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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
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การระบุชนิดหรือที่มาของของเหลวจากร่างกายในทางนิติวิทยาศาสตร์  สามารถนำมาใช้เพื่ออ้างอิงบุคคลหรือการ

กระทำของผู้ต้องสงสัยเพื่อนำไปสู่การพิสูจน์ข้อเท็จจริงในกระบวนการยุติธรรมได้ ปัจจุบันมีการศึกษาวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิ
เลชั่นด้วยเทคนิค bisulfite conversion ร่วมกับ pyrosequencing จากการศึกษาพบว่าตัวอย่างชนิดต่าง ๆ มีปริมาณดีเอ็นเอเมทิ
เลชั่นที่มีความจำเพาะต่อเนื้อเยื่อหรือเซลล์นั้น  ๆ จึงสามารถนำมาใช้เพื่อระบุชนิดของตัวอย่างได้  แต่ด้วยตัวอย่างทางนิติ
วิทยาศาสตร์ที่พบได้นั้นมักจะมีความเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอ  วิธีการที่อาศัยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของดีเอ็นเอด้วยสารเคมี
รุนแรงจึงอาจไม่เหมาะสม งานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่น  โดยอาศัยหลักการของ monoclonal 
antibody ที่จำเพาะกับ 5-methylcytosine (5mC) บนดีเอ็นเอ และ probe ที่จำเพาะกับตำแหน่งบนยีน C20orf117 ร่วมกับการ
ใช้อนุภาคแม่เหล็กและอนุภาคนาโนทอง โดยสามารถวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่นได้จากการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย
อนุภาคนาโนทองที่อัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่นที่ 630 ต่อ 520 นาโนเมตร เมื่อทำการสร้างกราฟมาตรฐานพบว่า
จุดตัดผลบวก (cut-off point) มีอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย เท่ากับ 0.797 ± 0.009 และมีการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย
จากสีแดงเป็นสีม่วงอย่างสังเกตได้ โดยค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่น้อยกว่าค่าจุดตัดผลบวกจะให้ค่าเป็นบวก  เมื่อทำการวิเคราะห์
ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่นด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทองในตัวอย่างเลือดและน้ำลาย  พบว่าตัวอย่างเลือดทั้งหมด
จำนวน 62 ตัวอย่าง มีอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยน้อยกว่าค่า cut-off point ซ่ึงให้ผลการวิเคราะห์ที่เป็นบวก และยังมีสีของ
สารละลายอนุภาคนาโนทองเป็นสีแดง ในขณะที่ตัวอย่างน้ำลายจำนวน 6 ตัวอย่าง พบว่า 4 จาก 6 ตัวอย่าง มีอัตราส่วนค่าการ
ดูดกลืนแสงเฉลี่ยมากกว่าค่า cut-off point ซ่ึงให้ผลการวิเคราะห์เป็นลบ โดยสามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของอนุภาคนาโน
ทองด้วยตาเปล่าได้ในเวลา 10 นาที จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้ C20orf117 probe และอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับ
อนุภาคนาโนทองในการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่นเพื่อระบุตัวอย่างเลือดได้  ผลจากงานวิจัยนี้ได้นำเสนอวิธีการวิเคราะห์
ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่นซ่ึงอาจเป็นทางเลือกที่เหมาะสมต่อการประยุกต์ใช้กับตัวอย่างทางนิติวิทยาศาสตร์ในการศึกษาต่อไป 

 

สาขาวิชา วิทยาศาสตร์การแพทย ์ ลายมือช่ือนิสติ ................................................ 
ปีการศึกษา 2563 ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาหลัก .............................. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จ 

 
บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5974118930 : MAJOR MEDICAL SCIENCES 
KEYWORD: DNA methylation Magnetic microspheres Gold nanoparticles Identification of blood 

Colorimetric assay 
 Suparaporn Choochuen : A magnetic microspheres (MMPs) and gold nanoparticles method for DNA 

methylation to identify blood. Advisor: Assoc. Prof. Kornkiat Vongpaisarnsin, M.D. 
  

The body tissue identification is the crucial process in forensic science. The genetic pattern in body 
fluid could refer to a suspect in a criminal case. Recently, the technique of bisulfite conversion and 
pyrosequencing is a wildly used method to detect the levels of DNA methylation. It is known that these levels 
on the specific gene present the exact value to a particular tissue or cell type. For this reason, we could 
observe the level of methylation for specific tissue identification. However, most forensic evidence contains a 
fragmented or degraded DNA template. The bisulfite conversion-based method that changed the structure of 
DNA by harsh chemicals is not proper for laboratory testing. In this study, we aimed to develop a new method 
for detecting DNA methylation level based on the enrichment of 5-methylcytosine (5mC) of DNA using a 
specific monoclonal antibody with a target-specific probe on C20orf117 gene, in a combination with magnetic 
microspheres (MMPs) and gold nanoparticles (AuNPs). The DNA methylation levels were determined by the 
color change of the AuNPs solution and the 630/520 nm absorbance ratio was also calculated. The standard 
curve was generated to determine a positive and negative cut-off points. The reference color change from red 
to dark blue was observed with an absorbance ratio of 0.797 ± 0.009. The ratio of absorbance which is lower 
than the cut-off point value will be considered as a positive. This study demonstrated that all 62 blood 
samples had a low average absorbance ratio than the cut-off point and presented the red color of the gold 
nanoparticle solution. On the other hand, 4 saliva samples had a higher average absorbance ratio than the cut-
off point, which gave a negative analysis result. In summary, we demonstrated that using the C20orf117 probe 
base on the MMPs method to detect the levels of DNA methylation for blood identification by observing the 
color change of the AuNPs solution with the naked eye in 10 minutes. The results of this research may provide 
an alternative method for DNA methylation levels detection for further study. 
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บทท่ี 1 
บทนำ 

 

1.1 ที่มาและความสำคัญของปัญหา (background and rationale) 
 สารคัดหลั่งในร่างกายมนุษย์มีหลากหลายชนิด เช่น เลือด น้ำลาย หรือ ของเหลวทางช่องคลอด หาก
ปรากฏในสถานที่เกิดเหตุเป็นร่องรอยหรือคราบของชีววัตถุพยานที่สงสัย ซึ่งอาจไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า
และยากต่อการระบุชนิด เมื่อจำเป็นต้องเก็บตัวอย่างเหล่านั้นสำหรับกระบวนการตรวจพิสูจน์ทางนิติวิทยาศาสตร์ 
การระบุชนิดของสารคัดหลั่งจึงเป็นกระบวนการเริ่มต้นเพื่อนำไปสู่การเลือกทดสอบต่อไปตามแต่ชนิดของตัวอย่าง
นั้น ๆ เช่น การระบุชนิดของตัวอย่างว่าเป็น เลือด น้ำลาย หรือคราบอสุจิ จะเป็นจุดเริ่มต้นของการสืบสวนสอบสวน
เพื่อประเมินการเกิดเหตุหรือสาเหตุของการเสียชีวิตได้ (1) ดังนั้น การนำองค์ความรู้ทางวิทยาศาสตร์มาประยุกต์ใช้
เพื่อพิสูจน์ข้อเท็จจริงในกระบวนการยุติธรรมจึงมีความสำคัญ อีกทั้งการระบุชนิดของสารคัดหลั่งจะนำไปใช้เป็น
หลักฐานในการบ่งช้ีการเกิดเหตุการณ์หรือคดีบางประเภท เช่น การตรวจพบคราบอสุจิ ซึ่งใช้เป็นหลักฐานสำคัญใน
คดีข่มขืนกระทำชำเรา หรือการตรวจพบคราบเลือด ซึ่งใช้เป็นหลักฐานสำคัญในคดีทำร้ายร่างกาย เป็นต้น (2) 
 ปัจจุบันเทคนิคที่ใช้ในการตรวจระบุชนิดของสารคัดหลั่งหรือของเหลวจากร่างกายมีอยู่อย่างหลากหลาย 
ไม่ว่าจะเป็น 1.) การทดสอบทางเคมี  (chemical test) ที่ อาศัยหลักการการเปล่งแสงทางเคมีของสาร 
(chemiluminescence) 2.) การศึกษาความสามารถในการทำงานของเอนไซม์ในการกระตุ้นปฏิกิริยาของสารตั้งต้น 
ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสีของสารที่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (catalytic test) 3.) การทดสอบทางวิทยา
ภูมิคุ้มกัน (immunological test) ด้วยปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีที่จำเพาะ 4.) นอกจากนี้ยังมีการ
ใช้วิธีการทางอณูพันธุศาสตร์ด้วยการตรวจ RNA ที่มีความจำเพาะต่อเนื้อเยื่อชนิดต่าง ๆ หรือการวิเคราะห์ปริมาณดี
เอ็นเอเมทิเลช่ัน (DNA methylation) ซึ่งได้รับความสนใจอย่างมากในการใช้ระบุชนิดของของเหลวจากร่างกายด้วย
ปริมาณเมทิเลช่ันท่ีมีความเฉพาะเจาะจงต่อเนื้อเยื่อท่ีแตกต่างกัน (3) 

ดีเอ็นเอเมทิเลช่ัน (DNA methylation) เป็นกลไกหนึ่งในระดับเหนือพันธุกรรม (epigenetic) ที่สามารถ
ควบคุมการแสดงออกของยีน (gene expression) โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงลำดับเบสบนสายดีเอ็นเอ โดยพบว่า
ปริมาณของเมทิเลช่ันในแต่ละตำแหน่ง (methylated locus) เกี่ยวข้องกับการควบคุมการแสดงออกของยีนใน
ระยะยาวท่ีจำเพาะต่อเซลล์ กล่าวได้ว่าเซลล์เนื้อเยื่อแต่ละชนิดสามารถถูกจำแนกไดด้้วยรปูแบบและปริมาณของเมทิ
เลช่ันที่แตกต่างกัน ด้วยเหตุนี้จึงสามารถนำหลักการดังกล่าวมาใช้ในการระบุชนิดของเนื้อเยื่อ และของเหลวจาก
ร่างกายได้ (4-6) 

วิธีการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันสามารถทำได้หลายวิธี วิธีการหนึ่งที่ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายและ
เป็นวิธีวิ เคราะห์มาตรฐาน (gold standard) คือ การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  bisulfite conversion ร่วมกับ 
pyrosequencing มีการศึกษางานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องในปี ค.ศ. 2012 โดย Tania Madi และคณะ ได้ศึกษารูปแบบของ
ดี เอ็นเอเมทิ เลช่ันที่แตกต่างกันในตัวอย่าง  4 ชนิด ได้แก่  เลือด  น้ำลาย  สเปิร์ม และเซลล์ เยื่อบุผิว  ด้วย
เทคนิค bisulfite conversion ร่วมกับ pyrosequencing จากการศึกษาพบว่าปริมาณของดีเอ็นเอเมทิเลช่ันที่
แตกต่างกันในบางตำแหน่ง (CpG site) ของยีน C20orf117 สามารถแยกตัวอย่างเลือดจากตัวอย่างทางชีวภาพอื่น 
ๆ ได้ โดยพบว่าบน CpG site ตำแหน่งที่ 6 และ 7 ในตัวอย่างเลือดมีปริมาณเปอร์เซ็นต์เมทิเลช่ันเฉลี่ยมาก
ถึง 79.2 ± 8.1 เปอร์เซ็นต์ และ 81.6 ± 11.1 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (6) แต่เนื่องจากวิธีการนี้มีความซับซ้อนในการ
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ทดลอง วิเคราะห์  และแปลผล อีกทั้งตัวอย่างทางนิติวิทยาศาสตร์ที่พบได้ในที่ เกิดเหตุนั้นมักจะมีความ
เสื่อมสภาพ ส่งผลให้ดีเอ็นเอที่สกัดได้มีสภาพที่ไม่สมบูรณ์เช่นกัน ซึ่งเป็นข้อจำกัดสำคัญต่องานทางด้านนิติ
วิทยาศาสตร์ที่โดยทั่วไปมักพบดีเอ็นเอบนวัตถุพยานในปริมาณน้อยและไม่คงทนต่อสภาพแวดล้อม วิธีการที่อาศัย
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของดีเอ็นเอด้วยสารเคมีรุนแรง (bisulfite conversion) จึงอาจไม่เหมาะสม และได้
ปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นไม่มากพอสำหรับการทดลอง  นอกจากนี้ จากการศึกษางานวิจัยที่เกี่ยวข้องในปี ค.ศ. 
2012 Chen chen Ge และคณะ พบว่าสามารถวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันในห้องปฏิบัติการด้วย probe ที่จำเพาะ
กับลำดับสารพันธุกรรมที่สังเคราะห์ขึ้นมาชนิด  methylated DNA sequence บนยีน APC (Adenomatous 
polyposis coli) โดยใช้การวิเคราะห์ด้วยอนุภาคแม่เหล็ก (MMPs) ร่วมกับอนุภาคนาโนทองได้สำเร็จ (AuNPs) ซึ่ง
สามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงสี (colorimetric assay) ของสารละลายอนุภาคนาโนทองได้ด้วยตาเปล่า (naked 
eye detection) (7) แต่เนื่องจากผลการทดลองนั้นใช้ดีเอ็นเอสังเคราะห์ และยังไม่มีการทดสอบความสามารถและ
ประสิทธิภาพกับตัวอย่างชีววัตถุจริง 

งานวิจัยนี้ จึ งได้พัฒนาวิธีการวิ เคราะห์ดี เอ็น เอเมทิ เล ช่ัน ในตั วอย่ างเลือด โดยอาศัยหลักการ
ของ monoclonal antibody ที่จำเพาะกับ 5-methylcytosine (5mC) บนดีเอ็นเอ และ probe ที่จำเพาะกับ
ตำแหน่งบนยีน C20orf117 ซึ่งมีตำแหน่งของดีเอ็นเอเมทิเลช่ันที่จำเพาะต่อเลือด ร่วมกับหลักการเปลี่ยนแปลงสี
ของสารละลายอนุภาคนาโนทองที่สามารถอ่านผลการทดลองได้ง่าย และเป็นอีกวิธีหนึ่งของการวิเคราะห์ซึ่งอาจเป็น
ทางเลือกในการเลือกใช้วิธีวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันท่ีเหมาะสม 
  
1.2 คำถามของการวิจัย (research question) 

คำถามหลัก สามารถวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันที่จำเพาะต่อเลือดบนยีน C20orf117 โดยใช้
อนุภาคแม่เหล็ก และอนุภาคนาโนทองได้หรือไม่ 

 
1.3 วัตถุประสงค์ (objective) 
 เพื่อพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันในตัวอย่างเลือดด้วย probe ที่จำเพาะกับตำแหน่งบนยีน 
C20orf117 โดยใช้อนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทอง และสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายอนุภาคนา
โนทองได้ด้วยตาเปล่า  

 
1.4 สมมติฐานของการวิจัย (hypothesis) 

สมมติฐานหลัก ดี เอ็น เอเมทิ เล ช่ัน ในตัวอย่างเลือดทำปฏิกิ ริยากับ  probe ที่ จำเพาะของยีน 
C20orf117 โดยใช้อนุภาคแม่เหล็ก และอนุภาคนาโนทอง จะทำให้เกิดการเปลี่ยนสีของปฏิกิริยาอนุภาคนาโนทอง 
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1.5 กรอบแนวคิดงานวิจัย (conceptual framework) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

การวิเคราะห์ดเีอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยเทคนิค bisulfite conversion ร่วมกับ 

pyrosequencing มีข้อจำกัดในงานทางด้านนิติวิทยาศาสตร ์

การใช้อนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทอง เป็น colorimetric assay ที่มีความไว 
(sensitivity) และความจำเพาะ (specificity) ที่ดีในการวเิคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ัน 

 

รูปแบบดีเอ็นเอเมทิเลช่ันบนยีน C20orf117 
 มีตำแหน่งของดีเอ็นเอเมทิเลช่ันท่ีจำเพาะต่อเลือด  

 

พัฒนาวิธีการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์  
และยังคงประสิทธิภาพในการตรวจที่ดีในงานทางด้านนิติวิทยาศาสตร ์

สามารถใช้อนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทอง 
ในการระบตุัวอย่างเลือดและน้ำลายได ้
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บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง (review of the related literatures) 

 

2.1 การระบุชนิดของของเหลวจากร่างกาย (body fluids identification) 
การระบุชนิดหรือที่มาของของเหลวจากร่างกายมนุษย์เป็นขั้นตอนหนึ่งที่มีความสำคัญในงานทางด้านนิติ

วิทยาศาสตร์ เพราะเป็นข้อมูลที่สามารถนำไปใช้ประกอบในคดีต่าง ๆ อีกทั้งยังสามารถนำมาใช้อ้างอิงพฤติกรรม 
หรือการกระทำของผู้ต้องสงสัยเพื่อคลี่คลายคดีได้ (1, 2) 

สามารถจำแนกการตรวจสอบการระบุชนิดของของเหลวจากร่างกายได้เป็น 2 ระดับ คือ การตรวจสอบ
เบื้องต้น (presumptive test) เป็นวิธีการตรวจสอบที่ทำได้ง่าย มีค่าใช้จ่ายต่ำ และมักมีความสามารถในการตรวจ
คัดกรองที่สูง เช่น การตรวจระบุเลือดด้วยสารลมูินอล (luminol test) โดยสารลูมินอลจะทำปฏิกิริยากับฮีโมโกลบิน
ในเลือดและเกิดการเรืองแสงจากการกระตุ้นด้วยความยาวคลื่นแสงที่จำเพาะ ทำให้สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า 
การตรวจเอนไซม์อะไมเลส (amylase) ที่นำมาใช้เป็นตัวบ่งชึ้ในการตรวจระบุน้ำลาย โดยเอนไซม์อะไมเลสที่มีอยู่ใน
น้ำลายจะมีระดับที่สูงกว่าของเหลวจากร่างกายชนิดอื่น ๆ การตรวจระบุน้ำอสุจิจากการทดสอบด้วย acid 
phosphatase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ผลิตจากต่อมลูกหมาก (prostate gland) (8) หรือการตรวจระบุสเปิร์ม (sperm) 
จากกล้องจุลทรรศน์ที่กำหนดให้เป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) สำหรับการตรวจสเปิร์ม แต่อย่างไรก็ตามวิธีการ
ตรวจสอบเบื้องต้นดังกล่าวอาจเกิดผลบวกลวง (false positive) ต้องทำการตรวจสอบยืนยัน (confirmatory test) 
เพื่อยืนยันผลที่ในกรณีที่ผลการทดลองให้ผลบวกจากการตรวจคัดกรองไม่ชัดเจนเพียงพอ (9, 10) การศึกษาการ
แสดงออกของ mRNA, micro RNAs หรือการใช้ epigenetic markers ที่มีความจำเพาะต่อเซลล์และเนื้อเยื่อชนิด
ต่าง ๆ จึงถูกนำมาใช้ในการช่วยยืนยันการตรวจ ซึ่งจะมีความจำเพาะและแม่นยำสูง 

จากการศึกษาของ Bauer, M. และ Patzelt, D. ในปี ค.ศ. 2008 ได้ศึกษาผลการแสดงออกของ matrix 
metalloproteinases 7 (MMP-7) mRNA ที่มีความจำเพาะต่อเลือดจากประจำเดือน (menstrual blood) พบว่า
สามารถระบุผลได้ถูกต้องถึง 90 เปอร์เซ็นต์  (11) และจากงานวิจัยของ Courts และ Madea ในปี ค.ศ. 2011 ได้
ศึกษาผลการแสดงออกของ micro RNA จากตัวบ่งช้ี (marker) miR-205 พบว่ามีความจำเพาะต่อน้ำลาย และใช้ใน
การระบุน้ำลายได้ (12) ซึ่งวิธีดังกล่าวข้างต้นนี้สามารถนำมาใช้ในการระบุชนิดของของเหลวจากร่างกายที่มี
ความจำเพาะและความไวที่สูง (high specificity and sensitivity)  อย่างไรก็ตาม mRNA และ micro RNA ยังคง
มีข้อจำกัดหลายประการโดยเฉพาะในเรื่องความเสถียรของอาร์เอ็นเอท่ีน้อยกว่าดีเอ็นเอ จึงไม่ได้เป็นท่ีนิยมนักในการ
ตรวจทางนิติวิทยาศาสตร์ ในช่วงที่ผ่านมาพบการศึกษาจำนวนหนึ่งได้กล่าวถึงการใช้ตำแหน่งของดีเอ็นเอเมทิเลช่ัน 
(DNA methylation) สำหรับการระบุชนิดตัวอย่างได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยพบว่ามีอิทธิพลต่อการแสดงออกของ
ยีนครั้งแรกเมื่อปี ค.ศ. 1975 (13) และเกี่ยวข้องกับกระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยเอพิเจเนติกส์ 
(epigenetic) ที่มีความอนุรักษ์สูง พบได้ในสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด ตั้งแต่เช้ือรา พืช และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (14) 
ด้วยรูปแบบของเมทิเลช่ันที่จำเพาะต่อเซลล์ชนิดต่าง ๆ จึงถูกนำมาใช้เป็นตัวบ่งช้ีที่มีประสิทธิภาพในการแยก
ประเภทของของเหลวจากร่างกายที่ตรวจพบได้ในสถานท่ีเกิดเหตุ  
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2.2 เอพิเจเนติกส์ (epigenetics) 
Conrad Waddington ได้ให้นิยามคำว่า เอพิเจเนติกส์ (epigenetics) หมายถึง “ศาสตร์ทางด้านชีววิทยา

ว่าด้วยเรื่องการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างยีนและผลิตผลของยีน ซึ่งทำให้ลักษณะต่าง ๆ ของสิ่งมีชีวิตปรากฎขึ้น” 
(14) จากการศึกษาวิจัยทางด้านพันธุศาสตร์ที่พัฒนาต่อมานิยามในปัจจุบันของเอพิเจเนติกส์ หมายถึง การ
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนโดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงลำดับเบสของดีเอ็นเอ ซึ่งการแสดงออกของยีนที่
เปลี่ยนแปลงไปนี้สามารถผันกลับได้ (reversible) และสามารถถ่ายทอดสู่รุ่นลูกและรุ่นหลานได้ (15) 

การควบคุมการแสดงออกของยีนโดยเอพิเจเนติกส์มีความสัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงของการดัดแปร 
(modify) ทางเคมีชนิดต่าง ๆ ของโครมาติน เช่น การดัดแปรโปรตีนฮีสโตน หรือการเติมหมู่เมทิล (methyl) แสดง
ดังรูปที่ 1 การดัดแปรนี้เมื่อเกิดขึ้นร่วมกับการทำงานของเอนไซม์ในกลุ่ม chromatin remodeling complex จะ
ช่วยรักษาสมดุลให้แก่ยีน เพื่อให้ยีนมีการแสดงออกอย่างถูกต้องในระดับโมเลกุลและอยู่ในระยะเวลาที่เหมาะสม  
(16, 17) การเปลี่ยนแปลงนี้ท้ายที่สุดจะนำไปสู่การยับยั้งการแสดงของยีน  และบ่อยครั้งที่การเปลี่ยนแปลงแบบ 
epigenetics จะเกิดผ่านกระบวนการดีเอ็นเอเมทิเลช่ัน (DNA methylation) (18) 

 

 

 
 

รูปที่ 1 กลไกทางเอพิเจเนติกส์ของ DNA methylation และ Histone modification (19) 
 

2.3 ดีเอ็นเอเมทิเลชั่น (DNA methylation) 
ดีเอ็นเอเมทิเลช่ัน (DNA methylation) เป็นกระบวนการหนึ่งในการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยเอพิ

เจเนติกส์ ซึ่งเกี่ยวข้องกับการพัฒนาของอวัยวะและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เพื่อทำหน้าที่ต่าง ๆ (20) ดีเอ็นเอจะ
ถูกเติมหมู่เมทิล (methyl) ที่คาร์บอนตำแหน่งที่ 5 ของเบสไซโตซีน (cytosine (C))  โดยอาศัย S-adenosyl-L-
methionine (SAM) เป็นโมเลกุลที่ให้หมู่เมทิล และเอนไซม์ DNA methyltransferase (DNMT) ได้ผลิตผลเป็น 5-
methylcytosine (21) ดังรูปที่  2 ซึ่งเป็นตำแหน่งที่ลำดับเบสไซโตซีน (cytosine (C)) อยู่ต่อกับเบสกวานีน 
(guanine (G)) โดยมีพันธะ phosphodiester เช่ือม และบริเวณที่มี CpG nucleotide อยู่อย่างหนาแน่นนี้จะ
เรียกว่า CpG island ซึ่งมักพบในบริเวณที่เป็น transcription promoter ของยีนในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมประมาณ 
60 เปอร์เซ็นต์ ของยีนท้ังหมด (18) โดยการเกิดเมทิเลช่ันนั้นมักเกิดบนเบส cytosine บริเวณที่มีรหัสของยีน แต่ไม่



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 

พบที่ promoter บน CpG island (22) อย่างไรก็ตามสามารถพบดีเอ็นเอเมทิเลช่ันที่ไม่ใช่ CpG ได้ด้วย เช่น ในพืช
จะพบดีเอ็นเอเมทิเลช่ันท่ีเป็น CpHpG หรือ CpHpH (เมื่อ H = adenosine; A, thymine; T หรือ C) (23) 

กระบวนการ DNA methylation สามารถส่งผลให้เกิดการแสดงของยีนที่เพิ่มขึ้นหรือลดลงได้ โดยแบ่งได้
เป็น 2 ประเภท คือ กระบวนการที่มีการเติมหมู่เมทิลบนเบส cytosine ที่สูงกว่าระดับปกติ (hypermethylation) 
และกระบวนการที่มีการเตมิหมู่เมทิลบนเบส cytosine ที่ต่ำกว่าระดับปกติ (hypomethylation) (24) ในโรคมะเร็ง
จะมีการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอเมทิเลช่ันที่ซับซ้อน และเกิดพร้อมกันทุกตำแหน่งในตำแหน่ง CpG ที่ไม่มีการเกิด
มาก่อน การเพิ่มขึ้นของกระบวนการเกิด methylation นี้ ส่งผลให้การ transcription ของ promoter นั้น ๆ หยุด
ลง ซึ่งหากเป็นตำแหน่งของ tumor suppressor gene จะทำให้ยีนน้ันหยุดทำงาน (25) 

 

 
 

รูปที่ 2 ปฏิกิริยาการเกิด DNA methylation โดยเอนไซม์ DNA methyltransferase (DNMT) (26) 
 

 การเกิดดี เอ็นเอเมทิ เล ช่ันแบ่งได้ เป็น 2 ชนิด ได้แก่  การเติมหมู่ เมทิ เล ช่ันแบบ maintenance 
methylation โดยจะเกิดหลังการจำลองตัวหรือการซ่อมแซมของดีเอ็นเอบนสายดีเอ็นเอท่ีมีดีเอ็นเอคู่สมสายหนึ่งถูก
เติมหมู่เมทิลเดิมอยู่แล้ว โดยอาศัยเอนไซม์ DNA methyltransferase (DNMT) ชนิด DNMT1 และเป็นต้นแบบใน
การเติมหมู่เมทิลให้กับดีเอ็นเออีกสายที่ถูกจำลองตัวขึ้นใหม่ การเกิดดีเอเมทิเลช่ันชนิดนี้จะสามารถรักษารูปแบบ
ของการเติมหมู่เมทิลในดีเอ็นเอสายใหม่ได้ และการเติมหมู่เมทิลแบบใหม ่หรือ de novo methylation จะเป็นการ
เติมหมู่เมทิลบนเบสไซโตซีนตำแหน่งใหม่ โดยอาศัยเอนไซม์ DNA methyltransferase ชนิด DNMT3A และชนิด 
DNMT3B ทำให้เกิดรูปแบบของดีเอ็นเอที่แตกต่างจากเดิม (14) แสดงดังรูปที่ 3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 

 
 

รูปที่ 3 การเกิดดเีอ็นเอเมทิเลช่ัน 2 ชนิด ได้แก่ การเตมิหมู่เมทิเลช่ันแบบ maintenance methylation และการ
เติมหมู่เมทลิแบบ de novo methylation (27) 

 
นอกจากนี้ได้มีการศึกษารูปแบบของดีเอ็นเอเมทิเลช่ันจากตัวอย่างเซลล์ที่มาจากอวัยวะแต่ละชนิด โดย 

Bird และคณะ ในปี ค.ศ. 2002 พบว่ารูปแบบที่ได้มีความแตกต่างกันในแต่ละตัวอย่าง กล่าวได้ว่าเซลล์ที่มาจาก
อวัยวะที่แตกต่างกันจะมีรูปแบบ CpG methylation ที่แตกต่างกัน ดังนั้นจึงสามารถนำรูปแบบของเมทิเลช่ันมาใช้
ในการระบุชนิดของเซลล์หรือเนื้อเยื่อได้ (28, 29) 

 
2.4 การวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลชั่น (analysis of DNA methylation) 
 การวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันสามารถวิเคราะห์รูปแบบของ target sequence ในโมเลกุลของดีเอ็นเอแต่

ละโมเลกุล หรือวิเคราะห์ปริมาณเมทิเลช่ันเฉลี่ยของ genomic locus ในดีเอ็นเอหลายโมเลกุลก็ได้ (30) ในที่นี้จะ

ยกตัวอย่างวิธีการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ัน 3 วิธีหลัก ได้แก่ 1. การวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยวิธีมาตรฐาน 

bisulfite conversion 2. การวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยวิธี methylation-sensitive restriction enzymes 

(MSREs) และ 3. การวิเคราะห์ดเีอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยวิธี methylated DNA immunoprecipitation (MeDIP) (31) 

นอกจากนี้จะกล่าวถึงวิธีการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันโดยใช้หลักการของ colorimetric assay ด้วยอนุภาค

แม่เหล็ก (MMPs) ร่วมกับอนุภาคนาโนทอง (AuNPs) ซึ่งได้นำหลักการวิเคราะห์ด้วยวิธีดังกล่าวมาประยุกต์ใช้ใน

งานวิจัยครั้งนี้ด้วย 
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2.4.1 การวิเคราะหดี์เอ็นเอเมทิเลชัน่ด้วยวิธีมาตรฐาน bisulfite conversion 
 การวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยวิธี bisulfite conversion เป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ
จีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) ซึ่งจัดเป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) ที่นิยมใช้วิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิ
เลช่ันในปัจจุบัน โดยมีหลักการคือ ทำให้ดีเอ็นเอเสียสภาพ (denaturation) ด้วยความร้อน จากนั้นดัดแปลง
โครงสร้างด้วย Sodium bisulfite (HSO3) โดยอาศัย 3 ปฏิกิริยา ปฏิกิริยาแรกคือ sulfonation เป็นกระบวนการ
เติมหมู่ซัลไฟต์ (SO3) บนเบสไซโตซีนบริเวณคาร์บอนตำแหน่งที่ 6 ส่งผลให้เบสไซโตซีนเกิดการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างเป็น cytosine sulfonate จากนั้นเข้าสู่ปฏิกิริยา hydrolytic deamination โดยมีการเติม H2O และ 
NH4

+ บริเวณคาร์บอนตำแหน่งที่ 4 ส่งผลให้โมเลกุลอยู่ในรูปที่เรียกว่า uracil sulfonate และกระบวนการสุดท้าย 
ปฏิกิริยา alkali desulfonation เป็นการนำหมู่ SO-3 ออกจากคาร์บอนตำแหน่งที่ 6 ทำให้เกิดเบสยูราซิล (uracil 
(U)) โดยปฏิกิริยาข้างต้นจะเกิดเฉพาะเบสไซโตซีนท่ีไม่มีหมู่เมทิลเกาะอยู่ แต่ในขณะเดียวกันจะไม่เปลี่ยนแปลงเบส
ไซโตซีนท่ีมีหมู่เมทิลเกาะอยู่ ส่งผลให้บริเวณนั้นยังคงเป็นเบสไซโตซีนดังเดิม (18) แสดงดังรูปที่ 4  

 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างจากเบสไซโตซีนไปเป็นเบสยูราซลิด้วยวิธี bisulfite conversion (18) 
 
จากผลการศึกษางานวิจัยท่ีเกีย่วข้องในปี ค.ศ. 2012 โดย Tania Madi และคณะ ได้ศึกษารปูแบบของ

เมทิเลช่ันท่ีแตกต่างกันในตัวอย่าง 4 ชนิด ได้แก่  เลือด น้ำลาย สเปิร์ม และเซลลเ์ยื่อบุผิว โดยใช้เทคนิค bisulfite 
modification ร่วมกับ pyrosequencing พบว่ายีน ZC3H12D ในตัวอย่างสเปริ์มให้ผลการแสดงออกของเมทิเลช่ัน
แตกต่างจากตัวอย่างทางชีวภาพอ่ืน ๆ เช่นเดยีวกันกับยีน FGF7 โดยยีน FGF7 แสดงผลเปอร์เซ็นตเ์มทิเลช่ันเฉลี่ย 
(mean percent methylation) บน CpG site ทั้ง 8 ตำแหน่งเป็นไฮเปอร์เมทเิลช่ัน (hypermethylation) หรือมี
ปริมาณเมทิเลช่ันท่ีมากถึง 60 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างอื่น ๆ ในขณะที่ยีน ZC3H12D แสดงผล
เปอร์เซ็นต์เมทิเลช่ัน บน CpG site ทั้ง 5 ตำแหน่งเป็นไฮโปเมทิเลช่ัน (hypomethylation) หรือมีปรมิาณเมทิเลช่ัน
ที่น้อย ซึ่งน้อยกว่า 12 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างอ่ืน ๆ ส่วนยีน C20orf117 และ BCAS4 นั้นเมื่อ
เปรียบเทยีบกับตัวอย่างอ่ืน ๆ พบว่าแสดงผลเปอรเ์ซ็นตเ์มทิเลช่ันเฉลี่ยเป็นไฮเปอรเ์มทิเลช่ันท้ังคู่ และสามารถ
แยกตัวอย่างเลือดกับตัวอย่างน้ำลายไดต้ามลำดับ โดยพบว่ายีน BCAS4 แสดงผลเปอรเ์ซ็นตเ์มทิเลช่ัน บน CpG site 
ตำแหน่งท่ี 1 ได้มากถึง 68.5±6.2 เปอร์เซ็นต์ ส่วนยีน C20orf117 พบว่าบน CpG site ตำแหน่งที่ 6 และ 7 มี
เปอร์เซ็นต์เมทิเลช่ันเฉลีย่มากถึง 76.2±8.1 เปอร์เซ็นต์ และ 81.6.2±11.1 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (6)  แสดงดัง
ตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 รูปแบบเมทิเลช่ันท่ี CpG ตำแหน่งต่าง ๆ บนยีน C20orf117, ZC3H12D, BCAS4 และ FGF7 
จำเพาะต่อตัวอย่างเลือด น้ำลาย เซลลเ์ยื่อบุผิว และสเปิรม์ ตามลำดบั (6) 
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นอกจากนี้ในปี ค.ศ. 2016 Deborah S.B.S. Silva และคณะ  ได้ศึกษา DNA methylation markers ทั้ง 
3 ชนิด ได้แก่ยีน ZC3H12D, cg06379435 และ BCAS4 ในการระบุชนิดของตัวอย่างเลือด น้ำอสุจิ และน้ำลาย 
ตามลำดับ โดยใช้เทคนิค bisulfite conversion และ pyrosequencing พบว่าสามารถแยกตัวอย่างแต่ละชนิดออก
จากกันได้ตามความจำเพาะของตัวอย่าง ตามลำดับ โดยยีน ZC3H12D แสดงผลเปอร์เซ็นต์เมทิเลช่ันเฉลี่ยเป็นไฮโป
เมทิเลช่ัน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยโดย Tania Madi และคณะ ในปี ค.ศ. 2012 ส่วนยีน cg06379435 และ BCAS4 
แสดงผลเปอร์เซ็นต์เมทิเลช่ันเฉลี่ยเป็นไฮเปอร์เมทิเลช่ันท้ังคู่ (32) แสดงดังตารางที่ 2 
 

ตารางที่ 2 รูปแบบเมทิเลช่ันท่ี CpG ตำแหน่งต่าง ๆ บนยีน ZC3H12D cg06379435 และ BCAS4 ที่
จำเพาะต่อตัวอย่างน้ำอสุจิ เลือด น้ำลาย เลือดประจำเดือน เยื่อบุผวิบริเวณช่องจมูกส่วนหน้า และเยือ้บุผิวบริเวณ
ช่องคลอด ตามลำดับ (32) 
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2.4.2 การวิเคราะหดี์เอ็นเอเมทิเลชั่นด้วยวิธี methylation-sensitive restriction enzymes (MSREs)  
 Methylation-sensitive restriction enzymes (MSREs) เป็นการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันบน 
CpG sequence โดยอาศัย restriction enzyme ตัด DNA ให้เป็น fragment ในบริเวณตำแหน่งที่จดจำอย่าง
จำเพาะ (18 , 31 , 33) จากงานวิจัยของ Bird และ Southern ในปี ค .ศ . 1978  ได้กล่าวว่าเอนไซม์ที่ เป็น 
isoschizomer กัน 1 คู่ สามารถใช้ในการแยกตำแหน่งที่ methylated หรือ unmethylated ในจีโนมได้ (34) 
ต่อมาในปี ค.ศ. 1979 Cedar และคณะ  ได้ศึกษาวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันบนลำดับดีเอ็นเอ พบว่าเอนไซม์ 
HpaII และ MspI  มีความสามารถในการจดจำที่ตำแหน่งเดียวกันคือ 5’-CCGG-3’ โดยเอนไซม์ MspI จะตัดบน
ลำดับดีเอ็นเอโดยไม่คำนึงถึงว่ามีเบส CpG ที่ถูกเติมหมู่เมทิล (methylated) หรือไม่ ขณะที่เอนไซม์ HpaII จะตัด
เฉพาะตำแหน่งที่เป็น unmethylated เท่านั้น (35) และจากการศึกษาในปี 2016 โดย Yu-Chih Lin และคณะ  ได้
ศึกษาการวิเคราะห์เมทิเลช่ันในการระบุชนิดของของเหลวด้วยวิธี multiplex methylation sensitive restriction 
enzyme-PCR system หรือ MSRE-PCR โดยการใช้ restriction enzyme Hhal ตัดบนลำดับดี เอ็นเออย่าง
จำเพาะ โดยตัดเฉพาะตำแหน่งที่เป็น unmethylated แต่บริเวณเบส CpG ที่ถูกเติมหมู่เมทิลจะไม่ถูกตัดไปด้วย 
ร่วมกับการทำ PCR พบว่าสามารถระบุตัวอย่างเลือดดำ เลือดจากประจำเดือน น้ำอสุจิ น้ำลาย และของเหลวจาก
ช่องคลอดได้ (36) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยการระบุชนิดของของเหลวด้วย MSRE-PCR และ SNaPshot multiplex 
systems โดย Ja Hyun An และคณะใน ค .ศ .ปี  2013 ซึ่ งเป็น single base extension (SBE) method เพื่อ
วิเคราะห์เมทิเลช่ันบนจีโนมิกดีเอ็นเอที่ผ่านการทำ bisulfite conversion แล้วนำมาเพิ่มปริมาณด้วย PCR โดยใช้ 
ddNTP ที่ติดฉลากด้วยฟลูออเรสเซนส์ และนำไปวิเคราะห์ต่อด้วย capillary electrophoresis จากการศึกษาได้
วิเคราะห์เมทิเลช่ันบนตำแหน่ง CpG ต่าง ๆ ท่ีจำเพาะบนยีนท้ัง 4 ยีน ได้แก่ USP49, DACT1, PRMT2 และ PFN3 
พบว่าสามารถระบุตัวอย่างอสุจิที่มี spermatozoa ได้ และสามารถระบุตัวอย่างของเลือดจากประจำเดือน และ
ของเหลวจากช่องคลอดได้เช่นกัน (37) 

 
2.4.3 การวิเคราะหดี์เอ็นเอเมทิเลชัน่ด้วยวิธี methylated DNA immunoprecipitation (MeDIP)  

เป็นการแยก methylated DNA โดยอาศัยหลัก affinity purification มีหลักการวิเคราะห์คือการนำ 

genomic DNA มาทำให้ได้ชิ้นส่วนของ DNA เป็นช้ินเล็ก ๆ โดยใช้คลื่นเสียง (sonication) และตกตะกอนดีเอ็นเอ 

(immunoprecipitated)  ด้วย monoclonal antibody ที่จับจำเพาะกับ 5-methylcytidine (5mC) ช้ินส่วน

methylated DNA จะถูกนำมาวิเคราะหต์่อด้วย PCR หรือวิเคราะห์ด้วย microarray hybridization ในระดับ 

genome-wide scale (38-40) แสดงดังรูปที่ 5 
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รูปที่ 5 การวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วย methylated DNA immunoprecipitation (MeDIP) 

(ท่ีมา: https://www.activemotif.com/catalog/736/medip) 
 

 

2.4.4 การวิเคราะหดี์เอ็นเอเมทิเลชัน่ด้วยอนุภาคแม่เหล็ก (MMPs) ร่วมกับอนภุาคนาโนทอง (AuNPs) 
ในปี ค.ศ. 2012 Chen chen Ge และคณะ  ได้ศึกษาวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันของดีเอ็นเอสังเคราะห์บน

ยีน APC (Adenomatous polyposis coli) 2 แบบ ได้แก่ methylated APC sequence และ unmethylated 
APC sequence ด้วย probe ที่จำเพาะกับ methylated DNA sequence ร่วมกับอนุภาคแม่เหล็ก (MMPs) และ
อนุภาคนาโนทอง (AuNPs) พบว่าสามารถวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันโดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย
อนุภาคนาโนทองภายใต้สภาวะที่มีเกลือได้ด้วยตาเปล่า โดยตัวอย่างที่เป็น methylated APC sequence นั้น 
probe ที่ถูกแยกออกมาจะเข้าจับกับอนุภาคนาโนทองเกิดเป็นสารประกอบที่มีความเสถียรและคงสภาพเป็นสีแดง 
แสดงดังรูปที่ 6a ในขณะที่ตัวอย่างท่ีเป็น unmethylated APC sequence probe จะไม่สามารถเข้าจับกับอนุภาค
นาโนทองภายใต้สภาวะที่มีเกลือได้และเกิดการรวมตัวกันเป็นอนุภาคที่มีขนาดใหญ่ขึ้น ทำให้เห็นการเปลี่ยนแปลงสี
ของสารละลายอนุภาคนาโนทองเป็นสีม่วง แสดงดังรูปที่ 6b โดยมีค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร ของ
สารละลายลดลงอย่างมากเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่าง methylated APC sequence แสดงดังรูปที่ 6 (7)  
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รูปที่ 6 ค่าการดูดกลืนแสงของและการเปลี่ยนแปลงสีของ specific probe-AuNPs complex ในสภาวะที่มีเกลือ 
(a). methylated APC sequence (b). unmethylated APC sequence (7) 

 

โดยการทดสอบที่กล่าวมาข้างต้นนั้นเป็นการใช้ดีเอ็นเอสังเคราะห์ ไม่มีผลการศึกษาที่นำไปใช้ในตัวอย่าง

ชีววัตถุจริง อย่างไรก็ตามสิ่งสำคัญของการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันคือการเลือกใช้วิธีวิเคราะห์ที่เป็นกลางและ

สามารถตอบคำถามทางชีววิทยาของผู้วิจัยได้ ทั้งนี้ยังคงมีปัจจัยอื่น ๆ อีกหลายประการที่ต้องพิจารณาต่อไป เช่น

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย ความไวและความจำเพาะของผลการวิจัย คุณภาพและปริมาณของตัวอย่างดีเอ็นเอ เป็น

ต้น (39)  

2.5 รูปแบบของดีเอ็นเอเมทิเลชั่นของยีน C20orf117 (DNA methylation patterns on C20orf117 
gene) 

จากการศึกษารูปแบบของดีเอ็นเอเมทิเลช่ันที่แตกต่างกันในปี ค.ศ. 2012 โดย Tania Madi และคณะ ใน
ตัวอย่างทั้ง 4 ชนิด ได้แก่  เลือด น้ำลาย สเปิร์ม และเซลล์เยื่อบุผิว โดยใช้เทคนิค bisulfite conversion ร่วมกับ 
pyrosequencing พบว่าตำแหน่งดีเอ็นเอเมทิเลช่ันบนยีน C20orf117 มีความจำเพาะต่อตัวอย่างเลือด (6) โดย
อ้างอิงรูปแบบความจำเพาะจากการศึกษาก่อนหน้าในปี ค.ศ. 2006 โดย Florian Eckhardt และคณะ ซึ่งได้ศึกษา
รูปแบบดีเอ็นเอเมทิเลช่ันที่แตกต่างกันในมนุษย์บนโครโมโซมคู่ที่ 6, 20 และ 22 จากผลการศึกษารูปแบบดีเอ็นเอ
เมทิเลช่ันในเซลล์เม็ดเลือดขาวพบว่าตำแหน่งดีเอ็นเอเมทิเลช่ันบนยีน C20orf117 มีรูปแบบเป็นไฮเปอร์เมทิเลช่ัน 
(> 80 เปอร์เซ็นต์ methylation) ใน CD4+ และ CD8+ lymphocytes ซึ่งมากกว่าเซลล์เนื้อเยื่ออื่น ๆ ในงานวิจัย 
แสดงดังรูปที่ 7 (41) 

 
 
 
 
 

 

รูปที่ 7 เปอร์เซ็นตเ์มทิเลช่ันท่ีแตกต่างกันบนยีน C20orf117 ในเซลล์เนื้อเยื่อชนิดต่าง ๆ (41) 
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โดยมีรายละเอียดข้อมูลของยีน C20orf117 ดังนี ้
C20orf117 [ Homo sapiens (human)] (GeneCards the human gene database) 

Suppressor of Glucose, Autophagy Associated 1, Suppressor of Glucose by Autophagy, 
KIAA0889, Suppressor of Glucose, Autophagy-Associated Protein 1, Suppressor of Glucose from 
Autophagy, SOGA Family Member 1, C20orf117, SOGA, Chromosome 20 Open Reading Frame 117, 
Protein SOGA1 
Genomic Locations:  chr20:35,412,178-35,492,087 (GRCh37/hg19) 
รายละเอียด 

ยีน  C20orf117 เป็นสมาชิกในกลุ่ ม ของ SOGA family ควบคุมกลไกการกินตั วเองของเซลล์  
(autophagy) และมีบทบาทในการลดการผลิตกลูโคส (adiponectin และ insulin-dependent manner) 

 
2.6 อนุภาคแม่เหล็ก (magnetic microspheres ; MMPs)   

อนุภาคแม่เหล็ก ตัวอย่างดังรูปที่ 8 เป็นอนุภาคโมเลกุลเชิงประกอบ (complex molecules) ขนาดเล็ก 
ลักษณะกลม และมีคุณสมบัติทางแม่เหล็ก โดยทั่วไปมีเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 1 ไมโครเมตร – 1,000 
ไมโครเมตร (1 มิลลิเมตร) ถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลายในระบบนำขนส่งยา (drug delivery system) การวินิจฉัยโรค 
(diagnostics) รวมถึงนำไปประยุกต์ใช้ในงานวิจัยอ่ืน ๆ สำหรับจับ (capture) กับเซลล์หรือสารชีวโมเลกุลต่าง ๆ ได้ 
เนื่องจากมีคุณสมบัติที่เป็นประโยชน์หลายประการ เช่น มีความสามารถในการใช้สนามแม่เหล็กคัดแยกหรือกรองที่
สูง ปรับปรุงกระบวนการ PCR โดยเพิ่มความสำเร็จของการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอจากดีเอ็นเอต้นแบบ นอกจากนี้ยัง
ช่วยเพิ่มความไวในการตรวจหายีน (gene detection) และการทดสอบที่ต้องอาศัยแอนติเจนหรือแอนติบอดีร่วม
ด้วยได้ (immunoassay) เช่นเดียวกันกับอนุภาคอื่น ๆ อนุภาคแม่เหล็กอาจเคลือบด้วย recognition molecules 
หรือโมเลกุลที่สามารถจดจำและจับกับตัวอย่างเป้าหมายได้ โดยอาจเป็น functional groups เช่น หมู่ COOH หมู่ 
NH2 หรืออาจเป็น affinity binding proteins เช่น streptavidin หรือ Biotin เคลือบบริเวณพื้นผิวของอนุภาค
แม่เหล็กก็ได้ (42, 43) 

 

 
 

รูปที่ 8 Protein G Magnetic Beads และ Magnetic Racks simplify immunoprecipitation  
(ท่ีมา: https://www.bio-rad.com/en-th/category/magnetic-beads-racks-for-

immunoprecipitation?ID=N6AQ0815) 
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2.7 อนุภาคนาโนทอง (gold nanoparticles ; AuNPs)  

อนุภาคนาโน (nanoparticles) คือ อนุภาคของแข็งที่มีการกระจายตัว มีขนาด 10-1000 นาโนเมตร 
เนื่องจากอนุภาคที่มีขนาดเล็กและมีน้ำหนักเบากว่าอนุภาคขนาดใหญ่ จึงมีความสามารถในการยึดเกาะได้ดีกว่า
อนุภาคขนาดใหญ่  (44) 

อนุภาคนาโนทอง (gold nanoparticles; AuNPs) เป็นผลผลิตหนึ่งท่ีไดจ้ากนวัตกรรมทางนาโนเทคโนโลยี
ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นมาจากโลหะทองซึ่งอยู่ในรูปของสารละลายคอลลอยด์สีแดงให้มีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตร ทำ
ให้อนุภาคนาโนทองมีสมบัติทางกายภาพและทางเคมีที่แตกต่างจากทองปกติ เช่น มีอัตราส่วนระหว่างพื้นที่ผิวต่อ
ปริมาตรสูง ช่วยในการเร่งปฏิกิริยาเคมี และนำไฟฟ้าได้ดี  ทำให้สามารถประยุกต์ใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย ซึ่งเข้า
มามีบทบาทในงานทางด้านเคมีวิเคราะห์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการวิเคราะห์หาสารที่สนใจ (45) 

ในปีค.ศ. 1951 Turkevich และคณะ ได้พัฒนาวิธีการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองโดยนำสารละลายของ 

HAuCl4 ทำปฏิกิริยากับ citric acid ในน้ำเดือด โดย citrate จะเป็นตัวรีดิวซ์ (reducing agent) ทองประจุเป็น 3+ 

(Au3+) ได้เป็นอนุภาคนาโนทองที่มีประจุเป็น 0 (Au0) และเป็นสารช่วยให้ความเสถียร (stabilizer agent) ล้อมรอบ

บนอนุภาคทองทำให้อนุภาคนาโนทองสามารถรักษารูปร่างและขนาดระดับนาโนอยู่ได้  (46, 47) แสดงดังรูปที่ 9 

โดยมีปฏิกิริยาเกิดขึ้นดังนี้  

    6(AuCl4)- + C6H8O7 + 5H2O                         6CO2 + 24Cl- + 6Au0 + 18H+                    (48) 

 

 
รูปที่ 9 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองแบบ Turkevich โดยการเกดิปฏิกิรยิาของสารละลายทองและซิเตรดในน้ำ

เดือด (49) 
 
ขนาดของอนุภาคนาโนทองที่สังเคราะห์โดยวิธีแบบ Turkevich จะมีขนาดใหญ่ขึ้น เมื่อเพิ่มปริมาณของ

สารละลายโซเดียมซิเตรด โดยจะทำให้อนุภาคนาโนทองเกิดการรวมตัวกันและมีขนาดที่ใหญ่ขึ้น และดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่นแตกต่างกัน (50) แสดงดังรูปที่ 10  
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รูปที่ 10 สีของสารละลายอนภุาคนาโนทองที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อมีขนาดของอนุภาคเพิ่มขึ้น (Colors of various 

sized monodispersed gold nanoparticles)  
(ท่ีมา: https://nanocomposix.com/pages/gold-colloid#target) 

 
ซึ่งทองคำเมื่ออยู่ในรูปก้อนขนาดใหญ่จะมีสีเหลือง เนื่องมาจากทองคำดูดกลืนแสงสีน้ำเงินทำให้มองเห็น

ทองคำเป็นสีเหลือง แต่ถ้าทองคำถูกทำให้มีขนาดเล็กลงจนมีขนาดอนุภาคเล็กกว่าความยาวคลื่นแสงที่มากระทบ
มาก ๆ จะทำให้อนุภาคนาโนทองเปลี่ยนความยาวคลื่นท่ีดูดกลืนไปเป็นดูดกลืนแสงสีเขียว จึงทำให้มองเห็นอนุภาค
นาโนทองเป็นสีแดง (49, 51) แสดงดังตารางที ่3 

 
 

ตารางที่ 3 ความสัมพันธ์ของช่วงความยาวคลื่นแสงที่ถูกดูดกลืนกับสทีี่ถูกดูดกลืนและมองเห็น 
 

 

(ที่มา: http://chem-around.blogspot.com/2015/02/blog-post_13.html) 

กล่าวได้ว่าความยาวคลื่นของการดูดกลืนแสงขึ้นกับขนาดของอนุภาคนาโนทอง ท้ังนี้อนุภาคนาโนทองที่มี
ขนาดต่างกันก็จะมีสีที่แตกต่างกัน (49, 51) อนุภาคนาโนทองขนาดเล็กจะดูดกลืนความยาวคลื่นแสงในช่วงความ
ยาวคลื่นสั้นที่ประมาณ 520 นาโนเมตร จึงทำให้เห็นอนุภาคนาโนทองเป็นสีแดงเข้ม และมีลักษณะเป็นทรงกลม 
แสดงดังรูปที่ 11 แต่เมื่ออนุภาคนาโนทองมีขนาดใหญ่ขึ้น อนุภาคนาโนทองจะดูดกลืนความยาวคลื่นแสงในช่วง
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ความยาวคลื่นยาวขึ้น สีที่เห็นจึงเปลี่ยนเป็นสีม่วงและสีน้ำเงินตามขนาดของอนุภาคนาโนทองที่เพิ่มขึ้นตามลำดับ 
(52)  

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 11 กราฟแสดงความสัมพันธร์ะหว่างค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายอนภุาคนาโนทองกับความยาวคลื่นซึ่ง
เกิดพีคที่ 520 nm สีของสารละลายอนุภาคนาโนทอง และขนาดของอนุภาคนาโนทองที่ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์

แบบส่องผ่าน (transmission electron microscope; TEM) (51) 
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บทท่ี 3 
ระเบียบวิธีวิจัย (research methodology) 

3.1 รูปแบบการทดลอง (experimental design) 

 
 

3.2 รูปแบบการวิจัย (research design) 
  การวิจัยแบบ Diagnostic study  
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3.3 กลุ่มประชากรเป้าหมาย (target population)  
เกณฑ์คัดเข้า (inclusion criteria)  

 1. ตัวอย่างเลือดจากผู้เข้ารับการตรวจสุขภาพประจำปีของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 
2. มีอายุระหว่าง 26-40 ปี (53) 
3. ไม่จำกัดเพศ (53)  

 

3.4 การคำนวณขนาดตัวอย่าง (sample size) 
การคำนวณขนาดตัวอย่างเพื่อใช้ในการประมาณค่าสดัส่วน สตูรโดย Cochran (ปีค.ศ.1963)  

              N =  
𝑝(1−𝑝)𝑍𝛼/2

𝑑2
 

เมื่อ N คือ ขนาดของตัวอย่าง 
p คือ ร้อยละของผลการวิเคราะห์ที่จะเกิดขึ้น (กำหนดให้ผลการวิเคราะห์ถูกต้องร้อยละ 80) 

𝑍𝛼/2 คือ ค่าที่ระดับความเชื่อมั่นหรือระดับนัยสำคัญ (กำหนดให้ระดับความเช่ือมั่นหรือระดับ
นัยสำคัญที่ 0.05 ดังนั้น Z 0.025 = 1.960) 

d คือ ระดับความคลาดเคลื่อนของการสุ่มตัวอย่างท่ียอมให้เกิดขึ้นได้ (กำหนด = 0.1 (10%)) 
แทนค่าในสมการ         

                                     N =  
𝑝(1−𝑝)𝑍𝛼/2

𝑑2
 

        = 
0.8(1−0.8)1.962

0.12
 

        = 62  
 ดังนั้น ขนาดของตัวอย่างเท่ากับ 62 คน 
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3.5 วิธีการดำเนินการวิจัย (methodology) 

 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย (chemical reagent) 
1. ChIP-Grade protein G magnetic beads (CST, USA) 
2. Mouse monoclonal to 5-methylcytosine (5-mC) (Abcam, UK) 
3. QIAamp DNA Blood Mini Kits (Qiagen) 
4. Tri-Sodium citrate dihydrate (Merk Millipore) 
5. Gold (III) chloride solution 99.99% (Sigma) 
6. Standard Oligonucleotides: C20orf117 probe และ primers (Macrogen) 
7. 3M Sodium acetate (Sigma) 
8. Nuclease free water 
9. 1X IP Buffer 
10. 1X PBS buffer (pH 7.4)        

 
 เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย (research instrument) 

1. High-speed refrigerated centrifuge 
2. Microplate Reader (Varioskan Flash Multimode) 
3. NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers 
4. JEOL JEM-1400 Transmission Electron Microscope 
5. Grant Bio PTR-35 360 Degree Vertical Multi-Function Rotator 
6. Eppendorf™ ThermoMixer Temperature Control Device 
7. Vortex Mixer GENIE 2 (G560E) 
8. Magnetic rack 
9. SONICS VCX Vibra 130 Tissue Sonicator 

 

3.5.1 การเตรียมตัวอย่างและการสกัดดีเอ็นเอ (sample preparation and DNA extraction) 

 ตัวอย่างเลือดปริมาณ 2 มิลลิลิตร จำนวน 62 ตัวอย่าง จากผู้เข้ารับการตรวจสุขภาพประจำปีของ
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย และตัวอย่างน้ำลายปริมาณ 1 มิลลิลิตร จำนวน  6 ตัวอย่าง จากนิสิต
ปริญญาโทและนักวิจัยห้องปฏิบัติการเซโร ฝ่ายนิติเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ซึ่งเป็นชายและหญิงที่มีอายุ
ระหว่าง 26-40 ปี โดยตัวอย่างจะถูกเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสก่อนนำมาสกัดดีเอ็นตามขั้นตอนของชุดสกัด 
QIAamp DNA Blood mini kit (Qiagen) และวัดปริมาณดีเอ็นเอของตัวอย่างที่สกัดได้ด้วยเครื่อง NanoDrop™ 
2000/2000c Spectrophotometers  
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3.5.2 การออกแบบ probe ที่จำเพาะบนยีน C20orf117 

 อ้างอิงลำดับนิวคลีโอไทด์สำหรับการออกแบบ probe บนยีน C20orf117 จากงานวิจัยของ Tania Madi 
และคณะ ในปีค.ศ. 2012 และฐานข้อมูล NCBI ในการคัดเลือกลำดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งจำเพาะกับยีน C20orf117 
และมีตำแหน่งดีเอ็นเอเมทิเลช่ัน (CpG site) ที่มีปริมาณของเมทิเลช่ันจำเพาะต่อการระบุเลือด เพื่อใช้ออกแบบ 
C20orf117 probe โด ย ใช้ โป รแกรม  Pyromark Q24 software 2.0 และ  BioEdit Sequence Alignment 
Editor for Windows version 7.0.5  
 

3.5.3 การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทอง (gold nanoparticles synthesis) 

 สังเคราะห์อนุภาคนาโนทองให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 13 นาโนเมตร ตามวิธีของ Turkevich โดย
เตรียมสารละลายทอง gold (III) chloride solution 99.99% (Sigma) ปริมาณ 32 ไมโครลิตรในน้ำปริมาณ 196 
มิลลิลิตร ใน erlenmeyer flask นำไปต้มจนเดือดในสภาวะที่มีการกวนตลอดเวลา (stirring) จากนั้นเติม
สารละลาย 1% trisodium citrate dihydrate ปริมาณ 3.6 มิลลิลิตร ทันที จะได้สารละลายสีแดงของอนุภาคนา
โนทอง 
 

3.5.4 การตรวจสอบคุณลักษณะของอนุภาคนาโนทอง (characteristics of gold nanoparticles) 

ตรวจสอบขนาดและรูปร่างของอนุภาคนาโนทองที่สังเคราะห์ได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
ผ่าน (Transmission electron microscope: TEM) สังเกตสีและวัดค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคนาโนทองด้วย
เครื่อง microplate reader ในช่วงความยาวคลื่น 400-700 นาโนเมตร  

 

3.5.5 การสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) สำหรับการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลชั่นด้วยอนุภาคแม่เหล็ก

ร่วมกับอนุภาคนาโนทอง 

นำสารละลายมาตรฐาน ซึ่งในงานวิจัยนี้คือ C20orf117 probe ที่ทราบค่าความเข้มข้นแน่นอน ได้แก่ 
ความเข้มข้นที่ 100, 10, 1, 0.1 และ 0.01 ไมโครโมลาร์ เติมลงในสารละลายอนุภาคนาโนทองที่อยู่ใน 96-well 
plate จากนั้นทำการ salting out โดยการเติมสารละลาย PBS, สารละลาย PBS ที่มีสารละลาย NaCl เข้มข้น 0.5 
โมลาร์ และ สารละลาย NaCl เข้มข้น 1.5 โมลาร์ ตามลำดับ ในส่วนของ negative control ทำการทดลอง
เช่นเดียวกัน แต่เปลี่ยนจากสารละลายมาตรฐานเป็นน้ำ สังเกตสีที่เปลี่ยนไปภายในเวลา 10 นาที แล้วนำไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 และ 630 นาโนเมตร ซึ่งเป็นความยาวคลื่นของการดูดกลืนแสงสีแดง และสีน้ำ
เงิน ตามลำดับ ด้วยเครื่อง microplate reader จากนั้นนำความสัมพันธ์ที่ได้ไปสร้างกราฟ  
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3.5.6 การวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลชัน่ด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทอง 

 แบ่งขั้นตอนการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโทองเป็น 4 
ขั้นตอน ได้แก่ 1. การทำ DNA sonication 2. การเพิ่มช้ินส่วนดีเอ็นเอเมทิเลช่ันเป้าหมาย (enrichment of 
methylated DNA fragment) 3. การจับกันของ C20orf117 probe และตำแหน่งดีเอ็นเอเป้าหมาย และ 4. การ
วิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วย C20orf117 probe และอนุภาคนาโทอง แสดงวิธีการวิเคราะห์ดังรูปที่ 12  
 

 
 

รูปที่ 12 การวิเคราะหด์ีเอ็นเอเมทเิลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทอง  
(ดัดแปลงรูปมาจาก Chen chen ge และคณะ)  

โ ด ย ( A) 5-methylcytosine mouse monoclonal antibody ที่ จั บ อ ย่ า ง จ ำ เ พ า ะ กั บ  5-
methylcytosine (5mC) บนดีเอ็นเอเป้าหมายเคลือบอยู่รอบอนุภาคแม่ เหล็ก  (MMPs) จะเกิดเป็น DNA-
antibody-bead complex (B). เติม C20orf117 probe ซึ่งจำเพาะต่อตำแหน่งของดีเอ็นเอเมทิเลช่ันของตัวอย่าง
เลือดเลือดลงใน complex (C) ทำให้เกิดการปล่อย probe ที่จับกับดีเอ็นเอเป้าหมายออกจาก complex โดยใช้
ความร้อน (D) เติม probe ที่ถูกแยกออกมาลงในสารละลายอนุภาคนาโนทองที่อยู่ใน 96-well plate ภายใต้
สภาวะที่มีเกลือ (E) ในสภาวะที่มีเกลือ C20orf117 probe จะเข้าจับกับอนุภาคนาโนทองเกิดเป็นสารประกอบที่มี
ความเสถียรและคงสภาพเป็นสีแดง (F) ในขณะที่หากไม่มี probe ภายใต้สภาวะที่มีเกลือ อนุภาคนาโนทองจะ
สามารถรวมตัวกันเป็นอนุภาคที่มีขนาดใหญ่ และสีของสารละลายอนุภาคนาโนทองจะเปลี่ยนจากสีแดงเป็นเป็นสี
ม่วงหรือน้ำเงิน ซึ่งสามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า 
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โดยมีรายละเอียดขั้นตอนการวิเคราะห์ดังต่อไปนี้ 

1. การทำ DNA sonication  

นำ DNA ของตัวอย่างที่ได้จากการสกัดปริมาณ 1,000 นาโนกรัมต่อ 50 ไมโครลิตร ใน 1.5 eppendorf 
tube มาทำให้มีขนาดเล็กประมาณ 500-1,500 bp โดยใช้คลื่นเสียง (sonicate) ด้วยเครื่อง SONICS VCX Vibra 
130 Tissue Sonicator (ตั้ งค่าเครื่องอัตโนมัติ  กำหนดเวลา : pulse on/off: 15 วินาที /30 วินาที  ที่  50% 
amplitude เป็นเวลาประมาณ 10 นาที)  และตรวจสอบคุณภาพของ DNA บน 1% agarose gel ด้วยเทคนิค 
gel electrophoresis  
 

2. การเพ่ิมชิ้นส่วนดีเอ็นเอเมทิเลชั่นเป้าหมาย (enrichment of methylated DNA fragment) 

นำตัวอย่างที่ผ่านการ sonicate แล้วไป denature ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้ว
ทำให้ เย็นทันทีในน้ำแข็งเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นทำ immunoprecipitation หรือตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย 
monoclonal antibody ที่จับจำเพาะกับ 5-methylcytosine (5mC) บนช้ินส่วนของ methylated DNA โดยเติม 
5-methylcytosine mouse monoclonal antibody 5 ไมโครกรัม ปริมาณ 5 ไมโครลิตร ในตัวอย่างที่ผ่านการ 
sonicate มาแล้ว และปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 500 ไมโครลิตร ด้วย 1X IP buffer จากนั้นนำไป incubate ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ด้วย rotating tube holder เติม magnetic beads ปริมาณ 30 
ไมโครลิตร จะเกิดเป็น DNA-antibody-bead complex แล้วนำไป incubate ต่ออีกเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา ทำการแยกส่วนท่ีไม่จับกับ complex ออกโดยนำตัวอย่างไปวางใน magnetic rack 
เป็นเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วดูดสารละลายส่วนใสออก ทำการล้างตัวอย่างด้วย 1X IP buffer ปริมาณ 500 
ไมโครลิตร แล้วนำไปวางใน magnetic rack เป็นเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ดูดสารละลายส่วนใสออก และ 
resuspend ด้วย 1X IP buffer ปริมาณ 400 ไมโครลิตร  

 

3. การจับกันของ C20orf117 probe และตำแหน่งดีเอ็นเอเป้าหมาย 

 เติ ม  C20orf117 probe ในตั วอย่ างที่ ผ่ านการทำ immunoprecipitation มาแล้ ว  ปริมาณ  10 
ไมโครลิตร แล้วนำไปเขย่าเบาๆเป็นเวลา 30 นาที  probe ที่ไม่ได้จับอย่างจำเพาะกับ DNA sequence จะถูกกำจัด
ออกภายใต้สนามแม่เหล็ก โดยนำไปวางไว้ใน magnetic rack เป็นเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ทำการดูด
สารละลายส่วนใสออก แล้ว resuspend ด้วย nuclease free water ปริมาณ 20 ไมโครลิตร จากนั้นทำการปล่อย 
probe จาก DNA-Probe complex โดยให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที นำไปวางไว้
ใน magnetic rack เป็นเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ดูดสารละลายส่วนใส ซึ่งคือ C20orf117 probe ที่ถูกแยก
ออกมาใส่ใน 1.5 eppendorf tube หลอดใหม่ 

 

4. การวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลชั่นด้วย C20orf117 probe และอนุภาคนาโทอง 

 เติมสารละลายอนุภาคนาโนทองที่เตรียมไว้ปริมาณ 200 ไมโครลิตรใน ใน 96-well plate จากนั้นใส่ 
C20orf117 probe ที่ถูกแยกออกมาจาก complex ปริมาณ 4 ไมโครลิตร และทำการ salting out โดยการเติม
สารละลาย PBS สารละลาย PBS ที่มีสารละลาย NaCl เข้มข้น 0.5 โมลาร์ และ สารละลาย NaCl เข้มข้น 1.5 โม



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 

ลาร์ ปริมาณ 40, 10 และ 10 ไมโครลิตร ตามลำดับ สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายอนุภาคนาโนทองที่
เกิดขึ้นด้วยตาเปล่าภายในเวลา 10 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 และ 630 นาโนเมตร ด้วย
เครื่อง microplate reader จากนั้นนำข้อมูลที่ได้ไปพลอตในกราฟมาตรฐาน 
 

3.5.7 การวิเคราะห์ข้อมูล (data analysis) 

เกณฑ์การตัดสินผลบวก (cut-off point)  

เกณฑ์การตัดสินผลบวกของการวิเคราะห์เมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทองนั้น 
วิเคราะห์จากปริมาณ C20orf117 probe ต่ำสุดที่ทำให้สีของสารละลายอนุภาคนาโนทองยังคงเป็นสีแดงภายใต้
สภาวะที่มีเกลืออย่างสังเกตเห็นได้ชัดเจน และทำการวิเคราะห์หาจุดตัดผลบวก (positive cut-off point) ที่เป็น
ค่าที่สามารถวัดได้จากอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่นที่ 630 ต่อ 520 นาโนเมตร ซึ่งจากตัวอย่าง 
negative control 
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บทท่ี 4  

ผลการวิจัย (result) 

 

4.1 ผลการออกแบบ probe ที่จำเพาะบนยีน C20orf117 

จากการนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน C20orf117 จากฐานข้อมูล NCBI มาคัดเลือกตำแหน่งสำหรับ

การออกแบบ probe โดยใช้โปรแกรม Pyromark Q24 software 2.0 และ BioEdit Sequence Alignment 

Editor แสดงผลการออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์ดังตารางที่ 4 

ตารางที่ 4 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ C20orf117 probe 
C20orf117 gene Sequence 
probe 5’-CCTCCCTTTCTACCCGGGCGCCCCCACCTTG-3’ 

 

4.2 ผลการเตรียมสารละลายอนภุาคนาโนทองและการตรวจสอบคุณลักษณะ 

จากการตรวจสอบคุณสมบัติการสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางตามวิธีของ 

Turkevich และคณะ โดยตรวจสอบขนาดและรูปร่างด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าอนุภาคนา

โนทองที่สังเคราะห์ได้ปรากฎเป็นคอลลอยด์สีแดง เป็นทรงกลมทีม่ีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ยประมาณ 14.79 นา

โนเมตร และมีช่วงการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร แสดงดังรูปที่ 13  

 

รูปที่ 13 ขนาดและรูปร่างของอนุภาคนาโนทองที่ตรวจสอบด้วยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (ซ้าย) สี 
และสเปกตรัมค่าการดดูกลืนแสงของอนุภาคนาโนทองที่ช่วงความยาวคลื่น 400-700 นาโนเมตร (ขวา) 

 

4.3 ผลการสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) สำหรับการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่นด้วยอนุภาค

แม่เหล็กร่วมกับอนภุาคนาโนทอง 

จากการวัดค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุภาคนาโนทองเมื่อทำปฏิกิริยายากับ  C20orf117 
probe ที่ความเข้มข้น 100, 10, 1, 0.1 และ 0.01 ไมโครโมลาร์ ท่ีความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร และ 630 นาโน
เมตร พบว่าอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยความยาวคลื่นท่ี 630 นาโนเมตรต่อ 520 นาโนเมตร ของ C20orf117 
probe ที่ความเข้มข้น 100, 10, 1, 0.1 และ 0.01 ไมโครโมลาร์ ในสภาวะที่มีเกลือ มีค่าเท่ากับ 0.271 ± 0.021, 
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0.437 ± 0.062, 0.889 ± 0.058, 1.125 ± 0.051 และ 1.195 ± 0.013 ตามลำดับ แสดงผลดังตารางที่ 5 จะเห็น
ว่าเมื่อความเข้มข้นหรือปริมาณของ C20orf117 probe ลดลง อัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยจะมีค่าเพิ่มขึ้น 

 
ตารางที่ 5 ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยของสารละลายอนุภาคนาโนทองเมื่อทำปฏิกิริยายากับ C20orf117 

probe ความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร และ 630 นาโนเมตร 
Conc. (µM) 100 10 1 0.1 0.01 

Log (Conc.) 2 1 0 -1 -2 

 

 

Absorbance  

at 520 nm 

 
0.497 0.424 0.322 0.315 0.305 

 
0.496 0.436 0.341 0.308 0.305 

 
0.504 0.466 0.355 0.306 0.303 

Average  0.499 0.442 0.339 0.310 0.304 

 SD 0.004 0.022 0.017 0.005 0.001 

 

 

Absorbance 

 at 630 nm 

 
0.137 0.214 0.301 0.340 0.368 

 
0.143 0.187 0.311 0.344 0.365 

 
0.125 0.178 0.293 0.361 0.358 

Average 0.135 0.193 0.302 0.348 0.364 

 SD 0.009 0.019 0.009 0.110 0.005 

 

 

Absorbance 

 at 630/520 nm 

 
0.276 0.505 0.935 1.079 1.207 

 
0.288 0.429 0.912 1.117 1.197 

 
0.248 0.382 0.825 1.180 1.182 

Average 0.271 0.437 0.889 1.125 1.195 

SD 0.021 0.062 0.058 0.051 0.013 

หมายเหตุ 
Conc. คือ ความเข้มข้นในหน่วยไมโครโมลาร์ของ C20orf117 probe  
Log (Conc.) คือ ความเข้มข้นของ C20orf117 probe ที่แปลงเป็นค่า log  
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จากนั้นนำความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นที่แปลงเป็นค่า log แล้วของ C20orf117 probe ได้แก่ 
ความเข้มข้นท่ี 100, 10, 1, 0.1 และ 0.01 ไมโครโมลาร์ กับอัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ความยาวคลื่นที่ 
630 ต่อ 520 นาโนเมตรที่ได้จากการทดลองไปสร้างกราฟ จะได้สมการกราฟเส้นตรงคือ y = -0.2537x + 0.7832 
และมีค่า R2 เท่ากับ 0.946 แสดงดังรูปท่ี 14 โดยค่า y แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 630 ต่อ 520 นา
โนเมตร และค่า x แสดงค่า log ความเข้มข้นของ C20orf117 probe 
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Log (Conc.)
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30
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รูปที่ 14 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายอนุภาค
นาโนทองที่ความยาวคลื่น 630 ต่อ 520 นาโนเมตรกับค่า log ความเข้มข้นของ C20orf117 probe เพื่อใช้ในการ
วิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทอง 

 
ผลจากการสังเกตสีที่เปลี่ยนแปลงไปในเวลา 10 นาที พบว่าเมื่อความเข้มข้นหรือปริมาณของ C20orf117 

probe ลดลง สีของสารละลายจะเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีม่วงหรือสีน้ำเงิน แสดงดังรูปที่ 15  ซึ่งเกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงความเสถียรของอนุภาคนาโนทองภายใต้สภาวะที่มีเกลือ โดยในสภาวะที่มีปริมาณของ  C20orf117 
probe มาก C20orf117 probe จะเข้าจับกับอนุภาคนาโนทองเกิดเป็นสารประกอบที่มีความเสถียรและคงสภาพ
เป็นสีแดง และจะดูดกลืนความยาวคลื่นแสงในช่วงความยาวคลื่นที่ 520 นาโนเมตร ในทางกลับกันสภาวะที่มี
ปริมาณของ C20orf117 probe น้อย อนุภาคนาโนทองจะเข้ามารวมตัวกันเป็นอนุภาคที่มีขนาดใหญ่ขึ้น และเกิด
การเปลี่ยนสีเป็นสีม่วงหรือสีน้ำเงิน อนุภาคนาโนทองจะดูดกลืนความยาวคลื่นแสงในช่วงความยาวคลื่นที่ยาวขึ้น
ประมาณ 630 นาโนเมตร สีที่เห็นจึงเปลี่ยนเป็นสีม่วงและสีน้ำเงินตามขนาดของอนุภาคนาโนทองที่เพิ่มขึ้น
ตามลำดับ ซึ่งสอดคล้องกับผลที่ได้จากการคำนวนอัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 630 นาโน
เมตรต่อ 520 นาโนเมตร ที่จะมีค่าเพิ่มขึ้นเมื่อความเข้มข้นหรือปริมาณของ C20orf117 probe ลดลง  
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รูปที่  15 สีที่ เปลี่ยนไปภายในเวลา 10 นาที ของ C20orf117 probe-gold nanoparticles ที่ความ
เข้มข้นต่าง ๆ ภายใต้สภาวะที่มีเกลือ (จากซ้ายไปขวาแสดงความเข้มข้นของ C20orf117 probe ที ่100, 10, 1, 0.1 
และ 0.01  ไมโครโมลาร์ ตามลำดับ) 

 
ทั้งนี้เมื่อได้ทำการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทองใน

ตัวอย่าง negative control ซึ่งใช้น้ำแทนตัวอย่างดีเอ็นเอโดยทำการทดลอง 2 ซ้ำ พบว่ามีอัตราส่วนของค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นท่ี 630 ต่อ 520 นาโนเมตรเท่ากับ 0.797 โดยมีค่า log ของความเข้มข้นเท่ากับ -0.056 
ซึ่งได้จากการแทนค่าอัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 630 ต่อ 520 นาโนเมตรในสมการกราฟ
เส้นตรง แสดงดังตารางที่ 6  
 

ตารางที่ 6 อัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ความยาวคลื่นที่ 630 ต่อ 520 นาโนเมตร ของ 
negative control ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่า log ของความเข้มข้น 
 

negative control 

A630/520 nm SD Log (Conc.) Conc.(µM) 

0.797 0.009 -0.056 0.879 

 

และเมื่อสังเกตสีที่ เปลี่ยนแปลงไปในเวลา 10 นาที ของตัวอย่าง negative control พบว่าสีของ
สารละลายอนุภาคนาโนทองเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีม่วง เนื่องมาจากการเข้าจับกันเองของอนุภาคนาโนทองทำให้มี
ขนาดที่ใหญ่ และดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่นทีย่าวขึ้น แสดงดังรูปที่ 16 

 
 

 
 

รูปที่ 16 สีที่เปลี่ยนแปลงไปในเวลา 10 นาที ของตัวอย่าง negative control ภายใตส้ภาวะทีม่ีเกลือ 
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4.4 เกณฑ์การตัดสินผลบวก (cut-off point) 

จากผลการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทองในตัวอย่าง 

negative control ซึ่งใช้น้ำแทนตัวอย่างดีเอ็นเอ พบว่ามีอัตราส่วนค่าการดูดกลนืแสงความยาวคลื่นเฉลี่ยที่ 630 ต่อ 

520 นาโนเมตรเท่ากับ 0.797 ± 0.009 และมีสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีม่วง ผู้ทำวิจัยจึงกำหนดจุดตัด

ของค่าการดูดกลืนแสงดังกล่าวเป็นค่า cut-off point กล่าวได้ว่าตัวอย่างที่มีผลอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงที่น้อย

กว่า 0.797 จะให้ค่าเป็นผลบวก ในทางกลับกันหากมีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 0.797 จะให้ค่าเป็นผลลบ แสดงจุดตัด

ค่า cut-off point บนกราฟมาตรฐาน ดังรูปที่ 17 
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รูปที่ 17 กราฟแสดงค่าการดูดกลนืแสงของตัวอย่าง negative control บนกราฟมาตรฐาน  
โดยที่      คือตัวอย่าง negative control ซึ่งกำหนดให้เป็นคา่ cut-off point 
 

4.5 ผลการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่นด้วยอนภุาคแม่เหลก็ร่วมกับอนภุาคนาโนทอง 

4.5.1 ผลการวิเคราะห์ในตัวอย่างเลือด 

- การศึกษาเบื้องต้นเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่นด้วยอนุภาคแม่เหล็ก

ร่วมกับอนุภาคนาโนทองในตัวอย่างเลือด 

 จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กรว่มกับอนุภาคนาโนทองโดยทำการทดลอง
เบื้องต้น (preliminary test) เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมของการวิเคราะห์ในตัวอย่างเลือดจำนวน 2 ตัวอย่างจาก
ตัวอย่างทั้งหมด 62 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างที่ 1 และ 2 (ตัวอย่างละ 2 ซ้ำ) โดยการ sonicate ดีเอ็นเอที่สกัดได้
ปริมาณ 1,000 นาโนกรัม ในปริมาตร 50 ไมโครลิตร ด้วยเครื่อง sonicator แล้วนำมาตรวจสอบขนาดของช้ินดีเอ็น
เอบน 1% agarose gel ด้วยเทคนิค gel electrophoresis พบว่าดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดทั้ง 2 ตัวอย่าง ส่วน
ใหญ่มีขนาดของช้ินดีเอ็นเอประมาณ 500-1,500 bp แสดงดังรูปที่ 18  
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รูปที่ 18 ขนาดของช้ินดีเอ็นเอหลังการ sonicate บน 1% agarose gel ด้วยเทคนิค gel electrophoresis ของ

ตัวอย่างเลือดตัวอย่างที่ 1 และ 2 จากการทำการทดลองทั้งสองซ้ำ 
 

 ดีเอ็นเอหลังการ sonicate ของตัวอย่างจะถูกนำมาทำ immunoprecipitation เพื่อคัดเลือกเฉพาะช้ินดี
เอ็นเอที่มี 5-methylcytosine (5mC) บนช้ินส่วน จากนั้นจึงเติม C20orf117 probe ความเข้มข้น 10 ไมโครโม
ลาร์ที่จำเพาะกับ DNA target sequence แล้วทำการล้าง probe ส่วนเกินออกจาก  DNA-probe complex 
ภายใต้สนามแม่เหล็ก ก่อนทำการแยก complementary probe ออกจาก DNA-probe complex ด้วยความร้อน 
แล้วจึงนำ probe ที่แยกออกจาก DNA-probe complex มาทำปฏิกิริยากับสารละลายอนุภาคนาโนทองในสภาวะ
ที่มีเกลือ แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง พบว่าตัวอย่างเลือดตัวอย่างที่ 1 และ 2 จากการทำการทดลองทั้งสองซ้ำ มี
อัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยความยาวคลื่นที่ 630 ต่อ 520 นาโนเมตร เท่ากับ 0.461 ± 0.055 และ 0.443 ± 
0.008 ตามลำดับ แสดงดังตารางที่ 7 ให้ค่าเป็นผลบวกทั้ง 2 ตัวอย่างโดยมีอัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงที่น้อย
กว่าค่า cut-off point ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.797  
 

ตารางที่ 7 อัตราส่วนค่าการดดูกลนืแสงเฉลี่ยของตัวอย่างเลือดตัวอย่างที่ 1 และ 2 จากการทำการทดลอง
ทั้งสองซ้ำ ที่อัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่นท่ี 630 ต่อ 520 นาโนเมตร 
 
 

 

 

เมื่อนำอัตราส่วนค่าการดูดกลนืแสงเฉลี่ยความยาวคลืน่ท่ี 630 ต่อ 520 นาโนเมตร ของตัวอย่างเลือดที่ 43 
และ 45 จากการทำการทดลองทั้งสองซ้ำมาแทนค่าในกราฟมาตรฐานสมการกราฟเส้นตรง y = -0.2537x + 
0.7832 แทนค่าในสมการ y เท่ากับ 0.461 และ 0.443 ตามลำดับ และหาค่า x ซึ่งเป็นค่า log ความเข้มข้นของ 
C20orf117 probe จากสมการเส้นตรงข้างต้นจะได้ค่า x เท่ากับ 1.270 และ 1.341 ตามลำดับ และเมื่อทำการถอด

No. 
Average absorbance 

at 630/520 nm 
SD Log (Conc.) Conc.(µM) 

1 0.461 0.055 1.270 18.621 

2 0.443 0.008 1.341 21.928 
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ค่า log จะได้ค่าความเข้มข้นของ C20orf117 probe ที่จับกับตัวอย่างที่ 1 และ 2 เท่ากับ 18.621 และ 21.928 ไม
โครโมลาร์ ตามลำดับ แสดงดังตารางที่ 8 ซึ่งมากกว่าปริมาณ probe ต่ำสุดที่เกิดการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย
อนุภาคนาโนทองจากสีแดงเป็นสีม่วงที่มีค่าเท่ากับ 1 ไมโครโมลาร์ และยังคงมีสีของสารละลายอนุภาคนาโนทองเป็น
สีแดงท้ัง 2 ตัวอย่าง แสดงดังรูปที่ 19 

 

 
 
 
 

รูปที่ 19 สีที่เปลี่ยนแปลงไปในเวลา 10 นาที ของ C20orf117 probe-Gold nanoparticles ในตัวอย่าง
เลือดตัวอย่างที่ 1 และ  2 
 

- การศึกษาวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่นด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทองในตัวอย่างเลือด 

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กรว่มกับอนุภาคนาโนทองโดยทำการทดลอง
เบื้องต้นเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมของการวิเคราะห์ดังที่กล่าวไปข้างต้น ต่อไปทำการวิเคราะห์เช่นเดิมในตัวอย่าง
เลือดที่เหลืออีก 60 ตัวอย่าง โดยในที่นี้จะแสดงตัวอย่างผลการ sonicate ดีเอ็นเอของตัวอย่างเลือดตัวอย่างที่ 27-
46 ดังรูปที่ 20 พบว่าดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดมีขนาดช้ินส่วนของดีเอ็นเอส่วนใหญ่ประมาณ 500-1,500 bp  

เมื่อทำการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันในตัวอย่างเลือดที่เหลือด้วยอนุภาคแม่เหล็กและทำปฏิกิริยากับ
สารละลายอนุภาคนาโนทองในสภาวะที่มีเกลือแล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง พบว่าตัวอย่างเลือดทุกตัวอย่างมี
อัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยความยาวคลื่นที่ 630 ต่อ 520  นาโนเมตร น้อยกว่าค่า cut-off point ซึ่งมีค่า
เท่ากับ 0.797 ที่ให้ค่าเป็นผลบวก โดยมีค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยต่ำสุดเท่ากับ 0.442 ± 0.067 และมีค่าการดูดกลืน
แสงเฉลี่ยสูงสุดเท่ากับ 0.783 ± 1.010 แสดงดังตารางที่ 8-9 โดยยังคงมีสีของสารละลายอนุภาคนาโนทองเป็นสีแดง
อยู ่แสดงดังรูปที่ 21-22 

 

รู ป ที่  2 0  ข น า ด ข อ ง ช้ิ น ดี เอ็ น เอ ห ลั ง ก า ร  sonicate บ น  1% agarose gel ด้ ว ย เท ค นิ ค 
gel electrophoresis ของตัวอย่างเลือดตัวอย่างที่ 27-46  

No. 1 

No. 2 
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รูปที่ 21 สีที่เปลี่ยนแปลงไปในเวลา 10 นาที ของ C20orf117 probe-Gold nanoparticles  
ในตัวอย่างเลือดตัวอยา่งที่ 3-36 

   

รูปที่ 22 สีที่เปลี่ยนแปลงไปในเวลา 10 นาที ของ C20orf117 probe-Gold nanoparticles  
ในตัวอย่างเลือดตัวอยา่งที่ 39-62 
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4.5.2 ผลการวิเคราะห์ในตัวอย่างน้ำลาย 

จากผลการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทอง โดยทำการทดลองทั้ง
สามซ้ำในตัวอย่างน้ำลาย (ยกเว้นตัวอย่างที่ 1 ที่ทำการทดลองสองซ้ำ) เช่นเดียวกับการวิเคราะห์ในตัวอย่างเลือด 
พบว่าตัวอย่างน้ำลายทั้ง 6 ตัวอย่าง มีอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยความยาวคลื่นที่ 630 ต่อ 520 นาโนเมตร 
สูงสุดและต่ำสุดเท่ากับ 1.010 ± 0.024 และ 0.682 ± 0.061 ตามลำดับ แสดงดังตารางที่ 10 โดยจากตัวอย่าง
น้ำลายทั้ง 6 ตัวอย่าง พบว่ามีอยู่ 2 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างที่ 4 และ 5 มีค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยน้อยกว่าค่า cut-
off point ที่มีค่าเท่ากับ 0.797 โดยมีค่าเท่ากับ 0.682 ± 0.061 และ 0.712 ± 0.022 ตามลำดับ และมีสีของ
สารละลายอนุภาคนาโนทองเป็นสีแดงอมม่วง ส่วนตัวอย่างน้ำลายอีก 4 ตัวอย่างที่เหลือ ได้แก่ ตัวอย่างที่ 1, 2, 3 
และ 6 มีค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยมากกว่าค่า cut-off point และพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายอนุภาค
นาโนทองจากสีแดงเป็นสีม่วงหรือน้ำเงิน ดังแสดงในรูปที่ 23 

 
ตารางที่ 10 อัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ 630 ต่อ 520 นาโนเมตร ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่า 

log ความเข้มข้นของตัวอย่างน้ำลายจำนวน 6 ตัวอย่าง 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 

รูปที่ 23 สีที่เปลี่ยนแปลงไปในเวลา 10 นาที ของ C20orf117 probe-Gold nanoparticles  
ในตัวอย่างน้ำลายจำนวน 6 ตัวอยา่ง 

No. 
Average absorbance 

SD Log (Conc.) 
at 630/520 nm 

1 0.987 0.026 -0.803 

2 0.832 0.091 -0.192 

3 0.927 0.069 -0.567 

4 0.682 0.061 0.397 

5 0.712 0.022 0.279 

6 1.010 0.024 -0.896 
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บทท่ี 5  

สรุปผลและอภปิรายการวิจัย (conclusion and discussion) 
 

5.1 สรุปผลการเตรียมสารละลายอนุภาคนาโนทองและการตรวจสอบคุณลักษณะ 

จากผลการสังเคราะห์อนุภาคนาโทองพบว่าอนุภาคนาโนทองที่สังเคราะห์ได้ปรากฎเป็นคอลลอยด์สีแดง  

เป็นทรงกลมที่มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางเฉลีย่ประมาณ 14.79 นาโนเมตร และมีสเปกตรัมค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 520 นาโนเมตร และมีช่วงการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร 

ทั้งนี้อนุภาคนาโนทองที่สังเคราะห์โดยวิธีของ Turkevich จะมีสีที่แตกต่างกัน อนุภาคนาโนทองขนาดเล็ก

จะดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่นสั้นที่ประมาณ 520 นาโนเมตร จึงทำให้เห็นอนุภาคนาโนทองเป็นสีแดงเข้ม แต่

เมื่อเพิ่มปริมาณของสารละลายโซเดียมซิเตรด จะทำให้อนุภาคนาโนทองเกิดการรวมตัวกันและมีขนาดที่ใหญ่ขึ้น ทำ

ให้ดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่นยาวขึ้น สีที่เห็นจึงเปลี่ยนเป็นสีม่วงและสีน้ำเงินตามขนาดของอนุภาคนาโนทองที่

เพิ่มขึ้นตามลำดับ (49-52) โดยเมื่อทำการทดสอบ salting out สารละลายอนุภาคนาโนทองที่สังเคราะห์ได้ พบว่า

เกิดการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายดังที่กล่าวข้างต้น และสามารถมองเห็นได้ชัดเจนด้วยตาเปล่า จึงได้ถูกนำมาใช้

ในการวิเคราะห์ปริมาณของ C20orf117 ในขั้นตอนถัดไป  

5.2 สรุปผลการสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) สำหรับการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่นด้วย

อนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทอง 

ผลการสร้างกราฟมาตรฐานได้สมการกราฟเส้นตรงคือ y = -0.2537x + 0.7832 และมีค่า R2 ที่เข้าใกล้ 1 
ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.946 โดยเมื่อวัดอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยความยาวคลื่นที่ 630 นาโนเมตรต่อ 520 นาโน
เมตร ของสารละลายอนุภาคนาโนทองเมื่อทำปฏิกิริยายากับ C20orf117 probe ที่ความเข้มข้น 100, 10, 1, 0.1 
และ 0.01 ไมโครโมลาร์ ตามลำดับในสภาวะที่มีเกลือ พบว่าอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยของ  probe มีค่า
เพิ่มขึ้น เมื่อมีปริมาณของ probe ที่ลดลง ซึ่งสอดคล้องกับสมมติฐาน  

เมื่อมีปริมาณของ probe มาก สีของสารละลายอนุภาคนาโนทองจะยังคงเป็นสีแดงเช่นเดิม ซึ่งเกิดจาก
การเปลี่ยนแปลงความเสถียรของอนุภาคนาโนทองภายใต้สภาวะที่มีเกลือ โดย probe จะเข้าจับกับอนุภาคนาโน
ทองเกิดเป็นสารประกอบที่มีความเสถียรและคงสภาพเป็นสีแดง ดังนั้นสีของสารละลายอนุภาคนาโนทองเมื่อทำ
ปฏิกิริยายากับ C20orf117 probe ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ในสภาวะที่มีเกลือจึงมีสีที่แดง ในขณะที่หาก
ไม่มี probe หรือมีปริมาณ probe น้อย เมื่อทำการ salting out อนุภาคนาโนทองจะเข้ามารวมตัวกันเองเป็น
อนุภาคที่มีขนาดใหญ่ขึ้น และเกิดการเปลี่ยนแปลงของสีจากสีแดงเป็นสีม่วงหรือสีน้ำเงิน เนื่องจากอนุภาคนาโนทอง
จะดูดกลืนความยาวคลื่นแสงในช่วงความยาวคลื่นยาวขึ้น สีที่เห็นจึงเปลี่ยนเป็นสีม่วงและสีน้ำเงินตามขนาดของ
อนุภาคนาโนทองที่เพ่ิมขึ้นตามลำดับ 
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5.3 เกณฑ์การตัดสินผลบวก (cut-off point) 

เพื่อหาจุดตัดของผลการวิเคราะห์ที่ให้ผลบวกและผลลบ จากผลการวิเคราะห์ในตัวอย่าง negative 

control ซึ่งใช้น้ำแทนตัวอย่างดีเอ็นเอ พบว่ามีอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่นเฉลี่ยที่ 630 ต่อ 520 นา

โนเมตรเท่ากับ 0.797 ± 0.009 และเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายอนุภาคนาโนทองจากสีแดงเป็นสีม่วง ผู้ทำวิจัย

จึงกำหนดจุดตัดของค่าการดูดกลืนแสงดังกล่าวเป็นค่า cut-off point ดังนั้นตัวอย่างที่มีผลอัตราส่วนค่าการดูดกลืน

แสงท่ีน้อยกว่า 0.797 จะให้ค่าเป็นผลบวก ในทางกลับกันหากตัวอย่างมีค่าอัตราส่วนค่าการดดูกลนืแสงมากกว่าหรอื

เท่ากับ 0.797 จะให้ค่าเป็นผลลบ 

5.4 สรุปผลการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลชั่นด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทองในตัวอย่างเลือด

และน้ำลาย  

จากผลการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทองในตัวอย่าง
เลือดและน้ำลาย พบว่าตัวอย่างเลือดทั้งหมดจำนวน 62 ตัวอย่าง มีอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยความยาวคลื่น
ที่ 630 ต่อ 520 นาโนเมตร น้อยกว่าค่า cut-off point ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.797 ที่ให้ค่าเป็นผลบวก ในขณะที่ตัวอย่าง
น้ำลายจำนวน 6 ตัวอย่าง พบว่า 4 ตัวอย่าง มีอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยมากกว่าค่า cut-off point ให้ค่า
เป็นผลลบ โดยจาก 6 ตัวอย่าง มีตัวอย่างน้ำลายจำนวน 2 ตัวอย่างท่ีมีอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยน้อยกว่าค่า 
cut-off point และให้ค่าเป็นผลบวกลวง (false positive) ดังแสดงในรูปที่ 24  

 

 
 

รูปที่ 24 Box plot แสดงค่าการกระจายตัวของอัตราส่วนคา่การดูดกลืนแสงเฉลี่ยความยาวคลื่นท่ี 630 ต่อ 520 นา
โนเมตร ของตัวอย่างเลือดเปรียบเทียบกับตัวอย่างน้ำลาย 

 
เนื่องจากในขั้นตอนการออกแบบ specific probe ผู้วิจัยได้อ้างอิงลำดับนิวคลีโอไทด์จากงานวิจัยของ 

tania madi และคณะ โดยทำการคัดเลือกตำแหน่ง CpG site เป็นช่วง บริเวณ CpG site ตำแหน่งที่ 5-7 ในขณะที่
งานวิจัยของ tania madi และคณะ ซึ่งได้ทำการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันในตัวอย่างทางชีวภาพต่าง ๆ บนยีน 
C20orf117 ด้วยวิธีมาตรฐาน bisulfite conversion โดยเป็นการคำนวณเปอร์เซ็นต์เมทิเลช่ันเฉลี่ยในแต่ละ
ตำแหน่ง CpG site และพบว่ามีค่า SD หรือส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่สูงในบางตำแหน่ง เช่นในตัวอย่างเลือดบน 
CpG site ตำแหน่งที่ 5 พบว่ามีเปอร์เซ็นต์เมทิเลช่ันเฉลี่ยบนยีน C20orf117 เท่ากับ 31.8 ± 4.9 เปอร์เซ็นต์ 
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ในขณะที่ตัวอย่างน้ำลายบน CpG site ตำแหน่งที่ 6 มีเปอร์เซ็นต์เมทิเลช่ันเฉลี่ยเท่ากับ 20.6 ± 10.7 เปอร์เซ็นต์ 
แสดงดังตารางที่ 1 จะเห็นว่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ตำแหน่งนี้มีค่าค่อนข้างสูงและใกล้เคียงกับเปอร์เซ็นต์เมทิ
เลช่ัน บน CpG site ตำแหน่งที่ 5 ในตัวอย่างเลือด (6) จึงอาจเป็นสาเหตุทำให้เกิดผลบวกลวง (false positive) 
ของการวิเคราะห์ได้ 

โดยสามารถวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันในตัวอย่างเลือดด้วย C20orf117 probe ได้ผลการ

วิเคราะห์ที่ถูกต้องมากถึง 100 เปอร์เซ็นต์ แต่ยังมีข้อจำกัดในการอ่านผลการวิเคราะห์ในตัวอย่างน้ำลาย ซึ่งสามารถ

วิเคราะห์ผลได้อย่างถูกต้องเพียง 66.67 เปอร์เซ็นต์  

5.5 ข้อดี ข้อจำกัด และอุปสรรคของการวิจัย 

ข้อดี 
- สามารถวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันได้ด้วยการสังเกตการเปลี่ยนสีของสารละลายอนุภาคนาโนทองด้วยตาเปล่าได้ 
และการวัดอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ 630/520 นาโนเมตร 
- ไม่จำเป็นต้องใช้สารเคมีรุนแรงในการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของดีเอ็นเอ 
- เครื่องมือพ้ืนฐานในห้องปฏิบัติการก็สามารถทำได้ 
- ไม่ต้องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย PCR หรือทำ sequencing 

ข้อจำกัด 
- อาจเกิดผลบวกลวง (false positive) ของวิธีวิเคราะห์ เนื่องจากตัวอย่างทางชีวภาพชนิดอื่น เช่น น้ำลาย อาจมี
ปริมาณเมทิเลช่ันบางตำแหน่งบน C20orf117 probe ที่ใกล้เคียงกับเลือดได้ 
- ยังต้องใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้นในปริมาณมาก ท่ีความเข้มข้น 20 ng/uL, ปริมาตร 50 uL  
 อุปสรรค 
- Probe เป็นส่วนที่เข้าทำปฏิกิริยากับสารละลายอนุภาคนาโนทอง การเติม probe ใน negative control จึงต้อง
ทำการล้าง probe ออกให้หมด ซึ่งการหลงเหลืออยู่ของ probe อาจเป็นท่ีมาของการเกิดสีที่ไม่สมบูรณ์ (สีม่วง หรือ
น้ำเงิน) จึงควรเพิ่มขึ้นตอนการล้าง probe ก่อนการแยก probe ออกจาก complex 
 

5.6 แนวทางและข้อเสนอแนะการวิจัยต่อในอนาคต 

-  เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็ก และอนุภาคนาโนทอง กับวิธีวิเคราะห์
มาตรฐาน bisulfite conversion 
- ทดลองลดปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นเพื่อดูประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ต่อไป 
- ใช้ตัวอย่างที่ใกล้เคียงกับตัวอย่างจริงที่พบได้ในสถานที่เกิดเหตุ เช่น ตัวอย่างคราบเลือดบนพื้นผิวต่าง ๆ ในการ
ทดลอง เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของวิเคราะห์ (lower detection limit) 
- เพิ่มช่วงอายุของตัวอย่างสำหรับการศึกษา เพื่อศึกษาผลของอายุต่อปริมาณเมทิเลช่ันของยีน C20orf117 
- เพิ่มจำนวนตัวอย่างน้ำลายสำหรับการวิเคราะห์ผล 
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5.7 สรุปผลการวิจัย 

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทอง แสดงให้เห็นว่า
การวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิเลช่ันในตัวอย่างเลือดด้วย probe ที่จำเพาะกับตำแหน่งดีเอ็นเอเมทิเลช่ันบนยีน 
C20orf117 ด้วยอนุภาคแม่เหล็กร่วมกับอนุภาคนาโนทอง สามารถทำได้ดีบนตัวอย่างเลือด แต่ยังมีข้อจำกัดในการ
ใช้วิเคราะห์ตัวอย่างชนิดอื่น ๆ เนื่องจากในตัวอย่างทางชีวภาพชนิดต่าง ๆ อาจมี CpG บางตำแหน่งบนยีน 
C20orf117 ที่มีปริมาณเมทิเลช่ันที่ใกล้เคียงกับในตัวอย่างเลือดจึงทำให้เกิดผลบวกลวง (false positive) ของการ
วิเคราะห์ได้ โดยสามารถวิเคราะห์ตัวอย่างเลือดได้ถูกต้อง 100 เปอร์เซ็นต์ และตัวอย่างน้ำลายเท่ากับ 66.67 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ โดยมีอัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยความยาวคลื่นที่ 630 ต่อ 520 นาโนเมตร น้อยกว่า 
0.797 ซึ่งให้ค่าเป็นผลบวก และสามารถมองเห็นการเปลี่ยนแปลงสีของอนุภาคนาโนทองได้ด้วยตาเปล่า ได้ในเวลา 
10 นาที ผลการวิจัยครั้งนี้จึงน่าจะเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการเลือกใช้วิธีวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอเมทิเลช่ันที่
เหมาะสมสำหรับการวิจัยต่อไป 
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