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ชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล (Nucleic Acid Lateral Flow, NALF) เป็นเทคนิคทางเลือกหนึ่งในการ
ตรวจหาสารพันธุกรรม ใช้ระยะเวลาท าการทดสอบสั้น อ่านผลได้เร็ว มีความไวและต้นทุนต่ า แต่ยังมีข้อจ ากัดหลาย
อย่างโดยเฉพาะการอ่านผลด้วยตาเปล่าที่เส้นทดสอบและเส้นควบคุมซึ่งท าให้เกิดความผิดพลาดได้ ด้วยเหตุนี้ความ
เข้มของเส้นทดสอบจึงมีความส าคัญต่อการแปลผลซึ่งขึ้นกับปัจจัยหลายอย่าง ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษานี้
เพื่อศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อชุด NALF ได้แก่ ชนิดของ oligonucleotide probe, ความยาวคลื่นและระยะเวลาที่ผ่าน
แสงอัลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UV crosslink และขนาดอนุภาคทองนาโน และน าผลการศึกษามาพัฒนาชุด NALF 
เพื่อใช้หาปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแสเลือดโดย probe ถูกออกแบบให้มีความจ าเพาะกับสายนิวคลิโอไทด์
เป้าหมายส่วน reverse transcriptase gene (RT gene) ของเชื้อไวรัสเอชไอวี 1 ทดสอบกับปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อ
การอ่านผลด้วยตาเปล่าเพื่อให้ได้ส่วนประกอบของชุด NALF ที่เหมาะสมในการพัฒนาเป็นชุดตรวจ ผลการศึกษา
ปัจจัยด้าน probe คู่กับการใช้ UV crosslink พบว่า biotin probe และ UV crosslink ที่ 254 นาโนเมตร 60 
วินาที ให้ความเข้มเฉลี่ยของเส้นทดสอบสูงกว่าที่ 302 และ 365 นาโนเมตร แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-
value = 0.001) ผลการทดสอบในกลุ่ม non-biotin probe และ UV crosslink ให้ความเข้มสูงสุดที่ 365 นาโน
เมตร 45 วินาที แตกต่างอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.5839) เมื่อเปรียบเทียบความเข้มเฉลี่ยของเส้น
ทดสอบ 2 กลุ่ม กลุ่ม biotin probe ให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูงกว่ากลุ่ม non-biotin probe 1.57 เท่า ปัจจัย
ด้านขนาดของอนุภาคทองนาโนพบว่าขนาด 10 นาโนเมตร ให้ความเข้มสูงกว่าขนาด 20, 30 และ 50 นาโนเมตร 
ปัจจัยของ probe ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนพบว่าการใช้ thiol conjugate probe ตรึงกับอนุภาคทองนาโนขนาด 
10 นาโนเมตร ให้ความเข้มสูงกว่าขนาด 20 นาโนเมตร และให้ความเข้มสูงกว่าการใช้ non-thiol conjugate 
probe น าผลที่ให้ความเข้มสูงสุดมาเตรียมชุด NALF โดยประกอบด้วยอนุภาคทองนาโนขนาด 10 นาโนเมตร ตรึง
ด้วย thiol conjugate probe เตรียมเส้นทดสอบและเส้นควบคุมด้วย biotin probe และ UV crosslink ที่ 254 
นาโนเมตร 60 วินาที ผลการทดสอบกับสิ่งส่งตรวจจ านวน 16 ตัวอย่างแบ่งเป็นตัวอย่างที่มีค่าไวรัสในกระแสเลือด
น้อยกว่า 20 copies/mL จ านวน 5 ตัวอย่างและมากกว่า 20 copies/mL จ านวน 11 ตัวอย่าง โดยน าซีดีเอ็นเอ
ทดสอบกับชุด NALF ให้ผลลบ 5 ตัวอย่าง ในตัวอย่างท่ีมีค่าไวรัสในกระแสเลือดน้อยกว่า 20 copies/mL ให้ผลบวก 
5 ตัวอย่าง และให้ผลลบ 6 ตัวอย่าง ในตัวอย่างที่มีค่าไวรัสในกระแสเลือดมากกว่า 20 copies/mL ผลบวกพบแถบ
สีแดงที่ต าแหน่งเส้นทดสอบจาง อ่านผลด้วยตาเปล่ายาก ความเข้มของเส้นทดสอบไม่ขึ้นกับปริมาณไวรัสในกระแส
เลือด จากการศึกษาพบว่าชุด NALF มีความไวต่ าไม่เหมาะน ามาใช้ตรวจติดตามผู้ติดเชื้อเอชไอวีควรมีการเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมก่อนทดสอบและเพิ่มปริมาณตัวอย่างในการศึกษาเพิ่มเติม 
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Nucleic acid lateral flow strip test (NALF) is another technique for the detection of nucleic 
acid. This assay has been proposed as a rapid, sensitivity, easy to used and inexpensive. However, 
the pitfall of NALF is the interpretation by naked eye. The sensitivity of NALF depends on intensity 
of test line. The objective of this study is to evaluate of the NALF’s factors influencing performance 
to obtain the optimal condition for test line’s intensity by naked eye and apply for diagnostic 
testing. The objective of this study is to evaluate of the NALF’s factors influencing performance, 
such as type of oligonucleotide probe, UV wavelength, exposure time and size of gold 
nanoparticles (AuNPs). The results showed biotin probe in combination with UV crosslink at 254 
nm 60 second was significantly higher than others wavelength (p-value = 0.001). Non-biotin probe 
in combination with UV crosslink group showed the highest intensity at 365 nm 45 second (p-value 
= 0.5839). Biotin probe showed higher intensity in average when compared to non-biotin probe by 
1.57 times. The 10 nm AuNPs showed the highest intensity when compared to 20, 30 and 50 nm. 
Thiol conjugate probe were treated with 10 nm AuNPs, that gave higher intensity than 20 nm AuNPs 
of thiol conjugate probe and also higher than 10 and 20 nm AuNPs of non-thiol conjugate probe. 
The data indicated that 10 nm AuNPs with thiol conjugate probe and biotin probe in combination 
with UV crosslink at 254 nm 60 second gave the highest intensity of test line. The optimal NALF 
was used in HIV viral load detection. 16 samples from HIV patient was divided into 5 samples of 
HIV viral load (VL) <20 copies/mL and 11 samples of VL >20 copies/mL. The negative results 
showed 5 samples in VL <20 copies/mL. In VL >20 copies/mL samples showed 5 positive results 
and 6 negative results. NALF had low sensitivity for HIV viral load detection. Therefore, further study 
should be performed in the amplification step for sensitivity enhancement. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1. ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 เชื้อเอชไอวี  (Human Immunodeficiency Virus, HIV) เป็นสาเหตุของโรคภูมิคุ้มกัน

บกพร่อง หรือโรคเอดส์ (Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS) โดยเชื้อเอชไอวีจะเข้า

ไปท าลายเม็ดเลือดขาวท าให้ระดับภูมิคุ้มกันลดลงท าให้ติดเชื้อฉวยโอกาสง่ายและเสี่ยงต่อการเสียชีวิต 

จากรายงานโครงการโรคเอดส์แห่งสหประชาชาติ (UNAIDS) ในปี พ.ศ. 2558 พบว่ามีผู้ติดเชื้อเอชไอวี

ทั่วโลกประมาณ 36,700,000 คน เป็นผู้ติดเชื้อรายใหม่ประมาณ 2,100,000 คน มีผู้เสียชีวิตประมาณ 

1,100,000 คน เมื่อเปรียบเทียบกับปี พ.ศ. 2554 พบผู้ติดเชื้อทั้งหมดประมาณ 33,900,000 คน 

เพิ่มขึ้นร้อยละ 8.26 เป็นผู้ติดเชื้อรายใหม่ประมาณ 2,200,000 คน ลดลงร้อยละ 0.45 มีผู้เสียชีวิตทั่ว

โลกประมาณ 1,400,000 คน ลดลงร้อยละ 45 พบว่าทั่วโลกมีผู้ติดเชื้อที่ยังมีชีวิตอยู่เพิ่มขึ้นแต่มีการ

ติดเชื้อรายใหม่และการตายลดลง จากรายงานของประเทศไทยปี พ.ศ. 2558 พบผู้ติดเชื้อเอชไอวีที่มี

ชีวิตทั้งหมดจ านวนประมาณ 440,000 คน เป็นผู้ติดเชื้อรายใหม่ประมาณ 6,900 ราย มีผู้เสียชีวิต

ประมาณ 14,000 คน เมื่อเปรียบเทียบกับปี พ.ศ. 2554 พบผู้ติดเชื้อประมาณ 520,000 คน ลดลง

ร้อยละ 15.38 เป็นผู้ติดเชื้อรายใหม่ประมาณ 18,000 คน ลดลงร้อยละ 61.67 มีผู้เสียชีวิตประมาณ 

34,000 คน ลดลงร้อยละ 58.82 ในประเทศไทยพบว่ามีผู้ติดเชื้อมีอัตราลดลงทั้งจ านวนผู้ติดเชื้อ    

เอชไอวีที่ยังมีชีวิตอยู่ ผู้เสียชีวิตและผู้ติดเชื้อรายใหม่ (1) จากข้อมูลการเฝ้าระวังการติดเชื้อเอชไอวีใน

ประชากรกลุ่มต่างๆ ของส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ปี พ.ศ. 2558 พบ

ความชุกของการติดเชื้อเอชไอวีในกลุ่มหญิงตั้งครรภ์ร้อยละ 0.5 กลุ่มโลหิตบริจาคร้อยละ 0.2 กลุ่ม

พนักงานบริการตรงร้อยละ 1.1 พนักงานบริการแฝงร้อยละ 0.8 และกลุ่มชายที่มาตรวจกามโรค   
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ร้อยละ 3.1 นอกจากการติดเชื้อผ่านทางการมีเพศสัมพนัธ์ การใช้สารเสพติดชนิดฉีด กลุ่มแรงงานข้าม

ชาติแล้วเชื้อเอชไอวียังสามารถติดต่อจากแม่ที่ติดเชื้อสู่ลูกผ่านทางรกได้ (2) 

 ผู้ติดเชื้อเอชไอวีจ าเป็นต้องได้รับยาต้านไวรัสเพื่อยับยั้งการเพิ่มปริมาณไวรัสในกระแสเลือด 

โดยก่อนเริ่มการรักษาด้วยยาต้านไวรัสผู้ติดเชื้อจ าเป็นต้องได้รับการตรวจสภาวะภูมิคุ้มกันคือตรวจหา

ปริมาณเม็ดเลือดขาวชนิดซีดี 4 (CD4) และตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแสเลือด (HIV Viral 

Load) เพื่อประเมินภาวะของผู้ติดเชื้อเอชไอวีและภายหลังจากได้รับยาต้านไวรัสแล้วผู้ติดเชื้อยัง

จ าเป็นต้องได้รับการตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแสเลือดต่อไป เพื่อใช้ในการพยากรณ์โรค 

ติดตามการด าเนินของโรครวมถึงเพื่อใช้ในการประเมินการรักษาด้วยยาต้านไวรัส การตรวจหา

ปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแสเลือดต้องใช้เครื่องมือ อุปกรณ์และน้ ายาที่ต้องน าเข้าจากต่างประเทศ

ซึ่งมีราคาสูงและมีค่าใช้จ่ายในการดูแลรักษาเครื่องทดสอบ เจ้าหน้าที่ต้องผ่านการฝึกอบรมรวมทั้งใช้

เวลาตรวจวิเคราะห์นาน ท าให้การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแสเลือดมีบริการจ ากัดใน

โรงพยาบาลมหาวิทยาลัย โรงพยาบาลประจ าจังหวัดและโรงพยาบาลระดับอ าเภอ ส าหรับผู้ติดเชื้อที่

อยู่ห่างไกลจะต้องเจาะเลือดที่หน่วยบริการสาธารณสุขใกล้บ้านแล้วส่งสิ่งส่งตรวจมายังโรงพยาบาล 

ขั้นตอนการเก็บสิ่งส่งตรวจอาจมีผลกระทบต่อขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์และปริมาณไวรัสเอชไอวีใน

กระแสเลือด หากท าไม่ถูกขั้นตอน ขนส่งล่าช้าหรืออุณหภูมิที่เก็บสิ่งส่งตรวจขณะขนส่งไม่ได้ตาม

มาตรฐานที่ก าหนด และหากสิ่งส่งตรวจนั้นไม่สามารถท าการตรวจวิเคราะห์ได้ผู้ป่วยจะต้องถูกเจาะ

เลือดซ้ าท าให้ได้รับผลการตรวจช้าและได้รับการรักษาล่าช้า 

 ชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล (Nucleic Acid Lateral Flow Strip Test, NALF) เป็นวิธี

หน่ึงในการตรวจสารพันธุกรรมของเชื้อสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า ขั้นตอนการทดสอบประกอบไป

ด้วยการสกัดสารพันธุกรรม การเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมและการอ่านผลด้วยชุด NALF ซึ่งจะ

แตกต่างจากการท า Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ที่ต้องอาศัย
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อุปกรณ์เครื่องมือจ าเพาะ ส าหรับการตรวจด้วยวิธี NALF เหมาะส าหรับห้องปฏิบัติการที่มีภาระงาน

มากและต้องการผลการตรวจวินิจฉัยที่รวดเร็วโดยการตรวจด้วยวิธี NALF จะใช้เวลาการตรวจน้อย

กว่า 30 นาที (3-5) ขณะที่ RT-PCR ต้องใช้ระยะเวลาในการตรวจประมาณ 1-2 ชั่วโมง และเมื่อ

เปรียบเทียบราคากันทั้งสองวิธีพบว่าการใช้ NALF มีราคาน้อยกว่า 10 ดอลลาร์สหรัฐ (5) ปัจจุบันวิธี

ที่ใช้ตรวจหาสารพันธุกรรมมีราคาอยู่ระหว่าง 5-100 ดอลลาร์สหรัฐ (6) ในประเทศไทยส านักงาน

หลักประกันสุขภาพแห่งชาติได้มีนโยบาย ชดเชยค่าบริการส าหรับการตรวจหาปริมาณเอชไอวีใน

กระแสเลือดได้ในวงเงิน 1,350 บาทต่อครั้ง ไม่เกิน 2 ครั้งต่อปี (7, 8) และสิทธิประกันสังคมตรวจ

ปริมาณเม็ดเลือดขาวชนิด CD4 ได้ในวงเงินครั้งละ 500 บาท ไม่เกิน 1,000 บาทต่อปี (9) 

 ในปัจจุบันการตรวจด้วยชุด NALF ยังคงมีข้อจ ากัดอยู่หลายอย่างโดยเฉพาะการอ่านผลด้วย

ตาเปล่าที่เส้นทดสอบและเส้นควบคุมซึ่งอาจเกิดความผิดพลาดได้ ด้วยเหตุนี้ความเข้มของเส้นทดสอบ

จึงมีความส าคัญต่อการแปลผลซึ่งความเข้มของเส้นทดสอบนี้ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง ได้แก่ ขนาด

ของอนุภาคทองนาโน การตรึงสารชีวโมเลกุลที่ผิวของอนุภาคทองนาโน การใช้ biotin probe หรือ 

non–biotin probe ส าหรับเตรียมเส้นทดสอบและเส้นควบคุม หรือการใช้แสงอัลตราไวโอเลต (UV 

crosslink) ในการตรึง probe ที่เส้นทดสอบและเส้นควบคุม ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการวิจัยนี้เพื่อ

พัฒนาชุดตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อเอชไอวีด้วยชุด NALF เพื่อน ามาใช้ตรวจติดตามการรักษาผู้

ติดเชื้อเอชไอวี โดย probe ที่ใช้ในชุด NALF จะถูกออกแบบให้มีความจ าเพาะกับสายนิวคลิโอไทด์

เป้าหมายในส่วน reverse transcriptase gene (RT gene) ของเชื้อไวรัสเอชไอวี 1 โดยชุดทดสอบที่

ได้จะท าการทดสอบกับปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อการอ่านผลด้วยตาเปล่าเพื่อให้ได้ส่วนประกอบของชุด 

NALF ที่เหมาะสมในการพัฒนาเป็นชุดตรวจและเป็นอีกทางเลือกในการเลือกในการใช้ตรวจติดตาม

การติดเชื้อเอชไอวีโดยมีข้อดีคือราคาของการทดสอบจะถูกลงซึ่งจะช่วยท าให้ผู้ป่วยสามารถตรวจ

ติดตามการรักษาได้มากครั้งข้ึนและท าให้ผู้ป่วยมีคุณภาพชีวิตในการรักษาที่ดีขึ้น 
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2. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

2.1 ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อความไวของชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล 

2.2 พัฒนาชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลเพื่อใช้ในการตรวจหาปริมาณเชื้อไวรัสในกระแสเลือด

ของผู้ติดเชื้อเอชไอวี 

3. สมมติฐาน 

3.1 ขนาดของอนุภาคทองนาโนขนาดเล็ก, biotin probe และการใช้แสงอัลตราไวโอเลตเพิ่ม

ความไวของชดุนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล 

3.2 เทคนิคนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลใช้ในการตรวจติดตามผูต้ิดเชื้อเอชไอวี 

4. ประโยชน์ท่ีได้รับ 

 เพื่อพัฒนาชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลให้มีความไวสูงและสามารถน ามาประยุกต์ใช้ใน

การตรวจหาปริมาณไวรัสในกระแสเลือดของผู้ติดเชื้อเอชไอวีด้วยเทคนิคนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล

เพื่อลดขั้นตอนการแปลผลจากการท า RT-PCR เป็นการอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยไม่ต้องใช้เครื่องมือ

และมตี้นทุนต่ าท าให้ค่าตรวจวิเคราะห์ลดลง 



 

 

บทที่ 2 
 การทบทวนวรรณกรรม 

1. เช้ือเอชไอวี (Human Immunodeficiency Virus, HIV) 

1.1 โครงสร้างและลักษณะพันธุกรรมของเชื้อเอชไอว ี

เชื้อเอชไอวีเป็นไวรัสใน family Retroviridae มีรูปร่างเป็นทรงกลม เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 

120 นาโนเมตร มีโครงสร้าง 3 ชั้น ได้แก่ ชั้นนอกเป็นส่วน envelope มีลักษณะเป็นปุ่มยื่นออกด้าน

นอกโครงสร้างเป็นไกลโคโปรตีน โปรตีนที่ส าคัญได้แก่ glycoprotein 120 (gp120) ท าหน้าที่จับกับ 

CD4 ที่ผิวของเม็ดเลือดขาวและมี glycoprotein 41 (gp41) เป็น transmembrane ชั้นถัดมาคือ 

matrix และชั้นในสุดเรียกว่า capsid protein โปรตีนที่ส าคัญคือ p24 ภายในอนุภาคมีแกนกลาง 

(core) รูปทรงกระบอกภายในแกนกลางประกอบด้วยสารพันธุกรรมกรดไรโบนิวคลีอิกหรืออาร์เอ็นเอ 

(Ribonucleic acid, RNA) แบบสายเดี่ยว (single-stranded RNA, ssRNA) สองชุดที่เหมือนกัน มียีน

ส าคัญคือ pol, env, gag โดย pol gene ก าหนดการสร้างเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการเพิ่มจ านวนของ

ไวรัส (replication) เอนไซม์ที่ส าคัญ ได้แก่ reverse transcriptase (RT) ท าหน้าที่เปลี่ยนอาร์เอ็นเอ

เป็นสารพันธุกรรมกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิกหรือดีเอ็นเอ เอนไซม์ integrase (IN) ท าหน้าที่รวม       

ดีเอ็นเอของไวรัสเข้ากับดีเอ็นเอของผู้ติดเชื้อ และเอนไซม์ protease (PR) ท าหน้าที่ตัดโปรตีนสาย

ยาวให้เป็นสายสั้นเพื่อให้ได้โปรตีนส าหรับสร้างเป็นไวรัสอนุภาคใหม่ env gene สร้าง envelope 

protein ได้แก่ gp120 และ gp41 ท าหน้าที่ช่วยใหเ้ชื้อเอชไอวีเข้าเซลล์เม็ดเลือดขาว gag gene สร้าง 

matrix protein ได้แก่ p17, p24 และ nucleocapsid (p7และ p9) ดังภาพที่ 1 และ 2 
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ภาพที่ 1 ภาพแสดงโครงสร้างเชื้อเอชไอวี (ภาพจาก https://en.wikipedia.org/wiki/Structure 

and_genome_of_HIV) 

 

ภาพที่ 2 แสดงโครงสร้างพันธุกรรมของเชื้อเอชไอวี 1 ประกอบด้วยยีนส าคัญ 3 ยีน คือ gag, pol 

และ env gene (ภาพจาก https://en.wikipedia.org/wiki/Structure_and_genome_of_HIV) 

1.2 สายพันธุ์เชื้อเอชไอวแีละการแพรร่ะบาด 

เชื้อเอชไอวีแบ่งเป็น 2 สายพันธุ์คือ เอชไอวี 1 (HIV-1) และเอชไอวี 2 (HIV-2) HIV-1 มีการ

แพร่กระจายไปทั่วโลกและก่อโรครุนแรงกว่า  HIV-2  HIV-1 แบ่งเป็น 4 group ได้แก่ group M 

https://en.wikipedia.org/
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(major), group N (new), group O (outlier) และ group P HIV-1 group M, group O และ group 

N มีต้นก าเนิดมาจากชิมแปนซี (Simian immunodeficiency viruses from wild chimpanzees, 

SIVcpz) แต่ group P มีต้นก าเนิดมาจากกอริลล่า (Simian immunodeficiency viruses from 

wild gorilla, SIVgor) HIV-1 group M แบ่งเป็น subtype A1, A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J และ K 

(ภาพที่ 3) 

 

ภาพที่ 3 ภาพแสดงสายพันธุ์ต่างๆของเชื้อ HIV-1 และ HIV-2 (10) 

HIV-1 group M เป็น group ที่มีความส าคัญและมีการแพร่ระบาดมากที่สุดในโลก subtype B พบ

มากที่สุดพบมากในทวีปยุโรป ทวีปอเมริกาและทวีปออสเตรเลีย subtype A และ D พบในทวีป

แอฟริกา subtype C พบในทวีปแอฟริกาและประเทศอินเดีย subtype E พบในประเทศไทย 
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ประเทศญี่ปุ่นและทวีปแอฟริกากลาง subtype F พบในประเทศรูมาเนียและประเทศบราซิล 

นอกจากนี้ในประเทศไทยและทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้พบ subtype AE ซึ่งเป็นการผสม 2 

subtype คือ subtype A และ subtype E ใน group M เรียกว่า circulating recombinant forms 

(CRF01_AE ) HIV-1 group O พบในแอฟริกาตะวันตกและแอฟริกากลาง HIV-1 group N และ  

HIV-1 group P พบในแคเมอรูน HIV-2 แบ่งเป็น group A-H พบการแพร่ระบาดมากในทวีปแอฟรกิา

เป็นส่วนใหญ่ดังภาพที่ 4 (11-13) 

 

ภาพที่ 4 การแพร่ระบาดของเชื้อ HIV-1 (11) 

สถานการณ์การติดเชื้อเอชไอวีในประเทศไทยพบผู้ป่วยรายแรกในปี พ.ศ. 2528 ระยะแรกพบการ

ระบาดในกลุ่มชายรักชายที่มีเพศสมัพันธ์กับชาวต่างชาต ิปี พ.ศ. 2531 มีการระบาดในกลุ่มผู้ใช้ยาเสพ

ติดโดยการฉีด ปี พ.ศ. 2533 มีการระบาดจากหญิงขายบริการ ปี พ.ศ. 2534 พบการระบาดในหญิง

ตั้งครรภ์ซึ่งเป็นภรรยาของชายนักเที่ยวและในทารกแรกคลอด (14) จากข้อมูลของ UNAIDS ปี พ.ศ. 

2558 มีผู้ติดเชื้อเอชไอวีประมาณ 440,000 คน (400,000-490,000) ผู้ติดเชื้อที่มีอายุระหว่าง 15-49 
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ปี มีความชุกร้อยละ 1.1 (1.0-1.3) หรือประมาณ 430,000 คน แยกเป็นผู้หญิงอายุ 15 ปีขึ้นไป 

จ านวน 180,000 คน ผู้ชายอายุ 15 ปีขึ้นไป จ านวน 250,000 คน เด็กแรกเกิดถึงอายุ 14 ปี จ านวน 

4,100 คน เป็นผู้ติดเชื้อรายใหม่ประมาณ 6,900 คน มีผู้ เสียชีวิตประมาณ 14,000 คน เมื่อ

เปรียบเทียบกับปี พ.ศ. 2554 พบผู้ติดเชื้อประมาณ 520,000 คน ลดลงร้อยละ 15.38 เป็นผู้ติดเชื้อ

รายใหม่ประมาณ 18,000 คน ลดลงร้อยละ 61.67 มีผู้เสียชีวิตประมาณ 34,000 คน ลดลงร้อยละ 

58.82 โดยรวมสถานการณ์การติดเชื้อในประเทศไทยพบว่ามีผู้ติดเชื้อลดลง (1) ผู้ป่วยที่กินยาต้าน

ไวรัสเอชไอวีภายใต้ระบบหลักประกันสุขภาพแห่งชาติสะสมจ านวน 355,123 คน โดยมีผู้ป่วยที่รับยา

ใหม่จ านวนเพิ่มขึ้นจาก ปี พ.ศ. 2557 จ านวน 33,837 คน (2) 

 

ภาพที่ 5 ข้อมูลของ UNAIDS แสดงจ านวนผู้ติดเชื้อเอชไอวีในประเทศไทยตั้งแต่ปี ค.ศ. 1990-2015 

พบว่ามีแนวโน้มลดลง (ภาพจาก http://aidsinfo.unaids.org/) 
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ภาพที่ 6 ข้อมูลของ UNAIDS แสดงจ านวนผู้ติดเชื้อเอชไอวีรายใหม่ในประเทศไทยตั้งแต่ปี  ค.ศ. 

1990-2015 พบว่ามีแนวโน้มลดลง (ภาพจาก http://aidsinfo.unaids.org/) 

 

ภาพที่ 7 ข้อมูลของ UNAIDS แสดงจ านวนผู้ติดเชื้อเอชไอวีที่เสียชีวิตในประเทศไทยตั้งแต่ปี ค.ศ. 

1990-2015 พบว่ามีแนวโน้มลดลง (ภาพจาก http://aidsinfo.unaids.org/) 
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ภาพที่ 8 จากข้อมูลของ UNAIDS แสดงความชุกของเชื้อเอชไอวีในกลุ่มชายที่มีเพศสัมพันธ์กับชาย

ระหว่างปี ค.ศ. 2011-2015 พบว่าปี ค.ศ. 2014 และ 2015 มีความชุกสูงสุดเท่ากัน (ภาพจาก 

http://aidsinfo.unaids.org/) 

 

ภาพที่ 9 จากข้อมูลของ UNAIDS แสดงความชุกของเชื้อเอชไอวีในกลุ่มชายที่มีเพศสัมพันธ์กับชาย

ระหว่างปี ค.ศ. 2011-2015 แยกเป็นกลุ่มอายุน้อยกว่า 25 ปี และตั้งแต่ 25 ปีขึ้นไป พบว่าในปี ค.ศ. 
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2014 และ 2015 มีผู้ติดเชื้ออายุน้อยกว่า 25 ปี มากกว่าผู้ติดเชื้ออายุ 25 ปีขึ้นไป (ภาพจาก 

http://aidsinfo.unaids.org/) 

1.3 วิธีการที่ใช้ตรวจการติดเชื้อเอชไอวี มีหลายวิธี ได้แก่ (15) 

 1.3.1 การตรวจหาเชื้อไวรัสและส่วนประกอบของไวรัส  

1.3.1.1 การตรวจหา p24 แอนติเจน (p24 antigen) 

p24 แอนติเจนเป็นโปรตีนที่อยู่ในส่วนแกน (core) ของเชื้อเอชไอวีพบได้ในช่วงแรกของ

การติดเชื้อประมาณ 4-5 สัปดาห์แรกหลังจากติดเชื้อก่อนการสร้างแอนติบอดี เหมาะส าหรับผู้ที่เพิ่ง

ได้รับเชื้อมาในระยะแรกที่ยังไม่มีการสร้างแอนติบอดีหรือตรวจในผู้ที่มีความเสี่ยงติดเชื้อสูงแต่ให้ผล

ตรวจเอชไอวีแอนติบอดีเป็นลบหรือให้ผลตรวจแอนติบอดีเป็นบวกแต่ผล western blot เป็นลบหรือ

แปลผลไม่ได้ (16) 

1.3.1.2 การเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัส (Viral Culture) 

ในร่างกายของผู้ติดเชื้อเอชไอวีมีเชื้อแพร่กระจายอยู่ในกระแสเลือดทั้งในพลาสมา เซลล์

เม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซด์และโมโนไซด์ ในเนื้อเยื่อและสารคัดหลั่งต่างๆทุกชนิด แต่มีปริมาณไม่

เท่ากันเปลี่ยนไปตามระยะเวลาการติดเชื้อและความรุนแรงของโรค โดยทั่วไปนิยมเพาะแยกเชื้อจาก

เม็ดเลือดขาวและพลาสมาเนื่องจากเก็บตัวอย่างได้ง่ายแต่นิยมเก็บจากเม็ดเลือดขาว ใช้ในผู้ที่มีความ

เสี่ยงแต่ให้ผลตรวจแอนติบอดีต่อเชื้อเอชไอวีเป็นลบ มีความจ าเพาะร้อยละ 100 มีความไวร้อยละ 

90-100 วิธีนี้ไม่เป็นที่นิยมเนื่องจากมีความไวต่ า ราคาแพง และใช้เวลานาน (17) 

1.3.1.3 การตรวจหากรดนิวคลิอิก (Nucleic Acid Testing, NAT) 

การตรวจหากรดนิวคลิอิกเป็นการตรวจหาโปรไวรัลดีเอ็นเอ (proviral DNA) ที่อยู่ใน

เซลล์เม็ดเลือดขาวหรือเอชไอวีอาร์เอ็นเอ (HIV RNA) จากพลาสมาโดยอาศัยการเพิ่มของปริมาณกรด
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นิวคลิอิกเหมาะส าหรับตรวจวินิจฉัยผู้ติดเชื้อในระยะแรกที่ยังตรวจไม่พบแอนติเจนหรือแอนติบอดี ใน

เด็กทารกที่มีอายุน้อยกว่า 18 เดือนที่เกิดจากมารดาที่ติดเชื้อเอชไอวี ใช้ตรวจการติดเชื้อในผู้ติดเชื้อที่

สรุปผลการตรวจหรือให้ผลการตรวจแตกต่างกัน เทคนิคที่ ใช้ตรวจหากรดนิวคลิอิก ได้แก่  

Polymerase Chain Reaction (PCR) และ Reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR) สามารถตรวจได้แม้มีปริมาณอาร์เอ็นเอน้อยแต่มีความไวสูง (18, 19) 

1.3.2 การตรวจหาแอนตบิอดี (Serology Test) 

การตรวจหาแอนติบอดีต่อเอชไอวีมีจุดประสงค์เพื่อใช้ตรวจคัดกรองหรือตรวจวินิจฉัยการติด

เชื้อ สามารถตรวจพบแอนติบอดีต่อเอชไอวีภายหลังจากติดเชื้อประมาณ 4-5 สัปดาห์ โดยชุดตรวจที่

ใช้ต้องมีความไวไม่ต่ ากว่าร้อยละ 99.5 และมีความจ าเพาะไม่ต่ ากว่าร้อยละ 99.0 เทคนิคที่ใช้ตรวจ

แบ่ง เป็นวิธีตรวจกรอง ได้แก่  เทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ใช้

ส่วนประกอบของของไวรัสเอชไอวีตรึงบน solid phase อ่านผลปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนกับ

แอนติบอดีดูสีที่เปลี่ยนแปลงไปที่เกิดจากเอนไซม์ย่อย substrate และวัดการเปลี่ยนแปลงด้วยเครื่อง

อ่าน, particle agglutination ใช้เอชไอวีแอนติเจนเคลือบบนผิวของอนุภาคอ่านผลโดยดูการเกาะ

กลุ่ม, strip test ใช้เอชไอวีแอนติเจนเคลือบบนผิวของอนุภาคแล้วหยดในลักษณะเป็นจุด (dot) หรือ

เส้น (line) อ่านผลของปฏิกิริยาโดยดูสีที่ เกิดขึ้นอ่านผลได้รวดเร็ว (rapid test) และเทคนิค 

chemiluminescent มี เ ท คนิ ค เ หมื อนกั บ เทคนิ ค  enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) แต่วัดการเรืองแสงแทนการเปลี่ยนสี วิธีตรวจคัดกรองเป็นวิธีที่มีความไวและความจ าเพาะสูง

แต่ข้อจ ากัดของการตรวจหาแอนติบอดีคือ ไม่เหมาะส าหรับใช้ตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อในเด็กที่มีอายุ

น้อยกว่า 18 เดือน เนื่องจากเอชไอวีแอนติบอดีของแม่สามารถผ่านรกมาสู่ลูกได้หากตรวจอาจให้

ผลบวกปลอม และไม่เหมาะส าหรับคนที่ภูมิคุ้มกันบกพร่องเนื่องจากร่างกายไม่สร้างแอนติบอดีหรือ
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สร้างในปริมาณต่ าอาจท าให้เกิดผลลบปลอม (16) การตรวจหาแอนติบอดีต่อเอชไอวีแบ่งได้ 2 

ประเภท 

1.3.2.1 การตรวจหาแอนติบอดี (Antibody Test) 

การตรวจหาแอนติบอดีต่อเอชไอวีเป็นเทคนิคที่มีความไวและมีความจ าเพาะสูง นิยม

น ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ เทคนิคที่นิยมใช้ ได้แก่ enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) และ chemiluminescent link immunosorbent assay (CMIA) 

1.3.2.2 Western Blot Test 

เป็นวิธีตรวจยืนยันการตรวจหาแอนติบอดีเมื่อเอชไอวีแอนติบอดีที่ให้ผลบวก โดย

ตรวจหาเอชไอวีส่วน core และ envelope ด้วยแผ่นเมมเบรนทดสอบที่มีแถบโปรตีนส่วนประกอบ

ต่างๆ ของเชื้อ เอชไอวีที่ แยกจากกันตามขนาดด้วยวิธีการท า เจลอิ เลคโตรฟอเรซีส ( gel 

electrophoresis) ได้แก่ p17, p24, p31, p39, gp41, p51, p55 และ gp120/gp160 แล้วน ามาอบ

กับน้ าเหลืองท าปฏิกิริยาต่อด้วยวิธี indirect ELISA  การแปลผลบวกต้องมี envelope protein 

(gp41, gp120 และ gp160) ขึ้นอย่างน้อยหนึ่ง core proteins (p17, p24 และ p55) ขึ้นอย่างน้อย

หนึ่งหรือเอนไซม์ขึ้นอย่างน้อยหนึ่งหรือโปรตีนที่ถูกสร้างจาก pol gene ได้แก่ p66, p51 และ p31 

(20, 21) วิธีนี้มีความจ าเพาะสูง มีความไวต่ าและมีราคาแพง 
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ภาพที่ 10 การตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการในการตรวจหา HIV maker หลังติดเชื้อเอชไอวีช่วง

ระยะเวลา 10 วันแรกจะไม่สามารถตรวจพบ HIV RNA และ p24 antigen ระยะนี้เรียกว่า window 

period หลังจากติดเชื้อวันที่ 11 สามารถตรวจพบ HIV RNA ได้ในพลาสมาได้ด้วยเทคนิค NAT และ 

HIV RNA จะมีปริมาณสูงสุดช่วงวันที่ 21-28 และจะค่อยๆ ลดปริมาณลง ประมาณวันที่ 16 หลังจาก

ติดเชื้อจะสามารถตรวจพบ p24 antigen ในซีรั่มด้วยชุดตรวจ 4th generation immunoassay หรือ

ภายใน 4-10 วันหลังจากตรวจพบ HIV RNA แต่ยังตรวจไม่พบแอนติบอดี วันที่ 22 หลังจากติดเชื้อ

ร่างกายจึงจะเริ่มสร้างแอนติบอดีต่อเชื้อเอชไอวีชนิด IgM สามารถตรวจได้ด้วย 3rd และ 4th 

generation immunoassay ระยะนี้เรียกว่า seroconversion หรือภายหลังจากตรวจพบ p24 

antigen 3-4 วัน หรือภายหลังจากตรวจพบ HIV RNA 10-13 วัน จากนั้นจะเริ่มสร้างแอนติบอดีชนิด 

IgG ภายหลังจากตรวจพบ HIV RNA 18-38 วัน (22) 
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แนวทางการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อเอชไอวีทางห้องปฏิบัติการชุดตรวจเอชไอวีที่เลือกต้องผ่านการ

ประเมินและรับรองจากส านักงานอาหารและยาที่ก าหนดให้มีความไวและความจ าเพาะตามประเภท

ของชุดตรวจ ดังตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 เกณฑ์ความไวและความจ าเพาะของชุดตรวจชนิดต่างๆ ที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทย (7) 

ล าดับ ประเภทของชุดตรวจ ความไว ความจ าเพาะ 

1 การตรวจหา p24 antigen  ร้อยละ 100 ร้อยละ 99.5 

2 การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อเอชไอวี ร้อยละ 100 ร้อยละ 99.5 

3 การตรวจหา anti-HIV  ร้อยละ 99.5 ร้อยละ 99.0 

ที่มา: ประกาศกระทรวงสาธารณสุขเรื่องชุดตรวจที่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อเอชไอวีปี  พ.ศ. 2552 

(อ้างอิงมาจากหนังสือแนวทางการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อเอชไอวีทางห้องปฏิบัติการปี 2557) 

ตามแนวทางของกระทรวงสาธารณสุขเรื่องการตรวจเพื่อวินิจฉัยการติดเชื้อเอชไอวีโดยตรวจหา

แอนติบอดี เมื่อตรวจด้วยชุดตรวจที่ 1 ที่มีความไวสูงกว่าชุดตรวจที่ 2 และ 3 โดยทั้ง 3 ชุดตรวจต้องมี

หลักการแตกต่างกันหรือมีหลักการเหมือนกันแต่ต้องมีแอนติเจนแตกต่างกัน เมื่อทดสอบกับชุดตรวจ

ที่ 1 (A1) ให้ปฏิกิริยาเป็นลบ (non-reactive) สามารถรายงานผลเป็บลบ (negative) ได้เลย หาก

ตรวจแล้วให้ปฏิกิริยาเป็นบวก (reactive) ให้ตรวจเพิ่มด้วยชุดตรวจที่ 2 (A2) หากให้ปฏิกิริยาเป็น

บวกให้ทดสอบต่อด้วยชุดตรวจที่ 3 (A3) หากทั้ง 3 ชุดตรวจให้ปฏิกิริยาบวกเหมือนกัน (A1+ A2+ 

A3+) ให้รายงานผลบวก (positive) หากทดสอบกับชุดตรวจที่  2 ให้ปฏิกิริยาลบ (A1+ A2-) ให้

กลับไปทดสอบกับชุดตรวจที่ 1 และ 2 ใหม่ หากได้ผล A1- A2- รายงานผลลบ หากได้ผล A1+ A2- 

รายงานผลสรุปไม่ได้ (inconclusive) หากได้ผล A1+ A2+ ให้ทดสอบกับชุดตรวจที่ 3 หากผลเป็น 

A1+ A2+ A3+ ให้รายงานผลบวก หากผลเป็น A1+ A2+ A3- ให้รายงานผลสรุปไม่ได้ (7) และให้
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ติดตามผู้มารับบริการมาตรวจซ้ าที่ 2 สัปดาห์ และ/หรือ 1 เดือน และ 3 เดือน หากผลยังเป็นผลสรุป

ไม่ได้ให้สรุปผลว่าไม่ติดเชื้อได้ 

 

ภาพที่ 11 แสดงแนวการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อเอชไอวีทางห้องปฏิบัติการส าหรับผู้ใหญ่และเด็กอายุ 

18 เดือนข้ึนไป (7) 
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1.4 การตรวจประเมินและติดตามการรกัษาผู้ตดิเชื้อเอชไอวี 

ในประเทศไทยมีการตรวจประเมินภาวะการด าเนินของโรคมี 3 ชนิด ได้แก่ 

1.4.1 การตรวจหาปริมาณเม็ดเลือดขาวชนิดซีดี 4 (CD4)  

CD4 เป็นเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซด์ที่เป็นเซลล์เป้าหมายของเชื้อเอชไอวีเข้าไปเจริญเติบโต

และแบ่งตัว เนื่องจาก CD4 มี gp120 receptor และ C-C chemokine receptor type 5 (CCR5) 

เป็น chemokine receptor ของ CD4 ปริมาณ CD4 มีความสัมพันธ์กับปริมาณเอชไอวีในกระแส

เลือด (HIV viral load) ถ้าค่าปริมาณไวรัสในกระแสเลือดสูงจะมีปริมาณ CD4 ต่ าท าให้ผู้ติดเชื้อมี

ระดับภูมิคุ้มกันลดลงและเพิ่มโอกาสติดเชื้อฉวยโอกาสง่าย ระดับของ CD4 จะลดลงตลอดระยะเวลา

ที่ติดเชื้อสามารถแบ่งการลดลงของ CD4 เป็น 4 ระยะ ได้แก่ ระยะแรกลดลงจากระดับปกตินาน 6-

18 เดือน ระยะที่ 2 คงที่นานหลายปี ระยะที่ 3 ลดลงอย่างรวดเร็วจนเข้าสู่โรคเอดส์เต็มขั้น และระยะ

ที่ 4 ปริมาณ CD4 ลดลงจนผู้ป่วยถึงแก่กรรม การตรวจหาปริมาณเม็ดเลือดขาวชนิด CD4 มี

จุดประสงค์เพื่อใช้ประเมินสภาวะของภูมิคุ้มกันของผู้ติดเชื้อและใช้พิจารณาร่วมกับค่าปริมาณไวรัสใน

กระแสเลือดร่วมกับข้อมูลทางคลินิกในการเริ่มให้ยาตา้นไวรสั ใชเ้พื่อพิจารณาการให้ยาส าหรับป้องกนั

การติดเชื้อฉวยโอกาสและใช้ติดตามผลการรักษา ในผู้ติดเชื้อจะตรวจหาค่าสัมบูรณ์ลิมโฟไซด์ชนิด 

CD4 แต่ในทารกและเด็กเล็กจะใช้ค่าเปอร์เซ็นต์ลิมโฟไซด์ชนิด CD4 แทน (23) การผ่าตัดใหญ่ การ

ได้รับวัคซีน การติดเชื้อไวรัสและการได้รับยาในกลุ่ม steroid มีผลกระทบต่อปริมาณเม็ดเลือดขาว

ชนิด CD4 (7) 

1.4.2 การตรวจหาปริมาณไวรัสในกระแสเลือด (HIV Viral Load) 

HIV viral load คือปริมาณเอชไอวีอาร์เอ็นเอในกระแสเลือด (plasma HIV RNA) ควรตรวจ

ก่อนเริ่มการรักษาด้วยยาต้านไวรัสและหลังจากได้รับยาต้านไวรัสยังจ าเป็นต้องตรวจเพื่อติดตาม
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ผลการรักษาและดูการด าเนินของโรค นอกจากนี้ทารกแรกเกิดจนถึงอายุ 18 เดือนจ าเป็นต้อง

ตรวจหาปริมาณไวรัสในกระแสเลือดแทนการตรวจหาเอชไอวีแอนติบอดีเนื่องจากแอนติบอดีของแม่

สามารถผ่านรกมาสู่ลูกได้ระหว่างตั้งครรภ์หรือระหว่างให้นมลูก (24) ปัจจุบันชุดการทดสอบหา

ปริมาณไวรัส ในกระแสเลือดมีหลายหลักการแตกต่ า งกัน  ได้ แก่  branched DNA signal 

amplification (bDNA), real time reverse transcriptase polymerase chain reaction (real 

time RT-PCR) แล ะ  nucleic acid sequence base amplification (NASBA) ก า ร ร าย ง านผล

สามารถรายงานได้ 2 รูปแบบ คือ ปริมาณไวรัสต่อมิลลิลิตร (copies/mL) และค่า log10  เทคนิคที่ใช้

ตรวจตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแสเลือดในปัจจุบันสามารถแบ่งเทคนิคที่ใช้ในการตรวจได้

เป็นกลุ่มใหญ่ๆ ดังนี้ 

1.4.2.1 การตรวจหาปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแสเลอืดโดยการเพิ่มปริมาณเชื้อ 

เป็นการตรวจหาเอชไอวีอาร์เอ็นเอในพลาสมาด้วยชุดตรวจ commercial RNA viral 

load assays นิยมตรวจด้วยเครื่องอัตโนมัติมีการวัดผล 2 แบบ ได้แก่ แบบ end point คือวัดปริมาณ 

PCR product หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยา และแบบ real time เป็นการวัดปริมาณ PCR product ที่

เกิดขึ้นจริง ณ เวลานั้น การตรวจหาเอชไอวอีารเ์อ็นเอนิยมใช้แบบ real time เน่ืองจากให้ผลที่ถูกต้อง

มากกว่า และมีการใช้เครื่องอัตโนมัติในขั้นตอนการเตรียมสิ่งส่งตรวจเพื่อลดการปนเปื้อนสาร

พั น ธุ ก ร รมอื่ น  ( carryover contamination) ชุ ด ต ร ว จ  commercial RNA viral load assays 

สามารถตรวจเชื้อเอชไอวีได้หลายสายพันธุ์รวมถึง subtype non-B ท าให้เพิ่มประสิทธิภาพของชุด

ตรวจ บริษัทที่ผลิตและจ าหน่ายชุดตรวจประเภทนี้ได้แก่ บริษัท Roche, Abbott และ BioMerieux 

แต่ละบริษัทต่างใช้หลักการและเทคนิคการตรวจแตกต่างกัน เทคนิคที่นิยมใช้ ได้แก่ reverse 

transcriptase-quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR), nucleic acid sequence-

base amplification (NASBA) และ branched DNA (bDNA) (6, 25) 
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1.4.2.2 การตรวจหาปริมาณเอชไอวีในกระแสเลือดดว้ยเทคนิคทางเลือก 

การตรวจปริมาณเอชไอวีในกระแสเลือดด้วยการเพิ่มปริมาณไวรัสมักถูกตั้งอยู่ใน

โรงพยาบาลขนาดใหญ่ประจ าจังหวัดหรือในโรงพยาบาลมหาวิทยาลัย เนื่องจากชุดตรวจส่วนใหญ่

จ าเป็นต้องใช้เครื่องอัตโนมัติในการตรวจวิเคราะห์ซึ่งเครื่องอัตโนมัติต้องการอุปกรณ์หลายอย่าง เช่น 

ระบบไฟฟ้าที่เสถียร การควบคุมอุณหภูมิและความชื้นของห้องปฏิบัติการ เจ้าหน้าที่ต้องได้รับการ

อบรมการใช้เครื่องอัตโนมัติ การดูแลรักษาเครื่องอัตโนมัติจากบริษัทรวมถึงต้องใช้งบประมาณในการ

จัดซื้อสูง ท าให้ข้อจ ากัดเหล่านี้เป็นอุปสรรคการตรวจหาปริมาณไวรัสในกระแสเลือดในพื้นที่ห่างไกล

จึงมีการพัฒนาการตรวจด้วยเทคนิคอื่นเพิ่มขึ้น ได้แก่ การตรวจหาปริมาณ p24 antigen ซึ่งจะพบ

ในช่วงวันที่ 11-13 หลังจากติดเชื้อและมีปริมาณสูงสุดนานถึง 4-5 สัปดาห์ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณ

ไวรัสในกระแสเลือด ตัวอย่างชุดตรวจ ultrasensitive p24 antigen (27) หรือการตรวจเอนไซม์ 

reverse transcriptase ได้แก่ ExaVir™ RT assay (6) 



 

 

22 

 
 

ตา
รา

งท
ี่ 3

 แ
สด

งก
าร

เป
รีย

บเ
ทีย

บก
าร

ตร
วจ

หา
ปร

ิมา
ณเ

อช
ไอ

วีใ
นก

ระ
แส

เล
ือด

ด้ว
ยเ

ทค
นิค

ทา
งเล

ือก
 (6

) 

 



 

 

23 

1.4.2.3 การตรวจหาปริมาณเอชไอวีในกระแสเลือดส าหรับ ณ จุดดูแลผู้ป่วย 

ถึงแม้เทคนิคการตรวจหาปริมาณเชื้อเอชไอวีในกระแสเลือดได้รับการพัฒนามากขึ้นและ

มีราคาถูกลง มีขั้นตอนการท าทดสอบได้ง่ายขึ้นแต่ยังต้องใช้เวลาท าการทดสอบนาน เนื่องจาก

ระยะเวลาตั้งแต่เก็บสิ่งส่งตรวจจนไปถึงการรายงานผลใช้ระยะเวลาหลายวันถึงหลายสัปดาห์ท าใหย้ัง

ไม่เหมาะกับงานที่เป็นการให้บริการ ณ จุดดูแลผู้ป่วย (point of care testing, POCT) จึงมีการ

พัฒนาการตรวจที่เหมาะส าหรับ POCT คือ ไม่ต้องการอุปกรณ์เพิ่ม อุปกรณ์ใช้ครั้งเดียวไม่น ากลับมา

ใช้ซ้ า ท าการทดสอบนอกสถานที่ได้ มีขั้นตอนการทดสอบง่ายไม่ซับซ้อน การอ่านผลและการแปลผล

ง่าย สามารถท าการทดสอบเสร็จภายใน 30 นาที มีต้นทุนต่ ากว่า 10 ดอลลาร์ และชุดตรวจครอบคลมุ

ถึง subtype non-B ท าให้มีการประยุกต์น านาโนเทคโนโลยี (nanotechnology) มาใช้ออกแบบชุด

ตรวจตัวอย่างได้แก่ ชุดตรวจ amplification (BCA)-baseassay ใช้ตรวจหาปริมาณ p24 antigen 

โดยใช้ magnetic microparticles ที่ตรึงกับ polyclonal antibody ต่อ p24 คู่กับอนุภาคทองนาโน

ที่ตรึงกับสายโอลิโกนิวคลิโอไทด์และแอนติบอดีต่อ p24 antigen แล้วเพิ่มจ านวนสายโอลิโกนิวคลิโอ

ไทด์ ด้ ว ย  real time PCR (28) microfluidic-based viral detection and quantification ใ ช้  

luminescent quantum dots ตรึงกับ anti-gp120 ใช้ตรวจหาอนุภาคไวรัสเอชไอวีท าการทดสอบ

บนแผ่นสไลด์และอ่านผลด้วยกล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (invert microscope) (29), POC HIV-1 

amplification system การตรวจหา p24 antigen โดยเพิ่มความไวด้วยการใช้ biotinylated 

biobarcode DNA อนุภาคทองนาโนต่อกับ streptavidin และเพิ่มจ านวน biobarcode DNA แล้ว

วัดด้วย microarray หรือโดยชุดตรวจ SAMBA HIV-1 ที่ท าขั้นตอนการสกัดอาร์เอ็นเอเพิ่มจ านวนสาร

พันธุกรรมด้วยเทคนิค  isothermal amplification และการตรวจหาสารพันธุกรรมด้วย strip test 

(30-32) ซึ่งเป็นการประยุกต์น าวัสดุนาโนและนาโนเทคโนโลยีมาใช้ทางการแพทย์ 
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ตารางที่ 4 แนวทางการเก็บและจัดส่งสิ่งตัวอย่างส าหรับส่งตรวจส่งตรวจ (7) 
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1.4.3 การตรวจหาภาวะการดื้อยา (Drug resistance) 

มีวัตถุประสงค์เพื่อใช้เป็นข้อมูลประกอบการพิจารณาการตัดสินใจของแพทย์ในการวินิจฉัย 

เมื่อการรักษาล้มเหลว การติดตามการระบาดของเชื้อเอชไอวีดื้อยา การเลือกใช้และปรับเปลี่ยนสูตร

ยา การตรวจการดื้อยามี 2 แบบ ได้แก่ 

1.4.3.1 การตรวจฟีโนทัยป์ (Phenotypic Testing)  

เป็นการวัดการเพิ่มจ านวน (replication rate) เชื้อเอชไอวีของผู้ป่วยในหลอด

ทดลองต่อยาต้านเอชไอวีแต่ละชนิดในเวลาที่เท่ากัน โดยค่าความไวต่อยาต้านไวรัสจะถูกค านวน

ออกมาเป็นความเข้มข้นของยาต้านไวรัสที่สามารถยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเชื้อเอชไอวีที่เพาะเลี้ยงใน

เซลล์หลอดทดลองได้ร้อยละ 50 หรือร้อยละ 90 (50% or 90% inhibitory concentration) ข้อดี

ของการตรวจฟีโนทัยป์ คือ เป็นตรวจการดื้อยาโดยตรง แปลผลง่าย ใช้ทดสอบกับยาต้านเอชไอวีได้

ทุกชนิดทั้งยาชนิดเก่าและยาที่ผลิตขึ้นมาใหม่และให้ผลแม่นย า ข้อจ ากัดคือต้องมีห้องปฏิบัติการ

ปลอดเชื้อระดับสูงสุด (biosafety level 3) เพื่อป้องกันเชื้อเอชไอวีจากหลอดทดลองแพร่กระจาย ใช้

เวลาในการวิเคราะห์นาน 2-4 สัปดาห์ การเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสมีค่าใช้จ่ายสูง 30,000-40,000 บาท 

และไม่สามารถแสดงได้ว่ามีการเปลี่ยนแปลงในระดับสารพันธุกรรม (gene mutation) (33, 34) 

1.4.3.2 การตรวจจีโนทัยป์ (genotypic testing)  

เป็นการตรวจล าดับของเบสที่ต าแหน่ง pol gene ของเชื้อเอชไอวีเนื่องจากเป็น

ต าแหน่งที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ protease, integrase และ reverse transcriptase ซึ่งเป็น

ต าแหน่งที่มักเกิดการกลายพันธุ์ท าให้มีการสร้างกรดอะมิโนบนสายเปปไทด์เปลี่ยนไป สามารถน าชนิด

และต าแหน่งของกรดอะมิโนที่เปลี่ยนแปลงไปวิเคราะห์หาระดับการดื้อยากับเชื้อเอชไอวีสายพันธุ์

ต่างๆ การตรวจชนิดนี้เป็นการตรวจทางอ้อมมีวัตถุประสงค์เพื่อใช้เป็นข้อมูลประกอบการพิจารณาเมือ่
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การรักษาล้มเหลว การเลือกใช้และ/หรือปรับเปลี่ยนสูตรยาและการติดตามการระบาดของเชื้อเอชไอวี

ดื้อยา การตรวจจีโนทัยป์เป็นวิธีการตรวจที่สะดวกสามารถท าได้ในห้องปฏิบัติการทั่วไป ใช้เวลาตรวจ

ประมาณ 1-2 สัปดาห์ นอกจากนี้ยังใช้ข้อมูลจีโนทัยป์เพื่อท านายผลการดื้อยาเชิงปริมาณ มีความ

เหมาะสมในการแปลผลการเปลี่ยนล าดับกรดอะมิโนที่มีความซับซ้อนได้ ใช้พิจารณาการเกิดการดือ้ยา

ข้ามกลุ่ม (cross resistance) กับยาอื่นๆ ข้อจ ากัดการตรวจจีโนทัยป์คือ เป็นการตรวจทางอ้อมบอก

ได้เพียงว่าผู้ติดเชื้อน่าจะดื้อต่อยาต้านไวรัสเอชไอวีชนิดใดบ้าง แต่ไม่สามารถระบุระดับการดื้อยาต้าน

ไวรัสแต่ละสายพันธุ์ได้ อาจแปลผลผิดได้หากเกิดการกลายพันธุ์หลายต าแหน่ง การตรวจจโีนทัยป์ผูต้ดิ

เชื้อต้องมีปริมาณไวรัสในกระแสเลือดตั้งแต่ 2,000 copies/ml ขณะที่ผู้ป่วยทานยาอยู่หรือหยุดยาไม่

เกิน 4 อาทิตย์ จึงให้ผลการทดสอบถูกต้องแม่นย า (33, 34) ปัจจุบันชุดการตรวจที่ได้รับการรับรอง

จากองค์การอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาและถูกออกแบบให้ใช้กับเชื้อเอชไอวีกลุ่ม 

subtype B ได้แก่ ViroSeq® HIV-1 Genotyping System (35) 
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ภาพที ่12 แนวทางการเก็บตัวอย่างส่งตรวจการดื้อต่อยาต้านไวรัส (7) 
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2. นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) 

นาโนเทคโนโลยีเป็นเทคโนโลยีที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการจัดการ การสร้าง หรือการวิเคราะห์วัสดุ 

อุปกรณ์ เครื่องจักร หรือผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตร (1-100 นาโนเมตร) ท าให้วัสดุนั้น

มีคุณสมบัติเด่นขึ้นทั้งทางด้านกายภาพและทางเคมีแตกต่างไปจากเดิม รวมถึงการออกแบบหรือการ

ประดิษฐ์เครื่องมือเพื่อใช้สร้างหรือวิเคราะห์วัสดุในระดับนาโนเมตร ตัวอย่างวัสดุขนาดนาโนเมตร 

ได้แก่ อนุภาคทองนาโน, อนุภาคนาโนของธาตุเงินหรือนาโนซิลเวอร์ , อนุภาคนาโนของออกไซด์

สังกะสี, ท่อนาโนคาร์บอน, บัคมินสเตอร์ฟลูเลอรีนหรือบัคกี้บอลควอนตัมดอท (quantum dots), 

metallic nanoparticles ท่อนาโนคาร์บอน (carbonnanotubes), nanorods และ nanoshells 

เป็นต้น (36) มีการประยุกต์น าวัสดุระดับนาโนเมตรไปใช้ทางการแพทย์ เช่น การส่งยาเข้าสู่

เซลล์มะเร็ง การตรวจหาโปรตีน การตรวจหาเซลล์มะเร็งโดยควอนตัมดอท การใช้ magnetic 

nanoparticles กับเครื่องตรวจเอกซเรย์ด้วยคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า (magnetic resonance imaging, 

MRI) การตรวจหาเชื้อก่อโรคในสิ่งแวดล้อม น้ าดื่ม หรืออาหาร การใช้ polyethylene glycol (PEG) 

nanoparticles ในการส่งยาปฏิชีวนะโดย PEG จะค่อยๆ ปล่อยยาออกมาท าให้ยาออกฤทธิ์นานขึ้น 

การใช้นาโนซิลเวอร์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (37, 38) การใช้ poly (methacrylic acid-co-ethylacrylate) 

copolymer หุ้มล้อมรอบยาต้านไวรัสเอชไอวีโดยใช้กับยากลุ่ม HIV-1 protease inhibitor โดย

อนุภาคโพลิเมอร์จะไม่ละลายในน้ าแต่จะออกฤทธิ์ปริเวณที่มีพีเอช (pH) ที่เหมาะสม การท างานของ

ยาจะออกฤทธิ์ไม่ให้เชื้อน าเอนไซม์ protease ไปใช้ท าให้เชื้อไม่สามารถเพิ่มจ านวนได้ (39) 

2.1 อนุภาคทองนาโน  

อนุภาคทองนาโน (Gold nanoparticles, AuNPs) เป็นวัสดุระดับนาโนเมตรและเป็นผลิตภัณฑ์

หน่ึงของนาโนเทคโนโลยีสามารถสังเคราะห์ได้งา่ย ไม่มีพิษต่อร่างกาย มีคณุสมบัติทางแสงจ าเพาะ มี

คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีที่แตกตา่งไปจากทองปกต ิได้แก ่มีอัตราส่วนระหว่างพื้นทีผ่ิวตอ่
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ปริมาตรสูง ช่วยในการเรง่ปฎิกิริยาเคมี น าไฟฟ้าได้ดี และมีสีที่เปลี่ยนตามขนาดของอนุภาค มี

ความสามารถน ามาต่อกบัสารอื่นได้ง่ายจึงท าให้อนุภาคทองนาโนเป็นที่นิยมน ามาใช ้ดังภาพที ่13 

(40) 

 

ภาพที่ 13 คุณสมบัติอนุภาคทองนาโนและการน าไปใช้ในการวินิจฉัยทางคลินิก (41) 

 การสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนสามารถท าได้หลายวิธีโดยน าสารละลายไฮโดรเจนเตตระ

คลอโรออเรต (hydrogen tetracholoauric (III) acid, H[AuCl4]) ที่มีทองค าประจุ 3+ (Au3+) ท า

ปฏิกิริยากับตัวรีดิวซ์ (reducing agent) ได้อนุภาคทองนาโนที่มีทองค าประจุเป็น 0 (Au0) ซึ่งเป็นรูป

ที่ไม่เสถียรเกิดการเกาะกลุ่มและตกตะกอนจึงต้องเติมสารที่ช่วยท าให้เสถียร (stabilizer) โดยสารนี้

จะล้อมรอบอนุภาคทองนาโนเพือ่ป้องกันการเกาะกลุ่มและตกตะกอนท าให้อนุภาคทองนาโนคงขนาด
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และรูปร่างให้อยู่ในระดับนาโนเมตร วิธีที่เป็นที่นิยมคือวิธีของ Turkeevih J และคณะ (42, 43) สารที่

ใช้เป็นตัวรีดิวซ์ (reducing agent) และเป็นสารช่วยให้เสถียร (stabilizer) คือโซเดียมซิเตรท 

(sodium citrate) ขนาดของอนุภาคทองนาโนที่ได้มีขนาด 10-147 นาโนเมตร ขนาดและการกระจาย

ตัวของอนุภาคขึ้นอยู่กับสัดส่วนระหว่างไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรตกับโซเดียมซิเตรท อุณหภูมิและ

ความเข้มข้นของสารซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Frens G และคณะ (44) ที่พบว่าขนาดของอนุภาค

ทองนาโนขึ้นกับความเข้มข้นของโซเดียมซิเตรท การสังเคราะห์ด้วยวิธีนี้อนุภาคทองนาโนจะมีประจุ

ลบล้อมรอบอนุภาคสามารถดึงดูดสารที่มีประจุบวกและยึดกันด้วยแรงระหว่างประจุ (electrostatic 

interaction) เช่น การตรึงกับแอนติบอดี (43) การสังเคราะห์ด้วยวิธีนี้ได้รับความนิยมอย่างกว้างขวาง

เนื่องจากใช้สารเคมีที่ราคาไม่แพง ใช้น้ าเป็นตัวท าละลาย ขั้นตอนการสังเคราะห์ง่าย และไม่เป็นพิษ 

(45) ดังภาพที่ 14 

 

ภาพที่ 14 การสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนจากสารละลายไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรตและ

โซเดียมซิเตรทด้วยปฏิกิริยารีดักชันของ Turkeevih J และคณะ (46) 

 วิธีการสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนวิธีของ Brust M และ Schiffrin DJ เป็นการสังเคราะห์ใน

สารละลายออกานิกส์ (organic solvent) เช่น tetraoctylammonium bromide (TOAB) หรือโทลู

อีน (toluene) ใช้โซเดียมบอโรไฮไดรด์ (sodium borohydride, NaBH4) เป็นตัวรีดิวซ์และสารท าให้
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เสถียร ขนาดอนุภาคทองนาโนที่ได้มีขนาด 5-6 นาโนเมตร การสังเคราะห์ด้วยเทคนิคนี้อนุภาคทอง 

นาโนจะเกาะกลุ่มและตกตะกอนง่ายภายใน 2 สัปดาห์ จึงต้องป้องกันการตกตะกอนด้วย 

alkanethiol และก่อนน าอนุภาคทองนาโนมาใช้ต้องก าจัด alkanethiol ก่อน (47, 48) 

 

ภาพที่ 15 การสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนจากสารละลายไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรตด้วย

โซเดียมบอโรไฮไดรด์จากวิธีของ Brust M และ Schiffrin DJ (49) 

 การที่ลักษณะพื้นผิวอนุภาคทองนาโนมีประจุลบจะดึงดูดประจุบวกมาล้อมรอบท าให้เกิดการ

ผลักระหว่างประจุบวกเกิดระยะห่างระหว่างอนุภาค (ภาพที่ 16) ท าให้การสังเคราะห์อนุภาคทอง   

นาโนมีความเสถียรแยกเป็นอนุภาคเดี่ยวไม่เกาะกลุ่มโดยพิจารณาจากค่าศักย์ประจุที่ผิว (zeta 

potential) ซึ่งมีค่าอยู่ระหว่าง -100 ถึง +100 มิลลิโวลต์ การพิจารณาความเสถียรของอนุภาคทอง

นาโนจะต้องมีค่าศักย์ประจุที่ผิวมากกว่า ± 30 มิลลิโวลต์ (50) 

± 0-5 มิลลิโวลต์ : อนุภาคทองนาโนเกิดการเกาะกลุ่ม 

± 5-20 มิลลิโวลต์ : อนุภาคทองนาโนมีความเสถียรเล็กน้อย 

± 20-40 มิลลิโวลต์ : อนุภาคทองนาโนค่อนข้างมีความคงตัว ไม่เกาะกลุ่ม 

มากกว่า ± 40 มิลลิโวลต์ : อนุภาคทองนาโนมีความคงตัวสูง ไม่เกาะกลุ่ม 
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ภาพที่ 16 แสดงลักษณะพื้นผิวของอนุภาคทองนาโนเมื่ออยูใ่นรูปสารละลาย (50) 

นอกจากนี้ความเสถียรของอนุภาคทองนาโนยังสามารถพิจารณาได้จากค่าการดูดกลืนแสงช่วง

อัลตราไวโอเลตโดยถ้าอนุภาคทองนาโนแยกเป็นอนุภาคเดี่ยวจะดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 520 นาโนเมตร 

และดูดกลืนแสงต่ าที่สุดที่ 600 นาโนเมตร หรือค านวณได้จาก 

 

ค่า R ควรอยู่ระหว่าง 3.5–4 (51) 
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ขนาดของอนุภาคทองนาโนมีผลกับสีที่เห็นเนื่องจากอนุภาคทองนาโนมีคุณสมบัติเชิงแสงเมื่ออยู่ในน้ า

เรียกปรากฏการณ์นี้ว่า surface plasmon resonance (SPR) สามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

520 นาโนเมตร และสะท้อนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร ท าให้เห็นอนุภาคทองนาโนเป็นสี

แดง แต่หากอนุภาคทองนาโนมีขนาดใหญ่ขึ้นจะท าให้แสงตกกระทบไม่เสมอทั่วทั้งอนุภาคเกิดการดูด

แสงที่ความยาวคลื่นสูงขึ้นท าให้เห็นสีเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีม่วง-น้ าเงิน (red-shift) สามารถเห็น

ปรากฏการณ์นี้ได้เมื่ออนุภาคทองนาโนมีขนาดใหญ่ข้ึนหรือเกิดการเกาะกลุ่มดังภาพที่ 17 

 

ภาพที่ 17 แสดงการเปลี่ยนสีจากสีแดงเป็นสีม่วงเมื่ออนุภาคทองนาโนเกาะกลุ่ม (52) 

จากข้อมูลข้างต้นท าให้อนุภาคทองนาโนเป็นที่นิยม เนื่องจากมีความคงตัวทั้งที่เป็นของเหลว (liquid 

form) และเมื่อแห้ง (dried form) โดยสีไม่เปลี่ยนเมื่อถูกหยดลงบนแผ่นเมมเบรน (53) ปัจจุบันมีการ

น าอนุภาคทองนาโนมาประยุกต์ใช้ตรวจจับสารเป้าหมายหรือใช้เป็นตัวติดตามโดยตรึงบนผิวอนุภาค

ทองนาโน ได้แก่ ดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ, คาร์โบไฮเดรต, เปปไทด์, โปรตีน, แอนติเจน-แอนติบอดี, 

aptamer-target, lectin-sugar, metal, ligand, streptavidin-biotin ห รื อ  thiolated-Au โ ด ย

อาศัยพันธะโควาเลนต์ เป็นต้น (ภาพที่ 18) (52) นอกจากนี้การใช้ single stand DNA (ssDNA) จับ

กับผิวอนุภาคทองนาโนเพื่อป้องกันการเกาะกลุ่มเมื่ออยู่ในสารละลายที่มีเกลือ เกลือจะกระตุ้นให้

อนุภาคทองนาโนเกาะกลุ่มซึ่งแตกต่างจากอนุภาคทองนาโนที่ตรงึด้วย double stand DNA (dsDNA) 

ที่อยู่ในสารละลายที่มีเกลือ dsDNA จะจับกันเองท าให้ไม่มี ssDNA เหลือมาจับที่ผิวอนุภาคทองระดับ

นาโนจึงท าให้อนุภาคทองนาโนเกิดการเกาะกลุ่ม (54) จากคุณสมบัติข้างต้นจึงมีการน าอนุภาคทองนา
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โนมาประยุกต์เพื่อใช้ตรวจหาสารชีวโมเลกุลเป้าหมาย เช่น ตรวจหาแอนติเจน (55), ดีเอ็นเอหรืออาร์

เอ็นเอ (56) ที่มีความจ าเพาะโดยให้อนุภาคทองนาโนเป็นตัวรายงานผล (reporter) และสารเป้าหมาย

จะเป็นตัวป้องกันหรือเหนี่ยวน าให้อนุภาคทองนาโนเกิดการเกาะกลุ่มท าให้อนุภาคทองนาโนเปลี่ยนสี

ที่สามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่าไม่ต้องอาศัยเครื่องมือช่วยในการอ่านผล (52) 

 

ภาพที่ 18 การตรึงสารชีวโมเลกุลบนผิวอนุภาคทองนาโน (57) 

 ตัวอย่างการน าอนุภาคทองนาโนมาใช้ในปี ค.ศ. 2003 Nam JM และคณะ ได้น าดีเอ็นเอมา

ตรึงกับอนุภาคทองนาโนขนาด 30 นาโนเมตร เรียกว่า nanoparticle-based bio-barcode ใช้

ตรวจหา prostate-specific antigen (PSA) มีความไว 30 attoMolar ในซีรั่มปริมาณ 10 ไมโครลติร 

(58) ในปี ค.ศ. 2008 Kim EY และคณะ ใช้ Luminescent quantum dots ตรึงกับ anti-gp120 

ด้วยหลักการ nanoparticle-based bio-barcode-amplification method ใช้ตรวจหาอนุภาค

ไวรัสเอชไอวีจากเลือดครบส่วนท าการทดสอบบนแผ่นสไลด์และอ่านผลการเรืองแสงจาก quantum 

dots ด้วยกล้องฟลูออเรสเซนต์ มีความคลาดเคลื่อนบวกลบร้อยละ 10 เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี

มาตรฐาน เช่น real time PCR (29) ในปี ค.ศ. 2009 Niikura K และคณะ ได้เสนอการตรวจหา JC 
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virus-like particles (VLPs) โดยดูการเปลี่ยนแปลง plasmon shift ของอนุภาคทองนาโนพบว่า 

sialic acid-linked gold nanoparticle ขนาด 15 นาโนเมตร สามารถจับกับ JC virus particles ได้

และอ่านผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดส่องกราด (scanning transmission electronmicroscope, 

SEM) แสดงให้เห็นว่าอนุภาคทองนาโนสามารถตรึงไวรัสได้แม้มีปริมาณไวรัสต่ า (59) นอกจากนี้

อนุภาคทองนาโนยังถูกน ามาใช้กับชุดตรวจเร็ว (rapid test หรือ strip test) ด้วย 

3. แลเทอรัลโฟล (Lateral Flow Assay, LFA)  

แลเทอรัลโฟลมีพื้นฐานมาจากอิมมูนูโครมาโตรกราฟฟีแลเทอรัลโฟล ( immunochromatographic 

lateral flow strip test) ถูกพัฒนาครั้งแรกในการตรวจหา human chorionic gonadotropin 

(hCG) ในชุดตรวจการตั้งครรภ์ (60) ปัจจุบันถูกใช้กว้างขวางในการวัดเชิงคุณภาพและเชิงกึ่งปริมาณ 

ส าหรับตรวจหาแอนติเจน, แอนติบอดี, แฮปแทนและโอลิโกนิวคลีโอไทด์ แลเทอรัลโฟลยังถูกนิยมใช้

กับชุดตรวจการติดเชื้อ ได้แก่ Streptococcus, Chlamydia, Human Immunodeficiency Virus 

(HIV) และ Hepatitis C virus (HCV) (61, 62) ส่วนประกอบชุดทดสอบแลเทอรัลโฟลมีองค์ประกอบ

หลัก 5 ส่วน ได้แก่ 1) sample pad ส าหรับหยดสิ่งส่งตรวจหรือตัวอย่างทดสอบท าหน้าที่ช่วยส่ง

ตัวอย่างทดสอบสู่ส่วนต่างๆของ LFA นิยมใช้ cellulose และ glass fiber 2) conjugate pad 

ส าหรับหยด conjugate probe conjugate pad มีผลต่อการปล่อย conjugate probe และความไว

ของการทดสอบนิยมใช้วัสดุเป็น glass fiber cellulose หรือ polyester 3) detection membrane 

เป็นบริเวณที่หยดเส้นทดสอบและเส้นควบคุมส าหรับท าปฏิกิริยาและอ่านผลการทดสอบที่

ประกอบด้วยเส้นทดสอบ (test line, TL) และเส้นควบคุม (control line, CL) มีผลต่อความไวของ 

LAF อย่างมาก วัสดุที่ ใช้ ได้แก่  เซลลูโลสเมมเบรน , ไนลอนเมมเบรน, polyethersulfone, 

polyethylene หรือ fused silica นิยมใช้เซลลูโลสเมมเบรนเนื่องจากใช้งานง่าย ราคาไม่แพง และมี



 

 

36 

ความสามารถจับกับโปรตีนได้สูง 4) absorbent pad ส าหรับดูดซับสารส่วนเกินนิยมใช้ cellulose 

และ cross-link silica และส่วนสุดท้ายคือ 5) backing plate เป็นส่วนยึด sample pad conjugate 

pad detection membrane และ absorbent pad ที่ประกอบข้ึนดังภาพที่ 19 (63) 

 

ภาพที ่19 ส่วนประกอบแลเทอรัลโฟล (63) 

 หลักการการท างานของแลเทอรัลโฟลเมื่อน าตัวอย่างตรวจที่เป็นของเหลวและมีสาร

เป้าหมาย (target) อยู่หยดลงบน sample pad ตัวอย่างตรวจเคลื่อนที่ผ่าน conjugate pad โดย

อาศัย capillary diffusion ที่มี conjugate probe ตรึงกับอนุภาคขนาดนาโนท าปฏิกิริยากับสาร

เป้าหมายเกิดเป็น complex จากนั้นเคลื่อนที่ไปยัง detection membrane capture probe ที่เส้น

ทดสอบจับกับ complex เกิดแถบสีที่เส้นทดสอบ conjugate probe ที่ตรึงกับอนุภาคขนาดนาโน

เมตรส่วนที่เหลือที่ไม่ได้จับกับสารเป้าหมายเคลื่อนที่ต่อไปยังเส้นควบคุมจับกับ control probe เกิด

แถบสีที่สองที่เส้นควบคุม ปัจจุบันอนุภาคขนาดนาโนเมตรที่ใช้นิยมมีสีหรือมีการเรืองแสงขนาด 15-

800 นาโนเมตร ท ามาจากอนุภาคทองนาโน, latex, selenium, carbon, liposome และ quantum 

dot (64) ชุดทดสอบแลเทอรัลโฟลท าการทดสอบได้ผลรวดเร็ว มีขั้นตอนการทดสอบไม่มาก มีต้นทุน

ต่ า ใช้เครื่องมือพื้นฐานในการทดสอบ มีความจ าเพาะสูง มีความไว เคลื่อนย้ายง่าย และมีความเสถียร

แม้จะเก็บที่สิ่งแวดล้อมต่างๆ (65) 

ปัจจุบันแลเทอรัลโฟล แบ่งเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 
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3.1 แลเทอรัลโฟลอิมมูโนเอสเสย์ (Lateral Flow Immunoassay) มีหลักการ 2 แบบ 

3.1.1 แลเทอรัลโฟลอิมมโูนเอสเสย์แบบแซนวิช  

อาศัยการเกิดปฏิกิริยาแบบแซนวิชระหว่างแอนติเจนแอนติบอดีระหว่างสารเป้าหมาย 

(target) กับ conjugate ที่ตรึงบนอนุภาคระดับนาโนเมตร , สารเป้าหมายและ label probe 

(capture และ control probe) ที่อยู่บน detection membrane label probe เป็นได้ทั้งแอนติเจน

หรือแอนติบอดีนิยมตรึงกับอนุภาคทองนาโนหรือลาเท็กซ์ไมโครสเฟียร์ การท างานเมื่อหยดตัวอย่างที่

มีแอนติเจนลงบน sample pad สารตัวอย่างไหลมาที่ conjugate pad ที่มีแอนติบอดีตรึงกับอนุภาค

ทองนาโนเกิดการจับอย่างจ าเพาะของแอนติเจนกับแอนติบอดีที่ตรึงบนอนุภาคทองนาโนหลังจากนั้น

ตัวอย่างไหลผ่านไปยัง detection membrane ที่เส้นทดสอบที่มีแอนติบอดีอีกชุดที่จ าเพาะต่อ

แอนติเจนในตัวอย่าง เกิดการเกาะกลุ่มกันที่บริเวณเส้นทดสอบเกิดแถบสีแดงที่เห็นได้ด้วยตาเปล่า 

อนุภาคทองนาโนที่ตรึงด้วยแอนติบอดีส่วนเกินจะไหลผ่านมายังเส้นควบคุมที่มีแอนติบอดีอีกชุดที่

จ าเพาะต่อแอนติบอดีตรึงกับอนุภาคทองนาโนเกิดการจับอย่างจ าเพาะเกิดแถบสีแดงแถบที่สองที่เส้น

ควบคุม (แปลผลเป็นบวก) แต่หากไม่มีแอนติเจนเป้าหมายจะเกิดแถบสีแดงเพียงเส้นเดียวที่เส้น

ควบคุม (แปลผลเป็นลบ) ดังภาพที่ 20 (67, 68) 
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ภาพที ่20 แลเทอรัลโฟลอิมมูโนเอสเสย์แบบแซนวิชโดย T คือเส้นทดสอบและ C คือเส้นควบคุม (68) 

3.1.2 แลเทอรัลโฟลอิมมโูนเอสเสย์แบบยับยั้ง (inhibition) 

แอนติบอดีชนิดที่หนึ่งตรึงกับอนุภาคนาโน แอนติบอดีชนิดที่สองหยดที่ต าแหน่งเส้นควบคุม 

ที่เส้นทดสอบมีแฮปเทน (hapten) ที่จับกับแอนติเจนและแอนติบอดีชนิดที่หนึ่งได้ เมื่อไม่มีแอนติเจน 

แอนติบอดีชนิดที่หนึ่งที่ตรึงกับอนุภาคนาโนจับกับแฮปเทนเกิดแถบสีที่เส้นทดสอบ แอนติบอดีชนิดที่

หนึ่งที่ตรึงกับอนุภาคนาโนส่วนที่เหลือจับกับแอนติบอดีชนิดที่สองที่เส้นควบคุมเกิดแถบสีสองแถบ

อ่านผลเป็นลบ หากมีแอนติเจนในตัวอย่างแอนติเจนจะจับกับแฮปเทนท าให้แอนติบอดีชนิดที่หนึ่งที่

ตรึงกับอนุภาคนาโนไม่สามารถจับแฮปเทนได้จึงไม่เกิดแถบสีที่เส้นทดสอบ แอนติบอดีชนิดที่หนึ่งที่

ตรึงกับอนุภาคนาโนส่วนที่เหลือจับกับแอนติบอดีชนิดที่สองที่เส้นควบคุมเกิดแถบสี 1 แถบอ่านผล

เป็นบวก ดังภาพที่ 21 (68) 
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ภาพที ่21 แลเทอรัลโฟลอิมมูโนเอสเสย์แบบยับยั้งโดย T คือเส้นทดสอบและ C คือเส้นควบคุม (68) 
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ตารางที่ 5 ตวัอย่างการน าแลเทอรัลโฟลอิมมูโนเอสเสย์มาใช้ (64) 
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ตารางที่ 6 ประโยชน์และจุดด้อยของแลเทอรัลโฟล (66) 

 



 

 

42 

3.2 นิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล (Nucleic Acid Lateral Flow, NALF) 

นิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลพัฒนามาจากแลเทอรัลโฟลอิมมูโนเอสเสย์อาศัยการเกิดไฮบริได

เซชั่นระหว่าง conjugate probe ที่ตรึงบนอนุภาคทองนาโนสายโอลิโกนิวคลิโอไทด์เป้าหมาย 

(oligonucleotide target) และ probe ที่อยู่บนเมมเบรนแบบแซนวิช สายโอลิโกนิวคลิโอไทด์ที่ใช้

เป็น probe (oligonucleotide probe) มี 3 ส่วน ได้แก่ 1) conjugate probe ที่ตรึงบนอนุภาคทอง

นาโนหยดลงบนแผ่น conjugate pad โดย conjugate probe ถูกออกแบบให้มีล าดับเบสคู่สมกับ

ปลายของสายโอลิโกนิวคลิโอไทด์เป้าหมายด้านหนึ่ง 2) capture probe ที่หยดต าแหน่งเส้นทดสอบ 

capture probe ถูกออกแบบให้มีล าดับเบสคู่สมกับอีกด้านหนึ่งของสายโอลิโกนิวคลิโอไทด์เป้าหมาย

และ 3) control probe หยดที่ต าแหน่งเส้นควบคุมโดย control probe ออกแบบให้มีเบสคู่สมกับ 

conjugate probe โดย probe 2 ชนิดหลังจะถูกตรึงอยู่บนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน เมื่อหยด

ตัวอย่างที่มีโอลิโกนิวคลิโอไทด์เป้าหมายลงบน sample pad สารตัวอย่างจะไหลมาที่ conjugate 

pad และเกิดไฮบริไดเซชั่นกับ conjugate probe ที่ตรึงบนอนุภาคทองนาโนหลังจากนั้นจะไหลผ่าน

ต่อไปยังเส้นทดสอบซึ่งมี capture probe อีกชุดที่จ าเพาะกับอีกส่วนของเบสบนโอลิโกนิวคลิโอไทด์

เป้าหมายและเกิดการไฮบริไดเซชั่นขึ้น อนุภาคทองนาโนจะเกิดการเกาะกลุ่มกันที่บริเวณเส้นทดสอบ

ท าให้เกิดแถบสีแดงซึ่งสามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า conjugate probe ที่ตรึงบนอนุภาคทอง  

นาโนส่วนเกินจะไหลผ่านมายังเส้นควบคุมที่มี control probe ซึ่งมีเบสคู่สมกับ conjugate probe 

ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนและเกิดการไฮบริไดเซชั่นท าให้เกิดแถบเส้นสีแดงที่สองขึ้น ดังนั้นหากใน

ตัวอย่างมีสายโอลิโกนิวคลิโอไทด์เป้าหมายจะเกิดแถบเส้นสีแดง 2 เส้น (แปลผลเป็นบวก) แต่หากไม่มี

สายโอลิโกนิวคลิโอไทด์เป้าหมายจะเกิดแถบเส้นสีแดงเพียงเส้นเดียวที่เส้นควบคุม (แปลผลเป็นลบ) 

โดยแถบเส้นสีแดงที่เส้นควบคุมจะช่วยท าให้ทราบว่าแถบตรวจยังมีประสิทธิภาพในการท างานดี 
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นิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลถูกใช้ส าหรับตรวจหาดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอหลังจากเพิ่มจ านวนด้วย 

polymerase chain reaction (PCR) (69) nucleic acid sequence-based amplication (NASBA) 

(70) หรือ loop-mediated isothermal amplification (LAMP) (71) 

 

ภาพที่ 22 หลักการของนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลแบบแซนวิช (68) 

 ตัวอย่างงานวิจัยนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล ตัวอย่างได้แก่ ปี ค.ศ. 2009 Mao X และคณะ 

ได้พัฒนาการตรวจหา genomic DNA ด้วยเทคนิคนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลโดยไม่มีขั้นตอนการ

เพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมก่อนโดย genomic DNA (target) ที่สังเคราะห์ขึ้นมีความยาว 60 เบส 

conjugate probe 2 ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนถูกไฮบริไดเซชั่นเกิดเป็น complex จากนั้นไหลไป

ต าแหน่งเส้นทดสอบที่มี streptavidin-biotin DNA probe 1 (capture probe) ที่มีความจ าเพาะกบั 

genomic DNA เกิดแถบสีที่เส้นทดสอบ จากนั้น DNA probe 2 ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนส่วนเกิน

ไหลไปต าแหน่ ง เส้นควบคุมที่ มี  biotin-streptavidin DNA probe 3 (control probe) และมี

ความจ าเพาะกับ DNA probe 2 ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนเกิดไฮบริไดเซชั่นที่ต าแหน่งเส้นควบคุมที่
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มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า การทดสอบนี้มีความไวในการหา genomic DNA ที่ 2.5 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร หรือ 1.25 เฟมโตโมลาร์ ดังภาพที่ 24 (3) 

 

ภาพที่ 23 นิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล (3) 
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ในปี ค.ศ. 2013 Mao X และคณะ ได้พัฒนาการใช้ blue latex beads แทนอนุภาคทองนาโนที่มี

ราคาแพงเกิดแถบสีฟ้าของ blue latex beads แทนสีแดงของอนุภาคทองนาโนสามารถตรวจหา

ปริมาณ target DNA ในพลาสมาของคน มีความไว 3.75 เฟมโตโมลาร์ ดังภาพที่ 25 (72) 

 

ภาพที ่24 การใช้ blue latex bead แทนอนุภาคทองนาโนในนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล (72) 

ในปี ค.ศ. 2012 Pongsuchart M และคณะ ได้เพิ่มความไวของชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลด้วย

การใช้แสงอัลตราไวโอเลตที่มีความเข้มแสงขนาด 50 มิลลิจูลต่อตารางเซนติเมตร (mJ/cm2) เป็น

เวลา 120 วินาที เชื่อม probe (capture และ control probe) ที่เส้นทดสอบและเส้นควบคุมกับ

แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนช่วยลดการหลุดของ capture probe และ control probe ระหว่างท า

การทดสอบท าให้เพิ่มความไวได้ร้อยละ 40 เมื่อเทียบกับชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลที่ไม่ได้ผ่าน

แสงอัลตราไวโอเลต (4) และในปี ค.ศ. 2013 ได้ศึกษาการใช้ non-biotin probe คู่กับการใช้แสง

อัลตราไวโอเลตเปรียบเทียบกับการตรึง capture probe และ control probe ด้วยวิธีมาตรฐาน 
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(streptavidin-biotin probe) พบว่าการใช้แสงอัลตราไวโอเลตที่มีความเข้มขนาด 125 มิลลิจูลต่อ

ตารางเซนติเมตร 120 วินาที เชื่อมระหว่าง non-biotin oligonucleotide ที่เส้นทดสอบและเส้น

ควบคุมกับไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนได้ผลแตกต่างกับวิธี streptavidin-biotin probe อย่างไม่มี

นัยส าคัญ ผลการวิจัยนี้ท าให้ลดเวลาในข้ันตอนการเตรยีม biotin probe และท าให้ชุดนิวคลิอิกแอซิด

แลเทอรัลโฟลมีต้นทุนต่ าลง ดังภาพที่ 26 (73) ในปี ค.ศ. 2012 Rohrman BA และคณะ ใช้นิวคลิอิก

แอซิ ด แล เทอรั ล โฟลคู่ กั บก า ร เพิ่ ม จ า นวนด้ ว ย เทคนิ ค  Nucleic acid sequence based 

amplification (NASBA) ตรวจปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแสเลือด (5) 

 

ภาพที่ 25 แสดงการตรึง probe บนเมมเบรน A. conventional streptavidin-biotin system             

B. UV-based system (73) 
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. เครื่องมือและอุปกรณ์ 

1.1 ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ า -20 องศาเซลเซียส SF-C1497 (บริษัท Sanyo ประเทศญี่ปุ่น) 

1.2 เครื่องปั่นแยกสารแบบควบคุมอุณหภูม ิ(บริษัท Heraeus ประเทศเยอรมันนี) 

1.3 Autoclave (บริษัท Hirayama ประเทศญี่ปุ่น) 

1.4 Microcentrifuge (บริษัท Eppendorf ประเทศเยอรมันนี) 

1.5 Cuvette (บริษัท Hellma ประเทศเยอรมันนี) 

1.6 หลอดไมโครเซนติฟิวก์ขนาด 0.2, 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร (บริษัท Axygen Scientific 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

1.7 UV-VIS spectrophotometer (บริษัท Biorad ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

1.8 Stirrer Hot Plate (บริษัท BEC Thai ประเทศไทย) 

1.9 Zetasizer machine (บริษัท Marvern ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

1.10 เครื่องวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารละลาย (nanodrop) (บริษัท Thermo Sciencetific 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

1.11 เครื่องตรึงสารพันธกุรรมบนแผ่นเมมเบรน (UV crosslink) (บริษัท Thermo Sciencetific 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

1.12 เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต าแหน่ง (บริษัท Denver Instrument ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

1.13 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง (บริษัท Denver Instrument ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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1.14 ตู้ดูดควัน (บริษัท Erlab ประเทศสหรัฐอเมรกิา) 

1.15 เครื่องเขย่าสารละลาย (orbital shaker) (บริษัท Gemmy Industrial ประเทศไต้หวัน) 

1.16 Hot Air Oven (บริษัท Memmert ประเทศเยอรมันนี) 

1.17 เครื่องผลิตน้ า Milli Q (Double Deionized Ultra Pure Water) (บริษัท Elga ประเทศ

อังกฤษ) 

1.18 Fine vortex (บริษัท LAbnet International ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

1.19 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนดิส่องผ่านรุน่ Tecnai 20 Twin (บริษัท FEI ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

1.20 เครื่องวดัความป็นกรดด่าง (pH meter) (บริษัท ESDO ประเทศ Schott) 

1.21 Amicon Ultra-2 Centrifugal Filter cutoff 30,000 (บริษัท Merck ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

1.22 Glass fiber รุ่น GFDX103000 (บริษัท Merck ประเทศสหรัฐอเมรกิา) 

1.23 Nitrocellulose membrane with backing pad รุ่น HF180MC10 (บริษัท Merck 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

1.24 Cellulose fiber membrane รุ่น CFSP173000 (บริษัท Merck ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

1.25 NAP-10 Column (บริษัท GE Healthcare ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

1.26 ตู้ปลอดเชื้อ (Biosafety carbinet class II) (บริษัท Astec-Microflow ประเทศอังกฤษ) 

1.27 Thermal cycle (MJ Mini Thermal Cycler) (บริษัท Biorad ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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2. รายการน้ ายาและสารเคม ี

2.1 Bovine serum albumin (BSA) (บริษัท Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.2 DL-Dithiothreitol (DTT) (บริษัท Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.3 Hydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate (HAuCl4 .3H2O) (บริษัท Sigma Aldrich 

ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.4 Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (บริษัท Sigma Aldrich ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

2.5 Potassium chloride (KCl) (บริษัท Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.6 Sodium hydroxide (NaOH) (บริษัท Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.7 Sodium phosphate monobasic (KH2PO4) (บริษัท Sigma Aldrich ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

2.8 Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4) (บริษัท Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.9 Sodium dodecyl sulfate (NaC12H25SO4) (บริษัท Sigma Aldrich ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

2.10 Sucrose (C12H22O11) (บริษัท Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมรกิา) 

2.11 Triton X-100 ((C2H40)nC14H22O) (บริษัท Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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2.12 Hydrochloric acid (HCl) (บริษัท Merck ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.13 Nitric acid (HNO3) (บริษัท Merck ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.14 Trisodium phosphate (Na3PO4) (บริษัท Merck ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.15 Tween 20 (C58H114O26) (บริษัท Merck ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.16 Trisodium citrate dehydrate (C6H5Na3O7. H2O) (บริษัท Merck ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

2.17 Tris-hydrochloride (NH2C(CH2OH)3 .HCI) (บริษัท Emd chemical ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

2.18 ชุดสกัดอาร์เอ็นเอ QIAamp viral RNA mini kit (บริษัท Qiagen ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

2.19 น้ ายาท า RT-PCR ได้แก่ M-MLV RT buffer, MgCl2, dNTP, RT-PCR end primer, M-

MLV enzyme และ Rnase inhibitor (บริษัท Promega ประเทศอังกฤษ)  

3. การสังเคราะห์อนุภาคทองนาโน  

การสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนใช้หลักการ Citrate reduction ของ Turkevich J และคณะ (42) 

ส าหรับใช้ตรึงกับ conjugate probe การสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนต้องท าความสะอาดเครื่อง

เครื่องแก้วและแท่งแม่เหล็กกวนสาร (magnetic bar) ให้ปราศจากสารตกค้างด้วย aqua regia ที่มี

ส่วนประกอบของกรดไฮโดรคลอริก (HCl) และกรดไนตริก (HNO3) ในอัตราส่วน 3 ต่อ 1 โดยเตรียม

กรดไฮโดรคลอริกปริมาตร 75 มิลลิลิตร ผสมกับกรดไนตริกปริมาตร 25 มิลลิลิตร แช่เครื่องแก้วนาน 

15 นาทีจากนั้นล้างเครื่องแก้วด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง น าเครื่องแก้วเข้าอบในตู้อบลมร้อน (hot air oven) 
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เมื่อเครื่องแก้วแห้งน าขวดรูปชมพู่ (flask) ประกอบกับ Reflux condenser ส าหรับต้มสารละลายวาง

บนเครื่องกวนสารละลายด้วยแม่เหล็กและเตาให้ความร้อน (hot plate stirrer) โดยมีแท่งแม่เหล็ก

กวนสารกวนตลอดเวลาเติมสารละลาย 1% ไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรต (HAuCl4 .3H2O) ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ที่มีน้ า milli Q ที่เตรียมจากเครื่อง Double Deionized Ultra 

Pure Water ปริมาตร 24.5 มิลลิลิตร ตั้งอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสและความเร็วของแท่งแม่เหล็ก

กวนสารเบอร์ 2 เมื่อสารละลายเดือดเติม 1% โซเดียมซิเตรท (trisodium citrate, Na3C6H5O7) 

อย่างรวดเร็ว การสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนนี้ใช้ปริมาณของ 1% โซเดียมซิเตรทแตกต่างกันเพื่อ

สังเคราะห์อนุภาคทองนาโนให้มีขนาดที่ต้องการดังนี้ การสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 เติม 

1% โซเดียมซิเตรทปริมาตร 400 มิลลิลิตร, อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 2 เติม 1% โซเดียมซิเตรท

ปริมาตร 600 ไมโครลิตร, อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 เติม 1% โซเดียมซิเตรทปริมาตร 800 ไมโครลติร 

และอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 4 เติม 1% โซเดียมซิเตรทปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร หลังจากเติม 1% 

โซเดียมซิเตรทแล้วสารละลายจะเปลี่ยนสีอย่างรวดเร็วสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองอ่อนเป็นสี

น้ าเงินเข้ม (deep blue) และเปลี่ยนเป็นสีแดง (wine red) ภายในเวลาประมาณ 2 นาที หลังจาก

เติม 1% โซเดียมซิเตรทแล้วให้ความร้อนต่ออีก 15 นาที จึงปิดเตาให้ความร้อนแต่เปิดเครื่องให้แท่ง

แม่เหล็กกวนสารละลายไว้ตลอดเวลาอีก 2 ชั่วโมงหรือข้ามคืน ทิ้งไว้ให้สารละลายเย็นเท่ากับ

อุณหภูมิห้อง เก็บอนุภาคทองนาโนที่สังเคราะห์ได้ในภาชนะป้องกันแสงและเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส น าอนุภาคทองนาโนที่สังเคราะห์ได้ไปตรวจสอบคุณสมบัติตามหัวข้อต่างๆ ดังนี้  ตรวจสอบ

ขนาด รูปร่าง ดูการเกาะกลุ่มหรือการกระจายตัวของอนุภาคทองนาโนด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดส่อง

ผ่าน (Transmission electron microscopy, TEM) ตรวจสอบคุณสมบัติการดูดกลืนแสงช่วงแสง

อัลตราไวโอเลตด้วยเครื่องวิสิเบิลสเปกโทรสโคป (UV-Visible spectroscopy) ที่ความยาวคลื่น 400-
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800 นาโนเมตร และตรวจสอบขนาดของอนุภาคทองนาโนและค่าศักย์ประจุที่ผิว (Zeta potential) 

เพื่อดูประจุบนผิวอนุภาคทองนาโนด้วยเครื่อง Zetasizer  

 

ภาพที่ 26 แสดงการเปลี่ยนสีของสารละลาย 1% ไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรตในน้ า milli Q 

หลังจากเติม 1% โซเดียมซิเตรทที่ 0 วินาที สารละลายมีสีใส ที่ 30 วินาที สารละลายเปลี่ยนเป็นสีน้ า

เงิน ที่ 60 วินาที สารละลายเปลี่ยนเป็นสีม่วงเข้ม และที่ 120 วินาที สารละลายมีสีแดงไวน์ (76) 

4. ล าดับเบสที่ใช้เป็น Oligonucleotide probe และ Target Sequence 

Oligonucleotide probe ถูกออกแบบให้จ าเพาะกับโอลิโกนิวคลิโอไทด์ส่วน RT gene ของ HIV-1 

โดยใช้ล าดับเบสเช่นเดียวกับงานวิจัยของ Pongsuchart M และคณะ (4, 73) RT gene of HIV-1 

virus, non-thiol conjugate probe, test line non-biotin probe และ control line non-biotin 

probe สั่งสังเคราะห์จากบริษัท Biodesign ประเทศไทย Thiol conjugate probe, test line biotin 

probe และ control line biotin probe สั่ งสั ง เคราะห์จากบริษัท  Sigma Aldrich ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
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ตารางที่ 8 Oligonucleotide probe ที่ใช้ในชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล 
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5. การตรงึ thiol conjugate probe (conjugate probe 1) กับผิวอนุภาคทองนาโน  

น า conjugate probe 1 ที่มีล าดับเบสที่จ าเพาะกับล าดับเบสส่วน RT gene ของ HIV-1 มาตรึงกับ

ผิวอนุภาคทองนาโนด้วยเทคนิคของ Hill HD และ Mirkin CA (76) เตรียม conjugate probe 1 

ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ แต่เนื่องจาก conjugate probe 1 มีหมู่ thiol ต่อที่ต าแหน่ง 5’ ท า

ให้หมู่ thiol อยู่ในรูปแบบ protected form เพื่อป้องกันการเกิด oxidation ของพันธะไดซัลไฟด์ (–

SH) ท าให้ conjugate probe 1 อยู่ในรูป dimer formation ก่อนน ามาใช้ต้องเตรียมให้อยู่ในรูป 

free thiol ก่อนโดยชั่ง dithiothreitol (DTT, C4H10O2S2) 7.7 มิลลิกรัม ผสมกับ conjugate probe 

1 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เกิดปฏิกิริยา 

 

วางบนเครื่องเขย่าสารละลาย (orbital shaker) ตั้งความเร็ว 120 รอบต่อนาที (rpm) ที่อุณหภูมิห้อง

นาน 30 นาที เตรียม NAP-10 column ขนาด 1 มิลลิลิตร เพื่อก าจัด DTT ส่วนเกิน โดยล้าง NAP-

10 column ด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท า 3 รอบ เพื่อล้างสารที่หล่อเรซิ่นซึ่งมีส่วนประกอบ

ของ 0.15% Kathon CG/ICP Biocide ออกเมื่อครบ 30 นาที เติม conjugate probe 1 ลงใน NAP-

10 column และเติมน้ ากลั่นปริมาตร 400 ไมโครลิตร ปล่อยให้ไหลผ่าน เติมน้ ากลั่นปริมาตร 950 

ไมโครลิตร ลงใน NAP-10 column เก็บหยดที่ 9 จนถึงหยดสุดท้ายลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์ขนาด 

1.5 มิลลิลิตร น า conjugate probe 1 ที่เก็บลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์แต่ละหลอดไปวัดการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวิเคราะห์ชนิดและปริมาณสารละลาย 

(Nanodrop) เพื่อตรวจสอบความเข้มข้นของ conjugate probe 1 และเลือกหลอดที่มีความเข้มข้น

สูงสุดเพื่อให้ได้ conjugate probe 1 ที่มีความเข้มข้นสูงสุดน า conjugate probe 1 มาผสมกับ

อนุภาคทองนาโนปริมาตร 1 มิลลิลิตร และน าไปวางบนเครื่องเขย่าสารละลายความเร็ว 120 รอบต่อ

R–S–S–(CH2)6–Oligo + DTT → HS–(CH2)6–Oligo 
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นาที ที่อุณหภูมิห้องนาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบ 24 ชั่วโมง เติม phosphate adjustment buffer ที่มี

ความเข้มข้นเท่ากับ 9 มิลลิโมลาร์ (mM) โดยค านวณ  

total volume 1 (ไมโครลิตร) = อนุภาคทองนาโน 1,000 ไมโครลิตร + conjugate probe 1 x 

(ไมโครลิตร)  

phosphate adjustment buffer y (ไมโครลิตร) = total volume 1 (ไมโครลิตร)/ 10 

และเติม 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.1% (wt/vol) เพื่อ

ป้องกันการเกาะกลุ่มของอนุภาคทองนาโน โดยค านวณ 

Total volume 2 (ไมโครลิตร) = อนุภาคทองนาโน 1,000 ไมโครลิตร + conjugate probe 1 x 

(ไมโครลิตร) + phosphate adjustment buffer y (ไมโครลิตร) 

10% SDS (wt/vol) ที่เติม = (total volume 2 x 0.1) / 10 

ห่อ foil ให้พ้นแสงน าไปวางไว้บนเครื่องเขย่าสารละลายที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง

นาน 30 นาที เมื่อครบเวลาเติม salting buffer ที่มีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) เท่ากับ 

0.3 โมลาร์ (M) โดยค านวณ  

salting buffer (ไมโครลิตร) = (total volume 2 x 0.3 โมลาร์) / (2 โมลาร์) 

เมื่อเติม salting buffer น าไปวางบนเครื่องเขย่าสารละลายตั้งความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่

อุณหภูมิห้องนาน 24 ชั่วโมง แล้วน ามาปั่นที่ 12,000 รอบต่อนาที ด้วยเครื่องปั่นแยกสารแบบควบคุม

อุณหภูมติั้งอุณหภูมปิั่นที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 นาที ก่อนปั่นให้ตรวจสอบว่า conjugate probe 

1 ตรึงกับผิวอนุภาคทองนาโนโดยสังเกตดูสีของอนุภาคทองนาโนว่าไม่มีการเปลี่ยนสีและตกตะกอน 

เมื่อปั่นเสร็จดูดสารละลายด้านบนทิ้ง น าตะกอนมาละลายด้วย eluent buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

เพื่อให้อนุภาคทองที่ตรึงกับ conjugate probe 1 เสถียรโดย eluent buffer มีส่วนประกอบของ 

Na3PO4 ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์, 5% BSA, 0.25% Tween และ 10% sucrose โดย BSA, 
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Tween 20 และ sucrose จะช่วยให้อนุภาคทองนาโนมีความเสถียรไม่เกาะกลุ่ม ช่วยให้อนุภาคทอง

นาโนที่ตรึงกับ conjugate probe 1 หลุดออกจาก conjugate pad ได้ง่ายขณะท าการทดสอบ ลด

การจับแบบไม่จ าเพาะของอนุภาคทองนาโนที่ตรึงกับ conjugate probe 1 กับไนโตรเซลลูโรสเมม

เบรนและลดขั้นตอนการท า blocking ที่แผ่นไนโตเซลลูโรสเมมเบรน เก็บ conjugate probe 1 ที่

ตรึงกับอนุภาคทองนาโนในภาชนะป้องกันแสงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

6. การตรึง non-thiol conjugate probe (conjugate probe 2) บนผิวอนุภาคทองนาโน  

น า conjugate probe 2 ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ผสมกับอนุภาคทองนาโนปริมาตร 1 

มิลลิลิตร น าไปวางบนเครื่องเขย่าสารละลายความเร็ว 120 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิห้องนาน 24 ชั่วโมง 

เมื่อครบ 24 ชั่วโมงเติม phosphate adjustment buffer ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 9 มิลลิโมลาร์ 

(mM) โดยค านวณ 

total volume 1 (ไมโครลิตร) = อนุภาคทองนาโน 1,000 ไมโครลิตร + conjugate probe 2 x 

(ไมโครลิตร)  

phosphate adjustment buffer y (ไมโครลิตร) = total volume 1 (ไมโครลิตร)/ 10 

เติม 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.1% (wt/vol) เพื่อป้องกัน

อนุภาคทองนาโนเกาะกลุ่ม โดยค านวณ  

total volume 2 (ไมโครลิตร) = อนุภาคทองนาโน 1,000 ไมโครลิตร + conjugate probe 2  x 

(ไมโครลิตร) + phosphate adjustment buffer y (ไมโครลิตร) 

10% SDS (wt/vol) ที่เติม = (total volume 2 x 0.1) / 10 

ห่อ foil ให้พ้นแสง วางทิ้งไว้บนเครื่องเขย่าสารละลายความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องนาน 

30 นาที เติม salting buffer ที่มีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์เท่ากับ 0.3 โมลาร์ โดยค านวณ  
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salting buffer (ไมโครลิตร) = (total volume 2 x 0.3 โมลาร์) / (2 โมลาร์) 

เมื่อเติม salting buffer และตั้งที่อุณหภูมิห้องนาน 24 ชั่วโมง แล้วน ามาปั่นที่ 12,000 รอบต่อนาที

ด้วยเครื่องปั่นแยกสารแบบควบคุมอุณหภูมิตั้งอุณหภูมิปั่นที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 นาที ก่อนปั่น

ให้ตรวจสอบว่า conjugate probe 2 ตรึงกับผิวอนุภาคทองนาโนโดยสังเกตสีของอนุภาคทองนาโน

ว่าไม่มีการเปลี่ยนสีและตกตะกอน เมื่อปั่นเสร็จดูดสารละลายด้านบนทิ้งน าตะกอนมาละลายด้วย 

eluent buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บรักษา conjugate probe 2 ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนแล้ว

ในภาชนะป้องกันแสงและเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

7. การเตรียม biotin probe ส าหรับหยดบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนเพื่อท าเส้นทดสอบ (test 

line) และเส้นควบคุม (control line)  

น า biotin probe มาท าปฏิกิริยากับ streptavidin โดยเตรียม test line biotin probe (capture 

probe 1) และ control line biotin probe (control probe 1) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ใช้

ปริมาตรอย่างละ 30 ไมโครลิตร น า capture probe 1 และ control probe 1 ผสมกับ phosphate 

buffer saline (PBS) pH 7.4 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 70 ไมโครลิตร และ streptavidin 

ความเข้มข้น 1.67 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (mg/mL) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส นาน 60 นาที และก าจัด streptavidin ส่วนเกินด้วย Amicon centrifugal filter (cutoff 

30,000) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ปั่นที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที ปั่นล้างด้วย PBS 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 3 ครั้ง และละลาย capture probe 1 และ control probe 1 ด้วย

สารละลาย PBS ปริมาตร 250 ไมโครลิตร น าไปเก็บที่ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ า -20 องศาเซลเซียส 
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8. การเตรียม non-biotin probe ส าหรับหยดบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนเพื่อท าเส้นทดสอบ 

(test line) และเส้นควบคุม (control line) 

ก า ร เ ต รี ย ม  test line non-biotin probe (capture probe 2) แล ะ  control line non-biotin 

probe (control probe 2) ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ และเก็บที่ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ า -20 องศา

เซลเซียส9. การเตรียมและประกอบชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล  

8.1 การเตรียม sample pad 

การเตรียม sample pad น า glass fiber membrane แช่ลงในสารละลาย Buffer pH 8.0 ที่มี

ส่วนประกอบ 0.25% Triton X-100 ((C2H40)nC14H22O) ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ และโซเดียม 

คลอไรค์ (NaCl) ความเข้มข้น 0.15 โมลาร์ นาน 30 นาที วางให้แห้งที่อุณหภูมิห้องและตัดแบ่งขนาด 

4x15 มิลลิเมตร เก็บที่อุณหภูมิห้องและปราศจากความชื้น 

8.2 การเตรียม conjugate pad 

การ เตรี ยม  conjugate pad ใช้  glass fiber membrane ขนาด  4x10 มิ ลลิ เมตร  หยด 

conjugate probe 1 และ conjugate probe 2 ที่ตรึ งกับอนุภาคทองนาโนแล้วปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ลงบน glass fiber membrane จากนั้นปล่อยให้แห้งในกล่องที่มีสารดูดความชื้นที่

อุณหภูมิห้องนาน 24 ชั่วโมง และเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

8.3 การเตรียม detection membrane  

การเตรียม detection membrane ใช้ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนที่ติดบนแผ่นรองขนาด 4X60 

มิลลิเมตร น า capture probe 1 หยดลงบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนโดยหยดที่ต าแหน่งเส้นทดสอบ

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และหยด control probe ที่ต าแหน่งเส้นควบคุมปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยมี
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ระยะห่างระหว่างเส้นทดสอบกับเส้นควบคุม 5 มิลลิเมตร น าแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนวางให้แห้ง

ที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง เก็บไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนในที่แห้งและปราศจากความชื้น 

8.4 การเตรียม absorbent pad  

การ เตรียม  absorbent pad ใช้  cellulose membrane ขนาด  4x17 มิ ลลิ เมตร  เก็ บที่

อุณหภูมิห้องและปราศจากความชื้น 

8.5 การประกอบชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล ประกอบโครงสร้างทั้ง 4 ส่วน โดยทุกส่วนจะมี

ส่วนที่ซ้อนทับกัน 2 มิลลิเมตร ส่วนประกอบทุกส่วนถูกติดลงบน backing pad (4x60 มิลลิเมตร) 

ตามภาพที่ 28 

 

ภาพที ่27 โครงสรา้งของชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล 

9. การตรงึสารพันธุกรรมบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 

น าไนโตรเซลลู โลสเมมเบรนที่หยด capture probe และ control probe แล้วไปผ่านแสง

อัลตราไวโอเลตด้วยเครื่องตรึงสารพันธุกรรมบนเมมเบรน (UV crosslink machine) รุ่น 3UV Lamp 
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(115V, 60Hz) เครื่องตรึงสารพันธุกรรมบนเมมเบรนมี 3 ความยาวคลื่น ได้แก่ shortwave UV 254 

นาโนเมตร, midrange UV 302 นาโนเมตร และ longwave UV 365 นาโนเมตร น าแผ่นไนโตร

เซลลูโลสเมมเบรนถูกแสงอัลตราไวโอเลตนาน 30, 45, 60, 120 และ 300 วินาทีของแต่ละความยาว

คลื่นเพื่อเลือกระยะเวลาที่ขุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลให้ผลดีที่สุดโดยพิจารณาจากความเข้มของ

เส้นทดสอบ 

10. การทดสอบชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลกับ RT gene ของ HIV-1 (target sequence) 

เตรียม target sequence ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกับ running 

buffer (4X SSC buffer ที่ผสม 0.5% SDS) pH 7.0 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หยดลงบน sample 

pad ทุกๆ 10 นาที หยด running buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลังครบเวลา 30 นาที อ่านผล

ด้วยตาเปล่าและวัดความเข้มของเส้นทดสอบด้วยโปรแกรม ImageJ การแปลผลการทดสอบหากมี

แถบสีที่ต าแหน่งเส้นทดสอบและเส้นควบคุมอ่านผลเป็นบวก หากไม่พบแถบสีที่ต าแหน่งเส้นทดสอบ

และมีแถบสีที่ต าแหน่งเส้นควบคุมอ่านผลเป็นลบ และถ้าไม่พบแถบสีที่ต าแหน่งเส้นควบคุมให้แปลผล

ว่า สรุปผลไม่ได้ (invalid) 

11. สถิติที่ใช้ในการทดลอง 

ใช้สถิติ one way ANOVA เปรียบเทียบความเข้มของเส้นทดสอบในกลุ่ม biotin probe และกลุ่ม 

non-biotin probe ทั้ง 3 ความยาวคลื่น คือ ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร, 302 นาโนเมตร และ 

365 นาโนเมตร โดยค่า p-value น้อยกว่า 0.05 แสดงว่ามีความเข้มแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติ  
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ภาพที่ 28 แผนภาพการทดลองของชุดนิวคลิอิกแอซดแลเทอรัลโฟลกับ target sequence ที่ปัจจัย

ต่างๆ ภาพที่ 28A เป็นแผนการทดลองส าหรับ biotin probe และ non-biotin probe ที่ตรึงบนไน

โตรเซลลูโลสเมมเบรนที่ต าแหน่งเส้นทดสอบและเส้นควบคุม ภาพที่ 28B เป็นแผนการทดลองส าหรับ 

thiol conjugate probe และ non-thiol conjugate probe ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโน 

(TL probe คือ capture probe และ CL probe คือ control probe) 
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12. การทดสอบชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลทดสอบกับพลาสมาของผู้ติดเชื้อเอชไอวี 

12.1 สิ่งส่งตรวจ 

การทดลองใช้สิ่งส่งตรวจชนิดพลาสมาซึ่งได้จากกลุ่มผู้ติดเชื้อเอชไอวีที่มาตรวจติดตาม

ผลการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย และส่งตรวจหาปริมาณไวรัสในกระแสเลือด 

(HIV viral load) หน่วยปฏิบัติการบริการวิทยาศาสตร์สุขภาพ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย การทดลองนี้ได้รับความเห็นชอบจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย  คณะ

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย หมายเลขไออาร์บี 575/57 (ดูภาคผนวก) โดยอาสาสมัครได้

รับทราบข้อมูลเกี่ยวกับงานวิจัยและยินดีเข้าร่วมงานวิจัยในครั้งนี้ ตัวอย่างพลาสมาที่น ามาทดลอง

ได้มาจากการเจาะเลือดของผู้ติดเชื้อเอชไอวีที่ส่งตรวจหาปริมาณไวรัสในกระแสเลือดโดยเจาะเลือด

เพิ่ม 1 หลอด จากเดิมเจาะเลือด 1 หลอด รวมเป็น 2 หลอด ใช้หลอดเก็บเลือดที่มีสารกันเลือดแข็งตัว

ชนิดอีดีทีเอ (Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) ปริมาตรหลอดละ 6 มิลลิลิตร  จ านวน 2 

หลอด  รวมปริมาตรทั้งหมด 12 มิลลิลิตร น าเลือดหลอดที่ 1 ตรวจหาปริมาณไวรัสในกระแสเลือด

ด้วยเครื่องอัตโนมัติ COBAS AmpliPrep/ COBAS TaqMan assay และน าเลือดหลอดที่ 2 มาปั่น

แยกน าพลาสมามาทดสอบด้วยชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลที่พัฒนาขึ้นโดยเปรียบเทียบความเข้ม

ของเส้นทดสอบจากชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลกับปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแสเลือด 

12.2 การสกดัอาร์เอ็นเอจากสิ่งส่งตรวจ 

น าพลาสมาที่ทราบค่าปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแสเลือดมาสกัดอารเ์อ็นเอด้วยชุดสกัด QIAamp 

viral RNA mini kit ใส่น้ ายา AVL buffer ที่ผสม carrier RNA ปริมาตร 560 ไมโครลิตร ลงในหลอด 

ไมโครเซนติฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมพลาสมาปริมาตร 140 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 10 

นาที เติมเอทานอล (96–100%) ปริมาตร 560 ไมโครลิตร แบ่งพลาสมาปริมาตร 630 ไมโครลิตร ใส่
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ใน QIAamp Mini column น ามาปั่นที่ 8000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เปลี่ยน collection tube 

อันใหม่ น าพลาสมาที่เหลือทั้งหมดใส่ใน QIAamp Mini column และปั่นที่ 8000 รอบต่อนาที เติม 

AW buffer1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นที่ 8000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เติม Buffer AW2 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นที่ 14,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที เปลี่ยน collection tube ใหม่ 

และปั่นที่  14,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เติม AVE buffer ปริมาตร 60 ไมโครลิตร บ่มที่

อุณหภูมิห้องนาน 1 นาที และป่ันที่ 8000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที น าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้เก็บในตู้แช่

แข็งอุณหภูมิต่ า -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาท าการทดสอบ 

12.3 การท า reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) 

การท า RT-PCR เพื่อเปลี่ยนจากอาร์เอ็นเอเป็นซีดีเอ็นเอ (cDNA) น าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้มาท า 

denature RNA เพื่อให้อาร์เอ็นเอที่มีโครงสร้าง secondary structure เป็น primary structure 

โดยน าอาร์เอ็นเอที่สกัดปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครเซนติฟิวก์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร บ่มที่

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ด้วย thermal cycle เมื่อครบเวลาน าหลอดไมโครเซนติ

ฟิวก์วางบนน้ าแข็งทันทีเพื่อป้องกันการกลับมาเป็น secondary structure และท าขั้นตอนเปลี่ยน

อาร์เอ็นเอเป็นซีดีเอ็นเอด้วยการท า RT-PCR ใช ้primer RT-PCR-end 5’-GCT CCC CTG AGG AGT 

TTA CAC A-3’ และเตรียมส่วนประกอบของ RT-PCR ปริมาตรรวม 15 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 5X 

M-MLV RT buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, MgCl2 (25 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, dNTP 

(2.5 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, RT-PCR end primer (10 ฟิโคโมลต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 

1 ไมโครลิตร, น้ ากลั่นปริมาตร 4.25 ไมโครลิตร, M-MLV RT enzyme (200 U ต่อไมโครลิตร) 

ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และ Rnase inhibitor (40 U ต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 

ขั้นตอนการเปลี่ยนจากอาร์เอ็นเอเป็นซีดีเอ็นเอประกอบด้วย 42 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที 1 รอบ 
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และที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ เมื่อท าปฏิกิริยาเสร็จจะได้ซีดีเอ็นเอความยาวขนาด 

2,980 เบส 

12.4 การทดสอบซีดีเอ็นเอด้วยชุดนิวคลอิิกแอซิดแลเทอรัลโฟล 

ชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลเตรียมจากอนุภาคทองนาโนขนาด 10 นาโนเมตร ตรึงด้วย thiol 

conjugate probe และ biotin probe (capture probe 1 และ control probe 1) ที่ต าแหน่งเส้น

ทดสอบและเส้นควบคุมน าแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนไปผ่านแสงอัลตราไวโอเลตด้วยเครื่องตรึงสาร

พันธุกรรม (UV crosslink) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 60 วินาที ขั้นตอนการทดสอบอุ่นซีดีเอ็น

เอปริมาตร 10 ไมโครลิตร ในน้ าเดือดนาน 5 นาที และแช่ลงในน้ าแข็งทันทีนาน 15 นาที เมื่อครบ

เวลาหยดซีดีเอ็นเอลงบนชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลและหยด running buffer ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ทุกๆ 10 นาที หยด running buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลังจากครบ 30 นาทีอ่าน

ผลด้วยตาเปล่า 



 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

1. ลักษณะของอนุภาคทองนาโน  

1.1 สีของอนุภาคทองนาโน  

ผลการสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนโดยการเพิ่มปริมาตร 1% โซเดียมซิเตรท (trisodium citrate) 

การสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 เติม 1% โซเดียมซิเตรทปริมาตร 400 ไมโครลิตร ได้

สารละลายอนุภาคทองนาโนสีม่วง อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 2 เติม 1% โซเดียมซิเตรทปริมาตร 600 

ไมโครลิตร ได้สารละลายอนุภาคทองนาโนสีม่วงอ่อน อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 และชนิดที่ 2 พบ

ตะกอนสีด าเล็กน้อยสามารถสังเกตุเห็นได้ด้วยตาเปล่าในสารละลาย อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 เติม 

1% โซเดียมซิเตรทปริมาตร 800 ไมโครลิตร ได้สารละลายอนุภาคทองนาโนสีแดง และอนุภาคทอง 

นาโนชนิดที่ 4 เติม 1% โซเดียมซิเตรทปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ได้สารละลายอนุภาคทองนาโนสี

แดงชมพู อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 และชนิดที่ 4 ไม่พบการตกตะกอน อนุภาคทองนาโนทั้ง 4 ชนิดที่

สังเคราะห์สามารถน ามาใช้ตรึงสายโอลิโกนิวคลิโอไทด์ได้ ก่อนน าไปท าการทดสอบให้น าอนุภาคทอง

นาโนทั้ง 4 ชนิดไปวัดขนาด ค่าศักย์ประจุที่ผิว และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดังภาพที่ 

30 

 

ภาพที่ 29 สีของอนุภาคทองนาโนที่สังเคราะห์ด้วย 1% โซเดียมซิเตรทในอัตราส่วนต่างๆ 
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1.2 ผลการวิเคราะห์ขนาดรูปร่าง การเกาะกลุ่ม หรือการกระจายตัวของอนุภาคทองนาโนด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน (Transmission electron microscopy, TEM) ผลการวิเคราะห์

อนุภาคทองนาโนด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดส่องผ่าน พบดังนี้ 

1.2.1 ขนาดของอนุภาคทองนาโน พบว่าขนาดของอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 มีขนาดใหญ่สุด 

และมีขนาดเรียงจากขนาดใหญ่ไปหาขนาดเล็ก คือ อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 ชนิดที่ 2 ชนิดที่ 3 และ

ชนิดที่ 4 ที่มีขนาดเล็กสุดตามล าดับ 

1.2.2 รูปร่างของอนุภาคทองนาโน พบว่าอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 และชนิดที่ 2 มีรูปร่างกลม

เป็นสว่นใหญ่มีบางอนุภาคที่เป็นรูปทรงรี อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 และชนิดที่ 4 มีรูปร่างกลม 

1.2.3 การกระจายตัว พบว่าอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 และชนิดที่ 2 พบการเกาะกลุ่มให้เห็น

เพียงเล็กน้อย อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 และชนิดที่ 4 มีการกระจายตัวดีไม่พบการเกาะกลุ่ม 

1.2.4 ผลการวิเคราะห์ขนาดด้วยโปรแกรม ImageJ ได้ขนาดของอนุภาคทองนาโนดังนี้ อนุภาค

ทองนาโนชนิดที่  1, ชนิดที่  2, ชนิดที่  3 และชนิดที่  4 มีขนาดประมาณ 50, 30, 20 และ 10            

นาโนเมตร ตามล าดับ  
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ภาพที ่30 อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 ที่ถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่านมีรูปรา่งทรง

กลมและทรงรีขนาดใหญ ่พบการเกาะกลุ่มบางส่วน 

 

ภาพที ่31 อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 2 ที่ถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่านมีรูปรา่งทรง

กลมและทรงรีขนาดเล็กกว่าชนดิที่ 1 มีการกระจายตัวดีและพบการเกาะกลุ่มเล็กน้อย 
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ภาพที ่32 อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 ที่ถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่านมีรูปรา่งทรง

กลมขนาดเล็ก มีการกระจายตวัดีและไม่พบการเกาะกลุ่ม 

 

ภาพที่ 33 อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 4 ที่ถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่านมีรูปร่างทรง

กลมขนาดเล็กที่สุด การกระจายตัวดีและไม่พบการเกาะกลุ่ม 
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ตารางที่ 9 ตารางสรุปขนาดของอนุภาคทองนาโนที่ถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่อง

ผ่านและวิเคราะห์ขนาดด้วยโปรแกรม ImageJ 

อนุภาคทองนาโน ขนาดโดยประมาณ 

(นาโนเมตร) 

ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบ่ียงเบน 

(นาโนเมตร) 

ชนิดที่ 1 50 53.98 ± 15.15 
ชนิดที่ 2 30 28.54 ± 14.29 
ชนิดที่ 3 20 18.73 ± 11.21 
ชนิดที่ 4 10 11.33 ± 18.27 

 
1.3 ขนาดอนุภาคทองนาโนและค่าศักย์ประจุที่ผิว (Zeta potential) เพื่อดูปริมาณประจุบนผิว

อนุภาคทองนาโนด้วยเครื่อง Zetasizer ท าการวัดซ้ าอย่างละ 3 ซ้ าต่อการวัดแต่ละประเภทแต่ละชนดิ

ของอนุภาคทองนาโน พบว่าอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 มีขนาด 58.60 นาโนเมตร ร้อยละ 82.8 และ

ขนาด 6.579 นาโนเมตร ร้อยละ 17.2 ผลเฉลี่ยมีขนาด 27.82 นาโนเมตร มีค่าดัชนีการกระจายตัว

ของอนุภาค (polydispersion index, PdI) เท่ากับ 0.585 อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 2 มีขนาด 51.91 

นาโนเมตร ร้อยละ 91.9 และขนาด 2.243 นาโนเมตร ร้อยละ 18.1 ผลเฉลี่ยมีขนาด 29.85 นาโน

เมตร มีค่าดัชนีการกระจายตัวของอนุภาคเท่ากับ 0.475 อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 มีขนาด 32.82 

นาโนเมตร ร้อยละ 91.4 และขนาด 1.704 นาโนเมตร ร้อยละ 8.6 ผลเฉลี่ยมีขนาด 22.03   นาโน

เมตร มีค่าดัชนีการกระจายตัวของอนุภาคเท่ากับ 0.320 และอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 4 มีขนาด 

22.70 นาโนเมตร ร้อยละ 98.3 และขนาด 4,481 นาโนเมตร ร้อยละ 1.7 ผลเฉลี่ยมีขนาด 18.89 นา

โนเมตร มีค่าดัชนีการกระจายตัวของอนุภาคเท่ากับ 0.221 พบว่าขนาดของอนุภาคทอง   นาโนที่

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Zetasizer ไม่เท่าและไม่สอดคล้องกับการวิเคราะห์ขนาดด้วยโปรแกรม ImageJ 

ค่าศักย์ประจุที่ผิวของอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 มีค่า -42.1 มิลลิโวลต์ ร้อยละ 65.3, -16.2 ร้อยละ 
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23.9 และ -72.9 มิลลิโวลต์ ร้อยละ 9.5 มีค่าศักย์ประจุที่ผิวเฉลี่ยเท่ากับ –39.8 มิลลิโวลต์ อนุภาค

ทองนาโนชนิดที่ 2 มีค่า -33.8 มิลลิโวลต์ ร้อยละ 92.9, -71.4 ร้อยละ 3.9 และ -8.27 มิลลิโวลต์ ร้อย

ละ 3.2 มีค่าศักย์ประจุที่ผิวเฉลี่ยเท่ากับ –34.5 มิลลิโวลต์ อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 และชนิดที่ 2 มี

ค่าอยู่ระหว่าง -30 ถึง -40 มิลลิโวลต์ แสดงว่าอนุภาคทองนาโนค่อนข้างมีความคงตัวไม่เกาะกลุ่ม 

อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 มีค่า -38.1 มิลลิโวลต์ ร้อยละ 87.4, -76.5 ร้อยละ 6.3 และ -89.9      

มิลลิโวลต์ ร้อยละ 3.5 มีค่าศักย์ประจุที่ผิวเฉลี่ยเท่ากับ –42.5 มิลลิโวลต์ อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 4 มี

ค่า -28.3 มิลลิโวลต์ ร้อยละ 56.8, -58.9 ร้อยละ 20.0 และ +2.28 มิลลิโวลต์ ร้อยละ 8.5 มีค่าศักย์

ประจุที่ผิวเฉลี่ยเท่ากับ –41.3 มิลลิโวลต์ อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 และชนิดที่ 4 มีค่าศักย์ประจุที่ผิว

มากกว่า -40 มิลลิโวลต์ แสดงว่าอนุภาคทองนาโนมีความคงตัวสูงและไม่เกิดการเกาะกลุ่มมากกว่า

อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 และชนิดที่ 2 
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ภาพที่ 34 แสดงขนาด (ภาพ A) และค่าศักย์ประจุที่ผิว (ภาพ B) ของอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 ที่

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Zetasizer 
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ภาพที่ 35 แสดงขนาด (ภาพ A) และค่าศักย์ประจุที่ผิว (ภาพ B) ของอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 2 ที่

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Zetasizer 
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ภาพที ่36 แสดงขนาด (ภาพ A) และค่าศักย์ประจุที่ผิว (ภาพ B) ของอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 ที่

วิเคราะห์ด้วยเครือ่ง Zetasizer 
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ภาพที่ 37 แสดงขนาด (ภาพ A) และค่าศักย์ประจุที่ผิว (ภาพ B) ของอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 4 ที่

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Zetasizer 
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ตารางที่ 10 ตารางสรุปขนาดและค่าศักย์ประจทุี่ผวิโดยเฉลี่ยของอนุภาคทองนาโนเมื่อวิเคราะห์

ด้วยเครื่อง Zetasizer  

อนุภาคทองนาโน ขนาด 
(นาโนเมตร) 

ค่าศักย์ประจุที่ผวิ 
(มิลลิโวลต์) 

ชนิดที่ 1 27.82 -39.8 
ชนิดที่ 2 29.85 -33.8 
ชนิดที่ 3 22.03 -42.5 
ชนิดที่ 4 18.89 -41.3 

 
1.4 ผลการตรวจสอบคุณสมบัติการดูดกลืนแสงแสงอัลตราไวโอเลตด้วยเครื่องวิสิเบิล-สเปกโตรส

โคป (UV-visible spectroscopy) ที่ความยาวคลื่น 400-800 นาโนเมตร พบอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 

1 ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 2 ดูดกลืนแสงสูงสุดที่

ความยาวคลื่น 523 นาโนเมตร อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 517 นา

โนเมตร และอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 4 ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร สรุปได้

ดังนี้ อนุภาคทองนาโนที่สังเคราะห์ได้มีคุณสมบัติเป็นอนุภาคนาโนที่จะดูดกลืนแสงสูงสุดช่วง 520-

530 นาโนเมตร และอนุภาคทองนาโนที่มีขนาดใหญ่ขึ้นจะดูดกลืนแสงไปทางช่วงความยาวคลื่น 800 

นาโนเมตร ดังภาพที่ 39  
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ภาพที ่38 ภาพแสดงการดูดกลืนแสงช่วงอัลตราไวโอเลตของอนุภาคทองนาโนแต่ละชนิดเมื่อ

วิเคราะห์ด้วยเครือ่งวิสิเบิล-สเปกโตรสโคป 

สรุปการสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนด้วยโซเดียมซิเตรทผลการพิจารณาขนาดของอนุภาคทองนาโน

ยึดผลจากการวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่านและโปรแกรม ImageJ เป็นหลัก

สรุปขนาดของอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 มีขนาด 50 นาโนเมตร, อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 2 มีขนาด 

30 นาโนเมตร, อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 มีขนาด 20 นาโนเมตร และอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 4 มี

ขนาด 10 นาโนเมตร อนุภาคทองนาโนที่สังเคราะห์ได้มีความเสถียรและคงตัวแยกเป็นอนุภาคเดี่ยวสูง 

2. ผลการทดสอบชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลกับ RT gene ของเชื้อ HIV-1 (Target 

sequence) 

การทดสอบจะพิจารณาความเข้มของเส้นทดสอบ (test Line, TL) เพียงเส้นเดียวและไม่เปรียบเทียบ

ความเข้มของเส้นควบคุม (control Line, CL) โดยชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลจะต้องมีแถบสีที่

ต าแหน่งเส้นควบคุมเพื่อระบุว่าชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลมีประสิทธิภาพดี ในการทดลองนี้ใช้
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อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 2 ขนาดประมาณ 20 นาโนเมตร ตรึงกับ thiol conjugate probe ทดสอบ

กับ target sequence ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และศึกษาปัจจัยดังนี้ 

1) ชนิดของ capture probe และ control probe (biotin probe/ non-biotin probe) 

2) การตรึงสารพันธุกรรมบนแผ่นเมมเบรนด้วยแสงอัลตราไวโอเลต (UV crosslink) ที่ความยาว

คลื่น 254 นาโนเมตร, 302 นาโนเมตร และ 365 นาโนเมตร 

     3) ระยะเวลาที่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนผ่านแสงอัลตราไวโอเลตนาน 30, 45, 60, 120 และ 300 

วินาที 

การพิจารณาความเข้มของเส้นทดสอบได้จากการวัดสีของเส้นทดสอบด้วยโปรแกรม ImageJ และ

ประมวลผลคิดสัดส่วนของพื้นที่ใต้กราฟเป็นร้อยละ ถ้าแถบสีของชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลมี

พื้นที่ใต้กราฟสูงแสดงว่ามีความเข้มของเส้นทดสอบสูง 

2.1 ผลการทดลองของ biotin probe (capture probe 1 และ control probe 1) ที่ผ่านแสง

อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ระยะเวลา 30, 45, 60, 120 และ 300 วินาที พบ

ความเข้มของเส้นทดสอบ (TL) สูงสุดที่เวลา 60 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 4.05 รองลงมาที่เวลา 

300 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 3.13, ที่ 120 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 2.90, ที่ 45 พื้นที่ใต้กราฟ

ร้อยละ 2.86 และให้ความเข้มน้อยที่สุดที่เวลา 30 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.83 ดังนั้นเวลาที่ดี

ที่สุดของ biotin probe ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร คือ 60 วินาที ดังภาพที่ 39  
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ภาพที ่39 Biotin probe และ UV crosslink ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร  

2.2 ผลการทดลองของ biotin probe (capture probe 1 และ control probe 1) ที่ผ่านแสง

อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร ระยะเวลา 30, 45, 60, 120 และ 300 วินาที พบ

ความเข้มของเส้นทดสอบ (TL) สูงสุดที่เวลา 300 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.71 รองลงมาที่เวลา 

120 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.57, ที่ 60 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.47, ที่ 30 วินาที พื้นที่ใต้

กราฟร้อยละ 1.32 และให้ความเข้มน้อยที่สุดที่เวลา 45 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.17 ดังนั้นเวลา

ที่ดีที่สุดของ biotin probe ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร คือ 300 วินาที ดังภาพที่ 40 

 

ภาพที ่40 Biotin probe และ UV crosslink ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร 
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2.3 ผลการทดลองของ biotin probe (capture probe 1 และ control probe 1) ที่ผ่านแสง

อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร ระยะเวลา 30, 45, 60, 120 และ 300 วินาที พบ

ความเข้มของเส้นทดสอบ (TL) สูงสุดที่เวลา 120 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 2.05 รองลงมาที่เวลา 

45 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.82, ที่ 300 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.34, ที่ 30 วินาที พื้นที่ใต้

กราฟร้อยละ 1.21 และให้ความเข้มน้อยที่สุดที่เวลา 60 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.08 ดังนั้นเวลา

ที่ดีที่สุดของ biotin probe ที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร คือ 120 วินาที ดังภาพที่ 41 

 

ภาพที ่41 Biotin probe และ UV crosslink ที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร 

2.4 ผลการทดลองของ non-biotin probe (capture probe 2 และ control probe 2) ที่ผ่าน

แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ระยะเวลา 30, 45, 60, 120 และ 300 วินาที พบ

ความเข้มของเส้นทดสอบ (TL) สูงสุดที่เวลา 300 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.09 รองลงมาที่เวลา 

60 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 0.80, ที่ 45 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 0.77, ที่ 30 วินาที พื้นที่ใต้

กราฟร้อยละ 0.63 และให้ความเข้มน้อยที่สุดที่เวลา 120 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 0.55 ดังนั้น

เวลาที่ดีที่สุดของ non-biotin probe ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร คือ 300 วินาที ดังภาพที่ 42  
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ภาพที ่42 Non-biotin probe และ UV crosslink ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 

2.5 ผลการทดลองของ non-biotin probe (capture probe 2 และ control probe 2) ที่ผ่าน

แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร ระยะเวลา 30, 45, 60, 120 และ 300 วินาที พบ

ความเข้มของเส้นทดสอบ (TL) สูงสุดที่เวลา 300 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.58 รองลงมาที่เวลา 

120 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.33, ที่ 60 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 0.73, ที่ 30 วินาที พื้นที่ใต้

กราฟร้อยละ 0.69 และให้ความเข้มน้อยที่สุดที่เวลา 45 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 0.61 ดังนั้นเวลา

ที่ดีที่สุดของ non-biotin probe ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร คือ 300 วินาที ดังภาพที่ 43  

 

ภาพที ่43 Non-biotin probe และ UV crosslink ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร 
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2.6 ผลการทดลองของ non-biotin probe (capture probe 2 และ control probe 2) ที่ผ่าน

แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร ระยะเวลา 30, 45, 60, 120 และ 300 วินาที พบ

ความเข้มของเส้นทดสอบ (TL) สูงสุดที่เวลา 45 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.78 รองลงมาที่เวลา 60 

วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.60, ที่ 120 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 0.91, ที่ 30 วินาที พื้นที่ใต้

กราฟร้อยละ 0.85 และให้ความเข้มน้อยที่สุดที่เวลา 300 วินาที พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 0.69 ดังนั้น

เวลาที่ดีที่สุดของ non-biotin probe ที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร คือ 45 วินาที ดังภาพที่ 44  

 

ภาพที ่44 Non-biotin probe และ UV crosslink ที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร 

2.7 ผลการเปรียบเทียบความเข้มของเส้นทดสอบในกลุ่ม biotin probe กับกลุ่ม non-biotin 

probe ที่ความยาวคลื่นต่างๆ โดยใช้สถิติ one way ANOVA โดยพิจารณาจากค่า p-value หากค่า 

p-value น้อยกว่า 0.05 แสดงว่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ พบว่ากลุ่ม biotin probe ให้

ความเข้มของเส้นทดสอบสูงกว่ากลุ่ม non-biotin probe ทั้ง 3 ความยาวคลื่น เมื่อเปรียบเทียบใน

กลุ่ม biotin probe ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตรให้ผลเฉลี่ยความเข้มสูงที่สุดและสูงกว่าที่ความ

ยาวคลื่น 302 และ 365 นาโนเมตร แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-values = 0.001) ผลการ

เปรียบเทียบระหว่างความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร กับ 302 นาโนเมตร พบว่าแตกต่างกันอย่างมี
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นัยส าคัญทางสถิติ (p-values = 0.0022) ผลการเปรียบเทียบระหว่างความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 

กับ 365 นาโนเมตร พบว่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-values = 0.0029) และผลการ

เปรียบเทียบระหว่างความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร กับ 365 นาโนเมตร พบว่าแตกต่างกันอย่างไม่มี

นัยส าคัญทางสถิติ (p-values = 0.9981) ผลการเปรียบเทียบในกลุ่ม non-biotin probe พบว่าที่

ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร ให้ผลเฉลี่ยความเข้มของเส้นทดสอบสูงที่สุดแต่ทั้ง 3 ความยาวคลื่น

ความเข้มของเส้นทดสอบแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ  (p-values = 0.5839) ผลการ

เปรียบเทียบความยาวคลื่นระหว่าง 254 นาโนเมตร กับ 302 นาโนเมตร พบว่าแตกต่างกันอย่างไม่มี

นัยส าคัญทางสถิติ (p-values = 0.8327) ผลการเปรียบเทียบระหว่างความยาวคลื่น 254  นาโนเมตร 

กับ 365 นาโนเมตร พบว่าแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (p-values = 0.7015) และผลการ

เปรียบเทียบระหว่างความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร กับ 365 นาโนเมตร พบว่าแตกต่างกันอย่างไม่มี

นัยส าคัญทางสถิติ (p-values = 0.9944) ดังภาพที่ 45  

 

ภาพที ่45 กราฟเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยความเข้มของเส้นทดสอบแต่ละความยาวคลื่นในกลุ่ม biotin 

probe และกลุ่ม non-biotin probe (** แตกตา่งอย่างมีนัยส าคัญ, NS แตกตา่งอย่างไม่มีนัยส าคญั) 
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ดังนั้นสรุปปัจจัยที่ให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูงสุด คือ อนุภาคทองนาโนตรึงกับ thiol conjugate 

probe, ใช้ biotin probe เตรียมเส้นทดสอบและเส้นควบคุมและการตรึงสารพันธุกรรมบนเมมเบร

นด้วยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร นาน 60 วินาที 

2.8 ผลการทดสอบความไวของชุดนิวคลิอิกแอซิดเลอเทอรัลโฟล 

ชุดนิวคลิอิกแอซิดเลอเทอรัลโฟลเตรียมจากอนุภาคทองนาโนขนาด 20 นาโนเมตร ตรึงกับ thiol 

conjugate probe, capture probe 1, control probe 1 และผ่านแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาว

คลื่น 254 นาโนเมตร นาน 60 วินาที ทดสอบกับ target sequence ความเข้มข้น 100, 10, 1, 0.1 

และ 0.01 นาโนโมล ปริมาตร 1 ไมโครลิตร พบเส้นทดสอบทุกความเข้มข้นโดยความเข้มของเส้น

ทดสอบมีความเข้มลดลงตามความเข้มข้นที่ทดสอบและพบเส้นควบคุมทุกชุด ดังนั้นชุดนิวคลิอิกแอซิด

เลอเทอรัลโฟลมีความไว 0.01 นาโนโมล  

 

ภาพที ่46 ภาพแสดงความเข้มของเส้นทดสอบของชุดนิวคลิอิกแอซิดเลอเทอรัลโฟลเมื่อทดสอบ

กับ target sequence ที่ความเข้มข้น 100, 10, 1, 0.1 และ 0.01 นาโนโมล 
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3. ผลการเปรียบเทียบขนาดของอนุภาคทองนาโนต่อความเข้มของเส้นทดสอบ 

การทดสอบใช้ชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลที่เตรียมจากอนุภาคทองนาโนขนาด 50, 30, 20 และ 

10  นา โน เมตร  ต รึ ง กั บ  thiol conjugate probe, capture probe 1, control probe 1 UV 

crosslink ที่ 254 นาโนเมตร นาน 60 วินาที และ target sequence ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร พบว่าอนุภาคทองนาโนขนาด 10 นาโนเมตร ให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูง

ที่สุดมีพื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 3.49 รองลงมาคือขนาด 30 นาโนเมตร พื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 2.43, ขนาด 

20 นาโนเมตร มีพื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 2.01 และขนาด 50 นาโนเมตร มีพื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.453 

ตามล าดับ ดังนั้นขนาดของอนุภาคทองนาโนที่เหมาะสมส าหรับเตรียมชุดนิวคลิอิกแอซิดเลอ

เทอรัลโฟลคือขนาด 10 นาโนเมตร ดังภาพที่ 47  

 

ภาพที ่47 แสดงผลเปรียบเทียบความเข้มของเส้นทดสอบเมื่อชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรอลโฟเตรียม

จากอนุภาคทองนาโนขนาดตา่งๆ 

4. ผลการเปรียบเทียบชนิดของ conjugate probe ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนต่อความเข้มของ

เส้นทดสอบ 

Conjugate probe ส าหรับตรึงกับอนุภาคทองนาโนที่ใช้ศึกษาเปรียบเทียบ thiol conjugate probe 

(conjugate probe 1) กับ non-thiol conjugate probe (conjugate probe 2) ชุดนิวคลิอิกแอซิด
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แลเทอรัลโฟลเตรียมด้วย biotin probe (capture probe 1 และ control probe 1) UV crosslink 

ที่ 254 นาโนเมตร นาน 60 วินาที อนุภาคทองนาโนขนาด 10 นาโนเมตร และขนาด 20 นาโนเมตร 

ทดสอบกับ target sequence ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร พบว่า 

conjugate probe 1 ให้ความเข้มของเส้นทดสอบชัดกว่า conjugate probe 2 กับอนุภาคทองนาโน

ทั้ง 2 ขนาด ชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลที่ใช้ conjugate probe 1 ตรึงกับอนุภาคทองนาโน

ขนาด 10 นาโนเมตร ให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูงกว่าขนาด 20 นาโนเมตร โดยอนุภาคทองนาโน

ขนาด 10 นาโนเมตร มีพื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 3.91 และขนาด 20 นาโนเมตร มีพื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 

2.519 ส่วนชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลที่ใช้ conjugate probe 2 ตรึงกับอนุภาคทองนาโนขนาด 

10 นาโนเมตร ให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูงกว่าขนาด 20 นาโนเมตร โดยอนุภาคทองนาโนขนาด 

10 นาโนเมตร มีพื้นที่ใต้กราฟร้อยละ 1.50 และขนาด 20 นาโนเมตร มีพื้นที่ใต้กราฟรอ้ย 1.39 ดังนั้น

การใช้ thiol conjugate probe ตรึงกับอนุภาคทองนาโนขนาด 10 นาโนเมตร ให้ความเข้มของเส้น

ทดสอบสูงสุด ดังภาพที่ 48  
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ภาพที่ 48 ผลการเปรียบเทียบความเข้มของเส้นทดสอบของชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลเตรียม

ด้วยอนุภาคทองนาโนที่ตรึงด้วย thiol conjugate probe กับอนุภาคทองนาโนที่ตรึงด้วย non-thiol 

conjugate probe 

5. ผลการทดสอบชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลกับสิ่งส่งตรวจ 

จากผลการทดสอบหาปัจจัยที่มีผลต่อความเข้มของเส้นทดสอบข้างต้นน ามาประกอบชุดนิวคลิอิก

แอซิดเลอเทอรัลโฟลและทดสอบกับสิ่งส่งตรวจ ชุดนิวคลิอิกแอซิดเลอเทอรัลโฟลประกอบด้วยอนุภาค

ทองนาโนขนาด 10 นาโนเมตร ตรึงกับ thiol conjugate probe, biotin probe เตรียมเส้นทดสอบ

และเส้นควบคุม และใช้ UV crosslink ที่ 254 นาโนเมตร 60 วินาที ทดสอบกับซีดีเอ็นเอ ผลการ

ทดสอบกับชุดตรวจนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลครั้งที่ 1 ใช้น้ า Milli Q เป็นตัวควบคุมลบไม่พบแถบ
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สีที่ต าแหน่งเส้นทดสอบ ผลการทดสอบกับสิ่งส่งตรวจใช้ปริมาณซีดีเอ็นเอ 10 ไมโครลิตร สิ่งส่งตรวจ

หมายเลข 5803032, 5803034, 5803084, 5803086 และ 5803087 ที่มีปริมาณ HIV viral load 

น้อยกว่า 20 copies/mL ไม่พบแถบสีที่ต าแหน่งเส้นทดสอบ ผลการทดสอบกับสิ่งส่งตรวจหมายเลข 

5803077, 5803088 และ 5803089 ที่มีค่า HIV viral load มากกว่า 20 copies/mL ไม่พบแถบสีที่

ต าแหน่งเส้นทดสอบและทุกชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลแถบสีที่ต าแหน่งเส้นควบคุมขึ้นทุกชุด ดัง

ภาพที่ 49 

 

ภาพที ่49 ชดุนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลที่ทดสอบกับสิ่งส่งตรวจครั้งที่ 1 
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ผลการทดสอบครั้งที่ 2 ใช้น้ า Milli Q เป็นตัวควบคุมลบไม่พบแถบสีที่ต าแหน่งเส้นทดสอบ ผลการ

ทดสอบกับสิ่งส่งตรวจใช้ปริมาณซีดีเอ็นเอปริมาตร 10 ไมโครลิตร สิ่งส่งตรวจหมายเลข 5803224 , 

5803025, 5803153, 5803156 และ 5803049 ที่มีปริมาณ HIV viral load ต่ ากว่า 100,000 

copies/mL ไม่พบแถบสีที่ต าแหน่งเส้นทดสอบ ผลการทดสอบกับสิ่งส่งตรวจหมายเลข 5803210, 

5803185 และ 5803235 ที่มีค่า HIV viral load มากกว่า 100,000 copies/mL ไม่พบแถบสีที่

ต าแหน่งเส้นทดสอบและทุกชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลพบแถบสีที่ต าแหน่งเส้นควบคุมขึ้นทุกชุด 

ดังภาพที่ 50 

 

ภาพที ่50 ชดุนิวคลอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลที่ทดสอบกับสิ่งส่งตรวจครั้งที่ 2 
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ผลการทดสอบครั้งที่ 3 การทดสอบกับสิ่งส่งตรวจใชป้ริมาณซีดีเอ็นเอปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยเพิ่ม

สัดส่วนของน้ ายา RT-PCR master mix และอาร์เอ็นเอที่สกัดเป็นสองเท่าในขั้นตอนการท า RT-PCR 

ผลการทดสอบกับสิ่งส่งตรวจหมายเลข 5803088, 5803025, 5803089, 5803185 และ 5803235 

ที่มีค่า HIV viral load มากกว่า 20 copies/mL พบแถบสีแดงที่ต าแหน่งเส้นทดสอบและพบว่าความ

เข้มของเส้นทดสอบไม่ขึ้นกับปริมาณ HIV viral load และทุกชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลมีแถบสี

ที่ต าแหน่งเส้นควบคุมขึ้นทุกชุดดังภาพที่ 51 ดังนั้นการน าซีดีเอ็นเอมาทดสอบกับชุดนิวคลิอิกแอซิด

แลเทอรัลโฟลควรใช้ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

 

ภาพที ่51  ชุดตรวจนิวคลอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลที่ทดสอบกับสิ่งส่งตรวจครั้งที่ 3 



 

 

บทที่ 5 
อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ และสรุปผลการทดลอง  

อภิปรายผลการทดลอง 

ในการทดลองนี้พบว่าปริมาณโซเดียมซิเตรทมีผลต่อขนาดของอนุภาคทองนาโนโดยใช้ 1% 

โซเดียมซิเตรทความเข้มข้นคงที่ โซเดียมซิเตรทถูกใช้เป็นตัวรีดิวซ์และเป็นสารช่วยให้เสถียร การ

เปลี่ยนแปลงอัตราส่วนระหว่างสารละลายไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรตกับโซเดียมซิเตรทแทนพบว่า

เมื่ออัตราส่วนของโซเดียมซิเตรทเพิ่มขึ้นอนุภาคทองนาโนมีขนาดลดลง เมื่อตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่านพบอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 ที่มีอัตราส่วนของโซเดียมซิเตรทลดลงเมื่อ

สังเคราะห์ได้อนุภาคทองนาโนที่มีขนาดใหญ่ประมาณ 50 นาโนเมตร แต่อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 2 

ชนิดที่ 3 และชนิดที่ 4 ที่มีอัตราส่วนของโซเดียมซิเตรทสูงขึ้นได้อนุภาคทองนาโนขนาดเล็กลง

ตามล าดับ การสังเคราะห์อนุภาคทองนาโนด้วยเทคนิคของ Turkeevih J และคณะ (42) สามารถ

ปรับสัดส่วนระหว่างความเข้มข้นและปริมาณของสารละลายไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรตกับโซเดียม

ซิเตรทท าให้ได้อนุภาคทองนาโนหลายขนาดตั้งแต่ขนาดเล็กจนถึงขนาดใหญ่ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Xiaohui Ji และคณะ ที่พบว่าขนาดอนุภาคทองนาโนมีขนาดลดลงเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ

โซเดียมซิเตรท เนื่องจากเกิดปฏิกิริยารีดักชันเกิดได้เร็วและสมบูรณ์แต่เมื่อความเข้มข้นของโซเดียมซิ

เตรทลดลงอัตราการเกิดปฏิกิริยารีดักชันลดลงและเกิดช้าท าให้อะตอมทองรวมตัวกันอนุภาคทอง   

นาโนที่ได้จึงมีขนาดใหญ่ (45) รูปร่างและการกระจายตัวของอนุภาคทองนาโนเมื่อดูด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ชนิดส่องผ่านพบว่าอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 และชนิดที่ 2 มีรูปร่างส่วนใหญ่เป็นทรงกลม 

พบทรงรีเล็กน้อยและพบการเกาะกลุ่มบางส่วน  ส่วนอนุภาคทอง นาโนชนิดที่ 3 และชนิดที่ 4 มี

รูปร่างเป็นทรงกลมมีการกระจายตัวได้ดีสอดคล้องกับสีของอนุภาคทองนาโนที่สังเคราะห์ได้ เมื่อ
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พิจารณาขนาดของอนุภาคทองนาโนจากเครื่อง Zetasizer พบว่าอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 มีขนาด

ใกล้เคียงกับชนิดที่ 2 อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 3 มีขนาดเฉลี่ยใกล้เคียงกับชนิดที่ 4 โดยขนาดของ

อนุภาคทองนาโนที่วัดจาก 2 วิธีได้ขนาดไม่เท่ากัน เนื่องจากการวัดขนาดด้วยเครื่อง Zetasizer ใช้

หลักการการกระเจิงของแสงโดยอนุภาคเมื่ออยู่ในสารละลายจะเคลื่อนที่แบบบราวน์เนียน 

(Brownian movement) อนุภาคที่มีขนาดใหญ่จะเคลื่อนที่ช้าเกิดการกระเจิงของแสงน้อยอนุภาคที่

มีขนาดเล็กจะเคลื่อนที่เร็วเกิดการกระเจิงของแสงมาก นอกจากนี้การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Zetasizer 

ต้องเตรียมสารละลายให้เจือจางอย่างเหมาะสม และอุปกรณ์ที่ใช้วิเคราะห์ต้องสะอาดเพื่อป้องกันการ

รบกวนการกระเจิงแสงด้วยฝุ่นหรือสิ่งสกปรก ดังนั้นการพิจารณาขนาดของอนุภาคทองนาโนจะยึดค่า

จากการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน และเมื่อพิจารณาจากค่าศักย์ประจุที่ผิว

จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Zetasizer แล้วพบว่าอนุภาคทองนาโนมีความคงตัวและไม่เกาะ

กลุ่ม อนุภาคทองนาโนที่มีขนาดใหญ่อยู่ในรูปสารละลายจะเห็นสารละลายเป็นสีม่วงแต่ถ้าอนุภาคทอง

นาโนมีขนาดเล็กจะเห็นสารละลายเป็นสีแดง (76) อนุภาคทองนาโนที่มีขนาดเล็กประมาณ 10 นาโน

เมตร ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่นสั้นกว่าอนุภาคทองนาโนที่มีขนาดใหญ่เมื่อดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่นสั้นประมาณ 520 นาโนเมตร จะสะท้อนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 700 นาโนเมตร จึงเห็น

อนุภาคทองนาโนเป็นสีแดงเช่นเดียวกับอนุภาคทองนาโนชนิดที่ 4 ที่มีขนาดเล็กสุดดูดกลืนแสงสูงสุดที่

ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ได้เป็นสารละลายสีแดงแต่อนุภาคทองนาโนชนิดที่ 1 มีขนาดใหญ่ที่สุด

แสงตกกระทบไม่สม่ าเสมอทั้งอนุภาคและมีการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงขึ้น (ที่ความยาวคลื่น 

532 นาโนเมตร) ท าให้เห็นสารละลายสีม่วงน้ าเงินแทนสีแดง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Link S. 

และคณะ อนุภาคทองนาโนที่มีขนาดเล็กดูดกลืนความยาวแสงช่วงคลื่นสั้นประมาณ 500 นาโนเมตร 

(แสงสีเขียว) ท าให้เห็นอนุภาคทองนาโนเป็นสีแดงเข้มแต่เมื่ออนุภาคมีขนาดใหญ่ขึ้นจะดูดกลืนความ

ยาวแสงช่วงความยาวคลื่นที่ยาวขึ้นจึงเห็นเป็นสีม่วงน้ าเงินตามขนาดอนุภาคที่เพิ่มขึ้น (77) 



 

 

93 

ชุดตรวจนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลถูกพัฒนาโดย Mao X และคณะ ในปี ค.ศ. 2009 ใช้

อนุภาคทองนาโนที่ตรึงด้วยโอลิโกนิวคลิโอไทด์เพื่อตรวจหานิวคลิอิกแอซิดโดยพัฒนาให้มีความไว

เพิ่มขึ้นด้วยการใช้เอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP) กับอนุภาคทองนาโนที่ตรึงด้วยโอลิโก

นิวคลิโอไทด์แล้ว งานวิจัยน าชุดตรวจนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลทดสอบกับ human genomic 

DNA ความยาว 60 เบส ท าการทดสอบและอ่านผลภายใน 20 นาที มีความไวที่ 2.5 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรหรือ 1.25 ฟิโตโมลลาร์ (3) ชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลนิยมเตรียมจากไนโตรเซลลูโลส

เมมเบรนและ streptavidin-biotin probe ส าหรับเส้นทดสอบและเส้นควบคุมเพราะให้แถบสีที่

ต าแหน่งเส้นทดสอบและเส้นควบคุมชัดเจนและอ่านผลง่าย แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนมีราคาถูก มี

ความสามารถในการจับกับโปรตีนหรือสารชีวโมเลกุลอื่นๆ ได้สูง สามารถจับกับสารที่น ามาท าเป็น 

capture probe ที่ ต า แหน่ ง เส้ นทดสอบและ  control probe ที่ ต า แหน่ ง เส้ นควบคุม ได้ ดี   

Pongsuchart M และคณะ ได้วิจัยเพิ่มความไวของชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลโดยใช้ biotin 

probe คู่กับการใช้ UV crosslink ที่ความเข้มแสง 50 มิลลิจูลต่อตารางเซนติเมตร นาน 120 วินาที 

ในขั้นตอนการตรึง capture probe และ control probe พบว่าการใช้ UV crosslink ท าให้ความ

เข้มของเส้นทดสอบเพิ่มขึ้นร้อยละ 40 เมื่อเปรียบเทียบกับชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลที่ใช้ 

biotin probe เพียงอย่างเดียว (4) ถึงแม้ biotin probe จะช่วยตรึงโอลิโกนิวคลิโอไทด์กับไนโตร

เซลลูโลสเมมเบรนได้ดีแต่ก็จับกันด้วยพันธะ non-colavent ซึ่งเป็นพันธะที่มีความเสถียรน้อยแต่ท า

ให้ปลายสายนิวคลิโอไทด์อีกด้านหนึ่งพร้อมจับกับสายโอลิโกนิวคลิโอไทด์เป้าหมายที่มีล าดับเบสคู่สม

ได้ดีกว่า non-biotin probe การใช้ biotin probe ต้องสั่งสังเคราะห์จากต่างประเทศ ใช้ระยะเวลา

สังเคราะห์นาน มีราคาสูง และก่อนน ามาหยดลงไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนต้องใช้เวลาเตรียมนาน

ประมาณ 2 ชั่วโมง เพื่อให้ biotin ท าปฏิกิริยากับ streptavidin และต้องใช้ Amicon centrifuge 

filter เพื่อก าจัด streptavidin ส่วนเกินและจากจุดด้อยของการใช้  biotin probe จึ งท าให้  
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Pongsuchart M และคณะ ศึกษาการใช้ biotin probe ที่เป็นเทคนิคส่วนใหญ่ที่นิยมใช้เปรียบเทียบ

กับการใช้ non-biotin probe คู่กับการใช้ UV crosslink ความเข้มแสงที่ 125 มิลลิจูลต่อตาราง

เซนติเมตร งานวิจัยมีการเลือกระยะเวลาที่ผ่านแสงอัลตราไวโอเลตระยะเวลา 30, 60, 120 และ 300 

วินาที พบว่าที่เวลา 120 วินาที ให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูงสุดและเมื่อเวลา 300 วินาที ความเข้ม

ของเส้นทดสอบไม่เพิ่มขึ้นจึงเลือกระยะเวลา 120 วินาที มาใช้พบว่าความเข้มของเส้นทดสอบจาก

เทคนิคการใช้ non-biotin probe คู่กับการใช้ UV crosslink สูงกว่าเทคนิคที่ใช้ biotin probe แต่

ผลความเข้มของทั้ง 2 เทคนิค มีความแตกต่างอย่างไม่มีนัยส าคัญ (paired t-test, p-value > 0.05) 

(73) ผลการทดสอบชุดนิวคลิอิกแอซิดเลอเทอรัลโฟลที่เตรียมจาก biotin probe เปรียบเทียบกับ 

non-biotin probe และ UV crosslink ที่ 3 ความยาวคลื่น (254, 302 และ 365 นาโนเมตร) เมื่อ

ทดสอบสายโอลิโกนิวคลิโอไทด์เป้าหมายพบว่า biotin probe ให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูงสุดที่

ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 60 วินาที และผลการทดสอบในกลุ่ม non-biotin probe ที่ความยาว

คลื่น 365 นาโนเมตร 45 วินาที เมื่อเปรียบเทียบความเข้มเฉลี่ยของเส้นทดสอบระหว่างกลุ่ม biotin 

probe กับกลุ่ม non-biotin probe พบว่าชุดทดสอบที่เตรียมจาก biotin probe ให้ความเข้มสูงกว่า

ชุดทดสอบที่เตรียมจาก non-biotin probe 1.57 เท่า ซึ่งจากการทดลองในครั้งนี้พบว่าการใช้ biotin 

probe คู่กับการใช้แสงอัลตราไวโอเลตช่วงความยาวคลื่นสั้น 254 นาโนเมตร เหมาะสมกับชุด

นิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล นอกจากงานวิจัยที่กล่าวมายังพบการน า UV crosslink มาใช้ก่อนถูก

น ามาใช้กับชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล ได้แก่ งานวิจัยของ Mansfield MA และคณะที่ใช้แสง

อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ในขั้นตอนท า nucleic blotting หลังจากท า alkaline 

transfer พบว่าสามารถเพิ่มความไวถึง 4.6 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับการไม่ใช้แสงอัลตราไวโอเลต (78) 

นอกจากนี้ในการท าเซาเทิร์นบลอทไฮบริไดเซชั่น (Southern Blot Hybridization) เทคนิค UV 

crosslink ถูกแนะน าให้ใช้ในขั้นตอน DNA immobilize หลังการย้ายดีเอ็นเอที่อยู่ใน agarose gel 
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ให้ไปอยู่บนแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (79) กลไกการเกิด UV crosslink ระหว่าง capture probe 

หรือ control probe กับไนโตรเซลลูโรสเมมเบรนคือเบสไทมีน (thymine) หรือยูราซิล (uracil) เมื่อ

ถูกแสงอัลตราไวโอเลตจะสร้างพันธะโควาเลนต์กับกลุ่มเอมีน (amine) ที่ผิวไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 

(73)  

จากการทดลองนี้พบว่าขนาดของอนุภาคทองนาโนมีผลต่อความเข้มของเส้นทดสอบโดย

อนุภาคทองนาโนที่มีขนาดเล็ก 10 นาโนเมตร เส้นทดสอบมีความเข้มสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบความเข้ม

ของเส้นทดสอบจากอนุภาคทองนาโนขนาดอื่นๆ (ขนาด 50, 30 และ 20 นาโนเมตร) เนื่องจาก

อนุภาคทองระดับนาโนขนาดเล็กมีอัตราส่วนของพื้นที่ผิวต่อปริมาตรมากกว่าอนุภาคทองนาโนขนาด

ใหญ่จึงตรึง thiol probe ได้มากกว่าและจับกับโอลิโกนิวคลิโอไทด์เป้าหมายที่มีเบสคู่สมได้มากกว่า

ท าให้มีความเข้มของเส้นทดสอบสูงกว่า จากงานวิจัยอื่นๆ พบว่าขนาดของอนุภาคทองนาโนมีผลต่อ

ความไวของชุดตรวจแลเทอรัลโฟล ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Safenkova I และคณะ พบว่าเมื่อขนาด

อนุภาคทองนาโนเพิ่มขึ้นจากขนาด 6.4 นาโนเมตร ถึงขนาด 33.4 นาโนเมตร ในชุดตรวจอิมมูโนโคร

มาโตรกราฟีแบบแซนวิชใช้ตรวจหา potato virus X  ที่พบในใบพืชพบว่าชุดตรวจมีความไวลดลง

จาก 3 นาโนกรัมต่อมิลลิมิตร เป็น 80 นาโนกรัมต่อมิลลิมิตร (80) งานวิจัยของ Mao X และคณะ 

ศึกษาเปรียบเทียบความเข้มของเส้นทดสอบของชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลที่ใช้อนุภาคทองนาโน

ขนาด 15, 50, 100 และ 200 นาโนเมตร พบว่าอนุภาคทองนาโนขนาด 15 นาโนเมตร ให้ความเข้ม

สูงสุดรองลงมาคือขนาด 50, 100 และ 200 นาโนเมตร ตามล าดับ (3)  

การใช้ Thiol conjugate probe ตรึงกับผิวอนุภาคทองนาโนเป็นเทคนิคมาตรฐานแต่ thiol 

probe มีราคาแพงจึงได้ท าการศึกษาเปรียบเทียบความเข้มของเส้นทดสอบชุดนิวคลิอิกแอซิดแล

เทอรัลโฟลระหว่างการใช้ thiol conjugate probe กับ non-thiol conjugate probe ตรึงบนผิว

อนุภาคทองนาโนขนาด 20 นาโนเมตรและขนาด 10 นาโนเมตร ผลการทดสอบพบว่าชุดทดสอบที่
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เตรียมจาก thiol conjugate probe ให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูงกว่าชุดทดสอบที่เตรียมจาก 

non-thiol conjugate probe ทั้ง 2 ขนาดของอนุภาคทองนาโนและอนุภาคทองนาโนขนาด 10    

นาโนเมตร ที่ตรึงกับ thiol conjugate probe ให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูงกว่าขนาด 20          นา

โนเมตร สอดคล้องกับผลการทดลองก่อนหน้าที่เปรียบเทียบความเข้มของเส้นทดสอบเมื่อใช้อนุภาค

ทองนาโนขนาดต่างๆ ส่วน non-thiol conjugate probe ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนขนาด 10 นาโน

เมตร และขนาด 20 นาโนเมตร พบว่า non-thiol conjugate probe ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโน

ขนาด 10 นาโนเมตร ให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูงกว่าขนาด 20 นาโนเมตร ดังนั้นการใช้ thiol 

conjugate probe ตรึงกับอนุภาคทองนาโนขนาด 10 นาโนเมตร เหมาะส าหรับเตรียมชุดนิวคลิอิก

แอวิดแลเทอรัลโฟลเนื่องจากหมู่ thiol หรือ disulfide group ที่ตรึงบนผิวของอนุภาคทองนาโนเป็น

พันธะโควาเลนต์ยึดระหว่างผิวอนุภาคทองนาโนกับสายโอลิโกนิวคลิโอไทด์ นอกจากนี้ขั้นตอนการ

เตรียม thiol conjugate probe ก่อนตรึงกับอนุภาคทองนาโนใช้ dithiothreitol (DTT) เพื่อท าให้ 

thiol conjugate probe อยู่ในรูป free thiol คู่กับการใช้ gel filtration เพื่อก าจัด DTT ส่วนเกิน 

จากงานวิจัยของ Udomthongsuk N และคณะ ศึกษาภาวะที่มีผลต่อความเสถียรของ thiol 

conjugate probe ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนโดยศึกษาเทคนิคการใช้ DL-dithiothreitol (DTT) คู่

กับการใช้  NAP-5 gel filtration เปรียบเทียบกับเทคนิค  tris (2-carboxy ethyl) phosphine 

hydrochloride (TCEP) ในขั้นตอนเตรียมหมู่ thiol จาก dimer formation ให้อยู่ในรูป free thiol 

พบว่าการใช้ DTT คู่กับการใช้ NAP-5 gel filtration ลดการสูญเสีย thiol conjugate probe ได้

ดีกว่าการใช้ TCEP เมื่อน าผลการศึกษาที่ได้มาเตรียม thiol conjugate probe ในชุดนิวคลิอิกแอซิด

แลเทอรัลโฟลและตรวจหาสายนิวคลิโอไทด์เป้าหมายพบว่าชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลมีความไว 

1.25 เฟมโตโมลาร์ (81)  
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ผลการทดสอบชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลกับซีดีเอ็นเอที่ได้จากพลาสมาที่ทราบค่า HIV 

viral load และน ามาสกัดอาร์เอ็นเอและเปลี่ยนจากอาร์เอ็นเอเป็นซีดีเอ็นเอด้วย RT-PCR ขนาดของ

ซีดีเอ็นเอที่ได้มีขนาดประมาณ 2,980 เบส การทดสอบใช้สิ่งส่งตรวจทั้งหมด 16 ตัวอย่าง สิ่งส่งตรวจ

ที่มีค่า HIV viral load น้อยกว่า 20 copies/mL จ านวน 5 ตัวอย่าง สิ่งส่งตรวจที่มีค่า HIV viral 

load มากกว่า 20 copies/mL จ านวน 11 ตัวอย่างพบว่าปริมาณซีดีเอ็นเอที่น ามาทดสอบมีผลต่อ

การทดสอบโดยการทดลองครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 ใช้ปริมาณซีดีเอ็นเอปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไม่พบ

แถบสีที่ต าแหน่งเส้นทดสอบทั้งในสิ่งส่งตรวจที่มีค่า HIV viral load น้อยกว่า 20 copies/mL และ

มากกว่า 20 copies/mL แต่การทดสอบครั้งที่ 3 ท าการทดสอบในสิ่งส่งตรวจที่มีค่า HIV viral load 

มากกว่า 20 copies/mL และเพิ่มปริมาณซีดีเอ็นเอเป็นปริมาตร 50 ไมโครลิตร พบแถบสีแดงที่

ต าแหน่งเส้นทดสอบแต่จางมากจนอ่านผลด้วยตาเปล่าได้ยากทุกชุด โดยความเข้มของเส้นทดสอบไม่

ขึ้นกับปริมาณ HIV viral load และทุกชุดทดสอบเกิดแถบสีที่ต าแหน่งเส้นควบคุมแสดงว่าชุดตรวจ

นิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลท างานได้ปกติ จากการทดลองน าชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล

ทดสอบกับสิ่งส่งตรวจโดยไม่ผ่านการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมมีผลท าให้ความไวของชุดตรวจลดลง

สังเกตได้จากเส้นทดสอบเกิดแถบสีแดงจางอ่านผลด้วยตาเปล่ายากและปริมาณซีดีเอ็นเอพบว่าการใช้

ซีดีเอ็นเอปริมาณสูงจะเพิ่มความไวได้มากกว่าการใช้ซีดีเอ็นเอปริมาณน้อย การที่มีความไวลดลงอาจมี

สาเหตุจากขนาดของซีดีเอ็นเอที่มีความยาว 2,980 เบส อาจเกิดการซ้อนทับกันท าให้ส่วนของ probe 

ที่ออกแบบเกิดไฮบริไดเซชั่นระหว่างเบสคู่สมได้ไม่ดีไม่ได้และขั้นตอนการตรึง thiol conjugate 

probe ที่ใช้ความเข้มข้นสูงเกินพอโดยใช้ 5 OD ต่ออนุภาคทองนาโน 1 มิลลิลิตร จากงานวิจัยของ 

Mao X และคณะ พบว่าปริมาณดีเอ็นเอที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนที่ให้ผลดีที่สุด คือ ความเข้มข้นที่ 1 

OD ต่อมิลลิลิตร และไม่มีขั้นตอนการปั่นล้างเพื่อก าจัด thiol conjugate probe ส่วนเกินก่อนเติม 

eluent buffer อาจมี probe ส่วนเกินเหลือออกเมื่อทดสอบกับซีดีเอ็นเอ probe ส่วนเกินอาจจับกับ
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ซีดีเอ็นเอแทน probe ที่ตรึงกับอนุภาคทองนาโนท าให้ชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลมีความไวลดลง

หรือเกิดผลลบปลอมได้ ดังนั้นจึงควรมีขั้นตอนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมก่อนน ามาทดสอบกับชุด

นิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลโดยใช้เทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่ใช้อุณหภูมิเดียวท า

ปฏิกิ ริ ยา  ตั วอย่ างได้แก่  Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), rolling circle 

amplification (RCA), Nucleic acid sequence based amplification (NASBA) หรือ  Helicase 

Dependent Isothermal Amplification (HDA) หรือใช้ชุดน้ ายาที่เปลี่ยนอาร์เอ็นเอเป็นซีดีเอ็นเอ

และเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมในขั้นตอนเดียวเพื่อลดระยะเวลาท าการทดสอบลง การทดสอบนี้ยังใช้

จ านวนสิ่งส่งตรวจมาทดสอบกับชุดตรวจน้อยเกินไปจึงควรเพิ่มจ านวนตัวอย่างที่มีปริมาณ HIV viral 

load หลากหลายและพิจารณาผลความเข้มของเส้นทดสอบที่มีปริมาณไวรัสในกระแสเลือดระดับ

ต่างๆ 

นอกจากปัจจัยที่ศึกษาแล้วยังมีปัจจัยเพิ่มเติมที่มีผลต่อความไวของชุดนิวคลิอิกแอซิดแล

เทอรัลโฟล ได้แก่ ความเข้มข้นของ running buffer ที่ให้ผลดีที่สุด คือ 4X SSC buffer (เปรียบเทียบ

ความเข้มข้นระหว่าง 4X, 5X, 10X และ 20X) ชนิดของแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนที่ใช้ระหว่างรุ่น 

HF18004 กับรุ่น HF24004 และความเร็วในการไหลของ running buffer ตลอดจนความยาวของ 

ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนยาว 4 เซนติเมตร คือ 3 นาที และ 4 นาที ตามล าดับ เนื่องจากขนาดรู 

(pore size) ของเมมเบรนรุ่น HF24004 มีขนาดเล็กกว่ารุ่น HF18004 พบว่าไนโตรเซลลูโรสเมมเบรน

รุ่น HF24004 มีอัตราการไหลช้ากว่าจึงให้ความเข้มของเส้นทดสอบสูงกว่ารุ่น HF18004 อย่างมี

นัยส าคัญ (3) แต่ในการศึกษาครั้งนี้ใช้แผ่นไนโตรเซลลูโลสชนิดเดียวคือ รุ่น HF180MC10 ที่มีขนาดรู

เท่ากับรุ่น HF18004 และไม่ได้ท าการทดลองกับแผ่นไนโตรเซลลูโลสรุ่น HF24004 เนื่องจากบริษัท 

Merck Millipore ยกเลิกการผลิตรุ่น HF24004 และความหนืดของสิ่งส่งตรวจมีผลต่ออัตราการไหล

เช่นกัน ดังนั้นผลการทดลองที่ได้อาจมีผลต่อความเข้มของเส้นทดสอบท าให้ความเข้มลดลง 
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ข้อเสนอแนะ 

1. ควรมีการหาปริมาณ thiol conjugate probe ที่เหมาะสมส าหรับใช้ตรึงอนุภาคทองนาโนแต่ละ

ขนาด 

2. ควรเพิ่มขั้นตอนการปั่นล้าง probe ส่วนเกินและตรวจสอบว่า probe ตรึงอนุภาคทองนาโนได้ดี

หากไม่มีขั้นตอนการหาปริมาณ thiol conjugate probe ที่เหมาะสมส าหรับใช้ตรึงอนุภาคทองนาโน 

3. ควรมีข้ันตอนเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมก่อนน ามาทดสอบกับชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟล 

4. ความไวของชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลด้วยการใช้เอนไซม์ HRP หรือเทคนิคอื่นๆ 

5. เพิ่มปริมาณตัวอย่างที่น ามาทดสอบเน่ืองจากตัวอย่างที่น ามาทดสอบมีปริมาณน้อยเกินไปอาจท าให้

สรุปผลผิดได้และเลือกสิ่งส่งตรวจที่มีค่า HIV viral load หลากหลายเพื่อช่วยให้สรุปผลได้ถูกต้องมาก

ยิ่งข้ึน 
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สรุปผลการทดลอง 

ถึงแม้ชุดตรวจนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลจะถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายมากขึ้นในการ

ตรวจหาดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอที่ผ่านขั้นตอนการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม สามารถอ่านผลการ

ทดสอบได้ด้วยตาเปล่า ไม่ต้องใช้อุปกรณ์ช่วย แต่ผลการทดสอบยังขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย การศึกษา

ปัจจัยที่มีผลต่อความเข้มของเส้นทดสอบของชุดนิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลพบว่าการใช้อนุภาคทอง

นาโนขนาดเล็กประมาณ 10 นาโนเมตร ตรึงด้วย thiol conjugate probe เพราะหมู่ thiol จะยึดกับ

ผิวของอนุภาคทองนาโนด้วยพันธะไดซัลไฟด์ซึ่งเป็นพันธะโควาเลนต์แบบหนึ่งที่ยึดแน่นและหันปลาย

ของ conjugate probe ด้านที่ต้องการออก แผ่นเมมเบรนที่น ามาทดสอบควรมีรู (pore size) ขนาด

เล็กท าให้ของเหลวไหลช้าช่วยเพิ่มความไวหรือความเข้มของเส้นทดสอบมากกว่าแผ่นเมมเบรนที่มีรู

ขนาดใหญ่  oligonucleotide probe ที่น ามาเตรียมเป็นเส้นทดสอบและเส้นควบคุมควรใช้  

oligonucleotide probe ที่ปลายด้านหนึ่งต่อกับ biotin เพื่อช่วยยึดกับแผ่นเมมเบรนได้ดีขึ้นและให้

ปลายอีกด้านหนึ่งจับกับดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอเป้าหมาย นอกจากนี้ขั้นตอนการยึด oligonucleotide 

probe กับแผ่นเมมเบรนด้วยการใช้แสงอัลตราไวโอเลตช่วงความยาวคลื่นสั้นจะช่วยให้ความเข้มของ

เส้นทดสอบเพิ่มมากขึ้นเน่ืองจาก probe จะยึดกับแผ่นเมมเบรนด้วยพันธะโควาเลนต์ลดการหลุดของ 

oligonucleotide probe เมื่อเติม running buffer ขณะท าการทดสอบ แต่ข้อจ ากัดของชุดนิวคลิอกิ

แอซิดแลเทอรัลโฟลที่มีความไวต่ าเมื่อทดสอบกับสิ่งส่งตรวจท าให้ไม่เหมาะกับการน ามาตรวจติดตาม

การติดเชื้อหรือติดตามผลการรักษาด้วยยาต้านไวรัสและขั้นตอนก่อนน าสิ่งส่งตรวจมาทดสอบกับชุด

นิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลต้องมีขั้นการสกัดสารพันธุกรรมและการท า RT-PCR จึงท าให้ชุด

นิวคลิอิกแอซิดแลเทอรัลโฟลยังไม่เหมาะกับการใช้ตรวจติดตามในผู้ติดเชื้อเอชไอวี 
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2. การเตรยีมสารเคมี 

2.1 1%ไฮโดรเจนเตตระคลอโรออเรต (hydrogen tetrachloroaurate) ปริมาตร 100 มลิลิลิตร 

 hydrogen tetrachloroaurate (HAuCl4.3H2O)    1 กรัม 

 Milli Q water        100  มิลลิลิตร 

2.2 1%โซเดียมซิเตรท (sodium citrate) ปริมาตร 100 มิลลิลติร 

 sodium citrate (C6H5Na3O7.2H2O)     1  กรัม 

 Deionized water      100  มิลลิลิตร 

2.3 Phosplate buffer saline (PBS) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร pH 7.33 

 Potassium chloride (KCl)     0.2  กรัม 

 Sodium phosphate monobasic (KH2PO4)   0.2  กรัม 

 Sodium chloride (NaCl)     8.0  กรัม 

 Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4)    1.15  กรัม 

ปรับให้มีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และฆ่าเชื้อโดยการ autoclave นาน 15 นาที ที่ความดัน 15 psi. 

และปรับความเป็นกรดด่างให้อยู่ในช่วง 7.0-7.4 

2.4 20X Saline-sodium citrate buffer (SSC) ปริมาตร 1,000 มิลลิลติร pH 7.3 

 Sodium chloride (NaCl)     175.3  กรัม 

 Trisodium citrate dihydrate (C6H5Na3O7.2H2O)   88.2  กรัม 

ปรับให้มีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และฆ่าเชื้อโดยการ autoclave นาน 15 นาที ที่ความดัน 15 psi. 

และปรับความเป็นกรดดา่งให้อยู่ในช่วง   7.0-7.4 

 



 

 

115 

2.5 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) (wt/vol) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 SDS (NaC12H25SO4)       10  กรัม 

 Deionized water      90  มิลลิลิตร 

2.6 Running Buffer ปริมาตร 100 มิลลิลติร 

 20X SSC buffer       20  มิลลิลิตร 

 Deionized water       75 มิลลิลิตร 

10% SDS       5  มิลลิลิตร 

2.7 0.1 โมลาร ์Phosphate Buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร pH 7.0 

 1 โมลาร์ Potassium phosphate dibasic (K2HPO4)  61.5  มิลลิลิตร 

 1 โมลาร์ Potassium phosphate monobasic (KH2PO4)  38.5 มิลลิลิตร 

2.8 Salting buffer ปริมาตร 100 มลิลิลิตร pH 7.0 

 Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4)    0.0562  กรัม 

 Sodium phosphate monobasic monohydrate (NaH2PO4) 0.0125  กรัม 

 Sodium chloride (NaCl)     5.844  กรัม 

 Deionized water       100  มิลลิลิตร 

2.9 Eluent buffer ปริมาตร 10 มิลลลิิตร 

 Trisodium phosphate (Na3PO4)    0.0327 กรัม 

 Bovine serum albumin (BSA)     0.5  กรัม 

 Sucrose (C12H22O11)      1 กรัม 

 Tween 20 (C58H114O26)      0.025 มิลลิลิตร 

 Deionized water       10 มิลลิลิตร  
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2.10 Buffer pH 8 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร pH 8.03 

 0.25% Triton X-100 ((C2H40)nC14H22O)    125  ไมโครลิตร 

 0.05 โมลาร ์Tris-HCl (NH2C(CH2OH)3.HCI)   2.5 มิลลิลิตร 

 0.15 โมลาร ์Sodium cholide (NaCl)    0.438 กรัม
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เวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีพุทธศักราช 2555 
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