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บทคัดย่อ

 พีเอ็นเอหรือเปปไทด์นิวคลีอิกแอซิดเป็นโมเลกุลสังเคราะห์ที่มีโครงสร้างคล้ายกับดีเอ็นเอและมีสมบัติที่น่าสนใจหลายประการ 

เช่น สามารถยึดจับกับดีเอ็นเอได้แข็งแรงกว่าดีเอ็นเอธรรมชาติ และมีความเสถียรต่อเอนไซม์นิวคลีเอสและโปรตีเอส จากสมบัติที่ดีเหล่านี้ 

จงึทำใหใ้นปจัจบุนัไดม้กีารนำเอาพเีอน็เอมาใชแ้ทนดเีอน็เอธรรมชาตโิดยการนำมาประยกุตใ์ชป้ระโยชนใ์นงานดา้นตา่งๆ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ 

การนำมาใช้เป็นตัวติดตามหรือโพรบในการตรวจสอบการปรากฏของลำดับเบสที่สนใจบนดีเอ็นเอ ในบทความวิชาการนี้จะเน้นถึง

การนำเอาพีเอ็นเอมาใช้ร่วมกับเทคนิคการตรวจวัดในรูปแบบต่างๆ เพื่อใช้ในการตรวจวิเคราะห์ลำดับเบสที่สนใจบนดีเอ็นเอ เช่น 

เทคนิคทางฟลูออเรสเซนส์ เทคนิคคัลเลอริเมตริก เทคนิคมัลดิ-ทอฟแมสสเปกโทรเมตรีและเทคนิคทางอิเล็คโตรเคมิคอล เป็นต้น 

คำสำคัญ : เปปไทด์นิวคลีอิกแอซิด   คัลเลอริเมตริก   มัลดิ-ทอฟแมสสเปกโทรเมตรี   ฟลูออเรสเซนส์

Abstract

 PNA or Peptide Nucleic Acid is a synthetic molecule that is structurally similar to DNA. It shows many poten-

tial promising features for its use in place of natural DNA. For instance, hybridization of PNA·DNA duplex shows a 

stronger bonding than that of natural DNA:DNA duplex. In addition, PNA resists to many enzymes such as nuclease 

and protease. According to special features, many works have been devoted for developing PNA to use as a probe 

for detection of the DNA sequences. Therefore, this article focuses on the use of PNA in combination with several 

techniques such as fluorescence, colorimetry, MALDI-TOF mass spectrometry and electrochemical techniques for 

detection of DNA sequences.
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บทนำ

 ในปัจจุบันจำนวนของผู้ป่วยที่ เป็นโรคทางพันธุกรรม 

มีจำนวนเพิ่มมากขึ้น ซึ่งโรคทางพันธุกรรมนั้นเกิดจากการ 

ถ่ายทอดความผิดปกติจากพ่อแม่สู่ลูกโดยผ่านยีนและโครโมโซม 

โรคทางพันธุกรรมที่พบมาก ได้แก่ โรคฮีโมฟีเลียซึ่งมีผลทำให้ 

เลือดแข็งตัวช้าผิดปกติ เมื่อผู้ป่วยมีบาดแผล เลือดจะออกไม่หยุด 

และอาจเสียเลือดจนเสียชีวิตได้ อีกตัวอย่างหนึ่งคือโรคซาลัสซีเมีย 

ซึ่งทำให้ผู้ป่วยเป็นโรคโลหิตเรื้อรัง นอกจากนี้ความผิดปกติของ 

โครโมโซมยังเป็นสาเหตุให้เกิดโรคดาวน์ซินโดรมส่งผลให้ผู้ป่วย 

มีอาการปัญญาอ่อนและมีหน้าตาผิดปกติ ซึ่งในปัจจุบันยังไม่พบ 

ตัวยาใดที่จะสามารถยับยั้งหรือรักษาโรคเหล่านี้ได้อย่างสมบูรณ์ 

ดังนั้นนักวิจัยจึงทำการศึกษาเพื่อหาวิธียับยั้งการเกิดโรคดังกล่าว 

ตั้งแต่ในระดับพันธุกรรม ซึ่งจะต้องศึกษาถึงระดับโมเลกุลของยีน 

โดยทั่วไปการถ่ายทอดรหัสพันธุกรรมจากรุ่นหนึ่งสู่รุ่นถัดไปใน 

สิ่งมีชีวิตแทบทุกชนิดจะเกี่ยวข้องกับสารพันธุกรรมชนิดหนึ่งที่ 

รู้จักกันดีว่า ดีเอ็นเอ (DNA) หรือมีชื่อเต็มว่า กรดดีออกซีไรโบนิว- 

คลีอิก (deoxyribonucleic acid) (ณัฏฐิยา หิรัญกาญจน์, 

2546) ซึ่งพบในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด ทั้ง คน สัตว์และพืช  

โดยดีเอ็นเอจะทำหน้าที่ควบคุมลักษณะต่างๆ ของสิ่งมีชีวิต และ 

ถ่ายทอดไปสู่ลูกหลาน ไม่ว่าจะเป็นลักษณะที่ปรากฏออกมาเป็น 

รูปลักษณ์ภายนอกหรือลักษณะภายในที่มองไม่เห็นด้วยตาเปล่า

 ดีเอ็นเอที่เป็นสายเดียวจะประกอบไปด้วยหน่วยย่อยที่ 

เรียกว่านิวคลีโอไทด์ (nucleotide) ซึ่งประกอบด้วยเฮเทอโร- 

ไซคลกิเบส 4 เบส คอื ไทมนี (T) อะดนินี (A) ไซโตซนี (C) และกวันนี 

(G) เมื่อดีเอ็นเอแต่ละสายมาเข้าคู่กันจะมีรูปร่างเป็นเกลียวคู่คล้าย 

บันไดลิงที่บิดตัวทางขวา หรือบันไดเวียนขวา และจะมีการสร้าง 

พันธะไฮโดรเจนของเบสที่เป็นคู่สมกัน โดยเบสไทมีน (T) จะสร้าง 

พันธะไฮโดรเจนกับเบสอะดินีน (A) 2 พันธะ ส่วนเบสไซโตรซีน (C) 

จะสร้างพันธะไฮโดรเจนกับเบสกัวนีน (G) 3 พันธะ การเข้าคู่กัน 

ของเบสเหล่านี้จะเป็นไปตามกฎของวัตสัน-คลิก โดยข้อมูลทาง 

พันธุกรรมในสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ จะเกิดขึ้นจากการเรียงลำดับของ

เบสในดีเอ็นเอนั่นเอง (Watson & Crick, 1953 ; Blackburn & 

Gait, 1996) 

 ในปัจจุบันได้มีการนำเอาเทคโนโลยีที่เกี่ยวข้องกับสาร 

พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตหรือที่เรียกว่าดีเอ็นเอเทคโนโลยีมาใช้ 

ให้เกิดประโยชน์ต่อชีวิตความเป็นอยู่ของมนุษย์ในหลายๆ ด้าน 

เช่น การหาเอกลักษณ์ทางพันธุกรรม (DNA fingerprint 

การพิสูจน์สารพันธุกรรม (DNA diagnosis)  การศึกษา 

ความหลากหลายทางชีวภาพ (biodiversity) และการหาลำดับเบส 

ของสารพันธุกรรม (DNA sequencing) เป็นต้น นอกจากนี้ยังมี 

การสังเคราะห์ดีเอ็นเอซึ่งส่วนใหญ่เป็นดีเอ็นเอสายสั้นๆ เพื่อนำมา

พัฒนาใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการนำไป 

เป็นตัวติดตามหรือโพรบ (probe) ในการตรวจสอบลำดับเบสที่ 

ผิดปกติของดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการตรวจสอบความผิดปกติของโรค

ทางพันธุกรรมบางชนิด หรือพัฒนาเพ่ือใช้เป็นยาแอนติยีน-แอนติเซนส์ 

(antigene-antisense drug) (Dias & Stein, 2002) แต่เนื่องจาก

โมเลกุลของดีเอ็นเอมีหมู่ฟอสเฟตอยู่ในสายโซ่หลักทำให้มีประจุลบ 

ภายใต้สภาวะของร่างกายปกติและมีความเป็นขั้วสูง จึงทำให้ 

ไม่เสถียรและถูกย่อยด้วยเอนไซม์นิวคลีเอสได้ง่าย (Watson & 

Crick, 1953) จากข้อจำกัดเหล่านี้ของดีเอ็นเอจึงทำให้มีนักวิจัย 

หลายกลุ่มได้ทำการสังเคราะห์สารเลียนแบบดีเอ็นเอเพื่อพัฒนา 

สมบัติบางประการทั้งในเรื่องสมบัติการจับยึด (hybridization) กับ

ดเีอน็เอหรอืการเพิม่ความเสถยีรตอ่เอน็ไซมน์วิคลเีอสและโปรตเีอส

เพื่อใช้แทนโอลิโกนิวคลีโอไทด์ธรรมชาติ

 ในปี ค.ศ 1991 ทีมนักวิจัยจากประเทศเดนมาร์กสามารถ 

สังเคราะห์สารประกอบเลียนแบบดีเอ็นเอที่เรียกว่าเปปไทด์-

นิวคลีอิกแอซิด (Peptide Nucleic Acid) หรือพีเอ็นเอ (PNA) 

(Uhlmann et al., 1998) โดยโมเลกุลของพีเอ็นเอนี้สามารถ 

เกิดจากการแทนที่หมู่น้ำตาลและหมู่ฟอสเฟตในดีเอ็นเอด้วยหน่ว

ยที่ซ้ำๆ กันของ 2-อะมิโนเอธิลไกลซีน เกิดเป็นพันธะเปปไทด์ขึ้น 

ในโมเลกุล โดยชนิดของเบสในโมเลกุลของพีเอ็นเอก็ยังคงเหมือน 

กับดีเอ็นเออยู่ ดังภาพที่ 1

 พีเอ็นเอมีสมบัติที่คล้ายคลึงกับดีเอ็นเอธรรมชาติ โดย 

สามารถยดึจบักบัดเีอน็เอเกดิเปน็โครงสรา้งเกลยีวคูพ่นัเกลยีวคลา้ย

บนัไดวนไดอ้ยา่งจำเพาะเจาะจงตามกฎการเขา้คูเ่บสของวตัสนั–ครกิ 

เกดิเปน็สารประกอบเชงิซอ้นระหวา่งดเีอน็เอและพเีอน็เอ ซึง่มคีวาม

เสถยีรมากกวา่สารประกอบเชงิซอ้นระหวา่งดเีอน็เอกบัดเีอน็เอตาม

ธรรมชาติด้วยกันเอง ทั้งนี้เนื่องจากโครงสร้างของพีเอ็นเอประกอบ 

ไปด้วยสายพอลิเพปไทด์ที่ไม่มีประจุ ทำให้การเข้าคู่กันระหว่าง 

ดีเอ็นเอและพีเอ็นเอปราศจากแรงผลักระหว่างประจุลบของหมู่ 

ฟอสเฟตดังที่พบในโมเลกุลเกลียวคู่ของดีเอ็นเอและดีเอ็นเอ 

ด้วยกันเอง นอกจากนี้ยังพบว่าพีเอ็นเอยังมีความเสถียรต่อ 

เอนไซม์นิวคลีเอสและโปรตีเอสอีกด้วย จึงทำให้พี เอ็นเอมี 

ความเสถียรในร่างกายของสิ่งมีชีวิต ด้วยสมบัติที่น่าสนใจเหล่านี้ 

จึงทำให้มีการศึกษาและพัฒนาเกี่ยวกับพีเอ็นเออย่างต่อเนื่อง 

เพ่ือนำไปใช้ประโยชน์ในงานต่างๆ เช่นด้านการเกษตร ด้านเทคโนโลยี 

ชีวภาพ โดยเฉพาะอย่างยิ่งทางด้านการแพทย์ เช่น การใช้พีเอ็นเอ 
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เพื่อควบคุมการแสดงออกทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตด้วยหลักการ 

ของแอนติเซนส์ (antisense) โดยอาศัยการติดฉลากสารนำพา 

เข้าสู่เซลล์และการติดฉลากสารเรืองแสงกับโมเลกุลของพีเอ็นเอ 

เพือ่ศกึษาการทำงานของยนีในสิง่มชีวีติ (Hyrup & Nielsen, 1991; 

Nielsen, 2004) นอกจากนีย้งัมกีารนำเอาพเีอน็เอมาใชแ้ทนดเีอน็เอ 

เพื่อเป็นโพรบในการตรวจสอบความผิดปกติทางพันธุกรรมและใช้ 

เปน็เครือ่งมอืในการวจิยัทางชวีวทิยาโมเลกลุและเทคโนโลยชีวีภาพ 

รวมทั้งนำไปพัฒนาชุดตรวจโรคที่ใช้เทคโนโลยีดีเอ็นเอเพื่อให้มี 

ความว่องไวและถูกต้องมากขึ้น (Uhlmann et al., 1998; Franck 

& Petra, 2004; Hahm & Lieber, 2004; Gao et al., 2007) 

งานวิจัยที่ผ่านมานั้นส่วนใหญ่จะเกี่ยวข้องกับการนำเอาพีเอ็นเอ 

มาในงานดา้นตา่งๆ โดยเฉพาะอยา่งยิง่การนำมาใชเ้ปน็โพรบในการ 

ตรวจสอบลำดับเบสที่สนใจของดีเอ็นเอตัวอย่าง เพื่อตรวจสอบ 

ความผิดปกติทางพันธุกรรม หรือการตรวจหาการกลายพันธ์ุเพื่อใช้ 

ในการวนิจิฉยัโรคตา่งๆ โดยการตรวจวเิคราะหน์ีจ้ำเปน็ตอ้งใชค้วบคู่

กับเทคนิคตรวจวัดรูปแบบต่างๆ เพื่อให้มีความสะดวก หลากหลาย 

รวดเร็วและแม่นยำมากขึ้น 

 โดยทั่วไปเทคนิคที่นำมาใช้ร่วมกับพีเอ็นเอเพื่อมาใช้เป็น 

โพรบในการตรวจสอบลำดับเบสที่สนใจของดีเอ็นเอนั้นมีหลาย 

เทคนคิดว้ยกนั ซึง่ในบทความวชิาการนีจ้ะกลา่วถงึตวัอยา่งงานวจิยั

บางสว่นทีม่กีารนำเอาพเีอน็เอมาใชต้รวจสอบลำดบัเบสของดเีอน็เอ 

ร่วมกับเทคนิครูปแบบต่างๆ โดยจะแบ่งตามลักษณะของสัญญาณ 

การตรวจวัด (sensing mechanism) ของเทคนิคนั้นๆ ซึ่งได้แก่

 1. เทคนิคทางอิเล็คโตรเคมิคอล (Electrochemical 

technique) 

  วิธีนี้เป็นวิธีการตรวจสอบการปรากฏของลำดับเบสที่ 

สนใจบนดีเอ็นเอโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณค่าการ

นำไฟฟ้า ก่อนและหลังการยึดจับกันระหว่างพีเอ็นเอและดีเอ็นเอ 

ตวัอยา่ง ตวัอยา่งเชน่ การนำเอาพเีอน็เอมาประยกุตใ์ชร้ว่มกบัสารกึง่ 

ตวันำ (semiconductor) ประเภทซลิกิอน (Gaylord et al., 2002; 

Liu & Bazan, 2005) โดยอาศัยการตรึงพีเอ็นเอที่ทราบลำดับเบส

ที่แน่นอนลงบนพื้นผิวของลวดนาโนซิลิกอน (silicon nanowire) 

เพื่อทำเป็นพีเอ็นเอไมโครอาร์เรย์หรือเป็นพีเอ็นเอชิปสำหรับใช้ใน 

การตรวจสอบลำดับเบสของดีเอ็นเอโดยอาศัยสมบัติด้านการนำ 

ไฟฟ้าบนพื้นผิวของลวดนาโนซิลิกอนเป็นตัวตรวจวัด โดยก่อนและ 

หลงัการจบัยดึกนัระหวา่งพเีอน็เอกบัดเีอน็เอนัน้คา่การนำไฟฟา้บน

พื้นผิวของลวดนาโนซิลิกอนจะแสดงค่าที่แตกต่างกัน กล่าวคือเมื่อ 

เกิดการยึดกันระหว่างพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอที่มีลำดับเบสเข้าคู่กัน 

ค่าการนำไฟฟ้าบนพื้นผิวของลวดนาโนซิลิกอนจะมีค่ามากกว่า 

ในกรณีที่ดีเอ็นเอมีลำดับเบสที่ไม่เป็นคู่สมซึ่งจะทำให้สามารถบอก 

การปรากฏของลำดับเบสที่สนใจบนดีเอ็นเอตัวอย่างได้ ดังภาพ 

2A

 นอกจากนี้ยังมีการนำเอาพีเอ็นเอมาใช้ร่วมกับวัสดุอื่นอีก 

เช่น การนำเอาพีเอ็นเอมาตรึงไว้บนผิวของอิเล็คโทรดที่ทำการ 

ดัดแปลงพื้นผิวด้วยอนุภาคทองและใช้สารประเภทแคทไอออนิค-

พอลิไธโอฟีน (cationic polythiophene) ที่มีสารเฟอร์โรซีนอยู่ใน 

โมเลกุลซึ่งเป็นสารที่สามารถเกิดแรงยึดเหนี่ยวระหว่างประจุกับ 

ดีเอ็นเอและเป็นตัวทรานส์ดิวเซอร์ (transducer) (Willhelmsson 

et al., 2002) โดยจะทำหน้าที่แปลงสัญญาณของการยึดจับกัน 

ระหว่างพีเอ็นเอกับตัวอย่างดีเอ็นเอให้กลายเป็นกระแสไฟฟ้า 

และสามารถทำการตรวจสอบกระแสไฟฟ้าบนผิวของอิเล็คโทรดที่

เกิดขึ้นได้โดยใช้เทคนิคดิฟเฟอเรนเชียลพัลส์โวลแทมเมตตรี (Dif-

ferential pulse voltammetry, DPV) ซึ่งถ้าดีเอ็นเอมีลำดับเบส 

ที่เป็นคู่สมกับพีเอ็นเอจะทำให้เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของ 

ภาพที่ 1  แสดงโครงสร้างของดีเอ็นเอ พีเอ็นเอ และ สารคู่ผสมดีเอ็นเอกับพีเอ็นเอ 

3 
 

(hybridization) กับดีเอ็นเอหรือการเพิ่มความเสถียรตอเอ็นไซมนิวคลีเอสและโปรตีเอสเพื่อใชแทนโอลิโกนิวคลี
โอไทดธรรมชาติ 

ในป ค.ศ 1991 ทีมนักวิจัยจากประเทศเดนมารกสามารถสังเคราะหสารประกอบเลียนแบบดีเอ็นเอที่
เรียกวาเปปไทดนิวคลีอิกแอซิด (Peptide Nucleic Acid)  หรือพีเอ็นเอ (PNA) (Uhlmann et al., 1998) โดย
โมเลกุลของพีเอ็นเอนี้สามารถเกิดจากการแทนที่หมูน้ําตาลและหมูฟอสเฟตในดีเอ็นเอดวยหนวยที่ซ้ําๆกันของ 
2-อะมิโนเอธิลไกลซีน เกิดเปนพันธะเปปไทดขึ้นในโมเลกุล โดยชนิดของเบสในโมเลกุลของพีเอ็นเอก็ยังคง
เหมือนกับดีเอ็นเออยู ดังภาพที่ 1 

                      
                  DNA                           PNA                                                           PNA·DNA duplex 

 
ภาพท่ี 1 แสดงโครงสรางของดีเอ็นเอ พีเอ็นเอ และ สารคูผสมดีเอ็นเอกับพีเอ็นเอ  

 
พีเอ็นเอมีสมบัติที่คลายคลึงกับดีเอ็นเอธรรมชาติ โดยสามารถยึดจับกับดีเอ็นเอเกิดเปนโครงสรางเกลียว

คูพันเกลียวคลายบันไดวนไดอยางจําเพาะเจาะจงตามกฎการเขาคูเบสของวัตสัน–คริก เกิดเปนสารประกอบ
เชิงซอนระหวางดีเอ็นเอและพีเอ็นเอ ซึ่งมีความเสถียรมากกวาสารประกอบเชิงซอนระหวางดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ
ตามธรรมชาติดวยกันเอง ทั้งนี้เน่ืองจากโครงสรางของพีเอ็นเอประกอบไปดวยสายพอลิเพปไทดที่ไมมีประจุ ทํา
ใหการเขาคูกันระหวางดีเอ็นเอและพีเอ็นเอปราศจากแรงผลักระหวางประจุลบของหมูฟอสเฟตดังที่พบใน
โมเลกุลเกลียวคูของดีเอ็นเอและดีเอ็นเอดวยกันเอง นอกจากนี้ยังพบวาพีเอ็นเอยังมีความเสถียรตอเอนไซมนิวคลี
เอสและโปรตีเอสอีกดวย จึงทําใหพีเอ็นเอมีความเสถียรในรางกายของสิ่งมีชีวิต ดวยสมบัติที่นาสนใจเหลานี้จึง
ทําใหมีการศึกษาและพัฒนาเกี่ยวกับพีเอ็นเออยางตอเนื่อง เพื่อนําไปใชประโยชนในงานตางๆ เชนดาน
การเกษตร ดานเทคโนโลยีชีวภาพ โดยเฉพาะอยางยิ่งทางดานการแพทย เชน การใชพีเอ็นเอเพื่อควบคุมการ
แสดงออกทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตดวยหลักการของแอนติเซนส (antisense) โดยอาศัยการติดฉลากสารนําพา
เขาสูเซลลและการติดฉลากสารเรืองแสงกับโมเลกุลของพีเอ็นเอเพื่อศึกษาการทํางานของยีนในสิ่งมีชีวิต 

(Hyrup & Nielsen, 1991; Nielsen, 2004)  นอกจากนี้ยังมีการนําเอาพีเอ็นเอมาใชแทนดีเอ็นเอเพื่อเปน 
โพรบในการตรวจสอบความผิดปกติทางพันธุกรรมและใชเปนเคร่ืองมือในการวิจัยทางชีววิทยาโมเลกุลและ
เทคโนโลยีชีวภาพ รวมทั้งนําไปพัฒนาชุดตรวจโรคที่ใชเทคโนโลยีดีเอ็นเอเพื่อใหมีความวองไวและถูกตองมาก
ขึ้น (Uhlmann et al., 1998; Franck & Petra, 2004; Hahm & Lieber, 2004; Gao et al., 2007) 
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พีเอ็นเอและดีเอ็นเอบนผิวของอิเล็คโทรดขึ้น เมื่อเติมสารประเภท 

แคทไอออนิคพอลิไธโอฟีนที่มีสารเฟอร์โรซีนลงไปจะทำให้สาร 

ชนิดนี้เกิดแรงยึดเหนี่ยวระหว่างประจุบวกของสารประเภทแคท- 

ไอออนิคกับประจุลบของดีเอ็นเอจะมีผลทำให้ค่ากระแสไฟฟ้าบน 

ผิวของอิเล็คโทรดมีค่าสูง ในทางกลับกันถ้าตัวอย่างดีเอ็นเอมีลำดับ 

เบสที่ไม่เป็นคู่สมกับพีเอ็นเอจะทำให้บนผิวของอิเล็คโทรดไม่เกิด 

สารประกอบเชิงซ้อนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอขึ้นมีผลทำให้ค่าทาง 

ไฟฟา้บนผวิของอเิลค็โทรดมคีา่ลดลง ซึง่วธินีีส้ามารถบอกการปรากฏ 

ของลำดับเบสท่ีสนใจบนดีเอ็นเอตัวอย่างได้โดยดูจากค่ากระแสไฟฟ้า 

บนผิวอิเล็คโทรดที่เปลี่ยนแปลงไป ดังภาพ 2B

ภาพที่ 2   A : การใช้พีเอ็นเอมาตรวจสอบลำดับเบสที่สนใจของดีเอ็นเอจากค่าการนำไฟฟ้าบนพื้นผิวของลวดนา โนซิลิกอน

           B : การใช้พีเอ็นเอตรวจสอบลำดับเบสที่สนใจของดีเอ็นเอจากกระแสไฟฟ้าบนผิวของอิเล็คโทรดที่เกิดขึ้น

5 
 

เอ็นเอขึ้นมีผลทําใหคาทางไฟฟาบนผิวของอิเล็คโทรดมีคาลดลง ซึ่งวิธีนี้สามารถบอกการปรากฏของลําดับเบส
ที่สนใจบนดีเอ็นเอตัวอยางไดโดยดูจากคากระแสไฟฟาบนผิวอิเล็คโทรดที่เปลี่ยนแปลงไป  ดังภาพ 2B 

 

   
A              B                       

ภาพท่ี 2  A:  การใชพีเอ็นเอมาตรวจสอบลําดับเบสที่สนใจของดีเอ็นเอจากคาการนําไฟฟาบนพื้นผิวของลวด
นา   โนซิลิกอน 

                B:  การใชพีเอ็นเอตรวจสอบลําดับเบสที่สนใจของดีเอ็นเอจากกระแสไฟฟาบนผิวของอิเล็คโทรดที่ 
เกิดขึ้น 

 
2.  เทคนิคทางฟลูออเรสเซนส (Fluorescence  technique)  
โดยทั่วไปวิธีนี้เปนวิธีการตรวจสอบลําดับเบสที่สนใจของดีเอ็นเอโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงของ

สัญญาณของการเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนสที่ติดอยูกับพีเอ็นเอโพรบหรือดีเอ็นเอตัวอยาง เมื่อมีการจับยึด
กันของพีเอ็นเอโพรบกับดีเอ็นเอตัวอยางที่มีลําดับเบสเขาคูกันเกิดขึ้น ตัวอยางเชนการติดสารฟลูออเรสเซนส
บางชนิดที่ปลายสายของพีเอ็นเอที่ทราบลําดับเบสที่แนนอนเพื่อใชเปนโพรบในการตรวจลําดับเบสของดีเอ็นเอ 
โดยการนํามาใชรวมกับแคทไออนิกพอลิเมอรเรืองแสง และอาศัยหลักการของ FRET (Fluorescent Resonance 
Energy Transfer) และใชเทคนิคฟลูออเรสเซนสสเปคโตรสโคป (Fluorescence spectroscopy) ตรวจวัดการเรือง
แสงของสารฟลูออเรสเซนสนั้น (Ross & Belgrader, 1997; Jiang-Baucom et al., 1997) ซึ่งถาดีเอ็นเอ
ตัวอยางมีลําดับเบสที่เปนคูสมกับพีเอ็นเอโพรบจะเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนระหวางพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอขึ้นมี
ผลทําใหสารประกอบเชิงซอนนี้ไปเกาะอยูที่พื้นผิวของพอลิเมอรเรืองแสง ทั้งนี้เนื่องจากแรงยึดเหนี่ยวระหวาง
ประจุบวกของพอลิเมอรกับประจุลบของสารประกอบเชิงซอนพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอนั่นเองทําใหระยะหางระหวาง
พอลิเมอรเรืองแสงกับสารฟลูออเรสเซนสที่ติดบนพีเอ็นเอมีความเหมาะสมสามารถเกิดปรากฏการณ FRET ได  
มีผลทําใหเกิดการเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนสที่ติดอยูกับพีเอ็นเอ ในทางตรงกันขามถาดีเอ็นเอตัวอยางมี
ลําดับเบสที่ไมเปนคูสมกับพีเอ็นเอจะทําใหพื้นผิวของแคทไอออนิกพอลิเมอรมีเฉพาะดีเอ็นเอเทานั้นทําให
ระยะหางระหวางพอลิเมอรเรืองแสงกับสารฟลูออเรสเซนสที่ติดบนพีเอ็นเออยูหางกันมากเกินไปทําให
ปรากฏการณ FRET ไมสามารถเกิดขึ้นได ดังนั้นการเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนสที่ติดอยูบนพีเอ็นเอจึงไม

 2. เทคนิคทางฟลูออเรสเซนส์ (Fluorescence  tech-

nique) 

  โดยทั่วไปวิธีนี้เป็นวิธีการตรวจสอบลำดับเบสที่สนใจ 

ของดีเอ็นเอโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณของการ 

เรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนส์ที่ติดอยู่กับพีเอ็นเอโพรบหรือ 

ดีเอ็นเอตัวอย่าง เมื่อมีการจับยึดกันของพีเอ็นเอโพรบกับดีเอ็นเอ 

ตัวอย่างที่มีลำดับเบสเข้าคู่กันเกิดขึ้น ตัวอย่างเช่นการติดสาร 

ฟลูออเรสเซนส์บางชนิดที่ปลายสายของพีเอ็นเอที่ทราบลำดับเบส 

ท่ีแน่นอนเพ่ือใช้เป็นโพรบในการตรวจลำดับเบสของดีเอ็นเอ  โดยการ 

นำมาใช้ร่วมกับแคทไออนิกพอลิเมอร์เรืองแสงและอาศัยหลักการ 

ของ FRET (Fluorescent Resonance Energy Transfer) และใช้

เทคนิคฟลูออเรสเซนส์สเปคโตรสโคปี (Fluorescence spectros-

copy) ตรวจวัดการเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนส์นั้น (Ross & 

Belgrader, 1997; Jiang-Baucom et al., 1997) ซึ่งถ้าดีเอ็นเอ 

ตัวอย่างมีลำดับเบสที่เป็นคู่สมกับพีเอ็นเอโพรบจะเกิดเป็นสาร- 

ประกอบเชิงซ้อนระหว่างพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอขึ้นมีผลทำให้สาร- 

ประกอบเชิงซ้อนนี้ไปเกาะอยู่ที่พื้นผิวของพอลิเมอร์เรืองแสง ทั้งนี้ 

เนือ่งจากแรงยดึเหนีย่วระหวา่งประจบุวกของพอลเิมอรก์บัประจลุบ

ของสารประกอบเชิงซ้อนพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอนั่นเองทำให้ระยะห่าง 

ระหว่างพอลิเมอร์เรืองแสงกับสารฟลูออเรสเซนส์ที่ติดบนพีเอ็นเอ 

มีความเหมาะสมสามารถเกิดปรากฏการณ์ FRET ได้ มีผลทำให้ 

เกิดการเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนส์ที่ติดอยู่กับพีเอ็นเอ ในทาง 

ตรงกันข้ามถ้าดีเอ็นเอตัวอย่างมีลำดับเบสที่ไม่เป็นคู่สมกับพีเอ็นเอ 

จะทำให้พื้นผิวของแคทไอออนิกพอลิเมอร์มีเฉพาะดีเอ็นเอเท่านั้น 

ทำให้ระยะห่างระหว่างพอลิเมอร์เรืองแสงกับสารฟลูออเรสเซนส์

ที่ติดบนพีเอ็นเออยู่ห่างกันมากเกินไปทำให้ปรากฏการณ์ FRET 

ไม่สามารถเกิดขึ้นได้ ดังนั้นการเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนส์ 

ที่ติดอยู่บนพีเอ็นเอจึงไม่เกิดขึ้น วิธีนี้สามารถบอกการปรากฏ 

ของลำดับเบสของดีเอ็นเอตัวอย่างได้โดยดูจากสัญญาณของการ 

เรอืงแสงของทีเ่ปลีย่นไปของสารฟลอูอเรสเซนสท์ีต่ดิอยูบ่นพเีอน็เอ 

นั่นเอง ดังภาพ 3A

  นอกจากนี้ยังมีตัวอย่างอื่นอีก เช่นการตรึงโมเลกุลของ 

พีเอ็นเอที่มีการดัดแปลงปลายสายด้วยหมู่ไธออลไปบนอนุภาค 

นาโนแม่เหล็กที่มีการดัดแปรพื้นผิวด้วยทอง (Pita et al., 2008)  

และใช้ร่วมกับสารเรืองแสงประเภทโรดามีน 6G (Rhodamine 

6G) ซึ่งทำหน้าที่ให้สัญญาณโดยการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์ ซึ่ง

ถ้าตัวอย่างดีเอ็นเอมีลำดับเบสที่เป็นคู่สมกับพีเอ็นเอจะทำให้เกิด 

เป็นสารประกอบเชิงซ้อนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอบนอนุภาคขึ้น 

ทั้งนี้เนื่องจากปฏิกิริยาที่จำเพาะเจาะจงระหว่างหมู่ไธออลที่ติดอยู่ 

ที่ปลายของพีเอ็นเอโพรบกับทองที่เคลือบบนอนุภาคแม่เหล็ก 

และเมื่อเติมสารประเภทโรดามีน 6G ลงไปสารชนิดนี้จะสามารถ 

เขา้ไปแทรก (intercalate) ในสารประกอบเชงิซอ้นระหวา่งพเีอน็เอ 
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กับดีเอ็นเอที่มีลำดับเบสที่เป็นคู่สมกันที่อยู่บนอนุภาคได้ ทั้งนี้ 

เนือ่งจากสารเรอืงแสงชนดินีจ้ะเกดิแรงยดึเหนีย่วระหวา่งประจบุวก 

กับประจุลบของหมู่ฟอสเฟตของดีเอ็นเอได้เท่านั้น การเรืองแสง 

ของโรดามีน 6G นี้สามารถตรวจวัดได้โดยใช้เทคนิคฟลูออเรสเซนส์ 

สเปคโตรสโคปี ในทางกลับกันถ้าตัวอย่างดีเอ็นเอไม่มีลำดับเบส

ที่เป็นคู่สมกับพีเอ็นเอ สารประกอบเชิงซ้อนระหว่างพีเอ็นเอและ 

ดีเอ็นเอจะไม่เกิดขึ้น ทำให้บนอนุภาคมีแต่เฉพาะพีเอ็นเอโพรบ 

เท่าน้ันซ่ึงโรดามีน 6G ไม่สามารถเข้าไปแทรกในโมเลกุลของพีเอ็นเอ 

ได ้ดงันัน้การเรอืงแสงของโรดามนี 6G จะไมเ่กดิขึน้ทำใหส้ามารถบอก 

การปรากฏของลำดบัเบสทีส่นใจบนดเีอน็เอตวัอยา่งไดโ้ดยพจิารณา

จากการเรืองแสงของโรดามีน 6G ที่เกิดขึ้น ดังภาพ 3B

ภาพที่ 3   A : แสดงการใช้พีเอ็นเอร่วมกับอนุภาคพอลิเมอร์เรืองแสงมาตรวจสอบการปรากฏของลำดับเบสดีเอ็นเอที่สนใจ

           B : แสดงการใช้พีเอ็นเอร่วมกับอนุภาคแม่เหล็กเพื่อตรวจสอบการปรากฏของลำดับเบสดีเอ็นเอที่สนใจ

6 
 

เกิดขึ้น วิธีนี้สามารถบอกการปรากฏของลําดับเบสของดีเอ็นเอตัวอยางไดโดยดูจากสัญญาณของการเรืองแสง
ของที่เปลี่ยนไปของสารฟลูออเรสเซนสที่ติดอยูบนพีเอ็นเอนั่นเอง ดังภาพ 3A 

นอกจากนี้ยังมีตัวอยางอ่ืนอีก เชนการตรึงโมเลกุลของพีเอ็นเอที่มีการดัดแปลงปลายสายดวยหมูไธ     
ออลไปบนอนุภาคนาโนแมเหล็กที่มีการดัดแปรพื้นผิวดวยทอง (Pita et al., 2008)  และใชรวมกับสารเรืองแสง
ประเภทโรดามีน 6G (Rhodamine 6G)  ซึ่งทําหนาที่ใหสัญญาณโดยการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส ซึ่งถาตัวอยาง
ดีเอ็นเอมีลําดับเบสที่เปนคูสมกับพีเอ็นเอจะทําใหเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอบน
อนุภาคขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากปฏิกิริยาที่จําเพาะเจาะจงระหวางหมูไธออลที่ติดอยูที่ปลายของพีเอ็นเอโพรบกับทองที่
เคลือบบนอนุภาคแมเหล็ก และเมื่อเติมสารประเภทโรดามีน 6G ลงไปสารชนิดนี้จะสามารถเขาไปแทรก 
(intercalate) ในสารประกอบเชิงซอนระหวางพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสที่เปนคูสมกันที่อยูบนอนุภาคได 
ทั้งนี้เน่ืองจากสารเรืองแสงชนิดนี้จะเกิดแรงยึดเหนี่ยวระหวางประจุบวกกับประจุลบของหมูฟอสเฟตของดีเอ็น
เอไดเทานั้น การเรืองแสงของโรดามีน 6G นี้สามารถตรวจวัดไดโดยใชเทคนิคฟลูออเรสเซนสสเปคโตรสโคป 
ในทางกลับกันถาตัวอยางดีเอ็นเอไมมีลําดับเบสที่เปนคูสมกับพีเอ็นเอ สารประกอบเชิงซอนระหวางพีเอ็นเอและ
ดีเอ็นเอจะไมเกิดขึ้น ทําใหบนอนุภาคมีแตเฉพาะพีเอ็นเอโพรบเทานั้นซึ่งโรดามีน 6Gไมสามารถเขาไปแทรกใน
โมเลกุลของพีเอ็นเอได ดังนั้นการเรืองแสงของโรดามีน 6G จะไมเกิดขึ้นทําใหสามารถบอกการปรากฏของ
ลําดับเบสที่สนใจบนดีเอ็นเอตัวอยางไดโดยพิจารณาจากการเรืองแสงของโรดามีน 6G ที่เกิดขึ้น ดังภาพ 3B 
 

   
A       B 

ภาพท่ี 3  A : แสดงการใชพีเอ็นเอรวมกับอนุภาคพอลิเมอรเรืองแสงมาตรวจสอบการปรากฏของลําดับเบสดีเอ็น
เอที่สนใจ 

              B : แสดงการใชพีเอ็นเอรวมกับอนุภาคแมเหล็กเพื่อตรวจสอบการปรากฏของลําดับเบสดีเอ็นเอที่สนใจ 
 

3.  เทคนิคคัลเลอริเมตริก (Colorimetric technique) 
เทคนคินี้เปนเทคนิคการตรวจสอบการปรากฏของลําดับเบสดีเอ็นเอที่สนใจโดยดูจากการเปลี่ยนแปลง

สีของสารละลาย เมื่อการยึดจับของพีเอ็นเอโพรบกับดีเอ็นเอตัวอยางที่มีลําดับเบสคูสมกันเกิดขึ้น ตัวอยางของ
เทคนิคนี้ เชนการนําเอาพีเอ็นเอมาใชรวมกับเอ็นไซมนิวคลีเอสและเทคนิคการยอมสารละลายดวยสียอม

 3. เทคนิคคัลเลอริเมตริก (Colorimetric technique)

  เทคนิคนี้เป็นเทคนิคการตรวจสอบการปรากฏของ 

ลำดับเบสดีเอ็นเอที่สนใจโดยดูจากการเปลี่ยนแปลงสีของสาร 

ละลาย เมื่อการยึดจับของพีเอ็นเอโพรบกับดีเอ็นเอตัวอย่างที่มี 

ลำดบัเบสคูส่มกนัเกดิขึน้ ตวัอยา่งของเทคนคินี ้เชน่การนำเอาพเีอน็เอ 

มาใช้ร่วมกับเอ็นไซม์นิวคลีเอสและเทคนิคการย้อมสารละลายด้วย 

สีย้อมประเภทแคทไอออนิก (cationic dye) บางประเภท เช่น 

3,3-ไดเอธลิอะไดคารโ์ดไซยาไนต ์(DisC2(5)) ซึง่สยีอ้มชนดินีส้ามารถ 

ใช้ย้อมสารประกอบเชิงซ้อนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอได้ และจะให้สี 

ทีแ่ตกตา่งจากโมเลกลุของสอีสิระ (Fang et al., 2008) ซึง่ถา้ดเีอน็เอ 

ตัวอย่างมีลำดับเบสที่เป็นคู่สมกับพีเอ็นเอโพรบจะทำให้เกิดเป็น 

สารประกอบเชิงซ้อนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอในสารละลายขึ้น ซึ่ง 

สารประกอบเชงิซอ้นระหวา่งพเีอน็เอกบัดเีอน็เอนีจ้ะทนตอ่การยอ่ย 

ด้วยเอ็นไซม์นิวคลีเอส เมื่อสารละลายนี้ถูกย้อมด้วยสีย้อมประเภท 

แคทไอออนิกชนิดนี้จะเกิดเป็นสารละลายสีม่วงขึ้น แต่ถ้าดีเอ็นเอ 

ตัวอย่างมีลำดับเบสที่ไม่เป็นคู่สมกับพีเอ็นเอนั้นจะไม่เกิดเป็นสาร- 

ประกอบเชงิซอ้นของพเีอน็เอและดเีอน็เอขึน้ ดังนัน้เมือ่ทำการยอ่ย

ด้วยเอ็นไซม์นิวคลีเอสแล้วดีเอ็นเอเท่านั้นที่จะถูกย่อยด้วยเอ็นไซม ์

กลายเป็นนิวคลีโอไทด์ทำให้เหลือแต่พีเอ็นเอโมเลกุลอิสระ เมื่อถูก 

ย้อมด้วยสีย้อมชนิดนี้จะเกิดเป็นสารละลายสีน้ำเงินซึ่งทำให้บอก 

ความแตกต่างของลำดับเบสของดีเอ็นเอตัวอย่างได้โดยดูจาก 

การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายภายหลังจากการเติมสีย้อม 

ลงไป ดังภาพ 4

 4.  เทคนิคมัลดิทอฟ-แมสสเปคโตรสโคปี (MALDI-TOF 

mass spectroscopy technique)

  เทคนิคนี้เป็นเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ลำดับเบส 

ของตัวอย่างดีเอ็นเอโดยพิจารณาจากมวลโมเลกุลของพีเอ็นเอ 

โพรบที่เปลี่ยนแปลงไป เมื่อมีการยึดจับกับตัวอย่างดีเอ็นเอที่มี  

ลำดับเบสเข้าคู่กัน ตัวอย่างเช่น การนำเอาพีเอ็นเอมาใช้ร่วมกับ 

ตวัดดูซบัของแขง็ประเภทอนภุาคแมเ่หลก็ และใชเ้ทคนคิมลัดทิอฟ-

แมสสเปคโตรสโคปตีรวจสอบ (Mehiri et al., 2007; Zhou  et al., 

2003) โดยวิธีนี้จะอาศัยการติดสารประเภทไบโอติน (biotin) 

ที่ปลายสายของตัวอย่างดีเอ็นเอจากนั้นนำไปจับยึดกับพีเอ็นเอ 

โพรบที่รู้ลำดับเบสที่แน่นอน ซึ่งถ้าดีเอ็นเอมีลำดับเบสที่เป็นคู่สม 

กับพีเอ็นเอจะทำให้เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของพีเอ็นเอและ

ดีเอ็นเอขึ้น หลังจากนั้นทำการแยกเอาเฉพาะสารประกอบเชิงซ้อน 

ของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอออกจากพีเอ็นเอที่ไม่เกิดสารประกอบ 

เชิงซ้อนโดยการใช้อนุภาคแม่เหล็กที่เคลือบด้วยสารสเตรปตาวิดิน 
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(streptavidin) ทั้งนี้เนื่องจากปฏิกิริยาที่จำเพาะเจาะจงระหว่าง 

หมู่ไบโอตินที่ติดอยู่ที่ปลายของดีเอ็นเอตัวอย่างกับสเตรปตาวิดิน

ที่เคลือบบนอนุภาคแม่เหล็กจะมีผลทำให้ที่ผิวของอนุภาคแม่เหล็ก 

มีเฉพาะสารประกอบเชิงซ้อนของพีเอ็นเอและตัวอย่างดีเอ็นเอ 

เทา่นัน้ จากนัน้จงึนำอนภุาคแมเ่หลก็ทีม่เีฉพาะสารประกอบเชงิซอ้น 

ของพเีอน็เอและดเีอน็เอตวัอยา่งมาวเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนคิมลัดทิอฟ 

-แมสสเปคโตรสโคปีซึ่งผลที่ได้จะแสดงเฉพาะมวลโมเลกุลของ 

พีเอ็นเอโพรบท่ีใช้เท่าน้ันเน่ืองจากโมเลกุลของพีเอ็นเอซ่ึงเป็นเปปไทด์

สามารถไอออไนซไ์ดง้า่ยกวา่ดเีอน็เอมากซึง่จะทำใหท้ราบลำดบัเบส

ของตัวอย่างดีเอ็นเอได้ ดังภาพ 5A

  อกีตวัอยา่งของเทคนคินีค้อื การนำเอาพเีอน็เอมาใชร้ว่ม

กบัเอนไซมเ์อคโซนวิคลเีอสและนวิคลเีอส มาตรวจสอบลำดบัเบสของ 

ดเีอน็เอเกลยีวคู ่(Ren et al., 2004) โดยวธินีีข้ัน้แรกจะอาศยัการยอ่ย 

ดีเอ็นเอเกลียวคู่ทางด้านปลาย 5’ ด้วยเอนไซม์เอคโซนิวคลีเอส 

เพือ่ใหเ้กดิเปน็ดเีอน็เอสายเดีย่วกอ่น แลว้จงึนำไปจบัยดึกบัพเีอน็เอ 

โพรบที่รู้ลำดับเบสที่แน่นอน และหลังจากนั้นทำการเติมเอนไซม์-

นิวคลีเอส ถ้าพีเอ็นมีลำดับเบสที่เป็นคู่สมกับดีเอ็นเอสายเดี่ยวแล้ว 

จะทำให้เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอขึ้น 

ซึ่งจะทนต่อการย่อยของเอนไซม์นิวคลีเอส ในขณะที่ดีเอ็นเอ 

สายเดีย่วทีไ่มม่ลีำดบัเบสคูส่มกบัพเีอน็เอโพรบจะถกูยอ่ยกลายเปน็  

นิวคลีโอไทด์ ทำให้ในสารละลายเหลือแต่เฉพาะสารประกอบเชิงซ้อน 

ของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอที่มีลำดับเบสที่เป็นคู่สมกันเท่านั้น เมื่อนำ 

สารละลายนีไ้ปวเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนคิมลัดทิอฟ-แมสสเปคโตรสโคป ี

ผลก็จะแสดงเฉพาะมวลโมเลกุลของพีเอ็นเอโพรบที่ใช้เท่านั้น 

ดังภาพ 5B

  จากที่กล่าวมาข้างต้นเป็นเพียงบางตัวอย่างของการ 

นำเอาพีเอ็นเอมาใช้ตรวจสอบลำดับเบสของดีเอ็นเอโดยดูลักษณะ 

สัญญาณการตรวจวัดของเทคนิคที่แตกต่างกันออกไป โดยแต่ละ 

เทคนคิทีก่ลา่วมาขา้งตน้กม็ขีอ้ดแีละขอ้เสยีทีแ่ตกตา่งกนั ซึง่สามารถ 

สรุปได้ดังตารางต่อไปนี้

ภาพที่ 4  แสดงการใช้พีเอ็นเอมาตรวจสอบลำดับเบสของดีเอ็นเอด้วยเทคนิคคัลเลอริเมตริก
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ประเภทแคทไอออนิก (cationic dye) บางประเภท เชน 3,3-ไดเอธิลอะไดคารโดไซยาไนต (DisC2(5)) ซึ่งสียอม
ชนิดน้ีสามารถใชยอมสารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอได และจะใหสีที่แตกตางจากโมเลกุลของสี
อิสระ (Fang et al., 2008) ซึ่งถาดีเอ็นเอตัวอยางมีลําดับเบสที่เปนคูสมกับพีเอ็นเอโพรบจะทําใหเกิดเปน
สารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอในสารละลายขึ้น ซึ่งสารประกอบเชิงซอนระหวางพีเอ็นเอกับดี
เอ็นเอนีจ้ะทนตอการยอยดวยเอ็นไซมนิวคลีเอส เมื่อสารละลายนี้ถูกยอมดวยสียอมประเภทแคทไอออนิกชนิดนี้
จะเกิดเปนสารละลายสีมวงขึ้น แตถาดีเอ็นเอตัวอยางมีลําดับเบสที่ไมเปนคูสมกับพีเอ็นเอนั้นจะไมเกิดเปน
สารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอขึ้น ดังนั้นเมื่อทําการยอยดวยเอ็นไซมนิวคลีเอสแลวดีเอ็นเอ
เทานั้นที่จะถูกยอยดวยเอ็นไซมกลายเปนนิวคลีโอไทดทําใหเหลือแตพีเอ็นเอโมเลกุลอิสระ เมื่อถูกยอมดวยสี
ยอมชนิดนีจ้ะเกิดเปนสารละลายสีน้ําเงินซึ่งทําใหบอกความแตกตางของลําดับเบสของดีเอ็นเอตัวอยางไดโดยดู
จากการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายภายหลังจากการเติมสียอมลงไป ดังภาพ 4 

 

 
ภาพท่ี 4 แสดงการใชพีเอ็นเอมาตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอดวยเทคนิคคัลเลอริเมตริก 

 
4. เทคนิคมัลดิทอฟ-แมสสเปคโตรสโคป (MALDI-TOF mass spectroscopy technique) 
เทคนิคน้ีเปนเทคนิคการตรวจวิเคราะหลําดับเบสของตัวอยางดีเอ็นเอโดยพิจารณาจากมวลโมเลกุลของ

พีเอ็นเอโพรบที่เปลี่ยนแปลงไป เมื่อมีการยึดจับกับตัวอยางดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเขาคูกัน ตัวอยางเชน การนําเอา
พีเอ็นเอมาใชรวมกับตัวดูดซับของแข็งประเภทอนุภาคแมเหล็ก และใชเทคนิคมัลดิทอฟ-แมสสเปคโตรสโคป
ตรวจสอบ (Mehiri et al., 2007; Zhou  et al., 2003) โดยวิธีนี้จะอาศัยการติดสารประเภทไบโอติน (biotin) 
ที่ปลายสายของตัวอยางดีเอ็นเอจากนั้นนําไปจับยึดกับพีเอ็นเอโพรบที่รูลําดับเบสที่แนนอน  ซึ่งถาดีเอ็นเอมี
ลําดับเบสที่เปนคูสมกับพีเอ็นเอจะทําใหเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอขึ้น  หลังจากนั้น
ทําการแยกเอาเฉพาะสารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอออกจากพีเอ็นเอที่ไมเกิดสารประกอบ
เชิงซอนโดยการใชอนุภาคแมเหล็กที่เคลือบดวยสารสเตรปตาวิดิน (streptavidin) ทั้งนี้เนื่องจากปฏิกิริยาที่
จําเพาะเจาะจงระหวาง หมูไบโอตินที่ติดอยูที่ปลายของดีเอ็นเอตัวอยางกับสเตรปตาวิดินที่เคลือบบนอนุภาค
แมเหล็กจะมีผลทําใหที่ผิวของอนุภาคแมเหล็กมีเฉพาะสารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอและตัวอยางดีเอ็นเอ
เทานั้น จากนั้นจึงนําอนุภาคแมเหล็กที่มีเฉพาะสารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอตัวอยางมาวิเคราะห
โดยใชเทคนิคมัลดิทอฟ-แมสสเปคโตรสโคปซึ่งผลที่ไดจะแสดงเฉพาะมวลโมเลกุลของพี เอ็นเอโพรบที่ใช

ภาพที่ 5   A : การใช้พีเอ็นเอมาตรวจสอบลำดับเบสของดีเอ็นเอด้วยเทคนิคมัลดิทอฟ-แมสสเปคโตรสโคปี

  B : การใช้พีเอ็นเอร่วมกับเอนไซม์เพื่อตรวจสอบลำดับเบสของดีเอ็นเอด้วยเทคนิคมัลดิทอฟ-แมสสเปคโตรสโคปี

8 
 

เทานั้นเน่ืองจากโมเลกุลของพีเอ็นเอซึ่งเปนเปปไทดสามารถไอออไนซไดงายกวาดีเอ็นเอมากซึ่งจะทําใหทราบ
ลําดับเบสของตัวอยางดีเอ็นเอได ดังภาพ 5A 

อีกตัวอยางของเทคนิคนี้คือ การนําเอาพีเอ็นเอมาใชรวมกับเอนไซม เอคโซนิวคลีเอสและนิวคลีเอส มา
ตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอเกลียวคู (Ren et al., 2004) โดยวิธีนี้ขั้นแรกจะอาศัยการยอยดีเอ็นเอเกลียวคู
ทางดานปลาย 5' ดวยเอนไซมเอคโซนิวคลีเอส เพื่อใหเกิดเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวกอน แลวจึงนําไปจับยึดกับพีเอ็น
เอโพรบที่รูลําดับเบสที่แนนอน และหลังจากนั้นทําการเติมเอนไซมนิวคลีเอส ถาพีเอ็นมีลําดับเบสที่เปนคูสมกับ
ดีเอ็นเอสายเด่ียวแลว จะทําใหเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอขึ้น ซึ่งจะทนตอการยอยของ
เอนไซมนิวคลีเอส ในขณะที่ดีเอ็นเอสายเด่ียวที่ไมมีลําดับเบสคูสมกับพีเอ็นเอโพรบจะถูกยอยกลายเปนนิวคลีโอ
ไทด ทําใหในสารละลายเหลือแตเฉพาะสารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสที่เปนคูสม
กันเทานั้น เมื่อนําสารละลายนี้ไปวิเคราะหโดยใชเทคนิคมัลดิทอฟ-แมสสเปคโตรสโคป ผลก็จะแสดงเฉพาะ
มวลโมเลกุลของพีเอ็นเอโพรบที่ใชเทานั้น ดังภาพ 5B 

 

   
A       B 

ภาพท่ี 5  A : การใชพีเอ็นเอมาตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอดวยเทคนิคมัลดิทอฟ-แมสสเปคโตรสโคป 
B : การใชพีเอ็นเอรวมกับเอนไซมเพื่อตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอดวยเทคนิคมัลดิทอฟ-

แมสสเปคโตรสโคป 
 

จากที่กลาวมาขางตนเปนเพียงบางตัวอยางของการนําเอาพีเอ็นเอมาใชตรวจสอบลําดับเบสของดีเอ็นเอ
โดยดูลักษณะสัญญาณการตรวจวัดของเทคนิคที่แตกตางกันออกไป โดยแตละเทคนิคที่กลาวมาขางตนก็มีขอดี
และขอเสียที่แตกตางกัน ซึ่งสามารถสรุปไดดังตารางตอไปนี้ 
 
 
 
 
 

บุญจิรา  รัตนากรพิทักษ์ / วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา. 16 (2554) 1 : 115-123 
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ตารางที่ 1 แสดงข้อดีและข้อเสียของแต่ละเทคนิคที่กล่าวข้างต้น (Lorincz, 2006; ณัฏฐิยา  หิรัญกาญจน์, 2546)

เทคนิค ข้อดี ข้อเสีย
อิเล็คโตรเคมิคอล 1. สามารถวิเคราะห์ได้ทั้งเชิงปริมาณและ  

 คุณภาพ

2. ใช้สารในปริมาณน้อย

1. พีเอ็นเอที่ใช้จำเป็นต้องดัดแปลงปลายสายให้เหมาะสม 

 กับลักษณะพื้นผิวของวัสดุที่ใช้ทำให้มีขั้นตอนในการ  

 วิเคราะห์ที่ซับซ้อน

2. ไม่สามารถวิเคราะห์สารตัวอย่างแบบมัลติเพล็กได้
ฟลูออเรสเซนส์ 1. สามารถวิเคราะห์ได้ทั้งเชิงปริมาณและ 

 คุณภาพ

2.  ใช้สารในปริมาณน้อย

1. พีเอ็นเอหรือดีเอ็นเอที่ใช้จำเป็นต้องดัดแปลงปลายสาย  

 ดว้ยหมูฟ่ลอูอเรสเซนสซ์ึง่ทำใหม้ขีัน้ตอนในการวเิคราะห์ 

 ที่ยุ่งยาก

2. สารฟลูออเรสเซนส์บางชนิดมีราคาค่อนข้างแพง

3. ไมส่ามารถวเิคราะหส์ารตวัอยา่งจำนวนมากๆ ไดใ้นเวลา  

 เดียวกันได้
คัลเลอริเมตริก 1. สามารถวิเคราะห์ได้ทั้งเชิงปริมาณและ  

 คุณภาพ

2. บางวิธีพีเอ็นเอหรือดีเอ็นเอที่ใช้ไม่จำเป็น 

 ต้องดัดแปลงปลายสายด้วยหมู่ฟังค์ชั่น 

 อื่นๆ

3. ใช้สารในปริมาณที่น้อย

1. ไมส่ามารถวเิคราะหส์ารตวัอยา่งจำนวนมากๆ ไดใ้นเวลา  

 เดียวกันได้

2. ไม่สามารถวิเคราะห์สารตัวอย่างแบบมัลติเพล็กได้

3. สีย้อมบางชนิดมีราคาค่อนข้างแพง

มั ลดิ ทอฟ -แมสส เปค 

โตรสโคปี

1. พีเอ็นเอหรือดีเอ็นเอที่ใช้ไม่จำเป็นต้อง 

 ดัดแปลงปลายสายด้วยหมู่ฟังค์ชั่นอื่นๆ

2. มคีวามไวสงู, รวดเรว็และใชส้ารในปรมิาณ  

 ที่น้อย

3. สารที่มาตรวจสอบไม่จำเป็นต้องมีความ  

 บริสุทธิ์มาก

4. สามารถวิเคราะห์สารจำนวนมากๆ ได้  

 ในเวลาเดียวกันได้

1. เครื่องมือมีราคาแพง

2. วิเคราะห์เชิงปริมาณได้ยาก

บทสรุป
 จะเหน็ไดว้า่จากสมบตัขิองพเีอน็เอทีด่กีวา่ดเีอน็เอธรรมชาต ิ

ทั้งทางด้านการยึดจับอย่างแข็งแรงและจำเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอ 

รวมถงึความเสถยีรตอ่เอนไซมด์งัทีก่ลา่วมาขา้งตน้นัน้ จงึทำใหม้กีาร 

นำเอาพีเอ็นเอมาใช้แทนดีเอ็นเอธรรมชาติเพื่อประยุกต์ใช้ในงาน 

ด้านต่างๆ อย่างรวดเร็ว ซึ่งเป็นสิ่งที่ยืนยันถึงศักยภาพที่ดีและ 

ประโยชน์ของพีเอ็นเอได้เป็นอย่างดี โดยการใช้ประโยชน์ที่สำคัญ 

ของพเีอน็เอสว่นใหญจ่ะอยูใ่นเรือ่งของการนำมาเปน็โพรบตรวจสอบ 

ลำดบัเบสของสารพนัธกุรรมเปน็หลกัและในปจัจบุนัไดม้กีารนำเอา

พีเอ็นเอไปพัฒนาต่อยอดเป็นพีเอ็นเอชิปเพื่อใช้เป็นเครื่องมือตรวจ 

ลำดับเบสของสารพันธุกรรม รวมไปถึงพัฒนาไปเป็นชุดอุปกรณ์ 

ตรวจโรคบางชนิดซึ่งการพัฒนาดังกล่าวนี้เป็นการเพิ่มเทคโนโลยี 

ใหม่จากพีเอ็นเอในวงการแพทย์อีกทางหนึ่งและตราบใดที่จำนวน 

ของผูป้ว่ยทีเ่ปน็โรคทางพนัธกุรรมยงัมจีำนวนมากอยูน่ัน้ การนำเอา 

พเีอน็เอมาใชป้ระโยชนก์ารตรวจสอบหาความผดิปกตทิางพนัธกุรรม 

ก็ยังคงเป็นสิ่งที่มีประโยชน์ต่อไปในอนาคตได้

กิตติกรรมประกาศ
 ผู้เขียนขอขอบคุณ รศ. ดร.ธีรยุทธ  วิไลวัลย์ ภาควิชาเคมี 

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เป็นอย่างสูง ที่ช่วยให้

คำแนะนำและตรวจทานบทความนี้ให้มีความสมบูรณ์ยิ่งขึ้น

Boonjira Rutnakornpituk / Burapha Sci. J. 16 (2011) 1 : 115-123
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