
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 

 

 

 

 



ภาคผนวก ก 

 
ข้ันตอนการเตรียมสารเคมีในการสกดั การเพิม่ปริมาณสารพนัธุกรรม และการดูผล  

ส าหรับเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification 

 
 

1.สารเคมีส าหรับสกดัตัวอย่าง (ธานินทร์, 2538) 
 1. การเตรียมน ้ายา Chelex ความเขม้ขน้ 5 %  
  Chelex 100        0.5       g 

  H2O         10     ml 
 เวลาใช ้ดูดในส่วนท่ีเป็นเมด็ Chelex ใส่ใน Tube สกดัใหท้ว้มตะกอนดีเอน็เอ 
 
 2. การเตรียมน ้ายา TE

-4 
  Tris Base (10 mM)      1.21       g 

  Na2EDTA (0.1 mM)    0.037       g 

 หมายเหตุ ละลาย Tris ในน ้ากลัน่ 800 ml แลว้ปรับ pH ใหไ้ด ้7.5 แลว้ค่อยเติม EDTA 

แลว้ปรับ pH อีกคร้ัง จากนั้นเติมน ้ากลั้นใหไ้ดป้ริมาตร 1 L น ้าไปฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง Autoclave 

 
 3. การเตรียมแอลกอฮอล ์70% 
  แอลกอฮอล ์95%        70   ml 
  H2O         25     ml 

 
 4. อตัราส่วน Phenol : Chloroform = 1:1 

   
5. อตัราส่วนสารตกตะกอนดีเอน็เอ 

  4M NH4AC (Ammonium Acetate) 1 ส่วน  

100% Isopropanol 2 ส่วน 

ต่อ น ้าสกดัสารละลายดีเอ็นเอท่ีตอ้งการสกดั 1 ส่วน 
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2.สารเคมีส าหรับเพิม่ปริมาณสารพนัธุกรรมด้วยเทคนิค LAMP 

 1.การเตรียม Master Mix ส าหรับ 10 Tube แสดงไวใ้นตาราง 8 

ตาราง 8 แสดงการค านวณปริมาณ Master Mix ส าหรับ 10 Tube 

Chemical Volume/ 1 tube Volume/11 tube 

H20 

10X Buffer 

Betaine 

dNTPs 

Primer Mix 

Bst. 

Template 

10 µl 

2.5 µl 

4 µl 

4 µl 

2.5 µl 

1 µl 

1 µl 

110 µl 

27.5 µl 

44 µl 

44 µl 

27.5 µl 

11 µl 

- 

Total 25 µl 264 µl 

หมายเหตุ ตอ้งเตรียมเผื่อไว ้1 Tube ป้องกนัการขาดหายของสารผสม 

 

2.การเตรียม Primer Mix ปริมาตร 100 µl 

 FIP  Primer Stock 100 µM  16 µl 

 BIP  Primer Stock 100 µM  16 µl 

 F3  Primer Stock 100 µM    2 µl 

 B3  Primer Stock 100 µM    2 µl 

 H2O     64 µl 

 Total              100 µl 

 

 3.การเตรียม dNTPs เขม้ขน้ Stock 2.5 mM each ปริมาตร 100 µl 

  dATP Stock 100 mM   2.5 µl 

  dTTP Stock 100 mM   2.5 µl 

  dCTP Stock 100 mM   2.5 µl 

  dGTP Stock 100 mM   2.5 µl 

  H2O      90 µl 

  Total               100 µl 
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3.สารเคมีส าหรับตรวจสอบผล LAMP Product 

 1.การเตรียม 0.5X TBE Buffer 

  Tris     5.4 g 

  Boric acid             2.75 g 

  EDTA            0.375 g 

 ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ให้ครบ            1000     ml 

 

 2.การเตรียม 10X Loading Dye    

  Bromophenol Blue   0.04 g 

  87% glycerol    500 µl 

  น ้ากลัน่     500 µl 

 เขยา่ใหเ้ขา้กนัจน Bromophenol Blue ละลายเป็นเน้ือเดียวกนักบั Glycerol และน ้ากลัน่ 

 

 3.การเตรียม 2% Gel Agarose 

  ผงเจล Agarose         1 g 

  ปรับปริมาตรดว้ย 0.5X TBE Buffer    50 ml 

 น าไปตม้ท่ี 60 องศาเซลเซียส คนสารผสมดว้ย Magnetic Stirrer จนสารละลายใส น า
ออกมาตั้งทิ้งไวใ้ห้หายฟองเดือดแลว้เทลงในถาดส าหรับเตรียมเจล จากนั้นปักหวลีงบนเจล 
   
 4.การเตรียมสารละลาย Ethidium Bromide 

  Ethidium bromide     10 µl 

  0.5X TBE    200 ml 

 เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้เก็บไวใ้นท่ีมืด ระวงัอยา่ใหถู้กผวิหนงัโดยตรง เน่ืองจาก Ethidium 

bromide เป็นสารก่อมะเร็ง 
 
 



ภาคผนวก ข 
 

 Design Primer LAMP ด้วย Primer Explorer 3  

(Eiken, 1999) 
 

PrimerSet List 

Primer set: sorting rule [Easy] 

Target DNA CTCCCCTCCT 

(Complement) gaggggagga 

CONSENSUS(*) ********** 

Primer ID dG(dimer) 171 

[52] -2.16   

[42] -1.98   

[34] -2.01   

[73] -2.13   

[13] -2.36 [13] 

      

      
[outputs: 5 sets]   Displayed 1 - 

5.                     DesignId 110327134814 

 
          

          

CCCTATAAAA GCTACCACCT CATCCTGGGC ACCCTGGTTA TATCAACTTC 

gggatatttt cgatggtgga gtaggacccg tgggaccaat atagttgaag 

********** ********** ********** ********** ********** 

181 191 201 211 221 

          

          

          

          

         A GCTACCACCT CATCCTGGGC ACCCTGGTTA TATCAAC 
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AGCTATGAGG TAATTTTTCT CTTTACTAAT TTTGATCACT GTTTGCATTA 

tcgatactcc attaaaaaga gaaatgatta aaactagtga caaacgtaat 

********** ********** ********** ********** ********** 

231 241 251 261 271 

          

          

          

          

            ta aaactagtga caaacgtaat 

          

          

          

 
          

          

GCAGTCCCCT GGGCTCTGTA AAGAATAGTG GGTGGATTCT TCATCCCAAA 

cgtcagggga cccgagacat ttcttatcac ccacctaaga agtagggttt 

********** ********** ********** ********** ********** 

281 291 301 311 321 

      [52]  CATCCCAAA 

[42]       TGTA AAGAATAGTG GGTGGATT   

[34]       TGTA AAGAATAGTG GGTGGATT TCATCCCAAA 

          

cgtGTCCCCT GGGCTCTGTA AAG     

          

          

          
 

          

          

TAAAGTGGTT TCTCAAGTGG TCCCAATTTT ACAGTTCCTA CCATCAGCTT 

atttcaccaa agagttcacc agggttaaaa tgtcaaggat ggtagtcgaa 

********** ********** ********** ********** ********** 

331 341 351 361 371 

TAAAGTGGTT TCT AAGTGG TCCCAATTTT ACAGT   

TAAAGTGGTT TCTCAAGTGG TC   ggtagtcgaa 

TAAAGTGGTT TC   tgtcaaggat ggtagtcgaa 

[73]        TGG TCCCAATTTT ACAGTTC        CTT 

      ccaa agagttcacc aggg  gtcaaggat ggtagtcgaa 
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CCCAGTTTAA GCTCTGATGG TTGGCCTCAA GCCTGTGTTG CTCCAGCACC 

gggtcaaatt cgagactacc aaccggagtt cggacacaac gaggtcgtgg 

********** ********** ********** ********** ********** 

381 391 401 411 421 

    caaatt cgagactacc aaccggTCAA GCCTGTGTTG CTCCAG 

gggtcaaatt cgTCTGATGG TTGGCCTCAA GC   

gg  GTTTAA GCTCTGATGG TTGGCCT     

CCCAGTTTAA GCTCTGAT       

[13]         

          

          

          
 

          

          

CTCCTGCCTG ACCATTCGGA TTGACTCTTT CCTCCTAAAT ATGGCTGTAA 

gaggacggac tggtaagcct aactgagaaa ggaggattta taccgacatt 

********** ********** ********** ********** ********** 

431 441 451 461 471 

     actgagaaa ggaggattta tacc 

         cct aactgagaaa ggaggattt   

         cct aactgagaaa ggaggat   

 aggacggac tggtaagcct aTGACTCTTT CCTCCTAAAT ATGGCT 

          

          

          

          
 

          

          

GTTTATTCAT TCATGAACCA CTGCTCAGGA AGGTTCCATG AAAGGGCAAA 

caaataagta agtacttggt gacgagtcct tccaaggtac tttcccgttt 

********** ********** ********** ********** ********** 

481 491 501 511 521 

       gta agtacttggt gacgag [52]   

       gta agtacttggt gacgag [42]   

       gta agtacttggt gacgag [34]   

       ccaaggtac tttcccgttt 
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AAGTCAACTC TGACTGACCA GCTTGGTTCT   

ttcagttgag actgactggt cgaaccaaga   

********** ********** **********   

531 541 551   

        

        

        

   ctgactggt cgaaccaag [73] 
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ภาคผนวก ค 

 

ล าดับเบสของ Set Primer ส าหรับเทคนิค LAMP 

(Nogami et al., 2008) 
 
 

Y-chromosome Specific Primer 

 

                  FIP:  5’-aatccgaatggtcaggcagg-ccagtttaagctctgatggtt-3’ (41 mer)               

F1c (nt433-452)-F2 (nt382-402) 

                  BIP:  5’-gactctttcctcctaaatatggctg-ttttgccctttcatggaac-3’ (44 mer)                

B1c (nt453-477)-B2 (nt513-531) 

                  B3:    5’-ctggtcagtcagagttgac-3’ (nt533-551) 

                  F3:    5’-ggtcccaattttacagttcc-3’ (nt349-368) 

 
 



ภาคผนวก ง 
 

ล าดับเบสของดีเอน็เอ Template Human Amelogenin Y 

 

>Human AmelY (NCBI, 2009) 
>gi|224589823:c6742068-6733959 Homo sapiens chromosome Y, GRCh37.p2 primary reference assembly 

1       acatagcaca cttgttttaa cgaaaaacag acctcaaata tattctgtac tatatagatt 

61     ttttaaaagt aattttagtc tctcttaatg ttaacaattg catattgact taatctctta 
121   ctctctcttc ccttccttca cactctccct tcctctctct ttctcttctc ctcccctcct 

181   ccctataaaa gctaccacct catcctgggc accctggtta tatcaacttc agctatgagg 

241   taatttttct ctttactaat tttgatcact gtttgcatta gcagtcccct gggctctgta 
301   aagaatagtg ggtggattct tcatcccaaa taaagtggtt tctcaagtgg tcccaatttt 

361   acagttccta ccatcagctt cccagtttaa gctctgatgg ttggcctcaa gcctgtgttg 

421   ctccagcacc ctcctgcctg accattcgga ttgactcttt cctcctaaat atggctgtaa 
481   gtttattcat tcatgaacca ctgctcagga aggttccatg aaagggcaaa aagtcaactc 

541   tgactgacca gcttggttct atcccatccg gtaaaatgta aagattaggt aaaattacta 
601   actttgggca aataatttcc tctctttgga accctggttt tctcatttgg acaagggaaa 

661   ttactgtaat attcacattt caaaatattg gagaataata tagttaacaa ttataaaaac 

721   tgctttgtca agtataatat gagcaaggta actgattttt tattgattac atcgtgtatt 
781   accatataaa gaatccccaa acctaaggtt aactaagtgt gtatactgtt cagaaaggaa 

841   taaaattctt acttctctca taggttcagg taacaatctg tgagtttatt tacttacaca 

901   agctgctgac aaatgttaat aagaatctga ggcaaggttt tctgttaaac ctaaaagatt 
961   gacaaatttg atcagtaaaa tctgtgtttt taggttgagg gacagtgttt gcaccgcttt 

1021 tttccccatt gtgacatcaa aggaaagatg aaattaacat tatgtcacat tattgcggca 

1081 taattttatg tttgctttgc tcttacaatg aaaagcagga cctatggaaa taaacagatt 
1141 tactcccttt gtaacttcag tcaagttaat gaatctcttt aacttcccat gaccttatct 

1201 aaaaagtgag agtaacaata cttgcctcct agcatataag gaaagatgaa gaatgtgtgt 

1261 gatggatgta aacacagtgc ctgacacaca ggaagtaccc aacaaatgtt ttaccttctt 
1321 ctttctcttg tagaactcac attctcaggc tatcaatgtt gacaggattg ctttagtgag 

1381 tctatatttc ctaccgcatc agtgaatttc tgcatgggat gaaagtaaat taaatcaaat 

1441 ggattctaat atatctttct cttaaggtgc tcaccccttt gaagtggtac cagagcatga 
1501 taagaccacc agtatgtaga cattttgttc tttattccct gaaaatatta ggcatgcatt 

1561 taaattccca ttttaagaaa ataccatgtg tactccacat acagacacta atgggaaatt 

1621 tagtttgtaa aaaatcatgt ctgtgtacac agttacaaat ttttgcaaag gaaagataaa 
1681 tacaatattc ctatggccat aatggcaaag acaacactgc tgcttctctg gttggagtca 

1741 cgtgagccaa tggtaaacct gcatctctgt ttctcaccag tactcttcct atggttacga 

1801 gcccatgggt ggatggctgc accaccaaat catccccgtg gtgtcccaac agcaccccct 
1861 gactcacacc ctgcagtctc atcaccacat cccagtggtg ccagctcagc agcccagggt 

1921 ccgccagcaa gcactgatgc ctgttcctgg ccagcaatcc atgactccaa cccaacacca 

1981 tcagccaaac ctccctctgc ctgcccagca gcccttccag ccccagcctg ttcagccaca 
2041 gcctcaccag cccatgcagc cccagccacc tgtgcaaccc atgcagcccc tgctgccaca 

2101 gccacctctg cctccaatgt tccccctgcg gcccctgccc cccatacttc ctgatctgca 

2161 tctggaagct tggccagcaa cagacaagac caagcaggag gaagtggtga gtacaccttg 
2221 aagccactac aatgcaaatc ctgtgaaaat ggtgcagcaa agttggcccc agagttctaa 

2281 ggggtccaac aactcagggt ctagagttgt agtagttaca gatctatgat tctattagtc 

2341 caagtaatat gttgtatctt tacattataa acaaatttat ctaaatggct tggtaattaa 

2401 gaacacagtt tttatgatag gtttaaattt tattattatt gaatttctac cagactgtat 

2461 attatgacaa cccattaata gaaaaatata ttattaaacc ctcttaattt taagggcaac 

2521 agcaataagg gaatatcagt tctttcattt caaagatttg actcacaaga agaggctaga 
2581 attgcagtga aggcttaaga taagatgggg tgggtaattt ttagagtgca tatatttgaa 

2641 caagctatga aaggtagatg ggaaatctct ttaaaaaaac ctatacgaag gtttcccatt 

2701 ttcagtagtt ttcagtctaa cttggaggag gctaaactaa acatgctgtt agagtccttt 
2761 ttagtgctga gattctatag atgattaagc ttttaaaaag aagttacctc aatttatgac 

2821 tgaatctccc attacaagaa gcacttacaa atgaatggga ataatcaata aaaaaacttt 

2881 atccacatcc ataaaatctt atttctacgt atataagatt atgtgatcta tcacttatat 
2941 gtatccaact gtaattccaa tttatacaag ctattgatga tatactactg agaagcagag 

3001 aaaagtgagg tggaaatgac caggatagac agccaggaca gctaggttca agttctggct 

3061 ttgccctcaa aaaggaggca ctattgtaaa agttacttca aatgtgtgag tattttcgtt 
3121 tcttttaaat gggggaaaat gacaaaatca gatcattttc aagcctctga ccaggtataa 

3181 atgtgataac ttctgaatta aaaaatcata atatatgtta taaatggctt aataattgtg 

3241 agcatgttta cagagaatat ggggcagaat tt 



ภาคผนวก จ 
 

ต าแหน่งจับของ Primer บนสายดีเอน็ Template 

 

 
Sequence of primer design 

Human amelogenin (AMELY) gene, 3' end of cds 

(สาย Complementary) 

       1 acatagcaca cttgttttaa cgaaaaacag acctcaaata tattctgtac tatatagatt 

       61 ttttaaaagt aattttagtc tctcttaatg ttaacaattg catattgact taatctctta 

      121 ctctctcttc ccttccttca cactctccct tcctctctct ttctcttctc ctcccctcct 

      181 ccctataaaa gctaccacct catcctgggc accctggtta tatcaacttc agctatgagg 

      241 taatttttct ctttactaat tttgatcact gtttgcatta gcagtcccct gggctctgta 

       F3 

      301 aagaatagtg ggtggattct tcatcccaaa taaagtggtt tctcaagtgg tcccaatttt 

    F2 

      361 acagttccta ccatcagctt cccagtttaa gctctgatgg ttggcctcaa gcctgtgttg 

    F1c  B1c 

      421 ctccagcacc ctcctgcctg accattcgga ttgactcttt cctcctaaat atggctgtaa 

         aatccgaa tggtcaggca gg  

      B2  B3 

      481 gtttattcat tcatgaacca ctgctcagga aggttccatg aaagggcaaa aagtcaactc 

                 ttttgccc tttcatggaa c  ctggtcag 

      541 tgactgacca gcttggttct atcccatccg gtaaaatgta aagattaggt aaaattacta 

             tcagagttga c 

 



ภาคผนวก ฉ 

 
Alignment Primer by ClustalX2 

 

 

 

ภาพ 22 Alignment Primer B1c and Amel Y 

 

 

ภาพ 23 Alignment Primer B2 and Amel Y 

 

 

ภาพ 24 Alignment Primer B3 and Amel Y 

 

 

ภาพ 25 Alignment Primer F1c and Amel Y 
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ภาพ 26 Alignment Primer F2 and Amel Y 

 

 

ภาพ 27 Alignment Primer F3 and Amel Y 

 



 ภาคผนวก ช 

 

วดัปริมาณดีเอน็ 
 



                          

ภาคผนวก ซ 

 

ตาราง Chi-Square 
 



5
9

 
                           



ประวตัิผู้เขียน 

 
 

ช่ือ – สกุล  นายจิรายทุธ์ วงัตา 
 
วนั เดือน ปี เกดิ  19 มีนาคม 2531 
 
ประวตัิการศึกษา  ส าเร็จการศึกษามธัยมศึกษาตอนตน้  

โรงเรียนพิริยาลยัจงัหวดัแพร่ 
   ปีการศึกษา 2545 
 
   ส าเร็จการศึกษามธัยมศึกษาตอนปลาย  

โรงเรียนพิริยาลยัจงัหวดัแพร่ 
    ปีการศึกษา 2548 
 
   ส าเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวชิาชีววทิยา  

มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
   ปีการศึกษา 2552 
 

 

 

 

 

 

 

 


