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ในผู้ป่วยไทยที่เป็นมะเร็งปากมดลูกด้วยเทคนิค Loop-Mediated  

isothermal amplification
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บทคัดย่อ
	 การตดิเชือ้ Human papillomavirus (HPV) ชนดิเสีย่งสงูเป็นสาเหตสุ�ำคญัของการเกดิมะเรง็ปากมดลกู 

ในการศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจจ�ำแนกเชื้อ HPV ชนิดเสี่ยงสูงที่พบบ่อยในประเทศไทยคือ HPV type 58  

ด้วยเทคนคิ Loop-mediated isothermal amplification ซึง่เป็นเทคนคิในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอในหลอดทดลอง

ภายใต้สภาวะที่มีอุณหภูมิคงที่ ณ 63°C ซึ่งใช้เวลาเพียง 1 ชั่วโมงก็สามารถอ่านผลจากความขุ่นที่เกิดขึ้นได้ด้วย

ตาเปล่า ท�ำให้ไม่ต้องใช้เครื่องมือพิเศษ โดยใช้เพียง water bath เพื่อปรับอุณหภูมิก็เพียงพอ จากการศึกษาพบว่า 

เทคนิค LAMP มีความไวและความจ�ำเพาะต่อดีเอ็นเอเป้าหมายเทียบเท่าเทคนิค nested PCR ซึ่งสามารถตรวจ

พบในตัวอย่างที่มีดีเอ็นเอเป้าหมายต�ำ่ที่ 103 copiesได้ และเมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจหาเชื้อในผู้ป่วยมะเร็ง

ปากมดลูกพบว่าให้ผลสอดคล้องกันทุกราย จึงสรุปได้ว่าเทคนิคที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจหาเชื้อได้อย่างรวดเร็ว 

แม่นย�ำ ราคาเหมาะสม ลดแรงงาน ซึ่งสามารถพัฒนาเป็นเทคนิคส�ำหรับตรวจหาเชื้อ HPV ในห้องปฏิบัติการได้

ABSTRACT
	 Infection with high-risk human papillomavirus is a major risk factor for development of cervical cancer. 

In this study we developed LAMP technique for detection of HPV type 58 which is one of most prevalent type 

in Thailand. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a rapid method that can amplify nucleic acid 

under isothermal condition with high specificity and sensitivity. The reaction was incubated at 63 °C for 60 min  

and the amplified product can be visualized directly by naked eye. Therefore, simple equipment such as a regular 

water bath is enough to maintain the isothermal conditions. The sensitivity and specificity of this assay was shown 

to be equivalent to nested PCR that could amplify 103 copies of target DNA. The result of LAMP in clinical 

sample was found to be consistent with nested PCR. Due to its simplicity, rapidity and high sensitivity, LAMP 

might be used as the alternative technique for HPV detection in medical diagnostic laboratories.

ค�ำส�ำคัญ : ฮิวแมน ปาปิโลมาไวรัส มะเร็งปากมดลูก 
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บทน�ำ
	 มะเรง็ปากมดลกูเป็นมะเรง็ทีม่อีบุตักิารณ์สงู 

เป็นอันดับหนึ่งของมะเร็งในสตรีไทย (Vatanasapt  

et al. 2002; Parkin et al. 2005) จึงนับได้ว่าเป็น

ปัญหาสุขภาพที่ส�ำคัญของประเทศอย่างหนึ่ง สาเหตุ

ส�ำคัญของมะเร็งปากมดลูกคือการติดเชื้อ Human  

papillomavirus (HPV) ชนิดเสี่ยงสูงในบริเวณ 

อวยัวะเพศ หรอืบรเิวณปากมดลกู จากการศกึษาพบว่า

เชื้อ HPV ที่พบมากได้แก่ type 16, 18, 45, 52, 56 

และ 58 ซึ่งผลการศึกษาในตัวอย่าง DNA ของผู้ป่วย

พบว่า HPV type 58 เป็นชนดิทีพ่บมากในประเทศไทย 

รองจาก HPV type 16 และ 18 ข้อมูลรายงานวิจัย 

พบว่ามะเรง็ปากมดลกูมคีวามเกีย่วข้องกบัเชือ้ HPV ถงึ 

90-95% (Munoz, 2000) ซึ่งสอดคล้องกับรายงาน 

ในประเทศไทย (Sukviroch et al. 1994) ส�ำหรบักลไก

ของไวรัสที่เกี่ยวข้องกับการก่อให้เกิดมะเร็งมาจาก

โปรตีน E6 และ E7 ที่สร้างมาจากจีนของไวรัสในกลุ่ม 

high risk นั้นสามารถรบกวนการท�ำงานของโปรตีน 

p53 (Scheffiner et al. 1990) และ pRb (Weist et al. 

2002) ซึง่เป็นจนีต้านมะเรง็ (tumor suppressor gene) 

ที่ควบคุมวัฏจักรเซลล์ (cell cycle) และขบวนการตาย

ของเซลล์ (apoptosis) ภายในเซลล์ที่ติดเชื้อ

	 มะเร็งปากมดลูก เป็นมะเร็งที่สามารถรักษา

ให้หายได้แต่ต้องตรวจพบตั้งแต่ในระยะก่อนเป็นมะเร็ง  

หรือระยะก่อนลุกลามจึงจะได้ผลดีเกือบร้อยเปอร์เซ็นต์  

ซึ่งในปัจจุบันมีการรณรงค์ให้ตรวจมะเร็งปากมดลูก 

ด้วยเทคนิค Pap smear แต่อย่างไรก็ตามหากมีการ

ติดตามเฝ้าระวังการติดเชื้อ HPV ร่วมด้วย ก็จะเป็น 

การเฝ้าระวังการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้ในอนาคต  

และในรายที่ยังไม่พบการติดเชื้ออาจป้องกันได้ด้วย

การฉีดวัคซีน โดยทั่วไปการตรวจแยกชนิดของเชื้อ 

HPV นิยมใช้วิธีทางด้านพันธุศาสตร์โดยเทคนิค 

PCR อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้แม้จะเป็นที่นิยมและใช้

กันอย่างแพร่หลาย แต่ต้องท�ำ  PCR ด้วยเครื่องมือ

เฉพาะ มีหลายขั้นตอน ยุ่งยาก มีต้นทุนสูง และใช้

เวลานาน ต่อมาในปี คศ. 2000 Notomi และคณะ 

(Notomi et al. 2000) ได้พัฒนาเทคนิคเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยมีหลักการพื้นฐานคล้าย

กับการท�ำ  PCR ชื่อว่า Loop-Mediated isothermal 

amplification (LAMP) โดยเทคนิค LAMP นี้ม ี

ข้อแตกต่างจากการท�ำ  PCR อยู่ 4 ประการหลักคือ 

ประการทีห่นึง่ อาศยัการท�ำงานของเอนไซม์ Bst DNA 

polymerase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เสถียร และสามารถ

ท�ำงานได้ดทีีอ่ณุหภมูริะหว่าง 60-65 °C โดยท�ำหน้าที ่

แยก DNA สายคู ่เป็นสายเดีย่วได้ (strand displacement) 

โดยไม่ต้องใช้อุณหภูมิสูงเหมือนใน PCR นอกจากนี้ 

Bst DNA polymerase ยังสามารถเร่งการสังเคราะห ์

สายพอลิเมอร์ของ DNA (Polymeraseactivity)  

โดยเติม dNTP เข้าทางด้าน 3ʹ-OH ของสายที่ก�ำลัง

สร้าง พร้อมกับมี pyrophosphate ions (PPi) ถูกปล่อย

ออกมา จากนั้น PPi จะจับกับ magnesium ions ที่มี

อยู่ในสารละลาย กลายเป็นตะกอนสีขาวที่ไม่ละลาย

น�้ำที่เรียกว่า magnesium pyrophosphate (Mori  

et al. 2001) ท�ำให้การอ่าน และแปลผลง่าย เนื่องจาก

หากมีผลบวกจะพบความขุ่นเกิดขึ้นในหลอดทดลอง 

สามารถดูด้วยตาเปล่า ดังนั้นจากคุณสมบัติของ Bst 

DNA polymerase ทีก่ล่าวมาท�ำให้สามารถท�ำปฏกิริยิา

เพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมายได้ภายใต้อุณหภูมิเดียว 

เช่นที่ 63 oC ประการที่สอง คือ LAMP ต้องการ DNA 

สายเดี่ยวที่มีโครงสร้างคล้ายดัมเบล (dumbbell-

shaped DNA structures) เป็น DNA ต้นแบบ (DNA 

template) โดยโครงสร้างเหมือนดัมเบลได้เพราะมี 

loop ที่ปลายทั้งทางด้าน 3ʹ และ 5ʹ ซึ่งอาศัยการท�ำงาน

ร่วมกันระหว่าง Bst DNA polymerase และ primer  

ที่มีลักษณะเฉพาะ ประการที่สาม คือ ชุดของ primers  

โดย 1 ชุด มีจ�ำนวน 4 เส้น (รวมทั้งด้าน Forward 

และ Reverse) ซึ่งล�ำดับของนิวคลิโอไทด์ใน primer 

ต้องออกแบบอย่างจ�ำเพาะต่อจีนเป้าหมาย (target 

sequence) จ�ำนวน 6 บริเวณ โดย primer ประกอบ

ไปด้วย inner primers จ�ำนวน 2 เส้น (FIP และ BIP)  

ท�ำหน้าที่สร้าง loop และ outer primers จ�ำนวน 2 เส้น 

(F3 และ B3) ท�ำหน้าทีช่่วยให้เกดิ strand displacement  

สมบูรณ์ตลอดสาย ทั้งนี้ outer primer จะถูกใช้เพียงใน 

Initial step เท่านั้น และนอกจากนี้ยังพบว่า การเพิ่ม  

loop primers เข้าไปยังช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ 

เกิดปฏิกิริยาได้ดียิ่งขึ้น (Nagamine et al. 2002) 
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ประการที่สี่ คือ LAMP product มีหลากหลายขนาด

แตกต่างกัน หากน�ำมาท�ำ agarose gel electrophoresis 

จะพบเป็นแถบ ladder 

	 การเพิ่มจ�ำนวน DNA โดยเทคนิค LAMP  

มี 2 ขั้นตอนที่ส�ำคัญคือ 

	 ขั้นตอนเริ่มต้น (Initial step) เพื่อสร้าง 

dumbbell-shaped DNA structures เริ่มจาก Bst DNA 

polymerase ท�ำหน้าที่ strand displacement โดย inner 

primer จะจับกับ DNA เป้าหมาย แต่มีบางส่วนของ 

primer ในบริเวณปลาย 5ʹ เหลือ over hanging ไว้ซึ่ง

เป็นส่วนที่มีล�ำดับเบสคู่สมกับล�ำดับเบสของ DNA 

สายใหม่ที่จะสร้างขึ้น จึงสามารถโค้งมาจับท�ำให้เกิด

โครงสร้างแบบ loop ได้ที่ปลาย 5ʹ และในเวลาที่

ใกล้เคียงกัน DNA สายใหม่อีกสายก็ถูกสร้างขึ้นจาก 

template เส้นเดิมแต่มี outer primers เข้ามาจับโดยที่ 

DNA สายใหม่ที่สร้างจาก outer primer นี้จะแทนที่ 

และรีด dumbbell-shaped DNA structures ออกไป

จาก DNA template ท�ำให้สามารถเกิดโครงสร้างแบบ 

loop ได้ทีป่ลาย 3ʹ เกดิโครงสร้างคล้ายดมัเบล ซึง่ถกูใช้ 

เป็น DNA ต้นแบบในขั้นตอนการสังเคราะห์ และ

เพิ่มจ�ำนวน DNA ให้มีสายยาวแบบลูกโซ่ (cycling 

amplification step) ภายใต้สภาวะอุณหภูมิคงที่  

จงึเรยีกปฏกิริยิาการเพิม่จ�ำนวน DNA แบบนีว่้า loop-

mediated isothermal amplification ดังภาพที่ 1

ภาพที่ 1	ขั้นตอนการสร้าง Dumbbell-shaped DNA  

	 structures ใน initial step เพื่อใช้เป็น DNA  

	 template ในเทคนิค LAMP

	 2. 	 ขั้นตอนการเพิ่มจ�ำนวน DNA แบบ

หมุนเวียนต่อเนื่อง (cycling amplification step) โดย 

inner primer เข้าจับในบริเวณ loop และ Bst DNA 

polymerase เตมิ nucleotide ทีม่เีบสคูส่มทางด้านปลาย 

3ʹ ของ primer ได้ DNA สายใหม่ แล้ว DNA สายใหม่นี ้
จะถูกแทนที่ และถูกรีดออกเพื่อเป็น DNA template  

ต่อไปโดยปฏิกิริยาจะหมุนเวียนต่อเนื่องกันอยู่เช่นนี้ 

จนเกิดโมเลกุลที่เชื่อม ต่อกันยาวคล้ายลูกโซ่ หลาก

หลายขนาดแตกต่างกัน มีโครงสร้างคล้ายดอกกะหล�่ำ 

(cauliflower-like structure) ดังภาพที่  2 จนสามารถ

ดผูลบวกได้จากความขุน่ทีเ่กดิขึน้ในหลอดทดลองด้วย

ตาเปล่า ดงันัน้หากสามารถพฒันาเทคนคินีเ้พือ่ท�ำการ

ตรวจหาเชือ้ HPV ได้ กจ็ะสามารถตรวจพบเชือ้ได้อย่าง

จ�ำเพาะและมีความไวสูง อีกทั้งสะดวกรวดเร็ว และ 

ลดการสัมผัสกับสารเคมีที่เป็นพิษได้

ภาพที่ 2	ขัน้ตอนการเพิม่จ�ำนวนDNAแบบหมนุเวยีน 

	 ต่อเนื่อง (cycling amplification step) 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	 1.	 จัดตั้งเทคนิคการตรวจกรองหาเชื้อ  

HPV type 58 ด้วยวิธี Loop-Mediated isothermal 

amplification (LAMP)

	 2.	 ตรวจจ�ำแนกเชื้อHPVในตัวอย่างศึกษา

ด้วย วิธี Loop-Mediated isothermal amplification 

(LAMP)
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อุปกรณ์และวิธีการวิจัย
	 การออกแบบไพรเมอร์ (Primer) ส�ำหรับ 

LAMP

	 ออกแบบไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อจาก 

ส่วนของจีน E6/E7 ของ HPV type 58 (ตารางที่ 1)

ตารางที ่1 ล�ำดบัเบสของไพรเมอร์ส�ำหรบั HPV typing

Primer Primer sequence ( 5ʹà 3ʹ) Genome 

position

F3 ACATCCTGAACCAACTGACC 618-637

B3 GCTAGGGCACACAATGGTAC 855-836

FIP CTGTGGCCGGTTGTGCTTGT-

TGTGACAGCTCAGACGAGG

724-705/

658-676

BIP TACACTTGTGGCACCACGGTT-

CCCATAAGCAGCTGCTGTAG

751-772/

830-811

LF CCATCTGGCCCGTCCAA 704-688

LB GTGTATCAACAGTACAACAACCGAC 777-801

	 พลาสมิดที่มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอของ HPV  

type 58

	 พลาสมดิทีม่ ีHPV จโีนม ของเชือ้ type 58 จะใช้ 

เป็นแหล่งดเีอน็เอในการทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะสม 

ของการท�ำ LAMP และทดสอบความสามารถในการ 

ตรวจหาเชือ้ทัง้ด้านความจ�ำเพาะและความไวของเทคนคิ

	 ดเีอน็เอจากตวัอย่างผูป่้วยมะเรง็ปากมดลกู

	 ดีเอ็นเอจากชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก

จ�ำนวน 8 ราย โดยทกุรายผ่านการตรวจพบว่ามกีารตดิ

เชือ้ HPV ด้วยเทคนคิ nested PCR ตามวธิขีอง Sotlar K  

และคณะ (Sotlar et al. 2004) ซึง่ตวัอย่างทีใ่ห้ผลบวก

นี้จะถูกใช้ส�ำหรับทดสอบด้วยเทคนิค LAMP ต่อไป 

การศกึษานีไ้ด้รบัการรบัรองจรยิธรรมการวจิยัในมนษุย์

หมายเลข HE531211 จากคณะกรรมการจริยธรรม

วิจัยในมนุษย์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

	 การเตรียมดีเอ็นเอจากเซลล์ปากมดลูก

	 น�ำชิ้นเนื้อตัวอย่างมาเติม proteinase K  

solution (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl,  

10 mM EDTA, 0.1% SDS and 400 ug/ml  

proteinase K) 2 มล. แล้วบ่มไว้ที ่55°C ข้ามคนื จากนัน้

สกัด DNA โดยใช้ DNA column kit (GE Healthcare, 

UK) แล้วตรวจสอบคณุภาพของ DNA ทีไ่ด้ด้วยการวดั 

ความเข้ม ข้นของ DNA ที่ 260 nm ซึ่ง DNA ที่สกัด

ได้นี้จะใช้เป็นตัวอย่างส�ำหรับการตรวจหาเชื้อ HPV  

type 58 ด้วยเทคนิค nested PCR และ LAMP

	 การพัฒนาเทคนิคการตรวจด้วยเทคนิค 

LAMP

	 ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของปฏกิริยิา LAMP 

โดยใช้ พลาสมิดที่มีจีโนมของHPV type 58 น�ำไปเพิ่ม

จ�ำนวนในสภาวะที่เหมาะสม (optimal condition)  

ใน PCR tube โดยมีส่วนประกอบของสารที่เป็น final  

concentration คือ 0.2 µM Outer primer (F3, B3), 

1.6 µM Inner primer (FIP, BIP), 0.4 µM loop 

primer (Loop F and R), 1× thermopol buffer  

(20 mM Tris–HCl (pH 8.8), 10 mM KCl, 10 mM 

(NH
4
)

2
SO

4
, 0.1% Triton X-100), 6 mM MgSO

4
, 

400 µM dNTP, 0.5 M betaine, DNA ของตัวอย่าง 

ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ เติมน�้ำกลั่นปราศจากเชื้อ

ให้ solution mixture มปีรมิาตรสทุธเิป็น 25 ไมโครลติร 

จากนั้นน�ำ PCR tube ไปท�ำขั้นตอน denaturation เพื่อ

แยกสาย DNA จากสายคู่ให้เป็นสายเดี่ยวที่อุณหภูมิ 

95°C เป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลาน�ำออกมาแช ่

น�ำ้แขง็ทนัท ีแล้วเตมิ Bst polymerase (8.0U) ปรมิาตร 

1 ไมโครลิตร หลังจากนั้นน�ำส่วนผสมทั้งหมดไปท�ำ

ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 59, 61, 63 และ 65°C เป็นเวลา 

10, 20, 30, 40, 50 และ 60 นาที เพื่อทดสอบหา

อุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการท�ำปฏิกิริยา 

โดยแต่ละชุดการทดสอบจะหยุดปฏิกิริยาที่ 80°C  

เป็นเวลา 5 นาที 

	 ตรวจสอบผลที่ได้ด้วยตาเปล่า โดยเปรียบ

เทียบความขุ่นกับหลอดควบคุมและท�ำการวัดความ

ขุ่นโดยใช้ NanoDrop spectrophotometer (Thermo 

Scientific NanoDrop 2000, USA) เพือ่หาค่า Cut-off  

ในปฏกิริยิา LAMP ซึง่จะใช้ในการตรวจวดัในตวัอย่าง

ศึกษานอกจากนี้ยังท�ำการยืนยันผลที่ได้โดยการท�ำ 

electrophoresis ที่ 2% agarose gel
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	 ความไว (Sensitivity) และความจ�ำเพาะ 

(Specificity) ของเทคนิค LAMP 

	 หลังจากได้สภาวะที่เหมาะสมแล้ว ท�ำการ

เจือจาง พลาสมิดที่มีจีโนมของHPV type 58 ให้มี

จ�ำนวนตั้งแต ่105-100 copies แล้วน�ำไปเพิ่มจ�ำนวน

ในปฏิกิริยา LAMP 

	 การตรวจสอบความจ�ำเพาะของ LAMP 

primers ต่อดีเอ็นเอเป้าหมาย ท�ำโดยทดสอบต่อเชื้อ 

HPV ทั้งหมด 6 type คือ HPV type 16, 18, 45, 52, 

56 และ 58

	 การตรวจหาเชือ้ HPV type 58 ในตวัอย่าง

ผู้ป่วย

	 ตัวอย่างผู ้ป่วยจ�ำนวน 8 รายที่ทราบผล 

การตรวจหาเชื้อ HPV ด้วยเทคนิค nested PCR แล้ว 

จะถูกน�ำมาใช้เป็นตัวอย่างเพื่อทดสอบด้วยเทคนิค 

LAMP เพื่อเปรียบ เทียบผลที่ได้ต่อไป

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล
	 ผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของ

ปฏิกิริยา LAMP
	 ผลที่ ได ้จากการทดสอบหาอุณหภูมิที่ 
เหมาะสมในการท�ำปฏกิริยิา พบว่าอณุหภมูทิี่ 59, 61, 
63 และ 65°C ให้ผลแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย ดังนั้น
ในการศึกษานี้จึงใช้อุณหภูมิที่ 63°C เป็นอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการท�ำปฏิกิริยา (ภาพที่ 3)

	 ส�ำหรับเวลาที่ใช้ในการท�ำปฏิกิริยา LAMP 

พบว่าปฏิกิริยาเริ่มเกิดตั้งแต่นาทีที่ 20 โดยตรวจสอบ

ได้จากผลของ agarose gel electrophoresis แต่ส�ำหรับ

การตรวจสอบโดยดูความขุ่นนั้น สามารถตรวจพบได้

ตั้งแต่นาทีที่ 30 และเพิ่มขึ้นจนถึงนาทีที่ 60 ดังนั้น 

ในการศึกษานี้จึงได้ระยะเวลาที่เหมาะสมที่ 60 นาที 

(ภาพที่ 4)

ภาพที่ 3 	ผลการทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของ 

	 เทคนิค LAMP (3A) ผลจาก agarose gel  

	 electrophoresis (3B) ผลจากการดคูวามขุน่ 

	 ที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยา M: 100bp marker; N:  

	 negative control; 1-4: อุณหภูมิในการท�ำ 

	 ปฏกิริยิาที ่59, 61, 63 และ 65°C ตามล�ำดบั 

 

ภาพที่ 4	ผลการทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมใน 

	 การท�ำปฏิกิริยา LAMP (4A) ผลจาก  

	 agarose gel electrophoresis (4B) ผลจาก 

	 การดคูวามขุน่ทีเ่กดิขึน้ในปฏกิริยิา M: 100bp  

	 marker; N: negative control; 10-60:  

	 ระยะเวลาการท�ำปฏิกิริยาจาก 10-60 นาที  

	 ตามล�ำดับ 
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	 ผลด้านความไวของเทคนิค LAMP

	 ผลที่ได ้พบว่าเทคนิค LAMP สามารถ  

amplify เชือ้ได้ต�ำ่สดุที ่1000 copies ซึง่พบว่ามคีวามไว

เท่ากับเทคนิค nested PCR ดังแสดงในภาพที่ 5

 

ภาพที่ 5	ผลการเปรียบเทียบความไวในการตรวจหา 

	 เชือ้ HPV type 58 (5A) ความไวของเทคนคิ  

	 nested PCR (5B) ความไวของเทคนิค  

	 LAMP จาก agarose gel electrophoresis (5C)  

	 ความไวของเทคนิค LAMP จากการดู 

	 ความขุ่นที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยา M: 100bp  

	 marker; N: negative control; 1-6: ความ 

	 เข้มข้นของพลาสมิดจาก 105-100 copies  

	 ตามล�ำดับ 

	 ผลด้านความจ�ำเพาะของเทคนิค LAMP

	 จากผลที่ได้พบว่าเทคนิค LAMP สามารถ 

amplify เชื้อเป้าหมายได้อย่างจ�ำเพาะ ดังแสดงใน 

ภาพที่ 6

ภาพที่ 6	ผลการทดสอบความจ�ำเพาะของเทคนิค  

	 LAMP ต่อเชื้อ HPV type 58 (6A) ผลจาก  

	 agarose gel electrophoresis (6B) ผลจาก 

	 การดคูวามขุน่ทีเ่กดิขึน้ในปฏกิริยิา M: 100bp  

	 marker; N: negative control; 16: HPV-16;  

	 18: HPV-18; 45: HPV-45, 52: HPV-52;  

	 56: HPV-56 และ 58: HPV-58

	 ผลการตรวจหาเชือ้ HPV ในตวัอย่างผูป่้วย 

	 จากการตรวจหาเชือ้ในผูป่้วยมะเรง็ปากมดลกู 

จ�ำนวน 8 ราย โดยเปรียบเทียบระหว่างเทคนคิ LAMP 

กับ เทคนิค nested PCR พบว่าให้ผลสอดคล้องกัน 

ทุกราย ทั้งผลที่ได้จากการดูความขุ ่นด้วยตาเปล่า  

และการวัดด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer  

ที ่400 nm (ค่า cut-off อยูท่ี ่0.003) และ ผลทีไ่ด้จาก 

การตรวจด้วย 2% agarose gel ดังแสดงในตารางที่ 2 

และภาพที่ 7

ตารางที่ 2	 อัตราการพบเชื้อ HPV type 58 ใน 

	 ตัวอย่าง ผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก

HPV typing by 

nested PCR

LAMP result

Turbidity gel electrophoresis

58

(n = 8)

+ - + -

8 0 8 0
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สรุปผลการวิจัย
	 เทคนิคที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจหาเชื้อได้

อย่างรวดเรว็ แม่นย�ำ มคีวามจ�ำเพาะสงู ราคาเหมาะสม  

ลดแรงงาน และลดการสัมผัสกับสารเคมีที่เป็นพิษ 

เช่น ethidium bromide และแสงUV ที่ใช้ท�ำ  gel  

electrophoresis ในวิธี conventional PCR ซึ่งสามารถ

น�ำไปพัฒนาใช้เป็นเทคนิคในการตรวจหาเชื้อ HPV 

ในห้องปฏิบัติการได้
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ภาพที่ 7	ผลการตรวจหาเชื้อ HPV type 58ในตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก (7A) ผลการตรวจหาเชื้อ HPV  

	 type 58 ด้วยเทคนคิ nested PCR (7B) ผลการตรวจหาเชือ้ HPV type 58 ด้วยเทคนคิ LAMP (agarose  

	 gel electrophoresis) (7C) ผลจากการดูความขุ่นที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยาด้วยตาเปล่าและตรวจวัดโดยใช้  

	 NanoDrop spectrophotometer ที ่400 nm M: 100bp marker; N: negative control; P: Positive control;  

	 1-8: ล�ำดับตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก
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