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บทคัดยอ 

กระดาษกรองเปนวัสดุที่เหมาะแกการนํามาใชเปนวัฏภาคของแข็งสําหรับการตรึงสารชีวโมเลกุลเพื่อใช

เปนตัวตรวจวัดเชิงชีวภาพ เน่ืองจากกระดาษกรองเปนวัสดุที่หาไดงาย, สามารถเขากันไดกับระบบชีวภาพ และ

สามารถดัดแปรพื้นผิวเปนหมูฟงกชันตางๆ ไดหลากหลาย ในงานวิจัยน้ี นําพิโรลิดินิลพีเอ็นเอ ซึ่งมีโครงสรางหลกั

เปน D-prolyl-2-aminocyclopentanecarboxylic acid (เอซีพีซีพีเอ็นเอ, ในงานน้ีจะเรียกเปนพีเอ็นเอ) ตรึง

บนพื้นผิวเซลลูโลสเพื่อใชเปนโพรบในการตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอ ขั้นแรกเปนสังเคราะหไดแอลดีไฮด

เซลลูโลส หรือ ดีเอซี โดยการดัดแปรพื้นผิวกระดาษกรองโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันบางสวนดวยโซเดียมเปอร    

ไอโอเดตผสมลิเทียมคลอไรด และพิสูจนเอกลักษณหมูแอลดีไฮดที่เกิดขึ้นโดยใชการทดสอบที่ทําใหเกิดสีโดย 

2,4-dinitrophenylhydrazine จากน้ันเปนการตรึงพีเอ็นเอโพรบลงบนกระดาษกรองที่ผานดัดแปรพื้นผิวดวย

ปฏิกิริยารีดักทีฟแอลคิลเลชันโดยมีโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรดอยูดวย การทดสอบโดยใชพีเอ็นเอติดฉลาก  

ฟลูออเรสซีนยืนยันวาสามารถตรึงพีเอ็นเอบนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวไดจริง ลําดับถัดมาเปนการตรวจสอบ

ความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยใชพีเอ็นเอไมติดฉลากกับ        

ดีเอ็นเอติดฉลากฟลูออเรสซีน พบวาสามารถตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนสภายใตแสงยูวีไดที่ปริมาณดีเอ็นเอ

ตัวอยางเพียง 0.35 pmol แสดงใหเห็นถึงศักยภาพของวิธีการตรึงพีเอ็นเอบนกระดาษดัดแปรพื้นผิวเปนหมู   

แอลดีไฮดน้ีในการสรางเปนพีเอ็นเอแอเรย นอกจากน้ี ในงานวิจัยยังไดพัฒนาวิธีการตรวจสอบความสามารถใน

การจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยอาศัยปฏิกิริยาสรางสีที่สามารถมองเห็นไดดวย 

ตาเปลาโดยอาศัยเอนไซม เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจวัดและเลี่ยงการใชวิธีติดฉลากฟลูออเรสซีนที่มีราคาแพง

บนสายดีเอ็นเอเปาหมาย โดยเมื่อเกิดการจับยึดระหวางพีเอ็นเอโพรบกับดีเอ็นเอติดฉลากไบโอติน แลวเติม

เอนไซม horseradish peroxidase ที่เชื่อมตอกับสเตรปตาวิดิน ตามดวย o-phenylenediamine/H2O2 จะได

ผลิตภัณฑสีเหลืองซึ่งสามารถสังเกตเห็นไดดวยตาเปลา โดยดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ประกอบดวยพีเอ็นเอโพรบที่ตรึง

บนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวเมื่อใชรวมกับวิธีการตรวจวัดดวยปฏิกิริยาสรางสีที่สามารถมองเห็นไดดวย        

ตาเปลาโดยอาศัยเอนไซมมีขีดจํากัดตํ่าพอที่จะตรวจวัดดีเอ็นเอที่มีปริมาณตํ่ากวาระดับ picomole ได ทั้งยังมี

ความจําเพาะเจาะจงที่ดีโดยสามารถแยกความแตกตางของดีเอ็นเอที่ติดฉลากไบโอติน 2 สายที่มีลําดับเบส

ตางกันเพียง 1 ตําแหนงไดอยางชัดเจน 

คาํสาํคัญ : พิโรลิดินิลพีเอ็นเอ, พีเอ็นเอแอเรย, ดีเอ็นเอเซ็นเซอร, ปฏิกริิยาสรางสีทีส่ามารถเห็นไดดวยตาเปลา

โดยอาศัยเอนไซม, อุปกรณวิเคราะหโดยใชกระดาษ 
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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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ดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยอาศัยปฏิกริิยาที่ทําใหเกิดสีทีส่ามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 

 16 

   

2.4.1 ภาวะมาตรฐานของการทดลอง  16 
   

2.4.2 การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกบั 
ดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยการใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากดวยฟลูออเรสซีน 

 17 

   

2.4.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจบัระหวางพเีอ็นเอและ 
ดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค Capillary Transport 

 17 

   

2.4.2.2 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจบัระหวางพเีอ็นเอและ 
ดีเอ็นเอโดยการหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 

 18 

   

2.4.3 การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกบั 
ดีเอ็นเอที่เปน คูสมกันโดยอาศัยปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม 

 19 

   

 2.4.3.1 การทดลองตรึง horseradish peroxidase (HRP) โดยอาศัย
หลักอันตรกริิยาทางไฟฟา 

 19 

   

2.4.3.2 การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของการตรวจวัดดวย 
Streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) โดยใชพีเอ็นเอที่ติด
ฉลากดวยไบโอตินเทียบกบัตําแหนงพีเอ็นเอที่ไมติดไบโอติน 

 20 

   

2.5      การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร จากความไวของการตรวจวัดและ
ความจําเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอเปาหมายทีเ่ปนคูสม 

 22 

   

2.5.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร จากความจําเพาะ
เจาะจงกบัดีเอ็นเอเปาหมายทีเ่ปนคูสม   

 23 

   

2.5.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร จากขีดจํากัดของการ
ตรวจวัด 

 24 

   

บทที่ 3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง   
   

3.1     การสังเคราะหและพิสูจนเอกลักษณกระดาษกรองที่ดัดแปรพื้นผิวโดยปฏิกิริยา  
 ออกซิเดชันดวยโซเดียมเปอรไอโอเดตเพื่อใหเปนหมูแอลดีไฮด 

 25 

   

3.1.1     การหาสภาวะของระบบที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเตรียมกระดาษกรอง 
            ดัดแปรพื้นผิว 

 26 

   

3.2     การตรงึพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองทีผ่านการดัดแปรพื้นผิวเพื่อสังเคราะห 
         ดีเอ็นเอเซ็นเซอรและการตรวจสอบประสทิธิภาพของการตรึงพเีอ็นเอ 

 26 

   

3.2.1    การหาระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมสําหรับการทดลอง  28 
   

3.2.2 การหาปรมิาณพีเอ็นเอที่นอยที่สุดที่เมือ่ตรงึบนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิว 
           แลวยังสามารถมองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสดวยตาเปลา 

 30 

   



 

 

3.3    การพัฒนาวิธีการตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับ 
         ดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยอาศัยปฏิกิริยาสรางสีที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 

 31 

   

3.3.1 การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับ 
           ดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยการใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากฟลูออเรสซีน  

 31 

   

3.3.1.1 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจบัระหวางพเีอ็นเอและ 
          ดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค Capillary Transport 

 31 

   

3.3.1.2 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจบัระหวางพเีอ็นเอและ 
          ดีเอ็นเอโดยการหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 

 

34 

   

3.3.2 การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกบั 
           ดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยการใชดีเอ็นเอตัวอยางทีติ่ดฉลากไบโอตินรวมกับ  
           การขยายสัญญาณดวยเอนไซม 

 

36 

   

3.4     การตรวจสอบประสทิธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากความไวของการตรวจวัดและ  
         ความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม 

 

39 

   

3.4.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากความจาํเพาะเจาะจง 
           กับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม 

 

39 

   

3.4.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากขีดจํากดัของการ 
           ตรวจวัด 

 

41 

   

บทที่ 4 สรปุผลการทดลอง 
 

43 
   

เอกสารอางอิง 
 

44 
   

ประวัติผูวิจัย 
 

49 
 

  

 
  

 
  

 



 

 

สารบัญรูปประกอบ 

รูปท่ี  หนา 
   

1.1 แสดงหลักการทํางานของพเีอ็นเอแอเรยที่พฒันาข้ึนในงานวิจัยน้ี 2 
   

1.2 เปรียบเทียบโครงสรางระหวาง DNA และ Nielsen’s PNA 3 
   

1.3 แสดงสวนประกอบของพิโรลิดินิลพีเอ็นเอ 4 
   

1.4 แสดงโครงสรางของพิโรลิดินิลพีเอ็นเอ ชนิด acpcPNA 4 
   

1.5 แสดงการจบัยึดในรูปแบบแอนติพาราเรลของ cis-D-SS-ACPC PNA และ ดีเอ็นเอ 5 
   

1.6 แสดงปฏิกริิยารีดักทีฟแอลคิลเลชันระหวางสารประกอบแอลดีไฮด และสารประกอบเอมีน 
บนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิว 

6 

   

2.1 แผนภาพแสดงวิธีการตรึงพเีอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพื้นผิวเพื่อ
สังเคราะหพีเอ็นเอแอเรย 

13 

   

2.2 การทดลองหาระบบตัวทําละลายที่เหมาะสม สําหรับการสงัเคราะหพีเอ็นเอแอเรย 14 
   

2.3 การทดลองหาปริมาณพีเอ็นเอติดโมเลกลุฟลูออเรสซีนที่นอยที่สุดทีส่ามารถตรึงบน 
กระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวแลวสามารถตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนตดวยตาเปลา 

15 

   

2.4 แผนภาพแสดงวิธีการทดสอบการจบัยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกบัดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดย
การใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีน 

17 

   

2.5 การทดสอบการยึดจับระหวางพเีอ็นเอและดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค Capillary Transport 17 
   

2.6 การทดสอบการยึดจับระหวางพเีอ็นเอและดีเอ็นเอโดยการหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 18 
   

2.7 การทดสอบเพื่อตรึง horseradish peroxidase (HRP) โดยอาศัยหลักอันตรกริิยาทางไฟฟา
ระหวางดีเอ็นเอและเอนไซม 

19 

   

2.8 แผนภาพแสดงการทดสอบความจําเพาะเจาะจงระหวาง streptavidin-horseradish 
peroxidase (SA-HRP) กับพีเอ็นเอที่ติดโมเลกลุไบโอติน 

20 

   

2.9 การทดสอบความจําเพาะเจาะจงระหวาง Streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) 
กับพีเอ็นเอที่ติดโมเลกลุไบโอติน เทียบกับตําแหนงพเีอ็นเอทีไ่มติดโมเลกุลไบโอติน 

21 

   

2.10 แผนภาพแสดงการทดลองเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของพเีอน็เอแอเรย ตอการจับยึดกบัดีเอ็นเอ
คูสม โดยใชปฏิกิริยาทีท่ําใหเกิดสทีี่สามารถมองเห็นดวยตาเปลาของเอนไซม Streptavidin-
horseradish peroxidase (SA-HRP) 

22 

   

2.11 การทดลองเพื่อทดสอบประสทิธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร จากความจําเพาะเจาะจงตอการจับ
ยึดกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม (วิธี Capillary Transport) 

23 

   

2.12 การทดลองเพื่อทดสอบประสทิธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากความจําเพาะเจาะจงตอการจับยึด
กับดีเอ็นเอเปาหมายทีเ่ปนคูสม (วิธีหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง)   

23 

   

2.13 การทดลองเพื่อทดสอบประสทิธิภาพของพีเอ็นเอแอเรย จากขีดจํากัดของการตรวจวัด 24 
   



 

 

3.1 กลไกการเกิดปฏิกิริยาเปอรไอโอเดตออกซิเดชันของเซลลูโลส 25 
   

3.2 ปฏิกิริยาการทดสอบสารประกอบคารบอนิลดวย2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 27 
   

3.3 ปฏิกิริยาการทดสอบแอลดีไฮดดวย2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 27 
   

3.4 วิธีการตรึงพเีอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพื้นผิวเพื่อสังเคราะหดีเอ็นเอ
เซ็นเซอร 

28 

   

3.5 สัญญาณฟลูออเรสเซนสของพเีอ็นเอ Flu-TTTTTTTTT-LysNH2 ที่ถูกตรึง 29 
   

3.6 สัญญาณฟลูออเรสเซนสของพเีอ็นเอ Flu-TTTTTTTTT-LysNH2 ที่ถูกตรึงปรมิาณตางๆ 30 
   

3.7 แผนภาพแสดงวิธีการทดสอบการจบัยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกบัดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดย
การใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากฟลอูอเรสซีน 

32 

   

3.8 ปฏิกิริยารีดอกซระหวางออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน (OPD) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 36 
   

3.9 ผลการศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมของปฏิกิริยาการสรางสีดวยเอนไซม HRP ที่ pH ตางๆ 37 
   

3.10 แผนภาพแสดงการพสิูจนหลกัการตรวจวัดพีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอตินโดยใช SA-HRP 38 
   

3.11 ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงระหวาง SA-HRP กับพเีอ็นเอที่ติดโมเลกลุไบโอติน
เปรียบเทียบกับตําแหนงพีเอ็นเอที่ไมติดโมเลกลุไบโอติน 

38 

   

3.12 แผนภาพแสดงการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของดีเอ็นเอเซ็นเซอรตอการจับยึดกับดีเอ็นเอคู
สมโดยใชปฏิกริิยาสรางสีทีส่ามารถมองเห็นดวยตาเปลาของเอนไซม Streptavidin 
horseradish peroxidase (SA-HRP) 

39 

   

3.13 การทดลองเพื่อทดสอบประสทิธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรตอการจบัยึดกบัดีเอ็นเอคูสม 
จากความจําเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมโดยเทคนิค Capillary transport 

40 

   

3.14 ผลการทดสอบประสทิธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรตอการจับยึดกับดีเอ็นเอคูสม  
จากความจําเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมโดยหยดดีเอ็นเอคูสมโดยตรง 

41 

   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   



 

 

สารบัญตาราง 

ตารางท่ี  หนา 
   

1 แสดงผลการทดสอบเชิงคุณภาพของกระดาษกรองดัดแปรพืน้ผิวที่สภาวะตางๆดวย
สารละลาย 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 

26 

   

2 สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ 254 นาโนเมตรทีส่ังเกตเห็นเมื่อลดปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลาก
ฟลูออเรสซีนลง (การไฮบริไดซทําโดยเทคนิค capillary transport) 

32 

   

3 สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ 254 นาโนเมตรทีเ่กิดข้ึนเมื่อลดปริมาณดีเอ็นเอที่ติดโมเลกลุ 
ฟลูออเรสซีนลงเมื่อตรวจวัดโดยหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 

34 

   

4 ผลการทดสอบประสทิธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากขีดจํากัดของการตรวจวัดโดยการลด
ปริมาณดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินที่เปนคูสมดวยเทคนิค Capillary transport และวิธีการ
หยดดีเอ็นเอโดยตรง 

42 

   

   
   

   
 



 

 

สารบัญกราฟ 

กราฟท่ี  หนา 
   

1 คาเฉลี่ยความเขมสัญญาณฟลูออเรสเซนสจากการตรงึพเีอ็นเอติดฉลากฟลูออเรสซีนดวย                       
ระบบตัวทําละลายชนิดตางๆจากการทําซ้ํา 2 ครั้ง 

29 

   

2 ความสัมพันธระหวางความสวางของสญัญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอที่
ปริมาณตางๆเปรียบเทียบกบัความสวางพื้นหลงัของกระดาษกรองดัดแปรที่ไมตรึงพเีอ็นเอ 
(blank) ที่ตรวจวัดดวยเทคนิค capillary transport, error bar แสดงคา SD จากการ
ทดลอง 3 ครั้ง 
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3 ความสัมพันธระหวางความสวางของสญัญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอที่
ปริมาณตางๆเปรียบเทียบกบัความสวางพื้นหลงัของกระดาษกรองดัดแปรที่ไมตรึงพเีอ็นเอ 
(blank) ที่ตรวจวัดโดยการหยดดีเอ็นเอโดยตรง, error bar แสดงคา SD จากการทดลอง  
3 ครั้ง 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

2,4-DNP 2 4-dinitrophenylhydrazine  
   

µL microlitre  
   

µM micromolar  
   

ACN acetonitrile  
   

acpc 2-aminocyclopentanecarboxylic acid  
   

aeg N-2-aminoethylglycine  
   

ALP alkaline phosphatase  
   

BSA bovine serum albumin  
   

cm2 square centimeter  
   

DAC dialdehyde cellulose  
   

DMF dimethylformamide  
   

DMSO dimethylsulfoxide  
   

DNA deoxyribonucleic acid  
   

EIA enzyme immunoassay  
   

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay   
   

g gram  
   

HRP horseradish peroxidase  
   

M molar  
   

mg milligram  
   

mL milliliter  
   

mM millimolar  
   

mm2 square millimeter  
   

mmol millimole  
   

nm nanometer  
   

OPD o-phenylenediamine  
   

PBS phosphate buffer saline  
   

pmol picomole  
   



ฑ 
 

 

PNA peptide nucleic acid  
   

SA-HRP streptavidin-horseradish peroxidase conjugate  
   

SD standard deviation  
   

TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine  
   

zmol zeptomole  
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บทท่ี 1 

บทนาํ 

   

1.1 มูลเหตุจูงใจหรือแนวความคิด 

ในปจจุบันการตรวจสอบลําดับเบสของสารพันธุกรรม (DNA Sequence Determination) เปนหน่ึงใน

เทคโนโลยีที่มีบทบาทอยางมากทั้งในดานการแพทย1, นิติวิทยาศาสตร2, เกษตรกรรมและเทคโนโลยีทางอาหาร3 

โดยเทคนิคดังกลาวไดรับการพัฒนาอยางตอเน่ือง เพ่ือใหมีวิธีที่ไมยุงยากซับซอน ทําไดรวดเร็ว  ตนทุนต่ํา มีความ

เลือกจําเพาะสูงและวองไวตอปฏิกิริยา ที่สําคัญผลที่ไดจะตองมีความนาเชื่อถือ ซึ่งวิธีการหน่ึงที่นิยมใชคือ การตรงึ

ดีเอ็นเอสายสั้นๆบนพื้นผิววัสดุ เชน กระจกสไลด หรือ silicon chips เพ่ือนําไปใชเปนตัวติดตามหรือโพรบ 

(Probe) ในการตรวจสอบลําดับเบสของสารพันธุกรรม ซึ่งการตรวจวัดสามารถทําไดโดยใชเทคนิคเชงิแสง4 หรอืวดั

สมบัติอ่ืนๆที่เปลี่ยนแปลงไปของโพรบเมื่อเขาคูกับดีเอ็นเอคูสม อาจจะโดยตรงหรือมีตัวใหสัญญาณอ่ืนอยูดวย5 แต

เน่ืองจากโมเลกุลของดีเอ็นเอมีหมูฟอสเฟตอยูในสายโซหลักเปนองคประกอบซึ่งมีประจุลบภายใตสภาวะปกติ จึง

เกิดแรงผลักระหวางดีเอ็นเอทั้งสองสาย ทําใหโมเลกุลลูกผสมที่เกิดขึ้นมีเสถียรภาพที่ไมดีนัก นอกจากนี้ดีเอ็นเอ

ธรรมชาติยังถูกยอยดวยเอนไซมนิวคลีเอสไดงาย  จึงมีนักวิจัยหลายคณะที่พยายามเอาชนะขอจํากัดเหลาน้ีของ    

ดีเอ็นเอโดยการพัฒนาโมเลกุลเลียนแบบดีเอ็นเอที่มีสมบัติการจับยึด (Hybridization) และมีความเสถียรตอ

เอนไซมนิวคลีเอสและโปรตีเอสที่ดีกวาดีเอ็นเอในธรรมชาติ 

เพปไทดนิวคลีอิกแอซิด หรือ พีเอ็นเอ (Peptide Nucleic Acid; PNA)6 เปนโมเลกุลสังเคราะหเลียนแบบ

ดีเอ็นเอที่มีเสถียรภาพสูงและไมถูกยอยโดยเอนไซมนิวคลีเอสและโปรตีเอส เน่ืองจากโครงสรางหลักของพีเอ็นเอ  

ไมมีประจุ เม่ือจับยึดกับดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอจะเกิดเปนโมเลกุลลูกผสมที่มีความเสถียรสูง โดยที่ความเสถียร    

ไมขึ้นกับ ionic strength อีกทั้งยังมีความจําเพาะเจาะจงในการจดจํากับดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอเปาหมายตามกฎ

การเขาคูเบสของวัตสัน-คริกที่สูงกวาดีเอ็นเอธรรมชาติ การนําพีเอ็นเอมาใชเปนโพรบเพื่อใชตรวจสอบลําดับเบส

ของสารพันธุกรรม โดยเฉพาะในรูปแบบที่เปนแอเรย คือตรึงพีเอ็นเอโพรบจํานวนมากบนระนาบพ้ืนผิวเดียวกัน จึง

ถือเปนนวัตกรรมทางเลือกที่จะใหผลการวิเคราะหที่เที่ยงตรงและแมนยํา ทําไดรวดเร็วโดยวิธีที่ใชไมซับซอน ซึ่งใน

งานวิจัยน้ีจะพัฒนาวิธีการเตรียมพีเอ็นเอแอเรยบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว เนื่องจากกระดาษกรองเปนวัสดุที่

หางายและตนทุนตํ่า ทั้งยังมีหมูฟงกชันทีเ่อ้ือตอการเกิดปฏิกิริยาเพ่ือดัดแปรพ้ืนผิว อีกทั้งจะพัฒนาวิธีการที่จะใช

ตรวจสอบการจับยึดระหวางพีเอ็นเอโพรบกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมบนพื้นผิวกระดาษ โดยเนนการเกิดสีที่เห็นไดดวย
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ตาเปลา และคาดวาพีเอ็นเอแอเรยบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวจะเปนอุปกรณตรวจวัดลําดับเบสของสาร

พันธุกรรมที่สะดวกตอการใชงาน ใชปริมาณโพรบและตัวอยางนอย และไดผลการตรวจวัดที่ชัดเจนและรวดเร็ว 

  

 

รูปท่ี 1.1 แสดงหลักการทํางานของพีเอ็นเอแอเรยที่พัฒนาขึน้ในงานวิจัยนี้  
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1.2 ทฤษฎทีี่สําคญัและงานวิจัยที่เกี่ยวของ  

1.2.1 เพปไทดนิวคลีอกิแอซิด (พีเอ็นเอ) 

 
   DNA          Nielsen’s PNA                

รูปท่ี 1.2 เปรียบเทียบโครงสรางระหวาง DNA และ Nielsen’s PNA 

 ในป ค.ศ. 1991 Nielsen และคณะ7, 8 ไดคิดคนโมเลกุลสังเคราะหเลียนแบบดีเอ็นเอโดยการแทนที่สวน

ของนํ้าตาลดีออกซีไรโบสและหมูฟอสเฟตของดีเอ็นเอดวยสารคลายไดเพปไทดที่เรียกวา เอ็น-2-อะมิโนเอทิล

ไกลซีน   (N-2-aminoethylglycine; AEG) ดังแสดงในรูปท่ี 1.2 โดยไดใหชื่อเรียกโมเลกุลเลียนแบบดีเอ็นเอนี้วา 

เพปไทดนิวคลีอิกแอซิด (Peptide Nucleic Acid; PNA) หรือปจจุบันจะเปนที่รูจักกันในชื่อของ 

aminoethylglycyl PNA หรือ aegPNA  ซึ่งพีเอ็นเอดังกลาวมีความสามารถในการจับยึดกับดีเอ็นเอและ        

อารเอ็นเอไดอยางจําเพาะเจาะจงตามกฎการเขาคูเบสของวัตสัน-คริก (Watson-Crick) เกิดเปนโมเลกุลลูกผสม

แบบดับเบิลเฮลิกซที่เสถียรมากกวาโครงสรางดับเบิลเฮลิกซที่เกิดขึ้นระหวางดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ หรืออารเอ็นเอกับ

ดีเอ็นเอตามธรรมชาติ ทั้งน้ีเน่ืองจากโครงสรางหลัก (backbone) ของพีเอ็นเอเปนสายเพปไทดหรือพอลิเอไมด ซึ่ง

มีจุดเดนคือโครงสรางมีความเปนกลางทางไฟฟา ขณะที่โครงสรางหลักของดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอมีประจุลบจาก

หมูฟอสเฟต ทําใหเกิดแรงผลักกันระหวางประจุลบของสายดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอที่เขาคูกัน ในขณะที่โมเลกุล

ลูกผสมของพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอจะไมมีแรงผลักดังกลาว ทําใหโมเลกุลลูกผสมที่เกิดขึ้นมีเสถียรภาพสูงแมสภาวะทีมี่ 

ionic strength ต่ํา เนื่องจากไมตองใช cation เพ่ือดุลแรงผลักระหวางประจุลบของโมเลกุลลูกผสมใหเปนกลาง

ทางไฟฟา นอกจากนี้พีเอ็นเอยังมีความเสถียรตอเอนไซมนิวคลีเอสและโปรตีเอส ซึ่งเปนขอจํากัดที่สําคัญของ      

ดีเอ็นเอ และที่สําคัญคือพีเอ็นเอยังมีความจําเพาะเจาะจงในการจับยึดกับดีเอ็นเอสูง โดยในกรณีที่มีการเขาคูเบสที่

ไมเปนไปตามกฎการเขาคูเบสของวัตสัน-คริกที่สมบูรณ ความเสถียรของสายพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ จะลดลงอยางมาก

เม่ือเทียบกับการเขาคูกันอยางไมสมบูรณของดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ หรือดีเอ็นเอ-อารเอ็นเอ ดังนั้นจึงมีงานวิจัยจํานวน

มากที่สนใจนําพีเอ็นเอมาใชเปนโพรบ (probe) ในการตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอ9 

 นอกจาก aegPNA ที่ถูกพัฒนาโดย Nielsen และคณะ ซึ่งมีโครงสรางหลักเปนเอ็น-อะมิโนเอทิลไกลซีน 

(AEG) แลว ในเวลาตอมายังมีกลุมวิจัยอ่ืนไดพัฒนาพีเอ็นเอใหมีประสิทธิภาพในการจับยึดกับดีเอ็นเออยางจําเพาะ
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เจาะจงมากขึ้น10-12 โดยพีเอ็นเอระบบหน่ึงทีมี่สมบัติโดดเดนคือ พิโรลิดินิลพีเอ็นเอ (pyrrolidinyl PNA) ที่พัฒนา

โดย Lowe และ Vilaivan ในป ค.ศ. 199713, 14 โดยแทนที่สวนของนํ้าตาลดีออกซีไรโบสในดีเอ็นเอดวย nucleo-

amino acid ที่มาจากอนุพันธของโพรลีน และแทนที่สวนของพันธะฟอสโฟไดเอสเทอรดวย spacer amino acid 

ดังรูป 1.3 

 

 

 

 

    

รูปท่ี 1.3 แสดงสวนประกอบของพิโรลิดินิลพีเอ็นเอ 

 ในป ค.ศ. 2006 Vilaivan และคณะ15-18 ไดพัฒนาพิโรลิดินิลพีเอ็นเอทีป่ระกอบดวยกรดอะมิโนโพรลีนที่

ถูกดัดแปรดวยนิวคลีโอเบส (nucleo-amino acid) ที่มีสเตอริโอเคมีบนวงแหวนพิโรลิดีนเปน (2R,4R) หรือ cis-D 

ตอสลับกับกรดเบตาอะมิโนชนิดวงแหวนคือ 2-aminocyclopentanecarboxylic acid (ACPC) ที่มีสเตอริโอเคมี

เปน SS-ACPC โดยพีเอ็นเอระบบดังกลาวซึ่งมีชื่อเรียกวา acpcPNA มีความแข็งแรงในการยึดจับและมี

ความจําเพาะกับดีเอ็นเอมากกวา aegPNA ของ Nielsen รวมถึงสามารถจับกับดีเอ็นเอในรูปแบบแอนติพาราเรล 

(antiparallel) เทาน้ัน ซึ่งแตกตางจาก aegPNA ที่สามารถจับกับดีเอ็นเอไดทั้งสองทิศทาง ดังน้ัน acpcPNA จึงมี

ศักยภาพสูงในการนําไปประยุกตใชในดานตางๆ ที่พีเอ็นเอและดีเอ็นเอสามารถทําได และอาจขยายขอบเขตการใช

ประโยชนใหกวางขวางขึ้นไปอีก 

 

รูปท่ี 1.4 แสดงโครงสรางของพิโรลิดินิลพีเอ็นเอ 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 พีเอ็นเอแมโครแอเรยบนกระดาษกรองดดัแปรพืน้ผิว 

เทคโนโลยีการตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอมีมาเปนเวลานานแลว วิธีการที่สําคัญคือการใชเอนไซม    

ดีเอ็นเอโพลิเมอเรสในการอานลําดับเบส ซึ่งพัฒนาโดย Sanger ในป 197719 แตวิธีการดังกลาวตองอาศัย

เครื่องมือที่ซับซอนและมีคาใชจายสูง จากสมบัติการเขาคูเบสกับเบสคูสมโดยพันธะไฮโดรเจนระหวางสายดีเอ็นเอ 

จึงไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอ โดยใชดีเอ็นเอสังเคราะหสายสั้นๆที่เรียกวาโพรบซึ ่ง

ออกแบบใหมีลําดับเบสใหสามารถจับกับดีเอ็นเอเปาหมายไดอยางจําเพาะเจาะจง ซึ่งในระยะแรกเริ่มนิยมใช

เทคนิค Southern Blot ซึ่งพัฒนาโดย Edwin Southern ในป 197520
 อยางไรก็ตาม เทคนิคน้ีมีขอจํากัดคือ ตอง

อาศัยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส ซึ่งกินเวลานาน และยังมีขั้นตอนที่คอนขางยุงยาก ตอมาจึงไดเกิดการพัฒนาเพ่ือให

สามารถวิเคราะหตัวอยางไดจํานวนมากในเวลารวดเร็วโดยการตรึงดีเอ็นเอในลักษณะแอเรย21 คือตรึงโพรบหลาย

ชนิดบนระนาบพ้ืนผิวเดียวกัน ซึ่งจะทําใหสามารถอานลําดับเบสไดหลายบริเวณพรอมกัน ตัวอยางเชน งานวิจัย

ของ Liepold และคณะ22 ที่สรางดีเอ็นเอแอเรยโดยตรึงดีเอ็นเอโพรบบนแผนทองคําที่ทําหนาที่เปนขั้วไฟฟา , 

งานวิจัยของ Aied และคณะ23 ที่ตรึงดีเอ็นเอโพรบบนกระดาษเซลลูโลส, งานวิจัยของ Sanchez-Carbayo และ

คณะ24 ที่ใชแกวเปนพื้นผิวในการตรึงดีเอ็นเอโพรบ หรืองานวิจัยของ Wood และคณะ25 ที่นํา polydopamine 

เคลือบบนฟลมทองคํากอนตรึงดีเอ็นเอโพรบบนพ้ืนผิว และเน่ืองจากจุดเดนตางๆ ของพีเอ็นเอโดยเฉพาะสมบัติ

การจับยึดที่จําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอ จึงมีผูสนใจนําพีเอ็นเอมาประยุกตใชเปนตัวตรวจวัดดีเอ็นเอ (DNA 

biosensor) เพ่ือใหความไวและความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดของดีเอ็นเอเปาหมายน้ันเพ่ิมมากขึ้น26 จึงไม

เปนที่นาประหลาดใจที่จะมีผูสนใจพัฒนาพีเอ็นเอแอเรย27  โดยการตรึงพีเอ็นเอโพรบจํานวนหลายๆ ตัวบนพื้นผิว

ของวัสดุที่มีลักษณะเปนระนาบ เชน แกว, ทองคํา, silicon chips ตัวอยางงานวิจัยที่พัฒนาพีเอ็นเอแอเรย เชน 

งานวิจัยของ Geiger และคณะ28 ที่ตรึงพีเอ็นเอโพรบบน Activated Nylon Membranes, งานวิจัยของ Brandt 
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และคณะ29 ที่ตรึงพีเอ็นเอบนมัลติ-เวลเพลต, งานวิจัยของ Arlinghaus และคณะ30 ที่ใชพ้ืนผิวเปนแกว pyrex, 

ควอตซ และแพลตตินัม เปนตน ซึ่งพีเอ็นเอแอเรยที่พัฒนาขึ้นน้ี มีขอไดเปรียบคือเพ่ิมความเสถียรและความ

แข็งแรง รวมถึงความจําเพาะเจาะจงของการจับยึดกับดีเอ็นเอเปาหมาย ซึ่งเปนขีดจํากัดของดีเอ็นเอแอเรย 

อยางไรก็ตาม ยังมีการศึกษาเพื่อพัฒนาพีเอ็นเอแอเรยอยางตอเน่ืองเพื่อใหไดอุปกรณที่ใชงานไดสะดวกขึ้น ไมตอง

ใชเครื่องมือซับซอนในการวิเคราะห และใชตนทุนที่ตํ่าลง6 

เมื่อไมนานมานี้มีกลุมวิจัยจํานวนมากใหความสนใจพัฒนาไบโอเซนเซอรแบบใชครั้งเดียวที่มีราคาถูกและ

ใชงานไดสะดวก โดยไมตองอาศัยเครื่องมือที่ซับซอนเพื่อการตรวจวิเคราะหแบบ point of care diagnostic โดย

กระดาษเซลลูโลส31, 32  เปนวัสดุรองรับหนึ่งที่มีการใชอยางแพรหลายเนื่องจากมีราคาถูก ยอยสลายไดเองโดย

ธรรมชาติ (biodegradable) และสามารถเขากันไดกับระบบชีวภาพ (biocompatible) นอกจากน้ี การดัดแปร

พ้ืนผิวกระดาษเซลลูโลสยังทําไดงาย เน่ืองจากหมูไฮดรอกซิลของเซลลูโลสเอ้ือตอการเกิดปฏิกิริยา เคมีที่

หลากหลาย เชน อีเทอริฟเคชันและเอสเทอริฟเคชัน ทําใหสามารถดัดแปรพ้ืนผิวกระดาษไปเปนหมูฟงกชนัตางๆได

อยางไมจํากัด33, 34 เชน ไดมีการดัดแปรพื้นผิวของเซลลูโลสโดยการใช bis-electrophile เชน toluene 

diisothiocyanate35, 36 หรือ divinyl sulfone37 เพ่ือใหไดพื้นผิวที่วองไวสําหรับการตรึงโพรบที่ เปนสาร          

ชีวโมเลกุล วิธีการดังกลาวไดถูกนํามาใชในการตรึงพีเอ็นเอบนกระดาษกรอง38 แตยังมีความยุงยากในทางปฏิบัติ

เน่ืองจากสารเคมีที่ใชมีราคาแพงและไมเสถียร อีกวิธีหนึ่งที่มีการใชดัดแปรพื้นผิวกระดาษเซลลูโลส คือ การ     

ออกซิไดสที่ตําแหนงจําเพาะของเซลลูโลสดวยโซเดียมเปอรไอโอเดต (NaIO4) เกิดเปนไดแอลดีไฮดเซลลูโลส 

(dialdehyde cellulose; DAC)39  ซึ่งสามารถทําปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลใดๆ ที่มีหมูอะมิโนเกิดเปน

สารประกอบ Schiff base ซึ่งสามารถทําใหเสถียรขึ้นไดดวยปฏิกิริยารีดักชันโดยโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด 

(NaBH3CN) เรียกรวมวาปฏิกิริยารีดักทีฟแอลคิลเลชัน ดังรูป 1.6 หลักการนี้มีจุดเดนคือใชรีเอเจนตที่หางาย ราคา

ถูก และใชงานไดงาย อีกทั้งยังสามารถนําไปประยุกตในการตรึงสารชีวโมเลกุลที่หลากหลาย40 แตยังไมเคยมี       

ผูนํามาใชกับการตรึงพีเอ็นเอมากอน  

 

รูปท่ี 1.6 แสดงปฏิกิริยารีดักทีฟแอลคิลเลชันระหวางสารประกอบแอลดีไฮด และสารประกอบเอมีน 

บนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผวิ  
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1.2.3 การตรวจวดัการจบัยึดของพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ  

นอกจากการตรึงโพรบแลว การพัฒนาวิธีการตรวจวัดการจับยึดกันระหวางพีเอ็นเอโพรบและดีเอ็นเอ

เปาหมายสําหรับพีเอ็นเอแอเรยเปนสวนสําคัญอีกสวนหน่ึงของงานวิจัยทางดานน้ี โดยการตรวจวัดที่ดีควรจะมี

ความไวสูงและมีความเลือกจําเพาะสูง ตัวอยางวิธีการตรวจวัดที่นิยมใชในเทคโนโลยีของดีเอ็นเอแอเรยคือ การติด

ฉลากดีเอ็นเอเปาหมายดวยฉลากเรืองแสง41, 42 แตวิธีน้ีมีขอจํากัดดานคาใชจายในการติดฉลากสารเรืองแสงและ

เครื่องอานผลเฉพาะซึ่งมีราคาแพง เพ่ือหลีกเลี่ยงการติดฉลากสีเรืองแสงน้ี จึงมีการพัฒนาการตรวจวัดอ่ืน เชนการ

ใชหลักอันตรกิริยาทางไฟฟาของดีเอ็นเอที่โครงสรางหลักเปนประจุลบ โดยใชอนุภาคประจุบวก ไดแกอนุภาค

ทองคําระดับนาโนเมตรในการตรวจวัด43 อยางไรก็ตาม วิธีน้ีไมสามารถใชกับพ้ืนผิวที่เปนกระดาษเซลลูโลสได

เน่ืองจากการดูดซับของอนุภาคทองบนกระดาษ นอกจากนี้ยังไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจวัดเปนการใชสียอมที่มี

ประจุบวก เชน สียอม Azure A แตวิธีตรวจวัดนี้มีขีดจํากัดของการตรวจวัดที่ไมดีนัก (200 nM หรือ 3.3 

pmol/spot)38 อีกวิธีหน่ึงที่นิยมใชกันในการตรวจวัดดีเอ็นเอและโปรตีนคือการใชปฏิกิริยาสรางสีโดยอาศัย

เอนไซม ซึ่งมีขอไดเปรียบคือมีการขยายสัญญาณทําใหขีดจํากัดของการตรวจวัดตํ่า โดยเอนไซมที่นิยมในการ

วิเคราะหดังกลาวคือ horseradish peroxidase (HRP) และ alkaline phosphatase (ALP) ซึ่งเอนไซม 

horseradish peroxidase (HRP) มีความไวในการใชงานที่ดีกวา จึงมีการนํา HRP มาใชอยางแพรหลายสําหรับ

การใชในเทคนิค enzyme immunoassay (EIA) กับดีเอ็นเอโพรบ44   

เอนไซม horseradish peroxidase (HRP) เปนเอนไซมที่มี heme เปนองคประกอบ และมีสมบัติเรง

ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบฟนอล, ฟนอลิคแอซิด, อินโดล, เอมีน หรือซัลโฟเนต กับไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด ดังสมการ45 

 

 ซึ่งเมื่อเลือกใชสับสเตรตที่เหมาะสมจะทําใหเกิดผลิตภัณฑที่มีสี ซึ่งสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา หรือ

ตรวจวัดไดโดยวิธีการทางสเปกโตรสโกป ปฏิกิริยาดังกลาวมีการนําไปประยุกตใชอยางกวางขวางในการตรวจ

วิเคราะหโปรตีนโดยเทคนิคที่เรียกวา ELISA ซึ่งอาศัยหลักการของการจับยึดที่เฉพาะเจาะจงระหวางแอนติบอด้ี

และแอนติเจน โดยใชเอนไซม เชน HRP หรือ alkaline phosphatase เปนตัวตรวจวัดการจับยึด และมีการนําไป

ประยุกตใชในการตรวจวัดการจับยึดของ ดีเอ็นเอ ตัวอยางเชน งานวิจัยของ Su และคณะ46 ที่นําพีเอ็นเอติด

โมเลกุลไบโอตินตรึงบนวัฏภาคของแข็งที่เคลือบดวย streptavidin โดยใชหลักการจับยึดที่จําเพาะเจาะจง

ระหวางไบโอตินและ streptavidin47 สวนขั้นตอนในการตรวจวัดการจับยึดระหวางพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ ใชหลัก 

อันตรกิริยาทางไฟฟา กลาวคือ โครงสรางหลักของดีเอ็นเอมีหมูฟอสเฟตซึ่งเปนประจุลบที่เอื้อตอการดูดซับทาง

กายภาพกับเอนไซม HRP ซึ่งมีประจุบวกอยูที่พ้ืนผิวเปนจํานวนมาก ดังนั้นเมื่อมีการจับยึดระหวางพีเอ็นเอและ    

ดีเอ็นเอ เอนไซม HRP จะดูดซับบนดีเอ็นเอเปาหมายดวยแรงทางไฟฟาสถิต และเม่ือเติมสารรีดิวซสับสเตรต คือ 
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3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) ซึ่งเปนสารไมมีสีกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดในระบบจะเกิดสีฟาที่

มองเห็นไดดวยตาเปลา เม่ือหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมโดยใชกรดจะไดสีเหลืองถาวร อีกงานวิจัยที่เกี่ยวเน่ืองกันคือ 

งานวิจัยของ Laopa และคณะ48 ที่ตรึงดีเอ็นเอตัวอยางบนวัฏภาคของแข็งที่เคลือบดวยพอลิเมอรทีมี่ประจบุวกโดย

ใชแรงทางไฟฟาสถิต จากน้ันนําไปไฮบริไดซกับพีเอ็นเอที่ติดฉลากดวยไบโอตินเกิดเปนโมเลกุลลูกผสมระหวาง     

ไบโอติน-พีเอ็นเอและดีเอ็นเอที่เปนคูสมกัน เม่ือเติมเอนไซม streptavidin-HRP จะเกิดการจับยึดอยางจําเพาะ

เจาะจงระหวางโมเลกุลไบโอตินและ streptavidin และเมื่อเติมสับสเตรต o-phenylenediamine (OPD) ซึ่งเปน

สารไมมีสีกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด จะเกิดสีเหลืองที่มองเห็นไดดวยตาเปลา และอีกตัวอยางหน่ึงคือ งานวิจัยของ 

Zhang และคณะ26 ที่นําพีเอ็นเอตัวที่หน่ึงที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับสวนหน่ึงของดีเอ็นเอเปาหมายตรึงบนวัฏภาค

ของแข็ง เพื่อใหดีเอ็นเอถูกจับยึดบนพ้ืนผิว จากนั้นใชพีเอ็นเอตัวที่สองซึ่งติดโมเลกุลไบโอตินเปนตัวตรวจวัด น่ันคือ

หากพีเอ็นเอตัวที่สองมีลําดับเบสเปนคูสมกับลําดับเบสสวนที่เหลือบนสายดีเอ็นเอ จะเกิดการจับยึดกับสายดเีอน็เอ 

เกิดเปนโมเลกุลลูกผสมที่มีลักษณะเปนแซนวิช ซึ่งเม่ือเติมเอนไซม streptavidin-HRP จะเกิดการจับยึดอยาง

จําเพาะเจาะจงระหวางโมเลกุลไบโอตินและ streptavidin และเม่ือเติมสับสเตรต คือ TMB กับไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดจะเกิดส ีโดยมีขีดจํากัดของการตรวจวัดที่ตํ่ามากถึงระดับ zmol (10-21 mol) 

1.3 วัตถปุระสงคของโครงการ 

ในงานวิจัยน้ี คณะผูวิจัยสนใจพัฒนาวิธีใหมในการเตรียมพีเอ็นเอแอเรยโดยการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางบน

กระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพ้ืนผิวใหเปนหมูแอลดีไฮดโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันดวยโซเดียมเปอรไอโอเดต 

จากน้ันจึงพัฒนาวิธีการตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดย

เนนปฏิกิริยาที่ทําใหเกิดสีที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 
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บทท่ี 2 

การทดลอง 

 

2.1 วิธีการทดลองทัว่ไป 

 2.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ 

 - การชั่งนํ้าหนักสาร: เครื่องชั่งของ DKSH รุน AND GR-200 

 - การปเปตสาร: ไมโครปเปต ย่ีหอ optipette ขนาด 0.1-2 µL,  

    ยี่หอ RAININ Pipet-Lite XLS ขนาด 0.5-10 µL, 2-20 µL, 20-200 µL, 

    ยี่หอ BOECO Germany ขนาด 100-1000 µL   

 - การสังเคราะหพีเอ็นเอแอเรยบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว: กระดาษกรอง Whatman™ No. 1, จาน

เพาะเชื้อ, หลอดพซีีอารขนาด 0.5 mL และ 1 mL, เครื่อง Shaker ย่ีหอ IKA® รุน KS 130 basic, เครื่อง Vortex-

genie® 2 ย่ีหอ Scientific Industries 

- การเก็บรวบรวมขอมูลและวิเคราะหผลการทดลอง: หลอดแสงยูว ีVilber Lourmat (254 nm, 365 

nm), กลองถายรูป Canon PowerShot SX110 IS, iPhone6 smartphone, โปรแกรม ImageJ  

2.1.2 สารเคมี  

- การสังเคราะหกระดาษกรองที่ดัดแปรพ้ืนผิว ใชโซเดียมเปอรไอโอเดต เกรด Analytical จากบริษัท 

CARLO ERBA reagents ประเทศอิตาลีและลิเทียมคลอไรด 99% เกรดสําหรับงานดาน molecular biology จาก

บริษัท Acros Organics ประเทศสหรัฐอเมริกา  

- การพิสูจนเอกลักษณกระดาษกรองที่ดัดแปรพ้ืนผิว ใช 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 97% เกรด Reagent 

จากบริษัท H&W ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- การตรึงพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพ้ืนผิว ใชโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด 95% 

จากบริษัท Acros Organics ประเทศสหรัฐอเมริกา, ไดเมทิลฟอรมาไมด 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 ประเทศสวิตเซอรแลนด  

- การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกัน ใช Blot-

Qualified BSA จากบริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา, Streptavidin-horseradish peroxidase 

conjugate (SA-HRP) ≥ 100 unit/mg protein จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา, ออรโธ-ฟนิลีน

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 

- พีเอ็นเอตัวอยางที่ใชในการศึกษา ไดแก Flu-TTTTTTTTT-LysNH2, Ac-TTTTTTTTT-LysNH2, Ac-Lys-

GCCTCACCACCA-NH2, Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2 ไดรับความอนุเคราะหจากคุณโชติมา วิไลวัลย และนิสิต

ปริญญาโท-เอกในกลุมวิจัยของ ศาสตราจารย ดร. ธีรยุทธ วิไลวัลย, biotinylated PNA (biotin-o-o-

AACACACAGACT-LysNH2) ไดรับความอนุเคราะหจาก น.ส.มาลินี ลี้กระจาง นิสิตปริญญาโทในกลุมวิจัยของ     

รองศาสตราจารย ดร. วรวีร โฮเวน  

- ดีเอ็นเอตัวอยางที่ใชในการศึกษา ไดแก Flu-dAAAAAAAAA, CGAGGATGGCGCCCCGGGCGCCATG 

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

Bio Basic (Canada)  

- น้ําที่ใชเปนตวัทาํละลายไดแกนํ้า Milli-Q จากเครื่อง Millipak® 40 Express Filter Millipore (USA) 
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สารละลายบัฟเฟอรระบบตางๆ มีวธิีการเตรียมดังน้ี  

- ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 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 ใหเปน 7.4 โดยใชกรดไฮโดรคลอริกเขมขน กอนปรับปริมาตรดวยนํ้าใหเปน 1 L 

- คารบอเนตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 10.1) เตรียมโดยผสมสารละลายโซเดียมคารบอเนตความ

เขมขน 0.1 M ปริมาตร 70 mL และสารละลายโซเดียมไบคารบอเนต ความเขมขน 0.1 M ปรมิาตร 30 mL  

- โซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 3.6) เตรียมโดยผสมสารละลายกรดแอซิติก 0.2 M 

ปริมาตร 46.3 mL และสารละลายโซเดียมแอซิเตต 0.2 M ปริมาตร 3.7 mL กอนปรบัปริมาตรดวยนํ้าใหเปน 100 

mL  

- โซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) เตรียมโดยผสมสารละลายกรดแอซิติก 0.1 M 

ปริมาตร 35.7 mL และสารละลายโซเดียมแอซิเตต 0.1 M ปริมาตร 64.3 mL  

 - ซิเตรตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) เตรียมโดยผสมสารละลายกรดซิตริก ความเขมขน 0.1 M 

ปริมาตร 35 mL และสารละลายไตรโซเดียมซิเตรต 0.1 M ปริมาตร 65 mL  
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2.2 การสังเคราะหและพิสูจนเอกลักษณกระดาษกรองทีด่ัดแปรพืน้ผวิโดยปฏกิิริยาออกซิเดชัน

ดวยโซเดียมเปอรไอโอเดตเพื่อใหเปนหมูแอลดีไฮด 

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) ในสารละลายโซเดียมเปอรไอโอเดต (0.04 M, 10 mL) แช

กระดาษกรอง ขนาด 1 cm x 1 cm จํานวน 5 แผนลงในสารละลายที่ได โดยหุม Petri dish ที่ใชทดลองดวย

อลูมินัมฟอยลเพ่ือปองกันแสงที่อาจเหน่ียวนําใหเกิดการสลายตัวของเปอรไอโอเดต คนสารละลายอยางสม่ําเสมอ

โดยใชเครื่อง shaker ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5, 10, 15, 30 และ 60 นาที เม่ือครบแตละชวงเวลา คีบกระดาษ

กรองครั้งละ 1 แผน ลางกระดาษกรองดวยน้ําเพ่ือลางเอาเกลือไอโอเดตออก แลวทดสอบหมูแอลดีไฮดที่พื้นผิว

กระดาษกรองโดยหยดสารละลาย 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 0.1 M  ในตัวทําละลายเมทานอลบนกระดาษกรองที่

ผานการลางขณะกระดาษยังเปยก ทําการทดลองควบคุมเชนเดียวกับขางตนโดยแชกระดาษกรองลงในสารละลาย

โซเดียมเปอรไอโอเดต (0.04 M, 10 mL), สารละลายลิเทียมคลอไรด (2.1 M, 10 mL) และนํ้า 10 mL แยกกัน 

จากน้ันเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีนในแตละสภาวะ เก็บขอมูลโดย

การถายภาพหลังการหยดสารละลาย 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน เปนเวลา 30 นาที 
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2.2.2 การเตรียมกระดาษกรองดัดแปรพืน้ผิวสําหรับการสังเคราะหพีเอ็นเอแอเรย 

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) ในสารละลายโซเดียมเปอรไอโอเดต (0.04 M, 10 mL) 

สําหรับกระดาษกรอง 1-3 แผน (≤ 50 cm2) แชกระดาษกรองลงในสารละลายที่ได โดยหุม Petri dish ที่ใชทดลอง

ดวยอลูมินัมฟอยล คนสารละลายอยางสมํ่าเสมอโดยใชเครื่อง shaker ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที จากน้ันลาง

กระดาษกรองดวยน้ําเพ่ือลางเอาเกลือไอโอเดตออก แลวทํากระดาษกรองน้ีใหแหงสนิทที่อุณหภูมิหอง 

 

2.3 การตรึงพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองทีผ่านการดดัแปรพื้นผวิเพือ่สังเคราะหพีเอ็นเอ

แอเรย และการตรวจสอบประสิทธิภาพของการตรงึพีเอ็นเอ 

 

รูปที่ 2.1 แผนภาพแสดงวธิีการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองทีผ่านการดัดแปรพ้ืนผวิเพ่ือสงัเคราะหพีเอ็นเอ

แอเรย 

  

  

in DMF  
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2.3.1 การหาระบบตัวทาํละลายที่เหมาะสมสําหรับการทดลอง 

 

รูปท่ี 2.2 การทดลองหาระบบตัวทาํละลายที่เหมาะสม สาํหรับการสงัเคราะหพีเอ็นเอแอเรย 

 เตรียมสารละลายของพีเอ็นเอติดโมเลกุลฟลูออเรสซีนตัวอยาง (Flu-TTTTTTTTT-LysNH2) ความเขมขน 

100 µM ในระบบตัวทําละลายที่แตกตางกัน 7 ชนิด คือ น้ํา, ไดเมทิลซัลฟอกไซด, ไดเมทิลฟอรมาไมด, อะซิโต     

ไนไตรล, เมทานอล, ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) และคารบอเนตบัฟเฟอร ความเขมขน 

0.1 M (pH 10.0) เติมสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด (NaBH3CN) ความเขมขน 1 mg/mL (16 mM) ลง

ในสารละลายพีเอ็นเอทุกระบบตัวทําละลาย แบงสารละลายแตละระบบตัวทําละลายออกเปน 2 สวน หยด

สารละลายสวนแรกลงบนกระดาษกรองที่ไมผานการดัดแปรพ้ืนผิว ที่ตําแหนงของแตละระบบตัวทาํละลายทีต่างกัน 

ตําแหนงละ 1 µL และหยดสารละลายสวนที่สองลงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว ตําแหนงละ 1 µL เชนกัน เก็บ

กระดาษกรองที่ไดในกลองบรรจุนํ้าเพ่ือใหระบบมีความชื้น และเก็บกลองในที่มืดเปนเวลา 12 ชั่วโมง จากน้ันลาง

กระดาษกรองดวยสารละลายผสมระหวางนํ้าและอะซิโตไนไตรล (อัตราสวน 1:1) ที่เติมกรดไตรฟลูออโรแอซิติก 

0.5% เปนเวลา 30 นาที ตามดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีนความเขมขน 0.01 M (pH 7.4)  3 นาท ีทํากระดาษกรอง

ใหแหงที่อุณหภูมิหอง และตรวจสอบประสิทธิภาพการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 nm 
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2.3.2 การหาปริมาณพีเอ็นเอติดโมเลกุลฟลูออเรสซีนที่นอยที่สุดที่เม่ือตรึงบนกระดาษ

กรองดดัแปรพืน้ผิวแลวยังสามารถมองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสดวยตาเปลา 

 

รูปท่ี 2.3 การทดลองหาปริมาณพีเอ็นเอติดโมเลกุลฟลูออเรสซีนที่นอยทีสุ่ดที่สามารถตรงึบนกระดาษกรองดัดแปร

พ้ืนผิวแลวสามารถตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนตดวยตาเปลา 

 เตรียมสารละลายของพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีน (Flu-TTTTTTTTT-LysNH2) ความเขมขน 

100, 50, 20, 10 และ 1 µM โดยใชไดเมทิลฟอรมาไมดเปนตัวทําละลาย เติมสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโร      

ไฮไดรด (NaBH3CN) ความเขมขน 1 mg/mL (16 mM) ลงในสารละลายพีเอ็นเอแตละความเขมขน หยด

สารละลายแตละความเขมขนลงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวที่ตําแหนงที่ตางกัน ตําแหนงละ 1 µL เก็บกระดาษ

กรองที่ไดในกลองบรรจุนํ้าเพ่ือใหระบบมีความชื้น และเก็บกลองในที่มืดเปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นลางกระดาษ

กรองดวยสารละลายผสมระหวางน้ําและอะซิโตไนไตรล (อัตราสวน 1:1) ที่มีกรดไตรฟลูออโรแอซิติก 0.5% อยูดวย 

เปนเวลา 30 นาที ตามดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน 3 นาที ทํากระดาษกรองใหแหงที่อุณหภูมิหอง และตรวจสอบ

ประสิทธิภาพการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 nm บันทึกภาพโดยกลองถายรูป Canon 

PowerShot SX110 IS (ตั้งคา ISO เปน 200, รูรับแสงเปน 3.5 และ shutter speed เปน 1 วินาที) 
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2.4 การพัฒนาวิธีการตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอทีถู่กตรงึกบัดีเอ็นเอ

ที่เปนคูสมกนัโดยอาศัยปฏกิิริยาที่ทาํใหเกดิสีที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 

2.4.1 ภาวะมาตรฐานของการทดลอง 

 การตรึงพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผวิ 

 เตรียมสารละลายของพีเอ็นเอตัวอยางในตัวทําละลายไดเมทิลฟอรมาไมดที่ความเขมขน 10-100 

µM เติมสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด (NaBH3CN) ความเขมขน 1 mg/mL (16 mM) ลงใน

สารละลายพีเอ็นเอ แลวหยดสารละลายพีเอ็นเอลงบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพื้นผิว ตําแหนงละ 

0.1 µL เก็บกระดาษกรองที่ไดในเก็บกระดาษกรองที่ไดในกลองบรรจุนํ้าเพื่อใหระบบมีความชื้น และเก็บ

กลองในที่มืดเปนเวลา 12 ชั่วโมง ลางกระดาษกรองดวยสารละลายผสมระหวางนํ้าและอะซิโตไนไตรล 

(อัตราสวน 1:1) เปนเวลา 30 นาที ทํากระดาษกรองใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

 การตรึงดีเอ็นเอเปาหมายโดยทําใหเกิดการจับยึดกับพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว 

 วิธี Capillary Transport  

จุมกระดาษกรองที่ตรึงพีเอ็นเอโพรบแลวในสารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง ปริมาตร 5 µL รอกระทั่ง

สารละลายเคลื่อนที่จนสุดกระดาษกรอง และปลอยกระดาษกรองไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที 

กอนจะลางกระดาษกรองดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 

0.0005% เปนเวลา 3 นาที และทํากระดาษกรองใหแหงสนิทที่อุณหภูมิหอง 

 วิธีหยดดีเอน็เอโดยตรง 

หยดสายละลายดีเอ็นเอลงบนตําแหนงที่ตรึงพีเอ็นเอ ตําแหนงละ 0.5 µL ปลอยกระดาษกรองไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที กอนจะลางกระดาษกรองดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 

0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 0.0005% เปนเวลา 3 นาที และทํากระดาษกรองใหแหงสนิทที่

อุณหภูมิหอง 
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2.4.2 การตรวจสอบความสามารถในการจับยดึระหวางพเีอ็นเอที่ถกูตรึงกับดีเอ็นเอที่เปน 

คูสมกนัโดยการใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ตดิฉลากดวยฟลูออเรสซีน 

 

รูปท่ี 2.4 แผนภาพแสดงวธิีการทดสอบการจบัยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรงึกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยการใช       

ดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีน 

2.4.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดย

ใชเทคนิค Capillary Transport 

 

รูปท่ี 2.5 การทดสอบการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค Capillary Transport 
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ตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง (Ac-TTTTTTTTT-LysNH2) ความเขมขน 100 µM บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว

(ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 10 pmol) สวนการทดลองควบคุมคือกระดาษดัดแปรพ้ืนผิวที่ไมไดผาน

การตรึงพีเอ็นเอ หลังจากน้ันเตรียมสารละลายของดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีน (Flu-dAAAAAAAAA) 

ความเขมขน 7, 2, 0.7, 0.2 และ 0.07 µM ใชฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 

(0.0005%) เปนตัวทําละลาย ตรึงดีเอ็นเอเปาหมายโดยทําใหเกิดการจับยึดกับพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรอง     

ดัดแปรพ้ืนผิวโดยวิธี Capillary Transport บันทึกภาพโดยกลองถายรูป Canon PowerShot SX110 IS (ตั้งคา 

ISO เปน 200, รูรับแสงเปน 3.5 และ shutter speed เปน 1 วินาที) ตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวาง     

พีเอ็นเอและดีเอ็นเอภายใตแสงยูวีพรอมทั้งคํานวณความสวางของสัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดเทียบกับสัญญาณ  

พ้ืนหลังดวยโปรแกรม imageJ ทําซ้ํา 3 ครั้ง ตอ 1 ความเขมขนดีเอ็นเอ 

2.4.2.2 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดย

การหยดดีเอน็เอตวัอยางโดยตรง 

 

รูปท่ี 2.6 การทดสอบการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดยการหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 

 ตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง (Ac-TTTTTTTTT-LysNH2) ความเขมขน 100 µM บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว

(ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 10 pmol)  สวนการทดลองควบคุมคือกระดาษดัดแปรพ้ืนผิวที่ไมไดผาน

การตรึงพีเอ็นเอ หลังจากน้ันเตรียมสารละลายของดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีน (Flu-dAAAAAAAAA) 

ความเขมขน 70, 20, 7, 2 และ 0.7 µM ใชฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 

0.0005% เปนตัวทําละลาย ตรึงดีเอ็นเอเปาหมายโดยทําใหเกิดการจับยึดกับพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรองดัดแปร

พ้ืนผิวโดยวิธีหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง บันทึกภาพและวิเคราะหขอมูลเชนเดียวกับวิธี Capillary Transport 
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2.4.3 การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่เปน 

คูสมกันโดยอาศัยปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม 

  2.4.3.1 การทดลองตรึง horseradish peroxidase (HRP) โดยอาศัยหลัก     

อันตรกิริยาทางไฟฟา 

 

รูปท่ี 2.7 การทดสอบเพ่ือตรึง horseradish peroxidase (HRP) โดยอาศัย 

หลักอันตรกิริยาทางไฟฟาระหวางดีเอ็นเอและเอนไซม 

 เตรียมสารละลายของดีเอ็นเอตัวอยาง CGAGGATGGCGCCCCGGGCGCCATGGATAGAGCAGGAGGGG 

(5701) ความเขมขน 0.1 mM ในตัวทําละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) แลวหยด

สารละลายดีเอ็นเอลงบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพ้ืนผิว ตําแหนงละ 1 µL สวนการทดลองควบคุมคือ

กระดาษดัดแปรพื้นผิวที่ไมไดผานการตรึงดีเอ็นเอ ปลอยกระดาษกรองที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที กอนจะลาง

กระดาษกรองดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ทํากระดาษกรองใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

จากน้ันหยดสารละลายของ HRP ความเขมขน  0.5 mg/mL ในตัวทําละลายตางๆ ไดแก โซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร 

ความเขมขน 0.1 M (pH 3.6), โซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) และ ฟอสเฟตบัฟเฟอร    

ซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ลงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวบริเวณตําแหนงตางๆ ดังรูป 2.7 ตําแหนง

ละ 1 µL เก็บกระดาษกรองที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนลางกระดาษกรองดวยน้ําเปนเวลา 3 นาที 

จากน้ันแชกระดาษกรองในสารละลายผสมระหวางออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน (1.6 mg/mL) และยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด (1.6 mg/mL) ที่มีนํ้าเปนตัวทําละลายทันที รอจนกระทั่งครบ 1 นาทีแลวลางกระดาษกรองดวยนํ้าเปน

เวลา 3 นาที เปรียบเทียบการเกิดสีที่ ตําแหนงตางๆ บนกระดาษกรอง และบันทึกภาพโดยใช iPhone6 

smartphone  
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2.4.3.2 การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของการตรวจวดัดวย Streptavidin-

horseradish peroxidase (SA-HRP) โดยใชพีเอน็เอที่ตดิฉลากดวยไบโอตนิเทียบกับตาํแหนง 

พีเอ็นเอที่ไมติดไบโอตนิ  

 

รูปท่ี 2.8 แผนภาพแสดงการทดสอบความจาํเพาะเจาะจงระหวาง streptavidin-horseradish peroxidase (SA-

HRP) กับพีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอติน 

 การทดลองน้ีพัฒนาขึ้นเน่ืองจากการทดลองตรึง horseradish peroxidase (HRP) โดยอาศัยหลัก     

อันตรกิริยาทางไฟฟาไมประสบผลสําเร็จ จึงเปลี่ยนวิธีโดยใช streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) 

ซึ่งอาศัยหลักการจับยึดการจําเพาะเจาะจงระหวางไบโอตินและ streptavidin และปรับเปลี่ยนพ้ืนผิวกอนการตรึง 

SA-HRP เพ่ือลดการจับยึดแบบไมจําเพาะเจาะจง, ความเขมขนของ SA-HRP ที่ใช, เวลาที่ใชตรึง SA-HRP และ

สภาวะที่ใชลางกระดาษ โดยมีรายละเอียดดังน้ี  

 ภาวะมาตรฐานของการทดลอง 

 การปรับเปลีย่นพื้นผวิกอนการตรงึ SA-HRP: แชกระดาษกรองในสารละลาย 1% BSA เปนเวลา 15 นาท ี

 การตรึง SA-HRP บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวและการเกิดปฏิกิริยาสรางสี: หยดสารละลายของ SA-

HRP ความเขมขน 20 µg/mL โดยมีโซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) เปนตัวทํา

ละลายลงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวบริเวณตําแหนงที่ตรึงพีเอ็นเอและตําแหนง blank ตําแหนงละ 

0.5 µL ลางกระดาษกรองทันทีดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 

0.05%, นํ้า และ ซิเตรตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) ชนิดละ 3 นาทีตามลําดับ จากน้ันแช

กระดาษกรองในสารละลายผสมระหวางออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน (1.6 mg/mL) และยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด (1.6 mg/mL) ที่มีนํ้าเปนตัวทําละลายทันที รอจนกระทั่งครบ 1 นาทีแลวลางกระดาษกรองดวย

นํ้าเปนเวลา 3 นาที เปรียบเทียบการเกิดสีที่ตําแหนงตางๆ บนกระดาษกรอง 
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รูปท่ี 2.9 การทดสอบความจาํเพาะเจาะจงระหวาง Streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) กับ       

พีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอติน เทียบกับตําแหนงพีเอ็นเอที่ไมติดโมเลกุลไบโอติน 

 สําหรับการทดสอบความจําเพาะเจาะจงระหวาง streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) กับ

พีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอติน ตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง Ac-TTTTTTTTT-LysNH2 และ biotin-o-o-AACACACAGACT-

LysNH2 ความเขมขน 10 µM บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว (ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 1 pmol) 

สวนการทดลองควบคุมคือกระดาษดัดแปรพ้ืนผิวที่ไมไดผานการตรึงพีเอ็นเอ ปรับเปลี่ยนพ้ืนผิวกอนการตรึง SA-

HRP และตรึง SA-HRP บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวและการเกิดปฏิกิริยาสรางสีตามภาวะมาตรฐานของการ

ทดลอง บันทึกภาพโดยใช iPhone6 smartphone  
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2.5 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร จากความไวของการตรวจวดัและ

ความจําเพาะเจาะจงกบัดีเอน็เอเปาหมายที่เปนคูสม 

 

รูปท่ี 2.10 แผนภาพแสดงการทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธภิาพของพีเอ็นเอแอเรย ตอการจับยึดกับดีเอ็นเอคูสม   

โดยใชปฏิกิริยาที่ทาํใหเกิดสีทีส่ามารถมองเห็นดวยตาเปลาของเอนไซม Streptavidin-horseradish peroxidase 

(SA-HRP) 
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2.5.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร จากความจําเพาะเจาะจงกับ      

ดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม   

 

รูปท่ี 2.11 การทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร 

จากความจาํเพาะเจาะจงตอการจบัยึดกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม (วิธี Capillary Transport)   

 

 

รูปท่ี 2.12 การทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร 

จากความจาํเพาะเจาะจงตอการจบัยึดกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม (วิธหียดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง)   

ตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง Ac-Lys-GCCTCACCACCA-NH2 และ Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2  ความเขมขน 

100 µM บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว (ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 10 pmol) สําหรับวิธี Capillary 

Transport และตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง Ac-Lys-GCCTCACCACCA-NH2 และ Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2  ความ

เขมขน 10 µM บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิว (ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 1 pmol) สําหรับวิธีหยด 

ดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง สวนการทดลองควบคุมคือกระดาษดัดแปรพ้ืนผิวที่ไมไดผานการตรึงพีเอ็นเอ เตรียม

สารละลายของดีเอ็นเอตัวอยางไดแก biotin-dTGGTGGTAAGGC และ biotin-dTGGTGGTGAGGC ความเขมขน 

2 µM ในตัวทําละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 (0.0005%) ตรึง       
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ดีเอ็นเอโดยวิธี Capillary Transport โดยใชสารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง ความเขมขน 2 µM  (รูปที่ 2.11) และใช

สารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง ความเขมขน 2 µM นี้ สําหรับวิธีหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรงดวย (รูปท่ี 2.12)  

ปรับเปลี่ยนพื้นผิวกอนการตรึง SA-HRP และตรึง SA-HRP บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวและการเกิดปฏิกิริยา

สรางสีตามภาวะมาตรฐานของการทดลอง บันทึกภาพโดยใช iPhone6 smartphone ทําซ้ํา 2 ครั้ง ตอ 1 ชนิด    

พีเอ็นเอ 

2.5.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอร จากขีดจํากดัของการตรวจวดั  

 

รูปที่ 2.13 การทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของพีเอ็นเอแอเรย  

จากขีดจาํกัดของการตรวจวัด 

ตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง Ac-Lys-GCCTTACCACCA-LysNH2  ความเขมขน 10 µM บนกระดาษกรองดัดแปร

พ้ืนผิว (ปริมาณพีเอ็นเอตอ 1 ตําแหนงที่ตรึงคือ 1 pmol) สวนการทดลองควบคุมคือกระดาษดัดแปรพ้ืนผิวที่ไมได

ผานการตรึงพีเอ็นเอ เตรียมสารละลายของดีเอ็นเอตัวอยาง biotin-dTGGTGGTAAGGC ความเขมขน 0.2 µM และ 

2 µM โดยมีฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.01 M (pH 7.4) ผสมทวีน 20 0.0005% เปนตัวทําละลาย ตรึง

ดีเอ็นเอโดยการใหเกิดการจับยึดกับพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวทั้งวิธี Capillary Transport และ

การหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง (เชนเดียวกับวิธีในขั้นตอน 2.5.1)  ปรับเปลี่ยนพ้ืนผิวกอนการตรึง SA-HRP และ

ตรึง SA-HRP บนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวและการเกิดปฏิกิริยาสรางสีตามภาวะมาตรฐานของการทดลอง 

บันทึกภาพโดยใช iPhone6 smartphone ทําซ้ํา 3 ครั้ง ตอ 1 ความเขมขนดีเอ็นเอ 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 

 

3.1 การสังเคราะหและพิสูจนเอกลักษณกระดาษกรองที่ดัดแปรพื้นผิวโดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

ดวยโซเดียมเปอรไอโอเดตเพื่อใหเปนหมูแอลดีไฮด 

 ในงานวิจัยน้ีผูวิจัยสนใจเตรียมดีเอ็นเอเซ็นเซอรโดยมีวัฏภาคของแข็งที่เตรียมจากกระดาษกรอง เน่ืองจาก

กระดาษกรองเปนวัสดุหางาย, มีราคาถูก และที่สําคัญยังสามารถประยุกตใชไดกับสารชีวโมเลกุล โดยเซลลูโลสบน

กระดาษกรองนั้นมีหมูไฮดรอกซิลซึ่งเปนหมูฟงกชันที่พรอมเกิดปฏิกิริยาตางๆ33, 34 โดยปจจุบันมีการนํากระดาษ

กรองมาใชเปนวัฏภาคของแข็งในการเตรียมเซ็นเซอรโดยผานการดัดแปรดวยกระบวนการตางๆเชน การใช bis-

electrophile35-37 เพ่ือใหไดพ้ืนผิวที่วองไวสําหรับการตรึงโพรบที่เปนสารชีวโมเลกุล หากแตกระบวนการขางตนน้ัน

ยุงยากและใชสารเคมีที่มีราคาสูง ซึ่งผูวิจัยเล็งเห็นถึงปญหาดังกลาวจึงไดพัฒนางานวิจัยที่มีจุดประสงคมุงเนนที่จะ

เตรียมดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่สามารถทําไดงาย ไมซับซอนและมีราคาถูก โดยใชปฏิกิริยาออกซิเดชันของเซลลูโลสดวย

โซเดียมเปอรไอโอเดตโดยมีลิเทียมคลอไรดในระบบ ไดเปนไดแอลดีไฮดเซลลูโลสโดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาดัง

แสดงในรูปท่ี 3.1   

 

รูปท่ี 3.1 กลไกการเกิดปฏกิิริยาเปอรไอโอเดตออกซิเดชันของเซลลูโลส49 
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โดยโซเ ดียมเปอรไอโอเดตเปนตัวออกซิไดซที่มีค วามเลือกจํ า เพาะตอตํา แหน งในการ เกิดปฏิ กิริ ยา 

(Regioselectivity) ตอหมูไฮดรอกซิลที่เปน 1,2-ไดออล ดังเชนที่อยูบนคารบอนตําแหนงที่ 2 และ 3 ในโมเลกุลของ

กลูโคสของเซลลูโลส จากงานวิจัยที่ผานมาพบวา ระบบที่มีลิเทียมคลอไรดจะสงเสริมใหปฏิกิริยาของโซเดียมเปอร 

ไอโอเดตเกิดไดดีขึ้น เน่ืองจากลิเทียมไอออนจะเขาไปแทรกตัวระหวางหนวยของกลูโคสในเซลลูโลส ทําใหพันธะ

ไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลของเซลลูโลสถูกทําลายจึงมีหมูไฮดรอกซิลอิสระเพ่ิมมากขึ้น สามารถเกิดปฏิกิริยา 

เปอรไอโอเดตออกซิเดชันไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น39 

 

 3.1.1 การหาสภาวะของระบบที่ เหมาะสมที่ สุดสําหรับการเตรียมกระดาษกรอง 

ดัดแปรพื้นผิว 

 จากการทดลองศึกษาระบบที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเตรียมกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวโดยเปรียบเทียบ

สภาวะในการออกซิไดซทั้ง 4 สภาวะไดแก ระบบสารละลายผสมของโซเดียมเปอรไอโอเดต (NaIO4) และลิเทียม

คลอไรด (LiCl), ระบบที่มีเฉพาะโซเดียมเปอรไอโอเดต (NaIO4) 0.04 M, ระบบที่มีเฉพาะลิเทียมคลอไรด (LiCl)  

2.1 M และการทดลองควบคุมที่มีเฉพาะตัวทําละลายคือนํ้า ซึ่งสภาวะที่ใชในการทดลองน้ีอางอิงจากงานวิจัยที่เคย

ศึกษากอนหนาน้ี37 และศึกษาระยะเวลาที่ใชในการออกซิไดซเซลลูโลสของแตละระบบในระยะเวลาตางๆ โดย 

ไดทดลอง 5, 10, 15, 30 และ 60 นาทีตามลําดับ และเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเกิดหมูไดแอลดีไฮดจาก

การเปลี่ยนสีของ 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน ซึ่งสามารถแสดงผลการทดลองดังตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 แสดงผลการทดสอบเชิงคุณภาพของกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผวิทีส่ภาวะตางๆดวยสารละลาย  

2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 

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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จากผลการทดลองพบวาภายใน 5 นาทีแรก กระดาษกรองที่แชในระบบสารละลายผสมของโซเดียม- 

เปอรไอโอเดตและลิเทียมคลอไรดและระบบที่มีเฉพาะสารละลายโซเดียมเปอรไอโอเดตสามารถเปลี่ยนสีสารละลาย 

2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีนจากสีเหลืองเปนสีสมได ในขณะที่กระดาษกรองที่แชในสารละลายลิเทียมคลอไรดและ

นํ้ายังคงมีสีเหลืองเชนเดิม ซึ่งสามารถเปนการยืนยันวาหมูไฮดรอกซิลของเซลลูโลสบนกระดาษกรองสามารถถูก

ออกซิไดซดวยโซเดียมเปอรไอโอเดตไดเปนสารประกอบไดแอลดีไฮดดังรูปท่ี 3.2 ซึ่งหมูคารบอรนิลที่เกิดขึ้นสามารถ

เกิดปฏิกิริยาสารละลาย 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีนซึ่งมีสีเหลืองจนกลายเปนสารประกอบไฮดราโซนซึ่งมีสีสมแดง

โดยมีโครงสรางดังรูปท่ี 3.3 

 

 

รูปท่ี 3.2 ปฏิกิริยาการทดสอบสารประกอบคารบอนิลดวย2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 

R H

O
+

NH
NH2

NO2

NO2

NH
N

NO2

NO2

RH

 
รูปท่ี 3.3 ปฏิกิริยาการทดสอบแอลดีไฮดดวย2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน 

 เม่ือพิจารณาความเขมของสีสมที่เกิดขึ้นระหวางกระดาษกรองที่แชในระบบสารละลายผสมของโซเดียม

เปอรไอโอเดตและลิเทียมคลอไรดกับระบบที่มีเฉพาะสารละลายโซเดียมเปอรไอโอเดตที่ระยะเวลาเทากันพบวา 

กระดาษกรองในระบบสารละลายผสมของโซเดียมเปอรไอโอเดตและลิเทียมคลอไรดจะใหสีสมที่เขมกวากระดาษ

กรองจากระบบสารละลายที่มีเฉพาะโซเดียมเปอรไอโอเดต แสดงใหเห็นวาหมูไฮดรอกซิลของเซลลูโลสในระบบ

สารละลายผสมของโซเดียมเปอรไอโอเดตและลิเทียมคลอไรดถูกออกซิไดสไดมากกวาทําใหปริมาณแอลดีไฮดที่

เกิดขึ้นมีมากกวาเชนกัน ซึ่งผลของลิเทียมคลอไรดตอการเพ่ิมประสิทธิภาพของปฏิกิริยาออกซิเดชันของเซลลูโลส

สอดคลองกับที่ไดเคยมีผูรายงานมากอนหนาน้ี50 นอกจากน้ียังพบวาเมื่อกระดาษกรองถูกออกซิไดสเปนเวลานาน

กวา 10 นาที กระดาษกรองที่ถูกดัดแปรมีลักษณะเปราะและเปอยยุย ทั้งน้ีเนื่องจากการดัดแปรพันธะโควาเลนตจะ

ทําใหเซลลูโลสสูญเสียความเปนผลึก น่ันคือไดแอลดีไฮดเซลลูโลสมีลักษณะโครงสรางแบบอสัณฐานมากขึ้น อีกทั้ง

ลิเทียมไอออนสามารถทําลายพันธะไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลของเสนใยเซลลูโลส ทําใหความสามารถในการละลาย

นํ้าของเซลลูโลสเพ่ิมขึ้น51 ดังน้ันในงานวิจัยน้ีผูวิจัยจึงเลือกใชระบบสารละลายผสมของโซเดียมเปอรไอโอเดต 

 (0.04 M) และลิเทียมคลอไรด (2.1 M) และใชเวลาในการออกซิไดซ 10 นาทีสําหรับเตรียมกระดาษกรอง 

ดัดแปรพ้ืนผิว 

OO OH
OH

OH n
OO

O O

OH n

 NaIO4

 LiCl 
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3.2 การตรึงพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพื้นผิวเพื่อสังเคราะหดีเอ็นเอ

เซ็นเซอรและการตรวจสอบประสิทธิภาพของการตรึงพีเอ็นเอ 

3.2.1 การหาระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมสําหรับการทดลอง 

หลังจากไดหาภาวะเหมาะสมในการดัดแปรพ้ืนผิวกระดาษกรอง และพิสูจนยืนยันการเกิดหมูแอลดีไฮดได

แลว ในขั้นตอมาเปนการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางลงบนผิวของกระดาษกรองที่ถูกดัดแปร โดยเริม่ตนจากการศกึษาระบบ

ตัวทําละลายที่เหมาะสมสําหรับตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง โดยระบบตัวทําละลายที่ผูวิจัยตองการศึกษาน้ันไดแก น้ํา,       

ไดเมทิลซัลฟอกไซด, ไดเมทิลฟอรมาไมด, อะซิโตไนไตรล, เมทานอล, ฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน ความเขมขน 0.1 M 

(pH 7.4) และคารบอเนตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 10.0) โดยพีเอ็นเอตัวอยางที่ใชคือ เอซีพีซีพีเอ็นเอที่ติด

ฉลากดวยฟลูออเรสซีน (Flu-TTTTTTTTT-LysNH2) ความเขมขน 100 µM ที่เติมโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด 

(NaBH3CN) ความเขมขน 1 mg/mL (16 mM) โดยปริมาตรสุดทายที่ spot คือ 1 µM ซึ่งคิดเปนปริมาณพีเอ็นเอ 

100 pmol/spot ติดตามสัญญาณฟลูออเรสเซนสซึ่งจะบงบอกถึงปริมาณพีเอ็นเอที่ตรึงลงไปโดยผานปฏิกิริยา 

รีดักทีฟแอลคิเลชัน ปฏิกิริยาดังกลาวเกิดขึ้นจากแอลดีไฮดที่เกิดขึ้นบนผิวของกระดาษกรองเกิดปฏิกิริยา  

Schiff base กับหมูอะมิโนของไลซีนที่ตอกับปลายสายดานหน่ึงของพีเอ็นเอตัวอยางกอนถูกรีดิวซดวยโซเดียม 

ไซยาโนโบโรไฮไดรดดังรูปท่ี 3.4 

 

 

รูปท่ี 3.4 วิธกีารตรงึพีเอ็นเอตัวอยางบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพื้นผวิเพ่ือสงัเคราะหดีเอ็นเอเซ็นเซอร 
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รูปท่ี 3.5 สัญญาณฟลูออเรสเซนสของพีเอ็นเอ Flu-TTTTTTTTT-LysNH2 ที่ถูกตรึง 

 จากผลการทดลอง (รูปท่ี 3.5) เม่ือใหทําปฏิกิริยาเปนระยะเวลา 16 ชั่วโมง ตามดวยการลางพีเอ็นเอที่ไม

ทําปฏิกิริยาออกดวยสารละลายผสมของนํ้าและอะซิโตไนไตรล (อัตราสวน 1:1) จากน้ันนํามาคาํนวณความสวางของ

สัญญาณฟลูออเรสเซนสดวยโปรแกรม ImageJ ของแตละระบบตัวทําละลายแลวนําคาที่ไดมาหักลางกับสัญญาณ

พ้ืนหลัง (background) ไดผลแสดงดังกราฟที่ 1 

  

กราฟท่ี 1 คาเฉลี่ยความเขมสัญญาณฟลูออเรสเซนสจากการตรึงพีเอ็นเอติดฉลากฟลอูอเรสซีนดวย                       

ระบบตัวทาํละลายชนิดตางๆจากการทาํซ้าํ 2 ครั้ง  
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พบวาระบบตัวทําละลาย ไดเมทิลฟอรมาไมด, อะซิโตไนไตรลและเมทานอล ใหคาเฉลี่ยสัญญาณฟลูออเรสเซนส 

ที่เขมที่สุดเม่ือสังเกตดวยตาเปลาภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ขณะที่ในนํ้า, ฟอสเฟตบัฟเฟอร- 

ซาลีน (pH 7.4) และคารบอเนตบัฟเฟอร (pH 10.0) ความเขมขน 0.1 M สามารถใหสัญญาณฟลูออเรสเซนสได

เชนกันแตออนกวาใน 3 ระบบแรกที่กลาวไปขางตน และในขณะที่ตัวทําละลายไดเมทิลซัลฟอกไซดใหสัญญาณที่

ออนมากจนแทบไมเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสเลยเม่ือสังเกตดวยตาเปลา และเม่ือเปรียบเทียบกับพีเอ็นเอตัวอยาง

ที่ตรึงบนกระดาษกรองที่ไมไดดัดแปรพ้ืนผิวพบวาไมใหสัญญาณฟลูออเรสเซนสในทุกกรณี ซึ่งเปนการยืนยันวาการ

ตรึงพีเอ็นเอเกิดผานปฏิกิริยารีดักทีฟแอลคิลเลชันตามที่ออกแบบไวจริง ในการทดลองตอๆ ไปไดเลือกใชระบบ 

ตัวทําละลายไดเมทิลฟอรมาไมดเน่ืองจากเปนระบบที่ใหประสิทธิภาพการตรึงที่ดี และเปนตัวทําละลายที่มีจุดเดือด

สูง ขณะที่อะซิโตไนไตรลและเมทานอลตางก็มีจุดเดือดที่ตํ่าทําใหการเตรียมสารละลายพีเอ็นเอตัวอยางในไดเมทิล-

ฟอรมาไมดมีความเขมขนที่แนนอนกวาในระบบอะซิโตไนไตรลและเมทานอลซึ่งระเหยไดงาย นอกจากนี้การที่ 

ตัวทําละลายมีจุดเดือดสูงจะทําใหพีเอ็นเอในสารละลายสัมผัสกับพ้ืนผิวกระดาษกรองยาวนานกวาโดยไมแหงไป

เสียกอน ซึ่งนาจะเปนผลดีตอประสิทธิภาพของการตรึงดวย 

 

 3.2.2 การหาปริมาณพีเอ็นเอที่นอยที่สุดที่ เม่ือตรึงบนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิว 

แลวยังสามารถมองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสตดวยตาเปลา 

 เมื่อไดสภาวะของการตรึงเรียบรอยแลว ขั้นตอมาคือการศึกษาปริมาณของพีเอ็นเอที่ตรึงบนกระดาษที่นอย

ที่สุดที่ยังสามารถตรวจวัดสัญญาณได ขั้นตอนน้ีมีความสําคัญเนื่องจากพีเอ็นเอโพรบสังเคราะหไดยาก จงึจาํเปนตอง

ใชในปริมาณที่นอยที่สุดที่จะยังสามารถตรวจวัดสัญญาณได โดยเม่ือทดลองลดปริมาณของพีเอ็นเอติดฉลาก 

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

สัญญาณฟลูออเรสเซนสภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ไดผลการทดลองดังรูปท่ี 3.6 

 

รูปท่ี 3.6 สัญญาณฟลูออเรสเซนสของพีเอ็นเอ Flu-TTTTTTTTT-LysNH2 ที่ถูกตรึงปริมาณตางๆ 
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 จากผลการทดลองพบวาสามารถสังเกตสัญญาณฟลูออเรสเซนสของพีเอ็นเอติดฉลากฟลูออเรสซีนดวย 

ตาเปลาภายใตแสงยูวีที่ 254 นาโนเมตรตั้งแต 100, 50 และ 10 pmol/spot แสดงใหเห็นวา ปริมาณตํ่าสุดของ 

พีเอ็นเอที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนที่ตรึงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวที่ยังคงสามารถเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสได

ดวยตาเปลาคือ 10 pmol/4 mm2 

 

3.3 การพัฒนาวิธีการตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอที่

เปนคูสมกันโดยอาศัยปฏิกิริยาสรางสีที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 

3.3.1 การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรึงกับดีเอ็นเอ 

ที่เปนคูสมกันโดยการใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากฟลูออเรสซีน  

3.3.1.1 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดย

ใชเทคนิค Capillary Transport 

เม่ือไดพิสูจนแลววาสามารถตรึงพีเอ็นเอที่ติดฉลากเรืองแสงบนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวไดเปน

ผลสําเร็จในขั้นตอนตอไปเปนการทดลองตรึงพีเอ็นเอตัวอยางที่ไมไดติดฉลากเรืองแสง เพ่ือใชเปนโพรบสําหรับ      

ดีเอ็นเอเซ็นเซอร ซึ่งในการทดลองนี้ผูวิจัยเลือกใชพีเอ็นเอตัวอยางที่มีลําดับเบส Ac-TTTTTTTTT-LysNH2 ความ

เขมขน 100 µM ในไดเมทิลฟอรมาไมดที่มีโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด (16 mM) อยูดวย หยดพีเอ็นเอตัวอยางลง

บนกระดาษกรองที่ถูกดัดแปรพ้ืนผิวจุดละ 0.1 µL เม่ือผูวิจัยสามารถเตรียมดีเอ็นเอเซ็นเซอรตามกระบวนการ

ขางตนไดแลว ขั้นตอมาจะนําดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ไดมาตรวจสอบการจับยึดกับดีเอ็นเอตัวอยาง ซึ่งในขั้นตอนของการ

พิสูจนหลักการ ผูวิจัยเลือกใชดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเปนคูสมกันกับพีเอ็นเอคือ ดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสคูสมกับโพรบ 

และติดฉลากดวยฟลูออเรสซีน Flu-dAAAAAAAAA เพ่ือที่จะสามารถติดตามการจับยึดกันระหวางพีเอ็นเอโพรบและ 

ดีเอ็นเอจากการเรืองแสงฟลูออเรสเซนสของโมเลกุลฟลูออเรสซีนที่ติดอยูบนดีเอ็นเอตัวอยาง ดังหลักการที่แสดงใน

รูปท่ี 3.7 
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รูปท่ี 3.7 แผนภาพแสดงวิธกีารทดสอบการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถูกตรงึกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันโดยการใช 

ดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากฟลูออเรสซีน 

 โดยในการทดลองน้ีผูวิจัยเลือกใชเทคนิค capillary transport52 ในการตรวจวัด เน่ืองจากการศึกษาจาก

งานวิจัยกอนหนาน้ี (อางถึง ณัฐพล จิระกิตติวุฒิ, ผลงานที่ยังไมไดตีพิมพ) ไดพบวามีดีเอ็นเอบาง sequence เกิด 

non-specific binding กับกระดาษกรอง เพ่ือหลีกเลี่ยงปญหาขางตน ผูวิจัยจึงใชวิธี capillary transport แทนการ

หยดดีเอ็นเอโดยตรงโดยมีหลักการคือ ผูวิจัยจะตรึงพีเอ็นเอตัวอยางลงบนกระดาษกรองจากน้ันจุมปลายดานหน่ึง

ของกระดาษกรองลงในสารละลายดีเอ็นเอโดยคอยๆใหสารละลายดีเอ็นเอถูกดูดซับขึ้นไปบนแผนกระดาษกรองจน

ทั่วทั้งแผนกอนจะนําไปลางสารละลายดีเอ็นเอออก ซึ่งในการทดลองน้ีผูวิจัยสนใจศึกษาปริมาณดีเอ็นเอตัวอยางที่

สามารถตรวจวัดไดโดยสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลาภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร โดยใชปรมิาณ

ดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนที่ 35, 10, 3.5, 1.0 และ 0.35 pmol/spot ตามลําดับ ในขณะที่ใชพีเอ็นเอ

โพรบตรึงลงบนกระดาษกรองดัดแปรในปริมาณคงที่ที่ 10 pmol/spot ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 2 

 

ตารางท่ี 2 สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ 254 นาโนเมตรที่สงัเกตเห็นเม่ือลดปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนลง 

(การไฮบริไดซทาํโดยเทคนคิ capillary transport) 

ปริมาณ Flu-dAAAAAAAAA 
(pmol/spot) 

สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่  
254 nm 

35 
 

10  
3.5 

 
1.0  
0.35 
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เม่ือนําภาพถายที่ไดมาคํานวณความสวางดวยโปรแกรม ImageJ สามารถเปรียบเทียบระหวางความสวางของ

สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอที่ปริมาณตางๆเปรียบเทียบกับความสวางพ้ืนหลังของ 

กระดาษกรองดัดแปรที่ไมตรึงพีเอ็นเอ (Blank) ไดดังกราฟท่ี 2  

 

กราฟท่ี 2 ความสมัพันธระหวางความสวางของสญัญาณฟลอูอเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอที่ปริมาณตางๆ

เปรียบเทียบกับความสวางพ้ืนหลังของกระดาษกรองดัดแปรที่ไมตรึงพีเอ็นเอ (blank) ที่ตรวจวัดดวย          

เทคนิค capillary transport, error bar แสดงคา SD จากการทดลอง 3 ครั้ง  

(■) สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัด   

(x) ความสวางพ้ืนหลังของกระดาษกรองดัดแปร 

 จากผลคํานวณเปรียบเทียบสัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัดกับความสวางพ้ืนหลังของ 

กระดาษกรองดัดแปร พบวาเม่ือลดปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนลง ความสวางของสัญญาณ 

ฟลูออเรสเซนสก็จะลดลงเชนกันโดยที่ปริมาณ 0.35 pmol/spot เปนปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนที่นอย

ที่สุดที่ยังคงสามารถมองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสไดดวยตาเปลาภายใตแสงยูวีที่มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 

หากแตเม่ือพิจารณาความเขมของสัญญาณฟลูออเรสเซนสที่คํานวณได โพรบที่ถูกตรึงบนดีเอ็นเอเซ็นเซอรน้ันมี

ปริมาณจํากัดที่ 10 pmol/spot ดังนั้นความสวางที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอตัวอยางที่ปริมาณ 35 และ 

10 pmol/spot ก็ควรจะมีคาเทากัน เนื่องจากปริมาณของโพรบเปนตัวกําหนด แตจากผลการทดลองพบวา ย่ิงเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอตัวอยางมากขึ้น สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดกลับย่ิงสวางมากขึ้น ทั้งน้ีอาจเปนไปไดวาการใชเทคนิค 

capillary transport จะใชตัวทําละลายเปนตัวกลางพาดีเอ็นเอตัวอยางขึ้นไปหาพีเอ็นเอที่ถูกตรึง ซึ่งกระบวนการ

ดังกลาวอาจทําใหดีเอ็นเอตัวอยางบางสวนแพรไปยังบริเวณที่ไมมีโพรบ สงผลใหปริมาณดีเอ็นเอที่เกิดการเขาคูกัน
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กับพีเอ็นเอที่ถูกตรึงนอยกวา 100% หรืออีกเหตุผลหนึ่งคือประสิทธิภาพของการจับยึดระหวางดีเอ็นเอกับพีเอ็นเอ

โพรบที่ถูกตรึงไมเปน 100% โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทําใหประสิทธิภาพเพิ่มขึ้น 

 

3.3.1.2 การตรวจสอบความสามารถในการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอโดย 

การหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 

 จากปญหาการทดลองที่ 3.3.1.1 ผูวิจัยจึงพัฒนาการตรวจวัดโดยใชวิธีหยดดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกุล

ฟลูออเรสซีนลงบนพีเอ็นเอตัวอยางที่ถูกตรึงโดยตรงเพ่ือเพ่ิมปริมาณการจับกันระหวางโพรบและดีเอ็นเอตัวอยางโดย

ตรึงพีเอ็นเอตัวอยางที่มีลําดับเบส Ac-TTTTTTTTT-LysNH2 ปริมาณ 10 pmol/spotและใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติด

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

ทดลองที่ไดแสดงดังตารางท่ี 3 

ตารางท่ี 3 สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ 254 นาโนเมตรที่เกิดขึ้นเม่ือลดปรมิาณดีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีนลง

เม่ือตรวจวดัโดยหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 

ปริมาณ Flu-dAAAAAAAAA 
(pmol/spot) 

สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ 254 nm 

35 
 

10  
3.5  
1.0  
0.35 

 
 

 จากผลการทดลองพบวา ปริมาณดีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลฟลูออเรสซีนปริมาณ 0.35 pmol/spot ยังสามารถ

มองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสไดดวยตาเปลาภายใตแสงยูวีที่มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร เม่ือนําภาพถายที่

ไดมาคํานวณความสวางดวยโปรแกรม ImageJ พบวาเม่ือความสวางของสัญญาณบริเวณโพรบที่ปริมาณตางๆจะ

สามารถเขียนความสัมพันธไดดังกราฟท่ี 3 
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กราฟท่ี 3 ความสมัพันธระหวางความสวางของสญัญาณฟลอูอเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอที่ปริมาณตางๆ

เปรียบเทียบกับความสวางพ้ืนหลังของกระดาษกรองดัดแปรที่ไมตรึงพีเอ็นเอ (blank) ที่ตรวจวัดโดย 

การหยดดีเอ็นเอโดยตรง, error bar แสดงคา SD จากการทดลอง 3 ครั้ง 

(■) สัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ไดจากการตรวจวัด   

(x) ความสวางพ้ืนหลังของกระดาษกรองดัดแปร  

 

จากผลการคํานวณความเขมของสัญญาณฟลูออเรสเซนส โดยเปรียบเทียบสัญญาณฟลูออเรสเซนสทีไ่ดจาก 

การตรวจวัดกับความสวางพ้ืนหลังของกระดาษกรองดัดแปร พบวา ความสวางที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอตวัอยาง

ที่มีปริมาณ 35 และ 10 pmol/spot มีคาใกลเคียงกัน ซึ่งสอดคลองกับความจริงที่วาโพรบที่ถูกตรึงมีปริมาณจํากัด

เพียง 10 pmol/spot เทานั้น แสดงใหเห็นวาการตรวจวัดโดยการหยดดีเอ็นเอโดยตรงน้ันสามารถลดปญหา 

การสูญเสียดีเอ็นเอบางสวนจากการแพรของตัวทําละลายและเพ่ิมโอกาสใหดีเอ็นเอตัวอยางเขาคูกับพีเอ็นเอโพรบ 

ไดมากขึ้น 
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 3.3.2 การตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอที่ถกูตรงึกบัดเีอน็เอทีเ่ปนคู

สมกันโดยการใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากไบโอตินรวมกับการขยายสัญญาณดวยเอนไซม 

 การทดลองมีวัตถุประสงคที่จะตรวจสอบการยึดจับกันระหวางดีเอ็นเอและพีเอ็นเอโพรบโดยมุงเนนเทคนิค

การตรวจวัดที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลาที่มีประสิทธิภาพมากกวาการใชฉลากเรืองแสง ซึ่งมีราคาแพง และ

ความไวยังตํ่าอยู ผูวิจัยจึงสนใจนําปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม ที่ทําไดสะดวก และมีความวองไวสูง และเปนที่นิยม

ใชกันอยางแพรหลายในงานวิจัยที่เก่ียวของกับการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอหรือโปรตีนโดยเทคนิค dot blot45 และ 

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)30 สําหรับงานวิจัยน้ีผูวิจัยสนใจเลือกใชปฏิกิริยารีดอกซระหวาง

โมเลกุลของออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน (OPD) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยมีเอนไซม horseradish peroxidase 

(HRP) เปนตัวเรงปฏิกิริยาเกิดเปนผลิตภัณฑที่มีสีเหลืองเขมดังแสดงในรูปท่ี 3.8 
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รูปท่ี 3.8 ปฏิกริิยารีดอกซระหวางออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน (OPD) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

  

 เน่ืองจากมีรายงานมากอนหนาน้ี46 วา HRP ซึ่งเปนเอนไซมที่มีประจุบนพ้ืนผิวเปนบวกสามารถยึดจับกับ 

ดีเอ็นเอไดโดยแรงกระทําทางไฟฟาสถิต จึงอาจนํามาใชเปนตัวบงชี้ถึงการจับยึดของดีเอ็นเอกับพีเอ็นเอโพรบบน

พ้ืนผิวกระดาษไดโดยตรง โดยในขั้นตอนแรกผูวิจัยไดพิสูจนหลักการขางตนดวยดีเอ็นเอตัวอยางที่มีลําดับเบสเปน 

CGAGGATGGCGCCCCGGGCGCCATGGATAGAGCAGGAGGGG ซึ่งเก่ียวของกับยีนที่ทําใหเกิดการแพยาซึ่งแสดง

อาการออกทางผิวหนัง (HLA B*5701)53 ซึ่งงานวิจัยกอนหนาน้ีพบวาดีเอ็นเอลําดับเบสดังกลาวสามารถยึดจับกับ

กระดาษกรองอยางไมจําเพาะเจาะจง (non-specific binding) จึงสามารถตรึงลงไปบนกระดาษเซลลูโลสที่ไมได  

ดัดแปรพ้ืนผิวไดโดยตรง โดยจะใช HLA B*5701 เขมขน 0.1 mM หยดบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวจุดละ 1 µL 

แลวหยดดวยสารละลายของเอนไซม HRP เขมขน 0.5 mg/mL โดยในการทดลองจะศึกษาสภาวะเหมาะสมที่ทําให

ปฏิกิริยาการสรางสีเกิดขึ้นไดอยางมีประสิทธิภาพโดยใชตัวทําละลายตางๆที่มี pH อยูในชวงที่เปนกรดสวนใหญ

เน่ืองจากเอนไซม HRP ในพีเอชที่เปนกรดจะอยูในรูปประจุบวกทําใหสามารถยึดจับดวยอันตรกิริยาทางไฟฟากับ 

ดีเอ็นเอซึ่งมีประจุลบของหมูฟอสเฟตบนโครงสรางได โดยในการทดลองน้ีจะเปรียบเทียบกันระหวาง โซเดียม      

แอซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M (pH 3.6), โซเดียมแอซิเตตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M (pH 5.0) และ 

ฟอสเฟตบัฟเฟอร-ซาลีน ความเขมขน 0.1 M (pH 7.4) ตามลําดับ ลงบนบริเวณที่มีดีเอ็นเอ จุดละ 1 µL ทําจุดละ 2 
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ซ้ํา รอจนกระทั่งครบ 1 ชั่วโมงแลวลางออกดวยนํ้า แชกระดาษกรองลงในสารละลายของ OPD และยูเรีย-ไฮโดรเจน

เปอรออกไซดเพ่ือทดสอบการเปลี่ยนสี ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 3.9  

 

รูปท่ี 3.9 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยาการสรางสีดวยเอนไซม HRP ที่ pH ตางๆ 

 

จากผลการทดลองพบวา ที่ pH 5.0 เอ้ือใหเกิดปฏิกิริยาสรางสีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด เพราะจะใหสี

เหลืองเขมชัดเจนที่สุด แตพบวาบริเวณที่มีดีเอ็นเอและบริเวณที่ไมมีดีเอ็นเอ (blank) มีสีเขมใกลเคียงกัน แสดงวา

เอนไซม HRP สามารถเกิด non-specific binding กับกระดาษกรอง และเม่ือทําปฏิกิริยาที่พีเอชต่ําเกินไปก็จะไม

เกิดสีเหลืองเลยทั้งในกรณีที่มีและไมมีดีเอ็นเอ 

 จากปญหาขางตนผูวิจัยจึงเปลี่ยนไปใชปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะเจาะจงมากขึ้นโดยการติดฉลากในสวนของ

ดีเอ็นเอตัวอยางดวยไบโอตินและอาศัยอันตรกิริยาที่จําเพาะเจาะจงระหวางไบโอตินและสเตรปตาวิดินเพ่ือตรึง

เอนไซม HRP ที่คอนจูเกตอยูกับสเตรปตาวิดิน (SA-HRP) เขาไปบนตัวอยางและออกแบบการทดลองเพ่ือเพิ่ม

ความจําเพาะเจาะจงของการตรวจวัดโดยจะแชดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ผานการไฮบริดลงในสารละลาย BSA เขมขน 1% 

และลาง SA-HRP หลังหยดทันที เพ่ือลดการเกิด non-specific binding ของ SA-HRP บนผิวกระดาษกรอง 

ดัดแปร โดยในการทดลองเบื้องตนเพ่ือพิสูจนหลักการจะยังไมใชดีเอ็นเอ แตจะนําพีเอ็นเอที่ติดฉลากไบโอตินมาตรึง

ลงไปบนพ้ืนผิวกระดาษกรองที่ผานการดัดแปร เปรียบเทียบกับพีเอ็นเอที่ไมไดติดฉลาก และนําไปทําปฏกิิรยิาสรางสี

ดวยเอนไซม เพ่ือดูวาฉลากไบโอตินที่อยูบนพ้ืนผิวกระดาษจะสามารถจับยึด SA-HRP ไวได และสามารถทําใหเกิดสี

ไดจริง และไมมี non-specific binding ระหวาง SA-HRP กับกระดาษ และกับพีเอ็นเอโพรบ โดยมีหลักการ 

ดังแสดงในรูปที่ 3.10 
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รูปท่ี 3.10 แผนภาพแสดงการพิสจูนหลักการตรวจวัดพีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอตินโดยใช SA-HRP  

 

 ในเบื้องตนผูวิจัยจะศึกษาความจําเพาะเจาะจงของการจับยึดระหวาง  SA-HRP กับไบโอติน โดย

เปรียบเทียบระหวางพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากดวยไบโอติน (b-o-o-AACACACAGACT-LysNH2) และพีเอ็นเอ

ตัวอยางที่ไมมีฉลากไบโอติน (Ac-TTTTTTTTT-LysNH2) ชนิดละ 10 pmol/2.5 mm2 ทําซ้ําจุดละ 2 ครั้ง 

เปรียบเทียบกับบริเวณที่ไมตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง (blank) หลังจากใหทําปฏิกิริยาสรางสีกับออโธ-ฟนิลีนไดอะมีน 

(OPD) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด-ยูเรีย ไดผลการทดลองดังรูปท่ี 3.11 

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

 
รูปท่ี 3.11 ผลการทดสอบความจาํเพาะเจาะจงระหวาง SA-HRP กับพีเอ็นเอที่ติดโมเลกุลไบโอตินเปรียบเทียบกับ

ตําแหนงพีเอ็นเอที่ไมติดโมเลกุลไบโอติน 

 จากผลการทดลองพบวา เฉพาะบริเวณที่มีการตรึงพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากดวยไบโอตินเทาน้ันทีส่ามารถ

เกิดปฏิกิริยากับสับสเตรต OPD ได สังเกตการเปลี่ยนแปลงไดจากเกิดจุดสีเหลืองที่บริเวณที่ตรึงพีเอ็นเอตัวอยางที่

ติดโมเลกุลไบโอตินเม่ือทิ้งไวเปนเวลานานจะเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาล ในขณะที่บริเวณที่ตรึงพีเอ็นเอที่ไมติดฉลาก 

ไบโอตินน้ันจะไมเกิดการเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกับบริเวณที่ไมตรึงพีเอ็นเอ (blank) ดังนั้นจึงสามารถยืนยันไดวาการ

ตรวจวัดพีเอ็นเอที่ติดฉลากดวยไบโอตินโดยใชปฏิกิริยารีดอกซระหวางสับสเตรต OPD และยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดโดยมี SA-HRP เปนตัวเรงปฏิกิริยาน้ันมีความจําเพาะเจาะจงกับเฉพาะพีเอ็นเอที่ติดฉลากไบโอตินเทาน้ัน 

โดยไมมีการรบกวนโดยพีเอ็นเอที่ไมติดฉลาก และพ้ืนผิวกระดาษ ทั้งที่ผานการดัดแปรใหเปนแอลดีไฮดและที่ไมผาน

การดัดแปร ทั้งยังสามารถตรวจวัดพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากดวยไบโอตินไดแมมีปริมาณเพียง 10 pmol/spot 

Blank 
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3.4 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากความไวของการตรวจวัดและ

ความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม 

 3.4.1 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากความจําเพาะเจาะจงกับ 

ดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม  

 เมื่อผูวิจัยสามารถทดสอบความจําเพาะเจาะจงของการตรวจวัดพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดโมเลกลุไบโอตินโดยใช

ปฏิกิริยารีดอกซที่สามารถทําใหเกิดสีระหวางสับสเตรต OPD และไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยมี SA-HRP เปนตัวเรง

ปฏิกิริยาไดแลว ตอมาผูวิจัยจึงสนใจพัฒนาวิธีการตรวจวัดการยึดจับกันระหวางพีเอ็นเอโพรบกับดีเอ็นเอตัวอยางที่

เปนคูสมโดยใชปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม โดยมีหลักการดังแสดงในรูปท่ี 3.12 

 

รูปที่ 3.12 แผนภาพแสดงการทดสอบความจาํเพาะเจาะจงของดีเอ็นเอเซ็นเซอรตอการจับยึดกับดีเอ็นเอคูสมโดยใช

ปฏิกริิยาสรางสีทีส่ามารถมองเห็นดวยตาเปลาของเอนไซม Streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP) 

 โดยในงานวิจัยน้ีผูวิจัยจะตรึงพีเอ็นเอโพรบลงบนกระดาษกรองดัดแปรพ้ืนผิวเพื่อเปนดีเอ็นเอเซ็นเซอร 

จากน้ันนํามาตรวจวัดดีเอ็นเอตัวอยางที่เปนคูสมโดยใชดีเอ็นเอที่ติดฉลากดวยไบโอตินที่ปลายสาย เมื่อเกิดการยดึจบั

กันระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอที่เปนคูสมกัน เมื่อเติม SA-HRP ลงไป สวนของ SA จะยึดจับกับโมเลกุลของไบโอติน

ไดอยางจําเพาะเจาะจงและสามารถเกิดปฏิกิริยาสรางสีของ OPD กับยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดบริเวณ

ดังกลาว แตถาดีเอ็นเอตัวอยางมีลําดับเบสไมเปนคูสมกับพีเอ็นเอโพรบก็จะไมเกิดการยึดจับระหวางพีเอ็นเอ 
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และดีเอ็นเอ ทําใหไมเกิดการตรึงSA-HRP บนพ้ืนผิวกระดาษ เม่ือเติมสับสเตรต OPD และยูเรีย-ไฮโดรเจน- 

เปอรออกไซดก็จะไมเกิดการเปลี่ยนแปลง 

 ผูวิจัยสนใจศึกษาประสิทธิภาพการตรวจสอบการยึดจับระหวางพีเอ็นเอและดีเอ็นเอตัวอยางจาก

ความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมโดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอที่ มีลําดับเบสไมเปนคูสมกับ 

ดีเอ็นเอเซ็นเซอรอยู 1 ตําแหนง (single mismatch) ซึ่งเปนการตรวจวัดแบบที่ทาทายที่สุด ในการทดลองน้ีจะใช 

พีเอ็นเอโพรบ 2 ชนิด ไดแก Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2 (Probe 1) และ Ac-Lys-GCCTCACCACCA-NH2 

(Probe 2) ชนิดละ 10 pmol/spot และใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากดวยไบโอติน 2 ชนิด ไดแก ดีเอ็นเอตัวอยาง 

biotin-dTGGTGGTAAGGC (S19) และ biotin-dTGGTGGTGAGGC (S20) ซึ่งมีลําดับเบสเปนคูสมกับพีเอ็นเอ 

Probe 2 และพีเอ็นเอ Probe 1 ตามลําดับ ซึ่งดีเอ็นเอตัวอยางที่ใชในงานวิจัยน้ีเก่ียวของกับความผิดปกติของ

โปรตีนในเม็ดเลือดที่เรียกวา Hemoglobin E (HbE) ซึ่งกอใหเกิดโรคธาลัสซีเมียชนิดบีตา54  โดยดีเอ็นเอ S19 คือ 

ยีนที่ปกติในมนุษย ขณะที่ดีเอ็นเอ S20 คือ ยีนผิดปกติ  

 ในการทดลอง ผูวิจัยไดทําใหพีเอ็นเอโพรบยึดจับกับดีเอ็นเอตัวอยางดวยเทคนิค capillary transport โดย

จับคูระหวางพีเอ็นเอโพรบและดีเอ็นเอตัวอยางใหครบทั้ง 4 รูปแบบที่เปนไปได โดยทําชนิดละ 2 ซ้ําและตรวจวัด

โดยใชปฏิกิริยาที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนสีเทียบกับบริเวณที่ผานขั้นตอนเดียว กันแตไมตรึงพีเอ็นเอ (blank)  

ไดผลการทดลองดังรูปที่ 3.13 

 

  

รูปที่ 3.13 การทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรตอการจบัยึดกับดีเอ็นเอคูสม 

จากความจาํเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมโดยเทคนิค Capillary transport 

 จากผลการทดลองพบวา probe 1 จะเกิดการเปลี่ยนแปลงเปนจุดสีเหลืองเขมกวาในกรณีของการจับคูกับ

ดีเอ็นเอตัวอยาง S19 เทาน้ัน ขณะเดียวกันที่ probe 2 จะเกิดการเปลี่ยนแปลงชัดเจนกวาในบริเวณที่เกิดการเขาคู

กับ S20 เนื่องจากพีเอ็นเอ probe 1 มีลําดับเบสคูสมกับลําดับเบสบนดีเอ็นเอตัวอยาง S19 อยางสมบูรณแตมีลําดับ

เบสไมเปนคูสม 1 เบส (single mismatch) กับดีเอ็นเอตัวอยาง S20 จึงทําใหไมเกิดการยึดจับกันระหวาง probe 1 

กับดีเอ็นเอตัวอยาง S20 แตจะเกิดการยึดจับกันดีกับดีเอ็นเอตัวอยาง S19 จากนั้นเม่ือเติมSA-HRP สับสเตรต OPD 

กับยูเรีย-ไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงไป ดังน้ันจึงสามารถแสดงใหเห็นไดวาดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ไดมีความจําเพาะ

Probe  1  : Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2  

Probe  2  : Ac-Lys-GCCTCACCACCA-NH2  

S19  : biotin-dTGGTGGTAAGGC  

S20  : biotin-dTGGTGGTGAGGC  
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เจาะจง (specificity) กับดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินเปาหมายที่เปนคูสมโดยสามารถแยกความแตกตางของลําดับเบส

ที่มีความแตกตางกันเพียง 1 เบสได และสามารถตรวจสอบความแตกตางของการยึดจับกันระหวางพีเอ็นเอโพรบกับ

ดีเอ็นเอคูสมที่ติดฉลากไบโอตินไดดวยปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีของสับสเตรต OPD และไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยมี 

SA-HRP เปนตัวเรงปฏิกิริยา อยางไรก็ตามยังพบปญหาอยูบางคือมีการเกิดสีเหลืองออนๆ เม่ือพีเอ็นเอและดีเอ็นเอ

ไมเปนคูสมกัน ซึ่งแตกตางจาก blank experiment แสดงวานาจะเกิดจากการที่ single base mismatch PNA-

DNA ไฮบริดยังมีความเสถียรพอสมควร จึงจําเปนที่จะตองศึกษาตอไปเพ่ือหาวิธีเพ่ิมความจําเพาะเจาะจงใหดียิ่งขึ้น 

 จากน้ันทดลองเชนเดียวกันกับการทดลองขางตน หากแตจะใชวธิีการหยดดีเอ็นเอที่ติดฉลากไบโอตินลงบน

พีเอ็นเอโพรบทั้งสองโดยตรงไดผลการทดลองดังรูปที่ 3.14 

 

รูปที่ 3.14 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรตอการจับยึดกับดีเอ็นเอคูสม 

จากความจาํเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมโดยหยดดีเอ็นเอคูสมโดยตรง 

 

 จากผลการทดลองพบวาการหยดดีเอ็นเอตัวอยางติดฉลากไบโอตินโดยตรงก็ใหผลสอดคลองกับการใช

เทคนิค capillary transport แตมี non-specific interaction มากกวา สังเกตไดจาก background ที่คอนขางเขม

ใน blank ดังน้ันสําหรับการตรวจวัดดวยปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม การใชวิธี capillary transport นาจะใหผล

ดีกวา 

3.4.2 การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากขีดจํากัดของการตรวจวัด 

 เมื่อไดทดสอบความจําเพาะเจาะจงของดีเอ็นเอเซ็นเซอรกับดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมแลว ลําดับถัดมา

เปนการศึกษาประสิทธิภาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากขีดจํากัดในการตรวจวัดโดยอาศัยปฏิกิริยาสรางสีดวยเอนไซม 

ในการทดลองน้ีจะตรึงพีเอ็นเอตัวอยาง Ac-Lys-GCCTTACCACCA-NH2 (Probe 1) ปริมาณ 1 pmol/spot บน

กระดาษกรองดัดแปรและใชดีเอ็นเอตัวอยางติดฉลากไบโอติน biotin-dTGGTGGTAAGGC (S19) ในปริมาณ 3.5, 

1.0 และ 0.35 pmol/spot โดยเปรียบเทียบกันระหวางการใชเทคนิค capillary transport และการหยดดีเอ็นเอ

ติดฉลากไบโอตินที่เปนคูสมโดยตรงไดผลการทดลองดังตารางที่ 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 ผลการทดสอบประสิทธภิาพของดีเอ็นเอเซ็นเซอรจากขีดจาํกัดของการตรวจวัดโดยการลดปริมาณ 

ดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินที่เปนคูสมดวยเทคนิค Capillary transport และวธิีการหยดดีเอ็นเอโดยตรง 

DNA (pmol/spot) 
Capillary Transport Spotting Method 

 Blank  Blank 

3.5 
    

1 
    

0.35 
    

 

 จากผลการทดลองพบวาเม่ือลดปริมาณดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินที่เปนคูสมลงจาก 3.5 pmol/spot จนมี

ปริมาณเพียง 0.35 pmol/spot ยังคงสามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงสีบริเวณพีเอ็นเอโพรบที่ตรวจวัดได แสดงใหเห็น

วาดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ไดมีขีดจํากัดในการตรวจวัด (limit of detection) ตํ่า เน่ืองจากเอนไซมสามารถขยาย

สัญญาณ (signal amplification)44 ทําใหสามารถตรวจวัดดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินที่เปนคูสมกับพีเอ็นเอโพรบไดใน

ปริมาณที่นอยมาก  
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บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลอง 

  

 ในงานวิจัยน้ีไดสังเคราะหกระดาษกรองที่ดัดแปรพ้ืนผิวเพื่อใหเปนหมูแอลดีไฮดโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันดวย

โซเดียมเปอรไอโอเดต-ลิเทียมคลอไรด เพ่ือนําไปใชเปนวัฏภาคของแข็งในการตรึงพีเอ็นเอในการสังเคราะหดีเอ็นเอ

เซ็นเซอร โดยสามารถพิสูจนเอกลักษณไดโดยใชปฏิกิริยาการเกิดสีกับ 2,4-ไดไนโตรฟนิลไฮดราซีน  

จากการทดลองตรึงพีเอ็นเอตัวอยางที่ติดฉลากฟลูออเรสซีนบนกระดาษกรองที่ผานการดัดแปรพื้นผิวเพ่ือ

ตรวจสอบประสิทธิภาพของการตรึงพีเอ็นเอภายใตภาวะของการตรึงตางๆ โดยการสังเกตการเรอืงแสงภายใตแสงยูวทีี่

มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบวาภาวะของการตรึงที่เหมาะสมคือ ระบบสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดรด 

ที่มีไดเมทิลฟอรมาไมดเปนตัวทําละลาย โดยปริมาณพีเอ็นเอติดฉลากฟลูออเรสซีนที่นอยที่สุดที่ยังมองเห็นสัญญาณ

ฟลูออเรสเซนสไดดวยตาเปลาเทากับ 10 pmol/spot จากน้ันจึงนําวิธีการดังกลาวไปใชในการตรึงพีเอ็นเอโพรบที่ไม

ติดฉลากเพ่ือนําไปใชเปนดีเอ็นเอเซ็นเซอร โดยไดตรวจสอบความสามารถในการจับยึดระหวางพีเอ็นเอโพรบที่ถูกตรึง

บนกระดาษกรองดัดแปรพื้นผิวกับดีเอ็นเอที่เปนคูสมกัน เริ่มตนจากการนําตัวอยางที่เปนดีเอ็นเอติดฉลาก        

ฟลูออเรสซีนที่เปนคูสมกันกับพีเอ็นเอโพรบ มาทําใหเกิดเปนไฮบริดของพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอบนพ้ืนผิวกระดาษดวย

เทคนิค capillary transport เปรียบเทียบกับการหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง พรอมทั้งตรวจสอบความสามารถใน

การจับยึดภายใตแสงยูวีที่มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบวาการตรวจวัดดวยเทคนิคฟลูออเรสเซนสมีขีดจาํกัดใน

การตรวจวัด (detection limit) ที่ต่ําถึง 0.35 pmol/spot แลวยังคงมองเห็นสัญญาณฟลูออเรสเซนสไดดวยตาเปลา 

โดยการหยดดีเอ็นเอโดยตรงใหสัญญาณฟลูออเรสเซนสที่ชัดเจน และมีความสัมพันธเชิงเสนกับปริมาณดีเอ็นเอ

มากกวา ซึ่งอาจเกิดจากการทํา capillary transport มีดีเอ็นเอบางสวนที่ไมไดเกิดเปนไฮบริดกับพีเอ็นเอโพรบ

ทั้งหมด 

นอกจากน้ี เพื่อหลีกเลี่ยงการติดฉลากดีเอ็นเอตัวอยางดวยฉลากเรืองแสงซึ่งมีราคาแพงและขีดจํากัดของ    

การตรวจวัดยังไม ดีนัก จึงได พัฒนาวิธีการตรวจวัดโดยอาศัยปฏิ กิริยาของไฮโดรเจนเปอรออกไซดและ                       

o-phenylenediamine (OPD) โดยมีเอนไซม horseradish peroxidase ที่เชื่อมตอกับสเตรปตาวิดิน (SA-HRP) 

เปนตัวเรงปฏิกิริยาสรางสี ทําใหเกิดผลิตภัณฑสีเหลืองที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา จากการทดลองพบวา

สามารถตรึงพีเอ็นเอโพรบเพียง 1 pmol/spot  แลวยังเห็นจุดสีชัดเจนอยู และจากการตรวจสอบขีดจํากัดของการ

ตรวจวัด พบวาสามารถตรวจวัดดีเอ็นเอติดฉลากไบโอตินที่มีปริมาณเพียง 0.35 pmol/spot แลวยังมองเห็นไดดวย

ตาเปลาอยางชัดเจน อีกทั้งดีเอ็นเอเซ็นเซอรที่ไดยังมีความจําเพาะเจาะจง (specificity) ที่ดีโดยสามารถแยกแยะความ
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แตกตางของดีเอ็นเอที่ติดฉลากไบโอติน 2 สายที่มีลําดับเบสตางกันเพียง 1 ตําแหนง (single mismatch) ไดทั้ง

เทคนิค capillary transport และการหยดดีเอ็นเอตัวอยางโดยตรง 
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