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บทคัดย่อ 
การหาล าดับเบสโดยวิธีของแซงเกอร์นับเป็นเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคที่หนึ่งและได้ถึงจุดสิ้นสุด

เมื่อเกิดเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคใหม่ ซึ่งเป็นเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคที่สอง (second 
generation sequencing technologies, SGSTs) และสาม (third generation sequencing technologies, 
TGSTs)  ความแตกต่างของเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคที่หนึ่งจาก SGSTs และ TGSTs คือความสามารถ
ของเทคโนโลยีในการวิเคราะห์ล าดับเบสเป็นจ านวนมาก ๆ ในเวลาเดียวกัน SGSTs ได้รับการยอมรับและมีการใช้
อย่างแพร่ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา รูปแบบหลักของเทคโนโลยี SGSTs เช่น 454/Roche, Solexa, MiSeq, 
HiSeq/Illumina, SOLiD/Life Technology และ Ion Torrent/Life Technology รูปแบบของเทคโนโลยีเหล่านี้
แตกต่างกันโดยหลักการของการวิเคราะห์ล าดับเบส จ านวนและรูปแบบข้อมูลล าเบสที่ได้ โดยสิ่งที่เหมือนกันของทุก
เทคโนโลยี SGSTs คือการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ล าดับเบส เนื่องจากเทคโนโลยีไม่มี
ความไวพอในการวิเคราะห์ล าดับเบสโมเลกุลเดี่ยว SGSTs สามารถให้ข้อมูลสายดีเอ็นเอที่มีความยาวตั้งแต่ 25-800 
คู่เบส จ านวนหลายล้านถึงหลายพันล้านเส้น แล้วแต่เทคโนโลยี ใช้เวลาในการวิเคราะห์เพียงไม่กี่วัน และมีค่าใช้ต่ า
เมื่อเทียบกับเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคที่หนึ่ง แม้ว่า SGSTs จะประสบความส าเร็จทางการค้า แต่ก็ยังมี
ความเร็วไม่มากพอ ให้ข้อมูลล าดับเบสที่ครอบคลุมไม่ดีพอทั้งจีโนม และอาจให้ข้อมูลล าดับเบสที่มีความล าเอียง
เนื่องจากต้องมีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ TGSTs คิดค้นขึ้นเพื่อใช้ในการวิเคราะห์โมเลกุลเดี่ยวของดีเอ็นเอ
หรืออาร์เอ็นเอโดยซึ่งเป็นโมเลกุลธรรมชาติ TGSTs มีศักยภาพมากขึ้น สามารถวิเคราะห์ล าดับเบสดีเอ็นเอได้สาย
ยาวมากขึ้น มีค่าใช้จ่ายลดลง ใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์การลดลง และสามารถลดความล าเอียงของการวิเคราะห์
ล าดับเบสอันเกิดจากการเพิ่มดีเอ็นเอต้นแบบ นอกจากน้ียังสามารถประยุกต์ใช้ในงานอ่ืนนอกเหนือจากการวิเคราะห์
ล าดับเบสดีเอ็นเอได้ ในบทความนี้เป็นการกล่าวโดยสังเขปถึงสถานะและรูปแบบของ SGSTs และการเกิดขึ้นของ 
TGSTs รวมถึงการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคใหม่นี้ 
 

ค าส าคัญ : next generation sequencing (NGS); second generation sequencing technologies (SGSTs); 
third generation sequencing technologies (TGSTs) 
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Abstract 
The era of first generation sequencing dominated by Sanger sequencing quickly came to an 

end with the introduction of next generation sequencing (NGS). Second and third generation DNA 
sequencing technologies are emerged as high-throughput approaches to DNA sequencing using 
the concept of massively parallel processing. The second generation sequencing technologies 
(SGSTs) have become widely available over the past several years. The 454/Roche, Solexa/ 
Illumina, SOLiD/Life Technology (ABI) and Ion Torrent are currently the major platforms of SGSTs 
that differ in sequencing principles, number of read outputs and sequence read formats. The 
common principle of SGSTs is their need for clonally amplified molecules for sequencing signal 
detection because of their lack of single molecule sensitivity. These SGSTs generate hundreds of 
thousands to billions of 25-800 nucleotide-long reads within days in a low-cost manner compared 
to first generation sequencing. Although the scientific and commercial success of SGSTs, the goal 
of rapid, comprehensive and unbiased sequencing of nucleic acids has not been achieved. Third 
generation sequencing technologies (TGSTs) have emerged to analyze natural DNA and RNA 
molecules in a massively parallel manner with the single molecule DNA sequencing and direct 
RNA sequencing. TGSTs have potential to increase sequencing throughput and read lengths, 
decrease costs, run times and error rates, eliminate biases inherent in SGSTs, and offer capabilities 
beyond DNA sequencing. In this review, we briefly summarize the current state of SGSTs and the 
emerging TGSTs and outline the broad range of applications for NGS technologies. 
 

Keywords: next generation sequencing (NGS); second generation sequencing technologies (SGSTs); 
third generation sequencing technologies (TGSTs)  

 

1. บทน า 
ปัจจุบันเทคโนโลยีการหาล าดับเบสดีเอ็นเอมี

ความก้าวหน้าอย่างมาก มีการพัฒนาเทคนิคใหม่ ๆ ท า
ให้สามารถหาล าดับเบสได้รวดเร็วขึ้น และมีต้นทุน
ค่าใช้จ่ายที่ต่ าลงต่อจ านวนข้อมูลของล าดับเบส
วิเคราะห์ได้ ซึ่งแตกต่างจากการหาล าดับเบสดีเอ็นเอ
โดยวิธีมาตรฐานหรือการหาล าดับเบสโดยวิธีแซงเกอร์ 
(Sanger sequencing) ที่การหาล าดับเบสทั้งจีโนม
ของสิ่ งมี ชีวิตเป็นเรื่องที่ยาก ใช้เวลานาน และมี
ค่าใช้จ่ายสูง การหาล าดับเบสดีเอ็นเอโดยวิธีมาตรฐาน
ถูกพัฒนาขึ้นในปี ค.ศ. 1977 โดย Frederick Sanger 

[1] เทคนิคนี้อาศัยการใช้ dideoxynucleotide 
triphosphates (ddNTPs) เป็นตัวหยุดการสังเคราะห์
สายดีเอ็นเอ โดยแบ่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
เป็นสี่หลอดในแต่ละปฏิกิริยาจะมีไพรเมอร์ซึ่งจะเข้าจับ
กับดีเอ็นเอต้นแบบ และเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส 
(DNA polymerase) ท าหน้าที่สังเคราะห์สายดีเอ็นเอ
โดยใช้ deoxynucleotide triphosphates (dNTP) ที่
เติมลงในปฏิกิริยาเพื่อสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ ในแต่ละ
หลอดของปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดี เอ็นเอจะใส่ 
ddNTP คนละชนิด (ddATP, ddCTP, ddGTP หรือ 
ddTTP) ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอจะหยุดเมื่อมี 
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ddNTP เข้ามาจับ ท าให้แต่ละปฏิกิริยาจะมีช้ินดีเอ็นเอ
หลากหลายขนาดรวมกันอยู่ ผลผลิตของทั้งสี่ปฏิกิริยา
ถูกน ามาวิเคราะห์ขนาดด้วยเจลพอลีอะครีลาไมด์ 
(polyacrylamide gel) และใช้วิธีออโตเรดิโอกราฟ 
(autoradiograph) แสดงแถบดีเอ็นเอ ต่อมาเทคนิคนี้
ได้มีการปรับปรุงให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยมีการใช้
สีย้อมฟูลออเรสเซนส์ (fluorescence dye) [2] แทน
การใช้สารกัมมันตรังสีในวิธีออโตเรดิโอกราฟ และรวม
ปฏิกิริยาทั้งสี่ท าในหลอดเดียวกัน นอกจากนี้มีการใช้
อิเลคโตรโฟลิซิสแบบแคปิลลารี (capillary electro-
phoresis) แทนที่การแยกช้ินดีเอ็นเอโดยพอลีอะครี-
ลาไมด์ เจล วิธีการนี้นับได้ว่าเป็นเทคโนโลยีการ
วิเคราะห์ล าดับเหตุยุคที่หนึ่ง ( first generation 
sequencing) วิธีแซงเกอร์สามารถวิเคราะห์ล าดับเบส
ได้ในช่วงประมาณ 500 ถึง 800 คู่เบส เทคนิคนี้ถูก
น ามาใช้ในงานวิจัยต่าง ๆ มากมายรวมถึงโครงการหา
ล าดับเบสจีโนมมนุษย์ (human genome project) 
เนื่องจากข้อจ ากัดของวิธีแซงเกอร์ที่อ่านล าดับเบสได้ไม่
เกิน 800 คู่เบส จึงได้มีการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์
ล าดับเบสดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญ่ที่เรียกว่าการวิเคราะห์
ล าดับเบสแบบช็อทกัน (shotgun sequencing) โดย
ตัดช้ินดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญ่ให้มีขนาดเล็กลงและให้มี
ส่วนซ้อนทับกัน (overlapping) ของช้ินดีเอ็นเอเพื่อ
สามารถน าข้อมูลล าดับเบสมาเช่ือมกันได้เป็นข้อมูล
ล าดับเบสของดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญ่ที่วิเคราะห์ 

ปัจจุบันเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสได้
ก้าวเข้าสู่เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคใหม่ 
(next-generation sequencing, NGS) ซึ่งในบท 
ความนี้จะหมายถึงเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบส
ยุคที่สองและยุคที่สามเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับ
เบสยุคที่สอง (second generation sequencing 
technologies, SGSTs) สามารถวิเคราะห์ล าดับเบส
ของดีเอ็นเอได้พร้อม ๆ กันจ านวนมาก (massively 

parallel sequencing) จากคลังดีเอ็นเอ (DNA 
library) ต้นแบบท่ีเตรียมโดยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ท าให้ได้
ข้อมูลล าดับเบสจ านวนมหาศาล ในเวลาอันรวดเร็ว 
SGSTs ที่คิดค้นขึ้นมาในแต่ละรูปแบบประสบความ 
ส าเร็จเป็นอย่างดีในทางการค้า และมีประโยชน์อย่าง
มากกับงานวิจัยทางจีโนมและพันธุศาสตร์ของมนุษย์ 
สัตว์ พืช และจุลินทรีย์ ท าให้ได้ความรู้และข้อมูลที่
สามารถน าไปประยุกต์ทางด้านการแพทย์ การเกษตร 
และอุตสาหกรรม  
 ถึงแม้ว่า SGSTs จะก้าวหน้าอย่างรวดเร็ว 
สามารถผลิตข้อมูลล าดับเบสได้จ านวนมาก โดยมี
ค่าใ ช้จ่ายต่อเบสต่ า ปัจจุบันได้มี เทคโนโลยีการ
วิเคราะห์ล าดับเบสยุคที่สาม (third generation 
sequencing technologies, SGSTs) เป็นเทคโนโลยี
การวิเคราะห์ล าดับเบสที่ไม่จ าเป็นต้องมีการสร้างคลัง 
ดีเอ็นเอต้นแบบโดยการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ แต่เป็นการ
วิเคราะห์ล าดับเบสจากดีเอ็นเอโมเลกุลเดี่ยวแต่ละ
โมเลกุล (single molecule sequencing) เป็น
โมเลกุลดีเอ็นเอธรรมชาติที่ไม่ได้เกิดจากการสังเคราะห์
ในหลอดทดลอง ดังนั้นข้อมูลล าดับเบสที่ได้จึงไม่มี
ความคลาดเคลื่อนอันเกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ นอกจากนี้ข้อมูลล าดับเบสที่ได้มี
ความยาวของขอ้มูลล าดับเบสพิ่มขึ้นจาก SGSTs อย่าง
มาก อาจมีความยาวได้หลายสิบกิโลเบสของข้อมูลดี
เอ็นเอหนึ่งสาย นอกจากนี้เวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ก็
อาจลดลงเหลือแค่ไม่กี่วันหรือช่ัวโมงหรือแม้แต่ไม่กี่
นาที TGSTs นี้มีข้อได้เปรียบกว่า SGSTs หลาย
ประการเช่น ได้ข้อมูลจ านวนมากกว่า สามารถ
วิเคราะห์ล าดับเบสจีโนมของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กในเวลา
อย่างรวดเร็วและมีจ านวนซ้ าของข้อมูล (coverage) 
เป็นจ านวนมาก ได้ข้อมูลล าดับเบสสายยาวมากจึงท า
ให้สามารถต่อข้อมูลล าดับเบสเป็นดีเอ็นเอสายยาวโดย
ไม่ต้องเทียบข้อมูลจีโนมอ้างอิง (de novo assembly)  
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ใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้นเพียงเล็กน้อย (โดยทฤษฎีแล้วดีเอ็นเอ
หนึ่งโมเลกุลเท่านั้นที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ล าดับเบส
ส าหรับ TGSTs) มีค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ล าดับเบส
ที่ค่อนข้างต่ า การวิเคราะห์จีโนมของมนุษย์ที่มีจ านวน
ซ้ าของข้อมูลมากอาจใช้เงินเพียงสามหมื่นบาทเท่านั้น   
 

2. เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคที่สอง 
ปัจจุบัน SGSTs ถูกพัฒนาขึ้นมาอย่างรวดเร็ว 

โ ด ย มี รู ป แ บ บ ที่ นิ ย ม ใ ช้ อ ยู่  4 รู ป แ บ บ  ไ ด้ แ ก่ 
454/Roche, Solexa, MiSeq, HiSeq/Illumina, 

SOLiD/Life Technology และ Ion Torrent/Life 
Technology ซึ่งแต่ละรูปแบบก็เหมาะต่อการน าไปใช้
ในงานวิจัยที่แตกต่างกัน โดยแต่ละรูปแบบจะแตกต่าง
ในเรื่องการเตรียมคลังดีเอ็นเอต้นแบบ การเพิ่มจ านวน
ดีเอ็นเอส าหรับวิเคราะห์ล าดับเบส วิธีการวิเคราะห์
ล าดับเบส ความแตกต่างของข้อมูลความยาวล าดับเบส
ที่ได้  และระดับความถูกต้องของข้อมูล ดังแสดง
เปรียบเทียบในตารางที่  1 โดยแต่ ละรูปแบบมี
รายละเอียดการท างานดังน้ี 

 
ตารางที่ 1 เปรียบเทียบรูปแบบของเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคที่สอง 
 

Platform 
Read length 

(bp) 
Max. number of 

reads/run 
Sequencing 
output/run 

Run time 

Roche 454 GS FLX 400-500 1 × 106 ≤500 Mb 10 h 
Roche 454 GS FLX+ 600-800 1 × 106 ≤700 Mb 23 h 
Roche 454 GS Junior 400-450 1 × 105 ∼35 Mb 10 h 
Illumina HiSeq 2000 100-200 6 × 109 ≤540-600 Gb 11 d 
Illumina HiSeq 1000 100-200 3 × 109 ≤270-300 Gb 8.5 d 
Illumina GAIIx 50-75 6.4 × 108 ≤95 Gb 7.5-14.5 d 
Illumina MiSeq 100-150 7 × 106 ≤1-2 Gb 19-27 h 
AB SOLiD 5500 system 35-75 2.4 × 109 ∼100 Gb 4 d 
AB SOLiD 5500 xl system 35-75 6 × 109 ∼250 Gb 7-8 d 
Ion Torrent -314 chip 200-400 0.5 × 106 ≤100 Mb 2.3-3.7 h 
Ion Torrent -316 chip 200-400 3 × 106 ≤1 Gb 3.0-4.9 h 
Ion Torrent -318 chip 200-400 5.5 × 106 ≤2 Gb 4.4-7.3 h 
Ion Torrent -PI chip 200 80 × 106 ≤10 Gb 2-4 h 

 
2.1 454/Roche genome sequencer 

เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วย
เครื่อง 454/Roche genome sequencer หรือที่รู้จัก
กันในช่ือเทคนิคการวิเคราะห์ล าดับเบสไพโร (pyro-
sequencing) เป็นรูปแบบแรกของการวิเคราะห์ล าดับ

เบสยุคใหม่ที่ถูกน าออกมาใช้ในเชิงพาณิชย์ [3] เป็น
วิธีการที่พัฒนาขึ้นในปี ค.ศ. 1996 โดย Nyrén และ
คณะ [4] หลักการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยวิธีการนี้
อาศัยการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมเรสในการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่จากดีเอ็นเอต้นแบบสายเดี่ยว 
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โดยในแต่ละรอบของการท าปฏิกิริยาจะใช้ dNTP 
เพียงชนิดเดียว การเข้าคู่ของนิวคลีโอไทด์กับดีเอ็นเอ
สายคู่สมเกิดขึ้นพร้อมกับการปลดปล่อยสารประกอบ
ไพโรฟอสเฟท (pyrophosphate, PPi) ซึ่งจะถูก
เปลี่ยนเป็นสัญญาณแสงจากปฏิกิริยาเคมี (chemilu-
minescence) โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ 3 
ชนิด คือ เอทีพีซัลฟูรีเลส (ATP sulfurylase) ลูซิเฟอ-
เรส (luciferase) และอะไพเรส (apyrase) และ
สัญญาณแสงที่ เกิดขึ้นจะถูกตรวจจับได้ด้วยกล้อง
บันทึกภาพตามจังหวะแสงของการเข้าเบสคู่สม 

การเตรียมคลังดีเอ็นเอต้นแบบ และการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอส าหรับการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วย
เครื่อง 454/Roche genome sequencer เริ่มต้น
จากการตัดดีเอ็นเอจีโนมแบบสุ่ม ให้ เป็นสายสั้น
ประมาณ 400 ถึง 600 คู่เบส แล้วเช่ือมต่ออะแด็บ-
เตอร์ที่ต่างกัน (adapter A และ adapter B) ที่ปลาย
ทั้งสองข้างของช้ินดีเอ็นเอ จากนั้นช้ินดีเอ็นเอที่เช่ือม 
ต่ออะแด็บเตอร์ที่ปลายทั้งสองข้างจะสามารถเข้าจบักบั
เม็ดลูกปัดซึ่งถูกเคลือบด้วยนิวคลีโอไทด์สายสั้น ๆ ที่มี
เบสคู่สมกับอะแด็บเตอร์ B ของช้ินดีเอ็นเอ โดยสภาพ 
แวดล้อมของปฏิกิริยาจะถูกปรับเพื่อให้หนึ่งเม็ดลูกปัด
จับได้กับสายดีเอ็นเอเพียงหนึ่งโมเลกุลเท่านั้น ท้าย 
ที่สุดจะได้ดีเอ็นเอสายเดี่ยว ซึ่งมีส่วนของอะแด็บเตอร์ 
A ที่ปลาย 5’ และ อะแด็บเตอร์ B ที่ปลาย 3’ ตรึงอยู่
บนเม็ดลูกปัด หลังจากนั้นโมเลกุลดีเอ็นเอจะถูกเพิ่ม
ปริมาณในหยดน้ ามันท่ีประกอบด้วยสารส าหรับการท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์อยู่ภายใน (oil aqueous emulsion) 
เรียกการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบนี้ว่าอิมาลช่ันพีซีอาร์ 
(emulsion PCR หรือ emulsion-based clonal 
amplification) เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาพีซีอาร์เม็ดลูกปัด
ในหยดน้ ามันจะมีดีเอ็นเอต้นแบบท่ีเหมือนกันเป็นล้าน 
โมเลกุลตรึงอยู่ 

การวิเคราะห์ล าดับเบสไพโร  (รูปที่  1)  ใช้ 

หลักการของการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอในการหาล าดับ
เบส (sequencing by synthesis) โดยอาศัยการ
ท างานของเอนไซม์ดี เอ็น เอพอริ เมอเรสในการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอต้นแบบสาย
เดี่ยวท่ีติดอยู่บนเม็ดลูกปัด ขั้นตอนการวิเคราะห์ล าดับ
เบสเริ่มจากการน าเม็ดลูกปัดที่ถูกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ต้นแบบด้วยวิธี อิมาลช่ันพีซีอาร์ใส่ลงแผ่นที่มีหลุม
ขนาดเล็กเรียกว่า PicoTiterPlateTM (PTP) ในหนึ่ง
แผ่นประกอบด้วยหลุมประมาณสองล้านหลุม โดยแต่
ละหลุมถูกออกแบบให้มีขนาดพอดีกับหนึ่งเม็ดลูกปัด 
จากนั้นกระบวนการวิเคราะห์ล าดับเบสในเครื่อง 
454/Roche จะมีการเติมเอนไซม์และสารต่าง ๆ 
ส าหรับการวิเคราะห์ล าดับเบสไพโร รวมทั้งเบส A, T, 
C และ G แบบอัตโนมัติ โดยแต่ละรอบของปฏิกิริยาจะ
เติม dNTP ลงไปเพียงชนิดเดียว ขณะเกิดการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอมีการต่อสายของเบสคู่สมโดย
เอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส ปฏิกิริยาจะเกิดการ
ปลดปล่อยสารประกอบไพโรฟอสเฟท PPi  เอนไซม์  
เอทีพีวัลฟูรีเลส จะท าหน้าที่เปลี่ยนสารประกอบไพโร-
ฟอสเฟท PPi ที่เกิดขึ้น ให้เป็นสารประกอบพลังงาน 
ATP ในสภาวะที่มี adenosine  5’-phosphosulfate 
(APS) จากนั้นเอนไซม์ลูซิเฟอเรสจะใช้พลังงานจาก 
ATP เปลี่ยน ลูซิเฟอริน (luciferin) ให้เป็นออกซิลูซิ- 
เฟอริน (oxyluciferin) พร้อมกับปลดปล่อยแสง
ออกมา โดยปริมาณแสงที่เกิดขึ้นจะเป็นสัดส่วนกับ
ปริมาณ ATP ที่เกิดขึ้น สัญญาณแสงจะถูกตรวจจับ
และบันทึกด้วยกล้อง CCD สัญญาณแสงที่เกิดขึ้น
สามารถบ่งช้ีถึงสัดส่วนของจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่ถูก
น าไปต่อสายในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ โปรแกรมจะ
สร้างกราฟแสดงความเข้มของแสงที่อ่านได้ เรียกว่า 
Flowgram ของแต่ละหลุมใน PTP หลังจากนั้น
เอนไซม์อะไพเรสจะท าหน้าที่ย่อยสลาย dNTP และ 
ATP ที่เหลืออยู่ในปฏิกิริยา เมื่อย่อยสลายสมบูรณ์แล้ว 
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dNTP ตัวใหม่จะถูกเติมลงไปเพื่อท าปฏิกิริยาในรอบ ต่อไป 
 

 
 

รูปที่ 1 ขั้นตอนการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเครื่อง Roche/454 sequencer (a) การเตรียมคลังดีเอ็นเอต้นแบบ 
โดยการตัดดีเอ็นเอจีโนมให้เป็นสายสัน้ ๆ แล้วเช่ือมต่ออะแด็บเตอร์ A และ B เข้าที่ปลายทั้งสองข้างของช้ิน
ดีเอ็นเอ (b) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค emulsion PCR โดยการจับกันระหว่างดีเอ็นเอต้นแบบ
สายเดี่ยวกับนิวคลีโอไทด์สายสั้น ๆ บนเม็ดบีด ในสัดส่วน 1:1 เพื่อให้หนึ่งเม็ดลูกปัดจับกับดีเอ็นเอต้นแบบ
เพียงโมเลกุลเดียว แล้วเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหยดน้ ามันท่ีประกอบด้วยสารส าหรับการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์
อยู่ภายใน (oil aqueous emulsion) (c) การวิเคราะห์ล าดับเบสไพโรโดยการท างานร่วมกันของเอนไซม์ 
DNA polymerase, ATP sulfurylase, luciferase และ apyrase ในแต่ละหลุมของ PicoTiterPlateTM

 [3] 
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ข้อมูลล าดับเบสแต่ละเส้น (reads) ที่
วิเคราะห์ได้จะมีความยาวของอยู่ในช่วง 100 ถึง 600 
คู่เบส โดยในแต่ละครั้งของการวิเคราะห์ล าดับเบสจะ
ได้จ านวนของเบสทั้งหมดอยู่ในช่วง 400 ถึง 600 ล้าน
เบส และความถูกต้องของเบสที่ได้มากกว่าร้อยละ 99 
เนื่องจากแต่ละรอบของปฏิกิริยามีการเติม dNTP ลง
ไปเพียงชนิดเดียว ดังนั้นการวิเคราะห์ล าดบัเบสไพโรจึง
มีข้อผิดพลาดจากการอ่านล าดับเบสต่ า แต่อย่างไรก็
ตาม ข้อจ ากัดที่ส าคัญของวิธีการนี้เกิดจากการอ่าน
ล าดับเบสจากโมเลกุลต้นแบบที่เป็นล าดับเบสซ้ าหนึ่ง
เบส (homopolymer) เช่น AAAA ท าให้เกิดการ
ปลดปล่อยสัญญาณแสงที่เข้มขึ้น ซึ่งยากต่อระบบใน
การตรวจจับและแปลงสัญญาณความเข้มเป็นจ านวน
เบสที่ถูกต้องส าหรับล าดับเบสซ้ าหนึ่งเบส ที่มีขนาด
ยาวกว่า 8 หรือ 9 เบส ส่งผลให้การอ่านล าดับเบส
ผิดพลาดท าให้ล าดับเบสที่อ่านได้มีความยาวแตกต่าง
จากสายต้นแบบ 

เครื่อง 454/Roche genome sequen-
cer จะให้ข้อมูลที่อยู่ในรูปแบบของไฟล์ SFF (stan-
dard flowgram format) ซึ่งประกอบด้วยข้อมูลความ
เข้มแสง และข้อมูลล าดับเบสซึ่งแต่ละเบสจะก ากับด้วย
คะแนนคุณภาพเฟ็ด (Phred quality score) ซึ่งเป็น
ค่าที่แสดงระดับความถูกต้องของข้อมูลเบสที่วิเคราะห์
ได้ โดยรูปแบบไฟล์ SFF สามารถอ่านได้ด้วยโปรแกรม
ของบริษัทที่ให้มาพร้อมกับเครื่องวิเคราะห์ล าดับเบส 
ส าหรับโปรแกรมที่เป็นสาธารณะ เช่น Flower เป็น
โปรแกรมที่ถูกพัฒนาขึ้นด้วยภาษา Haskell หรือ SFF 
Workbench ซึ่งเป็นโปรแกรมที่ถูกพัฒนาขึ้นโดย 
Heracle BioSoft S.R.L. ทั้งสองโปรแกรมสามารถ
อ่านไฟล์ .SFF และสามารถแปลงให้เป็นข้อมูลล าดับ
เบสที่อยู่ในรูปแบบของ FASTA หรือ FASTQ ได้ซึ่ง
เป็นรูปแบบของข้อมูลล าดับเบสที่ใช้ในการวิเคราะห์ใน
ขั้นตอนต่อ ๆ ไป และเป็นรูปแบบมาตรฐานของข้อมูล

ล าดับเบสที่ได้จากเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุค
ใหม ่

2.2 Illumina Genome Analyzer 
เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วย

เครื่อง Illumina Genome Analyzer ถูกน าออกมาสู่
การค้าเป็นครั้งแรกในปี ค.ศ. 2006 โดยบริษัท Solexa 
ถูกพัฒนาขึ้นโดย Shankar Balasubramanian และ 
David Klnerman ที่มหาวิทยาลัยเคมบริดจ์ และ
ต่อมาปี ค.ศ. 2007 ถูกซื้อโดยบริษัท  Illumina  การ
วิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเครื่อง Illumina Genome 
Analyzerใช้หลักการของการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอใน
การหาล าดับเบส ร่วมกับการใช้นิวคลีโอไทด์ที่มีการ
ดัดแปลงให้มีคุณสมบัติหยุดการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ
แล ะ คื น ส ภา พกลั บ เพื่ อ ใ ห้ ต่ อ ส า ย ดี เ อ็ น เ อ ไ ด้ 
(reversible terminator nucleotide) นิวคลีโอไทด์
ดัดแปลงนี้ติดฉลากฟูลออเรสเซนท์ 
 

 
 

รูปที่ 2 การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA library) 
ของ Illumina [6] 

 
รูปแบบการวิเคราะห์ล าดับเบสจะเตรียม

คลัง  ดีเอ็นเอต้นแบบโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ต้นแบบบนแผ่นกระจกสไลด์ (flow cell)  โดยการเพิ่ม
จ านวนแบบสะพานโค้งเช่ือมต่อ (bridge amplifica-
tion) ท าโดยตัดดีเอ็นเอเป็นช้ินที่ขนาดเล็ก ซ่อมแซม
ส่วนปลายของช้ินดีเอ็นเอให้เป็นปลายทู่ [5] แล้ว
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เชื่อมต่อด้วย อะแด็บเตอร์ที่ปลายทั้งสองข้าง (รูปที่ 2) 
จากนั้นคัดเลือกขนาดดีเอ็นเอที่มีความยาวประมาณ 
150 ถึง 200 คู่เบส น าดีเอ็นเอต้นแบบไปสร้างคลังดี
เอ็นเอด้วยวิธี bridge amplification โดยแยกสายดี
เอ็นเอให้เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวแล้วน าไปตรึงบนแผ่น
กระจกสไลด์ flow cell ซึ่งบนกระจกสไลด์จะเคลือบ
ด้วยโอลิโก-   นิวคลีโอไทด์ที่เป็นเบสคู่สมกับอะแด็บ
เตอร์  ท า ให้ ช้ิ น   ดี เ อ็ น เ อต้ นแบบติ ดบนแผ่ น

กระจกสไลด์ แล้วเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซี
อาร์ โดยดีเอ็นเอสายเดี่ยวหนึ่งโมเลกุลจะจับกับโอลิโก
นิวคลีโอไทด์บนแผ่นกระจกสไลด์ซึ่งท าหน้าที่เป็นไพร
เมอร์เป็นรูปสะพานโค้งเช่ือมต่อ  (รูปที่ 3a)  แล้วเพิ่ม
จ านวนดีเอ็นเอเป็นสายคู่ จากนั้นแยกดีเอ็นเอเป็นสาย
เดี่ยว เพื่อใช้เป็นคลังดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับการ
วิเคราะห์ล าดับเบสต่อไป 

 

 
 

รูปที่ 3 (a) การสร้างคลังดีเอ็นเอด้วยวิธี bridge amplification (b) การหาล าดับเบสโดยอาศัยหลักการการ
สังเคราะห์สายดีเอ็นเอร่วมกับการใช้ reversible dye terminators [7] 
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เมื่อได้คลังดีเอ็นเอต้นแบบสายเดี่ยวแล้ว  
การหาล าดับเบสของเครื่อง Illumina จะเติมไพรเมอร์
และนิวคลีโอไทด์ทั้งสี่ชนิดที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง
ด้วยสีที่ต่างกัน รวมถึงเติมเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส
ลงในปฏิกิริยา โดยนิวคลีโอไทด์ที่เติมจะมีคุณสมบัติ
หยุดการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ คือมีหมู่เคมีที่ป้องกัน
การต่อสายที่ ปลาย 3’ OH ไว้ ท าให้กระบวนการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอหยุดลง และนิวคลีโอไทด์ที่ไม่ได้เข้า
คู่กับดี เอ็นเอต้นแบบที่ เหลือจะถูกล้างออก แล้ว
บันทึกภาพการปลดปล่อยสารเรืองแสงของนิวคลีโอ-
ไทด์ท่ีเข้าคู่กับดีเอ็นเอต้นแบบ จากนั้นเกิดกระบวนการ
ตัดหมู่เคมีที่ป้องกันการต่อสายที่ปลาย 3’ OH และ
สารเรืองแสงออก ท าให้นิวคลีโอไทด์กลับมาเป็นนิวคลี
โอไทด์ปกติ จึงเรียกว่า reversible terminator 
nucleotide หลังจากนั้นจะเติมนิวคลีโอไทด์ชุดใหม่
และเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรสเพื่อสังเคราะห์สาย    
ดีเอ็นเอในรอบต่อไป (รูปที่ 3b) 

ความยาวของสายดีเอ็นเอที่ได้จากเครื่อง 
Illumina จะมีขนาดเท่ากันหมดโดยสามารถอ่านความ

ยาว ได้ถึง 150 คู่เบส ในการหาล าดับเบสหนึ่งครั้งจะ
ได้จ านวนของเบส 600 กิกะเบส และสามารถหาล าดับ
เบสบริเวณที่เป็นล าดับเบสซ้ า (homopolymer) ได้
อย่างแม่นย า เครื่อง Illumina เหมาะกับการวิเคราะห์
ล าดับเบสจีโนมเพื่อค้นหา SNPs (single nucleotide 
polymorphisms) เนื่องจากจ านวนสายดีเอ็นเอที่ได้มี
จ านวนมากและเป็นสายดีเอ็นเอขนาดสั้น ท าให้มี
จ านวนซ้ าการวิเคราะห์เบสต าแหน่งเดิม (coverage) 
สูง ดังนั้นการค้นหา SNPs จึงท าได้อย่างมีประสิทธิ-
ภาพ ข้อมูลที่ได้จากเครื่องจะเป็นรูปแบบมาตรฐาน คือ 
FASTQ หรือ BAM [8] 

2.3 Applied Biosystems SOLiDTM 
Sequencer 

เทคโนโลยีการหาล าดับเบสของ Applied 
Biosystems SOLiDTM Sequencer หรือเรียกสั้น ๆ 
ว่า SOLiD ถูกน าออกสู่การค้าในปี ค.ศ. 2006 โดย
บริษัท Applied Biosystems ใช้หลักการหาล าดับเบส
โดยการต่อเช่ือมสายดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาไลเกช่ัน 
(sequencing by ligation) โดยใช้โพรบสองเบส ที่ติด

 
 

 
 

รูปที่ 4 การสร้างคลังดีเอ็นเอแบบช้ินดีเอ็นเอ (fragment library) และการสร้างคลังดีเอ็นเอแบบจับคู่ปลายช้ิน    
ดีเอ็นเอ (mate-paired library) [9] 
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ฉลากด้วยสารเรืองแสง (di-base probe) ด้วย
หลักการของโพรบสองเบสสามารถเข้าคู่กับดีเอ็นเอ
ต้นแบบได้อย่างจ าเพาะ การสร้างคลังดีเอ็นเอต้นแบบ
ส าหรับการวิเคราะห์ล าดับเบสของ SOLiD ใช้การเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยอิมาลช่ันพีซีอาร์ บนเม็ดลูกปัด
ท านองคล้ายกับ 454/Roche 

ในการเตรียมคลังดีเอ็นเอต้นแบบ ท าโดย
ตัดดีเอ็นเอให้มีขนาดยาวประมาณ 200 คู่เบส การ
เตรียมดีเอ็นเอต้นแบบท าได้สองวิธี (รูปที่ 4) ได้แก่ 
คลังดีเอ็นเอแบบช้ินดีเอ็นเอ (fragment library) เป็น
การเช่ือมต่อกับอะแด็บเตอร์ที่ปลายทั้งสองด้านของช้ิน
ดีเอ็นเอท านองเดียวกับการเตรียมคลังดีเอ็นเอทั่วไป 
และอีกแบบหนึ่งคือคลังดีเอ็นเอแบบจับคู่ปลายช้ิน    
ดีเอ็นเอ (mate-paired library) [9] โดยเช่ือมต่อ
กับอะแด็บเตอร์ที่ปลายทั้งสองด้านของช้ินดีเอ็นเอ 
จากนั้นน าปลายของอะแด็บเตอร์มาเช่ือมต่อกันได้เป็น
โมเลกุลวงแหวน ตัดโมเลกุลวงแหวนสองต าแหน่งได้
ช้ินดีเอ็นเอที่มีปลายทั้งสองด้านเป็นดีเอ็นเอที่ต้องการ
วิเคราะห์ล าดับเบส จากนั้นต่ออะแด็บเตอร์ที่ปลายหัว
ท้ายท านองเดียวกับคลังดี เอ็นเอแบบช้ินดี เอ็นเอ       
ดีเอ็นเอสายคู่จะถูกท าให้เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว น า     
ดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่เตรียมได้ตรึงติดเข้ากับเม็ดลูกปัดที่
เคลือบด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่เป็นคู่สมกับอะแด็บ-
เตอร์ แล้วเพิ่มจ านวนโมเลกุลของดีเอ็นเอต้นแบบด้วย
การท าอิมาลช่ันพีซีอาร์ แยกเม็ดลูกปัดที่ไม่มีการเพิ่ม
จ านวนดีเอ็นเอออก แล้วตรึงโมเลกุลดีเอ็นเอที่ติดกับ
เม็ดลูกปัดบนแผ่นกระจกสไลด์ (รูปที่ 5a) เพื่อใช้ใน
การหาล าดับเบสต่อไป 

การหาล าดับเบสเริ่มโดยเติมไพรเมอร์ซึ่ง
เป็นคู่สมกับอะแด็บเตอร์ที่เช่ือมกับดีเอ็นเอต้นแบบ 
SOLiD ใช้หลักการหาล าดับเบสที่แตกต่างจากระบบ
การวิเคราะห์ล าดับเบสอื่น คือไม่ใช้เอนไซม์ดีเอ็นเอ  
พอริเมอเรส แต่ใช้การเช่ือมต่อเช่ือมสายดีเอ็นเอด้วย

ปฏิกิริยาไลเกช่ัน โดยใช้โพรบสองเบส 16 แบบ โพรบ
สองเบสติดฉลากด้วยสารเรืองแสงแตกต่างกัน 4 สี 
หนึ่งสีระบุโพรบสองเบสสองแบบ โพรบสองเบสนี้มี
ส่วนต่อเพิ่มที่ปลาย 3’ อีกหกเบสรวมเป็นความยาว
แปดเบส (รูปที่ 5b)  โดยเบสที่หนึ่งและสอง เป็นเบส
จ าเพาะที่สามารถเข้าคู่กับดีเอ็นเอต้นแบบได้ เมื่อเติม
ไพรเมอร์ลงในปฏิกิริยาแล้วเติมโพรบสองเบส ทั้ง 16 
แบบ โพรบสองเบสที่สามารถเข้าคู่กับดีเอ็นเอต้นแบบ
จะสามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนกับเบสของดีเอ็นเอ
ต้นแบบได้ จากน้ันเอนไซม์ไลเกสจะเช่ือมต่อโพรบสอง
เบสกับไพรเมอร์ โพรบที่เหลือที่ไม่สามารถเข้าคู่กับ    
ดีเอ็นเอต้นแบบได้อย่างจ าเพาะจะถูกล้างออก แล้วเกิด
การบันทึกภาพสารเรืองแสงท่ีติดกับโพรบที่เช่ือมต่อกับ
ไพรเมอร์ ต่อมาจะเกิดกระบวนการตัดโพรบที่ต าแหน่ง
ระหว่างเบสที่ห้าและหกออก แล้วเข้าสู่การเช่ือมรอบ
ต่อไป โดยการเติมโพรบสองเบสรอบใหม่ เข้าไป 
บันทึกภาพ และการก าจัดโพรบที่เหลือ กระบวนการ
จะท าซ้ าไปเรื่อยๆจนได้ความยาวสายดีเอ็นเอที่ต้องการ 
จากนั้นท าการเริ่มต้นใหม่ (reset) โดยใช้ไพรเมอร์เดิม
ที่ลดจ านวนเบสที่ปลาย 3’ ไปหนึ่งตัว (n-1) ให้เข้าจับ
กับอะแด็บเตอร์ ซึ่งจ านวนรอบของการเช่ือม บันทึก 
ภาพ และการก าจัดโพรบที่เหลือ เกิดขึ้นซ้ า ๆ หลังจาก
นั้นจะเริ่มต้นใหม่โดยใช้ไพรเมอร์เป็น n-2, n-3 และ n-
4 (รูปที่ 5c) ท าให้ได้ข้อมูลที่มีการเหลื่อมซ้อนกัน
สามารถหาล าดับเบสจากสีที่บันทึกได้ 

ส าหรับการอ่านล าดับเบสจากสีจะต้อง
ทราบนิวคลีโอไทด์แรกของอะแด็บเตอร์ก่อน แล้ว
จากนั้นจะแปลล าดับสีเป็นล าดับเบสจากตารางสีที่บอก
ถึงความเป็นไปได้ของโพรบสองเบส ทั้ง 16 แบบ ที่ให้สี
ต่างกัน (รูปที่ 5d) เช่น ถ้านิวคลีโอไทด์ตัวแรกของ
ล าดับเบสอะแด็บเตอร์เป็น A และสีที่บันทึกได้สีแรก
คือสีแดง เบสต่อไปเมื่อเทียบในตารางสีของโพรบสอง
เบส  16 แบบ จะเป็นเบส T ต่อมาสีที่บันทึกได้เป็นสีที่ 
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รูปที่ 5 
 

(a) การเตรียมคลังดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับการหาล าดับเบส (b) di-base probe ซึ่งมีทั้งหมด 16 แบบ ที่
สามารถแปลเป็นสีของสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนท์ได้สี่สี (c) การหาล าดับเบสด้วยวิธีการต่อเช่ือมสาย      
ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาไลเกช่ัน (d) การแปลรหัสสีที่บันทึกได้เป็นล าดับเบส  [9] 
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สองคือสีเขียว ดั้งนั้นเบสล าดับต่อไปก็จะเป็นเบส G 
และถ้าต่อมาสีที่บันทึกได้เป็นสีฟ้า เบสต่อไปจะเป็น
เบส G เป็นต้น (รูปที่ 5d) 

ความยาวสายดี เอ็นเอที่ ได้จากเครื่อง 
SOLiD ยาวประมาณ 35 ถึง 75 คู่เบส และการหา
ล าดับเบสหนึ่งครั้งจะได้จ านวนเบสประมาณ 100 ถึง 
250 กิกะเบส เครื่อง SOLiD เหมาะส าหรับการค้นหา 
SNPs เนื่องจากสามารถแยกระหว่างความผิดพลาด
ของการหาล าดับเบสกับ SNPs ได้ โดยหากมีความ
ผิ ดพลาด ในของการหาล าดั บ เ บส เ กิ ด ขึ้ น เ มื่ อ
เปรียบเทียบกับล าดับเบสอ้างอิงแล้วสีที่บันทึกได้จะ
แตกต่างเพียงหนึ่ง สี แต่หากเป็น SNPs จะมีความ
แตกต่างของสีสองสี [8] 

2.4 Ion Torrent/ Life technology 
เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วย

เครื่อง Ion Personal Genome Machine (PGM) 
หรือที่รู้จักกันในช่ือ Ion torrent sequencing, pH-
mediated sequencing, silicon sequencing หรือ 
semiconductor sequencing เป็นรูปแบบการ
วิเคราะห์ล าดับเบสยุคใหม่ท่ีเกิดขึ้นในช่วงปลายปี ค.ศ. 
2010 เป็นวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสที่มีความคล้าย 
คลึงกับเทคนิค การวิเคราะห์ล าดับเบสไพโรดังที่กล่าว
ไปแล้วข้างต้น เทคนิคนี้เป็นการตรวจวัดการเปลี่ยน 
แปลงของค่า pH ที่เกิดจากการปลดปล่อยโปตอน 
(H+) ในระหว่างการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอที่เกิดจาก
การท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส ดังนั้นจึง
เป็นวิธีการวิเคราะห์ล าดับเบสโดยการสังเคราะห์สายดี
เอ็นเอ เทคนิคนี้ถูกสร้างโดยใช้หลักการเดียวกันกับ
เทค โน โลยี ข อ งสา รกึ่ ง ตั ว น า  ( semiconductor 
technology) ช่วยให้สามารถแปลผลข้อมูลทาง
พันธุกรรมให้เป็นข้อมูลดิจิตอล (ล าดับดีเอ็นเอ) ได้
โดยตรง มีลักษณะเป็นแผ่นชิป ( semiconductor 
chip) ขนาดเล็กที่ประกอบด้วยการเรียงตัวของหลุม

เล็ก ๆ (micro wells) ประมาณ 400 ช่อง ต่อความ
กว้างเท่ากับเส้นผมของคน วางตัวอยู่บนช้ันที่มีความไว
ต่อไอออนสูง (ion-sensitive layer) และตัวตรวจวัด
ไอออน (ion sensor) [10,11] (รูปที่ 6) 
 

 
 

รูปที่ 6 ภาพตัดขวางของหลุม (microwell) บนแผ่น
ชิป (semiconductor chip) ภายในหลุม
บรรจุ Ion Sphere™ particles ที่มีดีเอ็นเอ
ต้นแบบจับอยู่บนพ้ืนผิวโมเลกุล เมื่อมีการเข้า
คู่ของนิวคลีโอไทด์ จะเกิดการปลดปล่อย H+ 
และท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอช
ในแต่ละหลุม ซึ่งถูกตรวจวัดได้ด้วยเซ็นเซอร์ 
จากนั้นสัญญาณทางเคมีที่เกิดขึ้นจะเปลี่ยน 
เป็นสัญญาณดิจิตอลซึ่งก็คือล าดับดีเอ็นเอ [6] 

 
การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ และการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอส าหรับการวิเคราะห์ล าดับเบสใช้หลัก 
การเดียวกับ 454 pyrosequencing โดยตัดดีเอ็นเอ
จีโนมแบบสุ่ม ให้เป็นสายสั้นๆ แล้วเช่ือมต่ออะแด็บ-
เตอร์ที่ปลายทั้งสองข้างของช้ินดีเอ็นเอ จากนั้นน า
โมเลกุลดีเอ็นเอเข้าจับกับเม็ดลูกปัด (Ion Sphere™ 
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particles) เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบด้วย
เทคนิคอิมาลช่ันพีซีอาร์ ขั้นตอนการวิเคราะห์ล าดับ
เบสเริ่มจากการน าเม็ดลูกปัดที่มีดีเอ็นเอต้นแบบติดอยู่ 
ใส่ลงในหลุมขนาดเล็ก (microwell) บนแผ่นชิป 
(semiconductor chip) แล้วน าเข้าเครื่องวิเคราะห์
ล าดับเบส ภายในเครื่องจะมีการเติมสารส าหรับการ
สังเคราะห์สายดีเอ็นเอแบบอัตโนมัติ โดยแต่ละรอบ
ของปฏิกิริยาจะเติม dNTP เพียงชนิดเดียว เมื่อเกิด
การเข้าคู่ของเบสคู่สมกับดีเอ็นเอต้นแบบ การท างาน
ของเอนไซม์ดีเอ็นเอพิริเมอเรสจะท าให้เกิดการปลด 
ปล่อย H+ ซึ่งท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของค่า pH ที่
สามารถตรวจวัดได้ด้วยตัวตรวจวัดไอออน และแปลผล
ออกมาเป็นข้อมูลล าดับเบส 

ข้อมูลล าดับเบสที่วิ เคราะห์ได้จะอยู่ ใน
รูปแบบของไฟล์ SFF และ FASTQ ซึ่งง่ายต่อการน าไป
วิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป มีความยาวของสายดีเอ็นเอ
อยู่ในช่วง 200 ถึง 400 คู่เบส โดยในแต่ละครั้งของการ
วิเคราะห์ล าดับเบสจะได้จ านวนของเบสทั้งหมดอยู่
ในช่วง 100 ถึง 10,000 ล้านเบส ขึ้นอยู่กับชนิดของ
แผ่นชิปที่ใช้ ได้แก่ Ion 314™, Ion 316™, Ion 318™, 
และ Ion PI™ เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสนี้
แตกต่างจากเทคโนโลยีอื่น ๆ เนื่องจากไม่ต้องมีการ
ดัดแปลงนิวคลีโอไทด์ที่ใช้ในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ไม่
ต้องอาศัยการท างานของเอนไซม์หลายชนิด และไม่
ต้องอาศัยเครื่องมือส าหรับการตรวจจับสัญญาณแสงที่
เกิดขึ้น จึงท าให้สามารถลดต้นทุนในการวิเคราะห์
ล าดับเบส และท าให้การวิเคราะห์ล าดับเบสมีความ
รวดเร็วยิ่งขึ้น แต่ข้อจ ากัดท่ีส าคัญของเทคนิคนี้คือ การ
อาจเกิดข้อผิดพลาดการวิเคราะห์ล าดบัเบสซ้ าชนิดหนึ่ง
เบส (homopolymer) เช่นเดียวกับเทคนิคการ
วิเคราะห์ล าดับเบสไพโร เนื่องจากการต่อสายของนิ
วคลีโอไทด์มากกว่าหนึ่งตัว ในหนึ่งรอบของการท า
ปฏิกิริยา ท าให้เกิดการปลดปล่อย H+ ที่มากขึ้น ส่งผล

ให้การเปลี่ยนแปลงค่า pH มากขึ้นตามไปด้วย โดยการ
เปลี่ยนแปลงค่า pH ที่สูงมากเกินไปท าให้ยากต่อการ
แยกความแตกต่างระหว่างเบสซ้ าที่มีจ านวนเบส
มากกว่าแปดตัวข้ึนไป 
 

3. เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคที่สาม 
TGSTs มีทั้งที่สามารถผลิตและขายในเชิง

การค้าได้ แต่บางเทคนิคก็อยู่ระหว่างขั้นตอนการ
พัฒนา TGSTs ที่สามารถผลิตในเชิงการค้าได้มีสอง
แบบ แบบท่ีหนึ่งเป็นการวิเคราะห์ล าดับเบสโดยใช้การ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (sequencing by synthesis) จาก
ดีเอ็นเอธรรมชาติโมเลกุลเดี่ยว กระบวนการสังเคราะห์
ดีเอ็นเอโดยเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสจะถูกบันทึก
ตามเวลาจริง แบบที่สองเป็นเทคโนโลยีการวิเคราะห์
ล าดับเบส โดยน าสายดีเอ็นเอผ่านรูขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางระดับนาโนเมตร (nanopore sequencing) 
นิวคลีโอไทด์แต่ละตัวในองค์ประกอบของสายดีเอ็นเอ
เมื่อเคลื่อนผ่านรูที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางระดับ   
นาโนเมตรจะถูกบันทึก 

เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคที่สาม
แบบที่ใช้วิธีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอพัฒนาโดย Pacific 
Biosciences (www.pacificbiosciences.com) มีช่ือ
ว่า PacBio® RS (PacBio® RS High Resolution 
Genetic Analyzer) เครื่องวิเคราะห์ล าดับเบสรุ่นนี้ใช้
เทคโนโลยี SMRT (Single Molecule, Real-Time 
[12]) เป็นการวิเคราะห์ดีเอ็นเอธรรมชาติโมเลกุลเดี่ยว
แบบตามเวลาจริงบนแผ่นเซลล์ SMRT ที่ประกอบด้วย 
ZMW (zero mode waveguides) [13]หลักการ
ท างานของเทคโนโลยีนี้คือการตรวจจับการเข้าต่อสาย
ของนิวคลีโอไทด์ที่ติดฉลากฟลูออเรสเซนท์สีต่างกันสี่สี 
ขณะเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมเรสก าลงัสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
บนแผ่นเซลล์ SMRT ที่มีหลุมขนาดเล็กของ ZMW 
จ านวน 150,000 ZMW ต่อหนึ่งเซลล์ ZMW เป็นหลุม
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ขนาดเล็กมีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 นาโนเมตร
สร้างบนแผ่นฟิลม์โลหะบนผิวหน้าของแผ่นซิลิก้าหรือ
แผ่นแก้ว (รูปที่ 7) ด้วยขนาดของหลุมที่เล็กท าให้การ
เรืองแสงฟลูออเรสเซนท์ถูกจ ากัดอยู่บริเวณก้นหลุมจะ
ไม่ไปรบกวนบริเวณด้านบนของหลุม ในเทคโนโลยี 
SMRT นี้ เอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมเรสหนึ่งโมเลกุลจะถูก
ตรึงอยู่ที่ก้นหลุมบนแผ่นแก้วโดยใช้ไบโอทิน/สเตรป- 
ตาวิดิน (biotin/streptavidin) ในระหว่างรอบการ
วิเคราะห์ล าดับเบส ดีเอ็นเอต้นแบบจะถูกใส่ลงไปใน
หลุมที่มีเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส จากนั้นนิวคลีโอ-
ไทด์ที่ติดฉลากฟลูออเรสเซนท์จะถูกน าไปต่อโดย
เอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส กระบวนการนี้จะถูก
ตรวจจับตามเวลาจริงโดยระบบการจับภาพของ ZMW 
นิวคลีโอไทด์ในเทคโนโลยี SMRT นี้ติดฉลากฟลูออเรส-
เซนท์ท่ีหมู่ฟอสเฟต หน่วยนิวคลีโอไทด์เพียงหนึ่งหน่วย
จะสามารถแพร่ผ่าน ZMW และถูกน าไปต่อสาย       
ดีเอ็นเอในหนึ่งหลุมของ ZMW ส่วนของฟลูออเรส-
เซนต์จะถูกตัดออกจากหมู่ฟอสเฟตตามธรรมชาติของ
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส 
ระบบของ ZMW จะท าการตรวจจับแสงฟลูออเรส-
เซนท์ ในรอบต่อไปเมื่อเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส    
มีที่ว่าง นิวคลีโอไทด์ตัวต่อไปจะถูกเลือกโดยเอนไซม์  
ดีเอ็นเอพอริเมอเรส และเข้าสู่รอบการสังเคราะห์      
ดีเอ็นเอรอบใหม่ ระบบสามารถตรวจจับได้ 75,000 
ZMW ในเวลาเดียวกัน    

PacBio® RS ใช้เอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมเรสที่มี
ประสิทธิภาพสูงในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอคือสามารถ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอได้ยาวประมาณ 2,000 นิวคลีโอไทด์ 
ปัจจัยส าคัญที่จ ากัดการท างานของเอนไซม์คือการที่
เอนไซม์ถูกท าลายเนื่องจากแสงเลเซอร์ที่ใช้ในการจับ
ภาพ ข้อจ ากัดที่ส าคัญอีกประการหนึ่งของ SMRT คือ
ประสิทธิภาพในการจับภาพของระบบ ZMW ต่อครั้ง
หนึ่งของการวิเคราะห์ ท าให้ระบบสามารถผลิตข้อมูล

ได้ประมาณ 40-90 เมกาเบส ซึ่งเป็นปัจจัยที่ต้อง
พัฒนาต่อไป ข้อเสียที่ส าคัญอีกประการหนึ่งของระบบ 
SMRT คือการเกิดข้อผิดพลาดของการวิเคราะห์ใน
อัตราสูง 10 ถึง 15 เปอร์เซ็นต์ เป็นอัตราผิดพลาดใน
อัตราสูงที่สุดของการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคใหม่ ทั้งนี้
เนื่องจากประสิทธิภาพของการวิเคราะห์การต่อสาย
ของโมเลกุลเดี่ยวท่ีเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วในแบบเวลาจริง
ยังมีประสิทธิภาพไม่ดีมากนัก ซึ่งต้องมีการพัฒนาต่อไป 
แต่อย่างไรก็ตามในระบบนี้ใช้วิธีการเตรียมดีเอ็นเอ
ต้นแบบที่มีลักษณะเป็นวงแหวน ดังนั้นการวิเคราะห์
ล าดับเบสจึงสามารถท าได้แบบวนซ้ า 10 ถึง 15 รอบ
ของโมเลกุลเดิม จึงท าให้ลดอัตราความคาดเคลื่อนได้ 
แต่ก็ท าให้ได้ข้อมูลล าดับเบสน้อยลงและได้ความยาว
ของสายดีเอ็นเอท่ีวิเคราะห์มีความยาวจ ากัด 
 

 
 

รูปที่ 7 เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบส PacBio® 
RS ดีเอ็นเอธรรมชาติต้นแบบโมเลกุลเดี่ยวถูก
วิเคราะห์ล าดับเบสแบบเวลาจริง (real time)
โดยการสังเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ดีเอ็น-
เอพอริเมอเรสที่ถูกตรึงที่ก้นหลุมของ ZMW 
นิวคลีโอไทด์ติดฉลากฟูลออเรสเซนท์ที่ถูก
น าไปต่อสายดีเอ็นเอจะปล่อยแสงฟูลออเรส-
เซนท์ [13] 
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ลักษณะที่น่าสนใจประการหนึ่งของ SMRT คือ
ระบบสามารถสังเกตและตรวจจับไคนีติก (kinetic) 
ของกิจกรรมของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรสขณะต่อ
สายดีเอ็นเอได้ ดังนั้นถ้ามีการเปลี่ยนแปลงไคนีติกของ
การต่อสายดีเอ็นเอเช่นดีเอ็นเอต้นแบบที่มีการเติมหมู่
เมทิล (methylation) ระบบจะสามารถตรวจสอบได้ 
SMRT จึงสามารถน ามาใช้ศึกษาการเติมหมู่เมทิลของ 
ดีเอ็นเอได้ [14] นอกจากน้ีระบบยังมีความยืดหยุ่นของ
การประยุกต์ใช้งาน เช่นศึกษาการแปลรหัสเอ็มอาร์ -
เอ็นเอเป็นโปรตีนโดยไรโบโซมแบบเวลาจริง [15] 
สังเกตการท างานของเอนไซม์รีเวิรส์ทรานสริปเตส 
(reverse transcriptase) แบบเวลาจริง จึงสามารถหา
ล าดับเบสของอาร์เอ็นเอโดยตรงได้ 

เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคที่สาม 
แบบที่สอง เป็นเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสโดย
น าสายดีเอ็นเอผ่านรูขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางระดับ  
นาโนเมตรหรือนาโนพอร์ (nanopore) เทคโนโลยีนี้ได้
เริ่มจากงานวิจัยของ Deamer และคณะ ณ มหาวิทยา 
ลัยแห่งแคลิฟอร์เนีย [16] ต่อมา Oxford Nanopore 
Technologies® ได้เป็นผู้น าการพัฒนาการวิเคราะห์
ล าดับเบสเทคโนโลยีนี้ โดยใช้หลักการผ่านกระแส 
ไฟฟ้าข้ามรูขนาดเล็กระดับนาโนเมตร สนามไฟฟ้าจะ
ท าให้เกิดแรงขับโมเลกุลกรดนิวคลิอิกโครงสร้างสาย
เดี่ยวผ่านรูระดับนาโนเมตร การผ่านรูของนิวคลีโอไทด์
แต่ละตัวจะถูกตรวจจับโดยการเปลี่ยนแปลงของ
กระแสไฟระหว่างการเคลื่อนผ่านรูของนิวคลีโอไทด์ 
เนื่องจากเทคโนโลยีนี้ใช้ดีเอ็นเอโมเลกุลเดี่ยวที่ไม่ผ่าน
กระบวนการเปลี่ยนแปลงแต่อย่างใด จึงเป็นเทคโนโลยี
ทีม่ีศักยภาพในการท างานได้รวดเร็ว ใช้ปริมาณดีเอ็นเอ
น้อยมาก สามารถใช้กับการวิ เคราะห์ล าดับเบส      
อาร์เอ็นเอโดยตรง หรือนิวคลีโอไทด์ที่ผ่านกระบวน
เปลี่ยนแปลง และกระบวนการวิเคราะห์ใช้เวลารวดเร็ว 
นอกจากนี้ข้อดีของการวิ เคราะห์ล าดับเบสโดย

เทคโนโลยีนาโนพอร์ คือก ารไม่ต้องใช้กระบวนการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอเหมือนเทคโนโลยีอื่น และนาโนพอร์
สามารถสามารถใช้ได้หลายครั้งจึงท าให้เทคโนโลยีนี้มี
ค่าใช้จ่ายน้อย 

นาโนพอร์สามารถสร้างจากวัสดุทางชีวโมเลกุล
เช่น เมมเบรนโครงสร้างเฮพตาเมอร์แอลฝ้าฮีโมไลซิน 
(α-hemolysin, a transmembrane heptamer) 
ของแบคที่เรีย Staphylococcus aureus [17] ซึ่ง
เป็นระบบของ Oxford Nanopore Technologies® 
หรือวัสดุที่เป็นของแข็งเช่นกราฟิน (graphene) [18] 
และซิลิกอนไนเตรด (silicon nitrade) ซึ่งในปัจจุบัน
ได้รับความนิยมมากกว่าเนื่องจาก ความสามารถในการ
ควบคุมโครงสร้างรู ทั้งความกว้างและความหนา และ
ความสามารถในการผลิตในเชิงพาณิชย์ 

การควบคุมความเร็วในการผ่านรูของกรด
นิวคลีอิกสามารถควบคุมได้หลายวิธี เช่น การเปลี่ยน 
แปลงความหนืดและความเข้มข้นของเกลือ [19] การ
เปลี่ยนแปลงทางเคมีของรูและเอนไซม์ดีเอ็นเอพอริ -
เมอเรส [18] หรือเอนไซม์เอ็กโซนิวคลีเอส (exonu-
clease; รูปที่ 8a) [21] เพื่อช่วยในการเคลื่อนโมเลกุล
ผ่านรู การตรวจจับนิวคลีโอไทด์ที่เคลื่อนผ่านรูระบบ
ส่วนมากจะใช้สัณญาณกระแสไฟฟ้าเนื่องจากมีต้นทุน
ต่ า ผลิตง่าย แต่ก็มีผู้เสนอการตรวจจับนิวคลีโอไทด์ที่
เ ค ลื่ อ นผ่ า น รู ด้ ว ย ร ะบบกา รจั บภ าพ  ( optical 
detection) [22] เทคโนโลยีหลังนี้พัฒนาโดย 
Noblegen ต้องมีการเปลี่ยนแปลงกรดนิวคลีอิกให้มี
การติดฉลากฟลูออเรสเซนท์ที่เป็นรหัสซึ่งสามารถ
ตรวจจับภาพได้เมื่อรหัสฟลูออเรสเซนท์เคลื่อนผ่านรู 
นอกจากนี้นักวิจัยจาก IBM ได้ทดลองสร้างดีเอ็นเอ
ทรานซิสเตอร์ (DNA transistor; รูปที่ 8b) ซึ่งเป็นนา
โนพอร์ชนิดวัสดุที่เป็นแผ่นช้ันของแข็งซ้อนกัน เบสแต่
ละตัวบนดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่เคลื่อนผ่านนาโนพอร์
สามารถตรวจจับด้วยสัณญาณกระแสไฟฟ้าที่เกิดการ
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เปลี่ยนแปลง ข้อดีของเทคโนโลยีนี้คือสามารถอ่าน
ล าดับเบสโมเลกุลดี เอ็นเอสายยาวได้ เร็ว และมี
ค่าใช้จ่ายต่ าเนื่องจากไม่มีกระบวนการติดฉลากดีเอ็นเอ
และไม่ต้องมีระบบการตรวจจับภาพ โดยทางทฤษฎี
สามารถอ่านล าดับเบสสายยาว 500 เมกาเบสในเวลา
หนึ่งวินาทีต่อหนึ่งทรานซิสเตอร์ อย่างไรก็ตามข้อมูลมี
การเผยแพร่สู่สาธารณะค่อนข้างจ ากัดการพิสูจน์

แนวคิดนี้จึงยังไม่เป็นที่ยอมรับ ขณะที่เทคโนโลยีของ 
Oxford Nanopore Technologies® มีการพิสูจน์
และสามารถผลิตในเชิงการค้าได้แล้ว โดยระบบจะถูก
ออกแบบให้สามารถใช้กับขนาดที่แตกต่างกันของ
งานวิจัยตั้งแต่โครงการวิเคราะห์ล าดับเบสจีโนมขนาด
ใหญ่ จนถึงการวิเคราะห์ล าดับเบสในห้องปฏิบัติการ
ขนาดเล็ก 

 

a 

 

b 
 

 

รูปที่ 8 (a) เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสโดยน าสายดเีอ็นเอผา่นรูขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางระดับนาโนเมตรหรือ
นาโนพอร์ (nanopore) ของ Oxford Nanopore Technologies® โมเลกุลดีเอ็นเอสามารถเคลื่อนผ่านรู
นาโนพอร์ผ่านเมมเบลนโดยใช้ความเข้มข้นของไอออนที่ต่างกัน (b) เทคโนโลยีดีเอ็นเอทรานซิสเตอร์ (DNA 
transistor) ของ IBM สามารถอ่านเบสแต่ละตัวบนดีเอ็นเอสายเดี่ยวท่ีเคลื่อนผ่านนาโนพอร์ชนิดวัสดุที่เป็น
ของแข็งแล้วตรวจสัญญาณกระแสไฟฟ้าที่เกิดการเปลี่ยนแปลง [23] 

 

4. สรุป 
ตลอดหลายปีที่ผ่านมา SGSTs มีการพัฒนา

และก้าวหน้าอย่างชัดเจน การเกิดขึ้นใหม่ของรูปแบบ
การวิเคราะห์ล าดับเบสต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็น 454/ 
Roche, Illumina/solexa, SOLiD/ABI หรือ Ion 
Torrent/Life technology ได้รับการยอมรับอย่าง
รวด เ ร็ ว  และถูกน า ไป ใ ช้อย่ า งกว้ า งขวา งตาม
วัตถุประสงค์ของงานวิจัยส าหรับใช้วิเคราะห์ล าดับเบส
จีโนม ช่วยในการค้นหา SNPs ด้วยต้นทุนค่าใช้จ่ายใน

การวิเคราะห์ล าดับเบสที่ลดลงอย่างรวดเร็ว ช่วยให้
งานวิจัยในระดับเล็กสามารถเข้าถึงเทคโนโลยีดังกล่าว
ได้ จากท่ีก่อนหน้าน้ีสามารถเข้าถึงได้เฉพาะงานวิจัยใน
ระดับใหญ่ที่มีเงินทุนสูง อย่างไรก็ตามการเกิดขึ้นของ 

TGSTs จะยิ่งท าให้งานวิเคราะห์ล าดับเบสมีความ 
ก้าวหน้าอย่างมาก จะสามารถวิเคราะห์ล าดับเบส
มนุษย์ทั้งจีโนมในเวลาไม่ถึงหนึ่งวันด้วยค่าใช้จ่ายที่ถูก
ลงอย่างมาก นอกจากนี้เทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับ
เบสยุคที่สามยังสามารถประยุกต์ใช้งานได้อย่างหลาก 
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หลายมากขึ้นนอกจากการวิเคราะห์ล าดับเบสดีเอ็นเอ 
เช่นการวิเคราะห์รูปแบบการเติมหมูเมมิลของดีเอ็นเอ 
การวิเคราะห์ล าดับเบสอาร์เอ็นเอเพื่อศึกษาทราน-
สคริปโตรม การศึกษากระบวนการแปลรหัสโดย      
ไรโบโซม การวิเคราะห์เหล่านี้จะช่วยให้การศึกษา
ระบบที่ซับซ้อนของสิ่งมีชีวิตมีความแม่นย ามากขึ้น ซึ่ง
จะเกิดประโยชน์อย่างยิ่งในการประยุกต์ใช้ในด้าน
การแพทย์ ทั้งการวินิจฉัยโรค และการพัฒนาวิธีการ
รักษาโรคที่เกิดจากความผิดปกติทางพันธุกรรม รวมทั้ง
การประยุกต์ใช้ในการเกษตร ซึ่งคาดว่าจะสามารถช่วย
ให้เทคโนโลยีทางด้านการแพทย์ และการเกษตรเจริญ 
ก้าวหน้าได้อย่างรวดเร็วแน่นอน  
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