
บทที ่1 

บทนํา 

 

 Tuberculosis (TB) หรือ วณัโรค จดัเป็นโรคติดต่อชนิดร้ายแรงมีสาเหตุมาจากเช้ือแบคทีเรียชนิด 

มัยโคแบคทีเรียม ทูเบอร์คุโลซีส (Mycobacterium tuberculosis) เช้ือดงักล่าวน้ีสามารถแพร่กระจายจากคน

หน่ึงไปสู่อีกคนหน่ึงไดท้างอากาศคือโดย การจาม ไอรดกนั การพดูคุยกนั หรือ การสูดหายใจเอาเช้ือเขา้ไป

เท่านั้น  เช้ือแบคทีเรียชนิดน้ีสามารถพบท่ีส่วนใดของร่างกายเราก็ได ้แต่โดยปกติมนัมกัจะพบท่ีปอด  เช้ือ

วณัโรคเป็นแบคทีเรียจดัอยูใ่นกลุ่มมยัโคแบคทีเรียท่ีโตชา้และตอ้งใชเ้วลานานในการเพาะ เล้ียงประมาณ 1-

2 เดือน พบวา่ ประมาณร้อยละ 5-10 ของผูท่ี้ไดรั้บเช้ือจะป่วยเป็นวณัโรค เช้ือวณัโรคส่วนมากก่อโรคท่ีปอด

แต่สามารถก่อโรคท่ีอวยัวะอ่ืนได ้ข้ึนอยูก่บัระดบัภูมิคุม้กนัของร่างกาย  

        วณัโรค เป็นสาเหตุการตายในอนัดบัตน้ ๆ ของประชากรโลกปีละประมาณหลายลา้นคน และ เป็น

สาเหตุให้คนไทยเสียชีวิตสูงเป็นอันดับหน่ึงในบรรดาโรคติดเช้ือทั้ งหมด จากรายงานของกระทรวง

สาธารณสุขพบว่า มีผูป่้วยวณัโรคเพิ่มข้ึนประมาณปีละ 85,000 คน และมีผูเ้สียชีวิตจากวณัโรคประมาณ 

7,000 คนต่อปี การแพร่ระบาดของโรคเอดส์ในปัจจุบนัทาํให้สถานการณ์ทวีความรุนแรงมากข้ึน เน่ืองจาก

ทาํใหมี้ผูป่้วยวณัโรคเพิ่มจาํนวนข้ึน โดยวณัโรคเป็นโรคติดเช้ือท่ีพบมากเป็นอนัดบัหน่ึงในผูป่้วยเอดส์ 

       ผูท่ี้ติดเช้ือวณัโรค จะไม่รู้สึกเจ็บป่วย หรือมีอาการใดๆเกิดข้ึน และไม่สามารถแพร่เช้ือวณัโรคได ้

แต่สามารถพฒันาจนกลายเป็นโรควณัโรค เม่ือไรก็ไดใ้นอนาคตหากร่างกายอ่อนแอ หรือมีความบกพร่อง

ของระบบภูมิคุม้กนั ซ่ึงการแพร่ระบาดของโรค เม่ือมีคนหายใจเอาเช้ือวณัโรคเขา้สู่ร่างกาย เช้ือแบคทีเรียจะ

ไปฝังตวัอยูท่ี่ปอดของคนผูน้ั้น และเร่ิมเติบโตจากปอดน้ี  เช้ือสามารถแพร่กระจายไปสู่อวยัวะอ่ืนในร่างกาย

ของผูติ้ดเช้ือไดท้างกระแสเลือด เช่นไปสู่ไต กระดูกสันหลงั และท่ีสมอง เช้ือวณัโรคท่ีติดต่อไดน้ั้นมกัจะ

เป็นเช้ือท่ีมาจากปอด และหลอดลม ในขณะท่ีเช้ือวณัโรคจากส่วนอ่ืนของร่างกาย เช่นท่ีไต หรือกระดูกสัน

หลังมกัไม่ก่อให้เกิดการติดต่อ  คนท่ีป่วยด้วยวณัโรคปอด จะสามารถแพร่เช้ือให้บุคคลท่ีเข้าใกล้หรือ

เก่ียวขอ้งไดใ้นทุกๆวนั ในจาํนวนน้ีหมายรวมถึงผูท่ี้เป็นสมาชิกในครอบครัว เพื่อน และผูร่้วมงาน  

        การตรวจวนิิจฉยัวณัโรคทางหอ้งปฏิบติัการ ไดแ้ก่ การเพาะเล้ียงเช้ือ เป็นการตรวจท่ีให้ผลท่ีถูกตอ้ง

แม่นยาํ แต่ใชร้ะยะเวลาถึง 2 – 4 เดือน  วธีิการยอ้ม AFB เป็นวธีิการยอ้มสีกบักรดไมโคลิก ซ่ึงเป็นวธีิการท่ีมี

ความไวตํ่า   วิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) เป็นวิธีการเพิ่มจาํนวนของดีเอ็นเอส่วนท่ีมีความจาํเพาะ

ต่อเช้ือวณัโรคท่ีต้องการตรวจหา โดยใช้ IS6110 ยีน ให้ผลการจบักับเช้ือดี แต่มีข้อเสียในขั้นตอน gel 

electrophoresis ตอ้งสัมผสักบั Ethidium bromide ซ่ึงเป็นสารก่อมะเร็ง และเม่ือเร็ว ๆ น้ี เทคโนโลยีไบโอ

เซ็นเซอร์ เป็นเคร่ืองมือวเิคราะห์สาํเร็จรูปประเภทหน่ึงท่ีทาํง่ายและใหผ้ลการตรวจท่ีเร็ว  

ไบ โอเซ น เซ อร์(Biosensors)  เป็ น เค ร่ืองมื อวิ เคราะห์ ป ระกอบ ด้วย 2 ส่ วน  ซ่ึ งจะมี ตัว รับ

(Bioreceptors) เช่ น  เอ น ไ ซ ม์ , จุ ลิ น ท รี ย์  ห รื อ ดี เอ็ น เอ  กั บ ตัว ส่ ง สั ญ ญ าณ  (Transducers) ไ ด้ แ ก่ 

Electrochemical, Optical, Thermometric และ Piezoelectric ซ่ึงขอ้ดี คือ ทาํง่าย ราคาถูก ใชเ้วลารวดเร็ว และ
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ใช้ปริมาณของตวัอย่างน้อย ตวัรับท่ีนิยมใช้กัน เช่น เอ็นไซม์, แอนติบอดี, แอนติเจน และ ดีเอ็นเอ   กับ

ส่วนตวัแปลงสัญญาณทาํหนา้ท่ีประมวลผลการวิเคราะห์ในรูปสัญญาณทางไฟฟ้า  และตวัแปลงสัญญาณท่ี

รู้จกักนัในช่ือ ไพโซอิเล็กตริก เก่ียวขอ้งกบัการวดัค่าความถ่ี Resonant มีผลกบัการเปล่ียนมวลท่ีผิว quartz  

crystals ดว้ย  

 ดังนั้ นดีเอ็นเอไพโซอิเล็กตริกไบโอเซนเซอร์ (DNA-Piezoelectric Quart Crystal Microbalance 

Biosensor หรือเรียกย่อ ๆ ว่า QCM) เป็นการวดัค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงมีผลต่อการทาํปฏิกิริยาระหว่าง

ความจาํเพาะของ DNA probe บนผิวอิเล็กโทรดทองต่อ Complementary DNA targetในสารละลาย  การ

พฒันาความไวของการวดั โดยการใช้ Quartz crystals ท่ีมีค่าความถ่ีมูลฐานท่ีมีค่ามากกว่า 10 MHz แต่ 

Quartz crystals  เป็นอุปกรณ์ท่ีทาํยาก เน่ืองจากมีความเปราะบาง แตกง่าย และปัญหาของค่าความถ่ีไม่คงท่ี  

ดังนั้ น ต้องมี ก ารพัฒ น าใน ส่ วน ข องป ริม าณ ส ารท่ี เก าะบ น ผิ ว  Quartz  crystals กับ ก ารต รึงส าร 

(Immobilization) ดว้ยขอ้จาํกดัของ การตรึงสารจะไม่สามารถเกาะติดผวิไดด้ว้ยวธีิ Absorption  

 QCM เป็น Mass sensor มีความไวต่อนํ้ าหนกั การวดัมวลท่ีเปล่ียนไปสามารถวดัไดใ้นระดบัตํ่ากวา่

นาโนกรัม ซ่ึงประกอบด้วย Quartz ท่ีเป็นแผ่น (Disc) ท่ีมีขั้วอิเล็กโทรดสองด้าน, ออสซิลเลเตอร์ และ

ศั ก ย์ ไ ฟ ฟ้ า  มี ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ต่ อ ก า ร เป ล่ี ย น แ ป ล ง ม ว ล กั บ ค ว า ม ถ่ี  เป็ น ไ ป ต า ม ส ม ก า ร 

A
mfxf ∆

−=∆ − 261026.2    ซ่ึง Sauerbrey ได้แสดงให้เห็นว่า ความถ่ี Resonant ท่ีเปล่ียนแปลงไปเป็น

สัดส่วนกบัมวลท่ีติดบนผิว Quartz crystals จุดประสงคข์องการศึกษาในคร้ังน้ีเพื่อสร้างเคร่ืองมือวดัไพโซอิ

เล็กตริกไบโอเซนเซอร์และพฒันาดีเอน็เอไพโซอิเลคทริกไบโอเซนเซอร์สําหรับการการตรวจวินิจฉยัทาง

การแพทย ์ โดยเฉพาะการพฒันา sensitivity, specificity, reproducibility, selectivity ในการตรวจวดั 
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บทที ่2 

ทบทวนวรรณกรรม 

 

ไบโอเซนเซอร์เป็นเคร่ืองมือวิเคราะห์ท่ีมีการใช้งานมากมายในหลายๆด้าน เช่น การแพทย ์

การเกษตรอุตสาหกรรม การทหาร และส่ิงแวดลอ้ม เป็นตน้ ไบโอเซนเซอร์ เคร่ืองมือประกอบดว้ยไบโอรี

เซฟเตอร์ (bioreceptor) และตัวแปลงสัญญาณ (transducer) ไบโอรีเซฟเตอร์เป็นโมเลกุลชีวภาพท่ีมี

ความสามารถในการจดจาํตวัถูกวิเคราะห์ (target analyte) ได้อย่างเฉพาะเจาะจง ได้แก่ เอนไซม์ กรด

นิวคลีอิก แอนติบอดี และโปรตีนรีเซฟเตอร์ (receptor protein) ฯลฯ โดยไบไอรีเซเตอร์ถูกตรึงดว้ยวิธีทาง

กายภาพหรือวธีิการทางเคมีกบัตวัแปลงสัญญาณ (transducer) (รูปท่ี1) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 แสดงองคป์ระกอบหลกัของเคร่ืองมือไบโอเซนเซอร์ 

 

ความจาํเพาะของไบโอเซนเซอร์เป็นผลมาจากความจาํเพาะของไบโอรีเซฟเตอร์ ท่ีใช้ปฏิกิริยา

เฉพาะระหว่างตวัถูกวิเคราะห์กบัไบโอรีเซฟเตอร์ทาํให้เกิดการเปล่ียนแปลงทาง physiochemical เช่น การ

ผลิตไอออน อิเลคตรอน การผลิตและการใชแ้ก๊ส ความร้อน การเปล่ียนแปลงมวลคุณสมบติัของสีหรือแสง 

ซ่ึงการเปล่ียนแปลงเหล่าน้ี สามารถตรวจวดัไดด้ว้ยตวัแปลงสัญญาณ (transducer) ท่ีเหมาะสม จึงเป็นการ

ลดขั้นตอนท่ีซับซ้อน และสารเคมีท่ีตอ้งใช้ในการวิเคราะห์ อีกทั้งยงัมีความไวในการตรวจสอบสูงคือ

สามารถตรวจหาสารในระดบัปริมาณ femtomolar ได ้ต่อมาไบโอเซนเซอร์ถูกพฒันาข้ึนโดยนาํเทคโนโลยี

ของเมมเบรนมาใชเ้พื่อเพิ่มประสิทธิภาพการทาํงานของไบโอเซนเซอร์ โดยเมมเบรนทาํหนา้ท่ีเป็นเยือ่เลือก

ผ่านซ่ึงจะให้เฉพาะตวัถูกวิเคราะห์เข้าไปทาํปฏิกิริยากับ ไบโอรีเซฟเตอร์ และป้องกนัโมเลกุลชนิดอ่ืน  

นอกจากน้ียงัมีการนาํเทคโนโลยีของใยแกว้นาํแสง (optical fiber) และ nanotechnology มาประยุกตใ์ชใ้น

การผลิตไบโอเซนเซอร์  

 ดีเอ็นเอไพโซอิเล็กตริกไบโอเซนเซอร์ (DNA-Piezoelectric Quart Crystal Microbalance Biosensor 

หรือเรียกย่อๆ ว่า QCM) เป็นการวดัค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงมีผลต่อการทาํปฏิกิริยาระหว่างความจาํเพาะ

ของ DNA probe บนผิวอิเล็กโทรดทองต่อ complementary DNA targetในสารละลาย   มีข้อดี คือ ทาํง่าย 

ราคาถูก ใช้เวลารวดเร็ว ใช้ปริมาณของตัวอย่างน้อย เป็นการวดัแบบ real time โดยวดัค่าความถ่ี ท่ี

เปล่ียนแปลง สามารถวดัได้ทั้ งปริมาณและคุณภาพ  และสามารถใช้ประโยชน์ในด้าน early detection  
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ส่วนตวัแปลงสัญญาณทาํหนา้ท่ีประมวลผลการวิเคราะห์ในรูปสัญญาณทางไฟฟ้า  และตวัแปลงสัญญาณท่ี

รู้จกักนัในช่ือ “ไพโซอิเล็กตริก” เก่ียวขอ้งกบัการวดัค่าความถ่ี resonance มีผลกบัการเปล่ียนมวลท่ีผวิ quartz  

crystals ดว้ย  การพฒันาความไวของการวดัโดยการใช้ quartz crystals ท่ีมีค่าความถ่ีมูลฐานท่ีมีค่ามากกว่า 

10 MHz แต่ quartz crystals  เป็นอุปกรณ์ท่ีมีความเปราะบาง แตกง่าย และปัญหาของค่าความถ่ีไม่คงท่ี    

ดังนั้ น ต้อ งมี ก ารพัฒ น าใน ส่ วน ข อ งป ริม าณ ส ารท่ี เก าะบ น ผิ ว  quartz  crystals กับ ก ารต รึงส าร 

(immobilization) ดว้ยขอ้จาํกดัของการตรึงสารจะไม่สามารถเกาะติดผวิไดด้ว้ยวธีิ absorption 

QCM เป็ น  mass sensitive sensor ป ระก อบ ด้วย quartz ท่ี เป็ น แผ่น  (disc) มี ขั้ ว อิ เล็ ก โท รดส องด้าน 

ออสซิลเลเตอร์ และศกัยไ์ฟฟ้า QCM มีความไวต่อการเปล่ียนแปลงนํ้ าหนักของมวลสารท่ีตรึงอยู่บนผิว

อิเล็กโทรดของ quartz crystals ในระดับตํ่ ากว่านาโนกรัม โดยความสัมพันธ์ ต่อมวลกับความถ่ี ท่ี

เปล่ียนแปลงนั้นจะเป็นไปตามสมการ 

A
mfxf ∆

−=∆ − 261026.2
 

ซ่ึง Sauerbrey ไดแ้สดงให้เห็นว่า ความถ่ี resonanceท่ีเปล่ียนแปลงไป ( f∆ ) เป็นสัดส่วนกบัมวล ( m∆ ) ท่ี

ติดบนผวิ จุดประสงคข์องการศึกษาในคร้ังน้ีเพื่อสร้างเคร่ืองมือวดัไพโซอิเล็กตริกไบโอเซนเซอร์และพฒันา

ใหส้ามารถตรวจวดัเช้ือได ้

ในปัจจุบันการนําเทคโนโลยีไบโอเซนเซอร์มาใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ือยงัไม่เป็นท่ี

แพร่หลายเม่ือเทียบกบั Glucose biosensor ท่ีมีมูลค่าทางการตลาดในระดบัสูง แต่ในอนาคตไบโอเซนเซอร์

จะมีบทบาทสาํคญัในการใชเ้ป็นเคร่ืองมือสําหรับการตรวจวินิจฉยัเช้ือต่างๆ (ตารางท่ี 1) จากส่ิงส่งตรวจท่ีมี

เป็นจาํนวนมาก เช่น การระบาดของไวรัสท่ีก่อใหเ้กิดโรค และ emerging infectious diseases (EIDs)  

ในปี 2002 He F. and Zhang L นําเทคโนโลยีไพโซอิเล็กตริกไบโอเซนเซอร์มาใช้ในการตรวจ

วินิจฉัยโรคติดเช้ือชนิด M. tuberculosis  โดยใช้การจบักนัระหว่างแอนติเจน/แอนติบอดี ต่อมาในปี 2004 

Mac Sweeney และคณะได้พัฒนาวิธีการ Optical DNA biosensor สําหรับการตรวจวินิจฉัย multi-drug 

resistant genes ใน M. tuberculosis  ซ่ึ งพ บว่ามีความไวและความจําเพ าะสูง  ต่อมาในปี  2005 Diaz-

Gonzalez และคณะได้นําเทคนิค Immunosensor โดยอาศยัหลักการของ electrochemistry ในการวดัการ

ส่งผา่นอิเลคตรอนจากการจบัของแอนติเจนกบัแอนติบอดีท่ีถูกตรึงลงบน carbon electrodes ดว้ยวิธี screen-

printing หรือ Fabrication  ต่อมาในปี 2007 ธงชัย แก้วพินิจ และคณะได้ทาํการศึกษาเบ้ืองตน้เก่ียวกบัการ

พฒันาดีเอ็นเอไพโซอิเลคทริกไบโอเซนเซอร์ในการตรวจวินิจฉัยเช้ือ M. tuberculosis  จากส่ิงส่งตรวจ

โดยตรง ซ่ึงตอ้งทาํการย่อย DNA ดว้ยเอ็นไซม์ตดัจาํเพาะ HpaII ก่อนท่ีจะนาํไปวดัดว้ย DNA piezoelectric 

biosensor โดยใช้ quart crystals แบบ AT-cut ท่ี 35° 10’ ตามแนวแกน Z  ซ่ึงค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงมี

ความสัมพันธ์กับมวลท่ีติดบนผิว quartz crystals และได้ทําการสร้างเคร่ืองมือว ัดไพโซอิเลคทริก

ไบ โอเซ น เซ อร์และพัฒ น าใช้งาน เก่ี ยวกับ  ดี เอ็น เอใน ก ารทําป ฏิ กิ ริยาระห ว่าง  DNA probe กับ 

complementary DNA target ให้สามารถตรวจวดัเช้ือวณัโรคโดยใชย้นี IS6110 ในบริเวณท่ีมีความจาํเพาะต่อ 
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M. tuberculosis  จากการออกแบบวงจรวดัความถ่ีให้เคร่ืองมือวดัสามารถอ่านค่าไดไ้ม่เกิน 20 MHz และใช ้

quartz crystals ท่ีมีอิเล็กโทรดทองท่ีความถ่ี 12 MHz ทําการตรึง DNA probe ลงบนผิวอิเล็กโทรดของ 

quartz crystals โดยหาปริมาณท่ีเหมาะสมของ mercaptopropionic acid หรือ MPA, avidin, DNA probe และ 

complementary DNA target  พบว่าปริมาณท่ีเหมาะสมของ MPA เท่ากับ 15 mM ของ avidin เท่ากับ 0.1 

mg/ml  ของ DNA probe เท่ากับ 1.5 µM และ complementary DNA target  ท่ีความเข้มข้น 0.7 µM โดย

ค่าความถ่ีท่ีลดลงแปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้  ความไว (sensitivity) ในการตรวจอยูใ่นระดบั 10 ng เทียบเท่า

กบัปริมาณเช้ือ 2 X 106 เซลล์ อยา่งไรก็ตามงานของธงชยันั้นยงัไม่ไดท้าํกบัส่ิงส่งตรวจโดยตรง นอกจากน้ี

ยงัต้องทดสอบ specificity, reproducibility, selectivity, accuracy, precision และค่าอ่ืนๆ ท่ีต้องทดสอบ

สําหรับความน่าเช่ือถือของเคร่ืองมือโดยเทียบกับ gold standard methods เช่นการทํา culture ดังนั้ น

โครงการวจิยัน้ีจึงทาํการต่อยอดเพื่อพฒันาเคร่ืองมือใหมี้ความสมบูรณ์สามารถนาํไปผลิตใชง้านจริงได ้

 

ตารางที ่1  ตวัอยา่งไบโอเซนเซอร์อสาํหรับการตรวจวนิิจฉยัเช้ือต่างๆ ดาํเนินการมาตั้งแต่ปี ค.ศ.   

                 2004 

Diseases Type of  Biosensors References 

Mad cow diseases Antibody based-

piezoelectric biochip 

United States Patent 20060121531 

Anthrax Antibody based-

piezoelectric biosensor 

WWW.BIOMED.DREXEL.EDU/TechnologyPortfolio/ 

 

Methicillin-resistant  

Staphylococcus aureus 

(MRSA). 

DNA-based 

piezoelectric biosensor 

Tombelli et al , 2006 

 

Salmonella typhimurium Affinity probes 

piezoelectric biosensor 

Olsen et al, 2006 

Shagas’ diseases 

(Trypanosoma cruzi) 

Immunosensor Ferreira et al, 2005 

Mycobacterium 

tuberculosis 

Immunosensor Diaz-Gonzalez et al, 2005 

HIV Antibodi based-

piezoelectric biosensor 

Tombelli et al , 2005 

multi-drug resistant 

tuberculosis 

Optical DNA biosensor Mac Sweeney et al, 2004 

Hepatitis C virus DNA based-piezoelectric 

biosensor 

Skladal  et al, 2004 

SAR Immunosensor Zuo et al, 2004 
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บทที ่3 

วธีิการดําเนินการวจัิย 

3.1 การเตรียมส่ิงส่งตรวจทีเ่ป็นเสมหะ 

ในการพฒันาดีเอ็นเอไพโซอิเลคทริกไบโอเซนเซอร์ให้มีความไวในการตรวจวดัเช้ือวณัโรคชนิด 

M. tuberculosis  จากเสมหะ ซ่ึงไดจ้าก สํานกัวณัโรค กระทรวงสาธารณสุข และส่ิงส่งตรวจอ่ืนๆ โดยตรง

โดยท่ีเสมหะนั้นจะไดรั้บจากผูป่้วยท่ีสงสัยว่าเป็นวณัโรคท่ีส่งเขา้มายงัห้องปฏิบติัการของสํานักวณัโรค 

กระทรวงสาธารณสุข ทั้งหมด 200 ตวัอย่าง  การทดสอบจะใช้ ส่ิงส่งตรวจจากผูป่้วยท่ี smear AFB stain 

positive 150 ตวัอย่าง (1+  ,  2+ และ 3+) และอีก 50 ตวัอย่างเป็น other mycobacterium ( M. avium) และ 

smear AFB negative จากนั้นนาํส่ิงส่งตรวจท่ีเป็นเสมหะท่ีได้จาก smear AFB stain มาทาํการสกดัดีเอ็นเอ

ดว้ยโดยใชชุ้ดนํ้ ายาสกดัดีเอ็นเอ DNAzol® (invitrogent)โดยการนาํเสมหะท่ีไดจ้าก สํานกัวณัโรค กระทรวง

สาธารณสุข ท่ีมีการตรวจ AFB positive เติมนํ้ ายา DNAzol® 1 ml ผสมกัน แล้วป่ันตกตะกอน 4000 rpm 

เป็นเวลา 10 นาที นํา supernate ใส่ tube ใหม่ เติม absolute ethanol เย็น เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ แล้วป่ัน

ตกตะกอน 13,000 rpm เป็นเวลา 5  นาที จากนั้นทาํการล้างด้วย 70% ethanol  1 – 3 คร้ัง แล้วตากให้แห้ง 

เติมนํ้ากลัน่ sterile แลว้เก็บท่ี -80  ◌ํC เพื่อเติมทดสอบกบั DNA probe 

3.2 การออกแบบ Probe และ primer 

การออกแบบ Probe และ primer จะออกแบบจากยีนในส่วนของยีน IS6110 (Accession number 

AJ242908.1) เน่ืองจากมีการวิจยัดว้ยวิธี PCR ว่ามีความจาํเพาะต่อเช้ือ M.  tuberculosis สูง ซ่ึงมีความยาว 

2,645 base pair (bp) โดยจะเลือกบริเวณท่ีจําเพาะต่อ target ท่ี เราต้องการตรงตําแหน่งท่ี  1,474 -1,493  

จาํนวน 19 bp และเช่ือมดว้ย TTTTTT (รูปท่ี 2, ตารางท่ี 2) 

 

ตารางที ่2 แสดงรายละเอียดของลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ใช ้ในดีเอ็นเอไพโซอิเลคทริกไบโอเซนเซอร์  

ช่ือ ลาํดับนิวคลโีอไทด์ 5’ ไป 3’ 

DNA biotinylated probe   Biotin-TTTTTTGTGGCCATCGTGGAAGCGA 

DNA thiol probe   SH-(CH2)6-TTTTTTGTGGCCATCGTGGAAGCGA 

Blocking 1   CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG -(CH2)3-SH 

Blocking 2   ATCGTGGTCCTGCGGGCTTTTTTTTT-Biotin  

Complementary DNA target TCGCTTCCACGATGGCCAC 

Primer FMTB AAAGCCCGCAGGACCACGAT 

Primer RMTB GTGGCCATCGTGGAAGCGA 

Primer FTB CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG 

Primer RTB CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 
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รูปที ่2 แสดงตาํแหน่งการออกแบบ DNA probe และ primer ของยนี IS6110 

 

3.3 การออกแบบและการพฒันาวงจรอเิลก็ทรอนิกส์ 

การออกแบบวงจรอิเล็กทรอนิกส์ในไพโซอิเล็กตริกไบโอเซนเซอร์จะใช้โปรแกรม Protel DXP 

การออกแบบวงจรนับวดัความถ่ีคร้ังน้ี มีความสําคญัท่ี IC (Integrate Circuit) ไมโครคอนโทรลเลอร์ คือ 

ATMEGA48 ซ่ึงเป็นไมโครคอนโทรลเลอร์ท่ีมีคุณสมบติั โดดเด่นในดา้นความสามารถในการประมวลผล 

ซ่ึงทาํงานดว้ยความถ่ีสัญญาณนาฬิกา XTAL ไดสู้งถึง 20 MHz โดยสามารถประมวลผลได้รวดเร็ว คือ 1 

Cycle ของความถ่ี XTAL และทาํการเขียนโปรแกรมการทาํงานของเคร่ืองมือด้วยภาษา Assembly ลง IC 

จากนั้ นนําอุปกรณ์ ทั้ ง IC, ตัวต้านทาน, LCD, ตัวเก็บประจุ (หจก. ไอออโตเมชั่น) ประกอบบน Print 

อุปกรณ์ ท่ีใชเ้ป็นเกรด high quality product เพื่อช่วยเพิ่มความไวในการตรวจวดั 

3.4 การเตรียม Quartz crystals   

ลําดับแรกจะใช้ Quartz crystals มีความถ่ีประมาณ 12 MHz , เส้นผ่าศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตร, 

เส้นผ่าศูนยก์ลางทอง 4 มิลลิเมตรและความหนา 0.2 มิลลิเมตร (บริษทั เคียวเซร่า คินเซคิ (ประเทศไทย) 

จาํกดั) (รูปท่ี 3) หรือใช ้code “QCM” ซ่ึงได้ทาํการทดสอบเบ้ืองตน้แล้วว่ามีความไวในระดบั ng  แล้วทาํ

การลา้งผิวอิเล็กโทรดทองท่ีเคลือบมาก่อนดว้ย Piranha solution (H2O2 30% กบั H2SO4 ในอตัราส่วน 1 : 3 
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) นานประมาณ 30 วินาที จากนั้นทาํการลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่แลว้ตากให้แห้ง และทาํการวดัค่าความถ่ี  Baseline 

( 0f )  แต่เม่ือทาํการเปล่ียนความถ่ีของ quartz crystal ให้สูงข้ึน 1 MHz ซ่ึงจะส่งผลให้มีความไวเพิ่มข้ึน

ประมาณ 452 เท่าโดยมวลสารท่ีติดลงไป ซ่ึงสามารถคาํนวณไดจ้ากสมการ Sauerbrey  

A
mfxf ∆

−=∆ − 261026.2
 

 

f∆      =    ความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป (Hz) 

f        =    ความถ่ีมูลฐานของ quartz crystal (Hz) 

m∆    =    มวลท่ีเปล่ียนแปลงไป (g) 

     A       =   พื้นท่ีผวิทอง (cm2) 

ตามการรายงานของ Blum LJ. และคณะ ปี 1991 ไดอ้ธิบายถึง sensitivity ของ quartz crystal เม่ือมี

การเปล่ียนความถ่ี quartz crystal จากสมการ เม่ืออธิบายถึงความสามารถในการอ่านค่าความถ่ี 9 MHz ให ้

sensitivity ประมาณ 400 Hz/µg หรือถา้เป็น 15 MHz ให ้sensitivity ประมาณ 2600 Hz/µg ซ่ึงให ้sensitivity 

ท่ีดีกวา่ ดงันั้น sensitivity จะมากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บั ความถ่ี quartz crystal ท่ีใชด้ว้ย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่3 Quartz crystals ความถ่ีประมาณ 12 MHz 

 

3.5 การตรึงสารลงบนผิว Quartz crystals (Immobilization) และทดสอบวิธีการต่างๆ ในการตรึง

สาร 

 สําหรับ Biotin probeใช้วิธีการ Immobilization โดย ทาํการเช่ือมโมเลกุลของสาต่าง ๆ ดว้ยพนัธะ

โควาเลนท ์โดยการนาํ Quartz crystal จุ่มลงใน 3-mercaptopropionic acid หรือ MPA (Sigma, USA) นาน 1 

ชัว่โมง ในท่ีมืด เพื่อให้ได้หมู่ ซัลเฟอร์ท่ีจบักบัผิวอิเล็กโทรดทอง ล้างด้วย เอธานอล 100% และนํ้ ากลัน่ 

หลังจากนั้ นเติม 7 µl ของ100 mg/ml  1-ethyl-3(3-dimethylaminopropil) carbodiimide หรือ EDC (Fluka, 

Switzerland) และ7 µl ของ 100 mg/ml N-hydroxysuccinimide หรือ NHS (Fluka, Switzerland)ในนํ้ ากลั่น
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ทิ้งไว้นานประมาณ 30 นาที  ทําการเติม 10 µl  ของ Avidin (Sigma, USA)ใน HEPES buffer (0.05 M 

HEPES, 0.2 M NaCl, pH 7.5) ทิ้งไวน้านอย่างนอ้ยประมาณ  1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ ตากให้

แหง้แลว้ทาํการวดัค่าความถ่ี ( 1f )  ทาํการเติม ethanolamine HCl (Fluka, Switzerland) 1 mM, pH 8.0 ทิ้งไว้

นานประมาณ 30 นาที  ทําการล้างด้วย Immobilization buffer(NaCl 300 mM, Na2HPO4 20 mM, และ 

EDTA 0.1 mM, pH 7.4) และนํ้ ากลัน่ หลงัจากนั้นเติม 20 µl ของ DNA biotinylated probe ซ่ึงละลายอยู่ใน 

Immobilization buffer นานประมาณ 20 นาที ก่อนทาํการลา้งดว้ย  Immobilization buffer และนํ้ ากลัน่ ตาก

ใหแ้ห้งแลว้ทาํการวดัค่าความถ่ี ( 2f )  ทาํการ Hybridization ระหวา่ง DNA probe กบั Complementary DNA 

target  โดยการเติม 20 µl  ของ complementary DNA target ซ่ึงละลายอยู่ใน Hybridization buffer (NaCl 

150 mM, Na2HPO4 20 mM, แ ล ะ  EDTA 0.1 mM, pH 7.4) น า น  2 0  น า ที  จ า ก นั้ น ทํ า ก าร ล้ า ง ด้ ว ย 

Hybridization buffer ตามด้วยนํ้ ากลั่น ทําการตากให้แห้งก่อนการวดัค่าความถ่ี ( 3f )  โดยค่าความถ่ีท่ี

เปล่ียนแปลง ( f∆ )  จะมีค่าเท่ากบั 2f - 3f  ส่วน Thiol probe ใช้วิธีการ Immobilization โดยการเติม 10 µl 

ของ thiol probe ละลายใน buffer (1M KH2PO4, pH 3.8) หมู่ซลัเฟอร์ใน thiol probe จะจบักบัผิวอิเล็กโทรด

ทอง ประมาณ 1 ชัว่โมง จากนั้นทาํการลา้งส่วนท่ีไม่จบัทิ้งดว้ย PBS buffer และทาํการ block ปฏิกิริยาดว้ย 1 

mM 6-mercaptohexanol ละลายในนํ้ า ประมาณ 30 นาที แล้วล้างด้วยนํ้ ากลั่น ตากให้แห้งแล้วทาํการวดั

ค่าความถ่ี ( 1f )ทาํการ Hybridization ระหวา่ง DNA probe กบั Complementary DNA target  โดยการเติม 20 

µl  ของ complementary DNA target ซ่ึงละลายอยูใ่น Hybridization buffer นาน 20 นาที  จากนั้นทาํการลา้ง

ดว้ย Hybridization buffer ตามดว้ยนํ้ ากลัน่ ทาํการตากให้แห้งก่อนการวดัค่าความถ่ี ( 2f )  โดยค่าความถ่ีท่ี

เปล่ียนแปลง ( f∆ )  จะมีค่าเท่ากบั 1f - 2f  (รูปท่ี 4A, 4B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4A 
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รูปที ่4 แสดงขั้นตอนการ immobilization และ hybridization ผา่นทาง 4A) biotin probe 4B) thiol probe 

 

3.6 การศึกษาค่าเหมาะสม (Optimization) ในการตรวจวดั 

การศึกษางานวิจยัเพื่อให้เกิดความถูกตอ้งและแม่นยาํ จาํเป็นตอ้งมีการหาค่าปริมาณเหมาะสมของ

สารแต่ละชนิด เพื่อให้ทราบการเกาะติดบนผิว quartz crystal ท่ีให้ค่าความถ่ีสูงสุดและประสิทธิภาพของ

ความไวในการตรวจวดัดีท่ีสุด เน่ืองด้วย เคร่ืองมือวดั DNA-piezoelectric biosensor มีขอ้ดีคือ สามารถวดั

ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไปเม่ือเกิดการ binding ระหว่างสารต่างๆ probe หรือ target ท่ีจาํเพาะเจาะจงต่อ 

probe อีกทั้งยงัสามารถบอกถึงมวลท่ีมีเกาะติดบนผิวของ quartz crystal ในเวลาเดียวกนั  ดว้ยการคาํนวณ

จากสมการ Sauerbrey 

 3.6.1 ค่าความเหมาะสมของ DNA probe 

      ทาํการศึกษาความเขม้ขน้ของ DNA biotinylated probe ในช่วง 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 และ 2.0 µM 

โดยการเช่ือม ปฏิกิริยาบน surface เป็น Au/MPA/EDC/ NHS/Avidin จากนั้นเติม DNA biotinylated probe 

4B 
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3=opn

ในแต่ละความเขม้ขน้ แลว้ทาํการ block ทุกปฏิกิริยา ดว้ย ethanolamine HCl ทาํการลา้ง ตากให้แห้งแลว้ทาํ

การวดัค่าความถ่ี  ส่วน thiol probe ละลายใน 1M KH2PO4, pH 3.8 แล้วเติม probe ในแต่ละความเขม้ข้น

เป็น 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 และ 2.0 µM  แลว้ทาํการ block non-specific ดว้ย 1mM ของ 6-mercaptohexanol  ซ่ึง

ขั้นตอนการเตรียม probe ทั้งสองสามารถเก็บเป็น stock ท่ี +4 °C  เพื่อให้สามารถใชง้านไดส้ะดวกและลด

ภาระการเตรียม probe ทุกคร้ังท่ีมีการทดสอบ 

      3.6.2 ค่าความเหมาะสมของ Target  

      ละลาย Target DNA ใน Hybridization buffer และศึกษาความเข้มขน้ในช่วง 0, 0.5, 0.7, 1.0, 

และ 2.0 µM โดยการเติม 20 µl ของ DNA target ในแต่ละความเข้มข้น ให้ทาํปฏิกิริยากับ DNA target 

หลงัจากนั้นทาํการลา้ง ตากใหแ้หง้แลว้ทาํการวดัค่าความถ่ี 

3.7 การพฒันาความไวของเคร่ืองมือดีเอน็เอไพโซอเิลคทริกไบโอเซนเซอร์โดยวธีิ Signal 

enhancement โดยใช้ Mass molecules 

ตามสมการของ Sauerbrey เราสามารถ enhance signal ของการวดัไดโ้ดยการเพิ่ม Mass จากการติด 

Mass molecules เช่น Gold particle หรือ Avidin  เขา้กบั oligonucleotides สายสั้ นๆประมาณ 19 - 20 bp ซ่ึง

มีลาํดบัเบส complementary กบัส่วนของ Target DNA ท่ีไม่ไดจ้บักบั DNA probe  ดงันั้นจะเกิดการจบักนั

ระหว่าง thiol probe/target DNA/Au-oligo หรือ avidin ในลักษณะ Sandwich-hybridization  ซ่ึงจะทําให้

ความไวเพิ่มข้ึน โดยใช้ค่าความเขม้ขน้ของ 0.1 mg/ml avidin ทาํการจบักบั primer blocking 2 เกิดปฏิกิริยา

ดงัรูปท่ี 3B 

3.8 การทดสอบ ความสามารถในการทาํซ้ํา (reproducibility) 

ทดสอบความสามารถของการทาํซํ้ าโดยใชผู้ว้ดัหลายคนเพื่อวดัช้ินงานเดียวกนัโดยใชเ้คร่ืองมือวดั

ชุดเดียวกนั ใช้วิธีวดัเดียวกนั วดัความสามารถการทาํซํ้ าโดยพิจารณาความผนัแปร (Variation) ท่ีเกิดจาก

ความแตกต่างระหวา่งผูว้ดั (จาํนวนผูว้ดั opn คน) 
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โดย 

                  จาํนวนผูว้ดั 

 693.1)3(2 ==opnd   
           = Range โดย  

 AiX  คือค่าเฉล่ียของการวดัช้ินงานช้ินท่ี i   ซํ้ าโดยผูว้ดั   A 

 BiX  คือค่าเฉล่ียของการวดัช้ินงานช้ินท่ี i   ซํ้ าโดยผูว้ดั   B 

 CiX  คือค่าเฉล่ียของการวดัช้ินงานช้ินท่ี i   ซํ้ าโดยผูว้ดั   C 

10,...,3,2,1)#( =parti)X,X,X( CiBiAi
iopR
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การศึกษาโดยการนาํ Quartz crystal จุ่มลงใน MPA นาน 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย เอธานอล 100% และนํ้ า

กลัน่ หลงัจากนั้นเติม 7 µl ของ100 mg/ml  EDC  และ 100 mg/ml NHS ในนํ้ ากลัน่ทิ้งไวน้านประมาณ 30 

นาที  ทาํการเติม 10 µl  ของ Avidin ใน HEPES buffer ทิ้งไวน้านอยา่งนอ้ยประมาณ  1 ชัว่โมง หลงัจากนั้น

ลา้งดว้ยนํ้ากลัน่ ตากใหแ้หง้แลว้ทาํการวดัค่าความถ่ี ( 1f ) 

3.9 ทดสอบความผนัแปรรวมจากการวดั (Total Variation) 

 คือความผนัแปรท่ีเกิดจากผูว้ดัหลายคน วดัช้ินงานช้ินเดียวกนัซํ้ าหลายคร้ัง 

 
222

+= prodRepeatReT σσσ
 

โดย  
2

peatReσ
 คือค่าความผนัแปรท่ีเกิดจากการวดัซํ้ า โดยใชผู้ว้ดัคนเดียวกนั วดัช้ินงาน 

                             ช้ินเดียวกนัซํ้ าหลายคร้ัง 

 
2

prodReσ
 คือค่าความผนัแปรท่ีเกิดจากผูว้ดัหลายๆ คนวดัช้ินงานเดียวกนั 

คาํนวณสัดส่วนความผนัแปร (Ratios) โดย สมการ 
2

peatReσ  

    
2

peatReσ +    
2

prodReσ  

โดยจะใช้การศึกษาโดยการนํา Quartz crystal จุ่มลงใน MPA นาน 1 ชั่วโมง ล้างด้วย เอธานอล 

100% และนํ้ ากลัน่ หลงัจากนั้นเติม 7 µl ของ100 mg/ml  EDC  และ 100 mg/ml NHS ในนํ้ ากลัน่ทิ้งไวน้าน

ประมาณ 30 นาที  ทาํการเติม 10 µl  ของ Avidin ใน HEPES buffer ทิ้งไวน้านอยา่งนอ้ยประมาณ  1 ชัว่โมง 

หลงัจากนั้นลา้งดว้ยนํ้ากลัน่ ตากใหแ้หง้แลว้ทาํการวดัค่าความถ่ี ( 1f ) 

3.10 การทดสอบความเทีย่งตรงของเคร่ืองมือ (precision) 

โดยวดัวตัถุช้ินเดียวกนัหลายคร้ัง โดยใช้ผูว้ดั วิธีวดั เคร่ืองมือวดั ชุดเดียวกนั ถา้ค่าจากการวดัวตัถุ

ช้ินเดียวกนัซํ้ าหลายคร้ังไดค้่าใกลเ้คียงกนั (โดยไม่สนใจวา่ค่านั้นจะเป็นค่าท่ีถูกตอ้งหรือไม่)  

การศึกษาโดยการนาํ Quartz crystal จุ่มลงใน MPA นาน 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย เอธานอล 100% และนํ้ า

กลัน่ หลงัจากนั้นเติม 7 µl ของ100 mg/ml  EDC  และ 100 mg/ml NHS ในนํ้ ากลัน่ทิ้งไวน้านประมาณ 30 

นาที  ทาํการเติม 10 µl  ของ Avidin ใน HEPES buffer ทิ้งไวน้านอยา่งนอ้ยประมาณ  1 ชัว่โมง หลงัจากนั้น

ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ ตากให้แห้งแลว้ทาํการวดัค่าความถ่ี ( 1f ) แลว้ทาํการวดัค่าช้ินเดียวกนัซํ้ าอีกจาํนวน 10 คร้ัง

แลว้บนัทึกค่าความถ่ี  

3.11 การทดสอบความแม่นยําของเคร่ืองมือ (accuracy) 

ทดสอบความสามารถของระบบวดัท่ีสามารถวดัไดค้่าใกลเ้คียงกบัค่าท่ีถูกตอ้ง หรือค่าจริง หรือใน

กรณีท่ีมีการวดัซํ้ า ค่าเฉล่ียของค่าวดัควรมีค่าใกลเ้คียงกบัค่าท่ีถูกตอ้ง โดยการวดัตวัอย่างๆ ละ 3 ซํ้ า แล้ว

นาํมาหาค่าคลาดเคล่ือน +/- ซ่ึงเป็นค่า error ของเคร่ือง 
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การศึกษาโดยการนาํ Quartz crystal จุ่มลงใน MPA นาน 1 ชัว่โมง ลา้งดว้ย เอธานอล 100% และนํ้ า

กลัน่ หลงัจากนั้นเติม 7 µl ของ100 mg/ml  EDC  และ 100 mg/ml NHS ในนํ้ ากลัน่ทิ้งไวน้านประมาณ 30 

นาที  ทาํการเติม 10 µl  ของ Avidin ใน HEPES buffer ทิ้งไวน้านอยา่งนอ้ยประมาณ  1 ชัว่โมง หลงัจากนั้น

ลา้งดว้ยนํ้ากลัน่ ตากใหแ้หง้แลว้ทาํการวดัค่าความถ่ี ( 1f ) 

3.12 การทดสอบการ reuse ของ Quart crystal  

Quart crystal ห ลั ง จ า ก ท่ี ทํ า  hybridization ร ะ ห ว่ า ง  1 uM thiol probe กั บ  1.5 uM synthetic 

complementary DNA target แลว้สามารถนาํมา reuse ใชใ้หม่ไดโ้ดยการเติม 1 mM HCl เพื่อ remove การจบั

กนัระหวา่ง probe กบั target แต่ไม่ทาํให้ probe นั้นหลุดจากผิวของ quartz crystal ดงันั้นสามารถนาํ quartz 

crystal ท่ีมี probe นั้นไปทาํ hybridization กบั target ใหม่ไดเ้ร่ือย ๆ โดยทาํการวดัค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลง

ไปหลงัจากการจบักนัระหวา่ง DNA probe กบั synthetic complementary DNA target 

3.13 การทดสอบอายุการใช้งานของ Quart crystal/Probe (shelf life) 

  Quart crystal ทาํการ immobilization DNA probe ลงบน Quartz crystal ทั้ง thiol probe และ biotin 

probeซ่ึ ง  DNA probe ข อ ง  thiol probe จ ะ ไ ด้  Au/thiol probe  แ ล ะ  biotin probe จ ะ ไ ด้ เ ป็ น 

Au/MPA/EDC/NHS/Avidin /Biotin probe จากนั้นทาํการเก็บ probe ท่ีอุณหภูมิ +4°C  ก่อนนาํมาทดสอบกบั 

DNA target (PCR product 209 bp)อายุการใชง้านท่ีระยะเวลาต่าง ๆโดยเปรียบเทียบค่าท่ีอ่านไดจ้ากการวดั

ตวัอยา่งเดียวกนั  

3.14 การทดสอบความจําเพาะของ DNA probe (specificity) 

ทดสอบความจาํเพาะของ DNA probe ต่อ M. tuberculosis โดยทดสอบกบั เช้ือ Mycobacterium 

ชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงในการทดลองใช ้M. avium โดยใชค้วามเขม้ขน้หรือจาํนวนเช้ือท่ีเทียบเคียงกนั 

3.15 การทดสอบกบัส่ิงส่งตรวจจริง 

เช้ือ M. tuberculosis และ non M. tuberculosis จากเสมหะและส่ิงส่งตรวจอ่ืน ๆ จะตอ้งนาํมาสกดั

ใหไ้ดเ้ฉพาะดีเอน็เอโดยใช ้DNAzol® แลว้นาํมาทาํการยอ่ยดว้ยเอ็นไซมต์ดัจาํเพาะ BtgI  เพื่อใหไ้ดดี้เอ็นเอ

สายสั้น ๆ ก่อนประมาณ 1 ชัว่โมง แลว้ทาํการละลายใน hybridization buffer จึงทาํ hybridization กบั probe 

ตัวอย่างจากส่ิงส่งตรวจจะนํามาทําการตรวจสอบกับวิธี PCR เพื่อทําการเปรียบเทียบผลการ

วเิคราะห์ผลทั้งสองแบบ 
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บทที ่4 

ผลการวจัิย 

4.1 วงจรนับวดัความถี่  20 MHz 

 วงจรนับวดัความถ่ี  เพื่อใช้เป็นเคร่ืองมือวดัดีเอ็นเอไพโซอิเล็คทริกไบโอเซนเซอร์  ซ่ึงวงจร

อิเล็กทรอนิกส์ท่ีออกแบบคร้ังน้ี พยายามทาํให้มีขนาดกะทดัรัดเพื่อให้เหมาะสําหรับการเคล่ือนยา้ยและ

พกพาไดส้ะดวก พร้อมทั้งต่อเช่ือม USB Port เพื่อประมวลผลในคอมพิวเตอร์ ดงัรูปท่ี 5-7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่5 วงจรนบัวดัความถ่ี 20 MHz. 
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รูปที ่6  print circuit board ของเคร่ืองมือวดัความถ่ี 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่7  เคร่ืองมือวดัความถ่ี (ไพโซอิเล็กตริกไบโอเซนเซอร์) 

 

USB port เช่ือมต่อ 

computer 

12V/DC 

Switch on/off 

Quartz crystal                 RUN 1 คร้ัง               RUN  2  คร้ัง 
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4.2 การทดสอบสภาวะต่างๆของ Quartz crystal  

การทดสอบการใชง้านกบั Quartz crystal ในสภาวะต่างๆ  พบวา่ ค่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ 

biotin probe คือ 1 µM ใหค้่าความถ่ีเปล่ียนแปลง -205±11.70 Hz (ตารางท่ี 3 และ รูปท่ี 8)  ค่าความ

เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ thiol probe คือ 1 µM ใหค้่าความถ่ีเปล่ียนแปลง -105±11.70 Hz (ตารางท่ี 4 

และ รูปท่ี 8)  เม่ือเปรียบเทียบการใช ้biotin probe กบั thiol probe พบวา่ ใชค้วามเขม้ขน้ท่ีเท่ากนั คือ 1 

µM แต่พบวา่ biotin probe มีความไวในการตรวจจบัไดดี้กวา่ thiol probe แต่เม่ือ thiol probe ทาํการเติม

ดว้ย 1 mM 6-mercaptohexanol(MCH) ซ่ึงจะทาํใหส้ามารถเพิ่มความไวไดดี้เท่ากบั biotin probe คือท่ี

ความเขม้ขน้ท่ี 1.5 µM ใหค้่าความถ่ีเปล่ียนแปลง -200±8.58 Hz (ตารางท่ี 5, รูปท่ี 8) ส่วนการทดสอบ

กบั complementary DNA target ซ่ึงค่าความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดของ synthetic DNA target นอ้ยกวา่ 0.5 

µM โดยท่ี probe ทั้งสองใหค้่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไม่เท่ากนั เม่ือเม่ือทาํการทดสอบกบั 

complementary DNA target ปรากฏวา่ใหผ้ลไม่แตกต่างกนั (ตารางท่ี 6, 7 และ รูปท่ี 9)   

 

ตารางที ่3 แสดงค่าความเหมาะสมของ biotin probe ท่ีความเขม้ขน้ 0 – 2 µM กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

 ความเหมาะสมของ Biotin probeกบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

0 µM 0.5 µM 0.75 µM 1.0 µM 1.5 µM 2.0 µM 

Quartz 1 

Quartz 2 

Quartz 3 

-118 Hz 

-121 Hz 

-130 Hz 

-168 Hz 

-150 Hz 

-155 Hz 

-178 Hz 

-183 Hz 

-180 Hz 

-202 Hz 

-199 Hz 

-203 Hz 

-222 Hz 

-197 Hz 

-197 Hz 

-188 Hz 

-185 Hz 

-199 Hz 

f∆X  -123  Hz -158 Hz -180  Hz -201  Hz -205 Hz -191 Hz 

 SD ±5.10 ±6.90 ±11.15 ±11.70 ±16.60 ±9.54  

 

ตารางที ่4 แสดงค่าความเหมาะสมของ thiol probe ท่ีความเขม้ขน้ 0 – 2 µM กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

 ความเหมาะสมของ Thiol probe กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

0 µM 0.5 µM 0.75 µM 1.0 µM 1.5 µM 2.0 µM 

Quartz 1 

Quartz 2 

Quartz 3 

+11 Hz 

+4 Hz 

+6 Hz 

-28 Hz 

-40 Hz 

-35 Hz 

-78 Hz 

-73 Hz 

-81 Hz 

-102 Hz 

-97 Hz 

-99 Hz 

-102 Hz 

-107 Hz 

-97 Hz 

-111 Hz 

-103 Hz 

-101 Hz 

f∆X  +7  Hz -34 Hz -77  Hz -99  Hz -105 Hz -105 Hz 

 SD ±2.94 ±6.85 ±7.87 ±8.36 ±4.00 ±4.32  
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ตารางที ่5 แสดงค่าความเหมาะสมของ Thiol probe/6-mercaptohexanol (MCH) ท่ีความเขม้ขน้  

                        0 – 2 µM กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

 ความเหมาะสมของ Thiol probe/6-mercaptohexanol (MCH) กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

0 µM 0.5 µM 0.75 µM 1.0 µM 1.5 µM 2.0 µM 

Quartz 1 

Quartz 2 

Quartz 3 

+9 Hz 

-3 Hz 

-1 Hz 

-65 Hz 

-61 Hz 

-64 Hz 

-108 Hz 

-113 Hz 

-131 Hz 

-137 Hz 

-135 Hz 

-180 Hz 

-200 Hz 

-189 Hz 

-210 Hz 

-199 Hz 

-191 Hz 

-223 Hz 

f∆X  +5  Hz -63 Hz -117  Hz -151 Hz -200 Hz -204 Hz 

 SD ±6.21 ±1.73 ±9.88 ±20.76 ±8.58 ±13.60 

 

 
รูปที ่8  กราฟแสดงการเปรียบเทียบค่าความเหมาะสมของ biotin probe และ thiol probe ท่ีความเขม้ขน้  

0 – 2 uM  กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 
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ตารางที ่6 แสดงการทดสอบระหวา่ง biotin probe กบั complementary DNA target ท่ีความเขม้ขน้  

                 0 – 2 µM กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

 ความเหมาะสมของ Biotin probeกบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

0 µM 0.5 µM 0.75 µM 1.0 µM 1.5 µM 2.0 µM 

Quartz 1 

Quartz 2 

Quartz 3 

+23 Hz 

-3 Hz 

+2 Hz 

-56 Hz 

-59 Hz 

-68 Hz 

-100 Hz 

-132 Hz 

-124 Hz 

-171 Hz 

-160 Hz 

-172 Hz 

-202 Hz 

-207 Hz 

-218 Hz 

-189 Hz 

-170 Hz 

-183 Hz 

f∆X  +18  Hz -61 Hz -107  Hz -144  Hz -209 Hz -184 Hz 

 SD ±11.65 ±5.09 ±14.53 ±11.21 ±6.68 ±5.29  

 

 

ตารางที ่7 แสดงการทดสอบระหวา่ง Thiol  probe กบั complementary DNA target ท่ีความเขม้ขน้  

   0 – 2 µM กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

 ความเหมาะสมของ Thiol probeกบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

0 µM 0.5 µM 0.75 µM 1.0 µM 1.5 µM 2.0 µM 

Quartz 1 

Quartz 2 

Quartz 3 

-5 Hz 

-1 Hz 

+3 Hz 

-77 Hz 

-72 Hz 

-71 Hz 

-125 Hz 

-98 Hz 

-124 Hz 

-141 Hz 

-140 Hz 

-152 Hz 

-178 Hz 

-192 Hz 

-184 Hz 

-177 Hz 

-170 Hz 

-201 Hz 

f∆X  -3  Hz -73 Hz -116  Hz -155  Hz -185 Hz -183 Hz 

 SD ±3.82 ±2.64 ±12.50 ±11.97 ±5.74 ±13.27  
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รูปที ่9   กราฟแสดงการการทดสอบของ synthetic complementary DNA target กบัความถ่ีท่ี 

              เปล่ียนแปลงไป 
 

4.3 การทดสอบความสามารถในการทําซ้ํา (reproducibility) และการทดสอบความผันแปรรวมจากการวัด 

(Total Variation) 

 ในการทดสอบความสามารถในการวดั และ การทดสอบความผนัแปรรวมจากการวดั จะใชก้ารตรึง

สารบนผวิ quartz crystal ผา่นทาง Au/MPA/EDC/NHS/Avidin ท่ีความเขม้ขน้ 1 mg/ml จากการทดสอบการ

วดั 3 คน โดยวดัช้ินงานเดียว 10 คร้ังของ Avidin ท่ีตรึงลงไป จะพบวา่ ความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป ซ่ึง จะใหค้่า 

prodReσ เท่ากบั 1.006  ค่าความผนัแปรของเคร่ืองมือวดัรวม เท่ากบั 1.344 และค่าสัดส่วนความผนัแปรของ

เคร่ืองมือวดั เท่ากบั 0.24 (ตารางท่ี 8, รูปท่ี 10) 
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ตารางที ่8   แสดงการทดสอบความสามารถของการทาํซํ้ าโดยใชผู้ว้ดัหลายคน วดัช้ินงานเดียวกนัโดย 

                    ใชเ้คร่ืองมือวดัชุดเดียวกนัและใชว้ธีิวดัเดียวกนั  

การทดสอบความสามารถในการวดัซ้ําของผู้วดัแต่ละคน 

ช้ินงาน

เดียว (คร้ัง

ท่ี) 

คนท่ี 1 คนท่ี 2 คนท่ี 3 opiR  

1 -174 Hz -173 Hz -173 Hz 1R = -1 Hz 

2 -173 Hz -174 Hz -173 Hz 2R = -1 Hz 

3 -173 Hz -173 Hz -173 Hz 3R = 0 Hz 

4 -173 Hz -173 Hz -173 Hz 4R = 0 Hz 

5 -174 Hz -173 Hz -173 Hz 5R = -1 Hz 

6 -174 Hz -173 Hz -174 Hz 6R = -1 Hz 

7 -173 Hz -171 Hz -174 Hz 7R = -2 Hz 

8 -173 Hz -173 Hz -173 Hz 8R = 0 Hz 

9 -173 Hz -173 Hz -173 Hz 9R = 0 Hz 

10 -173 Hz -173 Hz -173 Hz 10R = 0 Hz 

 AiR =  -1 Hz BiR =  -2  Hz CiR = -1 Hz 
opR  = -0.6 Hz 

 =R  -1.3 Hz 

 

จากตารางจะได ้

3
CiBiAi RRRR ++

=  

3
121 ++

=R  

3.1=R  

ดงันั้น  [ ] )693.1/6.0()(/ 2 =opop ndR   โดย 693.1)3(2 ==opnd  

                         =  0.591 

[ ]
2

)128.1/3.1()(/ 2 =
M

M

n
ndR

     โดย 128.1)2(2 ==Mnd  

                       
2
152.1

=  

 = 0.576 

 [ ] )128.1/3.1()(/ 2Re == Mpret ndRσ  
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2
)152.1()591.0(σ

2
2

Reprod +=    =  1.006 

ดงันั้นความผนัแปรท่ีเกิดจากผูว้ดัหลายคน วดัช้ินงานช้ินเดียวกนัซํ้ าหลายคร้ัง 
222

+= prodRepeatReT σσσ  

โดย  
2

peatReσ  คือค่าความผนัแปรท่ีเกิดจากการวดัซํ้ า โดยใชผู้ว้ดัคนเดียวกนั วดัช้ินงาน 

                             ช้ินเดียวกนัซํ้ าหลายคร้ัง 

 
2

prodReσ  คือค่าความผนัแปรท่ีเกิดจากผูว้ดัหลายๆ คนวดัช้ินงานเดียวกนั 

จะได ้  
222

+= prodRepeatReT σσσ  

  222 1.0060.576σ +=T  

 = 0.332 + 1.012 

 = 1.344 

สัดส่วนความผนัแปร (Ratios)     =    2
Re

2
Re

2
Re

prodpraet

preat

σσ
σ

+
 

  =     22

2

006.1576.0
576.0
+

 

                                                                    =   0.24 

 

 
 

รูปที ่10   แผนภูมิแสดงการทดสอบความสามารถของการทาํซํ้ าโดยใชผู้ว้ดัหลายคน วดัช้ินงานเดียวกนั 

                โดยใชเ้คร่ืองมือวดัชุดเดียวกนัและใชว้ธีิวดัเดียวกนั 
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4.4 การทดสอบความเทีย่งตรง(precision) และความแม่นยาํ (accuracy) ของเคร่ืองมือวดั 

การทดสอบความเท่ียงตรง(precision) และความแม่นยาํ (accuracy) ของเคร่ืองมือวดัโดยวดัวตัถุช้ิน

เดียวกนัหลายคร้ัง โดยใชผู้ว้ดั วธีิวดั เคร่ืองมือวดั ชุดเดียวกนั จากตารางท่ีมีการใชเ้คร่ืองวดัมือวดั ใชก้ารวดั

จาก ก ารต รึง  Avidin ล งบ น ผิ ว  quartz crystal ไ ด้ เป็ น  Au/MPA/EDC/NHS/Avidin โด ย ค่ าค ว าม ถ่ี ท่ี

เปล่ียนแปลงไป แต่จะเห็นได้ว่า ความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงของเคร่ือง ไพโซอิเลคทริกไบโอเซนเซอร์ ให้

ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลง -186±0.4 Hz แต่เม่ือผ่านเคร่ืองมือวดั Oscilloscope (Instek GDS 800) จะเห็นว่า

ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไปเป็น -205 ±0 Hz ซ่ึงจะให้ค่าท่ีแม่นยาํกว่า เน่ืองจากค่าความคลาดเคล่ือนไม่

เปล่ียนแปลงระหวา่งการวดัแต่ละคร้ัง (ตารางท่ี 9, รูปท่ี 11) 

 

ตารางที ่9   แสดงทดสอบความความเท่ียงตรงและความแม่นยาํของเคร่ืองมือวดัโดยใชผู้ว้ดัเดียว วดัช้ินงาน  

             เดียวกนัโดยใชเ้คร่ืองมือวดัชุดเดียวกนั กบัการเปล่ียนแปลงความถ่ี 

 

 

ช้ินงานเดียว (คร้ังท่ี) ไพโซอิเลคทริกไบโอเซนเซอร์ 
Digital storage oscilloscope  

(Instek GDS 800) 

1 -186 Hz -205 Hz 

2 -186 Hz -205 Hz 

3 -187 Hz -205 Hz 

4 -187 Hz -205 Hz 

5 -186 Hz -205 Hz 

6 -186 Hz -205 Hz 

7 -186 Hz -205 Hz 

8 -186 Hz -205 Hz 

9 -187 Hz -205 Hz 

10 -186 Hz -205 Hz 

 R = -186 ±0.4 Hz R = -205±0 Hz 
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รูปที ่11 แผนภูมิแสดงทดสอบความความเท่ียงตรงและความแม่นยาํของเคร่ืองมือวดัโดยใชผู้ว้ดัเดียว วดั 

              ช้ินงานเดียวกนัโดยใชเ้คร่ืองมือวดัชุดเดียวกนั กบัการเปล่ียนแปลงความถ่ี 

 

4.5 การทดสอบการ reuse ของ Quart crystal  

Quart crystal ห ลั ง จ า ก ท่ี ทํ า  hybridization ร ะ ห ว่ า ง  thiol probe กั บ  1.5 uM synthetic 

complementary DNA target แลว้สามารถนาํมา reuse ใชใ้หม่ไดโ้ดยการเติม 1 mM HCl เพื่อ remove การจบั

กนัระหว่าง probe กบั target โดย เคร่ืองมือวดั สามารถทาํการ reuse ใช้ใหม่ในชั้นเดิม ไดม้ากกว่า 10 คร้ัง 

แต่จะทาํให ้ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไปลดลงบา้ง เน่ืองจาก 1 mM HCl อาจไปทาํลายพนัธะท่ีเกิดการจบักนั

ของ DNA probe กบั quartz crystal (ตารางท่ี 10,  รูปท่ี 12) 

 

ตารางที ่10   การทดสอบการ reuse ของ Quart crystal กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

Quartz 

การทดสอบการ reuse ของ Quart crystal กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

คร้ังท่ี 1 

(Hz) 

คร้ังท่ี 2 

(Hz) 

คร้ังท่ี 3 

 (Hz) 

คร้ังท่ี 4 

 (Hz) 

คร้ังท่ี 5 

 (Hz) 

คร้ังท่ี 6 

(Hz) 

  คร้ังท่ี 7 

(Hz) 

คร้ังท่ี 8 

  (Hz) 

คร้ังท่ี 9 

(Hz) 

คร้ังท่ี 10 

 (Hz) 

1 

2 

3 

-96  

-103  

-102  

-116  

-99  

-78  

-124  

-141  

-120  

-99  

-123  

-114  

-134  

-106  

-95  

-71 

-130  

-83  

-97 

-118 

-77 

-61 

-95 

-82 

-72 

-84 

-76 

-64 

-72 

-65 

f∆X  -100   -98  -128   -112   -112 -95  -97 -74 -77 -67 

 SD ±3.11 ±15.55 ±9.11 ±9.9 ±16.42 ±25.46  ±16.74 ±14.99 ±5.00 ±3.56 
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รูปที ่12 แสดงการทดสอบการ reuse ของ Quart crystal กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

 

4.6 การทดสอบความจําเพาะของ DNA probe (specificity) 

การทดสอบใช้ PCR product  lane ท่ี 10 – 14 การทดสอบเคร่ืองมือวดั ซ่ึง lane ท่ี 10 -12  PCR 

product 123 bp ใช ้primer FTB และ RTB  โดยทาํ  94  ◌ํC 2 นาที,  94-60-72  ◌ํC 1 นาที  จาํนวน 30 cycles 

และ  extension ท่ี  72  ◌ํC 10 นาที ส่วน  lane ท่ี  13 -14  PCR product 209 bp เป็น product ท่ี  specific ต่อ 

DNA probe ซ่ึงได้ PCR product 209 bp ใช้ primer FMTB และ RMTB  โดยทํา  94  ◌ํC 2 นาที,  94-53-

72  ◌ํC 1 นาที  จ ํานวน 30 cycles และ  extension ท่ี  72  ◌ํC 10 นาที  จากนั้ นทําการวิเคราะห์ 2% gel 

electrophoresis  

การทดสอบความจาํเพาะของ thiol probe กบั DNA target โดยการทดสอบ Quartz crystal 3 ช้ิน จะ

พบวา่ negative control (PCR product 123 bp) ให้ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงประมาณ -1.6±2.27 Hz, positive 

control (PCR product 209 bp) ให้ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงประมาณ -488±19.48 Hz, และการย่อย genome 

DNA ของ M. tuberculosis ด้วยเอ็นไซม์ตัดจาํเพาะ BtgI ได้ product 218 bp ให้ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลง

ประมาณ -129±3.87 Hz แต่เม่ือการย่อยด้วยเอ็นไซม์ตัดจาํเพาะ BtgI หลังจากเช่ือมด้วย primer  จับกับ 

enhancement (Avidin) จะใหค้่าความไวในการวดัเพิ่มมากข้ึน (ตารางท่ี 11, รูปท่ี 13 – 14)   
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รูปที ่13  แสดงการวิเคราะห์ผลการ PCR  กบั real sample 1 -13 ดว้ย Gel electrophoresis ใน 2%  agarose 

Lane M: 100 bp DNA ladder, Lane 1: positive control (M. tuberculosis H37RVKK11-20), Lane 2: sample 

1, Lane 3: sample 2, Lane 4: sample 3, Lane 5: sample 4, Lane 6: sample 5, Lane 7: sample 6, Lane 8: 

sample 7, Lane 9: sample 8, Lane 10: sample 9, Lane 11: sample 10, Lane 12: sample 11, Lane 13: 

sample 12, Lane 14: sample 13 

 

ตารางที ่11   แสดงการทดสอบความจาํเพาะของ DNA probe ของการ hybridized ระหวา่ง Thiol probe กบั  

                     DNA target กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

 Thiol probe กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

Negative control 

(PCR product 123 bp) 

PCR 

(PCR product 209 bp) 

Non-PCR 

(Digestion product 218 bp) 

non-amplified 

genomic DNA 

 +  

mass enhancement 

(avidin) 

Quartz 1 

Quartz 2 

Quartz 3 

-3 Hz 

+5 Hz 

+3 Hz 

-515 Hz 

-477 Hz 

-471 Hz 

-125 Hz 

-134 Hz 

-127 Hz 

-297 Hz 

-315 Hz 

-292 Hz 

f∆X  -1.6  Hz -488 Hz -129  Hz -301  Hz 

 SD ±2.27 ±19.48 ±3.87 ±9.88 
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รูปที ่14  แผนภูมิแสดงการทดสอบความจาํเพาะของ DNA probe ของการ hybridized ระหวา่ง Thiol probe  

 กบั DNA target กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

 

4.7 การทดสอบอายุการใช้งานของ Quart crystal/Probe (shelf life) 

การทดสอบอายุการใช้งานของ Quart crystal/Probe การทดสอบอายุการใช้งานของ biotin probe 

และ thiol probe หลังจากท่ีมีการตรึง DNA probe ลงบนผิว quartz crystal ซ่ึง biotin probe จะผ่านทาง 

Au/MPA/EDC /NHS/Avidin/biotin probe ส่วน thiol probe จะผ่านทาง Au/thiol probe/MCH จะเห็นได้ว่า 

เม่ือผา่นทาง thiol probe จะให้ค่า shelf life มีค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไปดีกวา่ biotin probe หลงัจากท่ีมีการ

จับกันระหว่าง DNA probe กับ DNA target อาจเน่ืองมาจาก biotin probe จะมี protein avidin เช่ือมอยู ่

อาจจะทาํให้ avidin เม่ือเก็บในสภาพแห้ง เป็นระยะเวลานาน อาจทาํให้ avidin ถูกทาํลายได ้(ตารางท่ี 12 – 

13 , รูปท่ี 15) 
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ตารางที ่12 แสดงการทดสอบอายกุารใชง้านของ biotin probe ท่ีเวลาต่าง ๆ กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

Quartz 

การทดสอบอายกุารใชง้านของ probe กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

1 วนั 

(Hz) 

2 วนั 

(Hz) 

3 วนั 

(Hz) 

4 วนั 

(Hz)  

5 วนั 

(Hz) 

10 วนั 

(Hz) 

  20 วนั 

(Hz) 

30 วนั 

(Hz) 

40 วนั 

(Hz) 

50 วนั 

(Hz) 

60 วนั 

(Hz) 

1 

2 

3 

-350  

-348  

-367  

-306  

-299  

-278  

-321  

-317  

-320  

-295  

-303  

-299  

-333  

-324  

-319  

-271 

-239  

-280  

-297 

-275 

-278 

-173 

-195 

-187 

-170 

-187 

-176 

-164 

-176 

-163 

-145 

-136 

-160 

f∆X  -355   -294  -319   -299   -325 -263  -283 -185 -178 -166 -147 

 SD ±8.52 ±11.90 ±2.23 ±3.26 ±5.80 ±19.73  ±9.75 ±14.99 ±9.09 ±6.13 ±9.89 

 

 

ตารางที ่13 แสดงการทดสอบอายกุารใชง้านของ thiol probe ท่ีเวลาต่าง ๆ กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

Quartz 

การทดสอบอายกุารใชง้านของ probe กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

1 วนั 

(Hz) 

2 วนั 

(Hz) 

3 วนั 

(Hz) 

4 วนั 

(Hz)  

5 วนั 

(Hz) 

10 วนั 

(Hz) 

  20 วนั 

(Hz) 

30 วนั 

(Hz) 

40 วนั 

(Hz) 

50 วนั 

(Hz) 

60 วนั 

(Hz) 

1 

2 

3 

-385  

-380  

-384  

-378  

-389  

-387  

-387  

-399  

-400  

-405  

-399  

-379  

-383  

-370  

-391  

-371 

-393  

-380  

-399 

-380 

-387 

-371 

-392 

-388 

-393 

-387 

-369 

-362 

-374 

-361 

-354 

-363 

-375 

f∆X  -383   -385  -395   -394   -381 -381  -389 -384 -383 -365 -364 

 SD ±2.08 ±4.79 ±5.91 ±11.12 ±8.66 ±9.03  ±7.85 ±9.11 ±10.19 ±2.94 ±8.60 
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รูปที ่15  กราฟแสดงการทดสอบอายกุารใชง้านของ biotin probe และ thiol probe ท่ีเวลาต่าง ๆ กบัความถ่ีท่ี        

               เปล่ียนแปลง 

 

4.8  การทดสอบกบัส่ิงส่งตรวจจริง 

เช้ือ M. tuberculosis (150 ตวัอย่าง) และ non M. tuberculosis (150 ตวัอย่าง) จากเสมหะและส่ิงส่ง

ตรวจอ่ืน ๆ จะตอ้งนาํมาสกดัให้ได้เฉพาะดีเอ็นเอโดยใช้ DNAzol® แล้วนาํมาทาํการย่อยด้วยเอ็นไซม์ตดั

จาํเพาะ BtgI เพื่อให้ไดดี้เอ็นเอสายสั้น ๆ ก่อนประมาณ 1 ชัว่โมง แลว้ทาํการละลายใน hybridization buffer 

จึงทาํ hybridization กบั probe  

การตรวจสอบกบัวิธี PCR โดยใช้ primer FMTB และ primer RMTB ซ่ึงได้ product 209 bp จะทาํ

การวเิคราะห์ผลการ PCR  ดว้ย Gel electrophoresis ใน 2%  agarose และทาํการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์

ผลทั้งสองแบบ ซ่ึงผลการทดสอบ ดว้ยวธีิ PCR พบวา่ sample ท่ี 23 ปรากฏวา่ไม่ข้ึนแบนให้เห็น จึงจาํเป็นมี

การทดสอบซํ้ าอีกคร้ังหน่ึง และเม่ือทาํการทดสอบกบัเคร่ืองมือวดั โดยไม่ผา่นกระบวนการเพิ่มจาํนวนโยวิธี 

PCR (non-PCR) ปรากฏวา่ สามารถตรวจวดัไดท้ั้ง 20 ตวัอยา่ง แต่พบวา่ความถ่ีท่ีวดัไดจ้ากการเปล่ียนแปลง

มวลบนผิว quarts crystal อาจเน่ืองมากปริมาณของ DNA target ในหลอดทดลองมีปริมาณไม่เท่ากนั แต่ก็ยงั

สามารถยนืยนัไดว้า่มีการจบักนัระหวา่ง DNA probe กบั DNA target 
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รูปที ่16  แสดงการวิเคราะห์ผลการ PCR  กบั real sample 1 -15 ดว้ย Gel electrophoresis ใน 2%  agarose 

 Lane M: 100 bp DNA ladder, Lane 1: positive control (M. tuberculosis H37RVKK11-20), Lane 2: 

sample 1, Lane 3: sample 2, Lane 4: sample 3, Lane 5: sample 4, Lane 6: sample 5, Lane 7: sample 6, 

Lane 8: sample 7, Lane 9: sample 8, Lane 10: sample 9, Lane 11: sample 10, Lane 12: sample 11, Lane 

13: sample 12, Lane 14: sample 13, Lane 15: sample 14, Lane 16: sample 15 

 

 

 

รูปที ่17  แสดงการวิเคราะห์ผลการ PCR  กบั real sample 16 - 31 ดว้ย Gel electrophoresis ใน 2%  agarose 

 Lane M: 100 bp DNA ladder, Lane 17: sample 16, Lane 18: sample 17, Lane 19: sample 18, Lane 20: 

sample 19, Lane 21: sample 20, Lane 22: sample 21, Lane 23: sample 22, Lane 24: sample 23, Lane 24: 

sample 24, Lane 26: sample 25, Lane 27: sample 26, Lane 28: sample 27, Lane 29: sample 28, Lane 30: 

sample 29, Lane 31: sample 30, Lane 32: sample 31 
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รูปที ่18  แสดงการวิเคราะห์ผลการ PCR  กบั real sample 32 - 47 ดว้ย Gel electrophoresis ใน 2%  agarose 

 Lane M: 100 bp DNA ladder, Lane 33: sample 32, Lane 34: sample 33, Lane 35: sample 34, Lane 36: 

sample 35, Lane 37: sample 36, Lane 38: sample 37, Lane 39: sample 38, Lane 40: sample 39, Lane 41: 

sample 40, Lane 42: sample 41, Lane 43: sample 42, Lane 44: sample 43, Lane 45: sample 44, Lane 46: 

sample 45, Lane 47: sample 46, Lane 48: sample 47 

 

 

 

รูปที ่19  แสดงการวิเคราะห์ผลการ PCR  กบั real sample 48 – 63 ดว้ย Gel electrophoresis ใน 2%  agarose 

 Lane M: 100 bp DNA ladder, Lane 49: sample 48, Lane 50: sample 49, Lane 51: sample 50, Lane 52: 

sample 51, Lane 53: sample 52, Lane 54: sample 53, Lane 55: sample 54, Lane 56: sample 55, Lane 57: 

sample 56, Lane58: sample 571, Lane 59: sample 58, Lane 60: sample 59, Lane 61: sample 60, Lane 62: 

sample 61, Lane 63: sample 62, Lane 64: sample 63 
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รูปที ่20  แสดงการวิเคราะห์ผลการ PCR  กบั real sample 64 – 79 ดว้ย Gel electrophoresis ใน 2%  agarose 

 Lane M: 100 bp DNA ladder, Lane 65: sample 64, Lane 66: sample 65, Lane 67: sample 66, Lane 68: 

sample 67, Lane 69: sample 68, Lane 70: sample 69, Lane 71: sample 70, Lane 72: sample 71, Lane 73: 

sample 72, Lane 74: sample 73, Lane 75: sample 74, Lane 76: sample 75, Lane 77: sample 76, Lane 78: 

sample 77, Lane 79: sample 78, Lane 80: sample 79 
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ตารางที ่14  แสดงการทดสอบความจาํเพาะของ DNA probe ของการ hybridized ระหวา่ง Thiol probe กบั   

                    DNA  target กบัความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป 

Samples 
PCR 

(PCR product 209 bp) 

Piezoelectric biosensor 

non-amplified genomic DNA 

 1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-260 Hz 

-291 Hz 

-278 Hz 

-312 Hz 

-288 Hz 

-295 Hz 

308 Hz 

-195 Hz 

-235 Hz 

-286 Hz 

-128 Hz 

-248 Hz 

-178 Hz 

-300 Hz 

-236 Hz 

-288 Hz 

-261 Hz 

-195 Hz 

-265 Hz 

270 Hz 

 

 

 

 

 

 

 



 36 

บทที ่5 

สรุปและอภิปรายผล 

 

ในการพฒันาเคร่ืองไพโซอิเลคทริกไบโอเซนเซอร์ ซ่ึงเราจะทาํการตรวจสอบความสามารถของ

เคร่ืองมือวดัก่อนการทดลองโดยใช้สมการของ Sauerbrey พบว่าท่ีค่าความถ่ี quartz crystals ประมาณ 12 

MHz และพื้นท่ีเคลือบทอง 0.125 ตารางเซนติเมตร จะใหค้่ามวลเปล่ียนแปลงประมาณ 2 ug/Hz  โดยใชเ้วลา

ประมาณ 10 วนิาทีจึงสามารถอ่านค่าความถ่ีได ้ซ่ึงขอ้ดีของไพโซอิเลคทริกไบโอเซนเซอร์ชนิดน้ีท่ีสามารถ

วดัทั้งค่าความถ่ีและค่ามวลไปพร้อมกันในเวลาเดียวกันได้ และในขั้นตอนของการของการล้าง quartz 

crystals ทั้งสองดา้นโดยจะตอ้งไม่ลา้งนานเกินไป เพราะจะทาํให้ผิวทองเกิดการเส่ือมหรืออาจจะหลุดลอก

ได ้และตอ้งทาํให้แห้งก่อน โดยวิธีการทิ้งไวใ้นตูดู้ดความช้ืน เพื่อให้แห้งเร็วข้ึน ควรทาํการหาค่า baseline 

ก่อนทุกคร้ัง เน่ืองจาก quartz crystals แต่ละช้ินมีค่าความถ่ีไม่เท่ากนัและเพื่อจะไดท้ราบการเกาะติดของสาร

ในขั้นตอนต่าง ๆ ของ immobilization รวมถึงทราบประสิทธิภาพของเคร่ืองมือวดัท่ีใหค้่าความถ่ีดีท่ีสุด โดย 

ปริมาณเหมาะสมของ DNA biotinylated probe ท่ีออกแบบจากส่วนของยีน IS6110 ท่ีมีความจาํเพาะต่อเช้ือ 

M.  tuberculosis และเช่ือมด้วย TTTTTT เพื่อป้องกันไม่ให้ DNA probe เกิด Steric hindrance กันเองเม่ือ

เกาะติดกับผิวของ quartz crystals และช่วยให้การจบักับ DNA target ได้ดีข้ึน การทดสอบการใช้งานกับ 

Quartz crystal ในสภาวะต่างๆ  พบวา่ ค่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ biotin probe คือ 1 µM ให้ค่าความถ่ี

เป ล่ียน แป ลง -205±11.70 Hz ค่ าความ เข้มข้น ท่ี เหม าะส มของ  thiol probe คือ  1 µM ให้ค่ าความ ถ่ี

เปล่ียนแปลง -105±11.70 Hz  เม่ือเปรียบเทียบการใช้ biotin probe กบั thiol probe พบว่า ใช้ความเขม้ขน้ท่ี

เท่ากนั คือ 1 µM แต่พบว่า biotin probe มีความไวในการตรวจจบัได้ดีกว่า thiol probe แต่เม่ือ thiol probe 

ทาํการเติมดว้ย 1 mM 6-mercaptohexanol(MCH) ซ่ึงจะทาํให้สามารถเพิ่มความไวไดดี้เท่ากบั biotin probe 

คือท่ีความเขม้ขน้ท่ี 1.5 µM ให้ค่าความถ่ีเปล่ียนแปลง -200±8.58 Hz ส่วนการทดสอบกบั complementary 

DNA target ซ่ึงค่าความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดของ synthetic DNA target นอ้ยกวา่ 0.5 µM โดยท่ี probe ทั้งสอง

ใหค้่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไม่เท่ากนั    

ในการทดสอบความสามารถในการวดั และ การทดสอบความผนัแปรรวมจากการวดั จะใชก้ารตรึง

สารบนผวิ quartz crystal ผา่นทาง Au/MPA/EDC/NHS/Avidin ท่ีความเขม้ขน้ 1 mg/ml จากการทดสอบการ

วดั 3 คน โดยวดัช้ินงานเดียว 10 คร้ังของ Avidin ท่ีตรึงลงไป จะพบวา่ ความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไป ซ่ึง จะใหค้่า 

prodReσ เท่ากบั 1.006  ค่าความผนัแปรของเคร่ืองมือวดัรวม เท่ากบั 1.344 และค่าสัดส่วนความผนัแปรของ

เคร่ืองมือวดั เท่ากบั 0.24 

การทดสอบความเท่ียงตรง(precision) และความแม่นยาํ (accuracy) ของเคร่ืองมือวดัโดยวดัวตัถุช้ิน

เดียวกนัหลายคร้ัง โดยใชผู้ว้ดั วธีิวดั เคร่ืองมือวดั ชุดเดียวกนั จากตารางท่ีมีการใชเ้คร่ืองวดัมือวดั ใชก้ารวดั

จาก ก ารต รึง  Avidin ล งบ น ผิ ว  quartz crystal ไ ด้ เป็ น  Au/MPA/EDC/NHS/Avidin โด ย ค่ าค ว าม ถ่ี ท่ี
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เปล่ียนแปลงไป แต่จะเห็นได้ว่า ความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงของเคร่ือง ไพโซอิเลคทริกไบโอเซนเซอร์ ให้

ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลง -186±0.4 Hz แต่เม่ือผ่านเคร่ืองมือวดั Oscilloscope (Instek GDS 800) จะเห็นว่า

ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไปเป็น -205 ±0 Hz ซ่ึงจะให้ค่าท่ีแม่นยาํกว่า เน่ืองจากค่าความคลาดเคล่ือนไม่

เปล่ียนแปลงระหวา่งการวดัแต่ละคร้ัง และ quartz crystal เม่ือนาํมา reuse ใชใ้หม่ไดโ้ดยการเติม 1 mM HCl 

เพื่อ remove การจบักนัระหว่าง probe กบั target โดย เคร่ืองมือวดั สามารถทาํการ reuse ใช้ใหม่ในชั้นเดิม 

ไดม้ากกว่า 10 คร้ัง แต่จะทาํให้ ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไปลดลงบา้ง เน่ืองจาก 1 mM HCl อาจไปทาํลาย

พนัธะท่ีเกิดการจบักนัของ DNA probe กบั quartz crystal 

การทดสอบใช้ PCR product  lane ท่ี 10 – 14 การทดสอบเคร่ืองมือวดั ซ่ึง lane ท่ี 10 -12  PCR 

product 123 bp ใช ้primer FTB และ RTB  โดยทาํ  94  ◌ํC 2 นาที,  94-60-72  ◌ํC 1 นาที  จาํนวน 30 cycles 

และ  extension ท่ี  72  ◌ํC 10 นาที ส่วน  lane ท่ี  13 -14  PCR product 209 bp เป็น product ท่ี  specific ต่อ 

DNA probe ซ่ึงได้ PCR product 209 bp ใช้ primer FMTB และ RMTB  โดยทํา  94  ◌ํC 2 นาที,  94-53-

72  ◌ํC 1 นาที  จ ํานวน 30 cycles และ  extension ท่ี  72  ◌ํC 10 นาที  จากนั้ นทําการวิเคราะห์ 2% gel 

electrophoresis  

การทดสอบความจาํเพาะของ thiol probe กบั DNA target โดยการทดสอบ Quartz crystal 3 ช้ิน จะ

พบวา่ negative control (PCR product 123 bp) ให้ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงประมาณ -1.6±2.27 Hz, positive 

control (PCR product 209 bp) ให้ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงประมาณ -488±19.48 Hz, และการย่อย genome 

DNA ของ M. tuberculosis ด้วยเอ็นไซม์ตัดจาํเพาะ BtgI ได้ product 218 bp ให้ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลง

ประมาณ -129±3.87 Hz แต่เม่ือการย่อยด้วยเอ็นไซม์ตัดจาํเพาะ BtgI หลังจากเช่ือมด้วย primer  จับกับ 

enhancement (Avidin) จะใหค้่าความไวในการวดัเพิ่มมากข้ึน 

การทดสอบอายุการใช้งานของ quart crystal/probe การทดสอบอายุการใช้งานของ biotin probe 

และ thiol probe หลังจากท่ีมีการตรึง DNA probe ลงบนผิว quartz crystal ซ่ึง biotin probe จะผ่านทาง 

Au/MPA/EDC /NHS/Avidin/biotin probe ส่วน thiol probe จะผ่านทาง Au/thiol probe/MCH จะเห็นได้ว่า 

เม่ือผา่นทาง thiol probe จะให้ค่า shelf life มีค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไปดีกวา่ biotin probe หลงัจากท่ีมีการ

จับกันระหว่าง DNA probe กับ DNA target อาจเน่ืองมาจาก biotin probe จะมี protein avidin เช่ือมอยู ่

อาจจะทาํให ้avidin เม่ือเก็บในสภาพแหง้ เป็นระยะเวลานาน อาจทาํให ้avidin ถูกทาํลายได ้

เช้ือ M. tuberculosis (150 ตวัอย่าง) และ non M. tuberculosis (150 ตวัอย่าง) จากเสมหะและส่ิงส่ง

ตรวจอ่ืน ๆ จะตอ้งนาํมาสกดัให้ได้เฉพาะดีเอ็นเอโดยใช้ DNAzol® แล้วนาํมาทาํการย่อยด้วยเอ็นไซม์ตดั

จาํเพาะ BtgI เพื่อให้ไดดี้เอ็นเอสายสั้น ๆ ก่อนประมาณ 1 ชัว่โมง แลว้ทาํการละลายใน hybridization buffer 

จึงทาํ hybridization กบั probe  

การตรวจสอบกบัวิธี PCR โดยใช้ primer FMTB และ primer RMTB ซ่ึงได้ product 209 bp จะทาํ

การวเิคราะห์ผลการ PCR  ดว้ย Gel electrophoresis ใน 2%  agarose และทาํการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์

ผลทั้งสองแบบ ซ่ึงผลการทดสอบ ดว้ยวธีิ PCR พบวา่ sample ท่ี 23 ปรากฏวา่ไม่ข้ึนแบนให้เห็น จึงจาํเป็นมี
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การทดสอบซํ้ าอีกคร้ังหน่ึง และเม่ือทาํการทดสอบกบัเคร่ืองมือวดั โดยไม่ผา่นกระบวนการเพิ่มจาํนวนโยวิธี 

PCR (non-PCR) ปรากฏวา่ สามารถตรวจวดัไดท้ั้ง 20 ตวัอยา่ง แต่พบวา่ความถ่ีท่ีวดัไดจ้ากการเปล่ียนแปลง

มวลบนผิว quarts crystal อาจเน่ืองมากปริมาณของ DNA target ในหลอดทดลองมีปริมาณไม่เท่ากนั แต่ก็ยงั

สามารถยืนยนัไดว้า่มีการจบักนัระหวา่ง DNA probe กบั DNA target และความสามารถของเคร่ืองมือวดัจะ

ให้ความแตกต่างเป็นค่าความถ่ีท่ีลดลง เม่ือมีสารเกาะติดและจะให้ค่าไปทางบวก เม่ือไม่มีการเปล่ียนแปลง

ของสารหรือสารไม่เกาะจบับนผวิ quartz crystals 

การพฒันาเคร่ืองมือวดัไพโซอิเล็กตริกไบโอเซนเซอร์ในการวิจยัคร้ังน้ี ก่อให้เกิดประโยชน์ในการ

ช่วยวินิจฉยัทางห้องปฏิบติัการ เพื่อช่วยให้การวินิจฉยัเร็วข้ึน ประหยดัค่าใชจ่้ายและสามารถตรวจหลาย ๆ 

ตวัอยา่งพร้อมกนัได ้ซ่ึงอุปกรณ์สามารถท่ีจะไดจ้ากภายในประเทศ 
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