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การตรวจสอบเช้ือ Human papillomavirus ชนิด 16 ด้วยเทคนิค Loop-mediated  
isothermal amplification 
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บทคดัย่อ 

 การติดเช้ือ Human papillomavirus (HPV) ชนิดความเส่ียงสูงเป็นสาเหตุส าคญัของการเกิดมะเร็งปากมดลูก 
ในการศึกษาคร้ังน้ีท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบเช้ือ HPV ชนิด 16 ดว้ยเทคนิค Loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP) ซ่ึงเป็นเทคนิคในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองภายใตส้ภาวะท่ีมีอุณหภูมิ
คงท่ี  จากการศึกษาพบวา่เทคนิค LAMP ท่ีพฒันาข้ึนมีความไว 100 viral copy number โดยไม่พบการเกิด cross reaction 
ต่อ HPV ชนิดอ่ืนๆ แสดงใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพในการใชเ้ทคนิค LAMP เพ่ือการตรวจหาเช้ือ HPV ในหอ้งปฏิบติัการ
ทัว่ไปท่ีไม่มีเคร่ือง thermolcycler หรือการพฒันาเพื่อเป็น point-of-care diagnostic ต่อไป  
 

ABSTRACT 
 Infection with high-risk human papillomavirus is a major risk factor for development of cervical cancer. In this 
study, the optimal condition for detecting of HPV-16, was developed using the loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) technique. LAMP is a rapid method that can amplify nucleic acid under isothermal condition. The results showed 
that the sensitivity of developed LAMP was 100 viral copy number and no cross-reaction was observed between other HPV 
types. The data indicated that LAMP is alternative technique for detecting HPV in low-resources setting laboratory or even 
further point-of-care diagnostic development. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ค าส าคญั: ฮิวแมน ปาปิลโลมาไวรัส มะเร็งปากมดลูก แลมป์ 
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บทน า 
 มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งท่ีพบมากท่ีสุดเป็นอนัดบัส่ีของผูห้ญิงและเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดการเสียชีวิตจาก
โรคมะเร็งมากท่ีสุดเป็นอนัดบัสองของโลก (Hong, 2017) สาเหตุหลกัของโรคมะเร็งปากมดลูกคือการติดเช้ือ Human 
papillomavirus (HPV) ท่ีผ่านทางเพศสัมพนัธ์ โดยชนิดของ HPV ท่ีมีความเส่ียงสูงท่ีพบไดบ่้อยในการเกิดมะเร็งปาก
มดลูกนั้นไดแ้ก่ ชนิด 16 และ 18 (Gao, Smith, 2016) และเน่ืองจากเช้ือ HPV ไม่สามารถเพาะเล้ียงให้เติบโตและแบ่งตวั
ในเซลลเ์พาะเล้ียงทัว่ไปได ้ดงันั้นวิธีท่ีดีท่ีสุดในการตรวจหาเช้ือ HPV คือการตรวจหา DNA ของเช้ือ ซ่ึงวิธีในปัจจุบนั
การตรวจหา DNA จะใชเ้ทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) ซ่ึงเป็นวธีิท่ีไดรั้บความนิยมสูง แต่ในปัจจุบนัเทคนิค 
Isothermal DNA amplification ก าลังได้รับความสนใจเป็นอย่างยิ่ง โดยเฉพาะเทคนิค Loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) ซ่ึงเป็นเทคนิคในการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอเป้าหมายท่ีใชอุ้ณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาเพียงอุณหภูมิ
เดียวในช่วงระหว่าง 60-65 ºC (Zhao et al., 2015) ซ่ึงแตกต่างจากเทคนิค PCR ท าให้ลดความจ าเป็นในการใช้เคร่ือง 
thermocycler โดยในปัจจุบนัเทคนิค LAMP ไดมี้การพฒันาและใชก้นัอยา่งแพร่หลาย เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีมีความไว
และความจ าเพาะเทียบเท่าหรือมากกวา่ PCR และยงัใชเ้วลาในการท าปฏิกิริยาท่ีสั้นกวา่ PCR ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงได้
ท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อตรวจสอบดีเอน็เอของเช้ือ HPV ชนิด 16 โดยใชเ้ทคนิค LAMP เพ่ือพฒันาต่อยอด
ในการตรวจสอบในตวัอยา่งทางคลินิกในผูป่้วยมะเร็งปากมดลูกต่อไป 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบดีเอน็เอของเช้ือ HPV ชนิด 16 
ดว้ยเทคนิค LAMP 
 
วธีิการวจิยั 

พลาสมดิทีม่ช้ิีนส่วนดเีอน็เอของ HPV ชนิด 16 
ในการศึกษาคร้ังน้ี ท าการสกดัดีเอน็เอจากพลาสมิดท่ีมีจีโนมของเช้ือ HPV ชนิด 16 เพื่อใชเ้ป็นแหล่งดีเอน็เอ

ควบคุมในการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค LAMP พร้อมทั้งทดสอบความจ าเพาะและความไวของเทคนิค
ในการตรวจหาเช้ือ 
 

การออกแบบไพรเมอร์ (Primer) ส าหรับ LAMP 
ออกแบบไพรเมอร์โดยใชท่ี้เวบ็ไซต ์http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.html ท่ีจ าเพาะต่อเช้ือจากส่วนของ

ยีน E6 ของ HPV ชนิด 16 โดยอา้งอิงขอ้มูลพนัธุกรรมจากฐานขอ้มูล GenBank หมายเลข NC_001526.4 (ตารางท่ี 1) 
ไพรเมอร์ทั้งหมดท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีสงัเคราะห์โดยบริษทัแปซิฟิกซายน์ ประเทศไทย 
 

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการตรวจเช้ือ HPV ชนิด 16 ด้วยเทคนิค LAMP 
ในการศึกษาคร้ังน้ีท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา LAMP ไดแ้ก่ อุณหภูมิส าหรับปฏิกิริยา LAMP และ 

ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ Mg2+ โดยใชดี้เอ็นเอท่ีสกดัจากพลาสมิดท่ีมีจีโนมของ HPV ชนิด 16 ปริมาณ 103 viral copy 
number เป็นดีเอ็นเอควบคุม ในปฏิกิริยาของ LAMP 25 ไมโครลิตร ประกอบไปดว้ย 0.2 µM Outer primer (F3, B3), 1.6 µM 
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Inner primer (FIP, BIP), 0.8 µM Loop primer (LF, LB), 1.4 mM dNTPs, 0.5 M betaine, 8 unit Bst DNA polymerase และ 
1X supplied buffer ท าปฏิกิริยาภายใตอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสม นาน 60 นาที ท าการหยดุปฏิกิริยาท่ี 80 ºC เป็นเวลา 10 นาที 

การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา ไดท้ าการศึกษาเปรียบเทียบอุณหภูมิในช่วง 55-65 ºC  เป็นเวลา 1 
ชัว่โมงโดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะพิจารณาจาก band ท่ีเขม้ท่ีสุดจาก 2% gel electrophoresis เพียงอยา่งเดียว 

การหาความเขม้ขน้ของ Mg2+ ท่ีเหมาะสม ไดท้ าการศึกษาเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของ Mg2+ เป็น 6 ระดบั ไดแ้ก่ 
2, 3, 4, 5, 6, และ 7 mM โดยความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจะพิจารณาจาก band ท่ีเขม้ท่ีสุดจาก 2% gel electrophoresis เพียง
อยา่งเดียว 
 

การศึกษาความไว (Sensitivity) และความจ าเพาะ (Specificity) ของเทคนิค LAMP 
ในการศึกษาความไว หลงัจากไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมแลว้ ท าการเจือจางดีเอ็นเอควบคุม ตั้งแต่ 100-105 viral copy 

number แลว้ท าการทดสอบดว้ยปฏิกิริยา LAMP ท่ีเหมาะสม พิจารณาความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ียงัสามารถตรวจสอบ band 
ได ้จาก 2% gel electrophoresis เพียงอยา่งเดียว 

การตรวจสอบความจ าเพาะของ LAMP primers โดยท าการทดสอบ cross reaction ระหวา่งดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีเป็น
เช้ือ HPV ชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ HPV ชนิด 18, 45, และ 58 ท่ีปริมาณ 103 viral copy number และตรวจสอบ band ได ้จาก 2% gel 
electrophoresis  
 
ผลการวจิยั 

การศึกษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมของปฏิกริิยา LAMP 
ผลท่ีได้จากการศึกษาหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา พบว่าอุณหภูมิท่ี 59, 61, 63, และ 65 ºC ให้ผล

แตกต่างกนัเพียงเลก็นอ้ย ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงใชอุ้ณหภูมิท่ี 63 ºC เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา (รูปท่ี 1A) 
ส าหรับการทดสอบหาความเข้มข้นของ MgSO4 พบว่าท่ีความเขม้ขน้เท่ากับ 3 mM ข้ึนไปสามารถท าให้

เกิดปฏิกิริยา LAMP ได ้ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงใช ้MgSO4 ท่ี 6 mM เป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา (รูปท่ี 1B) 
 

การศึกษาความไวและความจ าเพาะของปฏิกริิยา LAMP 
จากผลการเจือจางดีเอน็เอควบคุมเป็นความเขม้ขน้ตั้งแต่ 100-105 viral copy number พบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ 100 

viral copy number เป็นความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ียงัสามารถตรวจสอบไดด้ว้ยปฏิกิริยา LAMP ดงัแสดงในรูปท่ี 2 
ในการศึกษาดา้นความจ าเพาะของปฏิกิริยา LAMP ท าการศึกษาโดยเลือกใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบั HPV ชนิด 

16 ท าปฏิกิริยากบัดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากพลาสมิดท่ีมีจีโนมของเช้ือ HPV ชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ HPV ชนิด 18, 45, และ 58 ผล
การศึกษาไม่พบการเกิด cross reaction ระหวา่งไพรเมอร์กบัดีเอน็เอเป้าหมายคนละชนิดในปฏิกิริยา LAMP ดงัแสดงใน
รูปท่ี 3 
 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งท่ีพบไดบ่้อยท่ีสุดของมะเร็งในสตรีไทย โดยพบมากในอาย ุ35-60 ปี ปัจจยัเส่ียงท่ี
ส าคญัต่อการเกิดนั้นมาจากการติดเช้ือ Human papillomavirus (HPV) เน่ืองจากเช้ือ HPV ไม่สามารถเพาะเล้ียงใหเ้ติบโต
และแบ่งตวัในเซลลเ์พาะเล้ียงทัว่ไป (cell culture) ประกอบกบัการตรวจหาภูมิตา้นทานต่อเช้ือ (serological assay) ก็ยงั
ไม่มีความถูกตอ้งแม่นย  าเพียงพอ (Dillner, 1999) ดงันั้นวธีิท่ีดีท่ีสุดในการตรวจหาเช้ือ HPV คือการตรวจหาดีเอน็เอของ
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เช้ือโดยตรง ซ่ึงวธีิในปัจจุบนัการตรวจโดยใชเ้ทคนิค polymerase chain reaction (PCR) เป็นวธีิท่ีไดรั้บความนิยมสูง แต่
ในปัจจุบันงานวิจัยท่ีเก่ียวขอ้งกับ isothermal DNA amplification ก าลังได้รับความสนใจเป็นอย่างยิ่งเน่ืองจากเป็น
เทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมจ านวนดีเอน็เอเป้าหมายโดยไม่ตอ้งอาศยัเคร่ือง thermocycler ซ่ึงเหมาะในการน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นหอ้งปฏิบติัการทัว่ไปหรือในประเทศท่ีก าลงัพฒันา 

เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาท่ีมีความรวดเร็วและ
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอภายใตอุ้ณหภูมิคงท่ี เป็นเทคนิคท่ีมีความจ าเพาะสูงเน่ืองจากในปฏิกิริยาตอ้งใชไ้พรเมอร์ 6 
เส้นท่ีมีความจ าเพาะต่อ 6 ต าแหน่ง อีกทั้งเป็นวิธีท่ีง่ายในการทดสอบเน่ืองจากใชก้บัเคร่ืองมือพ้ืนฐานทัว่ไปได ้เช่น 
water bath หรือ heat block 

ในการศึกษาจึงมีวตัถุประสงคใ์นการพฒันาการตรวจสอบหาเช้ือ human papillomavirus ชนิด 16 ซ่ึงเป็นชนิด
ท่ีมีความสมัพนัธ์ต่อการเกิดมะเร็งปากมดลูกโดยอาศยัเทคนิค LAMP 

จากการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา LAMP พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ี 63 ºC แม้ว่าใน
การศึกษา ความเขม้ของ band ท่ีอุณหภูมิ 63 ºC และ 65 ºC จะไม่แตกต่างกนัมาก แต่การเลือกอุณหภูมิท่ี 63 ºC จะเป็น
การลดความผิดพลาดในกรณีท่ีเลือกใช ้water bath หรือ heat block เป็นเคร่ืองมือในการควบคุมอุณหภูมิ 

ในการศึกษาความไว (sensitivity) พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 100 viral copy เป็นความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถ
ตรวจวดัได้ ซ่ึงให้ผลใกล้เคียงกับการศึกษาของ Sotlar K และคณะ (Sotlar et al., 2004) และยงัไม่พบการเกิด cross 
reaction ระหว่าง HPV แต่ละชนิดอีกดว้ย อย่างไรก็ตามเทคนิค LAMP ท่ีพฒันาข้ึนยงัจ าเป็นตอ้งได้รับการประเมิน
ประสิทธิภาพการตรวจวเิคราะห์กบัส่ิงส่งตรวจในหอ้งปฏิบติัการต่อไป 

จากผลการศึกษาทั้งหมดแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการใชเ้ทคนิค LAMP เพ่ือการตรวจหาเช้ือ HPV ใน
หอ้งปฏิบติัการทัว่ไปท่ีไม่มีเคร่ือง thermolcycler หรือการพฒันาเพื่อเป็น point-of-care diagnostic ต่อไป 
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   MMP14-5 
 

  

รายนามรูปและตาราง 

 
 

รูปที ่1 ผลการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา LAMP  
           (A) แสดงอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (B) แสดงความเขม้ขน้ของ Mg2+ ท่ีเหมาะสม  
           (M: DNA marker, N: Negative control) 

 
 

รูปที ่2 ความไวของเทคนิค LAMP จากการตรวจหาพลาสมิด HPV ชนิด 16  
(M: DNA marker, N: Negative control) 
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   MMP14-6 
 

  

 
 

รูปที ่3 ความจ าเพาะของเทคนิค LAMP จากการตรวจหาพลาสมิด HPV ชนิด 16  
 (16: พลาสมิด HPV ชนิด 16, 18: พลาสมิด HPV ชนิด 18, 45: พลาสมิด HPV ชนิด 45, และ 58: พลาสมิด   
 HPV ชนิด 58, M: DNA marker, N: Negative control) 
 
ตารางที ่1  ล าดบัเบสของไพรเมอร์ส าหรับ HPV ชนิด 16 
                  

Primer Primer sequence (5’ to 3’) Genome position 

F3 TCGGTTGTGCGTACAAAG 756-773 

B3 AGCCTCTACATAAAACCATCC 933-913 

FIP TGGGGCACACAATTCCTAGT-CACACACGTAGACATTCGT 838-819/TTTT/774-792 

BIP TCAGAAACCATAATCTACCATGGC-ATTACATCCCGTACCCTCTT 846-869/TTTT/912-893 

LF CCCATTAACAGGTCTTCCAAAGT 815-793 

LB CCTGCAGGTACCAATGGGG 874-872 
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