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บทคัดย่อ 

ควอนตัมดอทเป็นผลึกขนาดนาโนของสารกึ่งตัวน้าท่ีมีคุณสมบัติเฉพาะคือให้การเรืองแสงในช่วงคล่ืน
เฉพาะท่ีขึ นกับขนาดของอนุภาค ด้วยความง่ายในการเตรียมของควอนตัมดอทประกอบกับความสามารถในการ
ควบคุมขนาดและช่วงความยาวคล่ืนท่ีเรืองแสงโดยรวมถึงมีความเสถียรเชิงแสงดีมากและความสามารถในการ
ปรับเปล่ียนพื นผิวของควอนตัมดอทได้ท้าให้เป็นฟลูออโรฟอร์ (fluorophore) ท่ีน่าสนใจน้าไปใช้ในการประยุกต์
ท่ีหลากหลายเช่น เป็นฉลากเรืองแสงของสารชีวโมเลกุลและ ไบโอเซนเซอร์ ในงานวิจัยนี ผู้วิจัยได้ท้าการ
สังเคราะห์ควอนตัมดอทท่ีอาศัยระบบ CdTe ท่ีละลายน ้าโดยมีลิแกนด์ท่ีมีประจุเพื่อน้ามาประยุกต์ใช้ในการ

ตรวจจับดีเอ็นเอ เริ่มจากการสังเคราะห์ควอนตัมดอท CdTe ด้วย CdCl2, Na2TeO3, NaBH4, N2H4H2O และ
ลิแกนด์ได้แก่ cysteamine, L-cysteine, thiosalicylic acid, L-histidine และ 2-mercaptoethanol ซึ่ง
ค้นพบโดยบังเอิญว่าการฉายแสงยูวี ท้าให้ควอนตัมดอทเปล่ียนสีท่ีเรืองแสงไปทางสีแดงซึ่งยืนยันโดย
เครื่องวัดฟลูออเรสเซนซ์ ควอนตัมดอท CdTe ท่ีมี cysteamine เป็นลิแกนด์เปล่ียนสีจากสีเขียวเป็นสีแดง
ภายใต้แสงยูวีท่ี 365 nm ท่ี 10 นาทีการค้นพบนี ท้าให้พบวิธีใหม่ในการควบคุมสีจากการเรืองแสงของ
ควอนตัมดอทโดยกระตุ้นด้วยรังสียูวี นอกจากนั นจากการทดลองเบื องต้นได้พิสูจน์การใช้ควอนตัมดอทเป็นสี
ย้อมส้าหรับตรวจวัดดีเอ็นเอท่ีถูกตรึงกระดาษเซลลูโลส และการใช้ควอนตัมประจุลบท่ีมีลิแกนด์เป็น 3 -
mercaptopropionic acid ในการจับกับฉลากเรืองแสง Nile red ท่ีติดอยู่บนพิโรลิดินิลพีเอ็นเอซึ่งมีโครงสร้าง
หลักเป็น D-prolyl-2-aminocyclopentanecarboxylic acid (เอซีพีซีพีเอ็นเอ) ส้าหรับใช้ในการตรวจล้าดับ
เบสของดีเอ็นเอในสารละลาย ในขณะท่ีการใช้งานเพื่อตรวจวัดดีเอ็นเอบนกระดาษยังไม่ประสบความส้าเร็จ
เนื่องจากข้อจ้ากัดในความเสถียรของควอนตัมดอท แต่การทดลองส่วนหลังได้พิสูจน์ความสามารถการ
ประยุกต์ใช้ควอนตัมดอทในการตรวจวัดดีเอ็นเอในสารละลายได้ 
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Abstract 

Quantum dots are nanocrystals of semiconductors possessing unique fluorescence 
properties that depend on the size of the particles. The ease of synthesis of quantum dots 
with controllable size and emission wavelength together with the excellent photostability 
and the ability to functionalize the surface of quantum dots make them an attractive 
fluorophore to be used in various applications such as labeling of biological molecules and 
biosensors. In this work, we synthesized water soluble CdTe quantum dots carrying charged 
ligands for DNA detection applications. First, CdTe quantum dots were synthesized from 
CdCl2, Na2TeO3, NaBH4 and N2H4·H2O and cysteamine, L-cysteine, thiosalicylic acid, L-histidine 
and 2-mercaptoethanol as ligands. It was accidentally discovered that exposure to UV 
radiation caused a cysteamine-capped CdTe quantum dot changed its color from green to 
red upon UV irradiation at 365 nm for 10 minutes, which was confirmed by fluorescence 
spectroscopy. This discovery provided a new way for controlling the emission color of the 
quantum dots by UV irradiation. In addition, some preliminary experiments were carried out 
to demonstrate the use of quantum dots as a stain for detection of DNA immobilized on 
cellulose paper and the use of negatively-charged quantum dots with 3-mercaptopropionic 
acid ligand in combination with Nile red labeled pyrrolidinyl peptide nucleic acid (acpcPNA) 
for DNA sequence determination in a solution. While the former was not yet successful due 
to the limited stability of the synthesized quantum dots, the latter experiment clearly 
demonstrated the applicability of quantum dots for DNA sensing in solution.  
 
 
 
 
Keywords: quantum dots, PNA, DNA, biosensor, fluorescence 
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กิตติกรรมประกาศ 

 โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ์ เรื่อง การสังเคราะห์ควอนตัมดอทติดประจุบวกท่ี

ละลายน ้าได้เพื่อการประยุกต์ใช้เป็นเซ็นเซอร์ทางการแพทย์ ส้าเร็จลุล่วงได้ด้วยความอนุเคราะห์จาก   

ศาสตราจารย์ ดร.ธีรยุทธ วิไลวัลย์ อาจารย์ที่ปรึกษาโครงการและอาจารย์ ดร.ธนิษฐ์ ปราณีนรารัตน์ อาจารย์ท่ี

ปรึกษาร่วมโครงการท่ีกรุณาให้ความรู้ ค้าแนะน้า ข้อคิด ตลอดจนให้ความช่วยเหลือและการสนับสนุนเป็นอย่าง

ดีตลอดระยะเวลาท่ีท้าการวิจัย รวมทั งให้ความช่วยเหลือในการเขียนรายงานฉบับนี จนเสร็จสมบูรณ์ คณะผู้วิจัย

จึงขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงมา ณ ท่ีนี  และขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.อภิชาติ อิ่มยิ ม และ 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.สัมฤทธิ์ วัชรสินธุ์ ท่ีให้เกียรติสละเวลามาเป็นกรรมการประเมินโครงการนี  

ขอขอบคุณคณาจารย์ทุกท่านท่ีประสิทธิ์ประสาทวิชา ให้ความรู้และประสบการณ์ต่างๆ ขอบคุณ

ภาควิชาเคมี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยท่ีสนับสนุนการใช้ห้องปฏิบัติการและเครื่องมือวิจัยต่างๆ ขอขอบคุณทุกๆ

ก้าลังใจจากพ่อ แม ่และเพื่อนๆ และท่ีส้าคัญ ขอขอบคุณส้าหรับความอบอุ่น ความใส่ใจเหมือนคนในครอบครัว

ท่ีอาจารย์และพี่ๆในห้องปฏิบัติการได้มอบให้เสมอมา 

ขอขอบคุณโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ์ท่ีให้การสนับสนุนการวิจัยครั งนี  ผู้วิจัยขอ

น้อมร้าลึกในความกรุณาของทุกท่านท่ีได้กล่าวมาข้างต้น และบุคคลท่ีไม่ได้เอ่ยนามไว้ ณ ท่ีนี   
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บทที่ 1 

บทน้า 

1.1 ทฤษฎีที่ส้าคญั 

1.1.1 ควอนตัมดอท 

ควอนตัมดอท (quantum dot) คือผลึกขนาดนาโนของสารกึ่งตัวน้าขนาด 2 -10 nm1,2 ซึ่งเมื่อมอง

โครงสร้างในระดับนาโนจะพบเป็นลักษณะของจุด (dot) และมีพฤติกรรมการเปล่งแสงท่ีความยาวคล่ืนเฉพาะเมื่อ

ถูกกระตุ้นสอดคล้องกับหลักการควอนตัม (quantum) ทางฟิสิกส์จึงเป็นท่ีมาของช่ือควอนตัมดอท โดยการ

เปล่งแสงนั นเกิดจากการท่ีอิเล็กตรอนภายในโมเลกุลโดยปกติแล้วจะอยู่ท่ีสถานะพื น (ground state) ซึ่งจะมี

พลังงานคงท่ี แต่เมื่ออิเล็กตรอนดังกล่าวถูกกระตุ้นโดยรังสียูวีหรือช่วงแสงท่ีมองเห็นจะท้าให้อิเล็กตรอนขึ นไปอยู่ใน

ระดับพลังงานท่ีสูงขึ นซึ่งเรียกว่าสถานะกระตุ้น (excited state) อิเล็กตรอนในสถานะนี จะไม่เสถียรจึงพยายามท่ีจะ

กลับมาอยู่ท่ีสถานะพื นโดยคายพลังงานออกมามีทั งในรูปความร้อน และในรูปของแสง โดยการคายพลังงานรูปของ

แสงเรียกปรากฏการณ์นี ว่า“ฟลูออเรสเซนซ์ (fluorescence)” ดังรูปที่ 1.1 

 

รูปที่ 1.1 การเกิดฟลูออเรสเซนซ์ของโมเลกุล 

การเปล่งแสงของควอนตัมดอทยังมีลักษณะเฉพาะท่ีส้าคัญ คือมีความยาวคล่ืนท่ีขึ นกับขนาดของอนุภาค

ควอนตัมดอท เมื่อควอนตัมดอทถูกกระตุ้นด้วยแสงท่ีมีพลังงานสูงก็จะปลดปล่อยแสงท่ีมีพลังงานต้่ากว่าออกมา โดย

เมื่ออนุภาคมีขนาดใหญ่ ระดับความต่างของพลังงาน (band gap) จะมีน้อย ท้าให้สีท่ีได้ออกมาในช่วงคล่ืนค่อนไป
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ทางสีแดง (ความยาวคล่ืนมีค่ามาก)  และในทางตรงกันข้ามอนุภาคท่ีมีขนาดเล็กจะมีความต่างพลังงานมาก และ

เปล่งแสงในช่วงคล่ืนค่อนไปทางสีน ้าเงิน (ความยาวคล่ืนต้่า) ดังรูปที่ 1.2 

 

รูปที่ 1.2 ผลของขนาดอนุภาคต่อระดับความต่างของพลังงานและช่วงคลื่นของแสงที่เปลง่ออกมาของอนุภาค
ควอนตัมดอท 

ควอนตัมดอทท่ีมีการศึกษากันมากในปัจจุบันจะเป็นสารอนินทรีย์ในกลุ่มชาลโคจีไนด์ ( chalcogenide) 

ของธาตุในหมู่ 2 ของตารางธาตุ เช่น cadmium telluride (CdTe), cadmium selenide (CdSe), และ zinc 

selenide (ZnSe) แต่ก็อาจเป็นธาตุหมู่อื่นได้ เช่น lead sulfide (PbS) 3,4,5 ซึ่งส่วนใหญ่อนุภาคควอนตัมดอท

จ้าเป็นต้องมีโมเลกุลของสารอินทรีย์หรือลิแกนด์ห่อหุ้มล้อมรอบแกนกลางท่ีเป็นผลึกของสารกึ่งตัวน้าเอาไว้เพื่อช่วย

ท้าให้ควอนตัมดอทเสถียร ตัวอย่างของลิแกนด์เช่น 3-mercaptopropionic acid, L-cysteine และ 

cysteamine6,7 โดยจะสังเกตว่าลิแกนด์ส่วนใหญ่จะมีหมู่ไทออลอยู่ด้วย และลิแกนด์ท่ีแตกต่างกันก็จะส่งผลต่อ

สมบัติเชิงแสงท่ีต่างกันของอนุภาคควอนตัมดอท 
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1.1.2 Fluorescence resonance energy transfer (FRET) 

FRET (Fluorescence resonance energy transfer หรือ Förster resonance energy transfer) เป็น

ปรากฏการณ์ถ่ายโอนพลังงานซึ่งเกิดจากการท่ีสองโมเลกุล โดยเมื่อโมเลกุลหนึ่งถูกกระตุ้นแล้วจะเกิดการถ่ายเท

พลังงานจากสภาวะกระตุ้นของโมเลกุลท่ีท้าหน้าท่ีให้พลังงาน (donor molecule) ไปสู่โมเลกุลตัวรับ (acceptor 

molecule) ท่ีอยู่ในสถานะพื น ซึ่งจะส่งผลให้การคายแสงของโมเลกุลท่ีเป็นตัวให้พลังงานลดลง และการคายแสงจะ

ไปเกิดท่ีโมเลกุลตัวรับแทนซึ่งสามารถแสดงผ่านแผนภาพ Jablonski ดังรูปที่ 1.3 a การ FRET จะเกิดขึ นได้ภายใต้

เงื่อนไขส้าคัญ 3 ประการคือ 1.ระยะห่างระหว่างโมเลกุลท่ีท้าหน้าท่ีให้และโมเลกุลท่ีท้าหน้าท่ีรับต้องอยู่ใกล้กันแต่ไม่

ติดกันโดยระยะทางท่ีเกิด FRET ได้คือตั งแต่ 10-100 Aº 2.การซ้อนทับของฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมระหว่าง

สเปกตรัมการคายแสงของโมเลกุลตัวให้และสเปกตรัมการกระตุ้นของโมเลกุลตัวรับ ดังรูปที่ 1.3 b 3.การจัดเรียงตัว

ของโมเลกุลตัวให้และตัวรับท่ีเหมาะสม ปัจจุบันการ FRET ถูกน้ามาประยุกต์ใช้มากในงานทางด้านชีวการแพทย์เช่น 

การค้นพบยาหรือเป้าหมายยาใหม่ๆ8,9 

 

รูปที่ 1.3 a)แผนภาพ Jablonski แสดงกระบวนการ FRET10 

           b)การซ้อนทับของฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมระหว่างโมเลกุลตัวให้และโมเลกุลตัวรับ10 
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1.2 งานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

1.2.1 การสังเคราะห์ควอนตัมดอท 

การสังเคราะห์ควอนตัมดอทเพื่อน้ามาประยุกต์ใช้ทางชีวภาพและทางการแพทย์นั นนิยมน้ามาใช้ในรูปท่ี

สามารถละลายน ้าและใช้ในบัฟเฟอร์ได้ โดยในการสังเคราะห์ควอนตัมดอทแบ่งเป็น 3 วิธีหลักๆ 

1.2.1.1 Organometallic precursor  

 วิธีดังกล่าวจะอาศัยการรวมตัวของผลึกโดยการสังเคราะห์ในตัวท้าละลายอินทรีย์ท่ีอุณหภูมิสูงซึ่งขนาดของ

ควอนตัมดอทก็จะขึ นอยู่กับอุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการให้ความร้อน อย่างไรก็ตามวิธีดังกล่าวจะได้ควอนตัมดอทใน

รูปท่ีไม่ละลายน ้า เช่น  

งานวิจัยของ Murray และคณะ11 ได้ท้าการสังเคราะห์ควอนตัมดอท CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น tri-n-

octylphosphinepoxide (TOPO) ในตัวท้าละลายท่ีไม่มีขั วโดยใช้สารตั งต้นได้แก่ TOPO, tellurium และ 

dimethylcadmium (Me2Cd) โดยท้าปฏิกิริยาภายใต้บรรยากาศแก๊สเฉ่ือยท่ีอุณหภูมิ 240 °C ดังรูปที่ 1.4 

 

รูปที่ 1.4 การเกิดควอนตัมดอท CdTe ที่มีลิแกนด์เป็น tri-n-octylphosphinoxide 

 Qu และคณะ12 ได้ท้าการสังเคราะห์ควอนตัมดอทระบบ CdSe โดยใช้ลิแกนด์ท่ีไม่มีขั วอย่าง lauric acid 

โดยใช้ Cd(Ac)2 และ TOP-Se เป็นแหล่งในการเกิดผลึกโดยใช้ตัวท้าละลายเป็น TOPO โดยให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 

250-360 °C พร้อมกับผ่านแก๊ส Ar ดังรูปที่ 1.5 
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รูปที่ 1.5 ภาพถ่าย TEM ของ CdSe และสารตั งต้นที่ใช้12 

การจะท้าให้ควอนตัมดอทละลายน ้าได้จะมีด้วยกันสองวิธี ได้แก่ 1. Ligand exchange จะเป็นการเปล่ียน

ลิแกนด์จากท่ีไม่มีขั วให้เป็นลิแกนด์ท่ีมีขั วแทน และ 2. Encapsulation โดยวิธีดังกล่าวจะท้าการหุ้มหรือสร้างพันธะ

ของส่วนท่ีไม่มีขั วด้วยหมู่ฟังก์ช่ันท่ีมีขั วสูงดังรูปท่ี 1.6 

 

รูปที่ 1.6 ผังการเปลี่ยนแปลงพื นผิวโดยใช้ ligand exchange และ encapsulation13 

 อย่างไรก็ตามวิธีดังกล่าวมีข้อเสียคือควอนตัมดอทท่ีได้จะสูญเสียความสว่างไปมากและมีโอกาสท่ีจะเกิดการ

ตกตะกอนเมื่อน้าไประยุกต์ใช้ร่วมกับบัฟเฟอร์ 

1.2.1.2 Biosynthesis 

 เป็นวิธีการสังเคราะห์โดยใช้ส่ิงมีชีวิตท้าให้ได้ควอนตัมดอทท่ีมีความเป็นพิษต้่าแต่ก็แลกมาด้วยค่าความสว่าง

ท่ีน้อยและใช้เวลาในการสังเคราะห์ท่ีนาน เช่น 
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Pérez-Donoso และ คณะ14 ได้ท้าการสังเคราะห์ควอนตัมดอทระบบ CdTe โดยใช้ CdCl2, K2TeO3 และ 

GSH โดยบ่มกับจุลินทรีย์ M9 minimal ซึ่งเอนไซม์ภายในจุลินทินทรีย์จะช่วยในการรีดิวซ์และท้าให้เกิด

ควอนตัมดอท  

1.2.1.3 Direct aqueous synthesis  

วิธีดังกล่าวเป็นการสังเคราะห์ในน ้าโดยตรง ซึ่งลิแกนด์ท่ีนิยมน้ามาใช้มักมีหมู่ thiol เนื่องจากให้ความ

เสถียรท่ีค่อนข้างดี และเนื่องจากวิธีดังกล่าวสามารถตกตะกอน , ล้าง และท้าให้แห้งได้จึงเป็นวิธีหนึ่งท่ีนิยม

สังเคราะห์เพื่อใช้ในงานทางชีววิทยาเช่น  

งานวิจัยของ Gaponik และคณะ15 ได้สังเคราะห์ควอนตัมดอท CdTe ท่ีกระจายตัวในน ้าได้โดยใช้ลิแกนด์

เป็น 2-mercaptoethanol ซึ่งสมบัติการละลายน ้าเป็นท่ีต้องการเนื่องจากสามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในงานท่ี

เกี่ยวข้องกับระบบทางชีวภาพได้ โดยมีสารตั งต้นในการสังเคราะห์เป็น Cd(ClO4)2, Al2Te3, H2SO4 และ 2-

mercaptoethanol โดยท้าปฏิกิริยาท่ี 100°C ภายใต้บรรยากาศแก๊สเฉื่อยและใช้เวลาอย่างน้อย 5-10 นาที ซึ่ง

เวลาท่ีใช้ขึ นอยู่กับขนาดของอนุภาคท่ีต้องการโดยเกิดปฏิกิริยาดังรูปที่ 1.7 

 

รูปที่ 1.7 การเกิดควอนตัมดอท CdTe ที่มีลิแกนด์เป็น 2-mercaptoethanol 

 Liu และคณะ16 ได้สังเคราะห์ควอนตัมดอทท่ีละลายในน ้าได้ในระบบ CdTe ท่ีห่อหุ้มด้วย CdS/ZnSเพื่อลด

ความเป็นพิษท่ีเกิดส้าหรับน้าไปประยุกต์ใช้ในส่ิงมีชีวิตโดยใช้ลิแกนด์เป็น glutathione (GSH) ซึ่งเป็นเพปไทด์ท่ี

ประกอบด้วยกรดอะมิโนสามตัวท่ีพบได้ในส่ิงมีชีวิต สังเคราะห์โดยน้าควอนตัมดอทระบบ CdTe มาเคลือบด้วย CdS 

shell โดยใช้ GSH, Cd(NO3)2 และ thiourea น้าไปให้ความร้อนท่ี 90 ºC เพื่อให้เกิด CdTe-CdS จากนั นใส่ Zn2+ 

ละลายในZn(NO3)2 ก่อนน้าไปให้ความร้อนท่ี 90 ºC เพื่อให้เกิดเป็น CdTe-CdS-ZnS  ดังรูปที่ 1.8 
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รูปที่ 1.8 การสังเคราะหค์วอนตัมดอทในระบบ CdTe-CdS-ZnS ที่มีลิแกนด์เป็น GSH16 

 Zhou. D. และคณะ17 ได้พัฒนาวิธีการสังเคราะห์ควอนตัมดอทในกลุ่ม CdTe ท่ีท้าได้ง่ายเนื่องจากไม่

จ้าเป็นต้องอาศัยบรรยากาศแก๊สเฉื่อย และสามารถท้าได้ท่ีอุณหภูมิห้อง โดยควอนตัมดอทท่ีได้ยังมีความสามารถ

กระจายตัวได้ในน ้า โดยมีสารตั งต้นเป็น CdCl2, Na2TeO3, NaBH4 และ N2H4H2O และมี 3-mercaptopropionic 

acid เป็นลิแกนด์ โดยเกิดปฏิกิริยาได้ดังรูปที่ 1.9 

 

รูปที่ 1.9 สมการการเกิดควอนตัมดอท CdTe ที่มีลิแกนด์เป็น 3-mercaptopropionic acid 

ซึ่งวิธีดังกล่าวสามารถควบคุมขนาดของอนุภาคจากปริมาณอัตราส่วนของ NaBH4 และ N2H4H2O โดย 

NaBH4 มากจะท้าให้การก่อตัวเป็นนิวเคลียสเกิดไวมากจึงเกิดเป็นอนุภาคควอนตัมดอทขนาดเล็ก และสัดส่วนของ 

NaBH4 ท่ีน้อยก็จะให้ผลตรงข้ามกันคือได้ควอนตัมดอทขนาดใหญ่ ซึ่งเป็นวิธีท่ีน่าสนใจในการน้ามาสังเคราะห์
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ควอนตัมดอทเพื่อน้ามาประยุกต์ใช้ร่วมกับพีเอ็นเอโพรบ (PNA probe) เพื่อการตรวจวัดล้าดับเบสของดีเอ็นเอใน

งานวิจัยนี  

1.2.2 เพปไทด์นิวคลีอิกแอซิด (พีเอ็นเอ) 

พีเอ็นเอ (peptide nucleic acid, PNA) เป็นโมเลกุลสังเคราะห์ท่ีเลียนแบบดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic 

acid, DNA) ท่ีแสดงความสามารถในการยึดจับกันกับดีเอ็นเอได้แข็งแรงกว่าการจับกันของดีเอ็นเอด้วยกันเอง 

เนื่องจากการจับกันของดีเอ็นเอด้วยกันเองจะมีแรงผลักระหว่างประจุลบของหมู่ฟอสเฟตของดีเอ็นเอ ส่วนพีเอ็นเอ

นั นไม่มีประจุจึงเป็นข้อได้เปรียบในการจับกับดีเอ็นเอ นอกจากนี พีเอ็นเอยังแสดงความจ้าเพาะเจาะจงของการจับยึด

ท่ีดีกว่าดีเอ็นเอจับกันเอง จึงเป็นจุดเด่นท่ีท้าให้พีเอ็นเอถูกน้ามาใช้แทนดีเอ็นเอในวัตถุประสงค์ท่ีหลากหลาย 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการน้ามาใช้เป็นโพรบ ส้าหรับตรวจหาล้าดับเบสดีเอ็นเอ พีเอ็นเอถูกสังเคราะห์ครั งแรกโดย 

Nielsen และคณะเมื่อกว่า 20 ปีมาแล้ว18  โดยมีโครงสร้างหลักเป็นโอลิโกเมอร์ของ N-(2-aminoethyl)glycine ท่ี

แต่ละหน่วยเช่ือมต่อกับนิวคลีโอเบส (nucleobase) ผ่านตัวเช่ือมเมทิลีนคาร์บอนิล (methylenecarbonyl) ต่อมา

มีการพัฒนาพีเอ็นเอให้มีสมบั ติในการยึดจับท่ีดีขึ นกว่าพีเอ็นเอดั งเดิม ตัวอย่างเช่น เอซีพีซีพีเอ็นเอ ( 2-

aminocyclopentanecarboxylic acid PNA, acpcPNA) ซึ่งถูกพัฒนาโดยธีรยุทธ วิไลวัลย์ และคณะ19,20 มี

โครงสร้างดังรูปที่ 1.10  

                

 

รูปที่ 1.10 เปรียบเทียบโครงสร้างระหว่าง DNA, Nielsen’s PNA และ acpcPNA 
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1.2.3 การประยุกตใ์ช้ควอนตัมดอทในการตรวจวดัดีเอ็นเอ  

ในปัจจุบันการหาล้าดับเบสของดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ  (DNA/RNA sequence determination) มี
ความส้าคัญอย่างมากเนื่องจากถูกน้ามาใช้ในการตรวจหาโรคทั งในพืชและสัตว์21,22 การตรวจหาดีเอ็นเอแปลกปลอม
ในอาหารส่งออก23 และการตรวจสอบทางนิติวิทยาศาสตร์24 ซึ่งวิธีท่ีน้ามาใช้มีหลากหลาย เช่น การอ่านล้าดับเบส
โดยตรง (sequencing), การท้าพีซีอาร์ (PCR, Polymerase chain reaction) ร่วมกับเทคนิคทางอิเล็กโตรโฟรีซิสท่ี
เหมาะสม หรือการใช้โพรบเป็นตัวตรวจอ่านล้าดับเบส เป็นต้น ปัญหาของวิธีการเหล่านี คือมีขั นตอนท่ีซับซ้อนต้องใช้
บุคลากรท่ีมีทักษะเฉพาะ ใช้เวลานาน และไม่สะดวกในการน้ามาใช้ในภาคสนาม  ด้วยคุณสมบัติท่ีควอนตัมดอท
สามารถเรืองแสงท่ีความยาวคล่ืนเฉพาะ มีความสว่างสูง และมีความคงทนต่อการเกิดการฟอกสีด้วยแสงท่ีดี  จึงถูก
น้ามาใช้เป็นฉลากเรืองแสงในวัตถุประสงค์ท่ีหลากหลาย โดยหนึ่งในนั นคือการใช้เป็นฉลากเพื่อการตรวจวัดดีเอ็นเอ 
โดยมันถูกใช้ร่วมกับดีเอ็นเอตรวจจับ (DNA probe)  

Sing และคณะ25 ได้พัฒนาวิธีในการตรวจวัดดีเอ็นเอโดยอาศัยควอนตัมดอทท่ีมีพื นผิวประจุบวกในระบบ 

CdSe/ZnS โดยท่ีใช้ลิแกนด์เป็น dihydrolipoic acid-2,2’-(ethylenedioxy)bis(ethylamine) (DEDEA) 

conjugate ซึ่งมีพื นผิวเป็นหมู่อะมิโน จากนั นน้าอนุภาคไปปรับปรุงพื นผิวให้มีความสามารถในการกระจายตัวในน ้า 

และลดการดูดซับแบบไม่จ้าเพาะเจาะจงลงด้วย polyethylene glycol (PEG) ดังรูปที่ 1.11 

 

รูปที่ 1.11 การสังเคราะห์ควอนตัมดอท pegylated ประจุบวก21 

ควอน ตัมดอท ดั ง ก ล่ า วจะถู กน้ า ม า ใ ช้ ร่ ว มกั บ ดี เ อ็ น เ อ โพรบ ท่ี ติ ดฉลาก เ รื อ ง แสง  5-

carboxytetramethylrhodamine, TAMRA ไว้โดยจะมีการเปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนซ์เมื่อใส่

ควอนตัมดอทและดีเอ็นเอโพรบลงไปด้วยกัน จะท้าให้เกิดการ FRET สัญญาณการเรืองแสงของ TAMRA จะสูงขึ น
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และของควอนตัมดอทจะต้่าลงดังรูป 1.11 b แต่เมื่อใส่ดีเอ็นเอคู่สมลงไปจะไปแย่งจับกับดีเอ็นเอโพรบท้าให้จากท่ี

ห่อหุ้มควอนตัมดอทไว้อยู่จะหลุดออกกลายเป็นโครงสร้างแบบเกลียวท้าให้ระยะห่างของ TAMRA กับควอนตัมดอท

ท่ีเพิ่มขึ นท้าให้การ FRET หายไป เมื่อถูกกระตุ้น และจะเห็นสัญญาณของควอนตัมดอทสูงขึ นและของ  TAMRA 

ต้่าลง ดังรูป 1.11 c โดยสามารถแยกแยะความแตกต่างระหว่างดีเอ็นเอคู่สมและดีเอ็นเอท่ีไม่เป็นคู่สมได้ 

 

รูปที่ 1.11 สมการสงัเคราะหค์วอนตัมดอท pegylated ประจุบวก21 

 Sun และคณะ26 ได้พัฒนาวิธีตรวจวัดดีเอ็นเอโดยอาศัยควอนตัมดอทในระบบ CdS ท่ีมีตัวท้าให้เสถียรเป็น 

sodium hexametaphosphate ท้าให้ได้ควอนตัมดอทท่ีมีพื นผิวประจุลบ และน้ามาใช้ร่วมกับดีเอ็นเอโพรบท่ีมี

ฉลากเรืองแสงเป็น fluorescein (FAM) โดยใช้หลักการท่ีว่าควอนตัมดอทประจุลบดังกล่าวจะสามารถจับกับดีเอ็น

เอโพรบได้ถึงแม้จะมีแรงผลัก เนื่องจากการเกิดพันธะโคออดิเนชันของหมู่ไนโตรเจนของดีเอ็นเอเบสกับ

ควอนตัมดอทมีค่าสูงกว่าโดยเมื่อควอนตัมดอทจับกับดีเอ็นเอโพรบจะท้าให้สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์ลดลงแต่เมื่อใส่ดี

เอ็นเอคู่สมลงไปดีเอ็นเอโพรบจะไปจับกับดีเอ็นเอคู่สมแทนท้าให้กลับมาสว่างดังรูปที่ 1.12 

 

รูปที่ 1.12 การเปลี่ยนแปลงสัญญาณในการตรวจวัดดีเอ็นเอด้วยควอนตัมดอท CdS26 
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 Burgessและคณะ27 ได้น้าพีเอ็นเอท่ีมีปลายเช่ือมเป็น N-succinimidyl-3-(2-pyridylthio)propionate มา

ติดกับดีเอ็นเอก่อนน้าไปติดท่ีพื นผิวของควอนตัมดอทในระบบ CdSe/ZnS ท่ีมีพื นผิวเป็น polyethylene glycol  

และน้าไปปรับพื นผิวด้วยphospholipidไ ด้เป็น 1 ,2-dis-tearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-

[methoxy(polyethylene)-2000], DSPE-PEG(2000)ก่อนน้าไปติดด้วย maleimide ได้เป็น 1,2-distearoyl-sn-

glycero-3-phosphoethanolamine-N-[mameimide(polyethylene glycol)-2000] ดังรูปที่ 1.13 a เพื่อใช้ใน

การจับกับพีเอ็นเอท่ีมีปลายเช่ือมเป็น N-succinimidyl-3-(2-pyridylthio)propionate ดังรูปที่ 1.13 b ซึ่งในงานนี 

จะน้าไปควอนตัมดอทดังกล่าวไปประยุกต์ใช้ในการแสดงออกของยีนทางชีววิทยา 

 

รูปที่ 1.13 a)แสดงควอนตัมดอทท่ีมีพื นผิวเป็น DSPE-PEG(2000)Maleimide27  

             b) แสดงการติดควอนตัมดอทกับพีเอ็นเอ27 

 Krullและคณะ28 ได้ท้าการตรึงควอนตัมดอทระบบ CdSxSe1-x/ZnS ท่ีมีลิแกนด์เป็น oleic acid โดย
ปรับปรุงพื นผิวด้วย glutathione (GSH) เพื่อเพิ่มความเป็น hydrophilic เพื่อให้ละลายในน ้าได้ดีและน้าไปติดกับดี
เอ็นเอโพรบท่ีมีปลายเป็นหมู่ dithiol ซึ่งจะไปจับกับไอออนบวกบนควอนตัมดอท ส่วนกระดาษเซลลูโลสท่ีใช้ตรึง
ควอนตัมดอทจะถูกปรับเปล่ียนพื นผิวโดยใช้ NaIO4 และ LiCl เพื่อให้กลายเป็นหมู่แอลดีไฮด์ด้วยปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน จากนั นเติม NaCNBH3 และ 1-(3-aminopropyl)imidazole ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยา imine ตรึงหมู่
imidazoleไว้ดังรูปที่ 1.14 a ซึ่งหลังจากตรึงควอนตัมดอทลงบนกระดาษท่ีดัดแปลงพื นผิวแล้วในงานนี จะใช้ดีเอ็น
เอท่ีมีล้าดับเบสคู่สมท่ีติดฉลากเรืองแสง Cy3 ไว้ซึ่งเมื่อเกิดการไฮบริไดซ์ของดีเอ็นเอโดยจะอาศัยกลไกการ FRET ใน
การให้สี ดังรูปที่ 1.14 b 
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รูปที่ 1.14 a) การเปลี่ยนพื นผิวกระดาษเซลลูโลสเป็นหมู ่imidazole28 

             b) กลไกการ FRETระหว่างควอนตัมดอทกับฉลากเรืองแสง Cy328 

ในปี 2015 ธนิษฐ์ ปราณีนรารัตน์ และคณะ29 ได้ตรึงพีเอ็นเอโพรบลงบนกระดาษเซลลูโลส เพื่อใช้ในการ
ดูดจับดีเอ็นเอท่ีมีล้าดับเบสท่ีตรงกับโพรบนั นโดยการเข้าคู่เบสแบบวัตสันคริกและท้าให้เกิดประจุลบบนพื นผิวของ
กระดาษ จากนั นจึงใช้สีย้อม Azure A ซึ่งมีประจุบวก ซึ่งจะเข้าไปจับกับดีเอ็นเอท้าให้เกิดสีท่ีมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า
ตรงบริเวณท่ีมีดีเอ็นเออยู่ดังรูปที่ 1.15 อย่างไรก็ตามสีย้อมดังกล่าวให้ความไวท่ีไม่สูงนัก30 จึงมีแนวคิดท่ีจะพัฒนา
ควอนตัมดอทมาใช้แทนสีย้อมดังกล่าวเพื่อพัฒนาวิธีตรวจวัดดีเอ็นเอท่ีมีประสิทธิภาพยิ่งขึ น 

 

รูปที่ 1.15 แสดงการตรึง acpcPNA บนกระดาษเซลลูโลสโดยใช้สีย้อมประจุบวก29 
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1.3 วัตถปุระสงค์ของโครงการ 
 ในงานวิจัยนี  คณะผู้วิจัยสนใจสังเคราะห์ควอนตัมดอทท่ีมีประจุบวกหรือลบท่ีสามารถกระจายตัวได้ในน ้า 

เพื่อน้าไปใช้แทนสีย้อมประจุบวกส้าหรับตรวจวัดดีเอ็นเอท่ีถูกตรึงบนกระดาษ หรือน้าไปใช้ร่วมกับพีเอ็นเอโพรบท่ี

ติดฉลากเรืองแสงเพื่อการตรวจวัดดีเอ็นเอ 
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บทที่ 2 

การทดลอง 

2.1 วิธีการทดลองทั่วไป 

 2.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ ์

 - การช่ังน ้าหนักสาร: เครื่องช่ังของ A&D Company Limited รุ่น GR-200 

 - การปิเปตสาร:  

ไมโครปิเปต  

ยี่ห้อ HTL Lab solution รุ่น Discovery comfort ขนาด 0.5-10 L ประเทศโปแลนด์,  

ยี่ห้อ HTL Lab solution รุ่น Discovery comfort ขนาด 10-100 L ประเทศโปแลนด์,  

ยี่ห้อ HTL Lab solution รุ่น Optipepette ขนาด 0.1-2 L ประเทศโปแลนด์,  

ยี่ห้อ HTL Lab solution รุ่น Discovery comfort ขนาด 100-1000 L ประเทศโปแลนด์,    

 - การเซนทริฟิวจ:์ เครื่องเซนทริฟิวจ์ ยี่ห้อ Hettich Centrifuge รุ่น D-78532 Tuttlingen 

- การหาฟลูออเรสเซนซ์สเปคตรัม: เครื่องฟลูออโรสเปกโตมิเตอร์ของบริษัท Thermo Scienctific รุ่น 

Nanodrop 3300 หรือเครื่องฟลูออเรสเซนซ์ สเปกโตรฟลูออริมิเตอร์ของบริษัท Agilent Technologies 

รุ่น Cary Eclipse ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- การถ่ายรูปภายใต้แสงยูวี: เครื่องฉายแสงยูวี (UV transilluminator) Vilber Lourmat (254 nm และ 

365 nm), กล้องถ่ายรูป Canon EOS M เลนส์ EF-M 18-55 IS STM ติดฟิลเตอร์กรองแสงสีเหลือง (บริษัท 

Citiwide ประเทศจีน)  

- การวัดยูวี-วิซิเบิลสเปคตรัม: ยูวี-วิซิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ บริษัท Varian รุ่น Cary 100 UV-Vis 

ประเทศ สหรัฐอเมริกา 
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2.1.2 สารเคม ี

- การสังเคราะห์ควอนตัมดอทในระบบ CdTe ใช้ CdCl2H2O (99.5%) บริษัท HiMedia Laboratories 

Pvt. ประเทศอินเดีย, Na2TeO3 (99.5%) Alfa Aesar ประเทศสหราชอาณาจักร, cysteamineHCl (95.0%) 

บริษัท Tokyo Chemical Industry (TCI) ประเทศญี่ปุ่น, L-histidineHClH2O (98%) จากบริษัท Sigma-

Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา, L-cysteine (99.0%) จากบริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์, thiosalicylic 

acid (98%) จากบริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์, 2-mercaptoethanol (99.5%) บริษัท Sigma-Aldrich 

ประเทศสหรัฐอเมริกา, Hydrazine hydrate 80% in water (synthesis grade) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนี, 

(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, HEPES (96%) บริษัท Sigma-Aldrich, 

ควอนตัมดอทชนิด CdTe ขนาด 3.0 nm ท่ีมีลิแกนด์เป็น 3-mercaptopropionic acid ได้รับความอนุเคราะห์จาก 

ผศ.ดร.โอภาส บุญเกิด มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 

 - พีเอ็นเอตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา ได้แก่ Nr-GTAGATCACT-LysNH2 ได้รับความอนุเคราะห์จากนิสิต

ปริญญาโท-เอกในกลุ่มวิจัยของ ศาสตราจารย์ ดร.ธีรยุทธ วิไลวัลย์ 

 - ดีเอ็นเอตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา ได้แก่ 5’-CGCGGCGTACAGTGATCTACCATGCCCTGG-3’, 5’-

AGTGATCTAC-3’, 5’-GTAGATCACT-3’ ส่ังซื อจากบริษัท Bio Basic (Canada) 

- น ้าท่ีใช้เป็นตัวท้าละลายได้แก่น ้า Milli-Q จากเครื่อง Millipak® 40 Express Filter Millipore (USA) 

สารละลายบัฟเฟอร์ระบบต่างๆ มีวิธีการเตรียมดังนี   

- เตรียมบัฟเฟอร์ HEPES ความเข้มข้น 0.1 M เตรียม HEPES 1.191 g ในน ้า 35 mL ปรับ pH ให้เป็น 

5, 6, 7, 8 ด้วย 1N HCl หรือ 1N NaOH แล้วเติมน ้าจนได้ 50 mL 

- เตรียมสารละลาย CdCl2 เข้มข้น 100 mM โดยละลาย CdCl2H2O 41 mg ในน ้า milli-Q ปริมาตร 2 

mL 

- เตรียมสารละลาย Na2TeO3 เข้มข้น 4 mM โดยละลาย Na2TeO3 4 mg ในน ้า milli-Q ปริมาตร 5 

mL 

- เตรียมสารละลาย L-cysteine เข้มข้น 10 mM โดยผสม L-cysteine 6 mg ในน ้า milli-Q แล้วท้าให้

ละลายโดยใช้คล่ืนเสียงความถ่ีสูงเนื่องจากสารไม่ค่อยละลาย 
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2.2 การสังเคราะหแ์ละพิสูจน์เอกลักษณ์ควอนตัมดอทชนิด CdTe 

 การสังเคราะห์ควอนตัมดอท CdTe ท้าตามวิธีของ Zhou และคณะ17 โดยการใส่สารละลาย CdCl2, Milli-

Q water, ligand , Na2TeO3, NaBH4 และ N2H4H2O ตามล้าดับในอัตราส่วน 1: 3.3: 0.2: 67: 4,385 โดย

ปริมาณความเข้มข้น (mM) สุดท้ายคือ 0.94: 3.08: 0.19: 62.8: 4,111 ซึ่งจะได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 8 ml โดยลิ

แกนด์ท่ีใช้ได้แก่ cysteamineHCl, L-cysteine, thiosalicylic acid, 2-mercaptoethanol และ L-

histidineHClH2O โดยเกิดปฏิกิ ริ ยา ดัง รูปที่  2 .1 และท้าการสัง เคราะห์ ในอัตราส่วนเดิม กับลิแกนด์ 

cysteamine.HCl โดยเพิ่มความเข้มข้นสองเท่า (mM) ดังนี  1.88: 6.16: 0.38: 125.6: 8,222 

2.2.1 การสังเคราะห์ควอนตัมดอทในระบบ CdTe ที่มีลิแกนดช์นิดตา่งๆ 

  

 

รูปที่ 2.1 สมการการสังเคราะห์ควอนตัมดอท CdTe เมื่อใช้ลิแกนด์ที่ต่างกัน 

 

 



17 
 

2.2.2 การเปลีย่นการเรืองแสงของควอนตัมดอท CdTe ที่มีลิแกนดช์นิดตา่ง ๆ 

ภายใต้แสงยูว ี

 ปิเปตสารละลายควอนตัมดอทท่ีสังเคราะห์ได้ในข้อ 2.2.1 มาใส่ในหลอดพีซีอาร์หลอดละ 50 L น้าไปฉาย

แสงภายใต้รังสียูวี (ใช้เครื่อง UV transilluminator) ท่ี 365 nm คิดเป็นความเข้มแสง 5,200 Watt/cm2 ตาม

ข้อก้าหนดของบริษัทผู้ผลิตเป็นเวลา 10, 30, 60, 180, 300, 600 วินาที ตามล้าดับ แล้วบันทึกภาพโดยกล้อง 

Canon EOS M ภายใต้แสงยูวีท่ี 365 nm ในโหมด Manual โดยตั งค่ารูรับแสงเป็น 4, shutter speed 1/6 sec 

และISO 100) และใช้ฟิลเตอร์สีเหลืองเพื่อตัดแสงยูวี จากนั นห่อแต่ละหลอดด้วยอลูมินัมฟอยล์เพื่อป้องกันแสงแล้ว

น้าไปวัดฟลูออเรสเซนซ์สเปคตรัมโดยใช้เครื่องนาโนดรอป โดย excite ท่ีช่วงคล่ืนแสงยูวี (UV LED)  

2.3 การทดสอบการคุมสขีองควอนตัมดอทจากการปรับเปลี่ยนอัตราส่วนของสาร 

 โดยท้าการทดลองโดยใช้ลิแกนด์คือ L-cysteine เนื่องจากมีการเปล่ียนแปลงของสีน้อยกว่า cysteamine 

โดยใส่ 100 mM CdCl2 75 L, 10mM L-cysteine 2.44 mL, 4 mM Na2TeO3 380 L และNaBH4 กับ 80% 

N2H4H2O ปริมาณดังตารางที่ 2.1 โดยใส่ตามล้าดับ แล้วจึงน้าไปฉายแสงท่ี 365 nm ก้าลังของหลอดไฟหลอดละ 

8 วัตต์ จ้านวน 5 หลอด คิดเป็นความเข้มแสง 5,200 Watt/cm2 ตามข้อก้าหนดของบริษัทผู้ผลิตและบันทึกภาพ

ด้วยกล้องถ่ายรูป 

ตารางที่ 2.1 ตารางแสดงอัตราส่วน NaBH4, N2H4H2O ท่ีใช้ 

Entry Milli-Q 
water (mL) 

NaBH4 (mg) N2H4H2O 80% 
(mL) 

1 3.10 19 2.00 

2 1.10 10 4.00 

3 4.10 38 1.00 
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2.4 การทดสอบความคงตัวและสภาวะที่เหมาะสมในการทา้ควอนตัมดอท CdTe ให้

บริสุทธิ ์

2.4.1 การหาตัวท้าลายที่เหมาะสมในการกระจายตะกอนควอนตัมดอทที่ผ่านการ

ท้าให้บริสุทธิ์โดยการเซนทริฟิวจ์ 

  น้าสารละลายเริ่มต้นจากท่ีสังเคราะห์ควอนตัมดอทมาปิเปตต์ใส่ในหลอดพีซีอาร์ขนาด 1.5 mL 

แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ท่ี 14,000 รอบ/นาที  เป็นเวลา 10 นาที โดยในกรณีของลิแกนด์ L-

cysteine จ้าเป็นต้องเติมเอทานอล 0.5 mL และเขย่าด้วยเครื่องวอร์เท็กซ์ก่อนปั่นเหวี่ยง เพื่อช่วยในการตกตะกอน 

จากนั นดูดสารละลายเริ่มต้นออกแล้วเติมตัวท้าละลายลงในแต่ละหลอดดังนี  น ้า milli-Q, บัฟเฟอร์ HEPES pH 5, 

6, 7 และ 8 จ้านวน 100 L จากนั นน้าไปเขย่าด้วยเครื่องวอร์เท็กซ์จนตะกอนกระจายตัวหมดแล้วจึงแบ่งไปใส่ใน

หลอดพีซีอาร์ขนาด 100 L หลอดละ 50 L  ก่อนน้าไปฉายแสงด้วยรังสียูวีท่ี 365 nm น้าไปฉายแสงท่ี 365 nm 

ก้าลังของหลอดไฟหลอดละ 8 วัตต์ จ้านวน 5 หลอด คิดเป็นความเข้มแสง 5,200 Watt/cm2 ตามข้อก้าหนดของ

บริษัทผู้ผลิตแล้วบันทึกภาพด้วยกล้อง Canon EOS M แล้วจึงน้าไปห่ออลูมินัมฟอยล์และเก็บไว้ในตู้เย็นและน้าไป

บันทึกข้อมูลซ ้าในวันท่ี 2 

2.5 การทดสอบการติดกระดาษกรองของควอนตัมดอท CdTe ที่มีลิแกนด์เป็น 

cysteamine 

 
รูปที่ 2.2 ขั นตอนในการล้างควอนตัมดอทท่ีหยดบนกระดาษกรอง 

ทดสอบความสามารถในการเรืองแสงของควอนตัมดอทท่ีหยดลงไปบนกระดาษ ดังรูปที่ 2.2 โดยใช้

ควอนตัมดอทท่ีมีลิแกนด์เป็น cysteamine ท่ีสังเคราะห์โดยวิธีเดียวกับตอนท่ี 2.1 โดยท้าภายใต้ 2 สภาวะคือ

ควอนตัมดอทจากสารละลายเริ่มต้น กับควอนตัมดอทท่ีผ่านการเซนตริฟิวจ์และน้ามากระจายตัวในน ้า milli-Q โดย

น้าควอนตัมดอทดังกล่าวมาหยดลงบนกระดาษกรอง ภายใต้ 4 สภาวะของการทดลอง ดังนี  
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1.สภาวะแรกคือน้าควอนตัมดอทมาหยดลงบนกระดาษกรองแล้วน้าไปส่องดูด้วยแสงยูวีท่ี 365 nm ก้าลัง

ของหลอดไฟหลอดละ 8 วัตต์ จ้านวน 5 หลอด คิดเป็นความเข้มแสง 5,200 Watt/cm2 ตามข้อก้าหนดของ

บริษัทผู้ผลิต โดยไม่รอให้แห้งก่อน  

2.สภาวะท่ีสองคือปล่อยให้ควอนตัมดอทท่ีหยดลงบนกระดาษกรองแห้งก่อนน้าไปส่องดูด้วยแสงยูวี  

3.สภาวะท่ีสามคือน้าควอนตัมดอทท่ีหยดบนกระดาษกรองมาล้างด้วยน ้าโดยการน้ากระดาษไปแช่น ้าใน

จานเพาะเชื อ และเขย่าในแนวราบเป็นเวลา 3 นาที 

4.สภาวะท่ีส่ีจะท้าเหมือนกันแต่จะใช้กระดาษท่ีแห้งแล้วจากสภาวะท่ีสองมาเขย่าเช่นเดียวกัน โดยใช้เวลา 1 

นาที จากนั นจึงน้าไปส่องดูภายใต้แสงยูวีท่ี 365 nm ก้าลังของหลอดไฟหลอดละ 8 วัตต์ จ้านวน 5 หลอด คิดเป็น

ความเข้มแสง 5,200 Watt/cm2 ตามข้อก้าหนดของบริษัทผู้ผลิตและบันทึกภาพโดยใช้กล้องถ่ายรูปภายใต้ภาวะ

เดียวกับท่ีกล่าวมาข้างต้น 

2.6 การใช้ควอนตัมดอทเป็นตัวให้สัญญาณในการตรวจวดัดเีอ็นเอในสารละลาย 

2.6.1 การหาความเขม้ข้นของควอนตมัดอทด้วยเครื่องยูว-ีวิซิเบิล สเปกโทรโฟโต

มิเตอร ์

ในการทดลองนี จ ะ ใ ช้ควอน ตัมดอทขนาด 3 .0  nm ท่ี มีพื น ผิวประ จุลบ ท่ีมี ลิแกน ด์ เป็น  3 -

mercaptopropionic acid หาความเข้มข้นของ stock solution โดยใช้เครื่องยูวี-วิซิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 

จากสูตร A = ɛbC เมื่อ 

A คือค่าการดูดกลืนแสง 

b คือความยาวของเซลล์ (cm) = 1 cm 

C ความเข้มข้นของควอนตัมดอทCdTe (molL–1) 
ɛ = 10,043 (D)2.12 (อ้างอิงจากงานวิจัย)31 

D= ขนาดของควอนตัมดอท (nm) 

แทนค่า D = 3.00 nm, OD (optical density) = A/b = 1.27 cm-1 ท่ี max = 486 nm 
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ɛ = 10,043 (3.00) 2.12 

   = 103,124 L mol-1cm-1 

แทนค่าในสมการ 1.27 = (103,124 L mol-1cm-1) C 

ความเข้มข้นของ QD stock solution เท่ากับ 1.23 x 10-5 M 

 ความเข้มข้นของควอนตัมดอทในสารละลาย 1 mL 

 จาก C1V1 =C2V2 

 ได้ว่า (1.23 x 10-5 M)(0.6 L) = C2(1000 L) ;  ความเข้มข้นในสารละลายมีค่า 74 nM 

 ล้าดับเบสของพีเอ็นเอท่ีใช้มีดังนี  

1. ล้าดับเบส Nr พีเอ็นเอ (10 ล้าดับเบส): 

Nr-GTAGATCACT-LysNH2 

ล้าดับเบสของดีเอ็นเอท่ีใช้มีดังนี  

1. ล้าดับเบสคู่สมสายสั น (10 ล้าดับเบส): 

5’-AGTGATCTAC-3’ 

2. ล้าดับเบสไม่เป็นคู่สมสายสั น (10 ล้าดับเบส): 

5’-GTAGATCACT-3’ 

3. ล้าดับเบสคู่สมสายยาว (30 ล้าดับเบส): 

5’-CGCGGCGTACAGTGATCTACCATGCCCTGG-3’ 

 ภาวะท่ีเลือกใช้คือฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 10 mM pH 7.0 โดยมีล้าดับการผสมสองแบบแบ่งเป็น 

1. ควอนตัมดอท, พีเอ็นเอ และ ดีเอ็นเอ ตามล้าดับ  

2. พีเอ็นเอ, ดีเอ็นเอ และ ควอนตัมดอท ตามล้าดับ  

โดยใช้ควอนตัมดอท 74 nM, ดีเอ็นเอ 0.36 M, พีเอ็นเอ 0.30 M โดยมีปริมาตรสุดท้าย 1.000 mL ใส่ใน 

cuvette ดังตารางที่ 2.2 จากนั นน้าไปวัดฟลูออเรสเซนซ์สเปคตรัมด้วยเครื่องฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

โดยตั งค่า excitation ท่ี 400 หรือ 580 nm โดย emission slit เป็น 410 กับ 590 nm ตามล้าดับ PMT voltage 

= high 
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ตารางที่ 2.2 ตารางแสดงสภาวะและปริมาณความเข้มข้นของพีเอ็นเอ, ควอนตัมดอท และดีเอ็นเอ 

สภาวะท่ี/ความเข้มข้นใน
สารละลาย 

กระตุ้น
แสงท่ี 
(nm) 

100 M ไนล์เรด-
พีเอ็นเอ (M) 

ควอนตัมดอท 
(nM) 

ดีเอ็นเอ 
(M) 

1 (ควอนตัมดอท) 400 - 74 - 
2 (พีเอ็นเอ) 400 0.3 - - 
3 (พีเอ็นเอ) 580 0.3 - - 

4 (ควอนตัมดอทกับพีเอ็นเอ) 400 0.3 74 - 
5 (ควอนตัมดอท, พีเอ็นเอ และ ดี

เอ็นล้าดับเบสคู่สมสายสั น) 
400 0.3 74 0.36 

6 (ควอนตัมดอท, พีเอ็นเอ และดี
เอ็นเอล้าดับเบสคู่สมสายยาว) 

400 0.3 74 0.36 

7 (ควอนตัมดอท, พีเอ็นเอ และดี
เอ็นเอล้าดับเบสไม่คู่สมสายสั น) 

400 0.3 74 0.36 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 

3.1 การสังเคราะห์และพิสูจน์เอกลักษณ์ควอนตัมดอท CdTe ที่มีลิแกนด์เปน็

Cysteamine 
ในงานวิจัยนี มีเป้าหมายท่ีจะสังเคราะห์ควอนตัมดอทในระบบ CdTe ท่ีมีพื นผิวเป็นประจุบวกหรือลบ เพื่อ

การน้าไปประยุกต์ใช้ส้าหรับการตรวจวัด DNA ท่ีผ่านมาวิธีสังเคราะห์ควอนตัมดอทชนิด CdTe ท่ีผ่านมาส่วนใหญ่มี

ขั นตอนท่ียุ่งยาก ต้องใช้ความร้อน เวลา และ ควบคุมให้อยู่ในบรรยากาศของแก๊สเฉื่อย25 จากปัญหาดังกล่าวผู้วิจัย

จึงสนใจพัฒนาวิธีการสังเคราะห์ โดยใช้ขั นตอนท่ีไม่ซับซ้อนและรวดเร็ว Zhou และคณะ17 ได้เสนอแนะวิธีการ

สังเคราะห์ QDs ในระบบ CdTe ท่ีท้าได้ง่ายในขั นตอนเดียว และเกิดท่ีอุณหภูมิห้อง ภายใต้บรรยากาศปกติ โดยการ

ผสมสารละลายของ Cd2+ ลิแกนด์ท่ีมีหมู่ไทออล และ Na2TeO3 จากนั นจึงเติม NaBH4 ซึ่งจะรีดิวซ์ TeO3
2- เป็น 

Te2- และจะจับตัวกับ Cd2+ เกิดเป็นการรวมตัวเป็นอนุภาคควอนตัมดอท โดยปฏิกิริยาดังกล่าวจ้าเป็นต้องใส่ 

N2H4H2O เพื่อป้องกันการออกซิเดชันของ Te0 กลับไปเป็น TeO3
2– ซึ่งจะท้าให้เกิดตะกอนด้าของ CdTeO3 แทน 

โดยการปรับเปล่ียนอัตราส่วนของ NaBH4 และ N2H4H2O จะท้าให้สามารถควบคุมขนาดอนุภาค ซึ่งส่งผลต่อการ

เรืองแสงได้ โดยอัตราส่วนท่ีสูงจะท้าให้การก่อตัวของอนุภาคเกิดเร็วมากจึงได้ควอนตัมดอทท่ีมีอนุภาคขนาดเล็ก 

ในขณะท่ีอัตราส่วนท่ีต้่าก็จะให้ผลตรงข้ามกันคือได้ควอนตัมดอทขนาดใหญ่ งานวิจัยนี ได้เริ่มต้นจากการสังเคราะห์ 

CdTe ควอนตัมดอทตามวิธีการเดียวกันนี  แต่กลับพบปรากฏการณ์ท่ีน่าสนใจโดยบังเอิญคือการท่ีควอนตัมดอทท่ี

สังเคราะห์ได้แสดงการเปล่ียนแปลงการเรืองแสงภายใต้แสงยูวี ดังรายละเอียดต่อไปนี  

3.2 การเปลีย่นการเรืองแสงของควอนตัมดอท CdTe ที่มีลิแกนด์ชนิดต่างๆ ภายใต้แสงยูว ี
 ดังท่ีกล่าวมาแล้วว่าลิแกนด์ท่ีนิยมใช้ในการสังเคราะห์ควอนตัมดอทจะมีหมู่ไทออล จากการทดลอง

สังเคราะห์ควอนตัมดอทชนิด CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น cysteamine ซึ่งสังเคราะห์ตามวิธีการของ Zhou17 โดยใช้สาร

ตั งต้นได้แก่ CdCl2, Na2TeO3, cysteamine, NaBH4 และ N2H4H2O ในอัตราส่วนโดยโมลเป็น 

1:0.2:3.3:67:4,385 และมีความเข้มข้นของ CdCl2 เป็น 0.94 mM, Na2TeO3 0.19 mM, ligand 3.08 mM, 
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NaBH4 62.78 mM และ 80% N2H4H2O 4,111 mM โดยน้าไปฉายแสงยูวีท่ีความยาวคล่ืน 365 nm และก้าลัง

ของหลอดไฟหลอดละ 8 วัตต์ จ้านวน 5 หลอด คิดเป็นความเข้มแสง 5,200 Watt/cm2 ตามข้อก้าหนดของ

บริษัทผู้ผลิต พบว่าสารละลายมีการเรืองแสงท่ีสามารถสังเกตเห็นด้วยตาเปล่า โดยในตอนแรกสารละลายจะเรือง

แสงเป็นสีออกเขียว-ฟ้า แต่เมื่อระยะเวลาในการฉายแสงนานขึ น ควอนตัมดอทดังกล่าวจะให้การเรืองแสงท่ี

เปล่ียนแปลงไปจากสีเขียวไปทางช่วงสีแดงอย่างชัดเจนดังรูปท่ี 3.1 a  

 
รูปที่ 3.1 รูปถ่าย cysteamine-capped CdTe quantum dot a) ภายใต้แสงยูวี b) ภายใต้แสงปกติ 

 เมื่อน้าไปวัดการเรืองแสงโดยใช้เครื่องฟลูออเรสเซนซ์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ พบว่าฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัม

มีแนวโน้มไปในทางเดียวกับการสังเกตด้วยตาเปล่า กล่าวคือเมื่อฉายแสงเป็นระยะเวลานานขึ น อนุภาคจะแสดงการ

คายแสงท่ีเล่ือนไปในทางช่วงแสงสีแดง นอกจากนี ความเข้มของการเรืองแสงจะเพิ่มขึ นด้วย โดยผู้วิจัยมีสมมติฐานว่า

การคายแสงท่ีเล่ือนไปในช่วงแสงสีแดงนั นเกิดจากการที่ขนาดของควอนตัมดอทมีขนาดเพิ่มขึ น แต่เมื่อฉายแสงเป็น

เวลา 10 นาทีพบว่าสัญญาณลดต้่าลง และจะเห็นว่าหลังฉายแสง 10 นาทีสารละลายเปล่ียนสีเป็นสีน ้าตาลเมื่อดู

ภายใต้แสงขาวซึ่งคาดว่าน่าจะเกิดจากการที่อนุภาครวมกลุ่มกันจนเกิดการตกตะกอนขึ น ดังรูปที่ 3.2  
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รูปที่ 3.2 a) ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัม และ b) นอร์มัลไลซ์ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมเพ่ือแสดงค่า em ของ cysteamine-
capped CdTe quantum dot เมื่อผ่านการฉายแสงยูวีที่เวลาต่างๆ กัน สเปกตรัมทั งหมดวัดบนเครื่อง Nanodrop โดย
กระตุ้นด้วยหลอด UV LED  

เมื่อทดลองสังเคราะห์ควอนตัมดอท CdTe ท่ีมี ลิแกนด์อีกชนิดหนึ่ง คือ L-cysteine พบว่ามีการ

เปล่ียนแปลงการเรืองแสงเมื่อฉายแสงยูวีด้วยเช่นกัน แต่ไม่ชัดเจนเท่ากรณีของ cysteamine อาจเนื่องจากเมื่อ

เริ่มต้นการเรืองแสงก็ค่อนไปทางสีเหลืองอยู่แล้ว โดยการเรืองแสงจะเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นส้ม ในช่วงระยะเวลา

การฉายแสงยูวี 10 นาที ดังรูปที่ 3.3 
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รูปที่ 3.3 รูปถ่าย L-cysteine-capped CdTe quantum dot a) ภายใต้แสงยูวี b) ภายใต้แสงปกติ 

จากฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมพบว่ามีแนวโน้มค่าการคายแสงท่ีเล่ือนไปทางช่วงแสงสีแดงเช่นกัน โดยการ

คายแสงท่ีเล่ือนไปในช่วงแสงสีแดงนั นคาดว่าเกิดจากการท่ีขนาดของควอนตัมดอทมีขนาดเพิ่มขึ นเช่นเดียวกัน แต่

การเปล่ียนแปลงความยาวคล่ืนและความเข้มของการเรืองแสงไม่ชัดเจนเท่ากรณีท่ีใช้ cysteamine เป็นลิแกนด์ ดัง

รูปที่ 3.4 
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รูปที่ 3.4 a) ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัม และ b) นอร์มัลไลซ์ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมเพ่ือแสดงค่า em ของ L-cysteine 
capped CdTe quantum dot เมื่อผ่านการฉายแสงยูวีที่เวลาต่างๆ กัน สเปกตรัมทั งหมดวัดบนเครื่อง Nanodrop โดย
กระตุ้นด้วยหลอด UV LED  

แต่เมื่อเปล่ียนลิแกนด์เป็น thiosalicylic acid พบว่าได้การเรืองแสงเป็นสีแดงตั งแต่เริ่มต้น ดังนั นการฉาย

แสงยูวีจึงไม่ท้าให้เกิดการเปล่ียนแปลงสีท่ีสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่าดังรูปที่ 3.5 

 

 
รูปที่ 3.5 รูปถ่าย thiosalicylic acid-capped CdTe quantum dot a) ภายใต้แสงยูวี b) ภายใต้แสงปกติ 

แต่เมื่อพิจารณาจากฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัม จะพบการเปล่ียนแปลงการเรืองแสงในทิศทางเดียวกันกับลิ

แกนด์อีกสองชนิดก่อนหน้านี  กล่าวคือความยาวคล่ืนและความเข้มของการเรืองแสงมีค่าเพิ่มขึ น แต่ไม่เด่นชัดเท่าใน

สองกรณีก่อนหน้านี  อาจเนื่องจากการที่อนุภาคควอนตัมดอทเรืองแสงเป็นสีแดงอยู่แล้วตั งแต่แรก ดังรูปที่ 3.6 
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รูปที่ 3.6 a) ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัม และ b) นอร์มัลไลซ์ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมเพ่ือแสดงค่า em ของ thiosalicylic 
acid-capped CdTe quantum dot เมื่อผ่านการฉายแสงยูวีที่เวลาต่างๆ กัน สเปกตรัมทั งหมดวัดบนเครื่อง Nanodrop 
โดยกระตุ้นด้วยหลอด UV LED  

จากการทดลองการฉายของควอนตัมดอท CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น 2-mercaptoethanol พบว่าเมื่อสังเกต

ด้วยตาเปล่า ควอนตัมดอทท่ีสังเคราะห์ได้จะมีความความสว่างท่ีต้่ากว่าลิแกนด์อื่น และจะมีความสว่างเพิ่มขึ น ดัง

รูปที่ 3.7 
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รูปที่ 3.7 รูปถ่าย 2-mercaptoethanol-capped CdTe quantum dot a) ภายใต้แสงยูวี b) ภายใต้แสงปกติ 

จากฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมพบว่ามีค่าความเข้มแสงมีแนวโน้มเพิ่มขึ นและค่าความยาวคล่ืนเล่ือนขึ นไป

ทางช่วงแสงสีแดง โดยท่ี 10 นาทีสารละลายจะมี max ท่ี 560 nm จึงเห็นการเรืองแสงเป็นสีเขียว-เหลือง ดังรูปที่ 

3.8 
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รูปที่ 3.8 a) ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัม และ b) นอร์มัลไลซ์ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมเพ่ือแสดงค่า em ของ 2-
mercaptoethanol-capped CdTe quantum dot เมื่อผ่านการฉายแสงยูวีที่เวลาต่างๆ กัน สเปกตรัมทั งหมดวัดบน
เครื่อง Nanodrop โดยกระตุ้นด้วยหลอด UV LED  

นอกจากลิแกนด์ในกลุ่มไทออลแล้ว ลิแกนด์อีกกลุ่มหนึ่งท่ีมีผู้ใช้กับควอนตัมดอทชนิด CdX คือลิแกนด์ท่ีมี

หมู่อิมมิดาโซล32 การทดลองน้าควอนตัมดอท CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น L-histidine ไปฉายแสงยูวีท่ีเวลาต่างๆ กัน 

เมื่อสังเกตด้วยตาเปล่าพบว่าควอนตัมดอทดังกล่าวจะให้ความสว่างค่อนข้างต้่า และไม่เห็นการเปล่ียนสีท่ีชัดเจน ดัง

รูปที่ 3.9 
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รูปที่ 3.9 รูปถ่าย L-histidine-capped CdTe quantum dot a) ภายใต้แสงยูวี b) ภายใต้แสงปกติ 

จากฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมพบว่ามีพีคขึ นท่ีช่วง 400-500 nm และ 600-700 nm โดยในช่วง 600-

700nm ซึ่งเป็นสีท่ีสังเกตด้วยตาเปล่าเห็นเป็นสีแดง มีความเข้มท่ีค่อนข้างต้่าและไม่เห็นทิศทางการเปล่ียนแปลงท่ี

ชัดเจนดังรูปที่ 3.10 
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รูปที่ 3.10 a) ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัม และ b) นอร์มัลไลซ์ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมเพ่ือแสดงค่า em ของ L-histidine-
capped CdTe quantum dot เมื่อผ่านการฉายแสงยูวีที่เวลาต่างๆ กัน สเปกตรัมทั งหมดวัดบนเครื่อง Nanodrop โดย
กระตุ้นด้วยหลอด UV LED  

สรุปผลการทดลองกบัลิแกนด์ทัง้ 5 ชนิดได้ดงัตารางที่ 3.1



 

ตารางที่ 3.1 แสดงสีและการเปล่ียนของ max กับค่าความสว่างของควอนตัมดอทท่ีสังเคราะห์ได้เมื่อฉายแสงยูวีที่เวลา 10 วินาทีถึง 10 นาที 

ลิแกนด์ CysteamineHCl L-cysteine Thiosalicylic 

เวลาที่ใช้ สี max 
(nm) from 

10 sec 

Maximum 
intensity 

(a.u) 

% ความ
แตกต่างคิด
เทียบจาก

max ที่ 10 
sec  

 

ส ี max (nm) 
from 10 

sec 

Maximum 
intensity 

(a.u) 

% ความ
แตกต่างคิด
เทียบจาก 

max ที่ 10 
sec 

ส ี max (nm) 
from 10 sec 

Maximum 
intensity 

(a.u) 

% ความ
แตกต่างคิด
เทียบจาก 

max ที่ 10 
sec 

10 sec เขียวออกฟ้า  2,331  เหลือง  20,075  แดง  9,255  
30 sec เขียว +12 2,985 +28 เหลือง 0 23,662 +18 แดง 0 8,621 -7 
1 min เขียวอ่อน +24 5,782 +148 เหลือง +4 26,596 +32 แดง 0 9,919 +7 
2 min เหลือง +40 9,658 +314 เหลือง +8 30,206 +50 แดง +4 9,796 +6 
3 min เหลืองส้ม +48 8,209 +252 เหลืองออกส้ม +12 31,286 +56 แดง +4 10,094 +9 
5 min ส้ม +60 11,836 +408 เหลืองออกส้ม +16 31,980 +59 แดง +4 9,810 +6 
10 min น ้าตาล +64 4,184 +79 ส้ม +20 35,790 +78 แดง +8 11,886 +28 

 

ลิแกนด์ 2-mercaptoethanol L-histidine 

เวลาที่ใช้ สี max 
(nm) from 

10 sec 

Maximum 
intensity 

(a.u) 

% ความ
แตกต่างคิด
เทียบจาก

max ที่ 10 
sec 

สี max (nm) 
from 10 sec 

Maximum intensity 
(a.u) 

% ความแตกต่างคิด

เทียบจาก max ที่ 10 
sec 

10 sec เขียวอ่อน  113  แดงอ่อน   427 7   
30 sec เขียวอ่อน +4 139 +23 แดงอ่อน 0 +6 392 6 -8 -10 
1 min เขียวอ่อน +8 194 +72 แดงอ่อน 0 +24 394 22 -8 +208 

2 min เขียวเหลือง +20 332 +194 แดงอ่อน 0 +20 398 35 -9 +389 
3 min เขียวเหลือง +24 470 +316 แดงอ่อน 0 +22 323 31 -24 +330 
5 min เขียวเหลือง +32 580 +413 แดงอ่อน 0 +14 449 9 +5 +20 
10 min เขียวเหลือง +36 1042 +922 แดงอ่อน 0 +10 413 14 -3 +93 
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โดยเมื่อเปรียบเทียบลิแกนด์ทั งห้าชนิด จะพบว่าลิแกนด์ cysteamine มีลักษณะเฉพาะตัวที่น่าสนใจ

เนื่องจากเมื่อเริ่มต้นจะได้ควอนตัมดอทท่ีเรืองแสงสีเขียว และสามารถเปล่ียนแปลงการเรืองแสงจากสีเขียวไปเป็นสี

ส้มเมือ่เพิ่มระยะเวลาในการฉายแสง ซึ่งจะไม่สามารถสังเกตได้เมื่อใช้ลิแกนด์อื่น นอกจากนั นจากตารางท่ี 3.1 จะ

เห็นว่าการเปล่ียนแปลงค่า max ของ cysteamine มีค่าสูงกว่าลิแกนด์อื่นๆ ในการทดลองต่อมาได้สังเคราะห์

ควอนตัมดอท CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น cysteamine  โดยเพิ่มความเข้มข้นเป็นสองเท่าคือ CdCl2 เป็น 1.88 mM, 

Na2TeO3 0.38 mM, ligand 6.16 mM, NaBH4 125.56 mM และ N2H4H2O 8,222 mM จากผลการทดลองฉาย

ด้วยแสงยูวีเมื่อสังเกตด้วยตาเปล่าจะพบว่ายังคงเห็นการเปล่ียนแปลงสีจากเขียวไปส้มแดง และความสว่างของการ

เรืองแสงเพิ่มขึ นเมื่อเทียบกับความเข้มข้นปกติดังรูปที่ 3.11 

 

รูปที่ 3.11 รูปถ่าย cysteamine-capped CdTe quantum dot ที่มีความเข้มข้นสองเท่า a) ภายใต้แสงยูวี b) ภายใต้
แสงปกติ 

และจากฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมพบว่ามีแนวโน้มไปในทางเดียวกับการสังเกตด้วยตาเปล่าคือมีการคายแสง

ท่ีเล่ือนจากสีเขียวไปทางช่วงแสงสีแดงดังรูปท่ี 3.12a และภายใต้แสงปกติจะเห็นว่าสารละลายเปล่ียนเป็นแสงสี

น ้าตาลชัดเจนขึ นซึ่งเป็นผลมาจากขนาดท่ีใหญ่ขึ นของอนุภาค 
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รูปที่ 3.12 a) ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัม และ b) นอร์มัลไลซ์ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมเพ่ือแสดงค่า em ของ 
cysteamine-capped CdTe quantum dot ความเข้มข้นสองเท่าเมื่อผ่านการฉายแสงยูวีที่เวลาต่างๆ กัน สเปกตรัม
ทั งหมดวัดบนเครื่อง Nanodrop โดยกระตุ้นด้วยหลอด UV LED  

 เนื่องจากแหล่งก้าเนิดแสงยูวีอาจให้ความร้อนด้วย เพื่อยืนยันให้แน่ใจว่าการเปล่ียนการเรืองแสงของ

ควอนตัมดอทนั นเกิดจากแสงยูวีจริงหรือเกิดจากความร้อนท่ีมาจากหลอดยูวี จึงได้ท้าการทดลองโดยน้า
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ควอนตัมดอทไปให้ความร้อนในท่ีมืดเพื่อดูผลของความร้อนท่ีมีต่อการเปล่ียนแปลงการเรืองแสง ผลท่ีได้เป็นดังรูปที่ 

3.13 

 

รูปที่ 3.13 ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมของ cysteamine-capped quantum dot ที่ผ่านการให้ความร้อน 

โดยจากรูปท่ี 3.13 จะเห็นได้ว่าท่ีอุณหภูมิ 50 °C ไม่มีการเปล่ียนช่วงแสงแต่อย่างใดแต่ท่ี 80 °C พบว่ามี

การเปล่ียนไปในช่วงแสงสีแดง ซึ่งน่าจะเกิดจากท่ีความร้อน 80 °C จะท้าให้ควอนตัมดอทรวมตัวกันจึงมีขนาดท่ีใหญ่

ขึ นซึ่งเมื่อดูจากอุณหภูมิท่ีให้นั นจ้าเป็นต้องมากถึง 80 °C ถึงจะเกิดการเปล่ียนช่วงคล่ืนของการเรืองแสง จึงเป็นการ

ยืนยันว่าความร้อนจากหลอดยูวีไม่น่าจะเกี่ยวกับการท้าให้ควอนตัมดอทเกิดการเปล่ียนช่วงแสง อย่างไรก็ตามเพื่อ

ท้าการยืนยันเพิ่มเติมจึงได้ท้าการทดลองเพิ่มโดยได้น้าควอนตัมดอทไปแขวนไว้ห่างจากหลอดยูวีเพื่อให้โดนแต่แสงยู

วีโดยไม่สัมผัสกับความร้อนจากหลอดยูวีโดยตรง พบว่าได้ผลดังรูปที่ 3.14 
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รูปที่ 3.14  ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมของ cysteamine-capped CdTe quantum dot เมื่อน้าไปฉายแสงยูวีโดยไม่
สัมผัสกับความร้อนจากหลอดยูวี 

จากรูปท่ี 3.14 จะยืนยันได้ว่าการเปล่ียนแปลงความยาวคล่ืนของการเรืองแสงของ cysteamine-capped 

CdTe quantum dot นั นเกิดจากการแสงยูวีไม่ได้เกิดจากความร้อนแต่อย่างใด 

จากการสืบค้นข้อมูลเพิ่มเติมพบว่ามีการรายงานถึงปรากฏการณ์ท่ีควอนตัมดอทชนิด CdTe แสดงการ

เปล่ียนแปลงการเรืองแสงเมื่อฉายแสงยูวีเมื่อเร็วๆ นี  (หลังจากท่ีได้เริ่มท้างานวิจัยชิ นนี แล้ว)33 โดยงานดังกล่าวได้

ศึกษาโดยใช้ลิแกนด์เป็น mercaptosuccinic acid โดยงานวิจัยดังกล่าวพบว่าสามารถฉายแสงยูวีท้าให้

ควอนตัมดอทเปล่ียนสีจากสีเขียวเป็นสีแดงได้ภายใน 60 นาที ซึ่งการเปล่ียนสีเกิดจากการท่ีแสงยูวีสามารถเร่งให้

เกิดการรวมตัวนิวเคลียสท้าให้เกิดผลึกท่ีมีขนาดใหญ่ขึ นของควอนตัมดอท ปรากฏการณ์ดังกล่าวน่าจะเป็นประโยชน์

อย่างมากในการท่ีจะควบคุมขนาดของควอนตัมดอท ซึ่งในงานของผู้วิจัยพบว่าสามารถควบคุมได้ตั งแต่สีเขียวถึงสี

แดงภายใน 10 นาทีเมื่อใช้ลิแกนด์เป็น cysteamine โดยเป็นวิธีที่ไม่ซับซ้อน, รวดเร็ว และยังมีค่าใช้จ่ายท่ีต้่ามากจึง

อาจเป็นประโยชน์ต่อในอุตสาหกรรมรมขนาดใหญ่อย่างเช่นการผลิต แอลอีดี (LED) แต่ทั งนี ปรากฏการณ์นี เป็นการ

ค้นพบโดยบังเอิญกับเฉพาะควอนตัมดอทบางตัวเท่านั น ดังนั นจึงต้องทดสอบกับควอนตัมดอทชนิดอื่นและลิแกนด์

อื่นๆ อีก 

3.3 การค้านวณหาขนาดอนุภาคของควอนตัมดอท 

 ในการค้านวณขนาดของควอนตัมดอทจะใช้สมการ Brus equation โดยอาศัยหลักการของอนุภาคทรง

กลมในกล่อง (particle in a box) ซึ่งถูกน้ามาปรับปรุงใหม่โดย Kayaruma34 ได้ดังสมการที่ 1 โดยสามารถน้า

สมการของ planck (E = hc/) แทนเข้าไปเพื่อให้ขนาดของรัศมีจะมีความสัมพันธ์กับพลังงานท่ีถูกปล่อยออกมาดัง

สมการที่ 2 จึงสามารถใช้ความยาวคล่ืนสูงสุดท่ีคายออกมาของควอนตัมดอทน้ามาค้านวณหาขนาดได้ โดยงานนี จะ

ค้านวณขนาดของ CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น cysteamine, L-cysteineHCl และ thiosalicylic acid เนื่องจากจะเห็น

ความสว่างชัดเจนโดยแทนค่าลงในสมการเมื่อแถบพลังงาน(Eg) มีของควอนตัมดอท CdTe มีค่า 1.606 eV, น ้าหนัก

ของอิเล็กตรอนในสภาวะกระตุ้นของ CdTe ( )=1.002 10-31 kg), น ้าหนักอิเล็กตรอนในหลุมพลังงานของ

ควอนตัมดอท CdTe (  ) มีค่า 9.109  10-32 kg (อ้างอิงงานวิจัย35) และค่าคงท่ีต่างๆดังนี  ความเร็วของแสง 

3.0  108 m/s และค่าคงท่ีของ planck = 6.63  10-34 J.s จะใช้ความยาวคล่ืนสูงสุดท่ีคายออกมาของ



37 
 
ควอนตัมดอท CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น cysteamine เนื่องจากจะเห็นการเปล่ียนแปลงได้ชัดเจนโดยน้าไปแทนค่าใน

สมการค้านวณอนุภาคในทรงกลมดังนี   

                  .......................................................สมการท่ี 3.1 

 

                                        .........................................................สมการท่ี 3.2 

โดยเมื่อ max คือ 547 nm  

 

จะได้ค่า r คือ 2.11 nm แสดงว่าเส้นผ่านศูนย์กลางของอนุภาค CdTe มีค่า 4.22 nm ซึ่งค่าอื่นๆ ท่ีได้จากการ

ค้านวณจะแสดงอยู่ในตารางที่ 3.2  
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ตารางที่  3.2 ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศนูย์กลางท่ีค านวณได้ของควอนตมัดอท CdTe เวลาฉายแสง10 วินาที-10 

นาที 

ลิแกนด์ เวลาท่ีใช้ 10 sec 30 sec 1 min 2 min 3 min 5 min 10 min 

CysteamineHCl max 

(nm) 

547 559 571 587 595 607 611 

เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 

(nm) 

4.22 4.40 4.57 4.83 4.97 5.20 5.28 

L-cysteine max 

(nm) 

 595 595 599 603 607 611 615 

 เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 

(nm) 

4.97 4.97 5.04 5.12 5.20 5.28 5.36 

thiosalicylic 

acid 

max 

(nm) 

631 631 631 635 635 635 639 

 เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 

(nm) 

5.72 5.72 5.72 5.83 5.83 5.83 5.93 

         

จะเห็นว่าการคายแสงในช่วงสีแดงมีความสัมพันธ์กับขนาดท่ีเพิ่มขึ น  ควอนตัมดอทท่ีมีลิแกนด์เป็น 

cysteamineHCl, L-cysteine และthiosalicylic acid ท่ีสังเคราะห์ได้มีขนาดอยู่ในช่วง 4.22-5.28 nm, 4.97-

5.36 และ5.72-5.93 ตามล้าดับซึ่งเป็นช่วงขนาดของควอนตัมดอทจึงช่วยยืนยันว่าอนุภาคท่ีสังเคราะห์ได้นั นเป็น

ควอนตัมดอทจริง อย่างไรก็ตาม ตัวเลขท่ีได้นี เป็นเพียงค่าประมาณการเท่านั น และเป็นค่าเฉล่ีย การท่ีจะยืนยัน
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ขนาดอนุภาคท่ีแท้จริงและการกระจายตัวของขนาดอนุภาคต้องใช้เทคนิคการวัดขนาดโดยตรงเช่น transmission 

electron microscopy (TEM) หรือ dynamic light scattering (DLS)36 

3.4 การทดสอบการคุมสขีองควอนตัมดอทจากการปรับเปลี่ยนอัตราส่วนของสาร 

 เนื่องจากในงานวิจัยของ Zhou และคณะ17มีการควบคุมขนาดของ 3-mercaptopropionic acid-

capped quantum dot โดยการปรับอัตราส่วนของ NaBH4 และ N2H4·H2O เพื่อให้ได้สีต่างๆ ทางผู้วิจัยจึงท้าการ

ปรับอัตราส่วนของควอนตัมดอทท่ีมีลิแกนด์เป็น L-cysteine เนื่องจากมีการเปล่ียนแปลงสีน้อยกว่า cysteamine 

โดยใช้อัตราส่วนและความเข้มข้นดัง ตารางที่ 3.3 

ตารางที่ 3.3 แสดงความเข้มข้นสุดท้ายและอัตราส่วนโดยโมล Cd2+:NaBH4:N2H4H2O 

  100 mM Cd2+ 

(mM) 

NaBH4 

(mg/mL) 

N2H4·H2O (M) 

Red ความเข้มข้น 0.938 1.250 8.22 

 อัตราส่วน 1 34 8,770 

Orange ความเข้มข้น 0.938 2.375 4.11 

 อัตราส่วน 1 67 4,385 

Green ความเข้มข้น 0.938 4.750 2.06 

 อัตราส่วน 1 134 2,193 
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รูปที่ 3.15 การเรืองแสงของควอนตัมดอทท่ีมีลิแกนด์เป็น L-cysteine  

 ซึ่งเมื่อพิจารณาจากความเข้มข้นที่ใช้ในตารางท่ี 3.3 กับสีของการเรืองแสงท่ีสังเกตเห็นได้ภายใต้แสงยูวีดัง

รูปท่ี 3.15 จะเห็นว่าสามารถคุมสีท่ีเกิดได้จากอัตราส่วนของ Cd2+: NaBH4: N2H4H2O โดยเมื่อเพิ่ม N2H4 2 เท่า

และลดNaBH4 ลง 2 เท่าก็จะให้สีแดงเนื่องจากจะเกิดการรวมตัวท่ีเร็วขึ นและเมื่อลด NaBH4 แล้วเพิ่ม NaBH4 จะได้

สีเขียวจากการที่เกิดการรวมตัวเป็นควอนตัมดอทได้ช้า ดังนั นในการควบคุมอัตราส่วนท่ีสังเคราะห์จะพบว่าไม่ตรง

กับในเอกสารอ้างอิง17 ต้องปรับอัตราส่วนเองซึ่งขึ นอยู่กับลิแกนด์ท่ีใช้ด้วย เพราะจากการทดลองเปรียบเทียบลิ

แกนด์ต่างชนิดกันก็ยังให้ความยาวคล่ืนเริ่มต้นท่ีแตกต่างกันแม้จะใช้อัตราส่วนของสารต่างๆ เท่ากันก็ตาม  

3.4.1 การหาตัวทา้ละลายที่เหมาะสมในการกระจายตะกอนควอนตัมดอทที่ผ่าน

การเซนทริฟิวจ์  

เนื่องจากควอนตัมดอทท่ีสังเคราะห์ได้จะอยู่ในสารละลายเริ่มต้นซึ่งมีความเข้มข้นของเกลือสูง และมีความ

เป็นเบส นอกจากนี ยังอาจจะมี ลิแกนด์, Cd2+, N2H4 และ NaBH4 ท่ีมากเกินพอปนอยู่ด้วย ซึ่งจะไปรบกวนการน้าไป

ประยุกต์ใช้ในงานต่างๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับสารชีวโมเลกุล เช่น ดีเอ็นเอ จึงจ้าเป็นต้องท้าควอนตัมดอทให้บริสุทธิ์ก่อน

การน้าไปใช้งานจริง โดยการน้าสารละลายท่ีได้จากการสังเคราะห์ควอนตัมดอทท่ีทิ งไว้เป็นเวลา 4 ช่ัวโมงโดยไม่ฉาย
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แสงออกโดยการเซนตริฟิวจ์ 14,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที และเติมตัวท้าละลายอื่นลงไปแทน โดยในท่ีนี ได้

ศึกษากับควอนตัมดอท CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น cysteamine  โดยมีอัตราส่วนของ CdCl2, Na2TeO3, cysteamine, 

NaBH4 และ N2H4H2O เป็น 1:0.2:3.3:67:4,385 และเปรียบเทียบตัวท้าละลายได้แก่น ้าและบัฟเฟอร์ โดยบัฟเฟอร์

ท่ีเลือกใช้คือ 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine-ethanesulfonic acid (HEPES) เนื่องจากฟอสเฟตบัฟเฟอร์ท่ี

นิยมใช้โดยท่ัวไปกับงานทางด้านดีเอ็นเออาจมีผลต่อการจับกับ Cd2+ ท้าให้เกิดการตกตะกอนได้จึงใช้บัฟเฟอร์

ดังกล่าวแทน 0.1 M HEPES pH 5, 6, 7 และ 8 และศึกษาความเสถยีรโดยการถ่ายภาพภายใต้แสงยูวีท่ี 365 nm 

 
รูปที่ 3.16 การศึกษาความคงตัวของควอนตัมดอท CdTe ที่มีลิแกนด์เป็น cysteamine เมื่อน้าไปเซนตริฟิวจ์และเติมตัว
ท้าละลายแทนสารละลายเริ่มต้น 

จากผลการทดลองพบว่าในน ้าและในบัฟเฟอร์ การเรืองแสงของควอนตัมดอทจะแตกต่างกัน คือในน ้าจะ

เห็นการเรืองแสงเป็นสีเหลือง และในบัฟเฟอร์สีจะออกเขียว เมื่อเก็บไว้ 48 ช่ัวโมงหลังสังเคราะห์อุณหภูมิห้องโดยไม่

โดนแสง พบว่าท่ี pH 5, 6 และ 7 ความสว่างจะลดลง อาจเกิดจากการหลุดออกของลิแกนด์ cysteamine หลุด

ออกท้าสูญเสียสภาพความเป็นควอนตัมดอทไป ในขณะท่ีบัฟเฟอร์ pH 8 แม้ในวันท่ีสองจะยังคงเห็นการเรืองแสงสี
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เขียวอยู่แตค่วามสว่างก็ลดลงอย่างชัดเจน ส่วนควอนตัมดอทท่ีกระจายตัวในน ้ามีความสว่างท่ีเปล่ียนแปลงน้อยมาก 

ดังนั นน ้าจึงน่าจะเป็นตัวท้าละลายท่ีดีท่ีสุดในการเก็บควอนตัมดอท ทั งนี อาจเนื่องจากสารละลายท่ีมีเกลืออยู่จะไป

รบกวนหรือท้าลายประจุท่ีอยู่บนพื นผิวของควอนตัมดอท ท้าให้เกิดการเกาะกลุ่มเป็นอนุภาคใหญ่และตกตะกอน

ออกจากสารละลาย 

3.5 การทดสอบการติดกระดาษกรองของควอนตัมดอท CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น cysteamine 

 หลังจากสังเคราะห์ควอนตัมดอท CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น cysteamine ได้ และหาตัวท้าละลายท่ีเหมาะสม

ส้าหรับการกระจายตะกอนควอนตัมดอทท่ีผ่านการเซนทริฟิวจ์ เพื่อเอาสารละลายเริ่มต้นออกได้แล้ว จึงได้น้า

สารละลายของควอนตัมดอทดังกล่าวทั งจากสารละลายเริ่มต้นและท่ีผ่านการท้าให้บริสุทธิ์โดยการเซนตริฟิวจ์แล้ว

น้ามากระจายตัวใหม่ในน ้ามาทดสอบการเกาะติดบนกระดาษกรองเพื่อเป็นการศึกษาเบื องต้นถึงความเหมาะสมใน

การใช้ควอนตัมดอทเพื่อน้าไปใช้ในการตรวจวัดดีเอ็นเอแทนสีย้อมเช่น Azure A37 โดยเป็นท่ีคาดหมายว่า

ควอนตัมดอทจะเกิดการจับกับประจุลบบนดีเอ็นเอท่ีติดอยู่บนกระดาษกรอง ในขณะท่ีบริเวณท่ีไม่มีดีเอ็นเออยู่ก็ควร

จะต้องสามารถล้างควอนตัมดอทออกจากกระดาษได้เพื่อให้สามารถแยกแยะผลได้ดังรูปที่ 3.17 

 
รูปที่ 3.17 แสดงหลักการตรวจหาดีเอ็นเอโดยใช้ควอนตัมดอทและพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษกรอง 

ในส่วนของการติดบนกระดาษกรองของควอนตัมดอทจากสารละลายเริ่มต้นโดยได้น้ามาฉายมากกว่า 2 

นาทีเพื่อให้เห็นการเรืองแสงชัดเจนขึ นจึงมีสีส้มจากขนาดท่ีใหญ่ขึ นเมื่อน้าควอนตัมดอท CdTe ท่ีมีลิแกนด์เป็น 

cysteamine ท่ีได้โดยตรงจากสารละลายเริ่มต้นมาหยดลงบนกระดาษกรอง พบว่าสังเกตเห็นการเรืองแสงได้เมื่อ

กระดาษกรองยังเปียก แต่เมื่อแห้งแล้วจะไม่เห็นการเรืองแสงเนื่องจากจะเกิดการเสียสภาพของควอนตัมดอท และ

เมื่อน้ากระดาษท่ีหยดควอนตัมดอทไปแล้วยังเปียกอยู่ไปล้างด้วยน ้า milli-Q เป็นเวลา 3 นาทีพบว่ามีการเรืองแสง
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ลดลงอย่างเห็นได้ชัดดัง รูปที่ 3.18 ส่วนกระดาษกรองท่ีแห้งแล้ว เมื่อน้าไปล้างด้วยน ้าใหม่พบว่าไม่มีการเรืองแสง

แต่อย่างใดแต่จะพบเป็นรอยตะกอนสีด้า ซึ่งอาจเกิดจากการท่ีควอนตัมดอทมารวมกลุ่มกันเป็นอนุภาคขนาดใหญ่ท่ี

ไม่เรืองแสง การท่ีสามารถล้างควอนตัมดอทออกไปจากกระดาษกรองได้เป็นผลเบื องต้นท่ีจะช่วยยืนยันความเป็นไป

ได้ในการน้ามาประยุกต์ใช้กับการตรวจวัดดีเอ็นเอท่ีถูกดูดจับบนกระดาษกรอง อย่างไรก็ตามยังมีปัญหาอยู่ตรงท่ีเมื่อ

แห้งแล้วการเรืองแสงของควอนตัมดอทจะหายไป แสดงว่าควอนตัมดอทท่ีสังเคราะห์ได้ยังไม่เสถียรเท่าท่ีควร จึง

ยังคงต้องมีการพัฒนาต่อไป  

 
รูปที่ 3.18 ภาพถ่ายของควอนตัมดอท CdTe ที่มีลิแกนด์เป็น cysteamine จากสารละลายเริ่มต้นที่หยดบนกระดาษกรอง 
ก่อนและหลังล้าง 

 เมื่อเอาควอนตัมดอทท่ีเซนตริฟิวจ์เอาสารละลายเริ่มต้นออกแล้วกระจายในน ้ามาฉายแสงก่อนเพื่อเพิ่ม

ความสว่างจะได้สีเขียวซึ่งผู้วิจัยคาดว่าการที่สีไม่เปล่ียนเนื่องจากขนาดท่ีไม่ใหญ่ขึ นอาจเป็นเพราะสารตั งต้นท่ีจะท้า

ให้อนุภาคควอนตัมดอทก่อตัวเป็นอนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่ขึ นนั นถูกชะล้างออกไปแล้ว พบว่าในขณะกระดาษยังเปียก

อยู่เห็นการเรืองแสงอยู่ และหลังสารละลายแห้งแล้วไม่พบการเรืองแสงเช่นกันโดยพบว่าหลังจากน้าไปล้างทั ง

ในขณะแห้งและขณะเปียกพบว่าไม่เหลือการเรืองแสงแต่อย่างใดดังรูปที่ 3.19 ซึ่งก็ให้ผลสอดคล้องกับควอนตัมดอท

ท่ีไม่ได้ผ่านการเซนตริฟิวจ ์

 
รูปที่ 3.19 ภาพถ่ายของควอนตัมดอท CdTe ที่มีลิแกนด์เป็น cysteamine ที่ผ่านการเซนตริฟิวจ์และน้ากลับมา
แขวนลอยใหม่ในน ้า ท่ีหยดบนกระดาษกรอง ก่อนและหลังล้าง 
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3.5 การใช้ควอนตัมดอทเป็นตวัให้สัญญาณในการตรวจวดัดเีอ็นเอในสภาวะสารละลาย 

 จากการทดลองท่ีผ่านมาพบว่าปัญหาหนึ่งในการใช้ควอนตัมดอทเพื่อการตรวจวัดดีเอ็นเอท่ีถูกตรึงบน

กระดาษกรองคือแม้ควอนตัมดอทจะไม่แสดงการจับกับกระดาษกรองแบบไม่จ้าเพาะเจาะจง แต่การเรืองแสงของ

ควอนตัมดอทไม่ค่อยเสถียรนัก กล่าวคือเมื่อหยดทิ งไว้บนกระดาษกรองและปล่อยให้แห้งการเรืองแสงจะลดลง ซึ่ง

ยังเป็นประเด็นท่ีต้องปรับปรุงคุณสมบัติของควอนตัมดอทต่อไป แต่ในขณะเดียวกับ ผู้วิจัยก็มีแนวคิดท่ีจะใช้

ควอนตัมดอทเพื่อตรวจวัดดีเอ็นเอในสภาวะสารละลาย ซึ่งจะเป็นการแก้ปัญหาเรื่องความเสถียรของควอนตัมดอท

ด้วย โดยมีแนวคิดท่ีจะใช้ควอนตัมดอทร่วมกับพีเอ็นเอท่ีติดฉลากเรืองแสง โดยอาศัยการตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรส

เซนซ์ท่ีเปล่ียนแปลงไปอย่างจ้าเพาะเจาะจงท่ีขึ นกับการจับกันของพีเอ็นเอโพรบและดีเอ็นเอคู่สมโดยจะอาศัย

ปรากฏการณ์ท่ีเมื่อควอนตัมดอทถูกกระตุ้นจะคายแสงออกมาในช่วงท่ีสามารถจะไปกระตุ้นฉลากเรืองแสง Nile red 

ท่ีอยู่บนพีเอ็นเอ จึงท้าให้เกิดการคายแสงออกมาในช่วงคล่ืนของ Nile red แทน เรียกปรากฏการณ์นี ว่า 

Fluorescence resonance energy transfer (FRET) เมื่อพิจารณาจาก absorption และ emission spectra 

ของ Nile red ถ้าต้องการให้การคายแสงของควอนตัมดอทตรงกับการดูดกลืนของ Nile red พอดีเพื่อให้เกิด FRET 

อย่างมีประสิทธิภาพควรเลือกใช้ควอนตัมดอทท่ีมีความยาวคล่ืนของการเรืองแสงใกล้เคียงกับ 550 nmซึ่งท่ีผ่านมามี

การใช้ควอนตัมดอทท่ีมีพื นผิวประจุบวกมาใช้ในการตรวจล้าดับเบสดีเอ็นเอด้วยหลักการดังกล่าวอยู่บ้างแล้ว38 

 

รูปที่ 3.20 กราฟแสดงช่วงการดูดกลืนและเรืองแสงของ Nile red39  

 โดยปกติแล้วหลักการใช้ควอนตัมมาประยุกต์ในการตรวจจับดีเอ็นเออาจท้าได้สองแบบคือการปรับปรุง

พื นผิวให้เป็นประจุบวกและปรับปรุงพื นผิวให้เป็นประจุลบ ซึ่งหลักการแรกท่ีจะกล่าวคือถึงคือการปรับปรุงพื นผิว

ควอนตัมดอทให้เป็นประจุลบ ส่วนโมเลกุลของพีเอ็นเอจะไม่มีประจุลบเหมือนดีเอ็นเอ แต่สามารถปรับปรุงให้มี
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ประจุอะไรก็ได้ซึ่งเป็นข้อได้เปรียบดีเอ็นเอ นอกจากนี พีเอ็นเอยังมีการจับยึดกับดีเอ็นเอท่ีแข็งแรงและจ้าเพาะเจาะจง

กว่าดีเอ็นเอด้วยกันเองอีกด้วย โดยในส่วนของการน้ามาประยุกต์ใช้กับควอนตัมดอทประจุลบนั นจะท้าการติดหมู่อะ

มิโนของ lysine ลงไปเพื่อให้พีเอ็นเอมีประจุบวกและสามารถดูดติดกับควอนตัมดอทได้ตามหลักการท่ีแสดงในรูป 

3.21 คือเมื่อใส่พีเอ็นเอท่ีติดฉลากเรืองแสงและควอนตัมดอทประจุลบลงไปพีเอ็นเอจะจับกับควอนตัมดอทด้วยแรง

ทางไฟฟ้าสถิต ท้าให้เกิดการ FRET การคายแสงของควอนตัมดอทจะถูกดูดกลืน และเกิดการคายแสงในช่วงคล่ืน

ของฉลากท่ีติดอยู่กับพีเอ็นเอแทน แต่เมื่อใส่ดีเอ็นเอคู่สมลงไปดีเอ็นเอดังกล่าวจะเข้าจับกับพีเอ็นเอเกิดเป็นไฮบริดท่ี

มีประจุลบซึ่งจะผลักกันกับประจุลบบนผิวของควอนตัมดอท ท้าให้ไม่เกิดการ FRET เมื่อกระตุ้นจึงมีการคายแสง

จากควอนตัมดอทเพียงอย่างเดียว ท้าให้สามารถบอกความแตกต่างระหว่างดีเอ็นเอท่ีมีล้าดับเบสเป็นคู่สมและไม่คู่

สมได้ 

 

รูปที่ 3.21 หลักการตรวจวัดดีเอ็นเอโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนซ์ที่เกิดจาก Fluorescence 
Resonance Energy Transfer (FRET) ระหว่างควอนตัมดอทประจุลบกับฉลากเรืองแสงที่ติดบนพีเอ็นเอโพรบ 

 ในส่วนของหลักการที่สองนั นจะใช้ควอนตัมดอทประจุบวก โดยธรรมชาติจากประจุลบของดีเอ็นเอจะท้าให้

ดีเอ็นเอถูกดูดเกาะติดกับควอนตัมดอท ถ้าดีเอ็นเอไม่เป็นคู่สมกับพีเอ็นเอ ตัวพีเอ็นเอจะอยู่เป็นอิสระไม่ถูกดูดจับไว้ 

ท้าให้เห็นการคายแสงจากควอนตัมดอทและของพีเอ็นเอท่ีติดฉลากแยกกัน แต่ถ้าพีเอ็นเอและดีเอ็นเอมีล้าดับเบส

เป็นคู่สมกันจะท้าให้เกิดการเข้าคู่กัน ฉลากเรืองแสงจากพีเอ็นเอจึงเข้าใกล้กับควอนตัมดอทและเกิดการ FRET ขึ น

ดังรูปที่ 3.22 
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รูปที่ 3.22 หลักการตรวจวัดดีเอ็นเอโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนซ์ที่เกิดจาก Fluorescence 
Resonance Energy Transfer (FRET) ระหว่างควอนตัมดอทประจุบวกกับฉลากเรืองแสงที่ติดบนพีเอ็นเอโพรบ 

เนื่องจากควอนตัมดอทท่ีสังเคราะห์เองในงานวิจัยนี ยังมีข้อจ้ากัดคือไม่ค่อยเสถียร และมีความยาวคล่ืนของ

การเรืองแสงท่ีไม่เหมาะสมท่ีจะท้าให้เกิดการ FRET กับพีเอ็นเอโพรบท่ีจะใช้ จึงได้ทดลองเพื่อพิสูจน์หลักการใน

เบื องต้นก่อนโดยใช้ควอนตัมดอทในระบบ CdTe ท่ีมีลิแกนด์ 3-mercaptopropionic acid ซึ่งท้าให้พื นผิวมีประจุ

ลบ (สังเคราะห์โดย ผศ.ดร.โอภาส บุญเกิด มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์) ขนาดอนุภาคของควอนตัมดอทดัง

กล่าวคือ 3.0 nm และเมื่อกระตุ้นท่ี 400 nm จะแสดงการคายแสงท่ี 589 nm ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับความยาวคล่ืนท่ี

ใช้ในการกระตุ้นฉลาก Nile red (Nr) ท่ีอยู่บน PNA (580 nm) โดยในการทดลองนี ได้ใช้ พีเอ็นเอโพรบชนิด 

acpcPNA คือ Nr-GTAGATCACT-LysNH2 และใช้ดีเอ็นเอท่ีมีล้าดับเบสคู่สมท่ีได้ทดสอบทั งแบบสายสั นคือ 5’-

AGTGATCTAC-3’ (ความยาวพอดีกับโพรบ) และแบบสายยาว ซึ่งจะใกล้เคียงกับตัวอย่างจริงมากกว่า คือ 5’-

CGCGGCGTACAGTGATCTACCATGCCCTGG-3’ (บริเวณท่ีจับยึดกับโพรบแสดงด้วยการขีดเส้นใต้) และมีดีเอ็นเอ

ท่ีมีล้าดับเบสไม่เป็นคู่สมคือ 5’-GTAGATCACT-3’ เป็นการทดลองควบคุม 

ในการทดลองจะใส่ ควอนตัมดอท, พีเอ็นเอ และ ดีเอ็นเอ ตามล้าดับ ผลการทดลองเป็นดังแสดงในรูปที่ 

3.23 



47 
 

 

รูปที่ 3.23 ฟลูออเรสเซนซ์สเปกตรัมการประยุกต์ใช้ควอนตัมดอทท่ีมีลิแกนด์เป็น 3-mercaptopropionic กับพีเอ็นเอโพ
รบ Nr 10 ล้าดับเบสเมื่อใส่ควอนตัมดอท, พีเอ็นเอ และ ดีเอ็นเอ ตามล้าดับ (สภาวะ: 0.3 M พีเอ็นเอ, 3.6 M ดีเอ็นเอ, 
74 nM ควอนตัมดอท (3.0 nm) ใน 10 mM ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0, ex = 400 nm and ex = 580 nm ส้าหรับ
ควอนตัมดอทและพีเอ็นเอสายเด่ียว, PMT voltage = high) 

 โดยพบว่าหลังใส่ควอนตัมดอท และ พีเอ็นเอสายเด่ียวที่ติดฉลากด้วย Nr ลงไปพบว่าสัญญาณการเรืองแสง

ของควอนตัมดอทท่ี 589 nm จะลดลงมากแต่ไม่พบการ FRET ไปยัง Nr ดังท่ีคาดไว้ ดังจะเห็นได้จากสัญญาณการ

เรืองแสงท่ี 659 nm ของ Nr ไม่ได้เพิ่มขึ น ทั งนี อาจเนื่องจากการท่ีควอนตัมดอทดังกล่าวอยู่ใกล้กับฉลากเรืองแสง

มากเกินไป จึงท้าให้เกิดการ quench โดยกลไก contact quenching แทนท่ีจะเกิดการ FRET และเมื่อใส่ดีเอ็นเอ

ท่ีมีคู่ล้าดับเบสสมลงไปไม่ว่าจะสายสั นหรือสายยาวและเป็นคู่สมหรือไม่เป็นคู่สมพบว่ายังคงเกิดการ quench ของ

สัญญาณ แสดงว่าพีเอ็นเอจะเกาะกับควอนตัมดอทอย่างถาวร และประจุลบจากควอนตัมดอทและดีเอ็นเอจะผลัก

กัน ท้าใหไ้ม่สามารถเกิดการจับกันของดีเอ็นเอและพีเอ็นเอได้ 

ในอีกการทดลองหนึ่งจะผสมพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอก่อน แล้วจึงเติมควอนตัมดอท ตามล้าดับ ผลการทดลอง

เป็นดังแสดงในรูปที่ 3.24 
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รูปที่ 3.24 ฟลูออเรสเซนต์สเปกตรัมการประยุกต์ใช้ควอนตัมดอทท่ีมีลิแกนด์เป็น 3-mercaptopropionic กับพีเอ็นเอโพ
รบ Nr 10 ล้าดับเบสเมื่อใส่ควอนพีเอ็นเอ, ดีเอ็นเอ และ ควอนตัมดอท ตามล้าดับ (สภาวะ: 0.3 M พีเอ็นเอ, 3.6 M ดี
เอ็นเอ, 74 nM ควอนตัมดอท (3.0 nm) ใน10 mM ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0, ex = 400 nm and ex = 580 nm 
ส้าหรับควอนตัมดอทและพีเอ็นเอสายเดียว, PMT voltage = high) 

แต่เมื่อใส่ดีเอ็นเอท่ีเป็นคู่สมให้เข้าไปจับกับพีเอ็นเอก่อน การเรืองแสงของควอนตัมดอทจะยังคงเหมือน

ควอนตัมดอทท่ีไม่ได้เติมพีเอ็นเอทั งในกรณีท่ีเป็นสายสั นและสายยาว แสดงว่าดีเอ็นเอท่ีเป็นคู่สมเข้าไปจับกับพีเอ็น

เอ และท้าให้ไม่สามารถจับกับควอนตัมดอทต่อไปได้เนื่องจากเกิดการผลักกันของประจุลบ จึงไม่เกิดการ quench 

ของควอนตัมดอทส่วนในกรณีท่ีมีดีเอ็นเอท่ีไม่เป็นคู่สมซึ่งไม่เกิดการจับกับพีเอ็นเอ จะท้าให้เกิดการ quench ของ

ควอนตัมดอทเช่นเดียวกับในกรณีท่ีไม่มีดีเอ็นเออยู่ด้วย ซึ่งเกือบสอดคล้องกับหลักการในรูปที่ 3.22 เว้นแต่เกิดการ 

quench ระหว่างควอนตัมดอทกับฉลากเรืองแสงบนพีเอ็นเอแทนท่ีจะเป็นการ FRET ตามท่ีต้องการ แต่เป็นท่ีน่า

สังเกตว่าการ quench จะไม่สมบูรณ์เท่าในกรณีท่ีไม่มีดีเอ็นเอเลย ซึ่งต้องศึกษาต่อไปว่าเป็นเพราะสาเหตุใด ส่วน

การกระตุ้นพีเอ็นเอท่ีติดฉลากด้วย Nr โดยไม่มีควอนตัมดอทและดีเอ็นเออยู่ด้วยท่ีความยาวคล่ืน 400 nm จะเกิด

การเรืองแสงท่ีความยาวคล่ืนของ Nr น้อยมาก ในขณะท่ีการกระตุ้นท่ีความยาวคล่ืน 580 nm จะเห็นการเรืองแสง

ของ Nr ตามปกติ จากผลการทดลองทั งหมดนี สรุปได้ว่าสามารถใช้ QD ประจุลบร่วมกับ PNA ท่ีติดฉลากด้วย Nr 

เพื่อแยกความแตกต่างระหว่างกรณีท่ีมีและไม่มี DNA คู่สมอยู่ด้วยได้ โดยพิจารณาจากการ quench ของตัว QD 

อย่างไรก็ตาม หากสามารถพัฒนาให้การตรวจวัดเกิดในรูปแบบการ FRET ได้น่าจะเห็นการเปล่ียนแปลงได้ชัดเจน

กว่า จึงยังจ้าเป็นต้องมีการพัฒนาต่อไป  
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

 
ในงานวิจัยนี ได้สังเคราะห์ควอนตัมดอทชนิด CdTe ท่ีท่ีกระจายตัวในน ้าได้ และมีประจุบวกและประจุลบเพื่อ

น้าไปใช้เป็นตัวให้สัญญาณในการตรวจวัดดีเอ็นเอท่ีตรึงอยู่บนกระดาษกรอง และในสภาวะสารละลาย โดยการ

ทดลองเริ่มต้นจากการสังเคราะห์ควอนตัมดอทชนิด CdTe จาก CdCl2, Na2TeO3, ligand, NaBH4 และ N2H4H2O 

ตามวิธีการในเอกสารอ้างอิง17ในอัตราส่วน 1:0.2:3.3:67:4,385 โดยใช้ลิแกนด์ต่างๆ กันได้แก่ cysteamine, L-

cysteine, thiosalicylic acid, 2-mercaptoethanol และ L-histidine และสามารถพิสูจน์เอกลักษณ์เบื องต้นของ

ควอนตัมดอทท่ีได้โดยการน้าไปส่องภายใต้แสงยูวีท่ี 365 nm ซึ่งจะเกิดการเปล่งแสงขึ น ซึ่งการส่องดูด้วยแสงยูวีนี 

ท้าให้ค้นพบโดยบังเอิญว่าการฉายแสงยูวีมีผลต่อการเปล่งแสงของควอนตัมดอทท่ีสังเคราะห์ได้ กล่าวคือท้าให้การ

เรืองแสงมีความเข้มสูงขึ นและมีความยาวคล่ืนเล่ือนไปทางสีแดง โดยควอนตัมดอทท่ีมีลิแกนด์เป็น  cysteamine 

สามารถเกิดการเปล่ียนสีจากสีเขียวเป็นสีแดงเมื่อฉายด้วยแสงยูวีเป็นเวลา 10 นาที ควอนตัมดอทท่ีสังเคราะห์โดยใช้

ลิแกนด์อื่นก็ให้การเปล่ียนแปลงการเปล่งแสงเมื่อฉายด้วยแสงยูวีเช่นกัน แต่เห็นการเปล่ียนแปลงไม่ชัดเจนเท่า อาจ

เนื่องจากเมื่อเริ่มต้นควอนตัมดอทท่ีได้ก็ให้การเปล่งแสงในช่วงสีส้มหรือแดงอยู่แล้ว โดยได้พิสูจน์ยืนยันว่าการ

เปล่ียนแปลงการนี เกิดจากการฉายแสงยูวีจริงๆ ไม่ใช่มาจากปัจจัยอื่นเช่นอุณหภูมิหรือเวลา ส่ิงท่ีค้นพบอีกอย่างก็คือ

การใช้ลิแกนด์ต่างชนิดกันมีผลต่อความยาวคล่ืนของการเปล่งแสงด้วยกล่าวคือท่ีอัตราส่วนเดียวกันลิแกนด์  L-

cysteine, thiosalicylic acid, 2-mercaptoethanol และ L-histidine จะให้สีออกไปช่วงแสงสีแดงเมื่อเทียบลิ

แกนด์ cysteamine ซึ่งเป็นความรู้ใหม่ท่ีได้เพิ่มเติมจากเอกสารอ้างอิง17 และได้รับการยืนยันในงานวิจัยนี ท่ีว่า

สามารถควบคุมสีของการเปล่งแสงของควอนตัมดอทโดยการปรับสัดส่วนของ NaBH4 และ N2H4H2O โดยสัดส่วนท่ี

มากจะท้าให้สีออกไปทางช่วงแสงสีน ้าเงิน และสัดส่วนท่ีน้อยจะท้าให้สีออกไปทางช่วงแสงสีแดง โดยสามารถ

ค้านวณขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางอนุภาคเมื่อแทนค่าในสมการของ  Brus equation พบว่าอนุภาคท่ีสังเคราะห์ได้มี

ขนาดตั งแต่ 4.22 ถึง 5.93 nm ซึ่งอยู่ในช่วงขนาดของควอนตัมดอทจริง นอกจากนี ยังสามารถท้าควอนตัมดอทให้

บริสุทธิ์โดยการน้าไปเซนทริฟิวจ์แล้วน้าตะกอนมากระจายตัวในน ้าเปรียบเทียบกับ HEPES buffer 0.1 mM พบว่า

ควอนตัมดอทท่ีการกระจายตัวในน ้าจะมีความคงตัวมากกว่าในบัฟเฟอร์ โดยสามารถเก็บไว้ได้โดยไม่มีการตกตะกอน

เมื่อทิ งไว้เป็นเวลา 48 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 ºC 
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ในส่วนการทดสอบการใช้ควอนตัมดอทเพื่อการตรวจวัดดีเอ็นเอบนกระดาษกรอง พบว่าสามารถชะล้าง

ควอนตัมดอทออกจากกระดาษได้เช่นเดียวกับสีย้อมท่ีละลายน ้าได้ท่ัวๆ ไป จึงอาจน้าควอนตัมดอทมาใช้ทดแทนสี

ย้อมอื่นๆ ได้ แต่ยังพบปัญหาท่ีส้าคัญคือควอนตัมดอทท่ีสังเคราะห์ได้ยังไม่ค่อยเสถียร และเมื่อทิ งให้แห้งการเรือง

แสงจะลดลง จึงได้ทดสอบการประยุกต์ใช้ควอนตัมดอทในการตรวจวัดดีเอ็นเอในสภาวะสารละลายแทน โดยพบว่า

เมื่อใช้ควอนตัมดอทชนิด CdTe ประจุลบท่ีมีลิแกนด์เป็น 3-mercaptopropionic acid ขนาด 3.0 nm (ไม่ได้

สังเคราะห์เองในงานวิจัยนี ) มาใช้ร่วมกับพีเอ็นเอท่ีติดฉลากฉลากเรืองแสง Nile red พบว่าเมื่อผสมพีเอ็นเอกับดีเอ็น

เอก่อนและตามด้วยควอนตัมดอทจะสามารถตรวจวัดการเปล่ียนแปลงการเรืองแสงท่ีขึ นอยู่กับล้าดับเบสของดีเอ็นเอ

ได้อย่างชัดเจน กล่าวคือเมื่อไม่มีดีเอ็นเออยู่ด้วยการเปล่งแสงของควอนตัมดอทจะลดลง แต่ไม่พบการเรืองแสงของ

ฉลาก Nile red แสดงว่าเกิดการลดสัญญาณของควอนตัมดอทแทนท่ีจะเป็นการ FRET จากควอนตัมดอทไปยัง 

Nile red ตามท่ีคาดหมายไว้ อย่างไรก็ตาม เมื่อมีดีเอ็นเอท่ีมีล้าดับเบสคู่สมอยู่ด้วยจะเห็นสัญญาณการเรืองแสงของ

ควอนตัมดอทกลับคืนมา เนื่องจากการจับกันของดีเอ็นเอกับพีเอ็นเอ จะท้าให้ควอนตัมดอทและ Nile red อยู่ห่าง

กัน ไม่ว่าจะเป็นกรณีท่ีดีเอ็นเอมีความยาวเท่ากับพีเอ็นเอโพรบหรือยาวกว่า ในขณะท่ีดีเอ็นเอท่ีมีล้าดับเบสไม่เป็นคู่

สมจะท้าให้เกิดการลดสัญญาณของสัญญาณของควอนตัมดอทคล้ายกับในกรณีท่ีไม่มีดีเอ็นเอ 
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