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วตัถปุระสงค์ของการศกึษาวิจยัในครัง้นี ้ มุง่ศกึษาและสร้างชดุตรวจวินิจฉยัโรคพรา

เดอร์-วิลล่ี โดยอาศยัคณุสมบตัิเชิงแสงของอนภุาคทองค าระดบันาโนเมตรและความสามารถ
ในการแยกสารของโครมาโทกราฟฟี ซึ่งสามารถวิเคราะห์ผลด้วยตาเปลา่ได้โดยไมต้่องอาศยั
เคร่ืองมือจ าเพาะ 

ในการศกึษานี ้ จะท าการสงัเคราะห์อนภุาคทองค าระดบันาโนเมตร แล้วตรวจสอบ
เอกลกัษณ์ด้วยเคร่ือง UV-visible spectrometry และ Transmission Electron Microscope 
(TEM)  จากนัน้ ติด Thiol-DNA porbe ลงบน AuNPs และเตรียม Streptavidin-biotin DNA 
probe ประกอบชดุ Lateral flow strip test  แล้วท าการทดสอบชดุตรวจ โดยใช้ DNA target 
จาก synthetic DNA ของยีน SNRPN และ  DNA ของ ผู้ป่วยโรคพราเดอร์-วิลล่ี  

ผลการศกึษา พบวา่ ในสภาวะท่ีเหมาะสม lateral flow strip test สามารถวิเคราะห์
ปริมาณต ่าสดุของ Synthetic target แบบ Methylation และ Unmethylation ท่ี 0.6 fmol และ 
8 fmol ตามล าดบั สามารถตรวจพบ Methylation และ Unmethylation target ได้อย่าง
จ าเพาะ และสามารถตรวจวิเคราะห์ DNA ของคนไข้ โรคพราเดอร์-วิลล่ี ได้ 

ชดุตรวจวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ีสามารถแยกความแตกตา่งระหวา่ง methylation 
และ unmethylation ของ Synthetic DNA target และ MSP product การศกึษานี ้ท าให้ได้
ต้นแบบส าหรบัตรวจ Epigenetic change และน าไปสูก่ารประยกุตใ์ช้ 
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This study aims to generate and optimize  DNA lateral flow strip test  for 
Prader-Willi syndrome (PWS) screening. The test strip interpretation is based on the 
unique optical properties of gold nanoparticles (AuNP) and the efficiency of 
chromatographic separation. This system enables visual detection of results without 
specialized equipment. 

AuNPs were synthesized by citrate reduction method. The AuNPs was 
characterized with UV-vis spectroscopy and transmission electron microscope. A 
thiolated oligonucleotide was used for conjugation on AuNPs. The lateral flow strip 
test was prepared, assembled and optimized.  

The results showed that detection limit of 0.6 fmol synthetic target DNA 
methylation and 8 fmol synthetic target DNA unmethylation were obtained under 
optimal experimental conditions. Lateral flow strip test could detect 
Methylation/Unmethylation  synthetic target  and DNA methylation from PWS 

DNA lateral flow strip test for PWS diagnosis could be used to discriminate 
between unmethylation and methylation from DNA target and MSP product. This 
study provides a new model for detection of epigenetic change and could be applied 
in further translation research. 
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   ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ  
   

 AuNPs     =  Gold nanoparticles 

 DNA  =  Deoxyribonucleic acid 

 MSP  = Methylaton-specific PCR 

 PWS  = Prader-Willi syndrome 

 SPR   =  Surface plasmon resonance 

 TEM     =  Transmission electron microscope 
 

  
 



 
 

บทที่  1 
บทน ำ 

ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำกำรวจิัย (Background and Rationale) 

โรคพราเดอร์-วิลล่ี (Prader-Willi syndrome, PWS)  เป็นโรคทางพนัธกุรรมท่ีพบ
ได้บ่อยโรคหนึ่ง ซึ่งอบุตัิการณ์ของโรค พบ 1 ใน 10,000-15,000 ของประชากร  โดยโรคนี ้
ประกอบด้วยกลุม่อาการท่ีมีลกัษณะส าคญั ได้แก่ ช่วงท่ีอยู่ในครรภ์ อาจมีประวตัิวา่ดิน้น้อย 
น า้หนกัเมื่อแรกคลอดมกัปกต ิเป็นเดก็ท่ีไมค่อ่ยร้อง ดดูนมล าบาก (feeding difficulties) นอนน่ิงๆ 
การเจริญเตบิโตต ่ากวา่เกณฑ์ปกต ิ (failure to thrive) กล้ามเนือ้ออ่นปวกเปียก (hypotonia) มี
พฒันาการช้าและระดบัสติปัญญาออ่นเลก็น้อยถงึปานกลาง มีความผิดปกติในการสร้างฮอร์โมน
เพศ เน่ืองจากรังไขแ่ละอณัฑะไมส่ามารถสร้างฮอร์โมนเพศได้ตามปกติ ท าให้ลกัษณะทางเพศไม่
สมบรูณ์ ช่วงอาย ุ1-6 ปีขึน้ไป จะเร่ิมกินเก่งและอ้วน [1-3] 

สาเหตขุองโรคพราเดอร์-วิลล่ี เกิดจากความผิดปกติของโครโมโซม 15 โดย
สามารถแบ่งออกได้ 4 กลไก [4] คือ 

กลไกแบบท่ี 1 มีการขาดหายของชิน้สว่นแขนข้างยาวของโครโมโซม 15 ต าแหน่ง 
15q11-13 ท่ีได้รับมาจากพ่อ เรียกวา่ Paternal deletion ซึ่งเกิดขึน้โดยบงัเอิญเฉพาะในอสจิุตวันี ้
เท่านัน้ แตใ่นร่างกายของพ่อและอสจิุตวัอ่ืนๆไมม่ีความผิดปกติ ความผิดปกตนีิ ้ พบได้กวา่ร้อยละ 
70 ของผู้ป่วย โอกาสท่ีพ่อแมคู่นี่จ้ะมีลกูเป็นโรคพราเดอร์-วิลล่ีอีก จะต ่ากวา่ร้อยละ 1 ดงัตารางท่ี 1 

กลไกแบบท่ี 2 ได้รับโครโมโซม 15 ทัง้สองแท่งมาจากฝ่ายแม ่ โดยไมม่ีโครโมโซม 
15 มาจากฝ่ายพ่อเลย เรียกวา่ Maternal uniparental disomy เป็นความผิดปกตท่ีิเกิดขึน้โดย
บงัเอิญ  พบได้ร้อยละ 25 ของผู้ป่วย โดยมีโอกาสท่ีพ่อแมคู่นี่จ้ะมีลกูเป็นโรคพราเดอร์-วิลล่ีอีก ต ่า
กวา่ร้อยละ 1 

กลไกแบบท่ี 3   พบความผิดปกติของยีนบางยีนบน Imprinting center เรียกวา่ 
Imprintig defect พบได้น้อยไมถ่ึงร้อยละ 1 ของผู้ป่วย โดยมีโอกาสจะมีลกูเป็นโรคพราเดอร์-วิลล่ี
อีกจะสงูถึงร้อยละ 50 
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กลไกแบบท่ี 4  มีการย้ายหรือสลบัท่ีของโครโมโซม 15 ท่ีต าแหน่ง q11-q13 กบั
โครโมโซมแท่งอ่ืน พบได้น้อยมากไมถ่ึงร้อยละ 1 ของผู้ป่วย และโอกาสท่ีจะมีลกูเป็นโรคพราเดอร์
วิลล่ีอีก น้อยกวา่ร้อยละ 1 

     

ตำรำงท่ี 1 แสดงความถ่ีและอตัราความเสีย่งของการเกิดซ า้ของโรคพราเดอร์-วิลล่ีจากกลไกตา่งๆ
[5] 

 

การตรวจเลือดเพ่ือยืนยนัการวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ี สามารถท าได้หลายวิธี 
แตล่ะวิธีมีความไวในการตรวจตา่งกนั ดงัตารางท่ี 2  การตรวจ DNA methylation เป็นวิธี
มาตรฐาน (gold standard) ในการตรวจวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ี เน่ืองจากมีความไวสงูถึงร้อย
ละ 99 ซึ่งความผิดปกติแบบ deletion, uniparental disomy หรือ imprinting defects ก็สามารถ
ยืนยนัได้โดยวิธีนี ้ และถ้าผลการยืนยนัพบวา่เป็นโรคจริง จึงควรสง่ตรวจโครโมโซมและ 
Fluorescence in situ hybridization (FISH) เพ่ือตรวจวา่มีการ deletion ท่ีโครโมโซม 15 หรือไม ่
ซึ่งจะเป็นข้อมลูในการให้ค าแนะน าและค าปรึกษาทางพนัธศุาสตร์ตอ่ไป [4] 

 

 

 

 

 

 

 

Maternal 
 uniparental 

 disomy 15 
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กำรทดสอบ สำมำรถตรวจพบ ไม่สำมำรถตรวจพบ ควำมไว 

High resolution 
chromosomal analysis 

deletion ขนาดใหญ่
และความผิดปกติอ่ืนๆ
ของโครโมโซม 

deletion ขนาดเลก็ๆ, 
uniparental disomy 
และ imprinting 
defects  

70% 

Fluorescence in situ 
hybridization (FISH) 

Deletion UPD, imprinting 
defects (deletion อาจ
มีสาเหตมุาจากโรคพรา
เดอร์-วิลล่ีหรือโรคแอง   
เจลแมน) 

70% 

DNA methylation test Imprinting ท่ีต าแหน่ง 
15q11-q13 

ไมส่ามารถจ าแนกวา่
เป็น deletion, 
uniparental disomy 
หรือ imprinting 
defects 

99% 

DNA polymorphism studies ถ่ายทอดโครโมโซมมา
จากพ่อหรือแม ่

deletion และ 
imprinting defects 

25% 

ตำรำงท่ี 2  แสดงการทดสอบเพ่ือยืนยนัการวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ี (ดดัแปลงจาก [6-7]) 

 

นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) คือ เทคโนโลยีท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการ
ศกึษา การจดัการ การสร้างการวิเคราะห์ และประยกุตใ์ช้วสัดท่ีุมีขนาดเลก็มาก ๆ ในระดบันาโน
เมตร (ประมาณ 1-100 นาโนเมตร) ซึ่งเทียบเท่ากบัระดบัอะตอมหรือโมเลกลุ [8] รวมถึงการ
ออกแบบหรือการประดิษฐ์เคร่ืองมือเพ่ือใช้สร้างหรือวิเคราะห์วสัดใุนระดบัท่ีเลก็มากๆ เช่น วสัดนุา
โน (ท่อนาโน เส้นใยนาโน และอนภุาคนาโน) ซึ่งมีโครงสร้างของวสัดท่ีุมีคณุสมบตัิพิเศษ ทัง้
ทางด้านฟิสิกส ์ เคมี หรือชีวภาพ ตา่งไปจากสารเดิมท่ีมีขนาดใหญ่  ดงันัน้ ในปัจจบุนั จึงมีการน า

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%95%E0%B8%A3
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%95%E0%B8%A3
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นาโนเทคโนโลยี มาประยกุต์ใช้ในหลากหลายสาขา เชน่ ด้านอตุสาหกรรม เทคโนโลยีคอมพิวเตอร์ 
เทคโนโลยีชีวภาพและทางการแพทย์  เป็นต้น 

อนภุาคทองค าระดบันาโนเมตร (Gold nanoparticles, AuNPs) เป็นอนภุาคของ
โลหะในระดบันาโนท่ีมีความเสถียรสงูชนิดหนึ่ง [8] ซึ่งอยู่ในรูปของสารละลายคอลลอยด์สีแดง ใน
การสงัเคราะห์ AuNPs นัน้สามารถท าได้โดยการน าสารละลายของ HAuCl4 ท่ีมีทองค าประจ ุ 3

+ 
(Au3+) ท าปฏิกิริยากบัตวัรีดิวซ์ (Reducing agent) ได้ AuNPs ท่ีมีทองค าประจเุป็น 0 (Au0) ซึ่งยงั
ไมม่ีความเสถียร จงึต้องเติมสารช่วยท าให้เสถียร (Stabilizer) โดยสารนีจ้ะมาล้อมรอบบนอนภุาค 
ป้องกนัการรวมตวัหรือเกาะตวักนัจนตกตะกอน ท าให้ AuNPs นัน้สามารถคงขนาดและรูปร่างอยู่
ในระดบันา-โนได้ สารท่ีนิยมใช้เป็นตวัรีดิวซ์และช่วยท าให้อนภุาคทองค าเกิดความเสถียร ได้แก ่
sodium citrate [9] ซึ่งเป็นสารท่ีมีคณุสมบตัเิป็นตวัรีดิวซ์และท าให้ AuNPs มีความเสถียรในคราว
เดียวกนั ดงัภาพท่ี 1 

                     

                       HAuCl4.3H2O  + Sodium Citrate Dihydrate                           AuNPs 

    

ภำพท่ี 1  แสดงการสงัเคราะห์ AuNPs จากสารละลาย HAuCl4  และ sodium citrate ด้วย
ปฏิกิริยา reduction ในอณุหภมูิท่ีเหมาะสม [10] 

 

AuNPs มีคณุสมบตัิเชิงแสงท่ีเป็นลกัษณะเฉพาะตวั ซึง่ตา่งจากทองค าแบบก้อน
ทัว่ๆไป เมื่อขนาดอนภุาคทองค าเลก็กวา่ความยาวคลืน่แสงท่ีมากระทบมากๆ จะท าให้เกิด
ปรากฏการณ์ท่ีเรียกวา่ เซอร์เฟจ พลาสมอน เรโซแนนซ์ (Surface plasmon resonance, SPR) ซึ่ง
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เป็นคลืน่ความหนาแน่นของประจ ุ ท่ีเกิดจากการสัน่ของอิเลก็ตรอนอิสระ ท่ีมีลกัษณะการสัน่พร้อม
เพรียงกนั เป็นปรากฏการณ์ท่ีเกิดขึน้บริเวณรอยผิวตอ่ของ AuNPs กบัสารไดเลก็ทริก ท าให้ 
AuNPs สามารถดดูกลืนแสงสเีขียว ความยาวคลื่นประมาณ 520 นาโนเมตร ซึ่งจะสง่ผลให้ 
AuNPs มีสีแดงทบัทิม (ruby red) [11] ดงัภาพท่ี 2 

           

ภำพท่ี 2 แสดงกราฟคา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 520 nm และภาพสารละลายคอลลอยด์
ของอนภุาคทองค าระดบันาโนเมตร (ภาพเลก็) 

 

บนพืน้ผิวของ AuNPs สามารถปรับปรุงให้มีโมเลกลุตา่งๆท่ีต้องการมาเคลือบอยู่
บนผิวของอนภุาค และน า AuNPs ท่ีปรับปรุงพืน้ผิวแล้ว มาใช้เป็นตวัติดตามหรือตวัตรวจจบัสาร
ชีวโมเลกลุเป้าหมายได้ เชน่ DNA [12], โปรตีน [13], คาร์โบไฮเดรต [14], ยา [15] หรือส ี
fluorescent [12] ดงัภาพท่ี 3 ด้วยเหตนีุ ้จึงสามารถน า AuNPs มาสร้างอปุกรณ์ตรวจจบัสารทาง
ชีวภาพ (Biosensor) [16] ท่ีมีความจ าเพาะหลากหลาย โดยการปรับปรุงพืน้ผิวของ AuNPs ด้วย
สารท่ีมีความสามารถในการเลือกจ าเพาะกบัสารตวัอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์ โดยคอลลอยด์ของ 
AuNPs จะเปลีย่นสเีมื่อมีการกระตุ้นจากสิ่งเร้าภายนอก จึงเปรียบได้วา่ AuNPs ท าหน้าท่ีเป็นตวั
รายงานผล (reporter) ส าหรับอปุกรณ์ตรวจวดัทางชีวภาพ 
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ภำพท่ี 3 แสดงการน า AuNPs ไปประยกุต์ใช้ในทางชีววิทยาและทางการแพทย์ โดยการน าสารชีว
โมเลกลุตา่งๆ ไปติดบนพืน้ผิวของ AuNPs [17] 

 

ถึงแม้วา่ การยืนยนัการวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ีด้วยการตรวจ DNA 
methylation เป็นวิธีการตรวจมาตรฐานท่ีมีการน ามาใช้กนัอย่างแพร่หลาย แตย่งัคงต้องอาศยัการ
เพ่ิมปริมาณ  DNA  ด้วยวิธี  PCR  ซึ่งต้องใช้เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิพิเศษและน า้ยาท่ีมีราคาแพง 
นอกจากนีย้งัมีโอกาสเกิดการปนเปือ้นของ DNA อ่ืน อาจสง่ผลให้เกิดผลบวกเท็จได้ อีกทัง้ 
จ าเป็นต้องพึ่งห้องปฏิบตัิการและบคุลากรเฉพาะทาง 

จากปัญหาในการวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ี ท่ีมีอยู่ในปัจจบุนั  การศกึษานี ้ จึงมี
วตัถปุระสงค์ท่ีจะพฒันาชดุตรวจวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ีโดยการประยกุต์ใช้ gold 
nanoparticles probe มาเป็นเคร่ืองมือตรวจวินิจฉยัโดยอาศยัหลกัการของ 
immunochromatographic test ซึ่งเป็นการตรวจวิเคราะห์ด้วยตาเปลา่โดยไมต้่องอาศยัเทคนิค 
PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณ DNA  ซึ่งเป็นการลดต้นทนุของน า้ยา อีกทัง้เป็นการย่นระยะเวลาและลด
ขัน้ตอนในการเตรียมการตรวจวิเคราะห์ โดยเป็นชดุตรวจท่ีใช้ง่ายและรวดเร็วในการตรวจวิเคราะห์   
ไมจ่ าเป็นต้องใช้บคุลากรท่ีมีประสบการณ์ในการแปลผล ซึ่งเป็นการตอบสนองหลกัการ Point of 
care detection ในการตรวจวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ี 
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ค ำถำมของกำรวจิัย (Research Question) 

1. Gold nanoparticles สามารถน ามาใช้เป็น reporter ในชดุตรวจวินิจฉยัโรค 
พราเดอร์-วิลล่ีหรือไม ่

2.  Gold nanoparticle สามารถใช้ตรวจหาความผิดปกติแบบ DNA methylation 
ในโรคพราเดอร์-วิลล่ีได้หรือไม่                                                                                      

3. ชดุตรวจ Lateral flow strip test มีความไวและความจ าเพาะในการตรวจ
วินิจฉยัโรค พราเดอร์-วิลล่ีได้เทียบเท่ากบัวิธี Methylation specific PCR หรือไม ่

 

วัตถุประสงค์ของกำรวจิยั (Objective) 

1. เพ่ือท าการศกึษาและผลิตชดุตรวจวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ี ในรูปของ  

Lateral flow strip test โดยมี gold nanoparticles เป็นตวัรายงาน 

2. เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถชดุตรวจวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ีในรูปของ  

Lateral flow strip test กบัเทคนิค Methylation specific PCR 

 

ค ำส ำคัญ (Key Word) 

Prader-Willi syndrome 

Lateral Flow  

Gold Nanoparticles  

DNA methylation 
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รูปแบบกำรวจัิย (Research Design) 

เป็นการวิจยัชดุตรวจวินิจฉยั (Diagnostic test) 

 

ผลและประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับจำกงำนวจิัย (Expected Benefits and Application) 

1. ได้รับความรู้จากการค้นคว้าข้อมลูเก่ียวกบัโรคพราเดอร์-วิลล่ี วิธีการตรวจ 
หลกัการ lateral flow assay และ gold nano technology 

2. สามารถพฒันาและผลิตชดุตรวจวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ี ในรูปของ Lateral 
flow strip test โดยใช้  AuNPs probe 

3.   สามารถน าชดุตรวจวินิจฉยัมาประยกุต์ใช้ในทางคลนิิคและมีราคาถกู 

4.   เสนอผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดบันานาชาติ 

5. น าความรู้ท่ีได้มาประยกุต์ใช้ในการผลิตชดุตรวจวินิจฉยักบัโรคอ่ืนๆ 
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บทที่  2 

เอกสำรและงำนวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

Genomic Imprinting in Chromosome 15q11-q13  

โครโมโซม 15 ท่ีต าแหน่ง 15q11-q13 ประกอบด้วยกลุม่ยีนท่ีถกูก าหนดให้
แสดงออกได้เฉพาะบนโครโมโซมท่ีได้รับการถ่ายมาจากพอ่หรือแมเ่ท่านัน้ ซึ่งเป็นผลมาจาก 
genomic imprinting  ของกระบวนการ epigenetic ในขัน้ตอนการสร้างเซลล์สืบพนัธุ์ของพ่อและ
แม ่โดยจะมีเคร่ืองหมายก าหนดไปบนบางยีนท่ีจะมีการแสดงออกแตกตา่งกนั  ซึ่งยีนจะถกูก าหนด
ตัง้แตเ่ร่ิมต้นวา่ ต้องมีต้นก าเนิดมาจากพ่อหรือแมเ่ท่านัน้จึงจะแสดงออกได้ โดย specific DNA 
methylation เป็นกลไกส าคญัในการก าหนดการแสดงออกยีนของเหลา่นี ้ DNA methylation เป็น
การเติมหมูเ่มทิล (-CH3) ท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี 5 ของเบส  cytosine เกิดเป็น methylcytosine ดงั
ภาพท่ี 4 พบในบริเวณท่ีมีลกัษณะเป็น CpG dinucleotide  การเติมหมูเ่มทิลให้กบั cytosine นัน้ 
จะต้องอาศยัเอนไซม์ DNA methyltransferases 3A และ 3B (DNMT3A และ DNMT3B) เมื่อเกิด
การจ าลองตวัเองของ DNA แล้ว DNA ท่ีถกูสงัเคราะห์ขึน้ใหม ่ จะถกูเติมหมูเ่มทิลโดยอาศยั
เอนไซม์ maintennance DNA methyltransferases 1 (DNMT 1) [5] 

             

ภำพท่ี 4 แสดงกลไกการเกิด genomic imprinting (A), การเติมหมู ่methyl ท่ี cytocine (B) และ
การเติมหมู ่methyl ท่ี CG dinucleotide ในสาย DNA (C) [5] 
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ยีนสว่นใหญ่บนโครโมโซม 15 ต าแหน่ง 15q11-q13 ท่ีได้รับถ่ายทอดจากแม ่จะ
ถกูเติมหมูเ่มทิล และหยดุการท างาน ท าให้ไมม่ีการแสดงออกของยีน สว่นโครโมโซมท่ีได้รับมาจาก
พ่อ จะมีการแสดงออกของยีน เน่ืองจากไมม่ีการเตมิหมูเ่มทิล ดงันัน้ การขาดหายของโครโมโซม 
15 ต าแหน่ง 15q11-q13 ท่ีได้รับถ่ายทอดมาจากพ่อ การได้รับโครโมโซม 15 จากแมม่าทัง้ 2 แท่ง 
หรือการเกิด imprinting defect  จะท าให้ไมม่ีการแสดงออกของยีนท่ีต าแหน่ง 15q11-q13 ซึ่งเป็น
สาเหตขุองโรคพราเดอร์-วิลล่ี 

 

Paternal Deletion  

เกิดจากการขาดหายของชิน้สว่นแขนข้างยาวของโครโมโซม 15 (ต าแหน่ง 
15q11-q13) ท่ีได้รับมาจากพ่อ เรียกวา่  Paternal deletion  พบได้ประมาณร้อย 70 ของผู้ป่วย
ทัง้หมด   โดยชิน้สว่นท่ีขาดหายไปอยูท่ี่ต าแหนง่ 15q11-q13 นัน้ มีขนาด 4 Mb ประกอบด้วยสว่น
ท่ีเป็น Imprinted domain และสว่นของยีนท่ีเป็น non imprinted การขาดหายนีอ้าจสามารถ
มองเห็นได้ด้วยการวิเคราะห์ โครโมโซมโดยใช้เทคนิค high resolution สว่นในระดบัโมเลกลุนัน้ 
สามารถจ าแนกการขาดหายออกเป็น 2 แบบ ตามต าแหน่งท่ีขาด คือ  แบบท่ี 1 ตัง้แต ่ BP1 ถึง 
BP3 และแบบท่ี 2 ตัง้แต ่BP2 ถึง BP3 [5] ดงัภาพท่ี 5 

 

ภำพท่ี 5   แสดงบริเวณรอยขาดโครโมโซมท่ีต าแหน่ง 15q11-q13 [5] 
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Maternal Uniparental Disomy, UPD   

เกิดจากการได้รับโครโมโซม 15 ทัง้ 2 แท่งจากฝ่ายแมโ่ดยไมม่ีโครโมโซมมาจาก
ฝ่ายพ่อเลย เรียกวา่ Maternal Uniparental Disomy, UPD  พบได้ร้อยละ 25 ของผู้ป่วยทัง้หมด 
สาเหตขุอง UPD นัน้ มาจากความผิดพลาดของการแบ่งเซลล์เพ่ือสร้างเซลล์ไข ่ โดยเกิด 
nondisjunction ของ homologous chromosome 15 ในระยะ Meiosis I หรือ เกิด 
nondisjunction ของ sister chromatid ของโครโมโซม 15 ในระยะ Meiosis II สง่ผลให้ไขใ่บหนึ่งมี
โครโมโซม 15 ทัง้ 2 แท่ง และไขอี่กใบ ไมม่ีโครโมโซม 15 เลย  เมื่อไขท่ี่มีโครโมโซม 15 ทัง้ 2 แท่ง 
ได้รับการปฏิสนธิกบั sperm ท่ีมีโครโมโซม 15 อยู่แท่งเดียวแล้ว เกิดเป็น zygote ท่ีมีโครโมโซม 15 
ถึง  3 แท่ง ซึ่งเป็นสภาวะท่ีไมเ่หมาะสมตอ่การพฒันาอยา่งปกติของ zygote จึงมกีลไกในการขบั
โครโมโซม 15 ออกไป 1 แท่ง ซึ่งมีโอกาสท่ีจะขบัเอาโครโมโซม 15 ท่ีได้รับจากแมอ่อกไป 1 แทง่ ท า
ให้ zygote นัน้ มีโครโมโซมท่ีปกติ แตถ้่าขบัเอาโครโมโซม 15 ท่ีได้รับมาจากพ่อออกไป จึงมี
โครโมโซม 15 ท่ีได้รับมาจากแม ่2 แท่ง [5] 

 

Imprinting Defect 

ในผู้ป่วยโรคพราเดอร์-วิลล่ี บางราย พบวา่มีโครโมโซม 15 ท่ีได้รับการถ่ายทอด
จากพ่อและแมอ่ย่างเป็นปกติ แตโ่ครโมโซม 15 ท่ีได้รับถ่ายทอดจากพ่อนัน้ ถกูกดการแสดงออก 
เหมือนกบัโครโมโซม 15 ท่ีได้รับจากแม ่ สง่ผลให้ไมม่กีารแสดงออกของยีนในบริเวณ 15q11-q13 
เหมือนกบัในกรณีความผิดปกติแบบ UPD ซึ่ง Imprinting defect นีพ้บได้ไมถ่ึงร้อยละ 1 ของ
ผู้ป่วยทัง้หมด ประมาณ 15% ของผู้ป่วยโรคพราเดอร์-วิลล่ีท่ีมีสาเหตมุาจาก imprinting Defect 
นัน้ เป็นผลมาจากการเกิด microdeletion ท่ีสง่ผลตอ่ imprinting center (IC)  โดยท่ี imprinting 
center ซ้อนกบัยีน SNURF-SNRPN  และควบคมุใน cis DNA methylation การแสดงออกของยีน
และโครงสร้างโครมาตินของ whole imprinted domain ผู้ป่วยโรคพราเดอร์-วิลล่ีด้วยสาเหตขุอง 
imprinting defect สว่นใหญ่ (ประมาณร้อยละ 85) ไมม่ีการ deletion ท่ี imprinting center หรือ 
point mutation ท่ี PWS-SRO ซึ่งเกิดจากความผิดปกติของ genomic imprinting  โดยได้รับการ
ถ่ายทอดความผิดปกติมาจากพ่อของย่า [5] 
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นาโนเทคโนโลยี เป็นเทคโนโลยีท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการศกึษา การจดัการ การ
สร้างการวิเคราะห์ และประยกุตใ์ช้วสัดท่ีุมีขนาดเลก็มาก ๆ ในระดบันาโนเมตร (ประมาณ 1-100 
นาโนเมตร) ซึ่งเทียบเท่ากบัระดบัอะตอมหรือโมเลกลุ [7] เมื่อน าความรู้ของนาโนเทคโนโลยีมา
ประยกุตใ์ช้ในทางการแพทย์ จึงเกิดวิทยาการใหมข่ึน้มา เรียกวา่ นาโนเวชศาสตร์ 
(Nanomedicine) เป็นน าเอาวสัดนุาโนมาใช้ทางด้านการแพทย์ เช่น ช่วยในการน าสง่ยา บ าบดั 
วินิจฉยั พยากรณ์โรค เป็นต้น [18] ในปัจจบุนัพบวา่มีงานวิจยัหลายชิน้ท่ีน าเอาวสัดนุาโนมา
ประยกุตใ์ช้ในทางการแพทย์ ดงัตารางท่ี 3 

   

ตำรำงท่ี 3 แสดงถึงวสัดนุาโน (Nanomaterial) ท่ีถกูน ามาประยกุตใ์ช้ทางการแพทย์ [18] 

 

ปัจจบุนัมีวสัดนุาโนหลายชนิดท่ีถกูน ามาใช้ทางการแพทย์ แตม่ีวสัดนุาโนชนิด
หนึ่งท่ีนิยมมาใช้อย่างแพร่หลาย คือ อนภุาคทองค าระดบันาโน (Gold nanoparticles, AuNPs) 
เป็นอนภุาคของโละท่ีมีขนาดอยู่ในช่วง 1-100 นาโนเมตร มีความสามารถในการน าไฟฟ้าได้ด ี

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%A2%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%95%E0%B8%A3
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สามารถเร่งปฏิกิริยาและไมม่ีพิษตอ่ร่างกาย จากคณุสมบตัิดงักลา่ว จึงน าเอา AuNPs  มา
ประยกุตใ์ช้ในทางการแพทย์ เชน่ การน ามาใช้เป็นตวัเซ็นเซอร์ โดยติดฉลากบนอนภุาคด้วย 
antibody  หรือ DNA/RNA เพ่ือใช้เป็นตวัตรวจหาสารชีวโมเลกลุตา่งๆ ได้แก ่การตรวจหา antigen 
[19] หรือ DNA/RNA [20] ใช้เป็นตวัพายาหรือยีนเข้าเซลล์ เพ่ือใช้ในการรักษาโรค [21] 
photothermal therapy [21] 

ในปี 1996 Mirkin และคณะ เป็นกลุม่วิจยัแรกท่ีพฒันา colorimetric gold 
nanoparticle assays เพ่ือตรวจหา DNA เป้าหมาย [13, 22-23] โดยอาศยัการเปลีย่นสีของ 
AuNPs เมื่อเกิดการรวมกลุม่กนั โดยติดฉลากอนภุาคด้วย oligonucleotide ซึ่งสามารถเข้าจบักบั 
DNA เป้าหมายได้อย่างจ าเพาะ การจบักนัของ gold nanoparticles probe กบั DNA เป้าหมาย 
เหน่ียวน าให้ AuNPs อยู่ใกล้กนัมากจนสง่ผลให้เกิดการเปลี่ยนสีจากแดงเป็นมว่ง [24] ดงัภาพท่ี 6  
จากหลกัการนีจ้ึงมีคณะผู้ วิจยัอื่น น ามาประยกุตใ์ช้ในกการตรวจหา DNA/RNA และโปรตีน ของ
เชือ้หรือโรคตา่งๆ 

                         

ภำพท่ี 6 แสดงหลกัการของ colorimetric DNA detection ของ AuNPs probe ในการตรวจจบั 
DNA เป้าหมาย(A) และสีของ AuNPs เมื่อไมม่ีหรือมี DNA เป้าหมาย (B) [24] 

 

ตอ่มา ในปี 2004 Rothberg และคณะ ค้นพบวา่ ssDNA และ dsDNA  มีสมบตัิ
ในการดดูซบับนผิว AuNPs แตกตา่งกนั [25-27] ซึ่ง ssDNA สายสัน้ๆ มีความสามารถในการดดู
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ซบับนผิว AuNPs  สง่ผลให้เพ่ิมความเสถียรและสามารถป้องกนัการรวมตวัของอนภุาคได้ จึง
พฒันาชดุ colorimetric DNA detection โดยใช้ unmodified gold nanoparticles ซึ่งใช้ probe 
(ssDNA) จะจบักบั DNA เป้าหมายท่ีมีเบสคูส่มกนั เมื่อเติม AuNPs และสารละลายเกลือ จะท า 
AuNPs เปลี่ยนสีจากแดงเป็นมว่ง แตถ้่า probe ไมจ่บักบั DNA เป้าหมาย  probe จะมาดดูซบับน
ผิว AuNPs แทน เมื่อเติมสารละลายเกลือ AuNPs ยงัคงมสีีแดงอยู่ ดงัภาพท่ี  7 

                

ภำพท่ี 7 แสดง  colorimetric DNA detection โดยใช้ unmodified AuNPs [26] 

 

นอกจากนี ้ AuNPs ยงัถกูน ามาใช้เป็นตวัรายงาน (reporter) ใน Lateral flow 
strip test [28] ซึ่งเป็นชดุตรวจคดักรองโรคท่ีใช้ทัว่ไป โดยอาศยัหลกัการ 
immunochromatography สามารถอา่นผลได้ด้วยตาเปลา่จากแถบสชีมพขูอง AuNPs ท่ีเกิดขึน้ท่ี
ต าแหน่งควบคมุ (control line) และต าแหน่งทดสอบ (test line) โดยถ้าแถบสชีมพเูกิดขึน้ท่ี
ต าแหน่งทดสอบและต าแหนง่ควบคมุเท่ากบัผลเป็นบวก แตห่ากมีแถบสชีมพเูกิดขึน้ท่ีต าแหนง่
ควบคมุเพียงต าแหน่งเดยีว เท่ากบัผลเป็นลบ ดงัภาพท่ี 8 
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ภำพท่ี  8  แสดงสว่นประกอบ (A) และการแปลผล (B) ของ Lateral flow strip test [29-30]               

 

Kalogianni และคณะ [31] ได้คิดค้นชดุตรวจวินิจฉยัอยา่งง่ายชนิดจุ่ม ซึ่งใช้ใน
การคดักรองการเกิดการ translocation ของโครโมโซม ท่ีเก่ียวของกบั acute และ chronic 
leukemia โดยการเพ่ิมปริมาณ DNA โดยใช้ primer ท่ีติดฉลากด้วย biotin มา hybridize กบั dA 
tailed probe และหยดบนชดุตรวจซึ่งมี oligo-dT probe ตอ่อยู่กบั gold nanoparticles เมื่อจุ่ม
ชดุตรวจลงบน buffer  จะท าให้สารละลายเคลื่อนท่ีพร้อมน าเอา DNA ท่ีติดฉลากด้วย biotin ท่ี 
hybridize กบั gold nanoprobe แล้ว มาจบักบั streptavidin ท่ี test line ซึ่งชดุตรวจนีส้ามารถ
ตรวจวินิจฉยัความผิดปกติของโครโมโซมแบบ t(9;22)(q34;q11), t(15;17)(q22;q21), 
t(11;17)(q23;q21), t(5;17)(q32;q21), t(11;17)(q13;q21), t(8,21)(q22;q22) และ 
inv(16)(p13;q22) ได้          

Mao และคณะ [32] ได้คิดค้นชดุตรวจวินิจฉยัอย่างง่ายโดยใช้ gold 
nanoparticle probe และหลกัการของ Lateral flow strip ซึ่งสามารถใช้ตรวจจบั genomic DNA 
โดยตรง ซึ่งไมต้่องเพ่ิมปริมาณ DNA ก่อน โดยน ามา genomic DNA มา hybridize ลงบนชดุตรวจ
วินิจฉยั ด้วยวิธี sandwich hibridization ลงบนบริเวณทดสอบ (test zone) และ บริเวณควบคมุ
(control zone) เกิดเป็นแถบสชีมพ ูซึ่งสามารถมองเห็นด้วยตาเปลา่ ซึ่งชดุตรวจนีส้ามารถตรวจจบั 
genomic DNA ท่ีมีความเข้มข้นน้อยท่ีสดุ 2.5 µL/mL (1.25 fM) ภายในเวลา 15 นาที 
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บทที่  3 

วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

กำรสังเครำะห์อนุภำคทองค ำระดับนำโนเมตรควำมเข้มข้น 100 ug/mL                                            

สงัเคาระห์อนภุาคทองค าระดบันาโนเมตรจากปฏิกิริยา reduction ของ
สารละลาย hydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate (HAuCl4.3H2O) โดยใช้สารละลาย 
trisodium citrate dihydrate (Na3C6H5O7.2H2O) ขัน้แรกล้างเคร่ืองแก้วทกุชิน้และ magnetic bar 
ด้วย aqua regia (HCl : HNO3 = 3:1) หลงัจากนัน้ ล้างด้วยน า้ DI และท าให้แห้ง ปิเปต
สารละลาย 1% hydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate (HAuCl4.3H2O) ปริมาตร 0.5 mL 
ใสใ่น flask ท่ีมี DI water ปริมาตร  24.5 mL น าไปต้ม บน stirrer hot plate โดยมี magnetic bar 
กวนสารจนมีอณุหภมูิถึง 100° C จึงเติมสารละลาย 38.8 mM trisodium citrate dihydrate 
(Na3C6H5O7.2H2O) ลงไปปริมาตร 0.94 mL สีของสารละลายจะเร่ิมเปลีย่นจากสีเหลืองออ่น เป็น
สีเทา สีมว่งและสีแดงตามล าดบั จากนัน้ ต้มตอ่ท่ีอณุหภมูิ 100° C เป็นเวลา 15 นาที จงึปลอ่ยให้
เย็นท่ีอณุหภมูิห้อง เก็บสารละลายอนภุาคทองค าระดบันาโนเมตรท่ีได้ในท่ีมืดและเย็น 

 

Characterization ของ AuNPs 

น าอนภุาคทองค าระดบันาโนท่ีได้ไปตรวจสอบสมบตัิการดดูกลืนแสงโดยใช้ UV-
visible absorption และน าไปตรวจสอบขนาดและรูปร่างโดยใช้กล้อง Transmission Electron 
Microscope (TEM) 

 

กำรตดิ DNA porbe ลงบนอนุภำคทองค ำระดับนำโนเมตร 

การติด DNA porbe ของ SNRPN U 1 หรือ SNRPN M 1 ซึ่งเป็น probe ท่ี
จ าเพาะตอ่ล าดบัsequence ของ unmethylation และ methylation ท่ี exon 1 ของยีน SNRPN 
[3, 33] ดงัตารางท่ี 4  ลงบนผิวอนภุาคทองค าระดบันาโนเมตร น า 100 uM DNA porbe ท่ีตอ่กบั
หมู ่ thiol (1.0 O.D.) ปริมาตร 20 uL มาผสมกบั 10 mM Tris (2-carboxyethyl) phosphine 
hydrochloride (TCEP) ปริมาณ 0.4 uL ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง ประมาณ 1 ชัว่โมง จากนัน้ น า 100 
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ppm AuNPs มาท าให้เข้มข้นขึน้เป็น 500 ppm จากนัน้ เติม DNA probe ลงใน 500 ppm 
AuNPs ปริมาตร 250 uL เขย่าเบาๆ  และ orbital shake ท่ีอณุหภมูิห้องอย่างน้อย 16 ชัว่โมง เติม 
phosphate adjustment buffer (100 mM phosphate buffer (pH 7.0)) ปริมาตร 52 uL พร้อม
เขย่าเบาๆ เติม 10 % SDS ปริมาตร 6 uL พร้อมเขย่าเบาๆ orbital shake ท่ีอณุหภมูิห้อง 30 นาที 
เติม salting buffer (10 mM phosphate buffer + 2 M NaCl (pH 7.0)) ปริมาตร 14.3 uL ทกุๆ 3 
ชัว่โมง จ านวน 6 ครัง้  โดย orbital shake ท่ีอณุหภมูห้ิอง จากนัน้ ถ่ายสารละลายทัง้หมดลงใน 
microtube ขนาด 1.5 mL (ถกู treat ด้วย 12 M NaOH) น าไป centrifuge 13,000 rpm 10 นาที 
ดดูสว่นของเหลวใสทิง้และละลายตะกอนด้วย washing buffer (10 mM phosphate buffer + 
150 mM NaCl (pH = 7.4)) ปริมาตร 490 uL เขย่าเบาๆ น าไป centrifuge 13,000 rpm 12 นาที 
ดดูสว่นของเหลวใสทิง้และละลายตะกอนด้วย Eluent buffer (20 mM Na3PO4, 5% BSA, 0.25% 
Tween และ10 % sucrose)  ปริมาตร 490 uL  เขย่าเบาๆ ห่อ microtube ด้วยฟอยล์ เก็บไว้ท่ี 2-4 
oC 

ตำรำงท่ี 4 แสดงล าดบั sequence ของ probe ท่ีจ าเพาะตอ่ล าดบั sequence ของ 
unmethylation (U) และ methylation (M) ท่ี exon 1 ของยีน SNRPN ซึ่งใช้ในการตอ่บน AuNPs 
และ Nitrocellulose membrane [3, 33]     

     

 

Probe Sequence 

SNRPN  
(U) 

1. 5’-thiol-TT TTT TTT TTC TTA CCC ACT CCA TCA CAT CAC TAA CCA-3’    
2. 5’-CAT CAA ACA TCT CCA ACA ACC ACT CCA C-TEG-3’ 

SNRPN  
(M) 

1. 5’-thiol-TT TTT TTT TTC GCT CCA TCG CGT CAC TAA CCG-3’                      
2. 5’-CGT CAA ACA TCT CCG ACG ACC GC-TEG-3’ 

Control  
(U)                                                                                                                                                                                                                
(M) 

                                                                                                                        
1. 5’-biotin-TEG-TGG TTA GTG ATG TGA TGG AGT GGG TAA G-3’           
2. 5’-biotin-TEG-CGG TTA GTG ACG CGA TGG AGC G-3’ 
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กำรเตรียม DNA probe ส ำหรับตรึงอยู่บน Lateral flow strip 

เติม 100 uM ของ DNA probe (SNRPN U 2 หรือ SNRPN M 2 หรือ control) 
ดงัตารางท่ี 5 ซึ่งปลาย probe ตอ่กบั biotin ปริมาตร 60 uL ลงใน 1.67 mg/mL ของสารละลาย 
streptavidin ปริมาณ 30 uL ผสมให้เข้ากนั วางไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ดดูน า
สารละลายทัง้หมดมาใสใ่น centrifugal filter พร้อม centrifuge ท่ี 6,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที 
ล้างด้วย 1X PBS ปริมาตร 500 uL centrifuge ท่ี 6,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที สดุท้ายจะเหลือ
สารละลายอยู่ใน centrifugal filter ปริมาตร 50 uL กลบั centrifugal filter ป่ันท่ี  6000 rpm 20 
นาที ห่อ microtube ด้วยฟอยล์ เก็บไว้ท่ี 2-4 oC 

 

กำรเตรียมและประกอบชุด Lateral flow strip 

องค์ประกอบของ Lateral flow strip มีอยู่ทัง้หมด 4 สว่น ประกอบด้วย Simple 
pad  Conjugate pad  Nitrocellulose membrane และ Absorption pad ดงัภาพท่ี 9  ซึ่งเตรียม
ได้ดงันี ้                                          

      

ภำพท่ี 9 แสดงสว่นประกอบของ Lateral flow strip test [10] 
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กำรเตรียม Simple pad   

น า glass fiber (4 mm x 17 mm) ไปจุ่มในสารละลาย buffer (ประกอบด้วย 
0.25% Triton X 100, 0.05 M Tris-HCl, และ 0.15 M NaCl) ตากให้แห้งและเก็บไว้ใน 
desiccator ท่ีอณุหภมูิห้อง    

กำรเตรียม Conjugate pad  

น า glass fiber (4 mm x 8 mm) มาจุ่มในสารละลาย AuNPs ท่ีตอ่กบั DNA 
porbe แล้วจากนัน้ น ามาตากให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง เกบ็ไว้ใน desiccator ท่ีอณุหภมูิ 4 oC 

กำรเตรียม Nitrocellulose membrane 

น า DNA probe มาหยดลงบนกระดาษ Nitrocellulose membrane (4 mm x 25 
mm) .ให้มีความกว้างขนาด 2 mmโดย probe SNRPN U 2 หรือ SNRPN M 2 หยดบริเวณท่ีเป็น 
test zone สว่น probe control หยดบริเวณท่ีเป็น control zone  จากนัน้ตากให้แห้งท่ี
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง และเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 oC 

กำรประกอบชุด Lateral flow strip                                                                    

น าสว่นของ Simple pad,  Conjugate pad,  Nitrocellulose membrane และ 
Absorption pad มาประกอบบนแผน่พลาสติก (Backing) ขนาด 4  mm x 60 mm โดยแตล่ะสว่น
จะมีบริเวณท่ีวางซ้อนทบักนัยาว 2 mm   

 

กำรทดสอบชดุ Lateral flow strip โดยใช้ DNA target จำก synthetic DNA    

น า 0.1 uM ของ DNA target ท่ีละลายอยู่สารละลาย SSC ปริมาตร 130 uL มา
หยดลงบน Simple pad ทิง้ไว้ประมาณ 10 นาที หลงัจากนัน้ เติมสารละลาย SSC ปริมาตร 50 uL 
ลงบน Simple pad อีกครัง้ จากนัน้ จึงวดัความเข้มของแถบของ AuNPs-probe ท่ี test line และ 
control line ด้วยโปรแกรม ImageJ 
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กำรทดสอบชดุ Lateral flow strip โดยใช้ DNA target จำกตัวอย่ำง DNA  

Bisulfite treatment 

ละลาย 1-2 ug ของ DNA ใน Deionized distilled water ปริมาตร 50 uL เติม 2 
M NaOH ปริมาตร 5.5 uL  Mix และ spin down  น าไป Inclubate ท่ี 37 oC ใน water bath  10 
นาที เติม 10 mM  Hydroquinone  ปริมาตร 30 µL  Mix และเติมสารละลาย Bisulfide ปริมาตร 
520 uL Mix น าไป Inclubate ท่ี 50 oC ใน water bath  16-20 ชัว่โมง เติม Wizard® Minipreps 
DNA Purification Resin 1 mL ลงใน tube Mix ด้วย autopipette  เตรียมเคร่ือง pump ตอ่ 
column บน vacuum manifold พร้อมสวม syringe และเปิด pump จน ของเหลวหมด ปิดเคร่ือง 
ปิเปตสารใสล่งใน syringe  ปิดลกูบิด ล้างด้วย 80% Isopropanal (cold) เมื่อสารไหลหมด เปิด
ลกูบิด แล้วเร่ิมจบัเวลา 30 วินาที แล้วปิด valve น า eppendorf สวม column  centrifuge ท่ี 
10,000 g  2 นาที  เปลี่ยน eppendorf ใหม ่ เติม 95 oC Deionized distilled water 50 uL 
centrifuge ท่ี 10,000 g  20 วินาที  DNA จะ elude ลงมาใน eppendorf   เติม 3 M NaOH 
ปริมาตร 5.5 uL   ลงใน eppendorf  Inclubate ท่ีอณุหภมูิห้อง 5 นาที เติม glycogen 20 ng/uL  
ปริมาตร 1 uL เติม 7.5 M NH4OAC 23 uL และ 100% EtOH (cold) 240 ul  Mix เก็บท่ี -20 oC 2 
ชัว่โมง centrifuge ท่ี 14,000 rpm 15 นาที เทสว่นใสด้านบนทิง้ ล้างด้วย 70% EtOH (cold) 200 
uL centrifuge ท่ี 14,000 rpm 5 นาที เทสว่นใสทิ่ง้ คว ่าให้แห้ง เติม Deionized distilled water 
20 uL เพ่ือละลาย DNA  Inclubate 37 oC (ประมาณ 20 นาที) เก็บท่ี 4oC 

ท ำกำรทดสอบชุด Lateral flow strip 

น าเอา DNA ท่ีผา่นการท า bisulfite treatment แล้วไป incubate ท่ี 95 oC เป็น
เวลา 5 นาที จากนัน้น าไปแช่ในน า้แขง็เป็นเวลา 15 นาที  เติม hybridization buffer (6XSSC, 1% 
dextran sulphate, 50% formamide ) 120 uL ผสมให้เข้ากนั ดดูมาหยดบน Sample pad 
จากนัน้ จงึวดัความเข้มของแถบของ AuNPs-probe ท่ี test line และ control line ด้วยโปรแกรม 
ImageJ 
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กำรวเิครำะห์ข้อมูล 

วิเคราะห์ข้อมลูในรูปของ sensitivity และ specitivity เพ่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพระหวา่งชดุตรวจวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ีในรูปของ Lateral flow strip test กบั 
Methylation specific PCR 
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บทที่  4 

ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูล 

กำรสังเครำะห์อนุภำคทองค ำระดับนำโนเมตรควำมเข้มข้น 100 ug/mL 

การสงัเคราะห์ AuNPs ท่ีมีความเข้มข้น 100 ug/mL เพ่ือใช้ในการศกึษานี ้พบวา่ 
เมื่อมองด้วยตาเปลา่ AuNPs มีลกัษณะเป็นของเหลวท่ีมแีดง จากการตรวจสอบโดยการใช้เคร่ือง 
Transmission Electron Microscopy (TEM) และ UV-Vis Spectrophotometer  พบวา่ AuNPs 
มีลกัษณะเป็นอนภุาคทรงกลม แตล่ะอนภุาคมีขนาดใกล้เคียงกนั โดยคา่เฉล่ียเส้นผา่นศนูย์กลาง
ของอนภุาคอยู่ท่ีประมาณ 20 นาโนเมตร คา่การดดูกลนืแสงของAuNPs ท่ีความยาวคลื่นตา่งๆ 
พบวา่ AuNPs ท่ีสงัเคราะห์ได้มคีา่ maximum absorption peak อยู่ท่ี 520 นาโนเมตร ซึ่งคา่การ
ดดูกลืนแสงท่ีได้ จะสมัพนัธ์กบัสีของ AuNPsท่ีมองเห็นด้วยตาเปลา่ ดงัแสดงในภาพท่ี 10 

 

            

ภำพท่ี 10 แสดงการตรวจสอบอนภุาคทองค าระดบันาโนเมตรความเข้มข้น 100 ug/mL 

a) อนภุาคทองค าระดบันาโนเมตรท่ีมองเหน็ด้วยตาเปลา่ 
b) อนภุาคทองค าระดบันาโนเมตรจากเคร่ือง Transmission Electron Microscopy  
c) คา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้จากเคร่ือง และ UV-Vis Spectrophotometer 
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กำรตดิ DNA probe ลงบนอนุภำคทองค ำระดับนำโนเมตร 

การน า DNA probe มาติดลงบน AuNPs นัน้ DNA probe ท่ีใช้เป็นสาย 
synthetic DNA ท่ีมีความยาวของล าดบัเบสจ านวน 32 และ 38 เบส ดงัตารางท่ี 5 ซึ่งจ าเพาะกบั
ล าดบัเบสของ unmethylation และ methylation ท่ี exon 1 ของยีน SNRPN บนโครโมโซมแท่งท่ี
15 โดยท่ีปลาย 5’ ของ DNA probe จะถกูตอ่ด้วยหมู ่thiol (S=S)  โหลงัจากน า DNA probe มา
ติดลงบน AuNPs พบวา่ หลอด Control (C) ซึ่งเป็นหลอดท่ีใช้น า้ deionized แทน DNA probe 
น ามาผสมกบั 10 mM TCEP แล้วเติมลงใน 500 ppm AuNPs พบวา่ สีของ AuNPs ไมเ่กิดการเป
ลี่บนแปลง แตเ่มื่อเตมิ salting buffer ซึ่งสว่นประกอบของ NaCl สีของ AuNPs จะคอ่ยๆเร่ิม
เปลี่ยนสีจากสีแดงเป็นมว่งและตกตะกอนในท่ีสดุ สว่นหลอดท่ีมีการเติม DNA probe ชนิด 
Methylation (M) และ Unmethylation (U) เมื่อเติม salting buffer จนถึงครัง้ท่ี 6 สีของอนภุาค 
AuNPs ยงัคงมีสีแดงเหมือนเดมิ ดงัภาพท่ี 11 

 

                

ภำพท่ี 11 แสดงการตอ่ DNA probe กบัอนภุาคทองค าระดบันาโนเมตร; control (C), 
methylation probe (M) และ unmethylation probe (U) 

 

 

                                                                                                                                                                                  

   C          M        U 
Salting 

1st 

2nd 

3rd 

4th 

5th 

6th 
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ผลกำรทดสอบชดุ Lateral flow strip โดยใช้ DNA target จำก synthetic DNA 

กำรหำชนิดของ Nitrocellulose membrane ท่ีเหมำะสมในกำรท ำชุด Lateral flow strip test 

ในการหาชนิดของ Nitrocellulose membrane ท่ีเหมาะสมในการท าชดุ Lateral 
flow strip นัน้ ได้เลือกใช้ Nitrocellulose membrane 2 แบบ คือ HF180 และ HF240 โดยใช้ 
4XSSC (1% BSA, 0.2% tween 20 และ 0.01% SDS) เป็น Hybridization buffer ใช้ 
Streptavidin-Biotin probe ความเข้มข้น 1/5, 1/10, 1/15 และ 1/20 ปริมาตร 0.6 ul ท่ี Control 
line ท่ี 1 ใช้ Streptavidin-Biotin probe ความเข้มข้น 1/15 ปริมาตร 0.6 ul ท่ี Control line ท่ี 2
และ ใช้ 1X AuNPs-probe 10 ul พบวา่ Nitrocellulose membrane ชนิด HF240 ให้ความเข้ม
ของแถบของ AuNPs-probe ท่ีปรากฏบน control line ซึ่งใช้ Biotin probe ความเข้มข้นตา่งๆ 
มากกวา่ Nitrocellulose membrane ชนิด HF180 ดงัภาพท่ี12 ดงันัน้ Nitrocellulose membrane 
แบบ HF240 เหมาะสมท่ีสดุ ในการท าชดุ Lateral flow strip test 

         

         

ภำพท่ี 12 แสดงการหาความเหมาะสมของ Nitrocellulose membrane  

 a) Hi-Flow Plus Membranes HF180 

         b) Hi-Flow Plus Membranes HF240 

a) 1/5 

1/10 

1/15 

1/20 

b) 1/5 

1/10 

1/15 

1/20 

C2 C1 Biotin probe 
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กำรหำควำมเข้มข้นของ Streptavidin-Biotin probe ท่ีเหมำะสมในกำรท ำชุด Lateral flow 
strip test 

การหาความเข้มข้นของ Streptavidin-Biotin probe ท่ีเหมาะสมในการตรึงบน 
Test line และ Control line ของชดุ Lateral flow strip test โดยการทดลองนี ้จะใช้ความเข้มข้น
ของ Streptavidin-Biotin probe ของ Control line ท่ี 1 ตัง้แต ่ 1/5, 1/10, 1/15 และ 1/20 และ
Control line ท่ี 2 ใช้ความเข้มข้น 1/15   ตรึงลงบน Nitrocellulose membrane ชนิด HF240 
ปริมาตร 0.6 ul และ ใช้ 1X AuNPs-probe 10 uL ดงัภาพท่ี 13 พบวา่ ท่ีความเข้มท่ีของ 
Streptavidin-Biotin probe ท่ี 1/10 มีความเข้มของแถบสีเข้มท่ีสดุ แตล่กัษณะการติดแถบสี ไม่
เสมอกนัทัง้แถบ ดงันัน้  ความเข้มข้นของ Streptavidin-Biotin probe ท่ีเหมาะสม คือ 1/15 

   

ภำพท่ี 13  แสดงการหาความเข้มข้นของ Streptavidin-Biotin probe ท่ีเหมาะสม ในการตรึงบน 
Test line และ Control line ของชดุ Lateral flow strip test 

 

กำรหำควำมเข้มข้นของ Saline-sodium citrate (SSC) buffer ท่ีเหมำะสมกับชุด Lateral 
flow strip test แบบ Methylation 

การหาความเข้มข้นของ Saline-sodium citrate (SSC) buffer ท่ีเหมาะสมกบัชดุ 
Lateral flow strip test แบบ Methylation นัน้ การทดลองนี ้ ใช้ความเข้มข้นของ SSC buffer ท่ี 
2X, 4X, 6X และ 8X ใน Hybridization buffer (1%BSA, 0.2%tween 20, 0.01% SDS) โดยใช้ 
Nitrocellulose membrane ชนิด HF240, 1X AuNPs-probe ของ Methylation ปริมาตร 10 uL, 
1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ Methylation  (test line/control line) ปริมาตร 0.6 uL และ 
0.1 uM Synthetic target แบบ Methylation ปริมาตร 0.5 uL จากการทดลอง พบวา่ ใน Lateral 

1/5 

1/10 

1/15 

1/20 

C2 C1 
Biotin probe 
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flow strip test ของ Methylation ท่ีใช้ความเข้มข้นของ SSC ท่ี 6X มีความเข้มของแถบสีเข้ม
บริเวณ test line มากท่ีสดุ ดงัภาพท่ี 14 

    

ภำพท่ี 14 แสดงการหาความเข้มข้นของ Saline-sodium citrate (SSC) buffer ท่ีเหมาะสมกบัชดุ 
Lateral flow strip test แบบ Methylation 

 

กำรหำควำมเข้มข้นของ Saline-sodium citrate (SSC) buffer ท่ีเหมำะสมกับชุด Lateral 
flow strip test แบบ Unmethylation 

การหาความเข้มข้นของ Saline-sodium citrate (SSC) buffer ท่ีเหมาะสมกบัชดุ 
Lateral flow strip test แบบ Unmethylation นัน้ การทดลองนี ้ใช้ความเข้มข้นของ SSC buffer ท่ี 
2X, 4X, 6X และ 8X ใน Hybridization buffer (1%BSA, 0.2% tween 20, 0.01% SDS) โดยใช้ 
Nitrocellulose membrane ชนิด HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Unmethylation ปริมาตร 10 
uL, 1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ Unmethylation (test line/control line) ปริมาตร 0.6 
uL และ 0.1 uM Synthetic target แบบ Unmethylation ปริมาตร 0.5 uL จากการทดลอง พบวา่ 
ใน Lateral flow strip test แบบ Unmethylation ท่ีใช้ความเข้มข้นของ SSC ท่ี 6X มีความเข้มของ
แถบสีเข้มบริเวณ test line มากท่ีสดุ ดงัภาพท่ี 15 

 

2X 
S 4X 

6X 

8X 

C T C T 
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ภำพท่ี 15 แสดงการหาความเข้มข้นของ Saline-sodium citrate (SSC) buffer ท่ีเหมาะสมกบัชดุ 
Lateral flow strip test แบบ Unmethylation 

 

กำรหำควำมจ ำเพำะของชุด Lateral flow strip test แบบ Methylation 

การหาความจ าเพาะของชดุ Lateral flow strip test แบบ Methylation นัน้ การ
ทดลองนี ้ จะใช้ Synthetic target ชนิด Non target, Methylation, Unmethylation และ
Methylation+ Non target ความเข้มข้น 0.1 uM ปริมาตร 0.5 uL ในแตล่ะ Lateral flow strip test 
โดยใช้ 6X SSC ใน Hybridization buffer (1%BSA, 0.2%tween 20, 0.01% SDS), 
Nitrocellulose membrane ชนิด HF240, 1X AuNPs-probe ของ Methylation ปริมาตร 10 uL, 
1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ Methylation  (test line/control line) ปริมาตร 0.6 ulL
พบวา่ ใน Lateral flow strip test ท่ีใช้ Synthetic target ชนิด Unmethylation เกิดแถบสีท่ี test 
line ซึ่งเป็น non specific ดงัภาพท่ี 16 

     

ภำพท่ี 16 แสดงการหาความจ าเพาะของชดุ Lateral flow strip test แบบ Methylation โดยใช้ 
Synthetic target ชนิดตา่งๆ 

2X 

4X 

6X 

8X 

H2O 

Non target 

Methylation 

Unmethylation 

Methylation+Non target 
 
 

C T 

C T 

C T 

C T 
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กำรหำควำมจ ำเพำะของชุด Lateral flow strip test แบบ Unmethylation 

การหาความจ าเพาะของชดุ Lateral flow strip test แบบ Unmethylation นัน้ 
การทดลองนี ้ จะใช้ Synthetic target ชนิด Non target, Methylation, Unmethylation และ 
Unmethylation+ Non target ความเข้มข้น 0.1 uM ปริมาตร 0.5 ul ในแตล่ะ Lateral flow strip 
test โดยใช้ 6X SSC ใน Hybridization buffer (1%BSA, 0.2%tween 20, 0.01% SDS), 
Nitrocellulose membrane ชนิด HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Unmethylation ปริมาตร 10 
uL, 1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ Unmethylation  (test line/control line) ปริมาตร 0.6 
uL พบวา่ ใน Lateral flow strip test ท่ีใช้ Synthetic target ชนิด Methylation เกิดแถบสีท่ี test 
line ซึ่งเป็น non specific ดงัภาพท่ี 17 

      

ภำพท่ี 17  แสดงการหาความจ าเพาะของชดุ Lateral flow strip test แบบ Unmethylation โดย
ใช้ Synthetic target ชนิดตา่งๆ 

 

กำรหำควำมเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมำะสมกับชุด Lateral flow strip test แบบ 
Methylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Methylation 

การหาความเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมกบัชดุ Lateral flow strip test 
แบบ Methylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Methylation นัน้ จากการทดลองนี ้ ในแตล่ะ 
Lateral flow strip test จะใช้ความเข้มข้นของ Formamide ท่ี 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 
40% และ 45% โดย ใช้ 6X SSC ใน Hybridization buffer (1%BSA, 0.2%tween 20, 0.01% 
SDS), Nitrocellulose membrane ชนิด HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Methylation ปริมาตร 
10 ul, 1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ Methylation  (test line/control line) ปริมาตร 0.6 

H2O 

Non target 

Unmethylation 

Methylation 
methylation 
 

Unmethylation+ Non target 
 
 

C T C T 
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uL และ Synthetic target แบบ Methylation ความเข้มข้น 0.1 uM ปริมาตร 2 uL พบวา่ ท่ีความ
เข้มข้นของ Formamide ท่ี 40% จะให้ความเข้มของแถบสีท่ี test line มากท่ีสดุและความเข้มของ
แถบสีท่ี test line จะจางลงท่ีความเข้มข้นของ Formamide ท่ี 45% ดงัภาพท่ี 18 

        

ภำพท่ี 18 แสดงการหาความเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมกบัชดุ Lateral flow strip test 
แบบ Methylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Methylation 

 

กำรหำควำมเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมำะสมกับชุด Lateral flow strip test แบบ 
Methylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Unmethylation 

การหาความเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมกบัชดุ Lateral flow strip test 
แบบ Methylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Unmethylation นัน้ จากการทดลองนี ้ในแตล่ะ 
Lateral flow strip test จะใช้ความเข้มข้นของ Formamide ท่ี 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 
40% และ 45% โดย ใช้ 6X SSC ใน Hybridization buffer (1%BSA, 0.2%tween 20, 0.01% 
SDS), Nitrocellulose membrane ชนิด HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Methylation ปริมาตร 
10 ul, 1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ Methylation  (test line/control line) ปริมาตร 0.6 
ul และ Synthetic target แบบ Unmethylation ความเข้มข้น 0.1 uM ปริมาตร 2 ul พบวา่ ตัง้แต่
ความเข้มข้นของ Formamide ท่ี 15-25% จะให้ความเข้มของแถบสีท่ี test line จางลงและความ
เข้มของแถบสีท่ี test line จะจางหายไปตัง้แตค่วามเข้มข้นของ Formamide ท่ี 40% ดงัภาพท่ี 19 

5% 

10% 

15% 

20% 

25% 

30% 

35% 

40% 

45% 

C T C T 



 
 30 

        

        

ภำพท่ี 19 แสดงการหาความเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมกบัชดุ Lateral flow strip test 
แบบ Methylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Unmethylation 

 

กำรหำควำมเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมำะสมกับชุด Lateral flow strip test แบบ 
Unmethylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Unmethylation 

การหาความเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมกบัชดุ Lateral flow strip test 
แบบ Methylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Unmethylation นัน้ จากการทดลองนี ้ในแตล่ะ 
Lateral flow strip test จะใช้ความเข้มข้นของ Formamide ท่ี 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 
40% และ 45% โดยใช้ 6X SSC ใน Hybridization buffer (1%BSA, 0.2%tween 20, 0.01% 
SDS), Nitrocellulose membrane ชนิด HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Unmethylation 
ปริมาตร 10 uL, 1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ Unmethylation (test line/control line) 
ปริมาตร 0.6 uL และ Synthetic target แบบ Methylation ความเข้มข้น 0.1 uM ปริมาตร 2 uL 
พบวา่ ท่ีความเข้มข้นของ Formamide ท่ี 40% จะให้ความเข้มของแถบสีท่ี test line มากท่ีสดุและ
ความเข้มของแถบสีท่ี test line จะจางลงท่ีความเข้มข้นของ Formamide ท่ี 45% ดงัภาพท่ี 20 
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ภำพท่ี 20 แสดงการหาความเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมกบัชดุ Lateral flow strip test 
แบบ Unmethylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Unmethylation 

 

กำรหำควำมเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมำะสมกับชุด Lateral flow strip test แบบ 
Unmethylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Methylation 

การหาความเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมกบัชดุ Lateral flow strip test แบบ 
Unmethylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Methylation นัน้ จากการทดลองนี ้ ในแตล่ะ 
Lateral flow strip test จะใช้ความเข้มข้นของ Formamide ท่ี 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 
40% และ 45% โดย ใช้ 6X SSC ใน Hybridization buffer (1%BSA, 0.2%tween 20, 0.01% 
SDS), Nitrocellulose membrane ชนิด HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Methylation ปริมาตร 
10 ul, 1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ Unmethylation  (test line/control line) ปริมาตร 
0.6 ul และ Synthetic target แบบ Methylation ความเข้มข้น 0.1 uM ปริมาตร 2 ul พบวา่ ตัง้แต่
ความเข้มข้นของ Formamide ท่ี 5-20% จะให้ความเข้มของแถบสีท่ี test line จางลงและความ
เข้มของแถบสีท่ี test line จะจางหายไปตัง้แตค่วามเข้มข้นของ Formamide ท่ี 25% เป็นต้นไป ดงั
ภาพท่ี 21 
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ภำพท่ี 21 แสดงการหาความเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมกบัชดุ Lateral flow strip test 
แบบ Unmethylation โดยใช้ Synthetic Target แบบ Methylation 

 

กำรหำควำมเข้มข้นต ่ำสุดของ DNA target ท่ี ชุด Lateral flow strip test แบบ Methylation 
สำมำรถวเิครำะห์ได้ 

การหาความเข้มข้นต ่าสดุของ DNA target ท่ี ชดุ Lateral flow strip test แบบ 
Methylation สามารถวิเคราะห์ได้ จากการทดลองนี ้ ใน Synthetic target แบบ methylation 
ความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 nM ปริมาตร 1 ul โดยใช้ Nitrocellulose membrane 
ชนิด HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Methylation ปริมาตร 10 ul, 1/15 Streptavidin-Biotin 
probe แบบ Methylation  (test line/control line) ปริมาตร 0.6 ul และ Hybridization buffer (6X 
SSC, 40% Formamide, 1%BSA, 0.2%tween 20, 0.1% SDS) พบวา่ ความเข้มข้นต ่าสดุของ 
Synthetic target แบบ Methylation ท่ี ชดุ Lateral flow strip test แบบ Methylation สามารถ
วิเคราะห์ได้ คือ ความเข้มข้น 0.6 nM ปริมาตร 1 ul ซึ่งสามารถคิดเป็นปริมาณ 0.6 fmol ดงัภาพท่ี 
22 
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ภำพท่ี 22 แสดงการหาความเข้มข้นต ่าสดุของ DNA target ท่ี ชดุ Lateral flow strip test แบบ 
Methylation สามารถวิเคราะห์ได้ 

 

กำรหำควำมเข้มข้นต ่ำสุดของ DNA target ท่ี ชดุ Lateral flow strip test แบบ 
Unmethylation สำมำรถวเิครำะห์ได้ 

การหาความเข้มข้นต ่าสดุของ DNA target ท่ี ชดุ Lateral flow strip test แบบ
Unmethylation สามารถวิเคราะห์ได้ จากการทดลองนี ้ใน Synthetic target แบบ Unmethylation 
ความเข้มข้น 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 nM ปริมาตร 1 ul โดยใช้ Nitrocellulose membrane ชนิด 
HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Unmethylation ปริมาตร 10 ul, 1/15 Streptavidin-Biotin 
probe แบบ Unmethylation  (test line/control line) ปริมาตร 0.6 ul และ Hybridization buffer 
(6X SSC, 40% Formamide, 1%BSA, 0.2%tween 20, 0.1% SDS) พบวา่ ความเข้มข้นต ่าสดุ
ของ Synthetic target แบบ Unmethylation ท่ี ชดุ Lateral flow strip test แบบ Unmethylation 
สามารถวิเคราะห์ได้ คือ ความเข้มข้น 8 nM ปริมาตร 1 ul ซึ่งสามารถคิดเป็นปริมาณ 8 fmol ดงั
ภาพท่ี 23 
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ภำพท่ี 23 แสดงการหาความเข้มข้นต ่าสดุของ DNA target ท่ี ชดุ Lateral flow strip test แบบ
Unmethylation 

 

กำรหำควำมจ ำเพำะของชุด Duplex lateral flow strip test  

การหาความจ าเพาะของชดุ Duplex lateral flow strip test จากการทดลองนี ้ท า
การสลบัต าแหน่งของ test line ท่ีมี 1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ Methylation และ 
Unmethylation พร้อมใช้ Synthetic target แบบ Non target, Methylation, Unmethylation, 
Methylation+Unmethylation และ น า้ (Negative control) เป็นตวัทดสอบความจ าเพาะ โดยใช้ 
Nitrocellulose membrane ชนิด HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Unmethylation ท่ีผสมกบั 
แบบ Methylation ปริมาตร 10 ul และ Hybridization buffer (6X SSC, 40% Formamide, 
1%BSA, 0.2%tween 20, 0.1% SDS) พบวา่ Duplex lateral flow strip test ทัง้ท่ีใช้น า้และ 
Synthetic target แบบ Non target มีแถบสีชมพขูอง AuNPs-probe เกิดขึน้เฉพาะบริเวณ 
control line  เท่านัน้ สว่น Duplex lateral flow strip test ท่ีใช้ Synthetic target แบบ 
Methylation, Unmethylation, Methylation+Unmethylation พบวา่ เกิดแถบสชีมพขูอง AuNPs-
probe ท่ีบริเวณ Test line ตรงตามชนิดของ Synthetic target และชนิดของ Streptavidin-Biotin 
probe บน Test line ดงัภาพท่ี 24 
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ภำพท่ี 24 แสดงการหาความจ าเพาะของชดุ Duplex lateral flow strip test โดยใช้ น า้ (W), Non 
target (N), Methylation target (M) และ Unmethylation target (U) 

 
กำรท ำ DNA methylation ของโรคพรำเดอร์-วลิล่ี ด้วยวธีิ Methylation-Specific PCR 

การตรวจวิเคราะห์ DNA methylation ของโรคพราเดอร์-วิลล่ี ด้วยวิธี  
Methylation-Specific PCR นัน้ สามารถท าได้โดยเร่ิมจากน า DNA มาท า Bisultfite treatment 
เพ่ือเปลีย่นเบสไซโตซีน (cytosine) ท่ีไมไ่ด้เติมหมูเ่มทิล ให้เปลีย่นเป็นเบสยรูาซิล (Uracil) สว่นใน
เบสไซโตซีนท่ีมกีารเติมหมูเ่มทิล ภายหลงัจากท า Bisultfite treatment จะยงัคงเป็นเบสไซโตซีนอยู่
เหมือนเดิม ซึ่งจะท าให้สามารถแยกความแตกตา่งระหวา่ง DNA ท่ีถกูเติมและไมไ่ด้ถกูเติมหมูม่ทิล
ออกจากกนัได้ จากนัน้ ท าการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ primer ท่ีจ าเพาะตอ่ DNA 
methylation และ Unmethylation ของโรคพราเดอร์-วิลล่ีและท าการแยกขนาดของ PCR product 
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http://www.sciclips.com/sciclips/bio-protocols.do%3FcatName%3DCell%2520signaling/Cell%2520based%2520assays/bio-protocols.do?catName=Epigenetics&l2CatName=DNA%20methylation%20assay&proid=6321&protocol=Methylation-Specific%20PCR%20(MS-PCR)
http://www.sciclips.com/sciclips/bio-protocols.do%3FcatName%3DCell%2520signaling/Cell%2520based%2520assays/bio-protocols.do?catName=Epigenetics&l2CatName=DNA%20methylation%20assay&proid=6321&protocol=Methylation-Specific%20PCR%20(MS-PCR)
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ท่ีได้ด้วยวิธี Polyacrylamide gel electrophoresis จะพบวา่ ในคนปกตจิะพบแถบบน 
Polyacrylamide gel 2 แถบ ประกอบด้วย แถบท่ีมี DNA ขนาด 97 bp ซึ่งเป็นผลิตภณัฑ์ของ 
DNA methylation และแถบท่ีมี DNA ขนาด 106 bp ซึ่งเป็นผลิตภณัฑ์ของ DNA unmethylation
สว่นในคนท่ีป่วยเป็นโรคพราเดอร์-วิลล่ี จะพบเฉพาะแถบของ DNA ประมาณ 97 bp ซึ่งเป็น
ผลิตภณัฑ์ของ DNA methylation เท่านัน้ ดงัภาพท่ี 25 

 

                                    

ภำพท่ี 25 แสดงการท า DNA methylation ของโรคพราเดอร์-วิลล่ี ด้วยวิธี  Methylation-Specific 
PCR: Control (C), Normal (N), Prader-Willi syndrome (PWS) 

 

กำรทดสอบชดุ Duplex lateral flow strip test จำก Bisulfite treatment DNA 

การทดสอบชดุ Duplex lateral flow strip test โดยใช้ตวัอย่าง DNA ท่ีผา่นการ
ท า bisulfite treatment DNA  ในการทดลองนี ้ ใช้ 1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ 
Methylation และ Unmethylation ตามล าดบั ปริมาตร 0.6 ul  Nitrocellulose membrane ชนิด 
HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Unmethylation ท่ีผสมกบั แบบ Methylation แล้ว ปริมาตร 10 
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http://www.sciclips.com/sciclips/bio-protocols.do%3FcatName%3DCell%2520signaling/Cell%2520based%2520assays/bio-protocols.do?catName=Epigenetics&l2CatName=DNA%20methylation%20assay&proid=6321&protocol=Methylation-Specific%20PCR%20(MS-PCR)
http://www.sciclips.com/sciclips/bio-protocols.do%3FcatName%3DCell%2520signaling/Cell%2520based%2520assays/bio-protocols.do?catName=Epigenetics&l2CatName=DNA%20methylation%20assay&proid=6321&protocol=Methylation-Specific%20PCR%20(MS-PCR)
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uL, Hybridization buffer (6X SSC, 40% Formamide, 1%BSA, 0.2%tween 20, 0.1% SDS) 
โดยใช้ DNA ของคนปกติและผู้ป่วยโรคพราเดอร์-วิลล่ี ท่ีผา่นการท า Bisultfite treatment 20 uL 
denature ท่ีอณุหภมูิ 95 oC เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปแช่น า้แขง็เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้ หยด
ลงบน sample pad  ตามด้วย Hybridization buffer ทิง้ไว้ 15 นาที พบวา่ Duplex lateral flow 
strip test ทัง้ท่ีใช้ DNA ของคนและผู้ป่วยโรคพราเดอร์-วิลล่ี พบแถบสีชมพเูฉพาะท่ี Control line 
เท่านัน้ ดงัภาพท่ี 26 

 

ภำพท่ี 26 การทดสอบชดุ Duplex lateral flow strip test จาก Bisulfite treatment DNA 

 

กำรทดสอบชดุ Duplex lateral flow strip test จำกตัวอย่ำง DNA จำก PCR product 

  การทดสอบชดุ Duplex lateral flow strip test จากตวัอย่าง DNA จาก PCR 
product หลงัจากการท า MSP  ในการทดลองนี ้ ใช้ 1/15 Streptavidin-Biotin probe แบบ 
Methylation และ Unmethylation ตามล าดบั ปริมาตร 0.6 ul  Nitrocellulose membrane ชนิด 
HF240, 1X AuNPs-probe แบบ Unmethylation ท่ีผสมกบั แบบ Methylation แล้ว ปริมาตร 10 
uL, Hybridization buffer (6X SSC, 40% Formamide, 1%BSA, 0.2%tween 20, 0.1% SDS) 
โดยใช้ DNA ของคนปกติและผู้ป่วยโรคพราเดอร์-วิลล่ี ท่ีผา่นการท า Bisulfite treatment 20 uL 
denature ท่ีอณุหภมูิ 95 oC เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปแช่น า้แขง็เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้ หยด
ลงบน sample pad  ตามด้วย Hybridization buffer ทิง้ไว้ 15 นาที พบวา่ Duplex lateral flow 
strip test ทัง้ท่ีใช้ DNA ของคนปกตเิกิดแถบขึน้ท่ี Test Line ของ Methylation และ
Unmethylation โดยท่ี Test Line ของ Unmethylation เกิดแถบขึน้เลก็น้อย สว่นผู้ป่วยโรคพรา
เดอร์-วิลล่ี พบแถบสีชมพเูฉพาะท่ี Test Line ของ Methylation เท่านัน้ ดงัภาพท่ี 27  
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ภำพท่ี 27 การทดสอบชดุ Duplex lateral flow strip test จากตวัอย่าง DNA จาก PCR product 
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บทที่  5 

สรุปผลกำรวิจัย อภปิรำยผล และข้อเสนอแนะ 

อภปิรำยผลกำรวจิัย 
จากการสงัเคราะห์ AuNPs ได้อนภุาคทองค าระดบันาโนเมตรซึ่งเป็นของเหลวสี

แดง เกิดจากการท าปฏิกิริยา reduction ระหวา่งสารละลาย hydrogen tetracholoaurate (III) 
trihydrate (HAuCl4.3H2O) และสารละลาย trisodium citrate dihydrate (Na3C6H5O7.2H2O) 
โดย สารละลาย trisodium citrate dihydrate จะเป็นตวั reduce ไอออนของ Au ท่ีมีประจ ุ3+ ให้
กลายเป็น อนภุาค  Au ท่ีมีประจ ุ 0 แตย่งัคงเป็นอนภุาคท่ีไมเ่สถียร ตวั trisodium citrate 
dihydrate นีเ้อง นอกจากจะท าหน้าท่ีเป็นตวั reduce แล้ว ยงัท าหน้าท่ีเป็นตวั stabilizer ไป
พร้อมๆกนั โดยจะ ไอออนของ citrate จะล้อมรอบอนภุาคทองค า เพ่ือให้อนภุาคคงสภาพในระดบั
นาโนเมตร  จากการตรวจสอบสมบตัทิางกายภาพของ AuNPs โดยการใช้ Transmission 
Electron Microscopy (TEM) พบวา่  AuNPs มีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางอยู่ประมาณ 20 nm  เมื่อ
ทดสอบ AuNPs  ด้วยเคร่ือง UV-Vis Spectrophotometer พบวา่ให้คา่ความยาวคลื่นท่ีมีการ
ดดูกลืนแสงสงูสดุเท่ากบั 520 nm 

ในการ ติด DNA probe ลงบนผิว ของ AuNPs  โดย DNA probe ท่ีใช้ปลาย 5’ 
ของ DNA probe จะถกูตอ่ด้วยหมู ่thiol (S=S)  เมื่อเติม 10 mM TCEP ลงใน DNA probe พนัธะ
ไดซลัไฟด์ (disulfide bond) ซึ่งเป็นพนัธะโควาเลนท์ท่ีเกิดขึน้ระหวา่งหมู ่ thiol จะถกู TCEP 
ท าลายพนัธะและ หมูt่hiol จะไปสร้างพนัธะกบัไออนลบของซิเตรทไอออน  ท่ีอยู่บนผิวของ AuNPs 
โดยใช้อิเลค็ตรอนร่วมกนัเป็นพนัธะโควาเลนท์ การท่ีมีหมู ่ thiol มาล้อมรอบผิวอนภุาค เป็นการ
ช่วยคงสภาพของอนภุาคให้ยงัมีขนาดและคณุสมบตัิของ AuNPs  จากนัน้ จงึเติมสารละลาย 
salting buffer เพ่ือคอ่ยๆปรับประจรุอบๆ  AuNPs ซึ่งจะเห็นได้วา่ หลอดท่ีมีการเติม DNA probe 
ทัง้ชนิด Methylation (M) และ Unmethylation (U)  อนภุาค AuNPs ยงัคงมีสีแดงเหมือนเดิม  เมื่อ
เทียบกบัหลอด Control (C) ซึ่งไมม่ี DNA probe หลงัจากเติม salting buffer สีของ AuNPs จะ
คอ่ยๆเร่ิมเปลี่ยนสจีากสีแดงเป็นมว่งและตกตะกอนตามล าดบั เป็นผลมาจากประจบุวกของเกลือ
ใน salting buffer ท าให้แรงผลกัของประจลุบของซิเตรทไอออนท่ีล้อมรอบบนผิวของ AuNPs ซึ่ง
ท าหน้าท่ีเป็นตวั Stabilize มีคา่ลดลง 

ปฏิกิริยาการ hybridization แบบ sandwich ในชดุ Lateral flow strip test นัน้ 
ระยะเวลาท่ีใช้ในปฏิกิริยาการ hybridization จะขึน้อยูก่นัระยะเวลาของการเคลื่อนท่ีของ buffer 
ใน Nitrocellulose membrane  ในการเลือกชนิดของ Nitrocellulose membrane ท่ีเหมาะสมนัน้ 
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จากการทดลองนี ้ ได้เลือกใช้ Nitrocellulose membrane 2 ชนิด คือ HF180 และ HF240 พบวา่ 
Nitrocellulose membrane ชนิด HF240 มีความเข้มแถบของ AuNPs-probe ท่ีปรากฏบน 
control line ซึ่งใช้ Biotin probe ความเข้มข้นตา่งๆ มากกวา่ ความเข้มแถบของ AuNPs-probe ท่ี
ปรากฏบน control line ใน Nitrocellulose membrane ชนิด HF180 ซึ่งผลการทดลองท่ีได้มีความ
สอดคล้องกบัการศกึษาของ X. Mao และคณะ [32] ท่ีรายงานวา่ Nitrocellulose membrane 
ชนิด  HF240 ให้ความเข้มของแถบ AuNPs-probe มากกวา่ Nitrocellulose membrane ชนิด  
HF180 ประมาณ 4 เท่า โดยพบวา่ ระยะเวลาท่ีใช้ในการเคลื่อนท่ีของ buffer ใน Nitrocellulose 
membrane ชนิด  HF180 และ HF240 คือ 3 และ 4 นาทีตามล าดบั ซึ่งแสดงให้เห็นวา่ buffer ท่ี
เคลื่อนท่ีใน Nitrocellulose membrane ได้ช้า จะให้ sensitivity ของ Lateral flow strip test  
เพ่ิมขึน้ 

Streptavidin-biotin probe ซึ่งถกูตรึงท่ีบริเวณ test line และ control line บน 
Nitrocellulose membrane ของ Lateral flow strip test นัน้  การใช้ความเข้มข้นของ 
Streptavidin-biotin probe เหมาะสม จะท า buffer สามารถให้การเคลื่อนท่ีได้ดีขึน้และเกิดการ 
hybridization กบั DNA target อย่างมีประสิทธิภาพ การท่ีใช้ Streptavidin-Biotin probe ท่ีมี
ความเข้มข้นท่ีมากเกินไป Streptavidin-biotin จะท าให้ buffer เคลื่อนท่ีได้ไมส่ะดวกเหมือนการ
ทดลองท่ีใช้ความเข้มท่ีของ Streptavidin-Biotin probe ท่ี 1/10 มีความเข้มของแถบสีเข้มท่ีสดุ แต่
ลกัษณะการติดแถบสี ไมเ่สมอกนัทัง้แถบ 

ในปฏิกิริยาการ hybridization ความเข้มข้นของ Saline-sodium citrate (SSC) 
buffer ท่ีเหมาะสมใน Hybridization buffer จะมีผลตอ่ประสิทธิภาพของ Lateral flow strip test 
เน่ืองจากจะมีผลตอ่ sensitivity และ specitivity ของผลการทดสอบ จากการทดลอง ได้ใช้ความ
เข้มข้นของ SSC buffer ท่ี 2X, 4X, 6X และ 8X ใน Hybridization buffer (1%BSA, 0.2%tween 
20, 0.01% SDS)  ใน Lateral flow strip test แบบ Methylation และ  Unmethylation โดยใช้ 
synthetic target ท่ีจ าเพาะกบั Lateral flow strip test นัน้ๆ พบวา่ 6X SSC ใน Hybridization 
buffer  เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสม ในการ hybridization ทัง้ใน Lateral flow strip test แบบ 
Methylation และ  Unmethylation  ซึ่งเป็นความเข้มข้นท่ีให้ความเข้มของแถบ AuNPs-probe ท่ี 
test line มากท่ีสดุ จากนัน้จึงใช้ 6X SSC ใน Hybridization buffer  มาทดสอบ specitivity ของ 
Lateral flow strip test ทัง้สองแบบ โดยใช้ Synthetic target ชนิด Non target, Methylation, 
Unmethylation, Methylation/Unmethylation+Non target และน า้  พบวา่ Lateral flow strip 
test ทัง้สองแบบ เกิดแถบของ AuNPs-probe ท่ี test line ซึ่งเป็นผลมาจากการเกิดการ 
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Hybridization แบบ non specific โดยใน Lateral flow strip test แบบ Methylation เกิดแถบของ 
AuNPs-probe ท่ี test line เมื่อทดสอบด้วย Unmethylation target และ Lateral flow strip test 
แบบ Unmethylation จะเกิดแถบของ AuNPs-probe ท่ี test line เมื่อทดสอบด้วย Methylation 
target  ซึ่งการเกิด non specific ในลกัษณะนีส้ามารถเกิดขึน้ได้ เพราะล าดบัเบสของ probe ท่ีใช้
ติดท่ีผิว  AuNPs  หรือ probe ท่ีใช้ตรึงลงบน Nitrocellulose membrane ทัง้แบบ Methylation 
และ  Unmethylation โดย probe ทัง้หมดจะมี Tm = 60 oC และม ีmismatch ของเบสใน probe 
แตล่ะแบบจ านวน 4 ต าแหน่ง ซึ่งเป็นต าแหน่งเดียวกนักบับริเวณ  CG dinucleotide 

เพ่ือท่ีจะลด non specific binding และลด Tm ของ probe จึงต้องหาความ
เข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมกบั  Lateral flow strip test แบบ Methylation และ 
Unmethylation โดยใช้ความเข้มข้นของ Formamide ท่ี 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40% 
และ 45% โดยใช้ 6X SSC ใน Hybridization buffer (1%BSA, 0.2%tween 20, 0.01% SDS) 
พบวา่ Lateral flow strip test แบบ Methylation ความเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมคือ  
40% ซึ่งสามารถลด non specific binding ของ Unmethylation target ท่ี test line อย่างสมบรูณ์ 
โดยความเข้มของ Methlyation target ท่ี test line ยงัคงเดิม สว่น Lateral flow strip test แบบ 
Unmethylation ความเข้มข้นของ Formamide ท่ีเหมาะสมท่ีสดุ ซึ่งสามารถลด non specific 
binding ของ Methylation target ท่ี test line อย่างสมบรูณ์ โดยความเข้มของ Umethlyation 
target ท่ี test line ยงัคงเดิม คือ 25% ทัง้นี ้formamide จะมีคณุสมบตัิเป็นตวั helix destabiliser 
สามารถลด Tm ของ probe ได้ 

การหาความเข้มข้นต ่าสดุของ Synthetic target ท่ี ชดุ Lateral flow strip test 
สามารถวิเคราะห์ได้ พบวา่ Lateral flow strip test แบบ Methylation สามารถวิเคราะห์ความ
เข้มข้นต ่าสดุของ Synthetic target แบบ Methylation target คิดเป็นปริมาณ 0.6 fmol (3.61X108 
copies) และ Lateral flow strip test แบบ Unmethylation สามารถวิเคราะห์ความเข้มข้นต ่าสดุ
ของ Synthetic target แบบ Unmethylation target คิดเป็นปริมาณ 8  fmol (4.82X109 copies) 
ซึ่งมีคา่ต ่ากวา่งานวิจยัของ X. Mao และคณะ [32] ท่ีใช้ Lateral flow strip test ตรวจจบั gDNA 
ของมนษุย์ พบวา่สามารถวิเคราะห์ความเข้มข้นต ่าสดุของ Synthetic target 65 fmol (3.91x1010 
copies) 

เมื่อน าเอา probe ท่ีใช้ใน Lateral flow strip test แบบ Methylation และ 
Unmethylation  มารวมกนัเป็น Lateral flow strip test เดียวกนั โดยมีการสลบัล าดบัของต าแหน่ง 
Test line ของ Methylation และ Unmetylation  biotin-probe  ใช้ภาวะตา่งๆท่ีได้ปรับมาอย่าง



 
 42 

เหมาะสมในการทดลองก่อนหน้านี ้ พร้อมใช้ Synthetic target แบบ Non target, Methylation, 
Unmethylation, Methylation+Unmethylation และ น า้ (control) เป็นตวัทดสอบความจ าเพาะ 
พบวา่ Duplex lateral flow strip test มีความจ าเพาะตอ่ Synthetic target แตล่ะแบบโดยท่ี 
Duplex lateral flow strip test ท่ีใช้น า้ และ Synthetic target  แบบ Non target  จะพบวา่ไม่
ปรากฏแถบของ AuNPs บริเวณ Test line เลย จะแถบท่ี Control line เท่านัน้ สว่น Synthetic 
target แบบ Methylation, Unmethylation, Methylation+Unmethylation จะพบวา่ เกิดแถบสี
ชมพขูอง AuNPs-probe ท่ีบริเวณ Test line ตรงตามชนิดของ Synthetic target และชนิดของ 
Streptavidin-Biotin probe บน Test line นัน้ทกุ strip  

ในการทดลองใช้ Duplex lateral flow strip test จากตวัอย่าง DNA จาก 
Bisulfite treatment DNA ของคนปกติและผู้ป่วยโรคพราเดอร์-วิลล่ี พบ Duplex lateral flow strip 
test ทัง้ท่ีใช้ DNA ของคนและผู้ป่วยโรคพราเดอร์-วิลล่ี พบแถบสีชมพเูฉพาะท่ี Control line 
เท่านัน้ ซึ่งมีสาเหตมุาจาก Sensitivity ของ Duplex lateral flow strip test ไมพ่อท่ีจะสามารถ 
ตรวจจบั DNA ท่ีได้จากการท า Bisulfite treatment ได้ โดยในการท า Bisulfite treatment จะใช้ 
DNA เร่ิมต้นท่ี 1 ug (2.9X105 copies) โดย Lateral flow strip test แบบ Methylation สามารถ
วิเคราะห์ความเข้มข้นต ่าสดุของ Synthetic target แบบ Methylation target คิดเป็นปริมาณ 0.6 
fmol (3.61X108) และ Lateral flow strip test แบบ Unmethylation สามารถวิเคราะห์ความ
เข้มข้นต ่าสดุของ Synthetic target แบบ Unmethylation target คิดเป็นปริมาณ 8 fmol 
(4.82X109 copies) เท่านัน้ ทัง้นี ้ในการท า Bisulfite treatment พบวา่ จะเกิดการ Degrade ของ 
DNA ประมาณ 84-96% ของ DNA ท่ีน ามาท า Bisulfite treatment [33]  

ในการทดลองใช้ Duplex lateral flow strip test จากตวัอย่าง DNA จาก PCR 
product หลงัจากการท า MSP พบ สามารถวิเคราะห์ DNA methylation ของคนปกติและผู้ป่วย
โรคพราเดอร์-วิลล่ีได้ โดยของคนปกติเกิดแถบขึน้ท่ี Test Line ของ Methylation และ
Unmethylation โดยท่ี Test Line ของ Unmethylation เกิดแถบขึน้เลก็น้อย ซึ่งอาจจะต้องมีปรับ
สภาวะของการท า MSP เสียก่อน   

โดยสว่นใหญ่แล้วในการตรวจวิเคราะห์ DNA โดยในหลกัการของ Lateral flow 
strip test นัน้ มกัจะมีการเพ่ิมปริมาณ DNA ให้มปีริมาณเพียงพอตอ่การตรวจวิเคราะห์ เช่น ใน
งานวิจยัของ Loannis [34] และคณะท่ีใช้เทคนิค Primer extension ในการเพ่ิมปริมาณ DNA เพ่ือ
ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ SNP genotyping หรือ Dimitra และคณะ ท่ีตรวจ SNP genotyping ท่ี
สนใจ Lateral flow strip test วิเคราะห์ DNA ligation product [35] 
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สรุปผลกำรวจิัย 

ในงานวิจยันีท้ าการศกึษาและผลิตชดุตรวจวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ี ในรูปของ 
Lateral flow strip test โดยมี gold nanoparticles เป็นตวัรายงาน พบวา่สามารถตรวจจบั 
Synthetic target ได้ปริมาณต ่าสดุของ Methylation ท่ี 0.6 fmol และ Unmethylation ท่ี 8 fmol 
เมื่อทดสอบความจ าเพาะของ Lateral flow strip test ท่ีรวม probe ของ Methylation และ 
Unmethylation  อยู่ใน strip เดียวกนั พบวา่สามารถแยกความแตกตา่งระหวา่ง Synthetic target 
ของ Methylation และ Unmethylation ได้อย่างชดัเจน ในการวิเคราะห์ตวัอย่างจากผู้ป่วยโรคพรา
เดอร์-วิลล่ี Lateral flow strip test ยงัคงต้องอาศยัการเพ่ือปริมาณ Target DNA เพ่ือใช้ในการ
วิเคราะห์ DNA methylation ซึ่งยงัจ าเป็นต้องปรบัสภาวะของการเพ่ิมปริมาณ Target DNA 
เสียก่อน ซึ่งงานวจิยัและองค์ความรู้ดงักลา่ว สามารถน าไปเป็นต้นแบบเพ่ือประยกุตใ์ช้ในการ
พฒันาชดุตรวจคดักรองโรคชนิดอ่ืนตอ่ไป                                                                                 
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เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวจิัย  
 
1. Auto pipette (Transferpette®S:Brand) 

2. Balance (DENVER INSTRUMENT:SI-234) 
3. Gel Document (Gel DocTM:Bio-Rad) 
4. Hot air oven (Contherm:Model 8050) 
5. Hot plate stirrer (IKA®:C-MAG HS7) 
6. Microcentrifuge (Hettich:MICRO 120) 
7. Mixer (VORTEX-GENIE®2) 
8. Nanodrop (Thermo scientific) 
9. PCR cabinet  
10. pH/mV meter (DENVER INSTRUMENT:UB-10) 
11. Power supply (Cleaver:MP250V) 
12. Rocking shaker (Heidolph:Duomax 1030) 
13. Thermal cycler (ABI) 
14. UV-vis spectroscopy (BECKMAN COULTER:DU 800) 
15. Vaccuum pump 
16. Vertical Electrophoresis Equipment (Cleaver:omniPAGE mini) 
17. Water Bath (Memmert) 
  
วัสดุและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวจิยั  
 
1.    Absorbent pad 319  18 cm x 30 cm (Ahlstrom) 
2. Backing card (G&L) 
3. Centrifuge Tube 15 mL (Corning Incorporated) 
4. Centrifuge Tube 50 mL (Corning Incorporated) 
5. DNA Clean-Up System (Wizard®Promega) 
6. Glass fiber 8964  18 cm x 30 cm (Ahlstrom) 
7. Hi-Flow Plus Membranes HF180 (Millipore) 
8. Hi-Flow Plus Membranes HF240 (Millipore) 
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9. Microcentrifuge Tube (costar®) 
10.  Microcon YM-30 (Millipore) 
11. Nano-cap tip 0.1-20 ul (Brand) 
12. PCR tube 0.2 ml Flat cap (Axygen) 
13. T300 Pipet Tips Series 0.5-10 ul (Axygen) 
14. TF100RS Filter Tip Series 1-100 ul (Axygen) 
15. TF200RS Filter Tip Series 200 ul (Axygen) 
16. TF420RS Filter Tip 0.5-20 ul (Axygen) 
17. Universal Fit pipette Tips 1-100 uL (Corning Incorporated) 
18. Universal Fit pipette Tips 100-1000 uL (Corning Incorporated) 
 
สารเคมีและน า้ยาท่ีใช้ในการวจิัย 
 
1. 40% Acrylamide:bis (19:1) (AMRESCO) 
2. Ammonium per sulfate (Pro®PureTM) 
3. Boric acid (SIGMA-ALDRICH)              
4. Bovine Serum Albumin (SIGMA-ALDRICH) 
5. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4 ) (SIGMA-ALDRICH) 
6. dNTP Mix, PCR Grade (200 µl) (QIAGEN)                                                                    
7. Ethyl alcohol (Merck) 
8. Ethylenediaminetetraacetic acid (SIGMA-ALDRICH) 
9. Formamide, deionized Ultra Pure (BIO BASIC INC) 
10. GelREDTH (Biotium) 
11. HotStarTaq DNA Polymerase (250 U) (QIAGEN) 
12. Hydrochloric acid (HCl) (Merck) 
13. Hydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate (SIGMA-ALDRICH) 
14. Hydroquinone (SIGMA-ALDRICH) 
15. Isopropyl alcohol (BIO BASIC INC) 
16. Low Range DNA Ladder, 25-700 bp (Fermentas) 
17. Nitric acid  (HNO3) (J.T.Baker) 

http://www.qiagen.com/products/pcr/dntps/dntps.aspx?rp=1000514&rpg=0
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18. QIAamp dna blood mini kit (QIAGEN) 
19. Sodium bisulfite (SIGMA-ALDRICH) 
20. Sodium Chloride (SIGMA-ALDRICH) 
21. Sodium dodecyl sulfate (Merck) 
22. Sodium hydroxide (Merck) 
23. Sodium phosphate (NaH2PO4) (SIGMA-ALDRICH) 
24. Streptavidin (SIGMA-ALDRICH) 
25.  Sucrose (SIGMA-ALDRICH) 
26. Tetramethylethylenediamine (TEMED) (SIGMA-ALDRICH) 
27. Tris (2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (SIGMA-ALDRICH) 
28. Trisodium citrate dihydrate (SIGMA-ALDRICH) 
29.  Tween 20 (SIGMA-ALDRICH) 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
1. Aqua regia (HCl:HNO3 = 3:1) 
  1.1  ตวง HCl ปริมาตร 30 mL เทใสข่วด 
  1.2  ตวง HNO3 ปริมาตร 10 mL เทใสข่วดในข้อ 1.1 แล้วผสมให้เข้ากนั 
 
2. 1% hydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate (HAuCl4.3H2O) 
  2.1  ล้างขวดด้วย aqua regia (HCl:HNO3 = 3:1) 
  2.2  ล้างขวดด้วยน า้ปราศจากไอออน (Deionized Water) 
  2.3  ละลาย 1 g hydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate ในน า้ Deionized ปริมาตร

  100 mL 
 
3. 38.8 mM trisodium citrate dihydrate (Na3C6H5O7.2H2O) 
  3.1  ชัง่ Na3C6H5O7.2H2O (M.W. = 294.10) 1.14 g 
  3.2  ละลายด้วยน า้ Deionized ปริมาตร 100 mL 
 
 

http://linjah.exteen.com/20080829/deionized-water
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4. 10 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP), (M.W. = 286.65) 
    4.1 ชัง่ TCEP 14.3 mg 
  4.2 ละลายด้วยน า้ Deionized ปริมาตร 0.5 mL 
  4.3  ดดูสารละลายข้อ 4.2 ปริมาตร 100 uL มาเจือจางด้วยน า้ Deionized ปริมาตร  
   900 uL 
 
5. Phosphate adjustment buffer (100 mM phosphate buffer (pH 7.0)) 
  5.1 ชัง่ Na2HPO4 (M.W. = 141.96) 0.562 g และ NaH2PO4 (M.W. = 120) 0.125 g 
  5.2  ละลายด้วยน า้ Deionized ปริมาตร 40 mL 
  5.3 ปรับ pH ให้ได้ 7.0 แล้วเติมน า้ Deionized จนได้ปริมาตร 50 mL 
 
6.  20X Saline-sodium citrate (SSC) buffer (3 M NaCl และ 0.3 M Na3C6H5O7.2H2O (pH 

7)) 
  6.1 ชัง่ NaCl (M.W. = 58.44) 87.65 g และ Na3C6H5O7.2H2O (M.W. = 294.1) 44.1 g 
 6.2 ละลายในน า้ Deionized ปริมาตร 400 mL 
 6.3 ปรับ pH ให้ได้ 7 แล้วเติมน า้กลัน่จนได้ปริมาตร 500 mL 
 
7. 10 % Sodium dodecyl sulfate (SDS)  
  7.1 ชัง่ SDS (M.W. = 288.38) 1 g 
  7.2 ละลายด้วยน า้ Deionized ปริมาตร 10 mL 
 
8. Salting buffer (10 mM phosphate buffer + 2 M NaCl (pH 7.0)) 
  7.1 ชัง่ Na2HPO4 (M.W. = 141.96) 56.2 mg, NaH2PO4 (M.W. = 120) 12.5 mg และ  
   NaCl (M.W. = 58.44) 5.844 g  

  7.2 ละลายด้วยน า้ Deionized ปริมาตร 40 mL       
  7.3 ปรับ pH ให้ได้ 7.0 แล้วเติมน า้ Deionized จนได้ปริมาตร 50 mL 
 
9. Washing buffer (10 mM phosphate buffer + 150 mM NaCl (pH = 7.4)) 
  9.1  ชัง่ Na2HPO4 (M.W. = 141.96) 56.2 mg, NaH2PO4 (M.W. = 120) 12.5 mg และ  
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   NaCl (M.W. = 58.44) 438.3 mg  

  9.2 ละลายด้วยน า้ Deionized ปริมาตร 40 mL 
  9.3 ปรับ pH ให้ได้ 7.0 แล้วเติมน า้ Deionized จนได้ปริมาตร 50 mL 
 
10. 12 M NaOH 
  10.1 ชัง่ NaOH (M.W. = 40) 24 g 
  10.2 ละลายด้วยน า้กลัน่ปริมาตร 50 mL 
 
11. Eluent buffer (20 mM Na3PO4, 5% BSA, 0.25% Tween 20 และ10 % sucrose)  
  11.1 ชัง่ Na3PO4  (M.W. = 163.94) 81.97 g, BSA 1.25 g และ sucrose 2.5 g 
  11.2 ละลายด้วยน า้ Deionized ปริมาตร 25 mL 
  11.3 เติม Tween 20 ปริมาตร  62.5 uL 
 
12. Phosphate buffer saline (1X PBS) (10 mM sodium phosphate, dibasic (Na2HPO4),  
 และ 0.14 M sodium chloride (NaCl), pH 7.4) 
 12.1  ชัง่ Na2HPO4 (M.W. =141.982) 1.42 g และ NaCl (M.W. = 58.44) 8.18 g 
 12.2  ละลายในน า้กลัน่ปริมาตร 800 mL 
 12.3  ปรับ pH ให้ได้ 7.4 แล้วเติมน า้กลัน่จนได้ปริมาตร 1000 mL 
 
13. 10X TBE  
 13.1 ชัง่ Tris (hydroxymethyl) aminomethane (M.W. = 121.14) 108 g, boric acid 
  (M.W. = 61.83) 55 g และ Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (M.W. = 
  292.24) 2.92 g 
  13.2  ละลายในน า้กลัน่ปริมาตร 1000 mL 
 
14. 8% Non denaturing polyacrylamide gel 
  14.1 เติมน า้กลัน่ปริมาตร 7 mL ลงในบีกเกอร์ 
  14.2 เติม 10X TBE ปริมาตร 1mL 
  14.3 เติม 40% Acrylamide:bis (19:1) ปริมาตร 2 mL 
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  14.4 เติม 10% Ammonium per sulfate ปริมาตร 100 uL 
  14.5 Tetramethylethylenediamine (TEMED)ปริมาตร 10uL ผสมให้เข้ากนั 
 
15. 3X GelRedTM 
  15.1 เจือจาง GelRedTM 10,000X stock ปริมาตร 15 uL ในน า้ Deionized ปริมาตร 45 

  mL  
  15.2 เติม 1 M NaCl ปริมาตร 5 mL ผสมให้เข้ากนั 
 
ล าดับเบสของ Small nuclear ribonucleoprotein-associated polypeptide N (SNRPN) gene 
 
1  TCTAGAGGCC CCCTCTCATT GCAACAGTGC TGTGGGGCCC TAGGGGTCCA GTAGCCCCCT 

 

61 CCCCCCAGGT CATTCCGGTG AGGGAGGGAG CTGGGACCCC TGCACTGCGG CAAACAAGCA 

 

121CGCCTGCGCG GCCGCAGAGG CAGGCTGGCG CGCATGCTCA GGCGGGGATG TGTGCGAAGC 

 

181CTGCCGCTGC TGCAGCGAGT CTGGCGCAGA GTGGAGCGGC CGCCGGAGAT GCCTGACGCA 

                                                    Exon 1 

241TCTGTCTGAG GAGCGGTCAG TGACGCGATG GAGCGGGCAA GGTCAGCTGT GCCGGTGGCT 

 
 
การออกแบบ probe ท่ีใช้ในการท าชุด Lateral flow strip test 
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การตรวจวนิิจฉัยโรคพราเดอร์-วลิล่ีด้วยวธีิ Methylation specific PCR (MSP) 
 1.  ขัน้ตอนการท า 
  1.1 แช่ Bisultfite treatment DNA ใน water bath ท่ีอณุหภมูิ 37 oC เป็นเวลา 30 นาที 
  1.2 เตรียม Master mix และ primer ดงัตารางท่ี 5 
  1.3 เติม Bisultfite treatment DNA ปริมาตร 5 uL  
  1.4 น า tube ท่ีมี PCR mix ไปใสเ่คร่ือง Thermal cycler โดยตัง้ condition ดงัตารางท่ี 6 
  1.5 น า PCR product ท่ีได้ มาแยกบน 8% Non denaturing polyacrylamide gel ใน

  1X TBE โดยใช้ความตา่งศกัดิ์ 110 V เป็นเวลา 70 นาที 
  1.6 แช่เจลใน 3X GelRedTM โดยวางอยู่บน Rocking shaker เป็นเวลา 30-40นาที 
  1.7 อา่นผลและถ่ายภาพเจลโดยใช้ Gel DocTM 
 

Primer Type Sequences bp Tm Product 

Methylation 
Forward  5'-CGTTGTTGTAGCGAGTTTGGC-3'  21  61  

97 bp 
Reverse  5'-CTTACCCGC-TCCATCGCG-3'  18  61  

Unmethylation 
Forward  5'-TTGTTGTTGTTGTAGTGAGTTTGGT-3'  25  61  

106 bp 
Reverse  5'-CTAACCTTACCCACTCCATCACA-3'  23  63  

ตารางท่ี 5 แสดง primer ท่ีใช้ในการตรวจวินิจฉยัโรคพราเดอร์-วิลล่ีด้วยวิธี Methylation specific 

PCR 
 
 2. การเตรียม Master mix ต่อ 1 ตัวอย่างใน microtube 0.2 mL 
  dNTP Mix 0.4 uL 
 25 mM MgCl 1.2 uL 
 HotStarTaq DNA Polymerase 0.1 uL 
 20 mM Forward Unmethylation 0.5 uL 
 20 mM Reverse Unmethylation 0.5 uL 

 20 mM Forward Methylation 0.5 uL  

 20 mM Reverse Methylation 0.5 uL 

 RNase-Free Water 9.9 uL 
 10X PCR buffer 2.0 uL 
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ตารางท่ี 6 แสดง Condition ของการท า Methylation specific PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อุณหภูมิ (oC) เวลา (นาที) 
 

95  15 
 

95  1 

35 รอบ 63  1 

72  1 

72  10 
 

4    
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ประวัตผิู้ เขยีนวิทยานิพนธ์ 
 
 นายวีรวฒัน์ ก่อเกียรติสกลุ เกิดเมื่อวนัท่ี 19 มิถนุายน พ.ศ. 2523 ณ จงัหวดั
กรุงเทพมหานคร ส าเร็จการศกึษาระดบัปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต (ชีววิทยา) จากคณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ เมื่อปีการศกึษา 2546 และเข้าศกึษาตอ่ในระดบั
บณัฑิตศกึษา สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์ แขนงวิชาอณชีูววิทยาและพนัธศุาสตร์ คณะ
แพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  ในปีการศกึษา 2551 ปัจจบุนัเป็นพนกังานมหาวิทยาลยั 
ต าแหน่ง นกัวทิยาศาสตร์ สงักดั หน่วยมนษุย์พนัธศุาสตร์ ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลยัมหิดล 
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