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บทคดัยอ่ 

 จากการพัฒนา การประเมินความเฉพาะเจาะจงและประสิทธิภาพความไวของเทคนิค  Loop 
Mediated Isothermal amplification (LAMP) เพื่อตรวจวเิคราะห์เชือ้รา  Aspergillus  สายพนัธุ์
สรา้ง Aflatoxin  ในผลติภณัฑ์สมุนไพรขมิน้ชนัและขงิ พบว่าเทคนิค LAMP อาศยัไพรเมอร์จ านวน 2 คู่ที่
จ าเพาะต่อยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิ 6 บรเิวณและเพิม่ปรมิาณไดด้ว้ยอุณหภูม ิ63 องศาเซลเซยีสเพยีงอุณหภูมิ
เดยีว  ภายในเวลาไม่เกนิ 1 ชัว่โมง  เทคนิคน้ีมปีระสทิธภิาพความไวทีค่วามเขม้ขน้เจอืจาง 10-7 เท่า  มคีวาม
เฉพาะเจาะจงกบัเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งอะฟลาทอกซนิ จ านวน 100 ตวัอย่าง เช่นเดยีวกบัเทคนิค 
ELISA  และเมื่อน าเทคนิค LAMP ไปตรวจวเิคราะหห์าเชือ้รา Aspergillus  สายพนัธุส์รา้ง Aflatoxin  ใน
ผลติภณัฑส์มุนไพรขมิน้ชนัและขงิพบวา่ ผลติภณัฑข์งิจ านวน 20 ตวัอย่าง  ตรวจพบเชือ้รา Aspergillus  สาย
พนัธุส์รา้ง Aflatoxin  จ านวน 4 ตวัอย่าง สว่นผลติภณัฑข์มิน้ชนัจ านวน 6 ตวัอย่าง ตรวจพบเชือ้ราจ านวน 3 
ตวัอย่าง  ดงันัน้วธิ ี  Loop Mediated Isothermal amplification (LAMP) สามารถน ามาประยุกต์ใช้
เพื่อตรวจหาเชื้อรา Aspergillus  สายพนัธุ์สรา้ง Aflatoxin ไดโ้ดยมคีวามเฉพาะเจาะจงและมคีวามไวสูง 
รวมทัง้ใหผ้ลทีร่วดเรว็และเชื่อถอืได ้
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Abstract 
 

  
Development of test kit to evaluated the specificity and sensitivity of a Loop 

Mediated Isothermal amplification (LAMP) method for analyze the contamination of 
Aspergillus  produce aflatoxin in Curcumin and Ginger products. LAMP technique was 
designed a pair of outer primers and a pair of inner primers for recognizing six distinct 
sequences on aflatoxin gene.  Amplifications were observed with sixty three Celsius in 
one hour.  Sensitivity of this technique was 10-7 fold and specific with Aspergillus 
produce aflatoxin as same as ELISA technique.  Determination of Aspergillus produce 
aflatoxin in Curcumin and Ginger products using LAMP demonstrated that Aspergillus 
produve aflatoxin was found in three of six Curcumin products and four of twenty Ginger 
products.  LAMP was proven to be rapid, highly sensitive and specific method for 
detection of Aspergillus  produce aflatoxin.   
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 

ปจัจุบันสมุนไพรก าลังอยู่ในกระแสความนิยมและมีบทบาทในชีวิตประจ าวันของ
ประชาชนทัว่ไปอย่างกว้างขวางทัง้ภายในประเทศและต่างประเทศ   เนื่องจากสมุนไพรมี
สรรพคุณมากมายในการรกัษาโรคและเป็นอาหารบ ารุงร่างกาย  จงึมกีารแปรรูปสมุนไพรเป็น
รปูแบบต่าง ๆ   เช่น อาหารเสรมิสุขภาพ  ยาแผนโบราณและเครื่องส าอาง  รวมถงึในรูปของ
สารสกดัจากธรรมชาต ิ เพื่อน ามาใชเ้ป็นสารก าจดัศตัรพูชื  และสมุนไพร  นอกจากนี้ยงัเขา้ไปมี
บทบาทในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมเครื่องส าอาง อุตสาหกรรมอาหารเสริม  
อุตสาหกรรมยารกัษาโรค  ซึ่งมกีารส่งออกไปยงัหลายประเทศเช่น  สหรฐัอเมรกิา  เยอรมนั 
ออสเตรเลยี  ไต้หวนั และเกาหลใีต้ เป็นต้น  (กรมเศรษฐกจิการพาณิชย์, 2545)  สมุนไพร
โดยทัว่ไปมีการน าไปใช้ทัง้แบบสดและแบบแห้ง  ซึ่งแบบแห้งเป็นที่นิยมมากขึ้นเนื่องจาก
คุณภาพคงที ่กรรมวธิกีารผลติสะดวก สามารถเกบ็รกัษาไดน้านและงา่ยต่อการน าไปใชม้ากกว่า
แบบสด (อมรา, 2550)   ปจัจุบนัจงึไดม้มีาตรฐานก าหนดความปลอดภยัของสมุนไพร  เพื่อให้
ไดคุ้ณภาพและปลอดภยัอย่างแทจ้รงิเป็นทีย่อมรบัของประชาชนผูบ้รโิภคและสอดคลอ้งต่อการ
ส่งออกสมนุไพรของประเทศทีม่แีนวโน้มเพิม่ขึน้อยา่งต่อเนื่อง (สถาบนัวจิยัสมุนไพร, 2543)  ซึง่
ปญัหาหน่ึงที่ส าคัญในการส่งออกผลิตผลทางการเกษตรและสมุนไพร ได้แก่ การปนเป้ือน
ของอะฟลาทอกซนิ (สถาบนัการแพทยแ์ผนไทย, 2544)   ซึ่งเป็นสารพษิที่เกดิจากเชื้อราใน
กลุ่ม Aspergillus สายพนัธุ ์Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus  มสีมบตัเิป็นพษิ
ต่อคน สัตว์และพืช  ซึ่งในคนนัน้ อะฟลาทอกซินสามารถแพร่กระจายเข้าสู่ร่างกายได้ทัง้
ทางตรงและทางอ้อมจากการบรโิภค  โรคที่ตรวจพบในคนอนัเนื่องมาจากสารอะฟลาทอกซนิ  
ได้แก่  โรคมะเรง็ตบั  โรคตบัอกัเสบ  โรคตบัแขง็ โรคสมองอกัเสบ (Calvo et al, 2002)   
สภาวะเหมาะสมที่ท าให้อะฟลาทอกซนิเกิดได้ดคีอืภูมอิากาศแบบร้อนชื้น  โดยสารพษิจะอยู่
ภายในวตัถุดบิ  และไม่สามารถมองเหน็ไดด้้วยตาเปล่า  ประเทศไทยอยู่ในภูมอิากาศดงักล่าว 
และการปนเป้ือนของเชื้อราที่สรา้งสารอะฟลาทอกซนิ  สามารถเกดิขึน้ได้ทุกขัน้ตอนการผลติ  
ตัง้แต่การเกบ็เกี่ยวผลผลติ  การตากแหง้ การบด  การบรรจุ  ระหว่างการเกบ็รกัษา  และการ
ขนส่ง  ดงันัน้ผลิตภณัฑ์สมุนไพรจงึมคีวามเสี่ยงสูงต่อการปนเป้ือนของสารอะฟลาทอกซิน   
นอกจากอะฟลาทอกซินจะเป็นปญัหาเกี่ยวกับสุขภาพและอนามยัของประชาชนผู้บริโภค
โดยตรงแล้ว  ยงัเป็นปญัหาทัง้ในและต่างประเทศในการน ามาใช้เป็นขอ้กดีกนัทางการค้าของ 
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EU ตาม European Commission Regulation เลขที ่2174/2003  ดงันัน้จงึควรมกีารป้องกนั
และควบคุมการปนเป้ือน  โดยแนวทางหนึ่งต้องมกีารสุ่มตรวจสมุนไพร และผลติภณัฑส์มุนไพร
ให้มปีรมิาณสารอะฟลาทอกซนิไม่เกินมาตรฐานตามกฎหมายก าหนดอย่างสม ่าเสมอก่อนถึง
ผู้บรโิภค  จากข้อมูลการส่งออกพบว่า  สมุนไพรที่มกีารส่งออกและมแีนวโน้มสูงขึน้ทุกปี คอื 
ขมิน้ชนัและขงิ ซึง่ปญัหาส าคญัทีพ่บในการส่งออกคอื ปญัหาด้านขอ้ก าหนดและมาตรฐานทีสู่ง
ของแต่ละประเทศ โดยเฉพาะปญัหาดา้นการปนเป้ือนของสารพษิและสิง่แปลกปลอมในสมุนไพร
ดงัทีก่ล่าวมา     

ดงันัน้จงึมคีวามจ าเป็นเร่งด่วนในการหาวธิกีารตรวจวเิคราะห์สารอะฟลาทอกซนิกบั
สมุนไพร  และพฒันาระบบการตรวจการปนเป้ือนของเชื้อราทัง้สองสายพนัธุท์ีส่รา้งสารอะฟลา
ทอกซนิ  ที่สามารถพฒันาเป็นชุดตรวจวเิคราะหท์ี่ง่าย สะดวกและรวดเรว็ มคีวามถูกต้องและ
แมน่ย าแมม้กีารปนเป้ือนในปรมิาณน้อย รวมถงึไมต่อ้งอาศยัหอ้งปฏบิตักิาร  ผูป้ระกอบการและ
ประชาชนทัว่ไปสามารถตรวจวเิคราะหเ์องไดทุ้กทีต่ามหลกัการ point of care test  ซึง่จะช่วย
ใหป้ญัหาการปนเป้ือนสารพษิดงักล่าวลดลง    

ขณะนี้สามารถตรวจวเิคราะห์สารอะฟลาทอกซนิด้วยวธิ ีELISA (Enzyme Linked 
Immuno Sorbent Assay)  เป็นเทคนิคการวเิคราะหท์าง Immunoassay ในรปูแบบการแข่งขนั
แบบตรง  โดยสารอะฟลาทอกซนิจะถูกสกดัออกมาจากตวัอยา่งทีบ่ดละเอยีด  ดว้ยสารละลาย 
เมทานอล  อะฟลาทอกซนิในสารสกดัทีก่รองได ้ จะถูกน าไปแข่งขนักบัสารอะฟลาทอกซนิทีผู่ก
ตดิกบัเอนไซมช์ีบ้อกในการทีจ่ะไปเกาะจบักบัแอนตบิอด ี ทีถู่กเคลอืบไวท้ีก่้นหลุมทดสอบ แลว้
บ่มไวป้ระมาณ 30 นาท ี จงึเทของเหลวในหลุมทิง้  แลว้ลา้งส่วนของสารพษิอสิระ  และสารพษิ
ทีผู่กตดิกบัเอนไซมช์ี้บอก  ส่วนที่ไม่เกาะจบักบัแอนติบอดทีิ้งไป  ส่วนของสารพษิที่ผูกตดิกบั
เอนไซม์ชี้บอก  ที่เกาะจบักับแอนติบอดีในหลุมทดสอบ  สามารถประเมินได้โดยการเติม 
substrate ทีจ่ะท าปฏกิริยิาเฉพาะกบัเอน็ไซมช์ีบ้อก เกดิเป็นส ีความเขม้ของสทีีเ่กดิขึน้จากผล
ของปฏกิิรยิาระหว่างเอนไซม์กบั substrate สามารถอ่านได้ด้วยสายตาเปรยีบเทยีบกบัสทีี่
เกิดขึน้  ในหลุมทดสอบของสารพษิมาตรฐาน ระดบัต่าง ๆ หลุมทดสอบใดมปีรมิาณสารพษิ
น้อยจะเกดิสเีขม้ ถา้มสีารพษิมากจะเกดิสจีางตามล าดบั  การอ่านปรมิาณสารพษิสามารถท าได้
โดยอ่านความเขม้ของสใีนหลุมทดสอบ  ดว้ยเครื่อง Micro ELISA Reader  ซึง่เป็นเครื่องมอื
เฉพาะและมรีาคาแพง (อมรา และคณะ, 2547) ต่อมามผีูพ้ฒันาเทคนิค  Polymerase chain 
reaction  ซึง่เป็นเทคนิคการวเิคราะหท์างพนัธุกรรม  ซึง่มขี ัน้ตอน 2 ส่วน  คอืการสกดัดเีอน็เอ 
และการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมายเพื่อแสดงผล  พบว่าดเีอน็เอทีต่อ้งการตรวจมรีะดบัต ่ามาก  
และอาศยัการท าปฏกิริยิาทีอุ่ณหภูมต่ิางกนั 2-3 ระดบั (Degola et al., 2007 )   การตรวจ
วเิคราะหแ์ละการประยุกต์ใช้ยงัมขีอ้จ ากดัต้องพึง่พาห้องปฏบิตักิาร และเครื่องมอืทีม่รีาคาแพง 
จงึท าภาคสนามไม่ได้   จงึมกีารพฒันาการวิเคราะห์ทางพนัธุกรรมเพื่อลดข้อจ ากดัดงักล่าว  
ดว้ยเทคนิค Loop Mediated Isothermal amplification (LAMP)   
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LAMP  เป็นเทคนิคที่อาศยัการบ่มปฏกิริยิาที่อุณหภูมเิดยีว ประมาณ 60-65 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา  30-60 นาทดีว้ยเอนไซมช์นิดเดยีว  ใหค้วามจ าเพาะเจาะจงสูงกว่าเทคนิค 
Polymerase chain reaction  และตรวจดูจากความขุ่นของปฏกิริยิา ท าใหก้ารวเิคราะหท์ าได้
ง่าย รวดเรว็ (Notomi et al., 2000) เป็นไปตามหลกัการ point of care test  ช่วยใหก้ารตรวจ
ท าไดทุ้กที ่  
  
1.2 วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

1.เพื่อพฒันาวธิกีารตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอกซนิในพชืสมุนไพรทีเ่ป็นไปตาม
หลกัการ point of care 
 2.เพื่อหาวธิกีารสกดัดเีอน็เอจากตวัอยา่งสมนุไพรทีเ่หมาะสมเพื่อการตรวจวเิคราะห์ 
 3.เปรยีบเทยีบศกัยภาพชุดตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค LAMP และ 
ชุดตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค ELISA ทีน่ิยมใชใ้นหอ้งปฏบิตักิารของไทย 
 
1.3 สมมติฐานของการวิจยั 

1.เทคนิคการวเิคราะหท์างพนัธุกรรม LAMP  สามารถตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอก
ซนิในขมิน้ชนัและขงิบนหลกัการ point of care  ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ 

2.สามารถหาวธิสีกดัดเีอน็เอของเชือ้ราทีเ่หมาะสมจากขมิน้ชนัและขงิเพื่อการวเิคราะห ์
3.สามารถเปรยีบเทยีบศกัยภาพชุดตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค 

LAMP กบัชุดตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค ELISA 
 
1.4 ขอบเขตของการวิจยั 

พฒันาเทคนิคการสกดัดเีอ็นเอจากตวัอย่างและการตรวจวเิคราะห์บนพื้นฐานเทคนิค 
LAMP ในสมนุไพร 2 ชนิดคอื ขมิน้ชนัและขงิ ทีว่างจ าหน่ายทางการคา้  เน้นการตรวจวเิคราะห ์ 
Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus ซึง่เป็นสาเหตุหลกัของการปนเป้ือนสาร 
อะฟลาทอกซนิ 
 
1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั 

1.ไดชุ้ดตรวจวนิิจฉยัอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค LAMP ทีเ่ป็นไปตามหลกัการ  
point of care 

2.ไดว้ธิกีารสกดัดเีอน็เอของเชือ้ราทีเ่หมาะสมจากตวัอยา่งสมุนไพร 
3.ได้ขอ้มูลพื้นฐานเกี่ยวกบัสถานการณ์การปนป้ือนของอะฟลาทอกซนิในขมิน้ชนัและ
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4. ใชเ้ป็นหลกัในการตรวจการปนป้ือนของเชือ้ราในอาหารและผลผลติทางการเกษตร 
5. ผลงานสามารถตพีมิพเ์ผยแพรใ่นรปูของบทความวจิยัในวารสารทางวชิาการระดบั

นานาชาต ิ
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 
2.1 อะฟลาทอกซิน 
 อะฟลาทอกซนิ (Aflatoxins) เป็นกลุ่มสารพษิชนิดทุตยิภูม ิ(Secondary metabolite) ที่
สรา้งโดยเชื้อราแอสเปอรจ์ลิลสัฟลาวสั (Aspegillus flavus) และแอสเปอรจ์ลิลสัพาราซติกิสั 
(Aspergillus parasiticus) ทีพ่บในอาหารและผลติผลทางเกษตรกรรม  จดัเป็นสารเคมอีนิทรยีท์ี่
เกดิขึน้จากการเปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลหรอืการเมแทบบอลซิมึชนิดทุตยิภูมขิองเชือ้รา มี
คุณสมบตัทิางชวีภาพเป็นพษิต่อคน สตัวแ์ละพชื 
 2.1.1. การจ าแนกสารพิษจากเช้ือราอะฟลาทอกซิน 
  สารพษิจากเชือ้ราอะฟลาทอกซนิ จดัแบ่งไดเ้ป็น 2 แบบ คอื 
  2.1.1.1 จ าแนกตามสายพนัธุข์องเชือ้รา สารพษิจากเชือ้ราอะฟลาทอกซนิ  เกดิ
จากเชื้อราสายพนัธุแ์อสเปอรจ์ลิลสั  ซึง่มรีูปร่างคลา้ยดอกไม ้ ทีป่ลายก้านชูโคนิเดยี (conidia) 
พองออกเปลีย่นเป็นรปูกระเปราะ  สปอรไ์ม่มสีิง่ห่อหุม้เกาะกลุ่มกนัจ านวนมากอยู่บนปลายก้าน
ชโูคนิเดยี  ซึง่สปอรท์ีอ่ยูส่่วนนอกสุดสามารถแพรก่ระจายไดง้า่ย  เชือ้ราสายพนัธุน์ี้ เจรญิเตบิโต
ไดด้ใีนภมูอิากาศแบบรอ้นชืน้  โดยส่วนใหญ่อะฟลาทอกซนิสรา้งจากเชือ้ราแอสเปอรจ์ลิลสัพารา
ซติกิสั (ภาพที ่1) 
 
 

    
A                         B 
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ภาพท่ี 1 A  แสดงโคโลนีของเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งอะฟลาทอกซนิ 

                      B  แสดงพชืทีม่กีารปนเป้ือนเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งอะฟลาทอกซนิ 
 
  2.1.1.2  จ าแนกตามลกัษณะโครงสรา้งทางเคมีของสารตวักลาง  สารตวักลาง
ท าหน้าที่เป็นสารที่น าไปสู่การสังเคราะห์สารพิษทางชีวภาพ  อะฟลาทอกซินได้จากการ
สงัเคราะห์ทางชวีภาพของสารพษิกลุ่มคไีตด์  ซึ่งจดัเป็นสารตวักลาง  สารตัง้ต้นคอืเกลอืแอซี
เตต  และเกลอืมาโลเนต  ถูกกระตุ้นดว้ยโคเอนไซมเ์อ  ไดเ้ป็นแอลซดีลิโอเอและมาโลนิจโคเอ  
หลงัจากนัน้สารทัง้สองจะรวมตวักนัไดเ้ป็นสารโมเลกุลใหม่ของไดคไีดต์  หรอืแลซโีทแอซดีลิโอ
เอ พรอ้มกบัปล่อยแก๊สคารบ์อนไดออกไซดใ์นปฏกิริยิารวมตวัทุกครัง้  หมู่แอซดีลิจะถูกเตมิลง
ในสารตวักลางคไีตค์เพิม่มากขึน้เรื่อยๆ  จนได้เป็นเดคไีตด์ และจะมปีฏกิริิยาผ่านตวักลางอกี
หลายชนิด  ซึ่งสารตวักลางเหล่านี้จะถูกดคีารบ์อกซเีลต  ถูกออกซไิดส์และด้วยปฏกิริยิาทาง
เคมต่ีางๆ จนเกดิเป็นวงแหวนกลายเป็นสารพษิอะฟลาทอกซนิได ้
 อะฟลาทอกซนิเป็นสารพวกบสิ-ฟิวราโน-ไอโซคูมารนิ  เชื่อมกบัวงแหวนไซโคลเพนตี
โนนได้เป็นอะฟลาทอกซนิชนิดบ ี ซึ่งเรอืงแสงให้สนี ้าเงนิภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต  ในช่วง
คลื่นยาว 256 ถงึ 365 นาโนเมตร  หรอืเชื่อมกบัวงแหวนแลคโตนไดเ้ป็นอะฟลาทอกซนิชนิดจี
ซึ่งเรอืงแสงให้สีเขยีวภายใต้แสงช่วงคลื่นเดียวกัน  ความเข้มของแสงที่เรอืงนี้  เป็นสดัส่วน
โดยตรงกบัปรมิาณความเขม้ขน้ของอะฟลาทอกซนิ  ดงันัน้จงึใชคุ้ณสมบตักิารเรอืงแสง เป็นวธิี
ทดสอบและตรวจวดัหาปรมิาณอะฟลาทอกซนิได ้
 อะฟลาทอกซนิทีเ่กดิขึน้ตามธรรมชาต ิ เกดิจากการเปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลทาง
ชวีภาพหรอืการเมแทบอลซิมึชนิดทุตยิภูมขิองเชือ้รา  ท าใหเ้ชือ้ราสรา้งสารพษิได ้4 ชนิด คอื 
อะฟลาทอกซนิบ ี1 และอะฟลาทอกซนิบ ี2  ซึง่เรอืงแสงใหส้นี ้าเงนิ อะฟลาทอกซนิจ ี1 และอะ 
ฟลาทอกซนิจ ี2  ซึ่งเรอืงแสงใหส้เีขยีว  เมื่อคนและสตัว์ไดร้บัสารพษิเขา้สู่ร่างกาย  จะเกดิการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างโมเลกุลทางชวีภาพของสารพษิอะฟลาทอกซนิหรอืการเมแทบอลซิมึ
ชนิดทุตยิภมูขิองสารพษิในรา่งกาย  อะฟลาทอกซนิทีเ่ปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลไปจากเดมิ  
เรยีกว่าอะฟลาทอกซินเมแทบอลไิลท์  ซึ่งอาจมคีุณสมบตัิการเรอืงแสงให้สีเหมอืนเดิมหรอื
เปลี่ยนแปลงไปจากเดมิ เช่น อะฟลาทอกซนิเอ็ม 1 เรอืงแสงให้สนี ้าเงนิ อะฟลาทอกซนิพี 1 
และอะฟลาทอกซนิควิ 1 เรอืงแสงใหส้เีหลอืง เป็นตน้ 
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 2.1.2 คณุสมบติัของอะฟลาทอกซิน 
  อะฟลาทอกซนิมคีุณสมบตัลิะลายไดเ้ลก็น้อยในน ้าและสารตวัท าละลายพวกมี
ขัว้ละลายไดด้ใีนตวัท าละลายเคมอีนิทรยี ์เช่น คลอโรฟอรม์ เบนซนิ แอซโีทน เอทานอล  และ 
เมทานอล ไมล่ะลายในเฮก็เซน อเีทอร ์และปิโตรเลยีมอเีทอร ์มคีวามทนทานต่อความรอ้นสูงถงึ  
250 องศาเซลเซยีส  ซึง่เป็นอุณหภูมทิีส่ารพษิสลายตวัได ้ อะฟลาทอกซนิจงึไม่ถูกท าลายหรอื
เสื่อมสลายที่อุณหภูมติ ่ากว่า 250 องศาเซลเซยีส  ดงันัน้ความรอ้นจากกระบวนการหุงต้มทัว่ๆ 
ไป เช่น ตม้ อบ หรอืนึ่ง จงึไมส่ามารถท าลายพษิของอะฟลาทอกซนิได ้
 มสีารเคมบีางชนิดสามารถลดความเป็นพษิหรอืท าลายพษิของอะฟลาทอกซนิได้บ้าง 
เช่น แอมโมเนีย ด่างแก่ โซเดยีมไฮโปคลอไรท์  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  เป็นต้น  เพราะวง
แหวนแลคดตนของอะฟลาทอกซินจะแยกออกจากกันในสภาวะด่าง และสามารถกลับสู่
โครงสรา้งเดมิไดใ้นสภาวะกรดหรอืกลาง  ดงันัน้จงึไม่สามารถใชส้ภาวะทางฟิสกิสห์รอืทางเคมี
อยา่งใดอยา่งหนึ่งท าลายพษิของอะฟลาทอกซนิใหห้มดลงได ้ แต่อยา่งไรกต็าม อะฟลาทอก 
ซนิเสื่อมสลายไดภ้ายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต  แสงแดด  และรงัสแีกมมา ดงันัน้การศกึษาเพื่อลด
หรอืท าลายพษิของอะฟลาทอกซนิใหห้มดไป  จงึมคีวามส าคญัและจ าเป็นอยา่งยิง่ 
 
 2.1.3 การแพร่กระจายของอะฟลาทอกซิน 
  อะฟลาทอกซินเกิดขึ้นตามธรรมชาติและแพร่กระจายในผลิตผลทาง
เกษตรกรรม เช่น ขา้วโพด ขา้วสาล ีขา้งฟ่าง ปลายขา้ว ถัว่ลสิง ถัว่เหลอืง มนัส าปะหลงั ปลา
ป่น กระดูกป่น เป็นต้น การแพร่กระจายได้ดขีึ้นอยู่กับสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม  ภายใต้
ความชื้นสูง 18-30 เปอรเ์ซน็ต์และอุณหภูมสิูง 75-95 องศาฟาเรนไฮด์  ประเทศไทยอยู่ในเขต
ภูมอิากาศแบบรอ้นชืน้  จงึมคีวามเสีย่งสูงต่อการปนเป้ือนของสารพษินี้ได ้ โดยเฉพาะผลติผล
ทางเกษตรกรรมซึง่ใชเ้ป็นวตัถุดบิน ามาประกอบเป็นอาหารคนและอาหารสตัว์  เมื่อคนหรอืสตัว์
ได้รบัอะฟลาทอกซนิผ่านมาทางอาหารและเขา้สู่ร่างกาย สารพษิสามารท าให้เกดิอนัตรายต่อ
สุขภาพของคนและสตัว์หลายชนิด  โดยบัน่ทอนสุขภาพและผลผลติ  ท าลายระบบการท างาน
ของร่างกายให้เสื่อมโทรมลง  ซึ่งในระยะแรกๆ  ของการเกดิพษิโดยส่วนใหญ่แสดงอาการเบื่อ
อาหาร  อตัราการเจรญิเตบิโตลดลง  สภาวะทรุดโทรม  ความต้านทานโรคลดลง  ระยะต่อมา  
แสดงอาการตวัซดีเหลอืง  เฉื่อยชา  โดยเฉพาะในสตัวม์กัพบอตัราการเปลีย่นเนื้อลดลง  อตัรา
การผสมตดิลดลง  ผลผลติไข่ลดลง  น ้านมลดลง  ตบัซดีเหลอืงและมจีุดเลอืดออก ล าไสอ้กัเสบ
มจีดุเลอืดออกและตายในทีสุ่ด   
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 2.1.4 การออกฤทธ์ิของอะฟลาทอกซิน 
  อะฟลาทอกซนิออกฤทธิท์ าลายตบัซึ่งจดัเป็นอวยัวะเป้าหมาย  สามารถท าให้
เกดิพษิแบบเฉียบพลนั  กึ่งเฉียบพลนั  กึ่งเรือ้รงั  และเรือ้รงัได้  ทัง้ในคนและสตัว์โดยเฉพาะ
สตัวเ์ศรษฐกจิ  ท าใหเ้กดิโรคตบัอกัเสบ  ตบัแขง็ ดซี่าน และมะเรง็ตบั ซึ่งในคนยงัพบว่าท าให้
เกดิโรคกลุ่มอาการไรย ์ (Reye’s syndrome)  มกัพบมอีาการทางสมองในเดก็อายุระหว่าง 1-7 
ปี โดยส่วนใหญ่พบเดก็ปว่ยมากในฤดฝูน 
  ในปี ค.ศ. 1960 (พ.ศ. 2503)  และปี ค.ศ. 1961 (พ.ศ. 2504)  ที่ประเทศ
องักฤษ ไดเ้กดิโรคจากสารพษินี้เป็นครัง้แรกในไก่งวง เป็ด ไก่ ทีก่นิอาหารจ าพวกถัว่ซึง่มเีชือ้รา
ปนเป้ือนอยู่  ท าให้สตัว์ตายเป็นจ านวนมากและพบรอยโรคเนื้อตายที่ตบั  หลงัจากนัน้ ในปี 
ค.ศ. 1978 (พ.ศ. 2521)  ไดม้กีารทดลองศกึษาในหนูแรท พบรอยโรคของมะเรง็ตบัขัน้รนุแรง 
  อะฟลาทอกซนิบ ี1 มพีษิรุนแรงมากกว่าอะฟลาทอกซนิชนิดอื่นๆ อาการแสดง
ในสตัวท์ัว่ไปที่พบได้  คอื ตบัอกัเสบอย่างเฉียบพลนั  โดยพบรอยโรคเซลลเ์นื้อเยื่อแทข้องตบั 
(parenchyma cell) ถูกท าลาย นิวเคลยีสขยายใหญ่   และเซลล์บุท่อน ้าดเีพิม่จ านวนมากขึน้ 
อย่างรวดเรว็ ซึ่งผู้เขยีนและคณะไดท้ าการวจิ ัยในเปิด ไก่ และนกกระทา แสดงผลรอยโรคของ
ตบัถูกท าลายอย่างเด่นชดั  โดยพบเซลลต์บัตายและมไีขมนัเขา้แทรก  และพบเซลล์บุท่อน ้าดี
เพิม่จ านวนมากขึน้อย่างรวดเรว็เช่นเดยีวกนั  นอกจากนี้ ท าให้เกดิรอยโรคมะเรง็ตบัพบได้ใน
สตัว์หลายชนิด  เช่น เป็ด ไก่ หนูแรท เป็นต้น  รวมทัง้พบได้ในคนด้วย  ซึ่งมกีารศึกษาทาง
ระบาดวทิยาจากหลายพืน้ทีใ่นประเทศแถบยุโรป สหรฐัอเมรกิา อาฟรกิาและเอเชยี  พบสาเหตุ
เกดิจากการกนิอาหารปนเป้ือนสารพษิอะฟลาทอกซนิ  
 การเกิดพิษจากอะฟลาทอกซิน  ขึ้นอยู่กับปรมิาณสารพิษที่ปนเป้ือนในอาหาร และ
ระยะเวลาที่ได้รบัสารพษิ  เพศ อายุ และชนิดสตัว์  ซึง่สตัว์แต่ละชนิดมคีวามไวต่อการเกดิพษิ
จากอะฟลาทอกซนิแตกต่างกนั สตัว์ปีกมคีวามไวต่อการเกดิพษิมากกว่าในสุกรและโค กระบอื
สตัว์อายุน้อยมคีวามไวต่อการเกดิพษิมากกว่าสตัว์ทีโ่ตเตม็วยัแล้ว เช่น กระต่ายและลูกเป็ด มี
ความไวต่อการเกิดพษิแบบเฉียบพลันมากกว่าหนูถบีจกัรและแฮมสเตอร ์ หนูแรทและเป็ดมี
ความไวต่อการเกดิมะเรง็มากกว่าหนูถบีจกัรและแฮมสเตอร์  หนูแรทและเป็ดมคีวามไวต่อการ
เกดิมะเรง็มากกว่าหนูถบีจกัรและแฮมสเตอร ์
 การวจิยัเช่นเดยีวกนัและพบว่า  จากการศกึษาเปรยีบเทยีบความไวต่อการเกดิพษิใน
สตัวท์ดลองชนิดต่างๆ  ลกูเป็ดมคีวามไวต่อการเกดิพษิมากกว่าเป็ด ไก่ นกกระทา  แฮมสเตอร์
และหนูแรท  แฮมสเอตรม์คีวามไวต่อการเกดิพษิมากกว่าหนูแรท  ลูกเป็ดมคีวามไวต่อการเกดิ
พษิมากกว่าหนูแรท  2 เท่า ลูกเป็ดจงึจดัว่ามคีวามไวต่อการเกิดพษิจากอะฟลาทอกซนิมาก
ทีสุ่ด (อมรา, 2546) 
 มกีารศกึษาในสตัว์หลายชนิดว่า การเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งโมเลกุลทางชวีภาพ ของ
สารพิษที่ตบั  มบีทบาทส าคญัต่อการแสดงปกิกิรยิาทางเคมขีองอะฟลาทอกซินบี 1 โดยใช้
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เอนไซมไ์มโครโซมอลพ-ี450  ในตบั  ท าใหอ้ะฟลาทอกซนิบ ี1 เปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุล
เป็นอะฟลาทอกซินบี1 8,9-อีปอกไซด์ซึ่งไม่คงตัว  สามารถมพีันธะโคเวเลนต์จบักับเซลล์
โมเลกุลขนาดใหญ่  เช่น ดเีอน็เอ  (กรดดอีอกซไีรโบนิวคลอีกิ)  อารเ์อน็เอ (กรดไรโบนิวคลอิกิ)  
และโปรตนี  ไดเ้ป็นอะฟลาทอกซนิบ ี1  จบักบัดเีอน็เอ  หรอือารเ์อน็เอ  หรอืโปรตนี ซึง่สามารถ
เปลี่ยนแปลงจนเกิดพษิรุนแรงมากขึ้นและเป็นเซลล์มะเรง็ได้  นอกจากนี้อะฟลาทอกซนิบี 1-
8,9-อีปอกไซด์สามารถเปลี่ยนแปลงเป็นอะฟลาทอกซินบี 1-8,9-ไดไฮโดรไดออลหรอืจบักับ
โปรตนีหรอืจบัคู่กบักลทูาไทโอน อะฟลาทอกซนิบ ี1 สามารถเปลีย่นแปลงเป็นเมแทบอไลทช์นิด
อื่นๆ  โดยใชเ้อนไซมไ์มโครโซมอลพี-450 ในตบั และจบักบัโปรตนี เช่นอะฟลาทอกซนิบี 2  เอ 
หรอืจบัคู่กบักลูควิโรไนด์ เช่น อะฟลาทอกซนิเอ็ม 1-พ ี1 เป็นต้น และเปลี่ยนแปลงโครงสรา้ง
โมเลกุลเป็นอะฟลาทอกซคิอล  โดยใช้เอนไซโทซอลรดีกัเทสในตบั รวมทัง้อะฟลาทอกซนิเม
แทบอไลทเ์ปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลทุตยิภูมไิดเ้ป็นอะฟลาทอกซนิเอน็ 1-พ ี1 อะฟลาทอก
ซติอล-เอม็ 1  อะฟลาทอกซคิลิ-เอช 1 เป็นต้น ซึง่การเปลีย่นแปลงเหล่านี้เป็นขัน้ตอนลดความ
รนุแรงของอะฟลาทอกซนิบ ี1  เพราะการเกดิพษิและการเกดิมะเรง็ของอะฟลาทอกซนิเมแทบอ
ไลทเ์หล่านี้มคีวามรนุแรงน้อยกว่าอะฟลาทอกซนิบ ี1  
 ในทางปศุสตัว์  อะฟลาทอกซินที่ปนเป้ือนในอาหารสตัว์และน าไปเลี้ยง เป็นสาเหตุ
ส าคญัทีท่ าใหเ้กดิการสญูเสยีเศรษฐกจิดา้นการเลีย้งสตัว ์ รวมทัง้ผลผลติและผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้าก
สตัว์  เช่น อัตราการเจริญเติบโตลดลง  อัตราการตายเพิ่มขึ้น  ผลผลิตเนื้อ นม ไข่ ลดลง 
คุณภาพไข่ลดลง  ขนาดไข่ลดลง เปลอืกไข่บางลง การฟกัไข่ลดลง นอกจากน้ี อะฟลาทอกซนิ
สามารถผ่านไปตามกระแสโลหติ  เกดิการสะสมหรอืตกค้างในเนื้อเยื่ออวยัวะต่างๆ และผ่าน
ไปสู่ผลิตภณัฑ์ที่ได้จากสตัว์ เช่น  เนื้อ น ้านม ไข่ เป็นต้น ท าให้เกิดความเสี่ยงอันตรายต่อ
ผู้บริโภคอาหารและผลิตภัณฑ์ที่ได้มาจากสตัว์  จากการวิจยัแสดงผลตรวจพบการตกค้าง
ของอะฟลาทอกซนิบ ี1 และอะฟลาทอกซนิเมแทบอไลทไ์ดใ้นกลา้มเนื้อ ตบั และไข่ ของสตัวปี์ก
หลายชนิด ซึง่จดัว่ามคีวามเสีย่งอนัตรายต่อผูบ้รโิภคอาหารทีม่าจากสตัวไ์ดเ้ช่นกนั 
 
 2.1.5 ปัญหาและความส าคญัของอะฟลาทอกซิน 
  เนื่องจากไม่มวีิธีลดพิษหรือท าลายพิษของอะฟลาทอกซินได้หมดสิ้นอย่าง
สมบูรณ์  ทัง้ในวตัถุดบิที่ได้จากผลติผลทางเกษตรกรรม  อาหารสตัว์และอาหารคน  ดงันัน้  
การป้องกนัเพื่อหลกีเลี่ยงอนัตรายจากการปนเป้ือนของสารพษิน้ีจงึมคีวามส าคญัและจ าเป็น
อย่างยิ่ง  โดยมีมาตรการควบคุมปรมิาณการปนเป้ือนของอะฟลาทอกซินอย่างรดักุมและ
เข้มงวด  ซึ่งมมีากกว่า 50 ประเทศทัว่โลก ได้ก าหนดปรมิาณอะฟลาทอกซินที่อนุญาตให้มี
ปนเป้ือนสูงสุดในอาหารสตัว์และอาหารคน  แต่ยงัมอีีกหลายประเทศในทวปีอัฟรกิาและทวี
เอเชยี ที่มปีญัหาการปนเป้ือนอะฟลาทอกซนิในปรมิาณสูง  และไม่มมีาตรการควบคุมปรมิาณ
การปนเป้ือนอะฟลาทอกซนิ  ซึ่งการก าหนดมาตรการควบคุมปรมิาณการปนเป้ือนอะฟลาทอก
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ซนิ  ตอ้งพจิารณารว่มกบัความรูห้รอืงานวจิยัทางวทิยาศาสตร ์ พืน้ฐานสงัคมและเศรษฐกจิของ
แต่ละประเทศ  จงึท าให้การก าหนดปรมิาณอะฟลาทอกซนิที่อนุญาตใหม้ปีนเป้ือนได้ในอาหาร
สตัว์และอาหารคนในหลายประเทศ  มปีริมาณอยู่ในช่วงกว้างมาก  เช่น ก าหนดให้มกีาร
ปนเป้ือนอะฟลาทอกซนิบี 1 ในอาหารสตัว์ปีก  อยู่ในช่วง 20 ถงึ 100 พพีบี ี (ไมโครกรมัต่อ
กโิลกรมั)  ส่วนในอาหารคน  ก าหนดใหม้อีะฟลาทอกซนิบี 1 ปนเป้ือนไดใ้นช่วง ตรวจไม่พบถงึ 
30 พพีบี ีและอะฟลาทอกซนิรวมของชนิดบ ี1 จ ี1 และจ ี2 ปนเป้ือนได้ในช่วง ตรวจไม่พบถงึ 
50 พพีบี ีเป็นตน้ 
 เพื่อการคุ้มครองสุขอนามยัและความปลอดภยัของผู้บรโิภคและเกิดความเป็นธรรม
ในทางการค้าระหว่างประเทศภายใต้ความตกลงขององค์การค้าโลก  ดบับลวิ ท ีโอ (WTO, 
World Trade Organization)  จงึมคีณะกรรมาธกิารโครงการมาตรฐานอาหารโคเดก็ซ ์(Codex 
Alimentarius Commission, CAC)  ขององคก์ารอาหารและเกษตรกรรมแห่งสหประชาชาต ิเอฟ 
เอ โอ (FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations) และองคก์าร
อนามยัโลก ดบับลวิ เอช โอ (WHO, World Health Organization) ซึ่งคณะกรรมาธกิาร
โครงการมาตรฐานอาหารโคเด็กซ์  ท าหน้าที่ก าหนดมาตรฐานอาหารให้เป็นมาตรฐานสากล  
ร่วมกับคณะกรรมการผู้เชี่ยวชาญ  เอฟ เอ โอ และดบับลิว เอชโอ สาขาสารเสรมิเติมและ
ปนเป้ือนในอาหาร หรอืเรยีกว่าเจก็ฟา  (JECFA, Joint FAO/WHO Expert Committee on 
Food Additives and Contaminants)  ไดร้่วมกนัพจิารณาก าหนดปรมิาณอะฟลาทอกซนิทีอ่
นุญาตใหม้ปีนเป้ือนไดสู้งสุดในอาหารโดยไม่ก่อเกดิพษิ  ซึง่สมาชกิโคเดก็ซเ์ป็นภาครฐับาลของ
ประเทศต่างๆ  และในปจัจุบันโคเด็กซ์มีสมาชิก 165 ประเทศ  รวมทัง้ประเทศไทย  ซึ่ง
คณะกรรมาธกิารโครงการมาตรฐานอาหารโคเดก็ซไ์ดก้ าหนดระดบัอะฟลาทอกซนิรวม คอื อะ 
ฟลาทอกซนิบ ี1 บ ี2 จ ี1 ปนเป้ือนในถัว่ลสิงได้ 15 พพีบี ี(ไมโครกรมัต่ออาหาร 1 กิโลกรมั)  
ส่วนระดบัอะฟลาทอกซนิเอ็ม1 ทีป่นเป้ือนในน ้านม ประเทศในกลุ่มประชาคมยุโรปเสนอให้อยู่
ในระดบั 0.05 พพีบี ี (ไมโครกรมัต่อน ้านม 1 ลติร)  และองค์การอาหารและยาของประเทศ
สหรฐัอเมรกิา (USFDA, United States Food and Drug Administration)  เสนอใหอ้ยู่ในระดบั 
0.5 พพีบี ีและทีป่ระชุมมมีตใิหใ้ชร้ะดบั 0.5 พพีบี ี
 การปนเป้ือนของอะฟลาทอกซนิในผลติผลทางเกษตรกรรม  อาหารสตัวแ์ละอาหารคน
มคีวามส าคญัอยา่งยิง่ต่อการสญูเสยีเศรษฐกจิและอุตสาหกรรมดา้นการเกษตรและการเลีย้งสตัว ์
และยงัมสี่วนเกีย่วขอ้งกบัความเสีย่งอนัตรายต่อผูบ้รโิภคอาหารทีม่าจากสตัว ์ และผลติภณัฑซ์ึง่
ได้จากสตัว์ที่กนิอาหารสตัว์ปนเป้ือนอะฟลาทอกซนิ  เนื่องจากสภาพแวดล้อมในประเทศไทย  
ซึ่งเป็นแบบร้อนชื้นนัน้  เหมาะกบัการเจรญิเติบโตของจุลนิทรยี์  นอกจากนี้ยงัมคีวามส าคญั
เกี่ยวกบัมาตรการป้องกนั ควบคุม  และก าหนดกฎเกณฑท์ี่จะสมัฤทธิผ์ลต่อการหลกีเลีย่งการ
สญูเสยีเศรษฐกจิ  และลดอตัราความเสีย่งอนัตรายทีเ่กดิขึน้ต่อผูบ้รโิภค  ขอ้มลูเกีย่วกบัอนัตราย
ของอะฟลาทอกซนิ   การตกคา้งของสารพษิในเนื้อเยื่ออวยัวะและผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้ากสตัว ์ เช่น  
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เนื้อ  นม ไข่  ขอ้มลูระบบวทิยาและผลการศกึษาทางพษิวทิยาทีเ่กดิขึน้ในคนและสตัว์  รวมทัง้
ความสมัพนัธเ์กีย่วขอ้งกบัการเปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลเพื่อการสรา้งและสลายของสารพษิ
หรอืการเมแทบอลซิมึที่เกดิขึน้ที่ตบั  การเปลี่ยนแปลงปรมิาณอะฟลาทอกซนิในร่างกายหรือ 
การเกดิพษิและการออกฤทธิข์องสารพษิ  การตรวจวนิิจฉัย  การทดสอบและการบ าบดัรกัษา
อาการเป็นพษิจากโรคอะฟลาทอกซโิคซสิ  จงึมคีวามส าคญัและจ าเป็นต้องศกึษาอย่างยิง่  เพื่อ
ประโยชน์ในการแก้ไขและก าจดัปญัหาทีเ่กดิจากอะฟลาทอกซนิใหห้มดไปได ้ สารพษิจากเชื้อ
ราอะฟลาทอกซนิ  เกดิขึน้ตามธรรมชาตจิากการเมแทบอลซิมึชนิดทุตยิภูมขิองเชือ้ราแอสเปอร์
จลิลสัฟลาวสัและแอสเปอร์จลิลสัพาราซิติกัส  ซึ่งมกัพบปนเป้ือนในอาหารและผลิตผลทาง
เกษตรกรรม  ทีน่ ามาท าเป็นอาหารคนและอาหารสตัว ์ เช่น ขา้วโพด ถัว่ลสิง ขา้วฟ่าง  ปลาป่น  
กระดกูปน่  เป็นตน้  อะฟลาทอกซนิสามารถแพรก่ระจายไดด้ ี ในสภาวะแวดลอ้มและภูมอิาการ
แบบรอ้นชืน้ มคีุณสมบตัลิะลายไดด้ใีนตวัท าละลายเคมอีนิทรยี ์ มคีวามทนทานต่อความรอ้นสูง
ถงึ 250 องศาเซลเซยีส  ซึง่เป็นอุณหภมูทิีท่ าใหส้ารพิษสลายตวัได ้ ความรอ้นจากกระบวนการ
หุงตม้ทัว่ไป  จงึไมส่ามารถท าลายสารพษิได ้
 คนและสตัวท์ีไ่ดร้บัสารพษิอะฟลาทอกซนิปนเป้ือนในอาหาร  สารพษิออกฤทธิบ์ ัน่ทอน
และท าลายสุขภาพ  ท าให้เกดิพิษแบบเฉียบพลนั  กึ่งเฉียบพลนั  กึ่งเรือ้รงั  และเรือ้รงั  จนถงึ
ขัน้ก่อเกดิมะเรง็และตายในทีสุ่ด  ซึง่มอีนัตรายรุนแรงแตกต่างกนั  ขึน้อยู่กบัความไวต่อการเกดิ
พษิของคนและสตัว์ชนิดต่างๆ ไม่เท่ากนั  รวมทัง้ขึน้อยู่กบัการเมแทบอลซิมึของสารพษิในตบั  
นอกจากน้ี ปญัหาสุขภาพส่งผลให้เกิดความสูญเสยีทางเศรษฐกิจด้านผลผลติทางการเกษตร  
อุตสาหกรรม  และการเลีย้งสตัว ์ ดงันัน้ สารพษิอะฟลาทอกซนิจงึมคีวามส าคญัและจ าเป็นต้อง
ช่วยกนัแกไ้ข 
 
 2.1.6  ผลกระทบต่อสขุภาพอนามยัและความเส่ียงอนัตรายของผู้บริโภค 
    มรีายงานการศกึษาจากนักวจิยัรวมทัง้ผู้เขยีนและคณะ  พบว่าอะฟลาทอกซนิ
เป็นสารพษิที่สร้างจากเชื้อรา Aspergillus flavus ซึ่งผลติอะฟลาทอกซนิบี 1 และบ ี2 และ 
Aspergillus paraciticus  ซึ่งผลติอะฟลาทอกซนิบี 1 บ ี2 จ ี1 และจ ี2 กลุ่มเชือ้ราเหล่านี้สรา้ง
สปอร์ได้มกัพบปนเป้ือนในอาหารหลายชนิด  เช่น ข้าวโพด ถัว่ลสิง เมล็ดฝ้าย ข้างฟ่าง มนั
ส าปะหลงั ปลาป่น  กระดูกป่น เป็นต้น เชือ้ราสามารถท าลายคุณค่าทางโภชนาการของอาหาร 
เช่น ไขมัน กรดอะมิโน  วิตามิน แร่ธาตุต่างๆ รวมทัง้กลิ่น สีและรส  ท าให้ลดความน่า
รบัประทานลงดว้ย  นอกจากนี้สปอรท์ี่สูดดมเขา้ไปก่ออนัตรายได้เช่นกนั  อะฟลาทอกซนิบี 1 
เป็นชนิดทีม่พีษิรา้ยแรงมากกว่าชนิดอื่นๆ  ซึง่องคก์ารอนามยัไดเ้ช่นกนั  อะฟลาทอกซนิอยู่ใน
ระดบัก่อเกดิพษิรุนแรงทีสุ่ด  และก่อใหเ้กดิอนัตรายต่อคนและสตัวท์ัง้แบบเฉียบพลนัและเรือ้รงั
จนถงึขัน้เป็นมะเรง็ตบัได ้
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 เมือ่คนและสตัวไ์ดร้บัอาหารทีม่อีะฟลาทอกซนิปนเป้ือนอยู ่สารพษิจะเขา้ท าอนัตรายต่อ
สุขภาพและผลผลิต  ท าให้ระบบการท างานของอวยัวะในร่างกายเสื่อมโทรมลง  กดภาวะ
ภูมคิุ้มกนัโรค  ท าให้ต้านทานโรคได้ลดลง  บัน่ทอนสุขภาพโดยรวม  เช่น เจรญิเติบโตได้ช้า  
น ้าหนกัลด  เชื่องซมึหงอยเหงา  ผสมตดิยาก  ใหผ้ลผลติของเนื้อ นม ไข่ลดลง  เป็นต้น  ความ
รุนแรงของอาการและรอยโรคที่พบในคนและสตัวช์นิดต่างๆ จะแตกต่างกนั  ขัน้อยู่กบัปรมิาณ
ความเขม้ขน้ของสารพษิทีไ่ดร้บั  ระยะเวลา  ชนิดของสตัว์  อายุ พนัธุ ์เพศ รวมทัง้สภาวะทาง
โภชนาการในอาหาร เช่น โปรตนี วติามนิ เป็นตน้ 
 ในระยะแรกๆ ของการได้รบัสารพษิ  โดยส่วนใหญ่แสดงอาการซมึ  เบื่ออาหาร อตัรา
การเจรญิเตบิโตลดลง สูญเสยีสภาวะปรกตต่ิางๆ ของร่างกาย รวมทัง้ผลผลติดา้นเนื้อ นม ไข ่
ลดลง  ต่อมาแสดงอาการตวัซดีเหลอืง  ดซี่าน  สุขภาพทรุดโทรมลง และมจีุดเลอืดออก  ล าไส้
อกัเสบและมจีุดเลอืดออก  อนัตรายที่พบชนิดเฉียบพลนั  เช่น ตบัอกัเสบร่วมกบัเซลล์เนื้อเยื่อ
แท้ของตบัถูกท าลาย  และปรมิาณเซลลบ์ุท่อน ้าดเีพิม่จ านวนขึน้มากอย่างรวดเรว็ผดิปรกต ิ มี
ไขมนัเขา้แทรกในเซลลต์บั  และท าใหเ้กดิมะเรง็ตบัเป็นอนัตรายถงึตายในทีสุ่ด 
 ในระหว่างทีแ่สดงอาการและรอยโรคอะฟลาทอกซโิคซสิ  สารพษิทีผ่่านเขา้สู่ร่างกายไป
ตามกระแสโลหติท าอนัตรายต่ออวยัวะระบบการท างานของร่างกาย  สารพษิบางส่วนสามารถ
ขบัออกจากร่างกาย สารพษิบางส่วนสามรถขบัออกจากร่างกายในรูปของเสยี  เช่น ปสัสาวะ  
อุจจาระ  เหงื่อ น ้าลาย หรอืในรูปผลติภณัฑ ์เช่น น ้านม ไข่ เลอืด นอกจากนี้ สารพษิบางส่วน
สามารถตกคา้งหรอืสะสมในอวยัวะเนื้อเยื่อซึง่จดัเป็นผลติภณัฑ ์เช่น ตบั ไต กลา้มเนื้อ เป็นต้น  
ซึ่งสิง่เหล่าน้ี  สามารถก่อปญัหาในวงจรห่วงลูกโซ่อาหารของคน  สตัว์และพชืได้  ท าให้เกิด
ความเสี่ยงต่ออนัตรายต่อการบรโิภคอาหารที่มาจากสิง่ปนเป้ือนสารพษิ  ทัง้ผูบ้รโิภค คน และ
สตัว ์ จงึไมป่ลอดภยัและมอีนัตรายถงึขัน้เสยีวชวีติไดใ้นทีสุ่ด 
 คนและสตัว์ชนิดต่างๆ มคีวามไวต่อการเกดิพษิจากอะฟลาทอกซนิแตกต่างกนั  โดย
พจิารณาจากค่าแอลด ี50 เช่น สตัว์น ้าและสตัว์ปีกมคีวามไวต่อการเกดิพษิมากกว่าสุกร  โค 
กระบอื แพะ แกะ สตัว์อายุมคีวามไวต่อการเกิดพามากกว่าสตัว์ที่โตเต็มวยัแล้ว  คนจดัว่ามี
ความไวต่อการเกิดพษิน้อยเมื่อเปรยีบเทยีบกบัสตัว์ทดลอง  จงึมกัเกดิเป็นมะเรง็ตบัในสภาวะ
โรคเรือ้รงั  แต่มอีนัตรายถงึตายได ้ ในสภาวะโรคเฉียบพลนัเช่นเดยีวกนั  ขึน้อยู่กบัปรมิาณและ
ระยะเวลาที่ได้รบัสารพษิเป็นส าคญั  นอกจากนี้  การเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งโมเลกุลเพื่อสรา้ง
และสลายของสารพิษ  หรอืการเมแทบอลซิึม  และการเปลี่ยนแปลงปรมิาณของสารพิษใน
ร่างกายหรอืการจลศาสตร ์ มผีลท าใหก้ารเกดิเพิม่ขึน้หรอืลดลงได ้ ร่างกายจงึมกีารตอบสนอง
ต่อสารพิษรุนแรงแตกต่างกนั  ดงันัน้ อะฟลาทอกซนิจดัเป็นสารพิษจากเชื้อราที่สามารถท า
อนัตรายต่อสุขภาพอนามยัของผูบ้รโิภคไดอ้ย่างน่ากลวัยิง่  จงึจดัเป็นปญัหาทางสาธารณสุข  ที่
ต้องตดิตามเฝ้าระวงัอย่างต่อเน่ือง  แต่อย่างไรกต็ามมกีารศกึษาการใช้สารลดพษิอะฟลาทอก
ซนิ  ซึง่ไหผ้ลดแีละสามารถแกไ้ขปญัหาทีเ่กดิขึน้จากโรคอะฟลาทอกซโิคซสิไดพ้อควร 
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2.1.7 ผลกระทบต่อสภาวะเศรษฐกิจและการค้าระหว่างประเทศ 

  ประเทศไทยอยู่ในเขตภูมอิากาศแบบรอ้นชืน้  มคีวามเสี่ยงสูงต่อการปนเป้ือน
ของสารพษิอะฟลาทอกซนิในผลติผลทางเกษตรกรรม  ซึ่งใช้เป็นวตัถุดบิน ามาประกอบเป็น
อาหารคนและอาหารสตัว ์ อะฟลาทอกซนิที่ท าอนัตรายต่อสุขภาพอนามัยของผู้บรโิภคและก่อ
ปญัหาในวงจรห่วงลกูโซ่อาหาร เป็นสาเหตุส าคญัทีท่ าใหเ้กดิการสูญเสยีทัง้คุณภาพและปรมิาณ
ของผลผลติและผลติภณัฑท์ี่ได้จากพชืและสตัว์  อาหารทีม่โีภชนาการเสื่อมสภาพ  ผลผลติลด
ต ่าลง  มผีลท าใหเ้ศรษฐกจิดา้นเกษตรกรรม อุตสาหกรรม  และการเลีย้งสตัวเ์สยีหาย  ส่งผลให้
พาณิชยกรรม  หรือการค้าขาย ผลิตภณัฑ์ ลดต ่ าลงด้วย  นอกจากนี้สุขภาพที่เสื่อมโทรม
ถดถอยย่อมใหผ้ลผลติลดลงทัง้ปรมิาณและคุณภาพและเกดิการตายได้  เช่น โคนมที่เจบ็ป่วย
จากการกนิอาหารปนเป้ือนสารพษิ  ใหน้ ้านมลดลงและมอีะฟลาทอกซนิชนิดเอม็ 1  ปนเป้ือนอยู ่ 
ซึ่งมอีนัตรายต่อผู้บรโิภคน ้านม  ก่อเกดิโรคมะเรง็ตบัได้  ในท านองเดยีวกนั  ไก่ไข่ที่เจบ็ป่วย  
ให้ไข่ลดลง  และมอีะฟลาทอกซนิชนิดบี 1  และเมแทบอไลท์อื่นๆ ปนเป้ือนอยู่  ซึ่งมอีนัตราย
ต่อผูบ้รโิภคไข่ไก่และเนื้อเยื่ออวยัวะของไก่ ก่อเกดิโรคมะเรง็ตบัได ้ เป็นต้น  สตัว์ที่ เจบ็ป่วยมี
อนัตรายรุนแรงถงึขัน้ตายได้ในคราวเดยีวกนัด้วยจ านวนสตัว์มาก  เพราะกนิอาหารปนเป้ือน
สารพษิรว่มกนัท าใหต้น้ทุนการผลติจงึสูงกว่าปกต ิ ดงันัน้ ความสุญเสยีทางเศรษฐกจิจงึมคีวาม
เกี่ยวข้องกนัอย่างกว้างขวางทัง้ทางตรงและทางอ้มเช่น  ค่าใช้จ่ายในการดูแลรกัษาสตัว์ป่วย  
การสูญเสียสตัว์ตาย  ค่าใช้จ่ายในการผลติสตัว์ด้านอาหาร และการบ ารุงอาการเสรมิต่างๆ  
รวมทัง้การทดสอบสุขภาพ  เป็นตน้ 
 ประเทศไทยเป็นประเทศหนึ่งที่ส่งสินค้าด้านเกษตรกรรมทัง้พืชและสตัว์ไปขายยงั
ต่างประเทศ  โดยเฉพาะผลติภณัฑ์ด้านการเกษตร  การปศุสตัว์  และสตัว์น ้า  สามารถครอง
ตลาดโลกในอนัดบัต้นๆ เช่น ขา้ว ไก่ กุ้ง เป็นต้น รายไดส้่วนใหญ่ได้จากผลติภณัฑเ์หล่านี้  จงึ
เสรมิสรา้งความเขม้แขง็ทางเศรษฐกจิของชาตไิดเ้ป็นอยา่งด ี แต่ในทางกลบักนั  หากผลติภณัฑ์
ที่ได้จากเกษตรกรรมและการเลี้ยงสตัว์ลดลงทัง้คุณภาพและปรมิาณ  รวมทัง้ประเทศผู้ค้าใน
ตลาดโลกปจัจบุนัมกีารแขง่ขนัขึน้เป็นล าดบั  โดยมมีาตรการก าหนดปรมิาณอะฟลาทอกซนิที ่
อนุญาตให้มปีนเป้ือนสูงสุดในอาหารคนและสตัว์  จากการพจิารณางานวจิยัทางวทิยาศาสตร ์ 
พืน้ฐานสงัคมและเศรษฐกจิของแต่ละประเทศ  เพื่อการคุ้มครองสุขอนามยัและความปลอดภยั
ของผูบ้รโิภคในแต่ละประเทศเป็นส าคญั  รวมทัง้เกดิความเป็นธรรมในการคา้ระหว่างประเทศ  
เช่น อะฟลาทอกซนิบ ี1  ปนเป้ือนในอาหารไดไ้มเ่กนิ 20 พพีบี ี อะฟลาทอกซนิรวม คอื อะฟลา
ทอกซินบี 1 บี 2 จี 1 ปนเป้ือนในถัว่ลิสงได้ไม่เกิน 15 พีพีบี หรืออะฟลาทอกซินเอ็ม  1  
ปนเป้ือนในน ้านมได้ไม่เกิน 0.5 พพีบี ี เป็นต้น  ดงันัน้ อะฟลาทอกซนิจงึมผีลต่อสภาวะและ
ความมัน่คงทางเศรษฐกิจและการค้าระหว่างประเทศเป็นอย่างยิง่  ควรต้องติดตาม ควบคุม 
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ป้องกนั แก้ไขและปรบัปรุงไม่ใหเ้กดิปญัหาผลผลติมคีุณภาพเสื่อม  ไม่ไดม้าตรฐานและผลติไม่
เพยีงพอต่อการบรโิภคในประเทศ  และส่งขายไปยงัต่างประเทศดว้ย 
 

2.1.8  ผลกระทบต่อสภาวะสงัคมและคณุภาพชีวิต 
  อะฟลาทอกซิน  ท าอันตรายต่อสุขภาพผู้บริโภค  มีผลต่อการสาธารณสุข
โดยตรงและท าให้สูญเสียเศรษฐกิจด้านเกษตรกรรม อุตสาหกรรม  และพาณิชยกรรมของ
ผลผลติและผลติภณัฑท์ี่ได้จากทัง้พชืและสัตว์  ซึ่งส่งผลใหเ้กดิความสูญเสยีต่อสมรรถภาพใน
การท างานและการด าเนินชวีติ  สูญเสยีความสมบูรณ์ในสถาบนัครอบครวัที่อยู่ในสภาวะสงัคม
โดยรวมรวมทัง้บัน่ทอนขวญัและก าลงัใจในการเสรมิสรา้งและพฒันาคุณภาพชวีติของตนเองและ
ผูอ้ื่นในภาพรวมดว้ย 
 สุขภาพที่เสื่อมโทรมเจบ็ป่วยจากการได้รบัอะฟลาทอกซนิปนเป้ือน  ท าให้ไม่สามารถ
ปฏบิตังิานใหม้คีุณภาพดเีหมอืนเดมิได ้ ถ้าการเจบ็ป่วยรุนแรงจนถงึขัน้เกดิเป็นมะเรง็ในอวยัวะ
ส าคญั  เช่น  ตบั ไต เป็นต้น ยิง่ท าใหป้ระสทิธภิาพในการท างานและด าเนินชวีติถดถอยลงเป็น
ล าดบั  บัน่ทอนขวญัและก าลงัใจในการพฒันากิจการงานให้เจรญิก้าวหน้าเพราะไม่สามารถ
ทุ่มเทเวลาทัง้หมดให้กบัการด าเนินงานได้เตม็ที ่ ถ้าการเจบ็ป่วยเป็นแบบเฉียบพลนั  อาจเกดิ
อันตรายถึงตายได้  หรือถ้าการเจ็บแบบเรื้อรัง  บัน่ทอนสุขภาพและผลิตจนไม่สามารถ
ด าเนินงานต่อไปได ้ ท าใหส้ญูเสยีรายไดท้ีแ่ก่สถาบนัครอบครวั 
 การสูญเสยีความสมบูรณ์ในสถาบนัครอบครวั  ส่งผลให้สมาชกิในครอบครวัขาดความ
มัน่คง  ทัง้คุณภาพชวีติและเศรษฐกจิในสงัคม  รวมทัง้บัน่ทอนสภาวะจติใจและก่อปญัหาสภาวะ
สงัคมตามมาไดเ้ป็นล าดบั  ดงันัน้อนัตรายจากอะฟลาทอกซนิจงึมอีทิธพิลและมคีวามส าคญัยิง่
ต่อคุณภาพชวีติและสงัคมโดยรวม  อนัตรายจากอะฟลาทอกซนิ  มผีลรา้นต่อสุขภาพอนามยั
ของผูบ้รโิภคทัง้คนและสตัว ์ สรา้งความไม่มัน่คงของสภาวะเศรษฐกจิและสภาวะสงัคม  รวมทัง้
ท าใหคุ้ณภาพชวีติถดถอย 
 

2.1.9  การปนเป้ือนของจลิุนทรียใ์นผลิตภณัฑจ์ากสมุนไพร 
         ปจัจุบนัการบรโิภคผลติภณัฑแ์ปรรูปจากสมุนไพร ก าลงัอยู่ในกระแสความนิยม
ของประชาชน ท าใหเ้กดิการแปรรปูสมุนไพรใหอ้ยู่ในรปูแบบต่าง ๆ  ซึง่ไดร้บัการสนับสนุนและ
ส่งเสรมิจากทางภาครฐัและภาคเอกชน  จงึมกีลุ่มแม่บา้นสนใจมาท าอาชพีเสรมิโดยการน าพชื
สมนุไพรมาแปรรปูเป็นรปูแบบต่าง ๆ เพื่อความสะดวกในการบรโิภค เช่น แบบผงชงละลายน ้า
รอ้น ถุงชงแบบชา หรอืแคปซลู ซึง่ผลติภณัฑส์มนุไพรดงักล่าวทีจ่ าหน่ายอยูท่ ัว่ไปยงัดอ้ย 
คุณภาพในการผลติและการแปรรปู ซึง่โดยทัว่ไปในกระบวนการและแปรรปูวตัถุดบิ ไม่ว่าจะเป็น
อาหารหรอืยามมีาตรฐานก าหนดความปลอดภยัของผลติภณัฑ์นัน้ ๆ เพื่อให้ได้คุณภาพและ
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ปลอดภัยอย่างแท้จริง โดยมีหลักเกณฑ์ให้ผู้ผลิตใช้เป็นแนวทางการพัฒนาคุณภาพและ
มาตรฐานการผลติโดยเน้นเรือ่งการปนเป้ือนในอาหารและยา  ซึง่การปนเป้ือนของจุลนิทรยีเ์ป็น
หนึ่งในสามของสาเหตุการปนเป้ือนโดยเฉลีย่ 80 เปอรเ์ซน็ต์  และจุลนิทรยีส์ าคญัชนิดหนึ่งทีพ่บ
การปนเป้ือนบ่อยกค็อื เชือ้ราชนิด Aspergillus spp. และมงีานวจิยัทีน่ าผลติภณัฑจ์ากสมุนไพร
ที่วางจ าหน่ายตามท้องตลาดมาตรวจสอบพบว่ามกีารปนเป้ือนของรากลุ่ม Aspergillus สาย
พนัธุต่์าง ๆ เช่น ขงิ ขมิน้ชนั ชุมเหด็เทศ กระเจีย๊บแดง มะตูม เก๊กฮวย สม้แขก เป็นตน้ 
 
2.2 การตรวจวิเคราะหส์ารอะฟลาทอกซิน 

 อะฟลาทอกซนิเป็นสารพษิทีป่ราศจากส ีกลิน่ และรส การทีจ่ะทราบว่าผลติผล
ทางการเกษตรมกีารปนเป้ือนของสารพษิมากน้อยเพยีงใดต้องท าการตรวจวเิคราะห์เท่านัน้  
วิธีการวิเคราะห์ในปจัจุบันที่รวดเร็ว  และนิยมใช้กันมาก คือการวิเคราะห์ทางด้าน 
Immunological Assay โดยการน าวธิ ีEnzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  โดย
สารอะฟลาทอกซนิจะถูกสกดัออกมาจากตวัอยา่งทีบ่ดละเอยีดดว้ยสารละลายเมธานอล  แอฟลา
ทอกซนิในสารสกดัทีก่รองไดจ้ะถูกเรยีกว่า สารพษิอสิระ จะถูกน าไปแข่งขนักบัสารอะฟลาทอก
ซนิที่ผูกติดกับเอนไซม์ชี้บอก  ในการที่จะไปเกาะจบักับแอนติบอดทีี่ถูกเคลอืบไว้ที่ก้นหลุม
ทดสอบหลงัจากบ่มไว ้30 นาท ี ส่วนสารพษิทีผู่กตดิกบัเอนไซมช์ีบ้อกทีเ่กาะจบักบัแอนตบิอดี
ในหลุมทดสอบ  สามารถประเมนิไดโ้ดยการเตมิ substrate ทีจ่ะท าปฏกิริยิาเฉพาะกบัเอนไซม์
ชี้บอกเกิดเป็นส ี ความเข้มของสทีี่เกดิขึ้นจากผลของปฏกิิรยิาระหว่างเอนไซมก์บั substrate 
สามารถอ่านไดด้ว้ยสายตาเปรยีบเทยีบกบัสทีีเ่กดิขึน้ในหลุมทดสอบของสารพษิมาตรฐานระดบั
ต่าง ๆ  หลุมทดสอบของสารพษิอสิระน้อยจะเกดิสเีขม้  ถ้ามสีารพษิมากจะเกดิสจีางตามล าดบั  
หากแต่ในปจัจุบนัมกีารพฒันาเทคนิคการวเิคราะห์ทางพนัธุกรรมซึ่งซึ่งมขี ัน้ตอน 2 ส่วน  คอื
การสกดัดเีอ็นเอ และการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอเป้าหมายเพื่อแสดงผล  พบว่าดเีอน็เอที่ต้องการ
ตรวจมรีะดบัต ่ามาก  และอาศยัการท าปฏกิริยิาทีอุ่ณหภูมต่ิางกนั 2-3 ระดบั (Degola et al. , 
2007)  การตรวจวิเคราะห์และการประยุกต์ใช้ยงัมขี้อจ ากัดต้องพึ่งพาห้องปฏิบัติการ และ
เครื่องมอืทีม่รีาคาแพง จงึท าภาคสนามไม่ได้   จงึมกีารพฒันาการวเิคราะห์ทางพนัธุกรรมเพื่อ
ลดขอ้จ ากดัดงักล่าว  ดว้ยเทคนิค Loop Mediated Isothermal amplification (LAMP)   

LAMP  เป็นเทคนิคที่อาศยัการบ่มปฏกิริยิาที่อุณหภูมเิดยีว ประมาณ 60-65 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา  30-60 นาทดีว้ยเอนไซมช์นิดเดยีว  ใหค้วามจ าเพาะเจาะจงสูงกว่าเทคนิค 
Polymerase chain reaction  และตรวจดูจากความขุ่นของปฏกิริยิา ท าใหก้ารวเิคราะหท์ าได้
ง่าย รวดเรว็ (Notomi et al., 2000) เป็นไปตามหลกัการ point of care test  ช่วยใหก้ารตรวจ
ท าไดทุ้กที ่ ปฏกิริยิา LAMP อยู่บนพืน้ฐานของหลกัการ strand displacement synthesis โดย
เอนไซม ์Bst DNA Polymerase และอาศยัไพรเมอร ์2 คู่จ าเพาะต่อ 6 บรเิวณ ไดแ้ก่ F3 F2 F1 
B3 B2 B1 และบรเิวณคู่สม F3c F2c F1c B3c B2c และ B1c ความหมายของ F คอื Forward 
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ม ี3 บรเิวณ ความหมายของ F1c-F3c คอืสายคู่สม Complementary strand ของบรเิวณ F1-3 
และความหมายของ B คอื backward ม ี3 บรเิวณและเช่นเดยีวกนักม็บีรเิวณ B1c-B3c คอืสาย
คู่สม complementary strand ของบรเิวณ B1-3 ดงัภาพที ่2  

 

 
ภาพท่ี 2 บรเิวณของดเีอน็เอแมแ่บบทีส่มัพนัธก์บัไพรเมอร ์6 บรเิวณเทคนิค LAMP 

 
 หากเขยีนส่วนของดเีอน็เอเป้าหมายสายบนจาก 3’ ไป 5’  จะมบีรเิวณทีเ่กี่ยวขอ้งดา้น 
3’  F3c F2c และ F1c ซึง่ complementary กบับรเิวณ F3 F2 และ F1  ดา้น forward และที่
ปลายดา้น 5’ ม ีB1 B2 และ B3  ซึง่กจ็ะมปีรมิาณทีเ่ป็น complementary เป็น B1c B2c และ 
B3c  ดา้น backward ตามล าดบั  ไพรเมอรท์ีเ่กี่ยวขอ้งคู่แรกไดแ้ก่ คู่ไพรเมอร ์F3 และ B3  คู่
ไพรเมอรน์ี้ท าหน้าทีเ่สมอืนไพรเมอรท์ีพ่บในปฏกิริยิา Polymerase chain reaction  ในการเพิม่
ปรมิาณดเีอน็เอปกต ิ ส่วนคู่ไพรเมอร์อกีคู่นัน้ ไดแ้ก่ FIP และ BIP หรอื forward inner primer 
และ backward inner primer ตามล าดบั ไดแ้ก่ บรเิวณ F1c และ F2 ซึง่จะเป็นคู่สมกบับรเิวณ 
F1 F2c B1c และ B2 ซึง่จะเป็นคู่สมกบับรเิวณ B1 และ B2c ตามล าดบั หากน าไพรเมอร ์FIP 
และ BIP มาเขยีนร่วมกบั F3 และ B3 จะไดว้งจรของไพรเมอรใ์นรปูแบบทีไ่ขวล้ าดบันิวคลโีอ
ไทดด์า้นในจาก 5’ ไป 3’ และ 3’ ไป 5’ และมไีพรเมอรป์กตวิางตวัในบรเิวณดา้นนอกดงัภาพที ่
3 
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ภาพท่ี 3 บรเิวณนิวคลโีอไทดท์ีเ่กีย่วขอ้งและวงจรของไพรเมอรไ์ขว้ 

ล าดบันิวคลโีอไทดเ์พื่อสรา้ง loop 
 
 การสงัเคราะหด์เีอน็เอขัน้ที ่1 การสรา้งโครงสรา้งพืน้ฐานเพื่อรองรบัการเพิม่ปรมิาณดี
เอน็เออย่างรวดเรว็  ซึ่งกลไกการเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ  อาศยัแรงผลกัดนัในการสงัเคราะห์จาก 
inner primer มากกว่าแรงผลกัดนัในการสงัเคราะหจ์าก outer primer เหมอืนทีพ่บในปฏกิริยิา 
polymerase chain reaction ดงันัน้จงึพบว่าในปฏกิริยิาความเขม้ขน้ของไพรเมอรส์ าหรบัคู่ FIP 
และ BIP จงึสูงกว่าความเขม้ขน้ของไพรเมอร์ F3 B3 อยู่ถงึ 8-10 เท่า นอกจากนี้  เพื่อใหก้าร
สงัเคราะห์ด้วยไพรเมอร์ทัง้ 4 ตวั เกดิอย่างสม ่าเสมออย่างที่ควรจะเป็น  ตามอตัราที่อิสระ
ต่างกนัโดยการจบัของ F2 และ B2 เกิดได้เรว็กว่า  ดงันัน้ดเีอ็นแม่แบบจ าเป็นต้องรกัษา
เสถยีรภาพโครงสรา้งดเีอ็นเอให้อยู่ในรูปใกล้เคยีงกนัตลอดเวลา  โดยจะต้องอยู่ในรูปเส้นตรง
ตลอดเวลาและต้องไม่ให้จบัตวัเป็นเกลยีว  ซึ่งท าได้โดยใส่สารเคมพีวก helix distabilizing 
agent เช่น betaine (N,N,N trimethyl glycine) หรอื L-proline สารเหล่านี้จะช่วยลดแรงตงึใน
โครงสรา้งส่วนทีเ่ป็น base stacking ไดด้ ี
 ทีอุ่ณหภูมเิหมาะสมของเอนไซม ์Bst DNA Polymerase  ประมาณ 60-65 องศา
เซลเซยีส  จะเป็นจุดที่อุณหภูมสิูงพอที่จะท าให้โครงสรา้งดเีอ็นเอสายคู่เริม่คลายตวั ไพรเมอร์ 
FIP และ BIP  ซึง่ออกแบบใหภ้ายในโครงสรา้งไพรเมอรม์บีรเิวณ 5’F1c F3 3’ และ 5’B1c B2 
3’ มคี่า melting temperature (Tm) ในบรเิวณ F2 และ B2 ต ่ากว่า F1c และ B1c เพื่อกระตุ้นให้
เกดิการจบัตวัของบรเิวณ F2 และ B2 กบัดเีอน็เอแมแ่บบก่อน  ดงันัน้หากพจิารณาเฉพาะปลาย
ดา้น forward ดา้นเดยีวเสยีก่อนจะพบว่า บรเิวณ F2 ของไพรเมอร ์FIP (5’F1c F2 3’)  จะจบั
กบัแมแ่บบและเริม่สงัเคราะหส์ายดเีอน็เอขึน้ใหมด่งัภาพที ่4 
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ภาพท่ี 4 ขัน้ตอนเริม่ต้นในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิา LAMP 
 
 
 
 เมือ่สงัเคราะหเ์สรจ็หรอือยูใ่นระหว่างสงัเคราะหก์ต็าม  ปลายสายดเีอน็เอบรเิวณเริม่ต้น
จะมบีรเิวณเหนือบรเิวณ F2c (ซึง่ในทีน่ี้คอื F3c)  เปิดอยู่  พรอ้มทีจ่ะใหไ้พรเมอร ์F3 เขา้มาจบั  
ซึง่เมือ่ไพรเมอร ์F3 เขา้มาจบั  พรอ้มกนันัน้จะเกดิปฏกิริยิายดืสาย (extension)  โดยในระหว่าง
ที่ไพร์เมอร์ F3 ต่อสายดเีอ็นเอให้ยาวออกไปนัน้  ก็จะเกิดการขจดัเอาสายดีเอ็นเอเดิมที่
สงัเคราะหจ์ากไพรเมอร ์FIP ใหห้ลุดออก  สายดเีอน็เอทีห่ลุดออกมบีรเิวณจากปลาย 5’ เป็น 
5’F1c F2 F1 ไปเรื่อย ๆ จนสุดปลาย Backward ซึง่ในทีสุ่ดบรเิวณ F1c และ F1 จะจบัตวักนั
เป็นโครงสรา้ง hair pin ดงัภาพที ่5  ทางดา้นปลาย backward จะเกดิปฏกิริยิาท านองเดยีวกนั  
โดยอาศยัไพรเมอร ์BIP ซึง่มบีรเิวณ B1c B2 และไพรเมอร ์B3  การสงัเคราะหส์ายดเีอน็เอชิน้
ใหม่จากไพรเมอร ์BIP และการขจดัสายโดยไพรเมอร ์B3 ก่อใหเ้กดิโครงสรา้ง hair pin หรอื 
loop ในท านองเดยีวกนั  ดงันัน้เมื่อพจิารณาปฏกิริยิาที่เสรจ็สิ้น  ผลติภณัฑด์เีอ็นเอที่ได้จะมี
ปลายทัง้ 2 ด้านเป็นผลิตภณัฑ์ดีเอ็นเอที่ปลายทัง้สองเป็น loop จนท าให้มองเห็นเป็น
รปูดมัเบลล ์(dumb-bell) ดงัภาพที ่6 โครงสรา้งดมัเบลล ์นี้เป็นโครงสรา้งพืน้ฐานและเป็นหวัใจ
ส าคญัในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เออยา่งมปีระสทิธภิาพในขัน้ถดัไป 
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ภาพท่ี 5  ขัน้ตอนการขจดัสายดเีอน็เอในระหว่างการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดา้น forward ช่วงแรก 
  

 
ภาพท่ี 6 ขัน้ตอนการขจดัสายดเีอน็เอในระหว่างการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดา้น backward  

ในช่วงแรกเพื่อสรา้งโครงสรา้ง dumb-bell 
 

การสงัเคราะหด์เีอน็เอสายใหมจ่ากโครงสรา้งพืน้ฐานใหมเ่พื่อเพิม่ปรมิาณทวคีณูในขัน้ที ่2 
 การสงัเคราะห์ดเีอ็นสายใหม่ขัน้ที่ 2 จะเป็นไปด้วยอตัราที่เรว็และต่อเนื่อง  เริม่จาก
โครงสรา้งที่ได้จากขัน้ที่ 1 ที่บรเิวณ 3’ ของ F1 ในโครงสรา้ง dumb-bell ปลาย 3’  จะเริม่
สงัเคราะหด์เีอน็เอสายใหม่จนสุดแม่แบบ  ขณะเดยีวกนัทีบ่รเิวณ F2c ซึง่ขณะนี้เป็นโครงสรา้ง 
single strand (บรเิวณ loop)  ท าใหไ้พรเมอร ์FIP สามารถจบัตวัและสงัเคราะหส์ายใหม่และ
บรเิวณทีเ่หลอืของไพรเมอร ์F1c สามารถจบัตวักบัโครงสรา้ง F1 ในสายในภายหลงัดงัภาพที ่7 
การสงัเคราะห์สายโดยไพรเมอร ์FIP นี้  เกดิขึน้จนสุดสายโครงสรา้ง dumb-bell  ท านอง
เดยีวกบัปลาย B1 จะสามารถสงัเคราะห์สายดเีอน็เอขึน้ใหม่  ไดผ้ลการสงัเคราะหส์ายทีป่ลาย 
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B1 ท าให้เกิดโครงสรา้งที่ 10 และสายที่ถูกขจดัจะขดตวักลบัมาเป็นโครงสรา้ง 11 ได้  ที่
โครงสรา้ง 10  เมือ่ไพรเมอร ์BIP  มาเกาะในบรเิวณ B2c ส่วน 3’ ของ B2 จะเกดิการสงัเคราะห์
ขึน้ใหม่จนสุดและการสงัเคราะหส์ายดเีอน็เอขึน้ใหม่นี้จะวนอ้อมทุกสายในโครงสรา้ง 10  ท าให้
ได้สายดเีอ็นเอที่มโีครงสรา้งเป็นซกิแซก  ยาวขึไ้ปได้เรื่อย ๆ  ท านองเดยีวกนั  โครงสรา้ง 11  
เมื่อพจิารณาดา้น backward  ทีป่ลาย 3’  ของบรเิวณ B1 กจ็ะเกดิการสงัเคราะหด์เีอน็เอสาย
ใหมเ่ช่นกนั 

 
 

ภาพท่ี 7 ขัน้ตอนการขจดัสายดเีอน็เอและเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในช่วงทีส่องซึง่เป็นช่วงกระตุน้ 
เพื่อเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอแบบทวคีณู 

 
 ดงันัน้ในขัน้ตอนการสงัเคราะหใ์นขัน้ตอนที ่2 จะพบการสงัเคราะหส์ายใหม่เกดิขึน้กบั
โครงสรา้ง 8 9 และ 11 โดยมสี่วนหน่ึงของปฏกิริยิาจะใหโ้ครงสรา้ง 8 และ 11 กลบัคนืมาทุกครัง้  
และการจบัตวัของ BIP  ไพรเมอรท์ีโ่ครงสรา้งที ่10  กก็ระตุ้นใหเ้กดิการสงัเคราะหส์ายดเีอน็เอ
ขึ้นต่อเนื่องโดยตลอด  โดยให้ผลติภณัฑ์ดเีอ็นเอรูปซกิแซกขนาดต่าง ๆ กนั  ส่วนหนึ่งของ
โครงสรา้ง 11 สงัเคราะหเ์ป็นโครงสรา้ง 12  และเพิม่ปรมิาณเป็นโครงสรา้งที ่13  ซึง่เมื่อจบัตวั
กบั FIB  กส็ามารถกระตุ้นใหเ้กดิผลติภณัฑด์เีอน็เอทีม่โีครงสรา้งซกิแซกขนาดต่าง ๆ กนั ดว้ย
เหตุนี้เมื่อเสรจ็สิ้นปฏกิริยิาสายดเีอ็นเอที่เพิม่ปรมิาณจะได้อยู่ในรูปผลติภณัฑด์เีอ็นเอซกิแซก
ขนาดต่าง ๆ กนั และเมือ่น าผลติภณัฑด์เีอน็เอมาตรวจสอบโดยการแยกภายใต้สนามไฟฟ้าดว้ย
วุน้อะกาโรส จะพบรปูแบบแถบดเีอน็เอทีไ่ดเ้ป็นขัน้บนัไดอยา่งชดัเจน ดงัภาพที ่8  
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 จากหลกัการเพิม่ปรมิาณทีก่ล่าวมาหากพจิารณาถงึองคป์ระกอบปฏกิริยิาทางเคม ี 
พบว่าปฏกิริยิาทีใ่ชจ้ะประกอบดว้ยองคป์ระกอบเป็นดงัตารางที ่1 ดงันี้  
 
ตารางท่ี 1 องคป์ระกอบทางเคมขีองปฏกิริยิาตามล าดบัการด าเนินการในทางปฏบิตั ิ (อา้งองิ
เงือ่นไขในการเพิม่ปรมิาณไวรสั HBV) 

สารเคม ี ปรมิาณสารทีใ่ช ้
1. น ้ากลัน่ เตมิใหค้รบปรมิาณเป้าหมาย 
2. 10x buffer 1x 
3. MgSO4 2mM 
4. dNTP 400uM 
5. เบตาอนี 1 M 
6. ไพรเมอร ์  
     F3 5 pmole 
     B3 5 pmole 
     FIP 40 pmole 
    P1P 40 pmole 
7. เอนไซม ์Bst DNA 
pol 

8 U 

8. DNA ในทางทฤษฎสีามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอต ่าถงึระดบั 6 copies จนถงึ
สงูมากถงึ 108 copies ไดภ้ายใน 1 ชัว่โมง โดยปกตปิรมิาณดเีอน็เอที่
ใส่ในปฏกิริยิาไมต่่างไปจากระดบัปรมิาณดเีอน็เอในปฏกิริยิา PCR นกั 
นัน่คอืไม่น้อยกว่า 50 ng/ปฏกิริยิา 

 
ในรายละเอยีดพบว่าองคป์ระกอบของปฏกิริยิาจะประกอบไปดว้ย 

1. น ้ากลัน่ เป็นองคป์ระกอบหลกัของตวัท าละลายทีร่องรบัระบบและใชป้รบัปรมิาตร
สุดทา้ยใหป้ฏกิริยิามคีวามเขม้ขน้ตามตอ้งการ 

2. 10x polymerase buffer บฟัเฟอรส์ าหรบัเอนไซม ์Bst DNA polymerase ซึง่
ประกอบไปดว้ย 20mM Tris-HCI (pH 8.8) 10 mM KCI 10mM (NH4)2 SO4 0.1% 
Trition X-100  

3. MgSO4 เป็นทัง้ co-factor ของเอนไซม ์Bst DNA polymerase และเป็น
องคป์ระกอบทีท่ าปฏกิริยิากบัไพโรฟฟอสเฟต (PPi) ท าใหเ้หน็เป็นตะกอนขุน่หาก
สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดส้ าเรจ็ในปรมิาณมาก 

DP
U



  

22 

4. dNTP ใชเ้ป็นหน่วยยอ่ยในการสงัเคราะหด์เีอน็เอสายใหม ่ใช ้dNTP ในรปู
สารละลาย Tris เจอืจางและใชเ้ป็นวตัถุดบิ (substrate) ในปฏกิริยิา polymerization 
เพื่อต่อสายดเีอน็เอจนไดส้ายดเีอน็เอสายใหม่ 

5. บตีาอนี ช่วยในการสลายภาพของโครงสรา้ง double helix เพื่อช่วยใหก้ารเพิม่
ปรมิาณดเีอน็เอท าไดส้ะดวกขึน้ นอกจากน้ียงัช่วยลดปญัหา base stacking และ
เพิม่โอกาสในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจ าเพาะและลดการเพิม่ปรมิาณบรเิวณทีไ่ม่
เกีย่วขอ้งในกรณทีีไ่ม่มอีาจใช ้L-proline แทนได ้

6. ไพรเมอร ์F3 B3 ความเขม้ขน้ขัน้ต ่า 5 pmol (ประมาณ 3 ลา้นลา้นโมเลกุล)  
ไพรเมอร ์FIP และ BIP ความเขม้ขน้สงู 40 pmol (ประมาณ 240 ลา้นลา้นโมเลกุล)   

7. เอนไซมท์ีแ่นะน าไดแ้ก่ Bst DNA polymerase โดยปกตสิามารถใชเ้อนไซม ์DNA 
polymerase ทีม่คีุณสมบตั ิ strand displacement อื่นไดห้ลายชนิด  แต่แนะน าให้
ใชเ้อนไซม ์Bst DNA polymerase สามารถใชต้วัอื่นแทนได ้แต่อาจให้
ประสทิธภิาพทีไ่มเ่ทยีบเท่า  ยกเวน้ในกรณที าใหป้ฏกิริยิารอ้นขึน้เสยีก่อนดว้ย
กระบวนการ denaturation ทีอุ่ณหภมูสิงูเพื่อช่วยใหโ้ครงสรา้งเป็นสายเดีย่ว  

8. ดเีอน็เอแมแ่บบ ในทางอุดมคตบิรเิวณดเีอน็เกอืบทุกบรเิวณสามารถใชเ้ป็นแมแ่บบ
ของปฏกิริยิาได ้ แต่กพ็บว่าประสทิธภิาพของ LAMP ขึน้อยูก่บัขนาดของดเีอน็เอ
มาก  เนื่องจากขัน้ตอนส่วนใหญ่ของ LAMP  ขึน้กบั strand displacement  ซึง่
เกดิขึน้ในอตัราเรว็ทีไ่มส่งูนัก Notomi et al., (2000)  พบว่า ขนาดของแมแ่บบที่
เหมาะสมควรอยูใ่นช่วง 130-200 นิวคลโีอไทด ์ หากขนาดของดเีอน็เอแมแ่บบใหญ่
มากถงึ 500 นิวคลโีอไทด ์ ปฏกิริยิายงัคงเป็นไปไดแ้ต่จะมปีระสทิธภิาพต ่ามาก  
ขอ้แนะน าทีด่สี าหรบัการออกแบบปฏกิริยิา ควรก าหนดขนาดดเีอน็เอทีเ่หมาะสมให้
ไมม่ากไปกว่า 300 นิวคลโีอไทดซ์ึง่รวม F3 และ B3 และเนื่องจากความ
เฉพาะเจาะจงสงูมากของปฏกิริยิา จงึท าให ้LAMP สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอที่
สกดัไดจ้ากตวัอยา่งทีอ่าจมกีารปนเป้ือนในปฏกิริยิาจงึไมม่ผีลต่อประสิทธภิาพของ
เอนไซม ์ นอกจากนี้เนื่องจาก Bst DNA polymerase  เป็นเอนไซมท์ีม่เีสถยีรสงูจะ
ทนต่อการปนเป้ือนทางโมเลกุลจากสารต่าง ๆ ไดด้กีว่า Taq DNA polymerase  ที่
ใชใ้นปฏกิริยิา PCR จงึท าใหส้ามารถใชต้วัอยา่งดเีอน็เอทีเ่ตรยีมดว้ยวธิสีกดัดเีอน็
เออยา่งงา่ยไดก้กีว่ากรณเีดยีวกนัทีด่ าเนินการกบั PCR 

ส าหรบัดเีอน็เอทีใ่ชเ้ป็นแมแ่บบในปฏกิริยิา  ในขัน้ตอนการด าเนินการจะใชเ้งือ่นไขดี 
เอน็เอในดา้นคุณภาพและปรมิาณไมต่่างไปจากทีใ่ชใ้นปฏกิริยิา PCR กล่าวคอื ดเีอน็เอจะตอ้ง
บรสิุทธิ ์และมปีรมิาณไมน้่อยกว่า  10-50 นาโนกรมั  ต่อปฏกิริยิา  เพื่อจะเป็นหลกัใหก้ารเพิม่
ปรมิาณเกดิขึน้โดยไม่มอุีปสรรค 
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 Enomoto et al. (2005) , Kaneko et al. (2005)  รายงานการใชต้วัอย่างดเีอน็เอที่
เตรียมด้วยวิธีอย่างง่ายจากของเหลวในร่างกายมาท าปฏิกิริยาได้ส าเร็จ  แสดงให้เห็นว่า
ปฏกิริยิา  LAMP ทนต่อการยบัยัง้ต่าง ๆ  ได้ดกีว่า PCR  ดงันัน้ในหลายกรณี LAMP จงึ
สามารถท าปฏกิริยิากบัดเีอ็นเอแม่แบบที่ได้จากการใช้วธิสีกดัดเีอ็นเออย่างง่ายและรวดเรว็ได้
ดกีว่า  นอกจากนี้ปฏกิิรยิา LAMP ยงัสามารถใช้ RNA เป็นแม่แบบโดยท าปฏกิิรยิาร่วม  
reverse transcription LAMP ภายในหลอดเดยีวไดโ้ดยตรง 
 โดยปกตใินกรณีทีต่้องการเพิม่ปรมิาณนิวคลอีกิโดยใช ้RNA เป็นแม่แบบ (RT-LAMP)  
อาจเลอืกใช้วธิเีป็น 2 ขัน้ตอน  โดยการเปลี่ยน RNA ให้เป็น cDNA ด้วยปฏกิิรยิา reverse 
transcription  เสยีก่อนแลว้จงึท าปฏกิริยิาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ  อย่างไรกต็ามเนื่องจาก LAMP  
อยู่บนหลกัการสงัเคราะห์ดเีอ็นเอในรูป strand displacement  จงึท าให้สามารถท าปฏกิิรยิา 
reverse transcription และ LAMP  ไปพรอ้มกนัไดใ้นขัน้ตอนเดยีว   
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บทท่ี 3 
อปุกรณ์และวิธีวิจยั 

 
3.1 อปุกรณ์ 
 3.1.1  เครือ่งมอื อุปกรณ์ และสารเคมใีนการสกดัดเีอน็และการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ 
            3.1.1.1  เครือ่งเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ  
               3.1.1.2  เครือ่งหมนุเหวีย่ง (Centrifuge) ยีห่อ้ UNIVERSAL รุน่ 32 R  
 3.1.1.3  gel document 
 3.1.1.4  ตูป้ลอดเชือ้ 
 3.1.1.5  ตูบ้่มเชือ้ 
 3.1.1.6  เครือ่งแกว้ 
     3.1.1.7 เครือ่งชัง่ 
 3.1.1.8  ไมโครเวฟ 
 3.1.1.9  Autopipette  
 3.1.1.10  micropipette tip พรอ้มกล่อง 
      3.1.1.11  agarose gel 
      3.1.1.12  primer ส าหรบัเทคนิค LAMP 
      3.1.1.13 Bst DNA polymerase 
      3.1.1.14 ethanol 
      3.1.1.15 DOA – Aflatoxin ELISA test kit 
      3.1.1.16 MgSO4 
      3.1.1.17 KCl 
      3.1.1.18 DNA binder 
      3.1.1.19 dNTP 
      3.1.1.20 clone test kit 
      3.1.1.21 Bataine 
      3.1.1.22 Ethanol 
      3.1.1.23 propanol 
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3.2 วิธีวิจยั 

3.2.1 พฒันาระบบตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Loop Mediated Isothermal 
Amplification (LAMP) 

3.2.1.1 เกบ็ตวัอย่างเชือ้รา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus จาก
หอ้งปฏบิตักิารจ านวน 100 ตวัอยา่ง 

3.2.1.2 ออกแบบไพรเมอรท์ีจ่ าเพาะต่อยนีทีพ่บในเชือ้ราทัง้สองชนิด  
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยนีอะฟลาทอกซนิของเชื้อรา Aspergillus flavus และ 

Aspergillus paraciticus  ถูกออกแบบจากล าดบัเบสในธนาคารยนี (genebank) ไดท้ัง้หมด 4 
ตวัดงันี้คอื 
 
ALFA_RF3    5’-GCAACCTGATGACGACTGAT-3’ 
ALFA_RB3    5’-GCCACTGTTGGTTTCTCCAC-3’ 
ALFA_RFIP        5’-CAAGTAGCCATCCTGCGCGC-GGAACAAGAGGGCTACCGA-3’ 
ALFA_RBIP        5’-ATCGTTCTCAAGGTGCTGGCA-CCGTTGAGGTACACTGGGT-3’ 

 
3.2.1.3 โคลนชิน้ส่วนของยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิเพื่อใชอ้า้งองิ (positive control) 
การสรา้ง positive control เพื่อใชอ้้างองิ  เริม่จากการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในส่วน

ของยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิเพื่อใหไ้ดข้นาดดเีอน็เอทีต่้องการ แลว้ตามดว้ยขัน้ตอนการโคลนยนี
ตามล าดบัต่อไปนี้ 
  1) ท าการโคลนยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิทีเ่พิม่ปรมิาณไดก้บัพลาสมดิ 
 น าแถบดเีอน็เอของยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิเชื่อมต่อกบัพลาสมดิตามขัน้ตอนทีแ่นะน าไว้
ในคู่มอืทีม่ากบัชุดการโคลนยนีส าเรจ็รปู  หลงัจากนัน้ท าการสกดัพลาสมดิดเีอน็เอจากโคลนทีม่ ี
ยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิด้วยวธิ ีCTAB โดยน าตวัอย่างประมาณ 100 กรมั ใส่ลงใน CTAB 
บฟัเฟอรป์รมิาณ 1-2 มลิลลิติร แล้วบดให้เป็นเนื้อเดยีวกนั จากนัน้ใส่ลงในหลอด eppendorf 
tube ขนาด 1 ml แลว้บ่มไว้ที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  30 นาท ี เมื่อครบ
ก าหนดเวลาน ามาเตมิสารฟีนอลและคลอโรฟอรม์ในปรมิาตรทีใ่กลเ้คยีงกบัตวัอย่าง  แลว้น าไป
ป ัน่ดว้ยเครื่องป ัน่เหวีย่งขนาด 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี ดูดเฉพาะส่วนใสแลว้
เตมิ คลอโรฟอรม์และไอโซเอมลิแอลกอฮอล ์หลงัจากนัน้น าไปป ัน่เหวีย่งขนาด 12,000 รอบต่อ
นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี ดูดเฉพาะส่วนใสแลว้เตมิโพรพานอล (propanol) ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง
ประมาณ 10 นาท ีแลว้น าไปป ัน่เหวีย่งขนาด 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีเก็บ
ตะกอนทีไ่ดจ้ากการป ัน่เหวีย่งและลา้งตะกอนดว้ย 70 เปอรเ์ซน็ต์เอธานอล ปรมิาตร 1 มลิลลิติร
แลว้ทิง้ไวป้ระมาณ 10 นาท ีแลว้น าไปป ัน่เหวีย่งขนาด 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี 
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เทด้วย 70 เปอรเ์ซน็ต์เอธานอลทิ้ง แล้วท าให้ตะกอนแห้งหลงัจากนัน้ละลายตะกอนด้วย TE 
บฟัเฟอรป์รมิาตร 30 ไมโครลติร  แล้วเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอด้วยปฏกิริยิาลูกโซ่เพื่อตรวจสอบ
ความตรวจสอบความถูกตอ้งอกีครัง้หนึ่ง 
  2) คดัเลอืกโคลนทีไ่ดม้าเกบ็ไวเ้ป็น positive control  
      3.2.1.4 ทดสอบความจ าเพาะและแปรผลยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค Loop 
Mediated Isothermal Amplification โดยใชไ้พรเมอรจ์ านวน 4 ตวั และเปรยีบเทยีบกบัเทคนิค 
ELISA  โดยการน าเชือ้รา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus จ านวน 100 
ตวัอยา่ง  ในการทดสอบดว้ยเทคนิค ELISA ตอ้งน าเชือ้ราทัง้หมดมาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้ง
เชือ้ Potato dextrose broth และน ามาสกดัสารพษิ โดยการน าสปอรข์องเชือ้ราจากขวด
เพาะเลีย้งมาใส่ใน eppendorf tube เตมิซแีซนและบดดว้ยมอืเพื่อใหเ้ซลลแ์ตก  หลงัจากนัน้
น าไปป ัน่เหวีย่งดว้ยความเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ี น าเฉพาะส่วนใสมาเจอืจาง 100 เท่าแลว้
น าไปทดสอบดว้ย DOA – Aflatoxin ELISA test kit  ส่วนเทคนคิ Loop Mediated Isothermal 
Amplification มสีภาวะทีเ่หมาะสมดงัต่อไปนี้ 
 น ากลัน่    5.55      ไมโครลติร 
 Bataine    1.25   ไมโครลติร   
 10x บฟัเฟอร ์   1   ไมโครลติร 
 dNTP    0.4   ไมโครลติร 
 Mg2SO4   0.3   ไมโครลติร 
 Primer (ผสม)   0.5   ไมโครลติร 
 BST เอนไซม ์   0.5   ไมโครลติร 
 สารตวัอยา่ง   0.5   ไมโครลติร 
 รวม    10   ไมโครลติร  
โดยเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอทีอุ่ณหภมู ิ63 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 

3.2.1.5 ทดสอบประสทิธภิาพความไวของเทคนิค Loop Mediated Isothermal 
Amplification ทีพ่ฒันาขึน้ โดยน าโคลนทีไ่ดจ้ากขอ้ 3.2.1.3 มาเจอืจางใหม้คีวามเขม้ขน้ตัง้แต่ 
10-1 ถงึ 10-9 
 
         3.2.2  เกบ็ตวัอย่างสมุนไพร 2 ชนิดคอืขมิน้ชนัและขงิทีว่างจ าหน่ายตามทอ้งตลาดดว้ย
ชุดตรวจวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification  ทีพ่ฒันาขึน้  
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บทท่ี 4 
ผลการวิจยั 

 
4.1 พฒันาระบบตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification 
(LAMP) 
      ผลการพฒันาระบบตรวจวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification 
(LAMP) ประกอบดว้ยขัน้ตอนทีส่ าคญัดงัต่อไปนี้ 
 

4.1.1 เกบ็ตวัอย่างเช้ือรา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus จาก
หอ้งปฏบิตักิารจ านวน 100 ตวัอยา่ง 

 ตวัอย่างเชือ้รา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus จ านวน 100 
ตวัอยา่งไดม้าจากหอ้งปฏบิตักิารทีม่กีารแยกเชือ้ทีเ่ชื่อถอืได้ 

 
 

 
 

ภาพท่ี 8 ตวัอยา่งเชือ้รา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus 
 

4.1.2 ออกแบบไพรเมอรท่ี์จ าเพาะต่อยีนท่ีพบในเช้ือราทัง้สองชนิด 
 คดัเลอืกไพรเมอรท์ีม่คีวามเฉพาะเจาะจงกบัเชือ้ราทัง้สองชนิดในระดบัสปีชสีด์งั

ล าดบัของยนีดงัภาพ  มจี านวนทัง้หมด 4 ตวั สามารถเพื่มขยายดเีอน็เอไดผ้ลทีม่คีวามจ าเพาะ 
 

 661 gcaacctgat gacgactgat atggtcatct cggggaacaa gagggctacc gatgcggtcc 

 

                                     F1c 

 721 ggaagatcct cgggtgttcg tgcgcgcagg atggctactt gctgagcatg gtcgtcctta 

 

             B1c                                           B2 

 781 tcgttctcaa ggtgctggca tggtatgctg cggcagcagg cacccagtgt acctcaacgg 

 

                     B3    

 841 cggcgggtgg agaaaccaac agtggcagct gtagcaacag 
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4.1.3 โคลนช้ินส่วนของยีนสร้างอะฟลาทอกซินเพ่ือใช้อ้างอิง (positive control) 
การโคลนชิ้นส่วนของยนีสามารถท าไดโ้ดยเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในส่วนของยนีสรา้งอะฟลาทอก
ซนิเพื่อใหไ้ดข้นาดดเีอน็เอทีต่้องการดงัภาพที ่9   แลว้ตามดว้ยขัน้ตอนการโคลนยนีตามล าดบั
ต่อไปนี้ 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 9  แถบ DNA จากการเพิม่ปรมิาณดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่ ขนาดทีต่อ้งการจากเชือ้รา  
Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus  

                       (M = marker; NTC = negative control; POS = positive control) 
  1) ท าการโคลนยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิทีเ่พิม่ปรมิาณไดก้บัพลาสมดิ 
เมื่อท าการโคลนยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิกบัพลาสมดิแลว้พบว่ามจี านวน 5 โคลนทีส่ามารถน า
ยนีสร้างอะฟลาทอกซนิเชื่อมต่อกับพลาสมดิได้ส าเรจ็ จงึท าการสกดัพลาสมนิดีเอ็นเอทัง้ 5 
โคลนแลว้น ามาตรวจสอบบน  1.5% agarose gel ดงัภาพที ่10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M       NTC     POS 
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ภาพท่ี 10 ผลการสกดัพลาสมดิ DNA  
ทีไ่ดจ้ากการโคลนยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิจ านวน 5 โคลน 

 
  2) คดัเลอืกโคลนทีไ่ดม้าเกบ็ไวเ้ป็น positive control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี11 แถบ PCR เพื่อตรวจสอบยนีสรา้ง aflatoxin ทีโ่คลนจากพลาสมดิ 
                       (M = marker; NTC = negative control; 1-5 = sample) 

1            2          3          4           5 

 

 

 

 

 

 

 

 

   M     NTC       1         2         3         4          5 
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4.1.4 ทดสอบความเฉพาะเจาะจงและแปรผลยีนสร้างอะฟลาทอกซินด้วยเทคนิค 
Loop Mediated Isothermal Amplification โดยใช้ไพรเมอรจ์ านวน 4 ตัว และ
เปรียบเทียบกบัเทคนิค ELISA   

ผลการศกึษาความเฉพาะเจาะจงกบัเชือ้ราทัง้สองชนิดจ านวน 100 ตวัอย่าง พบว่ามผีล
เป็นบวกเช่นเดยีวกนัในตวัอย่างเชือ้รา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus ในการ
ทดสอบดว้ยเทคนิค LAMP และเทคนิค ELISA (ภาพที ่12) 
 

 

 
 
 

ภาพท่ี 12 ผลการทดสอบสารอะฟลาทอกซนิเชงิคุณภาพ 
ดว้ยชุดตรวจสอบเทคนิค ELISA 
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4.1.5  ทดสอบประสิทธิภาพความไวของเทคนิค Loop Mediated Isothermal 
Amplification ทีพ่ฒันาขึน้  

ผลการศกึษาพบว่าสามารถตรวจสอบยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิตามความเขม้ขน้ต่างๆ 
ซึง่ความเขม้ขน้ต ่าสุดทีเ่ทคนิคยงัสามารถตรวจสอบตรวจสอบการปนเป้ือนไดค้อื ความเขม้ขน้ที่
เจอืจางจากปรมิาณตัง้ตน้ไป  10-7   เท่า   ดงัแสดงดงัภาพที ่13 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 13  ความไวของการตรวจวเิคราะหย์นีสรา้งอะฟลาทอกซนิ ดว้ยเทคนิค  

Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 
4.2 เกบ็ตวัอย่างสมนุไพร 2 ชนิดคือขม้ินชนัและขิงท่ีวางจ าหน่ายตามท้องตลาดด้วยชุด
ตรวจวิเคราะหด้์วยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification  ท่ีพฒันาขึ้น 
 เกบ็ตวัอยา่งสมนุไพรทีม่วีางจ าหน่ายตามทอ้งตลาด  2 ชนิด ไดแ้ก่ ขงิและขมิน้ชนั ซึง่
ขงิสามารถเกบ็ตวัอยา่งไดท้ัง้สิน้ 20 ตวัอยา่งจากผูผ้ลติ 20 ราย ส่วนขมิน้ชนัสามารถเกบ็
ตวัอยา่งได ้ 6 ตวัอยา่ง จากผูผ้ลติจ านวน 6 ราย  เมือ่น าตวัอยา่งทัง้หมดตรวจวเิคราะหด์ว้ย
เทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification  ทีพ่ฒันาขึน้  พบว่าตวัอยา่งขงิทัง้หมด 20 
ชนิด ตรวจพบการปนเป้ือนเชือ้ราสายพนัธุส์รา้งอะฟลาทอกซนิ จ านวน 4 ตวัอยา่ง ส่วนใน
ขมิน้ชนัตรวจพบการปนเป้ือนจ านวน 3 ตวัอยา่ง ดงัภาพที ่ 14  และเมือ่น าตวัอยา่งทัง้หมด
ตรวจหาสารอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค DOA-Aflatoxin ELISA test kit ทีพ่ฒันาโดยกรม
วชิาการเกษตร พบว่าตวัอยา่งทีต่รวจพบการปนเป้ือนเชือ้ราในขงิและขมิน้ชนัดว้ยเทคนิค Loop 

 

  M      NTC      1         10-1      10-2         10-3      10-4      10-5       10-6      10-7      10-8       10-9      M 
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Mediated Isothermal Amplification  ตรวจสอบไมพ่บสารอะฟลาทอกซนิเมือ่ตรวจวเิคราะห์
ดว้ย DOA-Aflatoxin ELISA test kit 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 14  ผลการตรวจสอบตวัอยา่งขงิและขมิน้ชนัดว้ยเทคนิค 

Loop Mediated Isothermal Amplification   
        (M = marker; NTC = negative control; 1-9 = ตวัอยา่งจากขงิและขมิน้ชนั) 
 

 
 

   M     NTC       1             2         3         4          5        6          7         8           9 
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บทท่ี 5 

สรปุผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรปุผลการวิจยั 
จากการศกึษาและพฒันาชุดตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนของเชือ้รา Aspergillus สาย

พนัธุ์สรา้งสารอะฟลาทอกซนิในขมิ้นชนัและขงิบนหลกัการ point of care  ด้วยเทคนิคการ
วเิคราะหท์างพนัธุกรรม Loop Mediated Isothermal amplification (LAMP)  พบว่าสามารถ
ตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนเชื้อรา Aspergillus สายพนัธุ์สร้างสารอะฟลาทอกซนิได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ  โดยเมื่อน าเทคนิคการวิเคราะห์ทางพันธุกรรม LAMP ตรวจสอบเชื้อรา 
Aspergillus สายพนัธุส์รา้งสารอะฟลาทอกซนิจ านวน 100 ตวัอย่าง พบว่ามคีวามเฉพาะเจาะจง
เช่นเดยีวกบัเทคนิค ELISA ทัง้ 100 ตวัอย่าง ซึ่งเทคนิค ELISA เป็นเทคนิควเิคราะห์ทาง 
Immunoassay ในรูปแบบการแข่งขนัแบบตรง (Direct competitive Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay)  ซึ่งจะตรวจสอบสารอะฟลาทอกซนิที่ถูกสกดัออกมาจากตวัอย่าง  
นอกจากความเฉพาะเจาะจงกบัเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งสารอะฟลาทอกซนิ เทคนิคการ
วเิคราะห์ทางพนัธุกรรม Loop Mediated Isothermal amplification  ยงัมคีวามไวในการ
ตรวจสอบการปนเป้ือนของเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งสารอะฟลาทอกซนิ โดยปรมิาณที่
น้อยที่สุดที่สามารถตรวจสอบการปนเป้ือนของเชื้อได้คอื 10-7 เท่า  และเมื่อประกอบชุดตรวจ
วเิคราะห์แล้ว  ได้น าไปใช้ตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนของเชื้อรา Aspergillus  สายพนัธุ์สร้าง
สารอะฟลาทอกซินในตัวอย่างสมุนไพรขมิ้นชันและขิงที่วางจ าหน่ายตามท้องตลาดพบว่า  
ตวัอย่างขงิผงจ านวน 20 ตวัอย่าง พบการปนเป้ือนจ านวน 4 ตวัอย่าง  ส่วนขมิน้ชนัมจี านวน 6  
ตวัอย่าง ตรวจพบการปนเป้ือนจ านวน 3 ตวัอย่าง  โดยตวัอย่างสมุนไพรทัง้สองชนิดที่พบการ
ปนเป้ือนจากเชื้อรา Aspergillus สายพนัธุ์สร้างสารอะฟลาทอกซนิ จะมลีกัษณะของการ
ผลติภณัฑท์ัง้แบบผงเครือ่งดื่มละลายน ้า แบบถุงชง และแคปซูล  ซึง่ผูผ้ลติบางรายใชบ้รรจุภณัฑ์
ที่ไม่ได้มาตรฐานท าให้มกีารปนเป้ือนเชื้อรา Aspergillus สายพนัธุ์สรา้งสารอะฟลาทอกซนิ ที่
ตรวจวเิคราะห์ด้วยเทคนิค LAMP  ทัง้นี้การปนเป้ือนของเชื้อราที่สรา้งสารอะฟลาทอกซนิ  
สามารถเกดิขึน้ได้ทุกขัน้ตอนการผลติ  ตัง้แต่การเก็บเกี่ยวผลผลติ  ระหว่างการเก็บรกัษา และ
การขนส่ง ท าให้ผลติภณัฑม์คีวามเสีย่งต่อการปนเป้ือนของสารก่อมะเรง็ชนิดนี้สูง  นอกจากจะ
เป็นปญัหาเกี่ยวกับสุขภาพและอนามยัของประชาชนผู้บรโิภคแล้ว  ยงัเป็นปญัหาทัง้ในและ
ต่างประเทศในการน ามาใชเ้ป็นขอ้กดีกนัทางการคา้ 

การพฒันาชุดตรวจวเิคราะหก์ารปนเป้ือนเชื้อรา Aspergillus สายพนัธุ์สรา้ง Aflatoxin 
ในขมิน้ชนัและขงิในครัง้นี้เกดิปฏกิริยิาไดท้ีอุ่ณหภมู ิ63 องศาเซลเซยีส ภายในเวลา 60 นาทดีว้ย
เอนไซมช์นิดเดยีว ให้ความเฉพาะเจาะจงสูงกว่าเทคนิค ELISA  ซึง่อุณหภูมเิดยีวกส็ามารถเพิม่
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ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายอย่างรวดเร็วจึงเป็นเทคนิคที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์การ
ปนเป้ือนเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้ง Aflatoxin ภาคสนามจงึสามารถท าการตรวจไดทุ้กที ่
โดยเทคนิคเดมิอยู่บนหลกั polymerase chain reaction (PCR)  จะต้องอาศยัการท าปฏกิริยิาที่
อุณหภูมต่ิางกนั 2 ถงึ 3 ระดบั จงึต้องพึง่พาเครื่องมอืและหอ้งปฏบิตักิาร รวมทัง้ทกัษะของผูท้ า
การตรวจวเิคราะห ์จงึไม่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในภาคสนามได ้ เทคนิค LAMP มคีวามไวใน
การตรวจสอบการปนเป้ือนของเชือ้ในระดบัทีสู่งกว่าเทคนิค PCR และ ELISA  เนื่องจากอาศยั
ไพรเมอร ์2 คู่ซึง่จะเพาะต่อยนีเป้าหมาย 6 บรเิวณ  ผลการตรวจวเิคราะหท์ีส่มัพนัธก์นัระหว่าง
เทคนิค LAMP และเทคนิค ELISA ยิง่ท าใหเ้ทคนิคนี้ควรน าไปประยุกต์ใชก้บัการตรวจวเิคราะห์
ในผลติภณัฑส์มุนไพรอื่น ๆ รวมทัง้การวเิคราะห์การปนเป้ือนเชื้อจุลนิทรียท์ี่ก่อให้เกดิโรคที่มี
ผลเสยีต่อสุขภาพในอนาคต 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

ชุดตรวจวเิคราะหก์ารปนเป้ือนของเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งสารอะฟลาทอก
ซนิเป็นเทคนิคการวเิคราะหท์างพนัธุกรรมทีม่ขี ัน้ตอนหลกัส าคญั 2 ส่วนคอืการสกดัดเีอน็เอและ
การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมาย  ดงันัน้เทคนิคการสกดัดเีอ็นเอจงึมคีวามส าคญัซึง่จะส่งผลให้
สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมายไดส้ าเรจ็  โดยตวัอยา่งผลติภณัฑส์มุนไพรขมิน้ชนัและขงิที่
น ามาวเิคราะหม์หีลายรปูแบบซึง่แต่ละรปูแบบกจ็ะมสี่วนผสมอื่นๆ ทีอ่าจจะมผีลต่อการสกดัดเีอน็
เอและการเพิม่ดเีอน็เอเป้าหมาย  จงึควรมกีารเปรยีบเทยีบวธิกีารสกดัดเีอน็เอทีใ่หป้รมิาณดเีอน็
เอทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค LAMP  งานวจิยัครัง้นี้ไดชุ้ดตรวจวเิคราะห์ทีพ่ฒันาขึ้
นาประยุกต์ใช้กบัชมิ้นชนัและขงิ  ซึ่งการเก็บตัวอย่างมาวเิคราะห์ครัง้นี้เป็นเพยีงการทดสอบ
เบื้องต้น  จงึควรมกีารศึกษาเพิม่เตมิไปจนถึงสถานการณ์การปนเป้ือนของเชื้อรา Aspergillus 
สายพนัธุ์สร้างสารอะฟลาทอกซนิในขมิน้ชนัและขงิ  โดยมกีารสุ่มตวัอย่างอย่างเป็นระบบเพื่อ
น าไปสู่การวิเคราะห์สาเหตุเพื่อหาแนวทางการแก้ไขการปนเป้ือนเชื้อราชนิดนี้ในผลิตภณัฑ์
สมนุไพร  
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