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บทสรุปสำหรับผู้บริหาร 

 

การพัฒนาวิธีการตรวจสาร CBD อยู่บนพ้ืนฐานการรวบรวมสัญญาณโมเลกุลโดยใช้ ดีเอ็นเอในรูป 

antibody ซ่ึงเป็นนวัตกรรมรูปแบบใหม่ เรียกว่า DNAbody เป็นโมเลกุลตรวจจับสัญญาณ (recognition 

molecule) แทน antibody ในรูปโปรตีนเดิมท่ีใช้ระบบ  ดีเอ็นเอในรูป DNAbody เป็นโมเลกุล 

oligonucleotide จับตัวกับ CBD เป้าหมาย ในลักษณะท่ีมี binding affinity สูงและเสถียร อาศัยความ

ได้เปรียบของคุณสมบัติของดีเอ็นเอท่ีเหนือกว่า antibody ท่ีโครงสร้างหลักเป็นนิวคลิโอไทด์ มีความเสถียร 

และปรับให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมของปฏิกิริยาได้ง่ายและมีประสิทธิภาพกว่า  

ในการพัฒนา ได้คัดเลือก oligonucleotide ท่ีเหมาะสม ด้วยวิธี SELEX ได้โคลนของแคนดิเดตโมเล

กุลท่ีจำเพาะต่อ CBD 9 โคลน ต่อมา การศึกษาและตรวจสอบลำดับนิวคลิโอไทด์ และ การคัดเลือก

ความสามารถในการจับตัวกับโมเลกุลเป้าหมายทำให้ได้แคนดิเดตโมเลกุลท่ีเป็น oligonucleotide จำเพาะต่อ 

CBD 4 โคลน  และเม่ือนำ oligonucleotide ดังกล่าวมาใช้เป็นโมเลกุลตรวจจับสัญญาณ ร่วมกับการพัฒนา

วิธีการตรวจท่ีอยู่บนพ้ืนฐานการเปล่ียนแปลงสีของอนุภาคนาโนทองคำ (colorimetric assay) โดยอาศัยการ

แลกเปล่ียนประจุไฟฟ้าบนพ้ืนผิวและการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติ plasmon ของอนุภาคนาโนทองคำทำให้

สามารถคัดเลือก oligonucleotide ท่ีจำเพาะต่อ CBD 1 โคลน 

ผลการตรวจสอบ CBD พบว่าในกรณีท่ีพบโมเลกุล CBD สารละลายคอลลอยด์ของอนุภาคนาโนทองคำ

จะยังคงเป็นสีชมพูแดง และในกรณีท่ีไม่พบ CBD สารละลายคอลลอยด์ของอนุภาคนาโนทองคำจะเปล่ียนสีไป

เป็นสีม่วง ท้ังน้ีเพราะคุณสมบัติ electrostatic ของ oligonucleotide ท่ีใช้เป็นโมเลกุลตรวจจับสัญญาณ

ต่างกันในกรณีท่ีมี CBD หรือไม่มี CBD ในระบบ 

Oligonucleotide ท่ีพัฒนาข้ึนเพ่ือใช้เป็น DNAbody น้ี ให้ความจำเพาะต่อ CBD ในระดับท่ีสูง โดย

จับตัวอย่างจำเพาะกับ CBD certified reference material ของตัวอย่างกัญชงและกัญชา แต่ไม่เกิดปฏิกิริยา

ร่วมกับสารเคมีอ่ืนในกลุ่มควบคุมระบบประสาทเดียวกัน (cross reaction) ท้ัง Caffeine,  Ibuprofen 

Buprenorphine,  Marcaine,  Tramadol,  Fentanyl  หรือ THC certified reference material และให้

ความไวของปฏิกิริยาในการตรวจ ในรูป LOD หรือ Limit of detection ท่ี 10 ppb สะท้อนศักยภาพของ

ปฏิกิริยาเม่ือใช้ oligonucleotide เป็น DNAbody เพ่ือการตรวจสอบและตรวจวัดปริมาณ CBD ท่ีสามารถ

นำไปประยุกต์ร่วมกับหลักการตรวจการเรืองแสง หรือการตรวจทางเคมีไฟฟ้า หรือการตรวจในรูปแบบ 

immuno-chromato graphic platform เพ่ือพัฒนาเป็นชุดทดสอบสำเร็จรูปต่อไป 
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เป้าหมาย 

แนวเหตุผล ทฤษฎีท่ีสำคัญ หรือสมมติฐาน 

กัญชาและกัญชงเป็นพืชในวงศ์กัญชา พืชท้ังสองมีสัญฐานวิทยาท่ีคล้ายกันมากจนมิอาจจำแนกความ

แตกต่างด้วยสายตาได้โดยง่าย จากการศึกษาพบว่า พืชตระกูลกัญชา สามารถสร้างสาร cannabinoids ถึง 60 

ชนิด แต่ท่ีเป็นท่ีรู้จักมากท่ีสุดคือ tetrahydrocannabinol (THC)  กัญชา มีระดับของสาร THC ในปริมาณสูง 

ขณะท่ีกัญชง มีระดับของ THC ต่ำกว่า ดังน้ันจึงมักพบการใช้เกณฑ์ ชนิดและระดับปริมาณ THC มาช่วยจำแนก

ความต่างของพืชท้ังสองชนิด  เช่น ในประเทศสหรัฐอเมริกาและแคนาดา กำหนดเกณฑ์ปริมาณ THC สูงสุดใน

กัญชงไว้ท่ีไม่เกิน 0.3% หากค่า THC สูงกว่า 0.3% จะจำแนกเป็นกัญชา โดยกัญชาท่ีนำมาใช้ในทางการแพทย์ 

มีค่า THC สูง 5-20% โดยเฉล่ีย และบางสายพันธ์ุ อาจให้ค่า THC สูงถึง 25-30%  

นอกจาก THC แล้ว พืชในวงศ์กัญชายังสังเคราะห์สารทุติยภูมิในกลุ่ม cannabinoid ท่ีสำคัญอีกชนิด

หน่ึงคือ CBD (cannabidiol)  สารน้ี ไม่มีฤทธ์ิกระตุ้นระบบประสาท โดยกัญชาจะผลิตสาร THC มากกว่า CBD 

ขณะท่ีกัญชงจะผลิตสาร CBD มากกว่า THC สารเหล่าน้ีออกฤทธ์ิ ยับย้ัง กระตุ้น ระบบประสาท ฮอร์โมน 

ภูมิคุ้มกัน ผ่านระบบ endocannabinoid ของร่างกาย 

อย่างไรก็ดี การใช้กัญชาในการรักษาในทางการแพทย์ เน้นการมีสารประกอบทุติยภูมิท่ีมีองค์ประกอบ

ทางเคมีเอ้ือประโยชน์ในรูป cannabidiol, CBD สูง แต่จะมีสารเคมีท่ีออกฤทธ์ิต่อจิตประสาทจำพวก 

tetrahydro cannabinol, d9-THC ต่ำ เน่ืองจาก CBD ไม่ทำให้จิตใจเล่ือนลอย และไม่มีผลข้างเคียงร้ายแรง 

การใช้งานเป็นไปเพ่ือบรรเทาอาการเจ็บป่วยต่าง ๆ และเน้นสรรพคุณท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกายและจิตใจ ท้ัง

ฟ้ืนฟูระบบสมองและกระตุ้นการทำงานระบบสุขภาพท่ีสมบูรณ์ ทำให้ผู้ป่วยในกลุ่มคนไข้วิกฤต อยากอาหาร

มากข้ึน ลดความวิตกกังวล ช่วยให้หลับได้ดีข้ึน บรรเทาการเกร็งของกล้ามเน้ือ ลดการอักเสบ และระงับอาการ

คล่ืนไส้อาเจียน 

การเปล่ียนแปลงของกฏระเบียบในการควบคุมกัญชาและกัญชง ส่งผลต่อการอัตราเร่งในการ

เปล่ียนแปลงของตลาด สร้างความต่ืนตัวของทุกภาคส่วนท่ีเก่ียวข้อง และยังส่งผลต่อเน่ืองให้เกิดความจำเป็น

เร่งด่วน ในการพัฒนาวิธีการตรวจสอบและวิเคราะห์การมีอยู่และระดับปริมาณของสารออกฤทธ์ิ ท้ัง 

cannabidiol และ tetrahydrocannabinol ท่ีมีความแม่นยำ ง่าย รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพเพ่ือรองรับการ

ต่ืนตัวในการพัฒนาผลิตภัณฑ์ในระยะหลัง ประกอบกับมีการนำสกัดบริสุทธ์ิของสารประกอบทุติยภูมิจาก

กัญชาและกัญชงมาเป็นส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์ในวงกว้างมากข้ึนท้ังในรูปแบบยาทาเฉพาะท่ี เคร่ืองสำอางค์ 
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อาหารในกลุ่มต่าง ๆ อาหารเสริม สารปรุงแต่ง และผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืมท้ังชนิดท่ีมีและไม่มีแอลกอฮอล์ ความ

หลากหลายน้ีส่งผลให้เกิดความท้าทายในการพัฒนาวิธีการทดสอบมากข้ึน  

โดยปกติ ความแม่นยำในการทดสอบ การปรากฏและปริมาณของ cannabinoid ในผลิตภัณฑ์ข้ึนกับ

ความน่าเช่ือถือของรูปแบบวิธีท่ีนำมาใช้ในการทดสอบ เพราะหากให้ผลไม่ถูกต้อง จะส่งผลโดยตรงต่อสุขภาพ 

และความปลอดภัยของผู้บริโภค รวมถึงความกังวลด้านศีลธรรมองค์รวม ส่งผลต่อผู้ประกอบการ ในแง่การการ

สูญเสียผลประโยชน์ทางเศรษฐศาสตร์หากการทดสอบให้ผลเบ่ียงเบนไปจากเกณฑ์  

การตรวจในปัจจุบัน เน้นการใช้เทคนิค reversed-phase liquid chromatography ร่วมกับการตรวจ

ด้วยรังสีอัลตร้าไวโอเล็ท แม้ว่าจะได้ความแม่นยำ ความจำเพาะในการตรวจท่ีสูง แต่ก็จำกัดการตรวจให้

ดำเนินการได้เฉพาะห้องปฏิบัติการขนาดใหญ่และมีความพร้อม ใช้บุคลากรเฉพาะทาง การใช้เวลาและมี

ค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์สูง ไม่สามารถทดสอบเป็นจำนวนมาก หรือ ไม่ตอบโจทย์การทดสอบใน

ภาคสนามเพ่ือตรวจคัดกรองท่ีผู้ประกอบการหรือผู้ใช้ผลิตภัณฑ์มีความต้องการได้ ทำให้เกิดปัญหาในการ

บริหารจัดการการทดสอบให้ด้อยประสิทธิภาพลง  

ทางออกประการหน่ึงคือการใช้เทคนิคอย่างง่าย เช่น การทดสอบโดยวิธี Duquenois-Levine test ท่ี

อาศัยปฏิกิริยาเคมี ก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีสีเม่ือทำปฏิกิริยากับสาร THC อย่างไรก็ดี 

การเปล่ียนสีดังกล่าวไม่มีความจำเพาะ วิธีดังกล่าวจึงขาดความเหมาะสมในทางปฏิบัติ 

การอนุญาตให้ผลิตกัญชงเป็นการค้าทำให้เกิดการเพ่ิมปริมาณของตัวอย่างท่ีเก่ียวข้องกับพืชวงศ์กัญชา

ต้องสงสัยรวมถึงผลิตภัณฑ์มากข้ึน ขณะท่ียังไม่มีวิธีในการตรวจจำแนกพืชท้ังสองแบบคัดกรองอย่างง่ายและ

ถูกต้องแม่นยำท่ีเป็นทางเลือกได้ ทำให้เป็นภาระและเกิดตัวอย่างคงค้างในห้องปฏิบัติการนิติวิทยาศาสตร์ 

ทางเลือกหน่ึงได้แก่ การพัฒนาวิธีการตรวจโดยการพ่ึงพาองค์ความรู้สมัยใหม่ Aptamers ในรูปแบบ 

DNAbody เป็นโมเลกุลของกรดนิวคลิอิก ในรูปแบบ single-stranded nucleic acid ซ่ึงสังเคราะห์ข้ึนจากการ

คัดเลือกโมเลกุลโดยเทคนิคการพัฒนาโมเลกุลไลแกรนผ่านวิวัฒนาการโดยการเพ่ิมปริมาณแบบยกกำลัง 

(systematic evolution of ligands by exponential enrichment, SELEX) เพ่ือคัดเฉพาะ โมเลกุลของ

กรดนิวคลิอิกท่ีจับอย่างจำเพาะต่อโมเลกุลเป้าหมาย (ในกรณีน้ีคือ CBD) เม่ือเปรียบเทียบกับวิธีการทางเคมีใน

ปัจจุบัน การใช้ DNAbody มีเสถียรภาพเหนือกกว่า วิธีการใช้งานดีกว่า และอายุการเก็บรักษานานกว่า ทำให้

การพัฒนาวิธีการตรวจบนพ้ืนฐานการใช้ DNAbody เป็นทางเลือกท่ีมีความเหมาะสมกว่าทางเลือกอ่ืน 

 การศึกษาโครงการนี ้ เน้น การคัดเลือกโมเลกุลดีเอ็นเอสายสั ้นที ่จับกับโมเลกุลเป้าหมายกลุ่ม 

cannabinoid อย่างจำเพาะในหลอดทดลองด้วยพันธะทางเคมี เช่น ปฏิกิริยาไฟฟ้าสถิต (electrostatic) แรง

แวนเดอร์วาลส์ (van der Waals interactions) หรือพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) เพื่อนำโมเลกุลท่ี
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คัดเลือกได้ไปใช้ร่วมกับเทคนิคทางกายภาพ เช่น การเรืองแสง หรือการตกตะกอนของอนุภาคทองคำ เพ่ือ

ประยุกต์เป็นวิธีการตรวจด้วยไบโอเซ็นเซอร์ (biosensor) สำหรับตรวจติดตามโมเลกุลที่เป็นเป้าหมายใน

อนาคต 

วัตถุประสงค์  

 เพ่ือคัดเลือกและพัฒนาโมเลกุล DNAbody ท่ีจำเพาะต่อสารเคมีเป้าหมายกลุ่ม cannabinoid CBD  

กรอบการวิจัย   

ในการศึกษาน้ี จะทำการคัดเลือก และพัฒนาโมเลกุล DNAbody จากไลบรารี ssDNA แบบสุ่ม ผ่าน

ระบบ Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment  โคลนและตรวจสอบ

ลำดับนิวคลิโอไทด์ของโมเลกุล DNAbody ท่ีได้ และทดสอบความจำเพาะและความไวของโมเลกุลใน

การทดสอบการจับกับเป้าหมาย 

ข้ันตอนการวิจัยและวิธีการดำเนินการวิจัย 

1. ศึกษาค้นคว้าและรวบรวมข้อมูลที่เกี ่ยวกับงานวิจัยโมเลกุล cannabinoid และวิธีการตรวจ

วิเคราะห์ 

2. เตรียมเมททริกคาร์บอน เพ่ือตรึงสาร 
3. คัดเลือกโมเลกุล DNA ท่ีใช้เป็น aptamer หรือ DNAbody ในหลอดทดลอง 

ไลบรารี ssDNA แบบสุ่มบ่มกับ Binding buffer ที่ประกอบไปด้วย 10 mM Tris HCl pH 

8.0 ที่ 50 mM, NaCl 0.5 mM, EDTA และ 70% Ethanol ที่ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 

นาที จากนั้นนำไปแช่น้ำแข็ง 15 นาที และนำมาทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที เมื่อได้ ssDNA ที่อยู่

ในสภาวะที่พร้อมนำไปคัดเลือกแล้ว นำไปทำการคัดเลือกผ่านระบบ Systematic Evolution of 

Ligands by Exponential Enrichment  โดยนำดีเอ ็นเอที ่ค ัดเล ือกไว ้ไปเพิ ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม โดยข้ันตอนคัดเลือกแอปตาเมอร์น้ีถูกทำซ้ำท้ังหมด 8 รอบ เป็นอย่างน้อย 

4. โคลนและหาลำดับเบสของ DNA aptamer 

 ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมรอบสุดท้าย นำโคลนเข้าสู่พลาสมิดพาหะ  

pSC-A-amp/kan (Stratgene, USA) โดยใช้วิธี TA-cloning และคัดเลือกโคลนที่ทำได้ด้วยการ

ทำ direct PCR สกัดพลาสมิดจากโคลนที ่ ได ้ และนำไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์ผ ่านการ 

sequencing ผ่านตัวแทน custom DNA sequencing service ข้อมูลโครงสร้างของแอปตา

เมอร์จะได้รับการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Blastn เปรียบเทียบ  

5. สังเคราะห์และคัดเลือก DNA aptamer 
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 สังเคราะห์แอปตาเมอร์ที่ได้จากขั้นตอนที่ 4 และคัดเลือก aptamer ที่มีความสัมพันธ์ที่ดี

ที่สุดเพื่อหาความจำเพาะ ผ่านการทดสอบกับตัวอย่างสารเคมีในกลุ่ม cannabinoid และสารอ่ืน 

รวมกันไม่น้อยกว่า 12 ชนิด โดยการทดสอบเบื้องต้น ใช้วิธีตกตะกอนกับอนุภาคทองคำ ทำการ

ทดสอบความไว (sensitivity) ผ่านการใช้สารเป้าหมายที่ความเข้มข้นต่างกัน 1 ระดับจากมากสุด 

1000 ppm เพ่ือหาขีดจำกัดของการทดสอบ (Limit of Detection, LOD) 

สถานท่ีทำวิจัย ห#องปฏิบัติการทรานสเจนิคเทคโนโลยีในพืชและไบโอเซ็นเซอรB คณะวิทยาศาสตรB จุฬาลงกรณB 

 มหาวิทยาลัย  

ระยะเวลาดำเนินการ 

 มีนาคม 2564-ธันวาคม 2564 

ผลการดำเนินงาน 
  

หลักสำคัญในการพัฒนาเทคนิคในการตรวจสารเสพติดตกค้างบนพ้ืนฐานการจดจำโครงสร้างของ

โมเลกุลเป้าหมาย จึงจำเป็นต้องมีโมเลกุลจำเพาะเพ่ือช่วยในกระบวนการจดจำโมเลกุลเป้าหมาย ทำหน้าท่ีเป็น

ตัวช่วยในการจับสัญญาณ ก่อนส่งสัญญาณเหล่าน้ันเข้าสู่การตรวจสอบและแสดงผล 

ท่ีผ่านมาเทคนิคบนพ้ืนฐานการจดจำโมเลกุลเป้าหมายท่ีใช้เป็น gold standard เป็นเทคนิคบน

พ้ืนฐานทางเซร่ัมวิทยา โดยแอนติบอด้ีทำหน้าท่ีเป็นชีวโมเลกุลท่ีช่วยในกระบวนการจดจำโมเลกุลเป้าหมาย 

(bio recognition molecules) ซ่ึงมักจับกับเป้าหมายอย่างจำเพาะ (high specificity) และมีความไวสูง (high  

sensitivity) ส่งผลให้สามารถนำมาใช้ออกแบบวิธีการตรวจโมเลกุลเป้าหมายอย่างจำเพาะได้ แต่การใช้แอนติ

บอด้ียังมีข้อจำกัด เน่ืองจากเป็นโปรตีนท่ีเส่ือมประสิทธิภาพได้ง่ายและความสามารถในการจับตัวข้ึนอยู่กับชุด 

(batch) ท่ีผลิต สภาวะ และวิธีการในการเก็บรักษา ท่ีสำคัญการเลือกใช้แอนติบอด้ียังจำกัดให้จับโมเลกุล

เป้าหมายเฉพาะท่ีเป็นโปรตีนเท่าน้ัน ไม่สามารถนำมาประยุกต์ใช้สำหรับพัฒนาการตรวจโมเลกุลเป้าหมาย 

CBD ได้ 

การใช้โมเลกุลดีเอ็นเอในรูป oligonucleotide ท่ีเรียกว่า aptamer มาทำหน้าท่ีแทนแอนติบอด้ีจะ

ช่วยให้สามารถคัดเลือกโมเลกุลดีเอ็นเอท่ีจับกับเป้าหมายนอกเหนือไปจากโปรตีนได้ด้วย ท่ีสำคัญเทคโนโลยี

ใหม่น้ีใช้ความรู้ทางเคมีของดีเอ็นเอท่ีมีคุณสมบัติต่างไปอย่างส้ินเชิงกับความรู้ในการจัดการแอนติบอด้ีท่ีเป็น

โปรตีน ทำให้สามารถก้าวข้ามข้อจำกัดต่าง ๆ ท่ีมีความซับซ้อนได้ 

ในการทดลองในคร้ังน้ี ได้นำดีเอ็นเอสังเคราะห์ด้วยกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีมาจับกับโมเลกุล

เป้าหมาย ในคร้ังน้ีได้แก่โมเลกุล CBD ในรูป (1R’,2R’)-5’-methyl-4-pentyle-2’-(prop-1-en-2-yl)-1’, 2’, 

3’. 4’-tetrahydro-[1, 1’-biphenyl]-2,6-diol (THC Pharm, Germany) โดยระบบการจับตัวและดำเนินการ

คัดเลือก เพ่ือค้นหาโมเลกุลดีเอ็นเอในรูป oligonucleotide ท่ีทำหน้าท่ีแทนแอนติบอด้ี ซ่ึงอยู่บนพ้ืนฐานการ
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คัดเลือกของหลักการ SELEX (Systematic evolution of ligands by exponential enrichment) 

(Darmostuk, et al., 2015) ท้ังน้ีผลการดำเนินงานเร่ิมจาก 

 การเตรียมคาร์บอนเมทริกซ์เพ่ือการคัดเลือก 

 ในข้ันตอนการคัดเลือกโมเลกุลดีเอ็นเอในรูป oligonucleotide ท่ีจับตัวจำเพาะกับสารเป้าหมาย เร่ิม

จากการนำ oligonucleotide ท่ีประกอบไปด้วย enriched oligonucleotide pool ไปบ่มร่วมกับสาร

เป้าหมาย จากน้ันจะคัดเฉพาะ oligonucleotide ท่ีจับตัวกับเป้าหมายเก็บไว้ และแยก oligonucleotide ท่ีไม่

จับตัวกับเป้าหมายออกไป แต่เพ่ือให้ oligonucleotide จับตัวกับเป้าหมายได้ง่ายและมีประสิทธิภาพ 

จำเป็นต้องตรึงโมเลกุล oligonucleotide เหล่าน้ันให้อยู่ในรูปโครงสร้าง linear form ซ่ึงทำโดยอาศัยการใช้

พ้ืนผิวท่ีมีคุณสมบัติเฉพาะเพ่ือการตรึง ท่ีผ่านมา สามารถเลือกใช้ผิววัสดุของ magnetic bead หรือ agarose 

bead หรือผิววัสดุของคาร์บอนเมททริกซ์ในรูปกราไฟท์ออกไซด์ ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ี เลือกใช้คาร์บอนแมทท

ริกซ์จากกราไฟท์ (Song et al., 2014) 

 การสังเคราะห์และเตรียมโมเลกุล DNA 

ดำเนินการเตรียมโมเลกุลดีเอ็นเอโดยสังเคราะห์ด้วยกระบวนการทางเคมีให้มีลำดับนิวคลิโอไทด์เรียง

แปรผันอย่างสุ่ม (5’-TAG GGA AGA GAA GGA(N)49 AGT ACA TGA CCA CTT-3’) โดยบริเวณ 5’-TAG GGA 

AGA GAA GGA และ  AGT ACA TGA CCA CTT-3’ จะเป็นบริเวณท่ีสามารถจับกับ oligonucleotide  ชนิด 

5’- TAGGGAAGAGAAGGA -3’ และ 5’-AAGTGGTCATGTACT-3’ ท่ีใช้เป็นไพรเมอร์เพ่ือการคัดเลือกโมเลกุล

ท่ีจับตัวต่อไป และบริเวณ (N)49  เป็นบริเวณเรียงแปรผันอย่างสุ่ม ทำให้ได้ oligonucleotide ในรูป DNA 

library ท่ีมีลำดับนิวคลิโอไทด์ท่ีมีความแตกต่าง ซับซ้อน และแปรผันอย่างมาก ภายหลังการสังเคราะห์ นำ

โมเลกุลดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได้มาละลายใน สารละลาย TE buffer (20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 

ให้ได้ความเข้มข้น 1 nmol/μL และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ −20°C จนกว่าจะใช้งาน 

 การคัดเลือกโมเลกุล DNA 

การคัดเลือกโมเลกุล DNA ท่ีจำเพาะต่อเป้าหมาย ดำเนินการโดยกระบวนการท่ีเรียกว่า systematic 

evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) (Tuerk and Gold, 1990, Darmostuk, et 

al., 2015) โดยใช้ single stand DNA ท่ีเป็นโอลิโกนิวคลิโอไทด์ไลบ์เบอร์ร่ี จากข้ันตอนก่อนหน้าเป็นโมเลกุล

เร่ิมต้น (ภาพท่ี 1) 
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ภาพที่ 1 ขั้นตอนในการคัดเลือกโมเลกุลโอลิโกนิวคลิโอไทด์ที่มีความสามารถในการจับตัวกับสารเคมีหรือชีวโมเลกุลเป้าหมาย ด้วยเทคนิค 

systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) ที่มา http://2018.igem.org/ 

ด้วยคุณสมบัติ single stand DNA ท่ีเป็น oligonucleotide ทำให้มีน้ำหนักโมเลกุลน้อยกว่า มีขนาด

เล็ก และด้วยการท่ีโมเลกุลมีขนาดเล็กจึงเข้าจับตัวกับโครงสร้างทางกายภาพได้ดีกว่า และสามารถจับตัวกับ

โมเลกุลเป้าหมายโดยอาศัยคุณสมบัติท่ีหลากหลาย ท้ัง electrostatic และ/หรือ hydrophobic hydrophilic 

และ/หรือโครงสร้างแบบ complementary structure ท่ีมีการจัดตัวแบบ π–π stacking และ/หรือแรงวัล

เดอร์วาลว์ (Keefe et al., 2010) ทำให้การสังเคราะห์และดัดแปลงปลาย 5’ และ 3’ ทำได้ง่าย (ภาพท่ี 2)

  

 

ภาพที่ 2 การจับตัวของโมเลกุล single stand DNA ที่ใช้เป็น DNAbody (aptamer) ต่อโมเลกุลเป้าหมาย 

 

การคัดเลือกด้วยระบบ SELEX อาศัยกลไกการจับตัวของ oligonucleotide ที่ใช้เป็น DNA library 

ขนาด 40-115 นิวคลีโอไทด์หรืออาจมากกว่าน้ีกับโมเลกุลเป้าหมาย ด้วยความซับซ้อนในการคัดเลือกโมเลกุล 

oligonucleotide ที่มีความเหมาะสมในการจับตัว ทำให้การคัดเลือกโมเลกุลดีเอ็นเอสำหรับการตรวจ

วิเคราะห์ CBD ทำได้อย่างจำกัด เนื่องจากสารมีโมเลกุลขนาดเล็ก ทำให้การจับตัวและการแยกโมเลกุลที่จับ

และไม่จับ ของ oligonucleotide กับโมเลกุลเป้าหมายออกจากกันทำได้ยาก ที่ผ่านมา มีการใช้โมเลกุลที่มี
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ความสามารถในการจับตัวกับสารเคมี เช่น จับตัวกับ BSA (Bovine serum albumin) เป็นสื่อกลาง (Cao, et 

al., 2016) หรือการคัดเลือกผ่านแมททริกซ์ออกไซด์ของคาร์บอน  

 การคัดเลือกสำหรับสารเป้าหมาย CBD 

CBD ท่ีใช้ในการทดลองในคร้ังน้ี ได้แก่ CBD ในรูป (1R’,2R’)-5’-methyl-4-pentyle-2’-(prop-1-

en-2-yl)-1’, 2’, 3’. 4’-tetrahydro-[1, 1’-biphenyl]-2,6-diol (THC Pharm, Germany)  โดยพบว่า 

สารเคมีดังกล่าวมีคุณสมบัติไม่ละลายน้ำ แต่จะละลายได้ดีในตัวทำละลายอินทรีย์ ดังน้ันในข้ันต้น ละลาย CBD 

ด้วย acetonitrile ขณะท่ี oligonucleotide ท่ีใช้เป็น DNA library สามารถละลายได้ในน้ำและในแอลกอฮอล์

ท่ีมีความเข้มข้นไม่เกิน 70% ในกรณี เอธานอล (ethanol)  และ ไม่เกิน 60% ในกรณีโปรปานอล (propanol) 

โดยในการทดลองได้ทำการคัดเลือกเป้าหมายประกอบปฏิกิริยาใน buffer  (10 mM Tris HCl, pH 8.0, 50 

mM NaCl, 0.5 mM EDTA ท่ีมีแอลกอฮอล์ชนิด Ethanol อยู่ 70%) เพ่ือให้เข้ากันกับเง่ือนไขท้ังสอง 

DNA library ท่ีไม่จับตัวจะอยู่ท่ีช้ันสารละลายในบัฟเฟอร์ ขณะท่ีดีเอ็นเอท่ีจับตัวจะอยู่ร่วมกับ CBD 

(fractionation) ทำการแยกช้ันโดยนำช้ันคาร์บอนท่ีได้มาเติมสารละลาย buffer แล้วป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 

3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือกำจัด CBD ท่ีอยู่ร่วมกับแมทริกซ์ โดยโมเลกุลของ oligonucleotide 

จะละลายอยู่ในสารละลาย buffer และในข้ันตอนสุดท้าย ทำการตกตะกอน oligonucleotide ด้วย 80% 

Ethanol ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13500 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 15 นาที (precipitation) ละลายส่วนตะกอนของ oligonucleotide ท่ีจับตัวอยู่บนผิวหลอดทดลอง

ด้านในด้วยน้ำกล่ันปลอดเช้ือ ปริมาตร 30 μL (ภาพท่ี 3)  

 

 

ภาพที ่ 3 ขั้นตอนการคัดเลือกโมเลกุลโอลิโกนิวคลิโอไทด์ที่อาศัยการคัดเลือกผ่านความสามารถในการละลายที่ตัวทำละลายที่ต่างกันรวมกับ

ผิวแมทริกซ์คาร์บอน เริ่มจากการบ่ม DNA library ในสารละลาย CBD ที่มแีมทริกซ์คาร์บอน (A ก่อนผสม และ B หลังผสม) และการขจัด

โมเลกุลที่ไม่จับตัวออกจากระบบด้วยการสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ฟีนอลและการปั่นเหวี่ยง (C ก่อน และ D หลัง) และส่วนใสทีค่ัดเลือก

ได้ (E) ก่อนนำไปตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยกระบวนการ alcohol precipitation 

 

A                          B                           C                           D                          E 
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จากน้ันนำโมเลกุล oligonucleotide ท่ีจับตัว ไปดำเนินการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพร์เมอร์ท่ี

จำเพาะต่อบริเวณ 5’และ3’ ของ DNA library แถบดีเอ็นเอท่ีได้มีขนาดในช่วง ประมาณ 100 นิวคลิโอไทด์ เป็น

ดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีในข้ันต้น จับตัวกับ CBD เป้าหมาย (ภาพท่ี 4) 

ข้ันต่อไปคือ การคัดเลือกแถบดีเอ็นเอ ดำเนินการโดยการ elute แถบดีเอ็นเอในสารละลาย 0.1x TE 

และใช้ดีเอ็นเอน้ีเป็นแม่แบบในการทำ asymetric PCR (Sambrook et al., 1989)  

สำหรับข้ันตอนการเก็บดีเอ็นเอ ได้ดำเนินการป่ันเหว่ียงเพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอท่ีความเร็วรอบ 13500 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที นำตะกอนดีเอ็นเอท่ีได้มาละลายใน 10 mM Tris HCl, pH 8.0, 50 mM NaCl 

0.5 mM EDTA ปริมาตร 30 μL ดีเอ็นเอท่ีได้จะนำไปใช้ในการคัดเลือกผ่านการจับตัวกับ CBD ในรอบถัดไป 

การดำเนินการถึงข้ันตอนดังกล่าวนับเป็นหน่ึงรอบ  

ในรอบถัดไป เร่ิมจากการนำดีเอ็นเอท่ีได้จากรอบก่อนหน้ามาบ่มกับสารละลาย CBD ความเข้มข้น

เท่ากับข้ันตอนแรกด้วย buffer เดียวกัน แต่แทนท่ี oligonucleotide 1 nmol ในรอบแรก ด้วยนิวคลีโอไทด์ท่ี

คัดเลือกได้ (โดยนำมาใช้เป็นดีเอ็นเอสำหรับใช้ในการคัดเลือกในรอบถัดไป) แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ก่อนจะดำเนินการซ้ำข้ันตอน และดำเนินการคัดเลือกโดยทำซ้ำข้ันตอนเดิม เช่นน้ี 

อีกเป็นจำนวน 8 รอบ  

เม่ือเสร็จส้ินการดำเนินการคัดเลือก ในรอบท่ี 8 ได้ ปฏิกิริยาถูกหยุดไว้ท่ีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

เป้าหมาย โดยไม่ทำ elution ทำให้ได้ single stand DNA ท่ีมีขนาดประมาณ 100-120 นิวคลิโอไทด์ 

สอดคล้องกับขนาดในทางทฤษฎี ดังภาพท่ี 5 ดีเอ็นเอน้ีพร้อมจะนำไปโคลน เพ่ือตรวจสอบลำดับนิวคลิโอไทด์

ต่อไป 

 

ภาพที ่5 single stand DNA ที่ได้จากการคัดเลือกในรอบที่ 8 ที่มีความจำเพาะต่อ CBD เป้าหมาย เลน M 100 นิวคลิโอไทด์มาร์คเกอร์  เลน 

ntc โมเลกุลโอลิโกนิวคลีโอไทด์ควบคุม  เลน  single stand DNA จำเพาะต่อ CBD(ศรชี้) 
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 การโคลนช้ินดีเอ็นเอและตรวจสอบลำดับพันธุกรรม 

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR ทำให้ได้ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอเป้าหมายเฉพาะในรูป 

double strand DNA นำผลิตภัณฑ์ท่ีได้มาโคลนเข้าสู่ พลาสมิด pSC-A-amp/kan ด้วยวิธี TA cloning โดย

ชุดสำเร็จรูป Strataclone TA Cloning Kit (Stratgene, USA) ตามวิธีท่ีระบุไว้ในคำอธิบายของวิธีใช้ชุด

สำเร็จรูป คัดเลือกโคโลนีท่ีต้านยาปฎิชีวนะ ampicillin (ภาพท่ี 6 A) จำนวน 18 โคโลนี  โคโลนีท่ีคัดเลือกได้ 

จัดเป็นโคลนท่ี plasmid ท่ีมีช้ินส่วนของ DNA ของ aptabody เป้าหมายอยู่ โดยการคัดเลือกในเบ้ืองต้น 

ดำเนินการด้วยเทคนิค plasmid disruption โดยนำโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีโคลนเป้าหมายมาละลายใน

สารละลายท่ีประกอบด้วย 2 mM EDTA, 10 mM NaCl และ 0.1 N NaOH,b pH 9.0 ในสภาพท่ีควบคุม

อุณหภูมิท่ี 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที คัดเลือกโคลนท่ีตอบสนองต่อการรับช้ินส่วนดีอ็นเอโดยแสดง

แถบขนาดท่ีใหญ่กว่าเดิม ซ่ึงแสดงว่าการโคลนประสบผลสำเร็จ เพ่ือเป็นตัวแทนของการคัดเลือกในรอบถัดไป 

 

  

ภาพที ่6 A) แสดงโคโลนีที่ได้ หลังการโคลนชิ้นดีเอ็นเอที่เป็นโอลิโกนิวคลิโอไทด์ที่จำเพาะต่อ CBD และ B) ผลการตรวจสอบด้วยเทคนิค plasmid 

disruption เฉพาะโคลนที่มีพลาสมิดที่มียีนเข้าเท่านั้นที่ให้ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอมีขนาดสอดคล้องกับขนาดเป้าหมายของ DNA ใน library (ศรชี้) 

เลน M 100 นิวคลิโอไทด์มาร์คเกอร์  เลน ntc  non template control  เลนตัวอย่าง ระบุหมายเลขตามโคลนที่ได้คัดเลือกไว้เบื้องต้น 

จากน้ันนำโคโลนีท่ีคัดเลือกไว้น้ีมาตรวจสอบยืนยันโดยการทำปฏิกิริยา colony direct PCR 

(Woodman et al., 2016) โดยการคัดเลือกโคโลนีท่ีให้แถบดีเอ็นเอสอดคล้องกับแถบดีเอ็นเอก่อนโคลนด้วย

ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อโอลิโกนิวคลิโอไทด์ไลบราร่ี ภายใต้เง่ือนไขของปฏิกิริยาแบบเดียวกันกับท่ีใช้ในการ

คัดเลือก oligonucleotide ในข้ันตอน Selex ด้วยภาวะอุณหภูมิท่ีเป็น  pre-denaturation 93 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 นาที และรอบการเพ่ิมปริมาณ 40 รอบ ของอุณหภูมิ denaturation ท่ี 93 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 2 นาที annealing ท่ี 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และ extension ท่ี 73 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 2 นาที และ post extension ท่ี 73 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ภายหลังเสร็จปฏิกิริยา ผลการ

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอด้วยสนามไฟฟ้าได้ผลดังในภาพท่ี 7 

 A                                                         B   
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ภาพที่ 7 ผลการตรวจสอบยืนยันด้วยเทคนิค colony direct PCR เฉพาะโคลนที่มยีีนเป้าหมายจะให้ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอมีขนาดสอดคล้องกับ

ขนาดเป้าหมายของ DNA ใน library (เลน + ) เลน M 100 นิวคลิโอไทด์มาร์คเกอร์  เลน ntc non template control  เลน 1-9 ตัวแทน

ตัวอย่างที่คัดเลือกจากการสกรีนในรอบแรก  

จากภาพ แถบดีเอ็นเอท่ีได้แสดงตัวแทนของโคลนท่ีได้นำมาทดสอบด้วยเทคนิค colony direct PCR 

จากโคลนท่ีทดสอบจำนวน 9 โคลน พบว่าทุกโคลนท่ีคัดเลือกสามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้แถบดีเอ็นเอ

ท่ีมีขนาดสอดคล้องกับขนาดของดีเอ็นเอเป้าหมายท่ี มากกว่า 100 นิวคลิโอไทด์  

ผลการคัดเลือกโคลนท่ีได้ พบว่าสามารถคัดเลือกโมเลกุล oligonucleotide ท่ีจับตัวกับ CBD ได้ 9 

โคลน จึงได้นำโคลนท้ังหมดไปเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมและสกัดดีเอ็นเอโดยการทำ Overnight Culture ใน

อาหาร LB ท่ีมียาปฏิชีวนะ ampicillin 50 ppm และสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี small scale plasmid preparation 

ตามท่ีได้รายงาน Sambrook et al., (1989) ผลลัพท์ดีเอ็นเอท่ีได้ ถูกนำไปตรวจสอบปริมาณและความบริสุทธ์ิ

โดยพิจารณาจากสัดส่วน OD260/OD280 ในช่วง 1.98-2.03 และความเข้มข้นคำนวณจากค่า OD ท่ี 260 nm 

และดีเอ็นเอของพลาสมิดท่ีได้ใช้เป็นดีเอ็นเอตัวอย่าง สำหรับการตรวจสอบลำดับพันธุกรรมต่อไป (ตารางท่ี 1) 

ตารางท่ี 1 ผลการตรวจวัดค่าดูดกลืนแสงของโคลนพลาสมิดตัวอย่างเพ่ือตรวจสอบปริมาณและความบริสุทธ์

ของดีเอ็นเอ 

Samples A260 A260/280 Concentration 

CBDAP 1 2.739 1.98 137.0 

CBDAP 2 2.789 1.99 139.5 

CBDAP 3 2.257 1.98 112.9 

CBDAP 4 2.534 1.99 126.7 

CBDAP 5 2.408 2.01 120.4 

CBDAP 6 2.352 1.97  117.6 

CBDAP 7 2.632 1.99 131.6 

CBDAP 8 2.187 2.03 109.3 

CBDAP 9 2.683 1.98 134.1 

+ 
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ทำการตรวจสอบลำดับพันธุกรรมของช้ินดีเอ็นเอท่ีโคลนได้ด้วยปฏิกิริยา dideoxy termination 

(Sanger et al., 1997) ผ่าน custom sequencing โดยใช้ไพร์เมอร์ M13F และ M13R ผลการตรวจสอบลำดับ

พันธุกรรมของช้ินดีเอ็นเอท้ัง 9 โคลน (CBD AP1-9) พบว่าลำดับนิวคลิโอไทด์ของโคลนท่ีได้มีเพียง 4 โคลน

เท่าน้ันท่ีเป็นแคนดิเดท โดยข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ของโคลนท่ีเป็นแคนดิเดทท้ัง 4 โคลน แสดงดังภาพท่ี 8 

ส่วนท่ีเหลืออีก 5 โคลน พบว่าลำดับนิวคลิโอไทด์มีความซ้ำซ้อนกับแขนของ cloning vector ท่ีใช้ในการโคลน

ยีน (ไม่แสดงผล)  

CBD AP2 

 

CBD AP3 
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CBD AP6 

 

CBD AP8 

 

ภาพที ่8 ลำดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้จากโคลนของพลาสมิดที่มีลำดับนิวคลิโอไทด์จำเพาะต่อสาร CBD เป้าหมาย จาก CBD AP2  AP3  AP6 

และ  AP8 

เม่ือนำข้อมูลลำดับนิวคลิโอไทด์ของโคลนท่ีเป็นแคนดิเดทไปวิเคราะห์ โดยตัดโครงสร้างท่ีไม่เก่ียวข้อง 

ได้แก่ ส่วนแขนของพลาสมิด  และลำดับนิวคลิโอไทด์ของ linker ไพร์เมอร์ท่ีอยู่รอบบริเวณ พบว่าลำดับนิวคลิ

โอไทด์ของ oligonucleotide ท่ีเป็นแคนดิเดท มีขนาด 86 นิวคลิโอไทด์ มีค่า GC content ในช่วง 41.9-
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51.2%  โดย CBD  AP 02 มีลำดับนิวคลิโอไทด์ A 23 ตัว G 30 ตัว T 19 ตัว และ C 14 ตัว CBD  AP 03 มี

ลำดับนิวคลิโอไทด์ A 26 ตัว G 33 ตัว T 17 ตัว และ C 10 ตัว CBD  AP 06 มีลำดับนิวคลิโอไทด์ A 28 ตัว G 

20 ตัว T 22 ตัว และ C 16 ตัว และ CBD  AP 08 มีลำดับนิวคลิโอไทด์ A 26 ตัว G 26 ตัว T 18 ตัว และ C 

16 ตัว ค่า GC content และลำดับนิวคลิโอไทด์ของ oligonucleotide ท่ีเป็นแคนดิเดท แสดงดังภาพท่ี 9 

 

>1st_BASE_22562XX_ApASYM PCR _8_M13F__20_ (CBDl AP 02)  
TAGGGAAGAGAAGGACATATGATCATGCGCCGGGTTCGGGTGGGGGGTAGGGACATGATCTACTTGACTAGTACATGACCACTTGA//  A23 T19 G30 C14 %GC51.2  
>1st_BASE_22562XX_ApASYM PCR _8_M13F__20_ (CBDl AP 03)  
TAGGGAAGAGAAGGACATATGATACATGGGGGGACGTCGGTCAGGGTAGGTTAGGGGGAGAGATTGACTAGTACATGACCACTTGA// A26 T17 G33 C10 %GC50.0 
>1st_BASE_22562XX_ApASYM PCR _8_M13F__20_ (CBDl AP 06)  
TAGGGAAGAGAAGGACATATGATGGATTAGTTAACACAACTTGAACTGGTAATCCCTCCTCGGTTGACTAGTACATGACCACTTGA// A28 T22 G20 C16 %GC41.9 
>1st_BASE_22562XX_ApASYM PCR _8_M13F__20_ (CBDl AP 08)  
TAGGGAAGAGAAGGACATATGATATAGCAGGAGACGGTGGCCTTAGACTAGCTACCCGAGCGCTTGATTAGTGCATGACCACTTGA// A26 T18 G26 C16 %GC48.8  
 
 

ภาพที ่9  ลำดับนิวคลิโอไทด์ของแคนดิเดท oligonucleotide ที่ได้จากโคลนที่คัดเลือกไว ้ที่จำเพาะต่อสาร CBDเป้าหมาย  
 

 

 เม่ือเปรียบเทียบลำดับพันธุกรรมท่ีได้ระหว่างโคลนท่ีได้คัดเลือกไว้ด้วยวิธี global (pairwise) 

alignment ด้วยโปรแกรม Clustal W (Thomson et al., 1994) พบว่าลำดับพันธุกรรมของช้ินดีเอ็นเอของท้ัง 

2 โคลน คล้ายกันในระดับสูงมาก (ภาพท่ี 10) โดยเฉพาะลำดับพันธุกรรมของช้ินดีเอ็นเอของ CBD AP 02 และ 

CBD AP 03 เหมือนกันในระดับ 100 % ขณะท่ีลำดับพันธุกรรมของช้ินดีเอ็นเอของระหว่างท้ังสองหมายเลขกับ

ลำดับพันธุกรรมของช้ินดีเอ็นเอของหมายเลขอ่ืนมีความคล้ายกันเพียง 53.49-60.47% เท่าน้ัน (ภาพท่ี 10)  
 
 
CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments 
 
Sequence type explicitly set to DNA 
Sequence format is Pearson 
Sequence 1: NO.1  AP02    86 bp 
Sequence 2: NO.2  AP03    86 bp 
Sequence 3: NO.3  AP06    86 bp 
Sequence 4: NO.4  AP08    86 bp 
Start of Pairwise alignments 
Aligning... 
 
Sequences (1:2) Aligned. Score: 100% 
Sequences (1:3) Aligned. Score: 53.4884% 
Sequences (1:4) Aligned. Score: 56.9767% 
Sequences (2:3) Aligned. Score: 53.4884% 
Sequences (2:4) Aligned. Score: 56.9767% 
Sequences (3:4) Aligned. Score: 60.4651% 
 
CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment 
 
NO.1            TAGGGAAGAGAAGGACATATGATCATGCGCCGGGTTCGGGTGGGGGGTAGGGA--CATGA 
NO.2            TAGGGAAGAGAAGGACATATGATCATGCGCCGGGTTCGGGTGGGGGGTAGGGA--CATGA 
NO.3            TAGGGAAGAGAAGGACATATGATGGATTAGTTAACACAA--CTTGAACTGGTAATCCCTC 
NO.4            TAGGGAAGAGAAGGACATATGATATAGCAGGAGACGGTGGCCTTAGACTAGC--TACCCG 
                ***********************                           *          
 
NO.1            TCTACTTGACTAGTACATGACCACTTGA 
NO.2            TCTACTTGACTAGTACATGACCACTTGA 
NO.3            CTCGGTTGACTAGTACATGACCACTTGA 
NO.4            AGCGCTTGATTAGTGCATGACCACTTGA 
                     **** **** ************* 

ภาพที ่10 ผลการเปรียบเทียบ similarity ระหว่างลำดับนิวคลิโอไทด์ของ oligonucleotide ที่ได้จากโคลนที่คดัเลือกไว ้alignment ของ แสดงให้

เห็น similarity ที่สมบูรณร์ะหว่าง CBD AP 02 และ CBD AP 03 
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 ผลดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงภาวะ homogeneities ของ oligonucleotide ท่ีคัดเลือกได้หมายเลข 

CBD AP 02 และ CBD AP 03 และภาวะ heterogeneities ลำดับพันธุกรรมของ CBD AP หมายเลขอ่ืน  และ

เพ่ือตรวจสอบในระดับลึก จึงได้นำข้อมูลไปเปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล  

 ผลการตรวจสอบลำดับพันธุกรรมของช้ินดีเอ็นเอกับข้อมูลลำดับพันธุกรรมท่ีปรากฏในฐานข้อมูล 

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยการทำการตรวจสอบความคล้ายในรูปแบบ local 

alignment ด้วยโปรแกรม Blastn (Altschul et al., 1990) ไม่พบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จะมีความสัมพันธ์

ช้ินดีเอ็นเอใดท่ีปรากฏในฐานข้อมูล No significant similarity found (ภาพท่ี 11) และตารางท่ี 2  
 

1. TAGGGAAGAGAAGGACATATGATCATGCGCCGGGTTCGGGTGGGGGGTAGGGACATGATCTACTTGACTAGTACAT
GACCACTTGA 

 
2. TAGGGAAGAGAAGGACATATGATACATGGGGGGACGTCGGTCAGGGTAGGTTAGGGGGAGAGATTGACTAGTACAT

GACCACTTGA 

 
3. TAGGGAAGAGAAGGACATATGATGGATTAGTTAACACAACTTGAACTGGTAATCCCTCCTCGGTTGACTAGTACAT

GACCACTTGA 

 
4. TAGGGAAGAGAAGGACATATGATATAGCAGGAGACGGTGGCCTTAGACTAGCTACCCGAGCGCTTGATTAGTGCAT

GACCACTTGA  
ภาพที่ 11 การตรวจสอบความคล้ายในรูปแบบ local alignment ด้วยโปรแกรม Blastn ไม่พบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะมีความสัมพันธ์ชิ้น 

DNA ใด 
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ตารางท่ี 2. ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล Genbank 

หมายเลข ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด ์ ข้อมูลที่ตรงกันกับ

ฐานข้อมูล 

Max score E-value Accession 

number 

1 

AP02 

TAGGGAAGAGAAGGACATATGATCA 

TGCGCCGGGTTCGGGTGGGGGGTAG 

GGACATGATCTACTTGACTAGTACAT 

GACCACTTGA 

ไม่ปรากฏข้อมูลที่

ตรงกัน 

- - - 

2 

AP03 

TAGGGAAGAGAAGGACATATGATAC 

ATGGGGGGACGTCGGTCAGGGTAGG 

TTAGGGGGAGAGATTGACTAGTACAT 

GACCACTTGA 

ไม่ปรากฏข้อมูลที่

ตรงกัน 

- - - 

3 

AP06 

TAGGGAAGAGAAGGACATATGATGG 

ATTAGTTAACACAACTTGAACTGGTA 

ATCCCTCCTCGGTTGACTAGTACATG 

ACCACTTGA 

ไม่ปรากฏข้อมูลที่

ตรงกัน 

- - - 

4 

AP08 

TAGGGAAGAGAAGGACATATGATAT 

AGCAGGAGACGGTGGCCTTAGACTA 

GCTACCCGAGCGCTTGATTAGTGCA 

TGACCACTTGA 

ไม่ปรากฏข้อมูลที่

ตรงกัน 

- - - 

 

ผลการตรวจสอบข้อมูลท่ีไม่ซ้ำกับส่วนหน่ึงส่วนใดของยีนในฐานข้อมูลน้ี ทำให้สามารถยืนยันความ

แตกต่าง และระบุเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมของลำดับนิวคลีโอไทด์ ของ oligonucleotide ท่ีคัดเลือกได้ ซ่ึงไม่

ซ้ำกับรายการใดท่ีปรากฎในฐานข้อมูลได้อย่างชัดเจน ดังน้ันลำดับ oligonucleotide ดังกล่าวจัดเป็นข้อมูล

ของดีเอ็นเอใหม่ท่ีสามารถใช้พัฒนาเป็นแอนติบอด้ีได้ต่อไป 
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เน่ืองจาก oligonucleotide ท่ีได้และใช้เป็นแอนติบอด้ีน้ี คัดเลือกผ่านความสามารถในการจับตัวกับ 

CBD ดังน้ันในข้ันตอนต่อไปจึงจำเป็นต้องพัฒนาระบบการตรวจสัญญาณ เพ่ือทดสอบการจับตัวระหว่าง 

oligonucleotide ท่ีได้กับสัญญาณท่ีสามารถตรวจวัดได้ในทางกายภาพ ซ่ึงจะได้ดำเนินการในตอนต่อไป 

 สังเคราะห์โมเลกุลดีเอ็นเอ 

 จากผลการคัดเลือกเบ้ืองต้น ได้สังเคราะห์โมเลกุลดีเอ็นเอท่ีใช้เป็นแอนติบอด้ี 3 โมเลกุล ได้แก่ AP03  

AP06 และ AP08 มีลำดับนิวคลิโอไทด์เป็น  

5’TAGGGAAGAGAAGGACATATGATACATGGGGGGACGTCGGTCAGGGTAGGTTAGGGGGAGAGATTGA

CTAGTACATGACCACTTGA3’ 

5’TAGGGAAGAGAAGGACATATGATGGATTAGTTAACACAACTTGAACTGGTAATCCCTCCTCGGTTGAC

TAGTACATGACCACTTGA3’และ 

5’TAGGGAAGAGAAGGACATATGATATAGCAGGAGACGGTGGCCTTAGACTAGCTACCCGAGCGCTTGAT

TAGTGCATGACCACTTGA 3’ ตามลำดับ 

 

 ทดสอบประสิทธิภาพในการจับตัว 

การทดสอบประสิทธิภาพในการจับตัวของโมเลกุลดีเอ็นเอท่ีคัดเลือกได้กับเป้าหมาย CBD ดำเนินการ

ผ่านระบบการแสดงสัญญาณโดยอาศัยคุณสมบัติการเปล่ียนสีทางแสงของอนุภาคนาโนของโลหะ ซ่ึงในระบบท่ี

นำมาใช้เป็นของโลหะอนุภาคนาโนทองคำ 

จากการทดลองพบว่าสามารถทำให้ทองคำท่ีมีอนุภาคเล็กระดับนาโนเมตรดูดกลืนแสงในช่วงสีเขียว 

(ประมาณ 520 nm)ไปท้ังหมด และกระเจิงแสงอ่ืนออกมา ส่งผลให้อนุภาคทองคำขนาดน้อยกว่า 50 nm มีสี

แดงทับทิม (ruby red) ส่วนอนุภาคท่ีขนาดใหญ่กว่ามีชมพูถึงสีม่วง และหากสามารถทำให้อนุภาคนาโนทองคำ

มีขนาดท่ีใหญ่ข้ึนโดยการจับตัวระหว่างอนุภาค (ข้ึนอยู่กับขนาดของอนุภาค) โดยอนุภาคทองคำท่ีมีขนาด

เปล่ียนไป สามารถส่งผลกระทบต่อพฤติกรรมทางแสงผ่านคุณสมบัติ plasmon  สารละลายคอลลอยด์อนุภาค

ก็จะเปล่ียนสีไปเร่ือย ๆ ตามขนาดอนุภาคท่ีเพ่ิมข้ึน จากเล็กสุดสีแดงจนเป็นใหญ่ข้ึนสีม่วง ในระบบท่ีได้

ดำเนินการน้ี จะตรวจสอบสัญญาณบนพ้ืนฐานการเปล่ียนแปลงทางประจุท่ีผิวหรือ electrostatic ท่ีเกิดบริเวณ

ผิวอนุภาค อันเกิดเน่ืองจากผลลัพท์การจับตัวของ oligonucleotide กับโมเลกุล analytes เป้าหมาย ซ่ึงในท่ีน้ี

คือ CBD  
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เน่ืองจากการทดลองน้ี เป้าหมายไม่ใช่โมเลกุลดีเอ็นเอ แต่เป็นโมเลกุลขนาดเล็กของ CBD พฤติกรรม

ของลำดับนิวคลิโอไทด์ท่ีใช้เป็นแอนติบอด้ีท่ีจำเพาะต่อ CBD เป้าหมายจะต่างออกไป กล่าวคือ  

1) ลำดับนิวคลิโอไทด์ท่ีใช้เป็นแอนติบอด้ีท่ีจำเพาะต่อ CBD มีความยาวกว่าระบบท่ีใช้โดย Li 

and Rothberg (2004) ทำให้การจัดตัวเกิดโครงสร้างทุติยภูมิมีความต่างไปจาก 

oligonucleotide สายส้ันท่ีใช้โดยท่ัวไป และ 

2) การจัดตัวเกิดโครงสร้างทุติยภูมิหลังจับกับ CBD ส่งผลต่างไปจากพฤติกรรมของ single 

strand DNA และ double strand DNA ปกติ 

ทำให้จำเป็นต้องทดสอบหาเง่ือนไขปฏิกิริยาและพฤติกรรมการกระตุ้นการตกตะกอนในเบ้ืองต้นก่อน 

โดยใช้อนุภาคนาโนทองคำเป็นหลัก 

อนุภาคนาโนทองคำ 

การสังเคราะห์อนุภาคนาโนทองคำ จากสารละลายออริกคลอไรด์ (auric chloride) ความเข้มข้น 0.25 

มิลลิโมลาร์ ไอออนของทองจะรีดิวซ์ด้วย 1.12 มิลลิโมลาร์ไตรโซเดียมซิเตรท (Kimling et al., 2006) ภายใต้

การป่ันเหว่ียงอย่าง แรงท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ด้วยวิธีการรีฟรักซ์ (reflux) ใช้เวลาประมาณ 20 นาที 

โดยยังคงป่ันผสมตลอดเวลาด้วย stirrer bar จากน้ันปล่อยให้อุณหภูมิลดลง เม่ือสารละลายมีอุณหภูมิ 

ประมาณ 25 องศาเซลเซียส เติมสารละลาย 0.03 ไมโครโมลาร์ กลูต้าไธโอน เพ่ือเคลือบอนุภาคทอง และป่ัน

เหว่ียง โดยใช้เวลา 15 นาที คอลลอยด์ของอนุภาคนาโนทองคำจะให้สีแดงทับทิม การคัดเลือกขนาดอนุภาค

กระทำโดยการควบคุมการป่ันเหว่ียงท่ี 13000x g เป็นเวลา 5 นาที อนุภาคนาโนทองคำท่ีได้ มีรูปร่างเป็นทรง

กลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 20 nm ดังภาพท่ี 12 

โดยสารเคมีต่าง ๆ ท่ีใช้ในระบบ จะเป็น Analytical Grade หรือ Molecular Grade และน้ำกล่ันใน

ระบบเป็น Ultra-pure Milli Q (Millipore, USA) และเพ่ือความปลอดภัย ข้ันตอนท้ังหมดดำเนินการใน fume 

hood 

 

ภาพที ่12 คอลลอยด์ของอนุภาคนาโนทองคำสีแดงทับทิม (ซ้าย) และรูปร่างและขนาดของอนุภาคนาโนทองคำที่สังเคราะห์ขึ้น (ขวา) 
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การทดสอบการจับตัวกับโมเลกุลเป้าหมาย 

ระบบการตรวจจับโมเลกุลของ  CBD ในครั้งนี้ เลือกใช้ (1R’,2R’)-5’-methyl-4-pentyle-2’-(prop-

1-en-2-yl)-1’, 2’, 3’. 4’-tetrahydro-[1, 1’-biphenyl]-2,6-diol (THC Pharm, Germany) สังเคราะห์เป็น

ชุดควบคุมบวก โดยใช้ความเข้มข้นคงที่ 100 ppb เป็นความเข้มข้นหลักในการปรับหาเงื่อนไขปฏิกิริยาท่ี

เหมาะสม และใช้เปรียบเทียบกับคอลลอยด์อนุภาคนาโนทองคำที่ไม่ผ่านการทำปฏิกิริยา อนุภาคนาโนทองคำ

ที่มีตัวอย่างควบคุมบวก อนุภาคนาโนทองคำที่มีตัวอย่างควบคุมลบ และแปรผันความเข้มข้นของเกลือเป็น 2 

ระดับ โดยอ้างอิงหลักการเดิมของ Li and Rothberg (2004) เนื่องจากการจับตัวของ oligonucleotide ที่ใช้

เป็นตัวตรวจจับท่ีคัดเลือกได้ ผลการทำปฏิกิริยาระหว่าง ความเข้มข้นของ oligonucleotide ความเข้มข้นของ

เกลือในระบบกับ CBD เป้าหมายในเบ้ืองต้นเป็นดังตาราง 3 

ตารางท่ี 3 อิทธิพลของเกลือและความเข้มข้นของ oligonucleotide ต่อการตกตะกอนและการเปล่ียนสีของ

อนุภาคทองคำ 

ความ

เข'มข'น

ของเกลือ

(mM) 

ความเข'มข'นของ oligonucleotide (pmol) 

5 10 20 50 

+ - + - + - + - 

20 
        

30 
        

+ เมื่อตัวอย+าง analyte เป/น CBD 

- เมื่อตัวอย+าง analyte เป/นโมเลกุลอื่นทีไ่ม+ใช+เป;าหมาย (เป/น ibuprofen) 

 

 ผลการทดลองพบว่า เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเกลือมากขึ้น เกลือมีแนวโน้มกระตุ้นให้อนุภาคทองคำ

เกิดการตกตะกอนและเปลี ่ยนสีของอนุภาคทองคำ ขณะเดียวกันเมื ่อมี oligonucleotide ในระบบ 

oligonucleotide จะจับตัวกับ CBD เป้าหมาย ส่งผลต่อปฏิกิริยาที่กระตุ้นการเปลี่ยนแปลง electrostatic 

บนผิวอนุภาค ในภาวะที่ไม่มีตัวอย่าง CBD แต่เป็นตัวอย่างอื่น oligonucleotide จะสร้างตัวเป็นโครงสร้างมิติ 

(secondary or tertiary structure) แสดงพฤติกรรมคล้าย double strand DNA ซ่ึงจะกระตุ้นให้ เกิดการ

จับตัวของอนุภาคในภาวะที่มีเกลือเป็นตัวกระตุ้น อนุภาคนาโนทองคำจึงเปลี่ยนสีจากแดงเป็นม่วง  ขณะที่ ใน

ภาวะที่ตัวอย่างมี CBD ปรากฏอยู่ ดีเอ็นเอจะจับตัวกับ CBD เป็นโครงสร้างเชิงซ้อน ไม่รบกวน และในทาง

กลับกัน ยังปกป้องพื้นผิวอนุภาคจากการกระตุ้นการตกตะกอนโดยเกลือ ทำให้จึงยังคงเห็นอนุภาคนาโน

ทองคำมีสีไม่เปล่ียนแปลง กล่าวคือยังคงมีสีแดงใกล้เคียง ruby red ซ่ึงเป็นสีของทองสีเดิมในท่ีสุด  
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การแปรผันทั้งสองปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของเกลือและความเข้มข้นของ oligonucleotide และ

เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างสีของอนุภาคทองที่ได้จากการทำปฏิกิริยาระหว่างชุดควบคุมบวกและชุด

ควบคุมลบทำให้สามารถจำแนกการมีอยู่ปนของ CBD ในตัวอย่างได้ ซึ่งสังเกตุได้จากสีของคอลลอยด์นาโน

ทองคำที ่ เปลี ่ยนไปเมื ่อเทียบกับของเดิม โดยผลการทดลองชี ้ให ้เห ็นว่าชุดทดลองที ่ มีปร ิมาณของ 

oligonucleotide ท่ี 10 pmol ปริมาณเกลือที่ 20 mM ให้ความต่างของสีสัญญาณดีที่สุด (การเปลี่ยนจาก

แถบสีแดงระหว่างตัวอย่างลบไปเป็นบวกที่ให้แถบสีเทาในตาราง) ดังนั้นเมื่อใช้ปริมาณของ oligonucleotide 

ท่ี 10 pmol ปริมาณเกลือที ่ 20 mM และความเข้มข้นของ CBD ท่ี 100 ppb จะส่งผลต่อการปรับค่า 

electrostatic บนผิวอนุภาคทองคำในช่วงที่สามารถใช้การตกตะกอนหรือไม่ตกตะกอนของทองคำเป็นตัวบ่ง

บอกสัญญาณการตรวจทางโมเลกุล CBD เป้าหมาย ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 การเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางแสงอันเนื่องจากการปกป้อง หรือการกระตุ้นให้เกิดการตกตะกอนใน

ตัวอย่างที่เป็นลบ สามารถตรวจสอบได้จากสมบัติทางแสงภายใต้การสแกนด้วย UV-visible spectroscopy 

ชนิด Deuterium Lamp ด้วย detector ชนิด Ocean Optic @ USB2000 เป็นดังภาพท่ี 13 

 

ภาพที่ 13 การเปลี่ยนแปลงทางแสงในรูป UV-Vis spectroscopy ของอนุภาคทองคำในภาวะที่ตัวอย่างมี CBDปรากฏอยู่ ซึ่งอนุภาคทองคำไม่

ตกตะกอนและให้สีชมพูทำให้เห็น peak ที่ l = 520 nm (กราฟเส้นสีแดง ศรชี้ซ้าย) เปรียบเทียบกับในภาวะที่ไม่มีตัวอย่าง หรือ ตัวอย่าง 

analyte ไม่ใช่ CBD อนุภาคทองคำตกตะกอนและให้สีม่วงทำให้เห็น peak ที่ l = 620 nm (กราฟเส้นน้ำเงิน ศรชี้ขวา) และช่วงขนาดของการ

เปลี่ยนแปลงขณะเริ่ม (กราฟเส้นดำ) 

 

โดยตัวอย่างที่มี CBD ที่อนุภาคยังคงเป็นสีแดงทับทิม เนื่องจากไม่มีการตกตะกอนของอนุภาค แม้ว่า

จะพบการลดลงของ peak ที่ l=520 nm บ้างก็ตาม ทั้งนี้เนื่องจากมีการเติมสารเคมีอื่นเข้าสู่ระบบ (มากับ

ตัวอย่าง)  (ศรช้ีซ้าย) ขณะท่ีในตัวอย่างท่ีไม่มี CBD ซ่ึงจะพบการตกตะกอนของอนุภาคนาโนทองคำและเปล่ียน

สีจากสีแดงทับทิมเป็นสีม่วง  โดยจะพบการลดลงของ peak  ที่ l=520 nm (สีแดง) และการเพิ่มขึ้นของ 

peak l=620 nm (สีน้ำเงิน) (ศรชี้ขวา) ส่งผลให้ตะกอนที่เห็นด้วยตาเปล่าเป็นสีม่วง (เนื่องจากการผสมกัน

ของสีท่ีเปล่ียนแปลงท่ีเกิดจากอนุภาคนาโนทองคำ ในรูปแบบเดียวกับการผสมแม่สีแสง สีแดงและสีน้ำเงิน)  
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ผลการคัดเลือก oligonucleotide จากตัวอย่าง oligonucleotide ท่ีคัดเลือกไว้ 3 โมเลกุลเป็นดังภาพ

ท่ี 14 

   

ภาพที่14 การทดสอบเพื่อคัดเลือก oligonucleotide สำหรับตรวจจับโมเลกุลของ CBD โดยใชโ้มเลกุล AP03  (ภาพ A)  AP06 (ภาพ B) และ 

AP08 (ภาพ C) เป็น oligonucleotide ทีท่ำหน้าที่จับกับ CBD โมเลกุล หลอดหมายเลข 1 อนุภาคนาโนทองคำ หลอดหมายเลข 2 ตัวอย่างที่

เป็นบวก หลอดหมายเลข 3 ตัวอย่างที่เป็นลบ  

 พบว่าเฉพาะ โมเลกุล oligonucleotide CBD1 AP03 เท่าน้ันท่ีแสดงผลต่างระหว่างการป้องกันการ

ตกตะกอนในตัวอย่างท่ีเป็นบวกและการกระตุ้นการตกตะกอนของอนุภาคทองคำในตัวอย่างท่ีเป็นลบ ส่งผลให้

เห็นสีแดงของอนุภาคทองคำในตัวอย่างท่ีเป็นบวก (มี CBD ในตัวอย่าง) ขณะท่ีตัวอย่างท่ีเป็นลบกลับเห็น

ตะกอนทองคำเป็นสีม่วงอ่อน (ภาพท่ี14 A3) ขณะท่ีท้ัง โมเลกุล oligonucleotide CBD1 AP06 และ โมเลกุล 

oligonucleotide CBD1 AP08 พบว่าโมเลกุล oligonucleotide ไม่แสดงผลต่างระหว่างตัวอย่างท่ีเป็นบวก (มี 

CBD ในตัวอย่าง) และตัวอย่างท่ีเป็นลบ 

จากผลการทดสอบเบ้ืองต้น ทำให้ได้ข้อสรุปในการเลือกโมเลกุล oligonucleotide CBD1 AP03 เป็น

โมเลกุล oligonucleotide ท่ีจะใช้เป็น แอนติบอด้ีในรูปดีเอ็นเอ สำหรับการจับตัวอย่างจำเพาะกับ CBD 

ตัวอย่าง ซ่ึงโมเลกุลดังกล่าวมีผลต่อการพัฒนาวิธีการตรวจในอนาคต 

 การตรวจการปรากฏของCBD ด้วย CBD1 AP03 DNAbody 

ในการตรวจการปรากฏของ CBD เน่ืองจากโมเลกุลดีเอ็นเอสังเคราะห์ท่ีใช้เป็นแอนติบอด้ีอยู่ในรูป 

DNAbody ท้ังหมดโดยอยู่บนพ้ืนฐานการใช้โมเลกุลดีเอ็นเอสังเคราะห์เป็นแคนดิเดตโมเลกุล ภายหลังจากการ

ตรวจสอบลำดับนิวคลิโอไทด์ อย่างไรก็ดี การนำโมเลกุลมาใช้งานจำเป็นต้องวางแผนออกแบบโมเลกุล 

oligonucleotide ให้สอดรับกับรูปแบบในการแสดงสัญญาณโมเลกุล  

เน่ืองจากอนุภาคนาโนทองคำเป็นอนุภาคท่ีมีขนาดเล็ก ทำให้พ้ืนผิวอนุภาคต่อหน่วยปริมาตรมีอยู่สูง

มาก (high surface-to-volume ratio) การนำ โมเลกุล oligonucleotide ท่ีใช้เป็น DNAbody ไปจับบนผิว

A                                                 B                                                 C  

  1                 2             3                                1                2               3                                 1                 2             3    
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จึงสร้างความได้เปรียบ ไม่นับรวมถึงคุณสมบัติทางพลาสมอน และความปลอดภัยและเข้ากันได้ของทองคำกับ

ชีวโมเลกุล 

ในการพัฒนาเทคนิคและวิธีการในการทดสอบในคร้ังน้ี เน้นการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติทางแสงด้วย

การเปล่ียนแปลงทางพลาสมอนของอนุภาคนาโนทองคำ เน่ืองจากเทคนิคน้ีให้ความจำเพาะ ความไวของ

ปฏิกิริยาท่ีดี และช่วยปรับให้การใช้งานทำได้ง่ายอีกด้วย สำหรับโคลนของ CBD ท่ีใช้เป็นฐานในการออกแบบ 

และผลลัพท์ของโมเลกุลท่ีออกแบบเพ่ือให้ใช้จับตัวกับอนุภาคทองคำนาโนเป็นดังภาพท่ี 15 โมเลกุลโอลิโก

นิวคลิโอไทด์ท่ีใช้เป็น DNAbody จะจับกับอนุภาคนาโนทองคำได้ด้วยการใช้หมู่ thiol เป็นตัวช่วย  

CBD 

5’-TAGGGAAGAGAAGGACATATGATACATGGGGGGACGTCGGTCAGGGTAGGTTAGGGGGAGAGATTGACTAGTACATGACCACTTGA3’ 
3’-ATCCCTTCTCTTCCTGTATACTATGTACCCCCCTCGAGCCAGTCCCATCCAATCCCCCTCTCTAACTGATCATGTACTGGTGAACT5’ 
 
 
5’-GAAGGACATATGATACATGGGGGGACGTCGGTCAGGGTAGGTTAGGGGGAGAGATTGACTAG AAAAAAAAAAAAAAAA-3’Thio 
MC3-D-3’ 

ภาพที่ 15 ลำดับนิวคลิโอไทดข์องโคลนของCBD ที่ใช้เป็นฐานในการออกแบบ(บน) และโอลิโกนิวคลิโอไทดส์ำหรับใช้งานที่ออกแบบได้ (ล่าง 

ระบายทึบ) 

 การทดสอบ DNAbodies ท่ีได้กับอนุภาคทองคำ 

ภายหลังการสังเคราะห์โมเลกุล oligonucleotide ท่ีมีหมู่ thiol การทดสอบการจับตัวของ 

oligonucleotide ท่ีมีความจำเพาะเพ่ือใช้เป็น DNAbody ต่อ CBD โดยอาศัยระบบ functionalized 

nanoparticles ได้ดำเนินการตามวิธีท่ีรายงานโดย Liu and Liu (2017) ภายใต้เง่ือนใข ปริมาณของ 

oligonucleotide ท่ี 10 pmol ปริมาณเกลือท่ี 20 mM พบว่า oligonucleotide ทำปฏิกิริยาโดยตรงกับสาร 

CBD เป้าหมาย โดยในภาวะท่ีไม่มีตัวอย่าง CBD แต่เป็นตัวอย่างอ่ืน oligonucleotide ท่ีจับอยู่ท่ีผิวอนุภาคจะ

สร้างตัวเป็นโครงสร้างมิติ (secondary or tertiary structure) แสดงพฤติกรรมคล้าย double strand DNA 

และกระตุ้นให้อนุภาคเกิดการจับตัวในภาวะท่ีมีเกลือเป็นตัวกระตุ้น ส่งผลให้อนุภาคนาโนทองคำเปล่ียนสีจาก

แดงเป็นม่วง  ขณะท่ี ในภาวะท่ีตัวอย่างมี CBD ปรากฏอยู่ oligonucleotide ท่ีเป็น DNAbody ต่อ CBD ท่ีจับ

อยู่ท่ีผิวอนุภาค จะจับตัวกับ CBD เป็นโครงสร้างเชิงซ้อน ทำให้แสดงพฤติกรรมต่างไปจากดีเอ็นเอปกติ ส่งผล

ในทางกลับกันให้เกิดการปกป้องพ้ืนผิวอนุภาคจากการกระตุ้นการตกตะกอนโดยเกลือ หรือให้หลุดพ้นจากการ

ตอบสนองของปฏิกิริยาการจับตัวของอนุภาคในภาวะท่ีมีเกลือเป็นตัวกระตุ้นได้ จึงทำให้ ยังคงเห็นอนุภาคนา

โนทองคำมีสีไม่เปล่ียนแปลง (ภาพท่ี 16) 
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ภาพที่ 16 ผลการทดสอบ DNAbodies  functionalized บนอนุภาคทองคำ กับโมเลกุล CBD เป้าหมาย โดย  

1.อนุภาคทองคำปกติสำหรับเทียบสี   2. ระบบที่มี DNAbodies  functionalized บนอนุภาคทองคำ  3. ตัวอย่างที่ไม่มCีBD 

(ตัวอย่างที่เป็นลบ) และ 4. ตัวอย่าง CBD เป้าหมาย  

 

 ความจำเพาะของปฏิกิริยา 

 การทดสอบความจำเพาะของปฏิกิริยา ดำเนินการกับตัวอย่างท่ีประกอบไปด้วย caffeine, certified 

reference material of CBD,  Ibuprofen,  Buprenorphine, Marcaine, Tramadol, Fentanyl, certified 

reference material of THC ตัวอย่างกัญชง และตัวอย่างกัญชา โดยใช้เง่ือนไขในการทดสอบเดียวกับท่ี

รายงานในตอนท่ีผ่านมา พบว่า เฉพาะหลอดตัวอย่างท่ีมีสาร CBD reference material และตัวอย่างจาก    

กัญชงและกัญชาท่ีมี CBD  เท่าน้ันท่ีพบการปกป้องพ้ืนผิวอนุภาคนาโนทองคำจากการกระตุ้นการตกตะกอน

โดยเกลือ จึงยังคงเห็นสีของอนุภาคเป็นสีแดงทับทิม (ruby red) ขณะท่ีตัวอย่างท่ีเป็นลบอ่ืน ท้ัง Caffeine, 

Ibuprofen, Buprenorphine, Marcaine และ Fentanyl  ปฏิกิริยาทำให้อนุภาคทองคำตกตะกอน ส่งผลให้

เกิดการเปล่ียนสีของอนุภาคจากสีแดงทับทิมเป็นสีม่วงและเทาในเวลาต่อมา (ภาพท่ี 17) 
 

 

ภาพที่ 17 การทดสอบความจำเพาะของปฏิกิริยา กบัตวัอยา่ง  สารเปา้หมาย ร่วมกบัสารที5มีผลกระทบตอ่ระบบประสาท

อื5น จากซ้ายไปขวา ?.Standard 30mm AuNP 2.Negative  control (caffeine) 3. Positive control (reference 

material) 500 ppb 4. Ibuprofen 300 ppb 5. Buprenorphine 500 ppb 6. Marcaine 10-1 7. 8. Fentanyl 9. 

100 ppm THC reference material 10. กัญชง เจือจาง 10 เท่า 11. 10-1 กัญชา เจือจาง 10 เท่า 

  1                                2                                      3                                     4           

1        2       3       4      5       6       7      8       9        10      11  
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 ผลดังกล่าวแสดงการทำหน้าท่ีจับตัวของโมเลกุล oligonucleotide ท่ีจำเพาะต่อสาร CBD เป้าหมาย 

และจะไม่ทำปฏิกิริยากับสารประกอบอ่ืน ในกลุ่มสารออกฤทธ์ิต่อระบบประสาทท่ีทดสอบในระบบแต่อย่างใด 
 

 ความไวของปฏิกิริยา 

 การทดสอบความไวของปฏิกิริยา ดำเนินการกับตัวอย่าง CBD reference material  ท่ีทราบความ

เข้มข้น โดยมีความเข้มข้นเจือจาง 10 เท่าเป็นลำดับ โดยกำหนดขอบเขตการทดสอบครอบคลุมความเข้มข้น

ต้ังแต่ 10 ppm, 1 ppm, 100 ppb, 10 ppb, 1 ppb และ ไม่พบตัวอย่าง หรือ 0 ppb โดยใช้เง่ือนไขในการ

ทดสอบเดียวกับท่ีรายงานในตอนท่ีผ่านมา พบว่า ท่ีความเข้มข้นของสาร CBD reference material 10 ppm  

ถึง  10 ppb เท่าน้ันท่ีพบการปกป้องพ้ืนผิวอนุภาคนาโนทองคำจากการกระตุ้นการตกตะกอนโดยเกลือ จึง

ยังคงเห็นสีของอนุภาคเป็นสีแดงทับทิม (ruby red) หรือเร่ิมเป็นสีชมพูอ่อน ขณะท่ี ท่ีความเข้มข้นต่ำกว่า 10 

ppb ปฏิกิริยาทำให้อนุภาคทองคำตกตะกอน ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนสีของอนุภาคจากสีแดงทับทิมเป็นสีม่วง

และเทา 

 

ภาพที่ 18 การทดสอบความไวของปฏิกิริยา กบัตวัอยา่ง  CBD reference material  ที่ทราบความเข้มข้น โดยเจือจาง 

สิบเท่าเป็นลำดับ ครอบคลุมความเข้มข้นตั้งแต่ 1. 10 ppm   2. 1 ppm  3. 100 ppb   4. 10 ppb   5. 1 ppb และ       

0 ppb ตามลำดับ 
 

ผลดังกล่าวแสดงให้เห็นถึง limit of detection ของปฏิกิริยา ท่ี 10 ppb เม่ือใช้โมเลกุล 

oligonucleotide จำเพาะท่ีพัฒนาข้ึนในคร้ังน้ี ในการทดสอบการจับตัวผ่านระบบการตกตะกอนของอนุภาค

นาโนทองคำ จากผลการดำเนินการในข้ันต้น ทำให้ได้โมเลกุลของ oligonucleotide ท่ีจำเพาะต่อ CBD 

โมเลกุลดังกล่าว สามารถนำไปเช่ือมโยงกับหมู่เคมีเรืองแสง สำหรับการตรวจในรูป fluorescence หรือ

นำไปเช่ือมโยงกับดีเอ็นเอขนาดเล็กอ่ืนเพ่ือบ่งบอกภาวะจับ/ไม่จับตรวจ สำหรับตรวจจำแนก CBD ด้วยวิธีการ

ทางเคมีไฟฟ้า หรือเช่ือมโยงกับโมเลกุลเฉพาะท่ีล้ิงค์กับ immunogenic molecule เพ่ือการตรวจในรูปแบบ 

immunochromatographic platform ได้ในอนาคต 

 

1              2          3               4                 5                  6                
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