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บทคัดย่อ 
กว่าทศวรรษที่เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมได้รับความนิยมเป็นอย่างมากใน

วงการจุลชีววิทยาทางการแพทย์ เทคโนโลยีนี้สามารถนำมาประยุกต์ใช้ได้หลากหลาย เช่น 
ใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็ง ใช้ในการศึกษาเกี่ยวกับโรคทางพันธุกรรมที่พบได้ยาก ใช้
ในการตรวจหาแบคทีเรียและจุลชีพอ่ืน ๆ รวมไปถึงใช้ในการศึกษาลำดับพันธุกรรมสมบูรณ์
ของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง ๆ ปัจจุบันเทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมแบ่งออกเป็น 3 รุ่น คือ รุ่น 
แรก เทคโนโลยีของแซงเกอร์ เป็นวิธีการที่ใช้เทคโนโลยีที่เรียกว่า เชนเทอมิเนติ้ง และการ
ทำเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส รุ่นที่ 2 เทคโนโลยีของอิลลูมิน่า จะอาศัยเทคนิคที่เรียกว่า บริจด์
แอมพลิฟิเคชั่น นอกจากนี้ ยังมีเทคโนโลยีอย่างไอออน ทอร์เรน และโซลิดอีกด้วย รุ่นที่ 3 
เทคโนโลยีของแพคไบโอ มีการพัฒนาให้สามารถหาลำดับพันธุกรรมที่มีขนาดยาวกว่าได้ 
การพัฒนาเทคโนโลยีใหม่ ๆ เป็นสิ่งที่เกิดขึ้นอย่างต่อเนื่อง เพื่อจะช่วยในการลดค่าใช้จ่าย 
(ต้นทุน), เพิ่มความแม่นยำและลดระยะเวลาดำเนินการ อ็อกฟอร์ดนาโนพอร์เทคโนโลยี 
จัดเป็นรุ ่นล่าสุดของเทคโนโลยีที ่ถูกพัฒนาขึ ้น (รุ ่นที ่ 3) โดยเทคโนโลยีนี้จะอาศัยการ
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟ้าที่เปลี่ยนแปลงไปของโมเลกุลขนาดเล็ก เช่น 
ดีเอ็นเอ หรือ อาร์เอ็นเอ เป็นต้น ที่เคลื่อนที่ผ่านรูขนาดเล็กในระดับนาโนในขณะช่วงเวลา
นั้น ๆ ทันที แม้ว่าเทคโนโลยีนี้จะมีการประยุกต์ใช้ในวงการจุลชีววิทยาทางการแพทย์อย่าง
แพร่หลาย อย่างไรก็ตามเทคโนโลยีนี้ยังคงมีข้อจำกัด เช่น ไม่สามารถตรวจหาแบคทีเรียใน
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สิ่งส่งตรวจที่พบเชื้อมากกว่า 1 ชนิดขึ้นไป รวมไปถึงราคาต้นทุนของการหาลำดับพันธุกรรม
ยังคงมีมูลค่าสูงเมื่อเทียบกับวิธีดั้งเดิมท่ีใช้ในการวินิจฉัยโรคติดเชื้อต่าง ๆ เป็นต้น 
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Abstract 
Over the past few decades, gene sequencing technology has become 

one of the most prominent tools in medical microbiology, widely applied in 
areas such as cancer diagnosis, the study of rare genetic diseases, microbial 
detection, and genome assembly. Currently, sequencing technologies can be 
classified into three main generations. The first-generation method, Sanger 
sequencing, employs chain-termination and gel electrophoresis to sequence 
DNA. In the second generation, Illumina sequencing utilizes bridge 
amplification for high-throughput sequencing, while other technologies such 
as Ion Torrent and SOLiD offer alternative approaches. The third-generation 
technology, exemplified by PacBio sequencing, allows for long-read 
sequencing, enabling the analysis of more complex genomic regions. 

As sequencing technologies evolve, the focus has shifted toward 
reducing costs, improving accuracy, and minimizing processing times. Oxford 
Nanopore Technology (ONT), a more recent advancement, is often considered 
a part of third-generation sequencing. It enables real-time monitoring by 
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detecting changes in electrical current as DNA or RNA molecules pass through 
a nanopore. 

Despite the widespread application of these technologies in medical 
microbiology, certain limitations remain. For instance, current sequencing 
methods struggle to simultaneously detect multiple bacterial species in mixed 
samples. Additionally, compared to traditional diagnostic methods, the high 
costs of sequencing technologies present a significant barrier to their broader 
adoption in clinical settings. 
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บทนำ 
ก่อนหน้าที่นักวิทยาศาสตร์ชาวอเมริกัน James Watson และนักวิทยาศาสตร์ชาว

อ ังกฤษ Francis Crick จะค ้นพบดีเอ ็นเอในช ่วงทศวรรษที ่  1950 น ั ้น ก ็พบว ่ามี
นักวิทยาศาสตร์อีกหลายท่านที่ศึกษาถึงดีเอ็นเออยู่ก่อนหน้านี้เป็นจำนวนไม่น้อย ไม่ว่าจะ
เป็นนักวิทยาศาสตร์ชาวสวิตซ์ Friedrich Miescher ที ่ได้ค้นพบ “Nuclein” ที ่อยู ่ใน
นิวเคลียสของเม็ดเลือดขาวในมนุษย์ ซึ่งต่อมาได้ถูกเปลี่ยนเป็น Nucleic acid และได้กลาย
มาเป็น deoxyribonucleic acid หรือ DNA ที่รู้จักกันในปัจจุบัน แต่หลังจากนั้นราว 50 ปี 
Phoebus Levene นักว ิทยาศาสตร์ชาวรัสเซีย ได้ค ้นพบ 3 องค์ประกอบหลักของ 
Nucleotide คือ ฟอสเฟต (Phosphate), น้ำตาล (Sugar) และเบส (Base) และยังมี
นักวิทยาศาสตร์อีกมากมายที่ทำการศึกษาเรื่องนี้ จนกระทั่งมาถึงยุคของ Watson และ 
Crick ที่ประสบความสำเร็จในการบัญญัติสูตรโมเลกุลของดีเอ็นเอได้อย่างครบถ้วน หลังจาก
นั้นเทคโนโลยีที่เก่ียวข้องกับดีเอ็นเอ หรือลำดับพันธุกรรมก็ได้รับการพัฒนามาอย่างต่อเนื่อง 
เพื่อใช้ในการระบุลำดับสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต ซึ่งทำให้เกิดความเข้าใจและใช้ในการ
รักษาโรคทางพันธุกรรมเท่านั้นในช่วงแรกเริ่ม [1] 

ปัจจุบัน เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรม (Sequencing technology) ได้รับการ
พัฒนาและจัดให้เป็นเทคโนโลยีสมัยใหม่ที ่เข้ามามีบทบาทในทางจุลชีววิทยาและชีว
การแพทย์มากขึ้นอย่างเห็นได้ชัด เนื่องจากมีการพัฒนาเทคโนโลยีนี้ให้มีความถูกต้อง 
แม่นยำ และสะดวกมากยิ่งขึ้น ซึ่งทำให้ช่วยลดต้นทุน เพิ่มกำลังการทดสอบ และลดเวลาที่
ใช้ในการทำการทดสอบอีกด้วย [2] [3] 

เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมเป็นเทคนิควิธ ีการกำหนดลำดับของสาร
พันธุกรรม (นิวคลีโอไทด์เบส) ซึ่งประกอบไปด้วยเบสต่าง ๆ คือ Adenine (A), Guanine 
(G), Cytosine (C) และ Thymine (T) ของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง ๆ โดยการหาลำดับพันธุกรรม
สามารถนำมาประยุกต์ใช้เพื่อประโยชน์ในทางการแพทย์ได้อย่างหลากหลาย ไม่ว่าจะเป็น
การนำมาใช้ในการวินิจฉัยโรคต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคทางพันธุกรรมที่พบได้ยาก โรคติด
เชื้อแบคทีเรีย ไวรัส เชื้อรา ปรสิตต่าง ๆ เป็นต้น การนำมาใช้ในการติดตามการรักษาและ
การป้องกันการติดเชื้อได้อีกด้วย [3] [4] [5] [6] เนื่องด้วยประโยชน์ของเทคโนโลยีนี ้ที่
สามารถทำการวิเคราะห์จากสารพันธุกรรมโดยตรง ทำให้ใช้ปริมาณตัวอย่างตรวจน้อยกว่า 
และมีความแม่นยำสูง นอกจากนี้เทคโนโลยีเหล่านี้ยังได้รับการพัฒนาให้สามารถตรวจ
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วิเคราะห์เชื้อจุลชีพที่ดื้อยาได้จากตัวอย่างตรวจโดยตรง จึงช่วยลดระยะเวลาในการบ่มเพาะ
เชื้อ พิสูจน์ชนิดเชื้อและการทดสอบหายีนดื้อยา เมื่อนำไปเปรียบเทียบกับวิธีการวินิจฉัยการ
ติดเชื้อแบบดั้งเดิมที่ต้องอาศัยระยะเวลาหลายวัน และในบางกรณีที่พบว่า เชื้อจุลชีพ
สามารถเพาะเชื้อให้เจริญได้ยาก หรือต้องใช้เวลาหลายวัน เทคโนโลยีเหล่านี้จึงเข้ามามี
บทบาท เพื่อช่วยเพิ่มอัตราความสำเร็จในการรักษาผู้ป่วย และช่วยลดอัตราการเสียชีวิตอัน
เนื่องมาจากการติดเชื้อจุลชีพดื้อยาอีกด้วย [7] 

จากการที่เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมนี้ได้รับความนิยมเป็นอย่างมากตั้งแต่
อดีตจนถึงปัจจุบัน และเมื่อได้ทำการศึกษาย้อนกลับไปทำให้สามารถจัดแบ่งเทคโนโลยีนี้
ออกเป็นรุ่น ๆ ได้ ซึ่งเทคโนโลยีเหล่านี้ในแต่ละรุ่นต่างก็มีข้อดีและข้อจำกัดแตกต่างกันไป 
ซึ่งจะได้ถูกนำมารวบรวมไว้ในบทความนี้ เพื่อให้ผู ้สนใจได้เข้าใจถึงหลักการ ข้อดีและ
ข้อจำกัด รวมไปถึงความเป็นไปได้ในอนาคตของเทคโนโลยีนี้ 
 

เนื้อหา 
เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมได้รับการคิดค้นและพัฒนามามากกว่า 70 ปี 

ตั้งแต่ ค.ศ. 1950 มาจนถึงปัจจุบันนี้ ซึ่งจะพบว่า เทคโนโลยีนี้ถูกพัฒนามาตั้งแต่รุ่นที่ 1 
จนถึงรุ ่นที่ 3 (ภาพที่ 1) โดยในแต่ละรุ่นจะได้รับการปรับปรุงเปลี่ยนแปลงในส่วนของ
หลักการวิเคราะห์ เพื่อเพิ่มศักยภาพในการวิเคราะห์หาลำดับพันธุกรรมที่มีขนาดยาวมาก
ยิ่งขึ้น และเพ่ิมปริมาณตัวอย่างตรวจให้สามารถวิเคราะห์ได้หลายตัวอย่างตรวจในครั้งเดียว 
(ตารางที่ 1) [2] [3] [6] [7] 

1. เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมรุ่นที่ 1 หรือ First generation sequencing 
นั้นมีจุดเริ่มต้นภายหลัง Watson และ Crick ได้ค้นพบรูปทรงสามมิติของดีเอ็นเอในช่วงปี
ทศวรรษที่ 1950 แต่อย่างไรก็ตามในช่วงแรกเริ่มของการศึกษาหาลำดับพันธุกรรมของ
สิ่งมีชีวิตนั้น กลับเป็นการศึกษาหาลำดับพันธุกรรมจากอาร์เอ็นเอของไวรัสในแบคทีเรีย 
(Bacteriophage) โดยการใช้เอนไซม์ RNase เพื่อตัดสายลำดับพันธุกรรมให้สั้นลงก่อนจะ
ทำการศ ึกษา จนกระทั ่ งราวป ีค.ศ. 1965 Robert Holley และคณะว ิจ ัยสามารถ
ทำการศึกษาและสร้างลำดับพันธุกรรมของเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ที่สมบูรณ์ได้
เป็นครั้งแรก [1] 
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ภาพที่ 1 วิวัฒนาการของเทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรม 
 

 1.1 การหาลำดับพันธุกรรมโดยเทคโนโลยีของแซงเกอร์ (Sanger sequencing) 
      ช่วงทศวรรษที่ 1970 นักชีวเคมีชาวอังกฤษ นามว่า Frederick Sanger ได้
ทำการศึกษาวิจัยเกี ่ยวกับขั้นตอนการหาลำดับพันธุกรรมในช่วงเดียวกันกับที่ Robert 
Holley และคณะวิจัยได้ทำการศึกษาถึงลำดับพันธุกรรมของเชื ้อ Saccharomyces 
cerevisiae ที่ได้กล่าวไว้ข้างต้น เริ่มจากการนำสายคู่ของดีเอ็นเอมาทำการคลายเกลียว ให้
ได้สายเดี่ยว ก่อนจะทำการเพ่ิมจำนวนโดยอาศัยนิวคลีโอไทด์เบสคู่สม (deoxynucleotide; 
dNTPs) ร ่ ว มก ั บ เ อน ไซ ม ์ ต ่ า ง  ๆ  เ ช ่ น  DNA polymerase, DNA helicase, DNA 
topoisomerase และ DNA gyrase โดยจะอาศัยหลักการเพิ่มจำนวนของสารพันธุกรรมที่
สนใจร่วมกับการใช้นิวคลีโอไทด์เบสชนิดพิเศษ  (deoxydinucleotide; didNTPs หรือ 
ddNTPs) ที่ออกแบบมาเพื่อหยุดการยืดขยายของสายพันธุกรรม (Elongation) เมื่อมีการ
จำลองเพื่อเพิ่มจำนวนสารพันธุกรรมที่สนใจ เรียกเทคนิคนี้ว่า Chain Termination ก่อน
จะนำไปแยกขนาดของสารพันธุกรรมโดยใช้เทคนิค Gel electrophoresis ขนาดที่แตกต่าง
กันของสารพันธุกรรม ทำให้ได้สายดีเอ็นเอเป็นสายสั้น ๆ ขนาดประมาณ 100 นิวคลีโอไทด์
เบส ซึ่งจะถูกตรวจจับและแสดงผลออกมาเป็นรูปแบบของคลื่นสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์ 
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(Fluorescent peak) ที่มีสีแตกต่างกัน ก่อนจะนำมาจัดเรียงและแปลผลออกมาเป็นลำดับ
พันธุกรรม (ภาพที่ 2) [6] [8] [9] 

ต่อมาราวปี ค.ศ. 1987 ได้มีการผลิตเครื่องวิเคราะห์ลำดับพันธุกรรมอัตโนมัติเป็น
ครั้งแรกในสหรัฐอเมริกา คือ เครื่อง Applied Biosystems ABI 370 ซึ่งอาศัยการติดฉลาก
สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์บน didNTPs และการทำ Capillary electrophoresis เพ่ือหา
ลำดับพันธุกรรมด้วยวิธี  Sanger sequencing ซึ ่งสามารถเพิ ่มความเร็วและเพิ ่มความ
ถูกต้องของผลที่ได้ในการจรวจวิเคราะห์ ต่อมาเทคโนโลยีนี้ได้ถูกนำไปใช้เป็นต้นแบบของ
การพัฒนาความสามารถของเครื่องวิเคราะห์หาลำดับพันธุกรรมอัตโนมัติ โดยปรับปรุงเพ่ือ
เพิ ่มศักยภาพให้สามารถหาลำดับพันธ ุกรรมได้หลายตัวอย่างในครั ้งเด ียว (High -  
throughput) และยังเพิ่มความสามารถในการอ่านลำดับพันธุกรรมที่มีขนาดความยาวมาก
ขึ้นอีกด้วย (Long reads) [10] [11] 
 
ตารางท่ี 1 ตารางเปรียบเทียบเทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมรุ่นต่าง ๆ 

 

เทคโนโลยี หลักการ Throughput 

ความยาวของ
สาย

พันธุกรรม  
(คู่เบส) 

Fir
st

 G
en

er
at

io
n 

Sanger 
Chain-termination 

ร่วมกับ Gel 
electrophoresis  

ต่ำ 700-900 [7] 

Pyrosequencing 
ตรวจหาไพโรฟอสเฟต
ในขณะสังเคราะหส์าร

พันธุกรรม 
สูง 

400-1,000 
[6] 

Se
co

nd
 

Ge
ne

ra
tio

n Ion torrent 
ตรวจหาไฮโดรเจนไอออน 
(H+) ในขณะสังเคราะห์สาร

พันธุกรรม 
สูง 200-400 [6] 

Illumina Bridge amplification สูง 36-300 [6] 
SOLiD Oligonucleotide Ligation สูง 75 [6] 
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 เทคโนโลยี หลักการ Throughput 

ความยาวของ
สาย

พันธุกรรม  
(คู่เบส) 

Th
ird

 
Ge

ne
ra

tio
n 

PacBio 

Single-molecule real-
time (SMRT) ใช้ zero-
mode wavelength 

(ZMW) เป็นโครงสรา้งระดับ
นาโนที่สามารถตรวจวัด

ระดับสารเรืองแสงฟลูออเรส
เซนต์ตดิฉลากไว้บนสาร

พันธุกรรม 

กลาง 
10,000-

25,000 [6] 

Oxford Nanopore 

Single-molecule real-
time (SMRT) ใช้ solid-
state nanopore และ 
biological nanopore 

แทน ZMW 

กลาง 
10,000-

30,000 [6] 

 

 
 

ภาพที่ 2 กระบวนการหาลำดับพันธุกรรม โดยเทคโนโลยี Sanger sequencing 
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1.2 การหาลำดับพันธุกรรมโดยเทคโนโลยีไพโรซีเควนซิ่ง (Pyrosequencing) 
     ถึงแม้ว ่า Sanger sequencing จะได้ร ับการพิจารณาให้เป็นวิธ ีมาตรฐาน 

(gold standard) ที ่ใช ้ในการหาลำดับพันธุกรรมในสมัยนั ้น อย่างไรก็ตาม Sanger 
sequencing ก็ยังคงมีข้อจำกัดในหลาย ๆ ประเด็น เช่น ต้องการขั ้นตอนการทำ Gel 
electrophoresis, การเตรียมตัวอย่างสำหรับการวิเคราะห์ทำได้ยาก, ราคาแพง, ความ
ผิดพลาดที่เกิดในขั้นตอน sequencing, มีความไวไม่มากพอที่จะตรวจจับการกลายพันธุ์ที่
เก ิดข ึ ้น เพ ียงเล ็กน ้อยในหน ่วยพ ันธ ุกรรม เป ็นต ้น  [11] จากข ้อจำก ัดด ังกล ่าว 
Pyrosequencing จึงได้ถูกพัฒนาขึ้นมา โดยอาศัยหลักการ การสังเคราะห์และตรวจหาไพ
โรฟอสเฟต (PPi) ในขั้นตอนของการสังเคราะห์ดีเอ็นเอที่มีการใช้เอนไซม์เข้ามาช่วยในการ
ตรวจหาลำดับพันธุกรรม เช่น DNA polymerase, ATP sulfurylase, luciferase และ 
apyrase นอกจากนี ้ย ังต้องมีการใช้สารตั ้งต ้น หรือ Substrate อย่าง adenosine 5 ' 
phosphosulfate (APS) และ luciferin ร ่ วมด ้ วย  ในข ั ้ นตอนส ุดท ้ ายของการทำ 
Pyrosequencing จะมีการตรวจวัดระดับของแสงที ่เกิดขึ ้นจากปฏิกิร ิยาของเอนไซม์
ตามลำดับและจะมีการวิเคราะห์ พร้อมทั้งแสดงผลออกมาเป็น Pyrogram (ภาพที่ 3) [12] 

1.3 ข้อดีและข้อกำจัด 
     เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมรุ่นที่ 1 จัดเป็นเทคโนโลยีที่มีความสำคัญ ซึ่ง

เปรียบเสมือนเป็นหลักเริ่มต้นให้มีการศึกษาและพัฒนาเทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมใน
รุ่นต่อ ๆ มา ทำให้เกิดการค้นพบใหม่ ๆ ในแวดวงชีววิทยา ชีววิทยาทางการแพทย์ รวมไป
ถึงทำให้เกิดความเข้าใจใหม่ ๆ ในระดับโมเลกุล ชีววิทยาโมเลกุลของสิ่งมีชีวิต 

     อย่างไรก็ตามเทคโนโลยีในรุ่นนี้นั้น ยังคงมีข้อจำกัดอยู่มาก ไม่ว่าจะเป็นความ
ถูกต้องของลำดับพันธุกรรมที่ยังพบการเพ่ิมเข้ามาหรือหายไป (Insertion, Deletion) ของดี
เอ็นเอสายสั้น ๆ ตั้งแต่ 2 ลำดับเบส ไปจนถึงร้อยเบส, ความสามารถในการอ่านลำดับเบสได้
เพียงแค่เป็นสายสั้น ๆ เท่านั้น รวมไปถึงข้ันตอนการตรวจวิเคราะห์ที่ค่อนข้างซับซ้อน 
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ภาพที่ 3 กระบวนการหาลำดับพันธุกรรม โดยเทคโนโลยี Pyrosequencing 
 

2. เทคโนโลย ีการหาลำด ับพ ันธ ุกรรมร ุ ่นท ี ่  2 หร ือ Second generation 
sequencing ในช่วงแรก ๆ ของปี ค.ศ. 2005 ได้มีการคิดค้นพัฒนาเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ
โดยอาศัยหลักการของ Pyrosequencing คือ Roche 454 sequencing ซึ่งสามารถทำ de 
novo sequencing ได้ โดยไม่จำเป็นต้องมีข้อมูลของลำดับพันธุกรรมอยู่ก่อนหน้า ในขณะ
ที ่  Sanger sequencing ไม ่สามารถทำได ้ นอกจากนี้ย ังสามารถใช ้ประโยชน์ได ้ อีก
หลากหลาย ไม ่ ว ่ า จ ะ เป ็ น  Single Nucleotide Polymorphism (SNP) genotyping 
ตรวจหาการกลายพันธุ์ที ่จะพบในหน่วยพันธุกรรม , การช่วยพิสูจน์ชนิดและจัดกลุ่มเชื้อ
แบคทีเรีย เชื้อรา และเชื้อไวรัส (identification and typing) รวมไปถึงสามารถทำ Whole 
genome sequencing ได้อีกด้วย [13] 
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2.1 การหาลำดับพันธุกรรมโดยเทคโนโลยีไอออน ทอร์เรนท์ (Ion torrent 
sequencing) 

ต่อมาภายหลังได้มีการพัฒนาปรับปรุงการหาลำดับพันธุกรรมโดยเทคโนโลยีไอออน 
ทอร์เรนท์ (Ion torrent) ที่อาศัยการตรวจหาไฮโดรเจนไอออน (H+) ที่ปล่อยออกมาใน
ระหว่างการสังเคราะห์ดีเอ็นเอและตรวจวัดด้วยเซนเซอร์ pH ของตัวเครื่องวิเคราะห์ ทำให้
ไม่จำเป็นต้องใช้สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ และยังสามารถทำการวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว 
อีกท้ังยังมีราคาถูกกว่าอีกด้วย 

2.2 การหาลำดับพันธุกรรมโดยเทคโนโลยีของอิลลูมิน่า (Illumina sequencing) 
การหาลำดับพันธุกรรมโดยเทคโนโลยีของอิลลูมิน่า (Illumina sequencing) นั้น 

จะอาศัยเทคนิคที่เรียกว่า Bridge amplification เป็นการเพิ่มจำนวนสารพันธุกรรมบน 
flow cell โดยจะมีการเชื ่อมต่อกันของสารพันธุกรรมที ่สนใจกับ flow cell ที ่มีสาร
พันธุกรรมคู่สมที่ออกแบบมาให้จำเพาะกับสารพันธุกรรมที่สนใจ (Primer) เกิดเป็นสะพาน 
(Bridge) หลังจากนั้นจะมีการย่อยให้กลับเป็นสายสั้น ๆ ก่อนจะทำการตรวจหาสารเรือง
แสงฟลูออเรสเซนต์ที่ติดฉลากไว้บนสารพันธุกรรม และแสดงผลออกมาเป็นกลุ่มก้อนของ
สารพันธุกรรมที่ติดสารเรืองแสงแบบจำเพาะตามขนาดและความเข้มของสัญญานสารเรือง
แสงฟลูออเรสเซนต์ ซึ่งสามารถตรวจจับสาย DNA เป็นสายขนาดยาวมากขึ้น โดยจะมีขนาด
ประมาณ 1,000 – 1,000,000 นิวคลีโอไทด์เบสของสารพันธุกรรมทั้งหมด (ภาพที่ 4) [8] 
[9] [14] [15] 

2.3 การหาลำดับพันธุกรรมโดยเทคโนโลยี Sequencing by Oligonucleotide 
Ligation and Detection (SOLiD) จัดเป็น Second generation sequencing เช่นเดียว 
กัน แต่จะอาศัยเอนไซม์ DNA ligase ในการเชื่อมต่อสายดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา ligation 
และมีการใช้โพรบ (Probe) ที่มีการติดฉลากสารเรืองแสงร่วมด้วย ก่อนจะทำการตรวจหา
สารเรืองแสงที่ติดอยู่กับโพรบ เทคโนโลยีนี้แตกต่างจากเทคโนโลยีอื่น คือ มีการใช้เอนไซม์ 
DNA ligase แทน DNA polymerase [16] 

2.4 ข้อดีและข้อกำจัด 
     เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมรุ่นที่ 2 นั้น ได้รับการพัฒนามาจากรุ่นที่ 1 

ทำให้สามารถดำเนินการในขั้นตอนต่าง ๆ ได้เร็วขึ้น อีกทั้งยังสามารถนำประยุกต์ในงานที่
หลากหลายมากยิ่งขึ้น เช่น การหาลำดับพันธุกรรมทั้งหมดของสิ่งมีชีวิต (whole-genome 
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sequencing), การหาลำดับพันธุกรรมเฉพาะส่วนที่สนใจ (targeted sequencing) รวมไป
ถึงการศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ (Transcription) แบบองค์รวม
(transcriptomic analysis) เป็นต้น 

สำหรับเทคโนโลยีในรุ่นนี้จะมีข้อจำกัดอยู่บ้าง เช่น Ion torrent จะสามารถพบการ
แทนที่เบสได้ (Substitution) บ้าง เป็นต้น และความสามารถในการอ่านลำดับเบสยังคง
อ่านได้เพียงสายสั้น ๆ เท่านั้น 

 

 
 

      ภาพที่ 4 กระบวนการหาลำดับพันธุกรรม โดยเทคโนโลยี Illumina sequencing 
 

3. เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมรุ่นที่ 3 หรือ Third generation sequencing 
   เป็นเทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมที่ได้รับการพัฒนาล่าสุด ซึ่งสามารถก้าว

ข้ามข้อจำกัดต่าง ๆ ของรุ่นก่อน ๆ ซึ่งเทคโนโลยีในรุ ่นนี้สามารถที่จะทำการหา ลำดับ
พันธุกรรมที่มีขนาดยาวกว่ารุ่นก่อน ๆ (Long read sequencing) โดยมีความยาวของลำดับ
พันธุกรรมถึง 10,000 นิวคลีโอไทด์เบสขึ้นไป อีกท้ังยังสามารถติดตามผลได้แบบ real-time 
และไม่ต้องการขั้นตอนการเพิ่มจำนวนของสารพันธุกรรม (Polymerase chain reaction; 
PCR) อย่างในรุ่นที่ 2 อีกด้วย 

3.1 เทคโนโลยีของแพคไบโอ (PacBio sequencing) เป็นเทคโนโลยีที่มีการ
ใช้ zero-mode wavelength (ZMW) เป็นโครงสร้างระดับนาโนที่สามารถตรวจวัดระดับ
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สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ติดฉลากไว้บนนิวคลีโอไทด์เบส แต่จะเป็นการวัดในขณะ
ช่วงเวลานั้น ๆ ทันที (real-time) และสามารถหาลำดับพันธุกรรมทีย่าวกว่าในเทคโนโลยีรุ่น
ก่อน ๆ โดยจะมีการวัดระดับสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ในแต่ละโมเลกุลของนิวคลีโอไทด์
เบสแยกเป็นโมเลกุลเดี่ยวของสายพันธุกรรมที่จำลองขึ้นซึ่งเข้าคู่กับสายพันธุกรรมที่สนใจ  
เรียกเทคโนโลยีนี้ว่า Single-molecule real-time (SMRT) [8] [14] [17] 

3.2 การหาลำดับพันธุกรรมโดยเทคโนโลยีของอ็อกฟอร์ดนาโนพอร์เทคโนโลยี 
(Oxford Nanopore Technology: ONT sequencing) เทคโนโลยีนี ้จะอาศัยหลักการ 
Single-molecule real-time (SMRT) คล ้ ายก ับ  PacBio sequencing ค ืออาศ ัยการ
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของกระแสไฟฟ้าที่เปลี่ยนแปลงไปของโมเลกุลขนาดเล็กที่เป็น
โมเลกุลเดี่ยว (ดีเอ็นเอ, อาร์เอ็นเอ, อื่น ๆ) ที่เคลื่อนที่ผ่านรูขนาดเล็กในระดับนาโนแบบ 
real-time แต ่จะม ีการใช ้  solid-state nanopore และ biological nanopore แทน 
ZMW ของ PacBio sequencing (ภาพที่ 5) [2] [3] [18] [19] 

โดยจะพบว่า solid-state nanopore จะมีความเสถียรหรือทนทานกว่าเมื่อเทียบ
กับ biological nanopore อีกทั้งยังสามารถควบคุมหรือปรับเปลี่ยนคุณสมบัติของพื้นผิว
ของตัว nanopore ได้ง่าย สำหรับ solid-state nanopore จะพบว่านิยมใช้ซิลิคอนไน
ไตรด์ (Silicon nitride: Si3N4) และซิลิคอนไดออกไซด์ (Silicon dioxide: SiO2) เป็นวัสดุ
สำหรับทำพ้ืนผิวของ nanopore [20] 

สำหรับ biological nanopore ส่วนมากจะสร้างจากโมเลกุลของโปรตีนที่ได้จาก
ธรรมชาติ หรืออาจจะเป็น nanopore สังเคราะห์ที่สร้างโดยอาศัยพันธุวิศวกรรม แต่จะ
พบว่า nanopore ชนิดนี้ มักจะไม่ค่อยทนทาน ใช้งานได้จำกัดจำนวนไม่กี่ครั้ง และอาจจะ
ต้องการสิ่งแวดล้อมที่จำเพาะเพ่ือใช้ช่วยยืดอายุการใช้งาน ตัวอย่าง biological nanopore 
เช่น alpha-hemolysin pore protein, Mycobacterium smegmatis porin A (Msp A) 
จาก Mycobacterium smegmatis เป็นต้น [3] 

สำหรับขั้นตอนของการหาลำดับพันธุกรรมโดยเทคโนโลยีของอ็อกฟอร์ดนาโนพอร์
เทคโนโลยีจะประกอบไปด้วย 3 ส่วนหลัก ๆ คือ  1. การเตรียมฐานข้อมูล (Library 
preparation), 2. การหาลำดับพันธุกรรม (Sequencing Process) และ 3. การแปลงผลให้
เป็นลำดับนิวคลีโอไทด์เบส (Basecaller) [3] 
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ภาพที่ 5 กระบวนการหาลำดับพันธุกรรมโดยเทคโนโลยี Oxford nanopore sequencing 
 

ตัวอย่างการนำเอาเทคโนโลยี nanopore sequencing มาใช้ในการวินิจฉัยโรค
มะเร็ง เช่น การตรวจหาดัชนีชี ้ว ัดทางชีวภาพ (Biomarker) ไม่ว ่าจะเป็น DNA, RNA, 
เอนไซม์, โปรตีน รวมไปถึงตัวเซลล์มะเร็งเอง โดยอาศัย nanopore sequencing ซึ่งมี
ความไวสูงในระดับอัลตร้า จึงสามารถตรวจหาดัชนีชี้วัดทางชีวภาพเหล่านี้ได้ แม้จะมีเพียง
น้อยนิด ยิ่งไปกว่านั้นเทคโนโลยีนี้ก็สามารถช่วยในการพยากรณ์โรคได้ด้วย หากนำเอาไปใช้
ในการตรวจหาดัชนีชี้วัดทางชีวภาพในผู้ที่มีสุขภาพแข็งแรง เป็นต้น [21] 

สำหรับการตรวจหาจุลชีพอย่างแบคทีเรีย และไวรัสนั้น  เทคโนโลยีนี้ก็นับว่ามี
ประโยชน์อย่างมาก ไม่ว่าจะเป็นการนำมาใช้ในการตรวจหาเชื้อที่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงเชื้อ
ได้, ลดเวลาที ่ใช้ในการวินิจฉัย ทำให้ทราบผลในเวลาไม่กี ่ชั ่วโมงเมื ่อเทียบกับวิธีการ
เพาะเลี้ยงที่ใช้เวลาเป็นวัน, สามารถตรวจหาการดื้อยาซึ่งสามารถตรวจพบได้ในลำดับ
พันธุกรรม ซึ่งวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อไม่สามารถบอกได้ นำไปสู่การรักษาและป้องกันการแพร่
ระบาดของเชื้อดื้อยาได้อีกด้วย [22] 

ในส่วนของการนำเอาเทคโนโลยี gene sequencing อย่าง Next generation 
sequencing มาใช้ประโยชน์ในทางระบาดวิทยา เช่น การศึกษาการแพร่ระบาดของเชื้อ 
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Neisseria gonorrhoeae ในประเทศไทย ซึ่งเป็นเชื้อที่ก่อโรคที่ติดต่อทางเพศสัมพันธ์ โดย
อาศัยการใช้เทคโนโลยีของ Next generation sequencing ทำให้สามารถตรวจได้ปริมาณ
มากในคราวเด ียว (High throughput Multi-locus sequence typing: HiMLST) และ
สามารถลดค่าใช้จ่ายลงเหลือเพียง 1 ใน 10 ของวิธีดั้งเดิม ซึ่งผลที่ได้ทำให้ทราบว่า มีการ
ระบาดของเชื้อดังกล่าว เป็น “Sexual network” ของกลุ่มผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อร่วมกัน 
[23] 

3.3 ข้อดีและข้อจำกัด 
     สำหรับเทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมรุ่นที่ 3 นั้น สามารถนำประยุกต์ใน

งานที่หลากหลายเช่นเดียวกับรุ่นที่ 2 มีความสามารถในการอ่านลำดับเบสที่ยาวมากยิ่งขึ้น
กว่าใน 2 รุ ่นก่อน อีกทั ้งยังสามารถทำการตรวจได้ปริมาณมากในคราวเดียว (High 
throughput) ทำให้ช่วยประหยัดเวลาในการดำเนินการ และยังสามารถลดขั้นตอนในการ
เพ่ิมจำนวนสารพันธุกรรมด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR) ได้อีกด้วย 

     แต่อย่างไรก็ตามเทคโนโลยีนี้ยังคงมีต้นทุนที่สูงอยู่เมื่อเปรียบเทียบกับรุ่นก่อน 
ๆ กล่าวคือ ต้องอาศัยเครื่องมือที่มีมูลค่าค่อนข้างแพง และเม่ือเปรียบเทียบความถูกต้องของ
ลำดับพันธุกรรมที่ได้ อาจจะด้อยกว่า หากทำการหาลำดับพันธุกรรมแบบ long read เป็น
ต้น [24] 

4. เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมรุ่นที่ 4 หรือ Fourth generation sequencing 
เป็นเทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมที ่ได้รับการพัฒนาให้สามารถทำการหาลำดับ
พันธุกรรมในสิ่งส่งตรวจได้โดยตรง (in situ sequencing; ISS) โดยลำดับพันธุกรรมที่เป็น
เป้าหมายนั้นจะเป็นสารพันธุกรรมทั้งหมดที่สามารถตรวจหาในตัวอย่างตรวจนั้น ๆ ทำให้
ทราบถึงภาพรวมในระดับจุลภาค หรือระดับท่ีเล็กลงไปกว่าเซลล์ (molecular/subcellular 
mapping) ซึ่งสามารถนำมาใช้ในการรักษาและพยากรณ์โรคได้ [25] [26] 

    สำหรับวิธีการที่นำมาใช้ในเทคโนโลยีนี้ อย่าง metagenomic sequencing 
นั้น จัดเป็นหนึ่งในวิธีการหาสารพันธุกรรมทั้งหมดที่สามารถตรวจหาในตัวอย่างตรวจนั้น ๆ 
ซึ่งจะอาศัย 2 เทคนิคหลัก ๆ ในการตรวจ คือ 

1. Whole genome shotgun (WGS) metagenomic sequencing ซึ่งมีวัตถุประสงค์
เพื่อการหาลำดับของสารพันธุกรรมทั้งหมดที่สามารถตรวจพบในตัวอย่างตรวจนั้น ๆ ทำให้
สามารถนำเอาข้อมูลที่ได้มาใช้ในการวิเคราะห์ความหลากหลายทางชีวภาพ และใช้ใน



Advanced Science Journal, Vol. 26 No. 1 January - June 2026 

วารสารก้าวทันโลกวิทยาศาสตร์ ปีท่ี 26 ฉบับท่ี 1 มกราคม - มิถุนายน 2569 17 

 

การศึกษาถึงการทำงานร่วมกันของกลุ่มจุลินทรีย์ หรือกลุ่มเซลล์ที่อยู่ในตัวอย่างตรวจนั้น 
เช่น ใช้ศึกษาจุลชีพทั้งหมดในลำไส้ (Gut microbiome) ซึ ่งในหลาย ๆ งานวิจัยพบว่า 
จุลชีพในลำไส้เหล่านี้มีกลไกที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน โรคติดเชื้อและโรคไม่ติดเชื้อ 
(Infectious and non - infectious disease) ทำให้สามารถนำเอาข้อมูลที่ได้มาปรับใช้
เพ่ือการรักษาและการพยากรณ์โรคได้ [27] [28] [29] 

2. Marker gene study หรือการศึกษาหน่วยพันธุกรรมที่ใช้ในการบ่งชี้/ระบุความ
แตกต่างลักษณะปรากฎ (Phenotype) ได้ ซ ึ ่งมักจะศึกษาเฉพาะในส่วนของหน่วย
พันธุกรรม หรือยีนที่สนใจเท่านั้น แต่จะทำการศึกษายีนเหล่านี้ในกลุ่มจุลินทรีย์ หรือกลุ่ม
เซลล์ที่อยู่ในตัวอย่างตรวจนั้นทั้งหมด ซึ่งยีนที่จำเพาะที่สำคัญในงานจำแนกชนิดเชื้อจุลชีพ
นั้นประกอบไปด้วยหลายยีน เช่น 16S rRNA ยีน ที่พบในเชื้อแบคทีเรีย, ยีนที่จำเพาะกับ
บริเวณ internal transcribed spacer (ITS) ที่จะใช้ในการศึกษาเชื้อรา, 18S rRNA ยีน    
ที่พบในกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่เป็นยูคาริโอต เช่น มนุษย์และสัตว์ต่าง ๆ เป็นต้น [27] 

ถึงแม้ว่าเทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมจะมีส่วนช่วยในงานจุลชีววิทยาและ 
ชีวการแพทย์ ไม่ว่าจะเป็นการใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็ง, ใช้ในการตรวจหาแบคทีเรีย
และจุลชีพอื่น ๆ ที่เจริญเติบโตช้าหรือต้องการสภาวะพิเศษในการเพาะเลี้ยง , ใช้ในการ
รวบรวมข้อมูลเชิงระบาดวิทยาเพื่อการควบคุมและป้องกันการแพร่ระบาดของเชื้อดื้อยา  
รวมไปถึงการใช้ในการจัดรวมข้อมูลพันธุกรรมทั้งหมดของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง ๆ [3] [30] แต่จะ
พบว่าเทคโนโลยีนี้ยังคงมีข้อจำกัด เช่น การพยากรณ์โรค ในกรณีที่มีการพบลำดับพันธุกรรม
ของเชื้อ อาจจะบอกไม่ได้แน่ชัดว่าเป็นซากเชื้อ หรือเป็นเชื้อที่เป็นสาเหตุของโรค , ไม่
สามารถตรวจหาแบคทีเรียในสิ่งส่งตรวจที่พบเชื้อมากกว่า 1 ชนิดขึ้นไป , รวมไปถึงราคา
ต้นทุนของการหาลำดับพันธุกรรมยังคงมีมูลค่าสูงเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีดั้งเดิมที่ใช้ในการ
วินิจฉัยโรคติดเชื้อต่าง ๆ จึงอาจจะไม่เหมาะที่จะนำมาใช้ในงานห้องปฏิบัติการ  routine 
[31] 
 

สรุป 
ในป ัจจ ุบ ันเทคโนโลยีการหาลำดับพันธ ุกรรมรุ ่นที ่ 3 หร ือ Third generation 

sequencing นั้น ถูกนำมาใช้อย่างกว้างขวาง เช่น เทคโนโลยี Oxford Nanopore Technology: 
ONT sequencing เนื่องด้วย ความสามารถในการตรวจได้ปริมาณมากในคราวเดียว อีกท้ัง
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ยังได้รับการพัฒนาปรับปรุงฐานข้อมูลอย่างต่อเนื่อง เพื่อให้ผลที่ได้มีความถูกต้องและ
แม่นยำมากยิ่งขึ้น อีกทั้งยังสามารถดำเนินการได้ในราคาต้นทุนที่ไม่สูงมากนัก ซึ่งเหมาะกับ
งานวิจัยและพัฒนาทางด้านพันธุศาสตร์และการนำไปประยุกต์ใช้กับเชื ้อจุลชีพต่าง ๆ 
เทคโนโลยีเหล่านี้น่าจะทำให้วงการจุลชีววิทยาและชีวการแพทย์ได้รับองค์ความรู้ใหม่ ๆ 
และเติบโตได้อย่างต่อเนื่อง และในอนาคตอันใกล้นี้ เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรมรุ่นที่ 4 
หรือ Fourth generation sequencing นั้น เช่น metagenomic sequencing จะถูกนำมาใช้
เพื ่อช่วยขยายองค์ความรู้ ในวงการจุลชีววิทยาและชีวการแพทย์ ซึ ่งจะนำไปสู ่ยุคของ 
Precision medicine หรือยุคที่การแพทย์มีความแม่นยำมากยิ่งขึ้น ในแง่ของการวินิจฉัย 
การป้องกันและการรักษาโรคที่ออกแบบมาเฉพาะบุคคล (Personalized medicine) โดย
อาศัยข้อมูลทางพันธุกรรม (genetics) ที่ได้มาจากการใช้เทคโนโลยีการหาลำดับพันธุกรรม
ของมนุษย ์ (DNA sequencing) ที ่ลงรายละเอียดล ึกระดับ DNA หรือการหาลำดับ
พันธุกรรมของจุลชีพที่ปรากฏในร่างกายของมนุษย์ (Microbiome metagenomics) 
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