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บทน ำ วตัถุประสงค์ และทบทวนเอกสำร 
 

 
บทน ำ หลกักำร ทฤษฏี เหตุผล และสมมติฐำน  
 ปัจจุบนัเทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์ไดเ้ขา้มามีบทบาทในการท าประโยชน์กบังานหลายๆ 
ด้าน อาทิเช่น ด้านการแพทย์เพื่อการวินิจฉัยโรค อุตสาหกรรม และส่ิงแวดล้อมเพื่อการผลิต 
เกษตรกรรมเพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุ รวมไปถึงการตรวจดีเอ็นเอทางนิติวิทยาศาสตร์ เรามกัจะคุน้เคย
กบัค าว่า ลายพิมพดี์เอ็นเอ (DNA fingerprint) ซ่ึงเป็นส่ิงท่ีใช้บ่งบอกลกัษณะจ าเพาะของแต่ละ
บุคคล พฒันาข้ึนใชค้ร้ังแรกโดย ศาสตราจารย ์Alec Jeffreys ในปี ค.ศ. 1985 และพบวา่ลายพิมพ ์
ดีเอ็นเอจะเป็นเอกลกัษณ์ของแต่ละบุคคล โอกาสท่ีคนสองคนจะมีดีเอ็นเอเหมือนกนัมีค่าเท่ากบั 1 
ใน 9,340 ลา้น ซ่ึงมีค่าสูงกวา่จ านวนประชากรในโลกน้ี (สุรินทร์, 2548) งานนิติวทิยาศาสตร์น าลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอมาใช้ประโยชน์ในการตรวจหาความสัมพนัธ์ของบุคคลว่าเป็นพ่อ แม่ ลูกกนัจริง
หรือไม่ อีกทั้งยงัช่วยในการหาตวัผูก้ระท าความผิดจากวตัถุพยานทางชีวภาพท่ีคนร้ายไดทิ้้งเอาไว้
ในท่ีเกิดเหตุ และเรามกัจะพบวา่วตัถุพยานชีวภาพท่ีคนร้ายไดทิ้้งไวใ้นท่ีเกิดเหตุนั้นมีปริมาณท่ีนอ้ย
มากซ่ึงอาจท าใหย้ากต่อการตรวจพิสูจน์ ดว้ยเหตุน้ี จึงมีการน าเทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์เขา้มาช่วย
เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมจ าเพาะส่วนก่อนโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
พฒันาข้ึนในปี ค.ศ. 1986 โดย Kary Mullis สามารถเพิ่มช้ินส่วนดีเอน็เอเฉพาะส่วนท่ีตอ้งการ เป็น
จ านวนมาก ภายในระยะเวลาอนัสั้นในหลอดแกว้ (in vitro) (หทัยา, 2549) ท าให้ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็น
เอจ านวนมากเพื่อง่ายต่อการตรวจสอบ ในปี ค.ศ. 2000 Notomi et al. ไดพ้ฒันาเทคนิคการเพิ่ม
ปริมาณสารพนัธุกรรมแบบใหม่ ช่ือวา่ Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

เทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ไดถู้กท าการวิจยัแลว้วา่
เป็นเทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีดีกวา่เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ทั้ งในด้านของความมีประสิทธิภาพสูง (efficiency) ความไว (sensitivity)  ความแม่นย  า 
(precision) ความจ าเพาะ (specificity) และความประหยดั (cheapness) (Eiken GENOME 

SITE, 2005) ดว้ยคุณสมบติัต่างๆ ดงัท่ีไดก้ล่าวมาของเทคนิคน้ีท าให้ผูว้ิจยัเกิดความสนใจท่ีจะน า
เทคนิคน้ีมาพฒันาต่อยอดในงานดา้นนิติวทิยาศาสตร์ 
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  ในปัจจุบนัเทคนิคแลมป์ (LAMP)ไดถู้กน าไปใชอ้ยา่งกวา้งขวางในงานทางดา้นการแพทย ์
เพื่อช่วยในการวนิิจฉยัโรคท่ีเกิดจาก แบคทีเรีย ไวรัส และปรสิต โดยการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม
ของเช้ือท่ีสงสัยเพื่อตรวจวินิจฉัย และหาแนวทางรักษาได้ทันท่วงที แต่การน ามาใช้ทางนิติ
วิทยาศาสตร์ และการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของมนุษย์ด้วยเทคนิคแลมป์นั้นยงัมีน้อยมาก 
ดังนั้ นจึงเป็นการสมควรอย่างยิ่งท่ีจะต้องท าการวิจัยเพื่อท่ีจะน ามาประยุกต์ใช้ในงานด้านนิติ
วิทยาศาสตร์ ซ่ึงจะส่งผลดีให้กบัหน่วยงานด้านความยุติธรรม ในเร่ืองของความรวดเร็ว และลด
ความยุง่ยากในการตรวจพิสูจน์ รวมไปถึงการประหยดังบประมาณของรัฐไดอ้ยา่งมหาศาล 
 

 
Visual Detection (EIKEN, 2005) 

ภำพ 1 การเรืองแสงท่ีเกิดจากการใชส้ารฟลูออเรสเซนต ์
 

 ความแตกต่างของเทคนิคแลมป์กบัเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) มีอยูห่ลายอย่างดว้ยกนัเทคนิค
แลมป์ใชอุ้ณหภูมิเดียวตลอดทั้งปฏิกิริยา (isothermal) ส่วนพีซีอาร์นั้นตอ้งใชอุ้ณหภูมิหลากหลาย
ในหน่ึงรอบของปฏิกิริยา (thermal cycler) ดว้ยเหตุน้ีจึงท าให้เทคนิคแลมป์มีความยุง่ยากนอ้ยกวา่
เพราะเพียงแค่ใช้เคร่ืองแช่อบ (incubator) ก็สามารถท าได้แลว้ ในขณะท่ีเทคนิคพีซีอาร์ตอ้งใช้
เคร่ืองมือส าหรับพีซีอาร์ท่ีมีราคาแพงกว่า และมีขั้นตอนการตั้งค่าเคร่ืองมือท่ียุ่งยากมากกว่า 
นอกจากน้ีการท่ีเทคนิคแลมป์ใช้ไพรเมอร์ (primer) ถึงส่ีตวัท่ีจ  าเพาะกบัต าแหน่งจดจ าบนยีนท่ี
สนใจท าให้เทคนิคแลมป์มีความจ าเพาะมากกว่าเทคนิคพีซีอาร์ท่ีใช้ไพรเมอร์เพียงแค่สองตัว 
(Moradi et al., 2008) ในส่วนของเอนไซมพ์อลิเมอเรสเทคนิคแลมป์ใช ้Bst. DNA polymerase 
ซ่ึงมีคุณสมบติัแยกดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นสายเด่ียวได ้(strand displacement) ซ่ึง Tag polymerase 
ท่ีใชใ้นเทคนิคพีซีอาร์นั้นไม่มีคุณสมบติัน้ี ในดา้นของกลไกการสังเคราะห์เทคนิคแลมป์จะใชดี้เอ็น
เอตน้แบบท่ีมีลกัษณะคลา้ยดมัเบล (dumbbell-shaped DNA structures) เป็นดีเอ็นเอตั้งตน้ใน
การสังเคราะห์ซ่ึงลกัษณะดงักล่าวเป็นการท างานร่วมกนัระหวา่งเอนไซม ์Bst. polymerase และ
ไพรเมอร์ท่ีมีลักษณะเฉพาะตัว นอกจากน้ีผลผลิตของเทคนิคแลมป์ท่ีน าไปท าอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) จะพบเป็นแถบขั้นบันได (ladder) 
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เน่ืองจากวา่ผลิตภณัฑข์องเทคนิคแลมป์มีหลากหลายขนาดแตกต่างกนั (จิตรลดัดา และคณะ, 2554) 
ส าหรับระยะเวลาในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม ในหน่ึงรอบของปฏิกิริยา เทคนิคแลมป์สามารถ
เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมได ้10

9 ซ ้ า (copies)โดยใช้เวลาน้อยกว่าหน่ึงชัว่โมง ซ่ึงเทคนิคพีซีอาร์
ใชร้ะยะเวลาในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีมากกวา่นั้น (Notomi et al., 2000) ขอ้ดีของ
เทคนิคแลมป์อีกประการหน่ึงคือ สามารถดูผลของการตรวจวดัไดด้ว้ยตาเปล่า (visual detection) 
ซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยาของแมกนีเซียม ไพโรฟอสเฟต (magnesium pyrophosphate) ท่ีเกิดจากการ
รวมกันของฟอสเฟตไอออน (pyrophosphate ion) จาก dNTPs กับแมกนีเซียมไอออน 
(magnesium ion) จากบฟัเฟอร์ของเอนไซม ์Bst. DNA polymerase (Buates, 2009) ลกัษณะ
ของความขุ่นท่ีเกิดข้ึนแสดงไดด้งัภาพ 2 นอกจากการดูความขุ่นดว้ยตาเปล่าแล้วเทคนิคแลมป์ยงั
สามารถดูผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมโดยใช้สารฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence) ท าให้เกิด
การเรืองแสงในหลอดทดลองท่ีมีการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดอี้กดว้ย การเรืองแสงแสดงไวด้งัภาพ 1  

 
(Hirayama et al., 2004) 

ภำพ 2  ลกัษณะความขุ่นท่ีเกิดข้ึนจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
 

จากหลกัการดงักล่าวจึงเป็นท่ีมาของการท างานวจิยัน้ี เพื่อพฒันาต่อยอดเทคนิคใหม่ส าหรับ
ใช้ในงานนิติวิทยาศาสตร์ เป็นประโยชน์ในการประหยดัเวลา และงบประมาณ รวมถึงทราบ
ประสิทธิภาพ และความไวของเทคนิคท่ีสามารถใชก้บัส่ิงส่งตรวจท่ีมาจากมนุษย ์ในท่ีน้ีก็คือเลือด 
โดยมุ่งเน้นความสนใจไปท่ียีน Amelogenin ซ่ึงเป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกับการพฒันาเคลือบฟัน 
(enamel) มีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซม X และ Y ท่ีต  าแหน่ง p22 ซ่ึงเป็นโครโมโซมเพศ (Sasaki 

et al., 1995) และน่ีจึงเป็นเหตุผลท่ีเลือกใชย้ีน Amelogenin เพื่อการศึกษาเก่ียวกบัการระบุเพศ
ของมนุษย ์ดว้ยการใชเ้ทคนิคแลมป์ตรวจวดัหายนี Amelogenin Y ซ่ึงมีในเพศชาย จึงเป็นวิธีการท่ี
จะสามารถแยกแยะสารพนัธุกรรมวา่เป็นของเพศชายหรือไม่ 
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กลไกกำรท ำงำนของเทคนิคแลมป์ 
  ปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์จะเกิดข้ึนได้ต้องมีส่วนประกอบท่ีส าคญัต่างๆ อนัได้แก่ น ้ า 
(H2O), 10X buffer, betaine, dNTPs, primer mix, Bst. DNA polymerase และดีเอ็นเอ
แม่แบบ (template) ซ่ึงในบรรดาส่วนประกอบเหล่าน้ีสารท่ีมีบทบาทส าคญัในการท าให้เกิดกลไก
การท าปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์ก็คือ primer mix และ Bst. DNA polymerase 
  Bst. DNA polymerase เป็นดีเอ็นเอพอลิเมอเรสชนิดหน่ึงซ่ึงไดม้าจากแบคทีเรียท่ีช่ือวา่ 
Bacillus stearothermophilus ซ่ึงหนา้ท่ีการท างานก็คลา้ยๆ กบั Taq DNA polymerase แต่ดี
เอ็นเอพอลิเมอเรสทั้งสองชนิดน้ีมีความแตกต่างกนัท่ีคุณสมบติัจ าเพาะตวัของมนั กล่าวคือ Taq 
DNA polymerase สามารถท างานไดใ้นช่วงอุณหภูมิท่ีสูงจึงเหมาะกบัปฏิกิริยาของเทคนิคพีซีอาร์
ท่ีเป็นแบบวฏัจกัร (thermal cycler) แต่ Bst. DNA polymerase เหมาะท่ีจะท างานในช่วง
อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียสจึงเหมาะกับปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์ท่ีใช้อุณหภูมิเดียว 
(isothermal) อีกทั้งยงัมีคุณสมบติัท่ีเรียกวา่ stand displacement ซ่ึงเป็นคุณสมบติัของการแยกดี
เอ็นเอสายคู่ให้เป็นดีเอ็นเอสายเด่ียวโดยไม่ตอ้งอาศยัขั้นตอนการเพิ่มอุณหภูมิเพื่อแยกสายดีเอ็นเอ
แม่แบบ (denaturation)หน้าท่ีของ Bst. DNA polymerase ในปฏิกิริยาแลมป์ก็คือเป็นตวั
ขบัเคล่ือนการสังเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่ 
  ในส่วนของไพรเมอร์นั้น เทคนิคแลมป์มีไพรเมอร์อยูห่น่ึงชุดซ่ึงประกอบไปดว้ย ไพรเมอร์
ทั้งหมดส่ีตวั อนัไดแ้ก่ FIP, F3, BIP และ B3 ซ่ึงทั้งส่ีตวัน้ีแยกยอ่ยออกเป็นสองกลุ่มใหญ่คือ 

1. Forward Primer แบ่งเป็น Forward Inner Primer (FIP) และ Forward Outer 

Primer (F3) ซ่ึงไพรเมอร์ทั้งสองตวั จะเป็นไพรเมอร์ท่ีเขา้ท าปฏิกิริยาก่อนไพรเมอร์
อีกกลุ่มหน่ึง ลกัษณะของ FIP Primer จะประกอบไปดว้ย 2 ต าแหน่งจดจ าคือ F1c 
กบั F2 ดงัแสดงไวใ้นภาพ 3  
 

 
 

ภำพ 3 Forward Inner Primer (FIP) 
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ลกัษณะของ F3 Primer ประกอบไปดว้ย 1 ต าแหน่งจดจ าคือ F3 ดงัแสดงไวใ้นภาพ 4 
 

 
 

ภำพ 4 Forward Outer Primer (F3) 
 

2. Backward Primer แบ่งเป็น Backward Inner Primer (BIP) และ Backward 

Outer Primer (B3) ซ่ึง ไพรเมอร์ทั้งสองตวั จะเป็นไพรเมอร์ท่ีเขา้ท าปฏิกิริยาทีหลงั 
ไพรเมอร์อีกกลุ่มหน่ึง ลกัษณะของ BIP Primer จะประกอบไปดว้ย 2 ต าแหน่งจดจ า
คือ B1c กบั B2 ดงัแสดงไวใ้นภาพ 5 
 

 
 

ภำพ 5 Backward Inner Primer (BIP) 
 

ลกัษณะของ B3 Primer ประกอบไปดว้ย 1 ต าแหน่งจดจ าคือ B3 ดงัแสดงไวใ้นภาพ 6 
 

 
 

ภำพ 6 Backward Outer Primer (B3) 
 

  ต  าแหน่งเขา้จบัของแต่ละต าแหน่งจดจ าของไพรเมอร์กบัดีเอน็เอแม่แบบมีดงัต่อไปน้ี F1c 
กบั F1, F2 กบั F2c, F3 กบั F3c, B1c กบั B1, B2 กบั B2c, B3 กบั B3c ซ่ึงแสดงไวด้งัภาพ 7  
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ภำพ 7 ต  าแหน่งจบัของไพรเมอร์กบัดีเอ็นเอแม่แบบ 

 
การท างานของไพรเมอร์ และเอนไซมดี์เอน็เอพอลิเมอเรสจะเป็นไปตามขั้นตอนดงัน้ี 

(ขอขอบคุณรูปภาพกลไกการท างาน ท่ีน ามาประกอบค าอธิบายของผูเ้ขียนจาก Eiken Website) 
 

ขั้นตอนที ่1 
Bst. แสดงคุณสมบติั stand displacement แลว้ FIP Primer เขา้จบักบัดีเอน็เอแม่แบบ 

 

 
ภำพ 8 กลไกปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอนท่ี 1 (EIKEN, 2005) 

FIP Primer น าต าแหน่ง F2 เขา้จบักบัต าแหน่ง F2c ของดีเอ็นเอแม่แบบ 
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ขั้นตอนที ่2 
 ดีเอน็เอพอลิเมอเรสสังเคราะห์สายใหม่ท่ีเกิดจากการตั้งตน้ของ FIP Primer 

 
ภำพ 9 กลไกปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอนท่ี 2 (EIKEN, 2005) 

ต าแหน่ง F1c ถูกหอ้ยไว ้ไม่เขา้คู่กบัดีเอ็นเอแม่แบบ 
 

ขั้นตอนที ่3 
F3 Primer เขา้จบัท่ีต าแหน่ง F3c ของดีเอน็เอแม่แบบสังเคราะห์สายใหม่แทนท่ีสายเดิม 

 
ภำพ 10 กลไกปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอนท่ี 3 (EIKEN, 2005) 

ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสสังเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่ท่ีเกิดจากการตั้งตน้ของ F3 Primer 
 

ขั้นตอนที ่4 
ไดดี้เอ็นเอสายใหม่ท่ีเป็นคู่สมกบัดีเอน็เอแม่แบบซ่ึงเกิดจากการตั้งตน้ของ F3 Primer  

 
ภำพ 11 กลไกปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอนท่ี 4 (EIKEN, 2005) 

สายดีเอน็เอท่ีถูกเลาะออกมาจะถูกน าไปเป็นสายตั้งตน้จ าลองโครงสร้างดมัเบล 
 

ขั้นตอนที ่5 
สายท่ีถูกเลาะออกมาทางดา้นซา้ยมือจะมีต าแหน่งท่ีสามารถจบัคู่กนัได ้คือ F1c กบั F1  

 
ภำพ 12 กลไกปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอนท่ี 5 (EIKEN, 2005) 

การจบักนัของต าแหน่งจดจ าทางดา้นซา้ยจะท าใหเ้กิดลูกดมัเบลทางดา้นซา้ย 
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ขั้นตอนที ่6 
จากนั้น BIP และB3 จะเขา้มาท าหนา้ท่ีตั้งตน้สังเคราะห์สายคลา้ยกบั FIP กบั F3 

 
ภำพ 13 กลไกปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอนท่ี 6 (EIKEN, 2005) 

โดยเร่ิมจาก BIP ใช ้B2 เขา้มาจบักบัต าแหน่ง B2c แลว้ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอไปจนสุดสาย 
 

ขั้นตอนที ่7 
แลว้ B3 เขา้มาจบัท่ีต าแหน่ง B3c ของดีเอน็เอแม่แบบแลง้สังเคราะห์ดีเอน็เอไปจนสุดสาย 

 
ภำพ 14 กลไกปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอนท่ี 7 (EIKEN, 2005) 

แลว้สายท่ี BIP ตั้งตน้ก็ถูกเลาะออกมา 
 
 

ขั้นตอนที ่8 
สายท่ี BIP ตั้งตน้หลุดออกมา จ าลองเป็นโครงสร้างท่ีเรียกวา่ Dumbbell Shape Structure 

 
ภำพ 15 กลไกปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอนท่ี 8 (EIKEN, 2005) 

ดมัเบลจะตั้งตน้ในการจ าลองสารพนัธุกรรมให้เป็นโครงสร้าง Cauliflower like Structure 
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ขั้นตอนที ่9 - 11  
Dumbbell Shape Structure ถูกน ามาใชต้ั้งตน้ในการสังเคราะห์ Cauliflower like Structure 

 

 
ภำพ 16 กลไกปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอนท่ี 9-11 (EIKEN, 2005) 

Cauliflower like Structure คือ โครงสร้างท่ีมีลกัษณะคลา้ยดอกกะหล ่าซ่ึงมีหลากหลายขนาด 
ซ่ึงการสังเคราะห์ดีเอน็เอในส่วนน้ีจะเป็นหนา้ท่ีการท างานของ FIP และ BIP Primer 

 
วตัถุประสงค์ของกำรศึกษำ   
  เพื่อศึกษาประสิทธิภาพ และความไวของเทคนิค Loop Mediated Isothermal 

Amplification (LAMP) ในการตรวจระบุเพศจากตวัอยา่งเลือดของมนุษย ์

 
ประโยชน์ทีจ่ะได้รับจำกกำรศึกษำเชิงทฤษฎแีละ/หรือเชิงประยุกต์   

4.1 ทราบว่าส่ิงส่งตรวจท่ีเป็นเลือดของมนุษยป์ริมาณน้อยท่ีสุดเท่าไรท่ีจะสามารถตรวจ
พิสูจน์เพศชายไดด้ว้ยเทคนิคแลมป์ (LAMP)  

4.2 ทราบถึงประสิทธิภาพของการใช้เทคนิคแลมป์ (LAMP) ส าหรับการตรวจระบุเพศ
ชายในส่ิงส่งตรวจท่ีเป็นเลือดของมนุษย ์

4.3 น าไปใชเ้ป็นการตรวจเบ้ืองตน้ทางดา้นนิติวทิยาศาสตร์ในการระบุเพศของมนุษย ์
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4.4 ช่วยในเร่ืองของการประหยดัเวลา และประหยดังบประมาณในการตรวจพิสูจน์
ทางดา้นนิติวทิยาศาสตร์ 

 
ทบทวนเอกสำร และงำนวจัิยทีเ่กีย่วข้อง  
 ในปี ค.ศ. 1985 ไดมี้การพฒันาเทคนิคในการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง
โดยไม่ต้องน าไปขยาย หรือเพิ่มปริมาณภายในเซลล์ของแบคทีเรีย เทคนิคดังกล่าวน้ีเรียกว่า 
Polymerase Chain Reaction (PCR) (ประดิษฐ,์ 2550 ) นบัวา่เป็นเทคนิคท่ีไดรั้บความนิยมอยา่ง
สูง ดว้ยความกา้วหน้าของวิทยาศาสตร์ และเทคโนโลยีท าให้เกิดการพฒันาเทคนิคใหม่ข้ึนมาเพื่อ
แกปั้ญหาของเทคนิคเก่าๆ ในปี ค.ศ. 2000 Notomi et al. ไดพ้ฒันาเทคนิคท่ีมีช่ือว่า Loop 

Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ซ่ึงไดท้  าการทดลองใน hepatitis virus B 

(HBV) DNA โดยใช้ไพรเมอร์ส่ีชุด คือ FIP, BIP, F3 และ B3 เขาท าการศึกษาถึงกลไกการ
ท างานของเทคนิคแลมป์ และได้มีการตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (confirm 

structure) ด้วยวิธี southern blot hybridization นอกจากน้ียงัได้ท าการทดสอบสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อเทคนิคแลมป์รวมไปถึงการหาความไวของเทคนิคแลมป์ท่ีใช้ในการทดลองกับ 
hepatitis virus B (HBV) DNA ซ่ึงเขาไดพ้บวา่ เทคนิคแลมป์มีประสิทธิภาพ และความไวท่ี
ดีกวา่เทคนิคพีซีอาร์ท่ีใชก้นัมาแต่เดิม  
 

 
(ก) ไม่ผา่นกระบวนการเพิ่มอุณหภูมิเพื่อแยกสายดีเอน็เอ 
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(ข) ผา่นกระบวนการเพิ่มอุณหภูมิเพื่อแยกสายดีเอ็นเอ  

(Nagamine et al., 2001) 

ภำพ 17 เปรียบเทียบระยะเวลาในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในกรณีท่ี 
ท าการเพิ่ม และไม่เพิ่มอุณหภูมิในการแยกสายดีเอ็นเอ 

 
ในปี 2001 Mori et al. ไดอ้ธิบายกลไกเกิดการขุ่นของเทคนิคแลมป์วา่เกิดจากปฏิกิริยา

ของแมกนีเซียม ไพโรฟอสเฟตท่ีเกิดจากการรวมกนัของไพโรฟอสเฟตไอออนจาก dNTPs กบั
แมกนีเซียมไอออนจากบฟัเฟอร์ของ Bst. DNA polymerase และเม่ือน าผลิตภณัฑ์ท่ีไดไ้ปท าการ
ป่ันแยกจะท าให้เห็นตะกอนความขุ่นชัดเจนข้ึนในบริเวณก้นหลอดทดลอง และในปีเดียวกัน 
Nagamine et al. ก็ไดร้ายงานวา่เทคนิคแลมป์สามารถเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมไดโ้ดยไม่ตอ้ง
อาศยักระบวนการแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบก่อน (denature template) ซ่ึงเขาไดอ้ธิบายวา่เอนไซม ์
Bst. DNA polymerase ท่ีใช้มีคุณสมบติัแยกดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นสายเด่ียวได้(strand 

displacement) อย่างไรก็ตามพบวา่การแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบก่อนจะช่วยยน่ระยะเวลาของการ
เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมได้ ลักษณะกราฟเปรียบเทียบระยะเวลาของการเพิ่มปริมาณสาร
พนัธุกรรมเม่ือมีการแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบก่อน กบัไม่ผ่านขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ
แสดงไวด้งัภาพ 17 (ก) และ(ข) โดยท่ีแกน X เป็นระยะเวลาของการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม และ
แกน Y เป็นปริมาณดีเอ็นเอท่ีตรวจวดัได ้ต่อมาในปี ค.ศ. 2002 Nagamine et al. ก็ไดท้  าการ
พฒันาต่อยอดเทคนิคแลมป์โดยการประยุกตใ์ช ้loop primer ในการทดลองกบั hepatitis virus B 

(HBV) DNA เขาพบวา่การใช ้loop primer มีผลต่อระยะเวลาในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม
ดว้ยเทคนิคแลมป์ซ่ึงจะสามารถยน่ระยะเวลาในการตรวจพบการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมไดถึ้ง
สองเท่าตวั ซ่ึงต าแหน่งเขา้จบัของ loop Primer แสดงไวด้งัภาพท่ี 18 (ก) และ (ข) โดยท่ี loop F 
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เป็นล าดบัเบสคู่สมกบัล าดบัเบสท่ีอยูร่ะหวา่งต าแหน่ง F1 กบั F2 และ loop B เป็นล าดบัเบสคู่สม
กบัล าดบัเบสท่ีอยูร่ะหวา่งต าแหน่ง B1 กบั B2 
 

 
(ก) ต าแหน่งเขา้จบัของ loop primer B 

 
(ข) ต าแหน่งเขา้จบัของ loop primer F 

ภำพ 18 ต าแหน่งการเขา้จบัของ loop Primer 
 

หลงัจากท่ีเทคนิคแลมป์ไดถื้อก าเนิดข้ึนมาก็มีนกัวิจยัหลายท่านน าไปประยุกต์ใช้ในดา้น
ต่างๆ เช่นทางการแพทย ์ในปี 2007 Oriel et al. ไดท้  าการศึกษาพฒันาเทคนิคแลมป์เพื่อการ
วินิจฉัยโรคไข้ง่วงหลับท่ีเกิดจากเช้ือโปรโตซัว Trypanosoma ทั้ งในมนุษย์ และสัตว์ เขาได้
ท าการศึกษาถึงความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีมีต่อสปีชีส์ (species) ต่างๆ ของเช้ือโปรโตซัว 
Trypanosoma ร่วมกบัการศึกษาถึงความไว และพบว่าชุดไพรเมอร์ของสปีชีส์ T. brucei, T. 

gambiense, T.congolense, T. cruzi และ T. evansi มีความจ าเพาะสูงท่ีสุด และดีเอ็นเอของเช้ือ 
Trypanosoma สามารถตรวจวดัไดด้ว้ยเทคนิคแลมป์ แมจ้ะมีปริมาณนอ้ยกวา่หน่ึงฟิโคกรัม  

ต่อมาในปี 2008 Uemura et al. ไดน้ าเทคนิคแลมป์ไปประยุกตใ์ช้กบัการวินิจฉยัโรค
ปอดอกัเสบท่ีเกิดจากเช้ือรา Pneumocystis pneumonia ซ่ึงเขาพบวา่สามารถใชเ้ทคนิคแลมป์ใน
การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมเช้ือรา Pneumocystis pneumonia เพื่อการตรวจวินิจฉัยโรคได ้
และยงัสามารถท าไดเ้ร็ว และง่ายดว้ย เพียงแค่ใช ้heat block และ black light เท่านั้น และในปี
เดียวกนั Deguo et al. ไดท้  าการศึกษาถึงขอ้เสียของเทคนิคแลมป์ โดยเขาท าการทดสอบในเช้ือ 
Salmonella  ในน ้านมดิบ ซ่ึงท าใหเ้กิดโรคทางเดินอาหาร ในการวิจยัเขาไดใ้ชไ้พรเมอร์หกตวั คือ 
inner primer สองตวั outer primer สองตวั และ loop primer สองตวั ท่ีอุณหภูมิ 61 องศา



13 
 

เซลเซียส เขาพบว่า เทคนิคแลมป์จะมีประสิทธิภาพสูงก็ต่อเม่ือใช้กับดีเอ็นเอแม่แบบท่ีมีความ
บริสุทธ์ิสูงดว้ยเช่นกนั และยงัพบวา่ขอ้จ ากดัของเทคนิคแลมป์คือ ตวัยบัย ั้งท่ีมีอยูใ่นน ้ านมดิบมีผล
ต่อปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์ซ่ึงเป็นผลการทดลองท่ีแตกต่างจากรายงานของนกัวิจยัอ่ืนๆ และเขา
ยงัพบอีกวา่ความไวของเทคนิคแลมป์นั้นนอ้ยกวา่เทคนิคพีซีอาร์   

เทคนิคแลมป์ถูกน าไปใช้เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของ เช้ือรา ไวรัส และ ปรสิต เพื่อ
น าไปใช้ประโยชน์ในทางการแพทย ์และอุตสาหกรรมอยา่งแพร่หลาย แต่ถึงอย่างไรก็ตาม ก็ไดมี้
การน าเทคนิคแลมป์มาใชก้บัการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของมนุษย ์โดยในปี 2008 นกัวิจยัชาว
ญ่ีปุ่น Nogami et al. ไดป้ระยุกต์ใช้เทคนิคแลมป์ในการระบุเพศของมนุษย ์จากเน้ือเยื่อโพรง
ประสาทฟัน ซ่ึงเขาไดท้  าการทดสอบเปรียบเทียบระหวา่งการใช ้loop primer และการไม่ใช ้loop 

primer เพื่อดูถึงขอ้แตกต่าง เขาพบวา่การใช ้loop primer สามารถยน่ระยะเวลาของการตรวจพบ
การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมจาก 70-80 นาที ให้เหลือเพียง 30-37 นาที และเขายงัพบอีกว่า
สามารถใช้เทคนิคแลมป์ในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมเพื่อการตรวจระบุเพศของมนุษยจ์าก
เน้ือเยื่อโพรงประสาทฟันได้ ถึงแม้ว่าเน้ือเยื่อจากฟันนั้นจะถูกเก็บไวใ้นห้องท่ีท าการควบคุม
อุณหภูมิมาแลว้ถึง 25 ปี 
 ส าหรับประเทศไทยนั้นก็ได้มีการน าเทคนิคแลมป์มาประยุกต์ใช้ในการวินิจฉัยโรค
ทางดา้นการแพทยเ์ช่นกนั โดยในปี 2009 Buates จากภาควิชาไมโครไบโอโลยี (Microbiology) 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ได้ใช้เทคนิคแลมป์เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของเช้ือ
มาลาเรียเพื่อการวินิจฉัยโรค ซ่ึงพบว่าการใช้เทคนิคแลมป์นั้ น ท าได้ง่าย และรวดเร็วกว่า 
conventional diagnosis technique ท่ีใช้กนัมาแต่เดิม และยงัประหยดักว่าการใช้เทคนิค 
alternative diagnosis ซ่ึงได้แก่พวก nested PCR และ real-time quantitative PCR 

approaches เป็นอย่างมาก นอกจากน้ียงัมีการประยุกต์ใช้เทคนิคแลมป์กบัการเพิ่มปริมาณสาร
พนัธุกรรมของมนุษย์ โดย Chu et al. จากหลักสูตรนิติวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัมหิดล ไดท้  าการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของมนุษยเ์พื่อการระบุความเป็นมนุษยแ์ยก
จากสัตวอ่ื์น โดยท าใน ยนีไซโตโครมบี (cytochrom b) ซ่ึงเป็นยนีในไมโตคอนเดรียเขาใชต้วัอยา่ง
จาก คน และสัตว์อ่ืน คือ กุ้ง สุนัข หมู ลิง เม่น และนก โดยใช้เน้ือเยื่อจากเซลล์เยื่อบุข้างแก้ม 
(buccal cell) หรือ เน้ือเยื่อส่วนอ่ืนๆ ส าหรับ กุง้ และหมู พบวา่สัตวอ่ื์นไม่พบการเพิ่มปริมาณสาร
พนัธุกรรมดว้ยเทคนิคแลมป์ในขณะท่ีมนุษยส์ามารถระบุความเป็นมนุษยจ์ากการตรวจวดัยีนไซโต
โครมบีไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพแมจ้ะมีปริมาณสารพนัธุกรรมตั้งตน้เพียงแค่ 10 ซ ้ าเท่านั้น 
 


