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เทคนิคการเพิ่มขยายยีนถูกนำ�มาประยุกตใชกันอยางกวางขวาง

ในหองปฏิบัติการดานอณูชีววิทยา ทั้งดานงานวิจัยทางชีวโมเลกุล 

ดานการแพทย การวินิจฉัยโรคติดเชื้อ การพิสูจนหลักฐานทาง

นิติศาสตรและสิ่งแวดลอมเปนตน เทคนิคการเพิ่มขยายยีนที่รูจัก

กันแพรหลายคือ เทคนิค PCR (polymerase chain reaction) ที่

มีการใชในรูปแบบตางๆ เชน PCR- sequence specific primers 

(PCR-SSP), PCR-sequence specific oligoneucleotide probes 

(PCR-SSO), reverse transcription PCR (RT-PCR), nested 

PCR, multiplex PCR, real time PCR และ sequence base 

typing สำ�หรับในงานเวชศาสตรการบริการโลหิต เทคนิคการเพิ่ม

ขยายยีน ถูกนำ�มาใชในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสตับ

อักเสบ และเชื้อเอดสในเลือดผูบริจาค ที่เรารูจักในชื่อของ nucleic 

acid testing (NAT) หรือนำ�มาตรวจหายีน human leukocyte 

antigens (HLA) เพื่อคัดเลือกอวัยวะหรือสเต็มเซลลสำ�หรับการ

ปลูกถาย การตรวจหายีนแอนติเจนของเม็ดเลือดแดงอันไดแกเทคนิค 

PCR-SSP และ PCR-SSO micro bead arrays เปนตน

เทคนิค PCR ที่ใชเปนพื้นฐานทั่วไป จะใชเวลาในการตรวจ

สอบนานประมาณ 3-4 ชั่วโมงขึ้นไป ตองใชเครื่องมือเฉพาะที่มี

ความแมนยำ�สูงเชน เครื่อง PCR เครื่อง real time PCR ซึ่ง

มีราคาแพง นอกจากนี้บางเทคนิคยังมีขั้นตอนการตรวจสอบยีน

ที่เพิ่มไดโดยใชเครื่องมือเฉพาะ ทำ�ใหไมสามารถนำ�เทคโนโลยีนี้

ไปใชในหองปฏิบัติการขนาดเล็กๆ หรือใชในภาคสนามได1  ในป 

ค.ศ. 2000 ไดมีรายงานการพัฒนาวิธีเพิ่มขยายยีนดวยเทคนิค 

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ขึ้น

มาโดยนักวิจัยชาวญี่ปุนชื่อ Tsugunori Notomi และคณะ2 ซึ่ง

ไดชวยแกปญหาที่สำ�คัญของเทคนิค PCR คือไมตองใชเครื่อง 

PCR เนื่องจากปฏิกิริยาการเพิ่มขยายยีน สามารถเกิดที่อุณหภูมิ

เดียวคือประมาณ 60-65oซ. และตรวจสอบยีนที่เพิ่มจำ�นวนไดใน

ขั้นตอนเดียวกัน เทคนิคนี้จึงเหมาะกับประเทศที่กำ�ลังพัฒนา หรือ

หองปฏิบัติการเล็กๆ หรือสำ�หรับปฏิบัติการในภาคสนามไดดี

หลักการของเทคนิค LAMP2

โดยพื้นฐานของเทคนิค LAMP จะเพิ่มขยายยีนโดยใช 

primer จำ�นวน 4 เสน ที่สามารถตรวจสอบยีนที่มีความจำ�เพาะ

ถึง 6 ตำ�แหนงของยีนเปาหมาย การเพิ่มขยายยีนจะใชอุณหภูมิ

คงที่ และใชปฏิกิริยา strand displacement ของเอนไซม Bst 

DNA polymerase การตรวจสอบยีนที่เพิ่มขยายได สามารถทำ�

ในขั้นตอนเดียวไปพรอมๆ กันไมจำ�เปนตองใชเจลอิเลคโตรโฟลิ

ซิส ทั้งนี้เนื่องจากการเพิ่มขยายยีนในเทคนิค LAMP ทำ�ใหมีสาร 

pyrophosphate เปน by product สารดังกลาวสามารถจับกับ 

magnesium กลายเปน magnesium pyrophosphate ซึ่งจะ

ตกตะกอนเปนสีขาวสามารถเห็นไดดวยตาเปลา จะมีปริมาณมาก

หรือนอยขึ้นกับปริมาณการเพิ่มขยายยีนนั้นๆ

Primers ในเทคนิค LAMP

Primers ที่ใชมีจำ�นวน 4 เสนจะถูกออกแบบใหจำ�เพาะกับยีน

เปาหมาย ทั้ง 6 ตำ�แหนงคือตำ�แหนง F1, F2, F3, B1, B2 และ 

B3 ตามรูปที่ 1

การเพิ่มขยายยีนของเทคนิค LAMP

กลไกการทำ�งานของ LAMP ประกอบดวย 2 ขั้นตอนคือ

1.	 Starting structure producing step เพื่อสราง stem-

loop ทั้งสองขางของยีนเปาหมาย

2.	 Cycle amplification step เปนการเพิ่มขยายยีนจาก 

stem- loop โดยอาศัยการทำ�งานของ DNA polymerase 

with strand displacement activity

ขั้นตอน starting structure producing step(3)

ขั้นตอนที่ 1 ที่อุณหภูมิประมาณ 65oซ DNA สายคูจะอยูใน

สภาวะ dynamic equilibrium คือมีการจับกันแบบสายคู (double 

stranded DNA) และคลายบางสวนเปนสายเดี่ยว (single stranded 

บทความพิเศษ
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DNA) ตลอดเวลา  ทำ�ให FIP primer มีโอกาสเขาไป anneal กับ 

complementary sequence ของยีนเปาหมายได ดังรูปที่ 2A 

จากนั้น DNA polymerase with strand displacement จะเริ่ม

ทำ�งานเกิด displacing และแยกสายคูของดีเอ็นเอใหเปนสายเดี่ยว 

ขั้นตอนที่ 2  มีการสราง DNA สายใหมขึ้น (สายที่ 1) ดัง

รูปที่ 2B 

ขั้นตอนที่ 3  ตอมา F3 Primer (outer primer) จะเขาไป

จับ ดังรูปที่ 2C

ขั้นตอนที่ 4  F3 Primer เริ่มสราง DNA สายใหมโดยอาศัย

คุณสมบัติของ DNA polymerase with strand displacement 

ได DNA ลักษณะเหมือน template ดังรูปที่ 2D

ขั้นตอนที่ 5  ขณะเดียวกันจะปลดปลอยสายที่ 1 ออกมาเปน 

single strand ดังรูปที่ 2E

ขั้นตอนที่ 6  ทางดาน 5’ ของสายที่ 1 จะเปนสวนของ F1c 

(ปลายของ FIP) สามารถเขาจับกับ F1 สราง loop ขึ้นทางดาน 

Forward จากนั้น BIP primer จะเขาจับและสราง DNA สายที่ 

2 ขึ้นมา ดังรูปที่ 2F

ขั้นตอนที่ 7  ทำ�นองเดียวกัน B3 Primer จะเขาไปจับและ

เริ่มสราง DNA สายใหม ดังรูปที่ 2G

ขั้นตอนที่ 8  ขณะเดียวกันจะปลดปลอยสายที่ 2 ออกมาเปน 

single strand ขณะนี้ที่ปลายดาน forward จะเปน F1 ซึ่งจะสราง 

loop โดยจับกับ F1c ทำ�นองเดียวกันดาน backward จะเปน B1c 

ซึ่งจะสราง loop โดยจับกับ B1 ทำ�ใหได stem loop ที่มีรูปคลาย 

dumbbell shape เพื่อใชในขั้นตอน LAMP cycling ดังรูปที่ 2H 

ขั้นตอน cycle amplification step (รูปที่ 3)

สามารถเกิด cycle amplification step (8-11) ดานปลาย 

ของ loop forward กอน คือสามารถมี self primed strand 

displacement DNA synthesis สราง DNA จาก F1 ตอไป

เรื่อยๆ จนถึง B1c ขณะเดียวกัน FIP primer ก็สามารถ hybridize 

กับ F2c ที่ loop forward (9)และสราง DNA สายใหม ไดเปน 3 

copies (10) และมี stem loop แบบ dumbbell (11) ที่สามารถ

เกิด cycle amplification ดาน backward ขึ้นได (11) การ

ทำ�งานจะตอเนื่องกันตลอดเวลา วนเวียนกันอยู ทำ�ใหได target 

DNA ที่ยาวขึ้นหลายๆ copies ทำ�ใหอัตราการสราง DNA ยิ่งมาก

ขึ้น พบวาสามารถสรางได 109-1010 copies ภายในเวลา 15-60 

นาที ขั้นตอนตางๆ เหลานี้สามารถดูรูปแอนนิเมชั่นไดในเว็ปไซด 

http://looplamp.eiken.co.th.jp

วิธีการตรวจวัดยีนที่เพิ่มขยายขึ้น 

1.	 การดูความขุน4

สามารถดูผลของปฏิกิริยาจากตะกอนสีขาวของ magnesium 

pyrophosphate โดยนำ�หลอดทดสอบไปปนใหตกตะกอน ถาเกิด

การเพิ่มขยายยีน จะพบตะกอนสีขาวมากดังรูปที่ 4

2.	 การดูสีฟลูออเรสเซนต5

โดยใชสารฟลูออเรสเซนตเชน SYBR Green I เติมหลังจาก

เกิดปฏิกิริยา LAMP แลว ถามี product เกิดขึ้นจะเปลี่ยนสีตั้งตน 

(สีสม) ใหกลายเปนสีเขียวเมื่อดูภายใตแสง UV (302nm.) ดังรูป

ที่ 5 หรืออาจดูภายใตแสงธรรมชาติ วิธีนี้มีขอเสียคือตองเปดฝา

Figure 1  Schematic representation of primer design for LAMP technique3

1) Forward inner primer (FIP) consists of F1c-F2 region;   2) Forward outer primer (F3 Primer) consists of F3 region;

3) Backward inner primer (BIP) consists of B1c-B2 region;   4) Backward outer primer (B3 Primer) consists of B3 region
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Figure 2  Principle of LAMP technique: starting structure producing step (A-H)
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Figure 4  Detection of LAMP amplification by turbid-

ity. Left, without amplification product (negative) and 

right, with amplification product (positive).

Figure 5  Detection of LAMP amplification by fluores-

cence. Left, without amplification product (negative) 

and  right, with amplification product (positive).

Figure 3  Principle of LAMP technique: cycle amplification step8-11

ผลลบ ผลลบผลบวก ผลบวก
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Human

	 DNA	 Adenoviral keratoconjunctivitis

		  Human papillomavirus type 6, 11, 16 and 18 

		  Varicella-zoster virus 

		  Herpes simplex virus and varicella-zoster virus 

		  Cytomegalovirus 

		  Herpes simplex virus 

		  Human herpesvirus 6 

		  Human herpesvirus 7 

		  Human herpesvirus 8 

		  BK virus 

	 RNA	 Severe acute respiratory syndrome (SARS) coronavirus 

		  West Nile virus 

		  Japanese encephalitis virus 

		  Norovirus 

		  H5 avian influenza virus 

		  Chikungunya virus 

		  Dengue viruses (1,2,3 & 4) 

Animal

	 DNA	 Plum pox virus 

			   Newcastle disease virus 

	 RNA	 Canine distemper virus 

		  Canine parvovirus 

		  Foot-and-mouth disease virus 

		  Viral haemorrhagic septicaemia virus (VHS) 

Table 1  Applications of LAMP assay in various viral 

diseases1

หลอดทดสอบเพื่อเติมสารฟลูออเรสเซนต ทำ�ให product มีโอกาส

ฟุงกระจายสูง เกิด carry over ไดงาย จึงไดมีผูดัดแปลงใชสาร 

calcein แทน สารนี้สามารถเติมไดตั้งแตเริ่มตนการทดสอบ สาร 

calcein จะจับกับ magnesium ดังนั้นเมื่อมี product เกิดขึ้น จะ

มีสาร pyrophosphate เกิดขึ้นตาม สาร pyrophosphate จะแยง

จับกับ magnesium ทำ�ใหสาร calcein เปนอิสระจึงใหแสงฟลู

ออเรสเซนตออกมา

3.	 การใชเจลอิเลคโตรโฟลิซิส

สามารถนำ� product จากเทคนิค LAMP ไป run gel 

electrophoresis เพื่อดูยีนที่เพิ่มขยายได product ที่ไดจะให 

band หลายๆ ขนาด ตางจากปฏิกิริยาของ PCR product ทั่วไปที่

ใหเพียง 1 band ทั้งนี้เนื่องจากในขั้นตอน cycle amplification 

จะไดขนาดของดีเอ็นเอแตกตางกัน

ขอดีของเทคนิค LAMP(2)

1.	 มีประสิทธิภาพในการเพิ่มขยายยีนไดสูง ภายใตสภาวะ

เดียวกัน ที่อุณหภูมิประมาณ 60-65oซ มีความไวสูงในการตรวจ

จับ DNA สามารถตรวจจับ DNA จำ�นวนนอยๆ ไดถึง 6 copies 

ในการตรวจหาเชื้อไวรัส เทคนิค LAMP มีความไวมากกวาเทคนิค 

PCR ประมาณ 10-100 เทา6-8

2.	 LAMP มีความจำ�เพาะสูงเพราะตองใช specific sites 

ถึง 6 ตำ�แหนง โดยใช primers ถึง 4 เสน ดังนั้นจะชวยลด 

background จากการเพิ่มขยายยีนที่ไมจำ�เพาะได

3.	 เปนเทคนิคที่งายในการทดสอบ ถาสามารถสราง primer ที่

เหมาะสมได ใชเครื่องมือพื้นฐานทั่วๆ ไปเชน อางน้ำ�ควบคุมอุณหภูมิ 

หรือ heat block

4.	 การตรวจวัดผลการทดสอบงาย ไมยุงยาก และสามารถ

เลือกวิธีการตรวจวัดได ปจจุบันสามารถวัดแบบ real time ได9

5.	 สามารถใชรวมกับปฏิกิริยา reverse transcription ก็จะ

สามารถเพิ่มขยายยีน RNA ไดในประสิทธิภาพสูง

ขอดอยของเทคนิค LAMP

1.	 การออกแบบ primer จะคอนขางยุงยาก เพราะตองใหจำ�เพาะ

กับยีนเปาหมายถึง 6 ตำ�แหนง

2.	 ใช primer ในปริมาณที่มากกวาปรกติโดยเฉพาะ primer  

FIP และ BIP

การประยุกตใชงานของเทคนิค LAMP

เนื่องจากคุณสมบัติของเทคนิคที่งาย ใชเวลานอย ทำ�ใหเทคนิคนี้

ถูกนำ�ไปใชงานในดานตางๆ เชนใชในการตรวจหายีนของเชื้อเพื่อชวย

ในการวินิจฉัยโรค ในระยะแรกใชตรวจหาเชื้อที่สามารถติดตอไดทาง

ทางเดินอาหาร10 เชน Salmonella, Legionella, E.coli  เปนตน 

ตอมาถูกใชแพรหลายมากตั้งแตป 20031 ที่มีการระบาดของ West 

Nile และ SARS viruses  จากขอมูลที่ทำ�การรวบรวมโดย Parida 

M และคณะ ไดแสดงไวในตารางที่ 1 จะเห็นวาเทคนิค LAMP 

ถูกใชงานอยางมากในการตรวจจับไวรัส เนื่องจากการวินิจฉัยเชื้อ

ไวรัสสามารถทำ�ไดยาก ปจจุบันเทคนิค LAMP ถูกใชงานในการ

ตรวจหาการติดเชื้อที่ยังเปนปญหาทั่วไปในประเทศที่กำ�ลังพัฒนา

เชน เชื้อวัณโรค11 เชื้อมาเลเรีย12 เชื้อ HIV13

สำ�หรับในประเทศไทยเราเทคนิค LAMP ถูกนำ�มาใชงาน 

ทางดานตรวจจับเชื้อไวรัสตางๆ ที่กอโรคในสัตว เชน โรคไวรัสในกุง 

ไวรัสในหมูเปนตน มีการนำ�มาใชตรวจหาปาราสิตในคน เชนมาเลเรีย 

และตรวจหายีนอื่นๆ มากขึ้น สวนในดานเวชศาสตรการบริการโลหิต 

ผูเขียนเชื่อวาเทคนิค LAMP นี้สามารถนำ�ไปประยุกตใชไดเปน 

อยางดี ในการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับแอนติเจนของเม็ดเลือด
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แดง เม็ดเลือดขาว เกล็ดเลือด ตลอดจนการตรวจหาสารพันธุกรรม

ของเชื้อที่สามารถถายทอดทางเลือดได เนื่องจากใชเวลาสั้นและ

ไมตองใชเครื่องมือยุงยาก จึงนับวาเทคนิค LAMP เปนเทคนิค

ที่นาสนใจ นาติดตาม การประยุกตใชงานตางๆ ในอนาคตอันใกลนี้
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