
 
 

บทที ่2 
แนวคิด ทฤษฎ ีและงานวิจัยทีเ่กี่ยวของ 

 

มะม่วงน ้าดอกไม้ 
 มะม่วงเป็นผลไม้เมืองร้อนและเป็นไม้ยืนต้นประจ ำชำติท่ีมีต้นก ำเนิดมำจำกประเทศอินเดีย  
มะม่วงรับประทำนได้ท้ังผลดิบและผลสุก มีรสชำติดี มีรสเปรี้ยว มัน และหวำนมีเส้นใยอำหำรและ
วิตำมินสูง รวมท้ังให้พลังงำนมำก นอกจำกนี้ยังสำมำรถต้ำนสำรอนุมูลอิสระได้ สำยพันธุ์มะม่วง 
มีหลำกหลำยชนิด สำยพันธุ์ท่ีรู้จักกันอย่ำงแพร่หลำย เช่น น้ ำดอกไม้  เขียวเสวย แรด โชคอนันต์ 
อกร่อง ฟ้ำล่ัน แก้ว มหำชนก เป็นต้น ประโยชน์ของมะม่วงมีมำกมำย ผลมะม่วงใช้ประกอบอำหำร 
เช่น ท ำน้ ำพริก ย ำมะม่วง เป็นต้น หรือน ำมำแปรรูป เช่น มะม่วงกวน มะม่วงดอง มะม่วงแช่อิ่ม เป็น
ต้น เนื้อไม้ของต้นมะม่วงสำมำรถใช้ท ำเป็นเฟอร์นิเจอร์ ลักษณะท่ัวไปของมะม่วงเป็นไม้พุ่มยืนต้น  
สูงประมำณ 15 เมตร ใบมีลักษณะเป็นใบเด่ียว ปลำยใบเรียวแหลม ออกดอกเป็นช่อท่ีปลำยกิ่ง  
ก้ำนดอกส้ัน ลักษณะของผลมะม่วงขึ้นอยู่กับรูปทรง ขนำด และสีเปลือกผิวของมะม่วงแต่ละสำยพันธุ์
นั้น ๆ สำมำรถบริโภคได้ท้ังผลดิบและผลสุก 
 มะม่วงน้ ำดอกไม้ จัดอยู่ในวงวงศ์ Anacardiaceae ช่ือวิทยำศำสตร์ Mangifera indica 
Linn. ปัจจุบันพบกำรปลูกมะม่วงน้ ำดอกไม้ได้ทุกภำค และมีกำรปลูกเพื่อกำรค้ำและกำรส่งออกมำก
ในภำคตะวันออก ภำคกลำง และภำคตะวันตก มะม่วงน้ ำดอกไม้เป็นไม้ยืนต้น ล ำต้นเป็นทรงพุ่มโปร่ง 
ใบเปน็ใบเด่ียวมีขนำดใหญ่ สีเขียวเข้มและเป็นมัน ออกดอกเป็นช่อแขนงท่ีปลำยกิ่ง ลักษณะผลมะม่วง
น้ ำดอกไม้ผลมีขนำดใหญ่ และเรียวเล็กลงท่ีปลำยผล น้ ำหนักต่อผลประมำณ 250-400 กรัม ผลอ่อนมี
สีเขียวนวล ผลสุกมีสีเหลืองนวล เปลือกบำง มีรสหวำนและมีกล่ินหอม ส่วนเมล็ดมีขนำดเล็ก  
และลีบแบน สำยพันธุ์ของมะม่วงน้ ำดอกไม้ท่ีนิยมปลูก ได้แก่ น้ ำดอกไม้สีทองและน้ ำดอกไม้เบอร์ 4 
ส ำหรับมะม่วงน้ ำดอกไม้สีทองเมื่อผลสุกจะมีสีเหลืองทอง เนื้อละเอียด สำมำรถทนโรคและแมลงได้ดี 
ส่วนมะม่วงน้ ำดอกไม้เบอร์ 4 ผลสุกมีสีเหลืองเข้ม เปลือกบำง เนื้อละเอียด และมีกล่ินหอม  
(ภูวนำรถ นนทรีย์, 2545 : 12) โรคท่ีเกิดในมะม่วงน้ ำดอกไม้ท่ีมีควำมส ำคัญมำกท่ีสุดคือ โรคแอน
แทรคโนส (Anthracnose) ซึ่งเกิดจำกกำรเข้ำท ำลำยเนื้อเยื่อพืชของเช้ือรำ C. gloeosporioides 
โดยสำมำรถ ก่อให้เกิดควำมเสียหำยให้กับมะม่วงได้ทุกระยะกำรเจริญเติบโตต้ังแต่ระยะต้นกล้ำ ระยะ
ต้นโต ระยะแทงช่อดอกและระยะติดผล เมื่อเกิดโรคช่อดอกมีลักษณะไหม้ด ำ ดอกหลุดร่วง  
(เตือนใจ บุญ-หลง, สุชำติ วิจิตรำนนท์ และแสงมณี ชิงดวง, 2545 : 37) นอกจำกนี้ยังสำมำรถเข้ำ
ท ำลำยพืชได้ทุกส่วน เช่น ใบ กิ่ง ช่อดอก และผล ลักษณะของโรคบนใบเริ่มจำกมีจุดสีน้ ำตำลเล็ก  ๆ 
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ใบแห้งมีลักษณะบิดงอผิดรูปร่ำง และมีกำรแพร่กระจำยลุกลำมไปยังส่วนต่ำงๆของพืช เป็นเหตุให้ผล
ร่วงจำกต้นก่อนกำรเก็บเกี่ยว (Arauz, 2000 : 601-602) โดยท่ัวไปกำรเกิดโรคแอนแทรคโนสจำก 
เช้ือรำ C. gloeosporioides สำมำรถเข้ำท ำลำยพืชได้โดยตรงเมื่อมีสภำพแวดล้อมเหมำะสมต่อกำร
เจริญเติบโต และเข้ำไปแฝงอยู่ในบริเวณพื้นผิวของพืชเมื่อผลไม้เกิดกำรสุกแก่เช้ือจึงเข้ำท ำลำยเซลล์
ของพืชและก่อให้เกิดควำมเสียหำยกับพืชซึ่งเป็นอีกช่องทำงหนึ่งในกำรท ำลำยพืชโดยไม่ต้องอำศัย
บำดแผลบนผิวของพืช (Jeffries, P. et al. 1990 : 345) เช้ือรำ C. gloeosporioides มีกำรสืบพันธุ
ท้ังแบบอำศัยเพศ (sexual reproduction) และกำรสืบพันธุ แบบไมอำศัยเพศ (asexual 
reproduction) กำรสืบพันธุ แบบอำศัยเพศ เช้ือรำจะสรำง perithecia และเจริญตอไปเปน 
ascospore สวนกำรสืบพันธุแบบไมอำศัยเพศเช้ือรำจะสรำง acervuli และเจริญตอไปเปน conidia 
ส่วนใหญ่เช้ือท่ีเขำท ำลำยในส่วนของผลมะมวงจะมีกำรสืบพันธุแบบไมอำศัยเพศ โดย conidia จะถูก
พัดพำมำกับลมและฝน เมื่อมีอุณหภูมิและควำมช้ืนท่ีเหมำะสมเช้ือรำก็จะเจริญและเข้ำท ำลำยพืชได้ 
ส่วนใหญ่มักพบกำรเข้ำท ำลำยพืชในช่วงฤดูฝน (ณัฏฐวัฒณ หมื่นมำณ, 2558 : 388) เช้ือรำ  
C. gloeosporioides สำมำรถก่อโรคในพืชต่ำงๆ ได้หลำยชนิด วิธีกำรคัดแยกเช้ือรำทำงด้ำนอณู
ชีววิทยำในระดับโมเลกุลสำมำรถชวยใหกำรจ ำแนกชนิดของเช้ือรำมีควำมถูกตองแม่นย ำมำกยิ่งขึ้น 
(Whitelaw-Weckert, M. A. et al. 2007 : 449) 

  
Colletotrichum gloeosporioides 

 เช้ือรำ Colletotrichum gloeosporioides เป็นสำเหตุหลักส ำคัญท่ีก่อโรคแอนแทรคโนส
ในพืชหลำกหลำยชนิดท้ังพืชตระกูลถั่ว หญ้ำ ผัก ไม้ผลและไม้ประดับ เป็นต้น ท ำให้พืชเกิดควำม
เสียหำย โดยเช้ือรำสำมำรถเข้ำท ำลำยทุกส่วนของพืชได้โดยตรงต้ังแต่ล ำต้น ใบ ก้ำน ดอก ผล รำก
และเมล็ด โดยไม่ต้องผ่ำนทำงบำดแผล เช้ือจะเข้ำท ำลำยเนื้อเยื่อพืชและผลผลิตต้ังแต่ระยะเริ่มแรกจะ
เข้ำท ำลำยพืชแบบแฝง (quiescent infection) โดยยังไม่แสดงอำกำรของโรค จะแสดงอำกำรชัดเจน
เมื่อผลผลิตเริ่มสุก กำรเข้ำท ำลำยพืชนี้พบกระจำยอยู่ท่ัวไปในแปลงปลูกเขตร้อนช้ืน กำรระบำดของ
โรคเกิดจำกสปอร์ของเช้ืออำศัยฝน ลม หรือแมลง ช่วยให้สปอร์แพร่กระจำยไปยังพืชในแปลง
เพำะปลูก เมื่อมีควำมช้ืนและอุณหภูมิท่ีเหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตของเช้ือจะสำมำรถเจริญเป็นเส้น
ใยเข้ำท ำลำยต้นพืชหรือผลผลิตได้อย่ำงรวดเร็ว ลักษณะของโรคแอนแทรคโนสจะเห็นได้ชัดเจนเมื่อ
ผลผลิตเริ่มสุก จะเกิดจำกจุดแผลสีน้ ำตำลเป็นวงกลมหรือวงรีขนำดเล็กและขยำยวงกว้ำงใหญ่ขึ้น   
โรคแอนแทรคโนสท่ีเกิดบนใบอ่อนจะท ำให้เกิดจุดสีเทำกระจำยท่ัวบริเวณใบและใบมีลักษณะหงิกงอ 
(สมศิริ แสงโชติ และเนตรนภิส เขียวข ำ, 2549 : 73) โรคแอนแทรคโนสท่ีเข้ำท ำลำยกิ่ง ท ำให้กิ่งเกิด
อำกำรไหม้ได้ โรคแอนแทรคโนสในมะม่วง สำเหตุเกิดจำกเช้ือรำ C. gloeosporioides อำกำรท่ี 
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ใบอ่อนเริ่มจำกกำรเป็นจุดสีด ำ ใบบิดเบี้ยว เมื่อมะม่วงออกดอก เช้ือรำจะเข้ำท ำลำยท่ีช่อดอกท ำให้ 
ช่อดอกแห้งและดอกร่วง  
 

 1.1 การจัดจ้าแนก Colletotrichum gloeosporioides ตามหลักอนุกรมวิธาน ดังนี  
 Sub-division Deuteromycotina 
   Class Coelomycetes 
     Order Melanconiales 
      Family Melanconialeae 
       Genus Colletotrichum         

  
 1.2 ลักษณะของเชื อ Colletotrichum gloeosporioides 
 กำรเจริญเติบโตของ C. gloeosporioides บนอำหำร PDA (potato dextrose agar)  
มีลักษณะโคโลนี (colony) ขอบเรียบเจริญเป็นวงแหวน (concentric ring) เส้นใยฟูเล็กน้อย มีสีขำว
อมเทำ สร้ำงโคนิเดีย (conidia) สีส้ม เป็นเซลล์เดียว ใสไม่มีสี (hyaline) สร้ำง conidia  
รูปทรงกระบอก หัวท้ำยมนไม่มี setae ลักษณะอำกำรของโรคเริ่มแรกเมื่อผลเริ่มสุกมีลักษณะเป็นจุด
สีด ำขนำดเล็กๆ และจุดด ำจะขยำยใหญ่มำกขึ้นเมื่อผลสุกเต็มท่ี จุดแผลท่ีขยำยใหญ่ขึ้นจะมีสีน้ ำตำล
หรือสีด ำทรงกลม บริเวณท่ีเป็นโรคจะมีกำรยุบตังลงของผลมะม่วง ท ำให้เนื้อนิ่มเละ มีน้ ำไหลเยิ้มและ
มีกล่ิน กำรระบำดวิทยำ (Epidemiology) ของรำสกุล Colletotrichum พบได้มำกในเขตร้อนและ 
กึ่งเขตร้อน และสำมำรถแพร่กระจำยได้ท่ัวโลก  
 1.3 กลไกการเกิดโรค 
 เช้ือรำ Colletotrichum สำมำรถเข้ำท ำลำยเซลล์พืชได้ทุกส่วน เช่น กิ่ง ก้ำน ใบ ช่อดอก และ
ผลอ่อน เช้ือรำสำมำรถเข้ำท ำลำยเซลล์พืชได้โดยไม่ต้องมีบำดแผล กำรเข้ำท ำลำยเซลล์พืชโดยเฉพำะ
บริเวณใบอ่อนท ำให้เกิดโรคได้ร้อยละร้อย บริเวณท่ีเช้ือรำเข้ำท ำลำยใบอ่อนจะแสดงอำกำรฉ่ ำน้ ำ และ
เซลล์บริเวณเนื้อเยื่อใบอ่อนจะตำย จึงท ำให้เกิดสีน้ ำตำลท่ีใบอ่อน ขนำดของแผลเริ่มแสดงอำกำรลุกลำม
ไปท่ัว ท ำให้ใบมีลักษณะบิดงอผิดรูปร่ำง ส ำหรับใบแก่จะเกิดกำรติดเช้ือรำได้ยำกกว่ำใบอ่อน สปอร์ของ
เช้ือรำเมื่อได้รับควำมช้ืนท่ีเหมำะสมจะงอก germ tube และสร้ำง appressorium สำมำรถยึดเกำะบน
ผิวของพืชและสร้ำง infection tube แทงผ่ำนผิวของพืชในช้ัน epidermal cell จำกนั้นจะปล่อย
สำรพิษเข้ำสู่เซลล์พืชท ำให้เซลล์พืชตำย สปอร์ของเช้ือรำสำมำรถแพร่ระบำดได้โดยน้ ำและแมลง หรือ
กำรติดไปกับเมล็ดซึ่งส่วนใหญ่จะอยู่ตรงบริเวณเปลือก ต้นอ่อนท่ีงอกจำกเมล็ดท่ีมีเช้ือรำจะมีอำกำร 
รำกเน่ำ 
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 1.4 การจัดการควบคุมการเกิดโรค 
 กำรควบคุมหรือกำรป้องกันโรคแอนแทคโนสในมะม่วง ปัจจุบันมีกำรดื้อยำของเช้ือเพิ่มมำก
ขึ้น ต้องเลือกสำรเคมีให้เหมำะสมและมีประสิทธิภำพกับเช้ือรำของโรคแอนแทรคโนส ซึ่งเช้ือรำของ
โรคแอนแทรคโนสด้ือต่อสำรเคมีหลำยชนิด จำกกำรท่ีเช้ือรำสำมำรถเข้ำท ำลำยต้นมะม่วงได้ทุกระยะ
ของกำรเจริญเติบโตของต้นมะม่วง วิธีกำรใช้สำรเคมีจะใช้ในลักษณะของกำรป้องกันมำกกว่ำกำร
รักษำ หำกควบคุมโรคไม่ได้และเกิดกำรแพร่ระบำดมำกขึ้นพืชจะได้รับควำมเสียหำยจำกโรค อำจต้อง
ใช้ยำหรือสำรเคมีในกำรควบคุมและป้องกันเพิ่มข้ึน 

กำรป้องกันและกำรก ำจัดโรคแอนแทรคโนส ดังนี้ 
1. ก ำจัดส่วนประกอบของพืชท่ีเป็นโรคโดยวิธีกำรเผำ 
2. คัดเลือกเมล็ดพันธุ์ที่สมบูรณ์เพื่อใช้ในกำรเพำะปลูก 
3. ปลูกพืชหมุนเวียนเพื่อไม่ให้เกิดกำรระบำดของโรค 
4. ไม่ปลูกพืชในแหล่งเพำะปลูกท่ีเคยเป็นโรค 
5. ฆ่ำเช้ือท่ีเมล็ดพันธุ์โดยกำรแช่ในน้ ำอุ่น 49 องศสเซลเซียส เวลำ 20 นำที 
6. ฉีดพ่นด้วยฆ่ำเช้ือด้วยเช้ือรำไตรโคเดอร์ม่ำ  
7. เมื่อพบอำกำรของโรค ควรพ่นสำรป้องกันก ำจัดเป็นระยะๆ เช่น คำร์เบนดำซิม, โพรคลำ

รำซ, ไตรฟลอกซีสโตรบิน และโพรพิเนบ 
 

เทคนิค Loop-mediated isothermal Amplification (LAMP) 
 เป็นเทคนิคกำรเพิ่มจ ำนวนกรดนิวคลีอิก ณ อุณหภูมิคงท่ี และตรวจสอบได้ด้วยขั้นตอน

เดียวกันด้วย เทคนิคนี้มีควำมจ ำเพำะสูงเพรำะอำศัยไพรเมอร์ 2 คู่ จ ำนวน 4 เส้น ซึ่งสำมำรถ
ตรวจสอบควำมจ ำเพำะกับเป้ำหมำยได้ถึง 6 ต ำแหน่ง คือ F1, F2, F3, B1, B2, และ B3 ไพรเมอร์
forward inner primer (FIP) ประกอบด้วยล ำดับเบสบริเวณ F1c และ F2 ซึ่งเป็นล ำดับเบสคู่สมกับ 
F1 และ F2c ไพรเมอร์ backward inner primer (BIP) ประกอบด้วยล ำดับเบสบริเวณ B1c และ B2 
ซึ่งเป็นล ำดับเบสคู่สมกับ B1 และ B2c ไพรเมอร์ Forward outer (F3 Primer) ประกอบด้วยล ำดับ
เบสบริเวณ F3 ซึ่งเป็นล ำดับเบสคู่สมกับ F3c และไพรเมอร์ backward outer (B3 Primer) 
ประกอบด้วยล ำดับเบส B3c ซึ่งเป็นล ำดับเบสคู่สมกับ B3 และไพรเมอร์ loop forward (LF) และ 
loop backward (LB) ท่ีช่วยเพิ่มควำมไวของปฏิกิริยำได้มำกขึ้นกว่ำเดิม ดังภำพท่ี 2.2 ไพรเมอร์
ท้ังหมดท่ีใช้ในปฏิกิริยำสำมำรถช่วยเพิ่มปริมำณกรดนิวคลีอิกได้เป็นจ ำนวนมำกในระยะเวลำ
อันรวดเร็วโดยมีเอ็นไซม์เข้ำมำช่วยในกำรเกิดปฏิกิริยำท่ีอุณหภูมิ 60-65 องศำเซลเซียส โดยไม่ต้อง
อำศัยควำมร้อนสูงช่วยในกำรคลำยเกลียวของดีเอ็นเอสำยสำยคู่ให้กลำยเป็นเป็นดีเอ็นเอสำยเด่ียวใน
เทคนิคพีซีอำร์ เนื่องจำกคุณสมบัติของเอนไซม์ Bst DNA polymerase มีหลักกำรท ำงำนแบบ 
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strand displacement จึงท ำให้ปฏิกิริยำในเทคนิค LAMP สำมำรถเพิ่มจ ำนวนกรดนิวคลีอิกได้สูง
โดยใช้ระยะเวลำเพียง 60 นำที  

 

 

 
ภาพที่ 2.1 เทคนิค Loop-mediated isothermal Amplification (LAMP) 
ที่มา : อมรรัตน รมพฤกษ์, 2554 : 202 
  

 1.1 กลไกลการเกิดปฏิกิริยา LAMP  
 1. ขั้นตอน Stem-loop 
  ไพรเมอร์ FIP เข้ำไปจับกับดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่มีล ำดับเบสคู่สม (complementary 

sequence) ท่ีอุณหภูมิ 60-65 องศำเซลเซียส จำกนั้นเอนไซม์ DNA polymerase จะแยกดีเอ็นเอ
สำยคู่ให้เป็นสำยเด่ียวด้วยกำรแทนที่ของดีเอ็นเอสำยเดิม โดยใช้อำศัยอุณหภูมิ เดียวในกำร 
คลำยเกลียวดีเอ็นเอสำยคู่ ขั้นตอนต่อไปท่ีต ำแหน่ง F2 ของไพรเมอร์ FIP จะมีกำรสร้ำงดีเอ็นเอสำย
ใหม่ขึ้นต่อมำไพรเมอร์ F3 จะเข้ำไปจับท่ีต ำแหน่ง F3c ของดีเอ็นเอเป้ำหมำย เกิดกำรสร้ำงดีเอ็นเอ
สำยใหม่ข้ึน ซึ่งดีเอ็นเอสำยใหม่จะจับคู่กับดีเอ็นเอเป้ำหมำยท่ีมีลักษณะเหมือนดีเอ็นเอต้นแบบ และดี
เอ็นเอสำยใหม่จะคลำยเกลียวเป็นดีเอ็นเอสำยเด่ียว เกิดโครงสร้ำงท่ีเป็น Stem-loop ที่ปลำยด้ำน 
5’ และจะเป็นดีเอ็นเอต้นแบบให้ไพรเมอร์ BIP จับกับดีเอ็นเอสำยใหม่ที่มีโครงสร้ำงเป็น  
Stem-loop ที่ปลำยด้ำน 3’ และไพรเมอร์ B3 จะจับกับไพรเมอร์ B3c เพื่อแยกดีเอ็นเอออก
จำกดีเอ็นเอต้นแบบและสร้ำงดีเอ็นเอสำยใหม่ขึ้น ขั้นตอนต่อไปดีเอ็นเอสำยใหม่ท่ีต่อจำกไพรเมอร์ 
B3 จะจับเข้ำคู่กับดีเอ็นเอเป้ำหมำยเกิดเป็นดีเอ็นเอสำยคู่ ขณะเดียวกันดีเอ็นเอท่ีเกิดจำกไพรเมอร์ 
BIP จะเกิดโครงสร้ำง Stem-loop ท่ีปลำยด้ำน 5’ และ 3’ ท ำให้มีรูปคล้ำยดัมเบล (Dumbbell like 
structure) ดังภำพท่ี 2.3 (อมรรัตน รมพฤกษ์, 2554 : 202) 
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ภาพที่ 2.2 กลไกกำรเกิดปฏิกิริยำ Loop-mediated isothermal Amplification (LAMP) 
ที่มา : อมรรัตน รมพฤกษ์, 2554 : 203 
 
 2. ขั้นตอน Cycle amplification step 

  ขั้นตอนนี้จะใช้ต้นแบบดีเอ็นเอท่ีมีโครงสร้ำงคล้ำยดัมเบลในกำรเพิ่มจ ำนวน โดยสร้ำง 
ดีเอ็นเอสำยใหม่เองต่อจำกดีเอ็นเอต้นแบบ ท ำให้ดีเอ็นเอสำยใหม่ท่ีมีโครงสร้ำงคล้ำยดัมเบลเกิดขึ้น
อย่ำงต่อเนื่องตลอดเวลำ ดังภำพที่ 2.3 (Tomita et al. 2008 : 880) ท ำให้สำมำรถเพิ่มปริมำณดีเอ็น
เอได้จ ำนวนมำกภำยในระยะเวลำ 1 ช่ัวโมงและผลิตภัณฑ์ท่ีได้จำกปฏิกิริยำแลมป์จะมีได้หลำยขนำด 
(ธงชัย แก้วพินิจ, สมชำย สันติวัฒนกุล และโกสุม จันทร์ศิริ, 2556 : 15) 
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ภาพที่ 2.3 กำรเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอเป้ำหมำยจำกโครงสร้ำงห่วง (cycle amplification step) 
ที่มา : Tomita, N. et al. 2008 : 877–882 

 

 1.2 วิธีการตรวจดีเอ็นเอจากเทคนิค LAMP 
1. กำรตรวจดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส (Eletrophoresis) 

 กำรตรวจ ดี เอ็ น เอ ท่ี ไ ด้ จำกปฏิ กิ ริ ย ำแลมป์ ด้ วย เทคนิ ค เจลอิ เ ล็ ก โ ตร โฟริ ซิ ส  
(Gel eletrophoresis) ซึ่งเป็นเทคนิคในกำรแยกสำรประเภทท่ีมีประจุโดยใช้สนำมไฟฟ้ำโดยใช้ 
อะกำโรส เจล 1.5-2 เปอร์เซ็นต์ เป็นตัวท ำให้เกิดกำรเคล่ือนย้ำยโมเลกุลของสำรได้ตำมขนำดของ
น้ ำหนักโมเลกุลสำรหรือดีเอ็นเอ โดยน ำผลิตภัณฑ์ท่ีได้มำผสมกับ Loading dye จำกนั้นน ำไปใส่ลงใน
หลุมเจล หลังจำกนั้นท ำกำรรันเจลแล้วน ำไปตรวจดูดีเอ็นเอภำยใต้รังสีอัลตร้ำไวโอเลตด้วยเครื่อง UV 
transilluminator จะให้แถบดีเอ็นเอ (Band) หลำยๆ ขนำดลักษณะรูปแบบคล้ำยขั้นบันได 
(Ladder-like patterns) เนื่องจำกในขั้นตอน Cycle amplification step ท ำให้ได้ขนำดของดีเอ็นเอท่ี
แตกต่ำงกัน  
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1.3 ประโยชน์ของ Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP)  
 และการน้าไปใช้ 

 ในปัจจุบันเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ได้ถูกน ำไปใช้
อย่ำงกว้ำงขวำงในงำนทำงด้ำนกำรแพทย์เพื่อช่วยในกำรวินิจฉัยโรคท่ีเกิดจำกแบคทีเรียไวรัส และ
ปรสิต โดยกำรเพิ่มปริมำณสำรพันธุกรรมของเช้ือท่ีสงสัยเพื่อตรวจวินิจฉัย และหำแนวทำงรักษำได้
ทันท่วงทีและรวมไปถึงกำรน ำมำใช้ทำงนิต ิว ิทยำศำสตร์และกำรเพิ ่มปริมำณสำรพันธ ุกรรม 
ของมนุษย์ด้วยเทคนิค Loop - Mediated Isothermal Amplification (LAMP) เนื่องจำกเป็นเทคนิค
กำรเพิ่มปริมำณสำรพันธุกรรมท่ีมีประสิทธิภำพสูง (Efficiency) มีควำมไว (Sensitivity) ควำมแม่นยำ 
(Precision) ควำมจ ำเพำะ (Specificity) ท่ีดีและควำมประหยัดเวลำซึ่ง LAMP ใช้อุณหภูมิเดียวตลอดท้ัง
ปฏิกิริยำ (Isothermal) และกำรประยุกต์ใชงำนของเทคนิค LAMP ถูกน ำไปใช้งำนในด้ำนต่ำงๆ ใช้ในกำร
ตรวจหำยีนของเช้ือเพื่อช่วยในกำรวินิจัยโรค ในระยะแรกใช้ตรวจหำเช้ือท่ีสำมำรถติดต่อได้ในทำงเดิน
อำหำร เช่น Salmonella, Legionella, E. coli เป็นต้น ต่อมำถูกใช้แพร่หลำยมำกในกำรตรวจจับไวรัส 
เนื่องจำกกำรวินิจฉัยเช้ือไวรัสสำมำรถท ำได้ยำก ปัจจุบันเทคนิค LAMP ถูกใช้งำนในกำรตรวจหำกำร 
ติดเช้ือท่ียังเป็นปัญหำท่ัวไปในประเทศท่ีก ำลังพัฒนำ เช่น เช้ือวัณโรค เช้ือมำเลเรีย เช้ือ HIV ส ำหรับ
ประเทศไทยเทคนิค LAMP ถูกน ำมำใช้งำนทำงด้ำนตรวจจับเช้ือไวรัสต่ำงๆท่ีก่อโรคในสัตว์ เช่น โรคไวรัส
ในกุ้ง ไวรัสในหมู แล้วมีกำรน ำมำใช้ตรวจหำปรสิตในคนและตรวจหำยืนอื่นๆ ส่วนในด้ำนเวชศำสตร์ 
กำรบริกำรโลหิตนี้สำมำรถน ำไปประยุกต์ใช้ได้เป็นอย่ำงดีในกำรตรวจหำยีนท่ีเกี่ยวข้องกับแอนติเจนของ
เม็ดเลือด (อมรรัตน์ ร่มพฤกษ์, 2554 : 205) 

 

งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 จิรำยุทธ์ วังตำ, ธำนินทร์ ภู่พัฒน์ และเลิศลักขณำ ภู่พัฒน์. (2555 : 234) ศึกษำกำรตรวจ
ระบุเพศจำกตัวอย่ำงเลือดมนุษย์ ด้วยเทคนิค Loop - Mediated Isothermal Amplification 
(LAMP) ซึ่งเทคนิคนี้เป็นเทคนิคทำงด้ำนอณูพันธุศำสตร์ที่มีประโยชน์กับงำนหลำย ๆ ด้ำน เช่น 
กำรตรวจวินิจฉัยโรคในด้ำนกำรแพทย์ ด้ำนกำรผลิตในด้ำนอุตสำหกรรม กำรปรับปรุงพันธุ์ด้ำน
กำรเกษตร หรือกำรตรวจลำยพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) ทำงนิติวิทยำศำสตร์บ่งชี้ลักษณะ
จ ำเพำะของแต่ละบุคคล 
 ปริญญำ และคนอื่นๆ. (2553 : 307) รำยงำนกำรส ำรวจเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสใน
สวนมะมวงน้ ำดอกไมสีทองในอ ำเภอพรำว จังหวัดเชียงใหม ระหวำงฤดูกำรผลิต ต้ังแตระยะตัดแตงถึง
ระยะเก็บเกี่ยว พบว่ำปริมำณของเช้ือเปล่ียนแปลงไปตำมพัฒนำกำรของมะมวงในแตละชวงอำยุ และ
สภำพของอำกำศ วิธีกำรรักษำควำมสะอำดในสวน กำรฉีดพนสำรเคมีปองกันก ำจัดเช้ือรำสำมำรถลด
ปริมำณเช้ือรำไดอยำงมีนัยส ำคัญ และจำกกำรคัดแยกเช้ือสวนใหญเปนเช้ือรำ Colletotrichum spp. 
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ซึ่งเป็นสำเหตุของโรคแอนแทรคโนส จำกตัวอยำงเนื้อเยื่อพืชท่ีเก็บในระยะตัดแตงกิ่งจนถึงระยะเก็บ
เกี่ยว โดยกำรกระตุนกำรเจริญของเช้ือรำดวยสำรพำรำควอท และจำกกำรศึกษำกำรเขำท ำลำยของ
เช้ือในระดับเนื้อเยื่อพบกำรงอกของโคนิเดียบนผิวใบ และแทงทะลุผำนช้ันคิวติเคิลและผนังเซลลโดย
อำศัยโครงสรำงท่ีเรียกวำแอพเพรสซอเรียม และเขำไปเจริญเปนเสนใยภำยในเซลลอีพิเดอมัล ใน
จ ำนวนชนิดของเช้ือรำ Colletotrichum spp. ท่ีแยกไดจำกสวนของดอก กำน ใบ กิ่งและผลท้ังกอน
และหลังเก็บเกี่ยวท้ังหมด 21 ไอโซเลต ไดใชลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำและอณูชีววิทยำระดับโมเลกุล
ในกำรจ ำแนกชนิพบวำเปนเช้ือรำ C. gloeosporioides จ ำนวน 15 ไอโซเลต และ C. acutatum 
จ ำนวน 6 ไอโซเลต 
  Hiroshi, K. et al. (2016 : 190) รำยงำนกำรพัฒนำเทคนิค Loop - Mediated Isothermal 
Amplification (LAMP) เพื่อตรวจหำเช้ือ C. gloeosporioides ซึ่งเป็นสำเหตุของโรคแอนแทรคโนส
ในสตรอเบอรี่ โดยก ำหนดยีนเป้ำหมำยท่ีมีควำมจ ำเพำะต่อเช้ือ พบว่ำกำรตรวจสอบเช้ือด้วยเทคนิค 
LAMP สมำรถตรวจ C. gloeosporioides ในสตรอเบอร์รี่ ท่ีติดเช้ือได้ นอกจำกนี้ยังพบว่ำกำร
ตรวจสอบด้วยวิธีนี้สำมำรถจ ำแนกเช้ือได้ คือ C. acutatum, C. aenigma และ C. siamense 

 Mori, Y. et al. (2004 : 145) Loop - Mediated Isothermal Amplification 
(LAMP) เป็นวิธีกำรขยำยกรดนิวคลีอิกท่ีช่วยให้กำรสังเครำะห์ ดีเอ็นเอจ ำนวนมำกในช่วงเวลำส้ัน 
ๆ ท่ีมีควำมจ ำเพำะสูง เมื่อปฏิกิริยำของแลมป์ด ำเนินไปปฏิกิริยำของไพโรฟอสเฟตจับกับไอออน
ของแมกนีเซียมและท ำให้เกิดกำรตกตะกอนสีขำวของแมกนีเซียมไพโรฟอสเฟต โดยออกแบบ
เครื่องมือท่ีสำมำรถวัดควำมขุ่นของตัวอย่ำงหลำยตัวพร้อมกันในขณะท่ีรักษำอุณหภูมิคงท่ีเพื่อท ำ
กำรวัดแบบเรียลไทม์ของกำรเปลี่ยนแปลงควำมขุ่นของปฏิกิริ ยำที่จ ำเป็นส ำหรับควำมขุ่นของ
สำรละลำย LAMP ที่เกินค่ำที่ก ำหนดขึ้นอยู่กับปริมำณของดีเอ็นเอแม่แบบ นั่นคือกรำฟที่มี 
พล็อตของ Tt เทียบกับปริมำณของดีเอ็นเอแม่แบบนั้นเป็นเส้นตรงจำก 2 × 103 (0.01 นำโนกรัม/หลอด) 
ถึง 2 × 109(100 นำโนกรัม/หลอด) ของแม่แบบ ผลลัพธ์เหล่ำนี้บ่งชี้ว่ำกำรวัดควำมขุ่นแบบ
เรียลไทม์ของปฏิกิริยำ LAMP ช่วยให้กำรวิเครำะห์เชิงปริมำณของกรดนิวคลีอิกมีควำมแม่นย ำสูง 
 Notomi, T. et al. (2000 : e63) ได้พัฒนำเทคนิคกำรเพิ่มปริมำณสำรพันธุกรรมแบบ
ใหม่ชื่อว่ำ Loop - Mediated Isothermal Amplification (LAMP) และส ำหรับงำนวิจัยนี้ได้ท ำกำร
ประยุกต์ใช้เทคนิค LAMP ในกำรเพิ่มปริมำณสำรพันธุกรรมของมนุษย์เพื่อตรวจสอบประสิทธิภำพ
และควำมไวในกำรระบุเพศของมนุษย์จำกเลือดซึ ่ง เป็นสิ ่งส่งตรวจที ่พบได้บ่อย โดยสนใจ 
ยีน Amelogenin Y ซึ่งผลของงำนวิจัยจะสำมำรถน ำ ไปใช้ประโยชน์ได้ดีในงำนทำงด้ำน 
นิติวิทยำศำสตร์ 
 Peter R. Mills. et al. (1992 : 137) รำยงำนกำรใช้ไพรเมอร์เพิ่มปริมำณ DNA fragments 
จำก conserved region ใน rDNA ของ C. gloeosporioides ด้วยวิธี PCR ท่ีได้จำกกำรสกัดดีเอ็นเอ
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ของเนื้อเยื่อมะเขือเทศท่ีติดเช้ือ C. gloeosporioides จำกกำรตรวจวิเครำะห์ด้วยวิธี RAPD พบว่ำ
สำมำรถแยกเช้ือได้มำกกว่ำ 12 กลุ่ม แสดงว่ำประสิทธิภำพของวิธี PCR สำมำรถตรวจหำและจ ำแนก
ควำมแตกต่ำงของเช้ือ C. gloeosporioides ได้ 

  
 
 


