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บทคัดยอ 

กระดาษกรองเปนวัสดุที่เหมาะแกการนํามาใชเปนวัฏภาคของแข็งสําหรับการตรึงสารชีวโมเลกุลเพื่อใช

เปนตัวตรวจวัดเชิงชีวภาพ เน่ืองจากกระดาษกรองเปนวัสดุที่หาไดงาย, สามารถเขากันไดกับระบบชีวภาพ และ

สามารถดัดแปรพื้นผิวเปนหมูฟงกชันตางๆ ไดหลากหลาย ในงานวิจัยน้ี นําพิโรลิดินิลพีเอ็นเอ ซึ่งมีโครงสรางหลกั

เปน D-prolyl-2-aminocyclopentanecarboxylic acid (เอซีพีซีพีเอ็นเอ, ในงานน้ีจะเรียกเปนพีเอ็นเอ) ตรึง

บนพื้นผิวเซลลูโลสเพื่อใชเปนโพรบในการตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอ ขั้นแรกเปนสังเคราะหไดแอลดีไฮด

เซลลูโลส หรือ ดีเอซี โดยการดัดแปรพื้นผิวกระดาษกรองโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันบางสวนดวยโซเดียมเปอร    

ไอโอเดตผสมลิเทียมคลอไรด และพิสูจนเอกลักษณหมูแอลดีไฮดที่เกิดขึ้นโดยใชการทดสอบที่ทําใหเกิดสีโดย 

2,4-dinitrophenylhydrazine จากน้ันเปนการตรึงพีเอ็นเอโพรบลงบนกระดาษกรองที่ผานดัดแปรพื้นผิวดวย

ปฏิกิริยารีดักทีฟแอลคิลเลชันโดยมีโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรดอยูดวย การทดสอบโดยใชพีเอ็นเอติดฉลาก  

ฟลูออเรสซีนยืนยันวาสามารถตรึงพีเอ็นเอบนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวไดจริง ลําดับถัดมาเปนการตรวจสอบ

ความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยใชพีเอ็นเอไมติดฉลากกับ        

ดีเอ็นเอติดฉลากฟลูออเรสซีน พบวาสามารถตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนสภายใตแสงยูวีไดที่ปริมาณดีเอ็นเอ

ตัวอยางเพียง 0.35 pmol แสดงใหเห็นถึงศักยภาพของวิธีการตรึงพีเอ็นเอบนกระดาษดัดแปรพื้นผิวเปนหมู   

แอลดีไฮดน้ีในการสรางเปนพีเอ็นเอแอเรย นอกจากน้ี ในงานวิจัยยังไดพัฒนาวิธีการตรวจสอบความสามารถใน

การจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยอาศัยปฏิกิริยาสรางสีที่สามารถมองเห็นไดดวย 

ตาเปลาโดยอาศัยเอนไซม เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจวัดและเลี่ยงการใชวิธีติดฉลากฟลูออเรสซีนที่มีราคาแพง

บนสายดีเอ็นเอเปาหมาย โดยเมื่อเกิดการจับยึดระหวางพีเอ็นเอโพรบกับดีเอ็นเอติดฉลากไบโอติน แลวเติม

เอนไซม horseradish peroxidase ที่เชื่อมตอกับสเตรปตาวิดิน ตามดวย o-phenylenediamine/H2O2 จะได

ผลิตภัณฑสีเหลืองซึ่งสามารถสังเกตเห็นไดดวยตาเปลา โดยดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ประกอบดวยพีเอ็นเอโพรบที่ตรึง

บนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวเมื่อใชรวมกับวิธีการตรวจวัดดวยปฏิกิริยาสรางสีที่สามารถมองเห็นไดดวย        

ตาเปลาโดยอาศัยเอนไซมมีขีดจํากัดตํ่าพอที่จะตรวจวัดดีเอ็นเอที่มีปริมาณตํ่ากวาระดับ picomole ได ทั้งยังมี

ความจําเพาะเจาะจงที่ดีโดยสามารถแยกความแตกตางของดีเอ็นเอที่ติดฉลากไบโอติน 2 สายที่มีลําดับเบส

ตางกันเพียง 1 ตําแหนงไดอยางชัดเจน 

คาํสาํคัญ : พิโรลิดินิลพีเอ็นเอ, พีเอ็นเอแอเรย, ดีเอ็นเอเซ็นเซอร, ปฏิกริิยาสรางสีทีส่ามารถเห็นไดดวยตาเปลา

โดยอาศัยเอนไซม, อุปกรณวิเคราะหโดยใชกระดาษ 
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Abstract 

Cellulose-based filter paper is an attractive material for immobilization of biomolecular 

probes for sensing applications due to its general availability, biocompatibility, and possibilities 

for a wide range of surface functionalizations. In this work, pyrrolidinyl peptide nucleic acid 

with a rigid D-prolyl-2-aminocyclopentanecarboxylic acid backbone (acpcPNA, will be simply 

referred to as PNA) is immobilized on to a cellulose surface to be used as a probe for DNA 

sequence determination. First, a dialdehyde-modified cellulose (DAC) was prepared by partial 

oxidation of cellulose paper with sodium periodate in the presence of lithium chloride. The 

presence of the aldehyde group was revealed by a color test with 2,4-dinitrophenylhydrazine. 

The PNA probe was next immobilized by reductive alkylation in the presence of sodium 

cyanoborohydride. By employing a fluorescein-labeled acpcPNA probe, successful 

immobilization of the PNA was demonstrated. Next, the ability of the immobilized PNA probe 

to capture the DNA target from the sample was confirmed using unlabeled PNA probe and 

fluorescein-labeled DNA. As low as 0.35 pmol of fluorescein-labeled DNA could be detected 

under UV light, suggesting the potential of this aldehyde-based immobilization strategy in 

fabrication of PNA arrays. Furthermore, an enzyme-based colorimetric detection was also 

developed in order to improve the sensitivity and avoid the expensive fluorescence labeling 

of the DNA target. Upon hybridization between the immobilized PNA probe and biotinylated 

DNA target followed by treatment with streptavidin-horseradish peroxidase conjugate,             

a colorimetric reaction was achieved by treatment with o-phenylenediamine/H2O2 which 

allowed visual detection of the yellow product formed. The cellulose-based DNA sensor with 

immobilized PNA probe and enzyme-based colorimetric detection is sensitive enough to 

detect sub-picomole amounts of synthetic DNA targets with sufficient specificity to 

discriminate between complementary and single base mismatch DNA targets. 

Keywords: Pyrrolidinyl PNA, PNA array, DNA sensor, Enzyme-Based Colorimetric Detection, 

Paper-based Analytical Device 
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ดัดแปรพื้นผิว เพื่อใชตรวจสอบลําดับเบสของสารพันธุกรรม สําเร็จลุลวงไดดวยความอนุเคราะหจาก
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กรรมการประเมินโครงการน้ี 

ขอขอบคุณคณาจารยทุกทานที่ประสิทธิ์ประสาทวิชา ใหความรูและประสบการณตางๆ ขอบคุณ

ภาควิชาเคมี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยที่สนับสนุนการใชหองปฏิบัติการและเครื่องมือวิจัยตางๆ ขอขอบคุณ       

คุณโชติมา วิไลวัลย และนางสาวมาลินี ลี้กระจาง ที่เอื้อเฟอพีเอ็นเอและสารเคมีบางสวนสําหรับการทําวิจัยน้ี 

ขอขอบคุณ นายณัฐพล จิระกิตติวุฒิ นายฐิติพงษ คําเคนทรงพานุช และนายชญัญ เจริญภักดี ที่คอยให

คําแนะนําตลอดจนใหความชวยเหลือในทุกๆขั้นตอนของการทําวิจัย ขอขอบคุณทุกๆกําลังใจจากพอ แม และ

เพื่อนๆ และที่สําคัญ ขอขอบคุณสําหรับความอบอุน ความใสใจเหมือนคนในครอบครัวที่อาจารยและพี่ๆใน

หองปฏิบัติการไดมอบใหเสมอมา 

ขอขอบคุณโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ และโครงการพัฒนากําลังคนดาน

วิทยาศาสตร (ทุนเรียนดีวิทยาศาสตรแหงประเทศไทย) ที่ใหการสนับสนุนการวิจัยครั้งน้ี ผูวิจัยขอนอมรําลึกใน

ความกรุณาของทุกทานที่ไดกลาวมาขางตน และบุคคลที่ไมไดเอยนามไว ณ ที่น้ี  
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บทท่ี 1 

บทนาํ 

   

1.1 มูลเหตุจูงใจหรือแนวความคิด 

ในปจจุบันการตรวจสอบลําดับเบสของสารพันธุกรรม (DNA Sequence Determination) เปนหน่ึงใน

เทคโนโลยีที่มีบทบาทอยางมากทั้งในดานการแพทย1, นิติวิทยาศาสตร2, เกษตรกรรมและเทคโนโลยีทางอาหาร3 

โดยเทคนิคดังกลาวไดรับการพัฒนาอยางตอเน่ือง เพ่ือใหมีวิธีที่ไมยุงยากซับซอน ทําไดรวดเร็ว  ตนทุนต่ํา มีความ

เลือกจําเพาะสูงและวองไวตอปฏิกิริยา ที่สําคัญผลที่ไดจะตองมีความนาเชื่อถือ ซึ่งวิธีการหน่ึงที่นิยมใชคือ การตรงึ

ดีเอ็นเอสายสั้นๆบนพื้นผิววัสดุ เชน กระจกสไลด หรือ silicon chips เพ่ือนําไปใชเปนตัวติดตามหรือโพรบ 

(Probe) ในการตรวจสอบลําดับเบสของสารพันธุกรรม ซึ่งการตรวจวัดสามารถทําไดโดยใชเทคนิคเชงิแสง4 หรอืวดั

สมบัติอ่ืนๆที่เปลี่ยนแปลงไปของโพรบเมื่อเขาคูกับดีเอ็นเอคูสม อาจจะโดยตรงหรือมีตัวใหสัญญาณอ่ืนอยูดวย5 แต

เน่ืองจากโมเลกุลของดีเอ็นเอมีหมูฟอสเฟตอยูในสายโซหลักเปนองคประกอบซึ่งมีประจุลบภายใตสภาวะปกติ จึง

เกิดแรงผลักระหวางดีเอ็นเอทั้งสองสาย ทําใหโมเลกุลลูกผสมที่เกิดขึ้นมีเสถียรภาพที่ไมดีนัก นอกจากนี้ดีเอ็นเอ

ธรรมชาติยังถูกยอยดวยเอนไซมนิวคลีเอสไดงาย  จึงมีนักวิจัยหลายคณะที่พยายามเอาชนะขอจํากัดเหลาน้ีของ    

ดีเอ็นเอโดยการพัฒนาโมเลกุลเลียนแบบดีเอ็นเอที่มีสมบัติการจับยึด (Hybridization) และมีความเสถียรตอ

เอนไซมนิวคลีเอสและโปรตีเอสที่ดีกวาดีเอ็นเอในธรรมชาติ 

เพปไทดนิวคลีอิกแอซิด หรือ พีเอ็นเอ (Peptide Nucleic Acid; PNA)6 เปนโมเลกุลสังเคราะหเลียนแบบ

ดีเอ็นเอที่มีเสถียรภาพสูงและไมถูกยอยโดยเอนไซมนิวคลีเอสและโปรตีเอส เน่ืองจากโครงสรางหลักของพีเอ็นเอ  

ไมมีประจุ เม่ือจับยึดกับดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอจะเกิดเปนโมเลกุลลูกผสมที่มีความเสถียรสูง โดยที่ความเสถียร    

ไมขึ้นกับ ionic strength อีกทั้งยังมีความจําเพาะเจาะจงในการจดจํากับดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอเปาหมายตามกฎ

การเขาคูเบสของวัตสัน-คริกที่สูงกวาดีเอ็นเอธรรมชาติ การนําพีเอ็นเอมาใชเปนโพรบเพื่อใชตรวจสอบลําดับเบส

ของสารพันธุกรรม โดยเฉพาะในรูปแบบที่เปนแอเรย คือตรึงพีเอ็นเอโพรบจํานวนมากบนระนาบพ้ืนผิวเดียวกัน จึง

ถือเปนนวัตกรรมทางเลือกที่จะใหผลการวิเคราะหที่เที่ยงตรงและแมนยํา ทําไดรวดเร็วโดยวิธีที่ใชไมซับซอน ซึ่งใน

งานวิจัยน้ีจะพัฒนาวิธีการเตรียมพีเอ็นเอแอเรยบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว เนื่องจากกระดาษกรองเปนวัสดุที่

หางายและตนทุนตํ่า ทั้งยังมีหมูฟงกชันทีเ่อ้ือตอการเกิดปฏิกิริยาเพ่ือดัดแปรพ้ืนผิว อีกทั้งจะพัฒนาวิธีการที่จะใช

ตรวจสอบการจับยึดระหวางพีเอ็นเอโพรบกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมบนพื้นผิวกระดาษ โดยเนนการเกิดสีที่เห็นไดดวย
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ตาเปลา และคาดวาพีเอ็นเอแอเรยบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวจะเปนอุปกรณตรวจวัดลําดับเบสของสาร

พันธุกรรมที่สะดวกตอการใชงาน ใชปริมาณโพรบและตัวอยางนอย และไดผลการตรวจวัดที่ชัดเจนและรวดเร็ว 

  

 

รูปท่ี 1.1 แสดงหลักการทํางานของพีเอ็นเอแอเรยที่พัฒนาขึน้ในงานวิจัยนี้  
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1.2 ทฤษฎทีี่สําคญัและงานวิจัยที่เกี่ยวของ  

1.2.1 เพปไทดนิวคลีอกิแอซิด (พีเอ็นเอ) 

 
   DNA          Nielsen’s PNA                

รูปท่ี 1.2 เปรียบเทียบโครงสรางระหวาง DNA และ Nielsen’s PNA 

 ในป ค.ศ. 1991 Nielsen และคณะ7, 8 ไดคิดคนโมเลกุลสังเคราะหเลียนแบบดีเอ็นเอโดยการแทนที่สวน

ของนํ้าตาลดีออกซีไรโบสและหมูฟอสเฟตของดีเอ็นเอดวยสารคลายไดเพปไทดที่เรียกวา เอ็น-2-อะมิโนเอทิล

ไกลซีน   (N-2-aminoethylglycine; AEG) ดังแสดงในรูปท่ี 1.2 โดยไดใหชื่อเรียกโมเลกุลเลียนแบบดีเอ็นเอนี้วา 

เพปไทดนิวคลีอิกแอซิด (Peptide Nucleic Acid; PNA) หรือปจจุบันจะเปนที่รูจักกันในชื่อของ 

aminoethylglycyl PNA หรือ aegPNA  ซึ่งพีเอ็นเอดังกลาวมีความสามารถในการจับยึดกับดีเอ็นเอและ        

อารเอ็นเอไดอยางจําเพาะเจาะจงตามกฎการเขาคูเบสของวัตสัน-คริก (Watson-Crick) เกิดเปนโมเลกุลลูกผสม

แบบดับเบิลเฮลิกซที่เสถียรมากกวาโครงสรางดับเบิลเฮลิกซที่เกิดขึ้นระหวางดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ หรืออารเอ็นเอกับ

ดีเอ็นเอตามธรรมชาติ ทั้งน้ีเน่ืองจากโครงสรางหลัก (backbone) ของพีเอ็นเอเปนสายเพปไทดหรือพอลิเอไมด ซึ่ง

มีจุดเดนคือโครงสรางมีความเปนกลางทางไฟฟา ขณะที่โครงสรางหลักของดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอมีประจุลบจาก

หมูฟอสเฟต ทําใหเกิดแรงผลักกันระหวางประจุลบของสายดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอที่เขาคูกัน ในขณะที่โมเลกุล

ลูกผสมของพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอจะไมมีแรงผลักดังกลาว ทําใหโมเลกุลลูกผสมที่เกิดขึ้นมีเสถียรภาพสูงแมสภาวะทีมี่ 

ionic strength ต่ํา เนื่องจากไมตองใช cation เพ่ือดุลแรงผลักระหวางประจุลบของโมเลกุลลูกผสมใหเปนกลาง

ทางไฟฟา นอกจากนี้พีเอ็นเอยังมีความเสถียรตอเอนไซมนิวคลีเอสและโปรตีเอส ซึ่งเปนขอจํากัดที่สําคัญของ      

ดีเอ็นเอ และที่สําคัญคือพีเอ็นเอยังมีความจําเพาะเจาะจงในการจับยึดกับดีเอ็นเอสูง โดยในกรณีที่มีการเขาคูเบสที่

ไมเปนไปตามกฎการเขาคูเบสของวัตสัน-คริกที่สมบูรณ ความเสถียรของสายพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ จะลดลงอยางมาก

เม่ือเทียบกับการเขาคูกันอยางไมสมบูรณของดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ หรือดีเอ็นเอ-อารเอ็นเอ ดังนั้นจึงมีงานวิจัยจํานวน

มากที่สนใจนําพีเอ็นเอมาใชเปนโพรบ (probe) ในการตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอ9 

 นอกจาก aegPNA ที่ถูกพัฒนาโดย Nielsen และคณะ ซึ่งมีโครงสรางหลักเปนเอ็น-อะมิโนเอทิลไกลซีน 

(AEG) แลว ในเวลาตอมายังมีกลุมวิจัยอ่ืนไดพัฒนาพีเอ็นเอใหมีประสิทธิภาพในการจับยึดกับดีเอ็นเออยางจําเพาะ
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เจาะจงมากขึ้น10-12 โดยพีเอ็นเอระบบหน่ึงทีมี่สมบัติโดดเดนคือ พิโรลิดินิลพีเอ็นเอ (pyrrolidinyl PNA) ที่พัฒนา

โดย Lowe และ Vilaivan ในป ค.ศ. 199713, 14 โดยแทนที่สวนของนํ้าตาลดีออกซีไรโบสในดีเอ็นเอดวย nucleo-

amino acid ที่มาจากอนุพันธของโพรลีน และแทนที่สวนของพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรดวย spacer amino acid 

ดังรูป 1.3 

 

 

 

 

    

รูปท่ี 1.3 แสดงสวนประกอบของพิโรลิดินิลพีเอ็นเอ 

 ในป ค.ศ. 2006 Vilaivan และคณะ15-18 ไดพัฒนาพิโรลิดินิลพีเอ็นเอทีป่ระกอบดวยกรดอะมิโนโพรลีนที่

ถูกดัดแปรดวยนิวคลีโอเบส (nucleo-amino acid) ที่มีสเตอริโอเคมีบนวงแหวนพิโรลิดีนเปน (2R,4R) หรือ cis-D 

ตอสลับกับกรดเบตาอะมิโนชนิดวงแหวนคือ 2-aminocyclopentanecarboxylic acid (ACPC) ที่มีสเตอริโอเคมี

เปน SS-ACPC โดยพีเอ็นเอระบบดังกลาวซึ่งมีชื่อเรียกวา acpcPNA มีความแข็งแรงในการยึดจับและมี

ความจําเพาะกับดีเอ็นเอมากกวา aegPNA ของ Nielsen รวมถึงสามารถจับกับดีเอ็นเอในรูปแบบแอนติพาราเรล 

(antiparallel) เทาน้ัน ซึ่งแตกตางจาก aegPNA ที่สามารถจับกับดีเอ็นเอไดทั้งสองทิศทาง ดังน้ัน acpcPNA จึงมี

ศักยภาพสูงในการนําไปประยุกตใชในดานตางๆ ที่พีเอ็นเอและดีเอ็นเอสามารถทําได และอาจขยายขอบเขตการใช

ประโยชนใหกวางขวางขึ้นไปอีก 

 

รูปท่ี 1.4 แสดงโครงสรางของพิโรลิดินิลพีเอ็นเอ ชนิด acpcPNA 

nucleo-amino acid 2 4 

spacer amino acid 
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รูปที่ 1.5 แสดงการจบัยึดในรปูแบบแอนติพาราเรลของ cis-D-SS-ACPC PNA และ ดีเอ็นเอ 

1.2.2 พีเอ็นเอแมโครแอเรยบนกระดาษกรองดดัแปรพืน้ผิว 

เทคโนโลยีการตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอมีมาเปนเวลานานแลว วิธีการที่สําคัญคือการใชเอนไซม    

ดีเอ็นเอโพลิเมอเรสในการอานลําดับเบส ซึ่งพัฒนาโดย Sanger ในป 197719 แตวิธีการดังกลาวตองอาศัย

เครื่องมือที่ซับซอนและมีคาใชจายสูง จากสมบัติการเขาคูเบสกับเบสคูสมโดยพันธะไฮโดรเจนระหวางสายดีเอ็นเอ 

จึงไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอ โดยใชดีเอ็นเอสังเคราะหสายสั้นๆที่เรียกวาโพรบซึ ่ง

ออกแบบใหมีลําดับเบสใหสามารถจับกับดีเอ็นเอเปาหมายไดอยางจําเพาะเจาะจง ซึ่งในระยะแรกเริ่มนิยมใช

เทคนิค Southern Blot ซึ่งพัฒนาโดย Edwin Southern ในป 197520
 อยางไรก็ตาม เทคนิคน้ีมีขอจํากัดคือ ตอง

อาศัยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส ซึ่งกินเวลานาน และยังมีขั้นตอนที่คอนขางยุงยาก ตอมาจึงไดเกิดการพัฒนาเพ่ือให

สามารถวิเคราะหตัวอยางไดจํานวนมากในเวลารวดเร็วโดยการตรึงดีเอ็นเอในลักษณะแอเรย21 คือตรึงโพรบหลาย

ชนิดบนระนาบพ้ืนผิวเดียวกัน ซึ่งจะทําใหสามารถอานลําดับเบสไดหลายบริเวณพรอมกัน ตัวอยางเชน งานวิจัย

ของ Liepold และคณะ22 ที่สรางดีเอ็นเอแอเรยโดยตรึงดีเอ็นเอโพรบบนแผนทองคําที่ทําหนาที่เปนขั้วไฟฟา , 

งานวิจัยของ Aied และคณะ23 ที่ตรึงดีเอ็นเอโพรบบนกระดาษเซลลูโลส, งานวิจัยของ Sanchez-Carbayo และ

คณะ24 ที่ใชแกวเปนพื้นผิวในการตรึงดีเอ็นเอโพรบ หรืองานวิจัยของ Wood และคณะ25 ที่นํา polydopamine 

เคลือบบนฟลมทองคํากอนตรึงดีเอ็นเอโพรบบนพ้ืนผิว และเน่ืองจากจุดเดนตางๆ ของพีเอ็นเอโดยเฉพาะสมบัติ

การจับยึดที่จําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอ จึงมีผูสนใจนําพีเอ็นเอมาประยุกตใชเปนตัวตรวจวัดดีเอ็นเอ (DNA 

biosensor) เพ่ือใหความไวและความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดของดีเอ็นเอเปาหมายน้ันเพ่ิมมากขึ้น26 จึงไม

เปนที่นาประหลาดใจที่จะมีผูสนใจพัฒนาพีเอ็นเอแอเรย27  โดยการตรึงพีเอ็นเอโพรบจํานวนหลายๆ ตัวบนพื้นผิว

ของวัสดุที่มีลักษณะเปนระนาบ เชน แกว, ทองคํา, silicon chips ตัวอยางงานวิจัยที่พัฒนาพีเอ็นเอแอเรย เชน 

งานวิจัยของ Geiger และคณะ28 ที่ตรึงพีเอ็นเอโพรบบน Activated Nylon Membranes, งานวิจัยของ Brandt 
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และคณะ29 ที่ตรึงพีเอ็นเอบนมัลติ-เวลเพลต, งานวิจัยของ Arlinghaus และคณะ30 ที่ใชพ้ืนผิวเปนแกว pyrex, 

ควอตซ และแพลตตินัม เปนตน ซึ่งพีเอ็นเอแอเรยที่พัฒนาขึ้นน้ี มีขอไดเปรียบคือเพ่ิมความเสถียรและความ

แข็งแรง รวมถึงความจําเพาะเจาะจงของการจับยึดกับดีเอ็นเอเปาหมาย ซึ่งเปนขีดจํากัดของดีเอ็นเอแอเรย 

อยางไรก็ตาม ยังมีการศึกษาเพื่อพัฒนาพีเอ็นเอแอเรยอยางตอเน่ืองเพื่อใหไดอุปกรณที่ใชงานไดสะดวกขึ้น ไมตอง

ใชเครื่องมือซับซอนในการวิเคราะห และใชตนทุนที่ตํ่าลง6 

เมื่อไมนานมานี้มีกลุมวิจัยจํานวนมากใหความสนใจพัฒนาไบโอเซนเซอรแบบใชครั้งเดียวที่มีราคาถูกและ

ใชงานไดสะดวก โดยไมตองอาศัยเครื่องมือที่ซับซอนเพื่อการตรวจวิเคราะหแบบ point of care diagnostic โดย

กระดาษเซลลูโลส31, 32  เปนวัสดุรองรับหนึ่งที่มีการใชอยางแพรหลายเนื่องจากมีราคาถูก ยอยสลายไดเองโดย

ธรรมชาติ (biodegradable) และสามารถเขากันไดกับระบบชีวภาพ (biocompatible) นอกจากน้ี การดัดแปร

พ้ืนผิวกระดาษเซลลูโลสยังทําไดงาย เน่ืองจากหมูไฮดรอกซิลของเซลลูโลสเอ้ือตอการเกิดปฏิกิริยา เคมีที่

หลากหลาย เชน อีเทอริฟเคชันและเอสเทอริฟเคชัน ทําใหสามารถดัดแปรพ้ืนผิวกระดาษไปเปนหมูฟงกชนัตางๆได

อยางไมจํากัด33, 34 เชน ไดมีการดัดแปรพื้นผิวของเซลลูโลสโดยการใช bis-electrophile เชน toluene 

diisothiocyanate35, 36 หรือ divinyl sulfone37 เพ่ือใหไดพื้นผิวที่วองไวสําหรับการตรึงโพรบที่ เปนสาร          

ชีวโมเลกุล วิธีการดังกลาวไดถูกนํามาใชในการตรึงพีเอ็นเอบนกระดาษกรอง38 แตยังมีความยุงยากในทางปฏิบัติ

เน่ืองจากสารเคมีที่ใชมีราคาแพงและไมเสถียร อีกวิธีหนึ่งที่มีการใชดัดแปรพื้นผิวกระดาษเซลลูโลส คือ การ     

ออกซิไดสที่ตําแหนงจําเพาะของเซลลูโลสดวยโซเดียมเปอรไอโอเดต (NaIO4) เกิดเปนไดแอลดีไฮดเซลลูโลส 

(dialdehyde cellulose; DAC)39  ซึ่งสามารถทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลใดๆ ที่มีหมูอะมิโนเกิดเปน

สารประกอบ Schiff base ซึ่งสามารถทําใหเสถียรขึ้นไดดวยปฏิกิริยารีดักชันโดยโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด 

(NaBH3CN) เรียกรวมวาปฏิกิริยารีดักทีฟแอลคิลเลชัน ดังรูป 1.6 หลักการนี้มีจุดเดนคือใชรีเอเจนตที่หางาย ราคา

ถูก และใชงานไดงาย อีกทั้งยังสามารถนําไปประยุกตในการตรึงสารชีวโมเลกุลที่หลากหลาย40 แตยังไมเคยมี       

ผูนํามาใชกับการตรึงพีเอ็นเอมากอน  

 

รูปท่ี 1.6 แสดงปฏิกิริยารีดักทีฟแอลคิลเลชันระหวางสารประกอบแอลดีไฮด และสารประกอบเอมีน 

บนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผวิ  
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1.2.3 การตรวจวดัการจบัยึดของพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ  

นอกจากการตรึงโพรบแลว การพัฒนาวิธีการตรวจวัดการจับยึดกันระหวางพีเอ็นเอโพรบและดีเอ็นเอ

เปาหมายสําหรับพีเอ็นเอแอเรยเปนสวนสําคัญอีกสวนหน่ึงของงานวิจัยทางดานน้ี โดยการตรวจวัดที่ดีควรจะมี

ความไวสูงและมีความเลือกจําเพาะสูง ตัวอยางวิธีการตรวจวัดที่นิยมใชในเทคโนโลยีของดีเอ็นเอแอเรยคือ การติด

ฉลากดีเอ็นเอเปาหมายดวยฉลากเรืองแสง41, 42 แตวิธีน้ีมีขอจํากัดดานคาใชจายในการติดฉลากสารเรืองแสงและ

เครื่องอานผลเฉพาะซึ่งมีราคาแพง เพ่ือหลีกเลี่ยงการติดฉลากสีเรืองแสงน้ี จึงมีการพัฒนาการตรวจวัดอ่ืน เชนการ

ใชหลักอันตรกิริยาทางไฟฟาของดีเอ็นเอที่โครงสรางหลักเปนประจุลบ โดยใชอนุภาคประจุบวก ไดแกอนุภาค

ทองคําระดับนาโนเมตรในการตรวจวัด43 อยางไรก็ตาม วิธีน้ีไมสามารถใชกับพ้ืนผิวที่เปนกระดาษเซลลูโลสได

เน่ืองจากการดูดซับของอนุภาคทองบนกระดาษ นอกจากนี้ยังไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจวัดเปนการใชสียอมที่มี

ประจุบวก เชน สียอม Azure A แตวิธีตรวจวัดนี้มีขีดจํากัดของการตรวจวัดที่ไมดีนัก (200 nM หรือ 3.3 

pmol/spot)38 อีกวิธีหน่ึงที่นิยมใชกันในการตรวจวัดดีเอ็นเอและโปรตีนคือการใชปฏิกิริยาสรางสีโดยอาศัย

เอนไซม ซึ่งมีขอไดเปรียบคือมีการขยายสัญญาณทําใหขีดจํากัดของการตรวจวัดตํ่า โดยเอนไซมที่นิยมในการ

วิเคราะหดังกลาวคือ horseradish peroxidase (HRP) และ alkaline phosphatase (ALP) ซึ่งเอนไซม 

horseradish peroxidase (HRP) มีความไวในการใชงานที่ดีกวา จึงมีการนํา HRP มาใชอยางแพรหลายสําหรับ

การใชในเทคนิค enzyme immunoassay (EIA) กับดีเอ็นเอโพรบ44   

เอนไซม horseradish peroxidase (HRP) เปนเอนไซมที่มี heme เปนองคประกอบ และมีสมบัติเรง

ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบฟนอล, ฟนอลิคแอซิด, อินโดล, เอมีน หรือซัลโฟเนต กับไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด ดังสมการ45 

 

 ซึ่งเมื่อเลือกใชสับสเตรตที่เหมาะสมจะทําใหเกิดผลิตภัณฑที่มีสี ซึ่งสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา หรือ

ตรวจวัดไดโดยวิธีการทางสเปกโตรสโกป ปฏิกิริยาดังกลาวมีการนําไปประยุกตใชอยางกวางขวางในการตรวจ

วิเคราะหโปรตีนโดยเทคนิคที่เรียกวา ELISA ซึ่งอาศัยหลักการของการจับยึดที่เฉพาะเจาะจงระหวางแอนติบอด้ี

และแอนติเจน โดยใชเอนไซม เชน HRP หรือ alkaline phosphatase เปนตัวตรวจวัดการจับยึด และมีการนําไป

ประยุกตใชในการตรวจวัดการจับยึดของ ดีเอ็นเอ ตัวอยางเชน งานวิจัยของ Su และคณะ46 ที่นําพีเอ็นเอติด

โมเลกุลไบโอตินตรึงบนวัฏภาคของแข็งที่เคลือบดวย streptavidin โดยใชหลักการจับยึดที่จําเพาะเจาะจง

ระหวางไบโอตินและ streptavidin47 สวนขั้นตอนในการตรวจวัดการจับยึดระหวางพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ ใชหลัก 

อันตรกิริยาทางไฟฟา กลาวคือ โครงสรางหลักของดีเอ็นเอมีหมูฟอสเฟตซึ่งเปนประจุลบที่เอื้อตอการดูดซับทาง

กายภาพกับเอนไซม HRP ซึ่งมีประจุบวกอยูที่พ้ืนผิวเปนจํานวนมาก ดังนั้นเมื่อมีการจับยึดระหวางพีเอ็นเอและ    

ดีเอ็นเอ เอนไซม HRP จะดูดซับบนดีเอ็นเอเปาหมายดวยแรงทางไฟฟาสถิต และเม่ือเติมสารรีดิวซสับสเตรต คือ 
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3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) ซึ่งเปนสารไมมีสีกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดในระบบจะเกิดสีฟาที่

มองเห็นไดดวยตาเปลา เม่ือหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมโดยใชกรดจะไดสีเหลืองถาวร อีกงานวิจัยที่เกี่ยวเน่ืองกันคือ 

งานวิจัยของ Laopa และคณะ48 ที่ตรึงดีเอ็นเอตัวอยางบนวัฏภาคของแข็งที่เคลือบดวยพอลิเมอรทีมี่ประจบุวกโดย

ใชแรงทางไฟฟาสถิต จากน้ันนําไปไฮบริไดซกับพีเอ็นเอที่ติดฉลากดวยไบโอตินเกิดเปนโมเลกุลลูกผสมระหวาง     

ไบโอติน-พีเอ็นเอและดีเอ็นเอที่เปนคูสมกัน เม่ือเติมเอนไซม streptavidin-HRP จะเกิดการจับยึดอยางจําเพาะ

เจาะจงระหวางโมเลกุลไบโอตินและ streptavidin และเมื่อเติมสับสเตรต o-phenylenediamine (OPD) ซึ่งเปน

สารไมมีสีกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด จะเกิดสีเหลืองที่มองเห็นไดดวยตาเปลา และอีกตัวอยางหน่ึงคือ งานวิจัยของ 

Zhang และคณะ26 ที่นําพีเอ็นเอตัวที่หน่ึงที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับสวนหน่ึงของดีเอ็นเอเปาหมายตรึงบนวัฏภาค

ของแข็ง เพื่อใหดีเอ็นเอถูกจับยึดบนพ้ืนผิว จากนั้นใชพีเอ็นเอตัวที่สองซึ่งติดโมเลกุลไบโอตินเปนตัวตรวจวัด น่ันคือ

หากพีเอ็นเอตัวที่สองมีลําดับเบสเปนคูสมกับลําดับเบสสวนที่เหลือบนสายดีเอ็นเอ จะเกิดการจับยึดกับสายดเีอน็เอ 

เกิดเปนโมเลกุลลูกผสมที่มีลักษณะเปนแซนวิช ซึ่งเม่ือเติมเอนไซม streptavidin-HRP จะเกิดการจับยึดอยาง

จําเพาะเจาะจงระหวางโมเลกุลไบโอตินและ streptavidin และเม่ือเติมสับสเตรต คือ TMB กับไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดจะเกิดส ีโดยมีขีดจํากัดของการตรวจวัดที่ตํ่ามากถึงระดับ zmol (10-21 mol) 

1.3 วัตถปุระสงคของโครงการ 

ในงานวิจัยน้ี คณะผูวิจัยสนใจพัฒนาวิธีใหมในการเตรียมพีเอ็นเอแอเรยโดยการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางบน

กระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพ้ืนผิวใหเปนหมูแอลดีไฮดโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันดวยโซเดียมเปอรไอโอเดต 

จากน้ันจึงพัฒนาวิธีการตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดย

เนนปฏิกิริยาที่ทําใหเกิดสีที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 
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บทท่ี 2 

การทดลอง 

 

2.1 วิธีการทดลองทัว่ไป 

 2.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ 

 - การชั่งนํ้าหนักสาร: เครื่องชั่งของ DKSH รุน AND GR-200 

 - การปเปตสาร: ไมโครปเปต ย่ีหอ optipette ขนาด 0.1-2 µL,  

    ยี่หอ RAININ Pipet-Lite XLS ขนาด 0.5-10 µL, 2-20 µL, 20-200 µL, 

    ยี่หอ BOECO Germany ขนาด 100-1000 µL   

 - การสังเคราะหพีเอ็นเอแอเรยบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว: กระดาษกรอง Whatman™ No. 1, จาน

เพาะเชื้อ, หลอดพซีีอารขนาด 0.5 mL และ 1 mL, เครื่อง Shaker ย่ีหอ IKA® รุน KS 130 basic, เครื่อง Vortex-

genie® 2 ย่ีหอ Scientific Industries 

- การเก็บรวบรวมขอมูลและวิเคราะหผลการทดลอง: หลอดแสงยูว ีVilber Lourmat (254 nm, 365 

nm), กลองถายรูป Canon PowerShot SX110 IS, iPhone6 smartphone, โปรแกรม ImageJ  

2.1.2 สารเคมี  

- การสังเคราะหกระดาษกรองที่ดัดแปรพ้ืนผิว ใชโซเดียมเปอรไอโอเดต เกรด Analytical จากบริษัท 

CARLO ERBA reagents ประเทศอิตาลีและลิเทียมคลอไรด 99% เกรดสําหรับงานดาน molecular biology จาก

บริษัท Acros Organics ประเทศสหรัฐอเมริกา  

- การพิสูจนเอกลักษณกระดาษกรองที่ดัดแปรพ้ืนผิว ใช 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 97% เกรด Reagent 

จากบริษัท H&W ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- การตรึงพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพ้ืนผิว ใชโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด 95% 

จากบริษัท Acros Organics ประเทศสหรัฐอเมริกา, ไดเมทิลฟอรมาไมด เกรด Analytical (H2O ≤ 0.01%) จาก
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บริษัท RCI Labscan ประเทศไทย, อะซิโตไนไตรล เกรด Analytical จากบริษัท Burdick&Jackson ประเทศ

สหรัฐอเมริกา, ไดเมทิลซัลฟอกไซด เกรด Analytical จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา, เมทานอล 

เกรด Analytical จากบริษัท Burdick&Jackson ประเทศสหรัฐอเมริกา, กรดไตรฟลูออโรแอซิติก เกรด Analytical 

จากบริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอรแลนด  

- การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกัน ใช Blot-

Qualified BSA จากบริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา, Streptavidin-horseradish peroxidase 

conjugate (SA-HRP) ≥ 100 unit/mg protein จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา, ออรโธ-ฟนิลีน

ไดอะมีน ≥98.0% เกรด Analytical จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา, ยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด เกรดสําหรับการสังเคราะห จากบริษัท Merck ประเทศสหรัฐอเมริกาและ ทวีน 20 (H2O ≤ 3%) จาก

บริษัท CHEM-IMPEX ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- พีเอ็นเอตัวอยางที่ใชในการศึกษา ไดแก Flu-TTTTTTTTT-LysNH2, Ac-TTTTTTTTT-LysNH2, Ac-Lys-

GCCTCACCACCA-NH2, Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2 ไดรับความอนุเคราะหจากคุณโชติมา วิไลวัลย และนิสิต

ปริญญาโท-เอกในกลุมวิจัยของ ศาสตราจารย ดร. ธีรยุทธ วิไลวัลย, biotinylated PNA (biotin-o-o-

AACACACAGACT-LysNH2) ไดรับความอนุเคราะหจาก น.ส.มาลินี ลี้กระจาง นิสิตปริญญาโทในกลุมวิจัยของ     

รองศาสตราจารย ดร. วรวีร โฮเวน  

- ดีเอ็นเอตัวอยางที่ใชในการศึกษา ไดแก Flu-dAAAAAAAAA, CGAGGATGGCGCCCCGGGCGCCATG 

GATAGAGCAGGAGGGG (5701), biotin-dTGGTGGTAAGGC และ biotin-dTGGTGGTGAGGC สั่งซื้อจากบริษัท 

Bio Basic (Canada)  

- น้ําที่ใชเปนตวัทาํละลายไดแกนํ้า Milli-Q จากเครื่อง Millipak® 40 Express Filter Millipore (USA) 
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สารละลายบัฟเฟอรระบบตางๆ มีวธิีการเตรียมดังน้ี  

- ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) เตรียมโดยละลายโซเดียมคลอไรด 8 g, 

โพแทสเซียมคลอไรด 0.2 g, ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.44 g และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.24 g 

ในนํ้า 800 mL ปรับ pH ใหเปน 7.4 โดยใชกรดไฮโดรคลอริกเขมขน กอนปรับปริมาตรดวยนํ้าใหเปน 1 L 

- คารบอเนตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 10.1) เตรียมโดยผสมสารละลายโซเดียมคารบอเนตความ

เขมขน 0.1 M ปริมาตร 70 mL และสารละลายโซเดียมไบคารบอเนต ความเขมขน 0.1 M ปรมิาตร 30 mL  

- โซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 3.6) เตรียมโดยผสมสารละลายกรดแอซิติก 0.2 M 

ปริมาตร 46.3 mL และสารละลายโซเดียมแอซิเตต 0.2 M ปริมาตร 3.7 mL กอนปรบัปริมาตรดวยนํ้าใหเปน 100 

mL  

- โซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) เตรียมโดยผสมสารละลายกรดแอซิติก 0.1 M 

ปริมาตร 35.7 mL และสารละลายโซเดียมแอซิเตต 0.1 M ปริมาตร 64.3 mL  

 - ซิเตรตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) เตรียมโดยผสมสารละลายกรดซิตริก ความเขมขน 0.1 M 

ปริมาตร 35 mL และสารละลายไตรโซเดียมซิเตรต 0.1 M ปริมาตร 65 mL  
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2.2 การสังเคราะหและพิสูจนเอกลักษณกระดาษกรองทีด่ัดแปรพืน้ผวิโดยปฏกิิริยาออกซิเดชัน

ดวยโซเดียมเปอรไอโอเดตเพื่อใหเปนหมูแอลดีไฮด 

2.2.1 การหาสภาวะของระบบที่เหมาะสมที่สุดสาํหรับการเตรียมกระดาษกรองดัดแปร

พื้นผวิ 

OO OH
OH

OH n
OO

O O

OH n

Qualitative test

with 2,4-DNP

(i) 0.04 M NaIO4 + 21 mmol LiCl
(ii) 0.04 M NaIO4
(iii) 2.1 M LiCl (aq)
(iv) H2O
time : 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 60 min  

ละลายลิเทียมคลอไรด (0.89 g, 21 mmol) ในสารละลายโซเดียมเปอรไอโอเดต (0.04 M, 10 mL) แช

กระดาษกรอง ขนาด 1 cm x 1 cm จํานวน 5 แผนลงในสารละลายที่ได โดยหุม Petri dish ที่ใชทดลองดวย

อลูมินัมฟอยลเพ่ือปองกันแสงที่อาจเหน่ียวนําใหเกิดการสลายตัวของเปอรไอโอเดต คนสารละลายอยางสม่ําเสมอ

โดยใชเครื่อง shaker ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5, 10, 15, 30 และ 60 นาที เม่ือครบแตละชวงเวลา คีบกระดาษ

กรองครั้งละ 1 แผน ลางกระดาษกรองดวยน้ําเพ่ือลางเอาเกลือไอโอเดตออก แลวทดสอบหมูแอลดีไฮดที่พื้นผิว

กระดาษกรองโดยหยดสารละลาย 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 0.1 M  ในตัวทําละลายเมทานอลบนกระดาษกรองที่

ผานการลางขณะกระดาษยังเปยก ทําการทดลองควบคุมเชนเดียวกับขางตนโดยแชกระดาษกรองลงในสารละลาย

โซเดียมเปอรไอโอเดต (0.04 M, 10 mL), สารละลายลิเทียมคลอไรด (2.1 M, 10 mL) และนํ้า 10 mL แยกกัน 

จากน้ันเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีนในแตละสภาวะ เก็บขอมูลโดย

การถายภาพหลังการหยดสารละลาย 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน เปนเวลา 30 นาที 

  



13 
 

 

2.2.2 การเตรียมกระดาษกรองดัดแปรพืน้ผิวสําหรับการสังเคราะหพีเอ็นเอแอเรย 

OO OH
OH

OH n
OO

O O

OH n

0.04 M NaIO4

21 mmol LiCl 
10 min

 

 ละลายลิเทียมคลอไรด (0.89 g, 21 mmol) ในสารละลายโซเดียมเปอรไอโอเดต (0.04 M, 10 mL) 

สําหรับกระดาษกรอง 1-3 แผน (≤ 50 cm2) แชกระดาษกรองลงในสารละลายที่ได โดยหุม Petri dish ที่ใชทดลอง

ดวยอลูมินัมฟอยล คนสารละลายอยางสมํ่าเสมอโดยใชเครื่อง shaker ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที จากน้ันลาง

กระดาษกรองดวยน้ําเพ่ือลางเอาเกลือไอโอเดตออก แลวทํากระดาษกรองน้ีใหแหงสนิทที่อุณหภูมิหอง 

 

2.3 การตรึงพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองทีผ่านการดดัแปรพื้นผวิเพือ่สังเคราะหพีเอ็นเอ

แอเรย และการตรวจสอบประสิทธิภาพของการตรงึพีเอ็นเอ 

 

รูปที่ 2.1 แผนภาพแสดงวธิีการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองทีผ่านการดัดแปรพ้ืนผวิเพ่ือสงัเคราะหพีเอ็นเอ

แอเรย 

  

  

in DMF  
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2.3.1 การหาระบบตัวทาํละลายที่เหมาะสมสําหรับการทดลอง 

 

รูปท่ี 2.2 การทดลองหาระบบตัวทาํละลายที่เหมาะสม สาํหรับการสงัเคราะหพีเอ็นเอแอเรย 

 เตรียมสารละลายของพีเอ็นเอติดโมเลกุลฟลูออเรสซีนตัวอยาง (Flu-TTTTTTTTT-LysNH2) ความเขมขน 

100 µM ในระบบตัวทําละลายที่แตกตางกัน 7 ชนิด คือ น้ํา, ไดเมทิลซัลฟอกไซด, ไดเมทิลฟอรมาไมด, อะซิโต     

ไนไตรล, เมทานอล, ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) และคารบอเนตบัฟเฟอร ความเขมขน 

0.1 M (pH 10.0) เติมสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด (NaBH3CN) ความเขมขน 1 mg/mL (16 mM) ลง

ในสารละลายพีเอ็นเอทุกระบบตัวทําละลาย แบงสารละลายแตละระบบตัวทําละลายออกเปน 2 สวน หยด

สารละลายสวนแรกลงบนกระดาษกรองที่ไมผานการดัดแปรพ้ืนผิว ที่ตําแหนงของแตละระบบตัวทาํละลายทีต่างกัน 

ตําแหนงละ 1 µL และหยดสารละลายสวนที่สองลงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว ตําแหนงละ 1 µL เชนกัน เก็บ

กระดาษกรองที่ไดในกลองบรรจุนํ้าเพ่ือใหระบบมีความชื้น และเก็บกลองในที่มืดเปนเวลา 12 ชั่วโมง จากน้ันลาง

กระดาษกรองดวยสารละลายผสมระหวางนํ้าและอะซิโตไนไตรล (อัตราสวน 1:1) ที่เติมกรดไตรฟลูออโรแอซิติก 

0.5% เปนเวลา 30 นาที ตามดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีนความเขมขน 0.01 M (pH 7.4)  3 นาท ีทํากระดาษกรอง

ใหแหงที่อุณหภูมิหอง และตรวจสอบประสิทธิภาพการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 nm 
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2.3.2 การหาปริมาณพีเอ็นเอติดโมเลกุลฟลูออเรสซีนที่นอยที่สุดที่เม่ือตรึงบนกระดาษ

กรองดดัแปรพืน้ผิวแลวยังสามารถมองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสดวยตาเปลา 

 

รูปท่ี 2.3 การทดลองหาปริมาณพีเอ็นเอติดโมเลกุลฟลูออเรสซีนที่นอยทีสุ่ดที่สามารถตรงึบนกระดาษกรองดัดแปร

พ้ืนผิวแลวสามารถตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนตดวยตาเปลา 

 เตรียมสารละลายของพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีน (Flu-TTTTTTTTT-LysNH2) ความเขมขน 

100, 50, 20, 10 และ 1 µM โดยใชไดเมทิลฟอรมาไมดเปนตัวทําละลาย เติมสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโร      

ไฮไดรด (NaBH3CN) ความเขมขน 1 mg/mL (16 mM) ลงในสารละลายพีเอ็นเอแตละความเขมขน หยด

สารละลายแตละความเขมขนลงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวที่ตําแหนงที่ตางกัน ตําแหนงละ 1 µL เก็บกระดาษ

กรองที่ไดในกลองบรรจุนํ้าเพ่ือใหระบบมีความชื้น และเก็บกลองในที่มืดเปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นลางกระดาษ

กรองดวยสารละลายผสมระหวางน้ําและอะซิโตไนไตรล (อัตราสวน 1:1) ที่มีกรดไตรฟลูออโรแอซิติก 0.5% อยูดวย 

เปนเวลา 30 นาที ตามดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน 3 นาที ทํากระดาษกรองใหแหงที่อุณหภูมิหอง และตรวจสอบ

ประสิทธิภาพการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 nm บันทึกภาพโดยกลองถายรูป Canon 

PowerShot SX110 IS (ตั้งคา ISO เปน 200, รูรับแสงเปน 3.5 และ shutter speed เปน 1 วินาที) 
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2.4 การพัฒนาวิธีการตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอทีถู่กตรงึกบัดีเอ็นเอ

ที่เปนคูสมกนัโดยอาศัยปฏกิิริยาที่ทาํใหเกดิสีที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 

2.4.1 ภาวะมาตรฐานของการทดลอง 

 การตรึงพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผวิ 

 เตรียมสารละลายของพีเอ็นเอตัวอยางในตัวทําละลายไดเมทิลฟอรมาไมดที่ความเขมขน 10-100 

µM เติมสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด (NaBH3CN) ความเขมขน 1 mg/mL (16 mM) ลงใน

สารละลายพีเอ็นเอ แลวหยดสารละลายพีเอ็นเอลงบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพื้นผิว ตําแหนงละ 

0.1 µL เก็บกระดาษกรองที่ไดในเก็บกระดาษกรองที่ไดในกลองบรรจุนํ้าเพื่อใหระบบมีความชื้น และเก็บ

กลองในที่มืดเปนเวลา 12 ชั่วโมง ลางกระดาษกรองดวยสารละลายผสมระหวางนํ้าและอะซิโตไนไตรล 

(อัตราสวน 1:1) เปนเวลา 30 นาที ทํากระดาษกรองใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

 การตรึงดีเอ็นเอเปาหมายโดยทําใหเกิดการจับยึดกับพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว 

 วิธี Capillary Transport  

จุมกระดาษกรองที่ตรึงพีเอ็นเอโพรบแลวในสารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง ปริมาตร 5 µL รอกระทั่ง

สารละลายเคลื่อนที่จนสุดกระดาษกรอง และปลอยกระดาษกรองไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที 

กอนจะลางกระดาษกรองดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 

0.0005% เปนเวลา 3 นาที และทํากระดาษกรองใหแหงสนิทที่อุณหภูมิหอง 

 วิธีหยดดีเอน็เอโดยตรง 

หยดสายละลายดีเอ็นเอลงบนตําแหนงที่ตรึงพีเอ็นเอ ตําแหนงละ 0.5 µL ปลอยกระดาษกรองไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที กอนจะลางกระดาษกรองดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 

0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 0.0005% เปนเวลา 3 นาที และทํากระดาษกรองใหแหงสนิทที่

อุณหภูมิหอง 
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2.4.2 การตรวจสอบความสามารถในการจับยดึระหวางพเีอ็นเอที่ถกูตรึงกับดีเอ็นเอที่เปน 

คูสมกนัโดยการใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ตดิฉลากดวยฟลูออเรสซีน 

 

รูปท่ี 2.4 แผนภาพแสดงวธิีการทดสอบการจบัยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรงึกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยการใช       

ดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีน 

2.4.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดย

ใชเทคนิค Capillary Transport 

 

รูปท่ี 2.5 การทดสอบการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค Capillary Transport 
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ตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง (Ac-TTTTTTTTT-LysNH2) ความเขมขน 100 µM บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว

(ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 10 pmol) สวนการทดลองควบคุมคือกระดาษดัดแปรพ้ืนผิวที่ไมไดผาน

การตรึงพีเอ็นเอ หลังจากน้ันเตรียมสารละลายของดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีน (Flu-dAAAAAAAAA) 

ความเขมขน 7, 2, 0.7, 0.2 และ 0.07 µM ใชฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 

(0.0005%) เปนตัวทําละลาย ตรึงดีเอ็นเอเปาหมายโดยทําใหเกิดการจับยึดกับพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรอง     

ดัดแปรพ้ืนผิวโดยวิธี Capillary Transport บันทึกภาพโดยกลองถายรูป Canon PowerShot SX110 IS (ตั้งคา 

ISO เปน 200, รูรับแสงเปน 3.5 และ shutter speed เปน 1 วินาที) ตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวาง     

พีเอ็นเอและดีเอ็นเอภายใตแสงยูวีพรอมทั้งคํานวณความสวางของสัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดเทียบกับสัญญาณ  

พ้ืนหลังดวยโปรแกรม imageJ ทําซ้ํา 3 ครั้ง ตอ 1 ความเขมขนดีเอ็นเอ 

2.4.2.2 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดย

การหยดดีเอน็เอตวัอยางโดยตรง 

 

รูปท่ี 2.6 การทดสอบการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดยการหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 

 ตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง (Ac-TTTTTTTTT-LysNH2) ความเขมขน 100 µM บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว

(ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 10 pmol)  สวนการทดลองควบคุมคือกระดาษดัดแปรพ้ืนผิวที่ไมไดผาน

การตรึงพีเอ็นเอ หลังจากน้ันเตรียมสารละลายของดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีน (Flu-dAAAAAAAAA) 

ความเขมขน 70, 20, 7, 2 และ 0.7 µM ใชฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 

0.0005% เปนตัวทําละลาย ตรึงดีเอ็นเอเปาหมายโดยทําใหเกิดการจับยึดกับพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรองดัดแปร

พ้ืนผิวโดยวิธีหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง บันทึกภาพและวิเคราะหขอมูลเชนเดียวกับวิธี Capillary Transport 
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2.4.3 การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่เปน 

คูสมกันโดยอาศัยปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม 

  2.4.3.1 การทดลองตรึง horseradish peroxidase (HRP) โดยอาศัยหลัก     

อันตรกิริยาทางไฟฟา 

 

รูปท่ี 2.7 การทดสอบเพ่ือตรึง horseradish peroxidase (HRP) โดยอาศัย 

หลักอันตรกิริยาทางไฟฟาระหวางดีเอ็นเอและเอนไซม 

 เตรียมสารละลายของดีเอ็นเอตัวอยาง CGAGGATGGCGCCCCGGGCGCCATGGATAGAGCAGGAGGGG 

(5701) ความเขมขน 0.1 mM ในตัวทําละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) แลวหยด

สารละลายดีเอ็นเอลงบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพ้ืนผิว ตําแหนงละ 1 µL สวนการทดลองควบคุมคือ

กระดาษดัดแปรพื้นผิวที่ไมไดผานการตรึงดีเอ็นเอ ปลอยกระดาษกรองที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที กอนจะลาง

กระดาษกรองดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ทํากระดาษกรองใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

จากน้ันหยดสารละลายของ HRP ความเขมขน  0.5 mg/mL ในตัวทําละลายตางๆ ไดแก โซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร 

ความเขมขน 0.1 M (pH 3.6), โซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) และ ฟอสเฟตบัฟเฟอร    

ซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ลงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวบริเวณตําแหนงตางๆ ดังรูป 2.7 ตําแหนง

ละ 1 µL เก็บกระดาษกรองที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนลางกระดาษกรองดวยน้ําเปนเวลา 3 นาที 

จากน้ันแชกระดาษกรองในสารละลายผสมระหวางออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน (1.6 mg/mL) และยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด (1.6 mg/mL) ที่มีนํ้าเปนตัวทําละลายทันที รอจนกระทั่งครบ 1 นาทีแลวลางกระดาษกรองดวยนํ้าเปน

เวลา 3 นาที เปรียบเทียบการเกิดสีที่ ตําแหนงตางๆ บนกระดาษกรอง และบันทึกภาพโดยใช iPhone6 

smartphone  
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2.4.3.2 การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของการตรวจวดัดวย Streptavidin-

horseradish peroxidase (SA-HRP) โดยใชพีเอน็เอที่ตดิฉลากดวยไบโอตนิเทียบกับตาํแหนง 

พีเอ็นเอที่ไมติดไบโอตนิ  

 

รูปท่ี 2.8 แผนภาพแสดงการทดสอบความจาํเพาะเจาะจงระหวาง streptavidin-horseradish peroxidase (SA-

HRP) กับพีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอติน 

 การทดลองน้ีพัฒนาขึ้นเน่ืองจากการทดลองตรึง horseradish peroxidase (HRP) โดยอาศัยหลัก     

อันตรกิริยาทางไฟฟาไมประสบผลสําเร็จ จึงเปลี่ยนวิธีโดยใช streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) 

ซึ่งอาศัยหลักการจับยึดการจําเพาะเจาะจงระหวางไบโอตินและ streptavidin และปรับเปลี่ยนพ้ืนผิวกอนการตรึง 

SA-HRP เพ่ือลดการจับยึดแบบไมจําเพาะเจาะจง, ความเขมขนของ SA-HRP ที่ใช, เวลาที่ใชตรึง SA-HRP และ

สภาวะที่ใชลางกระดาษ โดยมีรายละเอียดดังน้ี  

 ภาวะมาตรฐานของการทดลอง 

 การปรับเปลีย่นพื้นผวิกอนการตรงึ SA-HRP: แชกระดาษกรองในสารละลาย 1% BSA เปนเวลา 15 นาท ี

 การตรึง SA-HRP บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวและการเกิดปฏิกิริยาสรางสี: หยดสารละลายของ SA-

HRP ความเขมขน 20 µg/mL โดยมีโซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) เปนตัวทํา

ละลายลงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวบริเวณตําแหนงที่ตรึงพีเอ็นเอและตําแหนง blank ตําแหนงละ 

0.5 µL ลางกระดาษกรองทันทีดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 

0.05%, นํ้า และ ซิเตรตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) ชนิดละ 3 นาทีตามลําดับ จากน้ันแช

กระดาษกรองในสารละลายผสมระหวางออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน (1.6 mg/mL) และยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด (1.6 mg/mL) ที่มีนํ้าเปนตัวทําละลายทันที รอจนกระทั่งครบ 1 นาทีแลวลางกระดาษกรองดวย

นํ้าเปนเวลา 3 นาที เปรียบเทียบการเกิดสีที่ตําแหนงตางๆ บนกระดาษกรอง 
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รูปท่ี 2.9 การทดสอบความจาํเพาะเจาะจงระหวาง Streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) กับ       

พีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอติน เทียบกับตําแหนงพีเอ็นเอที่ไมติดโมเลกุลไบโอติน 

 สําหรับการทดสอบความจําเพาะเจาะจงระหวาง streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) กับ

พีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอติน ตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง Ac-TTTTTTTTT-LysNH2 และ biotin-o-o-AACACACAGACT-

LysNH2 ความเขมขน 10 µM บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว (ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 1 pmol) 

สวนการทดลองควบคุมคือกระดาษดัดแปรพ้ืนผิวที่ไมไดผานการตรึงพีเอ็นเอ ปรับเปลี่ยนพ้ืนผิวกอนการตรึง SA-

HRP และตรึง SA-HRP บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวและการเกิดปฏิกิริยาสรางสีตามภาวะมาตรฐานของการ

ทดลอง บันทึกภาพโดยใช iPhone6 smartphone  
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2.5 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร จากความไวของการตรวจวดัและ

ความจําเพาะเจาะจงกบัดีเอน็เอเปาหมายที่เปนคูสม 

 

รูปท่ี 2.10 แผนภาพแสดงการทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธภิาพของพีเอ็นเอแอเรย ตอการจับยึดกับดีเอ็นเอคูสม   

โดยใชปฏิกิริยาที่ทาํใหเกิดสีทีส่ามารถมองเห็นดวยตาเปลาของเอนไซม Streptavidin-horseradish peroxidase 

(SA-HRP) 
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2.5.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร จากความจําเพาะเจาะจงกับ      

ดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม   

 

รูปท่ี 2.11 การทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร 

จากความจาํเพาะเจาะจงตอการจบัยึดกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม (วิธี Capillary Transport)   

 

 

รูปท่ี 2.12 การทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร 

จากความจาํเพาะเจาะจงตอการจบัยึดกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม (วิธหียดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง)   

ตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง Ac-Lys-GCCTCACCACCA-NH2 และ Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2  ความเขมขน 

100 µM บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว (ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 10 pmol) สําหรับวิธี Capillary 

Transport และตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง Ac-Lys-GCCTCACCACCA-NH2 และ Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2  ความ

เขมขน 10 µM บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว (ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 1 pmol) สําหรับวิธีหยด 

ดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง สวนการทดลองควบคุมคือกระดาษดัดแปรพ้ืนผิวที่ไมไดผานการตรึงพีเอ็นเอ เตรียม

สารละลายของดีเอ็นเอตัวอยางไดแก biotin-dTGGTGGTAAGGC และ biotin-dTGGTGGTGAGGC ความเขมขน 

2 µM ในตัวทําละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 (0.0005%) ตรึง       
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ดีเอ็นเอโดยวิธี Capillary Transport โดยใชสารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง ความเขมขน 2 µM  (รูปที่ 2.11) และใช

สารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง ความเขมขน 2 µM นี้ สําหรับวิธีหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรงดวย (รูปท่ี 2.12)  

ปรับเปลี่ยนพื้นผิวกอนการตรึง SA-HRP และตรึง SA-HRP บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวและการเกิดปฏิกิริยา

สรางสีตามภาวะมาตรฐานของการทดลอง บันทึกภาพโดยใช iPhone6 smartphone ทําซ้ํา 2 ครั้ง ตอ 1 ชนิด    

พีเอ็นเอ 

2.5.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร จากขีดจํากดัของการตรวจวดั  

 

รูปที่ 2.13 การทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของพีเอ็นเอแอเรย  

จากขีดจาํกัดของการตรวจวัด 

ตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง Ac-Lys-GCCTTACCACCA-LysNH2  ความเขมขน 10 µM บนกระดาษกรองดัดแปร

พ้ืนผิว (ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 1 pmol) สวนการทดลองควบคุมคือกระดาษดัดแปรพ้ืนผิวที่ไมได

ผานการตรึงพีเอ็นเอ เตรียมสารละลายของดีเอ็นเอตัวอยาง biotin-dTGGTGGTAAGGC ความเขมขน 0.2 µM และ 

2 µM โดยมีฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 0.0005% เปนตัวทําละลาย ตรึง

ดีเอ็นเอโดยการใหเกิดการจับยึดกับพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวทั้งวิธี Capillary Transport และ

การหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง (เชนเดียวกับวิธีในขั้นตอน 2.5.1)  ปรับเปลี่ยนพ้ืนผิวกอนการตรึง SA-HRP และ

ตรึง SA-HRP บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวและการเกิดปฏิกิริยาสรางสีตามภาวะมาตรฐานของการทดลอง 

บันทึกภาพโดยใช iPhone6 smartphone ทําซ้ํา 3 ครั้ง ตอ 1 ความเขมขนดีเอ็นเอ 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 

 

3.1 การสังเคราะหและพิสูจนเอกลักษณกระดาษกรองที่ดัดแปรพื้นผิวโดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

ดวยโซเดียมเปอรไอโอเดตเพื่อใหเปนหมูแอลดีไฮด 

 ในงานวิจัยน้ีผูวิจัยสนใจเตรียมดีเอ็นเอเซ็นเซอรโดยมีวัฏภาคของแข็งที่เตรียมจากกระดาษกรอง เน่ืองจาก

กระดาษกรองเปนวัสดุหางาย, มีราคาถูก และที่สําคัญยังสามารถประยุกตใชไดกับสารชีวโมเลกุล โดยเซลลูโลสบน

กระดาษกรองนั้นมีหมูไฮดรอกซิลซึ่งเปนหมูฟงกชันที่พรอมเกิดปฏิกิริยาตางๆ33, 34 โดยปจจุบันมีการนํากระดาษ

กรองมาใชเปนวัฏภาคของแข็งในการเตรียมเซ็นเซอรโดยผานการดัดแปรดวยกระบวนการตางๆเชน การใช bis-

electrophile35-37 เพ่ือใหไดพ้ืนผิวที่วองไวสําหรับการตรึงโพรบที่เปนสารชีวโมเลกุล หากแตกระบวนการขางตนน้ัน

ยุงยากและใชสารเคมีที่มีราคาสูง ซึ่งผูวิจัยเล็งเห็นถึงปญหาดังกลาวจึงไดพัฒนางานวิจัยที่มีจุดประสงคมุงเนนที่จะ

เตรียมดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่สามารถทําไดงาย ไมซับซอนและมีราคาถูก โดยใชปฏิกิริยาออกซิเดชันของเซลลูโลสดวย

โซเดียมเปอรไอโอเดตโดยมีลิเทียมคลอไรดในระบบ ไดเปนไดแอลดีไฮดเซลลูโลสโดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาดัง

แสดงในรูปท่ี 3.1   

 

รูปท่ี 3.1 กลไกการเกิดปฏกิิริยาเปอรไอโอเดตออกซิเดชันของเซลลูโลส49 
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โดยโซเ ดียมเปอรไอโอเดตเปนตัวออกซิไดซที่มีค วามเลือกจํ า เพาะตอตํา แหน งในการ เกิดปฏิ กิริ ยา 

(Regioselectivity) ตอหมูไฮดรอกซิลที่เปน 1,2-ไดออล ดังเชนที่อยูบนคารบอนตําแหนงที่ 2 และ 3 ในโมเลกุลของ

กลูโคสของเซลลูโลส จากงานวิจัยที่ผานมาพบวา ระบบที่มีลิเทียมคลอไรดจะสงเสริมใหปฏิกิริยาของโซเดียมเปอร 

ไอโอเดตเกิดไดดีขึ้น เน่ืองจากลิเทียมไอออนจะเขาไปแทรกตัวระหวางหนวยของกลูโคสในเซลลูโลส ทําใหพันธะ

ไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลของเซลลูโลสถูกทําลายจึงมีหมูไฮดรอกซิลอิสระเพ่ิมมากขึ้น สามารถเกิดปฏิกิริยา 

เปอรไอโอเดตออกซิเดชันไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น39 

 

 3.1.1 การหาสภาวะของระบบที่ เหมาะสมที่ สุดสําหรับการเตรียมกระดาษกรอง 

ดัดแปรพื้นผิว 

 จากการทดลองศึกษาระบบที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเตรียมกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวโดยเปรียบเทียบ

สภาวะในการออกซิไดซทั้ง 4 สภาวะไดแก ระบบสารละลายผสมของโซเดียมเปอรไอโอเดต (NaIO4) และลิเทียม

คลอไรด (LiCl), ระบบที่มีเฉพาะโซเดียมเปอรไอโอเดต (NaIO4) 0.04 M, ระบบที่มีเฉพาะลิเทียมคลอไรด (LiCl)  

2.1 M และการทดลองควบคุมที่มีเฉพาะตัวทําละลายคือนํ้า ซึ่งสภาวะที่ใชในการทดลองน้ีอางอิงจากงานวิจัยที่เคย

ศึกษากอนหนาน้ี37 และศึกษาระยะเวลาที่ใชในการออกซิไดซเซลลูโลสของแตละระบบในระยะเวลาตางๆ โดย 

ไดทดลอง 5, 10, 15, 30 และ 60 นาทีตามลําดับ และเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเกิดหมูไดแอลดีไฮดจาก

การเปลี่ยนสีของ 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน ซึ่งสามารถแสดงผลการทดลองดังตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 แสดงผลการทดสอบเชิงคุณภาพของกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผวิทีส่ภาวะตางๆดวยสารละลาย  

2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 

ระบบ 
ระยะเวลา (นาที) 

5 10 15 30 60 

NaIO4 (0.04 M) + LiCl (2.1 M) 
     

NaIO4 (0.04 M) 
     

LiCl (2.1 M) 
     

น้ํา 
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จากผลการทดลองพบวาภายใน 5 นาทีแรก กระดาษกรองที่แชในระบบสารละลายผสมของโซเดียม- 

เปอรไอโอเดตและลิเทียมคลอไรดและระบบที่มีเฉพาะสารละลายโซเดียมเปอรไอโอเดตสามารถเปลี่ยนสีสารละลาย 

2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีนจากสีเหลืองเปนสีสมได ในขณะที่กระดาษกรองที่แชในสารละลายลิเทียมคลอไรดและ

นํ้ายังคงมีสีเหลืองเชนเดิม ซึ่งสามารถเปนการยืนยันวาหมูไฮดรอกซิลของเซลลูโลสบนกระดาษกรองสามารถถูก

ออกซิไดซดวยโซเดียมเปอรไอโอเดตไดเปนสารประกอบไดแอลดีไฮดดังรูปท่ี 3.2 ซึ่งหมูคารบอรนิลที่เกิดขึ้นสามารถ

เกิดปฏิกิริยาสารละลาย 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีนซึ่งมีสีเหลืองจนกลายเปนสารประกอบไฮดราโซนซึ่งมีสีสมแดง

โดยมีโครงสรางดังรูปท่ี 3.3 

 

 

รูปท่ี 3.2 ปฏิกิริยาการทดสอบสารประกอบคารบอนิลดวย2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 

R H

O
+

NH
NH2

NO2

NO2
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N

NO2

NO2

RH

 
รูปท่ี 3.3 ปฏิกิริยาการทดสอบแอลดีไฮดดวย2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 

 เม่ือพิจารณาความเขมของสีสมที่เกิดขึ้นระหวางกระดาษกรองที่แชในระบบสารละลายผสมของโซเดียม

เปอรไอโอเดตและลิเทียมคลอไรดกับระบบที่มีเฉพาะสารละลายโซเดียมเปอรไอโอเดตที่ระยะเวลาเทากันพบวา 

กระดาษกรองในระบบสารละลายผสมของโซเดียมเปอรไอโอเดตและลิเทียมคลอไรดจะใหสีสมที่เขมกวากระดาษ

กรองจากระบบสารละลายที่มีเฉพาะโซเดียมเปอรไอโอเดต แสดงใหเห็นวาหมูไฮดรอกซิลของเซลลูโลสในระบบ

สารละลายผสมของโซเดียมเปอรไอโอเดตและลิเทียมคลอไรดถูกออกซิไดสไดมากกวาทําใหปริมาณแอลดีไฮดที่

เกิดขึ้นมีมากกวาเชนกัน ซึ่งผลของลิเทียมคลอไรดตอการเพ่ิมประสิทธิภาพของปฏิกิริยาออกซิเดชันของเซลลูโลส

สอดคลองกับที่ไดเคยมีผูรายงานมากอนหนาน้ี50 นอกจากน้ียังพบวาเมื่อกระดาษกรองถูกออกซิไดสเปนเวลานาน

กวา 10 นาที กระดาษกรองที่ถูกดัดแปรมีลักษณะเปราะและเปอยยุย ทั้งน้ีเนื่องจากการดัดแปรพันธะโควาเลนตจะ

ทําใหเซลลูโลสสูญเสียความเปนผลึก น่ันคือไดแอลดีไฮดเซลลูโลสมีลักษณะโครงสรางแบบอสัณฐานมากขึ้น อีกทั้ง

ลิเทียมไอออนสามารถทําลายพันธะไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลของเสนใยเซลลูโลส ทําใหความสามารถในการละลาย

นํ้าของเซลลูโลสเพ่ิมขึ้น51 ดังน้ันในงานวิจัยน้ีผูวิจัยจึงเลือกใชระบบสารละลายผสมของโซเดียมเปอรไอโอเดต 

 (0.04 M) และลิเทียมคลอไรด (2.1 M) และใชเวลาในการออกซิไดซ 10 นาทีสําหรับเตรียมกระดาษกรอง 

ดัดแปรพ้ืนผิว 

OO OH
OH

OH n
OO

O O

OH n

 NaIO4

 LiCl 
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3.2 การตรึงพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพื้นผิวเพื่อสังเคราะหดีเอ็นเอ

เซ็นเซอรและการตรวจสอบประสิทธิภาพของการตรึงพีเอ็นเอ 

3.2.1 การหาระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมสําหรับการทดลอง 

หลังจากไดหาภาวะเหมาะสมในการดัดแปรพ้ืนผิวกระดาษกรอง และพิสูจนยืนยันการเกิดหมูแอลดีไฮดได

แลว ในขั้นตอมาเปนการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางลงบนผิวของกระดาษกรองที่ถูกดัดแปร โดยเริม่ตนจากการศกึษาระบบ

ตัวทําละลายที่เหมาะสมสําหรับตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง โดยระบบตัวทําละลายที่ผูวิจัยตองการศึกษาน้ันไดแก น้ํา,       

ไดเมทิลซัลฟอกไซด, ไดเมทิลฟอรมาไมด, อะซิโตไนไตรล, เมทานอล, ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.1 M 

(pH 7.4) และคารบอเนตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 10.0) โดยพีเอ็นเอตัวอยางที่ใชคือ เอซีพีซีพีเอ็นเอที่ติด

ฉลากดวยฟลูออเรสซีน (Flu-TTTTTTTTT-LysNH2) ความเขมขน 100 µM ที่เติมโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด 

(NaBH3CN) ความเขมขน 1 mg/mL (16 mM) โดยปริมาตรสุดทายที่ spot คือ 1 µM ซึ่งคิดเปนปริมาณพีเอ็นเอ 

100 pmol/spot ติดตามสัญญาณฟลูออเรสเซนสซึ่งจะบงบอกถึงปริมาณพีเอ็นเอที่ตรึงลงไปโดยผานปฏิกิริยา 

รีดักทีฟแอลคิเลชัน ปฏิกิริยาดังกลาวเกิดขึ้นจากแอลดีไฮดที่เกิดขึ้นบนผิวของกระดาษกรองเกิดปฏิกิริยา  

Schiff base กับหมูอะมิโนของไลซีนที่ตอกับปลายสายดานหน่ึงของพีเอ็นเอตัวอยางกอนถูกรีดิวซดวยโซเดียม 

ไซยาโนโบโรไฮไดรดดังรูปท่ี 3.4 

 

 

รูปท่ี 3.4 วิธกีารตรงึพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพื้นผวิเพ่ือสงัเคราะหดีเอ็นเอเซ็นเซอร 
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รูปท่ี 3.5 สัญญาณฟลูออเรสเซนสของพีเอ็นเอ Flu-TTTTTTTTT-LysNH2 ที่ถูกตรึง 

 จากผลการทดลอง (รูปท่ี 3.5) เม่ือใหทําปฏิกิริยาเปนระยะเวลา 16 ชั่วโมง ตามดวยการลางพีเอ็นเอที่ไม

ทําปฏิกิริยาออกดวยสารละลายผสมของนํ้าและอะซิโตไนไตรล (อัตราสวน 1:1) จากน้ันนํามาคาํนวณความสวางของ

สัญญาณฟลูออเรสเซนสดวยโปรแกรม ImageJ ของแตละระบบตัวทําละลายแลวนําคาที่ไดมาหักลางกับสัญญาณ

พ้ืนหลัง (background) ไดผลแสดงดังกราฟที่ 1 

  

กราฟท่ี 1 คาเฉลี่ยความเขมสัญญาณฟลูออเรสเซนสจากการตรึงพีเอ็นเอติดฉลากฟลอูอเรสซีนดวย                       

ระบบตัวทาํละลายชนิดตางๆจากการทาํซ้าํ 2 ครั้ง  
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พบวาระบบตัวทําละลาย ไดเมทิลฟอรมาไมด, อะซิโตไนไตรลและเมทานอล ใหคาเฉลี่ยสัญญาณฟลูออเรสเซนส 

ที่เขมที่สุดเม่ือสังเกตดวยตาเปลาภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ขณะที่ในนํ้า, ฟอสเฟตบัฟเฟอร- 

ซาลีน (pH 7.4) และคารบอเนตบัฟเฟอร (pH 10.0) ความเขมขน 0.1 M สามารถใหสัญญาณฟลูออเรสเซนสได

เชนกันแตออนกวาใน 3 ระบบแรกที่กลาวไปขางตน และในขณะที่ตัวทําละลายไดเมทิลซัลฟอกไซดใหสัญญาณที่

ออนมากจนแทบไมเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสเลยเม่ือสังเกตดวยตาเปลา และเม่ือเปรียบเทียบกับพีเอ็นเอตัวอยาง

ที่ตรึงบนกระดาษกรองที่ไมไดดัดแปรพ้ืนผิวพบวาไมใหสัญญาณฟลูออเรสเซนสในทุกกรณี ซึ่งเปนการยืนยันวาการ

ตรึงพีเอ็นเอเกิดผานปฏิกิริยารีดักทีฟแอลคิลเลชันตามที่ออกแบบไวจริง ในการทดลองตอๆ ไปไดเลือกใชระบบ 

ตัวทําละลายไดเมทิลฟอรมาไมดเน่ืองจากเปนระบบที่ใหประสิทธิภาพการตรึงที่ดี และเปนตัวทําละลายที่มีจุดเดือด

สูง ขณะที่อะซิโตไนไตรลและเมทานอลตางก็มีจุดเดือดที่ตํ่าทําใหการเตรียมสารละลายพีเอ็นเอตัวอยางในไดเมทิล-

ฟอรมาไมดมีความเขมขนที่แนนอนกวาในระบบอะซิโตไนไตรลและเมทานอลซึ่งระเหยไดงาย นอกจากนี้การที่ 

ตัวทําละลายมีจุดเดือดสูงจะทําใหพีเอ็นเอในสารละลายสัมผัสกับพ้ืนผิวกระดาษกรองยาวนานกวาโดยไมแหงไป

เสียกอน ซึ่งนาจะเปนผลดีตอประสิทธิภาพของการตรึงดวย 

 

 3.2.2 การหาปริมาณพีเอ็นเอที่นอยที่สุดที่ เม่ือตรึงบนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิว 

แลวยังสามารถมองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสตดวยตาเปลา 

 เมื่อไดสภาวะของการตรึงเรียบรอยแลว ขั้นตอมาคือการศึกษาปริมาณของพีเอ็นเอที่ตรึงบนกระดาษที่นอย

ที่สุดที่ยังสามารถตรวจวัดสัญญาณได ขั้นตอนน้ีมีความสําคัญเนื่องจากพีเอ็นเอโพรบสังเคราะหไดยาก จงึจาํเปนตอง

ใชในปริมาณที่นอยที่สุดที่จะยังสามารถตรวจวัดสัญญาณได โดยเม่ือทดลองลดปริมาณของพีเอ็นเอติดฉลาก 

ฟลูออเรสซีน (Flu-TTTTTTTTT-LysNH2) จาก 100, 50, 20, 10 และ 1 pmol/spot ตามลําดับ แลวสังเกต

สัญญาณฟลูออเรสเซนสภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ไดผลการทดลองดังรูปท่ี 3.6 

 

รูปท่ี 3.6 สัญญาณฟลูออเรสเซนสของพีเอ็นเอ Flu-TTTTTTTTT-LysNH2 ที่ถูกตรึงปริมาณตางๆ 
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 จากผลการทดลองพบวาสามารถสังเกตสัญญาณฟลูออเรสเซนสของพีเอ็นเอติดฉลากฟลูออเรสซีนดวย 

ตาเปลาภายใตแสงยูวีที่ 254 นาโนเมตรตั้งแต 100, 50 และ 10 pmol/spot แสดงใหเห็นวา ปริมาณตํ่าสุดของ 

พีเอ็นเอที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนที่ตรึงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวที่ยังคงสามารถเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสได

ดวยตาเปลาคือ 10 pmol/4 mm2 

 

3.3 การพัฒนาวิธีการตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่

เปนคูสมกันโดยอาศัยปฏิกิริยาสรางสีที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 

3.3.1 การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอ 

ที่เปนคูสมกันโดยการใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากฟลูออเรสซีน  

3.3.1.1 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดย

ใชเทคนิค Capillary Transport 

เม่ือไดพิสูจนแลววาสามารถตรึงพีเอ็นเอที่ติดฉลากเรืองแสงบนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวไดเปน

ผลสําเร็จในขั้นตอนตอไปเปนการทดลองตรึงพีเอ็นเอตัวอยางที่ไมไดติดฉลากเรืองแสง เพ่ือใชเปนโพรบสําหรับ      

ดีเอ็นเอเซ็นเซอร ซึ่งในการทดลองนี้ผูวิจัยเลือกใชพีเอ็นเอตัวอยางที่มีลําดับเบส Ac-TTTTTTTTT-LysNH2 ความ

เขมขน 100 µM ในไดเมทิลฟอรมาไมดที่มีโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด (16 mM) อยูดวย หยดพีเอ็นเอตัวอยางลง

บนกระดาษกรองที่ถูกดัดแปรพ้ืนผิวจุดละ 0.1 µL เม่ือผูวิจัยสามารถเตรียมดีเอ็นเอเซ็นเซอรตามกระบวนการ

ขางตนไดแลว ขั้นตอมาจะนําดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ไดมาตรวจสอบการจับยึดกับดีเอ็นเอตัวอยาง ซึ่งในขั้นตอนของการ

พิสูจนหลักการ ผูวิจัยเลือกใชดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเปนคูสมกันกับพีเอ็นเอคือ ดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสคูสมกับโพรบ 

และติดฉลากดวยฟลูออเรสซีน Flu-dAAAAAAAAA เพ่ือที่จะสามารถติดตามการจับยึดกันระหวางพีเอ็นเอโพรบและ 

ดีเอ็นเอจากการเรืองแสงฟลูออเรสเซนสของโมเลกุลฟลูออเรสซีนที่ติดอยูบนดีเอ็นเอตัวอยาง ดังหลักการที่แสดงใน

รูปท่ี 3.7 
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รูปท่ี 3.7 แผนภาพแสดงวิธกีารทดสอบการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรงึกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยการใช 

ดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากฟลูออเรสซีน 

 โดยในการทดลองน้ีผูวิจัยเลือกใชเทคนิค capillary transport52 ในการตรวจวัด เน่ืองจากการศึกษาจาก

งานวิจัยกอนหนาน้ี (อางถึง ณัฐพล จิระกิตติวุฒิ, ผลงานที่ยังไมไดตีพิมพ) ไดพบวามีดีเอ็นเอบาง sequence เกิด 

non-specific binding กับกระดาษกรอง เพ่ือหลีกเลี่ยงปญหาขางตน ผูวิจัยจึงใชวิธี capillary transport แทนการ

หยดดีเอ็นเอโดยตรงโดยมีหลักการคือ ผูวิจัยจะตรึงพีเอ็นเอตัวอยางลงบนกระดาษกรองจากน้ันจุมปลายดานหน่ึง

ของกระดาษกรองลงในสารละลายดีเอ็นเอโดยคอยๆใหสารละลายดีเอ็นเอถูกดูดซับขึ้นไปบนแผนกระดาษกรองจน

ทั่วทั้งแผนกอนจะนําไปลางสารละลายดีเอ็นเอออก ซึ่งในการทดลองน้ีผูวิจัยสนใจศึกษาปริมาณดีเอ็นเอตัวอยางที่

สามารถตรวจวัดไดโดยสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลาภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร โดยใชปรมิาณ

ดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนที่ 35, 10, 3.5, 1.0 และ 0.35 pmol/spot ตามลําดับ ในขณะที่ใชพีเอ็นเอ

โพรบตรึงลงบนกระดาษกรองดัดแปรในปริมาณคงที่ที่ 10 pmol/spot ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 2 

 

ตารางท่ี 2 สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ 254 นาโนเมตรที่สงัเกตเห็นเม่ือลดปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนลง 

(การไฮบริไดซทาํโดยเทคนคิ capillary transport) 

ปริมาณ Flu-dAAAAAAAAA 
(pmol/spot) 

สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่  
254 nm 

35 
 

10  
3.5 

 
1.0  
0.35 
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เม่ือนําภาพถายที่ไดมาคํานวณความสวางดวยโปรแกรม ImageJ สามารถเปรียบเทียบระหวางความสวางของ

สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอที่ปริมาณตางๆเปรียบเทียบกับความสวางพ้ืนหลังของ 

กระดาษกรองดัดแปรที่ไมตรึงพีเอ็นเอ (Blank) ไดดังกราฟท่ี 2  

 

กราฟท่ี 2 ความสมัพันธระหวางความสวางของสญัญาณฟลอูอเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอที่ปริมาณตางๆ

เปรียบเทียบกับความสวางพ้ืนหลังของกระดาษกรองดัดแปรที่ไมตรึงพีเอ็นเอ (blank) ที่ตรวจวัดดวย          

เทคนิค capillary transport, error bar แสดงคา SD จากการทดลอง 3 ครั้ง  

(■) สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัด   

(x) ความสวางพ้ืนหลังของกระดาษกรองดัดแปร 

 จากผลคํานวณเปรียบเทียบสัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัดกับความสวางพ้ืนหลังของ 

กระดาษกรองดัดแปร พบวาเม่ือลดปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนลง ความสวางของสัญญาณ 

ฟลูออเรสเซนสก็จะลดลงเชนกันโดยที่ปริมาณ 0.35 pmol/spot เปนปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนที่นอย

ที่สุดที่ยังคงสามารถมองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสไดดวยตาเปลาภายใตแสงยูวีที่มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 

หากแตเม่ือพิจารณาความเขมของสัญญาณฟลูออเรสเซนสที่คํานวณได โพรบที่ถูกตรึงบนดีเอ็นเอเซ็นเซอรน้ันมี

ปริมาณจํากัดที่ 10 pmol/spot ดังนั้นความสวางที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอตัวอยางที่ปริมาณ 35 และ 

10 pmol/spot ก็ควรจะมีคาเทากัน เนื่องจากปริมาณของโพรบเปนตัวกําหนด แตจากผลการทดลองพบวา ย่ิงเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอตัวอยางมากขึ้น สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดกลับย่ิงสวางมากขึ้น ทั้งน้ีอาจเปนไปไดวาการใชเทคนิค 

capillary transport จะใชตัวทําละลายเปนตัวกลางพาดีเอ็นเอตัวอยางขึ้นไปหาพีเอ็นเอที่ถูกตรึง ซึ่งกระบวนการ

ดังกลาวอาจทําใหดีเอ็นเอตัวอยางบางสวนแพรไปยังบริเวณที่ไมมีโพรบ สงผลใหปริมาณดีเอ็นเอที่เกิดการเขาคูกัน
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กับพีเอ็นเอที่ถูกตรึงนอยกวา 100% หรืออีกเหตุผลหนึ่งคือประสิทธิภาพของการจับยึดระหวางดีเอ็นเอกับพีเอ็นเอ

โพรบที่ถูกตรึงไมเปน 100% โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทําใหประสิทธิภาพเพิ่มขึ้น 

 

3.3.1.2 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดย 

การหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 

 จากปญหาการทดลองที่ 3.3.1.1 ผูวิจัยจึงพัฒนาการตรวจวัดโดยใชวิธีหยดดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุล

ฟลูออเรสซีนลงบนพีเอ็นเอตัวอยางที่ถูกตรึงโดยตรงเพ่ือเพ่ิมปริมาณการจับกันระหวางโพรบและดีเอ็นเอตัวอยางโดย

ตรึงพีเอ็นเอตัวอยางที่มีลําดับเบส Ac-TTTTTTTTT-LysNH2 ปริมาณ 10 pmol/spotและใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติด

โมเลกุลฟลูออเรสซีน Flu-dAAAAAAAAA ที่ปริมาณ 35, 10, 3.5, 1.0 และ 0.35 pmol/spot ตามลําดับ ผลการ

ทดลองที่ไดแสดงดังตารางท่ี 3 

ตารางท่ี 3 สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ 254 นาโนเมตรที่เกิดขึ้นเม่ือลดปรมิาณดีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีนลง

เม่ือตรวจวดัโดยหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 

ปริมาณ Flu-dAAAAAAAAA 
(pmol/spot) 

สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ 254 nm 

35 
 

10  
3.5  
1.0  
0.35 

 
 

 จากผลการทดลองพบวา ปริมาณดีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีนปริมาณ 0.35 pmol/spot ยังสามารถ

มองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสไดดวยตาเปลาภายใตแสงยูวีที่มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร เม่ือนําภาพถายที่

ไดมาคํานวณความสวางดวยโปรแกรม ImageJ พบวาเม่ือความสวางของสัญญาณบริเวณโพรบที่ปริมาณตางๆจะ

สามารถเขียนความสัมพันธไดดังกราฟท่ี 3 
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กราฟท่ี 3 ความสมัพันธระหวางความสวางของสญัญาณฟลอูอเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอที่ปริมาณตางๆ

เปรียบเทียบกับความสวางพ้ืนหลังของกระดาษกรองดัดแปรที่ไมตรึงพีเอ็นเอ (blank) ที่ตรวจวัดโดย 

การหยดดีเอ็นเอโดยตรง, error bar แสดงคา SD จากการทดลอง 3 ครั้ง 

(■) สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัด   

(x) ความสวางพ้ืนหลังของกระดาษกรองดัดแปร  

 

จากผลการคํานวณความเขมของสัญญาณฟลูออเรสเซนส โดยเปรียบเทียบสัญญาณฟลูออเรสเซนสทีไ่ดจาก 

การตรวจวัดกับความสวางพ้ืนหลังของกระดาษกรองดัดแปร พบวา ความสวางที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอตวัอยาง

ที่มีปริมาณ 35 และ 10 pmol/spot มีคาใกลเคียงกัน ซึ่งสอดคลองกับความจริงที่วาโพรบที่ถูกตรึงมีปริมาณจํากัด

เพียง 10 pmol/spot เทานั้น แสดงใหเห็นวาการตรวจวัดโดยการหยดดีเอ็นเอโดยตรงน้ันสามารถลดปญหา 

การสูญเสียดีเอ็นเอบางสวนจากการแพรของตัวทําละลายและเพ่ิมโอกาสใหดีเอ็นเอตัวอยางเขาคูกับพีเอ็นเอโพรบ 

ไดมากขึ้น 
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 3.3.2 การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถกูตรงึกบัดเีอน็เอทีเ่ปนคู

สมกันโดยการใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากไบโอตินรวมกับการขยายสัญญาณดวยเอนไซม 

 การทดลองมีวัตถุประสงคที่จะตรวจสอบการยึดจับกันระหวางดีเอ็นเอและพีเอ็นเอโพรบโดยมุงเนนเทคนิค

การตรวจวัดที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลาที่มีประสิทธิภาพมากกวาการใชฉลากเรืองแสง ซึ่งมีราคาแพง และ

ความไวยังตํ่าอยู ผูวิจัยจึงสนใจนําปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม ที่ทําไดสะดวก และมีความวองไวสูง และเปนที่นิยม

ใชกันอยางแพรหลายในงานวิจัยที่เก่ียวของกับการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอหรือโปรตีนโดยเทคนิค dot blot45 และ 

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)30 สําหรับงานวิจัยน้ีผูวิจัยสนใจเลือกใชปฏิกิริยารีดอกซระหวาง

โมเลกุลของออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน (OPD) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยมีเอนไซม horseradish peroxidase 

(HRP) เปนตัวเรงปฏิกิริยาเกิดเปนผลิตภัณฑที่มีสีเหลืองเขมดังแสดงในรูปท่ี 3.8 
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รูปท่ี 3.8 ปฏิกริิยารีดอกซระหวางออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน (OPD) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

  

 เน่ืองจากมีรายงานมากอนหนาน้ี46 วา HRP ซึ่งเปนเอนไซมที่มีประจุบนพ้ืนผิวเปนบวกสามารถยึดจับกับ 

ดีเอ็นเอไดโดยแรงกระทําทางไฟฟาสถิต จึงอาจนํามาใชเปนตัวบงชี้ถึงการจับยึดของดีเอ็นเอกับพีเอ็นเอโพรบบน

พ้ืนผิวกระดาษไดโดยตรง โดยในขั้นตอนแรกผูวิจัยไดพิสูจนหลักการขางตนดวยดีเอ็นเอตัวอยางที่มีลําดับเบสเปน 

CGAGGATGGCGCCCCGGGCGCCATGGATAGAGCAGGAGGGG ซึ่งเก่ียวของกับยีนที่ทําใหเกิดการแพยาซึ่งแสดง

อาการออกทางผิวหนัง (HLA B*5701)53 ซึ่งงานวิจัยกอนหนาน้ีพบวาดีเอ็นเอลําดับเบสดังกลาวสามารถยึดจับกับ

กระดาษกรองอยางไมจําเพาะเจาะจง (non-specific binding) จึงสามารถตรึงลงไปบนกระดาษเซลลูโลสที่ไมได  

ดัดแปรพ้ืนผิวไดโดยตรง โดยจะใช HLA B*5701 เขมขน 0.1 mM หยดบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวจุดละ 1 µL 

แลวหยดดวยสารละลายของเอนไซม HRP เขมขน 0.5 mg/mL โดยในการทดลองจะศึกษาสภาวะเหมาะสมที่ทําให

ปฏิกิริยาการสรางสีเกิดขึ้นไดอยางมีประสิทธิภาพโดยใชตัวทําละลายตางๆที่มี pH อยูในชวงที่เปนกรดสวนใหญ

เน่ืองจากเอนไซม HRP ในพีเอชที่เปนกรดจะอยูในรูปประจุบวกทําใหสามารถยึดจับดวยอันตรกิริยาทางไฟฟากับ 

ดีเอ็นเอซึ่งมีประจุลบของหมูฟอสเฟตบนโครงสรางได โดยในการทดลองน้ีจะเปรียบเทียบกันระหวาง โซเดียม      

แอซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M (pH 3.6), โซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) และ 

ฟอสเฟตบัฟเฟอร-ซาลีน ความเขมขน 0.1 M (pH 7.4) ตามลําดับ ลงบนบริเวณที่มีดีเอ็นเอ จุดละ 1 µL ทําจุดละ 2 
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ซ้ํา รอจนกระทั่งครบ 1 ชั่วโมงแลวลางออกดวยนํ้า แชกระดาษกรองลงในสารละลายของ OPD และยูเรีย-ไฮโดรเจน

เปอรออกไซดเพ่ือทดสอบการเปลี่ยนสี ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 3.9  

 

รูปท่ี 3.9 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยาการสรางสีดวยเอนไซม HRP ที่ pH ตางๆ 

 

จากผลการทดลองพบวา ที่ pH 5.0 เอ้ือใหเกิดปฏิกิริยาสรางสีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด เพราะจะใหสี

เหลืองเขมชัดเจนที่สุด แตพบวาบริเวณที่มีดีเอ็นเอและบริเวณที่ไมมีดีเอ็นเอ (blank) มีสีเขมใกลเคียงกัน แสดงวา

เอนไซม HRP สามารถเกิด non-specific binding กับกระดาษกรอง และเม่ือทําปฏิกิริยาที่พีเอชต่ําเกินไปก็จะไม

เกิดสีเหลืองเลยทั้งในกรณีที่มีและไมมีดีเอ็นเอ 

 จากปญหาขางตนผูวิจัยจึงเปลี่ยนไปใชปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะเจาะจงมากขึ้นโดยการติดฉลากในสวนของ

ดีเอ็นเอตัวอยางดวยไบโอตินและอาศัยอันตรกิริยาที่จําเพาะเจาะจงระหวางไบโอตินและสเตรปตาวิดินเพ่ือตรึง

เอนไซม HRP ที่คอนจูเกตอยูกับสเตรปตาวิดิน (SA-HRP) เขาไปบนตัวอยางและออกแบบการทดลองเพ่ือเพิ่ม

ความจําเพาะเจาะจงของการตรวจวัดโดยจะแชดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ผานการไฮบริดลงในสารละลาย BSA เขมขน 1% 

และลาง SA-HRP หลังหยดทันที เพ่ือลดการเกิด non-specific binding ของ SA-HRP บนผิวกระดาษกรอง 

ดัดแปร โดยในการทดลองเบื้องตนเพ่ือพิสูจนหลักการจะยังไมใชดีเอ็นเอ แตจะนําพีเอ็นเอที่ติดฉลากไบโอตินมาตรึง

ลงไปบนพ้ืนผิวกระดาษกรองที่ผานการดัดแปร เปรียบเทียบกับพีเอ็นเอที่ไมไดติดฉลาก และนําไปทําปฏกิิรยิาสรางสี

ดวยเอนไซม เพ่ือดูวาฉลากไบโอตินที่อยูบนพ้ืนผิวกระดาษจะสามารถจับยึด SA-HRP ไวได และสามารถทําใหเกิดสี

ไดจริง และไมมี non-specific binding ระหวาง SA-HRP กับกระดาษ และกับพีเอ็นเอโพรบ โดยมีหลักการ 

ดังแสดงในรูปที่ 3.10 
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รูปท่ี 3.10 แผนภาพแสดงการพิสจูนหลักการตรวจวัดพีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอตินโดยใช SA-HRP  

 

 ในเบื้องตนผูวิจัยจะศึกษาความจําเพาะเจาะจงของการจับยึดระหวาง  SA-HRP กับไบโอติน โดย

เปรียบเทียบระหวางพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากดวยไบโอติน (b-o-o-AACACACAGACT-LysNH2) และพีเอ็นเอ

ตัวอยางที่ไมมีฉลากไบโอติน (Ac-TTTTTTTTT-LysNH2) ชนิดละ 10 pmol/2.5 mm2 ทําซ้ําจุดละ 2 ครั้ง 

เปรียบเทียบกับบริเวณที่ไมตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง (blank) หลังจากใหทําปฏิกิริยาสรางสีกับออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน 

(OPD) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด-ยูเรีย ไดผลการทดลองดังรูปท่ี 3.11 

Ac-TTTTTTTTT-LysNH2 b-o-o-AACACACAGACT-LysNH2 

 
รูปท่ี 3.11 ผลการทดสอบความจาํเพาะเจาะจงระหวาง SA-HRP กับพีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอตินเปรียบเทียบกับ

ตําแหนงพีเอ็นเอที่ไมติดโมเลกุลไบโอติน 

 จากผลการทดลองพบวา เฉพาะบริเวณที่มีการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากดวยไบโอตินเทาน้ันทีส่ามารถ

เกิดปฏิกิริยากับสับสเตรต OPD ได สังเกตการเปลี่ยนแปลงไดจากเกิดจุดสีเหลืองที่บริเวณที่ตรึงพีเอ็นเอตัวอยางที่

ติดโมเลกุลไบโอตินเม่ือทิ้งไวเปนเวลานานจะเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาล ในขณะที่บริเวณที่ตรึงพีเอ็นเอที่ไมติดฉลาก 

ไบโอตินน้ันจะไมเกิดการเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกับบริเวณที่ไมตรึงพีเอ็นเอ (blank) ดังนั้นจึงสามารถยืนยันไดวาการ

ตรวจวัดพีเอ็นเอที่ติดฉลากดวยไบโอตินโดยใชปฏิกิริยารีดอกซระหวางสับสเตรต OPD และยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดโดยมี SA-HRP เปนตัวเรงปฏิกิริยาน้ันมีความจําเพาะเจาะจงกับเฉพาะพีเอ็นเอที่ติดฉลากไบโอตินเทาน้ัน 

โดยไมมีการรบกวนโดยพีเอ็นเอที่ไมติดฉลาก และพ้ืนผิวกระดาษ ทั้งที่ผานการดัดแปรใหเปนแอลดีไฮดและที่ไมผาน

การดัดแปร ทั้งยังสามารถตรวจวัดพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากดวยไบโอตินไดแมมีปริมาณเพียง 10 pmol/spot 

Blank 
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3.4 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากความไวของการตรวจวัดและ

ความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม 

 3.4.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากความจําเพาะเจาะจงกับ 

ดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม  

 เมื่อผูวิจัยสามารถทดสอบความจําเพาะเจาะจงของการตรวจวัดพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกลุไบโอตินโดยใช

ปฏิกิริยารีดอกซที่สามารถทําใหเกิดสีระหวางสับสเตรต OPD และไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยมี SA-HRP เปนตัวเรง

ปฏิกิริยาไดแลว ตอมาผูวิจัยจึงสนใจพัฒนาวิธีการตรวจวัดการยึดจับกันระหวางพีเอ็นเอโพรบกับดีเอ็นเอตัวอยางที่

เปนคูสมโดยใชปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม โดยมีหลักการดังแสดงในรูปท่ี 3.12 

 

รูปที่ 3.12 แผนภาพแสดงการทดสอบความจาํเพาะเจาะจงของดีเอ็นเอเซ็นเซอรตอการจับยึดกับดีเอ็นเอคูสมโดยใช

ปฏิกริิยาสรางสีทีส่ามารถมองเห็นดวยตาเปลาของเอนไซม Streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) 

 โดยในงานวิจัยน้ีผูวิจัยจะตรึงพีเอ็นเอโพรบลงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวเพื่อเปนดีเอ็นเอเซ็นเซอร 

จากน้ันนํามาตรวจวัดดีเอ็นเอตัวอยางที่เปนคูสมโดยใชดีเอ็นเอที่ติดฉลากดวยไบโอตินที่ปลายสาย เมื่อเกิดการยดึจบั

กันระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอที่เปนคูสมกัน เมื่อเติม SA-HRP ลงไป สวนของ SA จะยึดจับกับโมเลกุลของไบโอติน

ไดอยางจําเพาะเจาะจงและสามารถเกิดปฏิกิริยาสรางสีของ OPD กับยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดบริเวณ

ดังกลาว แตถาดีเอ็นเอตัวอยางมีลําดับเบสไมเปนคูสมกับพีเอ็นเอโพรบก็จะไมเกิดการยึดจับระหวางพีเอ็นเอ 
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และดีเอ็นเอ ทําใหไมเกิดการตรึงSA-HRP บนพ้ืนผิวกระดาษ เม่ือเติมสับสเตรต OPD และยูเรีย-ไฮโดรเจน- 

เปอรออกไซดก็จะไมเกิดการเปลี่ยนแปลง 

 ผูวิจัยสนใจศึกษาประสิทธิภาพการตรวจสอบการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอตัวอยางจาก

ความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมโดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอที่ มีลําดับเบสไมเปนคูสมกับ 

ดีเอ็นเอเซ็นเซอรอยู 1 ตําแหนง (single mismatch) ซึ่งเปนการตรวจวัดแบบที่ทาทายที่สุด ในการทดลองน้ีจะใช 

พีเอ็นเอโพรบ 2 ชนิด ไดแก Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2 (Probe 1) และ Ac-Lys-GCCTCACCACCA-NH2 

(Probe 2) ชนิดละ 10 pmol/spot และใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากดวยไบโอติน 2 ชนิด ไดแก ดีเอ็นเอตัวอยาง 

biotin-dTGGTGGTAAGGC (S19) และ biotin-dTGGTGGTGAGGC (S20) ซึ่งมีลําดับเบสเปนคูสมกับพีเอ็นเอ 

Probe 2 และพีเอ็นเอ Probe 1 ตามลําดับ ซึ่งดีเอ็นเอตัวอยางที่ใชในงานวิจัยน้ีเก่ียวของกับความผิดปกติของ

โปรตีนในเม็ดเลือดที่เรียกวา Hemoglobin E (HbE) ซึ่งกอใหเกิดโรคธาลัสซีเมียชนิดบีตา54  โดยดีเอ็นเอ S19 คือ 

ยีนที่ปกติในมนุษย ขณะที่ดีเอ็นเอ S20 คือ ยีนผิดปกติ  

 ในการทดลอง ผูวิจัยไดทําใหพีเอ็นเอโพรบยึดจับกับดีเอ็นเอตัวอยางดวยเทคนิค capillary transport โดย

จับคูระหวางพีเอ็นเอโพรบและดีเอ็นเอตัวอยางใหครบทั้ง 4 รูปแบบที่เปนไปได โดยทําชนิดละ 2 ซ้ําและตรวจวัด

โดยใชปฏิกิริยาที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนสีเทียบกับบริเวณที่ผานขั้นตอนเดียว กันแตไมตรึงพีเอ็นเอ (blank)  

ไดผลการทดลองดังรูปที่ 3.13 

 

  

รูปที่ 3.13 การทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรตอการจบัยึดกับดีเอ็นเอคูสม 

จากความจาํเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมโดยเทคนิค Capillary transport 

 จากผลการทดลองพบวา probe 1 จะเกิดการเปลี่ยนแปลงเปนจุดสีเหลืองเขมกวาในกรณีของการจับคูกับ

ดีเอ็นเอตัวอยาง S19 เทาน้ัน ขณะเดียวกันที่ probe 2 จะเกิดการเปลี่ยนแปลงชัดเจนกวาในบริเวณที่เกิดการเขาคู

กับ S20 เนื่องจากพีเอ็นเอ probe 1 มีลําดับเบสคูสมกับลําดับเบสบนดีเอ็นเอตัวอยาง S19 อยางสมบูรณแตมีลําดับ

เบสไมเปนคูสม 1 เบส (single mismatch) กับดีเอ็นเอตัวอยาง S20 จึงทําใหไมเกิดการยึดจับกันระหวาง probe 1 

กับดีเอ็นเอตัวอยาง S20 แตจะเกิดการยึดจับกันดีกับดีเอ็นเอตัวอยาง S19 จากนั้นเม่ือเติมSA-HRP สับสเตรต OPD 

กับยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงไป ดังน้ันจึงสามารถแสดงใหเห็นไดวาดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ไดมีความจําเพาะ

Probe  1  : Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2  

Probe  2  : Ac-Lys-GCCTCACCACCA-NH2  

S19  : biotin-dTGGTGGTAAGGC  

S20  : biotin-dTGGTGGTGAGGC  
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เจาะจง (specificity) กับดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินเปาหมายที่เปนคูสมโดยสามารถแยกความแตกตางของลําดับเบส

ที่มีความแตกตางกันเพียง 1 เบสได และสามารถตรวจสอบความแตกตางของการยึดจับกันระหวางพีเอ็นเอโพรบกับ

ดีเอ็นเอคูสมที่ติดฉลากไบโอตินไดดวยปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีของสับสเตรต OPD และไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยมี 

SA-HRP เปนตัวเรงปฏิกิริยา อยางไรก็ตามยังพบปญหาอยูบางคือมีการเกิดสีเหลืองออนๆ เม่ือพีเอ็นเอและดีเอ็นเอ

ไมเปนคูสมกัน ซึ่งแตกตางจาก blank experiment แสดงวานาจะเกิดจากการที่ single base mismatch PNA-

DNA ไฮบริดยังมีความเสถียรพอสมควร จึงจําเปนที่จะตองศึกษาตอไปเพ่ือหาวิธีเพ่ิมความจําเพาะเจาะจงใหดียิ่งขึ้น 

 จากน้ันทดลองเชนเดียวกันกับการทดลองขางตน หากแตจะใชวธิีการหยดดีเอ็นเอที่ติดฉลากไบโอตินลงบน

พีเอ็นเอโพรบทั้งสองโดยตรงไดผลการทดลองดังรูปที่ 3.14 

 

รูปที่ 3.14 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรตอการจับยึดกับดีเอ็นเอคูสม 

จากความจาํเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมโดยหยดดีเอ็นเอคูสมโดยตรง 

 

 จากผลการทดลองพบวาการหยดดีเอ็นเอตัวอยางติดฉลากไบโอตินโดยตรงก็ใหผลสอดคลองกับการใช

เทคนิค capillary transport แตมี non-specific interaction มากกวา สังเกตไดจาก background ที่คอนขางเขม

ใน blank ดังน้ันสําหรับการตรวจวัดดวยปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม การใชวิธี capillary transport นาจะใหผล

ดีกวา 

3.4.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากขีดจํากัดของการตรวจวัด 

 เมื่อไดทดสอบความจําเพาะเจาะจงของดีเอ็นเอเซ็นเซอรกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมแลว ลําดับถัดมา

เปนการศึกษาประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากขีดจํากัดในการตรวจวัดโดยอาศัยปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม 

ในการทดลองน้ีจะตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2 (Probe 1) ปริมาณ 1 pmol/spot บน

กระดาษกรองดัดแปรและใชดีเอ็นเอตัวอยางติดฉลากไบโอติน biotin-dTGGTGGTAAGGC (S19) ในปริมาณ 3.5, 

1.0 และ 0.35 pmol/spot โดยเปรียบเทียบกันระหวางการใชเทคนิค capillary transport และการหยดดีเอ็นเอ

ติดฉลากไบโอตินที่เปนคูสมโดยตรงไดผลการทดลองดังตารางที่ 4  

S19 

S20 

Probe  1  : Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2  

Probe  2  : Ac-Lys-GCCTCACCACCA-NH2  

S19  : biotin-dTGGTGGTAAGGC  

S20  : biotin-dTGGTGGTGAGGC  
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ตารางท่ี 4 ผลการทดสอบประสิทธภิาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากขีดจาํกัดของการตรวจวัดโดยการลดปริมาณ 

ดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินที่เปนคูสมดวยเทคนิค Capillary transport และวธิีการหยดดีเอ็นเอโดยตรง 

DNA (pmol/spot) 
Capillary Transport Spotting Method 

 Blank  Blank 

3.5 
    

1 
    

0.35 
    

 

 จากผลการทดลองพบวาเม่ือลดปริมาณดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินที่เปนคูสมลงจาก 3.5 pmol/spot จนมี

ปริมาณเพียง 0.35 pmol/spot ยังคงสามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงสีบริเวณพีเอ็นเอโพรบที่ตรวจวัดได แสดงใหเห็น

วาดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ไดมีขีดจํากัดในการตรวจวัด (limit of detection) ตํ่า เน่ืองจากเอนไซมสามารถขยาย

สัญญาณ (signal amplification)44 ทําใหสามารถตรวจวัดดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินที่เปนคูสมกับพีเอ็นเอโพรบไดใน

ปริมาณที่นอยมาก  
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บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลอง 

  

 ในงานวิจัยน้ีไดสังเคราะหกระดาษกรองที่ดัดแปรพ้ืนผิวเพื่อใหเปนหมูแอลดีไฮดโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันดวย

โซเดียมเปอรไอโอเดต-ลิเทียมคลอไรด เพ่ือนําไปใชเปนวัฏภาคของแข็งในการตรึงพีเอ็นเอในการสังเคราะหดีเอ็นเอ

เซ็นเซอร โดยสามารถพิสูจนเอกลักษณไดโดยใชปฏิกิริยาการเกิดสีกับ 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน  

จากการทดลองตรึงพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพื้นผิวเพ่ือ

ตรวจสอบประสิทธิภาพของการตรึงพีเอ็นเอภายใตภาวะของการตรึงตางๆ โดยการสังเกตการเรอืงแสงภายใตแสงยูวทีี่

มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบวาภาวะของการตรึงที่เหมาะสมคือ ระบบสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด 

ที่มีไดเมทิลฟอรมาไมดเปนตัวทําละลาย โดยปริมาณพีเอ็นเอติดฉลากฟลูออเรสซีนที่นอยที่สุดที่ยังมองเห็นสัญญาณ

ฟลูออเรสเซนสไดดวยตาเปลาเทากับ 10 pmol/spot จากน้ันจึงนําวิธีการดังกลาวไปใชในการตรึงพีเอ็นเอโพรบที่ไม

ติดฉลากเพ่ือนําไปใชเปนดีเอ็นเอเซ็นเซอร โดยไดตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอโพรบที่ถูกตรึง

บนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกัน เริ่มตนจากการนําตัวอยางที่เปนดีเอ็นเอติดฉลาก        

ฟลูออเรสซีนที่เปนคูสมกันกับพีเอ็นเอโพรบ มาทําใหเกิดเปนไฮบริดของพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอบนพ้ืนผิวกระดาษดวย

เทคนิค capillary transport เปรียบเทียบกับการหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง พรอมทั้งตรวจสอบความสามารถใน

การจับยึดภายใตแสงยูวีที่มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบวาการตรวจวัดดวยเทคนิคฟลูออเรสเซนสมีขีดจาํกัดใน

การตรวจวัด (detection limit) ที่ต่ําถึง 0.35 pmol/spot แลวยังคงมองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสไดดวยตาเปลา 

โดยการหยดดีเอ็นเอโดยตรงใหสัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ชัดเจน และมีความสัมพันธเชิงเสนกับปริมาณดีเอ็นเอ

มากกวา ซึ่งอาจเกิดจากการทํา capillary transport มีดีเอ็นเอบางสวนที่ไมไดเกิดเปนไฮบริดกับพีเอ็นเอโพรบ

ทั้งหมด 

นอกจากน้ี เพื่อหลีกเลี่ยงการติดฉลากดีเอ็นเอตัวอยางดวยฉลากเรืองแสงซึ่งมีราคาแพงและขีดจํากัดของ    

การตรวจวัดยังไม ดีนัก จึงได พัฒนาวิธีการตรวจวัดโดยอาศัยปฏิ กิริยาของไฮโดรเจนเปอรออกไซดและ                       

o-phenylenediamine (OPD) โดยมีเอนไซม horseradish peroxidase ที่เชื่อมตอกับสเตรปตาวิดิน (SA-HRP) 

เปนตัวเรงปฏิกิริยาสรางสี ทําใหเกิดผลิตภัณฑสีเหลืองที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา จากการทดลองพบวา

สามารถตรึงพีเอ็นเอโพรบเพียง 1 pmol/spot  แลวยังเห็นจุดสีชัดเจนอยู และจากการตรวจสอบขีดจํากัดของการ

ตรวจวัด พบวาสามารถตรวจวัดดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินที่มีปริมาณเพียง 0.35 pmol/spot แลวยังมองเห็นไดดวย

ตาเปลาอยางชัดเจน อีกทั้งดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ไดยังมีความจําเพาะเจาะจง (specificity) ที่ดีโดยสามารถแยกแยะความ
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แตกตางของดีเอ็นเอที่ติดฉลากไบโอติน 2 สายที่มีลําดับเบสตางกันเพียง 1 ตําแหนง (single mismatch) ไดทั้ง

เทคนิค capillary transport และการหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 
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