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IRIN HONGWARITTORRN: SEMI-QUANTITATIVE QUANTITATION OF LOOP 
MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (LAMP) GENERATED DNA BY 
DISTANCE-BASED PAPER ANALYTICAL DEVICE. ADVISOR: ASST. PROF. WANIDA 
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CHAICHANAWONGSAROJ, Ph.D. {, pp. 

A distance-based paper analytical device (dPAD) for loop mediated 
isothermal amplification (LAMP) detection based on distance measurement 
was proposed. malB gene of E. coli was chosen as a template DNA. In accordance 
with the principle, the dPAD was immobilized by Polyethylenimine (PEI) on the paper 
device. Hydroxynaphthol blue (HNB), a colorimetric indicator for monitoring the 
change of magnesium ion concentration in the LAMP reaction, was used to react with 
the immobilized PEI. The positive charges of PEI react with the negative charges of 
free HNB in the LAMP reaction, producing a blue colour deposit on the device with 
reference to semi-quantitative determination of an initial genomic DNA. The dPAD for 
the visual detection of the LAMP reaction could quantify the initial number of 
genomic DNA copies as low as 4.14×103 copies µL-1. To demonstrate the accuracy of 
the visual reading, the length of colour displayed on the dPAD was imaged using 
a ImageJ program. And the blue distance of HNB on dPAD was 
highly correlated with the initial number of genomic DNA copies (r2=0.971). Thus, this 
distance-based visual semi-quantitative platform is suitable for choice of LAMP 
detection method within 5 minutes, particular in resource-limited settings because of 
the advantages of low cost, simple fabrication and operation, disposability and 
portable detection of the dPAD device. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของงานวิจัย 

 การตรวจวิเคราะห์ทางอณูชีวโมเลกุล หรือ อณูชีววิทยา (Molecular biology) เป็นการ
ตรวจวิเคราะห์ตัวบ่งชี้สารทางชีวภาพทั้งรหัสพันธุกรรมและโปรตีนที่แสดงออกในสิ่งมีชีวิต เนื่องจาก
เป็นการตรวจวิเคราะห์ในระดับพันธุกรรม โดยอาศัยเทคนิคที่มีความไว (Sensitivity) และ
ความจ าเพาะ (Specificity) ท าให้ได้ผลการตรวจที่ถูกต้องและน่าเชื่อถือ การตรวจวิเคราะห์ทางอณู
ชีววิทยาจึงมีประโยชน์อย่างมากต่อการประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ เพื่อใช้ในการตรวจวินิจฉัยหาสาเหตุ
หรือโอกาสในการเกิดโรค เช่น กรณีโรคติดต่อหรือโรคระบาด จะใช้ในการตรวจหาการติดเชื้อโรคชนิด
ต่างๆ การตอบสนองต่อการติดเชื้อของผู้ป่วย เพ่ือน าไปสู่การป้องกันและควบคุมการแพร่ระบาดของ
โรคติดเชื้อให้มีประสิทธิภาพ เป็นต้น ทั้งนี้เพ่ือเป็นแนวทางตัดสินใจในการรักษาที่ดีที่สุดแก่ผู้ป่วยแต่
ละราย ท าให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาตั้งแต่ระยะเบื้องต้น รวมถึงการตรวจเพ่ือติดตามการรักษา (1) โดย
เทคนิคการตรวจวิเคราะห์จะอาศัยปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนของกรดนิวคลีอิก (Nucleic acid) เป็น
เทคนิคหลัก เนื่องจากเป็นการเพ่ิมจ านวนเชื้อเพ่ือให้สามารถตรวจหาได้แม้จะมีเชื้ออยู่ในสิ่งส่งตรวจ
เป็นปริมาณน้อยมากก็ตาม 

เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นปฏิกิริยาการเพ่ิม
จ านวนกรดนิวคลีอิก (Nucleic acid) ณ อุณหภูมิเดียวคือประมาณ 60-65 องศาเซลเซียส โดยแยกดี
เอ็นเอสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยวได้ด้วยคุณสมบัติการท างานแบบ Strand displacement ของเอนไซม์ 
Bacillus stearothermophilus (Bst) DNA polymerase ร่วมกับไพรเมอร์ (Primer) จ านวน 4 
เส้นที่มีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอเป้าหมายถึง 6 ต าแหน่ง (2) จึงท าให้เป็นเทคนิคที่มีความจ าเพาะสูง 
นอกจากนี้ปฏิกิริยาสามารถเกิดขึ้นได้ในขั้นตอนเดียว และอาศัยเพียงอ่างน้ าหรือเครื่องควมคุม
อุณหภูมิ (Water bath/heating block) เท่านั้น การเกิดปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนกรดนิวคลีอิกด้วย
เทคนิค LAMP ท าให้เกิดสารไพโรฟอสเฟต (Pyrophosphate) เป็นผลผลิตจ านวนมาก สารดังกล่าว
สามารถจับกับแมกนีเซียม (Magnesium) กลายเป็นแมกนีเซียมไพโรฟอสเฟต (Magnesium 
pyrophosphate) ซึ่งจะตกตะกอนเป็นสีขาวสามารถเห็นได้ด้วยตาเปล่า (3, 4) ท าให้การตรวจสอบ
ปฏิกิริยาท าได้ในขั้นตอนเดียวกัน เทคนิคนี้จึงเหมาะกับห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก หรือส าหรับตรวจ
ปฏิบัติการในภาคสนามได้ดี เพราะเป็นเทคนิคที่ท าได้ง่าย ขั้นตอนไม่ยุ่งยากซับซ้อน มีความจ าเพาะ
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และความไวสูงในการเกิดปฏิกิริยา ไม่ต้องอาศัยอุปกรณ์เครื่องมือเฉพาะที่มีราคาแพง หรือหาได้ยาก 
เช่น เครื่องมือที่ควบคุมการเพิ่ม-ลดอุณหภูมิได้อย่างรวดเร็ว และแม่นย า เป็นต้น  

นอกจากนี้ยังมีวิธีการตรวจสอบปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้อย่างหลากหลาย ขึ้นอยู่กับความ
เหมาะสมและความสะดวกต่อการปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการนั้นๆ เนื่องจากวิธีการตรวจสอบ
ปฏิกิริยา LAMP มีข้อดีและข้อจ ากัดที่แตกต่างกัน เทคนิคการตรวจสอบปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนกรด
นิวคลีอิกที่นิยมในห้องปฏิบัติทางอณูชีวโมลกุล คือเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) ซึ่งมี
ขั้นตอนที่ยุ่งยาก ใช้เวลานานในการตรวจวิเคราะห์ และต้องอาศัยอุปกรณ์เครื่องมือจ าเพาะซึ่งมีราคา
แพง อีกทั้งอาจต้องใช้สารอันตรายอย่างสาร Ethidium bromide ถือเป็นข้อจ ากัดของเทคนิคนี้ ใน
เทคนิค LAMP ยังสามารถตรวจสอบปฏิกิริยาได้ด้วยการวัดความขุ่นที่เกิดขึ้น (Turbidity) และ
สามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า แต่ขึ้นอยู่กับปริมาณจ านวนกรดนิวคลี อิกที่เพ่ิมขึ้น หากมีปริมาณ
กรดนิวคลีอิกเป้าหมายจ านวนน้อย ก็จะท าให้สังเกตความขุ่นที่เกิดขึ้นเป็นไปได้ยาก อย่างไรก็ตามยังมี
วิธีการตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP ที่สามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า วิธีการหนึ่งคือการเปลี่ยนแปลง
สีของสารที่จับกับดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยาโดยตรง เช่น สาร SYBR Green I (5, 6), Picogreen 
(7) หรือ Propidium iodide (6) เป็นต้น ซึ่งต้องเติมภายหลังการเกิดปฏิกิริยา เพ่ือให้ไปจับกับดีเอ็น
เอที่เพ่ิมจ านวนขึ้นมา และการเปิดฝาเพ่ือเติมสารตรวจสอบปฏิกิริยาที่จับกับดีเอ็นเอโดยตรง เป็นการ
เพ่ิมความเสี่ยงของการปนเปื้อนดีเอ็นเออ่ืนๆ เข้าไปในปฏิกิริยา แต่หากเติมสารเหล่านี้ก่อน
เกิดปฏิกิริยา LAMP อาจมีโอกาสยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาได้ (8) เนื่องจากสารเหล่านี้จะไปจับกับดีเอ็น
เอเป้าหมายก่อนเกิดปฏิกิริยา นอกจากนี้สารเหล่านี้ยังมีราคาแพงอีกด้วย อีกวิธีการตรวจสอบ
ปฏิกิริยาคือการเปลี่ยนแปลงสีของตัวบ่งชี้โลหะไอออน (Metal ion indicator) ในปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 
เช่น สาร Calcein (9) หรือสาร Hydroxynaphthol blue (HNB) (10) เป็นต้น ซึ่งสามารถเติมสาร
เหล่านี้ก่อนเกิดปฏิกิริยา LAMP ได้ แต่สาร Calcein เป็นสารเรืองแสงดังนั้นเวลาตรวจสอบปฏิกิริยา
จึงต้องอาศัยเครื่องอ่านสารเรืองแสง ท าให้มีค่าใช้จ่ายและอุปกรณ์เครื่องมือที่ต้องใช้เพ่ิมเติม ส่วนการ
ตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP ด้วยสาร HNB นั้นมีข้อดีคือ เป็นสารที่มีราคาถูก ไม่เป็นอันตรายและ
สามารถสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงของสีได้ด้วยตาเปล่า โดยไม่ต้องใช้อุปกรณ์เพ่ิมเติม (11) และสาร 
HNB มีความไวในการตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP ได้ ใกล้เคียงกับสาร SYBR Green I ที่สามารถจับกับ
ดีเอ็นเอได้โดยตรง (10) ดังนั้นการตรวจสอบปฏิกิริยา สาร LAMP ด้วยสาร HNB  จึงเหมาะสมที่จะ
น ามาใช้ในห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก หรือส าหรับตรวจปฏิบัติการในภาคสนามได้ดี 

ในปัจจุบันชุดตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ (Paper based analytical devices; PADs) ได้รับ
การพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP แบบ Vertical flow (VF) strip (12-14) และแบบ 
Lateral flow dipstick (LFD) (15-21) เนื่องจากกระดาษเป็นวัสดุที่หาได้ง่าย ราคาไม่แพง เป็นมิตร
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ต่อสิ่งแวดล้อม และนิยมน ามาใช้เป็นตัวกลางส าหรับเทคนิคโครมาโตกราฟี (Chromatography) 
นอกจากนี้เส้นใยเซลลูโลส (Cellulose fiber) มีพ้ืนที่ผิวสัมผัสเหมาะส าหรับการตรึงน้ ายาเก็บไว้บน
กระดาษก่อนน าไปตรวจวิเคราะห์ ช่วยท าให้ชุดตรวจวิเคราะห์ใช้งานได้ง่ายขึ้น และสะดวกต่อการ
ตรวจวิเคราะห์ เพราะกระดาษสามารถคงสภาพน้ ายาที่แห้งแล้ว ณ อุณหภูมิที่เก็บกระดาษที่ตรึงน้ ายา
ไว้ได้ และด้วยคุณสมบัติในการดูดซับสารละลาย ท าให้สารละลายสามารถไหลผ่านตามโครงสร้างรู
พรุนของกระดาษได้โดยอาศัยแรงดึงตามรูขนาดเล็ก (Capillary force) โดยไม่ต้องอาศัยแรงดึงจาก
ภายนอก (22,23) จากคุณสมบัติของกระดาษดังที่กล่าวมานั้น จึงสามารถน ากระดาษมาประยุกต์ใช้
เป็นชุดตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP ที่พกพาได้ ราคาไม่แพงและออกแบบให้เหมาะสมน ามาใช้งานใน
พ้ืนที่ภาคสนามได้ โดยเทคนิคที่นิยมน ามาใช้ในชุดตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP แบบ VF strip และ
แบบ LFD คือเทคนิคอิมโมโนโครมาโตกราฟี (Immunochromatography) โดยอาศัยการท างานของ
ไพรเมอร์ กับดีเอ็นเอตรวจสอบ (Probe) ที่ติดฉลาก เช่น สาร Biotin และ Fluorescein 
isothiocyanate (FITC) เป็นต้น และแอนติบอดีต่อสารเหล่านี้ซึ่งติดฉลากสารที่มีสี เช่น สาร 
Colloidal gold ท าให้สามารถอ่านผลบนชุดทดสอบได้ด้วยตาเปล่า ข้อดีของชุดตรวจสอบปฏิกิริยา 
LAMP แบบ VF strip และแบบ LFD คือมีความถูกต้องแม่นย า และมีความจ าเพาะต่อดีเอ็นเอที่เพ่ิม
จ านวนขึ้นในปฏิกิริยา นอกจากนี้ยังไม่ต้องใช้อุปกรณ์เครื่องมือในการอ่านผลการตรวจสอบ หรือ
ขั้นตอนการวิเคราะห์ข้อมูล (15,16) แต่ขั้นตอนการสร้างชุดตรวจมีความยุ่งยาก น้ ายาที่ใช้ในการ
เตรียมชุดตรวจก็มีราคาแพง นอกจากนี้ Connelly และคณะ (24) ได้คิดค้นอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์
ฐานกระดาษที่สามารถเตรียมสารตัวอย่างและเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP พร้อมทั้ง
ตรวจวัดผลผลิตที่เกิดขึ้นด้วยสาร SYBR Green I แต่วิธีตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP บนกระดาษเหล่านี้
เป็นการตรวจสอบปฏิกิริยาในเชิงคุณภาพ (Qualitative detection) เท่านั้น คือ สามารถบอกได้แค่
ว่ามีดีเอ็นเอเป้าหมายในปฏิกิริยาหรือไม่ แต่ไม่สามารถบอกได้ว่ามีมากน้อยแค่ไหน ถึงแม้ในทางคลินิก
นั้นการแปลผลเชิงคุณภาพจะเพียงพอต่อการวินิจฉัยโรค โดยเฉพาะโรคติดเชื้อ แต่ในบางครั้งการแปล
ผลเชิงปริมาณ (Quantitative) มีความจ าเป็นต่อการวินิจฉัย เพ่ือเป็นแนวทางในการรักษาโรคหรือ
ติดตามการตอบสนองของโรคต่อการรักษา โดยเฉพาะอย่างยิ่งในสิ่งตัวอย่างที่เป็น เลือด, พลาสมา, 
ซีรัม หรือน้ าไขสันหลัง 

เทคนิคการตรวจวัดสารสีที่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (Colorimetry) บนกระดาษเป็น
เทคนิคที่ใช้ได้ง่ายที่สุด (25) เพ่ือก าหนดการเกิดสีหรือการเปลี่ยนแปลงสีจากการตรวจวัดปฏิกิริยาที่
เกิดขึ้นบนกระดาษ เทคนิคนี้เป็นการตรวจวัดผลที่เหมาะสมต่อการตรวจวิเคราะห์ในพ้ืนที่ภาคสนาม 
เพราะเปน็เทคนิคที่อ่านผลได้ง่าย รวดเร็วและราคาไม่แพง (26) โดยเฉพาะการตรวจวัดเชิงปริมาณบน
ชุดตรวจวิเคราะห์บนกระดาษจะอาศัยการวัดความเข้มสี (Color intensity) ที่เกิดขี้นบนกระดาษ ซึ่ง
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จะมีความเข้มสีที่แตกต่างกันข้ึนอยู่กับตัวตรวจวัด (Analyte) ที่มีอยู่ในปฏิกิริยา แต่การวัดความเข้มสี
นั้นต้องอาศัยอุปกรณ์เครื่องมือตรวจวัดสี เช่น กล้องถ่ายรูป, เครื่องสแกนภาพ เป็นต้น และคุณภาพ
ของภาพขึ้นอยู่กับแสงที่เกิดขึ้นขณะถ่ายภาพอีกด้วย (27) ท าให้ภาพที่ได้ในแต่ละครั้งมีคุณภาพสีไม่
สม่ าเสมอ นอกจากนี้เกณฑ์ในการตัดสินสีของภาพหรือความเข้มสีที่เกิดขึ้นของแต่ละบุคคลยัง
แตกต่างกัน อาจท าให้ผลการตรวจวัดได้ไม่เท่ากัน (28) แต่เทคนิคการตรวจวัดสีที่เกิดขึ้นหรือ
เปลี่ยนแปลงไปยังคงมีความจ าเป็นต่อการตรวจวัดเชิงปริมาณบนชุดตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ ดังนั้น
จึงมีการตรวจวัดเชิงปริมาณโดยอาศัยการวัดระยะทางของสีที่ เกิดขึ้น  (Distance-based 
measurement) บนชุดตรวจแทนการวัดความเข้มสี ซึ่งเป็นวิธีการตรวจวัดที่สังเกตได้ด้วยตาเปล่า ไม่
ต้องใช้อุปกรณ์เครื่องมือตรวจวัดเพ่ิมเติม (29) โดยระยะทางของสีที่เกิดขึ้นเป็นตัวบ่งชี้ถึงปริมาณตัว
ตรวจวัดที่อยู่ในสารตัวอย่าง ซึ่งเทคนิคการตรวจวัดระยะทางของสีทีเกิดขึ้นนั้นสามารถประยุกต์ใช้ได้
กับชุดตรวจที่ท ามาจากวัสดุชนิดต่างๆ เช่น แก้ว, ซิลิคอน (Silicon), สารพอลิไดเมทิลซิโลเซน 
(Polydimethylsiloxane; PDMS) หรือด้าย เป็นต้น (30) โดยเทคนิคนี้ได้รับการพัฒนาเพ่ือตรวจวัด
ปริมาณของสารเคมีที่อยู่ในสารตัวอย่าง ในปัจจุบันยังไม่มีการพัฒนาเทคนิคการวัดระยะทางของสีที่
เกิดข้ึนบนชุดตรวจเพื่อตรวจวัดหาปริมาณดีเอ็นเอท่ีอยู่ในสารตัวอย่าง โดยอาศัยหลักการเพ่ิมจ านวนดี
เอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP ซึ่งเป็นวิธีที่ง่ายและสะดวกที่จะใช้ในพ้ืนที่ภาคสนามดังที่กล่าวไว้ข้างต้น ใน
งานวิจัยนี้จึงได้ พัฒนาวิธีการตรวจวัดดี เ อ็นเอแบบกึ่งปริมาณจากเทคนิค Loop-Mediated 
Isothermal Amplification (LAMP) ซึ่งถือเป็นผลงานวิจัยแรกที่อาศัยชุดตรวจแบบวัดระยะทางหา
ปริมาณของดีเอ็นเอตั้งต้นที่อยู่ในสารละลาย โดยใช้ชุดตรวจวิเคราะห์บนกระดาษแบบวัดระยะทางบน 
(Distance-based PADs; dPADs) ชุดตรวจสร้างขึ้นจากกระดาษกรอง (Whatman) ที่มีต้นทุนต่ า
และหาซื้อได้ทั่วไป โดยอาศัยเทคนิคพิมพ์ขี้ผึ้ง (Wax printing) (31)  ก าหนดขอบเขตบนกระดาษให้
เป็นส่วนที่ชอบน้ า (Hydrophilic) และไม่ชอบน้ า (Hydrophobic) ซึ่งส่วนที่ชอบน้ านั้นจะใช้เป็นพ้ืนที่
ส าหรับการเกิดปฏิกิริยาและอ่านผลด้วยการวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB ที่เกิดขึ้น ชุดตรวจ
สามารถใช้งานได้ง่าย เหมาะสมที่จะใช้เป็นชุดตรวจพกพาและเก็บรักษาได้ ประหยัดเนื้อที่ในการเก็บ
ท าให้ง่ายต่อการขนส่งเคลื่อนย้าย ง่ายต่อการท าลาย และไม่เป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม ในงานวิจัยนี้
ใช้ดีเอ็นเอตัวอย่างของเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ์ ATCC 25922 ซึ่งเชื้อ E. coli เป็นเชื้อ
แบคทีเรียแกรมลบที่ก่อโรคนอกระบบทางเดินอาหารในมนุษย์ได้มากที่สุด เช่น การติดเชื้อในระบบ
ทางเดินปัสสาวะ โรคเยื้อหุ้มสมองอักเสบในทารกแรกเกิด (32) การติดเชื้อในกระแสเลือด เป็นต้น 
โดยอาศัยดีเอ็นเอในช่วงยีน malB เป็นดีเอ็นเอเป้าหมาย (6) ในการทดสอบหลักการตรวจหาจ านวน
ชุดของดีเอ็นเอตั้งต้นที่อยู่ในปฏิกิริยา LAMP ด้วยการวัดระยะทางของสีที่เกิดขึ้นจากการจับกัน
ระหว่างสี HNB ในสารละลาย LAMP กับสารที่ตรึงไว้บนชุดตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ เนื่องจากสีที่
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เกิดขึ้นในปฏิกิริยา LAMP ไม่สามารถสังเกตเห็นได้จากการดูดซับบนกระดาษโดยตรง แม้สี  HNB 
ภายในหลอดทดลองจะชัดเจน แต่สี HNB บนกระดาษนั้นแสดงไม่ชัดเจน เนื่องจากการกระจายตัว
ของสีที่มีจ านวนน้อยบนพ้ืนที่ขนาดใหญ่ของรูพรุนกระดาษ เพ่ือเพ่ิมความเข้มของสี HNB ให้สามารถ
สังเกตเห็นได้อย่างชัดเจนบนกระดาษ จึงได้ตรึงสาร Polyethylenimine (PEI) ซ่ึงเป็นโพลิเมอร์ประจุ
บวกท่ีไม่มีสีไว้ เพ่ือปรับเปลี่ยนพื้นผิวบนกระดาษให้สามารถจับกับสี HNB ได้ โดยการตรวจวัดดีเอ็นเอ
แบบกึ่งปริมาณบนชุดตรวจนั้นเกิดจากการบ่มสารละลาย LAMP จนเกิดปฏิกิริยาเสร็จสิ้นแล้วภายใน
หลอดทดลอง สี HNB ที่อยู่ในปฏิกิริยาจะเปลี่ยนแปลงไปตามจ านวนดีเอ็นเอที่เพ่ิมมากขึ้น ซึ่งใน
ปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณมาก โอกาสที่จะมีดีเอ็นเอเป้าหมายเป็นปริมาณมากด้วยเช่นกัน ซึ่ง
ในปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นมาก สี HNB ที่สามารถจับกับสาร PEI บนชุดตรวจจะมีปริมาณมาก ท า
ให้เกิดระยะทางของสีที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่ายาวกว่าในปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณน้อย โดย
อาศัยโปรแกรม ImageJ วิเคราะห์ระยะทางการเกิดสีบนชุดตรวจที่ผ่านการทดสอบเพ่ือตรวจสอบ
ความถูกต้อง (Validation) ของการตรวจวัดแบบกึ่งปริมาณบนชุดตรวจว่าระยะทางที่เกิดขึ้นนั้นมี
ความสัมพันธ์กับปริมาณของดีเอ็นเอตั้งต้นที่ใส่ไปในปฏิกิริยา LAMP และทดสอบความน่าเชื่อถือว่า
ระยะทางสีที่เกิดขึ้นสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า และแปลผลออกมาได้ตรงกับการวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรม โดยไม่ต้องใช้อุปกรณ์เครื่องมือในขั้นตอนการตรวจสอบและวิเคราะห์ผลเพ่ิมเติม จึงเหมาะ
กับการใช้ในประเทศที่ก าลังพัฒนา งานภาคสนาม หรือพ้ืนที่ที่ไม่มีอุปกรณ์เครื่องมือ เนื่องจากชุด
ตรวจสร้างได้ง่าย และราคาถูก ซึ่งเป็นการประหยัดต้นทุนในการตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP 
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1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพ่ือพัฒนาเทคนิคใหม่ส าหรับตรวจสอบปฏิกิริยา Loop-Mediated Isothermal 

Amplification (LAMP) บนกระดาษให้สามารถตรวจวัดสีที่เกิดข้ึนได้ด้วยตาเปล่า 

2. เพ่ือประยุกต์วิธีการตรวจสอบปฏิกิริยา Loop-Mediated Isothermal Amplification 

(LAMP) บนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษแบบวัดระยะทาง (dPADs) 

3. เพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบปฏิกิริยาบนกระดาษกรองแบบวัดระยะทาง ให้อ่านผลการตรวจวัดดี

เอ็นเอแบบกึ่งปริมาณ (Semi-quantitative) ได ้

 
1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

ขอบเขตของงานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาวิธีการตรวจสอบปฏิกิริยาของ Loop Mediated 
Isothermal Amplification (LAMP) แบบกึ่งปริมาณ (Semi-quantitative) บนชุดตรวจวิเคราะห์
บนกระดาษแบบวัดระยะทาง (Distance- based paper analytical devices; dPADs) ที่สร้างขึ้น
โดยอาศัยเทคนิคพิมพ์ขี้ผึ้ง (Wax printing) ลงบนกระดาษกรอง โดยการตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP 
เกิดจากการวัดระยะทางการเคลื่อนที่ (Distance measurement) ของสี Hydroxynaphthol blue 
(HNB) ในสารละลาย LAMP ที่จับกับสาร Polyethylenimine (PEI) ที่ตรึงไว้บนกระดาษกรอง เกิดสี
ที่สามารถอ่านผลบนกระดาษได้ด้วยตาเปล่า และแปลผลแบบกึ่งปริมาณได้โดยไม่ต้องใช้อุปกรณ์
เครื่องมือในขั้นตอนการตรวจสอบและวิเคราะห์ผลเพ่ิมเติม โดยใช้โปรแกรม ImageJ วิเคราะห์
ระยะทางการเกิดสีบนชุดตรวจที่ผ่านการทดสอบ เพ่ือตรวจสอบความถูกต้อง (Validation) ของการ
ตรวจวัดระยะทางบนชุดตรวจ และความน่าเชื่อถือของการแปลผลแบบกึ่งปริมาณว่าระยะทางการ
เคลื่อนที่ของสีนั้นมีความสัมพันธ์กับปริมาณของดีเอ็นเอตั้งต้นที่ใส่ไปในปฏิกิริยา LAMP  
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. วิธีการตรวจสอบปฏิกิริยา Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 
ส า ม า ร ถ เ กิ ด ขึ้ น ไ ด้ บ น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง แ ล ะ ต ร ว จ วั ด สี ที่ เ กิ ด ขึ้ น ไ ด้ ด้ ว ย ต า เ ป ล่ า 
          2. พัฒนาเป็นชุดตรวจสอบปฏิกิริยา Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 
ที่มีขนาดเล็ก จัดเก็บและเคลื่อนย้ายได้ง่าย สามารถพกพาได้สะดวก ราคาถูก ง่ายต่อการก าจัดและ
เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม  
          3. ชุดทดสอบสามารถแปลผลการตรวจวัดดีเอ็นเอแบบกึ่งปริมาณ (Semi-quantitative) ได้
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ด้วยตาเปล่า โดยอาศัยการวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสีที่เกิดขึ้นบนชุดตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ 
(PADs) 
          4. สามารถน าผลงานการวิจัยไปใช้ประโยชน์ได้ เช่น ในพ้ืนที่ภาคสนามที่ไม่มีอุปกรณ์
เครื่องมือส าหรับอ่านผลใช้เชิงก่ึงปริมาณ  
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 การก่อโรคของเชื้อ Escherichia coli 

Escherichia coli (E. coli) เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่จัดอยู่ในวงศ์ (Family) 
Enterobacteriaceae โดยแบ่งสายพันธุ์เชื้อ E. coli จากการแสดงอาการทางคลินิกออกเป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่ ได้แก่  

1.) สายพันธุ์ที่ก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร (Diarrhoeagenic E.coli) ซึ่งแบ่งออกเป็น 6 
ชนิดดังนี้ 1.1) Enteropathogenic E. coli (EPEC) เป็นชนิดที่ก่อให้เกิดอาการท้องเสียในเด็กทารก 
เมื่อเชื้อเกาะติดกับเซลล์เยื่อบุผนังล าไส้แล้วจะปล่อยสารพิษ (Toxin) เข้าสู่เซลล์ดังกล่าว ซึ่งจะรบกวน
การดูดซึมน้ าและแร่ธาตุต่างๆ ท าให้เกิดอาการท้องเสีย, 1.2) Enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) 
เป็นชนิดที่ก่อให้เกิดอาการท้องเสียแบบมีเลือดปน (Bloody diarrhoea) พบได้ทั้งในเด็กและผู้ใหญ่ 
เป็นเชื้อที่ปนเปื้อนมากับอาหารจ าพวกเนื้อวัว โดยเชื้อจะสร้างสารพิษที่เรียกว่า Shiga toxin (Stx) 
หรือ Verocytotoxin (VT) จึงเรียกเชื้อชนิดนี้ว่า Shiga toxin-producing E. coli (STEC) หรือ 
Verotoxin-producing E. coli (VTEC) โดยสารพิษนี้จะยับยั้งกระบวนการสร้างโปรตีนและท าลาย
เซลล์เยื่อบุส าไส้ ท าให้สารพิษสามารถเข้าสู่หลอดเลือดและก่อพยาธิสภาพทีท่ าให้เกิดอาการท้องเสียที่
มีเลือดปนขึ้น, 1.3) Enterotoxigenic E. coli (ETEC) เป็นชนิดที่ก่อให้เกิดอาการท้องเสียเป็นน้ า 
(Watery diarrhoea) ในเด็กเล็กและกลุ่มนักท่องเที่ยวต่างชาติ (Travellers’ diarrhoea) พบมากใน
ประเทศก าลังพัฒนา โดยเชื้อจะปล่อยสารพิษที่ทนความร้อน (Heat-stable enterotoxin; STs) และ
ไม่ทนความร้อน (Heat-labile enterotoxin; LTs) ไปรบกวนการดูดซึมแร่ธาตุของเซลล์เยื่อบุล าไส้
ท าให้เกิดอาการท้องเสีย, 1.4) Enteroaggregative E. coli (EAEC) เป็นชนิดที่ก่อให้เกิด Traveller’s 
diarrhoea ได้บ่อยรองจาก ETEC พบได้ทั้งในเด็กและผู้ใหญ่ โดยมีอาการท้องเสียเป็นน้ า แต่ในบาง
รายอาจรุนแรงมีเลือดปนได้ สามารถพบเชื้อได้ทั้งในล าไส้เล็กและล าไส้ใหญ่ เชื้อจะอยู่รวมกันเป็น
ลักษณะของไบโอฟิล์ม (Biofilm) เชื้อจะเจริญผ่านชั้นเยื่อเมือกท่ีปกคลุมเซลล์เยื่อบุล าไส้ท าให้เกาะติด
กับเยื่อบุล าไส้และปล่อยสารพิษไปรบกวนกระบวนการดูดซึมของเซลล์ท าให้เกิดอาการท้องเสียได้ , 
1.5) Enteroinvasive E. coli (EIEC) เป็นชนิดที่มีพยาธิสภาพการก่อโรคคล้ายกับเชื้อ Shigella คือ
ท าให้เกิดโรคบิด และท้องเสียแบบมีเลือดปนเมือก เชื้อชนิดนี้ไม่มีแฟลกเจลลา (Flagella) ที่จะช่วยให้
เชื้อเคลื่อนที่ การติดเชื้อเกิดจากการสัมผัสส่งเชื้อจากเซลล์หนึ่งไปยังอีกเซลล์หนึ่งได้ เชื้อจึงสามารถ
ท าลายเซลล์ในชั้นที่ลึกกว่าชั้นเยื่อบุล าไส้ และ 1.6) Diffusely adherent E. coli (DAEC) เป็นชนิดที่
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ก่อให้เกิดอาการท้องเสียในเด็กอายุมากกว่า 12 เดือน นอกจากนี้ยังท าให้เกิดการติดเชื้อในระบบ
ทางเดินปัสสาวะในผู้ใหญ่ได้ด้วย เชื้อกลุ่มนี้จะสร้างสารที่ช่วยในการเกาะติดกับเซลล์ออกมาเป็น
จ านวนมาก โดยสารเหล่านั้นจะท าให้เซลล์ยื่นยาวออกไปโอบล้อมเชื้อเข้าสู่เซลล์ และสร้างสารพิษที่
เรียกว่า Secreted autotransporter toxin (Sat) ไปท าลาย Tight junctions ของเซลล์ ท าให้การ
ซึมผ่านของสารเข้า-ออกเซลล์ผิดปกติ เกิดอาการท้องเสียได้ (33, 34) 

2.) สายพันธุ์ที่ก่อโรคนอกระบบทางเดินอาหาร (Extraintestinal pathogenic E. coli; 
ExPEC) ได้แก่ 2.1) Uropathogenic E.coli (UPEC) เป็นชนิดที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อในระบบทางเดิน
ปัสสาวะ ซึ่งเป็นระบบที่พบว่ามีการติดเชื้อ E.coli มากที่สุด ส่วนใหญ่มักจะปนเปื้อนมาจากระบบ
ทางเดินอาหารเมื่อเข้าสู่ระบบทางเดินปัสสาวะเชื้อจะเกาะติดที่เซลล์เยื่อบุ เกิดการกระตุ้นให้เซลล์น า
แบคทีเรียเข้าเซลล์และอยู่รวมตัวกันคล้าย Biofilm เรียกว่า Intracellular bacterial communities 
(IBCs) เมื่อแบคทีเรียใน IBC ออกมานอกเซลล์ก็จะสามารถเข้าสู่เซลล์ชั้นต่อๆไปของระบบทางเดิน
ปัสสาวะได้ และถ้าไม่ได้รับการรักษา อาจเกิดการติดเชื้อที่ไตได้ (35) 2.2) Meningitis/sepsis-
associated E. coli (MNEC) เป็นชนิดที่ก่อให้เกิดเยื่อหุ้มสมองอักเสบในทารกแรกเกิดมากที่สุด โดย
ปนเปื้อนมาจากระบบทางเดินอาหารของแม่ในขณะคลอด เชื้อจะผ่านเซลล์เยื่อบุล าไส้เข้าสู่กระแส
เลือด ก่อนจะเข้าสู่สมองและระบบประสาทได้ผ่านเซลล์ที่เรียกว่า Blood Brain Barrier (BBB) 
ก่อให้เกิดการอักเสบจากการติดเชื้อที่เยื่อหุ้มสมองได้ (33) 

 

2.2 ความสําคัญของการตรวจวิเคราะห์ทางอณูชีวโมเลกุล (Molecular biology) 

 อณูชีววิทยา หรือ ชีววิทยาระดับโมเลกุล (Molecular biology) เป็นการศึกษาเกี่ยวกับ
โครงสร้าง และการท างานของหน่วยพันธุกรรม ในระดับโมเลกุล โดยมุ่งเน้นศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่าง
ระบบต่างๆ ภายในเซลล์ ซึ่งรวมถึงปฏิสัมพันธ์ระหว่างการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ  (Deoxyribonucleic 
acid; DNA)  อาร์เอ็นเอ (Ribonucleic acid; RNA) โปรตีน (Protein) และโมเลกุลต่างๆ ที่เกี่ยวข้อง 
รวมถึงกลไกที่ควบคุมการท างานของสิ่งเหล่านี้  (36) ในปัจจุบันนี้ ความรู้ทางด้านอณูชีววิทยาได้
ก้าวหน้าอย่างมาก และมีประโยชน์ในการน ามาประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ โดยเฉพาะการตรวจวินิจฉัย
ทางโมเลกุล (Molecular diagnosis) ซึ่งอาศัยการตรวจวิเคราะห์ระดับโมเลกุล คือการตรวจวัดการ
เกิดขึ้นของดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอหรือโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับสภาวะสุขภาพหรือโรคที่เฉพาะเจาะจง ช่วย
ท าให้สาเหตุของโรค ความเสี่ยงหรือโอกาสเกิดโรคได้ และหาปริมาณเชื้อที่ก่อโรค ท าให้แพทย์รักษา
ผู้ป่วยได้อย่างถูกต้องรวดเร็วขึ้นในแต่ละบุคคล เลือกวิธีการักษาได้เหมาะสมกับโรคมากยิ่งขึ้น  หรือ
ตรวจติดตามโรคตามการรักษา (37) เป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพในการดูแลรักษาผู้ป่วยให้ดียิ่งขึ้น การ
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ตรวจวิเคราะห์ในระดับโมเลกุลนั้นจะช่วยท าให้หาสาเหตุของโรคได้ เพราะการศึกษากลไกพ้ืนฐานใน
ระดับโมเลกุล ท าให้เข้าใจกลไกของการเกิดโรคได้มากขึ้น ช่วยพยากรณ์อาการและการด าเนินของโรค
ที่จะเกิดขึ้นภายในแต่ละบุคคลได้ หรือผลกระทบของโรคนั้นๆ ต่อร่างกายผู้ป่วย เช่น การ
เปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอหรือโปรตีนในสารน้ าหรือเนื้อเยื่อหลังได้รับเชื้อไวรัสหรือ
แบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคของผู้ป่วยส่งผลต่อการท างานของเซลล์ในร่างกาย ก่อให้เกิดพยาธิสภาพของ
เซลล์ ซึ่งอาจเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดการแสดงออกของโรคได้ ดังนั้นการตรวจวิเคราะห์ในระดับโมเลกุล
จะท าให้ได้ข้อมูลที่มีความแตกต่างเฉพาะบุคคล ซึ่งส่งผลดีตั้งแต่ขั้นตอนของการดูแลสุขภาพ การ
ประเมินความเสี่ยง การคัดกรองโอกาสเกิดโรค การพยากรณ์โรค การเลือกวิธีการรักษาและการตรวจ
ติดตามการรักษา ซึ่งเป็นการปฏิวัติการดูแลสุขภาพอย่างแท้จริง (38) ยกตัวอย่างเช่น การรักษาโรค
ติดเชื้อ ในการรักษาขั้นต้นแพทย์จะให้ยาปฏิชีวนะพ้ืนฐานก่อนซึ่งอาจท าให้ไม่ส ามารถฆ่าเชื้อได้
ถูกต้อง แต่หากสามารถระบุชนิดและปริมาณของเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคได้อย่างถูกต้องรวดเร็ว จะช่วยท า
ให้แพทย์ตัดสินใจให้ยาปฏิชีวนะได้อย่างถูกต้องเหมาะสมกับชนิดและปริมาณของเชื้อที่ก่อให้เกิดโรค
ในร่างกายผู้ป่วยได้อย่างแท้จริง ท าให้การรักษามีประสิทธิภาพและลดโอกาสการดื้อยาของผู้ป่วยได้ 
  

การศึกษาลักษณะและคุณสมบัติของรหัสพันธุกรรมที่มีผลต่อเซลล์ต่างๆ นั้นได้อาศัยเทคนิค
การตรวจวิเคราะห์ระดับโมเลกุล (Molecular Biology Techniques) มาช่วยแยกและตรวจ
วิเคราะห์กรดนิวคลีอิก (Nucleic acid) และโปรตีน (Protein) ที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคได้ ท าให้
เข้าใจสาเหตุการเกิดโรค หรือลักษณะอาการที่แสดงออกของโรคนั้นๆ จึงสามารถน าความรู้ที่ได้มา
ประยุกต์ใช้ในการตรวจวินัจฉัยโรคและใช้ระบุตัวบ่งชี้ของโรคนั้นๆ (39) โดยการตรวจสอบความ
แตกต่างของรหัสพันธุกรรมระหว่างเซลล์ที่ท าให้เกิดการแสดงออกปกติกับเซลล์ที่เกิดโรคนั้นอาศัย
เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ระดับโมเลกุลพ้ืนฐาน ได้แก่ 1.) การสกัดสาร (ดีเอ็นเอ, อาร์เอ็นเอ หรือ
โปรตีน) จากตัวอย่างตรวจ 2.) การแยกสารด้วยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Gel electrophoresis) 3.) 
การตัดสายดีเอ็นเอที่ต้องการศึกษาด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme) 4.) การเพ่ิม
จ านวนกรดนิวคลีอิก (Nucleic Acid Amplification Tests; NAATs) โดยวิธีการเพ่ิมจ านวนกรด
นิวคลีอิก ถือเป็นเทคนิคที่ส าคัญและน ามาประยุกต์ใช้กันอย่างแพร่หลายในงานวิจัยทางการแพทย์ 
โดยเฉพาะปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) เป็นเทคนิคการเพ่ิม
จ านวนกรดนิวคลีอิกที่ได้รับการค้นพบเป็นครั้งแรกโดย Saki และคณะ (40) เทคนิคพีซีอาร์ได้รับ
ความนิยมน าไปประยุกต์ใช้งานได้อย่างกว้างขวาง เช่น การคิดค้นพัฒนายา การวินิจฉัยโรคติดเชื้อ 
การโคลนยีน (Gene cloning) หรือการควบคุมคุณภาพอุตสาหกรรม เป็นต้น (41) เพราะขั้นตอน
ด าเนินการได้มาตรฐาน สารเคมีที่ใช้หาได้ง่าย แต่ก็มีข้อจ ากัด เช่น ใช้เวลานาน เครื่องมือราคาแพงที่
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ต้องผ่านการควบคุมคุณภาพและการดูแลรักษาอย่างดี  มีโอกาสปนเปื้อนที่แน่นอน และมีตัวยับยั้ง 
(Inhibitors) ปฏิกิริยาจ านวนมาก (42) เป็นต้น ข้อจ ากัดเหล่านี้ท าให้มีการคิดค้นเทคนิคอ่ืนๆ เพ่ิม
มากขึ้น เช่น  เทคนิค Nucleic acid sequence based amplification (NASBA) (43), เทคนิค 
Strand displacement amplification (SDA) (44), เทคนิค Ligase chain reaction (LCR) (45), 
เทคนิค Rolling circle amplification (RCA) (46) เป็นต้น ซึ่งเทคนิคเหล่านี้มีข้อดีเพ่ิมเติมคือ ใช้
ระยะเวลาน้อยลง ต้นทุนถูกลง และเครื่องมือสามารถเคลื่อนย้ายได้  (47) แต่ก็ยังมีข้อบกพร่องคือ
เทคนิคเหล่านี้ยังต้องการเครื่องมือที่มีความแม่นย าและวิธีการตรวจสอบกรดนิวคลีอิกที่เพ่ิมขึ้นนั้นมี
ขั้นตอนยุ่งยาก (41) ต่อมาได้มีการค้นพบเทคนิค Loop-Mediated Isothermal Amplification 
(LAMP) โดยนักวิจัยชาวญี่ปุ่นชื่อ Tsugunori Notomi และคณะ (2) ซึ่งพบว่าเป็นเทคนิคเพ่ิมจ านวน
กรดนิวคลีอิกที่มีความจ าเพาะและความไวสูง มีขั้นตอนที่ง่าย ไม่ต้องอาศัยเครื่องมือราคาแพง และ
การตรวจสอบกรดนิวคลีอิกที่เพ่ิมขึ้นสามารถท าได้ง่ายกว่าเทคนิคอ่ืนๆ เทคนิค LAMP จึงได้รับความ
สนใจในวงการวิจัยทางการแพทย์อย่างแพร่หลาย และถูกน าไปประยุกต์ใช้งานต่อเป็นจ านวนมาก 

 
2.3 เทคนิค Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

 เทคนิค Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) เป็นเทคนิคการเพ่ิมจ านวน
กรดนิวคลีอิก ณ อุณหภูมิคงที่ และตรวจสอบได้ในขั้นตอนเดียวกันด้วย เทคนิคนี้มีความจ าเพาะสูง 
เพราะอาศัยไพรเมอร์ 2 คู่ จ านวน 4 เส้น ซึ่งสามารถตรวจสอบความจ าเพาะกับเป้าหมายได้ถึง 6 
ต าแหน่ง คือต าแหน่ง F1, F2, F3, B1, B2 และ B3 ไพรเมอร์ Forward inner primer (FIP) 
ประกอบด้วยล าดับเบสบริเวณ F1c และ F2 ซึ่งเป็นล าดับเบสคู่สมกับ F1 และ F2c ไพรเมอร์ 
Backward inner primer (BIP) ประกอบด้วยล าดับเบสบริเวณ B1c และ B2 ซึ่งเป็นล าดับเบสคู่สม
กับ B1 และ B2c ไพรเมอร์ Forward outer (F3 Primer) ประกอบด้วยล าดับเบสบริเวณ F3 ซึ่งเป็น
ล าดับเบสคู่สมกับ F3c และไพรเมอร์ Backward outer (B3 Primer) ประกอบด้วยล าดับเบสบริเวณ 
B3 ซึ่งเป็นล าดับเบสคู่สมกับ B3c อาจมีไพรเมอร์เพ่ิมขึ้นอีก 1 คู่ ได้แก่ Loop forward (LF) และ 
Loop backward (LB) ซึ่งสามารถช่วยเร่งปฏิกิริยาได้ ท าให้ปฏิกิริยามีความไวเพ่ิมมากขึ้นกว่าเดิม 
(48) ดังรูปที่ 2.1 ไพรเมอร์เหล่านี้ช่วยท าให้ปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนกรดนิวคลีอิกเพ่ิมขึ้นเป็นจ านวน
มากในระยะเวลาที่รวดเร็ว โดยใช้เอนไซม์ Bacillus stearothermophylus (Bst) DNA 
polymerase ช่วยในการเกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิประมาณ 60-65 องศาเซลเซียส โดยไม่ต้องอาศัย
ความร้อนช่วยคลายเกลียวจากสายคู่เป็นสายเดี่ยวก่อนเกิดปฏิกิริยาเพ่ิมจ านวนเหมือนกับเทคนิคพีซี
อาร์ เพราะคุณสัมบัติการท างานแบบ Strand displacement ของเอนไซม์ชนิดนี้ ท าให้เทคนิค 
LAMP มีประสิทธิภาพการเพ่ิมจ านวนกรดนิวคลีอิกสูงถึง 109-1010 ครั้งในระยะเวลา 15-60 นาที 
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และสามารถใช้ทั้งดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอเป็นต้นแบบได้ การเพ่ิมจ านวนโดยใช้อาร์เอ็นเอเป็นต้นแบบ
สามารถท าตามขั้นตอนเดียวกับใช้ดี เ อ็นเอต้นแบบได้  เ พียงแต่ต้องเติมเอนไซม์  Reverse 
transcriptase ลงในปฏิกิริยาด้วย (49) 

 
รูปที่ 2.1 แสดงภาพการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเทคนิค LAMP 

 
2.4 กลไกการเกิดปฏิกิริยา LAMP  

 กลไกการเกิดปฏิกิริยา LAMP ประกอบด้วย 2 ขั้นตอนคือ 1.) ขั้นตอนการสร้างดีเอ็นเอที่มี
โครงสร้างห่วง (Starting structure producing step) เพ่ือสร้างโครงสร้างที่เป็นห่วง (Stem-loop) 
อยู่ที่ปลายทั้งสองข้างของดีเอ็นเอเป้าหมาย 2.) ขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมายจาก
โครงสร้างห่วง (Cycle amplification step)  
1. ขั้นตอน Starting structure producing (50) 

ขั้นตอนที่ 1 ที่อุณหภูมิประมาณ 65 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเอสายคู่จะอยู่ในสภาวะสมดุลไดนามิก 
(Dynamic equilibrium) คือมีการจับกันแบบสายคู่ (Double stranded DNA) และคลายบางส่วน
เป็นสายเดี่ยว (Single stranded DNA) ตลอดเวลา ท าให้ไพรเมอร์ FIP มีโอกาสเข้าไปจับกับดีเอ็นเอ
เป้าหมายที่มีล าดับเบสคู่สม (Complementary sequence) กันได้ ดังรูปที่ 2.2(1.) จากนั้นเอนไซม์ 
DNA polymerase จะเริ่มท างานเกิดการแทนที่และแยกดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว โดยไม่ต้อง
อาศัยอุณหภูมิในการคลายกลายเกลียวดีเอ็นเอสายคู่เหมือนกับเทคนิค PCR 
ขั้นตอนที่ 2 มีการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ขึ้น โดยเริ่มสร้างจากล าดับเบสต าแหน่ง F2 ของไพรเมอร์ FIP 
ดังรูปที่ 2.2(2.) 
ขั้นตอนที่ 3 ต่อมาไพรเมอร์ F3 (Outer primer) จะเข้าไปจับกับดีเอ็นเป้าหมายที่ล าดับเบสต าแหน่ง 
F3c ดังรูปที่ 2.2(3.) ท าให้มีการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ข้ึน เพ่ือให้ดีเอ็นเอสายใหม่หลุดออกจากดีเอ็นเอ
เป้าหมาย  
ขั้นตอนที่ 4 ดีเอ็นเอสายใหม่ ที่มีล าดับเบสต่อจากไพรเมอร์ F3 จะจับเข้าคู่กับดีเอ็นเอเป้าหมายเกิด
เป็นดีเอ็นเอสายคู่ท่ีมีลักษณะเหมือนดีเอ็นเอสายคู่ต้นแบบ ดังรูปที่ 2.2(4.) 
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ขั้นตอนที่ 5 ขณะเดียวกันดีเอ็นเอสายใหม่ที่มีล าดับเบสต่อจากไพรเมอร์ FIP จะถูกแยกออกมาเป็นดี
เอ็นเอสายเดี่ยว ดังรูปที่ 2.2(5.) ท าให้เกิดโครงสร้างที่เป็นห่วง (Stem-loop) ที่ปลายด้าน 5’ เพราะมี
ล าดับเบสคู่สมกันระหว่าง F1c กับ F1 ดังรูปที่ 2.2(6.) 
ขั้นตอนที่ 6 ดีเอ็นเอสายใหม่ที่มีโครงสร้างห่วง (Stem-loop) อยู่ที่ปลายด้าน 5’ จะเป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบให้ไพรเมอร์ BIP เข้าจับเพ่ือสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ ซึ่งจะเป็นสายที่โครงสร้างเป็นห่วง (Stem-
loop) ที่ปลายด้าน 3’ จากนั้นไพรเมอร์ B3 จะเข้ามาจับดีเอ็นเอต้นแบบบริเวณต าแหน่ง B3c ดังรูปที่ 
2.2(6.) เพ่ือแยกดีเอ็นเอสายใหม่ที่เกิดจากไพรเมอร์ BIP ออกจากดีเอ็นเอต้นแบบ และสร้างดีเอ็นเอ
สายใหม่เพ่ิมข้ึนอีก  
ขั้นตอนที่ 7 ดีเอ็นเอสายใหม่ที่มีล าดับเบสต่อจากไพรเมอร์ B3 จะจับเข้าคู่กับดีเอ็นเอเป้าหมายเกิด
เป็นดีเอ็นเอสายคู่ ดังรูปที่ 2.2(7.) 
ขั้นตอนที่ 8 ขณะเดียวกันดีเอ็นเอสายใหม่ที่เกิดจากไพรเมอร์ BIP จากขั้นตอนที่ 6 ที่หลุดแยกออกมา
เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว จะเกิดโครงสร้างห่วง (Stem-loop) ที่ปลายด้าน 5’และ 3’ เนื่องจากที่ปลาย
ด้าน 5’ มีล าดับเบสคู่สมกันระหว่าง B1c กับ B1 เป็น F1 และที่ปลายด้าน 3’ มีล าดับเบสคู่สมกัน
ระหว่าง F1c กับ F1 ท าให้ได้โครงสร้างห่วง (Stem-loop) ที่มีรูปคล้ายดัมเบล  (Dumbbell like 
structure) ดังรูปที่ 2.2(8.)   
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รูปที่ 2.2 แสดงขั้นตอน Starting structure producing (50) 

 
2. ขั้นตอน Cycle amplification (9)  

ในขั้นตอน Cycle amplification จะใช้ดีเอ็นเอที่มีโครงสร้างห่วงรูปคล้ายดัมเบล 
(Dumbbell like structure) เป็นต้นแบบในการเพ่ิมจ านวน โดยจะเกิดการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่เอง
ต่อจากบริเวณต าแหน่ง F1 ทางด้านปลาย 3’ ของดีเอ็นเอต้นแบบ (Self-primed strand 
displacement DNA synthesis) ในขณะเดียวกันไพรเมอร์ FIP จะเข้าจับกับต าแหน่ง F2c บริเวณ
โครงสร้างห่วงของดีเอ็นเอต้นแบบ ท าให้มีการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่บนดีเอ็นเอที่มีโครงสร้างห่วงเป็น
รูปคล้ายดับเบล (Dumbbell like structure) ต่อไปเรื่อยๆ จนถึงต าแหน่ง B1c ท าให้โครงสร้าง 
Stem-loop ทางด้านปลาย 5’ ของดีเอ็นเอต้นแบบหลุดออก เพราะการจับคู่กันของล าดับเบสคู่สม
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ระหว่างต าแหน่ง B1 ของดีเอ็นเอสายใหม่กับต าแหน่ง B1c ของดีเอ็นเอต้นแบบ ท าให้ดีเอ็นเอสาย
ใหม่ที่สร้างขึ้นเอง (Self-primed strand displacement DNA) หลุดออกเป็นสายเดี่ยว แล้วเกิด
โครงสร้างห่วงที่ด้าน Backward จากนั้นจะเกิดการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่เองต่อจากบริเวณต าแหน่ง 
B1 ทางด้านปลาย 3’ ของดีเอ็นเอต้นแบบ (Self-primed strand displacement DNA synthesis) 
ตามในโครงสร้างที่ 9 และดีเอ็นเอสายนี้จะท าให้ดีเอ็นเอสายที่ต่อจากไพรเมอร์ FIP ในโครงสร้างที่ 9 
หลุดออกเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวตามโครงสร้างที่ 10a ขณะเดียวกันก็จะท าให้เกิดดีเอ็นเอที่มีโครงสร้าง
ห่วงเป็นรูปคล้ายดับเบล (Dumbbell like structure) ตามโครงสร้างที่ 10 ซึ่งมีล าดับเบสคู่สมกับ
โครงสร้างที่ 8 และโครงสร้างที่ 10 ก็จะท าให้เกิดดีเอ็นเอลักษณะแบบโครงสร้างที่ 8 เช่นกัน วนเวียน
ต่อเนื่องกันไปเรื่อยๆ ท าให้ได้ดีเอ็นเอเป้าหมายที่ยาวขึ้นหลายๆ Copies  

 

 
รูปที่ 2.3 แสดงขั้นตอน Cycle amplification (50) 
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2.5 วิธีการตรวจวัดปฏิกิริยาจากเทคนิค LAMP  

2.5.1 การตรวจวัดจากความขุ่น 

 การตรวจวัดดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอที่เพ่ิมจ านวนขึ้น สามารถท าได้ในขั้นตอนเดียวกับการ
เกิดปฏิกิริยา ตามสมการปฏิกิริยาการเกิดตะกอนจากปฏิกิริยา LAMP ดังรูปที่ 2.4 เมื่อดีออกซีไรโบนิ
วคลีโอไทด์ (Deoxynucleotide; dNTP) มาต่อกัน ท าให้เกิดสารไพโรฟอสเฟต (Pyrophosphate; 
P2O7

4-) ซึ่งสามารถจับกับแมกนีเซียมไอออน (Magnesium ion; Mg2+) กลายเป็นแมกนีเซียม ไพโร
ฟอสเฟต (Magnesium pyrophosphate; Mg2P2O7) ซึ่งเป็นตะกอนสีขาวที่สามารถเห็นได้ด้วยตา
เปล่า จะมีปริมาณมากหรือน้อยขึ้นกับปริมาณดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอที่เพ่ิมจ านวนขึ้น  (4) โดยสาร 
Pyrophosphate ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา LAMP นั้นสามารถตรวจวัดได้เนื่องจากเป็นปฏิกิริยาที่ใช้
อุณหภูมิประมาณ 65 องศาเซลเซียส แตกต่างจากปฏิกิริยา PCR  ที่ไม่สามารถตรวจวัดได้ เพราะสาร 
Pyrophosphate สามารถกลายป็นฟอสเฟตไอออน (Phosphate ion) ได้เมื่อถูกความร้อนสูง (51) 
ดังนั้นในปฏิกิริยา PCR สาร Pyrophosphate จึงถูกท าลายไปได้ในขั้นตอนการคลายเกลียวดีเอ็นเอ 
(Denaturation) ซึ่งใช้อุณหภูมิสูงถึง 95 องศาเซลเซียส แต่การตรวจวัดความขุ่นที่เกิดขึ้นจะสามารถ
สังเกตได้ด้วยตาเปล่า อาจต้องอาศัยเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge) หรือเมื่อปฏิกิริยาการ
เพ่ิมจ านวนเกิดข้ึนจนดีเอ็นเอมีปริมาณอย่างน้อย 10 ไมโครกรัมต่อสารละลายปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
(4) หากจ านวนดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้นมีปริมาณไม่มากพอก็ต้องอาศัยเครื่องตรวจติดตามวัดความขุ่นแบบ 
Real-time  โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง (Optical density; O.D.) ที่ 600 นาโนเมตร ทุกๆ 30 วินาที 
(52) 

 
รูปที่ 2.4 แสดงสมการปฏิกิริยาการเกิดตะกอนจากปฏิกิริยา LAMP (8) 

 
2.5.2 การตรวจวัดโดยอาศัยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) 

การตรวจวัดกรดนิวคลีอิกที่เพ่ิมขึ้นจากเทคนิค LAMP (LAMP product) ด้วยเจลอิเล็กโตร
โฟรีซิส (Gel electrophoresis) จะให้แถบ (Band) หลายๆ ขนาด ลักษณะรูปแบบคล้ายขั้นบันได 
(Ladder-like patterns) ซ่ึงต่างจากปฏกิิริยาของ PCR product ทั่วไปที่ให้เพียงแถบเดียว เนื่องจาก
ในขั้นตอน Cycle amplification ท าให้ได้ขนาดของดีเอ็นเอหรืออาร์เอนเอแตกต่างกัน (53) การ
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ตรวจวัดผลผลิต LAMP ด้วยวิธีนี้มีขั้นตอนยุ่งยาก ใช้เวลานานในการตรวจวัด และต้องใช้เครื่องมือ
เฉพาะเพ่ืมเติม  นอกจากนี้ยังมีการใช้สารที่เป็นอันตรายอย่างสาร Ethidium bromide ร่วมด้วย  

 
2.5.3 การตรวจวัดด้วยพอลิเมอร์ประจุบวก (Cationic polymer)  

 การตรวจวัดด้วยพอลิเมอร์ที่เป็นประจุบวก เช่น สาร Polyethyleneimine (PEI) ที่มีหมู่เอ
มีน (Imine group) เป็นประจุบวกดังแสดงในรูป 2.5 ซึ่งสามารถจับกับหมู่ฟอสเฟต (Phosphate 
group) ของกรดนิวคลีอิกได้ (54) นอกจากนี้ความเข้มข้นของสาร PEI มีผลต่อการจับกับกรด
นิวคลีอิก เนื่องจากในปฏิกิริยาต้องมีสาร PEI ที่เหมาะสมกับจ านวนกรดนิวคลีอิก เพ่ือให้สารละลายมี
ประจุเป็นกลางจึงจะเกิดการตกตะกอน (55) ดังนั้นเมื่อใช้ความเข้มข้นของสาร PEI มากจะลด
ประสิทธิภาพในการจับกับกรดนิวคลีอิกลงได้ เพราะสารละลายจะมีประจุเป็นบวก จึงไม่เห็นการ
ตกตะกอนระหว่างสาร PEI  กับกรดนิวคลีอิก และพบว่าสาร PEI ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ 
สามารถจับกับกรดนิวคลีอิกและเกิดการตกตะกอนได้ดีที่สุด จึงน ามาใช้ในตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ที่
เกิดข้ึน เพราะสาร PEI จะจับกับสารที่มีมวลโมเลกุลสูงอย่างผลผลิต LAMP ถึงจะเกิดสารขนาดใหญ่ที่
ไม่ละลายน้ า แต่จะไม่เกิดสารที่ไม่ละลายน้ านี้ เมื่อจับกับสารที่มีมวลโมเลกุลต่ าอย่างไพรเมอร์ใน
ปฏิกิริยา เมื่อเติมสาร PEI หลังจากปฏิกิริยา LAMP เสร็จสิ้นแล้ว สารนี้จะจับกับผลผลิต LAMP และ
เมื่อน ามาปั่นเหวี่ยงจะพบตกตะกอนใสที่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าดังรูปที่ 2.6 สาร PEI ไม่
สามารถเติมก่อนการเกิดปฏิกิริยา LAMP ได้ เพราะจะไปยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา (56)  

 

 
รูปที่ 2.5 ภาพแสดงหมู่เอมีนของสาร Polyethylenimine (PEI) 

 

 
 

รูปที่ 2.6 แสดงภาพการใช้สาร PEI ตรวจวัดผลผลิต LAMP โดยสังเกตภายใต้แสง UV (56) 
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2.5.4 การตรวจวัดจากสารเรืองแสง 

การตรวจวัดด้วยสารเรืองแสงอาศัยคุณสมบัติเมื่อสารเรืองแสงจับกับกรดนิวคลีอิก (Nucleic 
acid) จะกระตุ้นให้มีการดูดกลืนพลังงานในช่วงความยาวคลื่นที่เหมาะสมแล้วปล่อยพลังงานแสง
ออกมาที่อีกความยาวคลื่นหนึ่ง ท าให้เกิดการเรืองแสง คุณสมบัตินี้ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในการ
ตรวจสอบดีเอ็นเอ (57) สารเรืองแสงแต่ละชนิดจับกับดีเอ็นเอที่ต าแหน่งต่างกัน ท าให้มีประสิทธิภาพ
ในการตรวจวัดดีเอ็นเอแตกต่างกัน โดยงานวิจัยเกี่ยวกับเทคนิค LAMP จ านวนมากที่ใช้สารเรืองแสง
ในการตรวจวัดผลผลิตดีเอ็นเอ (LAMP product) ได้แก่ 1.) สาร Ethidium bromide (58) โดยสาร
นี้จะจับระหว่างคู่เบสของดีเอ็นเอ นิยมน ามาใช้ย้อมสีดีเอ็นเอบนเจลมากกว่าน ามาตรวจวัดดีเอ็นเอที่
อยู่ในสารละลาย เนื่องจากต้องอาศัยเครื่องมือในการตรวจวัดสารนี้ เพราะเป็นสารก่อมะเร็ง 
(Carcinogen) จึงต้องใช้อย่างระมัดระวัง 2.) สาร Acridine orange (6) ไม่จ าเพาะต่อการตรวจวัด 
เพราะสามารถจับได้ดีทั้งดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ 3.) สาร Hoechst 33258 (59, 60) จะจับกับร่อง
ขนาดเล็ก (Minor groove) ของดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณที่มีเบสอะดีนีน (Adenine; A) และเบสไทมีน 
(Thymine; T) เป็นจ านวนมาก นิยมใช้ตรวจวัดดี เ อ็นเอโดยอาศัยหลักการเคมีไฟฟ้า 
(Electrochemistry) เพ่ือตรวจติดตามปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอมากกว่า ซึ่งสารเรืองแสงที่
กล่าวมานั้นให้ความแตกต่างของการเรืองแสงระหว่างก่อนกับหลังจับดีเอ็นเอยังไม่ชัดเจน 4.) สาร 
SYBR Green I จะจับกับร่องขนาดเล็ก (Minor groove) ของดีเอ็นเอบริเวณต าแหน่งหมู่ฟอสเฟต 
(Phosphate groups) เป็นสารที่ให้ความแตกต่างชัดเจนเมื่อน ามาตรวจวัดดีเอ็นเอสายคู่ (dsDNA) 
(57) สาร SYBR Green I ถูกกระตุ้นได้ดีที่ช่วงความยาวคลื่น 494 นาโนเมตร แล้วปล่อยพลังงานแสง
ออกมาได้ดีที่ความยาวคลื่น 521 นาโนเมตร (61) สามารถน ามาตรวจวัดดีเอ็นเอที่อยู่ในสารละลายได้
อย่างมีประสิทธิภาพ มีความไวสูง และท าได้ง่าย (62) จึงเป็นที่นิยมน ามาใช้ตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพ่ิม
จ านวนขึ้นโดยเทคนิค LAMP สาร SYBR Green I นั้นต้องเติมหลังจากเกิดปฏิกิริยา LAMP แล้ว ถ้ามี
ผลผลิต LAMP เกิดขึ้นจะเปลี่ยนสีตั้งต้นคือสีส้ม (ผลลบ ; Negative) ให้กลายเป็นสีเขียว (ผลบวก ; 
Positive) เมื่อสังเกตภายใต้แสงยูวี (UV) ที่มีความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร หรืออาจสังเกตภายใต้
แสงปกต ิ(5) ดังรูปที่ 2.7 แต่สาร SYBR Green I มีความไวสูงในการตรวจวัดกรดนิวคลีอิก หากเติมที่
ความเข้มข้นที่ท าให้สังเกตการเรืองแสงได้ด้วยตาเปล่าลงในสารละลาย LAMP โดยตรงก่อนการ
เกิดปฏิกิริยาจะท าให้มีโอกาสไปยับยั้งปฏิกิริยา LAMP ได ้(8) จึงต้องเปิดฝาหลอดทดสอบเพ่ือเติมสาร
ท าให้ผลผลิตมีโอกาสฟุ้งกระจายสูง เกิดการปนเปื้อนได้ง่าย (53) 
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รูปที่ 2.7 แสดงภาพการใช้สาร SYBR Green I ตรวจวัดผลผลิต LAMP 

โดยภาพซ้ายสังเกตภายใต้แสงปกติ และภาพขวาสังเกตภายใต้แสง UV (5) 
 

ต่อมาได้มีการคิดค้นโดยใช้สาร Calcein แทน สารนี้เป็นสารเรืองแสงที่ใช้เป็นตัวบ่งชี้โลหะ
ไอออน ถูกกระตุ้นได้ดีท่ีช่วงความยาวคลื่น 495 นาโนเมตร แล้วปล่อยพลังงานแสงออกมาได้ดีที่ความ
ยาวคลื่น 515 นาโนเมตร (61) เป็นสารที่มีราคาถูกกว่าสาร SYBR Green I และสามารถเติมได้ตั้งแต่
เริ่มต้นการทดสอบ เมื่อมีการเพ่ิมจ านวนของดีเอ็นเอ การต่อกันของดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ 
(Deoxynucleotide; dNTP) ท าให้เกิดสารไพโรฟอสเฟต (Pyrophosphate; P2O7

4-) ซึ่งจับได้ดีกับ
โลหะไอออน (Metal ions) และเม่ือจับกันจะกลายเป็นผลึกเกลือที่ไม่ละลายน้ า ส่งผลให้ความเข้มข้น
ของโลหะไอออนในสารละลายลดลง (4) สาร Calcein ในสารละลาย LAMP ที่จับกับแมงกานีส 
(Manganese) จะถูกยับยั้งไม่ให้เกิดการเรืองแสง ท าให้เห็นสารละลายเป็นสีส้ม (ผลลบ ; Negative)  
เมื่อเกิดปฏิกิริยา LAMP ขี้น สาร Pyrophosphate ซึ่งจับกับแมงกานีสได้ดีกว่าแมกนีเซียม เกิดการ
ดึงแมงกานีสออกจากสาร Calcein ท าให้สาร Calcein ไปจับกับแมกนีเซียมอิสระที่อยู่ในสารละลาย 
เกิดการเรืองแสงสีเขียว (ผลบวก ; Positive) (9) ตามหลักการดังรูปที่ 2.8 และสีที่เกิดขึ้นดังรูปที่ 2.9  

 
รูปที่ 2.8 แสดงหลักการการตรวจวัดผลผลิต LAMP ด้วยสาร Calcein (9) 
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รูปที่ 2.9 แสดงภาพการใช้สาร Calcein ตรวจวัดผลผลิต LAMP โดยภาพซ้ายสังเกตภายใต้ 

แสง UV ที่มีความยาวคลื่น 365 นาโนเมตรและภาพขวาสังเกตภายใต้แสงปกติ (9) 
 

2.5.5 การตรวจวัดจากการเปลี่ยนแปลงสีของตัวบ่งชี้ (Indicator) 

ความไวในการเกิดปฏิกิริยา LAMP ท าให้ปฏิกิริยานี้มีโอกาสเกิดการปนเปื้อนได้ง่าย ดังนั้นจึง
มีความพยายามคิดค้นวิธีการตรวจวัดผลผลิต LAMP ที่ลดโอกาสเกิดการปนเปื้อนให้ได้มากที่สุด โดย
การเติมสารที่สามารถตรวจวัดผลผลิต LAMP ลงในสารละลาย LAMP ก่อนน าไปบ่มให้เกิดปฏิกิริยา
ด้วยการอาศัยตัวบ่งชี้โลหะไอออน (Metal ion indicator) ตัวอ่ืนนอกเหนือจากสาร Calcein ได้แก่ 
สาร Hydroxy naphthol blue (HNB) ซึ่งน ามาใช้ตรวจวัดสารแมกนีเซียมที่เปลี่ยนแปลงไปใน
ปฏิกิริยา LAMP เนื่องจากประจุลบของกรดซัลโฟนิกของสาร HNB ดังแสดงในรูปที่ 2.10 สามารถจับ
ได้กับประจุบวกของแมกนีเซียมในสารละลาย โดยสามารถเติมสารนี้ได้ตั้งแต่เริ่มต้นการทดสอบ
ปฏิกิริยา LAMP โดยในสารละลาย LAMP ของปฏิกิริยาที่ไม่มีดีเอ็นเอเป้าหมายจะมีสีม่วง แต่ใน
ปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอเป้าหมาย เมื่อเกิดการเพ่ิมจ านวนของดีเอ็นเอ ท าให้แมกนีเซียมถูกใช้ไปตาม
สมการปฏิกิริยาการเกิดตะกอนจากปฏิกิริยา LAMP ดังรูปที่ 2.4 ส่งผลให้ความเข้มข้นของแมกนีเซียม
ในสารละลาย LAMP ลดลง สารแมกนีเซียมที่จับได้กับสาร HNB ในปฏิกิริยาลดลงด้วย จึงเห็นใน
สารละลาย LAMP ของปฏิกิริยาผลบวก (มีดีเอ็นเอเป้าหมาย) เปลี่ยนเป็นสีฟ้า ซึ่งสังเกตได้ด้วยตา
เปล่าภายใต้แสงปกติ ดังรูปที่ 2.11 ซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ดีที่ 650 นาโนเมตร ถือว่าเป็น
สารที่มีความไวที่ดีในการตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP ใกล้เคียงกับสาร SYBR Green I (10) แต่การ
เปลี่ยนแปลงสี HNB ของผลลบ (สีม่วง) และผลบวก (สีฟ้า) มีความใกล้เคียงกัน ดังนั้นอาจเกิดการ
แปลผลที่ผิดพลาดได้จากความแตกต่างของสีที่ไม่ชัดเจน ()(63)  

 
รูปที่ 2.10 ภาพแสดงประจุลบของสาร Hydroxynaphthol blue (HNB) 
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รูปที่ 2.11 แสดงภาพการใช้สาร HNB ตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP 

โดยสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงสีจากสีม่วงเป็นสีฟ้าภายใต้แสงปกติ (10) 

ต่อมาได้มีการประยุกต์ใช้สารอ่ืนในการตรวจวัดผลผลิต LAMP เช่น สาร Malachite green 
เป็นสารที่มีประจุบวกสามารถจับกับกรดนิวคลีอิกได้บริเวณหมู่ฟอสเฟต (Phosphate group) 
สามารถเติมลงในสารละลาย LAMP ก่อนน าไปบ่มให้เกิดปฏิกิริยาได้ และเมื่อเกิดผลผลิต LAMP ขึ้น
จะสังเกตเห็นสารละลาย LAMP เปลี่ยนจากสารไม่มีสีเป็นสีฟ้าหรือสีเขียวอ่อนดังรูปที่ 2.12 (64) 
นอกจากนี้ยังมีการใช้ดีเอ็นเอตรวจสอบ (Probe) ติดฉลากด้วยอนุภาคทองค า (Gold nanoparticle; 
AuNP) เมื่อเกิดปฏิกิริยา LAMP ขึ้นจะท าให้เกิดเกาะกลุ่มของอนุภาคทองค า (Aggregation) จึงเห็น
การเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีแดงเป็นสีม่วงหรือสีฟ้าได้ดังรูปที่ 2.13 (65) 

 
รูปที่ 2.12 แสดงภาพการใช้สาร Malachite green ตรวจวดัผลผลิต LAMP 

โดยสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงสีจากไม่มีสีเป็นสีฟ้าหรือสีเขียวอ่อนภายใต้แสงปกติ (64) 
 

 
รูปที่ 2.13 แสดงภาพการใช้อนุภาคทองค าตรวจวัดผลผลิต LAMP 

โดยสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงสีจากสีแดงเป็นสีม่วงหรือสีฟ้าภายใต้แสงปกติ ()(65) 
 

2.5.6 การตรวจวัดจากหลักการจับกันของแอนติเจนและแอนติบอดี (Immunoassays) 

การตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP โดยอาศัยหลักการจับกันระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี เป็น
วิธีที่นิยมน ามาใช้กับชุดตรวจแบบ Lateral flow test (LFT) strip โดยการติดฉลาก เช่น Biotin และ 
Fluorescein isothiocyanate (FITC) ไว้ที่ไพรเมอร์และดีเอ็นเอตรวจสอบ (Probe) เมื่อ
เกิดปฏิกิริยา LAMP ขึ้น ผลผลิต LAMP ที่มีดีเอ็นเอตรวจสอบติดอยู่ด้วยจะไปจับกับแอนติบอดีของดี
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เอ็นเอตรวจสอบซึ่งมีฉลากสีติดอยู่ ท าให้เห็นแถบสีเกิดขึ้นที่ชุดตรวจ (21) การตรวจวัดปฏิกิริยา 
LAMP ด้วยหลักการนี้มีความจ าเพาะ และความไวในการตรวจวัด นอกจากนี้วิธีการใช้งานและการ
แปลผลนั้นท าได้ง่าย จึงเป็นวิธีที่ได้รับการพัฒนาเป็นชุดตรวจวิเคราะห์ที่สามารถทราบผลได้ทันที 
(Point-of-Care Testing: POCT) 

 
2.6 กระดาษและประโยชน์ของกระดาษ 

 ในปัจจุบันมีการน าหลักการระบบของไหลจุลภาค (Microfluidic system) มาประยุกต์บน
กระดาษ เพ่ือใช้เป็นห้องปฏิบัติการบนกระดาษ (Lab-on-paper) ที่สามารถทราบผลได้ทันทีและ
พัฒนาเป็นอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ (Paper-based devices; PADs) ให้สามารถตรวจหา
สารต่างๆ บนกระดาษแผ่นเล็กๆ ได้ เนื่องจากกระดาษมีคุณสมบัติในการดูดซับสารละลาย ท าให้
สารละลายสามารถไหลผ่านตามโครงสร้างรูพรุนของกระดาษได้โดยอาศัยแรงดึงตามรูเล็ก (Capillary 
force) โดยไม่ต้องอาศัยแรงดึงจากภายนอก (23) ท าให้กระดาษสามารถกรอง ขนส่ง และตรึงสารไว้
ท าปฏิกิริยาภายหลังได้ ขณะเดียวกันก็ควบคุมอัตราการไหลของสารได้ นอกจากนี้ยังสามารถก าหนด
ปริมาตรและระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยา และสามารถประยุกต์ขั้นตอนการตรวจวัดปฏิกิริยาที่
เกิดข้ึนได้หลากหลายอีกด้วย (66) กระดาษยังเป็นวัสดุที่มีพ้ืนผิวเรียบเหมาะแก่การใช้เป็นพ้ืนที่ในการ
ท าปฏิกิริยาของสาร มีขนาดเล็ก บาง ท าให้ประหยัดพื้นที่ในการเก็บรักษา ผลิตมาจากเซลลูโลส ซึ่งไม่
มีสารที่มีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาการทดสอบ สีขาวของกระดาษยังช่วยท าให้เห็นปฏิกิริยาได้ชัดเจนเมื่อ
เกิดสีหรือมีการเปลี่ยนแปลงของสี และกระดาษสามารถติดไฟได้ ท าให้ง่ายต่อการท าลายจึงเป็นมิตร
ต่อสิ่งแวดล้อม (21) กระดาษยังมีราคาถูก หาใช้ได้ง่าย จึงเหมาะกับงานภาคสนาม หรือประเทศที่
ก าลังพัฒนา (67)  นอกจากนี้อุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษ (PADs) สามารถตรึงน้ ายาบนกระดาษแล้ว
เก็บไว้ใช้ทดสอบทีหลังได้ เนื่องจากกระดาษสามารถคงสภาพน้ ายาที่แห้งแล้ว ณ อุณหภูมิที่เก็บ
กระดาษที่ตรึงน้ ายาไว้ (68) โดยกระดาษที่มีรูพรุนขนาดใหญ่ เช่น ใยแก้ว (Glass fiber) และพอลิเอ
สเตอร์ เป็นต้น จะสามารถจับกับโมเลกุลของสารได้ดีกว่า สารสามารถเคลื่อนที่และเกิดปฏิกิริยาได้
ดีกว่ากระดาษที่มีรูพรุนขนาดเล็ก (26) ส่งผลให้กระดาษที่มีรูพรุนขนาดใหญ่เหมาะสมที่จะน ามา
พัฒนาเป็นอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ที่ต้องอาศัยการไหลแบบ Lateral บนกระดาษ  
 
2.7 อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ (Paper-based devices; PADs) 

 อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ (PADs) ได้รับการพัฒนาเป็น 2 แบบ ได้แก่ แบบ 2 มิติ 
(2D PADs) และแบบ 3 มิต ิ(3D PADs) ดังรูปที่ 2.14 ซึ่งขึ้นอยู่กับรูปแบบของกระดาษที่ถูกออกแบบ 
โดย PADs แบบ 2 มิติจะเป็นการสร้างขอบเขตในการทดสอบปฏิกิริยาของสารต่างๆ บนกระดาษ ซึ่ง
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เกิดจากการสร้างแบบให้มีพ้ืนที่ส่วนที่ชอบน้ า (Hydrophilic) และส่วนไม่ชอบน้ า (Hydrophobic) 
เพ่ือให้ส่วนที่ชอบน้ าสามารถใช้เป็นพ้ืนที่ในการเกิดปฏิกิริยาตรวจวัด และอ่านผลได้  (69) เนื่องจาก
ส่วนนี้จะยอมให้สารละลายเคลื่อนที่หรือไหลไปตามท่อที่สร้างขึ้นบนกระดาษด้วยแรงดึงตามรูเล็ก 
(Capillary force) ได้ ซึ่งความสามารถในการไหลของสารละลายบนกระดาษนั้น ขึ้นอยู่กับชนิดของ
กระดาษซึ่งมีรูพรุนแตกต่างกันและความกว้างของพ้ืนที่ส่วนชอบน้ า ทั้งนี้ยังขึ้นอยู่กับสภาวะแวดล้อม 
เช่น อุณหภูมิ และความชื้นด้วย (22) โดยเทคนิคการสร้างขอบเขตพ้ืนที่ส าหรับการเกิดปฏิกิริยาที่
ต้องการตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ เช่น เทคนิคพิมพ์ด้วยแสง (Photolithography) (23) การพิมพ์
ลายโดยใช้วัสดุพอลิเมอร์ เช่น สาร Polydimethylsiloxane (PDMS) (70) การตัดกระดาษ (Paper 
cutting) (71) การพิมพ์ด้วยหมึกพิมพ์ (Ink jet printing) (72) การพิมพ์ด้วยขี้ผึ้ง (Wax printing) 
(31) การสกรีนด้วยขี้ผึ้ง (Wax screen printing) และการจุ่มกระดาษลงในสารละลายขี้ผึ้ง (Wax 
dipping) (73) เป็นต้น ส่วน PADs แบบ 3 มิติเกิดจากกระดาษที่พับซ้อนกัน โดยให้พ้ืนที่ส่วนที่ชอบ
น้ า (Hydrophilic) แต่ละชั้นของกระดาษเชื่อมต่อกัน โดยใช้เทปกาวสองหน้าช่วยยึดกระดาษบริเวณ
พ้ืนที่ส่วนไม่ชอบน้ า (Hydrophobic) แต่ละชั้นให้ติดกัน ให้เกิดโครงสร้างรูพรุนของกระดาษในพ้ืนที่
ส่วนที่ชอบน้ าเชื่อมต่อกันทั้งหมด ซึ่งเป็นการเพ่ิมพ้ืนที่ท าปฏิกิริยาให้กับ PADs ซึ่งในแต่ละชั้นของ 
PADs แบบ 3 มิติอาจใช้กระดาษที่แตกต่างกันตามจุดประสงค์ของการใช้งาน แต่ละส่วนยังคงรวมตัว
เป็นส่วนเดียวกันอยู่ภายใต้ PADs เดียวกัน (22)  
 

 
รูปที่ 2.14 แสดงรูปแบบอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ (PADs) 

โดยภาพ A เป็น PADs แบบ 2 มิติและภาพ B เป็น PADs แบบ 3 มิต ิ(67) 
 

2.8 ตัวอย่างกลไกการตรวจวัดบนกระดาษ 

การตรวจวัดหลากหลายปฏิกิริยาถูกน ามาประยุกต์ใช้กับ PADs ได้แก่ 1.) ปฏิกิริยาทางเคมีที่
ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสี ซึ่งสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า จึงเป็นปฏิกิริยาที่นิยมมาประยุกต์ใช้
เป็นอย่างมาก เช่น ปฏิกิริยาระหว่างกรด-เบส ตัวอย่างคือ ชุดตรวจวัดค่าความเป็นกรด-เบส (pH) จะ
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เปลี่ยนแปลงสีแตกต่างกันในสภาวะกรดและเบส โดยอาศัยความแตกต่างของความเข้มข้นไฮโดรเจน
ไอออน (H+) ในสารละลาย, ปฏิกิริยาการตกตะกอน (Precipitation) หรือปฏิกิริยาการเกาะกลุ่ม 
(Aggregation) และปฏิกิริยาที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ เช่น การตรวจวัดน้ าตาลกลูโคสบนกระดาษกรอง
โครมาโทกราฟี โดยอาศัยเอนไซม์ Glucose oxidase (GOx) ตรวจวัดน้ าตาลกลูโคสในสิ่งตัวอย่าง
และใช้เอนไซม์ Horseradish peroxidase (HRP) เปลี่ยนสาร 2,4,6-Tribromo-3-hydroxy 
benzoic acid (TBHBA) และสาร 4-Aminoantipyrine (4-AAP) ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงจากไม่มีสี
เป็นสีแดงข้ึนบนชุดตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ (74) เป็นต้น 2.) ปฏิกิริยาการจับกันของแอนติเจนและ
แอนตีบอดี ตัวอย่างเช่น ชุดตรวจการตั้งครรภ์ที่ตรวจวัดฮอร์โมน Human Chorionic 
Gonadotropin (hCG) ในปัสสาวะ โดยอาศัยแอนติบอดีต่อฮอร์โมนชนิดนี้ซึ่งติดด้วยฉลากสี เมื่อมี
แอนติเจนคือฮอร์โมน hCG ในปฏิกิริยา จะสังเกตเห็นแถบสีปรากฏขึ้นได้ 3.) ปฏิกิริยาของเคมีไฟฟ้า 
(Electrochemistry) เช่น การตรวจวัดปริมาณคอเรสเตอรอลโดยใช้ขั้วชนิดแกรฟีนประยุกต์ที่ผลิต
ขึ้นมา (Graphene/ Polyvinylpyrrolidone/ Polyaniline nanocomposite) ซึ่งอาศัยหลักการ
ทางเคมีไฟฟ้า ชนิดแอมเพอโรมิทรี (Amperometry) เพ่ือติดตามปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
(H2O2) ที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยา ซึ่งเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของคอเรสเตอรอล (75) 4.) 
ปฏิกิริยาที่เกี่ยวข้องกับกรดนิวคลีอิก เช่น การตรวจหาตัวตรวจวัดบนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บน
กระดาษแบบ 3 มิติ (3D PAD) โดยอาศัยหลักการจับคู่เบสกันอย่างจ าเพาะ (Hybridization) ระหว่าง
ดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงกับดีเอ็นเอเป้าหมายในสารที่ต้องการตรวจวัด โดยความ
เข้มข้นของตัวตรวจวัดเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มของการเรืองแสงที่เกิดข้ึนบนกระดาษ (76) 

 
2.9 การตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงสีบนกระดาษ 

การตรวจวัดปฏิกิริยาโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงของสีที่เกิดขึ้นบน PADs แบ่งเป็น 2 แบบ
หลักๆ คือ 1.) แบบเชิงคุณภาพ (Qualitative) เช่น สังเกตการปรากฏของสีบนกระดาษด้วยตาเปล่า 
ซึ่งสามารถอ่านผลการทดสอบได้เป็นผลลบ (Negative) หมายถึงไม่เกิดปฏิกิริยาและผลบวก 
(Positive) หมายถึงเกิดปฏิกิริยา เป็นต้น 2.) แบบเชิงปริมาณ (Quantitative) จะอาศัยการประมาณ
ค่าสีที่ปรากฏในบริเวณพ้ืนที่ทดสอบ ซึ่งสะท้อนถึงตัวตรวจวัด (Analyte) ในปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น โดย
การเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของสีที่เกิดขึ้นกับค่าแปลผลที่ก าหนดไว้ (77) โดยบันทึกภาพจาก
กล้องถ่ายรูปหรือเครื่องสแกน เพ่ือวิเคราะห์ความเข้มของสี (Intensity) ที่เกิดขึ้นกับค่าแปลผล
มาตรฐานที่ก าหนดไว้ เนื่องจากความเข้มสีดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับสารที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ ซึ่ง
ความสัมพันธ์นั้นจะอยู่ในรูปแบบสมการ y = a In (bx) เป็นความสัมพันธ์เชิงลอการิทึม (Logarithm) 
เพราะ ณ ความเข้มข้นหนึ่งของตัวตรวจวัด โดยเฉพาะความเข้มข้นสูง ค่าความเข้มของสีจะไม่เกิดการ
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เปลี่ยนแปลงอีกเพราะเป็นจุดอ่ิมตัวของสีที่เกิดขึ้น (78) การตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีการเปรียบเทียบ
ความเข้มของสีที่เกิดข้ึนนี้ เป็นวิธีการตรวจวัดที่ท าได้ง่าย อาศัยอุปกรณ์เครื่องมือที่หาได้ง่ายไม่ยุ่งยาก 
เช่น กล้องถ่ายรูป แต่การตรวจวิเคราะห์ความเข้มสีนั้นขึ้นอยู่กับคุณภาพของภาพ แสงจากสภาพแวด
ล้องขณะบันทึกภาพ และการก าหนดจุดโฟกัสในแต่ละครั้งของการถ่ายภาพ (22) ต่อมาจึงได้มีการ
พัฒนาเทคนิคการตรวจแบบวัดระยะทาง (Distance-based detection) ในการไหลของสารใน
ปฏิกิริยาที่สังเกตการเกิดสีบนพ้ืนที่ทดสอบซึ่งมีลักษณะเป็นท่อยาว เพ่ือให้สามารถวัดระยะทางการ
เคลื่อนที่ของตัวตรวจวัดที่ท าปฏิกิริยากับน้ ายาบนพ้ืนที่ทดสอบจนเกิดการตกตะกอนขึ้น โดยระยะทาง
การเคลื่อนที่ของการตกตะกอนขึ้นอยู่กับปริมาณของตัวตรวจวัดในสารตัวอย่าง (29) 

 
2.10 ตัวอย่างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษแบบวัดระยะทาง (Distance-based paper 
analytical devices; dPADs) 

ในปัจจุบันอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษแบบวัดระยะทาง (dPADs) ได้รับการพัฒนาให้
ตรวจวัดสารต่างๆที่อยู่ในสารตัวอย่างได้ เช่น การตรวจวัดหาปริมาณของกลูต้าไธโอนบนกระดาษโดย 
Cate และคณะ (29) โดยวัดระยะทางในการเคลื่อนที่ของกลูต้าไธโอนที่จับกับอนุภาคเงินระดับนาโน
เมตร ปริมาณกลูต้าไธโอนที่แตกต่างกันจะท าให้เกิดการเกาะกลุ่มกับอนุภาคเงินระดับนาโนเมตรมาก
ขึ้นตามสัดส่วนความเข้มข้น ส่งผลให้ระยะการเคลื่อนที่ของสารมีความแตกต่างกันไป หากมีปริมาณ
กลูต้าไธโอนมาก ท าให้เกิดการเกาะกลุ่มกับอนุภาคเงินระดับนาโนได้มาก ระยะเคลื่อนที่จะยาวกว่า
เมื่อเทียบกับปริมาณกลูต้าไธโอนน้อย ดังรูปที่ 2.15(ก) นอกจากนี้ Cate และคณะ (28) ได้มีการ
พัฒนาการตรวจวัดหาปริมาณโลหะเหล็ก ทองแดง และนิกเกิลบนกระดาษอีกด้วย โดยสามารถ
ตรวจหาปริมาณของโลหะทั้งสามชนิดภายในการตรวจเพียงครั้งเดียว ซึ่งระยะการเคลื่อนที่ของสีที่วัด
ได้จะเป็นสัดส่วนตามความเข้มข้นของโลหะทั้งสามชนิดดังกล่าว ดังรูปที่ 2.15(ข)  ต่อมา Yamada 
และคณะ (79) ได้พัฒนาการตรวจวัดหาปริมาณแลคโตเฟอริน (Lactoferrin) ในน้ าตา โดยอาศัยการ
จับกับโลหะเทอร์เบียม (Terbium) บนกระดาษ เมื่อเกิดการจับกันระหว่างสารแลคโตเฟอรินกับโลหะ
เทอร์เบียมจะเกิดการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ขึ้นภายใต้สภาวะความเป็นกรด -เบสที่เหมาะสม ซึ่ง
ระยะการเคลื่อนที่ของการเรืองแสงที่วัดได้จะเป็นสัดส่วนตามความเข้มข้นของแลคโตเฟอริน  ดังรูปที่ 
2.15(ค) นอกจากนี้ Wei และคณะ (80) ได้พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษแบบวัด
ระยะทางโดยอาศัยสารไฮโดรเจล (Hydrogel) ซึ่งบรรจุเอนไซม์ที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยาตรวจวัด 
(Microfluidic distance readout sweet hydrogel integrated paper-based analytical 
device; µDiSH-PAD) ชุดตรวจดังกล่าวได้อาศัยแอปตาเมอร์ (Aptamers) ที่จ าเพาะต่อสารที่
ต้องการตรวจ เช่น โคเคน (Cocaine) เป็นต้น เมื่อในสิ่งตัวอย่างมีสารที่จ าเพาะจะท าให้ไฮโดรเจลซึ่ง
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เป็นพอลิเมอร์ชนิดหนึ่งแตกออกแล้วปล่อยเอนไซม์จ านวนหนึ่งที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่ เพ่ือเพ่ิมสัญญาณ
การตรวจวัดและท าให้เกิดแถบสีที่สามารถตรวจวัดได้บนชุดตรวจ ดังรูปที่ 2.15(ง) โดยระยะการ
เคลื่อนที่ของสีที่วัดได้จะเป็นสัดส่วนตามความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่จ าเพาะต่อแอปตาเมอร์ 

 

 
รูปที่ 2.15 รูปแสดงการตรวจวัดสารต่างๆที่อยู่ในสารตัวอย่าง ด้วยเทคนิคการตรวจแบบวัดระยะทาง 
(ก) การตรวจวัดหาปริมาณของกลูต้าไธโอน (27) (ข) การตรวจวัดหาปริมาณโลหะเหล็ก ทองแดง 
และนิกเกิลภายในการตรวจเพียงครั้งเดียว (26) (ค) การตรวจวัดหาปริมาณแลคโตเฟอริน 
(Lactoferrin) ในน้ าตา (79) และ (ง) การตรวจวัดหาปริมาณโคเคนโดยอาศัยสารไฮโดรเจล (80) 

 
นอกจากนี้เทคนิคการตรวจแบบวัดระยะทางยังถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจหาหมู่เลือด 

โดยอาศัยปฏิกิริยาการจับกลุ่มกันอย่างจ าเพาะของแอนติเจนและแอนติบอดีบนกระดาษกรอง และ
อ่านผลจากการเคลื่อนที่สีของเม็ดเลือดแดงที่ไหลไปบนกระดาษที่ผ่านการตรึงน้ ายาแอนติบอดีแล้ว  
ดังรูปที่ 2.16(ก) (81) ต่อมา Ballerini และคณะใช้เทคนิคการตรวจแบบวัดระยะทางตรวจหาหมู่
เลือดบนวัสดุที่หาได้ง่ายและราคาถูก อย่างเช่น เส้นด้าย (Thread) ที่มีส่วนประกอบของเซลลูโลส 
(Cellulose) และโพลีเอสเตอร์ (Polyester) มาใช้ในการตรวจ โดยแปลผลจากความยาวของซีรัมที่
เคลื่อนที่ไปได้ไกลกว่าเมื่อแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดงท าปฏิกิริยากับน้ ายาแอนติบอดีที่จ าเพาะนั้นๆ  
ดังรูปที่ 2.16(ข) (82) ยิ่งไปกว่านั้น Noiphung และคณะได้พัฒนาการตรวจหมู่เลือด Rh และ ABO 
แบบ Cell grouping และ Serum grouping ภายในชุดตรวจเดียวกัน โดยแปลผลจากอัตราส่วนของ
ระยะทางการเคลื่อนที่ระหว่างเม็ดเลือดแดงที่ท าปฏิกิริยากับน้ ายาแอนติบอดี และซีรัมที่เคลื่อนที่ไป
ได้ไกลกว่า ดังรูปที่ 2.16(ค) (83) 
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รูปที่ 2.16 แสดงรูปการตรวจหาหมู่เลือดด้วยเทคนิคการตรวจแบบวัดระยะทาง 

(ก) หลักการตรวจหมู่เลือดบนกระดาษ (81) (ข) ภาพการตรวจหมู่เลือดบนเส้นด้าย (82) และ (ค) 
ภาพการตรวจหมู่เลือด Rh และ ABO ภายในชุดตรวจเดียวกัน (83) 
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บทที่ 3  
วิธีการดําเนินการวิจัย 

3.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

ตารางท่ี 3.1 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

ลําดับ เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

1. 
เครื่องให้ความร้อนแก่หลอดทดลอง  

(Dry thermal block) 
Major Science, USA 

2. เครื่องให้ความร้อน (Hotplate) IKA® C-MAG HS7, China 

3. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบนาโน Thermo scientific, USA 

4. เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า Mupid, Japan 

5. เครื่องวิเคราะห์ภาพเจล Syngene, USA 

6. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสภาวะจริง 
(Exicycler™ 96 Real-Time) 

Bioneer, Korea 

7. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสารตัวอย่างขนาดเล็ก  
Bio-Active Co., Ltd., 

Thailand 

8. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง Beckman Coulter Inc. 

9. ตู้อบเลี้ยงเชื้อ Memmert GmbH,  

10. ตู้อบฆ่าเชื้อ (autoclave) รุ่น HVP-50 Hiclave™, Japan 

11. เครื่องชั่งสาร 

Mettler-Toledo 

International Inc., 

Thailand 

12. เครื่องผลิตน้ า Milli-Q Millipore, USA 

13. เครื่องผสมสาร (Vortex) Scientific Industries, USA 

14. เครื่องวัดความเป็นกรด – ด่าง (pH) Thermal Scientific, USA 
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ตารางท่ี 3.1 เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย (ต่อ) 

ลําดับ เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

15. 
เครื่องปริ้นพร้อมหมึกพิมพ์ชนิดแว๊กซ์  

(Xerox ColorQube 8570)  

Fuji Xerox Co., Ltd., 

Japan 

16. เครื่องสแกนเอกสาร (Epson expression ME-301) 
Epson Co., Ltd., 

Thailand  

  
ตารางท่ี 3.2 วัสดุและอุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

ลําดับ วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

1. กระดาษกรอง Whatman No.1, 113 และ 4 GE Healthcare, UK 

2. เทปใสและเทปกาว  2 หน้า 
ร้านศึกษาภัณฑ์พาณิชย์ 

ประเทศไทย 

3. Microcentrifuge tube (1.5 mL) Axygen® Scientific, USA 

4. PCR tube strips (0.2 mL) 
Scientific Specialties, 

Inc., USA 

5. Auto pipette Gilson, Inc.,USA 

6. Pipette tip (10, 200, 1000 µL) Gilson, Inc.,USA 

7. Filter tip (10, 20, 100 µl) 
Nest Biotechnology Co., 

Ltd., China 

8. Serological pipette 
HBG Henneberg-Sander 

GmbH, Germany 

9.. Glassware ได้แก่ beaker, cylinder PYREX, USA 

10. ขวดใส่สารเคมี  
CHOTT DURAN®, 

Germany 
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ตารางท่ี 3.3 น้ ายาและสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

ลําดับ น้ํายาและสารเคมี การใช้งาน 
บริษัทและประเทศที่

ผลิต 

1. 
Escherichia coli 

ATCC®25922™ 
เชื้อตัวอย่างในการทดสอบ 

Microbiologics, Inc., 

USA 

2. 
Proteus mirabilis 

ATCC®12453™ 

เชื้อในการทดสอบ

ความจ าเพาะของปฏิกิริยา 

LAMP 

Microbiologics, Inc., 

USA 

3. 
Enterococcus faecalis 

ATCC®29212™ 

เชื้อในการทดสอบ

ความจ าเพาะของปฏิกิริยา 

LAMP 

Microbiologics, Inc., 

USA 

4. 
Acinetobacter 

baumannii 

เชื้อในการทดสอบ

ความจ าเพาะของปฏิกิริยา 

LAMP 

ภาควิชาเวชศาสตร์การ

ธนาคาร เลื อดและจุ ล

ชีววิทยาคลินิก คณะสห

เวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

5. Citrobacter freundii 

เชื้อในการทดสอบ

ความจ าเพาะของปฏิกิริยา 

LAMP 

6. 
Klebsiella 

pneumoniae 

เชื้อในการทดสอบ

ความจ าเพาะของปฏิกิริยา 

LAMP 

7. 
Pseudomonas 

aeruginosa 

เชื้อในการทดสอบ

ความจ าเพาะของปฏิกิริยา 

LAMP 

8. Serratia marcescens 

เชื้อในการทดสอบ

ความจ าเพาะของปฏิกิริยา 

LAMP 
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ตารางท่ี 3.3  น้ ายาและสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย (ต่อ) 

ลําดับ น้ํายาและสารเคมี การใช้งาน 
บริษัทและประเทศที่

ผลิต 

9. 
Staphylococcus 

aureus 

เชื้อในการทดสอบ

ความจ าเพาะของปฏิกิริยา 

LAMP 

ภาควิชาเวชศาสตร์การ

ธนาคารเลือดและจุล

ชีววิทยาคลินิก คณะสห

เวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

10. 
Streptococcus 

pyogenes 

เชื้อในการทดสอบ

ความจ าเพาะของปฏิกิริยา 

LAMP 

11. Blood agar อาหารเลี้ยงเชื้อ 

12. Agar A 
สารที่ใช้เตรียมอาหารเลี้ยง

เชื้อ 

Bio Basic Canad Inc., 

Canada 

13. Yeast  Extract 
สารที่ใช้เตรียมอาหารเลี้ยง

เชื้อ 

Bio Basic Canad Inc., 

Canada 

14. Tryptone powder 
สารที่ใช้เตรียมอาหารเลี้ยง

เชื้อ 

Bio Basic Canad Inc., 

Canada 

15. Sodium chloride 
สารที่ใช้เตรียมอาหารเลี้ยง

เชื้อ 
Sigma-Aldrich, USA 

16. 
Tryptone soya agar 

plate 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Oxoid Limited, UK 

17. 
Wizard® Genomic 

DNA Purification Kit  

สกัดดีเอ็นเอของเชื้อ

ตัวอย่าง 

Promega Co., Ltd., 

USA 

18. Primer 
สารตั้งต้นในปฏิริยา 

LAMP 

Integrated DNA 

Technologies, 

Singapore 
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ตารางท่ี 3.3  น้ ายาและสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย (ต่อ) 

ลําดับ น้ํายาและสารเคมี การใช้งาน 
บริษัทและประเทศที่

ผลิต 

19. 
Deoxynucleotide 

(dNTP) Solution Set 

สารตั้งต้นในปฏิริยา 

LAMP 

Thermo Scientific, 

USA 

20. 
Bst 2.0 WarmStart® 

DNA polymerase 

เอนไซม์ใช้ในปฏิริยา 

LAMP 

New England Biolabs 

Inc., USA 

21. Betaine และ MgSO4   สารที่ใช้ในปฏิริยา LAMP Sigma-Aldrich, USA 

22. SYBR Green I 
สารตรวจวัดในปฏิกิริยา 

Real-time LAMP 
Invitrogen, USA 

23. 
Hydroxynaphthol blue 

(HNB) 

สารตรวจวัดที่ใช้ใน

ปฏิกิริยา LAMP 
Sigma-Aldrich, USA 

24. 
Branched 

polyethylenimine (PEI) 

สารตรวจวัดปฏิกิริยา 

LAMP ที่ใช้บนชุดตรวจ

กระดาษ 

Sigma-Aldrich, USA 

25. Agarose  
สารที่ใช้เป็นเจลเพื่อท า 

electrophoresis 
 

26. 
GeneRuler 100 bp 

DNA Ladder 

ดีเอ็นเอมาตรฐานส าหรับ

ท าelectrophoresis 

Thermo Scientific, 

USA 
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3.2 วิธีการดําเนินการวิจัย 

3.2.1 การเพาะเลี้ยงและสกัดดีเอ็นเอของเชื้อทดสอบ 

เชื้อ Escherichia coli ที่ใช้เป็นดีเอ็นเอตัวอย่างในการท าปฏิกิริยา LAMP เพาะเลี้ยงบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด Luria-Bertani (LB) และบ่มข้ามคืน (18 ชั่วโมง) ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสในตู้อบเลี้ยงเชื้อ จากนั้นเพาะเลี้ยงหนึ่งโคโลนี (Colony) จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิด LB ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล้วบ่มข้ามคืน (18 ชั่วโมง) ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส แล้วน าไปสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป Wizard® Genomic DNA 
Purification ก่อนตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืน
แสงแบบนาโน (NanoDrop™ spectrophotometer) โดยคุณภาพของดีเอ็นเอที่น ามาทดสอบได้ต้อง
มีอัตราส่วนการดูดกลืนแสงที่ 260/280 นาโนเมตรอยู่ในช่วง 1.8-2.0 เพ่ือแสดงว่ามีการปนเปื้อนของ
โปรตีนในสารสกัดปริมาณน้อย และอัตราส่วนการดูดกลืนแสงที่ 260/230 นาโนเมตรอยู่ในช่วง
ประมาณ 2.0-2.2 เพ่ือแสดงว่าสารสกัดมีการปนเปื้อนของสารอินทรีย์และสารที่มีอะโรมาติกปริมาณ
น้อย เช่น สารไอโซโพรพานอล (Isopropanol) และสารเอทานอล (Ethanol) จากขั้นตอนการ
ตกตะกอนและล้างดีเอ็นเอ จากนั้นเก็บดีเอ็นเอที่สกัดได้ไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส โดยน าค่าความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอที่วัดได้มาค านวณหาจ านวนชุดของดีเอ็นเอตั้งต้นที่ใช้ในการทดสอบปฏิกิริยา 
LAMP ซึ่งค านวณได้จากสูตร 

Number of copies =            Amount of DNA × Avogadro's number 
             (copies µL-1)         Length of genome × Average weight of a base pair 

 
โดย Amount of DNA หมายถึง ค่าความเขม้ข้นดีเอ็นเอที่วัดได้ หน่วยนาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
Avogadro's number  หมายถึง จ านวนอะตอมของธาตุคาร์บอน 
                                        มีค่าเท่ากับ 6.022x1023 โมเลกุลต่อโมล 
Length of genome   หมายถึง ความยาวของสารพันธุกรรมทั้งหมดในเชื้อ E. coli มี  
                                        ค่าประมาณ 4.7 x106 คูเ่บส อ้างอิงตามใน GenBank  
                                        (NC_000913.3)  
Average weight        หมายถึง น้ าหนักเฉลี่ยของคู่เบส มีค่าเท่ากับ 650 กรัมต่อโมล 
of a base pair  
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3.2.2 ปฏิกิริยาการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP 

ปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอของเชื้อ E.coli ด้วยเทคนิค LAMP นั้นมีไพรเมอร์ที่จ าเพาะ
ต่อยีนของเชื้อ E. coli ทั้งหมด 6 เส้น ได้แก่ Forward inner primer (FIP), Backward inner 
primer (BIP), Forward outer primer (F3 Primer), Backward outer primer (B3 Primer), 
Loop forward (LF) และ Loop backward (LB) ซ่ึงแต่ละเสน้มีล าดับเบสดังตารางท่ี 3.4 โดยจับกับ
ดีเอ็นเอเป้าหมายและเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอของเชื้อ E.coli ในช่วงยีน malB (6) ต าแหน่งล าดับเบสที่ 
3204 ถึง 3407 เทียบใน GenBank (GDB J01648) ดังรูปที่ 3.1 โดยล าดับเบสบริเวณดังกล่าวเป็น
ส่วนหนึ่งของต าแหน่งโปรโมเตอร์ (Promoter) ของยีน malB ที่ถอดรหัสออกมาเป็นโปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับการจับและดูดซึมน้ าตาลมอลโทสเข้าเซลล์ (Maltose binding protein; MBP) (84) 
 
ตารางท่ี 3.4 แสดงล าดับเบสที่ใช้เป็นไพรเมอร์ทั้ง 6 เส้น (6) 

Primer Sequence (5’- 3’) Bases 

FIP CATTTTGCAGCTGTACGCTCGCAGCCCATCATGAATGTTGCT 42 

BIP CTGGGGCGAGGTCGTGGTATTCCGACAAACACCACGAATT 40 

F3 GCCATCTCCTGATGACGC 18 

B3 ATTTACCGCAGCCAGACG 18 

LF CTTTGTAACAACCTGTCATCGACA 24 

LB ATCAATCTCGATATCCATGAAGGAG 25 

 

 
รูปที่ 3.1 ภาพแสดงล าดับเบสดีเอ็นเอเป้าหมายของเชื้อ E.coli (6) 
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โดยทดสอบสารละลาย LAMP reaction 25 ไมโครลิตรในหลอดพีซีอาร์ซึ่งประกอบด้วย 
Tris-HCI (pH 8.8) 20 มิลลิโมลาร์, KCl 50 มิลลิโมลาร์, (NH4)2SO4 10 มิลลิโมลาร์, Tween® 20 1 
เปอร์เซ็นต์, MgSO4 8 มิลลโมลาร์, Betaine 0.8 โมลาร์, dNTPs 1.4 ไมโครโมลาร์, ไพรเมอร์ FIP 
และ BIP อย่างละ 1.6 ไมโครโมลาร์, ไพรเมอร์ F3 และ B3 อย่างละ 0.2 ไมโครโมลาร์, ไพรเมอร์ LF 
และ LB อย่างละ 0.8 ไมโครโมลาร์, สาร HNB 0.24 มิลลโมลาร์, Bst DNA polymerase 8 units 
และใส่ดี เอ็นเอตัวอย่าง 5 ไมโครลิตร บ่มสารละลายที่ อุณหภูมิ  65 องศาเซลเซียสใน
เครื่องให้ความร้อนแก่หลอดทดลอง (Dry thermal block) เป็นเวลา 30 นาที โดยทุกการทดสอบ
ปฏิกิริยาผลลบ (Negative reaction) จะไม่ใส่ดีเอ็นเอตัวอย่าง และปฏิกิริยาผลบวก (Positive 
reaction) จะมีดีเอ็นเอตัวอย่างอยู่ในสารละลาย LAMP 

 
3.2.3 การทดสอบความจําเพาะ (Specificity) ของไพรเมอร์ที่เลือกใช้ต่อเชื้อ E. coli 

 เชื้อที่จะใช้ทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ที่เลือกใช้ต่อเชื้อตัวอย่าง E. coli ได้แก่ เชื้อ
แบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ซึ่งประกอบด้วยเชื้อ Proteus mirabilis, เชื้อ 
Acinetobacter baumannii, เชื้อ Citrobacter freundii, เชื้อ Klebsiella pneumoniae, เชื้อ 
Pseudomonas aeruginosa และเชื้อ Serratia marcescens ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง
ชนิด Tryptone soya (TSA) และเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) ซึ่ง
ประกอบด้วยเชื้อ Staphylococcus aureus, เชื้อ Enterococcus faecalis ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็งชนิด Tryptone soya (TSA)  และเชื้อ Streptococcus pyogenes ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด Blood และบ่มข้ามคืน (18 ชั่วโมง) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตู้อบ
เลี้ยงเชื้อ จากนั้นเพาะเลี้ยงหนึ่งโคโลนี (Colony) จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ชนิด Luria-Bertani (LB) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล้วบ่มข้ามคืน (18 ชั่วโมง) ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส แล้วน าไปสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดี เอ็นเอส าเร็จรูป Wizard® Genomic DNA 
Purification ก่อนตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืน
แสงแบบนาโน (NanoDrop™ spectrophotometer) จากนั้นน าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากเชื้อเหล่านี้ไป
เพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP หลังบ่มปฏิกิริยาเสร็จสิ้นแล้วให้ตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตรด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยใช Agarose gel ที่มีความเข้มข้น 
2 เปอร์เซ็นต โดยใช้สี Ethidium bromide ย้อมดีเอ็นเอที่เพ่ิมจ านวนขึ้นมา (LAMP product) และ
ใช้บัฟเฟอร์ 1X TAE ท าภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 20 นาที แล้วตรวจดูดีเอ็นเอภายใต้แสง 
UV ด้วยเครื่องวิเคราะห์ภาพเจล 
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3.2.4 การทดสอบความไว (Sensitivity) ของปฏิกิริยา LAMP  

ทดสอบความไวของปฏิกิริยา LAMP โดยน าดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ที่สกัดได้มาวัดหาความ
เข้มข้นตั้งต้นด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบนาโน (NanoDrop™ spectrophotometer) แล้ว
ท าการเจือจางความเข้มข้นเป็นสิบเท่า (10-fold serial dilution) แล้วน าดีเอ็นเอนั้นมาเพ่ิมจ านวน
ด้วยเทคนิค LAMP ในงานวิจัยนี้ใช้ดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 0, 3.94×103, 3.94×104, 3.94×105, 
3.94×106 และ 3.94×107 ส าเนาต่อไมโครลิตร จ านวน 5 ไมโครลิตรต่อปฏิกิริยา LAMP 25 
ไมโครลิตร มาเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP แล้วตรวจวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น โดยสังเกตการ
เปลี่ยนแปลงสีของ HNB ภายในหลอดทดลองที่ใส่ไปตั้งแต่ต้นก่อนการเกิดปฏิกิริยา และวิธี 2% 
Agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบความสามารถในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP จาก
ปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นความเข้มข้นน้อยที่สุดของแต่ละวิธี 

 

3.2.5 การสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษสําหรับการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP 

1.) การออกแบบอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษแบบวัดระยะทางการเคลื่อนที่ (dPADs) ที่
เหมาะสมต่อการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP 

ขั้นตอนการออกแบบอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษส าหรับการตรวจสอบปฏิกิริยา 
LAMP แบบวัดระยะทางการเคลื่อนที่ (Distance-based paper-based analytical devices; 
dPADs) ที่ใช้ในวิจัยนี้ออกแบบด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 เพ่ือก าหนดรูปแบบและ
ขนาดของพ้ืนที่ในการตรวจวัดดังรูปที่ 3.2 ซึ่งประกอบด้วยส่วนของแผ่นดูดซับ (Absorbent pad)  
รูปสี่เหลี่ยม 2 ส่วน ขนาดส่วนละ 10 × 17 มิลลิเมตร เป็นพ้ืนที่ส าหรับการดูดซับสาร, ส่วนตรวจวัด 
(Detection zone) ลักษณะเป็นท่อขนาด 1.5 × 12 มิลลิเมตร มีหมายเลข 0-6 ก ากับข้างท่อซึ่งแต่
ละหมายเลยมีระยะทางห่างกัน 2 มิลลิเมตร รวมเป็นระยะทางทั้งหมด 12 มิลลิเมตร ซึ่งเป็นพ้ืนที่
ส าหรับการตรวจวัดการเคลื่อนที่ของสีที่สังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า, ส่วนของตัวอย่างตรวจ (Sample 
area) รูปวงกลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร เป็นพ้ืนที่ส าหรับหยดสารละลาย LAMP 25 
ไมโครลิตร เพ่ือท าการทดสอบ และส่วนพ้ืนที่ส าหรับล้าง (Washing area) รูปสี่เหลี่ยม ขนาด 4 × 5 
มิลลิเมตร ซึ่งเป็นพ้ืนที่ส าหรับหยดตัวชะปริมาตร 100 ไมโครลิตร การสร้างเส้นขอบเขตของการ
ทดสอบบนกระดาษอาศัยเครื่องปริ้นชนิดแว๊กซ์ของ Fuji xerox รุ่น ColorQube 8570 และก าหนด
ขอบเขตส่วนพ้ืนที่ชอบน้ า (Hydrophilic) และส่วนพ้ืนที่ไม่ชอบน้ า (Hydrophobic) โดยอาศัยความ
ร้อนจากเครื่องให้ความร้อน (Hotplate) ที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 3 นาที 
จากนั้นทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง แล้วประกอบในส่วนแผ่นดูดซับ 2 ส่วนของชุดตรวจ dPAD เข้าด้วยกัน
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โดยใช้เทปกาวสองหน้าติดบนบริเวณพ้ืนที่ไม่ชอบน้ า (บริเวณแว๊กซ์) ของส่วนแผ่นดูดซับ และติดกาว
สองหน้าบริเวณพ้ืนที่ระหว่างส่วนหยดตัวอย่างตรวจและพ้ืนที่ส าหรับล้างไว้โดยไม่ต้องลอกเทปกาว
ออก เพ่ือให้ชุดตรวจสะดวกต่อการใช้งาน 

 
รูปที่ 3.2 ภาพแสดงส่วนประกอบของ dPAD 

 
2.) ขั้นตอนการใช้งานของชุดตรวจ dPADs 

ขั้นตอนการตรึงสารละลาย PEI ก่อนการใช้งานของชุดตรวจ dPADs โดยหยดสารละลาย PEI 
ความเข้มข้นที่เหมาะสมปริมาตร 2 ไมโครลิตรบนพ้ืนที่ส่วนตรวจวัดจากด้านบนลงล่าง ต าแหน่ง
หมายเลข 5, 3 และ 1 ตามล าดับ เพ่ือให้สารละลายไม่ไหลออกนอกขอบเขตพ้ืนที่ส่วนตรวจวัด 
หลังจากนั้นรอสารละลาย PEI ให้ซึมลงกระดาษและแห้งที่อุณหภูมิห้อง นานประมาณ 10 นาทีแล้ว
ตรึงสารละลาย PEI ปริมาตร 2 ไมโครลิตรซ้ าอีกครั้ง บนพ้ืนที่ส่วนตรวจวัดจากด้านล่างขึ้นบน 
ต าแหน่งหมายเลข 1, 3 และ 5 ตามล าดับ เพ่ือให้สารละลาย PEI ซึมลงบนกระดาษด้วยความเข้มข้น
ที่สม่ าเสมอกันทั่วพ้ืนที่ส่วนตรวจวัด รอให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ประมาณ 10 นาที ก่อนน ามาใช้งาน 
โดยในขั้นตอนการใช้งานดังรูปที่ 3.3 นั้นเริ่มจากหยดสารละลาย LAMP ปริมาตร 25 ไมโครลิตรที่
ผ่านการบ่มมาแล้วลงบนพ้ืนที่ส่วนของหยดตัวอย่าง แล้วอาศัยแรงดึงตามรูขนาดเล็ก (Capillary 
force) ของกระดาษดึงให้สารละลายไหลไปตามบริเวณของส่วนตรวจวัดซึ่งใช้เวลานานประมาณ 1 
นาที จากนั้นหยดตัวชะปริมาตรที่เหมาะสม เพ่ือใช้เป็นตัวชะช่วยให้สี HNB ในสารละลาย LAMP ไหล
ไปท าปฏิกิริยากับสารละลาย PEI ที่ตรึงบนชุดตรวจ dPAD และช่วยล้างสี HNB ที่ไม่ได้ท าปฏิกิริยากับ
สารละลาย PEI ออกจากบริเวณพ้ืนที่ส่วนตรวจวัดของชุดตรวจ  เพ่ือขจัดพ้ืนสีรบกวน (Background) 
การตรวจวัดระยะทางสี หลังจากรอให้ตัวชะ ท าหน้าที่จนแห้งสนิท ซึ่งนานประมาณ 4 นาที จึง
ตรวจวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนส่วนตรวจวัดด้วยตาเปล่า เพ่ือตรวจวัดดีเอ็นเอตั้ง
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ต้นแบบกึ่งปริมาณ แต่เพ่ือตรวจสอบความถูกต้อง (Validation) ของการตรวจแบบวัดระยะทางด้วย
ตาเปล่า จึงสแกนภาพของชุดตรวจที่ผ่านการทดสอบแล้วด้วยเครื่องสแกน Epson expression ME-
301 แล้วบันทึกภาพความละเอียด 600 dpi ในชื่อไฟล์นามสกุล Jpeg ก่อนวิเคราะห์ระยะทางการ
เกิดส ีHNB บนชุดตรวจ dPAD ด้วยโปรแกรม ImageJ โดยการก าหนดขอบเขตของส่วนตรวจวัดเป็น
พ้ืนที่วิเคราะห์ขนาด 40×300 pixels ก่อนใช้เครื่องมือ Color threshold โหมดภาพสี RGB ของ
โปรแกรม เป็นตัวช่วยในการตัดพ้ืนสีรบกวน และก าหนดขอบเขตสีที่ชัดเจนเท่านั้น ซึ่งเป็นขอบเขตที่
มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า ดังรูปตัวอย่างที่ 3.4 ก่อนท าการวิเคราะห์ระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB 
ด้วยการวัดระยะทางการเคลื่อนที่สี (Red line) จากต าแหน่งจุดเริ่มต้นของแถบสี (Origin of band) 
จนถึงจุดสิ้นสุดของแถบสี (End of band) เมื่อก าหนดระยะทางท้ังหมดของส่วนพ้ืนที่ตรวจวัดเป็น 12 
มิลลิเมตร เนื่องจากโปรแกรมสามารถวัดค่าระยะทางการเคลื่อนที่ที่น้อยที่สุด (The detection 
limit) ได้ดีกว่าการตรวจวัดระยะด้วยตาเปล่าดังนั้นทุกภาพของชุดตรวจ dPAD จากการทดสอบจึง
อาศัยโปรแกรม ImageJ ช่วยประเมินความถูกต้องของการวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB ด้วย
ตาเปล่า  

 

 
รูปที่ 3.3 ภาพแสดงขั้นตอนการใช้งานของชุดตรวจ dPAD 
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รูปที่ 3.4 ภาพตัวอย่างก่อนและหลังของชุดตรวจที่ใช้โปรแกรม ImageJ ตัดพ้ืนสีรบกวน โดยมี
หมายเลข 0-6 ก ากับบนชุดตรวจ คือระยะทางตั้งแต่ 0-12 มิลลิเมตร สัญลักษณ์เส้นทึบ, เส้นประ 
และเส้นสีแดง แสดงจุดเริ่มต้นของแถบสี จุดสิ้นสุดของแถบสีและระยะทางที่วัดได้ของแถบสี 
ตามล าดับ  

 
3.) การศึกษาความเข้มข้นของสี HNB ในสารละลาย LAMP ที่เหมาะสมต่อการตรวจสอบปฏิกริิยา 
LAMP บนกระดาษกรอง 

การเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP ในหลอดทดลอง โดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงสี 
HNB เป็นตัวบ่งชี้ (Indicator) ในการตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP ที่เกิดขึ้นนั้น ความเข้มข้นของสี HNB 
0.12 มิลลิโมลาร์ก็เพียงพอต่อการตรวจวัดปฏิกิริยา และเหมาะสมต่อการสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลง
ของสี HNB จากสีม่วงเป็นสีฟ้า เมื่อเกิดปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอขึ้น (10) ในงานวิจัยนี้จึงท า
การทดสอบหาความเข้มข้นของสี HNB ในสารละลาย LAMP ที่เหมาสมต่อการเกิดปฏิกิริยา LAMP 
ในหลอดทดลอง และสามารถน ามาตรวจสอบปฏิกิริยาได้บนกระดาษกรอง โดยทดสอบปฏิกิริยา 
LAMP ที่ใส่สี HNB ความเข้มข้น 0.12, 0.18, 0.24, 0.30 และ 0.36 มิลลิโมลาร์ภายในหลอดทดลอง 
ก่อนน าสารละลายที่ผ่านการบ่มจนเสร็จสิ้นปฏิกิริยาแล้วมาทดสอบบนชุดตรวจ dPADs ที่สร้างดังรูป
ที่ 3.2 จากกระดาษกรองเบอร์ 113 ซึ่งมีรูพรุนขนาดใหญ่ที่สุดของกระดาษกรอง Whatman เพ่ือให้สี 
HNB ความเข้มข้นน้อยที่สุดสามารถเคลื่อนที่ได้จนสังเกตเห็นระยะทางที่แตกต่างกันระหว่างปฏิกิริยา
ผลลบและผลบวก โดยเลือกสี HNB ความเข้มข้นน้อยที่สุดที่ไม่ขัดขวางการเกิดปฏิกิริยาภายในหลอด
ทดลอง และเห็นความแตกต่างของระยะทางการเคลื่อนที่ของสีบนชุดตรวจระหว่างปฏิกิริยาผลลบ
และผลบวกชัดเจนที่สุด โดยแต่ละความเข้มข้นของสี HNB ที่ใส่ในสารละลาย LAMP ท าการตรวจซ้ า
กัน 3 ครั้ง 
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4.) การศึกษาชนิดของกระดาษกรองที่เหมาะสมต่อการสร้าง dPADs 

 ในงานวิจัยนี้ เลือกใช้กระดาษกรองของ Whatman เพ่ือน ามาใช้สร้างชุดตรวจ dPADs 
เนื่องจากกระดาษกรองเป็นวัสดุที่ราคาถูกและหาได้ง่าย ทั้งยังมีคุณสมบัติที่เหมาะสมต่อการไหลของ
ของเหลว เพราะอาศัยแรงดึงตามรูขนาดเล็ก (Capillary force) ของกระดาษเท่านั้น นอกจากนี้
กระดาษยังมีขนาดรูพรุนที่แตกต่างกันหลายขนาดให้เลือกใช้ให้ มีอัตราการไหลของของเหลวที่
ระยะเวลาต่างๆ กัน จึงสามารถเลือกใช้ให้เหมาะสมกับการน ามาใช้พัฒนาชุดตรวจ dPADs ส าหรับ
การตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP เพ่ือแปลผลหาปริมาณของดีเอ็นเอตั้งต้นที่ใส่ในสารละลาย LAMP  ใน
การศึกษาเลือกใช้กระดาษกรองที่เหมาะสมในการสร้างชุดตรวจ dPADs จึงน ากระดาษกรองเบอร์ 1, 
4 และ 113 มาสร้างชุดตรวจ dPADs  ดังรูปที่ 3.2 ก่อนน ามาทดสอบการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ที่
ใส่สี HNB ในความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการตรวจวัดปฏิกิริยาบนกระดาษ และชุดตรวจ dPADs ที่
น ามาทดสอบนั้นได้ผ่านการตรึงสารละลาย PEI ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ โดยเลือกกระดาษกรอง
ชนิดที่ให้ความแตกต่างของระยะทางการเคลื่อนที่ของสีบนชุดตรวจระหว่างปฏิกิริยาผลลบและ
ผลบวกชัดเจนที่สุด โดยกระดาษกรองแต่ละเบอร์ท าการตรวจซ้ ากัน 3 ครั้ง 
 

3.2.6 การหาสภาวะท่ีเหมาะสม (Optimization) ของสารละลาย PEI ต่อการตรวจสอบปฏิกิริยา 
LAMP บนชุดตรวจ dPADs 

1.) การศึกษาหาความเข้มข้นของสารละลาย PEI ที่เหมาะสมบนชุดตรวจ dPADs 

ความเข้มข้นของสารละลาย PEI ที่ใช้ตรึงบนบริเวณส่วนตรวจวัด (Detection zone) ของชุด
ตรวจ dPADs มีความส าคัญต่อการตรวจแบบวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสี  HNB บนชุดตรวจ 
เพราะสามารถท าให้เห็นระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนกระดาษได้ ในงานวิจัยนี้จึงทดสอบตรึง
สารละลาย PEI ความเข้มข้น 1-5 เปอร์เซ็นต์ ลงบนบริเวณส่วนตรวจวัดของชุดตรวจ dPADs แล้ว
หยดสารละลาย LAMP ที่ผ่านการบ่มจนเสร็จสิ้นปฏิกิริยาเรียบร้อยแล้วลงบนส่วนของตัวอย่างตรวจ 
(Sample area) โดยเลือกความเข้มข้นของสารละลาย PEI ที่ท าให้เกิดความแตกต่างของระยะ
ทางการเคลื่อนที่ของสีบนชุดตรวจระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวกชัดเจนที่สุด โดยแต่ละความ
เข้มข้นของสารละลาย PEI ท าการตรวจซ้ ากัน 3 ครั้ง 
 

2.) การศึกษาหาจ านวนครั้งของการตรึงสารละลาย PEI บนชุดตรวจ dPADs 

เมื่อหาความเข้มข้นของสารละลาย PEI ที่เหมาะสมในการใช้ตรึงบนชุดตรวจ dPADs คือท า
ให้เกิดความแตกต่างของระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจระหว่างปฏิกิริยาผลลบและ
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ผลบวกชัดเจนที่สุดแล้ว เพ่ือยืนยันว่าความเข้มข้นของสารละลาย PEI ที่เลือกใช้ตรึงบนชุดตรวจ 
สามารถจับกับสี HNB ในสารละลาย LAMP ได้ทั้งหมด โดยการเพ่ิมประสิทธิภาพในการจับกัน
ระหว่างสาร PEI กับสี HNB ซึ่งมีความส าคัญต่อการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณด้วย
เช่นกัน  ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงศึกษาการเพ่ิมความเข้มข้นของสารละลาย PEI บนชุดตรวจ dPADs ที่
สามารถช่วยลดระยะทางการเคลื่อนที่สี HNB ของปฏิกิริยาผลลบ และเพ่ิมระยะทางการเคลื่อนที่สี
ของปฏิกิริยาผลบวก โดยการเพ่ิมจ านวนครั้งที่ตรึงสารละลาย PEI แทนการเพ่ิมความเข้มข้นของ
สารละลาย PEI เนื่องจากการตรึงความเข้มข้นสูงเพียงครั้งเดียวอาจท าให้สาร PEI ไม่กระจายตัวอย่าง
สม่ าเสมอกัน และสารละลาย PEI ที่มีความเข้มข้นสูงจะต้องใช้ปริมาตรเพ่ิมมากขึ้นเพ่ือให้พอดีกับ
พ้ืนที่กระดาษของส่วนตรวจวัด เพราะสารมีความหนึดมากขึ้น โดยเลือกใช้ความเข้มข้นของ
สารละลาย PEI ที่เหมาะสมจากการทดสอบในหัวข้อ “การศึกษาหาความเข้มข้นของสารละลาย PEI 
ที่เหมาะสมบนชุดตรวจ dPADs” มาตรึงบนชุดตรวจ dPADs จ านวน 1-3 ครั้ง โดยเลือกจ านวนครั้งที่
ตรึงแล้วให้ความแตกต่างของระยะทางการเคลื่อนที่ของสีบนชุดตรวจระหว่างปฏิกิริยาผลลบและ
ผลบวกชัดเจนที่สุด โดยจ านวนที่ตรึงแต่ละครั้งท าการตรวจซ้ ากัน 3 ครั้ง 
 

3.) การศึกษาหาชนิดของตัวชะที่เหมาะสมของชุดตรวจ dPADs 

 ขั้นตอนการใช้งานของชุดตรวจ dPADs นั้นมีขั้นตอนการชะที่ช่วยให้สี HNB ไหลไปท า
ปฏิกิริยากับสาร PEI ได้ทั่วบริเวณพ้ืนที่ส่วนตรวจวัด และช่วยล้างสีรบกวนออกจากพ้ืนที่ดังกล่าวด้วย 
ดังนั้นชนิดของตัวชะที่ใช้ต้องไม่รบกวนการเคลื่อนที่ของสี HNB และช่วยลดพ้ืนสีรบกวนส าหรับการ
ตรวจวัดระยะทางสีที่เกิดขึ้นบนกระดาษ ในงานวิจัยนี้ได้น าน้ า Milli-Q และสารละลายน้ าเกลือ 
(0.9% Normal saline solution; NSS) มาทดสอบใช้เป็นตัวชะส าหรับการตรวจวัดปฏิกิริยา  
LAMP บนชุดตรวจ dPAD ที่ตรึงสารละลาย PEI ความเข้มข้นเหมาะสมตามการทดสอบในหัวข้อ 
“การศึกษาหาความเข้มข้นของสารละลาย PEI ที่เหมาะสมบนชุดตรวจ dPADs” มาทดสอบหาชนิด
ตัวชะที่ใช้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ซึ่งเป็นปริมาตรสูงสุดที่ชุดตรวจ dPADs ตามรูปที่ 3.2 สามารถดูด
ซับได้ภายในเวลา 5 นาที โดยเลือกชนิดตัวชะที่ให้ความแตกต่างของระยะทางการเคลื่อนที่ของสีบน
ชุดตรวจระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวกชัดเจนที่สุด โดยแต่ละชนิดของตัวชะท าการตรวจซ้ ากัน 3 
ครั้ง 
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4.) การศึกษาหาปริมาตรของตัวชะที่เหมาะสมของชุดตรวจ dPADs 

การตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยชุดตรวจ dPAD ได้อาศัยตัวชะช่วยเพ่ิมแรงดึงตามรูขนาด
เล็ก (Capillary force) ของกระดาษ เพื่อดูดให้สารเคลื่อนที่ได้ดียิ่งขึ้น และล้างสีรบกวนออกจากพ้ืนที่
ตรวจวัด ดังนั้นปริมาตรของตัวชะมีความส าคัญต่อการอ่านผลแบบวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสี ซึ่ง
ในงานวิจัยนี้ได้เปรียบเทียบระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB ระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวก โดย
เลือกใช้ชนิดตัวชะที่เหมาะสมจากการทดสอบในหัวข้อ “การศึกษาหาชนิดของตัวชะที่เหมาะสมของ
ชุดตรวจ dPADs” มาทดสอบเปรียบเทียบปริมาตรตั้งแต่ 0-100 ไมโครลิตร ซึ่งเป็นปริมาตรสูงสุดที่
ชุดตรวจ dPADs ตามรูปที่ 3.2 สามารถดูดซับได้ภายในเวลา 5 นาที โดยเลือกปริมาตรตัวชะที่ให้
ความแตกต่างของระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวก
ชัดเจนที่สุด โดยแต่ละปริมาตร ท าการตรวจซ้ ากัน 3 ครั้ง 
 

3.2.7 การศึกษาคุณสมบัติ (Characterization) ของชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนา 

1.) การทดสอบความจ าเพาะ (Specificity) ของเชื้อตัวอย่างด้วยชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนา  

ทดสอบความจ าเพาะ (Specificity) ของเชื้อตัวอย่าง E. coli ด้วยชุดตรวจ dPADs ที่
พัฒนาขึ้น โดยใช้ดีเอ็นเอจากเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ได้แก่ เชื้อ 
Proteus mirabilis, เชื้อ Acinetobacter baumannii, เชื้อ Citrobacter freundii, เชื้อ 
Klebsiella pneumoniae, เชื้อ Pseudomonas aeruginosa และเชื้อ Serratia marcescens 
และเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) ได้แก่ เชื้อ Staphylococcus aureus, 
เชื้อ Enterococcus faecalis และเชื้อ Streptococcus pyogenes ที่สกัดไว้ในการทดสอบ
ความจ าเพาะของไพรเมอร์ที่เลือกใช้ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยน าดีเอ็นเอเหล่านั้น
มาเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP แล้วตรวจวัดปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนาขึ้น โดย
ทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้งต่อการทดสอบ  
 
2.) การศึกษาความไว (Sensitivity) ของชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนา 

 การทดสอบหาความไว (Sensitivity) ของชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนาขึ้น โดยน าดีเอ็นเอของ
เชื้อ E. coli ที่สกัดไว้ในการทดสอบความไวของปฏิกิริยา LAMP มาเจือจางความเข้มข้นเป็นสิบเท่า 
(10-fold serial dilution) แล้วน าดีเอ็นเอนั้นมาเพ่ิมจ านวนด้วยเทคนิค LAMP ในงานวิจัยนี้ใช้ดีเอ็น
เอตั้งต้นปริมาณ 0, 3.94×103, 3.94×104, 3.94×105, 3.94×106 และ 3.94×107 ส าเนาต่อ
ไมโครลิตร จ านวน 5 ไมโครลิตรต่อปฏิกิริยา LAMP 25 ไมโครลิตร มาเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
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LAMP แล้วตรวจวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นด้วยชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนา โดยแต่ละปริมาณของดีเอ็นเอตั้ง
ต้นท าการตรวจซ้ ากัน 3 ครั้ง และเปรียบเทียบระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB ของปฏิกิริยา LAMP 
ที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นแต่ละปริมาณ 
 
3.) การศึกษาหาช่วงความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอตั้งต้นที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยชุดตรวจdPADs 

การทดสอบหาช่วงความเป็นเส้นตรงในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณด้วยชุด
ตรวจ dPADs ได้น าดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 3.94×104, 3.94×105, 3.94×106 และ 3.94×107  ส าเนา
ต่อไมโครลิตร จ านวน 5 ไมโครลิตรต่อปฏิกิริยา LAMP 25 ไมโครลิตร มาเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค LAMP โดยท าปฏิกิริยาผลลบที่ไม่ได้ใส่ดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยาควบคู่ไปด้วย เมื่อปฏิกิริยา 
LAMP ผ่านการบ่มเสร็จสิ้นเรียบร้อยแล้วจึงน ามาตรวจวัดปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจ dPADs เพ่ือวัดระยะ
ทางการเคลื่อนที่ของสี HNB ที่เปลี่ยนแปลงไปในแต่ละปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นแตกต่างกัน บันทึก
ผลการทดสอบด้วยเครื่องสแกนและวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสีด้วยโปรแกรม ImageJ โดยแต่ละ
ปริมาณของดีเอ็นเอตั้งต้นท าการตรวจซ้ ากัน 3 ครั้ง และสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์
ระหว่างปริมาณของดีเอ็นเอตั้งต้นกับระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB ที่เกิดขึ้นบนชุดตรวจ dPADs 
เพ่ือศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณที่พัฒนาขึ้น 
 
4.) การศึกษาหาค่าระยะทางการเคลื่อนที่ที่น้อยที่สุดของสี HNB (Limit of detection; LOD) บนชุด
ตรวจ dPADs  

การหาค่าระยะทางการเคลื่อนที่ที่น้อยที่สุดของสี HNB บนชุดตรวจ เพ่ือตรวจหาปริมาณดี
เอ็นเอตั้งต้นน้อยที่สุดในปฏิกิริยา LAMP ที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยชุดตรวจ dPADs เนื่องจากการ
ตรวจวัดปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น) มีระยะทางการเคลื่อนที่สีเกิดขึ้นด้วย ดังนั้ นจึงต้องหา
ระยะทางการเคลื่อนที่ที่น้อยที่สุดของสี HNB บนชุดตรวจที่สามารถน ามาตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP 
แบบกึ่งปริมาณได้ โดยค่าความสามารถต่ าสุดในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยชุดตรวจ dPADs ที่
พัฒนาขึ้น วิธีที่มีค่า Limit of detection (LOD) ต่ าๆ จะสามารถตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ที่มีดีเอ็น
เอตั้งต้นน้อยๆ ได้ดีหรือมีความไวมาก ซึ่งวิธีการหาค่า LOD สามารถหาได้จากการทดลองวัดระยะ
ทางการเคลื่อนที่สี HNB ของปฏิกิริยาผลลบ  ที่เกิดขึ้นบนชุดตรวจ dPADs จ านวน 10 ปฏิกิริยา 
จากนั้นน าค่าระยะทางการเคลื่อนที่ของสีที่วัดได้มาค านวณหาส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (9) และน ามา
หาค่า LOD จากสูตร 

Limit of detection (LOD) = Mean + 3SD 
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เมื่อ Mean คือ ค่าเฉลี่ยระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจจากการตรวจวัด
ปฏิกิริยาผลลบ จ านวน 10 ปฏิกิริยา และ SD (Standard derivation) คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่
ได้จากการวัดระยะทางการเคลื่อนที่สี HNB บนชุดตรวจของปฏิกิริยาผลลบ จ านวน 10 ปฏิกิริยานั้น 
จากนั้นน าค่าระยะทางการเคลื่อนที่ที่น้อยที่สุดของสี HNB มาค านวณหาปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นน้อย
ที่สุดในปฏิกิริยา LAMP ที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยชุดตรวจ dPADs จากสมการที่แสดงความสัมพันธ์
ระหว่างระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB และช่วงปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยาที่สามารถ
ตรวจวัดได้ด้วยชุดตรวจ dPADs 
 
5.) การศึกษาความถูกต้อง (Accuracy) ของช่วงความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอตั้งต้นที่ใช้ในปฏิกิริยา 
LAMP ด้วยเทคนิค Real-time LAMP 

การศึกษาความถูกต้องของช่วงความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอตั้งต้นที่สามารถตรวจวัดปฏิกิริยา 
LAMP แบบกึ่งปริมาณด้วยชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนาขึ้น โดยน าดีเอ็นเอปริมาณตั้งต้นที่อยู่ในช่วง
ความสัมพันธ์มาเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา LAMP แบบ Real-time ในการศึกษาความถูกต้อง
นี้ได้ใช้ดีเอ็นเอตั้งต้นเดียวกับดีเอ็นเอที่เตรียมไว้ส าหรับทดสอบหาช่วงความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอตั้งต้น
ที่ใช้ในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยชุดตรวจ dPADs โดยเตรียมสารละลาย LAMP reaction 25 
ไมโครลิตรในหลอดพีซีอาร์ซึ่งประกอบด้วย Tris-HCI (pH 8.8) 20 มิลลิโมลาร์, KCl 50 มิลลิโมลาร์, 
(NH4)2SO4 10 มิลลิโมลาร์, Tween® 20 1 เปอร์เซ็นต์, MgSO4 8 มิลลโมลาร์, Betaine 0.8 โมลาร์
, dNTPs 1.4 ไมโครโมลาร์, ไพรเมอร์ FIP และ BIP อย่างละ 1.6 ไมโครโมลาร์, ไพรเมอร์ F3 และ B3 
อย่างละ 0.2 ไมโครโมลาร์, ไพรเมอร์ LF และ LB อย่างละ 0.8 ไมโครโมลาร์,  Bst DNA 
polymerase 8 units, สาร SYBR Green I ที่เจือจางความเข้มข้น 1:100 ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
ซึ่งเหมาะสมต่อการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบ Real-time ผลการทดสอบดังรูปที่ ก.1 และ ก.2 
(ภาคผนวก) และดีเอ็นเอตัวอย่างของเชื้อ E.coli ตั้งต้นปริมาณ 3.94×104, 3.94×105, 3.94×106 
และ 3.94×107 ส าเนาต่อไมโครลิตร จ านวน 5 ไมโครลิตร โดยท าปฏิกิริยาผลลบที่ไม่ได้ใส่ดีเอ็นเอตั้ง
ต้นในปฏิกิริยาควบคู่ไปด้วย บ่มสารละลาย LAMP ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสภาวะจริง 
(Exicycler™ 96 Real-Time) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที จ านวน 90 รอบ 
(เวลารวมเป็น 45 นาที) และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูม 80 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที โดยเครื่องจะ
สร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนรอบในการบ่มสารกับความเข้มสีของการเรืองแสงฟลูออ
เรสเซนต์ (Fluorescence intensity) โดยทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้งต่อการทดสอบ 
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6.) การตรวจสอบความถูกต้อง (Validation) ในการอ่านผลบนชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนาขึ้นด้วยตา
เปล่า ส าหรับการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณ  

การตรวจสอบความถูกต้องในการอ่านค่าระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ 
dPADs ที่พัฒนาขึ้น ซึ่งจะวิเคราะห์ผลการอ่านด้วยโปรแกรม ImageJ เพ่ือเปรียบเทียบกับต าแหน่ง
การอ่านผลด้วยตาเปล่า โดยเตรียมชุดตรวจในสภาวะและวันเวลาเดียวกัน พร้อมทั้งตรึงสารละลาย 
PEI ไว้ล่วงหน้าก่อนท าการทดสอบ ส่วนปฏิกิริยา LAMP ที่ใช้ในการทดสอบจะใส่ดีเอ็นเอตัวอย่างของ
เชื้อ E.coli ที่มปีริมาณแตกต่างกัน 4 ระดับซึ่งสกัดมาจากโคโลนี (Colony) เดียวกัน ได้แก่ ปริมาณตั้ง
ต้น 0, 7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร โดยแต่ละปริมาณของดีเอ็นเอตั้ง
ต้นนั้นท าการตรวจซ้ ากันจ านวน 20 ครั้ง บันทึกผลการทดสอบด้วยเครื่องสแกนและวัดระยะทางการ
เคลื่อนที่ของสี HNB ด้วยโปรแกรม ImageJ แล้วน ามาหาค่าเฉลี่ย (Mean) และส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (9) จากนั้นน าผลที่ได้ค านวณหาค่าความแปรปรวน หรือ เปอร์เซ็นต์ของ Coefficient of 
variations (%CV) ต่อไป และเปรียบเทียบค่าระยะทางการเคลื่อนที่ของสีที่ค านวณได้กับต าแหน่ง
หมายเลขท่ีก าหนดไว้บนชุดตรวจ dPADs ส าหรับการอ่านผลด้วยตาเปล่า 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 ผลการทดสอบความจําเพาะ (Specificity) ของไพรเมอร์ที่เลือกใช้ต่อเชื้อ E. coli 

ทุกปฏิกิริยา LAMP ที่ใช้ทดสอบในงานวิจัยนี้ได้ใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อ E. coli 
ซึ่งถูกคิดค้นและออกแบบโดย Hill และคณะ (6) ดังนั้นเพ่ือตรวจสอบความน่าเชื่อถือของไพรเมอร์ที่
ใช้ในปฏิกิริยา LAMP จึงทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์เหล่านี้กับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน 
ประกอบด้วยเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ได้แก่ เชื้อAcinetobacter 
baumannii, เชื้อ Citrobacter freundii, เชื้อ Klebsiella pneumoniae, เชื้อPseudomonas 
aeruginosa เชื้อ Proteus mirabilis, เชื้อ Serratia marcescens และเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 
(Gram-positive bacteria) ได้แก่ เชื้อ Staphylococcus aureus, เชื้อ Enterococcus faecalis 
และเชื้อ Streptococcus pyogenes เมื่อบ่มจนปฏิกิริยาเสร็จสิ้นแล้วจึงตรวจวัดปฏิกิริยาด้วยการท า 
2% Agarose gel electrophoresis พบว่ามีเพียงปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E. coli เท่านั้นที่
เกิดแถบ (Band) หลายๆ ขนาด ลักษณะรูปแบบคล้ายขั้นบันได (Ladder-like patterns) ดังแสดงใน
รูปที่ 4.1 ซึ่งลักษณะดังกล่าวเป็นลักษณะแถบของปฏิกิริยา LAMP แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ที่ผู้วิจัย
น ามาใช้มีความน่าเชื่อถือ สามารถใช้ในปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอของเชื้อ E. coli ได้อย่าง
จ าเพาะ 

 
รูปที่ 4.1 แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ต่อเชื้อตัวอย่าง E. coli ที่ใช้ในปฏิกิริยา 
LAMP โดยตรวจวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นด้วย 2% Agarose gel electrophoresis; ช่อง M คือดีเอ็นเอ
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มาตรฐานขนาด 100 คู่เบส, ช่อง 1 คือปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น) และช่อง 2-11 คือ
ปฏิกิริยา LAMP ที่มีดีเอ็นเอของเชื้อ Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Citrobacter 
freundii, Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, 
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis และ Streptococcus pyogenes ตามล าดับ 

 
4.2 ผลการศึกษาความไว (Sensitivity) ของปฏิกิริยา LAMP 

ผลการทดสอบความไวของวิธีการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยการเปลี่ยนแปลงสีของ HNB 
ที่ใส่ไปตั้งแต่ต้นก่อนการเกิดปฏิกิริยาขึ้น พบว่าในปฏิกิริยาผลลบที่ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E. coli 
เมื่อบ่มตามระยะเวลาที่ก าหนด สารละลาย LAMP ยังคงเป็นสีม่วง ในขณะที่ปฏิกิริยาผลบวกที่มีดีเอ็น
เอตั้งต้นของเชื้อ E. coli ปริมาณตั้งแต่ 7.88×102-7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร สารละลาย LAMP 
เปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีฟ้า ดังรูปที่ 4.2 แต่ไม่สามารถบอกความแตกต่างการเปลี่ยนแปลงสี HNB 
ภายในหลอดทดลองของปฏิกิริยาผลบวกที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 7.88×102, 7.88×103, 7.88×104, 
7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตรได้ แสดงว่าการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยการ
เปลี่ยนแปลงสีของ HNB ภายในหลอดทดลองสามารถตรวจวัดปฏิกิริยาได้แบบเชิงคุณภาพ คือบอกได้
ว่ามีหรือไม่มีดีเอ็นเอเป้าหมายในปฏิกิริยา แต่ไม่สามารถบอกได้ว่ามีอยู่มากน้อยแค่ไหนในปฏิกิริยา  
โดยการตรวจวัดด้วยอาศัยการเปลี่ยนแปลงสีนี้สามารถตรวจวัดปฏิกิริยาผลบวกที่มีดีเอ็นเอตั้งต้น
ปริมาณน้อยที่สุด 7.88×102 ส าเนาต่อไมโครลิตร  

ส่วนการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส พบว่าได้ผลเช่นเดียวกับการ
ตรวจวัดด้วยการเปลี่ยนแปลงสีของ HNB คือพบแถบ (Band) ลักษณะคล้ายขั้นบันได (Ladder-like 
patterns) ในปฏิกิริยาผลบวกที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E. coli ปริมาณตั้งแต่ 7.88×102-7.88×106 
ส าเนาต่อไมโครลิตร ดังรูปที่ 4.2 แต่ไม่สามารถบอกได้ว่าแถบไหน มีดีเอ็นเอตั้งต้นอยู่เท่าไร และ
สามารถตรวจวัดปฏิกิริยาผลบวกที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณน้อยที่สุด 7.88×102 ส าเนาต่อไมโครลิตร 
เมื่อเปรียบเทียบวิธีการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP โดยการสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีและการท าอิเล็กโตร
โฟรีซิส พบว่ามีความไวในการตรวจวัดที่เท่ากัน แต่วิธีการตรวจวัดด้วยสี HNB สามารถท าได้ง่ายกว่า 
ขั้นตอนไม่ยุ่งยาก ใช้เวลาน้อยกว่าและไม่ต้องใช้อุปกรณ์เครื่องมือเพ่ิมเติม อ่านผลได้ด้วยตาเปล่า 
ในขณะที่การท าอิเล็กโตรโฟรีซิสมีขั้นตอนที่ยุ่งยาก เสียเวลาเพ่ิมมากขึ้น ต้องมีเครื่องมืออุปกรณ์ที่ใช้
ในการท า และในการอ่านผลเพิ่มเติมด้วย 



 

 
 

48 

 
 

รูปที่ 4.2 แสดงผลการทดสอบความไวของการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP โดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงสี  
HNB ภายในหลอดทดลองและ 2% Agarose gel electrophoresis; ช่อง M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน
ขนาด 100 คู่เบส, ช่อง 1 คือปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น) และช่อง 2-6 คือปฏิกิริยาผลบวกที่มี
ดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E. coli ปริมาณ 7.88×102, 7.88×103, 7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 
ส าเนาต่อไมโครลิตร ตามล าดับ 
 

4.3 ผลการศึกษาความเข้มข้นของสี HNB ในสารละลาย LAMP ที่เหมาะสมต่อการตรวจสอบ
ปฏิกิริยา LAMP บนกระดาษกรอง 

 ผลจากการทดสอบการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ในหลอดทดลอง โดยการใช้สี HNB ตั้งแต่
ความเข้มข้น 0.12-0.36 มิลลิโมลาร์ พบว่าสี HNB ความเข้มข้น 0.12, 0.18, 0.24, 0.30, และ 0.36 
มิลลิโมลาร์ ไม่ขัดขวางการเกิดปฏิกิริยา LAMP สามารถอ่านผลการตรวจวัดปฏิกิริยาภายในหลอด
ทดลองจากการเปลี่ยนแปลงสี HNB จากสีม่วงในปฏิกิริยาผลลบซี่งไม่มีดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยา 
เปลี่ยนเป็นสีฟ้าในปฏิกิริยาผลบวกที่มีดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยา ดังภาพในรูปที่  4.3 และเมื่อน ามา
ตรวจวัดการเกิดปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจ dPADs  เพ่ือวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนขุดตรวจ 
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จากกราฟในรูปที่ 4.3 พบว่าระยะทางการเคลื่อนที่สีในสารละลาย LAMP ของปฏิกิริยาผลลบที่มี 
HNB ความเข้มข้น 0.12-0.24 มิลลิโมลาร์ มีระยะทางที่ไม่แตกต่างกัน แต่ความเข้มข้น 0.30 และ 
0.36 มิลลิโมลาร์ มีระยะทางเพ่ิมมากขึ้นตามความเข้มข้นของ HNB แสดงให้เห็นว่าสี HNB ความ
เข้มข้น 0.12-0.24 มิลลิโมลาร์สามารถน ามาใช้ตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP บนชุดตรวจ dPAD ได้ 
เพราะเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการจับกับสาร PEI ที่ตรึงบนกระดาษ แต่ความเข้มข้น 0.30 
และ 0.36 มิลลิโมลาร์นั้นมีสี HNB ที่เป็นอิสระมากเกินพอต่อการจับกับสาร PEI  ในขณะที่ระยะ
ทางการเคลื่อนที่สี HNB ในสารละลาย LAMP ของปฏิกิริยาผลบวกมีระยะทางท่ีเพ่ิมมากขึ้นตามความ
เข้มข้นของ HNB ในปฏิกิริยา ท าให้สี HNB ความเข้มข้น 0.24 มิลลิโมลาร์มีความเหมาะสมที่สุดต่อ
การตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยชุดตรวจ dPAD เพราะในปฏิกิริยาผลบวก มีสาร HNB ที่เป็นอิสระ
มากพอให้เห็นระยะทางการเคลื่อนที่ที่แตกต่างกันอย่างชัดเจนระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวก 
รวมทั้งสี HNB ที่เป็นอิสระในปฏิกิริยาเหมาะสมต่อการจับกับสาร PEI ที่ตรึงบนชุดตรวจ dPAD เมื่อ
เทียบกับสี HNB ความเข้มข้น 0.12 มิลลิโมลาร์ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่เพียงพอให้เห็นการเปลี่ยนแปลง
สี HNB จากสีม่วงของปฏิกิริยาผลลบเป็นสีฟ้าของปฏิกิริยาผลบวกภายในหลอดทดลอง (10) แม้ความ
เข้มข้นของสี HNB ที่ใช้ตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP บนกระดาษกรองจะมากกว่าประมาณ 2 เท่า แต่
ความเข้มข้นดังกล่าวไม่มีผลขัดขวางการเกิดปฏิกิริยา LAMP ภายในหลอดทดลอง และไม่เพ่ิมราคา
ต้นทุนของการตรวจวัดปฏิกิริยา เนื่องจากสาร HNB มีราคาถูกและใช้เพียงจ านวนน้อยเท่านั้น 

 
รูปที่ 4.3 แสดงภาพของการเปลี่ยนแปลงสี HNB ภายในหลอดทดลองและกราฟแสดงระยะทางการ
เคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPAD โดยเปรียบเทียบสารละลาย LAMP ที่มีสาร HNB ความ
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เข้มข้นตั้งแต่ 0.12-0.36 มิลลิโมลาร์ ซึ่งในสารละลายปฏิกิริยาผลลบมีสีม่วงและปฏิกิริยาผลบวกมีสี
ฟ้า โดยแท่งกราฟสีด า (  ) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีในปฏิกิริยาผลลบและแท่งกราฟสีเทา (  
) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีในปฏิกิริยาผลบวก โดยแต่ละแท่งกราฟแสดงถึงค่าเฉลี่ยของการท าซ้ า 
3 ครั้ง และ Error bars แสดงถึง Standard deviation 
 
 นอกจากความเข้มข้นของ HNB ที่มีผลต่อการเคลื่อนที่สีบนกระดาษแล้ว สารแมกนีเซียมที่
อยู่ในสารละลาย LAMP ก็มีผลต่อการเคลื่อนที่สีด้วยเช่นกัน เนื่องจากภายในหลอดทดลอง ประจุลบ
ของกรดซัลโฟนิกของสาร HNB สามารถจับได้กับประจุบวกของแมกนีเซียม เมื่อเกิดการเพ่ิมจ านวนดี
เอ็นเอ ท าให้แมกนีเซียมที่จับได้กับสาร HNB ในปฏิกิริยาลดลง จึงเกิด HNB ที่เป็นอิสระเพ่ิมมากขึ้น 
ดังนั้นความเข้มข้นของแมกนีเซียมตั้งต้นในปฏิกิริยาจึงมีผลต่อการเคลื่อนที่สีบนกระดาษ แต่ใน
งานวิจัยนี้ไม่ได้ท าการทดสอบ เนื่องจากต้องการยืนยันการเกิดปฏิกิริยา LAMP โดยอาศัยการ
เปลี่ยนแปลงสี HNB ภายในหลอดทดลอง ดังนั้นจึงใช้แมกนีเซียมความเข้มข้น 8 มิลลิโมลาร์ (10) แต่
แมกนีเซียมความเข้มข้นสูงจะช่วยท าให้พ้ืนสีรบกวนลดลงได้ เพราะมีแมกนีเซียมมากพอที่จะจับกับ
สาร HNB ที่เป็นอิสระได้ทั้งหมด เมื่อตรวจวัดปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอเป้าหมาย) ด้วยชุดตรวจ 
dPAD อาจท าให้ไม่เกิดแถบสีฟ้าขึ้นเลย นอกจากนี้ในปฏิกิริยาผลบวก (มีดีเอ็นเอเป้าหมาย) อาจช่วย
ท าให้เห็นแถบสีที่ชัดเจนขึ้นได้อีกด้วย 
 
4.4 ผลการศึกษาชนิดของกระดาษกรองที่เหมาะสมต่อการสร้าง dPADs 

 ชุดตรวจ dPADs ที่สร้างจากกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1, 4 และ 113 ถูกน ามาใช้ใน
การตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP  เพ่ือเลือกชนิดกระดาษกรองที่เหมาะสมในการสร้าง dPADs พบว่า 
กระดาษกรองเบอร์ 113 เหมาะสมในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP มากที่สุด ผลการทดสอบดังกราฟ
ในรูปที่ 4.4 เนื่องจากระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB  ระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวกแตกต่าง
กันอย่างชัดเจนที่สุด อันเนื่องมาจากกระดาษกรองเบอร์ 113 มีขนาดของรูพรุนเท่ากับ 30 
ไมโครเมตร ซึ่งสามารถท าให้สี HNB และสารอ่ืนๆภายในปฏิกิริยา เช่น ดีเอ็นเอตั้งต้นที่ไม่ได้ถูกเพ่ิม
จ านวน และดีเอ็นเอเป้าหมายที่ถูกเพ่ิมจ านวน (LAMP product) เป็นต้น สารเหล่านี้สามารถ
เคลื่อนที่ไปได้ทั้งหมด ไม่เกิดการขัดขวางการเคลื่อนที่ของสี HNB ท าให้พบว่าระยะทางการเคลื่อนที่
ของสี HNB ในปฏิกิรยิาผลบวกมีระยะทางที่ยาวกว่าในปฏิกิริยาผลลบ แม้กระดาษกรองเบอร์ 4 จะมี
ขนาดของรูพรุน (20-25 ไมโครเมตร) ใกล้เคียงกับกระดาษกรองเบอร์ 113 แต่พบว่าระยะทางการ
เคลื่อนที่ของสีสั้นกว่า ทั้งในปฏิกิริยาผลลบแลผลบวก ท าให้ระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB  
ระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวกแตกต่างกันน้อยมาก อันเนื่องมาจากกระดาษกรองเบอร์ 4 มีอัตรา
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การไหลของของเหลว 37 วินาทีต่อ 100 มิลลิลิตร ซึ่งช้ากว่ากระดาษกรองเบอร์ 113 ที่มีอัตราการ
ไหลของของเหลว 28 วินาทีต่อ 100 มิลลิลิตร ในขณะที่การตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP บนกระดาษ
กรองเบอร์ 1 ซึ่งมีขนาดรูพรุน 11 ไมโครเมตร และมีอัตราการไหลของของเหลว 150 วินาทีต่อ 100 
มิลลิลิตร พบว่ากระดาษกรองเบอร์ 1 นั้นไม่สามารถดูดซับสารละลาย LAMP ได้ภายในเวลา 5 นาที 
เนื่องจากตะกอนแมกนีเซียม ไพโรฟอสเฟต (Mg2P2O7) ไม่สามารถเคลื่อนที่ผ่านรูพรุนขนาดเล็กของ
กระดาษกรองเบอร์ 1 จึงท าใหไ้ปขัดขวางการไหลของสี HNB 

 
รูปที่ 4.4 กราฟแสดงระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPAD ที่สร้างด้วยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร์ 1, 4 และเบอร์ 113 โดยแท่งกราฟสีด า (    ) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีใน
ปฏิกิริยาผลลบและแท่งกราฟสีเทา (  ) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีในปฏิกิริยาผลบวก โดยแต่ละ
แท่งกราฟแสดงถึงค่าเฉลี่ยของการท าซ้ า 3 ครั้ง และ Error bars แสดงถึง Standard deviation 
 
4.5 ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสม (Optimization) ของสารละลาย PEI ต่อการตรวจสอบ
ปฏิกิริยา LAMP บนชุดตรวจ dPADs 

4.5.1 ผลการศึกษาหาความเข้มข้นของสารละลาย PEI ที่เหมาะสมบนชุดตรวจ dPADs 

 ผลการศึกษาความเข้มข้นของสาร PEI ที่ตรึงไว้บริเวณส่วนตรวจวัดของชุดตรวจ dPADs 
โดยตรึงสาร PEI ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 เปอร์เซ็นต์ มาใช้ตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP เพ่ือ
แสดงว่าความเข้มข้นของสาร PEI มีผลต่อการจับกับสาร HNB เนื่องจากระยะทางการเคลื่อนที่ของสี 
HNB ที่ตรวจวัดได้บนกระดาษอาศัยสาร PEI ปรับเปลี่ยนพื้นผิวกระดาษให้สามารถจับกับสี HNB ได้ 
เพ่ือช่วยเพิ่มความเข้มของสี HNB ให้สามารถสังเกตเห็นได้ชัดเจนบนกระดาษ ดังกราฟแสดงในรูปที่ 
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4.5 เมื่อน าชุดตรวจ dPADs ที่ไม่ได้ตรึงสาร PEI มาตรวจวัดปฏิกิริยาผลลบและผลบวก ไม่พบการ
เคลื่อนที่ของสี HNB บนกระดาษที่สามารถวัดระยะทางได้ เนื่องจากสีได้กระจายตัวตามรูพรุนของ
กระดาษกรอง และจางหายไปจากการเจือจางด้วยตัวชะ จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า สาร PEI มี
ความส าคัญในการจับกับสี HNB ท าให้สามารถสังเกตเห็นระยะทางการเคลื่อนที่ของสีบนกระดาษได้
ด้วยตาเปล่า และเมื่อใช้ชุดตรวจที่ตรึงสาร PEI ความเข้มข้น 2-5 เปอร์เซ็นต์ มาตรวจวัดปฏิกิริยาผล
ลบ พบว่ามีระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนกระดาษท่ีสามารถวัดระยะทางได้ไมแ่ตกต่างกัน 
ดังนั้นสาร PEI ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ เหมาะสมต่อการเคลื่อนที่ของสารละลายและสามารถจับ
กับสี HNB ความเข้มข้น 0.24 มิลลิโมลาร์ในปฏิกิริยา LAMP เกิดเป็นแถบสีที่วัดระยะทางได้ แต่เมื่อ
ใช้ความเข้มข้นของสาร PEI มากขึ้น พบว่าในปฏิกิริยาผลบวกวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสีบน
กระดาษได้ลดลงแสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมความเข้มข้นของสาร PEI มากขึ้นจะลดประสิทธิภาพการ
เคลื่อนที่ของสารละลาย LAMP บนชุดตรวจได้ เนื่องจากสาร PEI ความเข้มข้นสูงมีความหนืดมาก ท า
ให้ขัดขวางการไหลของสารละลาย LAMP เพราะสาร PEI กระจายตัวอย่างหนาแน่นบนกระดาษ 
ในขณะ PEI ความเข้มข้นต่ ามีการกระจายไม่หนาแน่นมากนัก ท าให้มีช่องว่างให้สี HNB เคลื่อนที่ไปได้
ดีกว่า ดังนั้นสาร PEI ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์จึงเหมาะสมที่สุดในตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ทีบ่นชุด
ตรวจนี้ เพราะท าให้เกิดระยะทางการเคลื่อนที่สีระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวกได้แตกต่างกันมาก
ที่สุด  

 
รูปที่ 4.5 กราฟแสดงระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPAD ที่ตรึงด้วยสาร PEI 
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ความเข้มข้นตั้งแต่ 0-5 เปอร์เซ็นต์ โดยแท่งกราฟสีด า (  ) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีในปฏิกิริยา
ผลลบและแท่งกราฟสีเทา ( ) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีในปฏิกิริยาผลบวก โดยแต่ละแท่งกราฟ
แสดงถึงค่าเฉลี่ยของการท าซ้ า 3 ครั้ง และ Error bars แสดงถึง Standard deviation 
 

จากผลการทดลองดังกล่าวยืนยันหลักการที่เกิดขึ้นบน dPAD ได้ดังรูปที่ 4.6 โดยเมื่อน า
สารละลาย LAMP ของปฏิกิริยาผลลบที่มีสีม่วงมาหยดลงอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษแบบวัด
ระยะทาง (dPAD) ที่ตรึงด้วยสาร PEI ซึ่งเป็นสารพอลิเมอร์ประจุบวกจากหมู่เอมีน (Amines) สาร 
HNB ที่ไม่ได้จับกับแมกนีเซียมไอออน คือสาร HNB ที่เป็นอิสระ (Free HNB) ซึ่งมีประจุลบจะจับกับ
สาร PEI บนกระดาษ ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสีบน dPAD จากไม่มีสีเป็นสีฟ้าขึ้น ดังนั้นสารละลาย 
LAMP ปฏิกิริยาที่ไม่มีดีเอ็นเอเป้าหมาย (Negative reaction) เมื่อน ามาตรวจวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น
บนชุดตรวจ dPAD จึงเห็นระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB แต่ระยะทางที่วัดได้จะสั้น เพราะสาร 
HNB ที่เป็นอิสระมีอยู่จ านวนน้อย ในขณะที่สารละลาย LAMP ของปฏิกิริยาผลบวกมีการเพ่ิมจ านวน
ดีเอ็นเอข้ึน เกิดสาร HNB ที่เป็นอิสระมากขึ้น ดังนั้นเมื่อหยดสารละลาย LAMP ของปฏิกิริยาที่มีดีเอ็น
เอเป้าหมาย (Positive reaction) ลงบนชุดตรวจ dPAD จีงเห็นระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB 
ยาวกว่าของปฏิกิริยาผลลบ โดยจากการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าสารละลาย PEI ความเข้มข้น 2 
เปอร์ เ ซ็ นต์  เ พี ย งพอต่ อการจั บกับสี  HNB ที่ เ ป็ น อิ สระอยู่ ใ นปฏิ กิ ริ ย า  LAMP 
 

 
รูปที่ 4.6 ภาพแสดงหลักการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณด้วยชุดตรวจ dPADs 
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4.5.2 ผลการศึกษาหาจํานวนครั้งของการตรึงสารละลาย PEI บนชุดตรวจ dPADs 

ผลการหาความเข้มข้นของสารละลาย PEI ที่เหมาะสมที่จะใช้ตรึงบนชุดตรวจ dPADs คือ
สาร PEI ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ แต่เพ่ือให้สารละลาย PEI ที่ใช้สามารถจับกับสี HNB ใน
สารละลาย LAMP ของปฏิกิริยาผลลบได้ทั้งหมด จนเห็นระยะทางการเคลื่อนที่ของสีสั้นที่สุดในการ
ตรวจวัดปฏิกิริยาผลลบบนชุดตรวจ ในทางตรงกันข้ามความเข้มข้นของสารละลาย PEI ที่เหมาะสม
นั้นต้องสามารถจับกับสี HNB ในสารละลาย LAMP ของปฏิกิริยาผลบวกได้มากที่สุด จนท าให้เห็น
ระยะทางการเคลื่อนที่ของสียาวที่สุด เพ่ือให้เกิดความแตกต่างของระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB 
ระหว่างปฏิกิริยาผลลบกับปฏิกิริยาผลบวกมากท่ีสุด จึงจะสามารถน าความเข้มข้นของสารละลาย PEI 
นั้นมาใช้ในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณบนชุดตรวจ dPADs ได้ แต่การตรึงสาร PEI 
ความเข้มข้นสูงเพียงครั้งเดียวอาจท าให้สาร PEI ซึมลงบนพ้ืนที่ส่วนตรวจวัดของชุดตรวจไม่สม่ าเสมอ
กัน จึงเกิดการขัดขวางการเคลื่อนที่ของสารละลาย LAMP ได้โดยเฉพาะในปฏิกิริยาผลบวกที่มีตะกอน 
Mg2P2O7 ไปขัดขวางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนกระดาษได้ ดังนั้นการเพ่ิมความเข้มข้นของสาร PEI 
โดยอาศัยจ านวนครั้งในการตรึงสารเป็นการเพ่ิมความหนาแน่นของประจุบวกให้สามารถจับกับ HNB 
ได้ดียิ่งขึ้น ช่วยเพ่ิมระยะทางการเคลื่อนที่สีได้ และผลการศึกษาหาจ านวนครั้งของการตรึงสาร PEI 
บนชุดตรวจ dPADs ดังกราฟแสดงในรูปที่ 4.7 พบว่า เมื่อน าชุดตรวจที่ตรึงสาร PEI 2 เปอร์เซ็นต์ 
จ านวน 1 และ 2 ครั้ง (ความเข้มข้น 2 และ 4 เปอร์เซ็นต์) มาตรวจวัดปฏิกิริยาผลลบ ระยะทางการ
เคลื่อนที่ของสี HNB ไม่แตกต่างกัน แต่ในปฏิกิรยาผลบวกนั้น การเคลื่อนที่ของสีบนชุดตรวจที่ตรึง
สาร PEI 2 เปอร์เซ็นต์ จ านวน 2 ครั้ง (ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์) วัดระยะทางได้ยาวกว่าบนชุด
ตรวจที่ตรึงสาร PEI 2 เปอร์เซ็นต์ จ านวน 1 ครั้ง (ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์) แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิม
ความเข้มข้นของสาร PEI จากการเพ่ิมจ านวนครั้งที่ตรึงช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการจับกันระหว่างสาร 
PEI  กับสี HNB ที่เป็นอิสระในปฏิกิรยา LAMP ท าให้เห็นระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุด
ตรวจได้ยาวขึ้น เพราะสารละลาย LAMP สามารถเคลื่อนที่ไปได้ โดยไม่ถูกขัดขวาง ท าให้สาร HNB 
สามารถเคลื่อนไปจับสาร PEI ได้เพ่ิมมากข้ึน แต่เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสาร PEI โดยการตรึงจ านวน 
3 ครั้ง (ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์) พบว่าการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPADs วัดระยะทาง
ได้สั้นลงทั้งในปฏิกิริยาผลลบและผลบวก แสดงว่าสาร PEI ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพ
ในการจับกับสี HNB เนื่องจากในปฏิกิริยาผลลบ พบว่าระยะการเคลื่อนที่ของสีนั้นสั้นลง แต่ความ
เข้มข้นดังกล่าวขัดขวางการเคลื่อนที่ของสารละลาย LAMP ในปฏิกิริยาผลบวก ท าให้เห็นระยะ
ทางการเคลื่อนที่ของสี HNB ในปฏิกิริยาผลบวกสั้นลง ดังนั้นการตรึงสาร PEI 2 เปอร์เซ็นต์ จ านวน 2 
ครั้ง (ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์) เหมาะสมต่อการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP บนชุดตรวจ dPADs 
เพราะสามารถจับกับสาร HNB ได้ดีที่สุด เกิดเป็นแถบสีที่วัดระยะทางการเคลื่อนที่ได้บนชุดตรวจ โดย
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ไม่ขัดขวางการเคลื่อนที่ของสารละลาย LAMP ท าให้ระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB แตกต่างกัน
ชัดเจนที่สุดระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวก โดยชุดตรวจที่ตรึงสาร PEI ความเข้มข้น 2% จ านวน 
2 ครั้ง มีระยะทางการเคลื่อนที่สียาวกว่าเมื่อเทียบกับชุดตรวจที่ตรึงสาร PEI ความเข้มข้น 4% เพียง
ครั้งเดียว (กราฟในรูปที่ 4.5) แม้ความเข้มข้นรวมของ PEI บนกระดาษเป็น 4% เท่ากันก็ตาม 
เนื่องจากการตรึงความเข้มข้นสูงเพียงครั้งเดียวจะขัดขวางการไหลของสี HNB เพราะการกระจาย
ตัวอย่างหนาแน่นของสาร PEI  

เมื่อเทียบกับสาร PEI ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่เพียงพอให้เห็น
การตกตะกอนของการจับกันระหว่างสาร PEI กับผลผลิต LAMP ที่เกิดขึ้นภายในหลอดทดลอง (54) 
โดยความเข้มข้นของสาร PEI ที่ใช้ตรวจสอบปฏิกิริยา LAMP บนกระดาษกรองจะมากกว่าประมาณ 
20 เท่า เนื่องจากการปรับเปลี่ยนพ้ืนผิวบนกระดาษให้มีประจุเป็นบวก เพ่ือให้สามารถจับกับสี HNB 
ที่มีประจุลบได้ ดังนั้นความเข้มข้นของสาร PEI ที่เหมาะสมจึงต้องเพ่ิมความเข้มของสี HNB ให้
สามารถสังเกตเห็นได้อย่างชัดเจนบนกระดาษ และต้องไม่เหมาะสมต่อการจับกับดีเอ็นเอที่เป็น
ผลผลิต LAMP ซึ่งมีประจุเป็นลบเช่นกันจนท าให้ไปขัดขวางการไหลของสี HNB 

 
 

รูปที่ 4.7 กราฟแสดงระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPAD ที่ตรึงด้วยสาร PEI ความ
เข้มข้น 2  เปอร์เซ็นต์ จ านวน 1-3 ครั้ง โดยแท่งกราฟสีด า (   ) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีใน
ปฏิกิริยาผลลบและแท่งกราฟสีเทา (  ) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีในปฏิกิริยาผลบวก โดยแต่ละ
แท่งกราฟแสดงถึงค่าเฉลี่ยของการท าซ้ า 3 ครั้ง และ Error bars แสดงถึง Standard deviation 
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ชุดตรวจ dPADs ที่ผ่านการตรึงสาร PEI แล้วสามารถเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องก่อนน าไปใช้งาน 
โดยปิดผนึกด้วยเครื่องผนึกถุงระบบสูญญากาศ (Vacuum sealer) แต่ผู้วิจัยมิได้ทดสอบระยะเวลาใน
การเก็บรักษาชุดตรวจและอุณหภูมิอ่ืนที่สามารถยืดอายุการใช้งานของชุดตรวจได้ เนื่องจากได้อ้างอิง
จากสาร PEI ที่ควรเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง แต่ชุดตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษสามารถตรึงน้ ายาบน
กระดาษแล้วเก็บไว้ใช้ทดสอบทีหลังได้ เนื่องจากกระดาษสามารถคงสภาพน้ ายาที่แห้งแล้ว (66) 
ดังนั้นชุดตรวจ dPADs นี้อาจสามารถเก็บไว้ ณ อุณหภูมิที่เหมาะสม เพ่ือยืดอายุการใช้งานได้ 
 
4.5.3 ผลการศึกษาหาชนิดของตัวชะที่เหมาะสมของชุดตรวจ dPADs 

ขั้นตอนการใช้งานของชุดตรวจ dPADs นั้นมีขั้นตอนการชะ เพ่ือช่วยให้สี HNB ไหลไปท า
ปฏิกิริยากับสาร PEI ได้ทั่วบริเวณส่วนพ้ืนที่ตรวจวัด และช่วยล้างสี HNB ที่ไม่จับกับสาร PEI ให้หลุด
ออกจากบริเวณส่วนตรวจวัดของชุดตรวจ ดังนั้นชนิดของตัวชะที่เหมาะสมจะช่วยให้ตรวจวัดระยะ
ทางการเคลื่อนที่ของสีได้อย่างถูกต้อง โดยไม่รบกวนการเคลื่อนที่ของสี HNB และช่วยลดพ้ืนสีรบกวน
ต่อการวัดระยะทางบนกระดาษได้ เมื่อน าชุดตรวจ dPADs ที่ตรึงด้วยสาร PEI ความเข้มข้น 2  
เปอร์เซ็นต์ จ านวน 2 ครั้ง (ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์) มาทดสอบตรวจวัดปฏิกิริยาผลลบและผลบวก
แล้วชะด้วยน้ า Milli-Q และสารละลายน้ าเกลือ (0.9% NSS) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร พบว่าชุด
ตรวจ dPADs ของปฏิกิริยาผลลบที่ใช้น้ า Milli-Q เป็นตัวชะ มีระยะทางการเคลื่อนที่สี HNB สั้นกว่า
ชุดตรวจที่ใช้น้ าเกลือเป็นตัวชะ แสดงให้เห็นว่า น้ า Milli-Q ช่วยล้างสี HNB ที่ไม่ได้จับกับสาร PEI ให้
หลุดออกจากบริเวณส่วนตรวจวัดได้ดีกว่าน้ าเกลือ โดยน้ า Milli-Q ไม่รบกวนการเคลื่อนที่ของสี 
HNB เนื่องจากเป็นน้ าบริสุทธิ์ที่ปราศจากไอออนจึงไม่รบกวนการจับกันระหว่าง PEI และ HNB 
สังเกตได้จากชุดตรวจ dPADs ของปฏิกิริยาผลบวก พบว่าระยะทางการเคลื่อนที่สียาวกว่าปฏิกิริยา
ผลลบ ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกใช้น้ า Milli-Q เป็นตัวชะเพราะไม่รบกวนการเคลื่อนที่ของสี HNB และยัง
ช่วยลดพ้ืนสีรบกวน ท าให้เห็นระยะทางการเคลื่อนที่สีของปฏิกิริยาผลลบและผลบวกแตกต่างกัน
มากกว่าการใช้น้ าเกลือเป็นตัวชะ ดังแสดงกราฟในรูป 4.8 ในงานวิจัยนี้ได้ทดสอบตัวชะเพียงแค่สอง
ชนิดนี้ เนื่องจากเป็นสารที่หาได้ง่าย และขั้นตอนการเตรียมไม่ยุ่งยาก แต่อาจมีตัวชะชนิดอ่ืนที่สามารถ
ช่วยท าให้สาร HNB เคลื่อนได้ดีและลดพื้นสีรบกวนได้เช่นน้ า Milli-Q และการใช้ น้ าปราศจากไอออน 
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(Deionized water) หรือ น้ ากลั่น (Distilled water) อาจทดแทนน้ า Milli-Q ที่มีราคาสูงได้

 
รูปที่ 4.8 กราฟแสดงระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPAD ที่ตรึงด้วยสาร PEI ความ
เข้มข้น 2  เปอร์เซ็นต์ จ านวน 2 ครั้ง แล้วชะด้วยน้ า Milli-Q และสารละลายน้ าเกลือ (0.9% NSS) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยแท่งกราฟสีด า (   ) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีในปฏิกิริยาผลลบ
และแท่งกราฟสีเทา (  ) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีในปฏิกิริยาผลบวก โดยแต่ละแท่งกราฟแสดง
ถึงค่าเฉลี่ยของการท าซ้ า 3 ครั้ง และ Error bars แสดงถึง Standard deviation 
 

4.5.4 ผลการศึกษาหาปริมาตรของตัวชะที่เหมาะสมของชุดตรวจ dPADs 

การตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยชุดตรวจ dPAD ได้อาศัยตัวชะช่วยเพ่ิมแรงดึงตามรูขนาด
เล็ก (Capillary force) ของกระดาษ เพ่ือดูดให้สี HNB เคลื่อนที่ได้ดียิ่งขึ้น และล้างสีรบกวนจาก 
HNB ที่ไม่จับกับสาร PEI ให้หลุดออกจากพ้ืนที่ตรวจวัด ดังนั้นการหาปริมาตรน้ า Milli-Q ที่เหมาะสม
จะช่วยให้ตรวจวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสีได้อย่างถูกต้อง และช่วยลดพ้ืนสีรบกวนต่อการวัด
ระยะทางบนกระดาษได้ เมื่อน าชุดตรวจ dPADs ที่ตรึงด้วยสาร PEI ความเข้มข้น 2  เปอร์เซ็นต์ 
จ านวน 2 ครั้ง (ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์) มาทดสอบตรวจวัดปฏิกิริยาผลลบและผลบวกแล้วชะด้วย
น้ า Milli-Q ตั้งแต่ปริมาตร 0-100 ไมโครลิตร ดังกราฟแสดงในรูปที่ 4.9 พบว่า เมื่อไม่มีการชะด้วยน้ า 
Milli-Q หลังการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยชุดตรวจ dPADs ระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB ใน
ปฏิกิริยาผลลบและผลบวกมีความแตกต่างกันน้อยที่สุด แต่เมื่อมีการชะด้วยน้ า Milli-Q พบว่า
ระยะทางการเคลื่อนที่สีของปฏิกิริยาผลลบและผลบวกเพ่ิมมากขึ้น แสดงให้เห็นว่าการชะด้วยน้ า 
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Milli-Q เป็นขั้นตอนส าคัญในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณด้วยชุดตรวจ dPADs 
เพราะช่วยให้สาร HNB เคลื่อนที่ได้ดีขึ้น และเมื่อใช้น้ า Milli-Q ปริมาตรมากขึ้น พบว่าระยะทางการ
เคลื่อนที่สีของปฏิกิริยาผลบวกยิ่งเพ่ิมมากขึ้น และเพ่ิมมากกว่าระยะทางการเคลื่อนที่สีของปฏิกิริยา
ผลลบอย่างชัดเจน แสดงให้เห็นว่าน้ า Milli-Q ช่วยให้สี HNB ที่เป็นอิสระอยู่ในสารละลาย LAMP 
ไหลไปจับกับสาร PEI บนชุดตรวจได้ ซึ่งในปฏิกิริยาผลบวกจะมีสี HNB ที่เป็นอิสระอยู่ในสารละลาย
มากกว่าในปฏิกิริยาลบ ดังนั้นจากการศึกษาหาปริมาตรตัวชะที่เหมาะสมต่อชุดตรวจ dPADs พบว่า
น้ า Milli-Q ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ซึ่งเป็นปริมาตรสูงสุดที่ชุดตรวจที่สร้างจากกระดาษกรอง 
Whatman เบอร์ 113 สามารถดูดซับได้ภายใน 5 นาที เป็นปริมาตรที่ท าให้เกิดระยะทางการ
เคลื่อนที่ของสีแตกต่างกันชัดเจนที่สุดระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวก 

 
รูปที่ 4.9 กราฟแสดงระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPAD ที่ตรึงด้วยสาร PEI ความ
เข้มข้น 2  เปอร์เซ็นต์ จ านวน 2 ครั้ง แล้วชะด้วยน้ า Milli-Q ตั้งแต่ปริมาตร 0-100 ไมโครลิตร โดย
แท่งกราฟสีด า (  ) แสดงระยะทางการเคลื่อนที่สีในปฏิกิริยาผลลบและแท่งกราฟสีเทา (   ) แสดง
ระยะทางการเคลื่อนที่สีในปฏิกิริยาผลบวก โดยแต่ละแท่งกราฟแสดงถึงค่าเฉลี่ยของการท าซ้ า 3 ครั้ง 
และ Error bars แสดงถึง Standard deviation 
 

4.6 ผลการศึกษาคุณสมบัติ (Characterization) ของชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนา 

4.6.1 ผลการทดสอบความจ าเพาะ (Specificity) ของเชื้อตัวอย่างด้วยชุดตรวจ dPADs ทีพั่ฒนาขึ้น 

ผู้วิจัยไดท้ดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ซ้ าอีกครั้ง แต่อาศัยการตรวจวัด
ปฏิกิริยาจากการเปลี่ยนแปลงของสี HNB ภายในหลอดทดลองเทียบกับการเคลื่อนที่ของสีบนชุด
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ตรวจ dPADs ดังรูปที่ 4.10 พบว่ามีเพียงปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E. coli เท่านั้นที่
สังเกตเห็นว่าสี HNB ภายในหลอดทดลองเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีฟ้า ซึ่งแสดงว่ามีการเพ่ิมจ านวนดีเอ็น
เอเกิดขึ้นในปฏิกิริยา และเมื่อน ามาตรวจวัดด้วยชุดตรวจ dPADs พบว่าปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้น
ของเชื้อ E. coli สามารถวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสีได้ชัดเจนที่สุด ซึ่งระยะทางแตกต่างกับ
ปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น) อย่างชัดเจน ในขณะที่ปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอของเชื้อชนิดอ่ืนอยู่ 
พบว่ามีระยะทางการเคลื่อนที่ของสีบนชุดตรวจได้ใกล้เคียงกับปฏิกิริยาผลลบ ดังรูปที่ 4.10 แสดงให้
เห็นว่าชุดตรวจ dPAD ที่พัฒนาขึ้น สามารถตรวจวัดปฏิกิริยาได้จ าเพาะต่อเชื้อ E. coli เช่นเดียวกับ
การตรวจวัดปฏิกิริยาภายในหลอดทดลอง โดยผลจากการทดสอบพบว่ามีความจ าเพาะสูงเช่นเดียวกับ
งานวิจัยของ Hill และคณะ (6) ซึ่งเป็นผู้คิดค้นไพรเมอร์เหล่านี้ เนื่องจากได้ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนนอกเหนือจากเชื้อ E. coli ใกล้เคียงกันหลายชนิด นอกจากนี้พบว่าความจ าเพาะของวิธีการ
ตรวจวัดด้วยชุดตรวจ dPAD ที่พัฒนาขึ้นสอดคล้องกับความจ าเพาะของการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP 
ด้วยหลักการเคมีไฟฟ้า (Electrochemistry assay) บนชุดตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาค 
(Microfluidic device) โดย Safavieh และคณะ (85) รวมทั้งการตรวจวัดโดยอ่านผลจากการเรือง
แสงฟลูออเรสเซนต์บนชุดตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (Microfluidic paper-based 
analytical device; µPAD) ของ Connelly และคณะ (24) ซึ่งได้อาศัยไพรเมอร์ที่มีล าดับเบส
เดียวกันทั้งหมด 
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รูปที่ 4.10 แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ต่อเชื้อตัวอย่าง E. coli ที่ใช้ในปฏิกิริยา 
LAMP โดยตรวจวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นด้วยการเปลี่ยนแปลงสี HNB ภายในหลอดทดลองและชุดตรวจ 
dPADs ซึ่งแสดงระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPAD ของปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็น
เอตั้งต้น) และปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอของเชื้อ Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, 
Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa, Proteus 
mirabilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis และ Streptococcus pyogenes 
ตามล าดับ โดยแต่ละแท่งกราฟแสดงถึงค่าเฉลี่ยของการท าซ้ า 3 ครั้ง และ Error bars แสดงถึง 
Standard deviation 
 
4.6.2 ผลการศึกษาความไว (Sensitivity) ของชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนา 

เมื่อน าสารละลาย LAMP ที่ผ่านการบ่มจนเสร็จสิ้นแล้วมาตรวจวัดปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจ 
dPADs ที่ตรึงด้วยสาร PEI พบว่าภายในหลอดทดลองของปฏิกิริยาผลลบที่ไม่มีดีเอ็นเอนั้น เมื่อหยด
สารละลาย LAMP ที่มีสีม่วงลงบนชุดตรวจจะเห็นการเคลื่อนที่ของสี HNB เป็นระยะทางสีฟ้าขึ้น
บริเวณส่วนตรวจวัดที่ตรึงสาร PEI ซึ่งวัดระยะทางการเคลื่อนที่ได้สั้นประมาณ 2.23 มิลลิเมตร และ
เมื่อหยดสารละลาย LAMP ของปฏิกิริยาผลบวกที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 7.88×102, 7.88×103, 
7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร ซี่งภายในหลอดทดลองสังเกตเห็นเป็นสี
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ฟ้าทั้งหมด ลงบนชุดตรวจ dPADs พบการเคลื่อนที่ของสี HNB ที่วัดระยะทางได้ 2.25, 3.12, 5.97, 
7.15 และ 9.52 มิลลิเมตร ตามล าดับ ดังกราฟในรูปที่ 4.11 ซึ่งเป็นไปตามหลักการที่เกิดขึ้นบน 
dPADs ดังที่แสดงในรูปที่ 4.6 เมื่อเปรียบเทียบในระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยา LAMP ที่เท่ากัน ใน
สารละลาย LAMP ที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นน้อย ท าให้การเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอเกิดขึ้นได้น้อย เมื่อตรวจวัด
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนชุดตรวจ dPADs จึงเห็นระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB สั้นกว่าการตรวจวัด
ปฏิกิริยาผลบวกที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นอยู่มาก เนื่องจากมีการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอได้มากกว่าและเกิดสาร  
HNB ที่เป็นอิสระอยู่ในสารละลายซึ่งจับกับสาร PEI บนชุดตรวจ dPADs ได้มากกว่า จึงเห็นระยะ
ทางการเคลื่อนที่ได้ยาวกว่า แต่การตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยชุดตรวจ dPADs สามารถตรวจวัด
ปฏิกิริยาผลบวกที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณน้อยที่สุด 7.88×103 ส าเนาต่อไมโครลิตร ซึ่งเป็นการ
ตรวจวัดที่มีความไวน้อยกว่าวิธีสังเกตการเปลี่ยนแปลงสี  HNB ภายในหลอดทดลองและวิธีอิเล็กโตร
โฟรีซิส ทว่าการตรวจวัดปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจ dPADs นั้นสามารถบอกความแตกต่างของปฏิกิริยา
ผลบวกที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นต่างกันได้ โดยสังเกตจากระยะทางการเคลื่อนที่สีที่แตกต่างกัน ตามความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยาซึ่งส่งผลต่อการเพ่ิมจ านวนของดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเช่นกัน แม้
ชุดตรวจ dPADs มีความไวน้อยกว่า เมื่อเทียบกับการตรวจวัดเชื้อ E. coli ด้วยวิธีอ่ืน แต่การตรวจวัด
ด้วย dPADs มีราคาถูกเพราะใช้วัสดุราคาไม่แพง ชุดตรวจสร้างและใช้งานได้ง่ายเมื่อเทียบกับการ
ตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบ Real-time บนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาค (Microfluidic 
chip) แบบพกพา (86) และการตรวจด้วยหลักการเคมีไฟฟ้าบนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหล
จุลภาค (85) ที่สร้างจากวัสดุราคาแพง มีขั้นตอนการสร้างยุ่งยาก นอกจากนี้ชุดตรวจ dPADs ใช้
ตรวจวัดแบบกึ่งปริมาณที่สามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่าเมื่อเทียบกับการตรวจวัดโดยอ่านผลจากการ
เรืองแสงฟลูออเรสเซนต์บนชุดตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (µPAD) (24) ที่ต้องอาศัย
เครื่องตรวจวัดการเรืองแสง 
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รูปที่ 4.11 แสดงผลการทดสอบความไวของการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP ด้วยชุดตรวจ dPADs โดย
เปรียบเทียบระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB ของปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น) และปฏิกิริยา
ผลบวกที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E. coli ปริมาณ 7.88×102, 7.88×103, 7.88×104, 7.88×105 และ 
7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร ตามล าดับ โดยแต่ละแท่งกราฟแสดงถึงค่าเฉลี่ยของการท าซ้ า 3 ครั้ง 
และ Error bars แสดงถึง Standard deviation 
 
4.6.3 ผลการศึกษาหาช่วงความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอตั้งต้นที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยชุดตรวจ 
dPADs 

การศึกษาหาช่วงความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอตั้งต้นที่สามารถตรวจวัดปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวน
ของดีเอ็นเอเป้าหมายจากเชื้อ E. coli ด้วยชุดตรวจ dPADs ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมดังผลการ
ทดสอบข้างต้น โดยน าดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 3.94×107 ส าเนาต่อไมโครลิตรมาเจือจางความเข้มข้น
เป็นล าดับๆ ละ 10 เท่า (10 fold serial dilution) ได้เป็นดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 3.94×104, 
3.94×105, 3.94×106 และ 3.94×107  ส าเนาต่อไมโครลิตร ใส่จ านวน 5 ไมโครลิตรต่อปฏิกิริยา 
LAMP 25 ไมโครลิตร ดังนั้นในหนึ่งปฏิกิริยาจะมีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 7.88×103, 7.88×104, 
7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร และท าปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้นในปฺฏิ
กิริยา) ควบคู่ไปด้วย โดยแต่ละปริมาณท าการตรวจวัดซ้ า 3 ปฏิกิริยา เมื่อน าสารละลาย LAMP  มา
บ่มจนเสร็จสิ้นปฏิกิริยาแล้ว จึงตรวจวัดปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจ dPADs แล้ววัดระยะทางการเคลื่อนที่
ของสี HNB ด้วยโปรแกรม ImageJ  
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จากผลการทดสอบเมื่อน าค่าระยะทางที่วัดได้ไปสร้างกราฟเส้นตรง โดยดีเอ็นเอตั้งต้นใน
ปฏิกิริยา LAMP แสดงอยู่ในสเกลลอการิทึม (Logarithmic Scale)  พบว่า ในปฏิกิริยาผลบวกที่มีดี
เอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 7.88×103, 7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร มี
ระยะทางการเคลื่อนทีของสี HNB บนชุดตรวจ dPADs เท่ากับ 4.16±0.49, 5.67±0.59, 7.57±0.64 
และ 10.70±0.68 มิลลิเมตร ตามล าดับ โดยความสัมพันธ์ระหว่างระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB 
กับปริมาณของดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยาอยู่ในรูปแบบสมการฟังก์ชันลอการิทึม (Logarithmic 
function) เนื่องจากระยะทางการเคลื่อนที่สีน้อยที่สุดที่วัดได้คือระยะทางของปฏิกิริยาผลลบและ
ปฏิกิริยาผลบวกก็จะมีระยะทางการเคลื่อนที่สีที่ยาวขึ้นตามปริมาณของดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยาที่
มากขึ้น ซึ่งท าให้เกิดปฏิกิริยาการเพิ่มจ านวนได้มากข้ึนตามหลักการที่อธิบายไว้ข้างต้น  

อย่างไรก็ตามเมื่อในปฏิกิริยามีดีเอ็นเอตั้งต้นความเข้มข้นหนึ่งที่สามารถเกิดปฏิกิริยาเพ่ิม
จ านวนของดีเอ็นเอมากจนใช้แมกนีเซียมในสารละลาย LAMP จนหมดและมีสาร HNB ที่เป็นอิสระอยู่
ในสารละลายมากที่สุด เมื่อตรวจวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นด้วยชุดตรวจ dPADs จะท าให้วัดระยะทางการ
เคลื่อนที่ของสีได้ยาวที่สุดด้วย โดยระยะทางการเคลื่อนที่สี HNB ของปฏิกิริยาผลบวกที่ตรวจวัดได้
จากการทดสอบ คือปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณในช่วง 7.88×103-7.88×106 ส าเนาต่อ
ไมโครลิตรซึ่งอยู่ในช่วงกราฟที่มีค่าความสัมพันธ์เชิงเส้น (r2) เท่ากับ 0.971 ดังแสดงในรูปที่ 4.12  
แสดงถึงความน่าเชื่อถือว่าระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ มีความสัมพันธ์กับปฏิกิริยา 
LAMP ที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณในช่วง 7.88×103-7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร โดยดีเอ็นเอตั้งต้น
ปริมาณสูงสุดที่ได้ท าการทดสอบนั้นเป็นปริมาณที่ได้จากการสกัดดีเอ็นเอของเชื้อตัวอย่างตามขั้นตอน
ของชุดสกัดส าเร็จรูปซึ่งได้ดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณประมาณ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงไม่ได้ทดสอบดีเอ็นเอตั้งต้นที่มีปริมาณมากกว่านี้  
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รูปที่ 4.12 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB จากการใช้
ชุดตรวจ dPADs กับดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยา LAMP ปริมาณ 7.88×103, 7.88×104, 7.88×105 
และ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร ตามล าดับ ซึ่งแสดงอยู่ในสเกลลอการิทึม (Logarithmic Scale) 
โดยแต่ละจุด (  ) แสดงถึงค่าเฉลี่ยของการท าซ้ า 3 ครั้ง และ Error bars แสดงถึง Standard 
deviation โดยมีค่าความสัมพันธ์ฟังก์ชันลอการิทึม (Logarithmic Function) : r2 = 0.971 
 
4.6.4 ผลการศึกษาหาค่าระยะทางการเคลื่อนที่ท่ีน้อยท่ีสุดของสี HNB (Limit of detection; 
LOD) บนชุดตรวจ dPADs  

ผลทดสอบหาค่า Limit of detection ของระยะทางการเคลื่อนที่ที่น้อยที่สุดของสี HNB 
ในปฏิกิริยาผลบวก เพ่ือตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นที่มีอยู่ในปฏิกิริยา LAMP นั้นใช้ปฏิกิริยาผลลบ 
(ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น) ที่ผ่านการบ่มเสร็จสิ้นแล้ว 10 ปฏิกิริยามาตรวจวัดปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจ dPADs 
แล้วน าค่าระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB ที่วัดได้มาหาค่าความสามารถในการเคลื่อนที่ของสี HNB 
หรือ Limit of detection (LOD) ซึ่งค านวณได้จากสูตร 

Limit of detection (LOD) = Mean + 3SD 
เมื่อ Mean คือ ค่าเฉลี่ยระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจจากการตรวจวัด

ปฏิกิริยาผลลบ จ านวน 10 ปฏิกิริยา และ SD (Standard derivation) คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่
ได้จากการวัดระยะทางการเคลื่อนที่สี HNB บนชุดตรวจของปฏิกิริยาผลลบ จ านวน 10 ปฏิกิริยานั้น 
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ผลจากการทดลองพบว่าได้ค่าความสามารถในการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPADs เป็น
ระยะทางน้อยที่สุด เท่ากับ 2.955 มิลลิเมตร ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
ตารางท่ี 4.1 ผลการทดสอบหาค่า Limit of detection ของระยะทางการเคลื่อนที่ที่น้อยที่สุดของสี 
HNB ในปฏิกิริยาผลบวกบนชุดตรวจ dPADs 
 

ค่าทางสถิติ 
ค่าระยะทางการเคลื่อนที่สี HNB  

ของปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น) 

Mean (mm) 2.304  

SD 0.217 

3SD 0.651 

LOD (mm) 2.955 

จากนั้นน ามาหาปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นน้อยที่สุดในปฏิกิริยาผลบวกท่ีสามารถตรวจหาได้ด้วย
ชุดตรวจ โดยค านวณจากสมการแสดงความสัมพันธ์ช่วงค่าปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นที่สามารถตรวจวัดได้
ด้วยชุดตรวจ dPADs ซึ่งเป็นสมการฟังก์ชันลอการิทึม (y = a In(x) + yo) คือ 

y = 0.935 In (x) – 4.592 
ผลจากการค านวณ พบว่าความสามารถในการตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นอย่างน้อยที่สุด

ในปฏิกิริยา LAMP ด้วยชุดตรวจ dPADs เท่ากับ 4.14×103 ส าเนาต่อไมโครลิตร เมื่อเทียบกับการ
ตรวจวัดเชื้อ E. coli ด้วยวิธีอ่ืน พบว่าชุดตรวจ dPADs มีความสามารถในการตรวจหาปริมาณดีเอ็น
เอตั้งต้นน้อยกว่า แต่การตรวจวัดด้วย dPADs นั้นมีราคาถูก มีขั้นตอนการสร้างชุดตรวจที่ง่าย และ
การใช้งานไม่ยุ่งยากซับซ้อน เมื่อเทียบกับการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP บนชุดตรวจวิเคราะห์ของไหล
จุลภาค (85, 86) นอกจากนี้ยังเป็นชุดตรวจบนกระดาษที่สามารถตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่ง
ปริมาณได้ด้วยตาเปล่า เมื่อเทียบกับการตรวจวัดการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP บนชุดตรวจ µPAD 
(24) ทีส่ามารถตรวจวัดได้แบบเชิงคุณภาพ และต้องอาศัยเครื่องตรวจวัดเพ่ิมเติมอีกด้วย 
 
4.6.5 ผลการศึกษาความถูกต้อง (Accuracy) ของช่วงความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอตั้งต้นที่ใช้ใน
ปฏิกิริยา LAMP ด้วยเทคนิค Real-time LAMP 

ผลการศึกษาความถูกต้องถึงความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E.coli ในช่วงปริมาณ 
7.88×103-7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร ซึ่งเป็นช่วงปริมาณของดีเอ็นเอตั้งต้นที่สามารถตรวจวัดได้
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ด้วยชุดตรวจ dPADs เพ่ือยืนยันความน่าเชื่อถือในการตรวจวัดแบบปริมาณของดีเอ็นเอตั้งต้นจากเชื้อ 
E.coli ในช่วงปริมาณดังกล่าว จึงอาศัยเทคนิค Real-time LAMP ตรวจวัดปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนดี
เอ็นเอแบบปริมาณ โดยน าดีเอ็นเอตั้งต้นเดียวกับดีเอ็นเอที่สามารถตรวจวัดแบบกึ่งปริมาณได้ด้วยชุด
ตรวจ dPADs ที่เจือจางปริมาณต่างกัน 10 เท่าระหว่าง 7.88×103-7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร 
มาเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค Real-time LAMP จากผลการทดสอบพบว่า เส้นกราฟ
ของดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตรแสดงเส้นกราฟได้เร็วกว่าความเข้มข้นอ่ืนๆ 
ดังภาพแทรกในรูปที่ 4.13 แต่พบว่า ระดับความเข้มสีสูงสุดของสารเรืองแสงที่เครื่อง  Real-time 
ตรวจวัดได้ในแต่ละดีเอ็นเอตั้งต้นนั้นไม่เท่ากัน เนื่องจากการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP ใช้
ระยะเวลาสั้นในการเริ่มต้นปฏิกิริยา ท าให้การเรืองแสงของปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณสูง
เกิดข้ึนก่อนจะถึงระดับ ความเข้มสีของการเรืองแสงที่เครื่องสามารถตรวจวัดได้ ดังนั้นในปฏิกิริยาที่ดี
เอ็นเอตั้งต้นสูง จึงพบว่าระดับความเข้มสีสูงสุดของสารเรืองแสงน้อย (87) เมื่อน าค่าความเข้มสีของ
สารเรืองแสงและจ านวนรอบในการเกิดปฏิกิริยามาสร้างกราฟฟังก์ชันลอการิทึม (Logarithmic 
Function) ดังแสดงในรูปที่ 4.13 พบว่าในการเกิดปฏิกิริยาจ านวนรอบที่ 1-6 พบว่ามีค่าความเข้มสี
ของสารเรืองแสดงเกิดขึ้น เนื่องจากเทคนิค LAMP ไม่มีขั้นตอนการแยกดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นดีเอ็นเอ
สายเดี่ยวก่อนขั้นตอนการเพ่ิมจ านวน จึงท าให้สารเรืองแสงที่ใช้ตรวจวัดปฏิกิริยา คือ SYBR Green I 
ไปจับกับดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยาก่อนที่เอนไซม์จะเข้ามาท าหน้าที่แยกสายดีเอ็นเอเพ่ือเพ่ิมจ านวนดี
เอ็นเอเป้าหมายต่อไป และเมื่อเทียบค่าความเข้มของสารเรืองแสงของ SYBR Green ที่ 12527 ซึ่ง
เป็นระดับ Threshold พบว่า ในปฏิกิริยา LAMP ที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 7.88×106 ส าเนาต่อ
ไมโครลิตร มีค่า Threshold cycles (Ct) น้อยกว่าปริมาณอ่ืนๆ แสดงว่าในปฏิกิริยา LAMP ที่มีดีเอ็น
เอตั้งต้นปริมาณสูง มีจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมายมากกว่าจึงท าให้เกิดปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนได้เร็วกว่า  
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รูปที่ 4.13 แสดงกราฟความสัมพันธ์ฟังก์ชันลอการิทึม (Logarithmic Function) ระหว่างระดับ
ความเข้มสีของสารเรืองแสง (Fluorescence intensity) กับจ านวนรอบในการเกิดปฏิกิริยา 
(Cycles) ของปฏิกิริยา LAMP ที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 7.88×103, 7.88×104, 7.88×105 และ 
7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร และปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น) (ภาพแทรก คือกราฟการเพ่ิม
จ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Real-time LAMP จากเครื่อง Exicycler™ 96 Real-Time) 
 

เมื่อพิจารณาค่า Melting temperature (Tm) คือ อุณหภูมิที่ใช้เพ่ือท าให้ดีเอ็นเอสายคู่
แยกเป็นสายเดี่ยวจ านวน 50 เปอร์เซ็นต์ พบว่าค่า Tm ของแต่ละความเข้มข้นเท่ากับ 89 และ 90 
องศาเซลเซียส ซึ่งน่าจะเป็นค่า Tm ของดีเอ็นเอเป้าหมายที่เกิดจากการเพ่ิมจ านวนผลผลิตด้วย
เทคนิค LAMP (LAMP product)จากกลไกการเกิดปฏิกิริยา LAMP ในขั้นตอน Cycle 
amplification นั้นอาจท าให้เกิดดีเอ็นเอเป้าหมายขนาดใหญ่ขึ้นมากกว่าหนึ่งชิ้น จึงท าเกิดค่า Tm ที่
ใกล้เคียงกันสองค่าดังรูปที่ 4.14 
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รูปที่ 4.14 แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่างระดับความเข้มสีของสารเรืองแสง (Fluorescence 
intensity) กับอุณหภูมิที่ใช้ เพ่ือท าให้ดีเอ็นเอสายคู่แยกเป็นสายเดี่ยวจ านวน 50 เปอร์เซ็นต์ 
(Temperature, celsius) ของปฏิกิริยา LAMP ที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 7.88×103, 7.88×104, 
7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร และปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น) 
 

เมื่อน าค่า Threshold cycles (Ct) ที่ระดับความเข้มสารเรืองแสง เท่ากับ 12527 ของ
ปฏิกิริยา LAMP ที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 7.88×103, 7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนา
ต่อไมโครลิตร โดยแต่ละความเข้มข้นท าซ้ ากัน 3 ปฏิกิริยา มาสร้างกราฟมาตรฐานที่มีดีเอ็นเอช่วง
ปริมาณ 7.88×103-7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร พบว่าค่า Ct ของปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้น
ปริมาณ 7.88×103, 7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร เท่ากับ 33.54±0.20, 
31.07±0.42, 27.23±0.50 และ 24.67±0.27 รอบ ตามล าดับ โดยค่า Ct เพ่ิมขึ้นแบบผกผันกับความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยา LAMP ที่ความสัมพันธ์ระหว่างค่า Ct กับความเข้มข้นของดีเอ็น
เอตั้งต้นอยู่ในรูปแบบสมการฟังก์ชันลอการิทึม (Logarithmic function) ซึ่งอยู่ในช่วงที่มีค่า
ความสัมพันธ์เชิงเส้น (r2) เท่ากับ 0.993 ดังแสดงในรูปที่ 4.15 แสดงให้เห็นว่าค่า Ct มีความสัมพันธ์
กับดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E.coli ในช่วงปริมาณ 7.88×103-7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร ซึ่งเป็น
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ช่วงความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งต้นที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยชุดตรวจ dPADs และเป็นช่วงค่าที่เชื่อถือ
ว่าสามารถตรวจวัดแบบปริมาณได้  

 
รูปที่ 4.15 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า Threshold cycles (Ct) กับดีเอ็นเอตั้งต้น
ในปฏิกิริยา LAMP ความเข้มข้น 7.88×103, 7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อ
ไมโครลิตร ตามล าดับ ซึ่งแสดงอยู่ในสเกลลอการิทึม (Logarithmic Scale) โดยแต่ละจุด (  ) แสดง
ถึงค่าเฉลี่ยของการท าซ้ า 3 ครั้ง และ Error bars แสดงถึง Standard deviation โดยมีค่า
ความสัมพันธ์ฟังก์ชันลอการิทึม (Logarithmic Function) : r2 = 0.993 
 
4.6.6 ผลการตรวจสอบความถูกต้อง (Validation) ในการอ่านผลบนชุดตรวจ dPADs ที่
พัฒนาขึ้นด้วยตาเปล่า สําหรับการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณ  

ผลการตรวจสอบความถูกต้องในการอ่านค่าระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ 
dPADs ที่พัฒนาขึ้น ซึ่งท าการวิเคราะห์ผลการอ่านด้วยโปรแกรม ImageJ เปรียบเทียบกับต าแหน่ง
การอ่านผลด้วยตาเปล่า จากชุดตรวจที่เตรียมขึ้นพร้อมกัน และตรึงสารละลาย PEI ไว้ล่วงหน้าก่อน
การทดสอบ โดยปฏิกิริยา LAMP ที่ใช้ในการทดสอบใส่ดีเอ็นเอตัวอย่างของเชื้อ E.coli ที่มีความ
เข้มข้นแตกต่างกัน 4 ระดับซึ่งสกัดมาจากโคโลนี (Colony) เดียวกัน ได้แก่ ปริมาณตั้งต้น 0 , 
7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร โดยแต่ละความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งต้น
นั้นท าการตรวจซ้ ากันจ านวน 20 ครั้ง ผลการทดสอบดังตารางที่ 4.2 พบว่า เมื่อน าปฏิกิริยา LAMP ที่
มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 0 (ปฏิกิริยาผลลบ) , 7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อ
ไมโครลิตรมาตรวจวัดปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจ dPADs เกิดการเคลื่อนที่ของสีที่วัดระยะทางได้ด้วย
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โปรแกรม ImageJ เท่ากับ 2.22 ± 0.27, 5.52 ± 0.56, 7.21 ± 0.66 และ 9.79 ± 0.83 มิลลิเมตร 
ตามล าดับ โดยค านวณค่าความแปรปรวน (% Coefficient of variations; %CV) ของการตรวจวัด 
LAMP แบบกึ่งปริมาณด้วยการวัดระยะทางสีที่เกิดขึ้นได้เท่ากับ 8.45 - 12.27 เปอร์เซ็นต์ (n = 80) 
ดังแสดงในตารางที่ 4.2 จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าระยะทางการเคลื่อนที่สีที่เพ่ิมขึ้นตามปริมาณดี
เอ็นเอตั้งต้นที่เพ่ิมขึ้นดังแสดงในรูปที่ 4.16 เมื่อน าชุดตรวจเหล่านั้นมาวัดระยะทางโดยอ่านจาก
ต าแหน่งหมายเลข 0-6 ที่ก ากับไว้บนชุดตรวจ dPADs พบว่าระยะทางการเคลื่อนที่สีของปฏิกิริยา 
LAMP ที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 0 (ปฏิกิริยาผลลบ), 7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนา
ต่อไมโครลิตร อ่านผลได้ที่ต าแหน่งหมายเลข 1, 3, 4 และ 5 ตามล าดับซึ่งแต่ละหมายเลขมีระยะห่าง 
2 มิลลิเมตร (ระยะทางรวมเป็น 12 มิลลิเมตร) เทียบเป็นระยะทางเท่ากับ 2 ± 0, 5.8 ± 0.62, 7.7 ± 
0.73 และ 9.7 ± 0.73 มิลลิเมตร ตามล าดับ โดยมีค่า %CV ของการตรวจวัด LAMP แบบกึ่งปริมาณ
โดยการอ่านระยะทางสีด้วยตาเปล่าได้เทา่กับ 0 – 10.61 เปอร์เซ็นต์ (n = 80) เมื่อเทียบกับระยะทาง
ที่วัดได้จากโปรแกรมพบว่ามีความสัมพันธ์สอดคล้องกันทั้งหมด (r2 = 0.956) ดังแสดงในรูปที่ 4.17  
จากผลการทดสอบดังกล่าวยืนยันได้ว่าระยะทางการเคลื่อนสีที่เกิดขึ้นบนชุดตรวจสามารถอ่านผลได้
ด้วยตาเปล่า โดยวัดระยะทางการเคลื่อนที่สีจากต าแหน่งจุดเริ่มต้นของแถบสี (Origin of band) 
จนถึงจุดสิ้นสุดของแถบสี (End of band) ซึ่งรวมถึงช่วงแถบสีที่ไม่สม่ าเสมอ แต่สามารถสังเกตเห็นได้
ด้วยตาเปล่าดังแถบสีของปฏิกิริยา LAMP ที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตรใน
รูปที่ 4.16 และแถบสีที่อ่านผลได้บริเวณกึ่งกลางของต าแหน่งหมายเลขบนสเกลให้อ่านผลเป็น
หมายเลขจ านวนมากกว่า เนื่องจากจุดสิ้นสุดที่แท้จริงของแถบสีอาจไม่สามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตา
เปล่า แต่สีอาจเคลื่อนที่ได้ถึงต าแหน่งหมายเลขจ านวนมากกว่า การอ่านผลเช่นนี้จึงใกล้เคียงระยะ
ทางการเคลื่อนที่ของสีที่แท้จริงซึ่งตรวจวัดยืนยันระยะทางดังกล่าวด้วยโปรแกรม ImageJ 
ตารางท่ี 4.2 ค่าระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB จากการวัดด้วยโปรแกรมและอ่านผลด้วยตาเปล่า 
ซึ่งสัมพันธ์กับจ านวนของดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยา 

ดีเอ็นเอตั้งต้นของ 

เชื้อ E. coli  

(copies µL-1) 

วิธีการวัดระยะทางการเคลื่อนที่สี HNB บนชุดตรวจ dPADs 

โปรแกรม 

ImageJ  

(mm) 

CVs 

(%) 

หมายเลขกํากับ 

(ระยะทาง; mm) 

 

CVs 

(%) 
0 (n=20) 2.22 ± 0.27 12.27    1 (2 ± 0) 0 

7.88×104 (n=20) 5.52 ± 0.56 10.12    3 (5.8 ± 0.62) 10.61 

7.88×105 (n=20) 7.21 ± 0.66 9.16    4 (7.7 ± 0.73) 9.52 

7.88×106 (n=20) 9.79 ± 0.83 8.45    5 (9.7 ± 0.73) 7.55 
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รูปที่ 4.16 ภาพแสดงระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPADs ของปฏิกิริยา LAMP ที่
มีดีเอ็นเอตั้งต้น 0, 7.88×104, 7.88×105 และ 7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตร โดยต าแหน่งหมายเลข 
0-6 ทีก่ ากับไว้บนชุดตรวจ คือระยะทาง 0-12 มิลลิเมตร 

 
รูปที่ 4.17 แสดงผลความสัมพันธ์ระหว่างระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPADs ที่
ตรวจวัดด้วยโปรแกรม ImageJ และระยะทางสีที่อ่านผลด้วยตาเปล่า



 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการศึกษาวิจัย 

สรุปผลการศึกษาวิจัย 

งานวิจัยนี้ได้พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษแบบวัดระยะทาง (Distance-based 
paper analytical device; dPAD) เพ่ือตรวจวัดปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Loop 
mediated isothermal amplification (LAMP) แบบกึ่งปริมาณ (Semi-quantitative) โดยอาศัย
หลักการจับกันของสาร Polyethylenimine (PEI) ซึ่งเป็นสารพอลิเมอร์ประจุบวกที่ตรึงบนชุดตรวจ 
dPAD กับสาร Hydroxynaphthol blue (HNB) ที่อยู่ในสารละลาย LAMP โดยอุปกรณ์ตรวจ
วิเคราะห์บนกระดาษแบบวัดระยะทางได้รับการออกแบบให้สามารถตรวจวัดปฏิกิริยาได้จากการ
อาศัยแรงดึงตามรูขนาดเล็ก (Capillary force) ของกระดาษช่วยดูดสารละลาย LAMP ให้ไหลไปยัง
บริเวณที่ออกแบบไว้ส าหรับการตรวจวัด (Detection zone) ซึ่งแถบสีเกิดขึ้นได้ภายใน 5 นาที และ
อาศัยเทคนิคพิมพ์ขี้ผึ้ง (Wax printing) สร้างขอบเขตเพ่ือกั้นสารละลายไม่ให้ออกไปยังนอกบริเวณ
การตรวจวัดจากแรงดึงตามรูขนาดเล็กดังกล่าว ซึ่งท าให้สามารถเห็นการเคลื่อนที่ของสีจากปฏิกิริยาที่
เกิดขึ้นบนพ้ืนที่ส่วนตรวจวัดได้ด้วยตาเปล่า บันทึกผลด้วยเครื่องสแกนและอ่านค่าระยะทางการ
เคลื่อนที่ของสีที่ได้ด้วยโปรแกรม ImageJ เพ่ือตรวจสอบความถูกต้อง (Validation) ในการอ่านผลบน
ชุดตรวจ dPADs ด้วยตาเปล่า และสามารถแปลผลการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณจากดี
เอ็นเอตั้งต้นที่ใส่ไปในปฏิกิริยา  ภายในหลอดทดลองปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอเป้าหมาย ท าให้เกิดปฏิกิริยา
การเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอขึ้น และจ านวนดีเอ็นเอที่ถูกสร้างขึ้นจากเทคนิค LAMP ส่งผลให้แมกนีเซียม
ไอออน (Mg2+) ในสารละลายลดจ านวนลง สาร HNB ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้โลหะไอออน (Metal ion 
indicator) ถูกเติมในสารละลายเพ่ือตรวจติดตามการเปลี่ ยนแปลงของแมกนีเซียมไอออนใน
สารละลาย เมื่อแมกนีเซียมไอออนในปฏิกิริยาเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม จะท าให้สารละลาย LAMP 
เปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีฟ้า แต่ในกรณีที่เกิดปฏิกิริยาการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอขึ้นแตกต่างกันใน
สารละลาย LAMP ที่มีดีเอ็นเอเป้าหมายปริมาณไม่เท่ากัน การเปลี่ยนแปลงสีของสาร HNB ไม่
สามารถแยกความแตกต่างของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้ แม้จะตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงสีนั้นด้วยเครื่องวัด
การดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  แต่ในปฏิกิริยา LAMP นั้นสาร HNB ที่ไม่ได้จับอยู่กับ
แมกนีเซียมไอออน (Free HNB) จะมีปริมาณมากขึ้นเมื่อมีการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอขึ้นจากเทคนิค 
LAMP (LAMP product) เมื่อน ามาตรวจวัดบนชุดตรวจ dPAD ปริมาณสาร HNB อิสระจะจับสาร 
PEI ที่ตรึงไว้บนกระดาษ ท าให้เกิดสี HNB บนชุดตรวจที่สามารถวัดระยะทางการเคลื่อนที่สีได้ ดังนั้น
ในสารละลาย LAMP ที่มีดีเอ็นเอเป้าหมายมาก มีจ านวน LAMP product เกิดขึ้นมาก ท าให้สาร 
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HNB อิสระในสารละลายเพิ่มมากข้ึน จะเกิดระยะทางการเคลื่อนที่ของสียาวกว่าในสารละลายที่ไม่มีดี
เอ็นเอเป้าหมาย และในสารละลายที่มีดีเอ็นเอเป้าหมายน้อย 

โดยปฏิกิริยา LAMP ที่สามารถน าตรวจวัดบนกระดาษได้นั้นต้องมีความเข้มข้นของสาร 
HNB ที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา LAMP ในหลอดทดลองและบนกระดาษเพ่ือให้สาร HNB 
สามารถตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงของแมกนีเซียมไอออนจากการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอขึ้นในปฏิกิริยา
และสามารถเกิดการจับกันระหว่างสี HNB อิสระกับสาร PEI บนกระดาษแล้วสามารถอ่านผลการ
เคลื่อนที่ของสีบนกระดาษได้ด้วยตาเปล่าชัดเจน ซึ่งความเข้มข้นที่เหมาะสมของสาร HNB คือ 0.24 
มิลลิโมลาร์ เป็นความเข้มข้นที่ไม่ขัดขวางการเกิดปฏิกิริยา  LAMP ภายในหลอดทดลองและ
เกิดปฏิกิริยาที่เห็นสีได้ชัดเจนบนกระดาษ โดยเห็นความแตกต่างของระยะทางการเคลื่อนที่ สี HNB 
ระหว่างปฏิกิริยาผลลบและผลบวกได้ดีที่สุด ซึ่งสามารถน ามาพัฒนาต่อให้เห็นระยะทางการเคลื่อนที่
ของสีในปฏิกิริยาผลบวกที่มีการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอแตกต่างกันในปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นความ
เข้มข้นต่างกัน ดังนั้นสารละลาย LAMP ที่สามารถน ามาตรวจวัดด้วยชุดตรวจ dPADs ต้องมีความ
เข้มข้นของสาร HNB เท่ากับ 0.24 มิลลิโมลาร์ 

ผลการทดสอบการสร้างชุดตรวจ dPADs พบว่า กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 113 มี
คุณสมบัติทั้งในเรื่องของขนาดรูพรุน อัตราการไหลและความสามารถในการดูดซับสารละลายที่
เหมาะสมที่สุดส าหรับการสร้างชุดตรวจ dPADs เพราะเมื่อตรึงสาร PEI บริเวณส่วนตรวจวัดของชุด
ตรวจที่สร้างจากกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 113 พบว่ามีแรงดึงของกระดาษมากพอให้
สารละลาย LAMP ไหลผ่านเข้าไปยังบริเวณส่วนตรวจวัดและเกิดปฏิกิริยาจับกันระหว่างสี HNB 
อิสระกับสาร PEI ขึ้นได้ นอกจากนี้ยังสามารถดูดซับสารได้ทั้งหมดภายในเวลา 5 นาที เมื่อ
เปรียบเทียบกระดาษที่ไม่ได้ตรึงและตรึงสาร PEI พบว่ากระดาษที่ตรึงสาร PEI สามารถสังเกตการ
เปลี่ยนแปลงสีไดจ้ากไม่มีสีเป็นสีฟ้าซึ่งเกิดจากการจับกันระหว่างสาร HNB ภายในสารละลาย LAMP 
กับสาร PEI ที่ตรึงบนกระดาษ โดยความเข้มข้นของสาร PEI ที่เหมาะสมต่อการตรวจวัดปฏิกิริยา 
LAMP บนชุดตรวจ dPADs คือ ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ ที่เกิดจากการตรึงสาร PEI ความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จ านวน 2 ครั้งลงบนส่วนตรวจวัด เพ่ือให้สาร PEI ถูกตรึงเฉพาะ
พ้ืนที่ส่วนตรวจวัดและสามารถจับกับสาร HNB ในปฏิกิริยา LAMP ได้ทั้งหมด โดยไม่ขัดขวางการไหล
ของสารละลาย LAMP โดยเฉพาะในปฏิกิริยาผลบวกที่มีตะกอนแมกนีเซียม ไพโรฟอสเฟส 
(Mg2P2O7) ซ่ึงอาจขัดขวางการเคลื่อนที่ของสี HNB ส่งผลให้อัตราการไหลของปฏิกิริยาผลบวกช้ากว่า
ปฏิกิริยาผลลบ ดังนั้นการเลือกใช้กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 113 มาสร้างชุดตรวจ dPADs 
และตรึงสาร PEI ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ จ านวน 2 ครั้ง (ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์)  จึง
เหมาะสมและสามารถตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบเชิงคุณภาพ (Qualitative detection) แต่เมื่อ
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ต้องการพัฒนาใช้ชุดตรวจสามารถตรวจวัดแบบกึ่งปริมาณได้ จึงทดสอบหาชนิดของตัวชะ เพ่ือช่วยให้
สารละลาย LAMP เคลื่อนที่มาท าปฏิกิริยาได้อย่างสมบูรณ์ในพ้ืนที่ส่วนตรวจวัด และช่วยล้างสีของ 
HNB ที่ไม่ได้ท าปฏิกิริยากับสาร PEI ออกจากพ้ืนที่ส่วนตรวจวัด พบว่าชุดตรวจ dPADs ที่ใช้น้ า Milli-
Q เป็นตัวชะช่วยล้างสี HNB ที่ไม่ได้จับกับสาร PEI ให้หลุดออกจากบริเวณส่วนตรวจวัดได้ดีกว่า
น้ าเกลือ โดยไม่รบกวนการเคลื่อนที่ของสี HNB สังเกตได้จากชุดตรวจ dPADs ของปฏิกิริยาผลบวก 
ท าให้เห็นระยะทางการเคลื่อนที่สีของปฏิกิริยาผลลบและผลบวกแตกต่างกันมากกว่าการใช้น้ าเกลือ
เป็นตัวชะ ต่อมาจึงทดสอบหาปริมาตรของน้ า Milli-Q เพือช่วยเพ่ิมแรงดึงตามรูขนาดเล็ก (Capillary 
force) ของกระดาษท าให้สารเคลื่อนที่ได้ดียิ่งขึ้น พบว่าน้ า Milli-Q ปริมาตร 100 ไมโครลิตร
เหมาะสมต่อการชะทั้งในปฏิกิริยาผลลบและผลบวก เพราะช่วยท าให้สี HNB เคลื่อนที่บนกระดาษได้
ดีขึ้นภายในระยะเวลาดูดซับ 5 นาทเีท่านั้น 

ผลการศึกษาคุณสมบัติของชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนาขึ้นได้ทดสอบความจ าเพาะของ
ปฏิกิริยา LAMP ที่ใช้ทดสอบในงานวิจัยนี้ โดยตรวจสอบความน่าเชื่อถือของไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพ่ิม
จ านวนดีเอ็นเอของเชื้อ Escherichia coli ด้วยเทคนิค LAMP จึงทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ที่
ใช้ในงานวิจัยกับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน และทดสอบการตรวจวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นด้วย 2% 
Agarose gel electrophoresis, การเปลี่ยนแปลงสีของ HNB ภายในหลอดทดลองและชุดตรวจ 
dPADs พบว่าไพรเมอร์ที่ใช้มีความจ าเพาะต่อเชื้อ Escherichia coli เนื่องจากปฏิกิริยา LAMP ที่มีดี
เอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E. coli เกิดแถบ (Band) ลักษณะรูปแบบคล้ายขั้นบันได (Ladder-like 
patterns) ขึ้นเมื่อทดสองด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส และมีการเปลี่ยนแปลงสีของสาร HNB ภายใน
หลอดทดลองจากสีม่วงเป็นสีฟ้า ซึ่งแสดงว่ามีการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอขึ้นในปฏิกิริยา และเมื่อน ามา
ตรวจวัดด้วยชุดตรวจ dPADs พบว่าการเคลื่อนที่ของสี HNB ในปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E. 
coli มีระยะทางยาวกว่าในปฏิกิริยาที่ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น ดังนั้นไพรเมอร์ที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยา 
LAMP สามารถเชื่อถือได้ เพราะผลการตรวจสอบปฏิกิริยาที่ใช้ไพรเมอร์ดังกล่าวสอดคล้องกันทั้ง 3 
วิธี ได้แก่ วิธี Agarose gel electrophoresis, การเปลี่ยนแปลงของสี HNB ภายในหลอดทดลอง 
และชุดตรวจ dPAD ที่พัฒนาขึ้น   

เมื่อศึกษาคุณสมบัติความไวของชุดตรวจ dPADs ที่พัฒนาขึ้น พบว่าการตรวจวัดปฏิกิริยา 
LAMP ด้วยชุดตรวจสามารถตรวจวัดปฏิกิริยาผลบวกที่มีดีเอ็นเอตั้งต้นปริมาณน้อยที่สุด 7.88×103 
ต่อไมโครลิตร ซึ่งเป็นการตรวจวัดที่มีความไวน้อยกว่าวิธีสังเกตการเปลี่ยนแปลงสี  HNB ภายในหลอด
ทดลองและวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส ทว่าการตรวจวัดปฏิกิริยาด้วยชุดตรวจ dPADs นั้น สามารถตรวจวัด
แบบเชิงปริมาณ (Quantitative detection) ได้ คือบอกความแตกต่างของปฏิกิริยาผลบวกที่มีการ
เพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมายได้ต่างกัน โดยสังเกตจากระยะทางการเคลื่อนที่สีที่แตกต่างกันตามความ
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เข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งต้นที่ต่างกัน โดยดีเอ็นเอตั้งต้นช่วงปริมาณ 7.88×103-7.88×106 ส าเนาต่อ
ไมโครลิตรมีความสัมพันธ์ระหว่างระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB กับความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั้ง
ต้นในปฏิกิริยาซึ่งอยู่ในรูปแบบสมการฟังก์ชันลอการิทึม (Logarithmic function) ซึ่งมีค่า
ความสัมพันธ์เชิงเส้น (r2) เท่ากับ 0.971 เมื่อค านวณค่า Limit of detection (LOD) ของระยะทาง
การเคลื่อนที่ที่น้อยที่สุดของสี HNB ในปฏิกิริยาผลบวก เท่ากับ 2.955 มิลลิเมตร และความสามารถ
ในการตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นอย่างน้อยที่สุดในปฏิกิริยา LAMP ด้วยชุดตรวจ dPADs เท่ากับ 
4.14×103 ส าเนาต่อไมโครลิตร 

เมื่อศึกษาความถูกต้องถึงความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E.coli ในช่วงปริมาณ 
7.88×103-7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตรที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยชุดตรวจ dPADs โดยอาศัย
เทคนิค Real-time LAMP พบว่าความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอตั้งต้นของเชื้อ E.coli ในช่วงปริมาณ 
7.88×103-7.88×106 ส าเนาต่อไมโครลิตรนั้น สามารถตรวจวัดแบบปริมาณได้ เนื่องจากค่า 
Threshold cycles (Ct) เพ่ิมข้ึนแบบผกผันกับความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งต้นในปฏิกิริยา LAMP และ
ความสัมพันธ์ระหว่างค่า Ct กับความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งต้นนั้นมีค่าความสัมพันธ์เชิงเส้น ( r2) 
เท่ากับ 0.993 โดยความถูกต้องในการอ่านค่าระยะทางการเคลื่อนที่ของสี HNB บนชุดตรวจ dPADs 
ที่พัฒนาขึ้นด้วยตาเปล่ามีความสัมพันธ์สอดคล้องกันทั้งหมด (r2 = 0.956) กับการวัดด้วยโปรแกรม 
ImageJ ดังนั้นชุดตรวจ dPADs สามารถอ่านผลการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP จากระยะทางการ
เคลื่อนที่ของสี HNB ตามต าแหน่งหมายเลขบนชุดตรวจได้ด้วยตาเปล่าดังนั้นในการพัฒนาอุปกรณ์
ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษส าหรับการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณด้วยการวัดระยะ
ทางการเคลื่อนที่ของสีสามารถใช้งานได้จริง ง่ายต่อการใช้งาน ให้ผลการตรวจวัดที่เร็ว และสามารถ
แปลผลการตรวจวัดถึงปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นที่ใส่ในปฏิกิริยาได้ ยิ่งไปกว่านั้นชุดตรวจ dPADs ที่
พัฒนาขึ้นสร้างได้ง่าย มีราคาถูก สามารถอ่านผลการตรวจวัดได้ด้วยตาเปล่า ไม่ต้องใช้อุปกรณ์
เครื่องมือในการอ่านผล เป็นอุปกรณ์ตรวจวัดใหม่ที่สามารถตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณ
ได้ โดยไม่ต้องอาศัยเครื่องมือที่มีราคาแพง เพ่ือหาปริมาณของดีเอ็นเอของเชื้อที่อยู่ในปฏิกิริยา ดังนั้น
อุปกรณ์ตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP แบบกึ่งปริมาณบนกระดาษที่พัฒนาขึ้นเป็นอุปกรณ์ตรวจวัด
ทางเลือกใหม่ที่มีราคาถูก สร้างได้ง่ายและเป็นประโยชน์อย่างมากในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP 
แบบกึ่งปริมาณในประเทศที่มีรายได้น้อยหรือก าลังพัฒนาต่อไป นอกจากนี้ยังสามารถใช้หลักการ
ตรวจวัดข้างต้นประยุกต์ใช้ในการสร้างชุดตรวจ dPADs ส าหรับการตรวจวัดหาปริมาณดีเอ็นเอของ
เชื้อชนิดอื่นในปฏิกิริยา LAMP ได้ต่อไป 
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1. วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียชนิด Luria-Bertani (LB) 

Tryptone 10  กรัม 

Yeast extract 5  กรัม 

NaCl 5  กรัม 

Distilled water 1,000  มิลลิลิตร 

pH 7.0    

เตรียมส่วนผสมทั้งหมดในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร แล้วน าไปปรับพีเอชให้ได้ 7.0 ดวย 1N 
NaOHก่อนน าไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (LB agar) ให้เตรียมส่วนผสมต่างๆ ใน
น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร แล้วเติมผงวุ้น 15 กรัม (1.5 เปอร์เซ็นต์) ปรับพีเอชให้ได้ 7.0 ดวย 1N 
NaOH ก่อนน าไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที รอจนเย็นลง (อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส) แล้วเทใส่จาน
อาหารที่ปราศจากเชื้อ ทิ้งไวใหแข็งแลวเก็บไวในตเูย็น 4 องศาเซลเซียส 

 
2. การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ 50X Tris-acetate-EDTA (TAE) สําหรับทําอิเล็กโตรโฟรีซิส 

(2 M Tris, 50 mM EDTA) 

Tris base 242  กรัม 

Glacial acetic acid 57.1  มิลลิลิตร 

0.5 M EDTA, pH 8.0 100  มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมต่างๆ ในน้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรให้ได้ 1 ,000 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่

อุณหภูมิห้อง 
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3. ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของสาร SYBR Green I ที่เหมาะสมต่อการตรวจวัดปฏิกิริยา 

LAMP แบบ Real-time 

การทดสอบหาความเข้มข้นของสาร SYBR Green I ที่ใช้ในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP 
แบบ Real-time เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการตรวจวัด เนื่องจากเครื่องเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมในสภาวะจริงที่ใช้นั้น คือเครื่อง Exicycler™ 96 Real-Time ซึ่งเป็นเครื่องตรวจวัดส าหรับ
เทคนิค Real-time PCR ดังนั้นจึงต้องมีการทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารเรืองแสงที่ใช้
ตรวจวัดปฏิกิริยา เพราะปฏิกิริยา LAMP เป็นปฏิกิริยาเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นได้อย่างรวดเร็ว 
และขนาดของดีเอ็นเอที่เพ่ิมจ านวนขึ้นเป็นโมเลกุลขนาดใหญ่ ดังนั้นความเข้มสีของสารเรืองแสงที่
เกิดขึ้นจะตรวจวัดได้มากกว่าดีเอ็นเอที่เพ่ิมจ านวนขึ้นด้วยเทคนิค PCR ดังนั้นจึงต้องทดสอบหาความ
เข้มข้นของสาร SYBR Green I ที่เหมาะสมในการตรวจวัดปฏิกิริยา LAMP และเหมาะสมกับ
ความสามารถในการตรวจวัดความเข้มสีของสารเรืองแสงของเครื่องที่ใช้ เมื่อทดสอบสาร SYBR 
Green I ที่เจือจางความเข้มข้น 1:100, 1:1,000 และ 1:10,000 ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตรในปฏิกิริยา 
LAMP พบว่าปฏิกิริยาที่มีสาร SYBR Green I เจือจางความเข้มข้น 1:100 เท่านั้นที่สามารถตรวจวัด
ปฏิกิริยา LAMP แบบ Real-time ได้ด้วยเครื่อง Exicycler™ 96 Real-Time ดังแสดงในรูปที่ ก.1 
เพราะเม่ือน ามาตรวจสอบด้วย 2% Agarose gel electrophoresis พบว่าในปฏิกิริยาผลบวกที่มีสาร 
SYBR Green I เจือจางความเข้มข้น 1:100, 1:1,000 และ 1:10,000 อยู่นั้นเกิดแถบลักษณะรูปแบบ
คล้ายขั้นบันไดขึ้น ดังแสดงในรูปที่ ก.2 แสดงให้เห็นว่ามีปฏิกิริยา LAMP เกิดขึ้นแต่ไม่สามารถ
ตรวจวัดปฏิกิริยาได้ด้วยสาร SYBR Green I เจือจางความเข้มข้น 1:1,000 และ 1:10,000 
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รูปที่ ก.1 แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่างระดับความเข้มสีของสารเรืองแสง (Fluorescence 
intensity) กับจ านวนรอบในการเกิดปฏิกิริยา (Cycles) ของปฏิกิริยา LAMP ที่สาร SYBR Green I 
เจือจางความเข้มข้น 1:100, 1:1,000 และ 1:10,000  และปฏิกิริยาผลลบ (ไม่มีดีเอ็นเอตั้งต้น)  
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รูปที่ ก.2 แสดงผลการตรวจวัดด้วย 2% Agarose gel electrophoresis ของปฏิกิริยา LAMP ที่มี
สาร SYBR Green I เจือจางความเข้มข้น 1:100, 1:1,000 และ 1:10,000: ช่อง M คือดีเอ็นเอ
มาตรฐานขนาด 100 คู่เบส, ช่อง 1 และ 2 คือปฏิกิริยาผลลบและผลบวกที่มีสาร SYBR Green I เจือ
จางความเข้มข้น 1:100, ช่อง 3 และ 4 คือปฏิกิริยาผลลบและผลบวกที่มีสาร SYBR Green I เจือจาง
ความเข้มข้น 1:1,000 และช่อง 5 และ 6 คือปฏิกิริยาผลลบและผลบวกที่มีสาร SYBR Green I เจือ
จางความเข้มข้น 1:10,000 ตามล าดับ 
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