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บทคัดยอ 

 งานวิจัยนี้นําเสอนวิธีการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นความไวสูงอาศัยฉลากไบโอบารโคดลาเทค 

รวมกับสารกอรูปเงิน      ฉลากไบโอบารโคดลาเทคสรางโดยการตรึงดีเอ็นเอบนอนุภาค พอลีสไตรีน-โค-

อะคริลิคแอซิดเคลือบทับดวยสารพอลิเอริลเอมีน และ กลูตาอัลดีไฮด      ดีเอ็นเอที่ ใชตรึงมี 2 ชนิดคือ 

ดีเอ็นเอโพรบที่สามารถไฮบริไดซกับดีเอ็นเอเปาหมายได   และดีเอ็นเอบารโคดซึ่งใชเปนฉลากเทานั้น     โดย 

ปริมาณดีเอ็นเอที่ตรึงบนอนุภาคลาเทคทั้งสามขนาด คือ 330, 399 และ 468 นาโนเมตร ไดถึง 104 โมลเลกุล 

ตออนุภาคซึ่งมากกวาปริมาณดีเอ็นเอที่ตรึงบนอนุภาคทองนาโนไดถึง 100 เทา      เนื่องจากอนุภาคลาเทคม ี

ขนาดใหญกวา       ฉลากดีเอ็นเอบารโคดลาเทคสามารถใชสําหรับการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายโดยตรง 

บนขั้วไฟฟาแบบพิมพสกรีน   หรือการตรวจวัดแบบ sandwich ซึ่งใชพีเอน็เอโพรบตรึงบนขั้วไฟฟาคารบอน 

แบบพิมพสกรีน   นอกจากนี้ยังอาศัยการจับกันระหวางอิออนเงินประจุบวก และประจุลบจากหมูฟอสเฟตของ 

สายดีเอ็นเอ   รวมถึงการรีดิวซอิออนเงินใหเปนกลุมกอนโลหะเงินปริมาณมากบนอนุภาคบารโคดลาเทค      

ซึ่งปริมาณโลหะเงินนี้สามารถละลายดวยกรด และวัดดวยเทคนิคแอนโนดิคสตริปปงโวลแทมเมทรี     

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาฐานเทคโนลยีนี้สามารถตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายขนาด 30 เบสจากเชื้ออีโคไลน  

ไดต่ําถึง 182 แอตโตโมลาร(สําหรับการตรวจวัดโดยตรง) และ 0.56 แอตโตโมลาร(สําหรับการตรวจวัดแบบ 

sandwich โดยใชพีเอ็นเอโพรบ)          ซึ่งดีเอ็นเอไบโอเซนเซอรชนิดนี้สามารถตรวจวัดดีเอ็นเอคูสมได 

แตกตางอยางชัดเจนจากดีเอ็นเอที่ไมเปนคูสมและมีลําดับเบสผิดพลาด          นอกจากนี้สามารถประยุกตใช 

สําหรับตรวจวัดจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้ออีโคไลนไดต่ําถึง 382 CFU/mL 

 

คําสําคัญ  ไบโอบารโคดลาเทค   การตรวจวัดทางเคมีไฟฟา   การเกิดไฮบริไดเซชั่นโดยตรง และแบบแซนวิช 
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Abstract 

A highly sensitive DNA hybridization detection method based on silver enhancement of 

DNA biobarcode latex particle has been developed. The DNA coated sequentially with biobarcode 

latex particles were composed of a polystyrene-co-acrylic acid core, polyallyamine, glutaraldehyde 

and DNA. Two types of DNA were used, one complementary to the target oligonucleotide and the 

other not, acting as a label only. The DNA coverage for 330, 399 and 468 -nm-diameter spheres 

was approximately 104 molecules per latex sphere, which is an increase of more than 2 orders of 

magnitude in previous for bio-barcode coverages of AuNPs. Due to the fact that the latex particles 

used here are larger size. The DNA biobarcode latex particles were directly hybridized with 

oligonucleotide targets immobilized on screen printed electrodes (SPEs), or sandwich hybridized with 

oligonucleotide targets using probe PNA-modified SPEs. Ag+ ions were then electrostatically 

associated with the negative backbone of the biobarcode DNA, followed by autocatalytic reduction to 

Ag metal. The Ag content of the latex labels was then determined by anodic stripping voltammetry 

after oxidation the Ag metal to Ag ions. A 30 mer sequence common to E. coli was measured with 

limits of detection of 182 aM (for direct hybridization) and 0.56 aM (for sandwich hybridization using 

the PNA capture probes). The DNA biosensor using sandwich hybridization showed significantly 

different responses between complementary DNA sequences, sequence with a single mismatched 

and non-complementary sequences. The sandwich hybridization method allowed the detection of 

heat extracted cultured genomic E. coli down to 382 CFU mL-1 without requiring amplification by the 

polymerase chain reaction. 

Keywords; Biobarcode-latex, Electrochemical detection, Direct- and Sandwich-hybridization 
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32 

3.12 ภาพ TEM ของไบโอบารโคดลาเทครวมกับสารกอรูปเงินหลังจากทําการตรวจวัด 
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3.13 กราฟความสัมพันธระหวางคากระแสสัญญาณที่วัดไดกับดีเอ็นเอเปาหมายชนิดตางๆ 

คือ ดีเอ็นเอคูสม  ดีเอ็นเอไมเปนคูสม และดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสผิดพลาด 1 เบส ที ่

ความเขมขน 0.1 เฟมโตโมลาร ถึง 100 พิคโคโมลาร  
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3.14 ความสัมพันธระหวางคากระแสที่ไดรับการการตรึงพีเอ็นเอดวยวิธี electrosorption 

และ covalent bonding ตอการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ 1 พิคโคโมลาร เทียบกับ 0 

โมลาร 
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ตรวจววัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความเขมขน 1 พิคโคโมลาร และ 0 โมลาร 
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3.16 ความสัมพันธระหวางสัดสวนกระแสที่ไดรับระหวงการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที ่

ความเขมขน 1  พิคโคโมลารเทียบกับ 0 โมลาร ที่เวลาในการเกิดไฮบริไดเซชั่นของ 

PNA/tDNA ระหวาง 10 ถึง 50 นาที    
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3.18 กราฟความสัมพันธระหวางกระแสสัญญาณที่วัดไดเมือ่ทําการตรวจวัดดีเอ็นเอเปา 

หมายที่ความเขมขน 1 พิคโคโมลาร และ 0 โมลาร ที่อุณหภูมิ 20 - 35 องศาเซลเซียส 
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3.19 กราฟความสัมพันธระหวางกระแสสัญญาณที่วัดไดเมื่อทําการตรวจวัดดีเอ็นเอเปา 

หมายที่ความเขมขน 1 พิคโคโมลาร และ 0 โมลาร ที่อุณหภูมิตางๆ กัน 
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3.20 กราฟมาตรฐานสําหรับการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความเขมขนตางๆ ตอกระแส 

สัญญาณ (รูปแทรก; กราฟเชิงเสนมาตรฐานชวงความเขมขน 1 พิโคโมลาร ถึง 100 

แซตโตโมลาร) 
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3.21 กราฟความสัมพันธระหวางคากระแสสัญญาณที่วัดไดกับดีเอ็นเอเปาหมายชนิดตางๆ 

คือ ดีเอ็นเอคูสม  ดีเอ็นเอไมเปนคูสม และดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสผิดพลาด 1 เบส 

ที่ความเขมขน 1 พิคโคโมลาร  ภายใตสภาวะความคุมตางๆ วัด ใน 0.1 โมลาร 

อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท tdep= 300 วินาที และ scan 

rate = 50 mV s-1 
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3.22 กราฟเชิงเสนมาตรฐานระหวางความเขมขนของจีโนมิกดีเอ็นเอจากเชื้ออีโคไลน 

(CFU/mL) และกระแสสัญญาณที่วัดไดดวยเทคนิค ASV    ภายใตสภาวะความคุม 

ตางๆ วัดใน 0.1 โมลาร อะซิเตด บัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท 

tdep= 300 วินาที และ scan rate = 50 mV s-1 
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3.23 กราฟความสัมพันธระหวางคากระแสสัญญาณที่วัดไดกับจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเชื้

ออีโคไลน และซัลโมเนลลาที่ความเขมขน 0, 103 และ 106 CFU/mL     ภายใตสภาวะ 

ความคุมตางๆ วัดใน 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 

โวลท tdep= 300 วินาที และ scan rate = 50 mV s-1 
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รายการสัญลักษณ 

i = กระแสไฟฟา หนวยเปนแอมแปร (A) 

tdep = เวลาที่ใชในการสะสมโลหะอิออน หนวยเปนวินาท(ีs) 

Edep = ศักยไฟฟาที่ใชในการทํา deposition หนวยเปนโวลท(V) 

 

ประมวลศัพทและคํายอ 

Ab = แอนติบอดี้ 

Ag = แอนติเจน 

Ag+ = อิออนโลหะเงิน 

aM = แอตโตโมลาร 

APS = Ammonium persulfate 

ASV = Anodic stripping voltammetry 

ATP = Adenosine-5’-triphosphate 

Au = ทอง 

AuNP, AuNPs = อนุภาคทองนาโน 

BSA = Bovine serum albumin 

CdS = Cadmium sulfide 

CE = Counter electrode 

CTAB = Cetyl trimethylammonium bromide 

CO = คารบอนมอนอกไซด 
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DNA = Deoxyribonucleic acid 

dsDNA = Double strand DNA 

ssDNA = Single strand DNA 

DPASV = Differential pulse anodic stripping voltammetry 

ELISA = Enzyme linked immunosorbent assay 

GC = Gas chromatography 

GPES = General purpose electrochemical system 

HPLC = High pressure liquid chromatography 

LBL = Layer by layer 

LOD = Limit of detection 

MW = มวลโมเลกุล 

mL = มิลลิลิตร 

µL = ไมโครลิตร 

PAA = Poly(allyamine) 

PEG = Polyethylene glycol 

PCR = Polymer chain reaction 

pM = พิคโคโมลาร 

PSA = Poly styrene-co-acrylic acid,  

อนุภาคลาเทคโพลีสไตรีนสังเคราะหรวมกับกรดอะคริลิค 

PSS = Poly(sodium 4-styrene) sulfonate 
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RE = Reference electrode, ขั้วไฟฟาอางอิง 

SDS = Sodium dodecyl sulfate 

SPE  Screen printed electrode 

TEM = Transmission electron microscope 

WE = Working electrode, ขั้วไฟฟาทํางาน 

zM = แซตโตโมลาร 

 

 



	
   1	
  

บทที่ 1 บทนำ 

 

 หัวใจสําคัญของไบโอเซนเซอรคือในสวนของสารทางชีวภาพที่ใชซึ่งจําตองมีความจําเพาะเจาะจงกับ

สารหรือโมเลกุลที่ตองการตรวจวัด  ในกรณีเดียวกันของดีเอ็นเอเซนเซอรนั้นใชความจําเพาะเจาะจงของ 

ลําดับเบสของดีเอ็นเอ ในการวิเคราะหทางพันธุศาสตรนั้นหัววัดดีเอน็เอทั่ว ๆ ไปจะใชดีเอ็นเอสายเดียวสั้น  ๆ 

(ssDNA) ที่มีลําดับเบสประมาณแปดถึงเจ็ดสิบเบส    โดยดีเอ็นเอนี้จะถูกออกแบบมาใหเขาจับอยางจําเพาะ 

เจาะจงกับ ssDNA เปาหมายเพื่อนํามาใชประโยชนในการวิเคราะหทางพันธุศาสตร     นอกจากจะสามารถ 

ตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายโดยตรงแลวยังมีการใชโปรตีนหรือโมเลกุลขนาดเล็กเขาชวยใน การเกิดปฏิกิริยา      

โดยจะเขาไปจับกับดีเอ็นเอนี้ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคม ี หรือกายภาพที่บริเวณผิวหนาของ 

หัววัด  คือเกิดการเปลี่ยนแปลงทางแสง  มวล  หรือ ไฟฟาเคมี        ดังนั้นจึงสามารถตรวจวัด และวิเคราะห 

สัญญาณที่เกิดขึ้นนี้ได    ในการตรวจวัดลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequence) ในตัวอยางที่มีดีเอ็นเอ 

หลายชนิดผสมอยูนั้นตองอาศัยพื้นฐานสําหรับการจัดจําแนกยีน (identify genes)  รูปแบบดีเอ็นเอ (DNA 

profile)  และวิธีใหม ๆ เพื่อใหไดลําดับดีเอ็นเอ   

 

ในการออกแบบเครื่องดีเอ็นเอเซนเซอรนั้นตองการการพัฒนาวิธีการตรวจวัดนั้นมีเปาหมายพื้นฐาน

หลักสองอยาง อยางแรกคือการตรวจวัดดีเอ็นเอเพื่อใหไดการตอบสนองที่สูง และไมตองทําการเพิ่มปริมาณ 

ดีเอ็นเอในตัวอยางดวยวิธีพีซีอาร (polymerase chain reaction; PCR) กอนทําการตรวจวัด    แตการ 

เพิ่มปริมาณดวยวิธีทางเคมีหรือฟสิกสรวมอยูในวิธีการวิเคราะห  เปาหมายที่สองเกี่ยวของในสวนการตรวจ 

วัดนั้นตองตระหนักถึงความจําเพาะเจาะจง และความสามารถในการคัดเลือกสูงเพื่อทําการตรวจวัดตัวอยางที ่

มีการกลายพันธุ 

 

 ดังที่ไดกลาวในตอนตนวาการทรานสดิวซสัญญาณวัดดวยเทคนิคทางเคมีไฟฟาสามารถพัฒนาใหได

เครื่องมือที่มีราคาถูก สรางไดดวยกระบวนการที่ไมซับซอน         นอกจากนี้ยังใชงานงายสามารถพกพา 

และอํานวยความสะดวกตอการนําไปใชงานภาคสนาม     แมแตการใชเปนเครื่องมือวัดสวนตัว เชนเครื่องวัด 

น้ําตาลกลูโคสในเลือดที่ใชกันทั่วไปในปจจุบัน         ในการตรวจวัดดีเอ็นเอดวยวิธีทางเคมีไฟฟามีรูปแบบ 

การวัดงายๆ คือทําการตรึงโพรบ ssDNA บนพื้นผิวทรานสดิวเซอร (transducer) ซึ่งลําดับเบสที่เลือกใช 

ตองมีความจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอเปาหมายอยางเปนคูสมกัน (complementary)        เมื่อเกิดการ 

ไฮบริไดเซชั่นสัญญาณจาก transducer ที่วัดไดแปลงเปนสัญญาณไฟฟา     ดังนั้นการวัดนี้จะอาศัยความตาง 

ระหวาง dsDNA และ ssDNA เมื่อทําการวัดคาการนําไฟฟา        นอกจากนี้ที่ผานมามีงานวิจัยมากมายที่ใช 

ฉลากชวยในการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่น  เชนสีอินทรีนย (เชน methylene blue)   โลหะผสม (เชน 

rutheniumbipyridine)  เอนไซม (เชน ALP)  และอนุภาคขนาดนาโน (เชน อนุภาคทองขนาดนาโน)    ในการ 

ตรวจวัด DNA hybridization โดยทั่วไปแลวมี 4 วิธีคือ 

1) การวัดการเพิ่มขึ้นหรือลดลงของกระแสออกซิเดชั่นหรือรีดักชั่นของเบสดีเอ็นเอเชน guanine 

และ adenine1-2 
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2) การวัดการเพิ่มขึ้นหรือลดลงของกระแสออกซิเดชั่นหรือรีดักชั่นของ indicator ที่ใชซึ่งจะจับกับ 

dsDNA และ ssDNA3-5 

3) การวัดสัญญาณเคมีไฟฟาของสับสเตรทหลังจากเกิดไฮบริไดเซชั่นกับเอนไซมที่ติดอยูกับดีเอ็นเอ 

โพรบ6-7  

4) การวัดสัญญาณทางเคมีไฟฟาของอนุภาคโลหะนาโนโพรบหลังจากเกิดไฮบริไดเซชั่นกับดีเอ็นเอ 

เปาหมาย8-13 

ในการวัดสัญญาณทางเคมีไฟฟาในวิธีที่ 4 นั้นฉลากที่ใชโดยสวนใหญจะเปนวัสดุนาโน (เชน AuNPs, 

AgNPs, CdSe เปนตน)     โดยมีการพัฒนาไบโอเซนเซอรความไวสูงที่อาศัยวัสดุนาโนเพื่อขยายสัญญาณวัด 

ทางเคมีไฟฟาขึ้น             จากการใชอนุภาคทองขนาดนาโนเปนตัวชี้นําสัญญาณวัดโดยติดฉลากอนุภาค 

ดังกลาวกับดีเอ็นเอโพรบหรือแอนติบอดี        เมื่อเกิดการไฮบริไดซระหวางโพรบกับดีเอ็นเอเปาหมายหรือ 

การจับอยางจําเพาะระหวางแอนติบอดี้กับแอนติเจน และตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงโดยใชเทคนิคทางแสง     

ในขณะเดียวกันสามารถใชเทคนิคเคมีไฟฟาเพื่อตรวจวัดไดเชนกัน      วิธีการคือหลังจากเกิดไฮบริไดเซชันจะ 

ใชกรดละลายอนุภาคทองที่เปนตัวติดฉลากออกมาในสารละลายในรูปของ Au3+ จํานวนมาก (1 อนุภาคทอง 

นาโนที่มีเสนผานศูนยกลางเฉลี่ย 20 นาโนเมตร จะมีปริมาณทอง 2.3 × 105 อะตอม) เมื่อใหศักยไฟฟา -0.3 

โวลต แกอิเล็กโทรดทํางานเทียบอิเล็กโทรดอางอิง จะเกิดปฏิกิริยารีดักชันของ Au3+ ไดเปน Au สะสมที ่

ผิวหนาอิเล็กโทรด (เรียกปรากฎการณนี้วา electrodeposition)     จากนั้นใหศักยไฟฟาในทิศทางบวกแก 

อิเล็กโทรด        ในขั้นตอนนี้ทองที่สะสมจะหลุดจากผิวหนาอิเล็กโทรด และเกิดกระแสออกซิเดชันซึ่งมี 

ความสัมพันธโดยตรงกับปริมาณดีเอ็นเอหรือแอนติเจนที่ตองการวิเคราะห         เทคนิคที่ใชในขั้นตอนที่สอง 

เรียกวา ”anodic stripping voltammetry”     ดวยเทคนิคทางเคมีไฟฟาผลการวิเคราะหมีปริมาณต่ําสุดที ่

วัดไดถึงระดับ 10-12 โมลาร14 

โดยในงานวิจัยนี้มีความสนใจที่จะนําฉลากไบโอบารโคดลาเทค (DNA bio-barcode-latex; BBL) 

มาใชงานสําหรับเซนเซอรวัดดีเอ็นเอความไวสูง       ขั้นตอนการตรวจวัดดังแสดงในรูปที่ 1 โดยตรึงดีเอ็นเอ 

เปาหมายบนขั้วอิเลคโทรดแบบพิมพสกรีน และทําการไฮบริไดซดีเอ็นเอบนหัววัดกับดีเอ็นเอโพรบที่มี BBL 

เปนฉลาก    หลังจากนั้นจะทําการเติมสารละลายผสมซิลเวอรเพื่อทําใหเกิดการสะสมซิลเวอรปริมาณมาก ๆ 

บนดีเอ็นเอบารโคดที่อยูบนอนุภาคลาเทค         ทายที่สุดในสวนของขั้นตอนการวัดจะทําการละลายโลหะเงิน 

ที่อยูบนฉลาก BBL ใหอยูในรูปของ Ag+ ดวยกรด    และทําการวัดปริมาณไอออนโลหะนี้ดวยเทคนิค 

ทางเคมีไฟฟาที่เรียกวา anodic stripping voltammetry (ASV) จะเกิดเปนสัญญาณกระแสที่สัมพันธกับ 

ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย       ซึ่งการใชฉลาก BBL จะชวยเพิ่มสัญญาณกระแสตอการวัดดีเอ็นเอเปาหมาย 

เนื่องจากปริมาณดีเอ็นเอจํานวนมากบนอนุภาคลาเทคนี้ทําใหมีปริมาณโลหะเงนิที่เขามาเกาะเพิ่มมากขึ้น และ 

เมื่อเทียบกับการใชอนุภาคทองขนาดนาโนรวมกับดีเอ็นเอบารโคด ซึ่งจะมีปริมาณดีเอ็นเอบารโคดติดอยูใน 

หลักรอยเสนเปนฉลาก และเมื่อมีการเกิดคูสมระหวางดีเอ็นเอเปาหมายและดีเอ็นเอโพรบนาจะชวยเพิ่ม 

ความไวของเซนเซอรวัดใหสามารถวัดดีเอ็นเอที่ปริมาณต่ําได 
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1.1 สีบคนวรรณกรรม  

 การพัฒนาดีเอ็นเอเซนเซอรสําหรับการตรวจวินิจฉัยทางพันธุศาสตรเปนที่สนใจมากขึ้น      ดังนั้น 
สัญญาณการวัดดีเอ็นเอจึงจําเปนตองมี sensitivity สูงโดยวัดผานตัวเพิ่มสัญญาณการวัด(amplifiers)          
โดยเทคนิคตางๆ เชนการตรวจวัดทางแสง15 (optical)  chemiluminesence16   SPR(surface plasmon 
resonance)17   QCM(quartz crystal microbalance)18 และทางเคมีไฟฟา(electrochemistry)19-33 
ไดถูกนํามาใชเพื่อตรวจวัดหาปริมาณดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะเจาะจงสูง        จากกระบวนการตรวจวัด 
ดีเอ็นเอเหลานี้จําเปนตองมีขั้นการเพิ่มสัญญาณการวัด(amplification stratergies) เพื่อทําใหความไวในการ 
ตรวจวัดสูง        ระบบการเพิ่มสัญญาณการวัดนี้สามารถทําไดหลายวิธี เชน ผานกระบวนการ PCR 
(polymerase chain reaction)   หรือใชระบบการเพิ่มสัญญาณผาน fluorogenic substrate-active enzymes    
liposome ดัดแปลง และวัสดขุนาดนาโนเมตร(nanoparticles) เปนตน         โดยการพัฒนาเทคนิค และระบบ 
ตางๆ เหลานี้มีเปาหมายเดียวกันคือสามารถเอาชนะระบบพีซีอารที่มีคาใชจายสูง   และตองมีผูเชี่ยวชาญ      
นอกจากนี้ยังคาดวาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งสําหรับการวินิจฉัยแบบเทคโนโลยีฐาน             จากเทคนิค 
ตางๆ ที่ไดกลาวในตอนตนวิธีการตรวจวัดทางเคมีไฟฟาเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจสําหรับการตรวจวัด 
สารทางชีวภาพเนื่องจากวิธีนี้มีคาใชจายต่ําขั้นตอนไมยุงยาก และมีความไวสูง 

Mirkin และคณะ เปนกลุมวิจัยแรกที่คิดคนเทคนิคใหมที่เรียกวาเทคนคิในการวัดดวยไบโอบารโคด 

(bio-barcode assay; BBA) ซึ่งสามารถเพิ่มสัญญาณการวัดไดอยางมากคือสามารถวัดไดระดับต่ําถึง 10-18 

โมลาร สําหรับการตรวจวัดโปรตีน34 และ 10-21 โมลาร สําหรับการตรวจวัดกรดนิวคลีอิคเปาหมาย35 ซึ่งหลัก 

การของเทคนิค BBA นี้จะประกอบไปดวย 2 สวนหลัก ๆ คือ 

(1) สวนตรวจวัดดีเอ็นเอบารโคด; ในสวนนี้จะประกอบไปดวย อนุภาคทองขนาดนาโนเมตรที่ถูกออกแบบ 

ใหติดกับโพลีโคลนอลแอนติบอดี้หรือดีเอ็นเอโพรบ1 (DNA reporter probe)   รวมกับดีเอ็นเอบารโคดที่มี 

ลําดับเบสซีเควซที่มีเอกลักษณเฉพาะ 

(2) การแยกดีเอ็นเอหรือโปรตีนเปาหมายที่ตองการตรวจวัด; ในสวนนี้เปนการใชอนุภาคแมเหล็กขนาด 

ไมครอน (magnetic microparticles) เคลือบดวย โมโนโคลนอลแอนติบอดี้ หรือดีเอ็นเอโพรบ2  (DNA 

capture probe)  

เมื่อทําการตรวจวัดโมเลกุลเปาหมายอนุภาคทองขนาดนาโนและอนุภาคแมเหล็กจะจับกันแบบ 

sandwich ผานการจับกันระหวางแอนติเจน-แอนติบอดี้    หรือ DNA-DNA hybridization     หลังจากนั้นชุด 

sandwich นี้จะถูกแยกออกจากสารละลายดวยแมเหล็กตอมาจะทําการ dehybridization    ของดีเอ็นเอ 

บารโคดที่อยูบนอนุภาคทองขนาดนาโน    โดยดีเอ็นเอบารโคดที่ถูกปลอยออกมานี้จะสัมพันธกบัปริมาณ 

โมเลกุลเปาหมายที่ตรวจวัด    โดยระบบการวัดนี้มีขอดีคือความไวในการตรวจวัดสูงมากมีความสามารถ 

ในการคัดเลือกสูง   สามารถประยุกตใชตรวจวัดโมเลกุลเปาหมายหลายๆ  ชนิดพรอมกัน (multiplex targets)   

และทําใหระบบวัดมีศักยภาพสูงขึ้นเพราะใชปริมาณตัวอยางนอยๆ ได 

 จากจุดเริ่มตนของการใช BBA ในงานดานไบโอแอสเสดังกลาวจึงมีการประยุกตใชหลักการนี้ใน 

การพัฒนาเทคนิควัดความไวสูงมากขึ้น     อาทิการขยายสัญญาณดวยโลหะเงิน(silver) หลักการคือหลังจาก 

ที่ปลอยดีเอ็นเอบารโคดออกมาแลวจะมาทําใหเกิดการไฮบริไดซระหวางโพรบ1ดีเอ็นเอบารโคดและโพรบ 2 ที่ 

ติดฉลากดวยอนุภาคทองขนาดนาโนเมตรบนสไลดกระจก    หลังจากนั้นจะเติมสารละลายที่เปนสารผสม 

ระหวางอิออนเงินและไฮโดรควิโนน (Ag+ + hydroquinone) จะเกิดปฏิกิริยารีดิวซที่รอบอนุภาคทอง 

ขนาดนาโนเกิดเปนโลหะเงินลอมรอบอนุภาค    ซึ่งสามารถนําไปตรวจวัดปริมาณจากระดับความเขมสีเทา 
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(grey scale) โดย การสําเนาภาพดวยสแกนเนอรและอานดวยโปรแกรม histrogram averages ใน Adobe 

Photoshop  วิธีการดังกลาว       โดยวิธีการเชนนี้ทําใหระบบการวัดเปนแบบ “multiplexing system” ได        

และดวยหลักการเดียวกันนี้สามารถใชวิเคราะหแอนติเจน (Ag) โดยมีแอนติบอดี้ (Ab1) ตรึงอยูบนอนุภาค 

แมเหล็ก   สวนของบารโคดจะมีแอนติบอดี้อีกชนิดหนึ่ง (Ab2) ตรึงอยู ทั้ง Ab1 และ Ab2 สามารถจับ 

อยางจําเพาะกับแอนติเจนได34  และใหผลในแงของการขยายสัญญาณผานบารโคดเชนเดียวกับการศึกษา 

โดยดีเอ็นเอ    ที่กลาวมานี้เปนสวนหนึ่งของการวิเคราะหโดยอาศัยคุณสมบัติทางแสงเปนสัญญาณวัดโดยม ี

วัสดุนาโนเปนตัวชวยขยายสัญญาณใหไดความ ไวในการวัดสูง 

 แตเนื่องจากวิธีดังกลาวมีขั้นตอนยุงยาก และซับซอน     ดังนั้นจึงไดมีงานวิจัยที่มีขั้นตอนที่งายกวา 

และยังคงอาศัยหลักการของดีเอ็นเอบารโคดนี้เขามาประยุกตเชนมีการติดอนุภาค PbS36 และ CdS21, 37 

เขาไปที่ดีเอ็นเอบารโคด หลังจากเกิดไฮบริไดเซชั่นแลวจะทําการละลายโลหะดวยกรดและทําการตรวจวัดดวย 

เทคนิคทางเคมีไฟฟาที่เรียกวา anodic stripping voltammetry ตอไปซึ่งหลักการนี้แมจะทําการตรวจวัด 

ดีเอ็นเอไดที่ LOD ประมาณ 4-5 เฟมโตโมลาร            นอกจากนี้มีการประยุกตใหสามารถทําการตรวจวัด 

สารชีวภาพสองชนิดพรอมกันไดโดยมีการใชดีเอ็นเอบารโคด2 แบบคือเปนดีเอ็นเอบารโคดที่มีเบสเปน A 

ทั้งหมด (polyA DNA) และ ที่มีเบสเปน G ทั้งหมด (polyG DNA)33     ซึ่งบารโคดแตละแบบสามารถ 

ตรวจวัดสารชีวภาพที่ตางกัน หลังจากที่ทําการคัดเลือกแลวจะทําการละลายปลอยดีเอ็นเอบารโคดดวย DTT 

และ กรด เพื่อใหเบส G และ A ละลายอยูในสารละลายหลังจากนั้นจะทําการตรวจวัดเบส G และ A 

ไดดวยเทคนิคทางเคมีไฟฟาซึ่งสามารถตรวจวัดเบส G และ A ที่ศักยไฟฟาประมาณ 0.97 และ 1.3 โวลท 

ตามลําดับ    แมวาการประยุกตนี้จะสามารถตรวจวัดไดที่ระดับพิโคโมลาร และขอดีของเทคนิคนี้คือสามารถ 

ทําการตรวจวัดสารทางชีวภาพพรอมกัน 2 ชนิด       อยางไรก็ตามยังไมสามารถเพิ่มความไวในการวิเคราะห 

ไดเมื่อเทียบกับเทคนิคของ Mirkin ตั้งตน   แตดวยเทคนิคของ Hu และคณะ32 ที่อาศัยการสะสมของ 

[Ru(NH3)6]
3+  ที่สามารถจับกับประจุลบของ หมูฟอสเฟตที่ดีเอ็นเอบารโคด รวมกับการใช nanoporous gold 

electrode และทําการตรวจวัดสัญญาณของ [Ru(NH3)6]
3+  ดวยเทคนิคทางเคมีไฟฟา    ซึ่งสามารถวัดดีเอ็นเอ 

ไดต่ําถึงระดับ 28 แอตโตโมลาร  

 

1.2 ความสําคัญและที่มาของปญหา 

 ปจจุบันมีความตองการเครื่องมือหรือวิธีตรวจวัดปริมาณสารที่สามารถตรวจวัดไดอยางรวดเร็ว และ 

มีความไวสูงเพื่อนําไปประยุกตใชในดานการแพทย สิ่งแวดลอม และอาหาร         แนวทางหนึ่งเพื่อบรรลุสู 

จุดมุงหมาย ไดแกการพัฒนาเซนเซอรวัดโดยเซนเซอรดังกลาวมีลักษณะของการทรานสดิวซสัญญาณ 

หลากหลายรูปแบบ        แตที่มีความโดดเดนดานความไวไดแกเซนเซอรวัดที่อาศัยหลักการทางเคมีไฟฟา         

นอกจากนี้ยังมีความเปนไปไดที่จะพัฒนาวิธีการปรับปรุงผิวหนาหัววัด (modified) และการขยายสัญญาณวัด 

เพื่อใหไดเซนเซอรที่มีความจําเพาะ และมีความไวของการตรวจวัดสูงมากซึ่งสามารถนําไปใชในการตรวจวัด 

ดีเอ็นเอและโปรตีนซึ่งถูกใชเปนตัวบงชี้สําคัญในการวินิจฉัยโรคในสิ่งมีชีวิต 
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ในการวิจัยและพัฒนาเซนเซอรวัด จุดมุงหมายที่เปนประเด็นหลักคือเซนเซอรวัดตองมีความจําเพาะ 

(specificity) หรือความสามารถคัดเลือกเฉพาะ (selectivity) และตองมีความไว (sensitivity) ในการใชงานวัด         

นอกนั้นเปนความสําคัญในประเด็นของการนําไปใชงานเชน ความเสถียร (stability) ความถูกตองแมนยํา 

ความเร็วในการตอบสนอง และการยอมรับของผูใชงานเปนตน          โดยสัญญาณไฟฟาที่วัดไดจากงานวิจัย 

ดานไบโอเซนเซอร (biosensor) เกิดจากการทรานสดิวซ (transduce) สัญญาณการเปลี่ยนแปลงทาง 

กายภาพหรือเคมีเชน สัญญาณแสง (optical sensor) การเปลี่ยนแปลงมวล (mass sensor) และประจุ หรือ 

อิเล็กตรอนจากปฏิกิริยาเคมีไฟฟา (electrochemical sensor)            การเลือกใชเทคนิคใดขึ้นกับประเภท 

ของสารที่ตองการตรวจวัดรวมทั้งวัสดุที่ใชโมดิฟายด (modifiers) หัววัดเพื่อเพิ่มความจําเพาะการคัดเลือก 

เฉพาะ และความไวของเซนเซอร             เซนเซอรวัดที่อาศัยหลักการทางเคมีไฟฟามีขอโดดเดนดานความ 

ไว (ดวยเทคนิคเชน pulse voltammetry และ stripping analysis) ซึ่งมีความสามารถดาน 

การคัดเลือกเฉพาะโดยไมจําเปนตองโมดิฟายดขั้วอิเล็กโทรดในบางกรณ ี        เชนการวัดแบบโวลแทมเมตรี 

(voltammetry) ที่มีลักษณะเฉพาะของสัญญาณพีคเกิดในตําแหนงศักยไฟฟาที่เฉพาะเชนกัน        รวมถึง 

ความสามารถในการพัฒนาระบบวัดทั้งแบบตั้งโตะและแบบใชงานภาคสนาม (portable) ไดในราคาไมสูง 

เมื่อเปรียบเทียบกับเครื่องมือวัดชั้นสูงอื่นๆ เชน HPLC หรือ GC         ในกรณีที่ตองมีการโมดิฟายดหัววัด 

เพื่อสรางความจําเพาะและความไวของเซนเซอรก็สามารถทําไดงายและผลิตเปนจํานวนมากได (mass 

production) 

 

ความทาทายในงานวิจัยพื้นฐานและเชิงประยุกตสําหรับไบโอเซนเซอรคือการสรางเซนเซอรที่มีความ

ไวของการตรวจวัดสูงมาก (highly sensitive sensors)   ความไวของเซนเซอรวัดบงบอกถึงความสามารถ 

ต่ําสุดที่วัดได (limit of detection, LOD)    ดวยสมบัติที่ตองการดังกลาวทําใหสามารถประยุกตใช 

เซนเซอรวัดในการวิเคราะหเชิงปริมาณไดหลายสาขาทั้งดานการแพทย สิ่งแวดลอม และอาหาร         ในทาง 

การแพทยหากตรวจวัดหรือวินิจฉัยโรคโดยวัดความผิดปกติในระดับโมเลกุลารหรือดีเอ็นเอที่ปริมาณต่ํา มากๆ 

ดวยเซนเซอรความไวสูงจะมีประโยชนตอการวินิจฉัย และการรักษาผูปวยที่มีอาการขั้นตนซึ่งอาการของโรค 

อาจยังไมปรากฎอยางชัดเจนไดทันทวงท ี      ดานสิง่แวดลอมการตรวจวัดปริมาณจุลชีพที่ปนเปอนบงบอก 

คุณภาพของสภาวะแวดลอมซึ่งจะชวยในการวางแผนเพื่อปองกันตอไป      หรือในดานอาหารการตรวจวัด 

ปริมาณเพียงเล็กนอยของจุลชีพในวัตถุดิบ หรือในอาหารจะมีประโยชนตอการควบคุมคุณภาพของการผลิต 

และความปลอดภัยของผูบริโภคไดเปนอยางมาก 

 

ปจจุบันดีเอ็นเอและโปรตีนถูกใชเปนตัวบงชี้ที่สําคัญในการวินิจฉัยโรคในสิ่งมีชีวิต        โดยตรวจวัด 

จุลชีพ และเชื้อโรคที่ปนเปอนในอาหารและสิ่งแวดลอม รวมถึงอาวุธชีวภาพที่ใชในสงครามและการกอการราย       

ดังนั้นการพัฒนาเซนเซอรวัดความไวสงูสําหรับตรวจวัดตัวบงชี้ดังกลาวจะมีประโยชนอยางมหาศาลตอวงการ

การวิเคราะหเชิงปริมาณ       โดยทั่วไปการวิเคราะหดีเอ็นเอใชเทคนิคพีซีอาร (polymerase chain reaction, 

PCR) ที่อาศัยการขยายปริมาณดีเอ็นเอ    เทคนิคนี้มีความไวสูงมากแตมีขอดอยในเรื่องความยุงยากของการ 

ใชงานและคาใชจายที่คอนขางสูง       จุดออนที่สําคัญประการหนึ่งคือความไวที่เกิดขึ้นเปนการขยายปริมาณ 

ดีเอ็นเอที่ปนเปอนดวยเชนกัน และนํามาซึ่งความผิดพลาดของการวัด      สวนเทคนิคการวิเคราะหโปรตีนที่ม ี
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ความไวสูงไดแก ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) ซึ่งใหปริมาณต่ําสุดที่วัดไดถึงระดับ 10-12 

โมลาร (picomolar, pM) เทคนิคนี้อาศัยการวัดและขยายสัญญาณจากการติดฉลากดวยฟลูออโรฟอร 

(fluorophore) อยางไรก็ตาม ELISA มีขอเสียประการแรกจากความไวตอแสงของสารติดฉลาก    ทําใหขาด 

สมบัติความเสถียรอีกประการหนึ่งคือคาใชจายในการวิเคราะหคอนขางสูง 

 

1.3 วัตถุประสงคและขอบเขตของงานวิจัย 

เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการสรางฐานเทคโนโลยีการตรวจวัดดีเอ็นเอเซนเซอรทางเคมีไฟฟา 

ความไวสูง   โดยอาศัยการเพิ่มสัญญาณการตรวจวัดดวยฉลากไบโอบารโคดลาเทครวมกับการเพิ่มปริมาณ 

ซิลเวอรบนฉลาก และทําการตรวจวัดทางเคมีไฟฟาดวยเทคนิคที่เรียกวาแอนโนดิคสตริปปงโวลแทมเมทรี      

ซี่งคาดวาจะสามารถสรางฐานเทคโนโลยีการตรวจวัดที่มีความไวสูง และสามารถตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอได 

ต่ําถึงระดับ 10-18 โมลาร (attomolar; aM) 

 

1.4 วารสารปริทรรศนและทฤษฎี 

1.4.1 ดีเอ็นเอ และพีเอ็นเอ 

ดีเอ็นเอเปนชื่อยอของสารพันธุกรรมของ “กรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก(Deoxyribonucleic acid)” 

เปนพวกกรดนิวคลีอิก(Nucleic acid)   โดยดีเอ็นเอมักพบอยูในเซลลของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด    โครงสรางของ 

ดีเอ็นเอเปนลักษณะเกลียวคู(double helix) จากการจับคูกันของพอลินิวคลีโอไทด(polynucleotide) 2 

สายในแนวตรงขามกัน      โดยทั้งสองสายนี้จะเอาสวนที่เปนเบสหันเขาหากัน และสวนที่เปนน้ําตาลดีออกซี-

ไรโบส(Deoxyribose Sugar) ไวดานนอก     ดังนั้นเมื่อดีเอ็นเอแตละสายมาเขาคูกันจะมีรูปรางเปนเกลียวคู 

คลายบันไดลิงที่บิดตัวทางขวาหรือบันไดเวียนขวา   จากโครงสรางดีเอ็นเอสายเดียว(รูปที่ 1.1) จะประกอบ 

ไปดวยหนวยยอยที่เรียกวานิวคลีโอไทด(nucleotide) ซึ่งประกอบดวยเฮเทอโรไซคลกิเบส 4 เบส คอื 

ไทมีน(T) อะดินีน(A) ไซโตซีน(C) และกัวนีน(G) และจะมีการสรางพันธะไฮโดรเจนของเบสที่เปนคูสมกัน     

โดยเบสไทมีน(T) จะสรางพันธะไฮโดรเจนกับเบสอะดนินี(A) แบบพันธะคู(double bonds) สวนเบส 

ไซโตรซีน(C) จะสรางพันธะไฮโดรเจนกับเบสกัวนีน(G) แบบพันธะสาม(triple bonds)     การเขาคูกันของเบส 

เหลานี้ จะเปนไปตามกฎของวตัสัน-คลิก     โดยขอมูลทางพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ จะเกิดขึ้นจากการ 

เรียงลําดับของเบสในดเีอน็เอนั่นเอง 

 ในปค.ศ1991ทมีนักวิจัยจากประเทศเดนมารกสามารถสังเคราะหสารประกอบเลียนแบบดีเอ็นเอที่เรียก

วาเพปไทดนิวคลีอิกแอซิด (Peptide Nucleic Acid) หรือพีเอน็เอ (PNA) (Uhlmann et al., 1998)38 

โดยโมเลกุลของพีเอ็นเอนี้สามารถ เกิดจากการแทนที่หมูน้ําตาลและหมูฟอสเฟตในดีเอ็นเอดวยหนวยที่ซ้ําๆ 

กันของ 2-อะมิโนเอธิลไกลซีน เกิดเปนพันธะเปปไทดขึ้นในโมเลกุล (โครงสรางแสดงในรูปที่ 1.1)   โดยชนิด 

ของเบสในโมเลกุลของพีเอ็นเอก็ยังคงเหมือนกับดีเอ็นเออยู     พีเอ็นเอมีสมบัติที่คลายคลึงกับดีเอ็นเอ 

ธรรมชาติโดยสามารถจับกับดีเอ็นเอเกิดเปนโครงสรางบันไดวนไดอยางจําเพาะเจาะจงตามกฎการเขาคูเบส 

ของวัตสนัคริกเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนระหวางดีเอ็นเอและพเีอ็นเอ     ซึ่งมคีวามสเถียรมากกวา 
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สารประกอบเชงิซอนระหวางดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอตามธรรมชาติดวยกันเอง    ทั้งนี้เนื่องจากโครงสรางของ 

พีเอ็นเอประกอบไปดวยสายพอลิเพปไทดที่ไมมีประจุ     ทําใหการเขาคูกันระหวางดีเอ็นเอและพีเอ็นเอ 

ปราศจากแรงผลักระหวางประจุลบของหมูฟอสเฟตดังที่พบในโมเลกุลเกลียวคูของดีเอ็นเอ และดีเอ็นเอดวย 

กันเอง นอกจากนี้ยังพบวาพีเอ็นเอยังมีความเสถียรตอเอนไซมนิวคลีเอสและโปรตีเอสอีกดวยจึงทําให 

พีเอ็นเอมีความเสถียรในรางกายของสิ่งมีชีวิต    ดวยสมบัตทิี่นาสนใจเหลานี้จึงทําใหมีการศึกษา และพัฒนา 

เกี่ยวกับพีเอ็นเออยางตอเนื่องเพื่อนําไปใชประโยชนในงานดานตางๆ เชนดานการเกษตร 

ดานเทคโนโลยีชีวภาพ และ ดานการแพทย 

 

 

รูปที่  1.1 โครงสรางของดีเอ็นเอ และ พีเอ็นเอ 

 

1.4.2 ทฤษฎีการวัดทางเคมีไฟฟา 

สรุปหลักการพื้นฐานทางเคมีไฟฟาวิเคราะห(electroanalytical chemistry)  เปนหลักการทางเคมี 

ไฟฟามาประยุกตใชในการวิเคราะหทั้งทางดานคุณภาพวิเคราะหและปริมาณวิเคราะห      โดยอาศัยความ 

สัมพันธระหวางการตอบสนองทางไฟฟาของสารสองชนิดที่ทําปฏิกิริยากันแบบไมรุนแรง และเกิดกระบวนการ 

ขนถายอิเลคตรอนอยางงายขึ้นซึ่งเปนสวนหนึ่งของปฏิกิริยาเคมี        เทคนนี้มีขอดีกวาวิธีวิเคราะหธรรมดา 

คือสามารถใชวิธีทางไฟฟาควบคุมขอบขาย และทิศทางของการเกิดปฏิกิริยาเคมีได       ขอดีของการวิเคราห 

ปริมาณสารดวยวิธีทางเคมีไฟฟาทั่วไฟคือมีความไวสูง และความจําเพาะสูงเชนกัน 

โดยทั่วไปเคมีไฟฟาสามารถแยกออกเปนสองประเภทดวยกัน คือปฏิกิริยาเคมีสามารถกอใหเกิด 

ปริมาณทางไฟฟาไดเรียกวาเซลลกัลวานิก(galvanic cell)  และอีกประเภทคือปฏิกิริยาทางเคมีเกิดเมื่อมีการ 

กระตุนดวยพลังงานทางไฟฟาจากแหลงพลังงานภายนอกเรียกวาเซลลอิเล็กโตรไลติก (electrolytic cell) 
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รูปที่ 1.2 แสดงเซลลเคมีไฟฟาแบบอิเล็กโตรไลติกอยางงาย 

ที่มา : http://www.physchem.co.za/OB12-che/Graphics/GRDE0046.gif 

โดย Electrolytic cell (รูปที่ 1.2) ตองอาศัยพลังงานจากภายนอกมากระตุนใหเกิดปฏิกิริยาทางเคมี  

และเมื่อปฏิกิริยาเคมีเกิดขึ้นเกิดการใหหรือรับอิเล็กตรอน  ซึ่งตัวทําปฏิกิริยาอาจเปนอิออนหรือโมเลกุลที่เกิด 

ขึ้นในระบบการวัดผานขั้วไฟฟาดวยสมบัติดังนี ้

- ปฏิกิริยารีดอกซ(redox reaction) 

คือปฏิกิริยาที่เกี่ยวของกับการมีการถายทอดอิเลคตรอนดวยปฏิกิริยาออกซิเดชั่นหรือรีดักชั่น 

ดังสมการ (1) 

O   +  ne-    ↔   R                                                (1) 

   โดย O คือสารออกซิไดซที่เกิดปฏิกิริยารีดักชั่น    และ R 

เปนสารรีดิวซที่เกิดปฏิกิริยา ออกซิเดชั่น 

- ปฏิกิริยา heterogeneous คือปฏิกิริยาเกิดขึ้นระหวางผิวหนาขั้วไฟฟากับสารละลายดวย 

กระบวนการถายเทมวล อิเลคตรอนดังสมการที่ (2-4) 

Obulk → Oelectrode   (2) 

Oelectrode  → Relectrode   (3) 

Relectrode  → Rbulk   (4) 

- กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาดังกลาวหรือกระแสไฟฟาที่ใหเพื่อเกิดปฏิกิริยาดังกลาวจะมี

การสงผานสูเซลเคมีไฟฟา 

- ปริมาณกระแสไฟฟาจะถูกควบคุมดวยกระบวนการของการถายเทมวล ซึ่งมีดวยกัน 3 ลักษณะ 

คือการเคลื่อนที(่migration)   การแพร(diffusion) และ การพา(convection)         รวมถงึ 

จลศาสตรของปฏิกิริยาการถายทอดอิเลคตรอน 
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Potentiostat  

เปนอุปกรณที่ใชสําหรับวิเคราะหกระบวนการทําปฏิกิริยาทางเคมีหรืออิเล็คโทรเคมีคัล  ซึ่งจะใช 

หลักการเคลื่อนที่ของตัวอิเล็คตรอน และเปนเครื่องมือวัดที่สามารถจะรับสัญญาณที่อยูในรูปคลื่นได 

ผานตัว Working Electrode สัมพันธกับ Reference Electrode โดยที่จะวัดผลของกระแสที่ 

ตัวเซลลของWorking Electrode เพื่อใชสําหรับวิเคราะหกระบวนการทําปฏิกิริยาทางเคมี 

ทั้งการควบคุมการจายกระแส และการวัดคาของสัญญาณที่อางอิงจากความตางศักย    ในการ 

ทํางานของ potentiostat จะมีสวนที่เชื่อมตอกับขั้วไฟฟาทั้งสามตัว คือ Reference Electrode (RE), 

Working Electrode (WE) และ Counter Electrode (CE) ซึ่งจะเปนหลักสําคัญของกระบวนการ 

วิเคราะหทางเคมี  

Reference Electrode (RE) ควรใชอุปกรณที่ไมมีขั้ว เชน Ag/AgCl หรือ calomel 

electrode เพราะตัวอิเล็คโทรดนี้จะมีความตางศักยอางอิงที่คอนขางคงที ่ และมีเสถียรภาพสูง 

ซึ่งจะใชเทียบกับความตางศักยของ Working Electrode จะทําใหคํานวณคาออกมาไดอยางแมนยํา 

เพราะชวงการเปลี่ยนของศักยจะมีขนาดเล็กมากๆประมาณ 1 mV ซึ่งตรงจุดนี้จะมีความสําคัญตอ 

ความแมนยําในการวัดของหลักการทางเคมีไฟฟา สมบัติของ RE จะมีความสําคัญมากในเรื่องของ 

ความตางศักยอางอิง โดยที่ตัว potentiostat จะถูกออกแบบมาใหสามารถวัดกระแสที่ผาน RE ที่ม ี

คาต่ํา เพราะวากระแสของสัญญาณจะทําใหอินพุตมีคาความตานทานสูงมาก ดังนั้นจะตองมั่นใจวา 

เงื่อนไขของศักยไฟฟาตองคงที ่

Working Electrode (WE)  จะเปนสวนที่เกิดการแลกเปลี่ยนอิเล็คตรอน  การเลือกชนิด 

ของ WE มีความสําคัญมาก   เพราะชนิดของวัสดุที่ใชจะใหผลการวัดสารแตละชนิดไมเหมือนกัน  

ความเหมาะสมของชนิด WE ตอสารที่ตองการวิเคราะหเปนสิ่งทีต่องเลือกเปนกรณีเฉพาะไป  โดยมี 

เหตุผลในการเลือกที่แตกตางกันไป 

Counter Electrode (CE)  ทําหนาที่ถายโอนอิเล็กตรอนที่มาจากภายนอกใหกลับเขาสู 

สารละลายอิเล็กโตรไลต (Electrolyte solution) โดยที่เคานเตอรอิเล็กโทรดตองมีสมบัติดังนี้คือ มีคา 

การนําไฟฟาทีด่ี มีความเปนรูพรุนสูงเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยา และจะตองเปนตัวเรง 

ปฏิกิริยาที่ดีดวย    วัสดุที่นิยมใชทําเปนเคานเตอรอิเล็กโทรดคือ โลหะแพลทินัม (Pt)  แตในหลาย 

กรณีจะพบวาโลหะชนิดนี้ไมเหมาะมาใชทํา counter electrode เชนในกรณีที่พื้นที่ผิวของ working 

electrode มีคาสูง     ตามหลักทางเคมีไฟฟาพื้นที่ผิวของ counter electrode จะตองมีคามากกวา  

อาจจะเปนตองใชโลหะชนิดอื่นทดแทนเชน แสตนเลส  เพื่อลดตนทุน 

 

เทคนิควิเคราะหทางเคมีไฟฟานั้นมีหลายวิธี เชน โพเทนชิโอเมทรี(potentiometry)    โวลแทมเมทรี 

(voltammetry)   และคูลอมเมทรี(coulometry) เปนตน    ซึ่งแตละวิธีคาสัญญาณไฟฟา และคาศักยไฟฟาที ่

ปอนหรือวัดจะแตกกตางกัน           โดยแตละวิธีที่กลาวมาจะสามารถแยกยอยเปนเทคนิคการวิเคราะหได 

แตกตางกันอีกมาก      โดยในงานวิจัยนี้จะไดใชเทคนิค anodic stripping voltammetry ซึ่งเปนวิธีทาง 

โวลแทมเมทรีวิธีหนึ่งเพื่อใชในการตรวจวิเคราะหชนิดของอิออนไดอยางจําเพาะเจาะจง       
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1.4.3 Anodic stripping voltammetry  

เทคนิคนี้แบงออกเปนสองสวนคือ (1) การสะสมอิออนของโลหะบนผิวหนาอิเลคโทรดผานกระบวน 

การ electroplate      และ(2) ขั้นตอนการ strip คือการออกซิไดซโลหะที่สะสมอยูออกจากผิวหนาหัววัด    ซึ่ง 

กระแสที่ไดจะเปนกระแสที่วัดในระหวางขั้นตอนที่ 2     โดยปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของสารที่สนใจจะแสดงออก 

ในรูปของพีคระหวางคากระแสที่วัดไดและศักยไฟฟาที่จําเพาะตออิออนของโลหะนั้น ๆ        ซึ่งเทคนิคที่ใช 

สําหรับขั้นตอนการทํา stripping สามารถใชโวลแทมโมแกรทหลายวิธีเชน linear   staircase  squarewave 

หรือ pulse เปนตน   โดยในงานวิจัยนี้เลือกใชเทคนิค differential pulse voltammetry  

 

-  ขั้นตอนการวัดดวยเทคนิค anodic stripping voltammetry  

ในการวัดดวยเทคนิค anodic stripping voltammetry ประกอบดวยขั้วเซลลสามชนิดคือ 

ขั้วไฟฟาทํางาน(working electrode) ขั้วไฟฟาชวย(counter electrode) และขั้วอางอิง(reference 

electrode)    ในสารละลายที่มีอิเลคโทรไลทที่ชวยทําใหสภาพการนําไฟฟาในสารละลายมีเสถียร 

ภาพ     ซึ่งในทางเคมีไฟฟาขั้วไฟฟาทํางานจะเปนขั้วสําหรับศึกษาปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟาที่เกิดขึ้น    

สวนขั้วไฟฟาอางอิงจะเปนสวนที่ทําใหเกิดการควบคุมศักยไฟฟาในระบบเซลลวัดใหคงที่   และขั้ว 

ไฟฟาชวยจะทําหนาที่เพิ่มเสถียรภาพในการควบคุมศักยไฟฟา    และสามารถแบงขั้นตอนการวัด 

เปน 4 ขั้นคือ โดยขั้นที่ (1 และ 2) ตองทําการกวนสารละลาย 

 (1) เปนการทําสะอาดผิวหนาขั้วทํางาน    โดยจะทําการปอนศักยไฟฟาที่สูงกวาคาศักย 

ไฟฟาที่สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของสารที่สนใจศึกษา ณ ชวงขณะหนึ่งเพื่อทําใหเกิดการ 

ผลักสารตาง ๆที่อาจติดอยูที่ผิวหนาหัววัดใหหลุดออก 

 (2)  เปนการปอนศักยไฟฟาที่ต่ําพอใหเกิดการรีดิวซสารที่สนใจเพื่อใหเกิดการสะสมที่ผิว 

หนาบนหัววัด 

 (3) ทําการหยุดการกวนสารละลาย แตยังคงปอนศักยไฟฟาเชนเดียวกับในขั้นที่ (2)  เพื่อ 

ใหยังคงใหเกิดการสะสมสารที่ผิวหนาหัววัดใหเกิดการจัดเรียงตัวอยางสม่ําเสมอมากขึ้น  

 (4) ในขั้นนี้จะเปนการเพิ่มศักยไฟฟาใหศักยไฟฟาสูง (anodic) และเกิดการผลักสารที่สนใจ 

(stripping เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น)  โดยคากระแสที่ไดรับจะสัมพันธกับปริมาณสารทีส่นใจตรวจวัด 

 

เทคนิคการวัดแบบ stripping เกี่ยวเนื่องกับขั้นตอนการ preconcentrate โลหะบนผิวหนาขั้วไฟฟา 

เมื่อปอนศักยไฟฟาทางลบ   และสามารถเลือกใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นสําหรับแตละโลหะที่สนใจในระหวาง 

การปอนศักยไฟฟาทางบวก   ซึ่งเทคนิคนี้เปนเทคนิคที่นยิมสําหรับการตรวจวัดปริมาณอิออนของโลหะที ่

ปริมาณนอย   ดังนั้นขั้นตอนการทํา preconcentration จะชวยทําใหสามารถวัดสารในปริมาณต่ํา และนําไปสู 

การวัดที่มีคาจํากัดในการวัด(limit of detection)ที่ต่ําได       
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บทที่  2  วัสดุอุปกรณ และวิธีดําเนินงานวิจัย 

2.1 เครื่องมือ 

2.1.1 Potentiostat (Autolab รุน PGSTAT 12, EcoChemie, ประเทศเนเธอรแลนด) 

ทําหนาที่ปอนศักยและแสดงผลสัญญาณไฟฟาดวยโปรแกรมควบคุม GPES (General Purpose 

Electrochemical System) 

2.1.2 เครื่อง UV spectrophotometry (Beckman Spectrophotometer model DU7000, สหรัฐอเมริกา) 

2.1.3 TEM (JEOL, model JM-2100) 

2.1.4 เครื่องหมุนเหวี่ยง (Hettich model micro 120, เยอรมันน)ี 

2.1.5 sonicator 

2.1.6 overhead stirrer 

2.1.7 cooling bath 

2.1.8 water bath 

2.1.9 refrigerated incubator shaker (New Brunswick Scientific Co., model innova 4340, นิวเจอรซี) 

2.1.10 Semiautomatic screen printer (model 248, DEK-S) 

2.2 สารเคมีและวัสด ุ

ในการดําเนินงานวิจัยนี้มีสารเคมีและวัสดุที่ใชงานดังตอไปนี ้

2.2.1 Styrene (Fluka) 

2.2.2 Acrylic acid (Fluka) 

2.2.3 poly(allyamine) hydrochloride (PAA, MW ∼ 70000; from Sigma-Aldrich) 

2.2.4 glutaraldehye (Aldrich)  

2.2.5 Ammonium persulfate (APS; from Riedel-DeHaën) 

2.2.6 Lithium chloride (Aldrich) 

2.2.7 Bovine serum albumin (BSA; Aldrich) 

2.2.8 Tween 20 (Aldrich) 

2.2.9 Propylamine (Aldrich) 
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2.2.10 98% N-hydroxysuccinimide (NHS; Aldrich) 

2.2.11 Hydrobromic acid (Ajax Finechem) 

2.2.12 Bromine (Panreac) 

2.2.13 Silver enhancer solution (A และ B; Aldrich) 

2.2.14 Sodium dodecyl sulfate (SDS; Aldrich) 

2.2.15 1-ethyl-3-(3 dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDAC; Fluka) 

2.2.16 Sodium acetate (Fluka) 

2.2.16 Sodium nitrate (NaNO3; Prolabo) 

2.2.17 Sodium chloride (Merck) 

2.2.18 Nitric acid (Merck) 

2.2.10 Glacial acetic acid (Merck) 

2.2.11 Tris-hydroxymethyl-aminomethane (Tris; Merck)  

2.2.12 Hydrochloric acid (HCl; Merck) 

2.2.13 DifcoTM Nutrient broth (Dickinson Co., France) 

2.2.14 Silver/Sliver chloride reference electrode (3M NaCl)  

2.2.15 platinum disk ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร 

2.2.16 Conducting carbon ink (type 145, MCA Service) 

2.2.17 Silver/Silver chloride ink (type C2DR15, MCA Service) 

2.2.18 PVC sheet 

2.2.19 Insulating tape (Permacel model p221) 

2.2.20 พีเอ็นเอโอลิโกนิวคลีโอไทดสังเคราะหทีใ่ชในงานวิจัยนี้ซื้อจากบริษัท Bio-Synthesis Inc. 

(เทกซัส, สหรัฐอเมริกา) และ ดีเอ็นเอเปาหมาย รวมถึงดีเอ็นเอโพรบ และดีเอ็นเอบารโคด ซื้อจากบริษัท 

Bio Basic Inc. ในขณะที่ ดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสผิด (mismatched DNA) ไดจากบริษัท Bioservice Unit  

โดยรายละเอียดชื่อและลําดับเบสแสดงในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 2.1 รายละเอียดชื่อและลําดับเบสของดีเอ็นเอ และพีเอ็นเอโพรบที่ใชในงานวิจัยนี ้

ชื่อ ลําดับเบส รายละเอียดเพิ่มเติม 

target DNA 5’-TAT TCA CTC AGG AAG TTA  
TTA CTC AGG AAG-3’ 

ดีเอ็นเอเปาหมายเปนคูสมกับดีเอ็นเอ 
และพีเอ็นเอโพรบ 

PNA (capture probe) N’ Acetylation-CTT CCT GAG TGA 
ATA-OO-Lysine C’ 

พีเอ็นเอโพรบซึ่งจับกับดีเอ็นเอเปาหมาย 
15 เบส 

pDNA1 (reporter 
probe1) 

5’-NH2-TTT TTT TTC TTC CTC AGT 
AAT AAC TTC CTG AGT GAA 
TA-3’ 

โอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบซึ่งดัดแปลง 
ปลาย 5’ดวยหมูเอมีน   ใชสําหรับตรึงบน 
อนุภาคลาเทค และโพรบนี้เปนคูสมอีก 
ดานหนึ่งของดีเอ็นเอเปาหมาย (สําหรับ 
การวิเคราะหแบบตรวจวัดโดยตรง; direct 
hybridization detection) 

pDNA2 (reporter 
probe2) 

5’-NH2-TTT TTT TTT TTT TTT TTT 
TTT TTC TTC CTG AGT AAT AA-
3’ 

โอลิโกนิวคลโีอไทดโพรบซึ่งดัดแปลง 
ปลาย 5’ดวยหมูเอมีน   ใชสําหรับตรึงบน 
อนุภาคลาเทค และโพรบนี้เปนคูสมอีก 
ดานหนึ่งของดีเอ็นเอเปาหมาย (สําหรับ 
การวิเคราะหแบบตรวจวัดโดยตรง; 
Sandwich-hybridization detection) 

bDNA (barcode DNA) 5’-NH2 TTT TTT TTG CTC ATA TGG 
ACC TC-3’        

โอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบซึ่งดัดแปลง 
ปลาย 5’ ดวยหมูเอมีน ซึ่งใชสําหรับ 
ตรึงบนอนุภาคลาเทค (ดีเอ็นเอบารโคด) 

single mismatched 
DNA 

5’-TAT TCA CTC AGG AAG TTA TTA 
CTC ACG AAG-3’ 

เบส C (ขีดเสนใต) เปนลําดับเบส 
ที่ผิดพลาด 

non complementary 
DNA 

5’-AAA GTG CTA TGC AGT AAA 
AAG TGC TAT GCA GTA A-3’ 

 

 

ซึ่งสารละลายพีเอ็นเอโพรบจะเตรียมที่ความเขมขน 100 ไมโครโมลารใน 0.1 โมลารฟอสเฟต 

บัฟเฟอรพีเอช 6  และเก็บไวในชองแชแข็ง        โดยจะทําการเจือจางโดยใชอะซิเตดบัฟเฟอรความ 

เขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 4.8      ในขณะที่ดีเอ็นเอตั้งตนเตรียมที่ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร ในน้ํา 

มิลลิคิวที่ผานการนึ่งฆาเชื้อ และเก็บไวในชองแข็ง    ซึ่งดีเอ็นเอที่ใชในการทดลองจะทําการเจือจาง 

ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7.4      โดยสารละลายทั้งหมดจะเตรียม 

ดวยน้ํามิลลิคิวที่ผานการฆาเชื้อ 
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2.3 วิธีดําเนินการวิจัย 

2.3.1 การเตรียมอิเลคโทรด  

สกรีนปรินทอิเลคโทรด(screen printed electrodes; SPEs) เตรียมโดยใชเครื่อง semiauto-

matric screen printer     โดยจะทําการพิมพสกรีนชั้นของ conducting carbon ink (Type 145, MCA 

service, สหรัฐอเมริกา) ตามดวยชั้นของ ซิลเวอร/ซิลเวอร คลอไรดเฉพาะสวนที่เปนหัววัดอางอิงบนแผน 

พีวีซีขนาดกวาง 150 มิลลิเมตร และยาว 200 มิลลิเมตร ทําใหไดชุดหัววัดแบบพิมพสกรีนทั้งหมด 24 ชุด    

ซึ่งแตละชุดจะประกอบไปดวย   หัววัดทํางานคารบอน และหัววัดซิลเวอร/ซิลเวอรคลอไรดซึ่งจะทําหนาที ่

เปนทั้งขั้วอางอิงและขั้ว counter           โดยในแตละชั้นของการพิมพสกรีนจะทําการอบที่อุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซียส เปนเวลาหนึ่งคืนแลวจึงตั้งไวใหหายรอนที่อุณหภูมิหอง     โดยจะไดทําการติดเทปฉนวน 

ในตําแหนงที่กําหนดทําใหสวนของหัววัดทํางานมีขนาด  กวาง x ยาว เทากับ 2 x 5 มิลลิเมตร  และใน 

สวนของขั้วอางอิงและ counter มีขนาด 3 x 5 มิลลิเมตร 

ขั้วแพลทินัม (ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร) สามารถสรางขึ้นมาใชเองเพื่อใชเปนขั้ว 

counter    โดยใชแผนแพลทินัมตัดใหเปนแผนทรงกลมเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร เชื่อมตอกับเสน 

ลวดทองแดงดวยตะกั่ว     แผนแพลทินัมจะสามารถปดที่ปลายหลอดแกวดานหนึ่ง และทําใหยึดติดกับ 

แทงแกวโดยการหลออีพ็อกซีเรซิน       จากนั้นทิ้งไวใหเรซินแข็งตัว และทําการขัดผิวหนาขั้วแพลทินัม 

ดวยผงอะลูมินา ขนาดผง 0.3 ไมโครเมตร และลางดวยน้ํากลั่นในเครื่อง sonicator 2-3 ครั้ง 

2.3.2 การเตรียมอนุภาคโพลีสไตรีนสังเคราะหรวมกับกรดอะคริลิค 

อนุภาคโพลีสไตรีนสังเคราะหรวมกับกรดอะคริลิค (polystyrene-co-acrylic acid; PSA) 

สามารถสังเคราะหไดดัดแปลงจากวิธีในบทความวิจยักอนหนานี้39      ขนาดเสนผานศูนยกลาง 330 

นาโนเมตร  สังเคราะหขึ้นโดยใสน้ํากลั่น 190 กรัม ในขวดกนกลมสามคอที่ตอกับเครื่องกวนสาร และ 

ควบคุมอุณหภูมิโดยใสในอางควบคุมอุณหภูมิดังแสดงในรูปที่ 2.1  หลังจากนั้นจะทําการกวนสารที่ความ 

เร็วรอบ 350 รอบตอนาที พรอมทั้งใสกาซไนโตรเจนเพื่อไลออกซิเจนที่อยูในน้ํา และระบบออกโดย 

ใชเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง จากนั้นจึงใสโมโนเมอรสไตรีน (ที่ผานการทําใหบริสุทธิ ์ และกลั่นที่ความ 

ดันต่ํา) 20 กรัม และโมโนเมอรกรดอะคริลิค 4 กรัม และเพิ่มอุณหภูมิใหน้ําในอางควบคุมอุณหภูมิอยูที่ 

70 องศาเซลเซียส (โดยยังคงกวนสารที ่ 350 รอบตอนาที และ ใสกาซไนโตรเจนตลอดการสังเคราะห)       

กระบวนการสังเคราะหเริ่มขึ้นเมื่อใสแอมโนเนียมเปอรซัลเฟต(APS) 0.2 กรัมซึ่งละลายในน้ํากลั่น 10 

มิลลิลิตร    โดยใชระยะเวลาในการสังเคราะหทั้งสิ้น 8 ชั่วโมงจะไดสารละลายสีขาวขุนคลายน้ํานม                          

ในสวนของการสังเคราะหอนุภาคลาเทคขนาดอื่น ๆ เชน 399 และ 468 นาโนเมตร    ก็จะใช 

กระบวนการเชนเดียวกันแตเพียงลดปริมาณของโมโนเมอรกรดอะคริลิคเปน 1 กรัม (สําหรับลาเทคขนาด 

399 นาโนเมตร) และ 0.5 กรัม (สําหรับลาเทคขนาด 468 นาโนเมตร)  เมื่อไดสารละลายสีขาวขุน 

ก็จะทําการลางสารตางๆ ออกโดยการปนแยกตกตะกอน     และใชน้ํากลั่นลางที่ความเร็วการปนแยก 

13000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาทีตอการปนแยกแตละครั้ง   โดยจะทําการลางโดยการปนแยก 4 

ครั้งจากนั้นจึงทําใหแหงและเก็บในรูปผงที่อุณหภูมิหอง 
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รูปที ่2.1 แผนภาพแสดงการตอชุดเครื่องมือสําหรับการสังเคราะหอนุภาคโพลีสไตรีนสังเคราะหรวม 

กับกรดอะคริลิค (1) ขวดกนกลมสามคอ (2) กรวยแยกสารไวใสสารตางๆ เขาสูระบบ  

2.3.3 การเตรียมฉลากดีเอ็นเอบารโคดลาเทค 

 ชั่งอนุภาค PSA (ทั้ง 3 ขนาดคือ 330, 399 และ 468 นาโนเมตร) 0.3 กรัม ผสมกับเอธานอล 95% 

ปริมาตร 1-2 มิลลิลิตร และนําเขาเครื่องเขยาคลื่นความถี่สูง (sonicator) เปนเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง     

เพื่อทําใหอนุภาคลาเทคแขวนลอยไดดี    จากนั้นนําสารแขวนลอยอนุภาคลาเทคที่ไดผสมใหเขากันกับ 

สารละลาย พอลิเอริลเอมีน (1 มิลลิกรมัตอมิลลิลิตรในสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.5 โมลาร) 

ปริมาตร 60 มิลลิลิตร และทําการบมทิ้งไวเปนเวลา 20 นาที (กวนทุก ๆ ครึ่งชั่วโมง)        จากนั้นทํา 

การลางสารพอลิเอริลเอมีนที่มากเกินพอออกดวยวิธีปนเหวี่ยงความเร็วสูง(ที่ 14000 รอบตอนาทเีปนเวลา 

15 นาที) และลางดวยน้ํากลัน่ 3 รอบ จะทําใหได PAA-latex โดยจะแขวนลอยในน้ํามิลลิคิว     ซึ่งสามารถ 

หาน้ําหนักตอปริมาตรไดโดยการชั่งน้ําหนักกอนและหลังอบแหง 

 จากนั้นนํา PAA-latex (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ผสมกับ 50% glutaraldehyde ในสัดสวนปริมาตร 

ที่เทากัน และทําการบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วในการเหวี่ยงเทากับ 120 รอบตอนาที 

เปนเวลา 18 ชั่วโมง  จึงทําการลางสาร glutaraldehyde ที่มากเกินพอออกโดยการปนเหวี่ยงความเร็วสูง 

และลางดวยน้ํากลั่น 4 รอบ       จะไดเปน G-latex ซึ่งแขวนลอยในน้ํามิลลิคิวปรมิาตรเดียวกับปริมาตร 

PAA-latex ที่ใชตั้งตน   ตอมาจึงทําการผสม G-latex ดวยสาร propylamine เพื่อทําการนําสวน 

glutaraldehyde ที่เกาะบนอนุภาคลาเทคแบบไมแข็งแรงออก      ทําโดยการบม G-latex 1 มิลลิลิตร ดวย 
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500 ไมโครลิตรของ propylamine ความเขมขน 3 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ความเร็วในการเหวี่ยงเทากับ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง       จึงทําการลางสาร propylamine 

ที่มากเกินพอออกโดยการปนเหวี่ยง ความเร็วสูง และลางดวยน้ํากลั่น 4 รอบ  จะไดเปน NGL 

แขวนลอยในน้ํามิลลิคิวปริมาตร 800 ไมโครลิตร 

 ดีเอ็นเอบารโคดสามารถสรางไดโดยใช NGL ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ที่เตรียมทันทีผสมกับ 100 

ไมโครลิตรของฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลารที่มีโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร 

ผสมอยู และเติม 99 ไมโครลิตรของดีเอ็นเอบารโคดความเขมขน 100 ไมโครโมลาร และ 1 ไมโครลิตร 

ของดีเอ็นเอโพรบทีด่ัดแปลงปลายสายดวยหมูเอมีนความเขมขน 100 ไมโครโมลาร (pDNA1 ใชสําหรับ 

การตรวจวัดดีเอ็นเอโดยตรง และ pDNA2 ใชสําหรับการตรวจวัดดีเอ็นเอแบบ sandwich)     โดยได 

ทําการบมสารผสมที่ 37 องศาเซลเซียส หมุนเหวี่ยงความเร็วรอบ 25 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชั่วโมง     

จึงทําการลางดีเอ็นเอที่มากเกินพอออกโดยการปนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ 14000 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 

นาที และลางดวยน้ํามิลลิคิว (จะไดทําการเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากการปนเหวี่ยงรอบแรกเพื่อนําไป 

ตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอที่เหลืออยูดวยเครื่องยูวีสเปคโตรโฟโตเมทรีที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร) จะ 

ทําใหไดฉลากบารโคดดีเอ็นเอลาเทคซึ่งแขวนลอยในน้ํามิลลิควนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร (ปริมาณ 

ลาเทคแขวนลอยโดยประมาณ = 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) และเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส 

2.3.4 การตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นโดยตรง 

ทําการลางขั้วอิเลคโทรดแบบพิมพสกีน (ขั้วคารบอน และ ซิลเวอร/ซิลเวอรคลอไรด) 5 รอบ ดวย 

ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 และน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จึงทําใหแหงดวยแกสไนโตรเจน      

ในการตรึงดีเอ็นเอบนขั้วคารบอนทํางานทําไดโดยการหยดสารละลายดีเอ็นเอเปาหมาย 20 ไมโครลิตร 

บนขั้วทํางานทั้งคารบอนและขั้วอางอิง   จากนั้นทําการปอนศักยไฟฟาที่ 0.1 โวลท เปนเวลา 5 นาที 

จึงทําการลางเอาดีเอ็นเอเปาหมายที่ไมถูกตรึงบนขั้วทํางานออกโดยใช TTL บัฟเฟอร (TTL = 0.1 โมลาร 

Tris-HCl พีเอช 8 ที่มี 0.1 เปอรเซนต tween 20 และ 1 โมลาร ลิเทียมคลอไรด เปนสวนผสม) ลาง 3 รอบ    

ขั้นตอนตอมาไดทําการผสมสารละลายแขวนลอยของฉลากไบโอบารโคดลาเทคกับ TTL บัฟเฟอร ในสัด- 

สวนปริมาตรเทากัน  และนําสารผสมที่ได 20 ไมโครลิตร หยดลงบนขั้วทํางานที่ไดตรึงดีเอ็นเอเปาหมาย 

ไวแลวบมเปนเวลา 20 นาที    จากนั้นทําการลางดวย TT บัฟเฟอร (TT = 0.25 โมลาร Tris-HCl พีเอช 8 

ที่มี 0.1 เปอรเซนต tween 20 เปนสวนผสม) 3 ครั้ง และ ลางดวย washing buffer A (= 0.5 โมลาร 

NaNO3 ผสมกับ 0.02% tween 20 และ  0.01% SDS) 3 ครั้ง ตามดวย washing buffer B (= 0.5 โมลาร 

NaNO3)   เพื่อทําการลางดีเอ็นเอที่ไมถูกไฮบริไดซกับดีเอ็นเอเปาหมายบนขั้วทํางานออก รวมถึงลาง 

คลอไรดทีป่นเปอนบนขั้ววัดออก     ทั้งนี้คลอไรดสามารถทําปฏิกิริยากับซิลเวอรอิออนในขั้นตอนการ 

ทําการกอรูปซิลเวอร และทําใหเกิดการตกตะกอนของซิลเวอรได     ลําดับขั้นตอนการตรวจวัดไดแสดง 

ในรูปที่ 2.2 
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 รูปที่ 2.2 แผนภาพแสดงลําดับขั้นตอนการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นโดยตรงบนขั้วอิเลคโทรด 

แบบพิมพสกรีน 

 

2.3.5 การตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นแบบ sandwich 

ทําการลางขั้วอิเลคโทรดแบบพิมพสกีน (ขั้วคารบอน และ ซิลเวอร/ซิลเวอรคลอไรด) ดวยน้ํามิลลิคิว 

ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวโดยลางประมาณ 5 ครั้ง และทําใหแหงดวยไนโตรเจนแกส        จากนั้นทําการ 

ตรึงพีเอ็นเอบนหัววัดดวย 2 วิธีคือ (ก) วิธีตรึงดวยเคมีไฟฟา และ (ข) การตรึงแบบโควาเลนท 

 (ก) การตรึงดวยวิธีทางเคมีไฟฟา ; หยดสารละลาย 1 ไมโครโมลาร พีเอ็นเอในอะซิเตดบัฟเฟอร 

ความเขมขน 0.2 โมลาร (พีเอช 4.8) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร     จากนั้นทําการปอนศักยไฟฟาที่ -0.5 

โวลท เปนเวลา 5 นาที    จึงทําการลางเอาดีเอ็นเอเปาหมายที่ไมถูกตรึงบนขั้วทํางานออกโดยใชอะซิเตด 

บัฟเฟอรความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 4.8  2 ครั้ง และลางดวยทริสบัฟเฟอร (Tris HCl บัฟเฟอรความ 

เขมขน 20 มิลลิโมลาร พีเอช 7) 2 ครั้ง  และทําใหแหงดวยกาสไนโตรเจน 

 (ข) การตรึงแบบโควาเลนท; กอนทําการตรึงพีเอ็นเอบนขั้วทํางานจะไดทําการบมเฉพาะขั้ว 

คารบอนแบบพิมพสกรีนดวยสารผสมกรด(1 โมลาร กรดซัลฟูริค ผสมกับ 1 โมลาร กรดไนตริค ในสัดสวน 

เทากัน) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บมเปนเวลา  10 นาที        จากนั้นทําการลางดวยน้ํามิลลิคิวนึ่งฆาเชื้อ 

5 รอบ(รอบละประมาณ 1 มิลลิลิตร) และทําใหแหงดวยกาสไนโตรเจน       หลังจากบม และลางดวยกรด 

แลวจะไดทําการตรึงพีเอ็นเอทันทีโดยหยดสารละลายผสม (45 มิลลิโมลาร EDC 15.75 มิลลิโมลาร NHS 

และ 1 ไมโครโมลาร พีเอ็นเอในอะซิเตดบัฟเฟอร) ปริมาตร 10 ไมโครลิตรบนขั้วคารบอนทํางาน และบม 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง  จากนั้นจึงทําการลางพีเอ็นเอที่ไมถูกตรึงบนขั้วไฟฟาออกดวย 20 มิลลิโมลาร Tris-

HCl บัฟเฟอร 2-3 ครั้งจึงทําใหแหงดวยกาสไนโตรเจน 

ขั้นตอนการทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นสามารถทําโดยการบมดีเอ็นเอเปาหมายปริมาตร 20 ไมโคร-

ลิตรความเขมขน 1 พิคโคโมลาร ละลายใน 20 มิลลิโมลาร Tris-HCl บัฟเฟอรบนขั้วไฟฟาทํางาน และทำ 

การบม 30 นาทีเพื่อใหเกิดการไฮบริไดซกันระหวางดีเอ็นเอเปาหมาย และพีเอ็นเอโพรบแลวทําการลาง 4 

ครั้งดวยทริสบัฟเฟอร จากนั้นทําการผสมสารแขวนลอยฉลากไบโอบารโคดลาเทคกับ 40 มลิลิโมลารทริส 

บัฟเฟอรดวยสัดสวนปริมาตรเทากัน และหยด 20 ไมโคลิตรบม 30 นาทีจึงทําการลางขั้วอิเลคโทรดดวย 

20 มิลลิโมลาร ทริสบัฟเฟอรตามดวย washing buffer A และ B อยางละ 5  ครั้ง     

โดยลําดับขั้นตอนการเกิดแสดงใน รูปที่ 2.3 

Direct Hybridization Detection 
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รูปที่ 2.3 แผนภาพแสดงลําดับขั้นตอนการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นแบบ sandwich บนขั้ว 

อิเลคโทรดแบบพิมพสกรีน โดยใช พีเอ็นเอโพรบ 

 

ในการศึกษาสภาวะตางๆ  (เชนความเขมขนของพีเอ็นเอโพรบ เวลาและอุณหภูมิในการเกิด 

ไฮบริไดเซชั่น และระยะเวลาที่ใชในการกอรูปเงิน เปนตน)  ที่เหมาะสมตอการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริได-

เซชั่น แบบ sandwich  ทำโดยควบคุมสภาวะตางๆ คือ  

- ความเขมขนพีเอ็นเอโพรบ = 1 ไมโครโมลาร    

- ระยะเวลาในการบมดีเอ็นเอเปาหมาย และ พีเอ็นเอโพรบ = 20 นาที  

- ระยะเวลาในการบมดีเอ็นเอเปาหมาย และฉลากไบโอบารโคดลาเทค = 20 นาที 

- อุณหภูมิในการบม = 25 องศาเซลเซียส 

- ระยะเวลาที่สําหรับการกอรูปเงิน = 10 นาที 

2.3.6 การกอรูปเงิน และการตรวจวัดดวยเทคนิคทางเคมีไฟฟา 

 หลังจากทําการติดฉลากไบโอบารโคดลาเทคและลางทําความสะอาดเรียบรอย    ในขั้นตอนการ 

ตรวจวัดการเกิดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นโดยตรงจะตองทําการตัดขั้ว ซิลเวอร/ซิลเวอรคลอไรด แบบพิมพ 

สกรีนออกกอนและทําการตัดสวนพลาสติกพีวีซีที่ใกลกับขั้วทํางานออก เพื่อลดการเกิดการตกตะกอน 

เงินบนผิวพลาสติก       จากนั้นจึงทําการผสมสารกอรูปเงิน (A และ B ผสมในสัดสวนปริมาตรเทากัน) 

และหยดลงบนขั้วไฟฟาทํางานปริมาตร 10 ไมโครลิต และทําการบมในที่มืดเปนเวลา 10 นาที   จึงทํา 

การลางทันทีดวยน้ํามิลลิคิว 5 ครั้ง และทําใหแหงดวยกาสไนโตรเจน     กอนการตรวจวัดดวยเทคนิคทาง 

เคมีไฟฟา    ทําการละลายโลหะเงินโดยใชกรดไนตริคเขมขน 50 เปอรเซนต ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

เปนเวลา 10 นาที      จากนั้นจึงนําอิออนเงินที่ไดใสในบีคเกอรที่มี 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 

4.5 ปริมาตร 1.6 มิลลิลิตร  และนํามาตรวจวัดดวยเทคนิค  DPASV 

  การตรวจวัดอิออนเงินดวยเทคนิค DPASV สามารถทําไดโดยการปอนศักยไฟฟาที่ -0.4 โวลท 

เปนเวลา 300 วินาที  โดยชวง 290 วินาทีแรกจะตองทําการกวนสารเพื่อใหเกิดการสะสมโลหะเงิน 

ที่ขั้วอิเลคโทรดใหมากที่สุด (ขั้นตอน preconcentration)     จากนั้นทําการหยุดการกวนสารเพื่อใหสาร 

ละลาย ในระบบหยุดนิ่งซึ่งเหมาะตอการตรวจวัดดวยเทคนิค differential pulse voltammetry คือเปน 

Sandwich Hybridization Detection 
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ขั้นตอนการผลักโลหะเงินที่สะสมอยูบนขั้วทํางานออก ทําไดโดยการตรวจวดักระแสที่ศักยไฟฟาตาง ๆ 

ชวง 0.05 ถึง 0.3 โวลท ที่ความเร็วในการวัด 0.5 มิลลิโวลทตอวินาท ี 

 

2.3.7 การตรวจวัดจีโนมิคดีเอ็นเอ 

 เชื้ออีโคไลนสายพันธที่ไมกอใหเกิดโรค (สายพันธ BL2(DE3))  และเชื้อซัลโมเนลลา ไธฟมูเรียม 

สามารถเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth ทั้งแบบเหลวและแบบวุนแข็ง     เชื้อทั้ง 2 ชนิดเริ่มแรกจะ 

เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

โดยเขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที    หลังจากเพิ่มปริมาณเชื้อแลวจะแบงเชื้อที่ไดสวนหนึ่ง 

เพื่อทําการหาปริมาณเชื้อที่มีอยูโดยการบมเชื้อที่เจือจางสัดสวนตางๆ บนอาหารวุนแข็ง   เพื่อทําการ 

ตรวจหาปริมาณเชื้อในรูปโคโลนี ตอมิลลิลิตร (colonoy forming unit; CFU)   เชื้อสวนที่เหลือจะนํา 

ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อทําการลางอาหารเลี้ยงเชื้อออก และไม 

ทําใหเชื้อ เจริญเติบโตเพิ่มขึ้น     โดยเชื้อจะถูกลางและเก็บไวในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 

0.1 โมลาร พี่เอช 7.4 ที่มีโซเดียม-คลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร ผสมอยู      โดยเชื้อ 1.5 มิลลิลิตร 

จะถูกเก็บในสารละลายบัฟเฟอร 100  ไมโครลิตร ผสมกับ 50 ไมโครลิตรของ 10% SDS 

 จีโนมิกดีเอ็นเอสามารถสกัดจากเชื้อแบคทีเรียอยางงายโดยการตมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

5 นาที     จากนั้นนําสารแขวนลอยเชื้อที่ไดจากการตมไปปนเหวี่ยงที่ 14000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 

นาที เพื่อเก็บจีโนมิกดีเอ็นเอที่ละลายอยูในสารละลายดานบนไว   โดยจะทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส 

 การนําจีโนมิกดีเอ็นเอเขมขนมาทําการเจือจางเปนลําดับทําโดยการใช Tris-HCl บัฟเฟอรความเขม-

ขน 40 มิลลิโมลาร พีเอช 7 มาใช     เพื่อใชในการตรวจวัดกราฟมาตรฐานของจีโนมิกดีเอ็นเอโดยใช 

ฉลากไบโอบารโคดลาเทค    กอนการตรวจวัดไฮบริไดเซชั่นไดทําการตมจีโนมิกดีเอ็นเอที่ 90 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 5 นาทีและใสแชในน้ําแข็งทันทีเพื่อใหเกิดการแยกสายกันของจีโนมิกดีเอ็นเอ      ใน 

การตรวจวัดจีโนมิกดีเอ็นเอจะไดทําการผสมจีโนมิกดีเอ็นเอที่ผานการแยกสายออกกับฉลากไบโอบารโคด 

แชเย็นในสัดสวน 1ตอ1 (ปริมาตร)  และหยดสารผสมที่ไดปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงบนขั้วไฟฟาทํางานที ่

ตรึงพีเอ็นเอไวจึงทําการบมทิ้งไว 1 ชั่วโมง       จากนั้นจึงทําการลาง และเพิ่มสัญญาณดวยการกอรูป 

โลหะเงิน ตอดวยการละลายโลหะเงินในอยูในรูปอิออนเงินดวยกรดเขมขน     จึงทําการตรวจวัดทาง 

เคมีไฟฟาที่เรียกวา DPASV   
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บทที่ 3 ผลการทดลอง และวิจารณ 

เทคนิคไบโอบารโคดเปนเทคนิคที่ถูกนํามาใหเพิ่มมากขึ้น  ทั้งนี้เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจวัด 

ในงานทางดานดีเอ็นเอ32-33, 35, 40-44และอิมมูโนเซนเซอร34, 45-49  นอกจากนี้ยังรวมถึงการตรวจวัด 

สารโลหะอิออนโดยการใชดีเอ็นเอไซม     ในระบบการตรวจวัดดีเอ็นเอสวนใหญไดถูกพัฒนาเพื่อลดขั้น 

ตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร  ซึ่งเทคนิคไบโอบารโคดเปนอีกเทคนิคที่สามารถทําได 

แตอยางไรก็ตามอนุภาคทองนาโนที่นิยมนํามาใชเปนตัวบรรจุดีเอ็นเอบารโคด และดีเอ็นเอโพรบมีขอ 

จํากัดในเรื่องขนาด ซึ่งสงผลตอปริมาณของดีเอ็นเอที่สามารถบรรจุไดเพียงระดับรอยเสนดีเอ็นเอ      

ดังนั้นเพื่อเพิ่มความสามารถในการบรรจุดีเอ็นเอใหมากขึ้น ในงานวิจัยนี้จึงไดเลือกใชอนุภาคลาเทค 

ทรงกลมขนาดตางๆ เพื่อใชในการบรรจุดีเอ็นเอปริมาณมากซึ่งเมื่อมีปริมาณดีเอ็นเอมากขึ้นจะสงผลให 

ความไวในการตรวจวัดดีเอ็นเอสูงขึ้นเชนกัน 

3.1 การสรางไบโอบารโคดลาเทค 

 ในงานวิจัยไดทําการดัดแปลงพื้นผิวของอนุภาคลาเทคดวยดีเอ็นเอ โดยอาศัยวิธีเชื่อมตอดวย 

พันธะโควาเลนท    ขั้นตอนการดัดแปลงดังแสดงในรูปที่ 3.1 อนุภาคลาเทคที่เลือกใชในงานวิจัยนี้ คือ 

อนุภาคพอลิสไตรีน-โค-อะคริลิคแอซิด (Polystyrene-co-acrylic acid; PSA) ที่พื้นผิวของอนุภาคลาเทค 

PSA ชนิดนี้มีหมูคารบอกซิลิคซึ่งแสดงความเปนประจุลบได     ดังนั้นสามารถดัดแปลงประจุบนผิวของ 

อนุภาคไดโดยใชสารพอลิอิเลคโทรไลท (แคทอิออนนิค และ แอนอิออนนิค)     โดยสารแคทอิออนิค 

ที่เลือกใชในงานนี้คือสารพอลิเอริลเอมีนซึ่งมีประจุบวกจากหมูเอมีน     ดังนั้นจึงสามารถเคลือบทับบน 

อนุภาค PSA ไดเปน PAA-latex ที่มีประจุบวก     จากนั้นไดทําการเคลือบทับดวยสารกลูตาอัลดีไฮด 

เพื่อใหเกิดการเชื่อมกันระหวางหมูอัลดีไฮดของสารกลูตาอัลดีไฮด และหมูเอมีนของPAA-latex รวมทั้ง 

หมูเอมีนที่ดัดแปลงที่ปลายสาย 5’ ของโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบ     โดยพันธะโควาเลนทระหวางหมู 

อัลดีไฮดและหมูเอมีนนี้จะทําใหโพรบติดบนอนุภาคไดดี     จากงานวิจัยกอนหนานี้50 พบวาการใชสาร 

โพพิลเอมีนจะชวยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ตรึงบนพื้นผิวไดมากขึ้น   โดยในงานวิจัยนี้จึงไดศึกษาการใช 

สารโพพิลเอมีนดวยเชนกัน และพบวาโพพิลเอมีนขวยทําใหสามารถตรึงโพรบบนอนุภาคลาเทคไดมาก 

ขึ้น   ทั้งนี้เนื่องจากโพพิลเอมีนจะชวยกําจัดสารกลูตาอัลดีไฮดที่จับแบบไมสเถียรบนผิวหนาอนุภาค 

ลาเทคออกไปได     โดยจะเรียนอนุภาคลาเทคที่เคลือบสารกลูตาอัลดีไฮด และบมสารโพพิลเอมีนเปน 

NGL    

 

 รูปที่ 3.1  แผนภาพการตูนการสรางฉลากไบโอบารโคดลาเทค 
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 ขนาดของอนุภาคลาเทคสงผลใหมีพื้นผิวในการตรึงดีเอ็นเอที่ตางกัน   ดังนั้นจึงไดทําการศึกษา 

การตรึงดีเอ็นเอบารโคดบนอนุภาค NGL ที่ขนาดตางๆ กันคือ 330 นาโนเมตร (NGL1), 395 นาโนเมตร 

(NGL2) และ 468 นาโนเมตร (NGL3)       ในรูปที่ 3.2 แสดงภาพจาก TEM ของ GL และ NGL ขนาด 

ตางๆ      จากรูปแสดงใหเห็นวาลักษณะโครงสรางทางกายภาพของอนุภาคลาเทคจะยังคงเปนทรงกลม   

นอกจากนี้ NGL นี้จะแขวนลอยไดดีในน้ําดังนั้นจึงเหมาะตอการนํามาใชในการบรรจุดีเอ็นเอบารโคด      

เมื่อพิจารณาจากความหนาแนนของอนุภาคพอลิสไตรีน (1.05 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร)    ทําให 

สามารถคํานวณคามวลโดยเฉลี่ยของ อนุภาคไดเทากับ 5.64 x 10-14 (สําหรับ NGL1)   3.49 x 10-14 

(สําหรับ NGL2)  และ 1.98 x 10-14 (สําหรับ NGL3)     ซึ่งมวลของอนุภาคแตละขนาดสามารถนํามาใช 

เพื่อคํานวณจํานวนอนุภาคในการเตรียมตัวอยางได 

ขอดีของการใชอนุภาคลาเทคแทนอนุภาคทองนาโนสําหรับการสรางฉลากดีเอ็นเอบารโคดโพรบ  

คือ (1) อนุภาคลาเทคสามารถแขวนลอยไดดีในน้ํา และมีความสเถียรสูงกวา, (2) อนุภาคลาเทคสามารถ 

ทําการสังเคราะหไดเองในหองปฏิบัติการ โดยสามารถสังเคราะหใหมีขนาดตางๆกันตั้งแตระดับ 

นาโนเมตรจนถึงไมโครเมตร, (3) สามารถดัดแปลงพื้นผิวของอนุภาคลาเทคไดงาย 

 ทั้งนี้บนฉลากจะมีดีเอ็นเอ 2 ชนิดคือดีเอ็นเอโพรบซึ่งเปนคูสมกับดีเอ็นเอเปาหมายที่สนใจ   

และดีเอ็นเอบารโคดซึ่งทําหนาที่เสมือนตัวเพิ่มสัญญาณ     ดังนั้นปริมาณดีเอ็นเอโพรบบนฉลากไมจํา 

เปนตองมีปริมาณมากเมื่อเทียบกับดีเอ็นเอบารโคดที่ชวยเพิ่มความไวในการตรวจวัดได    โดยในงาน 

วิจัยนี้จึงไดเลือกใชสัดสวนความเขมขนของดีเอ็นเอโพรบ และดีเอ็นเอ บารโคดเทากับ 1:99   และเมื่อทํา 

การตรึงดีเอ็นเอบนอนุภาค  NGL ในชวงเวลาที่กําหนด   จากนั้นจึงทําการแยกดีเอ็นเอสวนที่ไมถูกตรึง 

ไวออกมาโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง    ซึ่งปริมาณดีเอ็นเอที่ติดอยูบนฉลากสามารถคํานวณได 

จากการตรวจวัดดีเอ็นเอที่เหลืออยูในสารละลายหลังจากทําการปนเหวี่ยงแลว   โดยใชเทคนิคยูวีสเปค-

โตรโฟโตเมทรีเพื่อทําการตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร (1 OD = 33 ไมโครกรัมดีเอ็นเอ 

สายเดี่ยวตอปริมาตรระดับไมโครลิตร)   รูปที่ 3.3 แสดงถึงปริมาณดีเอ็นเอที่สามารถบรรจุบนฉลาก 

NGL1 ถึง NGL3 ไดซึ่งแสดงใหเห็นวาบนฉลาก NGL3 สามารถบรรจุดีเอ็นเอไดมากที่สุด      ดังนั้นจึงมี 

ความเปนไปไดที่จะสามารถเพิ่มความไวในการตรวจวัดดีเอ็นเอไดสูงสุดเชนกัน    เนื่องจากในระบบวัด 

จะไดใชสารโลหะเงินอิออนรวมเพิ่มสัญญาณการตรวจวัด โดยโลหะอิออนสามารถจับกับหมูฟอสเฟตที่ 

เปนโครงสรางหลักของดีเอ็นเอได     ดังนั้นเมื่อมีปริมาณดีเอ็นเอมากขึ้นสงผลใหอิออนเงินเขาไปจับได 

มากขึ้นเชนกัน     และจากรูปที่ 3 แสดงถึงปริมาณดีเอ็นเอที่สามารถตรึงบนอนุภาค NGL1 ถึง NGL3 

ได ซึ่งปริมาณที่ไดสูงกวาการตรึงบนอนุภาคทองนาโน(รายงานโดย Hu และคณะ32) ถึง 3700   

แตอยางไรก็ตามวิธีนี้ใหปริมาณดีเอ็นเอที่นอยกวาการตรึงบนอนุภาคแกว (เสนผาน ศูนยกลาง 3.53 

ไมโครเมตร) เพียง 2 เทา    ทั้งนี้เนื่องจากอนุภาคแกวมีขนาดพื้นที่ผิวแบบรูพรุนจึงทําใหมีพื้นผิวสําหรับ 

ตรึงดีเอ็นเอมาก 
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 รูปที่ 3.2 ภาพ TEM ของ GL1(ก), NGL1(ข), GL2(ค), NGL2(ง), GL3(จ) และ NGL3(ฉ) 

โดยสเกลภาพเทากับ 100 นาโนเมตร 

(ง) 

(ก) (ข) 

(ค) 

(จ) (ฉ) 
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รูปที่ 3.3 กราฟแสดงปริมาณจํานวณดีเอ็นเอบารโคด และดีเอ็นเอโพรบที่สามารถตรึงอยูบนอนุภาค 

ลาเทคแบบตางๆ 
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3.2 การศึกษาการตรวจวัดอิออนเงินดวยวิธีทางเคมีไฟฟา 

 ในงานวิจัยไดใชสารกอรูปเงินเพื่อชวยในการเพิ่มสัญญาณในการตรวจวัดทางเคมีฟฟาดวยเทค-

นิคสตริปปงโวลแมเมทรี (ASV)   เนื่องจากเทคนิคนี้สามารถวัดปริมาณอิออนของโลหะทีมีปริมาณนอยๆ 

ได ซึ่งจะเปนวิธีที่ชวยเพิ่มความไวในการตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอทายสุดได       ดังนั้นกอนที่จะทําการ 

ตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอโดยใชสารกอรูปเงิน จะไดทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการตรวจวัด 

อิออนเงินโดยวิธี ASV  โดยใชขั้วไฟฟาทํางานแบบคารบอนพิมพสกรีน   สภาวะตางๆ ที่ศึกษาคือ (ก) 

ศักยไฟฟาที่ใชเพื่อสะสมโลหะเงินบนขั้วไฟฟาทํางาน(deposition potential; Edep) (ข) ระยะเวลาที่ใชใน 

การสะสมโลหะเงินบนขั้วไฟฟาทํางาน(deposition time; tdep) และ (ค) อัตราการเปลี่ยนศักยไฟฟา 

ระหวางวัด(scan rate; mV s-1) 

 3.2.1 การศึกษาหาศักยไฟฟาที่เหมาะสมตอการสะสมโลหะเงินบนขั้วไฟฟาทํางาน 

 ศักยไฟฟาที่ใชสําหรับการสะสมอิออนเงินที่อยูในสารละลายใหเปนโลหะเงินที่บนขั้วไฟฟาคาร-

บอนทํางานสามารถทําไดโดยการปอนศักยไฟฟาลบเนื่องจากโลหะเงินมีประจุบวก (Ag+)      โดยการ 

ทดลองนี้จะไดใชสารโซเดียมไนเตรทเปนสารมาตรฐานเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมตางๆ สําหรับการตรวจ 

วัดดวยเทคนิค ASV ตออิออนเงิน     ชวง Edep ที่ใชในการศึกษาคือ -0.05 ถึง -0.5 โวลท โดยควบคุม 

ความเขมขนของซิลเวอรไนเตรทที่ 100 ไมโครกรัมตอลิตร  tdep= 200 วินาที และ scan rate= 50 mV s-1   

รูปที่ 3.4 แสดงใหเห็นวาที่ศักยไฟฟา -0.4 โวลท เปนศักยไฟฟาที่ทําใหเกิดการสะสมของโลหะเงินมาก 

ที่สุดถึง 1.74 ไมโครแอมแปร    ทั้งนี้เนื่องจากที่พื้นผิวของขั้วคารบอนทํางานแบบพิมพสกรีนถูกปกคลุม 

ดวยประจุลบซึ่งทําใหเกิดการสะสมของอิออนเงินที่มีประจุบวกไดเมื่อใชศักยไฟฟาที่ต่ํากวา -0.4 โวลท 

นั้นจะสงผลใหที่พื้นผิวของขั้วไฟฟาไมมีพลังงานมากพอที่จะทําใหเกิดการสะสมอิออนเงินได   แตเมื่อใช 

ศักยไฟฟาที่มากกวา -0.5 โวลท แสดงถึงสภาวะที่อิ่มตัวของการสะสมอิออนเงินที่ขั้วไฟฟา    ดังนั้น 

ศักยไฟฟาที่เหมาะสมตอการสะสมโลหะเงินบนขั้ไฟฟาทํางานเทากับ -0.4 โวลท และจะไดถูกใชในการ 

ทดลองอื่นๆ ตอไป 

 

รูปที่ 3.4 กระแสความสูงของพีคที่ไดจากการวัดดวยเทคนิค ASV และศักยไฟฟาที่ใชในการสะสมโลหะ 

เงิน (Edep) ภายใตสภาวะความคุมตางๆ คือวัดซิลเวอรไนเตรด ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอลิตร 

ที่ละลายอยูใน 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ tdep= 200 วินาที scan rate = 50 mV s-1 

0.0E+00 

5.0E-07 

1.0E-06 

1.5E-06 

2.0E-06 

-600 -400 -200 0 

กร
ะแ

ส/
A

 

Deposition potential /mV 



	
   25	
  

 3.2.2 การศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมตอการสะสมโลหะเงินบนขั้วไฟฟาทํางาน 

 ระยะเวลาที่ใชเพื่อโลหะเงินบนขั้วไฟฟาทํางานเปนปจจัยหลักที่สําคัญอีกอยางหนึ่งตอการตรวจ

วัดอิออนเงินทั้งหมดที่ละลายในสารละลาย   โดยในระหวางการสะสมจะมีการกวนสารละลายอิออนเงิน 

เพื่อใหเกิดการสะสมมากขึ้น      ดังนั้นในงานวิจัยไดทําการศึกษาหาเวลาที่ใชในการสะสมที่เหมาะสมใน 

ชวงตั้งแต 50 ถึง 500 วินาที    ผลการทดลองที่ไดดังแสดงในรูปที่ 3.5 แสดงใหเห็นวาเมื่อเวลาในการ 

สะสมเพิ่มขึ้นปริมาณโลหะเงินที่สะสมมากขึ้นตามปริมาณกระแสที่สูงขึ้น   และเมื่อเวลาตั้งแต 300 วินาที 

ขึ้นไปจะใหคากระแสอิ่มตั้ว   แตทวาที่เวลามากกวา 300 วินาทีแสดงใหเห็นวามีคาความคลาดเคลื่อน 

ที่สูงมากขึ้นตามเวลาที่มากขึ้น    ดังนั้นจะไดเลือกเวลาในการสะสมที่ 300 วินาที เปนเวลาที่เหมาะสม   

นอกจากนี้เวลาที่ใชนี้จะชวยใหสามารถวัดปริมาณอิออนโลหะที่มีปริมาณนอยในสารละลายไดดี 

 

 

รูปที่ 3.5 กระแสความสูงของพีคที่ไดจากการวัดดวยเทคนิค ASV และเวลาที่ใชในการสะสมโลหะเงิน 

(tdep) ภายใตสภาวะความคุมตางๆ คือวัดซิลเวอรไนเตรด ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอลิตร ที่ละลาย 

อยูใน 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท scan rate = 50 mV s-1 
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 3.2.3 การศึกษาหาอัตราการเปลี่ยนศักยไฟฟาระหวางวัด  

 ปจจัยที่สําคัญตอการตรวจวัดอิออนเงินคือ อัตราการเปลี่ยนศักยไฟฟาระหวางวัด (scan rate; 

mV s-1) ซึ่งจะเกิดขึ้นหลังจากทําการสะสมโลหะเงินบนขั้วไฟฟาไดแลว  จะตองทําการกราดศักยไฟฟา 

เพื่อใหโลหะเงินที่สะสมอยูหลุดออก และกลับมาละลายในสารละลายเหมือนเดิม   โดยในระหวางการ 

กราดศักยไฟฟาอัตราการเปลี่ยนศักยไฟฟาจะตองคงที่ และสงผลตอคากระแสจํากัด(limiting current) ที่ 

เกิดขึ้น    ดังนั้นคา scan rate ที่ใชศึกษาจะอยูในชวง 2 ถึง 100 mV s-1 ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 

3.6     ผลแสดงใหเห็นวาที่ scan rate เทากับ 50 mV s-1 ใหคากระแสสัญญาณสูงที่สุดซึ่งเปนไปไดวา 

ที่อัตรานี้จะสงผลใหสามารถผลักโลหะเงินออกจากผิวหนาขั้วไฟฟาทํางานไดมากที่สุด 

 

 

รูปที่ 3.6 กระแสความสูงของพีคที่ไดจากการวัดดวยเทคนิค ASV และอัตราการเปลี่ยนศักยไฟฟา(scan 

rate) ภายใตสภาวะความคุมตางๆ คือวัดซิลเวอรไนเตรด ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอลิตร ที่ละลาย 

อยูใน 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท tdep= 300 วินาที 
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 จากสภาวะที่เหมาะสมตางๆ คือ Edep= -0.4 โวลท tdep= 300 วินาที scan rate = 50 mV s-1  ได 

ใชเพื่อทําการศึกษาหากราฟมาตรฐานการตรวจวัดอิออนเงินจากการใชซิลเวอรไนเตรท    ซึ่งกราฟ 

มาตรฐานนี้สามารถใชหาปริมาณอิออนเงินในสารละลายที่ไมทราบปริมาณได   แตมีขอจํากัดคือคา 

กระแสที่วัดไดตองอยูในชวงกราฟเชิงเสน    ในการทดลองนี้ไดใชสารซิลเวอรไนเตรท   10 ไมโครลิตร 

ที่ความเขมขน ตางๆ ตรวจวัดในอะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5 ปริมาตร 1.6 มิลลิลิตร    คากระแส 

สัมพันธกับความเขมขนแสดงในรูปที่ 3.7  แสดงคากระแสเชิงเสนสําหรับความเขมขนของซิลเวอร 

ไนเตรทในชวง 74.5 ถึง 186.3 ไมโครกรัมตอลิตร    โดยคาสมการเชิงเสนคือ y = (7.43 x 10-8)x – 4.96 

x10-6 ซึ่ง x เปนคาความเขมขนของซิลเวอรไนเตรทในถวยวัด (ไมโครกรัมตอลิตร) และ y เปนคาความสูง 

ของพีคที่วัดไดจากเทคนิค ASV (ไมโครแอมแปร)    และมีคา r2 = 0.977     ดังนั้นในการตรวจวัดปริมาณ 

ซิลเวอรในตัวอยางสามารถตรวจวัดและใชสมการดังกลาวขางตนได   โดยเฉพาะอยางยิ่งปริมาณอิออนเงิน 

ที่สามารถบรรจุอยูบนฉลากไบโอบารโคดลาเทคได 

 

 

รูปที่ 3.7 กระแสความสูงของพีคที่ไดจากการวัดดวยเทคนิค ASV และความเขมขนของซิลเวอรไนเตรด 

ในสารละลาย ภายใตสภาวะความคุมตางๆ วัดใน 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -

0.4 โวลท tdep= 300 วินาที และ scan rate = 50 mV s-1 
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ไดทําการศึกษาผลของสารกอรูปเงินที่ใชกับฉลากทั้ง 3 ชนิด     ซึ่งทําโดยการผสม 

ระหวางสารกอรูปเงิน A และ B ปริมาตร 200 ไมโครลิตร      รวมกับฉลากไบโอบารโคดลาเทคทั้ง 3 

ชนิด (2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ตัวอยางละ 200 ไมโครลิตร เปนเวลา 5 นาที    โลหะเงินจะสามารถ 

เกาะบนดีเอ็นเอบารโคดไดจากอิออนเงินที่มีประจุบวกเขากับจับกับประจุลบจากหมูฟอสเฟตของดีเอ็นเอ

ดวยแรง electrostatic    จากนั้นอิออนเงินจะถูกเรงปฏิกิริยาทางเคมี(สารกอรูปเงิน:B) ทําใหเกิดเปน 

กลุมกอนโลหะเงิน   ตอมาจึงไดทําการปนเหวี่ยงดวยความเร็วสูงที่ 14000 รอบตอนาที เพื่อลางเอาสาร 

กอรูปเงินที่เกินพอออก   ปริมาณโลหะเงินที่กอรูปบนดีเอ็นเอบารโคดสาารถตรวจวัดไดโดยเทคนิคทาง 

เคมีไฟฟา  กลาวคือทําการละลายโลหะเงินดวยกรดไนตริคเขมขน 50% ใหเปนอิออนเงิน    ทายสุด 

สามารถทำการตรวจวัดทางเคมีไฟฟาที่เรียกวา“แอนอิออนนิคสตริปปงโวลแทมเมทรี” (anodic stripping 

voltammetry)   ซึ่งคากระแสที่วัดไดสามารถคํานวณหาปริมาณอิออนเงินไดโดยใชสมการเชิงเสน 

ที่ไดกลาวถึงกอนหนานี้      โดยผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 3.8 เมื่อปริมาณดีเอ็นเอบารโคดเพิ่มขึ้น 

ปริมาณโลหะเงินที่สามารถกอรูปบนฉลากไบโอบารโคดลาเทคจะเพิ่มขึ้น   ดังนั้นจึงไดเลือกใช NGL3 

เปนตัวติด ฉลากดีเอ็นเอบารโคดสําหรับการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นตอไป 

 

รูปที่ 3.8 ปริมาณอิออนเงินที่วัดไดจากเทคนิค ASV ตออุนภาคลาเทค  ภายใตสภาวะความคุมตางๆ วัด 

ใน 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท tdep= 300 วินาที และ scan rate = 

50 mV s-1  
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3.3 การตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นโดยตรง (direct DNA hybridization) 

ไดทําการศึกษาหาสภาวะตางๆ ที่เหมาะสมตอการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นโดยตรง เชน 

สภาวะการตรวจวัดอิออนเงินดวยเทคนิค differential pulse anodic stripping volatammetry 

ชนิดของบัฟเฟอรที่เหมาะสมตอการเกิดไฮบริไดเซชั่น  และระยะเวลาในการบมสารกอรูปเงิน เปนตน    

ขั้นตอนการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นสามารถทําไดโดยการตรึงดีเอ็นเอเปาหมาย(tDNA) บนพื้นผิว 

ขั้วทํางานแบบคารบอนพิมพสกรีนโดยการปอนศักยไฟฟาที่ 0.1 โวลท เปนเวลา 5 นาที     วิธีนี้จะ 

สามารถตรึงดีเอ็นเอบนขั้วไฟฟาแบบพิมพสกรีนไดโดยอาศัยวิธี electrostatic ระหวางประจุบวกของขั้ว 

ไฟฟาที่เกิดจากการปอนศักยไฟฟา และประจุลบจากดีเอ็นเอ       จากนั้นจึงทําการบมกับฉลากดีเอ็นเอ 

บารโคดลาเทคเปนเวลา 20 นาที และบมกับสารกอรูปเงิน    ซึ่งกระแสสัญญาณที่ไดจากการตรวจวัด 

อิออนเงินจะสัมพันธกับความเขมขนของดีเอ็นเอเปาหมาย      

 ชนิดของบัฟเฟอรเปนปจจัยที่สําคัญที่สงผลตอการเกิดไฮบริไดเซชั่นของดีเอ็นเอ   โดยทั่วไปได 

มีการใชบัฟเฟอร SSC และ SSPE ในการเกิดไฮบริไดเซชั่นของดีเอ็นเอ   แตทวาในการตรวจวัด 

ดีเอ็นเอในงานวิจัยนี้ใหผลที่ไมเปนไปตามปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายที่มีอยู   ดังนั้นจึงไดเลือกบัฟเฟอร 

TTL เขามาศึกษาเพิ่มเติม  โดยจะไดทําการเปรียบเทียบระหวางการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความ 

เขมขน 1 พิคโคโมลาร และ 0 โมลาร หลังจากที่ทําารบมกับฉลากไบโอบารโคดลาเทค(ที่ไดจากการใช 

NGL3) ที่ละลายในไฮบริไดเซชั่นบัฟเฟอรชนิดตางๆ ดังแสดงในรูปที่ 3.9     โดยสภาวะควบคุมอื่นๆ คือ 

ทําการบมฉลาก 20 นาที และบมกับสาร กอรูปเงิน 15 นาที    ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการใช TTL 

บัฟเฟอรจะใหกระแสสัญญาณสูงกวา   แตทวาการใช BSA รวมดวยแสดงคาสัญญาณที่ดีเอ็นเอเปาหมาย 

0 โมลาร สูงกวาที่ 1 พิคโคโมลาร       ทั้งนี้ เนื่องจาก BSA ที่ใชมีคา isoelectric point (pI) เทากับ 4.7 

ดังนั้นในสภาวะที่พีเอชในสารละลายเทากับ 7 จะทำให BSA แสดงความเปนประจุลบ  ซึ่งทําใหอิออน 

เงินที่มีประจุบวกเขาไปจับไดจึงเกิดเปนกระแสสัญญาณที่ไมจําเพาะขึ้น    ดังนั้นจึงไดเลือกใช TTL 

บัฟเฟอรที่ไมมี BSA รวมในการเกิดไฮบริไดเซชั่น  

จากผลการทดลองรูปที่ 3.10 เปนการตรวจหาสภาวะที่เหมาะสมตอการบมกับสารกอรูปเงินใน 

สภาวะที่มี tDNA ความเขมขน 1 พิคโคโมลาร เทียบกับ 0 โมลาร      ผลแสดงใหเห็นวาในชวงเวลาบม 

1 ถึง 5 นาทีไมใหผลที่แตกตางกัน   จากนั้นเพิ่มขึ้นจนถึง 10 นาที และการตอบสนองลดลงเมื่อเวลา 15 

นาที   เมื่อเปรียบเทียบอัตราสวนระหวางการตรวจวัดดีเอ็นเอที่ความเขมขน 1 และ 0 พิคโคโมลาร    

ทั้งนี้อาจ เนื่องจากโลหะเงินที่กอรูปขึ้นบนฉลากไบโอบารโคดลาเทคมีปริมาณมาก จนสงผลทําใหฉลาก 

หลุดออกจากผิวหนาขั้วไฟฟาทํางานไดงายขึ้น    ในขณะที่เวลา 10 นาทีจะใหคาสัดสวนของกระแส 

สัญญาณสูงสุด    ดังนั้นจึงไดเลือกบมสารกอรูปเงิน 10 นาที 
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รูปที่ 3.9 ชนิดของบัฟเฟอรสําหรับการเกิดไฮบริไดเซชั่น ภายใตสภาวะความคุมตางๆ วัด ใน 

0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท tdep= 300 วินาที และ scan rate = 50 

mV s-1 

 

 

รูปที่ 3.10 กราฟความสัมพันธระหวางอัตราสวนกระแสสัญญาณที่วัดไดระหวางดีเอ็นเอเปาหมายที่ 1 

พิคโคโมลารและ 0 โมลาร และ เวลาที่ใชในการบมสารกอรูปเงิน (นาที) ภายใตสภาวะความคุมตางๆ วัด 

ใน 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท tdep= 300 วินาที และ scan rate = 

50 mV s-1 
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 จากสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นโดยตรงดังกลาวขางตน สามารถนํา 

มาใชเพื่อทําการตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายที่ความเขมขนตางๆ     รูปที่ 3.11 แสดงคากระแส 

สัญญาณที่ตรวจวัดไดมีคาเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ tDNA ที่เพิ่มขึ้น     ชวงความเขมขน 100 

พิคโคโมลาร ถึง 10 แอตโตโมลาร เปนชวงพิสัยเชิงเสนตรงที่มีคาสมการเชิงเสนเปน y = 6.27 x 10-7 x 

+ 1.76x10-6 (y เปนคากระแสสัญญาณมีหนวยเปนแอมแปร   และ x เปนคาความเขมขนของ tDNA 

ในหนวย log ของความเขมขนในหนวยแอตโตโมลาร)   และมีคา r2 เทากับ 0.91  โดยมีคาความสามารถ 

ในการวัดต่ําสุด(limit of detection) เทากับ 1.82 x 10-16 โมลาร (182 แอตโตโมลาร) ซึ่งสามารถคำนวณ 

ไดจากสมการโดยใชกระแสที่วัดไดจากการตรวจวัด noncomplementary DNA รวมกับคาความคลาด 

เคลื่อนมาตรฐาน 3 เทา    ทั้งนี้คาความไวในการตรวจวัดสูงเนื่องจากสามารถบรรจุดีเอ็นเอปริมาณมาก 

บนฉลากไบโอบารโคดลาเทคได (ประมาณ 1010 กอปปดีเอ็นเอตอตารางเซนติเมตร สําหรับดีเอ็นเอ 

โพรบ และ 1012 กอปปตอตารางเซนติเมตร สําหรับบารโคดดีเอ็นเอ)      ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็น 

วาความไวในการตรวจวัดจากวิธีนี้ดีกวาจากผลงานตีพิมพตางๆ กอนหนานี้ที่ไดใชไบโอบารโคดแอสเส 

รวมกับการตรวจัดเทคนิคตางๆ คือ แคปปราลีดีเอ็นเออะนาไลซิส42   การตรวจวัดโดยใชสแกนโน-

เมตรี51-53   และเทคนิคทางเคมีไฟฟา21, 32-33, 36-37 

 รูปที่ 3.12 แสดงภาพ TEM ที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความเขมขน 50 

แอตโตโมลาร จากนั้นนําขั้วไฟฟาที่ไดรับหลังจากบมสารกอรูปเงินและลางพรอมใชเพื่อการตรวจวัดดวย 

เทคนิค ASV มาทําการแชในน้ํากลั่นและเขาเครื่องเขยาความถี่สูง(sonicator) เปนเวลา 30 วินาที 

จึงนําขั้วไฟฟาออกและนําสารตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหดวย TEM    จากรูปแสดงใหเห็นลักษณะฉลาก 

ไบโอบารโคดลาเทคที่มีโลหะเงินเกาะอยูปริมาณมาก และสงผลทําใหขนาดของอนุภาคใหญขึ้นกวาเดิม 

เทาตัว   อีกทั้งยังสามารถตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายไดต่ําถึง 50 แอตโตโมลาร   ถึงแมวาจาก 

การคํานวณแลวจะไดคา LOD เกือบ 200 แอตโตโมลารก็ตาม 
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 รูปที่ 3.11 กราฟเชิงเสนมาตรฐานระหวางความเขมขนของดีเอ็นเอเปาหมาย (ล็อกของความ 

เขมขนระดับแอตโตโมลาร) และ กระแสสัญญาณที่วัดไดดวยเทคนิค ASV ภายใตสภาวะความคุมตางๆ 

วัด ใน 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท tdep= 300 วินาที และ scan rate 

= 50 mV s-1 

 

 

 

 รูปที่ 3.12 ภาพ TEM ของไบโอบารโคดลาเทครวมกับสารกอรูปเงินหลังจากทําการตรวจวัดดีเอ็นเอ 

เปาหมายที่ความเขมขน 50 แอตโตโมลาร  
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 นอกจากนี้ความความจําเพาะตอการตรวจวัดโอลิโกนิวคลีโอไทดชนิดตางๆ ไดทําการศึกษาเชนกัน   

โดยจะไดทําการเปรียบเทียบระหวางดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสม(complementary DNA) ที่ไมเปนคูสม(non-

complementary DNA) และ ดีเอ็นเอเปาหมายที่มีลําดับเบสผิดพลาด 1 คา(mismatched-DNA) ที่ 3 คาความ 

เขมขนคือ 0.1 เฟมโตโมลาร 0.5 พิคโคโมลาร และ 100 พิคโคโมลาร         จากผลการทดลอง(แสดงในรูปที่ 

3.13) จะเห็นไดวาเมื่อดีเอ็นเอเปาหมายที่เปนคูสมกันจะใหคากระแสที่เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ  แตเมื่อ 

เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ ที่ไมเปนคูสมหรือมีลําดับเบสผิดพลาดจะใหคากระแสที่เกือบเทากัน หรือสูงขึ้น 

เล็กนอย   ทั้งนี้เนื่องจากสารกอรูปเงินสามารถจับกับดีเอ็นเอทุกชนิดที่ถูกตรึงอยูบนขั้วไฟฟาทํางานได   

จึงเกิดเปนกระแสสัญญาณแบบไมจําเพาะเจาะจงขึ้น       ดังนั้นเพื่อลดคากระแสสัญญาณแบบไมจําเพาะ 

เจาะจงจึงไดทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยใชเทคนิคการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดซแบบ sandwich    แตจะได 

เลือกใชพีเอ็นเอโพรบแทนดีเอ็นเอโพรบ   เนื่องจากการใชดีเอ็นเอโพรบตรึงบนขั้วไฟฟาทํางานจะทําใหเกิด 

สัญญาณพื้นฐานสงูเนื่องจากสารกอรูปเงินสามารถจับกับดีเอ็นเอโพรบบนขั้วไฟฟาไดโดยตรง   เมื่อกระแส 

พื้นฐานสูงจะสงผลใหความไวในการตรวจวัดลดลงได      

 

 รูปที่ 3.13 กราฟความสัมพันธระหวางคากระแสสัญญาณที่วัดไดกับดีเอ็นเอเปาหมายชนิดตางๆ คือ 

ดีเอ็นเอคูสม  ดีเอ็นเอไมเปนคูสม และดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสผิดพลาด 1 เบส ที่ความเขมขน 0.1 เฟมโตโมลาร 

ถึง 100 พิคโคโมลาร ภายใตสภาวะความคุมตางๆ วัด ใน 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ 

Edep= -0.4 โวลท tdep= 300 วินาที และ scan rate = 50 mV s-1 
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3.4 การตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นโดย sandwich (Sandwich DNA hybridization) 

เพปไทดนิวคลีอิคแอซิดโพรบ (หรือ พีเอ็นเอ โพรบ) เปนอีกทางเลือกหนึ่งที่สามารถนํามาใช 

เปนโพรบบนขั้วไฟฟาทํางานได    ทั้งนี้เพราะพีเอ็นเอเปนโมเลกุลสังเคราะหที่มีโครงสราง และมีสมบัตคิลาย 

ดีเอ็นเอแตดีกวาดีเอ็นเอคือสามารถจับกับดีเอ็นเอไดแข็งแรงกวา และสเถียรกวาดีเอ็นเอธรรมชาติ     เนื่อง 

จากพเีอ็นเอมีโครงสรางเปนสายพอลิเพปไทดทีไ่มมีประจุดังนั้นเมื่อใช พีเอ็นเอเปนโพรบตรึงบนขั้วไฟฟา 

ทํางานจะสามารถลดการกอรูปโลหะเงินแบบไมจําเพาะเจาะจงได     ซึ่งจะชวยลดสัญญาณพื้นฐานได และทํา 

ใหความไวในการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายสูงขึ้นได     ดังนั้นในงานวิจัยสวนนี้จึงไดเลือกใชพีเอ็นเอโพรบตรึง 

บนขั้วไฟฟาคารบอนแบบพิมพสกรีนสําหรับการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นแบบ sandwich รวมกับการใช 

ฉลากไบโอบารโคดลาเทคและการกอรูปโลหะเงิน  เพื่อทําการตรวจวัดดวยเทคนิคทางเคมีไฟฟาแบบ ASV 

การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นจึงไดทําการศึกษา (ก)วิธีการตรึง 

พีเอ็นเอโพรบบนขั้วไฟฟาทํางาน (ข)ความเขมขนของพีเอ็นเอโพรบที่เหมาะสม (ค)เวลาในการเกิด 

ไฮบริไดเซชั่นระหวางพีเอ็นเอโพรบ และดีเอ็นเอเปาหมาย     (ง)เวลาในการเกิดไฮบริไดเซชั่นระหวางดีเอ็นเอ 

เปาหมาย และฉลากไบโอบารโคดลาเทค (จ)อุณหภูมิสําหรับการบม และ(ฉ)เวลาในการบมสารกอรูปเงิน     

ซึ่งไดใชสภาวะควบคุมแบบเดียวกันในการหาสภาวะที่เหมาะสมตางๆ คือ เลือกใชพีเอ็นเอโพรบที่ความ 

เขมขน 1 ไมโครโมลาร  เวลาในการบมพีเอ็นเอ/ดีเอ็นเอเปาหมาย หรือ ดีเอ็นเอเปาหมาย/ฉลาก เทากับ 20 

นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และบมสารกอรูปเงินที่ 10 นาที 

3.4.1 การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการตรึงพีเอ็นเอโพรบบนขั้วไฟฟาคารบอนแบบพิมพสกรีน 

ในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาวิธีการตรึงพีเอ็นเอโพรบบนขั้วไฟฟาคารบอนพิมพสกรีน 2 วิธีคือ 

(1)การตรึงโดยการปอนศักยไฟฟาทางลบเพื่อใหหมูเอมีนของพีเอ็นเอโพรบตรึงบนขั้วไฟฟา (เรียกวาวิธี 

electrosorption)  (2)การตรึงโดยอาศัยปฏิกิริยาทางเคมผีานพันธะโควาเลนท(เรียกวาวิธี covalent bonding)    

วิธีแรก electrosorption จะทําโดยการปอนศักยไฟฟาเชนเดียวกับวิธีการตรึงดีเอ็นเอเปาหมายในขั้นตอน 

การตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นโดยตรง   แตสําหรับการตรึงพีเอ็นเอจะทําการปอนศักยไฟฟาทางลบ 

(เทากับ -0.5 โวลท เปนเวลา 300 วินาที) เพื่อใหหมูเอมีนที่ปลาย C ตรึงบนขั้วคารบอน ซึ่งหมูเอมีนที่ปลาย 

C จะไดจากการติดไลซีน(lysine) ไวที่ปลาย C และไดทําการดัดแปลงปลาย N ดวยหมูอะเซทีล เพื่อปองกัน 

ไมใหปลาย N เขามาจับที่ขั้วไฟฟาได       วิธี covalent bonding ทําโดยอาศัยการเกิดปฏิกิริยาเคมีรวมของ 

สาร EDC และ NHS เพื่อใหเกิดการเชื่อมตอหมูเอมีนที่ปลาย C กับพื้นผิวของคารบอนอิเลคโทรดได      

เมื่อทําการตรึงพีเอ็นเอโพรบบนขั้วไฟฟาทํางานแลวจึงทําการบมดวยดีเอ็นเอเปาหมาย ฉลากไบโอบารโคด 

ลาเทค เพื่อทําใหเกิดไฮบริไดเซชั่นแบบ sandwich ของ PNA/tDNA/BBL ขึ้น    จากนั้นจึงทําการบมสารกอ 

รูปเงินเพื่อเพิ่มสัญญาณการตรวจวัดและทําการละลายเงินเพื่อตรวจวัดปริมาณอิออนเงินที่สัมพันธกับปริมาณ

ดีเอ็นเอเปาหมายไดดวยเทคนิค ASV     โดยจะไดทําการเปรียบเทียบคากระแสสัญญาณที่ไดจากการตรวจ 

วัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความเขมขน 1 พิคโคโมลาร และ 0 โมลาร 

 

 



	
   35	
  

รูปที่ 3.14 แสดงใหเห็นวาวิธีการตรึงพีเอ็นเอบนขั้วไฟฟาคารบอนพิมพสกรีนแบบ covalent 

bonding จะใหคาความแตกตางระหวางกระแสที่ไดรับจากการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมาย 2 ความเขมขน 

ตางกันอยางเห็นไดชัด       ทั้งนี้เปนไปไดวาวิธี electrosorption ทําใหพีเอ็นเอตรึงบนขั้วคารบอนไดมากกวา 

วิธี covalent bonding จึงทําใหคากระแสพื้นฐานที่ไดจากวิธี electrosortion  ต่ํากวาวิธี covalent bonding   

นอกจากนี้คากระแสที่ไดจากการวัดดีเอ็นเอจากวิธี electrosortion นอยกวาจากวิธี covalent bonding ซึ่งเปน 

ไปไดวาเมื่อความเขมขนของพีเอ็นเอโพรบมากเกินไปจะสามารถลดปริมาณการเกิดไฮบริไดเซชั่นกับดีเอ็นเอ 

เปาหมายได     ถึงแมวาคากระแสพื้นฐานที่ไดจากวิธี covalent bonding จะสูงกวา electrosorption ก็ตาม    

แตทั้งนี้ความเขมขนของพีเอ็นเอโพรบอาจจะไมมากเพียงพอที่จะทําใหปกคลุมทั่วพื้นผิวทั้งหมดของขั้วคาร-

บอนพิมพสกรีน     ดังนั้นจึงไดทําการเลือกวิธี covalent bonding สําหรับการตรึงพีเอ็นเอบนขั้วไฟฟาทํางาน   

และจะไดศึกษาหาความเขมขนของพีเอ็นเอที่เหมาะสมตอไป 

 

รูปที่ 3.14 ความสมัพันธระหวางคากระแสที่ไดรับการการตรึงพีเอ็นเอดวยวิธี electrosorption และ covalent 

bonding ตอการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ 1 พิคโคโมลาร เทียบกับ 0 โมลาร 

 

 ในการศึกษาหาปริมาณพีเอ็นเอที่เหมาะสมตอการตรึงพีเอ็นเอโพรบบนขั้วไฟฟาคารบอนแบบพิมพ 

สกรีนโดยวิธี covalent bonding ไดทําโดยการศึกษาหาผลของความเขมขนของพีเอ็นเอที่ใชในการตรึง     

และทําการเปรียบเทียบผลของกระแสที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความเขมขน 1 และ 0 พิคโค-

โมลาร       ผลแสดงในรูปที่ 3.15  แสดงใหเห็นวาเมื่อความเขมขนของพีเอ็นเอทีใ่ชเพิ่มขึ้นคากระแสสัญญาณ 

พื้นฐานที่ไดจากการบมสารกอรูปเงินจะนอยลงแสดงวามปีริมาณพีเอ็นเอที่ตรึงบนขั้วไฟฟาเพิ่มขึน้  ในขณะ 

ที่คากระแสสัญญาณที่ไดจากการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความเขมขน 1 พิคโคโมลารจะเพิ่มขึ้นเมื่อความ 

เขมขนของพีเอ็นเอโพรบเพิ่มขึ้นจาก  1 ถึง 5 ไมโครโมลาร และจะลดลง        ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณพีเอ็นเอ 

มีมากเกินจนทําใหเกิดการกีดกันการเกิดไฮบิรไดเซชั่น PNA/DNA ได    จึงทําใหกระแสสัญญาณวัดลดลงเมื่อ 

ความเขมขนพีเอ็นเอสูงกวา 5 ไมโครโมลาร      ดังนั้นความเขมขนพีเอ็นเอที่เหมาะสมสําหรับการตรวจวัด 

ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นแบบ sandwich เทากับ 5 ไมโครโมลาร 
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รูปที่ 3.15 กราฟความสัมพันธระหวางกระแสที่ไดตอความเขมขนของพีเอ็นเอโพรบ เมื่อทําการ 

ตรวจววัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความเขมขน 1 พิคโคโมลาร และ 0 โมลาร 

 

เวลาที่ใชในการเกิดไฮบริไดเซชั่นจะมี 2 ชวงคือ  ชวงที่พีเอ็นเอโพรบเกิดการไฮบริไดซกับดีเอ็นเอ 

เปาหมาย   และดีเอ็นเอเปาหมายไฮบริไดซกับโพรบบนฉลากไบโอบารโคดลาเทค    ดังนั้นไดทําการศึกษาหา 

เวลาที่เหมาะสมของทั้งสองชวง    ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.16 สําหรับการเกิดไฮบิรไดเซชั่นระหวาง 

PNA/tDNA และรูปที่ 3.17 สําหรับการเกิดไฮบริไดเซชั่นระหวาง tDNA/BBL      จากรูปที่ 3.16 จะเห็นไดวา 

เวลาที่เหมาะสมตอการเกิดไฮบิรไดซระหวาง PNA และดีเอ็นเอเปาหมายเทากับ 30 นาที ซึ่งไดคาสัดสวน 

กระแสระหวางการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมาย 2 ความเขมขน      และเมื่อพิจารณารูปแทรกในรูปที่ 3.16 

จะเห็นไดวาคากระแสสัญญาณชวง 10 ถึง 40 นาทีจะมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญแตเมื่อเวลามากกวา 

40 นาทีคากระแสสัญญาณจะเริ่มสูงขึ้นเล็กนอย      ในขณะที่กระแสที่ไดรับจากการตรวจวัดดีเอ็นเอที่ความ 

เขมขน 1 พิคโคโมลารจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อเวลาในการเกิดไฮบริไดเซชั่นระหวาง PNA/tDNA เพิ่มขึ้นจาก 10 ถึง 

30 นาที และเริ่มลดลงเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นทั้งนี้เปนไปไดวาเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายที่ไฮบิรไดซ 

กับพีเอ็นเอเพิ่มมากขึ้น และสงผลทําใหฉลากไบโอบารโคดเขาทําไฮบริไดซไดยากขึ้นจึงสงผลใหกระแส 

สัญญาณลดลง     สําหรับผลการเกิดไฮบิรไดเซชั่นระหวาง tDNA/BBL จากรูปที่ 3.17 แสดงใหเห็นวาเวลาที่ 

เหมาะสมเทากับ 30 นาทีเชนกัน    และเมื่อพิจารณารูปแทรกในรูปที่ 3.17 พบวาเมื่อเวลาในการเกิด 

ไฮบริไดซกับฉลากเพิ่มขึ้นคากระแสสัญญาณพื้นฐานเพิ่มมากขึ้น   ทั้งนี้เปนไปไดวาฉลากไบโอบารโคด 

ลาเทคอาจจะเขาไปจับกับขั้วไฟฟาทํางานแบบไมจําเพาะเจาะจงจึงทําใหกระแสสัญญาณพื้นฐานเพิ่มขึ้น    

ดังนั้นเวลาที่เหมาะสมตอการเกิดไฮบริไดเซชั่นระหวาง PNA/tDNA = 30 นาที และ tDNA/BBL = 30 นาท ี
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รูปที่ 3.16 ความสัมพันธระหวางสัดสวนกระแสที่ไดรับระหวงการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความ 

เขมขน 1  พิคโคโมลารเทียบกับ 0 โมลาร ที่เวลาในการเกิดไฮบริไดเซชั่นของ PNA/tDNA ระหวาง 10 ถึง 50 

นาที    

 

 

รูปที่ 3.17 ความสัมพันธระหวางสัดสวนกระแสที่ไดรบัระหวงการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความ 

เขมขน 1  พิคโคโมลารเทียบกับ 0 โมลาร ที่เวลาในการเกิดไฮบริไดเซชั่นของ tDNA/BBL ระหวาง 10 ถึง 50 

นาที    
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อุณหภูมิในการเกิดไฮบริไดเซชั่นจะมีผลตอปริมาณดีเอ็นเอที่สามารถจับกันได   ดังนั้นในการทดลอง 

ไดทําการศึกษาหาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการไฮบริไดเซชั่นระหวาง PNA/tDNA และ tDNA/BBL   ในชวง 

อุณหภูมิ 20 ถึง 35 องศาเซลเซียส   จากผลการทดลองแสดงในรูปที่ 3.18 พบวาคากระแสสัญญาณพื้นฐานที่ 

ไดไมแตกตางกัน     แตคากระแสสัญญาณจากการวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ 1 พิคโคโมลารจะใหคากระแสเพิ่ม 

ขึ้นเมื่ออุณหภูมิเพิ่มจาก 20 เปน 25 องศาเซลเซียส     แตเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 25 องศาเซลเซียส สงผลทําให 

คากระแสสัญญาณลดลง   ทั้งนี้เปนไปไดวาคา melting temperature ของโพรบมีคาต่ําจึงสงผลทําให 

โพรบยึดติดกับดีเอ็นเอไดไมแข็งแรงและยึดติดกันไดนอยลง       ดังนั้นอุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซียสจึงเปน 

อุณหภูมิที่เหมาะสม  

 

รูปที่ 3.18 กราฟความสัมพันธระหวางกระแสสัญญาณที่วัดไดเมื่อทําการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที ่

ความเขมขน 1 พิคโคโมลาร และ 0 โมลาร ที่อุณหภูมิ 20 ถึง 35 องศาเซลเซียส 

 

สภาวะควบคุมสุดทายที่สงผลตอการตรวจวัดดีเอ็นเอโดยการใชรวมกับสารกอรูปเงิน คือเวลาในการ 

บมสารกอรูปเงิน    เนื่องจากสารกอรูปเงินสามารถเรงปฏิกิริยาการกอรูปเงินไดดวยตัวเองจึงสงผลตอปริมาณ 

โลหะเงินที่เกิดขึ้นแบบไมจําเพาะเจาะจงได   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จงึไดทําการศึกษาหาเวลาที่เหมาะสมตอการ 

บมสารกอรูปเงินโดยการเปรียบเทียบการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ 2 ความเขมขน    จากรูปที่ 3.19 แสดง 

ผลการทดลองที่ไดเมื่อเวลาที่ใชในการบมสารกอรูปเงินเพิ่มขึ้น 2-7 นาที คากระแสสัญญาณพื้นฐาน และ 

กระแสสัญญาณวัดจริงเพิ่มขึ้น    แตเมื่อใชเวลาในการบมนานกวา 7 นาทีคากระแสสัญญาณเริ่มคงที ่    เมื่อ 

วิเคราะหจากคาสัดสวนระหวางกระแสที่ไดจากการวัดดีเอ็นเอเปาหมาย 2 ความเขมขนพบวาเวลาในการบม 

สารกอรูปเงิน 5 นาทีจะใหคาสัดสวนมากที่สุด  
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รูปที่ 3.19  กราฟความสัมพันธระหวางกระแสสัญญาณที่วัดไดเมื่อทําการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ 

ความเขมขน 1 พิคโคโมลาร และ 0 โมลาร ที่อุณหภูมิตางๆ กัน 

 

สภาวะตางๆ ที่เหมาะสมตอการตรวจวัดดเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นแบบ Sandwich คือใชพีเอ็นเอโพรบ 

ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร  โดยทําการตรึงดวยวิธ ี covalent bonding    ใชเวลาในการเกิด hybridization 

ระหวาง PNA/tDNA = 30 นาที   ระหวาง tDNA/BBL = 30 นาที  ทําที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส   

จากนั้นทําการบมดวยสารกอรูปเงินเปนเวลา 5 นาที  จึงทําการลาง และ ละลายอิออนเงินดวยกรดจึงทําการ 

วัดปริมาณอิออนเงินดวยเทคนิค ASV    สภาวะที่เหมาะสมนี้จะไดใชเพื่อศึกษากราฟมาตรฐานเชิงเสนโดย 

การตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายชวงความเขมขน 100 zM ถึง 100 pM     แตชวงกราฟเชิงเสนตรงจะอยูในชวง 

ความเขมขน 100 zM ถึง 1 pM   โดยมีคาสมการเสนตรงเปน y = 6.53e-7x – 5.15e-8 (y 

คือคากระแสสัญญาณหนวยแอมแปรที่วัดไดดวยเทคนิค ASV, x คือคาล็อกของความเขมขนของดีเอ็นเอใน 

หนวยแซตโตโมลาร)       จากการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่มีลําดับเบสไมเปนคูสมกับโพรบที่ใชทําใหได 

กระแสพื้นฐานที่แทจริงเทากับ 1.09 ไมโครแอมแปร และมีคาความคลาดเคลื่อนเทากับ 2.18e-7   ดังนั้น 

สามารถคํานวณหาคาความสามารถต่ําสุดที่วัดได(limit of detection; LOD) จาก 3 เทาของคาความคลาด 

เคลื่อนรวมกับคากระแสพื้นฐาน   จากนั้นนําเขาสูสมการเสนตรงที่ไดจากกราฟมาตรฐานเชิงเสนเพื่อคํานวณ 

คา LOD ไดเทากับ 0.56 แอตโตโมลาร       หรือเทียบไดกับดีเอ็นเอ 3 โมเลกุลในสารละลายตัวอยางดีเอ็นเอ 

เปาหมาย 10 ไมโครลิตร   เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยกอนหนานี้ที่ไดใชเทคนิคไบโอบารโคด 

เปนฉลากสําหรับการตรวจวัดดีเอ็นเอดวยเทคนิคตางๆ เชน scanometric electrochemiluminescence 

capillary electrophoresis และ electrochemical (ดังแสดงในตารางที่ 2) พบวางานวิจัยนี้สามารถตรวจวัด 

ดีเอ็นเอไดดวยความไว และ LOD ดีที่สุด       ดังนั้นฐานเทคโนโลยีการวัดโดยใชไบโอบารโคดลาเทครวมกับ 

การกอรูปเงินจะสามารถนําไปประยุกตใชในการตรวจวัดดีเอ็นเอ และโปรตีนชนิดตางๆ ได   รวมถึงการตรวจ 

วัดในตัวอยางจริงเพราะวาวิธีนี้ใหความไวในการวัดสูง 
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รูปที่ 3.20 กราฟมาตรฐานสําหรับการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายที่ความเขมขนตางๆ ตอกระแส 

สัญญาณ (รูปแทรก; กราฟเชิงเสนมาตรฐานชวงความเขมขน 1 พิโคโมลาร ถึง 100 แซตโตโมลาร) 

 

รูปที่ 3.21 กราฟความสัมพันธระหวางคากระแสสัญญาณที่วัดไดกับดีเอ็นเอเปาหมายชนิดตางๆ คือ 

ดีเอ็นเอคูสม  ดีเอ็นเอไมเปนคูสม และดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสผิดพลาด 1 เบส ที่ความเขมขน 1 พิคโคโมลาร  

ภายใตสภาวะความคุมตางๆ วัด ใน 0.1 โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท 

tdep= 300 วินาที และ scan rate = 50 mV s-1 
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ตารางที่ 2 เปรียบเทียบวิธีการตรวจวัดดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่นดวยวิธีตางๆ โดยใชฉลากดีเอ็นเอบารโคด 

เทคนิคการวัด การเพิ่มสัญญาณ LOD อางอิง 

Scanometric หลังจากเกิดไฮบริไดเซชัน่จึงทําการ dehybridized barcode DNA ใหไปตรึงบนแผนแกว  จาก 

นั้นนําโพรบดีเอ็นเอติด อนุภาคทองนาโนที่เปนคูสมกับบารโคดดดีเอ็นเอที่อยูแผนแกว  และบม 

ดวยสารกอรูปเงินทําใหเกิดสีเทา 

500 zM Nam 

และคณะ 

(2004)
35

 

หลังจากเกิดไฮบริไดเซชั่นจึงทําการ dehybridized barcode DNA ใหไปตรึงบนแผนแกว  จาก 

นั้นนําโพรบดีเอ็นเอติดอนุภาคทองนาโนที่เปนคูสมกับบารโคดดดีเอ็นเอที่อยูแผนแกว  และบม 

ดวยสารกอรูปเงินทําใหเกิดสีเทา 

500 fM Stoeva 

และคณะ 

(2006)
54

 

หลังจากเกิดไฮบริไดเซชั่นจึงทําการ dehybridized barcode DNA ใหไปตรึงบนแผนแกวใน 

ตําแหนงตางๆกันตามแตชนิดของดีเอ็นเอเปาหมาย   จากนั้นนําโพรบดีเอ็นเอติดอนุภาคทอง 

นาโนที่เปนคูสมกับบารโคดดดีเอ็นเอที่อยูแผนแกว  และบมดวยสารกอรูปเงินทําใหเกิดสีเทา 

2.5 fM Hill และคณะ 

(2007)
53

 

Fluorescence วัดการเรืองแสงของสาร Fluorescein ติดเปนฉลากกับ ไบโอบารโคด 0.215 fmol Zhang 

และคณะ 

(2009)
40

 

วัดการเรืองแสงของสาร Cy3 ติดเปนฉลาก กับไบโอบารโคด 1 pM Nie และคณะ 

(2009)
51

 

Capillary 

electrophoresis 

- 5 pM He และคณะ 

(2008)
42

 

Electrochemilumine

scence 

วัดการเรืองแสงของสาร Tris-(2,2’-bipyridyl) ruthenium ติดเปนฉลาก กับไบโอบารโคด 1 fmol in a 

volume of 25 

mL 

Zhu และคณะ 

(2008)
55

 

Electrochemical [Ru(NH3)6]
3+ เขาจับกับ reporter DNA ดวยแรง electrostatic  28 aM Hu และคณะ 

(2008)
32

 

CdS nanoparticles เปนฉลากสําหรับไบโอบารโคดดีเอ็นเอ  จากนั้นจึงทําการละลายโลหะ CdS  

แลวทําการตรวจวัดดวยเทคนิค ASV 

4.2  fM Ding 

และคณะ 

(2009)
21

  

การตรวจวัดเบส A และ G โดยตรงดวยวิธีทางเคมีไฟฟาหลังจากใช ไบโอบารโคดที่มีลําดับเบส 

A และ G ซ้ําๆ  

1.71 pM (T1) 

and 1.55 pM 

(T2) 

Zhang 

และคณะ 

(2009)
33

 

ใชอนุภาค CdS และ PbS ติดดีเอ็นเอบารโคด 

จากนั้นจึงทําการละลายโลหะดวยกรด และวัด ดวยเทคนิค SWASV 

0.5 ng/ml 

50 pg/ml 

Zhang 

และคณะ 

(2010)56  

สารกอรูปเงินบนดีเอ็นเอบารโคดลาเทค  ติดดีเอ็นเอบารโคด    

จากนั้นจึงทําการละลายโลหะ ดวยกรด และวัดดวยเทคนิค ASV 

182 aM 

(direct) 

0.56 aM 

(sandwich) 

งานวิจัยนี ้
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3.5 การตรวจวัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

 ในการตรวจวัดจีโนมิกดีเอ็นเอไดเลือกใชวิธีสกัดแบบงาย คือการสกัดดวยความรอนที่อุณหภูมิ 

จุดเดือดซึ่งวิธีการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอดวยความรอนนี้เปนวิธีที่งายและไมตองใชเวลานาน รวมถึงไมมีสารเคมี 

อัตรายเขามาเกี่ยวของ    โดยในการตรวจวัดจีโนมิกดีเอ็นเอไดเลือกใชจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อแบคทีเรีย 

อีโคไลนที่เลีย้งในหองปฏิบัติการวิจัย   จากนั้นทําการตรวจวัดปริมาณจีโนมิกดีเอ็นเอโดยใชวิธีตรวจวัดแบบ 

Sandwich ไฮบริไดเซชั่นและใชวิธีการผสมดีเอ็นเอเปาหมายรวมกับฉลากไบโอบารโคด เพื่อใหเกิดการ 

ไฮบริไดเซชั่นรวมกัน    ผลการทดลองในรูปที่ 3.22 แสดงกราฟมาตรฐานการตรวจวัดเชื้อที่ได   ซึ่งกราฟ 

เชิงเสนตรงที่ไดจะอยูในชวงความเขมขนของเชื้อเทากับ 101 ถึง 106 CFU ตอมิลลิลิตร      เมื่อทําการตรวจ 

วัดกระแสพื้นฐานโดยใชเชื้อซัลโมเนลลาความเขมขน 106 CFU/mL และนํามาคํานวณคา LOD สําหรับการ 

ตรวจวัดจีโนมิกดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดดวยความรอน   พบวามีคาเทากับ 382 CFU/mL หรือ เทากับ 38 

CFU ในตัวอยางเชื้อ 10 ไมโครลิตร      พบวาฐานเทคโนโลยีการวัดนี้สามารถตรวจวัดจีโนมิกดีเอ็นเอได 

ต่ํากวางานของ Hill และคณะ53ที่ใชโอลิโกนิวคลีโอไทดบล็อกระหวางการแยกสาย dsDNA เพื่อปองกัน 

คูดีเอ็นเอที่ไดจากการแยกสายและสามารถตรวจวัดไดความเขมขนต่ําถึงระดับ 2.5 เฟมโตโมลาร(7.5 x 104 

ก็อปป)       นอกจากนี้ไดทําการศึกษากระแสสัญญาณพื้นฐานจากการตรวจวัดจีโนมิกดีเอ็นเอโดยใชเชื้อ 

ซัลโมเนลลาที่ความเขมขน 103 และ 106 CFU/mL เปรียบเทียบกับการใชอีโคไลน และบัฟเฟอรที่ปราศ 

จากเชื้อดังแสดงในรูปที ่ 3.23        พบวากระแสสัญญาณที่ไดจากการตรวจวัดเชื้ออีโคไลนสูงกวากระแส 

พื้นฐานที่ไดจากการตรวจวัดเชื้อซัลโมเนลลา และบัฟเฟอร      ถึงแมวาเมือ่ความเขมขนของซัลโมเนลลาเพิ่ม 

ขึ้นคากระแสสัญญาณพื้นฐานจะสูงขึ้นเล็กนอยก็ตาม   ทั้งนี้อาจเนื่องมากจากมีปริมาณชิ้นสวนจีโนมิกดีเอ็นเอ 

ขนาดเล็กติดบนขั้วไฟฟาแบบไมจําเพาะเจาะจงจึงทําใหเกิดสัญญาณจากโลหะเงินที่เขาไปจับได 
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รูปที่ 3.22 กราฟเชิงเสนมาตรฐานระหวางความเขมขนของจีโนมิกดีเอ็นเอจากเชื้ออีโคไลน (CFU/mL) 

และกระแสสัญญาณที่วัดไดดวยเทคนิค ASV      ภายใตสภาวะความคุมตางๆ วัดใน 0.1 โมลาร อะซิเตด 

บัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท tdep= 300 วินาที และ scan rate = 50 mV s-1 

 

 

 

รูปที ่3.23 กราฟความสัมพันธระหวางคากระแสสัญญาณที่วัดไดกับจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเชื้ออีโคไลน 

และซัลโมเนลลาที่ความเขมขน 0, 103 และ 106 CFU/mL     ภายใตสภาวะความคุมตางๆ วัดใน 0.1 โมลาร 

อะซิเตดบัฟเฟอร พีเอช 4.5    และ Edep= -0.4 โวลท tdep= 300 วินาที และ scan rate = 50 mV s-1 
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บทที่ 4 สรุปผลการทดลอง 

ในงานวิจัยนี้สามารถสรางฉลากไบโอบารโคดลาเทคที่ชวยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบารโคด และเพิ่ม 

สัญญาณการตรวจวัดดวยสารกอรูปเงิน       เพื่อทําการตรวจวัดดีเอ็นเอเปาหมายทั้งแบบโดยตรงและแบบ 

sandwich รวมกับเทคนิคการตรวจวัดโลหะเงินดวยวิธีทางเคมีไฟฟาที่เรียกวา anodic stripping voltammetry 

โดยใชขั้วไฟฟาคารบอนแบบพิมพสกรีน        ในการตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอแบบ sandwich ไดใชพีเอ็นเอ 

เปนโพรบที่ตรึงบนขั้วไฟฟาซึ่งสามารถลดสัญญาณพื้นฐาน  และการตรวจวัดแบบ sandwich แสดงความไว 

ในการตรวจวัดดีเอ็นเอไดดีกวาวิธีการวัดดีเอ็นเอโดยตรง        นอกจากนี้วิธีการตรวจวัดแบบ sandwich โดย 

ใชพีเอ็นเอโพรบสามารถนําไปประยุกตใชในการตรวจวัดจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดดวยความรอนจากเชื้ออีโคไลน 
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