
 
 
 
 

ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมสารละลายในกระบวนการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ 
 
        1. การเตรียม 10X Taq Buffer 

            500 mM Tris pH 8.4    20.0  ml 
            2 M KCI     12.5  ml 
            150 mM MgCI2     5.0  ml 
            1% Bovine Serum Albumin   5.0   ml 
            100% Tween 20     0.25  ml 
             เติมนํ้าใหค้รบ     50.0  ml 

 
        2. การเตรียม 1 mM Each Solution of dNTPs 

           100 mM dATP     10.0   μl 
           100 mM dCTP     10.0   μl 
           100 mM dGTP     10.0   μl 
           100 mM dTTP     10.0   μl 
           นํ้า       960.0   μl 
           ผสมใหเ้ขา้กนัไดเ้ป็นสารละลายท่ีมีปริมาตรรวมเท่ากบั  1000.0 μl 
 

        3. การเตรียม Sus Scrofa Cytochorme b Primer Mix 
Primer F (100 mM)   5   μl 
Primer R (100 mM)   5   μl 
เติมนํ้าใหค้รบ             100    μl  
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       4. การเตรียม 0.5X TBE Buffer 
  Tris       5.4      g 

Boric Acid     2.75    g 
EDTA     0.373 g 
เติมนํ้ากลัน่ใหค้รบ    1,000     ml 
(รศ.อุไรวรรณ วิจารณกลุ, 2545) 

 
 5. วิธีเตรียมสารละลาย Ethidium Bromide 

 Ethidium Bromide      10 μl 
  0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) Buffer   200 ml 
    เขยา่ใหเ้ขา้กนั แลว้เกบ็ไวใ้นท่ีมืด  
    (ระวงัอยา่ใหถู้กผวิหนงัโดยตรง เน่ืองจาก Ethidium Bromide เป็นสารก่อมะเร็ง) 
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ภาคผนวก ข 
 

ขั้นตอนการแยกขนาดดีเอน็เอด้วย Agarose Gel Electrophoresis 

 

        เจลอะกาโรส 

 

 
      D-galactose       3,6-anhydro L-galactose  
 

ภาพ 14 สูตรโครงสร้างของ Agarose 
ท่ีมา (Sambrook te al., 1989, p. 6.3) 

 
 

        เจลอะกาโรสเป็นพอลิเมอร์ของ D-galactose สลบักบั 3, 6-anhydrogalactose แยกไดจ้าก
สาหร่ายทะเลเช่นเดียวกบัวุน้ (agar) องคป์ระกอบหรือหน่วยย่อยโดยรวมจะเหมือนกนั แต่จะมี
ความแตกต่างกบับา้งท่ีหมู่ R ท่ีต่ออยู่กบัหมู่ไฮดรอกซีท่ีตาํแหน่งคาร์บอนท่ี 6 ของนํ้ าตาลกา
แล็กโทส โดยช่ืออะกาโรสเป็นช่ือเรียกโดยรวม จึงประกอบดว้ยพอลิแซ็กคาไรด์หลายชนิด และ
อาจมีสารประกอบอ่ืนเจือปน เช่น ซลัเฟต โปรตีน สารท่ีเจือปนน้ีถา้เป็นสารท่ีมีประจุ จะทาํใหเ้กิด
เหตุการณ์ท่ีเรียกว่า electroendosmosis (EEO) ซ่ึงขดัขวางการเคล่ือนท่ีของสารท่ีตอ้งการแยก เช่น 
ถา้มีหมู่ท่ีมีประจุลบในเน้ือเจล จะทาํใหโ้มเลกุลของนํ้ าท่ีจบัตวักบัไฮโดรเจนไอออน (H3O

+) เขา้มา
เกาะกบัประจุลบดงักล่าว เม่ือเปิดกระแสไฟฟ้า H3O

+ จะถูกผลกัใหเ้คล่ือนท่ีไปทางขั้วลบ ซ่ึงจะสวน
ทางกบัสารท่ีมีประจุลบ ขดัขวางการเคล่ือนท่ีของสารหรือดีเอน็เอท่ีตอ้งการแยก เปรียบเทียบไดก้บั
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การพายเรือทวนนํ้ า ดงันั้น เจลอะกาโรสท่ีดีควรมีค่า EEO ตํ่า ซ่ึงสังเกตไดจ้ากฉลากท่ีขา้งขวด 
นอกจากน้ีการแยกดีเอน็เอหรืออาร์เอน็เอใหบ้ริสุทธ์ิจากเจลอะกาโรสบางวิธี สารพอลิแซ็กคาไรดท่ี์
มีหมู่ซัลเฟตเหล่าน้ีจะติดปนมาพร้อมกับดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอ และเป็นตวัยบัย ั้งปฏิกิริยาของ
เอนไซมห์ลายชนิด เช่น พอลิเมอเรส ไลเกส เอนไซมต์ดัจาํเพาะ การเลือกอะกาโรสจึงตอ้งใชช้นิดท่ี
มีความบริสุทธ์ิสูงสาํหรับใชใ้นงานระดบัโมเลกลุ 
        อิเล็กโตโฟริซิส (Electrophoresis) เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกโมเลกุลของสารท่ีมีประจุออกจากกนั
โดยใชก้ระแสไฟฟ้า โดยให้สารท่ีมีประจุนั้นเคล่ือนท่ีผา่นตวักลางชนิดหน่ึงในสารละลาย สารท่ีมี
ประจุต่างกนัจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงกนัขา้ม นอกจากประจุแลว้อตัราการเคล่ือนท่ียงัข้ึนอยูก่บั
ขนาด รูปร่างโมเลกลุ แรงเคล่ือนไฟฟ้า และตวักลางท่ีใชด้ว้ย 

              โมเลกลุของดีเอน็เอประกอบดว้ยหมู่ฟอตเฟตจาํนวนมาก สารละลายของดีเอน็เอจึงมีประจุลบ
ท่ี PH เป็นกลาง เม่ืออยู่ในสนามไฟฟ้า โมเลกุลของดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจากขั้วลบไปยงัขั้วบวก 
เน่ืองจากหมู่ฟอตเฟตเป็นส่วนประกอบของนิวคลีโอไทดทุ์กชนิด ดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกุลเลก็จะมี
หมู่ฟอตเฟตอยู่น้อยกว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ ดงันั้น จะพบว่าประจุต่อมวลโมเลกุลของดีเอ็นเอทุก
ขนาดมีค่าเท่ากนั ความเร็วในการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอจึงข้ึนอยู่กบัขนาดเป็นส่วนใหญ่ 
อยา่งไรกต็ามมีปัจจยัอ่ืนท่ีมีผลต่อการเคล่ือนท่ีของโมเลกลุดีเอน็เอดว้ย ดงัน้ี 

1. ขนาดของโมเลกุล ดีเอ็นท่ีมีขนาดโมเลกุลเลก็จะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกว่าดีเอ็นเอท่ีมีขนาด
โมเลกลุใหญ่ ดีเอน็เอท่ีมีโมเลกลุแบบเสน้ตรง (Linear) เกลียวคู่จะเคล่ือนท่ีไดร้ะยะทางท่ีแปรผกผนั
กบัขนาดโมเลกลุ  

2. โครงแบบของดีเอน็เอ (Configuration) กรณีท่ีมีขนาดโมเลกุลเท่ากนันั้น ดีเอน็เอท่ีมี
โครงแบบเป็นวงแหวนท่ีพนัเกลียวซอ้นจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกว่าดีเอน็เอปลายเปิดแบบเส้นตรง และดี
เอน็เอแบบเสน้ตรงจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอน็เอแบบวงแหวนท่ีมีช่องเปิด  
            3.  เปอร์เซ็นตข์องชนิดเจล ถา้เพิ่มความเขม้ขน้หรือเปอร์เซ็นตเ์จลโมเลกุลของดีเอน็เอจะ
เคล่ือนท่ีไดช้า้ลง โดยเจลท่ีนิยมใชก้บักรดนิวคลีอิก คือ เจลพอลิอะครีลาไมด์ และ เจลอะกาโรส 
โดยเจลอะครีลาไมดใ์ชแ้ยกดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกุลเลก็ระหว่าง 6-1,000 คู่เบส ส่วนเจลอะกาโรส
ใชแ้ยกดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกลุใหญ่ประมาณ 100 คู่เบสจนถึงกวา่ 50,000 คู่เบส 
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ตาราง 4 ช่วงขนาดโมเลกลุของดีเอน็เอทีแ่ยกได้โดยเจลอะกาโรส 
 

ความเขม้ขน้ของเจล (%) ขนาดท่ีเหมาะสมในการแยก (คู่เบส) 

0.3 
0.6 
0.7 
0.9 
1.2 
1.5 
2.0 

5,000-60,000 
1,000-20,000 
800-10,000 
500-7,000 
400-6,000 
200-4,000 
100-3,000 

 

4. แรงเคล่ือนไฟฟ้า (Voltage) ถา้เพิ่มแรงเคล่ือนไฟฟ้าดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกว่า ในการ
แยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสน้ีต้องใช้แรงเคล่ือนไฟฟ้าท่ีเหมาะสม ถ้าใช้
แรงเคล่ือนไฟฟ้าสูงเกินไป ดีเอน็เอเคล่ือนท่ีไดเ้ร็ว แต่การแยกตวัจะไม่ดีแต่ถา้ตํ่าดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ี
ชา้แยกตวัไดดี้ แต่แถบดีเอน็เอจะไม่คมชดั เพราะเกิดการแพร่ของดีเอน็เอ 

5. บฟัเฟอร์ท่ีใช ้ชนิดของพปัเฟอร์มีผลต่อการเคล่ือนท่ีของดีเอน็เอ บฟัเฟอร์ท่ีนิยมใชมี้      
3 ชนิด คือ TEA (Tris-acetate, EDTA), TBE (Tris- borate, EDTA), และ TPE (Tris- phosphate, 
EDTA) สามารถเกิดปฏิกิริยากบัเจลอะกาโรสได ้มีความสามารถเป็นบฟัเฟอร์ไดดี้ แยกดีเอน็เอได้
เร็ว ดงัน้ีการเลือกใชบ้ฟัเฟอร์แต่ละชนิดจึงข้ึนอยูก่บัวตัถุประสงค ์
        ขั้นตอนการทาํ Agarose Gel Electrophoresis 

1.เตรียม 2% Agarose Gel โดยมีวิธีเตรียมดงัน้ี 
                           -  ชัง่ Agarose Powder 0.8 g  
                           -  ตม้ใน 0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) Buffer ท่ี 60 °C จนสารละลายใสเป็น
เน้ือเดียวกนัแต่มีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 40 ml 
  -  เทใส่แม่พมิพ ์เสียบหวีไวเ้พื่อใหเ้กิดหลุมแลว้ท้ิงไวใ้หเ้จลแหง้ 

2.เตรียมเคร่ือง Agarose Electrophoresis เปิดและปรับการทาํงานท่ี 100V นาน 20 นาที  
3.วางถาดเจลท่ีเตรียมไวล้งในเคร่ืองแลว้เติม 0.5X TBE Buffer ใหท่้วมเจลพอดี 
4.เติม loading dyes 1 μl ลงใน PCR product   และเตรียมดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder 
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5.โหลด ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder 5 μl, Positive Control, Negative Control และ 
PCR product อยา่งละ 5 μl ลงในหลุมเจล 

6.เม่ือครบเวลาจึงแช่เจลดว้ยสารละลาย Ethidium Bromide นาน 30 นาที 
7.นาํแผน่เจลมาส่องดูแถบดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง Ultraviolet Visible Transilluminator เพื่อ

ตรวจสอบผล 
 

หมายเหตุ     การตรวจสอบดีเอน็เอหลงัจากการทาํอิเลก็โตโฟริซิสดว้ยการยอ้มเจลโดยสีเรืองแสง สี                    
เหล่าน้ีเม่ืออยูอ่ยา่งอิสระในสารละลายจะเรืองแสงเพียงเลก็นอ้ยเท่านั้น แต่ถา้จบัตวักบั
ดีเอน็เอหรืออาร์เอน็เอ จะเรืองแสงเพิ่มข้ึนมาก เช่น เอธิเดียมโบรไมด ์ ซ่ึงเป็นสีท่ีจะ
สอดแทรกตวัเขา้ไปอยูร่ะหวา่งชั้นของคู่เบส (Intercalating dye) แลว้ทาํใหเ้กิดการ
เรืองแสงเพิ่มข้ึนอยา่งนอ้ย 10 เท่า สารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งดีเอน็เอและเอธิเดีย
มโบรไมดจ์ะดูดแสงอลัตราไวโอเลตเกิด excitation และปล่อยพลงังานแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร ซ่ึงจะเห็นเป็นสีแดงสม้ หลอดแสงอลัตราไวโอเลตในเคร่ือง
ถ่ายภาพเจลบางรุ่น จะใหแ้สงท่ีมีความยาวคล่ืนถึง 3 ความยาวคล่ืน คือ 254, 302 และ 
366 นาโนเมตร แสงท่ีความยาวคล่ืนตํ่าจะมีพลงังานสูงกวา่และทาํใหเ้กิดการเรืองแสง
ไดดี้กวา่ ทาํใหเ้ห็นแถบดีเอน็เอชดัเจนกวา่แต่กมี็ผลทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาดีเอน็เอมากกวา่
ดว้ย เช่น เกิดการขาดของพนัธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ (nick) หรือ เกิดไทมีนไดเมอร์ 
(thymine dimmer) หรือโมเลกลุของดีเอน็เอ จึงไม่เหมาะสมถา้ตอ้งการแยกดีเอน็เอ
บริสุทธ์ิจากเจลเพ่ือนาํไปใชต่้อ แต่ถา้ตอ้งการตรวจดูอยา่งเดียว หรือดีเอน็เอโมเลกลุ
ขนาดใหญ่ท่ีตอ้งการยา้ยจากเจลไปบนแผน่เมมเบรนฟิลเตอร์ (blotting) การขาดของ
สายดีเอน็เอจะช่วยใหก้ารยา้ยจากเจลมีประสิทธิภาพดีข้ึน โดยทั้วไปนิยมใชแ้สง
อลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 302 นาโนเมตร เพราะไม่ทาํใหดี้เอน็เอเสียหายมาก
นกั แมว้า่การเรืองแสงของเอธิเดียมโบรไมดห์รือสีเรืองแสงท่ีใชจ้ะลดลงบา้ง 
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ภาคผนวก ค 
 

ลาํดับเบสบริเวณดีเอน็เอของสุกรในส่วนของยนีไซโตโครมบีในไมโตคอนเดรีย 
 
 

ทีม่า   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X56295 

 S.scrofa mitochondrion cytb gene for cytochrome b 
GenBank: X56295.1 
 
LOCUS            X56295    1140 bp    DNA     linear   MAM 04-SEP-1991 
DEFINITION   S.scrofa mitochondrion cytb gene for cytochrome b. 
ACCESSION   X56295 
VERSION        X56295.1  GI:13678 
KEYWORDS   cytb gene; cytochrome b. 
SOURCE          mitochondrion Sus scrofa (pig) 

 
         1 atgaccaaca tccgaaaatc acacccacta ataaaaatta tcaacaacgc attcattgac 

       61 ctcccagccc cctcaaacat ctcatcatga tgaaacttcg gttccctctt aggcatctgc 

      121 ctaatcttgc aaatcctaac aggcctgttc ttagcaatac attacacatc agacacaaca 

      181 acagctttct catcagttac acacatttgt cgagacgtaa attacggatg agttattcgc 

      241 tatctacatg caaacggagc atccatattc tttatttgcc tattcatcca cgtaggccga 

      301 ggtctatact acggatccta tatattccta gaaacatgaa acattggagt agtcctacta 

      361 tttaccgtta tagcaacagc cttcataggc tacgtcctgc cctgaggaca aatatcattc 

      421 tgaggagcta cggtcatcac aaatctacta tcagctatcc cttatatcgg aacagacctc 

      481 gtagaatgaa tctgaggggg cttttccgtc gacaaagcaa ccctcacacg attcttcgcc 

      541 ttccacttta tcctgccatt catcattacc gccctcgcag ccgtacatct catattcctg 

      601 cacgaaaccg gatccaacaa ccctaccgga atctcatcag acatagacaa aattccattt 

      661 cacccatact acactattaa agacattcta ggagccttat ttataatact aatcctacta 

      721 atccttgtac tattctcacc agacctacta ggagacccag acaactacac cccagcaaac 

      781 ccactaaaca ccccacccca tattaaacca gaatgatatt tcttattcgc ctacgctatt 

      841 ctacgttcaa ttcctaataa actaggtgga gtgttggccc tagtagcctc catcctaatc 

      901 ctaattttaa tgcccatact gcacacatcc aaacaacgag gcataatatt tcgaccacta 

      961 agtcaatgcc tattctgaat actagtagca gacctcatta cactaacatg aattggagga



58 

 

     1021 caacccgtag aacacccgtt catcatcatc ggccaactag cctccatctt atacttccta 

     1081 atcattctag tattgatacc aatcactagc atcatcgaaa acaacctatt aaaatgaaga 

 

 
หมายเหตุ       อกัษรสีเขียวและสีแดงท่ีขีดเสน้ใตแ้สดงลาํดบัเบสท่ีใชเ้ป็นดีเอน็เอตวัเร่ิม (Primers) 

สาํหรับงานคน้ควา้แบบอิสระน้ี ซ่ึงไดแ้ก่ 
    

  Primer Forward:     5’ -AATCTTGCAAATCCTAACAGGCC- 3’ 
  Primer Reverse:      5’ -CCGTTTGCATGTAGATAGCGAAT- 3’ 
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ภาคผนวก ง 
 

เทคนิค Nested Polymerase Chain Reaction (Nested PCR) 
และ เทคนิค Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

 
 
Nested Polymerase Chain Reaction 
        เป็นเทคนิค PCR  ท่ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อตอ้งการใหไ้ดผ้ลผลิต PCR ท่ีมากข้ึน โดยอาศยัการทาํ 
PCR 2 ขั้นตอน ดว้ย Primer 2 คู่ โดย Primer คู่แรกจะใชก้บั PCR ขั้นตอนแรกโดยเกาะคร่อม DNA 
Segment ท่ีมีขนาดใหญ่กวา่ดีเอน็เอเป้าหมายแต่มีดีเอน็เอเป้าหมายอยูภ่ายในลาํดบัเบสของผลผลิตดี
เอน็เอ หลงัจากนั้นนาํเอาผลผลิตของ PCR ขั้นตอนแรกไปทาํ PCR ขั้นตอนท่ีสองโดยใช ้Primer คู่ท่ี
สองซ่ึงออกแบบใหส้าํหรับเพิ่มขยายไดเ้ฉพาะดีเอน็เอเป้าหมาย ซ่ึงอยูถ่ดัเขา้ไปจาก Primer คู่แรก 
การทาํ PCR ขั้นตอนท่ีสองนั้นอาจทาํปฏิกิริยา 25-30 รอบ ในท่ีสุดกไ็ดผ้ลผลิตดีเอน็เอเป้าหมายท่ี
เพิ่มขยายจาํนวนมากตามท่ีตอ้งการ เทคนิคน้ีนิยมนาํไปใชใ้นการประยกุตเ์ร่ืองชนัสูตรโรค 
 
Loop-Mediated Isothermal Amplification 
        ในปี ค.ศ. 2000 ไดมี้การพฒันาวิธีเพิ่มขยายยีนดว้ยเทคนิค Loop-mediated Isothermal 
Amplification (LAMP) ข้ึนมาโดยนกัวิจยัชาวญ่ีปุ่นช่ือ Tsugunori Notomi และคณะ ซ่ึงไดช่้วย
แกปั้ญหาท่ีสาํคญัของเทคนิค PCR กล่าวคือ ไม่ตอ้งใชเ้คร่ือง PCR เน่ืองจากปฏิกิริยาการเพิ่มขยาย
ยนี สามารถเกิดท่ีอุณหภูมิเดียวคือประมาณ 60-65 °C และตรวจสอบยนีท่ีเพิ่มจาํนวนไดใ้นขั้นตอน
เดียวกนั เทคนิคน้ีจึงเหมาะกบัประเทศท่ีกาํลงัพฒันา หรือห้องปฏิบติัการเล็กๆ หรือสาํหรับ
ปฏิบติัการในภาคสนามไดดี้  
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หลกัการของเทคนิค LAMP 
        โดยพ้ืนฐานของเทคนิค LAMP จะเพิ่มขยายยนีโดยใช ้ Primer จาํนวน 4 เสน้ ท่ีสามารถ
ตรวจสอบยนีท่ีมีความจาํเพาะถึง 6 ตาํแหน่งของยนีเป้าหมาย การเพิ่มขยายยนีจะใชอุ้ณหภูมิคงท่ี 
และใชป้ฏิกิริยา Strand Displacement ของเอนไซม ์ Bst DNA polymerase การตรวจสอบยนีท่ีเพิ่ม
ขยายได ้ สามารถทาํในขั้นตอนเดียวไปพร้อมๆ กนัไม่จาํเป็นตอ้งใชเ้จลอิเลคโตรโฟลิซิส ทั้งน้ี
เน่ืองจากการเพิ่มขยายยนีในเทคนิค LAMP ทาํใหมี้สาร Pyrophosphate เป็น by product สาร
ดงักล่าวสามารถจบักบั Magnesium กลายเป็น Magnesium Pyrophosphate ซ่ึงจะตกตะกอนเป็นสี
ขาวสามารถเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า จะมีปริมาณมากหรือนอ้ยข้ึนกบัปริมาณการเพ่ิมขยายยนีนั้นๆ  

Primers ในเทคนิค LAMP 
  Primers ท่ีใชมี้จาํนวน 4 เสน้จะถูกออกแบบใหจ้าํเพาะกบัยนีเป้าหมาย ทั้ง 6 ตาํแหน่ง 
 

 การเพิม่ขยายยนีของเทคนิค LAMP 
            กลไกการทาํงานของ LAMP ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอนคือ 
  1. Starting Structure Producing Step เพื่อสร้าง Stem-Loop ทั้งสองขา้งของยนี
เป้าหมาย 
  2. Cycle Amplification Step เป็นการเพิม่ขยายยนีจาก Stem-Loop โดยอาศยัการ
ทาํงานของ DNA polymerase with strand displacement activity 
 

 วธีิการตรวจวดัยนีทีเ่พิม่ขยายขึน้  
1. การดูความขุ่น 
สามารถดูผลของปฏิกิริยาจากตะกอนสีขาวของ Magnesium Pyrophosphate โดย

นาํหลอดทดสอบไปป่ันใหต้กตะกอน ถา้เกิดการเพ่ิมขยายยนี จะพบตะกอนสีขาวมาก 
2. การดูสีฟลูออเรสเซนต์ 
โดยใชส้ารฟลูออเรสเซนตเ์ช่น SYBR Green I เติมหลงัจากเกิดปฏิกิริยา LAMP 

แลว้ ถา้มี Product เกิดข้ึนจะเปล่ียนสีตั้งตน้ (สีสม้) ใหก้ลายเป็นสีเขียวเม่ือดูภายใตแ้สง UV 
(302nm.) หรืออาจดูภายใตแ้สงธรรมชาติ วิธีน้ีมีขอ้เสียคือตอ้งเปิดฝาหลอดทดสอบเพ่ือเติม
สารฟลูออเรสเซนต ์ทาํให ้Product มีโอกาสฟุ้ งกระจายสูง เกิด Carry Over ไดง่้าย จึงไดมี้ผู ้
ดดัแปลงใชส้าร Calcein แทน สารน้ีสามารถเติมไดต้ั้งแต่เร่ิมตน้การทดสอบ สาร Calcein 
จะจบักบั Magnesium ดงันั้นเม่ือมี Product เกิดข้ึน จะมีสาร Pyrophosphate เกิดข้ึนตาม 
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สาร Pyrophosphate จะแยง่จบักบั Magnesium ทาํใหส้าร Calcein เป็นอิสระจึงใหแ้สง
ฟลูออเรสเซนตอ์อกมา 

3. การใช้ Gel Electrophoresis 
สามารถนาํ Product จากเทคนิค LAMP ไป run gel electrophoresis เพือ่ดูยนีท่ีเพิ่ม

ขยายได ้Product ท่ีไดจ้ะให ้Band หลายๆ ขนาด ต่างจากปฏิกิริยาของ PCR Product ทัว่ไป
ท่ีใหเ้พยีง 1 band ทั้งน้ีเน่ืองจากในขั้นตอน Cycle Amplification จะไดข้นาดของดีเอน็เอ
แตกต่างกนั 

 

         ข้อดีของเทคนิค LAMP 
1. มีประสิทธิภาพในการเพ่ิมขยายยนีไดสู้ง ภายใตส้ภาวะเดียวกนั ท่ีอุณหภูมิประมาณ 

60-65°C มีความไวสูงในการตรวจจบั DNA สามารถตรวจจบั DNA จาํนวนนอ้ยๆ ไดถึ้ง 6 
Copies ในการตรวจหาเช้ือไวรัส เทคนิค LAMP มีความไวมากกวา่เทคนิค PCR ประมาณ 10-
100 เท่า 

2. LAMP มีความจาํเพาะสูงเพราะตอ้งใช ้Specific Sites ถึง 6 ตาํแหน่ง โดยใช ้Primers 
ถึง 4 เสน้ ดงันั้นจะช่วยลด Background จากการเพิ่มขยายยนีท่ีไม่จาํเพาะได ้

3. เป็นเทคนิคท่ีง่ายในการทดสอบ ถา้สามารถสร้าง Primer ท่ีเหมาะสมได ้ใชเ้คร่ืองมือ
พื้นฐานทัว่ๆ ไปเช่น อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ หรือ Heat Block 

4. การตรวจวดัผลการทดสอบง่าย ไม่ยุง่ยาก และสามารถเลือกวิธีการตรวจวดัได ้
ปัจจุบนัสามารถวดัแบบ Real Time ได ้

5. สามารถใชร่้วมกบัปฏิกิริยา Reverse Transcription กจ็ะสามารถเพิ่มขยายยนี RNA 
ไดใ้นประสิทธิภาพสูง 

 

         ข้อด้อยของเทคนิค LAMP 
1. การออกแบบ Primer จะค่อนขา้งยุง่ยาก เพราะตอ้งใหจ้าํเพาะกบัยนีเป้าหมายถึง 6 

ตาํแหน่ง 
2. ใช ้Primer ในปริมาณท่ีมากกวา่ปรกติ 
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