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บทคดัย่อ 

 จากการพัฒนา การประเมินความเฉพาะเจาะจงและประสิทธิภาพความไวของเทคนิค Loop 
Mediated Isothermal amplification (LAMP) เพื่อตรวจวิเคราะห์เชื้อรา  Aspergillus  สายพันธุ์
สร้าง Aflatoxin  ในผลิตภณัฑ์สมุนไพรขมิ้นชนัและขงิ พบว่าเทคนิค LAMP อาศยัไพรเมอร์จํานวน 2 คู่ที่
จาํเพาะต่อยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิ 6 บรเิวณและเพิม่ปรมิาณไดด้ว้ยอุณหภูม ิ63 องศาเซลเซยีสเพยีงอุณหภูมิ
เดยีว  ภายในเวลาไมเ่กนิ 1 ชัว่โมง  เทคนิคน้ีมปีระสทิธภิาพความไวทีค่วามเขม้ขน้เจอืจาง 10-7 เท่า  มคีวาม
เฉพาะเจาะจงกบัเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งอะฟลาทอกซนิ จาํนวน 100 ตวัอยา่ง เช่นเดยีวกบัเทคนิค 
ELISA  และเมื่อนําเทคนิค LAMP ไปตรวจวิเคราะห์หาเชื้อรา Aspergillus  สายพันธุ์สร้าง Aflatoxin  ใน
ผลติภณัฑส์มนุไพรขมิน้ชนัและขงิพบวา่ ผลติภณัฑข์งิจาํนวน 20 ตวัอยา่ง  ตรวจพบเชือ้รา Aspergillus  สาย
พนัธุส์รา้ง Aflatoxin  จํานวน 4 ตวัอยา่ง สว่นผลติภณัฑข์มิน้ชนัจาํนวน 6 ตวัอย่าง ตรวจพบเชือ้ราจํานวน 3 
ตวัอย่าง  ดงันัน้วธิี   Loop Mediated Isothermal amplification (LAMP) สามารถนํามาประยุกต์ใช้
เพื่อตรวจหาเชื้อรา Aspergillus  สายพันธุ์สร้าง Aflatoxin ได้โดยมีความเฉพาะเจาะจงและมีความไวสูง 
รวมทัง้ใหผ้ลทีร่วดเรว็และเชื่อถอืได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

DPU



 

 

 
ข 

Title    : Development of test kit to analyse the contamination of Aspergillus produce Aflatoxin in 
Curcumin  and Ginger products 

Researchers : Mrs.   Pattra Plubcharoensook  Institution : Dhurakij Pundit University 
          Miss. Pannarasi Susirirut  
Year of Publication : 2013     Publisher : Dhurakij Pundit University 
Sources : Dhurakij Pundit University Research Center. 
Number of Pages :  Pages      Copyright : Dhurakij Pundit University 

Keyword : Loop Mediated Isothermal amplification,  Aspergillus,  Aflatoxin,  Curcumin,  
     Ginger 
 

Abstract 
 

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

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

 
1.1 ความเป็นมาและความสาํคญัของปัญหา 

ปจัจุบันสมุนไพรกําลังอยู่ในกระแสความนิยมและมีบทบาทในชีวิตประจําวันของ
ประชาชนทัว่ไปอย่างกว้างขวางทัง้ภายในประเทศและต่างประเทศ   เน่ืองจากสมุนไพรมี
สรรพคุณมากมายในการรกัษาโรคและเป็นอาหารบํารุงร่างกาย  จงึมกีารแปรรูปสมุนไพรเป็น
รูปแบบต่าง ๆ   เช่น อาหารเสรมิสุขภาพ  ยาแผนโบราณและเครื่องสําอาง  รวมถงึในรูปของ
สารสกดัจากธรรมชาต ิ เพื่อนํามาใชเ้ป็นสารกําจดัศตัรพูชื  และสมุนไพร  นอกจากน้ียงัเขา้ไปมี
บทบาทในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง อุตสาหกรรมอาหารเสริม  
อุตสาหกรรมยารกัษาโรค  ซึ่งมกีารส่งออกไปยงัหลายประเทศเช่น  สหรฐัอเมรกิา  เยอรมนั 
ออสเตรเลีย  ไต้หวนั และเกาหลีใต้ เป็นต้น  (กรมเศรษฐกิจการพาณิชย์, 2545)  สมุนไพร
โดยทัว่ไปมีการนําไปใช้ทัง้แบบสดและแบบแห้ง  ซึ่งแบบแห้งเป็นที่นิยมมากขึ้นเน่ืองจาก
คุณภาพคงที ่กรรมวธิกีารผลติสะดวก สามารถเกบ็รกัษาไดน้านและงา่ยต่อการนําไปใชม้ากกว่า
แบบสด (อมรา, 2550)   ปจัจุบนัจงึไดม้มีาตรฐานกําหนดความปลอดภยัของสมุนไพร  เพื่อให้
ไดคุ้ณภาพและปลอดภยัอย่างแทจ้รงิเป็นทีย่อมรบัของประชาชนผูบ้รโิภคและสอดคลอ้งต่อการ
สง่ออกสมนุไพรของประเทศทีม่แีนวโน้มเพิม่ขึน้อยา่งต่อเน่ือง (สถาบนัวจิยัสมุนไพร, 2543)  ซึง่
ปญัหาหน่ึงที่สําคญัในการส่งออกผลิตผลทางการเกษตรและสมุนไพร ได้แก่ การปนเป้ือน
ของอะฟลาทอกซิน (สถาบนัการแพทย์แผนไทย, 2544)   ซึ่งเป็นสารพษิที่เกิดจากเชื้อราใน
กลุ่ม Aspergillus สายพนัธุ์ Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus  มสีมบตัิเป็นพิษ
ต่อคน สตัว์และพืช  ซึ่งในคนนัน้ อะฟลาทอกซินสามารถแพร่กระจายเข้าสู่ร่างกายได้ทัง้
ทางตรงและทางออ้มจากการบรโิภค  โรคที่ตรวจพบในคนอนัเน่ืองมาจากสารอะฟลาทอกซนิ  
ได้แก่  โรคมะเร็งตับ  โรคตับอักเสบ  โรคตับแข็ง โรคสมองอักเสบ (Calvo et al, 2002)   
สภาวะเหมาะสมที่ทําให้อะฟลาทอกซนิเกดิได้ดคีอืภูมอิากาศแบบรอ้นชื้น  โดยสารพษิจะอยู่
ภายในวตัถุดบิ  และไม่สามารถมองเหน็ไดด้ว้ยตาเปล่า  ประเทศไทยอยู่ในภูมอิากาศดงักล่าว 
และการปนเป้ือนของเชื้อราที่สรา้งสารอะฟลาทอกซนิ  สามารถเกดิขึน้ไดทุ้กขัน้ตอนการผลติ  
ตัง้แต่การเกบ็เกี่ยวผลผลติ  การตากแหง้ การบด  การบรรจุ  ระหว่างการเกบ็รกัษา  และการ
ขนส่ง  ดงันัน้ผลิตภัณฑ์สมุนไพรจึงมีความเสี่ยงสูงต่อการปนเป้ือนของสารอะฟลาทอกซิน   
นอกจากอะฟลาทอกซินจะเป็นปญัหาเกี่ยวกับสุขภาพและอนามยัของประชาชนผู้บริโภค
โดยตรงแลว้  ยงัเป็นปญัหาทัง้ในและต่างประเทศในการนํามาใช้เป็นขอ้กดีกนัทางการคา้ของ 
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EU ตาม European Commission Regulation เลขที่ 2174/2003  ดงันัน้จึงควรมีการป้องกนั
และควบคุมการปนเป้ือน  โดยแนวทางหน่ึงตอ้งมกีารสุม่ตรวจสมุนไพร และผลติภณัฑส์มุนไพร
ให้มปีรมิาณสารอะฟลาทอกซินไม่เกินมาตรฐานตามกฎหมายกําหนดอย่างสมํ่าเสมอก่อนถึง
ผูบ้รโิภค  จากขอ้มูลการส่งออกพบว่า  สมุนไพรที่มกีารส่งออกและมแีนวโน้มสูงขึน้ทุกปี คอื 
ขมิน้ชนัและขงิ ซึ่งปญัหาสาํคญัทีพ่บในการส่งออกคอื ปญัหาดา้นขอ้กําหนดและมาตรฐานทีส่งู
ของแต่ละประเทศ โดยเฉพาะปญัหาดา้นการปนเป้ือนของสารพษิและสิง่แปลกปลอมในสมนุไพร
ดงัทีก่ล่าวมา     

ดงันัน้จงึมคีวามจําเป็นเร่งด่วนในการหาวธิกีารตรวจวเิคราะห์สารอะฟลาทอกซนิกบั
สมุนไพร  และพฒันาระบบการตรวจการปนเป้ือนของเชือ้ราทัง้สองสายพนัธุท์ีส่รา้งสารอะฟลา
ทอกซนิ  ที่สามารถพฒันาเป็นชุดตรวจวเิคราะหท์ี่งา่ย สะดวกและรวดเรว็ มคีวามถูกต้องและ
แมน่ยาํแมม้กีารปนเป้ือนในปรมิาณน้อย รวมถงึไมต่อ้งอาศยัหอ้งปฏบิตักิาร  ผูป้ระกอบการและ
ประชาชนทัว่ไปสามารถตรวจวเิคราะหเ์องไดทุ้กที่ตามหลกัการ point of care test  ซึ่งจะช่วย
ใหป้ญัหาการปนเป้ือนสารพษิดงักล่าวลดลง    

ขณะน้ีสามารถตรวจวิเคราะห์สารอะฟลาทอกซินด้วยวิธี ELISA (Enzyme Linked 
Immuno Sorbent Assay)  เป็นเทคนิคการวเิคราะหท์าง Immunoassay ในรปูแบบการแขง่ขนั
แบบตรง  โดยสารอะฟลาทอกซนิจะถูกสกดัออกมาจากตวัอยา่งทีบ่ดละเอยีด  ดว้ยสารละลาย 
เมทานอล  อะฟลาทอกซนิในสารสกดัทีก่รองได ้ จะถูกนําไปแขง่ขนักบัสารอะฟลาทอกซนิทีผ่กู
ตดิกบัเอนไซมช์ีบ้อกในการทีจ่ะไปเกาะจบักบัแอนตบิอด ี ทีถู่กเคลอืบไวท้ีก่น้หลุมทดสอบ แลว้
บ่มไวป้ระมาณ 30 นาท ี จงึเทของเหลวในหลุมทิง้  แลว้ลา้งส่วนของสารพษิอสิระ  และสารพษิ
ที่ผูกตดิกบัเอนไซมช์ี้บอก  ส่วนที่ไม่เกาะจบักบัแอนตบิอดทีิ้งไป  ส่วนของสารพษิที่ผูกตดิกบั
เอนไซม์ชี้บอก  ที่เกาะจับกับแอนติบอดีในหลุมทดสอบ  สามารถประเมินได้โดยการเติม 
substrate ทีจ่ะทําปฏกิริยิาเฉพาะกบัเอน็ไซมช์ีบ้อก เกดิเป็นส ีความเขม้ของสทีีเ่กดิขึน้จากผล
ของปฏิกิรยิาระหว่างเอนไซม์กับ substrate สามารถอ่านได้ด้วยสายตาเปรยีบเทียบกับสีที่
เกดิขึน้  ในหลุมทดสอบของสารพษิมาตรฐาน ระดบัต่าง ๆ หลุมทดสอบใดมปีรมิาณสารพษิ
น้อยจะเกดิสเีขม้ ถา้มสีารพษิมากจะเกดิสจีางตามลําดบั  การอ่านปรมิาณสารพษิสามารถทาํได้
โดยอ่านความเขม้ของสใีนหลุมทดสอบ  ด้วยเครื่อง Micro ELISA Reader  ซึ่งเป็นเครื่องมอื
เฉพาะและมีราคาแพง (อมรา และคณะ, 2547) ต่อมามีผู้พฒันาเทคนิค  Polymerase chain 
reaction  ซึง่เป็นเทคนิคการวเิคราะหท์างพนัธุกรรม  ซึง่มขี ัน้ตอน 2 ส่วน  คอืการสกดัดเีอน็เอ 
และการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมายเพือ่แสดงผล  พบวา่ดเีอน็เอทีต่อ้งการตรวจมรีะดบัตํ่ามาก  
และอาศัยการทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิต่างกัน 2-3 ระดับ (Degola et al., 2007 )   การตรวจ
วเิคราะหแ์ละการประยุกต์ใชย้งัมขีอ้จํากดัต้องพึง่พาหอ้งปฏบิตักิาร และเครื่องมอืทีม่รีาคาแพง 
จงึทําภาคสนามไม่ได้   จงึมกีารพฒันาการวเิคราะห์ทางพนัธุกรรมเพื่อลดข้อจํากดัดงักล่าว  
ดว้ยเทคนิค Loop Mediated Isothermal amplification (LAMP)   
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LAMP  เป็นเทคนิคที่อาศยัการบ่มปฏิกิรยิาที่อุณหภูมิเดียว ประมาณ 60-65 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา  30-60 นาทดีว้ยเอนไซมช์นิดเดยีว  ใหค้วามจําเพาะเจาะจงสงูกว่าเทคนิค 
Polymerase chain reaction  และตรวจดูจากความขุ่นของปฏิกริยิา ทําให้การวเิคราะห์ทําได้
ง่าย รวดเรว็ (Notomi et al., 2000) เป็นไปตามหลกัการ point of care test  ช่วยใหก้ารตรวจ
ทาํไดทุ้กที ่  
  
1.2 วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

1.เพือ่พฒันาวธิกีารตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอกซนิในพชืสมนุไพรทีเ่ป็นไปตาม
หลกัการ point of care 
 2.เพือ่หาวธิกีารสกดัดเีอน็เอจากตวัอยา่งสมนุไพรทีเ่หมาะสมเพือ่การตรวจวเิคราะห ์
 3.เปรยีบเทยีบศกัยภาพชุดตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค LAMP และ 
ชุดตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค ELISA ทีนิ่ยมใชใ้นหอ้งปฏบิตักิารของไทย 
 
1.3 สมมติฐานของการวิจยั 

1.เทคนิคการวเิคราะหท์างพนัธุกรรม LAMP  สามารถตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอก
ซนิในขมิน้ชนัและขงิบนหลกัการ point of care  ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ 

2.สามารถหาวธิสีกดัดเีอน็เอของเชือ้ราทีเ่หมาะสมจากขมิน้ชนัและขงิเพือ่การวเิคราะห ์
3.สามารถเปรยีบเทยีบศกัยภาพชุดตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค 

LAMP กบัชุดตรวจวเิคราะหส์ารอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค ELISA 
 
1.4 ขอบเขตของการวิจยั 

พฒันาเทคนิคการสกดัดเีอน็เอจากตวัอย่างและการตรวจวเิคราะห์บนพื้นฐานเทคนิค 
LAMP ในสมนุไพร 2 ชนิดคอื ขมิน้ชนัและขงิ ทีว่างจาํหน่ายทางการคา้  เน้นการตรวจวเิคราะห ์ 
Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus ซึง่เป็นสาเหตุหลกัของการปนเป้ือนสาร 
อะฟลาทอกซนิ 
 
1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั 

1.ไดชุ้ดตรวจวนิิจฉยัอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค LAMP ทีเ่ป็นไปตามหลกัการ  
point of care 

2.ไดว้ธิกีารสกดัดเีอน็เอของเชือ้ราทีเ่หมาะสมจากตวัอยา่งสมนุไพร 
3.ไดข้อ้มูลพืน้ฐานเกี่ยวกบัสถานการณ์การปนป้ือนของอะฟลาทอกซนิในขมิน้ชนัและ

ขงิ 
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4. ใชเ้ป็นหลกัในการตรวจการปนป้ือนของเชือ้ราในอาหารและผลผลติทางการเกษตร 
5. ผลงานสามารถตพีมิพเ์ผยแพรใ่นรปูของบทความวจิยัในวารสารทางวชิาการระดบั

นานาชาต ิ
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 
2.1 อะฟลาทอกซิน 
 อะฟลาทอกซนิ (Aflatoxins) เป็นกลุ่มสารพษิชนิดทุตยิภูม ิ(Secondary metabolite) ที่
สร้างโดยเชื้อราแอสเปอร์จิลลสัฟลาวสั (Aspegillus flavus) และแอสเปอร์จิลลสัพาราซิติกัส 
(Aspergillus parasiticus) ทีพ่บในอาหารและผลติผลทางเกษตรกรรม  จดัเป็นสารเคมอีนิทรยีท์ี่
เกดิขึน้จากการเปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลหรอืการเมแทบบอลซิมึชนิดทุตยิภูมขิองเชือ้รา มี
คุณสมบตัทิางชวีภาพเป็นพษิต่อคน สตัวแ์ละพชื 
 2.1.1. การจาํแนกสารพิษจากเช้ือราอะฟลาทอกซิน 
  สารพษิจากเชือ้ราอะฟลาทอกซนิ จดัแบ่งไดเ้ป็น 2 แบบ คอื 
  2.1.1.1 จาํแนกตามสายพนัธุข์องเชือ้รา สารพษิจากเชือ้ราอะฟลาทอกซนิ  เกดิ
จากเชือ้ราสายพนัธุ์แอสเปอรจ์ลิลสั  ซึ่งมรีูปร่างคลา้ยดอกไม ้ ทีป่ลายกา้นชูโคนิเดยี (conidia) 
พองออกเปลีย่นเป็นรปูกระเปราะ  สปอรไ์มม่สีิง่ห่อหุม้เกาะกลุ่มกนัจาํนวนมากอยูบ่นปลายกา้น
ชโูคนิเดยี  ซึง่สปอรท์ีอ่ยูส่ว่นนอกสดุสามารถแพรก่ระจายไดง้า่ย  เชือ้ราสายพนัธุน้ี์ เจรญิเตบิโต
ไดด้ใีนภมูอิากาศแบบรอ้นชืน้  โดยสว่นใหญ่อะฟลาทอกซนิสรา้งจากเชือ้ราแอสเปอรจ์ลิลสัพารา
ซติกิสั (ภาพที ่1) 
 
 

    
A                         B 
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ภาพท่ี 1 A  แสดงโคโลนีของเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งอะฟลาทอกซนิ 

                      B  แสดงพชืทีม่กีารปนเป้ือนเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งอะฟลาทอกซนิ 
 
  2.1.1.2  จําแนกตามลกัษณะโครงสรา้งทางเคมขีองสารตวักลาง  สารตวักลาง
ทําหน้าที่เป็นสารที่นําไปสู่การสงัเคราะห์สารพิษทางชีวภาพ  อะฟลาทอกซินได้จากการ
สงัเคราะห์ทางชวีภาพของสารพษิกลุ่มคไีตด์  ซึ่งจดัเป็นสารตวักลาง  สารตัง้ต้นคอืเกลอืแอซี
เตต  และเกลอืมาโลเนต  ถูกกระตุ้นดว้ยโคเอนไซมเ์อ  ไดเ้ป็นแอลซดีลิโอเอและมาโลนิจโคเอ  
หลงัจากนัน้สารทัง้สองจะรวมตวักนัไดเ้ป็นสารโมเลกุลใหม่ของไดคไีดต์  หรอืแลซโีทแอซดีลิโอ
เอ พรอ้มกบัปล่อยแก๊สคารบ์อนไดออกไซดใ์นปฏกิริยิารวมตวัทุกครัง้  หมู่แอซดีลิจะถูกเตมิลง
ในสารตวักลางคไีตค์เพิม่มากขึน้เรื่อยๆ  จนไดเ้ป็นเดคไีตด์ และจะมปีฏกิริยิาผ่านตวักลางอกี
หลายชนิด  ซึ่งสารตวักลางเหล่าน้ีจะถูกดคีารบ์อกซเีลต  ถูกออกซไิดสแ์ละด้วยปฏกิริยิาทาง
เคมต่ีางๆ จนเกดิเป็นวงแหวนกลายเป็นสารพษิอะฟลาทอกซนิได ้
 อะฟลาทอกซนิเป็นสารพวกบสิ-ฟิวราโน-ไอโซคูมารนิ  เชื่อมกบัวงแหวนไซโคลเพนตี
โนนได้เป็นอะฟลาทอกซนิชนิดบ ี ซึ่งเรอืงแสงให้สน้ํีาเงนิภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต  ในช่วง
คลื่นยาว 256 ถงึ 365 นาโนเมตร  หรอืเชื่อมกบัวงแหวนแลคโตนไดเ้ป็นอะฟลาทอกซนิชนิดจี
ซึ่งเรอืงแสงให้สเีขยีวภายใต้แสงช่วงคลื่นเดียวกนั  ความเข้มของแสงที่เรอืงน้ี  เป็นสดัส่วน
โดยตรงกบัปรมิาณความเขม้ขน้ของอะฟลาทอกซนิ  ดงันัน้จงึใชคุ้ณสมบตักิารเรอืงแสง เป็นวธิี
ทดสอบและตรวจวดัหาปรมิาณอะฟลาทอกซนิได ้
 อะฟลาทอกซนิทีเ่กดิขึน้ตามธรรมชาต ิ เกดิจากการเปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลทาง
ชวีภาพหรอืการเมแทบอลซิมึชนิดทุตยิภูมขิองเชือ้รา  ทําใหเ้ชื้อราสรา้งสารพษิได ้4 ชนิด คอื 
อะฟลาทอกซนิบ ี1 และอะฟลาทอกซนิบ ี2  ซึง่เรอืงแสงใหส้น้ํีาเงนิ อะฟลาทอกซนิจ ี1 และอะ 
ฟลาทอกซนิจ ี2  ซึง่เรอืงแสงใหส้เีขยีว  เมื่อคนและสตัวไ์ดร้บัสารพษิเขา้สู่ร่างกาย  จะเกดิการ
เปลี่ยนแปลงโครงสรา้งโมเลกุลทางชวีภาพของสารพษิอะฟลาทอกซินหรอืการเมแทบอลซิึม
ชนิดทุตยิภูมขิองสารพษิในรา่งกาย  อะฟลาทอกซนิทีเ่ปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลไปจากเดมิ  
เรยีกว่าอะฟลาทอกซินเมแทบอลิไลท์  ซึ่งอาจมีคุณสมบตัิการเรอืงแสงให้สเีหมือนเดิมหรอื
เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม เช่น อะฟลาทอกซินเอม็ 1 เรอืงแสงให้สน้ํีาเงนิ อะฟลาทอกซินพ ี1 
และอะฟลาทอกซนิควิ 1 เรอืงแสงใหส้เีหลอืง เป็นตน้ 
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 2.1.2 คณุสมบติัของอะฟลาทอกซิน 
  อะฟลาทอกซนิมคีุณสมบตัลิะลายไดเ้ลก็น้อยในน้ําและสารตวัทําละลายพวกมี
ขัว้ละลายไดด้ใีนตวัทาํละลายเคมอีนิทรยี ์เชน่ คลอโรฟอรม์ เบนซนิ แอซโีทน เอทานอล  และ 
เมทานอล ไมล่ะลายในเฮก็เซน อเีทอร ์และปิโตรเลยีมอเีทอร ์มคีวามทนทานต่อความรอ้นสงูถงึ  
250 องศาเซลเซยีส  ซึง่เป็นอุณหภูมทิีส่ารพษิสลายตวัได ้ อะฟลาทอกซนิจงึไม่ถูกทําลายหรอื
เสื่อมสลายทีอุ่ณหภูมติํ่ากว่า 250 องศาเซลเซยีส  ดงันัน้ความรอ้นจากกระบวนการหุงตม้ทัว่ๆ 
ไป เชน่ ตม้ อบ หรอืน่ึง จงึไมส่ามารถทาํลายพษิของอะฟลาทอกซนิได ้
 มสีารเคมบีางชนิดสามารถลดความเป็นพษิหรอืทําลายพษิของอะฟลาทอกซนิไดบ้้าง 
เช่น แอมโมเนีย ด่างแก่ โซเดยีมไฮโปคลอไรท์  ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์  เป็นต้น  เพราะวง
แหวนแลคดตนของอะฟลาทอกซินจะแยกออกจากกันในสภาวะด่าง และสามารถกลับสู่
โครงสรา้งเดมิไดใ้นสภาวะกรดหรอืกลาง  ดงันัน้จงึไม่สามารถใชส้ภาวะทางฟิสกิสห์รอืทางเคมี
อยา่งใดอยา่งหน่ึงทาํลายพษิของอะฟลาทอกซนิใหห้มดลงได ้ แต่อยา่งไรกต็าม อะฟลาทอก 
ซนิเสือ่มสลายไดภ้ายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต  แสงแดด  และรงัสแีกมมา ดงันัน้การศกึษาเพื่อลด
หรอืทาํลายพษิของอะฟลาทอกซนิใหห้มดไป  จงึมคีวามสาํคญัและจาํเป็นอยา่งยิง่ 
 
 2.1.3 การแพร่กระจายของอะฟลาทอกซิน 
  อะฟลาทอกซินเกิดขึ้นตามธรรมชาติและแพร่กระจายในผลิตผลทาง
เกษตรกรรม เช่น ขา้วโพด ขา้วสาล ีขา้งฟ่าง ปลายขา้ว ถัว่ลสิง ถัว่เหลอืง มนัสําปะหลงั ปลา
ป่น กระดูกป่น เป็นต้น การแพร่กระจายได้ดีขึ้นอยู่กบัสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม  ภายใต้
ความชืน้สูง 18-30 เปอรเ์ซน็ต์และอุณหภูมสิูง 75-95 องศาฟาเรนไฮด ์ ประเทศไทยอยู่ในเขต
ภูมอิากาศแบบรอ้นชืน้  จงึมคีวามเสีย่งสงูต่อการปนเป้ือนของสารพษิน้ีได ้ โดยเฉพาะผลติผล
ทางเกษตรกรรมซึง่ใชเ้ป็นวตัถุดบินํามาประกอบเป็นอาหารคนและอาหารสตัว ์ เมือ่คนหรอืสตัว์
ไดร้บัอะฟลาทอกซนิผ่านมาทางอาหารและเขา้สู่ร่างกาย สารพษิสามารทําใหเ้กดิอนัตรายต่อ
สุขภาพของคนและสตัวห์ลายชนิด  โดยบัน่ทอนสุขภาพและผลผลติ  ทําลายระบบการทํางาน
ของร่างกายใหเ้สื่อมโทรมลง  ซึ่งในระยะแรกๆ  ของการเกดิพษิโดยส่วนใหญ่แสดงอาการเบื่อ
อาหาร  อตัราการเจรญิเตบิโตลดลง  สภาวะทรุดโทรม  ความต้านทานโรคลดลง  ระยะต่อมา  
แสดงอาการตวัซดีเหลอืง  เฉื่อยชา  โดยเฉพาะในสตัวม์กัพบอตัราการเปลีย่นเน้ือลดลง  อตัรา
การผสมตดิลดลง  ผลผลติไขล่ดลง  น้ํานมลดลง  ตบัซดีเหลอืงและมจุีดเลอืดออก ลําไสอ้กัเสบ
มจุีดเลอืดออกและตายในทีส่ดุ   
 
 
  

DPU



  
8 

 2.1.4 การออกฤทธ์ิของอะฟลาทอกซิน 
  อะฟลาทอกซนิออกฤทธิท์ําลายตบัซึ่งจดัเป็นอวยัวะเป้าหมาย  สามารถทําให้
เกดิพษิแบบเฉียบพลนั  กึ่งเฉียบพลนั  กึ่งเรือ้รงั  และเรือ้รงัได้  ทัง้ในคนและสตัว์โดยเฉพาะ
สตัวเ์ศรษฐกจิ  ทําใหเ้กดิโรคตบัอกัเสบ  ตบัแขง็ ดซี่าน และมะเรง็ตบั ซึ่งในคนยงัพบว่าทําให้
เกดิโรคกลุ่มอาการไรย ์ (Reye’s syndrome)  มกัพบมอีาการทางสมองในเดก็อายุระหว่าง 1-7 
ปี โดยสว่นใหญ่พบเดก็ปว่ยมากในฤดฝูน 
  ในปี ค.ศ. 1960 (พ.ศ. 2503)  และปี ค.ศ. 1961 (พ.ศ. 2504)  ที่ประเทศ
องักฤษ ไดเ้กดิโรคจากสารพษิน้ีเป็นครัง้แรกในไก่งวง เป็ด ไก่ ทีก่นิอาหารจาํพวกถัว่ซึง่มเีชือ้รา
ปนเป้ือนอยู่  ทําให้สตัว์ตายเป็นจํานวนมากและพบรอยโรคเนื้อตายที่ตบั  หลงัจากนัน้ ในปี 
ค.ศ. 1978 (พ.ศ. 2521)  ไดม้กีารทดลองศกึษาในหนูแรท พบรอยโรคของมะเรง็ตบัขัน้รนุแรง 
  อะฟลาทอกซนิบ ี1 มพีษิรุนแรงมากกว่าอะฟลาทอกซนิชนิดอื่นๆ อาการแสดง
ในสตัวท์ัว่ไปที่พบได ้ คอื ตบัอกัเสบอย่างเฉียบพลนั  โดยพบรอยโรคเซลล์เน้ือเยื่อแทข้องตบั 
(parenchyma cell) ถูกทําลาย นิวเคลียสขยายใหญ่   และเซลล์บุท่อน้ําดีเพิ่มจํานวนมากขึ้น 
อย่างรวดเรว็ ซึ่งผูเ้ขยีนและคณะไดท้ําการวจิยัในเปิด ไก่ และนกกระทา แสดงผลรอยโรคของ
ตบัถูกทําลายอย่างเด่นชดั  โดยพบเซลล์ตบัตายและมไีขมนัเขา้แทรก  และพบเซลล์บุท่อน้ําดี
เพิม่จํานวนมากขึน้อย่างรวดเรว็เช่นเดยีวกนั  นอกจากน้ี ทําใหเ้กดิรอยโรคมะเรง็ตบัพบไดใ้น
สตัว์หลายชนิด  เช่น เป็ด ไก่ หนูแรท เป็นต้น  รวมทัง้พบได้ในคนด้วย  ซึ่งมกีารศึกษาทาง
ระบาดวทิยาจากหลายพืน้ทีใ่นประเทศแถบยุโรป สหรฐัอเมรกิา อาฟรกิาและเอเชยี  พบสาเหตุ
เกดิจากการกนิอาหารปนเป้ือนสารพษิอะฟลาทอกซนิ  
 การเกิดพิษจากอะฟลาทอกซิน  ขึ้นอยู่กบัปรมิาณสารพิษที่ปนเป้ือนในอาหาร และ
ระยะเวลาทีไ่ดร้บัสารพษิ  เพศ อายุ และชนิดสตัว ์ ซึ่งสตัวแ์ต่ละชนิดมคีวามไวต่อการเกดิพษิ
จากอะฟลาทอกซนิแตกต่างกนั สตัวปี์กมคีวามไวต่อการเกดิพษิมากกว่าในสุกรและโค กระบอื
สตัวอ์ายุน้อยมคีวามไวต่อการเกดิพษิมากกว่าสตัวท์ี่โตเตม็วยัแลว้ เช่น กระต่ายและลูกเป็ด มี
ความไวต่อการเกดิพษิแบบเฉียบพลนัมากกว่าหนูถีบจกัรและแฮมสเตอร์  หนูแรทและเป็ดมี
ความไวต่อการเกดิมะเรง็มากกว่าหนูถบีจกัรและแฮมสเตอร ์ หนูแรทและเป็ดมคีวามไวต่อการ
เกดิมะเรง็มากกวา่หนูถบีจกัรและแฮมสเตอร ์
 การวจิยัเช่นเดยีวกนัและพบว่า  จากการศกึษาเปรยีบเทยีบความไวต่อการเกดิพษิใน
สตัวท์ดลองชนิดต่างๆ  ลูกเป็ดมคีวามไวต่อการเกดิพษิมากกว่าเป็ด ไก่ นกกระทา  แฮมสเตอร์
และหนูแรท  แฮมสเอตรม์คีวามไวต่อการเกดิพษิมากกว่าหนูแรท  ลูกเป็ดมคีวามไวต่อการเกดิ
พษิมากกว่าหนูแรท  2 เท่า ลูกเป็ดจงึจดัว่ามคีวามไวต่อการเกดิพษิจากอะฟลาทอกซินมาก
ทีส่ดุ (อมรา, 2546) 
 มกีารศกึษาในสตัว์หลายชนิดว่า การเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งโมเลกุลทางชวีภาพ ของ
สารพิษที่ตบั  มบีทบาทสําคญัต่อการแสดงปกิกิรยิาทางเคมขีองอะฟลาทอกซินบี 1 โดยใช้
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เอนไซมไ์มโครโซมอลพ-ี450  ในตบั  ทําใหอ้ะฟลาทอกซนิบ ี1 เปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุล
เป็นอะฟลาทอกซินบี1 8,9-อีปอกไซด์ซึ่งไม่คงตัว  สามารถมีพันธะโคเวเลนต์จบักับเซลล์
โมเลกุลขนาดใหญ่  เช่น ดเีอน็เอ  (กรดดอีอกซไีรโบนิวคลอีกิ)  อารเ์อน็เอ (กรดไรโบนิวคลอิกิ)  
และโปรตนี  ไดเ้ป็นอะฟลาทอกซนิบ ี1  จบักบัดเีอน็เอ  หรอือารเ์อน็เอ  หรอืโปรตนี ซึง่สามารถ
เปลี่ยนแปลงจนเกดิพษิรุนแรงมากขึน้และเป็นเซลล์มะเรง็ได้  นอกจากน้ีอะฟลาทอกซนิบี 1-
8,9-อปีอกไซด์สามารถเปลี่ยนแปลงเป็นอะฟลาทอกซินบี 1-8,9-ไดไฮโดรไดออลหรอืจบักบั
โปรตนีหรอืจบัคูก่บักลทูาไทโอน อะฟลาทอกซนิบ ี1 สามารถเปลีย่นแปลงเป็นเมแทบอไลทช์นิด
อื่นๆ  โดยใชเ้อนไซมไ์มโครโซมอลพ-ี450 ในตบั และจบักบัโปรตนี เช่นอะฟลาทอกซนิบ ี2  เอ 
หรอืจบัคู่กบักลูควิโรไนด์ เช่น อะฟลาทอกซนิเอม็ 1-พ ี1 เป็นต้น และเปลี่ยนแปลงโครงสรา้ง
โมเลกุลเป็นอะฟลาทอกซิคอล  โดยใช้เอนไซโทซอลรดีกัเทสในตบั รวมทัง้อะฟลาทอกซินเม
แทบอไลทเ์ปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลทุตยิภูมไิดเ้ป็นอะฟลาทอกซนิเอน็ 1-พ ี1 อะฟลาทอก
ซติอล-เอม็ 1  อะฟลาทอกซคิลิ-เอช 1 เป็นตน้ ซึ่งการเปลีย่นแปลงเหล่าน้ีเป็นขัน้ตอนลดความ
รนุแรงของอะฟลาทอกซนิบ ี1  เพราะการเกดิพษิและการเกดิมะเรง็ของอะฟลาทอกซนิเมแทบอ
ไลทเ์หล่าน้ีมคีวามรนุแรงน้อยกวา่อะฟลาทอกซนิบ ี1  
 ในทางปศุสตัว์  อะฟลาทอกซินที่ปนเป้ือนในอาหารสตัว์และนําไปเลี้ยง เป็นสาเหตุ
สาํคญัทีท่าํใหเ้กดิการสญูเสยีเศรษฐกจิดา้นการเลีย้งสตัว ์ รวมทัง้ผลผลติและผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้าก
สตัว์  เช่น อตัราการเจริญเติบโตลดลง  อัตราการตายเพิ่มขึ้น  ผลผลิตเน้ือ นม ไข่ ลดลง 
คุณภาพไข่ลดลง  ขนาดไข่ลดลง เปลอืกไข่บางลง การฟกัไขล่ดลง นอกจากน้ี อะฟลาทอกซนิ
สามารถผ่านไปตามกระแสโลหติ  เกิดการสะสมหรอืตกค้างในเน้ือเยื่ออวยัวะต่างๆ และผ่าน
ไปสู่ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากสตัว์ เช่น  เน้ือ น้ํานม ไข่ เป็นต้น ทําให้เกิดความเสี่ยงอนัตรายต่อ
ผู้บรโิภคอาหารและผลิตภัณฑ์ที่ได้มาจากสตัว์  จากการวิจยัแสดงผลตรวจพบการตกค้าง
ของอะฟลาทอกซนิบ ี1 และอะฟลาทอกซนิเมแทบอไลทไ์ดใ้นกลา้มเน้ือ ตบั และไข ่ของสตัวปี์ก
หลายชนิด ซึง่จดัวา่มคีวามเสีย่งอนัตรายต่อผูบ้รโิภคอาหารทีม่าจากสตัวไ์ดเ้ชน่กนั 
 
 2.1.5 ปัญหาและความสาํคญัของอะฟลาทอกซิน 
  เน่ืองจากไม่มีวิธีลดพิษหรอืทําลายพิษของอะฟลาทอกซินได้หมดสิ้นอย่าง
สมบูรณ์  ทัง้ในวตัถุดบิที่ได้จากผลิตผลทางเกษตรกรรม  อาหารสตัว์และอาหารคน  ดงันัน้  
การป้องกนัเพื่อหลกีเลี่ยงอนัตรายจากการปนเป้ือนของสารพษิน้ีจงึมคีวามสําคญัและจําเป็น
อย่างยิ่ง  โดยมีมาตรการควบคุมปริมาณการปนเป้ือนของอะฟลาทอกซินอย่างรดักุมและ
เข้มงวด  ซึ่งมีมากกว่า 50 ประเทศทัว่โลก ได้กําหนดปรมิาณอะฟลาทอกซินที่อนุญาตให้มี
ปนเป้ือนสูงสุดในอาหารสตัว์และอาหารคน  แต่ยงัมีอกีหลายประเทศในทวปีอฟัรกิาและทวี
เอเชยี ทีม่ปีญัหาการปนเป้ือนอะฟลาทอกซนิในปรมิาณสูง  และไม่มมีาตรการควบคุมปรมิาณ
การปนเป้ือนอะฟลาทอกซนิ  ซึง่การกําหนดมาตรการควบคุมปรมิาณการปนเป้ือนอะฟลาทอก
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ซนิ  ตอ้งพจิารณารว่มกบัความรูห้รอืงานวจิยัทางวทิยาศาสตร ์ พืน้ฐานสงัคมและเศรษฐกจิของ
แต่ละประเทศ  จงึทําใหก้ารกําหนดปรมิาณอะฟลาทอกซนิทีอ่นุญาตใหม้ปีนเป้ือนไดใ้นอาหาร
สตัว์และอาหารคนในหลายประเทศ  มีปริมาณอยู่ในช่วงกว้างมาก  เช่น กําหนดให้มีการ
ปนเป้ือนอะฟลาทอกซินบี 1 ในอาหารสตัว์ปีก  อยู่ในช่วง 20 ถึง 100 พพีบีี  (ไมโครกรมัต่อ
กโิลกรมั)  สว่นในอาหารคน  กําหนดใหม้อีะฟลาทอกซนิบ ี1 ปนเป้ือนไดใ้นช่วง ตรวจไมพ่บถงึ 
30 พพีบี ีและอะฟลาทอกซนิรวมของชนิดบ ี1 จ ี1 และจ ี2 ปนเป้ือนไดใ้นช่วง ตรวจไม่พบถงึ 
50 พพีบี ีเป็นตน้ 
 เพื่อการคุ้มครองสุขอนามยัและความปลอดภยัของผู้บรโิภคและเกิดความเป็นธรรม
ในทางการค้าระหว่างประเทศภายใต้ความตกลงขององค์การค้าโลก  ดบับลิว ที โอ (WTO, 
World Trade Organization)  จงึมคีณะกรรมาธกิารโครงการมาตรฐานอาหารโคเดก็ซ์ (Codex 
Alimentarius Commission, CAC)  ขององคก์ารอาหารและเกษตรกรรมแหง่สหประชาชาต ิเอฟ 
เอ  โอ  (FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations) แล ะอ งค์ ก าร
อนามัยโลก  ดับบลิว เอช  โอ (WHO, World Health Organization) ซึ่งคณะกรรมาธิการ
โครงการมาตรฐานอาหารโคเด็กซ์  ทําหน้าที่กําหนดมาตรฐานอาหารให้เป็นมาตรฐานสากล  
ร่วมกับคณะกรรมการผู้เชี่ยวชาญ  เอฟ เอ โอ และดับบลิว เอชโอ สาขาสารเสรมิเติมและ
ปนเป้ือนในอาหาร หรือเรียกว่าเจ็กฟา  (JECFA, Joint FAO/WHO Expert Committee on 
Food Additives and Contaminants)  ได้ร่วมกนัพิจารณากําหนดปรมิาณอะฟลาทอกซินที่อ
นุญาตใหม้ปีนเป้ือนไดส้งูสุดในอาหารโดยไม่ก่อเกดิพษิ  ซึง่สมาชกิโคเดก็ซเ์ป็นภาครฐับาลของ
ประเทศต่างๆ  และในปจัจุบันโคเด็กซ์มีสมาชิก 165 ประเทศ  รวมทัง้ประเทศไทย  ซึ่ง
คณะกรรมาธกิารโครงการมาตรฐานอาหารโคเดก็ซไ์ดก้าํหนดระดบัอะฟลาทอกซนิรวม คอื อะ 
ฟลาทอกซินบี 1 บี 2 จ ี1 ปนเป้ือนในถัว่ลสิงได้ 15 พพีบีี (ไมโครกรมัต่ออาหาร 1 กโิลกรมั)  
ส่วนระดบัอะฟลาทอกซนิเอม็1 ที่ปนเป้ือนในน้ํานม ประเทศในกลุ่มประชาคมยุโรปเสนอใหอ้ยู่
ในระดบั 0.05 พีพีบี  (ไมโครกรมัต่อน้ํานม 1 ลิตร)  และองค์การอาหารและยาของประเทศ
สหรฐัอเมรกิา (USFDA, United States Food and Drug Administration)  เสนอใหอ้ยู่ในระดบั 
0.5 พพีบี ีและทีป่ระชุมมมีตใิหใ้ชร้ะดบั 0.5 พพีบี ี
 การปนเป้ือนของอะฟลาทอกซนิในผลติผลทางเกษตรกรรม  อาหารสตัวแ์ละอาหารคน
มคีวามสาํคญัอยา่งยิง่ต่อการสญูเสยีเศรษฐกจิและอุตสาหกรรมดา้นการเกษตรและการเลีย้งสตัว ์
และยงัมสีว่นเกีย่วขอ้งกบัความเสีย่งอนัตรายต่อผูบ้รโิภคอาหารทีม่าจากสตัว ์ และผลติภณัฑซ์ึง่
ไดจ้ากสตัว์ที่กนิอาหารสตัวป์นเป้ือนอะฟลาทอกซนิ  เน่ืองจากสภาพแวดลอ้มในประเทศไทย  
ซึ่งเป็นแบบรอ้นชื้นนัน้  เหมาะกบัการเจรญิเติบโตของจุลนิทรยี์  นอกจากน้ียงัมคีวามสําคญั
เกี่ยวกบัมาตรการป้องกนั ควบคุม  และกําหนดกฎเกณฑ์ทีจ่ะสมัฤทธิผ์ลต่อการหลกีเลี่ยงการ
สญูเสยีเศรษฐกจิ  และลดอตัราความเสีย่งอนัตรายทีเ่กดิขึน้ต่อผูบ้รโิภค  ขอ้มลูเกีย่วกบัอนัตราย
ของอะฟลาทอกซนิ   การตกคา้งของสารพษิในเน้ือเยื่ออวยัวะและผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้ากสตัว ์ เช่น  
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เน้ือ  นม ไข ่ ขอ้มูลระบบวทิยาและผลการศกึษาทางพษิวทิยาทีเ่กดิขึน้ในคนและสตัว ์ รวมทัง้
ความสมัพนัธเ์กีย่วขอ้งกบัการเปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลเพื่อการสรา้งและสลายของสารพษิ
หรอืการเมแทบอลซิมึที่เกดิขึน้ที่ตบั  การเปลี่ยนแปลงปรมิาณอะฟลาทอกซินในร่างกายหรอื 
การเกดิพษิและการออกฤทธิข์องสารพษิ  การตรวจวนิิจฉัย  การทดสอบและการบําบดัรกัษา
อาการเป็นพษิจากโรคอะฟลาทอกซโิคซสิ  จงึมคีวามสาํคญัและจําเป็นตอ้งศกึษาอยา่งยิง่  เพื่อ
ประโยชน์ในการแกไ้ขและกําจดัปญัหาทีเ่กดิจากอะฟลาทอกซนิใหห้มดไปได ้ สารพษิจากเชือ้
ราอะฟลาทอกซนิ  เกดิขึน้ตามธรรมชาตจิากการเมแทบอลซิมึชนิดทุตยิภูมขิองเชือ้ราแอสเปอร์
จิลลสัฟลาวสัและแอสเปอร์จิลลสัพาราซิติกสั  ซึ่งมกัพบปนเป้ือนในอาหารและผลิตผลทาง
เกษตรกรรม  ทีนํ่ามาทาํเป็นอาหารคนและอาหารสตัว ์ เช่น ขา้วโพด ถัว่ลสิง ขา้วฟา่ง  ปลาปน่  
กระดกูปน่  เป็นตน้  อะฟลาทอกซนิสามารถแพรก่ระจายไดด้ ี ในสภาวะแวดลอ้มและภมูอิาการ
แบบรอ้นชืน้ มคีุณสมบตัลิะลายไดด้ใีนตวัทาํละลายเคมอีนิทรยี ์ มคีวามทนทานต่อความรอ้นสงู
ถงึ 250 องศาเซลเซยีส  ซึง่เป็นอุณหภูมทิีท่าํใหส้ารพษิสลายตวัได ้ ความรอ้นจากกระบวนการ
หงุตม้ทัว่ไป  จงึไมส่ามารถทาํลายสารพษิได ้
 คนและสตัวท์ีไ่ดร้บัสารพษิอะฟลาทอกซนิปนเป้ือนในอาหาร  สารพษิออกฤทธิบ์ ัน่ทอน
และทําลายสุขภาพ  ทําใหเ้กดิพษิแบบเฉียบพลนั  กึ่งเฉียบพลนั  กึ่งเรือ้รงั  และเรือ้รงั  จนถงึ
ขัน้ก่อเกดิมะเรง็และตายในทีส่ดุ  ซึง่มอีนัตรายรนุแรงแตกต่างกนั  ขึน้อยูก่บัความไวต่อการเกดิ
พษิของคนและสตัวช์นิดต่างๆ ไม่เท่ากนั  รวมทัง้ขึน้อยู่กบัการเมแทบอลซิมึของสารพษิในตบั  
นอกจากน้ี ปญัหาสุขภาพส่งผลใหเ้กดิความสูญเสยีทางเศรษฐกจิด้านผลผลติทางการเกษตร  
อุตสาหกรรม  และการเลีย้งสตัว ์ ดงันัน้ สารพษิอะฟลาทอกซนิจงึมคีวามสาํคญัและจําเป็นตอ้ง
ชว่ยกนัแกไ้ข 
 
 2.1.6  ผลกระทบต่อสขุภาพอนามยัและความเส่ียงอนัตรายของผูบ้ริโภค 
    มรีายงานการศกึษาจากนักวจิยัรวมทัง้ผูเ้ขยีนและคณะ  พบว่าอะฟลาทอกซนิ
เป็นสารพิษที่สร้างจากเชื้อรา Aspergillus flavus ซึ่งผลิตอะฟลาทอกซินบี 1 และบี 2 และ 
Aspergillus paraciticus  ซึ่งผลติอะฟลาทอกซนิบ ี1 บ ี2 จ ี1 และจ ี2 กลุ่มเชื้อราเหล่าน้ีสรา้ง
สปอร์ได้มกัพบปนเป้ือนในอาหารหลายชนิด  เช่น ขา้วโพด ถัว่ลิสง เมล็ดฝ้าย ขา้งฟ่าง มนั
สาํปะหลงั ปลาป่น  กระดูกป่น เป็นตน้ เชือ้ราสามารถทําลายคุณค่าทางโภชนาการของอาหาร 
เช่น ไขมัน กรดอะมิโน  วิตามิน แร่ธาตุต่างๆ รวมทัง้กลิ่น สีและรส  ทําให้ลดความน่า
รบัประทานลงดว้ย  นอกจากน้ีสปอรท์ี่สูดดมเขา้ไปก่ออนัตรายไดเ้ช่นกนั  อะฟลาทอกซนิบ ี1 
เป็นชนิดทีม่พีษิรา้ยแรงมากกว่าชนิดอื่นๆ  ซึง่องคก์ารอนามยัไดเ้ช่นกนั  อะฟลาทอกซนิอยู่ใน
ระดบัก่อเกดิพษิรุนแรงทีสุ่ด  และก่อใหเ้กดิอนัตรายต่อคนและสตัวท์ัง้แบบเฉียบพลนัและเรือ้รงั
จนถงึขัน้เป็นมะเรง็ตบัได ้
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 เมือ่คนและสตัวไ์ดร้บัอาหารทีม่อีะฟลาทอกซนิปนเป้ือนอยู ่สารพษิจะเขา้ทาํอนัตรายต่อ
สุขภาพและผลผลิต  ทําให้ระบบการทํางานของอวยัวะในร่างกายเสื่อมโทรมลง  กดภาวะ
ภูมคิุ้มกนัโรค  ทําให้ต้านทานโรคได้ลดลง  บัน่ทอนสุขภาพโดยรวม  เช่น เจรญิเติบโตได้ช้า  
น้ําหนกัลด  เชื่องซมึหงอยเหงา  ผสมตดิยาก  ใหผ้ลผลติของเน้ือ นม ไขล่ดลง  เป็นตน้  ความ
รุนแรงของอาการและรอยโรคทีพ่บในคนและสตัวช์นิดต่างๆ จะแตกต่างกนั  ขัน้อยู่กบัปรมิาณ
ความเขม้ขน้ของสารพษิทีไ่ดร้บั  ระยะเวลา  ชนิดของสตัว ์ อายุ พนัธุ ์เพศ รวมทัง้สภาวะทาง
โภชนาการในอาหาร เชน่ โปรตนี วติามนิ เป็นตน้ 
 ในระยะแรกๆ ของการไดร้บัสารพษิ  โดยส่วนใหญ่แสดงอาการซมึ  เบื่ออาหาร อตัรา
การเจรญิเตบิโตลดลง สูญเสยีสภาวะปรกตต่ิางๆ ของร่างกาย รวมทัง้ผลผลติดา้นเน้ือ นม ไข ่
ลดลง  ต่อมาแสดงอาการตวัซดีเหลอืง  ดซี่าน  สุขภาพทรุดโทรมลง และมจุีดเลอืดออก  ลําไส้
อกัเสบและมจุีดเลอืดออก  อนัตรายที่พบชนิดเฉียบพลนั  เช่น ตบัอกัเสบร่วมกบัเซลล์เน้ือเยื่อ
แทข้องตบัถูกทําลาย  และปรมิาณเซลลบุ์ท่อน้ําดเีพิม่จํานวนขึน้มากอย่างรวดเรว็ผดิปรกต ิ มี
ไขมนัเขา้แทรกในเซลลต์บั  และทาํใหเ้กดิมะเรง็ตบัเป็นอนัตรายถงึตายในทีส่ดุ 
 ในระหว่างทีแ่สดงอาการและรอยโรคอะฟลาทอกซโิคซสิ  สารพษิทีผ่า่นเขา้สูร่า่งกายไป
ตามกระแสโลหติทําอนัตรายต่ออวยัวะระบบการทํางานของร่างกาย  สารพษิบางส่วนสามารถ
ขบัออกจากร่างกาย สารพษิบางส่วนสามรถขบัออกจากร่างกายในรูปของเสยี  เช่น ปสัสาวะ  
อุจจาระ  เหงื่อ น้ําลาย หรอืในรูปผลติภณัฑ ์เช่น น้ํานม ไข่ เลอืด นอกจากน้ี สารพษิบางส่วน
สามารถตกคา้งหรอืสะสมในอวยัวะเน้ือเยื่อซึง่จดัเป็นผลติภณัฑ ์เช่น ตบั ไต กลา้มเน้ือ เป็นตน้  
ซึ่งสิง่เหล่าน้ี  สามารถก่อปญัหาในวงจรห่วงลูกโซ่อาหารของคน  สตัว์และพชืได้  ทําให้เกิด
ความเสีย่งต่ออนัตรายต่อการบรโิภคอาหารทีม่าจากสิง่ปนเป้ือนสารพษิ  ทัง้ผูบ้รโิภค คน และ
สตัว ์ จงึไมป่ลอดภยัและมอีนัตรายถงึขัน้เสยีวชวีติไดใ้นทีส่ดุ 
 คนและสตัว์ชนิดต่างๆ มคีวามไวต่อการเกดิพษิจากอะฟลาทอกซนิแตกต่างกนั  โดย
พจิารณาจากค่าแอลด ี50 เช่น สตัว์น้ําและสตัว์ปีกมคีวามไวต่อการเกิดพษิมากกว่าสุกร  โค 
กระบือ แพะ แกะ สตัว์อายุมคีวามไวต่อการเกิดพามากกว่าสตัว์ที่โตเต็มวยัแล้ว  คนจดัว่ามี
ความไวต่อการเกดิพษิน้อยเมื่อเปรยีบเทยีบกบัสตัวท์ดลอง  จงึมกัเกดิเป็นมะเรง็ตบัในสภาวะ
โรคเรือ้รงั  แต่มอีนัตรายถงึตายได ้ ในสภาวะโรคเฉียบพลนัเช่นเดยีวกนั  ขึน้อยูก่บัปรมิาณและ
ระยะเวลาที่ไดร้บัสารพษิเป็นสําคญั  นอกจากน้ี  การเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งโมเลกุลเพื่อสรา้ง
และสลายของสารพิษ  หรอืการเมแทบอลิซึม  และการเปลี่ยนแปลงปรมิาณของสารพิษใน
รา่งกายหรอืการจลศาสตร ์ มผีลทําใหก้ารเกดิเพิม่ขึน้หรอืลดลงได ้ ร่างกายจงึมกีารตอบสนอง
ต่อสารพษิรุนแรงแตกต่างกนั  ดงันัน้ อะฟลาทอกซินจดัเป็นสารพิษจากเชื้อราที่สามารถทํา
อนัตรายต่อสุขภาพอนามยัของผูบ้รโิภคไดอ้ย่างน่ากลวัยิง่  จงึจดัเป็นปญัหาทางสาธารณสุข  ที่
ต้องตดิตามเฝ้าระวงัอย่างต่อเน่ือง  แต่อย่างไรกต็ามมกีารศกึษาการใชส้ารลดพษิอะฟลาทอก
ซนิ  ซึง่ไหผ้ลดแีละสามารถแกไ้ขปญัหาทีเ่กดิขึน้จากโรคอะฟลาทอกซโิคซสิไดพ้อควร 
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2.1.7 ผลกระทบต่อสภาวะเศรษฐกิจและการค้าระหว่างประเทศ 

  ประเทศไทยอยู่ในเขตภูมอิากาศแบบรอ้นชืน้  มคีวามเสีย่งสูงต่อการปนเป้ือน
ของสารพษิอะฟลาทอกซินในผลิตผลทางเกษตรกรรม  ซึ่งใช้เป็นวตัถุดบินํามาประกอบเป็น
อาหารคนและอาหารสตัว ์ อะฟลาทอกซนิทีท่ําอนัตรายต่อสุขภาพอนามยัของผูบ้รโิภคและก่อ
ปญัหาในวงจรหว่งลูกโซ่อาหาร เป็นสาเหตุสาํคญัทีท่าํใหเ้กดิการสญูเสยีทัง้คุณภาพและปรมิาณ
ของผลผลติและผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้ากพชืและสตัว ์ อาหารทีม่โีภชนาการเสื่อมสภาพ  ผลผลติลด
ตํ่าลง  มผีลทาํใหเ้ศรษฐกจิดา้นเกษตรกรรม อุตสาหกรรม  และการเลีย้งสตัวเ์สยีหาย  สง่ผลให้
พาณิชยกรรม  หรือการค้าขาย ผลิตภัณฑ์ ลดตํ่าลงด้วย  นอกจากน้ีสุขภาพที่เสื่อมโทรม
ถดถอยย่อมใหผ้ลผลติลดลงทัง้ปรมิาณและคุณภาพและเกดิการตายได ้ เช่น โคนมที่เจบ็ป่วย
จากการกนิอาหารปนเป้ือนสารพษิ  ใหน้ํ้านมลดลงและมอีะฟลาทอกซนิชนิดเอม็ 1  ปนเป้ือนอยู ่ 
ซึ่งมอีนัตรายต่อผูบ้รโิภคน้ํานม  ก่อเกดิโรคมะเรง็ตบัได ้ ในทํานองเดยีวกนั  ไก่ไข่ที่เจบ็ป่วย  
ใหไ้ข่ลดลง  และมอีะฟลาทอกซนิชนิดบ ี1  และเมแทบอไลท์อื่นๆ ปนเป้ือนอยู่  ซึ่งมอีนัตราย
ต่อผูบ้รโิภคไข่ไก่และเน้ือเยื่ออวยัวะของไก่ ก่อเกดิโรคมะเรง็ตบัได ้ เป็นต้น  สตัวท์ี่เจบ็ป่วยมี
อนัตรายรุนแรงถึงขัน้ตายได้ในคราวเดยีวกนัด้วยจํานวนสตัว์มาก  เพราะกนิอาหารปนเป้ือน
สารพษิรว่มกนัทาํใหต้น้ทุนการผลติจงึสงูกว่าปกต ิ ดงันัน้ ความสุญเสยีทางเศรษฐกจิจงึมคีวาม
เกี่ยวขอ้งกนัอย่างกวา้งขวางทัง้ทางตรงและทางอ้มเช่น  ค่าใช้จ่ายในการดูแลรกัษาสตัว์ป่วย  
การสูญเสยีสตัว์ตาย  ค่าใช้จ่ายในการผลิตสตัว์ด้านอาหาร และการบํารุงอาการเสรมิต่างๆ  
รวมทัง้การทดสอบสขุภาพ  เป็นตน้ 
 ประเทศไทยเป็นประเทศหน่ึงที่ส่งสินค้าด้านเกษตรกรรมทัง้พืชและสตัว์ไปขายยงั
ต่างประเทศ  โดยเฉพาะผลติภณัฑ์ด้านการเกษตร  การปศุสตัว์  และสตัว์น้ํา  สามารถครอง
ตลาดโลกในอนัดบัตน้ๆ เช่น ขา้ว ไก่ กุง้ เป็นต้น รายไดส้่วนใหญ่ไดจ้ากผลติภณัฑเ์หล่าน้ี  จงึ
เสรมิสรา้งความเขม้แขง็ทางเศรษฐกจิของชาตไิดเ้ป็นอยา่งด ี แต่ในทางกลบักนั  หากผลติภณัฑ์
ที่ได้จากเกษตรกรรมและการเลี้ยงสตัว์ลดลงทัง้คุณภาพและปรมิาณ  รวมทัง้ประเทศผู้ค้าใน
ตลาดโลกปจัจุบนัมกีารแขง่ขนัขึน้เป็นลาํดบั  โดยมมีาตรการกาํหนดปรมิาณอะฟลาทอกซนิที ่
อนุญาตใหม้ปีนเป้ือนสูงสุดในอาหารคนและสตัว์  จากการพจิารณางานวจิยัทางวทิยาศาสตร ์ 
พืน้ฐานสงัคมและเศรษฐกจิของแต่ละประเทศ  เพื่อการคุม้ครองสุขอนามยัและความปลอดภยั
ของผูบ้รโิภคในแต่ละประเทศเป็นสําคญั  รวมทัง้เกดิความเป็นธรรมในการคา้ระหว่างประเทศ  
เชน่ อะฟลาทอกซนิบ ี1  ปนเป้ือนในอาหารไดไ้มเ่กนิ 20 พพีบี ี อะฟลาทอกซนิรวม คอื อะฟลา
ทอกซินบี 1 บี 2 จี 1 ปนเป้ือนในถัว่ลิสงได้ไม่เกิน 15 พีพีบี หรืออะฟลาทอกซินเอ็ม 1  
ปนเป้ือนในน้ํานมได้ไม่เกิน 0.5 พพีบีี  เป็นต้น  ดงันัน้ อะฟลาทอกซินจงึมผีลต่อสภาวะและ
ความมัน่คงทางเศรษฐกิจและการค้าระหว่างประเทศเป็นอย่างยิง่  ควรต้องติดตาม ควบคุม 
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ป้องกนั แกไ้ขและปรบัปรุงไม่ใหเ้กดิปญัหาผลผลติมคีุณภาพเสื่อม  ไม่ไดม้าตรฐานและผลติไม่
เพยีงพอต่อการบรโิภคในประเทศ  และสง่ขายไปยงัต่างประเทศดว้ย 
 

2.1.8  ผลกระทบต่อสภาวะสงัคมและคณุภาพชีวิต 
  อะฟลาทอกซิน  ทําอันตรายต่อสุขภาพผู้บริโภค  มีผลต่อการสาธารณสุข
โดยตรงและทําให้สูญเสียเศรษฐกิจด้านเกษตรกรรม อุตสาหกรรม  และพาณิชยกรรมของ
ผลผลติและผลติภณัฑ์ที่ไดจ้ากทัง้พชืและสตัว ์ ซึ่งส่งผลใหเ้กดิความสูญเสยีต่อสมรรถภาพใน
การทํางานและการดําเนินชวีติ  สูญเสยีความสมบูรณ์ในสถาบนัครอบครวัทีอ่ยู่ในสภาวะสงัคม
โดยรวมรวมทัง้บัน่ทอนขวญัและกาํลงัใจในการเสรมิสรา้งและพฒันาคุณภาพชวีติของตนเองและ
ผูอ้ื่นในภาพรวมดว้ย 
 สุขภาพที่เสื่อมโทรมเจบ็ป่วยจากการไดร้บัอะฟลาทอกซนิปนเป้ือน  ทําใหไ้ม่สามารถ
ปฏบิตังิานใหม้คีุณภาพดเีหมอืนเดมิได ้ ถา้การเจบ็ปว่ยรุนแรงจนถงึขัน้เกดิเป็นมะเรง็ในอวยัวะ
สาํคญั  เช่น  ตบั ไต เป็นตน้ ยิง่ทาํใหป้ระสทิธภิาพในการทํางานและดําเนินชวีติถดถอยลงเป็น
ลําดบั  บัน่ทอนขวญัและกําลงัใจในการพฒันากิจการงานให้เจรญิก้าวหน้าเพราะไม่สามารถ
ทุ่มเทเวลาทัง้หมดใหก้บัการดําเนินงานไดเ้ตม็ที ่ ถา้การเจบ็ป่วยเป็นแบบเฉียบพลนั  อาจเกดิ
อันตรายถึงตายได้  หรือถ้าการเจ็บแบบเรื้อรงั  บัน่ทอนสุขภาพและผลิตจนไม่สามารถ
ดาํเนินงานต่อไปได ้ ทาํใหส้ญูเสยีรายไดท้ีแ่ก่สถาบนัครอบครวั 
 การสูญเสยีความสมบูรณ์ในสถาบนัครอบครวั  ส่งผลใหส้มาชกิในครอบครวัขาดความ
มัน่คง  ทัง้คุณภาพชวีติและเศรษฐกจิในสงัคม  รวมทัง้บัน่ทอนสภาวะจติใจและก่อปญัหาสภาวะ
สงัคมตามมาไดเ้ป็นลําดบั  ดงันัน้อนัตรายจากอะฟลาทอกซนิจงึมอีทิธพิลและมคีวามสาํคญัยิง่
ต่อคุณภาพชวีติและสงัคมโดยรวม  อนัตรายจากอะฟลาทอกซนิ  มผีลรา้นต่อสุขภาพอนามยั
ของผูบ้รโิภคทัง้คนและสตัว ์ สรา้งความไมม่ัน่คงของสภาวะเศรษฐกจิและสภาวะสงัคม  รวมทัง้
ทาํใหคุ้ณภาพชวีติถดถอย 
 

2.1.9  การปนเป้ือนของจลิุนทรียใ์นผลิตภณัฑจ์ากสมนุไพร 
         ปจัจุบนัการบรโิภคผลติภณัฑแ์ปรรปูจากสมุนไพร กําลงัอยู่ในกระแสความนิยม
ของประชาชน ทําใหเ้กดิการแปรรปูสมุนไพรใหอ้ยูใ่นรปูแบบต่าง ๆ  ซึง่ไดร้บัการสนับสนุนและ
ส่งเสรมิจากทางภาครฐัและภาคเอกชน  จงึมกีลุ่มแม่บา้นสนใจมาทําอาชพีเสรมิโดยการนําพชื
สมุนไพรมาแปรรปูเป็นรปูแบบต่าง ๆ เพื่อความสะดวกในการบรโิภค เช่น แบบผงชงละลายน้ํา
รอ้น ถุงชงแบบชา หรอืแคปซลู ซึง่ผลติภณัฑส์มนุไพรดงักล่าวทีจ่าํหน่ายอยูท่ ัว่ไปยงัดอ้ย 
คุณภาพในการผลติและการแปรรปู ซึง่โดยทัว่ไปในกระบวนการและแปรรปูวตัถุดบิ ไมว่า่จะเป็น
อาหารหรอืยามมีาตรฐานกําหนดความปลอดภยัของผลิตภณัฑ์นัน้ ๆ เพื่อให้ได้คุณภาพและ
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ปลอดภัยอย่างแท้จริง โดยมีหลักเกณฑ์ให้ผู้ผลิตใช้เป็นแนวทางการพัฒนาคุณภาพและ
มาตรฐานการผลติโดยเน้นเรื่องการปนเป้ือนในอาหารและยา  ซึง่การปนเป้ือนของจุลนิทรยีเ์ป็น
หน่ึงในสามของสาเหตุการปนเป้ือนโดยเฉลีย่ 80 เปอรเ์ซน็ต ์ และจุลนิทรยีส์าํคญัชนิดหน่ึงทีพ่บ
การปนเป้ือนบ่อยกค็อื เชือ้ราชนิด Aspergillus spp. และมงีานวจิยัทีนํ่าผลติภณัฑจ์ากสมุนไพร
ที่วางจําหน่ายตามท้องตลาดมาตรวจสอบพบว่ามกีารปนเป้ือนของรากลุ่ม Aspergillus สาย
พนัธุต่์าง ๆ เชน่ ขงิ ขมิน้ชนั ชุมเหด็เทศ กระเจีย๊บแดง มะตูม เก๊กฮวย สม้แขก เป็นตน้ 
 
2.2 การตรวจวิเคราะหส์ารอะฟลาทอกซิน 

 อะฟลาทอกซนิเป็นสารพษิทีป่ราศจากส ีกลิน่ และรส การทีจ่ะทราบว่าผลติผล
ทางการเกษตรมกีารปนเป้ือนของสารพษิมากน้อยเพยีงใดต้องทําการตรวจวเิคราะห์เท่านัน้  
วิธีการวิเคราะห์ ในปจัจุบันที่ รวดเร็ว  และนิยมใช้กันมาก  คือการวิเคราะห์ทางด้าน 
Immunological Assay โดยการนําวธิ ีEnzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)  โดย
สารอะฟลาทอกซนิจะถูกสกดัออกมาจากตวัอยา่งทีบ่ดละเอยีดดว้ยสารละลายเมธานอล  แอฟลา
ทอกซนิในสารสกดัทีก่รองไดจ้ะถูกเรยีกว่า สารพษิอสิระ จะถูกนําไปแขง่ขนักบัสารอะฟลาทอก
ซินที่ผูกติดกบัเอนไซม์ชี้บอก  ในการที่จะไปเกาะจบักบัแอนติบอดีที่ถูกเคลือบไว้ที่ก้นหลุม
ทดสอบหลงัจากบ่มไว ้30 นาท ี ส่วนสารพษิทีผ่กูตดิกบัเอนไซมช์ีบ้อกทีเ่กาะจบักบัแอนตบิอดี
ในหลุมทดสอบ  สามารถประเมนิไดโ้ดยการเตมิ substrate ทีจ่ะทําปฏกิริยิาเฉพาะกบัเอนไซม์
ชี้บอกเกดิเป็นส ี ความเขม้ของสทีี่เกิดขึ้นจากผลของปฏิกริยิาระหว่างเอนไซม์กบั substrate 
สามารถอ่านไดด้ว้ยสายตาเปรยีบเทยีบกบัสทีีเ่กดิขึน้ในหลุมทดสอบของสารพษิมาตรฐานระดบั
ต่าง ๆ  หลุมทดสอบของสารพษิอสิระน้อยจะเกดิสเีขม้  ถา้มสีารพษิมากจะเกดิสจีางตามลําดบั  
หากแต่ในปจัจุบนัมกีารพฒันาเทคนิคการวเิคราะห์ทางพนัธุกรรมซึ่งซึ่งมขี ัน้ตอน 2 ส่วน  คอื
การสกดัดเีอน็เอ และการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมายเพื่อแสดงผล  พบว่าดเีอน็เอทีต่้องการ
ตรวจมรีะดบัตํ่ามาก  และอาศยัการทําปฏิกริยิาที่อุณหภูมต่ิางกนั 2-3 ระดบั (Degola et al. , 
2007)  การตรวจวิเคราะห์และการประยุกต์ใช้ยงัมีข้อจํากัดต้องพึ่งพาห้องปฏิบัติการ และ
เครื่องมอืทีม่รีาคาแพง จงึทําภาคสนามไม่ได ้  จงึมกีารพฒันาการวเิคราะหท์างพนัธุกรรมเพื่อ
ลดขอ้จาํกดัดงักล่าว  ดว้ยเทคนิค Loop Mediated Isothermal amplification (LAMP)   

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

 

 
ภาพท่ี 2 บรเิวณของดเีอน็เอแมแ่บบทีส่มัพนัธก์บัไพรเมอร ์6 บรเิวณเทคนิค LAMP 

 
 หากเขยีนส่วนของดเีอน็เอเป้าหมายสายบนจาก 3’ ไป 5’  จะมบีรเิวณทีเ่กี่ยวขอ้งดา้น 
3’  F3c F2c และ F1c ซึ่ง complementary กับบริเวณ F3 F2 และ F1  ด้าน forward และที่
ปลายด้าน 5’ ม ีB1 B2 และ B3  ซึ่งก็จะมปีรมิาณที่เป็น complementary เป็น B1c B2c และ 
B3c  ด้าน backward ตามลําดบั  ไพรเมอรท์ี่เกี่ยวขอ้งคู่แรกได้แก่ คู่ไพรเมอร ์F3 และ B3  คู่
ไพรเมอรน้ี์ทาํหน้าทีเ่สมอืนไพรเมอรท์ีพ่บในปฏกิริยิา Polymerase chain reaction  ในการเพิม่
ปรมิาณดเีอน็เอปกต ิ ส่วนคู่ไพรเมอรอ์กีคู่นัน้ ไดแ้ก่ FIP และ BIP หรอื forward inner primer 
และ backward inner primer ตามลําดบั ไดแ้ก่ บรเิวณ F1c และ F2 ซึ่งจะเป็นคู่สมกบับรเิวณ 
F1 F2c B1c และ B2 ซึ่งจะเป็นคู่สมกบับรเิวณ B1 และ B2c ตามลําดบั หากนําไพรเมอร ์FIP 
และ BIP มาเขยีนร่วมกบั F3 และ B3 จะไดว้งจรของไพรเมอรใ์นรูปแบบที่ไขวล้ําดบันิวคลโีอ
ไทดด์า้นในจาก 5’ ไป 3’ และ 3’ ไป 5’ และมไีพรเมอรป์กตวิางตวัในบรเิวณดา้นนอกดงัภาพที ่
3 
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ภาพท่ี 3 บรเิวณนิวคลโีอไทดท์ีเ่กีย่วขอ้งและวงจรของไพรเมอรไ์ขว ้

ลาํดบันิวคลโีอไทดเ์พือ่สรา้ง loop 
 
 การสงัเคราะหด์เีอน็เอขัน้ที ่1 การสรา้งโครงสรา้งพืน้ฐานเพื่อรองรบัการเพิม่ปรมิาณดี
เอน็เออย่างรวดเรว็  ซึ่งกลไกการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ  อาศยัแรงผลกัดนัในการสงัเคราะหจ์าก 
inner primer มากกว่าแรงผลกัดนัในการสงัเคราะหจ์าก outer primer เหมอืนที่พบในปฏกิริยิา 
polymerase chain reaction ดงันัน้จงึพบว่าในปฏกิริยิาความเขม้ขน้ของไพรเมอรส์าํหรบัคู่ FIP 
และ BIP จงึสูงกว่าความเขม้ขน้ของไพรเมอร ์F3 B3 อยู่ถงึ 8-10 เท่า นอกจากน้ี  เพื่อใหก้าร
สงัเคราะห์ด้วยไพรเมอร์ทัง้ 4 ตัว เกิดอย่างสมํ่าเสมออย่างที่ควรจะเป็น  ตามอตัราที่อิสระ
ต่างกันโดยการจับของ F2 และ B2 เกิดได้เร็วกว่า  ดังนัน้ดีเอ็นแม่แบบจําเป็นต้องรกัษา
เสถยีรภาพโครงสรา้งดเีอน็เอใหอ้ยู่ในรูปใกล้เคยีงกนัตลอดเวลา  โดยจะต้องอยู่ในรูปเสน้ตรง
ตลอดเวลาและต้องไม่ให้จบัตัวเป็นเกลียว  ซึ่งทําได้โดยใส่สารเคมีพวก helix distabilizing 
agent เช่น betaine (N,N,N trimethyl glycine) หรอื L-proline สารเหล่าน้ีจะช่วยลดแรงตึงใน
โครงสรา้งสว่นทีเ่ป็น base stacking ไดด้ ี
 ที่ อุณหภูมิเหมาะสมของเอนไซม์ Bst DNA Polymerase  ประมาณ  60-65 องศา
เซลเซยีส  จะเป็นจุดที่อุณหภูมสิูงพอที่จะทําใหโ้ครงสรา้งดเีอน็เอสายคู่เริม่คลายตวั ไพรเมอร ์
FIP และ BIP  ซึ่งออกแบบใหภ้ายในโครงสรา้งไพรเมอรม์บีรเิวณ 5’F1c F3 3’ และ 5’B1c B2 
3’ มคีา่ melting temperature (Tm) ในบรเิวณ F2 และ B2 ตํ่ากวา่ F1c และ B1c เพือ่กระตุน้ให้
เกดิการจบัตวัของบรเิวณ F2 และ B2 กบัดเีอน็เอแมแ่บบก่อน  ดงันัน้หากพจิารณาเฉพาะปลาย
ดา้น forward ด้านเดยีวเสยีก่อนจะพบว่า บรเิวณ F2 ของไพรเมอร ์FIP (5’F1c F2 3’)  จะจบั
กบัแมแ่บบและเริม่สงัเคราะหส์ายดเีอน็เอขึน้ใหมด่งัภาพที ่4 
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ภาพท่ี 4 ขัน้ตอนเริม่ตน้ในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิา LAMP 
 
 
 
 เมื่อสงัเคราะหเ์สรจ็หรอือยูใ่นระหว่างสงัเคราะหก์ต็าม  ปลายสายดเีอน็เอบรเิวณเริม่ตน้
จะมบีรเิวณเหนือบรเิวณ F2c (ซึง่ในทีน้ี่คอื F3c)  เปิดอยู่  พรอ้มทีจ่ะใหไ้พรเมอร ์F3 เขา้มาจบั  
ซึง่เมือ่ไพรเมอร ์F3 เขา้มาจบั  พรอ้มกนันัน้จะเกดิปฏกิริยิายดืสาย (extension)  โดยในระหวา่ง
ที่ไพร์เมอร์ F3 ต่อสายดีเอ็นเอให้ยาวออกไปนัน้  ก็จะเกิดการขจัดเอาสายดีเอ็นเอเดิมที่
สงัเคราะห์จากไพรเมอร ์FIP ให้หลุดออก  สายดเีอน็เอที่หลุดออกมบีรเิวณจากปลาย 5’ เป็น 
5’F1c F2 F1 ไปเรื่อย ๆ จนสุดปลาย Backward ซึ่งในที่สุดบรเิวณ F1c และ F1 จะจบัตวักนั
เป็นโครงสรา้ง hair pin ดงัภาพที ่5  ทางดา้นปลาย backward จะเกดิปฏกิริยิาทํานองเดยีวกนั  
โดยอาศยัไพรเมอร ์BIP ซึ่งมบีรเิวณ B1c B2 และไพรเมอร ์B3  การสงัเคราะหส์ายดเีอน็เอชิน้
ใหม่จากไพรเมอร์ BIP และการขจดัสายโดยไพรเมอร์ B3 ก่อให้เกิดโครงสรา้ง hair pin หรอื 
loop ในทํานองเดยีวกนั  ดงันัน้เมื่อพจิารณาปฏิกิรยิาที่เสรจ็สิ้น  ผลติภณัฑ์ดเีอน็เอที่ได้จะมี
ปลายทัง้ 2 ด้านเป็นผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ปลายทัง้สองเป็น loop จนทําให้มองเห็นเป็น
รปูดมัเบลล ์(dumb-bell) ดงัภาพที ่6 โครงสรา้งดมัเบลล ์น้ีเป็นโครงสรา้งพืน้ฐานและเป็นหวัใจ
สาํคญัในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เออยา่งมปีระสทิธภิาพในขัน้ถดัไป 
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ภาพท่ี 5  ขัน้ตอนการขจดัสายดเีอน็เอในระหวา่งการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดา้น forward ชว่งแรก 
  

 
ภาพท่ี 6 ขัน้ตอนการขจดัสายดเีอน็เอในระหวา่งการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดา้น backward  

ในชว่งแรกเพือ่สรา้งโครงสรา้ง dumb-bell 
 

การสงัเคราะหด์เีอน็เอสายใหมจ่ากโครงสรา้งพืน้ฐานใหมเ่พือ่เพิม่ปรมิาณทวคีณูในขัน้ที ่2 
 การสงัเคราะห์ดีเอ็นสายใหม่ข ัน้ที่ 2 จะเป็นไปด้วยอตัราที่เรว็และต่อเน่ือง  เริม่จาก
โครงสร้างที่ได้จากขัน้ที่ 1 ที่บริเวณ 3’ ของ F1 ในโครงสร้าง dumb-bell ปลาย 3’  จะเริ่ม
สงัเคราะหด์เีอน็เอสายใหม่จนสุดแม่แบบ  ขณะเดยีวกนัทีบ่รเิวณ F2c ซึ่งขณะน้ีเป็นโครงสรา้ง 
single strand (บรเิวณ loop)  ทําให้ไพรเมอร์ FIP สามารถจบัตวัและสงัเคราะห์สายใหม่และ
บรเิวณทีเ่หลอืของไพรเมอร ์F1c สามารถจบัตวักบัโครงสรา้ง F1 ในสายในภายหลงัดงัภาพที ่7 
การสังเคราะห์สายโดยไพรเมอร์ FIP น้ี  เกิดขึ้นจนสุดสายโครงสร้าง dumb-bell  ทํานอง
เดยีวกบัปลาย B1 จะสามารถสงัเคราะหส์ายดเีอน็เอขึน้ใหม่  ไดผ้ลการสงัเคราะหส์ายทีป่ลาย 

DPU



  
20 

B1 ทําให้เกิดโครงสร้างที่ 10 และสายที่ถูกขจัดจะขดตัวกลับมาเป็นโครงสร้าง 11 ได้  ที่
โครงสรา้ง 10  เมื่อไพรเมอร ์BIP  มาเกาะในบรเิวณ B2c สว่น 3’ ของ B2 จะเกดิการสงัเคราะห์
ขึน้ใหม่จนสุดและการสงัเคราะหส์ายดเีอน็เอขึน้ใหม่น้ีจะวนออ้มทุกสายในโครงสรา้ง 10  ทําให้
ไดส้ายดเีอน็เอที่มโีครงสรา้งเป็นซกิแซก  ยาวขึไ้ปไดเ้รื่อย ๆ  ทํานองเดยีวกนั  โครงสรา้ง 11  
เมื่อพจิารณาด้าน backward  ที่ปลาย 3’  ของบรเิวณ B1 ก็จะเกดิการสงัเคราะห์ดเีอน็เอสาย
ใหมเ่ชน่กนั 

 
 

ภาพท่ี 7 ขัน้ตอนการขจดัสายดเีอน็เอและเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในชว่งทีส่องซึง่เป็นชว่งกระตุน้ 
เพือ่เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอแบบทวคีณู 

 
 ดงันัน้ในขัน้ตอนการสงัเคราะหใ์นขัน้ตอนที่ 2 จะพบการสงัเคราะหส์ายใหม่เกดิขึน้กบั
โครงสรา้ง 8 9 และ 11 โดยมสีว่นหน่ึงของปฏกิริยิาจะใหโ้ครงสรา้ง 8 และ 11 กลบัคนืมาทุกครัง้  
และการจบัตวัของ BIP  ไพรเมอรท์ีโ่ครงสรา้งที ่10  กก็ระตุ้นใหเ้กดิการสงัเคราะหส์ายดเีอน็เอ
ขึ้นต่อเน่ืองโดยตลอด  โดยให้ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอรูปซิกแซกขนาดต่าง ๆ กนั  ส่วนหน่ึงของ
โครงสรา้ง 11 สงัเคราะหเ์ป็นโครงสรา้ง 12  และเพิม่ปรมิาณเป็นโครงสรา้งที ่13  ซึง่เมื่อจบัตวั
กบั FIB  กส็ามารถกระตุน้ใหเ้กดิผลติภณัฑด์เีอน็เอทีม่โีครงสรา้งซกิแซกขนาดต่าง ๆ กนั ดว้ย
เหตุน้ีเมื่อเสรจ็สิน้ปฏกิริยิาสายดเีอน็เอที่เพิม่ปรมิาณจะได้อยู่ในรูปผลติภณัฑ์ดเีอน็เอซกิแซก
ขนาดต่าง ๆ กนั และเมื่อนําผลติภณัฑด์เีอน็เอมาตรวจสอบโดยการแยกภายใตส้นามไฟฟ้าดว้ย
วุน้อะกาโรส จะพบรปูแบบแถบดเีอน็เอทีไ่ดเ้ป็นขัน้บนัไดอยา่งชดัเจน ดงัภาพที ่8  
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 จากหลกัการเพิม่ปรมิาณทีก่ล่าวมาหากพจิารณาถงึองคป์ระกอบปฏกิริยิาทางเคม ี 
พบวา่ปฏกิริยิาทีใ่ชจ้ะประกอบดว้ยองคป์ระกอบเป็นดงัตารางที ่1 ดงัน้ี 
 
ตารางท่ี 1 องคป์ระกอบทางเคมขีองปฏกิริยิาตามลาํดบัการดาํเนินการในทางปฏบิตั ิ (อา้งองิ
เงือ่นไขในการเพิม่ปรมิาณไวรสั HBV) 

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

8 U 

8. DNA ในทางทฤษฎสีามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอตํ่าถงึระดบั 6 copies จนถงึ
สงูมากถงึ 108 copies ไดภ้ายใน 1 ชัว่โมง โดยปกตปิรมิาณดเีอน็เอที่
ใสใ่นปฏกิริยิาไมต่่างไปจากระดบัปรมิาณดเีอน็เอในปฏกิริยิา PCR นกั 
นัน่คอืไมน้่อยกวา่ 50 ng/ปฏกิริยิา 

 
ในรายละเอยีดพบวา่องคป์ระกอบของปฏกิริยิาจะประกอบไปดว้ย 

1. น้ํากลัน่ เป็นองคป์ระกอบหลกัของตวัทาํละลายทีร่องรบัระบบและใชป้รบัปรมิาตร
สดุทา้ยใหป้ฏกิริยิามคีวามเขม้ขน้ตามตอ้งการ 

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

3. MgSO4 เป็นทัง้ co-factor ของเอนไซม ์Bst DNA polymerase และเป็น
องคป์ระกอบทีท่าํปฏกิริยิากบัไพโรฟฟอสเฟต (PPi) ทาํใหเ้หน็เป็นตะกอนขุน่หาก
สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดส้าํเรจ็ในปรมิาณมาก 
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4. dNTP ใชเ้ป็นหน่วยยอ่ยในการสงัเคราะหด์เีอน็เอสายใหม ่ใช ้dNTP ในรปู
สารละลาย Tris เจอืจางและใชเ้ป็นวตัถุดบิ (substrate) ในปฏกิริยิา polymerization 
เพือ่ต่อสายดเีอน็เอจนไดส้ายดเีอน็เอสายใหม ่

5. บตีาอนี ชว่ยในการสลายภาพของโครงสรา้ง double helix เพือ่ชว่ยใหก้ารเพิม่
ปรมิาณดเีอน็เอทาํไดส้ะดวกขึน้ นอกจากน้ียงัชว่ยลดปญัหา base stacking และ
เพิม่โอกาสในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอจาํเพาะและลดการเพิม่ปรมิาณบรเิวณทีไ่ม่
เกีย่วขอ้งในกรณทีีไ่มม่อีาจใช ้L-proline แทนได ้

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

7. เอนไซมท์ีแ่นะนําไดแ้ก่ Bst DNA polymerase โดยปกตสิามารถใชเ้อนไซม ์DNA 
polymerase ทีม่คีุณสมบตั ิ strand displacement อื่นไดห้ลายชนิด  แต่แนะนําให้
ใชเ้อนไซม ์Bst DNA polymerase สามารถใชต้วัอื่นแทนได ้แต่อาจให้
ประสทิธภิาพทีไ่มเ่ทยีบเทา่  ยกเวน้ในกรณทีาํใหป้ฏกิริยิารอ้นขึน้เสยีก่อนดว้ย
กระบวนการ denaturation ทีอุ่ณหภมูสิงูเพือ่ชว่ยใหโ้ครงสรา้งเป็นสายเดีย่ว  

8. ดเีอน็เอแมแ่บบ ในทางอุดมคตบิรเิวณดเีอน็เกอืบทุกบรเิวณสามารถใชเ้ป็นแมแ่บบ
ของปฏกิริยิาได ้ แต่กพ็บวา่ประสทิธภิาพของ LAMP ขึน้อยูก่บัขนาดของดเีอน็เอ
มาก  เน่ืองจากขัน้ตอนสว่นใหญ่ของ LAMP  ขึน้กบั strand displacement  ซึง่
เกดิขึน้ในอตัราเรว็ทีไ่มส่งูนกั Notomi et al., (2000)  พบวา่ ขนาดของแมแ่บบที่
เหมาะสมควรอยูใ่นชว่ง 130-200 นิวคลโีอไทด ์ หากขนาดของดเีอน็เอแมแ่บบใหญ่
มากถงึ 500 นิวคลโีอไทด ์ ปฏกิริยิายงัคงเป็นไปไดแ้ต่จะมปีระสทิธภิาพตํ่ามาก  
ขอ้แนะนําทีด่สีาํหรบัการออกแบบปฏกิริยิา ควรกาํหนดขนาดดเีอน็เอทีเ่หมาะสมให้
ไมม่ากไปกวา่ 300 นิวคลโีอไทดซ์ึง่รวม F3 และ B3 และเน่ืองจากความ
เฉพาะเจาะจงสงูมากของปฏกิริยิา จงึทาํให ้LAMP สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอที่
สกดัไดจ้ากตวัอยา่งทีอ่าจมกีารปนเป้ือนในปฏกิริยิาจงึไมม่ผีลต่อประสทิธภิาพของ
เอนไซม ์ นอกจากน้ีเน่ืองจาก Bst DNA polymerase  เป็นเอนไซมท์ีม่เีสถยีรสงูจะ
ทนต่อการปนเป้ือนทางโมเลกุลจากสารต่าง ๆ ไดด้กีวา่ Taq DNA polymerase  ที่
ใชใ้นปฏกิริยิา PCR จงึทาํใหส้ามารถใชต้วัอยา่งดเีอน็เอทีเ่ตรยีมดว้ยวธิสีกดัดเีอน็
เออยา่งงา่ยไดก้กีวา่กรณเีดยีวกนัทีด่าํเนินการกบั PCR 

สาํหรบัดเีอน็เอทีใ่ชเ้ป็นแมแ่บบในปฏกิริยิา  ในขัน้ตอนการดาํเนินการจะใชเ้งือ่นไขด ี
เอน็เอในดา้นคุณภาพและปรมิาณไมต่่างไปจากทีใ่ชใ้นปฏกิริยิา PCR กล่าวคอื ดเีอน็เอจะตอ้ง
บรสิทุธิ ์และมปีรมิาณไมน้่อยกวา่  10-50 นาโนกรมั  ต่อปฏกิริยิา  เพือ่จะเป็นหลกัใหก้ารเพิม่
ปรมิาณเกดิขึน้โดยไมม่อุีปสรรค 
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 Enomoto et al. (2005) , Kaneko et al. (2005)  รายงานการใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอที่
เตรียมด้วยวิธีอย่างง่ายจากของเหลวในร่างกายมาทําปฏิกิริยาได้สําเร็จ  แสดงให้เห็นว่า
ปฏิกิริยา  LAMP ทนต่อการยับยัง้ต่าง ๆ  ได้ดีกว่า PCR  ดังนัน้ในหลายกรณี LAMP จึง
สามารถทําปฏกิริยิากบัดเีอน็เอแม่แบบที่ไดจ้ากการใชว้ธิสีกดัดเีอน็เออย่างง่ายและรวดเรว็ได้
ดีกว่า  นอกจากน้ีปฏิกิริยา LAMP ยังสามารถใช้ RNA เป็นแม่แบบโดยทําปฏิกิริยาร่วม  
reverse transcription LAMP ภายในหลอดเดยีวไดโ้ดยตรง 
 โดยปกตใินกรณีทีต่้องการเพิม่ปรมิาณนิวคลอีกิโดยใช ้RNA เป็นแม่แบบ (RT-LAMP)  
อาจเลือกใช้วิธีเป็น 2 ขัน้ตอน  โดยการเปลี่ยน RNA ให้เป็น cDNA ด้วยปฏิกิรยิา reverse 
transcription  เสยีก่อนแลว้จงึทําปฏกิริยิาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ  อย่างไรกต็ามเน่ืองจาก LAMP  
อยู่บนหลกัการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอในรูป strand displacement  จึงทําให้สามารถทําปฏิกิรยิา 
reverse transcription และ LAMP  ไปพรอ้มกนัไดใ้นขัน้ตอนเดยีว   
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บทท่ี 3 
อปุกรณ์และวิธีวิจยั 

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

DPU



  
25 

    
3.2 วิธีวิจยั 

3.2.1 พัฒ น า ร ะบ บ ต รว จ วิ เค ร า ะห์ ด้ ว ย เท ค นิ ค  Loop Mediated Isothermal 
Amplification (LAMP) 

3.2.1.1 เก็บตัวอย่างเชื้อรา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus จาก
หอ้งปฏบิตักิารจาํนวน 100 ตวัอยา่ง 

3.2.1.2 ออกแบบไพรเมอรท์ีจ่าํเพาะต่อยนีทีพ่บในเชือ้ราทัง้สองชนิด  
ไพรเมอร์ที่จําเพาะต่อยีนอะฟลาทอกซินของเชื้อรา Aspergillus flavus และ 

Aspergillus paraciticus  ถูกออกแบบจากลําดบัเบสในธนาคารยนี (genebank) ได้ทัง้หมด 4 
ตวัดงัน้ีคอื 
 
ALFA_RF3    5’-GCAACCTGATGACGACTGAT-3’ 
ALFA_RB3    5’-GCCACTGTTGGTTTCTCCAC-3’ 
ALFA_RFIP        5’-CAAGTAGCCATCCTGCGCGC-GGAACAAGAGGGCTACCGA-3’ 
ALFA_RBIP        5’-ATCGTTCTCAAGGTGCTGGCA-CCGTTGAGGTACACTGGGT-3’ 

 
3.2.1.3 โคลนชิน้สว่นของยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิเพือ่ใชอ้า้งองิ (positive control) 
การสรา้ง positive control เพื่อใช้อ้างองิ  เริม่จากการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในส่วน

ของยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิเพื่อใหไ้ดข้นาดดเีอน็เอทีต่อ้งการ แลว้ตามดว้ยขัน้ตอนการโคลนยนี
ตามลาํดบัต่อไปน้ี 
  1) ทาํการโคลนยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิทีเ่พิม่ปรมิาณไดก้บัพลาสมดิ 
 นําแถบดเีอน็เอของยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิเชื่อมต่อกบัพลาสมดิตามขัน้ตอนทีแ่นะนําไว้
ในคู่มอืทีม่ากบัชุดการโคลนยนีสาํเรจ็รปู  หลงัจากนัน้ทําการสกดัพลาสมดิดเีอน็เอจากโคลนทีม่ี
ยีนสร้างอะฟลาทอกซินด้วยวิธี CTAB โดยนําตัวอย่างประมาณ 100 กรมั ใส่ลงใน CTAB 
บฟัเฟอร์ปรมิาณ 1-2 มลิลลิิตร แล้วบดให้เป็นเน้ือเดยีวกนั จากนัน้ใส่ลงในหลอด eppendorf 
tube ขนาด 1 ml แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  30 นาที  เมื่อครบ
กําหนดเวลานํามาเตมิสารฟีนอลและคลอโรฟอรม์ในปรมิาตรทีใ่กลเ้คยีงกบัตวัอย่าง  แลว้นําไป
ป ัน่ด้วยเครื่องป ัน่เหวี่ยงขนาด 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี ดูดเฉพาะส่วนใสแล้ว
เตมิ คลอโรฟอรม์และไอโซเอมลิแอลกอฮอล ์หลงัจากนัน้นําไปป ัน่เหวีย่งขนาด 12,000 รอบต่อ
นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี ดูดเฉพาะส่วนใสแลว้เตมิโพรพานอล (propanol) ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง
ประมาณ 10 นาที แล้วนําไปป ัน่เหวี่ยงขนาด 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บ
ตะกอนทีไ่ดจ้ากการป ัน่เหวีย่งและลา้งตะกอนดว้ย 70 เปอรเ์ซน็ตเ์อธานอล ปรมิาตร 1 มลิลลิติร
แลว้ทิง้ไวป้ระมาณ 10 นาท ีแลว้นําไปป ัน่เหวีย่งขนาด 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี 
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เทด้วย 70 เปอร์เซ็นต์เอธานอลทิ้ง แล้วทําให้ตะกอนแห้งหลงัจากนัน้ละลายตะกอนด้วย TE 
บฟัเฟอร์ปรมิาตร 30 ไมโครลติร  แล้วเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยปฏิกิรยิาลูกโซ่เพื่อตรวจสอบ
ความตรวจสอบความถูกตอ้งอกีครัง้หน่ึง 
  2) คดัเลอืกโคลนทีไ่ดม้าเกบ็ไวเ้ป็น positive control  
      3.2.1.4 ทดสอบความจาํเพาะและแปรผลยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค Loop 
Mediated Isothermal Amplification โดยใชไ้พรเมอรจ์าํนวน 4 ตวั และเปรยีบเทยีบกบัเทคนิค 
ELISA  โดยการนําเชือ้รา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus จาํนวน 100 
ตวัอยา่ง  ในการทดสอบดว้ยเทคนิค ELISA ตอ้งนําเชือ้ราทัง้หมดมาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้ง
เชือ้ Potato dextrose broth และนํามาสกดัสารพษิ โดยการนําสปอรข์องเชือ้ราจากขวด
เพาะเลีย้งมาใสใ่น eppendorf tube เตมิซแีซนและบดดว้ยมอืเพือ่ใหเ้ซลลแ์ตก  หลงัจากนัน้
นําไปป ัน่เหวีย่งดว้ยความเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ี นําเฉพาะสว่นใสมาเจอืจาง 100 เทา่แลว้
นําไปทดสอบดว้ย DOA – Aflatoxin ELISA test kit  สว่นเทคนิค Loop Mediated Isothermal 
Amplification มสีภาวะทีเ่หมาะสมดงัต่อไปน้ี 
 นํากลัน่    5.55      ไมโครลติร 
 Bataine    1.25   ไมโครลติร   
 10x บฟัเฟอร ์   1   ไมโครลติร 
 dNTP    0.4   ไมโครลติร 
 Mg2SO4   0.3   ไมโครลติร 
 Primer (ผสม)   0.5   ไมโครลติร 
 BST เอนไซม ์   0.5   ไมโครลติร 
 สารตวัอยา่ง   0.5   ไมโครลติร 
 รวม    10   ไมโครลติร  
โดยเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอทีอุ่ณหภมู ิ63 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 

3.2.1.5 ทดสอบประสิทธิภาพความไวของเทคนิค Loop Mediated Isothermal 
Amplification ที่พฒันาขึน้ โดยนําโคลนที่ได้จากขอ้ 3.2.1.3 มาเจอืจางใหม้คีวามเขม้ขน้ตัง้แต่ 
10-1 ถงึ 10-9 
 
         3.2.2  เกบ็ตวัอย่างสมุนไพร 2 ชนิดคอืขมิน้ชนัและขงิทีว่างจําหน่ายตามทอ้งตลาดดว้ย
ชุดตรวจวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification  ทีพ่ฒันาขึน้  
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บทท่ี 4 
ผลการวิจยั 

 
4.1 พฒันาระบบตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification 
(LAMP) 
      ผลการพฒันาระบบตรวจวเิคราะห์ด้วยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification 
(LAMP) ประกอบดว้ยขัน้ตอนทีส่าํคญัดงัต่อไปน้ี 
 

4.1.1 เก็บตัวอย่างเช้ือรา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus จาก
หอ้งปฏบิตักิารจาํนวน 100 ตวัอยา่ง 

 ตัวอย่างเชื้อรา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus จํานวน 100 
ตวัอยา่งไดม้าจากหอ้งปฏบิตักิารทีม่กีารแยกเชือ้ทีเ่ชื่อถอืได ้

 
 

 
 

ภาพท่ี 8 ตวัอยา่งเชือ้รา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus 
 

4.1.2 ออกแบบไพรเมอรท่ี์จาํเพาะต่อยีนท่ีพบในเช้ือราทัง้สองชนิด 
 คดัเลอืกไพรเมอรท์ีม่คีวามเฉพาะเจาะจงกบัเชือ้ราทัง้สองชนิดในระดบัสปีชสีด์งั

ลาํดบัของยนีดงัภาพ  มจีาํนวนทัง้หมด 4 ตวั สามารถเพืม่ขยายดเีอน็เอไดผ้ลทีม่คีวามจาํเพาะ 
 

 661 gcaacctgat gacgactgat atggtcatct cggggaacaa gagggctacc gatgcggtcc 
 
                                     F1c 
 721 ggaagatcct cgggtgttcg tgcgcgcagg atggctactt gctgagcatg gtcgtcctta 
 
             B1c                                           B2 
 781 tcgttctcaa ggtgctggca tggtatgctg cggcagcagg cacccagtgt acctcaacgg 
 
                     B3    
 841 cggcgggtgg agaaaccaac agtggcagct gtagcaacag 
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4.1.3 โคลนช้ินส่วนของยีนสร้างอะฟลาทอกซินเพ่ือใช้อ้างอิง (positive control) 
การโคลนชิน้ส่วนของยนีสามารถทําไดโ้ดยเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในส่วนของยนีสรา้งอะฟลาทอก
ซนิเพื่อใหไ้ดข้นาดดเีอน็เอทีต่อ้งการดงัภาพที ่9   แลว้ตามดว้ยขัน้ตอนการโคลนยนีตามลําดบั
ต่อไปน้ี 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 9  แถบ DNA จากการเพิม่ปรมิาณดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่ ขนาดทีต่อ้งการจากเชือ้รา  
Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus  

                       (M = marker; NTC = negative control; POS = positive control) 
  1) ทาํการโคลนยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิทีเ่พิม่ปรมิาณไดก้บัพลาสมดิ 
เมื่อทําการโคลนยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิกบัพลาสมดิแลว้พบว่ามจีํานวน 5 โคลนที่สามารถนํา
ยนีสร้างอะฟลาทอกซินเชื่อมต่อกบัพลาสมิดได้สําเรจ็ จงึทําการสกดัพลาสมินดีเอ็นเอทัง้ 5 
โคลนแลว้นํามาตรวจสอบบน  1.5% agarose gel ดงัภาพที ่10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M       NTC     POS 
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ภาพท่ี 10 ผลการสกดัพลาสมดิ DNA  
ทีไ่ดจ้ากการโคลนยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิจาํนวน 5 โคลน 

 
  2) คดัเลอืกโคลนทีไ่ดม้าเกบ็ไวเ้ป็น positive control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

1            2          3          4           5 
 

   M     NTC       1         2         3         4          5 
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4.1.4 ทดสอบความเฉพาะเจาะจงและแปรผลยีนสร้างอะฟลาทอกซินด้วยเทคนิค 
Loop Mediated Isothermal Amplification โด ย ใ ช้ ไพ ร เม อ ร์ จํ า น ว น  4 ตั ว  แ ล ะ
เปรียบเทียบกบัเทคนิค ELISA   

ผลการศกึษาความเฉพาะเจาะจงกบัเชือ้ราทัง้สองชนิดจาํนวน 100 ตวัอยา่ง พบวา่มผีล
เป็นบวกเช่นเดยีวกนัในตวัอยา่งเชือ้รา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus ในการ
ทดสอบดว้ยเทคนิค LAMP และเทคนิค ELISA (ภาพที ่12) 
 

 

 
 
 

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

ผลการศกึษาพบวา่สามารถตรวจสอบยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิตามความเขม้ขน้ต่างๆ 
ซึง่ความเขม้ขน้ตํ่าสดุทีเ่ทคนิคยงัสามารถตรวจสอบตรวจสอบการปนเป้ือนไดค้อื ความเขม้ขน้ที่
เจอืจางจากปรมิาณตัง้ตน้ไป  10-7   เทา่   ดงัแสดงดงัภาพที ่13 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 13  ความไวของการตรวจวเิคราะหย์นีสรา้งอะฟลาทอกซนิ ดว้ยเทคนิค  

Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 
4.2 เกบ็ตวัอย่างสมนุไพร 2 ชนิดคือขม้ินชนัและขิงท่ีวางจาํหน่ายตามท้องตลาดด้วยชดุ
ตรวจวิเคราะหด้์วยเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification  ท่ีพฒันาขึน้ 
 เกบ็ตวัอยา่งสมนุไพรทีม่วีางจาํหน่ายตามทอ้งตลาด  2 ชนิด ไดแ้ก่ ขงิและขมิน้ชนั ซึง่
ขงิสามารถเกบ็ตวัอยา่งไดท้ัง้สิน้ 20 ตวัอยา่งจากผูผ้ลติ 20 ราย สว่นขมิน้ชนัสามารถเกบ็
ตวัอยา่งได ้ 6 ตวัอยา่ง จากผูผ้ลติจาํนวน 6 ราย  เมือ่นําตวัอยา่งทัง้หมดตรวจวเิคราะหด์ว้ย
เทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification  ทีพ่ฒันาขึน้  พบวา่ตวัอยา่งขงิทัง้หมด 20 
ชนิด ตรวจพบการปนเป้ือนเชือ้ราสายพนัธุส์รา้งอะฟลาทอกซนิ จาํนวน 4 ตวัอยา่ง สว่นใน
ขมิน้ชนัตรวจพบการปนเป้ือนจาํนวน 3 ตวัอยา่ง ดงัภาพที ่ 14  และเมือ่นําตวัอยา่งทัง้หมด
ตรวจหาสารอะฟลาทอกซนิดว้ยเทคนิค DOA-Aflatoxin ELISA test kit ทีพ่ฒันาโดยกรม
วชิาการเกษตร พบวา่ตวัอยา่งทีต่รวจพบการปนเป้ือนเชือ้ราในขงิและขมิน้ชนัดว้ยเทคนิค Loop 

 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 14  ผลการตรวจสอบตวัอยา่งขงิและขมิน้ชนัดว้ยเทคนิค 

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

 
 

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

สรปุผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรปุผลการวิจยั 
จากการศกึษาและพฒันาชุดตรวจวเิคราะหก์ารปนเป้ือนของเชือ้รา Aspergillus สาย

พันธุ์สร้างสารอะฟลาทอกซินในขมิ้นชันและขิงบนหลักการ point of care  ด้วยเทคนิคการ
วิเคราะห์ทางพันธุกรรม Loop Mediated Isothermal amplification (LAMP)  พบว่าสามารถ
ตรวจวิเคราะห์การปนเป้ือนเชื้อรา Aspergillus สายพันธุ์สร้างสารอะฟลาทอกซินได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ   โดยเมื่อนําเทคนิคการวิเคราะห์ทางพันธุกรรม LAMP ตรวจสอบเชื้อรา 
Aspergillus สายพนัธุส์รา้งสารอะฟลาทอกซนิจํานวน 100 ตวัอย่าง พบว่ามคีวามเฉพาะเจาะจง
เช่นเดียวกับเทคนิค ELISA ทัง้ 100 ตัวอย่าง ซึ่งเทคนิค ELISA เป็นเทคนิควิเคราะห์ทาง 
Immunoassay ใน รู ป แ บ บ ก า ร แ ข่ ง ขั น แ บ บ ต ร ง  (Direct competitive Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay)  ซึ่งจะตรวจสอบสารอะฟลาทอกซินที่ถูกสกัดออกมาจากตัวอย่าง  
นอกจากความเฉพาะเจาะจงกบัเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งสารอะฟลาทอกซนิ เทคนิคการ
วิเคราะห์ทางพัน ธุกรรม  Loop Mediated Isothermal amplification  ยังมีความไวในการ
ตรวจสอบการปนเป้ือนของเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุ์สรา้งสารอะฟลาทอกซนิ โดยปรมิาณที่
น้อยที่สุดที่สามารถตรวจสอบการปนเป้ือนของเชื้อได้คอื 10-7 เท่า  และเมื่อประกอบชุดตรวจ
วเิคราะห์แล้ว  ได้นําไปใช้ตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนของเชื้อรา Aspergillus  สายพนัธุ์สรา้ง
สารอะฟลาทอกซินในตัวอย่างสมุนไพรขมิ้นชันและขิงที่วางจําหน่ายตามท้องตลาดพบว่า  
ตวัอย่างขงิผงจํานวน 20 ตวัอย่าง พบการปนเป้ือนจํานวน 4 ตวัอย่าง  ส่วนขมิน้ชนัมจีํานวน 6  
ตวัอย่าง ตรวจพบการปนเป้ือนจํานวน 3 ตวัอย่าง  โดยตวัอย่างสมุนไพรทัง้สองชนิดที่พบการ
ปนเป้ือนจากเชื้อรา Aspergillus สายพันธุ์สร้างสารอะฟลาทอกซิน จะมีลักษณะของการ
ผลติภณัฑท์ัง้แบบผงเครื่องดื่มละลายน้ํา แบบถุงชง และแคปซลู  ซึง่ผูผ้ลติบางรายใชบ้รรจุภณัฑ์
ที่ไม่ได้มาตรฐานทําให้มกีารปนเป้ือนเชื้อรา Aspergillus สายพนัธุ์สรา้งสารอะฟลาทอกซิน ที่
ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LAMP  ทัง้น้ีการปนเป้ือนของเชื้อราที่สร้างสารอะฟลาทอกซิน  
สามารถเกดิขึน้ไดทุ้กขัน้ตอนการผลติ  ตัง้แต่การเกบ็เกี่ยวผลผลติ  ระหว่างการเกบ็รกัษา และ
การขนส่ง ทําใหผ้ลติภณัฑม์คีวามเสีย่งต่อการปนเป้ือนของสารก่อมะเรง็ชนิดน้ีสูง  นอกจากจะ
เป็นปญัหาเกี่ยวกบัสุขภาพและอนามยัของประชาชนผู้บรโิภคแล้ว  ยงัเป็นปญัหาทัง้ในและ
ต่างประเทศในการนํามาใชเ้ป็นขอ้กดีกนัทางการคา้ 

การพฒันาชุดตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนเชื้อรา Aspergillus สายพนัธุ์สรา้ง Aflatoxin 
ในขมิน้ชนัและขงิในครัง้น้ีเกดิปฏกิริยิาไดท้ีอุ่ณหภมู ิ63 องศาเซลเซยีส ภายในเวลา 60 นาทดีว้ย
เอนไซมช์นิดเดยีว ใหค้วามเฉพาะเจาะจงสงูกว่าเทคนิค ELISA  ซึง่อุณหภูมเิดยีวกส็ามารถเพิม่
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ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายอย่างรวดเร็วจึงเป็นเทคนิคที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์การ
ปนเป้ือนเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้ง Aflatoxin ภาคสนามจงึสามารถทําการตรวจไดทุ้กที ่
โดยเทคนิคเดมิอยู่บนหลกั polymerase chain reaction (PCR)  จะต้องอาศยัการทําปฏกิริยิาที่
อุณหภูมต่ิางกนั 2 ถงึ 3 ระดบั จงึต้องพึง่พาเครื่องมอืและหอ้งปฏบิตักิาร รวมทัง้ทกัษะของผูท้ํา
การตรวจวเิคราะห ์จงึไม่สามารถนําไปประยุกต์ใชใ้นภาคสนามได ้ เทคนิค LAMP มคีวามไวใน
การตรวจสอบการปนเป้ือนของเชื้อในระดบัที่สูงกว่าเทคนิค PCR และ ELISA  เน่ืองจากอาศยั
ไพรเมอร ์2 คู่ซึ่งจะเพาะต่อยนีเป้าหมาย 6 บรเิวณ  ผลการตรวจวเิคราะหท์ี่สมัพนัธ์กนัระหว่าง
เทคนิค LAMP และเทคนิค ELISA ยิง่ทําใหเ้ทคนิคน้ีควรนําไปประยุกต์ใชก้บัการตรวจวเิคราะห์
ในผลติภณัฑ์สมุนไพรอื่น ๆ รวมทัง้การวเิคราะห์การปนเป้ือนเชื้อจุลนิทรยี์ที่ก่อให้เกิดโรคที่มี
ผลเสยีต่อสขุภาพในอนาคต 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

ชุดตรวจวเิคราะหก์ารปนเป้ือนของเชือ้รา Aspergillus สายพนัธุส์รา้งสารอะฟลาทอก
ซนิเป็นเทคนิคการวเิคราะหท์างพนัธุกรรมทีม่ขี ัน้ตอนหลกัสาํคญั 2 สว่นคอืการสกดัดเีอน็เอและ
การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมาย  ดงันัน้เทคนิคการสกดัดเีอน็เอจงึมคีวามสาํคญัซึ่งจะส่งผลให้
สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมายไดส้าํเรจ็  โดยตวัอยา่งผลติภณัฑส์มนุไพรขมิน้ชนัและขงิที่
นํามาวเิคราะหม์หีลายรปูแบบซึง่แต่ละรปูแบบกจ็ะมสีว่นผสมอื่นๆ ทีอ่าจจะมผีลต่อการสกดัดเีอน็
เอและการเพิม่ดเีอน็เอเป้าหมาย  จงึควรมกีารเปรยีบเทยีบวธิกีารสกดัดเีอน็เอทีใ่หป้รมิาณดเีอน็
เอทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค LAMP  งานวจิยัครัง้น้ีไดชุ้ดตรวจวเิคราะหท์ี่พฒันาขึ้
นาประยุกต์ใช้กบัชมิ้นชนัและขงิ  ซึ่งการเก็บตวัอย่างมาวเิคราะห์ครัง้น้ีเป็นเพยีงการทดสอบ
เบื้องต้น  จงึควรมกีารศกึษาเพิม่เติมไปจนถึงสถานการณ์การปนเป้ือนของเชื้อรา Aspergillus 
สายพนัธุ์สรา้งสารอะฟลาทอกซนิในขมิ้นชนัและขงิ  โดยมกีารสุ่มตวัอย่างอย่างเป็นระบบเพื่อ
นําไปสู่การวิเคราะห์สาเหตุเพื่อหาแนวทางการแก้ไขการปนเป้ือนเชื้อราชนิดน้ีในผลิตภณัฑ์
สมนุไพร  
 
 
 
 
 
 

DPU



 

เอกสารอ้างองิ 

 
กรมเศรษฐกจิการพาณชิย.์ 2545. เครื่องเทศและสมนุไพร , กรงุเทพฯ. 17 หน้า  
 
ปิยะศกัดิ ์ชอุม่พฤกษ์. 2551. หลกัการและวิธีการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอระบบใหม่ : 5-12 
  
สถาบนัการแพทยแ์ผนไทย กระทรวงสาธารณสขุ.  2544.  การศึกษาองคค์วามรู้ ภมิูปัญญา

การแพทยแ์ผนไทย พืชสมนุไพรไทย:เพ่ือพฒันาองคค์วามรู้สู่ระดบันานาชาติ
และสนับสนุนให้ประชาชนเกิดการพ่ึงตนเอง.    สถาบนัการแพทยแ์ผนไทย 
กระทรวงสาธารณสขุ  

 
สถาบนัวจิยัสมนุไพร กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย.์2543. การส่งออกสมนุไพร:ศกัยภาพ 

ความพร้อมของประเทศ ปัญหา อปุสรรค และทางแก้.  (เอกสารประกอบการ
สมัมนา).  งานมหกรรมแห่งเอเชีย 2000 

 
อมรา  ชนิภตู.ิ  2544.  ข่าวสารโรคพืชและจลุชีววิทยา  11 (3): 27-28.   
 
อมรา ชนิภตู ิ ชวเลศิ ตรกีรณุาสวสัดิ.์  2547.  หลกัการวเิคราะหข์องชุดตรวจสอบสารแอฟลา

ทอกซนิสาํเรจ็รปู (DOA-ELISA TEST KIT), น. 10.  คู่มอืการใชชุ้ดตรวจสอบสารแอฟ
ลาทอกซนิสาํเรจ็รปู.  สาํนกังานวจิยัและพฒันาวทิยาการหลงัการเกบ็เกีย่วและแปรรปู
ผลติผลเกษตร, โรงพมิพช์ุมนุมสหกรณ์การเกษตรแหง่ประเทศไทย จาํกดั. 

 
อมรา ชนิภตู.ิ 2547. สถานการณ์การปนเป้ือนของเชือ้ราและสารอะฟลาทอกซนิในงา 
 
calvo A.M., Wilson R.A., Bok  J.W. and, Keller N.P.  2002.  Relationship between 

secondary metabolism and fungal development. Microbiology Molecular 
biology  66: 447-459.  

 

DPU



 

 Degola F., , Berni E., Dall Asta C., Spotti E., Marchelli R., Ferrero I. and Restivo F.M.  
2007.  A multiplex RT-PCR approach to detect aflatoxigenic strains of 
Aspergillus flavus.  Journal of Applied  Microbiology  103: 409-417.   DPU



 

ประวตักิารศึกษา และการทาํงาน 

 
ช่ือ –นามสกลุ  
วนั เดือน ปี ท่ีเกิด  
สถานท่ีเกิด   
ประวติัการศึกษา  
ตาํแหน่งหนา้ท่ีการงานปัจจุบนั  
สถานท่ีทาํงานปัจจุบนั  
ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวิชาการ   
ทุนการศึกษาท่ีไดรั้บ  

 

DPU




