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ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี
ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 10400

การยอยสลายเซลลโฮสตและอนุภาคไวรัส
ในการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส

จากตัวอยางมนุษย

บทคัดยอ การยอยสลายเซลลและทําลายโครงสรางที่หอหุมสารพันธุกรรมเปนขั้นตอนแรกสําหรับการสกัดกรดนิวคลีอิก
ซึ่งเปนขั้นตอนที่สําคัญสําหรับกระบวนการตรวจวิเคราะหเช้ือไวรัสกอโรค เชน HIV, SAR-CoV-2, MERS-CoV และ 
Infl uenza เปนตน ซึ่งจะชวยควบคุม เฝาระวังการแพรระบาด รวมทั้งศึกษาวิวัฒนาการสายพันธุของไวรัสกอโรค ขั้นตอนนี้
มีบทบาทสําคัญในกระบวนการตรวจวิเคราะหทางดานชีวโมเลกุล เชน PCR, Real-Time PCR และ Next-Generation 
Sequencing (NGS) การพัฒนาวิธีการสกัดเพ่ือใชทําลายโครงสรางนิวคลีโอโปรตีน ยับยั้งการทํางานของเอนไซมนิวคลีเอส
และการกําจัดสิ่งปนเปอนถือเปนสิ่งสําคัญ วิธีการเหลานี้ชวยใหเซลลและอนุภาคไวรัสยอยสลายไดอยางมีประสิทธิภาพ 
ประสบการณในการวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการแสดงใหเห็นวา คุณภาพของกรดนิวคลีอิกที่สกัดไดมีผลโดยตรงตอความ
แมนยําของการวิเคราะห โดยเฉพาะอยางยิ่งในตัวอยางที่มีปริมาณเชื้อไวรัสต่ําๆ การพัฒนาวิธีการสกัดที่มีประสิทธิภาพ
จึงเปนสิ่งสําคัญ เนื่องจากชวยใหไดกรดนิวคลีอิกท่ีมีความบริสุทธิ์และมีปริมาณเพียงพอตอการตรวจวิเคราะหทาง
หองปฏิบัติการและการใชประโยชนทางการแพทย

คําสําคัญ: การยอยสลายเซลล, การทําลายอนุภาคไวรัส, นิวคลีโอโปรตีน, การสกัดกรดนิวคลีอิก
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Lysis of Cells and Viral Particles for      Treewat Watthanachockchai
Viral Nucleic Acid Extraction  and Kingkan Rakmanee

บทนํา

ไวรัสกอโรคเปนภัยคุกคามรายแรงตอสุขภาพ

ของประชาชน โดยทั่วไปการวิเคราะหกรดนิวคลีอิกจาก

ตัวอยางทางชีวภาพหรือส่ิงแวดลอมเปนการศึกษาเพื่อ

ระบุสายพนัธุและวิวัฒนาการของเชือ้ไวรสั(1) การสกดักรด

นิวคลีอิก (nucleic acid extraction) เปนขั้นตอนแรก

และเปนขั้นตอนสำคัญท่ีจะชวยใหสามารถทำการตรวจ

วิเคราะหในระดับโมเลกุลได(1) เชน DNA Hybridi-

zation, RNA Hybridization, Polymerase Chain 

Reaction (PCR), Real-Time PCR, DNA หรือ 

DNA หรือ RNA sequencing (RNA-Seq) หรือ 

Whole Transcriptome Sequencing ซึง่วิธกีารเหลานี้

ไดรับความสนใจและถูกนำไปใชในประโยชนตางๆ 

มากมาย รวมถึงดานสาธารณสุข การวินิจฉัยทางคลินิก 

และชีววิทยา(2)

ปจจุบันมีการวิเคราะหหาเชื้อไวรัสท่ียังไมทราบ

สายพันธุ (unknown virus) หรือไวรัสหลายชนิด

ในสิ่งสงตรวจเดียวกันโดยใชเทคนิค Viral Meta-

genomics รวมกับ Next-Generation Sequencing 

น้ัน การเลอืกวธิกีารสกดัมีผลตอความแมนยำในการตรวจ

วิเคราะห รวมทั้งการสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสที่

อาศยัในมนษุย (Human Virome) เน่ืองจากวิธกีารสกดั

ที่เหมาะสมจะชวยเพิ่ม DNA หรือ RNA จากตัวอยาง 

หากวิธีการไมเหมาะสมอาจทำใหสูญเสียสารพันธุกรรม

ของไวรัสบางสวนทำใหปริมาณไมเพียงพอตอการ

วิเคราะหหรืออาจมีการปนเปอนสารอื่นๆ ในสิ่งสงตรวจ

ได(3) เชน การสกัดแบบฟนอล-คลอโรฟอรม (phenol-

chloroform extraction) และการปนเหว่ียงแบบไล

ระดบัความหนาแนน (density gradient centrifuga-

tion) หากมีสารเคมีที่ใชตกคางหลงเหลืออยูอาจสงผล

รบกวนหรือยับยั้งปฏิกิริยา PCR ได(2)  

การสกัดกรดนิวคลีอิก โดยทั่วไปประกอบดวย 4 

ขั้นตอน ไดแก การทำใหเซลลแตก (cell disruption)

การทำลายโครงสรางระหวางโปรตีนและกรดนิวคลีอิก

(nucleoprotein complex denaturation) การยับยั้ง

การทำงานของเอนไซมนิวคลีเอส (nuclease inacti-

vation) และการกำจัดสารปนเปอน (conta-minant 

removal)(1)  ในชวงสถานการณการแพรระบาด

COVID-19 ทั่วโลกตางขาดแคลนอุปกรณที่จำเปน

สำหรบักระบวนการตรวจวเิคราะหรวมทัง้ชุดสกัด จงึมกีาร

พัฒนาและประยุกตใชวิธีการสกัดแบบ Precipitation-

Enhanced Analyte Retrieval โดยใชสารละลาย lysis 

solution ทำลายเยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมไวรัส จากนั้น

จงึตกตะกอน RNA, DNA และโปรตนีโดยใชแอลกอฮอล 

สามารถสกัดสารพนัธกุรรมไดอยางรวดเรว็ ตนทนุตำ่ และ

มีประสิทธิภาพเทียบเทาชุดสกัดในเชิงพาณิชยตาง ๆ(4)

แมวาขอมูลเก่ียวกับการยอยสลายเซลลและ

อนุภาคไวรัสจะมีหลากหลาย แตขอมูลเหลานี้ยังไมไดมี

การรวบรวมเพือ่ประโยชนตอการใชในการตรวจวเิคราะห

และการศึกษาทางชีวโมเลกุล ดังนั้นการศึกษานี้จึงมี

วตัถุประสงคเพือ่รวบรวมขอมลูเก่ียวกับคุณสมบตัขิองสาร

ทีใ่ชในการยอยสลายเซลลและอนภุาคไวรสั เพือ่สนบัสนนุ

การพัฒนาวิธีการที่เหมาะสมสำหรับนำไปประยุกตใชใน

งานการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการดานการแพทย

และดานชีวโมเลกุล

วิธีการสืบคน

สืบคนขอมูลทางวิชาการจากบทความ งานวิจัย 

เอกสารที่ตีพิมพ และแหลงขอมูลทางวิชาการอ่ืนๆ จาก

ฐานขอมูล PubMed และ Google Scholar โดยเนน

เนื้อหาที่เกี่ยวของกับการสกัดกรดนิวคลีอิก คำสำคัญท่ี

ใชในการคนหา ไดแก nucleic acid extraction, cell 

lysis, viral particle disruption และ nucleoprotein 

เปนตน

เนื้อหา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลโฮสตและไวรัส

เซลลรางกายมนษุยมเียือ่หุมเซลลทีม่ฟีอสโฟลปิด 

(phospholipid) เปนองคประกอบพืน้ฐาน(5) เปนเยือ่หุม 

(cell membrane) ซึ่งเปนโมเลกุล amphipathic โดย

ฟอสโฟลิปดจะจัดเรียงตัวกันเปนไบเลเยอร (bilayer) 

ในน้ำ มีสวนหัวที่ชอบน้ำ (hydrophilic) และสวนหางที่

ไมชอบน้ำ (hydrophobic) โดยสวนหัวที่มีฟอสเฟตอยู

ดานนอก (phosphate-containing head group) จะ

สมัผสักบันำ้และหางไฮโดรคารบอน (hydrocarbon tail) 
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การสลายเซลลและไวรัสเพื่อการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี

จะอยูดานใน การกอตวัเปนโครงสรางของ phospholipid 

bilayer เพ่ือสรางเกราะปองกนัและแยกสวนภายในเซลล

ออกจากสภาพแวดลอมภายนอก(5)

โครงสรางของเซลล ประกอบดวย เยื่อหุมเซลล 

(cell membrane) ไซโทพลาซึม (cytoplasm) ไลโซโซม

(lysosome) เวสิเคิลและแวคิวโอล (vesicle and 

vacuole) ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) ไรโบโซม 

(ribosome) เซนตรโิอลและเซนโทรโซม (centriole and

centrosome) กอลจแิอพพาราตสั (golgi apparatus)

เอนโดพลาสมกิเรตคิลูมัแบบหยาบ (rough endoplasmic

reticulum) เอนโดพลาสมกิเรตคิลูมัแบบเรยีบ (smooth 

endoplasmic reticulum) และนวิเคลยีส (nucleus)(6,7)

ภายในนิวเคลียส ประกอบดวย เยื่อหุมนิวเคลียส

(nuclear membrane) โครมาทิน (chromatin) และ 

นิวคลีโอลัส (nucleolus)(8) นิวเคลียสเปนที่เก็บขอมูล

ทางพันธุกรรมและศูนยควบคุมการแสดงออกของเซลล 

ในการจำลองดเีอน็เอ (DNA replication) การถอดรหสั 

(transcription) ซึ่งกระบวนการอารเอ็นเอทั้งหมด

เกิดขึ้นภายในนิวเคลียสและกระบวนการแปลรหัส 

(translation) ซ่ึงเปนขั้นตอนสุดทายในการแสดงออก

ของยีนเกิดขึ้นในไซโทพลาซึม(8)  

ฮิสโตน (histone) เปนโปรตีนที่ทำหนาที่จัดเก็บ

และบรรจุ DNA ในโครงสรางท่ีเรียกวาโครมาทิน 

(chromatin) ทำให DNA ทีม่คีวามยาวมากบรรจอุยูใน

นิวเคลียสไดอยางมีระบบ มี 4 หนวยยอย ไดแก H2A, 

H2B, H3  และ H1 โดย DNA จะพันรอบฮิสโตน เรียก

โครงสรางนี้วา นิวคลีโอโซม (nucleosome)(9) เปน

สวนหนึ่งของโครงสรางดีออกซีไรโบนิวคลีโอโปรตีน 

(deoxyribonucleoprotein) ท่ีพบมากท่ีสุดในมนษุย(10)

ไวรัสจำเปนตองอาศัยอยูในสิ่งมีชีวิตเพื่อขยาย

พันธุ สารพันธุกรรมทั้งหมดของไวรัส (viral genome) 

ประกอบดวย DNA หรือ RNA ทำหนาที่ในการควบคุม

การจำลองตัวเอง โดยจะสังเคราะหสวนประกอบของ

ไวรัสโดยใชระบบของเซลลโฮสตที่เหมาะสม อนุภาคของ

ไวรัสหรือเรียกวา ไวริออน (virion) ถูกสรางขึ้นจาก

สวนประกอบทีส่งัเคราะหใหมในเซลลโฮสตทำหนาทีเ่ปน

พาหะในการถายทอดสารพันธุกรรมทั้งหมด (genome) 

ไปยังเซลลโฮสตถัดไปเพื่อเริ่มกระบวนการติดเชื้อใหม

ของไวรัส(11) องคประกอบขั้นต่ำของไวรัส ประกอบดวย 

viral genome สำหรับจำลองตัวเองและแคปซิด

(capsid) ซึง่เปนชัน้โปรตนีทีห่อหุมสารพนัธกุรรม สำหรบั

ไวรัสที่มีเยื่อหุม (envelope virus) แคปซิดจะถูก

ลอมรอบดวย lipid bilayer ท่ีไดมาจากเซลลโฮสต

โดยมีไกลโคโปรตีน (glycoprotein) เฉพาะของไวรัส 

(virus-specific glycoproteins) แทรกอยู ไวรัสตอง

พึ่งพาเซลลโฮสตในการสังเคราะหโปรตีนและโมเลกุลท่ี

จำเปนในการจำลองตวัเอง(11) โปรตนีเยือ่หุม (membrane 

protein) เปนโปรตีนที่พบมากที่สุดในไวรัสและเปน

องคประกอบสำคัญของโครงสรางในการกำหนดรูปราง

ของไวรัส โดยจะเช่ือมโยงระหวางนิวคลีโอแคปซิด 

(nucleocapsid) กับเยื่อหุมไวรัสทำใหโครงสราง

ไวรัสมีความเสถียร เชน ในเชื้อไวรัส Severe Acute 

Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-

CoV-2) มีลักษณะเปนเกลียวสามสาย (triple helix 

bundle)(12) เปนตน

Nucleocapsid เปนไกลโคโปรตีนที่จับกับ viral

genome ทำหนาที่เปนแกนกลางของไวรัส ปกปอง

กรดนิวคลีอิกจากสภาพแวดลอมภายนอกและเปนสวน

สำคัญในโครงสรางไวรัส(12) ซึ่งโปรตีนที่จับกับ DNA 

หรอื RNA จะถกูบรรจใุน capsid อยางแนนหนา เรยีกวา

นิวคลีโอโปรตีน (nucleoprotein) โดยโปรตีนที่จับกับ 

DNA เรียกวา ดีออกซีไรโบนิวคลีโอโปรตีน (deoxy-

ribonucleoprotein) และโปรตนีทีจ่บักบั RNA เรียกวา

ไรโบนวิคลโีอโปรตนี (ribonucleoprotein) ซึง่ทำหนาที่

ในการปกปองกรดนิวคลีอิกและชวยในกระบวนการ

จำลองตวัเองของไวรสั(10) เชน ไวรสัไขหวดัใหญสายพนัธุเอ

(Influenza A Virus)(13)  กลาวไดวา nucleoprotein 

มีสวนสำคัญในกระบวนการตางๆ มากมายในวงจรชีวิต

ของไวรัส ไดแก การหอหุม (coating) การปกปอง 

(protection)  RNA ของไวรัส การควบคุมกระบวนการ

ถอดรหัส (regulation of transcription) การควบคุม

กระบวนการจำลองตวัเอง (regulation of replication) 

และการกระตุนใหเกิดการยบัยัง้ภมูคุิมกัน (induction of 

immunosuppression) ในรางกายของโฮสต(14) 
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การยอยสลายเซลลโฮสตและการทำลายโครงสราง

ไวรัส

ในการสกัดเซลล การเลือกวิธีการทำลายเซลล

ท่ีเหมาะสมเปนขั้นตอนที่สำคัญ สามารถแบงตาม

กระบวนการออกเปนหลายประเภท ไดแก กระบวนการ

ทางเคมี เชน การใชสารเคมีทำลายเยื่อหุมเซลล 

กระบวนการทางฟสิกส เชน การใชแสงเลเซอร คลื่นเสียง

เครือ่งกล และไฟฟา กระบวนการทางชวีวิทยา เชน การใช

เอนไซมยอยสลายเยื่อหุมเซลล ซึ่งแตละวิธีมีขอดีและ

ขอจำกัดตางกัน ทั้งนี้ความเหมาะสมของแตละวิธีข้ึน

กับลักษณะของการศึกษา เชน เซลลอยูในสารละลาย

หรือยึดติดกับพ้ืนผิวและตองการโปรตีนท่ีคงสภาพ

ตามธรรมชาติหรือยอมใหเสียสภาพธรรมชาติ เปนตน

ซึ่งปจจัยเหลานี้ลวนมีผลตอวิธีการทำลายเซลลให

เหมาะสมกับวัตถุประสงคของการศึกษา(15)  ดังนี้

กระบวนการทางเคมี 

ใชสารละลาย lysis buffer ในการสกัดกรด

นิวคลอีกิ เพ่ือแยกและทำลายองคประกอบของเซลลหรอื

อนุภาคไวรัสออกจากกัน lysis buffer สวนใหญมีเกลือ

บฟัเฟอร (buffering salt) เชน Tris-HCl เพือ่ควบคมุ

คา pH และเกลือไอออนิก (ionic salt) เชน NaCl 

เพื่อควบคุมความเขมขนของสารละลาย (osmolarity)

ในการสกัดกรดนิวคลีอิก มีการเติมสารซักฟอก

(detergent) เชน Triton X-100 หรือ Sodium 

Dodecyl Sulfate (SDS) เพื่อทำลายโครงสรางของ

เยื่อหุมเซลล(16)

สารซักฟอก คือ สารลดแรงตึงผิว (surfactant) 

ใชในหองปฏิบัตกิารชีววทิยาโมเลกุลในกระบวนการสกดั

สารพันธุกรรม เพื่อทำลาย cell membrane และไขมัน

ในรปูแบบ lipid bilayer ทำใหโครงสรางเยือ่หุมเหลานัน้

เสียหาย สงผลให DNA และ RNA หลดุออกจากโครงสราง

ทีห่อหุมภายในเซลล ซ่ึงโปรตนีและเยือ่หุมมีอยูหลายชนดิ

และมีความคงตัวในสารละลายบัฟเฟอรที่แตกตางกัน

ดังนัน้การเลอืกใชสารซักฟอกจงึควรเลือกใหเหมาะสมกับ

โปรตีนและเยื่อหุมชนิดตางๆ(17) สารซักฟอกที่นิยมใชใน

กระบวนการสกดัสารพนัธกุรรมเชน SDS, Triton X-100, 

Tween-20(16) และ Cetyltrimethylammonium

Bromide (CTAB)(18) เปนตน

การเลือกใช lysis buffer เพื่อแยก DNA และ 

RNA จากโครงสรางโปรตีนและเยื่อหุมสารพันธุกรรม

ดวยสารซักฟอกเพื่อยอยสลายเยื่อหุมเซลลและโปรตีน

ที่หอหุมกรดนิวคลีอิกชวยให DNA และ RNA หลุด

ออกมา ซึง่มอียูดวยกนัหลายชนดิ ไดแก Tergitol-type 

NP-40 (NP-40) lysis buffer, SDS lysis buffer, 

Ammonium-Chloride-Potassium (ACK) lysis 

buffer และ Gentle lysis buffer(16)

กระบวนการทางกายภาพ 

การทำลายเซลลโดยใชแรงกล (mechanical 

disruption) เปนการบดหรอืทำใหเซลลแตกดวยแรงกล 

เชน การบดตัวอยางดวยโกรงและลกูโกรงสำหรบัเซลลทีม่ี

ความแขง็(19) หรอืการใชโฮโมจไีนเซอร (homogenizer) 

เชน Dounce Homogenizer ใชบดตวัอยางในสารละลาย

บัฟเฟอร(20) ไดแก

การบดดวยมือ (manual grinding) การใช

เครือ่งมอื ครก และสาก (mortar and pestle) หรอื โกรง

และลกูโกรงในการบด เชน ตวัอยางจากหมอนรองกระดกู

สันหลังของมนุษย (human intervertebral disc)(19)

การใชแรงกระแทก (impact force) เปนการบด

หรอืกระแทกตวัอยางเซลลดวยมอืโดยใชลกูสบู (pestle) 

ในกระบอกแกว เชน อุปกรณ Dounce Homogenizer 

รวมกับสารละลายบัฟเฟอรไฮโปโทนิก (hypotonic 

buffer) ชวยใหเซลลแตกสลายไดงายดวยแรงกล ทำให

เปนเนื้อเดียวกันโดยไมตองใชสารซักฟอก(20) เชน การใช 

Potter-Elvehjem Tissue Grinder และ Dounce 

Homogenizer เพื่อสกัดเนื้อเยื่อจากสมอง(20,21)

การใชแรงเฉือนสูง (high-shearing homo-

genizer) เปนเครื่องมือที่ใชสำหรับสลายเซลลโดยใช

หลักการ Rotor-Stator เชน เครื่อง Polytron 

Homogenizer ที่ใชสกัด RNA จากหัวใจ(22)

การใชแรงดัน (high-pressure homogeni-

zation) การใชแรงดันสูงหรือระบบแรงดันอื่นๆ โดยใช

แรงดันจากลูกสูบ (piston) โดยการบีบอัดตัวอยางผาน

ชองขนาดเลก็ (orifice) เพือ่ใหเกดิแรงเฉอืน (shearing

force)  และแรง อัด (compress ive  force)

เพื่อทำลายเซลล เชน การใชเครื่อง French Press 

ทำลายโครงสรางเซลลเม็ดเลือดแดงของมนุษย(23) หรือ
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การสลายเซลลและไวรัสเพื่อการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี

การใชเครื่อง Gaulin Homogenizer ที่สรางแรงดันสูง

มากกวา French Press ทำใหเกิดการสรางฟองอากาศ 

(cavitation) ในสภาวะสุญญากาศ (vacuum condi-

tion) และเคลือ่นท่ีดวยความเรว็สงูเหมอืนเครือ่งบนิเจต็ 

(high-speed jet) ทำใหเกิดแรงเฉือนดวยของเหลว 

(fluid shear) ขึ้น(24)

การใชลูกปดขนาดเล็ก (bead) เพื่อทำลาย

เยื่อหุมเซลลและปลดปลอยสารพันธุกรรมออกจากเซลล

มีอยูดวยกัน 2 แบบ ไดแก อาศัยกลไกการหมุน

(rotating mechanism) เปนการปนตัวอยางพรอมกับ

ลูกปดขนาดเล็กในของเหลว ซึ่งจะทำใหเซลลที่ถูกเหวี่ยง

ภายใน grinding chamber แตก เชน เครื่อง Bead 

Mill Homogenizer ในการสกัดตัวอยางสมอง(25) และ

อาศัยแรงชน (collision force) เปนการสกัดตัวอยาง

โดยใสลงไปในหลอดตัวอยางรวมกับสารละลาย จากนั้น

ใสลูกปดแลวนำไปปนดวยความเร็วสูงจะทำใหเกิด

แรงเฉือน (shearing force) แรงกระแทก (impact 

force) และแรงตี (hitting force) ของลูกปดขนาดเล็ก

กับเซลล ทำใหโครงสรางเซลลถูกทำลาย(26) เชน การใช

ลูกปด (bead beating) ในการสกัด DNA จากตัวอยาง

อุจจาระของมนุษย(27)

ละอองของเหลวเคล่ือนท่ีดวยความเรว็สูง (Liquid

Aerosol-High-Velocity Stream) อาศยักระบวนการ 

nebulization ในการสรางละอองของเหลว (liquid

aerosol) ที่มีความเร็วสูงในการทำลายเซลล เชน

BioNeb Cell Disruption เปนเครือ่ง nebulizer ทีพ่น

ละอองของเหลวขนาดเล็กที่มีความละเอียดเพื่อสรางแรง

ที่สม่ำเสมอในการทำลายเซลลและโมเลกุล(28)

การทำลายเซลลโดยใชอุณหภูมิ (thermal 

disruption) เปนการใชอุณหภูมิที่มีความรอนและ

ความเย็น เพ่ือทำใหผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลเกิดการ

แตกหักและเสียสภาพทางโครงสราง ไดแก

การใชความรอน (heat lysis) ในการสกัด

สารพันธุกรรมดวยการตมหรือบมที่อุณหภูมิสูงเพียง

อยางเดียว พบวามีประสิทธิภาพต่ำจึงตองเติมสารเขาไป

เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการสกัด เชน การสกัดสาร

พันธุกรรมดวย chelating resin หรือเรียกวา 

Chelex พบวาชวยเพิ่มความไวในการตรวจเช้ือไวรัส

SARS-CoV-2 เมื่อเปรียบเทียบกับการใชความรอน

เพียงอยางเดียว ซึ่งสามารถลดระยะเวลาและขั้นตอน

การสกัดที่มีความซับซอนหลายขั้นตอนลงได นอกจากนี้

ขั้นตอนการตมหรือการบมที่อุณหภูมิสูงจะชวยยับยั้ง

การตดิเช้ือ เชน SARS-CoV-2 ทำใหขัน้ตอนการทำงาน

มีความปลอดภัยขึ้น(29)

การสลับระหวางแชแข็งและทำละลาย (freeze-

thaw cycle) เปนการแชตัวอยางในไนโตรเจนเหลว 

หรือแชแข็งที่อุณหภูมิ -80°C และทำใหละลายแบบ

รวดเร็ว โดยการทำซ้ำหลายๆ รอบเพ่ือใหผนังเซลล

แตกออก เหมาะสำหรับเซลลที่มีผนังบาง เชน การใชวิธี

ผสมผสานระหวางวธิทีำใหเซลลบวมดวยนำ้ (hypotonic 

burst) รวมกับการแชแข็ง-ทำละลายหลายๆ รอบ และ

โซนเิคชนั (sonication) ในการสกัดเชือ้ Lymphocytic 

Choriomeningitis Virus วิธีการยอยสลายนี้เปนวิธีที่

เร็วและมีประสิทธิภาพสูงสุดในการปลอยอนุภาคไวรัสท่ี

ติดเชื้อ สามารถนำไปใชกับไวรัสอื่นๆ ที่มีวงจรชีวิตแบบ

พึง่พาเซลลทีย่ากตอการปลดปลอยเชือ้ไวรัสปรมิาณมากๆ 

ออกจากเซลลโฮสตได(30)

การสลบัระหวางความรอนและความเยน็ (cycling

heating and cooling) เปนวิธีการที่ทำลายโครงสราง

ของเซลลและอนุภาคไวรัส โดยอาศัยการสลับกันของ

อุณหภูมิไปมาระหวางความรอนและความเย็น เชน

การใหความรอนกับตัวอยางที่อุณหภูมิ 90°C เปนเวลา 

5 นาที ตามดวยการทำใหเย็น 6°C เปนเวลา 5 นาที

เปนวิธีการทำลายโครงสรางที่หอหุมสารพันธุกรรม

ในกระบวนการสกัดกรดนิวคลีอิกไดอยางรวดเร็ว

เหมาะสำหรับสถานการณการระบาดใหญหรือโรค

ที่มีการระบาดสูง เชน การระบาดของเชื้อไวรัส

SARS-CoV-2(31) 

การทำลายเซลลที่เกิดจากคลื่นความถ่ี (wave-

induced cell disruption) การใชคลื่นเสียงและ

คลื่นความถ่ี เพื่อทำลายผนังเซลลหรือเยื่อหุมเซลล 

คลื่นความถี่ทำใหโครงสรางเซลลระเบิดหรือแตกออก 

แบงออกเปน 2 ประเภท ไดแก การทำลายเซลลโดยใช

คลื่นเสียง (Sound Wave-Based Cell Disruption) 

และการทำลายเซลลโดยใชคลื่นความถี่ (Frequency-

Based Cell Disruption) ไดแก
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การทำลายเซลลโดยใชคลื่นเสียง (Sound 
Wave-Based Cell Disruption) เชน การใชคลืน่เสยีง 
(sonication) ท่ีอยูในชวงความถี่สูงในการสั่นสะเทือน
ทำใหเกิดแรงเฉือนทำลายโครงสรางทางกายภาพของ
ผนังเซลลและเย่ือหุมเซลลของตัวอยาง เชน การสกัด
กรดนิวคลีอิกจากเลือดที่แข็งตัว โดยใชคลื่นเสียงความถี่ 
100 Hz อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 3 ชั่วโมง(32) และการใช
คลื่นเสียงความถี่สูงมาก (ultrasonication) ทำลาย
เยื่อหุมเซลลที่รวดเร็ว(29) การใชความถี่สูงจะเกิดโพรง
อากาศจากกระบวนการ cavitation ในของเหลว
ซึ่งจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วตามความถี่  คาดวาเกิน
1,000 W/cm2 ที่ 1 MHz การกอตัวของฟองอากาศ
ในระดับจุลภาคและระเบิดออกจะสรางแรงกระแทก
และแรงเฉอืนสูง ซึง่จะไปทำลายโครงสรางของเซลลทำให
เซลลแตก(33)

การทำลายเซลลโดยใชคล่ืนความถี ่(Frequency-
Based Cell Disruption) เชนการใชคลืน่แมเหลก็ไฟฟา 
(electromagnetic wave) เกิดจากการสั่นแบบ
ประสานกัน (synchronized oscillation) ของสนาม
ไฟฟา (electric field) และสนามแมเหล็ก (magnetic
field) ทำใหเกิดคลื่นความถี่ เชน คลื่นวิทยุ (radio
wave) คลื่นไมโครเวฟ (microwave) คลื่นอินฟราเรด 
(infrared) เปนตน (34) การใชคลื่นไมโครเวฟ
(Microwave-Assisted Lysis) อาศัยพลังงาน
ไมโครเวฟที่สงไปยังตัวอยาง ซึ่งปริมาตร ตำแหนง และ
ปริมาณตัวอยาง สารเจือจางที่ใช ประเภทของหลอด และ
การตัง้คาพลงังานทีแ่ตกตางกนัสงผลตอประสทิธภิาพใน
การสกัดกรดนิวคลีอิก ถาใหพลังงานท่ีมากเกินไปอาจ
สงผลให DNA เสื่อมสภาพ วิธีนี้มีตนทุนต่ำ ซึ่ง
เตาไมโครเวฟมีอยูทั่วไป ผลลัพธที่ดีที่สุดในการสกัดใช
คลื่นไมโครเวฟที่ 300 วัตต เปนเวลา 40 วินาที(35)

การทำลายเซลลดวยกระแสไฟฟา (Electric- 
Induced Cell Disruption) เชน การสลายเซลล
ดวยไฟฟาเคมี (electrochemical cell lysis) อาศัย
ขั้วไฟฟาที่ รับอิเล็กตรอน (cathode) หรือข้ัวบวก
และขัว้ไฟฟาทีใ่หอเิลก็ตรอน (anode) หรอืขัว้ลบในการ
แลกเปลี่ยนไอออนโดยใชสารละลายน้ำเกลือ (saline 
solution) ในภาชนะ cathode and anode chamber 
เพ่ือสรางไอออนไฮดรอกไซด (hydroxide ions; OH-) 
ทีข้ั่วลบทำใหเกดิดางในการทำลายเซลล (alkaline lytic 
agent)(36) 

กระบวนการทางชีวภาพ

การใชเอนไซมโปรตีเนสเค (Proteinase K)  

เอนไซม Proteinase K เปนเอนไซมเซอรีนโปรตีเอส

(serine protease) ซึ่งเอนไซมนี้ผลิตจากเช้ือรา 

Tritirachium album Limber มีลักษณะเฉพาะโดย

จะแยกพนัธะเปปไทด (peptide bond) ทีป่ลาย carbon

terminal ออกจากกรดอะมิโนหลายชนิด ใชในการ

ยอยสลายเซลลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมและโปรตีน

เปลือกหุมไวรัส เอนไซม Proteinase K ชวยยอยสลาย

เซลลสงผลใหเอนไซมนวิคลเีอสภายในเซลลทีป่ลดปลอย

ออกมาสลายตัวไดอยางรวดเร็ว และสามารถแยกกรด

นิวคลีอิกที่สมบูรณได ในขั้นตอนการสกัด(37) เชน การใช

เอนไซม Proteinase K ที่อุณหภูมิ 25°C ในการสกัด

สารพันธุกรรมของเช้ือไวรัส SARS-CoV-2 โดยตรง

จาก Viral Transport Medium (VTM) นอกจากนี้ 

การสกัดกรดนิวคลีอิกยังถูกนำมาใชในการลดความหนืด

ของเมือกใหเปนสารละลายเนื้อเดียวกัน เพื่อใหตัวอยาง

เหมาะสมสำหรับการสกัดกรดนิวคลีอิก เชน การตรวจ

ไวรสัไขหวดัใหญสายพนัธุเอ (Influenza A Virus) จาก

ตัวอยางเสมหะ(38)

การใช เอนไซมไลเปส (Lipase) เอนไซม 

Lipase เปนเอนไซมชนิดหนึ่งที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

(hydrolysis) ของไขมัน (fat) ใชยอยเย่ือหุมเซลลที่

มีไขมันเปนองคประกอบ(39) เปนองคประกอบพื้นฐาน

ของเยื่อหุม(5) หรือโครงสรางของเชื้อไวรัสที่มีเปลือกหุม 

(envelope virus) ที่มีสวนประกอบของ lipid bilayer 

ที่ไดมาจากเซลลโฮสต(11) ทำใหเยื่อหุมเหลาน้ีถูกทำลาย 

เพื่อชวยใหเอนไซมและการใชสารเคมีอื่นๆ ทำงานได

ดีขึ้นในกระบวนการสกัดสารพันธุกรรม(39)

วิธีการและสารละลายที่ใชในการยอยสลายโครงสราง

ที่หอหุมสารพันธุกรรม

การยอยสลายและทำลายโครงสรางที่หอหุมสาร

พันธุกรรมเปนขั้นตอนที่สำคัญในกระบวนการสกัดกรด

นิวคลีอิก ชวยให DNA และ RNA หลุดออกจาก

โครงสรางหรือโปรตีนที่หอหุม วิธีการและสารตางๆ ที่

ใชลวนมีบทบาทเฉพาะในกระบวนการสลายและทำลาย

โครงสรางที่หอหุมสารพันธุกรรม ดังแสดงในตารางที่ 1
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การสลายเซลลและไวรัสเพื่อการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี

ตารางที่ 1 สารเคมี เอนไซม และวิธีกลตางๆ ที่ใชในการทำลายโครงสรางเซลลและอนุภาคไวรัส

วิธีการ/สารเคมี/
เอนไซม

ประเภท กลไกการทำลายโครงสราง ขอดี ขอจำกัด

Guanidinium 
thiocyanate

เกลือไอออนิก 
(ionic salt)

ทำลายพันธะไฮโดรเจน 
และโครงสรางโปรตีน
ใหเสียสภาพ

ใชในการสลายเซลล
และอนุภาคไวรัสในสาร
สกัด RNA และ DNA 
ยับยั้งการทำงาน
ของเอนไซม RNase
และ DNase โดยการ
ทำใหเอนไซมเสื่อมสภาพ

เปนสารเคมีอันตราย และ
ตองใชงานรวมกับฟนอล
คลอโรฟอรมหรือแอลกอฮอล
หากตกคางจะรบกวนปฏิกิริยา 
PCR

Sodium dodecyl 
sulfate 

สารลดแรงตึงผิว 
ชนิด ionic

ทำลายเยื่อหุมเซลล
และโปรตีนโดย
denaturation

มีประสิทธิภาพสูงใน
การทำลายโปรตีน 
ใชรวมกับไลโซไซม 
(lysozyme) ในการ
สลายผนังเซลลแบคทีเรีย
แกรมบวก

หากมีสารตกคางเหลืออยูจะ
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม 
และทำใหโปรตีนเสียสภาพ

Triton X-100 สารลดแรงตึงผิว
ชนิด non-ionic

ทำลายเยื่อหุมเซลลและ
ชวยใหเอนไซมอื่นทำงานได

สงเสริมกิจกรรม
การทำงานของเอนไซม

ตองใชรวมกับวิธีอื่น เนื่องจาก
มีประสิทธิภาพในการทำลาย
เซลลต่ำ

Tween-20/13 สารลดแรงตึงผิว 
ชนิด non-ionic

ทำลายเยือ่หุมเซลลในลกัษณะ
ที่ไมรุนแรง

ทำลายเยื่อหุมเซลล
โดยไมทำลายโปรตีน
หรือโครงสรางอื่น

ตองใชรวมกับวิธีอื่น เนื่องจาก
มีประสิทธิภาพในการทำลาย
เซลลต่ำ

Cetyltrimethyl
ammonium 
bromide

สารลดแรงตึงผิว
ชนิด cationic

ทำลายเยื่อหุมเซลลและ
จับกับ DNA และ RNA 

แยกกรดนิวคลีอิกไดดี หากลางออกไมหมดและตกคาง
จะรบกวนปฏิกิริยา PCR

Tergitol-type
NP-40

สารลดแรงตึงผิว ทำลายเยื่อหุมเซลลโดย
ไมทำลายโปรตีนหรือ DNA

รักษาสภาพโครงสราง DNA ตองใชรวมกับวิธีอื่น เนื่องจาก
มีประสิทธิภาพในการทำลาย
เซลลต่ำ

Ammonium-
Chloride-Potassium

สารเคมี สรางแรงดันออสโมติก
เพื่อทำลายเซลล

เหมาะกับเซลล
เม็ดเลือดแดง

ไมเหมาะกับเซลลชนิดอื่น

Dounce 
Homogenizer

เครื่องมือเชิงกล ใชแรงบดเบาๆ เพื่อทำลาย
โครงสรางเซลล

ควบคุมระดับการทำลายได ใชแรงมากเหมาะกับ
ตัวอยางปริมาณนอย

Mortar and pestle เครื่องมือเชิงกล บดเซลลอยางหยาบ
เพื่อเปดโครงสรางเซลล

ใชงานงาย ราคาถูก ประสิทธิภาพต่ำตองใชรวม
กับวิธีอื่น

Potter-Elvehjem 
Tissue Grinder

เครื่องมือเชิงกล ใชแรงบดหมุนในการทำลาย
โครงสรางเซลล

เหมาะกับเนื้อเยื่อออน ไมเหมาะกับเซลลที่แข็งแรง

Polytron 
Homogenizer

เครื่องมือเชิงกล ใชแรงตัดหมุนความเร็วสูง
เพื่อทำลายโครงสรางเซลล

ประสิทธิภาพสูง อาจทำใหกรดนิวคลีอิก
ถูกทำลาย เกิดการแตกหัก

French Press เครื่องมือ
แรงดันสูง

ใชแรงดันไฮดรอลิกสูง
ทำลายเซลล

ประสิทธิภาพสูง เครื่องมือมีราคาแพง

Gaulin 
Homogenizer

เครื่องมือ
แรงดันสูง

ใชแรงเฉือนและ
แรงดันทำลายเซลล

ใชกับตัวอยางปริมาณมาก อาจทำลายโครงสราง
สารพันธุกรรม

Bead mill เครื่องมือเชิงกล ใชลูกปดบดเซลลในระบบปด เหมาะกับเซลลที่แข็งแรง 
เชน เชื้อรา

ตองควบคุมอุณหภูมิ เนื่องจาก
อาจมีความรอนในระบบสูง
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ตารางที่ 1 สารเคมี เอนไซม และวิธีกลตางๆ ที่ใชในการทำลายโครงสรางเซลลและอนุภาคไวรัส (ตอ)

วิธีการ/สารเคมี/
เอนไซม

ประเภท กลไกการทำลายโครงสราง ขอดี ขอจำกัด

Bead beating เครื่องมือเชิงกล ใชลูกปดบดในหลอด
ทำลายเซลล

เหมาะกับเซลลที่มีความ
แข็งแรง

ตองควบคุมอุณหภูมิ

Nebulizer เครื่องมือเชิงกล ใชพนตัวอยางในของเหลว
ใหเปนละอองละเอียด

ใชงานงาย ลดแรงเฉือน 
ไมทำลายกรดนิวคลีอิก

ไมเหมาะกับเซลลที่มีผนังหนา 
เชน เซลลพืชหรือแบคทีเรีย
แกรมบวก

Heat lysis ความรอน ทำใหโปรตีนและเยื่อหุม
เสียโครงสราง

ใชงานงาย ตนทุนต่ำ อาจทำลายโครงสราง
สารพันธุกรรม
ใหเสียสภาพธรรมชาติ

Freeze-thaw cycles ความเย็น/การละลาย สรางแรงดันภายในเซลล
จากการเปลี่ยนสถานะน้ำ

ตนทุนต่ำ ใชงานงาย 
เหมาะกับเซลลที่มีผนังบาง

ใชเวลานาน ไมเหมาะกับ
ตัวอยางปริมาณมาก

Cycling heating and 
cooling

ความเย็น/ความรอน การสลับอุณหภูมิเพื่อทำให
โครงสรางเซลลเปราะและ
แตกตัว

ไมตองใชสารเคมี ตนทุนต่ำ ประสิทธิภาพต่ำเมื่อใชเพียง
วิธีนี้เพียงอยางเดียว

Sonication คลื่นเสียง ใชคลื่นเสียงความถี่สูง
เพื่อทำลายเยื่อหุมและเซลล

มีประสิทธิภาพสูงในการ
ทำลายเซลล ใชงานงาย
ไมตองใชสารเคมี

ไมเหมาะกับตัวอยาง
ปริมาณมาก เสียงดัง

Ultrasonication คลื่นเสียง
ความถี่สูง

ใชความถี่เสียงที่สูงมากๆ
สำหรบัทำลายโครงสรางเซลล

มีประสิทธิภาพสูงในการ
ทำลายเซลล ใชงานงาย
ไมตองใชสารเคมี

ไมเหมาะกับตัวอยางปริมาณ
มาก หากใชเวลานานเกนิไป อาจ
ทำให DNA และ RNA เกดิการ
แตกหัก

Microwaves คลื่นแมเหล็กไฟฟา ใชคลื่นไมโครเวฟ
เพิ่มอุณหภูมิทำลาย
โครงสรางเซลล

ใชงานงาย สะดวก 
และรวดเร็ว

ความรอนสูง อาจทำลาย
กรดนิวคลีอิก

Electrochemical 
cell lysis

ไฟฟาเคมี ใชสนามไฟฟาและ
ปฏิกิริยาเคมีทำลาย
เยื่อหุมเซลล

ไมตองใชเอนไซมหรือ
สารเคมีรุนแรง

ตองใชอุปกรณเฉพาะและมี
ความเสี่ยงตอการทำลาย DNA 
และ RNA จากสารอนุมูลอิสระ
และสารตกคาง

Proteinase K เอนไซมโปรตีเอส ยอยสลายโปรตีนใน
เยื่อหุมเซลล
หรือเปลือกไวรัส

ยอยสลายโปรตีนไดดี
โดยไมทำลาย DNA 
และ RNA

ตองควบคุมอุณหภูมิให
เหมาะสม ตองใชรวมกับวิธีอื่น 
หรือใชสารเคมีบางชนิดไมได
เชน EDTA ที่มีความเขมขนสูง

Lipase เอนไซมไลเปส ยอยสลายไขมันใน
เยื่อหุมเซลลและ
เปลือกไวรัสที่มีไขมัน

ลดการใชสารเคมีรุนแรง 
เหมาะกับไวรัสที่มี 
envelope

ตองควบคุมอุณหภูมิให
เหมาะสมและตองใชรวมกับ
วิธีอื่น ตนทุนสูง ไมเหมาะกับ
ไวรัสแบบ non-envelope

ปจจยัทีส่งผลกระทบตอประสทิธภิาพในการยอยสลาย

โครงสรางเซลลโฮสต และอนุภาคไวรัสที่หอหุมสาร

พันธุกรรม

ปจจัยที่สงผลตอประสิทธิภาพในการยอยสลาย

โครงสรางทีท่ำหนาท่ีหอหุมสารพนัธกุรรมของเซลลโฮสต 

และอนุภาคไวรัส แบงออกเปน 3 ประเภท ไดแก ปจจัย

ทางเคมี ปจจัยทางกายภาพ และปจจัยทางชีวภาพ  

ปจจัยทางเคมี

ความเขมขนและปริมาณของสารเคมีที่ใชเปน

ปจจยัสำคญัในการทำลายเซลล เชน  หากความเขมขนของ
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การสลายเซลลและไวรัสเพื่อการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี

สารซกัฟอกตำ่เกนิไปหรอืปรมิาณของตวัอยางมากเกนิไป 

อาจทำใหกระบวนการสกัดกรดนิวคลีอิกไมสมบูรณ(16,17)

ระยะเวลาทีใ่ชการทำปฏิกริยิาท่ีส้ันเกนิไป สงผลใหสารเคมี

ไมสามารถทำลายโครงสรางเยื่อหุมเซลลหรือโปรตีนได

อยางเต็มที่ เชน การใชไลซิสบัฟเฟอรตองใชระยะเวลา

เพียงพอ เพื่อใหเซลลและอนุภาคไวรัสถูกทำลายอยาง

สมบูรณ(18,37) การสกัดตัวอยางที่มีสารเติมแตง เชน 

ตวัอยางเนือ้เยือ้ในพาราฟน อาจตองใชสารละลายเฉพาะ

เพื่อทำการสลายพาราฟนกอนทำการยอย แลวจึงนำเขาสู

กระบวนการสกัดสารพันธุกรรมในขั้นตอนตอไป(39)

ปจจัยทางกายภาพ

ประสิทธิภาพของการยอยสลายเซลลและอนุภาค

ไวรัสขึ้นอยูกับลักษณะทางกายภาพของตัวอยาง เชน 

ความหนืดของตัวอยางท่ีสูง เชน เมือกในเสมหะหรือ

ความเหนียวของเนื้อเยื่อ อาจลดประสิทธิภาพการ

ทำงานของเอนไซมหรือสารเคมีที่ใชในการสกัดกรด

นิวคลีอิก(37,39)  ตัวอยางที่มีผนังหนา เชน ตัวอยางจาก

หัวใจอาจตองใชวิธีการทำลายเซลลที่เหมาะสม เชน

การบดดวยโกรงหรือการใชแรงดันสูง(19,23) นอกจากนี้

ตัวอยางที่มีเยื่อหุมไขมันสูง เชน ไวรัสที่มีเปลือกหุม

อาจตองใชเอนไซมไลเปสหรือสารซักฟอก เพื่อทำลาย

โครงสราง lipid bilayer(11,39) การเลือกใชวัสดุหรือ

อุปกรณที่ไมเหมาะสม เชน การใชโกรงบดตัวอยาง

เนื้อเยื่อที่มีความแข็งแรง และใชแรงบดไมเพียงพอ อาจ

ลดประสิทธิภาพของกระบวนการบดหรือทำลายเซลล

เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการแบบอัตโนมัติ(20,25)

ปจจัยทางชีวภาพ

อุณหภูมิเปนอีกปจจัยหนึ่งที่สงผลโดยตรงตอ

การทำงานของเอนไซม หากใชอุณหภูมิที่สูงเกินไปอาจ

ทำใหเอนไซมที่ใชในการยอยสลายเซลล เชน เอนไซม 

proteinase K หรือเอนไซม lipase เส่ือมสภาพ(37,39) 

ระยะเวลาที่ใชในการยอยสลายควรเหมาะสม เพื่อให

ปฏิกิริยาการยอยสลายเกิดขึ้นอยางสมบูรณ เชน หากใช

ระยะเวลาที่สั้นเกินไปอาจทำใหโปรตีนหอหุมโครงสราง

และเยื่อหุมบางสวนยังคงอยู(38) ชนิดของส่ิงสงตรวจ

มีผลตอการทำงานของเอนไซม เชน ตัวอยางท่ีมี

องคประกอบที่ซับซอนหรือมีโปรตีนสูง อาจตองใชสาร

ซักฟอก หรือเอนไซมที่มีความเขมขนที่เหมาะสมและ

จำเพาะกับชนิดของตวัอยาง(11,16) การปรบัสภาพแวดลอม

ใหเหมาะสม เชน pH และความเขมขนของสารละลาย 

มีผลตอการทำงานของเอนไซมในกระบวนการสกัดสาร

พันธุกรรม(39) 

โดยสรุปการสกัดกรดนิวคลีอิกจากไวรัสใน

สิ่งสงตรวจทางการแพทยชนิดตางๆ ดวยวิธีทางเคมี 

กายภาพ และชีวภาพ ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 2  วิธีการสกัดกรดนิวคลีอิกจากไวรัสในสิ่งสงตรวจจากมนุษยชนิดตางๆ ทางเคมี กายภาพ และชีวภาพ 

สิ่งสงตรวจ การเตรียมตัวอยาง วิธีทางเคมี วิธีทางกายภาพ วิธีทางชีวภาพ หมายเหตุ

Bronchoalveolar 
lavage 

ปนตกตะกอน Lysis buffer, 
CTAB, SDS

Centrifuge, 
Vortex

Proteinase K, 
Lysozyme, 
DNase/RNase
inhibitor

หากมีความขนหนืดตอง 
pre-treatment ดวย 
mucolytic agent

Blood ปนแยกพลาสมา
หรือซีรัม

Guanidine HCl, 
CTAB, SDS

Centrifuge, 
Vortex

Proteinase K หลีกเลี่ยงตัวอยางที่มีภาวะ
เม็ดเลือดแดงแตก ซึ่งอาจ
ทำใหเกิดผลลบปลอมจาก
การยับยั้งปฏิกิริยา PCR

Cerebrospinal 
fluid 

ใชไดโดยตรงหรือ
ปนแยกสารตกคาง 
เชน เม็ดเลือด 

Lysis buffer, 
Guanidine 
Isothiocyanate

Centrifuge, 
Vortex

DNase/RNase 
inhibitor

หากมีการปนเปอนของ
เม็ดเลือดจากกระบวนการ
เจาะน้ำไขสันหลัง ใหปน
ตกตะกอนกอนใชตัวอยาง
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Lysis of Cells and Viral Particles for      Treewat Watthanachockchai
Viral Nucleic Acid Extraction  and Kingkan Rakmanee

สิ่งสงตรวจ การเตรียมตัวอยาง วิธีทางเคมี วิธีทางกายภาพ วิธีทางชีวภาพ หมายเหตุ

Nasal swab เก็บตัวอยางใน
VTM หรือ UTM 
หรือปนผสมดวย
เครื่อง Vortex กอน

Lysis buffer+ 
Mucolytic agent, 
Guanidine
Isothiocyanate, 
SDS

Vortex DNase/RNase 
inhibitor

ควรเก็บรักษาไวในภาชนะ
เก็บรักษาความเย็นระหวาง
นำสงตัวอยาง

Nasopharyngeal 
swab 

เก็บตัวอยางใน 
VTM หรือ UTM 
หรือปนผสมดวย
เครื่อง vortex กอน

Lysis buffer+ 
Mucolytic agent, 
Guanidine 
Isothiocyanate, 
SDS

Vortex DNase/RNase 
inhibitor

ควรเก็บรักษาไวในภาชนะ
เก็บรักษาความเย็นระหวาง
นำสงตัวอยาง

Sputum เก็บตัวอยางใน
ภาชนะที่สะอาด
ปราศจากเชือ้ กอนใช
งานใหละลายเสมหะ
เพือ่ลดความขนหนดื
ดวย mucolyt ic 
agent กอน

Lysis buffer+ 
Mucolytic agent, 

Vortex,
Heating, 
Freeze-thaw

Proteinase K, 
Lysozyme,
DNase/RNase 
inhibitor

หากตัวอยางมีความขนหนืด
หลีกเลี่ยงการสกัดดวย
เครื่องสกัดแบบ
อัตโนมัติ

Throat swab เก็บตัวอยางใน 
VTM หรือ UTM 
กอนใชตัวอยางให
ปนผสมดวยเครื่อง 
vortex 

Lysis buffer+ 
Mucolytic agent, 
Lysis buffer+ 
Detergent

Vortex Proteinase K ระหวางนำสงตัวอยาง
ควรเก็บรักษาไวในภาชนะ
เก็บรักษาความเย็น

Tissue เก็บตัวอยางใน 
ภาชนะที่สะอาด
ปราศจากเชื้อ หรือ
หั่นเปนชิ้นขนาดเล็ก 

Lysis buffer, 
SDS, Triton 
X-100

Bead mill, 
Homogenizer, 
Manual grinding

Proteinase K หากตัวอยางมีความแข็ง
และเหนียวมาก ควรแบง
ตัวอยางใหมีขนาดเล็กเพื่อ
ใหสารเคมีและเอนไซม 
เขาไปทำปฏิกริยิาไดดยีิง่ขึน้

Urine เก็บตัวอยางใน 
ภาชนะที่สะอาด
ปราศจากเชื้อ 
กอนใชงานใหปน
แยกตะกอนกอน
ใชงาน

Lysis buffer, 
Guanidine 
Isothiocyanate

Centrifuge, 
Vortex

DNase/RNase 
inhibitor

ระหวางนำสงตัวอยาง
ควรเก็บรักษาไวในภาชนะ
เก็บรักษาความเย็น

ตารางที่ 2  วิธีการสกัดกรดนิวคลีอิกจากไวรัสในสิ่งสงตรวจจากมนุษยชนิดตางๆ ทางเคมี กายภาพ และชีวภาพ  (ตอ)

วิจารณ

ในการยอยสลายเซลลและทำลายอนุภาคไวรัส 

กระบวนการสกดักรดนิวคลีอกิท่ีใชกนัท่ัวไป เชน การสกดั

แบบฟนอล-คลอโรฟอรม และการปนเหว่ียงแบบไลระดบั

ความหนาแนน (density-gradient centrifugation) 

การสกัดแบบใชสาร TRIzol (TRIzol extraction) 

การสกัดดวยคอลัมนแบบปนเหว่ียง (centrifugal

column extraction) การสกัดดวยคอลัมนซิลิกาเจล 

(silica gel column extraction) และการสกัดดวย

ลูกปดแมเหล็ก (magnetic bead extraction)(2) นั้น 

ถือวาเปนขั้นตอนแรกในกระบวนการสกัดกรดนิวคลีอิก

ที่มีความสำคัญในการเตรียมตัวอยางตรวจวิเคราะห

ไวรัสในระดับชีวโมเลกุล วิธีการและสารเคมีที่ใชสำหรับ

การสกัดกรดนิวคลีอิกจะมีความแตกตางจากการสกัด

โปรตีน เชน การใช guanidine isothiocyanate ใน

การยอยสลายเซลล การใช phenol และ chloroform



551วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2568

การสลายเซลลและไวรัสเพื่อการสกัดกรดนิวคลีอิกของไวรัส ตรีวัฒน วัฒนะโชคชัย และ กิ่งกาญจน รักษมณี

ชวยแยกชั้นสารชีวโมเลกุลตามคุณสมบัติทางเคมี

เปนตน(2) ชนิดของ lysis buffer ที่ใชในการสกัดสาร

พันธุกรรมจะขึ้นอยูกับชนิดของกรดนิวคลีอิกที่ตอง

การสกัด เชน DNA จากจีโนม (genomic DNA) จาก

ไมโตคอนเดรีย (mitochondria DNA) หรือจาก

พลาสมิด (plasmid DNA)  โดยทั่วไปสารเคมีสำหรับ

สกดัสารพันธกุรรม ประกอบดวย lysis buffer ทีม่ ีSDS 

ซึ่งชวยยอยสลายเซลลและโปรตีน แมทริกซสำหรับจับ

กรดนิวคลีอิก (nucleic acid–binding matrix) เชน 

ซลิกิาเมมเบรน เพือ่แยกกรดนวิคลอีกิออกจากสิง่เจอืปน 

สำหรับการสกัด RNA จะใช lysis buffer ที่มีคุณสมบัติ

ในการทำลายโครงสรางเซลลไดสงู ประกอบดวย phenol 

และ guanidine isothiocyanate เพื่อทำลายโปรตีน

และยับยั้งการทำงานของเอนไซม RNase ที่ยอยสลาย 

RNA(40)

ในการทำลายโครงสรางเยื่อหุมเซลล และ lipid 

bilayer ของไวรสั เพือ่ให DNA และ RNA หลุดออกจาก

โครงสรางที่หอหุม การเลือกใชสารซักฟอกตอง

คำนึงถึงโปรตีนและคุณสมบัติของเยื่อหุมแตละชนิด

เนื่ องจากสารเหล านี้ มีความคงตั วในบัฟเฟอรที่

แตกตางกัน(16–18) ขณะเดียวกันการใชเอนไซม เชน

proteinase K และ lipase จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพ

ในการยอยสลายโปรตีนและไขมันของเยื่อหุม และแยก

สารชีวเคมีตางๆ ที่ปนเปอนในตัวอยาง DNA และ

RNA(37,39) การใชวิธีการทางกายภาพ เชน การใชแรงกล

หรือคลื่นเสียงความถี่สูงจะชวยสรางแรงเฉือนและ

แรงกระแทกที่มีประสิทธิภาพในการทำลายโครงสราง

เซลล(20,33) สวนการใชความรอน หรือการแชแข็ง-

ทำละลายหลายรอบ (freeze-thaw cycle) จะชวยเพิ่ม

ความสะดวกและลดขั้นตอนการสกัด โดยเฉพาะ

ในสถานการณเรงดวน เชน การตรวจหาเชื้อไวรัส

SARS-CoV-2 ในตัวอยางทางคลินิก(29–31)

ขอจำกัดหรือปจจัยในการยอยสลายเซลลโฮสต

และอนุภาคไวรัสขึ้นอยูกับลักษณะของสิ่งสงตรวจทาง

การแพทยและวิธีการที่เลือกใชดวย เชน ตัวอยางที่มีผนัง

เซลลหนา อาจตองใชวิธีกลควบคูกับการใชสารเคมีและ

เอนไซมชวยในการยอย สวนตัวอยางที่มีลักษณะเปน

เมือกหรือมีความหนืด ซึ่งสามารถขัดขวางการยอยสลาย

โดยทำใหสารเคลื่อนที่หรือซึมผานไดยาก ตัวอยางท่ีมี

ความหนืด เชน ตัวอยางจากเสมหะ จึงไมสามารถนำไป

สกัดโดยวิธีอัตโนมัติได(41) ดวยเหตุนี้จึงไมเหมาะสมที่

จะนำตัวอยางเสมหะมาตรวจวิเคราะหดวยวิธี RT-PCR

แบบอัตโนมัติ เนื่องจากตัวอยางที่มีความหนืดอาจจะ

อดุตนัในเครือ่ง(42) ในตวัอยางมกัมเีอนไซม Deoxyribo-

nuclease (DNase) และ Ribonuclease (RNase) 

ซึง่เปนเอนไซมทีย่อยสลาย DNA และ RNA ปนเปอนอยู 

เพื่อปองกันตัวอยางถูกยอยสลาย จึงควรเติม DNase 

inhibitor และ Ribonuclease (RNase) เพื่อยับยั้ง

การทำงานของเอนไซมดังกลาวในกระบวนการสกัด(43,44)

การพัฒนาวิธีการสกัดดวยเยื่อหุมใยแกว (glass 

fiber membranes) ดวย nontoxic buffer ประกอบดวย

การสลายไวรัส การยึดจับ และการละลาย RNA โดย

ใช KCl, เอนไซม proteinase K และตัวนำพา RNA 

(carrier RNA) สามารถเก็บรักษาสารพันธุกรรมไวได

โดยไมตองใชระบบควบคุมความเย็นหรืออุปกรณท่ีมี

ราคาแพง ซึ่งเปนวิธีที่ งายและประหยัด ชวยเพิ่ม

ความสามารถในการตรวจหาเช้ือไวรัส และตอบสนอง

ตอสถานการณการแพรระบาดของเช้ือกอโรคในพื้นที่

ทีม่ขีอจำกดัดานทรพัยากรตางๆ ไดอยางมปีระสทิธภิาพ(45) 

จากการทบทวนองคความรู พบวาแมในปจจุบัน

จะมกีารพฒันาวธิกีารสกดัสารพนัธกุรรมทัง้แบบ manual

และแบบอัตโนมัติ (automated) ดวยนวัตกรรมและ

เทคโนโลยีที่ทันสมัย เชน การเสริมสมรรถนะการสกัด

กรดนวิคลอีกิ โดยใชกระบวนการทางเคม ีทางฟสกิส และ

ทางชีวภาพแบบผสมผสาน จึงชวยใหสามารถสกัดกรด

นวิคลอีกิไดในปริมาณทีเ่พิม่มากขึน้ นอกจากนีก้ารเตรียม

ตัวอยางเบ้ืองตนอยางเหมาะสมกอนสกัดก็มีความสำคัญ

เชนกนั เชน ตวัอยางชิน้เนือ้ปอด ควรบดเนือ้เยือ่ดวยวธิกีล

จนมีลักษณะละเอียดกอนใชวิธีทางเคมีหรือชีวภาพ

ตอไป เปนตน วธิกีารทีก่ลาวมานีจ้ะชวยเพิม่ประสทิธภิาพ

ในการยอยสลายเซลลและอนุภาคไวรัส แมไวรัสท่ีจะ

อยูในช้ินเนื้อ เนื้อเยื่อ หรือมีเช้ือไวรัสในปริมาณต่ำ

จะชวยใหสามารถสกดักรดนวิคลอีกิท่ีมคีวามบรสิทุธิแ์ละ

มีความเขมขนเพิ่มมากข้ึน ทำใหไดปริมาณและคุณภาพ

ของกรดนิวคลีอิกที่เหมาะสมสำหรับนำไปวิเคราะหทาง

ชีวโมเลกุลตอไป



552 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 67 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2568

Lysis of Cells and Viral Particles for      Treewat Watthanachockchai
Viral Nucleic Acid Extraction  and Kingkan Rakmanee

สรุป

การยอยสลายโครงสรางหอหุมสารพันธุกรรม

ของไวรัสเริ่มตั้งแตการยอยสลายเซลลโฮสต การทำลาย

โครงสรางไวรัส และยอยสลายโปรตีนที่หอหุมสาร

พันธุกรรม เปนขั้นตอนสำคัญสำหรับกระบวนการสกัด

กรดนิวคลีอิก การเลือกวิธีการท่ีเหมาะสมจึงข้ึนอยูกับ

ชนิดของตัวอยาง รวมทั้งขอจำกัดและทรัพยากรของ

หองปฏิบัติการ ในการสกัดกรดนิวคลีอิกตองพิจารณา

การใชวิธีการตางๆ เชน วิธีทางดานเคมี กายภาพ และ

ชวีภาพ เพือ่ใหไดสารพันธกุรรมของไวรสัทีมี่ความบรสิทุธิ์ 

และลดการปนเปอนของสารตกคางจากกระบวนการสกดั 

นอกจากนี้การควบคุมสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสม เชน 

อณุหภมู ิระยะเวลาในการทำปฏกิริยิา และการรกัษาความ

สมดุลของกรด–ดาง  มีความสำคัญตอประสิทธิภาพของ

กระบวนการสกดัสารพนัธกุรรม เพือ่ใหไดสารพนัธกุรรม

ที่มีคุณภาพสูงในการนำไปใชประโยชนตางๆ ตอไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ หองปฏิบัติการไวรัสวิทยา และ

ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาล

รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ท่ีชวยใหเกิดการศึกษา

และจัดทำบทความนี้
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Lysis of Host Cells and Viral Particles in 
Extracting Viral Nucleic Acids from 

Human Samples

ABSTRACT Cell lysis and disruption of the structures encapsulating the genetic materials of viruses 
are the initial steps in nucleic acid extraction, a critical process in the molecular diagnostics of viral 
pathogens such as HIV, SARS-CoV-2, MERS-CoV, and infl uenza, which are essential for controlling
outbreaks, monitoring their spread, and studying the evolution of pathogenic viruses. Nucleic acid 
extraction plays a pivotal role in molecular biology techniques, including PCR, Real-Time PCR, and 
Next-Generation Sequencing (NGS). The development of extraction methods that destroy the genetic 
material envelope structure, inhibit nuclease activity, and eliminate contaminants is essential. These 
approaches contribute to the effi  cient degradation of cells and virus particles. Laboratory diagnostic experience 
indicates that the quality of extracted nucleic acid has a direct impact on analytical accuracy. This eff ect is 
particularly signifi cant in samples containing low viral loads. Therefore, the development of effi  cient extraction 
methods is crucial for obtaining pure nucleic acids in suffi  cient quantities for laboratory analysis and 
medical applications.
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