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อภิปรายผลการวจัิย 

 

        งานวจิยัน้ีมีจุดประสงคเ์พื่อการศึกษาประสิทธิภาพ ของเทคนิค Loop-Mediated Isothermal 

Amplification (LAMP) มาท าการทดสอบตรวจหายีน Amelogenin Y จากตวัอยา่งรากฟัน
จ านวน 20 ตวัอยา่ง แบ่งเป็นสองกลุ่ม กลุ่มละ 10 ตวัอยา่ง ซ่ึงประกอบดว้ย ฟันเพศชาย 5 ตวัอยา่ง 
และเพศหญิง 5 ตวัอยา่ง โดยกลุ่มแรกถูกเผาดว้ยเตาถ่านเป็นระยะเวลา 30 นาที ส่วนกลุ่มท่ีสองถูก
เผาดว้ยเตาแก๊สเป็นระยะเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นน าตวัอยา่งฟันไปสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธี Phenol 

chloroform extraction จากนั้นเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง Amelogenin Y ดว้ย
เทคนิค LAMP และดูผลการทดสอบดว้ยอะคริลามายดเ์จลอิเล็กโตรโฟรีซิส 

 ฟันท่ีเผาดว้ยเตาถ่านไมค้าดวา่จะอยู่ในช่วงอุณหภูมิ < 400 องศาเซลเซียส (กรมควบคุม
มลพิษ, 2552) ส่วนฟันท่ีเผาดว้ยเตาแก๊สจะไดรั้บความร้อนท่ีสูงมากกวา่ถ่านไมอ้ยูท่ี่ประมาณ 400 

องศาเซลเซียส ข้ึนไปจนถึงระดบั 1500 องศาเซลเซียส (กรมธุกิจพลงังาน, 2551) 
จากการทดลองพบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง 

Amelogenin Y คือ แช่อบท่ี 63 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที แลว้หยุดปฏิกิริยา (Inactivate) ท่ี 80 

องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เน่ืองจากเวลาท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมท่ี
ต าแหน่ง Amelogenin Y จากตวัอยา่งฟันนั้นสามารถเพิ่มไดดี้ท่ีเวลา 65-75 นาที (Nogami et 

al., 2008) จึงใชเ้วลา 90 นาที เพื่อเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมใหม้ากพอท่ีสามารถตรวจสอบได ้
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ภาพ 12 ผลการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในส่วนของยนี Amelogenin Y ของเทคนิคแลมป์     

จากตวัอยา่งฟัน (Nogami et al., 2008) 
 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคแลมป์ พบวา่ตวัอยา่งน ้ าสกดัดีเอ็นเอเพศชาย 10 
ตวัอย่าง เม่ือทดสอบแลว้ไดผ้ลบวก (Positive) 8 ตวัอย่าง โดยให้ผลแบบ smear ซ่ึงผูศึ้กษาได้
ตั้ งสมมติฐานว่า อาจเกิดจากการท่ีมีปริมาณของดีเอ็นเอน้อยเกินไป และจากการศึกษาพบว่า 
ตวัอยา่งท่ีเป็นผลบวก ก็สามารถให้ผลท่ีเป็น smear ไดเ้ช่นกนั เน่ืองจากขอ้สมมติฐานดงักล่าวตรง
กบังานวิจยัของ Zhang et al. โดยเม่ือท าการศึกษาแลว้พบวา่ การท่ีผลิตผลของเทคนิคแลมป์ไม่
เพียงพออาจท าใหเ้กิดแถบดีเอน็เอท่ีไม่จ  าเพาะ หรือการให้ผลแบบ smear ข้ึนมาได ้(Zhang et al., 

2009) ซ่ึงวิธีแก้ไขนั้นสามารถท าได้โดยการใช้ loop primer ซ่ึงจากการทดลองศึกษาของ 
Nagamine et al. พบวา่ การใช ้loop primer สามารถช่วยลดอตัราการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีไม่
จ  าเพาะ หรือการเกิดผลแบบ smearได ้(Nagamine et al., 2002) 

ส าหรับตวัอย่างดีเอ็นเอเพศชายท่ีให้ผลลบมีโอกาสเกิดได้จากสามกรณีด้วยกนั คือ กรณี
แรกสามารถเกิดไดจ้าก ปริมาณดีเอน็เอท่ีอยูใ่นฟันท่ีน ามาใชเ้ป็นตวัอยา่งมีนอ้ยอยูแ่ลว้ซ่ึงโครงสร้าง
และปริมาณสารเคมี รวมไปถึงปริมาณดีเอ็นเอท่ีอยู่ในฟันของมนุษยแ์ต่ละคนมีมากน้อยไม่เท่ากนั
(Alvares et al., 1996)  กรณีท่ีสอง อาจเกิดจากปริมาณสารดีเอ็นเอนั้นถูกท าลายไปมากเกินกวา่ท่ี
จะสามารถท าการตรวจวดั หรือถูกท าลายไปจนหมดจากความร้อนสูง โดยพบวา่ ตวัอยา่งท่ีเผาดว้ย
เตาถ่านสามารถตรวจปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง Amelogenin Y ได้ทั้งห้าตวัอย่าง แต่
ตวัอยา่งฟันท่ีถูกเผาโดยเตาแก๊สสามารถตรวจพบไดส้ามตวัอยา่ง และการท่ีตวัอยา่งฟันนั้นถูกเผาท่ี
อุณหภูมิสูงเกินไปนั้น ท าใหดี้เอน็เอถูกท าลายไปมากจนไม่สามารถตรวจพบได ้(Williams et al., 

2004) และกรณีท่ีสามเกิดไดจ้ากความสามารถในการสกดัสารดีเอ็นเอจากตวัอยา่ง รวมไปถึงความ
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บริสุทธ์ิของตวัอยา่งฟันท่ีถูกเผา โดยงานวิจยัของ Deguo et al. ไดก้ล่าววา่ วิธีการสกดัมีผลต่อการ
เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมของเทคนิคแลมป์ เน่ืองจากการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค
แลมป์จะมีประสิทธิภาพก็ต่อเม่ือใชดี้เอ็นเอแม่แบบท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง และ Deguo ไดอ้ธิบายว่า 
ตวัรบกวนซ่ึงอาจจะเป็น สารอินทรีย(์Organic) หรือ สารอนินทรีย(์Inorganic substance) เช่น 
สารลดแรงตึงผิว(Detergents), ยาปฏิชีวนะ(Antibiotics), สารประกอบฟีนอล(Phenolic 

compounds), เอนไซม(์Enzymes), กลุ่มแป้งหรือเซลลูโลส(Polysaccharides), ไขมนั(Fats), 

โปรตีน(Proteins) และ เกลือ(Salts) ซ่ึงอาจไปยบัย ั้งปฏิกิริยาของเทคนิคแลมป์ได ้รวมถึงไปมีผล
โดยออ้มต่อการท างานของไพรเมอร์ (Deguo et al., 2008)  

โดยในการทดลองนั้นเร่ิมแรกไดท้  าการตรวจดูในเจล Agarose แต่ปรากฏวา่แถบดีเอ็นเอ
ของตวัอยา่งไม่ชดัเจน บางตวัอยา่งไม่สามารถมองเห็นไดใ้นเจล Agarose ดงันั้นจึงท าการตรวจผล
โดยใชเ้จล Acrylamide ซ่ึงเป็นวธีิท่ีมีความไวมากกวา่เจล Agarose  

เม่ือเปรียบเทียบงานวิจยัช้ินน้ีท่ีใชเ้ทคนิคแลมป์เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมจากฟันท่ีถูกเผา
กบัการทดลองของ Williams et al. ซ่ีงใชเ้ทคนิค PCR ในการตรวจสอบระบุเพศจากฟันท่ีถูกเผา 
พบวา่เม่ือใช ้Primer Amel จะไม่สามารถตรวจระบุเพศได ้แต่ถา้ใช้ Primer SUL I/II พบว่า 
สามารถตรวจสอบเพศไดถู้กตอ้งเม่ือฟันถูกเผาท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 200 องศาเซลเซียสเท่านั้น โดย
ตวัอย่างฟันเพศชายท่ีถูกเผาท่ีอุณหภูมิต ่าว่า 400 องศาเซลเซียส สามารถตรวจระบุเพศได้ 15 
ตวัอยา่ง จาก 38 ตวัอยา่งหรือคิดเป็น 39.5% ซ่ึงไดผ้ลต่างจากงานวิจยัช้ินน้ีท่ีสามารถตรวจระบุเพศ
ชายจากฟันท่ีถูกเผาด้วยเตาถ่าน (อุณหภูมิ < 400 องศาเซลเซียส)ไดถู้กตอ้ง 100% อีกทั้งยงั
สามารถตรวจสอบระบุเพศชายจากตวัอยา่งฟันท่ีถูกเผาดว้ยเตาแก๊ส(อุณหภูมิระหว่าง 400-1,500 

องศาเซลเซียส) ได ้3 ตวัอยา่งจาก 5 ตวัอยา่งหรือคิดเป็น 60% ซ่ึงการทดลองของ Williams et al. 
ไม่สามารถตรวจสอบระบุเพศชายได ้

จากการค านวณค่า Performance Characteristics ของการทดสอบเทคนิคพบว่า 
Sensitivity ของการทดสอบเท่ากบั 80 % แสดงให้เห็นวา่เทคนิคแลมป์นั้นมีความไวค่อนขา้งสูง, 
Specificity ของการทดสอบเท่ากบั 100% โดย Specificity จะมากหรือน้อยนั้น ข้ึนกบั
ประสิทธิภาพของไพรเมอร์ข้ึนอยู่กบัว่ามีการออกแบบไพรเมอร์ได้จ  าเพาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมาย
ไดม้ากนอ้ยเพียงใด, False negative rate ของการทดสอบเท่ากบั 20% เป็นค่าท่ีแสดงถึงโอกาสท่ี
จะเกิดกรณีท่ีตวัอย่างผลบวก (Positive) จะให้ผลเป็นผลลบ (Negative) นั้นมีค่าท่ีค่อนขา้งน้อย 
ซ่ึงค่าท่ีไดน้ั้นข้ึนกบัปริมาณดีเอน็เอของตวัอยา่ง และวธีิการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งดงักล่าวมาแลว้ 
False positive rate ของการทดสอบเท่ากบั 0% ซ่ึงเห็นไดว้า่ ไม่มีโอกาสท่ีจะพบกรณีท่ีตวัอยา่ง
ผลลบ (Negative) จะให้ผลเป็นผลบวก (Positive) เลยนัน่เอง, Predictive value positive ของ
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การทดสอบเท่ากบั 100% แสดงให้เห็นว่า โอกาสท่ีการตรวจท่ีเป็นผลบวก (Positive) จะเป็น
ตวัอยา่งท่ีเป็นผลบวก (Positive) จริง อยูถึ่ง 100% แสดงให้เห็นถึงความถูกตอ้งในการตรวจหา 
Amelogenin Y ไดเ้ป็นอยา่งดี และ Predictive value negative ของการทดสอบเท่ากบั 83% 

แสดงให้เ ห็นว่า  โอกาสท่ีการตรวจท่ีเป็นผลลบ (Negative) จะเป็นตัวอย่างท่ี เป็นผลลบ 
(Negative) จริง อยูท่ี่ 83 ราย จาก 100 ราย นอกจากน้ีเม่ือท าการทดสอบสมมติฐานดว้ยไคสแควร์
แลว้พบวา่ ค่าไคสแควร์ท่ีค านวณไดเ้ท่ากบั 13.34 ซ่ึงมากกวา่ค่าไคสแควร์ท่ีเปิดไดจ้ากตาราง แสดง
วา่เทคนิคแลมป์สามารถตรวจปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง Amelogenin Y ในเพศชาย และ
เพศหญิงไดผ้ลแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั ซ่ึงเป็นการแสดงใหเ้ห็นวา่ เทคนิคแลมป์มีประสิทธิภาพ
ในการตรวจระบุแยกเพศชายออกจากเพศหญิง 

 


