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บทคััดย่่อ 	 ความสำำ�คััญและการประยุุกต์ใ์ช้้สารลดความข้้นหนืืด (mucolytic agent) ในการเตรีียมตัวัอย่่าง ซ่ึ่�งเป็็นขั้้�นตอน

สำำ�คัญัในกระบวนการสกัดักรดนิิวคลีีอิกิ (nucleic acid extraction) ทั้้�ง deoxyribonucleic acid (DNA) และ ribonucleic 

acid (RNA) ให้้มีคีวามบริิสุทุธิ์์�และมีคุีุณภาพสูงูขึ้้�น สารลดความหนืืด เช่่น dithiothreitol, N-acetyl-L-cysteine หรืือ

การใช้้เอนไซม์ ์proteinase K ถููกนำำ�มาใช้้เพื่่�อลดความหนืืดหรืือเพิ่่�มความสม่ำำ��เสมอของตัวัอย่่างที่่�มีคีวามหนืืดสูงู เช่่น 

เสมหะ น้ำำ��ลาย และของเหลวจากการล้างหลอดลมและถุุงลมปอด วััตถุุประสงค์์ของการศึกึษาครั้้�งนี้้�คืือ การรวบรวม

และนำำ�เสนอข้้อมููลเกี่่�ยวกับัสารละลายเมือืกที่่�ใช้้กันัทั่่�วไป รวมถึึงหลัักการในการเลืือกใช้้ให้้เหมาะสมกับัตัวัอย่่างทาง-

การแพทย์์ประเภทต่่างๆ เพื่่�อป้้องกันัการสูญูเสียี และรัักษาสภาพ DNA และ RNA ระหว่่างการสกัดักรดนิิวคลีีอิกิ วิิธีี

การศึกึษาใช้้การสืบืค้้นและรวบรวมวรรณกรรมจากฐานข้้อมููล PubMed และแหล่่งข้้อมููลทางวิิชาการอื่่�นที่่�มีกีารศึกึษา

เกี่่�ยวกับัการใช้้สารลดความข้้นหนืืดในกระบวนการทางชีีวโมเลกุุล หรืือส่่งผลต่่อประสิทิธิภิาพของกระบวนการสกัดั

สารพันธุกรรม หรืือการเพิ่่�มปริิมาณสารพันธุกรรม จากนั้้�นวิเคราะห์์และสังัเคราะห์์เปรีียบเทียีบประเด็น็สำำ�คััญ ได้้แก่่ 

คุุณสมบัตัิ ิกลไกการลดความข้้นหนืืด ข้้อดีแีละข้้อจำำ�กัดัของสารแต่่ละชนิิด การนำำ�ไปประยุุกต์ใ์ช้้ ผลการศึกึษาพบว่่า 

สารลดความข้้นหนืืดช่่วยเพิ่่�มประสิทิธิภิาพการเตรีียมตัวัอย่่างให้้เป็็นเนื้้�อเดียีวกันั ลดผลลบปลอมจากการจับตัวัเป็็น

ก้้อนของตัวัอย่่าง และเพิ่่�มความแม่่นยำำ�ของการวิเคราะห์์ทางชีีวโมเลกุุลด้้วยวิิธี ีnucleic acid amplification test (NAAT) 

สารเหล่่านี้้�มีกีลไกที่่�หลากหลายทั้้�งการทำำ�ลายพัันธะเคมีแีละใช้้เอนไซม์ย่์่อยสลาย เพื่่�อเปลี่่�ยนสภาพตัวัอย่่างให้้มีคีวาม-

เหมาะสมต่่อการสกัดั DNA และ RNA ให้้มีคีวามบริิสุทุธิ์์�สูงู โดยต้้องคำำ�นึึงถึึงความเข้้มข้้น ระยะเวลา และอุณุหภูมูิิที่่�

เหมาะสมเพื่่�อป้้องกันัการยับยั้้�งปฏิกิิิริิยาในขั้้�นตอนการวิเคราะห์์ระดัับโมเลกุุล ทั้้�งนี้้�  การประยุุกต์์ใช้้ร่่วมกัับวิิธีีการ

ทางกายภาพและการกำำ�จัดสารตกค้้างอย่่างถููกต้้อง จะช่่วยเพิ่่�มความแม่่นยำำ�และประสิทิธิภิาพในการตรวจวิินิิจฉััยโรค

ได้้อย่่างมีีนััยสำำ�คััญ

คำำ�สำำ�คััญ:	การสกัดัสารพันัธุุกรรม; การสกัดั DNA/RNA; กรดนิิวคลีีอิิก; สารลดความข้น้หนืดื
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ด้้านชีวโมเลกุุล(1) เนื่่�องจากความเข้้มข้้นและความบริิสุทุธิ์์�

ของกรดนิิวคลีีอิกิ (nucleic acid) ส่่งผลกระทบโดยตรง

ต่่อกระบวนการตรวจวิินิิจฉััยทางด้้านการแพทย์์ อย่่างไร

บทนำำ�
การสกัดักรดนิิวคลีีอิกิ (nucleic acid extraction) เป็็น

ขั้้�นตอนที่่�สำำ�คัญในการตรวจวิิเคราะห์์และการวินิิจฉััยทาง
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ก็ต็ามปฏิกิิริิิยา polymerase chain reaction (PCR) อาจ

ถููกยัับยั้้�งได้้จากหลายปััจจััย และมีีแหล่่งที่่�มาที่่�แตกต่่าง

กันั(2) โดยสารเหล่่านี้้�สามารถขัดัขวางการย่อยสลายเซลล์์

หรืือการแตกตััวของโครงสร้างที่่�ห่่อหุ้้�มกรดนิิวคลีีอิกิซ่ึ่�งมีี

ผลต่่อการสกััด DNA และ RNA การยึึดจัับของกรด

นิิวคลิิอิิก (nucleic acid binding) รวมถึึงการรบกวน

กระบวนการเพิ่่�มปริิมาณของ DNA เป้้าหมาย(2) เมืือก 

(mucus) หรืือสารคัดหลั่่�งที่่�มีคีวามหนืืดจะถููกสร้างขึ้้�นใน

ร่่างกายมนุุษย์์ เพื่่�อใช้้หล่่อลื่่�น ปกป้้องเนื้้� อเยื่่�อ รัักษา

สมดุุล และป้้องกันัเชื้้� อก่่อโรค(3) อย่่างไรก็ต็ามเมือืกหรืือ

สารคัดหลั่่�งที่่�มีีความข้้นหนืืดอาจเป็็นอุุปสรรคสำำ�คััญใน

กระบวนการสกัดัสารพันธุกรรม การพัฒนาวิิธีกีารสกัดั

กรดนิิวคลีีอิิกที่่�มีีประสิิทธิิภาพจึึงเป็็นกุญแจสำำ�คััญใน 

การตรวจหาสาเหตุุและแหล่่งที่่�มาของโรค ทำำ�ให้้ได้้ DNA 

และ RNA ที่่�มีคีวามบริิสุทุธิ์์�สูงู และเพีียงพอต่่อการใช้้งาน 

ช่่วยยัับยั้้�งการทำำ�งานของเอนไซม์ท์ี่่�จะไปย่่อยสลาย DNA 

และ RNA ในขั้้�นตอนการสกัดัลงได้้(1)

ในการตรวจวิิเคราะห์์สารพันธุกรรมด้้วยปฏิิกิิริิยา 

PCR จากตัวัอย่่างที่่�มีคีวามข้้นหนืืด หรืือมีคีวามหนืืดสูงู 

เช่่น ตัวัอย่่างจากเสมหะ (sputum) เมื่่�อสกัดัสารพันธุกรรม

ด้้วยวิิธีปีกติมิักัมีคีวามเข้้มข้้นต่ำำ�� เนื่่�องจากการทำำ�ให้้น้ำำ��ยา

ที่่�ใช้้สกัดักับัตัวัอย่่างเสมหะผสมเป็็นเนื้้�อเดียีวกันัทำำ�ได้้ยาก 

และตัั วอ ย่่ า งที่่� สกััด ในขั้้� นตอนนี้้� จ ะมีีความหนืืด  

(lysate) จะขััดขวางทำำ�ให้้สารสกััดไม่่สามารถเข้้าไปทำำ�

ปฏิิกิิริิยาได้้ โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งการใช้้เครื่่�องสกััดสาร-

พัันธุกรรมแบบอััตโนมััติิ (automate nucleic acid  

extraction system)(4) การเตรีียมตัวัอย่่างก่่อนกระบวนการ

สกัดัสารพันธุกรรม (pre-treatment) เป็็นทางเลืือกที่่�ดี ี

จะช่่วยให้้สามารถสกัดัสารพันธุกรรม (genetic material 

extraction) ที่่�มีคีวามบริิสุทุธิ์์� และเพีียงพอต่่อการใช้้งาน 

นอกจากนี้้� ยัังช่่วยป้้องกันัการยับยั้้�งปฏิกิิริิิยา PCR ที่่�อาจ

เกิดิขึ้้�นจากสารชีวเคมีทีี่่�ตกค้้างในตัวัอย่่าง(5) ดังันั้้�นจึึงควร

ทำำ�ให้้ตัวัอย่่างที่่�มีคีวามข้้นหนืืด (เช่่น เสมหะ) ละลายจน

เป็็นเนื้้�อเดียีวกันั(4) ไม่่มีคีวามหนืืด (non-viscous) หรืือ

ทำำ�ให้้เป็็นของเหลว (liquefaction) เช่่น N-acetyl-L- 

cysteine หรืือ dithiothreitol(6)

ปััจจุุบัันการตรวจหาเชื้้� อก่่อโรคระบบทางเดิินหายใจ 

(respiratory tract infection) จากน้ำำ��ลาย (saliva) และ

เสมหะที่่�มีีความข้้นหนืืด เช่่น การตรวจหาเชื้้� อ severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-

CoV-2) ในน้ำำ��ลายได้้รัับการศึึกษาอย่่างหลากหลายที่่�

แสดงให้้เห็น็ถึึงความสอดคล้้อง และความไวทางคลิินิิก

ของการใช้้น้ำำ��ลายเมื่่�อเทียีบกับัการใช้้ตัวัอย่่างทางคลิินิิกที่่�

ป้้ายจากหลัังโพรงจมููก (nasopharyngeal swab: NPS) 

พบว่่า ความสอดคล้้องโดยรวมของน้ำำ��ลายกับั NPS อยู่่�ใน

ช่่วง 89.7% ถึึง 99% และความไวทางคลิินิิกโดยรวมอยู่่�

ในช่วง 83% ถึึง 88%(7) ตัวัอย่่างที่่�มีคีวามข้้นหนืืดสูงูเป็็น

อุปุสรรคสำำ�คัญในการเตรีียมตัวัอย่่างให้้เป็็นเนื้้�อเดียีวกันั

ก่่อนการตรวจวิิเคราะห์์ เนื่่�องจากมีีผลต่่อประสิทิธิภิาพ

ของกระบวนการสกััดสาร จากการดูดจ่่าย หรืือผสม

สารละลายให้้ได้้อย่่างสม่ำำ��เสมอ ซ่ึ่�งอาจนำำ�ไปสู่่�ความ-

คลาดเคลื่่�อนของผลการตรวจวิิเคราะห์์ได้้ 

การศึึกษานี้้� มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาคุุณสมบััติิของ

สารกลุ่่�ม mucolytic agent ที่่�นำำ�มาใช้้ลดความหนืืดของ 

สิ่่�งส่่งตรวจทางการแพทย์์ในกระบวนการสกััดสาร-

พัันธุกรรม เพื่่�อนำำ�มาใช้้เป็็นแนวทางในการเตรีียมตััวอย่่าง

ที่่�มีีความข้้นหนืืดสููง และลดความคลาดเคลื่่� อนใน

กระบวนการตรวจวิิเคราะห์์ทางชีีวโมเลกุุล

วิิธีการศึึกษา
การสืืบค้้นและรวบรวมข้้อมููลในการจัดทำำ�บทความ

ฉบับันี้้�  มีีกระบวนการดำำ�เนิินงานเป็็นขั้้�นตอนต่างๆ ดังันี้้�  

1. ขอบเขตการศึึกษา

เป็็นการศึึกษาจากปััญหาที่่�พบในห้องปฏิบิััติิการทาง

ชีีวโมเลกุุล เกี่่�ยวกัับข้้อจำำ�กััดในกระบวนการสกััดสาร-

พัันธุกรรมจากสิ่่�งส่่งตรวจทางการแพทย์์ที่่�มีคีวามหนืืดสูงู 

เช่่น น้ำำ��ลาย และเสมหะ โดยมีีขอบเขตเนื้้�อหาเพื่่�อศึกึษา

ถึึงคุุณสมบััติิ กลไกการทำำ�งาน และประสิิทธิิภาพของ 

สารลดความข้้นหนืืด ที่่�มีีผลต่่อคุุณภาพและปริิมาณของ 

DNA และ RNA ที่่�ได้้จากกระบวนการสกัดัสารพันธุกุรรม
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2. การสืืบค้น้ข้อ้มููล

ทำำ�การสืืบค้้นข้้อมููลจากฐานข้้อมููลทางวิิชาการ เช่่น 

PubMed และแหล่่งข้้อมููลทางวิิชาการ เช่่นเอกสารงานวิจััย 

บทความ สื่่�อสิ่่�งพิิมพ์์ และแหล่่งข้้อมููลทางวิิชาการอื่่�นๆ 

จาก Google Search โดยทำำ�การสืบืค้้นข้้อมููลโดยไม่่จำำ�กัดั

ปีีที่่�ตีีพิิมพ์์ เพื่่�อให้้ได้้ข้้อมููลครอบคลุุมมาจนถึึงปััจจุุบััน 

ทั้้�งนี้้� ได้้กำำ�หนดคำำ�สำำ�คัญในการสืบืค้้นทั้้�งภาษาไทย และ

ภาษาอัังกฤษ เช่่น ชนิิดของตััวอย่่างทางชีีวภาพที่่�มีี 

ความข้้นหนืืด, Nucleic acid extraction, DNA/RNA 

extraction, Nucleic acid และ Mucolytic agent เป็็นต้น 

3. เกณฑ์ก์ารคัดัเลืือก

บทความ และงานวิจััยที่่�ได้้ทำำ�การสืบืค้้นจะถููกนำำ�มา

คััดกรองตามเกณฑ์์ที่่�กำำ�หนด โดยเกณฑ์์การคััดเข้้าจะ

เลืือกเฉพาะบทความ งานวิจััย และสื่่�อสิ่่�งพิิมพ์์ ที่่�มีกีาร-

ศึกึษาเกี่่�ยวกับัการใช้้สารลดความข้้นหนืืดในกระบวนการ

ทางชีีวโมเลกุุล หรืือส่่งผลต่่อประสิทิธิภิาพของกระบวน-

การสกัดัสารพันธุกรรม หรืือการเพิ่่�มปริิมาณสารพันธุ-

กรรม ส่่วนเกณฑ์ก์ารคััดออก คืือบทความที่่�ไม่่เกี่่�ยวข้้อง

กัับสารลดความข้้นหนืืด บทความที่่�ไม่่เกี่่�ยวข้้องกัับ 

ขั้้�นตอนการการสกัดัสารพันธุกรรม และการเพิ่่�มปริิมาณ

สารพันธุกรรม หรืือบทความที่่�ไม่่สามารถเข้้าถึึงเนื้้�อหาได้้

4. การวิิเคราะห์ ์สังัเคราะห์ ์และเรีียบเรีียงข้อ้มููล

ข้้อมููลจากการทบทวนวรรณกรรมที่่�ผ่่านการคััดเลืือก

จะถููกนำำ�มาวิิเคราะห์์ และเปรีียบเทีียบประเด็น็สำำ�คััญ 

ได้้แก่่ คุุณสมบััติิ กลไกการลดความข้้นหนืืด ข้้อดีีและ 

ข้้อจำำ�กััดของสารแต่่ละชนิิด การนำำ�ไปประยุุกต์์ใช้้ และ

ข้้อคิิดเห็น็ในการใช้้สารลดความข้้นหนืืด จากนั้้�นนำำ�มา

สัังเคราะห์์และเรีียบเรีียงเนื้้� อหา เพื่่�อนำำ�เสนอแนวทาง

การนำำ�ไปใช้้ให้้เหมาะสมกัับชนิิดของสิ่่�งส่่งตรวจทาง- 

การแพทย์์

 ผลการศึึกษา
ชนิิดของตัวัอย่่างทางชีีวภาพที่่�มีีความข้น้หนืดื

Mucin เป็็นส่วนประกอบของ glycoprotein ซ่ึ่�งเป็็น

องค์์ประกอบหลัักของเมืือกที่่�เคลืือบผิวิเซลล์์เยื่่�อบุุระบบ

ทางเดินิหายใจ ระบบย่่อยอาหาร ระบบสืบืพัันธุ์์� และระบบ

ทางเดินิปัสสาวะ(8) การสกัดัสารพันธุกรรมจากตัวัอย่่างที่่�

มีคีวามหนืืด เช่่น มููกเลืือดจากทวารหนััก เยื่่�อเมือืกจาก

ช่่องคลอด น้ำำ��ล้างหลอดลมและถุุงลมปอด เสมหะ และ 

น้ำำ��ลาย มีคีวามสำำ�คัญสำำ�หรัับการตรวจวินิิิจฉััยโรคในระดับั

โมเลกุุล เนื่่�องจากความหนืืดและองค์์ประกอบในตัวอย่่าง

เหล่่านี้้�อาจรบกวนกระบวนการสกัดั และลดคุุณภาพสาร

พัันธุุกรรมที่่�ได้้ การปรัับปรุุงกระบวนการสกััดสาร

พัันธุกรรมโดยนำำ�สารลดความข้้นหนืืดมาประยุุกต์์ใช้้ใน

การเตรีียมตัวัอย่่างก่่อนเข้้าสู่่�กระบวนการสกัดั จะช่่วยลด

ความข้้นหนืืด และปรัับปรุุงประสิิทธิิภาพการสกััดให้้มีี

คุุณภาพดีขีึ้้�น

กลไกการทำำ�งานของสารลดความข้น้หนืดื

สารลดความข้้นหนืืดเป็็นสารที่่�มีีคุุณสมบััติิช่่วยลด

ความหนืืดของเมืือกทำำ�ให้้โครงสร้างแตกตััวและง่่ายต่่อ

กระบวนการสกััดสารพันธุกรรมตััวอย่่างของสารกลุ่่�มนี้้�

แบ่่งออกเป็็น 2 ประเภท ได้้แก่่ สารลดความข้้นหนืืดแบบ

ดั้้�งเดิิม (classical mucolytic agent) และ สารลด 

ความข้้นหนืืดแบบเปปไทด์ ์(peptide mucolytic)(9) 

สารลดความข้้นหนืืดแบบดั้้�งเดิิมมีีบทบาทสำำ�คัญใน

การลดความหนืืด โดยสารเหล่่านี้้�จะทำำ�งานผ่านกลไกการ-

ทำำ�ลายพัันธะไดซััลไฟด์์ (disulfide bond) ซ่ึ่�งเป็็นส่วน

สำำ�คััญในโครงสร้างเมืือก อาทิเิช่่น dithiothreitol และ 

N-acetyl-L-cysteine เป็็นต้น(9) ช่่วยให้้เมือืกหรืือสารที่่�

มีีความข้้นหนืืดที่่�มีีลัักษณะก่่อตััวเป็็นเจลโพลีีเมอร์์ยาว 

(long polymeric gel-forming mucin) เช่่น MUC5AC 

และ MUC5B อ่่อนตัวัลง(3) การปรัับสภาพตัวัอย่่างด้้วย

สารเหล่่านี้้� จะช่่วยเพิ่่�มประสิทิธิภิาพในการสกัดักรดนิิว-

คลีีอิิกจากสารคััดหลั่่�งที่่�มีีความหนืืด เช่่น เสมหะ และ 

น้ำำ��ลายได้้ดียีิ่่�งขึ้้�น อย่่างไรก็ต็าม การใช้้ในปริิมาณสูงูเช่่น 

dithiothreitol อาจยัับยั้้� งกระบวนการเพิ่่�มปริิมาณ 

สารพันธุกรรม (DNA amplification) ซ่ึ่�งจำำ�เป็็นต้องปรัับ

ความเข้้มข้้นสุดุท้้าย (final concentration) ให้้เหมาะสม(6)

สารลดความข้้นหนืืดแบบเปปไทด์์ เป็็นสารอีกีกลุ่่�ม

หน่ึ่�งที่่�มีีประสิิทธิิภาพสููงทำำ�ให้้เมืือกและสารคัดหลั่่�งที่่�มีี
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ความเข้้มข้้นและมีคีวามหนืืดสูงู มีคีวามหนืืดลดลง โดย

อาศัยักลไกผ่่านกระบวนการแยกสาย actin ที่่�เชื่่�อมกันัอยู่่�

ในรูปูฟิิลาเมนต์ ์(filament หรืือ F-actin) ให้้กลัับมาเป็็น

หน่่วยย่่อยในรููปแอกติินเดี่่�ยว (globular actin หรืือ 

G-actin)(9) ช่่วยให้้สามารถกำำ�จัดสารสำำ�คัญอื่่�นๆ ใน

กระบวนการสกััดตััวอย่่างได้้ง่่ายขึ้้�น สารในกลุ่่�มนี้้�  เช่่น 

เอนไซม์ ์dornase alfa (หรืือชื่่�อทางการค้า sputolysin)(5,9) 

และ thymosin β(7) เป็็นต้น

การเปรีียบเทีียบคุุณสมบัตัิิของสารลดความข้น้-

หนืดืชนิิดต่่างๆ

การเลืือกใช้้สารลดความข้้นหนืืดควรพิจารณา

คุุณสมบััติิให้้เหมาะสมกัับตััวอย่่างสิ่่�งส่่งตรวจทางการ-

แพทย์์ และกระบวนการสกััดสารพันธุุกรรมโดยมีี

วััตถุุประสงค์์เพื่่�อทำำ�ให้้สามารถสกัดั DNA และ RNA ได้้

ความเข้้มข้้นและมีคีวามบริิสุทุธิ์์�สูงู ลดการเสื่่�อมสภาพของ

กรดนิิวคลีีอิกิจากสารตกค้้างจากกระบวนการสกัดั เช่่น 

เอนไซม์์ DNase และ RNase (ตารางที่่� 1)

การประยุุกต์ใ์ช้ส้ารลดความข้น้หนืืดในกระบวน-

การสกัดัสารพันัธุุกรรม

การประยุุกต์์ใช้้สารลดความข้้นหนืืดในกระบวนการ

สกัดัสารพันธุกรรมมีีบทบาทสำำ�คััญในการลดความข้้น-

หนืืดของตัวัอย่่างและละลายเป็็นเนื้้�อเดียีวกันั จะช่่วยทำำ�ให้้

ตารางที่่� 1 คุุณสมบัตัิิของสารที่่�นำำ�มาใช้ล้ดความหนืดืในกระบวนการสกัดัสารพันัธุุกรรม 

        ชื่่�อสาร           ประเภท      กลไกและการทำำ�ปฏิกิิริิิยา  ชนิิดของส่่งตรวจ       กระบวนการ              ข้้อดี/ีข้้อเสียี          การนำำ�ไปประยุุกต์ใ์ช้้

                                                                                                    สกัดัสารพันธุกรรม

Dithiothreitol(10)	 classical	 รีีดิวิซ์ (reduce) พัันธะ-	 เสมหะ น้ำำ��ลาย	 DNA/RNA	 ข้้อดี:ี ลดความหนืืด	 ใช้้ในการเตรีียม

(C
4
H

10
O

2
S

2
)	 mucolytic 	 ไดซััลไฟด์ ์(disulfide	 เยื่่�อเมือืกจาก	 extraction	 ได้้อย่่างมีปีระสิทิธิ-ิ	ตั วัอย่่างที่่�มีคีวามหนืืด

	 agent 	 bond) ในไกลโคโปรตีนี 	ช่ องคลอด	 (pre-treatment/	 ภาพ, ป้้องกันัการ-	 สำำ�หรัับกระบวนการ

		  (glycoprotein) ช่่วยลด		  lysis step)	ย่ อยสลายของ DNA	สกั ดั DNA/RNA ให้้มีี

		  ความหนืืดของเมือืก และ			   และ RNA	 ความเข้้มข้้นสูงู แนะนำำ�

		ยั  บยั้้�งเอนไซม์ ์DNase/			   ข้้อเสียี: มีกีลิ่่�นแรง	 ให้้ใช้้ ความเข้้มข้้น

		  RNase ในการย่อยสลาย 			   หากกำำ�จัดไม่่หมด	สุ ดุท้้าย (final

		  DNA/RNA จากกระบวน-			  อาจรบกวนปฏิกิิริิิยา	 concentration

		  การสกัดั	  		  อย่่างต่่อเนื่่�อง	 ranging) 0.5 g/L 

						      – 1.0 g/L (3.25-

						      6.5 mmol/L)(2)

Dornase alfa(11)	 peptide 	 เอนไซม์์ย่่อยสลาย DNA	 เสมหะ สาร-	 RNA extraction	 ข้้อดี:ี กำำ�จัด DNA	 ใช้้ในการเตรีียม

	 mucolytic 	 ในสารคััดหลั่่�ง ช่่วยลด	คั ัดหลั่่�งจากผู้้�ป่วย	 (pre-treatment)	 ในตัวัอย่่างที่่�มีคีวาม-	ตั วัอย่่างผู้้�ป่วยสำำ�หรัับ

	 agent	 ความหนืืดในตัวัอย่่างที่่�มี ี	 โรคซิิสติกิไฟโบรซิส		  หนืืดได้้อย่่างจำำ�เพาะ	สกั ดั RNA ให้้มีคีวาม

		  DNA polymer ทำำ�ลาย	 (cystic fibrosis)		  ข้้อเสียี: ราคาสูงูกว่่า	 บริิสุทุธิ์์� จากตัวัอย่่าง

		  โครงสร้างของมิิวซิน		   	ส ารเคมีี กำำ�จัดเฉพาะ 	 เสมหะที่่�มีคีวามข้้นหนืืด

					     DNA เท่า่นั้้�น	 โดยใช้้ dornase alfa 

						      เพื่่�อย่่อยสลาย DNA 

						      และลดการปนเปื้้� อน

						ข      อง DNA 

N-acetyl-L-	 classical	 ลดความหนืืดของเมือืก	น้ำ ำ��ลาย น้ำำ��ล้างปอด	 DNA/RNA	 ข้้อดี:ี ลดความหนืืด	 ใช้้สกัดั DNA/RNA

cysteine(12)	 mucolytic	 โดยการทำำ�ลายพัันธะ-	ตั วัอย่่างสารคััดหลั่่�ง	 extraction	 ได้้ดี ีมีคุีุณสมบัตัิเิป็็น	 จากตัวัอย่่างที่่�มีคีวาม-

(C
5
H

9
NO

3
S)	 agent	 ไดซััลไฟด์ ์(disulfide 	ที่่ �มีคีวามหนืืดสูงู	 (pre-treatment/	ส ารต้านอนุุมููลอิสิระ	 ข้้นหนืืด เช่่น เสมหะ

		  bond) ในมิิวซิน (mucin) 	 เช่่น เสมหะ น้ำำ��มูก	 lysis step)	 ข้้อเสียี: อาจทำำ�ให้้	 แนะนำำ�ให้้ใช้้

		ทำ  ำ�ให้้เมือืกเหลวขึ้้�น	มู กเลืือด	  	ตั วัอย่่างมีีค่่า pH 	 ความเข้้มข้้นสุดุท้้าย

					     ลดลง ซ่ึ่�งจะทำำ�ให้้เกิดิ	 2.5 g/L (15.3

					     ความเป็็นกรด	 mmol/L)(2)



การเพิ่่�มประสิิทธิิภาพการสกัดัดีีเอ็็นเอ/อาร์เ์อ็็นเอในตัวัอย่่างที่่�ข้น้หนืดืด้ว้ยสารลดความข้น้หนืดื

วารสารวิชิาการสาธารณสุขุ 2569 ปีีท่ี่� 35 ฉบับัท่ี่� 4 741

ตารางที่่� 1 คุุณสมบัตัิิของสารที่่�นำำ�มาใช้ล้ดความหนืดืในกระบวนการสกัดัสารพันัธุุกรรม (ต่่อ)

        ชื่่�อสาร           ประเภท      กลไกและการทำำ�ปฏิกิิริิิยา  ชนิิดของส่่งตรวจ       กระบวนการ              ข้้อดี/ีข้้อเสียี          การนำำ�ไปประยุุกต์ใ์ช้้

                                                                                                    สกัดัสารพันธุกรรม

Normal saline(13)	 diluent/	 เป็็นสารละลายที่่�มี ีpH	ส ารคััดหลั่่�งจากระบบ-	DNA/RNA	 ข้้อดี:ี ราคาถููก หาซื้้�อ	 ใช้้ในการสกัดั DNA/

(NaCl)	 isotonic 	 เป็็นกลาง ช่่วยในการ	 ทางเดินิหายใจ	 extraction	ง่ าย มีีความเป็็นกลาง	 RNA จากตัวัอย่่างที่่�มีี

	 buffer	 เจืือจางตัวัอย่่าง ลดการ	ตั วัอย่่างที่่�ป้้ายจาก	 (washing/	 ข้้อเสียี: ใช้้ในการ	 เมือืก หรืือเนื้้�อเยื่่�อที่่�

		จั  บกันัของเมือืก ลดแรง	ช่ องคลอด เสมหะ	 dilution/	 เจืือจางเพื่่�อให้้ความ-	 ข้้นหนืืด ช่่วยละลาย

		  ไฟฟ้้าสถิติระหว่่าง	 เนื้้�อเยื่่�อที่่�ผ่่าน	 resuspension)	 ข้้นหนืืดลดลงเท่่านั้้�น	ส ารปนเปื้้� อนทำำ�ให้้

		  โมเลกุุล ทำำ�ให้้โปรตีนี 	 การบดแล้้ว		  ไม่่ได้้ละลายเมือืก	 DNA/RNA ถููกดึึงออก

		  และเมือืกไม่่จัับตัวัเป็็น			   โดยตรง	 มาง่่ายขึ้้�น

		ก้  อน ทำำ�ให้้ DNA/RNA 

		  ถููกแยกออกมาได้้ดีขีึ้้�น

Phosphate-	 isotonic	มี ีค่่า pH ประมาณ 7.4	ตั วัอย่่างจากการ-	 DNA/RNA	 ข้้อดี:ี รัักษาความ-	 เจืือจางตัวัอย่่างโปรตีนี

buffered 	 buffer	ป้ องกันัการจับตัวักันัของ	 เพาะเลี้้� ยงเซลล์์	 extraction	ส มดุุลของกรด-	 หรืือเมือืกที่่�หนาแน่่น

saline(14) 		  โปรตีนีและสารชีวภาพ	 เยื่่�อเมือืก	 (washing/	ด่ าง เหมาะสำำ�หรัับ	 ลดความหนืืดและทำำ�ให้้

(Na
2
HPO

4
) 	  	อื่่ �นๆ ในตัวัอย่่างข้้นหนืืด		  dilution/	 งานด้าน cell culture	ตั วัอย่่างง่่ายต่่อ

		  ลดแรงไฟฟ้้าสถิติ		  resuspension)	 ข้้อเสียี: ไม่่ได้้ทำำ�ลาย	 การดูดผสม บางสูตูร

		ร  ะหว่่างโมเลกุุล			   โครงสร้างเมือืก	 ใช้้ KH
2
PO

4

					     โดยตรง 	

Proteinase K(15)	 enzyme 	 เอนไซม์์ย่่อยโปรตีนีที่่�	 เลืือด เนื้้�อเยื่่�อ	 DNA/RNA	 ข้้อดี:ี ย่่อยสลาย	 ใช้้ทำำ�ให้้ตัวัอย่่างที่่�มีี

	 (serine 	 เกี่่�ยวกับัความหนืืดใน	ตั วัอย่่างที่่�มีโีปรตีนี	 extraction	 โปรตีนีในสารละลาย	 ความหนืืด ให้้มีคีวาม

	 protease)	ตั วัอย่่าง กำำ�จัดโปรตีนี	 และเมือืกสูงู	 (lysis step)	ที่่ �มีคีวามข้้นกดหนดได้้	 บริิสุทุธิ์์�เพิ่่�มมากขึ้้�น

		ที่่  �ปนเปื้้� อนในตัวัอย่่าง			   อย่่างมีปีระสิทิธิภิาพ	 ในกระบวนการสกัดั

		  และช่่วยทำำ�ให้้เมือืกเหลว			   ข้้อเสียี: ใช้้ร่่วมกับั	 DNA/RNA

		ขึ้้  �น			ส   ารลดแรงตึึงผิวิ

					     และใช้้งานได้้ดีใีน	

					ช่     วงอุณุหภูมูิิที่่�

					     เหมาะสมเท่า่นั้้�น

Recombinant 	 peptide	ช่ วยลดความหนืืดของ	 เสมหะ สารคััดหลั่่�ง	 RNA extraction	 ข้้อดี:ี ย่่อยสลาย DNA	 ใช้้ในการเตรีียม

DNase I(16)	 mucolytic 	 เมือืกที่่�มีคีวามหนาแน่่น	ที่่ �มี ีDNA	 (DNA digestion	 ได้้อย่่างจำำ�เพาะ	ตั วัอย่่างที่่�มีกีารสะสม

	 agent	 ลดการพันกันัของ	 ในปริิมาณสูงู	 step)	 ข้้อเสียี: ทำำ�ปฏิกิิริิิยา	 DNA ในเสมหะ เช่่น

		  โครงสร้างเมือืกให้้			   เฉพาะ DNA เท่า่นั้้�น	ตั วัอย่่างจากผู้้�ป่วย

		  แตกออก อ่่อนตัวัลง 			มี   ช่ี่วงอุณุหภูมูิิที่่�	 โรคซีีสต์ไ์ฟโบรซิส

		  และทำำ�ลาย DNA ที่่�อยู่่�			   เหมาะสมสำำ�หรัับ

		  ในสารคััดหลั่่�ง			   การทำำ�งานที่่�จำำ�เพาะ	

Sodium citrate(17)	 chelating	ทำ ำ�ลายแรงยึึดเหนี่่�ยวของ	 เลืือด ตัวัอย่่างที่่�มีี	 DNA/RNA	 ข้้อดี:ี ใช้้ป้้องกันั	 ใช้้เป็็นสารกันัเลืือดแข็ง็

(Na
3
C

6
H

5
O

7
)	 agent/	 โปรตีนี ลดความหนืืดของ	 โปรตีนี และเมือืก	 extraction	 การแข็ง็ตัวัของเลืือด	 (anticoagulant) ลด

	 antico-	ตั วัอย่่างที่่�มีีส่่วนประกอบ	ตั วัอย่่างที่่�ต้้องการ	 (pre-treatment/	 ลดความหนืืดใน	 ความหนืืดในตัวัอย่่าง-

	 agulant	ข องโปรตีนีเป็็นหลััก	กั นัเลืือดแข็ง็ 	 storage)	ตั วัอย่่างเมือืก	 เมือืก ป้้องกันัการ

					     ข้้อเสียี: หากมีกีารใช้้	ย่ อยสลาย DNA/RNA 

					     เอนไซม์์อาจถููกรบกวน 

					     โดยเฉพาะเอนไซม์์

					ที่่     �ต้้องใช้้ Mg2+ หรืือ 

					     Ca2+ เป็็น co-factor	
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การสกััดมีีประสิิทธิิภาพเพิ่่�มมากขึ้้� น ทั้้�งสารลดความ- 

ข้้นหนืืดแบบดั้้� ง เดิิม เ ช่่น d i th io thre i to l (4,5),  

N-acetyl-L-cysteine(6) และ สารลดความข้้นหนืืดแบบ

เปปไทด์ ์เช่่น เอนไซม์ ์proteinase K(4,5) ถููกนำำ�มาใช้้ใน

การย่อยสลายโครงสร้างโปรตีนีและมิวิซินที่่�ทำำ�ให้้ตัวัอย่่าง

มีคีวามหนืืดลดลง นอกจากนี้้� ในปัจจุุบันันิยมใช้้ normal 

saline ในการเตรีียมตัวัอย่่าง เนื่่�องจากมีีราคาถููก เตรีียม

ง่่าย สามารถช่วยเจืือจางและลดความหนืืดได้้อีกีด้้วย

การลดความข้้นหนืืดของตััวอย่่างก่่อนการสกััด

สามารถทำำ�ได้้โดยใช้้ 3 วิิธีร่ี่วมกันั ได้้แก่่ วิิธีทีางเคมี ีเช่่น 

dithiothreitol ร่่วมกับัวิิธีทีางชีีวภาพ เช่่น การใช้้เอนไซม์ ์

proteinase K และเสริมด้้วยวิิธีกีารทางกายภาพ เช่่น การ

ปั่่�นผสม จะช่่วยให้้สารลดความข้้นหนืืดกระจายตัวัและทำำ�

ปฏิกิิริิิยาได้้ดีขีึ้้�น ทำำ�ให้้ได้้สารพันธุกรรมที่่�มีทีั้้�งปริิมาณและ

คุุณภาพดีีกว่่าใช้้วิิธีีใดวิิธีีหน่ึ่�งเพีียงอย่่างเดีียว(20) ซ่ึ่�ง

ปััจจุุบันัถููกพััฒนาและนำำ�มาประยุุกต์ใ์ช้้ในรูปูแบบของการ

สกัดั DNA และ RNA ด้้วยเครื่่�องสกัดัสารพันธุกรรมแบบ

อัตัโนมัตัิ ิ(automate nucleic acid extraction system)(5) 

อย่่างไรก็ต็าม การใช้้สารลดความหนืืดในความเข้้มข้้นสูงู

อาจก่่อให้้เกิดิสารตกค้้างจากกระบวนการสกัดั ส่่งผลให้้

เกิดิการรบกวนปฏิกิิริิิยา PCR ซ่ึ่�งเป็็นขั้้�นตอนสำำ�คัญใน

การเพิ่่�มปริิมาณสารพันธุกรรมในการตรวจวิิเคราะห์์ 

DNA และ RNA(6)

 ข้อ้คิิดเห็็นในการใช้ส้ารลดความข้น้หนืดื

เพื่่�อให้้กระบวนการทดลองเป็็นไปอย่่างมีีประสิทิธิ-ิ

ภาพ และลดผลกระทบที่่�อาจเกิิดจากการใช้้สารลด 

ความข้้นหนืืดในขั้้�นตอนการสกัดัสารพันธุกรรม และใน

ปฏิกิิริิิยา PCR ควรปฏิบิัตัิดิังันี้้�

1.	 การใช้้สารลดความหนืืดที่่�มีีความเข้้มข้้นที่่� 

เหมาะสม (concentration) เช่่น การปรัับความเข้้มข้้นของ 

N-acetyl-L-cysteine ให้้เหมาะสมจะสามารถเพิ่่�ม

ปริิมาณสารพันธุกรรมจากกระบวนการสกัดั หลีีกเลี่่�ยงการ

ใช้้สารในปริิมาณที่่�มากเกินิไป ซ่ึ่�งอาจก่่อให้้เกิดิสารตกค้้าง

และยัับยั้้�งปฏิกิิริิิยาการเพิ่่�มปริิมาณสารพันธุกรรมทำำ�การ

ทดสอบเพื่่�อหาความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสมก่่อนนำำ�ไปใช้้งาน

ในสิ่่�งส่่งตรวจทางคลิินิิกแต่่ละชนิิด(21)

2. กำำ�หนดระยะเวลาที่่�ใช้้ในการทำำ�ปฏิกิิริิิยาของสาร

ลดความข้้นหนืืด (exposure time) เป็็นการทดสอบการ

ใช้้สารลดความหนืืดโดยใช้้ระยะเวลาการบ่ม (incubation) 

ที่่�เหมาะสมกับัตััวอย่่างทางคลิินิิกแต่่ละชนิิด เพื่่�อให้้การ

ทำำ�ปฏิิกิิริิยาของสารเหล่่านี้้� ทำ ำ�ได้้อย่่างเต็ม็ประสิิทธิิภาพ 

หลีีกเลี่่�ยงการบ่มตััวอย่่างที่่�ใช้้ระยะเวลานานจนเกิินไป 

เพราะอาจจะเพิ่่�มความเสี่่�ยงในการเสื่่�อมสลายของ DNA 

และ RNA(22,23)

ตารางที่่� 1 คุุณสมบัตัิิของสารที่่�นำำ�มาใช้ล้ดความหนืดืในกระบวนการสกัดัสารพันัธุุกรรม (ต่่อ)

        ชื่่�อสาร           ประเภท      กลไกและการทำำ�ปฏิกิิริิิยา  ชนิิดของส่่งตรวจ       กระบวนการ              ข้้อดี/ีข้้อเสียี          การนำำ�ไปประยุุกต์ใ์ช้้

                                                                                                    สกัดัสารพันธุกรรม

Thioglycolic 	 reducing	 เป็็นสารรีีดิวิซ์ ช่่วย	ตั วัอย่่างที่่�มีคีวาม-	 DNA/RNA	 ข้้อดี:ี ลดความหนืืด	 ใช้้เตรีียมตัวัอย่่าง

acid(18) 	 agent	ทำ ำ�ลายโครงสร้างเมือืก	 หนืืดสูงู เสมหะ	 extraction	 ได้้ดี	ี สำำ�หรัับการตรวจ

		  โดยทำำ�ลาย disulfide 		  (pre-treatment)	 ข้้อเสียี: มีกีลิ่่�นเหม็น็	วิ เคราะห์์ที่่�เกี่่�ยวกับั

		  bond				    โปรตีนี หรืือ DNA ใน

						ตั      วัอย่่างที่่�มีคีวามหนืืด

Thymosin β(19)	 peptide 	จั บกับัโมโนเมอร์์แอคตินิ	ตั วัอย่่างเนื้้�อเยื่่�อที่่�	 DNA/RNA	 ข้้อดี:ี มีคีวามจำำ�เพาะ	 ใช้้เตรีียมตัวัอย่่าง

	 mucolytic 	 (G-actin) ป้้องกันัการ	มี เีมือืก (mucus-	 extraction	ต่ อโครงสร้าง Actin	 เนื้้�อเยื่่�อที่่�มีเีมือืก

	 agent	 เกิดิโพลีีเมอร์์แอคตินิ 	 rich tissue)	 (lysis/homo-	 ข้้อเสียี: มีีราคาสูงู	 หรืือการสกัดัตัวัอย่่าง

		  (F-actin) ซ่ึ่�งเป็็นปัจจััย	ตั วัอย่่างที่่�มี ีactin	 genization step)		ที่่  �แอกตินิสูงู

		ที่่  �ทำ ำ�ให้้ตัวัอย่่างมีี	สู งู

		  ความข้้นหนืืด	



การเพิ่่�มประสิิทธิิภาพการสกัดัดีีเอ็็นเอ/อาร์เ์อ็็นเอในตัวัอย่่างที่่�ข้น้หนืดืด้ว้ยสารลดความข้น้หนืดื

วารสารวิชิาการสาธารณสุขุ 2569 ปีีท่ี่� 35 ฉบับัท่ี่� 4 743

3. กำำ�หนดอุณุหภูมูิทิี่่�ใช้้ในการทำำ�ปฏิกิิริิิยาของสารลด

ความข้้นหนืืด (temperature) ควรทำำ�การทดสอบการใช้้

สารลดความข้้นหนืืดในช่วงอุณุหภูมูิิที่่�เหมาะสม ตามคำำ�

แนะนำำ�ของคู่่�มือืการใช้้งาน หากใช้้อุณุหภูมูิิที่่�สูงู หรืือต่ำำ��

จนเกินิไป อาจทำำ�ให้้สารเสื่่�อมสภาพ หรืือการทำำ�ปฏิกิิริิิยา

เกิดิขึ้้�นไม่่สมบููรณ์ ์เกิดิการสูญูเสียี DNA และ RNA ใน

ระหว่่างการทดสอบ ทำำ�ให้้ได้้ DNA และ RNA ที่่�มีี 

ความบริิสุทุธิ์์�และความเข้้มข้้นลดลง(22,23)

4. การกำำ�จัดสารยับยั้้�ง (inhibitor) โดยการล้างเพื่่�อ

กำำ�จัดสารตกค้้างที่่�จะไปยัับยั้้� งการเพิ่่�มปริิมาณสาร

พัันธุกรรมในปฏิิกิิริิยา PCR การกำำ�จัดสิ่่�งปนเปื้้� อน  

สารเคมีี และสิ่่�งตกค้้างอย่่างเหมาะสม เช่่นการล้างด้้วย

สารละลายบัฟัเฟอร์์ (washing buffer) หลายๆ ครั้้�ง จะ

ช่่วยลดปริิมาณเอนไซม์ และสารเคมีีตกค้้าง ที่่�จะไปยัับยั้้�ง

ปฏิกิิริิิยา PCR ลงได้้(24)

5. การป้องกัันการปนเปื้้� อน (decontamination) 

สามารถทำำ�ได้้โดยควบคุุมความสะอาดของอุปุกรณ์ท์ี่่�ใช้้ใน

กระบวนการสกัดัสารพันธุกุรรม โดยการเลือืกใช้้สาร วััสดุ

หรืืออุปุกรณ์ท์ี่่�ไม่่มีกีารปนเปื้้� อนของ DNase และ RNase 

(DNase-RNase free) ทำำ�ความสะอาดวััสดุ อุปุกรณ์ ์และ

พื้้�นที่่� ทั้้�งก่่อนและหลัังการใช้้งาน ด้้วยการใช้้สารเติมิแต่่ง 

เช่่น sodium hypochlorite เพื่่�อทำำ�ลาย DNA ที่่�ปนเปื้้� อน 

และยัับยั้้� งการทำำ�งานของเอนไซม์์ DNase (DNase  

inhibitors) และ RNase (RNase inhibitors)(25) 

6. การประเมิินคุณภาพ (evaluation) ควรทำำ�การ-

ประเมิินคุณภาพ DNA และ RNA ที่่�สกัดัได้้ เพื่่�อตรวจ

สอบความเข้้มข้้น และความบริิสุทุธิ์์�ของกรดนิิวคลีีอิกิโดย

ใช้้เครื่่�องมืือเช่่น เครื่่�อง NanoDrop spectrophotometer 

หากพบสารตกค้้าง หรืือมีีการปนเปื้้� อนของโปรตีีน ให้้

ปรัับปรุงุกระบวนการสกัดั เช่่น เพิ่่�มขั้้�นตอนการล้าง(26) 

7. ควรมีการทดสอบก่่อนการใช้้งาน โดยทำำ�การทดสอบ

กับัตัวัอย่่างที่่�มีคีวามข้้นหนืืด เช่่น ตัวัอย่่างจากเสมหะ ด้้วย

วิิธีีการสกััดสารพันธุกรรมแบบดั้้�งเดิิม (conventional 

genetic material extraction) หลัังจากนั้้�นนำำ�ไปตรวจ

วิิเคราะห์์ด้้วยวิิธีีการทางด้้านชีวโมเลกุุล เช่่น PCR,  

real-time PCR หรืือ next-generation sequencing 

(NGS) เพื่่�อประเมิินประสิทิธิภิาพการตรวจวิิเคราะห์์ ซ่ึ่�ง

การใช้้สารลดความข้้นหนืืดก่่อนการสกััดจะช่่วยละลาย

เมืือกและลดความข้้นหนืืดได้้ดีีขึ้้� น ทำำ�ให้้การสกััดสาร

พัันธุกรรมได้้ปริิมาณ DNA และ RNA สูงูขึ้้�น ส่่งผลให้้ 

PCR มีีความไวเพิ่่�มมากขึ้้�นตามลำำ�ดับั(27) 

วิิจารณ์์
การใช้้สารลดความข้้นหนืืดร่่วมกับัเอนไซม์ ์กระบวน-

การทางเคมีี และกระบวนการเชิิงกล แม้้จะมีีรายงานว่า

สามารถช่วยให้้ตััวอย่่างมีีความเป็็นเนื้้�อเดีียวกันั ช่่วยให้้

สามารถสกััดกรดนิิวคลีีอิิกมีีคุุณภาพที่่�สููงขึ้้� น และเพิ่่�ม

อัตัราการตรวจพบสารพันธุกรรมได้้ แต่่ผลลััพธ์ม์ักัขึ้้�นอยู่่�

กัับปััจจััยหลายอย่่างตามเงื่่�อนไขที่่�ใช้้จริิงในห้องปฏิิบััติิ

การแต่่ละแห่่ง เช่่น การเตรีียมตัวัอย่่างเสมหะด้้วย dith-

iothreitol และเอนไซม์ ์proteinase K พบว่่า สามารถทำำ�ให้้

ตััวอย่่างเป็็นเนื้้� อเดีียวกััน เพิ่่�มอััตราการตรวจพบสาร

พัันธุกรรมเชื้้�อก่่อโรคได้้สูงูกว่่าการใช้้ normal saline อยู่่�

ในช่วง 5.53% ถึึง 6.91%(4) ซ่ึ่�งแสดงให้้เห็น็ว่าการลด

ความข้้นหนืืดช่่วยเพิ่่�มประสิิทธิิภาพการสกััด อย่่างไร

ก็ต็าม การใช้้สารเคมีีที่่�มีีความเข้้มข้้นสูงูอาจเพิ่่�มความ-

เสี่่�ยงต่่อสารตกค้้างที่่�จะไปรบกวนปฏิิกิิริิยา PCR หาก

ทำำ�การล้างไม่่เพีียงพอ จึึงต้้องพิิจารณาความสมดุุล

ระหว่่างประสิิทธิิภาพ และความเสี่่�ยงของสารตกค้้าง

ควบคู่่�กันั

แม้้ว่่าการใช้้เอนไซม์ ์proteinase K และ DNase I จะ

ให้้ผลการละลายเสมหะและการสกัดั RNA ดีกีว่่าสารชนิดิ

อื่่�นเมื่่�อเทีียบกัับการใช้้ phosphate-buffered saline, 

N-acetyl-L-cysteine และ sodium citrate สำำ�หรัับการนำำ�

ไปใช้้ในการตรวจหาเชื้้� อ Middle East Respiratory  

Syndrome Coronavirus (MERS-CoV)(28) แต่่ข้้อจำำ�กัดั

ด้้านต้นทุน ความยุ่่�งยากของกระบวนการ การควบคุุม

อุณุหภูมูิิ และการควบคุุมระยะเวลาอย่่างเข้้มงวด ก็เ็ป็็น

ปััจจััยที่่�ต้้องนำำ�มาพิิจารณาเมื่่�อจะนำำ�ใช้้ในห้องปฏิบิััติกิาร 

โดยเฉพาะห้้องปฏิิบััติิการที่่�มีีทรััพยากรจำำ�กััด ดัังนั้้�น  
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การใช้้สารลดความข้้นหนืืดจึึงช่่วยลดเวลาในการเตรีียม

ตััวอย่่าง และ สามารถนำำ�ไปประยุุกต์์ใช้้ในตััวอย่่างได้้

หลากหลายชนิิด แม้้สารลดความหนืืดจะมีีศัักยภาพใน

การลดเวลาการ-เตรีียมตััวอย่่าง และเพิ่่�มคุุณภาพของ

กรดนิิวคลิิอิกิ แต่่การนำำ�ไปใช้้ต้้องพิิจารณาจากปััจจััยอื่่�น

เพิ่่�มเติมิด้้วย เช่่น บุุคลากร วััสดุอุปุกรณ์ ์เครื่่�องมืือ และ 

ขั้้�นตอนการควบคุุมคุุณภาพ เพื่่�อให้้เกิดิประโยชน์์สูงูสุดุ

ในการนำำ�ไปใช้้กับัตัวัอย่่างที่่�มีคีวามข้้นหนืืดสูงู

สารลดความข้้นหนืืดมีบีทบาทสำำ�คัญต่่อประสิทิธิภิาพ

ของเครื่่�องสกััดสารพันธุุกรรมแบบอััตโนมััติิ เนื่่�องจาก

ตััวอย่่างทางชีีวภาพบางประเภท เช่่น สารคัดหลั่่�งที่่�มี ี

มิิวซินสูงู มักัมีคีวามหนืืดมากกว่่าปกติ ิ ส่่งผลให้้ขั้้�นตอน

การดูด-จ่่ายด้้วยปิิเปตแบบอััตโนมััติิเกิิดความคลาด-

เคลื่่�อน มีีปริิมาตรที่่�ไม่่ถููกต้้อง หรืือเกิดิการตกค้้างของ 

ตัวัอย่่างในปิเปตทิปิ รวมทั้้�งสารยับยั้้�งปฏิกิิริิิยา PCR(29,30) 

เนื่่�องจากเครื่่�องสกััดสารพันธุกรรมแบบอััตโนมัติิที่่�ใช้้ 

หลัักการ magnetic bead หรืือ silica-based extraction 

อาศััยหลัักการผสมและการเคลื่่�อนที่่�ของสารละลาย

ตััวอย่่างที่่�มีีความสม่ำำ��เสมอ สารลดความหนืืด เช่่น  

dithiothreitol หรืือ proteinase K ถููกนำำ�มาใช้้ลดแรง 

ยึึดเหนี่่�ยวภายในสารคัดหลั่่�ง ทำำ�ให้้สารพันธุกรรมถููก 

ปลดปล่่อยออกจากโครงสร้างของโปรตีน หรืือเมทริิกซ์์ที่่�

ซัับซ้้อนได้้ดีขีึ้้�น อีกีทั้้�งยัังช่่วยเพิ่่�มประสิทิธิภิาพการจับของ

สารพันธุกรรมบนพื้้�นผิวิ magnetic bead หรืือ silica(31,32) 

นอกจากนี้้� ยัังพบว่่า สารลดความหนืืดช่่วยลดความเสี่่�ยง

การอุุดตัันของทิิป และข้้อผิิดพลาดระหว่่างขั้้�นตอน 

การทำำ�งานของเครื่่�องสกััดสารพันธุุกรรมแบบอััตโนมััติ ิ

เช่่น liquid detection error หรืือ tip-clogging

ข้้อควรระวัังการใช้้สารลดความข้้นหนืืดหากใช้้ความ-

เข้้มข้้นที่่�สูงูเกิินไปอาจส่่งผลกระทบจากสารตกค้้างหาก

กำำ�จัดออกไม่่หมดในขั้้�นตอนการล้าง ทำำ�ให้้เกิดิการยับยั้้�ง

ปฏิิกิิริิยาการเพิ่่�มปริิมาณสารพันธุกรรม(29,30) หากใช้้

ความเข้้มข้้นน้อยเกิินไปอาจมีีผลต่่อความเข้้มข้้นและ

ความบริิสุุทธิ์์� ของกรดนิิวคลิิอิิกเพิ่่� มความเสี่่�ยงต่่อ 

การสููญเสีีย DNA และ RNA จากการย่อยสลายด้้วย

เอนไซม์์ DNase และ RNase ที่่�ปนเปื้้� อนอยู่่�ในตัวัอย่่างที่่�

ไม่่สามารถกำำ�จัดหรืือยัับยั้้�งการทำำ�งานของเอนไซม์เ์หล่่านี้้�

ได้้อย่่างสมบููรณ์ ์ดังันั้้�น การเลืือกใช้้สารลดความข้้นหนืืด 

ควรพิจารณาถึึงคุุณสมบััติิของสารลดความข้้นหนืืด  

ความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสม ชนิิดสิ่่�งส่่งตรวจ กระบวนการ

สกัดั และกระบวนการตรวจวิเิคราะห์์ นอกจากนี้้�ควรคำำ�นึึง

ถึึงความปลอดภััยในการใช้้งาน และผลกระทบที่่�อาจเกิดิ

จากการใช้้งาน เช่่น ระคายเคืืองต่่อผิวิหนััง ระคายเคืือง

ต่่อระบบทางเดิินหายใจ ควรปฏิิบััติิตามคู่่�มืือ และ 

คำำ�แนะนำำ�ของผู้้�ผลิิตอย่่างเคร่่งครััด 

สำำ�หรัับข้้อเสนอแนะการใช้้สารลดความข้้นหนืืด ควร

ตรวจสอบความเข้้มข้้นและความบริิสุทุธิ์์�ของ DNA และ 

RNA ที่่�สกัดัได้้ โดยเลืือกใช้้เครื่่�องมืือที่่�เหมาะสม เช่่น 

เครื่่�อง NanoDrop หรืือเครื่่�องมืือที่่�ใช้้วััดปริิมาณ DNA 

และ RNA อื่่�นๆ เพื่่�อประเมิินคุณภาพก่่อนนำำ�ไปใช้้งาน 

การกำำ�จััดเอนไซม์์หรืือสารเคมีีตกค้้างจากกระบวนการ-

สกัดัควรเลืือกใช้้วิิธีกีารที่่�เหมาะสม เพื่่�อป้้องกันัไม่่ให้้เกิดิ

การรบกวน หรืือยัับยั้้�งปฏิกิิริิิยา PCR ขึ้้�นในกระบวนการ-

ทดสอบ

สรุป

การใช้้สารลดความข้้นหนืืดในกระบวนการสกัดัสาร

พัันธุกรรมช่่วยทำำ�ให้้ตัวัอย่่างมีคีวามหนืืดลดลงและละลาย

จนเป็็นเนื้้�อเดียีวกันั ทำำ�ให้้การสกัดัมีปีริิมาณ ความเข้้มข้้น 

และความบริิสุทุธิ์์�เพิ่่�มสูงูขึ้้�น อย่่างไรก็ต็ามควรพิจารณา

คุุณสมบััติิและความเข้้มข้้นของสารที่่�จะใช้้เพื่่�อลดผล-

กระทบต่่อปฏิกิิริิิยา PCR และป้้องกันัการสูญูเสียีกรด- 

นิิวคลีีอิกิจากเอนไซม์ DNase และ RNase จากกระบวนการ

สกัดั ดังันั้้�นการตรวจสอบคุุณภาพของ DNA และ RNA 

ด้้วยเครื่่�องมืือที่่�เหมาะสม และการกำำ�จัดสารเคมีีตกค้้าง

และเอนไซม์ท์ี่่�ปนเปื้้� อน เป็็นสิ่่�งสำำ�คัญที่่�จะทำำ�ให้้ได้้ผลลััพธ์์

ที่่�ถููกต้้องและมีีคุุณภาพสูงู
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Abstract:		  The importance and application of mucus solutions in sample preparation, a crucial step in genetic 

material extraction. This enables the extraction of both deoxyribonucleic acid (DNA) and ribonucleic acid 

(RNA) to higher purity and quality. Mucolytic agents, including dithiothreitol, N-acetyl-L-cysteine, and 

proteinase K, have been employed to reduce the viscosity or enhance the homogeneity of highly viscous 

samples, such as sputum, saliva, and bronchial lavage fluid. The objective of this study was to collate and 

present information on commonly used mucolytic agents, including the principles for their appropriate 

selection for various types of medical samples, to prevent loss and preserve DNA and RNA during nucleic 

acid extraction. The research methodology involved searching and collecting literature from the PubMed 

database and other academic sources concerning the use of mucolytic agents in molecular processes,  

specifically focusing on their impact on nucleic acid extraction efficiency and amplification. The collected  

literature was analyzed and synthesized to compare key aspects, including properties, mechanisms of 

action, advantages, limitations, and practical applications of each agent. The findings demonstrated 

that viscosity-reducing agents significantly enhanced sample homogeneity, reduced false negatives due 

to sample agglutination, and enhanced the accuracy of biomolecular analysis using the nucleic acid  

amplification test (NAAT). These agents employed diverse mechanisms, including chemical bond  

disruption and enzymatic degradation, to optimize samples for the extraction of high-purity DNA and 

RNA. Crucially, the study highlights that factors such as concentration, exposure time, and temperature  

must be carefully optimized to prevent inhibition of downstream molecular reactions. Furthermore,  

integrating these agents with physical methods and rigorous residual removal protocols is essential for 

significantly increasing the accuracy and efficiency of diagnostic testing.
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