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ผลการวจัิย 

 
 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค Loop-Mediated Isothermal Amplification 

(LAMP) จากตัวอย่างฟันที่ถูกเผา 

จากการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง Amelogenin Y ในตวัอย่างฟันโดยใช้
เทคนิคแลมป์พบวา่อุณหภูมิการแช่อบ ท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง 
Amelogenin Y คือ แช่อบท่ี 63 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาท่ี 80 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที และความเขม้ขน้ของสารเคมีในสารละลายท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่ม
ปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง Amelogenin Y ปรากฎดงัตารางท่ี 2 

ตาราง 2 ความเขม้ขน้ของสารเคมีท่ีใชใ้นปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์ ต่อ ปฏิกิริยา 
Chemical Concentrate / tube (25 µl) 

H20 

10X Buffer 

Betaine 

dNTPs 

Primer Mixs 

 

Bst DNA polymerase 

Template 

- 

1X 

0.8 M 

0.4 mM each 

FIP&BIP 1.6 µM each 

F3&B3 0.2 µM each 

0.32 U/ µl 

- 

การศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิค Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ผู้

ศึกษาไดใ้ชต้วัอยา่งสารพนัธุกรรมท่ีสกดัจากฟันดว้ยวธีิ Phenol chloroform extraction มาท า

การเพิ่มปริมาณตรงส่วนของยนี Amelogenin Y จากกลุ่มตวัอยา่ง 20 คน แบ่งเป็นชาย 10 คน 

หญิง 10 คน แบ่งเป็นสองกลุ่ม กลุ่มละ 10 ตวัอยา่ง มีทั้งสองเพศจ านวนเท่าๆกนั เพศละ 5 ตวัอยา่ง 

ตวัอยา่งกลุ่มท่ีหน่ึง ถูกน าไปเผาดว้ยเตาถ่าน ส่วนอีกกลุ่มถูกเผาดว้ยเตาแก๊ส ตวัอยา่งถูกน าไปเพิ่ม

ปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค LAMP แลว้ตรวจวเิคราะห์ LAMP product ดว้ยอะคริลามายด์

เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ผลการทดลองไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 3 และ 4 และลกัษณะแถบดีเอ็นเอท่ีเกิด

จากการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมโดยเทคนิคแลมป์ท่ีไดท้  าการตรวจสอบดว้ยอะคริลามายด์

เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ไดแ้สดงไวด้งัภาพ 10 และ 11 
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ภาพ 10 ผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมโดยเทคนิค Loop Mediated Isothermal  

             Amplification (LAMP) จากตวัอยา่งฟันท่ีถูกเผาดว้ยเตาถ่าน 

                ช่องที่ 1 คือ 100 bp ladder 
 ช่องที่ 2 คือ ตวัควบคุมผลบวก (ตวัอยา่งเลือด) 
 ช่องที่ 3 คือ ตวัควบคุมผลบวก (ตวัอยา่งฟัน) 
 ช่องที่ 4 คือ ตวัควบคุมผลลบ ( H2O ) 
 ช่องที ่ 5-9 คือ ตวัอยา่งฟันเพศชายท่ีใหผ้ลบวก (Smear pattern) 
 ช่องที่ 10 คือ ตวัควบคุมผลลบ (ฟันเพศหญิงท่ีถูกเผาดว้ยเตาถ่าน) 
 ช่องที่ 11-14 คือ ตวัอยา่งฟันเพศหญิงท่ีใหผ้ลลบ 
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ตาราง 3 ผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมโดยเทคนิค Loop-Mediated Isothermal  

 Amplification (LAMP) จากตวัอยา่งฟันท่ีถูกเผาดว้ยเตาถ่าน 

Sample NO. Test  Sample Code Sample Sex 

1 P M -01 M 

2 P M -02 M 

3 P M -03 M 

4 P M -04 M 

5 P M -05 M 

6 N F -01 F 

7 N F -02 F 

8 N F -03 F 

9 N F -04 F 

10 N F -05 F 

 
หมายเหตุ  

P คือ Positive หมายถึง ตรวจพบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
 N คือ Negative หมายถึง ตรวจไม่พบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  
 M คือ Male (เพศชาย) 

F  คือ Female (เพศหญิง) 
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ภาพ 11 ผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมโดยเทคนิค Loop-Mediated Isothermal  

         Amplification (LAMP) จากตวัอยา่งฟันท่ีถูกเผาดว้ยเตาแก๊ส 

                ช่องที่ 1 คือ 100 bp ladder 
 ช่องที่ 2 คือ ตวัควบคุมผลบวก (ตวัอยา่งเลือด) 
 ช่องที่ 3 คือ ตวัควบคุมผลบวก (ตวัอยา่งฟัน) 
 ช่องที่ 4 คือ ตวัควบคุมผลลบ ( H2O ) 
 ช่องที ่ 5 และ 8 คือ ตวัอยา่งฟันเพศชายท่ีใหผ้ลลบ 
 ช่องที่ 6 และ7 คือ ตวัอยา่งฟันเพศชายท่ีใหผ้ลบวกโดยพบแถบ DNA ปรากฏใหเ้ห็น 

           (Arrow) 
ช่องที ่9 คือ ตวัอยา่งฟันเพศชายท่ีใหผ้ลบวก (Smear pattern) 
 ช่องที่ 10 คือ ตวัควบคุมผลลบ (ฟันเพศหญิงท่ีถูกเผาดว้ยเตาแก๊ส) 
ช่องที่ 11 คือ ตวัอยา่งฟันเพศหญิงท่ีใหผ้ลลบ 
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ตาราง 4 ผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมโดยเทคนิค Loop-Mediated Isothermal  

Amplification จากตวัอยา่งฟันท่ีถูกเผาดว้ยเตาแก๊ส 

Sample NO. Test  Sample Code Sample Sex 

11 N M -06 M 

12 P M -07 M 

13 P M -08 M 

14 N M -09 M 

15 P M -10 M 

16 N F -06 F 

17 N F -07 F 

18 N F -08 F 

19 N F -09 F 

20 N F -10 F 

 
หมายเหตุ  

P คือ Positive หมายถึง ตรวจพบการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
 N คือ Negative หมายถึง ตรวจไม่พบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  
 M คือ Male (เพศชาย) 

F  คือ Female (เพศหญิง) 
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ตาราง 5 เปรียบเทียบผลการระบุเพศในตวัอยา่งฟันท่ีถูกเผาดว้ยเทคนิคแลมป์ 

Sex determination 

result 

Sample Sex 

Total Male Female 

Positive 8 0 8 

Negative 2 10 12 

Total 10 10 20 

 
 จาก ตาราง 5 เปรียบเทียบผลการทดสอบการระบุเพศในตวัอยา่งฟันท่ีถูกเผาจ านวนทั้งหมด 
20 ตวัอย่าง โดยใช้เทคนิคแลมป์แสดงให้เห็นว่า ผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง 
Amelogenin Y ในตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีเป็นเพศชายทั้งหมด 10 ตวัอยา่ง ให้ผลบวก 8 ตวัอยา่ง เป็น
แบบ Smear และให้ผลลบ 2 ตวัอย่าง ส าหรับผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง 
Amelogenin Y ในตวัอยา่งดีเอน็เอเพศหญิงจ านวน 10 ตวัอยา่ง ใหผ้ลลบทั้ง 10 ตวัอยา่ง 
 
 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคแลมป์สามารถค านวณค่า Performance 
Characteristics และ ทดสอบสมมติฐานดว้ยไคสแควร์ (Chi-Square) ไดด้งัน้ี 
 

ค่า Performance Characteristics 
Sensitivity (ความไวของการทดสอบ) 
 คือ โอกาสท่ีการทดสอบ Amelogenin Y gene ในเพศชาย จะไดผ้ลบวก (Positive) 
  = 8  10 = 0.8 = 80 % 

Specificity (ความจ าเพาะของการทดสอบ) 
 คือ โอกาสท่ีการทดสอบ Amelogenin Y gene ในเพศหญิง จะไดผ้ลลบ (Negative) 
  = 10  10 = 1 = 100% 

False Negative Rate (อตัราผลลบเทจ็) 
 คือ โอกาสท่ีการทดสอบ Amelogenin Y gene ในเพศชาย จะไดผ้ลลบ (Negative) 
  = 2 10 = 0.2 = 20% 

False Positive Rate (อตัราผลบวกเทจ็) 
 คือ โอกาสท่ีการทดสอบ Amelogenin Y gene ในเพศหญิง จะไดผ้ลบวก (Positive) 
  = 0 10 = 0 = 0% 
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Predictive Value Positive 

 คือ โอกาสท่ีผูไ้ดผ้ลตรวจบวก (Positive) จะเป็นเพศชาย 
  = 8 8 = 1 = 100% 

Predictive Value Negative 

 คือ โอกาสท่ีผูไ้ดผ้ลตรวจลบ (Negative) จะไม่ใช่เพศชาย 
  = 10  12 = 0.83 = 83% 

 
ทดสอบสมมติฐานดว้ยไคสแควร์ 

 จากสมมติฐาน 
  H0 = เทคนิคแลมป์สามารถตรวจหาปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง Amelogenin Y ใน
เพศชาย และเพศหญิงไดผ้ลไม่แตกต่างกนั 
  H1 = เทคนิคแลมป์สามารถตรวจหาปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง Amelogenin Y ใน
เพศชาย และเพศหญิงไดผ้ลแตกต่างกนั 

 เขียนเป็นสมมติฐานทางสถิติไดด้งัน้ี 
H0:  

H1:  

ก าหนดค่า  = 0.01 

df = (r-1)(c-1) โดยท่ี r = จ านวนแถวในตาราง และ c = จ านวนคอลมัน์ในตาราง 
 df = (2-1)(2-1) = 1 

ค่าไคสแควร์จากตาราง (ดูในภาคผนวก ฉ) ท่ีระดบันยัส าคญั 0.01, df = 1 = 6.635  

หาค่าตวัแปรส าหรับการทดสอบไคสแควร์แสดงไวใ้นตาราง 6 

ตาราง 6 ตารางค่าตวัแปรค านวณ Chi-square 
 

O  

 

 
 

8 4 16 4 

0 4 16 4 

2 6 16 2.67 

10 6 16 2.67 

- - - 13.34 
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เม่ือ  R = ผลค่าความถ่ีในแถว   O = ค่า Observation ไดจ้ากตาราง 

C = ผลค่าความถ่ีในคอลมัน์  E = ค่า Expectation ไดจ้ากการค านวณ 
      N= ผลรวมค่าความถ่ีทั้งหมด   

ค านวณค่า χ2 จากสูตร  χ2  =           

                                                           E =  

มีขอ้มูลทั้งหมด 4 ค่าดงัน้ี 

1. O = 8, R = 8, C = 10, E =     = 4 

2. O = 0, R = 8, C = 10, E =     = 4 

3. O = 2, R = 12, C = 10, E =      = 6 

4. O = 10, R = 12, C = 10, E =     = 6 

χ2   =    +  +   +  

 
        =   4 + 4 + 2.67 + 2.67   =   13.34 

 
  จากค่าไคสแควร์ท่ีเปิดไดจ้ากตารางเท่ากบั 6.635 และค่าไคสแควร์ท่ีค านวณไดเ้ท่ากบั 
13.34 ซ่ึงมากกวา่ค่าไคสแควร์ท่ีเปิดไดจ้ากตาราง จึงสรุปไดว้า่ ปฏิเสธ H0 ยอมรับ H1 นัน่คือ 
เทคนิคแลมป์สามารถตรวจหาปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง Amelogenin Y ในเพศชาย และ
เพศหญิงไดผ้ลแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั 

  
 


