
641Thammasat Medical Journal, Vol. 17 No. 4, October - December 2017

บทปริทัศน์
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บทคัดย่อ

	 เทคนิค	Infrared	(IR)	spectroscopy	เป็นเทคนิคที่ใช้หลักการวิเคราะห์การสั่นของโมเลกุลของสารจากการได้รับพลังงาน

แสงอินฟราเรด	 ซึ่งคลื่นความถี่ที่จำาเพาะของโมเลกุลหนึ่งๆ	 ทำาให้เกิดพีค	 (peak)	 ที่ตำาแหน่งเลขคลื่น	 (wave	 number)	 ทำาให้ได้

ลายพิมพ์อินฟราเรดสเปกตรัมตามพันธะในโมกุลของสารนั้นๆ	 ในการพัฒนาเทคนิคเพื่อให้สามารถทำางานได้รวดเร็วขึ้น	 มีความ

สามารถในการแยกสูง	และสภาพไวสูง	สามารถวิเคราะห์สารตัวอย่างที่มีในปริมาณน้อยๆ	ได้	เทคนิค	Fourier	Transform–Infrared	

(FTIR)	Spectroscopy	จึงถูกพัฒนาขึ้น	โดยคลื่นแสง	IR	จะถูกทำาให้แทรกสอดกลายเป็นคลื่นเดี่ยวที่มีหลายความยาวคลื่น	เรียกว่า	 

Interferogram	ซึง่สามารถแปลงใหอ้ยูใ่นรปูแบบของสเปกตรมัไดโ้ดยสมการ	Fourier	transform	จากหลกัการของ	FTIR	ทีส่ามารถ

วิเคราะห์แยกโมเลกุลของสารได้อย่างจำาเพาะ	 ดังนั้น	 การนำาเทคนิคดังกล่าวมาประยุกต์ใช้งานทางชีวการแพทย์จึงเป็นประเด็นที ่

นา่สนใจยิง่	เพือ่แสดงใหเ้หน็ถงึประโยชนข์องเครือ่งมือวทิยาศาสตรป์ระเภทนี	้คณะผู้เขียนจงึรวบรวมขอ้มลูงานวจัิยตา่งๆ	ทีเ่กีย่วขอ้งกบั 

การใช้เทคนิค	 FTIR	 โดยมุ่งเน้นนำาเสนอ	 การใช้เทคนิค	 FTIR	 ในงานทางด้านจุลชีววิทยา	 การศึกษาเซลล์ต้นกำาเนิด	 (stem	 cells)	

และการศึกษามะเร็ง	เพื่อให้เกิดความรู้และความเข้าใจ	รวมถึงความเป็นไปได้ในการพัฒนาเทคนิค	FTIR	สู่การประยุกต์ใช้ในทางการ
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บทน�ำ
รังสีอินฟราเรดเป็นคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าท่ีมีช่วงอยู ่

ระหว่างแสงที่ตามองเห็นและรังสีไมโครเวฟ	 สามารถแบ่งตาม

ความยาวคลื่นได้เป็น	๓	ช่วง	ได้แก่	๑)	Far	IR	(ความยาวคลื่น	

๒๕	 -	 ๑,๐๐๐	 µm)	 ๒)	Mid	 IR	 (ความยาวคลื่น	 ๒.๕	 -	 ๒๕	

µm)	และ	๓)	Near	IR	(ความยาวคลื่น	๗๘๐	nm	-	๒.๕	µm)	 

ช่วงของรงัสทีีน่ำามาประยกุต์ใช้ทางการแพทย์คอื	ช่วงกลางของ

รังสีอินฟราเรด	(mid	IR)	การอ้างอิงถึงช่วงคลื่นในย่านนี้ใช้เลข

คลื่น	 (wave	 number)	 ซึ่งเป็นส่วนกลับของความยาวคล่ืน	 

มีหน่วยเป็นเซนติเมตร-๑	๑	การดูดกลืนรังสีอินฟราเรดเกิดขึ้นได้

ต่อเมือ่ความถีท่ีใ่ห้กบัโมเลกลุเท่ากบัความถ่ีพืน้ฐานของโมเลกลุ	

การดูดกลืนคลื่นความถี่ที่จำาเพาะของโมเลกุลหนึ่งๆ	จะเกิดพีค	

(peak)	 ที่ตำาแหน่งเลขคลื่นท่ีจำาเพาะต่อโมเลกุลหน่ึงๆ	 เช่นกัน	 

โดยปรกติโมเลกุลท่ีจะวิเคราะห์ด้วยรังสีอินฟราเรดจะต้องมี

ไดโพลโมเมนต์	 (dipole	moment)	 ซึ่งเป็นการเรียงตัวของ

ประจไุฟฟ้าสองประจทุีม่ขีนาดเท่ากนัแต่มเีครือ่งหมายตรงข้าม	

โดยทีป่ระจทุัง้สองจะวางอยูใ่กล้กนัหรอืมกีารเปลีย่นแปลงขัว้คู่

ไฟฟ้า	 (electric	dipole)	ด้วย๒	กล่าวอีกนัยคือการวัดการสั่น

ของพันธะในโมเลกุลนั่นเอง

การสั่นของโมเลกุลจำาแนกได้เป็น	๒	ลักษณะ	คือ	๑)	

การส่ันแบบยดืหด	และ	๒)	การบดิงอของพนัธะ	ลักษณะการสัน่

แบบยืดหดเป็นการเปลี่ยนแปลงความยาวของพันธะ	 สามารถ

แบ่งการสัน่แบบยดืหดได้	๒	ลกัษณะคอื	การยดืหดแบบสมมาตร	

(symmetric	 stretching)	 และการยืดหดแบบไม่สมมาตร	

(asymmetric	stretching)	การส่ันลักษณะทีส่องคือ	การบดิงอ

ของพนัธะ	ทำาให้เกดิการเปลี่ยนแปลงมุมของพันธะ	ซึง่สามารถ

แยกการสั่นลักษณะนี้ออกได้เป็น	๒	ประเภทใหญ่ๆ	คือ	การบิด

งอในระนาบเดยีวกัน	ประกอบด้วยการส่ันแบบ	scissoring	และ	

rocking	และการบดิงอนอกระนาบ	ประกอบด้วย	wagging	และ	

twisting	ดังแสดงในรูปที่	๑

รูปที่ ๑			รูปแบบการสั่นของโมเลกุล



643Thammasat Medical Journal, Vol. 17 No. 4, October - December 2017

จากความสามารถในการจำาแนกโมเลกุลชนิดต่างๆ	

จากรูปแบบการดูดกลืนรังสีอินฟราเรด	 ในระยะแรกจึงมีการ

ประยุกต์เป็นเครื่องมืออินฟราเรดสเปกโตรสโคปี	 (infrared	

spectroscopy)	ซึง่มส่ีวนประกอบคล้ายกบัสเปกโตรโฟโตมเิตอร์	 

(spectrophotometer)	แต่แหล่งกำาเนดิแสงให้แสงทีใ่ช้เป็น	IR	

ที่ถูกปล่อยออกมา	 เครื่องมือนี้สามารถวิเคราะห์ส่วนประกอบ

ของสารในทางเคมีและชีวเคมี	 แต่มีข้อจำากัด	 คือ	 ใช้ระยะ

เวลาในการตรวจวิเคราะห์นาน	 เนื่องจากส่วนแยกแสงหรือ 

โมโนโครเมเตอร์สามารถแยกรงัสไีด้ทลีะความยาวคลืน่	ต่อมาจงึ

มีการพัฒนา	Fourier	Transform–Infrared	Spectroscopy	

(FTIR)	 ออกมาเพื่อช่วยลดระยะเวลาในขั้นตอนการตรวจวัด	

โดยคลืน่แสงจะถกูทำาให้แทรกสอดกลายเป็นคลืน่เดีย่วทีม่หีลาย

ความยาวคลื่น	เรียกว่า	Interferogram	ซึ่งสามารถแปลงให้อยู่

ในรูปแบบของสเปกตรัมได้โดยสมการ	 Fourier	 transform๑	 

จึงเรียกเทคนิคนี้ว่า	FTIR

นอกจากน้ีเทคนิค	 FTIR	 ยังถูกดัดแปลงให้สามารถ

นำามาใช้กบัตวัอยา่งได้สะดวกขึ้นโดยทำาให้รงัสอีินฟราเรดหักเห

ไปในคริสตัลที่มีดัชนีหักเหแสงด้วยหลักการ	 Attenuated	

Total	Reflectance	(ATR)	หรือที่เรียกว่า	ATR-FTIR	เมื่อแสง 

ถูกหักเหไปตามพื้นที่ผิวของคริสตัล	 รังสี	 IR	 จะถูกดูดกลืนได้

โดยตัวอย่างที่วางอยู่บนพื้นผิวคริสตัล	 และสะท้อนกลับเข้า

มายงัคริสตลั	โดยเกดิเหตุการณ์ลกัษณะนีไ้ปจนสิน้สดุความยาว

ของพื้นผิว	 รังสีที่เหลือจะถูกสะท้อนกลับไปยังตัวรับสัญญาณ	 

(detector)	และประมวลผลออกมาในรูปของสเปกตรมั	สำาหรบั

การตรวจวิเคราะห์ท่ีจำาเป็นต้องเก็บข้อมูลสเปกตรัมจาก

ตำาแหน่งที่จำาเพาะสามารถเพิ่มตัวเลือกให้กับเทคนิค	 FTIR	 ได้

โดยใช้	microscope	เลือกจุดที่ต้องการเก็บสเปกตรัม	จากนั้น

จึงเก็บสเปกตรัมตามหลักการของ	 FTIR	 ซึ่งเรียกเทคนิคนี้ว่า	

FTIR	microspectroscopy	อีกทางเลือกหนึ่งสำาหรับงานวิจัย

ที่ต้องการสแกนตัวอย่างในพื้นที่กว้างๆ	 สามารถเพิ่ม	 Focal	

Plane	Array	(FPA)	เข้าไป	FTIR	หรือที่เรียกว่า	FPA-FTIR	เพื่อ

สแกนพื้นที่ขนาด	 n	 x	 n	 ผลลัพธ์ที่ออกมาในลักษณะรูปภาพ	

(imaging)	 ซึ่งเป็นแผนภาพความร้อนของพื้นที่ผิวตัวอย่าง	

นอกจากนี้ยังให้ผลออกมาในรูปแบบของสเปกตรัมได้อีกด้วย

การตรวจวเิคราะห์ด้วยรงัสอีนิฟราเรดจะให้ผลออกมา 

ในรูปแบบของสเปกตรัมที่แสดงความสัมพันธ์ของเลขคลื่น

และ	 intensity	 โดยสารชีวโมเลกุลแต่ละชนิดจะมีชุดเลขคลื่น

ความถี่ที่จำาเพาะ๑	 ดังนั้นเพื่อแสดงให้เห็นถึงประโยชน์ของ

รังสีอินฟราเรดในทางการแพทย์	 ผู้เขียนจึงขอนำาเสนอการ

ประยกุต์ใช้เทคนคิ	FTIR	ในงานด้านจลุชวีวิทยา	การศกึษาเซลล์ 

ต้นกำาเนิด	(stem	cells)	และการศึกษาเซลล์มะเร็ง	เป็นต้น

การประยุกต์ใช้ FTIR spectroscopy  
ในงานวิจัยด้านจุลชีววิทยา

จลุชีววทิยาเป็นการศึกษาจุลชีพขนาดเล็กทีต้่องอาศยั

การมองเหน็ผ่านกล้องจลุทรรศน์	(microscopy)	โดยแบคทเีรยี

เป็นกลุม่จลุชพีทีม่กีารศกึษาค้นคว้ามากทีส่ดุ	แบคทเีรยีบางชนดิ

อาศัยอยู่บนร่างกายมนุษย์แบบพึ่งพาและแบคทีเรียหลายชนิด 

เป็นปัญหาก่อโรคในคน	 ในการแยกวินิจฉัยจุลชีพก่อโรค	 

ทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ใช้วิธีทดสอบคุณสมบัติทาง

ชีวเคมีของเชื้อ	 (biochemical	 tests)	 มีหลายขั้นตอนต้อง 

แยกเชื้อ	 เพาะเลี้ยงก่อนนำามาทดสอบ	 จึงใช้เวลานานและ

ต้องอาศัยความชำานาญของผู้ปฏิบัติงาน	 ปัจจุบันแพทย์มักใช ้

การย้อมแกรมเพื่อจำาแนกเชื้อก่อนและให้ยาต้านจุลชีพตาม 

กลุ ่มแกรมบวกหรือแกรมลบ	 การเพาะเลี้ยงและรายงาน 

ผลเพาะเชือ้จงึมกัให้ผลในแง่การยนืยนัการรกัษาเบือ้งต้น	ทำาให้

มีความต้องการนวัตกรรมหรือเทคโนโลยีสมัยใหม่ในการช่วย

แยกวนิจิฉยัเชือ้ทีม่คีวามรวดเรว็และแม่นยำาในอนาคต	โดย	FTIR	

spectroscopy	ถกูนำามาใช้แยกวนิจิฉยัจลุชพีด้วยการวเิคราะห์

องค์ประกอบหลักของเซลล์แบคทีเรีย	ได้แก่	โปรตีน	กรดไขมัน	

คาร์โบไฮเดรต	กรดนิวคลีอิก	และไลโปโพลีแซคคาไลด์	เป็นต้น	

แม้ว่าสเปกตรัมของเซลล์แบคทีเรียส่วนใหญ่ดูคล้ายกันมาก	

แต่เม่ืออาศัยการวิเคราะห์ความแตกต่างเชิงปริมาณ	ความเข้ม

และความกว้างของสเปกตรัม	 ร่วมกับการระบุตำาแหน่งเลข

คล่ืนความถี่ที่จำาเพาะทำาให้สามารถแยกความแตกต่างของ

เซลล์แบคทีเรียได้๓	 จากการวิเคราะห์องค์ประกอบรวมของ 

เชื้อแบคทีเรียด้วย	FTIR	spectroscopy	ได้มีการรวบรวมเป็น

ฐานข้อมูล	ดังแสดงในตารางที่	๑
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 เลขคลื่น (cm-1)  หมู่ฟังก์ชันของส�รชีวโมเลกุล

	 ๓๒๐๐	 N-H	stretching	of	amide	A	in	proteins๗

	 ๒๙๕๗	 C-H	asymmetric	stretching	of	-CH3
3
	in	fatty	acids๙

	 ๒๙๑๙	 C-H	asymmetric	stretching	of	>	CH
2
	in	fatty	acids๖

	 ๒๘๗๐	 C-H	symmetric	stretching	of	–CH
3
	in	fatty	acids๗

	 ๒๘๕๐	 C-H	symmetric	stretching	of	>	CH
2
	in	fatty	acids๗

	 ๑๗๔๐	 >	C	=	O	stretching	of	lipid	esters๗

	 ๑๖๙๕	-	๑๖๗๕	 Amide	I	band	component	of	proteins๗,	๑๐

	 ๑๖๕๕	 Amide	I	of	α-helical	structure	of	proteins๗,	๑๐

	 ๑๖๓๗	 Amide	I	of	β-plated	sheet	structure	of	proteins๗,	๑๐

	 ๑๕๕๐	-	๑๕๒๐	 Amide	II	band	of	proteins๑๐	-	๑๒

	 ๑๔๖๘	 C-H	deformation	of	>	CH
2
	in	lipids๗

	 ๑๔๐๐	 C	=	O	symmetric	stretching	of	COO-	group	in	amino	acids,	fatty	acids๗

  Amide	III	band	components	of	proteins๑๑	-	๑๓

	 ๑๓๐๕	-	๑๒๐๐	 P	=	O	asymmetric	stretching	in	DNA,	RNA	and	phospholipids๑๐ 

	 ๑๒๔๕	 P	=	O	symmetric	stretching	in	DNA,	RNA	and	phospholipids๑๐ 

	 ๑๐๘๐	 Finger	print	region	

	 ๙๐๐	-	๖๐๐	

ต�ร�งที่ ๑		หมู่ฟังก์ชันที่สัมพันธ์กับสเปกตรัมการสั่นของโมเลกุลหลักของเชื้อแบคทีเรียที่ถูกกระตุ้นด้วยรังสีอินฟราเรด

การแยกเชื้อแบคทีเรียด้วย	 FTIR	 spectroscopy	

สามารถทำาได้โดยการนำาเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งมา

เตรียมในลักษณะฟิล์มบางแบบแห้ง	 จากการวิเคราะห์กว่า	 

๒๔๐	สเปกตรัมของเชื้อจุลชีพกว่า	๓๐	สายพันธุ์	ทั้งแบคทีเรีย

แกรมบวก	 แบคทีเรียแกรมลบ	 และยีสต์	 สเปกตรัมของรังสี

อนิฟราเรดในช่วง	๓๐๐๐	-	๒๘๐๐,	๑๕๐๐	-	๑๔๐๐	และ	๑๒๐๐	-	 

๙๐๐	 เซนติเมตร-๑	 ทำาให้จัดจำาแนกตามองค์ประกอบด้วยการ

วิเคราะห์	 hierarchical	 cluster	 analysis	 (HCA)	 สามารถ

แยกจุลชีพแต่ละชนิดออกจากกัน	 รวมท้ังแยกวิเคราะห์ใน

ระดับ	genus	และ	species๔	ดังแสดงในรูปที่	๒	จึงทำาให้	FTIR	

spectroscopy	ถกูนำามาใช้เพือ่แยกวนิจิฉยัเชือ้จลุชพีได้	ในการ

ประยุกต์ใช้ทางการแพทย์	อาทิเช่น	การแยกวินิจฉัยเชื้อก่อโรค

ในระบบทางเดินอาหาร	 ได้แก่	 การแยกวินิจฉัยเชื้อ	 Listeria 

monocytogenes	 ในตัวอย่างตรวจจากอาหาร	 สิ่งแวดล้อม	

คน	และสตัว์	ด้วยพคีทีเ่ลขคลืน่	๙๐๐	และ	๑๒๐๐	เซนตเิมตร-๑	 

ในส่วนโพลีแซคคาไลด์ของเชื้อ	 และสามารถแยกเชื้อได้ใน

ระดับซีโรวาร์	(serovar)	จากการวิเคราะห์ช่วงสเปกตรัม	๙๐๐	

-	 ๑๒๐๐	 เซนติเมตร-๑	และ	 ๑๔๐๐	 -	 ๑๘๐๐	 เซนติเมตร-๑	๕  

การแยกความแตกต่างของเชือ้	E. coli	ในระดับซโีรไทป์	(serotype)	

โดยใช้	FTIR	spectroscopy	วเิคราะห์ส่วนไลโปโพลแีซคคาไลด์ 

ของเช้ือที่สกัดด้วยฟีนอล	 จาก	 E. coli ทั้งหมด	 ๕	 สายพันธุ	์

โดยสามารถใช้ช่วงสเปกตรัม	๙๐๐	 -	๑๒๐๐	 เซนติเมตร-๑	 ใน

ส่วนของโพลีแซคคาไลด์	 ชี้บ่งความจำาเพาะในระดับซีโรไทป์๖  

การตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อในกระแสเลือด	 โดยใช้	 ATR-FTIR	 

spectroscopy	 ที่ใช้ตรวจวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรียในตัวอย่าง

เลือด	 ซึ่ งสามารถวินิจฉัยแยกเช้ือ	 Staphylococcus  

aureus (S. aureus)	ในการเพาะเชือ้จากเลอืด	โดยวเิคราะห์แบบ 

แผนสเปกตรัมตามองค์ประกอบทางชีวเคมีของเชื้อ	 ได้แก	่ 

๑)	โพลิแซคคาไลด์ในช่วงสเปกตรมั	๙๐๐	-	๑๒๐๐	เซนตเิมตร-๑ 

โดยเฉพาะการสัน่สะเทอืนของ	C-O-C	และ	C-O-P	stretching	

๒)	ช่วงสเปกตรัม	๑๓๐๐	-	๑๗๐๐	เซนติเมตร-๑	ที่สัมพันธ์กับ 

ไขมัน	และโปรตนี	[amide	I	ที	่~๑๖๕๐	เซนตเิมตร−๑,	amide	II	 

ที่	~๑๕๕๐	เซนติเมตร−๑	และที่	~๑๔๐๐	เซนติเมตร−๑	(C	=	O	

stretching	ของกรดอะมิโน)]	๓)	C	=	O	ของ	lipids	esters,	

carboxyl	groups,	และกรดนวิคลอีกิในช่วงสเปกตรมั	๑๗๕๐	-	

๑๘๕๐	เซนตเิมตร−๑	๔)	C-H	ของ	CH
2
	ในกรดไขมนั	และ	CH

3
	ใน 

ไขมนัและโปรตนี	ทีช่่วงสเปกตรมั	๒๘๐๐	-	๓๐๐๐	เซนตเิมตร−๑  

และ	๕)	N-H	ของ	amide	ในโปรตีน	ที่ช่วงสเปกตรัม	๓๑๐๐	-	

๓๔๐๐	เซนติเมตร−๑	๗
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นอกจากการใช้จำาแนกสายพันธุ์ของเช้ือแบคทีเรีย

แต่ละชนิดแล้ว	ดังที่กล่าวมา	FTIR	spectroscopy	ยังสามารถ

แยกวินิจฉัยระหว่างเชื้อได้	 เชื้อ	 E. coli	 และ	 Salmonella  

Typhimurium	 (S.	 Typhimurium)	 ซึ่งเป็นเชื้อแบคทีเรีย 

แกรมลบรูปแท่งในกลุม่	Enterobacteriaceae	ซึง่	FTIR	spec-

troscopy	 สามารถแยกวินิจฉัยเชื้อ	 ๒	 ชนิดน้ีได้โดยใช้พีคของ

ช่วงสเปกตรัม	๑๕๘๙	 -	๑๔๙๓	 เซนติเมตร-๑	 โดยปริมาณเชื้อ

ตำ่าสุดที่สามารถแยกวินิจฉัยได้ประมาณ	๕๐๐	CFU/ml๘	การ

ระบุและแยกเชื้อที่ไม่ทราบชนิดหรือสายพันธุ์	 ดังการศึกษา

ของ	Maity	และคณะ๙	ที่ใช้	FTIR	spectroscopy	จำาแนกเชื้อ	

๒	 ชนิดที่แยกได้จากกากนำ้ามัน	 (OS1	 และ	OS2)	 โดยใช้เช้ือ	

Bacillus flexus (B. flexus)	 และ	 Sternotrophomonas 

maltophilia (S. maltophilia) เป็นเชื้ออ้างอิง	ซึ่งเชื้ออ้างอิง	 

๒	ชนดินีม้ลีกัษณะรปูแท่ง	(bacilli)	เหมอืนกนั	แต่มคีวามแตกต่าง

กนัทีช่ัน้โครงสร้างของผนงัเซลล์และองค์ประกอบอืน่ๆ	ของเชือ้	 

เช่น	กรดนวิคลอีกิ	ไขมนั	และโปรตนี	โดย	FTIR	spectroscopy	 

สามารถแยกเชื้อ	 ๒	 ชนิดนี้ได้	 เช้ือ	 OS1	 มีความจำาเพาะที่

พีค	 ๑๓๓๙	 เซนติเมตร-๑	 และเชื้อ	 OS1	 มีความจำาเพาะที่พีค	

๑๐๙๖	 เซนติเมตร-๑	 สำาหรับองค์ประกอบของเซลล์ที่ทำาให้

เชื้อ	OS1	คล้ายคลึงกับ B. flexus	และเชื้อ	OS2	คล้ายคลึงกับ	 

รูปที่ ๒	การตรวจวิเคราะห์และจำาแนกจุลชีพ	S. aureus	และ	E. coli	ด้วย	FT-IR	microspectroscopic

S. maltophilia	ได้แก่	ผนงัเซลล์ในช่วงสเปกตรมั	๓๐๐๐	-	๒๘๐๐	

เซนตเิมตร-๑	ไขมนัในช่วงสเปกตรมั	๑๕๐๐	-	๑๓๐๐	เซนตเิมตร-๑  

และคาร์โบไฮเดรตในส่วนผนังเซลล์ที่ช่วงสเปกตรัม	 ๑๑๕๐	 -	

๑๐๐๐	เซนติเมตร-๑	ดงันัน้	เมือ่เปรยีบเทยีบแบบแผนสเปกตรมั

ของเช้ือ	 ๒	 ชนิด	 จากกากนำ้ามันกับเชื้ออ้างอิง	 ทำาให้ทราบ

ได้ว่าเชื้อชนิดหนึ่งมีความคล้ายคลึงกับเชื้อ	 B. flexus	 และ

อีกชนิดคล้ายกับ	 S. maltophilia	 แต่มีความแตกต่างกันใน

ระดับสายพันธุ์	 จากความจำาเพาะในส่วน	fingerprint	 region	

ช่วงสเปกตรัม	๑๕๐๐	-	๘๖๐	เซนติเมตร-๑	และ	amide	ช่วง

สเปกตรัม	๑๓๐๐	-	๑๒๐๐	เซนติเมตร-๑	๙

	ดูเหมือนว่า	FTIR	spectroscopy	เป็นเทคนิคที่	ให้

ความหวังในการนำามาเพื่อตรวจสอบ	หรือจำาแนกสายพันธุ์ของ

เช้ือจุลชีพได้	 ตอบโจทย์เรื่องความรวดเร็ว	 โดยไม่จำาเป็นต้อง

ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี	 ทำาให้นอกจากลดเวลาแล้วยังลด

การใช้นำ้ายาหรือสารเคมีในการตรวจวิเคราะห์	 คำาถามที่เหลือ

อยู่	คือ	ความถูกต้อง	และแม่นยำา	หากในอนาคตมีการเพิ่มขึ้น

ของฐานข้อมลู	(database)	ของอนิฟราเรดสเปกตรมัของแต่ละ

เชือ้มากขึน้	รวมทัง้การทำาให้การแปลผลอยูใ่นรปูแบบเข้าใจง่าย	

น่าจะเป็นปัจจยัเสรมิ	ให้มกีารประยกุต์ใช้ในวงกว้างขึน้	เช่น	ทาง

ด้านการแพทย์	อุตสาหกรรม	และสิ่งแวดล้อม	
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การประยุกต์ใช้ FTIR spectroscopy  
ในงานวิจัยเซลล์ต้นก�าเนิด

เซลล์ต้นกำาเนิดเป็นเซลล์ที่มีความสามารถในการ

แบ่งตัวเพิ่มจำานวนสูง	 และสามารถพัฒนาหรือเปลี่ยนแปลง	 

(differentiation)	ไปเป็นเซลล์เป้าหมายทีจ่ำาเพาะได้หลายชนดิ	

เนื่องจากเซลล์เหล่าน้ีสามารถเปลี่ยนแปลงไปตามสิ่งแวดล้อม	

ดังนั้นก่อนที่จะนำาเซลล์ต้นกำาเนิดไปใช้ในทางการแพทย์เพ่ือ

รักษาผู้ป่วย	สิ่งที่สำาคัญอย่างยิ่งคือ	การคัดแยกและการจำาแนก

ระยะของเซลล์ให้ถูกต้องมากที่สุด	 ปัจจุบันเทคนิคที่ใช้ในการ

จำาแนกระยะการพัฒนาของเซลล์มีหลายเทคนิค	 เช่น	 poly-

merase	chain	reaction	(PCR),	flow	cytometry,	immune-

histochemistry	 เทคนิคเหล่านี้มีข้อจำากัดในด้านการเตรียม

ตัวอย่าง	ซึ่งใช้เวลานาน	ใช้ตัวอย่างในปริมาณมากและสารเคมี

บางชนดิยงัก่อให้เกดิความเสยีหายต่อเซลล์	ดงันัน้เทคนคิ	FTIR	

microspectroscopy	จงึเป็นอกีทางเลอืกหนึง่ทีม่ปีระสทิธภิาพ

และมีข้อดีเหนือกว่าวิธีอื่นๆ	ที่กล่าวมาแล้ว	

๑. ก�รจำ�แนกระยะของเซลล์ต้นกำ�เนิดชนิด Embryonic 

stem cell (ESC) ด้วย FTIR microspectroscopy

การศึกษาแรกเริ่มเป็นงานวิจัยของ	Ami	และคณะ๑๔	 

ซึ่งใช้เทคนิค	 FPA-FTIR	 microspectroscopy	 ติดตาม 

การเปลี่ยนแปลงเซลล์ต้นกำาเนิดชนิด	mouse	 ESC	 โดยเลี้ยง

เซลล์แบบ	spontaneous	differentiation	จากการวิเคราะห์

สเปกตรัมของรังสีอินฟราเรด	 พบการลดลงของพีคท่ีเลขคลื่น	

๙๙๔	และ	๙๑๔	เซนติเมตร-๑	ในวันที่	๑๐	ของการพัฒนาเซลล์	

ซึ่งเป็นสเปกตรัมของกรดนิวคลีอิก	 และตำาแหน่งเลขคล่ืนที	่ 

๙๖๖	เซนติเมตร-๑	เกิดจาก	c-c	stretching	ของดีเอนเอก็ลด

ลงในวันที่	 ๑๐	 เช่นกัน	 ส่วนอินฟราเรดสเปกตรัมของโปรตีน	

α-helix	 และ	β-turn	 secondary	 structures	 ท่ีเลขคลื่น	

๑๗๐๐	 -	 ๑๖๐๐	 เซนติเมตร-๑	 กลับสูงขึ้นอย่างมาก	 ข้อมูลที่

ได้จากการวิเคราะห์รูปแบบของอินฟราเรดสเปกตรัมบ่งช้ีว่า 

กระบวนการถอดรหสัในระดบั	mRNA	เกดิขึน้ในช่วง	๙	วนัแรกของ

การพฒันาเซลล์	หลงัจากนัน้เซลล์เริม่มกีารแปลรหสัจาก	mRNA	 

เป็นโปรตนีในรปูของโปรตีนปฐมภมูแิละทติุยภมู	ินอกจากนีย้งัมี

การประยกุต์ใช้เทคนคิ	FPA-FTIR	microspectroscopy	ตดิตาม

การเปลี่ยนแปลง	ESC	ของมนุษย์ด้วย๑๕	 โดยผู้วิจัยได้แสดงให้

เห็นถึงศักยภาพของเทคนิค	 FPA-FTIR	microspectroscopy	 

ในการแยกระยะการพัฒนาของ	 human	 ESC	 ไปเป็นเซลล ์

ตัง้ต้นทัง้	๓	สาย	คอื	ectoderm,	endoderm	และ	mesoderm	 

ซึ่งการแยกเซลล์อาศัยความแตกต่างขององค์ประกอบของ

สารชีวโมเลกุลภายในเซลล์เพียง	๒	ชนิด	คือ	 ไขมัน	 (เลขคลื่น	

๒๙๒๐,	 ๒๘๕๐,	 ๑๗๓๐,	 ๑๔๕๐	 และ	๑๓๙๐	 เซนติเมตร-๑)	

และไกลโคเจน	 (เลขคล่ืน	 ๒๙๒๐	 และ	 ๑๑๕๕	 เซนติเมตร-๑)	

เมื่อทำาการยืนยันด้วยการวิเคราะห์สถิติ	multivariate	 data	

analysis	 เช่น	 Principal	 Component	 Analysis	 (PCA),	

Partial	Least	Squares	Discriminant	Analysis	 (PLS-DA)	

และ	Artificial	Neural	Networks	(ANN)	พบว่าการใช้เทคนคินี้ 

สามารถแยกเซลล์ทั้ง	๓	สายได้แม่นยำาถึงร้อยละ	๙๗	

เทคนิค	 FTIR	microspectroscopy	 เมื่อนำามาใช้

ร่วมกับแหล่งกำาเนิดแสงแบบ	 synchrotron	 ซ่ึงมีความเข้ม

แสงและความบริสุทธิ์สูงมาก	พบว่าสามารถศึกษารายละเอียด

เชิงองค์ประกอบของสารชีวโมเลกุลของเซลล์ได้ถึงระดับ 

เซลล์เดีย่ว	(single	cell)	โดยการศกึษาทีป่ระยกุต์ใช้	Synchro-

tron-FTIR	microspectroscopy	(SR-FTIR	microspectros-

copy)	 จำาแนกระยะของเซลล์ต้นกำาเนิดชนิด	mouse	ESC	ที่

พัฒนาไปเป็นเซลล์ตับ๑๖	 พบว่าอินฟราเรดสเปกตรัมที่เลขคลื่น	

๑๖๕๖	 เซนติเมตร-๑	 ของ	α-helix	 สูงขึ้นในเซลล์ตับท่ีโตเต็ม

วัยมากกว่าเซลล์ต้นกำาเนิด	ซึ่งสอดคล้องกับหน้าที่ของเซลล์ตับ

ที่ทำาหน้าที่ในการสร้างโปรตีน	เช่น	แอลบูมิน	(albumin)	ซึ่งมี	

α-helix	 เป็นองค์ประกอบ	นอกจากนี้อินฟราเรดสเปกตรัมที ่

บ่งชี้ความแตกต่างระหว่าง	mouse	ESC	กับเซลล์ตับคือ	พีคที่

เลขคลื่น	๑๖๒๗	เซนติเมตร-๑	จาก	β-sheet,	เลขคลื่น	๒๘๕๒	

และ	๒๙๒๓	เซนติเมตร-๑	เกิดจาก	C-H	stretching	ของไขมัน	 

และพีคที่เลขคลื่น	 ๑๗๔๐	 เซนติเมตร-๑	 ซึ่งเกิดจาก	 ester	 

carbonyl	stretching	ของไขมันด้วย

ส่วนการเปรยีบเทยีบศกัยภาพของเทคนคิ	FPA-FTIR	

microspectroscopy	กับ	SR-FTIR	microspectroscopy	ใน

การแยกระยะของเซลล์ต้นกำาเนิด	พบว่าเมื่อใช้ทั้ง	๒	เทคนิคนี ้

แยกระยะของเซลล์ต้นกำาเนิดชนิด	 mouse	 ESC,	 neural	

progenitor	cells	 (NPC)	และ	embryonic	stem	derived	

neural	 cells	 (ESNCS)๑๖	 ส่ิงที่ทำาให้สามารถคัดแยกความ 

แตกต่างระหว่างเซลล์ทั้ง	๓	ชนิดนี้ได้คือ	อินฟราเรดสเปกตรัม

ของไขมันและโปรตีน	 พบว่าที่เลขคลื่น	 ๒๙๒๐	 เซนติเมตร-๑	

เกิดจาก	 asymmetric	 CH
3
	 stretching	 เลขคลื่น	 ๒๘๕๐	

เซนติเมตร-๑	 เกิดจาก	 symmetric	 CH
2
	 stretching	 และ 

เลขคลืน่ที	่๑๗๔๐	เซนตเิมตร-๑	เกดิจาก	C	=	O	stretching	ของ	

ester	carbonyl	ซึ่งเป็นอินฟราเรดสเปกตรัมที่เป็นเอกลักษณ์

เฉพาะของไขมัน	 มีพีคเพิ่มสูงขึ้นในเซลล์ประสาทเมื่อเทียบกับ

เซลล์	 NPC	 นอกจากนี้ยังพบว่าอินฟราเรดสเปกตรัมของทั้ง	 

๒	เทคนคิให้ผลสอดคล้องกนัไม่ว่าจะใช้	FPA-FTIR	microspec-

troscopy	หรอืใช้	SR-FTIR	microspectroscopy	ยิง่ไปกว่านัน้ 
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อินฟราเรดสเปกตรัมท่ีได้จากการวิเคราะห์จากเซลล์เดี่ยว	

(single	cell)	หรือเซลล์กลุ่ม	(clump	cell)	ก็ให้ผลไม่ต่างกัน	

๒. ก�รจำ�แนกระยะของเซลล์ต้นกำ�เนิดชนิด Adult stem 

cell (ASC) ด้วย FTIR microspectroscopy

การประยุกต์ใช้เทคนิค	FPA-FTIR	microspectros-

copy	 ในการจำาแนกระยะของ	 ASC	 เกิดขึ้นครั้งแรกเมื่อปี	 

ค.ศ.	๒๐๐๗๑๗	เป็นการศึกษาการแยกระยะของเซลล์ต้นกำาเนิด

มนุษย์ชนิดมีเซนไคม์	 (human	mesenchymal	 stem	 cell,	

hMSC)	ที่เหนี่ยวนำาให้พัฒนาไปเป็นเซลล์กระดูก	(osteocyte)	

ซึ่งการคัดแยกระยะของเซลล์โดยใช้	 FPA-FTIR	microspec-

troscopy	 ทำาได้ดีแม้ใช้เซลล์เพียงเซลล์เดียว	 (single	 cell)	 

พบว่าอินฟราเรดสเปกตรัมที่แตกต่างกันในเซลล์เหนี่ยวนำากับ

เซลล์ควบคุมที่เห็นได้ชัดเจนคือ	 พีคที่เลขคลื่น	 ๙๘๗,	 ๑๐๘๖	

และ	๑๑๑๒	เซนติเมตร-๑	ของ	calcium	phosphate	salt	ซึ่ง

เป็นลักษณะโดยทั่วไปของเซลล์กระดูกที่มีการสะสมแคลเซียม

ภายในเซลล์	 นอกจากน้ีเทคนิค	 FTIR	microspectroscopy	

ยังถูกนำามาใช้ศึกษาการจำาแนกเซลล์ต้นกำาเนิดชนิดมีเซนไคม์

ที่พัฒนาไปเป็นเซลล์กระดูกอ่อน	 (chondrocyte)๑๘	 โดย

เหนี่ยวนำาเซลล์ต้นกำาเนิดด้วยสารชักนำา	 ๒	 ชนิดคือ	 TGF-β3	

และ	BMP-6	 เป็นระยะเวลา	๒๑	วัน	สเปกตรัมจาก	SR-FTIR	 

microspectroscopy	ของเซลล์ต้นกำาเนดิทีถ่กูกระตุน้ให้พฒันา

เป็นเซลล์กระดูกอ่อน	 เม่ือเวลาผ่านไป	 ๒๑	 วัน	 จะปรากฏพีค 

ชัดเจนท่ีตำาแหน่งเลขคลื่น	 ๑๒๐๓,	 ๑๒๓๔	 และ	 ๑๓๓๘	

เซนติเมตร-๑	 ซึ่งเป็นอินฟราเรดสเปกตรัมที่เป็นเอกลักษณ์ของ	

collagen	type	 II	ซึ่งเป็นสารชีวโมเลกุลที่เป็นตัวบ่งชี้ที่สำาคัญ

ของเซลล์กระดูกอ่อน	 สารชีวโมเลกุลอีกชนิดหนึ่งที่พบในเซลล์

กระดูกอ่อนคือ	 aggrecan	 ซึ่งมีซัลเฟต	 (SO
4
,	 Sulfate)	 เป็น

องค์ประกอบอยู	่โดยในเซลล์ต้นกำาเนดิทีถ่กูเหนีย่วนำาให้พฒันา

เป็นเซลล์กระดูกอ่อนจะพบพีคของ	sulfate	stretch	ปรากฏที่

ตำาแหน่งเลขคลืน่	๑๒๔๕	เซนตเิมตร-๑	ผลทีไ่ด้จากการวเิคราะห์

สเปกตรัมของเซลล์กระดูกอ่อนนี้	 สอดคล้องกับผลที่ได้จาก

เทคนิค	PCR	และผลจากการย้อม	immune-histochemistry	

ซึง่พบการแสดงออกของสารชวีโมเลกลุทีเ่ป็นองค์ประกอบหลกั

ในเซลล์กระดูกอ่อน	คือ	collagen	type	II	และ	aggrecan	

จากงานวิจัยดังกล่าวข้างต้นจะเห็นว่าการใช้เทคนิค	

FTIR	microspectroscopy	 เพื่อคัดแยกระยะการพัฒนาของ

เซลล์ต้นกำาเนดิชนดิ	ESC	นัน้	อาศยัความแตกต่างของอนิฟราเรด

สเปกตรัมของไขมัน	โปรตีน	และกรดนิวคลีอิก	ส่วนอินฟราเรด

สเปกตรัมที่สามารถใช้จำาแนกระยะของเซลล์ต ้นกำาเนิด	 

ASC	 เป็นสเปกตรัมท่ีมาจากการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของ

สารชีวโมเลกุลที่จำาเพาะต่อเซลล์เป้าหมายน้ันๆ	 หรือเป็นสาร 

ชีวโมเลกุลที่เซลล์เป้าหมายนั้นๆ	 สร้างข้ึนเพื่อเอื้อต่อการทำา

หน้าที่ที่สมบูรณ์ของเซลล์เอง

การประยุกต์ใช้ FTIR microspectroscopy  
ในงานวิจัยด้านมะเร็ง

การใช้เทคนิค	 FTIR	 microspectroscopy	 ใน

ตัวอย่างเน้ือเยื่อทางชีวภาพ	 มีรายงานครั้งแรกโดย	 Barer	 R	

และคณะ๑๙	 แต่การแปรผลของอินฟราเรดสเปกตรัมทำาได้ยาก

เนือ่งจากข้อจำากดัของเครือ่งมอื	ดงันัน้จงึมกีารพฒันาเครือ่งมอื 

และเทคนิค	 FTIR	microspectroscopy	 จนสามารถนำามาใช้

ในงานต่างๆ	 อย่างหลากหลายในปัจจุบัน	 ข้อดีของเทคนิคนี้ 

คือไม่ทำาให้ตัวอย่างถูกทำาลายหลังการตรวจวิเคราะห์	 และ 

ไม่จำาเป็นต้องใช้สารเคมีในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง	 ดังนั้น

การพฒันาและประยุกต์ใช้เทคนคินี้จงึมปีระโยชน์ตอ่การศกึษา

วิจัยทางการแพทย์	รวมถึงการศึกษาในโรคมะเร็ง	ทั้งในแง่ของ

การตรวจวินิจฉัยจำาแนกโรค	 และการตรวจการตอบสนองต่อ 

ยาเคมีบำาบัด	 โดยมีการศึกษาทั้งในระดับเซลล์เพาะเลี้ยง	

ตัวอย่างเนื้อเยื่อ	และซีรัม	

ก�รตรวจวินิจฉัยจำ�แนกโรคมะเร็งชนิดต่�งๆ ด้วย FTIR 

microspectroscopy 

โรคมะเร็งเกิดจากเซลล์มีความผิดปรกติของยีนท่ี

เกีย่วข้องกบักระบวนการควบคมุการแบ่งตวัเพิม่จำานวนของเซลล์	

การซ่อมแซมดีเอ็นเอและการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิส๒๐  

ปัจจุบันโรคมะเร็งเป ็นสาเหตุการเสียชีวิตอันดับ	 ๑	 ใน

ประเทศไทย	รายงานจากสถาบนัมะเรง็แห่งชาตใินปี	พ.ศ.	๒๕๕๔	 

พบว่ามผีูเ้สยีชวีติด้วยโรคมะเรง็จำานวน	๖๑,๐๘๒	คน๒๑	สำาหรบั

การตรวจวินิจฉัยที่เป็นวิธีมาตรฐานคือการตรวจชิ้นเนื้อทาง

พยาธวิทิยา	ซึง่ต้องอาศยัความเชีย่วชาญและประสบการณ์ของ

พยาธิแพทย์	 ดังนั้นการพัฒนาเทคนิค	 วิธีการที่มีประสิทธิภาพ

และมีความถูกต้องสูงจึงมีความสำาคัญต่อการตรวจวินิจฉัย 

โรคมะเร็ง

เทคนิค	 FTIR	microspectroscopy	 สามารถตรวจ

วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของเซลล์และแสดงผลในรูปของ

อินฟราเรดสเปกตรัมซึ่งสามารถบ่งชี้ได้ถึงชีวโมเลกุล	 ได้แก่	

โปรตีน	 คาร์โบไฮเดรต	 ไขมัน	 และกรดนิวคลิอิก	 ดังแสดงใน 

รปูที	่๓	และสามารถใช้ตวับ่งชีท้างชีวภาพของเซลล์ได้	มรีายงาน

การใช้เทคนิคน้ีในการศึกษาเพื่อวินิจฉัยโรคมะเร็งชนิดต่างๆ	 

ดังแสดงในตารางที่	 ๒	 เช่น	 มะเร็งปากมดลูก	 มะเร็งเต้านม	 

มะเร็งลำาไส ้	 และมะเร็งตับ	 เป ็นต ้น	 โดยแบ่งตำาแหน่ง 
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พีคอินฟราเรดสเปกตรัมท่ีสำาคัญเป็น	 ๒	 ส่วน	 คือ	 ส่วนที่เป็น

ลายพมิพ์อนิฟราเรดสเปกตรมั	(Fingerprint	spectral	region)	

ตั้งแต่	๑๘๐๐	-	๙๐๐	เซนติเมตร-๑	ได้แก่	ตำาแหน่งของ	C	=	O	

ester	band	ที่	๑๗๔๐	เซนติเมตร-๑	ที่สัมพันธ์กับ	phospho-

diester	 bond,	 amide	 I	 ซึ่งเป็นด้าน	 C-terminal	 ของสาย

โปรตนีทีพี่คประมาณ	๑๖๕๐	เซนตเิมตร-๑,	amide	II	ซ่ึงเป็นด้าน	

N-terminal	ของสายโปรตีนทีพ่คีประมาณ	๑๕๕๐	เซนตเิมตร-๑	

และตำาแหน่ง	ของ	PO
2
-	ทีพ่คีประมาณ	๑๒๔๐	เซนตเิมตร-๑	และ	

๑๐๘๐	เซนติเมตร-๑	ของสายดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอ	และส่วน

ที่เป็นตำาแหน่งของ	C-H	(C-H	spectral	region)	ตั้งแต่	๓๐๐๐	

-	๒๘๐๐	เซนติเมตร-๑	ซึ่งสัมพันธ์กับคาร์โบไฮเดรต	และไขมัน	 

ที่ตำาแหน่งประมาณ	๒๙๕๐	เซนติเมตร-๑,	๒๙๒๐	เซนติเมตร-๑,	 

๒๘๕๐	เซนติเมตร−๑	และ	๒๘๒๐	เซนติเมตร-๑

รูปที่ ๓	ตัวอย่างของรูปแบบอินฟราเรดสเปกตรัมที่แสดงตำาแหน่งของสารชีวโมเลกุลต่างๆ

 ชนิดของโรคมะเร็ง ศึกษ�โดย ผลก�รศึกษ�

	 	 Wood	BR	และคณะ	 -	 ศึกษาในตัวอย่างชิ้นเนื้อปากมดลูก	

	 	 ในปี	ค.ศ.	๒๐๐๔๒๒	 -	 ทำาการวิเคราะห์ด้วย	Cluster	analysis	

	 	 	 -	 ชิ้นเนื้อปรกติพบอินฟราเรดสเปกตรัมพีค	ที่ตำาแหน่ง	๑๐๒๔	เซนติเมตร-๑  

	 	 	 	 ซึ่งสัมพันธ์กับไกลโคเจนหรือไกลโคโปรตีนในเมือก	

	 	 	 -	 ชิน้เนือ้มะเรง็พบอนิฟราเรดสเปกตรมัพคี	ทีต่ำาแหน่ง	Amide	I	และ	Amide	II	 

 มะเร็งป�กมดลูก	 	 	 ของโปรตีน	

	 	 Purandare	NC	 -	 ศึกษาในเซลล์เนื้อเยื่อปรกติเปรียบเทียบกับเซลล์เนื้อเยื่อของผู้ป่วยใน	

	 	 และคณะ	ในปี	 	 ระยะไม่รุนแรง	และระยะรุนแรง	

	 	 ค.ศ.	๒๐๑๓๒๓	 -	 เซลล์มะเร็งระยะไม่รุนแรงต่างจากเซลล์ปรกติทีต่ำาแหน่งพีค	๑๕๑๒	เซนตเิมตร-๑,	 

	 	 	 	 ๑๓๓๑	 เซนติเมตร-๑	 และ	 ๙๓๗	 เซนติเมตร-๑	 ซึ่งเป็นตำาแหน่งของ 

	 	 	 	 คาร์โบไฮเดรต	

	 	 	 -	 เซลล์มะเรง็ระยะรนุแรงต่างจากเซลล์ปรกตทิีต่ำาแหน่งพคี	๑๕๔๗	เซนตเิมตร-๑  

	 	 	 	 ของ	 Amide	 II,	 ๑๔๐๐	 เซนติเมตร-๑	 และ	 ๙๙๕	 เซนติเมตร-๑	 ของ 

	 	 	 	 คาร์โบไฮเดรต

ต�ร�งที่ ๒		แสดงตัวอย่างของการศึกษาด้วยเทคนิค	FTIR	microspectroscopy	ในโรคมะเร็ง
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ข้อจ�ากัดและปัจจัยที่ส�าคัญต่อความส�าเร็จ 
ในการวิเคราะห์

๑. ก�รเตรียมตัวอย่�งที่เหม�ะสม

เนือ่งจากเทคนคินีม้รีปูแบบในการตรวจอยู	่๒	รปูแบบ	 

คือ	การตรวจด้วยการสะท้อนกลับ	(reflection)	และการตรวจ

ด้วยการส่องผ่าน	 (transmission)	 ดังน้ันการเลือกสไลด์ที่ถูก

ต้องสำาหรับการเตรียมตัวอย่างจึงมีความสำาคัญต่อการตรวจ

วิเคราะห์	 ในส่วนของการเตรียมตัวอย่างสำาหรับการศึกษาใน

เช้ือแบคทีเรียสามารถทำาได้โดยหยดสารละลายนำ้าเกลือที่มี

เชื้อลงบนสไลด์และทำาให้แห้งในลักษณะฟิล์มบาง	 การเตรียม

ตัวอย่างสำาหรับเซลล์เพาะเลี้ยงชนิดต่างๆ	 สามารถเพาะเลี้ยง

บนสไลด์ได้โดยตรงหรอือาจใช้วธิกีารป่ันให้เซลล์ตกลงบนสไลด์	

(cytospin)	 และหลังจากที่ได้เซลล์ที่ติดบนสไลด์สำาหรับตรวจ

วิเคราะห์จึงทำาการตรึงเซลล์ด้วยฟอร์มาลีนที่ความเข้มข้น	๔%	

ในสารละลายนำ้าเกลือนาน	๓๐	นาที	 แล้วจึงล้างด้วยนำ้า	 และ

ทำาให้แห้งก่อนนำาไปตรวจวเิคราะห์๒๙	สำาหรบัการเตรยีมตัวอย่าง

ชิ้นเนื้อ	 หากเป็นชิ้นเนื้อที่ฝังในพาราฟิน	 จะต้องทำาการเคลือบ

สไลด์ด้วยสารละลายเจลาตินเข้มข้น	 ๐.๒%	 ก่อนนำาไปใช้เพื่อ

ให้ชิ้นเนื้อถูกตรึงติดบนสไลด์ได้๑๘	 และหลังจากได้ชิ้นเนื้อที่ 

ตรึงบนสไลด์แล้วควรนำาไปผ่านกระบวนการดึงเอาพาราฟิน

ออกเพื่อป้องกันการรบกวนของพีคจากพาราฟินในการตรวจ

วิเคราะห์	 สำาหรับตัวอย่างชิ้นเน้ือที่เก็บแบบแช่แข็งสามารถตัด

	 	 Fabian	H	และ	คณะ	 -	 ศึกษาในตัวอย่างชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งเต้านมเปรียบเทียบกับตัวอย่าง 

	 	 ในปี	ค.ศ.	๒๐๐๖๒๔	 	 เนื้องอก	

	 	 	 -	 ตัวอย่างมะเร็งเต ้านมมีพีคที่ต ่างจากตัวอย่างเนื้องอกที่ตำาแหน่ง	 

 มะเร็งเต้�นม	 	 	 ๑๑๗๓	 เซนติเมตร-๑,	 ๑๓๘๐	 เซนติเมตร-๑,	 ๑๔๖๖	 เซนติเมตร-๑,	 

	 	 	 	 ๒๘๕๒	เซนติเมตร-๑	และ	๒๙๒๓	เซนติเมตร-๑ 

	 	 	 -	 เทคนิคนี้ให้ผลการตรวจที่ถูกต้องถึงร้อยละ	๙๓

	 	 Rehman	S	และคณะ	 -	 ศกึษาในตวัอย่างช้ินเนือ้มะเรง็เต้านมทัง้ทีล่กุลามและไม่ลกุลามเปรยีบเทียบ 

	 	 ในปี	ค.ศ.	๒๐๑๐๒๕	 	 กับตัวอย่างชิ้นเนื้อปรกติ

	 	 	 -	 พบการย้ายตำาแหน่งของพีค	 Amide	 I	 ที่	 ๑๖๓๐	 เซนติเมตร-๑	 และพีค 

	 	 	 	 ของ	 C-H	 ที่ 	 ๑๔๕๒	 เซนติเมตร-๑	 ในตัวอย่างชิ้นเนื้อปรกติไปที	่ 

    ๑๖๔๐	เซนตเิมตร-๑	และ	๑๓๙๒	เซนตเิมตร-๑	ในตวัอย่างมะเรง็ทัง้สองชนดิ

	 	 Chiriboga	L	และคณะ	 -	 ศึกษาชิ้นเนื้อตับปรกติ	ชิ้นเนื้อโรคตับแข็ง	และชิ้นเนื้อมะเร็งตับ	

	 	 ในปี	ค.ศ.	๒๐๐๐๒๖	 -	 พบอินฟราเรดสเปกตรมัของไกลโคเจนทีต่ำาแหน่ง	๑๑๐๐	-	๙๐๐	เซนตเิมตร-๑  

	 	 	 	 สูงในชิน้เนือ้โรคตบัแขง็	และชิน้เนือ้มะเรง็ตับ	เมือ่เทยีบกับชิน้เน้ือตบัปรกติ

	 	 Sheng	D	และคณะ	 -	 ศึกษาในตัวอย่างเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งตับและเซลล์เพาะเลี้ยงตับปรกติ	

	 	 ในปี	ค.ศ.	๒๐๑๕๒๗	 -	 ตวัอย่างเซลล์เพาะเลีย้งมะเรง็ตบัมสีดัส่วนของอนิฟราเรดสเปกตรมั	ระหว่าง	 

 มะเร็งตับ	 	 	 ๑๗๔๔/๑๐๘๒	 เซนติเมตร-๑,	 ๑๖๔๐/๑๕๓๕	 เซนติเมตร-๑	 และ	 

	 	 	 	 ๑๑๒๑/๑๐๒๐	เซนตเิมตร-๑	สูง	แต่สดัส่วนระหว่างตำาแหน่ง	๒๙๕๕/๒๙๒๑	 

	 	 	 	 เซนติเมตร-๑	ตำ่า	เมื่อเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงตับปรกติ	

	 	 Thumanu	K	และคณะ		 -	 ศกึษาในตวัอย่างซรีมัของผูป่้วยโรคตบัแขง็	ผูป่้วยมะเรง็ตบั	และผูม้สีขุภาพด ี

	 	 ในปี	ค.ศ.	๒๐๑๔๒๘	 -	 ในซรีมัของป่วยโรคตบัแขง็และผู้ป่วยมะเรง็ตบัมพีคีของอนิฟราเรดสเปกตรมั 

	 	 	 	 ที่	 ๑๖๖๒	 เซนติเมตร-๑	 และ	 ๑๖๓๙	 เซนติเมตร-๑	 สูงขึ้นเด่นชัด	 

	 	 	 	 ซีรัมของผู้ที่มีสุขภาพดีพบพีคที่	๑๖๔๘	เซนติเมตร-๑ 

	 	 	 -	 โดยผลสัมพนัธ์กบัระดบัของโปรตนีอลับมูนิทีล่ดลงจากการทำางานของตบั 

	 	 	 	 ที่ผิดปรกติในผู้ป่วย

ต�ร�งที่ ๒		แสดงตัวอย่างของการศึกษาด้วยเทคนิค	FTIR	microspectroscopy	ในโรคมะเร็ง	(ต่อ)

 ชนิดของโรคมะเร็ง ศึกษ�โดย ผลก�รศึกษ�
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แล้ววางลงบนสไลด์ได้โดยตรง	 อย่างไรก็ตามตัวอย่างชิ้นเนื้อ

บนสไลด์ทั้งสองชนิดจะต้องทำาให้แห้งก่อนการไปตรวจวัดด้วย 

เทคนิค	 FTIR	 microspectroscopy	 เสมอ	 เพื่อไม ่ให ้ 

พีคอินฟราเรดของนำ้า	รบกวนผลของการวิเคราะห์

๒. ชนิดแหล่งกำ�เนิดแสง IR 

ส่วนแหล่งกำาเนิดแสงอินฟราเดรดน้ัน	 ถ้าใช้แสงจาก	

Synchrotron	เมื่อเปรียบเทียบกับแสงจาก	globar	พบว่าแสง

จาก	 Synchrotron	 มีความสว่างจ้ามากและมีความบริสุทธิ์

มากกว่า	 จึงทำาให้สัญญาณรบกวนมีน้อย	 การวิเคราะห์ข้อมูล

จึงถูกต้องและแม่นยำามากกว่า

บทสรุป
ปัจจบุนัเทคนคิอนิฟราเรดสเปกโทรสโคปีเป็นเทคนคิ

ที่มีความสำาคัญในงานด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์	 ทั้งที่เป็น

งานพื้นฐานในห้องปฏิบัติการ	 ไปจนถึงการประยุกต์ใช้ในการ

วินิจฉัยโรค	 ทั้งนี้เนื่องมาจากเทคนิคอินฟราเรดสเปกโทรสโคปี

เป็นเทคนิคที่ให้ข้อมูลเชิงโครงสร้างทางองค์ประกอบของสาร

ชีวโมเลกุล	 จึงสามารถจำาแนกความแตกต่างของเซลล์เสมือน

ลายพิมพ์นิ้วมือ	 ได้	 โดยอาศัยความแตกต่างของการดูดกลืน

รังสีอินฟราเรดของสารชีวโมเลกุลท่ีเป็นองค์ประกอบภายใน

เซลล์หนึ่งๆ	 จากตัวอย่างงานวิจัย	 ที่กล่าวมาข้างต้น	 แสดงให้

เหน็ถงึศกัยภาพของเทคนคิ	FTIR	microspectroscopy	ในการ

ประยุกต์ใช้กับงานด้านจุลชีววิทยา	 การศึกษาเซลล์ต้นกำาเนิด

และการศึกษาโรคมะเร็งได้อย่างถูกต้อง	 แม่นยำา	 การเตรียม 

ตัวอย่างไม่ยุ่งยาก	 และสามารถศึกษาชีวโมเลกุลได้โดยตรง	 

ไม่ต้องใช้สารเคมีและนำ้ายาเพื่อทดสอบ	 นอกจากน้ียังสามารถ

ประยุกต์ใช้กับตัวอย่างที่หลากหลาย	 และใช้ได้แม้การเตรียม

ตัวอย่างที่แตกต่างกัน	 เช่น	ตัวอย่างที่ผ่านการรักษาสภาพด้วย	

paraffin	ตวัอย่างทีเ่ตรยีมโดยการป่ันตกลงบนสไลด์	(cytospin)	

อย่างไรกต็ามข้อมลูอนิฟราเรดสเปกตรมัทีไ่ด้มลีกัษณะเป็นแบบ

หลายตวัแปร	(multivariate	data)	การวเิคราะห์สเปกตรมัทีไ่ด้

หลงัจากการสแกนจงึจำาเป็นต้องใช้โปรแกรมทางสถิตเิข้ามาช่วย	

ซึง่โปรแกรมเหล่านีท้ำาให้การวเิคราะห์ข้อมลูมคีวามถกูต้องและ

แม่นยำามากขึน้	ทำาให้การใช้แสงไม่ว่าจากแหล่งกำาเนดิแสงแบบ	

globar	หรือจาก	Synchrotron	ให้ผลการวิเคราะห์ข้อมูลเป็น

ไปในแนวทางเดยีวกนั	ยิง่ไปกว่านัน้ข้อมลูอนิฟราเรดสเปกตรมัที่

ได้สามารถนำามาสร้างเป็นฐานข้อมูลที่	เปรียบเสมือนอัตลักษณ์	

(finger	 print)	 ของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดเพื่อเป็นประโยชน์ต่อ

การจัดจำาแนกสิ่งมีชีวิตนั้นๆ	ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น
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Applications of FTIR technique in biomedical sciences
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	 The	vibrational	modes	in	biological	samples	give	rise	to	the	IR	spectrums	which	represent	a	fingerprint	

of	samples	that	correspond	to	the	frequencies	of	vibrations	between	the	bonds	of	the	atoms	composition	in	the	

biological	molecules.	Fourier	Transform–Infrared	(FTIR)	Spectroscopy	was	developed	to	improve	for	rapid	scan-

ning,	sensitivity	and	more	powerful	by	using	interferometer.	The	interference	patterns	of	two	IR	beams	generate	

interferogram	which	finally	transformed	into	a	spectrum	by	the	Fourier	transform	algorithm.	Due	to	the	FTIR	

technique	provides	spectral	fingerprints	of	the	complex	biological	structures	resulting	in	a	positive	identification	

of	every	different	kind	of	biological	samples.	This	method	has	been	introduced	into	various	biological	fields	

and	found	to	be	a	very	useful	tool.	Therefore,	this	review	article	aimed	to	emphasize	the	application	of	FTIR	

spectroscopy	in	biomedical	research	such	as	in	microbiology,	stem	cells	and	cancer.	

Key words:		Infrared	spectroscopy,	Biomedical	sciences,	Microbiology,	Stem	cells,	Cancer
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