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 งานวิจัยน้ีมีจุดประสงค์เพื่อการศึกษาประสิทธิภาพ และความไวของเทคนิค Loop 

Mediated Isothermal Amplification โดยทดสอบการระบุเพศในตวัอย่างเลือดมนุษยโ์ดยท า
การตรวจวดัหายนี Amelogenin Y ซ่ึงงานวจิยัน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็นสองส่วนคือ ส่วนแรก
เป็นการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคแลมป์ดว้ยการน าตวัอยา่งเลือดมนุษยจ์  านวน 30 ตวัอยา่ง 
มาสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธี Chelex และท าการทดสอบดว้ยเทคนิคแลมป์ ดูผลการทดสอบดว้ยอะกา
โรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ส่วนท่ีสองเป็นการตรวจวดัหาความไวของเทคนิคแลมป์โดยการน า
ตวัอย่างเลือดมนุษย์มาสกัดด้วยวิธีฟีนอลคลอโรฟอร์ม (Phenol-Chloroform) แล้วท าการวดั
ปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ือง Nano Drop น าดีเอ็นเอท่ีไดม้าเจือจางเป็น 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 เท่า 
แลว้ท าการทดสอบดว้ยเทคนิคแลมป์ เพื่อหาปริมาณต ่าสุดของดีเอ็นเอท่ีสามารถตรวจพบการเพิ่ม
ปริมาณสารพนัธุกรรมไดด้ว้ยเทคนิคแลมป์ และมองเห็นไดใ้นอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  

 

การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคแลมป์ พบวา่ตวัอย่างน ้ าสกดัดีเอ็นเอเพศชาย 15 

ตวัอยา่ง เม่ือทดสอบแลว้ไดผ้ลบวก (positive) 15 ตวัอยา่ง ส่วนตวัอยา่งดีเอ็นเอของเพศหญิง 15 
ตวัอย่างทดสอบไดผ้ลลบ (negative) 14 ตวัอย่าง และให้ผล smear เป็น false positive หน่ึง
ตวัอยา่ง เม่ือท าซ ้ าทั้งหมดสามคร้ังผลของการทดสอบยงัให้ผลเป็น smear เช่นเดิม คาดว่าความ
ผดิพลาดท่ีเกิดข้ึนน้ีอาจเกิดจากสองปัจจยัดว้ยกนัคือ 

1. อาจมีการปนเป้ือนของดีเอน็เอผูช้ายในตวัอยา่ง 
2. เกิดจากความไม่คงท่ีของอุณหภูมิในขณะท าการทดสอบ 
เน่ืองจากเทคนิคแลมป์มีความไวสูง การท่ีมีละอองของตวัอย่างผลบวก (positive) เพียง

นอ้ยนิดปนเป้ือนลงไปในตวัอยา่งผลลบ (negative) ก็อาจท าใหเ้กิดผลท่ีมีการปนเป้ือนได ้และจาก
การศึกษาพบวา่ตวัอยา่งท่ีเป็นผลบวก ก็ใหผ้ลท่ีเป็น smear ไดเ้ช่นกนั และการท่ีตวัอยา่ง 
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ผลบวกให้ผลเป็น smear นั้น ผูศึ้กษาตั้งสมมติฐานวา่อาจเกิดจากการท่ีมีปริมาณของดีเอ็นเอนอ้ย
เกินไป ซ่ึงผูศึ้กษาก็ไดท้  าการทดสอบสมมติฐานน้ีดว้ยการน าน ้ าสกดัดีเอ็นเอเพศชายท่ีสกดัดว้ยวิธี 
Chelex มาท าการเจือจาง แลว้ท าการทดสอบดว้ยเทคนิคแลมป์ จากการทดสอบพบวา่น ้ าสกดัดีเอ็น
เอท่ีสกดัดว้ยวธีิ Chelex ซ่ึงถูกเจือจางในปริมาณมากนั้นมีอตัราการเกิดผล smear สูง แต่ตวัอยา่งท่ี
สกดัดว้ยวิธีฟีนอลคลอโรฟอร์ม แมว้า่จะถูกเจือจางในปริมาณมาก ก็ไม่ปรากฏผล smear ดงันั้น
จากการทดสอบเบ้ืองตน้น้ีผูศึ้กษาคาดวา่ ตวัอยา่งท่ีสกดัดว้ยวิธี Chelex นั้นไดดี้เอ็นเอท่ีไม่มีความ
บริสุทธ์ิเพียงพอ และวิธีสกดัแบบ Chelex ก็เป็นวิธีอย่างหยาบท่ีไม่สามารถให้ปริมาณดีเอ็นเอท่ี
คงท่ีไดใ้นแต่ละคร้ังของการปิเปตดีเอ็นเอจึงท าให้เกิดปัญหาการ smear ข้ึน ซ่ึงปัญหาการ smear 

น้ี ไม่พบในตวัอยา่งท่ีสกดัดว้ยวธีิฟีนอลคลอโรฟอร์ม ซ่ึงขอ้สมมติฐานดงักล่าวตรงกบังานวิจยัของ 
Zhang et al. ท่ีบอกวา่การท่ีผลิตผลของเทคนิคแลมป์ไม่เพียงพออาจท าให้เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีไม่
จ  าเพาะข้ึนมาได ้(Zhang et al., 2009) ซ่ึงวิธีแกไ้ข Nagamine et al. บอกวา่ loop primer จะ
ช่วยลดอตัราการเกิดแถบดีเอน็เอท่ีไม่จ  าเพาะได ้(Nagamine et al., 2002) 

ส าหรับการปนเป้ือนในตวัอย่างเพศหญิงน้ีก็แบ่งออกได้เป็นสามกรณีด้วยกนัคือ มีการ
ปนเป้ือนในขณะเตรียม master mix, มีการปนเป้ือนในขณะปิเปตดีเอ็นเอแม่แบบ และมีการ
ปนเป้ือนลงไปในหลอดของดีเอ็นเอแม่แบบโดยตรง ซ่ึงกรณีท่ีผูศึ้กษาคาดวา่เป็นไปไดม้ากท่ีสุดก็
คือกรณีท่ีสาม มีการปนเป้ือนลงไปในหลอดของดีเอ็นเอแม่แบบโดยตรง เน่ืองจากว่าในกรณีแรก 
หากปนเป้ือนลงไปใน master mix จะตอ้งมีแถบ smear ปรากฏอยู่ในหลอดควบคุมผลลบ
(negative control) ของการทดลองดว้ย แต่ส าหรับการทดลองชุดน้ีไม่เกิดการปนเป้ือนในตวัอยา่ง 
หลอดควบคุมผลลบ (negative control) หากเป็นการปนเป้ือนในรูปแบบท่ีสอง คือ มีการ
ปนเป้ือนในขณะปิเปตดีเอ็นเอแม่แบบก็เป็นกรณีท่ีเป็นไปไดน้้อยมากเน่ืองจากว่าการทดสอบซ ้ า 
ในคร้ังท่ีสอง และคร้ังท่ีสาม ผูศึ้กษาไดท้  าการป้องกนัดว้ยการใชทิ้ป (tip) ท่ีใส่ตวักรองดว้ยส าลีฆ่า
เช้ือแลว้ ซ่ึงมีโอกาสนอ้ยมากท่ีจะเกิดการปนเป้ือนจากการปิเปตดีเอ็นเอแม่แบบตวัอยา่งเดียวกนัถึง
สามคร้ัง 

ส าหรับปัจจยัท่ีสองเกิดจากความไม่คงท่ีของอุณหภูมิในการทดสอบ จากการศึกษาผูศึ้กษา
พบว่าความคงท่ีของอุณหภูมิส าหรับท าปฏิกิริยาในเทคนิคแลมป์นั้นมีผลต่อคุณภาพของผลการ
ทดสอบดว้ยเทคนิคแลมป์กล่าวคือ ผูศึ้กษาไดท้  าการทดสอบการใชเ้คร่ืองแช่อบ (incubator) ท่ีใช้
ในการท าปฏิกิริยาส าหรับเทคนิคแลมป์เป็นสามลกัษณะดว้ยกนั คือ 

1. ให้ความร้อนกบัหลอดทดลองผ่านเคร่ืองแช่อบโดยตรง และใช้ค่าอุณหภูมิท่ีได้จาก
เคร่ืองแช่อบเป็นเกณฑว์ดั 
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2. ให้ความร้อนกบัหลอดทดลองผ่านเคร่ืองแช่อบโดยตรง และใช้ค่าอุณหภูมิท่ีได้จาก
เทอร์โมมิเตอร์ (thermometer) เป็นเกณฑว์ดั 

3. ให้ความร้อนกบัหลอดทดลองโดยผา่นทางน ้ าท่ีให้ความร้อนดว้ยเคร่ืองแช่อบ และใช้
ค่าอุณหภูมิท่ีไดจ้ากเทอร์โมมิเตอร์เป็นเกณฑว์ดั 

จากผลการทดสอบดว้ยวิธีทั้งสามพบวา่ วิธีท่ีสามมีอตัราความผิดพลาดของผลการทดลอง
นอ้ยท่ีสุด รองลงมาก็เป็นวธีิท่ีสอง และวธีิท่ีหน่ึงใหผ้ลการทดลองท่ีมีอตัราความผดิพลาด มากท่ีสุด 
 ซ่ึงการเกิดผล smear ในตวัอย่างผลลบดงักล่าวนั้นไม่น่าจะเกิดจากความไม่คงท่ีของ
อุณหภูมิ เน่ืองจากหากเป็นเพราะความไม่คงท่ีของอุณหภูมิจะตอ้งเกิดผลผิดพลาดในทุกหลอด
ทดลองของชุดการทดลองนั้น 
 นอกจากปัจจยัของอุณหภูมิ และการปนเป้ือนท่ีท าให้เกิดผล smear ดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้ ก็
ยงัมีปัจจยัอ่ืนๆ อีกท่ีสามารถท าใหเ้กิดผล smear เช่นกนั ไดแ้ก่ ระยะเวลาของการท าปฏิกิริยา และ
การเขยา่วนสารเคมีท่ีใช ้ซ่ึงหากระยะเวลาท่ีใชท้  าปฏิกิริยาไม่มีความเหมาะสม กล่าวคือ มากเกินไป
หรือนอ้ยเกินไปก็อาจท าใหเ้กิดผล smear ได ้ในส่วนของการเขยา่วนสารก็เช่นกนั ตอ้งเขยา่วนสาร
ท่ีจะใชใ้นการท าปฏิกิริยาใหเ้ขา้กนัอยา่งสมบูรณ์ทัว่ถึง จึงจะท าใหไ้ม่เกิดผลผดิพลาดส าหรับการท า
ปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์ 
 ในส่วนของการหา condition และ protocol ท่ีเหมาะสมของเทคนิคแลมป์พบวา่ ความ
เขม้ขน้สุดทา้ยของสารแต่ละตวัในการท าปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์เป็นดงัตาราง 7 ดงัน้ี 
 

ตาราง 7 ความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารเคมีท่ีใชใ้นปฏิกิริยาของเทคนิค LAMP 
Chemical Final Concentrate 

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 

0.32 U/   

- 

Total - 
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จากตาราง 7 พบวา่ ความเขม้ขน้ของ 10X buffer ใชค้วามเขม้ขน้ปฏิกิริยา 1X เหมือนกบั
ทุกงานวิจยัแต่มีความเขม้ขน้ของสารท่ีผสมอยูใ่น 10X buffer นั้นแตกต่างกนั ตวัท่ีแตกต่างจาก
งานวิจยัอ่ืนคือ ตวั MgSO4 ส าหรับการทดลองในคร้ังน้ีใช ้MgSO4 ท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ย 2 mM 

ซ่ึงแตกต่างจากงานวิจยัของ Notomi et al. ท่ีใช้ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ MgSO4 เป็น 4 mM 

(Notomi et al., 2000) และแตกต่างจาก Tomita et al. ท่ีใชค้วามเขม้ขน้ของ MgSO4 เป็น 8 

mM (Tomita et al., 2008) จากการศึกษาพบวา่ MgSO4 ช่วยท าใหป้ฏิกิริยาของเทคนิคเกิดข้ึนได้
ดี แต่ถา้ใส่ในปริมาณท่ีไม่เหมาะสมก็จะท าให้เกิดผลผิดพลาดได ้เช่น ถา้ใส่นอ้ยเกินไป ก็จะท าให้
ไม่เกิดการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม แต่ถา้ใส่ในปริมาณมากเกินไปก็จะท าให้ปฏิกิริยาดีเกินไป 
เกิดเป็นแถบ smear หนาเขม้ในทุกหลอดการทดลองในชุดนั้น ส าหรับการท างานของ MgSO4 ท่ีมี
ผลต่อปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์นั้น งานวจิยัของ Hung et al. รายงานวา่ Mg

++ จาก MgSO4 มีผล
ต่อการเขา้จบัของไพรเมอร์กบัดีเอ็นเอแม่แบบ และมีผลต่อการท างานของดีเอ็นเอพอลิเมอเรสดว้ย 
(Hung et al., 2005) 

ในส่วนของ betaine ผูศึ้กษาพบวา่ betaine มีความส าคญัต่อการท าปฏิกิริยาของเทคนิค
แลมป์มาก เน่ืองจากวา่หากไม่ใส่ betaine จะท าให้ไม่เกิดการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมซ่ึงความ
เขม้ขน้ของ betaine ในการทดลองน้ีใชค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.8 M ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยั
ของ Hung et al. ท่ีท าการทดสอบปริมาณสารเคมีท่ีใชส้ าหรับปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์ในความ
เขม้ขน้ต่างๆ เพื่อดูความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ซ่ึง Hung บอกวา่ ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ betaine ท่ี 
0.8 M มีความเหมาะสมมากท่ีสุด Hung ไดอ้ธิบายวา่ betaine มีกลไกท่ีเป็นไปได ้2 แบบ ท่ีท าให้
มีผลต่อปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์ คือ กลไกท่ีหน่ึง  betaine มีผลท าให้ดีเอ็นเอแม่แบบพร้อม
ส าหรับการท างานของดีเอ็นเอพอลิเมอเรส และกลไกท่ีสอง คือ betaine ช่วยท าให้ GC-rich 

sequence เกิดความไม่มัน่คงข้ึน ซ่ึงเป็นขอ้ดีท่ีจะช่วยท าใหส้ายดีเอน็เอแม่แบบแยกออกจากกนัง่าย
ข้ึน (Hung et al, 2005) และจากการศึกษาผูศึ้กษาพบวา่เม่ือทดลองลดความเขม้ขน้สุดทา้ยของ 
betaine ใหเ้หลือ 0.4 M ก็สามารถท าไดเ้ช่นกนั ซ่ึงสอดกบังานวิจยัของ Chu et al. ท่ีใช ้betaine 
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 0.4 M (Chu et al., 2010) แต่ต่างจาก Nagamine et al. ท่ีใชค้วาม
เขม้ขน้สุดทา้ยของ betaine เท่ากบั 1 M ซ่ึงผูศึ้กษาคิดวา่ การท่ีจะใชป้ริมาณความเขม้ขน้ของ 
betaine เท่าใดนั้น ข้ึนอยู่กบัความเหมาะสมของความเขม้ขน้สารนั้นกบัตวัอย่าง และดีเอ็นเอ
เป้าหมายท่ีจะท าการทดสอบดว้ย 

ส าหรับ dNTPs นั้น ผูศึ้กษาไดใ้ชค้วามเขม้ขน้ของ dNTPs สุดทา้ยเป็น 0.4 mM each ซ่ึง
ต่างจากงานวจิยัของ Hung et al. ท่ีบอกวา่ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ dNTPs เท่ากบั 1.0 mM each 
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ดีท่ีสุด (Hung et al, 2005) แต่ปริมาณท่ีผูศึ้กษาใชน้ั้นสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Notomi et al. ท่ี
ใชค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของ dNTPs เท่ากบั 0.4 mM each เช่นกนั (Notomi et al., 2000) 

ในส่วนของ primer mix และ Bst DNA polymerase นั้น ผูศึ้กษาไดใ้ช้ความเขม้ขน้
สุดทา้ยเหมือนกบัท่ีทุกงานวิจยัไดใ้ชก้นั กล่าวคือ primer mix มีอตัราส่วน Outer Primer: Inner 

Primer เป็น 1/8 ซ่ึงอยูใ่นอตัราส่วนท่ีเหมาะสมคือ ควรอยูใ่นช่วงระหวา่ง 1/4 ถึง 1/10 และ Bst 

DNA polymerase ก็ใชค้วามเขม้ขน้ท่ีเป็นมาตรฐานท่ีทุกงานวิจยัใชก้นัคือ 0.32 U/    ท่ีความ
เขม้ขน้สุดทา้ย ในส่วนของ Bst DNA polymerase น้ีผูศึ้กษาไดท้ดลองท าการเจือจางเป็นสองเท่า
พบวา่ไม่สามารถท าได ้

จากการค านวณค่า Performance Characteristics ของการทดสอบเทคนิคพบว่า 
sensitivity ของการทดสอบเท่ากบั 100 % แสดงให้เห็นว่าเทคนิคแลมป์นั้นมีความไวสูง, 
specificity ของการทดสอบเท่ากบั 93% ซ่ึงอาจกล่าวไดว้า่ค่า specificity น้ีอยูท่ี่ประสิทธิภาพ
ของไพรเมอร์ข้ึนอยูก่บัว่ามีการออกแบบไพรเมอร์ไดจ้  าเพาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมายไดม้ากแค่ไหน, 

false negative rate ของการทดสอบเท่ากบั 0% แสดงให้เห็นวา่โอกาสท่ีจะเกิดกรณีท่ีตวัอยา่ง
ผลบวก (positive) จะใหผ้ลเป็นผลลบ (negative) นั้นมีนอ้ยมาก ซ่ึงก็ข้ึนอยูก่บัวิธีการสกดัดีเอ็นเอ
จากตวัอยา่งดว้ย, false positive rate ของการทดสอบเท่ากบั 7% แสดงให้เห็นวา่ มีโอกาสท่ีจะ
พบกรณีท่ีตวัอยา่งผลลบ (negative) จะให้ผลเป็นผลบวก (positive) นั้นเป็น 7 รายในการตรวจ 
100 ราย ซ่ึงปัจจยัท่ีท าให้เกิดกรณีเช่นน้ีก็เป็นดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้ขา้งตน้, predictive value 

positive ของการทดสอบเท่ากบั 94% แสดงใหเ้ห็นวา่โอกาสท่ีการตรวจท่ีเป็นผลบวก (positive) 
จะเป็นตวัอยา่งท่ีเป็นผลบวก (positive) จริง อยูท่ี่ 94 ราย จาก 100 ราย และ predictive value 

negative ของการทดสอบเท่ากับ 100% แสดงให้เห็นว่าโอกาสท่ีการตรวจท่ีเป็นผลลบ 
(negative) จะเป็นตวัอยา่งท่ีเป็นผลลบ (negative) จริง อยูท่ี่ 100 ราย จาก 100 ราย นอกจากน้ี
เม่ือท าการทดสอบสมมติฐานดว้ยไคสแควร์พบวา่เทคนิคแลมป์สามารถตรวจวดัยีน Amelogenin 

Y ในเพศชาย และเพศหญิงไดผ้ลแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั ซ่ึงเป็นการแสดงให้เห็นว่าเทคนิค
แลมป์มีประสิทธิภาพท่ีจะสามารถตรวจระบุแยกเพศชายออกจากเพศหญิงได ้
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การทดสอบความไวของเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification 
ส าหรับการทดสอบความไวของเทคนิคแลมป์ในตวัอยา่งน ้ าสกดัดีเอ็นเอจากวิธีสกดัแบบฟี

นอลคลอโรฟอร์ม และท าการวดัปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเคร่ือง Nano Drop พบว่า ปริมาณดีเอ็นเอท่ี 
2261, 1130.5, 556.25, 141.3125 และ 70.5625 นาโนกรัม สามารถตรวจพบแถบขั้นบนัไดการ
เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส และปริมาณดีเอ็นเอท่ี 35.328125 นา
โนกรัม ไม่สามารถตรวจพบแถบขั้นบนัไดการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในอะกาโรสเจลอิเล็กโตร
โฟรีซิส ซ่ึงแตกต่างจากงานวิจยัของ Chu et al. ท่ีบอกว่า ปริมาณดีเอ็นเอน้อยสุดท่ีสามารถ
ตรวจวดัไดด้ว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส คือ 10 นาโนกรัม (Chu et al., 2010) ท่ีเป็นเช่นน้ีผู ้
ศึกษาคาดวา่เป็นเพราะขอ้จ ากดั และความแตกต่างของการทดลองทั้งในเร่ืองของตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ี 

Chu et al. ใช ้ซ่ึงมาจากไมโตคอนเดรียอาจจะพบไดม้าก copy กวา่ดีเอ็นเอจากจากนิวเคลียส และ
วิธีการสกดัดีเอ็นเอซ่ึง Chu et al. ใชต้วัอยา่งจากเยื่อบุกระพุง้แกม้ (buccal cell) แต่ส าหรับการ
ทดลองของผูศึ้กษาใช้ตวัอย่างดีเอ็นเอสกดัจากเลือด ซ่ึงผูศึ้กษามีความเห็นว่า ในเลือดอาจจะมีตวั
ยบัย ั้ง (inhibitor) ท่ีไปรบกวนปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์ท าให้ประสิทธิภาพของการเพิ่มปริมาณ
สารพนัธุกรรมนั้นถดถอยลงซ่ึงตรงกบังานวิจยัของ Deguo et al.ท่ีบอกวา่ วิธีการสกดัมีผลต่อการ
เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของเทคนิคแลมป์เน่ืองจากการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค
แลมป์จะมีประสิทธิภาพก็ต่อเม่ือใชดี้เอ็นเอแม่แบบท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง และ Deguo ไดอ้ธิบายวา่ 
ตวัรบกวนซ่ึงอาจจะเป็น organic หรือ inorganic substance เช่น detergents, antibiotics, 

phenolic compounds, enzymes, polysaccharides, fats, proteins และ salts ซ่ึงอาจจะไป
ยบัย ั้งปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์ได ้รวมถึงไปมีผลโดยออ้มต่อการท างานของไพรเมอร์ (Deguo et 

al., 2008)  ส าหรับการท่ีเลือกดูผลในอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส เน่ืองจาก ประการท่ีหน่ึง อะ
กาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเหมาะส าหรับท่ีจะใชดู้ผลิตภณัฑดี์เอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ (สุรินทร์, 2552) 
ซ่ึงตรงกบัดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีตอ้งการจะตรวจวดันัน่คือ  Amelogenin Y gene ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอ
เป้าหมายในระดบัยีน ประการท่ีสอง เน่ืองจากเทคนิคแลมป์เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสูง ความ
ไวสูง และความจ าเพาะสูง ดงันั้น การตรวจวดัจึงไม่ควรจะยุง่ยาก กล่าวคือ ควรจะตรวจวดัไดด้ว้ย 
อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส และจากการทดสอบพบวา่สามารถมองเห็นไดใ้นอะกาโรสเจลจึงไม่
จ  าเป็นท่ีจะตอ้งใชอ้ะคริลาไมด ์(acylamide gel) อีก 

ในส่วนของการดูผลนั้นผู ้ศึกษาได้ท าการทดสอบการดูผลการเรืองแสงด้วยการใช ้
ethidium bromide ซ่ึงเติมเขา้ไปหลงัจากท่ีผา่นขั้นตอนการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค 
แลมป์แลว้ โดยเร่ิมแรกนั้นผูศึ้กษาไดใ้ชป้ริมาณท่ีเหมาะสมตามท่ี Eiken web site บอกไวคื้อความ
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เขม้ขน้ 0.5  g/ml ซ่ึงผูศึ้กษาไดท้  าการเตรียม ethidium bromide ท่ีจะใชส้ าหรับการดูผลการเรือง
แสงจาก stock 10 mg/mlโดยมีวธีิการค านวณดงัน้ี 

 
C1V1 = C2V2 

 

เม่ือ C1 = ความเขม้ขน้ของ stock  = 10 mg/ml = 10000  g/ml 

 V1 = ปริมาตรท่ีจะตอ้งดูดจาก stock = ตอ้งการหา 
 C2 = ความเขม้ขน้สุดทา้ย   = 0.5  g/ml 

 V2 = ปริมาตรสุดทา้ย   = 25  l 

 

แทนค่า  (10000  g/ml) V1 = (0.5  g/ml) (25  l) 

               V1 = 
                   

             
 

            V1 = 0.00125    

 นัน่คือ ตอ้งดูดจาก stock 10 mg/ml มา 0.00125    ใส่ลงไปในหลอดปฏิกิริยา 25    

เม่ือท าการทดสอบ EtBr ความเขม้ขน้ 0.5  g/ml แลว้พบวา่หลอดผลบวกเห็นการเรือง
แสงชดัเจน และหลอดผลลบมืดทึบกวา่หลอดผลบวกแต่ยงัมีความมืดทึบไม่พอจึงท าการเจือจาง
ความเขม้ขน้ลงไปอีกเป็น 2 เท่า พบวา่เป็นปริมาณความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีท าใหเ้ห็นความ
แตกต่างระหวา่งหลอดผลบวก และหลอดผลลบไดช้ดัเจนท่ีสุด นัน่คือ ความเขม้ขน้เท่ากบั 0.25 

 g/ml ซ่ึงตอ้งดูดจาก stock 10 mg/ml มาดงัน้ี 
 

C1V1 = C2V2 

 

เม่ือ C1 = ความเขม้ขน้ของ stock  = 10 mg/ml = 10000  g/ml 

 V1 = ปริมาตรท่ีจะตอ้งดูดจาก stock = ตอ้งการหา 
 C2 = ความเขม้ขน้สุดทา้ย   = 0.25  g/ml 

 V2 = ปริมาตรสุดทา้ย   = 25  l 

 

แทนค่า  (10000  g/ml) V1 = (0.25  g/ml) (25  l) 

               V1 = 
                    

             
 

            V1 = 0.000625    

นัน่คือ ตอ้งดูดจาก stock 10 mg/ml มา 0.000625    ใส่ลงไปในหลอดปฏิกิริยา 25    
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 จากความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมดงักล่าวนั้นแตกต่างจากความเขม้ขน้ของ Eiken web site ท่ี

ไดบ้อกไวว้า่ปริมาณความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 0.5  g/ml และผลการทดลองของผูศึ้กษา

แสดงไวด้งัภาพ 21 

 

 
ภาพ 21 ทดสอบการดูผลเรืองแสงดว้ย EtBr 

ทางดา้นซา้ย คือ Positive ทางดา้นขวา คือ Negative 
 

 ส าหรับการน าไปใชง้านจริงนั้นจะตอ้งท าการเตรียม working reagent เพื่อใหง่้ายต่อ
การปิเปตสารซ่ึงผูศึ้กษาไดท้  าการเตรียมความเขม้ขน้ของ working reagent เป็น 6.25  g/ml 

ส าหรับการปิเปตใช ้1  l ต่อหน่ึงหลอดปฏิกิริยา 25  l ซ่ึงสามารถค านวนการเตรียม working 

reagent ไดด้งัน้ี 

 
C1V1 = C2V2 

 

เม่ือ C1 = ความเขม้ขน้ของ stock    = 10000  g/ml 

 V1 = ปริมาตรท่ีจะตอ้งดูดจาก stock    = ตอ้งการหา 
 C2 = ความเขม้ขน้ของ working reagent ท่ีตอ้งการ = 6.25  g/ml 

 V2 = ปริมาตรของ working reagentท่ีตอ้งการ  = 1000  l 
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แทนค่า  (10000  g/ml) V1 = (6.25  g/ml) (1000  l) 

             V1 = 
                      

             
 

          V1 = 0.625    

นัน่คือ ตอ้งดูดจาก stock 10 mg/ml มา 0.625    แลว้เตม้น ้า 999.375    

 

การน าเทคนิค LAMP ไปประยุกต์ในงานด้านนิติวิทยาศาสตร์ 
 จากหลากหลายงานวิจยัท่ีน าเทคนิคแลมป์ไปประยุกตใ์ชต่้างพบว่าเทคนิคแลมป์นั้นดีกว่า
เทคนิคพีซีอาร์มาก ทั้งในดา้นความมีประสิทธิภาพ ความไว ความจ าเพาะ ความรวดเร็วและความ
ประหยดั และจากการศึกษาของผูท้  าการศึกษาเองก็พบว่า ข้อดีของเทคนิคแลมป์ท่ีกล่าวได้ว่า
เหนือกว่าเทคนิคพีซีอาร์อย่างแน่นอนนั้นก็คือ ความรวดเร็ว และความประหยดั(cheapness)  
กล่าวคือ เทคนิคแลมป์ใช้เวลาในการท าปฏิกิริยารวมถึงขั้นตอนการดูผล น้อยกว่าเทคนิคพีซีอาร์ 

เป็นอย่างมาก และค่าใช้จ่ายในดา้นอุปกรณ์ และสารเคมีท่ีใช้ในเทคนิคก็ประหยดักว่าเทคนิคพีซี
อาร์เพราะเพียงแค่ใช้ เคร่ืองแช่อบ (incubate) ก็สามารถท าได้แล้ว ในส่วนของประสิทธิภาพ
เทคนิค (efficiency) จะดีกว่าเทคนิคพีซีอาร์หรือไม่นั้นข้ึนอยู่กบัปัจจยัอ่ืนๆ ดว้ยเช่น วิธีการสกดั 
ชนิดของตวัอยา่งท่ีใชใ้นการทดลอง เป็นตน้ เน่ืองจากวา่วิธีการสกดั และชนิดของตวัอยา่งนั้น มีผล
ต่อประสิทธิภาพของเทคนิค เพราะวา่ตวัอยา่งบางชนิดอาจมีตวัรบกวนปนอยู ่ยิ่งใชว้ิธีการสกดัท่ีไม่
สามารถขจดัตวัรบกวนออกไปไดอ้าจท าใหป้ระสิทธิภาพของเทคนิคลดลง จนอาจท าให้ไดผ้ลเท่าๆ 
กบัพีซีอาร์ หรือดอ้ยกวา่พีซีอาร์ได ้แต่ถึงอยา่งไรโดยปกติแลว้เทคนิคแลมป์ยอ่มมีประสิทธิภาพท่ี
ดีกวา่เทคนิคพีซีอาร์ซ่ึงดูไดจ้าก Bst. DNA polymerase ท่ีใชน้ั้น ท างานภายใตอุ้ณหภูมิเดียว แต่ 
Taq DNA polymerase ต้องท างานเป็นวฏัจักรซ่ึงการท างานเป็นรอบวฏัจักรน้ีย่อมท าให้
ประสิทธิภาพของเอนไซม์ (enzyme) เส่ือมถอยเร็วกว่า ในดา้นของความจ าเพาะ(specificity) ก็
ข้ึนอยู่กบัการออกแบบชุดไพรเมอร์ซ่ึงการท่ีจะไดชุ้ดไพรเมอร์ชุดหน่ึงๆ เพื่อมาใช้ปฏิบติังานจริง
นั้น จ  าเป็นตอ้งมีการทดสอบความจ าเพาะกบัดีเอ็นเอท่ีมีความใกลเ้คียงกนัทางชนิด และสายพนัธ์ุ
เพื่อให้แน่ใจว่าชุดไพรเมอร์ท่ีออกแบบมีความจ าเพาะกบัต าแหน่งท่ีสนใจจริงๆ ส าหรับความไว
(sensitivity) ของเทคนิคนั้นก็ข้ึนอยู่กับประสิทธิภาพของเทคนิคด้วย แต่โดยปกติแล้วเทคนิค
แลมป์ย่อมมีความไวท่ีเหนือกว่าพีซีอาร์ซ่ึงสามารถดูได้จากความเข้มของแถบดีเอ็นเอในการ
ทดสอบความไว จะพบว่าในระดบัท่ีดีเอ็นเอแม่แบบเท่ากนัความเขม้แถบดีเอ็นเอของแลมป์จะมี
ความเขม้ และเห็นไดช้ดักวา่แถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากพีซีอาร์ นอกจากขอ้ดีท่ีไดก้ล่าวมาเทคนิคแลมป์มี
ขอ้จ ากดัในดา้นของการตรวจวดัดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กในระดบั STRs (short tandem repeats) ท่ี
ใชใ้นการระบุบุคคลเน่ืองจากวา่แถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้ะมีลกัษณะเป็นขั้นบนัไดไม่สามารถบอกขนาด
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ของดีเอน็เอไดอ้ยา่งแน่นอน ซ่ึงโดยจุดประสงคข์องเทคนิคแลว้ใชส้ าหรับตรวจคดักรองเบ้ืองตน้วา่
ใช่หรือไม่ใช่ มีหรือไม่มีเท่านั้น  
 ส าหรับงานวิจยัน้ีท าการทดสอบประสิทธิภาพ และความไวของเทคนิคแลมป์สามารถ
น าไปประยกุตใ์ชไ้ดจ้ริงในทางนิติวทิยาศาสตร์ในกรณีของการข่มขืนกระท าช าเราเพื่อตรวจหาวา่มี
ดีเอ็นเอของมนุษยเ์พศชายอยู่ในช่องคลอดหรือไม่ซ่ึงสามารถน าไปเป็นกรณีของการศึกษาต่อยอด
งานวิจยัต่อไปได ้หรือในกรณีของพิบติัภยัอาจน าไปตรวจสอบว่าศพท่ีพบนั้นเป็นมนุษยเ์พศชาย
หรือเพศหญิงโดยอาจจะเพิ่มชุดไพรเมอร์ท่ีจะใชต้รวจวดั Amelogenin X ข้ึนมาอีกชุดหน่ึง และ
ถา้ตอ้งการประหยดังบประมาณ และเวลาในการทดสอบอาจจะท าการออกแบบชุดไพรเมอร์ชุด
เดียวท่ีสามารถตรวจสอบไดท้ั้ง Amelogenin X และ Amelogenin Y ในรูปแบบของการน าไพร
เมอร์มาผสมกนั ในกรณีของการตรวจพิสูจน์เลือด วา่เลือดในท่ีเกิดเหตุนั้นเป็นของมนุษยเ์พศชาย
หรือเพศหญิงอาจน างานวิจยัน้ีไปประยุกตใ์ชร่้วมกบัวิธีการตรวจเลือดโดยใช ้antihuman serum 

เพื่อตรวจสอบก่อนวา่เป็นเลือดมนุษยห์รือไม่ แลว้จึงน าวิธีแลมป์ไปตรวจสอบระบุเพศต่อไป การ
ประยุกต์ใชร่้วมกบัวิธีอ่ืนๆ เช่นน้ีเป็นการช่วยประหยดังบประมาณในการเพิ่มชุดไพรเมอร์ในการ
ตรวจสอบไดเ้ช่นกนั เพื่อความมัน่ใจในการตรวจพิสูจน์วา่หลอดท่ีท าการทดสอบนั้นน่าเช่ือถืออาจ
ท าการเพิ่มเติมสารท่ีเป็น internal standard ลงไปเพื่อดูความถูกต้องของการทดสอบ
นอกเหนือไปจากการใชชุ้ดควบคุมผลบวก และชุดควบคุมผลลบซ่ึงเป็น external control เทคนิค 

แลมป์ นอกจากจะตรวจคดักรองเบ้ืองตน้ในตวัอย่างท่ีเป็น มนุษย ์สัตวอ่ื์น แบคทีเรีย ไวรัส และ
โปรโตซวัแลว้ ยงัสามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการตรวจดีเอ็นเอพืชได ้ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ในทาง
นิติวทิยาศาสตร์ในดา้นของการตรวจคดักรองวา่เป็นสารเสพติดประเภท ฝ่ิน กญัชาหรือไม่ ซ่ึงขอ้ดี
ท่ีส าคญัของเทคนิคแลมป์ อีกประการหน่ึงก็คือ สามารถน าออกไปตรวจวดัในภาคสนามไดโ้ดย
ร่วมกบัเคร่ืองมือท่ีออกแบบมาเพื่อตรวจวดัความขุ่นไดใ้นตวัซ่ึงก็จะท าให้ง่ายต่อการตรวจพิสูจน์ท่ี
รวดเร็วมากยิง่ข้ึน ในส่วนน้ีควรจะมีการศึกษาคน้ควา้เพื่อพฒันาต่อยอดงานวจิยัของผูศึ้กษาต่อไป 


