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บทคดัย่อ 

เทคโนโลยเีอน็จเีอสหรอื Next generation 
sequencing technology มวีตัถุประสงคห์ลกั เพื่อ
หาล าดบัเบสทัง้จีโนมของสิง่มีชีวิตด้วยวิธีการหา
ล าดับเบสแบบขนานที่ท าได้อย่างรวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพ ท าให้ได้ข้อมูลล าดบัเบสจ านวน
มหาศาลที่มีต้นทุนค่าใช้จ่ายที่ถูกลงกว่าการหา
ล าดับเบสด้วยเทคโนโลยีของแซงเกอร์ ปจัจุบัน
เครื่องมอืของเทคโนโลยเีอน็จเีอสมสีามรูปแบบหลกั
ที่นิยมใช้กันอย่างกว้างขวางได้แก่ 454/Roche, 
Illumina, และ SOLiD/Life Technology (ABI) โดย
เครื่องมือต่างๆ เหล่านี้มีหลักการหาล าดับเบส 
รูปแบบของขอ้มูลล าดบัเบสสายสัน้ (reads) และ
จ านวนของขอ้มูล reads ที่ออกมาแตกต่างกนัไป

 

รวมถึงประโยชน์ที่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน
งานวิจยัที่เกี่ยวข้องกบัโอมกิสไ์ด้หลากหลาย เช่น 
การท า de novo sequencing, target resequencing, 
RNA sequencing และ metagenomics เป็นต้น 
บทความนี้ จงึน าเสนอหลกัการการหาล าดบัเบสของ
เครื่องมือทัง้สามรูปแบบ (454/Roche, Solexa/ 
Illumina และ SOLiD/ABI) การประยุกต์ใช้ใน
งานวจิยัต่างๆ และตวัอย่างโปรแกรมทีใ่ชส้ าหรบัจดั
เรยีงล าดบัเบสทีไ่ดจ้ากเทคโนโลยเีอน็จเีอส เพื่อให้
ทราบถึงความหลากหลายของล าดบัเบสที่เกิดขึ้น
และน าไปสูก่ารตอบโจทยใ์นงานวจิยัต่างๆต่อไป 
 

ABSTRACT 
The main objective of Next generation 
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sequencing (NGS) technology is to quickly and 
efficiently read the underlying sequence of an 
organism by means of massively parallel 
sequencing. Comparing with Sanger’s technology, 
NGS can produce much larger number of 
sequence reads that cover huge number of 
bases per run. Three major platforms of NGS 
technologies are currently in used, namely 
454/Roche, Solexa/Illumina and SOLiD/Life 
Technology (ABI). These platforms differ in 
sequencing principles, sequence read formats 
and number of read outputs. Moreover, these 
platforms are useful in the different applications 
in several omic-research domains including de 
novo sequencing, target resequencing, RNA 
sequencing and metagenomics etc. This review 
article presents the overview of the three major 
NGS technologies.  We cover the principle of 
sequencing in three platforms (454/Roche, 
Solexa/Illumina and SOLiD/ABI), applications, 
and mapping tools used to discover the 
variation of read sequences leading to 
deciphering the problems in the other research 
topics. 
 
ค าส าคญั: เทคโนโลยเีอน็จเีอส, ล าดบัเบสสายสัน้, 
โปรแกรมทีใ่ชส้ าหรบัจดัเรยีงล าดบัเบส 
Keywords: NGS technology, reads, mapping 
tools 
 

บทน า 
ปจัจุบนั ขอ้มูลทางชวีวิทยาที่ได้จากการ

ศกึษาศาสตรด์า้นโอมกิส ์(omics) ไม่ว่าจะเป็นจโีน
มิกส์ ทรานคริปโตมิกส์ โปรติโอมิกส์ หรือ เมตา
โบโลมกิส ์มจี านวนเพิม่ขึน้มากมาย โดยเทคโนโลยี

ทีม่บีทบาทส าคญัและเป็นจุดเริม่ต้นของการน าไปสู่
การไขความลับทางชีววิทยานัน้ คือ การศึกษา
ล าดบัเบสหรอื DNA sequencing โดยขอ้มูลต่างๆ 
เหล่านี้พร้อมที่จะถูกประมวลผล เพื่อน าไปสู่การ
ท านายปรากฏการณ์ทางพนัธุกรรมหรอืววิฒันาการ
ของสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ ได้ การค้นพบที่ประสบ
ความส าเร็จเป็นอย่างมาก คือ การหาล าดับเบส
จโีนมของมนุษย ์ทีเ่กดิขึน้ในปี ค.ศ. 2000 (Yamey, 
2000) ซึ่งเป็นยุคที่มีการคิดค้นและพัฒนา
เทคโนโลยกีารหาล าดบัเบสใหม้คีวามรวดเรว็ และมี
ราคาถูกลงอย่างต่อเ น่ือง ปจัจุบันมีการริเริ่ม
เทคโนโลยีใหม่ส าหรับหาล าดับเบสแบบ high 
throughput ที่เรยีกว่า Next generation sequencing 
หรอืเอน็จเีอส (NGS) 
 หลายองค์กรพยายามพัฒนาเทคโนโลยี
เอ็นจีเอส ให้สามารถใช้ในการหาล าดับเบสได้
รวดเร็วและแม่นย าขึ้น  รวมทัง้ต้นทุนในการ
ด าเนินการที่มีราคาถูกลง เพื่อประโยชน์ในการ
ประยุกตใ์ชก้บัสิง่มชีวีติทีม่คีวามหลากหลายมากขึน้ 
โดยแต่เดมินัน้ เทคนิคการหาล าดบัเบสใชเ้ทคนิคที่
เรยีกว่าแซงเกอร์ (Sanger chemistry) ซึ่งอาศยั
หลกัการ dideoxynucleotide chain termination 
ด้วยการน านิวคลีโอไทด์มาติดฉลากรงัสี หรือสาร
เรอืงแสง ซึง่แต่ละนิวคลโีอไทดจ์ะมกีารตดิฉลากสทีี่
ต่างกนั จากนัน้ใช้เอนไซมใ์นการสรา้งดเีอ็นเอสาย
ใหม่จากดเีอน็เอต้นแบบ ล าดบัเบสทีบ่นัทกึไดใ้หม่
จะประกอบดว้ยนิวคลโีอไทดแ์ต่ละตวัทีต่ดิฉลากนัน้ 
โดยวธินีี้สามารถอ่านล าดบัเบสได้ช่วง 1,000 ถึง 
1,200 คู่เบส ด้วยขอ้จ ากดัในการอ่านล าดบัเบสที่
ยาวกว่าสองกิโลเบส จึงมีการพัฒนาวิธีที่เรียกว่า 
shotgun sequencing วธินีี้อาศยัการหาล าดบัเบส
จากชิน้สว่นย่อยๆ และจดัเรยีงกลบัเป็นดเีอน็เอเสน้
เดิมอย่ างสมบู รณ์  ด้วย โปรแกรม  sequence 
assembler ล าดบัเบสทีไ่ดจ้งึมคีวามยาวพอทีจ่ะน า
ขอ้มลูมาท านายโครงสรา้ง และต าแหน่งยนีในจโีนม
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ได้อย่างรวดเรว็ขึ้น จากความรู้ที่ได้จากการศกึษา 
shotgun sequencing ท าใหม้กีารพฒันาเทคโนโลยี
เอน็จเีอส ทีม่คีวามสามารถในการหาล าดบัเบสแบบ 
parallel ท าให้ได้ข้อมูลล าดับเบสจ านวนมหาศาล 
(Zhang et al., 2011) เทคโนโลยเีอน็จเีอสอาศยัการ
อ่านดีเอ็นเอต้นแบบแบบสุ่มทัง้จีโนม และตัด
ชิน้สว่นดเีอน็เอเป็นชิน้สัน้ๆ น าชิน้ดงักล่าวเชื่อมต่อ
เขา้กบัอะแดบ็เตอร ์(adaptor) ในช่วงการสงัเคราะห์
ดเีอน็เอนัน้และเพิม่ปรมิาณต้นแบบ วธินีี้สามารถ
เพิม่จ านวนของดเีอน็เอได้พร้อมๆ กนั (parallel) 
เมื่อหาล าดับเบสจะได้ล าดับเบสสายสัน้ (reads) 
เกิดขึ้นจ านวนมาก ซึ่งในที่นี้จะใช้ค าทบัศพัท์ว่า 
reads โดยความยาวของ reads ทีไ่ด ้จะมคีวามยาว
เฉลีย่ 30 ถงึ 500 คู่เบส ขึน้อยู่กบัเครื่องมอืแต่ละ
แบบ อย่างไรกต็าม อาจกล่าวไดว้่าเทคนิคแซงเกอร์
และเทคโนโลยเีอน็จเีอส เริม่ต้นจากการท าดเีอน็เอ
ให้เป็นชิ้นสัน้ๆ เหมอืนกนั แต่เทคนิคการหาล าดบั
เบสแบบแซงเกอร์ใช้การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ต้นแบบดว้ยการท าโคลนนิง (cloning) ในตอนแรก 
ซึง่วธินีี้อาจสง่ผลต่อความผดิพลาด (bias) ทีเ่กดิขึน้ 
เช่น เกดิภาวะไม่เสถียรในช่วงของการโคลน หรือ
เกดิการหายไปของดเีอน็เอในขณะทีโ่คลน ส่งผลให้
เกดิ gaps ไม่แท้จรงิในล าดบัเบส (Garber et al., 
2009) ต่อมาเมื่อทราบล าดบัเบสทัง้หมดแล้วจึง
เปลี่ยนมาใช้พซีอีาร์ (PCR) เนื่องจากต้องทราบ
ล าดบัเบสทีอ่ยู่ขา้งๆ ของบรเิวณทีต่้องการหาล าดบั
เบส เพื่อออกแบบไพร์เมอร์ทีใ่ช้ในปฏกิริยิาพซีอีาร์ 
ส่วนเทคโนโลยเีอน็จเีอสไม่จ าเป็นต้องทราบล าดบั
เบสก่อน อาศยัอะแดบ็เตอรท์ีม่ลี าดบัเบสจ าเพาะกบั
เอน็ไซม์ตดัจ าเพาะอยู่ที่ปลายด้าน 3 เพื่อใช้เป็น
ไพร์เมอร์ในการเพิ่มปริมาณต้นแบบด้วยพีซีอาร์
แบบ clonally amplified templates ซึง่เป็นการเพิม่
ปริมาณดีเอ็นเอที่ไม่ต้องใช้แบคทีเรีย วิธีการนี้จึง
สามารถหาล าดับเบสโดยที่ไม่ต้องรู้ล าดับเบสมา
ก่อนไดพ้รอ้มกนั นอกจากนี้ เทคนิคแซงเกอรย์งัไม่

เหมาะสมกับการหาล าดับเบสของสิ่งมีชีวิตพวก     
ยคูารโิอตทีม่จีโีนมขนาดใหญ่ เช่น จโีนมมนุษย ์ซึง่
ต้องใช้เวลาในการหาล าดับเบสนาน  และใน
กระบวนการหาล าดับเบสหนึ่งครัง้ มักได้จ านวน 
reads ค่อนข้างน้อย ท าให้ต้นทุนค่าใช้จ่ายสูง 
รวมถึงการตรวจสอบการกลายที่เกิดกับเซลล์
ร่างกาย (somatic mutation) ทีพ่บน้อยกว่ารอ้ยละ 
1 ก็ท าได้ยากกว่าการใช้เทคโนโลยีเอ็นจีเอส 
(Woollard et al., 2011) เป็นตน้ 

บทความนี้ น าเสนอรปูแบบของเทคโนโลยี
เอน็จเีอสทีใ่ชป้จัจุบนั การประยุกตใ์ชง้านจากการใช้
เทคโนโลยเีอน็จเีอส และตวัอย่างโปรแกรมที่ใช้ใน
การจัดเรียงล าดับเบสดีเอ็นเอ รวมถึงโปรแกรม
ส าหรบัใชใ้นสรา้งล าดบัเบสดเีอน็เอใหม่ ดว้ยการน า
ล าดบัเบส reads จ านวนมหาศาลทีเ่ครื่องอ่านได้
จากการใช้เทคโนโลยีเอ็นจีเอส มาต่อกนัเป็นสาย
ยาวขึน้ เพื่อน าล าดบัเบสของดเีอ็นเอสายยาวที่ได้
ไปใชป้ระโยชน์ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ 

 
รปูแบบของเทคโนโลยีเอน็จีเอส 

เครื่องอ่านล าดับเบสแบบเอ็นจีเอสใน
ปจัจุบนั (next-generation sequencing platforms) 
ม ี3 เทคโนโลยหีลกัๆ ทีใ่ชก้นัอย่างกวา้งขวาง หรอื
มกัเรยีกกนัว่า Second generation NGS platforms 
ไดแ้ก่ Roche/Gs-FLX 454 Genome sequencer, 
Illumina/Hiseq 2000 และ ABI/ SOLiD 5500xl 
ส าหรบัเทคโนโลยอีื่นๆ เช่น Polonator/G.007 และ
เทคโนโลยีที่ก าลังพัฒนาต่อเนื่ องกันอยู่  หรือที่
เรยีกว่า Third generation NGS platforms เช่น 
Helicos/Heliscope ซึง่มหีลายบรษิทัที่พยายามน า
ข้อบกพร่องที่เกิดขึ้นจาก Second generation 
NGS platforms มาปรบัปรุงให้เทคโนโลยกีารหา
ล าดับเบสมีความถูกต้องและราคาถูกลง สิ่งที่
แตกต่างกนัของเทคโนโลยเีหล่าน้ี คอื การตรงึดเีอน็
เอต้นแบบให้อยู่กบัที่ (template immobilization) 
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วิธีสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ อัตราความผิดพลาด 
(error rate) และความยาวของ reads ทีไ่ดจ้ากการ
อ่านล าดบัเบสดงั Table 1 ซึง่ในทีน่ี้ จะขอกล่าวถงึ 
Second generation NGS platforms เป็นหลกั 
ส าหรับกระบวนการการท างานของแต่ละเครื่อง 
สรุปไดด้งันี้ 

 
เครือ่ง 454/Roche genome sequencer 

ใช้หลักการการหาล าดับเบสแบบการ
สังเคราะห์ที่รู้จ ักกันในนามของเทคนิค pyro 
sequencing ซึ่งเป็นการตรวจวดัไพโรฟอสเฟต 
(PPi) จากปฏกิริยิาเคม ี(chemiluminescence) และ
ใช้การอ่านสญัญาณตามจงัหวะแสงของเบสคู่สม
หลายๆ พนัเบสในครัง้เดยีว (Figure 1a) ขัน้ตอนที่
ส าคญัของวธินีี้คอื การตรงึยดึ (immobilization) ดี
เอ็นเอกบัเม็ดบีด (bead) ในสภาวะที่เป็นน ้ามัน 
(emulsion PCR) และเพิม่ปรมิาณสายดเีอน็เอ ซึง่มี
ข ัน้ตอนดงันี้ 

 
1. การเตรียมดีเอน็เอต้นแบบ (DNA library) 
 เริม่ต้นด้วยการตัดดีเอน็เอสายคู่ให้สัน้ลง
ประมาณ 400 ถงึ 600 คู่เบส จากนัน้ เชื่อมอะแดบ็
เตอร ์ A และ B ชนิดพเิศษทีป่ลายของดเีอน็เอนัน้ 
โดยอะแดบ็เตอร์ B จะมสี่วนปลาย 5 ทีป่ระกอบ 
ด้วย biotin จะเข้าจบักับเม็ดบีดซึ่งถูกฉาบด้วย 
streptavidin ส่วนอะแด็บเตอร์ที่ไม่สามารถจับได้
หรอือะแดบ็เตอรท์ีจ่บักนัเอง (adaptor dimers) จะ
ถูกก าจดัออก อะแดบ็เตอรท์ีต่รงึบนเมด็บดีไดบ้าง
สาย จะมีล าดับเบสโอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่ไม่มีการ 
phosphorylate ท าใหม้ชี่องว่างในสายดเีอน็เอคู่นัน้ 
จ า กนั ้น เ อ็ น ไ ซม์ ที่ มี คุ ณ สมบัติ เ ป็ น  strand-
displacing DNA polymerase จะเขา้ซ่อมแซมและ
เติมส่วนที่ขาดไป ท าให้ได้เป็นดีเอ็นเอสายคู่ที่
สมบูรณ์ หลงัจากนัน้เส้นดีเอ็นเอสายคู่ที่ไม่มีการ
ตรึงติดกับ เม็ดบีดถูกแยกออกเ ป็นสายเดี่ยว 

 
 

Figure 1 Sequencing chemistry implemented in 
next-generation sequencers. (a) Pyrosequenc-
ing approach implemented in 454/Roche. (b) 
Sequencing by synthesis in the presence of 
four fluorescently labeled nucleotide analogs 
that serve as reversible reaction terminators 
and special DNA polymerases in the Illumina 
sequencing reaction. (c) Helicos single-molecule 
sequencing utilizes sequencing-by-synthesis 
methodology. Cy3-labeled DNA templates 
bound to immobilized primers on the surface of 
the flow cell. The Cy5-labeled nucleotides are 
added to the reaction one at a time, and the 
detection of incorporated nucleotides is 
achieved. (d) Sequencing by ligation approach 
implemented in the SOLiD method. Two-base 
encoding implemented within the system and 
final data is reported as standard base calls. 
(Image courtesy of Morozova et al., 2009). 
 
โดยมีสายดีเอน็เออกีเสน้หนึ่งที่มอีะแดบ็เตอร์ B/B 
ที่ ยั ง ค ง  ติ ด กับ เ ม็ ด บี ด ด้ ว ยพัน ธ ะ ร ะ ห ว่ า ง 
streptavidin และ biotin สว่นสายดเีอน็เอบางส่วนที่
ไม่มอีะแดบ็เตอร ์B ตดิอยู่จะถูกก าจดัออก สุดทา้ย
จะไดด้เีอน็เอสายเดีย่ว ซึง่จะมสี่วนของอะแดบ็เตอร์



 

 
Table 1 Comparing performances and features of Second-generation sequencing platforms; 454/Roche, Illumina, SOLiD, Polonator and Third-
generation sequencing platforms of Helicos including single molecular sequencing platform under development of Pacific Biosciences 
 

NGS technology 454/Roche Illumina/Solexa SOLiD/ABI Polonator/G.007 Helicos 
SMRT (Pacific 
Biosciences) 

Chemistry 
 
 

Pyrosequencing 
 
 

Polymerase-based 
 
 

Ligation-based 
 
 

Ligation-base 
 
 

Reversible Dye 
terminators 

 

Phospho-linked 
Fluorescent 
Nucleotides 

Amplification 
 

Emulsion PCR 
 

Bridge Amp 
 

Emulsion PCR 
 

Emulsion PCR 
 

No (single molecule) 
 

No (single 
molecule) 

Sequence by 
synthesis 
 
 

Pyrosequencing 
 
 
 

Reversible Dye 
terminators 

 
 

Oligonucleotide probe 
ligation 

 
 

Sequencing by ligation 
using a random arrayed, 
bead-based, emulsion 

PCR 

Single molecule 
sequencing 

 
 

Single molecule 
real time 

 
 

Paired ends/sep. Yes/3 kb Yes/200 bp Yes/3 kb Yes/13 bp 25-55 bp NA 
Data 
production/day 

400 Mb/run/7.5 
hr 

3,000 Mb/run/6.5 days 
 

4,000 Mb/run/6 days 
 

~16 Gb/run/2.5 days 
 

8 days 
 

0.02 days 
 

Sequencing/run 10 hours 2-5 days 6 days ~80 hours 12 < 1 
Raw accuracy 99.5% >98.5% 99.94% >98% >99% NA 
Read length 400 bp 100 bp 50 bp 26 bp 35 average length  Longer than 1000 
Cost per run 
(total) 

$8439 
 

$8950 
 

$17447 
 

$3500 
 

Lower than second 
NGS 

Lower than 
second NGS 
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A ตดิทีป่ลาย 5 และอะแดบ็เตอร ์B ตดิทีป่ลาย 3 

ในขัน้ตอนนี้ จากจโีนมกิดเีอน็เอจะไดเ้ป็นดเีอน็เอ
สายเดีย่ว (sstDNA library) (Figure 2) หลงัจากนัน้ 
จึงประเมินคุณภาพของดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้ด้วย
เครื่อง Agilent 2100  BioAnalyzer  (www.my454.com) 
เช่น ตรวจสอบความยาวของสายดเีอน็เอ หากเป็น 

 

ดีเอ็นเอที่มีน ้าหนักโมเลกุลสูง ควรตรวจสอบว่ามี
ความยาวอยู่ในช่วง 500 ถงึ 800 คู่เบส หรอืหาก
เป็นดเีอน็เอทีม่นี ้าหนักโมเลกุลต ่า ควรมคีวามยาว 
150 ถึง 800 คู่เบส ปรมิาณดเีอน็เอทีไ่ดม้ากกว่า
หรอืเท่ากบั 5 นาโนกรมั และควรมสี่วนของอะแดบ็
เตอรท์ีจ่บักนัเองน้อยกว่า 5% เป็นตน้ 

 

       
 

Figure 2 DNA library preparation to generate single-stranded fragments (sstDNA) using A and B 
adaptors. (Image courtesy of Mardis, 2008). 
 
2. การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอบนเมด็บีด (emul-
sion-based clonal amplification; emPCR) 

น าดเีอน็เอสายเดีย่ว จากขอ้ 1 ตรงึบนเมด็
บีดที่มีไพร์เมอร์โอลิโกนิวคลีโอไทด์ติดอยู่  ซึ่ง
สามารถเข้าคู่ได้กับอะแด็บเตอร์ของดีเอ็นเอสาย
เดี่ยวนัน้ (Figure 3) โดยดเีอน็เอที่ต่อกบัอะแดบ็
เตอรน์บัเป็นหนึ่งโมเลกุล ซึง่หนึ่งโมเลกุลนี้จะจบัอยู่
กบัเมด็บดีหนึ่งเมด็ เพื่อเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในหยด
น ้ ามันที่มีสารส าหรับท าพีซีอาร์อยู่ภายใน (oil-
aqueous emulsion) เมื่อเสรจ็สิน้ปฏกิริยิาพซีอีาร์
แล้ว ในหนึ่ งหยดน ้ ามันจะมีดีเอ็นเอต้นแบบที่
เหมอืนกนัเป็นลา้นชุดตดิอยู่ทีเ่มด็บดี ซึง่จะน าไปหา
ล าดบัเบสต่อไป ส่วนเมด็บดีที่ไม่มดีเีอน็เอตดิอยู่จะ
ถูกก าจดัออก อย่างไรกต็าม สิง่ที่ควรท าก่อนการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบนเม็ดบีดคือ การค านวณ
จ านวนของดเีอน็เอตน้แบบทีเ่หมาะสม เพื่อน ามาใช้

ในขัน้ตอนนี้ เนื่องจากถ้าใส่ปริมาณดีเอ็นเอน้อย
เกนิไป แต่เมด็บดีมจี านวนมาก กอ็าจไม่มกีารเพิม่
ปรมิาณดเีอน็เอบนเมด็บดีเกดิขึน้ ท าใหไ้ม่สามารถ
น าไปหาล าดบัเบสต่อได ้หรอืถ้าใส่ดเีอน็เอปรมิาณ
มากเกินไป บางเม็ดบีดอาจมีจ านวนดีเอ็นเอ
ต้นแบบที่ตรงึอยู่มากเกนิ จนสุดท้ายอาจได้ reads 
ที่ใช้งานไม่ได้ โปรแกรมของเครื่องจึงต้องกรอง 
reads เหล่านี้ออก การค านวณปรมิาณดเีอน็เอที่
เหมาะสมท าไดส้องแบบ ไดแ้ก่ การวเิคราะหด์ว้ยวธิ ี
emulsion titration เป็นการทดสอบที่ราคาถูกและ
ท าไดค้่อนขา้งเรว็ และแบบ sequencing titration มี
ค่าใช้จ่ายแพง แต่ท าได้สมบูรณ์ตัง้แต่ค านวณ
จ านวนดีเอ็นเอที่จะใช้เพิ่มปริมาณบนเม็ดบีด 
รวมถึงปฏิกิริยาต่างๆ ที่ควรจะใช้ในการหาล าดบั
เบสเพื่อให้ได้ reads ที่ด ีซึง่การเลอืกใช้ขึน้อยู่กบั
ผูใ้ชง้านเป็นหลกั (www.my454.com) 
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Figure 3 Pooled amplicons immobilized on magnetic beads are clonally amplified in droplet 
emulsions (emulsion PCR). (Image courtesy of Gega and Kozal, 2011). 
 
3. การหาล าดบัเบส 

454/Roche ใชว้ธิทีีเ่รยีกว่า sequencing 
by synthesis เพื่อหาล าดบัเบสดเีอน็เอ (Figure 4a 
และ 4b) โดยใชเ้อน็ไซม์ DNA polymerase ในการ
สงัเคราะหส์ายดเีอน็เอจากดเีอน็เอสายเดีย่วใหเ้ป็น
ดเีอน็เอสายคู่ เริม่ต้นด้วยการน าดเีอ็นเอที่ติดด้วย
เมด็บดีจากขอ้ 2 ใส่ลงใน PicoTiterPlatetm (PTP) 
ซึง่ PTP ประกอบดว้ยหลุม (well) จ านวน 1.6 ลา้น
หลุม โดยหนึ่งหลุมสามารถบรรจุปรมิาตรทัง้หมดได ้
75 picoliters และบรรจุไดเ้พยีงเมด็บดีเดยีวเท่านัน้ 
ดังนั ้น  หนึ่ ง เม็ดบีดจึง เทียบได้กับหนึ่ ง  reads 
หลงัจากการบรรจุเมด็บดีขา้งต้นแลว้ ใส่ PTP เขา้
เครื่อง 454/Roche ซึง่เครื่องจะเตมิสารละลายต่างๆ 
รวมถงึเบส A, T, C, G แบบอตัโนมตัิ โดยเตมินิ
วคลีโอไทด์เข้าไปทีละตัว ตัวที่เข้าคู่กับดีเอ็นเอ
ต้นแบบเท่านัน้จงึจะจบัและเกดิปฏกิริยิา ในขณะที่ 
นิวคลโีอไทดต์วัอื่นกจ็ะถูกลา้งออกไป จากนัน้ เมื่อมี
การต่อสายดเีอน็เอดว้ยเอน็ไซม ์DNA polymerase 
จะเกิดการเปลี่ยนแปลงทางปฏิกิริยาเคมี ซึ่งจะมี
การปลดปล่อยสารไพโรฟอสเฟต (PPi) และ
เอน็ไซม ์sulfurylase จะท าหน้าทีเ่ปลีย่นแปลงสาร
ไพโรฟอสเฟต ด้วยการท าปฏกิริยิากบั adenosine 
5-phosphosulfate (APS) ไดพ้ลงังาน ATP ออกมา
จากนัน้ เอน็ไซม์ luciferease จะใช้พลงังาน ATP 
เป็นสารตัง้ตน้และใช ้luciferin ไดผ้ลติภณัฑเ์ป็นสาร 
oxyluciferin ส่งผลให้เกดิการปลดปล่อยแสงเป็น
สัญญาณออกมา แสงจะถูกบันทึกด้วย  CCD 

camera โดยสญัญาณแสงทีป่ลดปล่อยออกมา จะ
บ่งชีถ้งึสดัสว่นของจ านวนนิวคลโีอไทดท์ีอ่่านได ้ซึง่
โปรแกรมจะสรา้งกราฟ แสดงความเขม้ขน้ของแสง
ทีอ่่านไดใ้นแต่ละนิวคลโีอไทด ์เรยีกว่า Flow gram 
ของแต่ละหลุมทีอ่ยู่ใน PTP นัน้ 

 
 

 
 
Figure 4 Sequencing DNA on a 454/Roche 
sequencer. (a) Depositing DNA beads into the 
PicoTiterPlatetm (PTP). (b) Placing the PTP into 
the 454/Roche instrument and starting the 
pyrosequencing enzymatic process. The signals 
created are then analysed by the 454 
sequencing system’s software to generate bar 
graph of light intensities called a “Flow gram” 
for each well on the PTP. (Image courtesy of 
Gega and Kozal, 2011). 
 

อย่างไรก็ตาม เครื่องนี้สามารถอ่านความ
ยาว reads ในช่วง 100 ถงึ 600 คู่เบส และในการ
หาล าดบัเบสหนึ่งครัง้ (ครอบคลุมตัง้แต่ขัน้ตอนการ
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เตรียมดีเอ็นเอต้นแบบจนถึงขัน้การหาล าดบัเบส) 
จะไดจ้ านวนของเบส 400 ถงึ 600 เมกะเบส ความ
ถูกตอ้งของเบสทีไ่ดม้ากกว่ารอ้ยละ 99 

 
เครือ่ง Illumina 

ใช้หลักการหาล าดับเบสโดยใช้การติด
ฉลากเบสดว้ยสารเรอืงแสง (fluorescent reversible 
terminators) ของทัง้สีเ่บส (Figure 1b) และเพิ่ม
ปริมาณของสายดีเอ็นเอเชื่อมต่อเป็นสะพานบน
สถานะของแขง็ (solid-phase bridge amplification) 
ได้กลุ่มของสายดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน ส าหรับ
รายละเอยีดมดีงันี้ 

 
1. การเตรียมดีเอน็เอต้นแบบ 

ตัวอย่างดีเอ็นเอที่สนใจจะถูกตัดด้วย 
nebulizer (Figure 5) ( www.illumina.com) โ ด ย
อาศยัเทคนิค nebulization ซึ่งเป็นวิธีที่ง่ายและ
รวดเร็ว ใช้จ านวนดีเอ็นเอค่อนข้างน้อยประมาณ 

0.5 ถึง 5 มลิลกิรมั เมื่อสารละลายทีม่ดีเีอน็เอผ่าน
เข้าไปภายในด้วยความเร็วระดบัหนึ่ง ขนาดของ   
ดเีอน็เอจะถูกควบคุม ดว้ยการเปลี่ยนแปลงแรงดนั
ของก๊าซที่เข้ามาภายใน nebulizer รวมถึงปจัจยั
อื่นๆ เช่น ความหนืดของสารละลายและอุณหภูม ิ
ท าให้ได้สายดีเอ็นเอที่ส ัน้ลง (Sambrook and 
Russell, 2006) หลงัจากการตดัจะไดส้ายดเีอน็เอ
ความยาวน้อยกว่า 800 คู่เบส จากนัน้ ส่วนปลายที่
ถูกท าลายจะถูกซ่อมแซมด้วยเอ็นไซม์ T4 DNA 
polymerase, Klenow enzyme และ T4 poly 
nucleotide kinase (Son and Taylor, 2011) และ
เตมินิวคลโีอไทดเ์บส A ทีป่ลาย 3 ของสายดเีอน็เอ
นัน้ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในช่วงของการเชื่อม 
จากนัน้ดีเอ็นเอจะถูกเชื่อมด้วยอะแด็บเตอร์ ซึ่งมี
ขนาดความยาวประมาณ 66 คู่เบส และตดิเบส T ที่
ปลายทัง้สองขา้ง หลงัจากนัน้ คดัแยกสายดเีอน็เอ
ความยาวประมาณ 150 ถงึ 200 คู่เบส บนเจล และ
เพิม่ปรมิาณสายดเีอน็เอดว้ยเทคนิคพซีอีาร ์
 

      
 
Figure 5 DNA library preparation on Illumina. Genomic DNA is fragmented by nebulization and 
adaptors are ligated to both ends of the fragments to create a library. (Image courtesy of Ansorge, 
2009). 
 
2. การสรา้งกลุ่มของสายดีเอน็เอด้วยวิธี bridge 
amplification 

หลงัจากขัน้ตอนการแยกสายดเีอน็เอ น า 
ดีเอ็นเอสายเดี่ยวใส่ลงบนแผ่นกระจกสไลด์ (flow 

cell channels) แบบสุ่ม โดยผิวของแผ่นกระจก 
สไลดถ์ูกฉาบดว้ยตวัอะแดบ็เตอร ์และอะแดบ็เตอรท์ี่
เป็นคู่สมกนั (complementary adapters) ซึ่งท า
หน้าที่เป็นเหมือนไพร์เมอร์ใช้ในช่วงของการเพิ่ม

DNA Fragments 

Repair ends/Add A overhang 

Ligation to adapters 

Select ligated DNA 
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ปริมาณดีเอ็นเ อด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (Figure 6a) 
จากนัน้เติมนิวคลีโอไทด์และเอนไซม์ เพื่อเริ่มต้น
การเพิม่ปรมิาณแบบสะพาน (bridge amplification) 
จากดเีอน็เอสายเดีย่วหนึ่งโมเลกุลจะจบักบัไพรเ์มอร์
เป็นรูปสะพานโค้ง (double-stranded bridges) 
(Figure 6b) และในช่วงขัน้ตอนการแยกสาย 

ดเีอน็เอ จะได้ดเีอน็เอสายเดีย่ว เพื่อใชเ้ป็นดเีอน็เอ
ต้นแบบอีกครัง้  หลังจากการเพิ่มปริมาณด้วย
เทคนิคพซีีอาร์เสรจ็สิน้ จะได้กลุ่มของสายดเีอน็เอ
มากกว่า 50 ล้านกลุ่ม โดยแต่ละกลุ่มประกอบด้วย
จ านวนดีเอน็เอประมาณ 1,000 ชุดในแต่ละช่อง 
(Figure 6c) 

 
 

 
   
Figure 6 Cluster generation by bridge amplification of Illumina. (a) Randomly fragmented genomic 
DNA is ligated to adaptors. Single-stranded fragments are bound to the inside of the flow cell 
channels. (b) Unlabelled nucleotides and enzyme are added to initiate solid-phase bridge 
amplification. After that double-stranded templates are generated. (c) The double-stranded 
templates are denatured to form single-stranded templates. Denaturation and extension are 
repeated, resulting in localized amplification of single molecules in millions of unique locations 
across the flow cell surface. (Image courtesy of www.illumina.com). 
 
 



113   Thai J. Genet. 2012, 5(2) : 104-129                                                                                       อลิษา วิลนัโท และคณะ 
 

3. การหาล าดบัเบส 
Illumina ใช้หลกัการ sequencing by 

synthesis (Figure 7a) โดยแยกสายดเีอน็เอในแต่
ละกลุ่มเป็นดเีอน็เอสายเดีย่ว ใหไ้พรเ์มอรส์ าหรบัหา
ล าดับเบสจับกับดีเอ็นเอที่จ าเพาะนัน้ๆ ในช่วง
เริ่มต้นของการหาล าดับเบส มีการเติมเอ็นไซม ์
DNA polymerase และนิวคลโีอไทด์ทัง้สีเ่บสทีต่ิด
ด้วยสารเรืองแสงที่มีสต่ีางกนัและใช้ reversible 
terminator ด้วยการ block ปลาย 3OH ไว ้เพื่อ
หยุดการสงัเคราะหส์ายดเีอน็เอของเอน็ไซม์ DNA 
polymerase ในขณะทีม่กีารหยุดการสงัเคราะหส์าย
ดเีอน็เอ นิวคลโีอไทดท์ีไ่ม่ไดเ้ขา้คู่กบัสายดเีอน็เอตัง้
ต้นที่เหลือในปฏิกิรยิาจะถูกล้างออก หลงัจากการ
กระตุ้นด้วยแสงเลเซอร์ จะมีการบันทึกภาพการ
ปลดปล่อยสารเรอืงแสงของนิวคลโีอไทดจ์ากแต่ละ
กลุ่มบนแผ่นกระจกสไสด์ที่ได้ เพื่อบันทึกความ
เหมอืนกนัของเบสแรกส าหรบักลุ่มนัน้ๆ ตามด้วย
ขัน้ตอนการตดั (cleavage) เพื่อก าจดั terminator 
และ fluorescent dye ออกไป ลา้งอกีครัง้ จากนัน้
เติมนิ วคลีโอไทด์ชุดใหม่  และ เอ็นไซม์  DNA 
polymerase เพื่อสงัเคราะห์สายดีเอ็นเอต่อไป 
ท าซ ้าแบบนี้ไปเรื่อยๆ โดยแต่ละรอบ (cycle) จะ
เป็นตัวก าหนดล าดับเบสที่อ่านได้ในแต่ละครัง้ 
(Figure 7b) 

เครื่อง Illumina นี้สามารถอ่านความยาว 
reads ได้ถึง 100 คู่เบส และในการหาล าดบัเบส
หนึ่งครัง้ จะไดจ้ านวนของเบสมากถงึ 600 กกิะเบส 
ความถูกตอ้งของเบสทีไ่ดม้ากกว่ารอ้ยละ 99.5 

 
เครือ่ง SOLiD/ABI  

ใชห้ลกัการหาล าดบัเบสแบบการเชื่อมต่อ 
(sequencing by ligation) ซึ่งใช้วธิกีารคล้ายกบั 
454/Roche ด้วยการน าดีเอ็นเอติดกับเม็ดบีด 
(magnetic bead) ในสภาวะที่เป็นน ้ามนั และเพิ่ม

จ านวนของดีเอ็นเอไปพร้อมๆกนั วิธนีี้ได้คุณภาพ
ของขอ้มลูทีด่ ี(Figure 1d) แต่วธิกีารเตรยีมดเีอน็เอ
ต้นแบบก่อนหาล าดับเบสค่อนข้างยุ่งยากและใช้
เวลานาน โดยมขีัน้ตอนดงันี้ 
 

 
 

Figure 7 Sequencing by synthesis. (a) Illumina 
sequencing chemistry (Image courtesy of 
Anderson and Schrijver, 2010). (b) The 
sequencing cycles are repeated to determine 
the sequence of bases in a given fragment a 
single base at a time. 
 
1. การเตรียมดีเอน็เอต้นแบบ 

ในขัน้ตอนการสร้างดีเอ็นเอต้นแบบ
สามารถท าได้สองวิธีด้วยกนั ได้แก่ sequencing-
fragment และ mate-paired library การเลอืกใช้
ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ของงานวิจัยที่ผู้วิจ ัยสนใจ 
โดยเชื่อมต่ออะแดบ็เตอรเ์ขา้กบัดเีอน็เอต้นแบบและ
ตดิเขา้กบัเมด็บดี (Figure 8) 
 
2. การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอต้นแบบบนเมด็บีด 
(emulsion-based clonal amplification; 
emPCR) 

เตรยีม microreactor ภายในประกอบดว้ย
ดเีอน็เอต้นแบบ สารละลายบฟัเฟอร์ต่างๆ เมด็บดี 
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และไพร์เมอร์ จากนัน้ เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอบนเม็ด
บดีดว้ยเทคนิคพซีอีาร ์แยกสายดเีอน็เอและคดัแยก
เม็ดบีดที่ไม่มีการเพิ่มปริมาณออก จากนัน้ สร้าง
พันธะโควาเลนต์ที่ส่วนปลาย 3 ของดีเอ็นเอ
ตน้แบบทีต่ดิบนเมด็บดีและตรงึบนสไลด ์(Figure 8) 
 

 
Figure 8 DNA library preparation. Clonal bead 
library generation via emulsion PCR and 
depositing beads into flow cell. (Redrawn from 
http://www.appliedbiosystems.com). 
 

3. การหาล าดบัเบสด้วยวิธี sequencing by 
ligation 

วธิกีารหาล าดบัเบสของ SOLiD/ABI เป็น
การอ่านต าแหน่งของเบสบนดเีอน็เอต้นแบบซ ้ากนั
สองครัง้ หรือที่เรียกว่า Di-base sequencing 
(Figure 9) โดยใชก้ารเชื่อมต่อดว้ยโอลโิกนิวคลโีอ
ไทด์ที่ติดส ี(dye-labeled oligonucleotide) ด้วย
หลกัการ two-base encoding หรอื di-base probe 
เริม่ดว้ยไพรเ์มอร ์จะเขา้จบักบัส่วนของอะแดบ็เตอร์
ทีม่ลี าดบัเบสทีเ่ขา้คู่กนั บนดเีอน็เอต้นแบบทีไ่ดเ้พิม่
ปรมิาณแลว้ จากนัน้เตมิ di-base probe เขา้ไป ซึง่
การเชื่อมต่อสามารถท าไดส้องทศิทางจากปลาย 5-
PO4 หรอืปลาย 3

-OH หลงัจากนัน้เอนไซม ์ligase 

จะเชื่อม probe ทีป่ระกอบดว้ย 8 เมอร ์ดว้ยนิวคลี
โอไทด์ที ่ 1 และ 2 ซึ่งเป็นนิวคลโีอไทดท์ีเ่ขา้คู่กบั   
ดีเอ็นเอต้นแบบนัน้ตามด้วยการบนัทึกภาพของสี 
fluorescence ทีไ่ด ้ซึง่การบนัทกึจะเกดิขึน้ในแต่ละ
รอบ หลงัจากขัน้ตอนการเชื่อมก่อนการตดัสามเบส
สดุทา้ยของ probe สว่นของ probe ทีไ่ม่สามารถเขา้
คู่กบัดีเอ็นเอต้นแบบได้อย่างจ าเพาะ จะถูกก าจัด
ออก เอนไซม์ phosphatase จะช่วยป้องกนัสาย    
ดเีอน็เอทีไ่ม่สามารถ extend ไดใ้นช่วงของการเชื่อม 
(ligation cycle) ออกไป หลงัจากนัน้เมื่อ probe เขา้
เชื่อมกบัดเีอน็เอตน้แบบแลว้ จะเกดิปฏกิริยิาเคมตีดั
ทีต่ าแหน่งของ probe ทีเ่บส 5 และ 6 รวมถงึกลุ่ม
ของ fluorescent ดว้ย silver ions ท าให้เกดิกลุ่ม
ของ 5-PO4 และเข้าสู่การเชื่อมรอบที่สองต่อไป 
ดงันัน้จ านวนรอบของการเชื่อม การบนัทกึภาพ และ
การตดั จะท าซ ้าๆ กนั จนไดค้วามยาวของ reads ที่
ตอ้งการ ในช่วงของ ligation cycle สายดเีอน็เอทีไ่ด้
เชื่อมจนครบปฏิกิริยาแล้ว จะถูกแยกออกจาก 
อะแดบ็เตอรห์รอืดเีอน็เอตน้แบบ และรอบทีส่องของ
การหาล าดับเบสเกิดขึ้นด้วยไพร์เมอร์เดิม ณ 
ต าแหน่งที่ n-1 จะเขา้จบักบัดเีอน็เอต้นแบบเดมิที่
เข้าคู่กนัได้ จ านวนรอบของการเชื่อม บนัทึกภาพ 
และการตดั เกดิขึน้ซ ้าๆ ประมาณ 7 รอบ จะเหน็ได้
ว่าในหนึ่ งไพร์เมอร์ จะเกิดปฏิกิริยาการเชื่อม
ประมาณ 7 รอบ ดังนัน้ ในห้าไพร์เมอร์ที่มี
กระบวนการหาล าดบัเบสขา้งต้นเกดิขึน้ซ ้าๆ กนั จะ
มกีารสรา้งชุดเบสประมาณ 35 เบสทีต่่อเชื่อมกนั ซึง่
ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์สองเบส ณ ต าแหน่ง
ต่างๆ กนัที่ให้สต่ีางกนัไป (Figure 9h) ส าหรบั
หลกัการการถอดรหสัล าดบัเบสของดเีอน็เอต้นแบบ 
ต้องทราบนิวคลีโอไทด์แรกของอะแด็บเตอร์ก่อน
และล าดบัเบสของสต่ีางๆ ทีบ่นัทกึไดใ้นส่วนทีเ่หลอื 
จะมกีารแปลรหสัสเีป็นเบส (Figure 10) โดยจะมี
ตารางสทีีบ่อกถงึความเป็นไปไดข้องไดนิวคลโีอไทด์
ทัง้ 16 แบบทีใ่หส้ต่ีางกนั ตวัอย่างเช่น ถา้นิวคลโีอ 
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Figure 9 SOLiD/ABI system – Sequencing by ligation using di-base labeled probes. (Image 
courtesy of Mardis, 2008). 
 

 
 

 

Figure 10 SOLiD Color Space Code and two-
base encoding. 

ไทดต์วัแรกของล าดบัเบสอะแดบ็เตอรเ์ป็นเบส A (สี
ชมพู) และสทีี่บนัทกึได้สแีรกเป็นสฟ้ีาแลว้ เบสทีไ่ด้
เมื่อเทยีบในตารางส ีความเป็นไปไดข้องไดนิวคลโีอ
ไทด ์ 16 แบบนัน้ จะได้เป็นเบส A ต่อมาพบสทีี่
บนัทึกได้สทีี่สองเป็นสเีขยีว ดงันัน้ จากเบสแรกที่
พบเบส A เมื่อเทยีบในตาราง เบสทีส่องจงึควรเป็น
เบส C ต่อมาพบสทีี่บนัทกึได้เป็นสแีดง จากเบส
ก่อนหน้านี้เป็นเบส C เบสต่อไปจงึได้เป็นเบส G 
จากนัน้ สทีีบ่นัทกึไดเ้ป็นสเีขยีว เมื่อเทยีบเบส G ที่
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ได้ก่อนหน้านี้ในตารางถอดรหสัส ีเบสต่อไปจึงได้
เป็นเบส T เป็นต้น ซึง่เครื่อง SOLiD จะมโีปรแกรม
ส าหรบัค านวณจากสเีป็นล าดบัเบสใหแ้บบอตัโนมตั ิ

ส าหรบั di-base probe เช่น 3TTnnnzzz5, 
3TGnnnzzz5, 3TCnnnzzz5 หรอื 3TAnnnzzz5 
นัน้ ประกอบด้วย เบสแรกและเบสที่สอง เป็น 
interrogation base ซึ่งท าหน้าที่เข้าเชื่อมหรือ 
hybridize กบัไพรเ์มอร ์โดยไดนิวคลโีอไทดส์ามารถ
เป็นได้ถึง 16 แบบที่สามารถถอดรหัสสีของ 
fluorescence ไดท้ัง้สีส่ ีส่วนของเบส n และ z ท า
หน้าทีเ่ป็น degenerate base ส าหรบัเบส z หรอื 
inosine base จะท าหน้าที่ลดความซบัซ้อนของ 
probe library และเชื่อมต่อเบสด้วย phosphor-
rothiolate linkage ระหว่างต าแหน่งเบสที ่5 และ 6 
ซึง่จะถูกตดัดว้ย silver ions 

 

เครื่องมอืนี้ อ่านความยาวของ reads ที ่
50 คู่เบส และในการหาล าดับเบสหนึ่งครัง้ จะได้
จ านวนของเบส 80 ถงึ 100 กกิะเบส ความถูกต้อง
ของเบสทีไ่ดม้ากกว่ารอ้ยละ 99.94  

 

เทคโนโลยีอีกหนึ่ งรูปแบบที่จ ัดอยู่ ใน 
Second generation NGS platform ไดแ้ก่เครื่อง 
Polonator ใช้วิธีการหาล าดับเบสด้วยวิธีการ
เชื่อมต่อ เริม่ตน้การเตรยีมตวัอย่างดเีอน็เอดว้ยการ
แบ่งเป็นชิน้ส่วนย่อยๆ ดว้ยการใชแ้รงดนัสงูของน ้า 
(hydroshear) จากนัน้ จโีนมกิดเีอน็เอทีถู่กตดัแล้ว 
(Figure 11a) จะถูกซ่อมที่ส่วนปลายและเติม A-
tailed และท าให้เป็นวงกลมด้วย T-tailed ที่
สงัเคราะห์ขึน้ความยาว 30 คู่เบส (Figure 11b) 
จากนัน้เพิม่ปรมิาณ circular DNA ดว้ยปฏกิริยิา 
rolling circle amplification และย่อยดว้ยเอนไซม ์
Mme1 ท าใหไ้ดจ้โีนมกิดเีอน็เอความยาว 70 คู่เบสที่
ประกอบดว้ยส่วนของ T-tailed และ tags ประมาณ 
17 ถึง 18 คู่เบส เลอืกขนาดของ paired inset 
libraries ทีไ่ดข้า้งต้นทีม่คีวามยาว 70 คู่เบส แล้ว

เชื่อมเขา้กบั linker ทีป่ลาย 3 และ 5 ท าให ้library 
molecule ทีไ่ดอ้ยู่ที ่135 คู่เบส และเพิม่ปรมิาณของ
สายดีเอ็นเอบนเม็ดบีด ในสภาวะที่เ ป็นน ้ ามัน 
(Figure 11c) และขัน้ตอนสุดท้าย ใส่เม็ดบีด
ดงักล่าวภายในหลุม (flow cell) และอ่านล าดบัเบส
ของดเีอน็เอนัน้ดว้ยเครื่อง Polonator (Figure 11d) 
โดยในช่วงของการหาล าดบัเบส ไพรเ์มอรจ์ะถูกเตมิ
เขา้ไปในแต่ละหลุม (cell) ไพรเ์มอรจ์ะจบักบัล าดบั
เบสทีป่ลาย 3 หรอื 5 ของ tags ในสายดเีอน็เอทีม่ี
ความยาว 17 ถึง 18 คู่เบส ขณะที่ไพรเมอร์จบันี้ 
ไพรเ์มอรท์ีม่ลีกัษณะเป็นส่วนผสมของ degenerate 
nonanucleotides หรอื nonamers ซึง่ประกอบดว้ย
เบสผสมของสีเ่บสและมหีนึ่งเบสที่ติดสารเรอืงแสง 
fluorophore เช่น 5Cy5‐NNNNNNNNT, 5Cy3‐N 
NNNNNNNA, 5TexasRed‐NNNNNNNNC, 5 

6FAM‐NNNNNNNNG และ เอนไซม์ T4 DNA 
ligase จะถูกเติมเขา้ไป ท าใหเ้กดิการเชื่อมและให้
แสงสญัญาณ ซึง่จ าแนกเบสทีเ่ขา้คู่กนับนสายดเีอน็
เอดงักล่าว (Figure 11e) แต่ละเมด็บดีบนอารเ์รย ์
(array) จะให้แสง fluorescent เพยีงหนึ่งส ีซึง่จะ
บ่งชีถ้งึเบส A, C, G หรอื T ทีต่ าแหน่งบนสายดเีอน็
เอนัน้ หลงัจากการบนัทกึภาพ Polonator จะลา้ง
อารเ์รยท์ีม่ไีพรเ์มอร์จบักบัสายดเีอน็เอและเอนไซม์
ทีเ่หลอืในปฏกิริยิาดว้ยการใช ้guanidine HCl และ 
sodium hydroxide ซึง่ในแต่ละรอบของเบส reads 
ที่ได้ จะผ่านขัน้ตอนของการล้างส่วนของ primer-
fluorescent probe complex ทีจ่บักนัแลว้ออกไป 
ไพร์เมอร์จะถูกเติมใหม่ และได้ส่วนผสมใหม่ของ 
fluorescently tagged nonamers เช่น 5Cy5‐NNN 
NNNNTN, 5Cy3‐NNNNNNNAN, 5TexasRed‐ 
NNNNNNNCN, 56FAM‐NNNNNNNGN ในขณะ
ทีต่ าแหน่งบนสายดเีอน็เอจะถูก shift มา 1 เบส ซึง่
วธินีี้ใชห้ลกัการเตรยีมดเีอน็เอต้นแบบเริม่ต้นคลา้ย
กบัเครื่อง 454/Roche และใช้วธิกีาร sequencing 
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by ligation ในกระบวนการหาล าดบัเบสคล้ายกบั
เครื่อง SOLiD/ABI แต่ความแตกต่างกนัเบื้องต้น
ระหว่าง Polonator และ SOLiD คือ ราคาของ
อุปกรณ์ทีต่ ่ากว่า และโปรแกรมต่างๆ รวมถึงการ
วเิคราะหเ์ป็นลกัษณะของ open source มากกว่า 
(Anderson and Schrijver, 2010) วธินีี้สามารถอ่าน 
reads ที่ความยาว 26 คู่เบส และในการหาล าดบั
เบสหนึ่งครัง้ จะไดจ้ านวนเบส 8 ถงึ 10 กกิะเบส แต่
วธิกีารนี้ค่อนขา้งให้ความถูกต้องของ reads ที่ต ่า
กว่าวธิอีื่นๆ  

 

 
Figure 11 Polony-based sequencing by ligation. 
(Redrawn from http://www.azcobiotech.com/ 
polonator/pol-technology.php). 

 
นอกจากนี้ ตวัอย่างของ Third-generation 

NGS platform เช่น เครื่อง Helicos เป็นเครื่องมอื
รุ่นแรกที่เริ่มใช้เทคโนโลยี single molecular 
sequencing ทีส่ามารถหาล าดบัเบสของดเีอน็เอโดย
ไม่จ าเป็นตอ้งเพิม่ปรมิาณนิวคลโีอไทด ์(Figure 1c) 

ความยาวของ reads ทีอ่่านไดเ้ฉลีย่ที่ 35 คู่เบส 
โดยในกระบวนการหาล าดับเบสหนึ่งครัง้ จะได้
จ านวนของเบส 21 ถงึ 35 กกิะเบส ความถูกต้อง
ของเบสทีไ่ดม้ากกว่ารอ้ยละ 99 เทคโนโลยทีีก่ าลงั
พฒันาดงักล่าวนี้ จึงถือเป็นรูปแบบหนึ่งในวงการ
เทคโนโลยเีอน็จเีอส ทีส่ามารถอ่านดเีอน็เอต้นแบบ
ในลกัษณะ real-time โดยไม่จ าเป็นต้องมกีารเพิม่
ปรมิาณสารพนัธุกรรม เพื่อลดความเสีย่งของการ
แทนที่ของเบสในช่วงการเพิ่มจ านวน เทคนิคนี้มี
ประโยชน์เป็นอย่างมากกับล าดบัเบส reads ที่
ค่อนข้างยาว ท าให้ข้อมูลที่ได้มีความถูกต้องมาก
ยิง่ขึ้น ตัวอย่างวิธีการอื่นๆ เช่น Fluorescence-
based single molecular sequencing หรอื Real-
Time (SMRT) DNA sequencing technology ที่
พัฒนาโดย Pacific  BioSciences,  Nano-
technologies พฒันาโดย Oxford Nanopore 
Technologies และ Electronic detection ทีพ่ฒันา
โดย Reveo เป็นตน้ 

 

การประยุกตใ์ช้ข้อมูลจากการใช้เทคโนโลยีเอน็
จีเอส 

การประยุกต์ ใช้ข้อมูลล าดับเบสจาก
เทคโนโลยเีอน็จเีอสสามารถน ามาใช้ประโยชน์กบั
งานวจิยัหลากหลายแขนง. Table 2 แสดงการ
เปรยีบเทยีบการประยุกตใ์ชเ้ทคโนโลยเีอน็จเีอสของ
แต่ละเครื่อง ซึง่ตารางนี้ไดด้ดัแปลงจากเวบ็ไซต์ของ 
blueseq.com รายละเอียดสามารถแบ่งเป็นการ
ประยุกตก์ารใชง้านต่างๆ ดงันี้ 
 

 
Genomics 
De novo sequencing 

เป็นการหาล าดบัเบสของสิง่มชีวีติที่สนใจ
จากการเริม่ต้นด้วยการไม่มขีอ้มูลล าดบัเบสอ้างองิ
ของสิ่งมีชีวิตที่คล้ายคลึงกัน ซึ่งความยาวของ 
reads ทีส่ ัน้ ท าใหย้ากต่อการประกอบเรยีงชิน้ล าดบั
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เบสโดยเฉพาะจโีนมของยูคารโิอตทีม่ขีนาดใหญ่ มี
โครงสรา้งทีซ่บัซอ้นและมเีบสซ ้ากนัเป็นจ านวนมาก 
ดงันัน้ จโีนมแบคทเีรยีจงึเป็นจโีนมแรกทีห่าล าดบั
เบสดว้ยการใชเ้ทคโนโลยเีอน็จเีอส เน่ืองจากจโีนมมี
ขนาดเลก็และโครงสรา้งไม่ซบัซ้อน (Margulies et 
al., 2005; Farrer et al., 2009) ส าหรบัการท า de 
novo sequencing ในยูคารโิอต เริม่ด้วยการน า
เทคโนโลยเีอน็จเีอสมาผสมผสานกบัวธิกีารหาล าดบั
เบสแบบแซงเกอร์ ท าให้ราคาถูกลงแต่ coverage 
ของแซงเกอรค์่อนขา้งต ่า เช่น ตวัอย่างของการหา
ล าดับเบสของเชื้อรา Grosmannia clavigera 
(Diguistini et al., 2009) และพชืจ าพวกแตงกวา 
Cucumis sativus (Huang et al., 2009) อย่างไรก็
ตาม ปจัจุบันมีการพัฒนาความยาวของ reads 
รวมถงึความสามารถในการสรา้ง paired-end reads 
และอลักอรธิมึในการท าประกอบเรยีงชิน้ล าดบัเบสที่
เขา้ไปจดัการกบัจ านวนมหาศาลของ short reads 
ทีไ่ดจ้ากเทคโนโลยเีอน็จเีอส ซึง่จโีนมของยูคารโิอต
สองชนิดแรกที่ประสบผลส าเร็จ ได้แก่ การศึกษา
ด้านพันธุกรรมของสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนม ด้วยการ
สรา้งจโีนม giant panda (Li et al., 2010) ซึง่ reads 
ไดจ้ากเครื่อง Solexa และการสรา้งจโีนมของเชือ้รา 
Sordaria macrospora ซึง่ reads ได้จากเครื่อง 
Solexa และ 454/Roche (Nowrousian et al., 
2010) 
 อย่างไรกต็าม การใช ้ reads ทีค่่อนขา้ง
ยาวที่ได้จากการใช้เครื่อง 454/Roche มี
ความส าคญัมากกบัการหาล าดบัเบสแบบ de novo 
sequencing เนื่องจากสามารถประกอบเรียงชิ้น
ล าดบัเบสเบื้องต้น (draft) ได้อย่างรวดเรว็และได้
คุณภาพทีส่งูกว่า รวมทัง้ในสิง่มชีวีติทีซ่บัซอ้นหรอืมี
จโีนมขนาดใหญ่ มกัจะมบีรเิวณชุดของเบสที่ซ ้าๆ 
(repetitive) มาก การปิด gap ของ contig จะท าได้
ด ีท าใหก้ารประกอบเรยีงชิน้ล าดบัเบสง่ายขึน้ เหลอื 
gap น้อยกว่าการใช ้reads ทีส่ ัน้ นอกจากนี้ การใช ้ 

Table 2 Applications of next generation 
sequencing technologies. The performance for 
a variety of applications is displayed by “+” 
symbol (“+++” = good, “++” = average, “+” = 
poor). This information is modified from 
http://blueseq.com/knowledgebank/sequencing-
platforms/comparison-of-sequencing-
technologies/. 
 

Applications 454/ 
Roche 

Illumina/
Solexa 

SOLiD
/ABI 

Genome :  
De novo sequencing 
- Small eukaryote 
- Large eukaryote 
- Prokaryote 

 
 

+++ 
+ 

+++ 

 
 

++ 
+++ 
++ 

 
 

+ 
+ 
+ 

Resequencing + +++ +++ 
Transcriptome analysis ++ +++ +++ 
Small RNA sequencing + +++ +++ 
Epigenetics : 
- ChIP-seq 

 
+ 

 
+++ 

 
+++ 

- Bisulfite sequencing + +++ ++ 
- MeDIP + +++ +++ 
Metagenomics +++ ++ + 

 
paired-end sequencing ดงัที่กล่าวไว้ขา้งต้น มี
ประโยชน์มากกบัสิง่มชีีวิตที่ซบัซ้อน เช่น พชืและ
สตัว ์การประกอบเรยีงชิน้ล าดบัเบสดว้ย contig ที่
ยาวกว่า ท าใหไ้ด ้scaffold ทีม่ขีนาดใหญ่ขึน้ ท าให้
ช่วยประหยดัเวลาและไดก้ารประกอบเรยีงชิน้ล าดบั
เบสทัง้จโีนมที่มคีุณภาพสูง เช่น ท าให้ทราบได้ว่า
ส่วนใดควรเป็นต าแหน่งที่ซ ้าหรือมีการจัดเรียง
ชิน้ส่วนของล าดบัเบส (structural rearrangement) 
เกดิขึน้ในต าแหน่งใดไดบ้า้ง ดงันัน้ การใช ้reads ที่
มคีุณสมบตัเิป็น paired-end reads ซึง่ประกอบดว้ย 
long tag ความยาวประมาณ 140 ถงึ 200 เบสขึน้
ไป ช่วยท าใหก้ารจดัเรยีงและเชื่อมต่อ reads มคี่า
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ความเชื่อมัน่ในระดบัสงู ส่วน long span ความยาว
ที ่ 20 กโิลเบส ช่วยในการระบุต าแหน่งทีเ่กดิซ ้าๆ 
(repeat region) ไดด้ ีอย่างไรกต็าม การใชค้วาม
ยาวที่หลากหลาย เช่น 3, 8 หรอื 20 กโิลเบส 
สามารถออกแบบเพื่อน าไปใช้ในการวิเคราะห์
ลกัษณะที่จ าเพาะในจโีนมต่างๆได้อย่างเหมาะสม
ยิ่งขึ้น ต่อไปได้  (http://my454.com/applications/ 
whole-genome-sequencing/index.asp)  
 
Whole genome resequencing 

เป็นการหาล าดบัเบสของสิง่มชีวีติที่สนใจ
เทียบกบัจีโนมอ้างอิงของสิง่มีชีวติที่คล้ายคลึงกนั
หรอืมอียู่ก่อนแล้ว วธิกีารนี้ใช้ short reads จาก
เทคโนโลยเีอน็จเีอส ท าใหก้ารแมป็ (map) กบัจโีนม
อา้งองิท าไดด้ว้ยความเชื่อมัน่สงู ซึง่เหมาะกบัจโีนม
ที่มขีนาดใหญ่ เช่น พวกสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนม เป็น
ต้น ล าดบัเบส reads ที่แมป็ไดบ้นจโีนมอา้งองิ จะ
ช่วยในการจ าแนกต าแหน่งการกลายหรือสนิป 
(SNP) การเพิม่หรอืขาดหายไปของเบส และ copy 
number variation (CNV) หรอืโครงสรา้งต่างๆ ท า
ให้เข้าใจพื้นฐานของความแตกต่างด้านฟีโนไทป์
ของสิง่มชีวีติต่างๆ ไดด้ยีิง่ขึน้ ไดแ้ก่ งานดา้นความ
หลากหลายทางพนัธุกรรม การศกึษาความสมัพนัธ์
กบัการตอบสนองต่อยา (Hetherington et al., 
2002; Auffray et al., 2010) งานดา้น resequencing 
ของจโีนมมนุษย ์เช่น การหาล าดบัเบสจโีนมเฉพาะ
บุคคลของคนเอเชยี (Wheeler et al., 2008; Wang 
et al., 2009) งานดา้นการตรวจหาความหลากหลาย 
ของโครงสร้างในจีโนมมนุษย์ เช่น การศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่เป็นสาเหตุของการ
เกดิโรคในมนุษย ์(Henn et al., 2010) 
 
Exome/target region sequencing 

Exome ประกอบดว้ยล าดบัเบสดเีอน็เอที่
สามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนได้ ดังนั ้น exome 

sequencing จงึเป็นเทคนิคที่ใช้หาล าดบัเบสของ
จีโนมในส่วนของจีโนมที่สามารถแปลรหัสเป็น
โปรตนี หรอืเป็นสว่นของต าแหน่งทีเ่รยีกว่า coding 
region ประโยชน์เพื่อจ าแนกยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัความ
ผดิปกตหิรอืการเกดิโรค ตวัอย่างงานวจิยั เช่น การ
หาล าดบัเบสของมนุษย์จ านวน 50 exome ทีแ่สดง
ให้เหน็ถึงการปรบัตวัในการอยู่บรเิวณพื้นที่สูง (Yi 
et al., 2010) ส าหรบั target region sequencing 
เป็นการระบุเป้าหมาย เช่น โครโมโซม Y พื้นที่ที่
สนใจ เช่น HLA region, MHC region, QTL region 
ห รื อ ยี น ที่ ส น ใ จ  โ ด ย ก า ร ใ ช้ วิ ธี  microarray 
hybridization หรอื solution hybridization ดว้ยการ
ใช้โพรบที่ออกแบบ ใหส้อดคล้องกบัล าดบัเบสของ
พืน้ที่จโีนมทีส่นใจ ประโยชน์ที่ไดจ้ากการหาล าดบั
เบส exome/target region สามารถประยุกต์ใชใ้น
การหาความหลากหลายทางพนัธุกรรม เช่น สนิป 
การเพิม่หรอืการขาดหายไปของล าดบัเบสดเีอน็เอ 
(InDel) ได้ เช่น การหายนีทีเ่ป็นสาเหตุของความ
ผิดปกติทางพันธุกรรมแบบยีนเดี่ยว (Mendelian 
condition) การค้นหายีนที่ไวต่อการเกิดโรคใน
มนุษย ์หรอืการตรวจหาการกลายพนัธุข์องเนื้องอก
ในมะเรง็ เป็นตน้ ในพชืและสตัว ์เช่น การพฒันาหา
เครื่ อ งหมายทางพันธุกรรม  การศึกษาด้าน
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต หรืองานวิจัยด้านการ
กลายพันธุ์ในพืช เป็นต้น  วิธีการหาล าดับเบส 
exome สามารถใชไ้ดก้บัเทคโนโลยเีอน็จเีอส ไม่ว่า
จะเป็น 454/Roche, Illumina และ SOLiD/ABI เพื่อ
ลดตน้ทุนและไดจ้ านวน reads ทีม่าก  

 
Transcriptome 

เป็นการตรวจสอบหรอืคน้หาชุดของ RNA 
transcript, mRNA และ non-coding RNA ใน
สิง่มชีวีติเดยีวหรอืกลุ่มประชากรของสิง่มชีวีติต่างๆ 
การน าเอาเทคโนโลยีเอ็นจีเอส มาประยุกต์ใช้ใน
การศกึษาดา้นนี้ ไม่ว่าจะเป็นการศกึษาในส่วนของ 
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coding หรอื non-coding region กต็าม ก่อใหเ้กดิ
ประโยชน์ในการจ าแนก regulatory RNA และ 
gene fusion การวิเคราะห์หาสนิปในการศึกษา 
transcriptome resequencing หรือการค้นหา
ต าแหน่งของยนีทีไ่ม่ทราบมาก่อน ซึง่การใช ้cDNA 
เป็นต้นแบบ จ านวนของเบสต่อ transcript ทีไ่ดห้า
ล าดบัเบสนัน้มกัมปีระสทิธภิาพเพยีงพอ ทีส่ามารถ
บ่งชี้ได้ว่ายนีดงักล่าวอยู่ต าแหน่งใดบนจีโนม เป็น
ตน้ นอกจากนี้ยงัท าใหเ้กดิความเขา้ใจถงึพฒันาการ
ที่เกิดขึน้ในระดบัเซลล์หรือเนื้อเยื่อต่างๆ หรอืการ
เกิดโรคในสิง่มีชีวิตได้มากขึ้นด้วย โดยเป้าหมาย
ของการศกึษาในระดบั transcriptome ประกอบดว้ย
สามกลุ่มหลักๆ ได้แก่ (1) เพื่อจัดแบ่งกลุ่ม 
transcript ทัง้หมดในเซลล์ตามชนิดของสิ่งมีชีวิต
นัน้ๆ ครอบคลุมถงึ mRNA, non-coding RNA และ 
small RNA (2) เพื่อจ าแนกโครงสร้างของยนีใน
ระดับทรานสคริปชัน ในส่วนของต าแหน่งโปรโม
เตอร์ รูปแบบของ splicing และการเกิด post-
transcriptional modification และ (3) เพื่อศกึษา
ปรมิาณระดบัการแสดงออกของยนี ในระดบัทราน
สครปิชนั ในช่วงของการพฒันา หรอืภายใต้สภาวะ
ท า ง ก า ย ภ า พ ห รื อ ก า ร ก่ อ โ ร ค  (RNA-seq 
quantification) (Zhou et al., 2010) อย่างไรกต็าม 
การน าเทคโนโลยีเอ็นจีเอสมาใช้กับงานด้าน 
transcriptome สามารถช่วยในการปิด gap ของ
จีโนมได้ดียิ่งขึ้น เช่น การหาล าดบัเบสของเครื่อง 
454 เพื่อสรา้ง EST reads จ านวน 391,157 reads 
จากสมองในระดบั transcriptome ของสตัวจ์ าพวก
ต่อ (Polistes metricus) (Toth et al., 2007) เมื่อน า 
reads ที่ได้เข้าสู่ขบวนการจัดเรียงล าดับเบส 
(alignment) กบัจโีนมและแหล่งขอ้มูล EST จากผึง้ 
(Apis mellifera) และท า annotation ผลทีไ่ดพ้บว่า 
EST ของสตัวจ์ าพวกต่อสามารถเขา้คู่กบั mRNA 
ของผึง้ไดถ้ึงรอ้ยละ 39 และถอืว่ามคีวามเกีย่วพนั
กันอย่างมีนัยส าคัญ ที่แสดงให้เห็นถึงระดับการ

แสดงออกของ transcript จากทัง้สองสปีชีส์นี้ 
ตั ว อ ย่ า ง ง านวิ จัย อื่ น ๆ  เ ช่ น  ก า รน า ข้ อ มู ล 
transcriptome มาใชใ้นการตรวจหา gene fusion 
ในเซลลม์ะเรง็และเน้ืองอก (Maher et al., 2009) 

อย่างไรก็ตาม เครื่อง Illumina และ 
SOLiD ถอืเป็นเทคโนโลยเีอน็จเีอสทีใ่ห ้reads ทีม่ี
ความยาวค่อนขา้งสัน้ และได ้reads ทีม่จี านวนมาก
ในระดบั 10 ล้าน short reads ซึง่เหมาะกบัการ
น าไปใช้ประโยชน์ในงาน gene expression 
profiling มากกว่าวธิกีารหาล าดบัเบสแบบดัง้เดมิ 
ตัวอย่างงานวิจัย  เช่น การตรวจติดตามการ
แสดงออกของยีนในช่วงการเจรญิเติบโตของยีสต์ 
(Nagalakshmi et al., 2008) หรอืการศกึษาช่วงการ
เกดิไมโอซสิในยสีต์ (Wilhelm et al., 2008) เพื่อ
น าไปสู่การเข้าใจการแสดงออกของยีนที่เกิดขึ้น
ในช่วงของการเกิดพฒันาการต่างๆ รวมถึงเขา้ใจ
ความสมัพนัธข์องการแสดงออกของยนีในส่วนของ
เน้ือเยื่อทีแ่ตกต่างกนัในสิง่มชีวีตินัน้ๆดว้ย 

นอกจากนี้ การวเิคราะหท์างชวีสถติิและ
สารสนเทศ ยังสามารถแบ่งเป็นสามกลุ่มใหญ่ๆ 
ไดแ้ก่ (1) RNA-seq (transcriptome) ซึ่งเป็นการ
วิเคราะห์ข้อมูลตามโครงสร้างพื้นฐานของยีนและ
หน้าที่ของยีน วิธีนี้สามารถท าได้สองแบบคือ de 
novo transcriptome assembly และ transcriptome 
resequencing ซึ่งสองวิธีนี้สามารถน าไปสู่การ
คน้หา transcript ทีไ่ม่ทราบมาก่อน จ าแนกการเกดิ 
splicing ศกึษาความหลากหลายที่เกดิขึน้ในระดบั 
transcriptome เช่น สนิป หรือ การค้นหา gene 
fusion เป็นต้น (2) RNA-seq (quantification) เป็น
การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนที่สนใจภายใต้
สภาวะต่างๆ เช่น การวิเคราะห์รูปแบบการ
แสดงออกของยีน  การวิเคราะห์ห น้าที่  (GO 
functional), pathway หรือการท างานร่วมกัน
ร ะ ห ว่ า ง โ ป ร ตี น กั บ โ ป ร ตี น  (protein-protein 
interaction network) ซึง่วธิกีารนี้ใหผ้ลที่ค่อนขา้ง
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แม่นย าสงู (3) Small RNA sequencing โดยที ่
small RNA ท าหน้าทีเ่ป็นตวัควบคุม (regulator) ที่
ส าคัญในหลายเซลล์ด้วยกัน เช่น ท าหน้าที่ที่
เ กี่ ย ว ข้ อ ง กั บ ก า ร เ จ ริ ญ ห รื อ พั ฒ น า ก า ร 
(development) การเปลีย่นแปลงภายในเซลล์ (cell 
differentiation) และการเกดิ apoptosis ทีก่่อใหเ้กดิ
โรคหลากหลายชนิด ตวัอย่างงานวจิยั เช่น การใช้
เครื่อง 454 เพื่อศกึษา small RNA profiling ในมอส 
(Physcomitrella patens) (Axtell et al., 2006) การ
ใช้เครื่อง Illumina และ SOLiD เพื่อสร้าง small 
RNA library ในเชงิลกึ ด้วยการจ าแนกล าดบัเบส
และการแสดงออกของ miRNA จ านวน 334 ยนี ที่
ทราบแลว้ร่วมกบั miRNA ที่ไม่ทราบ จ านวน 104 
ยนี ที่แสดงออกในมนุษย์จากส่วนของ embryonic 
stem cell (Morin et al., 2008) เป็นตน้ 

 
Epigenetics 

เป็นการศึกษาการเปลี่ยนแปลงในการ
แสดงออกหรอืกจิกรรมของยนีหรอืฟีโนไทป์ ซึง่เป็น
สาเหตุจากการเปลี่ยนแปลงของกลไกต่างๆ ซึ่งไม่
เกี่ยวข้องกบัล าดบัเบสดีเอ็นเอด้วยตัวของมนัเอง 
แต่ เกิดจากการปรับ เปลี่ยนและการจัด เรียง
โครงสร้างที่สูงขึ้น การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนัน้
ครอบคลุมถึงการเกิด DNA methylation และ 
histone modification ซึ่งควบคุมโครงสร้างของ     
ดเีอน็เอ รวมถึงการเปลี่ยนแปลงของ stem cell 
กลไกของสิง่แวดลอ้มที่ส่งผลต่อพฒันาการของโรค
ทีซ่บัซอ้นมากขึน้ และสมรรถภาพการท างานระดบั
เซลล ์(cellular aging) ตวัอย่างการประยุกต์ใชง้าน 
เช่น การท า bisulfite sequencing, chromatin 
immunoprecipitation sequencing (ChIP-Seq) 
และการศกึษา DNA methylome หรอื methylated 
DNA immunoprecipitation (MeDIP) เป็นต้น 
ตวัอย่างงานวจิยั เช่น การศกึษาการเจรญิของเนื้อ
งอกหรอืเซลลม์ะเรง็รงัไข่ (Balch et al., 2009) การ

หาล าดบัเบสของเซลล์มะเร็งด้วยเทคโนโลยีเอ็นจี
เอส เพื่อช่วยในการตดัสนิใจทางคลนีิก ท าใหเ้ขา้ใจ
การเกิดโรคและเป็นตัวชี้น าในการเลือกใช้ยาที่
เหมาะสม (Jones et al., 2010) การใช้เทคนิค 
ChIP-seq เพื่อศึกษาการเกิด post-translational 
modification ของโปรตนีฮสีโตนและต าแหน่งการ
จบัของโปรตนี transcription factor ในระดบัจโีนม 
(Neff and Armstrong, 2009) 

 
Metagenomics 

เป็นการศกึษาจโีนมของจุลนิทรยีท์ัง้หมดที่
มอียู่ในแหล่งทีอ่ยู่ตามธรรมชาต ิโดยไม่จ าเป็นต้อง
แยกและเพาะเลีย้งจุลนิทรยีแ์ต่ละชนิดขึน้มา ขอ้มูล
ที่ได้นี้สามารถน าไปใช้เป็นประโยชน์ในการศึกษา
ความหลากหลายและความสมัพนัธ์ของจุลินทรีย ์
เพื่อน าไปสู่การค้นพบสารหรือยีนใหม่ และการ
ท านายหน้าทีข่องยนี ซึง่นิยมใชเ้ครื่อง 454/Roche 
ในงานด้านนี้อย่างกว้างขวาง เช่น จ าแนกความ
แตกต่างของ ribosomal RNA เช่น 16s หรอื 18s 
เน่ืองจากความยาวของ reads ทีไ่ดค้่อนขา้งยาว ท า
ใหก้ารจดัเรยีงและเชื่อมต่อล าดบัเบสสามารถท าได้
อย่างสมบูรณ์ และการประกอบเรียงชิ้นล าดบัเบส
สามารถครอบคลุมส่วนของยนีทีท่ราบและไม่ทราบ
ได้ ตัวอย่างงานวิจัยอื่นๆ เช่น การส ารวจความ
หลากหลายของกลุ่มประชากรเชือ้ราในดนิจากสาม
เกาะในทะเลเหลอืงของประเทศเกาหล ีเกาะระหว่าง
ประเทศเกาหลแีละประเทศจนี (Lim et al., 2010) 
นอกจากนี้ ได้มกีารพฒันาขัน้ตอนการทดลองการ
เตรยีม library ใหม่ และพฒันาระบบการวเิคราะห์
ทางคอมพิวเตอร์ให้มีความสามารถในการสร้าง 
reads ที่ยาวขึน้ได้ (Rodrigue et al., 2010) 
ตวัอย่างงานวจิยั เช่น การน า short reads จาก
เครื่อง Illumina เข้ามาใช้ในการศึกษาบทบาท
หน้าทีข่องกลุ่มจุลนิทรยีใ์นล าไสข้องมนุษย ์(Qin et 
al., 2010) 
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อัลกอ ริ ธึมและ โปรแกรม ท่ี ใ ช้ ในการจัด
เรียงล าดับเบสดีเอ็นเอ (mapping) และ
โปรแกรมส าหรบัใช้ในประกอบเรียงช้ินล าดบั
เบสดีเอน็เอใหม่ (assembly) 

ด้วยจ านวนมหาศาลของข้อมูล reads 
ปญัหาความผิดพลาดของข้อมูลที่ได้จากการอ่าน
ของเครื่องที่ใช้เทคโนโลยเีอ็นจเีอส (sequencing 
error) กล่าวคอืเครื่อง 454/Roche มอีตัราความ
ผิดพลาดของการเกิดลกัษณะเบสซ ้าๆ ซึ่งเกิดขึ้น
จากการตรวจจบัสญัญาณของเครื่องที่ผดิพลาดไป 
เรียกบริเวณนัน้ว่า homopolymer ซึ่งเกิดเป็น
ลกัษณะของเบสซ ้าๆ ของนิวคลีโอไทด์มากถึง 6 
เบส เช่น TTT เมื่อเทยีบกบั TTTT ความยาวของ 
homopolymer ทีเ่ครื่องมกีารอ่านผดิพลาดไป ท าให้
ความถูกต้องของข้อมูลลดลง (quality value) ได ้
เช่น เกิดลกัษณะการเพิม่หรือการขาดหายไปของ
ล าดับเบส reads ซึ่งอาจไม่ได้เกิดขึ้นจริงตาม
ธรรมชาต ิ 

ส าหรบัเครื่อง Illumina ล าดบัเบสของ 
reads ทีไ่ดค้่อนขา้งสัน้มาก ประมาณ 35 ถงึ 100 คู่
เบส และในกระบวนการหาล าดบัเบสหนึ่งครัง้ ได้
จ านวนของเบสมากถึง 1.5 กกิะเบสซึง่มากกว่า
เครื่อง 454/Roche ที่ได้จ านวนของเบสประมาณ 
600 เมกกะเบสและมคีวามยาวของล าดบัเบส 400 
คู่เบส ส่วนใหญ่ความผิดพลาดของล าดับเบสที่
เกดิขึน้ เกดิจากการแทนที่เบส (substitution) ซึ่ง
เ กิ ด จ า ก ขั ้น ต อ น ข อ ง ก า ร เ พิ่ ม ป ริ ม า ณ 
(amplification) นอกจากนี้ จ านวนของ reads ทีไ่ด้
มีจ านวนมากกว่าเทคนิคอื่นๆ ท าให้ยากต่อการ
วเิคราะหข์อ้มลู เน่ืองจากขาดความความสามารถใน
การเพิม่หรอืขยายในส่วนที่เป็นต าแหน่งที่มเีบสซ ้า 
ดงันัน้ ประสทิธผิลและจ านวนของ reads ทีเ่ขา้คู่กนั
ไดอ้าจจะไม่ใช่การเขา้คู่กนัของ reads ทีแ่ทจ้รงิ  

ส่วนเครื่อง SOLiD สามารถผลติ reads

 

และเป็นเครื่องมอืที่ใช้เทคนิคของการเชื่อมต่อ ซึ่ง
การหาล าดับเบสของดีเอ็นเอ  ท าโดยการอ่าน
ต าแหน่งของเบสบนสายดเีอน็เอแบบซ ้ากนัสองครัง้ 
ดงันัน้การอ่านจากสทีีไ่ดจ้ากเครื่อง ท าใหเ้กดิความ
ยุ่งยาก ในการค านวณหาเบสดีเอ็นเอที่แน่นอน 
เนื่องจากสีแต่ละสี จะเกี่ยวข้องกับคู่ของนิวคลีโอ
ไทดท์ี่ต่างกนั นอกจากน้ีปญัหาของการใหส้ใีนช่วง
กระบวนการหาล าดบัเบส อาจไม่มปีระสทิธภิาพ
พอที่จะตรวจหาล าดับเบส เช่น การขาดความ
ต่อเนื่องของสญัญาณระหว่างการอ่านล าดบัเบส ท า
ใหเ้กดิความผดิพลาดของส ี(missing color) ซึง่เป็น
ผลใหเ้กดิ frame-shift ขึน้ในช่วงของการวเิคราะห์
ขอ้มลู 

นอกจากความผดิพลาดของเครื่องดงัทีไ่ด้
กล่าวมาข้างต้นนัน้ ความหลากหลายของข้อมูล     
จโีนม (polymorphism) ทีเ่กดิขึน้ตามธรรมชาต ิเช่น 
สนิป การเพิ่มหรือการขาดหายไปของล าดับเบส 
การเกิด rearrangement ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอ
ระหว่างจโีนมทีเ่กดิขึน้ ในช่วงการเกดิววิฒันาการก็
มีส่วนส าคัญในการส่งผลต่อการวิเคราะห์ข้อมูล
เช่นกนั 

จากปญัหาดงักล่าวขา้งต้น ปจัจุบนัจงึไดม้ี
การคิดค้นเครื่องมือทางชวีสารสนเทศเกดิขึ้นเป็น
จ านวนมาก โดยเฉพาะงานด้านการจัดเรียงและ
เชื่อมต่อล าดบัเบส (alignment reads) จากขอ้มูล
เอน็จเีอส ซึ่งเป็นขัน้แรกของการหาล าดบัเบสของ
จโีนมทีส่ าคญั (Table 3) เทคนิคทีใ่ชใ้นการจดัเรยีง
และเชื่อมต่อล าดับเบส สามารถแบ่งเป็นสอง
หลกัการดว้ยกนั คอื (1) การบ่งชีต้ าแหน่งในจโีนม 
(index genome) ดว้ยวธิ ีBWT (Burrows-Wheeler 
space transformation) วธินีี้ช่วยลดหน่วยความจ า
เป็นหลักส าคัญ เช่น โปรแกรม Bowties และ 
SOAP และ (2) การสร้างตารางอ้างอิงต าแหน่ง 
(hash table) ซึง่สามารถท าไดเ้ป็นสองแบบย่อยๆ 



 
Table 3 Sequence alignment tools for the analysis of next generation sequencing data.  

Software Open source /system Tool support Mapping strategy 

SSAHA/SSAHA2 
(Ning et al., 2001) 

Yes /Linux, Mac 
454/Roche,Illumina, 
SOLiD/ABI 

Index genome with hash table 

MAQ 
(Li et al., 2008) 

Yes /GPL Illumina, SOLiD/ABI Index read with hash table 

SOAP 
(Li et al., 2008) 

Yes /Linux, Unix >14 GB RAM 
against human genome 

Illumina, SOLiD/ABI Index genome with hash table 

Mosaik 
(Michael Strömberg, Boston University) 

Yes /Linux, Sun, Win, OSX 
454/Roche, Illumina, 
SOLiD/ABI 

Index genome with hash table 

Bowtie 
(Langmead et al., 2009) 

Yes /Linux,SRC, Win, MAC 
454/Roche, Illumina, 
SOLiD/ABI 

Index genome with BWT 

PASS 
(Campagna et al., 2009) 

Yes /Linux, Win 
454/Roche, Illumina, 
SOLiD/ABI 

Index genome with hash table 

SHRiMP 
(Rumble et al., 2009) 

Yes /Linux, ICC, Win, OSX 
454/Roche, Illumina, 
SOLiD/ABI 

Index read with hash table 

BWA 
(Li and Durbin, 2009) 

Yes /Linux, Unix 32,64 bit 
454/Roche, Illumina, 
SOLiD/ABI 

Index genome with BWT 

GASSST 
(Rizk and Lavenier, 2010) 

Yes /Linux, Unix/32,64 bit 
454/Roche, Illumina, 
SOLiD/ABI 

Index genome with hash table 

TAPyR 
(Fernandes et al. , 2011) 

Yes /Multiple (C complier only) 
 

454/Roche, Illumina, 
Ion Torrent and SMRT 

BWT combined with a flexible 
seed based approach 
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ดว้ยการใหจ้โีนมเป็นตวับ่งชี้ หรอืล าดบัเบส reads 
เป็นตวับ่งชี ้ซึง่การสรา้งตวับ่งชี ้(index) จะช่วยลด
เวลาของการหารูปแบบที่ เข้าคู่ กันของข้อมูล 
เนื่องจากมีการระบุต าแหน่งในการค้นหา จึงไม่
จ าเป็นตอ้งสแกนทัง้หมดของเบส ตวัอย่างโปรแกรม
ที่ใช้วธิสีร้างตารางอ้างองิต าแหน่ง และใช้ reads 
เป็นตวับ่งชี ้ดว้ยการคน้หา reads ไปทีจ่โีนม เช่น 
MAQ, SHRiMP และ Newbler ซึง่หน่วยความจ าจะ
ขึน้อยู่กบัจ านวน reads ขอ้เสยีคอื ถ้า reads มี
จ านวนน้อย มักจะใช้เวลาในการค านวณนาน 
เนื่ องจากต้องสแกนทัง้จีโนมทัง้หมด ส าหรับ
โปรแกรมทีใ่ชว้ธิสีรา้งตารางอ้างองิต าแหน่ง และใช้
จโีนมเป็นตวับ่งชี้ เช่น Bowtie, BWA, Mosaik, 
SOAP, PASS, SSAHA2 ถ้ามหีน่วยความจ า
ค่อนขา้งใหญ่ สามารถค านวณแบบขนานไดง้่าย จงึ
เหมาะกบังานที่ใช้จโีนมขนาดใหญ่ได้ด ีเช่น จโีนม
ของมนุษย ์เป็นต้น อย่างไรกต็าม โปรแกรมเหล่านี้ 
มขีอ้ดอ้ย ทีบ่างโปรแกรมไม่ไดส้นับสนุนการใชง้าน
กับข้อมูลที่ได้จากเครื่อง 454/Roche เช่น SOAP 
และ MAQ บางโปรแกรมไม่สนับสนุนลกัษณะของ
ข้อมูลบางอย่าง เช่น ไม่สามารถแปลและจ าแนก
สญัญาณของสนิป มีข้อจ ากดัของ reads ต้องมี
ความยาวสูงสุดในการจดัเรียงและเชื่อมต่อล าดับ
เบส ไดเ้พยีง 500 คู่เบส เช่น โปรแกรม BWA เป็น
ต้นปจัจุบนักลุ่มทมีวจิยัของ Bao et al. (2011) ได้
ประเมินโปรแกรมที่ใช้ในการจดัเรียงและเชื่อมต่อ
ล าดบัเบสขอ้มลูทีไ่ดท้ัง้หมด 9 ซอฟแวร ์ดว้ยการใช้
ขอ้มูล reads จรงิทีไ่ดจ้ากเครื่อง Illumina ซึง่จาก
การทดลองการใชข้อ้มลูแบบ single reads (SE) ซึง่
จะมลี าดบัเบสดเีอน็เอ ทีส่รา้งจากส่วนปลายดา้นใด
ดา้นหนึ่ง พบว่าโปรแกรม SHRiMP ใชเ้วลาในการ
ประมวลผลนานที่สุด (8681.61 นาที) และใช้
หน่วยความจ ามากทีสุ่ด (26.58 กกิะไบต์) แต่ได้
เปอร์เซ็นต์การแม็ปสูงสุด (ร้อยละ 86.77) ส่วน 
BWA มเีปอร์เซน็ต์การแมป็ใกลเ้คยีงกบั SHRiMP 

(ร้อยละ 88.67) แต่ใช้เวลาประมวลผลเร็วกว่า 
SHRiMP (236.36 นาท)ี และใชห้น่วยความจ าน้อย
ทีสุ่ด (3.17 กกิะไบต์) ส าหรบัขอ้มูล paired-end 
reads (PE) ซึง่ PE จะมสี่วนปลายประกอบดว้ย 
read หนึ่งคู่ โดยแต่ละ read จะอยู่ทีป่ลายทัง้สอง
ตรงขา้มกนั และทราบระยะทีห่่างกนัระหว่าง reads 
คู่ดงักล่าว การใช ้PE จะท าใหก้ารเปรยีบเทยีบท า
ได้ดีขึ้น ซึ่งมีประโยชน์ในการหาล าดับเบสที่ไม่
ทราบจโีนมของสิง่มชีวีติอย่างยิง่ จากการทดลอง
พบว่า Mosaik ค่อนขา้งให้ผลการแมป็ (ร้อยละ 
83.4) ดกีว่า BWA (รอ้ยละ 80.46) ส่วน SHRiMP 
ท างานไดไ้ม่ดนีกั (รอ้ยละ 53.38) โดยสรุปภาพรวม 
พบว่า BWA, Mosaik, SHRiMP และ SOAP 
เหมาะกบัการจัดเรียงและเชื่อมต่อล าดับเบสของ
ขอ้มูล SE และ PE ทีไ่ดจ้ากเครื่อง Illumina โดย 
BWA ใช้หน่วยความจ าน้อยที่สุด และ SOAP มี
กระบวนการประมวลผลเรว็ทีสุ่ด นอกจากนี้ทมีวจิยั
ดงักล่าวไดท้ดสอบเพิม่เตมิดว้ยการใชข้อ้มูล reads 
จากเครื่อง 454/Roche ดว้ยการประเมนิการใชง้าน
กบัโปรแกรม Mosaik, PASS และ SSAHA2 พบว่า
ความถูกต้องในการจดัเรยีงและเชื่อมต่อล าดบัเบส
ท าได้ไม่ดี ใช้เวลาประมวลผลนาน ในส่วนของ
ขอ้มูล SOLiD/ABI ที่มหีลายโปรแกรมสนับสนุน 
เช่น Mosaik, PASS, Bowtie และ SHRiMP พบว่า
ความสามารถในการจดัเรยีงและเชื่อมต่อล าดบัเบส
ค่อนขา้งต ่า ปจัจุบนั มโีปรแกรมทีเ่กดิขึน้ใหม่ เช่น 
TAPyR (Fernandes et al., 2011) ซึง่ใชว้ธิกีาร
ผสมผสานของสองอลักอรธิมึ มาใชจ้ดัการกบัขอ้มูล
เอน็จเีอสส าหรบัเครื่อง Illumina และ 454/Roche 
และแกป้ญัหาของขอ้มูลทีเ่ป็น homopolymer ดว้ย
การสร้างตวับ่งชี้ของจโีนม ด้วยพื้นฐานของการใช้
วธิ ีBWT เพื่อช่วยจดัเรยีงและเชื่อมต่อล าดบัเบสให้
มีความรวดเร็ว และลดหน่วยความจ าในการ
ประมวลผล โดยใชเ้ทคนิค multiple seed heuristic 
เพื่อหาล าดับเบสที่มีการจัดเรียงและเชื่อมต่อ 
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ล าดบัเบสที่ดทีี่สุด ซึ่งจากการทดลองเปรยีบเทยีบ
กบัโปรแกรม BWA, SSAHA2, Newbler, GASSST 
และ Segemehl โดยใช้ขอ้มูล reads จากเครื่อง 
454/Roche จากตวัอย่างสิง่มชีวีติ 6 ชนิด พบว่า
โปรแกรม TAPyR ใชเ้วลาในการประมวลผลเรว็กว่า
โปรแกรมอื่น โดยโปรแกรม TAPyR มีจุดเด่นที่
สามารถก าหนดค่าความเหมือน ( identity)  ที่
ต้องการได ้โปรแกรม TAPyR จงึใหผ้ลดใีนแง่ของ
ความแม่นย า และการจัดเรียงและเชื่อมต่อล าดับ
เบสไดอ้ย่างถูกตอ้ง แต่ในแง่ของหน่วยความจ าทีใ่ช ้
พบว่า BWA ใชห้น่วยความจ าน้อยทีส่ดุ 

โปรแกรมส าหรบัใช้ในการประกอบเรียง
ชิน้ล าดบัเบส (fragment assembly) อาศยัหลกัการ 
คือ การจัดกลุ่มรวมกันของชิ้นล าดับเบสดีเอ็นเอ
สัน้ๆ เป็น contig จาก contig รวมกนัเป็น contig ที่
ยาวขึน้ หรอืที่เรยีกว่า scaffold เพื่อประกอบเป็น
ล าดบัเบสดเีอน็เอสายใหม่ โดยแบ่งได้เป็น 2 วธิทีี่
ต่างกนั ไดแ้ก่ de novo approach และ resequencing 
หรอื comparative approach  
 De novo approach มเีป้าหมายเพื่อใชใ้น
การสรา้งจโีนมใหม่ (reconstruction) สามารถท าได้
โดยไม่ต้องทราบล าดับเบสอ้างอิงมาก่อน ซึ่งไม่
เหมอืนกบัวธิแีบบ comparative approach ทีม่กีาร
แม็ป reads โดยมีล าดับเบสอ้างอิงเป็นตัว
เปรียบเทียบ เพื่อให้ได้สิ่งใหม่จากล าดับเบสของ
สิง่มชีวีตินัน้ ซึง่วธินีี้ท าได้ง่ายกว่าวธิกีารแบบ de 
novo ดงันัน้ การคน้หาสิง่ใหม่ๆ ดว้ยวธิี de novo 
จงึเป็นเรื่องที่ท้าทาย การค านวณทางคณิตศาสตร์
มกัท าได้ยากและซบัซ้อน เนื่องจากไม่ทราบล าดบั
เบสอ้ า งอิ ง  และต้ อ ง ร ะมัด ร ะวัง เ รื่ อ งคว าม
หลากหลายทางชวีภาพทางธรรมชาติ ทีอ่าจเกดิขึน้
ในสิง่มชีวีติใหม่นัน้ดว้ย ซึง่ความซบัซอ้นดงักล่าวที่
เป็นปจัจยัหลกัต่อการวเิคราะห์ คอื ความยาวและ
ปรมิาณของ reads โดย reads ทีม่คีวามยาวทีส่ ัน้ 
มกัมลีกัษณะทีเ่ป็นเบสซ ้าๆ เกดิขึน้มาก ซึ่งง่ายต่อ

การแม็ป แต่การประกอบเรียงชิ้นล าดบัเบสท าได้
ค่อนขา้งยาก การจดัการกบัปรมิาณของ reads ทีม่ี
จ านวนมหาศาล ความยาว reads จากเทคโนโลยี
เอน็จเีอสทีไ่ดค้่อนขา้งสัน้อยู่ที ่35 ถงึ 400 คู่เบส ซึง่
สัน้กว่าเทคนิคการหาล าดับเบสแบบดัง้เดิมที่ให ้
reads มคีวามยาว 600 ถึง 800 คู่เบส สิง่นี้ลว้น
ส่งผลต่อการออกแบบการประกอบเรียงชิ้นล าดับ
เบสเพื่อใหไ้ดค้่า coverage ทีด่ไีด ้
 ปจัจุบนั อัลกอริธึมส าหรบั de novo 
assembly ม ี3 วธิทีีใ่ชก้นัอย่างแพร่หลาย ไดแ้ก่ (1) 
Greedy, (2) Overlap-layout-consensus (OLC) 
และ (3) Eulerian หรอื de Bruijn graph ส่วน
อลักอรธิมึอื่นๆ เช่น hybrid (Figure 12) ยงัคงมกีาร
พฒันาอย่างต่อเนื่อง โปรแกรมที่ใชอ้ลักอรธิมึแบบ 
Greedy เช่น SSAKE, SHARCGS, VCAKE, 
Forge และ QSRA เช่น โปรแกรม QSRA ถูก
พฒันาขึน้มาเพื่อจดัการกบั reads ทีม่กีารแมป็แบบ
ไม่สมบูรณ์ โปรแกรมนี้มีประสทิธิภาพในเรื่องของ
ความเร็วและได้คุณภาพของจีโนมค่อนข้างด ี
(Bryant et al., 2009) อลักอรธิมึแบบ OLC เช่น 
CABOG, Edena, Newbler และ Shorty การท างาน
ของโปรแกรม Newbler (Margulies et al., 2005) 
ออกแบบมาเพื่อจดัการกบั homopolymer ทีเ่กดิขึน้
ในจากการอ่านของเครื่อง 454/Roche ซึง่โปรแกรม
นี้สามารถจดัการกบัความผิดพลาดที่เกิดจากการ
จ าแนกสญัญาณล าดบัเบสของเครื่องและบรเิวณทีม่ี
เบสซ ้ากนัไดด้ ีส่วนโปรแกรม Shorty (Hossain et 
al., 2009) ออกแบบมาให้สามารถท างานได้
หลากหลาย platform เช่น Illumina, SOLiD/ABI 
และ Holicos เป็นตน้ สว่นอลักอรธิมึแบบ de Bruijn 
graph ถูกน าไปใช้งานกับเครื่อง Solexa และ 
SOLiD อย่างแพร่หลาย เช่น โปรแกรม ABySS, 
ALLPATHS, EULER-SR, SOAPdenovo และ 
Velvet ตวัอย่างเช่น โปรแกรม ABySS (Simpson 
et al., 2009) ออกแบบมาเพื่อแกป้ญัหาหน่วยความจ า 
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Figure 12 Overview of algorithms and tools for de novo assembly analysis developed during 2005 
to 2010. There are mainly three algorithms: Greedy, OLC and de Bruijn graph. Color box symbols 
are representative of short reads from different platforms. (Redrawn from Zhang et al., 2011). 
 
  

ทีใ่ชใ้นการประกอบเรยีงชิน้ล าดบัเบส ซึง่มขีอ้จ ากดั
กบัจโีนมทีม่ขีนาดใหญ่ไดด้ ีเป็นตน้ 
 จากทีไ่ดก้ล่าวมาทัง้หมดขา้งตน้ จะเหน็ได้
ว่าการใช้เทคโนโลยีเอ็นจีเอสในปจัจุบัน มีการ
พัฒนารูปแบบของเทคโนโลยีขึ้นมาใหม่ๆอย่าง
ต่อเนื่อง ทัง้นี้ ขึน้อยู่กบัเป้าหมายของการใชง้านเป็น
หลกัว่าผู้ใช้นัน้ต้องการหรอืพฒันาปรบัปรุงในส่วน
ใด ไม่ว่าจะเป็นเรื่องการออกแบบโพรบที่ใช้ใน
ขัน้ตอนการทดลองในหอ้งปฏบิตักิารดา้นชวีสารสน
เทศ ด้วยการพัฒนาอัลกอริธึมใหม่ เพื่อใช้ตอบ
โจทย์ในการวเิคราะห์ขอ้มูลเอน็จเีอส หรอืการผลติ
อุปกรณ์สนับสนุนเครื่องมือการหาล าดบัเบสใหม่ๆ 
เพื่อลดต้นทุนการผลติ เป็นต้น ทัง้นี้เพื่อก่อให้เกิด
ประโยชน์สูงสุดในการน าไปประยุกต์ใช้ในอนาคต
ต่อไป  
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