
บทที ่3 

 
ผลการวจัิย 

 
 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค LAMP ในตัวอย่างเลอืดมนุษย์ 
 การศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification ผู้
ศึกษาไดใ้ชต้วัอยา่งเลือดมนุษยท่ี์สกดัดว้ยวิธี Chelex มาท าการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค
โดยตรวจวดัหายีน Amelogenin Y ซ่ึงใชต้วัอยา่งเลือดมนุษยส์กดัจ านวน 30 ตวัอยา่ง แบ่งเป็น
เพศชาย 15 ตวัอยา่ง เพศหญิง 15 ตวัอยา่ง น าตวัอยา่งทั้งหมดมาคละกนัแลว้ท าการทดสอบการเพิ่ม
ปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิคแลมป์แบบสุ่ม เพื่อตรวจวดัหายีน Amelogenin Y ส าหรับการ
แยกเพศ จากนั้นดูผลดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 2% gel agarose ตรวจสอบขนาดของ
ผลิตภณัฑโ์ดยเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder ผูศึ้กษาไดใ้ชต้วัอยา่งดีเอ็นเอของเพศชาย
เป็นตวัควบคุมผลบวก และใชต้วัอยา่งดีเอน็เอของเพศหญิงกบัน ้ ากลัน่เป็นตวัควบคุมผลลบ ผลการ
ทดลองไดแ้สดงไวใ้นตาราง 2 และลกัษณะแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม
โดยเทคนิคแลมป์ท่ีไดท้  าการตรวจสอบดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสไดแ้สดงไวด้งัภาพ 19  
 

 
ภาพ 19 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification 

     Lane 1 Positive Control, Lane 2 Negative Control, Lane 3 Negative H2O,  

            Lane 4 100 bp ladder, Lane 5 and 6 Positive tests, Lane 7 and 8 Negative tests 

1 2 3 4 5 6 7 8 
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ตาราง 2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการระบุเพศดว้ยเทคนิค LAMP กบัตวัอยา่งเลือดมนุษย ์

Sample NO. Test  Sample Code Sample Sex 

1 N 54-001 F 

2 N 54-002 F 

3 N 54-003 F 

4 N 54-004 F 

5 P 54-005 M 

6 P 54-006 M 

7 P 54-007 M 

8 P 54-008 M 

9 P 54-009 M 

10 P 54-010 M 

11 P 54-011 M 

12* S 54-012 F 

13 P 54-013 M 

14 N 54-014 F 

15 P 54-015 M 

 
หมายเหตุ  

P คือ Positive หมายถึง ตรวจพบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
 N คือ Negative หมายถึง ตรวจไม่พบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
 S คือ Smear หมายถึง สรุปไมไ่ดว้า่มีการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอจริง (False Positive) 
 * คือ ไดท้  าการทดสอบซ ้ าแลว้ทั้งหมดสามซ ้ า  
 F  คือ Female 

M คือ Male
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ตาราง 2 (ต่อ) ผลการทดสอบประสิทธิภาพการระบุเพศดว้ยเทคนิค LAMP กบัตวัอยา่งเลือดมนุษย ์

Sample NO. Test  Sample Code Sample Sex 

16 P 54-017 M 

17 N 54-018 F 

18 N 54-019 F 

19 P 54-020 M 

20 P 54-021 M 

21 P 54-022 M 

22 P 54-023 M 

23 P 54-024 M 

24 N 54-026 F 

25 N 54-030 F 

26 N 54-033 F 

27 N 54-034 F 

28 N 54-036 F 

29 N 54-038 F 

30 N 54-040 F 

 
หมายเหตุ  

P คือ Positive หมายถึง ตรวจพบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
 N คือ Negative หมายถึง ตรวจไม่พบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
 S คือ Smear หมายถึง สรุปไม่ไดว้า่มีการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอจริง (False Positive) 

* คือ ไดท้  าการทดสอบซ ้ าแลว้ทั้งหมดสามซ ้ า  
  F  คือ Female 

M  คือ Male 
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ตาราง 3 เปรียบเทียบผลการทดสอบการระบุเพศในตวัอยา่งเลือดมนุษยด์ว้ยเทคนิค LAMP 

Sex determination 

result 

Sample Sex 

Total Male Female 

Positive 15 1 16 

Negative 0 14 14 

Total 15 15 30 

 
 จาก ตาราง 3 เปรียบเทียบผลการทดสอบการระบุเพศในตวัอยา่งเลือดมนุษยจ์  านวนทั้งหมด  
30 ตวัอยา่งโดยใชเ้ทคนิคแลมป์แสดงให้เห็นวา่ ผลการตรวจวดัยีน Amelogenin Y ในตวัอยา่งดี
เอ็นเอท่ีเป็นเพศชายทั้งหมด 15 ตวัอย่าง ให้ผลบวกทั้ง 15 ตวัอย่าง และให้ผลลบศูนยต์วัอย่าง 
ส าหรับผลการตรวจวดัยีน Amelogenin Y ในตวัอยา่งดีเอ็นเอเพศหญิงจ านวน 15 ตวัอยา่ง ให้
ผลบวกหน่ึงตวัอยา่ง โดยท่ีมีแถบดีเอ็นเอเป็นแบบ Smear ซ่ึงถือวา่เป็น false positive และผลลบ 
14 ตวัอยา่ง 
 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคแลมป์สามารถค านวณค่า Performance 
Characteristics และ ทดสอบสมมติฐานดว้ยไคสแควร์ (Chi-Square) ไดด้งัน้ี 
 

ค่า Performance Characteristics 
Sensitivity (ความไวของการทดสอบ) 
 คือ โอกาสท่ีการทดสอบ Amelogenin Y gene ในเพศชาย จะไดผ้ลบวก (positive) 
  = 15   15 = 1 = 100 % 
Specificity (ความจ าเพาะของการทดสอบ) 
 คือ โอกาสท่ีการทดสอบ Amelogenin Y gene ในเพศหญิง จะไดผ้ลลบ (negative) 
  = 14   15 = 0.93 = 93% 
False Negative Rate (อตัราผลลบเทจ็) 
 คือ โอกาสท่ีการทดสอบ Amelogenin Y gene ในเพศชาย จะไดผ้ลลบ (negative) 
  = 0  15 = 0 = 0% 
False Positive Rate (อตัราผลบวกเทจ็) 
 คือ โอกาสท่ีการทดสอบ Amelogenin Y gene ในเพศหญิง จะไดผ้ลบวก (positive) 
  = 1 15 = 0.07 = 7% 
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Predictive Value Positive 

 คือ โอกาสท่ีผูไ้ดผ้ลตรวจบวก (positive) จะเป็นเพศชาย 
  = 15 16 = 0.94 = 94% 

Predictive Value Negative 

 คือ โอกาสท่ีผูไ้ดผ้ลตรวจลบ (negative) จะไม่ใช่เพศชาย 
  = 14   14 = 1 = 100% 

 
ทดสอบสมมติฐานดว้ยไคสแควร์ 

 จากสมมติฐาน 
  H0 = เทคนิคแลมป์สามารถตรวจวดัยนี Amelogenin Y ในเพศชายและเพศหญิงไดผ้ลไม่
แตกต่างกนั 
  H1 = เทคนิคแลมป์สามารถตรวจวดัยนี Amelogenin Y ในเพศชายและเพศหญิงไดผ้ล
แตกต่างกนั 

 เขียนเป็นสมมติฐานทางสถิติไดด้งัน้ี 
H0:       

H1:       

ก าหนดค่า   = 0.01 

df = (r-1)(c-1) โดยท่ี r = จ านวนแถวในตาราง และ c = จ านวนคอลมัน์ในตาราง 
 df = (2-1)(2-1) = 1 

ค่าไคสแควร์จากตาราง (ดูในภาคผนวก ซ) ท่ีระดบันยัส าคญั 0.01, df = 1 = 6.635  

หาค่าตวัแปรส าหรับการทดสอบไคสแควร์แสดงไวใ้นตาราง 4 

ตาราง 4 ตารางค่าตวัแปรค านวณ Chi-square 
 

O 
  

   

 
 

 

       
   ∑

    

 
 

15 8 49 6.125 

1 8 49 6.125 

0 7 49 7 

14 7 49 7 

- - - 26.25 

 
เม่ือ  R = ผลค่าความถ่ีในแถว   O = ค่า Observation ไดจ้ากตาราง 

C = ผลค่าความถ่ีในคอลมัน์  E = ค่า Expectation ไดจ้ากการค านวณ 
      N= ผลรวมค่าความถ่ีทั้งหมด 
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  จากค่าไคสแควร์ท่ีเปิดไดจ้ากตารางเท่ากบั 6.635 และค่าไคสแควร์ท่ีค านวณไดเ้ท่ากบั 
26.25 ซ่ึงมากกวา่ค่าไคสแควร์ท่ีเปิดไดจ้ากตาราง จึงสรุปไดว้า่ ปฏิเสธ H0 ยอมรับ H1 นัน่คือ 
เทคนิคแลมป์สามารถตรวจวดัยนี Amelogenin Y ในเพศชาย และเพศหญิงไดผ้ลแตกต่างกนัอยา่ง
มีนยัส าคญั 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคแลมป์พบวา่ condition ท่ีเหมาะสมส าหรับการ
ตรวจวดั Amelogenin Y gene คือ แช่อบท่ี 63 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที แลว้หยุดปฏิกิริยา 
(inactivate) ท่ี 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และ protocol ท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวดั 
Amelogenin Y gene เป็นดงัน้ี 
 

ตาราง 5 สารเคมีท่ีใชใ้นปฏิกิริยาของเทคนิค LAMP 
Chemical Final Concentrate Stock Volume/ 1 tube 

H20 

10X Buffer 

Betaine 

dNTPs 

Primer Mix 

 

Bst. 

Template 

- 

1X 

0.8 M 

0.4 mM each 

FIP&BIP 1.6 µM each 

F3&B3 0.2 µM each 

8 U/ µl 

- 

- 

10X 

5M 

2.5 mM each 

16 µM each 

2 µM each 

8 U/ µl 

-  

10 µl 

2.5 µl 

4 µl 

4 µl 

 

2.5 µl 

1 µl 

1 µl 

Total - - 25 µl 

  
จากตารางท่ี 5 H2O ใชน้ ้ากลัน่ DW ซ่ึงเป็นน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ  
ในส่วนของ10X buffer นั้นมีส่วนประกอบในความเขม้ขน้สุดทา้ยคือ 1X ดงัต่อไปน้ี 20 

mM Tris-HCl, 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 2 mM MgSO4, 0.1% Triton X-100, 

pH 8.8 @ 25    
ในส่วนของไพรเมอร์นั้นใชอ้ตัราส่วน Outer Primer: Inner Primer เป็น 1/8  
ส าหรับ Bst. DNA polymerase นั้น สามารถเจือจางไดม้ากท่ีสุด 2 เท่า เหลือ 0.16 U/µl 

ในความเขม้ขน้สุดทา้ย (final concentrate) แต่การเจือจางท าให้ไดผ้ลการทดลองท่ีไม่แน่นอน จึง
สมควรใช ้0.32 U/µl ในความเขม้ขน้สุดทา้ยเช่นเดิม 

ส าหรับ betaine นั้น สามารถท าการเจือจางใหเ้หลือ 0.4 M ได ้ 
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ผลการทดสอบความไวของเทคนิค LAMP ในตัวอย่างเลือดมนุษย์ 
 การศึกษาความไวของเทคนิคแลมป์ในตวัอยา่งเลือดมนุษย ์ผูศึ้กษาไดท้  าการทดสอบความ
ไวของเทคนิคดว้ยตวัอยา่งเลือดมนุษยท่ี์ใชว้ธีิสกดัแบบฟีนอลคลอโรฟอร์ม (Phenol Chloroform) 
และน าไปวดัปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ือง Nano Drop จากนั้นจึงน ามาท าการเจือจางดีเอ็นเอเป็น 2, 

4, 6, 8, 10 และ12 เท่า ตามล าดบั แลว้จึงน าไปท าการทดสอบการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ย
เทคนิคแลมป์ซ่ึงผลการทดลองแสดงไวด้งัตาราง 6 และภาพ 20 

 

 
ภาพ 20  ผลการทดสอบความไวของเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification 

 

หมายเหตุ Lane 1  Positive undiluted  

Lane 2  Positive diluted 1/2  

Lane 3  Positive diluted 1/4  

Lane 4  Positive diluted 1/6  

Lane 5  Positive diluted 1/8  

Lane 6  Positive diluted 1/10  

Lane 7  Positive diluted 1/12  

Lane 8  100 bp ladder 

Lane 9  Negative H2O 

Lane 10  Negative Undiluted 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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ตาราง 6 ผลการทดสอบความไวของเทคนิค LAMP ในตวัอยา่งเลือดมนุษย ์

Sample Und. D.1/2 D.1/4 D.1/6 D.1/8 D.1/10 D.1/12 

Pos. 

control P P P P P P N 

Neg. 

control N ND ND ND ND ND ND 

ปริมาณ 

ดีเอ็นเอ 
2261 

ng 

1130.5 

ng 

565.25 

ng 

282.625 

ng 

141.3125 

ng 

70.5625 

ng 

35.328125 

ng 

 
หมายเหตุ P คือ Positive หมายถึง ตรวจพบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
  N คือ Negative หมายถึง ตรวจไม่พบแถบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 

ND คือ not determined 
Und. คือ Undiluted 
D. คือ Diluted 

  
จากตาราง 6 ผลการทดสอบความไวของเทคนิคพบวา่ปริมาณดีเอ็นเอในช่วง 70.5625 นา

โนกรัมจนถึง 2261 นาโนกรัม ยงัสามารถตรวจพบแถบการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค 

แลมป์ในอะกาโรสเจลไดอ้ยู ่แต่ปริมาณดีเอ็นเอ 35.328125 นาโนกรัมลงไปไม่สามารถตรวจพบ
แถบการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิคแลมป์ในอะกาโรสเจลได ้


