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บทความต้นฉบับ

การประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP เพื่อเพิ่มความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อ 

และแพะพื้นเมืองไทย 
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บทคัดย่อ วัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อ และแพะพื้นเมืองไทยโดยประยุกต์ใช้ 

ปฏิกิริยา LAMP โดยเก็บรังไข่โคและแพะ นำมาเจาะดูดโอโอไซต์จากฟอลลิเคิล ประเมินอัตราการเก็บโอโอไซต์และ 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา เพาะเลี้ยงใน TCM-199 ที่ 38.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง กระทั่งได้โอโอไซต์ที่

เจริญพร้อมปฏิสนธิ ทำการปฏิสนธิและเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ประเมินอัตรา

การปฏิสนธิ จากนั้นเพาะเลี้ยงตัวอ่อนต่อไปอีกจนถึงระยะมอรูล่า ทำการแช่แข็งตัวอ่อน และเก็บตัวอ่อนที่อุณหภูมิ 

-196 องศาเซลเซียส เพื่อรอการคัดเพศ สุ่มตัวอย่างตัวอ่อนโคจำนวน 35 ตัวอย่าง และตัวอ่อนแพะ 18 ตัวอย่าง 

เพื่อสกัด DNA และเพิ่มจำนวนโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) เก็บ 

ตัวอย่าง DNA ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แล้วนำมาคัดเพศโดยวิธี LAMP โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่มการทดลอง 

ได้แก่ กลุ่มควบคุม LAMP กลุ่ม LAMP เสริมด้วย ethidium bromide (EB) ที่ความเข้มข้น 1 mM และกลุ่ม 

LAMP เสริมด้วย CuSO4 (CS) ที่ความเข้มข้น 1 M ผลการศึกษาพบว่า การคัดเพศในโคโดยการเสริม EB 

(100.0%) ให้ผลดีกว่าการเสริมด้วย CS (74.3%) และกลุ่มควบคุม (57.2%)(P<0.01) ความแม่นยำในโคโดยการ 

เสริม EB (42.5%) สูงที่สุด รองลงมา คือ การเสริม CS (35.0%) และกลุ่มควบคุม (22.5%)(P>0.05) การคัดเพศใน 

แพะโดยการเสริม EB (77.9%) สูงที่สุด รองลงมา คือ การเสริม CS (61.1%) และกลุ่มควบคุม (38.9%)(P>0.05) 

ความแม่นยำในแพะโดยการเสริม CS (50.0%) สูงที่สุด รองลงมา คือ การเสริม EB (30.8%) และกลุ่มควบคุม 

(19.2%)(P>0.05) ดังนั้น สรุปได้ว่า 1) การประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP โดยการเสริม EB ที่ความเข้มข้น 1 mM 

สามารถเพิ่มความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อได้อย่างมีประสิทธิภาพ 2) การเสริม CS ที่ความเข้มข้น 1 M 

ไม่สามารถเพิ่มความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อและแพะได้ เชียงใหมส่ัตวแพทยสาร 2556; 11(1): 9-19
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บทนำ

 ในปัจจุบันยังไม่มีการอนุรักษ์โคและแพะพื้นเมืองไทย

อย่างจริงจัง โคและแพะที่เกษตรกรส่วนใหญ่เลี้ยงจะเป็น

พันธุ์ลูกผสม ทำให้พันธุกรรมที่ดีของโคและแพะพื้นเมือง

ไทยมีการเปลี่ยนแปลงหรือสูญหายไป การเลี้ยงสัตว์ใน 

ประเทศไทยได้มีการนำเอาเทคโนโลยีต่าง ๆ มาประยุกต์

ใช้ เช่น การผสมเทียม โดยการรีดน้ำเชื้อจากสัตว์พ่อ 

พันธุ์แล้วนำไปฉีดเข้าในอวัยวะสืบพันธุ์ของสัตว์ตัวเมีย 

เมื่อสัตว์ตัวเมียนั้นแสดงอาการของการเป็นสัดแล้วทำ 

ให้เกิดการตั้งท้องแล้วคลอดออกมาตามปกติ ซึ่งเทคโน 

โลยี นี้ ทำให้ประหยัดพ่อพันธุ์เมื่อรีดเก็บน้ำเชื้อจาก 

สัตว์พ่อพันธุ์ได้แต่ละครั้งสามารถนำมาละลายน้ำเชื้อ 

แล้วแบ่งใช้ผสมกับสัตว์ตัวเมียได้จำนวนมาก มีส่วนทำ 

ให้การปรับปรุงพันธุกรรมของสัตว์มีความก้าวหน้าเพิ่ม 

ขึ้น ต่อมามีการประยุกต์ใช้วิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพ 

โดยมีการนำเทคโนโลยีการย้ายฝากตัวอ่อน (embryo 

transfer) เป็นการนำตัวอ่อนที่เกิดจากการผสมพันธุ์ 

ระหว่างตัวอสุจิของพ่อพันธุ์และไข่ของแม่พันธุ์ที่คัดเลือก

ไว้ ต่อจากนั้นนำไปฝากใส่ไว้ให้เติบโตในมดลูกของตัวเมีย

อีกตัวหนึ่งจนคลอดเป็นเทคโนโลยีที่เข้ามาใช้ในการ 

ปรับปรุงพันธุ์สัตว์กว้างขวางขึ้น ทำให้ได้สัตว์ที่มีลักษณะ

ดีตามความต้องการในปริมาณมากเนื่องจากวิธีการ 

ดังกล่าวเป็นการกระจายพันธุกรรมที่มีลักษณะที่ต้องการ

ได้อย่างรวดเร็ว (มงคล เตชะกำพุ, 2543) ดังนั้นการคัด 

เพศในสัตว์เลี้ยง เป็นเรื่องที่ต้องให้ความสำคัญในวงการ 

ปศุสัตว์และการปรับปรุงพันธุ์ ซึ่งมีประโยชน์ในการผลิต 

สัตว์รวมทั้งส่งผลตอบแทนต่อเกษตรกรผู้ผลิต เพราะ 

สามารถผลิตสัตว์ได้ตรงกับความต้องการของตลาด ซึ่ง 

การเลี้ยงโคเนื้อและแพะพื้นเมืองไทย มีความต้องการ 

เพศผู้มากกว่าเพศเมีย เนื่องจากเพศผู้มีอัตราการเจริญ 

เติบโตสูง ใช้เป็นพ่อพันธุ์ และในแพะพบว่าใช้แพะเพศ 

ผู้ในพิธีกรรมทางศาสนาอิสลาม ซึ่งในปัจจุบันมีได้มีการ 

นำเอาเทคโนโลยีชีวภาพทางวิทยาการสืบพันธุ์เข้ามา 

ช่วยในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตสัตว์โดยเฉพาะ 

เทคโนโลยีการผลิตตัวอ่อนภายนอกร่างกายซึ่งมีการนำ 

มาใช้กันอย่างแพร่หลายและสามารถเพิ่มประสิทธิภาพ 

การสืบพันธุ์ให้สูงขึ้นได้ การประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา Loop- 

mediated isothermal amplification (LAMP) เป็น 

วิธีการใหม่ในการเพิ่มจำนวนชิ้นส่วนของ DNA ที่สนใจ 

ศึกษาโดยใช้อุณหภูมิเดียวที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 

เป็นเทคนิคที่ ง่ ายในการทดสอบถ้าสามารถสร้าง 

primer ที่เหมาะสมได้ โดยใช้เครื่องมือพื้นฐานทั่ว ๆ ไป 

เช่น อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ หรือ heat block และ 

สามารถตรวจสอบผลได้ด้วยตาเปล่า ปัจจุบันเทคนิค 

LAMP นี้นับว่าสามารถนำไปประยุกต์ใช้ได้เป็นอย่างดี 

ในทางการแพทย์ในการตรวจเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ 

ได้ 

 LAMP และ PCR มีหลักการการทำงานที่คล้ายคลึง 

กันคือ การเพิ่มจำนวน DNA แต่อย่างไรก็ตามมีความ 

แตกต่างระหว่าง LAMP และ PCR กล่าวคือ LAMP 

สามารถตรวจสอบด้วยตาเปล่า และหากมีการเสริม EB 

และ CS ทำให้มีลักษณะปรากฏที่ชัดเจนขึ้น แต่วิธี PCR 

ต้องตรวจจากแถบ DNA การคัดเพศตัวอ่อนโดยใช้วิธี 

LAMP การตรวจเพศจะอาศัยปฏิกิริยาทางเคมีที่ทำกับ 

DNA ซึ่งเกิดเป็นสีหรือความขุ่น (turbidity) แทนการ 

ตรวจแถบ DNA ใช้เวลาตรวจเพียง 1-2 ชั่วโมง ตัวอย่าง

เช่น หลังจากเตรียมตัวอย่างเซลล์ตัวอ่อน ทำการเพิ่ม 

ปริมาณ DNA โดยปฏิกิริยา LAMP ภายหลังปฏิกิริยา 

LAMP ทำการเสริม ethidium bromide (EB) ซึ่งเป็น 

สารที่นำมาใช้กันอย่างกว้างขวางในการย้อม (stain) 

DNA และ CuSO4 (CS) ซึ่งเป็นสารที่ใช้ในการตกตะกอน

DNA เกิดจากปฏิกิริยาแทนที่ โดยจะมีการแลกเปลี่ยนคู่ 

กันของประจุบวกและประจุลบภายหลังปฏิกิริยาจะมี 

การเปลี่ยนสีของ EB และ การตกตะกอนของ CS ซึ่ง 

สามารถตรวจสอบได้ด้วยตาเปล่า (Zoheir & Allam, 

2010) ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้เพื่อเพิ่ม 

ความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อและแพะ 

พื้นเมืองไทยโดยประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP 

ไชยณรงค์ นาวานุเคราะห์ 
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อุปกรณ์และวิธีการ

 การศึกษาการประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP เพื่อเพิ่ม 

ความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อและแพะ 

พื้นเมืองไทย ซึ่งได้ผ่านการพิจารณา และรับความเห็น 

ชอบจากคณะกรรมการด้านจรรยาบรรณ และมาตรฐาน

ในการใช้สัตว์ทดลอง มหาวิทยาลัยขอนแก่น ตามหนังสือ

ลำดับที่: จส. มข. 10/2554 เลขที่: ศธ 0514.1.12.2/88

ศึกษาความแม่นยำในการคัดเพศจากตัวอ่อนด้วย 

ปฏิกิริยา LAMP โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่มการทดลอง ดังนี้ 

 กลุ่มการทดลอง ที่ 1 กลุ่มควบคุม LAMP 

 กลุ่มการทดลอง ที่ 2 กลุ่ม LAMP เสริมด้วย EB ที่ 

ความเข้มข้น 1 mM 

 กลุ่มการทดลอง ที่ 3 กลุ่ม LAMP เสริมด้วย CS ที่ 

ความเข้มข้น 1 M

สัตว์ทดลองและการเก็บตัวอย่างรังไข่

 เก็บรังไข่โคพื้นเมืองไทย อายุ 3-6 ปี น้ำหนัก 

ประมาณ 200-400 กิโลกรัม ที่เข้าสู่โรงฆ่าสัตว์เทศบาล 

ขอนแก่น จำนวน 48 รังไข่ และแพะพื้นเมืองไทย อายุ 

14–18 เดือน น้ำหนักประมาณ 25–30 กิโลกรัม จากการ

ผ่าตัดภายในฟาร์ม ภาควิชาสัตวศาสตร์ มหาวิทยาลัย 

ขอนแก่น จำนวน 38 รังไข่ นำรังไข่ทั้งสองข้างแช่ใน 

น้ำเกลือที่มีความเข้มข้น 0.9% รักษาอุณหภูมิไว้ที่ 37 

องศาเซลเซียส ทำการเก็บโอโอไซต์ด้วยวิธีเจาะดูด แล้ว 

นำมาส่องหาโอโอไซต์ภายใต้กล้องสเตอริโอ (Gordon, 

2004)

การเตรียมโอโอไซต์เพื่อพร้อมปฏิสนธินอกร่างกาย

 นำโอโอไซต์มาเพาะเลี้ยงในจานพลาสติกกลม 

ปลอดเชื้อขนาด 35 x 10 มล. แล้วปิดทับด้วยน้ำมันแร่ 

(mineral oil) เพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 38.5 องศา 

เซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5% และความชื้น 99% 

เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง (Hochi S., Kimura K., Ito 

K., & Hirabayashi M., 1997)



การเตรียมอสุจิและการปฎิสนธินอกร่างกาย

 นำโอโอไซต์ที่พร้อมปฏิสนธิ จากการเพาะเลี้ยง 

โอโอไซต์ให้เจริญพร้อมปฏิสนธิมาล้างด้วย dPBS 

จำนวน 4 ครั้ง หลังจากนั้นก่อนที่จะทำการปฏิสนธิต้อง 

นำโอโอไซต์ไปใส่ในจานที่มี fertilization medium 

250 ไมโครลิตร จากนั้นเตรียมน้ำเชื้อ 1 หลอด (0.25 

มล.) ละลายในน้ำที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น 

เวลา 30 วินาที เติมน้ำยา fertilization medium 

1000 ไมโครลิตร นำมาทำการปั่นเหวี่ยง 700 รอบ 

เป็นเวลา 8 นาที ที่อุณหภูมิห้อง นำส่วนที่เป็นตะกอน 

มาบ่มกับ fertilization medium ที่ตู้ที่อุณหภูมิ 38.5 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นดูดเอาน้ำยา 

ส่วนที่อยู่ข้างบนออกมา (swim-up) แล้วย้ายเข้าไปใส่ 

ใน microdrops เพื่อทำการปฏิสนธิ หลังจากปฏิสนธิ 

นำมาเพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส 

ความเข้มข้นคาร์บอนไดออกไซด์ 5% และความชื้น 

99% เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง (Rizos et al., 2003) 

การเพาะเลี้ยงตัวอ่อนภายนอกร่างกายและการแช่แข็ง  

ตัวอ่อน

 ทำการเพาะเลี้ยงตัวอ่อนที่ปฏิสนธิได้ โดยทำการ 

เปลี่ยนน้ำยาเพาะเลี้ยงทุก ๆ 24 ชั่วโมง เพาะเลี้ยงใน 

ตู้บ่มที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์

5% และความชื้น 99% (Gandhi, Lane, Gardner, & 

Krisher, 2000) เมื่อได้ตัวอ่อนระยะมอรูล่า นำมาแช่ใน 

สารละลายแช่แข็งซึ่งประกอบไปด้วย TCM-199 เสริม 

ด้วยกลีเซอรอล (Sigma, St. Louis, M.O., USA) 20% 

เป็นเวลา 1 นาที แล้วบรรจุลงในหลอดขนาด 0.25 มล. 

ยาว 2 ซม. ที่มี TCM-199 ยาว 2 ซม. กั้นด้วยฟอง 

อากาศ 0.5 ซม. นำหลอดบรรจุตัวอ่อนมาทำให้สัมผัส 

กับไอของไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -170 องศาเซลเซียส

3 นาที จากนั้นจึงจุ่มหลอดลงในไนโตรเจนเหลว แล้ว 

เก็บรักษาเพื่อรอการวิเคราะห์ (Yang, Lu, Gordon, & 

Polge, 1992) 

การประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP เพื่อเพิ่มความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อ และแพะพื้นเมืองไทย 
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การสกัด DNA

 นำตัวอย่างตัวอ่อนระยะมอรูล่ามาทำละลายโดย 

การนำหลอดบรรจุตัวอ่อนสัมผัสอากาศ 10 วินาที นำ 

มาจุ่มในน้ำอุ่น 36 องศาเซลเซียส 3 นาที ในระหว่างนี้ 

ให้ตั้งหลอดขึ้นแล้วเขย่าให้สารละลายทั้ง 2 เข้ากัน จาก 

นั้นจึงนำตัวอ่อนออกจากหลอด และล้างในสารละลาย 

TCM-199 จำนวน 3 ครั้ ง  ๆ  ละ 2 นาที  (Van 

Wagtendonk-De Leeuw, Den Daas, Kruip, &Rall, 

1995) จากนั้นทำการสกัด DNA โดยใช้ชุดสกัดสำเร็จ 

รูป Tri Pure reagent®ตามวิธีการของบริษัท Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany เมื่อได้ 

DNA จากการสกัดนำไปทำการตรวจสอบคุณภาพ DNA 

โดยใช้เครื่อง Spectrophotometer และเก็บรักษาไว้ 

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

การ เพิ่ มจำนวน DNA โดยวิ ธี ปฏิ กิ ริ ย าลู ก โซ่  

โพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)

 ขั้นตอนการเตรียม PCR ด้วย forward primer 

(CAAGTGCTGCAGAGGATGTGGAG) และ reverse 

primer (GAGTGAGATTTCTGGATCATATGGCTACT) 

ตามวิธีการของ Hirayama et al. (2004) ซึ่งสรุปโดย 

คือ เตรียม PCR mix (ดังตารางที่ 1) ปริมาตร 9 ไมโคร 

ลิตร โดยเติม DNA ที่ได้สกัด 1 ไมโครลิตร แล้วทำการ 

ผสมสารให้เข้ากันอย่างดี vortex อย่างเบา ๆ นำเอา 

PCR reaction tube มาเข้าเครื่อง PCR เมื่อสิ้นสุด 

โปรแกรม (ดังตารางที่ 2) นำมาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียส (Hirayama et al., 2004) 

 7. การเพิ่มจำนวน DNA โดยวิธี LAMP

 นำ DNA ที่สกัดได้มาเพิ่มจำนวน (amplified) โดย 

ใช้ primer 2 ชนิด คือ male-specific primer และ 

male–female common primers ปฏิกิริยา LAMP 

โดยใช้อุณหภูมิคงที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 

ในสารละลายที่ประกอบไปด้วย 25 µl (reaction 

mixture) 1.6 mMinner primers, 0.2 mMouter 

primers, 0.8 mMloop primers, 1.4 mMdNTPs, 

0.6 Mbetaine, 20 mMTris-HCL (pH 8.8), 10 

mMKCl, 10 mM, (NH4)2SO4, 8 mMMgSO4, 0.1%, 

Tween 20, 8 U Bst DNA polymerase และ ตัวอย่าง

DNA 5 ไมโครลิตร โดยเตรียม LAMP reaction จำนวน

25 ไมโครลิตร ในหลอด male-specific primer และ 

male–female common primers จากนั้นบ่มที่ 

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ใน water bath เป็นเวลา 

5 นาที จากนั้นนำออกมาแช่น้ำแข็งทันที แล้วเติม Bst

DNA polymerase (New England Biolabs) (8.0 U) 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร หลังจากนั้นนำส่วนผสมทั้งหมด 

ไปทำปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ใน heat 

block เป็นเวลา 60 นาที และจะหยุดปฏิกิริยาที่ 80 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (Zoheir & Allam, 

2010) 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

 ศึกษาความแม่นยำในการคัดเพศจากตัวอย่าง 

ตัวอ่อนด้วยปฏิกิริยา LAMP โดยใช้เมทริกซ์จัตุรัส 

(เมทริกซ์ที่มีขนาดแถวและหลักเท่ากัน) หรือ 3 × 3 

contingency table ซึ่งจะเปรียบเทียบคู่เหมือนของ 

แต่ละทรีทเมนต์ จนครบทุกทรีทเมนต์ เปรียบเทียบ 

ความแตกต่างความแม่นยำในการคัดเพศของกลุ่มที่ได้ 

รับกลุ่มการทดลองเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยการ 

ทดสอบไคสแควร์ (Steel, Torrie, & Dickey, 1996) 

โดยใช้โปรแกรม SAS 



ผลการศึกษา

 ลักษณะปรากฏของการคัดเพศโดยวิธี LAMP โดย 

ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทั้ง 2 หลอด หลัง LAMP 

reaction การคัดเพศยืนยันจาก male-specific 

primers และ male–female common primers 

หากทั้งสอง reaction ให้ผลบวกหรือขุ่นทั้งสอง จะเป็น 

เพศผู้ หากเกิดการขุ่นของหลอดเฉพาะ male–female 

common primers จะเป็นเพศเมีย หลังจากนั้นแบ่ง 

ไชยณรงค์ นาวานุเคราะห์ 
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เติม EB และ CS ดูการเปลี่ยนสีและ ลักษณะความขุ่น 

(turbidity) การเติม EB จะทำให้เกิดการเปลี่ยนสีโดย 

เพศผู้จะเป็นสีชมพูอมส้ม (positive) หากเป็นเพศเมีย 

จะเป็นสีส้ม (negative) และ การเติม CS จะทำให้มี 

ลักษณะใสในเพศผู้ (positive) หากเป็นเพศเมียจะมี 

ลักษณะขุ่น (negative) ดังรูปที่ 1 

 ผลของการคัดเพศโค โดยทำการศึกษาในตัวอย่าง 

ตัวอ่อนโค (n=35) พบว่าในกลุ่ม LAMP+EB (100.0%) 

มีเปอร์เซ็นต์การคัดเพศดีกว่า LAMP+CS (74.3%) 

และกลุ่มควบคุม (57.2%) โดยมีความแตกต่างทางสถิติ 

อย่างมีนัยสำคัญยิ่ง (P<0.01) ดังตารางที่ 3 

 ผลของความแม่นยำในการคัดเพศในโค พบว่าใน 

กลุ่ม LAMP+EB (42.5%) สูงที่สุด รองลงมาคือกลุ่ม 

LAMP+CS (35.0%) และกลุ่มควบคุม (22.5%) แต่ 

ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ดังตารางที่ 4 

 ผลของการคัดเพศแพะ โดยทำการศึกษาในตัวอย่าง 

ตัวอ่อนแพะ (n=18) พบว่าในกลุ่ม LAMP+EB สูงที่สุด 

(77.9%) รองลงมาคือ กลุ่ม LAMP+CS (61.1%) และ 

กลุ่มควบคุม (38.9%) แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

(P>0.05) ดังตารางที่ 5 

 ผลของความแม่นยำในการคัดเพศในแพะ พบว่าใน 

กลุ่ม LAMP+CS สูงที่สุด (50.0%) รองลงมาคือ กลุ่ม 

LAMP+EB (30.8%) และกลุ่มควบคุม (19.2%) แต่ไม่มี 

ความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ดังตารางที่ 6

การประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP เพื่อเพิ่มความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อ และแพะพื้นเมืองไทย 

ตารางที่ 1 ส่วนประกอบของสารวิทยาศาสตร์ในการเพิ่มจำนวน DNA โดยวิธี PCR

ตารางที่ 2 โปรแกรมในการเพิ่มจำนวน DNA โดยวิธี PCR



14 ไชยณรงค์ นาวานุเคราะห์ 

ตารางที่ 3 ผลของการคัดเพศตัวอ่อนในโค

ตารางที่ 4 ผลของความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนในโค

ตารางที่ 5 ผลของการคัดเพศตัวอ่อนในแพะ

ตารางที่ 6 ผลของความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนในแพะ



15การประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP เพื่อเพิ่มความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อ และแพะพื้นเมืองไทย 

มีความขุ่น (+) (+,+; ผู้) ไม่มีความขุ่น (-) (-,+; เมีย) 

สีชมพู (ผู้) สีส้ม (เมีย)

มีลักษณะใส (ผู้) มีความขุ่น (เมีย)

รูปที่ 1 ลักษณะปรากฏของการคัดเพศโดยวิธี LAMP 
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วิจารณ์ผลการทดลอง

 Loop-mediated isothermal amplification 

(LAMP) และ polymerase chain reaction (PCR) มี 

หลักการการทำงานที่คล้ายคลึงกัน คือ การเพิ่มจำนวน 

DNA (Hirayama et al., 2004) แต่อย่างไรก็ตามก็มี 

ความแตกต่างระหว่าง LAMP และ PCR กล่าวคือ 

ปฏิกิริยา LAMP มีการเสริม EB หรือ CuSO4 พบว่า 

การเสริม EB จะทำให้เกิดการเปลี่ยนสีโดยเพศผู้ 

จะเป็นสีชมพูอมส้ม หากเป็นเพศเมียจะเป็นสีส้ม 

(negat ive) และ การเติม CuSO4 จะทำให้ เกิด 

การตกตะกอนในเพศผู้  (ลักษณะใส) (posit ive) 

หากเป็นเพศเมียจะไม่ตกตะกอน (มีลักษณะขุ่น) 

(negative) วิธีการนี้ใช้เวลาเพียง 60-70 นาที และมี 

ความถูกต้อง 100.0% เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี PCR ซึ่ง 

เป็นเทคนิคในการแยกเพศตัวอ่อนแบบใหม่ เป็นการ 

เพิ่มประสิทธิภาพในการคัดเพศในตัวอ่อนโดยการ 

ประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP ซึ่งเป็นวิธีที่มีความเหมาะสม

ในการประยุกต์ใช้ในภาคสนาม ซึ่งการศึกษาของ 

Hirayama และคณะ ในปี 2004 ได้ทำการคัดเพศโดย 

วิธี LAMP โดยใช้ตัวอ่อนโค จำนวน 61 ตัวอย่าง เป็น 

เพศผู้ 23 ตัวอย่าง และเพศเมีย 38 ตัวอย่าง ทำการ 

ย้ายฝากตัวอ่อน พบว่า 57.4 % ไม่พบการตั้งท้อง โดย 

มีการตั้งท้อง 42.6% เมื่อโคออกลูกได้เพศผู้ 12 ตัว 

และเพศเมีย 21 ตัว ตรงกับการคัดเพศ 

 จากการศึกษาในครั้งนี้การคัดเพศตัวอ่อนด้วยเทคนิค

LAMP ของโคสามารถคัดเพศได้ 57.2% ภายหลังที่มี 

การเสริม EB สามารถคัดเพศได้ 100.0% และ CS คัด 

เพศได้ 74.3% ผลของการคัดเพศตัวอ่อนด้วยเทคนิค 

LAMP ของแพะสามารถคัดเพศได้ 38.9% ภายหลังที่มี 

การเสริม EB สามารถคัดเพศได้ 77.8% และ CS คัด 

เพศได้ 61.1% แต่การศึกษาของ Zoheir และคณะ ในปี

2010 พบว่า EB และ CS สามารถคัดเพศได้ 100.0% 

(Zoheir  & Allam, 2010) ส่วนการศึกษาของ 

Hirayama และคณะ ในปี 2004 ได้ศึกษาการคัดเพศ 

โดยใช้จำนวนเซลล์ ของ blastomeres ตั้งแต่ 1-5 เซลล์

พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การคัดเพศสูงถึง 100.0% เมื่อใช้ 

จำนวนเซลล์ของ blastomeres 4-5 เซลล์ (Hirayama 

et al., 2004) และจากการรายงานของ Zhang และ 

คณะ ในปี 2009 ได้ทำการเปรียบเทียบการคัดเพศโดย 

ใช้วิธี LAMP กับ วิธี PCR และศึกษาอิทธิพลของตัวอ่อน

ที่มีจำนวนเซลล์ตั้งแต่ 1, 3 และ 5 เซลล์ พบว่าวิธี เมื่อ 

ใช้จำนวนเซลล์ตัวอ่อน 1 เซลล์ การคัดเพศโดยวิธี 

LAMP มีเปอร์เซ็นต์ความแม่นยำ 78.0% ส่วนวิธี PCR 

มีเปอร์เซ็นต์ความแม่นยำ 74.0% แต่เมื่อใช้จำนวนเซลล์

ตัวอ่อน 5 เซลล์ ทั้งสองวิธีมีความแม่นยำ 100.0% 

และเมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาในการคัดเพศวิธี LAMP 

ใช้เวลาเพียง 1 ชั่วโมง ส่วนวิธี PCR ใช้เวลาถึง 3.5 

ชั่วโมง (Zhang et al., 2009) 

 เนื่องจากคุณสมบัติของเทคนิคที่ง่าย ใช้เวลาน้อย 

ทำให้เทคนิคนี้ถูกนำไปใช้งานในด้านต่าง ๆ เช่น ใช้ใน 

การตรวจหาจีนของเชื้อเพื่อช่วยในการวินิจฉัยโรค ใน 

ระยะแรกใช้ตรวจหาเชื้อที่สามารถติดต่อได้ทางทางเดิน 

อาหาร เช่น Salmonella, Legionella, E.coli เป็นต้น 

(อมรรัตน์ ร่มพฤกษ์, 2554) ต่อมาถูกใช้แพร่หลายมาก 

ตั้งแต่ปี 2003 ที่มีการระบาดของ West Nile และ 

SARS virus (อมรรัตน์ ร่มพฤกษ์, 2554) จะเห็นว่า 

เทคนิค LAMP ถูกใช้งานอย่างมากในการตรวจจับไวรัส 

เนื่องจากการวินิจฉัยเชื้อไวรัสทำได้ยาก ปัจจุบันเทคนิค 

LAMP ถูกใช้งานในการตรวจหาการติดเชื้อที่ยังเป็น 

ปัญหาทั่วไปในประเทศที่กำลังพัฒนา เช่น เชื้อวัณโรค 

เชื้อมาเลเรีย เชื้อ HIV เป็นต้น 

 จากการเปรียบเทียบความไวในการตรวจสอบ PCR 

และ LAMP พบว่ามีความไวในการตรวจเท่ากันแต่ต้้อง 

ใช้้จํานวนรอบ 40 รอบสําหรับการทํา PCR ซึ่งต้้องใช้้ 

เวลามากกว่่า 2 ชั่วโมง ส่วนในรายงานอื่น ๆ พบว่าการ 

ทํา LAMP มีความไวกว่าการทํา PCR (Iwamoto, 

Sonobe, & Hayashi, 2003; Kiatpathomchai, 

Jareonram, Jitrapakdee, & Flegel, 2007) 

 สำหรับในประเทศไทยเทคนิค LAMP ถูกนำมาใช้ 

งานทางด้านตรวจจับเชื้อไวรัสต่าง ๆ ที่ก่อโรคในสัตว์ 

เช่น โรคไวรัสในกุ้ง ไวรัสในสุกร เป็นต้น มีการนำมา 

ใช้ตรวจหาปรสิตในคน เช่น มาเลเรีย และตรวจหายีน 

ไชยณรงค์ นาวานุเคราะห์ 
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อื่น ๆ มากขึ้น เทคนิค LAMP นี้สามารถนำไปประยุกต์ใช้

ได้เป็นอย่างดีในการตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับแอนติเจน

ของเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว เกล็ดเลือด ตลอดจน 

การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อที่สามารถถ่ายทอด 

ทางเลือดได้ เนื่องจากใช้เวลาสั้นและไม่ต้องใช้เครื่องมือ 

ยุ่งยาก จึงนับว่าเทคนิค LAMP เป็นเทคนิคที่น่าสนใจ 

น่าติดตาม การประยุกต์ใช้งานต่าง ๆ ในอนาคตอัน 

ใกล้นี้ 


สรุป

 1) การประยุกต์ใช้ปฏิกิริยา LAMP โดยการเสริม 

EB ที่ความเข้มข้น 1 mM สามารถเพิ่มความแม่นยำใน 

การคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 2) การเสริม CS ที่ความเข้มข้น 1 M ไม่สามารถเพิ่ม

ความแม่นยำในการคัดเพศตัวอ่อนโคเนื้อและแพะได้ 
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