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บทคดัย่อ  

สารลูมนิอล (Luminol) ถกูนํามาประยุกตใ์ชใ้นทางนิตวิทิยาศาสตรส์าํหรบัการตรวจหาคราบเลอืดแฝงทีม่องไม่

เหน็ดว้ยตาเปล่าในสถานทีเ่กดิเหตมุาเป็นเวลานานโดยอาศยัหลกัการเคมลูีมเินสเซนส ์(Chemiluminescence) สารลูมิ

นอลมคีวามไวสูงและมปีระสิทธิภาพที่ดีในการตรวจคราบเลือดแฝง เมื่อสมัผสักับตวัออกซิไดซ์ (Oxidizing agent) 

ปรมิาณเลก็น้อยจะเกดิการเรอืงแสงลูมเินสเซนสส์ฟ้ีา ดว้ยเหตุน้ีการทดสอบคราบเลอืดแฝงดว้ยลูมนิอลจงึถอืเป็นหน่ึง

ในวธิทีีแ่พร่หลายทีสุ่ดทีใ่ชใ้นการตรวจสอบสถานทีเ่กดิเหตุ บทความปรทิศัน์น้ีจะกล่าวถงึประวตักิารคน้พบสารลูมนิอล

และการประยุกตใ์ชใ้นทางนิตวิทิยาศาสตร ์โครงสรา้งของลูมนิอลและกลไกการเกดิปฏกิรยิาเคมลูีมเินสเซนสโ์ดยเฉพาะ

อย่างยิง่กบับทบาทของเลอืดในการเร่งปฏิกรยิาเคมลูีมเินสเซนส์ นอกจากน้ีบทความยงักล่าวถึงการใช้งานจรงิของ

สารลูมินอลในการตรวจหาคราบเลือดแฝงบนพื้นผวิชนิดต่างๆ และความคงทนของลูมินอลรวมถึงปัญหาของสาร

รบกวนทีส่ามารถกระตุน้ใหเ้กดิปฏกิรยิากบัลูมนิอลไดแ้ละผลกระทบของการใชลู้มนิอลต่อการตรวจเลอืดและวเิคราะห์ดี

เอ็นเอในขัน้ตอนต่อไป บทความน้ียงัได้กล่าวถึงการนําลูมนิอลไปประยุกต์ใชก้บังานวจิยัทางชวีภาพเช่นการพฒันา

เทคโนโลยไีบโอเซ็นเซอร์ (Biosensor) ในงานการวิเคราะห์สารชวีโมเลกุลต่างๆในร่างกาย (Bioanalysis) และการ

ตรวจหาโมเลกุลชวีภาพหลากหลายชนิดดว้ยเทคนิค  Immunoassay ซึง่จะนําไปสู่ความกา้วหน้าในดา้นการวนิิจฉยัโรค

ทางคลนิิกและการวจิยัทางชวีการแพทยอ์กีดว้ย 
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Abstract  
Luminol has long been a mainstay in forensic science, serving as a crucial tool for detecting latent 

bloodstains that elude the naked eye at crime scenes. Its effectiveness stems from the principle of 

chemiluminescence, where luminol emits a characteristic blue light upon oxidation in the presence of blood. This 

distinctive luminescence has made luminol testing an indispensable technique in crime scene investigations. 

This comprehensive review article delves into the rich history of luminol's discovery and its extensive forensic 

applications. It meticulously examines the structural composition of luminol and unravels the intricate mechanism 

of its chemiluminescent reaction, particularly emphasizing the pivotal role of blood in accelerating the reaction. 

The review further explores the practical aspects of luminol utilization, encompassing its efficacy on diverse 

surfaces, its remarkable sensitivity in detecting even minute blood traces, and its versatility in various crime 

scene scenarios. However, the review also acknowledges the limitations of luminol, including its susceptibility to 

interference from extraneous substances and its potential impact on subsequent bloodstain and DNA analysis. 

It meticulously discusses strategies to mitigate these limitations and ensure the integrity of forensic investigations. 

In addition to its established role in latent blood detection, this review also highlights the emerging applications 

of luminol in biological science research such as biosensor technology, opening new frontiers in bioanalysis. It 

envisions the potential of luminol-based immunoassay for the detection of a wide range of biomolecules, paving 

the way for advancements in clinical diagnostics and biomedical research. 
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บทนํา  

 ของเหลวจากร่างกายที่พบบ่อยในสถานที่เกิดเหตุอาชญากรรมคือ เลือด น้ําอสุจิและน้ําลาย ในขณะที่

ของเหลวอื่นๆ เช่น สารคดัหลัง่จากช่องคลอด ปัสสาวะและเหงื่อล้วนมคีวามสําคญัต่อการสรา้งนําไปสรา้งลายพมิพ์ดี

เอ็นเอ (DNA profile) เพื่อการตรวจพิสูจน์ตัวบุคคลในทางนิติวิทยาศาสตร์เช่นกัน เลือดของมนุษย์มีองค์ประกอบ

มากมายโดยเซลล์เม็ดเลือดแดง (Erythrocytes) เป็นเซลล์ที่มีอยู่มากที่สุด ทําหน้าที่ในการขนส่งออกซิเจนไปทัว่

ร่างกาย ส่วนเซลล์เมด็เลอืดขาว (Leukocytes) ซึ่งมบีทบาทสําคญัในการรกัษาแผลและต่อสูก้บัการตดิเชือ้จะมดีเีอน็เอ

อยู่ภายในเซลล์ เมื่อมเีลอืดออก ร่างกายจะตอบสนองเบือ้งตน้โดยการส่งเซลล์เมด็เลอืดขาวไปยงับรเิวณแผลเพื่อช่วย

ในการซ่อมแซม ดงันัน้แผลทีรุ่นแรงหรอืแผลลกึจะส่งผลใหม้เีซลล์เมด็เลอืดขาวอยู่รอบๆ จุดบาดแผลเริม่ต้นในปรมิาณ

ทีส่งูกว่าเซลลอ์ื่นๆ [1] การตรวจสอบคราบเลอืดจาํเป็นตอ้งใชก้ารทดสอบเบือ้งตน้ (Presumptive test) และการทดสอบ

เพื่อยนืยนั (Confirmatory test) ร่วมกนั การทดสอบเบื้องต้นนัน้มหีลายวธิเีช่นการใช้ เบนซิดนี (Benzidine), เตตระ

เมทิลเบนซิดีน (Tetramethylbenzidine: TMB), การทดสอบคาสเทลเมเยอร์ (Kastle Meyer test) และการทดสอบ 

ลวิโคมาลาไคตก์รนี (Leucomalachite Green Test: LMG) เป็นตน้ [2]  

การใชส้ารลูมนิอลเป็นอกีวธิหีน่ึงทีนิ่ยมใชก้นัอย่างแพร่หลายในการตรวจคราบเลอืดทัง้ทีม่องเหน็ดว้ยตาเปล่า

และคราบเลอืดแฝง เน่ืองมาจากเป็นวธิทีีม่คีวามไวสูงกว่าวธิอีื่นๆ สามารถตรวจหาคราบเลอืดแฝงไดแ้มจ้ะมปีรมิาณ

เพยีงเล็กน้อย นอกจากน้ีการเรอืงแสงของลูมนิอลจะช่วยใหเ้จา้หน้าทีนิ่ตวิทิยาศาสตรม์องเหน็ตําแหน่งทีอ่าจมคีราบ

เลอืดแมใ้นสภาพแวดลอ้มทีม่แีสงน้อย บทความปรทิศัน์น้ีจะกล่าวถงึโครงสรา้งทางเคมขีองลูมนิอล หลกัการทาํงานและ

กลไกการเรืองแสงเคมีลูมิเนสเซนส์ การประยุกต์ใช้ที่หลากหลายของสารลูมินอลที่ไม่ได้จํากัดอยู่แค่ในทางนิติ

วทิยาศาสตรเ์ท่านัน้แต่ยงัถูกนํามาใชใ้นงานทางดา้นชวีภาพและชวีการแพทย์อกีดว้ย บทความน้ียงัไดก้ล่าวถงึบทบาท

ของสารลูมนิอลในทางการแพทยเ์ช่นการนําไปพฒันาเป็นไบโอเซน็เซอร์ทีม่คีวามไวสูงสําหรบัตรวจจบัสารชวีโมเลกุล
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ต่างๆ ซึ่งเทคโนโลยน้ีีในปัจจุบนันับว่ามคีวามสําคญัในการวจิยัทางการแพทย์ การวนิิจฉยัโรคและการพฒันายาใหม่ๆ

ประวตักิารคน้พบสารลูมนิอล 

ในปี ค.ศ. 1908 A.J. Schmitz นักวทิยาศาสตร์ชาวเยอรมนัประสบความสําเรจ็ในการสงัเคราะห์สารลูมินอล 

(Luminol: 5-amino-2,3-dihydrophtalazine-1,4- dione หรอื 3-aminophthalhydrazide) ไดเ้ป็นครัง้แรกต่อมาในปี ค.ศ. 

1928  H.O. Albrecht นักเคมชีาวเยอรมนัไดค้น้พบคุณสมบตัเิรอืงแสงสฟ้ีาของสารลูมนิอลเมื่อผสมกบัไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ (Hydrogen peroxide) ในสารละลายด่าง โดยมีเหล็ก (Fe2+) หรือ ทองแดง (Cu2+) เป็นตัวเร่งปฏิกริยา  

การค้นพบในครัง้น้ีแม้จะไม่ได้ถูกนําไปประยุกต์ใช้ในทันทีแต่กลับกลายเป็นจุดเริ่มต้นของการปฏิวัติวงการนิติ

วทิยาศาสตรใ์นอนาคต[3] ในปี ค.ศ. 1937 Walter Specht นักนิตวิทิยาศาสตรช์าวเยอรมนัคน้พบคุณสมบตัพิเิศษของลู

มนิอลทีส่ามารถทาํปฏกิรยิากบัออิอนของเหลก็ (Iron ion) ในสารเฮมนิ (Hemin) ทีเ่ป็นองค์ประกอบของฮโีมโกลบนิใน

เลือดเป็นตัวเร่งปฏิกริยา ส่งผลให้เกิดปฏิกริยาเคมีลูมิเนสเซนส์ (Chemiluminescence) ปล่อยพลังงานออกมา

ก่อใหเ้กดิการเรอืงแสงสฟ้ีา การคน้พบน้ีเป็นรากฐานทีส่ําคญัทางนิตวิทิยาศาสตร์ในการพฒันาวธิตีรวจหาคราบเลอืด

แฝงทีม่องไม่เหน็ดว้ยตาเปล่าในทีเ่กดิเหตุและเป็นเครื่องมอืสาํคญัในการคลีค่ลายคดอีาชญากรรม [3, 4] ลูมนิอลรวมถงึ

สารอนุพนัธ์ถูกนําไปใช้ประโยชน์ในงานวิจยัด้านชีวภาพอย่างหลากหลายรวมถึงนําไปประยุกต์ใช้ในเทคนิคการ

วิเคราะห์ทางชีวภาพที่อาศยัหลกัการเคมีลูมเินสเซนต์อีกด้วย [5, 6, 7, 8] ในปัจจุบนัลูมินอลยงัเป็นทีส่ารสําคญัที่

เจา้หน้าทีพ่สิูจน์หลกัฐานใชต้รวจหาคราบเลอืดในทีเ่กิดเหตุอาชญากรรม โดยเทคนิคน้ีเรยีกว่า "การทดสอบลูมนิอล" 

(Luminol test) ความไวในการตรวจจบัเลือดของลูมนิอลและการเรอืงแสงด้วยปฏิกริยาเคมลูีมเินสเซนต์ จะช่วยให้

เจา้หน้าทีผู่ป้ฏบิตังิานทางนิตวิทิยาศาสตร์สามารถมองเหน็ร่องรอยของเลอืดทีอ่าจถูกซ่อนเรน้หรอืทําความสะอาดไป

แลว้ไดอ้ย่างชดัเจน [3, 9] 

กลไกการเรอืงแสงของลูมนิอล 

 ลูมินอลมีสูตรทางเคมีคือ C8H7N3O2 จดัเป็นสารในกลุ่ม Acyl hydrazide ที่มีโครงสร้างแบบ Cyclic diacyl 

hydrazide (รูปที่ 1A) สงัเคราะห์ออกมาในรูปของแขง็ มีสีขาวอมเหลือง สามารถละลายได้ดีในตัวทําละลายที่มขี ัว้ 

(ยกเวน้น้ํา) เช่นในสารละลาย Sodium hydroxide (NaOH), Soda (Na2CO3.nH2O) และ Sodium perborate (NaBO3) 

เมื่ออยู่ในรูปสารละลาย ลูมินอลจะมีความไวต่อ ตัวออกซิไดซ์ แสง อิออนของโลหะ กรดและด่างแก่สูง สภาวะที่

เหมาะสมในการเกดิปฏกิรยิาเคมลูีมเินสเซนสข์องลูมนิอลคอืในสภาวะทีเ่ป็นด่างโดยมค่ีา pH อยู่ในช่วง 10-13 ซึ่งจาก

การวจิยัพบว่าที ่pH 11.5 เป็นสภาวะทีเ่หมาะสมทีสุ่ดในการตรวจคราบเลอืดแฝงโดยใชลู้มนิอล [1, 10] 

 

รปูท่ี 1 A: โครงสรา้งทางเคมขีองลูมนิอล B: ปฏกิรยิาทางเคมใีนการสงัเคราะหลู์มนิอล [1] 
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ลูมนิอลถูกสงัเคราะหข์ึน้ผ่านกระบวนการสองขัน้ตอน โดยเริม่จากนําไฮดราซนี (N2H4) และ 3-nitrophthalic 

acid มาใหค้วามรอ้ยในตวัทําละลายจุดเดอืดสูง เช่น ไตรเอทลินีไกลคอล และกลเีซอรอล จากนัน้เมื่อเกดิปฏกิริยิาการ

ควบแน่น โดยมกีารสูญเสยีน้ําออกไปทําให้เกิดเป็น 3-nitrophthalhydrazide ขีน้ ขัน้ตอนถดัมาเป็นการเกิดปฏิกริยิา 

รีดักชัน่ (Reduction) ของหมู่ไนโตร (Nitro group) ของ 3-nitrophthalhydrazide ไปเป็นหมู่อะมีโน (Amino group)  

โดยใช ้Sodium dithionite (Na2S2O4) ผ่านสารกึง่กลาง hydroxylamine ทาํใหเ้กดิเป็นสารลูมนิอลขึน้ (รปูที ่1B) [11] 

การเรอืงแสงของสารละลายลูมนิอลนัน้เกดิจากปฏกิรยิาการเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งจาก 3-aminophthalic ไป

เป็น 3-aminophthalate ในสภาวะที่เป็นด่าง โดยลูมนิอล (LH2) จะเกิดการสุญเสยีโปรตอน (Deprotonated) เกิดเป็น 

Monoanionic (LH-) และ Dianionic form (L2-) จากนัน้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดจ์ะออ็กซไิดซ์ลูมนิอลไดผ้ลผลติเป็นสาร 

Diazoquinone และ Peroxide ions เมื่อสมัผสักับคราบเลือด เฟอรสั (Fe++) อิออนที่เป็นองค์ประกอบในเลือดจะเร่ง

ปฏิกริยาทําให้ Diazoquinone เกิดเป็น Endoperoxide ซึ่งจะเกิดการสูญเสียไนโตรเจนออกจากโครงสร้างทําให้ได้

ผลติภณัฑ์เป็น Dicarboxylate ion ทีอ่ยู่ใน Excited state คอื 3-amino phthalic และจะปลดปล่อยพลงังานแสงทีค่วาม

ยาวคลื่นประมาณ 425 นาโนเมตรออกมาเพื่อกลบัสู่ Ground state ในรปูของ 3-aminophthalate [3] (รปูที ่2)  
 

 
รปูท่ี 2 กลไกการเกดิปฏกิรยิาเคมลูีมเินสเซนตข์องลูมนิอล [3] 

 

การประยุกต์ใช้ลูมินอลกบังานทางด้านนิติวิทยาศาสตร ์

1. การใช้ลูมินอลในการตรวจหาคราบเลือดแฝงในสถานท่ีเกิดเหตุอาชญากรรม 

การตรวจหาคราบเลอืดแฝงด้วยสารลูมนิอลมบีทบาทสําคญัในกระบวนการสบืสวนสอบสวน โดยเจา้หน้าที่

พสิจูน์หลกัฐานจะฉีดพ่นสารละลายลูมนิอลทีม่ส่ีวนผสมของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ลงบนพืน้ ผนัง หรอืวตัถุต่างๆ เพื่อ

สงัเกตการเรอืงแสง ก่อนจะทาํการเกบ็หลกัฐานคราบเลอืดไปทาํการตรวจวเิคราะหด์เีอน็เอ โดยทีลู่มนิอลจะทาํปฏกิรยิา

กับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และฮีโมโกลบินในเลือดที่ทําหน้าที่เสมือนเป็นเอนไซม์ Peroxidase (Peroxidase-like 

activity) เร่งปฏิกริยาการเกิดอ็อกซิเดชัน่และเกิดเป็นสารประกอบที่ไม่เสถียร เมื่อสารประกอบน้ีสลายตวัจะปล่อย

พลงังานออกมาในรปูของการเรอืงแสงสฟ้ีา (รปูที ่3) เฟอรสั (Fe2+) ออิอนทีเ่ป็นองคป์ระกอบในฮโีมโกลบนิจะทาํหน้าที่

เป็นตวัเร่งปฏกิรยิาช่วยใหป้ฏกิรยิาเกดิขึน้ไดร้วดเรว็และแสงสฟ้ีาทีเ่ปล่งออกมาสว่างชดัขึน้และเหน็ไดง้่ายแมอ้ยู่ภายใต้

สภาวะทีม่แีสงน้อยหรอืมดืสนิท ซึ่งจะช่วยใหเ้จา้หน้าทีนิ่ตวิทิยาศาสตรส์ามารถคน้หาหลกัฐานสําคญัทีอ่าจถูกมองขา้ม
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ไปได ้[12] ในงานทางนิตวิทิยาศาสตร์ สารลูมนิอลจะช่วยใหส้ามารถมองเหน็คราบเลอืดบนเสือ้ผา้ เฟอร์นิเจอร์ อาวุธ 

พืน้ผวิ หรอืแมแ้ต่ร่างกายทีถู่กซุกซ่อนไว ้ทําใหม้ปีระโยชน์อย่างมากในการสบืสวนคดฆีาตกรรม ช่วยระบุจุดเกดิเหตุ 

เสน้ทางของเหยื่อและผูต้อ้งสงสยัซึง่จะนําไปสู่การนําตวัผูก้ระทาํผดิมาเขา้สู่กระบวนการยุตธิรรมตามกฏหมาย 

 

 
 

รปูท่ี 3 การเกดิปฏกิรยิาเคมลูีมเินสเซนตข์องลูมนิอลในการตรวจคราบเลอืดแฝง [13] 

 

การตรวจหาคราบเลอืดแฝงในที่เกิดเหตุด้วยสารลูมนิอลนัน้อาจมขีอ้จํากดับางประการ ซึ่งสารลูมนิอลนัน้ 

ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างเลอืดมนุษย์กบัเลอืดจากสตัว์อื่นได้เน่ืองจากเฟอรสัอิออนทีเ่ป็นองค์ประกอบใน

ฮโีมโกลบนิ นัน้สามารถพบไดท้ัง้ในมนุษยแ์ละในสตัว ์นอกจากน้ีลูมนิอลอาจเกดิปฏกิรยิากบัสารอื่นๆทีไ่ม่ใช่เลอืด เช่น 

สารฟอกขาว (Sodium hypochlorite) หรอืผลติภณัฑ์ทําความสะอาดต่างๆ ทําให้เกิดผลบวกปลอม (False positive)  

ขึน้ได ้จงึไดม้กีารพฒันาวธิตีรวจสอบใหม้คีวามไวและความจาํเพาะมากขึน้โดยนําสารละลายลูมนิอลทีเ่ตรยีมจากสูตรที่

พฒันาขึน้เพื่อใชก้บัการตรวจคราบเลอืดในทางนิตวิทิยาศาสตร์โดย Weber [14] (A: สารละลายโซเดยีมไฮดรอ็กไซด์

ความเขม้ขน้ 0.4 M, B: ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ความเขม้ขน้ 0.176 M, C: ลูมนิอล 0.354 กรมัละลายในสารละลาย A 

ปรมิาตร 62.5 มลิลลิติร จากนัน้ทําการผสมสารละลาย A, B, C และ Deionized water ในอตัราส่วน 1:1:1:7) มาเตมิ

สาร Enhancer สองประเภทได้แก่ยูเรยี (Urea) ซึ่งเป็นสารประกอบอินทรยี์ที่ใชก้ันทัว่ไปในผลติภัณฑ์เครื่องสําอาง  

ยา และปุ๋ย และสารประกอบไซโคลเดกซ์ทรนิ (Cyclodextrin) ทีเ่ป็นสารในกลุ่มโอลโิกพอลแิซคคาไรด์ทีเ่ป็นวงแหวน 

ทัง้ชนิด แอลฟ่า (α) เบต้า (β)และแกมม่า (γ) จากผลการวจิยัพบว่ายูเรยีและสารประกอบไซโคลเดกซ์ทรนิชนิด 

โมโนคลอโรไตรอะซนิิล-เบต้า-ไซโคลเดกซ์ทรนิ (Monochloro-triazinyl-β-cyclodextrin) ทีม่คุีณสมบตัใินการจบัสารโมเลกุล

ขนาดเลก็ไดด้จีะช่วยเพิม่ความเขม้ของแสงและระยะเวลาของการเรอืงแสงจากน้ํายาลูมนิอลไดอ้ย่างมนัียสาํคญั (รูปที ่4) 

โดยเฉพาะอย่างยิง่ยูเรยีทีท่ําใหฮ้โีมโกลบนิในเลอืดเสยีสภาพธรรมชาต ิ(Denature) ส่งผลใหเ้ฟอรสั (Fe2+) ออิอนเกดิ

ปฏิกรยิากบัลูมนิอลได้ดยีิง่ขึ้นโดยสามารถตรวจสอบเลอืดที่เจอืจางได้ถึง 1/16,000 ส่วน เปรยีบเทยีบกบัการตรวจ

คราบเลอืดดว้ยวธิดีัง้เดมิของ Weber ทีม่คีวามไวสูงสุดเพยีง 1/4,000 ส่วนเท่านัน้ (รูปที ่4) นอกจากน้ียูเรยียงัช่วยดงึ

น้ําออกจากโมเลกุลของลูมนิอลทาํใหม้พีืน้ทีใ่นการสมัผสักบัเฟอรสัออิอนมากขึน้ดว้ย [14] วธิน้ีีจะช่วยเพิม่ประสทิธภิาพ

การตรวจหาคราบเลอืดแฝงโดยเฉพาะสําหรบัคราบเลอืดเก่าทีถู่กทิ้งไวเ้ป็นระยะเวลานานหรอืเลอืดทีถู่กชะล้างออกไป

ดว้ยผลติภณัฑท์าํความสะอาดและช่วยลดการเกดิผลบวกปลอมจากสารฟอกขาวอกีดว้ย 
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รปูท่ี 4 เปรยีบเทยีบความเขม้ของแสงจากการเกิดปฏิกรยิาเคมลูีมเินสเซนต์ของลูมนิอลที่เตรยีมดว้ยวธิขีอง Weber 

และวธิ ีWeber ทีเ่ตมิ 8M Urea [14] 

 

2. การตรวจคราบเลือดแฝงโดยอาศยัปฏิกริยาเคมีลูมิเนสเซนสข์องอารที์มิซินิน-ลูมินอล  

 อาร์ทีมิซินิน (Artemisinin) จดัเป็นกลุ่มยาที่ใช้สําหรบัรกัษาโรคมาลาเรียชนิดที่เกิดจากเชื้อ Plasmodium 

falciparum สารน้ีแยกได้จากต้นโกฐจุฬาลัมพา Artemisia annua ซึ่งเป็นพืชสมุนไพรของแพทย์แผนจีน ปัจจุบนั

สามารถผลติสารอารท์มีซินิินปรมิาณมากในยสีตไ์ดด้ว้ยเทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมแลว้ทาํบรสุิทธิเ์พื่อนํามาใชป้ระโยชน์

ในทางการแพทย ์สารชนิดน้ีสามารถแสดงสมบตัคิลา้ยเอนไซมอ์อ็กซเิดสได ้จงึมกีารนํามาพฒันาเพื่อใชใ้นการตรวจหา

คราบเลอืดแฝงในทางนิตวิทิยาศาสตร์เรยีกว่าเทคนิค Artemisinin-Luminol Chemiluminescence ซึ่งสามารถตรวจจบั

และบนัทกึการเรอืงแสงไดโ้ดยงา่ยบนสมารท์โฟนทัว่ไป เป็นเทคนิคทีส่ะดวก รวดเรว็ ประหยดัและมปีระสทิธภิาพสงูใน

การตรวจหาหลกัฐานคราบเลอืดในที่เกิดเหตุ [15] โดยหลกัการทํางานนัน้จะคล้ายกนักบัการเกิดปฏิกรยิาเคมลูีมเินสเซนส์

ของลูมนิอลโดยทัว่ไป เริม่จากทาํการเตรยีมสารละลาย Artemisinin-Luminol (AL) ทีป่ระกอบดว้ยสาร Artemisinin ทีม่ี

ฤทธิเ์ป็นตวัออกซไิดซ์ตามธรรมชาตผิสมกบัสารลูมนิอลซึ่งเป็นสารเรอืงแสงในสารละลายด่างโดยไม่ต้องใชไ้ฮโดรเจน

เปอรอ์อกไซด ์จากนัน้นําไปทดสอบกบัตวัอย่างคราบเลอืด สาร Artemisinin จะเร่งปฏกิรยิาระหว่างฮโีมโกลบนิในเลอืด

กบัลูมนิอลเกดิเป็นสารเรอืงแสงสฟ้ีาขึน้และสามารถใชก้ล้องสมารท์โฟนทีม่กีล้องถ่ายรูปทีม่คีวามไวแสงสูงบนัทกึภาพ

การเรืองแสงสีฟ้าได้อย่างชัดเจนโดยไม่ต้องใช้เครื่องมือพิเศษหรือทําในห้องปฏิบัติการ ทําให้ใช้งานได้ง่ายมี

กระบวนการไม่ซบัซ้อน บุคคลทัว่ไปสามารถเรยีนรู้และใช้งานได้และมคีวามไวเทยีบเท่ากบัวธิกีารตรวจคราบเลอืด

โดยทัว่ไป [15] 

3. การใช้ลูมินอลในการประเมินช่วงเวลาหลงัเสียชีวิต 

 ลูมนิอลถูกนํามาใชใ้นการประเมนิช่วงเวลาหลงัการเสยีชวีติ (Postmortem Interval, PMI) ซึ่งมคีวามสําคญั

อย่างยิง่ในงานทางนิตวิทิยาศาสตร์และอาจรวมไปถงึงานทางดา้นโบราณคดอีกีดว้ย การประเมนิ PMI จะช่วยใหท้ราบ

ระยะเวลาทีบุ่คคลนัน้เสยีชวีติก่อนทีจ่ะพบศพหรอืแมแ้ต่กระทัง่ชิ้นส่วนโครงกระดูก ขอ้มูล PMI มคีวามสําคญัต่อการ

สืบสวนสอบสวน การกําหนดลําดบัเหตุการณ์และการประเมินหลักฐานทางนิติวิทยาศาสตร์อื่นๆ ประกอบในคดี

อาชญากรรม ซึ่งการทีจ่ะประเมนิ PMI ไดแ้ม่นยํานัน้เป็นเรื่องทีย่ากเน่ืองจากมปัีจจยัต่างๆ มากมายทีเ่กี่ยวขอ้ง ปัจจยั

เหล่าน้ีรวมถึงสภาพแวดล้อมภายหลงัการเสยีชวีติ กระบวนการย่อยสลายของร่างกายเป็นต้น วธิกีารประเมนิ PMI  

จะทําไดโ้ดยการตรวจสอบสภาพร่างกายและอวยัวะส่วนต่างๆ การวเิคราะห์กระดูก การวเิคราะห์ชนิดของแมลงทีพ่บ

บนศพรวมไปถงึวงจรชวีติและพฤตกิรรมต่างๆ ของแมลง วธิกีารเหล่าน้ีมขีอ้จํากดัหลายประการและอาจส่งผลใหก้าร

ประเมนิ PMI ขาดความแม่นยาํรวมถงึอาจตอ้งใชเ้วลาและทรพัยากรมาก 
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 เทคนิคการใชลู้มนิอลในการประเมนิ PMI เป็นเทคนิคใหม่ทีใ่ช้ลูมนิอลซึ่งเป็นสารเคมทีีส่ามารถเรอืงแสงได้

เมื่อสมัผสักบัเลอืดและสามารถใชต้รวจจบัร่องรอยเลอืดทีม่องไม่เหน็ดว้ยตาเปล่า เทคนิคน้ีมขีอ้ดหีลายประการ เช่น 

รวดเรว็ ง่ายและราคาไม่แพง โดยทีค่วามเขม้ของแสงจากเกดิปฏกิรยิาเคมลูีมเินสเซนต์ของลูมนิอลจะลดลงเมื่อ PMI 

เพิ่มขึ้น อย่างไรก็ตามยงัมปัีจจยัอื่นอีกหลายประการที่ส่งผลต่อการประเมิน PMI ด้วยสารลูมินอล ในปีค.ศ. 2024  

มงีานวจิยัทีศ่กึษาอทิธพิลของปัจจยัทีส่่งผลต่อการย่อยสลายของร่างกายหลงัเสยีชวีติ (Taphonomic factors) ต่อความ

แม่นยาํของเทคนิคการใชลู้มนิอลในการประเมนิ PMI ปัจจยัเหล่าน้ีรวมถงึอุณหภูม ิความชืน้ ค่า pH และประเภทของดนิ [16] 

โดยใชก้ระดูกไหปลารา้ (Clavicles) จํานวน 30 ชิ้นจากตวัอย่างทีไ่ดจ้ากการชนัสูตรร่างผูเ้สยีชวีติทัง้เพศชายและเพศ

หญิงที่มอีายุตอนเสยีชวีติอยู่ในช่วง 25-86 ปี แบ่งกระดูกออกเป็น 8 กลุ่มทดลองแล้วนําไปฝังดนิเป็นเวลา 12 เดอืน

ภายใต้ Decomposition conditions ทีแ่ตกต่างกนัคอื ชนิดของดนิ (ดนิทราย ดนิปลูกต้นไม ้pH 4 และ ดนิปลูกต้นไม้ 

pH 6.9) นําไปฝังในพืน้ทีภ่ายนอกอาคารและภายในเรอืนเพาะชาํ ส่วนอกี 2 กลุ่มจะนํากระดกูไปเผาในเตาเผาอุณหภูมิ

สงูแบบไฟฟ้า (Electric muffle furnace) ทีอุ่ณหภูม ิ400°C เป็นเวลา 30 นาทแีละทีอุ่ณหภูม ิ700°C เป็นเวลา 60 นาที

ก่อนทีจ่ะนําตวัอย่างกระดกูทุกกลุ่มไปทดสอบดว้ยลูมนิอล จากผลการวจิยัพบว่า กระดกูทีถู่กนําไปเผาก่อนการทดสอบ

ไม่พบการเรอืงแสงของลูมนิอล ส่วนกระดูกทีฝั่งไวภ้ายในเรอืนเพาะชําเมื่อทดสอบกบัลูมนิอลแล้วจะใหแ้สงสฟ้ีาทีเ่ขม้

กว่ากระดกูทีถู่กฝังอยู่ภายนอกอาคาร นอกจากน้ีกระดกูทีถู่กฝังอยู่ในดนิทรายจะเกดิปฏกิรยิาเคมลูีมเินสเซนตไ์ดด้กีว่า

ดนิชนิดอื่นๆ [16, 17] ซึ่งแสดงให้เห็นว่าปัจจยัทีส่่งผลต่อการย่อยสลายของร่างกายหลงัเสยีชวีตินัน้มผีลต่อการเกดิ

ปฏกิรยิาเคมลูีมเินสเซนต์ของลูมนิอล เมื่อนํามาใชใ้นการประเมนิ PMI จงึจําเป็นทีจ่ะต้องคํานึงถงึปัจจยัต่างๆ เหล่าน้ี

ดว้ยเช่นกนั 

4. การวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอ (DNA profile) จากคราบเลือดแฝงท่ีผ่านการตรวจด้วยสารลูมินอล 

 ในปี ค.ศ. 2023 ไดม้กีารการวจิยัเบือ้งตน้เพื่อประเมนิความเป็นไปไดใ้นวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอของมนุษย์

จากร่องรอยเลอืดแฝงทีผ่่านการตรวจดว้ยสารลูมนิอลซึ่งเป็นสารเคมทีีเ่จา้หน้าทีนิ่ตวิทิยาศาสตร์ใชต้รวจหาคราบเลอืด

แฝงในทีเ่กดิเหตุทีม่ปีรมิาณเลก็น้อยและไม่สามารถมองเหน็ดว้ยตาเปล่า โดยไดท้าํการทดลองโดยใหอ้าสาสมคัร 5 คน

ทีม่ลีกัษณะทางกายภาพแตกต่างกนั สรา้งรอยเลอืดจากรองเทา้บนพืน้ผวิวสัดุ 3 ชนิดทีพ่บไดท้ัว่ไปในสถานทีเ่กดิเหตุ

จรงิ ไดแ้ก่ คอนกรตี, เสื่อน้ํามนั และพรม จากนัน้ทาํการบนัทกึปรมิาณและการกระจายตวัของทัง้รอยเลอืดทีม่องเหน็ได้

ด้วยตาเปล่าและจากรอยเลือดแฝงที่เกิดปฏิกรยิาเคมีลูมเินสเซนส์หลงัจากทดสอบด้วยลูมินอล จากนัน้ทําการเก็บ

ตวัอย่างดเีอน็เอจากรอยเท้าก้าวแรกและก้าวที่สบิโดยนับจากรอยเทา้ทีต่รวจไม่พบสญัญาณการเรอืงแสงเคมลูีมเินส

เซนต์ในบรเิวณทีกํ่าหนด (รูปที ่5) แล้วนําตวัอย่างเหล่าน้ีไปเขา้สู่กระบวนการสกดัและวเิคราะห์ดเีอน็เอ ผลการศกึษา

พบว่า แม้ร่องรอยเลือดนัน้จางจนมองไม่เห็นการเรืองแสงเมื่อตรวจด้วยลูมนิอล แต่ก็ยงัสามารถสกัดดีเอ็นเอจาก

แหล่งทีม่าของเลอืดได ้โดยจากตวัอย่างทัง้หมด 30 ตวัอย่าง สามารถสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอแบบ STR (Short Tandem 

Repeat) ที่สมบูรณ์ได้ 2 ตวัอย่างที่มคีวามเฉพาะตวัสูงสามารถนําไปใช้ในการใช้ในการระบุตวับุคคลได ้นอกจากน้ี

นักวจิยัยงัสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอบางส่วนทีป่ระกอบดว้ยแอลลลี (Allele) 4 ตําแหน่งขึน้ไปได ้18 ตวัอย่าง และสรา้งลาย

พมิพด์เีอน็เอบางส่วนทีม่แีอลลลี ระหว่าง 1 ถงึ 3 ตําแหน่งไดอ้กี 3 ตวัอย่าง (ตารางที ่1) ถงึแมว้่าตวัอย่างส่วนใหญ่จะ

นําไปสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอแบบ STR ไดบ้างส่วนแต่กอ็าจมปีระโยชน์ในการชว่ยเหลอืการสบืสวนสอบสวนคดไีด ้ และ

เป็นทีน่่าสงัเกตว่า ตวัอย่าง 6 จาก 7 ตวัอย่างทีไ่ม่สามารถสรา้งรูปแบบดเีอน็เอไดเ้ลยนัน้มาจากพืน้คอนกรตีซึง่พืน้ผวิ

นัน้อาจส่งผลต่อการคงอยู่ของดเีอน็เอ นอกจากนัน้พบว่าสามารถสรา้งรปูแบบดเีอน็เอไดม้ากทีสุ่ดและสมบูรณ์ทีสุ่ดจาก

ตวัอย่างรอยเทา้บนเสื่อน้ํามนัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัพืน้คอนกรตีหรอืพรม งานวจิยัน้ีชีใ้หเ้หน็ว่าแมร่้องรอยเลอืดจะจางจน

ไม่สามารถตรวจพบการเรอืงแสงดว้ยลูมนิอล แต่กม็คีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะนําไปทาํการสกดัและวเิคราะหด์เีอน็เอเพื่อการ

พสิจูน์ตวับุคคลและจะเป็นประโยชน์ต่อกระบวนการเกบ็หลกัฐานและวตัถุพยานในสถานทีเ่กดิเหตุ [18] 
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รปูท่ี 5 การนําตวัอย่างรอยเลอืดจากรองเทา้ทีผ่่านการตรวจดว้ยลูมนิอลไปวเิคราะหร์ปูแบบดเีอน็เอ  a) พืน้รองเทา้ทีใ่ช้

ในการทดสอบ  b) การเรอืงแสงรอยเลอืดจากรองเทา้ที่ตรวจด้วยลูมนิอล  c) วงกลมสขีาวแสดงถงึบรเิวณทีไ่ม่มกีาร

เรอืงแสงและทาํการเกบ็ตวัอย่างไปวเิคราะหด์เีอน็เอ [18] 

 

ตารางท่ี 1 แสดงผลการวเิคราะห์ลายพมิพด์เีอ็นเอแบบ STR (Short Tandem Repeat) จากร่องรอยเลอืดแฝงทีผ่่าน

การตรวจดว้ยสารลูมนิอล 

จาํนวนของอลัลีล 

ชนิดของพื้นผิว                     0                                1-3                                4-39                                40 

                                  (No DNA Profile)    (Partial DNA Profile)     (Partial DNA Profile)      (Full DNA Profile) 

พืน้คอนกรตี                      6                           0                             5                              0 

พรม                                1                           2                            6                               0 

เสื่อน้ํามนั                          0                          1                             7                               2 

 

การประยุกต์ใช้ลูมินอลกบังานทางด้านชีวการแพทย ์

ลูมนิอลสามารถนําไปประยุกต์ใช้กบังานวจิยัทางชวีการแพทย์ได้หลากหลายด้วยคุณสมบตัิการเรอืงแสงที่

เฉพาะเจาะจงเมื่อทําปฏิกริยากับเอนไซม์ในคลาส Oxido-reductase เช่น Peroxidase หรือ Laccase ในสภาวะที่มี

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์คุณสมบตัพิเิศษน้ีทาํใหลู้มนิอลกลายเป็นสารทีถู่กนําไปใชใ้นงานวจิยัทางชวีการแพทยใ์นการ

ตรวจจับกรดนิวคลีอิกโดยอาศัยความสามารถในการจับกับโมเลกุลดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเออย่างเฉพาะเจาะจง  

เมื่อเอนไซม์ Peroxidase ทําปฏิกรยิากบัลูมนิอลที่จบักบัดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอ จะเกดิการเรอืงแสงสฟ้ีาขึ้นช่วยให้

นักวจิยัสามารถวเิคราะหป์รมิาณดเีอน็เอหรอือารเ์อน็เอไดอ้ย่างถกูตอ้งแม่นยํา ประโยชน์ของลูมนิอลยงัขยายไปถงึการ

ตรวจจบัเซลล์ที่ตายแล้วในเซลล์ร่างกายมนุษย์ที่เพาะเลี้ยงโดยการติดตามเซลล์ที่ตายแล้วในร่างกายด้วยกลไกการ

ปล่อยเอนไซม ์Peroxidase จากเซลลด์งักล่าว เมื่อเอนไซมท์าํปฏกิรยิากบัลูมนิอลจะปรากฏการเรอืงแสงสฟ้ีาทีส่ามารถ
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ใชใ้นการศกึษาปรากฏการณ์การตายของเซลลไ์ด ้ยิง่ไปกว่านัน้ลูมนิอลยงัมบีทบาทสาํคญัในการตรวจจบัแบคทเีรยีและ

ไวรสับางชนิดทีผ่ลติเอนไซม์ Peroxidase ได้ในตวัอย่างทางชวีภาพต่างๆ ด้วยคุณสมบตัิอนัหลากหลายลูมนิอลจงึมี

บทบาทสาํคญัในการศกึษาโมเลกุลชวีภาพ เซลลแ์ละจุลนิทรยี ์ทีอ่าจนําไปสู่การพฒันาเทคนิคการวนิิจฉยัและรกัษาโรค

ใหม่ๆได ้[7, 8, 19] 

1. การใช้ลูมินอลในการตรวจ Fecal occult blood (FOB) 

ภาวะ Fecal occult blood (FOB) หรือภาวะที่มีเลือดออกปนเป้ือนมากับอุจจาระเป็นสัญญาณบ่งบอกถึง

ปัญหาสุขภาพทีเ่กดิจากโรคในระบบทางเดนิอาหารซึง่แพทย์ใชเ้ป็นเครื่องมอืสําคญัในการวนิิจฉัยโรคต่างๆ อาท ิแผล

ในกระเพาะอาหาร ลําไส้เล็กหรอืลําไส้ใหญ่ รวมไปถึงโรคมะเร็งลําไส้ใหญ่ ในทางการแพทย์จะมวีธิมีาตรฐานในการ

ตรวจหา FOB อยู่ 2 วธิ ีดงัน้ีคอื 1) Guaiac test วธิน้ีีถงึแมจ้ะมรีาคาถูกแต่มคีวามจาํเพาะค่อนขา้งตํ่าและอาจมผีลบวก

ปลอม (False positive) ทีเ่กดิขึน้จากการมสีารบางชนิดเช่นสารเร่งเน้ือแดงหรอืยาบางประเภทปนเป้ือน หลกัการของ

ทดสอบน้ีคอืการอาศยัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดแ์ละฮโีมโกลบนิของเลอืดทีท่าํหน้าทีเ่สมอืนเป็นเอนไซม ์Peroxidase ไป

เร่งปฏกิรยิาออกซิเดชนัของ Guaiac ทําให้เกิดเป็นสน้ํีาเงนิหรอืสเีขยีว 2) ทดสอบทางภูมคุิ้มกนั (Immunochemical 

test) วธิน้ีีมคีวามแม่นยําและจําเพาะสูงกว่า เน่ืองจากใช้แอนติบอดทีี่เฉพาะเจาะจงต่อฮโีมโกลบนิของมนุษย์ (Anti-

human Hb) แต่มรีาคาสงูกว่า Guaiac test [20, 21]  

ในปีค.ศ. 2018 มงีานวจิยัที่ใชส้ตัว์ทดลองเป็นตวัแบบในการพฒันาวธิกีารตรวจหา FOB โดยใช้หนูทดลอง

และใช้ชุดทดสอบลูมนิอล (Luminol Reaction Experiment Kit®) ซึ่งใช้ในงานทางนิติวทิยาศาสตร์เพื่อตรวจหาคราบ

เลอืดในสถานทีเ่กดิเหตุ โดยเป็นวธิทีีง่า่ย รวดเรว็และประหยดั โดยหลกัการของเทคนิคน้ีจะใชฮ้โีมโกลบนิของเลอืดไป

เร่งปฏิกรยิาออกซิเดชนัของสารลูมนิอลในชุดทดสอบส่งผลให้เกดิปฏิกรยิาเคมลูีมเินสเซนส์เป็นแสงสฟ้ีาซึ่งสามารถ

มองเหน็ไดช้ดัเจนในทีม่ดื วธิน้ีีไม่จาํเป็นต้องใชเ้ครื่องมอืหรอืสารเคมเีฉพาะทางทีซ่บัซ้อน ใชเ้วลาในการทดสอบเพยีง

ระยะสัน้ๆและมรีาคาถูก ผลการวจิยัพบว่าวธิทีีใ่ชลู้มนิอลตรวจหา FOB นัน้ทําได้รวดเร็วกว่าวธิทีางภูมคุิ้มกนัอกีทัง้ 

ยงัมีความไวสูงสามารถตรวจจบัเลือดในปริมาณเล็กน้อยได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในปัจจุบนัยงัมีความพยายามที ่

จะพฒันาเทคนิคน้ีใหม้ปีระสทิธภิาพทีด่ ีมคีวามแม่นยําและมคีวามจําเพาะมากยิง่ขึน้ เพื่อประโยชน์ในการศกึษาทาง 

ชวีการแพทยต์่อไป [20] 

2. การใช้ลูมินอลในการตรวจจบัคราบเลือดบนเคร่ืองมือทนัตกรรมหลงัการรกัษา 

ในคลีนิคทางทนัตกรรมภายหลงัการรกัษาอาจมีการปนเป้ือนของเลือดบนเครื่องมือที่ทนัตแพทย์ใช้เช่น  

คมีถอนฟัน เขม็ฉีดยาและเครื่องมอืทีใ่ชข้ดูหนิปนูซึง่อาจส่งผลต่อสุขอนามยัของผูป่้วยรวมถงึทนัตแพทยผ์ูท้าํการรกัษา

อกีดว้ย นอกจากน้ียงัอาจเป็นพาหะของเชือ้จุลนิทรยีก่์อโรคต่างๆ ทีเ่ป็นอนัตรายต่อสุขภาพ การตรวจหาคราบเลอืดบน

เครื่องมือทนัตกรรมจึงมีความสําคญั ในปีค.ศ.2024 ได้มีงานวิจยัที่นําลูมินอลมาใช้ในการตรวจจบัคราบเลือดบน

เครื่องมอืทนัตกรรมโดยใชเ้ลอืดมนุษยท์าบนเครื่องมอืทนัตกรรมต่างๆ หลงัจากนัน้ทาํการลา้งทาํความสะอาดเครื่องมอื

ด้วยน้ําและน้ํายาฆ่าเชื้อ แล้วทําการทดสอบการเรืองแสงของสารลูมินอลภายใต้แสงสว่างปกติและภายใต้แสง

อลัตราไวโอเลตทัง้ก่อนและหลงัการทําความสะอาดเครื่องมอื ผลการวจิยัพบว่าลูมนิอลสามารถตรวจจบัคราบเลอืดบน

เครื่องมอืทนัตกรรมไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ แมห้ลงัจากผ่านการล้างทําความสะอาดดว้ยน้ําและน้ํายาฆ่าเชื้อแล้วและ

สามารถใหผ้ลบวกสําหรบัเลอืดทุกกรุ๊ปภายใตท้ัง้แสงสว่างปกตแิละแสงอลัตราไวโอเลต ส่วนประสทิธภิาพของลูมนิอล

อาจได้รบัผลกระทบจากปัจจยัต่างๆ เช่น ปรมิาณเลอืด สภาพพื้นผวิของเครื่องมอืและระยะเวลาที่เลอืดเกาะอยู่บน

เครื่องมอื [22] 

3. การประยุกต์ใช้ลูมินอลกบัไบโอเซนเซอร ์

ลูมินอลจึงถูกนํามาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยทางชีวภาพหลายสาขา รวมถึงการนําไปพัฒนาเทคโนโลยี

ไบโอเซนเซอร์(Biosensor) สําหรบัการวนิิจฉยัโรค ไบโอเซนเซอร์ลูมนิอลทาํงานบนหลกัการของการเกดิปฏกิรยิาเรอืง

แสงดว้ยไฟฟ้าเคม ี(Electrochemiluminescence: ECL) ระหว่างลูมนิอลกบัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ปฏกิรยิาน้ีเกดิขึน้
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เมื่อมีเอนไซม์ที่เกี่ยวข้อง เช่น Peroxidase มากระตุ้น โดยเอนไซม์น้ีจะถูกติดฉลากกับแอนติบอดีที่จบักับโมเลกุล

เป้าหมายทางชวีภาพ เช่น โปรตนีหรอืกรดนิวคลอีคิ ในปี ค.ศ. 2022 มงีานวจิยัทีนํ่าลูมนิอลมาใชเ้ป็นไบโอเซนเซอร์

สําหรบัการวนิิจฉัยโรคไตวายเฉียบพลนั โดยใชย้นี Cytochrome c oxidase subunit III (COX III) ซึ่งเป็นเครื่องหมาย

ชวีภาพที่มปีระสทิธภิาพสูงสําหรบัการวนิิจฉัยโรคไตวายเฉียบพลนัระยะแรก โดยทําการตรวจจบัยนี COX III ด้วย 

Electrochemiluminescence Biosensor ชนิดใหม่ทีม่คีวามไวสูง  โดยอาศยัหลกัการทาํงานของระบบ CRISPR/Cas12a  

ซึง่เป็นเทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมในการตดัต่อดเีอน็เอทีม่คีวามแม่นยาํสงูร่วมกบัอนุภาคนาโน (Nanoparticles) ทีบ่รรจุ

สารลูมินอล อนุภาคนาโนเหล่าน้ีถูกออกแบบมาจากโลหะทรานซิชัน่ผสมระหว่างแพลเลเดียม (Palladium: Pd) 

ทองแดง (Copper: Cu) และมโีบรอน (Boron: B) รวมถงึ ฟอสฟอรสั (Phosphorus: P) เป็นองค์ประกอบทาํใหอ้นุภาค

นาโนชนิดน้ีมคุีณสมบตัพิเิศษทีค่อืสามารถเปล่งแสง ECL ไดเ้องในสภาวะกลาง (Neutral media) โดยไม่ตอ้งอาศยัการ

กระตุ้นจากภายนอก นอกจากน้ียงัมพีืน้ทีผ่วิสมัผสัจาํเพาะเหมาะสําหรบัการยดึจบักบัลูมนิอลและแสดงฤทธิเ์ป็นตวัเร่ง

ปฏกิรยิาคลา้ยเอนไซมอ์อกซเิดส (Oxidase-like activity) ทีม่ปีระสทิธภิาพสงู (รปูที ่6) 

 

 
 

รูปท่ี 6 แสดงโครงสร้างของไบโอเซนเซอร์ลูมินอลชนิดเรืองแสงไฟฟ้าเคมี (Electrochemiluminescence) สําหรบัการ

วเิคราะห์ยนี COX III โดยใชเ้ทคนิค CRISPR/Cas12a และนาโนอมีทิเตอร์ PdCuBP@luminol: (A) บรเิวณเป้าหมาย

ของยีน  COX III;  (B) ขัน้ตอนการสัง เคราะห์นาโนอีมิทเตอร์  PdCuBP@luminol;  (C) การกระตุ้นระบบ 

CRISPR/Cas12a;  (D) กระบวนการตรวจจบัของไบโอเซนเซอรลู์มนิอลและกลไกการปล่อยแสงไฟฟ้าเคม ี

 

ระบบ CRISPR/Cas12a จะทําหน้าทีจ่าํแนกยนี COX III ไดอ้ย่างแม่นยาํและทําการตดัแยก Quencher ทีอ่ยู่

ตดิกบับรเิวณ DNA hairpin ซึง่มโีดปามนี (Dopamine) เป็นองคป์ระกอบ  Quencher เปรยีบเหมอืนสารลดทอนแสงซึง่

การตดัแยกส่วนน้ีออกโดยระบบ CRISPR/Cas12a  จะทําใหเ้กดิสญัญาณแสง ECL ทีช่ดัเจน ไบโอเซนเซอรช์นิดน้ีทาํ

ให้วเิคราะห์และตรวจจบัยนี COX III ได้อย่างมปีระสทิธภิาพโดยไม่ต้องอาศยัสารร่วมปฏิกรยิา (Co-reactant) จาก

ภายนอก ด้วยคุณสมบัติการเปล่งแสง ECL ประสิทธิภาพสูงของอนุภาคนาโนและการตัดแยก Quencher โดย 

CRISPR/Cas12a ทําให้ไบโอเซนเซอร์พฒันาขึ้นน้ีมคีวามไวสูงต่อ COX III โดยมขีดีจํากดัการตรวจจบั (Detection 

limit) ตํ่าถึง 0.18 pM  นอกจากน้ียงัสามารถนําไปประยุกต์ใชก้บัตวัอย่างปัสสาวะในงานวนิิจฉัยทางคลนิิกไดอ้ย่างมี

ประสทิธภิาพและมศีกัยภาพทีจ่ะช่วยใหแ้พทยส์ามารถวนิิจฉยัโรคไตวายเฉียบพลนัไดอ้ย่างรวดเรว็ แม่นยาํและงา่ยต่อ

การใชง้านซึง่จะส่งผลต่อการรกัษาผูป่้วยไดอ้ย่างทนัท่วงท ี[23] 
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ในปี ค.ศ. 2022 ไดม้กีารศกึษาการเพิม่ความเขม้ของแสงทีเ่กดิจากปฏกิรยิาเคมลูีมเินสเซนสจ์ากระบบทีใ่ชลู้มิ

นอล-ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด-์Horseradish peroxidase (HRP) ทีใ่ชใ้นงานไบโอเซนเซอรห์รอืระบบตรวจจบัชวีโมเลกุล

อื่นๆดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตแบบคอสโมโทรปิก (Kosmotropic) ซึ่งเป็นวธิกีารใหม่ทีใ่นการเพิม่ประสทิธภิาพของการ

เกิดเคมลูีมเินสเซนส์  ทําให้เทคนิคการตรวจวดัแบบลูมเินสเซนส์มศีกัยภาพที่ดรีวมถึงมคีวามไวและความแม่นยําที่

สงูขึน้ [8] โดยกลไกการเพิม่ประสทิธภิาพนัน้จะอาศยัการใชแ้อมโมเนียมซลัเฟต (AS) ซึง่เป็นเกลอืทีล่ะลายน้ําไดด้ ีมกั

ใชใ้นการตกตะกอนโปรตนีในงานวจิยัทางชวีภาพตา่งๆ เมื่อเตมิ AS ทีค่วามเขม้ขน้มากกว่า 2.8 โมลารล์งในปฏกิรยิาที่

มลูีมนิอล-ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์-HRP จะส่งผลต่อความเขม้ของแสงเคมลูีมเินสเซนสอ์ย่างมนัียสาํคญั ซึง่อาจเป็นผล

มาจากผลกระทบของ AS แบบคอสโมโทรปิกต่อโครงสรา้งโปรตนี HRP โดย AS จะทําใหเ้กดิการจดัเรยีงโมเลกุลของ

น้ํารอบๆ โปรตนี HRP ในลกัษณะเฉพาะ โดยการจดัเรยีงน้ีส่งผลให ้โครงสรา้งโมเลกุล HRP เกดิปฏกิรยิาออ็กซเดชัน่

กบัลูมนิอลไดด้ยีิง่ขึน้และเกดิการเรอืงแสงทีม่ากขึน้นัน่เอง การคน้พบน้ีมศีกัยภาพทีจ่ะนําไปประยุกต์ใชใ้นหลากหลาย

สาขา เช่นนําไปพฒันาไบโอเซนเซอรแ์บบลูมเินสเซนสท์ีม่คีวามไวสงูเพื่อตรวจจบัสารชวีโมเลกุลต่างๆ หรอืนําไปใชใ้น

การวเิคราะหเ์อนไซมแ์บบลูมเินสเซนสแ์ละศกึษาปฏกิรยิาของเอนไซมเ์ป็นตน้ อย่างไรกต็ามยงัจําเป็นตอ้งมกีารศกึษา

และวจิยัเพิม่เตมิในอนาคตเพื่อทาํความเขา้ใจกลไกการเกดิปฏกิรยิาทีแ่น่ชดัซึง่จะนําไปสู่การพฒันาเทคนิคการตรวจวดั

แบบลูมเินสเซนสท์ีม่ปีระสทิธภิาพสงูยิง่ขึน้สาํหรบัการวเิคราะหส์ารชวีโมเลกุลต่างๆ [8] 

งานวิจยัในปี ค.ศ. 2023 ได้พฒันาวิธีการตรวจจบัแอลฟ่า-ฟีโตโปรตีน (Alpha-fetoprotein: AFP) ซึ่งเป็น

เครื่องหมายชวีภาพสําหรบัการวนิิจฉัยโรคมะเรง็ตบัทีแ่ม่นยําและมคีวามไวสูงโดยใชไ้บโอเซนเซอร์ที่อาศยัหลกัการ

ถ่ายเทพลังงานผ่านกระบวนการ Electrochemiluminescence resonance energy transfer (ECL-RET) กลไกน้ีใช้

ประโยชน์จากการทบัซ้อนกนัระหว่างสเปกตรมัการเปล่งแสง (Emission spectrum) ของสารใหพ้ลงังาน (Donor) กบั

สเปกตรมัการดูดกลนืแสง (Absorption spectrum) ในช่วงอลัตราไวโอเลต-วสิเิบลิ (Ultraviolet-visible, UV-Vis) ของ

สารรบัพลงังาน (Acceptor) โดยใชลู้มนิอลทําหน้าทีเ่ป็นสารใหพ้ลงังานเน่ืองจากมศีกัย์ออกซเิดชนัตํ่า มปีระสทิธภิาพ

การเรืองแสงที่สูงและมคีวามคงตัวของสญัญาณ ECL แต่ข้อจํากัดของการใช้ลูมนิอลคือยดึติดกบัพื้นผิวอิเล็กโทรด 

(Electrode) ไดย้าก ส่งผลต่อประสทิธภิาพ ดงันัน้จงึไดม้กีารประยุกต์ใชอ้นุภาคนาโนแบบหลายชัน้ (Multilayer nano 

particles) เพื่อปรบัปรุงประสทิธภิาพการยดึตดิโดยใชเ้ลเยอร์ดบัเบลิไฮดรอกไซด์ (Layered double hydroxide: LDH) 

ซึ่งจัดเป็นวัสดุอนินทรีย์ที่มีความสามารถในการปรับองค์ประกอบทางเคมีของชัน้ (Tunable lamellar chemical 

composition) และแลกเปลี่ยนแอนอิออนระหว่างชัน้ (Exchangeable interlayer anions) และยงัมคุีณสมบตัเิป็นวสัดุ

พาหะ (Carrier) ที่ดสีําหรบัสารชวีโมเลกุลต่างๆ เพราะ มคีวามเขา้กนัได้ทางชวีภาพ (Biocompatible) ไม่เป็นพษิ (Non-

toxic) และมพีืน้ทีผ่วิสมัผสัขนาดใหญ่ (Large surface area) เหมาะสําหรบัการยดึตดิและกระจายตวัของลูมนิอลอย่าง

สมํ่าเสมอ จากนัน้นํา ลูมนิอล-LDH และอนุภาคนาโนทองคํา (Au NPs) มาสงัเคราะห์นาโนฟิล์มแบบหลายชัน้โดยใช ้

Copper sulfide (CuS) เป็นตวัรบัพลงังาน ผลการวจิยัพบว่าไดไ้บโอเซนเซอร์ทีป่ลอดภยัและมปีระสทิธภิาพสูงในการ

ตรวจจบั AFP แมเ้พยีงปรมิาณเลก็น้อยไดอ้ย่างแม่นยาํสามารถนําไปใชใ้นการวเิคราะหโ์รคในทางคลนิีคได ้[24] 

4. การประยุกต์ใช้ลูมินอลในการตรวจวดัสารชีวโมเลกลุเป้าหมายด้วยเทคนิคอิเลก็ทรอเคมีลูมิเนส

เซนสอิ์มมูโนแอสเซย ์(Electrochemiluminescence Immunoassay, ECLIA) 

เทคนิคอเิลก็ทรอเคมลูิมเินสเซน็ซ์อมิมโูนแอสเซย ์(Electrochemiluminescence Immunoassay, ECLIA) เป็น

เทคนิคการตรวจวดัทางชวีการแพทย์ที่มคีวามไวและความแม่นยําสูง ใช้ในการตรวจวดัปรมิาณของสารชวีโมเลกุล

เป้าหมาย (Target biomolecules) ในตวัอย่างทางชวีภาพต่างๆ เช่น เลอืด ปัสสาวะ หรอืเน้ือเยื่อ เทคนิค ECLIA น้ี

ได้รบัการพฒันาขึ้นและในปัจจุบนักลายเป็นเครื่องมอืสําคญัที่ใชใ้นงานวจิยัและวนิิจฉัยทางการแพทย์ หลกัการของ

เทคนิค ECLIA นัน้จะอาศยัปฏกิรยิาจบัคู่ระหว่างแอนตบิอด-ีแอนติเจนทีจ่ําเพาะเจาะจง แอนตบิอดจีะถูกเชื่อมต่อกบั

สารเรอืงแสง (Luminophore) ผ่านปฏิกรยิาไบโอคอนจูเกต (Bioconjugation) สารเรอืงแสงน้ีจะถูกกระตุ้นใหเ้กิดแสง

สว่างภายใตก้ระแสไฟฟ้า ตวัอย่างทางชวีภาพทีป่ระกอบดว้ยสารเป้าหมายจะถูกนําไปรวมกบัสารละลายทีม่แีอนตบิอดี
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ทีเ่ชื่อมต่อกบัสารเรอืงแสง แอนตบิอดจีะจบัคู่กบัสารเป้าหมายอย่างจาํเพาะ ส่งผลใหส้ารเรอืงแสงถูกดงึดดูไปยงัพืน้ผวิ

ของอเิลก็โทรด เมื่อใชก้ระแสไฟฟ้า สารเรอืงแสงจะถูกกระตุ้นใหเ้กดิแสงสว่าง ความเขม้ของแสงทีว่ดัไดจ้ะแปรผนัตาม

ปรมิาณของสารเป้าหมายในตวัอย่าง [25] เทคนิค ECLIA มขีอ้ดหีลายประการเมื่อเปรยีบเทยีบกบัเทคนิคการตรวจวดั

อื่นๆ เช่นมคีวามไวสูงสามารถตรวจจบัสารเป้าหมายในปรมิาณทีน้่อยมากได้อีกทัง้ยงัใหผ้ลลพัธ์ทีส่อดคล้องกนัและ

เชื่อถือได้นอกจากน้ียงัสามารถใหผ้ลลพัธ์ได้อย่างรวดเร็วและสามารถวดัปรมิาณสารเป้าหมายในช่วงความเขม้ขน้ที่

กวา้ง เทคนิคน้ีถูกนําไปประยุกตใ์ชใ้นหลากหลายสาขาทางการแพทยแ์ละชวีการแพทย์เช่น ใชใ้นการวนิิจฉยัโรคต่างๆ 

เช่น มะเรง็ โรคหวัใจ โรคตดิเชือ้และโรคทางภูมคิุม้กนัหรอืใชใ้นการศกึษากลไกของโรครวมถงึการพฒันาวธิกีารวนิิจฉยั

และรกัษาโรคเป็นต้น [26] การประยุกต์ใชส้ารลูมนิอลในเทคนิค ECLIA จะใชห้ลกัการของการแสงเรอืงแสงสฟ้ีาทีเ่กดิ

จากปฏกิรยิาเคมลูีมเินสเซนสข์องลูมนิอลภายหลงัการกระตุ้นดว้ยไฟฟ้า (Electrochemiluminescence) โดยสารลูมนิอล 

มีคุณสมบตัิในการเรืองแสงสีฟ้าเมื่อถูกกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นทางไฟฟ้าเคมี โดยในเทคนิค ECLIA แบบแซนด์วชิ 

แอนตบิอดจีะจบัคู่กบัแอนตเิจนเป้าหมายบนพืน้ผวิแขง็ จากนัน้แอนตบิอดอีกีดา้นหน่ึงจะจบัคู่กบั Secondary antibody 

ที่เชื่อมต่อกับเอนไซม์ Peroxidase เอนไซม์น้ีจะเร่งปฏิกริยาการเกิดอ็อกซิเดชัน่ของลูมนิอลและไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ทําให้เกดิการเรอืงแสงไฟฟ้าเคมอีอกมา เทคนิค ECLIA ที่ใชลู้มนิอลน้ีมคีวามไวสูงกว่าเทคนิคการตรวจวดั

แบบเรอืงแสงอื่นๆ เหมาะสาํหรบันําไปใชใ้นการตรวจวดัสารชวีโมเลกุลทีม่ปีรมิาณน้อยในร่างกายเช่นฮอรโ์มนตา่งๆ ได้

อย่างมปีระสทิธภิาพ [5] 

 

บทสรปุ 

การเกดิปฏกิรยิาเคมลูีมเินสเซนสเ์ป็นวธิกีารทางวทิยาศาสตร์ทีถู่กนําไปประยุกตใ์ชส้ําหรบัการวเิคราะหแ์ละ

วดัปรมิาณของสารชวีโมเลกุลกนัอย่างแพร่หลายโดยใช้สารเรอืงแสงเคมลูีมเินสเซนส์ (Chemiluminescent agents) 

หลากหลายชนิดที่ เช่น ลูมนิอล ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ฟลูออเรสซีน ไดออกซีเทน อนุพนัธ์ออกซาเลตและสยีอ้ม

อะครดิเินียม โดยแต่ละชนิดจะมคีวามจําเพาะทางชวีภาพ (Biological specificity) และประโยชน์ใชส้อยทีแ่ตกต่างกนั 

บทความปรทิศัน์น้ีไดมุ้่งเน้นไปทีก่ารประยุกต์ใชลู้มนิอลเป็นสารเรอืงแสงเคมลูีมเินสเซนสใ์นงานดา้นนิตวิทิยาศาสตร์ 

ชวีการแพทย์และวทิยาศาสตร์คลินิก ลูมนิอลเป็นสารเรืองแสงเคมลูีมิเนสเซนส์ที่ได้รบัความนิยมอย่างมากสําหรบั

การศกึษาและวจิยัทางชวีภาพเน่ืองจากสามารถหาไดง้่ายและมรีาคาประหยดั สารละลายลูมนิอลในสภาวะทีเ่ป็นด่างจะ

เกิดปฏิกริยาออกซิเดชนักับตัวออกซิไดซ์ต่างๆ อาทิ โอโซน (Ozone) ฮาโลเจน (Halogens) ซิงเกิลเล็ตออกซิเจน 

(Singlet oxygen) เปอรซ์ลัเฟต (Persulphates) ไฮโปคลอไรท ์(Hypochlorite) หรอื ไฮโดรเจนเปอออ็กไซด ์(H2O2) และ 

K3Fe(CN)6 ส่งผลให้เกิดการเรอืงแสงเคมลูีมเินสเซนส์สฟ้ีาที่ความยาวคลื่นสูงสุด (λmax) 425 นาโนเมตร ซึ่งสารลูมนิอล 

ไม่เพยีงแค่ทําปฏกิรยิาออกซเิดชนักบัตวัออกซไิดซ์โดยตรงเท่านัน้แต่ยงัสามารถทําปฏกิรยิากบัสารออกซิเดชนัอื่นๆ 

ได้อีกด้วยโดยอาศยัตวัเร่งปฏิกริยา (Catalyst) เช่น เอนไซม์ฮอร์สเรดิชเพอร์ออกซิเดส (Horseradish peroxidase: 

HRP) แลคโตเปอร์ออกซเิดส (Lactoperoxidase) และแลคเคส (Laccase) เป็นต้น โดยทีไ่ฮโดรเจนเปอออ็กไซดจ์ะเป็น

ตวัออกซไิดซ์ทีม่คีวามสําคญัทีสุ่ดในการเรอืงแสงเคมลูีมเินสเซนส ์เน่ืองจากช่วยเพิม่ความเขม้ของแสงของลูมนิอลได้

เป็นอย่างด ีดงันัน้ระบบ HRP-ลูมนิอล-ไฮโดรเจนเปอออ็กไซด ์จงึจดัเป็นระบบการออกซเิดชนัเพื่อใหเ้กดิเรอืงแสงเคม ี

ลูมเินสเซนสท์ีส่ําคญัและถูกนําไปประยุกตใ์ชใ้นงานวจิยัทางชวีภาพอย่างมากมาย นอกจากนัน้เอนไซมเ์พอร์ออกซเิดส 

สามารถเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนักบัลูมนิอลไดใ้นสภาวะทีไ่ม่รุนแรงต่างจากสารออกซเิดชนัอื่นๆ ทีจ่ะเกดิการออ็กซเิดชัน่ 

ในสภาวะแวดล้อมที่มคีวามเป็นด่างสูงทีอ่าจส่งผลใหเ้กิดการเสยีสภาพ (Denaturation) ของโปรตนีและส่งผลต่อการ

ทาํงานของเอนไซมไ์ด ้
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ตารางท่ี 2 แสดงการเปรยีบเทยีบความไวและความจาํเพาะของการตรวจคราบเลอืดดว้ย Presumptive test [27] 

Presumptive test                                             Sensitivity                                               Specificity 

Kastle–Meyer test                                         18%                                              100% 

Leucomalachite green                                    18%                                               98% 

Benzidine test                                                0%                                              100% 

Luminol test                                                 90%                                              100% 

     
สารลูมินอลยงัมคีวามจําเพาะสูง (High Specificity) สามารถเกิดปฏิกริยาได้อย่างจําเพาะกบัสารบางชนิด

เท่านัน้ทําใหก้ารวเิคราะห์มคีวามแม่นยําสูง นอกจากน้ีสารลูมนิอลยงัใชง้านไดง้่าย (Simplicity) ไม่ซบัซ้อนโดยอาศยั

เพียงการผสมสารละลายลูมนิอลกบัตวัอย่างและสารเร่งปฏิกริยา (Catalyst) โดยไม่ต้องใช้เครื่องมอืที่ยุ่งยากทําให้

เหมาะสําหรบัใชง้านในหอ้งปฏบิตักิารขนาดเลก็หรอืแมก้ระทัง่ในภาคสนาม ลูมนิอลยงัมคีวามไวสูง (High sensitivity) 

สามารถตรวจจบัสารไดใ้นปรมิาณทีน้่อยมากซึง่คุณสมบตัขิอ้น้ีมปีระโยชน์อย่างยิง่ในทางการแพทย ์ดว้ยขอ้ดเีหล่าน้ีจงึ

มกีารนําลูมนิอลไปประยุกต์ใชใ้นหลากหลายสาขา ตวัอย่างทีเ่ด่นชดัทีสุ่ดคอืในทางนิตวิทิยาศาสตร์ทีส่ารลูมนิอลถูก

นําไปใชต้รวจหาคราบเลอืดแฝงในสถานทีเ่กดิเหตุอาชญากรรม ลูมนิอลจะทําปฏกิรยิากบัเหลก็ (Iron) ในฮโีมโกลบนิ

ของเม็ดเลือดแดงส่งผลให้เกิดการเรืองแสงสีฟ้าขึ้น นอกจากน้ีในงานด้านชีวการแพทย์มกีารนําลูมินอลไปพฒันา

ไบโอเซนเซอร์ทีส่ามารถตรวจจบัสารชวีโมเลกุลต่างๆ ได้อย่างแม่นยํา ตวัอย่างเช่นการตรวจหาปรมิาณโปรตนีหรอื

ฮอรโ์มนในร่างกายทีต่ํ่าผดิปกตซิึง่อาจเป็นสญัญาณของการเกดิโรคไดเ้ป็นตน้ สารลูมนิอลถูกนําไปใชก้บัเทคนิคอมิมโูน

แอสเซย์ (Immunoassays) เพื่อแสดงการทาํงานของยนีหรอืการมอียู่ของสารชวีโมเลกุลชนิดใดชนิดหน่ึงในร่างกายได้

เช่นกนั ในปัจจุบนัยงัคงมกีารคน้ควา้และวจิยัอย่างต่อเน่ืองเพื่อนําสารลูมนิอลไปประยุกต์ใชใ้นศาสตร์แขนงอื่นๆไม่ว่า

จะเป็นการใชเ้ป็นยนีรายงานผล (Reporter gene) สําหรบังานทางดา้นพนัธุวศิวกรรมในการตดิตามตําแหน่งของยนีที่

ทําการตัดต่อลงไปภายในเซลล์จากการเรืองแสงของลูมินอลแทนการใช้ยีน Chloramphenicol acetyl transferase 

(CAT) หรอืใชใ้นการตดิตามสภาพแวดลอ้ม (Environmental monitoring) โดยอาศยัความสามารถในการตรวจจบัโลหะ

หนักหรอืสารปนเป้ือนอื่นๆ เป็นตน้ 
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