวัอยูบ่นผลกึ

ตะกอนไพโรฟอสเฟต อยา่งเห็นได้ชดัขณะท่ีในสว่นของสว่นใสจากชดุการทดลองท่ีได้จากชดุ

ควบคมุลบและชดุควบคมุท่ีไ มมี่ดีเอ็นเอ แมแ่บบไมพ่บการเกาะตวัของตะกอนผลกึ เงินนาโนแต่

อยา่งใด ขณะท่ีในชดุการทดลองท่ีมีสารพนัธุกรรมเป้าหมายท่ีไมพ่บการตกตะกอนของอนภุาคเงิน

นาโน การตรวจสอบไปท่ีคอลลอยด์พบผลกึของตะกอนอนภุาค เงินนาโนในระดบัความเข้มข้นต่ํา

กวา่อนภุาคเงินท่ีเกาะ บนผลกึของไพโรฟอสเฟต ในชดุควบคมุลบและชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอ

แมแ่บบชดัเจน (รูปท่ี 13) 
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รูปท่ี 13 ภาพถ่ายจากกล้องอีเลก็ตรอนแบบสอ่งกราด    (A) ตะกอนของเงินนาโนจากหลอดการ

ทดลองท่ีไมมี่ดีเอ็นเอ ต้นแบบ  (non-template) (B) สว่นใสของหลอดท่ีไมมี่ดีเอ็นเอ ต้นแบบ         

(C) ตะกอนของเงินนาโนจากหลอดท่ีมีดีเอ็นเอ แต่ไมใ่ช่ดีเอ็นเอเป้าหมาย  (Negative control)    

(D) สว่นใสของหลอดท่ีมีดีเอ็นเอแตไ่มใ่ช่ดีเอ็นเอเป้าหมาย (E) ผลการทดลองท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมาย 

1 ไมโครเมตร 
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 เพ่ือยืนยนัผลการทดลองวา่การตกตะกอนไมไ่ด้เกิดจากการเข้าทําลายอนัเน่ืองจาก

ปฏิกิริยารีดกัชัน่ จงึนําตะกอนท่ีได้มาทดสอบกบัสารละสาย โซเดียมโบโรไฮไดรด์ ผลการทดสอบ

ไมพ่บวา่เกิดการเปล่ียนสีของโบโรไฮไดรด์เป็นสีเหลืองแตอ่ยา่งใด ซึง่เป็นการยืนยนัวา่ การ

ตกตะกอนไมเ่ก่ียวข้องกบั ปฏิกิริยา รีดกัชัน่จากเกลือของเงิ นผลการทดลองการ นําหลอดท่ี มีการ

ตกตะกอนของอนภุาคนาโนเงินมาทดสอบทัง้ ชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอ  (ntc) และ ชดุควบคมุลบ 

(Neg) เป็นดงัรูปท่ี 14 

 

 

 

 

รูปท่ี 14 ผลการทดสอบด้วยโซเด่ียมโบโรไฮไดร ด์ (NaBH4 

หลอด ntc   = ชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอแมแ่บบ 

หลอด Neg = ชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอเป้าหมาย 

 

การหาความจําเพาะของปฏิกิริยาด้ วยเทคนิค ไบโอเซ็ นเซอร์ท่ีวดัการเปล่ียนแปลงของสี

โดยใช้อนภุาคเงินนาโนสีฟ้าเป็นดงัรูปท่ี 8C ท่ีได้แสดงมาก่อนหน้า 

) ผลการทดสอบท่ีได้พบวา่ทัง้ 2 หลอด

ไมป่รากฏสีเหลือง แสดงให้เห็นวา่อนภุาค เงินนาโนเกิดการรวมตวักนัและตกตะกอนไมไ่ด้เกิดจาก

การรีดวิซ์อนภุาคเงินนาโน 

 การทดลองเพ่ือหาจําเพาะของเทคนิคไบโอเซน็เซอร์ สําหรับไวรัสชิคนุกนุยาบริเวณของยีน 

E1 ท่ีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคลปูอณุหภมูิเด่ียวโดยสามารถแยกความความแตกตา่งให้เห็น

ได้ในไวรัสท่ีก่อให้เกิดโรคในยงุได้แก่ เชือ้ไข้เลือดออกสายพนัธุ์ (DEN) 1-4, Plasmodium 

falsifarum และเชือ้ไวรัสท่ีก่อให้เกิดโรคอ่ืนๆคือ H1N1 เป็นดงัรูปท่ี 8C ข้างต้น โดยพบวา่ผลการ

ทดลองการหาความจําเพาะของปฏิกิริย าด้วยเทคนิคการเปล่ียนแปลงทางสี ของอนภุาคเงินนาโน

       NTC                       NEG 
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พบวา่สามารถแยกความความแตกตา่งให้เห็นได้ กลา่วคือหลอดท่ีจะเป็นชดุการทดลองบวกหรือมี         

ดีเอ็นเอของเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยา จะเป็นหลอดท่ีไมต่กตะกอน  (เห็นสารละลายแขวนลอย )ของ

อนภุาคเงินนาโนแต่สําหรับหลอดท่ีมีดีเอ็นเอตวัอ่ืนๆจะเห็นการตกตะกอน แม้แตไ่วรัสไข้เลือดออก 

(DEN1-4) ท่ีเม่ือผู้ ป่วยได้รับเชือ้จะแสดงอาการใกล้เคียงกบัไวรัสชิคนุกนุยาแสดงให้เห็นวา่ไพร์เมอร์ท่ี

ออกแบบไว้ข้างต้นมีความจําเพาะสําหรับเชือ้เป้าหมาย (รูปท่ี 8C) 

 การตรวจสอบความไว  (Sensitivity) ของปฏิกิริยา ด้วยเทคนิค ไบโอเซนเซอร์ท่ีวดัการ

เปล่ียนแปลงทางสีของอนภุาคเงินนาโน สีฟ้า ดงัรูปท่ี 9C ข้างต้น หาความไวของปฏิกิริยาได้จาก

การทดลองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยดีเอ็นเอ ท่ีพบความเข้มข้นท่ีตา่งกนัจากมากท่ีสดุไปน้อยท่ีสดุ

เป็นแมแ่บบและด้วยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบลปูด้วยอณุหภมูิเด่ียว เพ่ือหา Limit of detection 

โดยเม่ือเตมิสารในปฏิกิริยาให้ครบดงัท่ีระบไุว้ข้างต้น รอเวลาผา่นไป 30 นาที จะให้ผลการทดลอง

ดงัรูปท่ี 9C ข้างต้น ผลการตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา ด้วยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยความ

เข้มข้นท่ีตา่งกนัจากมากท่ีสดุไปน้อยท่ีสดุแล้วเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค             ลปูอณุหภมูิ

เด่ียวและเตมิสารในปฏิกิริยาให้ครบดงัท่ีระบไุว้ข้างต้น รอเวลาผา่นไป 30 นาที พบวา่สามารถเห็น

ความแตกตา่งได้ด้วยตาเปลา่ท่ีความเข้มข้นของดีเอ็นเอแมแ่บบต่ําเพียง 100 copies และสามารถ

หา Limit of detection ได้ท่ี 100 copies (รูปท่ี 9C) 

 การตรวจสอบความสามารถในการทําซํา้  (Reproducibility) ทดสอบกบัตวัอยา่งจริงไม่

น้อยกวา่ 10 ครัง้ ดงัรูปท่ี 15 

 

 

  

 

รูปท่ี15 ผลการตรวจสอบความสามารถในการทําซํา้ โดยนําตวัอยา่งเชือ้ท่ีเป็นชดุควบคมุ

บวกมาทดลองซํา้ 10 ครัง้จะให้ผลการทดลองเหมือนกนัทัง้ 10 ครัง้ กลา่วคือ ไมเ่กิดการตกตะกอน

ของเงินนาโน 

     ntc         1         2             3         4          5          6          7          8         9           
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หลอด ntc  = ชดุควบคมุท่ีไมมี่ดีเอ็นเอแมแ่บบ  

หลอด 2-10 = ไวรัสชิคนุกนุยา 

4.7 การศึกษาการทดสอบกับตวัอย่างทางการแพทย์   

 นําวิธีตรวจสอบท่ีพฒันา ขึน้เสร็จแล้วมาใช้ตรวจสอบกบัตวัอยา่งทางด้านการแพทย์ โดย

ตวัอยา่งท่ีเป็นชดุควบคมุบวกจํานวน 16 ตวัอยา่ง ชดุควบคมุลบจํานวน 43 ตวัอย่าง เปรียบเทียบ

กบัเทคนิคมาตรฐานอาร์ทีพีซีอาร์ท่ีรายงานโดย Dash et al., 2008  

ตารางท่ี 4 แสดงถึงตวัอยา่งทางการแพทย์ท่ีใช้ในการทดสอบของยีน E1 ในปฏิกิริยา อาร์ทีพีซีอาร์

และปฏิกิริยาเปล่ียนแปลงทางสีของแสงของอนภุาคเงินนาโน 

ตวัอย่าง RT-PCR RT-LAMP with DNA/PNAs 

hybridization 

Positive 16 16 

Negative 43 42 

False positive - 1 

False negative - - 

sensitivity  100 

specificity  97.68 

 
N= 59  Sensitivity = true positive/ (true positive+ false negative) 

 Specificity = true negative/ (false pose+ true negative) 

ตารางท่ี 4 ผลการทดลองพบวา่ แสดงตวัอยา่งทางการแพทย์ทัง้หมดท่ีใช้ในการทดลอง  โดยมีชดุ

ตวัอยา่งท่ี ให้ผลเป็นบวก จํานวน 16 ตวัอยา่ง ในปฏิกิริยาอาร์ทีพีซีอาร์  และให้ผลเป็นลบจํานวน 

43 ตวัอยา่ง และปฏิกิริยาเปล่ียนแปลงทางสีของแสงของอนภุาคเงินนาโน ให้ผลการทดลองท่ีเป็น

บวกจํานวน 16 ตวัอยา่ง และให้ผลการทดลองท่ีเป็นลบ 42 ตวัอยา่ง ให้ผลบวกกบัความผิดพลาด 

(false positive) 1 ตวัอยา่ง และไมมี่ตวัอยา่งท่ีให้ผลลบกบัความผิดพลาด (false negative) และ

สามารถหาคา่ความไวของปฏิกิริยา (Sensitivity) ได้ เท่ากบั 100 และ สามารถหาคา่ความจําเพาะ

ของปฏิกิริยา (Specificity) ได้เท่ากบั 97.68  
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

โรคชิคนุกนุยาหรือไข้ปวดข้อยงุลายเป็นโรคท่ีอบุตัซิํา้ในพืน้ท่ีภาคใต้ตอนลา่งของประเทศ

ไทย เม่ือปลายปี พ .ศ. 2551 ท่ีผา่นมีผู้ ป่วยท่ีได้รับเชือ้จากโรคชิคนุกนุยากวา่ 20,000 รายและมี

การระบาดไปยงัภาคตา่งๆในประเทศไทย มี ผู้ ป่วยตดิเชือ้กนัอยา่งรวดเร็วเน่ืองจากคนไทยไมมี่    

ภมิูต้านทานจากโรคนี ้

แม้การวินิจฉยัโรคทางห้องปฏิบตักิาร ท่ีอ้างอิง ของ กระทรวงสาธารณสขุ ท่ีใช้

เทคนิคในการตรวจทางเซร่ัมวิทยา และ rea-time PCR โดยการตรวจวินิจฉยัทางเซร่ัมวิทยา ท่ีใช้

นัน้มีข้อจํากดั ท่ีไมส่ามารถตร วจได้ในระยะแรกของการเกิดโรค  9 วนัแรกหลงัจากการได้รับเชือ้  

(Laurent et al., 2007) และรายงานการศกึษาโดย Dash et al., (2008) ได้ดําเนินการพฒันา

เทคนิคตรวจสอบโรคชิคนุกนุยาด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจําเพาะตอ่บริเวณ E1 

(Edwards et al., 2007) ได้พฒันาเทคนิคและ real-time PCR อยา่งไรก็ดีเน่ืองด้วยข้อจํากดั

ทางด้านเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพงของ พีซีอาร์และ real-time PCR ความจําเป็นต้องพึง่พาบคุลากร

ชํานาญการเฉพาะทาง งานวิจยัชิน้นีต้้องการพฒันาเทคนิคเพ่ือให้สามารถตอบสนองการใช้งานท่ี

รวดเร็วลดการพึง่พาห้องปฏิบตักิาร สามารถใช้งานในภาคสนามได้  (point of care) การพฒันา

ระบบการตรวจสอบแบง่ออกเป็น 2 สว่น ได้แก่การเพิ่มปริมาณ สญัญาณดีเอ็นเอ  (ampification) 

และการตรวจสอบสญัญาณ ดีเอ็นเอ  (detection) ทําการเพิ่ม ปริมาณดีเอ้นเอบริเวณของ ยีน E1 

เน่ืองจากเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาท่ีระบาดอยูใ่นประเทศไทย ในขณะนีเ้ป็นสายพนัธุ์แอฟริกาท่ีมีการ

กลายพนัธุ์ในสว่นของยีน E1 ในตําแหน่งท่ี 226 กรดอะมิโนเปล่ียนจาก อะลานีน ไปเป็นวาลีน ทํา

ให้เชือ้ไวรัสพฒันาให้มีความเหมาะสมตอ่การแพร่พนัธุ์ในยงุลายสวน (Aedes albopictus) 

มากกวา่ยงุลายบ้านดงัท่ีเคยเป็นมา  (Konstantin et al., 2007) เป็นเหตผุลให้ประชากรไทยสว่น

ใหญ่ไมมี่ภมูิต้านทาน และในภาคใต้ของประเทศไทยท่ีเป็นพืน้ท่ีหลกัในการระบาดของโรคนีน้ัน้มี

ยงุลายสวนท่ีอยูใ่นสวนยางพาราเป็นจํานวนมาก จงึเป็นแหลง่แพร่กระจายของเชือ้โรคได้เป็นอยา่ง

ดี ก่อให้เกิดการระบาดเป็นจํานวนมาก (สวทช, 2552: ออนไลน์) จงึใช้ยีน E1 ในการตรวจสอบโรค

ชิคนุกนุยา โดยใช้ไพรเมอร์จาก ผลการออกแบบได้ไพรเมอร์ 4 ชดุ ผลการตรวจสอบชดุไพรเมอร์ท่ี

ออกแบบได้ เปรียบเทียบกบัข้อมลูใน  DNA data bank พบวา่แม้ยีน E1 มี ความแปรผนัแตย่งัมี

สว่นท่ีเหมือนกนัมากพอให้นํามาออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ในการเพิ่ มปริมาณดีเอ็นเอ  โดยชดุ     

ไพรเมอร์ได้แก่ F1 F2 F3 B1 B2 และ B3 ในช่วงนิวคลีโอไทด์ท่ี 21-227 และเม่ือนําชดุไพรเมอร์มา
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เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ พบวา่ได้ภาวะเหมาะสมท่ี  63 oC บม่ปฏิกิริยา 40 นาที ได้ผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอ

เป็นขัน้บนั ไดสอดคล้องกบัความเป็นเอกลกัษณ์ของผลติภั ณฑ์ท่ีได้จาก ปฏิกิริยา เป็นอยา่งดี  

ผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้เกิดจากการเปล่ีย นอาเอ็นเอของ ยีน E1 ไปเป็น cDNA ในรอบแรกด้วย    

ไพรเมอร์ท่ีจําเพาะกบับริเวณ B2 และ B3 ยงัผลให้ได้ cDNA แมแ่บบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็น เอ

โดยเทคนิคลปูอณุหภมูิเด่ียว ได้ตอ่ไป ผลการเพิ่มปริมาณสั ญญาณดีเอ็นเอดงักลา่วมีความ

สอดคล้องกบัการตรวจด้วยวิธี อาร์ทีพีซีอาร์มาตรฐาน โดย Dash et al., (2008) เป็นอยา่งดี 

นอกจากนี ้ผลการทดสอบความจําเพาะของชดุไพรเมอร์ตอ่ ปฏิกิริยา และความไวของ ปฏิกิริยา

พบวา่ชดุไพรเมอร์ดงักลา่วสามารถเพิ่มปริมาณสญัญาณดีเอ็นเอของยีน E1 ของไวรัสชิคนุกนุยา

เท่านัน้และไมพ่บการทํา ปฏิกิริยา ของชดุไพรเมอร์กบัสารพนัธุกรรมของไวรัสชนิดอ่ืนหรือ          

non specific specimen แสดงให้เห็นถึงความจําเพาะท่ีอยูใ่นระดบัท่ีเช่ือถือได้ ขณะท่ีความไว

ของปฏิกิริยาให้ค่าต่ําสดุท่ีตรวจสอบได้ในรูป Limit of detection (LOD) ท่ี 100 ชดุของดีเอ็นเอ 

หรือเทียบกบัสารพนัธุกรรมจากไวรัส 100 อนภุาค  

โดยปกตกิารตดิเชือ้ไวรัสในเซลล์จะเกิดการแสดงออกของยีนเพ่ือเข้าสูว่งจรการ

สร้างไวรัสลกูหลานโดยมกัพบวา่กา รเพิ่มปริมาณอาจสงูถึงระดั บหลกัร้อยและพนัอนภุาค /เซลล์ 

สําหรับไวรัสชิคนุกนุยา  Hahon and Hankins,1970 ได้ศกึษาการตดิเชือ้ไวรัสนีโ้ดยใช้เทคนิค 

immunofluorescent ใน BHK21/C13 เซลล์ โมโนเลเยอร์พบการตดิเชือ้และเพิ่มจํานวนของไวรัส

ในระดบั 5.2x108  ถึง 6.3x108  หน่วย / ml โดยใน 1 ml จะมีจํานวนเซลล์ประมาณ 3x105 เซลล์ 

นัน้หมายถึงมีการเพิ่มปริมาณไวรัสใน ระดบัประมาณ 5x 103  อนภุาค /เซลล์ เหนือกวา่ระดบั     

limit of detection ท่ีได้ในการทดลองในครัง้นีม้าก ผลดงักลา่วยืนยนัทัง้ความจําเพาะและความไว

ของปฏิกิริยาของวิธีท่ีพฒันาขึน้ในการตรวจชิคนุกนุยาไวรัส นอกจากนี ผ้ลการทดสอบในครัง้นีย้งั

สอดคล้องกบัผลท่ีดําเนินการโดยวิ ธี RT-PCR ท่ีรายงานโดย Dash et al., 2008 จงึเป็นข้อมลู

ยืนยนัถึงความมีประสทิธิภาพของชดุไพรเมอร์ท่ีใช้ในปฏิกิริยาตรวจยีน E1 ได้เป็นอยา่งดี 

  เทคนิคลปูอณุหภมูิเด่ียว ท่ีเป็นท่ียอมรับในการนําไปใช้ในการตรวจเชือ้ชนิดตา่งๆ

ทัง้ไวรัสตา่งชนิด เชือ้แบคทีเรีย แม้กระทัง้การตรวจสอบชนิดของสิง่มีชีวิต  (Parida et al., 2008) 

(Chaumpluk et al., 2009) อยา่งไรก็ดีในการตรวจสอบการตดิเชือ้ของไวรัสจําเป็นต้องนํา

ผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอมาแยกด้วยสนามไฟฟ้าซึง่กระบวนการดงักลา่วมีความซบัซ้อนมีขัน้ตอนเพิ่มขึน้

จําเป็นต้องใช้เคร่ืองมือและบคุลากรเฉพาะท างและเก่ียวข้องกบัสารเคมีท่ีก่อให้เกิดมะเร็ง (เช่น 

เอททิเด่ียมโบรไมท์ ) ดงันัน้การตรวจสญัญาณดีเอ็นเอโดยใช้ทางเลือกอ่ืนท่ีช่วยให้การตรวจสอบ

ผลทําได้รวดเร็วและมีประสทิธิภาพ จงึเป็นโจทย์ปัญหาท่ีสําคญั 
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 Chaumpluk et al., 2010, 2012  ได้รายงานการพฒันาระบบการตรวจสญัญาณดีเอ็นเอ 

ด้วยไบโอเซนเซอร์ ในการตรวจวินิจฉยัไวรัสไข้หวดัใหญ่ส ายพนัธุ์ใหม ่วินิจฉยัไวรัสท่ีดือ้ยา           

โอเซลทามีเวียซึง่มีความแมน่ยําและทําได้รวดเร็ว และการตรวจการปนของเชือ้แบคทีเรียในอาหาร 

อยา่งไรก็ดีเน่ืองจากการ ตรวจสญัญาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคไบโอเซน็เซอร์ ยงัไมเ่คยมีรายงานการ

ประยกุต์เพ่ือใช้ตรวจชิคนุกนุยาไวรัส มาก่อน  ดงันัน้ในครัง้นีจ้งึได้นําหลกัการทางไบโอเซน็เซอร์

โดยเฉพาะเทคนิคการตรวจสอบสญัญาณการเปล่ียนสีของอนภุาคนาโนของโลหะ   

 การวดัด้วยไบโอเซน็เซอร์เป็นการเปล่ียนแปลงคณุสมบตักิารเปล่ียนสีทางแสง อาศยั

หลกัการ resonance หรือการสัน่สะเทือนของอนภุาคอีเลก็ตรอนของอนภุาคนาโนข องโลหะ เม่ือ

ได้รับแสงเป็นตวักระตุ้น และเม่ือมีโมเลกลุดีเอ็นเอมาจบัตวักนับนระนาบของโลหะนาโน จะสง่ผล

ให้การสัน่สะเทือนของโมเลกลุเปล่ียนแปลง และสง่ผลตอ่การเปล่ียนแปลงคล่ืนแ มเ่หลก็ไฟฟ้าของ

แสงทําให้แส งสะท้อนและหกัเหด้วยแนวระนาบและความยาวคล่ืนท่ีเปล่ียนแปลงไป เรียก

ปรากฏการณ์นีว้า่ plasmon ซึง่สามารถตรวจวดัการเปลี่ยนแปลงทางแสงท่ีเปล่ียนไปได้ ทําให้ใน

ท่ีสดุสามารถเช่ือมโยงกบัระดบัปริมาณดีเอ็นเอได้ Mirkin et al., 1996 ได้รายงานการนําดีเอ็นเอ

ไปจบัตวักบัอนภุาคน าโนทองคํา โดยหลกัการได้ใช้นาโนทองคํา 2 ชดุ จบัตวักบัดีเอ็นเอ โพรบ  2 

ชนิด และนํา โพรบท่ีได้ไปจบักบัดีเอ็นเอเป้าหมาย หากดีเอ็นเอเป้าหมายสามารถจบักบั โพรบทัง้

สอง จะทําให้เกิดปรากฎการณ์ sandwich hybridization ยงัผลให้เกิดการตกตะกอน 

(aggregation) ของอนภุาคนาโนของโลหะ ทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ  plasmon ในกรณี

อนภุาคทองคํานาโนเปล่ียนสีอนภุาคจากแดงเป็นมว่ง  หลกัการเดียวกนัได้รับการนํามาใช้กบั 

Ag/Au  core shell และ Ag/SiO2 core shell ทําให้เกิดรูปแบบทางนาโนเซน็เซอร์ในการตรวจ

วิเคราะห์ อยา่งไรก็ดีการนําเอาดีเอ็นเอมาจบัตวับนอนภุาคน าโนมีความยุง่ยากและจําเป็นต้อง

ควบคมุความสมัพนัธ์ของดีเอ็นเอกบัผิวอนภุาคเพ่ือให้เกิดความเสถียรต้องมีขัน้ตอน 

fictionalization ดงันัน้จงึมีความพยายามใช้อนภุาคนาโนของโลหะในรูปท่ีไมจํ่าเป็นต้องดดัแปลง  

Li and Rothberg, 2004 ได้ใช้คณุสมบตัท่ีิตา่งกนัระหวา่งดีเอ็นเอสายเด่ียวกบัสายคูใ่นการจบัตวั

กบัอนภุาคได้ใช้เกลือเป็นตวักระตุ้นเพ่ือแสดงผล ท่ีสําคญัไมต้่องทําให้เกิดพนัธะโคเวเลนต์ทําให้

ขัน้ตอนมีความซบัซ้อนน้อยลงมาก ในครัง้นีไ้ด้นําหลกัการท่ี Li and Rothberg (2004) รายงาน

ร่วมกบัการใช้ โมเลกลุของฺ เบต้าไพโรลดินิิลดีเอ็นเออนาลอก โพรบ เพ่ือกระตุ้นให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงสีของแสงเพ่ือหลีกเล่ียงปัญหาของการจบัตวัของโพรบท่ีซบัซ้อนและหลีกเล่ียงปัญหา

ความไมจํ่าเพาะตามหลกัการ nucleic acid hybridization ท่ีเทคนิคของ Li and Rothberg ไม

สามรถทําได้ 
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ในครัง้นี ใ้นขัน้ตอนของ การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  (amplification) ได้ใช้การเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอ แบบลปูอณุหภมูิเด่ียว เป็นการเพิ่มปริมาณอยา่งจําเพาะมากกวา่เทคนิคพีซีอาร์

เน่ืองจากจะต้องใช้ไพรเมอร์ท่ีจําเพาะถึง 6 บริเวณ ความรวดเร็วของปฏิกิริยาและปริมาณของ

ผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ท่ีมีสงูมากกวา่การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของพีซีอาร์ 1000 เท่าขึน้

ไป  ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ สามารถนํา มาประยกุต์ใช้กบัเทคนิคการตรวจสญัญาณดีเอ็นเอ  

(detection) โดยดกูารเปล่ียนแปลงสี ของแสงของอนภุาคเงินนาโน  เลือกใช้อนภุาคเงินนาโนสีฟ้า

เน่ืองจากอนภุาคเงินนาโนมีคา่สมัประสทิธิของการดดูกลืนแสงของสารละลาย (molar extinction 

coefficient) สงูกวา่ของทองคํา 100 เท่า ผลดงักลา่วทําให้ช่วยเพิ่มความไวและความสามารถใน

การมองเห็นการเปล่ียนแปลง นอกจากนีเ้งินยงัมีคณุสมบตัท่ีิเร่งปรากฏการณ์กระเจิงแสงแบบรา

มาน (Raman Scattering) ได้ดีกวา่ของทองคํา ท่ีสําคญัการใช้อนภุาคเงินนาโนยงัมีข้อดีเหนือ

อนภุาคทองคํานาโนในแง่ของเสถียรภาพของอนภุาคนาโนเงินท่ีสงูกวา่มากข้อดี ดงักลา่วจะช่วยให้

การตรวจสญัญาณดีเอ็นเอทําได้อยา่งรวดเร็วแมน่ยํารวดเร็ว ดงัตารางท่ี 5  

ตารางท่ี 5 การเปรียบเทียบคณุสมบตัริะหวา่งอนภุาคเงินนาโนและอนภุาคทองคํานาโน  

คณุสมบตั ิ อนภุาคทองคํานาโน  อนภุาคเงินนาโน 

ความเสถียร น้อยกวา่ เงินนาโน (3 เดือน) เสถียรมากกวา่ทองคํานาโน ( 1 ปี) 

ราคา 24,700 (ประมาณคา่ ณ วนัท่ี 11 

เมษายน 2555) 

ถกูกวา่ทองคํา 50 เท่า 

การเปล่ียนแปลงสี แดง  มว่ง ฟ้า  ใสไ่มมี่สี 

extinction coefficient - สงูกวา่ทองคํา 100 เท่า  

จากตารางท่ี 5 คณุสมบตัขิองอ นุภาคนาโนเงินเม่ือเปรียบเทียบกบัอนภุาคนาโน

ทองคําท่ีอณุหภมูิห้อง พบวา่อนภุาคนาโนเงินมีความเสถียรมากกวา่อนภุาคนาโนทองคําประมาณ 

1 ปี โดยไมต่กตะกอนด้วยตวัเองขณะท่ี อนภุาคนาโนทองคํามีเสถียรภาพประมาณ 3 เดือนเท่านัน้ 

ด้านราคาอนภุาคนาโนเงินจะถกูกวา่อนภุาคนาโนทองคํา 50 เท่า (เปรียบเทียบจากราคาใน

ท้องตลาด) แตเ่ม่ือนํามาสงัเคราะห์เป็นอนภุาคนาโนแล้ว เงินจะสงัเคราะห์ง่ายกวา่ทองคํา ทําให้

ราคาต้นทนุของเงินจะถกูกวา่ทองคําประมาณ 100 เท่า ท่ีสําคญัด้านการเปล่ียนแปลงทางสีเม่ือมี

การตกตะกอนอนภุาคทอง คํานาโนจะเปล่ียนจากสีแดง (ruby) ไปเป็นสีมว่ง (violet) แตสํ่าหรับ

อนภุาคนาโนเงินสีฟ้าจะเปล่ียนจากสีฟ้าเป็นใสไมมี่สีมองเห็นการเปล่ียนแปลงได้ชดัเจน และคา่

การดดูกลืนแสงของสารละลายหรือ extinction coefficient อนภุาคเงินนาโนจะมี คา่การดดูกลืน

แสงสงูกวา่อนภุาคทองคําถึง 100 เท่า  
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การตรวจสอบสญัญาณอยูบ่นพืน้ฐานของโมเลกลุ β-pyrolidinyl DNA analog 

probe ท่ีทําหน้าท่ีเป็น ช่วยในการตกตะกอน (coagulant) ของอนภุาคนาโนของโลหะ โดยโพร บ

จะจบัตวับนผิวอนภุาคผา่นทางบริเวณหมู่  nitrogen/oxygen และโครงสร้ างสว่นท่ีไมช่อบนํา้  

(Hydrophobic) ในโมเลกลุของโพรบ ทําให้โพรบจบัตวักบัอนภุาคได้ อยา่งไรก็ดีขณะท่ีมีดีเอ็นเอ

เป้าหมาย (ได้จากปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบลปูอณุหภมูิเด่ียว ) จะเกิดจากการจบัตวั

ของโพรบกบัดีเอ็นเอเป้าหมายทําให้เกิด complex ระหวา่งโพรบกบัดีเอ็นเอท่ีเสถียรในรูปท่ีเป็น ดี

เอ็นเอสายคูห่รือ double stand DNA (dsDNA) ขึน้ โพรบจะสามารถเข้าจบักบัดีเอ็นเอเป้าหมายท่ี

ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้เน่ืองจาก คณุสมบตัขิองโพรบท่ีเป็น PNA analog ไมมี่ประจโุดย

คา่ดงักลา่วช่วยให้การจบัตวัของโพรบยงัคงเป็นไปตาม Watson & Click rule แตก่ลบัไมมี่แรงผลกั

ภายในโมเลกลุจงึทําให้โพรบจบัตวักนัแน่นกวา่ในรูปท่ีเป็นดีเอ็นเอด้วยกนั  โพรบจึงสามารถเข้าจบั

กบัสายดีเอ็นเอดงักลา่วได้ ภาวะท่ีทําให้คณุสมบตั ิ coagulant หายไป ขณะเดียวกนัก็จะป้องกนั

ไมใ่ห้อนภุาคตกตะกอนได้ (Li and Rothberg,  2004, Mirkin, 1996 )โดยปฏิกิริยาดงักลา่วขึน้อยู่

กบัระดบัปริมาณดีเอ็นเอ อยา่งไรก็ดี เน่ืองจากในปฏิกิริยา การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบลปู

อณุหภมูิเด่ียวระดบัปริมาณดีเอ็นเอของผลติภณัฑ์มีมากกวา่ของ พีซีอาร์ มากเห็นได้จากแม้ดีเอ็น

เอแ มแ่บบอยูใ่นระดบั LOD ท่ี 100 โมเลกลุ  ผลิตภณัฑ์ดีเอ็นเอยงัคงมีมากพอท่ีจะทําให้การ

ตอบสนองการตรวจโดยวิธีการเปล่ียนแปลงทางสี  (colorimetric detection) ด้วยอนภุาคนาโนเงิน

ยงัคงเกิดอยา่งมีประสทิธิภาพท่ีสําคญัการตรวจสอบสญัญาณดีเอ็นเอนีอ้ยูบ่นหลกัการ จบักนั

ระหวา่งคูส่มของลําดบันิวคลีโอไทด์ (nucleic acid hybridization) ท่ีเป็นท่ียอมรับอยา่งกว้างขวาง 

ดงันัน้ผลท่ีได้จากการนําเทคนิคไบโอเซน็เซอร์นีไ้ปประยกุต์ร่วมกบัการเพิ่มปริมาณดีเอ็นชกันําแบบ

ลปูอณุหภมูิเดียว จงึช่วยทําให้สามารถตรวจโรคชิคนุกนุยาได้อยา่งรวดเร็วและแมน่ยํา เหตผุลของ

ความสําเร็จของวิธีตรวจท่ีพฒันาขึน้นีจ้งึขึน้กบัข้อดีของวิธีการเพิ่มปริมาณท่ีให้ความจําเพาะสงู ให้

ผลติภณัฑ์ดีเอ็นเอจํานวนมาก แม้ในยามท่ีแมแ่ บบมีปริมาณน้อย ปฏิกิริยาสิน้สดุภายใน 30-60 

นาที และทีสําคญัไมต้่องพึง่พาเคร่ือง  thermocycler จงึทําให้สามารถได้สญัญาณดีเอ็นเอจํานวน

มากจ ากตวัอยา่งมีไวรัสปนอยูข่ณะ เดียวกนัการตรวจสอบสญัญาณโดยการใช้คณุสมบตั ิ

plasmon ของอนภุาคนา โนเงินทําให้การตรวจสญัญาณมีความแ มน่ยําและมองเห็นได้ด้วยตา

เปลา่โดยไมต้่องพึง่พาเคร่ืองมือตรวจวดัใดๆ ด้วยเหตนีุจ้งึนําเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบ

ลปูมาประยกุต์ใช้กบัการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางสีของอนภุาคเงินนาโนกบัตวัอยา่งทางการ

แพทย์ ใช้ตวัอยา่งทัง้หมด 59 ตวัอยา่งผลการทดลองท่ีได้ทําการเปรียบเทียบผลการทดลอง

ระหวา่งการเปล่ียนแปลงทางสีของแสงของอนภุาคเงินนาโนและวิธีมาตรฐานอาร์ทีพีซีอาร์ พบวา่

ผลการทดลองทัง้สองวิธีให้ผลท่ีสอดคล้องกนัแม้วา่ วิธีการเปล่ียนแปลงทางสีของอนภุาคเงินนาโน
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จะให้ผลบวกกบัความผิดพลาด (false positive) 1 ตวัอยา่งซึง่จากการเตรียมตวัอยา่ง ดีเอ็นเอท่ี

ผิดพลาดอาจเกิดจากการปนเปือ้นของโมเลกลุดีเอ็นเอระหวา่งการทดลอง เม่ือหาคา่ความจําเพาะ

ของปฏิกิริยา (Specificity) ได้เท่ากบั 97.68 และหาคา่ความไวของปฏิกิ ริยา (Sensitivity) ได้ 

เท่ากบั 100 ซึง่ถือวา่วิธีการทดลองดงักลา่วให้ผลท่ีน่าเช่ือถือ 
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สรุปผลการทดลอง 

 

ได้พฒันา จีโนเซนเซอร์ท่ี ประกอบไปด้วย 2 ขัน้ตอน ได้แก่ การเพิ่มปริมาณ

สญัญาณดีเอ็นเอ (amplification)และ การตรวจสอบสญัญาณดีเอ็นเอ (detection) ท่ีสามารถ

ตรวจสอบโรคชิคนุกนุยา ได้ สําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใช้เทคนิคลปูอณุหภมูิเด่ียว โดยเพิ่ม

ปริมาณในสว่นของยีน E1 โดยการออกแบบไพรเมอร์ให้จําเพาะกบั ยีนสายพนัธุ์ท่ีพบในประเทศ

ไทยซึง่มีบริเวณของยีน E1 แตกตา่งจากสายพนัธุ์อ่ืน วิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ มีประสทิธิภาพ

เทียบเท่าผลการดําเนินการ ตรวจด้วยเทคนิคอาร์ทีพีซีอาร์  ตามการรายงานของ (Dash et al., 

2008) และการตรวจสอบสญัญาณดีเอ็นเอดจูากการเปล่ียนแปลงสีของอนภุาคเงินนาโน โดยจะ

สามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงสีจากสีฟ้าเป็นสารละลายใสไมมี่สี  

เทคนิคท่ีพฒันาได้นีมี้ความจําเพาะเจาะจงตอ่ยีนเป้าหมายเฉพาะของไวรัสชนิดนี ้

และสามารถตรวจสอบได้ท่ีมีดีเอ็นเป้าหมายน้อยท่ี  LOD ระดบั 100 copies โดยใช้เวลา เพียง 1 

ชัว่โมง โดยไมจํ่าเป็นต้องใช้เคร่ือง thermocycler  
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วิธีการสกัดอาร์เอน็เอด้วยชุดสกัด Nucleospin RNA virus® 

Lysis 

1. ย้ายตวัอยา่ง  200 µl (serum, plasma, body fluids, cell culture supernatant) ใสล่งใน 

microcentrifuge tube ถ้าตวัอยา่งน้อยกวา่ 200 µl ให้เตมิ PBS จนได้ปริมาตร 200 µl 

2. เตมิ VB buffer  400 µl ลงในตวัอยา่ง mix by vertexing 

3. บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง 10 นาที 

Binding 

4. เตรียมวาง VB column บน 2 ml collection tube 

5. เตมิ 95% ethanol ลงในตวัอยา่ง 500 µl mix โดย vortex 

6. ดดู 600 µl จาก ethanol นําไปเตมิใน ข้อ 4 (VB column ท่ีเตรียมไว้ ) 

7. centrifuge at 10,000x (13,000 rpm) 1 นาที 

8. ทิง้สว่นลา่ง และนําสว่นท่ีเหลือจากข้อ 5 มาทําซํา้  

9. centrifuge at 10,000x (13,000 rpm) 1 นาที 

10.  ทิง้สว่นใสท่ีอยูด้่านลา่งแล้วนํา VB column กลบัมาใส ่collection tube   

Wash 

11. เตมิW1 buffer  400 µl  ลงใน VB column  

12. centrifuge at 10000x (13,000 rpm) 30 วินาที 

13. ทิง้สว่นลา่งแล้วนํา VB column กลบัมาใสใ่น collection  tube 

14. เตมิ wash buffer 600 µl (ท่ีเตมิethanol แล้ว) ลงในcolumn 

15. centrifuge at 10,000x (13,000 rpm) 30 วินาที 

16. ทิง้สว่นลา่งแล้วนํา VB column กลบัมาใสใ่น collection  tube 

17. centrifuge at 10,000x (13,000 rpm) 3 นาที เพ่ือทําให้ column แห้ง 

Nucleic Acid Elution 

18. วาง VB column บน microcrocentrifuge tube ท่ีสะอาด 

19. เตมิ RNase-free water 50 µl ลงตรงกลาง column  

20. ทิง้ไว้ 3 นาที จนกระทัง้นํา้ซมึลงหมด 

21. centrifuge เตม็กําลงั 1 นาที เพ่ือชะล้างกรดนิวคลีอิค  

 

 



55 

 

 

ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 

 

ผู้เขียนวิทยานิพนธ์  นางสาวนสุรา ดลระหมาน 

เกิดเม่ือวันที่  12 มกราคม 2528 

ภมูิลาํเนา  จงัหวดัสตลู 

การศึกษา  วิทยาศาสตรบณัฑิต :คณะ ศลิปศาสตร์และวิทยาศาสตร์ สาขาวิชา  

                                         วิทยาศาสตร์ชีวภาพ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  จงัหวดันครปฐม 

               สําเร็จการศกึษาปีการศกึษา 2550 

   ประกาศนียบตัรบณัฑิตวิชาชีพครู คณะศกึษาศาสตร์  

   มหาวิทยาลยัศลิปากร  จงัหวดันครปฐม  

 ในโครงการ 2สง่เสริมการผลติครูท่ีมีความสามารถพิเศษทางวิทยาศาสตร์    

2            และคณิตศาสตร์ (สควค.)  

            สําเร็จการศกึษาปีการศกึษา 2554 

   วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต :คณะวิทยาศาสตร์ ภาควิชาพฤกษศาสตร์    

                                     สาขาพนัธุศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  กรุงเทพฯ  

               สําเร็จการศกึษาปีการศกึษา 2554   

 

2ทุนการศึกษา           ทนุอดุหนนุการศกึษาจาก0มลูนิธินิสติเก่าจฬุาลงกรณ์0มหาวิทยาลยั2 ปี 

2552 

 

การนําเสนอผลงาน 

Oral Presentation : Rapid detection of oseltamivir resistant mutation at amino acid 

residue 274 of novel 2009 human influenza A virus (H1N1) based on blue silver 

nanoparticle. Pure and Applied Chemistry International Conference (PACCON2010) 

January 21-22, 2010, Ubonratchathani, Thailand. 

 

Oral Presentation : Lab-on-a-paper chip for Chikungunya Virus assay. Pure and Applied 

Chemistry International Conference (PACCON2012). January 11-13, 2012, Chiang Mai, 

Thailand. 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา
	1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	1.3 ขอบเขตของการวิจัย
	1.4 คำจำกัดความในการวิจัย
	1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

	บทที่ 2 เอกสารที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย
	บทที่ 3 วิธีดำเนินงานวิจัย
	3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี
	3.2 วิธีดำเนินการวิจัย

	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	4.1 การศึกษารวบรวมยีนเป้าหมายของโรคชิคุนกุนยาเพื่อใช้ในการออกแบบไพร เมอร์
	4.2 ตรวจลำดับนิวคลีโอไทด์เพื่อยืนยันผลการทดลอง
	4.3 การเพิ่มปริมาณยีน E1 ด้วยเทคนิครีเวิสทรานสคริปชั่นร่วมกับการเพิ่ม ปริมาณดีเอ็นเอชักนำด้วยลูปอุณหภูมิเดี่ยว (RT-LAMP) และด้วยปฏิกิริยา ลูกโซ่พอลิเมอเรส (RT-PCR)
	4.4 การประเมินศักยภาพของชุดไพรเมอร์ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย วิธีชักนำด้วยลูปอุณหภูมิเดี่ยว (LAMP)
	4.5 การตรวจสอบสัญญาณโดยใช้อนุภาคนาโนเงินและเปรียบเทียบผลการทดลองกับเทคนิคมาตฐานลูกโซ่เพอลิเมอเรส (RT-PCR) และลูปอุณหภูมิ เดี่ยว (RT-LAMP)
	4.6 ตรวจสอบผลการตกตะกอนของเงิน
	4.7 ทำการทดลองกับตัวอย่างทางการแพทย์

	บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ
	สรุปผลการวิจัย อภิปราย และข้อเสนอแนะ
	สรุปผลการทดลอง

	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



