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บทท่ี 1 

บทนาํ 

 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

 อุตสาหกรรมอาหารสดหัน่ชิ ้นเปนอุตสาหกรรมที่มีอัตราการเติบโตสูงสุดในกลุม

ผลิตภัณฑอาหาร ทั ้งนี ้เนื ่องจากอุปสงคที ่เพิ ่มขึ ้นอยางรวดเร็วจากผู บริโภคที ่ตองการความ

สะดวกสบายภายใตมาตรฐานการดํารงชีวิตที่สูงขึน้ในปจจุบัน (กรมสงเสริมการสงออก, 2547) 

นอกจากนี้ดวยกระแสการใสใจในสุขภาพทําใหยอดจําหนายของผลิตภัณฑผักและผลไมแปรรูปในรูป

อาหารสดหั่นชิ้นเพิม่สูงขึน้มาก ในสหรัฐอเมริกายอดขายของสินคาผักและผลไมแปรรูปในรูปอาหาร

สดหั่นชิ้นสูงถึง 15000 ลานเหรียญสหรัฐในป 2005 การเติบโตของอุปสงคเดียวกันพบไดในตลาด

ยุโรปและกําลังขยายตัวในตลาดเอเชีย 

 ในป 2546 ออสเตรเลียนําเขาสินคาผักและผลไมแชแข็งมีมูลคาสูงถึง  21.13 ลาน

เหรียญสหรัฐเพ่ิม ข้ึนในอัตรา 38.01% โดยท้ังนี้เปนการนําเขาจากประเทศไทย คิดเปนมูลคาถึง 

0.334 ลานเหรียญสหรัฐ  

 ภายใตภาวะแขงขันอยางรุนแรงของตลาดในปจจุบันและการคาเสรีทีจ่ะมีขึ้นใน

อนาคต นอกจาการแขงขันในเรือ่งราคาแลว การแขงขันในคุณภาพและความปลอดภัยในตัวสินคา

อาหารจัดเปนดัชนีท่ีสําคัญ เม่ือรูปแบบและระเบียบควบคุมเก่ียวกับอาหารในสากลเปลี่ยนไป (WHO, 

2003) การตรวจสอบและวิเคราะหคุณภาพและความปลอดภัยในอาหารเพื่อหาหลักฐานทีเ่ชื่อมโยง

ทางวิทยาศาสตรในการบงบอกคุณภาพและความปลอดภัย เพื่อสํารวจและยกระดับคุณภาพของ

อาหารของไทยไปสูสากลเปนเรือ่งที่จําเปนซึ่งจะสงผลโดยตรงตอการผลักดันยุทธศาสตรการแขงขัน

ครวัของโลกของประเทศ 

 ปญหาที่เกิดขึ้นในทศวรรษทีผ่านมาทั้งการระบาดของวัวบา (BSE) ปญหาการปน 

GMOs และการระบาดของไขหวัดนกทําใหการพัฒนาตรวจวิเคราะหทางวิทยาศาสตรท่ีใชโมเลกุลของ

กรดนิวคลิอิคไดรับความนิยมและพัฒนากาวหนาไปมากกวาเทคนิคการตรวจสอบบนพืน้ฐานโมเลกุล

อ่ืน (Lockley and Bardsley, 2000) เนือ่งจากโมเลกุลของกรดนิวคลิอิคเปนโมเลกุลในอาหารทีมี่

เสถียรภาพและจะสลายตัวเมือ่ผานกระบวนการไดชากวา (ปยะศักดิ์ ชอุมพฤกษ, 2543) และการ

ตรวจสอบไปท่ีโมเลกุลของกรดนิวคลิอิคนี้เปนท่ีสิ้นสุดและสามารถใชเปนหลักฐานทางนิติวิทยาศาสตร 

 การตรวจบนพืน้ฐานโมเลกุลของกรดนิวคลิอิค จะประกอบดวยขั้นตอน 3 ประการ

ไดแก การสกัดกรดนิวคลิอิคจากเนื ้ออาหาร การเพิ ่มปริมาณกรดนิวคลิอิคเปาหมายและการ

ตรวจสอบสัญญาณของกรดนิวคลิอิคเพื่อการแสดงผลการสกัดกรดนิวคลิอิคจากเนื ้ออาหารเปน

ขั้นตอนที่ไดรับการพัฒนาไปมาก วิธีการการสกัดดีเอ็นเอและขัน้ตอนการสกัดดีเอ็นเอนิยมอางอิงตาม

วิธีการวิเคราะหทีไ่ดรายงานไวในแหลงขอมูลตางๆเชน AOAC หรือตามที่ปรากฏในวิธีการวิเคราะห

มาตรฐานตามเอกสารของแตละประเทศ สวนใหญมักจะพบวาสามารถนําหลักการและวิธีมาปรับแตง



2 

 

 
 

ใหมีความสะดวก เหมาะสม ใหงาย และมีประสิทธิภาพ สอดคลองไปกับตัวอยางที่สงมาวิเคราะหได

ไมยากนัก หากมีความรูความเขาใจก็จะสามารถปรับแตงวิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมกับเนื้ออาหาร

แตละชนิดได 

  ในขั้นตอนที่สอง การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใหมีจํานวนมาก (amplification) นั้น

ในชวงทศวรรษที่ผานมาไดมีการนําเทคนิคการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส

หรือ PCR (Polymerase Chain Reaction) มาใช ตัวเทคนิคมีบทบาทอยางมากในงานวิจัยสาขา

ตางๆ ชวยในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายใดๆที่นักวิทยาศาสตรสนใจไดอยางมีประสิทธิภาพ

อยางทีไ่มเคยมีมากอน โดยหลักการ  เทคนิค PCR เลียนแบบการจําลองดีเอ็นเอในธรรมชาติ โดย

อาศัยเอนไซม DNA polymerase ทนรอน กลไกเริ่มจากการคลายเกลียวของดีเอ็นเอแมแบบดวย

ความรอนทดแทนการทําหนาที่ของเอนไซม  helicase และ topoisomerase จนไดดีเอ็นเอแมแบบ

ทีเ่ปนสายเดี่ยว ssDNA จากนั้นอาศัยความจําเพาะของดีเอ็นเอสายสั้นๆ ที่เปน oligonucleotide 

primer แทนการสังเคราะห RNA primerในธรรมชาติโดยเอนไซม primase  ชวยใหเกิดการจับตัว

ระหวาง oligonucleotide primer กับดีเอ็นเอแมแบบภายหลังการลดอุณหภูมิลง เมือ่ไพรเมอรมา

จับตัวกับดีเอ็นเอแมแบบท่ีเปนสายเดี่ยวท่ีไดจากข้ันตอนแรก  บริเวณปลาย 3, ของ primer จะใชเปน

เปนจุดเริม่ตนในการตอสายดีเอ็นเอใหยาวออกไปดวยปฏิกิริยา polymerization โดยพอลิเมอรเรส

ทนรอนทีเ่รียกวา thermophilic DNA polymerase โดยใช dNTP เปนวัตถุดิบ ทั้ง 3 ข้ันตอนมี

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตางกัน การคลายเกลียวท่ีเรียกวา denaturation จะดําเนินการที ่ 50-53 C การ

ชักนําใหไพรเมอรจับตัวกับดีเอ็นเอแมแบบเรียกวา annealing จะดําเนินการที ่50-55 C และทายสุด

การตอสายดีเอ็นเอใหยาวขึน้เรียกวา extention จะดําเนินการที่อุณหภูมิ 70-73  C ในหนึ่งรอบดี

เอ็นเอจะเพ่ิมจาก 1 เปน 2 และเม่ือครบ 30 รอบ จะเพ่ิมดีเอ็นเอไดในระดับ 1030 ลานโมเลกุล  ดวย

เหตุนี้จึงทําใหการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ตองขึ้นกับระบบการควบคุมอุณหภูมิตางกัน 3 

ระดับใหแมนยําอยูตลอดเวลา การควบคุมอุณหภูมิอยูนี้ดําเนินการในรูปอุปกรณเฉพาะที่รูจักในนาม 

thermo cycler  (Saiki, 1988) 

 การทีร่ะบบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตองผูกติดกับระบบควบคุมอุณหภูมิ ทําใหการ

ดําเนินการตองลงทุนดานเครือ่งมือ ซึ่งปจจุบันมีราคาไมนอยกวา 3-4 แสนบาทสําหรับตัวมาตรฐาน 

และตองใชระยะเวลาในการทําปฏิกิริยาทีอ่าจนานถึง 3-4 ชัว่โมง  ตองใชบุคลากรทีมี่ทักษะความ

ชํานาญ และตองเสริมดวยเทคนิคบางเทคนิคในการวิเคราะห วินิจฉัยและสรุปผล เหลานีทํ้าใหไม

สามารถตอบสนองหลักการ point of care ทีเ่นนการตรวจวิเคราะหทีด่ําเนินการไดในทุกที่ แมใน

คลินิกเล็กๆ ในโรงงานอุตสาหกรรม ในสถานท่ีเกิดเหตุ หรือในไรนา เปนตน  

 แมในปจจุบัน เทคนิค PCR ไดรับการยอมรับเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจเชือ้หลาย

ชนิด ตรวจการปนของพืชดัดแปรพันธุกรรม ตรวจหาโอกาสปะปนดวยโมเลกุลท่ีกระตุนการเกิดภูมิแพ 

ตรวจหาชนิดของเนือ้สัตว และความแทของสายพันธุ ซึ่งพิสูจนแลววาใชงานไดเปนอยางดี (Lockley 

and Bardsley, 2000) อยางไรก็ดีการพัฒนาและประยุกตใชเทคนิคในการตรวจวิเคราะหอาหารใน
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ประเทศไทยมีอยูนอยมาก เทคนิคที่ใชในตางประเทศตองใชเครื่องมือราคาแพงและใชบุคลากรที่มี

ความรูซ่ึงเปนขอจํากัดในการนําไปขยายผล นอกจากนี้ขาดการพัฒนาใหอยูในรูปชุดสําเร็จท่ีใชงานได

งาย การพัฒนาตอยอดจึงมีความจําเปน (Chaumpluk, 2003) 

 นวัตกรรมทางเทคโนโลยีในปจจุบันสงผลใหวิธีการตรวจมีความหลากหลายมากขึ้น

ตัวอยางทีส่ําคัญไดแก การเพิ่มปริมาณโดยอาศัยลําดับนิวคลีโอไทดเปนพื้นฐาน (sequence-based 

amplification)  การเพิ่มปริมาณจากการจําลองตัวเอง (self-sustained replication) (Guatelli et 

al., 1990) การเพิ่มปริมาณโดยการใชปฏิกิริยาแทนที่สายดีเอ็นเอ (strand displacement 

amplification) และการเพิม่ปริมาณอุณหภูมิระนาบเดียว(Walker et al., 1992) โดยการชักนําใน

ระบบหวง (Loop mediated isothermal amplification) (Notomi, 2000) นอกเหนือจากนี้ยัง

พบวามีผู คิดคนวิธีการเพิ่มปริมาณสัญญาณที่เปนดีเอ็นเอขนาดสั ้นๆ ไดแก branched DNA 

amplification (bDNA) invader และ rolling circle amplification (Lyamichev et al., 1999 

และ Lizardi et al., 1998)  ซึ่งเทคนิคในกลุมหลังจัดเปนวิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตรงบริเวณ

เปาหมาย 

 จากการเปรียบเทียบขอดีขอเสียทางเทคนิคพบวา นอกจากเทคนิค PCR แลว การ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยหลักการชักนําใหเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออุณหภูมิระนาบเดียวโดยการชักนําใน

ระบบหวง (LAMP) มีขอเดนกวาเทคนิคอื่นโดยเฉพาะการใชอุณหภูมิระนาบเดียว (Notomi, 2000)  

โดยท่ีไมมีกระบวนการทางความรอนตางระดับอุณหภูมิ มาคลายสายดีเอ็นเอจากเกลียวคูใหกลายเปน

สายเดียวมาเก่ียวของ จึงสามารถประยุกตใชในการเพ่ิมปริมาณกรดนิวคลีอิกท้ังดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ

ไดในระดับท่ีใกลเคียงกัน ปฏิกิริยา LAMP อาศัยเอนไซม DNA polymersase ทีมี่กิจกรรมแทนที่สาย

ดีเอ็นเอในตัว โดยการผลักสายดีเอ็นเอเดิมใหหลุดออกและแทนทีด่วยการสังเคราะหสายใหม การใช

ไพรเมอร 2-3 คู ทําใหความเฉพาะเจาะจงของปฏิกิริยาสูงมาก มากกวาเทคนิค PCR ทีเ่คยทําไดถึง

1000 เทาในเวลาที่นอยกวา นําใหเทคนิคนี้เหมาะที่จะใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากแหลงที่มีดีเอ็นเอ

หลากชนิดปนกัน เชนที่พบในอาหาร การที่อุณหภูมิเปนระนาบเดียวที่ 65
0C (BcaBestTM DNA 

polymerase) จึงทําใหการตรวจสอบไมจําเปนตองใชเครือ่งมือควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติทีใ่ชสําหรับ

PCRซึง่มีราคาแพง จึงเหมาะอยางยิง่ในการออกแบบระบบตรวจสอบใหสามารถดําเนินการได แมใน

สถานท่ีท่ีขาดความพรอมของเครื่องมือ  

 ขณะที่ขั้นตอนสุดทาย การตรวจวิเคราะหสัญญาณซึ่งถือเปนขั้นตอนสําคัญมีการ

พัฒนาอยูตลอดเวลา ดวยวิธีการใหมๆท่ีมีประสิทธิภาพ การตรวจเอกสารเกีย่วกับการทดสอบอาหาร

ในชวงลาสุด 10 ป พบการประยุกตใช เทคโนโลยีที ่เ กี ่ยวของกับการเรืองแสงของโมเลกุลสี 

fluorophore ทั้งในรูปไมโครและนาโน เชน SYBR green (Lipsky et al., 2001)  Gy3  Gy5 ฯลฯ 

และ การนําหลักการถายทอดพลังงานระหวางโมเลกุล (FRET) ของโมเลกุล probe มาใชรวมกับ

ปฏิกิริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  
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 การจับตัวระหวาง probe กับดีเอ็นเอเปาหมาย เปนไปตามหลักการ hybridization 

ของกรดนิวคลิ อิกพื ้นฐาน อยางไรก็ดีการดําเนินการตรวจวิ เคราะหดวยเทคนิค Souther 

hybridization จําเปนตองดําเนินการผานระบบเมมเบรน ทําใหยุงยากและใชเวลา นอกจากนี้ยังมีปญ

หาเรื่องbackground ของสัญญาณดีเอ็นเอท่ีตรวจสอบได 

 การแกปญหาดังกลาวสามารถทําไดโดยการนําDNA analoguesมาประยุกตใช DNA 

analogues เหลานัน้ยังคงจับตัวเปนไปตามกฎคูสมของ Watson and Click Model ซ่ึงในปจจุบัน

DNA analogues กลุมนี้มี peptide nucleic acid (PNA ) เปนโมเลกุลท่ีไดรับความสนใจมากท่ีสุด  

 PNA เปนโมเลกุลชนิดใหมที่เปนสายผสมระหวางโครงสรางของสาย peptide 

backbone กับเบสของกรดนิวคลิอิค มีคุณสมบัติทีส่ามารถจับตัวกับดีเอ็นเอในลักษณะเดียวกันกับดี

เอ็นเอแตจะให affinity ในการจับตัวและความจําเพาะที่สูงกวา (Nielsn et al., 2004) และที่สําคัญ

การจับตัวนั้นไมเกี่ยวของกับเกลือในระบบ คุณสมบัติดังกลาวชวยให PNA มีความโดดเดน การจับตัว

ในรูปแบบพิเศษกวาดีเอ็นเอเชนนีจ้ะถูกทําลายลงทันทีหากการจับตัวเปนแบบ mismatch แมเพียง

นิวคลิโอไทดเดียว PNA จึงเหมาะสมตอการตรวจสอบดีเอ็นเอใดๆ ทัง้ในระบบ perfect match และ 

single nucleotide polymorphism (SNP) ท่ีมีความแตกตาง 1 นิวคลิโอไทด  

 ปจจุบันเริม่มีรายงานการใช PNA ในการตรวจ human papilloma virus (HPV) 

ทําใหสามารถจําแนกไวรัสทั้ง 32 ไทปดวยโพลบที่เปน PNA ท้ัง 32 ชนิดไดอยางมีประสิทธิภาพ

นอกจากนี้ Thiede et al., (1996) รายงานการใช PNA ในการตรวจความแตกตางทางพันธุกรรมของ 

ras proto onco gene  และ Carlsson et al., (1996) ไดประยุกตใช PNA probe รวมกับ 

capillary electrophoresis ในการตรวจ SNP ดวยเหตุนี้PNA จึงเปนโมเลกุลทีน่าสนใจในการนํามา

ประยุกตใชในระบบตรวจวิเคราะห 

 ในชวง 2 – 3 ปทีผ่านมาความกาวหนาทางเทคโนโลยีโดยเฉพาะในสวนทีเ่กี่ยวของ

กับ materials science และเคมีโมเลกุล ชวยใหการตรวจวิเคราะหพัฒนาไปสู การตรวจวิเคราะหบน

พืน้ฐานของหลักการทางกายภาพ(physic) มากข้ึน เชนการวัดการเปลีย่นแปลงทางไฟฟา  การ

เปลี่ยนแปลงทางแสงจากการจับตัวของโมเลกุลเรืองแสง การเปลี่ยนแปลงทางแสงอันเนื่องจากการ

เปลี่ยนไปของระดับพลังงานของอนุภาคอิเล็คตรอนของอะตอมเปาหมายทีเ่ชือ่มโยงกับสัญญาณ

โมเลกุล  การเปลีย่นไปของการสั่นสะเทือนของผลึกควอซ เหลานี้เปนตัวอยางที่ชวยทําใหการตรวจ

วิเคราะหบนพื้นฐานของการตรวจดีเอ็นเอหลุดจากพันธนาการที่เปนกําแพงขวางกั้นที ่จะตอง

ดําเนินการโดยอาศัยเครื ่อง มือและประสบการณเฉพาะทางไปสู ยุคที่สามารถดําเนินการตรวจ

วิเคราะหไดอิสระไดทุกท่ี ทุกเวลา กลาวคือสามารถตอบสนองตอหลักการ point of care test  หรือ

ตอบสนองการตรวจในรูป field monitoring ไดเปนอยางดี อยูที่วาควรเลือกเทคนิคใดมาประกอบ

เขากับขั้นตอนใด พรอมเชื่อมโยงใหเกิดการทํางานในภาพรวมที่ประกอบเขาเพื่อตอบคําถามขนาด

ของสัญญาณทางโมเลกุลที่ตองการวัดที่เชือ่มโยงไปสูขอมูลคุณภาพและความปลอดภัยทางอาหารที่

กําลังสนใจในท่ีสุด 
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 สําหรับประเทศไทย ในการกําหนดยุทธศาสตรใหไทยเปนครัวของโลกนั ้น การ

ดําเนินการเพื่อกระตุนคุณภาพและความปลอดภัยของอาหารถือวาเปนกิจกรรมสําคัญ เนื่องจากใน

กรอบเวทีท่ีการแขงขันในตลาดการคาเสรีท่ีจะมาถึงภายใน 5-10 ปขางหนา เกณฑคุณภาพและความ

ปลอดภัยของอาหารมาตรฐานในระดับสากล จะใชเปนเครือ่งมือหลักในการประกันคุณภาพ และ

ความปลอดภัย และเปนสิ่งซ่ึงท่ีเชื่อมโยงตรงกับภาพลักษณของสินคาท่ีประเทศไทยสงออก 

 โครงการนีใ้ชจุดแข็งของความรูทางชีววิทยาโมเลกุลซึง่เปนจุดแข็งของทีมงานวิจัยที่

มีอยูแลวมาบูรณาการวมกับนวัตกรรมทางเทคโนโลยีเนนการนําองคความรูและหลักการทางไบโอ/นา

โนเทคโนโลยีมาใช ในการพัฒนาการตรวจคุณภาพและความปลอดภัยของอาหารในกลุมผลไมสดแปร

รูป เนนการตรวจบนพืน้ฐานการเพิม่ปริมาณกรดนิวคลิอิคเปาหมายดวยวิธีการอยางงายในรูปชุด

สําเร็จ โดยเฉพาะการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยอุณหภูมิระนาบเดียวโดยไมตองอาศัยเครื่องมือราคา

แพง และการตรวจสัญญาณดวยวิธีการใหมๆท่ีมีประสิทธิภาพ  

 โครงการจะนําปญหาหลักที่จําเปนตองใหการดูแลเรงดวนไดแก การรับรองความ

ตรงพันธุ การตรวจการปนของเชื้อกอใหเกิดโรค และการตรวจดัชนีทางคุณภาพ  มาพัฒนาเปนวิธี

นวัตกรรมในรูปแบบชุดสําเร็จรูปรองรับ  ปญหาหลักดังกลาวมีระเบียบรองรับและสงผลตอการผลิต

และสงออกของอาหารกลุมนี้ 

  การพัฒนาวิธีการวิเคราะหแนวใหมดวยไบโอ/นาโนเซ็นเซอรนี้ ยังชวยใหลดการขาด

ดุลในเรื่องการสั่งซ้ือน้ํายาจากตางประเทศ ชวยใหการตรวจรับรองมีประสิทธิภาพซ่ึงเชื่อมโยงทางออม

ไปสู ภาพลักษณและความเชื ่อมัน่ในตัวสินคา และชวยใหเกิดการตอยอดทางเทคโนโลยีแนวใหม

โดยเฉพาะการใช PNA และ metal nanoparticle มาประยุกตรวมกับหลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ทัง้ในระบบ bead PCR และ LAMP และการประยุกตใชโครงสรางของดีเอ็นเอเปนตัวตรวจจับเพือ่

ชวยใหการวิเคราะหคุณภาพและความปลอดภัยทางอาหารออกมาอยูในรูปชุดทดสอบอยางงายโดย

ใชไบโอนาโนเซ็นเซอรโดยเฉพาะ PNA ในรูป beta pyrrolidinyl PNA และ gold หรือ 

silvernanoparticles ในระบบ colorimetric detection ทีต่างไปจากทีมี่อยูในปจจุบัน   โดยทีไ่มมี

ความจําเปนตองใชเครือ่งมือยุงยาก ใหผลการตรวจไว และนําไปใชนอกสถานที่ได ผลลัพทดังกลาว

เปนนวัตกรรมทีย่ังไมมีผู ใดดําเนินการ จึงเปนการวิจัยเพือ่เพิ่มศักยภาพในดานนําในงานวิจัยดาน

คุณภาพและความปลอดภัยทางอาหาร การดําเนินการชวยใหไดองคความรูในระดับผูนําดานการ

ประยุกตศาสตรทางนาโนเทคโนโลยีเขากับการวิจัยการตรวจวิเคราะหคุณภาพและความปลอดภัยทาง

อาหารไดในเวลาอันสั้น เหลานี้เหมาะสมกับท้ังภาวะของประเทศไทยและภาวะความจําเปนและความ

ตองการที่จะตองตรวจรับรองคุณภาพและความปลอดภัยของอาหารตามหลัก point of care ใน

ระดับสากลของผูประกอบการ 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. พัฒนาเทคโนโลยีในการตรวจรับรองคุณภาพและความปลอดภัยทางอาหารท่ีเหมาะสมกับ

การตรวจผลิตภัณฑในกลุมผลไมสดแปรรูป ในรูปชุดสําเร็จรูปอยางงายแบบคลองตัว  

2. เพื่อสรางระบบการตรวจสอบรวมกับผูประกอบการ ถายทอดและอบรมการดําเนินการ

ตามคูมือเพ่ือการนํารองสูการรับรองจริง 
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บทท่ี 2 

ตรวจเอกสาร 

 

กรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

 อาหารเปนปจจัยสําคัญที่นอกจากจะชวยใหชีวิตอยูรอดแลว ยังมีสวนเกีย่วของกับ

สุขภาพและพลานามัยทีด่ี โดยเฉพาะอาหารในกลุมผักและผลไมซึ่งเปนแหลงใหวิตามินและ เยื่อ

อาหาร สารประกอบในกลุมไบโอแอคทีฟ และ สารตานอนุมูลอิสระ กระแสความตองการบริโภค

อาหารในกลุมนี้จึงพุงสูงข้ึนมากในปจจุบัน  

 อุตสาหกรรมอาหารในสวนผักและผลไมสดหัน่ชิ้นและแปรรูปเปนอุตสาหกรรมที่มี

อัตราการเติบโตสูงสุดในกลุ มผลิตภัณฑอาหาร ทั้งนี ้เนื ่องจากอุปสงคที่เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วจาก

ผูบริโภคทีต่องการความสะดวกสบายภายใตมาตรฐานการดํารงชีวิตทีสู่งขึน้ในปจจุบัน (กรมสงเสริม

การสงออก, 2547) นอกจากนี้ดวยกระแสการใสใจในสุขภาพทําใหยอดจําหนายของผลิตภัณฑผักและ

ผลไมแปรรูปในรูปอาหารสดหั่นชิ้นเพ่ิมสูงข้ึนมาก  

 ภายใตภาวะแขงขันอยางรุนแรงของตลาดในปจจุบันและการคาเสรีที่จะมีขึ้นใน

อนาคต นอกจาการแขงขันในเรือ่งราคาแลว การแขงขันในคุณภาพและความปลอดภัยในตัวสินคา

จัดเปนดัชนีที ่สําคัญ การตรวจสอบและใหการรับรองที่ถูกตองและเหมาะสม เปนมาตรการที่

สอดคลองกับท่ีองคกรระหวางประเทศเรียกรองใหใหความสําคัญและตองพิถีพิถันในเรื่องคุณภาพและ

ความปลอดภัยมากขึ้น (WHO, 2003) และยังสอดคลองกับกฎ ระเบียบตางๆ ทีมี่ปฏิบัติใน

ตางประเทศ 

 การตรวจสอบและวิเคราะหคุณภาพความปลอดภัยในผลไมสดหั่นชิ้น นั้นจําเปนตอง

ตรวจหาหลักฐานเชื่อมโยงกับคุณภาพและอันตรายท่ีเก่ียวของซ่ึงสามารถดําเนินการไดดวย การ

ประเมินทางกายภาพ และทางเคมี ขณะที่ความเสีย่งอาจอยูในรูปสิง่มีชีวิตจําพวก เชือ้โรคทําโดยการ

ตรวจทางจุลชีววิทยา และความเสี ่ยงในรูปสารเคมีหรืออันตรายทางกายภาพตรวจสอบโดยการ

วิเคราะหทางเคมีและกายภาพ ซึ่งที่ผานมาจะพบวาการทดสอบทางเคมีและกายภาพโดยรวมมี

ขอจํากัด เทคนิคการตรวจสอบสมัยใหมจึงพัฒนาสูการทดสอบเชิงโมเลกุลมากขึ้นโดยเฉพาะโปรตีน

และดีเอ็นเอท่ีพบในเนื้ออาหาร (Lockley and Bardsley, 2000) องคประกอบสารเคมีในเนือ้อาหาร

จะเปลีย่นไปตามความซับซอน รูปแบบในการแปรรูป และสารเคมีที่อยูในระบบแปรรูปนั้น ความ

ซับซอนในรูปแบบทั้งหมดทําใหโมเลกุลโปรตีนในเนื ้ออาหารอาจเสื ่อมสลายไปกอน การตรวจ

วิเคราะหจึงทําไดยากข้ึน และเม่ือองคประกอบทางเคมีสวนใหญเปลี่ยนไป โมเลกุลท่ีจะตรวจสอบไดก็

จะมีนอยลง เทคนิคการตรวจสอบไปทีโ่มเลกุลดีเอ็นเอนี้ สามารถดําเนินการไดแมในภาวะที่ตัวอยาง

ผานการแปรรูปดวยความรอนมากอน (Chaumpluk, 2003) 

 เทคนิค PCR ไดรับการยอมรับเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจ เชนการตรวจเชือ้ การ

ตรวจการปนของวัตถุดิบดัดแปรพันธุกรรม ตรวจหาชนิดของเนื้อสัตว และความแทของสายพันธุ ตัว
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เทคนิคเปนที่ยอมรับวาใชงานไดเปนอยางดี (Lockley and Bardsley,2000) อยางไรก็ดี เทคนิค 

PCR มีขอจํากัด เนือ่งจากตองใชเครือ่ง thermocycler และใชบุคลากรที่มีความรูเฉพาะทาง ทําให

ตองจํากัดการวิเคราะหอยูเฉพาะหองปฏิบัติการ นอกจากนี้การตรวจวิเคราะหตองอาศัยกระบวนการ

มากกวา 1 ขั้นตอน ทําใหตองใชเวลา 2-5 วันกวาจะทราบผล เหลานีเ้ปนขอจํากัดในการนําไปขยาย

ผล  

 การพัฒนาการตรวจวิเคราะหใหตอบสนองความตองการทั้งในแงความงาย ความ

รวดเร็ว ความแมนยําและไมพึ่งพาหองปฏิบัติการทําใหสามารถไปใชในภาคสนามหรือนอกสถานทีไ่ด 

จําเปนตองดําเนินการเปน 2 ขั้นตอนไดแก การพัฒนาระบบการเพิ่มปริมาณสัญญาณทางดีเอ็นเอที่

เชื ่อมโยงกับดัชนีชี ้บอกภาวะทางคุณภาพและความปลอดภัย และการตรวจจับสัญญาณโดยใช

นวัตกรรมสมัยใหมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพและสนองตอบหลักการ point of care  

 เทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใชอุณหภูมิระนาบเดียว ชวยลดการพึ่งพา

หองปฏิบัติการ ตอบโจทย point of care ไดเปนอยางดี ปจจุบันมีรายงานในหลายรูปแบบ เชน 

เทคนิคการเพิม่ปริมาณอารเอ็นเอ Nucleic Acid Sequence Based Amplification  (NASBA) ท่ี

อาศัยกลไกการเพิ่มปริมาณดวย T7 RNA polymerase selfsustained sequence replication 

(3SR) ที่อาศัยเอ็นไซม 3 ชนิดไดแก T7 RNA polymerase Rnase H และ MMLV reverse 

transcriptase (Guatelli et al, 1990) strand displacement amplification (SDA)ที่ใชเอนไซม

จําเพาะควบคูกับ DNA polymerase (Walker et al, 1992) และ Loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP)ทีอ่าศัยกลไกการวนตัวแบบ loop ของบริเวณไพรเมอร 6 บริเวณ (Notomi 

et al., 2000)  

 อยางไรก็ดี หากพิจารณาความเฉพาะเจาะจงและความสะดวกในการปฏิบัติการแลว 

วิธี LAMP เปนวิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพสูงมาก โดยอาศัยหลักการเพิม่ปริมาณดี

เอ็นเอดวยใชอุณภูมิระนาบเดี่ยวและเอนไซมเฉพาะ โดยอาศัยไพรเมอร 4 ไพรเมอรที่จําเพาะเจาะจง

ตอ 6 บริเวณของยีนเปาหมาย โดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยาเพียง 40 นาที โดยไมตองใชสารเคมีหรือ

เครื่องมือพิเศษอ่ืนๆ จึงทําใหสามารถประยุกตใชกับวัตถุประสงคท่ีตองการไดเปนอยางดี  

 สําหรับการตรวจการตรวจจับสัญญาณ พบวาในทางปฏิบัติการใชคุณสมบัติคูสมของ

ดีเอ็นเอเปนวิธีการที่ใหผลการตรวจที่แมนยํา (Palchetti et al., 2008) และหากพิจารณาใน

รายละเอียด จะพบวา ความจําเพาะ รวดเร็วและแมนยําเปนหัวใจสําคัญในการพัฒนาเทคนิค (Hahn 

et al., 2005, Sassolas et al., 2008.) การตรวจวิเคราะหทีต่องตอบโจทยนีจ้ําเปนตองอาศัย

หลักการไฮบริไดซเซชัน่ระหวางกรดนิวคลิอิกทีแ่สดงภาวะคูสมระหวางกันในแตละสาย การศึกษาใน

ระยะหลังพบวา PNA สามารถตอบโจทยในการ (Wang et al., 1998) 

 PNA เปนกรดนิวคลิอิกที่มีโครงสรางของกระดูกฟอสเฟตแบคโบนเปนเปปไทด

สังเคราะห พัฒนาขึน้และนํามาใชครัง้แรกโดย Nielsenและคณะ (Nielsen et al., 2001) ความเปน

กลางของกระดูกอะมิโนในโมเลกุลของ PNA แสดงใหเห็นวา โมเลกุลไมมี electrostatic repulsion 
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จึงทําใหการจับตัวมีเสถียรภาพสูงมาก จึงเปนขอดีที่ชวยใหนํามาประยุกตใชในการตรวจวิเคราะห

ลําดับนิวคลิโอไทดหรือการเปลีย่นแปลงทางพันธุกรรมทั้งในรูปดีเอ็นเอและอารเอ็นเอไดอยาง

เหมาะสม  

 ดังนั้นหากสามารถออกแบบสรางระบบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอทีใ่ชเปนดัชนีบงบอก

คุณภาพและความปลอดภัยในผลไมหัน่ชิ้นได พรอมกับการออกแบบระบบการตรวจสอบสัญญาณใน

รูปแบบ rapid Southern hybridization ได ก็จะสามารถพัฒนาวิธีการตรวจสอบอยางงายและ

รวดเร็วท่ีตอบสนองหลักการ point of care ไดเปนอยางดี 

 ในการพัฒนาวิธีการตรวจบนพืน้ฐาน ไบโอนาโนในครังนี ้อาศัยการเชือ่มโยงและ

พัฒนานวัตกรรมการตรวจแนวใหม นวัตกรรมทางเทคโนโลยีในปจจุบันสงผลใหวิธีการตรวจมีความ

หลากหลายมากขึ้นตัวอยางที่สําคัญไดแก การเพิ่มปริมาณโดยอาศัยลําดับนิวคลีโอไทดเปนพื้นฐาน 

(sequence-based amplification) การเพ่ิมปริมาณจากการจําลองตัวเองโดยการชักนําในระบบหวง 

(Loop mediated isothermal amplification) (Notomi, 2000) ซ่ึงเหมาะอยางยิ่งในการออกแบบ

ระบบตรวจสอบใหสามารถดําเนินการได แมในสถานทีที่่ขาดความพรอมของเครือ่งมือ  เนื่องจาก

เทคนคิ LAMP เปนเทคนิคทีใ่หมมาก และอยูในชวงเริม่ตน ปจจุบันยังไมมีผูนําเทคนิคมาใชทดสอบดี

เอ็นเอในผลไมและผักมากอน การบุกเบิกนําเทคนิคมาตอยอดเพื่อการตรวจวิเคราะหจะชวยให

ตรวจสอบระดับคุณภาพและความปลอดภัยในอาหารทําไดแมในภาวะความไมพรอมทางเครือ่งมือซึ่ง

เหมาะกับประเทศแลว ยังชวยสรางโอกาสในการในการเปนผูนํานวัตกรรมนี้ในการตรวจวิเคราะห

อาหารโดยเฉพาะในกลุมผักและผลไมได 

 สําหรับการตรวจสอบและติดตามสัญญาณดีเอ็นเอ ในปจจุบันการพัฒนาโมเลกุลใน

ระดับนาโนไบโอกาวหนาไปมาก PNA สามารถใชรวมกับหลักการเรืองแสงในรูปการถายทอดพลังงาน

จากตัวโมเลกุลของสีสงถายไปยังโมเลกุลอืน่ขณะจับตัวกับชิ้นดีเอ็นเอ (FRET) โดยตัวจับที่มีผลตอ 

probe สามารถออกแบบใหเฉพาะกับยีนทีส่นใจและใหอยูในรูปโครงสราง 2 มิติ เพื่ออาศัยกลไกการ

จับตัวแสดงปฏิกิริยาดวยหลักการเรืองแสง(Clegg, 1992) หรือการนําหลักการ Plasmon ของอนุภาค

นาโนของโลหะในรูปแบบ unmodified nanoparticle มาประยุกตในรูป colorimetric ทําใหการ

พัฒนาระบบการตรวจวิเคราะหเขาสูระบบตรวจวิเคราะหในรูปแบบนาโนเซ็นเซอร ซึ่งจะชวยใหการ

วิเคราะหมีประสิทธิภาพและอาจทําใหการตรวจสอบทําไดงายข้ึน 

 

การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ท่ีเกี่ยวของ  

 การตรวจสอบและวิเคราะหคุณภาพความปลอดภัยในผลไมสดหั่นชิ้น นั้นจําเปนตอง

ตรวจหาหลักฐานเชื ่อมโยงกับคุณภาพและอันตรายทีเ่กี่ยวของใหได โดยปกติคุณภาพและความ

ปลอดภัย อาจวัดไดดวยการประเมินทางกายภาพ ทางเคมี ขณะที่อันตรายอาจอยูในรูปสิ่งมีชีวิต

จําพวก เชื้อโรค ในรูปสารเคมีหรืออันตรายทางกายภาพทีพ่บในอาหารซึ่งมีผลตอสุขภาพ ที่ผานมา
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การทดสอบทางกายภาพและเคมีโดยรวมมีขอจํากัด จึงพัฒนาสู การทดสอบเชิงโมเลกุลมากขึ้น

โดยเฉพาะโปรตีนและดีเอ็นเอท่ีพบในเนื้ออาหาร (Lockley and Bardsley, 2000) 

 ในอาหารแปรรูป องคประกอบสารเคมีในเนื้ออาหารจะเปลี่ยนไปตามความซับซอน 

รูปแบบในการแปรรูป และสารเคมีที่อยูในระบบแปรรูปนัน้ ความซับซอนในรูปแบบทัง้หมดทําให

โมเลกุลโปรตีนในเนื้ออาหารอาจเสื่อมสลายไปกอน การตรวจวิเคราะหจึงทําไดยากขึ้น และเมื่อ

องคประกอบทางเคมีสวนใหญเปลี่ยนไป โมเลกุลท่ีจะตรวจสอบไดก็จะมีนอยลง เทคนิคการตรวจสอบ

ไปที่โมเลกุลดีเอ็นเอนี้ สามารถดําเนินการไดแมในภาวะที่ตัวอยางผานการแปรรูปดวยความรอนมา

กอน (Chaumpluk, 2003) 

 การวิเคราะหโมเลกุลดีเอ็นเอในฐานะเปนตัวกลางที่เชื ่อมโยงไปถึงคุณภาพ และ

อันตรายในอาหารไดรับความสนใจอยางมากในปจจุบัน(Lockley and Bardsley, 2000) ความนิยมนี้

ชวยใหการประยุกตการตรวจโมเลกุลดีเอ็นเอขยายครอบคลุมไปถึงการจําแนกสายพันธุ  การตรวจ

ภาวะปจเจกและความแทของพันธุ การวิเคราะหโรค  การตรวจสอบการติดเชือ้ การตรวจทางนิติ

วิทยาศาสตร การตรวจสอบความเปนพอแม และตรวจสอบรูปแบบพันธุกรรมเพือ่ชวยการปรับปรุง

พันธุ ทั้งนีเ้พราะโมเลกุลดีเอ็นเอมีเสถียรภาพสูง ยอยสลายในภาวะรุนแรงไดชากวาโมเลกุลชนิดอื่น

(Bauer, 2003) การตรวจสอบไปท่ีโมเลกุลดีเอ็นเอนี้จึงสามารถเชื่อมโยงตรง และเปนดัชนีชี้บอกภาวะ

ทางคุณภาพและอันตรายในอาหารได  

 การตรวจสอบนิยมใชเทคนิคการเพิม่ปริมาณกรดนิวคลีอิกเปนหัวใจหลัก โดย

หลักการของปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสเปนอันที่ไดรับความสนใจมากที่สุด ตัวเทคนิคกระตุนใหเกิด

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรอบถัดๆ ไป จากการใชความรอนในการทําใหดีเอ็นเอสายคูคลายตัวออก 

พรอมสังเคราะหดีเอ็นเอโมเลกุลใหม จึงสามารถเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอที่มีอยูนอยในตอนเริม่ตนใหมาก

ข้ึนได (Saiki et al., 1988) ปจจุบันระบบดังกลาวประยุกตไดเปน 2 รูปแบบไดแก การใชอุปกรณ

ขนาดเล็ก วิเคราะหผลดวยการแยกขนาดดีเอ็นเอในสนามไฟฟา และการใชเทคนิคการเรืองแสงของ

โมเลกุลเคมีเปนสื่อเชื่อมโยงไปสูการระบุปริมาณดีเอ็นเอทีเ่พิ่มขึ้นซึ่งทําใหสามารถคํานวณปริมาณดี

เอ็นเอท่ีเพ่ิมข้ึนจริงในแตละหนวยเวลา (real-time) ได  

 เทคนคิ PCR ไดรับการยอมรับเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจเชื้อหลายชนิด ตรวจการ

ปนของพืชดัดแปรพันธุกรรม ตรวจหาโอกาสปะปนดวยโมเลกุลที่กระตุนการเกิดภูมิแพ ตรวจหาชนิด

ของเนื ้อสัตว และความแทของสายพันธุ  ซึ ่งพิสูจนแลววาใชงานไดเปนอยางดี(Lockley and 

Bardsley, 2000) อยางไรก็ดีการพัฒนาและประยุกตใชเทคนิคในการตรวจวิเคราะหอาหารใน

ประเทศไทยมีอยูนอยมาก เทคนิคที่ใชในตางประเทศตองใชเครื่องมือราคาแพงและใชบุคลากรที่มี

ความรูซ่ึงเปนขอจํากัดในการนําไปขยายผล นอกจากนี้ขาดการพัฒนาใหอยูในรูปชุดสําเร็จท่ีใชงานได

งาย การพัฒนาตอยอดจึงมีความจําเปน(Chaumpluk, 2003) 

 สําหรับการพัฒนาการตรวจวิเคราะหใหตอบสนองความตองการจําเปนตอง

ดําเนินการเปน 2 ขั้นตอนไดแก การพัฒนาระบบการเพิ่มปริมาณสัญญาณทางดีเอ็นเอทีเ่ชือ่มโยงกับ
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ดัชนีชี ้บอกภาวะทางคุณภาพและอันตรายในอาหารและการตรวจจับสัญญาณโดยใชนวัตกรรม

สมัยใหมเพื่อเพิม่ประสิทธิภาพและสนองตอบหลักการ point of care ในทางปฏิบัติ การใชกรด

นิวคลิอิกแอซิดเปนตัวจับสัญญาณที่ปรากฏจากสิ่งมีชีวิตในการพัฒนาระบบการตรวจวิเคราะหเปน

ศาสตรแขนงใหมในการพัฒนาเทคโนโลยีการวิเคราะห(Palchetti et al., 2008) หากพิจารณาจาก

ความกาวหนาอยางรวดเร็วในปจจุบัน จะพบวาการสรางระบบตรวจจับดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ

เปาหมายดวยความจําเพาะสูง รวดเร็วและแมนยําเปนหัวใจสําคัญ (Hahn et al., 2005, Sassolas 

et al., 2008.) พ้ืนฐานการตรวจวิเคราะหนี้อาศัยหลักการไฮบริไดซเซชั่นระหวางกรดนิวคลิอิกท่ีแสดง

ภาวะคูสมระหวางกันในแตละสาย ดวยระบบนี้ ความสามารถในการจับแบบคัดเลือกตามคุณสมบัติคู

สมมีความสําคัญตอความสําเร็จของระบบวิเคราะห(Wang et al., 1998) ความสามารถในการ

คัดเลือกเพือ่จับตัวกับสายคูสมขึ้นอยูกับ การคัดเลือกโพรบที่เหมาะสมและการจับตัวของดีเอ็นเอ 

ดังนั้น การออกแบบโพรบจึงเปนข้ันตอนสําคัญในการพัฒนาวิธีวิเคราะห การศึกษาในระยะหลังพบวา 

การใชนิวคลิอิกแอซิดที่มีการดัดแปลงโครงสรางไปจากธรรมชาติจะใหความเฉพาะเจาะจงในการจับ

ตัวสูงกวามาก ในบรรดาโมเลกุลในกลุมดังกลาว พบวา PNA มีความโดดเดนเปนพิเศษ (Wang et al., 

1998) 

 PNA เปนอนาลอกของกรดนิวคลิอิกที่มีโครงสรางของกระดูกฟอสเฟตแบคโบนถูก

ทดแทนดวยโครงสรางเปปไทดสังเคราะห PNA พัฒนาขึ้นครั้งแรกและนํามาใชงานในชวงทศวรรษที่

ผานมาในรูปโอลิโกเมอรขนาดสั้นๆ ทีส่ามารถจับตัวกับดีเอ็นเอไดอยางมีประสิทธิภาพ(Egholm et 

al., 1992, Nielsen et al., 2001) การจับตัวของ PNA เปนไปตาม Watson-Crick baseparing 

rules โดยที ่N terminus ของ PNA จะจับบริเวณ 5’ หรือ 3’ ของโอลิโกนิวคลิโอไทด โดยจะจับตัว

เปนรูป B-like helix กับดีเอ็นเอ และ A-like helix กับอารเอ็นเอ  ความเปนกลางของกระดูกอะมิโน

ในโมเลกุลของ PNA แสดงใหเห็นวา โมเลกุลไมมี electrostatic repulsion จึงทําใหการจับตัวมีส

เถียรภาพสูงมาก จึงเปนขอดีที่ชวยใหนํามาประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดหรือ

การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมท้ังในรูปดีเอ็นเอและอารเอ็นเอไดอยางเหมาะสม  

 สําหรับการจับตัวไมวาจะในรูปแบบใดก็ตามการทําใหการจับตัวปรากฏแกสายตา

เปนหัวใจสําคัญ โดยในปจจุบันสามารถนําองคความรู ในการแสดงฉลากโดยการเรืองแสง 

fluorescence หรือ chemiluminescence หรือ การใชหลักการ surface plasmon (Schaferling 

and Nagl, 2006) โดยการตรวจระบบดังกลาวจะทําใหสามารถตอบความไวในการตรวจในระบบดี

เอ็นเอไดดี โดยปกติ การตรวจสอบยีนในจีโนมที่มีขนาด 100-1000 Mbp จําเปนตองใชความไวใน

การตรวจสอบในระดับ femto molar(Lucarelli et al., 2008) โดยปกติการทีจ่ะทําใหการตรวจ

วิเคราะหไปสูระดับนั้นไดจําเปนตองอาศัยการเพ่ิมปริมาณโดยใช พีซีอาร หรือเทคนิคการเพิม่ปริมาณ

ดีเอ็นเอแบบอ่ืน  
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 PNA probe เปนโมเลกุลทางเลือกที่ใหความเหมาะสมทั้งในแงประสิทธิภาพและส

เถียรภาพในการตรวจในเทคนิค microarrays(Weiler et al., 1997) นอกจากนี้ยังพบวามีการนําเอา 

PNA มาประยุกตรวมกับหลักการไบโอเซนเซอร (Wang et al., 1998) โดยเฉพาะกับการประยุกตใน

การตรวจทางการแพทยในรูป array formats (Hashimoto et al., 2001, Song et al., 2005)  

 Germini et al, 2004 เปนคนแรกท่ีไดใช PNA ในการตรวจวิเคราะหการปนของพืช

ดัดแปรพันธุกรรมในอาหาร Germini et al, 2005 ยังไดใช PNA โพรบ ขนาด 15 เมอร ในการตรวจ

จําแนกสายพันธุปนของ GMOs ท้ัง Bt11, Bt176, MON810 และ GA21 โดยวิธีการดังกลาว จําแนก 

GMOs ไดอยางถูกตองและแมนยํา อยางไรก็ดีวิธีดังกลาวอาศัยเครื่องมือราคาสูง 

 แมวาเทคนิคพีซีอาร สามารถนํามาใชรวมกันกับ PNA ในการจับกับดีเอ็นเอ

เปาหมาย เสมือนกับการทํา PCR Southern hybridization คุณสมบัติทีโ่ดดเดนของ PNA ทําใหการ

ไฮบริไดซเซชัน่เกิดขึ้นในเวลาที่รวดเร็วและงายกวาเทคนิคมาตรฐานมาก  หลักการเดียวกันนีจ้ึง

สามารถนําไปใชกับวิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรูปแบบอื่นๆ ในปจจุบันเทคนิคการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ

มีรายงานในหลายรูปแบบทัง้(NASBA) selfsustained sequence replication (3SR) (Guatelli et 

al, 1990) และ strand displacement amplification (SDA) (Walker et al, 1992) และ Loop-

mediated isothermal amplification (LAMP) (Notomi et al., 2000) อยางไรก็ดี หากพิจารณา

ความเฉพาะเจาะจงและความสะดวกในการปฏิบัติการแลว วิธี LAMP  เปนวิธีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ท่ีมีประสิทธิภาพสูงมาก โดยอาศัยหลักการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยใชอุณภูมิระนาบเดี่ยวและเอนไซม

เฉพาะ โดยอาศัยไพรเมอร 4 ไพรเมอรที่จําเพาะเจาะจงตอ 6 บริเวณของยีนเปาหมาย โดยใชเวลาใน

การทําปฏิกิริยานอยกวา 60 นาทีโดยไมตองใชสารเคมีหรือเครื ่องมือพิเศษอื่นๆ จึงทําใหการ

ประยุกตใชรวมกับ PNA มีประสิทธิภาพสูงสุด  

 สําหรับการประยุกตระบบการตรวจวิเคราะห Raymond, (2005) ใช PNA เปนโพ

รบ จับบนผิวหนาของกระจกสไลดและใช polythiophene ในรูปประจุบวกทีเ่รืองแสงเปนตัวแสดง

การจับตัวและการเปลี่ยนแปลงทาง electrostatic ในการตรวจชิ้นนิวคลีโอไทดเปาหมาย บน

microarray โดยไมตองติดฉลาก เฉพาะการจับตัวของดีเอ็นเอและ PNA ทีเ่ปนคูสมกันเทานัน้ จะให

สัญญาณในรูปของการเรืองแสง 

 Rossi et al, (2007) ใช PNA โพรบจับตัวกับดีเอ็นเอเปาหมาย กอนขจัดดีเอ็นเอที่

ไมจับตัวกับโพรบออกดวย Nuclease S1 และวิเคราะหโดยการทํา anion exchange 

chromatography ในการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายภายหลังการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยพีซีอาร 

การตรวจสอบทําใหเห็น peak ของ PNA-DNA ซ่ึงจะแตกตางในชุดควบคุมบวก อยางไรก็ดี การ

ตรวจสอบดวยวิธีนี้ จําเปนตองอาศัย HPLC และระยะเวลาในการวิเคราะหเปรียบเทียบระหวาง

ตัวอยางควบคุมบวกและลบ  
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 Choi et al, (2009) รายงานการทํา microarray ดวยพีซีอารรูปแบบใหมในการ

ตรวจ HPV ดวยความจําเพาะเจาะจงสูง Roth et al, (2009) ไดทดลองใช PNA เปน capture 

probe รวมกับเทคนิคทางเซรั่มวิทยา โดยอาศัยการจับตัวระหวาง  biothylated DNA และ 

streptavidin ในการจับดีเอ็นเอเปาหมาย ในเบือ้งตนกอนจะเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอโดยใช real time 

PCR  วิธีดังกลาว capture probe จะจับตัวบนผิวของหลุมบน microtiter plate กอนทีด่ีเอ็นเอซึง่

มีไบโอตินจับอยูจะเขาจับตัว หลังจากการลางดีเอ็นเอทีไ่มตองการทิง้และทําปฏิกิริยากับ คอนจูเกตดี

เอ็นเอที่มี streptavidin ดีเอ็นเอเปาหมายจะจับตัวและทําหนาที่เปน reporter ซึ่งเปนแมแบบ

สําหรับทําพีซีอารตอไป การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีไดเปนตัวบงบอกการปรากฏของดีเอ็นเอเปาหมาย 

 ทั ้งหมดนี ้แสดงให เห็นถึงรูปแบบในการนํา PNA มาประยุกตในการพัฒนา

กระบวนการตรวจสอบทีไ่ดดํา เนินการในปจจุบัน อยางไรก็ดี  พบวาการใชการเรืองแสง 

fluorescence โดยใชการติดฉลาก fluorophore ไปทีป่ลาย 5’ จะชวยใหภายหลังจากที ่PNA จับ

ตัวกับดีเอ็นเอเปาหมายแลวจะสามารถตรวจสอบการเรืองแสงไดดวยตาเปลาโดยไมตองใชเครื่องมือ

ราคาแพง  

 Mathur et al, (2008) รายงานการใชหลักการ Forster resonance energy 

transfer (FRET) ระหวาง โมเลกุลโดเนอร และรีเซปเตอร ดวย PNA ในการตรวจวิเคราะห Bacillus 

anthracis ในตัวอยางโดยใช โพลิเมอร PFP และ PNA ท่ีมีการติดฉลาก fluorescence ในการ

ตรวจสอบ  

 รูปแบบการใช FRET เปนรูปแบบที่ประสบความสําเร็จในการตรวจเชื้อตางๆใน

อาหาร ในการตรวจการปนของ GMOs ในขาวโพดหรือถัว่เหลืองและการตรวจโมเลกุลภูมิแพแตสวน

ใหญที่กลาวมามักปรากฏอยูในรูปแบบของการใชงาน FRET กับ real time PCR ในรูปแบบ 

Taqman chemistry หรือ molecular beacon เทานัน้ การใช FRET มีขอไดเปรียบเหนือกวา 

HPLC หรือ microarray ทั้งนี ้เนื ่องจาก วิธีการมีความงาย รวดเร็ว อยางไรก็ดีหากจะนํามา

ประยุกตใชกับ PNA จะตองตรวจสอบการออกแบบ PNA และการจับตัวดวยเงือ่นไขที่เหมาะสม โดย

ปกติโครงสรางทุติยภูมิของโอลิโกนิวคลิโอไทดและไพรเมอร มีผลตอการไฮบริไดซเซชั่น ดังนั้นการ

ออกแบบโพรบ จึงเปนหัวใจทีส่ําคัญ (Gamper et. al, 1987, Tyaki and Kramer, 1996, Lima et. 

al, 1992) การพบโครงสรางทุติยภูมิภายในโพรบแมเพียงนอยนิดสามารถลดระดับความแมนยําใน

การจับตัวและการอานผลลงถึง 50 เทา (Anthony et al, 2003) นอกจากนี้ โครงสรางทุติยภูมิในดี

เอ็นเอเปาหมายก็มีสวนทําใหเกิดการลมเหลวในสวนที่ทําปฏิกิริยา ไฮบริไดซเซชัน่ (Lane et. al, 

2004) ดังนัน้จึงควรพิจารณาออกแบบทั้งโพรบและโครงสรางดีเอ็นเอเปาหมายในการวางแผนเพื่อ

ออกแบบโพรบท่ีคาดวาจะใช แมวาในปจจุบัน การออกแบบหลีกเลี่ยงโครงสรางทุติยภูมิอาจทําไดงาย

ขึน้ นอกจากนี ้การตรวจสอบโครงสรางทีอ่อกแบบขึน้ไดก็จะชวยทําใหตัดปจจัยที่ทําใหลมเหลวออก

ได ในการคัดเลือก nucleic hybridization assays ความจําเพาะขึน้กับตัวโพรบและเงื่อนไขในการ

จับตัวดวยไฮบริไดซเซชั่น  (Wang, 1998)  
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 Vilaivan et al  (2001, 2002, 2003, 2006) ไดพัฒนา PNA ทีมี่โครงสรางรูปแบบ

ใหมเรียกวา beta-pyroridinyl PNA ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงเหนือกวา PNA ของ Nelson 

โครงสรางใหมนีจ้ะไมเกิดการจับตัวแบบ triplex ไมเกิดการจับตัวภายในโครงสราง PNA กับ PNA 

ดวยกัน หรือแมกระทัง่เกิด self hybridization คุณสมบัติพิเศษดังกลาวทําให beta-pyroridinyl 

PNA สามารถจับกับดีเอ็นเอเปาหมายดวยประสิทธิภาพที่สูง ดังนัน้ การเลือกใชคุณสมบัติพิเศษของ 

PNA ดังกลาว จึงสอดคลองและตอบสนองความตองการในการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหใหตอบ

คําถาม หลักการ point of care ไดเปนอยางดี 

 นอกเหนือจากการตรวจสอบการเรืองแสงแลว การใชคุณสมบัติพิเศษในการ

เปลีย่นแปลงทางสี อันเกิดเนือ่งจากการจับตัวสะสมของอนุภาคนาโนทองคํา สามารถนํามาใชในการ

พัฒนาเปนวิธีการตรวจที่มีขอไดเปรียบที่งายกวา มีความไวสูงกวาและมีคาใชจายต่ํากวาได การใช

รูปแบบการตรวจวิเคราะหกับโมเลกุลดีเอ็นเอทีเ่หมาะสมสามารถชวยใหการตรวจวิเคราะหทําไดงาย

ข้ึนและมีตนทุนหลักท่ีต่ําลง 

 วิธีการดังกลาวเรียกวา Colorimetric DNA detection ซ่ึงใช nanoparticle ท่ีทํา

จากโลหะ ซึ่งรายงานการใชครั้งแรกโดย Mirkin et al (1996) จากการคนพบวิธีการทําใหดีเอ็นเอจับ

ตัวกับอนุภาคนาโนทองคําโดยหลักการใชอนุภาคนาโนทองคํา 2 ชุด จับตัวกับดีเอ็นเอโพรบ 2 ชนิด

และนําโพรบที่ไดไปจับกับดีเอ็นเอเปาหมาย หาก PNA ที่ไดสามารถจับกับโพรบทั้ง 2 จะทําใหเกิด

ปรากฏการณ sandwich hybridization ยังผลใหเกิดการ aggregation ของอนุภาค ทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงทาง Plasmon สงผลใหเกิดการเปลี่ยนสีของอนุภาค จากแดงเปนมวง ตอมาหลักการ

เดียวกันไดถูกนํามาใชกับ Ag/Au core-shell และ Ag/SiO2 core-shell ซึง่ทําใหเกิดรูปแบบทาง 

nanosensor ในการตรวจวิเคราะห นอกเหนือจากรูปแบบที่กลาวมายังมีรูปแบบที่เรียกวา non-

crosslinking ทีเ่กิดจากการนํา DNA-Gold nanoparticle conjugate มาใช โดยทีด่ีเอ็นเอจะจับตัว

แบบคูสมแบบสมบูรณกับโพรบ การจับตัวของอนุภาคทองคําในระบบการตรวจสอบดังกลาวอาศัย

การกระตุนใหเกิดการ aggregation ดวยเกลือในระบบ ซึ่งเปนตัวอยางแรกในการใชเกลือเปน

ตัวกระตุนใหเกิดแรง วันเดอวาลส ในการตอยอดเปน nanosensor (Elghanian et al., 1997) 

 อยางไรก็ดี การนําเอาดีเอ็นเอมาจับตัวบนอนุภาคนาโนมีความยุ งยากและ

จําเปนตองควบคุมความสัมพันธของดีเอ็นเอกับพื ้นผิวเพือ่ใหเกิดเสถียรภาพ ตองมีขั ้นตอน 

functinalization ดังนัน้ จึงมีความพยายามในการเลือกใชอนุภาคนาโนของโลหะในรูปแบบที่ไม

จําเปนตองดัดแปลงใดๆ (non functionalized) โดยเลือกใชการเปลีย่นแปลงของสี อันเนือ่งจาก

ปรากฏการณ Plasmon เปนกลไกหลัก หลักการดังกลาวถูกนํามาใชครัง้แรกโดย Li and Rothberg, 

2004 ซ่ึงใชคุณสมบัติตางกันระหวาง single strand และ double strand DNA ในการจับตัวกับ

อนุภาคนาโนทองคํา และใชเกลือเปนตัวกระตุนเพ่ือใหแสดงผล ท่ีสําคัญไมจําเปนตองทําใหอนุภาคนา

โนทองคําเกิดพันธะ โควาเลนท กับดีเอ็นเออยางทีเ่คยทํามากอน วิธีดังกลาว นอกเหนือจากจะทําให

การตรวจวิเคราะหทําไดงายขึ้นแลว ยังลดขั้นตอนยุงยากในการจับดีเอ็นเอกับอนุภาคนาโนทองคํา 
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และลดระยะเวลาในการทํางาน นอกจากนี ้การจับตัวในลักษณะดังกลาวยังเกิดขึ ้นอยางมี

ประสิทธิภาพและเกิดการเปลี่ยนแปลงของสีท่ีรวดเร็วมาก หลักการดังกลาวสามารถนํามาประยุกตใช

รวมกับเทคนิค พีซีอาร single-base mismatch detection และ ssDNA detection (Li et al, 

2004, Cho et al, 2008, Rho et al, 2009) 

 ในการพัฒนาวิธีการตรวจบนพืน้ฐาน ไบโอนาโนในครัง้นี ้ อาศัยการเชื่อมโยงและ

พัฒนานวัตกรรมการตรวจแนวใหม นวัตกรรมทางเทคโนโลยีในปจจุบันสงผลใหวิธีการตรวจมีความ

หลากหลายมากขึ้นตัวอยางที่สําคัญไดแก การเพิ่มปริมาณโดยอาศัยลําดับนิวคลีโอไทดเปนพื้นฐาน 

(sequence-based amplification) การเพิม่ปริมาณจากการจําลองตัวเอง (self-sustained 

replication) (Guatelli et al., 1990) การเพิ่มปริมาณโดยการใชปฏิกิริยาแทนที่สายดีเอ็นเอ 

(strand displacement amplification) และการเพิม่ปริมาณอุณหภูมิระนาบเดียว(Walker et al., 

1992) โดยการชักนําในระบบหวง (Loop mediated isothermal amplification) (Notomi, 

2000) นอกเหนือจากนี้ยังพบวามีผูคิดคนวิธีการเพิม่ปริมาณสัญญาณทีเ่ปนดีเอ็นเอขนาดสั้นๆ ไดแก 

branched DNA amplification (bDNA) invader และ rolling circle amplification 

(Lyamichev et al., 1999 และ Lizardi et al., 1998)  ซึง่เทคนิคในกลุมหลังจัดเปนวิธีการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอตรงบริเวณเปาหมาย จากการเปรียบเทียบขอดีขอเสียทางเทคนิคพบวา นอกจาก

เทคนิค PCR แลว การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอดวยหลักการชักนําใหเพิม่ปริมาณดีเอ็นเออุณหภูมิระนาบ

เดียวโดยการชักนําในระบบหวง (LAMP) มีขอเดนกวาเทคนิคอืน่โดยเฉพาะการใชอุณหภูมิระนาบ

เดียว(Notomi, 2000)  โดยท่ีไมมีกระบวนการทางความรอนตางระดับอุณหภูมิ มาคลายสายดีเอ็นเอ

จากเกลียวคูใหกลายเปนสายเดียวมาเก่ียวของ จึงสามารถประยุกตใชในการเพ่ิมปริมาณกรดนิวคลีอิก

ทั้งดีเอ็นเอและอารเอ็นเอไดในระดับที่ใกลเคียงกัน ปฏิกิริยา LAMP อาศัยเอนไซม DNA 

polymersase ที่มีกิจกรรมแทนที่สายดีเอ็นเอในตัว โดยการผลักสายดีเอ็นเอเดิมใหหลุดออกและ

แทนที่ดวยการสังเคราะหสายใหม การใชไพรเมอร 2-3 คู ทําใหความเฉพาะเจาะจงของปฏิกริยาสูง

มาก มากกวาเทคนิค PCR ท่ีเคยทําไดถึง1000 เทาในเวลาท่ีนอยกวา นําใหเทคนิคนี้เหมาะท่ีจะใชเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอจากแหลงทีมี่ดีเอ็นเอหลากชนิดปนกัน เชนที่พบในอาหาร การที่อุณหภูมิเปนระนาบ

เดียวที ่65
0C (BcaBestTM DNA polymerase) จึงทําใหการตรวจสอบไมจําเปนตองใชเครื่องมือ

ควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติที่ใชสําหรับPCRซึง่มีราคาแพง จึงเหมาะอยางยิ ่งในการออกแบบระบบ

ตรวจสอบใหสามารถดําเนินการได แมในสถานท่ีท่ีขาดความพรอมของเครื่องมือ  

 ที่ผานมากมีผูนําเทคนิคดังกลาวไปตรวจสอบการติดเชื้อแบคทีเรีย ไวรัส และรา

(Horisaka et al., 2004 และ Parida, 2004) โดยหลักการถาเพียงทราบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่

ตองการเพิ่มปริมาณ ก็จะสามารถออกแบบไพรเมอรจําเพาะ 2-3 คู ที่มีอุณหภูมิจับตัว (annealing 

temperture) ใกลเคียงกันเปนหลัก ในปจจุบันคณะผูวิจัยไดพัฒนาเทคนิคในการตรวจสอบดีเอ็นเอใน

ถั่วเหลือง  ขาวโพด มะละกอ  และมะเขือเทศดัดแปรพันธุ ขาวสายพันธุประเทศไทย ชนิดของ

เนื้อสัตว ความแทของสายพันธุ กลวยไมและไมผลบางชนิด จึงมีความพรอมในขอมูลลําดับนิวคลีโอ
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ไทดดังกลาว(Chaumpluk, 2003)  นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังประสบความสําเร็จในการพัฒนาไบโอ

เซ็นเซอรในการตรวจไขหวัดสายพันธุใหมทําใหการนําประสบการณไปตอยอดทําไดโดยงาย 

 ในการดําเนินงานหัวใจสําคัญอยูที่การพัฒนาเทคนิคการเพิ่มสัญญาณดีเอ็นเอและ

การตรวจจับสัญญาณ การเปรียบเทียบเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอพบวาเทคนิค LAMP มีความ

โดดเดนมากที่สุด เนื ่องจากเทคนิค LAMP เปนเทคนิคที่ใหมมาก และอยู ในชวงเริ ่มตนของการ

ประยุกต และปจจุบันยังไมมีผูนําเทคนิคมาใชทดสอบอาหาร การบุกเบิกนําเทคนิคมาตอยอดเพือ่การ

ตรวจวิเคราะหอาหาร การดําเนินการนอกจากจะชวยใหตรวจสอบระดับคุณภาพและความปลอดภัย

ในอาหารทําไดแมในภาวะความไมพรอมทางเครื่องมือซ่ึงเหมาะกับประเทศแลว ยังชวยสรางโอกาสใน

การในการเปนผูนํานวัตกรรมนี้ในการตรวจวิเคราะหอาหารโดยเฉพาะในกลุมผักและผลไมได 

 สําหรับการตรวจสอบและติดตามโมเลกุลนัน้ ในปจจุบันการพัฒนาโมเลกุลในระดับ

นาโนไบโอกาวหนาไปมาก การนํา PNA รวมกับหลักการเรืองแสงในรูปการถายทอดพลังงานจากตัว

โมเลกุลของสีสงถายไปยังโมเลกุลอื่นขณะจับตัวกับชิ้นดีเอ็นเอ(FRET) โดยตัวจับที่มีผลตอ probe 

สามารถออกแบบใหอยู ในรูปโครงสราง 2 มิติตางกัน เพือ่อาศัยกลไกการเปลี ่ยนโครงสราง หรือ

ปฏิกิริยา exonuclease ของเอ็นไซม ชวยใหโมเลกุลของสีทีเ่คยจับอยูกับดีเอ็นเอแสดงปฏิกิริยาดวย

หลักการเรืองแสง(Clegg, 1992) มาประยุกตก็ดี การนําหลักการ Plasmon ของอนุภาคนาโนของ

โลหะในรูปแบบ unmodified nanoparticle มาประยุกตในรูป colorimetric ก็ดี ทําใหการพัฒนา

ระบบการตรวจวิเคราะหเขาสู ระบบตรวจวิเคราะหในรูปแบบนาโนเซ็นเซอร ซึ ่งจะชวยใหการ

วิเคราะหมีประสิทธิภาพและอาจทําใหการตรวจสอบทําไดงายข้ึนอีกดวย 
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บทท่ี 3 

วิธีการทดลอง 

 

วิธีการดําเนินการวิจัย และสถานท่ีทําการทดลอง/เก็บขอมูล 

การดําเนินการวิจัยในโครงการยอยนี้แบงข้ันตอนการทํางานเปน 4 สวนไดแก 

1. การพัฒนาวิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อการวิเคราะหคุณภาพและความปลอดภัยดวย 

อุณหภูมิระนาบเดียวเนนการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหท่ีมีความแมนยํา เริ่มจาก 

 - คนหาขอมูลและการเลือกใชบริเวณนิวคลีโอไทดและขอมูลท่ีเฉพาะเจาะจงกับ 

    รายละเอียดปลีกยอยโดยฐานขอมูลดีเอ็นเอในธนาคารขอมูล  

 - เลือกใชไพรเมอรและทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอรในระบบรอบ จากการ

    แปรผัน อุณหภูมิทางลาดในทุกคูไพรเมอร ประเมินจากผลกิจกรรมการแทนท่ีสาย

    ดีเอ็นเอท่ีตรวจสอบได 

 - ประกอบปฏิกิริยาและปรับใหมีความยากงายในการดําเนินการ 

 -  ทดสอบปฏิกิริยาท่ีสังเคราะหข้ึนโดยการตัดดวยเอนไซมจําเพาะ 

 -  ทดสอบประสิทธิภาพของวิธีทดสอบ  

2. การพัฒนาระบบตรวจสัญญาณบนพ้ืนฐานทางไบโอนาโน 

 -  ศึกษารูปแบบการจับตัวระหวาง binder หรอื probe กับ ดีเอ็นเอในระบบ 

    ตรวจสอบ 

 -  แปรผันภาวะของปฏิกิริยาเพ่ือหาจุดเหมาะสมจากปจจัยท่ีเก่ียวของ เชน อุณหภูมิ 

    ความเขมขนของสารในปฏิกิริยาดีเอ็นเอ ความเขมขนของ binder ลกัษณะการ

    ตรวจวัด ละการสรางกราฟมาตรฐาน 

 - ประกอบระบบท่ีคัดเลือกและทดสอบภาวการณใชงานผานการทดสอบ 

   ประสิทธิภาพของวิธีทดสอบ validation test 

3. พัฒนาโมเลกุลดีเอ็นเอเพ่ือการอางอิง 

 -  เตรียมระบบการตรวจสอบตามท่ีมีรายงานในวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบ 

 -  เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายของแตละระบบ 

 -  ทําความสะอาดชิ้นดีเอ็นเอ 

 -  โคลนชิ้นดีเอ็นเอเขาสูพลาสมิดโดยหลักการ TA cloning และถายยีนเขา 

    แบคทีเรียสายพันธุ Top 10 ดวยวิธี Heat shock  

 -  คัดเลือกโคลนท่ีได 

 -  ตรวจสอบดวยเทคนิค PCR และตัดดวยเอนไซมจําเพาะ 

 -  นําโมเลกุลไปใชในการตรวจสอบในเชิงคุณภาพ ตรวจสอบจํานวนโมเลกุลเพ่ือ 

       สังเคราะหเปนดีเอ็นเอมาตรฐาน  
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4. สรางระบบการตรวจสอบโดยวางโครงรางการตรวจสอบตนแบบทีป่ระกอบดวย ตัวอยาง

เอกสารขณะดําเนินการวิเคราะห เอกสารกํากับ เอกสารรายงานผล การจัดทําระบบที่พรอมสําหรับ

การถายทอดไปสู ภาคเอกชน สถาบัน และหนวยงาน ทีมี่ความตองการ เนนการนําระบบไปปฏิบัติได

จริงในสนามเพือ่เปนแรงขับดันใหแตละหนวยงานสามารถดําเนินการไดเอง อบรม และถายทอดเริม่

ดําเนินการวิเคราะห วิธีเก็บขอมูลเอกสารกํากับ เอกสารรายงานผลสูผูประกอบการ 

 

ข้ันตอนการทดลอง ผลลัพธ 

1 การเพ่ิมปริมาณ DNA 

2 การพัฒนาระบบ Biosenser 

3 การใช DNA ในการอางอิง 

4 การตรวจสอบในสถานประกอบการ

ของมะมวงหั่นชิ้น 

 

แผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย  

 แผนการดําเนินงานแบงออกเปน 5 สวน โดยแผนการดําเนินการจะดําเนินการใน

สวนที่เกีย่วกับการศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมที่นํามาใชอางอิง กับดัชนีคุณภาพ เนื่องจาก

ขัน้ตอนนี้เปนหัวใจสําคัญในการพัฒนาระบบและวิธีการตรวจวิเคราะห การคนหาอยูบนหลักการ

ตรวจสอบ unique identifier ซึง่เปนยีน หรือลําดับนิวคลิโอไทดทีจ่ําเพาะตอ ระบบที่ตองการตรวจ

ทัง้ การตรวจการปนเปอนของเชือ้ การตรวจความตรงพันธุการปลอมปนหรือความแทของสายพันธุ 

ในระหวางการดําเนินการ ผูรวมโครงการจะดําเนินการออกแบบและพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะหที่

อาศัยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา LAMP ครอบคลุมระบบการตรวจวิเคราะหการดําเนินการ

อยู บนพื้นฐานของการเลือกบริเวณและออกแบบชุดของไพรเมอรทีใ่หความเฉพาะเจาะจงและ

ประสิทธิภาพในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสูงสุด จากการคัดเลือกชุดไพรเมอรไมนอยกวา 3 ซีรีส ตอ

รายการการตรวจวิเคราะห ทดสอบเปรียบเทียบกับการวิเคราะหดวยวิธีมาตรฐานท่ีมีรายงาน เนนการ

ออกแบบไปที ่element ของยีนเฉพาะ( Maeda et al., 2005; Parida et al., 2004)(Chaumpluk, 

2005a,b) 

 การดําเนินการในสวนที่ 3 เกี่ยวของระบบการตรวจวัดในขั้นตน ในขั้นตนศึกษา

รูปแบบความเปนไปไดและตนทุนรวมของการตรวจวัดแตละรูปแบบไดแก การตรวจวัดจากการเรือง

แสงตามหลักการ fluorescence หรอื FRET และการเปลีย่นสีในรูปแบบ colorimeter เปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพและความคุมคาทางเศรษฐศาสตรเปนหลัก 

 การดําเนินการในสวนท่ี 4 เกี่ยวของกับการวางระบบ และการวางแผนการถายทอด

รูปแบบการใชงานสูผูประกอบการ และ การดําเนินการในสวนท่ี 5 เนนการพัฒนาโมเลกุลดีเอ็นเอท่ีใช

ในการตรวจ 
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บทท่ี 4  

ผลการทดลอง 

 

 มะมวงพันธุน้ําดอกไมทีร่ะดับความบริบูรณ 80% เก็บเกี่ยวจากสวนมะมวงทีต่ําบล

พันชาลี อําเภอวังทอง จังหวัดพิษณุโลก ทําการลางทําความสะอาดดวยน้ําประปาและน้ําประปาที่มี

การเติมสารละลายคลอร็อก ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต จากนัน้ทําการปอกเปลือก และหั่นชิ้น

มะมวงสุก ขนาด 4x6 เซนติเมตร 

 การปลูกเชือ้ E. coli strain Top 10 ปริมาณ 5 CFU โดยการนํากอนสําลี ขนาด

เสนผานศูนยกลาง 2 เซนติเมตร ทาบนพื้นผิวของมะมวงหั่นชิ้น (swatting surface) จากนั้นบมที่

อุณหภูมิ 37οC เปนเวลา 3.5 ชัว่โมง ในสารละลาย Terrific broth จากนั้นนําตัวอยางเชือ้ E.coli 

จากตัวอยางของมะมวงหั่นชิ้นใสในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีการเติมสารละลาย 

Terrific brith ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวียงทีค่วามเร็วรอบ 16,000 g เปนระยะเวลา 2 

นาที แลวเทสวนของเหลวใส (supernatant) ออกและเติมน้ํา  (deionized water) ทีผ่านการฆาเชือ้

แลว จากนั้นนําสวนท่ีเหลืออยูใชในการศึกษาตอไป  

 ชนดิของไพรเมอร (primer) มีความจําเพาะตอ gene mal B gene สําหรับ

จัดลําดับคูเบส ของ E.coli ดังนี้ 

 F3    5’ CCGTTTCTCACCGATGAACA3’ 

 B3   5’ GCTGTCGATGACAGGTTGTT3’ 

 FIP  5’ GTTTGTCGGACCGTCTGGCTGTTTGTCTCAAGCCCGGCAATC3’ 

 BIP  5’ TTCGTACCAACGACCTCGCCTTTCAAAGGGAGAGGGCATGG3’ 

  

-         20 µl section mixture solution ประกอบดวย ชิ้นสวนของ 

- DNA polymerase (New England Biolats Inc, Beverly, MA, USA) 

- 14 mM deoxynucleoside triphosphate 

- 0.8 M befain (Sigma –Aldrich, St.louis, MO, USA) 

- 20 mM Tris –HCl (pH 8.3) 

- 10 mM (NH4)2 SO4 

- 16 mM Mg SO4 

- 0.1% Tween 20 

- 2 µl DNA template 
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 สวนผสมดังกลาวจะถูกบม (incubate) ท่ีอุณหภูมิ 65οC เปนเวลา 25 นาที การ

ยืนยันผลโดยใช Total plate count technique และเทคนิค PCR amplification  ของ  β-D-

glucuronidase gane (Talcashi และคณะ,2009) 

 การตรวจสอบ DNA ของ E. coli โดยการใชการเรืองแสง ดวยตาเปลา ภายหลังจาก

การผสม DNA และ Pico Green (Invitrosen Corp, Carlsbad, Califorma,USA) ท่ีเจือจาง 50 เทา 

จากนั้น มองผานหลอด Ultraviolet เชนเดียวกับ LAMP product ซ่ึงสามารถมองเห็นดวยตาเปลา

ภายหลังจากการนําไปแยก DNA ดวยเทคนิคอิเลกโตรโพโลซีสโดยใช 3% agarose TAE 

 การทดสอบความไว (sensitivity) ของการวิเคราะหโดยใช mal B DNA ท่ีมีความ

เขมขน 10 เทา ทําปฏิกิริยา (reaction) ท่ีอุณหภูมิ 65οC เปนเวลา 25 นาที ความไวของการ assay 

เปรียบเทียบกับ β-D-glucuronidase PCR โดยวิธี Electrophoresis  

 

ผลการทดลอง 

 การทดสอบ E.coli ในมะมวงหั่นชิ้น การเพ่ิมปริมาณ DNA (Amplification) โดย

การใชเทคนิค LAMP และไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกับ mal B gene ของ E.coli มีขนาด 

100 นิวคลีโอไทด (รูปท่ี 1) โดยท่ีมีผล + (positive) ตอเชื้อ E.coli เทานั้น โดยไมแสดงผลตอเชื้อ

อ่ืนๆ ไดแก Salmonella sp., Shigella sp., Vibrio cholera, Cyclospora sp. และ  

Xanthomonas sp.  

 การใชการตรวจสอบของ DNA เปาหมาย คือ mal B gene ใน E.coli ใหผล

เชนเดียวกันกับการใชการเพ่ิมปริมาณของ β-D-glucuronidase gene ดวยเทคนิค PCR (Talcashi 

และคณะ,2009) 

 การทดสอบ E.coli บนมะมวงหั่นชิ้นจากมะมวงหั่นชิ้นจํานวน 7 ตัวอยาง ในจังหวัด

พิษณุโลกพบวา ในตัวอยางท่ี 5 มีการปนเปอนของ E.coli (ภาพท่ี 2) 
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 Fig. 2 Sensitivity of primer for amplification of target DNA of known copies using cloned mol B gene via LAMP (upper) and its 

LAMP fluorescence detection (lower).The confirmation by PCR using-β-D glucuronidase gene amplication is in the middle 

Lane M, 100 nt ladder marker; Lane-ve, negative amplication of Salmonella DNA, Lane numbering indicates the number of 

DNA copies involed in detection 
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บทท่ี 5 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 

 

วิจารณผลการทดลอง 

 เชื้อ E.coli เปนตัวทดสอบการปนเปอนจุลินทรียบนอาหารสด (Mossel และคณะ

,1995) หลักการตรวจสอบ E.coli บนผลไมหั่นชิ้นสดขึ้นอยูกับการเพิ่มปริมาณของแบคทีเรียจาก

พืน้ผิวของผลไมหั่นชิ้นโดยการใชเทคนิค swabbing ดวยกอนสําลี จากนัน้นํามาเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่ม

ปริมาณใน  terrific amplication ยีนเปาหมาย (mal B gene) ดวยสารเรืองแสง การเพิม่ปริมาณ

กอนการทํา PCR เปนขั้นตอนที่สําคัญและไดรับการยอมรับในกระบวนการตรวจสอบ การปนเปอน

ของเชื้อ (Jasson และคณะ, 2009, Worakhupiset and Tharnpoophasiam, 2009)  

 Terrific broth ทีใ่ชจะประกอบดวยสารอาหารใน Phosphate buffer ในการ

รักษาระดับ pH ที่เหมาะสมในการกระตุนการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ภายหลังจากการเพิ่ม

ปริมาณจะไมมีการสกัด DNA ซึง่จะเปนวิธีทีป่ระหยัดเวลาในการตรวจสอบปริมาณ (Lawpel และ

คณะ, 2000) การตรวจสอบปริมาณ E.coli ในตัวอยางจากการเพ่ิมปริมาณของ DNA เปาหมาย (mal 

B gene) ซึง่เปนยีนสที่เกีย่วของกับการใชน้ําตาล maltose ในสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก (enterococcus) 

(Le Breton และคณะ, 2005) จึงเปนวิธีการทดสอบการปนเปอนของอาหารท่ีมีประสิทธิภาพ 

 เทคนิค LAMP สามารถใชในการทดสอบ E.coli ไดเชนเดียวกับ PCR เปนการใช

คุณสมบัติการใชอุณหภูมิคงที ่(isothermal property) ในการเพิ่มปริมาณ DNA ปริมาณมากๆ 

(Parida และคณะ, 2008) การมีปริมาณ DNA เปาหมายปริมาณมากๆ จะทําใหเกิดการเรืองแสงดี 

(fluorescence) การเพิม่ปริมาณ DNA โดยวิธี LAMP จะเปนการเพิ่มปริมาณ DNA โดยไมใชเครื่อง 

PCR และใชอุณหภูมิคงที่จะทําใหสะดวกในการเพิ่มปริมาณ DNA เปาหมายนอกหองปฏิบัติการ 

(Nagemine และคณะ, 2001) นอกจากนี้ยังพบวามีสารยับยั้งการเพิม่ปริมาณ DNA เปาหมายนอย

กวาวิธี PCR  และใชเวลานอยกวาดวย (Kaneko และคณะ,2007) โดยการใชตัวอยางในการ

ตรวจสอบจํานวนนอยรวมกับ DNA binder โดยใชตาเปลาดูภายใตหลอด UV เรืองแสงหรือปากกา  

black light ซ่ึงเปนวิธีการตรวจสอบท่ีงายและสะดวกรวดเร็ว 

  DNA binder หลายชนิดที่มีคุณสมบัติในการเรืองแสง (Hashimoto และคณะ, 

1994) Pico Green เปนหนึง่ใน DNA binder ทีไ่ดรับการยอมรับในการตรวจพิสูจนโดยมีคุณสมบัติ

เสถียร (stable) ตอสภาพมีแสง (photo bleaching) และสามารถคงรูปไดในระยะเวลานาน

คุณสมบัติในการเรืองแสงจะเพิม่มากขึน้ เมื่อ Pico Green เชือ่มติดกับ dsDNA และไมเรืองแสงหาก

ไมมีการเชื่อมติดกับ DNA เปาหมาย (Cosa และคณะ, 2002) 
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สรุปการทดลอง  

 การตรวจวิเคราะหเชื้อแบคทีเรีย E.coli บนมะมวงหั่นชิ้นดวยเทคนิคไบโอนาโน

เซ็นเซอร โดยการเพิม่ปริมาณ DNA เปาหมาย mal B gene ทีพ่บทัว่ไปใน E.coli โดยใชเทคนิค 

cotton ball swabbing ในอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะ DNA เปาหมายสามารถตรวจวัดไดจาก 100       

นิวคลีโอไทด ความไว (sensitivity) ของไพรเมอรที่ทดสอบได (detect) นอยทีสุ่ดเทากับ 5 copies 

ของมะมวงหั่นชิ้นน้ําหนัก 50 กรัม ระยะเวลาตั้งแต swabbing techniques ถึง culture ประมาณ 

3.5 ชั่วโมง และใชเวลาในการเพิม่ปริมาณ DNA เปาหมาย 25 นาที รวมใชเวลาทั้งสิ้นประมาณ 4 

ชัว่โมง วิธีการดังกลาวเปนเทคนิคการตรวจสอบ E.coli ท่ีงาย สะดวก รวดเร็ว และไมตองใชเครื่องมือ 

PCR เหมาะสําหรับการตรวจสอบจุดวิกฤต (critical control point, CCP) ในระบบวิเคราะห

อันตรายและควบคุมจุดวิกฤต(HACCP)ของอุตสาหกรรมมะมวงหั่นชิ้น (fresh-cut mango industry)  
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