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อารัมภบท 
 
 

I           ขอ้มูลเอกสาร 
 
 
 

1            ประวติัการแกไ้ข 
 

รุ่นคู่มือการใชง้าน      รุ่นโปรแกรม     วนัทีÉทบทวนใหม ่              ขอ้มูลการเปลีÉยนแปลง                       

1.0                                     1.0                 กนัยายน  2548                    รุน่แรก 

2.0                                     1.2                 มิถุนายน 2549                     โปรแกรมรุน่ใหม ่

 
 

2            ประกาศฉบบั 
 

คู่มือการใชง้านเครืÉอง LightCycler® 480, โปรแกรมรุ่น 1.5 ใชก้บัระบบ LightCycler® 480 ดว้ย

โปรแกรมรุ่น 1.5.1, ร่วมกนักบัชุดนํÊ ายาจาํเพาะของ LightCycler® 480 

 
ทางผูเ้ขียนไดใ้ชค้วามละเอียดรอบคอบในการเขียนคู่มือฉบบันีÊ ให้มีความถูกตอ้งอยา่งทีÉสุด อยา่งไรก็ดีผูผ้ลิตเครืÉองนีÊอาจมี

การอพัเดตขอ้มูลไดอี้ก ซึÉงอาจทาํให้มีรุ่นของเอกสารเพิÉมเติมไดใ้นอนาคต 
 
 

3            การอบรม 
 

ไม่ควรใชง้านเครืÉองหรือทาํการบาํรุงรักษาเครืÉองหากยงัไม่ไดรั้บการอบรมจากบริษทั Roche 

Diagnostics. ไม่ควรกระทาํการใด ทีÉไม่ไดก้ล่าวไวใ้นคู่มือนีÊ ให้เป็นความรับผิดชอบของตวัแทนบริการของ

บริษทัจะดีกว่า 

 
 

4            รูปถ่าย 
 

 
 
 

5           การรับประกนั 
 

การรับประกนัจะสิÊนสุดลงทนัทีหากลูกคา้มีการปรับแต่งเครืÉอง สาํหรับเงืÉอนไขการรับประกนัโปรดติดต่อ

ตวัแทนจาํหน่ายของท่าน หมัÉนอพัเดตโปรแกรมตามรุ่นทีÉบริษทัแจง้มาอยา่งสมํÉาเสมอ

3.0                                     1.5                 กุมภาพนัธ ์2551                   โปรแกรมรุน่ใหม ่

Gene Scanning 

4.0 1.5                 กุมภาพนัธ ์2561                   อัพเดตการรบัรอง รวมภาคผนวก 1-4 

       อัพเดตขอ้มูลดา้นความปลอดภยั 

5.0 1.5                 สิงหาคม 2562                       อัพเดต วินโดว ์10 ,รวมโปรแกรม 

ภาพหนา้จอและภาพเครืÉองในเอกสารนÊ ีใชส้าํหรับเพอÉื เป็นภาพประกอบเท่านÊนั ขอ้มูลจากภาพเช่น การ

ทดสอบ, ผลการทดสอบ, หรือชืÉอต่างๆ ตอ้งไม่นาํไปใชใ้นการทาํการปฏิบติัการจริงในหอ้งทดลอง 
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6            ลิขสิทธิÍ  
 

© 2548–อพัเดต 2562, Roche Diagnostics GmbH. สงวนสิทธิÍ  
 
 
 

7            ขอ้มูลใบอนุญาต 
 

โปรแกรม ระบบเครืÉอง LightCycler® 480 ถูกควบคุมดว้ยกฎหมายสัญญา, กฎหมายลิขสิทธิÍ , และ

สนธิสัญญาระหวา่งประเทศ 

 
The LightCycler® 480 System ไดรั้บใบอนุญาตผูใ้ชง้านระหวา่ง F. Hoffmann-La Roche Ltd.และผู ้

ถือใบอนุญาต, และเฉพาะผูที้Éไดรั้บอนุญาตถึงมีสิทธิÍ เขา้ถึงโปรแกรมการใชง้านสาํหรับผูที้Éไม่ไดรั้บอนุญาต 

หากมีการใชง้านและเผยแพร่ จะมีความผดิทัÊงทางแพง่และอาญา 

 
 
 

8            แหล่งขอ้มูลและโปรแกรมการคา้ 
 

ระบบ LightCycler® 480 จะประกอบไปดว้ยแหล่งขอ้มูลและโปรแกรมการคา้ ซึÉ งขอ้มูลทัÊงหมดไดถู้กเกบ็

รวบรวมไวใ้นโฟลเดอร์ “License\” หรือขอ้มูลในโฟลเดอร์ “C:/Program Files  

(x86)/Roche/LightCycler480/License/” on   the LightCycler®  480 Control  Unit. ขอ้มูล

เพิÉมเติมสามารถดูไดท้ีÉเอกสารและฉลาก 
 
 
 

9            เครืÉองหมายการคา้ 
 

เครืÉองหมายการคา้ตามรายการดงันีÊ: 

 
LIGHTCYCLER, HYBPROBE, FASTSTART, and RESOLIGHT เป็นเครืÉองหมายการคา้ของ 

Roche 
 
 

10          ขอ้เสนอแนะ 
 

ทุกความพยายามในการเขียนคู่มือนีÊสนบัสนุนการใชง้านของเครืÉอง หากมีขอ้เสนอแนะเพิÉมเติม สามารถติดต่อ

ตวัแทนจาํหน่ายของ Roche 
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Approvals Contact Adresses 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

II          การรับรอง 
 

ระบบเครืÉอง LightCycler® 480 ได้รับการรับรองดงันีÊ : 

 
ขอ้กาํหนด 2014/30/EU of the European Parliament and Council วนัทีÉ 26 กุมภาพนัธ์ 

2557 เกีÉยวกบัความเหมาะสมของการใหค้ลืÉนแม่เหลก็ไฟฟ้า  

 
ขอ้กาํหนด 2014/30/EU of the European Parliament and Council วนัทีÉ 26 กุมภาพนัธ์ 

2557 เกีÉยวกบัการออกแบบอุปกรณ์ไฟฟ้าให้ใชใ้นแรงดนัไฟฟ้าทีÉกาํหนด 

 
ขอ้กาํหนด 2011/65/EU of the European Parliament and Council วนัทีÉ 8 มิถุนายน 2 5 5 4  

เกีÉยวกบัขอ้หา้มใชว้ตัถุอนัตรายในอุปกรณ์เครืÉองใชไ้ฟฟ้าและอิเลก็ทรอนิกส์ 

 
การปฏิบติัตามขอ้กาํหนดมีใหโ้ดยวธีิการประกาศความสอดคลอ้ง 

 
สัญลกัษณ์ดา้นล่างแสดงขอ้ปฏิบติัตาม: 

 
เป็นไปตามขอ้กาํหนดของสหภาพยุโรป

 
 
 

 
 

Equipment de 
Laboratoire/ 
Laboratory 
Equipment 

 
 
 
ออกใหโ้ดยบริษทั Underwriters Laboratories, Inc. (UL) สาํหรับแคนาดาและสหรัฐอเมริกา 
 

 
 
 
“Laboratory Equipment” เป็นการบ่งชีÊผลิตภณัฑที์Éแสดงบนชนิดเพลท

 
 
 
 

ขอ้กาํหนด 21 CFR Part 11  
 

โปรแกรม LightCycler® 480 ใชฐ้านขอ้มูลแบบตรวจสอบยอ้นกลบัได ้ ซึÉ งออกแบบมาใหเ้หมาะกบัการ

ทาํงานตามมาตรฐานขอ้กาํหนด FDA’s 21 CFR Part 11  

 
โปรแกรมเป็นไปตามขอ้กาํหนดสาํหรับการควบคุมอุปกรณ์อิเลก็ทรอนิกส์ (ส่วนยอ่ย B) เนืÉองจากโปรแกรม 

LightCycler® 480 ไม่มีคุณสมบติัลายเซ็นตอิ์เล็กทรอนิกส์ จึงไม่จาํเป็นตอ้งอยูใ่นขอ้กาํหนด (ส่วนยอ่ย C)  
 

#) ขอ้กาํหนดฉบบัเต็มของ part 11 compliance สาํหรับโปรแกรม LightCycler® 480 จะตอ้งถูก

จดัตัÊงทีÉผูใ้ชแ้ละขึÊนอยูก่บัความเหมาะสมของการติดตัÊงและการจดัตัÊงของหน่วยงานนัÊน
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III        ทีÉอยูส่าํหรับการติดต่อ 
 

ผูผ้ลิต                            Roche Diagnostics International Ltd. 

Forrenstrasse  2 
6343 Rotkreuz 
Switzerland 

ตวัแทนจาํหน่าย Roche Diagnostics GmbH 

Sandhofer Strasse 116 
68305 Mannheim 
Germany 

ตวัแทนจาํหน่ายในสหรัฐ    Roche Diagnostics 

9115 Hague Road 
Indianapolis, Indiana 
USA 

Made in Switzerland 
 
 

IV      เนืÊอหาของคู่มือการใชง้าน 
 

คู่มือการใชง้านนีÊบรรยายการใชง้านระบบ LightCycler® 480 ซึÉ งประกอบไปดว้ยหวัขอ้ดงันีÊ : 

 
Chapter A ภาพรวมทีÉแสดงคาํแนะนาํสัÊนๆ ในการใชง้านของเครืÉอง LightCycler® 480 แ ล ะ อ ธิ บ า ย

ร า ย ล ะ เ อี ย ด คุ ณ ลั ก ษ ณ ะ ข อ ง ร ะ บ บ  

 
Chapter B คาํอธิบายระบบซึÉ งจะมีคาํแนะนาํการติดตัÊงเครืÉอง LightCycler® 480 และอธิบายส่วนประกอบพร้อม

ทัÊงอุปกรณ์ทีÉใชก้บัเครืÉอง สาํหรับบทนีÊจะให้คาํอธิบายสัÊนๆเกีÉยวกบัรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณของเครืÉอง 

LightCycler® 480 
 

Chapter C การปฏิบติังาน อธิบายวธีิการใชง้านเครืÉอง LightCycler®  480 

 
Chapter D โ ป ร แ ก ร ม  LightCycler® 480 ซึÉ งจะอธิบายการสร้างโปรแกรม LightCycler® 480 สาํหรับ

การทดลองและการวิเคราะห์ผลการทดลอง 

 
Chapter E ก า ร บาํ รุ ง รั ก ษ า เ ค รืÉ อ ง  ซึÉ ง อ ธิ บ า ย ก า ร บาํ รุ ง รั ก ษ า แ ล ะ ขัÊ น ต อ น ก า ร ดู แ ล

เ ค รืÉ อ ง  LightCycler® 480  

 
Chapter F ภาคผนวก จะมีขอ้มูลการแกไ้ขปัญหาและขอ้มูลขอ้ผิดพลาดสาํหรับเครืÉอง LightCycler® 480 การ

สัÉงซืÊอ และดชันี 

 

V       วตัถุประสงคก์ารใชง้าน 

 
เครืÉอง LightCycler® 480 ใชส้าํหรับการทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทีÉมีความรวดเร็วและแม่นยาํสูง ร่วมกบัระบบการตรวจวดั

สญัญาณแบบในสภาพจริงออนไลน ์ สามารถนาํไปใชใ้นการวิเคราะห์หาปริมาณสารพนัธุกรรมเป้าหมายเป็นจาํนวนจริงหรือ

เชิงสมัพนัธไ์ด ้และยงัสามารถวิเคราะห์ ผลิตภณัฑ ์พีซีอาร์ ดว้ยเทคนิคจาํเพาะอยา่ง Melting Curve ได ้

 
เครืÉอง LightCycler® 480 มีวตัถุประสงคใ์หใ้ชใ้นการวิจยัดา้นวิทยาศาสตร์ชีวภาพ และใชโ้ดยผูเ้ชีÉยวชาญเทคนิคใน

หอ้งปฏิบติัการ โดยทาํการศึกษาการใชง้านเครืÉองมาเป็นอยา่งดี เครืÉองไม่มีวตัถุประสงคท์างการวินิจฉยั
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VI      อนุสัญญาทีÉใชใ้นคู่มือ 
 

 

อนุสัญญาข้อความ 
 

เพืÉอแสดงขอ้มูลทีÉอ่านเขา้ใจง่าย อนุสัญญาขอ้ความในคู่มือจะประกอบดว้ย 

 

จาํนวนตวัเลข ลาํดบัขัÊนตอนในการทาํงานจะตอ้งเรียงตามลาํดบัทีÉกาํหนด 

ตวัอกัษรเอียงสีฟ้า บ่งชีÊไปทีÉบทอืÉนๆในคู่มือการใชง้านเพืÉออา้งอิง 

ตวัอกัษรเอียง อธิบายวิธีการดาํเนินต่อเมืÉอทาํการใชโ้ปรแกรมเครืÉอง LightCycler ®  480 

 

 
สัญลักษณ์ทีÉใช้ในการตีพิมพ์ 

 

ในคู่มือนีÊสัญลกัษณ์จะใชเ้ป็นสัญลกัษณ์มองเห็นได:้ 

 
สัญลกัษณ์ ความหมาย คาํอธิบาย 

 คาํเตือน สญัลกัษณ์บ่งบอกวา่หากไม่ทาํตามขอ้กาํหนดจะทาํใหไ้ดรั้บบาดเจ็บ

ทางร่างกายหรือเสียชีวิต หรือทาํให้เครืÉ องเสียหาย 

 พืÊนผิวสัมผสัร้อน สญัลกัษณ์ทีÉติดไวก้บัพืÊนผวิเครืÉองทีÉมีโอกาสร้อนได ้

 
อนัตรายทางชีวภาพ                     สญัลกัษณที์Éบอกใหพ้งึระวงัเมืÉอทาํงานกบัวตัถุทีÉมีโอกาสเกิด

อนัตรายต่อการติดเชืÊอกบัร่างกาย 

 

คาํเตือน: 

ระวงัมือไดรั้บอนัตราย 

เตือนเมืÉอทาํงานเขา้ใกลส่้วนของเครืÉองทีÉมีการเคลืÉอนทีÉ

 
ขอ้ความสาํคญั                             เป็นขอ้ความทีÉจะทาํใหก้ารทาํงานประสบความสาํเรจ็ 

 
ขอ้มูล          เป็นขอ้ความเพิÉมเตมิเกีÉยวกบัหวัขอ้ในปัจจบุนัทีÉกล่าวถงึ 

 
 

► ► ►                                                ขัÊนตอนต่อเนืÉองในหนา้ถดัไป 

■                                                                        จบการทาํงาน
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สัญลกัษณ์ทีÉใชบ้นผลิตภณัฑ ์

 

สัญลกัษณ์        ค ว า ม ห ม า ย                     คาํอธิบาย

โรงงานผลิตเครืÉองมือ แสดงบนป้ายเครืÉอง
 

 

ซีอ ีมาร์ค                                            แสดงความสอดคลอ้งกบัขอ้กาํหนดทีÉเกีÉยวขอ้งสาํหรับเครืÉอง 

 
 

ซียูแอล มาร์ค                          แสดงบนป้ายเครืÉอง 
 

 
 

                        จาํนวนรายการ 

      การคา้ระหว่างประเทศ 

 
อา้งอิงคู่มือการใชง้าน 

แสดงบนป้ายเครืÉอง 

 
 
แสดงบนป้ายเครืÉอง

 

 
พืÊนผิวสัมผสัร้อน                        1. บริเวณขอบของทีÉใส่มลัติเวลเพลท 

2. บริเวณพืÊนผิวของแผน่ฝาครอบบลอ็กไซเคลอร์ 

3. บริเวณพืÊนผิวของตวับล็อกไซเคลอร์ 

4. บริเวณหลอดไฟซีนอน 

อนัตรายทางชีวภาพ              บริเวณขอบของทีÉใส่มลัติเวลเพลท 

                    
 
 

คาํเตือน: 

ระวงัมือไดรั้บอนัตราย 

บริเวณดา้นในตวัเครืÉอง

 
WEEE อุปกรณไ์ฟฟ้าและอิเลก็ทรอนิกส์นีÊ ถูกควบคุมดว้ยขอ้กาํหนด

สหภาพยุโรป WEEE 

ทีÉแสดงวา่หา้มทิÊงอุปกรณ์เป็นขยะทัÉวไป 

 

ตัวย่อ 
 

มีรายการตวัยอ่ดงันีÊ: 

ตวัยอ่                           คาํอธิบาย 

ANSI                                 American National Standards  Institute 

EN                                     European Standard 

IEC                                    International Electrical Commission 

ISO                                    International Organization for Standardization 

LIS                                     Laboratory Information System 

n/a                                      not applicable 

PCR                                   Polymerase Chain Reaction 

QC                                     Quality Control 

SD                                      Standard Deviation 

SN                                     Serial Number 
 

UL                                     Underwriters Laboratories Inc. 

WEEE                                Waste Electrical and Electronic Equipment
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VII    สิÉงทีÉเกิดขึÊนใหม่ในการพิมพรุ่์นทีÉ 5.0 
 

ขอ้มูลเพิÉมเติมในการวิเคราะห์ดว้ย Gene Scanning การทาํให้ทันสมัยด้วยการใช้บนระบบปฏิบัติการ

Windows 10 
 
 
 

VIII     คาํเตือนและขอ้ควรระวงั 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 จะตอ้งถูกใชโ้ดยผูที้Éไดรั้บการอบรมและชาํนาญ ซึÉงจาํเป็นตอ้งทาํตามคาํแนะนาํในการ

ติดตัÊงเครืÉองและการใชง้านของเครืÉอง และตอ้งแน่ใจวา่ผูใ้ชง้านเครืÉองสามารถเขา้ถึงขอ้มูลความปลอดภยัในการใชง้าน 

 
เพืÉอหลีกเลีÉยงอนัตรายจากการบาดเจ็บหรือเสียหายรุนแรง ใหอ่้านคู่มือหวัขอ้คาํเตือนและขอ้ควรระวงันีÊ ก่อนเริÉมตน้การใชง้านเครืÉอง 

► ใส่ใจกบัทุกขอ้มูลความปลอดภยั 
 

► ทาํตามคาํแนะนาํอยา่งเคร่งครัด 
 

ไม่ควรกระทาํการใชง้านหรือบาํรุงรักษาเครืÉองใดๆ หากยงัไม่ไดรั้บการอบรมจากพนกังานโรช หากมีการใชง้านทีÉไม่ไดร้ะบุ

ไวใ้นคู่มือนีÊ  ให้การใชง้านลกัษณะนัÊนเป็นหน้าทีÉของพนกังานโรชทีÉไดรั้บการอบรม 

ความปลอดภยัในโลกไซเบอร์และขอ้มูลความเป็นส่วนตวัของเครืÉองทีÉติดตัÊงทีÉผูใ้ช ้ ให้เป็นการรับผิดชอบร่วมกนัระหว่างผูใ้ชก้บัโรช 

ซึÉ งโรชจะให้ขอ้มูลทีÉไดรั้บการป้องกนัเพียงพอทีÉจะให้ผูใ้ชมี้ความเป็นส่วนตวั ซึÉ งไดแ้ก่หัวขอ้ดงันีÊ  

 
การควบคุมการเข้าใช้งาน 

 

► การเขา้ใชง้านทางกายภาพและการใชร้ะบบเทคโนโลยสีารสนเทศทัÊงหมดเช่น การประมวลผลวิเคราะห์ขอ้มูล ระบบคอมพิวเตอร์ 

สายไฟ อุปกรณ์เชืÉอมโยงเครือข่าย จะตอ้งเคร่งครัดในการใชง้านเสมอ 
 

การใชง้านการจดัการผูเ้ขา้ใชโ้ปรแกรม LightCycler® 480: 
 

► ไม่ควรใชข้อ้มูลผูใ้ชง้านเดียวกนัสาํหรับทุกคนในห้องปฏิบติัการ 
 

► ควรใชบ้ญัชีผูใ้ชง้านแยกแต่ละคนในหอ้งปฏิบติัการดว้ยระดบัการเขา้ใชที้Éเหมาะสม 
 

► ควรล็อกบญัชีผูใ้ชง้านทีÉไม่ไดใ้ช ้(เช่นเมืÉอเลิกใชง้าน) 

 

ความปลอดภัยทางเครือข่าย 
 

► ผูใ้ชจ้ะตอ้งรับผิดชอบความปลอดภยัทางเครือข่าย โดยใหป้ลอดภยัจากโปรแกรมทีÉเป็นอนัตรายและการจู่โจมทางขอ้มูล เช่น

ควรมีมาตรการใช ้ ไฟร์วอลล ์ เพืÉอแยกระบบจากเครือข่ายทีÉไม่ปลอดภยั และใหแ้น่ใจวา่การเชืÉอมต่อเครือข่ายไม่มีรหสั

เกีÉยวขอ้งกบัไวรัสคอมพวิเตอร์ 
 

► ระบบเครือข่ายในหอ้งปฏิบติัการและระบบเทคโนโลยีสารสนเทศทัÊงหมดตอ้งปลอดภยัจากผูใ้ชง้านทีÉไม่ไดรั้บสิทธิÍ ให้

เขา้ถึง โปรแกรมอนัตราย และการจู่โจมทางโลกไซเบอร์ 
 

► ทุกอุปกรณแ์ละการบริการดา้นเทคโนโลยีสารสนเทศในหอ้งปฏิบติัการตอ้งปลอดภยัจากโปรแกรมอนัตรายและผูที้Éไมไ่ด้

รับอนุญาตใหเ้ขา้ใชง้าน 
 

► ความปลอดภยัทางเครือข่ายสูงซึÉงจะตอ้งป้องกนัการเปลีÉยนทิศทางและการดกัฟังได ้
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การถ่ายโอนข้อมูลและการนําเข้าข้อมูลไปยงัการวเิคราะห์ 
 

► การเขียนขอ้มูลของผูป่้วยลงในช่องคาํเพิÉมเติมเป็นการละเมิดสิทธิÍ ส่วนบุคคลทีÉควบคุมดว้ยกฎหมาย ดงันัÊนหา้มเขียนขอ้มูลทีÉอ่อนไหวต่อ

ผูป่้วยลงในช่องคาํเพิÉมเติม หากมีการบงัคบัใชก้ฎหมายในประเทศผูใ้ชง้าน 

 
ความปลอดภัยในการจัดเก็บ

ข้อมูล 
 

► ขอ้มูลสาํรองและคลงัเกบ็เอกสารสาํคญัทีÉส่งออกไปจากการวิเคราะหจ์ะตอ้งถูกจดัเก็บใหป้ลอดภยั และป้องกนัการเขา้ถึง

ไดข้องผูที้Éไมไ่ดรั้บอนุญาต 
 

► การเขา้ถึงขอ้มูลสาํรองและคลงัเกบ็เอกสารสาํคญัจะอนุญาตสาํหรับผูที้Éไดรั้บอนุญาตเท่านัÊน 
 

► ตอ้งแน่ใจวา่ขอ้มูลสาํรองและเอกสารสาํคญัไม่ถูกนาํออกจากทีÉเกบ็ทีÉปลอดภยั (เช่น ไม่ควรนาํขอ้มูลออกนอก

ห้องปฏิบติัการ) 

 
การรับรู้ความเป็นส่วนตวัและความปลอดภัยในโลกไซ

เบอร์ 
 

► ทาํการอบรมพนกังานใหรั้บรู้เรืÉองความปลอดภยัและความเป็นส่วนตวัของขอ้มูลโดยใหส้อดคลอ้งกบัขอ้กาํหนดทีÉใช ้
 

► หากพบวา่การวิเคราะหมี์กิจกรรมน่าสงสยัใหร้ายงานตอ่ตวัแทนโรชทนัที 
 

► ปรับปรุงโปรแกรมใหเ้ป็นเวอร์ชนัล่าสุดโดยคนของโรชให้ทนัสมยัเสมอ 

 
ความตอ้งการในการจดัการ 

 

เครืÉอง LightCycler® 480 เป็นเครืÉองคลืÉนแม่เหล็กไฟฟ้า ซึÉงมีโอกาสเกิดไฟฟ้าช็อต หรือ การบาดเจ็บทางกายได ้

หากผูใ้ชง้านไม่ปฏิบติัตามคู่มือการใชง้านเครืÉอง 

 
► ทาํตามคาํแนะนาํความปลอดภยัของการใชเ้ครืÉองทีÉติดไวที้ÉเครืÉอง 

 

► สังเกตขอ้ควรระวงัทัÉวไปในด้านความปลอดภยัจากการใชอุ้ปกรณ์ไฟฟ้า 
 

► หา้มสมัผสัส่วนทีÉมีกระแสไฟฟ้าขณะเครืÉอง LightCycler® 480 เชืÉอมต่อกบัระบบไฟฟ้าหลกั 
 

► หา้มสมัผสัสวิตชห์รือสายไฟขณะมือเปียก 
 

► หา้มเปิดโครงเครืÉอง LightCycler® 480 ขณะเครืÉองเชืÉอมต่อกบัไฟฟ้าอยู ่
 

► หา้มทาํความสะอาดเครืÉองโดยไม่ปิดสวติช์หลงัเครืÉองหรือถอดปลัËกไฟออก 
 

► ผูใ้ชส้ามารถเปลีÉยนฟิวส์หรือหลอดไฟซีนอนได ้หากทาํตามคู่มือ การปรับแต่งอุปกรณ์อิเลก็ทรอนิกส์ในส่วนอืÉน  ๆจะไม่ไดรั้บ

อนุญาต หากมีการทาํการปรับเปลีÉยน การรับประกนัเครืÉอง LightCycler® 480 ถือเป็นอนัสิÊนสุด เป็นโมฆะ 
 

► เฉพาะผูใ้หบ้ริการทีÉไดรั้บอนุญาตทีÉจะทาํการบริการซ่อมแซมเครืÉองไดเ้ท่านัÊน 
 

► ตอ้งสวมแว่นตา ถุงมือ ทุกครัÊ งทีÉทาํการสัมผสักบัวตัถุมีพิษ วตัถุกดักร่อนได ้หรือวตัถุทีÉก่อใหเ้กิดการติดเชืÊอได ้
 

► ผลิตภณัฑนี์Ê มีองคป์ระกอบภายในทีÉมีสสารทีÉตอ้งระวงัสูง มีตะกัÉวทีÉความเขม้ขน้สูงกวา่ 0.1% w/w ภายใตข้อ้กาํหนด 

REACH ซึÉงการทาํงานกบัเครืÉองนีÊจะไม่สมัผสัโดยตรงกบัสสารดงักล่าวหากทาํตามคาํแนะนาํคู่มือการใชง้าน
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Warnings and Precautions Warnings and Precautions 
 
 
 

 
 
 

 
 

หา้มเปิดส่วนของบลอ็กไซเคลอร์ขณะเครืÉองทาํงานเพืÉอหลีกเลีÉยงการบาดเจบ็ อุปกรณ์มีส่วนของ

เครืÉองกลอยูภ่ายในบลอ็กไซเคลอร์ 
 

การบาดเจ็บและการติดเชืÊอจากส่วนมีคม ขอบไม่เรียบ และ/หรือการเคลืÉอนทีÉของอุปกรณ์ในตวัเครืÉองอาจเกิดขึÊนได ้

ดงันัÊนการปฏิบติัตามกฎของมาตรฐานการปฏิบติัการจะช่วยลดเหตุการณ์ไม่พึงประสงคเ์หล่านีÊ ได ้ การสวม

อุปกรณ์ป้องกนัจะช่วยลดความเสีÉยงจากการบาดเจ็บได ้ โดยเฉพาะส่วนทีÉเขา้ถึงยากของเครืÉองเมืÉอทาํความ

สะอาดเครืÉอง และอุปกรณ์ป้องกนัทีÉใชค้วรเหมาะสม (เช่น ถุงมือ, แว่นตา, เ สืÊ อ ค ลุ ม , และรองเทา้) 
 
 

แมว้่าจะทาํงานกบัสารพนัธุกรรมทีÉมีความบริสุทธิÍ สูง แต่ให้ระลึกเสมอว่ากาํลงัทาํงานกบัวตัถุอนัตรายทาง

ชีวภาพ ซึÉงจะตอ้งจดัการและกาํจดัสารนัÊนตามคาํแนะนาํความปลอดภยัทีÉกาํหนดขึÊนทอ้งถิÉน 
 

► หากมีสารหกเลอะใหรี้บทาํความสะอาดดว้ยสารฆ่าเชืÊอทนัทีเพืÉอหลีกเลีÉยงการแพร่กระจายการปนเปืÊ อน

ไปสู่คนหรืออุปกรณ์อืÉน 
 

► โปรดทาํตามคาํแนะนาํในส่วนการบาํรุงรักษาเครืÉอง LightCycler® 480 
 

ทีÉรองรับมลัติเวลเพลท, เทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์, แผน่ฝาครอบบลอ็ก ไซเคลอร์ และหลอดไฟ

ซีนอน จะร้อนขณะเครืÉองทาํงาน 
 
 

ขอ้ควรระวงัทัÉวไป 
 

ระบบ LightCycler® 480 ควบคุมดว้ยโปรแกรมทีÉสามารถให้ผูใ้ชเ้ชืÉอมต่อกบัเครือข่ายได ้ ดงันัÊนการเชืÉอมต่อ

กบัเครือข่ายอืÉน มีโอกาสทีÉจะเกิดผลเสียต่อผลิตภณัฑไ์ด ้ เช่น การติดไวรัสคอมพิวเตอร์ (viruses, Trojan 

horses, etc.) หรือการเขา้ถึงไดจ้ากบุคคลทีÉสามทีÉไม่ไดรั้บอนุญาต (เช่นการบุกรุกจากผูจู่้โจม) 

โ ร ช จึ ง แ น ะ นาํ ใ ห้ มี ก า ร ป้ อ ง กัน อ ย่ า ง ดี  
 

ผลิตภณัฑนี์Êไม่แนะนาํให้ใชก้ารเชืÉอมตอ่กนัเครือข่ายอืÉนหากไม่มีระบบป้องกนั และไม่ใหก้ระทาํแมเ้ป็นราย

ครัÊ ง โรชจะไมรั่บผิดชอบหากผูใ้ชไ้ม่คาํนึงถึงส่วนนีÊ  ทุกเครืÉองทีÉเชืÉอมต่อกบัเครือข่าย จะมีระบบป้องกนัของ

โรชไฟร์วอลล ์โดยขอ้มูลเพิÉมเติมสามารถติดต่อพนกังานตวัแทนโรชได ้
 

หากผูใ้ชเ้ชืÉอมต่อเครือข่ายโดยไม่มีระบบป้องกนัไฟร์วอลล ์ ทางโรชจะไม่รับผิดชอบต่อปัญหาทีÉเกิดขึÊนจากการ

เชืÉอมต่อเครือข่าย ในกรณีทีÉทาํงานลกัษณะเครืÉองแยกเดีÉยว แต่ควบคุมดว้ยส่วนสารสนเทศอืÉนทีÉไม่ใช่อุปกรณ์จาก

โรช (เช่น ติดตัÊงกบัเครืÉองคอมพิวเตอร์อืÉน) โรชก็จะไม่รับผิดชอบปัญหาอนัเกิดจากการใชก้ารเชืÉอมตอ่ลกัษณะ

นีÊดว้ยเช่นกนั โรชจะรับผิดชอบกรณีทีÉมีการใช้งานโปรแกรมภายใตข้อ้กาํหนดและการไดรั้บใบอนุญาต

หรือการซืÊอขอ้ตกลงการใช้งานจากโรช 
 

เพืÉอปรับปรุงระบบความปลอดภยัของโรช การติดตัÊงระบบป้องกนัไฟร์วอลลจ์าํเป็นตอ้งทาํทุกเครืÉองใหม่นบัจากวนัทีÉ

ประกาศ โดยใชร้ะบบไฟร์วอลลจ์ากโรช รายละเอียดเพิÉมเติมใหติ้ดต่อตวัแทนโรชทอ้งถิÉน
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Warnings and Precautions Warnings and Precautions 
 
 
 

 
 
 

 
 

ส่วนควบคุมเครืÉอง LightCycler® 480 เป็นส่วนหนึÉงของระบบเครืÉอง หากมีการติดตัÊงโปรแกรมอืÉนลง

ไปในส่วนควบคุม ส่วนควบคุมนีÊจะมีความเสีÉยงต่อการขดัขวางการใชง้านปกติของโปรแกรมควบคุมการ

ทาํงาน ควรมีการติดตัÊงระบบป้องกนัไวรัสคอมพวิเตอร์เพืÉอเช็คทุกครัÊ งทีÉมีการเชืÉอมต่อส่วนควบคุมกบั

อุปกรณ์หรือโปรแกรมอืÉน 
 

► ส่วนควบคุมเครืÉองจะใชค้วบคุมเครืÉอง LightCycler® 480 แบบ 1 ต่อ 1 
 

► ใหแ้น่ใจวา่ส่วนสวติช์หลกัเขา้ถึงไดแ้บบอสิระ 
 

► การจดัวางทีÉไม่ถูกตอ้งจะส่งผลต่อการทดลองทีÉไม่ถูกตอ้งและทาํใหอ้ปุกรณ์เครืÉองเสียหายได ้

ควรทาํตามคาํแนะนาํการติดตัÊงเครืÉอง การเคลืÉอนยา้ยเครืÉองจะตอ้งทาํโดยผูเ้ชีÉยวชาญจากโรชเท่านัÊน 
 

► ประกายไฟฟ้าสามารถทาํให้เกิดการระเบิดได ้ควรเก็บวตัถุทีÉมีโอกาสทาํให้เกิดการระเบิดออกจากเครืÉอง (เช่น 

แก๊สสลบ) หากมีสเปรยข์องเหลวลงบนอุปกรณ์อิเลก็ทรอนิกส์จะเกิดไฟฟ้าลดัวงจรไดซึ้É งเป็นสาเหตุของ

ไฟไหมไ้ด ้
 

► ควรปิดฝาเครืÉองขณะเครืÉองต่อกบัระบบไฟฟ้าหลกั และไม่สเปรยอ์ะไรตรงบริเวณใกลเ้ครืÉอง ขณะทาํการ

ดบัเพลิงควรถอดปลัËกเครืÉองออก 
 

► หา้มจดัการเครืÉอง 

 
ระบบความปลอดภัยไฟฟ้า 

 

เครืÉอง LightCycler® 480 ถูกออกแบบตามมาตรฐานการป้องกนัระดบั 1 (IEC) แกนเครืÉองและ

โครงสร้างเครืÉองต่อกบัสาย เพืÉอป้องกนัอนัตรายจากกระแสไฟฟ้าชอ็ต ควรทาํการเชืÉอมต่อเครืÉองกบั

ระบบสามสายทีÉมีกราวด ์ สาํหรับกาํลงัไฟฟ้าทีÉ 230 โวลต ์ หากไม่มีระบบรองรับกราวด ์ ตอ้งให้ช่างไฟฟ้า

ติดตัÊงระบบรองรับกราวด ์ ตามมาตรฐานของทอ้งถิÉน หากไม่มีระบบกราวด์ไม่ว่าจะภายในหรือภายนอก

ตวัเครืÉอง จะก่อให้เกิดอนัตรายอยา่งยิÉง 

ไม่วา่กรณีใดๆ ผูใ้ชไ้ม่ควรพยายามแกไ้ขหรือจงใจทาํลายระบบความปลอดภยัของเครืÉอง หากสายไฟ

มีการแตกหกั ขาดลุ่ย หรือเสียหาย ใหรี้บทาํการเปลีÉยนใหม่ทนัทีดว้ยสายไฟขนาดเดียวกบัของเริÉมตน้

ทีÉโรชใหม้า 

 

คาํเตือนควรปฏิบตัิตามอยา่งเคร่งครัด การใชง้านเครืÉองและอุปกรณ์ผดิวธีิจะทาํใหเ้กิดอนัตรายตามมาไดใ้นภายหลงั
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Disposal of the Instrument 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

IX      การกาํจดัทิÊงของเครืÉองมือ 
 

 
คาํแนะนาํการกาํจดัทิÊง 

 

ทุกผลิตภณัฑไ์ฟฟ้าและอิเลก็ทรอนิกส์ควรทิÊงแยกจากขยะทัÉวไป การกาํจดัทิÊงทีÉเหมาะสมจะป้องกนัผลกระทบ

ดา้นลบกบัสิÉงแวดลอ้มและสุขภาพมนุษย ์

 

เครืÉองควรจดัเป็นขยะอนัตรายทางชีวภาพ การกาํจดัการปนเปืÊ อน (นัÉนคือ การรวมกระบวนการการ

ทาํความสะอาด การฆา่เชืÊอ การทาํใหป้ราศจากเชืÊอ) จาํเป็นตอ้งทาํก่อนการนาํมาใชใ้หม่ หรือก่อนทิÊง 

ขอ้มูลเพิÉมเติมควรทาํตามคาํแนะนาํทอ้งถิÉน 

 

ก่อนกาํจดัทิÊงใหล้บขอ้มูลในเครืÉองออก ส่วนประกอบของส่วนควบคุมเช่น คอมพวิเตอร์ จอแสดงผล 

คียบ์อร์ด ควรทาํเครืÉองหมายกากบาททบัถงัขยะตามขอ้กาํหนดของ European Directive 

2012/19/EU of the European Parliament and of the Council of 4 July 2012 on waste 

electrical and electronic equipment (WEEE) อุปกรณ์เหล่านีÊจะตอ้งถูกนาํไปกาํจดัดว้ย

หน่วยงานทีÉไดรั้บมอบหมายโดยรัฐบาลหรือทีÉเกีÉยวขอ้ง 
 
 

ขอ้กาํจดั 
 

ทัÊงนีÊ ส่วนของระบบควบคุมจะมีการปนเปืÊ อนหรือไม่ขึÊนอยูก่บัดุลยพนิิจของห้องปฏิบติัการ หากมีการปนเปืÊ อน

ใหท้าํการฆ่าเชืÊอแบบเดียวกบัเครืÉอง
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ภาพรวม 
 
 

1        คํานํา 

Introduction 
 
 

ระบบ LightCycler® 480 รองรับการทาํงานพซีีอาร์ชนิดเรียลไทม ์ออนไลน์ สาํหรับตวัอยา่งขนาด 96 หรือ 384 

ทัÊงนีÊ ขึÊนอยูก่บัชนิดของ thermal block ทีÉทาํการติดตัÊงกบัเครืÉอง 

 

หลงัจากเครืÉองทาํการติดตามสัญญาณการเพิÉมจาํนวนสารพนัธุกรรมมาไดแ้ลว้ จะทาํการวเิคราะห์ ยกตวัอยา่ง 

วเิคราะห์ดว้ยการหาปริมาณ ซึÉ งจุดเด่นของระบบอุณหภูมิทีÉมีความสมํÉาเสมอสูง ทาํใหไ้ดผ้ลทีÉรวดเร็วและมี

ความแม่นยาํสูง 

 

ระบบตรวจจบัสัญญาณมีช่วงสัญญาณกวา้ง ซึÉ งสามารถรองรับชนิดของสีทัÊงแบบจาํเพาะกบัลาํดบัเบส เช่นโพ

รบชนิด  HybProbe probes หรือ hydrolysis probes และสีทีÉไม่จาํเพาะกบัลาํดบัเบส เช่น SYBR Green I 

 

โปรแกรม LightCycler® 480 มีคุณสมบติัทีÉดีในการใชง้านทีÉทาํใหง่้ายต่อการโปรแกรม รวดเร็ว และยงัมี

ฟังก์ชัÉนซบัซอ้นทีÉช่วยในการวเิคราะห์รองรับกบังานบางอยา่งทีÉตอ้งใชค้วามซบัซอ้น เช่น 

 

► การวเิคราะห์หาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ Relative Quantification ด้ ว ย ก า ร ใ ช้  Basic Relative Quantification 

analysis mode หรือจะวเิคราะห์ขัÊนสูงก็มีฟังกช์ัÉนรองรับดว้ย Advanced Relative Quantification analysis 

mode เป็นตน้ 

 

► การวเิคราะห์จโีนไทป์ชนิด Endpoint Genotyping ดว้ย hydrolysis probes หรือการวเิคราะห์การกลายพนัธุ์

แบบ SNP ดว้ยวธีิ Melting Curve Genotyping method เป็นตน้ 

 

► สามารถวิเคราะห์หา hetero-duplex จากตวัอยา่งดีเอน็เอได ้ดว้ยการใชก้ารวเิคราะห์ Gene Scanning Module 

ซึÉ งออกแบบการทดลองดว้ยการใช ้ High Resolution Melting ร่วมกบัการใชส้าร ResoLight Dye 

โปรแกรมจะวิเคราะห์จดักลุ่มตวัอยา่งให้อยูเ่ป็นกลุ่มเดียวกนัหากมีลกัษณะค่าอุณหภูมิจาํเพาะเหมือนกนั ทาํให้

จาํแนกจีโนไทป์ของตวัอยา่งได ้

 
 
 

หากตอ้งการเขา้ใชง้านลกัษณะ LIMS System ผูใ้ชส้ามารถเพิÉมโปรแกรมใหร้องรับ LIMS Module ได ้

 

สาํหรับรายละเอียดเพิÉมเติมดา้นการใชง้านโปรแกรม กรุณาศึกษาเพิÉมเติมในส่วนของโปรแกรม 

LightCycler® 480 
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2        คุณสมบัต ิ
 
 
 

2.1         เครืÉอง 
 

ส่วนประกอบ 

LightCycler® 480 Thermal Block Cycler Unit (96-/384-well) ตั ว บ ล็ อ ก เ ป็ น ชนิดซิลเวอร์รวมฝา

ครอบ 

LightCycler® 480 Optical Unit (5 ช่องกระตุน้กรองแสง, และ 6 ช่องรับกรองแสง) 

Light Emitting Diode, LED (ทดแทนการใชห้ลอดชนิดซีนอน) 
 

 
 

2.2         โปรแกรม 
 

คุณสมบติัทัÉวไปของโปรแกรม LightCycler® 480 รุ่น 1.5 
 
 

คุณสมบติัทัÉวไป 
 

ฟังก์ชัÉน                  คุณสมบติั 

พืÊนฐาน ปรับปรุงความสามารถโดยรวม 

มีระบบนาํทางใหง่้ายต่อการใชง้านประจาํวนั 

พฒันาการจดัการขอ้มูลในทุกส่วน 

ง่ายต่อการเปิดดูขอ้มูลการทดลองเดิม หรือสร้างการทดลองใหม่ และสามารถให้แมคโคร หรือ

ตน้แบบผา่นหนา้จอภาพรวม 

มีความยดืหยุน่ของการใชง้านในรูปแบบตาราง 

ขยายและเลือกดูกราฟขอ้มูลไดห้ลายกราฟพร้อมกนั 

มีฟังก์ชัÉนการส่งออกขอ้มูลเป็นชุดขอ้มูลใหญ่ ไม่ตอ้งทีละขอ้มูล 

ช่วงกวา้งการวิเคราะห์ชนิด melting curve analysis เริÉมตัÊงแต ่+20 °C 

การแกไ้ขชืÉอตวัอยา่ง สามารถดูขอ้มูลแบบภาพเพลทหรือแบบตารางขอ้มูลกไ็ด ้ทุกการวเิคราะห์ 

แสดงผลไดห้ลายคุณสมบตัิ 

แกไ้ขขอ้มูลไดส้ะดวกรวดเร็ว (เช่น การตัÊงค่ามาตรฐาน) 

พิมพภ์าพเพลทตวัอยา่งไดเ้พืÉอง่ายต่อการปิเปต 

เลือกภาพพร้อมกนั หรือซูมได ้ในทุกหลุมบนเพลท 

ฟังกช์ัÉน มาโคร แสดงขอ้มูลสรุปของแบบมาโคร 

สามารถเช็คเลขบาร์โคด้เพลทเดิม และใส่เลขบาร์โคด้ได ้(ทางเลือก) ก่อนเริÉมการทาํงานแบบ

มาโคร 

นาํเขา้ชืÉอตวัอยา่งและโน๊ตไดร้ะหวา่งทาํงานแบบมาโคร 

ยกเลิกการทาํงานแบบมาโคร 
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รูปแบบ                         คุณสมบติั 

การวเิคราะห ์

Endpoint Genotyping  

รวดเร็วสาํหรับการวิเคราะห์การกลายพนัธุ์ชนิด SNP  

ง่ายต่อรูปแบบการแปลผล (เช่น การพลอ็ตกราฟแบบจุด การดูกราฟการเพิÉม
ปริมาณ) 

การวเิคราะห ์

Relative Quantification  

จบัคู่ไดห้ลายยีนอา้งอิง และหลายคู่ระหวา่งยีนเป้าหมายกบัยีนอา้งอิง 

แสดงค่าทางสถิติไดท้ัÊงสองค่า คือ ค่าเฉลีÉย และ ค่ากลาง 

แสดงรายละเอียดขอ้มูลของเสน้มาตรฐาน 

มีการวเิคราะห์ 2 ลกัษณะ สาํหรับพืÊนฐาน และขัÊนสูง คือ 

Basic  Relative Quantification  วิเคราะห์ขอ้มูลบนพืÊนฐานวิธี 
ΔΔCT-Method ซึÉงบอกค่าพารามิเตอร์ต่างๆ 

Advanced  Relative Quantification  วิเคราะห์ขอ้มูลเชิงซบัซอ้นขึÊนดว้ย

การเพิÉมค่าพารามิเตอร์เพิÉมเติม ร่วมกับวิธีการวิเคราะห ์

การวเิคราะห ์

Gene Scanning  

ใชเ้ทคนิค High Resolution Melting เพืÉอดูความหลากหลายทางพันธุกรรม 

จดักลุ่มอตัโนมติัสาํหรับตวัแปรทางพนัธุกรรมใหม่  ๆเนืÉองจากมีความไวสูง 

ตรวจจบัตวัแปรชนิดเปลีÉยนลาํดบัเบสเดีÉยวไดแ้ม่นยาํ 

 
 
 
 
 
 

รูปแบบการวเิคราะห์ 

Features 
 

Software 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เครืÉองมือการจดัการผูใ้ชง้านและการวินิจฉัยปัญหาโปรแกรม 
 

ฟังก์ชัÉน                           คุณสมบติั 

ฐานขอ้มูล                         ติดตัÊงฐานขอ้มูลในลกัษณะตรวจสอบกลบัได ้และตรวจสอบกลบัไม่ได ้

การจดัการลาํดบัผูใ้ชง้าน         จดับทบาท เป็น Admin, Expert  และ Standard user 

เครืÉอง                                   การเช็คเครืÉองอตัโนมติั 

บนัทึกขอ้ผิดพลาด                      จดัส่งออกขอ้มูลการทาํงานและขอ้ผิดพลาด 
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3        ร า ย ล ะ เ อี ย ด คุ ณ ลั ก ษ ณ ะ ข อ ง เ ค รืÉ อ ง LightCycler® 

480 
 

รายละเอียดคุณลกัษณะดา้นล่างนีÊ เหมือนกนัทัÊงของเครืÉอง LightCycler® 480 Instrument I และเครืÉอง 

LightCycler® 480 Instrument II. 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 Instrument รองรับ ทัÊงชนิดบล็อกไซเคลอร์ 96- หรือ 384-well format: 

 
LightCycler® 480 Instrument II, 96-wells Cat. No. 05 015 278 001 

LightCycler® 480 Instrument II, 384-wells Cat. No. 05 015 243 001 
 

 
 

3.1         ทัÉวไป 
 

ขนาด 57.4 × 58.8 × 49.7 cm (ก × ย × ส) 

นํÊาหนกัรวม 65 kg รวมส่วนควบคุมเครืÉอง 

นํÊ าหนกัเครืÉอง 55 kg 

แหล่งพลงังาน/การใชไ้ฟฟ้า 200-240 Vac (+10%/-15%) 
50/60 Hz (+/-  2 Hz) 
1.5kVA 

ระดบัเสียง < 60 dB (A) 

ระดบัการป้องกนั I 

การติดตัÊง/แรงดนัไฟฟ้า II 

การปล่อยคลืÉนแม่เหล็กไฟฟ้า Class B 

ความร้อนทีÉปล่อยระหว่างการทาํงาน(ค่าเฉลีÉย) 

ความรอ้นเมืÉอเครืÉองไมไ่ดท้าํงาน 

~4000 Btu/h or 4200 kJ/h 
~850 Btu/h or 900 kJ/h 

 

 
 

3.2         พารามิเตอร์ด้านสิÉงแวดล้อม 
 

อุณหภูมิสาํหรับการขนส่ง/การจดัเกบ็/การบรรจุ -25°C to +60°C 

ความชืÊนสมัพทัธ์ระหวา่งการขนส่ง/การจดัเก็บ/การบรรจ ุ 10% to 95%, ไม่มีการควบแน่น 

อุณหภูมิขณะการใชง้านเครืÉอง +15°C to +32°C 

ความชืÊนสมัพทัธ์ระหวา่งการใชง้านเครืÉอง Max. 80% at +32°C, ไม่มีการควบแน่น 

Min. 30% at +15°C to +32°C 

ระดบัความสูง/แรงกดอากาศระหวา่งการใชง้านเครืÉอง 0 — 2000 m เหนือระดบันํÊาทะเล 

80 — 106 kPa 
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3.3         การเชืÉอมต่อ 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 Instrument มีการเชืÉอมต่อไดก้บั: 
 

 

การเชืÉอมต่อ                       อุปกรณ์ 
 

LAN 10/100 Base T             เชืÉอมต่อกบัระบบควบคุมเพืÉอควบคุมการทาํงานและส่งถ่ายขอ้มูล 

 
 
 

3.4         ความจุตัวอย่าง  
 

จาํนวนตวัอยา่งต่อรัน 96 or 384 

ปริมาตรตวัอยา่ง ►  96-well thermal block cycler: 10 — 100 µl 

►  384-well thermal block cycler: 5 — 20 µl 

ปริมาตรปฏิกิริยาสามารถลงไดถึ้ง 3µl แต่ควรหยดนํÊามนั

เคลือบ 
 

 
 

3.5         การขนส่ง 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 Instrument ขนส่งผา่นการบรรจุในพาเลททีÉเป็นสไตโรโฟม แลว้ทาํการห่อหุม้

ดว้ยกล่องกระดาษอีกรอบ 

 

หีบห่อการบรรจุเครืÉองจะตอ้งไม่ถูกเปิดระหวา่งการขนส่งและหากพบความเสียหายระหวา่งการ

ขนส่งใหร้ายงานต่อบริษทัทนัที ก่อนทีÉจะทาํการยอมรับเครืÉอง 

 

ใชบ้รรจุภณัฑด์ัÊงเดิมของเครืÉองในการขนยา้ยเครืÉองเท่านัÊน 

 
 
 

3.6         ระบบควบคุม 
 

ระบบควบคุมจะถูกจดัส่งมาพร้อมกบัเครืÉอง LightCycler® 480 
 

หากมีแผนงานในส่วนทีÉตอ้งใชร้ะบบ LIMS ระบบควบคุมเครืÉองจะตอ้งมีการติดตัÊงเพิÉมเติมเพืÉอให้

ใชง้านลกัษณะนีÊได ้ ดงันัÊนทางผูใ้ชง้านจะตอ้งติดต่อกบัตวัแทนโรชเพืÉอเพิÉมทางเลือกใหก้บัระบบ

ควบคุม สาํหรับรองรับการเชืÉอมต่อในลกัษณะดงักล่าวเป็นกรณีไป
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Specifications of the Detection Unit 
 

Excitation 

Specifications of the Detection Unit 
 

Optical Filter

 
 
 

 
 
 

 

4        รายละเอียดคุณลกัษณะของระบบตรวจจับสัญญาณ 
 
 
 

4.1         ระบบกระตุ้น 
 

ซีนอน 

 

ชนิด หลอดไฟซีนอน 

วตัต์ 100 W 

อายุการใชง้าน > 500 h 

 

แอลอีดี 

 

ชนิด หลอดไฟแอลอีดีแสงขาว 

วตัต์ 10 W 

อายุการใชง้าน > 10,000 h 

 
 

4.2        ระบบตรวจรับ 
 

ชนิด กลอ้งโมโนโครม ซีซีดี 

ความละเอียด 1024 × 1344 pixel 

เวลาการบูรณาการ 10 ms to 10 s 

การเลือกเวลาการบูรณาการ ไดนามิกส์ หรือ แมนนวล 

ความไว < 0.2 nmol/l fluorescein, typically 0.1 nmol/l 
(20 µl reaction volume) 

ความสมํÉาเสมอ CV ≤ 0.15% 

สัญญาณขา้มหลุมต่อหลุม < 0.2% optically 

< 0.02% with software correction 
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Specifications of the Detection Unit 
 

Excitation 

Specifications of the Detection Unit 
 

Optical Filter

 
 
 

 
 
 

 
4.3         ระบบกรองแสง 

 

สาํหรับเครืÉอง LightCycler® 480 Instrument มีชุดระบบกรองแสง 2 รุ่น: 

 
► ชุดระบบกรองแสงของเครืÉองรุ่น LightCycler® 480 Instrument I 

 

► ชุดระบบกรองแสงของเครืÉองรุ่น LightCycler® 480 Instrument II 
 
 

4.3.1        ชุดระบบกรองแสงของเครืÉอง LightCycler®  480  Instrument I 
 

ความยาวคลืÉนช่วงกระตุน้ (nm) Bandpass                         Band Width (BW) 

450 nm                                    30 nm 

483 nm                                    35 nm 

523 nm                                    20 nm 

558 nm                                    30 nm 

615 nm                                    30 nm 

ความยาวคลืÉนช่วงรับ (nm) 500 nm                                    20 nm 

533 nm                                    20 nm 

568 nm                                    20 nm 

610 nm                                    20 nm 

640 nm                                    20 nm 

670 nm                                    20 nm 
 
 

4.3.2        ชุดระบบกรองแสงของเครืÉองรุ่น LightCycler®  480  Instrument II 
 

ความยาวคลืÉนช่วงกระตุน้ (nm) Bandpass                         Band Width (BW) 

440 nm                                    35 nm 

465 nm                                    25 nm 

498 nm                                    40 nm 

533 nm                                    25 nm 

618 nm                                    35 nm 

ความยาวคลืÉนช่วงรับ (nm) 488 nm                                    20 nm 

510 nm                                    20 nm 

580 nm                                    20 nm 

610 nm                                    20 nm 

640 nm                                    20 nm 

660 nm                          95 nm (long pass) 
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Specifications of the Thermal Block Cyclers 
 

Optical Filter 

Specifications of the Multiwell Plate Barcode Reader 
 

Optical Filter 

 
 
 

 
 
 

 

5        รายละเอียดคุณลกัษณะของเทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์  

 
มี  2 ชนิดสาํหรับเครืÉอง  LightCycler® 480 Instrument: 

 
► LightCycler® 480 Thermal Block Cycler Unit 96 Silver 

 

► LightCycler® 480 Thermal Block Cycler Unit 384 SilverL  

 

การควบคุมอุณหภูมิ ใชร้ะบบ peltier ทัÊงการเพิÉมและลดอุณหภูมิ 

ช่วงอุณหภูมิ +37 to +99°C 

+20°C สาํหรับการวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม 

Melting Curve analysis 

อตัราการเพิÉมอุณหภมิู 96-well block: 4.4°C/s 

384-well block: 4.8°C/s 

อตัราการลดอุณหภูมิ 96-well block: 2.2°C/s 

384-well block: 2.5°C/s 
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Specifications of the Thermal Block Cyclers 
 

Optical Filter 

Specifications of the Multiwell Plate Barcode Reader 
 

Optical Filter 

 
 
 

 
 
 

 

6        รายละเอียดคุณลกัษณะเครืÉองอ่านบาร์โค้ด สําหรับ 

  มัลตเิวล เพลท 
 

เครืÉองอ่านบาร์โคด้สาํหรับ มลัติเวล เพลท เป็นส่วนเพิÉมจากเครืÉองมาตรฐาน ใชส้าํหรับการอ่าน

ขอ้มูลชืÉอเพลททีÉทวนสอบกลบัได ้ก่อนทาํการใส่เพลทลงเครืÉอง ใหใ้ชส้แกนบาร์โคด้ทีÉอยูก่บัเพลท  

 

รองรับชนิดบาร์โคด้ ►  Code 39 (250 — 500 µm; Code with Checkdigit, 
min. code length = 2) 

►  Code 2 of 5 (250 — 500 µm; Code with Check- 
digit, min. code length = 2) 

►  Code 128 (250 — 500 µm; min. code length = 2) 

ขนาดเส้นบาร์โคด้ทีÉรองรับ 68.0 × 6.5 mm 
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Specifications of a Handheld Barcode Reader
 

Optical Filter 

 

 
 
 

 

7        รายละเอียดคุณลกัษณะของเครืÉองอ่านบาร์โค้ดชนิดมือจบั 
 

ผูใ้ชส้ามารถซืÊอเครืÉองอ่านบาร์โคด้ชนิดมือจบัมาต่อเพิÉม สาํหรับการอ่านบาร์โคด้ได ้โดยการเชืÉอมต่อผา่นทาง

ช่อง USB ทัÊงนีÊควรติดต่อตวัแทนจาํหน่ายโรชก่อน 
 
 

ขอ้มูลเพิÉมเติมสาํหรับเครืÉองอ่านบาร์โคด้ทีÉแนะนาํ 
 

เพืÉอใหก้ารอ่านบาร์โคด้ไดป้ระสิทธิภาพจากเครืÉองอ่านบาร์โคด้ แนะนาํใหภ้าพพมิพบ์าร์โคด้เป็นลกัษณะ: 

 
A) Roche แนะนาํสาํหรับบาร์โคด้ทีÉเห็นไดด้ว้ยตาเปล่าดงันีÊ  

► ภาพพมิพบ์าร์โคด้ควรคมชดั (สีดาํบนพืÊนหลงัขาว) 
 

► พืÊนหลงัควรเป็นสีขาวทึบ (ไม่โปร่งแสง, ไม่มีลวดลาย, ไม่มีสี), ไม่อยูบ่นกระดาษสะทอ้นแสง 
 

► เชค็วา่ขอบคมและเส้นชดัเจน บนรหสับาร์โคด้ (ไม่มีเส้นฝอยๆ) 
 

► ช่วงทีÉไม่มีเส้นบาร์โคด้ ควรชดั (เป็นสีขาวอยูท่างซา้ย หรือขวาของรหัสบาร์โคด้) 
 

► เส้นรหสับาร์โคด้ควรคมชดัแมจ้ะโดนนิÊว หรือเลบ็ ควรไม่เป็นรอย หรือเลอะเลือน แมว้า่จะโดนนํÊามนั, นํÊายา

ฆ่าเชืÊอ หรือสารเหลวอืÉนๆ 

 
B) การอ่านคุณภาพบาร์โคด้ดว้ยเครืÉองอ่านมาตรฐาน 

 

การใชเ้ครืÉองวดัคุณภาพของบาร์โคด้สามารถหาเครืÉองวดัไดห้ลากหลาย ซึÉ งแนะนาํใหเ้ป็นเครืÉองทีÉได้

มาตรฐาน ISO/IEC 15416 standard which corresponds with the former US standard 

ANSI X3, 182-1990. 
 

Roche แนะนาํ ISO/IEC grade 3.5 to 4.0 (ANSI A) or ISO/IEC grade 2.5 to <3.5 (ANSI 

B) สาํหรับเครืÉองอ่านบาร์โคด้ทีÉไดม้าตรฐาน



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

คาํอธิบายระบบ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chapter B • คาํอธิบายระบบ 
 

คาํแนะนาํสาํหรับการติดตัÊงเครืÉอง 

LightCycler® 480 และคาํอธิบาย

ส่วนประกอบระบบพร้อมอุปกรณ์ทีÉใชร่้วมกนั 
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System Package 
 

 
 
 
 

คาํอธิบายระบบ 
 
 

1        บรรจุภัณฑ์ของระบบ 
 

รายละเอียดในตารางดา้นล่างคือส่วนประกอบทีÉมาพร้อมกบัเครืÉอง ควรเช็คตามรายการในตารางเพืÉอความ

ถูกตอ้ง 

 
หลงัจากเปิดกล่อง ตรวจเช็คความเสียหายทีÉอาจเกิดขึÊนจากการขนส่ง หากพบวา่มีรายการใดขาดหาย

หรือเสียหาย ใหร้ายงานกบัตวัแทนจาํหน่ายโรช 

 

           จาํนวน                  รายการ 

1 เครืÉอง LightCycler® 480 Instrument, 96-wells 

หรือ 

เครืÉอง LightCycler® 480 Instrument, 384-wells 

1                    ส่ ว น ค ว บ คุ ม เ ค รืÉ อ ง  (รวมจอแสดงผล) 

1                    สาย LAN (3 เมตร) 

4                    แผน่กรองอากาศ 

1                    อุปกรณส์าํหรับใชปิ้ดแผน่ฟอยล ์

1                    ฝาครอบเลนส์ 

10                   ฟิวส์ขนาด 5×20 3.15AT 250V ULR/IEC 

10                   ฟิวส์ขนาด 5×20 8AT 250V ULR/IEC 

10                   ฟิวส์ขนาด 5×20 T 10A H 250V ULR/IEC 

10                   ฟิวส์ขนาด 5×20 16AT 250V ULR/IEC 

1                    แ ผ่ น ร อ ง เ ม า ส์  

1                    กล่องอุปกรณ์อืÉนๆ 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 รุ่น 1.5.1, คู่มือและใบอนุญาตจะบนัทึกอยูใ่นส่วนควบคุมเครืÉองภายใต้

โฟลเดอร์ 

“C:\Program Files\Roche\LightCycler480_InstallPacks\”. 
 

สายไฟของเครืÉอง และของส่วนควบคุมเครืÉองรวมทัÊงจอแสดงผลนัÊนจะตอ้งขนส่งแยกต่างหาก ดงันัÊนให้

ติดต่อตวัแทนจาํหน่ายโรช
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2        การติดตัÊง 
 

 
 

2.1         ความต้องการในการติดตัÊง 
 

► วางเครืÉอง LightCycler® 480 บนพืÊนไดร้ะดบัในลกัษณะตัÊงขึÊน 
 

► ไม่ควรวางเครืÉอง LightCycler® 480 ใกลก้บัเครืÉองทีÉทาํใหเ้กิดการสัÉนสะเทือน เครืÉองทีÉปล่อยคลืÉน

แม่เหลก็ไฟฟ้า หรือเครืÉองทีÉมีการเหนีÉยวนาํสูง (เช่น ตูเ้ยน็ เครืÉองปัÉนเหวีÉยง หรือเครืÉองผสม เป็นตน้) 
 

► เครืÉองทีÉเชืÉอมต่อกบัเครืÉอง LightCycler® 480 จะตอ้งไดรั้บมาตรฐาน IEC 950 (UL 1950) 
 

► ปลัËกไฟทีÉใช้กบัระบบเครืÉอง LightCycler® 480 (เครืÉอง, ส่วนควบคุม, จอแสดงผล) ควรมีไฟฟ้าเฟส

เดียวกนั เพืÉอป้องกนัการกระชากเมืÉอเปิด หรือป้องกนัสัญญาณรบกวนจากปัจจยัอืÉนๆ หรือระบบจ่าย

กระแสไฟฟ้าเอง 
 

► ใชส้ายไฟและสาย LAN ทีÉมาพร้อมกบัเครืÉองเท่านัÊน 

มีการยกเลิกชุดสายไฟทีÉมากบัระบบเครืÉองของ โรช 

 
เนืÉองจากแต่ละประเทศมีมาตรฐานแตกต่างกนั ชุดสายไฟจึงไม่ไดจ้ดัมาพร้อมกบัระบบเครืÉอง ดงันัÊนติดต่อ

บริษทัประจาํถิÉนเพืÉอสนบัสนุนชนิดของสายไฟ 

 
ก่อนนาํสายไฟมาใช้ ควรเช็คชนิดของสายไฟให้ถูกตอ้งตรงกบัความตอ้งการของเครืÉองดว้ยดงันีÊ  

 

วตัถุ ชนิด/รุ่นของสายไฟ(ความยาวสูงสุด 3 m/12 ft) เครืÉองหมายของ

ความสอดคลอ้ง 

สายไฟชนิด ปลัËก 3 ขาชนิด CEE VII หรือ เทียบเท่า ไดรั้บมาตรฐาน  
  กลุ่มยุโรป รองรับไฟฟ้าทีÉ ENEC or VDE or 
 16 A/250 V พร้อมสาย H05VV-F3G with min. 

1.50 mm2  และขอ้ต่อสายชนิด 
<HAR>, or เทียบเท่า 

 IEC-60320 C19 rated for min. 16 A/250 V  

   
 

C19 
 

 

สายไฟชนิด ปลัËก 3 ขาชนิด NEMA or เทียบเท่า ไดรั้บมาตรฐาน  
   กลุ่มอเมริกา รองรับไฟฟ้าทีÉ 20 A/125 V or UL, CSA, หรือเทียบเทา่ 

 20 A/250 V พร้อมสาย SJT with min. 12 AWG and 

 และขอ้ต่อสายชนิด 

 IEC-60320 C19 rated for min. 20 A/125 V or 

 20 A/250 V  

     C19 
 

► หา้มวางเครืÉองบริเวณทีÉมีแสงแดดส่องโดยตรง หรือใกลก้บัเครืÉองแผรั่งสี หรือเครืÉองกาํเนิดความร้อน 
 

► หา้มวางเครืÉองหนกัๆทบัดา้นบนของเครืÉอง
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ขนาด เครืÉองมีขนาด กวา้ง 57.4 ซม. ยาง 58.8 ซม. และสูง 49.7 ซม. 

การรองรับ

นํÊ าหนกั 

65 กิโลกรัมรวมส่วนควบคุม 

นํÊ าหนัก เฉพาะตวัเครืÉอง LightCycler® 480 หนกัประมาณ 55 กก. 

กาํลงัไฟฟ้า ►  ใชไ้ฟฟ้า 200 — 240 โวลท์ (50/60 เฮิร์ท) 

►  เครืÉองสามารถต่อกบัไฟฟ้าชนิดเฟสเดียว หรือเฟสคูไ่ด ้

►  ใชร้ะบบกราวด ์

การไม่มีระบบกราวด ์ จะก่อใหเ้กิดอนัตราย ไมว่า่จะเป็นภายในระบบ หรือภายนอก

ระบบ 

 

ไม่ควรใชง้านเครืÉองในสภาวะทีÉมีการปรับแต่งหรือเจตนาไม่ใชร้ะบบกราวด ์

 

►  เครืÉอง LightCycler® 480 ใชไ้ฟฟ้าสูงสุดทีÉ 1500 VA  ส่วนควบคุมจะใช้

ไฟฟ้าเพิÉมขึÊนอีกประมาณ 500 VA 

ขึÊนอยูก่บัคุณภาพกระแสไฟฟ้า การติดตัÊงเครืÉองสาํรองไฟ (UPS) อาจจาํเป็นในกรณี

ทีÉระบบไฟฟ้าไม่เสถียร เครืÉองสาํรองไฟ ไม่ไดม้าพร้อมกบัระบบเครืÉอง ดงันัÊนหาก

ตอ้งการติดตัÊงเพิÉมใหติ้ดต่อตวัแทนประจาํถิÉน โดยแนะนาํใหเ้ลือกชนิด “Online / 

Direct Mode”. 

 
 
 

2.2         ความต้องการด้านพืÊนทีÉและกําลังไฟฟ้า 
 

จดัวางเครืÉองใหเ้หมาะสมตามความตอ้งการของเครืÉองในคุณสมบติัดา้นล่างนีÊ  
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การระบายอากาศ        สาํหรับระบบระบายอากาศ ไม่มีความตอ้งการพิเศษ แต่ควรมัÉนใจวา่: 

► ช่องระบายอากาศเขา้ บริเวณอุปกรณ์อิเลก็ทรอนิกส์ (1) ไม่ถูกปิดกัÊน 

ช่องนีÊจะอยูท่างดา้นมุมบนซา้ยของดา้นหลงัเครืÉอง ควรจดัวางเครืÉองใหห่้างจากผนงั

อยา่งนอ้ย 4 ซม. เพืÉอใหก้ารระบายอากาศดี 

► ช่องระบายอากาศออก (2) ของ thermal block cycler จะตอ้งไม่ถูกปิดกัÊน ซึÉงจะ

อยูบ่ริเวณมุมล่างขวาของดา้นหลงัเครืÉอง และมุมล่างซา้ยของดา้นซา้ยเครืÉอง  

 
 

Figure 1    ช่องระบายอากาศเขา้ (1)  และ ออก  (2)  ดา้นหลงัและดา้นซา้ยของเครืÉอง 
 

► ช่องระบายอากาศเขา้ของ thermal block cycler (3) และช่องระบายอากาศเขา้

ของกล่องไฟ (4) จะตอ้งไม่ถูกปิดกัÊน ซึÉงจะอยูบ่ริเวณดา้นล่างขวาของเครืÉอง 
 

 
 

Figure 2   ช่องระบายอากาศเขา้ทางดา้นขวาของเครืÉอง
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การเขา้ถึง ► ควรวางเครืÉองใหด้า้นหลงัเครืÉองห่างจากผนงัประมาณ 4 ซม. เพืÉอใหง่้ายต่อการเขา้ถึง

ระบบพดัลมกรองอากาศของระบบไฟและแผงวงจร 

► ควรวางเครืÉองใหมี้พืÊนทีÉดา้นขา้งขวาอยา่งนอ้ย 40 ซม. เพืÉอใหง่้ายต่อการดูแล block 

cycler แผงวงจร และการใส่เพลทเขา้ ออก 

► ควรวางเครืÉองใหมี้พืÊนทีÉดา้นขา้งซา้ยประมาณ 20 ซม. เพืÉอใหส้ะดวกต่อการนาํฝาครอบ

เครืÉองใส่ทางดา้นขา้ง 

► ควรวางเครืÉองใหมี้พืÊนทีÉดา้นบนเครืÉองประมาณ 5 ซม. เพืÉอใหก้ารยกฝาเครืÉองขึÊนสะดวก 

 
 
 

2.3         ความต้องการด้านสิÉงแวดล้อม 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 ถูกออกแบบมาใหใ้ชง้านไดอ้ยา่งปลอดภยั ภายใตข้อ้กาํหนดมาตรฐานของ CE 

และ UL ทีÉอุณหภูมิหอ้งระหวา่งอุณหภูมิ +15°C และ +32°C, ความชืÊนสัมพทัธ์ ระหวา่ง 30% และ 80% 

(ไม่มีการควบแน่น) และทีÉระดบัความสูง 2000 เมตรเหนือระดบันํÊ าทะเล (850 – 1050 hP) สภาพ

บรรยากาศทีÉระดบัมลพิษ ระดบั II 

 

สภาพสิÉงแวดลอ้มทีÉไม่อยู่ตามเกณฑก์าํหนดอาจส่งผลทาํให้การทดลองลม้เหลวหรือไม่ถูกตอ้ง 

 

เก็บรักษาเครืÉองในทีÉแห้ง ความชืÊนจะส่งผลทาํให้เครืÉองเสียได ้
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2.4         การติดตัÊงเครืÉอง LightCycler®  480  
 

เครืÉองควรถูกขนส่งไปยงัสถานทีÉทีÉตอ้งการติดตัÊงในลกัษณะทีÉยงัไม่เปิดบรรจุภณัฑ ์ การเปิดบรรจุภณัฑแ์ละทาํ

การติดตัÊงจะตอ้งทาํโดยผูเ้ชีÉยวชาญจากบริษทัเท่านัÊน 
 

► การเปิดบรรจุภณัฑ:์ 
 

หากตรวจพบความเสียหายเกิดขึÊนเมืÉอเปิดบรรจุภณัฑ ์ใหร้ายงานความเสียหายนัÊนกบัตวัแทนจาํหน่าย

โรช 

 
► ยกเครืÉอง LightCycler® 480 ออกจากกล่องโดยจบัดา้นขา้งเครืÉองทัÊงดา้นซา้ยและขวาพร้อมกนั วางลง

บนโต๊ะทีÉสามารถรับนํÊาหนกัไดต้ามเกณฑที์Éกาํหนด 
 

ในการยกเครืÉองขึÊน ใหจ้บับริเวณดา้นใตฐ้านเครืÉอง ซึÉ งจะมีขา 4  ขา ดา้นล่าง จะไดถ้นดัต่อการยกเครืÉอง และควรใชค้นยก

อยา่งนอ้ย 2 คนขึÊนไป เนืÉองจากเครืÉองมีนํÊ าหนกัมาก 

 

 
 

Figure 3 ภาพแสดงดา้นล่างฐานเครืÉอง ทีÉมีขาใหจ้บัขณะยกเครืÉอง
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ควรจดัตัÊงเครืÉองใหมี้พืÊนทีÉโดยรอบเครืÉองเพยีงพอ เพืÉอใหอ้ปุกรณ์อิเลก็ทรอนิกส์ไม่ร้อน และใหแ้น่ใจวา่ไม่มี

วตัถุใดไปปิดกัÊนดา้นหลงัเครืÉอง หรือใตฐ้านเครืÉอง (รายละเอียดเพิÉมเติม สามารถดูไดที้Éส่วนขอ้มูลความตอ้งการ

ดา้นพืÊนทีÉและกาํลงัไฟฟ้า) 

 

หากมีระยะห่างรอบตวัเครืÉองไม่เพียงพอ จะทาํให้เครืÉองไดรั้บความเสียหายไดจ้ากสภาวะความร้อนเกิน 
 

► นาํอุปกรณ์ลอ็กเครืÉองเพืÉอการขนส่งออกจากเครืÉอง: 
 

อุปกรณ์ลอ็กเครืÉองเพืÉอการขนส่งจะเป็นแผน่โฟมทีÉใส่ไวใ้นส่วนสาํหรับการวางเพลท เพืÉอป้องกนัความ

เสียหายขณะขนส่ง 

 

นาํอุปกรณ์ล็อกเครืÉองระหว่างขนส่งนีÊออกจากเครืÉองก่อนทีÉจะทาํการเปิดเครืÉอง มิเช่นนัÊนประตูของส่วน 

บล็อกไซเคลอร์ จะล็อก และส่วนสาํหรับใส่เพลทเขา้ออกจะปิดตาย เนืÉองจากมีการเคลืÉอนทีÉของมอเตอร์แบบ

ผิดวิธี 

 

  ในการนาํอุปกรณ์ลอ็กเครืÉองระหว่างขนส่งออกนัÊน ใหเ้ปิดประตูตรงส่วน บลอ็กไซเคลอร์ แลว้ค่อยๆ ดึงทีÉใส่เพลทออก จากนัÊนนาํแผ่นโฟมออกมา 

แลว้ทาํการดนัทีÉใส่เพลทกลบัเขา้ทีÉเดิม 

 

 
 

หา้มทิÊงอุปกรณ์ลอ็กเครืÉองระหวา่งขนส่งนีÊไป หลงัจากเอาออกจากเครืÉองแลว้ เนืÉองจากสามารถเกบ็ไว้

ใชต้่อในกรณีทีÉมีการเคลืÉอนยา้ยเครืÉองไปติดตัÊงใหม่ ควรเกบ็อุปกรณร์วมไวก้บัอุปกรณ์อืÉนๆ ในกล่อง

สาํหรับเกบ็อุปกรณ์ 

 

  กดคนัโยกสีแดง เพืÉอดึง เทอร์มอล บลอ็กไซเคลอร์ ออกมา แลว้นาํเพลททีÉวางบน บล็อกไซเคลอร์ ออกดว้ย 

จากนัÊนใหน้าํ บลอ็กใส่กลบัเขา้ไปในเครืÉอง แลว้ปิดประต ู

■
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► เชืÉอมต่อสายไฟ: เครืÉอง LightCycler 480 ใชก้าํลงัไฟฟ้า 200-240 โวลต ์ ใหต่้อสายไฟเขา้กบัช่องหลกั 

สาํหรับปลัËกไฟ ซึÉ งแผงวงจรไฟฟ้าทัÊงหมดจะอยูท่างดา้นล่างของเครืÉองทางดา้นหลงั ดงัรูป 

 

Figure 4 ตาํแหน่งสวิตช์ปิดเปิดหลกั และช่องหลกัสาํหรับปลัËกไฟ  

 
หา้มจบัสายไฟขณะมือเปียก และไม่ควรถอดสายไฟขณะทีÉเครืÉองเปิดอยู ่ หากพบวา่สายไฟชาํรุด 

เสียหาย หรือหลวม ควรเปลีÉยนทนัที และควรต่อระบบกราวดเ์สมอ 

 
► เปิดบรรจุภณัฑข์องส่วนควบคุมเครืÉอง LightCycler® 480 (ไดแ้ก่ คอมพวิเตอร์, คียบ์อร์ด, เมาส์, และ

จอแสดงผล) 
 

► วางส่วนควบคุมเครืÉองขา้งๆกบัเครืÉอง LightCycler® 480 แลว้ทาํการเชืÉอมต่อ 
 

แนะนาํใหว้างส่วนควบคุมเครืÉองไวท้างดา้นซา้ยของเครืÉอง LightCycler® 480 เนืÉองจากทางดา้นขวาของ

เครืÉองจะตอ้งทาํการเปิดส่วนทีÉนาํเขา้ออกเพลทในการทาํการทดลอง 

 

ทาํตามคาํแนะนาํขอ้ควรระวงัในการเชืÉอมต่อสายไฟตามขอ้มูลดา้นบน
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► เชืÉอมต่อสายเครือข่าย LAN ตรงจุดเชืÉอมต่อ LAN ซึÉ งอยูต่รงกลางดา้นหลงัเครืÉอง โดยใหต่้อสายตรงตาํแหน่ง  

DATASTATION 
 

ควรใชส้าย LAN ทีÉให้มากบัระบบเครืÉอง ซึÉ งความยาวของสายไม่ควรยาวเกิน 3 เมตร 

 

            

 

Figure 5 จุ ด เ ชืÉ อ ม ต่ อ  LAN ซึÉ งอยู่ดา้นหลังเครืÉอง 

 
ไม่ควรเชืÉอมต่อสายเครือข่าย ตรงจุดเชืÉอมต่อ LAN ทีÉชืÉอวา่  HUB 

 

ส่วนควบคุมทีÉมาพร้อมกบัเครืÉอง LightCycler® 480 จะมีจุดเชืÉอมต่อ LAN 2 จุด แนะนาํใหใ้ชช่้อง 

RJ45 port ทีÉอยูบ่นเมนบอร์ดเชืÉอมต่อกบัเครืÉอง LightCycler® 480 ซึÉ งเป็นการเชืÉอมต่อแบบโดยตรง 

 
► (ทางเลือก) เชืÉอมต่อเครืÉองอ่านบาร์โคด้ชนิดมือจบักบัส่วนควบคุมเครืÉอง โดยผา่นทางจุดเชืÉอมต่อชนิด USB 

 

► เชืÉอมต่อเมาส์ คียบ์อร์ด จอแสดงผล และ เครืÉองพมิพ ์เขา้ทางดา้นหลงัของเครืÉองคอมพวิเตอร์  
 

เครืÉองพมิพไ์ม่ไดใ้หม้าพร้อมดว้ยกบัระบบเครืÉอง LightCycler® 480 
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3        คาํอธิบายระบบ 
 

3.1         คําอธิบายเครืÉอง LightCycler®  480 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 เป็นเครืÉองเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมในสภาพจริงทีÉทาํงานอยา่งรวดเร็ว และ

แสดงผลผา่นหนา้จอแบบออนไลน์ ในการตรวจวดัสารพนัธุกรรมจะใชสี้ฟลูออเรสเซนตจ์บักบัดี เอน็ เอ สายคู่

หรือสีฟลูออเรสเซนตที์Éติดฉลาก อยูก่บัสายนิวคลีโอไทดแ์บบจาํเพาะกบัดี เอน็ เอ เป้าหมาย ลกัษณะงานทัÊง

สองประเภทจะใชใ้นการวิเคราะห์ผลิตภณัฑ ์ พซีีอาร์ ในขณะทีÉทาํการเพิÉมจาํนวน และทาํการวิเคราะห์หลงั

ทาํปฏิกิริยา พซีีอาร์ ในแง่ของการวเิคราะห์ลกัษณะจาํเพาะของผลิตภณัฑ ์ หรือวเิคราะห์การกลายพนัธุ์ชนิด 

SNP ดว้ยโปรแกรมการวเิคราะห์ Melting Curve Analysis เครืÉองยงัสามารถเลือกช่องกรองแสงไดห้ลาย

ช่องสัญญาณพร้อมกนั สาํหรับการทาํปฏิกิริยาเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมมากกวา่ 1 เป้าหมายพร้อมกนั หรือทีÉเรียกวา่ 

มลัติเพลก็พซีีอาร์ (รายละเอียดเพิÉมเติม ดูขอ้มูลไดใ้นส่วนของรูปแบบการตรวจวดัสัญญาณของเครืÉอง) 

 
ส่วนประกอบหลกัของเครืÉอง LightCycler® 480 มีดงันีÊ: 

 
► บล็อก ไซเคลอร์ ประกอบไปดว้ยเทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ ทีÉควบคุมอุณหภูมิ พร้อมแผน่ฝาครอบ (มี 2 

รุ่น: สาํหรับ 96- or 384-มลัติเวล พีซีอาร์ เพลท) ระบบระบายอากาศ, ส่วนใส่มลัติเวลเพลท และส่วน

อ่านรหสับาร์โคด้จากมลัติเวลเพลท 
 

► ส่วนตรวจวดัสัญญาณ ประกอบไปดว้ย 

► หลอดไฟ, เป็นกล่องหลอดซีนอนสาํหรับการกระตุน้แสง 
 

► ระบบสัญญาณแสง จะมีส่วนนาํแสง, ชุดกรองแสงทัÊงชนิดช่วงกระตุน้แสงและช่วงรับแสง และ

กลอ้งชนิด ซีซีดี 
 

► สาํหรับเครืÉอง LightCycler® 480 ทีÉใชห้ลอดไฟ แอลอีดี ส่วนนาํแสงจะไม่มีเนืÉองจากสัญญาณแสง

จะตรงเขา้สู่ระบบการตรวจวดัสัญญาณแสงตรง 
 

 
 

 
 

Figure 6 ภาพแสดงส่วนประกอบหลกัของเครืÉอง LightCycler® 480   

ซา้ย: LightCycler® 480 กบัหลอดไฟซีนอน 

ขวา: LightCycler® 480 กบัหลอดแอลอีดี
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Figure 7 ภาพส่วนประกอบหลกัเครืÉอง LightCycler® 480  (ถอดฝาครอบเครืÉอง) 

 
ดา้นหนา้เครืÉอง LightCycler® 480 มีไฟแสดงสถานะเครืÉองอยู ่2 จุด และมีปุ่มกดสาํหรับเลืÉอนเพลทเขา้และ

ออกจากเครืÉอง ต่อจากไฟแสดงสถานะ ฝาครอบเครืÉองสามารถยกออกและผลกัไปทางดา้นขวาได ้ กรณีทีÉ

ตอ้งการเปลีÉยนหลอดไฟชนิดซีนอน 
 

 
 

Figure 8 ภาพดา้นหนา้เครืÉอง LightCycler® 480  
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ดา้นขวาของตวัเครืÉองจะเป็นส่วนสาํหรับใส่มลัติเวลเพลท และส่วนเขา้ถึงเทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ การใส่

เพลทเขา้และออกจากเครืÉองจะตอ้งกดปุ่มหนา้เครืÉอง หากมีการใชบ้ลอ็ก ไซเคลอร์ ทัÊง 2 ชนิด 96- และ 384-

พีซีอาร์ เพลท ใหเ้ปิดประตูตรงส่วน เทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ เพืÉอทาํการเปลีÉยนชนิดของบลอ็ก 

 

 
Figure 9 มุมมองดา้นขวาของเครืÉอง 

 

 
 

Figure 10 มุมมองของส่วนทีÉใชส้าํหรับการนาํมลัติเวล เพลทออก
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Figure 11 เปิดประตูบล็อก ไซเคลอร์ เพืÉอใหเ้ห็นการใส่ เทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์ และ แผน่ฝาครอบบล็อก  

 
ดา้นหลงัของเครืÉอง LightCycler® 480 จะมีส่วนของแหล่งจ่ายไฟฟ้าหลกัของเครืÉอง และสวติช์หลกั ระบบ

เชืÉอมต่อกบั LAN และส่วนเชืÉอมต่อกบัส่วนควบคุม มีระบบระบายอากาศเขา้และออก ก็อยูด่า้นหลงัเครืÉอง

เช่นกนั 

 

 

Figure 12 มุมมองดา้นหลงัเครืÉอง LightCycler® 480 

 
โปรแกรม LightCycler® 480 เป็นส่วนภายในระบบเครืÉอง ซึÉ งใชค้วบคุมการทาํงานในขัÊนตอน พซีีอาร์ 

และทาํการวเิคราะห์ ซึÉ งรายละเอียดเพิÉมเติมใหดู้ไดใ้นส่วนของคาํอธิบายโปรแกรม เครืÉอง  

 
เครืÉอง LightCycler® 480 ถูกออกแบบมาใหใ้ชง้านร่วมกนักบัชุดนํÊ ายาสาํเร็จรูปเพืÉอทาํปฏิกิริยา พซีีอาร์ และ

ใชง้านกบัอุปกรณ์ประเภทใชค้รัÊ งเดียว
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3.2         คําอธิบายสําหรับบล็อก ไซเคลอร์ 
 

มีเทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ 2 ชนิดทีÉใชก้บัเครืÉอง LightCycler® 480  

 
► LightCycler® 480 Thermal Block Cycler Unit Silver for 96-multiwell plates 

► LightCycler® 480 Thermal Block Cycler Unit Silver for 384-multiwell plates

ทัÊงสองชนิดของบลอ็ก ไซเคลอร์ ประกอบไปดว้ย 
 

► เทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์, ซึÉ งมีแท่นสาํหรับรองรับ มลัติเวล เพลท, ระบบทาํอณุหภูมิชนิด Peltier, สาร

ไหลTherma-Base, อุปกรณ์ทาํความเยน็ และจดุเชืÉอมต่ออเิลก็ทรอนิกส์ 
 

 ► แผ่นฝาครอบ บลอ็กไซเคลอร์  
 

 ► ส่วนใส่ มลัติเวล เพลท 
 

 ► ส่วนตรวจวดัสญัญาณเพลท 
 

► เครืÉองอ่านรหสับาร์โคด้จากมลัติเวลเพลท 
 

► ประตูบลอ็ก ไซเคลอร์ พร้อมพดัลม 
 

เทอร์มอลบลอ็กไซเคลอร์ และแผน่ฝาครอบบลอ็ก มี 2 รุ่น 

 
► สาํหรับ 96-multiwell plates 

 

► สาํหรับ 384-multiwell plates 

 
 

Figure 13 เทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์ ของเครืÉอง LightCycler®  480  Instrument (รุ่น384-multiwell PCR plate)
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ในแต่ละรุ่นของเทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ จะมีแผน่ฝาครอบทีÉตรงกบัรุ่นบลอ็ก ซึÉ งแผน่ฝาครอบนีÊจะมี

จาํนวนรูรับสัญญาณแสงตามรุ่นทัÊงแบบ 96 และ 384 รู ซึÉ งใชใ้นการตรวจวดัสัญญาณฟลูออเรสเซนตไ์ดใ้น

สภาวะปิด ในระหวา่งทีÉเครืÉองทาํงานแผน่ฝาครอบนีÊจะปิดทบัเพลทปฏิกิริยาและทาํความร้อนทีÉ +100°C 

ทาํใหป้ฏิกิริยาในหลุมทดลองไม่มีการระเหยไป ดงันัÊนไม่จาํเป็นทีÉจะตอ้งหยดนํÊามนัคลุมปฏิกิริยาในหลุม

ทดลองอีก 

 

            

 

Figure 14  มุมมองดา้นบนของแผน่ฝาครอบชนิด 96-well (ซา้ย)  and 384-well (ขวา) 

 
เทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ ถูกควบคุมดว้ยระบบ Peltier 6 อนัเมืÉอทาํงานร่วมกบัระบบกระจายความร้อน

ชนิด Therma-Base จะทาํใหป้ฏิกิริยาพซีีอาร์ เสร็จในเวลาอนัรวดเร็วไม่เกิน 40 นาที (384-multiwell 

plate) ตวัระบบกระจายความร้อน Therma-Base จะช่วยทาํใหอ้ณุหภูมิความร้อนกระจายสมํÉาเสมอ

มากกวา่เครืÉองพซีีอาร์ทัÉวไป 

 
ตวับลอ็ก ไซเคลอร์ สามารถเปลีÉยนไดง่้าย โดยการเปิดประตดูา้นขวาของเครืÉอง ตวับลอ็กไซเคลอร์และแผน่

ฝาครอบจะถูกใส่ไวใ้นกล่อง ดงันัÊนหากตอ้งการเปลีÉยน สามารถทาํไดง่้ายเพยีงใชเ้วลาไม่กีÉนาที  

 
ในการลดอุณหภูมิของเทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ ในขณะทาํงาน จะอาศยัพดัลมประสิทธิภาพสูง 2 ตวั ทีÉอยูด่า้นขา้งขวาของ

เครืÉอง โดยจะนาํพาอากาศผา่นเขา้เครืÉองและส่งออกไปทางดา้นหลงัขวาของตวัเครืÉอง
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เมืÉอ เทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ ไดท้าํการติดตัÊงเขา้ไปในเครืÉองแลว้ ผูใ้ชง้านจะเพยีงแค่ทาํการใส่เพลท

ปฏิกิริยาเขา้ และนาํออก เมืÉอตอ้งการเท่านัÊน ดว้ยการกดปุ่มหนา้เครืÉอง เพลททีÉใชก้บัเครืÉองใน การตรวจวดั

สัญญาณ จะเป็นเพลทชนิดสีขาวขุ่น และควรเลือกชนิดจาํนวนหลุมเพลทใหถู้กตอ้งกบัชนิดของบลอ็ก ไซ

เคลอร์ 

 

หากใชเ้พลทชนิดใสตอ้งทาํการปิดเซนเซอร์ ดว้ยการเลือกฟังกช์ัÉน Clear Plates ในโปรแกรมก่อนเริÉม

การทาํงาน 

 
ยิÉงไปกวา่นัÊน ระบบอา่นรหสับาร์โคด้ของมลัติเวลเพลท จะทาํการจาํแนกขอ้มูลชืÉอเพลทไดอ้ยา่งอตัโนมติัแลว้

ส่งขอ้มูลไปยงัโปรแกรมของเครืÉอง LightCycler® 480 เพลทปฏิกิริยาจะถูกปรับใหห้ลุมแต่ละหลุมตรงกบั

แท่นรองเพลทของเครืÉอง และระบบตรวจวดัสัญญาณก็จะปรับใหช่้องหลุมปฏิกิริยาผา่นแผน่ฝาครอบบลอ็ก

ออกมาไดต้รงแม่นยาํ ทาํใหส้ัญญาณฟลูออเรสเซนตที์Éตรวจวดัไดม้ีความถกูตอ้งสูง 

 
เครืÉอง LightCycler® 480 ส า ม า ร ถ เ ชืÉ อ ม ต่ อ กั บ ร ะ บ บ  LIMS ผา่นจุดเชืÉอมต่อ ซึÉ งจะทาํให้สามารถ

ควบคุมการใส่เพลทเขา้และออกจากเครืÉองไดแ้บบอตัโนมติั และยงัสามารถใชฟั้งก์ชนัมาโครได ้  ทาํ ใ ห้ สถานะการ

ทดลอง การอ่านรหสับาร์โคด้ของเพลท หรือผลการทดลองตา่งๆสามารถดู ผา่นระบบ LIMS ได ้

 
เทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ทัÊงสองรุ่น มีแยกขายเป็นอะไหล่โดยจะมาพร้อมแผน่ฝาครอบบลอ็ก  

 
LightCycler® 480 Thermal Block Cycler Unit (96-well) Silver             Cat. No. 05 015 219 001 

 
LightCycler® 480 Thermal Block Cycler Unit (384-well) Silver           Cat. No. 05 015 197 001



51 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

51 
System Description 

System Description 
 

Description of the Detection Unit 

System Description 
 

Description of the Detection Unit 

 
 
 

 
 
 

 

3.3         คําอธิบายของระบบการตรวจวัดสัญญาณ 
 

ระบบตรวจวดัสัญญาณประกอบดว้ย 2 ส่วนหลกัดงันีÊ : 
 

► ระบบตรวจวดัสัญญาณ ประกอบไปดว้ยชุดเลนส์กรองแสงช่วงกระตุน้แสงและช่วงรับแสง และมีช่อง

อา้งอิงทีÉใชต้รวจตามความเขม้แสงของแหล่งกาํเนิดแสง และกระจกรับแสงใหก้ระจายไปยงัมลัติเวล

เพลท 
 

► กลอ้งซีซีดี ทีÉปรับสาํหรับส่วนตรวจวดัสัญญาณ 
 

            
Figure 15  ภาพแสดงระบบตรวจวดัสัญญาณของ LightCycler®  480 

 

เครืÉอง LightCycler® 480 ใชห้ลอดไฟซีนอน หรือหลอดไฟแอลอีดีแสงขาว เป็นแหล่งกาํเนิดแสงช่วง

กระตุน้แสง ซึÉ งใหค้วามยาวคลืÉนช่วงกวา้งมากพอสาํหรับการเลือกใชช้นิดสีฟลูออเรสเซนตไ์ดห้ลายชนิด  
 
 

หลอดไฟซีนอน 
 

หลอดซีนอนจะใชเ้วลาประมาณ 2 นาทีในการทาํใหเ้กิดภาวะเสถียร หลอดจะดบัอตัโนมติัหากเครืÉองไม่

ทาํงานเกิน 10 นาที การทาํงานลกัษณะนีÊจะทาํใหไ้ม่ตอ้งมีการอุ่นเครืÉองบ่อยๆ หากตอ้งใชง้านต่อเนืÉอง หลอด

ซีนอนมีอายกุารใชง้านอยา่งนอ้ย 500 ชัÉวโมง หากมีการใชง้านเครืÉองไปมากกวา่ 1000 ชัÉวโมง อาจมีโอกาสทีÉ

จะทาํใหห้ลอดไฟระเบิด ดงันัÊนเครืÉองจะมีการเตือนใหม้ีการเปลีÉยนหลอดไฟ หากถึงกาํหนด 

ความเขม้แสงจะถูกวดัอตัโนมติัดว้ยเครืÉอง และจะแจง้ผูใ้ชเ้มืÉอความเขม้แสงตํÉากวา่กาํหนด เพืÉอใหม้ัÉนใจวา่

การกระตุน้สัญญาณไดป้ระสิทธิภาพสูงเสมอหลอดซีนอนสามารถเปลีÉยนไดด้ว้ยผูใ้ชเ้องซึÉ งรายละเอียดการ

เปลีÉยนสามารถดูไดใ้นส่วนการบาํรุงรักษาเครืÉอง 

        

  หลอดไฟแสงขาวชนิด แอลอีดี 
 

หลอดไฟแสงขาว แอลอีดี มีช่วงกระตุน้เช่นเดียวกนักบัหลอดซีนอน ซึÉ งจะติดตัÊงไวต้รงกล่องความร้อน อายุ

การใชง้านเฉลีÉยอยูที่É >10,000 ชัÉวโมง ดงันัÊนไม่จาํเป็นตอ้งทาํการเปลีÉยนหลอด
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แสงทีÉออกมาจากหลอดซีนอนจะผา่นไปทีÉส่วนตรวจวดัสัญญาณผา่นส่วนนาํแสง ซึÉ งจะใหส้ัญญาณแสงได้

สมํÉาเสมอและเปลีÉยนเป็นรูปแบบทีÉเหมาะกบัเพลทพซีีอาร์ ค่าความยาวคลืÉนทีÉใชก้ระตุน้สีฟลูออเรสเซนต์

สามารถเลือกผ่านชุดกรองแสงได ้ ซึÉ งมีใหเ้ลือกได ้5 ช่องในวงลอ้กรองแสง โดยวงลอ้จะควบคุมดว้ยมอเตอร์ 

ทัÊงนีÊวงลอ้มีทัÊงหมด 6 ช่อง ช่องทีÉ6 จะเป็นภาพมืดสาํหรับการตดัสัญญาณแสง ซึÉ งจะถูกบนัทึกภาพมืดทุกครัÊ ง

ทีÉมีการเปิดเครืÉอง 

 
สาํหรับหลอดไฟแสงขาวแอลอีดี สัญญาณจะเขา้โดยตรงสู่ส่วนตรวจวดัสญัญาณโดยไม่ตอ้งมีส่วนนาํแสง 

 
หลงัจากทีÉผ่านชุดกรองแสงช่วงกระตุน้แสง สญัญาณแสงจะไปยงัเพลทพีซีอาร์ผ่านเลนส์ขนาดใหญ่ ทาํให้แสง

กระจายไปถึงขอบเพลท ระบบเลนส์จะปรับลาํแสง ทาํให้ทุกหลุมปฏิกิริยาในเพลทไดอ้งศาของแสงเหมือนกนัทีÉ

2° ในขณะเดียวกนัสัญญาณแสงทีÉปล่อยออกมาจากสีฟลูออโรฟอร์ทีÉถูกกระตุน้ในปฏิกิริยา จะผา่นขึÊนสู่ระบบ

เลนส์แบบแนวดิÉง ทาํให้มัÉนใจไดว้่าจะไม่มีผลกระทบของเงาและไม่มีการบิดเบือนหรือการเปลีÉยนไป

ของสัญญาณ โดยเฉพาะหลุมทีÉอยู่บริเวณขอบเพลท เมืÉอเทียบกบัหลุมบริเวณกลางเพลท ทาํให้สัญญาณ

แสงทีÉไดรั้บสมํÉาเสมอทัÉวกนัทัÊงเพลท ยิÉงกว่านัÊน ยงัมีระบบการแกไ้ขตดัสัญญาณให้ถูกตอ้งดว้ยระบบ

การตรวจวดัสัญญาณเพิÉมเติมในโปรแกรมเพืÉอความถูกตอ้งและความไวสัญญาณสูง 

 

สัญญาณแสงทีÉเปล่งออกมาจากปฏิกิริยาพซีีอาร์ จะเขา้สู่ระบบเลนส์แลว้ไปยงัชุดกรองแสงชนิดรับแสง 

สัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ะถูกเก็บโดยกลอ้งซีซีดี ทีÉความละเอียดสูง 1024 × 1344 พิกเซล และส่วนชิพบนัทึก

ขอ้มูลกลอ้ง จะถูกควบคุมอุณหภูมิให้ไม่มีความร้อนมากระทบต่อกลอ้ง เพืÉอลดสัญญาณรบกวน ระยะเวลาในการ

จบัสัญญาณสามารถเลือกไดเ้ป็นแบบไดนามิกส์ หรือ แมนนวล ซึÉงควบคุมโดยโปรแกรมการใชง้านเครืÉอง ก่อนทีÉ

สญัญาณจะถูกส่งไปยงัโปรแกรมการวิเคราะห์ จะมีการปรับสญัญาณขอ้มูลเพืÉอให้มีความถูกตอ้งมากยิÉงขึÊนดว้ย 

 
ในขณะทีÉสัญญาณฟลูออเรสเซนตเ์ปล่งออกมาจากเพลทพซีีอาร์ ช่องสัญญาณอา้งอิงจะมีการวดัความเขม้ของ

แหล่งกาํเนิดแสง เพืÉอนาํมาชดเชยการผนัผวนของสัญญาณ การวดันีÊจะทาํใหค้่าความเหวีÉยงของสัญญาณตํÉา เมืÉอ

ทาํการทดสอบภายในครัÊ งเดียวกนั หรือคนละครัÊ งกนัก็ตาม 

 

เนืÉองจากชุดกรองแสงทัÊงช่วงกระตุ้นและช่วงรับอยูใ่นวงลอ้ จึงทาํให้การวดัสัญญาณฟลูออเรสเซนต์พร้อม

กันหลายสีไม่สามารถทาํไดเ้ลยทนัที ต้องทาํการวดัสัญญาณทีละสี โดยใชเ้วลาในการเปลีÉยนชุดกรองแสง

ประมาณ 0.65 วนิาที การเลือกชุดกรองแสงช่วงกระตุน้แสง และช่วงรับแสง ก็ตอ้งทาํการกาํหนดไวก่้อนเริÉมการ

ทาํงานเพราะการผสมชุดกรองแสงทัÊงสองช่วงนัÊน จะตอ้งทาํตามความเหมาะสมความสามารถของเครืÉอง
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3.4         คําอธิบายของช่องตรวจรับสัญญาณ 
 

หา้ช่องตวักรองชนิดกระตุน้แสง และหกช่องตวักรองชนิดรับแสงสัญญาณ สามารถเลือกเขา้คู่กนัเพืÉอทีÉจะได้

ช่วงกระตุน้แสงและช่วงรับแสงสัญญาณฟลูออเรสเซนตที์Éเหมาะสมได ้

 

การจบัคู่ตวักรองชนิดกระตุน้แสงและชนิดรับแสง สามารถนาํไปใชไ้ดก้บัการตรวจรับสัญญาณแบบสีเดียว 

หรือหลายสีได ้ ซึÉ งสามารถกาํหนดดว้ยโปรแกรม LightCycler® 480 (เช่น “Multi Color HybProbe” 

ทาํการตรวจวดัสัญญาณสี Red 610, Red 640 และ Cy5) 

 

เครืÉอง LightCycler® 480 สามารถตรวจวดัสัญญาณสีมากกวา่ 1 สีพร้อมกนัไดซึ้É งช่องสัญญาณทีÉจะ

เลือกใชน้ัÊนขึÊนอยูก่บัสีฟลูออเรสเซนตท์ีÉใชใ้นปฏิกิริยา ในกรณีทีÉเป็นการตรวจวดัสัญญาณจากหลาย

สี สัญญาณทีÉไดอ้าจแทรกเขา้ช่องสัญญาณเดียวกนัได ้ ซึÉ งเรียกวา่เกิดสัญญาณขา้มช่อง จึงจาํเป็นตอ้ง

ทาํการตดัสัญญาณขา้มช่องออกดว้ยเทคนิคการทาํ “Color Compensation” 

 

สําหรับงานทีÉใชห้ลายสีดว้ยสีประเภท Hydrolysis Probe จะแนะนาํให้ทาํการติดสีบดบงัพลงังาน quencher ซึÉงเป็นสี

ฟลูออเรสเซนตที์Éบงัพลงังานสีรายงานไวก่้อนการเกิดปฏิกิริยา รายละเอียดเพิÉมเติมสามารถดูขอ้มูลไดที้Éหัวขอ้การ

ติดตามปฏิกิริยาพีซีอาร์ดว้ย hydrolysis Probes 

 
 

3.4.1        ร ะ บ บ ชุ ด ก ร อ ง แ ส ง LightCycler® 480  Instrument I  
 

ตารางแสดงการจบัคู่กนัของชุดกรองแสงชนิดช่วงกระตุน้และช่วงรับแสง ทีÉแนะนาํสาํหรับสีฟลูออเรสเซนต์

ในงานประเภทต่างๆ กบัเครืÉอง LightCycler 480 I: 

 

ชนิดสี     ช่วงกระตุน้ ช่วงรับแสง รูปแบบของการวดัสัญญาณ 

LightCycler® Cyan 500 450 500 Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน) 

SYBR Green I 483 533 SYBR Green I 

Fluorescein (Fluos / FAM) 483 533 Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน) 

HybProbe Probes (ตวัให้สัญญาณ) 

SimpleProbe Probes 

VIC / HEX / Yellow555 / 
Joe 

523 568 Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน) 

HybProbe Probes (ตวัรับสัญญาณ) 

LightCycler® Red 610 558 610 Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน) 
 483 610 HybProbe Probes (ตวัรับสัญญาณ) 

LightCycler® Red 640 483 640 HybProbe Probes (ตวัรับสัญญาณ) 

Cy5 615 670 Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน) 
 483 670 HybProbe Probes (ตวัรับสัญญาณ) 

 

จากตารางดา้นบน สีในตารางสามารถใชไ้ดก้บัช่วงคลืÉนกระตุน้แสงและช่วงคลืÉนรับแสงดว้ยเครืÉอง 

LightCycler® 480 Instrument I
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Description of the Detection Channels

 
 
 

 
 
 

ชนิดสี                             ช่วงกระตุน้แสง     ช่วงรับแสง      รูปแบบการวดัสัญญาณ 

              

LightCycler® Cyan 500                    440                   488           Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน) 

SYBR Green I                                               465                   510           SYBR Green I 

Fluorescein (Fluos / FAM)              465                   510           Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน) 

HybProbe Probes (ตวัให้สญัญาณ) 

SimpleProbe Probes 
498 580           Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน, ใช้

ร่วมกบัสี Cyan 500) 

VIC / HEX / Yellow555 /              533                   580           Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน) 

Joe 

LightCycler® Red 610                      533                   610           Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน) 

498                   610           HybProbe Probes (ตวัรับสัญญาณ) 

LightCycler® Red 640                      498                   640           HybProbe Probes (ตวัรับสัญญาณ) 

Cy5 / Cy 5.5                                     618                   660           Hydrolysis Probes (ตวัรายงาน) 

498                   660           HybProbe Probes (ตวัรับสัญญาณ) 
 

 
 
 

3.4.2        ร ะ บ บ ชุ ด ก ร อ ง แ ส ง  LightCycler®  480  Instrument II 
 

ตารางแสดงการจบัคู่กนัของชุดกรองแสงชนิดช่วงกระตุน้และช่วงรับแสง ทีÉ  

แนะนาํสาํหรับสีฟลูออเรสเซนตใ์นงานประเภทต่างๆ กบัเครืÉอง LightCycler 480 II: 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

จากตารางดา้นบน สีในตารางสามารถใชไ้ดก้บัช่วงคลืÉนกระตุน้แสงและช่วงคลืÉนรับแสงดว้ยเครืÉอง 

LightCycler® 480 Instrument II
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LightCycler® 480 Disposables 

 
 
 

 
 
 

 

3.5         อุปกรณ์ใช้ครัÊ งเดียวของเครืÉองLightCycler®  480 
 

ชนิดของพีซีอาร์ มลัติเวลเพลททีÉออกแบบมาสาํหรับเครืÉอง LightCycler® 480 ไดแ้ก่ชนิด: 
 

► LightCycler® 480 Multiwell Plates 96/384, สีใส 
 

► LightCycler® 480 Multiwell Plates96/384, สีขาวขุ่น 
 

รูปทรงและวสัดุของเพลทจะถูกออกแบบมาใหเ้หมาะสมกบัการถ่ายเทความร้อนและดีทีÉสุดสาํหรับการ

เกิดปฏิกิริยาจาํเพาะพซีีอาร์ ในเวลาอนัรวดเร็ว ชนิดของเพลทนีÊจะไม่เกิดการเรืองแสงทาํใหล้ดสัญญาณ

รบกวนในปฏิกิริยาไปได ้เพลทจะมาพร้อมกบัแผน่ฟอยลส์าํหรับปิดเพลท ซึÉ งตอ้งใชร่้วมกนัเสมอ 

 
ใชเ้พลทชนิดทีÉแนะนาํให้ใชก้บัเครืÉอง LightCycler® 480 เท่านัÊน เนืÉองจากตวับลอ็ก ไซเคลอร์ ถูก

ออกแบบมาใหต้รวจวดัสัญญาณจากเพลทชนิดสีขาวขุ่น หากตอ้งการใชเ้พลทสีใส ใหท้าํการปิดระบบ

เซนเซอร์เครืÉองดว้ยการเลือก clear plate option แทนในการใชง้านโปรแกรมควบคุมการทาํงานก่อน

เริÉมการทาํงาน 

รูปแบบการวดัสัญญาณทีÉแนะนาํสาํหรับเพลทสีใสคือ hydrolysis probes and SYBR Green I. 
 

มลัติเวลเพลททุกชนิด จะมีปุ่มดา้นขา้ง 2 ปุ่มตามดา้นยาวของเพลท สาํหรับไวใ้หเ้ครืÉองจบัเพลทอตัโนมติั

ตรวจจบัได ้

มลัติเวลเพลทจะมีแถบรหสับาร์โคด้ (Code 128, 8 characters) ด้า นข้า ง ข อง เ พ ล ทตาํ แ ห น่ง

แ ถว A ซึÉ งจ ะจาํแ นกชืÉ อ เ พ ล ทได้ด้ว ย เ ค รืÉ อ ง อ่า นร หัส บา ร์โค้ด  

 

 

Figure 16 LightCycler®  480  Multiwell Plate 96 สีขาวขุ่น (ซา้ย)  และ สีใส (ขวา) 

 
 

 

 
 

Figure 17 LightCycler®  480  Multiwell Plate 384  สีขาวขุ่น (ซา้ย) และ สีใส (ขวา)
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LightCycler® 480 Disposables 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

ก่อนทาํการใส่เพลทเขา้เครืÉอง ให้แน่ใจว่าไดท้าํการปิดแผ่นฟอยล์ทีÉแนะนาํเรียบร้อยแลว้ 

(LightCycler480 Sealing Foil) การปิดแผ่นฟอยลนี์ÊสาํคญัมากทีÉจะช่วยใหไ้ม่เกิดการระเหย

ของนํÊายาในปฏิกิริยาทีÉอุณหภูมิสูง นอกจากนัÊนแผน่ฟอยลช์นิดนีÊ ไดผ้่านการทาํลายเอนไซม์ชนิด 

DNase และ RNase ในกระบวนการผลิต และก่อนนาํเพลทเขา้เครืÉองควรทาํการปัÉนเหวีÉยงเพลท

เพืÉอให้นํÊ ายาลงสู่กน้หลุมเพลทเสมอ 

  

 

Figure 18 LightCycler 480 Sealing Foil 
นอกจากนัÊนเครืÉองมีถาดสาํหรับรองรับแถบหลอดชนิด 8-Tube Strip ซึÉ งแนะนาํใหใ้ชห้ากตอ้งการใชแ้ถบหลอด

ประเภทนีÊ  ตวัถาดสาํหรับรองรับแถบหลอดสามารถใชไ้ดก้บัเครืÉอง LightCycler 480 ทัÊงสองรุ่น แต่เป็นระบบ 96-well 

เท่านัÊน 

► LightCycler® 8-Tube Strips (ขาวขุ่น) (Cat. No. 06 612 601 001) 
 

► LightCycler® 8-Tube Strips (สีใส) (Cat. No. 06 327 672 001) 

 

 
 

Figure 19 LightCycler®   8-Tube  Strip Adapter  Plate ( C a t . N o . 0 6 6 1 2 5 9 8 0 0 1 )



57 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

57 
System Description 

System Description 
 

LightCycler® 480 Disposables 

System Description 
 

LightCycler® 480 Disposables 

 
 
 

 
 
 

 

 
 

Figure 20 LightCycler®  8-Tube Strips (สีขาวขุ่นและสีใส) 

 
ปิดฝาแถบหลอดให้สนิทดว้ยการกดฝาปิดให้แน่น เพืÉอป้องกนัการระเหยของปฏิกิริยาในหลอดทดลอง และควร

วางแถบหลอดใหส้มมาตรบนถาดรอง เนืÉองจากหากวางไม่สมมาตรฝาปิดบลอ็กไซเคลอร์จะมีแรง

กดไม่เท่ากนัทาํใหเ้ครืÉองเกิดความเสียหายได ้

ตอ้งทาํการปัÉนเหวีÉยงแถบหลอดทีÉปิดฝาแลว้เสมอก่อนใส่เขา้เครืÉอง และให้มัÉนใจว่าสวมถุงมือทุกครัÊ งทีÉปฏิบติังาน

เพืÉอป้องกนัการปนเปืÊ อนและรอยนิÊวมือบนฝาหลอด ซึÉงจะส่งผลต่อผลการทดสอบทีÉผิดปกติได ้

 

ทัÊง LightCycler®  480 มลัติเวลเพลทและ LightCycler®  8-Tube Strips ถูก ออก แ บบมา ให้ใ ช้ค รัÊ ง

เ ดี ยว  ห้า มใช้ซํÊ า เ นืÉ อง จา กจ ะส่ง ผลใ ห้การ ทดสอบไม่ น่ า เ ชืÉ อถือ  

 

การใชแ้ถบหลอดประเภทอืÉน ทีÉไม่ไดแ้นะนาํจะนาํไปสู่การทาํให้เครืÉองเสียหายได ้และลดอายกุารใชง้านของเทอร์

มอล บล็อก 

 
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96,         50 plates with                  Cat. No. 04 729 692 001 
white                                                            50 sealing foils 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 384,       50 plates with                  Cat. No. 04 729 749 001 
white                                                            50 sealing foils 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96,         50 plates with                  Cat. No. 05 102 413 001 
clear                                                             50 sealing foils 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 384,       50 plates with                  Cat. No. 05 102 430 001 
clear                                                             50 sealing foils 

LightCycler® 480 Sealing Foil                    1 × 50 foils                      Cat. No. 04 729 757 001 

LightCycler® 8-Tube Strip Adapter             1 piece, adapter  plate     Cat. No. 06 612 598 001 
Plate                                                             The adapter  plate 

can be used multiple 
times 

LightCycler® 8-Tube Strips (clear)              10 x 12 clear strips          Cat. No. 06 327 672 001 
and caps 

LightCycler® 8-Tube Strips (white)            10 x 12 white strips         Cat. No.  06 612 601 001 
and clear caps 
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Additional Equipment Required

 
 
 

 
 
 

3.6         ชุดนํÊายาสําเร็จรูปของ LightCycler®  480 

เครืÉองเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมให้สภาพจริงนีÊ จะมีการออกแบบนํÊายาทัÉวไปทีÉสามารถนาํไปใชไ้ดก้บัทุกปฏิกิริยาในงาน

ต่างๆ ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการใชเ้ครืÉอง LighCycler 480 ไม่ว่าจะเป็นการจาํแนกสารพนัธุกรรม การหาปริมาณสารพนัธุกรรม การตรวจจีน

ไทป์ นํÊ ายาส่วนผสมนีÊ จะถูกออกแบบให้มีประสิทธิภาพสูงสุด ทาํให้ปฏิกิริยาเสร็จสิÊนในเวลาอนัรวดเร็ว และรองรับกบัสีฟลูออเรสเซนต์

ชนิดต่างๆ ดงันัÊนแนะนาํให้ใชน้ํÊ ายาส่วนผสมสาํเร็จรูปจากบริษทัทีÉพฒันามาให้ใชคู่้กบัเครืÉองเสมอ และไม่ควรใชน้ํÊ ายาส่วนผสมสาํเร็จรูป

ขา้มรุ่นกนั นัÉนคือไม่ควรใชน้ํÊ ายา LightCycler 480 กบัเครืÉอง LightCycler 2.0/1.5  

การเลือกใชเ้อนไซมแ์ละสารละลายบฟัเฟอร์ควรเลือกให้เหมาะกบังานดา้นต่างๆดงันีÊ  

► LightCycler® EvoScript RNA SYBR® Green I Master เหมาะกบังาน one-step RT-qPCR 

ทีÉตอ้งการความไว ความจาํเพาะสูง เช่นงานการดูการแสดงออกของยีน 
 

► LightCycler® EvoScript RNA Probes Master เหมาะสาํหรับงาน one-step RT-qPCR ทีÉ

ตอ้งการความไวความจาํเพาะสูง และใชสี้ชนิด Hydrolysis Probes กบังานการแสดงออกของยนี 
 

► LightCycler® Multiplex RNA Virus Master ใชก้บังาน one-step RT-qPCR ในการตรวจหาสาร

พนัธุกรรมชนิดอาร์เอน็เอของไวรัสหลายๆชนิดพร้อมกนั และมีตวัควบคุมภายในระบบ  
 

► RealTime ready RNA Virus Master ใชใ้นการวเิคราะห์สารพนัธุกรรมอาร์เอน็เอไวรัสทีÉตอ้งการ

ความไว ความจาํเพาะสูง 
 

► LightCycler® Multiplex DNA Master ใชก้บังานการหาปริมาณสารพนัธุกรรมหลายเป้าหมาย

พร้อมกนั ซึÉ งใชไ้ดก้บัเครืÉองทัÊงรุ่น LightCycler® 480 หรือรุ่น LightCycler® 96  
 

► LightCycler®  480 High Resolution Melting Master ใชก้บังานการวเิคราะห์ดีเอน็เอ ทีÉ

จาํเพาะดว้ยเทคนิค HRM โดยมาพร้อมกบัสีชนิด Resolight 

► LightCycler® 480 SYBR Green I Master ใชก้บังานทีÉตอ้งการลดการเกิดการจบักนัเองของไพรเมอร์ 

ในการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมในสภาพจริง 
 

► LightCycler® 480 Probes Master เหมาะกบัการใชสี้ประเภท Hydrolysis Probe และการใชไ้พร

เมอร์ทีÉจาํเพาะ นํÊ ายาจะตอ้งใชก้บัการทาํงานลกัษณะ hot-start PCR assaysในงานการหาปริมาณสาร

พันธุกรรมและการวิ เ คราะห์จีโนไทป์แบบปลายทาง  
 

► LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes ใชก้บัปฏิกิริยาแบบ hot-start ในงาน 

one-step RT-PCR และใชร่้วมกบัสีประเภท hydrolysis probes ในรูปแบบการวดัสัญญาณ 
 

► LightCycler® 480 Genotyping Master เหมาะกบังานการวเิคราะห์ Melting Curve ดว้ยสี

ประเภท HybProbe หรือ SimpleProbe probes. 
 

► RNA Process Control Kit ใชใ้นการติดตามกระบวนการทาํงานตรวจหาสารพนัธุกรรมไวรัสจากสิÉง

ส่งตรวจดว้ยขัÊนตอนการทาํ RT-qPCR. 
 

► DNA Process Control Kit ใชส้าํหรับการติดตามกระบวนการทาํงานการตรวจหาสารพนัธุกรรม

จากเชืÊอก่อโรคในสิÉงส่งตรวจดว้ยเทคนิคการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม 
 

นํÊายาสาํเร็จรูปนีÊ ถูกออกแบบมาใหพ้ร้อมใช ้ ผูใ้ชเ้พยีงแค่เติมสารพนัธุกรรมเริÉมตน้ ไพร์เมอร์และโพรบ ลงไป

ในปฏิกิริยา (ยกเวน้การใชสี้ SYBR Green I หรือ ResoLight ไม่ตอ้งใชโ้พรบ) สารพนัธุกรรมเริÉมตน้

สามารถเป็น ดีเอน็เอ หรือ อาร์เอน็เอ หรือ cDNA ก็ได ้ นอกจากนัÊนชุดนํÊ ายา LightCycler® 480 RNA 

Master Hydrolysis Probes เหมาะกบัการใชง้านกบัตวัอยา่งคราวละมากๆ อีกทัÊงนํÊายาทุกตวัสามารถเสถียร

ไดใ้นอุณหภูมิหอ้ง เพืÉอเหมาะกบัการใชง้านร่วมกบัระบบเครืÉองใส่นํÊ ายาอตัโนมติัในงานทีÉตรวจคราวละมากๆ
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Additional Equipment Required

 
 
 

 
 
 

 

นํÊายาแต่ละชนิดจะทาํการปรับค่าความเขม้ขน้ของ MgCl2 มาใหพ้ร้อมใช ้ ซึÉ งเหมาะกบัทุกสภาพความเขม้ขน้

ของไพรเมอร์ ไม่จาํเป็นตอ้งปรับเพิÉม ยกเวน้นํÊ ายา LightCycler® 480 High Resolution Melting 

Master ซึÉ งจะมีหลอด MgCl2 แยกมาใหต่้างหากสาํหรับการปรับเพิÉม 

 

ส่วนผสมนํÊ ายาสําเร็จรูปของ LightCycler® 480 จะมีเอนไซมที์Éตอ้งใชง้านกบัวธีิ hot-start จึงทาํใหผ้ลการ

ทดสอบมีความไว ความจาํเพาะสูง ทัÊงยงัไดป้ริมาณสารพนัธุกรรมเพิÉมขึÊน เอนไซมใ์นกลุ่มนีÊจะไม่

ทาํงานทีÉอุณหภูมิตํÉากวา่ +75°C ดงันัÊนการเกิดการจบักนัเองแลว้ต่อสายของไพรเมอร์จะไม่เกิดขึÊน รวมทัÊง

การเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมทีÉไม่จาํเพาะก็จะไม่เกิดดว้ย การทาํงานของเอนไซมจ์ะเริÉมเมืÉอเครืÉองเพิÉมอุณหภูมิ

ขึÊนไปสูงถึง+95°C ซึÉ งจะเป็นการไปกาํจดัตวัยบัย ัÊงการทาํงานของเอนไซมอ์อกจากเอนไซม ์

 
ทุกนํÊ ายาสาํเร็จรูปของ LightCycler® 480 จะมีสาร dNTP ผ ส ม อ ยู่  แ ล ะ ใ ช้  UTP แ ท น  dTTP 

ดงันัÊนสามารถประยกุตใ์ชเ้อนไซมช์นิด Uracil-DNA N-Glycosylase (UNG) สาํหรับการกาํจัดการ

ปนเปืÊ อนจากการทาํปฏิกิริยาครัÊ งก่อนหน้าได  ้

 
 
 

3.7         รายการอุปกรณ์เพิÉมเติม 
 

รายการอุปกรณ์เพิÉมเติมทีÉตอ้งการสาํหรับการใชง้านการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมในสภาพจริงดว้ยเครืÉอง 

LightCycler® 480 System 
 

► เครืÉองปัÉนเหวีÉยงสาํหรับเพลทพร้อมอุปกรณ์ถ่วงสมดุลนํÊ าหนกั 
 

► ทิปชนิดมีตวักรอง และไม่มีเอนไซม ์nuclease ปนเปืÊ อน 
 

► ปิเปต 
 

► หลอดทดลองทีÉผา่นการฆ่าเชืÊอมาแลว้ สําหรับการเตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
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3.8         รูปแบบการตรวจวดัสัญญาณของเครืÉอง LightCycler® 480 
 

 

3.8.1        ภาพรวม 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 ใช้สีฟลูออเรสเซนต์ในการตรวจติดตามการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม ใน

ระหว่างการทาํปฏิกิริยาและหลงัเสร็จสิÊนปฏิกิริยาเช่นในการวเิคราะห์ Melting Curve ทัÊงนีÊปริมาณ

สัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ะแปรผนัตรงกนักบัปริมาณสารพนัธุกรรมทีÉเกิดขึÊน จึงเหมาะทีÉจะนาํขอ้มูลมาคาํนวณหาสาร

พนัธุกรรมเริÉมตน้ในปฏิกิริยา ซึÉ งการใชสี้จะสามารถใชไ้ดท้ัÊงกรณีจาํเพาะและไม่จาํเพาะต่อลาํดบัสารพนัธุกรรมดีเอน็เอ

เป้าหมาย สาํหรับสัญญาณสีฟลูออเรสเซนตที์Éตรวจวดัหลงัจากปฏิกิริยาพซีีอาร์ดว้ยการหาค่า Melting Curve 

นัÊนจะใชใ้นการวเิคราะห์ลกัษณะจาํเพาะผลิตภณัฑ ์ หรือวเิคราะห์จีโนไทป์ เนืÉองจากเครืÉอง LightCycler® 

480 สามารถรองรับสีไดห้ลายรูปแบบในการวเิคราะห์ประเภทต่างๆ อีกทัÊงชุดกรองแสงยงักวา้งครอบคลุม

สัญญาณสีฟลูออเรสเซนตห์ลายชนิด 

 
► รูปแบบการตรวจวดัสัญญาณแบบไม่จาํเพาะต่อ

ลาํดบัเบสดีเอน็เอ เป้าหมาย 
 

เป็นสีฟลูออเรสเซนตที์Éจบัไดก้บัดีเอน็เอ สายคู่ทุกชนิด โดยไม่จาํเพาะต่อลาํดบัเบส ไดแ้ก่ SYBR Green I 

 
► รูปแบบการตรวจวดัสัญญาณแบบจาํเพาะต่อลาํดบั

เบสดีเอ็นเอเป้าหมาย 
 

เป็นสีทีÉติดอยูก่บันิวคลีโอไทดส์ายสัÊนๆ ทีÉออกแบบใหจ้าํเพาะต่อลาํดบัเบสดีเอน็เอเป้าหมาย เช่น 

 
► Single-labeled probes (SimpleProbe chemistry) 

 

► Hybridization probes (HybProbe chemistry) 
 

► Hydrolysis probes (5´-nuclease assay) 
 

รูปแบบการตรวจวดัสัญญาณอืÉนๆ สามารถใชไ้ดก้บัเครืÉอง LightCycler® 480 เช่นกนั เช่น Bi-

Probes (iFRET-Probes) Molecular Beacons และ Scorpions อยา่งไรก็ดี สีฟลูออเรสเซนตที์É

นาํมาใชค้วรจะตอ้งเหมาะกบัระบบการรองรับแสงของเครืÉอง LightCycler® 480 
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HybProbe และ Hydrolysis Probe จะอาศยัการถ่ายเทพลงังานจากสารฟลูออเรสเซนตต์วัใหไ้ปยงัสารฟลูออเรสเซนตต์วัรับ 

ทีÉอยูติ่ดกนั (FRET)  

 
ดา้นล่างอธิบายสภาวะสาํหรับการเกิด FRET: 

 

► โมเลกุลตวัใหแ้ละตวัรับพลงังานตอ้งอยูใ่กลก้นั 
 

► คลืÉนความถีÉของช่วงกระตุน้สาํหรับตวัรับพลงังานจะตอ้งซอ้นทบักบัคลืÉนความถีÉของการปล่อยพลงังาน

จากตวัให ้

► ขัÊวพนัธะของตวัให้และตวัรับพลงังานควรจะขนานกนั                                                                                

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สีของตวัใหพ้ลงังานจะถูกกระตุน้ดว้ยช่วงกรองแสงในเครืÉอง LightCycler® 480 ซึÉ งตอ้งกาํหนดใหค้วาม

ยาวคลืÉนช่วงกระตุน้เหมาะสมกบัสี (เช่น 483 nm สาํหรับฟลูออเรสซีน) ความยาวคลืÉนช่วงกระตุน้นีÊ จะไปทาํให้

โมเลกุลอิเล็กตรอนของตวัให้เปลีÉยนสถานะพลงังานไปในระดบัทีÉสูงขึÊนและไม่เสถียร จากนัÊนพลงังานจะถูกปลดปล่อยออกมา

เพืÉอให้เสถียร ดงันีÊ  

► ปล่อยแสงฟลูออเรสเซนตอ์อกมาในช่วงความยาวคลืÉนทีÉยาวกวา่เดิม 
 

► ถ่ายเทพลงังานให้กบัสีตวัรับพลงังาน (เช่น LightCycler® Red 640) เมืÉอถูกถ่ายเทพลงังานไปแลว้ 

อิเลก็ตรอนจะกลบัสู่สภาวะปกติ ซึÉ งการถ่ายเทพลงังานใหก้บัตวัรับ ตวัใหเ้องก็จะไม่เปล่งแสงฟลูออเรส

เซนตอ์อกมาไดอ้ีก 
 

กระบวนการถ่ายเทพลงังาน FRET สามารถเกิดไดห้ลายรูปแบบ สาํหรับ Hydrolysis Probe จะอาศยั

หลกัการบดบงัพลงังานแสงฟลูออเรสเซนตข์องตวัให ้ ตวัรับจะทาํหนา้ทีÉเป็น quencher ส่วน HybProbe 

จะใชห้ลกัการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนตข์องตวัรับพลงังานแทน
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3.8.2        การตดิตามปฏิกริิยาพซีีอาร์ด้วยสี SYBR Green I 
 

ผลิตภณัฑพ์ซีีอาร์ทีÉเกิดขึÊนสามารถตรวจวดัไดด้ว้ยสัญญาณสีฟลูออเรสเซนตช์นิด SYBR Green I ซึÉ งสีจะเขา้

ไปแทรกอยู่ในเกลียวของดีเอ็นเอเส้นคู่ ส่วนโมเลกุลสีทีÉจบัไม่ไดก้บัเกลียวดีเอ็นเอจะมีอยู่นอ้ยมาก การแทรกเขา้ไปในดีเอ็น

เอเกลียวคู่จะทาํให้รูปร่างของดีเอ็นเอเปลีÉยนแปลงไปยงัผลให้สัญญาณฟลูออเรสเซนต์เพิÉมขึÊน 100 เท่า (การวดัสัญญาณทีÉ

ความยาวคลืÉน 530 nm) ดงันัÊนการเพิÉมขึÊนของสญัญาณฟลูออเรสเซนตจ์ากสี SYBR Green I จะแปรผนัตรง

กบัจาํนวนดีเอน็เอสายคู่ทีÉเพิÉมขึÊนในปฏิกิริยา เนืÉองจากสี SYBR Green I มีความเสถียรสูงจึงเป็นทางเลือกทีÉ

ดีในการวเิคราะห์ดีเอน็เอแบบหาปริมาณ 

ขัÊนตอนพืÊนฐานในการตรวจวดัสัญญาณสี SYBR Green I 
 

 

  ระหวา่งขัÊนตอนการเขา้คู่ไพรเมอร์กบัดีเอ็นเอเป้าหมาย (annealing) 

สีSYBR Green I จ ะ เ ข้ า ไ ป แ ท ร ก ใ น เ ก ลี ย ว คู่ ข อ ง ดี เ อ็ น เ อ ไ ด้ บ ริ เ ว ณ เ ล็ ก ๆ  

สั ญ ญ า ณ ฟ ลู อ อ เ ร ส เ ซ น ต์ จ ะ ค่ อ ย ๆ เ พิÉ ม ขึÊ น เ ล็ ก น้ อ ย  
 

 
 
 
 

  ในช่วงการต่อสายดีเอ็นเอ (elongation) จะไดดี้เอ็นเอสายคู่

เพิÉมขึÊน การเขา้ไปจบัของสี SYBR Green I ก็จะมากขึÊนดว้ย ทาํ

ให้เกิดสัญญาณฟลูออเรสเซนตเ์พิÉมมากขึÊน  
 
 
 
 
 
 

  ในตอนทา้ยของการตอ่สายดีเอ็นเอ จะไดเ้ส้นคู่ทีÉสมบูรณ์ ทาํให้สี 

SYBR Green I เขา้ไปแทรกจบัไดสู้งสุด ซึÉ งจะทาํให้การวดัสัญญาณ

ทีÉตรงจุดนีÊ  ไดรั้บสัญญาณมากทีÉสุด โดยวดัทีÉความยาวคลืÉน 530 nm 

และทาํการวดัในทุกรอบของการทาํปฏิกิริยา  

 

 

เนืÉองจากสี SYBR Green I สามารถจบัไดก้บัดีเอน็เอสายคู่ทุกชนิด ดงันัÊนหากมีดีเอน็เอสายคู่เกิดขึÊนในปฏิกิริยา

ทีÉไม่ไดม้าจากดีเอน็เอเป้าหมาย ก็จะสามารถตรวจพบสญัญาณฟลูออเรสเซนตไ์ด ้ แมก้ระทัÉงการจบักนัเองของไพร

เมอร์กส็ามารถพบสญัญาณ ซึÉ งทาํให้ผลการวดัปริมาณสารพนัธุกรรมในปฏิกิริยาเกินความเป็นจริงไปได ้
 
เพืÉอใหแ้น่ใจวา่สญัญาณสีฟลูออเรสเซนตที์ÉเกิดขึÊนนัÊนเป็นของดีเอน็เอเป้าหมายอยา่งแทจ้ริง การวิเคราะห์หาค่า

จาํเพาะชนิด Tm จึงจาํเป็น โดยการใชโ้ปรแกรมการวเิคราะห์ Melting Curve ซึÉ งค่าความจาํเพาะนีÊ เป็นการวดั

อุณหภูมิทีÉทาํให้ดีเอน็เอสายคู่แยกออกเป็นสายเดีÉยวครึÉ งหนึÉ ง และค่านีÊจาํเพาะไปในแตล่ะชนิดของดีเอน็เอ โดยทีÉค่า

นีÊ จะขึÊนอยูก่บัเปอร์เซ็นต ์GC และความยาวสายของดีเอน็เอ  
 
เครืÉ อง LightCycler® 480 จะค่อยๆทาํอุณหภูมิให้สูงขึÊน พร้อมกบัทาํการวดัสัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ากสี 

SYBR Green I เมืÉออุณหภมิูสูงขึÊน ดีเอน็เอสายคู่จะแยกออก ทาํให้สญัญาณค่อยๆลดลงจากการทีÉโมเลกุลสีหลุด

ออก เมืÉอถึงจดุจาํเพาะ Tm ข อ ง ชิÊ น ดี เ อ็ น เ อ นัÊ น  จ ะ ทาํ ใ ห้ สั ญ ญ า ณ ล ด ล ง แ บ บ ทั น ที  ก า ร

ติ ด ต า ม สั ญ ญ า ณ ฟ ลู อ อ เ ร ส เ ซ น ต์ ต ร ง ส่ ว น นีÊ ก็ จ ะ ถู ก นาํ ม า คาํ น ว ณ พ ล็ อ ต ก ร า ฟ ด้ ว ย

ส ม ก า ร  ( d F / d T )  เ พืÉ อ ใ ห้ ไ ด้ ค่ า สู ง สุ ด ข อ ง ย อ ด ก ร า ฟ  ( m e l t i n g  p e a k )  ซึÉ ง บ่ ง

บ อ ก ถึ ง ค่ า  T m  ข อ ง ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ ชิÊ น ดี เ อ็ น เ อ นัÊ น
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หากมีสารพนัธุกรรมชนิดเดียวในปฏิกิริยา การวิเคราะห์ Melting Curve จะไดค่้า Tm 1 ค่า แต่ถา้มีการเกิด

การจบักนัเองของไพรเมอร์ หรือสารพนัธุกรรมทีÉไม่จาํเพาะต่อเป้าหมาย จะมีค่านีÊไดม้ากกวา่ 1 ค่า การตรวจเชค็ค่า Tm 

ของสารพนัธุกรรมนีÊสามารถจาํแนกสารพนัธุกรรมทีÉมีขนาดความยาวตา่งกนัได ้ โดยอา้งองิการรันเจลอิเลก็โตรโฟเร

สิส 

 
 

3.8.3        การตดิตามปฏิกริิยาพซีีอาร์ด้วยสี LightCycler®  480  ResoLight 
 

สี LightCycler® 480 ResoLight Dye เป็นสีกลุ่มใหม่ทีÉมีความอิÉมตวั สามารถจบักบัดีเอน็เอสายคู่ชนิด 

heteroduplex ไดดี้ โดยปกติสีกลุ่มนีÊไม่วา่จะเป็นสี SYBR Green I หรือ สี ResoLight จะไม่เป็นพษิต่อ

เอนไซมใ์นปฏิกิริยาพซีีอาร์ ดงันัÊนการใชค้วามเขม้ขน้สูงของสี จะไม่มีผลต่อปฏิกิริยา แต่จะช่วยใหเ้กิดการ

อิÉมตวัสมบูรณ์ (วดัสัญญาณดว้ยช่องวดัสัญญาณ SYBR Green I) 

 

 
 
 
 
 

การใชสี้ประเภท HRM แนะนาํเป็นอยา่งยิÉงกบังานทีÉตอ้งการหาค่า melting curve จากสารพนัธุกรรมดีเอน็เอสาย

คู่ เนืÉองจากสามารถทาํการวดัปริมาณสารพนัธุกรรมควบคู่ไปกบัการทาํการวเิคราะห์อณุหภมิูได ้ ในงาน HRM เมืÉอ

สายดีเอน็เอแยกออกจากสายคู่เป็นสายเดีÉยวในระหวา่งการทาํกระบวนการเพิÉมอณุหภมิูนีÊ  การทีÉโมเลกลุสีทีÉหลดุออก

จากสายดีเอน็เอแลว้จะกลบัเขา้ไปแทรกอีก มีโอกาสนอ้ยมาก ดงันัÊนความสมํÉาเสมอของสัญญาณจะดีมาก จะได้

กราฟค่าอณุหภูมิ Tm ทีÉคมชดัมาก ไดผ้ลการทดสอบทีÉคงทีÉตลอด 
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3.8.4        การตดิตามปฏิกริิยาพซีีอาร์ด้วยสี Hydrolysis Probes 
 

Hydrolysis probe เรียกอีกชืÉอว่า5´-nuclease assays เนืÉองจากโพรบทางปลาย 3’ ถูกติดฟอสเฟต จึงจะ

ถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมท์างดา้นปลาย 5’ ระหวา่งทีÉเกิดปฏิกิริยาพซีีอาร์ โพรบนีÊจะจบักบัดีเอน็เอเป้าหมายอยา่ง

จาํเพาะ โดยโพรบจะติดสีฟลูออเรสเซนต ์ 2 ชนิดคือ ตวัรายงานและตวับดบงัพลงังาน ไวใ้กล้ๆ กนั ปกติตวั

รายงานจะไม่เปล่งสัญญาณฟลูออเรสเซนต์เนืÉองจากถูกบดบงัไว ้(FRET) ระหวา่งปฏิกิริยาพซีีอาร์ เอนไซม์

ต่อสายดีเอน็เอจะใชฟั้งก์ชัÉน 5’nuclease ในการยอ่ยสลายโพรบ ตวัรายงานจึงเป็นอิสระจากตวับดบงั ทาํให้

สามารถเปล่งสัญญาณฟลูออเรสเซนตไ์ด ้ 

 
เครืÉอง LightCycler® 480 สามารถตรวจวดัสัญญาณจากโพรบทีÉติดสีรายงานไดห้ลายชนิดเช่น 

LightCycler® Cyan 500, FAM, HEX, LightCycler® Red 610, LightCycler® Red 640, หรือ 

Cy5. และสามารถตรวจวดัสัญญาณแบบสีเดียวหรือหลายสีพร้อมกนัได ้
 

หากมีการใช ้hydrolysis probe แบบหลายสีพร้อมกนัแนะนาํให้ใชต้วับดบงัพลงังานเป็นชนิด BHQ-2 (ช่วงคลืÉน 

550 – 650 nm) ในทางกลบักนัการใชสี้บดบงัชนิด DABCYL (ช่วงคลืÉน 380 – 530 nm) ควรใช้กบัตวั

รายงานชนิด LightCycler® Cyan 500, FAM, or HEX 

 
 

 
  Hydrolysis probe จะมีโมเลกุลสีฟลูออเรสเซนต ์2 ชนิดอยู่

ใกลชิ้ดกนั ซึÉ งสีทีÉเป็นตวับดบงัจะกดสัญญาณสีตวัรายงาน ปลาย

ดา้น 3’ ของโพรบจะถกูเติมฟอสเฟต ดงันัÊนจะไมส่ามารถถกูต่อ

สายไดข้ณะทาํปฏิกิริยาพีซีอาร ์
 

 
 
 

                                                                        ในขัÊนตอน annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทัÊงไพรเมอร์และ 

     โพรบจะเขา้จบักบัดีเอ็นเอเป้าหมายอยา่งจาํเพาะ 

 
 
 
 

เมืÉอเอนไซม ์ DNA polymerase ต่ อ ส า ย ดี เ อ็ น เ อ จ า ก

ไ พ ร เ ม อ ร์ ม า ช น กั บ โ พ ร บ  เ อ น ไ ซ ม์ จ ะ ใ ช้

ค ว า ม ส า ม า ร ถ ด้ า น  5 ’ n u c l e a s e  ใ น ก า ร ย่ อ ย โ พ

ร บ อ อ ก  ทาํ ใ ห้ ก า ร ต่ อ ส า ย ทาํ ต่ อ ไ ป ไ ด้  
 
 

  เมืÉอโพรบถูกยอ่ย สีตวัรายงานจะไม่ถูกบดบงัอีกต่อไป ทาํให้

ส่งสัญญาณไปยงัช่องตรวจวดัสัญญาณของเครืÉอง 

LightCycler 480 ได ้การเพิÉมขึÊนของสัญญาณฟลูออเรส

เซนตจ์ากโพรบนีÊก็จะแปรผนัตรงกบัสารพนัธุกรรมทีÉเพิÉมขึÊน

ในปฏิกิริยา เช่นเดียวกบัสี SYBR Green I การตรวจวดั

สัญญาณจะทาํในขัÊนตอนนีÊ  Elongation 
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ในรูปแบบการใชสี้ Hydrolysis Probe จะไมส่ามารถทาํการวิเคราะห์ชนิด Melting Curve ไดเ้นืÉองจากโพรบ

ถูกยอ่ยไประหว่างปฏิกิริยาพีซีอาร์ หากตอ้งการทาํการวิเคราะห์ชนิดตรวจหาจีโนไทป์ จะใชเ้ป็นการวิเคราะห์

แบบ EndPoint Genotyping แทน 

 

หากจะใหก้ารเกิดการยอ่ยโพรบทีÉสมบูรณ์ในปฏิกิริยาพซีีอาร์ ควรเลือกใชโ้พรบทีÉมีค่า Tm สูงกวา่ไพร

เมอร์เลก็นอ้ย เพืÉอให้มัÉนใจวา่โพรบไดจ้บักบัดีเอน็เอเป้าหมายก่อนทีÉไพรเมอร์จะเขา้มาจบัไดแ้ละทาํการ

ต่อสายดีเอน็เอลาํดบัถดัไป 

 

หลกัการตัÊงโปรแกรมพซีีอาร์ สาํหรับโพรบประเภทนีÊ  ใชโ้ปรแกรมไดท้ัÊงแบบ 2-step และ 3-step 

ซึÉ งควรใชค้วามเขม้ขน้ของ MgCl2 สูงกวา่ปกติ เพืÉอจะช่วยทาํใหก้ารจบักนัของโพรบกบัดีเอน็เอ

เป้าหมายเสถียร ก่อนเกิดการยอ่ยโพรบในขัÊนตอนการต่อสายดีเอน็เอ นอกจากนัÊน ควรกาํหนดให้

สายพนัธุกรรมเป้าหมายยาวไม่เกิน 150 bp เมืÉอเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมอยา่งจาํเพาะแลว้ และหาก

ใชโ้ปรแกรม 2-step ใหก้าํหนดค่าอุณหภูมิ annealing และ elongation อยูที่É +60°
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3.8.5        การตดิตามปฏิกริิยาพซีีอาร์ด้วยสี HybProbe Probes 
 

สาํหรับรูปแบบการตรวจวดัสัญญาณจากสี HybProbe จะมีการออกแบบโพรบทีÉมีความจาํเพาะกบัดีเอน็เอ

เป้าหมาย 2 เสน้ โดยทีÉแต่ละเสน้ติดสีฟลูออเรสเซนต ์ 2 ชนิดต่างกนั และออกแบบใหโ้พรบทัÊงสองเส้นมาจบั

จาํเพาะกบัดีเอน็เอเป้าหมายแบบต่อกนั หวัต่อหาง เพืÉอใหสี้ทีÉติดอยูก่บัโพรบทัÊงสองเส้นอยู่ชิดกนั สีตวัแรกจะ

รับบทบาทเป็นผูใ้ห ้ เช่นสีฟลูออเรสซีน (ช่วงความยาวคลืÉน 483 nm) ในขณะทีÉสีอีกตวัจะทาํหนา้ทีÉเป็น

ตวัรับ เช่นสี LightCycler® Red 640 โดยรับพลงังานจากสีตวัใหที้Éปล่อยออกมา เมืÉอถูกกระตุน้สีตวัรับจะ

เปล่งสัญญาณออกมาอีกความยาวคลืÉน จาํนวนของสัญญาณจากตวัรับจะแปรผนัตรงกบัปริมาณสาร

พนัธุกรรมทีÉเกิดขึÊนในปฏิกิริยาพซีีอาร์ 

 
เครืÉองLightCycler® 480 สามารถตรวจวดัสัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ากสีตวัรับไดห้ลายชนิดเช่น 

LightCycler® Red 610, LightCycler® Red 640, หรือ Cy5 และสามารถวดัสญัญาณสีเดียวหรือ

หลายสีพร้อมกนั ส่วนสีตวัให้พลงังานแนะนาํเป็นสีฟลูออเรสซีน (FLUOS) อยา่งไรก็ดีการใชคู่้สี 

FLUOS-HEX ไม่แนะนาํเนืÉองจากพลงังานแถบคลืÉนสีทัÊงสองใกลก้นัเกินไป 

 
  จากรูปภาพ โพรบชนิดผูใ้ห้จะติดสีฟลอูอเรสซีน ทีÉปลาย 3’ ในขณะทีÉโพรบ

ชนิดผูรั้บจะติดสี LC Red ทีÉปลาย 5’ (ตวัผูรั้บดา้นปลาย 3’ จะติดฟอสเฟต) 

ในขณะเดียวกนัสีของผูใ้ห้และผูรั้บสามารถสลบักนัได ้ในขัÊนตอนแรกของ

การทาํพีซีอาร์ โพรบทัÊงสองชนิดจะยงัไม่เกิดสญัญาณใดๆ เนืÉองจากอยูห่่าง

กนัเกินกว่าทีÉจะถ่ายเทพลงังานให้กนัได ้

 

  ในขัÊนตอน annealing โพรบทัÊงสองชนิดจะมาอยูใ่กลก้นัไดด้ว้ย

ความจาํเพาะกบัลาํดบัเบสในดีเอน็เอเป้าหมาย ในลกัษณะหวัต่อหาง ตวัสี

ผูใ้ห้จะรับพลงังานจากแหล่งกาํเนิดแสงของเครืÉอง แลว้จะปล่อยพลงังานไป

กระตุน้สีของผูรั้บ ผูรั้บจะถกูกระตุน้สญัญาณและปล่อยพลงังานออกมาทีÉ

อีกความยาวคลืÉนหนึÉง ซึÉ งขัÊนนีÊจะสามารถตรวจวดัสญัญาณฟลูออเรสเซนต์

ไดสู้งทีÉสุด  

 

  หลงัจากขัÊนตอน annealing อุณหภูมิจะสูงขึÊน เพืÉอเขา้สู่กระบวนการต่อไป 

ทาํให้โพรบทัÊงสองชนิดแยกออกจาก ดีเอน็เอ เป้าหมาย โพรบทัÊงสองชนิดก็

จะไม่สามารถถ่ายเทพลงังานให้กนัไดอี้กต่อไป ดว้ยระยะทีÉห่างเกินทีÉจะเกิด

การถ่ายเทประเภท FRET 

 
 

■
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การใชรู้ปแบบการตรวจวดัสัญญาณดว้ย HybProbe เหมาะกบังานทัÊงการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมอยา่งจาํเพาะ และการ

ตรวจหาการกลายพนัธ์ุชนิดเบสเดียว (SNP detection) ในสภาวะทีÉอุณหภูมิตํÉากวา่ค่า Tm ของโพรบ จะทาํให้

โพรบทัÊงชนิดผูใ้หแ้ละผูรั้บมาอยูใ่กลก้นั ก่อใหเ้กิดการถ่ายเทพลงังานแบบ FRET และเมืÉออุณหภูมิสูงขึÊน

จนถึงค่า Tm ของโพรบ การเกิดการถ่ายเทพลงังานจะสิÊนสุดลง อุณหภมิูทีÉทาํใหโ้พรบชนิดผูรั้บแยกออก และ

สัญญาณสีฟลูออเรสเซนตห์ยดุลง จะขึÊนกบัลาํดบัเบสของดีเอน็เอเป้าหมายดว้ย หากดีเอน็เอเป้าหมายมีการ

กลายพนัธุ์ชนิด SNP จะพบวา่อุณหภูมิทีÉแยกโพรบออกจะตํÉากวา่กรณีทีÉดีเอน็เอเป้าหมายไม่มีการกลายพนัธุ์

เลย 
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3.8.6        การวเิคราะห์จโีนไทป์ด้วยสีชนิด SimpleProbe Probes 
 

โพรบชนิด SimpleProbe เป็นลกัษณะของโพรบทีÉอาศยัการจบักบัดีเอ็นเอเป้าหมายอยา่งจาํเพาะเช่นกนัแต่ต่างจากโพรบชนิด HybProbe 

คือเป็นโพรบเส้นเดียวติดสีฟลูออเรสเซนต ์ หากโพรบชนิด SimpleProbe นีÊ ไปจบักบัดีเอ็นเอเป้าหมายแลว้ จะทาํให้เกิดสัญญาณฟลูออ

เรสเซนตเ์พิÉมขึÊนมากหลายเท่าเมืÉอเทียบกบัสภาวะทีÉไม่ไดจ้บักบัดีเอ็นเอเป้าหมาย หากเป็นการตรวจวดัการกลายพนัธุ์ชนิด SNP โพรบ

มกัจะออกแบบให้สามารถจบัไดก้บัดีเอ็นเอเป้าหมายทีÉมีการกลายพนัธุ์ไป ซึÉ งหลกัการการทาํงานของโพรบลกัษณะนีÊ จะไม่ใชห้ลกัการ

ของการถ่ายเทพลงังาน FRET เลย 

โดยปกติ โพรบชนิด SimpleProbe จะถูกออกแบบให้จบัไดอ้ยา่งจาํเพาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมายทีÉมี การกลายพนัธุ์ SNP เมืÉอมีการจบักบัดีเอ็น

เอเป้าหมาย สัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ะสูงกวา่การไม่ไดจ้บักบัดีเอ็นเอเป้าหมาย หลายเท่า ดงันัÊนจงึนิยมทีÉจะใชโ้พรบชนิดนีÊ  ไปวเิคราะห์

การกลายพนัธุ์ของดีเอ็นเอ ในลกัษณะทีÉมี หรือไม่มี การกลายพนัธุ ์ หรือแบบลูกผสม เพราะสามารถทราบไดภ้ายในการตรวจวดัสัญญาณ

คราวเดียวกนั 

โพรบชนิด SimpleProbe สามารถติดสีฟลูออเรสเซนตไ์ดท้ัÊงทีÉปลายดา้น 3´ หรือ 5´ หรือภายในสายของโพรบ ก็ได ้ในสภาวะทีÉยงัไม่ได้

จบัอยา่งจาํเพาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมาย สัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ะถูกบดบงัไวด้ว้ยตวับดบงัพลงังาน แต่เมืÉอเขา้จบักบัดีเอ็นเอเป้าหมายแลว้ 

สัญญาณของตวับดบงัพลงังานจะลดลง ทาํให้ตวัรายงานเปล่งแสงสัญญาณไดม้ากขึÊน แมว้า่ขณะทีÉโพรบทีÉยงัไม่ไดเ้ขา้จบักบัดีเอ็นเอ

เป้าหมาย จะมีสัญญาณให้ตรวจวดัได ้แต่อยูใ่นระดบัตํÉาๆ 

 

ในการศึกษา การกลายพนัธุ์ประเภท SNP นัÊน เครืÉ อง LightCycler® 480 สามารถติดตามพฤติกรรมการเกิดการแยกจากสายดีเอ็นเอเป้าหมาย

ของ SimpleProbe โดยวดัสัญญาณฟลูออเรสเซนต ์หากการจบักนัของ SimpleProbe กบัดีเอ็นเอเป้าหมายเสถียรมาก อุณหภูมิทีÉทาํให้เกิดการ

แยกจากกนัจะสูงกวา่ กรณีทีÉ SimpleProbe จบักบัดีเอ็นเอเป้าหมายทีÉมีการกลายพนัธุ์แบบ SNP เพราะการจบักบัเป้าหมายทีÉกลายพนัธุ์ไปนัÊน

จะมีความเสถียรตํÉากวา่มาก 
 
 
 
 
 

 

  ในขัÊนตอนการเกิด denaturation โพรบจะยงัไม่เขา้ไปจบั

กบัดีเอน็เอเป้าหมาย ดงันัÊนสญัญาณฟลูออเรสเซนตจ์ะอยูใ่น

ระดบัตํÉาๆ ทีÉ 530 nm. 

 
 
 
 
 

  ในขัÊนตอนการ annealing โพรบจะเขา้จบัไดก้บัดีเอ็นเอเป้าหมาย

ทาํ ใ ห้ ล ด ก า ร บ ด บั ง พ ลั ง ง า น ล ง แ ล ะ มี ก า ร เ ป ล่ ง

สั ญ ญ า ณ แ ส ง  ทีÉ ส า ม า ร ถ ต ร ว จ วั ด ไ ด้ ด้ ว ย

เ ค รืÉ อ ง  L i g h t C y c l e r 4 8 0  ดั ง นัÊ น ขัÊ น ต อ น นีÊ

จ ะ ไ ด้ รั บ สั ญ ญ า ณ ฟ ลู อ อ เ ร ส เ ซ น ต์ สู ง สุ ด  

 
 

                                                                        ในขัÊนตอนการ elongation โพรบจะถูกผลกัออกไปจาก 

ดีเอน็เอเป้าหมาย  

 
 
 

  เมืÉอเสร็จสิÊนขัÊนตอน elongation ดีเอน็เอเป้าหมายมีการ

ต่อลาํดบัเบสจนครบสายพนัธุกรรม ทาํให้โพรบหลุดออก

จากเป้าหมาย ซึÉงโพรบก็จะถูกบดบงัพลงังานอีกครัÊ ง 

 
 
 

■



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

การปฏิบัติงาน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chapter C • การปฏิบติังาน 
 

คาํอธิบายขัÊนตอนการปฏิบตัิงานกบัเครืÉอง 

LightCycler® 480
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Introduction 
 

 
 
 
 

การปฏิบัติงาน 
 
 

1        คําแนะนํา 
 

ก่อนเริÉมการปฏิบตัิงานใหท้บทวนภาพรวมและโปรแกรมเครืÉอง LightCycler® 480 เพืÉอทีÉจะไดท้ราบ

องคป์ระกอบของเครืÉองและคุน้เคยกบัโปรแกรมการทาํงานเครืÉอง 
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System Start-Up 
 

 
 

2        การเริÉมต้นระบบ 
 
 

1 สวิตชเ์ปิด-ปิดเครืÉองอยูท่างดา้นหลงัเครืÉอง ซึÉงอยูท่างซา้ยของ

กล่องกาํลงัไฟฟ้าเครืÉอง ใชส้าํหรับเปิด-ปิดเครืÉอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไฟ แอลอีดี แสดงสถานะ ซึÉงอยูด่า้นหนา้เครืÉอง 

LightCycler® 480 
 
 
 

ระหวา่งการทาํงานของเครืÉอง สถานะไฟ แอลอีดี สามารถ

เกิดไดห้ลายรูปแบบดงัตาราง 

 
 
 
 
 
 
 

สีของไฟดา้นซา้ย            สีของไฟดา้นขวา            สถานะบ่งชีÊ  

สม้ (กระพริบ)                   สม้ (กระพริบ)                   เครืÉองกาํลงัเริÉมการทาํงาน 

เขียว                                     สม้                                        เครืÉองเปิดอยู ่และพร้อมใชง้าน  

                                                                                                             แต่ยงัไม่ไดใ้ส่เพลท                   

เขียว                                     สม้ (กระพริบ)                   กาํ ลั ง ใ ส่ เ พ ล ท  

เขียว                                                     เขียว                                                    เครืÉองเปิดอยูแ่ละพร้อมใชง้าน 

และใส่เพลทเรียบร้อยแลว้ 

เขียว (กระพริบ)                      เขียว (กระพริบ)                     เครืÉองทาํงานอยู ่
 

2     เปิดส่วนควบคุมเครืÉอง  LightCycler® 480 

 
3   เขา้สู่หนา้ต่างโปรแกรมการใชง้านเครืÉอง  LightCycler® 480  

 
4     เริÉมโปรแกรมเครืÉอง LightCycler® 480 Software 

■
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Preparing and Starting a LightCycler® 480 Instrument Run 
 
 
 
 
 

3        การเตรียมและเริÉมต้นการทํางานกบัเครืÉอง 

LightCycler® 480 
 

ขัÊนตอนการทาํงานดา้นล่างจะเป็นลกัษณะทัÉวไป เช่นการใส่ปฏิกิริยาพซีีอาร์เหมือนกนัทัÊงเพลทดว้ย

ส่วนผสมเดียวกนั 

 

1 ตัÊงโปรแกรมการทดลองและกาํหนดจาํนวนตวัอยา่ง ชืÉอตวัอยา่ง  

2     เตรียมส่วนผสมนํÊายาหลกั ทีÉตอ้งมีในปฏิกิริยา ยกเวน้ตวัอยา่งดีเอน็เอ โดยใชห้ลอดทดลองขนาด 1.5 ml 

หรือ 0.5 ml 

ทาํตามคาํแนะนาํในการเตรียมนํÊ ายาทีÉใชก้บัเครืÉอง เลือกปริมาตรของปฏิกิริยาใหเ้หมาะสมกบัชนิดของ

เพลท 

และใชห้ลอดผสมนํÊายาแบบทึบแสง เพืÉอป้องกนัสีฟลูออเรสเซนตใ์นปฏิกิริยาเสืÉอมจากแสงในห้อง 

3 ปิเปตส่วนผสมนํÊายาลงในมลัติเวลเพลท การใชแ้ขนกล หรือปิเปตหลายหวั (8 or 16 tip) จะช่วยได้

มากหากทาํการทดสอบตวัอย่างคราวละมากๆ  

                                                                                                                                              

 
 
 
 
 

4     เติมดีเอน็เอ ตวัอยา่งลงไปในแตล่ะหลุม 

 
► ► ►
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Preparing and Starting a LightCycler® 480 Instrument Run 
 
 
 
 
 

5     ปิดเพลทดว้ยแผน่ฟอยล:์ 

►  ลอกแผน่ฟอยลอ์อกจากกระดาษมนั โดยไม่สมัผสัดา้นทีÉเป็นกาว และพยายามจบัเฉพาะขอบ

นอกของแผน่ฟอยล ์

►  ทาบลงบนเพลทโดยให้ดา้นทีÉมีกาววางลงบนเพลท 

แผน่ฟอยลนี์Êจะติดแน่นดว้ยแรงกด 
 

 

►  ใชแ้ผ่นช่วยรีดเพลท รีดฟอยลใ์ห้ติดดีกบัเพลท โดยทาํ 2 ทิศทางดว้ยแรงกดและความเร็วเท่าๆกนั 

►  ใชมุ้มของแผน่ช่วยรีดเพลท รีดบริเวณระหวา่งหลุมซํÊาเพืÉอความติดแน่น 

►  ฉีกส่วนเกินของแผน่ฟอยลที์ÉปลายทัÊงสองดา้นออก 

ให้มัÉนใจวา่ขณะฉีกส่วนเกินออก ไม่ยกแผน่ฟอยลขึ์Êนจากเพลท 

 
การปิดแผน่ฟอยลส์าํคญัมากในการป้องกนัการระเหยไปของปฏิกิริยา 

 

 
การปิดแผน่ฟอยลค์วรใชแ้ผน่ช่วยรีดเพลท รีดซํÊาหลายๆครัÊ ง โดยเฉพาะบริเวณขอบๆเพลท 

 
 

 

6 นาํมลัติเวลเพลททีÉปิดฟอยลแ์ลว้ไปทาํการปัÉนเหวีÉยง โดยเลือกใชเ้ครืÉองปัÉนเหวีÉยงทีÉมีช่องใส่เพลททีÉ

เหมาะสม ควรมีการบาลานซ์ดว้ยการใชอุ้ปกรณ์หรือเพลทอีกอนั แลว้ปัÉนเหวีÉยงทีÉ 1,500 × g เป็น

เวลา 2 นาที หากพบวา่ยงัมีฟองอากาศอยูใ่นหลุมปฏิกิริยาใหปั้ÉนเหวีÉยงซํÊ าอกีรอบ 

 
 

► ► ►
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Preparing and Starting a LightCycler® 480 Instrument Run 
 
 
 
 
 

7 ►  ในการนาํเพลทใส่เขา้เครืÉอง LightCycler 480  ให้กดปุ่มหนา้เครืÉองทีÉต่อจากไฟแสดงสถานะ  

  

►  ทีÉใส่เพลทเขา้เครืÉองจะเลืÉอนออกมาทางดา้นขวาของเครืÉอง 

 
 

8 วางมลัติเวลเพลทลงบนทีÉใส่เพลททีÉเลืÉอนออกมาจากเครืÉอง โดยให้หนัปลายเพลทดา้นเรียบเขา้สู่

ตวัเครืÉอง ส่วนปลายเพลทขอบตดัจะหนัออกจากเครืÉองดงัรูป 

 
 

9 กดปุ่มหนา้เครืÉองอีกครัÊ งเพืÉอเลืÉอนเพลทเขา้สู่เครืÉอง และเครืÉองเริÉมทาํงาน 

 

10    เมืÉอเครืÉองทาํงานเสร็จให้กดปุ่มหนา้เครืÉองเพืÉอนาํเพลทออกจากตวัเครืÉอง 

ทีÉใส่เพลทนีÊอาจจะร้อนจากการทาํงานเสร็จใหม่ๆ ดงันัÊนควรจะปล่อยให้เยน็สักพกั อยา่งนอ้ย 

20 นาทีหลงัเครืÉองทาํงานเสร็จ และควรมีการโปรแกรมเครืÉองให้มีขัÊนตอนการปรับอุณหภูมิมา

ทีÉ 40 องศาหลงัเสร็จปฏิกิริยาพีซีอาร์เสมอ 

ขอ้ควรระวงั หากมลัติเวลเพลทอยูใ่นเครืÉองนานก่อนจะเริÉมการทดสอบ เพลทอาจจะถูก

ทาํใหร้้อนไดที้Éอุณหภูมิ +60 to +80°C เนืÉองจากแผน่ฝาครอบบลอ็กทาํงาน (heat lid) 

และน่าจะยงัมีความร้อนอยูแ่มว้า่จะตัÊงโปรแกรมใหล้ดอุณหภูมิลงมาทีÉ +40°C หลงัทาํ

ปฏิกิริยาพซีีอาร์ 

■
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Exchanging the LightCycler® 480 Thermal Block Cycler 
 

 
 
 
 

4        การเปลีÉยนเทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ของเครืÉอง 

LightCycler®  480 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 จะมีเทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ 2 รุ่น สาํหรับมลัติเวลเพลท ชนิด 96-wells และ

สาํหรับมลัติเวลเพลทชนิด 384-wells 

 
ซึÉ งทัÊง 2 รุ่นจะมีเทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์อีก 2 ประเภท ไดแ้ก่ 

 
► LightCycler® 480 Thermal Block Cycler Unit Silver 

 

► LightCycler® 480 Thermal Block Cycler Unit Aluminum 
 

เทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ ทัÊงประเภท สามารถใชไ้ดก้บัเครืÉอง ทัÊงรุ่น LightCycler® 480 Instrument I 

และ II 

ผูใ้ช้งานสามารถทีÉจะมีเทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์ไดท้ัÊง 2  รุ่น ไม่ว่าจะเป็นรุ่น 96 หรือ 384 เพืÉอให้เหมาะกบัการใช้งานกบัเพลทแต่ละชนิด ซึÉ งการ

เปลีÉยนเทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์ สามารถทาํไดด้ว้ยตนเอง โดยดูรายละเอียดเพิÉมเติมในขัÊนตอนการเปลีÉยนในลาํดบัถดัไป 

 

ควรปิดเครืÉอง LightCycler 480 ก่อนทาํการเปลีÉยน เทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ เสมอ 

 

ก่อนทาํการเปลีÉยนเทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์ ควรปิดเครืÉองและทิÊงระยะสักพกัให้เครืÉองเยน็ลง อยา่งน้อย 20 

นาที ทัÊงนีÊ การตัÊงโปรแกรมให้ลดอุณหภูมิลงหลงัจากเสร็จปฏิกิริยา ก็เป็นสิÉงทีÉควรตอ้งกระทาํ 

 
 

1     เทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์ จะถูกจดัส่งมาในกล่องเก็บรักษาอยา่งดี เพืÉอป้องกนัการเสียหายระหวา่งขนส่ง 

โดยในกล่อง ตวัเทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์จะมาพร้อมกนักบัแผ่นฝาครอบบล็อก (cover) โดยจะถูกจดัเก็บ

ไวภ้ายในอุปกรณ์การนาํใส่บล็อกอีกที 

 
 
 

► ► ►
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Exchanging the LightCycler® 480 Thermal Block Cycler 
 
 
 
 
 

2 เปิดฝากล่องเก็บรักษาเทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์ แลว้จบัตรงกา้นสีแดงเพืÉอดึงชุด เทอร์มอล บล็อก 

ไซเคลอร์ 

 
 

ชุดเทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์จะมีบรรจุภณัฑค์ลุมอยู ่ซึÉ งทีÉคลุมนีÊจะมี 2 ส่วนประกบกนัอยู ่ให้

นาํส่วนบนออก แลว้ใชส่้วนล่างเป็นอุปกรณ์ช่วยในการนาํชุดบล็อกใส่เขา้เครืÉอง 

 

 

3    เปิดประตูฝาดา้นขา้งขวาของเครืÉองออก โดย 

►  ยกคลิปสีดาํขึÊน (1) และหมุนคลิปตามเขม็นาฬิกา (2) 

 
 
 

►  ในขณะทีÉยกคลิปแลว้บิดหมุน ให้ดึงประตูออก 

สามารถทาํการเปิดประตูเครืÉองดา้นขา้งนีÊ เมืÉอทาํการปิดเครืÉองแลว้เท่านัÊน 
 

 

 
 
 

► ► ►
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Exchanging the LightCycler® 480 
 
 
 
 
 

4 นาํส่วนบนของชุดครอบบล็อกออก แลว้กลบับล็อกตัÊงขึÊน นาํไป

รอยบากของชุดครอบตรงกบัเครืÉ องเพืÉอให้บล็อกสามารถใส่เขา้ไปในเครืÉองได้ตาํแหน่งถูกตอ้ง

 

5 ►

 

►

 

 
 
 
 

►

LightCycler® 480 Instrum

 Thermal Block Cycler 

นาํส่วนบนของชุดครอบบล็อกออก แลว้กลบับล็อกตัÊงขึÊน นาํไปวางต่อกบัขา้งเครืÉ องดงัรูป โดยให้

รอยบากของชุดครอบตรงกบัเครืÉ องเพืÉอให้บล็อกสามารถใส่เขา้ไปในเครืÉองได้ตาํแหน่งถูกตอ้ง

 

►  กดคนัโยกสีแดงดา้นมุมบนซา้ยของบล็อก ไซเคลอร์ลง เพืÉอเปิดช่องทีÉจะใส่บล็อกให้หลวม แลว้

จบัทีÉกา้นจบับล็อก ไซเคลอร์ เพืÉอดึงบล็อกออกจากเครืÉอง 

 

► เมืÉอดึงบล็อกออกแลว้ ให้ยา้ยบล็อกไปใส่ในชุดครอบบล็อก 

 

► ชุดครอบบล็อกควรวางไวข้า้งเครืÉองเพืÉอรองบล็อกทีÉถอดออก 

ument — Software Version 1.5 
78 

วางต่อกบัขา้งเครืÉ องดงัรูป โดยให้

รอยบากของชุดครอบตรงกบัเครืÉ องเพืÉอให้บล็อกสามารถใส่เขา้ไปในเครืÉองได้ตาํแหน่งถูกตอ้ง 

เพืÉอเปิดช่องทีÉจะใส่บล็อกให้หลวม แลว้

 

 

 
► ► ►
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Exchanging the LightCycler® 480 Thermal Block Cycler 
 
 
 
 
 

6     ถอดแผน่ฝาครอบบล็อก ไซเคลอร์ (heat lid) ออกดว้ยหลงัจากนาํบล็อก ไซเคลอร์ออกจากเครืÉอง 

►  กดคนัโยกสีทองเล็กๆตรงมุมบนไปทางซ้าย เพืÉอนาํแผน่ฝาครอบบล็อกออก ดงัรูป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

►  เมืÉอปลดลอ็กไดแ้ลว้ การนาํแผน่ฝาครอบบลอ็กออก ดว้ยการค่อยๆดึงออกดงัรูป                                                     

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

►  นาํแผน่ฝาครอบบล็อกไปเก็บในถุงใส่ทีÉมาพร้อมกบัชุดคลุมบล็อก 

► ► ►
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Exchanging the LightCycler® 480 Thermal Block Cycler 
 
 
 
 
 

7 การนาํบล็อก ไซเคลอร์ อนัใหม ่ใส่กลบัเขา้เครืÉอง สามารถทาํไดต้ามขัÊนตอนทีÉกล่าวมาแลว้นัÊน โดยให้ทาํ

ยอ้นกลบัดงันีÊ 

► เริÉมจากการใส่แผน่ฝาครอบบล็อกก่อน โดยการดนัคนัโยกสีทองไปทางซ้าย แลว้ค่อยๆ ดนั

แผน่ฝาครอบบล็อกใส่กลบัเขา้เครืÉอง 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

► ใส่บล็อก ไซเคลอร์ อนัใหม่ กลบัเขา้ไปในเครืÉองตามขอ้ 5 และ 4 ตามลาํดบั 

► หลงัจากใส่บล็อก ไซเคลอร์ไปแลว้ ให้ปิดประตูดา้นขา้งเครืÉ อง โดยหมุนคลิปดาํและกดกลบัเขา้ทีÉเดิม 

เมืÉอทาํการเปิดเครืÉอง LightCycler® 480 ตวัเทอร์มอล บล็อก ไซเคลอร์ อนัใหม่จะถูกตรวจ

พบไดโ้ดยอตัโนมติัดว้ยโปรแกรมการควบคุมการทาํงานของเครืÉอง ผูใ้ชง้านไม่ตอ้งทาํการสอบ

เทียบอุปกรณ์ใดๆอีกครัÊ ง 

 

■
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Chapter D • โปรแกรมการใชง้าน 

LightCycler® 480 
 

คาํแนะนาํสาํหรับการใชง้านโปรแกรม 

LightCycler® 480 ในการทาํงานเรียลไทมพี์ซีอาร์

และการวเิคราะห์ขอ้มูล
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การใชง้านขัÊนพืÊนฐานของโปรแกรม 

คาํแนะนาํทัÉวไปเกีÉยวกบัคุณลกัษณะของโปรแกรมและการสร้างโปรแกรมการ

ทาํงานและวเิคราะห์ขอ้มูลจากการทดลองดว้ยระบบ LightCycler 480 
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Overview of LightCycler® 480 Software 

1 
 
 
 

การใชง้านขัÊนพืÊนฐานของโปรแกรม 
 
 

1        ภาพรวมของโปรแกรม LightCycler®  480 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 ควบคุมการทาํงานเครืÉองผา่นขัÊนตอนทีÉผูใ้ชก้าํหนด ขอ้มูลดิบทีÉไดจ้ากการ

ติดตามการทาํงานปฏิกิริยาพซีีอาร์นัÊน จะถูกนาํมาวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรมในแง่ต่างๆ ไดแ้ก่ 

 
► การคาํนวณ Crossing point (Cp) สาํหรับการวเิคราะห์หาปริมาณแบบจาํนวนจริงและแบบเชิงสัมพนัธ์ 

ดว้ยการใชโ้ปรแกรม Absolute Quantification หรือ Relative Quantification 
 

► ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ก า ร ก ล า ย พัน ธ์ุ ดว้ยโปรแกรม Tm Calling หรือ Genotyping  
 

โปรแกรม LightCycler® 480 จะประกอบไปดว้ยการใชง้าน ฐานขอ้มลู ฐานขอ้มูลเฉพาะ “Exor4” 

 

ทุกส่วนในโปรแกรมจะถูกติดตัÊงไวก้บัส่วนควบคุมของเครืÉอง LightCycler® 480 แต่ละฟังก์ชัÉนการใชง้าน 

ฐานขอ้มูล และอืÉนๆ จะแยกอิสระได ้ตามจาํนวนผูใ้ชง้าน ซึÉ งการติดตัÊงปลายทางการจดัเก็บขอ้มูล ฐานขอ้มูล 

และไฟลต่์างๆ จะถูกทาํในขัÊนตอนการติดตัÊงเครืÉอง 

ทางเลือก สาํหรับโปรแกรมรุ่น 1.5 นีÊจะอนุญาตใหม้ีการเขา้ถึงโปรแกรมผ่านระบบเครือข่าย ดงันัÊน

ผูใ้ชห้ลายคนสามารถเขา้ถึงฐานขอ้มูลเดียวกนัได ้ รายละเอียดเพิÉมเติมอยู่ในส่วนการจัดตัÊ งผูใ้ช้และ

เครือข่าย 

 
ทุกขอ้มูลจากระบบ LightCycler® 480 จะถูกจดัเก็บในฐานขอ้มูลเพืÉอรับประกนัความปลอดภยัของขอ้มูล 

การเปลีÉยนแปลงแกไ้ขขอ้มูลดิบจะทาํไม่ได ้การวิเคราะห์ แกไ้ขขอ้มูลจะทาํไดผ้า่นโปรแกรมการวิเคราะห์เท่านัÊน  

 

โปรแกรม LightCycler® 480 จะมีฐานขอ้มูลทัÊงชนิดตรวจสอบยอ้นกลบัได ้ หรือฐานขอ้มูลแบบตรวจสอบ

ยอ้นกลบัไม่ไดใ้นเชิงงานวิจยั  

 
ในส่วนฐานขอ้มูลแบบตรวจสอบยอ้นกลบัได ้ หากมีการเปลีÉยนแปลงแกไ้ขอะไร จะตอ้งมีการแจง้

เหตุผลยนืยนัจากผูใ้ช ้ ซึÉ งจะไม่อนุญาตการทดลองทีÉมีการแกไ้ขชืÉอ หรือลบชืÉอออก การทดลองจะ

สามารถทาํสาํเนาได ้แต่หากแกไ้ขชืÉอแม่แบบการทดลอง หรือโฟลเดอร์ หรือลบแม่แบบการทดลอง หรือ

ลบโฟลเดอร์วา่ง สามารถทาํได ้

 
ในฐานขอ้มูลแบบตรวจสอบยอ้นกลบัไม่ไดใ้นงานวจิยั ผูใ้ชส้ามารถแกไ้ขชืÉอ ทาํสาํเนา หรือลบการ

ทดลอง หรืออืÉนๆทีÉเกีÉยวขอ้งได้
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Overview of LightCycler® 480 Software
 

General LightCycler® 480 Software User Interface Conventions 1 
 

 
 
 

ปุ่ม การทาํงาน 
 

ยืนยนัการเขา้หรือการทาํงานเพืÉอไปสู่หนา้ถดัไป ลกัษณะเช่นเดียวกบัการกดปุ่ม <Enter>  

 
ยกเลิกการเขา้หรือการทาํงาน เช่นเดียวกบัการกดปุ่ม <Esc>  

 
เพิÉมรายการหรือวตัถุ 

 

 
 

กาํจดัรายการหรือวตัถุ 

 

 
 

แกไ้ขรายการหรือวตัถุ 

 

 
 

ออกจากโปรแกรม LightCycler® 480 

 

 

ส่วนคาํอธิบายนีÊจะเป็นการอธิบายทัÉวไปของโปรแกรม  LightCycler® 480 ซึÉ งจะอธิบายส่วนทีÉปรากฏอยู่บน

หนา้จอโปรแกรม โดยจะประกอบไปดว้ยหัวขอ้ดงันีÊ  

► การเริÉมการใชง้านโปรแกรม 
 

► หนา้จอหลกั 
 

► การเขา้ใชง้านดา้นต่าง  ๆ
 

► การส่งออกและนาํเขา้ไฟลข์อ้มูลและอืÉนๆ 

 

1.1         การเข้าใช้งานด้านต่างๆ ทัÉวไปของโปรแกรม LightCycler® 480  
 

ในการเขา้ใชง้านโปรแกรมจะพบสัญลกัษณ์ต่างหนา้จอโปรแกรมดงันีÊ: 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
ยิÉงไปกวา่นัÊน การออกแบบของปุ่มทัÉวไปจะบอกฟังกช์ัÉนการใชง้านไว ้ยกตวัอยา่งตามตารางดา้นล่าง 

 

ปุ่ม การทาํเครืÉองหมาย พฤติกรรม 
 

 
 

สามเหลีÉยมสีดาํมุมล่างซา้ย เสร็จสิÊนการใชง้านและปิดหนา้ต่างหรือกรอบ

ขอ้ความ 
 

 
 

สามเหลีÉยมสีดาํมุมบนขวา เปิดกล่องขอ้ความลาํดบัต่อไป 

 

 
 

ไม่มีสามเหลีÉยมสีดาํ ทาํงานจาํเพาะในหนา้ต่างปัจจุบนั 

 

 
 

พืÊนหลงัสีขาว,  ขอบดา้นในเป็นเส้นประ ปุ่มถูกเลือก 

 

 
 

ปุ่มทีÉมีลูกศรชีÊลงอยูด่า้นขา้ง บ่งชีÊวา่มีใหเ้ลือกการใชง้านหลายอยา่ง 

 

สามารถนาํเมาส์ไปชีÊ ทีÉปุ่มเพืÉอใหแ้สดงคาํอธิบายการใชง้านของปุ่มต่างๆได ้รวมทัÊงแสดงการเขา้ถึง

อยา่งเร็วดว้ยคียบ์อร์ด (หากมี) 
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Overview of LightCycler® 480 Software 

1              Starting the LightCycler® 480 Software 
 
 
 

1.2         เริÉมต้นใช้งานโปรแกรม LightCycler®  480  
 

ทาํตามขัÊนตอนดา้นล่างในการเริÉมและเขา้สู่โปรแกรม  

 

ควรใชโ้ปรแกรม LightCycler® 480 กบัหนา้จอทีÉมีความละเอียดทีÉ 1280 × 1024 pixels หรือสูงกวา่ 

แมว้า่โปรแกรมจะใชไ้ดก้บัความละเอียดหนา้จอตํÉาสุดทีÉ 1024 × 768 แต่บางปุ่มการใชง้านจะซอ้นทบั 

และการเขา้ถึงบางคุณลกัษณะจะเป็นไปไม่ได ้

 
เริÉมการใชโ้ปรแกรม LightCycler®  480 : 

1      ดบัเบิÊลคลิก ทีÉไอคอนโปรแกรม LightCycler® 480   บนหนา้จอ 

 

2      จะมีกล่องขอ้ความ Login ให้ใส่ชืÉอ พาสเวิร์ด 

พาสเวร์ิดเริÉมแรกของผูใ้ช ้admin คือ  LightCycler480. 
 

 

 
 

3  ในช่อง Log on to จะแสดงฐานขอ้มูลบนเครืÉองทีÉใชล่้าสุด ซึÉ งเป็นค่าเริÉมตน้ 

หากตอ้งการเลือกฐานขอ้มูลอืÉน ใหก้ดเลือกตรงปุ่ม Options ซึÉงจะแสดงฐานขอ้มูลอืÉนๆ ทีÉ

สามารถเลือกได ้ใหเ้ลือกจากในรายการแสดงนัÊน 

 
 

► ► ►
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4      คลิก  เพืÉอเขา้สู่การล็อกอิน 

โปรแกรมจะแสดงหนา้ต่างภาพรวมของ LightCycler® 480 Software ซึÉงจะมี Status bar 

Experiment Creation และ Tasks ดา้นขวา และ Global action bar ถัด ไ ป  

เริÉมจากหนา้ต่าง Overview window สามารถทีÉจะ 

►  สร้างการทดลองใหม่ 

►  สร้างการทดลองจากมาโครหรือแม่แบบ 

►  เปิดขอ้มูลทีÉมีอยู ่

►  สลบัไปหนา้จอเมนูอืÉนเช่น Navigator หรือ Tools 
 
 

■ 
 
 

Status bar 
 
 

Experiment 
Creation 

 
 
 

Tasks 
 

 
Global 

action bar 
 

Message  area          

 
 
 บริเวณ               การทาํงาน 
 

Status bar            แสดงเกีÉยวกบังานปัจจุบนั สามารถสลบัไปมาระหวา่งงานทีÉเปิดอยูก่บัทีÉอยูใ่นลิสตร์ายการ 

ในหนา้ต่างอืÉน เมืÉอเริÉมโปรแกรมจะเป็นหนา้ต่างภาพรวม ซึÉ งสามารถเพิÉมรายการไดข้ณะทาํงาน 
 

Experiment 
Creation 
 

คลิกปุ่มสร้างการทดลองใหม่และเปิดการทาํงานในโหมด Run (รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดที้É ข ัÊนตอนการสร้าง

โปรแกรมการทดลอง) 

เลือกชนิดเพลทใหถู้กตอ้งหากใชเ้พลททัÊงสองชนิด (สีใสและขาวขุน่) ดูรายละเอียดเพิÉมในส่วนเครืÉองได ้

Tasks คลิก Open Existing Object เพืÉอเปิดงานทีÉมีอยูใ่นฐานขอ้มูล 

Global 
action bar 

การเข้าถึงปุ่มในโซน Global action bar ขึÊนอยู่กบัหน้าต่างทีÉเปิดใชง้าน (ดเูพิÉมเติมไดใ้น Understanding 

the LightCycler® 480 Software Main Window) 

Message 
Area 

แสดงขอ้ความทีÉเกิดขอ้ผิดพลาด หรือ คาํเตือนต่างๆ 
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1.3        ทําความเข้าใจกับหน้าหลักของโปรแกรม LightCycler® 480  
 

รูปภาพดา้นล่างแสดงหนา้ต่างหลกัของโปรแกรม ยกตวัอยา่งเป็นการวเิคราะห์ Absolute Quantification 

Analysis ซึÉ งสามารถนาํไปใชไ้ดก้บัทุกการใชง้าน  หนา้ต่างหลกัจะประกอบไปดว้ย 

 
► Status bar 

 

► Module bar 
 

► Global action bar 
 

► Editor frame 
 

► Message area 
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Understanding the LightCycler® 480 Software Main Window 1 1 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

Status Bar 
 

ส่วนนีÊจะแสดงขอ้มูลทีÉเกีÉยวกบังานปัจจุบนั และอนุญาตใหเ้ลือกรายการงานอืÉนร่วมกบัทีÉเปิดอยู ่

 

 
 
 
 

ขอ้ความ                      คาํอธิบาย 

Instrument แสดงชืÉอและสถานะของเครืÉองทีÉเชืÉอมต่ออยู ่ซึÉงอาจแสดงขอ้ความอืÉนๆเช่น ไม่เชืÉอมตอ่ 

เชืÉอมต่ออยู ่กาํลงัเริÉม สแตนดบ์าย(มีเพลท) สแตนดบ์าย(ไมมี่เพลท) กาํลงัทาํงาน หรือมี

ขอ้ผิดพลาด 

Window แสดงรายการเมนูของหนา้ต่างทีÉเปิดอยู ่ใชเ้มนูเพืÉอสลบัหนา้ต่างไปมาได ้

Database แสดงชืÉอและชนิดของฐานขอ้มูลทีÉเชืÉอมตอ่อยู ่

User แสดงชืÉอของผูใ้ชง้านทีÉเขา้สู่ระบบในปัจจุบนั 
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Understanding the LightCycler® 480 Software Main Window 1 1 
 
 
 

 
 
 

ปุ่ม               การทาํงาน 
 

Exit: สาํหรับกดออกจากการทาํงาน 

 Log Off: สาํหรับออกจากฐานขอ้มูลปัจจุบนัแลว้เขา้สู่ฐานขอ้มูลใหม ่

 
คลิกปุ่มนีÊ เพืÉอดูมุมมองภาพรวม 

 คลิกปุ่มนีÊ เพืÉอแสดงมุมมองแบบเนวิเกเตอร์ รายละเอียดเพิÉมเติมสามารถดูไดใ้นส่วน Selection 

and Navigation Features 

 Save: สาํหรับการบนัทึกขอ้มูล 

 
Export: ปุ่มสาํหรับการส่งออกขอ้มูลงานทีÉเปิดอยูไ่ปยงัอีกทีÉ รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน 

Exporting and Importing 
 

 
 

Close: ปุ่มสาํหรับปิดงานทีÉเปิดอยู ่

 

 
 

Print: ปุ่มสาํหรับการพิมพง์านทีÉเปิดอยู ่

 

 
 
 
 
 
 

Tools: ปุ่ มสาํหรับเปิดหน้าต่างเครืÉ องมือในการเปลีÉยนพาสเวิร์ด สร้าง แก้ไขบัญชีผูใ้ช้งาน กลุ่ม 

บทบาทผู ้ใช้งาน แก้ไขตัÊ งค่าระบบ ดูสถานะของฐานข้อมูล และข้อมูลผิดพลาด จัดการข้อมูลของ

เครืÉอง ดู เครืÉ องทาํการเช็คระบบ กาํหนดช่องสัญญาณ หรือเลือกผสมช่องสัญญาณ 

รายละเอียดเพิÉมเติมดูในส่วน Administrative Tools 

 

 
 
 

Global Action Bar 
 

แสดงอยูท่างดา้นขวาของหนา้จอ และมีปุ่มเลือกสาํหรับการทาํงานทัÉวไปของโปรแกรม รายละเอียดแต่ละปุ่ม

แสดงตามตารางดา้นล่าง 
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ปุ่ม                             การทาํงาน 

 กดปุ่มนีÊ เพืÉอเปิดการทาํการทดลอง โดยมีรายละเอียดของวิธีการ แผนภูมิ ขอ้มูลการทดลอง โนต้ ทีÉทาํ

การเพิÉมไวข้ณะทาํการทดลอง วิธีการตัÊงโปรแกรมการทดลอง อธิบายเพิÉมเติมไวใ้นส่วน 

Programming and Running an Experiment. 

 กดปุ่มนีÊสาํหรับการแกไ้ขจดักลุ่มตวัอยา่งสาํหรับการวิเคราะห์ผลและรายงาน รายละเอียดเพิÉมเติมดูใน

ส่วน Working with Subsets. 

 กดปุ่มนีÊสาํหรับใส่ขอ้มูลรายละเอียดตวัอยา่ง ซึÉงเพิÉมเติมสามารถดูไดใ้นส่วน 

Entering Sample Information. 

 
กดปุ่มนีÊสาํหรับเปิดดูการวิเคราะห์ขอ้มูลการทดลอง หากยงัไม่มีการวิเคราะห์ใดเปิดอยู ่จะนาํไป

ทีÉหนา้ต่างภาพรวม ซึÉงจะเลือกสร้างการวิเคราะห์ใหม่ หรือเปิดดูงานวิเคราะห์อืÉนทีÉทาํไปแลว้กไ็ด ้

หากมีการสร้างการวิเคราะห์ใหม่ รายการจะไปเพิÉมอยู ่ทาํใหส้ามารถเลือกเปิดดูแต่ละงานได ้โดย

อนัทีÉเปิดดูล่าสุดจะอยูใ่นหนา้แรกของหนา้ต่าง 

 

 

 
กดปุ่มนีÊสาํหรับเลือกการรายงานผล โดยกาํหนดรูปแบบขอ้มูลทีÉจะรายงานได ้หรือสัÉงพิมพไ์ด ้

ตอ้งทาํการบนัทึกขอ้มูลก่อน ปุ่มนีÊ ถึงจะพร้อมให้กดสัÉงงานได ้

 

 
 
 

กดปุ่มนีÊสาํหรับการดูขอ้มูลแบบสรุปของงานนัÊน ซึÉงจะมีขอ้มูลทุกประเภทของการทดลองเช่น ชืÉอ 

วนัทีÉ ผูใ้ชง้าน และการเลือกช่องสญัญาณ แสดงขอ้มูลประวติั และสามารถสร้างการทดลองใหเ้ป็น

แม่แบบ ชนิด มาโคร ได ้

 

 
 
 

Module Bar 
 

แสดงอยูท่างดา้นซา้ยของหนา้จอ มีทัÊงหมด 6 ปุ่ม รายละเอียดดงันีÊ 
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การใช้งาน Module bar 
 

คลิกทีÉไอคอนเพืÉอเปิดการทดลอง นาํเมาส์ไปชีÊ ทีÉไอคอนแลว้จะแสดงคาํอธิบายฟังกช์ัÉนการทาํงานไอคอนนัÊน 
 
 

กรอบการแก้ไข 
 

เป็นส่วนบริเวณตรงกลางหนา้ต่างดงัภาพดา้นล่าง บริเวณนีÊจะมีหลายส่วนขอ้มูล แต่ละส่วนสามารถปรับ

ขนาดไดโ้ดยการลากแถบแบ่งส่วนงาน (________) ตรงขอบระหวา่งส่วนต่างๆ ซึÉ งจะซ่อนขอ้มูลตรงส่วน

นัÊนหรือคลิกอีกครัÊ งเพืÉอกลบัมาแสดงขอ้มูลส่วนดงักล่าว           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การปรับขนาดหนา้ตา่งของแต่ละส่วน 

 
การซ่อนหรือแสดงขอ้มูลแต่ละส่วน : 

 

► คลิกเลือกแถบแยกขอ้มูล                   บริเวณขอบแต่ละส่วน 
 

► คลิกทีÉเดิมอีกครัÊ งหากตอ้งการให้กลบัมาแสดงขอ้มูลส่วนนัÊนอีก 

 
การปรับขนาดพืÊนทีÉ: 

 

► วางเคอร์เซอร์ตรงบริเวณรอยต่อของขอ้มูลแต่ละส่วน จนกระทัÉงเคอร์เซอร์เปลีÉยนเป็นรูปลูกศรทัÊงสอง

ดา้น 
 

► คลิกและลากขอบไปยงับริเวณทีÉตอ้งการ 
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Action Button Area 
 

บริเวณนีÊจะเรียกวา่ปุ่มสาํหรับการทาํงาน ซึÉ งจะมีหลายปุ่มใหเ้ลือกใชก้บังานทีÉทาํการเปิดดูอยู ่ เช่นหากเปิด

หนา้ต่างเนวเิกเตอร์ ปุ่มการทาํงานจะแสดงดงัรูปนีÊ 

 

 
 
 

 
Message Area 

 

บริเวณแสดงขอ้ความสถานะ ขอ้ผดิพลาด และคาํเตือนต่างๆ 

 

 
 
 
 

ขอ้ความจะประกอบไปดว้ยดงันีÊ: 
 

► สัญลกัษณ์คาํเตือนทางดา้นซา้ย  ซึÉงมีหลายสีแลว้แต่ความรุนแรงดงันีÊ: 
 

► สีเทา = ขอ้ความปกติ 
 

► สีเหลือง = คาํเตือน 
 

► สีแดง = เป็นการเตือนภยั 
 

► ขอ้ความตรงกลาง ซึÉ งจะมีขอ้มูลชนิด วนัทีÉ และเวลาของขอ้ความ ขอ้ความบรรยาย 
 

► คลิกขวาทีÉขอ้ความเพืÉอทีÉจะเปิดเมนูบริบททีÉสอดคลอ้งกนั 
 

► เลือก Show log ในเมนูเพืÉอแสดงไฟลบ์นัทึกและเปิดบนัทึกขอ้ผดิพลาดนัÊน (Error Log) 
 

► เลือก Clear selected Messages เพืÉอลบขอ้ความทีÉเลือก 
 

► เลือก Clear Messages เพืÉอลบขอ้ความทัÊงหมด  
 

► ดบัเบิÊลคลิกทีÉขอ้ความและเลือก DetailsในเมนูเพืÉอแสดงขอ้มูลรายละเอียด  

► กดปุ่ ม  เพืÉอทีÉจะเปิดคู่มือการใชง้านของเครืÉอง LightCycler® 480 ในโฟลเดอร์การติดตัÊง และแสดง

รุ่นของโปรแกรม ขอ้มูลลิขสิทธิÍ ของโปรแกรม 
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1.4         การเลือกและคุณสมบัติของการนําทาง 
 

ส่วนนีÊจะอธิบายการเลือกงาน,  navigation และ query  ของโปรแกรม 

 
 

► Navigator 
 

► Query 
 

► Sample Selector and Sample Table 
 
 

1.4.1        The Navigator 
 

หนา้ต่างนีÊจะทาํใหเ้กิดการเขา้สู่รายการทีÉจดัเกบ็ไวใ้นฐานขอ้มูลโปรแกรม รวมทัÊงการทดลอง บญัชีผูใ้ชง้าน 

เครืÉอง มาโคร และอืÉนๆ ซึÉ งจะอนุญาตใหเ้ปิดการทดลองและขอ้มูลทีÉเกีÉยวขอ้ง ทุกรายการในส่วนเนวเิกเตอร์

จะจดัอยูใ่นรูปแบบของโครงสร้างตน้ไม ้ และจดัเรียงตามตวัอกัษรภายในโฟลเดอร์ ผูใ้ชส้ามารถยอ่-ขยาย

โฟลเดอร์ หรือไฮไลทง์านทีÉตอ้งการได ้ นอกจากนัÊนสามารถเลือกกดแถบ Query เพืÉอหางานจาํเพาะทีÉ

ตอ้งการในฐานขอ้มูลโปรแกรมได ้

 
หนา้ต่าง Navigatorมีโครงสร้างอยู ่4 บริเวณดงันีÊ  

 
► Tree pane 

 

► Object summary pane 
 

► Navigator controls 
 

► Query tab 
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Tree Pane 
 

เป็นบริเวณทีÉจะแสดงขอ้มูลในลกัษณะลาํดบัชัÊน ขอ้มูลทีÉถูกจดัเก็บไวใ้นฐานขอ้มูล ส่วนบนสุดของขอ้มูลจะ

เป็น “Root” เสมอ การทาํงานของหน้าต่างนีÊ จะคลา้ยกบั Windows Explorer 

 
หนา้ต่างนีÊมกัจะแสดงโฟลเดอร์เริÉมตน้และงานดงันีÊ: 

 
► โฟลเดอร์ผูใ้ชง้าน (รวมทัÊงโฟลเดอร์ System Admin และแต่ละผูใ้ชง้าน) แต่ละโฟลเดอร์จะมีโฟลเดอร์

ยอ่ยเริÉมตน้ เช่น โฟลเดอร์การทดลอง 
 

► โ ฟ ล เ ด อ ร์  Roche ซึÉ งจะมีโฟลเดอร์ยอ่ยเป็นการทดลอง แม่แบบ มาโคร จากโรชเอง ผูใ้ชง้านทุกคน

สามารถมีสิทธิÍ นาํไปใชไ้ดเ้มืÉอเขา้สู่โปรแกรมได ้
 

ในโฟลเดอร์ Roche มีขอ้มลูงานทีÉเป็นประโยชนพื์ÊนฐานดงันีÊ: 

 
► การทดลองสาธิต ในโฟลเดอร์ยอ่ย Experiments 

 

► แม่แบบสาธิตการรันในโฟลเดอร์ยอ่ย Templates ซึÉ งจะมีขอ้มูลการกาํหนดกลุ่มตวัอยา่ง ให้ 

นาํไปใชไ้ดท้ัÊงเครืÉองรุ่น LightCycler® 480 Instrument I or LightCycler® 480 Instrument II 
 

► ง า น Color Compensation มีขอ้มูลสาธิตการทาํ melting curve สําหรับการวิเคราะห์จีโนไทป์ใน

โฟลเดอร์ขอ้มูล Special Data folder 
 

ในการจะปรับแต่งแกไ้ขขอ้มูลจากโฟลเดอร์ Roche ใหท้าํการทาํสาํเนาขอ้มูลก่อน ดว้ยการส่งออกและนาํเขา้

ไปในโฟลเดอร์ของผูใ้ชง้านเอง 
 

► โฟลเดอร์การจดัการ จะมีขอ้มูลสาํหรับกลุ่มผูใ้ชง้าน บทบาท บญัชีผูใ้ช ้และนโยบายความปลอดภยั 
 

ในการจะแสดงหรือซ่อนรายการในโฟลเดอร์ ใหด้บัเบิÊลคลิกทีÉชืÉอโฟลเดอร์ หรือกด (+) หรือลบ (–) sign 

การคลิกขวาทีÉงานทีÉเลือก ในหนา้ต่างแสดงโครงสร้างจะมีเมนูต่างๆใหเ้ลือกใช ้  

 

Navigator จะทาํงานคลา้ยคลึงกบั Windows Explorer แต่จะแสดงขอ้มูลทีÉเกบ็ในฐานขอ้มูล

โปรแกรมไม่ใช่จากระบบปฏิบติัการวนิโดว ์
 
 

Summary Pane 
 

หนา้นีÊจะแสดงขอ้มูลสรุปของการทดลองถา้งานทีÉเลือกดูในปัจจุบนัเป็นการทดลองหรือแมคโคร 
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ปุ่ม                               การทาํงาน 
 

เลือกปุ่มนีÊ เพืÉอทีÉจะบนัทึกการทดลองพร้อมกบับนัทึกเหตุการณ์เครืÉอง บรรยายโนต้

ผูใ้ชใ้นหนึÉงไฟลร์ายงาน (*.ipr) ไฟลน์ี Êจะถูกนาํสง่ตวัแทนโรช เพืÉอทาํการแกไ้ขต่อไป 

รายละเอียดเพิÉมเติม ในส่วน Diagnostic Tools 

 
เลือกปุ่มนีÊ เพืÉอทาํการนาํเขา้ไฟลข์อ้มูลทีÉตอ้งการจากแหล่งขอ้มูลทีÉกาํหนด 

รองรับไฟลด์งัต่อไปนีÊ: 

►  ATF files: “ATF” เป็นไฟลข์อ้มูลทีÉรวมขอ้มูลต่างๆเช่น .abt (โปรแกรมและ

ขอ้มูลตวัอยา่ง), .tem (อุณหภูมิ), and .flo (ขอ้มูลฟลูออเรสเซนต์) ไฟล์ชนิดนีÊ

จะมาจากเครืÉองในรุ่น 3.5.3 หรือรุ่นต ํÉากว่า 

►  Object files: XML (*.ixo) ไฟลง์านการทดลองทัÊงหมด 

 

 
 
 
 
 
 
 

เลือกปุ่มนีÊ เพืÉอทาํการส่งออกขอ้มูลไปยงัปลายทางทีÉกาํหนด รวมทัÊงสามารถตัÊงชืÉอ

ไฟลไ์ด ้

ขอ้มูลงานสามารถส่งออกไปในรูปแบบ .ixo file (มีขอ้มูลการทดลองและขอ้มูล

เครืÉอง) หรือรูปแบบ XML file 

 
เลือกปุ่มนีÊสาํหรับการนาํเขา้ขอ้มูลทัÊงหมดในไดเร็กทอรีÉในครัÊ งเดียวกนั รายละเอียด

เพิÉมเติมในสว่น Exporting and Importing 

 
เลือกปุ่มนีÊสาํหรับการส่งออกขอ้มูลทัÊงหมดในไดเร็กทอรีÉในครัÊ งเดียวกนั  รายละเอียด

เพิÉมเติมในส่วน Exporting and Importing 

 
เลือกปุ่มนีÊ เพืÉอทาํการส่งออกขอ้มูลพร้อมการวิเคราะห์ทุกผลการทดลองภายในครัÊ งเดียว 

ในรูปแบบของกลุ่มโฟลเดอร์ และโฟลเดอร์ยอ่ย รายละเอียดเพิÉมเติมในส่วน 

Exporting and Importing 

 

 
 
 

Navigator Controls 
 

ปุ่มควบคุมการทาํงานของหนา้ต่างเนวเิกเตอร์ร่วมกบัหนา้ต่าง Tree จะช่วยในการส่งออกและนาํเขา้ของงานทีÉ

ตอ้งการจากฐานขอ้มูลโปรแกรม 

 

ปุ่มการควบคุมการทาํงานจะขึÊนอยูก่บับทบาทผูใ้ชง้านและฐานขอ้มูลทีÉเขา้สู่โปรแกรม หากเป็น

ฐานขอ้มูลเชิงวจิยั จะสามารถแกไ้ขชืÉอ ลบ หรือทาํสาํเนาได ้ ในขณะทีÉเป็นฐานขอ้มูลแบบสอบ

ยอ้นกลบัไดจ้ะทาํไม่ได ้จะทาํไดเ้พียงกบัแม่แบบเท่านัÊน 
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ปุ่ม                               การทาํงาน 
 

เลือกปุ่ม Create New Object เพืÉอสร้างงานใหม่ตามตอ้งการ โดยขึÊนอยู่กบั

บทบาทของผูใ้ช ้

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 สามารถดบัเบิÊลคลิกทีÉไอคอนทีÉตอ้งการ หรือกดเลือกไอคอนนัÊนแลว้กดปุ่ม    

 
เลือกปุ่มนีÊหากตอ้งการสร้างโฟลเดอร์ใหม ่

 
เลือกปุ่มนีÊหากตอ้งการเปิดงานทีÉเลือกใน Editor frame 

 

 
 

เลือกปุ่มนีÊ เพืÉอแกไ้ขชืÉอของไฟลง์านทีÉเลือก 

 

 
 

เลือกปุ่มนีÊ เพืÉอทีÉจะลบงานออกจากฐานขอ้มูล 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เลือกปุ่มนีÊ เพืÉอทีÉจะทาํสาํเนางานทีÉตอ้งการ สามารถสาํเนาจากโฟลเดอร์ผูใ้ชอื้Éนมายงัของ

ตวัเองไดโ้ดยขึÊนอยูก่บัขอ้จาํกดับทบาทผูใ้ช ้หากสาํเนามาแลว้จะสามารถจดัการขอ้มูลได้

ทุกชนิดตามขอ้จาํกดับทบาทผูใ้ช ้

การทาํสาํเนาจากผูใ้ชง้านอืÉน: 

►  เลือกงานทีÉตอ้งการใน Navigator เลือก Copy 

►  เลือกโฟลเดอร์ปลายทาง ตัÊงชืÉอใหม่ทีÉตอ้งการ จากนัÊนกด  
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1.4.2        The Query Tab 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 จะมีเครืÉองมือการเรียกดูการทดลองหรืองานอืÉนทีÉเก็บอยู่ในฐานขอ้มูลโปรแกรม 

ซึÉงจะเขา้ไปใช้งานไดผ้่าน Navigator ในส่วนของ Query tab 

 

 
 
 
 

การสร้างและดาํเนินการใชง้าน : 
 

1     เลือก Query tab ในหนา้ต่าง Navigator  

 
2     ในกล่องชนิดขอ้มูล เลือกชนิดขอ้มูลทีÉตอ้งการเรียกดู: 

 
 
 

3 (ทางเลือก) เลือกชืÉอขอ้มูลทีÉตอ้งการเรียกดูถา้ทราบชืÉอขอ้มูล 

สามารถใชส้ญัญลกัษณ์ ”*“ ในการคน้หา 

 
► ► ►
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4 เลือกวนัทีÉแกไ้ขหรือ สร้างใหม่ เพืÉอจะใชใ้นการคน้หา 

วนัทีÉแกไ้ขหรือสร้างใหม่ จะอนุญาตใหเ้ลือกไดแ้บบใดแบบหนึÉง เลือกทัÊงสองอยา่งพร้อม

กนัไม่ได ้เลือกช่วงวนัทีÉตอ้งการคน้หา สามารถระบุเดือน หรือวนัก่อนปัจจุบนัหรือเลือกวนั

ในอดีตได ้

 

 
 
 

5     สามารถเลือกโฟลเดอร์เป้าหมายจากแถบโฟลเดอร์ แลว้เช็คเลือกตรงช่อง Scan Sub-folders  

เพืÉอทีÉจะหาขอ้มูลจากโฟลเดอร์ยอ่ย 

                                                                               

 

► ► ►
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6     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                              
 
 
                                                                                                                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

LightCycler® 480 Instrum

Overview of LightCy
 

Selection and N

ชนิดของขอ้มูล            ทางเลือกการคน้หา้ 

Experiment 

                                            

    Analysis 

                                            
 

รายการชนิดการวิเคราะห์ขึÊนอยูก่บัการติดตัÊง

Color Comp/ 

Std. Curve 

 
 
 

 
 
 
 

 

 

 ไฟล์บางชนิด สามารถกดเลือกแถบทางเลือกได ้ 
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Navigation Features 1 

 

รายการชนิดการวิเคราะห์ขึÊนอยูก่บัการติดตัÊงโป รแ ก รมLightCycler® 480  

► ► ►
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7 กดปุ่ มคน้หา ผลการสืบคน้จ ะ แ ส ด ง อ อ ก ม า ใ น ลัก ษ ณ ะ ดัง นีÊ  

 
 
 

ในการผลขอ้มูลการคน้หาจะประกอบไปดว้ย: 

► ชืÉอขอ้มูล 

► ชนิดของขอ้มูล 

► วนัทีÉถูกสร้างขึÊน 

► วนัทีÉมีการปรับปรุงล่าสุด 

สามารถเลือกดูขอ้มูลจากน้อยไปมาก หรือมากไปน้อยได ้โดยกดเลือกตรงคอลมัน์ หากเลือกชีÊ ไปทีÉขอ้มูลใด รายละเอียดจะ

แสดงไวที้É Status bar ดา้นล่าง หากเป็นขอ้มูลการทดลอง หรือมาโคร รายละเอียดจะแสดงในหนา้สรุปแทน 

หากมีขอ้ความขอ้ผดิพลาดแสดงขึÊนมา แสดงวา่ตอ้งทาํการอพัเดตโปรแกรมและฐานขอ้มูล โดย

ดูรายละเอียดในส่วนการ updating the database ใน Administrative Tools 

 

8     การเปิดดูขอ้มูลให้ทาํการดบัเบิÊลคลิกทีÉชืÉอขอ้มูล 

 
■
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1.4.3        การเลือกตัวอย่าง 

การเลือกตวัอยา่งและตารางตวัอยา่ง จะแสดงในหลายหนา้ตา่งในการใชง้านโปรแกรม การเลือกตวัอยา่งจะ

รวมภาพมลัติเวลเพลทกบัหลุมทีÉเลือกและคุณสมบติัทีÉแสดงในกลุ่มตวัอยา่งดว้ย ภาพเพลทจะใชใ้นการเลือก

ตวัอยา่งซึÉ งอาจจะมีหรือไม่มีประวตัิ และอาจปรากฏร่วมกบัตารางตวัอยา่งหรือไม่ก็ได ้

จุดเชืÉอมต่อทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการเลือกตวัอยา่ง: 
 

 

จุดเชืÉอมต่อ                                 รายการทีÉจะมีการเลือกตวัอยา่ง
 

Data Display tab in the 
Run module 

 

ภาพมลัติเวลเพลท

 

Subset Editor                            ภาพมลัติเวลเพลท 

Report module ภาพมลัติเวลเพลท 

Sample Editor ภาพมลัติเวลเพลทพร้อมประวติัและคุณสมบติั 

Analysis screens ภาพมลัติเวลเพลทพร้อมประวติั คุณสมบติั และตารางตวัอยา่ง 

 
 
 

 

การเลือกและยกเลิกการเลือกตัวอย่าง 
 

ตวัอย่างในภาพเพลทสามารถเลือกใช้หรือไม่เลือกใช้ได ้ โดยการสร้างกลุ่มย่อยตวัอยา่ง ตวัอย่างทีÉไม่ถูกเลือกจะ

แสดงสีเทาซึÉ งจะไม่มีขอ้มูลตวัอยา่งหรือกดเลือกไม่ได ้ ตวัอยา่งทีÉไม่ถูกเลือกมาอยู่ในกลุ่มยอ่ยจะไม่สามารถเปิดดู

ขอ้มูลใดๆได ้กลุ่มตวัอยา่งทีÉมีประวติัจะขึÊนกบัรูปแบบการวิเคราะห์ดว้ย 

 

แนะนาํให้ใช้ประโยชน์จากการสร้างกลุ่มย่อยตัวอย่าง และคัดหลมุว่างออกในการวิเคราะห์ 

 
เมืÉอเลือกใชต้วัอยา่งใด ตวัอยา่งนัÊนจะกดเลือกหรือยกเลิกการกดเลือกได ้ ตวัอยา่งทีÉถูกเลือกจะแสดงเป็นพืÊนหลงัสี

ขาว หากยกเลิกการเลือกภาพจะแสดงเป็นพืÊนหลงัสีฟ้าอ่อน เฉพาะตวัอยา่งทีÉถูกเลือกทีÉจะสามารถเห็นไดใ้นผลการ

ทดลอง และกราฟการวเิคราะห์.
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สามารถเลือกสถานะของตวัอยา่งทีÉเลือกใช้งานในภาพเพลทไดด้งันีÊ : 

 
► คลิกเลือกตวัอยา่ง 

กดปุ่ม <Ctrl> และคลิกตวัอยา่งทีÉเลือกเพืÉอจะยกเลิกการเลือก 

► หากใชภ้าพเพลทและกลุ่มยอ่ยร่วมกนั ใหใ้ชก้ลุ่มยอ่ยเฉพาะตวัอยา่งทีÉถูกเลือกในกลุ่มยอ่ยนัÊน และเลือกมนั

แบบอตัโนมติั 

► คลิกและลากคลุมหลุมทีÉยกเลิกการเลือกเพืÉอเลือกในส่วนทีÉคลุม 

กดปุ่ม <Ctrl> แ ล ะ ค ลิ ก พ ร้ อ ม ล า ก ค ลุ ม ห ลุ ม ทีÉ เ ลื อ ก เ พืÉ อ ทีÉ จ ะ ย ก เ ลิ ก ก า ร เ ลื อ ก นัÊ น  

► คลิกเลือกทีÉหวัแถวหรือคอลมัน์เพืÉอเลือกทัÊงแถวหรือทัÊงคอลมัน์นัÊน 

กดปุ่ม <Ctrl> และคลิกทีÉหวัแถวหรือคอลมัน์นัÊนเพืÉอยกเลิกการเลือกทัÊงแถวหรือทัÊงคอลมัน ์

การแสดงตารางตวัอยา่งจะสอดคลอ้งกนักบัตวัอยา่งทีÉกดเลือกทัÊงแถวหรือคอลมัน ์

► คลิกทีÉสีÉ เหลีÉยมตรงมุมบนซา้ยของภาพเพลทเพืÉอทีÉจะสลบัเป็นการเลือกทัÊงเพลท 

► หากตวัอยา่งทีÉเลือกมีประวติั ใหค้ลิกทีÉ Legend Property Selector เพืÉอเลือกประวติัให้แสดง ในทางเลือกทีÉ

ให้เลือกจะมีให้แสดงประวติัหรือไม่ขึÊนอยู่กบับริบท 

► คลิกทีÉสีไอคอนในประวตัิเพืÉอสลบัเป็นสถานะทีÉเลือก 
 

การเลือกไอคอนประวติัจะพร้อมไปดว้ยกบัการเลือกภาพเพลท และจะปรากฏให้เห็นหากกลุ่มตวัอยา่งถูก

เลือกในภาพเพลท หากไม่มีการกดเลือกกลุ่มตวัอยา่งก็จะไม่แสดงให้เห็น 

 
► ดบัเบิÊลคลิกไอคอนประวติัเพืÉอเลือกทุกรายการในกลุ่มและยกเลิกการเลือกรายการทีÉไม่อยูใ่นกลุ่ม 

► ในการเพิÉมหรือลบหลุมออกจากการเลือก ใหก้ดปุ่ ม <Ctrl> และเลือกหลุม แถว หรือคอลมัน ์และลาก

สีÉเหลีÉยมผนืผา้คลุม 
 

การเลืÉอนภาพเพลท 
 

ภาพเพลทจะมีแถบใหเ้ลืÉอนขึÊนลงดา้นแนวนอนและแนวตัÊง เพืÉอใหเ้ห็นภาพเพลททุกส่วน เมืÉอทาํการเลืÉอนหวั

แถวและคอลมัน์จะยงัคงอยูที่Éเดิม 

 

การย่อ-ขยาย 
 

สามารถทาํการย่อ-ขยายภาพเพลทไดด้งันีÊ : 

► ใชปุ่้มซูม 
 

► ใชแ้ถบดา้นขา้ง 
 

► ทาํการลากขอบของคอลมัน์ หรือแถว เองตามตอ้งการ
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ภาพเพลทจะมีปุ่มซูมดงันีÊ : 

 

ปุ่ม               การทาํงาน 
 

 
 

ปุ่มเลือกแสดงเพลททัÊงเพลทโดยทีÉแต่ละหลุมจะขยายใหญ่ไดม้ากเท่าทีÉจะเป็นได ้

 

 
 

ปุ่มเลือกแสดงหลุมทีÉกาํหนดเลือกใหมี้ขนาดใหญ่มากเท่าทีÉจะเป็นได ้

 

 
 

ปุ่มเลือกเพืÉอแสดงขนาดหลุมใหใ้หญพ่อทีÉจะเห็นขอ้ความแต่ละหลุมได ้

 

ภาพเพลทจะมีแถบดา้นขา้ง 2 แถบสาํหรับการขยายทัÊงดา้นแนวนอนและแนวตัÊง: 

► แถบแนวนอนหากเลืÉอนไปทางขวาสุด จะทาํใหเ้ห็นภาพเพลทเป็นคอลมัน์เดีÉยว (ขยายสูงสุด) 

► แถบแนวนอนหากเลืÉอนไปทางซา้ยสุดจะทาํใหเ้ห็นภาพเพลททุกคอลมัน์ (ขยายนอ้ยสุด) 

► แถบแนวตัÊงหากเลืÉอนไปดา้นบนสุดจะทาํใหเ้ห็นภาพเพลทเป็นแถวเดีÉยว (ขยายมากสุด) 

► แถบแนวตัÊงหากเลืÉอนลงมาดา้นล่างสุดจะทาํใหเ้ห็นภาพเพลททุกแถว (ขยายนอ้ยสุด) 
 

นอกจากการใชปุ่้ม ใชแ้ถบ ในการยอ่-ขยาย ยงัสามารถใชก้ารลากกาํหนดเองโดยคลิกทีÉขอบดา้นขวาของ

คอลมัน์หรือดา้นล่างของแถวเพืÉอยอ่-ขยาย 

 

การพมิพ์ภาพเพลท 
 

การพมิพภ์าพเพลทสามารถกดปุ่ ม Print 

 
 

ภาพพมิพเ์พลทจะอยูภ่ายในหนา้เดียวกนั 
 

ข้อมูลทีÉแสดงในภาพเพลท 

ขึÊนอยูก่บับริบท ภาพเพลทสามารถแสดงขอ้มูลไดด้งัต่อไปนีÊ: 

► แต่ละหลุมจะบ่งบอกคุณสมบติัดว้ยสีกาํกบั 

► สีกาํกบัในแต่ละหลุมจะปรากฏขอ้มูลตวัอยา่งทีÉสามารถมองเห็นไดพ้ร้อมภาพเพลท 

► หากภาพเพลทขยายใหญม่ากพอจะเห็นขอ้มูลดงันีÊ  

► ภาพจะแสดงคุณสมบติัตวัอยา่งทีÉดา้นขวาของสีกาํกบัเป็นขอ้มูลแถวแรก 

► แถวรองลงมาอาจจะมีหรือไม่มีสีกาํกบั ถา้มีสาํกาํกบัจะไม่มีคุณสมบติัแจง้ไว ้

► ขอ้มูลของแถวรองลงมาจะแจง้ไวใ้นบริบท 
 

ขอ้มูลทีÉแสดงในภาพเพลทไม่สามารถแกไ้ขได้



107 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

107 
Basic Software Functionalities 

 

 
 
 

Overview of LightCycler® 480 Software 

Selection and Navigation Features                          1 
 
 
 

1.4.4        ตารางตัวอย่าง 
 

การเลือกตวัอยา่งและตารางตวัอยา่งแสดงในหนา้ต่างหลายชนิดซึÉงส่วนมากเกีÉยวขอ้งกบัการวเิคราะห์ใน

โปรแกรม ต ัว อ ย่ า ง ทีÉ เ ลื อ ก จ ะ แ สด ง ส อ ด ค ล้อ ง กับ ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์  ห รื อ ส า ม า ร ถ ร ว ม เ ข้ า  แ ย ก อ อ ก

จ า ก ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ไ ด้  

ตารางตวัอยา่งจะแสดงหลุมตวัอยา่งสอดคลอ้งกบัภาพเพลทและสีทีÉแทนตวัอยา่งในการวิเคราะห์ ควรใช้

ตารางตวัอยา่งเลือกแสดงตวัอยา่งในงานวิเคราะห์ โดยกาํหนดการรวมเขา้หรือแยกออกของตวัอยา่งในการ

วเิคราะห์ 

สีทีÉแทนตวัอยา่งในตารางตวัอยา่งจะตรงกนักบัสีตวัอยา่งในกราฟการวเิคราะห์ และสีตวัอยา่งในภาพ

เพลท 

เฉพาะตวัอยา่งทีÉถูกเลือกในการเลือกตวัอยา่งจะแสดงในตารางตวัอยา่ง ขอ้มูลอืÉนๆ จะถูกเพิÉมเติมในตาราง

ตวัอยา่งโดยกาํหนดจากบริบทของหนา้จอ เช่นหนา้จอแสดงผลจะมีค่า Cp และความเขม้ขน้หากเป็นการหา

ปริมาณ หากมีจาํนวนตวัอยา่งมากจะมีแถบเลืÉอนดูตวัอยา่งดา้นขา้ง 

 

 
 

 
 
 

การเลือกและยกเลิกการเลือกตัวอย่าง 
  

สามารถเลือกดูทีละตวัอยา่งหรือทัÊงหมดในตารางตวัอย่างไดใ้นการวิเคราะห์ แต่ไม่สามารถแกไ้ขขอ้มูลทีÉแสดงไว ้ตวัอยา่งทีÉถูกเลือกจะถูก

ไฮไลท ์

ในการเพิÉมหรือลบตวัอยา่งทีÉจะเลือกในตารางตวัอยา่งสามารถทาํไดด้ว้ยการใชก้ารคลิก  shift-click และ ctrl-click  

 

การรวมเข้า หรือ แยกออก ตวัอย่าง 
 

ตวัอยา่งสามารถรวมเขา้หรือแยกออกจากการวเิคราะห์ได ้ โดยหากตอ้งรวมเขา้ใหเ้ลือก  Include ทางดา้นซา้ย

ของตาราง การเปลีÉยนการเลือกช่อง include สามารถทาํไดโ้ดยดบัเบิÊลคลิก หรือกด <Space> การใช้

Include จะเหมาะกบัการคาํนวณหาค่ามาตรฐานในการวเิคราะห์หาปริมาณจริงเป็นตน้ 

 

หากมีการเปลีÉยนแปลงการกดเลือกรวมเขา้ตวัอยา่ง ใหท้าํการกดวเิคราะห์ใหม่อีกครัÊ งเสมอ
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การเรียงลําดับตวัอย่างในตาราง 
 

สามารถเรียงลาํดบัตวัอย่างโดยการกดเลือกทีÉหัวคอลมัน์ เพืÉอสลบัไปมาระหว่างจากมากไปน้อย หรือนอ้ยไปมาก 

ในการเรียงลาํดบัตวัอยา่งดว้ยตาํเหน่งหลุมตวัอยา่ง  ไม่วา่จะเป็นแนวคอลมัน์ หรือแนวแถว ให้กดเลือกทีÉ Pos column 

 

การส่งออกข้อมูลตัวอย่าง 
 

สามารถส่งออกขอ้มูลตวัอย่างในตารางตวัอยา่งไดด้ว้ยการคลิกขวา แลว้กดเลือก Export Table จากนัÊนกาํหนดชืÉอใหม่ แลว้กดบนัทึก 

 

1.5         การส่งออกและนําเข้าข้อมูล 
 

ในการดูขอ้มูลการทดลองของเครืÉอง  ขอ้มูลจะตอ้งอยูใ่นโปรแกรมฐานขอ้มูล หากไม่เช่นนัÊนตอ้งมีการนาํเขา้ขอ้มูลมาก่อน  สามารถ

เปลีÉยนแปลงการตัÊงค่า การคาํนวณโดยทีÉยงัไม่บนัทึกลงในฐานขอ้มูลในขอ้มูลทีÉทาํการนาํเขา้ได ้แต่หาก

ปิดขอ้มูลไปโดยทีÉไม่ไดบ้นัทึกการเปลีÉยนแปลง การเปลีÉยนแปลงนัÊนก็จะสูญหายไป 

 

การนาํเขา้ขอ้มูลจะไม่ลบขอ้มูลจากทีÉเดิม เป็นเพยีงการทาํสาํเนาขอ้มูลมายงัฐานขอ้มูลโปรแกรม  

► หากตอ้งการยา้ยขอ้มูลการทดลองในโปรแกรมจากฐานขอ้มูลเดิมไปอีกทีÉ เช่นไปไวที้Éฮาร์ดไดร์ฟของเครืÉอง 

ใหน้าํเขา้ไฟลข์อ้มูลไปยงัฐานขอ้มูลนัÊน 
 

► ตอ้งการดูและวิเคราะห์ขอ้มูลการทดลองจากโปรแกรม LightCycler® รุ่น 4.x. 
 

หากทาํการติดตัÊงโปรแกรมการใชง้าน LightCycler 480 ลงบนเครืÉองคอมพวิเตอร์ในออฟฟิศ ใหต้ัÊง

ค่าภาษาเป็น English dots and comma settings เพืÉอใหก้ารอ่านค่า Cp เป็นจุดทศนิยม ไม่ใช่

คอมมา
 
 

การนําเข้าไฟล์ข้อมูล 
 

ใชปุ่้ม Importในเนวเิกเตอร์ จ ะ ไ ด้  

► ATF: ไฟลก์ารทดลองจากโปรแกรม LightCycler® รุ่น 3.5.3 หรือก่อนหนา้ สามารถนาํเขา้ไฟล ์FLO 

ทัÊงไดเร็คทอรีÉภายในครัÊ งเดียวดว้ยการใช ้ การนาํเขา้แบบกลุ่มใหญ่ (การนาํเขา้ไฟล ์ FLO จะไดไ้ฟลช์นิด ABT 

และ TEM  มาพร้อมดว้ยอตัโนมติั) 
 

ขอ้มูลดิบทีÉนาํเขา้ดว้ยไฟลช์นิด ATF จะไดรู้ปแบบการตรวจวดัรูปแบบ “ATF” ซึÉ งจะอา้งอิงช่วงกระตุน้

ทีÉ 470 nm และช่วงรบัแสง 6 ช่องทีÉ 530, 555, 610, 640, 670, และ 710 หากขอ้มูลทีÉนาํเขา้อยูใ่น

รูปแบบการตรวจวดัแบบต่อเนืÉอง ค่าทีÉกาํหนดสาํหรับการรับสัญญาณแสงจะถูกตัÊงไวที้É 5 ส่วนการตัÊง

แบบอืÉนจะไม่สนใจ
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► IXO: เป็นไฟลก์ารทดลองจากโปรแกรม LightCycler® 480 และ LightCycler® รุ่น 4.x โดย

สามารถนาํเขา้ทุกไฟลก์ารทดลองจากไดเร็กทอรีÉ เดียวกนัไดด้ว้ยการนาํเขา้แบบกลุ่มใหญ่ 
 

เมืÉอนาํเขา้ไฟลช์นิด IXO จากโปรแกรม LightCycler® รุ่น 4.x, เฉพาะขอ้มลูดิบทีÉจะมาอยูใ่นฐานขอ้มลู 

ส่วนอืÉนๆจะไม่ถูกนาํเขา้ 

ไฟล ์IXO ทีÉไม่มีผลรวมจะไม่ถูกนาํเขา้และจะมีขอ้ความขอ้ผิดพลาด 

 

ในการนาํเขา้ไฟลก์ารทดลอง ขอ้มูลกลุ่มตวัอยา่งยอ่ยจะมาพร้อมดว้ยอตัโนมติั 
 
 

การส่งออกไฟล์และข้อมูลดิบของการทดลอง 
 

หากตอ้งการเกบ็ไฟลน์อกฐานขอ้มูลโปรแกรม หรือ ยา้ยโอนไฟลร์ะหวา่งฐานขอ้มูล จะตอ้งทาํการส่งออกไฟลข์อ้มูล การส่งออกไฟลจ์ะ

ไม่ลบขอ้มูลเดิม แต่เป็นการสาํเนาไฟลไ์ปยงัปลายทางใหม่ทีÉกาํหนด การส่งออกไฟลจ์ะเป็นในรูปแบบ .ixo แต่สามารถส่งออกใน

รูปแบบอืÉนเช่น  XML format  

 

ไฟล ์IXO จากโปรแกรม LightCycler®  480  ไม่สามารถนาํเขา้สู่โปรแกรมLightCycler® Software 4.x. 

 
สามารถส่งออกขอ้มูลดงันีÊ : 

 

 

 
 

การทดลองสามารถส่งออกขอ้มูลไปในรูปแบบของขอ้ความได(้Experiment Text File)

► ค่ากาํหนดเริÉมตน้ผใู้ชแ้ละค่ากาํหนดของแผนภมิูและตวัอยา่ง 

► ก า ร ท ด ล อ ง จ า ก ร ะ บ บ LightCycler® 480  

► ค่าเส้นมาตรฐาน melting curve 

► ข้ อ มู ล เ ส้ น ม า ต ร ฐ า น  

► แม่แบบ 

► มาโคร 

► ไ ฟ ล์ ขอ้มูลการชดเชยสัญญาณสี 

► บนัทึกการทาํงานและขอ้ผดิพลาดของเครืÉอง LightCycler 480
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รูปแบบข้อความของการทดลอง 
 

รูปแบบขอ้ความของการทดลองจะเป็นลกัษณะคัÉนดว้ยแถบ ประกอบดว้ย: 

► บรรทดัแรกจะเป็นชืÉอการทดลอง 
 

► บรรทดัทีÉสองจะเป็นหวัคอลมัน ์

 ไฟลข์อ้มูลจะประกอบไปดว้ย: 

► ตาํแหน่งตวัอยา่ง 

► ชืÉอตวัอยา่ง 

► จาํนวนโปรแกรม 

► จาํนวนส่วนงาน 

► จาํนวนรอบ 

► เวลาในการวดัสญัญาณ 

► อุณหภูมิในการวดัสัญญาณ 
 

► ขอ้มูลฟลูออเรสเซนตแ์ต่ละช่องสญัญาณ 
 

ขอ้มูลสัญญาณฟลูออเรสเซนตใ์นรูปแบบขอ้ความ จะแสดงในแผนภูมิในโปรแกรม เช่น เวลารวมและค่าอา้งอิง 

 

 
การส่งออกข้อมูลการวเิคราะห์ 

 

เช่นเดียวกนัสามารถส่งออกขอ้มูลการวิเคราะห์ผลในรูปแบบของกลุ่มโฟลเดอร์และโฟลเดอร์ยอ่ยได ้ ศึกษาในส่วน 

Exporting Analysis Results 
 

ศึกษาส่วนขอ้มูลดา้นล่างในการนาํเขา้และส่งออกไฟลข์อ้มูล 

► ไ ฟ ล์ ข้อ มู ล เ ดี ย ว จ า ก  LightCycler® 480 ศึกษาใน Exporting Individual Light- Cycler® 480 Software 

Objects and Experiment Raw Data and Importing Individual Files 

Exporting Multiple Files Simultaneously and Importing Multiple Files Simultaneously 

 
► ไ ฟ ล์ ข้อ มู ล ก ลุ่ ม จ า ก ไ ด เ ร็ ค ท อ รÉี  LightCycler® 480 (batch import or export) 

การส่งออกแผนภ ูมิและตาราง 
การส่งออกแผนภมู ิและตารางทาํไดเ้ช่นกนั โดยศึกษาเพÉ ิมไดใ้นส่วน Working with Charts and Working with 
Tables
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1.5.1        การส่งออกไฟล์ข้อมูลและข้อมูลการทดลองไฟล์เดยีวของโปรแกรม LightCycler®  480 
 

สามารถส่งออกผา่นหนา้ต่าง  Navigator หรือเมืÉอเปิดหนา้ต่างหลกัของโปรแกรม LightCycler® 480  

 

1     ใชท้างเลือกดงันีÊ ในการส่งออกขอ้มูลจากโปรแกรม LightCycler® 480: 

►  เลือกขอ้มูลใน Navigator 

►  เปิดในหนา้ต่างหลกั 

2   ►  เมืÉอทาํงานกบัหนา้ต่าง Navigator กดเลอืกปุ่ ม                  

    ► หากใช้หน้าต่างหลักให้กดเลือก 

3     หนา้ต่างจะเปิดกล่องขอ้ความขึÊนมา ใหเ้ลือกกาํหนดปลายทางทีÉตอ้งการส่งไฟลอ์อก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4     ส่วนช่อง Save as type ให้เลือกกาํหนดชนิดของนามสกุลไฟล์ทีÉตอ้งการ (*.ixo, 

*.txt, or *.xml): 

 
 
 

หากไม่ใชน้ามสกุลทีÉกาํหนด คือ *.ixo to *.txt, or *.xml, ไฟลข์อ้มูลจะนาํเขา้สู่โปรแกรมไม่ได ้

 

5 กาํหนดชืÉอไฟล ์และคลิกบนัทึก โดยเริÉมตน้ชืÉอการทดลองจะเป็นชืÉอไฟล ์

■
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1.5.2        การส่งออกไฟล์ข้อมูลหลายไฟล์พร้อมกนั 
 

โปรแกรมจะมีเครืÉองมือในการส่งออกไฟลข์อ้มูลทีละหลายๆไฟลพ์ร้อมกนั เรียกวา่ batch tool ซึÉ งทาํตามขัÊนตอน

ดา้นล่าง 

การส่งออกหลายไฟลพ์ร้อมกนัจะทาํไดใ้น Navigator 

 
การส่งออกหลายไฟลพ์ร้อมกนัจะใช้ตวัช่วยสร้างโดยสามารถทาํไปทีละขัÊนตอนโดยกดปุ่มต่อไป

เรืÉอยๆ ปุ่ มนีÊจะกดไดก้ต่็อเมืÉอใส่ขอ้มูลทีÉตอ้งการให้ในแถบปัจจุบนัเรียบร้อย 

 
 

1     คลิกเลือก Batch Export เ พืÉ อ ใ ห้ห น้ า ต่ า ง ช่ ว ย ส ร้า ง แ ส ด ง ขึ Êน  ใ น แ ถ บ Select Folders ใหเ้ลือก

โฟลเดอร์ทีÉตอ้งการส่งออกดา้นซา้ยแลว้ กดทีÉ   เพืÉอใหโ้ฟลเดอร์ทีÉเลือกไปอยูด่า้นขวา หากตอ้งการลบโฟลเดอร์

ดา้นขวาใหก้ด  เลือกช่อง Scan Sub-folders เ พืÉ อ ร ว ม โ ฟ ล เ ด อ ร์ ย่ อ ย ทัÊ ง ห ม ด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2     บนแถบ Target ใหเ้ลือกกาํหนดปลายทางโดยเลือกปุ่ม Browse ห า กไ ม่มี ไ ด เ ร็ ก ทอ รีÉ ป ลา ย ทา ง สาม า ร ถ

พิม พ์เ อ งไ ด้ใ น ช่อ ง  แ ล้ว เ ลือ กเ ค รืÉ อ ง ห มา ย ถู กห น้า ข้อค วา ม ด้า น ล่า ง ช่อ ง  เ พืÉ อใ ห้ ส ร้ า ง ป ลา ย ทา งใ ห ม่ ตา ม

กาํ ห นด  

 
 
 

► ► ►
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3     ส่วนแถบ Options สามารถกาํหนดทางเลือกการส่งออกไดห้ลายแบบ 

►  เลือกชนิดไฟลที์Éจะส่งออกจากโฟลเดอร์ 

สามารถกาํหนดเลือกชนิดไฟลส่์งออกไดทุ้กชนิด หรือบางชนิดไดแ้ลว้แต่การกาํหนด 

สามารระบุไฟลส่์งออกตามชนิดของไฟลไ์ด ้ซึÉงสามารถเลือกจากโปรแกรม โดยเริÉมตน้การส่งออกจะเป็นไฟล์

ชนิด .ixo file 

►  สามารถกาํหนดไฟลส่์งออกตามวนัทีÉสร้างหรือแกไ้ขได ้โดยช่วงวนัทีÉระบุจะกาํหนดไดด้งันีÊ  

►  ทัÊงหมด 

►  ในช่วง n เดือนทีÉผ่านมา 

►  ในช่วง n วนัทีÉผา่นมา 

►  ระบุช่วงวนัทีÉ 

►  หากชืÉอไฟลที์Éส่งออกซํÊากบัชืÉอไฟลที์Éมีอยูที่Éปลายทางแลว้ ใหเ้ลือกทาํไดด้งันีÊ: 

►  ไม่ส่งออก 

►  แทนทีÉไฟลน์ัÊนเมืÉอไดรั้บคาํยืนยนั 

►  บนัทึกเป็นไฟลใ์หม่โดยเพิÉมจาํนวนเลขไปทีÉทา้ยชืÉอ 

►  ระบุวา่ตอ้งการลบขอ้มูลหลงัจากส่งออกสาํเร็จหรือไม ่

►  ระบุวา่โฟลเดอร์วา่งจะควรลบออกหรือไม่ 

ทางเลือก 2 อนัหลงัใชไ้ดก้บักรณีฐานขอ้มูลดา้นงานวิจยั 

 

                                      

 
 

► ► ►
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4     ในแถบ Start สามารถทบทวนการตัÊงค่า และเริÉมขัÊนตอนการส่งออก 

ปุ่ม Reset จะมีใหเ้ลือกไดห้ลงัจากการส่งออกเสร็จสิ Êนเท่านัÊน การกดReset เป็นการใชข้อ้มูลตัÊงค่า

เก่าทีÉเคยทาํการส่งออกมาทาํซํÊา 

 
 
 

5 ในแถบ Status ส า ม า ร ถ ดู ส ถ า น ะ ก า ร ส่ ง อ อ ก ไ ด้  ขณะทาํการส่งออกปุ่ม Stop จะใชง้านได ้ ซึÉง

สามารถกดไดห้ากตอ้งการหยุดการส่งออก 

6 ในแถบ Done แสดงขอ้มูลสรุปของการส่งออก กดเลือก Done เมืÉอเสร็จ 
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1.5.3        การนําเข้าข้อมูลทลีะไฟล์ 

1 จาก Navigator กดเลือก Import, และเลือกชนิดของไฟลที์Éตอ้งการนาํเขา้: 

► สาํหรับโปรแกรม LightCycler®  3.5.3 files (FLO, ABT, TEM files), เลือก ATF Files 

► สาํหรับโปรแกรม LightCycler® 480 หรือ LightCycler®  4.x files, เลือก Object .ixo Files 

2 คน้หาและเลือกไฟลที์Éตอ้งการแลว้คลิก Open ซึÉ งไฟลจ์ะเปิดในหนา้ต่างหลกั 

หากตอ้งการเลือกหลายไฟลพ์ร้อมกนัให้กด <Ctrl> ขณะทีÉเลือกชืÉอไฟล ์

 

3 ในการบนัทึกไฟลน์าํเขา้ในฐานขอ้มูลโปรแกรม LightCycler® 480 ให้กดปุ่ ม Save กาํหนดปลายทางทีÉตอ้งการ

บนัทึกภายใตชื้Éอใหม่ แลว้กด       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หากนาํเขา้ไฟลก์ารทดลองจากโปรแกรม LightCycler® 4.x ทีÉการทดลองมีการชดเชยสญัญาณสี 

ใหท้าํการนาํเขา้ไฟลก์ารชดเชยสญัญาณสีมาดว้ย และทาํการสร้างเป็นการชดเชยสญัญาณสีไฟลใ์หม ่

■
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1.5.4        การนําเข้าหลายไฟล์พร้อมกนั 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 มีเครืÉองมือสาํหรับการนาํเขา้ไฟลห์ลายไฟลพ์ร้อมกนั 

 

การนาํเขา้ไฟลห์ลายไฟลพ์ร้อมกนัดว้ยโปรแกรม LightCycler® 3.5.3 (ATF) files, ไดเร็กทอรีÉจะตอ้งมี

ไฟลช์นิด ABT and TEM  ไฟล์ชนิด FLO ไม่สามารถนาํเขา้ได ้

การนาํเขา้หลายไฟล์พร้อมกนัตอ้งทาํใน Navigator 

 

การนาํเขา้หลายไฟล์พร้อมกนัจะใช้ตวัช่วยสร้างโดยสามารถทาํไปทีละขัÊนตอนโดยกดปุ่ มต่อไปเรืÉอยๆ 

ปุ่มนีÊจะกดไดก้ต่็อเมืÉอใส่ขอ้มูลทีÉตอ้งการใหใ้นแถบปัจจุบนัเรียบร้อย 

 
ทาํตามคาํแนะนาํดา้นล่างเพืÉอทาํการนาํเขา้ไฟลก์ารทดลอง 

 

 

1     ในส่วน Navigator controls เลือก Batch Import หนา้ต่างตวัช่วยสร้างจะปรากฏขึÊน 

ในแถบ Source เ ลื อ ก กาํ ห น ด ไ ด เ ร็ ค ท อ รีÉ ทีÉ ต้ อ ง ก า ร นาํ เ ข้ า ด้ ว ย ก า ร ก ด ปุ่ ม  Add และเลือกกด

เครืÉองหมายถูกทีÉ Include sub-directories เพืÉอใหร้วมขอ้มูลยอ่ยในไดเร็คทอรีÉนัÊน คลิกทีÉ Remove 

ห า ก ต้ อ ง ก า ร ล บ อ อ ก จ า ก ร า ย ก า ร  

 
 

► ► ►
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2 ในแถบ Target ใหเ้ลือกไดเรค็ทอรีÉปลายทางในฐานขอ้มลู  

 
 
 

3     ในแถบ  Start  สามารถกาํหนดทางเลือกการนาํเขา้ และเริÉมตน้การนาํเขา้ 

                                      

มีทางเลือกดงัต่อไปนีÊ   

►  เลือกนาํเขา้ไฟลช์นิด ATF หรือ IXO (หรือผสม) จากไดเร็คทอรีÉ 

►  หากไฟลท์ีÉตอ้งการนาํเขา้มีชืÉอซํÊ าอยูแ่ลว้ทีÉปลายทางทีÉกาํหนด ให้เลือกทางเลือกไดด้งันีÊ  

►  ไม่ทาํการนาํเขา้ 

►  แทนทีÉไฟลที์Éมีอยูเ่มืÉอไดรั้บคาํยนืยนั 

►  เปลีÉยนชืÉอไฟลโ์ดยการเติมตวัเลขต่อทา้ยชืÉอไฟล ์

►  เปิดไฟลแ์บบทีÉยงัไม่ทาํการบนัทึก การบนัทึกจะทาํโดยผูใ้ช ้

ทางเลือกแทนทีÉไฟล์เมืÉอไดรั้บคาํยนืยนัจะอนุญาตเฉพาะฐานขอ้มูลวิจยั 

►  เลือกกาํหนดชนิดของไฟลว์า่จะแปลงอตัโนมติัหรือไม่ 

►  กดปุ่ ม Next เพืÉอเริÉมขัÊนตอนการนาํเขา้ 

ปุ่ ม Reset ในแถบ Start จะกดไดเ้มืÉอการนาํเขา้เสร็จสิÊน การกดปุ่ม Reset จะเป็นการใชก้ารตัÊงค่าคราวก่อน

หนา้ในการนาํเขา้ ซึÉงจะใชน้าํเขา้ซ ํÊาอีกรอบหรอืยกเลิก 

► ► ►
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4 บนแถบ Status สามารถเลือกดูสถานะของการนาํเขา้ได ้ขณะการนาํเขา้กาํลงัทาํงาน ปุ่ม Stop จะมีใหก้ด

เลือกไดใ้นกรณีทีÉตอ้งการยกเลิกการนาํเขา้นัÊน 
 

5 บนแถบ Done จะแสดงขอ้มูลสรุปการนาํเขา้หลายไฟลพ์ร้อมกนั กดเลือก Done เพืÉอปิดหนา้ต่างช่วยสร้าง 

■ 
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2        การสร้างโปรแกรมและการทําการทดลอง 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 ควบคุมการทาํงานของเครืÉอง LightCycler® 480 ผา่นวธีิการทดลองทีÉสร้างขึÊน จะ

เป็นตวักาํหนดอุณหภูมิ เวลา จาํนวนรอบการทาํงาน และพารามิเตอร์ต่างๆ ในขณะทาํการทดลอง โปรแกรมการ

ทดลองจะเป็นตวัเกบ็ขอ้มูลอุณหภูมิและสัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ากเครืÉอง แลว้แสดงให้เห็นไดใ้นแถบขอ้มูล 

หลงัจากเสร็จสิÊนการทดลองขอ้มูลจะถูกบนัทึกอตัโนมติั  

ส่วนนีÊจะอธิบายขัÊนตอนการทาํงานของ: 
 

► การสร้างโปรแกรมการทดลอง 
 

► การทาํการทดลอง 
 

► การใส่ขอ้มูลตวัอยา่ง 

 

2.1         การสร้างโปรแกรมการทดลอง 

การสร้างโปรแกรมการทดลองจะเป็นการกาํหนดจาํนวนรอบการทาํอุณหภูมิขึÊนและลงดว้ยเทอร์มอล บลอ็ก ไซ

เคลอร์ และกาํหนดขอ้มูลทัÉวไป ในการสร้างโปรแกรมการทดลอง ผูใ้ชจ้ะตอ้งอยูใ่นระดบั Expert user หรือ 

Administrator ซึÉ งในรายละเอียดสามารถดูเพิÉมเติมไดใ้นส่วน Managing User Access 

 

สามารถสร้างโปรแกรมการทดลองไดจ้ากโปรแกรม LightCycler 480 เมืÉอทาํการเชืÉอมต่อกบัเครืÉอง หรือไม่เชืÉอมต่อกไ็ด ้หาก

ไม่ไดเ้ชืÉอมต่อกบัเครืÉอง ใหก้าํหนดเครืÉองเสมือนในโปรแกรมเป็นค่าเริÉมตน้แทนก่อนในการสร้างโปรแกรมการทดลอง 

ขณะทีÉสร้างโปรแกรมการทดลอง ไม่จาํเป็นตอ้งเชืÉอมต่อกบัเครืÉองได ้ (รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน Administrative 

Tools 
 

วธีิการทาํ PCR ทีÉเคยใชก้บัเครืÉอง LightCycler® Carousel-Based System (LightCycler® 1.5 and 2.0 

Instruments) สามารถถ่ายโอนมาใชก้บัเครืÉอง LightCycler® 480 ได ้โดยปฏิบตัิดงันีÊ : 

► หา้มตัÊงค่า เวลาการทดลองทีÉ 0 วินาที! 
 

► ห า ก ต้ อ ง ก า ร กาํ ห น ด เวลาตํÉากวา่ 10 วินาที จะตอ้งใชพ้ารามิเตอร์ทีÉจาํเพาะ 

ค่าพารามิเตอร์ต่างๆทีÉเคยใชก้บัวธีิการทดลองในการทาํพซีีอาร์ปกติทัÉวไป สามารถนาํมาใชก้บัเครืÉอง 

LightCycler 480 ไดโ้ดยไม่ตอ้งเปลีÉยนอะไร 

โน้ต: การลดเวลาการทาํงานแต่ละขัÊนลง และเพิÉมอตัราการเปลีÉยนแปลงอุณหภมูิสามารถทาํได ้

 

ทาํตามขัÊนตอนดงัต่อไปนีÊ  ในการสร้างโปรแกรมการทดลอง
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การสร้างโปรแกรมการทดลองใหม่: 
 

1     ในขัÊนแรกใหก้าํหนดทางเลือกใดทางเลือกหนึÉงดงันีÊ : 

► คลิก New Experiment ตรงส่วนการสร้างโปรแกรมในหนา้ต่างภาพรวม 

► คลิก New Experiment from Template ตรงส่วนการสร้างโปรแกรมในหนา้ต่างภาพรวม โดยเลือก

แม่แบบการทาํงานใหเ้หมาะสม สามารถเลือกกลุ่มย่อยตวัอย่าง หรือการแกไ้ขตวัอย่าง เมืÉอเลือกได้แลว้

ให้คลิก  ขอ้มูลเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน Working with Templates and Macros 

► คลิก New Experiment from Macro ตรงส่วนการสร้างโปรแกรมในหนา้ต่างภาพรวม โดยเลือกมาโคร

ทีÉตอ้งการาใชใ้หเ้หมาะสม จากนัÊนคลิก   ขอ้มูลเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน Working with Templates 

and Macros 

► สลบัไปทีÉหนา้ต่าง Navigator แลว้คลิก New เพืÉอเลือกเครืÉอง LightCycler® 480 สาํหรับการทดลอง 

จากนัÊน คลิก     

2     ในส่วน Setup ข อ ง แ ถ บ Run Protocol ใหก้าํหนดค่าพารามิเตอร์ดงันีÊ: 

 

 
 

 
                                                                                        รูปแบบการตรวจวดัสญัญาณ 

                                                                                                  ขนาดบล็อก (กาํหนดโดยเครืÉอง เป็นการแสดงขอ้มูลเท่านัÊน)  

             ชืÉอเพลท 
             ปรมิาตรปฏิกิรยิา 

ชืÉอการชดเชยสญัญาณสี (ทางเลือก)    
เลขล็อตนํÊายา (ทางเลือก) 

                         ชืÉอการทดสอบ (ทางเลือก) 

3 เลือกรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณจากรายการทีÉมีในเมนู หรือจะกาํหนดเองโดยใชท้างเลือกการ customize 

(เพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน Setting Detection Formats) 

4 ใส่ชืÉอเพลทลงในช่อง Plate ID ซึÉงจะพมิพห์รือใชเ้ครืÉองสแกนบาร์โคด้เพลทกไ็ด ้ หากเปิดการใช้งานการอ่าน

บาร์โค้ด เครืÉ องจะอ่านรหัสจากเพลทอัตโนมัติ  เมืÉอทาํการใส่เพลทเข้าเค รืÉ อง LightCycler® 480  

หากใส่ชืÉอเพลทโดยการพมิพล์งไปในช่อง Plate ID เครืÉองจะอ่านรหัสบาร์โคด้ของเพลท

อตัโนมติั ถา้ขอ้มูลไม่ตรงกนั เครืÉองจะทาํการแทนทีÉดว้ยบาร์โคด้ทีÉอ่านไดจ้ากเครืÉอง ใหท้าํการยืนยนั 

หากผูใ้ชป้ฏิเสธ เครืÉองจะไม่เริÉมการทาํงาน ทัÊงนีÊสามารถเลือกใชห้รือไม่ใชก้ารอ่านบาร์โคด้อตัโนมติั

ของเครืÉองได ้โดยดูรายละเอียดเพิÉมเติมในส่วน Instruments 

► ► ►
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5 เลือกปริมาตรปฏิกิริยาเป็นหน่วยไมโครลิตรดงันีÊ  

► 96-well thermal block cycler: 10 – 100 ไมโครลิตร 

► 384-well thermal block cycler: 5 − 20 ไมโครลิตร 

เ ป็ น ไ ปไ ด้ห า ก จ ะ ใ ช้ป ริ ม า ต ร ตํÉา ถึ ง  3  ไ ม โค ร ลิ ต ร  แ ต่ ไ ม่ แ นะ นาํ เ นืÉ อ ง จ า กมี ค ว า ม

เ สีÉ ย ง ต่ อ กา ร ร ะ เ ห ย ข อ ง นํÊา ย าแ ล ะ จ ะ ทาํ ใ ห้ ก า ร ท ดล อ ง ล้ม เ ห ล ว  ห า ก ต้อง ก า ร ใ ช้

ป ริ ม า ต ร<5 ไมโครลิตรให้หยดนํÊามันคลุมหน้าปฏิกิริยา ในเพลทชนิด 384หลุม ปริมาตร

ทีÉกาํหนดไม่มีผลต่อการขึÊ นลงของอุณหภูมิ แต่มีผลต่อการวัดสัญญาณ ซึÉ งรัศมีการวัด

สัญญาณจะปรับตามปริมาตร หากกาํหนดผิดจะมีผลต่อสัญญาณรบกวน แต่ไม่มีผลทาํให้

การทดลองล้มเหลว ส่วนเพลทชนิด 96 หลุม ความแตกต่างระหว่างปริมาตรกาํหนดกับ

ปริมาตรจริงจะมีผลต่อการควบคุมอุณหภูมิทาํให้เกิดผลต่อการทดลองมากกว่า 

 
6 การใส่ขอ้มูลดา้นล่างนีÊ  จะเป็นทางเลือกซึÉงหากเป็นชืÉอไฟลก์ารชดเชยสญัญาณสีตอ้งเช็คใหแ้น่ใจวา่ตรง

กบัทีÉตอ้งการใชห้รือไม ่

สามารถทาํการแกไ้ขขอ้มูลดา้นล่างนีÊ  ก่อน ขณะ หรือหลงัทาํการทดลองกไ็ด ้

►  ใส่ชืÉอไฟลก์ารชดเชยสญัญาณสีในช่อง Color Comp ID ใหต้รงกบัทีÉตอ้งการจะใช ้

►  ในช่อง Lot Noใหใ้ส่เลขลอ็ตนํÊายาทีÉใชใ้นการทดลอง  

►  ในช่อง Test IDใหใ้ส่เลขการทดสอบ ทีÉใชใ้นการทดลอง  
 

7 ในส่วน Programs และ Temperature Targets ใหค้ลิก  เพืÉอเพิÉมโปรแกรมหรืออุณหภูมิเป้าหมายทีÉ

ตอ้งการกาํหนดในขัÊนตอนการทดลอง แต่ละโปรแกรมทีÉเพิÉมใหต้ัÊงชืÉอ กาํหนดจาํนวนรอบ และวิธีการวิเคราะห์ 

 
 
 

8    ในทางกลบักนั สามารถเลือกแม่แบบไดด้งันีÊ  

►  คลิก Apply Template เพืÉอแสดงกล่องขอ้มูล Apply Template  

►  เลือกแม่แบบจากในรายการและคลิก  

แม่แบบจะถูกนาํไปใชใ้นการทดลองอนัใหม่ การแกไ้ขพารามิเตอร์โปรแกรมการทดลอง และอุณหภูมิ

เป้าหมายจาํเป็นตอ้งทาํ 

9 (ทางเลือก) ในแถบ Moduleใ ห้ค ลิ ก  Subset Editor เพืÉอทีÉจะกาํหนดกลุ่มยอ่ยของตวัอยา่ง รายละเอียด

เพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน Working with Subsets 

การกาํหนดกลุ่มยอ่ยของตวัอยา่งสามารถทาํไดข้ณะทาํการทดลอง หรือหลงัจากการทดลองเสร็จสิÊนแลว้ 

ไมจ่าํเป็นตอ้งทาํก่อนการทดลองเริÉมก็ได ้

► ► ►
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10    (ทางเลือก) ในแถบ Module คลิก Sample Editor เพืÉอกาํหนดขอ้มูลตวัอยา่ง 
 

11    เตรียมเพลทและใส่เขา้เครืÉองตามทีÉอธิบายไวใ้นส่วนการปฏิบติังาน 

 

12    คลิก      Start Run. 

ปุ่ ม Start Run จะพร้อมสาํหรับการใช้งานต่อเมืÉอทาํการใส่เพลทเข้าเครืÉ องแล้ว 
 

 

13    ขอ้ความบนัทึกการทดลองจะปรากฏใหใ้ส่ชืÉอการทดลองและกดบนัทึกตามโฟลเดอร์ปลายทางทีÉตอ้งการ 

หากใชเ้พลทชนิดใส จะมีขอ้ความเตือนวา่ระบบเซนเซอร์เพลทปิดอยู่ ให้ทาํการตรวจเชค็และกาํหนดในโปรแกรม 

■ 

2.1.1        การตัÊงค่ารูปแบบการวดัสัญญาณ 

การตัÊงค่าการวดัสญัญาณจะตอ้งเหมาะกบัการทดลอง เมืÉอเลือก คลิก Customize ในพืÊนทีÉการตัÊงค่าตรงแถบ Run 

Protocol จ ะ ป ร า ก ฏ ก ล่ อ ง รู ป แ บ บ ก า ร ว ัด สั ญ ญ า ณ ม า ใ ห้ กาํ ห น ด  ก า ร เ ป ลีÉ ย น แ ป ล ง นีÊ จ ะ เ กิ ด ก ับ

เ ฉ พ า ะ ง า น ก า ร ท ด ล อ ง ปั จ จุ บ ัน เ ท่ า นัÊ น  

 

ไม่สามารถเปลีÉยนหรือกาํหนดการวดัสัญญาณภาพหลงัจากเริÉมการทดลองไปแลว้ หากเริÉมการทาํงานดว้ยรูปแบบการวดั

สัญญาณทีÉไม่เหมาะสมกบัการทดลองนัÊน จะยงัผลใหก้ารทดลองลม้เหลวสูญหาย เนืÉองจากไม่มีขอ้มูลจากการทดลอง 
 
 

การกําหนดรูปแบบการวัดสัญญาณ: 
 

1 ในบริเวณ Setup เลือกรูปแบบการวดัสัญญาณจากรายการเมนู 

2 ในการเปลีÉยนแปลงการตัÊงค่าการวดัสัญญาณ ทีÉมีใหเ้ลือก ใหค้ลิก Customize 

รูปแบบการวดัสญัญาณจะมีดงันีÊ 

 
 
 

► ► ►
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3     การเลือกเวลาในการจบัสญัญาณ: 

►  ไดนามิกส์ : ไม่ตอ้งใส่ขอ้มูลเพิÉมเติมใดๆ 

ในรูปแบบนีÊ  โปรแกรมจะใชปั้จจยัการแยกสายดีเอน็เอและการหาปริมาณเพืÉอกาํหนดการจบัคู่ช่องกรอง

แสงต่อการคาดการณ์สญัญาณแสงฟลูออเรสเซนตบ์นพืÊนฐานค่าเริÉมตน้ของปฏิกิริยา 

ค่าสูงสุดของการรับสญัญาณในรูปแบบนีÊจะเป็นทีÉ 1 วินาทีสาํหรับ Hydrolysis Probe และ 2 วินาที

สาํหรับ HybProbe and SimpleProbe Probes การกาํหนดนีÊจะใหส้ญัญาณเพียงพอในเวลาทีÉ

เหมาะสม ดงันัÊนเวลาทัÊงหมดในการวดัสญัญาณจะขึÊนอยูก่บัจาํนวนช่องกรองแสงทีÉจบัคู่กนัเช่น 4-

color Hydrolysis probe จะใชเ้วลา 4 วินาทีต่อการวดัสญัญาณ หากเลือกรูปแบบไดนามิกส์ เวลา

ในการวดัสญัญาณครัÊ งแรกจะมากกวา่ปกติ เพราะโปรแกรมตอ้งการการคาํนวณเพิÉมเติมเพืÉอใหไ้ดเ้วลาทีÉ

เหมาะสมซึÉงอา้งอิงค่าสญัญาณเริÉมแรก 

►  แมนนวล : กาํหนดเวลาสาํหรับแต่ละการจบัคู่ช่องสญัญาณกรองแสง โดยกาํหนดเป็นวินาที ในช่วง 

0.01-10 วินาที เวลาการจบัสญัญาณกาํหนดไดจ้ากเวลาของกลอ้ง CCD 

4 เลือกจบัคู่ช่องสญัญาณตามรูปแบบการวดัสญัญาณ โดยเริÉมตน้จากลา้งขอ้มูลการจบัคู่เริÉมตน้ก่อน 

ยกตวัอยา่งหากเลือกการทาํงานแบบ Multicolor HybProbe detection formatซึÉงมี 4 

ช่องสญัญาณให้เลือก แต่หากตอ้งการใชเ้พียง 2 สีเช่นสี Red 610- and Red 640-labeled 

probes ให้ยกเลิกสีชนิด Fluos and Cy5 ออก แมว้า่การตัÊงค่าตามการเริÉมตน้จะไม่เป็นอนัตรายต่อ

การทดลองอะไร แต่การมีช่องสญัญาณทีÉไม่ไดใ้ชจ้ะทาํใหเ้วลาในการจบัสญัญาณเกินจาํเป็น 

                  5        คลิก apply กบัช่องสัญญาณกรองแสงทีÉกาํหนดในการทดลอง 

 
■

ช่องกรองแสง Fluosใน Multicolor HybProbe detection จ ะ ใ ช้ ก ั บ ก า ร ทาํ ก า ร

ท ด ล อ ง ก า ร ช ด เ ช ย สั ญ ญ า ณ สี เ ท่ า นÊ ั น  
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2.1.2        การกําหนดโปรแกรมและอณุหภูมเิป้าหมาย 
 

แต่ละการทดลองจะมีมากกวา่ 1 โปรแกรม แต่ละโปรแกรมจะมีหลายรอบการทาํงาน ใน 1 โปรแกรมจะมี 1 

หรือมากกวา่ 1 อณุหภูมิเป้าหมาย อณุหภูมิเป้าหมายคืออุณหภูมิทีÉเครืÉองตอ้งทาํใหถ้ึง รวมทัÊงระยะเวลาทีÉใชใ้น

ขัÊนนัÊน ความเร็วในการทาํอุณหภูมิ และพารามิเตอร์อืÉนๆ สามารถกาํหนดไดใ้นแถบ Run Protocol ของการ

ทดลอง 

 
ตวัอยา่งดา้นล่างจะประกอบไปดว้ย 4 โปรแกรม: Denat, PCR, Melt and Cooling หากเลือกไปทีÉโปรแกรม 

PCR (45 รอบ) ตารางแสดงรายละเอียดจะปรากฏอัตโนมติั ซึÉ งมีค่า อุณหภูมิเป้าหมายทีÉกาํหนด 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

วธีิการกาํหนดโปรแกรมและอุณหภูมิเป้าหมาย 

 
1     ในส่วนโปรแกรมของแถบวิธีการทดลอง คลิก   เพืÉอเพิÉมโปรแกรมใหม ่

ค่าเริÉมตน้จะเป็นชืÉอ “Program” เกิดขึÊน ซึÉงจะมีอุณหภูมิเป้าหมายเริÉมตน้ไวเ้ช่นกนั 

สามารถเพิÉมโปรแกรมไดถึ้ง 99 โปรแกรม 

 
► ► ►
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พารามิเตอร์                คาํอธิบาย/คาํแนะนาํ                              ค่าทีÉปรากฎ 

Target                     กาํหนดอุณหภูมิทีÉตอ้งการ                         +37°C to +99°C,  

                                                                                                                           ค่าเริÉมตน้ +95°C 

สาํหรับ Melting Curve analysis: 

Acquisition             ความถีÉของการวดัสญัญาณสามารถเลือก      None: ไ ม่ ว ั ด สั ญ ญ า ณ  

Mode                      ชนิดของความถีÉในการวดัไดจ้ากเมนู       
                                                       Single: วั ด สั ญ ญ า ณ        

                                                                       ฟลูออเรสเซนต ์1 ครัÊ งเมืÉอสิÊนสุด 

                                                                       รอบการทาํงาน และวดัทุกรอบ 

Continuous: วดัสัญญาณฟลูออ

เรสเซนต์ตลอดเวลา ใช้มากในการ

ทาํงาน melting curve หรือการ

วิเคราะห์การชดเชยสัญญาณสี 

 
Hold  เวลาทีÉจะคา้งไวที้ÉอุณหภูมิทีÉกาํหนด             00:00:01 — 12:00:00 

                                   ในรูปแบบ ชัÉวโมง:นาท:ีวินาที 

 

2 แกไ้ขค่าเริÉมตน้ ตรงพารามิเตอร์ต่างๆ คลิก <Tab> ในคียบ์อร์ด เพืÉอไปยงัคอลมันถ์ดัไป (หากทาํผิดพลาด 

สามารถกด          เพืÉอลบโปรแกรมและเริÉมใหม่ได)้  
 

พารามิเตอร์             คาํอธิบาย/คาํแนะนาํ                            ค่าทีÉปรากฎ 

Program Name     ตัÊงชืÉอโปรแกรมโดยคลิกทีÉชืÉอโปรแกรม                  ใชต้วัอกัษรใดกไ็ด ้

                                         และใส่ขอ้มูลใหม ่

Cycles  จาํนวนซํÊ าทีÉตอ้งการให้โปรแกรมทาํ                         1 — 99   

                                             สามารถกาํหนดค่าไดจ้ากการเลือกลูกศร 

                                             ขึÊน-ลง 

Analysis  Mode         ชนิดของการวเิคราะห์ สามารถเลือกได ้              None: ไ ม่ มี ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์  

                                         จากเมนูในรายการ  

 

                                            ในการวเิคราะห์กาํหนดค่าพารามิเตอร์ได ้                      Quantification: การวเิคราะห์ปริมาณ 

                                         ภายใตอุ้ณหภูมิทีÉกาํหนด เช่นการหาปริมาณ                                                       สารพนัธุกรรม 

                                         สารพนัธุกรรม การเลือกเป็นแบบวดัสัญญาณ                Melting  curves:
  การวเิคราะห์ 

                                  ต่อเนืÉองไม่ได ้                                                                                                       melting curve 

                                                        
Color Compensation:

 การวเิคราะห์ 

                                                                                                        การชดเชยสัญญาณสี 

 

3 ในส่วนการกาํหนดอุณหภูมิ ใหแ้กไ้ขค่าพารามิเตอร์ต่างๆดงันีÊ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

► ► ►
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Acquisitions 
(per °C) 

จาํนวนขอ้มูลการวดัสญัญาณและการ

ไดรั้บต่อองศา จะมีเฉพาะช่องขอ้มูลนีÊ 

เพืÉอทีÉจะไดข้อ้มูลตอ่องศา

เซลเซียส ในการวิเคราะห์ 

melting curve จะไมค่าํนึงถึง

ช่องกรองแสง ถา้กาํหนดใหเ้ป็น

การเกบ็สญัญาณตอ่องศา ไม่ใช่

องศาต่อวนิาที 

        1 to 100, ค่าเริÉมตน้ 5 
 
 

การกาํหนดค่าทีÉเหมาะสม 

สาํหรับการวิเคราะห์ขึÊนอยู ่

กบัแต่ละการทดลองซึÉง

สามารถกาํหนดไดใ้นช่วง 

1-10 ต่อองศา 
 

 
สาํหรบั HRM แนะนาํ

เป็น 25 ต่อองศา เพืÉอจะ

พอตอ่ความละเอียดใน

การวเิคราะห ์Gene 

Scanning 

Sec  Target 
(°C) 

อณุหภมิูทีÉสองของเป้าหมาย ในรอบ

สดุทา้ยของโปรแกรม ใหใ้สค่า่

อณุหภมิูทีÉช่องนีÊหากตอ้งการ 

ค่าเริÉมตน้: 0°C (ไมมี่อุณหภูมิ

ทีÉสองของเป้าหมาย) 

ช่วงกาํหนด: +37°C to +99°C 

Step Size (°C) จาํนวนองศาทีÉจะปรับจากอุณหภูมิแรกไป

ยงัอุณหภูมิทีÉสอง 

ค่าเริÉมตน้: 0°C (ไมมี่)  

ช่วงทีÉกาํหนด: 0.1°C to 20°C 

Step Delay 
(cycles) 

จาํนวนรอบทีÉตอ้งการใหท้าํการเริÉมงาน

หากมีการกาํหนด step size 

ค่าเริÉมตน้: 0 (เริÉมจากรอบแรก) 

ช่วงกาํหนด: 0 — 99 

 
 

พารามิเตอร์                   คาํอธิบาย/คาํแนะนาํ                                       ค่าทีÉปรากฎ
 

Ramp Rate 
(°C/s) 

 

อตัราการทาํอุณหภูมิขึÊน-ลง ไปยงั 

อุณหภูมิเป้าหมาย 

ค่าสูงสุดของอตัราการทาํ 

อุณหภูมิขึÊนกบัชนิดของบล็อก 

 

►  อัตราการขึÊน: 

96-well block: 
1.0 — 4.4°C/s 
384-well block: 
1.0 — 4.8°C/s 

►  อตัราการลง: 

96-well block: 
1.0 — 2.2°C/s 
384-well block: 
1.0 — 2.5°C/s

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

► ► ►
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4  คลกิ  เพืÉอเพิÉมอุณหภูมิเป้าหมายจากโปรแกรมปัจจุบนั และใส่ค่าพารามิเตอร์ ทาํซํÊาหากตอ้งการกาํหนดเพิÉม

ในโปรแกรมทีÉตัÊงค่าอยู ่
 

สามารถเพิÉมไดสู้งสุดถึง 99 อุณหภูมิเป้าหมาย 

 

5     ทาํซํÊาขัÊนทีÉ 1-4 เพืÉอสร้างโปรแกรมและอุณหภูมิเป้าหมาย 

หากตอ้งการเปลีÉยนแปลงลาํดับของโปรแกรมหรืออุณหภูมิเป้าหมายให้กด  หรือ  เพืÉ อ

ย้ายขัÊนตอน หากต้องการลบรายการออกให้กด . 
 

ในโปรแกรมทา้ยสุดควรเป็นการทาํอุณหภูมิทีÉ +40°C และคา้งไว ้30วินาที เพืÉอใหน้าํเพลทออกไดส้ะดวก 

6 สามารถเลือกดูภาพรวมของโปรแกรมในลกัษณะกราฟได ้โดยเช็คจากกราดว่าการทดลองแสดงอุณหภูมิ ตรงกบัทีÉ

กาํหนดหรือไม่ 

 
 

ระยะเวลาทีÉแสดงจะเป็นการประเมินคร่าวๆ ไม่ใช่เวลาในการทดสอบจริงทีÉใชใ้นการทาํงาน แต่จะใกลเ้คียง 

 

7 คลิก   ในแถบ Global action เพืÉอบนัทึก โดยเลือกปลายทางทีÉจะบนัทึกวิธการทดลองนีÊ  กาํหนดชืÉอและ

คลิก     . 

■ 
 
 

2.1.3        การปรับแต่งการแสดงข้อมูลออนไลน์ 
 

ขณะทาํการทดลอง ขอ้มูลจะแสดงผา่นหนา้จอในรูปแบบกราฟในแถบขอ้มูล ซึÉ งมี 3 ลกัษณะ: 

 
► Fluorescence History: แสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนตข์องตวัอยา่งในช่องกรองแสงทีÉเลือกต่อเวลา 

 

► Temperature History: แสดงอณุหภูมิและการเกบ็สัญญาณขณะทาํการทดลอง 
 

► Exposure History: แสดงเวลาสะสมต่อจาํนวนการเกบ็สัญญาณ 
 

สามารถเปลีÉยนชนิดขอ้มูลกราฟ และปรับแต่งการแสดงผลได ้

 

สามารถปรับแต่งเปลีÉยนการแสดงขอ้มูลออนไลน์ขณะทาํการทดลองได้
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วธีิการปรับแต่งการแสดงข้อมูลออนไลน์: 

 

1 
ในหนา้ต่าง Run เลือกแถบ Data และคลิก                                          เหนือกราฟทีÉตอ้งการปรับแต่ง ทางเลือก

กราฟจะปรากฏขึÊน มีเมนูกราฟ กราฟฟลูออเรสเซนตจ์ะมีทางเลือกเพิÉม 

2    เ พืÉ อ เ ป ลีÉ ย น ช นิ ด ข อ ง ก ร า ฟ ใ ห้ เ ลื อ ก ไ ด้ ใ น  เ ม นู  Chart ดงันีÊ : 

►  Fluorescence  History: แสดงฟลูออเรสเซนตต์่อเวลา ตอ่รอบทีÉ หรือต่ออุณหภูมิ 

►  Temperature History: แสดงอุณหภูมิต่อเวลา 

►  Exposure History: แสดงเวลาสะสมต่อจาํนวนการเก็บสญัญาณ 

3     ในการปรับแต่งทางเลือกการแสดงผลใน  Fluorescence History: 

เลือกชนิดแกน (แกน X แสดงชนิดขอ้มูล), การจบัคู่ช่องสัญญาณ และโปรแกรมทีÉมีขอ้มูลทีÉตอ้งการดูรายละเอียด นอกจากนัÊน

สามารถดูดว้ยการเลือกหรือยกเลิกการเลือกการลบเส้นฐาน  

 
 

 

2.1.4        การเพิÉมโน้ตการทาํการทดลอง 

 

การเพิÉมความคิดเห็นในการทดลองลงในแถบ Run Notes  

 

2.2         การทําการทดลอง 
 

หลงัจากกาํหนดค่าพารามิเตอร์ (โปรแกรมและอุณหภูมิเป้าหมาย) และกราฟออนไลน์ เครืÉองก็พร้อมสาํหรับการ

ทาํงาน 

วธีิเริÉมการทดลอง: 

 

1     
เตรียมเครืÉอง LightCycler® 480 ตามคาํแนะนาํในการปฏิบติัการ 

 

2     
ใส่เพลทเขา้เครืÉอง LightCycler® 480 ตามคาํแนะนาํในการปฏิบติัการ 

 

3     คลิก Start Run ในหน้าตา่ง Run Protocol หรือ แถบ Data  

จะเริÉมการทดลองไดเ้มืÉอทาํการเชืÉอมต่อเครืÉองกบัโปรแกรมเครืÉอง และทาํการใส่เพลทเขา้เครืÉองเรียบร้องแลว้ 

 

4 จะตอ้งทาํการบนัทึกการทดลองโดยใส่ชืÉอการทดลองและ กาํหนดปลายทางของขอ้มูลทีÉตอ้งการบนัทึก 

หากไม่ทาํการบนัทึก จะไม่สามารถเริÉมการทดลองได ้

 

5    สถานะแถบขอ้มูล จะบ่งบอกสถานะการดาํเนินการทดลอง 

 
 

 

6 
เมืÉอขณะทาํการทดลอง ตรงส่วนของขอ้ความจะแสดงขอ้มูล คาํเตือน และขอ้ผิดพลาดระหว่างการทาํงาน ขอ้มูลผลการทดลองจะแสดง

ในกราฟแถบขอ้มูล 

7 ในการดูขอ้มูลผลการทดลอง ของแต่ละตวัอยา่ง ใหเ้ลือกตวัอยา่งในตารางตวัอยา่ง Sample Editor หรือ Sample Table ทาํการแกไ้ขตวัอยา่งได ้ และหากต้องการ

ปรับแต่ง การตัÊงค่ากราฟ ระหว่างการทดลองกาํลงัดาํเนินก็สามารถทาํไดเ้ช่นกนั Customizing the Online Data Display. 

► ► ►
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8     (ทางเลือก) สามารถเลือกใชไ้ฟลก์ารชดเชยสัญญาณสีหลงัจากทาํการทดลอง โดยเลือกปิด หรือ เปิด ปุ่ ม Color Comp 

 

Color Comp (Off) ไม่มีไฟลก์ารชดเชยสญัญาณสี ใหเ้ลือกปุ่มนีÊหากไม่ใชก้ารชดเชยสญัญาณ 

In Use หากเลือกจะมีรายการไฟล์ชดเชยสัญญาณสีจาก selected color 

compensation ให้เลือกใชไ้ฟลที์Éตอ้งการ ขา้งหลงัชืÉอไฟลจ์ะมีวงเล็บแสดง

ช่องสญัญาณทีÉจบัคู่ในการทาํการวิเคราะห์การชดเชยสญัญาณสี 

In Database ให้เลือกใชก้ารชดเชยสัญญาณสีจากรายการ Available Color 

Compensations แตล่ะไฟลจ์ะแสดงชืÉอ วนัทีÉ ช่องคูส่ญัญาณทีÉทาํการ

ชดเชยสัญญาณสี 

 

9     (ทางเลือก) ในการปรับหรือ หยดุการทาํงานระหว่างการทดลอง: 

►  คลิก End Program เพืÉอหยุดการทาํงานในโปรแกรมนัÊน แลว้ทาํโปรแกรมถดัไป 

ใหแ้น่ใจวา่หากทาํการหยดุแลว้ จะไดข้อ้มูลสมบูรณ์และทาํการวเิคราะห์ได ้

►  คลิก + 10 Cycles เพืÉอเพิÉมจาํนวนรอบอีก 10 รอบในการทาํโปรแกรมปัจจุบนั 

►  คลิก  Abort Run เพืÉอยกเลิกการทาํงาน (ปุ่ม Abort Run button จะขึÊนมาแทนทีÉปุ่ม Start Run ใน

ระหวา่งการทาํงาน) 

การยืนยนั Abort Run จะยกเลิกการทาํงานทนัที ทาํใหผ้ลไม่สมบูรณ์ เช่นกนักบัการยกเลิกจากการทีÉ

เครืÉองหรือโปรแกรมมีปัญหา การวิเคราะหข์อ้มลูก็จะไม่สามารถทาํได ้และไม่มีทางนาํขอ้มลูการ

ทาํงานกลบัมาได ้

10    หากการทดลองเสร็จสมบูรณ์ จะแสดงขอ้ความ “Run complete” 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

11    คลิก Sample Editor ในแถบ Module และใส่ขอ้มูลตวัอยา่ง 

สามารถแกไ้ข ใส่ขอ้มูลตวัอยา่งก่อน หรือ ระหวา่ง หรือหลงัจากทาํการทดลองเสร็จสมบูรณ์กไ็ด ้ แต่

แนะนาํใหใ้ส่ขอ้มูลก่อนการทาํงานจะดีกวา่ 

■
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ในระหวา่งการทาํงาน การเก็บขอ้มูลจาํเป็นตอ้งใชค้วามจาํของเครืÉองจึงแนะนาํใหไ้ม่มีการใชง้านใน

ส่วนควบคุมระหวา่งการทดลอง ทาํการย่อโปรแกรมในขณะทาํ High Resolution Melting และการ

ทดลองทีÉใชเ้พลทชนิด 384-wel lจะช่วยใหก้ารถ่ายโอนขอ้มูลเร็วขึÊน  

 
หากการทาํงานเสร็จสมบูรณ์โดยไม่มีขอ้ผดิพลาด การบนัทึกจะอตัโนมติัในฐานขอ้มูลและสามารถวิเคราะห์ได้

ดว้ยโปรแกรม 

แมว้า่จะไม่มีการจดัเกบ็ขอ้มูลอตัโนมตัิ โปรแกรม LightCycler® 480 รุ่น 1.5.1 จะบนัทึก 10 การทดลอง

ล่าสุดในโฟลเดอร์ 

► C:\ProgramData\Roche\LightCycler480\Backup\ 
 

ไฟลก์ารทดลองจะถูกบนัทึกเป็นนามสกลุ*.ixo และสามารถนาํเขา้สู่โปรแกรม LightCycler® 480  

 

หากการเชืÉอมต่อระหวา่งเครืÉองกบัโปรแกรมมีปัญหาระหวา่งทาํการทดลอง โปรแกรมจะเก็บขอ้มูล

อตัโนมติัหลงัจากทีÉการเชืÉอมต่อกลบัมาเป็นปกติ โดยทีÉตอ้งไม่เกิน 7 นาที หากเกินจะไม่สามารถเกบ็

ขอ้มูลไดแ้ละคาํเตือนจะแจง้ขึÊนมา หากขอ้มูลนัÊนยงัคงอยูใ่นเครืÉอง จะสามารถกูคื้นไดอ้ตัโนมติัเมืÉอ

เขา้สู่ระบบในครัÊ งต่อไป แต่หากไม่พบขอ้มูลทีÉเกีÉยวขอ้งอยู่ในฐานขอ้มูล โปรแกรมจะใหย้นืยนัการ

ลบขอ้มูลนัÊน 
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2.3         การใส่ข้อมูลตัวอย่าง 
 

ใช ้Sample Editor ในโปรแกรม เพืÉอบนัทึกขอ้มลูตวัอยา่ง สามารถใส่ขอ้มูลตวัอยา่งทัÊงก่อน ขณะ หรือหลงัการ

ทดลองเสร็จสิÊนกไ็ด ้ 

 

ช่องทีÉแกไ้ขได ้จะเป็นสีขาว ส่วนช่องทีÉแกไ้ขไม่ไดจ้ะเป็นสีฟ้า เฉพาะชืÉอทีÉไม่ใช่การทาํซํÊ าทีÉจะแกไ้ขได ้

 

ตวัอยา่งทีÉเป็นการทาํซํÊ า จะอตัโนมตัิเป็นชืÉอ “Repl. of S,” โดยทีÉ “S” คือชืÉอตวัอยา่ง ทุกขอ้มูลของ

ตวัอยา่งจะถูกเขียนซํÊ าอตัโนมติัหากเป็นตวัอยา่งทีÉทาํซํÊ า 

 
 

2.3.1        หน้าต่างการแก้ไขตัวอย่าง 
 

เปิดหนา้ต่าง Sample Editor ในแถบ Module ซึÉ ง ค่ า เ ริÉ ม ต้น ต า ร า ง จ ะ เ ป็ น ดั ง ภ า พ  
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เลือกปุ่ม Toggle View เพืÉอจะแสดงภาพเป็นเพลท Plate View 
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ปุ่ม                               การทาํงาน 
 

เลือก  Apply Template และเลือกแม่แบบจากรายการ จากนัÊนคลิก   แม่แบบการ

ทดลองจะถูกบนัทึกในการทดลองใหม่ 

เลือก Save As Template เพืÉอบนัทึกไปยงัโฟลเดอร์ทีÉตอ้งการ แลว้ใส่ชืÉอในช่อง 

Name จากนัÊน  

 
เลือก Configure Properties ในการเพิÉมหรือลบคุณสมบติัตวัอยา่งจากตาราง Table 

หรือ Plate View แลว้กด    ขอ้มลูเพิÉมเติมดไูดใ้นส่วน Configuring Sample 

Editor Properties. 

 
กดเลือก 2 ปุ่มนีÊ เพืÉอสลบัมุมมองไปมาระหวา่งการมองแบบตารางและภาพเพลท 

 

 
เลือก Reset All เพืÉอใหค้่าต่างๆของตวัอยา่งกลบัสู่ค่าเริÉมตน้ 

 
เลือก Import เพืÉอเปิดหาขอ้มูลตวัอยา่งในการทีÉจะนาํเขา้สู่โปรแกรม รายละเอียด

เพิÉมเติมไดใ้นส่วน Importing and Exporting Sample Information. 

 

 
 
 

เลือก Export เพืÉอนาํขอ้มูลตวัอยา่งส่งออกไปยงัปลายทางทีÉตอ้งการ รายละเอียด

เพิÉมเติมไดใ้นส่วน Importing and Exporting Sample Information. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

แต่ละการทาํงานจะมีฟังกช์ัÉนปุ่ม Replicatesใหเ้ลือก 3 ลัก ษ ณ ะ ดั ง นีÊ : 

►  เลือก Make Replicates เพืÉอสร้างกลุ่มตวัอยา่งซํÊาดว้ยการเลือกปัจจุบนั ใช้

ขอ้มลูตวัอย่างแรกเป็นแมแ่บบ 

►  เลือก Auto Replicate เพืÉอสร้างตวัอยา่งทัÊงหมดซํÊา โดยทีÉมีคุ ณ ส ม บั ติ

เ ห มื อ น กั น ห ม ด แ ม้ ก ร ะ ทัÉ ง ช่ อ ง สั ญ ญ า ณ  

►  เลือก Clear Replicates เพืÉอลา้งขอ้มูลคอลมัน ์ Repl Of  เมืÉอลา้งขอ้มลูไปแลว้จะ

ไม่มีการรกัษาขอ้มลูซ ํÊานัÊนไว ้

 

 

2.3.2        แถบการแก้ไขตัวอย่าง 
 

แถบการแกไ้ขตวัอยา่งจะมีปุ่ มดงันีÊ: 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

                                                          
 

 
 

 
 
 

 
 



Programming and Running an Experiment 
 

Entering Sample Information 

2 2 

134 
Basic Software Functionalities 

134 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

 
 
 

 
 
 

 

2.3.3        การกําหนดค่าคณุสมบัตกิารแก้ไขตวัอย่าง 
 

การกาํหนดค่าคุณสมบติัจะสามารถแกไ้ขตวัอยา่งไดต้ามตอ้งการดงันีÊ 

► เลือกคุณสมบติัทีÉจะแสดงของตวัอยา่งในมุมมองตารางหรือภาพเพลท  

► เลือกลาํดบัของคุณสมบติัทีÉจะแสดงในมุมมองตารางหรือภาพเพลท 

วธีิการกาํหนดค่าคุณสมบติัตวัอยา่ง: 

 

1     ในแถบ Sample Editor เลือก Configure Properties ซึÉ งจะแสดงดงัภาพ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 ในรายการคุณสมบติั สามารถเลือกหรือยกเลิกการเลือกทีÉแสดงในตารางหรือภาพเพลทได ้คุณสมบติัทีÉเลือกจะ

แสดงตามลาํดบัสอดคลอ้งกบัลาํดบัในตารางหรือหลุมตวัอยา่ง 

 

3 (ทางเลือก) เลือกคุณสมบติัใน Table order หรือ Well order และกด  หรือ  เพืÉอเปลีÉยนแปลงลาํดบั 

 

4 คลิก   เพืÉอปิด Configure Sample Editor Properties คุณสมบติัทีÉเลือกไวจ้ะแสดงในตารางหรือภาพเพลท 

 

คุณสมบัติทีÉเลือกจะถกูบันทึกไว้ในการทดลอง 

 
■
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2.3.4        การใส่ข้อมูลตวัอย่าง 
 

วธีิการใส่ขอ้มูล: 

 

1     ในแถบ Module คลิก Sample Editor 

 
2 เลือกการทาํงานให้สอดคลอ้งกบัการทดลองทีÉตอ้งการ 

 
 

เมืÉอเลือกการทาํงานแลว้โปรแกรมจะอตัโนมติัสร้างตารางหรือเพลทตามรูปแบบทีÉเลือกงานอตัโนมติั 

รวมถึงคุณสมบติัต่างๆดว้ย หากมีการเลือกการทาํงานรูปแบบใหม่เพิÉม  ขอ้มูลคุณสมบติัของการทาํงาน

รูปแบบใหม่กจ็ะปรากฏ และรูปแบบเดิมก็ยงัคงอยู ่ไม่ถูกลบออกไป 

 

3     กาํหนดแกไ้ขตวัอยา่งตามความตอ้งการไดด้งันีÊ: 

►  เลือกการจบัคู่ช่องสญัญาณทีÉจะใชใ้นการทดลองใน Select Filter Combination 

►  ในส่วน Subset เลือกกาํหนดกลุ่มตวัอยา่งยอ่ยทีÉจะแสดง หรือเลือกตวัอยา่งทัÊงหมดก็ได ้ 

►  คลิกทีÉปุ่ม toggle ในแถบ Sample Editor เพืÉอเปลีÉยนมุมมองเป็นตารางหรือภาพเพลท 

►  ทัÊงในมุมมองตารางหรือภาพเพลท ใหเ้ลือก Legend Property Selector เพืÉอเลือกแสดงคุณสมบติั

โดยขึÊนกบัรูปแบบการทาํงานทีÉเลือก 

►  คลิกปุ่ม Configure Properties ในแถบ Sample Editor แลว้ทาํการเพิÉม หรือ ลบ คุณสมบติัเขา้หรือ

ออกจากตารางหรือภาพเพลท แลว้คลิก    

 

                4      เลือกตวัอยา่งทีÉตอ้งการแกไ้ขใน Sample Selector  รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน 

Selecting and Deselecting Samples 
 

 
► ► ►
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5   การใส่ขอ้มูลทัÉวไปของแต่ละตวัอยา่ง สามารถใส่ขอ้มูลไดด้งันีÊ  

► ในรูปแบบมุมมองตาราง สามารถอา่นรายละเอียดเพิÉมเติมไดใ้นส่วน Entering Data in Table View 

► ในรูปแบบมุมมองภาพเพลท สามารถอา่นรายละเอียดเพิÉมเติมไดที้É Entering Data in Plate View 
 

คุณสมบติั                   คาํอธิบาย                               ค่าทีÉปรากฎ 

Sample Name              ชืÉอของตวัอยา่ง                                          ตวัอกัษรทัÉวไป สามารถเคาะวรรค 

                                                                                           (สูงสุด 25 ตวัอกัษร) 

 
Repl Of                        ตาํ แ ห น่ ง ข อ ง ตั ว อ ย่ า ง          ตาํ แ ห น่ ง ข อ ง ตั ว อ ย่ า ง                     

ทีÉ ต ้ อ ง ก า ร ใ ห้ ทาํ ซ ํÊา              ทีÉ ต ้ อ ง ก า ร ใ ห้ มี ก า ร  

                                                                                                      ทาํซ ํÊา เชน่ A5  

Subsets  จาํนวนของกลุ่มยอ่ยของตวัอยา่ง              แสดงเทา่นัÊน 

Notes  ขอ้มูลเพิÉมเติมของตวัอยา่ง                        ตวัอกัษร 

Sample ID                    ชืÉอของชนิดตวัอยา่งหรือตวัอยา่ง                   ตวัอกัษรทัÉวไป สามารถเคาะวรรค 

                                                           (สูงสุด 11 ตวัอกัษร) 

 
Sample Prep Notes      ขอ้มูลของการเตรียมตวัอยา่งก่อน                    ตวัอกัษร เลขกลุ่ม+ รหัส เช่น 

                                           หนา้นีÊสามารถใส่ลงช่องนีÊได ้                       E1004 

 
 

6 ใส่ชืÉอเฉพาะคุณสมบติัตวัอยา่งตามการทาํงานทีÉเลือก รายละเอียดเพิÉมเติมดูได้ในส่วน คาํอธิบายการ

ใช้การวิเคราะห์เฉพาะ 

7     (ทางเลือก) คลิกปุ่ ม Replicates เพืÉอทาํการสร้างการทาํซํÊาตวัอยา่ง 

►  Make Replicates สร้างกลุ่มตวัอยา่งทีÉตอ้งการทาํซํÊ า โดยมีตวัอยา่งปัจจบุนัเป็นแม่แบบ 

►  Auto Replicate สร้างตวัอยา่งทัÊงหมดทีÉเลือกทาํซํÊา โดยให้มีคุณสมบติัและการเลือกช่องสญัญาณ

เหมือนกนัทุกประการ 

►  Clear Replicates ลา้งขอ้มูลการทาํซํÊาของคอลมันที์Éเลือก Repl Of และเมืÉอลา้งไปแลว้ ตวัอยา่งจะ

ยงัคงคุณสมบติัวา่มีการทาํซํÊาอยู ่ 

ตวัอยา่งอาจจะแตกต่างไปหากไม่ไดเ้ลือกช่องสญัญาณ ซึÉงบางครัÊ งอาจทาํใหเ้กิดความสบัสนักบัการใช้

งานชนิด Auto Replicate 

8 (ทางเลือก) หากตอ้งการเริÉมใหมแ่ต่แรกอีกรอบ ใหค้ลิก Reset Samples การกดรีเซ็ต จะทาํให้ขอ้มูลตวัอยา่ง

ทัÊงหมดกลบัสู่ค่าเริÉมตน้รวมทัÊงค่าเฉพาะในการใชวิ้เคราะห์ตวัอยา่งดว้ย 

9 เมืÉอเสร็จสิÊน ให้คลิก  ในแถบ Global action เพืÉอบนัทึกขอ้มูลตวัอยา่ง 

 
 

10    หากตอ้งการพิมพข์อ้มูลตวัอย่างทีÉใส่ ให้คลิก   ในส่วนภาพเพลท 
 

■
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การใส่ขอ้มูลในมุมมองตาราง 
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มีหลายทางเลือกในการใส่ขอ้มูลในมุมมองแบบตาราง 

► การใส่ขอ้มูลโดยตรงไปทีÉช่องของตาราง: 
 

► คลิกไปทีÉแต่ละช่องแลว้ใส่ขอ้มูล 
 

► เลือกกาํหนดช่องทีÉตอ้งการ แลว้ทาํสาํเนาไปยงัช่องอืÉนๆทีÉ ตอ้งการในตาราง 
 

► เลือกกาํหนดช่องทีÉตอ้งการ แลว้ทาํสาํเนาไปยงัโปรแกรมอืÉนเช่น Microsoft Excel 
 

► เลือกกาํหนดช่องทีÉตอ้งการ แลว้พิมพค์า่ต่างๆจากนัÊนกด <Enter>  
 

ขอ้มูลเพิÉมเติมสามารถดูไดใ้นส่วน Working with Tables 

► การใส่ขอ้มูลโดยการใช ้Accelerator: 
 

ระบบจะแสดงฟังก์ชัÉน Accelerator ให้ใชง้านตามแต่ลกัษณะงานทีÉเลือก ในบางงานเท่านัÊนทีÉจะมีหนา้ต่างนีÊ ให้

เลือกใช ้ขึÊนอยูก่บังานทีÉตอ้งการวิเคราะห์ 

 

1 เลือกตวัอยา่งทีÉตอ้งการแกไ้ขในภาพเพลท ซึÉงขอ้มูลในหลุมทีÉเลือกจะแสดงในหนา้ต่าง Accelerator: 

►  หากเป็นค่าทีÉเหมือนกนัทุกตวัอย่าง ค่านัÊนจะแสดงให้เห็นในช่อง Accelerator 

►  หากค่าทีÉไม่เหมือนกนัในตวัอย่างหลุมทีÉเลือก จะไม่แสดงใหเ้ห็น 

                           2   การแกไ้ขค่าต่างๆในหนา้ต่าง Accelerator    

ค่าต่างๆจะถูกใส่ไปในทุกหลุมทีÉทาํการเลือก 

หากเลือก 1 หลุม รายละเอียดในหลุมนัÊนจะแสดงในช่อง Accelerator จากนัÊนสามารถแกไ้ขคา่ขอ้มลู

ในหลมุทีÉเลือกได ้

■ 
 

การใส่ข้อมูลในมุมมองเพลท 
 

ในมุมมองภาพเพลทสามารถใส่ขอ้มูลใน Well Editor 

 
1    คลิกทีÉ Toggle View (Table) เพืÉอเปลีÉยมมุมมองไปยงัภาพเพลท 

 
2   กาํหนดคณุสมบตัิทีÉแสดงใน Well Editor  

3 เลือกตวัอยา่งทีÉตอ้งการแกไ้ขในมุมมองภาพเพลท โดยขอ้มูลทีÉเลือกจะแสดงใหเ้ห็นใน Well Editor: 

►  หากค่าเหมือนกนัหมดทุกหลุมทีÉเลือก ค่านัÊนจะแสดงใหเ้ห็นในช่อง Well Editor 

►  หากค่าแต่ละหลุมไมเ่หมือนกนั จะไม่แสดงให้เห็น 

4     การแกไ้ขค่าในช่อง Well Editor  

ค่านัÊนจะใส่เขา้ไปยงัทุกหลุมตวัอยา่งทีÉเลือก 

หากเลือกเพียงหลุมเดียว ค่าทีÉแสดงของหลุมนัÊนจะแสดงในช่อง Well Editor ซึÉ งสามารถแกไ้ขค่าได ้

■
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การนําเข้าและส่งออกข้อมูลตวัอย่าง 
 

ในฟังกช์ัÉน Sample Editor สามารถนาํเขา้ขอ้มูลตวัอยา่งมาใหเ้ห็นไดท้ัÊงในมุมมองแบบตารางหรือแบบ

เพลท และแต่ละไฟลที์Éนาํเขา้ขอ้มูลสามารถสร้างจากโปรแกรมทัÉวไปเช่น  Microsoft Excel ได ้

 
เพืÉอทีÉจะใหก้ารนาํเขา้ขอ้มูลอตัโนมติัดว้ยโปรแกรม ตอ้งแน่ใจวา่ขอ้มูลตวัอยา่งมีคุณสมบติัดงันีÊ: 

► แต่ละบรรทดัของขอ้มูลจะตอ้งสัมพนัธ์กนักบัแต่ละหลุมตวัอย่าง ขณะทีÉแต่ละคอลมัน์ก็ตอ้งสัมพนัธ์กบั

คอลมัน์ในแถบ Sample Editor 
 

► แต่ละแถวของขอ้มูลนาํเขา้จะตอ้งมีตาํแหน่งของตวัอยา่ง หากไม่มีตาํแหน่งของตวัอยา่งหรือตาํแหน่ง

ปรากฏไม่มีจริง จะไม่สามารถนาํเขา้ขอ้มูลได ้อีกทัÊงปุ่ม OK จะไม่ทาํงาน 
 

► คอลมัน์ชนิด “sample position” (‘Pos’ and ‘Repl. Of ’ columns) จะตอ้งมีตาํแหน่งของแถวและ

คอลมัน์เป็นตวัอกัษรและจาํนวนเตม็ (เช่น A1, B2, etc.) แถวและคอลัมน์ต้องมีอยู่ในเคา้โครงภาพ

เพลท หากไม่มี ขอ้มูลบรรทัดนัÊ นจะไม่นาํเขา้ และเกิดขอ้ผิดพลาดในรายงานสถานะ 
 

► คอลมัน์ชนิด “Filter Combination” (‘Filt. Comb.’ and ‘Dominant Channel’ columns) 

จะตอ้งมีรูปแบบ XXX-YYY, เมืÉอ XXX และ YYY เป็นความยาวคลืÉนของรูปแบบการวดัสัญญาณ หาก

ไม่มีขอ้มูลจะไม่สามารถนาํเขา้ขอ้มูลไดแ้ละเกิดขอ้ผดิพลาดในรายงานสถานะ 
 

► คอลมัน์ชนิดตวัอยา่งสาํหรับการวเิคราะห์หาปริมาณและวเิคราะห์จโีนไทป์ จะตอ้งสอดคลอ้งกบัคอลมันใ์น 

Sample Editor (เช่น การวเิคราะห์ Absolute Quantification มีตวั “Unknown” และ 

“Standard”) หากไม่มีขอ้มูลจะไม่สามารถนาํเขา้ขอ้มูลไดแ้ละเกิดขอ้ผดิพลาดในรายงานสถานะ 
 

► หากมีบรรทดัทีÉเริÉมตน้ดว้ยสัญลกัษณ์ “#” จะถูกจดัเป็นบรรทดัของขอ้ความเพิÉมเติมและจะไม่ไดรั้บความ

สนใจ การใส่สัญลกัษณ์นีÊตอ้งอยูใ่นเครืÉองหมายคาํพดู  
 

► ขอ้ความทีÉมีอกัษรตวัคัÉน หรือวรรค จะตอ้งใส่เครืÉองหมายคาํพดูซอ้นสองชัÊน 
 

► ไ ฟ ล์ ข้อ มู ล นาํ เ ข้ า จ ะ ต้ อ ง มี จาํ น ว น ค อ ลัม น์ เ ห มื อ น กั น ใ น แ ต่ ล ะ แ ถ ว  แ ม้ ว่ า จ ะ เ ป็ น

ค อ ลัม น์ ว่ า ง  ห า ก จาํ น ว น ค อ ลั ม น์ ไ ม่ ต ร ง กั น  จ ะ ไ ม่ ส า ม า ร ถ นาํ เ ข้ า ไ ฟ ล์ ไ ด้ และเกิด

ขอ้ผดิพลาดในรายงานสถานะ 
 

การนาํเขา้ขอ้มูลสามารถทาํไดท้ัÊงชนิดมีแถวส่วนหวัหรือไม่มีกต็าม โดยกาํหนดกบัโปรแกรม หากกดเลือกช่อง

มีแถวส่วนหวั แถวแรกของขอ้มูลจะเป็นแถวส่วนหวั หากไม่กดเลือกช่อง แถวแรกของขอ้มูลจะเป็นขอ้มูลแรก
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Category Column Header Field in Sample Editor 

General General:Pos Pos 

 General:Repl. Of Repl. Of 

 General:Sample Name Sample Name 

 General:Filt. Comb. Filter Combination 

 General:Sample Note Notes 

 General:Sample ID Sample ID 

 General:Sample Prep Notes Sample Prep Notes 

 General:Target Name Target Name 

Sample preferences Sample Preferences:Color Color 

 Sample Preferences:Width Width 

 Sample Preferences:Line Style Line Style 

 Sample Preferences:Point  Style Point Style 

Color Compensation Color Comp:Dominant Channel Dominant Channel 

Endpoint Genotyping Endpt. Geno:Sample Type EndPt Sample Type 

 Endpt. Geno:Genotype EndPt Genotype 

Amplification 
Analysis 

Abs Quant:Sample Type Quantification Sample 
Type 

 Abs Quant:Concentration Concentration 

 Abs Quant:Cp Low Cp Low 

 Abs Quant:Cp High Cp High 

Melt Geno Melt Geno:Sample Type Melt Geno Sample Type 

 Melt Geno:Genotype Melt Geno Genotype 

Relative Rel Quant:Target Type Target Type 
Quantification 

Rel Quant:Combined Sample/ Combined Sample and 
 Target type Target type 

 Rel Quant:Efficiency Efficiency 

Gene Scanning Gene Scanning:Sample Type Scanning Sample Type 

 Gene Scanning:Genotype Scanning Genotype 

Programming and Running an Experiment 
 

Entering Sample Information 
 

2 
 

ขอ้มูลส่วนหวัแถวจะคัÉนดว้ยแถบ และควรตอ้งมีคาํสาํคญัทีÉจะสืÉอสารกบัโปรแกรม ห ากคาํสาํคัญไม่

ตรง กันกับความคาดห วังของโปรแกรม โปร แกรมจะกาํหนดให้ข้อ มูล นัÊ นไปอยู่ ในคอลัม น์

เ ป้ าหมายแทน ตารา งด้านล่าง แสดงคาํสาํคัญของ หัวคอลัมน์ทีÉ สืÉ อได้กับโปรแกรมในช่อง ของ

ข้อมูลต่ างๆใ น  Sample Editor 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หากขอ้มูลทีÉนาํเขา้มีหลุมขอ้มูลวา่ง จะไม่กระทบกบัขอ้มูลปัจจุบนัทีÉอยูใ่น Sample Editor
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Programming and Running an Experiment 
 

Entering Sample Information 
 

2 
 

การทาํซํÊ าสามารถนาํเขา้ขอ้มูลไดด้ว้ยการเลือกหลายตาํแหน่งแลว้คัÉนดว้ยช่องวา่ง รายการตวัอยา่งแรกจะเป็น

แม่แบบ ส่วนทีÉเหลือจะเป็นการทาํซํÊ า หากคอลมัน ์‘Repl. Of ’ รวมอยูก่บัการนาํเขา้ ขอ้มูลอืÉนยกเวน้ตาํแหน่ง

ตวัอยา่ง ควรจะเวน้วา่ง หากขอ้มูลทีÉซํÊ าไม่เวน้วา่ง การนาํเขา้จะไม่สาํเร็จและมีคาํเตือนในสถานะ การรายงาน 

 
► หากเลือกเครืÉองหมายถูกหนา้ขอ้ความ Create replicates from duplicate sample names? ตวัอยา่งทีÉมี

ชืÉอเดียวกนัจะถูกจดัเป็นการทาํซํÊ า 
 

► หากเลือกเครืÉองหมายถูกหนา้ขอ้ความ Create replicates from duplicate sample names? และมี

ขอ้มูลอืÉนๆอยูด่ว้ย โดยไม่เวน้วา่งขอ้มูล ขอ้มูลนัÊนจะไม่ถูกนาํเขา้ 
 

ทางทีÉง่ายในการนาํเขา้ขอ้มูล คือการส่งออกขอ้มูลจากหนา้ต่าง Sample Editor ของการทดลอง

ปัจจุบนัแลว้ใชก้ารทดลองนีÊ เป็นแม่แบบ 

 
 
 

วธีิการนําเข้าข้อมูลตัวอย่าง: 
 

1 คลิกปุ่ม Import เพืÉอเลือกไฟลข์อ้มูล โปรแกรมจะแสดงหน้าต่างด้านล่าง 

 
 

► ► ►
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Programming and Running an Experiment 
 

Entering Sample Information 
 

2 
 

2     คลิกปุ่ม  เพืÉอเลือกไฟลข์อ้มูลทีÉตอ้งการ 

 
 
 

จากนัÊนเลือกปุ่ม Scan File เครืÉองจะแสดงหนา้ต่างดา้นล่าง แลว้ใหก้าํหนดวา่จะใส่เครืÉองหมายถูก

หนา้ขอ้ความ Use first line as header? หรือไม่ 

         

3  หากเลือกเครืÉองหมายถูกหนา้ขอ้ความ Use first line as header? บรรทดัแรกจะเป็นส่วนหัวขอ้มูล 

จากนัÊนกดเลือก Scan File อีกครัÊ ง 

4  เลือก Create replicates from duplicate sample names? หากตอ้งการให้ชืÉอตวัอยา่งเดียวกนัเป็น

การทาํซํÊ าขอ้มูล 

► ► ►
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Programming and Running an Experiment 
 

Entering Sample Information 
 

2 
 

5 ในส่วนขอ้มูลส่วนหัว สามารถเลือกดูคอลมันต์ามรายการส่วนหวัได ้ดงัภาพ 

 
 
 

ขอ้มูลคอลมันที์Éนาํเขา้จะถูกกาํหนดตามการแกไ้ขตวัอยา่ง หากมีการแกไ้ขใหม่ในโปรแกรมการแกไ้ข

ตวัอยา่ง ขอ้มูลทีÉนาํเขา้มาแลว้จะไม่เปลีÉยน และจะถูกกาํหนดวา่ไม่สอดคลอ้งกนั 

สามารถเลือกกด “<Ignore>” ในช่องคอลมันไ์ด ้ซึÉงขอ้มูลนัÊนจะไม่ถูกนาํเขา้มา และจะทาํเครืÉองหมาย

สีเหลืองไวใ้นมุมมองตาราง 
 

6     คลิก   เพืÉอยอมรับขอ้มูล จากนัÊนขอ้มูลจะถูกนาํเขา้สู่ Sample Editor 

■ 
 
 

วธีิการส่งออกขอ้มูลตวัอยา่ง: 
 

         1       กดเลือกปุ่ม Export โปรแกรมจะแสดงกล่องขอ้ความในการเลือกไฟล ์

 

2      กาํหนดชืÉอไฟลแ์ลว้กดบนัทึก  Save 

 

3      ขอ้มูล Sample Editor จะถูกส่งออกในรูปแบบขอ้ความ 

 
■
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Overview of Experimental Analysis 
 

 
 
 
 

3        ภาพรวมของการวเิคราะห์ผลการทดลอง                                          3 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 มีฟังก์ชัÉนในการวิเคราะห์ผลการทดลอง โดยสามารถเพิÉมการวิเคราะห์ได้

มากกว่าหนึÉงประเภทได ้จากการใชก้ารทดลองเดิมมาทาํการวิเคราะห์ 
 
 

การวเิคราะห์มีหลายรูปแบบดังนีÊ: 
 

► การหาปริมาณ 
 

► การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริง ซึÉ งสามารถหาปริมาณสารพนัธุกรรมเป้าหมายไดเ้ป็นจาํนวนจริง 
 

► การหาปริมาณเชิงสมัพนัธ ์ เป็นการปริมาณเปรียบเทียบความแตกต่างของสารพนัธุกรรม 2 เป้าหมาย ใน

ตวัอยา่งเดียวกนั โดยแสดงเป็นอตัราส่วนความสมัพนัธ ์
 

► จีโนไทป์ 
 

► Endpoint Genotyping เป็นการวเิคราะห์หาจโีนไทป์จากกราฟการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมทีÉ

ไดเ้มืÉอเสร็จสิÊนปฏิกิริยา 
 

► Melting Curve Genotyping เป็นการวเิคราะห์จีโนไทป์จากรูปกราฟของการทาํ melting 

curve หลงัจากปฏิกิริยาพซีีอาร์ 
 

► ก า ร ห า ค่ า Tm ซึÉงเป็นอุณหภูมิจาํเพาะและยอดกราฟของสารพนัธุกรรรมเป้าหมาย 
 

► การทาํการชดเชยสัญญาณสี ซึÉ งเป็นการประยกุตใ์ชก้บังานทีÉวเิคราะห์หลายสีพร้อมกนั เพืÉอตดัสัญญาณสีทีÉ

มีการซอ้นทบักนัระหวา่งช่องสัญญาณ 
 

► วิ เ ค ร า ะ ห์ โ ค ร ง ส ร้ า ง ช นิ ด ลู ก ผ ส ม  ด้ ว ย ก า ร ใ ช้ โ ป ร แ ก ร ม วิ เ ค ร า ะ ห์ ช นิ ด  Gene Scanning 

ร่วมกบัการใชสี้จาํเพาะชนิด LightCycler® 480 ResoLight Dye 
 

ส่วนนีÊอธิบายขัÊนตอนทัÉวไปทีÉตอ้งกระทาํในการทาํการวิเคราะห์ สาํหรับรายละเอียดจะอธิบายเพิÉมเติมในแต่

ละการวเิคราะห์ในลาํดบัถดัไป
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Overview of Experimental Analysis 
 

Overview of Analysis Steps 
 
 
 

3                                 3.1         ภาพรวมขัÊนตอนการวิเคราะห์ 

ขัÊนตอนโดยทัÉวไปสาํหรับการวเิคราะห์ขอ้มูลจะแสดงดา้นล่าง ซึÉ งขอ้มูลจาํเพาะสาํหรับการวเิคราะห์แต่ละ

ชนิดจะอธิบายไวใ้นอีกส่วนหนึÉง 
 
 

วธีิการวเิคราะห์: 
 

1 เปิดไฟลก์ารทดลองทีÉตอ้งการวิเคราะห์ในหนา้ต่างหลกัของโปรแกรม LightCycler® 480 

2 ในแถบ Module คลิก Sample Editor หากยงัไม่ไดใ้ส่ขอ้มูลตวัอยา่งให้ใส่ขอ้มูลก่อน 

3 ใส่ขอ้มูลจาํเพาะตวัอยา่งตามการวิเคราะห์ รายละเอียดเพิÉมเติมในส่วน Entering Sample Information 

4    คลิก Analysis ในแถบ Module หนา้ต่างภาพรวมจะปรากฏAnalysis Overview  

 ในหนา้ต่างภาพรวมนีÊ  จะมีรายการ Create New Analysis list และ Open Existing 

Analysis list (หากการวิเคราะห์ถูกกาํหนดมาก่อน) 

 
 
 

5     เลือกชนิดของการวิเคราะห์ในรายการ Create New Analysis 

กาํหนดชนิดของการวเิคราะห์อีกครัÊ ง และเลือกกลุ่มตวัอยา่งทีÉจะวเิคราะห์ เลือกโปรแกรมจากการ

ทดลองทีÉสอดคลอ้งกบัการวเิคราะห์ในรายการ Program จากนัÊนตัÊงชืÉอการวิเคราะห์ (ค่าเริÉมตน้ของชืÉอ

การวิเคราะห์คือ “analysis type for subset name”) คลิก  

ไม่สามารถเปลีÉยนแปลงการวิเคราะห์กลุ่มตวัอยา่งไดห้ลงัจากสร้างการวิเคราะห์ดว้ยกลุ่มตวัอยา่ง 

 
 
 

► ► ►
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Overview of Analysis Steps

 

 
 
 

 
 
 

6     ในหนา้ต่าง Analysis ใหใ้ส่หรือปรับค่าพารามิเตอร์ต่างๆดงันีÊ                                                                                                  3 
►  ใช ้Color Compensation ใ น ก า ร เ ปิ ด ห รื อ ปิ ด ก า ร ใ ช้ ง า น ไ ฟ ล์  Color Compensation 

►  ใชปุ่้ม Filter Comb เพืÉอเลือกช่องสญัญาณฟลูออเรสเซนตที์Éตอ้งการวิเคราะห ์

รายละเอียดเพิÉมเติมไดใ้นส่วน Selecting Filter Combination and Color Compensation 

►  คลิกเลือก Apply Template เพืÉอจะเลือกแม่แบบการทดลองในรายการ จากนัÊนคลิก  แม่แบบการ

ทดลองจะปรากฏในการทดลองใหม่ รายละเอียดเพิÉมเติมใน Working with Templates and Macros 

►  เลือกทางเลือกใหจ้าํเพาะการวิเคราะห์ โดยดูในส่วนถดัไป 

หากทาํการเปลีÉยนขอ้มูลตวัอยา่งใน Sample Editor (ยกเวน้ขอ้มูลชืÉอตวัอยา่ง โนต้ หรือ ชืÉอ

เป้าหมาย) ใหท้าํการวิเคราะห์ใหม่อีกครัÊ งหลงัเปลีÉยนขอ้มูล ผลการทดลองจะปรับตามค่าของ

ตวัอยา่งทีÉเปลีÉยนแปลง โดยกดปุ่ม Calculate 

7 สามารถทาํการวเิคราะห์ไดม้ากกวา่หนึÉงการวเิคราะห์ โดยการคลิกทีÉ   ในส่วนแถบเครืÉองมือ Analysis  

 
 
 

ทาํซํÊาขัÊนตอนทีÉ 3 — 6 เพืÉอเพิÉมการวิเคราะห์ 
 

8 คลิกทีÉ   ในแถบ Global action เพืÉอบนัทึกการวิเคราะห์ไวร่้วมกบัการทดลองนัÊน สาํหรับขอ้มูลทัÉวไปใน

หนา้ต่างการวิเคราะห์ขอ้มูลดูเพิÉมไดใ้นส่วน Using the Analysis Window 

■ 
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Overview of Experimental Analysis 
 

Using the Analysis Window 
 
 
 

3                                 3.2         การใช้หน้าต่างการวเิคราะห์ 

รูปดา้นล่างแสดงภาพทัÉวไปของการวเิคราะห์ ในกรณีนีÊ เป็นการวเิคราะห์หาปริมาณจริง จะมีแถบเครืÉองมือ
การวเิคราะห์ทางดา้นบน ปุ่มการทาํงาน Action ทางดา้นล่าง ส่วนซา้ยมือเป็นตวัอยา่ง ทางดา้นขวามือจะ
เป็นกราฟแสดงการวเิคราะห์ต่างๆ 

 



Overview of Experimental Analysis
 

Using the Analysis Window 
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Filter 
Combination 

ใชปุ่้ม Filter Comb เพืÉอเลือกช่องสญัญาณสีฟลูออเรสเซนตใ์นการวิเคราะห์ ช่องสญัญาณสแีสดงดงัภาพ 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

เมืÉอเลือกช่องสญัญาณสีตามรายการแลว้ จะแสดงให้เห็นช่องสญัญาณทีÉเลือก 

 
 

Color 
Compensation 

 
ใชปุ้่ มการชดเชยสญัญาณสี ในการเลือกใชห้รือไม่ใช ้โดยมีรายละเอียดดงันีÊ 

 
  

  

 

 

 
 
 

3.2.1        การเลือกจับคู่ช่องสัญญาณและการชดเชยสัญญาณสีฟลูออเรสเซนต์                                 3 
ในการวเิคราะห์ ตอ้งกาํหนดช่องสัญญาณสีทีÉจะทาํการวเิคราะห์ และใชก้ารชดเชยสัญญาณสี หากจาํเป็น  

ใชปุ่้มสาํหรับการวเิคราะห์ลกัษณะต่าง  ๆ(หากเป็นการวิเคราะห์ Tm Calling และ Color Compensation จะมีปุ่ ม

การวเิคราะห์แตกต่างไป ซึÉ งดูรายละเอียดไดใ้นลาํดบัถดัไป) 

 
สามารถใชปุ่้มต่างๆดงันีÊ: 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

                                                                                                                                                                    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อาจจะมีปุ่มอืÉนเพิÉมเติม ขึÊนอยูก่บัการวิเคราะห์

Off เลือกปุ่มนีÊหากไม่ตอ้งการใชก้ารชดเชยสัญญาณสี 

In Use 

In Database 

หากเลือกปุ่มนีÊจะเป็นการเลือกใชก้ารชดเชยสัญญาณสีจากไฟลใ์นรายการ โดย

สามารถเลือกใหเ้หมาะกบังาน ดูคู่สีสัญญาณไดจ้ากในวงเลบ็ 

จะเป็นการเลือกใชไ้ฟลก์ารชดเชยสัญญาณสีจากฐานขอ้มูล โดยมีทุกขอ้มูลของไฟล์

ชนิดนีÊ  รวมทัÊงเลขเครืÉองทีÉทาํการรัน การเลือกจบัคู่ช่องสัญญาณ โดยจะมีชืÉอบอกถึง

ขอ้มูลรายละเอียดเหล่านัÊน 
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Overview of Experimental Analysis 
 

Using the Analysis Window 
 

3                                 3.2.2        การทํางานกบัตวัอย่างในการวเิคราะห์
 

ทุกการวเิคราะห์ขอ้มูล จะแสดงตวัอยา่งอยูท่างดา้นซา้ย หลงัจากการวเิคราะห์เสร็จสิÊน ผลการวิเคราะห์จะอยู่
ทางดา้นขวาของชืÉอตวัอยา่ง นอกจากนัÊน ยงัแสดงขอ้มูลกราฟของตวัอยา่งดว้ย รายละเอียดเพิÉมเติมดูในส่วน 
Sample Selector and Sample Table 

 
 

การเลือกตัวอย่างเพืÉอรวมเข้ากับการวเิคราะห์ 
 

เลือกเครืÉองหมายถูกตอ่จากชืÉอตวัอยา่งเพืÉอให้ตวัอยา่งทาํการวิเคราะห์ผลการทดลอง โดยค่าเริÉมตน้ทุกตวัอยา่งจะมี

เครืÉองหมายถูกก่อนการวิเคราะห์ ให้ดบัเบิÊลคลิกทีÉตวัอยา่งหากตอ้งการยกเลิกการเลือกตวัอยา่ง หรือจะเลือกใหมอี่ก

ครัÊง สามารถเลือกหลายตวัอยา่งไดโ้ดยทาํไฮไลทค์รอบตวัอยา่งพร้อมการกด <Space> และสามารถสลบัการทาํ

เครืÉองหมายเปิดหรือปิดการเลือกตวัอยา่งได ้
 
 

การเลือกตัวอย่างเพืÉอทีÉจะมองในรูปแบบกราฟ 
 

ตวัอยา่งจะถูกกาํหนดโดยสี หากตอ้งการมองหาตวัอยา่งจาํเพาะใหไ้ปดูทีÉสีในรายการตวัอยา่ง แลว้มาดูสีใน

กราฟ นอกจากนัÊนการใชเ้มาส์ชีÊไปทีÉเส้นกราฟ จะแสดงขอ้ความบอกวา่คือตวัอยา่งชืÉออะไรได ้ ตวัอยา่งดงั

ภาพ: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หากเลือกตวัอยา่งในตารางตวัอยา่ง กราฟทีÉแสดงจะเป็นตวัอยา่งทีÉเลือก โดยค่าเริÉมตน้ ทุกตวัอยา่งจะแสดงให้

เห็นในกราฟขอ้มูลการวเิคราะห์เมืÉอเปิดหนา้ต่างการวเิคราะห์ 

 

วธีิการเลือกตวัอย่าง: 
 

► เพืÉอจะเลือก 1 ตวัอยา่ง ใหไ้ฮไลทเ์ลือกชืÉอตวัอยา่งในรายการตวัอยา่ง 
 

► เพืÉอจะเลือกหลายตวัอยา่งพร้อมกนั กดปุ่ม <Ctrl> พร้อมกบัชืÉอตวัอยา่งทีÉตอ้งการเลือก 
 

► เพืÉอจะเลือกเป็นกลุ่มตวัอยา่ง ใหก้ดเลือกตวัอยา่งแรกก่อน จากนัÊนกดปุ่ม <Shift>แลว้กดเลือกตวัอยา่งสุดทา้ยในกลุ่ม
ทีÉตอ้งการ 

 

► เพืÉอจะเลือกตวัอยา่งทัÊงหมด กด <Ctrl-A>           

กราฟการวเิคราะห์จะแสดงใหม่ทุกครัÊ งทีÉเลือกตวัอยา่ง 
 

การทาํสําเนาข้อมูลตัวอย่าง 
 

เมืÉอทาํการวเิคราะห์เสร็จ สามารถทาํสาํเนาชืÉอตวัอยา่งและผลการทดลองได ้โดยสาํเนาจากหนา้ต่างการ

วเิคราะห์ไปยงัโปรแกรมอืÉนกไ็ด ้

 

วิธีการทําสําเนาข้อมูลตัวอย่าง 
 

► เลือก 1 หรือมากกว่าของแถวตวัอยา่งทีÉตอ้งการทาํสาํเนา กด <Ctrl-C> 
 

► เปิดโปรแกรมทีÉตอ้งการจะนาํไปวางเช่น Microsoft Excel แลว้กด <Ctrl-V>
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การเรียงลําดับตวัอย่างในตาราง                                                                                                                            3 
สามารถเรียงลาํดบัตวัอย่างไดโ้ดยเลือกทีÉหัวคอลมัน์ จากนัÊน คลิกหลายๆ ครัÊ ง เพืÉอสลบัการเรียงลาํดบัไปมาระหว่างจากนอ้ยไปมาก หรือมากไป

นอ้ย  

การเรียงลาํดบัดว้ยการใชต้าํแหน่งหลุมตวัอยา่ง สามารถทาํไดท้ัÊงตามคอลมัน์ หรือตามแถว ใหค้ลิกทีÉหวัของ Pos column 
 
 

การส่งออกข้อมูลตัวอย่าง 
 

สามารถส่งออกขอ้มูลตวัอย่างไปยงัโปรแกรมอืÉนเช่น Microsoft Excel โดยการคลิกขวาทีÉตารางขอ้มูล แลว้เลือก Export Table 

กาํหนดชืÉอไฟลแ์ละคลิกบนัทึก 

 
3.2.3        การจดัการกราฟในหน้าต่างการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

กราฟการวเิคราะห์จะแสดงอยูท่างดา้นขวาของหนา้ต่างการวเิคราะห์ขอ้มูล ดา้นล่างจะแสดงสรุปการทาํงานกบั

กราฟทีÉไดจ้ากการวเิคราะห์ 

 

การเลือกแสดงกราฟ 
 

วธีิเลือกกราฟใหแ้สดงในหนา้ต่างการวเิคราะห์: 

 
1 คลิก                      เหนือกราฟทีÉตอ้งการเปลีÉยน จะมีเครืÉองมือทางเลือกกราฟใหก้ดเลือกแสดง 

2     เพืÉอจะเปลีÉยนการมองกราฟ ให้กดเลือกจากเมนูChart                                                                                                                             

3 เพืÉอทีÉจะปรับการแสดงผลกราฟ ให้เลือกทางเลือกจากเครืÉองมือของกราฟ 

■ 

การย่อ ขยาย กราฟ 
 

ในการดูภาพขยายของกราฟ ใหก้ดปุ่ม Zoom จากนัÊนวางเคอร์เซอร์ตรงดา้นซา้ยของบริเวณทีÉตอ้งการขยาย แลว้กดลากเมาส์ไป

ทางดา้นล่างขวาเพืÉอขยายเป็นลกัษณะสีÉเหลีÉยมผนืผา้ หากตอ้งการกลบัสู่ขนาดเดิม ให้คลิกและลากเมาส์ไปทางดา้นบนซา้ย 
 
 

การเลือกตัวอย่าง 
 

ในการเลือกตวัอยา่งจากกราฟโดยตรง ใหก้ดปุ่ม Select แล้วเลือกกราฟหรือจุดบนกราฟด้วยการลากเป็นสีÉ เหลีÉ ยมผืนผ้า  
 
 

การพมิพ์ภาพ การส่งออก และการคัดลอกกราฟข้อมูล 
 

ในหนา้ต่าง Analysis ให้คลิกขวาตรงส่วนกรอบของกราฟ แลว้เลือกการทาํงานทีÉตอ้งการจากเมนู ซึÉ ง

สามารถจะพมิพภ์าพ ทาํการส่งออก หรือทาํสาํเนา ก็ได ้ รายละเอียดเพิÉมเติมดูใน Working with Charts
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  Click to remove the analysis. 

 Click to save the experiment without the analysis. 

Overview of Experimental Analysis 
 

Using the Analysis Window 
 
 
 

3                                 3.2.4        การเพิÉมข้อความโน้ตในการวิเคราะห์
 

สามารถใส่โนต้ในการวเิคราะห์ดงันีÊ 

 
1   ทาํการเปิดหนา้ต่าง Analysis Notes โดยคลิกปุ่ ม Notes ในแถบ Action 

 
2   ใส่ขอ้ความโนต้การวิเคราะห ์คลิกทีÉ  ในการเพิÉมโนต้ 

 
3  คลิกทีÉ   ในแถบ Global action เพืÉอบนัทึกโนต้ในการทดลอง 

 
■ 

 
3.2.5        การลบหรือการตัÊงชืÉอใหม่ของการวเิคราะห์ 

 

หากเป็นผูใ้ชง้านระดบั Expert User หรือ Local Administrator ส า ม า ร ถ ทาํ ก า ร ล บ ห รื อ ตัÊ ง ชืÉ อ ก า ร

วิ เ ค ร า ะ ห์ ใ ห ม่ ไ ด้  ดูรายละเอียดผูใ้ชง้านไดใ้นส่วน Managing User Access 

 

วธีิลบการวิเคราะห์ออกจากการทดลอง: 
 

1     เลือกการวิเคราะห์จากแถบ Analyses 

 

2  คลิกทีÉปุ่ม Remove Item   ในเครืÉองมือ Analysis 

 

3     จะมีขอ้ความให้ยืนยนัการลบ 

■
 

วธีิการตัÊงชืÉอการวิเคราะห์ใหม่: 
 

การตัÊงชืÉอการวิเคราะห์ใหม่ให้เหมาะกบังานการวิเคราะห์ จะมีประโยชน์หากมีการวิเคราะห์มากกว่า 1 การวิเคราะห์ 

 

1     เลือกการวิเคราะห์ในแถบ Analyses 

 

2     คลิกทีÉปุ่ม Rename Item 

 
 
 
 
 
 
 

3  ใส่ชืÉอการวิเคราะห์ชืÉอใหม่ แลว้คลิก . 

ชืÉอจะตอ้งไม่ซํÊ ากนัในฐานขอ้มูล 

 
■

กดเลือก  เพืÉอลบการวเิคราะห์ 

กดเลือก   เพืÉอบนัทึกการทดลองทีÉไม่มีการวเิคราะห์ 
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Exporting Analysis Results 
 
 
 

3.3         การส่งออกข้อมูลผลการวเิคราะห์                                                                     3 
โปรแกรม LightCycler® 480 จะมีเครืÉองมือในการส่งออกทีละหลายไฟลค์รัÊ งเดียว ซึÉ งจะส่งออกไดเ้ป็น

โฟลเดอร์พร้อมโฟลเดอร์ยอ่ย 

ในการส่งออกผลการวิเคราะห์แบบกลุ่มนีÊ จะทาํไดทุ้กผลการทดลองของชนิดการวิเคราะห์ทีÉเลือก จากการทดลองทัÊงหมด

ในโฟลเดอร์หรือโฟลเดอร์ย่อยพร้อมในเวลาเดียวกนั ผลทีÉส่งออกไปจะเป็นลกัษณะไฟล์มีแถบคัÉน 

 

การส่งออกขอ้มูลการวเิคราะห์แบบกลุ่มไฟลจ์ะทาํในหนา้ต่าง Navigator 

 
การส่งออกขอ้มูลแบบกลุ่มไฟลจ์ะมีตวัช่วยสร้าง ในการทาํงานของหนา้ต่างตวัช่วยสร้างจะใชก้าร

คลิกปุ่มทีÉสอดคลอ้งกนั โดยปุ่มกด Next จะมีใหเ้มืÉอทาํการใส่ขอ้มูลในหนา้ปัจจุบนัครบถว้น 

 

 

                     1      คลิกทีÉปุ่ม Result Batch Export ในหนา้ต่างเนวิเกเตอร ์                         

ในแถบ Select Folders ของหนา้ต่างตวัช่วยสร้าง เลือกโฟลเดอร์ทีÉตอ้งการส่งออกขอ้มูลในรายการทีÉมี ทาํ

เครืÉองหมายถูกทีÉหนา้ช่อง Scan Sub-folders เ พืÉ อ ทีÉ จ ะ ร ว ม โ ฟ ล เ ด อ ร์ ย่ อ ย ไ ป ด้ ว ย  

         

 
 

► ► ►



152 
Basic Software Functionalities 

152 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

 

 
 
 

Overview of Experimental Analysis 
 

Exporting Analysis Results 
 
 
 

3                                 2   ในแถบ Target เลือกปลายทางทีÉจะใหข้อ้มูลส่งออกไป พร้อมกาํหนดชืÉอ 

คลิกทีÉปุ่ม Browse เพืÉอทีÉจะเลือกกาํหนดทีÉอยูข่องขอ้มูลปลายทาง หากทีÉอยูป่ลายทางนัÊนมีขอ้มูลชืÉอเดียวกนัอยู ่ตวั

ช่วยสร้างจะถามเพืÉอยืนยนัการเขียนขอ้มูลทบัขอ้มูลเดิม 

 
 

 

3    ในแถบ Analysis Type  เลือกชนิดของการวเิคราะห์ทีÉจะส่งออกขอ้มูล 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
► ► ►
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4     ในแถบ Start ใหท้าํการทบทวนขอ้มูลทีÉตอ้งการส่งออก และทาํการเริÉมการส่งออกไดใ้นหนา้นีÊ                                                3 
ปุ่ม Reset ในแถบ Start จะสามารถกดไดเ้มืÉอทาํการส่งออกสมบูรณ์แลว้ 

คลิกทีÉปุ่ม Reset เ พืÉ อ ล้ า ง ข้ อ มู ล เ ป็ น ก่ อ น ก า ร ส่ ง อ อ ก  ดั ง นัÊ น ส า ม า ร ถ ส่ ง อ อ ก ซํÊา

ไ ด้  

 
 
 

5 ในแถบ Status สามารถดูสถานะของการส่งออกขอ้มูลได ้ ขณะส่งออกขอ้มูลกาํลงัดาํเนินการสามารถกดปุ่ม 

Stop เพืÉอยกเลิกการส่งออกได ้

         

 
6 แถบ Done จะแสดงใหเ้ห็นในหนา้สรุป ใหค้ลิกเพืÉอปิดตวัช่วยสร้าง 

■
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3 
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โปรแกรมการใช้งาน 
 

อธิบายวธีิการหาปริมาณต่างๆ และการวเิคราะห์จีโนไทป์
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Quantification 
 

Overview 
 
 
 

โปรแกรมการใชง้าน 
4 

4        การหาปริมาณ 
 
 
 

4.1         ภาพรวม 
 

มีหลายวธีิสาํหรับการวเิคราะห์หาปริมาณการแสดงออกของยนีในการทาํงานการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม

ในสภาพจริง แต่ละวธีิขึÊนอยูก่บั ความตอ้งการ ความซบัซอ้น ความน่าเชืÉอถือ อยา่งไรกด็ีมีวธีิหลกัในการ

วเิคราะห์อยู ่ 2 เทคนิค คือ การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริง กบัการหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ จะเลือกเทคนิคใด

ขึÊนกบัความซบัซ้อนของการวิเคราะห์และรูปแบบของผลทีÉปรารถนา 

 
► การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริง สามารถใหท้าํการหาปริมาณสารพนัธุกรรมเป้าหมายไดใ้นค่าจาํนวนจริง เช่น

หาปริมาณไวรัส เป็นหน่วย copies/ml ซึÉ งใชก้นัมากในงานทางไวรัสวิทยาและชีววทิยาโมเลกลุ 
 

► การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ จะเปรียบเทียบระดบัของสารพนัธุกรรมเป้าหมาย 2 ชนิดทีÉแตกต่างกนั ในตวัอยา่ง

เดียวกนั เช่นยนีเป้าหมายต่อยนีอืÉนๆ และแสดงผลเป็นค่าอตัราส่วนของเป้าหมายนัÊน 

 
 
 
 

Analysis Purpose                                           Determination of Gene 
Expression of Gene Dosage

e.g., Virology, Microbiology

 

 
Application Field 

 
 
Analysis Technique 

 
e.g., Oncology

Basic Analysis                                Advanced Analysis 

 
 
 

Fit Points Method 
 

2nd  Derivative 
Maximum Method 

Types of 
Methods 
Ava ilab le 

 

 
e.g., ∆∆CT-Method 

 

 
e.g., E-Method
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n           0

Quantification 
 

Absolute Quantification Analysis 
 

4.2         การวิเคราะห์หาปริมาณเป็นจํานวนจริง 
 

การวเิคราะห์หาปริมาณเป็นจาํนวนจริงสามารถทาํไดใ้นทุกการทดลอง ทีÉมีกราฟการเพิÉมจาํนวนสารพนัธุกรรม โดยนาํค่าสัญญาณ

ฟลูออเรสเซนต์เฉพาะส่วนทีÉอยูใ่นช่วง ตัÊงชนัของกราฟ (log-liner phase) มาคาํนวณ ในการวเิคราะห์หาปริมาณสารพนัธุกรรม 

ภาพดา้นล่างแสดงการวเิคราะห์หาปริมาณดว้ยเครืÉอง LightCycler® 480 ในปฏิกิริยาจะประกอบไปดว้ย 3 

ส่วน: ช่วงเริÉมตน้, ช่วงกราฟชนัสูง (log-linear) และช่วงทา้ยเป็นระยะราบ  

กราฟในช่วงตน้จะเป็นสัญญาณทีÉตํÉาๆ ซึÉ งช่วงนีÊจะสิÊนสุดลงหากปฏิกิริยามีสัญญาณฟลูออเรสเซนตเ์หนือกวา่

สัญญาณพืÊนฐาน แลว้เขา้สู่ช่วงกราฟตัÊงชนั จากการสะสมสัญญาณฟลูออเรสเซนตเ์หนือกวา่พืÊนฐาน สุดทา้ย

ปฏิกิริยา จะมีประสิทธิภาพตํÉาลงจากการหมดพลงังานแลว้เขา้สู่ระยะราบ 

 

 
 
 
 

การเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมทีÉมีประสิทธิภาพดีเยีÉยมจะมีค่าประสิทธิภาพอยูที่É 2 (นัÉนคือทุกรอบของ

ปฏิกิริยาจะมีการเพิÉมจาํนวนเป็น 2 เท่า) อธิบายไดด้งัสมการ:

(1) Tn = T0 × 2n

 

ในการทดลองในสภาพจริงมีปัจจยัหลายอยา่งทีÉส่งผลต่อประสิทธิภาพการทาํงานดงันัÊน การคาํนวณการเพิÉม

ปริมาณจะแม่นยาํมากขึÊนหากใชส้มการ: 

(2) T  = T  × En
 

 
เมืÉอ Tn   เป็นจาํนวนโมเลกลุเป้าหมายทีÉรอบทีÉ n, T0 เป็นจุดเริÉมตน้ของโมเลกลุเป้าหมาย  n เป็นจาํนวน

รอบของการเพิÉมปริมาณ และ E เป็นค่าประสิทธิภาพ 

 

จากกราฟดา้นบนแต่ละปฏิกิริยาจะมีสัญญาณเหนือพืÊนฐานไดแ้ตกต่างกนัขึÊนอยูก่บัจาํนวนสารพนัธุกรรม

เป้าหมายเริÉมตน้ จุดทีÉสัญญาณฟลูออเรสเซนตย์กขึÊนเหนือพืÊนฐานจะเรียกวา่ค่า “crossing point (Cp)” หรือ

“quantification cycle (Cq)” ของตวัอยา่ง 

 
สาํหรับการหาปริมาณเป็นจาํนวนจริง การทาํการเจือจางเป็นลาํดบัเพืÉอกาํหนดค่าเส้นมาตรฐานจะทาํใหท้ราบค่า

ความเขม้ขน้ของสารพนัธุกรรมเริÉมตน้ เมืÉอทาํการเพิÉมปริมาณผา่นเครืÉองไปพร้อมกบัปฏิกิริยาของตวัอยา่งทีÉไม่

ทราบความเขม้ขน้ จุด crossing points ของทัÊงค่ามาตรฐานและตวัอยา่งทีÉไม่ทราบค่าจะนาํมาใชใ้นการ

คาํนวณหาค่าความเขม้ขน้ของสารพนัธุกรรมเป้าหมายได ้
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Quantification 
 

Absolute Quantification Analysis 
 
 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 จะมี 2 วิธีในการคาํนวณหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงดงันีÊ: 

4                                 ► the Second Derivative Maximum method 
 

► the Fit Points method 
 

ทัÊงสองวธีิจะใชเ้ส้นค่ามาตรฐานในการคาํนวณหาปริมาณตวัอยา่ง ซึÉ งแต่ละวธีิจะใชก้ารหาค่า crossing point 

ทีÉแตกต่างกนั 

 
4.2.1        ทําความเข้าใจกับค่า Crossing Points 

 

ในปฏิกิริยาการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม จาํนวนรอบทีÉตวัอยา่งนัÊนมีสัญญาณฟลูออเรสเซนตม์ากกวา่ค่า

พืÊนฐานจะเรียกจุดนัÊนวา่ “crossing point (Cp)” หรือ “quantification cycle (Cq)” ทีÉค่า Cp จะเป็น

จุดทีÉเครืÉองมองเห็นปริมาณสารพนัธุกรรมทีÉเพิÉมขึÊน โดยปกติเครืÉองจะเห็นไดต่้อเมืÉอค่านัÊนเกินกวา่การ

ตรวจวดัไดข้องเครืÉอง ซึÉ งทีÉจุด Cp, จะพบโมเลกลุประมาณ 1011 to 1012  

 
ค่า Cp ขึÊนอยูก่บัความเขม้ขน้ดีเอน็เอเริÉมตน้ของตวัอยา่ง หากตวัอยา่งมีความเขม้ขน้เริÉมตน้นอ้ยกต็อ้งใชเ้วลาใน

การเพิÉมปริมาณมากกวา่จะถึงจุด Cp เมืÉอเทียบกบัตวัอยา่งทีÉมีความเขม้ขน้เริÉมตน้มากกวา่ การทีÉจะนาํค่า Cp มา

คาํนวณในการหาปริมาณไดอ้ยา่งไรขึÊนอยูก่บัวธีิการวเิคราะห์ 

 
4.2.2        ทําความเข้าใจบทบาทของเส้นมาตรฐาน 

 

ในการหาปริมาณเป็นจาํนวนจริง เส้นมาตรฐานจะใชก้าํหนดค่าความเขม้ขน้ของตวัอยา่ง ในการทาํเส้น

มาตรฐาน ค่าความเขม้ขน้ของตวัอยา่งมาตรฐานจะพลอ็ตคู่กบัค่า Cps โดยแกน X จะแทนค่า log ของค่าความ

เขม้ขน้เริÉมตน้ตวัอยา่งมาตรฐาน ส่วนแกน Y จะเป็นค่า Cp หน่วยเป็นรอบ 

 
สาํหรับการคาํนวณแบบวธีิ Fit Points analysis เส้นมาตรฐานคือการถดถอยเชิงเส้นของขอ้มูลทีÉพลอ็ต 

สาํหรับการคาํนวณแบบวธีิ Second Derivative Maximum analysis โปรแกรมจะอตัโนมติัในการ

คาํนวณทัÊงลกัษณะการถดถอยเชิงเส้น และการถดถอยแบบไม่เชิงเส้น เพืÉอใหเ้กิดความแม่นยาํขอ้มูลในช่วง

จาํกดัของการตรวจวดัสัญญาณ 
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เส้นมาตรฐานปกติจะใชอ้ยา่งนอ้ย 5 ค่าตวัอยา่งมาตรฐาน ในลกัษณะเจือจางเป็นลาํดบั และค่าความเขม้ขน้

ของมาตรฐานควรอยูใ่นช่วงทีÉตอ้งการวดัความเขม้ขน้ของตวัอยา่ง                                                                                                             

ในโปรแกรม LightCycler® 480 จะตอ้งมีค่ามาตรฐานอยา่งน้อย 3 ค่าทีÉแตกต่างกนั ไม่เช่นนัÊนเครืÉองจะ

ไม่คาํนวณค่ามาตรฐานให ้

 
ความชนัของเส้นมาตรฐานจะแสดงถึงจลนพลศาสตร์ของการเพิÉมปริมาณในปฏิกิริยาพซีีอาร์ ซึÉ งจะบอกไดว้า่

การเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมเป้าหมายเกิดไดเ้ร็วเพยีงใดในแต่ละรอบของการทาํงาน ความชนัจะแสดงถึง

ประสิทธิภาพของปฏิกิริยาการเพิÉมปริมาณ โดยค่าทีÉสมบูรณ์แบบจะเท่ากบั “2” เนืÉองจากมีการเพิÉมปริมาณ

สารพนัธุกรรมเป็นสองเท่าในแต่ละรอบของปฏิกิริยา 

 (จากสมการ 1: Tn = T0 × 2)

ประสิทธิภาพของปฏิกิริยาคาํนวณไดจ้ากสูตร: E = 10 -1/slope 

(slope = -3.3 → E = 2). 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 จะคาํนวณค่าประสิทธิภาพอตัโนมติั แสดงไวใ้นหนา้ต่างการวเิคราะห์ ใน

สภาวะจริงประสิทธิภาพมกัจะตํÉากวา่ 2 ยกตวัอยา่งภาพดา้นล่าง ประสิทธิภาพจะเป็น 1.938 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ค่า Error จะแสดงอยูท่างดา้นซา้ยของค่าเส้นมาตรฐาน เป็นค่าทีÉวดัความถูกตอ้งของการหาปริมาณดว้ยการ

ใชเ้ส้นมาตรฐานนีÊ  โดยค่าทีÉยอมรับไดค้วร < 0.2 

 
ค่า YIntercept แสดง ค่า crossing point สาํหรับ log ของความเขม้ขน้ทีÉ 0 (=1) 

 
สาํหรับการคาํนวณแบบวธีิ Second Derivative Maximum analysis ค่า Link จะแสดงอยูท่างดา้นซา้ย

ของเส้นมาตรฐาน แสดงถึงรูปร่างของเส้นมาตรฐาน โดยค่าทีÉ 0.000 หมายถึงเส้นมาตรฐานเป็นไปตามการ

ถดถอยเชิงเส้น แต่หากค่า >0.000 จะแสดงถึงจุดเปลีÉยนหรือความเขม้ขน้ทีÉอยูร่ะหวา่งเชิงเส้นและไม่เชิงเส้น

ของเส้นมาตรฐานนัÊน 

ในการบ่งบอกถึงค่า crossing point ข อ ง ตั ว อ ย่ า ง ทีÉ อ ยู่ ใ น เ ส้ น ม า ต ร ฐ า น  โ ป ร แ ก ร ม จ ะ

คาํ น ว ณ ค่ า ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น เ ริÉ ม ต้ น ข อ ง ส า ร พัน ธุ ก ร ร ม ตั ว อ ย่ า ง นัÊ น ใ ห้ อัต โ น มั ติ  

 

ไม่ควรใชก้ารคาํนวณความเขม้ขน้จากเส้นค่ามาตรฐานทีÉเป็นลกัษณะการคาดการณ์เอา โดยเฉพาะมา

จากเส้นมาตรฐานแบบไม่เชิงเส้น 

 

ค่า Cp จากเส้นมาตรฐานจะนาํไปใชใ้นการคาํนวณกลบัของค่า Cp ตวัอยา่ง ซึÉ งการคาํนวณแบบนีÊ ค่า

ประสิทธิภาพของตวัอยา่งมาตรฐานกบัตวัอยา่งตอ้งเท่ากนั หากใชต้วัอยา่งมาตรฐานเดียวกนัค่าประสิทธิภาพ

มกัจะเป็นค่าเดียวกนั 
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4.2.3        การให้เส้นมาตรฐาน 
 

การใหเ้ส้นมาตรฐานของการคาํนวณหาปริมาณเป็นจาํนวนจริง ควรเลือกทาํตามดงันีÊ 

► รวมเส้นมาตรฐานในการทดลอง: ตวัอยา่งมาตรฐานทุกการเจือจางไดท้าํปฏิกิริยาแยกหลมุกนั แต่ทาํไป

พร้อมกบัการทดลองตวัอยา่งในการทดลองเดียวกนั เส้นค่ามาตรฐานจะเป็นลกัษณะ “in-run” 
 

► ใชเ้ส้นค่ามาตรฐานทีÉบนัทึกไว ้ (จะเรียกวา่เส้นมาตรฐานจากภายนอก) เส้นมาตรฐานจากภายนอกนีÊ

สามารถนาํมาใชก้บัการทดลองทีÉไม่มีเส้นค่ามาตรฐาน เพืÉอทาํการคาํนวณหาปริมาณ ซึÉงจะใชไ้ดก้บัการ

ทดลองทีÉมีค่าพารามิเตอร์เหมือนกนั 
 

อยา่งนอ้ย 1 ตวัอยา่งทีÉทราบความเขม้ขน้จะตอ้งถูกรวมอยูใ่นการทดลอง ซึÉ งจะถูกกาํหนดคลา้ยเป็นค่า

มาตรฐานทีÉมีความเขม้ขน้อยูใ่นช่วงเสน้ค่ามาตรฐานทีÉจะนาํเขา้มาใชจ้ากภายนอก รูปแบบการตรวจวดั

สัญญาณ การวเิคราะห์ การชดเชยสัญญาณสี (ถา้มี) ทีÉทาํการใชใ้นการทดลองจะตอ้งเหมือนกนักบัทีÉใชใ้น

การทดลองเส้นค่ามาตรฐานทีÉนาํเขา้มาใช ้

 

สาํหรับการใชเ้ส้นค่ามาตรฐานจากภายนอก ปฎิกิริยาพีซีอาร์ควรมีความสมํÉาเสมอ และสภาพการทาํปฏิกิริยาควรคงทีÉทุก

การทดลอง แนะนาํใหก้ารสร้างเสน้มาตรฐานควรมีประสิทธิภาพในการทาํปฏิกิริยาทีÉเสถียร และใชต้วัอย่างมาตรฐานซํÊา

โดยเฉพาะทีÉความเขม้ขน้ตํÉาๆ รวมทัÊงแนะนาํใหมี้การใชต้วัอย่างทีÉเคยทาํการวิเคราะห์หาปริมาณไปแลว้ มาทาํร่วมดว้ยทุก

การทดลองเพืÉอทวนสอบค่าความสมํÉาเสมอของการทาํงาน 

 

วธีิบันทึกเส้นค่ามาตรฐาน: 
 

          1         ทาํการทดลองทีÉมีค่ามาตรฐาน หรือใชก้ารทดลองทีÉมีอยูที่Éรวมเส้นค่ามาตรฐานทีÉตอ้งการใช ้

การทดลองทีÉมีเส้นมาตรฐานจะตอ้งมีพารามิเตอร์ และสภาพการทดลองเหมือนกนักบัการทดลองทีÉจะ

นาํเสน้มาตรฐานมาใช ้รวมทัÊงรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณ การวิเคราะห์ หรือ การชดเชยสญัญาณสี

(สาํหรับการทดลองหลายสี) 

สามารถสร้างเสน้มาตรฐานไดห้ลายไฟลจ์ากการทดลองเดียวกนั โดยกาํหนดใหอ่้านสญัญาณจากต่างช่องกนั 

หรือใชก้ารวิเคราะห์ทีÉแตกต่างกนัในแต่ละครัÊ งทีÉบนัทึกเสน้ค่ามาตรฐาน 

2     เพิÉมการวิเคราะห์ชนิดการหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงไปในการทดลอง 

 
► ► ►
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3     คลิก Sample Editor ในแถบ Module และเลือกการทาํงานเป็น Abs Quant 

                         4 
 
 

4   เลือก Standard เป็นชนิดของตวัอยา่งในตวัอยา่งทีÉเป็นค่ามาตรฐาน เพืÉอใส่ค่าความเขม้ขน้ 

รายละเอียดเพิÉมเติมดูในส่วน Entering Sample Information 

5   ในส่วนการวิเคราะห์ สามารถเลือกการวิเคราะห์แบบ Abs Quant/2nd Derivative Max หรือแบบ 

Abs Quant/Fit Points analysis เลือกกดเครืÉองหมายถูกหนา้ช่องตวัอยา่งมาตรฐานทีÉตอ้งการไปคาํนวณ 

 

6     คลิกปุ่ม Calculate 

 
7     ในส่วนปุ่ม Standards multi-select ใ ห้ ก ด เ ลื อ ก  Save as external 

 
 
 

8 โปรแกรมจะนาํทางไปอตัโนมติัยงัปลายทาง โฟลเดอร์ยอ่ย User folder –Special Data – Std Curve 

เพืÉอทีÉจะทาํการบนัทึกค่าเส้นมาตรฐาน จากนัÊนกาํหนดชืÉอและคลิกทีÉ 

 

สามารถนาํเสน้ค่ามาตรฐานนีÊไปใชก้บัการคาํนวณหาปริมาณการทดลองอืÉนได ้ โดยทีÉตอ้งมีค่าพารามิเตอร์เดียวกนั

กบัการทดลองทีÉสร้างเสน้ค่ามาตรฐานนีÊ
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วธีิใช้เส้นค่ามาตรฐานจากภายนอก: 
 

          1        ทาํการทดลองทีÉมีค่ามาตรฐาน หรือใชก้ารทดลองทีÉมีอยูที่Éรวมเส้นค่ามาตรฐานทีÉตอ้งการใช ้

ค่าตวัอยา่งมาตรฐานควรอยูใ่นช่วงเสน้ค่ามาตรฐานทีÉนาํเขา้มาใช ้

 
2      เพิÉมการวิเคราะห์การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงไปในการทดลอง 

 
3      ในส่วน Sample Editor เลือกการทาํงานเป็น Abs Quant 

 
4  เลือกชนิดตวัอยา่งเป็น Standard เพืÉอกาํหนดค่าความเขม้ขน้ของค่ามาตรฐาน 

รายละเอียดขอ้มูลเพิÉมเติมดูไดที้É Entering Sample Information 

5      ในปุ่ม Standards multi-select กดเลือก Std Curve (External) 

 
 
 

6  จะปรากฏหนา้ต่าง Apply External Standard Curve ใหเ้ลือกไฟลเ์สน้ค่ามาตรฐานทีÉตอ้งการ: 

7   ใ น ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ใ ห้ ก ด เ ลื อ ก ตั ว อ ย่ า ง ทีÉ เ ป็ น ค่ า ม า ต ร ฐ า น ใ น ร า ย ก า ร ตั ว อ ย่ า ง เ พืÉ อ

ทาํ ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์  จ า ก นัÊ น ค ลิ ก Calculate 

8  ในเสน้ค่ามาตรฐาน จะแสดงตวัอยา่งมาตรฐานทีÉกดเลือกเพียงตวัอยา่งเดียวดงัภาพ และชืÉอของเสน้ค่า

มาตรฐานจะแสดงไวที้Éหวักราฟ 

 
 
 

■
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4.2.4        การวเิคราะห์หาปริมาณเป็นจาํนวนจริงด้วยวธีิการคาํนวณ Second 

Derivative Maximum 

วธีิการคาํนวณ Second Derivative Maximum จะกาํหนดค่า Cp ของตวัอยา่งจากจดุทีÉกราฟการเพิÉมปริมาณ                      4 
สารพนัธุกรรมขึÊนสู่ส่วนชนั จุดนีÊจะตรงกบัค่าสูงสุดของอนุพนัธ์อนัดบัสองของกราฟ 
ขอ้ไดเ้ปรียบของวธีิการคาํนวณนีÊ คือ ผูใ้ชไ้ม่ตอ้งทาํการคาํนวณเอง เป็นโปรแกรมคาํนวณใหอ้ตัโนมติั เพยีง
บอกโปรแกรมถึงตวัอยา่งมาตรฐานทีÉกาํหนด 

 

 
 
 

วธีิ Second Derivative Maximum จะใชพ้ืÊนฐานจากความจริงทีÉวา่สัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ะ

เพิÉมไดสู้งในช่วงทีÉชนัของกราฟ การเพิÉมสัญญาณจะชา้ลงหากเขา้สู่ระยะราบตอนทา้ยปฏิกิริยา ดงันัÊน

จาํนวนรอบทีÉอนุพนัธ์อนัดบัสองจะเป็นจุดสูงสุดจะเป็นช่วงกลางของกราฟช่วงตัÊงชนั 

 

เนืÉองจากวิธี Second Derivative Maximum ขึÊนกบัการเพิÉมของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ในช่วง

ตัÊงชนั อตัราเร่งจลนพลศาสตร์ซํÊ าๆ ในกราฟการเพิÉมปริมาณจะตอ้งถูกติดตาม และปรับให้การ

ทาํงานดีอยู่เสมอ 

 

ดว้ยวธีิ Second Derivative Maximum สั ญ ญ า ณ ฟ ลู อ อ เ ร ส เ ซ น ต์ ทีÉ จุ ด  Cp ของแต่ละ

ตวัอยา่งจะแตกต่างกนั ไม่เหมือนกบัการคาํนวณดว้ยเกณฑที์Éใชร้ะดบัฟลูออเรสเซนตเ์ดียวกนั การ

คาํนวณนีÊจะคาํนึงถึงลกัษณะของกราฟทีÉเกิดจากการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมในการบ่งบอกค่าความ

เขม้ขน้ มากกวา่การใชป้ริมาณสัญญาณฟลูออเรสเซนตบ่์งบอก และค่า Cp จะต้องเป็นจุดอัตรา เ ร่ง

สูงสุดแม้ว่าระดับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์จะแตกต่างกัน  

 

วธีิ Second Derivative Maximum จะแกไ้ขสัญญาณฟลูออเรสเซนตพ์ืÊนหลงัอตัโนมตัิ โดย

คาํนวณจากการลบสัญญาณฟลูออเรสเซนตค่์าเฉลีÉยในรอบทีÉ 2-6 ออก 

 
ในการจดัการกบักราฟทีÉมีสัญญาณฟลูออเรสเซนตซ์ับซอ้น โปรแกรมจะจดัการแยกผลกระทบออก เช่น สัญญาณรบกวน ในระยะ

เชิงเส้น สัญญาณกวนในระยะราบ นอกจากนัÊนจะไม่มีค่า crossing point แสดงหากกราฟมีพืÊนหลงัรบกวน

หรือกราฟยงัไม่มีสัญญาณฟลูออเรสเซนตถ์ึงเกณฑที์Éกาํหนด
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การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงดว้ยวธีิ Second Derivative Maximum มี 2 อั ล ก อ ริ ทึÉ ม ทีÉ แ ต ก ต่ า ง

กั น โ ด ย ใ ช้ ข้ อ มู ล จ า ก ลั ก ษ ณ ะ ก ร า ฟ แ ล ะ สั ญ ญ า ณ พืÊ น ห ลั ง ดั ง นีÊ  

► High Confidence 
 

เป็นอลักอริทึÉมทีÉจะใชใ้นการคาํนวณค่า Cps ให้มีความน่าเชืÉอถือสูง โดยปกติค่า Cps จะคาํนวณจาก

ตวัอยา่งทีÉมีกราฟขึÊนสูงชดัเจน และมีค่าสัญญาณต่อสัญญาณรบกวนสูง อตัราเสีÉยงทีÉจะไดผ้ลบวกปลอมจะมี

ตํÉามาก การคาํนวณลกัษณะนีÊ เหมาะกนัการทดลองทีÉจะมีการใชไ้ฟลก์ารชดเชยสัญญาณสีดว้ย 

 
► High Sensitivity 

 

เป็นอลักอริทึÉมทีÉจะคาํนวณค่า crossing points ใ ห้ จ า ก ก ร า ฟ ทีÉ แ ม้ ว่ า จ ะ มี สั ญ ญ า ณ ตํÉา แ ล ะ

สั ญ ญ า ณ ต่ อ สั ญ ญ า ณ ร บ ก ว น ตํÉา ดงันัÊนหากมีเป้าหมายเพยีงเลก็นอ้ยก็สามารถตรวจวดัได ้ ขอ้ดอ้ย

ของวธีินีÊ คือเสีÉยงต่อการไดผ้ลบวกปลอม 

 

อลักอริทึÉม High Sensitivity จะเป็นค่าเริÉมตน้ของการคาํนวณแบบหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงใน

โปรแกรม LightCycler® 480 รุ่นก่อน 1.2. 
 

 

วิธีการหาปริมาณเป็นจํานวนจริงด้วยการคํานวณแบบวิธี Second Derivative 

Maximum method: 

 

1     สร้างและทาํการทดลองการหาปริมาณ หรือเปิดการทดลองทีÉมีอยู ่

 
2     คลิกทีÉ Sample Editor ในแถบ Module และเลือกการทาํงาน แบบ Abs Quant. 

 
 

► ► ►
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3     กาํหนดคุณสมบติัของตวัอยา่ง 

รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน Entering Sample Information 

โปรแกรมจะใชพ้ารามิเตอร์ดา้นล่างนีÊในการคาํนวณ:                                                                                                                 4 
พารามิเตอร์                 คาํอธิบาย 

 

ชนิดตวัอย่าง                  เลือกชนิดของตวัอยา่งในรายการ                     : 

►  Unknown 
►  Standard 

 

ความเขม้ขน้                        ใส่ค่าความเขม้ขน้กบัตวัอยา่งทีÉเป็นชนิด “Standard“ 
 

 

หน่วยของค่าความเขม้ขน้จะกาํหนดไดใ้นช่อง unit 

(เชน่ “copies“) 

หากไม่ใส่หน่วยของค่าความเขม้ขน้การคาํนวณเสน้มาตรฐานจะไม่

เกิดขึÊน 

 

4     คลิก Analysis ในแถบ Module 

 
5 จากรายการ Create New Analysis ใหเ้ลือก Abs Quant/2nd Derivative Max หนา้ตา่ง Create new 

analysis จะปรากฏ ให้เลือกวเิคราะห์กลุ่มยอ่ยดว้ยการหาปริมาณ ซึÉ งปกติจะเป็นค่าเริÉมตน้อยูแ่ลว้ จากนัÊนคลิก 
 
 

6 ►  หากเป็นการทดลองหลายสีพร้อมกนั คลิกทีÉปุ่ ม Filter Comb เพืÉอเปิดหนา้ต่าง Filter Combination 

กาํหนดช่องสญัญาณทีÉตอ้งการวิเคราะห์ 

► ใชปุ่้ม Color Comp multi-select เพืÉอเปิด หรือ ปิด ไฟลก์ารชดเชยสญัญาณสี 

 

7 ►  หากต้องการรวมเส้นมาตรฐานในการทดลองให้เลือกเครืÉองหมายถูกหน้าตวัอย่างทีÉเป็นค่า

มาตรฐานในแต่ละค่าดว้ย (หากตอ้งการยกเลิกการเลือกใหด้บัเบิÊลคลิก) เลือกปุ่ม Std Curve (In 

Run) 

► หากไม่ตอ้งการรวมเสน้มาตรฐานในการทดลองใหเ้ลือกปุ่ม Std Curve (External) แลว้เลือกหาเสน้

มาตรฐานทีÉตอ้งการเลือกนาํเขา้มาใช ้คลิก   

เสน้มาตรฐานจากภายนอกทีÉนาํมาใชจ้ะตอ้งมาจากการทดลองทีÉมีรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณ

เหมือนกนัรวมทัÊงการเลือกช่องสญัญาณ การใชก้ารชดเชยสญัญาณสีดว้ย แต่สามารถมาจากเครืÉองทีÉใช้

ชนิดบลอ็กต่างกนัได ้ ห า ก ต้ อ ง ก า ร ใ ช้ เ ส้ น ม า ต ร ฐ า น จ า ก ภ า ย น อ ก จ ะ ต้ อ ง มี

ก า ร กาํ ห น ด ห นึÉ ง ตั ว อ ย่ า ง ม า ต ร ฐ า น ใ น ก า ร ท ด ล อ ง นัÊ น ก่ อ น เ ป็ น ค่ า อ้ า ง อิ ง

โปรแกรมจะคาํนวณความเขม้ขน้ของแต่ละตวัอยา่งจากค่า crossing point ทีÉสมัพนัธ์กบัเสน้

มาตรฐาน 

8 โดยค่าเริÉมตน้ ทุกตวัอยา่งจะถูกคาํนวณผล หากตอ้งการลบตวัอยา่งใดออกใหด้บัเบิÊลคลิกทีÉหนา้ตวัอยา่งเพืÉอนาํเครืÉองหมาย

ถูกออก แลว้กด <Space> คลิก Calculate 

9 ในการเห็นภาพกราฟการเพิÉมปริมาณของตวัอยา่งหนึÉงหรือมากกว่า  ให้ไฮไลทท์ีÉตวัอยา่งในตารางผลการทดลอง 

 

10    ในการดูผลการทดลองให้คลิกและลากขอบซา้ยของกราฟไปทางขวา ผลการทดลองจะรวมส่วนของตวัอย่างทีÉ
มีคุณสมบติัตวัอย่าง และการเลือกใชช่้องสัญญาณ ตารางตวัอย่าง ค่าทางสถิติกรณีทาํซํÊา  

■
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4.2.5        การวเิคราะห์หาปริมาณเป็นจาํนวนจริงด้วยวธีิ Fit Points 

Method 

4  เทคนิค Fit Points จะเป็นการกาํจดัความไม่เหมือนกนัของสัญญาณรบกวนพืÊนหลงั ดว้ยการตดัสัญญาณ

แนวนอน แยกส่วนระยะราบออกดว้ยการใส่จาํนวนของระบบเชิงเส้น จากนัÊนกาํหนดส่วนตัÊงชนัของกราฟ ค่า

ระหวา่งระบบเชิงเส้นกบัพืÊนหลงัจะถูกกาํหนดเป็น crossing points โปรแกรม LightCycler® 480 จะ

คาํนวณค่า crossing point ของตวัอย่างมาตรฐานเพืÉอกาํหนดเป็นเส้นมาตรฐานในการใช้คาํนวณความเขม้ขน้

ของตวัอยา่ง 
 

 

 

การกาํหนดสัญญาณรบกวน 
 

ตาํแหน่งทีÉกาํหนดควรตํÉามากทีÉสุดเท่าทีÉจะเป็นได ้ โดยไม่รวมสัญญาณพืÊนหลงั แต่ตอ้งสูงพอทีÉจะผา่นกราฟ

ของตวัอยา่งทุกตวัตรงส่วนของกราฟตัÊงชนัแต่ละตวัอยา่ง กราฟดา้นล่างแสดงระดบัทีÉเหมาะสม และใชเ้ป็น

แบบอย่างในการวเิคราะห์ดว้ยวธีินีÊ 

การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงดว้ยวธีิ Fit Points method สามารถกาํหนดสัญญาณรบกวนและ

เส้นระดบัแนวนอนเพอÉื ไดค่้า crossing point ดงันÊนัหากตอ้งการกาํหนดวธีินÊ ีเป็นลกัษณะอตัโนมติั

เหมือนการคาํนวณแบบ Second Derivative Maximum ค่าต ่างๆจะตอ้งถูกกาํหนดเช่น ช่วงรอบ 

รอบทีÉเป็นพÊนืหลงั สัญญาณรบกวน ค่าความเบีÉยงเบนเส้นมาตรฐาน เส้นตดัสัญญาณแนวนอน 

จาํนวนจุด Fit Points) ซÉ ึงสามารถบนัทึกไวเ้ป็นแม ่แบบได ้หรือเป็นลกัษณะไฟล ์มาโครก ็ได ้ 
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การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงดว้ยวธีิ Fit Points method สามารถกาํหนดสญัญาณรบกวนได ้ 3 ทางเลือกทีÉ

แตกต่างกนัดงันีÊ : 

► Noiseband (Auto): ทางเลือกนีÊ ค่าเบีÉยงเบนมาตรฐานของสัญญาณรบกวนพืÊนหลงัของทุกตวัอย่าง 

จะถูกคาํนวณ ค่าสัญญาณรบกวนจะถูกกาํหนดทีÉ 12 เท่าของค่าเบีÉยงเบนมาตรฐาน 
 

► Noiseband (STD Mult): ทางเลือกนีÊ ค่าเบีÉยงเบนมาตรฐานของสัญญาณพืÊนหลงัของทุกตวัอย่างจะ

นาํมาคาํนวณ ผูใ้ชส้ามารถกาํหนดตวัคูณสาํหรับค่าเบีÉยงเบนมาตรฐานพืÊนหลงั 
 

► Noiseband (Fluoresc): ใหก้าํหนดค่าสัญญาณรบกวนไดเ้อง 

 
การกําหนด Fit Points 

 

จาํนวนขอ้มูลทีÉอยูบ่นเส้นกราฟส่วนตัÊงชนัจะแตกต่างกนัไปในแต่ละตวัอยา่งขึÊนกบัความเขม้ขน้ ซึÉ งอยูใ่นช่วง

ค่าทีÉ 2 ในความเขม้ขน้ตํÉาถึ ง  4 ในความเขม้ขน้สูง การรวมขอ้มูลในส่วนระยะราบไปดว้ยจะทาํใหเ้กิดผล

เสียต่อผลการทดลอง ดงันัÊนการกาํหนดค่าไวท้ีÉ 2 จึงเหมาะสมกวา่ 

 
การปรับค่าเกณฑ์ 

 

เมืÉอตดัค่าสัญญาณพืÊนหลงัออก การคาํนวณค่าส่วนตัÊงชนัของกราฟจะถูกกาํหนดดว้ยเส้นเกณฑที์Éลากตัดผ่าน

ส่วนตัÊ งชันกราฟการเพิÉมปริมาณแต่ละตัวอย่าง การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงด้วยวิธี Fit Points จะ

อนุญาตใหม้ีการตัÊงค่าเกณฑอ์ตัโนมติั: 

► หากการทดลองมีค่ามาตรฐาน เส้นเกณฑจ์ะช่วยลดขอ้ผดิพลาดใหเ้กิดขึÊนนอ้ยทีÉสุด 

► ห า ก ก า ร ท ด ล อ ง ไ ม่ มี ค่ า ม า ต ร ฐ า น สั ญ ญ า ณ ร บ ก ว น จ ะ ถู ก ใ ช้ เ ป็ น ตั ว กาํ ห น ด เ ส้ น

เ ก ณ ฑ์  

ส่วนมากการใชเ้ส้นเกณฑอ์ตัโนมติัจะใหผ้ลดี ในบางกรณีหากตอ้งการลดค่าผดิพลาดของเส้นมาตรฐาน 

สามารถลากเส้นเกณฑนี์Ê ขึÊนหรือลงเองเพืÉอปรับใหเ้หมาะสม  
 

เมืÉอคาํนวณกราฟส่วนตัÊงชนั ทุกระดบัของเส้นเกณฑจ์ะใหผ้ลทีÉเหมาะสมกบัเส้นมาตรฐาน หากมี

ขอ้ผดิพลาดเกิดขึÊนจะทาํใหเ้ส้นเกณฑอ์อกจากจุดขอ้มูลไปมาก ถา้สัญญาณฟลูออเรสเซนต์เป็น

สัดส่วนกบัจาํนวนผลิตภณัฑพ์ซีีอาร์ ดงันัÊนทุกตวัอยา่งจะมีเส้นเกณฑ์เดียวกนั
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วิธีการทดลองหาปริมาณเป็นจํานวนจริงด้วยเทคนิค Fit Points method: 

4                                    1  สร้างและทาํการทดลองหาปริมาณ หรือเ ปิ ด ก า ร ท ด ล อ ง ทีÉ มี อ ยู่  

 

2     คลิก Sample Editor ในแถบ Module แลว้เลือกการทาํงานเป็น Abs Quant 

 
 

3    กาํหนดคุณสมบติัตวัอยา่ง 

รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน Entering Sample Information 

โปรแกรมจะใชค้่าพารามิเตอร์ในการคาํนวณดงันีÊ: 

 

พารามิเตอร์               คาํอธิบาย 
 

ชนิดของตวัอยา่ง                 เลือกชนิดของตวัอยา่งจากรายการทีÉมีให:้ 

► Unknown 

►
 

         ►Standard 
 

ความเขม้ขน้               ใส่ค่าความเขม้ขน้ของแต่ละตวัอยา่งทีÉกาํหนดเป็น “Standard” 

ใส่หน่วยค่าความเขม้ขน้ ในช่อง Unit เหนือตารางตวัอยา่ง 

(เช่น“copies“) 

หากไม่ใส่หน่วยค่าความเขม้ขน้ของตวัอยา่งโปรแกรมจะไมค่าํนวณ

เสน้ค่ามาตรฐานให ้

 

4       คลิก Analysis ในแถบ Module  

5  จากรายการ Create New Analysis ใหเ้ลือก Abs Quant/Fit Points ในหนา้ตา่ง Create New 

Analysis ใหเ้ลือกวิเคราะห์กลุ่มยอ่ยและโปรแกรมการหาปริมาณในการทดลอง (โดยปกติจะมีการทดลอง

การหาปริมาณเพียงหนึÉงการทดลองเป็นค่าเริÉมตน้) คลิก  

ขึÊนอยูก่บัการสร้างการวิเคราะห์โปรแกรมจะอตัโนมติักาํหนดค่าเริÉมตน้สญัญาณรบกวนและเสน้

เกณฑ ์ดงันัÊนขัÊนตอนการวิเคราะห์ลาํดบัต่อไปเป็นทางเลือกเท่านัÊน 

6  ►  หากเป็นการทดลองหลายสีพร้อมกนัให้คลิกปุ่ม Filter Comb เพืÉอเปิดหนา้ต่าง Filter Combination แลว้

เลือกช่องสัญญาณทีÉตอ้งการวิเคราะห์ 

►  ใชปุ่้ม Color Comp multi-select เพืÉอเปิดหรือปิดไฟลก์ารชดเชยสญัญาณสี 

► ► ►
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7 ในแถบ Cycle Range สามารถเลือกดูการแกไ้ขพืÊนสญัญาณฟลูออเรสเซนตข์องกราฟการเพิÉมปริมาณ

ต่อจาํนวนรอบการทาํงาน โดยค่าเริÉมตน้จาํนวนรอบจะกาํหนดจากโปรแกรมการทดลอง ตามรอบแรกและ

รอบสุดทา้ย แต่สามารถกาํหนดใหมไ่ด ้ดว้ยการใชเ้สน้ดา้นขา้ง สีฟ้า กาํหนดรอบแรก สีเขียวกาํหนดรอบ

สุดทา้ย หรือจะใส่เป็นตวัเลขในช่องดา้นล่างกไ็ด ้การใชฟั้งกช์ัÉนนีÊจะช่วยกาํจดัรอบการทาํงานแรกๆทีÉมี

สญัญาณฟลูออเรสเซนตที์Éไม่ปกติออกได ้ 

 
 

ค่าตวัเลขทีÉใส่ในช่องรอบดา้นล่างกราฟจะสัมพนัธ์กนักบัเส้นสีทีÉกาํหนดในภาพกราฟ 

 

8      คลิกปุ่ม Background เพืÉอจะกาํหนดค่าพืÊนหลงัเอง 

ช่วงทีÉใหใ้ส่จะเป็นค่าชดเชยต่อค่าสญัญาณรอบแรก การแกไ้ขสญัญาณพืÊนหลงั จะคาํนวณเป็นค่าเฉลีÉยของแต่ละ

กราฟฟลูออเรสเซนต ์ระหวา่ง Min Position และ Max Position (เช่นถา้รอบแรกเป็นรอบทีÉ 1 และ 

Min/Max Offset ถูกกาํหนดทีÉ 1/5 ดงันัÊนสญัญาณพืÊนหลงัเฉลีÉยจะถกูคาํนวณจากรอบทีÉ 2 ถึง 6 แตห่า

กรอบแรกเป็นรอบทีÉ 4 สญัญาณพื ÊนหลงัเฉลีÉยจะถกูคาํนวณจากรอบทีÉ 5 ถึง 9) ค่าเฉลีÉยพื Êนหลงัจะถกูลบจาก

สญัญาณฟลอูอเรสเซนตที์Éไม่ถกูตอ้งในแตล่ะกราฟ 

 
 
 

หากใชเ้สน้สีในภาพกราฟในการกาํหนดช่วงรอบทีÉใชใ้นการคาํนวณ สญัญาณพืÊนหลงัจะปรับ

ทนัทีและแสดงการคาํนวณใหม่ใหเ้ห็นในภาพกราฟ 

ทุกการวิเคราะห์จะใชค้่า Cp หรือการใช ้melting curve ดงันัÊนจุดเริÉมตน้จะเป็นอิสระต่อกนั ยกเวน้ 

Fit Points ดงันัÊนในการกาํหนดค่า ไม่ควรเป็นเลข 0 หรือเลขติดลบ เนืÉองจากขัÊนต่อไปจะเป็นการ

กาํหนดค่าสญัญาณรบกวน ซึÉงโปรแกรมจะแสดงค่าแกน Y เป็น log และหากคาํนวณค่า log of 0 หรือ 

ค่าติดลบกจ็ะเป็นไปไม่ได ้

► ► ►
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9      ในแถบ Noise Band สามารถกาํจดัสญัญาณรบกวนของตวัอยา่งได ้คลิกทีÉปุ่ม 

Noiseband multi-select เพืÉอกาํหนดดงันีÊ: 

4                                       

 

►  Noiseband (Auto): ตัÊงค่าสญัญาณรบกวนทีÉ 12 เทา่ของค่าเบีÉยงเบนมาตรฐาน (Std Dev Multiplier 

และ Noise Band เป็นค่าทีÉอ่านอย่างเดียวไม่สามารถแกไ้ขได)้ เป็นการตัÊงค่าเริÉมตน้ 

►  Noiseband (Fluoresc): สามารถลากเส้นแนวนอนเพืÉอกาํจดัสัญญาณรบกวน หรือใส่ค่าตวัเลขในช่องได ้(ค่า 

Std Dev Multiplier เป็นค่าคาํนวณจะแสดงใหเ้ห็นแต่แกไ้ขไม่ได)้ 

►  Noiseband (STD Mult): กาํหนดสญัญาณรบกวนต่อค่าเบีÉยงเบนมาตรฐานของสญัญาณรบกวนหลาย

ค่าได ้(ค่า Noise Band เป็นค่าคาํนวณและแสดงใหเ้ห็นแต่แกไ้ขไม่ได)้ 

10      ในแถบ Analysis กาํหนดจาํนวนขอ้มูล (Fit Points) ทีÉใชใ้นการใหก้ราฟแบบเชิงเสน้ของตวัอยา่ง 
 

11      กาํหนดเสน้เกณฑข์องตวัอยา่งดงันีÊ: 

►  เลือก Threshold (Auto) เพืÉอใหโ้ปรแกรม LightCycler® 480 ปรับอตัโนมติั ซึÉงเป็นค่าเริÉมตน้ของการ

กาํหนดไว ้

►  เลือก Threshold (Manual) โดยการใชเ้มาส์ชีÊไปทีÉเสน้เกณฑแ์ลว้ลากเมาส์เพืÉอเลืÉอนเสน้ขึÊนหรือลง 

หรือทาํการใส่ค่าเสน้เกณฑใ์นช่องไดโ้ดยตรง 

สามารถสลบัระหวา่งวิธี Auto และ Manual โดยกดทีÉปุ่ม Threshold  

หากลากเสน้เกณฑ ์โปรแกรมจะอตัโนมติัเปลีÉยนไปสู่โหมด Manual 

► ► ►
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                                                            4 
 

12    ►  หากต้องการรวมเส้นมาตรฐานในการทดลองให้เลือกเครืÉ องหมายถูกหน้าตวัอย่างทีÉ

เป็นค่ามาตรฐานในแต่ละค่าดว้ย (หากตอ้งการยกเลิกการเลือกให้ดบัเบิÊลคลิก) เลือกปุ่ ม Std 

Curve (In Run) 

► หากไม่ตอ้งการรวมเส้นมาตรฐานในการทดลองให้เลือกปุ่ ม Std Curve (External) แลว้เลือกหา

เส้นมาตรฐานทีÉตอ้งการเลือกนาํเขา้มาใช ้คลิก   

เส้นมาตรฐานจากภายนอกทีÉนาํมาใชจ้ะตอ้งมาจากการทดลองทีÉมีรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณ

เหมือนกนัรวมทัÊงการเลือกช่องสญัญาณ การใชก้ารชดเชยสญัญาณสีดว้ย แต่สามารถมาจาก

เครืÉองทีÉใชช้นิดบล็อกต่างกนัได ้ ห า ก ต้ อ ง ก า ร ใ ช้ เ ส้ น ม า ต ร ฐ า น จ า ก ภ า ย น อ ก

จ ะ ต้ อ ง มี ก า ร กาํ ห น ด ห นึÉ ง ตั ว อ ย่ า ง ม า ต ร ฐ า น ใ น ก า ร ท ด ล อ ง นัÊ น ก่ อ น

เ ป็ น ค่ า อ้ า ง อิ ง โปรแกรมจะคาํนวณความเขม้ขน้ของแต่ละตวัอยา่งจากค่า crossing point 

ทีÉสมัพนัธ์กบัเส้นมาตรฐาน 

 

13    คลิกทีÉปุ่ ม Calculate เพืÉอคาํนวณและแสดงค่า Cp หากมีค่ามาตรฐานก็จะคาํนวณดว้ย 

 

14    โดยค่าเริÉมตน้ ทุกตวัอยา่งจะถูกคาํนวณ หากตอ้งการยกเลิกการเลือกตวัอยา่งให้ทาํเครืÉองหมายถูกต่อจาก

ชืÉอตวัอยา่งแลว้กด <Space> คลิก Calculate 
 

15    หากตอ้งการดูกราฟการเพิÉมปริมาณหนึÉ งตวัอย่างหรือมากกว่า ให้ไฮไลทท์ีÉชืÉอตวัอย่างในตารางตวัอย่าง  หากตอ้งการดูค่า Fit 

Points ให้ทาํเครืÉ องหมายถูกทีÉ ช่อง Show Fit Points 

■
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4.2.6        การดูผลการวเิคราะห์ 
 

     1     ผลการวเิคราะห์หาปริมาณเป็นจาํนวนจริงจะแสดง ตวัอยา่งพร้อมทัÊงคุณสมบติัตวัอยา่งทีÉเลือก   

ตารางแสดงผล ตารางค่าสถิติ หากมีการทาํซํÊา 

เลือก Legend Property Selector เพืÉอแสดงสีแทนผลการทดลอง สีแทนชนิดตวัอยา่ง สีแทน

คุณสมบติัตวัอยา่ง หรือสีแทนการทาํซํÊ า เลือกปุ่ ม Legend Property เพืÉอแสดงตวัอยา่งพร้อม

คุณสมบตัิในภาพเพลท ในตารางผล และในกราฟ 

หากเลอืก Abs Quant results ในส่วน Legend Property Selector ตารางแสดงผลจะมีดงันี Ê มีปุ่ ม 

Legend Property ให้เลือกใช ้โดยขึÊนอยูก่บัผลทีÉได ้เช่น แสดงเป็น Positive, Negative, 

Uncertain, and Standard 

 
 

เลือกเครืÉองหมายถูกหนา้ช่อง Positive, Negative, Uncertain, และ Standard เพืÉอกาํหนดชนิด

ของผลให้ตรงกนัในส่วน Sample Selector และไฮไลทใ์นสีทีÉแสดงในคุณสมบติั 

► ► ►
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ผลการทดลอง                       คาํอธิบาย 

Cp                                 ค่า crossing point ของตวัอยา่ง 

ขอ้มูลเพิÉมเติมแสดงในคอลมัน์สถานะ ในตารางตวัอยา่งเป็นสีเหลือง ค่า

ช่วงทีÉน่าเชืÉอถือของเสน้มาตรฐานกาํหนดโดยความเขม้ขน้สูงสุดและ

ตํÉาสุด หากค่าความเขม้ขน้ของตวัอยา่งมากกวา่จุดสูงสุดของค่า

มาตรฐานหรือนอ้ยกวา่ค่าตํÉาสุดของค่ามาตรฐาน จะถูกพิจารณาวา่อยู่

นอกค่ามาตรฐานและรายงานในคอลมันส์ถานะ 

Concentration               ค่าความเขม้ขน้ทีÉคาํนวณไดจ้ะมาจากค่า crossing point ทีÉตกในเสน้

มาตรฐานแลว้เทียบเป็นค่าความเขม้ขน้ 

Unit ถูกกาํหนดใหใ้ส่ (เช่น “copies”)  

Standard                       เป็นค่าทีÉกาํหนดในส่วน Abs Quant ของการแกไ้ขตวัอยา่ง 

 

Status                         รหัสและคาํอธิบายของสถานะ ในคอลมันจ์ะมีรหสัดงันีÊ 

? ผลไม่แน่นอน 

< Early Cp (5 รอบแรก) มีความไมแ่น่นอนสูง 

> Late Cp (5 รอบสดุทา้ย) มีความไมแ่น่นอนสูง 

E คือความเขม้ขน้ทีÉคาดการณใ์นเสน้มาตรฐาน 

หากตวัอย่างมีหลายรหัส สถานะกจ็ะแสดงทุกรหัสและคาํอธิบายโดยการใชจุ้ลภาคคัÉน 

 

 

 
 
 
 
 

4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                2      ผลต่อไปนีÊจะอยูต่่อทา้ยในตารางแสดงผลหากในการทดลองมีการทาํซํÊา 
 

ค่าสถิติ                     คาํอธิบาย 

Samples                        จาํนวนตวัอยา่งทีÉทาํซํÊา 

Mean/Median Cp        ค่าเฉลีÉยหรือค่ากลางของ crossing points สาํ ห รับ ตัว อ ย่ า ง  

STD Cp                         ค่าเบีÉยงเบนมาตรฐานของ crossing points 

Mean/Median             ค่าเฉลีÉยหรือค่ากลางของความเขม้ขน้ สาํหรับตวัอยา่ง  

conc 

STD conc                      ค่าเบีÉยงเบนมาตรฐานของความเขม้ขน้ 

 
ตวัอยา่งทีÉใหผ้ลลบจะไม่นาํมาคาํนวณค่าทางสถิติ 

หากเลือกค่าการทาํซํÊาในตารางสถิติ กราฟของทุกตวัอยา่งในการทาํซํÊาจะแสดงใหเ้ห็นในกราฟทีÉ

เชืÉอมโยงกนั  

■
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4

 
 
 

ตวัอย่างการหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงดว้ยวิธี Second Derivative Maximum แสดงไวด้า้นล่าง ผลจะคาํนวณ

จากทุกตวัอยา่ง กราฟการเพิÉมปริมาณแสดงสาํหรับตวัอยา่งทีÉไฮไลท ์เส้นค่ามาตรฐานจะแสดงจากตวัอยา่งทีÉทาํ

การกาํหนดเลือกเป็นค่ามาตรฐานในการแกไ้ขตวัอยา่ง 

 
การวเิคราะห์มี 2 กราฟ โดยค่าเริÉมตน้กราฟทีÉภาพบนจะแสดงกราฟการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม ส่วนกราฟ

ดา้นล่างจะแสดงกราฟเส้นค่ามาตรฐาน รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน Using the Analysis Window 
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4.3         การวิเคราะห์หาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ 
 

4.3.1        ภาพรวม                                                                                                                                     4 
การหาปริมาณเชิงสมัพนัธเ์ป็นการเปรียบเทียบระดบัของสารพนัธุกรรมเป้าหมายสองชนิดทีÉแตกต่างกนัในตวัอยา่ง

เดียวกนั (เช่นยีนทีÉสนใจกบัยีนอืÉนๆ) และแสดงผลเป็นค่าสัดส่วนต่อยนีเป้าหมาย วตัถุประสงคข์องการ

เปรียบเทียบกบัยนีทีÉสองมกัจะเป็นยนีอา้งอิงทีÉพบการแสดงออกดว้ยจาํนวนทีÉคงทีÉเป็นปกติในทุกสภาวะ ยนี

อา้งอิงจะทราบกนัดีวา่ใชเ้ป็นตวัควบคุมภายใน เพืÉอใชเ้ป็นการทาํใหก้ารเปรียบเทียบเสมอกนัระหวา่งแต่ละ

ตวัอยา่ง การวเิคราะห์ลกัษณะนีÊ เป็นประโยชน์อยา่งมาก เช่นกบังานวจิยัทางมะเร็งวทิยา 

การศึกษาการแสดงออกของยนี จะอธิบายการเปลีÉยนแปลงการแสดงออกของยนีเป้าหมายต่อเวลา (เช่น การ

แสดงออกของยีนเปลีÉยนไปมากนอ้ยเพียงใดเมืÉอมีการดาํเนินของโรคหรือการรักษา) ต่ อ จุ ด เ ริÉ ม ต้ น  (เช่น เมืÉอไม่

มีโรค หรือไมไ่ดรั้บการรักษา) การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ทาํใหผู้ใ้ชง้านสามารถเปรียบเทียบพฤติกรรมการ

แสดงออกของยนีเป้าหมายภาพใตส้ภาวะอยา่งนอ้ย 2 สภาวะ (เช่น การปลอดโรค / เป็นโรคหรือ ไม่ไดรั้บ

การรักษา / ไดรั้บการรักษา) การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์เป็นวิธีทีÉดีทีÉสุดในการอธิบายการแสดงออก

ของยีนและดูปริมาณยีน 

ดว้ยการหารค่าความเขม้ขน้ของยีนเป้าหมายดว้ยความเขม้ขน้ของยีนอา้งอิงในตวัอย่างเดียวกนั จะเป็นวิธีทีÉช่วยแกไ้ขใหค่้าความ

แตกต่างกนัดา้นคุณภาพและปริมาณของตวัอย่างเนืÉองจาก: 

 
► ความหลากหลายของปริมาณตวัอยา่งเริÉมตน้ 

 

► ความหลากหลายของการไดม้าซึÉ งสารพนัธุกรรม 
 

► การยอ่ยสลายไปของอาร์เอ็นเอ จากตวัอยา่งส่งตรวจ 
 

► ความแตกต่างในคุณภาพของตวัอยา่งหรือคุณภาพสาร

พนัธุกรรม 
 

► ความหลากหลายของการใส่ตวัอยา่งหรือการปิเปตผดิพลาด 
 

► ความหลากหลายของประสิทธิภาพการสงัเคราะห์ cDNA 

 
การวเิคราะห์ในการหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ 

 

โปรแกรม LightCycler 480® มีการวเิคราะห์แบ่งออกเป็น 2 ลกัษณะสาํหรับการหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์

ดงันีÊ: การวิเคราะห์พืÊนฐาน และ การวิเคราะห์ขัÊนสูง 

 
Relative Quantification 

 
Basic Analysis Advanced Analysis

 
 
 
 

e.g., ΔΔCT-Method e.g., E-Method

Advanced Analysis Basic Analysis 
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      วิธีพืÊนฐาน                                         วิธีขัÊนสูง 

(e.g., ΔΔCT-Method)                         (e.g., E-Method) 

ชนิดตวัอยา่ง ยีนเป้าหมาย (1 / มากกวา่)                         ยีนเป้าหมาย (1 / มากกวา่)  

ยีนอา้งอิง (1 / มากกวา่)                          ยนีอา้งอิง (1 / มากกว่า) 

ตวัสอบเทียบ ตวัสอบเทียบปฏิกิริยา                            ตวัสอบเทียบปฏิกิริยา       
และ/หรือ                                               และ/หรือ 

                    ตวัสอบเทียบการศึกษา                          ตวัสอบเทียบการศึกษา 

ค่ามาตรฐาน 

(ยนีเป้าหมาย/ยนีอา้งอิง) 

-                                      ค่ามาตรฐาน 

ประสิทธิภาพ 2 / ≠ 2 (เชิงเสน้)                  2 / ≠ 2 (เชิงเสน้/ไม่เชิงเสน้) 

การวิเคราะห์ค่า Cp  วิธี Fit Points                            ►  วิธี Second Derivative 

Maximum  

►  วิธี Fit Points 

 

4

 
 
 

► การวิเคราะห์ขัÊนพืÊนฐาน เป็นการวิเคราะห์อตัโนมติัโดยคลิกเพยีง 1 ครัÊ ง การคาํนวณจะใชวิ้ธี ΔΔCT-Method 

รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน Performing a Basic Relative Quantification Experiment 
 

► การวเิคราะห์ขัÊนสูง เป็นการวเิคราะห์ทีÉมีการปรับค่าต่างๆไดต้ามทีÉผูใ้ชต้อ้งการ โดยใชโ้ปรแกรมทีÉ

ซบัซอ้น ซึÉ งจะเหมาะกบัการวเิคราะห์ในงานวจิยั รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วนของ Performing an 

Advanced Relative Quantification Experiment 
 

โรชไดแอกโนสติกส์ จะใชว้ิธี E-Method (Efficiency Method) ทีÉเป็นโปรแกรมการวเิคราะหข์ัÊน

สงู ในการวิเคราะหผ์ลทีÉใหข้อ้มลูการหาปรมิาณเชิงสมัพนัธไ์ดน่้าเชืÉอถือ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

การปรับแก้ประสิทธิภาพของพซีีอาร์ 
 

ความน่าเชืÉอถือของการหาปริมาณดว้ยวิธีเชิงสมัพนัธ์จะขึÊนอยูก่บัประสิทธิภาพของปฏิกิริยาพีซีอาร์ การเพิÉมจาํนวนดว้ย

เทคนิคพีซีอาร์จะใชเ้อนไซมเ์ป็นตวัหลกั ดงันัÊนอาจจะมีการใหคุ้ณภาพการทาํงานทีÉไม่คงทีÉได ้ แต่ในการคาํนวณจะแทนค่า

ประสิทธิภาพเพียง 1 ค่าทีÉสูงสุดคือ E=2 ซึÉ งหมายความวา่จาํนวนโมเลกุลทีÉเพิÉมขึÊนในแต่ละรอบเป็นสองเท่าเสมอ 
 

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ จะขึÊนกบัหลายปัจจยัในการทีÉจะทาํใหไ้ดป้ระสิทธิภาพสูงสุด เช่น ปัจจยัดา้นการเตรียมตวัอยา่ง การสกดั

สารพนัธุกรรม การเตรียมก่อนพีซีอาร์ เป็นตน้ ดงันัÊนส่วนมากปฏิกิริยาพีซีอาร์จะมีประสิทธิภาพเกิดขึÊนจริงนอ้ยกวา่ 2 

 

สาํหรับการหาปริมาณเชิงสมัพนัธ์จะเป็นการเปรียบเทียบกนัระหวา่งปฏิกิริยาพีซีอาร์ 2 ปฏิกิริยา (จากยีนเป้าหมาย และจาก

ยีนอา้งอิง) ดงันัÊนประสิทธิภาพของปฏิกิริยาทัÊงสองมีโอกาสทีÉจะไม่เท่ากนั การวิเคราะห์จึงอาจจะไมแ่ม่นยาํมาก และใน

ปฏิกิริยาเดียวกนัเอง ตัÊงแต่เริÉมปฏิกิริยาจนจบ ประสิทธิภาพกอ็าจจะไม่เท่ากนัได ้ ซึÉงจะทาํใหก้ารคาํนวณเชิงเสน้เป็นไปได้

ยาก ซึÉงอธิบายดว้ยสูตรดงันีÊ  
    N

n 
= N

0 
× E2n

   
 

(ซึÉง N หมายถึง จาํนวนโมเลกุล N
0 
 จาํนวนโมเลกุลเริÉมตน้  n คือจาํนวนรอบ และ E คือค่าประสิทธิภาพ)
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เนืÉองจากประสิทธิภาพสะทอ้นถึงความแม่นยาํของปฏิกิริยา ดงันัÊนในการเลือกเทคนิคการคาํนวณการหา

ปริมาณเชิงสัมพนัธ์ตอ้งนาํมาคาํนวณดว้ย 
 

แนะนาํใหม้ีการแกไ้ขประสิทธิภาพพีซีอาร์สาํหรับการหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ดว้ยดงันีÊ 

► ปฏิกิริยาพีซีอาร์มีประสิทธิภาพไม่ถึง 2 
 

► ปฏิกิริยาพีซีอาร์มีประสิทธิภาพไม่คงทีÉ 
 

หากมีการใชก้ารแกไ้ขประสิทธิภาพ การผดิพลาดในการคาํนวณระหวา่งยีนเป้าหมายกบัยนีอา้งอิง 

จะลดลงมาก 

 
การแกไ้ขประสิทธิภาพการหาปริมาณจะทาํไดอ้ตัโนมติัดว้ยโปรแกรม LightCycler 480 โดยอา้งอิงจาก

เส้นค่ามาตรฐานทีÉมีค่าประสิทธิภาพของทัÊงยนีเป้าหมายและยนีอา้งอิง 

เส้นค่ามาตรฐานอาจถูกกาํหนดแลว้นาํไปใชใ้นครัÊ งต่อๆไป หรือสามารถใชพ้ร้อมกบัการทดลองครัÊ งเดียวกนั

ได ้ร่วมกบัการวเิคราะห์ค่า Cp ของยนีเป้าหมายและยนีอา้งอิง 

 
เนืÉองจากในหลกัการไดใ้ชต้วัสอบเทียบในการหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ เส้นค่ามาตรฐานจึงไม่จาํเป็นตอ้งเป็น

จาํนวนจริง อาจเป็นเพยีงแค่ลาํดบัการเจือจางตวัอยา่งมาตรฐานไดท้ัÊงของยนีเป้าหมาย และยนีอา้งอิง (เช่น 

1:10, 1:100, ….) แนะนาํใหท้าํการทดลองสร้างเสน้ค่ามาตรฐานทีÉจะใชใ้นการหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์นีÊ  โดยทาํการทดลอง

ของยนีเป้าหมาย 15 ตวัอยา่ง ยนีอา้งอิงอีก 15 ตวัอยา่ง และใหค้รอบคลุมความเขม้ขน้อยา่งนอ้ย 4 ลาํดบัของการเจือจาง ดว้ยการใชส้าร

พนัธุกรรมปกติ เช่น total RNA หรือ genomic DNA   

ในหลกัการหากการเจือจางสารพนัธุกรรมทุกอนัดบัมีประสิทธิภาพเป็นเนืÊอเดียวกนั มีประสิทธิภาพการทาํ

พซีีอาร์เท่ากนัแต่ละตวัอยา่งโดยทัÉวไปสามารถนาํไปใชส้ร้างค่าเส้นมาตรฐานสาํหรับการหาปริมาณเชิง

สัมพนัธ์ได ้
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4.3.2        การทดลองสีเดียว หรือ สองสี 
 

ก่อนจะทาํการทดลองหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ ตอ้งตดัสินใจเลือกการทดลองก่อนว่าควรเป็นลกัษณะสีเดียวหรือสองสี 

4                                 
 

► ในการทดลองสีเดียว ยนีเป้าหมายและยนีอา้งอิงจะแยกหลุมการทดลองกนั ซึÉ งมี 2 ทางเลือกดงันีÊ  
 

► ทัÊงยนีเป้าหมายและยนีอา้งอิง จะทาํการทดลองไปพร้อมกนัในเพลทเดียวกนั ในกรณีจะเรียกวา่ “In-Run”  
 

► ยนีเป้าหมายและยนีอา้งอิง จะทาํการทดลองแยกกนัคนละเพลท ในกรณีนีÊจะเรียกวา่ “External” 

 

ไม่จาํเป็นทีÉทัÊงยนีเป้าหมายและยนีอา้งอิงจะตอ้งใชก้ารตรวจวดัสัญญาณช่องเดียวกนั 
 

สาํหรับการทดลองการหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ทีÉใชยี้นอา้งอิงภายนอก ใหใ้ชก้ารกาํหนดการทดลองเป็นแบบสีเดียวใน

การตัÊงค่าการทดลอง 
 

► ในการทดลองสองสี ยนีเป้าหมายและยนีอา้งองิจะทาํปฏิกิริยาอยูภ่ายในหลุมการทดลองเดียวกนั แต่จะใช้

การตรวจวดัสัญญาณสีกนัคนละชนิด ดว้ย 2 ช่องสัญญาณ ในกรณีนีÊจาํเป็นตอ้งใชก้ารชดเชยสัญญาณสี 
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4.3.3        หลกัการการวเิคราะห์หาปริมาณเชิงสัมพนัธ์
 

การหาปริมาณเชิงสมัพนัธ์จะเปรียบเทียบ 

► สดัส่วนของลาํดบัสารพนัธุกรรมดีเอน็เอเป้าหมายต่อดีเอน็เออา้งอิงในตวัอยา่งทีÉไม่ทราบ
 

► สดัส่วนของลาํดบัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอเป้าหมายต่อดีเอน็เออา้งอิงในตวัอยา่งมาตรฐาน ซึÉงเรียกวา่ ตวัสอบ

เทียบ 
 

ยีนเป้าหมาย คือสารพนัธุกรรมทีÉสนใจ 

ตวัอยา่ง และถูกใชเ้ป็นตวัควบคุมภายใน ยี

จะเป็นตวัอยา่งชนิดบวกทีÉมีสดัส่วนคงทีÉระหวา่งยีนเป้าหมายกบัยีนอา้งอิง และใชเ้ป็นตวัปรับเทียบกบัทุกตวัอยา่งในการ

ทดลอง และสามารถใหค้่าการปรับเทียบทีÉคงทีÉไดร้ะหวา่งการทดลองแต่ละครัÊ งดว้ย

 
ในขณะทีÉตวัสอบเทียบจะช่วยปรับแกค้วามแตกต่างของความไวการวดัสญัญาณระหวา่งยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิง 

จาการจบัของโพรบ ประสิทธิภาพการเกิด 

ของประสิทธิภาพพีซีอาร์ ระหวา่งยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิง

 
ผลจะแสดงเป็นสดัส่วนการเปรียบเทียบ นัÉนคือสดัส่วน

 

                          
 

การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์สามารถทาํไดก้บัทุกการทดลองทีÉมีการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม และสามารถใชไ้ดท้ัÊงชนิดสีเดียวหรือสองสี

ในการทดลองนัÊน 

หลกัการหาปริมาณอยูบ่นขอ้สนันิษฐานทีÉวา่ ทีÉรอบ 

ตวัอยา่งทีÉมีสารพนัธุกรรมเป้าหมายชนิดเดียวกนั ซึÉงความเขม้ขน้ของดีเอน็เอเครืÉองจะตอ้งวดัไดเ้หนือสญัญาณพืÊนหลงั

แต่ละตวัอยา่งจะมีรอบ crossing po

ทดลอง ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ จะแตกต่างกนัไปโดยขึÊนกบัจาํนวนรอบ

การทาํงาน 

 
ในการวิเคราะห์จะใชค้่า 

ทาํงานจนจบ และค่าอืÉนๆ ในการทีÉจะบ่งบอกวา่ปริมาณความเขม้ขน้ของดีเอน็เอตอ้งเพิÉมเป็นเท่าใด เมืÉอเสร็จปฏิกิริยา การ

วิเคราะห์จะคาํนวณเพืÉอเปรียบเทียบตวัอยา่งแลว้ไดเ้ป็นค่าสดัส่วน ค่าสดัส่วนสุดทา้ยจะถูกนาํไปสอบเทียบ

เชิงสมัพนัธ์นีÊจะตอ้งกาํหนดค่าประสิทธิภาพพีซีอาร์และค่า 

ปริมาณ ดงันัÊนผลการวิเคราะห์กจ็ะไม่ไดม้าเป็นจาํนวนจริง รวมทัÊงการคาํนวณสดัส่วนการสอบเทียบไม่จาํเป็นตอ้งใชเ้สน้ค่า

มาตรฐานในแต่ละการทดลอง

 

ขอ้กาํหนดเบืÊองตน้พืÊนฐานของ

► หากใชค้่ามาตรฐาน ประสิทธิภาพของค่ามาตรฐานและตวัอยา่งจะตอ้งเท่ากนั
 

► ประสิทธิภาพพีซีอาร์ของยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิงจะตอ้งไม่เปลีÉยนไปในแต่ละตวัอยา่ง
 

► ยีนอา้งอิงจะไม่ถูกควบคุมในระบบทีÉอยู่
 

ในการกาํหนดค่าพารามิเตอร์ขา้งตน้ โปรแกรมจะใชค้าํอธิบายในส่วนถดัไป

LightCycler® 480 Instrum

Relative Quan

หลกัการการวเิคราะห์หาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ 

การหาปริมาณเชิงสมัพนัธ์จะเปรียบเทียบ 2 สดัส่วน: 

สดัส่วนของลาํดบัสารพนัธุกรรมดีเอน็เอเป้าหมายต่อดีเอน็เออา้งอิงในตวัอยา่งทีÉไม่ทราบ 

ดส่วนของลาํดบัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอเป้าหมายต่อดีเอน็เออา้งอิงในตวัอยา่งมาตรฐาน ซึÉงเรียกวา่ ตวัสอบ

ยีนเป้าหมาย คือสารพนัธุกรรมทีÉสนใจ (อาร์เอน็เอ หรือ ดีเอน็เอ) ยีนอา้งอิงคือ สารพนัธุกรรมทีÉพบไดใ้นปริมาณคงทีÉในทุก

ตวัอยา่ง และถูกใชเ้ป็นตวัควบคุมภายใน ยนีอา้งอิงจะใชส้อบเทียบความแตกต่างระหวา่งตวัอยา่งตรวจได ้ตวัสอบเทียบ ปกติ

จะเป็นตวัอยา่งชนิดบวกทีÉมีสดัส่วนคงทีÉระหวา่งยีนเป้าหมายกบัยีนอา้งอิง และใชเ้ป็นตวัปรับเทียบกบัทุกตวัอยา่งในการ

ทดลอง และสามารถใหค้่าการปรับเทียบทีÉคงทีÉไดร้ะหวา่งการทดลองแต่ละครัÊ งดว้ย 

ทีÉตวัสอบเทียบจะช่วยปรับแกค้วามแตกต่างของความไวการวดัสญัญาณระหวา่งยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิง 

จาการจบัของโพรบ ประสิทธิภาพการเกิด FRET หรือค่าสมัประสิทธิÍ การสูญพนัธ์ แต่จะไม่ปรับแกค้วามแตกต่าง

ของประสิทธิภาพพีซีอาร์ ระหวา่งยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิง 

เป็นสดัส่วนการเปรียบเทียบ นัÉนคือสดัส่วน (1) หารดว้ยสดัส่วน (2) 

                         

การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์สามารถทาํไดก้บัทุกการทดลองทีÉมีการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม และสามารถใชไ้ดท้ัÊงชนิดสีเดียวหรือสองสี

หลกัการหาปริมาณอยูบ่นขอ้สนันิษฐานทีÉวา่ ทีÉรอบ crossing point เดียวกนัจะใหค้วามเขม้ขน้ของดีเอน็เอเท่ากนัในทุก

ตวัอยา่งทีÉมีสารพนัธุกรรมเป้าหมายชนิดเดียวกนั ซึÉงความเขม้ขน้ของดีเอน็เอเครืÉองจะตอ้งวดัไดเ้หนือสญัญาณพืÊนหลงั

crossing point ต่างกนัไดข้ึÊนกบัความเขม้ขน้เริÉมตน้ของสารพนัธุกรรมในตวัอยา่งนัÊน เมืÉอเสร็จสิÊนการ

ทดลอง ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ จะแตกต่างกนัไปโดยขึÊนกบัจาํนวนรอบหลงัจากทีÉตวัอยา่งนัÊนถึงค่า crossing point 

ในการวิเคราะห์จะใชค้่า crossing point (แสดงเป็นจาํนวนรอบ) ค่าประสทิธิภาพของปฏิกิรยิา

และค่าอืÉนๆ ในการทีÉจะบ่งบอกวา่ปริมาณความเขม้ขน้ของดีเอน็เอตอ้งเพิÉมเป็นเท่าใด เมืÉอเสร็จปฏิกิริยา การ

วิเคราะห์จะคาํนวณเพืÉอเปรียบเทียบตวัอยา่งแลว้ไดเ้ป็นค่าสดัส่วน ค่าสดัส่วนสุดทา้ยจะถูกนาํไปสอบเทียบ

เชิงสมัพนัธ์นีÊจะตอ้งกาํหนดค่าประสิทธิภาพพีซีอาร์และค่า crossing point ไม่จาํเป็นตอ้งไดเ้ป็นค่าจาํนวนจริงในการหา

ปริมาณ ดงันัÊนผลการวิเคราะห์กจ็ะไม่ไดม้าเป็นจาํนวนจริง รวมทัÊงการคาํนวณสดัส่วนการสอบเทียบไม่จาํเป็นตอ้งใชเ้สน้ค่า

มาตรฐานในแต่ละการทดลอง  

ขอ้กาํหนดเบืÊองตน้พืÊนฐานของความแม่นยาํในการหาปริมาณเชิงสมัพนัธ์: 

หากใชค้่ามาตรฐาน ประสิทธิภาพของค่ามาตรฐานและตวัอยา่งจะตอ้งเท่ากนั 

ประสิทธิภาพพีซีอาร์ของยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิงจะตอ้งไม่เปลีÉยนไปในแต่ละตวัอยา่ง

ยีนอา้งอิงจะไม่ถูกควบคุมในระบบทีÉอยูภ่ายใตก้ารสืบคน้ 

ในการกาํหนดค่าพารามิเตอร์ขา้งตน้ โปรแกรมจะใชค้าํอธิบายในส่วนถดัไป
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ดส่วนของลาํดบัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอเป้าหมายต่อดีเอน็เออา้งอิงในตวัอยา่งมาตรฐาน ซึÉงเรียกวา่ ตวัสอบ

ยีนอา้งอิงคือ สารพนัธุกรรมทีÉพบไดใ้นปริมาณคงทีÉในทุก

นอา้งอิงจะใชส้อบเทียบความแตกต่างระหวา่งตวัอยา่งตรวจได ้ตวัสอบเทียบ ปกติ

จะเป็นตวัอยา่งชนิดบวกทีÉมีสดัส่วนคงทีÉระหวา่งยีนเป้าหมายกบัยีนอา้งอิง และใชเ้ป็นตวัปรับเทียบกบัทุกตวัอยา่งในการ

ทีÉตวัสอบเทียบจะช่วยปรับแกค้วามแตกต่างของความไวการวดัสญัญาณระหวา่งยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิง 

หรือค่าสมัประสิทธิÍ การสูญพนัธ์ แต่จะไม่ปรับแกค้วามแตกต่าง

การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์สามารถทาํไดก้บัทุกการทดลองทีÉมีการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม และสามารถใชไ้ดท้ัÊงชนิดสีเดียวหรือสองสี

เดียวกนัจะใหค้วามเขม้ขน้ของดีเอน็เอเท่ากนัในทุก

ตวัอยา่งทีÉมีสารพนัธุกรรมเป้าหมายชนิดเดียวกนั ซึÉงความเขม้ขน้ของดีเอน็เอเครืÉองจะตอ้งวดัไดเ้หนือสญัญาณพืÊนหลงั 

ต่างกนัไดข้ึÊนกบัความเขม้ขน้เริÉมตน้ของสารพนัธุกรรมในตวัอยา่งนัÊน เมืÉอเสร็จสิÊนการ

crossing point จนจบ

ค่าประสทิธิภาพของปฏิกิรยิา จาํนวนรอบของการ

และค่าอืÉนๆ ในการทีÉจะบ่งบอกวา่ปริมาณความเขม้ขน้ของดีเอน็เอตอ้งเพิÉมเป็นเท่าใด เมืÉอเสร็จปฏิกิริยา การ

วิเคราะห์จะคาํนวณเพืÉอเปรียบเทียบตวัอยา่งแลว้ไดเ้ป็นค่าสดัส่วน ค่าสดัส่วนสุดทา้ยจะถูกนาํไปสอบเทียบ การหาปริมาณ

ไม่จาํเป็นตอ้งไดเ้ป็นค่าจาํนวนจริงในการหา

ปริมาณ ดงันัÊนผลการวิเคราะห์กจ็ะไม่ไดม้าเป็นจาํนวนจริง รวมทัÊงการคาํนวณสดัส่วนการสอบเทียบไม่จาํเป็นตอ้งใชเ้สน้ค่า

ประสิทธิภาพพีซีอาร์ของยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิงจะตอ้งไม่เปลีÉยนไปในแต่ละตวัอยา่ง 
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คุณสมบติั คาํอธิบาย ค่าทีÉปรากฎ 

ชืÉอตวัอยา่ง ชืÉอของตวัอยา่งทีÉสนใจ 

หากมียีนเป้าหมาย/ยีนอา้งอิง หลายยีน ชืÉอตวัอย่าง

จะแสดงเป็นกลุม่ทีÉเขา้คูก่นั 

ตวัอกัษร(≤ 25 ตวั) ค่าเริÉมตน้ 

“ชืÉอ  ###”, 

เมืÉอ ### คือเลขเครืÉอง 

ยีนเป้าหมาย ชืÉอของยีนเป้าหมาย 

ซึÉงแตกต่างจากชืÉอตวัอย่าง เช่น “ยีน1” เป็นยีนนี Ê

สาํหรบัทกุตวัอย่าง สาํหรบัตวัมาตรฐาน ตวัสอบ

เทียบ และโพรบสาํหรับตวัอย่างชนิดลบ 

ตวัอกัษร (≤ 25 ตวั) ค่าเริÉ มต้นเป็นว่าง 

ชนิดของตวัอยา่ง 

(จาํเป็น) 

ชนิดของตวัอย่าง ►  ไม่ทราบ 

►  ตวัควบคุมชนิดบวก/ตวัสอบเทียบ 

►  ตวัควบคุมชนิดลบ 

►  ค่ามาตรฐาน 

ชนิดของยีนเป้าหมาย 

(จาํเป็น) 

ชนิดของยีนเป้าหมาย ►  เป้าหมาย 

►  อา้งอิง 

►  ไม่กาํหนด 

ไม่กาํหนด จะไม่ถูกนาํมาวิเคราะห์
ในโปรแกรม 

 
 
 

คาํระบุในการใช้การวเิคราะห์การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ 
 

 

4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ในการทดลองทีÉใชช่้องสัญญาณต่างกนั จะตอ้งเชค็ใหถู้กตอ้งวา่ไดเ้ลือกกาํหนดช่องสัญญาณตรง

ขอ้มูลตวัอยา่งตรงกนั 
 
 

การเข้าคู่อตัโนมัต ิ
 

โปรแกรม LightCycler 480® จะจดัสรรเป้าหมายและอา้งอิงตามกฎดงันีÊ : 

 
ชืÉอเดียวกนัสาํหรับยนี
เป้าหมาย และยีน
อา้งอิง 

ชืÉอยีนเป้าหมาย การเขา้คู่อตัโนมติั 

- (ค่าเริÉมตน้) - (ค่าเริÉมตน้) ตามกฎของรูป ซึÉงทาํตามแผนการปิเปต

(เช่น  แถว คอลมัน์ บล็อก) 

+ + ทาํตามคาํกาํหนดในการใส่ขอ้มูลตวัอยา่ง 

+ - ไม่มีการเขา้คู่อตัโนมติั 

- + ไม่มีการเขา้คู่อตัโนมติั 
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4.3.4        การทําการทดลองสําหรับการหาปริมาณเชิงสัมพันธ์แบบพืÊนฐาน 
 

การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์แบบพืÊนฐานจะใชห้ลกัการ ΔΔCT-Method ซึÉ งมีการกาํหนดดงันีÊ 

                                                                                                                                                                                                                        4 
 

► ใ ช้ก า ร คาํ น ว ณ  C p  แ บ บ Fit Points 
 

► กาํหนดค่าประสิทธิภาพไวก่้อน (ไม่ตอ้งมีค่ามาตรฐาน) 
 

► ใชก้ารคาํนวณแบบIn-Run  
 

► ทุกตวัอยา่งจะเขา้คู่ตามกฎเขา้คู่ หากมีการกาํหนดชืÉอยนีเป้าหมาย/ยนีอา้งอิงหลายชืÉอ (ขอ้มูลเพิÉมเติมใน 

Pairing Rules for multiple target/reference genes) 
 

► เตม็เพลท (การสร้างกลุ่มยอ่ยตวัอยา่งจะไม่ถูกนาํมาวิเคราะห์) 
 

ในการทดลองทีÉจะใชค้าํนวณการหาปริมาณเชิงสมัพนัธ์ดว้ยขัÊนพืÊนฐานจะตอ้งมี 

► ยนีเป้าหมายของตวัอยา่ง 
 

► ยนีอา้งอิงของตวัอยา่ง 
 

► ตวัสอบเทียบ (ทางเลือก) 
 

► ตวัควบคุมชนิดลบ (ทางเลือก) 
 

วธีิการทําการทดลองหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ด้วยขัÊนพืÊนฐาน: 
 

1     ทาํการทดลองเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม 

 
2   คลิกทีÉ Sample Editor ในแถบ Module และเลือกการทาํงานเป็น  Rel Quant 

             

3   
กาํหนดคณุสมบติัตวัอยา่ง 

รายละเอียดเพิÉมเติมดไูดใ้นสว่น Entering Sample Information และโปรแกรมการใช ้พารามิเตอรท์ีÉจะกาํหนดสาํหรบัการ

คาํนวณใหด้เูพิÉมเติมไดใ้นสว่น Identifiers Used by Relative Quantification Analysis  

4 การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ดว้ยขัÊนพืÊนฐานมกัจะใชก้ารทดลองเตม็เพลทสาํหรับการวเิคราะห์ หากมีชนิดของตวัอยา่ง

ตาํแหน่งทีÉไม่ไดใ้ช ้ให้กาํหนดเป็น Unassigned 

► ► ►
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5  คลิก  Analysis ในแถบ Module  

จะปรากฏหนา้ต่าง Create New Analysis ใหก้ดเลือก Basic Relative Quantification 

4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6    หนา้ต่าง  Relative Quantification analysis  

จะปรากฏและทาํการคาํนวณอตัโนมติั 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ในการกาํหนดการตัÊงค่าสัญญาณรบกวน ทาํไดใ้นส่วน Viewing the Results 

■ 

 
หากตอ้งการแกไ้ขการตัÊงค่าทีÉกาํหนดมา ใหท้าํการวเิคราะห์ดว้ยขัÊนสูง (ดูรายละเอียดไดที้É 

Performing an Advanced Relative Quantification Experiment)
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Relative Quantification Analysis 
 
 

4.3.5        การทําการทดลองหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ด้วยวธีิขัÊนสูง 
 

สาํหรับการหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ดว้ยวธีิขัÊนสูง นอกจากจะไดส้ัดส่วนมาแลว้ยงัสามารถปรับปรุงการคาํนวณ

ไดด้ว้ยการทีÉมีการใชสิ้Éงต่างๆเช่น                                                      

► ก า ร ห า ค่ า  Cp ดว้ยวธีิ Fit Points หรือ Second Derivative Maximum 
 

► การวเิคราะห์อา้งองิทาง In-Run references หรือ External Reference 
 

► กฎการเขา้คู่สาํหรับหลายๆ ยนีเป้าหมาย/ยนีอา้งองิ 
 

► การใชค้่ามาตรฐาน 
 

 

การวเิคราะห์สารพนัธุกรรมลกัษณะนีÊไม่เพยีงแต่ใชก้บังานการแสดงออกของยนี ยงัใชก้บัการศึกษา

ระดบัดีเอน็เอ เช่น ระดบัยนี ในกรณีนีÊจะใชย้นีโมเลกลุเดียวในการอา้งองิ และกาํหนดใหอ้ยูบ่น

โครโมโซมเดียวกนักบัยนีเป้าหมายทีÉสนใจ 

การทดลองการหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์แบบขัÊนสูงประกอบดว้ย 
 

► ยนีเป้าหมายและอา้งอิงของตวัอยา่ง 
 

(ทางเลือก) 
 

► ยนีเป้าหมายและอา้งอิงของตวัสอบเทียบ 
(ทางเลือก) 
 

 

ค่าอา้งอิงสามารถตรวจในการทดลองทีÉแยกกนัได ้
 
 

วิธีการทําการวเิคราะห์การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์: 
 

ก่อนเริÉมการวิเคราะห์ตอ้งกาํหนดประสิทธิภาพการทาํงานของยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิง หากไม่ตอ้งการใช้ค่าทีÉ

เท่ากบั 2 ให้ทาํตามดงันีÊ  
 

► ใหท้าํค่ามาตรฐานเชิงสัมพนัธ์ไปในการทดลองเพืÉอใหไ้ดเ้ส้นค่ามาตรฐาน 
 

► นาํเขา้ขอ้มูลค่ามาตรฐานเชิงสัมพนัธ์จากภายนอก 
 

หากใชค่้ามาตรฐานในการทดลองเดียวกนั ค่าทีÉกาํหนดไวเ้องในขอ้มูลตวัอยา่งจะถูกเขียนทบั 
 

 

1      ทาํการทดลอง รวมค่าอา้งอิงจากภายนอกดว้ยหากจาํเป็น 

 

2  (ทางเลือก) กาํหนดกลุ่มยอ่ยตวัอยา่งทีÉตอ้งการวิเคราะห์ หากไม่กาํหนดโปรแกรมจะวิเคราะห์ทัÊงเพลทและให้

ตวัอยา่งทีÉไม่ไดใ้ส่ขอ้มูลเป็นตวัอยา่งชนิดลบ สาํหรับโปรแกรม 1.5.0 การสร้างกลุ่มยอ่ยตวัอยา่งเมืÉอทาํการ

วิเคราะห์แบบซา้ยไปขวา (แถวต่อแถว) จะช่วยใหก้ารเขา้คู่ตวัอยา่งดว้ยเทคนิคขัÊนกา้วหนา้นีÊประสบ

ความสาํเร็จ 

► ► ►

► การใชก้ารสร้างกลุ่มตวัอยา่งยอ่ย 

► ยนีเป้าหมายและอา้งอิงของตวัอยา่งมาตรฐาน 

► ยนีเป้าหมายและอา้งอิงของตวัอยา่งควบคุมชนิดลบ 
(ทางเลือก) 
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3      คลิกทีÉ Sample Editor ในแถบ Module แลว้เลือกการทาํงานเป็น Rel Quant 

4                                        
 
 

4      กาํหนดคุณสมบติัของตวัอยา่ง 

รายละเอียดแสดงใน Entering Sample Information 

สาํหรับการวิเคราะห์หาปริมาณเชิงสมัพนัธ์แบบขัÊนกา้วหนา้จะมีการกาํหนดค่าดงันีÊ 
 

คุณสมบติั คาํอธิบาย   ค่าทีÉปรากฎ 

ความเขม้ขน้ 

(ทางเลือก) 

ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งมาตรฐาน 

จะมีใหใ้ส่ไดถ้า้เฉพาะตวัมาตรฐาน 

ค่าความเขม้ขน้ 

ประสิทธิภาพ ประสิทธิภาพพีซีอาร์ของเป้าหมาย 

ถา้มีลาํดบัความเขม้ขน้ของยีนเป้าหมายในการทดลอง 

โปรแกรมจะใชป้ระสิทธิภาพจากการค่านีÊ เป็นค่าเริÉมตน้ 

ค่าตวัเลข: 

1 < ประสิทธิภาพ < 3 

ค่าเริÉมตน้คือ 2.00 

 

5      คลิก Analysis ในแถบ Module 

หนา้ต่าง Create New Analysis จะแสดงใหเ้ลือก Advanced Relative Quantification 

 
► ► ►
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6  หนา้ต่าง Create New Analysis จะเปิดแลว้เลือกการวิเคราะห์กลุ่มยอ่ยและโปรแกรมการทดลองจากรายการ 

(ปกติใช ้ Amplification) หากตอ้งการเปลีÉยนชืÉอการวิเคราะห์ใหท้าํได ้ (ชืÉอเริÉมตน้คือ “analysis type 

สาํหรับ subset name”) คลกิทีÉ   

 
 

► ► ► 
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7      หนา้ต่างต่อมาจะเปิดขึÊน ใหก้าํหนดดงันีÊ  

4                                        
Abs Quant Type 

เลือกชนิดของการวิเคราะห์การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงทีÉทาํในแต่ละยีนเป้าหมาย 

Subordinate Abs Quant Analysis 

แต่ละการวิเคราะห์การหาปริมาณเชิงสมัพนัธ์จะขึÊนอยูก่บั 2 หรือมากกวา่การวิเคราะห์ดงันีÊ  

เลือกวา่โปรแกรมทาํการจาํแนกยีนเป้าหมายทีÉแตกต่างกนัอยา่งไร: 

►  Create by Target Name: โปรแกรมจาํแนกยีนเป้าหมายดว้ยชืÉอของยีนเป้าหมายทีÉถูกใส่ไวใ้น

ขัÊนตอนทีÉ 4 

►  Create by Filter Combination: โปรแกรมจาํแนกยีนเป้าหมายดว้ยการใชก้ารจบัคู่ช่องสญัญาณ

ทีÉกาํหนดไวข้ัÊนตอนทีÉ 4  

► ► ►
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การวเิคราะห์ยนีอ้างองิ 

เลือกตาํแหน่งของยีนอา้งอิง: 

►  Create In-Run: ตวัอยา่งอา้งอิงรวมอยูใ่นการทดลอง                                                                                                       4 
►  Select External: ตวัอยา่งอา้งอิงถูกเกบ็ไวใ้นการทดลองแยกกนั 

 

 
►  คลิกทีÉ Select reference experiment เ พืÉ อ เ ลื อ ก ก า ร ท ด ล อ ง จ า ก ภ า ย น อ ก  

►  โปรแกรมจะแสดงหนา้ต่างดา้นล่าง ใหเ้ลือกการทดลองทีÉตอ้งการแลว้คลิก   

 
 

ตวัอยา่งอา้งอิงจากกลุ่มตวัอยา่งทีÉเลือกจะนาํเขา้สู่การทดลองปัจจุบนั ขอ้มูลหลงัการนาํเขา้ไม่สามารถ

เปลีÉยนแปลงได ้หากมีการเปลีÉยนแปลงโปรแกรมจะไม่สามารถมองเห็นได ้จาํเป็นตอ้งสร้างการ

วิเคราะห์ใหม่เพืÉอนาํเขา้ขอ้มูลทีÉเปลีÉยนแปลงนัÊน 

กฎการเขา้คู่ของยีนเป้าหมาย/ยีนอา้งอิง หลายตวัอยา่ง 

เลือกผลทีÉสร้างการจบัคู่แบบอตัโนมติัของ ยีนเป้าหมาย|ยีนอา้งอิง  

เช่น ยีนเป้าหมาย: T1, T2; ยีนอา้งอิง: R1, R2 

►  One to One: 

หนึÉงยีนเป้าหมายต่อหนึÉงยีนอา้งอิงต า ม ต า ร า ง ก า ร ปิ เ ป ต  

เช่น T1|R1, T2|R2 

►  All to All: 

แต่ละยนีเป้าหมายจบัคู่กบัแต่ละยีนอา้งอิง 

เช่น T1|R1, T1|R2, T2|R1, T2|R2 

►  All to Mean: 

จบัคู่แต่ละยีนเป้าหมายตอ่ยีนอา้งอิงทัÊงหมด ค่าเฉลีÉยของผลการคาํนวณสดัส่วนดงันีÊ   

เช่น T1/R(all) = (T1/R1 x T1/R2)1/2 and T2/R(all) = (T2/R1 x T2/R2)1/2
 

►  Mean to All: 

จบัคูทุ่กยีนเป้าหมายกบัแต่ละยีนอา้งอิง ค่าเฉลีÉยของผลการคาํนวณสดัส่วนดงันีÊ 

เช่น  T(all)/R1 = (T1/R1 x T2/R1)1/2 and T(all)/R2 = (T1/R2 x T2/R2)1/2
 

รายละเอียดเพิÉมเติมในส่วน Pairing Samples and Creating Result Sets 

► ► ►
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ค่าเริÉมต้นของการตัÊงค่าเส้นมาตรฐาน 

ทางเลือกนีÊไม่เกีÉยวขอ้งหากมีการใชค้่ามาตรฐานภายในสาํหรับทุกยีนเป้าหมาย  

4                                       หากไม่มีตวัมาตรฐานภายในสําหรับยีนเป้าหมายให้ทาํการเลือกดงันีÊ 

►  Always use Efficiency: ค่าประสิทธิภาพพีซีอาร์ทีÉกาํหนดไวใ้นการใส่ขอ้มูลตวัอยา่งจะถูก

นาํมาใช ้

►  Allow External Standards with Matching Target Name: โปรแกรมจะคน้หาจาก

ฐานขอ้มูลสาํหรับค่าเสน้มาตรฐานทีÉสร้างจากชืÉอยีนเป้าหมายเดียวกนัและคาํนวณประสิทธิภาพพีซี

อาร์ทีÉแน่นอน 
 

การตัÊงค่าทีÉทาํในหนา้ต่าง Create new analysis ไม่สามารถเปลีÉยนแปลงไดห้ลงัจากการวิเคราะห์ถูก

สร้างขึÊน หากตอ้งการแกไ้ขการตัÊงค่าใหมจ่าํเป็นตอ้งสร้างการวิเคราะห์ขึÊนมาใหม ่
 

8     คลิก   

 

9      หนา้ต่าง Relative Quantification Analysis จะเปิดขึÊนดงัภาพ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

■
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4.3.6        การทําการวเิคราะห์การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ 
 

ทุกทางเลือกนัÊนโปรแกรมจะกาํหนดมาใหอ้ยูแ่ลว้อตัโนมติั หากไม่ตอ้งการเปลีÉยนแปลงการตัÊงค่าใด ใหค้ลิกทีÉปุ่ม 

 Calculate แลว้ดูในส่วนผล 
 
 

วธีิการแสดงและแก้ไขการวิเคราะห์: 
 

1      แถบ Results จะแสดงเป็นค่าเริÉมตน้ 

โดยเริÉมตน้ การจบัคู่แบบ Manual Pairing จะมีใหเ้ลือกใชใ้นการวิเคราะห์ขัÊนกา้วหนา้แต่จะไม่มีในขัÊน

พืÊนฐาน ในการวิเคราะหท์ัÊงสองรูปแบบ สามารถกาํหนดการเลือกหรือยกเลกิการเลือกการจบัคูแ่บบ 

Manual Pairing ได ้

หากการทดลองแบบหลายสีจาํเป็นตอ้งมีการใชก้ารชดเชยสญัญาณสี ก็สามารถใชก้ารชดเชยสญัญาณสี

ได ้

คลิกทีÉแถบ Target Name tab เพืÉอจะดูการตัÊงค่าทีÉสมัพนัธ์กนักบัยีนเป้าหมาย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

► ► ►        
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   2      หากตอ้งการเปลีÉยนการตัÊงค่าทัÉวไปให้คลิกทีÉปุ่ ม Settings  

หนา้ต่าง Rel Quant Settings จะเปิดขึÊนดงันีÊ  

4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ratios 

เป็นการเลือกให้แสดงผลขอ้มูลสัดส่วนในตาราง Results และกราฟแท่ง ขอ้ผดิพลาดจากสัดส่วนจะแสดงในรูปแบบ

ของกราฟแท่งเสมอ 

Results Table 

เป็นการเลือกแสดงชนิดของผลขอ้มูลในตารางแสดงผล 
 

Manual Pair Editing 

เลือกสาํหรับตอ้งการจบัคู่ดว้ย วธีิManual Pairing  
 

Median/Mean Setting 

เลือกกาํหนดค่าเฉลีÉยในรูปแบบทีÉตอ้งการ: 

►  ค่าเฉลีÉย: คาํนวณทางคณิตศาสตร์ให้ไดค้่าเฉลีÉยทีÉแน่นอน 

►  ค่ากลาง: ใชค้่ากลางของชุดขอ้มูล วธีินีÊ จะชดเชยเป็นค่ากลางทางสถิติ (มีค่าทีÉสูงมากหรือตํÉามาก) 

Logarithmic/Linear Bar Chart 

เลือกวธีิทีÉจะกาํหนดหน่วยวดัของกราฟแท่ง: 

►  Linear: เลือกกรณีทีÉผลการทดลองครอบคลุม1-2ลาํดบัความสําคญัข้อมูล หรือแสดงข้อมูลเป็นลกัษณะแปรผนัตรง  

►  Logarithmic: เลือกกรณีทีÉผลการทดลองครอบคลุมลาํดับความสําคญัข้อมูลหลายลาํดบั 

► ► ►
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3      หากตอ้งการเปลีÉยนแปลงทางเลือกทีÉเกีÉยวกบัยีนเป้าหมาย 

►  สามารถเลือกตวัอยา่งนัÊนจากตารางตวัอยา่งในแถบ Sample View (หลงัจากเสร็จสิÊนการวิเคราะห์)                                                                                                                             

►  หรือเลือกแถบ Target Name แลว้เลือกการวิเคราะห์ยอ่ยลงมา 

ซึÉงจะมีปุ่ม Show Abs Quant ให้เลือกใช ้

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โปรแกรมจะแสดงการวิเคราะห์การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงของยีนเป้าหมายเป็นรายการยอ่ยลงมา หากตอ้งการ

ดูผลการวิเคราะห์ใหค้ลิกทีÉปุ่ม Calculate 

► ► ► 
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แหล่งข้อมูลของค่ามาตรฐานยีนเป้าหมาย 

ในการตัÊงค่าเส้นมาตรฐานของการวิเคราะห์การหาปริมาณเป็นจาํนวนจริงย่อยลงมา และนาํมาใชใ้นการหาประสิทธิภาพพีซีอาร์ ใหใ้ชปุ้่ ม  

Standard Curve multi-select 

 

เลือกกาํหนดทางเลือกไดด้งันีÊ: 

►  Save as External: บนัทึกขอ้มูลเส้นค่ามาตรฐานไวส้าํหรับการทดลองอืÉน 

►  Std Curve (In Run): เสน้ค่ามาตรฐานถูกคาํนวณจากลาํดบัการเจือจางในการทดลองปัจจุบนั 

►  Std Curve (External):เส้นค่ามาตรฐานถูกนาํเข้ามาจากฐานข้อมูล โดยมีหนา้ต่างใหเ้ลือก

ไฟลข์อ้มูลทีÉตอ้งการดงัภาพ 
 

 
 

การทดลองจะตอ้งมีคา่มาตรฐานของยีนเป้าหมายอยา่งนอ้ย 1 ค่า เพืÉอบอกความเขม้ขน้ และผูใ้ชต้อ้งมีสิทธิÍ

การเขา้ถึงเสน้ค่ามาตรฐานได ้

►  Set Efficiency: เสน้ค่ามาตรฐานถูกคาํนวณจากการใชค้่าประสิทธิภาพทีÉกาํหนดไวใ้นขอ้มูล

ตวัอยา่ง 

ค่าประสิทธิภาพจะถูกกาํหนดไดท้ัÊงในกรณีไมม่ีค่ามาตรฐานยีนเป้าหมายในการทดลอง หรือมี 1 ค่ากไ็ด ้

ความเขม้ขน้ของยีนเป้าหมายจะคาํนวณเมืÉอมีค่ามาตรฐานของยีนเป้าหมายอยา่งนอ้ย 1 ค่าในการทดลอง

ทีÉบอกค่าความเขม้ขน้ 

การยกเลกิการเลือกตัวอย่าง 

เพืÉอทีÉจะยกเลิกการเลือกตวัอยา่ง ใหด้บัเบิÊลคลิกทีÉช่องหนา้ตวัอยา่งในตาราง Results  

 
 

ทางเลือกวิธี Fit Point 

การตัÊงค่านีÊจะทาํไดก้บัการวิเคราะห์ทีÉใชว้ิธี Fit Points ในการทาํงานแบบ Abs Quant Type  

วิธีเปลีÉยนการตัÊงค่าการตรวจหาค่า Cp  

►  แถบ Cycle Range  

► แถบ Noise Band  

►  แถบ Analysis  

► ► ►
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ทางเลือกวิธี Second Derivative  

การตัÊงค่านีÊจะใชไ้ดก้บัการวิเคราะห์ทีÉใช ้ 2nd Derivative Max ในการวิเคราะห์ Abs Quant Type 

ในการเปลีÉยนการตัÊงค่าการตรวจวดัค่า Cp ใหใ้ชปุ่้ม multi-select 

 

 

4      เลือกยอ้นกลบัไปหนา้ RelQuant เพืÉอทีÉจะไปยงัหนา้จอ Relative Quantification Analysis 

 
5      
Manual Pairing  

หากแถบ Manual Pairing ไม่สามารถกดได ้ใหค้ลิกปุ่ม Settings แลว้เลือกทางเลือก Enable 

Manual Pair Editing  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

โปรแกรมจะแสดงการจบัคู่อตัโนมติั ซึÉงสามารถ 

►  แกไ้ขการจบัคู ่

(หากตอ้งการเปลีÉยนชืÉอการจบัคู่ใหค้ลิกทีÉรายการคู่แลว้พมิพชื์Éอใหม่) 

►  ระบุการปัจจยัการแกไ้ขและปัจจยัการคูณ 

 

6      คลิก Calculate 

 
■

หากตอ้งการเปลÉียนแปลงการตÊงัค ่าทีÉเกีÉยวกบัการจบัคู่ยีนเป้าหมาย/ยีนอา้งอิง target|reference ให้เลือกแถบ
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4.3.7        การดูผลการทดลอง 

 

4                                 วธีิดูผลการทดลองในแถบแสดงผล: 

    1     เลือกแถบ Results เพืÉอดูรายละเอียดของผลการทดลองสาํหรับแต่ละชุดขอ้มูล 

 
 

2  ตารางแสดงผลจะแสดงหนึÉงแถวของขอ้มูลต่อไปนีÊสาํหรับแต่ละชุดขอ้มูลทีÉจบัคู่กนั และแต่ละชุดของตวั

เปรียบเทียบ 

►  Bar chart: ชุดผลการทดลองแสดงในรูปแบบกราฟแท่ง หากตอ้งการลบชุดขอ้มูลผลจากกราฟแท่ง

ใหย้กเลิกการเลือกชุดข้อมูลด้วยการดบัเบิÊลคลิก 

►  Pairing: ชืÉอของชุดผลขอ้มูล (เวน้วา่งสาํหรับตวัสอบเทียบ) ใชแ้ถบ Manual Pairing 

ในการแกไ้ขชืÉอการจบัคู ่

►  Sample Name: ชืÉอตวัอยา่งในชุดขอ้มูลทีÉกาํหนดจากการใส่ขอ้มูลตวัอยา่ง (ปกติจะเป็นเพียงหนึÉงตวัอยา่ง 

แ ต่  manual pairing สา ม า ร ถกาํห นด ม า ก ก ว่า ห ล าย ตัว อ ย่ าง ไ ด้) 

►  Target Name: ชืÉอของยีนเป้าหมายในชุดขอ้มูลผลการทดลอง 

►  Target Mean/Median Cp: crossing point ของยีนเป้าหมาย 

►  Reference Mean/Median Cp: crossing point ของยีนอา้งอิง 

►  Error of the Cp (ไม่แสดงค่าเริÉมตน้): ค่าเบีÉยงเบนมาตรฐานของการทาํซํÊ า 

►  Ratio Target/Ref: สัดส่วนความเขม้ขน้ของยนีเป้าหมายต่อยีนอา้งอิงใ น ชุ ด ข้ อ มู ล  

►  Target/Ref Ratio Error (ไม่แสดงค่าเริÉมตน้): ค่าเบีÉยงเบนมาตรฐานของทุกการจบัคู่ยีน

เป้าหมาย/ยีนอา้งอิงของตวัอยา่งทีÉทาํซํÊ า 

►  Ratio Normalized: สัดส่วนความเขม้ขน้ของยีนเป้าหมายต่อยีนอา้งอิงในชุดขอ้มูลผลซึÉ งเทียบ

กบัตวัสอบเทียบ 

►  Normalized Ratio Error (ไมแ่สดงค่าเริÉมตน้): ค่าเบีÉยงเบนมาตรฐานของยีนเป้าหมาย/ยีนอา้งอิง/

ตวัสอบเทียบ ในตวัอยา่งซํÊา 

►  Status: ขอ้ความพิเศษทีÉเกีÉยวขอ้งกบัชุดผลขอ้มูล 
 

► ► ►
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3  กราฟแท่งแสดงแต่ละชุดขอ้มูลของการจบัคู่และแตล่ะตวัสอบเทียบในตารางขอ้มูลผลการทดลอง 

►  ความสูงของกราฟแท่งซา้ยจะแสดงสดัส่วนของยีนเป้าหมาย/ยีนอา้งอิง 

ดา้นขวาแสดงกราฟของการปรับเทียบ 

►  แต่ละแท่งจะแสดงค่าเบีÉยงเบนมาตรฐานทางสถิติซึÉงเป็นช่วงทีÉมีค่าผดิพลาดเป็นเสน้ปิดบนกราฟ 

หากนาํเมาส์ไปชีÊ ทีÉแท่งกราฟจะแสดงขอ้มูลรายละเอียด: 

 
 

■ 

 
4.3.8        การจบัคู่ตวัอย่างและการสร้างชุดผลข้อมูล 

 
การจับคู่อตัโนมัต ิ

 

โปรแกรมจะสร้างผลของชุดขอ้มูลอตัโนมติัซึÉงประกอบดว้ย 
 

► เป้าหมาย 
 

► อา้งอิง 
 

► ตวัปรับเทียบ (ทางเลือก) 
 

ชุดผลขอ้มูลจะแสดงทีÉแถบ Manual Pairing การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์จะจบัคู่อตัโนมติัระหวา่งยนี

เป้าหมายกบัยนีอา้งอิง 
 

► ยนีเป้าหมายและยนีอา้งอิงทีÉมีชืÉอตวัอย่างเดียวกนัจะถูกจบัคู่กนั 
 

► ยนีเป้าหมายและตวัปรับเทียบทีÉมีชืÉอเป้าหมายเดียวกนัจะถูกจบัคู่กนั ตวัปรับเทียบจะถูกใชห้ากทุกยนี

เป้าหมายสามารถจบัคู่กบัตวัปรับเทียบได ้
 

► หากไม่มีชืÉอเป้าหมายและชืÉอตวัอยา่งไม่ตรงกนั โปรแกรมจะพยายามสร้างชุดขอ้มูลผลตามแบบแผนทีÉ

จดจาํได ้ ถา้ตาํแหน่งของตวัอยา่งของเป้าหมายตรงกนักบัตาํแหน่งของตวัอยา่งอา้งอิง การจบัคู่เป้าหมายกบั

อา้งอิงจะเกิดขึÊน 
 

หลงัจากบ่งชีÊ เป้าหมายและอา้งอิงไดแ้ลว้ โปรแกรมจะใชก้ฎการจบัคู่ตามดา้นล่าง ตวัอยา่งจะแสดงเป็น

เป้าหมาย: T1, T2 และอา้งอิง: R1, R2 

 
► One to One: หนึÉงเป้าหมายถูกจบัคู่กบัหนึÉงอา้งอิงตามรูปแบบการปิเปต 

เช่น T1|R1, T2|R2 
 

► All to All: แต่ละเป้าหมายจบัคู่กบัแต่ละอา้งอิง 

เช่น T1|R1, T1|R2, T2|R1, T2|R2 
 

► All to Mean: จบัคู่แต่ละเป้าหมายกบัทุกอา้งอิง ค่าเฉลีÉยทางคณิตศาสตร์ของสัดส่วนผลถูกคาํนวณดงันีÊ  

เช่น T1/R(all) = (T1/R1 x T1/R2)1/2 และ T2/R(all) = (T2/R1 x T2/R2)1/2
 

 

► Mean to All: จบัคู่ทุกเป้าหมายกบัแต่ละอา้งอิง  ค่าเฉลีÉยทางคณิตศาสตร์ของสัดส่วนผลถูกคาํนวณดงันีÊ   

เช่น T(all)/R1 = (T1/R1 x T2/R1)1/2 และ T(all)/R2 = (T1/R2 x T2/R2)1/2
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การจับคู่แบบกําหนดเอง 
 

ใชแ้ถบ Manual Pairing เพืÉอกาํหนดชุดขอ้มูลผลการทดลอง ซึÉ งสามารถระบุการแกไ้ขการคูณปัจจยัต่างๆ 

4       

การจับคู่ตัวอย่างและสร้างชุดข้อมูลผลการทดลอง: 
 

1  ในแถบ Manual Pairing จะแสดงตวัอยา่งเป็น 2 ส่วน: ส่วนบนเป็นตวัอยา่งเป้าหมาย ส่วนล่างเป็นตวัอยา่ง

อา้งอิง เฉพาะตวัอยา่งไม่ทราบและตวัปรับเทียบทีÉอยูใ่นกลุ่มยอ่ยทีÉมีใหใ้ชง้าน จะสามารถเลือกใชไ้ด ้ ตวัอยา่งอืÉน

จะเลือกไม่ได ้
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปุ่ม Auto Pair จะกดไดห้ากยงัไม่ไดม้ีชุดขอ้มูลผลการทดลองกาํหนดไว ้
 
 

2         วิธีสร้างชุดขอ้มูลผลการทดลองใหท้าํดงันีÊ: 

►  คลิกปุ่ม + ในรายการ Pairs เพืÉอเพิÉมในชุดขอ้มูล Result  

►  เลือกเป้าหมายตวัอยา่งทีÉไม่ทราบ (ในกลุ่มตวัอยา่งส่วนบน) และอา้งอิงตวัอยา่งทีÉไม่ทราบ (ในกลุ่ม

ตวัอยา่งส่วนล่าง)เ พืÉ อ ทาํ ก า ร จั บ คู่  

►  หากตอ้งการเพิÉมตวัปรับเทียบ กดคา้งทีÉปุ่ม <Ctrl> และเลือกตวัปรับเทียบเป้าหมาย (ในกลุ่มตวัอยา่ง

ส่วนบน) และตวัปรับเทียบอา้งอิง (ในกลุ่มตวัอยา่งส่วนล่าง) 

►  คลิก  Apply 

ชุดขอ้มูลผลการทดลองจะปรากฎในรายการ Pairs ซึÉงจะแสดงชืÉอผลการทดลองอตัโนมติัโดยค่าเริÉมตน้

เป็น “Pairing ###”, เมืÉอ ### หมายถึงตวัเลข ตาํแหน่งการจบัคู่ก็แสดงไว ้

►  หากตอ้งการแกไ้ขชืÉอผลการทดลอง ใหค้ลิกทีÉชืÉอในรายการ Pairs แลว้พมิพชื์Éอใหม ่
 

3  หากตอ้งการใชค้่าแกไ้ขกบัชุดขอ้มูลผลการทดลอง ให้ทาํดงันีÊ 

►  หากมีตวัปรับเทียบมากกวา่ 1 (เป้าหมายและอา้งอิง) ใหแ้กไ้ขคา่ Correction Factor ในรายการ Pairs  

ค่าแกไ้ขจะใชก้บัการปรับเทียบผลเพืÉอดู ล็อตต่อลอ็ต ของการไม่คงทีÉของตวัปรับเทียบ สดัส่วนของการ

ปรับเทียบจะหารดว้ยค่าปัจจยัแกไ้ข 

ชุดการปรับเทียบใหม่ทุกชุดควรมีการสอบเทียบกบัชุดปรับเทียบแม่แบบ 

► ► ►
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4  หากตอ้งการใชปั้จจยัตวัคูณ กบัชุดขอ้มูลผลการทดลอง ให้ทาํดงันีÊ  

►  แกไ้ขปัจจยัตวัคูณในรายการ Pairs  
ปัจจยัตวัคูณใชป้รับค่าสดัส่วนสมัพนัธ์การปรับเทียบของตวัปรับเทียบสุดทา้ยใหเ้หมาะสม สดัส่วนการ

ปรับเทียบจะคูณดว้ยปัจจยัตวัคูณ ดงันัÊนปัจจยัตวัคูณเป็นเพียงตวัตกแต่งใหผ้ลการทดลองอ่านง่ายและแปล

ผลไดง้่ายขึÊน 
 

5         สร้างชุดขอ้มูลผลตามตอ้งการโดยคลิกทีÉ Calculate 

■ 
 

วิธีแสดงผลกราฟการเพิÉมจํานวนของตวัอย่างในชุดผลข้อมูล: 
 

► เลือกแถบ Results ชุดผลขอ้มูลจะแสดงใหเ้ห็นในคอลมัน์ Pairing 
 

► เลือกแถบ Sample View  
 

► ในตารางแสดงผลใหเ้ลือกคู่ทีÉจะดูผลใน Sample View 
 

► ใน Sample View เลือกตาํแหน่งทีÉตอ้งการแสดงในกราฟการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม 
 

ถา้มีเพยีงชืÉอเป้าหมาย 1 ชืÉอถูกเลือกในรายการ  Sample View ปุ่ม Show Abs Quant จะมีใหก้ด

เลือกได ้
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Relative Quantification Analysis 
 
 
 

4.3.9        เส้นมาตรฐานจากภายนอก 
 

ในการสร้างเส้นมาตรฐาน ใหพ้จิารณาช่วงความเขม้ขน้ของตวัอยา่งทีÉจะวเิคราะห์ และค่าเบีÉยงเบนมาตรฐาน 

► สร้างค่าความเขม้ขน้ค่ามาตรฐานใหค้รอบคลุมอยา่งนอ้ย 3-5 ลาํดบัในช่วงความเขม้ขน้ทีÉตวัอยา่งจะถูก

วเิคราะห์ 
 

► สาํหรับการหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ ไม่จาํเป็นตอ้งไดค่้าความเขม้ขน้หรือค่าจาํนวนโมเลกุลเป็นจาํนวนจริง 

เลือกตวัปรับเทียบทีÉสัมพนัธ์กบัค่ามาตรฐาน เช่น การเจือจางเป็นลาํดบั mRNA หรือ cRNA 
 

► ใชก้ารเจือจางขัÊนตํÉา 4-5 ลาํดบั (เช่น 1:10 dilutions) 
 

► ใชจ้าํนวนซํÊาอยา่งนอ้ย 3-6 ซํÊ าของแต่ละค่ามาตรฐานเพืÉอใหไ้ดค้่าทางสถิติทีÉดี 

 
หากมีการใชเ้ส้นค่ามาตรฐานจากภายนอกกบัการวิเคราะห์หาปริมาณเชิงสัมพนัธ์กบักลุ่มยอ่ย ชืÉอเป้าหมาย

จะตอ้งถูกกาํหนดสาํหรับค่ามาตรฐานและการวเิคราะห์จะตอ้งตรงกนั 
 
 

วิธีสร้างเส้นค่ามาตรฐาน: 

 

1      ทาํการทดลองเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมทีÉมีการใชค้่ามาตรฐานสมัพนัธ์สาํหรับทัÊงยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิง ใช้

วิธีการทดลองเดียวกนัสร้างการวิเคราะห์การหาปริมาณเชิงสมัพนัธ ์

2  
ใส่ความเขม้ขน้สาํหรับการเจือจางค่ามาตรฐานของยีนเป้าหมาย (T) และยีนอา้งอิง (R)  

  

หนา้ต่างการวิเคราะห์จะแสดงใหเ้ห็นในแถบ Results  

4      
คลิกปุ่ม Calculate เพืÉอคาํนวณค่ามาตรฐาน 

คลิกทีÉแถบ Target Name และเลือกยีนเป้าหมาย 

คลิกปุ่ม Show Abs Quant  
 
 
► ► ►

3   สร้างการวิเคราะห์การหาปริมาณเชิงสมัพนัธ์ขÊนักา้วหนา้
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5         หนา้ต่างการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมเป็นจาํนวนจริงจะแสดง 

สามารถดูเสน้ค่ามาตรฐานได ้

4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คลิกบนัทึกเสน้ค่ามาตรฐาน แบบ Save as external 
 

6      ขณะนีÊจะไดเ้สน้ค่ามาตรฐานบนัทึกเรียบร้อย 

กาํหนดชืÉอของเส้นค่ามาตรฐาน คลิก OK เพืÉอบนัทึกในไดเร็คทอรีÉ  StdCurve 

■ 
 
 

4.3.10     ข้อมูลเพิÉมเติม 

 
การวเิคราะห์ทีÉไม่ถูกต้อง 

 

ดา้นล่างเป็นการเปลีÉยนแปลงทีÉไม่ถูกตอ้งและตอ้งทาํการแกไ้ขคาํนวณใหม่อีกครัÊ ง 

 
► การเปลีÉยนเสน้ค่ามาตรฐานของยนีเป้าหมายหรือยนีอา้งอิง หรือประสิทธิภาพ 

► การเลือก/การยกเลิกการเลือกตวัอยา่งทีÉจะรวมในการคาํนวณ  
 

► การเปลีÉยนชนิดของตวัอยา่ง (สร้างค่ามาตรฐานใหม่ หรือ ลบออก) 
 

► การเปลีÉยนแปลงความเขม้ขน้ของค่ามาตรฐาน 
 

► การเปลีÉยนแหล่งขอ้มูลของค่าประสิทธิภาพ (เส้นค่ามาตรฐานภายนอก, เส้นค่ามาตรฐานภายใน, หรือ

ประสิทธิภาพ = 2) 
 

► การเพิÉมหรือการลบการจบัคู่ 
 

► การเปลีÉยนปัจจยัการแกไ้ขหรือปัจจยัการคูณ 
 

► การเปลีÉยนสถานการณ์ชดเชยสัญญาณสี (เปิด/ปิด/ไฟลที์Éเลือกใช)้ 
 

► ก า ร ใ ช้ แ ม่ แ บ บ  
 

► การเปลีÉยนช่องสัญญาณสีของยนีเป้าหมายหรือยนีอา้งองิ 
 

การปรับปรุงการทดลองภายนอกหลงัจากนาํเขา้ขอ้มูลไม่กระทบกบัการทาํใหก้ารวเิคราะห์ไม่ถูกตอ้ง
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แม่แบบการวิเคราะห์หาปริมาณเชิงสัมพันธ์ 
 

แม่แบบการวิเคราะห์จะตัÊงค่าดงันีÊ : 

4 
► ช่องสญัญาณของยนีเป้าหมายและยนีอา้งอิง 

 

หากมีการใชแ้ม่แบบการวิเคราะห์กบัยนีเป้าหมายและยนีอา้งอิงโดยทีÉไม่กาํหนดช่องสญัญาณในแม่แบบ จะมี

ขอ้ความขึÊนเตือนและไม่สามารถใชแ้มแ่บบการวิเคราะห์นัÊนได ้

 
► ขอ้มูลการจบัคู่ยีนเป้าหมาย/ ยีนอา้งอิง/ ตวัปรับเทียบ (โดยตาํแหน่ง) 

 

หากขอ้มูลคุณสมบติัตวัอยา่งของการจบัคู่ในแม่แบบไมเ่หมือนกบัการทดลองปัจจุบนั แมแ่บบจะไมส่ามารถใชไ้ด ้

 
► ตวัอยา่งเป้าหมายและอา้งอิงสาํหรับกลุ่มยอ่ย 

 

เมืÉอใชแ้ม่แบบการวิเคราะห์ โปรแกรมจะตรวจสอบว่าในการทดลองปัจจุบนัมีกลุ่มย่อยตวัอย่างดว้ยชืÉอเดียวกนั 

ตาํแหน่งเดียวกันกับกลุ่มย่อยในแม่แบบหรือไม่ 

► หากการทดลองปัจจุบนัไมม่ีกลุ่มยอ่ยดว้ยชืÉอเดียวกนั โปรแกรมจะสร้างกลุ่มยอ่ยให ้
 

► หากการทดลองปัจจุบนัมีกลุ่มยอ่ยทีÉมีชืÉอตวัอยา่งเดียวกนั แต่อยูก่นัคนละตาํแหน่งกบัในกลุ่มยอ่ยของแมแ่บบ 

แมแ่บบการวิเคราะหจ์ะไม่สามารถใชไ้ด ้
 

► รายการการวิเคราะห์ย่อยสําหรับแต่ละชืÉอเป้าหมาย หรือ ช่องสัญญาณ 
 

► ชนิดของเป้าหมาย 
 

หากมีการใชแ้ม่แบบ โปรแกรมจะทาํการเปรียบเทียบชืÉอเป้าหมายทีÉกาํหนดในการทดลองปัจจุบนักบัชืÉอเป้าหมาย

ในแม่แบบ 

► หากชืÉอเป้าหมายในการทดลองปัจจุบนัเป็นชนิดทีÉแตกต่างกนักบัในแมแ่บบ จะไม่สามารถใชแ้มแ่บบได ้ และ

จะแสดงขอ้ความขอ้ผิดพลาด 
 

► หากชืÉอเป้าหมายในการทดลองปัจจุบนัไมพ่บในแมแ่บบ จะไม่สามารถใชแ้มแ่บบได ้ และจะแสดงขอ้ความ

ขอ้ผดิพลาด 
 

► ชนิดของตวัอยา่งสาํหรับการจบัคู่ 
 

เมืÉอมีการใชแ้ม่แบบ โปรแกรมจะเช็ควา่มีตาํแหน่งใดทีÉมีชนิดตวัอยา่งไม่ตรงกนักบัทีÉกาํหนดในการทดลองปัจจุบนั

สาํหรับการจบัคู่ในแม่แบบ หากพบวา่มี จะไม่สามารถใชแ้ม่แบบได ้และแสดงขอ้ความขอ้ผิดพลาด 

► ขอ้มูลเสน้มาตรฐานของยีนเป้าหมายและยีนอา้งอิง เสน้ค่ามาตรฐานภายนอกจะถูกบนัทึกไวใ้นแม่แบบ 
 

► การชดเชยสญัญาณสี ไฟลจ์ะถูกบนัทึกไวใ้นแม่แบบ 
 

► แสดงการตัÊงค่าทัÊงหมด 
 

► ปัจจยัแกไ้ขและปัจจยัคูณ 
 

► การรวม/การยกเลิกการรวมการตัÊงค่าสาํหรับการจบัคู่ในกราฟแท่ง 
 

► กฎการจบัคู่อตัโนมติั 
 

► การจบัคู่ Manual 
 

หากแมแ่บบไมมี่การเลือกใชก้ารจบัคู ่ manual จะไม่มีคูจ่ากแมแ่บบแสดงเมืÉอใชแ้ม่แบบ การจบัคูอ่ตัโนมตัจิะทาํ

หลงัจากแมแ่บบถกูใช ้ แตห่ากแมแ่บบมีการจบัคู่ manual ใหเ้ลือกใช ้ การจบัคูจ่ะถูกเกบ็ไวใ้นแมแ่บบและสามารถเพิÉม

การจบัคูไ่ดใ้นแมแ่บบเมืÉอใชแ้มแ่บบนัÊน
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Targets/References Calibrators Concentration 
Ratio 

Normalized 
Ratio 

Positive/Positive Positive Ratio Ratio 

Negative or Uncertain Ratio Invalid 

Positive/Uncertain, 

Uncertain/Positive, 

Uncertain/Uncertain 

Positive Ratio Ratio 

Negative or Uncertain Ratio Invalid 

Negative/Positive Positive Zero Zero 

Negative or Uncertain Zero Invalid 

Negative/Uncertain Positive Zero Zero 

 Negative or Uncertain Zero Invalid 

Positive/Negative, 

Uncertain/Negative, 

Negative/Negative 

All Invalid Invalid 

Any Invalid 

(unknown, reference  or 
calibrator) 

- Invalid Invalid 

Failed standard  curve - Invalid Invalid 

 

 

 

► ชนิดการวเิคราะห์หาปริมาณเป็นจาํนวนจริง (Fit Points หรือ Second Derivative Maximum method) 

► การทดลองอา้งองิจากภายนอก                                                                                                                      4 

หากแม่แบบใชก้ารทดลองอา้งองิจากภายนอกโปรแกรมจะมีหนา้ตา่งใหเ้ลือกการทดลอง โปรแกรม

การทาํงาน กลุ่มตวัอยา่งยอ่ย หากไม่ทาํการเลือก แม่แบบนัÊนจะไม่ถูกนาํไปใช ้
 

 

หลกัการผลของการทดลอง 
 

โปรแกรมการวเิคราะห์ของ LightCycler480 มีการควบคุมระบบของการวเิคราะห์ โดยใชห้ลกั Control 

concept ในการจะบอกวา่ตวัอยา่งทีÉไดน้ัÊนเป็น valid, invalid หรือ uncertain ก็ตาม ซึÉ งทัÊงหมดจะแสดงใน

ตารางดงันีÊ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
จากตาราง หากตวั Calibrator ทีÉทาํซํÊา นัÊนมีผลเป็นบวกทัÊงหมด โปรแกรมจะมีการคาํนวณค่า Normalize ratio ของ

ความเขม้ขน้ใหท้ัÊงหมด 

และหากมีตวั Calibrator ทีÉทาํซํÊ ากันนัÊน มีเพียง 1ค่าทีÉไม่ให้ผลบวก ทีÉไม่สามารถคาํนวณความเข้มข้นได ้

โปรแกรมจะใหค้่าเป็น invalid ในทนัที ซึÉงโปรแกรมจะแสดงโชวเ์ป็นแถบสีเหลืองในตารางของผลการวิเคราะห์

เพืÉอแสดงสถานะใหท้ราบ 

 

สถานะทีÉแสดงในตารางผลการวเิคราะห์มีความหมายดงันีÊ  

C : Target/Reference ratio uncertain 

N : Normalized ratio uncertain 

T : Uncertain target Cp 

R : Uncertain reference Cp 

E : Extrapolated standard curve
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Tm Calling Analysis 
 

Using Melting Curve Profiles to Identify DNA Products and Genotypes 
 

5        ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ค่ า Tm  
 

ในหวัขอ้นีÊจะอธิบายถึง การใช ้Tm Calling ในการวเิคราะห์หรือจาํแนก ลกัษณะพนัธุกรรมของตวัอยา่ง 

5 
5.1  การใช้ Melting curve ในการทํานายและจําแนกตัวอย่างดีเอ็นเอ และ

ลกัษณะทางพนัธุกรรมของดีเอน็เอ 
 

อุณหภูมิทีÉใชใ้นการแยกสาย DNA ออกเป็นสายเดีÉยว แต่ละชนิดนัÊนมีค่าไม่เท่ากนั และมีความหลากหลายค่อนขา้งมาก ทัÊงนีÊ

ขึÊนอยูก่บั สายของ DNA, ความยาวของ DNA, และปริมาณเบส GC ในสายของ DNA อีกดว้ย ยกตวัอยา่งเช่น DNA ทีÉมีความ

ยาวเท่าๆกนั แต่มีปริมาณของเบส GC แตกต่างกนั กส่็งผลทาํใหค้่า Melting temperature แตกต่างกนัเช่นกนั หรือแมแ้ต่มี

ลาํดบัเบสแตกต่างกนัในสายของ DNA เพียง1 คู่ก็ส่งผลทาํใหค้่า Melting temperature แตกต่างกนัไดเ้ช่นกนั ดงันัÊนการใช้

หลกัการนีÊในการจาํแนกความแตกต่างของสาย DNA มาประยุกตใ์ชใ้นการวิเคราะห์หาความแตกต่างของลกัษณะทาง

พนัธุกรรมของ DNA ไดเ้ ป็นอยา่งดี ยกตวัอยา่งเช่น ลาํดบัเบสของสารพนัธุกรรมทีÉเป็น DNA แบบดัÊงเดิม wild type มกัจะมี

อุณหภูมิทีÉสูงกวา่ สายของ DNA ทีÉมีความต่างหรือลาํดบัเบสทีÉผิดไปจากแบบดัÊงเดิม mismatch ซึÉงตวั probe ทีÉใชจ้บัจะตอ้ง

ใชอุ้ณหภูมิทีÉสูงหวา่ในการแยกสายของ DNA 

 
ซึÉงวตัถุประสงคใ์นการหลกัในการจาํแนกลาํดบัสายของสารพนัธุกรรมทีÉมีลกัษณะทางพนัธุกรรมทีÉแตกต่างคือการใช ้Melting 

temperature นัÉนเอง 

 

สาํหรับการวิเคราะห์โดย Melting temperature โดยใชเ้ครืÉอง LightCycler480 ขณะทีÉเครืÉองมีการทาํอุณหภูมิทีÉสูงขึÊน การ

ลดลงของ Fluorescence จะลดตํÉาลง ซึÉงเกิดจากการทีÉ DNA สายคู่มีการคลายเกลียวและ สีฟลูออเรสเซนต ์ SYBR I หรือ 

ResoLight Dye มีการค่อยๆหลุดออกจาก DNA สายคู่ทีÉมีการคลายเกลียว 

 

สาํหรับโปรแกรมการวิเคราะห์ Tm calling ของเครืÉอง LightCycler480 นัÊน จะคาํนวณค่า Tm, แสดงลกัษณะ melting peak, 

ความสูงของ peak, รวมถึงความกวา้งของฐาน peak เพืÉอทีÉจะใชส้าํหรับการจาํแนก ลกัษณะความแตกต่างของสารพนัธุกรรม 

 
5.1.1        การกําหนด Melt Program 

 

ในการวเิคราะห์ melting temperature นัÊน สามารถทาํไดโ้ดยการเพิÉมโปรแกรมการทาํ  melting เขา้ไปในขัÊนตอน

ของการตัÊงโปรแกรม การเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม ซึÉ งโปรแกรมการทาํ melting temperature นัÊน มีทัÊงสิÊน 3 

ขัÊนตอนดงันีÊ  

 

► ขัÊนตอนของการเพิÉมอุณหภูมิใหสู้งขึÊน เพืÉอเป็นการแยกสาย DNA 

► เป็นขัÊนตอนการลดอุณหภูมิลงมาใหต้ํÉากวา่อุณหภูมิของการ annealing 

► ตวัอยา่ง DNA จะค่อยๆถูกทาํใหร้้อนโดยการเพิÉมอุณหภูมิอยา่งชา้ๆ ขณะทีÉทาํการวดัปริมาณ ฟลูออเรสเซนตที์Éค่อยๆ

เพิÉมขึÊน จากการทีÉDNA ค่อยๆคลายตวั 

 

สามารถใชอุ้ณหภูมิการทาํงานทีÉ +20 to +95°C ซึÉ งตวัอยา่งควรมาทีÉอุณหภูมิ +20°C ช่วงสัÊ นๆ (<15 min)สาํหรับ 

melting curves ทีÉเริÉมทีÉ+20°C, ให้ลดอุณหภูมิตวัอย่างลงมาดว้ยอตัราเร่งทีÉ 2.2°C/s (for LightCycler® 480 Block 

Kit 96), หรือ 2.5°C/s (for LightCycler® 480 Block Kit 384) และคา้งไวป้ระมาณ 30–60 วินาที 

ค่าตํÉาสุดทีÉกาํหนดในโปรแกรม melting curve คือ 17°C สาํหรับงานการหาค่าTm, จีโนไทป์, การชดเชยสัญญาณสี
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5.1.2        เนืÊอหาการวเิคราะห์ อณุหภูมค่ิา Melting  
 

การวเิคราะห์แบบ Melting temperature analysis นัÊนเป็นการวเิคราะห์ตวัอยา่งแบบเฉพาะเจาะจง โดยค่าทีÉได้

เกิดจากการวดัค่าอุณหภูมิทีÉทาํให ้ DNA คลายเกลียวออกเป็นครึÉ งหนึÉงของสาย DNA โดยการวเิคราะห์จะ

แสดงผลออกมาในรูปของกราฟความสัมพนัธ์ของ สีฟลูออเรสเซนต ์และอุณหภูมิทีÉเปลีÉยนไป และนอกจากนีÊ

การวเิคราะห์ยงัแสดงกราฟของ Melting peak ทีÉเป็นการสร้างกราฟความสัมพนัธ์ของสีฟลูออเรสเซนตที์Éตก

ลง เป็นครึÉ งหนึÉงของสาย DNA ออกมาเป็น peak อีกดว้ย 

                                                                                                                                                                            5 

จากกราฟแสดง Melting curve และ melting peak จากการทาํ melting curve analysis โดยใชสี้ SYBR Green I 

ซึÉ งจากการทดลองแสดงใหเ้ห็นถึงการการวเิคราะห์แบบ melting curve analysis นัÊนมาใชใ้นการจาํแนก PCR 

product ไดอ้ยา่งไร 
 

                         

กราฟแสดงใหท้ราบวา่ DNA product ทัÊงสองชนิดนีÊ มี peak ทีÉสูงชดัเจน มีค่า Tm เท่ากบั 86°C สําหรับกราฟสี

ฟ้ามี peak ขนาดเลก็ๆเพิÉมขึÊนมา โดยเห็นไดจ้าก peak เตีÊ ยๆทีÉ Tm 77°C ซึÉ งนัÉนคือ product ทีÉไม่มีความจาํเพาะ 

เช่น primer-dimer เป็นตน้ 
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Performing Tm Calling Analysis 
 
 
 

5.2         การทําการวเิคราะห์ค่า Tm 

 

สามารถทาํการวเิคราะห์การหาค่า Tm ไดใ้นทุกการทดลองโดยการเพิÉมโปรแกรม melting เขา้ไปใน

โปรแกรมทีÉใชใ้นการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม เพืÉอสัÉงงานโปรแกรม และขณะทีÉเครืÉองทาํการ melting นัÊน

ปริมาณของสารฟลูออเรสเซนตก์จ็ะค่อยๆลดลง ตามค่าอุณหภมิูทีÉสูงขึÊน ซึÉงค่าของฟลูออเรสเซนตที์ÉลดลงนัÊน

จะมีความแตกต่างกนัในแต่ละชนิดของ DNA 

 

► ยกตวัอยา่งการทาํ Melting analysis โดยใชสี้ SYBR Green I หรือ ResoLight Dye จะมีการตรวจตามสีทีÉ

มีการลดลง ในขณะทีÉเครืÉองมีการเพิÉมอุณหภูมิสูงขึÊน เพืÉอดูค่าทีÉ อุณหภูมิทีÉทาํให ้ DNA คลายเกลียว 

ออกเป็นครึÉ งหนึÉง ทีÉความยาวคลืÉน 530 nm 

 

► ในกรณีทีÉใช ้ Hybridization probe การจบักนัของ DNA ทีÉสนใจ กบั probe ในปฏิกิริยาทีÉเรียกวา่ FRET 

นัÊนเป็นการวดัปริมาณสัญญาณทีÉเกิดขึÊน และหลงัจากนัÊนจะเป็นการ ตรวจตามค่า Tm จากปริมาณ

สัญญาณฟลูออเรสเซนตที์Éลดลง ตามการคลายตวัของ DNA เป้าหมายกบั probe 

 

► ในกรณีของ Single-labeled probe สัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ะถูกปลดปล่อยจากส่วนทีÉเป็น Reporter dye 

ในขณะทีÉ probe จบัอยูก่บั DNA เป้าหมาย และในทาํนองเดียวกนัค่า Tm จะไดจ้ากการคลายตวัทีÉจุดๆ

หนึÉง ระหวา่ง probe และ DNA เป้าหมายซึÉงทัÊงหมดนีÊ ทีÉกล่าวมาโปรแกรมจะแสดง ลกัษณะกราฟกา รตก

ลงของสีฟลูออเรสเซนต ์และ Melting peak ของ DNA เป้าหมายแต่ละชนิดอยา่งชดัเจน 

 

หลงัจากการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมในปฏิกิริยา hydrolysis probe PCR assay,โ พ ร บ ทุ ก ตั ว จ ะ ถู ก ย่ อ ย

ไ ป ดั ง นัÊ น ก า ร ทาํ ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์  Melting Curve จะทาํไม่ได ้

 

กราฟการวเิคราะห์จะแสดงเป็นลกัษณะสัญญาณสีฟลูออเรสเซนตที์Éลดลง จากนัÊนโปรแกรมจะแสดงเป็น

กราฟการทาํอนุพนัธ์ลบครัÊ งแรก ซึÉงไดเ้ป็นพคีทีÉแสดงค่าอุณหภูมิ melting ทาํใหง่้ายต่อการแยกแยะอุณหภมิูทีÉ

ต่างกนัเพยีงเลก็นอ้ยในตวัอยา่ง 

 

ผลการวเิคราะห์ขอ้มูลจะแสดงกราฟอุณหภูมิ melting ของแต่ละตวัอยา่งรวมทัÊงพืÊนทีÉใตก้ราฟดว้ย 

 

โปรแกรมการวเิคราะห์ค่า Tm จ ะ ทาํ อัต โ นมัติ เ พืÉ อ ห า พีค แ ล ะ พืÊ น ทีÉ ใ ต้ก ร า ฟ  แ ต่ อ ย่ า ง ไ ร ก็ ดี

ส า ม า ร ถ เ ลื อ ก กาํ ห นด ค่ า เ ห ล่ า นีÊ เ อ ง ด้ว ย ผู ้ใ ช้ก็ ไ ด้  

 

ขอ้ควรระวงัสําหรับการตัÊงค่าโปรแกรมอุณหภูมิสําหรับการทาํ melting program คือ ควรกาํหนดตัÊง

อุณหภูมิสาํหรับการทาํ Melting อยา่งนอ้ยสูงกวา่อณุหภูมิทีÉเป็นค่า Tm ของตวัอยา่งประมาณ 7 °C และ

กาํหนดอุณหภูมิสุดทา้ยทีÉทาํงานตํÉาจากค่า Tm ของตวัอย่างไปประมาณ 3  °C และ ค่าตํÉาสุดทีÉกาํหนด

ในโปรแกรม melting curve คือ 17°C สําหรับงานการหาค่าTm, จีโนไทป์ และการชดเชยสัญญาณสี
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Tm Calling Analysis 
 

Performing Tm Calling Analysis 
 

การวิเคราะห์ค่า Tm แบบอตัโนมัต:ิ 

1  ทาํการตัÊ งค่าโปรแกรม ทีÉต้องการจากนัÊ นจึงสัÉงการให้เครืÉ องทาํงานตามโปรแกรม หรือเปิด

โปรแกรมทีÉถูกตัÊงค่าไวแ้ลว้ ทีÉมี melt program 

2   คลิก Sample Editor ในแถบ Module แลว้เลือกการทาํงาน workflow Tm                                                                           
5

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สาํหรับการวิเคราะห์ค่า Tm Calling ไม่ตอ้งกาํหนดคุณสมบติัตรง Sample Editor 

3   คลิกทีÉ Analysis ในแถบ Module 

 

4  จาก Create New Analysis เลือก Tm Calling จะแสดงหนา้ต่าง Create New Analysis จากนัÊนเลือก subset 

ทีÉตอ้งการวิเคราะห์ แลว้คลิก  

หนา้ต่าง Analysis จะเปิดขึÊน 

 
► ► 
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Performing Tm Calling Analysis

 

 
 
 

 

 

5  ในกรณีทีÉมีการทดสอบหรือใช้สีฟลูออเรสเซนตห์ลายสีพร้อมกนั สามารถเลือกไปทีÉ filter combination 

เพืÉอทีÉจะเลือก ใช ้ filter ให้เหมาะสมกบัสิÉงทีÉเราตอ้งการทีÉจะวเิคราะห์ ได ้
 

5                                 6 6    

ทาํการเลือกจาํนวนของพีค ทีÉตอ้งการดู ระหวา่ง Max Peaks (2 or less) หรือ Max Peaks (6 or less) หากเลือก 

Max Peaks (2 or less) คือใหแ้สดงจาํนวนพีคแบบปกติ หรือถา้มี peak หลายๆพีค ใหค้ลิกเลือกไปทีÉ Max Peaks 

(6 or less) 

หากทาํงานดว้ยสีรูปแบบ SYBR Green I Format (ลาํดบัต่อไป) แนะนาํให้เลือก Max Peaks 

(2 or less) เท่านัÊน 

แนะนาํวา่ ค่า melting peaks ควรมีค่าความต่างอยา่งนอ้ย Δ Tm of 4°C เพืÉอจะไดเ้ห็นภาพชดั 

 

 
 

จากนัÊนเลือกไปทีÉ Detection format ซึÉ งสามารถเลือกไดท้ัÊงหมด 3 ชนิดคือ HybProbe, SYBR Green I, 

และ SimpleProbe 

เลือกกาํหนดรูปแบบทีÉเปลีÉยนไปจะเปลีÉยนการคาํนวณตามความตอ้งการของรูปแบบสีสัญญาณ

นัÊน 

 

8  โดยค่าเริÉมตน้ทุกๆตวัอยา่งจะถูกคาํนวณหากไม่ตอ้งการให้คาํนวณตวัอยา่งใดๆ สามารถทีÉจะคลิกเพืÉอ

เอาตวัอยา่งนัÊนๆออกไดโ้ดยการดบัเบิÊลคลิกทีÉ check box ซึÉ งอยูถ่ดัจากชืÉอตวัอยา่งเพืÉอยกเลิกการเลือก 

กดปุ่ ม <Space>  

9   คลิกทีÉปุ่ ม Calculate เพืÉอให้การวิเคราะห์ค่า Tm Calling สมบูรณ์ 

 

10 หากตอ้งการดูผลการวิเคราะห์ให้ทาํการคลิกลากจาก ขอบทางด้านซ้าย ไปยงัด้านขวาเพืÉอทีÉจะให้

โปรแกรมแสดงผลการวิเคราะห์ ซึÉ งจะรวมผลของ Sample Selector พร้อมคุณสมบติัและตาราง

ตวัอยา่ง Sample Table 

► ► ►
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ผลแสดง           คาํอธิบาย 

Tm1                 ค่าอุณหภูมิ melting พีคแรกในตวัอย่าง 

Area1               พืÊนทีÉใตก้ราฟพีคแรก 

Width1             ความกวา้งของพีคแรก 

Height1            ความสูงของพีคแรก 

Tm2                 ค่าอุณหภูมิ melting พีคทีÉสองในตวัอย่าง (หากมี) 

Area2               พืÊนทีÉใตก้ราฟพีคทีÉสอง 

Width2             ความกวา้งของพีคทีÉสอง 

Height2            ความสูงของพีคทีÉสอง 

 

5

Tm Calling Analysis 
 

Performing Tm Calling Analysis 
 
 

 

11  ►  เลือกกาํหนดดูค่าทีÉตอ้งการให้แสดงในผล Results ไดต้รงช่องบริเวณ Display 

►  ใช ้Legend Property Selector เพืÉอทีÉจะเลือกแสดงผลของตวัอย่างตามสี ชนิดของตวัอย่าง

นอกจากนีÊ ยงัสามารถเลือกทีÉจะให้แสดงตวัอย่างทีÉทาํซํÊ า เลือกสีใน Legend Property Selector  

เพืÉอแสดงตวัอย่างตามค่าทีÉกาํหนดได ้โดยสามารถให้แสดงไดท้ัÊงในส่วนของภาพเพลท ภาพ

กราฟ หรือตาราง 

หากเลือกแสดงผล Tm results ใน Legend Property Selector การแสดงผลขึÊนกบัผลนัÊนโดยตรง 

เช่น จาํนวนพีคทีÉได ้ตารางแสดงผลค่า Tm แสดงดงันีÊ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
► ► ►
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Shoulders 
deselected 

 

Shoulders 
selected 

 

 
 

 
 

พีคทีÉมีลกัษณะเป็นไหล่จะแสดงไวใ้นคอลัมน์แรก ในขณะทีÉพีคหลกัจะ

แสดงในคอลมัน์ทีÉสอง ทีÉเป็นเช่นนีÊ เนืÉองจากเรียงตามลาํดบัของอุณหภูมิทีÉ

พบแบบอตัโนมติั 

 

5

 

 
 
 

แต่ถา้หากในการทดลองครัÊ งนัÊนๆ มีหลายพีค ซึÉ งเกิดจากการตัÊงค่าทีÉถูกตอ้งและสมบูรณ์ กราฟก็จะ

แสดงหลายๆ พีคได ้(จาํนวน Peaksสูงสุดคือ 6 หรือนอ้ยกวา่) 

และหากพีค  นัÊนๆ มีการแสดงของไหล่กราฟ  (Shoulder) และอยากจะเห็นไหล่กราฟ  (Shoulder) ให้

ชดัเจนมากขึÊน สามารถทีÉจะคลิกเลือกไหล่กราฟ  (Shoulder) หรือไม่ให้แสดงไหล่กราฟ  (Shoulder) ได้

ตรงบริเวณของพีค ไดเ้ช่นกนั จากรูป มีไหล่กราฟ (Shoulder) อยูต่รงบริเวณ Tm 50°C เป็นตน้ 

 
 
 

 12     หากเลือกไปทีÉ Shoulder จะปรากฏผลดงัตารางดงัภาพ 
 

 

 

 

 

 

13   การวิเคราะห์จะประกอบดว้ย 2 ส่วน คือ melting curve และ melting peak หากตอ้งการดู

วธีิการวเิคราะห์แบบละเอียด ใหไ้ปทีÉ Using the Analysis Window 

■
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Performing Tm Calling Analysis 
 
 
 

ยกตวัอย่างเช่นการวิเคราะห์ HybProbe assay ดงัแสดงในรูปดา้นล่าง ผลการวิเคราะห์ทีÉไดเ้ป็นการแสดงค่าของตวัอย่าง

ทัÊงหมดทีÉทาํการวิเคราะห์ เส้นกราฟของตวัอย่างแสดงเป็นเส้นทีÉมีสี ตวัอย่างทีÉแสดงมี 2 melting peak ซึÉ งแต่ละ Peak มี

ความแตกต่างของลกัษณะทางพนัธุกรรม 

 

5 
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การวเิคราะห์ Tm Calling แบบ manual: 

1  ทาํการสร้างโปรแกรมการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม หรือเลือกจากการทดลองทีÉเคยทาํไปแลว้า

ซึÉ งประกอบไปดว้ย melting program จากนัÊนใหท้าํโปรแกรมวเิคราะห์แบบอตัโนมติั 

การหาค่า Tm แบบทาํเองนัÊนจะสามารถทาํไดเ้มืÉอมีการวิเคราะห์ค่าโดยโปรแกรมแลว้ 

5                              
2      ทาํการเลือกตวัอยา่ง ทีÉตอ้งการวเิคราะห์แบบ manual จากรายการตวัอยา่ง 

 

3      เลือกเครืÉองหมายถูกหนา้ช่อง Manual Tm Method  

ค่าของ Tm จะมีหลายค่าเท่าใดนัÊนขึÊนอยู่กบั Max peak ทีÉตัÊงค่าไว ้ซึÉ ง Tm หลายๆค่าจะแสดงทีÉใต้

ของ melting 

 
 
 

เส้นบ่งชีÊค่า Tm จะแสดงอตัโนมติั หากมีการเลือกแสดงตวัอยา่งหลายตวัอยา่ง เส้นบ่งชีÊ ค่าจะ

แสดงค่าจากตวัอยา่งแรกทีÉเลือก 

4  จากนัÊนทาํการคลิกไปทีÉ Tm แต่ละตวัเพืÉอให้แสดงค่าแบบ manual และสีของเส้นกราฟก็จะแสดง

เป็นสีตามทีÉเลือกในช่อง Tm checkbox 

► ► ►
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Performing Tm Calling Analysis 
 
 

 
หากตอ้งการเปลีÉยนค่า  Tm  ให้เอาเคอร์เซอร์ไปวางทีÉเส้นแสดง   melting peak  จากนัÊน  เคอร์เซอร์

จะเปลีÉยนเป็นสัญลกัษณ์ลูกศรสองหวัดงัภาพ ใหค้ลิกและลากเส้นนัÊนไปยงัค่า Tm ทีÉตอ้งการ  

                         5 
 
 

ค่า Tm จะแสดงในช่องดา้นขา้งช่องทีÉมีเครืÉ องหมายถูก พืÊนทีÉใต้กราฟ ความกวา้ง ความสูง จะ

เป็นไปตามการคาํนวณหลงัจากเลือกซึÉงแสดงในรายการตวัอยา่ง 

ค่าทีÉทาํการเลือกกาํหนดแบบ manual จะแสดงเครืÉ องหมายดอกจนัไวใ้นตารางตวัอยา่ง

และรายงาน ซึÉ งสถานะคอลมัน์ในตารางตวัอยา่งจะมีพืÊนหลงัเป็นสีเหลือง แสดงขอ้ความ 

*-Manually edited 

เป็นไปได้ทีÉจะให้แสดงค่า Tm ทัÊ งแบบอัตโนมัติ และแบบทีÉก ําหนดเอง manual ในการ

วิเคราะห์เดียวกนั แต่ไม่ใช่ตวัอยา่งเดียวกนั  

ในขณะทีÉทาํการแก้ไขค่า Tm แบบกาํหนดเอง จะไม่สามารถเปลีÉยนการแสดงพีคทีÉเป็น 

Shoulders 

 

5  หากตอ้งการไดค่้า Tm ทีÉโปรแกรมคาํนวณแบบอตัโนมติักลบัคืน ให้ทาํการยกเลิกการเลือก Tm Manual 

Method   และคลิกไปทีÉปุ่ม Max Peaks จาํนวน 2   ครัÊ งจากนัÊน กดเลือกทีÉปุ่ม Calculate 

■
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Genotyping 
 

Overview 
 
 

6        การวเิคราะห์จีโนไทป์ 
 

6.1         ภาพรวม 
 

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) โดยปกติแลว้มนุษยเ์รานัÊนจะมี พนัธุกรรมทีÉมีความแตกต่างกนัอยู่

ประมาณร้อยละ 90 ซึÉ งบริเวณทีÉต่างกนันีÊ เราเรียกยอ่ๆว่า SNP ซึÉ งระยะหลงัๆมานีÊ มีนกัวิทยาศาสตร์หลายท่านให้

ความสาํคญัและศึกษาบริเวณนีÊกนัเป็นอยา่งมากโยมีการใชเ้ทคโนโลย ี ต่างๆเขา้มาใชใ้นการศึกษากนัอยา่ง

แพร่หลาย 

 

สาํหรับ LightCycler 480 นัÊนสามารถทีÉจะศึกษา SNP ไดด้ว้ยเช่นกนั โดยแบ่งเป็น 2 วิธีการหลกัๆดงันีÊ : 

 
► Endpoint Genotyping analysis 

 

► Melting Curve Genotyping analysis 
 

ทัÊงสองวิธีการนีÊ  แตกต่างกนัทีÉวา่เลือกใชต้วัตรวจตามชนิดใด รวมไปถึงการเก็บสญัญาณทีÉเลือกใช ้เช่น ความแตกต่าง

ของลกัษณะทางพนัธุกรรม สามารถทีÉจะจาํแนกออกจากกนัไดโ้ดยอาศยัการวดัสัญญาณสุดทา้ยของการเพิÉมปริมาณ

สารพนัธุกรรม (End Point Analysis) หรือดูการเปลีÉยนไปของลกัษณะรูปร่างของกราฟ Melting curve หลงัจาก

สิÊนสุดการทาํ PCR (Melting Curve Analysis) 
 

 
Endpoint Genotyping Analysis 

 

เป็นการวิเคราะห์สัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ากการสิÊนสุดปฏิกิริยา Real time PCR โดยทาํการวดัค่าแสงฟลูออเรสเซนต ์

จากความแตกต่างของสีทีÉติด Hydrolysis Probe 2 สี ซึÉ งวิธีการนีÊค่อนขา้งทีÉจะง่ายในการจาํแนก ความแตกต่างของสาร

พนัธุกรรม 2 ชนิดออกจากกนั เนืÉองจากการใชห้รือการออกแบบ Hydrolysis Probe ค่อนขา้งงา่ยและสามารถแยกไดอ้ยา่ง

ชดัเจน 

 
DNA เป้าหมายหลายๆตวัสามารถทีÉจะออกแบบ primers probe set และเลือกใชน้ํÊ ายาให้เหมาะสมกบัเครืÉอง LightCycler 

480 ไดอ้ยา่งงา่ย และสามารถวิเคราะห์โดยใชโ้ปรแกรม End Point Genotyping  

 
 

 
Melting Curve Genotyping Analysis 

 

การวิเคราะห์ค่า Melting Curve ทีÉไดจ้ากสัญญาณฟลูออเรสเซนตจ์ากโพรบชนิด hybridization probes (  

และ ) จะใหข้อ้มูลทีÉดีกบัการศึกษาวเิคราะห์ SNPs ทีÉทราบมาก่อนอยูแ่ลว้ และไมมี่การเปลีÉยนแปลง

ไปซึÉงอาจถือวา่เป็นขอ้จาํกดัในการศึกษาการกลายพนัธุช์นิดนีÊไดเ้ช่นกนั 

สําหรับวิธีการนีÊ เป็นการตรวจตามสัญญาณฟลูออเรสเซนต์จากการทาํ Melting Curve  Analysis โดยใช ้

Hybridization Probe และหรือ Simple Probe  วิธีการนีÊ เป็นการวิเคราะห์หลงัจากทีÉมีการเพิÉมจาํนวนสารพนัธุกรรม

เสร็จเรียบร้อยแลว้ จากนัÊนจึงเป็นการวิเคราะห์ความแตกต่างของสารพนัธุกรรม โดยดูความแตกต่างของลกัษณะ 

Peak ทีÉเกิดขึÊน ซึÉ งวธีิการนีÊ จะมีความละเอียดมากกว่าการใช้ End point genotyping เนืÉองจากสามารถทีÉจะดูลกัษณะ

และความต่างของ สิÉงทีÉตอ้งการตรวจตาม ซึÉ งจะแสดงออกมาจากลกัษณะของ Peak ทีÉเกิดขึÊนอยา่งละเอียดอีกดว้ย 
 

ในการตรวจหา SNPsทีÉไม่ทราบมาก่อน สามารถใชก้ารวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม LightCycler® 480 Gene Scanning 

Module ร่ ว ม กั บ นํÊา ย า LightCycler® 480 High Resolution Melting Master reagent  

การวิเคราะห์เกิดจากการวดัสัญญาณแสงเพียงชนิดเดียวทีÉติดอยูก่บั Probe หรือสามารถศึกษาตาํแหน่ง SNP หลายๆ

ตาํแหน่ง โดยการออกแบบ Probe ทีÉติดสีตา่งกนัได ้หรือนอกจากนีÊยงัสามารถตรวจหา SNP หลายๆตาํแหน่งโดยใช้ 

Probe เพียงชนิดเดียวทีÉสามารถอ่านผลครอบคลุมตาํแหน่งต่างๆเหล่านัÊน และแยกตาํแหน่ง SNP โดยการวิเคราะห์แบบ 

melting Peak ได้
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6.2         การวิเคราะห์ Endpoint Genotyping  
 

 

6.2.1        ภาพรวม 
 

การวเิคราะห์จีโนไทป์แบบ Endpoint Genotyping เป็นการออกแบบ Probe ทีÉสามารถจบักบั DNA เป้าหมาย 

ซึÉ งเป้าหมายคือทัÊงชนิดปกติ Wild type และชนิดทีÉมีการกลายพนัธุ์ไป Mutation ซึÉ ง Probe ทัÊงสองตวันีÊจะมี

การติดสีฟลูออเรสเซนตที์Éต่างกนั โดยการวเิคราะห์นัÊนจะวดัค่าความเขม้แสงทีÉถูกตรวจจบัไดห้ลงัจากเสร็จ

สิÊนปฏิกิริยา Real time PCR แลว้ โดยค่าความเขม้แสงทีÉเกิดขึÊนสามารถแปลผลออกมาในรูปแบบ Scatter plot 

ซึÉ งจะทาํใหง่้ายต่อการวเิคราะห์ผล โยจะมีการจดัแบ่งกลุ่มของ Wild type และ Mutation ใหอ้ยา่งชดัเจน 

 
 
 

Endpoint Genotyping Analysis มีการใช ้ Hydrolysis Probe 2 เส้น โดยแต่ละเส้นจะติดสีฟลูออเรสเซนต์ 2 

ตาํแหน่งคือ Quencher dye และ Reporter dye โดยการเปล่งแสงของ Probe แต่ละเส้นจะใชห้ลกัการ FRET ซึÉ ง

จะเกิดขึÊนในขัÊนตอน Elongation ในขณะทีÉ Probe ถูกตดัขาดออกจากกนัสามารถดูรายละเอียดเพิÉมเติมไดที้É 

Detection Formats for the LightCycler® 480 Instrument 
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ตวัอยา่ง End point Genotyping ทีÉมีการออกแบบใหมี้ความต่างกนัของสีตวัรายงาน (Reporter Dye) 

A: โพรบชนิดทีÉจาํเพาะต่อลาํดบัเบสโดยมีการติดสีตวัรายงานทีÉต่างกนั 

B: ในช่วงของ elongation phase เฉพาะโพรบทีÉสามารถจับกบัเป้าหมายได้จะถูกตดัขาด แยกให้สีตวัรายงาน 

(reporter dye) ขาดออกจากสีตวับดบงั (quencher) 

C: สีตวัรายงานจะไม่ถูกบดบงัพลงังานอีกต่อไป จึงสามารถเปล่งแสงฟลูออเรสเซนตไ์ด ้

D: กราฟ scatterplot แสดงความเขม้ของสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตสุ์ดทา้ย ของทุกตวัอย่างทาํให้ง่ายต่อการแยกแยะ 

สัญญาณความเขม้สูงของ Allele X Probe จะอยู่ดา้นขวา, สัญญาณความเขม้สูงของ Allele Y Probe จะอยูด่า้นบน, 

สญัญาณความเขม้สูงของทัÊงสองโพรบจะอยูด่า้นบนขวา ซึÉงจะเรียกตวัอยา่งลกัษณะนีÊวา่ heterozygous 

 

โปรแกรมวเิคราะห์ LightCycler® 480 Endpoint Genotyping จะแปลผลจีโนไทป์แบบอตัโนมติั ซึÉ งจะแสดงเป็น

สีในมุมมองเพลท สอดคลอ้งกบัขอ้มูลในตาราง ซึÉ งแต่ละตวัอยา่ง ในตารางแสดงผลจะมีบอกลกัษณะจีโน

ไทป์พร้อมทัÊงค่าทีÉได้
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6.2.2        หลกัการของ Endpoint Genotyping 

โดยหลกัการแลว้โปรแกรมของ LightCycler480 จะทาํการจดักลุ่มของ ฟลูออเรสเซนต์ทีÉมีความเหมือนกนัอยู่

ในกลุ่มเดียวกนั และจะทาํการแยกกลุ่มทีÉมีความต่างให้เป็นลกัษณะทางพนัธุกรรมอีกแบบ หรือเป็นกลุ่ม

ตวัอยา่งทีÉใหผ้ลเป็นลบ โดยมีการจาํแนกชนิดตวัอยา่งดงันีÊ  

 
► Unknown: ตวัอยา่งทีÉตอ้งการทดสอบ 

► Standard (ทางเลือก): โปรแกรมจะอา้งอิงขอ้มูลจากกลุ่ม standards ทีÉกาํหนดในการทีÉจะแปลผลตวัอยา่ง

ทีÉไม่ทราบจีโนไทป์มาก่อน โดยอา้งองิชืÉอจากกลุ่ม standards ทีÉกาํหนดไว ้โดยทัÉวไป standards จะเป็นตวั

ควบคุมชนิดบวก (positive controls) หากพบวา่ค่าตวั standard ใหส้ัญญาณฟลูออเรสเซนตที์ÉตํÉาและแยก

ไม่ออกจากสัญญาณของตวัควบคุมชนิดลบ ( negatives) โปรแกรมจะมีขอ้ความเตือน และหากไม่ได้

กาํหนดค่า standards ไว ้โปรแกรมจะจดักลุ่มตวัอยา่งเองอตัโนมติั 

► Negative control (ทางเลือก): หากตวัอยา่งชนิด negative control มีสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต์ทีÉแยก

ออกไม่ได้จากสัญญาณของตัวอย่างตรวจ โปรแกรมจะมีข้อความเตือน 

 

หลงัจากทีÉโปรแกรมอ่านชนิดจีโนไทป์แลว้ สามารถแกไ้ขตวัอยา่งทีÉเลือกได ้ ถา้การแปลผลจีโนไทป์เปลีÉยนไป 

ตวัอยา่งนัÊนจะมีขอ้ความ “manually edited” 

 

การทดลอง Endpoint Genotyping จะเป็นการใชห้ลายสีสัญญาณ จึงมีเรืÉองของการเกิดสัญญาณขา้มช่อง ซึÉ ง

สามารถแกไ้ขไดด้ว้ยการใชไ้ฟลช์ดเชยสัญญาณสีมาร่วมในการวเิคราะห์ แต่อยา่งไรกดี็ การวเิคราะห์Endpoint 

Genotyping ไ ม่ มี ค ว า ม จาํ เ ป็ นต้อง ใ ช้ไ ฟ ล์ชด เ ช ย สัญ ญา ณ สี เ พ รา ะ ก า ร จัด ก ลุ่ม ค่ อ น ข้า ง ชัด เ จน

มัก จ ะ ไ ม่ ค่ อ ย มีสั ญ ญา ณ ข้า ม ช่ อง  

 

6.2.3        การทําการทดลองชนดิ Endpoint Genotyping 

การวเิคราะห์ Endpoint Genotyping มีให้เลือกใชเ้ป็น 2 ลกัษณะ: 

► PCR Read: โดยปกติแลว้ การทาํ End Point Genotype จะประกอบไปดว้ยการเพิÉมปริมาณสาร

พนัธุกรรม และการวดัสัญญาณแสงในช่วงทีÉสิÊนสุดการเพิÉมจาํนวน ซึÉงจะแสดงผลออกมาในรูปของ 

Amplification curve และ Scatter Plot 

► Pre/Post Read: ในกรณีทีÉการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม ทีÉไม่ไดใ้ชเ้ครืÉอง Real time PCR ในการเพิÉม

จาํนวน สามารถทีÉจะวดัปริมาณแสงฟลูออเรสเซนตแ์บบ End point ดว้ยโปรแกรมแบบสัÊนได ้ short 

program (Post Read) 

 

อีกทางเลือก สามารถใช ้ short program ในการทาํการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมบนเทอร์มอล บลอ็ก 

ไซเคลอร์ก่อนได ้ (Pre Read) ซึÉ งจะเป็นการช่วยแกไ้ขสัญญาณพืÊนหลงัเมืÉอทาํการวิเคราะห์ค่าฟลูออเรส

เซนต ์ทาํให้การวิเคราะห์มีความถูกตอ้งแม่นยาํมากยิÉงขึÊน
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การทาํงาน  Endpoint Genotyping ด้วย PCR Read: 

 

1 การตัÊงค่าโปรแกรม End Point Genotyping ทีÉมีการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม และวดัปริมาณแสงในขัÊนตอนสุดทา้ย

ดว้ย (หากตอ้งการทาํ End Point Genotyping ทีÉปราศจากการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม ให้ไปดูทีÉหัวขอ้ To perform 

Endpoint Genotyping with Pre/Post Read  )  และหากตอ้งการทาํ Standard curve หรือไม่นัÊนขึÊนอยู่กบัวตัถุประสงค ์

หรือสิÉงทีÉผูท้าํงานตอ้งการประยุกตน์าํไปใช:้ 

►  Auto group analysis: ไม่มีการใช ้Standard Genotype ในการวิเคราะห์ในครัÊ งนีÊ  

6                                       ►  In-run standards: ในการวิเคราะห์ในครัÊ งนีÊ มีการใช ้genotype standards 

สามารถรวมตวัควบคุมดงันีÊ : 

►  Positive control: ในการวิเคราะห์ในครัÊ งนีÊ มีการใช ้ genotype standard และยงัใชเ้ป็นตวัแทนของ positive 

controls ดว้ยเช่นกนั 

►  Negative control: คือ Reagent mix ทีÉไม่มีการเติม DNA template เขา้ไป 

(ทางเลือก) กาํหนดกลุ่มตวัอย่างย่อยสาํหรับการวิเคราะห์ได ้โดยดูส่วน Working with Subsets หากไม่ได้

กาํหนดโปรแกรมจะทาํการวิเคราะห์เองอตัโนมติั และให้ตวัอย่างทีÉไม่ได้กาํหนดอะไรเป็นผลลบ 

2      คลิก Sample Editor ในแถบ Module  

 

3      เลือกกาํหนด workflow Endpt Geno 

4   กาํหนดคุณสมบติัตวัอยา่ง  

รายละเอียดเพิÉมเติมดูการกาํหนด Sample Editor ดูใน Entering Sample Information 

โปรแกรมใชค่้าพารามิเตอร์ในการคาํนวณดงันีÊ : 
 

ชืÉอคอลมัน ์ คาํอธิบาย ค่าทีÉปรากฎ 

Endpt Sample 
Type 

ชนิดของตวัอยา่ง ►  Unknown 

►  Negative Control 

►  Standard 

Endpt Genotype ลกัษณะของจีโนไทป์ 

ช่องนีÊ จะ มีใ ห้ใ ส่ ค่ าหา กเป็ น

Standard 

ใส่ตวัอกัษร  

(≤ 25 ตวัอกัษร) 

► ► ►
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5  คลิก  Analysis ในแถบ Module 

ในหนา้ต่าง Create New Analysis ใหเ้ลือก Endpoint Genotyping 

                                                                 6 
 
 

6  หนา้ต่าง Create new analysis จะเปิดขึÊนใหเ้ลือกวเิคราะห์กลุ่มยอ่ยและโปรแกรมการทดลองจาก

รายการ Program (เป็นโปรแกรม PCR ปกติ) สามารถกาํหนดชืÉอการวเิคราะห์ใหม่ได ้ (ค่าเริÉมตน้ชืÉอคือ 

“analysis type สาํหรับ subset name”) 

กดเลือก   
 

                                                 

 
 

► ► ►
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7  หนา้ต่าง Create new analysis จะเปิดขึÊน 

 

6                                        
 

ให้ทาํการเลือก Filter combination ตามชนิดของ ลกัษณะทางพนัธุกรรมทีÉตอ้งการตรวจวดัเช่น 

►  สาํหรับ Allele X ให้อยูใ่นแกน X ของกราฟ scatter  plot 

►  สาํหรับ Allele Y ให้อยูใ่นแกน Y ของกราฟ scatter  plot 

(หากทาํการวเิคราะห์แบบไม่มีโปรแกรมการเพิÉมจาํนวน ให้เพิÉมการทดลองเพืÉอลา้งค่าเส้นฐานโดยเลือกกาํหนดทางเลือก 

Use external experiment for background correction สามารถอา้งอิงไดใ้นส่วน To perform Endpoint 

Genotyping with Pre/Post Read 

8   หนา้ต่าง Genotyping Analysis เปิดขึÊน 

 
 

9    ทาํการวิเคราะห์ตามขัÊนตอนในส่วนของ Performing an Endpoint Genotyping Analysis
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การทาํงาน Endpoint Genotyping ดว้ย Pre/Post Read: 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 Endpoint Genotyping จะทาํการตรวจวดัสัญญาณแสงจากสีฟลูออเรสเซนต์ ทัÊง

สองสี หลงัจากมีการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมแลว้ จากนัÊนจะทาํการ Plot กราฟ Scatter plot นอกจากนีÊ ยงัมี

ทางเลือกสําหรับการทาํ End Point Genotype คือการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมจากเครืÉองอืÉนทีÉไม่ใช่ Real 

Time PCR โดยทาํการอ่านค่าสีก่อนทีÉจะเริÉมทาํ PCR เพืÉอโปรแกรมจะทาํการเก็บเป็นค่าแสงเริÉมตน้ และจะมา

ใชค้าํนวณร่วมกบัค่าแสงทีÉวดัไดห้ลงัทาํ PCR  

สามารถใชโ้ปรแกรมแบบสัÊน (post-PCR measurement) ในการนาํเขา้มาใชจ้ากภายนอกเพืÉอหกัลา้งค่าเส้นฐาน

ในการวเิคราะห์  

การทาํงานเป็นลกัษณะเดียวกนักบัทีÉกล่าวไวใ้นการทาํงานส่วน To perform Endpoint 

Genotyping with PCR Read มีบางส่วนทีÉตอ้งทาํตามขัÊนตอนดงันีÊ : 

 

1  ปกติเราจะทาํการตัÊงค่าโปรแกรมสาํหรับการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมเพยีงแค่โปรแกรมเดียว แต่

ถา้หากเราตอ้งการทาํการวดัค่าแสงแบบทีÉกล่าวมาขา้งตน้ ให้ทาํการเพิÉมขัÊนตอนขึÊนมาอีก 1 หรือ 2 

ขัÊนตอน 

►  (Optional) หากตอ้งการเพิÉมการวดัค่าแสงก่อนเริÉมทาํ PCR  ตอ้งทาํการตัÊงค่าให้มีการเก็บค่า

แสงเพิÉมขึÊนมา 1จุด 

โดยใชโ้ปรแกรมการวดัค่าแสงเดียวกนั ซึÉ งการตัÊงค่าเช่นนีÊ  สามารถทาํการเลือกโปรแกรม End-

Point Genotype Pre-Post PCR ดงัภาพ 

แนะนาํให้ใชก้ารทดลองแม่แบบของโรช “Endpoint Genotyp- ing (Pre-Post Read)” 

สาํหรับทัÊง pre-PCR experiment และ the post-PCR experiment 

ตวัอย่าง: 

แม่แบบการทดลองของโรช Endpoint Genotyping (Pre-Post Read) 

         

2 จากนัÊนทาํการใส่ชืÉอตวัอยา่ง ในขัÊนตอน Post-PCR ซึÉ งไดอ้ธิบายในหวัขอ้ 

To perform an Endpoint Genotyping experiment with PCR Read 

►►►

►  สาํหรับ Post PCR ก ็ใหท้าํเช่นกนัคือ เพมิÉ การเก ็บค่าแสงขÊ ึนมาอีก  1 จุด
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3  จากนัÊนทาํการสร้าง END-Point Genotype Analysis และถา้หากมีการใช ้Pre-PCR Read จากการวดั

ค่าในตอนแรกก่อนการเริÉมตน้การทาํ PCR . ใหท้าํการคลิกเครืÉองหมายถูกไปทีÉ ช่องดา้นล่างสุด Use 

external experiment for background correction ดงัภาพ 
 
 
 
 
 

6 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4      จากนัÊนทาํการเลือกไปทีÉ Pre-Read Experiment ซึÉ งอยูใ่น Navigator Window 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไฟลก์ารชดเชยสญัญาณสี ไม่จาํเป็นสาํหรับการวิเคราะห์ Endpoint Genotyping เ นืÉ องจากการ

แปลผลจะค่อนข้างแยกชัดและไม่มีสัญญาณข้ามช่อง 

►►►
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5      หนา้ต่าง Genotyping Analysis จะถูกเปิดขึÊน 

                         6 
 
 

6    ทาํการวเิคราะห์ตามขัÊนตอนอธิบายในส่วน Performing an Endpoint Genotyping Analysis 

■ 

 

 

6.2.4        การวเิคราะห์ Endpoint Genotyping 

 

วธีิการวเิคราะห์ Endpoint Genotyping: 

 
1  ใช ้ Standards (In Run) ทีÉปุ่ม Multi Select เพืÉอเลือกกลุ่มทีÉตอ้งการจะวเิคราะห์ 

 
 
 
 
 
 
 
 

Standards 
(In Run) ในกรณีทีÉตอ้งการจัดกลุ่มตัวอย่างทีÉมีการใช้ ตวัอย่างทีÉเป็น Standard ในการ 

Run ครัÊ งนัÊน 

หากตวัอย่างถูกกาํหนดเป็น standard อยู่แลว้ในขอ้มูลตัวอย่าง ทางเลือกนีÊ จะ

Auto Group เป็นการใหโ้ปรแกรมจดักลุ่มแบบอตัโนมตัิ 

หากตวัอย่างไม่ไดก้าํหนดเป็น standard ไวใ้นขอ้มูลตวัอย่าง ทางเลือกนีÊ จะปรากฏ

ใหเ้ป็นค่าเริÉมตน้เมืÉอสร้างการวิเคราะห์ 

 
 

► ► ►
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2  เป็นทางเลือก ในกรณีทีÉตอ้งการเปลีÉยน Filter ให้สอดคลอ้งกบัการการทดลองทีÉกาํหนด ในการ

ทาํงานวเิคราะห์จีโนไทป์ 

 
 

(ทางเลือก) ปกติไม่จาํเป็นในการใช ้ Color Compensation เพืÉอป้องกนัสัญญาณขา้มช่อง 

สามารถทีÉจะเลือกปิด ตรง Color Compensation 

 
 

 
3  เลือกใช ้ Analysis Mode ต ร ง ปุ่ ม multi-select เพืÉอกาํหนดให้เหมาะสมกบัการวเิคราะห์ 

ทาํการตัÊงค่าไว ้โดยปกติแลว้การตัÊงค่าทีÉถูกตอ้งจะทาํใหก้ารวิเคราะห์นัÊนถูกตอ้งตามไปดว้ย 

หากทาํการวเิคราะห์แลว้ ไม่สามารถทีÉจะจาํแนกกลุ่มได ้ใหท้าํการใชห้รือตัÊงค่าตรงปุ่ม 2 ปุ่ม

ดา้นล่าง 

 
 
 
 
 
 

 

4  ในหนา้ต่าง Results ของการวิเคราะห์ สามารถทีÉจะคลิกเอาตวัอย่างทีÉเราไม่ตอ้งการวิเคราะห์

ออกไปได ้

5      คลิกปุ่ม Calculate 

จากนัÊนโปรแกรมจะทาํการวเิคราะห์ผล โดยจะจดักลุ่มตามลกัษณะทางพนัธุกรรม และตามสี 

และชืÉอทีÉทาํการตัÊงค่าไว ้โดยจะจดักลุ่มใหแ้บบอตัโนมติั 

►  Allele X: เป็นกลุ่มตวัอยา่ง ทีÉถูกให้จดักลุ่มใน Filter combination ใหเ้ป็น Allele X 

►  Both Alleles: เป็นกลุ่มตวัอยา่งทีÉแสดงสีของฟลูออเรสเซนตอ์อกมาทัÊงสองช่อง 

►  Allele Y: เป็นกลุ่มตวัอยา่ง ทีÉถูกให้จดักลุ่มใน Filter combination ใหเ้ป็น Allele Y 

►  Negative: ตวัอยา่งทีÉใหแ้สงฟลูออเรสเซนตใ์นปริมาณทีÉนอ้ยมากๆ หรือไม่มีเลยจะจดัอยูใ่นกลุ่มนีÊ  

หากมีการกาํหนดลกัษณะจีโนไทป์ของกลุ่ม  standard ในขอ้มูลตวัอย่าง Sample Editor การจดักลุ่มจะอา้งอิง

ขอ้มูลนัÊน 

► ► ►
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6  เมืÉอทาํการคาํนวณวเิคราะห์เสร็จสิÊน ผลจะแสดงในรูปแบบของภาพเพลทและตารางผลขอ้มูล 

ผลการวเิคราะห์แบบ Endpoint Genotyping จะรวม Sample Selector พ ร้ อ ม ทัÊ ง คุ ณ ส ม บัติ ต่ า ง ๆ  Legend 

Property Selector และ Legend Property และ ตารางแสดงผล Results  

ใชคุ้ณสมบติั Legend Property Selector เพืÉอแสดงผลเป็นสีต่างๆ ตามชนิดตวัอยา่ง ตามคุณสมบติั 

หรือการทาํซํÊ า ใชปุ่้มสี Legend Property เพืÉอเลือกแสดงตวัอย่างพร้อมค่าคุณสมบติัในภาพ

เพลท หรือผลตารางขอ้มูลในกราฟแผนภูมิ 

ส า ม า ร ถ ใ ช้ Legend Property Selector เพืÉอเลือก Legend Property ทีÉตอ้งการแสดง ซึÉงผลของ 

Endpoint Genotype การเลือกช่องกรองแสง Selector Filte ภาพเพลท และ ตารางแสดงผล แสดง

ตวัอยา่งดงัภาพดา้นล่างนีÊ  

         

► ► ►
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ผลการวเิคราะห์ประกอบดว้ย: 

►  Endpoint Fluorescence: คือการวเิคราะห์ จะวเิคราะห์จากทัÊง 2 filter 

►  Call: คือการแสดงผลของจีโนไทป์ 

►  Score: คะแนนของตวัอยา่ง มีค่าโดยแสดงจุดทศนิยมถึง 2 ตาํแหน่ง 

►  Status: หากการอ่านผลเปลีÉยนไป สถานะของผลจะถูกแจง้เป็น “manually edited” 

6                                        ขอ้มูลเพิÉมเติมในส่วนภาพเพลทและตารางแสดงผลให้ดูไดที้É Using the Analysis windows 

 

7      การแสดงผลการวเิคราะห์จีโนไทป์เป็นแผนภูมิกราฟจุด: 

 

 
 

แสดงภาพกราฟ Scatter Plot ทีÉทาํการพล็อตสัญญาณแสงความเขม้สุดทา้ย จากกราฟ กลุ่ม

ตวัอย่างทีÉมีค่าแสงของ Allele X สูง จะเบนไปทางดา้นขวา ส่วนทีÉมีความเขม้แสงของ Allele Y 

สูงจะเกาะกลุ่ม และเบนไปทางดา้นบน 

► ► ►
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โดยค่าเริÉมตน้ แถบ Fluorescence จะแสดงค่ามาตรฐาน standard Fluorescence History 

รายละเอียดเพิÉมเติมสามารถดูไดที้Éส่วน Working with Charts 

 
 
 
 

6 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

8      บนัทึกผลการวเิคราะห์โดยกดปุ่ ม Save  

สร้างการรายงานผล โดยการกดปุ่ ม Report (รายละเอียดดูในส่วน Generating Reports) 

อย่างน้อยควรใชต้วัอย่างจาํนวน 12 ตวัอย่าง เพืÉอความน่าเชืÉอถือของผล สําหรับกลุ่ม

ตวัอย่าง positives จะใชม้ากนอ้ยเท่าใดขึÊนกบัการทีÉกราฟมีมุมแยกออกห่างจากกนัเป็น

กลุ่มทีÉชดัเจนหรือไม่ 

■
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การเปลีÉยนการแปลผลจโีนไทป์: 
 

สามารถเปลีÉยนการอ่านผลไดด้ว้ยทางเลือก New Call 

 

หากมีการใชค่้ากลุ่มมาตรฐานในการทดลอง (In-Run Standards) จะไม่สามารถเปลีÉยนการแปลผลของค่า

มาตรฐานและตวัควบคุมชนิดลบได ้ หากยงัมีการเปลีÉยนค่า โปรแกรมจะมีขอ้ความเตือนว่าไม่สามารถ

เปลีÉยนค่ามาตรฐานและตวัควบคุมชนิดลบไดใ้นการทดลองนีÊ  และให้เลือกว่าจะทาํงานต่อหรือไม่ หาก

ทาํงานต่อการเปลีÉยนแปลงจะทาํไดเ้ฉพาะกบัตวัอยา่งเท่านัÊน หากเลือกไม่ทาํงานต่อ การเปลีÉยนแปลงจะถูก

ยกเลิกทัÊงหมด 

1      เลือกตวัอย่างทีÉตอ้งการเปลีÉยน (รายละเอียดเพิÉมเติมในส่วน Working with Samples in the 

Analysis) ทุกตวัอยา่งจะถูกเลือกเป็นค่าเริÉมตน้ 

2      จากเมนูรายการ New Call เลือกกาํหนดตวัทีÉตอ้งการแปลผลใหม่ 

 

คลิกทีÉปุ่ม Apply  

ทุกการเปลีÉยนแปลงการแปลผลใหม่จะถูกกาํหนดวา่ “manually edited” 

 
■ 

 
ควรใชจ้าํนวนตวัอยา่งอยา่งนอ้ย 12 ตวัอย่างเสมอ เพืÉอให้มีผลมีความน่าเชืÉอถือ หลังจากทาํการ

วิเคราะห์เสร็จ ควรตรวจทานความถูกต้องการอ่านจีโนไทป์ด้วย หากมีตัวอย่างทีÉไม่

ถูกต้องให้แก้ไขแบบทาํเอง

หากตอ้งการยอ้นกลบัไปเป็นการอ่านค่าเรÉ ิมตน้ทÉีโปรแกรมแปลผลให้ ให้เลือกจีโนไทป ์เป็น Auto Call 
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6.2.5        ฟังก์ชัÉนเพิÉมเตมิ 
 

แม่แบบ Endpoint Genotyping 
 

แม่แบบการวิเคราะห์จีโนไทป์จะประกอบไปดว้ย: 
 

► ก า ร เ ลื อ ก ช่ อ ง ก ร อ ง แ ส ง  ( Filter combination) 

► ก า ร ตัÊ ง ค่ า ก า ร ช ด เ ช ย สั ญ ญ า ณ สี  (off or current)                                                                                           

► ตัÊ ง ค่ า กลุ่มยอ่ยและโปรแกรม 

 

เมืÉอมีการใชแ้ม่แบบ โปรแกรมจะตรวจสอบวา่มีกลุ่มยอ่ยทีÉมีชืÉอตวัอยา่งและตาํแหน่งบนเพลทตรงกบัการทดลอง
ปัจจุบนัหรือไม ่

 

► หากพบวา่การทดลองปัจจุบนัไม่มีกลุ่มยอ่ยตวัอยา่งทีÉชืÉอตวัอยา่งตรงกบัแมแ่บบ โปรแกรมจะสร้างใหอ้ตัโนมติั 
 

► หากพบวา่การทดลองปัจจุบนัมีกลุ่มยอ่ยทีÉชืÉอตวัอยา่งตรงกบัในแมแ่บบ แต่ตาํแหน่งบนเพลทไมต่รงกนั 
แมแ่บบจะไม่ถูกนาํมาใช ้

 
► ชืÉอการวเิคราะห ์

 
► ค่ า ม า ต ร ฐ า น  Standards (in-run or auto group) 

 
► โนต้การวเิคราะห์ 

 
► การแกไ้ขสญัญาณพืÊนหลงั 

 
หากมีการใชแ้ม่แบบร่วมกบัการทดลองแกไ้ขเสน้ฐานจากภายนอก โปรแกรมจะแสดงหนา้ต่างใหเ้ลือกการทดลอง
ดังกล่าว  Pre Read experiment 

 
 

หลกัการผลของตวัควบคุม 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 Endpoint Genotyping จะมีหลกัการในการคาํนวณวา่ตวัอยา่งใดจะผา่น หรือไม่ผา่น ดงันีÊ  

ซึÉงหลกัการจะใชใ้นกรณีมี In Run Standards และ ไม่ไดใ้ชก้บัการวเิคราะห์แบบ Auto Group  

 

► Negative Controls 

 

► หากตวัอยา่งทีÉเป็น Negative control มีการแสดงค่าทีÉเป็น Negative แสดงวา่ Control ประสบความสาํเร็จ 

 

► หากมีบางตวัอยา่งทีÉเป็น Negative control แต่ไม่ใหผ้ล Negative นัÉนแสดงวา่ Control ลม้เหลว 

 

► ห า ก มี ตั ว อ ย่ า ง  Negative Control ลม้เหลว โปรแกรมจะไม่รายงานผลเลย และจะแจง้วา่ตวัอยา่งควบคุมชนิดลบ

ไม่ผา่น พร้อมทัÊงแจง้วา่เป็นตวัอยา่งใด 

 

► Standards (ทาํหนา้ทีÉเป็น positive controls) 

 

► หากทุกๆตวัอยา่งของ Sandards นัÊนใหผ้ลบวก แสดงวา่ประสบความสาํเร็จ 

 

► ห า ก มี ตั ว อ ย่ า ง  Positive Control บางตวัอย่างไม่ให้ผลบวก โปรแกรมจะไม่รายงานผลเลย และจะแจง้วา่

ตวัอยา่งควบคุมชนิดบวกไม่ผา่น พร้อมทัÊงแจง้วา่เป็นตวัอยา่งใด 

 

► หาก Standard ทีÉมีชืÉอต่างกนั แต่ใหผ้ลการทดลองเหมือนกนั โปรแกรมจะขึÊนวา่การทดลองลม้เหลว 

 

► หาก Standard ทีÉมีชืÉอเดียวกนั แต่ใหผ้ลการทดลองต่างกนั โปรแกรมจะขึÊนวา่การทดลองลม้เหลว
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6.3         การวิเคราะห์ จีโนไทป์ด้วย Melting Curve 
 

 

6.3.1       ภ า พ ร ว ม  
 

หลงัจากทีÉมีการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมแลว้ มีการวิเคราะห์ทีÉเรียกว่า Melting curve Analysis ซึÉ งเป็น

การใชอุ้ณหภูมิเพืÉอทีÉจะแยกสาย DNA ให้ออกเป็นครึÉ งหนึÉงของสาย DNA อุณหภูมินัÊนเรียกว่า Melting 

temperature ซึÉ ง DNA แต่ละสายนัÊนจะมีค่า Tm แตกต่างกนั และมีค่าเฉพาะของ DNA สายนัÊนๆ  

 

สาํหรับการวเิคราะห์ Melting Curve Genotype นัÊน Probe จะเขา้ไปจบักบั DNA เป้าหมายและทาํการเพิÉม

ปริมาณสารพนัธุกรรม หลงัจากนัÊนจะมีการเพิÉมอุณหภูมิเพืÉอให้ PCR Product มีการคลายเกลียว พร้อมๆ

กบัระดบัของสีฟลูออเรสเซนต์ทีÉลดลงตามการคลายเกลียว ดงันัÊนเมืÉอทาํการออกแบบ Probe ให้มีการ 

Mismatch กบั DNA เป้าหมายเพียงหนึÉ งตาํแหน่ง ดงันัÊนเมืÉอทาํ Melting Analysis ค่า Tm ของแต่ละ 

Sequence จึงมีความแตกต่างกนั  

 

โดยปกติแลว้เมืÉอทาํการวิเคราะห์ Melting Curve Analysis นัÊนโปรแกรมของ LightCycler 480 จะมีการ

วิเคราะห์แบบอตัโนมติั โดยมีการแยกระหว่าง Wildtype, Mutation, Homozygous และ Heterozygous 

ออกจากกนั 

  

Probe ทีÉสามารถใช้แยกความแตกต่างนีÊ ได้คือ Hybridization probe และ Simple Probe  โดย 

Hybridization Probe นัÊนออกแบบค่อนขา้งง่าย และสามารถเลือกติดสีฟลูออเรสเซนต์ได ้โดยการทาํงาน

ของ Probe ชนิดนีÊจะใชห้ลกัการ FRET ในการตรวจตามสัญญาณแสง ส่วน  SimpleProbe นัÊนหลกัการคือ

ออกแบบ Probe  เพียง เส้นเดียว  และติดสีฟลูออเรส เซนต์ และ  สีตัวบดบังQuencher dye
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                         6 
 
 
 

ภาพแสดงการตรวจหาการกลายพนัธุ์ดว้ยโพรบชนิด SimpleProbe (ซ้าย) หรือ HybProbe probes 

(ขวา): 

A: การไม่เสถียรของโพรบทีÉจบักบัเป้าหมายทีÉไม่เขา้คู่กนั เป็นสาเหตุให้ไดค่้า melting temperature 

(Tm) ลดลงอย่างชดัเจน 

B: แสดง Melting curve 

C: แสดงอนุพนัธุ์ของ melting peaks 

 
โปรแกรม LightCycler® 480 Melting Curve Genotyping จะจดักลุ่ม melting curves และอ่านผลของจีโนไทป์

อตัโนมติั อา้งองิค่ามาตรฐานและเกณฑ ์หนา้ต่างการวเิคราะห์โปรแกรม The LightCycler® 480 Melting 

Curve Genotyping จะแสดงกราฟิกของภาพเพลทพร้อมสีกาํกบัจีโนไทป์ และขอ้มูลในตารางใหส้อดคลอ้ง

กนั แต่ละตวัอยา่งจะแสดงผลจีโนไทป์ในตาราง คะแนน และค่าความชดัเจน (resolution) (รายละเอียด

เพิÉมเติมดูในส่วน Principle of Melting Curve Genotyping Analysis)
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6.3.2        หลกัการของการวเิคราะห์ Melting Curve Genotyping  
 

โปรแกรม LightCycler® 480 Melting Curve Genotyping จะมีการจดักลุ่มของตวัอยา่งทีÉมีความเหมือนกนัของ

ลกัษณะทางพนัธุกรรมให้แบบอตัโนมติั โดยเทียบกบัตวัอยา่งทีÉเป็นค่ามาตรฐาน (Standard) โดยสามารถ

เลือกทีÉจะ import เขา้มาวเิคราะห์ไดห้ากมีการทดสอบ และบนัทึกค่า Standard สาํหรับ Genotype นัÊนๆไวแ้ลว้ 

หรือสามารถเลือกทีÉจะ run ตวัอยา่ง Standard ไปพร้อมกบัตวัอย่างในรอบนัÊนไดเ้ช่นกนั  

 

ขอ้มูลดิบทีÉไดจ้ะแสดงในรูปของกราฟ Melting curve และ อุณหภูมิ โดยลกัษณะกราฟจะแสดงในลกัษณะทีÉ

ตกลงของฟลูออเรสเซนต ์เมืÉอตวัอยา่งเกิดการ Melting หรือการคลายตวั 

 

ในการวเิคราะห์เพืÉอทีÉจะแยกลกัษณะทางพนัธุกรรมนัÊน โปรแกรมจะใชก้ารแยกความแตกต่างของลกัษณะ

กราฟทีÉมีการตกลงของสีฟลูออเรสเซนต ์ โดยจะทาํการเปรียบเทียบกบัตวัอยา่ง Standard โปรแกรมจะใช้

ลกัษณะกราฟของ Standard ในการวิเคราะห์ 3 แบบคือ: 

 

► Software-defined melting standards (auto group analysis): โปรแกรมจะทาํการมองตวัอยา่งทัÊงหมด

พร้อมๆกนัในครัÊ งเดียว และทาํการจาํแนกแยกกลุ่มของลกัษณะทางพนัธุกรรม ทีÉมีความเหมือนกนัของ 

Melting peak โดยการคาํนวณจะวดัคา่กลาง (Median) ของ Melting curve 
 
► User-defined standard on plate (in-run melting standards): วธีิการนีÊ เป็นการ run ตวัอยา่ง Standard ไป

พร้อมกบัตวัอยา่งทีÉตอ้งการทดสอบ โดยทาํการระบุใหโ้ปรแกรมรับรู้วา่ตวัอยา่งใดคือ Positive หรือ Standard 

และหากมีการระบุ Standard มากกวา่ 1 ตวัอยา่งแต่ใชชื้Éอเดียวกนั โปรแกรมจะทาํการคาํนวณค่ากลางของ

ตวัอยา่งทัÊงสอง และจึงทาํการจดักลุ่ม 
 
► Previously defined standard (external melting standards): นอกจากนีÊโปรแกรมยงัสามารถใหมี้การนาํเขา้ 

ค่าตวัอยา่ง Standard เขา้มาใชใ้นการวเิคราะห์จากภายนอกได ้ ซึÉงวธีิการดึงขอ้มูล Standard เขา้มาวเิคราะห์

สามารถดูไดจ้ากหวัขอ้ To save an external melting standard object 
 
โปรแกรม LightCycler® 480 Melting Curve Genotyping มีการจาํแนกแยกตวัอยา่งทีÉมีความแตกต่างของลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมออกเป็น 2 ชนิด: 

 

► Positives ซึÉ งจะทาํการจาํแนกจีโนไทป์ตวัอยา่งทีÉเป็นบวก และตวัอยา่งซึÉ งยงัไม่ทราบ 
 
► Negatives 
 
สาํหรับตวัอยา่ง Positives โปรแกรมจะมีการนาํลกัษณะของกราฟทีÉไดไ้ปเทียบกบั Standard โดยการ 

คิดคาํนวณจากค่า 2 ค่าทีÉใชใ้นการจาํแนกความแตกต่างดงันีÊ  

 

► ค่าแรก จะเป็นการวดัค่าคะแนน Score ของความเหมือนระหวา่ง Melt curve ของตวัอยา่งและ Standard 

หากมีความเหมือนกนัทุกประการจะใหค้่าคะแนน Score เท่ากบั 1 และหากไม่มีความเหมือนหรือแตกต่างจาก 

standard ออกไปบา้ง โปรแกรมจะใหค่้าคะแนนเขา้ใกล ้0 
 
► ค่าทีÉ 2 คือค่าความละเอียดและเป็นเนืÊอเดียวกนั (dissimilarity) โดยโปรแกรมจะวดัหรือดูความต่าง 

ระหวา่งกราฟของตวัอยา่งและ Standard ยกตวัอยา่งเช่นหากตวัอยา่งนัÊนมีความเหมือนกบั Standard เพยีงแค่ตวั

เดียว การใหค้่าคะแนน Score ก็จะเท่ากบัตวัอยา่งนัÊนๆ แต่หากความเหมือนนัÊนค่อนขา้งเหมือน Standard ของ

ทัÊง 2 Standard โปรแกรมจะใหค่้าคะแนนเขา้ใกล ้ 0
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ผูใ้ชส้ามารถทีÉจะใหค้่าคะแนน Score และค่าความชดัเจน (Resolution) ไดด้ว้ยตวัเองผา่นทางโปรแกรมการ

วเิคราะห์ อยา่งทีÉทราบคือค่าคะแนน Score คือค่าความเหมือนเมืÉอเทียบกบั Standard แต่ค่าความชดัเจน 

Resolution คือค่าความต่าง dissimilarity ซึÉ งค่าทัÉวไปโปรแกรมจะตัÊงเป็นค่าอตัโนมติัไวที้É Values score เท่ากบั 

0.7 ค่า Ressolution เท่ากบั 0.1 และหากตวัอยา่งใดมีค่าทัÊงสองนีÊแตกต่างออกไป โปรแกรมจะใหค้่าหรือ 

ทาํนายตวัอยา่งนัÊนๆเป็น unknown ทนัที 
 
 
 

6.3.3        การทําการทดลองชนดิ Melting Curve Genotyping  
 

โดยปกติแลว้เราสามารถทีÉจะวเิคราะห์ Melting Curve Genotyping ไดจ้ากการทดสอบทีÉมีการตัÊงค่าโปรแกรม

การทาํงานของเครืÉอง ทีÉมีการตัÊงค่า Melting curve ไวโ้ดยโปรแกรมจะทาํการวเิคราะห์ลกัษณะของ Melting 

curve เทียบกบั Standard จากนัÊนจึงทาํการจดักลุ่มเพืÉอใหค้าํจาํกดัความตวัอยา่งนัÊนๆ โดยทีÉ Standard นัÊน

สามารถทีÉจะใส่ไปพร้อมกบัการทดสอบนัÊนๆ หรือสามารถทีÉจะนาํเขา้ขอ้มูลมาวเิคราะห์ร่วมได ้

 

 

หากมีการกลายพนัธุ์เกิดขึÊนในตวัอยา่งจะนาํไปสู่การไม่เขา้คู่กนัอยา่งสมบูรณ์ของโพรบกบัเป้าหมาย ดงันัÊนทีÉ

อุณหภูมิตํÉากวา่ โพรบจะหลุดออกจากดีเอน็เอเป้าหมาย อุณหภูมิ melting temperature (ΔTm) จะเคลืÉอนไป

ระหวา่งการจบัคู่ทีÉปกติสมบูรณ์กบัการทีÉเป้าหมายมีการกลายพนัธุ์ไป ทาํใหไ้ดล้กัษณะสัญญาณสีฟลูออเรส

เซนตที์Éต่างออกไป ซึÉ งบ่งบอกถึงการมีการกลายพนัธ์ุเกิดขึÊน ความแตกต่างของอุณหภูมิ melting ขึÊนกบัชนิด

ของการไม่เขา้คู่กนั ตาํแหน่งของการไม่เขา้คู่กนัภายในเส้นโพรบ และลาํดบัเบสทีÉอยูติ่ดกนักบั

ตาํแหน่งทีÉไม่เขา้คู่กนั 
 
 

วิธีการทําการทดลองชนิด Melting Curve Genotyping: 
 

1  ทาํการทดลองทีÉมีโปรแกรมการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมและโปรแกรมการทาํ melting curve 

จะตอ้งมีอุณหภูมิอย่างนอ้ย 17 องศา ในการไดม้าซึÉ งขอ้มูล เพืÉอให้เพียงพอต่อการ

วิเคราะห์ Melting Curve Genotyping analysis 

จะมีการรวมขอ้มูลของค่ามาตรฐานและตวัควบคุมหรือไม่นัÊน ขึÊนอยูก่บัการวเิคราะห์ทีÉตอ้งการ: 

►  Auto Group analysis: ไม่ตอ้งมีค่า melting standard และตวัควบคุม 
►  In-run melting standards:  ตอ้งมีค่าตวัอยา่ง melting standard และตั ว อ ย่ า ง ค ว บ คุ ม  (ทางเลือก) 

►  External melting standards:  ไม่ต้องมีค่าตัวอย่าง melting standard  และรวมทางเลือก

ในการใชต้วัอย่างควบคุม 

► ► ►
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ชืÉอคอลมัน ์ คาํอธิบาย ค่าทีÉปรากฎ 

ชนิดของตวัอยา่ง ชนิดของตวัอยา่ง 

In-run: จะตอ้งรวมค่า Melting 

Standard สาํหรับทุกจีโนไทป์ 

ตอ้งกาํหนดจีโนไทป์ของ Positive 

Controls และใชค้า่ Melting 

Standard นัÊนสาํหรับจีโนไทป์

เดียวกนั 

เลือกจากเมนูรายการ 

►  Unknown 

►  Positive Control 

►  Negative Control 

►  Melting Standard 

จีโนไทป์ จีโนไทป์ของ melting standard  หรือ

ตวัอยา่ง positive control 

ช่องขอ้ความนีÊจะใชไ้ดห้ากตวัอยา่งเป็นชนิด 

Melting Standard or Positive Control 

ตวัอกัษร 
(≤ 25 ตวัอกัษร) 

 
 

 

2      คลิก Sample Editor ในแถบ Module และเลือก workflow Melt Geno 

6                                        
 
 

3      กาํหนดคาํจาํกดัความของตวัอยา่ง 

รายละเอียดเพิÉมเติมในการใช ้Sample Editor สามารถดูไดท้ีÉส่วน Entering Sample Information 

 

 

โปรแกรมจะใชพ้ารามิเตอร์ดงันีÊ ในการคาํนวณ: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

► ► ►
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4      คลิก Analysis ในแถบ Module ซึÉ งหนา้ต่าง Create New Analysis จะปรากฏขึÊนใหเ้ลือก 

Melt Curve Genotyping 

                                                                                              6 
 
 

5  หนา้ต่าง Create new analysis จะเปิดขึÊน ให้เลือกการวิเคราะห์กลุ่มย่อยและโปรแกรมการทดลอง

จากรายการ Program list (โดยปกติจะเป็นโปรแกรม Melting Curve) สามารถเปลีÉยนชืÉอการวิเคราะห์ (ชืÉอ

เริÉมตน้จะเป็น “analysis type for subset name”) จากนัÊนคลิก 

 
 
 

6      หนา้ต่าง Genotyping Analysis จะเปิดขึÊน 

          

 
 



Genotyping 
 

Melting Curve Genotyping Analysis

234 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

234 
Software Applications

 

 
 
 

Auto Group ใชก้ารจดักลุ่มอตัโนมติัโดยไม่มีตวัอยา่งทีÉเป็น Standard 

** หากในขัÊนตอนการแกไ้ขตวัอยา่งไม่มีการกาํหนดตวัอยา่งให้เป็น Standard ตวัเลือกนีÊ จะ

เปิดใชง้านตามค่าเริÉมตน้หลงัจากสร้างการวเิคราะห์ 

 
In-run ใชก้ารจดักลุ่มโดยใชต้วัอยา่งทีÉเป็น Standard รวมอยูใ่นการทดสอบ 

** หากในขัÊนตอนการแกไ้ขตวัอยา่งมีการกาํหนดตวัอยา่งให้เป็น Standard ตวัเลือกนีÊ จะ

เปิดใชง้านตามค่าเริÉมตน้หลงัจากสร้างการวเิคราะห์ 

External ใช้การจัดกลุ่มโดยใช้ตัวอย่างทีÉเป็น Standard ทีÉบนัทึกไวจ้ากทีÉอืÉน  ตัวเลือกนีÊ เพืÉอ
นาํเขา้   Standard   ภายนอกทีÉบนัทึกไวก้่อนหนา้นีÊ  หนา้ต่างนีÊ จะเปิดขึÊนเพืÉอให้เลือก  
Standard ทีÉเหมาะสม จากฐานขอ้มูลภายนอก: 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตอ้งสร้าง Standard จากการทดลองภายนอก โดยใช ้filter combination และ 

Color Compensation data  )ถา้มี (เดียวกนักบัการทดสอบปัจจุบนั  

นอกจากนีÊผูใ้ชต้อ้งมีสิทธิÍ ใช ้Standard  ในฐานขอ้มูล  

 

หากมีการเปลีÉยน  filter combination หรือ CC  จะทาํให้ Standard จากภายนอกทีÉจะ

นาํมาใชไ้ม่ถูกตอ้ง ซอฟตแ์วร์จะถามว่าตอ้งการเลือก  Standard จากภายนอกใหม่หรือไม่ 

หากคลิกตกลง  หนา้ต่างใหเ้ลือก Standard ภายนอกจะเปิดขึÊน  

หากคุณเลือกไม่หรือยกเลิก จะเป็นการเลือกใชโ้หมดการวิเคราะห์การในทดสอบ 

 

 

6

 
 

วธีิการวเิคราะห์ Melting Curve Genotyping: 
 

1  หากเป็นการทดลองแบบ Multicolor ใหใ้ชปุ่้ม Filter Comb เพืÉอเลือก Filter ทีÉใชใ้นการตรวจ 

2 เลือกใช ้Color Compensation multi-select เพืÉอการเปิด หรือ ปิด โหมด Color Compensation 

3  เลือกใช ้Standards multi-select เพืÉอเลือกวธีิการทีÉตอ้งการ: 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 เลือก ’Save as ext’ หากตอ้งการบนัทึกมาตรฐานการหลอมรวมในการทดลองเป็นวตัถุมาตรฐานการ

หลอมภายนอกเลือก ’Save as ext’ เพืÉอบนัทึก Standard  ในการทดลองไวเ้ป็น Standard ภายนอกเพืÉอ

ใชก้บัการทดลองอืÉนๆ ตวัเลือกนีÊจะใชง้านไดห้ลงัจากทีÉคาํนวณการวิเคราะห์แลว้เท่านัÊน 

 

► ► ►
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4      คลิกแถบ Settings ในตารางตวัอยา่งเพืÉอแกไ้ขการตัÊงค่าการวเิคราะห์: 

                                                                            6 
►  Temperature Range (ช่วงอุณหภูมิ): Auto Temperature Range เป็นตวัเลือกช่วงอุณหภูมิ

อตัโนมติัถูกเลือกไวต้ามค่าเริÉมตน้ 

ในกรณีนีÊ  ซอฟต์แวร์จะตัÊงค่าช่วงอุณหภูมิโดยอตัโนมติั แมว้่าจะตัÊงค่าแบบอตัโนมติั แต่ยงั

สามารถตัÊงค่าช่วงอุณหภูมิทีÉใชใ้นการคาํนวณ Genotype แบบ manual ไดด้ว้ยการลากแถบ

เลืÉอน อุณหภูมิตํÉาสุด และ อุณหภูมิสูงสุด หรือแกไ้ขกล่องขอ้ความ 

►  Minimum Temperature: ตัÊงอุณหภูมิทีÉจะเริÉมการวเิคราะห์ melting analysis. 

►  Maximum Temperature: ตัÊงอุณหภูมิทีÉการวเิคราะห์ melting analysis จะสิÊนสุดลง 

►  Thresholds: สามารถปรับ Score Threshold และ Resolution Threshold เพืÉอเป็นการปรับผล

ของ genotyping  

ตวัอย่างเช่น สามารถเพิÉม Score Threshold เพืÉอตอ้งการให้ตวัอย่างตรงกบั Genotype standard มาก

ขึÊน ก่อนทีÉจะทาํ classified ให้ได้เป็น genotype นัÊนๆ ทัÊ ง  Score Threshold และ Resolution 

Threshold  มีค่าระหว่าง 0 ถึง 1 โดยตวัเลขทีÉมากขึÊนแสดงถึงคะแนนหรือความละเอียดทีÉดีกว่า  นัÉน

คือ ถา้คะแนนและความละเอียดของเส้นโค้งทัÊ งคู่เท่ากับ 1 แสดงว่าเส้นโค้งนัÊนเหมือนกันกับ 

group’s standard และแตกต่างอยา่งมากกบั group’s standard อืÉนๆ ทัÊงหมด ตวัอย่างทีÉมีคะแนนหรือ

ค่าความละเอียดตํÉากวา่เกณฑที์ÉเกีÉยวขอ้งจะถูกจดัประเภทเป็น genotype ทีÉเป็น  " Unknown"  

►  สามารถใชแ้ถบเลืÉอนหรือแกไ้ขในกล่องขอ้ความเพืÉอ ลดหรือเพิÉม ค่าความเขม้งวด 

วิเคราะห์เบืÊองตน้   (ค่าเหล่านีÊ ให้ความสมดุลระหว่าง ตวัอย่าง 

Threshold จะเป็นการเพิÉมโอกาสทีÉอ่านค่าเป็น Unknown แต่เมืÉอลดค่า Threshold ลง จะเพิÉมโอกาสทีÉเส้น 

Melting curve จะแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั จะทาํใหแ้ยกจีโนไทป์ ทีÉไม่ถูกตอ้ง อยา่งไรก็ตาม ควรปรับ

เกณฑใ์หเ้หมาะสมในแต่ละการทดสอบ 

►  Sensitivity:  (ความไวของการทดสอบ)  :  ฟังก์ชนัความไวของการทดสอบช่วยกาํหนดค่า

ความไวของการทดสอบของ Melting peak ทีÉจดักลุ่มเป็นกลุ่มจีโนไทป์ต่างๆ 

►  Normal (ปกติ) เป็นการตัÊงค่าเริÉมตน้ : จะสามารถสร้างกลุ่มจีโนไทป์ไดสู้งสุดหกกลุ่ม 

สามารถเลือก High หากตอ้งการตัÊงค่าการแยกกลุ่ม Genotype ใหม้ากขึÊน 

►  High  (สูง) : จะสร้างกลุ่มจีโนไทป์ไดสู้งสุดเกา้กลุ่ม 

►   ใชปุ่้ม Reset ห า ก ต้ อ ง ก า ร ใ ห้ ทุ ก ค่ า ใ น ช่ อ ง ก ลั บ สู่ ค่ า เ ริÉ ม ต้ น  

5  บนแถบ Results ของตารางตวัอย่าง Sample Table สามารถกาํหนดตวัอย่างทีÉตอ้งการให้รวมเขา้

หรือแยกออกจากการคาํนวณได ้

           ► ► ►

ค ่าเริÉมตน้ของค ่า Score Threshold คือ 0.7 และ Resolution Threshold คือ 0. 1 เป็นค ่าทีÉแนะนาํสาํหรับการ

 Unknown และ การอ ่านค ่าผิด เมÉือเพÉ ิมค ่า 
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6   คลิกทีÉปุ่ม Calculate  

โปรแกรมจะคาํนวณกลุ่มจีโนไทป์และกาํหนดสีและชืÉอใหก้บัแต่ละกลุ่ม 

7  เมืÉอการคาํนวณเสร็จสิÊน ผลลพัธ์จะแสดงในรูป MWP และตาราง Results  

6                         ผลลพัธ์ของการวิเคราะห์ Melting Genotyping ประกอบไปดว้ย Sample selector พร้อม Legend 

Property Selector ตวัเลือกคุณสมบติัคาํอธิบาย และ ปุ่ม Legend Property คุณสมบติัคาํอธิบาย   และตาราง

แสดงผลโดย Legend  Property Selector   ตวัเลือกคุณสมบติัคาํอธิบายแสดงสีตามผล ตามประเภท

ตวัอยา่ง ตามการตัÊงค่าตวัอยา่ง หรือตามกลุ่มทีÉทาํซํÊ า Legend Property คุณสมบติัคาํอธิบายแสดงตวัอย่าง

ในรูปภาพ MWP ตารางแสดงผล และในแผนภูมิ หากคุณเลือกการแสดงผลของ Melt Curve 

Genotyping ภาพ MWP และตารางผลลพัธ์จะแสดงดงันีÊ   

►  Group (กลุ่ม) : ชืÉอของกลุ่มจีโนไทป์ทีÉกาํหนดตวัอยา่ง 

ชืÉอของกลุ่มจีโนไทป์ โปรแกรมจะตัÊงชืÉอโดยอตัโนมติัโดยจะตัÊงชืÉอดว้ยหมายเลขตามลาํดบั

1, 2 เป็นตน้ ในขณะกลุ่มจีโนไทป์ในการทดสอบ และ  standard จะถูกตัÊงชืÉอโดยใชชื้Éอจีโน

ไทป์จาก Sample editor หรือตาม standard จากภายนอก 

►  Status (สถานะ): สถานะสาํหรับแกไ้ขการอ่านค่าแบบ manual 

► ► ►

►  Score (คะแนน) : คะแนนของกลุ่มตวัอยา่ง 0-1 พร้อมทศนิยม 2 ตาํแหน่ง  

►  Res (ความละเอียด) : ความละเอียดของตวัอยา่ง 0-1 พร้อมทศนิยม 2 ตาํแหน่ง 
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8      ปุ่ ม Legend Property แสดง 

► 9 กลุ่มจีโนไทป์ ถา้คุณเลือก high-sensitivity  หรือ 6 กลุ่มจีโนไทป์ ถา้คุณเลือก normal sensitivity 

► กลุ่มจีโนไทป์ชนิดลบและทีÉไม่ทราบ 

แต่ละช่องจะมีเครืÉองหมาย มีป้ายกาํกบัทีÉแสดงสีทีÉกาํหนดให้กบัแต่ละกลุ่ม  และป้ายขอ้ความสาํหรับจีโนไทป์ 

หรือชืÉอกลุ่ม 

ช่องใส่เครืÉองหมายถูกจะแสดงแมว้า่จะไม่มีกลุ่มในขอ้มูล                                                                                                      

          

การคลิกช่องทาํเครืÉองหมายจะทาํใหห้ลุมทีÉเกีÉยวขอ้งกบักลุ่มนัÊนทีÉถูกเลือกใน Sample Selector และจะถูกเนน้ดว้ยสี

ทีÉเกีÉยวขอ้งกบักลุ่มนัÊน 

9      การวเิคราะห์ Melting Curve Genotyping แสดงแผนภูมิต่อไปนีÊ : 

         
 

► Upper chart (แผนภูมิดา้นบน): Melting Curves เป็นแผนภูมิค่า ฟลูออเรสเซนตข์องตวัอย่างเทียบกบัอุณหภูมิ 

แผนภูมิแสดงจะแสดงเสน้กราฟของคา่ฟลูออเรสเซนต ์โคง้ลดลงสาํหรับตวัอยา่งทีÉมีการ Melting 

แผนภูมิ Melting Curves จะแสดงเส้นแนวตัÊงทีÉระบุจุดเริÉมตน้  )แถบสีนํÊ าเงิน  (และจุดสิÊนสุด   )แถบสีเขียว (

ของช่วงอุณหภูมิทีÉเลือก  สามารถเปลีÉยนอุณหภูมิต ํÉาสุดและสูงสุดไดโ้ดยการลากแถบ ซึÉ งเทียบเท่ากบัการ

เปลีÉยนค่าช่วงอุณหภูมิบนแถบ Setting 

หากเลือก “Auto Temperature Range " แต่มีการลากแถบอุณหภูมิ ตวัเลือกนัÊนจะไม่ถูกเลือกโดย

อตัโนมติั 

► Lower chart (แผนภูมิดา้นล่าง) : แผนภูมิดา้นล่างจะแสดง Melting Peaks โดยค่า melting  temperature ของ

แต่ละตวัอยา่งจะแสดงเป็นจุดสูงสุด  

หากแผนภูมิดา้นล่างแสดง Florescence History สามารถเลือกดูโปรแกรมอืÉนได ้(amplification 

หรือ melt) และช่องกรองแสงใดกไ็ด ้รายละเอียดเพิÉมเติมสามารถดูไดที้Éส่วน Using the 

Analysis Window 

► ► ►
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 10   เมืÉอทาํเครืÉองหมายทีÉช่อง Show Standards  จะสามารถแสดงเส้นโคง้ของ melting  standards 

ในแผนภูมิ 

■ 
 
 

การเปลีÉยนชืÉอกลุ่มจโีนไทป์: 
 

ในแถบ Groups ของตารางตวัอยา่ง สามารถเปลีÉยนชืÉอทีÉเกีÉยวขอ้งกบัแต่ละจีโนไทป์ ได ้

 

สามารถแกไ้ขชืÉอกลุ่มไดเ้ฉพาะสาํหรับกลุ่มทีÉสร้างโดยโหมดการวเิคราะห์แบบ Auto Group แต่ ทีÉ

เป็น Standard ทัÊงแบบ internal และ external ไม่สามารถแกไ้ขได ้ และไม่สามารถเปลีÉยนชืÉอของ 

Negative หรือ Unknown ได ้

 

1      บนแถบ Groups ใหค้ลิกสองครัÊ งทีÉเพืÉอใส่ชืÉอกลุ่ม 

 
 

2      พมิพชื์Éอใหม่ลงในช่อง ซึÉ งจะถูกนาํไปใชก้บัตวัอยา่งและตารางแสดงผล 

 
 

■
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การเปลีÉยนการแปลผลจีโนไทป์: 
 

การแปลผลจีโนไทป์แบบ Manual สามารถใชท้างเลือก New Call  

 

1      เลือกตวัอยา่งทีÉตอ้งการแปลผลจีโนไทป์ใหม่ 

รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดใ้นส่วน Working with Samples in the Analysis 

2      จากเมนูรายการ New Call ใตแ้ผนภมูิ ใหเ้ลือกชืÉอกลุ่มจีโนไทป์  ห รื อ ก ลุ่ ม ทีÉ เ ป็ น  

Unknown or Negative 

                                     6 

 
 

3      คลิกทีÉปุ่ม  Apply  

 

4  เมืÉอเลือกกลุ่มจีโนไทป์ ในช่อง New Call และ คลิก Apply แลว้ ตวัอย่างทัÊงหมดทีÉแสดงใน

แผนภูมิจะเป็นการแปลผลใหม่ ให้กดเลือก Auto Call จากเมนูรายการ New Call และคลิก 

Apply จะสามารถทาํใหก้ารอ่านผลกลบัมาเป็นแบบอตัโนมติัได ้

การแปลผลทีÉทาํขึÊนใหม่เองจะถูกทาํเครืÉองหมายในตารางแสดงผลและในรายงานโดยจะมี

สีพืÊนหลงัตรงสถานะคอลมันแ์ละตารางแสดงผลพร้อมขอ้ความ *-Manually edited 

ไม่สามารถทาํการเปลีÉยนการแปลผล positive และ negative control ได้หากมีการใช้

Standard ทีÉใชใ้นภายในการทดสอบจะไม่สามารถแกไ้ขได ้หากตอ้งการแปลผล Standard ทีÉ

  (ใหม่  โปรแกรมจะเตือนว่าไม่สามารถ

เปลีÉยนแปลงได ้และจะถามต่อว่าตอ้งการดาํเนินการต่อหรือไม่ หากเลือกดาํเนินการต่อ 

โปรแกรมจะเปลีÉยนตวัอย่างทัÊงหมดให้เขา้กบั Standard ทีÉใชใ้นภายในการทดสอบ และ 

■

control (ตัวควบคุม) หากเลือกทีÉจะไม่ดาํเนินการต ่อกจ็ะถูกยกเลิก  

 ตวัควบคุม)ใชใ้นภายในการทดสอบ และ control  
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การบันทกึ Melting standard ภายนอกการทดสอบ: 

 

Melting standard ประกอบดว้ยขอ้มูล melting curve ของ unknown Genotype สามารถสร้าง external melting 

standard จากการคาํนวณวเิคราะห์จีโนไทป์ ซึÉ งมี melting standard ภายในการทดสอบหรือสร้างโดยใชโ้หมด

การวเิคราะห์แบบ Auto Group 

 

หากตอ้งการบนัทึก External melting standard ไม่จาํเป็นตอ้งใชต้วัอย่าง melting standard ใน 

Sample editor เมืÉอบนัทึก External melting standard จากการวิเคราะห์แบบ Auto Group ค่ามธัย

ฐาน (median) ของแต่ละกลุ่มจะถูกบนัทึกเป็น melting standard ตวัอย่างทีÉเลือกเป็น melting 

standard เฉพาะกลุ่มสามารถเห็นไดโ้ดยเลือกทีÉ Show Standards 

 

1      คลิกปุ่ม Standards multi-select แลว้เลือก Save as ext 

 

2  ในหนา้ต่าง Save Melt Standard ใหเ้ลือกโฟลเดอร์เพืÉอบนัทึก Melt Standard โดยจะบนัทึกลงใน

โฟลเดอร์ Melt Std เป็นค่าเริÉมตน้ และในโฟลเดอร์ยอ่ย Special Data directory 

 
 
 

■ 



241 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

241 
Software Applications

 

 
 
 

Genotyping 
 

Melting Curve Genotyping Analysis 
 

6.3.4        ฟังก์ชัÉนเพิÉมเตมิ 

 
แม่แบบการวเิคราะห์ Melting Curve Genotyping 

แม่แบบการวเิคราะห์ จีโนไทป์ ประกอบดว้ยการตัÊงค่าต่อไปนีÊ : 

► ก า ร เ ลื อ ก ช่ อ ง ก ร อ ง แ ส ง  ( Filter combination) 

► ก า ร ตัÊ ง ค่ า  Color Compensation (ปิด หรือใชปั้จจุบนั)                                                                                      6 
► การตัÊงกลุ่มยอ่ยและโปรแกรม 

 

กลุ่มยอ่ย และโปรแกรม เมืÉอใชแ้ม่แบบการวเิคราะห์จีโนไทป์ โปรแกรมจะตรวจสอบวา่การทดสอบ

ปัจจุบนัประกอบดว้ย กลุ่มยอ่ย ทีÉมีชืÉอเดียวกนัและตาํแหน่งหลุมเดียวกนักบักลุ่มยอ่ยในแม่แบบ

หรือไม่ 

► หากการทดสอบปัจจุบนัไม่มีกลุ่มยอ่ย ทีÉมีชืÉอเดียวกนั โปรแกรมจะสร้าง กลุ่มยอ่ย นัÊนขึÊนมา 

► หากการทดสอบปัจจุบนัมีกลุ่มยอ่ยทีÉมีชืÉอเดียวกนั แต่ไม่ใช่ตาํแหน่งหลุมเดียวกนักบักลุ่มยอ่ย 

ในแม่แบบ แม่แบบนัÊนจะไม่สามารถใชไ้ด ้

 

► ชืÉอการวเิคราะห์ 

► มาตรฐานของอุณหภูมิ Melt (auto group, in-run, or external) 

► บนัทึกการวเิคราะห์ 

► อุณหภูมิตํÉาสุด /สูงสุด  และปรับการตัÊงค่าอุณหภูมิใหเ้หมาะสม, เกณฑค์ะแนน, เกณฑค์วามละเอียด, และ

ความไวของการทดสอบ 

 

หลกัการของตัวควบคุม 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 Genotyping ใชแ้นวคิดของตวัควบคุมผลลพัธ์เพืÉอประเมินวา่การวิเคราะห์ผา่นหรือไม่ผา่น 

แนวคิดของตวัควบคุมผลลพัธจ์ะใชเ้ฉพาะเมืÉอใช ้ internal หรือ external melting standards ไม่ไดใ้ชก้บัโหมดการวิเคราะห์

แบบ Auto Group  

 

► Positive Controls (ตวัควบคุมเชิงบวก) 

 

► ถา้ Positive Controls (ตวัควบคุมเชิงบวก) แปลผลเป็นค่าบวกและตรงกบัจีโนไทป์ทีÉกาํหนด แสดงว่าตวั

ควบคุมสาํเร็จ 

► หาก Positive Control แปลผลเป็นบวก แต่ไม่ตรงกบัจีโนไทป์ทีÉกาํหนด แสดงวา่ตวัควบคุมลม้เหลว 

► หากตวัควบคุมเชิงบวก ถูกแปลผลเป็นค่าลบ แสดงว่าตวัควบคุมลม้เหลว 

► หากตวัควบคุมเชิงบวกลม้เหลว โปรแกรมจะไม่รายงานจีโนไทป์  และจะแจง้ให้ทราบว่าตวัควบคุมเชิง

บวกลม้เหลว  

 

► Negative Controls (ตวัควบคุมเชิงลบ) 

  

► หากตวัควบคุมเชิงลบ แปลผลเป็นลบ แสดงว่าตวัควบคุมสาํเร็จ 

► หากตวัควบคุมเชิงลบ ไม่แสดงผลเป็นลบ แสดงว่าตวัควบคุมนัÊนลม้เหลว 

► หากตวัควบคุมนัÊนลม้เหลว โปรแกรมจะไม่รายงานจีโนไทป์ และจะแจง้ให้ทราบวา่ตวัควบคุมเชิงลบ
ลม้เหลว
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► Melting Standards (มาตรฐานของอุณหภูมิ Melt) 

 

► หากค่า Melting Standards ใดไม่ไดก้ารแปลผลวา่เป็นค่าบวก โปรแกรมจะไม่รายงานจีโนไทป์ 

 

► หาก Melting Standards สาํหรับจีโนไทป์เดียวกนัทีÉไม่ถูกจดักลุ่มเขา้ดว้ยกนัตามฟังก์ชนัการจดักลุ่ม

แบบอตัโนมติัดว้ยพารามิเตอร์ทีÉผูใ้ชก้าํหนด โปรแกรมจะไม่รายงานจีโนไทป์ 

► หาก Melting Standards ของกลุ่มทีÉแตกต่างกนั แต่ถูกเรียกใชใ้นกลุ่มเดียวกนัโดยฟังก์ชนัจดักลุ่มแบบ      

อตัโนมติัดว้ยพารามิเตอร์ทีÉผูใ้ชก้าํหนด โปรแกรมจะไม่รายงานจีโนไทป์ 

► หาก Melting Standard ลม้เหลว โปรแกรมจะแจง้ใหท้ราบวา่ Melting Standard ลม้เหลว 
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7        Gene Scanning 
 

 
 

7.1         การวิเคราะห์ Gene Scanning ด้วยระบบ LightCycler®  480   
 

ผลิตภณัฑ์  PCR ทีÉไดม้าจากยีนเป้าหมาย  "Gene Scanning   "อา้งอิงจาก  “High Resolution Melting” ซึÉ งเป็นวิธีการ

หลงัจากจบขัÊนตอน Polymerase Chain Reaction ช่วยให้นกัวิจยัทางจีโนมวิเคราะห์ สามารถวิเคราะห์การผนัแปร

ทางพนัธุกรรมในผลิตภณัฑพ์ซีีอาร์ หรือ เป็นทางเลือกในการจะหาลาํดบัสารพนัธุกรรม High Resolution Melting มี

ความจาํเพาะเจาะจงสูง ความไว และความแม่นยาํทีÉสูงเป็นอย่างมากและตน้ทุนทีÉตํÉากว่าวิธีอืÉนๆ เช่น gel-based 

ตวัอย่างเช่น diploid genome จากบริเวณทีÉเหมือนกนัในโครโมโซมของมารดาและบิดา เมืÉอถูกเพิÉมปริมาณโดย

วธีิการ PCR จะสามารถวิเคราะห์หาความเขา้คู่กนัไดอ้ย่างสมบูรณ์ เรียกว่า homoduplexes และการทีÉไม่เขา้คู่กนั    จะ

เรียกวา่ heteroduplexes 

 ในการทดลอง การทาํ Gene Scanning ดว้ย LightCycler® 480 System DNA ของตวัอยา่งจะถูกเพิÉมจาํนวนดว้ย

เทคนิค real-time PCRโดยใช ้LightCycler® 480 ResoLight Dye หลงัจากการเพิÉมจาํนวนดว้ยเทคนิค real-time PCR 

LightCycler® 480 Gene Scanning เพืÉอระบุการแปรผนัของลาํดบัสารพนัธุกรรม ดงันัÊนกระบวนการคดักรองการ

กลายพนัธ์ุทัÊงหมดสามารถทาํไดด้ว้ยเครืÉอง LightCycler® 480  จนถึงการวิเคราะห์หลงัขัÊนการทาํ PCR โดยไม่

จาํเป็นตอ้งมีอุปกรณ์แยกต่างหาก 

 
 
 
 
 

เทคนิค Gene Scanning หรือ  mutation scanning  เป็นเทคนิคการตรวจจบัการแปรผนัลำดับของยีนเป้าหมายใน

 เครืÉองเดียวกนัและวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม จะทาํ High Resolution Meltingโดยใชเ้ครÉื อง LightCycler®  
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7.1.1        High Resolution Melting 

เทคนิคสาํคญัใน High Resolution Melting คือเทคนิคการทาํให ้DNA แยกสายใหไ้ดเ้ป็นอย่างดี หรือ  melting  

ก่อนหนา้นีÊ ทีÉไดรั้บการยอมรับอย่างดี เช่น การหา Tm ของ DNA Hybrid เช่นเดียวกบัการวิเคราะห์ melting 

โดยเทคนิคนีÊ จะเพิÉมอุณหภูมิของตวัอย่างดีเอน็เอ และบนัทึกรายละเอียดการแยกสายออกจากกนัของ DNA 

แบบสายคู่ dsDNAไปเป็นแบบสายเดีÉยว ssDNA 

ก่อนทีÉจะดาํเนินการวเิคราะห์ High Resolution Melting สารพนัธุกรรมลาํดบัเป้าหมายจะตอ้งมีจาํนวนมาก 

ดงันัÊนตอ้งมีการเพิÉมจาํนวนของสารพนัธุกรรมเป้าหมายโดยการทาํปฏิกิริยา PCR ก่อนการทาํ High 

Resolution Melting 
 

ทัÊงสองขัÊนตอนจะดาํเนินการยอ้มสีทีÉมีการเรืองแสงทีÉโดยจะจบักบั dsDNA เท่านัÊน สียอ้มจะไม่ทาํปฏิกิริยา

กบั ssDNA แต่จะเรืองแสงเมืÉอจบักบั dsDNA การเรืองแสงนีÊสามารถใชเ้พืÉอวดัความเขม้ขน้ของ DNA ใน

ระหวา่ง PCR และสามารถวดัการแยกตวัของ DNA ทีÉเกิดจากการเพิÉมความร้อนในระหวา่งการทาํ High 

Resolution Melting 

 
สาํหรับการตรวจจบัการแปรผนัของลาํดบัสารพนัธุกรรม จะมีการวเิคราะห์ความแตกต่าง melting curve ของ 

amplicon โดย Heterozygote DNA จาก heteroduplices จะมีการแยกออกเป็นสายเดีÉยวทีÉอณุหภูมิตํÉากวา่และมี

รูปร่างของ melting curve แตกต่างจาก DNA แบบ homozygote ซึÉ งขึÊนอยูก่บัลาํดบัของแต่ละสารพนัธุกรรม 

homozygote ทีÉแตกต่างกนัส่วนใหญ่จะใหเ้ส้น melting curve ทีÉแตกต่างกนัเช่นกนั 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ในการทาํ melting ในขัÊนตอนแรกการสัญญาณฟลูออเรสเซนต ์สูงเนืÉองจากตวัอยา่งเป็น dsDNA แต่สัญญาณ 

fluorescence จะลดลงเมืÉออุณหภูมิสูงขึÊนและ DNA จะแยกสายออกเป็นสายเดีÉยว สังเกตวา่ melting นัÊนเป็น

ลกัษณะเฉพาะของตวัอยา่ง DNA 

การกลายพนัธ์ุใน PCR products ตรวจพบไดจ้ากการเปลีÉยนแปลงรูปร่างของเส้น melting curve เมืÉอ

เปรียบเทียบตวัอยา่งกลายพนัธุ์กบัตวัอยา่งอา้งอิง wild type  การเปลีÉยนแปลงเหล่านีÊจะมองเห็นได ้ดา้นล่างคือ 

 ตวัอยา่งการทดลองโดยใชเ้ครืÉอง LightCycler® 480 และ LightCycler® 480 ResoLight Dye ทีÉระบุตาํแหน่ง

ของ single nucleotide polymorphism หรือ SNP
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                                                             7 
 

 
 

รูปนีÊแสดงใหเ้ห็นวา่การทดลอง High Resolution Melting สามารถตรวจหาอลัลีลทีÉการแปรผนัทัÊงแบบ 

homozygous และ heterozygous ในตวัอยา่งไดอ้ยา่งไร สามารถตรวจจบั homozygous variants ไดเ้นืÉองจาก

เส้นโคง้ของ melting จะถูกแทนทีÉตามแกนอุณหภูมิ แกน X ทีÉสัมพนัธ์กบัตวัอยา่ง wild typeและทีÉเป็น 

heterozygous variants จะมีเส้นโคง้ของ melting ทีÉแตกต่างกนัอยา่งชดัเจนจากเส้นโคง้ของ wild type 
 

ในตวัอยา่ง heterozygous รูปร่างของกราฟ melting จะเปลีÉยนไปเนืÉองจากกราฟ melting ทีÉสังเกตได้

นัÊนเป็นส่วนประกอบของส่วนประกอบของทัÊง heteroduplex และ homoduplex โดยทีÉ heteroduplex 

เกิดขึÊน และดว้ยเหตุนีÊ  จึงแยกตวัออกจากกนัไดง่้ายกวา่

ทีÉเกิดขÊนึในตวัอยา่ง  ระหวา่ง wildtype และ variant กล่าวคือ มีความเสถียรนอ้ยกวา่  homoduplex ทีÉ
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7.1.2        ส่วนประกอบทีÉใช้ในการทํา Gene Scanning โดยใช้เครืÉอง LightCycler® 480 

System 
 

ในการทาํ gene scanning เพืÉอใหไ้ดก้ารวเิคราะห์แบบ High Resolution Melting ตอ้งองคป์ระกอบ  3 อยา่ง 

คือ สียอ้มทีÉจบักบั DNA DNA-binding dyeโปรแกรมการวเิคราะห์ และเครืÉอง real-time PCR  

LightCycler® 480 ทัÊงนีÊดา้นล่างจะเป็นการอธิบายการทาํงานร่วมกนัพร้อมกบัการใชโ้ปรแกรมการวิเคราะห์

ชนิด LightCycler® 480 System Gene Scanning  

สียอ้มชนิด LightCycler®  480  ResoLight 

การวเิคราะห์แบบ High Resolution Melting นัÊนใชสี้ยอ้มจบั dsDNA ทีÉชืÉอว่า LightCycler® 480 ResoLight 

Dye เป็นสียอ้มแบบใหม่ สียอ้มเฉพาะนีÊสามารถตรวจจบั heteroduplexes ทีÉเกิดขึÊนระหวา่งการทาํ PCR เช่น 

ถา้ตวัอย่างทีÉเป็นheterozygous สําหรับการกลายพนัธุ์เฉพาะ   โดยหลกัการจบัของสีชนิดนีÊ ไม่เหมือนกบัสี

ยอ้มชนิดอืÉน ๆ เหมือนทีÉใชใ้น real-time PCR เช่น SYBR Green I หรือ ethidium bromide 

 
LightCycler® 480 ResoLight Dye ไม่เป็นพษิต่อเอนไซมท์ีÉใชใ้นการamplification ดงันัÊนสียอ้มทีÉมีความ

เขม้ขน้สูงจะไม่ส่งผลต่อปฏิกิริยา PCR ความเขม้ขน้สูงของสีเหล่านีÊทาํใหจ้บักบัตวัอยา่ง dsDNA อิÉมตวั

อยา่งสมบูรณ์ 

 
ในการทดลอง melting ตวัอยา่ง dsDNA ทีÉยอ้มดว้ยสีทีÉมีความอิÉมตวัสูง หากมีการเปลีÉยนแปลงเพยีงเลก็นอ้ย

ในการ melting จะส่งผลใหเ้กิดการเปลีÉยนแปลงของค่าสัญญาณ fluorescenceของสี LightCycler® 480 

ResoLight Dye ดว้ยเช่นกนั 
 

จากรายงานของ Wittwer et al (2003)1) เหตุการณ์นีÊ เกิดจากการทีÉสีไม่สามารถกระจายตวัไดเ้องจาก

ส่วนทีÉดีเอน็เอถูกทาํลายไปแลว้ไปสู่ส่วนทีÉยงัไม่ถูกทาํลาย และยิÉงไปกวา่นัÊนสีไม่สามารถแสดง

คุณสมบติัไดห้ากดีเอน็เอมีการคลายเกลียวทีÉอุณหภูมิสูงกวา่  

 
ค่าความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนซ์และการหลอมละลายของ DNA ทีÉมีความเทีÉยงตรงสูง

จะเพิÉมความละเอียดของโปรไฟลก์าร melting มีความชดัเจนยิÉงขึÊน 
 

 
 

1)       Carl T. Wittwer, Gudrun H. Reed, Cameron N. Gundry, Joshua G. Vandersteen, and Robert J. Pryor (2003). 
High-Resolution Genotyping by Amplicon Melting Analysis Using LCGreen. Clinical Chemistry 49, 853–860
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การวเิคราะห์ข้อมูลด้วยโหมด LightCycler® 480  Gene Scanning 
 

การใช ้LightCycler® 480 Gene Scanning ในการวเิคราะห์เส้นกราฟ High Resolution Melting เพืÉอระบุการ

เปลีÉยนแปลงรูปร่างของเส้นกราฟ ซึÉ งบ่งชีÊ ถึงการเปลีÉยนแปลงลาํดบัสารพนัธุกรรมใน PCR product 

 

ความถูกตอ้งในการแปลผลการวิเคราะห์ขึÊนอยูก่บัขอบเขตของอลักอริทึมของโปรแกรม ซึÉ งโปรแกรม

LightCycler® 480 Gene Scanning Module มี ก า ร พั ฒ น า ม า เ พืÉ อ ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ทีÉ ถู ก ต้ อ ง

ม า ก ทีÉ สุ ด สาํ ห รั บ ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์  High Resolution Melting curves 

ขัÊนตอนการทาํ LightCycler® 480 Gene Scanning ประกอบดว้ย 4 ขัÊนตอนพืÊนฐาน                                                            7 
 

1.  การตรวจเชิงลบ :LightCycler® 480 Gene Scanning ใชต้วักรองเชิงลบโดยอตัโนมติัเพืÉอตรวจจบัตวัอยา่ง

เชิงลบ เช่น ตวัอยา่งทีÉมีสัญญาณการเรืองแสงตํÉาซึÉ งไม่มีเส้นโคง้การ melting ทีÉเด่นชดั โปรแกรมยงัช่วย

ใหส้ามารถระบุตวัอยา่งเชิงลบ โดยการระบุโดยผูใ้ชง้านเองไดด้ว้ยหากตอ้งการ 
 

2. การทาํให้เป็นมาตรฐาน (Normalizing) ขัÊนตอนทีÉสองในการวเิคราะห์คือการทาํใหข้อ้มูลเส้นโคง้  raw 

melting curve เป็นปกติโดยการตัÊงค่าสัญญาณก่อนการ melt  สัญญาณ  fluorescence เริÉมตน้  และหลงัการ  

meltสัญญาณ fluorescence สุดทา้ยของตวัอยา่งทัÊงหมดใหเ้ป็นค่าทีÉสมํÉาเสมอ สัญญาณก่อนการ melt ถูก

ตัÊงค่าอยา่งสมํÉาเสมอเป็นค่าสัมพทัธ์ 100% ในขณะทีÉสัญญาณหลงัการ melt ถูกตัÊงค่าเป็นค่าสัมพทัธ์ 0%  

การทาํใหเ้ป็นมาตรฐาน (Normalizing)  สัญญาณ fluorescence เริÉมตน้และสุดทา้ยในตวัอยา่งทัÊงหมดจะ

ช่วยแปลผลและวเิคราะห์ผลการทดสอบ ในบางกรณี ตวัอยา่งทีÉมี SNP แบบ homozygous อาจแตกต่าง

จากประเภท wild type โดยการแทนทีÉของเส้นกราฟการ melting ซึÉ งง่ายต่อการมองเห็นในการทาํ 

normalized ขอ้มูล 
 

          

unnormalized melting  curves                           normalized  melting  curves



248 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

248 
Software Applications

 

 
 
 

Gene Scanning 
 

Gene Scanning with the LightCycler® 480 System 
 
 
 

3.   การเปลีÉยนอุณหภูมิ (Temperature shifting)   ขัÊนตอนต่อไปคือการเปลีÉยนแกนอุณหภูมิของเส้นกราฟ  normalized 

melting curves ทีÉปรับให้เป็นมาตรฐาน ณ จุดทีÉ DNA ทีÉมีเกลียวคู่ทัÊ งหมดถูกทาํให้เสียธรรมชาติอย่างสมบูรณ์ 

สําหรับสิÉงนีÊ  ซอฟต์แวร์จะใช ้Temp Shift Threshold เริÉมตน้ทีÉ 5% กบัขอ้มูลทัÊงหมดโดยอตัโนมตัิ หากตอ้งการ 

สามารถตัÊงค่าเกณฑนี์Ê เป็นค่าอืÉนไดด้ว้ยตนเอง ตวัอย่างทีÉมี SNP แบบ heterozygous สามารถแยกความแตกต่างจาก

ประเภทของ wild type ไดอ้ยา่งง่ายดายดว้ยรูปร่างทีÉแตกต่างกนัของเส้นกราฟ melting curves 
 

7               
normalized  melting  curves                                  normalized, temp-shifted melting  curves 

 
 
 

4. แผนภาพความแตกต่าง (Difference Plot): ขัÊนตอนสุดทา้ยคือการวเิคราะห์ความแตกต่างเพิÉมเติมในรูปร่าง

 

 
 

 
 

รูปแบบการพลอ็ตกราฟของจีโนไทป์ homozygotes และ heterozygotes ขึÊนอยูก่บัเส้นฐานอา้งอิงทีÉเลือกใช ้

เช่นจากภาพดา้นบน ตัวอยา่งชนิด heterozygote ถูกเลือกเป็นเส้นอา้งอิง ทาํให้ตวัอยา่งชนิด homozygotes จะ

อยูด่า้นลบ เนืÉองจากอุณหภูมิการคลายเกลียวของ heterozygotes จะตํÉากวา่ของhomozygotes แต่หากเลือก 

homozygote เ ป็ น เ ส้ น ฐ า น อ้ า ง อิ ง  ต ัว อ ย่ า ง ช นิ ด  heterozygotes จะถูกพลอ็ตไปดา้นบวก

เส้นกราฟ melting curve โดยการแยกออกจากเส้นโคง้อา้งอิง หรือที่เรียกว่า base curve จึงสร้างแผนภาพความ 

แตกต ่างซÉ ึงช่วยจดักลุ่มตวัอยา่งโดยอตัโนมติัเป็นกลุ่มทÉีมีล ักษณะของกราฟ melting curves ทีÉคลา้ยกนั  เช่น ทีÉมี

จีโนไทป์เดียวกนั 
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ตวัอยา่งต่อไปนีÊแสดงใหเ้ห็นถึงการทาํ  gene scanning: 

 

► สาํหรับ single-nucleotide polymorphism (SNP) G→T ในยนี LPLH3 (163 bp amplicon) ส่งผลใหม้ี

กลุ่มตวัแปรหลกั 3 กลุ่ม 

 

► สาํหรับการแปรผนัของลาํดบัสารพนัธุกรรมในยนี MBL2 (219 bp amplicon) ส่งผลใหมี้กลุ่มตวัแปร

หลกั 4 กลุ่มทีÉสอดคลอ้งกบั haplotypes ทีÉพบบ่อยทีÉสุด 4 กลุ่ม ทีÉอธิบายไวส้าํหรับยนีนีÊ  และ 3 ตวัอยา่ง

ของตวัแปรทางพนัธุกรรมเพิÉมเติม 
 

                         7 
 
 

 

เครืÉอง LightCycler®  480   
 

การวเิคราะห์ High Resolution Melting ของสารพนัธุกรรม ตอ้งการเครืÉองมือวเิคราะห์ทีÉสามารถตรวจจบัการ

เปลีÉยนแปลงของ fluorescence ไดแ้มเ้พยีงเลก็นอ้ย ในการ melting ของสาย DNA ทีÉเกิดจากอุณหภูมิ ใน

เครืÉอง LightCycler® 480 ภาพของการ melting ของ DNA เช่น การเรืองแสง  ถูกจบัโดยกลอ้ง CCD ทีÉมีความ

ไวสูงและขยายเพืÉอเปิดเผยรายละเอียดเลก็นอ้ยในโปรไฟลก์าร melting  DNA โปรไฟลเ์หล่านีÊจะถูก

เปรียบเทียบจากตวัอยา่งหนึÉงไปอีกตวัอยา่งหนึÉงเพืÉอกาํหนดความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัอยา่ง 

 

ส่วนประกอบออพติกของเครืÉอง LightCycler® 480 ทาํงานร่วมกบัระบบควบคุมอุณหภูมิทีÉแม่นยาํเพืÉอสร้าง

ผลลพัธ์ทีÉทาํซํÊ าไดสู้งจากตวัอยา่งหนึÉงไปยงัอีกตวัอยา่งหนึÉง เนืÉองจากตวัอยา่งถูกเก็บไวใ้น multiwell plate, 

ระบบของ LightCycler® 480 จึงสามารถวเิคราะห์ได ้ ตวัอยา่งจาํนวนมากในการรันครัÊงเดียว
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7.1.3        ข้อดขีองเทคนิคการทาํ High Resolution Melting  
 

การวเิคราะห์ Melting curve ขึÊนอยูก่บัการวดัทางกายภาพหลงัปฏิกิริยา PCR ดงันัÊนจึงมีขอ้ดีหลายประการ

มากกวา่วธีิการตรวจจบัการกลายพนัธุ์ทีÉไดข้อ้มูลจากการ amplification 
 

► สามารถคดักรองแอมพลิคอนของการผนัแปรของ unknown sequence ดว้ยสียอ้มทีÉมีความละเอียดสูง

เพยีงสีเดียว โดยจาํเป็นตอ้งกาํหนดเป้าหมายตวัแปรเฉพาะดว้ยโพรบแบบเฉพาะเจาะจง 

 

► สามารถออกแบบการทดสอบจีโนไทป์บนพืÊนฐานของขอ้มูลลาํดบัสารพนัธุกรรมทีÉ

นอ้ยได ้

7                                 ► โดยทัÉวไปแต่ละปฏิกิริยาจะเปิดเผยขอ้มูลไดม้ากขึÊน 
 

นอกจากนีÊ  เทคนิค homogeneous High Resolution Melting สามารถประมวลผลตวัอยา่งไดม้ากขึÊนอยา่ง

สะดวกกวา่วธีิการแบบดัÊงเดิมทีÉเป็น non-homogeneous  )เช่น dHPLC หรือ SSCP) ซึÉ งจาํเป็นตอ้งมีการคดั

กรองผลิตภณัฑส์าํหรับลาํดบัสารพนัธุกรรมทีÉมีการผนัแปรหลงัจากปฏิกิริยา PCR 

 
การวเิคราะห์ High Resolution Melting ระบุการเปลีÉยนแปลงของ heterozygous single-base ใน PCR product 

ดว้ยความไวและความจาํเพาะทีÉเทียบเคียงหรือเหนือกวา่เทคนิคทีÉเป็นแบบ non-homogeneous สามารถ

ตรวจจบัการผนัแปรไดโ้ดยไม่คาํนึงถึงตาํแหน่งภายในแฟรกเมนต ์

 
การระบุการเปลีÉยนแปลงลาํดบัสารพนัธุกรรม homozygous นัÊนยากกวา่ วธีิตรวจจบัการกลายพนัธุ์ ส่วนใหญ่

ไม่สามารถแยกการเปลีÉยนแปลงเหล่านีÊจากลาํดบัสารพนัธุกรรมทีÉเป็น wild type sequences ในทางตรงกนั

ขา้ม High Resolution Melting สามารถตรวจจบัการเปลีÉยนแปลงลาํดบัสารพนัธุกรรมแบบ homozygous ใน

แอมพลิคอนหลายประเภท 
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Preparing a LightCycler® 480 System Gene Scanning Experiment 
 
 
 

7.2         การเตรียมการทดลอง LightCycler® 480  System Gene Scanning 
 
 

7.2.1        การออกแบบการทดสอบ Gene Scanning 
 

หลกัเกณฑเ์หล่านีÊจะช่วยในการออกแบบการทดสอบ Gene Scanning ทีÉมีประสิทธิภาพ: 
 

► ความยาวของไพร์เมอร์ส่งผลต่อการ melting ของแอมพลิคอนทีÉมีความยาว 100  bp มากกวา่แอมพลิคอน

ทีÉยาว 500  bp ดงันัÊนแอมพลิคอนแบบสัÊนจึงมีแนวโนม้ทีÉจะแสดงผลของการเปลีÉยนแปลงลาํดบัของสาร

พนัธุกรรมเลก็นอ้ย ดงันัÊนจึงแนะนาํใหเ้ลือกไพรเมอร์ PCR ทีÉมีลาํดบัทีÉค่อนขา้งสัÊน (100-250 bp) 
 

ไพร์เมอร์ควรมีอุณหภูมิ anneal ทีÉอุณหภูมิ 60°C 
 

อยา่งไรกต็าม เป็นไปไดที้Éจะกาํหนดเป้าหมายลาํดบัของสารพนัธุกรรมทีÉยาวขึÊน สูงสุด (500 bp) แต่การ

วเิคราะห์ผลิตภณัฑเ์หล่านีÊมกัจะมีความละเอียดตํÉากวา่ นอกจากนีÊ  ผลิตภณัฑด์งักล่าว >250 bp มีแนวโนม้

ทีÉจะมี melting หลายโดเมนและสร้างเส้น melting curves ทีÉซบัซอ้น 

 

► โครงสร้างทุติยภูมิ (Secondary structures) อาจส่งผลต่อประสิทธิภาพปฏิกิริยาการเพิÉมปริมาณสาร

พนัธุกรรม ดงันัÊนจึงอาจเป็นประโยชน์ในการตรวจเช็คลกัษณะการพบัของทัÊงไพรเมอร์และดีเอน็เอ

เป้าหมายดว้ยโปรแกรมทีÉสามารถกาํหนดโครงสร้างทุติยภูมิ ได ้
 

ควรตรวจสอบให้แน่ใจว่าไดต้ัÊง folding temperature เท่ากบั annealing temperature ทีÉจะใชส้ําหรับ

ปฏิกิริยา เช่น  60°C 

 

ค่า delta-G ตํÉาบ่งชีÊ ถึงโครงสร้างทุติยภมูิในระดบัสูง เส้นทีÉมีค่า delta-G สูงจะสร้างโครงสร้างทุติยภูมินอ้ย

กวา่ จึงเป็นทีÉนิยมในปฏิกิริยาการamplification เพืÉอใหไ้ดผ้ลลพัธ์ทีÉดีทีÉสุด ค่า delta-G ควรสูงกวา่ -1
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7.2.2        ตวัอย่างการทดสอบ 
 

เนืÉองจากการทดสอบ LightCycler® 480 System Gene Scanning เกีÉยวขอ้งกบัการเปรียบเทียบโปรไฟลก์าร 

meltingจากปฏิกิริยา PCR จึงมีความสาํคญัอยา่งยิÉงทีÉจะตอ้งลดความผนัแปรระหวา่งปฏิกิริยาต่อปฏิกิริยาให้

เหลือนอ้ยทีÉสุด การกาํหนดมาตรฐานของ DNA แม่แบบเป็นวธีิหนึÉงในการลดความแปรปรวนใหเ้หลือนอ้ย

ทีÉสุด ปฏิบติัตามคาํแนะนาํเหล่านีÊ เมืÉอเตรียมหรือจดัการ DNAแม่แบบ: 

 

► ใชข้ัÊนตอนการสกดั และการจดัเกบ็ DNA แม่แบบ ควรระวงัการยอ่ยสลายตวั (degradation) และระวงัขัÊน

ขัÊนตอนทีÉทาํใหเ้กิดสารยบัย ัÊงปฎิกิริยาในปริมาณทีÉมากเกินไป เช่น เอทานอล 

7                                     

► หากจาํเป็นตอ้งสกดั ใหใ้ชข้ัÊนตอนการสกดัแบบเดียวกนัเพืÉอเตรียมตวัอย่างทัÊงหมดทีÉจะวิเคราะห์ดว้ยการ

ทาํ High Resolution Melting เพืÉอช่วยลดความแตกต่างทีÉอาจเกิดจากส่วนประกอบของนํÊ ายาในบฟัเฟอร์ของ

ขัÊนตอนการสกดัทีÉแตกต่างกนั 
 

สําหรับการสกดัสารพนัธุกรรมทีÉไดผ้ลสมํÉาเสมอ แนะนาํดงันีÊ : 

 
► ไม่ว่าจะเป็นเครืÉองระบบ MagNA Pure ร่วมกบัการใช้นํÊ ายา MagNA Pure nucleic acid isolation kit 

(สาํหรับการแยกสกดัแบบอตัโนมติั) หรือ 

► ชุดนํÊ ายา High Pure nucleic acid isolation kit (สาํหรับการสกดัดว้ยมือ) 

รายละเอียดเพิÉมเติมสามารถดูไดที้Éหนา้เวป็ไซตโ์รช  https://diagnostics.roche.com 

► ควรละลายตวัอยา่ง DNA ทัÊงหมดในบฟัเฟอร์เดียวกนั หาปริมาณโดยใชส้เปกโตรโฟโตเมทรี และปรับ

ใหม้ีความเขม้ขน้เท่ากนัดว้ยบฟัเฟอร์เดียวกนั เกลือส่งผลต่อการ melting ของ DNA ดงันัÊนจึงเป็นเรืÉอง

สาํคญัทีÉความเขม้ขน้ของบฟัเฟอร์, Mg2+ และเกลืออืÉนๆ ในส่วนผสมของปฏิกิริยาจะตอ้งเหมือนกนัมาก

ทีÉสุดสาํหรับตวัอยา่งทัÊงหมด 

► ใช ้DNA แม่แบบในปริมาณทีÉเท่ากนัในแต่ละปฏิกิริยา ปริมาณทีÉแนะนาํคือ 5 ถึง 30 นาโนกรัมของ DNA 

แม่แบบในปริมาตรปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร ซึÉ งควรมีค่า Cp ไม่เกิน 30 รอบ หากมีทีÉค่า Cp ทีÉสูงขึÊน 

เนืÉองจาก DNA แม่แบบลดลงในปริมาณทีÉไม่เพียงพอ   มกัจะทาํให้ผลของการ High Resolution Melting มี

ความแปรผนัเนืÉองจากการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม 

► หากใช ้genomic DNAทีÉเกบ็มานาน ควรใหท้าํให ้DNA บริสุทธิÍ อีกครัÊ ง ก่อนทีÉจะใชใ้นการทดลองการทาํ 

Gene Scanning จะช่วยกาํจดัสิÉงแปลกปลอมทีÉเกิดจากการระเหิด )การเปลีÉยนวสัดุแช่แขง็เป็นก๊าซ (ซึÉ งมกั

เกิดขึÊนในตวัอยา่งดงักล่าว และรวมเอาเกลือเขม้ขน้และวสัดุอืÉนๆ ทีÉส่งผลต่อทัÊงการ amplification และ

การทาํ High Resolution Melting
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7.2.3      ไพร์เมอร์ PCR Primers 
 

► ออกแบบไพรเมอร์ PCR ทีÉมี annealing temperatures ประมาณ 60°C และสร้างแอมพลิคอนสัÊน 100-250bp 

สามารถใชชุ้ดโปรแกรม เช่น Primer3 

 

ใชไ้พรเมอร์ทีÉผา่นการทาํให้บริสุทธิÍ โดย HPLC 

► เพืÉอหลีกเลีÉยงการเกิดไพรเมอร์ -ไดเมอร์ โดยใชค้วามเขม้ขน้ของไพรเมอร์ทีÉค่อนขา้งตํÉา )นอ้ยกว่า 300 

nM) ในปฏิกิริยาการทดลอง 

 

► ทดลองครัÊ งแรกกบัปริมาณของไพร์เมอร์ และทดลองซํÊาดว้ยการเจือจางไพรเมอร์หลายๆความขม้ขน้ เพิÉม

หรือ การลดความเขม้ขน้ในขัÊนตอนละ 0.1 µM หากไดผ้ลมีประสิทธิภาพดี อาจลองใชไ้พรเมอร์ทีÉมีความ

เขม้ขน้ตํÉาลง หากไม่ไดผ้ลทีÉดีควรลองเพิÉมไพรเมอร์ทีÉมีความเขม้ขน้สูงขึÊน 

 

► ไม่จาํเป็นตอ้งใชไ้พรเมอร์ทีÉมี GC สูง เพราะจะไม่ช่วยในงานการทาํ High Resolution Melting 
 

► BLAST ไพรเมอร์เพืÉอให้แน่ใจวา่มีความเฉพาะเจาะจงสาํหรับสปีชีส์และยนีเป้าหมาย 

 

 

7.2.4       นํÊา ย า  PCR Reagents 

 

แนะนาํใหใ้ชเ้ทคนิค Hot-start PCR อยา่งยิÉงสาํหรับการทาํ High Resolution Melting เนืÉองจากจะหลีกเลีÉยงการเกิด non-

specific amplification ทีÉจุดเริÉมตน้ของปฏิกิริยา 

 

Roche Diagnostics  แนะนาํ master mix สาํหรับ hot start คือ LightCycler® 480 High Resolution Master ประกอบดว้ย 

FastStart Taq DNA Polymerase และ LightCycler® 480 ResoLight Dye ในปฏิกิริยาประกอบดว้ยบฟัเฟอร์ทีÉไม่มี MgCl2 

Master  สามารถเขา้กนัไดก้บัสารเติมแต่งเช่น DMSO ทีÉจะช่วย amplification ของลาํดบัสารพนัธุกรรมทีÉอุดมดว้ย GC 

 

FastStart Taq DNA Polymerase เป็น recombinant Taq DNA polymerase ทีÉมีการดดัแปลงทางเคม ีทนความร้อนได ้จะไม่

ทาํงานถา้อุณหภูมิสูงไม่ถึง 75°C เอนไซมจ์ะทาํงานทีÉอุณหภูมิสูงเท่านัÊน เอนไซมจ์ะเริÉมทาํงานอยา่งสมบูรณ์โดยการกาํจดั 

blocking groups  (ในระหวา่งขัÊนตอน pre-incubation  ) 95°C, 5 นาที  ก่อนเริÉมขัÊนตอนอืÉนๆ  

 

สารละลาย MgCl 2 ความเขม้ขน้ 25 mM มาพร้อมกบั Master ช่วยใหคุ้ณปรับความเขม้ขน้ของ Mg 2+  ใหเ้หมาะสมไดอ้ยา่ง

ง่ายดาย การกาํหนดความเขม้ขน้ของ MgCl2 ทีÉเหมาะสมเป็นสิÉงสาํคญัเพืÉอใหเ้กิดความจาํเพาะและความทนทานของปฏิกิริยา 

PCR ควรใช ้MgCl 2 ทีÉเหมาะสมทีÉสุด ความเขม้ขน้สาํหรับการทดสอบ High Resolution Melting อาจใชค้วามเขม้ขน้แตกต่าง

กนัตัÊงแต่ 1.5 ถึง 3.5 mM ดงันัÊนควรใชค้วามเขม้ขน้ของ MgCl2 ในปฏิกิริยาระหวา่ง 1.5 และ 3.5 mM (ในขัÊนตอน 0.5 mM) 

เมืÉอทาํการทดสอบใหม่ ตรวจสอบความจาํเพาะของ PCR โดยวิธี agarose gel electrophoresis 

 

 

จาํนวนของ MgCl2 ในปฏิกิริยาจะส่งผลต่อรูปร่างและค่า Tm ในกราฟของการคลายเกลียว ซึÉงพบวา่ในสภาวะทีÉมี

ความเขม้ขน้ของ MgCl2 ตํÉา จะแสดงค่าของอุณหภูมิ Tm ค่าเดียว แต่เมืÉอในสภาวะทีÉมีความเขม้ขน้ของ MgCl2. กลบัพบมากกว่า

หนึÉงค่า ในตวัอย่างเดียวกัน ดงันัÊนจึงควรระวงัและระลึกเสมอว่า หากใช้ความเขม้ขน้ของ MgCl2 สูง ค่า Tmจะสูงกวา่ปกติ
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Setup 

Detection Format SYBR Green I / HRM Dye 

Programs 

Program Name Cycles Analysis  Mode 

Pre-Denaturation 1 None 

Amplification 45 1) Quantification 

High Resolution Melting 1 Melting Curves 6)
 

Cooling 1 None 

Temperature Targets 

Target [°C] Acquisition  Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s) 
(96-well / 384-well) 

Acquisitions 
(per °C) 

Pre-Incubation 

95 None 00:10:00 4.4 / 4.8 - 

Amplification 

95 None 00:00:10 4.4 / 4.8 - 

primer dependent 2)
 None 00:00:10 2.2 / 2.5 - 

72 Single 00:00:10 - 

00:00:20 3)
 

4.4 / 4.8  

High Resolution Melting 

95 None 00:01:00 4.4 / 4.8  

40 4) None 00:01:00 2.2 / 2.5  

60 5) None 00:00:01 1 - 

95 5) Continuous - - 25 

Cooling 

40 None 00:00:10 2.2 / 2.5 - 
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7.2.5        พ า ร า มิ เ ต อ ร์  PCR  
 

ขัÊนตอนการ amplification ทีÉดีจะส่งผลทาํใหก้ารทาํ High Resolution Melting จะไดผ้ลดี 

LightCycler® 480 ResoLight Dye ยดึเกาะกบั DNA สายคู่ในปฏิกิริยา การเกิด amplification product 

ทีÉเฉพาะเจาะจง amplification product ไม่เฉพาะเจาะจง และ ไพร์เมอร์-ไดเมอร์  ลว้นจบัสียอ้มเท่ากนั 

ดงันัÊนทัÊงหมดนีÊจึงส่งผลต่อโปรไฟลข์อง fluorescence และการ melting โดยรวมทัÊงหมด 
 

เพืÉอเพิÉมประสิทธิภาพการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมใหก้าํหนดในแต่ละขัÊนตอนใหด้ีทีÉสุด หากใช ้

LightCycler® 480  High Resolution Master เพืÉอสร้างการทดสอบ Gene Scanning  สามารถใช้

พารามิเตอร์ต่อไปนีÊในการทดลองเริÉมตน้ได ้
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Target 
(°C) 

Acquisition 
Mode 

Hold 
(hh:mm:ss) 

Ramp Rate 
(°C/s) 

(96-well / 
384-well) 

Acquisi- 
tions 

(per °C) 

Sec  Tar- 
get (°C) 

Step 
Size (°C) 

Step 
Delay 

(cycles) 

95 None 00:00:10 4.4 / 4.8 - 0 0 0 

65 None 00:00:10 2.2 / 2.5 - 53 0.5 1 

72 Single 00:00:10 - 
00:00:203)

 

4.4 / 4.8 - 0 0 0 

 

 

ในกรณีทีÉไม่ทราบอณุหภูมิ melting ของไพรเมอร์ทีÉใชท้าํ PCR อยา่งแน่นอนแนะนาํใหใ้ชโ้ปรโตคอล 

touchdown PCR ซึÉ งครอบคลุม ช่วงอุณหภูมิ annealing temperature ตัÊงแต่ 65 ถึง 53°C สามารถแกไ้ข

อุณหภูมิเป้าหมายในโปรแกรมการ amplification ดงัตารางดา้นลา่งนีÊ  
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1)  จาํนวนรอบ 
 

จาํนวนรอบ 45 รอบเหมาะสาํหรับการตรวจส่วนใหญ่ หากการทดสอบไดรั้บการปรับใหเ้หมาะสมและมี

เส้นกราฟของการ amplification ทีÉสูงชนัและจุดตดักนัในช่วงตน้ )แมว้า่ความเขม้ขน้ของเป้าหมายจะตํÉา ( 40 

รอบ ควรจะเพยีงพอ การลดจาํนวนรอบจะลดเวลาทีÉตอ้งใชใ้นการทดสอบ 

 
2)  Annealing temperature 

 

Annealing temperature เป็นพารามิเตอร์ทีÉมีอิทธิพลต่อความจาํเพาะและความทนทานของการ amplification 

มากทีÉสุด สาํหรับการทดลองเริÉมตน้ใหต้ัÊงค่าอุณหภูมิเป้าหมาย  เช่น annealing temperature ของไพรเมอร์  ควร

ตํÉากวา่ค่า Tm ของไพรเมอร์ทีÉคาํนวณไว ้2°C  ปริมาณของ PCR product เฉพาะเจาะจง การมีอยูห่รือไม่มีของ 

PCR product ทีÉไม่ตอ้งการ และการมีหรือไม่มีของ PCR product ในการทดลองเหล่านีÊจะเป็นตวักาํหนดใน

การปรับพารามิเตอร์นีÊ ใหเ้หมาะสม หากการ amplification ก่อใหเ้กิด PCR product ทีÉไม่พงึประสงค ์ ใหเ้พิÉม 

annealing temperature หากการ amplificationไม่มีประสิทธิภาพ ใหล้ด annealing temperature และหรือเพิÉม

ระยะเวลาของขัÊนตอนการ amplification 
 
 

3)  Elongation time 
 

การคาํนวณเวลาการต่อสายยาวของ DNA เป้าหมายเฉพาะของคุณโดยหารความยาวของแอมพลิคอนดว้ย 25 

เช่น แอมพลิคอน 500 bp ตอ้งใชเ้วลาในการต่อสายยาว 20 วนิาที 
 

4)  Melting  pre-hold  step 
 

ขัÊนตอนเป็นการทาํอุณหภูมิเพืÉอช่วยให้แน่ใจว่า PCR product ทัÊงหมด จบัคู่กนัใหม่และกระตุน้การสร้าง 

heteroduplex 
 

5)  Melting  interval 
 

สภาวะการ melting จริงขึÊนอยูก่บัแอมพลิคอน สาํหรับการทดลองเริÉมตน้ ใหก้าํหนดช่วงการ melting ทีÉกวา้ง 

เช่น จาก 60 ถึง 95°C เมืÉอทราบตาํแหน่งทีÉ PCR product ทีÉจะทาํ melting แลว้ ใหล้ดช่วงการ melting ลงเหลือ

ประมาณ 25°C ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่โปรแกรม melting เริÉมตน้อยา่งนอ้ย 10°C ก่อนและสิÊนสุดอยา่งนอ้ย 

10°C หลงัจากค่า Tm ทีÉคาดไว ้

 
6)  Analysis  mode 

 

ไม่มีโหมดการวเิคราะห์พเิศษสาํหรับการทดสอบ Gene Scanning การทดสอบ Gene Scanning จะดาํเนินการ

ในโหมดการวเิคราะห์ Melting Curves มาตรฐาน
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7.2.6        การตรวจวดัสัญญาณรบกวนแบบรวดเร็วในการเพิÉมปริมาณ 
 

เป้าหมายของการทดสอบ LightCycler® 480 System Gene Scanning คือการสร้าง PCR product ทีÉบริสุทธิÍ  

โดยไม่มีสิÉงอืÉนๆในการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม เช่น การจบักนัเองของไพรเมอร์ ซึÉ งอาจทาํใหไ้ดผ้ลลพัธ์ทีÉ

ผดิพลาดได ้

 

บน LightCycler® 480 System สามารถระบุไดว้า่ PCR product ใช่ไพรเมอร์ไดเมอร์หรือไม่ โดยเปรียบเทียบ

ตวัอยา่งกบั non-template control หลงัจากการใช ้melting curve โดยดูจาก Melting Peaks plot ตวัอยา่งทีÉเป็น

ลบ จะไม่แสดง fluorescence เทียบกบัอุณหภูมิ สร้างโดย Tm Calling ของโปรแกรม LightCycler® 480 ถา้

เป็น no-template control จะไม่แสดง หากการทดลองเริÉมตน้ no-template control แสดงพคี ควรปรับปฏิกิริยา

ใหเ้หมาะสมอีกครัÊ ง )เช่น โดยการออกแบบไพรเมอร์ใหม่ (และทาํการทดลองซํÊ า และตรวจสอบเพิÉมเติมดว้ย

เจลอิเลก็โทรโฟเรติก 

สามารถเขา้ถึง Melting Peaks plot ไ ด้ โ ด ย ต ร ง จ า ก โ ป ร แ ก ร ม  LightCycler®  480 Gene 

Scanning Module โดยไม่จาํเป็นตอ้งทาํการวิเคราะห์ Tm  Calling แยกต่างหาก 

 
 

7.3         การวเิคราะห์ Gene Scanning 
 

สามารถทาํการวเิคราะห์ Gene Scanning  โดยใช ้ melting curve ใน LightCycler® 480 Gene Scanning 

ตวัอยา่งทีÉเป็น heteroduplex จะมีการการวเิคราะห์ขอ้มูลโดยใชสี้ LightCycler® 480 ResoLight หลงัจากการ 

amplified ตวัอยา่งโดย PCR และการทาํ melting curve ซอฟตแ์วร์จะวเิคราะห์รูปร่างของเส้นโคง้แต่ละเส้น

และกลุ่มตวัอยา่งทีÉมี melting curves ทีÉคลา้ยกนั 

สามารถรวม melting standards หรือจีโนไทป์ทีÉรู้จกัเขา้กบัทดลองได ้ ในกรณีนีÊ  ซอฟตแ์วร์จะเปรียบเทียบ

กราฟmelting curves ของตวัอยา่งแต่ละรายการกบั melting standards ในการทดสอบ 

หากไม่มีโปรแกรม LightCycler® 480 Gene Scanning Module ก็ยงัสามารถดูผลผา่นโปรแกรม 

LightCycler® 480 ได ้แต่ไม่สามารถทาํการวิเคราะห์ Gene Scanning ได ้

 

วธีิทาํการทดลอง gene scanning: 

 

1  ตัÊงค่าการทดลองทีÉมีโปรแกรมการ amplification ขยาย  

melting curve    

ตอ้งการ: 

► การจดักลุ่มอตัโนมตัิหรือการวิเคราะห์ทัÉวไป /ตวัแปร :ไมจ่าํเป็นตอ้งมี  melting standards 

► melting standards ทีÉอยูใ่นการทดสอบ: รวม melting standard ของตวัอยา่ง 

รวมตวัควบคุมต่างๆ (เช่น  ตวัควบคุมชนิดลบ หรือไม่มีตวัอย่าง) ในการทดลองและกาํ ห น ด ค่ า

ตั ว อ ย่ า ง ใ น ก า ร แ ก้ ไ ข ตั ว อ ย่ า ง  Sample Editor 

melting standard ทีÉอยูใ่นการทดสอบจะทาํหนา้ทีÉเป็นตวัควบคุมชนิดบวก 

 

การทีÉจะรวมหรือไม่รวมตวัอยา่งทีÉตอ้งการวิเคราะห์ ให้สร้างกลุ่มยอ่ยตวัอย่างสาํหรับการวิเคราะห์ขึÊน ไม่

ควรใชช่้องเครืÉองหมายถูกทีÉหนา้ต่างผลลพัธ์ เนืÉองจากการเปลีÉยนจาํนวนตวัอยา่งจะมีผลต่อการคาํนวณเป็น

กลุ่ม 
 

 
► ► ► 

  เพืÉอ amplify ตวัอย ่างเป้าหมาย  

เพืÉอ melt ตวัอย ่างการรวม   melting standards ในการทดสอบขÊ ึนอยู ่กบั โหมดการวิเคราะห์ทÉี

และโปรแกรม  
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ชืÉอคอลมัน ์ คาํอธิบาย ค่าทีÉปรากฏ 

ชืÉอตวัอยา่ง ชืÉอของตวัอยา่ง เป็นตวัอกัษร มีเวน้วรรคได ้
(สูงสุด 25 ตวัอกัษร) 

ชนิดตวัอยา่ง ชนิดของตวัอยา่ง 

หากต้องการใช้ “In-run 
Standards” ในทางเลือก
กลุ่ม ต้อ งรว ม  Melting 
Standard ใ น จีโ นไ ทป์ ทีÉ
ต้องการตรวจ 

เลือกจากเมนูรายการ: 

►  Unknown 

►  Negative Control 

►  Melting Standard 

 จีโนไทป์ จีโนไทป์ของค่ามาตรฐาน melt หรือตวั

ควบคุมชนิดบวก 

ช่องนีÊจะใช้งานไดห้ากกาํหนดชนิด
ตั ว อ ย่ า ง เ ป็ น  “Melting 
Standard” 

เป็นตวัอกัษร 
(≤ 25 ตวัอกัษร) 

 

 

 

2  คลิก Sample Editor ในแถบ Module แลว้เลือกการทาํงาน Scanning  โปรแกรม LightCycler® 

480 จะอตัโนมติักาํหนดค่าตวัอยา่งให ้

                         7 
 
 
 
 

3      กาํหนดคุณสมบติัของตวัอยา่ง สาํหรับขอ้มูลโดยละเอียดเกีÉยวกบั Sample Editor โปรดดูทีÉส่วนการ

ป้อนขอ้มูลตวัอยา่ง ซอฟตแ์วร์ใชพ้ารามิเตอร์ต่อไปนีÊสาํหรับการคาํนวณ 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

      4     คลิก Analysis ในแถบ Module หนา้ต่างรายการ Create New Analysis ใหเ้ลือก Gene Scanning 

 
 
 

► ► ►
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5  หน้าต่าง Create New Analysis เปิดขึÊน ให้เลือก Subset และโปรแกรมการทดลองจากรายการ

โปรแกรม โดยปกติจะเลือกโปรแกรม melting curve  สามารถเปลีÉยนชืÉอการวิเคราะห์ได ้โดยชืÉอ

เริÉมตน้คือประเภทการวเิคราะห์สาํหรับกลุ่มยอ่ย จากนัÊนกด  

7                                        
 
 

6      หนา้ต่างการวเิคราะห์ Gene Scanning จะเปิดขึÊน 

 
 

■
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Auto Group ใชใ้นกรณีทีÉไม่มีตวัอยา่งมาตรฐาน melting ในการทดลองเดียวกนั 

หากในการกําหนดค่าตัวอย่างไม่ มีการกําหนด melting standard 

โปรแกรมจะเลือกค่าเริÉมตน้หลงัจากการวิเคราะห์ 

หากเลือกใชโ้หมดนีÊ  โปรแกรมจะกาํหนดทุกตวัอย่างตามกลุ่ม (โดยกาํหนดให้ไม่เกิน 6 กลุ่มทีÉมี

ลกัษณะรูปร่าง melting curve ต่างกนั); หากพบตวัอย่างใดไม่สามารถจดัเขา้กลุ่ม

ได ้ตวัอยา่งนัÊนจะถูกจดัเป็น Unknown หรือ Negative 

กลุม่ทีÉตัÊงขึ Êนอตัโนมตัินี ÊจะมีชืÉอเป็นตวัเลขเรียงกันไป (1, 2, เป็นตน้) ซึÉ งบาง

กลุ่มอาจจะไม่มีตวัอยา่งได ้

Comn/Vars ใชใ้นกรณีทีÉไม่มีตวัอยา่งมาตรฐาน melting ในการทดลองเดียวกนั 

หากเลือกใชโ้หมดนีÊ  โปรแกรมจะจดัตวัอย่างเป็นกลุ่มทีÉเรียกวา่ Common group ซึÉงตวัอย่างส่วน

ใหญ่จะอยู่กลุ่มนีÊ โดยเลือกทีÉมีค่า melting curve เหมือนกัน และมีกลุ่มทีÉเรียกว่า

Variants group, Unknown group หรือ Negative group 

Standards 
(In Run) 

ใชใ้นกรณีทีÉมีตวัอยา่งมาตรฐาน melting ในการทดลองเดียวกนั 

 หากมีการกาํหนดตวัอยา่งเป็น melting standards โปรแกรมจะเลือกโหมด

นีÊ เองอตัโนมติัหลงัจากวิเคราะห์เสร็จ 

กลุ่มจะขึÊ นอยู่กับตัวอย่างมาตรฐานทีÉอยู่ในการทดลองเดียวกัน โดยจะ

สอดคล้องกับทีÉกําหนด ไว้ในการกาํหนดค่าตวัอย่างใน  Sample 

Editor 
 

 
 
 

วิธีการวิเคราะห์ Gene Scanning: 

 

1      ใชปุ่้มเลือกชนิด Standards และ เลือกโหมดการวเิคราะห์ )วธีิการจดักลุ่ม (ทีÉตอ้งการ  

 

 

7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

2      ►  การยกเลกิการเลือก Negatives 

ให้กดแถบ Negatives เพืÉอยกเลิกตวัอยา่งทีÉเป็นลบและนาํออกจากการวเิคราะห์  

แมว้า่โปรแกรม LightCycler® 480 Gene Scanning Module จ ะ มีก า ร ต ร ว จ ก ร อ ง

ต ัว อ ย่ า ง ช นิ ด ล บ แ บ บ อ ัต โ น ม ัติ  แ ต่ อ า จ มี ก ร ณี ที É ไ ม่ ส า ม า ร ถ ต ร ว จ พ บ ไ ด้ 

ดัง นัÊ น ส า ม า ร ถ กาํหนดไดเ้องเมืÉอทาํงานเสร็จ โดยการเลือกไปทีÉ New Call เพืÉอทีÉจะ

กาํหนดตวัอยา่งลบใหอ้ยูใ่นกลุ่ม Negatives group (ดูดา้นล่าง) 

► ► ►
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3      ►  การทาํให้เป็นมาตรฐาน (Normalization) 

คลิกไปทีÉแถบ Normalization เพืÉอทีÉจะทาํเส้น melting curves ให้เป็นมาตรฐาน 

ค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ ทีÉไดจ้ากการทาํ High Resolution Melting อาจจะแตกต่างกัน

เนืÉองจากความแตกต่างของปริมาณตัวอย่างเริÉ มต้นแต่ละตัวอย่างไม่เท่ากัน ค ว า ม ต่ า ง นีÊ

ส า ม า ร ถ กาํ ห น ด ใ ห้ เ กิ ด จี โ น ไ ท ป์ แ ต ก ต่ า ง ก ัน ไ ป ไ ด้  ด ั ง นัÊ น ค ว า ม ทาํ ใ ห้

ข้อ มู ล ใ ห้ เ ป็ น ม า ต ร ฐ า น เ ดี ย ว กัน  โดยการกาํหนดช่วงของแต่ละตวัอย่างกราฟเป็น

สองส่วน คือก่อนและหลงัการเปลีÉยนแปลงของอุณหภูมิช่วงทีÉเกิดการเปลีÉยนแปลงอย่าง

มาก นัÉนคือกาํหนดตรงช่วงทีÉมีสัญญาณฟลูออเรสเซนต ์100% และ 0% (เส้นพืÊนฐาน)  

กราฟดา้นบนซึÉ งเป็นกราฟเส้นโคง้ Melting Curves ประกอบดว้ยแถบเลืÉอนแนวตัÊง 2 เส้น สามารถ

ปรับยา้ยไดใ้หส้อดคลอ้งกบัอุณหภูมิตํÉาและสูงก่อนการหลอม )สีเขียว (และอุณหภูมิตํÉาและสูงหลงัการ

หลอม   )สีฟ้า  (พืÊนทีÉ สี เทาระหว่างแถบเลืÉอนหมายถึงพืÊนทีÉ ทีÉ ใช้ในการทําให้ เป็นมาตรฐาน 

)normalization( 

ดา้นล่างแผนภูมิ Melting Curves จะมีค่าทีÉสามารถตัÊงค่าได ้ :กลุ่มดา้นซ้ายใชเ้พืÉอกาํหนดช่วงอุณหภูมิ

ก่อน melt ในขณะทีÉกลุ่มดา้นขวาใชเ้พืÉอกาํหนดช่วงอุณหภูมิหลงัการ melt 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

► ► ►
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  LightCycler® 480 Gene Scanning Module จะวางแถบเลืÉอนอุณหภูมิโดยอตัโนมติัในบริเวณทีÉ

เหมาะสมสําหรับการทาํให้เป็นมาตรฐานและแสดงขอ้มูลทีÉทาํให้เป็นมาตรฐานในกราฟดา้นล่าง 

Normalized Melting Curves ตรวจสอบกราฟดา้นบนเพืÉอให้แน่ใจว่าช่วงอุณหภูมิก่อน melt อยู่ใน

พืÊนทีÉทีÉมีการเรืองแสงพืÊนหลงัของทัÊงหมด ตวัอย่างลดลงอย่างสมํÉาเสมอแต่ไม่มีการเปลีÉยนแปลง

อุณหภูมิเกิดขึÊน และวางช่วงอุณหภูมิหลงัการ melt ไวใ้นพืÊนทีÉทีÉการ melting เสร็จสมบูรณ์สําหรับ

ตวัอยา่งทัÊงหมด 

หากจาํเป็น ใหป้รับการตัÊงค่าอุณหภูมิโดยการลากตวัเลืÉอนแนวตัÊงบนกราฟดา้นบน หรือโดยการ

เปลีÉยนค่าในช่องการตัÊงค่าตวัเลืÉอน สาํหรับวตัถุประสงคส่์วนใหญ่ ช่วงอุณหภูมิทีÉแนะนาํระหวา่ง

แถบเลืÉอนแนวตัÊงแต่ละชุดจะอยู่ทีÉประมาณ 1°C                                                                                                                                               

หากตัÊงค่าช่วงอุณหภูมิก่อน melt และหลงั melt ถูกตอ้ง จะได ้normalized melting curves ทีÉมี

ส่วนทีÉเรียบก่อนและหลงัการเปลีÉยนผา่นหลกั ไม่ควรมีเส้นโคง้ใดอยูเ่หนือเส้นบนหรือตํÉากว่าเส้น

ล่างมากนกั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

► ► ►        
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   5      ►  การเปลีÉยนแปลงอุณหภูมิ Temperature Shifting 

คลิกทีÉแถบ Temperature Shift เพืÉอรีเซ็ตแกนอุณหภูมิ แกน  x ของmelting curves 

การกาํจดัค่าชดเชยอุณหภูมิระหว่างตวัอย่างจะช่วยทาํให้อุณหภูมิ melting ของตวัอย่างชดัขึÊน 

แกนอุณหภูมิของแต่ละกราฟจะเลืÉอนไปในช่วงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ต ํÉา  (ทีÉปลาย

ของ homoduplex melting) ซึÉ งจะทาํให้สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของตวัอย่างชนิด 

heteroduplexes จะตกลงก่อน 

การแสดงผลบนแถบ Temperature Shift ประกอบด้วยกราฟสองกราฟ   :กราฟด้านบน

เหมือนกบักราฟ  Normalized Melting Curves ทีÉแสดงบนแถบ Normalization กราฟดา้นล่าง

แสดงกราฟ melting curves ทีÉมีทัÊงการปรับใหเ้ป็นมาตรฐานและการเปลีÉยนแปลงอุณหภูมิ 

กราฟดา้นบนมีแถบเลืÉอนแนวนอนทีÉสามารถเคลืÉอนยา้ยไดซึ้É งสอดคลอ้งกบัจาํนวนการ

เปลีÉยนแปลงของอุณหภูมิ ทางซา้ยมือของกราฟจะเห็นฟิลดค์วบคุมซึÉ งมีป้ายกาํกบัวา่ 

Threshold ซึÉ งสามารถใชต้ัÊงค่าระดบัการเปลีÉยนแปลงอุณหภูมิไดด้ว้ย 

 
 
 

ค่าเริÉมตน้ของระดบัการเลืÉอนอุณหภูมิคือ 5 สามารถเปลีÉยนค่าของการปรับเลืÉอนอุณหภูมิได้

โดยการป้อนค่าในช่องควบคุมเกณฑห์รือโดยการลากตวัเลืÉอนแนวนอนบนกราฟดา้นบน 

เลือกระดบัการเลืÉอนทีÉทาํใหเ้ส้นโคง้สร้างกลุ่มทีÉแน่นโดยมีระยะห่างสูงสุดระหวา่งกลุ่ม )ดงัทีÉ

แสดงในภาพดา้นล่าง (สาํหรับแอปพลิเคชนัส่วนใหญ่ ค่า เริÉมตน้คือระดบั 5 จะใหผ้ลทีÉสามารถ

ยอมรับได้

 
 
 

► ► ►
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6  ในตารางผลลพัธ์สามารถเลือกยกเลิกตวัอยา่งทีÉไม่ตอ้งการใหร้วมอยูใ่นการวเิคราะห์ผล 

7    คลิกทีÉปุ่ม Calculate เพืÉอวเิคราะห์ผลและกาํหนดการจดักลุ่ม 

โปรแกรมจะกาํหนดกลุ่ม Variant  )หรือจีโนไทป์ (และกาํหนดสีและชืÉอใหก้บัแต่ละกลุ่ม พร้อมกนั 

ซอฟตแ์วร์จะคาํนวณแผนภาพผล Normalized and Temperature Shifted Difference Plot 

8  ผลของการวิเคราะห์ Gene Scanning ประกอบด้วย Gene Scanning พร้อมตัวเลือกคุณสมบัติ

คาํอธิบายแผนภูมิและปุ่มคุณสมบัติคาํอธิบายแผนภูมิ และตารางผลลพัธ์ ใช้ตัวเลือกคุณสมบัติ

คาํอธิบายแผนภูมิเพืÉอแสดงสีตามผลลพัธ์ ตามประเภทตวัอยา่ง ตามการตัÊงค่าตวัอยา่ง หรือตามกลุ่มทีÉ

ทาํซํÊ า ใชปุ่้มคุณสมบติัคาํอธิบายสีเพืÉอเลือกการแสดงตวัอยา่งทีÉมีคุณสมบติับางอยา่งในรูปภาพ MWP 

ตารางผลลพัธ์ และในแผนภูมิ 

หากเลือก Scanning results ในตัวเลือกคุณสมบัติ ตารางผลลัพธ์ของการวิเคราะห์การGene 

Scanning จะแสดงผลลพัธ์ต่อไปนีÊ  ปุ่ มคุณสมบติัคาํอธิบายช่วยให้สามารถเลือกตวัอย่างโดยขึÊนอยู่

กบักลุ่ม variant 

เลือกโหมดการวเิคราะห์ Comn/Vars 

►  กลุ่ม Negative และ ก ลุ่ ม  Unknown 

ช่องเครืÉองหมายถูกมกัจะแสดงแมว้า่กลุ่มทีÉสอดคลอ้งกนัจะไม่พบกต็าม 

                                                        

►  Group: ชืÉอของกลุ่มจีโนไทป์ทีÉกาํหนดตวัอยา่ง 

กลุ่ม Variant /Genotype ทีÉกาํหนดโดยอตัโนมติัโดยซอฟต์แวร์จะได้รับหมายเลข

ตามลาํดบั 1, 2, ฯลฯในขณะทีÉกลุ่มตาม melting Standards ในการรันจะไดรั้บชืÉอทีÉ

สอดคลอ้งกบัมาตรฐานทีÉเหมาะสม (กาํหนดใน Sample Editor) 

► ► ►

►  กลุ่มจีโนไทป์ 6 กลุ่ม หากวเิคราะห์กลุ่มอตัโนมติั หรือกลุ่มจีโนไทป์ 6 กลุ่ม หากเลือกโหมดการ
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9      ►  แผนภูมิความแตกต่าง Difference Plot 

คลิกทีÉแถบ Difference Plot  ในส่วนแผนภูมิเพืÉอดู 

►  การ Normalized and Shifted Melting Curves และ 

►  การ Normalized and Temperature Shifted Difference Plot: 

7                                        
 

แผนภาพความแตกต่างถูกกาํหนดดงันีÊ : 

►  อนัดบัแรก โปรแกรมจะเลือกกลุ่มทีÉมีตวัอยา่งมากทีÉสุด 

►  จากนัÊนมาตรฐานของกลุ่มนัÊน  )เส้นโคง้ฐาน  (จะถูกกาํหนดจีโนไทป์อา้งอิง ความแตกต่าง

ระหวา่งค่าอา้งอิงและเส้นโคง้ทีÉเหลือแต่ละเส้นจะถูกพลอ็ตเทียบกบัอุณห ภูมิ 

ดว้ยการทาํเครืÉองหมายทีÉช่อง Show Standard สามารถแสดงเส้นโคง้ของ melting standards ใน

แผนภูมิไดอ้ีกดว้ย สิÉงเหล่านีÊปรากฏเป็นเส้นสีดาํ 

ในโหมด Auto Group analysis mode, ค่ากลางเส้นกราฟ ของกลุ่ม variant/genotype จะถูก

กาํหนดตามค่ามาตรฐานของกลุ่มนัÊน 

คลิก Select base curve เพืÉอกาํหนดเส้นโคง้อา้งอิงสําหรับกราฟผลต่างดว้ยตนเอง ตามค่าเริÉ มตน้ 

มาตรฐานของ Variant/Genotype ทีÉใหญ่ทีÉสุดจะถูกนาํไปใชเ้ป็นเส้นโคง้พืÊนฐาน 

■
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วิธีปรับแต่งการแสดงแผนภูมิความแตกต่าง: 
 

1  ในแถบ Difference Plot ให้คลิกทีÉ  เหนือแผนภูมิบนหรือล่าง แถบเครืÉองมือตวัเลือกของแผนภูมิ

จะแสดงขึÊน ซึÉงมีเมนูแผนภูมิ 

2    หากตอ้งการเปลีÉยนประเภทแผนภูมิ ใหเ้ลือกประเภทแผนภูมิใหม่จากเมนูแผนภูมิทีÉเกีÉยวขอ้ง 

สาํหรับแผนภูมิดา้นบน มีตวัเลือกต่อไปนีÊ : 

 

 

 

Melting Curves: สอดคลอ้งกบัการแสดง Melting Curve ในแถบ Negatives กล่าวคือ แสดงเสน้โคง้ทีÉไม่ปกติ

และไม่เปลีÉยนแปลงตามอุณหภูม ิ

► Normalized Curves: แสดงเสน้โคง้ normalized melting curves 

► Normalized and Temp-Shifted Curves: สอดคลอ้งกบัแผนภูมิเสน้โคง้ของ Normalized และ Shifted 

Melting ในแถบ Temperature Shift 

การปรับให้เป็นมาตรฐานและการเลืÉอน melting curves เป็นพืÊนฐานการคาํนวณการทาํ

แผนภูมิความแตกต่าง  

สาํหรับแผนภูมิดา้นล่าง มีตวัเลือกต่อไปนีÊ : 

 
 

Melting Peaks: แสดงแผนภาพ Melting Peaks (ตวัอยา่งทีÉเป็นผลลบเมืÉอพล็อตค่าสญัญาณฟลูออเรสเซนต ์ เทียบ

กบัอุณหภูมิ ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลลพัธ์ของการวิเคราะห์ Tm Calling) 

► Normalized and Temp-Shifted Difference Plot:  :แสดงแผนภาพของ  normalized และ temperature-

shifted ดูตามขัÊนตอนทีÉ 9 ดา้นบน  

■ 

 

 

วิธีเปลีÉยนการตัÊงค่าความไว:                                                                                                                          
สามารถปรับค่าความไว (Sensitivity) เพืÉอปรับแต่งผลการทาํ Gene Scanning ฟังก์ชัÉน Sensitivity ช่วยให้ควบคุมความ

เคร่งครัดของ melting curves ทีÉจดัประเภทเป็นกลุ่มต่างๆ โดยทัÉวไป ค่า Sensitivity ทีÉสูงจะสร้างกลุ่มไดห้ลากหลายกว่าค่าทีÉ

ต ํÉา 

 

คลิกทีÉแถบ Sensitivity ในตาราง Results เพืÉอปรับแต่งค่าการวิเคราะห์: 

 

เลืÉอนแถบ Sensitivity ไปทางซา้ยเพืÉอลดความเขม้งวด หรือเลืÉอนไปทางขวาเพืÉอเพิÉมความเขม้งวด 

 

 

 ค่าเริÉมตน้สาํหรับการวิเคราะห์เบืÊองตน้ค่านีÊ ใหค้วามสมดุลทีÉเหมาะสมระหวา่งการสร้างสิÉงทีÉไม่รู้จกัมาก

เกินไปและการสร้างการอ่านผลทีÉผิดพลาด
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การเปลีÉยนชืÉอกลุ่ม: 
 

สามารถทาํการเปลีÉยนชืÉอทีÉเกีÉยวขอ้งกบั Variation/กลุ่มของ Genotype ไดโ้ดยกดไปทีÉ แถบ Groups ในตาราง 

Result 

 

สามารถแกไ้ขชืÉอ Group สาํหรับ Group ทีÉถูกสร้างจากการวเิคราะห์แบบ Auto Group หรือสร้างจาก

การวเิคราะห์ Comm/Vars แต่ไม่สามารถการแกไ้ขได ้ สาํหรับ การจดักลุ่มทีÉใช ้ in-run melting 

standards นอกจากนีÊ  ไม่สามารถเปลีÉยนชืÉอของกลุ่มสาํหรับ Negative และ Unknown หรือจาํนวน

ของกลุ่มทีÉแสดงตามรูปดา้นล่าง 

1      แถบ Groups ใหด้บัเบิÊลคลิก บริเวณชืÉอ Group ทีÉตอ้งการแกไ้ข 

 
 
 

2      พิมพชื์Éอใหม่ทีÉตอ้งการลงในช่อง หลงัจากการแกไ้ข ชืÉอใหม่จะถูกแสดงในตาราง Sample 

Selector และตาราง Result ทนัที 

 

 
 

การเปลีÉยนการกาํหนดกลุ่มให้ variant/genotype ใหม่: 

ถา้คุณเชืÉอวา่ โปรแกรมจดัให้ตวัอยา่งนัÊนอยูใ่นกลุ่มผิด คุณสามารถแกไ้ขไดเ้องดว้ยการจดักลุ่มใหม่ โดยใชท้างเลือก 

New Call 

1        ตาราง Result กดเลือกตวัอย่างทีÉตอ้งการแกไ้ข สาํหรับรายละเอียดดูทีÉ การทาํงานกบัตวัอย่างในการ

วิเคราะห์ Working with Samples in the Analysis 

2   ใตก้ราฟ จะมี New call จากนัÊนให้กดเลืÉอนจาก drop-down list เพืÉอเลือกกลุ่มใหม่ (genotype, Unknown, 

หรือ Negative) ให้ตวัอยา่ง 

 

3      คลิกเลือก Apply  

► ► ►
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4  การเลือก Genotype กลุ่มใหม่ จากกลุ่มต่างๆ ทีÉอยู่ใน drop-down list ของ New Call และคลิก Apply 

จะทาํการเปลีÉยนแปลงกลุ่มของตวัอยา่งทีÉเลือกซึÉงจะแสดงชืÉอของกลุ่มใหม่ในกราฟเช่นกนั 

การเลือก Auto Call จาก New Call และคลิก Apply จะทาํใหต้วัอยา่งทีÉเลือกกลบัไปแสดงชืÉอเดิม 

จากการกาํหนดอตัโนมติั 

การกาํหนดจดักลุ่มใหม่เอง จะแสดงเครืÉองหมายดอกจนั (*) ในตารางแสดงผลลพัธ์ และ

รายงาน 

ไม่สามารถกาํหนดกลุ่มใหม่ให้ Negative control ได ้หากมีการใช ้in-run melting standard 

ไม่สามารถกาํหนดกลุ่มใหม่ได ้ถา้พยายามทีÉจะ Apply การกาํหนดกลุ่มใหม่จาก New call 

ของการทดสอบทีÉใช ้in-run melting standard หรือ control โปรแกรมจะมีขอ้ความเตือนว่า

การเลือกนีÊ มี in-run melting standard หรือ control ซึÉ งไม่สามารถทาํการเปลีÉยนแปลงแกไ้ข

ได ้และถามวา่ตอ้งการทีÉจะทาํต่อ (Continue) หรือไม่ หากเลือกทาํต่อ โปรแกรมจะทาํการ

แกไ้ขทุกตวัอย่าง ยกเวน้ in-run melting standard และ controls แต่หากเลือกไม่ทาํต่อ การ

เปลีÉยนแปลงแกไ้ขจะถูกยกเลิก 

■ 
 
 

7.4         ฟังก์ชัÉนเพิÉมเติม 

 
7.4.1        แ ม่ แ บ บ สํา ห รั บ  Gene Scanning 

 

แม่แบบของการวเิคราะห์สาํหรับ Gene Scanning ประกอบดว้ย การตัÊงค่า ดงัต่อไปนีÊ : 
 

► กลุ่มยอ่ยของตวัอยา่ง และโปรแกรม 
 

หากเลือกแม่แบบ โปรแกรมจะกาํหนดวา่ การทดลองนีÊประกอบดว้ยเซตยอ่ยของตวัอยา่งนัÊนมีชืÉอตวัอยา่ง

และตาํแหน่งหลุมเหมือนกนักบักลุ่มยอ่ยของตวัอยา่งในแม่แบบ 

► ถา้การทดลองนีÊ  ไม่มีกลุ่มย่อยของตวัอย่างทีÉมีชืÉอตวัอย่างทีÉเหมือนกนั โปรแกรมจะสร้างกลุ่มย่อยของ
ตวัอยา่งใหม่ 

 
► ถา้การทดลองนีÊ  มีกลุ่มยอ่ยของตวัอยา่งทีÉมีชืÉอตวัอยา่งทีÉเหมือนกนั แต่กลุ่มยอ่ยของตวัอยา่งมีตาํแหน่งหลุม

ไม่ตรงกบักลุ่มยอ่ยของตวัอยา่งในแม่แบบ แม่แบบนีÊไม่สามารถใชไ้ด ้สามารถลบกลุ่มยอ่ยของตวัอย่างนีÊ ทีÉ

อยูใ่นแม่แบบนีÊ  จากนัÊนสามารถใชแ้ม่แบบได ้
 

► การจบัคู่ช่องกรองแสง 
 

► ชืÉอการวิเคราะห์ 
 

► การตัÊงค่าการวิเคราะห์ (Auto Group, In-run Standards, or Common/Variants) 
 

► บนัทึกการวิเคราะห์ 
 

► ก า ร ตัÊ ง ค่ า อุ ณ ห ภู มิ  Pre-melt and post-melt  
 

► ก า ร ตัÊ ง ค่ า  Temperature shift  
 

► การตัÊงค่าความไว
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Gene Scanning 
 

Supplementary Functions 
 
 
 

7.4.2        ผลของตัวควบคุม 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 Gene Scanning Module ใชต้วัควบคุม (Control( เป็นประจาํเพืÉอตรวจสอบวา่การ

วเิคราะห์นัÊน ผา่น หรือ ลม้เหลว การตรวจสอบผลตวัควบคุม (Control check) สามารถใชไ้ดเ้ฉพาะการ

ทดสอบทีÉประกอบดว้ย in-run melting standards; ซึÉ งไม่สามารถใชไ้ดก้บัการทดสอบทีÉใชก้ารวเิคราะห์แบบ 

Auto Group หรือ Comn/Vars  
 

► ตวัควบคุมลบ (Negative Controls) 
 

► ถา้ตวัควบคุมลบทุกตวั ใหผ้ลลบ การทดสอบนีÊผา่นการตรวจสอบการควบคุม 

► ถา้มีตวัควบคุมลบบางตวั ไม่ใหผ้ลลบ การทดสอบนีÊลม้เหลวจากการตรวจสอบการควบคุม 
 

► ถา้มีตวัควบคุมลบบางตวั ลม้เหลว โปรแกรมจะรายงาน ไม่มีผล (no results) และจะแจง้ผูใ้ชง้านว่า

ผลตรวจสอบผลตวัควบคุมลบลม้เหลว การแจง้ความขอ้ผิดพลาด บ่งชีÊ ถึงว่า การตรวจสอบผลตวั

ควบคุมลม้เหลว 
 

► ตั ว ม า ต ร ฐ า น Melting  
 

► ถา้ตวัมาตรฐาน melting ในการทดลองเดียวกนัทุกตวั ใหผ้ลบวก การทดสอบนีÊผา่นการตรวจสอบการ
ควบคุม 

 
► ถา้ตวัมาตรฐาน melting ในการทดลองเดียวกนัทุกตวัในกลุ่มเดียวกนั ถูกจบัให้อยู่ในกลุ่มเดียวกนั 

และทีÉอยูค่นละกลุ่มต่างกนั กถู็กจดักลุ่มอยูค่นละกลุ่ม การทดสอบนีÊผา่นการตรวจสอบการควบคุม 
 

► ถา้มีตวัมาตรฐาน melting ในการทดลองเดียวกนั 2 ตวัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั แต่ไม่ไดถู้กจดัใหอ้ยูใ่น

กลุ่มเดียวกนั การทดสอบนีÊลม้เหลวจากการตรวจสอบการควบคุม 
 

► ถา้มีตวัมาตรฐาน melting ในการทดลองเดียวกนั 2 ตวัอยูต่่างกลุ่มกนั แต่ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั 

การทดสอบนีÊลม้เหลวจากการตรวจสอบการควบคุม 
 

► ถา้มีตวัมาตรฐาน melting ในการทดลองเดียวกนับางตวั ให้ผลลบ การทดสอบนีÊลม้เหลวจากการ
ตรวจสอบการควบคุม 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ฟังกช์ัÉนโปรแกรมขัÊนสงู 
 

แนะนาํการวเิคราะห์การชดเชยสญัญาณสีและอธิบาย 

การใชง้านของเครืÉองมือโปรแกรมขัÊนสูง (เช่น แม่แบบ 

และ มาโคร)



270 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

270 
Advanced Software Functionalities 

 

 
 
 

Color Compensation Analysis 
 

Supplementary Functions 
 
 

ฟังกช์ัÉนโปรแกรมขัÊนสูง 
 

8        การวิเคราะห์การชดเชยสัญญาณสี (Color Compensation) 
 

 ระบบ LightCycler®480 สามารถทีÉตรวจวดัและวเิคราะห์สญัญาณฟลูออเรสเซนตไ์ดม้ากกว่า 1 สี ในแต่ละปฏิกิริยา 

(reaction) โดยวิธีนีÊ  ทาํให้ลาํดบัเบสของเป้าหมาย ทีÉแตกต่างกนั สามารถถูกตรวจไดใ้น 1 ปฏิกิริยา เนืÉองจากมีการ

ซอ้นทบัของความยาวคลืÉน ช่วงรับของสีฟลูออเรสเซนต ์ช่องกรองแสง อาจจะรับสญัญาณจากสีทีÉถูกตรวจวดักบัอีก

ช่องสญัญาณมาดว้ย ปรากฎการณ์นีÊ เรียกวา่ การเกิดสัญญาณขา้มช่อง “crosstalk” แมว้่าแต่ละช่องรับสัญญาณจะถูก

ปรับให้เหมาะกบัความยาวคลืÉนช่วงรับสูงสุดเฉพาะ ในปัจจุบนั สีฟลูออเรสเซนต์ทุกสีทีมี จะมีความยาวคลืÉนทีÉมี

หางยาว (long “tails”) ซึÉ งทาํให้เกิดการซ้อนทบัของความยาวคลืÉน การเกิดลกัษณะนีÊของสัญญาณแสงฟลูออเรส

เซนต ์ทาํให้เกิดการแปลผลของขอ้มูลผิดพลาดได ้ เพืÉอทีÉจะการแกไ้ขสัญญาณขา้มช่อง สามารถนาํไฟล์การชดเชย

สัญญาณสีไปใช้ได้ก่อนทีÉ จะวิ เคราะห์ข้อมูล  หาก มีการเ ปิดใช้งานการชดเชยสัญญาณสี โปรแกรม 

LightCycler®480  จะใช้ขอ้มูลจากไฟล์เพืÉอทีÉจะแกไ้ขชดเชย สัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตจ์ากการเกิดสัญญาณขา้ม

ช่อง 

 

การชดเชยสัญญาณสีจาํเป็นตอ้งใชเ้ฉพาะ เมืÉอทาํการทดลองทีÉตอ้งการตรวจ 2 สีหรือมากกวา่ 2 สีในใน 1 

ปฏิกิริยา การชดเชยสญัญาณสีไม่จาํเป็นตอ้งใช ้เมืÉอทาํการทดลองใชเ้พียงสีเดียว 

 
สามารถแกไ้ขการซอ้นทบัของความยาวคลืÉน ตามทีÉอธิบายดา้นบนโดยการนาํไฟลก์ารชดเชยสัญญาณสี Color 

Compensation (CC) ไปใชก้บัการทดลอง  ระหวา่งทีÉรัน Color Compensation ซึÉ งจะสร้าง ไฟล ์ CC เครืÉอง 

LightCycler®480 จะวดัสัญญาณฟลูออเรสเซนตข์องแต่ละสี และจะสร้าง Color Compensation (CC) ทีÉมี

ความจาํเพาะของเครืÉอง  หลงัจากทีÉโปรแกรม LightCycler®480 ใช ้CC object เพืÉอทีÉจะกาํหนดสัญญาณฟลูออ

เรสเซนต์ของแต่ละช่องสัญญาณใหสี้ทีÉเหมาะสม  ผลลพัธ์จะไดก้ารตรวจวดัสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตเ์พยีง 

1 สีในแต่ละช่องสัญญาณ 

 
ไฟล์ CC สามารถถูกนําไปใชไ้ด ้เฉพาะการทดลองทีÉถูกรันบนเครืÉ อง LightCycler®480 เดียวกนักับ

เครืÉองทีÉสร้างไฟลนี์Ê  

 

ไฟล์การชดเชยสัญญาณสีทัÉวไป 

โปรแกรม LightCycler® 480 จะมีไฟลก์ารชดเชยสัญญาณสีมาให ้(universal CC objects) ซึÉ งสามารถนาํไปใช

กบัการทดลองได ้สามารถหาได ้โดยไปทีÉโฟลเดอร์ Roche ในหนา้ต่าง Navigator 

► เ ค รืÉ อ ง  LightCycler®   480  Instruments   II  (ทัÊงหลอดชนิดซีนอนและ แอลอีดี) สามารถนาํไปใชไ้ด้

กบัการทดลอง 2 แบบ: 

► การทดลองทีÉใช ้hydrolysis probe  2 สี (Dual Color hydrolysis probe) คือ สี FAM และ สี VIC โดย

ใช ้filter combination 465-510 สาํหรับ สี FAM และ 533-580 สาํหรับสี VIC 

► การทดลองทีÉใช ้UPL probe  2 สี (Dual Color UPL probe) คือ สี FAM และ สี Yellow 555 โดยใช ้

filter combination 465-510 สาํหรับ สี FAM และ 533-580 สาํหรับ สี Yellow 555 

สาํหรับสี Dye combination อืÉนๆ ทัÊงหมด ,LightCycler®480 software ไม่มี Universal CC objects ให ้  

Dye combination อืÉนทีÉใชก้บัเครืÉอง LightCycler®480 instrument II ผูใ้ชง้านตอ้งสร้าง CC objects ทีÉมี

ความจาํเพาะกบัเครืÉอง สาํหรับรายละเอียดเพิÉมเติมใหดู้ทีÉ Performing a Color Compensation Experiment 

► เ ค รืÉ อ ง  LightCycler 480 Instruments I: ผูใ้ชง้านตอ้งสร้าง CC objects ทีÉมีความจาํเพาะกบัเครืÉอง 

สาํหรับทุก filter และ Dye combination รวมถึง FAM/VIC และ FAM/Yellow 555
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Performing a Color Compensation Experiment 

 

 
 
 

 
 

การใช้การชดเชยสัญญาณสี 
 

สาํหรับการใชก้ารชดเชยสญัญาณสี Color compensation จาํเป็นตอ้งทาํตามขัÊนตอน ดงัต่อไปนีÊ: 
 

► ถา้ไม่ตอ้งการใชก้ารชดเชยสญัญาณสีทัÉวไป ให้รันการทดสอบการชดเชยสญัญาณสี (Color compensation 

experiment) ดว้ยเครืÉอง LightCycler®480 ทีÉตอ้งการใชท้าํการทดสอบชนิดหลายสีพร้อมกนั สาํหรับการ

ทดลอง Color compensation จะรวบรวมขอ้มูลทีÉจาํเป็นสาํหรับการแกไ้ขชดเชยสญัญาณสาํหรับแสงฟลูออ

เรสเซนตที์Éไปทบัซอ้นกนั สาํหรับรายละเอียดเพิÉมเติมให้ดูทีÉ Performing a Color compensation Experiment 

 
► นาํขอ้มูลทีÉไดจ้าก Color compensation ไปใช ้ เมืÉอคุณทาํการทดลองหรือเมืÉอคุณวิเคราะห์การทดลอง  

สาํหรับรายละเอียดเพิÉมเติมให้ดูทีÉ To Apply Color compensation 

 

8.1         การทําการทดลองการชดเชยสัญญาณสี  
 

อุณหภูมิ (Temperature profile) ทีÉใช้ในโปรโตคอล Color compensation ประกอบด้วยโปรแกรม heating, 

cycling, temperature gradient และ cooling  โปรแกรม cycling จะเหมือนกบัทีÉใช้กบั PCR ทัÉวไป   ,รวมถึงการ

อ่านสัญญาณ  (data acquisition) แทนทีÉจะรันการทดลอง Color compensation แยก   ,คุณสามารถรัน  Color 

compensation  reaction ไปพร้อมกบัตวัอย่างทดสอบ  ในกรณีนีÊ  ให้นาํ Temperature profile ทีÉใช้ในการ

ทดลองมาใช ้แต่ให้เพิÉมโปรแกรม temperature gradient หรือ melting curve เสมอ 
 

สาํหรับการรัน Color compensation ของ Hydrolysis probe  ,มีความจาํเป็นตอ้งทาํ PCR จริง (Real PCR) 

เนืÉองจากการตดัหรือยอ่ย (Cleavage) probe ดว้ยเอนไซม ์ Taq DNA Polymerase ระหวา่งโปรแกรม 

Cycling ทาํให้เกิดสญัญาณแสงฟลูออเรสเซนต ์

 
ขอ้มูลทีÉจาํเป็นตอ้งใชส้าํหรับ Color compensation ไดม้าจากโปรแกรม temperature gradient  โปรแกรมนีÊ  

หลงัจากการแยกสายเดีÉยว (denaturation: +95oC), โปรโตคอลจะค่อยๆ เพิÉมอุณหภูมิจาก +40oC ไปถึงอุณหภูมิ

สุดทา้ยทีÉควรจะสูงกวา่อณุหภูมิทีÉแสงฟลูออเรสเซนตถู์กตรวจวดั ประมาณ 5 oC  ระหวา่งทีÉแสงฟลูออเรสเซนตใ์น

โปรแกรม temperature gradient จะถูกตรวจวดัดว้ยอตัรา 1 acquisition/ oC  ถา้ทาํ Color compensation โดยใช ้

HybProbe probe reaction ไปพร้อมกบัตวัอยา่ง สามารถวิเคราะห์ Tm calling โดยใชโ้ปรแกรม melting curve 

 

 Acquisition rate ทีÉเหมาะสม สาํหรับ Melting curve analysis จะขึÊนอยูก่บัแต่ละ assay ทีÉใช้ และสามารถ

อยูใ่นช่วง 1-5 acquisition/ °C 

 
หลงัจากรัน Color compensation   ,ซอร์ฟแวร์  LightCycler®480 บนัทึกขอ้มูลทีÉไดจ้ากการทดลองเป็น  .ixo ซึÉ งเป็น

ไฟล์ทีÉไดจ้ากการทดลองปกติ  สาํหรับขอ้มูลเหล่านีÊ จะถูกใช้สําหรับ Color compensation คุณตอ้งทาํการเปลีÉยน

ขอ้มูลทีÉไดจ้ากโปรแกรม temperature gradient หรือ melting curve ให้เป็น CC object และบนัทึกแยกไว ้

 
 

สาํหรับทัÊง HybProbe probe และ hydrolysis probe นัÊน การสร้างไฟลก์ารชดเชยสญัญาณสีหนึÉงไฟล์

สาํหรับการการใชก้บัสีหลายสีทีÉเขา้คู่กนัก็เพยีงพอ โดยไม่ขึÊนกบัความจาํเพาะของลาํดบัเบสของ probe ทีÉ

ใช ้  แต่อยา่งไรก็ตาม มีบางกรณีทีÉไฟล์ CC ไม่สามารถใชไ้ด ้ จาํเป็นตอ้งสร้างไฟล ์ CC ทีÉมีความจาํเพาะ

กบัการทาํปฏิกิริยานัÊน  

 

จาํเป็นตอ้งสร้างไฟล ์ CC ใหม่ หลงัจากทีÉเครืÉอง LightCycler®480 มีการเปลีÉยนระบบการตรวจวดั

สญัญาณ ในกรณีทีÉเปลีÉยนหลอด Xenon ไม่จาํเป็นตอ้งสร้างไฟล ์CC ใหม่ เนืÉองจากการชดเชยสญัญาณสี

ไม่ขึÊนกบัความเขม้ของแสง หรือควรสร้างไฟล ์ CC ใหม ่ หลงัจากเคลืÉอนยา้ยเครืÉอง
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Color Compensation Analysis 
 

Performing a Color Compensation Experiment 
 
 
 

ในบางการทดลองชนิด multicolor  อาจจะสังเกตเห็นวา่กราฟการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมโคง้เขา้หา 

negative fluorescence ซึÉ งเกิดจากการชดเชย ทีÉมากเกินไป (Overcompensation) เมืÉอมีการนาํ color 

compensation ทีÉไม่เพยีงพอมาใช ้ หรือ เมืÉอการวดัของรันเกิดการอิÉมตวั  คุณก็อาจจะสังเกตเห็นวา่เส้นกราฟ 

สูงขึÊนเลก็นอ้ย ซึÉ งอาจจะคิดวา่เป็น negative เป็นผลมาจากยงัมีสัญญาณขา้ม จากช่องสัญญาณทีÉอยูติ่ดกนั ซึÉ ง

สามารถเกิดจากชดเชยสัญญาณทีÉไม่เพยีงพอ  หากใชก้ารวเิคราะห์แบบ High Sensitive algorithm ของ 

Absolute Quantification-Second Derivative method อาจทาํใหเ้กิดการอ่านผลเป็นผลบวกลวง (false positive 

callings) ได ้ สาํหรับการทดลองแบบนีÊ  แนะนาํอยา่งสูงใหใ้ช ้แบบ High Confident algorithm หรือ Absolute 

Quantification-Fit point method สาํหรับรายละเอียดเพิÉมเติมใหดู้ทีÉ how to improve insufficient Color 

Compensation 

8 
การใชสี้ทีÉไม่ถูกตรวจวดัในช่องสัญญาณทีÉอยู่ติดกนั  Dye combinations ทีÉใชใ้น dual-color hydrolysis probe 

บางคู่ ไม่จาํเป็นตอ้งใช ้Color compensation (ดูตารางดา้นล่าง) 

  
 

 
LightCycler®  480  Instrument I                    LightCycler®  480  Instrument II

 
Cyan 500 (450-500) — Red 610 (558-610) 
Cyan 500 (450-500) — Red 640 (558-640) 
Cyan 500 (450-500) — Cy 5 (615-670) 
FAM (483-533) — Red 610 (558-610) 
FAM (483-533) — Red 640 (558-640) 
FAM (483-533) — Cy5 (615-670) 
HEX / VIC (523-568) — Cy5 (615-670) 

 
Cyan 500 (440-488) — Red 610 (533-610) 
Cyan 500 (440-488) — Red 640 (618-660) 
Cyan 500 (440-488) — Cy 5 (618-660) 
FAM (465-510) — Red 610 (533-610) 
FAM (465-510) — Red 640 (618-660) 
FAM (465-510) — Cy5 (618-660) 
HEX / VIC (533-580) — Cy5 (618-660)

 
 

การใชคู้่สีตามตารางเหล่านีÊ  จะช่วยลดความยุง่ยากซบัซอ้นของการทวนสอบปฏิกิริยาไดม้าก 

 
 

 
ยกตวัอยา่งของการจบัคู่สีสาํหรับงานการใชสี้ 2 สีหรือมากกว่า 

 

เครืÉอง LightCycler® 480 I, HybProbe probes: 

 
ช่วงกระตุน้แสง ช่วงรับแสง สี ความจาํเป็นของไฟล ์CC 

483  
610 

Fluos 
LightCycler® Red 610 

Yes 

 670 Cy 5  

450  Cyan 500 Yes 
 568 Rhodamin 6G  
 610 LightCycler® Red 610  
 670 Cy 5  
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ช่วงกระตุน้แสง       ช่วงรับแสง                        สี                              ความจาํเป็นของไฟล ์CC 

483                                 533                                FAM                                No 
558                                 610                                LightCycler® Red 610 

483                                 533                                FAM                                Yes 
558                                 610                                LightCycler® Red 610 
615                                 670                                Cy 5 

450                                 500                                Cyan 500                         Yes 
483                                 533                                FAM 
523                                 568                                VIC / HEX 
558                                 610                                LightCycler® Red 610 
615                                 670                                Cy 5 

 

ช่วงกระตุน้แสง ช่วงรับแสง สี ค ว า ม จํา เ ป็ น ข อ ง ไ ฟ ล ์

CC 
498  

610 
Fluos 
LightCycler® Red 610 

Yes 

 660 Cy 5  

440  Cyan 500 Yes 
 580 Rhodamin 6G  
 610 LightCycler® Red 610  
 660 Cy 5  

 

ช่วงกระตุน้แสง      ช่วงรับแสง                          สี                              ความจาํเป็นของไฟล ์CC 

465 
533 

510 
580 

FAM 
VIC / HEX 

Yes, universal CC 
object 

465 
533 

510 
610 

FAM 
LightCycler® Red 610 

No 

465 
533 
618 

510 
610 
660 

FAM 
LightCycler® Red 610 
Cy 5 

Yes 

 

 
 
 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 I, hydrolysis probes: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

8 
 
 
 
 
 
 
 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 II, HybProbe probes: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 II, hydrolysis probes:                                                                                   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

440 488 Cyan 500 Yes 
498 580 FAM  
533 610 LightCycler® Red 610  
618 660 Cy 5  
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ในกรณีของ  Color compensation ทีÉไม่ เพียงพอ (Insufficient Color compensation) จะทําให้เกิด 

overcompensation หรือ ยงัคงมีการ crosstalk อยู่  ใหท้าํตามคาํแนะนาํต่อไปนีÊ  
 

► ถ้าคุณไม่ตอ้งการเปลีÉยนสีทีÉใช้ในปัจจุบนั ปรับความสูงแสงฟลูออเรสเซนต์ของช่องสัญญาณทีÉติดกันให้

ใกลเ้คียงหรือเท่าๆกนั )เช่น ถา้แสงฟลูออเรสเซนตข์องสี FAM วดัไดที้Éช่องสญัญาณ 533 เท่ากบั 40 units และ 

แสงฟลูออเรสเซนตข์องสี VIC วดัไดที้Éช่องสัญญาณ 568 ไดเ้พียง 10 units   ,ให้ลดปริมาณของ  FAM ทีÉทาํให้

แสงฟลูออเรสเซนต์ทีÉวดัได้เหลือเพียง 10-20 units) คาํแนะนํานีÊ เกีÉยวขอ้งเฉพาะเครืÉ อง LightCycler®480 

Instrument I ทีÉมี filter 533 และ 568 
 

บนัทึก: สีช่วงคลืÉนสัÊนมกัจะใหก้ารเปล่งสัญญาณแสงมากกวา่สีช่วงคลืÉนทีÉยาว 

8        
► สาํหรับ assay ทีÉใช้ hydrolysis probe หลายสี (multicolor hydrolysis probe assay) แนะนาํอยา่งสูงให้ใช ้

quencher ชนิด non-fluorescent (เช่น โมเลกุลสีซึÉ งสามารถกดแสงฟลูออเรสเซนต์ของ FRET reporter ได้

อย่างมีประสิทธิภาพ โดยทีÉไม่ปลดปล่อยแสงฟลูออเรสเซนต์จากตวั quencher เอง  Roche Diagnostics 

แนะนาํให้ใช้ BHQ-2 สาํหรับสี reporter ของทุก hydrolysis probe ซึÉ งครอบคลุมงานสําหรับ Multicolor 

Hydrolysis Probe Detection Format  สาํหรับทางเลือกอืÉน DABCYL ก็สามารถใช้ได ้มีประสิทธิภาพการ 

quenching ลดลงเล็กนอ้ย 
 

► โดยทัÉวไป สามารถใช้ความเขม้ขน้ของ hydrolysis หรือ HybProbe probe ในการทดลอง multi-color 

เหมือนกนักบัทีÉใช้การทดลองทีÉใช้เพียงสีเดียว (monocolor experiment)  ความเขม้ขน้ของแต่ละ hydrolysis 

probe คือ 0.05-0.2 µM หรือ ความเขม้ขน้ของ HybProbe probe ตวัรับ คือ 0.1-0.3 µM  ความเขม้ขน้ของตวัให ้

(FLOUS-labeled) HybProbe  probes ควรอยูที่É 0.2 µM ขณะทีÉความเขม้ขน้รวมของ FLOUS-labeled  donor 

HybProbe probes ไม่ควรเกิน 1.2 µM  เตรียมผสมโพรบ ทุกเส้นของตวัให้ ชนิด HybProbe probes โดยใช้

ความเขม้ขน้ทีÉเท่ากนั 
 

ตรวจสอบคุณภาพของสี (dyes) และ Probes ทีÉใช ้ หากปริมาณของสีทีÉไม่ถูกติดฉลาก (free unlabeled) สูง จะ

ทาํให้เกิดสญัญาณพืÊนหลงั (background signal) สูง และจะส่งผลต่อการชดเชยสญัญาณสี 

 
ตรวจสอบคุณภาพของโพรบ แต่ส่วนนอ้ยมากทีÉโพรบทีÉทาํการสงัเคราะห์ขีÊนมาจะมีผลต่อการทาํการชดเชย

สญัญาณสี สามารถติดต่อตวัแทนทีÉทาํการสงัเคราะห์โพรบได ้เช่น TIB MOLBIOL  

 
► โดยเฉพาะอยา่งยิÉง multicolor HybProbe assays มีการปรับปรุงพฒันา color compensation โดยการสร้าง CC 

object ทีÉมีความจาํเพาะกบั assay (assay-specific CC object) เช่น การทาํ color compensation ทีÉใช ้probe ทีÉมี

ลาํดบัเบสเหมือนกบัทีÉใชใ้นการทดลอง 
 

► โปรแกรม LightCycler® 480ตรวจสอบทุกสีทีÉใชว้า่มี exposure time มากกวา่ 40 ms หากใชสี้ทีÉมีความเขม้ขน้

สูงเกินไป จะทาํให้สญัญาณสูงเกินช่วงเส้นตรง (linear range) ของกลอ้ง CCD  ซึÉ งหากเกิดกรณีนีÊ  ให้ปรับลด

ความเขม้ขน้ของสี probe ลง 
 

► การสร้างไฟล ์CC ให้เตรียมปฏิกิริยาการชดเชยสญัญาณสี อยา่งนอ้ย 5 ซํÊา 
 

► สาํหรับงานทีÉตอ้งการหาปริมาณ โดยใช ้multi-color และจาํเป็นตอ้งใชก้ารชดเชยสญัญาณสี color 

compensation ให้ใชก้ารวิเคราะห์แบบ Absolute Quantification-Second Derivative method แบบ High 

Confident algorithm หรือ Absolute Quantification-Fit point method
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วธีิการทดลองการชดเชยสัญญาณสี Color Compensation: 

1  เตรียมปฏิกิริยา  color compensation อย่างนอ้ย 5 ซํÊ า สําหรับแต่ละสีฟลูออเรสเซนต์ทีÉตอ้งการใชใ้น

การทาํรวมถึง Blank (เช่น buffer หรือ นํÊ า) เตรียมปฏิกิริยาแบบสีเดียว (monocolor reaction: 1 สีต่อ

หลุม) ไม่ใช่ ปฏิกิริยาหลายสี multicolor reaction ทีÉตอ้งการทาํกบัตวัอยา่งตรวจ 

►  สําหรับการทดลอง HybProbe color compensation ไม่ใช ้HybProbe probe pairs (donor-

acceptor probes) แต่ใช ้probe oligonucleotide แบบ individual เท่านัÊน 

Fluorescein-labeled probes 

ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ Fluorescein-labeled probe ในหลุม ควรจะอยูท่ีÉ 0.2-0.3 µM: 

เตรียมผสม mix ทุกเส้นของ Fluorescein-labeled probe ทีÉลาํดบัเบสต่างกนั โดยใช้

ความเขม้ขน้ทีÉเท่ากนั 

Red dye-labeled probes 

แต่ละ Red dye-labeled probe จาํเป็นตอ้งรันแยกหลุม เนืÉองจากไม่มี donor probe ความเขม้ของ

สัญญาณของโพรบจะตํÉา ดงันัÊนความเขม้ขน้สุดทา้ยของโพรบควรใชอ้ยา่งนอ้ย 1 µM 

►  สําหรับการตัÊงค่าและทาํการทดลอง Hydrolysis color compensation การเพิÉมปริมาณสาร

พนัธุกรรม  )amplification reactions  (เสร็จสมบูรณ์ตามขัÊนตอนทีÉใช ้ แต่ละปฏิกิริยา  )ยกเวน้ 

blank) ควรจะประกอบเพียง hydrolysis probe  1 สีของทีÉจะใชใ้นงาน multicolor hydrolysis 

probe assay  ใชค้วามเขม้ขน้เหมือนกบักบัการทดลอง 

การตัÊงค่าและการการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรม โดยใช ้hydrolysis probe จาํเป็นตอ้งใชก้าร

ยอ่ยหรือตดั hydrolysis probe และปลดปล่อย report dye ออกจาก quencher มิ ฉะนัÊนจะไม่มี

แสงฟลูออเรสเซนตที์Éจาํเป็นตอ้งใชส้าํหรับ color compensation ถูกสร้างขึÊน 

สาํหรับ blank (ตวัอยา่งถูกตัÊงชืÉอ “Water” ใน Sample’s Editor ของแถบ Color Comp ( PCR 

mix (ไม่มี probe) สามารถใชไ้ด ้

► ► ► 
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2  เปิดโปรแกรม LightCycler® 480 และใชโ้ปรแกรมเดียวกนักบัทีÉมีการตัÊ งค่าต่างๆ สําหรับงาน

ทดลองหลายสี 

►  สร้างการทดลองการชดเชยสัญญาณสี Color Compensation ทีÉมีโปรแกรมการปรับความ

แตกต่างของอุณหภูมิดงันีÊ  

Segment 1: 
+95°C for 10 seconds  at 4.8°C/sec (สาํหรับ LightCycler® 480 Block Kit 384) 
+95°C for 10 seconds  at 4.4°C/sec (สาํหรับ LightCycler® 480 Block Kit 96) 

 
Segment 2: 
+40°C for 30 seconds  at 2.5°C/sec (สาํหรับ LightCycler® 480 Block Kit 384) 
+40°C for 30 seconds  at 2.2°C/sec (สาํหรับ LightCycler® 480 Block Kit 96) 

 
Segment 3: 

X°C ทีÉ 1-5 acquisition/°C, continuous; 
X = experimental measurement temperature +5°C 

ช่วงอุณหภูมิขัÊนตํÉาสาํหรับการโปรแกรม melting curve analysis ตอ้งอยูที่É 17°C สาํหรับ 

Tm Calling, Genotyping หรือการชดเชยสีทีÉสาํเร็จการวเิคราะห์ 

►  ใส่ขอ้มูลต่อไปนีÊ  หากตอ้งการ: 

Test ID: ตวัอกัษรทีÉบ่งบอกถึงสีของ probe ทีÉใช ้สาํหรับการทาํการทดลอง 

Lot No: ตวัอกัษรทีÉบ่งบอกถึงส่วนผสมนํÊายาทีÉใชเ้ตรียมสาํหรับการทาํการทดลอง 

Color Comp ID: ตวัอกัษรทีÉเกีÉยวขอ้งกบัไฟล ์ Color Compensation กบัการทดลองทีÉใช ้Color 

Compensation ID 

 

เมืÉอใส่ขอ้มูลของ Color Comp ID, ไฟลก์ารชดเชยสัญญาณสี ตอ้งมีการเขา้คู่กนักบัการ

ทดลองทีÉจะนาํไฟลนี์Êไปใช ้หมายถึงเมืÉอใชข้อ้มูล Color Comp ID ในการทาํการทดลอง

จํา เป็นต้องมีข้อมูล ID ให้ตรงกันกับทีÉ ใ ส่ไว้ในไฟล์การชดเชยสัญญาณสี

โดยเฉพาะเวลาทีÉใชร้ะบบLIMS   
►  
►    สาํหรับโปรแกรมการปรับความต่างของอุณหภูมิ ใหเ้ลือก Color Compensation ในโหมดการ
วเิคราะห์ 

ถา้ใช ้Melting Curve analysis ในการรันตวัอย่างไปพร้อมกบัการทาํ Color Compensation 

สามารถวิเคราะห์ Color Compensation จากโปรแกรม Melting Curve ได ้แต่ไม่สามารถทีÉ

จะวเิคราะห์ Tm calling จากโปรแกรม Color Compensation ได ้

 

► ► ► 
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3  คลิก Subset Editor ในแถบ  Module จากนัÊนสร้างกลุ่มย่อยของตวัอย่าง  )subset) ทีÉมีเฉพาะหลุม

ทีÉทาํ color compensation คลิก Sample Editor ใน Module bar จากนัÊน เลือก workflow Color 

Comp 

 

เลือกช่องเด่น (Dominant channel) ตามลาํดบั สาํหรับแต่ละตวัอยา่ง 

สาํหรับรายละเอียดเพิÉมเติม Sample Editor ใหดู้ทีÉ Entering Sample Information 

โปรแกรมจะใชพ้ารามิเตอร์เหล่านีÊ  สาํหรับการคาํนวณ 
 

ชืÉอคอลมัน์                     ค่าทีÉปรากฎ                                        คาํอธิบาย

 
ช่องเด่น                ค่าทีÉแสดงจะอยูใ่นรายการเลือกโดยขึ Êนกบัการ

ทดลองนัÊน 

 
ช่องทีÉใชส้าํหรับสีในหลุมนีÊ  

ควรเลือกช่องกรองแสงให้

เหมาะสมในแต่ละหลุม
 
 

4      ไปเปต 20 µl ของแต่ละปฏิกิริยาทีÉเตรียมลงใน multiwell plate; การเซตโดยทัÉวไป ตามรูปทีÉแสดงดา้นล่าง: 

 
 

ปิดเพลทโดยการซีลและปัÉนเหวีÉยง ตามทีÉอธิบายใน Preparing and Starting a LightCycler®480 Instrument Run 
 

5      เมืÉอเครืÉองทาํการทดลองเสร็จ คลิกทีÉ Analysis ในแถบ Module 

6   จาก Create New Analysis list เลือก Color Compensation 

ทุกตวัอย่างของ Color Compensation ตอ้งถูกนาํไปวิเคราะห์พร้อมกนั โดยตัÊงตวัอย่างเหล่านีÊ ให้อยู่ใน 

subset เดียวกนัหนา้ Create New Analysis เลือก subset ทีÉตัÊ งไว ้และโปรแกรมทีÉใช ้  )ปกติจะมีเพียง

โปรแกรม temperature gradient ซึÉ งจะแสดงเป็นค่าเริÉมตน้) คลิก  

7      คลิก Calculate ทีÉบริเวณ Action button เพืÉอทาํการวิเคราะห์ Color Compensation 

► ► ►
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Color Comp (Off) ไม่มี Color compensation object ทีÉถูกเลือกใช้  การเลือกใช้ Color 

Comp (Off) จะใชใ้นกรณีทีÉไม่ตอ้งการใช ้Color compensation 

In Use สามารถเลือกใช้ Color compensation object จาก Color 

compensation list โดยลิสต์นีÊ จะแสดง CC object ทัÊงหมดทีÉเคย

นาํไปใช้ใน experiment   Compensated filter combination จะแสดง

ในวงเล็บหลงัของแต่ชืÉอ  และ CC object ในนีÊไม่สามารถลบได ้

In Database สามารถเลือกใชไ้ฟล์  Color compensation จากรายการ  Color 

compensation ทัÊ งหมดทีÉมีอยู่ สําหรับแต่ละไฟล์จะรวมชืÉอ วนัทีÉ

สร้าง ทีÉอยูข่องไฟลแ์ละช่องกรองแสงทีÉทาํการชดเชยสัญญาณ 

8

 

8  คลิก Save CC Object  ,โดยปกติ CC Object จะถูกเกบ็ไวใ้นโฟลเดอร์ CCC ซึÉงอยูใ่นโฟลเดอร์ Special Data 

■ 
 

ตอนนีÊ สามารถนาํ Color Compensation  data ไปใชก้บัการทดสอบได ้สําหรับรายละเอียดเพิÉมเติม อยู่ใน

ดา้นล่าง 
 
 
 

8.2         การใช้งานการชดเชยสัญญาณสี 
 

         1      เลือก Filter combination ทีÉตอ้งการแสดงและทาํ Color Compensation โดยใชปุ้่ ม Filter Comb 

 
 
 

2  ►  นาํ Color Compensation ไปใชร้ะหว่างทีÉเครืÉองรันการทดสอบ   ,คลิกลูกศรชีÊลงของปุ่ม 

Color Comp จากนัÊนเลือกระหวา่ง In use หรือ In Database 

►  นาํ Color Compensation ไปใชก้บัการวิเคราะห์   ,กด  Analysis module จากนัÊน คลิกลูกศรชีÊ

ลงของปุ่ม Color Comp จากนัÊนเลือกระหวา่ง In use หรือ In Database 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

3      เลือกไฟล ์Color Compensation ทีÉตอ้งการใช ้และคลิก OK 

 CC object สามารถถูกนาํไปใชไ้ดเ้ฉพาะการทดลองทีÉถูกรันบนเครืÉอง LightCycler®480 เดียวกนักบัเครืÉอง

ทีÉสร้าง CC object 

หลงัจากเลือก CC  object สาํหรับการวิเคราะห์แลว้   ,ชืÉอ  object จะถูกเพิÉมลงในเมนู Color Compensation 

สาํหรับการวิเคราะห์ทุกโมดูลของการทดสอบนีÊ  

4   การทดสอบหรือการกราฟของวิเคราะห์ (analysis chart) จะถูกสร้างใหม่ สาํหรับขอ้มูลทีÉผา่นการชดเชยสญัญาณ 

หมายเหตุ ปุ่ม Color Comp จะแสดงสถานะวา่ “(On)” 

■
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9        การใช้แม่แบบและมาโคร 
 

แม่แบบ (Template) และมาโคร (Macros) เป็นวธีิทีÉสะดวกซึÉงเพิÉมความรวดเร็วในกระบวนการสร้างการทดลอง 

 
แม่แบบ คือ รายการแยกเดีÉยวๆ เช่น วิธีการ   ,หรือ รายชืÉอตวัอย่าง ซึÉ งประกอบดว้ย ขอ้มูลทีÉตอ้งการนาํไปใช ้

โดยแม่แบบทีÉแตกต่างกนัมีดงันีÊ  
 

► แ ม่ แ บ บ ก า ร ท ด ล อ ง  ( Run Template) 
 

► แ ม่ แ บ บ ตัว อ ย่ า ง  ( Sample Template) 
 

► แ ม่ แ บ บ ก ลุ่ ม ย่ อ ย  ( Subset Template) 
 

► แ ม่ แ บ บ ร า ย ง า น  ( Report Template)                                                                                                                              
 

► แ ม่ แ บ บ ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์  ( Analysis Templates) 
 

มาโคร (Macros) คือ เซตหรือชุดของแม่แบบ ประกอบเป็นแต่ละส่วนของการทดลอง รวมไปถึงโปรแกรม 

(program: actual macros) ซึÉ งจะเอาแม่แบบเหล่านีÊไปใชแ้ละทาํการทดลอง อตัโนมติั 
 
 
 

9.1         การสร้างและการใช้แม่แบบ 
 

แม่แบบ เป็นวิธีทีÉสะดวกซึÉ งเพิÉมความรวดเร็วในกระบวนการสร้างและวิเคราะห์ experiment   แม่แบบ เป็น

รายการแยกเดีÉยวๆ เช่น กลุ่มย่อยของตวัอย่างทีÉมีการกาํหนดไวล้่วงหน้า  (predefined subset) หรือ ตาราง

ตวัอย่าง (sample table) ซึÉ งรวมไปถึงขอ้มูลทีÉต้องการใชใ้นการทดสอบ (experiment)   ไม่สามารถรีรัน

โปรโตคอลของการทดสอบ (experiment  protocol) ได ้แต่สามารถทีÉจะบนัทึกโปรโตคอลจากการทดสอบทีÉมี 

(existing experiment)ได ้ให้เป็นแม่แบบและสามารถนําแม่แบบนีÊ ไปใชก้บัการทดสอบทีÉสร้างขึÊนใหม่ได ้ 

แม่แบบสาํหรับ กลุ่มยอ่ย (subset) ตวัอยา่ง (sample) รายงาน (report) และ การวิเคราะห์ สามารถนาํไปใชโ้ดย

ใชว้ธีิเช่นเดียวกนักบัแม่แบบโปรโตคอลทีÉกล่าวมาขา้งตน้  การใชฟั้งก์ชัÉนของแม่แบบ สามารถทีÉจะบนัทึกการ

ตัÊงค่าแม่แบบทัÊงหมดทีÉสร้างจากหนา้ Editor เป็น object ในฐานขอ้มูล (database  object) เรียกว่าไฟลแ์ม่แบบ 

(Template object) และสามารถนาํแม่แบบเหล่านีÊไปใชไ้ด ้

 
 

แม่แบบทีÉสร้างจาก block cycler ขนาด 384 หลุม (384-well block cycler) ไม่สามารถนาํไปใชก้บัการ

ทดสอบทีÉใชจ้าก block cycler ขนาด 96 หลุม (96-well block cycler) และเช่นเดียวกบั block cycler 

ขนาด 96 หลุม 

 

แม่แบบทีÉสร้างจาก LightCycler®480 Instrument I ไม่สามารถนาํไปใชก้ารทดสอบทีÉรันดว้ยเครืÉอง 

LightCycler®480 Instrument II และเช่นเดียวกบัเครืÉอง LightCycler®480 Instrument II 

 
แม่แบบสาํหรับรายชืÉอตวัอยา่ง (sample list templates) แม่แบบการวเิคราะห์ (analysis template) และ

แม่แบบรายงาน (report template) ทีÉสร้างดว้ยโปรแกรม LightCycler®480 รุ่นก่อนๆ จะไม่สามารถ

นาํไปใชไ้ดก้บัโปรแกรม LightCycler®480 รุ่น 1.5
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ชนิดไฟล ์                   พารามิเตอร์ทีÉรวมในแม่แบบ                                                                                ความคิดเห็น 
                

 
Run 
(การทดลอง) 

►  โปรแกรมและอณุหภมิูทีÉตอ้งการใช ้                                                      โปรแกรม LightCycler 480 มาพรอ้มกบัตวัอยา่งสาธิต 

►  รูปแบบการตรวจวดัสญัญาณ                                                                   แ ม่ แ บ บ จาํ น ว น  3 2  โ ป ร แ ก ร ม ซึÉ ง เ ก็ บ อ ยู่ ใ น   
►  การเลือกช่องกรองแสง                                                             โ ฟ ล เ ด อ ร์ T e m p l a t e s / R u n T e m p l a t e s                                                      

►  เวลาในการตรวจจับสญัญาณ ทัÊงแบบอัตโนมติัและ
กาํหนดเอง 

►  เลขล็อต Lot ID 

►  เลขการทดสอบTest ID 

►  เลขการทาํการชดเชยสัญญาณ Color Compensation ID 

►  ปริมาตรปฏิกิริยา 

►  ชนิดของบล็อก 

►  ขนาดของบล็อก 

►  บนัทึกการทาํงาน 

Subsets 

(กลุ่มย่อย) 

►  กลุม่ย่อยของตวัอย่างสาํหรบัการวิเคราะห ์

►  กลุม่ย่อยของตวัอย่างสาํหรบัการรายงาน 

►  รายการหลมุ 

►  เลขกลุม่ยอ่ย subset  ID 

►  ชืÉอกลุม่ยอ่ย 

►  ขนาดบล็อก 

  

แมแ่บบกลุม่ยอ่ยไมส่ามารถนาํไปใชไ้ดห้ลงัจากการวิเคราะหผ์ล 

โปรแกรม LightCycler® 480 มีตัวอย่างแม่แบบอยู่ใน

โฟลเดอรโ์รช โฟลเดอรย์อ่ย Templates/Subset Templates 

Sample 

(ตวัอย่าง) 
แม่แบบตัวอย่างประกอบด้วยขนาดบล็อก ช่องกรองแสงทีÉ

เปิดใช ้และรายชืÉอตวัอยา่ง สาํหรบัแต่ละตัวอย่าง แม่แบบจะ

มีคณุสมบติัตวัอยา่งทีÉกาํหนดไวท้ัÊงหมด 

การนําแม่แบบตัวอย่างไปใช้ การเลือกช่องกรองแสงทีÉอยู่ใน

แมแ่บบจะตอ้งตรงกนักบัช่องกรองแสงทีÉใชใ้นการทดลอง 

Report 

(รายงาน) 

รายงานแมแ่บบ ประกอบไปดว้ย 

►  สว่นทีÉเลือกในการตัÊงค่าหนา้แถบทัÉวไป 

►  ส่วนทีÉเลือกในการตัÊงค่าหน้าแถบรายละเอียด 

►  รายงานของกลุม่ยอ่ย 

►  รายงานของการตัÊงค่า 

หากในการทดลองมีไฟลก์าํหนดอยูน่อ้ย ไฟลใ์นแมแ่บบจะถกู
ละทิÊง แต่หากมีไฟลก์าํหนดอยูม่าก ค่าเริÉมตน้จะถกูกาํหนดใช้
กับไฟล์ทีÉมีอยู่ 

 

ทัÊงนี Êไม่รวมการตัÊงค่าทีÉมองเห็นได้ เช่น เลขหนา้ หรือขอ้ความ

ขยาย 

Quantificat. 
Analysis 

(การวิเคราะห์

ปรมิาณ) 

►  บนัทึกขอ้ความ 

►  การกาํหนดช่องสญัญาณ 

►  ไฟลก์ารชดเชยสญัญาณสี 

►  ค่าเสน้มาตรฐานจากภายนอก (เฉพาะการหาปริมาณเท่านัÊน) 

►  การตัÊงค่าแบบความไวสงู/ความจาํเพาะสงู 

►  การตัÊงค่าเฉลีÉย/ค่ากลาง 

 

ไมร่วมตวัอยา่งสถานะทีÉนาํเขา้หรือแยกออก 

Tm Analysis 
(การวเิคราะห ์คา่ 
Tm) 

 

 

 
 

ตารางดา้นล่าง แสดงประเภทของไฟล ์(object) ทีÉสร้างและนาํไปใชเ้ป็นแม่แบบได ้

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 ►  บนัทึกขอ้ความ 

►  การกาํหนดช่องสญัญาณ 

►  การตัÊงค่าการชดเชยสญัญาณสี 

►  การตัÊงค่า SYBR  

►  โหมดพีคยอดกราฟ (สองหรือหก) 

►  การแสดงช่องเครืÉองหมายถกูหนา้บริเวณค่า Tm  

 

 

►  แมแ่บบการวิเคราะหค์่า Tm จะไมร่วมจาํนวนพคีและสถานะของ

ตวัอยา่งทีÉ นาํ เ ข้ า ห รื อ แ ย ก อ อ ก จ า ก ก า ร คาํ น ว ณ  

►  แมแ่บบการวิเคราะหค์่า Tm  จะไมส่ามารถบนัทึกและนาํไปใชไ้ดก้บั

การตัÊงค่าชนิดกาํหนดเอง
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ชนิดไฟล ์ พารามิเตอร์ทีÉรวมอยูใ่นแม่แบบ  

Genotype 
Analysis 

(การอา่นจีโนไทป์) 

จีโนไทป์แบบ Endpoint: 

►  การกาํหนดช่องสญัญาณ 

►  การตัÊงค่าการชดเชยสญัญาณสี 

►  กลุ่มยอ่ยและโปรแกรม 

►  ชืÉอการวิเคราะห์และบนัทึกขอ้ความ 

►  กลุ่มชนิด In-run/Auto 

 
 เพิÉมเติมการวิเคราะห์จีโนไทป์ดว้ย Melting Curve: 

►  ค่ามาตรฐาน Melt 

 ►  อุณหภูมิตํÉาสุด/สูงสุด 

►  การกาํหนดอุณหภูมิทีÉเหมาะสม 

 ►  คะแนนและเกณฑค์วามชดัเจน 

►  ความไว 

  

 
 

เมืÉอตอ้งการใช้งานแม่แบบหรือบนัทึกไฟล์แม่แบบ ให้เปิดโปรแกรม LightCycler® 480 แล้วปุ่ม Templateจะ

สามารถให้เลือกได ้
 

 
 

ปุ่ม Template จะให้สามารถเลือก และนาํไปใช ้ กบัไฟล ์ object ทีÉเปิดอยู่และสามารถบนัทึกไฟล ์ object นีÊ เป็น

แม่แบบได ้

 
 

แม่แบบสามารถสร้างจากไฟล ์ทีÉมีอยูเ่ท่านัÊนซึÉ งกาํลงัเปิดใชง้านในโปรแกรม และไม่สามารถสร้าง

แม่แบบไดจ้าก ไฟลที์Éไม่เปิดใชง้าน
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วธีิการสร้างแม่แบบ: 

1      เปิดหรือสร้างไฟลที์Éตอ้งการให้เป็นแม่แบบ 

2      คลิก Save as Template เพืÉอเปิดหนา้ต่าง Save Template 

3      เลือกทีÉอยูที่Éตอ้งการให้บนัทึกแม่แบบและกาํหนดชืÉอแม่แบบในช่อง Name 

ชืÉอเริÉมตน้ของแม่แบบ คือ ชืÉอการทดสอบปัจจุบนัและต่อทา้ยดว้ยทีÉอยูใ่นการจดัเก็บ สาํหรับ

การจดัเก็บเริÉมตน้ ของแม่แบบทุกประเภท จะอยูที่Éโฟลเดอร์Template 

                                           
 

4      คลิก    

ผลลพัธ์: แม่แบบถูกบนัทึกและหนา้ต่างจะถูกปิดลง 

หลงัจากแม่แบบถูกบนัทึกในฐานขอ้มูล สามารถแก้ไขได้เฉพาะชืÉอแม่แบบและบนัทึกข้อความ
เท่านัÊน 

■ 
 

การนําแม่แบบไปใช้งาน: 
 

         1  เปิดไฟลที์Éตอ้งการนาํไปใชเ้ป็นแม่แบบ 

 

2  คลิก Apply Template เพืÉอเปิดหนา้ต่าง Apply Template ซึÉ ง ห น้า ต่ า ง จ ะ แ ส ด ง ร า ย ชืÉ อ แ ม่ แ บ บ ทัÊ ง ห ม ด ใ น

รูป แ บ บก า รแ ย ก ย่อ ย เ ป็น แ ข น ง  

 

3  ไฮไลทแ์ม่แบบทีÉตอ้งการและคลิก  หนา้ต่างจะปิดลง และแมแ่บบทีÉตอ้งการจะเปิดขึÊนเพืÉอใหใ้ชง้าน 

การทีÉจะเปิดใชแ้ม่แบบนัÊน ขนาดบลอ็กในแม่แบบตอ้งเหมือนกนักบั ขนาดบลอ็กในการทดสอบ 

สามารถทาํการแกไ้ขเปลีÉยนแปลงไฟลไ์ด ้หลงัจากนาํแม่แบบมาใช ้

 

หากใชแ้ม่แบบไปยงัหนา้การวิเคราะห์ผลซึÉงชนิดการวิเคราะห์ไม่เหมือนกนั หนา้การวิเคราะห์ใหม่ของ

ชนิดการวิเคราะห์ทีÉเหมือนกันจะเปิดขึÊ นอตัโนมัติ  หากแม่แบบการวิเคราะห์มีชนิดการวิเคราะห์ ทีÉ

เหมือนกนักบัหนา้วิเคราะห์อยูแ่ลว้ จะมีกล่องขอ้ความปรากฏและถามว่า ตอ้งการทีÉจะใชแ้ม่แบบ ทีÉหนา้

การวิเคราะห์ปัจจุบนัหรือสร้างหนา้การวิเคราะห์ใหม:่ 

 
 

■
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การสร้างการทดลองจากแม่แบบ: 

1      คลิก New Experiment from Template ในหนา้ต่าง Overview  

2      หนา้ต่าง New Experiment from Template จะแสดงดงัภาพ 

หนา้ New Experiment from template จะแสดงเฉพาะรายชืÉอของแม่แบบทีÉตรงกบัเครืÉอง

ทีÉเชืÉอมต่อกบัโปรแกรม 

                                    9 
 

3      (ทางเลือก) เลือกแม่แบบการทาํงานจากทีÉเกีÉยวขอ้ง 

4      (ทางเลือก) เลือกแม่แบบกลุ่มยอ่ยทีÉเกีÉยวขอ้ง 

5      (ทางเลือก) เลือกแม่แบบ Sample Editor ทีÉเกีÉยวขอ้ง 

6      คลิก   

 ผลลพัธ์: Experiment จะถูกสร้างขึÊน และแม่แบบทีÉเลือกจากขัÊนตอนทีÉ 3-5 จะถูกนาํไปใช ้

โปรแกรมการทาํงานจะปรากฏดงัภาพ 

 
 
 

■
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9.2         การสร้างและการใช้งานมาโคร 
 

ในขณะทีÉแม่แบบ คือ รายการแยกเดีÉยวๆ เช่น โปรแกรมการทาํงาน หรือ รายชืÉอตวัอยา่ง ซึÉ งประกอบดว้ย 

ขอ้มูลทีÉคุณตอ้งการนาํไปใช ้ มาโครคือ ชุดของแม่แบบ  มาโครทาํใหก้ระบวนการของการทดลองทัÊงหมด

เป็นไปอตัโนมติั รวมถึงการตัÊงโปรแกรมของการทดสอบ การใส่ขอ้มูลของตวัอยา่ง การทาํงานการทดลอง 

การวเิคราะห์ผล และการสร้างใบรายงานผล  สามารถใชม้าโคร เพืÉอทาํใหก้ระบวนการการทดลองและการ

วเิคราะห์การทดลอง จากเครืÉอง LightCycler®480 เป็นไปอยา่งอตัโนมติั 

 

ฟังก์ชัÉนการทาํงานของมาโครจาํเป็นตอ้งใชเ้ป็นพิเศษ เมืÉอมีใชง้านโปรแกรม  LightCycler®480 ผ่าน

ระบบ LIMS ลูกคา้ใช ้LIMS สามารถรันเครืÉอง LightCycler®480 จากการสัÉงงานระยะไกล  )Remote( 

โดยใชม้าโครได ้

 

9                                 อ่านหวัขอ้ต่อไปนีÊ  เพืÉอเรียนรู้รายละเอียดเกีÉยวกบัหัวขอ้ต่อไปนีÊ  

► การสร้างมาโคร 

► การเลือกและการใชง้านการทดลองมาโคร 

 
วิธีการสร้างการทดลองมาโคร: 

 

1      เปิดหนา้ Summary ของการทดลองทีÉตอ้งการใชเ้ป็นพืÊนฐานสาํหรับมาโคร 

2      คลิก Save as macro ในแถบ Action ของหนา้ Summary เพืÉอเปิดหนา้ต่าง Save macro 

3  เมืÉอสร้างมาโครทีÉมีการใชไ้ฟลช์ดเชยสัญญาณสี Color Compensation (CC) สามารถเลือกใช้ไฟล ์ CC object 

ปัจจุบนัใ น ม า โ ค ร ห รื อ เ ลื อ ก ใ ช้ ข ณ ะ ทาํ ง า น ก า ร ท ด ล อ ง ม า โ ค ร ก็ ไ ด้  

 

หากคุณเลือก “ Auto select Color Compensation” CC object เลือกให้อตัโนมติัจาก CC object ทีÉมีอยู่ในฐานขอ้มูล

โดย CC object จะแสดงเมืÉอ 

►  ไฟล์ CC object ทีÉ ส ร้ า ง จ า ก เ ค รืÉ อ ง  

►  ไฟล์ CC object ทีÉมีค่า Color Comp ID เดียวกนักบัมาโคร (ถา้มีการระบุ Color Comp ID( 

►  ไฟล์ CC object ทีÉเพิÉงสร้างล่าสุดซึÉงเขา้ไดก้บัเงืÉอนไขดา้นบนทัÊง 2 ขอ้ 

4  ใส่ชืÉอของมาโคร และคน้หาทีÉอยู่ ทีÉตอ้งการจะบนัทึก จากนัÊน คลิก OK  (ทีÉอยู่เริÉ มตน้ สาํหรับบนัทึกมาโคร คือ 

โฟลเดอร์ Macros ภายใตโ้ฟลเดอร์ของผูใ้ช ้(System admin) ชืÉอเริÉมตน้ของมาโคร คือ “Macro” ตามดว้ยชืÉอการ

ทดลอง แต่อยา่งไรกต็าม ผูใ้ชส้ามารถเปลีÉยนแปลงชืÉอและทีÉเกบ็บนัทึกมาโคร 

มาโครทีÉอยูใ่นฐานขอ้มูลทีÉตรวจสอบยอ้นกลบัไดจ้ะตอ้งมีชืÉอเฉพาะ เมืÉอเปิดมาโครทีÉ Navigator จะแสดง

ประวตัิของมาโคร ยกเวน้มาโครทีÉเปิดอยูปั่จจุบนั และบนัทึกขอ้ความสามารถแกไ้ขไดใ้นปัจจุบนั สาํหรับรุ่น

มาโครก่อนหน้าจะดูได้เพียงอย่างเดียว หากการทดลองทาํจากมาโคร รายงานการทดลองจะมีรุ่นของ

มาโครทีÉใชด้ว้ย 

เมืÉอบนัทึกมาโครในฐานขอ้มูลตรวจสอบยอ้นกลบัได้แลว้นัÊน สามารถแกไ้ขบนัทึกขอ้ความของ

มาโครไดใ้นส่วน navigator 

■
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วิธีการทําการทดลองมาโคร: 

 

1      เลือกหนา้ต่าง Overview  

2      คลิก New Experiment from Macro เพืÉอเปิดหนา้ต่างมาโคร 

ปุ่ม New experiment from Macro จะเปิดใชง้านได ้เมืÉอโปรแกรม  LightCycler®480 มีการ

เชืÉอมต่อกบัเครืÉอง LightCycler®480 จริง และสถานะของเครืÉองอยู่ในสถานะ Standby (ไม่มี

เพลท) หรือ Standby (ใส่เพลท) 

3  หนา้ Macro รายชืÉอของมาโครทัÊงหมดทีÉแสดง คือ ผูใ้ชง้านสามารถเลือกใชง้านมาโครไดแ้ละ

มาโครนัÊนเขา้ไดก้บัเครืÉอง LightCycler®480 ทีÉมีสถานะพร้อมใหใ้ชง้าน 

                                    9 
 

4      (ทางเลือก) ใส่ขอ้มูลเลขเพลท Plate ID สาํหรับการใชม้าโคร ในช่อง Plate ID  

5     คลิก   Run macro 

โปรแกรมจะถามใหใ้ส่ชืÉอและทีÉอยูข่องการทดลอง 

6      โปรแกรม จะตรวจสอบวา่เครืÉองอยูใ่นสถานะพร้อมการทาํงาน และ ใส่เพลท แลว้หรือยงั 

ถา้เครืÉองอยูใ่นสถานะทีÉไม่พร้อมสาํหรับการทาํงาน จะมีขอ้ความขึÊนวา่ใหใ้ส่เพลทลงในเครืÉอง จากนัÊนคลิกปุ่มยนืยนั 

                    ถา้เลข Plate ID ไม่เหมือนกนั มาโครจะไม่เริÉมทาํงาน และขอ้ความแสดงวา่เลข Plate ID ไม่ตรงกนั  

 

► ► ►
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7  เครืÉองอยูใ่นสถานะพร้อมสาํหรับการทดลอง โปรแกรมจะเริÉมมาโคร และใหต้ามขัÊนตอน

ต่อไปนีÊ  

►  สร้างและเปิดการทดลองใหม่ 

►  ใชแ้ม่แบบการทดลอง แม่แบบกลุ่มยอ่ย และ แม่แบบการแกไ้ขตวัอยา่ง 

►  ใหใ้ส่ชืÉอการทดลอง และบนัทึกการทดลองก่อนเริÉมการทาํงาน 

►  เริÉมการทาํงาน 

 

ระหวา่งการทาํงาน จะเขา้ถึงขอ้มูลการทดลองไดจ้าํกดั ใหใ้ชคุ้ณสมบติัดงัต่อไปนีÊ เพืÉอเขา้ถึงขอ้มูล 

►  สามารถแกไ้ขชืÉอตวัอยา่งและความคิดเห็นตวัอยา่งจากหนา้ต่างการแกไ้ขตวัอยา่ง 

►  ปุ่ม Import สามารถใชง้านได ้ไฟลน์าํเขา้ ประกอบดว้ยขอ้มูลชืÉอตวัอยา่งและบนัทึกขอ้ความ

ตวัอยา่งในส่วนขอ้มูลทัÉวไป 

►  สามารถเขา้ถึงหนา้จอต่อไปนีÊได ้

►  สามารถดูหน้าต่าง Summary 

►  สามารถดูหน้า การทดลองและความคืบหน้าการทดลองได ้โดยเขา้ไปทีÉแถบ Data เลือกทางเลือกกราฟ 

►  สามารถดูหน้า Subset Editor 

►  สามารถยกเลิกการทาํการทดลองไดด้ว้ยปุ่ม Abort Run 

►  สามารถดูหน้าต่างการวิเคราะห์ Analysis 

►  ไม่สามารถเขา้ถึงคุณสมบติัดงัต่อไปนีÊ ได ้

►  ไม่สามารถแกไ้ขค่าต่างๆ ยกเวน้ชืÉอตวัอยา่งและความคิดเห็นตวัอยา่ง จากหนา้ Sample 

Editor 

►  ปุ่ม Configure Properties ไม่สามารถใชไ้ด ้

►  ในหนา้ต่าง Summary ไม่สามารถใชปุ่้ม Save as Macro 

►  การตัÊงค่าทัÊงหมดใน Subset Editor สามารถอา่นไดเ้ท่านัÊน 

► การตัÊงค่าทัÊ งหมดและปุ่ มในหน้าการทดลองไม่สามารถใชไ้ด้ หรือใหอ้า่นไดเ้ท่านัÊน 

เช่นปุ่ม Color Comp บนัทึกขอ้ความการทาํงาน ปุ่ม End Program  และปุ่ม Add 10 Cycles 

►  ไม่สามารถเพิÉมการวิเคราะห์ระหว่างการทาํการทดลองได้

►  สัญลกัษณ์การรายงาน Reportจะไม่เปิดใชง้าน 

►  ปุ่มApply/Save template จ ะ ไ ม่ ส า ม า ร ถ ใ ช้ ง า น ไ ด้ ใ น ทุ ก

ห น้ า ต่ า ง  

 
 
 
 
 
 
► ► ►
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8  เมืÉอเครืÉองรันการทดสอบเสร็จ การทดลอง จะถูกบนัทึกอตัโนมติั หนา้โปรแกรมจะปรากฎหนา้ต่างของ modal 

wait เพืÉอแจง้ใหผู้ใ้ชง้านรอ  ระหวา่งทีÉรอ โปรแกรมจะทาํงานเป็นขัÊนตอนต่อไปนีÊ  

►  ใชแ้ม่แบบการวิเคราะห์ทัÊงหมดและคาํนวณแต่ละการวิเคราะห์ หนา้ต่างการดาํเนินการจะปรากฏขึÊน 

                         9 
 
 

►  ถา้คุณสร้างมาโครจากการทดลองทีÉมี color compensation จะมีขอ้ความถามว่าใช ้CC object หรือ ใช ้Smart 

color compensation  ในกรณีทีÉใช้ Smart color compensation นัÊน ไฟล ์CC object ทีÉเกีÉยวขอ้งจะตอ้งเขา้

เงืÉอนไขดงัต่อไปนีÊ  

►  ไฟล ์CC object จะตอ้งชดเชยไดทุ้กช่องสญัญาณ 

►  ไฟล ์CC object จะตอ้งใชง้านไดก้บัเครืÉองทีÉกาํลงัทาํงานอยู ่

►  ไฟล ์CC ID จะตอ้งตรงกนักบัการทดลองเดิมทีÉระบุใน Sample Editor 

►   ไฟล ์CC object จะตอ้งเหมาะกบัรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณ 

►  หากมาโคร มีแม่แบบสาํหรับการวิเคราะห์การหาปริมาณเชิงสัมพนัธ์ ซึÉ งใชเ้ส้นมาตรฐานจากภายนอกหรือ 

แม่แบบสําหรับการวิเคราะห์จีโนไทป์  Endpoint จะมีกล่องขอ้ความปรากฏ สําหรับการเลือกการทดลอง 

หากยกเลิกการเลือกจากกล่องขอ้ความ การวิเคราะห์จะไม่ถูกสร้างขึÊ น 

►  ใชง้านแม่แบบการรายงาน 

ใบรายงานจะสร้างแบบอตัโนมติั 

 

►  บนัทึกการทดลอง 

หากใช้งานฐานขอ้มูลชนิดตรวจสอบยอ้นกลบัได้ และได้แกไ้ขขอ้มูลระหว่างการทาํงานการทดลอง 

โปรแกรมจะแสดงกล่องขอ้ความใหใ้ส่เหตุผลของการแกไ้ขนัÊน 

หากมีขอ้ผิดพลาดเกิดขึÊนระหว่างการวิเคราะห์หรือการคาํนวณ กล่องขอ้ความจะปรากฏขึÊนทา้ยการ

ทาํงานมาโคร แสดงทุกขอ้ผิดพลาดทีÉพบ 

9  หลงัจากทาํการทดลองมาโครเสร็จ การทดลองทีÉบนัทึกไวย้งัคงเปิดอยู่และหนา้ต่างการวิเคราะห์ภาพรวมสามารถ

มองเห็นได ้

■
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10      การทาํงานกบักลุ่มย่อย 
 

วิธีมาตรฐานในการใชโ้ปรแกรม LightCycler®480 คือ การวเิคราะห์ทีÉทุกตวัอยา่งในหลุมของมลัติเวลเพลทพีซีอาร์ พร้อมกนั 

อีกทางเลือกหนึÉง คุณสามารถกาํหนดกลุ่มยอ่ยของตวัอยา่งทีÉตอ้งการใช ้ สาํหรับแยกการวิเคราะห์ของแต่ละกลุ่มยอ่ยตวัอยา่ง 

การสร้างกลุ่มยอ่ยนีÊ มีประโยชนม์าก เช่น หากตอ้งการใชแ้ค่ส่วนหนึÉงของมลัติเวลเพลท เพืÉอทีÉจะทดสอบการหาปริมาณของ

ยีนเป้าหมาย และอีกส่วนหนึÉงของมลัติเวลเพลทเดียวกนั ในการใชท้ดสอบยีนเป้าหมายทีÉต่างกนั 

 
สามารถกาํหนดกลุ่มของตวัอยา่ง (sample sets) ทีÉแตกต่างกนัทีÉใช ้สาํหรับการใบรายงานผล (Report)  ใบรายงานผล (Report) 

สามารถสร้างโดยยึดตามกลุ่มยอ่ยของตวัอยา่งทีÉตอ้งการให้อยู่ในใบรายงานผล (report subset)  กลุ่มย่อยของตวัอย่าง สามารถ

กาํหนดใหเ้ป็นไดท้ัÊงกลุ่มย่อยของตวัอย่างทีÉตอ้งการใชใ้นการวิเคราะห์ (analysis subset) และตอ้งการให้อยู่ในใบรายงานผล 

(report subset)  ใบรายงานผลสามารถมีกลุ่มของตวัอยา่งทีÉแตกต่างจากตวัอยา่งในกลุ่มยอ่ยทีÉอยูใ่นการวิเคราะห ์

 
ยกตวัอยา่ง แต่ละคอลมันข์องมลัติเวลเพลท สามารถใชว้ิเคราะห์ SNP ทีÉแตกต่างกนัได ้ในขณะทีÉแถวของเพลท เป็นตวัอย่างทีÉ
แตกต่างกนั  ในกรณีแต่ละคอลมันข์องมลัติเวลเพลทคือ การวิเคราะห์กลุ่มยอ่ย และแถวของเพลท คือ รายงานกลุ่มยอ่ย 

10                       
 

ตวัอยา่งเดียวกนั สามารถกาํหนดใหอ้ยูใ่นหลายกลุ่มยอ่ยของการวิเคราะห์กลุ่มยอ่ย หรือรายงานกลุ่มยอ่ย 

 
Subset Editor ใชส้าํหรับสร้าง แกไ้ข และลบ กลุ่มย่อย การนาํกลุ่มย่อย ไปใช ้ทาํไดโ้ดยคลิกรายการเมนูของกลุ่มย่อย ทีÉแถบ 

Data, Sample Editor, Analysis และ Report module 

 

แนะนาํอย่างสูงในการใช้จากกลุ่มย่อยและนาํหลมุทีÉว่างออกจากกลุ่มย่อย 
 

 ค่าเริÉมตน้ตวัอยา่งกลุ่มยอ่ย จะถูกกาํหนดทุกตวัอยา่ง สาํหรับการรายงานและการวิเคราะห์ซึÉง กลุ่มยอ่ยทุกตวัอยา่ง คือ รวม

ทุกหลุมในเพลทและไม่สามารถแกไ้ขและลบได ้
 

 

วธีิสร้างกลุ่มย่อย: 
 

1  
เปิดการทดลองทีÉตอ้งการกาํหนดกลุ่มยอ่ย หรือสร้างการทดลองใหม ่

จาํนวนสูงสุดของกลุ่มยอ่ยต่อหนึÉงการทดลองคือ 255 กลุ่มยอ่ย 
 

2  คลิก Subset Editor ในแถบ Module หนา้ต่าง Subsets จ ะ เ ปิ ด ขึÊ น : 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
► ► ►
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Working with Subsets 
 

Creating and Using Macros 
 
 

3  คลิก  เพืÉอเปิดการสร้างแถวใหม่ของลิสตร์ายชืÉอกลุ่มย่อย หรือ คลิก Copy เพืÉอสร้างกลุ่มย่อยใหม่จากทีÉ

กดเลือก 

 
หมายเลข ID (ID number) จะถูกสร้างอตัโนมติัจากแถวใหม่ทีÉสร้างขึÊน  “Analysis” และ “Report” จะถูกเลือก

เป็นค่าเริÉมตน้ของกลุ่มยอ่ย 

4      กาํหนดกลุ่มยอ่ยตามขัÊนตอนต่อไปนีÊ  

►  เลือกชนิดกลุ่มยอ่ย (Analysis, Report หรือทัÊง 2 ชนิด  (สาํหรับ กลุ่มยอ่ยใหม ่

►  ใส่ชืÉอกลุ่มยอ่ยทีÉช่อง Name 

ชืÉอของกลุ่มย่อยประกอบดว้ยจาํนวนตวัอกัษรสูงสุดไดไ้ม่เกิน 25 ตวัอกัษร และชืÉอตอ้งไม่ซํÊ ากนั

ภายในการทดลองเดียวกนั 

►  ภาพเพลท เลือกตาํแหน่งหลุม สาํหรับตวัอยา่งทีÉตอ้งการให้อยูใ่นกลุ่มยอ่ย กด <Ctrl> และคลิกตาํแหน่ง

หลุมของตวัอยา่งทีÉตอ้งการ หรือคลิกทีÉคอลมัน์หรือแถว เพืÉอเลือกคอลมัน์หรือแถวของตวัอยา่ง  อีกทางเลือกหนึÉง 

สามารถกด <Ctrl> และลากเมาส์ให้คลุมตาํแหน่งหลุมของเพลททีÉตอ้งการ  ระหวา่งการคลุมเลือกตาํแหน่งของ

หลุม หลุมทีÉถูกเลือกจะแสดงเป็นสีนํÊ าเงินเขม้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

DD
►  คลิก Apply เพืÉอทีÉจะเพิÉมหลุมทีÉเลือกใหอ้ยูใ่นกลุ่มยอ่ย 

►  คลิก Clear  เพืÉอยกเลิกการเลือก 
 

5  เมืÉอเสร็จสิÊน คลิก  บนแถบ Global action เพืÉอบนัทึกการทดลองทีÉมีการสร้างกลุ่มยอ่ยใหม ่

■ 

 
กลุ่มยอ่ยเป็นสิÉงทีÉจาํเพาะแต่ละการทดลอง สามารถแลกเปลีÉยนกลุ่มยอ่ยระหวา่งการทดลองได ้โดยใชฟั้งกช์ัÉนแม่แบบ 

 

 

วธีิแก้ไขหรือเปลีÉยนชืÉอกลุ่มย่อย: 

 

1      เปิดการทดลองทีÉมีกลุ่มยอ่ยทีÉตอ้งการแกไ้ข 

 
2      คลิกทีÉ Subset Editor ในแถบ Modules ซึÉงหนา้ต่าง Subsets จะเปิดขึÊน 

 
3       ในรายการชืÉอของกลุ่มยอ่ย ให้คลิกไฮไลทก์ลุ่มยอ่ยทีÉตอ้งการแกไ้ข 

► ► ►
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Creating and Using Macros 

 
4      แกไ้ขกลุ่มยอ่ยตามขัÊนตอนต่อไปนีÊ : 

► เลือกหรือลบชนิดกลุ่มยอ่ย (รายงาน การวิเคราะห์ หรือทัÊงสอง) 

► แกไ้ขชืÉอกลุ่มยอ่ย โดยคลิก Rename หรือคลิกทีÉชืÉอกลุ่มยอ่ยทีÉตอ้งการ 

► เลือกหรือยกเลิกการเลือกโดยใช้ปุ่ม Control กดคา้งไวพ้ร้อมกบัเลือกหลุมทีÉตอ้งการแกไ้ข โดยสีของหลุม

ทีÉเลือกจะแสดงกรอบสีฟ้า ส่วนหลุมทีÉลบออกจะแสดงกรอบสีแดง  

► คลิก Apply เพืÉอยืนยนัการเลือกหรือการยกเลิกการเลือก 

► คลิก Clear เพืÉอลบหลุมทัÊงหมดทีÉเลือก 

► คลิก Cancel เพืÉอย ้อนกลับการบันทึกล่าสุดของการแก้ไขกลุ่มย่อย 

►  คลิก   เพืÉอลบกลุ่มยอ่ย 

 กลุ่มยอ่ยไม่สามารถแกไ้ข เปลีÉยนชืÉอ หรือลบ ถา้กลุ่มย่อยนีÊ ถูกใชใ้นการวิเคราะห์ผล กลุ่มย่อยทีÉ

ถูกล็อก จะถูกไฮไลทสี์นํÊาเงินทีÉรายการของกลุ่มยอ่ย 

10                                        

 
5  เมืÉอเสร็จสิÊน คลิกทีÉ  ในแถบ Global action เพืÉอบนัทึกการทดลองทีÉมีการแกไ้ขในกลุ่มยอ่ย 

■ 

วธีิสร้างแม่แบบกลุ่มย่อย: 
 

1      เปิดการทดลองทีÉมีกลุ่มยอ่ยทีÉตอ้งการใชเ้ป็นแม่แบบ 

 

2      คลิก Subset Editor ในแถบ Modules หนา้ต่าง Subsets จะเปิดขึÊน 

 

3      คลิกทีÉปุ่ม Save As Template แ ล้ว ก ล่ อง  Save Template จะเปิดขึÊนทีÉหนา้จอ 

 

4  เลือกโฟลเดอร์และใส่ชืÉอสาํหรับแม่แบบใหม่เช่น ใชโ้ฟลเดอร์แม่แบบกลุ่มยอ่ยในการเก็บบนัทึก เมืÉอเสร็จสิÊนให้

ยนืยนัการบนัทึกแมแ่บบ 

■ 

 

วธีิการนําแม่แบบกลุ่มย่อยไปใช้งาน: 

 

1      เปิดการทดลองทีÉตอ้งการนาํแม่แบบกลุ่มยอ่ยมาใชง้าน 

 

2      คลิก Subset Editor ในแถบ Modules หนา้ต่าง Subsets จะเปิดขึÊน 

 

3      เลือก Apply Template บนปุ่ม Template ก ล่ อง ข้อค ว า ม จ ะ แ สด ง ขึÊ น ทีÉ ห น้า จ อ  

 

4      คน้หาและเลือกแม่แบบทีÉตอ้งการใช ้และคลิก Open 

กล่องขอ้ความจะปิดลง และกลุ่มยอ่ยจากแม่แบบทีÉเลือกจะถูกเพิÉมไปทีÉ Subset Editor 

ตรวจสอบขนาดของบลอ็กของแม่แบบกลุ่มย่อยว่าตรงกันกับทีÉใช้ในการทดลองทีÉตอ้งการใช้แม่แบบ 

■
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Printing, Exporting, and Copying Charts 

 

 
 
 

ทางเลือก                                      คาํอธิบาย 

t   Preferences                              เปิดการแกไ้ข Chart Preferences รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดที้É Using Chart 

Preferences 

Print                                               เ ปิ ด ก ล่ อ ง ข้ อ ค ว า ม Print เพืÉอทาํการพิมพ ์

Export Chart                                 เปิดกล่องขอ้ความ Export เพืÉอส่งออกภาพแผนภูมิกราฟและขอ้มูล 

Copy to Clipboard                       คดัลอกขอ้มูลกราฟไปยงัคลิปบอร์ด 

 

11      การทาํงานกบัแผนภูม ิ
 

โปรแกรม LightCycler® 480 สร้างแผนภูมิกราฟหลายชนิดในระหวา่งทีÉเครืÉองกาํลงัทาํการทดลอง และหลงัจากการทดลอง

เสร็จสิÊน และรวมถึงแผนภูมิกราฟในส่วนของการวิเคราะห์ผล แผนภูมิกราฟทาํใหคุ้ณสามารถดูตามชนิดขอ้มูล ดงัต่อไปนีÊ  

 
► เวลาในโปรแกรม จาํนวนรอบอุณหภูมิ และการจบัสญัญาณ 

 

► ขอ้มูลผลการทดลองทีÉไดจ้ากการทดลอง 
 

► ขอ้มูลและแผนภูมิกราฟจากการวิเคราะห์ 
 

สามารถพิมพแ์ผนภูมิกราฟ ส่งออกแผนภูมิกราฟ ไดห้ลายนามสกุลของรูปภาพ คดัลอก และวางรูปแผนภูมิกราฟ  สามารถ

ทาํการซูมขยายและการแพนได ้ทาํใหส้ามารถเห็นรายละเอียดของแผนภูมิกราฟ รวมถึงเลืÉอนซา้ย -ขวาได ้ คลิกขวาทีÉ แผนภูมิ

กราฟ จะเป็นการแสดงรายการตวัเลือกของกราฟได ้ตามตารางดา้นล่าง 

 
 

11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

11.1       การพมิพ์ ส่งออก และคัดลอกแผนภูมิกราฟ 
 

สามารถพิมพก์ราฟใดๆทีÉแสดงในโปรแกรม LightCycler®480 ได ้ และยงัสามารถส่งออกแผนภูมิรูปกราฟ และขอ้มูลของ

กราฟแยกกนัได ้หรือคดัลอกและวางรูปกราฟและขอ้มูลของกราฟไปยงัโปรแกรมอืÉนได ้
 

 

วธีิการพมิพ์แผนภูมิกราฟ: 

 

1      แสดงภาพแผนภูมิกราฟทีÉตอ้งการพิมพ ์

 

2  คลิกขวาทีÉภายในกรอบของรูปกราฟ และเลือก Print หนา้ต่าง Print chart จะปรากฏขึÊน 

สามารถปรับขนาดหนา้ต่างเพืÉอให้ปรับระยะขอบของกราฟไดง่้ายขึÊน 

 
 
 

► ► ►
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Printing, Exporting, and Copying Charts 
 
 

 

3  การปรับระยะขอบของกราฟ และขนาดของกราฟ ใหค้ลิกและลากเส้นระยะขอบของกราฟทีÉลอ้มรอบกราฟ 

 
 
 

4  การเปลีÉยนตาํแหน่งของรูปกราฟบนกระดาษ ใหชี้Ê เมาส์ไปทีÉรูปกราฟ จากนัÊนเมาส์จะเปลีÉยนเป็นรูปมือ ใหค้ลิก

และลากระยะขอบของกราฟไปยงัตาํแหน่งใหม่ทีÉตอ้งการ จากนัÊนปล่อยการคลิกเมาส์ดา้นซา้ย รูปกราฟจะยา้ย

ไปยงัตาํแหน่งใหม ่

 
 
 
 
 

11 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

DD
 
 

5  สามารถเลือกเครืÉองพิมพที์Éตอ้งการจากเมนูรายการ ซึÉ งรายการเครืÉองพิมพที์Éแสดงจะเป็นเครืÉองทีÉผ่านการติดตัÊง

ผา่นระบบคอมพิวเตอร์ 

 
 

 

6      การเปลีÉยนแปลงค่าต่างๆของเครืÉองพิมพ ์ใหค้ลิก Setup จากนัÊนหนา้ต่างของ printer setup จะปรากฏ ให้

ใส่ขอ้มูลทีÉจาํเป็น และคลิก OK 

7      เลือกการวางแนวกระดาษ )แนวตัÊง หรือ แนวนอน (จาก  Orientation และคลิก Print เพืÉอยืนยนั 

■
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วธีิส่งออกภาพแผนภูมิกราฟ: 

 

1      แสดงภาพแผนภูมิกราฟทีÉตอ้งการส่งออก 

 
2     คลิกขวาภายในกรอบของรูปแผนภูมิกราฟและเลือก Export Chart จากนัÊนหน้าต่าง Export Chart จะปรากฏขึÊน 

 

11 
3  บนแถบ Picture ภายใต ้Format ใหเ้ลือกนามสกลุของไฟลรู์ปภาพทีÉตอ้งการส่งออก 

4  หากมีแถบOptions แสดงด้านขวา เลือก conversion option ตามต้องการ ซึÉ งไม่ได้มีแสดงไว้ทุกนามสกุล 

ให้เลือกนามสกุลรูปภาพตามทีÉต้องการ 

5  การเปลีÉยนขนาดของรูปกราฟทีÉตอ้งการส่งออก คลิก Size และใส่ขนาดความกวา้งและความยาวทีÉตอ้งการ  กด 

Keep aspect ratio ถา้ตอ้งการทีÉจะรักษาสดัส่วนของรูป 

 
 
 

6  คลิกปุ่ม  ทางดา้นขวาของกล่อง Filename เพืÉอทีÉจะเปิดกล่องขอ้ความ Select output file จากนัÊนกดเลือกทีÉอยู่

ทีÉตอ้งการใหภ้าพทีÉส่งออกไปบนัทึกไว ้ใส่ชืÉอรูปกราฟทีÉตอ้งการแลว้กดบนัทึก Save 

7      คลิก  Export  เพืÉอทาํการส่งออกแผนภูมิกราฟ 

 
■
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การส่งออกข้อมูลกราฟจากโปรแกรม: 
 

1      แสดงกราฟทีÉตอ้งการนาํขอ้มูลส่งออก 

 

2      คลิกขวาภายในกรอบของรูปกราฟ และเลือก Export Chart จากนัÊนหนา้ต่าง Export Chart จะปรากฏ 

3      เลือกแถบ Data 

 
 

11  4
      

ในกล่อง Series เลือกขอ้มูลทีÉตอ้งการนาํออก ชนิดของขอ้มูลจะต่างกนัไปขึÊนอยูก่บัประเภทของกราฟ 

 
 
 

5      ในกล่อง Include เลือก text labels ทีÉตอ้งการนาํออกไปพร้อมกบัขอ้มูล 

 

6  ในกล่อง Format, เลือกสกุลไฟลข์องขอ้มูลทีÉตอ้งการ โดยสามารถสกุลไฟลไดด้งันีÊ : Text, XML และตาราง HTML  

7  ถา้เลือกขอ้มูลสกุลไฟล์ เป็นขอ้ความ เลือก delimiter ในกล่อง Delimiter และสามารถเลือกไดร้ะหว่าง Space, Tab, 

Comma, Colon หรือ Custom delimiter โดยให้ใส่ Custom delimiter ทีÉช่องขวาของกล่อง Delimiter 

8  (ทางเลือก) ถา้เลือกขอ้มูลสกุลไฟล์ เป็นขอ้ความ สามารถกาํหนดอกัขระ (character) สําหรับ delimiting text characters ใส่

อกัขระในช่อง Text Quotes 
 

9      คลิกปุ่ ม  ทีÉดา้นขวาของ Filename box เพืÉอทีÉจะเปิดกล่องขอ้ความของ Select output file  

 

10      คน้หาตาํแหน่งทีÉจะบนัทึกขอ้มูลจากกราฟทีÉตอ้งการส่งออก และใส่ชืÉอรูปกราฟ คลิก Select 
 

11      คลิก  Export เพืÉอทาํการส่งออกขอ้มูล 

 

■ 

วธีิการคดัลอกรูปภาพแผนภูมิกราฟและข้อมูลกราฟ: 

 

1      เลือกแสดงแผนภูมิกราฟทีÉตอ้งการคดัลอก 

 

2  คลิกขวาภายในขอบของรูปกราฟ จากนัÊนกดเลือก Copy to clipboard กราฟจะถูกบนัทึกในไฟล ์bitmap และขอ้มูลจะถูก

บนัทึกในรูปขอ้ความ 

3    เพืÉอวางภาพกราฟและเปิดแอพพลิเคชัÉนกราฟิก เช่น Paint และกดปุ่ม <Ctrl-V> 

4      เพืÉอวางภาพกราฟ เปิดแอพพลิเคชัÉนการแกไ้ขขอ้ความ เช่น Notepad และ กดปุ่ ม <Ctrl-V> 

 
■
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11.2       การขยายและการแพนเพืÉอดูรายละเอยีดของกราฟ 
 

สามารถทาํใหข้ยายส่วนหนึÉงของกราฟใหญข่ึÊนไดม้ากเท่าทีÉตอ้งการ เพืÉอดูรายละเอียดสาํคญั 

 

การขยายภาพ: 

1      คลิกปุ่ ม Zoom  

2      วางเคอร์เซอร์ของเมาส์เหนือและดา้นซา้ยของบริเวณของกราฟทีÉตอ้งการขยาย 

3  คลิกและลากเมาส์ลงไปทางดา้นขวา (พอยเ์ตอร์ เปลีÉยนเป็นรูปสีÉเหลีÉยม) 

                           11 
 

ปล่อยปุ่มเมาส์ เมืÉอ Pointer เปลีÉยนเป็นรูปสีÉเหลีÉยมครอบคลุมบริเวณของกราฟทีÉตอ้งการขยาย 

บริเวณทีÉอยูใ่นกรอบสีÉเหลีÉยมจะถูกขยายให้ใหญ่ขึÊน 

 
 
 

4      ทาํซํÊาขัÊนตอนทีÉ 2 ตามตอ้งการจนเห็นรายละเอียดของกราฟทีÉตอ้งการ 

 

5  เพืÉอทีÉจะทาํให้กราฟกลบัมาขนาดเท่าเดิม คลิกและลากเมาส์ขึÊนดา้นบนไปทางซา้ย 1 ครัÊ ง 

■
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การแพนภาพ: 
 

หากตอ้งการเห็นส่วนของกราฟทีÉไม่แสดงทีÉหนา้ต่าง  ,สาํหรับเมาส์ทีÉมี 3 ปุ่ม ,ใหใ้ชปุ้่ มกลางของเมาส์ คลิกทีÉ

กราฟ จากนัÊนลากกราฟจนกระทัÉงเห็นรายละเอียด แต่หากใชเ้มาส์ 2 ปุ่ม ใหก้ดทัÊง 2 ปุ่มพร้อมกนั 

 

สามารถใชคุ้ณสมบติัของเมาส์โดยการกดสองปุ่มพร้อมกนั ซึÉ งจะมีค่าเท่ากบัการกดปุ่ มกลางของเมาส์ ใหดู้รายละเอียด

เพิÉมเติมจากผูจ้ดัการระบบ หรืออา้งถึงขอ้แนะนาํการใชง้านของอุปกรณ์ทีÉมาพร้อมกบัเมาส์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

11 
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Working with Tables 
 

Zooming and Panning to View Chart Details 
 
 
 

12      การใช้ตาราง 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 มีการใชต้ารางทีÉมีรูปแบบทีÉแตกต่างกนั 

 
ส่วนต่อไปนีÊ  จะกล่าวถึงขอ้มูลโดยทัÉวไปทีÉสามารถนาํไปใชไ้ดก้บัตารางทุกรูปแบบ 

 

 

นําข้อมูลจากตารางออกจากโปรแกรม: 

 

1      คลิกขวา ทีÉตาราง เช่น Sample table ทีÉหนา้ต่างการวิเคราะห์ 

 
2      คลิก Export Table หนา้ต่างของ Save Table data ปรากฏขึÊน 

 
3     ใส่ file name และ location สาํหรับตารางทีÉจะนาํออกจากโปรแกรม 

ถา้ตารางมีขอ้มูลจากการทดลอง บรรทดัแรกของขอ้มูลจะเป็นชืÉอของรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณ และตามดว้ยช่อง

กรองแสงทีÉใช ้บรรทดัแรกและบรรทดัทีÉสองจะมีชืÉอหวัขอ้คอลมัน ์ขอ้มูลตารางจะเป็นรูปแบบคัÉนดว้ยแถบ 
 

12 
การเรียงลาํดับตารางจากคอลมัน์: 

 

1      คลิกทีÉหัวคอลมัน์ของตาราง 

คอลมัน์ทีÉเลือกจะเรียงลาํดบัจากนอ้ยไปมาก หรือมากไปนอ้ย 

■ 

 

การเรียงลําดับข้อมูลตารางตัวอย่างด้วยแถวหรือคอลัมน์ของเพลท: 
 

 

1      คลิกหวัขอ้ Pos ของตารางตวัอยา่ง 

Pos column จะถกูจดัเรียงตามแถวหรือคอลมันข์องเพลท 

■ 

 

การเปลีÉยนความกว้างของตารางคอลมัน์: 

 

1      ขยบัเมาส์ไปยงัเสน้ขอบของตารางทีÉตอ้งการเปลีÉยนความกวา้ง 

 

2  ถา้เมาส์มีการเปลีÉยนเป็นสญัลกัษณลู์กศรเลืÉอนซา้ย -ขวาใหก้ดลากเมาส์ซา้ยจนไดค้วามกวา้งคอลมันที์Éตอ้งการ  

■ 

 

การคดัลอกบางส่วนของตารางไปทีÉคลปิบอร์ด: 

 

1      เลือกเซลลจ์ากตารางทีÉตอ้งการคดัลอก โดยการคลิกและลาก หรือ <Shift> และคลิก 

2      กด <Ctrl-C> คลิปบอร์ดจะมีเซลลที์Éเลือก 

3      เปิดโปรแกรมทีÉตอ้งการวางเซลลที์Éคดัลอก (MS Excel, WordPad) และกด <Ctrl-V> 

เซลลที์ÉคดัลอกจะปรากฏในโปรแกรมทีÉตอ้งการ 

■
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การเลือกตวัอย่างใน Sample Editor โดยใช้ข้อมูลคลปิบอร์ด: 

 

1      เปิดโปรแกรมทีÉตอ้งการ เช่น MS Excel or WordPad 

 

2      พมิพแ์ต่ละตาํแหน่งของตวัอย่างลงในแถวใหม่ เช่น A2, A3, B2, B3 

 

3      หลงัจากเลือกครบทุกแถวและคดัลอก โดยการกด <Ctrl-C>  ,คลิปบอร์ดจะมีขอ้มูลแถวทีÉ เลือก 

4  วางขอ้มูลของตาํแหน่งของตวัอยา่ง  ,เปิดซอร์ฟแวร์ LightCycler®480 และ กด <Ctrl-V> 

■ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

12 
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13      การสร้างใบรายงานผล 
 

หลงัจากทาํการวิเคราะห์ผลการทดสอบแลว้ สามารถสร้างใบรายงานผลการวิเคราะห์ทีÉประกอบไปด้วยขอ้มูลการ

ทดสอบทัÉวไป  

(general experiment) และผลการวิเคราะห์ (analysis results) โดยสามารถเลือกสร้างใบรายงานผลตามรายละเอียดขอ้มูล

ทีÉตอ้งการ 

ไดด้งัต่อไปนีÊ  

 
► ขอ้มูลสรุปการทดสอบ (Experiment summary information) เช่น ชืÉอ, วนัทีÉทดสอบ, ผูท้ดสอบ เป็นตน้ 

► โปรโตคอลการทดสอบ (Experiment protocol) 

► ขอ้มูลตวัอยา่ง (Sample information) 

► ขอ้มูลเครืÉอง (Instrument information) 

► ขอ้มูล (Revision history) 

► ผลการวิเคราะห์การทดสอบและค่าการวิเคราะห์อืÉนๆ (Analysis results and other analysis items) เช่น ค่าทางสถิติ 

และการตัÊงค่า  

ซึÉ งขึÊนอยูก่บัประเภทการวเิคราะห์ทีÉเลือกใช ้

การสร้างและพมิพ์ใบรายงานผล: 

 

1      เปิดการทดสอบซึÉงไดเ้ลือกโหมดการวเิคราะห์ผลไวแ้ลว้ 
                                                                                                                                 

13 

2    กดปุ่ ม Report จากแถบ Module จากนัÊนจะปรากฏหนา้ตา่ง Report 

ตอ้งกดบนัทึกการทดสอบก่อนทีÉจะกดปุ่ ม Report 

 

3    เลือก Subset ของตวัอยา่งทีÉตอ้งการให้แสดงในใบรายงานผล จากช่อง Subset list ดงัภาพ 

 
 

โดยทัÉวไป subset มาตรฐานจะถูกเลือกไวเ้ป็น All Samples 
 

► ► ►



300 
Advanced Software Functionalities 

300 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

 

 
 
 

Generating Reports 
 

Zooming and Panning to View Chart Details 
 

 
4  จากนัÊนทีÉแถบ General และ Detailed แสดงรายการของรายละเอียดใบรายงานผลให้สามารถเลือกหรือ

ลบออกได ้รายการของใบรายงานผลในส่วนของแถบ General ประกอบดว้ย 

►  ขอ้มูลทัÉวไป (General information section) 

►  ขอ้มูลการวิเคราะห์ (Analysis sections) 

           รายการของใบรายงานผลในส่วนของแถบ Detailed ประกอบดว้ย 

 ขอ้มูลทัÉวไป )General information section) 

 ขอ้มูลการวิเคราะห์ )Analysis sections) 

ส่วนของการวเิคราะห์จะไม่รวมอยูใ่นรายการหากไม่มีการเลือกอยา่งน้อยหนึÉ งตวัอยา่งในการ

สร้างการรายงาน 

 
 

 

5  กดเลือกรายการตามหัวขอ้ (items) ทีÉตอ้งการ ถา้กดเลือก Section item แลว้หัวขอ้ในส่วน subsections จะ

ถูกเลือกทัÊงหมดอยา่งอตัโนมติั 

การเปลีÉยนแปลงทีÉทาํผ่านการตัÊงค่าบนแถบ General จะเขียนทับข้อมูลปัจจุบนับนแถบ

Detailed สาํหรับการทาํในส่วนเดียวกนัหรือส่วนยอ่ย 

6    การยา้ยตาํแหน่งของของหัวขอ้ในใบรายงาน สามารถกดคา้งแล้วลากรายการหัวขอ้ไปวางในตาํแหน่ง

ใหม่ในแถบ Detailed โดยสามารถลากทัÊงส่วน Section item และส่วน subsections โดยทีÉรายการหัวขอ้

นัÊนตอ้งอยูใ่นหมวดหมู่เดียวกนั 

 อยา่งไรก็ตามจะไม่สามารถเปลีÉยนลาํดบัของรายการหวัขอ้ในแถบ General ได ้

ไม่สามารถลากรายการทีÉไม่ไดเ้ป็นส่วนของรายงานนัÊนๆมาใส่ตามตอ้งการได ้เช่นไม่สามารถลากผลของ

การทาํ melting temperature มาใส่ในการวิเคราะห์หาปริมาณเป็นจาํนวนจริงได้ 
 

7  กดบนัทึก  ทีÉแถบ Global action โดยจะมีขอ้ความแจง้ใหต้ัÊงค่ารายงานทีÉบนัทึกครัÊ งนีÊ  ไวใ้ชใ้นครัÊ งต่อไปได ้

 

8 หากบนัทึกการตัÊงค่าทีÉเปลีÉยนแปลงเรียบร้อยแล้ว และตอ้งการคืนค่าการตัÊงค่าเริÉ มตน้ ให้คลิก “Default 

Settings” (การตัÊงค่าเริÉมตน้) จากนัÊนจึงปิดหนา้ต่างรายงานแลว้เปิดใหม่อีกครัÊ ง การตัÊงค่าเริÉมตน้จะถูกเรียกคืนมา 

► ► ►
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9      กดสร้าง Generate เพืÉอดูตวัอยา่งใบรายงาน 
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สามารถซ่อนโลโก ้Roche ทีÉปรากฏในรายงาน โดยใชแ้ท็บ Report  Settings (การตัÊงค่ารายงาน) ใน

หนา้ต่างเครืÉองมือ ดูรายละเอียดเพิÉมเติมไดที้Éหวัขอ้ Administrative Tools 

สาํหรับการแสดงผลกราฟิก (graphic display) จะใชสี้ตามการตัÊงค่าของตวัอย่างทีÉกาํหนดไวใ้นหัวขอ้ 

Sample Editor ไม่สามารถเปลีÉยนเป็นสีทีÉแสดงในการวิเคราะห์ได ้  )เช่น ผลลพัธ์ ประเภทตวัอย่าง 

ฯลฯ (สาํหรับรายละเอียด   โปรดดูหวัขอ้ Entering Sample Information 

คาํอธิบายสาํหรับแผนภูมิการวิเคราะห์ (Legends for analysis charts) มีจาํกดั  )มากถึง  60  เส้นโคง้ทีÉ

แตกต่างกนั (โดยทีÉเสน้โคง้เพิÉมเติมอาจถูกแสดงในแผนภูมิ แต่จะไม่มีคาํอธิบาย ประกอบ 

ไม่สามารถสร้างรายงานทีÉมีสัญญาณการยอ้มสีหลายรายการ (Displaying multiple dye signals) 

สาํหรับตวัอยา่งในรายการหรือตารางของการวิเคราะห์การทดสอบ 

10    สามารถกดดูหนา้อืÉนๆ ของใบรายงานผลไดด้ว้ยแถบ Page ดงัภาพ: 

 
 
 

► ► ►



302 
Advanced Software Functionalities 

302 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

 

 
 
 

Generating Reports 
 

Zooming and Panning to View Chart Details 
 
 

 

11 สามารถกดเลือกดูขนาดของใบรายงานไดจ้ากแถบขนาดกระดาษ ตามภาพดา้นล่าง 

 
 
 

►  ปุ่มแรก แสดงใบรายงานในรูปแบบทีÉพอดีกบัขนาดสาํหรับการพมิพ ์

►  ปุ่มทีÉสอง แสดงใบรายงานในรูปแบบทีÉความกวา้งและความยาวพอดีกบัหนา้รายงานในหนา้ต่าง 

►  ปุ่มทีÉสาม แสดงใบรายงานในรูปแบบทีÉความกวา้งพอดีกบัหนา้รายงานในหนา้ต่าง 

หรือสามารถกด Zoom เพืÉอขยายเขา้-ขยายออกไดห้ลายขนาดดงัภาพ 
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12   สามารถสัÉงพมิพไ์ดโ้ดยกดปุ่มสัญลกัษณ์เครืÉองพิมพ ์          ทีÉตาํแหน่งดา้นบนของหนา้ต่างของใบ

รายงาน 

 

    13     สามารถบนัทึกใบรายงานในรูปแบบไฟล ์pdf โดยกดปุ่ม PDF ทีÉแถบเครืÉองมือ 
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Using Chart Preferences 
 
 
 

14      การใช้งานการตัÊงค่า 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 มีการตัÊงค่าต่อไปนีÊ ทีÉจะสามารถใชเ้พืÉอปรับแต่งแผนภูมิและตวัอยา่ง และ 

ตัÊงค่าตวัเลือกเริÉมตน้ต่างๆ ไดด้งันีÊ  

► การตัÊงค่าแผนภูมิ (Chart preferences) กาํหนดลกัษณะเริÉมตน้และเนืÊอหาของแผนภูมิ 
 

► การตัÊงค่าตวัอยา่ง (Sample preferences) กาํหนดสีเริÉมตน้และลกัษณะเส้นของตวัอยา่งในแผนภูมิ 

► การตัÊงค่าผูใ้ชง้าน (User preferences) กาํหนดไดเลก็ทอรีนาํเขา้และส่งออกเริÉมตน้และการตัÊงค่าอืÉนๆ 

รายการการตัÊงค่าแผนภูมิและผูใ้ชจ้ะอยูใ่นโฟลเดอร์การตัÊงค่า ซึÉงอยูใ่นโฟลเดอร์ของผูใ้ช ้ ในส่วนของ 

LightCycler® 480 Software Navigator เมืÉอเปิดรายการการตัÊงค่า หนา้ต่างการตัÊงค่าจะถูกเปิดขึÊนในหนา้ต่าง

หลกั สามารถมีรายการแผนภมูิไดห้ลายรายการ (multiple chart items) โดยแต่ละรายการมีการตัÊงค่าต่างกนั 

สามารถระบุไดว้า่รายการใดจะเป็นค่าเริÉมตน้ หากรายการการตัÊงค่าแผนภูมิทัÊงหมดถูกลบ โปรแกรม 

LightCycler® 480 จะสร้างรายการการตัÊงค่าเริÉมตน้ใหม่ในครัÊ งต่อ ไปทีÉเขา้สู่ระบบ 

ในส่วนนีÊ เป็นการอธิบายถึงวธีิการดาํเนินการต่อไปนีÊ  

► ใชก้ารตัÊงค่าแต่ละประเภท 

► สร้าง instances ของรายการการกาํหนดค่าตามความตอ้งการหลายรายการ และระบุเป็นค่าเริÉมตน้สาํหรับ

ประเภทของการกาํหนดค่าตามความตอ้งการนัÊนๆ 

14 
14.1       การใช้งานการตัÊงค่าแผนภูมิ 

บญัชีผูใ้ชมี้รายการการตัÊงค่าแผนภูมิ ซึÉ งจะกาํหนดลกัษณะเริÉมตน้และเนืÊอหาของแผนภูมิไวแ้ลว้ สามารถเปลีÉยน

การตัÊงค่าแผนภูมิเริÉมตน้ไดต้ามตอ้งการ สามารถบนัทึกเวอร์ชนัทีÉแกไ้ขของรายการการกาํหนดค่าตามความ

ตอ้งการแผนภูมิและใชก้ารกาํหนดค่าตามตอ้งการแทนค่าเริÉมตน้ โดยสามารถมีรายการปรับแต่งแผนภูมิไดม้าก

เท่าทีÉตอ้งการ แต่ละผูใ้ชส้ามารถกาํหนดรูปลกัษณ์ทีÉแตกต่างกนัสาํหรับแผนภูมิได ้

ขอ้มูลเพิÉมเติมโปรดดูทีÉส่วน “Creating a Separate Chart Preferences Item and Making It the Default” โดย

สามารถแทนทีÉการตัÊงค่าแผนภูมิปัจจุบนัสาํหรับแต่ละแผนภูมิ การวเิคราะห์ หรือการทดสอบ ขอ้มูลเพิÉมเติม 

โปรดดูทีÉส่วน Overriding Default Chart Preferences 
 

หากตอ้งการยกเลิกการเปลีÉยนแปลงแลว้กลบัไปทีÉค่าก่อนหนา้ สาํหรับระดบัทีÉตอ้งการเมืÉอใดใหก้ดทีÉ 

Restore default values 

 
วธีิเปิดการตัÊงค่าแผนภูมิแต่ละรายการ 

 

1 เขา้สู่โฟลเดอร์ผูใ้ชง้านใน LightCycler® 480  Software Navigator แลว้โฟลเดอร์ยอ่ย Preferences  

2 ดบัเบิÊลคลิกทีÉ Chart preferences จากนัÊนหนา้ต่างของ Chart preferences จะเปิดขึÊนในหนา้ต่างหลกัของ

ซอฟแวร์ 

3 สามารถตัÊงค่าการใชง้านตามตอ้งการดงันีÊ  โดยใชห้นา้ต่าง Chart preferences   

► ส่วนหวัของแผนภูมิ และรูปแบบป้ายกาํกบั โดยใชแ้ถบสามส่วนทางดา้นซา้ย 

► เนืÊอหา และลกัษณะ ของประเภทของแผนภูมิ โดยใชแ้ถบทางดา้นขวา 

■
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ไม่มีการตัÊงค่าแผนภูมิ (chart preference settings) สาํหรับแผนภูมิประวตัิการเปิดรับแสง 
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14.1.1     การตัÊงค่าส่วนหัวของแผนภูมแิละรูปแบบป้ายกาํกบั 

 
► Title: ระบุชืÉอแผนภูมิ 

► Axis title : ระบุขอ้ความบอกลกัษณะของแผนภูมิในส่วนใตแ้กน X และดา้นซา้ยของแกน Y บนแผนภูมิ 

► Axis label : ระบุลกัษณะของค่าการวดับนแกน เช่น เวลาบนแกน X ของแผนภูมิสารเรืองแสง 
 

 

การกาํหนดชืÉอและระบุลกัษณะ: 
 

1 ในส่วนทีÉเหมาะสม ใหเ้ลือกหรือยกเลิกการเลือกช่องทาํเครืÉองหมายทีÉมองเห็นได ้เพืÉอรวมหรือไม่รวม

ขอ้ความประเภทนีÊในแผนภูมิ 

2 ระบุลกัษณะขอ้ความดงันีÊ : 

►  เลือกแบบอกัษรจากรายการ (pull-down list) ในช่องแรก 

►  เลือกแบบอกัษรจากรายการ (pull-down list) ในช่องขนาดหรือกาํหนดค่าทีÉตอ้งการ 

►  การเปลีÉยนสีอกัษร ใหค้ลิกแถบสีทางดา้นขวาของช่องขนาด เพืÉอแสดงจานสี เลือกสีทีÉตอ้งการ 

 แลว้คลิก OK 

►  การใชอ้กัษรตวัหนา หรือ ตวัเอียง ใหเ้ลือก Bold or Italic  

►  ในการจดัตาํแหน่งชืÉอแผนภูมิ ใหเ้ลือกตาํแหน่งจากรายการ pull-down list ในช่องสุดทา้ยของ Title section  

ชิดขวา ชิดซา้ย หรือกึÉงกลาง                                                    14 
 

 

3 คลิกทีÉ ปุ่มบนัทึก  ในแถบ Global action เพืÉอบนัทึกการตัÊงค่า 
 

■ 
 
 

14.1.2     การระบุเนืÊอหาของแผนภูมิ Fluorescence Charts 
 

แถบ Fluorescence ของหนา้ต่างการตัÊงค่าแผนภูมิ (Chart preferences) จะควบคุมลกัษณะเริÉมตน้ของขอ้มูลการ

เรืองแสง ซึÉ งแสดงอยูใ่น Fluorescence History chart โดยทีÉ Fluorescence History chart จะแสดงบนแถบ Data 

ของ Experiment module 

 
► ค่าเริÉมตน้ของแกนสาํหรับแผนภมิู Fluorescence History ทีÉแสดงค่าการเรืองแสงเทียบกบัเวลา รอบ 

หรืออุณหภูมิ 

► ค่าเริÉมตน้ของช่องสัญญาณสาํหรับแผนภูมิแท่งการเรืองแสง Current Fluorescence ทีÉแสดงระดบัการ

เรืองแสงสาํหรับแต่ละตวัอยา่งและแต่ละช่องสัญญาณ 

แผนภูมิทัÊงสองจะแสดงบนแถบ Online Data Display ของ Run module และบนแถบ Raw Data ของ 

        Summary module 
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การระบุข้อมูลแผนภูมิการเรืองแสง 

 

1      เลือกแถบ Fluorescence History  

 

2      
ในช่อง Fluorescence History ให้เลือกค่าของแกน X จากรายการ pull-down list (ไดแ้ก่ Cycles, Time, 

Temperature) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

14 
 

 

        

 

คลิก         ในแถบ Global action เพืÉอบันทึกการตัÊ งค่า  
 

■
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14.1.3     การระบุลกัษณะทีÉปรากฏของแผนภูม ิเส้นโค้งมาตรฐาน  
 

แถบ Standard Curve ของหนา้ต่าง Chart preferences จะควบคุมลกัษณะทีÉปรากฏของแผนภูมิ Standard Curve 

ในการวเิคราะห์แบบเชิงปริมาณ โดยสามารถระบุลกัษณะทีÉปรากฏของเส้นโคง้และจุดตวัอย่าง (sample 

points) ได ้
 
 

การระบุลกัษณะทีÉปรากฏของเส้นโคง้และจุดตวัอยา่ง: 

 

1      เลือกแถบ Standard Curve  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

14 
 
 
 
 
 
 
 
 

2   สามารถปรับการตัÊงค่าเส้นโคง้ 

►  การระบุสีของเส้น ใหก้ดทีÉกล่องสีดา้นล่าง Curve เพืÉอแสดงจานสี เลือกสี แลว้คลิก OK 

►  การระบุรูปแบบของเส้น ให้เลือกรูปแบบจากรายการ pull-down list 

►  การระบุความกวา้งของเส้น ใหเ้ลือกหรือใส่ค่าทีÉตอ้งการได ้

3      สามารถปรับการตัÊงค่าจุดแสดงตวัอยา่งไดด้งันีÊ : 

►  การระบุสีของจุด ใหก้ดทีÉกล่องสีใต ้Samples เพืÉอดูจานสี เลือกสี แลว้จึงคลิก OK 

►  การระบุรูปแบบของจุด ใหเ้ลือกรูปแบบจากรายการ pull-down list 
 

4   คลิกบนัทึก   ในแถบ Global action เพืÉอบนัทึกการตัÊงค่า 
 

■
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14.1.4     การระบุเนืÊอหาและลกัษณะของแผนภูมิอณุหภูม ิ
 

แถบอุณหภูมิ (Temperature) ของหนา้ต่างการตัÊงค่าแผนภูมิ (Chart preferences) จะควบคุมลกัษณะทีÉปรากฏ

ของแผนภมูิ Temperature History ซึÉ งแสดงค่าอุณหภูมิทีÉอ่านไดแ้ละจุดค่าการรับแสงเรืองแสงฟลูออเรสเซน้ต ์

แผนภูมิจะแสดงบนแถบ Run Protocol )ซึÉ งมีป้ายกาํกบัวา่ Overview) และบนแถบขอ้มูล (Data tab) 

 
 

 

การระบุเนืÊอหาและลกัษณะของแผนภูมิอุณหภูมิ: 

 

1      เลือกแถบ Temperature History 

 

2     นาํเขา้หรือนาํออกค่าการอ่านอณุหภูมิ ใหเ้ลือกหรือลบกล่องแสดงอณุหภูมิ Show Temperature 

 

3     ลกัษณะของเส้นอุณหภูมิบนแผนภูมิสามารถปรับไดด้งันีÊ  

►  การเลือกสีเส้น ใหก้ดทีÉกล่องสีใต ้Show Temperature เพืÉอดูถาดสี เลือกสีทีÉตอ้งการ แลว้จึงกด 

OK 

►  การเลือกรูปแบบเส้น ใหเ้ลือกรูปแบบจากรายการ pull-down list. 

►  การเลือกความกวา้งของเส้น ใหใ้ส่ค่าหรือเลือกค่าทีÉตอ้งการ 

4  การเพิÉมหรือลบ fluorescence acquisition points ใหก้ดเลือกหรือลบกล่อง Show Acquisitions box 

5  การระบุลกัษณะของจุดรับ (acquisition points) บนแผนภูมิ 

►  การระบุสีจุด ใหก้ดทีÉกล่องสีใต ้Show Acquisitions เพืÉอดูถาดสี เลือกสีทีÉตอ้งการ แลว้จึงกด OK 

►  การเลือกรูปแบบจุด ใหเ้ลือกรูปแบบจากรายการ pull-down list 

6   คลิกบนัทึก   ในแถบ Global action เพืÉอบนัทึกการตัÊงค่า 

■ 

DD        

14.1.5     การแทนทีÉการตัÊงค่าแผนภูมิเริÉมต้น 

ในบางกรณีทีÉตอ้งการแยกแผนภูมิเดีÉยว แยกการวเิคราะห์ หรือทดลองใชก้ารตัÊงค่าแผนภูมิทีÉแตกต่างจากค่า

เริÉมตน้ทีÉระบุไวใ้นรายการการตัÊงค่าแผนภูมิ สามารถลบลา้งการตัÊงค่าเริÉมตน้ในระดบัต่อไปนีÊ  

 

► แผนภูมิแต่ละรายการ 
 

► แผนภูมิทัÊงหมดภายในการวิเคราะห์ 

► แผนภูมิทัÊงหมดภายในการทดสอบ 

 

เมืÉอระบุการตัÊงค่าแบบกาํหนดเองทีÉระดบัใดๆ ในสามระดบันีÊ  การตัÊงค่าใหม่จะแทนทีÉค่าเริÉมตน้สาํหรับแผนภูมิ

ในระดบันัÊน
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การแทนทีÉการตัÊงค่าแผนภูมิ: 

1 เปิด experiment และคลิกขวา ชาร์ตทีÉตอ้งการปรับแต่ง 

2 หากตอ้งการแทนทีÉการตัÊงค่าสาํหรับแผนภูมิทัÊงหมดภายในการวิเคราะห์หรือภายในการทดสอบ ใหค้ลิกขวาทีÉ

แผนภูมิใดกไ็ดใ้นการวิเคราะห์หรือการทดสอบ 

2      เลือก Chart Preferences 

กล่องโตต้อบ ChartAmpEditor จะเปิดขึÊน โดยมีตวัเลือกสาํหรับประเภทแผนภูมิทีÉคลา้ยกบัในหนา้ต่างการตัÊง

ค่าแผนภูมิทีÉอธิบายไวข้า้งตน้ อยา่งไรกต็าม กล่องโตต้อบมีตวัเลือกเพิÉมเติมสาํหรับการตัÊงค่าแผนภูมิขนาด

แกน X และY 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

14 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3  ก่อนทีÉจะทาํการเปลีÉยนแปลง ตอ้งเลือกระดบัทีÉจะใชก้ารเปลีÉยนแปลงใน Preference level ในพืÊนทีÉ

ระดบัการตัÊงค่า ใหเ้ลือกอยา่งใดอยา่งหนึÉงต่อไปนีÊ  

►  ชืÉอการทดสอบเพืÉอใชก้ารตัÊงค่ากบัแผนภูมิทัÊงหมดในการทดสอบปัจจุบนั 

► ชืÉอการวิเคราะห์เพืÉอจะปรับการตัÊงค่ากบัทุกชาร์ตในการวิเคราะห์ปัจจุบนั 

►  Chart ชาร์ตเพืÉอปรับใชก้ารตัÊงค่าสาํหรับชาร์ตปัจจุบนัเท่านัÊน 

 
 การตัÊงค่าสามารถถูกบนัทึกสาํหรับเพียงหนึÉงระดบัทีÉเวลานัÊน ซึÉงหากมีการเปลีÉยนแปลงทีÉระดบัชาร์ต ให้

เลือกระดบัการวิเคราะห์และทาํการเปลีÉยนเพิÉมเติมแลว้จึงคลิก “Save” มีเพียงการเปลีÉยนแปลงสาํหรับ

ระดบัการวิเคราะห์ถูกบนัทึกเท่านัÊน ยกตวัอยา่งเช่น ถา้เปลีÉยนสีหวัขอ้เป็นสีฟ้าทีÉระดบัชาร์ตสาํหรับ 

standard curve และบนัทึกการตัÊงค่า ส่วนลาํดบัต่อไปเปลีÉยนสีหวัขอ้เป็นสีเขียวทีÉระดบั experiment และ

บนัทึกการตัÊงค่า หวัขอ้ของ standard curve จะยงัคงเป็นสีฟ้า จะไม่เปลีÉยนเป็นสีเขียว 

4  การเปลีÉยนการตัÊงค่าขอ้ความในหวัขอ้  Title, Axis Title, and Axis Label boxes โปรดดูขอ้มูลเพิÉมเติมในส่วน  

“การระบุหวัขอ้ชาร์ตและการกาํกบัรูปแบบ Specifying Chart Heading and Label Styles 

► ► ►
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5    การเปลีÉยนการตัÊงค่าจาํเพาะของชาร์ต (ถา้มี) ในกล่องดา้นล่างส่วนของ Title การแสดงทางเลือกขึÊนอยูก่บั

ประเภทของชาร์ต สาํหรับบางประเภทของชาร์ตจะไม่มีการตัÊงค่าชาร์ตจาํเพาะ 

6      ในพืÊนทีÉ Axis scaling สามารถเลือก Auto-scale หรือตัÊงค่าช่วงของหน่วยสาํหรับแกน X และ Y และ

ขนาด 

ถา้ตอ้งการตัÊงค่าขนาดแกนดว้ยตวัเอง ตอ้งกดคลิกออกจาก Auto-scale โดยกดคลิกเลือกในกล่อง

ตรวจสอบทีÉเกีÉยวขอ้งกนั ดงันัÊนตอ้งเติมค่าลงใน From, To และ Requested  Increment  

►  ถา้เลือก 0 เป็น increment size ขนาดทีÉเพิÉมขึÊนจะถูกกาํหนดโดยอตัโนมติั 

►  หากตัÊงค่า increment size ทีÉขนาดเล็กซึÉ งกาํกบัซอ้นทบั การตัÊงค่าถูกเพกิเฉยและขนาดทีÉเพิÉมขึÊนจะ

ถูกกาํหนดโดยอตัโนมติั 

7  ถา้จะตอ้งยกเลิกการเปลีÉยนแปลงและทาํซํÊาจากการตัÊงค่าเดิมสาํหรับเลือกระดบั แลว้คลิกRestore 

current level values 

8      เมืÉอตัÊงค่าเสร็จแลว้ กดบนัทึก Save 

 
■ 

 
 

ตัวอย่างของการแทนทีÉการตัÊงค่าแผนภูมิ: 

 

1  คลิกขวาทีÉชาร์ตการเพิÉมขยายปริมาณ (amplification curve chart) ในการวิเคราะห์แบบ Absolute 

Quantification analysis และเลือก Chart Preferences 

2  ระดบัชาร์ตถูกเลือกไวด้ว้ยการตัÊงค่ามาตรฐาน ใหค้ลิกออกจาก Auto-scale สาํหรับแกน X ใหต้ัÊงค่าช่วงจาก 1 – 

50 และ คลิกปุ่ม Save เพืÉอทีÉจะยืนยนัการตัÊงค่า 

3 เปิด Chart Preferences ใหม่อีกครัÊ ง เลือกระดบั Abs Quant (analysis) แลว้คลิกออกจาก Auto-scale สาํหรับแกน X 

แลว้ตัÊงค่าในช่วง 1 – 100 และบนัทึกการตัÊงค่า 

ผล: แผนภูมิ Amplification Curve มีมาตราส่วนตัÊงแต่ 1 ถึง 50 ช่วงมาตราส่วนสาํหรับแผนภูมิอืÉนๆ ทัÊงหมดใน

การวิเคราะห์ )เช่น แผนภูมิ  Standard Curve  (จะเป็นคือ 1 ถึง 100 

4      เปิดการตัÊงค่าแผนภูมิอีกครัÊ ง )ระดบัแผนภูมิจะถูกเลือกตามค่าเริÉมตน้ (คลิก ลบค่าปัจจุบนั  (Remove Current 

Values) และบนัทึกการตัÊงค่า 

ผล: แผนภูมิแผนภูมิ Amplification Curve มีช่วงมาตราส่วนตัÊงแต่ 1 ถึง 100 

การตัÊงค่าระดบัแผนภูมิถูกลบออก ดงันัÊนค่าสาํหรับระดบัดา้นบน )ระดบัการวิเคราะห์ (จึงถูก

นาํมาใช ้

 

5  เปิดการตัÊงค่าแผนภูมิอีกครัÊ ง (ระดบัแผนภูมิจะถูกเลือกตามค่าเริÉมตน้) และตัÊงค่ามาตราส่วนตัÊงแต่ 1 ถึง 150 ให้

คลิก Restore Current Level Values และปิดกล่องโตต้อบ dialog box 

ผล: แผนภูมิแผนภูมิ Amplification Curve ยงัคงมีช่วงมาตราส่วนตัÊงแต่ 1 ถึง 100 เนืÉองจากช่วงค่า 1 ถึง 

150 ไม่ไดถู้กบนัทึก เมืÉอคลิก Restore Current Level Values แลว้ การบนัทึกการตัÊงค่าก่อนหนา้ทีÉ 1 ถึง 

100 จะถูก 

■
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14.1.6     การสร้างรายการการตัÊงค่าแผนภูมแิยกต่างหากและทําให้เป็นค่าเริÉมต้น 
 

 

สามารถสร้างรายการการตัÊงค่าแผนภูมิไดห้ลายรายการและระบุรายการทีÉจะใชเ้ป็นค่าเริÉมตน้ได ้ โดยสามารถ

เปลีÉยนการกาํหนดค่าเริÉมตน้ไดต้ามตอ้งการ 

 
การสร้างรายการการตัÊงค่าแผนภูมิแยกต่างหากและทาํใหเ้ป็นค่าเริÉมตน้: 

 

1      เขา้สู่โฟลเดอร์ซอฟแวร์ LightCycler® 480 แลว้เลือก Navigator แลว้เปิดโฟลเดอร์ยอ่ย 

Preferences subfolder 

2  เลือกรายการเริÉมตน้สาํหรับการตัÊงค่าแผนภมูิและคดัลอกไปยงัตาํแหน่งทีÉตอ้งการบนัทึก แลว้ตัÊงชืÉอ

สาํหรับรายการการตัÊงค่าใหม่ แลว้คลิก Save 

3 เปิดรายการการตัÊงค่าและแกไ้ขการตัÊงค่าตามทีÉอธิบายไวใ้นส่วนก่อนหนา้ 

4 หากตอ้งการระบุรายการการกาํหนดค่าตามทีÉตอ้งการนีÊ เป็นค่าเริÉมตน้ ใหค้ลิก Make Default ใน

หนา้ต่างตวัแกไ้ขค่ากาํหนด Preferences editor pane 

■ 
 

 
 
 
 

14 
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Working with Preferences 
 

Using Sample Preferences 
 
 
 

14.2       การใช้งานการตัÊงค่าตัวอย่าง 
 

สามารถแกไ้ขลกัษณะของเส้นและจุดของตวัอยา่งสาํหรับแผนภูมิของการทดสอบ ดงันีÊ  

 

1 ในส่วนของแถบ  Sample Editor ใหค้ลิก Configure Properties จะปรากฏหนา้ต่าง 

 Configure Sample Editor 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

14 
 

 
 
 

2  ในส่วน Available properties list, ใหค้ลิกเลือกหรือยกเลิกคุณสมบติัทีÉตอ้งการในหมวดหมู่ของ 

Sample Preferences ซึÉ งจะปรากฏขึÊนในช่อง Table View และ/หรือ Plate View 

►  ความกวา้ง 

►  รูปแบบเส้น  

►  รูปแบบจุด 

การเลือกคุณลกัษณะถูกแสดงอยูใ่นรายการ Table order หรือ Well order 
 

3  (ตวัเลือกเพิÉมเติม) เลือกคุณสมบติัในรายการ Table order หรือ Well order แลว้คลิกปุ่ มสัญลกัษณ์ชีÊ

ลง  หรือสัญลกัษณ์ชีÊ ขึÊน  เพืÉอเปลีÉยนลาํดบัของคุณสมบติั 
 

4  คลิกปุ่ม  สัญลกัษณ์ถูกตอ้ง เพืÉอปิดหนา้ต่าง Configure Sample Editor Properties โดยทีÉ

คุณลกัษณะถูกแสดงใน Table order หรือ Well order ตามทีÉไดเ้ลือกไว ้

 

คุณสมบติัทีÉเลือกจะถูกบนัทึกไวก้บัการทดลอง 

 
■
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14 

Working with Preferences 
 

Using Sample Preferences 
 
 
 

สามารถปรับแก้ไขการตัÊงค่าตวัอย่างสําหรับการทดสอบดังนีÊ: 

 

1  การเปลีÉยนการตัÊงค่าสีสาํหรับตวัอยา่ง ใหค้ลิกสีÉเหลีÉยมสีทีÉอยูถ่ดัจากชืÉอตวัอยา่งในรายการตวัอยา่ง

เพืÉอเปิดจานสี จากนัÊนเลือกสี แลว้คลิก OK 

การเปลีÉยนนีÊจะเป็นกบัตวัอยา่งทีÉเลือกทัÊงหมด 

2  หากตอ้งการเปลีÉยนชืÉอตวัอยา่งเริÉมตน้ ใหค้ลิกชืÉอตวัอยา่งแลว้พมิพชื์Éอใหม ่ชืÉอตวัอยา่งเริÉมตน้ถูก

นาํไปใชก้บัการทดสอบใหม่ การทดสอบทีÉมีอยูแ่ลว้จะไม่ไดรั้บผลกระทบ 

3  หากตอ้งการเปลีÉยนลกัษณะเส้นทีÉใชส้าํหรับตวัอยา่ง ใหค้ลิกในคอลมัน์ลกัษณะเส้น (Line Style) 

แลว้เลือกลกัษณะใหม่จากรายการ pull-down ตวัอยา่งเช่น สามารถเลือกเส้นประแทนเส้นทึบ 

 
 
 

4  หากตอ้งการเปลีÉยนความกวา้งของเส้น ใหค้ลิกในคอลมัน์ความกวา้ง แลว้ป้อนความกวา้งใหม่ 

 

5  หากตอ้งการดูเส้นตวัอยา่งของจุดวดั ให้คลิกในคอลมัน์ลกัษณะจุด แลว้เลือกลกัษณะจากรายการ

แบบ pull-down หากตอ้งการเส้นทึบ ใหป้ล่อย Point Style ไวเ้ป็น “Nothing” 
 

6   คลิก บนัทึก  ในแถบ Global action เพืÉอบนัทึกการตัÊงค่า 

 

7    หากตอ้งการดูแผนภูมิในหนา้ต่างการวเิคราะห์พร้อมคุณสมบติัทีÉเกีÉยวขอ้ง ให้เลือกการตัÊงค่า 

Sample preferences’ settings ใน Legend Property Selector 

■
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Working with Preferences 
 

Specifying User Preferences 
 
 
 

14.3       การระบุการตัÊงค่าของผู้ใช้ 
 

การตัÊงค่าผูใ้ชส้ามารถระบุไดด้งันีÊ 

 
► ไดเร็กทอรีÉ เริÉมตน้สาํหรับการนาํเขา้หรือส่งออกไฟลโ์ปรแกรม LightCycler® 480  

 

► โฟลเดอร์ฐานขอ้มูลเริÉมตน้ของทีÉจะบนัทึกรายการโปรแกรม LightCycler® 480 เช่น การทดลอง มาโคร 

และคาํถาม 
 

► แผนภูมิและการตัÊงค่ารายการตวัอยา่งทีÉจะเป็นค่าเริÉมตน้เมืÉอมีหลายคุณสมบติัใหเ้ลือก 

 
วิธีระบุการตัÊงค่าผูใ้ช้: 

 

1 ในโฟลเดอร์ผูใ้ชง้านของ  LightCycler® 480 Software “Navigator” ใหเ้ปิดโฟลเดอร์ยอ่ย 

“Preferences” และดบัเบิÊลคลิก User preferences 

2  การระบุตาํแหน่งทีÉใชเ้ก็บไฟล ์import/export ใหเ้ลือกแถบ Import/Export Path  

ในแต่ละกล่อง ใหร้ะบุตาํแหน่งทีÉตอ้งการเก็บไฟลบ์นคอมพวิเตอร์ หรือคลิกสัญลกัษณ์  

ดา้นหลงักล่อง แลว้เลือกตาํแหน่งบนคอมพวิเตอร์หรือเน็ตเวิร์คทีÉตอ้งการเก็บ และคลิก OK 

 
 
 

        3      กรณีตอ้งการระบุโฟลเดอร์เริÉมตน้ ใหเ้ลือกแถบ Database folder 

14                                    3  ในแต่ละกล่อง ใหร้ะบุตาํแหน่งทีÉตอ้งการเก็บไฟลบ์นคอมพวิเตอร์ หรือคลิกสัญลกัษณ์           

    ดา้นหลงักล่อง แลว้เลือกตาํแหน่งบนคอมพวิเตอร์หรือเน็ตเวิร์คทีÉตอ้งการเก็บ และคลิก  OK 

4 คลิกบนัทึก       ทีÉ แ ถ บ Global action เพืÉอบนัทึกการทดสอบดว้ยการตัÊงค่าใหม ่

 
■ 

 
 

การตัÊงค่านีÊจะถูกปรับใชใ้นครัÊ งถดัไปทีÉเปิดใชง้านการทดสอบ
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Specifying User Preferences 
 
 
 

15      เครืÉองมือสําหรับการดูแลระบบ 
 

เครืÉองมือสาํหรับการดูแลระบบสามารถเขา้ถึงผา่น Tools dialog. โดยเปิด Tools dialog โดยการคลิกทีÉปุ่ม

สัญลกัษณ์รูปประแจ  จะปรากฏกล่อง Tools ขึÊน จากนัÊนใหส้ังเกตกล่องดา้นซา้ยมือจะมีตวัเลือกใหแ้กไ้ข

ทางดา้นขวามือ 

 

 

15 
โดยสามารถจดัการไดด้งัต่อไปนีÊ : 

 

► User Access: การเขา้ถึงซึÉ งประกอบไปดว้ยการจดัการรหสัผา่น ผูใ้ชแ้ละกลุ่มบญัชีและการตัÊงค่าทัÉวไป 
 

► Report Settings: กาํหนดการตัÊงค่าสาํหรับใบรายงานผล 
 

► Error Log: ดูบนัทึกขอ้ผดิพลาด 
 

► Database Information: ดูสถานะฐานขอ้มูลและจดัการฐานขอ้มูล 

► Instruments: จดัการการตัÊงค่าการเชืÉอมต่อกบัเครืÉอง LightCycler® 480 เพืÉอดูบนัทึกการทาํงานและดูการทดสอบ 

► Detection Formats: กาํหนดรูปแบบการตรวจจบัสัญญาณ 
 

การเขา้ถึงเครืÉองมือสาํหรับการจดัการดูแลระบบนัÊนจะขึÊนอยู่กบับทบาทของผูใ้ช้
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15.1       การจัดการการเข้าถึงผู้ใช้ 
 

 หากตอ้งการใชโ้ปรแกรม LightCycler® 480 ตอ้งมีบญัชีผูใ้ชใ้นฐานขอ้มูลโปรแกรม LightCycler® 480 โดย

บญัชีผูใ้ชมี้ระดบัการเขา้ถึงโปรแกรมทีÉแตกต่างกนั ขึÊนอยูก่บับทบาททีÉกาํหนดใหก้บับญัชีและกลุ่มทีÉเป็นเจา้ของ

บญัชี เนืÊอหาส่วนนีÊอธิบายถึงการใชง้านของบญัชีผูใ้ช ้บทบาท และกลุ่ม และอธิบายวธีิจดัการลกัษณะเหล่านีÊ  

โดยใชเ้ครืÉองมือการจดัการผูใ้ชซ้อฟตแ์วร์ LightCycler® 480 (User Management tool) และอธิบายถึงวธีิการ

เปลีÉยนรหสัผา่นผูใ้ช ้ 
 

บญัชีผูใ้ชง้านตอ้งมีบทบาทผูดู้แลระบบภายใน (Local Administrator role) เพืÉอใชเ้ครืÉองมือการเขา้ถึง

ของผูใ้ช ้User Access tool 

 

การตัÊงค่าผูดู้แลระบบเพิÉมเติมเพืÉอจดัการการเขา้ถึงผูใ้ชแ้ละกลุ่มและเพืÉอให้เขา้ถึงหรือยกเลิกการเขา้ถึง

ฐานขอ้มูลได ้

 
 
 

15.1.1     ทําความเข้าใจเกีÉยวกบับัญชีผู้ใช้งาน 
 

บญัชีผูใ้ชใ้หก้ารเขา้ถึงซอฟตแ์วร์ LightCycler® 480 โดยบญัชีผูใ้ชร้ะบุชืÉอลอ็กอินและรหสัผา่นของผูใ้ช ้และ

กาํหนดระดบัการเขา้ถึงซอฟตแ์วร์ของผูใ้ช ้เมืÉอสร้างบญัชีผูใ้ช ้จะตอ้งกาํหนดบทบาทใหก้บับญัชีนัÊน โดย

กาํหนดงานทีÉผูใ้ชส้ามารถดาํเนินการไดใ้นการใชซ้อฟตแ์วร์ สาํหรับขอ้มูลเพิÉมเติม โปรดดูหวัขอ้ Understanding 

Roles นอกจากนีÊยงัสามารถเพิÉมบญัชีผูใ้ชล้งในกลุ่มตัÊงแต่หนึÉงกลุ่มขึÊนไป ผูใ้ชใ้นกลุ่มเดียวกนัมีสิทธิÍ เขา้ถึงสิทธิÍ

ทีÉเป็นของสมาชิกกลุ่ม สาํหรับขอ้มูลเพิÉมเติม โปรดดูในหวัขอ้ Understanding Groups 

 

แต่ละบญัชีผูใ้ชง้านมีโฟลเดอร์ค่าเริÉมตน้ในซอฟแวร์ LightCycler® 480 โดยแต่ละโฟลเดอร์ไม่สามารถลบ 

เปลีÉยนชืÉอ หรือยา้ยได ้อยา่งไรก็ตาม แต่ละผูใ้ชง้านสามารถสร้างโฟลเดอร์เพิÉมเติมภายใตโ้ฟลเดอร์ค่าเริÉมตน้ได ้

 

ผูใ้ชง้านใชชื้Éอเรียกวา่ admin (สาํหรับผูดู้แลระบบ) ถูกสร้างอยา่งอตัโนมติัเมืÉอซอฟแวร์ LightCycler® 480 ถูก

ติดตัÊง ผูใ้ชง้านทีÉเป็นผูดู้แลไม่สามารถถูกแกไ้ขใดๆได ้                                

 

 
 

15.1.2     การทําความเข้าใจกลุ่ม 
 

กลุ่มในทีÉนีÊกล่าวถึงบญัชีของผูใ้ชง้าน โดยสมาชิกของกลุ่มมีการเขา้ถึงวตัถุประสงคเ์ดียวกนัของสมาชิกแต่ละ

กลุ่ม ยกตวัอยา่งเช่น สมาชิกกลุ่มสามารถเปิดการทดสอบใดๆ ของสมาชิกคนอืÉนๆในกลุ่มได ้

ผูใ้ชง้านสามารถเขา้ถึงมากกวา่หนึÉงกลุ่มได ้โดยผูใ้ชง้านสามารถเขา้ถึงวตัถุประสงคง์านของผูใ้ชง้านอืÉนไดเ้มืÉอ

ทัÊงสองผูใ้ชง้านต่างเป็นสมาชิกของอยา่งนอ้ยหนึÉงกลุ่ม ยกตวัอยา่งเช่น ถา้ผูใ้ชง้าน Bob อยูใ่นกลุ่ม A และ B 

ในขณะทีÉผูใ้ชง้าน Susan อยูใ่นกลุ่ม B และ C แต่ระดบัของการเขา้ถึงจะถูกกาํหนดตามบญัชีผูใ้ชง้าน หาก

ตอ้งการดูขอ้มูลเพิÉมเติมเกีÉยวกบักฎของผูใ้ชง้าน โปรดดูในส่วนถดัไป 
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Administrative Tools 
 

Managing User Access 
 

การตัÊงค่ากลุ่มผูใ้ชจ้าํเป็นสาํหรับการทีÉมีหลายผูใ้ชร้ะดบัเชีÉยวชาญทีÉตอ้งการเขา้ถึงฐานขอ้มูลเดียวกนัจาก

หลายส่วนควบคุมหรือการทีÉส่วนควบคุมเชืÉอมต่อระบบเครือข่าย หากผูใ้ชต้อ้งการแบ่งปันขอ้มูลจาก

ฐานขอ้มูลซึÉ งใชผ้า่นส่วนควบคุมจากหลายทีÉหรือผา่นระบบเครือข่าย ผูใ้ชน้ัÊนจะตอ้งเป็นสมาชิกของ

กลุ่มก่อน รายละเอียดเพิÉมเติมดูในส่วน Setting up a Client/Server Network 

 
 

15.1.3     การทําความเข้าใจบทบาท 
 

แต่ละบญัชีผูใ้ชง้านถูกกาํหนดต่อหนึÉงกฎ แต่ละกฎจะอธิบายถึงสิทิÍ ของผูใ้ชง้านนัÊนๆ โดยมีทัÊงหมด 3 บทบาท ดงันีÊ  

 
► ผู ้ ใ ช้ ม า ต ร ฐ า น  ( s t a n d a r d  u s e r )  

 
► ผู ้ ใ ช้ เ ชีÉ ย ว ช า ญ  ( e x p e r t  u s e r )  

 
► ผู ้ ดู แ ล ร ะ บ บ  ( l o c a l  a d m i n i s t r a t o r )  

 

บทบาทไม่สามารถสร้างหรือลบได ้แต่สามารถเปิดหรือปิดสิทธิÍ การเขา้ถึงบางอยา่งสาํหรับแต่ละบทบาทได ้

สาํหรับขอ้มูลเพิÉมเติม โปรดดูในส่วน “Working with Roles” สามารถมี Standard Users, Expert Users และ 

Local Administrators ไดห้ลายคน 

 

เป็นไปไดห้ากตอ้งการมีหลาย Standard Users Expert Users และ Local Administrators 
 
 

15.1.4     สิทธิพเิศษของบทบาทผู้ใช้มาตรฐาน 
 

ผูใ้ชง้านมาตรฐาน (Standard Users) สามารถทาํดงัต่อไปนีÊได ้

15 
► เปลีÉยนรหสัผา่นของพวกเขา 

 

► ดูขอ้มูลการทดลองและพมิพร์ายงาน 

► ดูการทดลองและโฟลเดอร์ในส่วนเนวเิกเตอร์ 

► ใชม้าโคร macros 
 

► นาํเขา้และส่งออกขอ้มูลในส่วนเนวเิกเตอร์ 
 

► รวมและไม่รวมตวัอยา่งจากการวเิคราะห์หากเปิดใชง้านโดยผูดู้แลระบบ 

► ดูขอ้มูลฐานขอ้มูล 
 

► ดูเครืÉองมือวดัและเครืÉองมือของแถบการเขา้สู่ระบบประวติั 
 

► แกไ้ขบนัทึกการทดสอบและบนัทึกการวเิคราะห์ 

► แกไ้ขชืÉอตวัอยา่ง 
 

► ปรับแต่งการตัÊงค่าสาํหรับใบรายงาน 

 
ผูใ้ชม้าตรฐานไม่สามารถทาํสิÉงต่อไปนีÊ : 

 
► เปลีÉยนแปลงการทดลอง ยกเวน้ตามทีÉระบุไวด้า้นล่าง 

► เปลีÉยนเครืÉองมือการใชง้าน 

► ดูรูปแบบการตรวจจบั (detection formats) และการตัÊงค่ารายงานภายใตชุ้ดเครืÉองมือ 

► บนัทึกวตัถุประสงค ์macros หรือแม่แบบ
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Managing User Access 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

15.1.5     สิทธิพเิศษของบทบาทผู้ใช้ทีÉเชีÉยวชาญ 

Expert Users สามารถทาํสิÉงต่อไปนีÊ  
 

► เปลีÉยนรหสัผา่นของพวกเขา 

► ใชโ้มดูลการเขียนโปรแกรม Run เพืÉอสร้างและดาํเนินการทดลอง รวมถึงกาํลงัติดตาม 

► ใชต้วัแกไ้ขตวัอยา่ง (Sample Editor) ตวัแกไ้ขคุณสมบติั (Property Editor) และตวัแสดงคุณสมบติั 

(Property Viewer) 
 

► ใชต้วัแกไ้ขกลุ่มยอ่ย (Subset Editor) 

► เพิÉมการวเิคราะห์ในการทดสอบและแกไ้ขการตัÊงค่าการวเิคราะห์ทัÊงหมด 

► ใชแ้ละสร้างแม่แบบ (templates) และมาโคร 
 

► สร้างเส้นโคง้มาตรฐาน (standard curves) และวตัถุชดเชยสี  

► สร้าง experiment macros 
 

► สร้าง objects อืÉนๆ ทัÊงหมด และการเปิด คดัลอก ดาํเนินการ แกไ้ข และการยา้ยใดๆ สาํหรับการทดลอง 

ซึÉ งรวมถึงการแกไ้ขขอ้มูลตวัอยา่ง การเพิÉมการวเิคราะห์ในการทดลอง การรวมถึงและการคดัออก

ตวัอยา่งจากการวเิคราะห์ และการใชแ้ถบเครืÉองมือการวิเคราะห์เพืÉอเปลีÉยนการตัÊงค่าการวเิคราะห์ 
 

► เปลีÉยนชืÉอโฟลเดอร์และ objects ทีÉไม่ใช่ค่าเริÉมตน้ 

► การเปิด คดัลอก และดาํเนินการทีÉเป็นของ Local Administrator 
 

► การเปิด คดัลอก และดาํเนินการทีÉเป็นของ Expert Users รายอืÉนทีÉเป็นสมาชิกของกลุ่มเดียวกนั 

15                                 ► ดูและคดัลอกรายการจากโฟลเดอร์ Roche  

► ลบ objects ทีÉไม่สามารถติดตามไดห้ากเปิดใชง้านโดย Local Administrator 
 

► สร้างและดาํเนินการคน้หา 

► เปลีÉยนการตัÊงค่ากาํหนดต่างๆ 

 ► จดัการรูปแบบการตรวจจบั (detection formats) เมืÉอเปิดใชง้านโดย Local Administrator 

 ► เขา้ถึงกล่องเครืÉองมือและการเพิÉมเครืÉอง 
 

Expert Users ไม่สามารถทาํดงัต่อไปนีÊ  

 ► สร้าง ลบ ยา้ย แกไ้ข หรือเปลีÉยนชืÉอ objects ทีÉเป็นของ Local Administrator หรือ Expert Users อืÉนๆ 
 

► ดูโฟลเดอร์หรือ objects ทีÉเป็นของ Expert Users ทีÉไม่ไดเ้ป็นสมาชิกของกลุ่มเดียวกนั 
 

► ลบ ยา้ย หรือเปลีÉยนชืÉอโฟลเดอร์เริÉมตน้ รวมถงึโฟลเดอร์ของตวัเอง
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15 

 
 
 

15.1.6     สิทธิพเิศษของบทบาทผู้ดูแลระบบ  

Local Administrators สามารถทาํดงัต่อไปนีÊได:้ 

► ทุกสิÉงทีÉ Expert User สามารถทาํได ้

► ใชโ้มดูลการเขียน Run programming เพืÉอสร้างและดาํเนินการการทดลอง 
 

► สร้างและใชเ้ทมเพลตและ macros ทีÉมีอยูเ่พืÉอทาํการทดลองและวเิคราะห์ผลลพัธ์ 
 

► สร้าง objects อืÉนๆ ทัÊงหมดและการเปิด คดัลอก ดาํเนินการ แกไ้ข ลบ และยา้ย objects ใดๆ ของตนเอง 

)สิทธิÍ การแกไ้ขรวมถึงการแกไ้ขขอ้มูลตวัอยา่ง การเพิÉมการวเิคราะห์ในการทดลอง และการใชแ้ถบ

เครืÉองมือการวิเคราะห์เพืÉอเปลีÉยนการตัÊงค่าการวเิคราะห์ใดๆ) 
 

► เปิด ดาํเนินการ และคดัลอกรายการทีÉเป็นของ Local Administrator อืÉนๆ 
 

► เปิดรายการในโฟลเดอร์ Roche  
 

► สร้างโฟลเดอร์ระบบทีÉเป็นของ Local Administrator แต่ผูใ้ชท้ัÊงหมดสามารถอ่านได ้
 

► สร้าง เปิด คดัลอก ดาํเนินการ แกไ้ข ลบ และยา้ย objects ในโฟลเดอร์ทีÉเป็นของ Expert Users หรือ Standard Users 
 

► ใชเ้ครืÉองมือ User Access เพืÉอจดัการผูใ้ชง้านและกลุ่ม สาํหรับขอ้มูลเพิÉมเติม โปรดดูเพิÉมเติมในส่วน 

Managing Users, Groups and Roles 
 

► บาํรุงรักษาฐานขอ้มูล อปัเดต ทาํดชันีใหม่ และลา้งขอ้มูล  

► เปิดใชง้านสิทธิÍ การเขา้ถึงต่อไปนีÊสาํหรับบทบาท 

► สาํหรับ Roche Users: ความสามารถในการเขา้ถึง objects ทีÉเป็นของ Local Administrator 
 

► สาํหรับ Expert Users: ความสามารถในการลบ objects ทีÉไม่สามารถติดตามไดข้องผูใ้ชง้านและ

แกไ้ขรูปแบบการตรวจจบั 

 
 

Local Administrators ไม่สามารถทาํดงัต่อไปนีÊได:้ 

 
 

► ลบหรือปิดใชง้านบญัชีผูดู้แลระบบ admin  
 

► แกไ้ขหรือยา้ย objects ในโฟลเดอร์ Roche  
 

► ยา้ย คดัลอก หรือแกไ้ข objects ทีÉเป็นของ Local Administrator อืÉน ตวัอยา่งเช่น ผูดู้แลระบบคนหนึÉงไม่

สามารถคดัลอก objects ลงในโฟลเดอร์ของผูดู้แลระบบรายอืÉนได ้
 

► Deleteลบ ยา้ย คดัลอก หรือเปลีÉยนชืÉอโฟลเดอร์เริÉมตน้ วมถึงโฟลเดอร์เริÉมตน้ของตวัเอง
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Owner      Type of User                                          Can perform the following  actions in ... 
 

Traceable Database           Research Database 

Admin Experiment owner                        Read, Move, Modify, Execute       Read, Move, Modify, Execute, 
Delete, Rename 

Administrator in same group       Read                                              Read, Delete 

Administrator not in group          Read                                              Read, Delete 

Expert user in same group          Read                                              Read 

Expert user not in group              Read                                              Read 

Standard user in same group      Read                                              Read 

Standard user not in group         Read                                              Read 

Expert Experiment Owner                       Read, Move, Modify, Execute       Read, Move, Modify, Execute, 
Delete, Rename 

Administrator in same group       Read, Move, Modify, Execute       Read, Move, Modify, Execute, 
Delete, Rename 

Administrator not in group          Read, Move, Modify, Execute       Read, Move, Modify, Execute, 
Delete, Rename 

Expert user in sae group          Read, Modify, Execute                  Read, Modify, Execute, Delete, 
Rename 

Expert user not in group              None                                              None 

Standard user in same group      Read                                              Read 

Standard user not in group         None                                              None 

 
 
 

15.1.7     ผู้ใช้เข้าถึงไฟล์วตัถุประสงค์ 
 

สิทธิÍ การเขา้ถึง objects บางอยา่ง )การทดลอง โฟลเดอร์ แม่แบบ การกาํหนดค่าตามความตอ้งการ (ในฐานขอ้มูล

โปรแกรม LightCycler® 480 ถูกกาํหนดโดยบทบาทของผูใ้ชง้าน การเขา้ถึง objects แต่ละประเภทถูกควบคุม

โดยสิทธิÍ เฉพาะ ตารางต่อไปนีÊแสดงสิทธิÍ การเขา้ถึง objects ฐานขอ้มูลของผูใ้ชง้าน 

 
สาํหรับการทดลอง มี 6 ประเภทของสิทธ์: 

► การอ่าน (Read) –  ดูการทดสอบในเนวเิกเตอร์ เปิดการทดสอบ และส่งออกการทดลองเป็นรูปแบบไฟล ์
 

► การยา้ย (Move) – ยา้ยการทดสอบจากโฟลเดอร์หนึÉงไปอีกโฟลเดอร์หนึÉง 

► การปรับแกไ้ข (Modify) – ทาํการเปลีÉยนแปลงการทดสอบ 
 

► การดาํเนินการ (Execute) – ดาํเนินการทดสอบกบัเครืÉองมือ 
 

► เปลีÉยนชืÉอ (Rename)  — เปลีÉยนชืÉอการทดสอบ 

► ลบ (Delete)   — ลบการทดลองออกจากฐาน ขอ้มูล 

 

 
 
 
 

15 
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Owner      Type of User                                          Can perform the following  actions in ... 
 

Traceable Database           Research Database 

Standard Experiment Owner                       Read, Move, Modify (Sample       Read, Move, Modify (Sample 
Names only)                                 Names only), Rename 

Administrator in same group       Read, Move, Modify, Execute       Read, Move, Modify, Execute, 
Delete, Rename 

Administrator not in group          Read, Move, Modify, Execute       Read, Move, Modify, Execute, 
Delete, Rename 

Expert user in same group          Read, Move, Modify, Execute       Read, Move, Modify, Execute, 
Delete, Rename 

Expert user not in group              None                                              None 

Standard user in same group      Read                                              Read 

Standard user not in group         None                                              None 
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Owner       Type of User                                             Can perform the following  actions in ... 
 

Traceable Database             Research Database 

Admin Folder Owner                                      Read, Delete, Copy, Write,              Read, Delete, Copy, Write, 
Move, Rename                                 Move, Rename 

Administrator in same group             Read, Delete, Copy                          Read, Delete, Copy 

Administrator not in group                 Read, Delete, Copy                          Read, Delete, Copy 

Expert user in same group                 Read, Copy                                      Read, Copy 

Expert user not in group                    Read, Copy                                      Read, Copy 

Standard user in same group            Read, Copy                                      Read, Copy 

Standard user not in group                Read, Copy                                      Read, Copy 

Expert Folder Owner                                      Read, Delete, Copy, Write,              Read, Delete, Copy, Move, 
Move, Rename                                 Rename 

Administrator in same group             Read, Delete, Copy, Write,              Read, Delete, Copy, Write, 
Move, Rename                                 Move, Rename 

Administrator not in group                 Read, Delete, Copy, Write,              Read, Delete, Copy, Write, 
Move, Rename                                 Move, Rename 

Expert user in same group                 Read, Copy                                      Read, Copy, Write 

Expert user not in group                    None                                                 None 

Standard user in same group            Read, Copy                                      Read, Copy 

Standard user not in group                None                                                 None 

Standard Folder Owner                                      Read, Copy, Write, Move,                Read, Copy, Write, Move, 
Rename  Rename 

Administrator in same group             Read, Delete, Copy, Write,              Read, Delete, Copy, Write, 
Move, Rename                                 Move, Rename 

Administrator not in group                 Read, Delete, Copy, Write,              Read, Delete, Copy, Write, 
Move, Rename                                 Move, Rename 

Expert user in same group                 Read, Delete, Copy, Write,              Read, Delete, Copy, Write, 
Move, Rename                                 Move, Rename 

Expert user not in group                    None                                                 None 

Standard user in same group            Read, Copy                                      Read, Copy 

Standard user not in group                None                                                 None 

 
 
 

สาํหรับโฟลเดอร์ มี 6 ประเภทของสิทธ์การใชง้าน ดงันีÊ  

► อ่าน (Read)  — ดูโฟลเดอร์และขอ้มูลในเนวกิเกเตอร์ 
 

► ลบ (Delete)   —  ลบโฟลเดอร์วา่ง 
 

► คดัลอก (Copy)  —  ทาํสาํเนาของโฟลเดอร์ในตาํแหน่งอืÉน 

► เขียน (White)  บนัทึก— objects ใหม่ไปยงัโฟลเดอร์หรือสร้างโฟลเดอร์ยอ่ย 

► ยา้ย (Move)  —  ยา้ยโฟลเดอร์จากโฟลเดอร์หลกัหนึÉงไปยงัอีกโฟลเดอร์หนึÉง 
 

► เปลีÉยนชืÉอ (Rename)  —  เปลีÉยนชืÉอโฟลเดอร์ 
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Owner       Type of User                                          Can perform the following  actions in ... 
 

Traceable Database                  Research Database 

Admin Template/Macro owner               Read, Edit, Delete, Copy, Move,           Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename  Rename 

Administrator in same group      Read, Delete, Copy                               Read, Delete, Copy 

Administrator not in group          Read, Delete, Copy                               Read, Delete, Copy 

Expert user in same group          Read, Copy                                            Read, Copy 

Expert user not in group             Read, Copy                                            Read, Copy 

Standard user in same group     Read                                                       Read 

Standard user not in group         Read                                                       Read 

Expert Template/Macro owner               Read, Edit, Delete, Copy, Move,           Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename  Rename 

Administrator in same group      Read, Edit, Delete, Copy, Move,           Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename  Rename 

Administrator not in group          Read, Edit, Delete, Copy, Move,           Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename  Rename 

Expert user in same group          Read, Copy                                            Read, Copy 

Expert user not in group             None                                                      None 

Standard user in same group     Read                                                       Read 

Standard user not in group         None                                                      None 

Standard      N/A (Standard  user can only run macros and cannot create templates) 

 
 
 

สาํหรับแม่แบบและ macros มี 6 ประเภทของสิทธิÍ การใชง้านได ้ดงันีÊ: 

 
► อ่าน (Read)  —  ดูและเปิดเนวเิกเตอร์ส่วนนาํทาง ใชก้บัการทดลองและการส่งออกขอ้มูล 

 

► แกไ้ข (Edit) – เปิดและแกไ้ขบนัทึกและประเภทแม่แบบ เท่านัÊน 
 

► ลบ (Delete) ลบ— แม่แบบ 
 

► คดัลอก (Copy)  — ทาํสาํเนาของโฟลเดอร์ในตาํแหน่งอืÉน 
 

► ยา้ย (Move)  —  ยา้ยแม่แบบ จากโฟลเดอร์หลกัหนึÉงไปยงัอีกโฟลเดอร์หนึÉง 
 

► เปลีÉยนชืÉอ (Rename) — เปลีÉยนชืÉอแม่แบบ 
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Owner      Type of User                                           Can perform the following  actions in ... 
 

Traceable Database             Research Database 

Admin Preference  owner                            Read, Edit, Delete, Copy, Move      Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename 

Administrator in same group          Read, Delete, Copy                         Read, Delete, Copy 

Administrator not in group              Read, Delete, Copy                         Read, Delete, Copy 

Expert user in same group              Read, Copy                                      Read, Copy 

Expert user not in group                 Read, Copy                                      Read, Copy 

Standard user in same group         Read, Copy                                      Read, Copy 

Standard user not in group             Read, Copy                                      Read, Copy 

Expert Preference  owner                            Read, Edit, Delete, Copy, Move      Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename 

Administrator in same group          Read, Edit, Delete, Copy, Move      Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename 

Administrator not in group              Read, Edit, Delete, Copy, Move      Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename 

Expert user in same group              Read, Copy                                      Read, Copy 

Expert user not in group                 None                                                 None 

Standard user in same group         Read, Copy                                      Read, Copy 

Standard user not in group             None                                                 None 

Standard Preference  owner                            Read, Edit, Copy, Move                   Read, Edit, Copy, Move, 
Rename 

Administrator in same group          Read, Edit, Delete, Copy, Move      Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename 

Administrator not in group              Read, Edit, Delete, Copy, Move      Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename 

Expert user in same group              Read, Edit, Delete, Copy, Move      Read, Edit, Delete, Copy, Move, 
Rename 

Expert user not in group                 None                                                 None 

Standard user in same group         Read, Copy                                      Read, Copy 

Standard user not in group             None                                                 None 

 
 

สาํหรับ Preference มี 6 ประเภทของสิทธิÍ การใชง้านได ้ดงันีÊ: 

 
► อ่าน (Read)  —ดูเนวเิกเตอร์นาํทาง 

 

► แกไ้ข (Edit) – เปิดและแกไ้ขเนวิเกเตอร์นาํทาง 
 

► ลบ (Delete)   —  ลบ preference 
 

► คดัลอก (Copy)  —  ทาํสาํเนาของ Preference ในตาํแหน่งอืÉน 
 

► ยา้ย (Move)  — ยา้ย  Preference จากโฟลเดอร์หลกัไปยงัอีกโฟลเดอร์หนึÉง 
 

► เปลีÉยนชืÉอ (Rename) — เปลีÉยนชืÉอโฟลเดอร์ของ preference 
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Owner      Type of User                                           Can perform the following  actions in ... 
 

Traceable Database              Research Database 

Admin Standard object owner                   Read, Copy, Move                            Read, Rename, Delete, Copy, 
Move 

Administrator in same group         Read, Copy                                       Read, Delete, Copy 

Administrator not in group             Read, Copy                                       Read, Delete, Copy 

Expert user in same group             Read, Copy                                       Read, Copy 

Expert user not in group                Read, Copy                                       Read, Copy 

Standard user in same group        Read, Copy                                       Read, Copy 

Standard user not in group            Read, Copy                                       Read, Copy 

Expert Standard object owner                   Read, Copy, Move                            Read, Rename, Delete, Copy, 
Move 

Administrator in same group         Read, Copy, Move                            Read, Rename, Delete, Copy, 
Move 

Administrator not in group             Read, Copy, Move                            Read, Rename, Delete, Copy, 
Move 

Expert user in same group             Read, Copy                                       Read, Copy 

Expert user not in group                None                                                 None 

Standard user in same group        Read, Copy                                       Read, Copy 

Standard user not in group            None                                                 None 

Standard Standard object owner                   Read, Rename, Copy, Move             Read, Rename, Copy, Move 

Administrator in same group         Read, Copy, Move                            Read, Rename, Delete, Copy, 
Move 

Administrator not in group             Read, Copy, Move                            Read, Rename, Delete, Copy, 
Move 

Expert user in same group             Read, Copy, Move                            Read, Rename, Delete, Copy, 
Move 

Expert user not in group                None                                                 None 

Standard user in same group        Read, Copy                                       Read, Copy 

Standard user not in group            None                                                 None 

 
 
 

Standard objects ประกอบไปดว้ย standard curves, melt standards, และ Color Compensation objects 

 
สาํหรับ standard object มี 5 ประเภทของสิทธ์การใชง้านดงันีÊ 

 
► อ่าน (Read)  —  ดูโฟลเดอร์และเนืÊอหาในส่วนเนวเิกเตอร์นาํทาง 

 

► เปลีÉยนชืÉอ (Rename) — เปลีÉยนชืÉอ standard object 
 

► ลบ (Delete)   —  ลบ standard object 
 

► คดัลอก (Copy)  —  ทาํสาํเนาของ standard object ไปยงัตาํแหน่งอืÉน 
 

► ยา้ย (Move)  —  ยา้ย standard object จากโฟลเดอร์หลกัหนึÉงไปยงัอีกโฟลเดอร์หนึÉง 
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15.1.8     การจดัการผู้ใช้งาน กลุ่ม และบทบาท 
 

เครืÉองมือ User Access อนุญาตใหท้าํไดด้งันีÊ : 

 
► การสร้าง การปรับ เปิดหรือปิดบญัชีผูใ้ช ้

 

► กาํหนดบทบาทใหก้บับญัชีผูใ้ชแ้ละเปลีÉยนการกาํหนดบทบาท: 
 

► ฐานขอ้มูลวจิยั: แกไ้ขบญัชีผูใ้ชแ้ละบทบาท 
 

► ฐานขอ้มูลตรวจสอบยอ้นกลบัได:้ แกไ้ขรหสัผา่นผูใ้ชง้าน 
 

► สร้างหรือลบกลุ่มผูใ้ชแ้ละกาํหนดผูใ้ชใ้หก้บักลุ่ม 
 

บทบาทของ Local Administrator สามารถเขา้ใชง้านในเครืÉองมือ User Access  

 

การเปิดเครืÉองมือ  User Access: 

 
► จากเครืÉองมือเนวิเกเตอร์นาํทาง สามารถเปิด User Access และเลือก Users และ Groups ได ้

 

► ในแถบ User ถูกเลือกไวโ้ดยค่าเริÉมตน้ 

 

การทาํงานกบัผู้ใช้งาน 

เมืÉอทาํงานกบัฐานขอ้มูลโปรแกรม LightCycler® 480  ทีÉตรวจสอบยอ้นกลบัได ้บญัชีผูใ้ชจ้ะไม่สามารถลบออกได ้

มีเพียงปิดใชง้านเท่านัÊน นอกจากนีÊ  ชืÉอเตม็ ชืÉอลอ็กอิน และบทบาทของผูใ้ชจ้ะไม่สามารถเปลีÉยนแปลงได ้
 

 

การสร้างบัญชีลูกค้าใหม่: 
 

15  1      ในเครืÉองมือ User Access ใหค้ลิก Users and Groups เลือกแถบผูใ้ช ้ )หากยงัไม่ไดเ้ลือ  

2      คลิก New 

3     ป้อนชืÉอเตม็ ชืÉอลอ็กอิน และรหสัผา่นของผูใ้ช ้แลว้เลือกบทบาทสาํหรับผูใ้ช ้

 
 

4  ตรวจสอบแต่ละกลุ่มทีÉควรเพิÉมผูใ้ช ้หากไม่มีการสร้างกลุ่ม สามารถเพิÉมผูใ้ชเ้มืÉอสร้างกลุ่ม 

5    คลิก Close โฟลเดอร์เริÉมตน้สาํหรับผูใ้ชใ้หม่ถูกเพิÉมไปยงัเนวเิกเตอร์นาํทาง 

■
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การแก้ไข เปิดหรือปิดใช้งานบัญชีผู้ใช้: 
 

1  ในเครืÉองมือ User Access ใหค้ลิก Users and Groups เลือกแถบผูใ้ช ้หากยงัไม่ไดเ้ลือก 

2  เลือกชืÉอผูใ้ชใ้นรายการผูใ้ช ้ขอ้มูลเกีÉยวกบัผูใ้ชที้ÉเลือกจะปรากฏขึÊน 

 
 
 

              3      ในฐานขอ้มูลซึÉงตรวจสอบยอ้นกลบัได ้ขอ้มูลเดียวทีÉสามารถเปลีÉยนไดค้ือรหสัผา่นและการเป็นสมาชิกกลุ่ม 

                                                                                                                                              15 
4  หากตอ้งการปิดใชง้านบญัชีผูใ้ช ้ให้เลือกทาํเครืÉองหมายในช่อง Access Disabled หากตอ้งการ

เปิดใชง้านบญัชีทีÉปิดใชง้านไปแลว้ ใหก้ดยกเลิกในช่องทาํเครืÉองหมาย Access Disabled  

โดยไม่สามารถปิดใชง้าน System Admin account ได ้

5      เมืÉอจบการทาํงาน ใหค้ลิก Close 

 
■
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การทาํงานกบักลุ่ม 
 

เมืÉอทาํงานกบัฐานขอ้มูลซอฟตแ์วร์ LightCycler® 480 ทีÉตรวจสอบยอ้นกลบัได ้ audit trailบญัชีผูใ้ช้

จะไม่สามารถลบออกได ้มีเพยีงปิดใชง้านเท่านัÊน นอกจากนีÊ  ชืÉอเตม็ ชืÉอลอ็กอิน และบทบาทของผูใ้ช้

จะไม่สามารถเปลีÉยนแปลง 

 

ทางเลือกอืÉนนอกเหนือจากขัÊนตอนทีÉอธิบายไวด้า้นล่าง สามารถเขา้ถึงหนา้ต่าง Group ไดโ้ดยตรง

โดยการคลิกสองครัÊ งทีÉ group object ในเนวเิกเตอร์นาํทาง 
 
 

การสร้างกลุ่มใหม่: 

 

1  ในเครืÉองมือ User Access ใหค้ลิก Users and Groups เลือกแถบ Groups (หากยงัไม่ไดเ้ลือก) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

15 
 

 
 
 
 
 

2      คลิก New 

 
3      พมิพชื์Éอสาํหรับกลุ่มในกล่องชืÉอ Name box 

 
4      หากตอ้งการเพิÉมผูใ้ชใ้นกลุ่ม ใหต้รวจสอบชืÉอผูใ้ชที้Éตอ้งการเพิÉม 

โดยสามารถสร้างกลุ่มโดยไม่มีการเพิÉมผูใ้ชง้านได ้

 

5      คลิกไอคอนกลุ่มวา่งทีÉสร้างขึÊนในรายการ Groups เพืÉอยนืยนัขอ้มูลทีÉป้อน 

 

6  หากไม่ไดเ้พิÉมผูใ้ชล้งในกลุ่ม จะมีขอ้ความขอใหย้นืยนัการบนัทึกกลุ่มโดยไม่มีผูใ้ช ้ใหค้ลิก Yes 

 
 

กลุ่มถูกเพิÉมไปยงัโฟลเดอร์ Groups ในเนวเิกเตอร์นาํทาง 

■
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การแก้ไขกลุ่ม: 

 

1  ในเครืÉองมือ User Access ใหค้ลิก Users and Groups เลือกแถบ Users  

2   เลือกชืÉอกลุ่มจากรายการกลุ่ม Groups list 

 
3  เปลีÉยนชืÉอกลุ่มหรือเลือกและคดัออกสมาชิกของกลุ่ม โดยสามารถแนะนาํกลุ่มให้ผูใ้ชง้านเมืÉอแกไ้ข

บญัชีผูใ้ชง้านได ้สาํหรับขอ้มูลเพิÉมเติม โปรดดูในส่วน Managing Users, Groups, and Roles 

4   คลิกชืÉอกลุ่มในรายการกลุ่มเพืÉอยนืยนัการเปลีÉยนแปลง 

 
■ 

 
 

การลบกลุ่ม: 

 

1  ในเครืÉองมือ User Access ใหค้ลิก Users and Groups เลือกแถบ Users  

2  เลือกชืÉอกลุ่มจากรายการกลุ่ม Groups list 

 
3 คลิก  Delete 

4   

4      จะมีขอ้ความถามใหย้นืยนัการลบกลุ่ม ใหค้ลิก Yes จากนัÊนกลุ่มจะถูกลบออกจากโฟลเดอร์กลุ่ม

ในเนวเิกเตอร์นาํทาง 

■ 

15 

15.1.9 การทํางานร่วมกบับทบาท  

ไม่สามารถสร้างหรือลบบทบาทขอ้บงัคบั และไม่สามารถเปลีÉยนการกาํหนดบทบาทของผูใ้ชไ้ด ้โดย

สามารถแกไ้ขสิทธิÍ การเขา้ถึงบางอยา่งทีÉเกีÉยวขอ้งกบับทบาท Expert user และ Roche user ได ้ไม่

สามารถแกไ้ขสิทธิÍ การเขา้ถึงของบทบาท Local Administrator ได ้แต่ยงัสามารถระบุระยะเวลาทีÉไม่มี

การใชง้านก่อนทีÉผูใ้ชจ้ะถูกใหอ้อกจากระบบโดยอตัโนมติั ตลอดจนจาํนวนครัÊ งสูงสุดในการเขา้สู่

ระบบก่อนทีÉการเขา้ถึงจะถูกปิดกัÊนเมืÉอป้อนรหสัผา่นไม่ถูกตอ้ง 
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ชืÉอตวัเลือก คาํอธิบาย 

ออกจากระบบเมืÉอไม่ใชง้าน เมืÉอเปิดใชง้าน จะทาํให้ผูใ้ชอ้อกจากระบบโดยอตัโนมตัิหลงัจากไม่มี
การใชง้านตามระยะเวลาทีÉกาํหนด 

นาทีทีÉไม่มีการใชง้าน ระยะเวลาทีÉไม่มีการใชง้าน ]1 — 999 นาที  [หลงัจากนัÊนจะออกจาก
ระบบโดยอตัโนมติั. 

ปิดการเขา้ถึงดว้ยรหสัผา่นทีÉไม่

ถูกตอ้ง 

เมืÉอเปิดใชง้าน บญัชีผูใ้ชง้านจะถูกปิดใชง้านหลงัจากพยายาม

เขา้สู่ระบบไม่สาํเร็จตามจาํนวนทีÉกาํหนด 

ความพยายามเขา้สู่ระบบสูงสุด ระบุจาํนวนความพยายามในการเขา้สู่ระบบทีÉไม่สาํเร็จ ]1  — 5 [ซึÉงจะทาํ

ใหอ้อกจากระบบโดยอตัโนมติั 

วนัหมดอายขุองรหสัผา่น ระบุจาํนวนวนั (1-99999) ก่อนทีÉรหสัผา่นจะหมดอาย ุ

ผูใ้ชม้าตรฐานสามารถรวม /ไม่

รวมตวัอยา่งจากการวเิคราะห์ 

เมืÉอเลือก Standard Users จะสามารถรวมหรือคดัออก

ตวัอยา่งจากการวเิคราะห์ 

Roche สามารถเขา้ถึงวตัถุทีÉเป็น

ของผูใ้ชง้านมาตรฐาน 

เมืÉอเลือก จะอนุญาตใหผู้ใ้ช ้Roche เขา้ถึง objects ทีÉเป็นของ 

Standard users 

Roche สามารถเขา้ถึงวตัถุทีÉเป็น

ของ Local Administrators 

เมืÉอเลือกแลว้ จะอนุญาตให้ผูใ้ช ้Roche เขา้ถึง objects ทีÉเป็น

ของ Local Administrators 

Roche สามารถเขา้ถึงวตัถุทีÉเป็น

ของผูใ้ชที้ÉเชีÉยวชาญ 

เมืÉอเลือก จะอนุญาตใหผู้ใ้ช ้Roche เขา้ถึง objects ทีÉเป็นของ 

Expert Users 

Expert User สามารถลบรายการ
ของตวัเองได ้

เมืÉอเลือกแลว้ จะอนุญาตให ้Expert User ลบ objects ของ
ตนเองได ้

Expert User สามารถแกไ้ข
รูปแบบการตรวจจบัได ้

เมืÉอเลือกแลว้ จะอนุญาตให ้Expert User แกไ้ขรูปแบบการ
ตรวจจบัได ้

 

การกาํหนดเงืÉอนไขสําหรับการเข้าถึงและแก้ไขสิทธิÍการเข้าถงึของบทบาท: 

 

1  ในเครืÉองมือ User Access  ใหค้ลิก System Settings ตวัเลือกต่างๆ จะปรากฏขึÊนในบาน

หนา้ต่างส่วนแกไ้ข Editor pane: 

 
โดยตวัเลือกต่างๆ มีนิยามดงัต่อไปนีÊ  

: 
 
 
 
 
 
 

15 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

► ► ►



Administrative Tools 
 

Managing User Access 

Administrative Tools
 

Report Settings 
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2   เลือกหรือยกเลิกการเลือกของตวัเลือกทีÉมี นอกจากนีÊ  สามารถตรวจสอบและปรับตามความตอ้งการได ้

 “นาทีทีÉไม่มีการใชง้านก่อนออกจากระบบอตัโนมติั”  

“ความพยายามเขา้สู่ระบบสูงสุด” 

“วนัหมดอายขุองรหสัผา่น” 

3    เมืÉอเสร็จสิÊนแลว้ ใหก้ด Close. 

 
■ 

 

การเปลีÉยนรหัสผ่าน 

เมืÉอไดรั้บมอบหมายบญัชีบนโปรแกรม LightCycler® 480 จะไดรั้บรหสัผา่นบญัชีเริÉมตน้ ซึÉ งสามารถใช้

เพืÉอเขา้สู่โปรแกรม LightCycler® 480 ในครัÊ งแรก )ซึÉ งจะไดรั้บแจง้ใหเ้ปลีÉยนรหสัผา่นเริÉมตน้เมืÉอเขา้สู่ระบบ

ครัÊ งแรก (โดยสามารถเปลีÉยนรหัสผา่นไดทุ้กเมืÉอทีÉตอ้งการ  
 

 

วธีิการเปลีÉยนรหัสผ่าน 

► ในเครืÉองมือ User Access ใหเ้ลือก Current Password 
 

► ป้อนรหสัผา่นปัจจุบนัลงในช่อง Old Password  
 

► ป้อนรหสัผา่นใหม่ลงในช่อง New Password และอีกครัÊ งในช่องยนืยนั Confirm Password 
 

► คลิก Close 

เมืÉอรายการในช่องรหสัผา่นใหม่ (New Password) และยนืยนัรหสัผา่น (Confirm Password) ไม่ตรงกนั 

ปุ่มปิดจะไม่ทาํงาน                                                                                                                   
 

รหสัผา่นตอ้งมีอกัขระอยา่งนอ้ยหกตวั อกัขระหนึÉงตวัตอ้งเป็นตวัเลขและอกัขระหนึÉงตวัตอ้งเป็น

ตวัพมิพใ์หญ่ รหสัผา่นตอ้งตรงตามตวัพมิพเ์ลก็และใหญ่ทีÉระบุเท่านัÊน  !โปรดจาํรหสัผา่นหรือเก็บไว้

ในทีÉปลอดภยั อยา่เปิดเผยรหสัผา่นกบัผูอ้ืÉน! 
 
 
 

15.2       การตัÊงค่าใบรายงาน 
 

สามารถกาํหนดไดว้า่โลโก ้Roche ควรปรากฏในรายงานหรือไม่ 

 
ในเครืÉองมือการตัÊงค่ารายงาน สามารถตัÊงค่าลกัษณะทีÉปรากฏของโลโก ้Roche ในรายงานได ้
 
► เลือกหรือยกเลิกการเลือกจากกล่องเครืÉองหมายแสดงโลโก ้Roche (Show Roche Logo) เพืÉอตัÊงค่าลกัษณะ

ทีÉปรากฏของโลโก ้Roche ใหเ้ปิดหรือปิดได้
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15.3       ข้อมูลการเกดิปัญหา 
 

การบนัทึกขอ้มูลของปัญหาทีÉเกิดขึÊนทัÊงหมดจะถูกสร้างขึÊนโดยซอฟแวร์ซึÉ งจะแสดงในพืÊนทีÉแสดงขอ้ความ 

สามารถดูขอ้มูลเพิÉมเติมในหัวขอ้ Understanding the LightCycler® 480 Software Main Window ซึÉ งขอ้มูลจะ

ถูกสร้างออกมาเป็นไฟลห์ลายๆไฟล ์สามารถจดัการไดโ้ดย Error Log tool 
 

ถา้ขนาดของไฟลข์อ้มูลเกินจาํนวนทีÉสามารถเก็บได ้ไฟลใ์หม่ทีÉสร้างจะถูกเปิดโดยโปรแกรม 
 

เมืÉอเลือก Error Log tool ทีÉหนา้ต่างส่วนคน้หาเปิดขึÊนจะแสดงไฟล ์Log ทัÊงหมดพร้อมทัÊงรายละเอียด ไฟล์

ปัจจุบนัจะถูกเลือกจากค่าเริÉมตน้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

15 
 
 
 

การแสดงข้อมูลการเกดิปัญหา: 
 

1      เปิด Error Log Tool 

 

2      คลิกเลือก Include ในรายการ Log Files เพืÉอเลือกไฟลที์Éตอ้งการแสดงขอ้มูล 

3      เลือกขอ้ความในรายการขอ้ความเพืÉอแสดงรายละเอียดของขอ้ความ 

 
■ 

 

การลบข้อมูลการเกดิปัญหา: 

 
1      เปิด Error Log Tool 

 

2    คลิกเลือก Delete ในรายการ Log Files เพืÉอเลือกไฟลที์Éตอ้งการลบขอ้มูล 

■ 
 

ไฟลที์Éเปิดใชอ้ยู่จะไม่สามารถลบได้
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แถบ                           การใชง้าน 

ดูขอ้มูลของผูใ้ช ้                     แสดงรายการผูใ้ชล้่าสุด 

อพัเดทการใชง้าน              เป็นการอพัเดทขอ้มูล กรณีทีÉตอ้งมีการอพัเดท ปุ่ ม Update จะปรากฏขึÊน 

ฐานขอ้มูลจะมีการอพัเดทหากมีการอพัเดตโปรแกรม LightCycler® 480   

ปุ่ ม Reindex: เมืÉอฐานขอ้มูลใหญ่ขึÊนการเขา้ถึงจะชา้ลง ควรใชฟั้งกช์ัÉนนีÊ ในการ

จดัเรียงขอ้มูลทีÉมีขนาดเพิÉมขึÊน ทาํให้การเขา้ถึงรวดเร็วขึÊน 

การดูแลฐานขอ้มูล              ในหวัขอ้นีÊจะมีฟังก์ชัÉนทีÉสามารถใชไ้ดจ้าํนวน 2 หวัขอ้ไดแ้ก่ 

                                          ►  การลบข้อมูลทีÉไม่ต้องการ 

►  การสร้างฐานขอ้มูลใหม่ดว้ยโครงสร้างเดิม (เช่น users, groups, and folders) 

และเนืÊ อหาเดียวกับฐานข้อมูลปัจจุบัน  

จะคลา้ยกบัการส่งออกขอ้มูลแบบทีละหลายๆไฟล์ แต่หลายฐานขอ้มูลสามารถ

ส่งออกหรือลบออกไดภ้ายในครัÊ งเดียว 

 
 
 

15.4       ข้อมูลของฐานข้อมูล 
 

ทีÉหนา้ต่างของฐานขอ้มูลจะทาํใหผู้ใ้ชง้านสามารถเขา้ถึงขอ้มูลดงันีÊ : 

 
► แสดงหนา้ต่างการใชง้านของฐานขอ้มูลผูใ้ช ้

 
► ดูสถานะของฐานขอ้มูล และสามารถอพัเดทขอ้มูลได ้

 
► สามารถส่งออกขอ้มูลแบบชุด หรือลบรายการทีÉส่งออก 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

15 
 

 
 
 
 

การดูขอ้มูล Log ของผูใ้ช ้สามารถทาํไดโ้ดยการใช ้Expert Users และ Local Administrators การลบ

ขอ้มูลจะทาํไดเ้ฉพาะ Local Administrators 

 
 

15.4.1     ฐานข้อมูลตรวจสอบย้อนกลับได้และฐานข้อมูลเชิงวิจัย 
 

ผูใ้ชง้านโปรแกรมสามารถใชข้อ้มูลเพืÉอตรวจสอบ (audit trail) โดยใชฐ้านขอ้มูลแบบตรวจสอบยอ้นกลบัได ้

หรือใชฐ้านขอ้มูลแบบงานวจิยั 

 
► เมืÉอใชฐ้านขอ้มูลแบบตรวจสอบยอ้นกลบัได ้ผูใ้ชง้านจาํเป็นตอ้งยนืยนัการเปลีÉยนแปลงของฐานขอ้มูล

และใหเ้หตุผลของการเปลีÉยนแปลง ฐานขอ้มูลแบบนีÊจะไม่สามารถแกไ้ขชืÉอ หรือ ลบ การทดสอบหรือทีÉ

เกีÉยวขอ้งกบัขอ้มูลการทดสอบ เช่นการทาํ การชดเชยสัญญาณสี 

เมืÉอใชฐ้านขอ้มูลแบบตรวจสอบยอ้นกลบัการทดสอบไม่สามารถคดัลอกได ้ทาํไดแ้ค่แกไ้ขชืÉอ ลบแม่แบบและโฟลเดอร์ 

 

► เมืÉอใชฐ้านขอ้มูลแบบงานวจิยั ผูใ้ชง้านสามารถแกไ้ขฐานขอ้มูลโดยไม่ตอ้งยนืยนัการเปลีÉยนแปลง 
 

เมืÉอใชฐ้านขอ้มูลแบบงานวจิยั สามารถแกไ้ขชืÉอ คดัลอก และลบการทดสอบได ้
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15.4.2  แนวทางการสํารองฐานข้อมูล LightCycler®480 การ

จัดระเบียบและการการบีบอดัข้อมูล 

 
ทาํไมจึงตอ้งมีการจดัการฐานขอ้มูล ใหม้ีระเบียบ และทาํการสาํรองฐานขอ้มูลอยา่งสมํÉาเสมอ? 

 
การสํารองฐานขอ้มูล การจดัระเบียบและการการบีบอดัขอ้มูลนัÊนเป็นสิÉงทีÉควรทาํเนืÉองจากเป็นการป้องกนั

ฐานขอ้มูลทีÉมากเกินไป ถา้ฐานขอ้มูลมีขนาดใหญจ่ะส่งผลใหสู้ญเสียขอ้มูลและเกิดการติดขดัของขอ้มูล 
 

สาเหตุหลกัของขอ้มูลเกิดขดัขอ้งมาจากปัญหาเรืÉองการสูญเสียพลงังาน การปิดเครืÉองส่วนควบคุม

ของ LightCycler® 480 ทีÉไม่ควรทาํ หรือการทีÉส่วนเกบ็ขอ้มูลหลกัของเครืÉองพืÊนทีÉเตม็ 

 
จริงๆแลว้ไม่มีการจาํกดัขนาดของฐานขอ้มูลของระบบ LightCycler® 480 แต่ตามกฎแลว้ ขอ้มูลไม่ควรมีขนาดเกิน 

4.5 GB เนืÉองจากหากเกินจะไม่สามารถสาํรองขอ้มูลลง DVD 1 แผน่ ได ้

 

เพืÉอป้องกนัการสูญหายของขอ้มูล ใหใ้ชอุ้ปกรณ์จดัเก็บขอ้มูลเพิÉมเติม หรือ ใช ้D drive เพืÉอใชเ้ป็น

หน่วยเกบ็ขอ้มูลสาํรอง 

 
ถึงแมว้า่จะไม่สามารถทาํการสาํรองขอ้มูลแบบอตัโนมติัได ้แต่โปรแกรม  LightCycler® 480 รุ่น   1.5.1  จะบนัทึก

ผลการทดสอบล่าสุดจาํนวน 10 ผลการทดสอบอตัโนมติั  

 
 

► C:\ProgramData\Roche\LightCycler480\Backup\ 
 

ไฟลจ์ะถูกบนัทึกในนามสกลุ *.ixo ชืÉอ $RUN$xxxx.ixo และสามารถส่งออกขอ้มูลสามารถดูรายละเอียด

เพิÉมเติมไดจ้ากหวัขอ้ Importing Individual Files 

15 
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การสํารองฐานข้อมูล 
 
 

การใช ้Exor4 

 

1  ปิดโปรแกรม LightCycler® 4 80  และคลิกขวาทีÉไอคอน Exor 4 ทีÉฐานขอ้มูลทีÉตอ้งการสาํรองขอ้มูล

ในหนา้ต่างแสดงแถบรายการ Exor 4 จะทาํงาน 

2  เลือก Backup Database ในหนา้ต่างถดัไปเลือกวา่ตอ้งการบนัทึกฐานขอ้มูลทีÉโฟลเดอร์ใด 

 
 

3      คลิก Save ฐานขอ้มูลจะถูกบนัทึกโดยอตัโนมตัิรวมทัÊงแสดงวนัทีÉและเวลาทีÉทาํการบนัทึก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

15 

 
 

■
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การสํารองข้อมูลโดยผู้ใช้ 

 
ฐานขอ้มูลสามารถคดัลอกเพืÉอนาํขอ้มูลไปหน่วยความจาํสาํหรับสาํรองขอ้มูลโดยผูใ้ชง้านเองผา่นทาง Window 

Explorer   ตาํแหน่งของไฟลคื์อ 

 
C:\ProgramData\Roche\Exor4\Data 

 

1      คลิกขวาเพืÉอใชง้าน Exor4 ทีÉแถวรายการ และปิดการทาํงานของ Exor4 

 
 

2  เปิด Window Explorer เพืÉอเปิด ”database file  “และคดัลอกไฟลไ์ปยงัโฟลเ์ดอร์สาํหรับสาํรอง

ขอ้มูล แนะนาํใหส้าํรองขอ้มูลในอีกไดร์ฟสาํรองอีกอนั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

15 
 

 
 
 
 
 
 

เพืÉอการสาํรองขอ้มูลทีÉดีกวา่ แนะนาํใหใ้ส่เวลาในชืÉอไฟลก์ารสาํรองขอ้มูลดว้ย 
 

 

3  ก่อนจะเปิดโปรแกรม  LightCycler® 480 ใหม่อีกครัÊ ง ให ้ทาํการเปิด Exor4 ใหม่ก่อน โดยการ

ดบัเบิÊลคลิกทีÉไอคอนบนห น้า จ อ  

■
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การดูแลฐานข้อมูล (สําหรับฐานข้อมูลเชิงวจิัยเท่านัÊน) 

 
การจดัการขอ้มูลร่วมกบัการจดัการฐานขอ้มูลดว้ยเครืÉองมือ CompactIB tool สามารถลดขนาดฐานขอ้มูลได ้การทาํการลา้ง

ขอ้มูล  Cleanup โดยการใช ้LightCycler® 480 Application Software ในเมนู Tools สามารถส่งออกขอ้มูลในนามสกุล ixo-

files จากฐานขอ้มูลเพืÉอสาํรองขอ้มูล 
 
 

1      เขา้สู่โปรแกรม LightCycler® 480 โดยการใชสิ้ทธิÍ  Admin  

 

2      เปิดหนา้ต่าง Tools/Clean-up Database ในโปรแกรม LightCycler® 480 

 

3      เลือกโฟลเดอร์ทีÉตอ้งการ ส่งออก หรือ ลา้งขอ้มูล 
 

4      เลือกไดเร็กทอรีทีÉตอ้งการ แนะนาํให้สาํรองขอ้มูลในอีกไดร์ฟสาํรองอีกอนั เช่น drive D 

5      เลือกเครืÉองหมายถูกทีÉหนา้ช่อง Delete objects after successful export 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

15 
 

 
 
 
 
 
 
 

ในโปรแกรม LightCycler® 480 รุ่น 1.5.1 สําหรับทางเลือก “Delete objects after successful export” จะไม่

สามารถใชง้านไดเ้มืÉอทาํการใชฐ้านขอ้มูลแบบตรวจสอบยอ้นกลบั 
 

6     เริÉมการทาํงานส่งออกหรือลา้งขอ้มูล (export / cleanup) 
 

■ 

ข้อความสําคัญ : โปรแกรม LightCycler® 480  รุ่น   1.5. 0 ในหัวขอ้ Delete objects after successful export ฟังกช์ัÉน Cleanup 

Database tool สามารถใชไ้ดก้บัทัÊงฐานขอ้มูลแบบตรวจสอบยอ้นกลบัและงานวิจยั 
 

การปฏิบติัตามกฎ   21  CEF part 11 จะสูญเสียไปหากใช้งานฟังก์ชัÉน Database Cleanup กบัฐานขอ้มูลแบบตรวจสอบ

ยอ้นกลบั ดงันัÊน ฟังกช์ัÉน Database Cleanup ควรนาํไปใชก้บัฐานขอ้มูลแบบวิจยั เมืÉอใชง้าน: LightCycler® 480 Software รุ่น 

1.5.0 

 

จํานวนฐานข้อมูลและจํานวน Exor 4 ของหน่วยควบคุม 
 

ฐานขอ้มูลสามารถมีไดไ้มจ่าํกดั ซึÉงสามารถทาํงานร่วมกบั Exor 4 ทีÉถูกติดตัÊงทีÉ LightCycler® 480 Control Unit โดย Exor 4 

สามารถใชง้านไดสู้งสุด 10 การทดสอบในเวลาเดียวกนั 

อยา่งไรก็ตามไม่ควรใชง้าน Exor 4 มากกวา่ 2 การทดสอบพร้อมกนั กรณีทีÉไม่ตอ้งการให้ Exor4 อตัโนมติั ขณะใชง้าน 

LightCycler® 480 Control Unit สามารถลบ shortcut จาก startup folder
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15.4.3     เครืÉองมือฐานข้อมูล CompactIB 
 

หลงัจากลบไฟล์ ทีÉโปรแกรม  LightCycler® 480 หรือ ส่งออกไฟลจ์ากฐานขอ้มูลดว้ยการลบหลงัจากการ

ส่งออกสาํเร็จแลว้ ไฟลเ์หล่านัÊนจะถูกลบจากฐานขอ้มูลแต่พืÊนทีÉจดัเก็บจะไม่ลดลง เป็นสาเหตุใหต้อ้งมีการใช้

เครืÉองมือ CompactIB Tool มาช่วยในการลดขนาดส่วนเกินออกเพืÉอใหข้นาดพืÊนทีÉฐานขอ้มูลลดลงได ้

 
 

ให้สาํรองขอ้มูลก่อนทาํการใชเ้ครืÉองมือ Database CompactIB Tool! 

 

ไฟล์ฐานขอ้มูลทีÉตอ้งการบีบอดัจะตอ้งถูกเลือกเป็นชนิดให้ควบคุมดา้นการตัÊงค่าความปลอดภยัแบบเตม็

รูปแบบ 
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1  ปิดโปรแกรม LightCycler® 480 และ Exor4 จากนัÊ นเริÉ มการใช้งาน CompactIB.exe ไฟลอ์ยูใ่นไดเร็กทอรีÉ  

C:\Program Files\Roche\Exor4\Bin (operating sys- tem Windows 7, 32-bit), or C:\Program Files 

(x86)\Roche\Exor4\Bin” (ระบบปฏิบติัการ Windows 10, 64-bit) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2   เริÉมกระบวนการทาํงานของ CompactIB โดยคลิกทีÉ Compact 
 

3  ขึÊนอยูก่บัขนาดของฐานขอ้มูล การลบพืÊนทีÉส่วนเกินของฐานขอ้มูลอาจใชเ้วลา ไม่ควรรบกวนขณะกาํลงั

ดาํเนินการ 

4 หนา้ต่างจะปรากฏดงัภาพ เมืÉอขัÊนตอนการทาํงานของ CompactIB เสร็จสิÊน 

 

15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5  จากขอ้มูลหนา้ต่างดา้นบน ฐานขอ้มูลถูกลดขนาดลงแลว้ ใหท้าํการเริÉมโปรแกรม Exor4 และ LightCycler® 

480 สาํหรับการทาํงานปกติได ้

■
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15.4.4     การจดัการฐานข้อมูลของโปรแกรมรุ่น  1.3 หรือเก่ากว่า  
 

ลกัษณะบางอยา่งทีÉสร้างจากโปรแกรมรุ่น  1 . 3 หรือเก่า กวา่ จะไม่สามารถเปิดไดใ้นโปรแกรม เวอร์ชัÉน 1.5 เช่น 

 

► เครืÉองเสมือน LightCycler® 480 Instrument II แบบใหม่ 
 
► ไ ฟ ล์ ช ด เ ช ย สั ญ ญ า ณ สี ทัÉ ว ไ ป Universal CC objects 
 
► แม่แบบการทดลองของโรช สาํหรับเครืÉอง LightCycler® 480 Instrument II และบางการใชง้านเช่น 

(Endpoint Genotyping and Scanning) 
 
► การทดลองสาธิตแบบใหม่ 
 
► ช่องกรองแสงและระบบการตรวจวดัสัญญาณแบบใหม ่

 
 

15.4.5     การจัดการไฟล์ต่างๆจากโปรแกรมรุ่น  1.3 หรือเก่ากว่า  
 

ลกัษณะบางอยา่งทีÉสร้างจากโปรแกรมรุ่น   1 . 3  หรือเก่า กว่า จะไม่สามารถเปิดไดใ้นโปรแกรม เวอร์ชัÉน 

1.5 บางส่วนประกอบควรจะถูกลบและสร้างใหม่ในโปรแกรมรุ่น  1.5  เช่น 
 

► มาโครจะไม่สามารถใชไ้ด ้
 
► แม่แบบรายการตวัอยา่ง แม่แบบการวเิคราะห์ และแม่แบบการรายงาน จะทาํงานไม่ถูกตอ้ง 
 
► ไฟลเ์ส้นค่ามาตรฐาน (Fit Points) จะไม่ทาํงาน 
 
► การเขา้คู่อตัโนมติัสาํหรับการวเิคราะห์การหาปริมาณเชิงสมัพนัธ์จะไม่มีการสร้างขึÊน (ทีÉไม่มีการแกไ้ขชืÉอ

ตวัอย่างใน Sample Editor) แต่การเขา้คู่ทีÉมีอยูก่่อนแลว้จะสามารถเปิดได ้

15 
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15.5       เครืÉอง 
 

หนา้ต่าง  Instrument จ ะ ส า ม า ร ถ ใ ห้ ดู ข ้อ มู ล สาํ ห รั บ เ ค รืÉ อ ง ทีÉ ใ ช้ ง า น อ ยู ่ ใ น ปั จ จุ บั น ไ ด้  แ ล ะ ส า ม า ร ถ

เ ป ลีÉ ย น เ ค รืÉ อ ง ทีÉ ต ้ อ ง ก า ร ใ ช้ ง า น แ ล ะ ช นิ ด มัล ติ เ ว ล เ พ ล ท ไ ด้  

LightCycler® 480 Instrument II รุ่นทีÉใชห้ลอดไฟซีนอน: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LightCycler® 480 Instrument II รุ่นทีÉใชห้ลอดไฟ แอลอีดี: 
 
 
 
 
 
 
 

15 
 

หนา้ต่าง Instruments จะมีปุ่ มควบคุมการใช้งานและช่องใส่ขอ้มูลต่างๆดงันีÊ : 

► แ ถ บ ก า ร เ ชืÉ อ ม ต่ อ  
 

ชืÉอ                                                           คาํอธิบาย 

  Instruments                                          เลือกเครืÉองทีÉตอ้งการดูรายละเอียด 

Make Default                                    ตัÊงค่าเครืÉองทีÉเลือกเป็นเครืÉองทีÉใชง้าน 

 

New                                          สร้างเครืÉองใหม่และกาํหนดการเชืÉอมต่อ 

Delete                                                         (ไม่ทาํงาน) ไม่สามารถลบเครืÉองออกได ้

 

Edit                                           (ไม่ทาํงาน) ไม่สามารถแกไ้ขเครืÉองไดห้ากใชฐ้านขอ้มูลตรวจสอบยอ้นกลบั  แต่แกไ้ข      ชืÉอเครืÉองได้

หากใชฐ้านขอ้มูลวิจยั 

Instrument Information                           แสดงรายการดงันีÊ : 

►  เลขเครืÉอง ขนาดบล็อก และชนิดบล็อก 

 ►  ข้อมูลเชิงเทคนิค 

►  ช่องกรองแสงช่วงกระตุน้และช่วงรับ 

►  ขอ้มูลรุ่นของโปรแกรมในเครืÉอง 

 

โดยค่าเริÉมตน้ เครืÉองเสมือน LightCycler® 480 (รุ่น 96 หรือ 384) จะถูกกาํหนดโดยโปรแกรม LightCycler® 480 เครืÉอง

เสมือน LightCycler® 480 จะใชใ้นการตัÊงโปรแกรมเมืÉอไมไ่ดเ้ชืÉอมต่อเครืÉอง หากตอ้งการตัÊงโปรแกรมการทดลองขณะ

เครืÉองจริงไม่ไดท้าํการเชืÉอมต่อ ให้เลือกเครืÉองเสมือนจากกล่องขอ้ความเครืÉองมาทาํการตัÊงคา่
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► การจดัการส่วนเชืÉอมต่อ 
 

ชืÉอ                                         คาํอธิบาย 

Name                                        ชืÉอของเครืÉองทีÉใชง้านอยู ่

IP Address                                 IP address ของเครืÉองทีÉเลือก 

Test Connection                        เพืÉอตรวจสอบการเชืÉอมต่อของเครืÉอง 
 

► ส่วนของหลอดไฟ 
 

ชืÉอ                                         คาํอธิบาย 

Absolute Intensity                    ความเขม้ของหลอดไฟ นบัค่าจากเครืÉอง 

Operation Time                        จาํนวนชัÉวโมงการใชง้านของหลอดไฟซีนอน อ่านจากเครืÉอง 

Reset values after Lamp          ตัÊงค่าการใชง้านหลอดไฟเป็น 0 

Change                                            เลือกปุ่ ม Reset Counter เมืÉอทาํการเปลีÉยนหลอดไฟใหม่เทา่นัÊน

รายละเอียดเพิÉมเตมิดไูดที้É Exchanging the Xenon Lamp 
 

► ก า ร ตัÊ ง ค่ า เ ค รืÉ อ ง  
 

ชืÉอ                                         คาํอธิบาย 
 

Barcode enabled                      เปิดการใชง้านการอ่านรหสับาร์โคด้ของมลัติเวลเพลท 
 

Plate Type                                   ชนิดของเพลททีÉใช:้ 

เพลทสีขาวขุ่น เพลทใส หรือผสมทัÊงสองแบบ 

เลือกชนิดเพลทใหถู้กตอ้งก่อนการทดลอง 

หากเลือกแบบผสมทัÊงสองแบบใหก้าํหนดชนิดเพลททีÉหนา้ต่าง

ภาพรวมก่อนเริÉมการทาํงาน 

รหัสบาร์โคด้เพลทใสจะขึÊนตน้ดว้ย “C” (เช่น C2345678) 

รหัสบาร์โคด้จะใหเ้ช็คไดว้า่ใชเ้พลทชนิดใดในการทดลอง 

 
► ส่วนขอ้มูลของเครืÉอง 

 

ชืÉอ                                        คาํอธิบาย 

Instrument ID                          ชืÉอเครืÉองทีÉทาํการเชืÉอมต่ออยู ่

Block Size                                 ชนิดของบล็อก ไซเคลอร์ทีÉทาํการติดตัÊงในเครืÉอง (96 หรือ 384) 

Barcode Enabled 

Technical Information              รุ่นของโปรแกรมเฟิร์มแวร์สําหรับเครืÉอง 

Excitation Filters                      รายการช่องกรองแสงช่วงกระตุน้ทีÉมีในเครืÉอง 

Emission Filters                        รายการช่องกรองแสงช่วงรับทีÉมีในเครืÉอง 
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ชืÉอ                                       คาํอธิบาย 

View Self Test                           แสดงรายงานการทดสอบตวัเองของเครืÉองล่าสุด: 

►  เลขเครืÉอง ID 

►  สถานะโมดูล 

►  ผลการทดสอบตวัเอง 

►  รุ่นโปรแกรมของเครืÉอง 

►  เลขของบลอ็ก 

►  ขนาดบลอ็ก 

►  ชนิดบลอ็ก 

Print                                          พมิพร์ายงานการทดสอบตวัเองล่าสุดของเครืÉอง 

Save as PDF                             บนัทึกรายงานการทดสอบตวัเองล่าสุดของเครืÉองในรูปแบบไฟล ์PDF 

 
 
 

► แถบบนัทึกการปฏิบตัิงาน 

 
วิธีดูบันทึกการปฏิบัติงาน: 

 

1    ในส่วน Instrument ของหนา้ต่าง Tools ให้เลือกชืÉอเครืÉองจากรายการเครืÉอง 

2      เลือกแถบ Operation Log  

 

3  หนา้ Operation Log จะแสดงรายการทดลองทีÉทาํงานบนเครืÉอง บนัทึกจะแสดงขอ้มูลพืÊนฐานแต่ละการ

ทดลองเช่น ชืÉอการทดลอง ผูใ้ชง้าน วนัทีÉทาํการทดลอง และจาํนวนตวัอยา่ง (96 or 384) 

 
 
 

■ 

 
► แถบการทดสอบตวัเอง 

- 
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การระบุเครืÉอง 
 

การระบุและเชืÉอมต่อเครืÉอง LightCycler® 480 ใหท้าํตามขัÊนตอนต่อไปนีÊ : 
 
 

1      เปิดหนา้ต่าง Tools โดยคลิกทีÉปุ่ม    

 

2      จากส่วน Navigator ของหนา้ต่าง Tools ใหเ้ลือก Instruments 

 

3      ถดัจากกล่องเครืÉอง ใหก้ด   

 

4      ใส่ชืÉอเครืÉอง LightCycler® 480 แลว้คลิก OK 

 

5      บนแถบ Connection ใหใ้ส่ IP address ของเครืÉ อง (ค่าเริÉมตน้คือ 192.168.95.41) 

6      (ทางเลือก) คลิก Test Connection เพืÉอทดสอบเลข IP address 

 

7      คลิก Make Default เพืÉอกาํหนดให้เครืÉองนีÊ เป็นค่าเริÉมตน้ 

 

8      คลิก Close 

 
■ 
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รูปแบบการตรวจวดัสัญญาณ    ชืÉอการผสมช่องสญัญาณ         ช่ ว ง ก ร ะ ตุ้น แ ส ง      ช่ ว ง รั บ แ ส ง  

                                             
SYBR Green I /               SYBR Green I /                   483                         533 
HRM Dye                            HRM Dye 

SimpleProbe                        SimpleProbe                             483                         533 

Mono Color Hydrolysis      FAM                                         483                         533 
Probe / UPL Probe 

Dual Color Hydrolysis 
Probe / UPL Probe 

FAM                                         483                         533 

VIC / HEX / Yellow555             523                         568 

Multi Color 
Hydrolysis Probe 

Cyan 500                                  450                         500 

FAM                                         483                         533 

VIC / HEX / Yellow555             523                         568 

Red 610                                    558                         610 

Cy 5                                          615                         670 

Mono Color HybProbe       Red 640                                    483                         640 

Multi Color HybProbe Fluos                                         483                         533 

Red 610                                    483                         610 

Red 640                                    483                         640 

Cy 5                                          483                         670 

 
 
 

15.6       รูปแบบการตรวจวัดสัญญาณ 
 

การตรวจจบัสัญญาณสามารถทาํไดท้ัÊงแบบสัญญาณเดียวหรือการผสมกนัของช่องสัญญาณ (Excitation-

Emission) แถบแสดง Detection Format เป็นหนา้ต่าง เพืÉอเลือกช่องสัญญาณสาํหรับการตรวจจบัสัญญาณให้

ทาํงาน เมืÉอตัÊงค่าโปรแกรมเป็นแบบการทดสอบใหม่ ผูใ้ชง้านจะสามารถเลือกช่องสัญญาณสาํหรับการ

ตรวจจบัสัญญาณไดข้องสัญญาณทีÉทาํการทดสอบ กรณีทีÉเลือกมากกวา่หนึÉงช่องสัญญาณ สามารถเลือกไดว้า่

จะใชคู่้สัญญาณไหนในการรับสัญญาณขณะทีÉทาํการทดสอบสามารถเลือกไดจ้าก Customize option 

)สามารถดูขอ้มูลเพิÉมเติมไดจ้ากหวัขอ้ Programming and Running an Experiment) 

 
 

 
ตารางแสดงรูปแบบการตรวจวดัสัญญาณและช่องกรองแสงทีÉมีใหส้าํหรับเครืÉอง LightCycler® 480 

Instrument I: 
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รูปแบบการตรวจวัดสัญญาณ     ชืÉอการผสมช่องสญัญาณ          ช่วงกระตุน้แสง        ช่วงรับแสง 

 
SYBR Green I /               SYBR Green I /                   465                         510 
HRM Dye                            HRM Dye 

SimpleProbe                        SimpleProbe                             465                         510 

Mono Color Hydrolysis      FAM                                         465                         510 
Probe / UPL Probe 

Dual Color Hydrolysis 
Probe / UPL Probe 

FAM                                         465                         510 

VIC / HEX / Yellow555             533                         580 

3 Color Hydrolysis 
Probe 

FAM                                         465                         510 

VIC / HEX / Yellow555             533                         580 

Cy 5/Cy 5.5                              618                         660 

4 Color Hydrolysis 
Probe 

Cyan 500                                  440                         488 

FAM                                         498                         580 

Red 610                                    533                         610 

Cy 5/Cy 5.5                              618                         660 

Mono Color HybProbe       Red 640                                    498                         640 

Multi Color HybProbe Fluos                                         465                         510 

Red 610                                    498                         610 

Red 640                                    498                         640 

Cy 5/Cy 5.5                              498                         660 

 

ตารางแสดงรูปแบบการตรวจวดัสัญญาณและช่องกรองแสงทีÉมีใหส้าํหรับเครืÉอง LightCycler® 480 

Instrument II: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

15 

ช่องสญัญาณเริÉมตน้จะแกไ้ขไม่ได้

 

 
ในแถบ Detection Format จะประกอบดว้ยรายการ  Detection Format, ส่วนกาํหนดเลือกช่องกรองสัญญาณ Filter 

Combination Selection และ รายการการผสมช่องสญัญาณ Selected Filter Combination List 

 

รายการ Detection Format จะใชจ้ดัการรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณซึÉงมีการใชง้านดงันีÊ
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ชืÉอ                             การใชง้าน 

Active                           เลือกกล่อง Active เพืÉอกาํหนดรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณให้ตรงกบัทีÉใชใ้น

โปรแกรม 

Name                            คลิกทีÉ name เพืÉอเปลีÉยนชืÉอรูปแบบ 

New  เลือกเพืÉอเพิÉมรายการรูปแบบ การตรวจวดัสญัญาณใหม ่

Copy                             คดัลอกรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณ 

Rename                        กระตุน้รูปแบบการตรวจวดัสญัญาณปัจจุบนัเพืÉอทาํการตัÊงชืÉอใหม่ 

Delete                           ลบรูปแบบการตรวจวดัสญัญาณทีÉเลือกไว ้
 

รูปแบบการตรวจวดัสัญญาณทีÉเป็นสีจางจะไม่สามารถแกไ้ขได ้(เช่น ทุกรูปแบบภายใตค้่าเริÉมตน้ของโรช) 

 
สาํหรับการเลือกช่องสัญญาณจาก Detection Format list  ,Filter Combination Selection area จะแสดงตาราง

จะแสดงชืÉอของ emission filters และ excitation filter ในช่อง checkbox คือช่องสัญญาณทีÉสามารถทาํงาน

ร่วมกนัได ้ 
 

ช่องสญัญาณทีÉสามารถทาํงานร่วมกนัไดจ้ะมีค่าความยาวคลืÉนช่วงรับลบกบัค่าความยาวคลืÉนช่วงกระตุน้  

≥ 40 

 

รายละเอียดการจบัคู่ช่องสญัญาณกรองแสงช่วงรับ-ช่วงกระตุน้ แสดงไวใ้นส่วน Selected 

Filter Combination List ใตบ้ริเวณการเลือก Filter Combination:                                                                    15 
 

ชืÉอ                             คาํอธิบาย 
 

Excitation Filter           แสดงค่าช่วงกระตุน้แสง  

 Emission Filter            แสดงค่าช่วงรับแสง 

 Name                           ใส่ชืÉอการจบัคู่ช่องสญัญาณ 

Melt Factor                  ตวัคูณทีÉใชก้บัคู่ช่องสญัญาณสาํหรับการวิเคราะห์ melt 

 
 

Quant Factor                ตวัคูณทีÉใชก้บัคู่ช่องสญัญาณสาํหรับการวิเคราะห์การหาปริมาณ 

แสดงจาํนวนเท่าของสญัญาณจากช่วงสญัญาณฟลูออเรสเซนตพื์Êนหลงัไปจนถึง

ช่วงสญัญาณราบ เมืÉอเลือกโหมดเป็น การจบัสญัญาณแบบไดนามิก 

 

 
 

Maximum 
Integration Time 

 

การรวมสญัญาณสูงสุด ทีÉใชใ้นการจบัคูช่่องสญัญาณ และใชก้ารจบัสญัญาณ

แบบไดนามิก รายละเอียดเพิÉมเติมดูในส่วน Running an Experiment
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Setting the Plate Type 

 

 
 
 

 
 
 

วิธีกําหนดรูปแบบการตรวจวัดสัญญาณสําหรับสีฟลูออเรสเซนต์ใหม่: 

 

1      เปิดเครืÉองมือ Detection Formats แลว้คลิก New 

2      ตัÊงค่าช่องสญัญาณทีÉตอ้งการใช ้

 

3  ตัÊงค่า Quant Factor ไปทีÉ  “20” (เพืÉอไม่ให้เกินช่วงไดนามิกของกลอ้ง) แ ล ะ ตัÊ ง ค่ า  Melt Factor ไปทีÉ 

“1.2” (หากมีการใชง้าน melting curve) 

ค่า Melt Factor ควรเป็นทีÉ “1.2” ถา้มีการลดลงของสญัญาณฟลูออเรสเซนตร์ะหวา่งการหลอมละลาย 

แต่หากสญัญาณเพิÉมขึÊนขณะมีการหลอมละลาย (ซึÉ งน่าจะไม่ใช่โพรบของโรช) ให้ตัÊงค่าไปทีÉ “20” 

4      เริÉมการทาํงานและใช ้ Dynamic Integration Time Mode 

 

5  ในส่วน Experiment ให้วเิคราะห์ขอ้มูลดิบในแถบขอ้มูลดว้ยการใชป้ระวติักราฟสญัญาณฟลูออเรส

เซนตต์ามขัÊนตอนดงัต่อไปนีÊ : 

►  กาํหนดสญัญาณฟลูออเรสเซนตพื์Êนหลงัใน 5 รอบแรกและสญัญาณช่วงราบใน 5 รอบสุดทา้ย 

►  คาํนวณค่าสูงสุดของไดนามิกฟลูออเรสเซนตโ์ดย (= สัญญาณพืÊนราบ/สัญญาณพืÊนหลงั) และ

คูณ 1-2 (กรณีมีสญัญาณสูงในการทดลองภายหลงั) เพืÉอจะไดค้่า Quant Factor 

6  การจบัสญัญาณสะสมต่อคู่ช่องสญัญาณหนึÉงๆให้กาํหนดระหวา่ง  10 msec — 10 sec ทุกรูปแบบการ

ตรวจวดัสญัญาณของโรชจะตัÊงสูงสุด < 2 sec ควรใชค้่านีÊ เป็นค่าเริÉมตน้เสมอ เวน้แต่มีสัญญาณรบกวน

สูง ค่าการจบัสญัญาณสะสมควรจะเพิÉมขึÊน 

■ 

15 
 

15.7       การตัÊงค่าชนิดเพลท 
 

เพลททีÉสามารถใชไ้ดมี้ 2 แบบ คือ : 

 

► เพลทขาวขุ่น 
 

► เพลทใส 
 

ควรใชเ้ฉพาะมลัติเวลเพลท พีซีอาร์ทีÉแนะนาํไวใ้นคู่มือเทา่นัÊน 

 

การใชเ้พลทใสจะใชก้รณีทีÉแนะนาํเท่านัÊน เช่น hydrolysis probes และ  SYBR Green I การกาํหนดชนิดเพลทใส

จะทาํให้การตรวจเช็คเพลทของเครืÉองไม่ทาํงาน รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดที้É Description of the Detection 

Unit 

 
ผูจ้ดัการระบบจะตอ้งรับผดิชอบในการกาํหนดชนิดเพลทให้เหมาะสม (ดูในส่วน Connection tab) หากมีการ

ใชเ้พลททัÊงสองประเภทผสมกนั ผูจ้ดัการระบบจะตอ้งตัÊงค่าในแถบการเชืÉอมต่อ การเลือกตัÊงค่า Mixed Plates 

จะทาํใหผู้ใ้ชส้ามารถใชเ้พลทไดเ้มืÉอทาํการทดลองจริง
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Diagnostic Tools 

Instrument Problem Report                           16 
 
 
 

16      เครืÉองมือในการวินิจฉัยเครืÉอง 
 
 
 

16.1       การรายงานปัญหาของเครืÉอง 
 

โปรแกรมเครืÉอง LightCycler ®480 จะสามารถส่งออกรายงานของปัญหาได ้โดยจะใชน้ามสกลุ (*.ipr) 
 
 

วธีิการส่งออกรายงาน: 
 

1      เลือกงานทีÉทาํให้เกิดปัญหาในหนา้ต่าง Navigator กดปุ่ ม Problem Reporting ในแถบ Action Bar ให้เป็น

สามารถใชง้านได ้

2      คลิกปุ่ ม Problem Reporting 

 

3      หนา้ต่าง Problem report จะเปิดขึÊน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4      ใส่ขอ้ความเพิÉมเติมอธิบายปัญหาไดที้Éช่อง Notes  

 

5  ในช่อง Filename ค่าเริÉมตน้ชืÉอและทีÉอยูไ่ฟล์จะมีในรายการ ให้คลิก  Browse หากตอ้งการเปลีÉยนทีÉอยู่

ไฟล ์
 

6     ยนืยนัการใส่ขอ้มูลโดยการกดปุ่ ม   และบนัทึก Problem Report เป็นนามสกุล *.ipr 

กรณีการรายงานปัญหาลม้เหลว แนะนาํให้ปิดและเปิดใหม่สาํหรับการทดลองทีÉมีปัญหา

นัÊน 

■
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Diagnostic Tools 

16              Error Log 
 
 

16.2       บันทกึข้อผิดพลาด 
 

ขอ้ผิดพลาดต่างๆจะถูกสร้างขึÊนดว้ยโปรแกรม จะแสดงขอ้ความต่างๆในพืÊนทีÉ message area สามารถดูขอ้มูลเพิÉมเติมไดใ้น

หวัขอ้ Understanding the LightCycler ®480  Software Main Window สามารถดูขอ้มูลจาก Error Log tool 
 

 

วิธีแสดงไฟล์บันทึกข้อผิดพลาด: 

 

1      คลิกขวาทีÉ Message Area ทีÉ Overview Window 

 
2 เลือก Show Log ใน Context Menu 

3 หนา้ต่างขอ้ผิดพลาดจะปรากฏขึÊน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

3     คลิก Include ในช่องของ Log Files list สาํหรับ Log files ทีÉจะปรากฏออกมาขอ้ความจะแสดงขึÊนทีÉ Message List area 

4      เลือกขอ้ความจาก Message List area เพืÉอแสดงรายละเอียด 

 
■ 

สามารถส่งออกไฟลไ์ปทีÉ C:\ProgramData\Roche\LightCycler480\Bin\Logs\ 
 

 

วิธีลบไฟล์ข้อผิดพลาด: 

 

1      คลิกขวาทีÉ Message Area ของหนา้ต่าง Overview  

 

2      คลิก Show log ในรายการเมนู หนา้ต่าง Error Log Viewer จะปรากฏขึÊน  

 

3      คลิก Delete ในช่องรายการ Log Files สาํหรับไฟล์ทีÉต ้องการลบ 

 
■ 

ไฟลบ์นัทึกขอ้ผิดพลาดทีÉเปิดใชง้านอยูจ่ะไม่สามารถลบได ้
 

 

16.3       การทดสอบตัวเองของเครืÉอง 

ในส่วน Instrument section ในแถบ Tools ผูใ้ชง้านสามารถดูขอ้มูล พิมพ ์หรือบนัทึก ขอ้มูลการทาํ Self Test สามารถดูขอ้มูล

ในหวัขอ้ Instruments 
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Installation and Maintenance of LightCycler® 480 Software 
 

Self Test 
 

17 

17      การตดิตัÊงและบํารุงรักษาโปรแกรม LightCycler®  480  
 

โปรแกรม LightCycler ®480 จะประกอบดว้ย การใชง้าน ฐานขอ้มูล และฐานขอ้มูลเซิร์ฟเวอร์ เรียก Exor 4 เพืÉอใช้ใน

การสืÉอสารกนัระหวา่งขอ้มูล 

 
 

อ่านและศึกษาหวัขอ้ต่อไปนีÊ : 

 

► การติดตัÊงโปรแกรม LightCycler® 480  
 

► การเริÉมการใชโ้ปรแกรม LightCycler® 480 และการเชืÉอมต่อ 
 

► การบนัทึกฐานขอ้มูลทีÉมีอยูแ่ลว้ และการลงฐานขอ้มูลเพิÉมเติม 
 

► การเขา้ใชง้านฐานขอ้มูลทีÉแตกต่างกนั 
 

► ก า ร แทนทีÉฐานขอ้มูลทีÉมีอยูแ่ลว้ 
 

► การจดัตัÊงเครือข่ายลูกคา้/เซิร์ฟเวอร์ 
 

► การลบโปรแกรม LightCycler® 480  

 
 

สําหรับเครืÉ อง LightCycler  ®480  Instrument II โปรแกรม LightCycler  ®480  Software รวมทัÊ ง traceable 

database (XDMS_T) และ Research database (XDMS_R) จะถูกติดตัÊงเรียบร้อยแลว้ 
 

► สามารถดูขอ้มูลการใชง้าน LightCycler ®480 Software จากคอมพวิเตอร์ทีÉมากบัเครืÉองใหดู้หัวขอ้ 

Starting the LightCycler ®480 Software and Connecting an Instrument 
 

► สามารถดูขอ้มูลการใชง้าน LightCycler ®480 Software จากคอมพวิเตอร์ทีÉไม่ไดม้ากบัเครืÉองใหดู้หวัขอ้ 

Installing LightCycler ®480  Software 
 

โปรแกรม LightCycler® 480 สามารถติดตัÊงไวก่้อนทีÉคอมพวิเตอร์ควบคุม LightCycler® 480 ตาม

รูปแบบดงันีÊ: 

 
► Roche control unit with operating system Windows XP (32-bit): 

“C:\Program Files\Roche\LightCycler480” 
 

► Roche control unit with operating system Windows 7 (32-bit): 
“C:\Program Files\Roche\LightCycler480” 

 

► Roche control unit with operating system Windows 10 (64-bit): 
“C:\Program Files (x86)\Roche\LightCycler480”



352 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

352 
Advanced Software Functionalities 

 

 
 
 

Installation and Maintenance of LightCycler® 480 Software 
 

Installing LightCycler® 480 Software 
 

17 

17.1       การติดตัÊงโปรแกรม LightCycler®  480 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 ถูกควบคุมดว้ยโปรแกรม LightCycler® 480 ทีÉอยูใ่นคอมพวิเตอร์ทีÉควบคุม

เครืÉอง โปรแกรมจะควบคุมการทาํงานเครืÉองผา่นวธีิการทดลอง experiment protocol โปรแกรมจะถูก

ติดตัÊงดว้ยการแตกตวัของโปรแกรมการติดตัÊงเอง ให้ทาํตามขัÊนตอนดงัต่อไปนีÊ  

 

ดาวน์โหลดโปรแกรมรุ่นล่าสุดของ LightCycler® 480 Software 1.5  จาก 

https://diagnostics.roche.com 

 

โปรแกรมรุ่นเก่ากว่าก่อนหนา้นีÊ  ควรลบออกก่อนทาํการติดตัÊงใหม่ 

 

การติดตัÊงโปรแกรมกบัเครืÉองคอมพวิเตอร์อืÉนๆ  คอมพวิเตอร์ควรมีคุณสมบติัดงันีÊ : 
 

► ระบบโพรเซสเซอร์อยา่งนอ้ย Pentium 4 GHz and 3.2 GHz 
 

► ความจาํอยา่งนอ้ย 2 GB RAM 
 

► พืÊนทีÉจดัเกบ็ขอ้มูลอยา่งนอ้ย 100 GB 
 

► มี  2  ก า ร เ ชืÉ อ ม ต่ อ  เครือข่าย (อยา่งนอ้ย 10 Mbit/s) 
 

► ระบบปฏิบติัการ Windows 7 or Windows 10 (32 bit or 64 bit) English Version 
 

► ร ะ บ บ  Graphics/Display min. 1280×1024 ความคมชดั 
 

► CD-RW/DVD-R drive 
 

► “System Locale” has to be set to “English (United States)” or any other variant of 

English 
 

สาํหรับระบบปฏิบติัการ Windows 7 ใหไ้ปทีÉ: 

Control Panel > Region and Language > Administrative > Change System Locale” 

 

สาํหรับระบบปฏิบติัการ Windows 10 ใหไ้ปทีÉ: 

Settings > Region > Additional date, time, & regional settings > Region 

> (tab)Administrative > Change system locale 

 

เส้นทางการติดตัÊงโปรแกรม LightCycler® 480 สํา ห รั บ เ ค รืÉ อ ง ค อ ม พิ ว เ ต อ ร์ จ ะ ขัÊ น กั บ ช นิ ด

ดั ง นีÊ : 

 

► For Windows  64-bit systems: “C:\Program Files (x86)\Roche\LightCycler480” 
 

► For Windows  32-bit systems: “C:\Program Files\Roche\LightCycler480”
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วิธีติดตัÊงโปรแกรม LightCycler®  480 : 

1  ตรวจสอบวา่ผูใ้ชง้านไดรั้บสิทธิÍ เป็น administration ในการลงโปรแกรม 

คดัลอก  LightCycler480_Software_Setup.exe file จากหนา้จอ desktop และเริÉมการลงโปรแกรมโดยการ 

ดบัเบิÊลคลิก  เมืÉอถึงหนา้ The InstallShield wizard Welcome ให้คลิก Next 

 
 

2      ใหเ้ลือก agree จากนัÊนคลิก Yes เพืÉอเริÉมการลงโปรแกรม 

 
 

3  ในหนา้ต่าง Select Components  window ใหเ้ลือกทัÊง Light Cycler® 480 Software และ Exor4 

database  จากนัÊนเลือก Next 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
► ► ►
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4  เลือกตาํแหน่งทีÉติดตัÊงโปรแกรม LightCycler® 480 โดยสามารถใชก้ารตัÊงค่าเริÉมตน้ หรือเลือก

กาํหนดใหม่เองได ้คลิก  Next 

 
 
 
 

5  หนา้ต่าง LightCycler® 480 icons ให้ เ ลือกกาํห นดโปรแ กรมทีÉต้อง การให้สร้างบนหน้า เดสก์ท้อป 

ยกเลิกการเลือกไอคอนทีÉ ไม่ต้องการได้ แล้วคลิก  Next 

 
 

6  ในหนา้ต่าง Choose Exor4 location ให้ใชค้่าเริÉมตน้โปรแกรมในการติดตัÊง Exor4 หรือจะเลือกกาํหนดเอง

สาํหรับตาํแหน่งการติดตัÊงฐานขอ้มูลนีÊก็ได ้คลิก Next 

 
► ► ►
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7  ในหนา้ต่าง Exor4 database file location ให้เลือกค่าเริÉมตน้ขอ้มูลในการติดตัÊงฐานขอ้มูล หรือ

กาํหนดตาํแหน่งเองก็ได ้แลว้คลิก Next 

 
 
 

8      เลือกรายการทีÉตอ้งการติดตัÊง 

►  ฐานขอ้มูลทีÉมีอยู ่(หากมี) จะปรากฏชืÉอฐานขอ้มูลทีÉมีอยู ่

►  ฐานขอ้มูลตรวจสอบยอ้นกลบัไดอ้นัใหม่ 

►  ฐานขอ้มูลวจิยัอนัใหม่ 

คลิก  Next 

                                                 

 
 

► ► ►
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9  กรณีทีÉตอ้งการลงฐานขอ้มูลใหม่ สามารถใส่ชืÉอใหฐ้านขอ้มูลใหม่ จากนัÊนคลิก  Next 

 
 
 

กรณีทีÉชืÉอถูกใชง้านแลว้ สามารถเลือกทีÉจะใชฐ้านขอ้มูลทีÉมีอยูแ่ลว้หรือสร้างใหม่ก็ได ้โดยทีÉ

ฐานขอ้มูลเดิมยงัคงอยู ่

 
 

10      ทีÉหนา้ต่าง Exor4 icons ให้เลือกไอคอนทีÉตอ้งการแสดงบนหน้าจอเดสกท์อ้ป สามารถยกเลิกการ

เลือกไอคอนทีÉไม่ตอ้งการได ้แต่ตอ้งเลือกอยา่งน้อยหนึÉ งไอคอนทีÉแสดง คลิก Next 
 
 

► ► ►



357 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

357 
Advanced Software Functionalities 

 

 
 
 

Installation and Maintenance of LightCycler® 480 Software 
 

Installing LightCycler® 480 Software 
 

17 
11 ส่วนทีÉเลือกจะไดรั้บการติดตัÊง เมืÉอขัÊนตอนการติดตัÊงเสร็จสมบูรณ์ หน้าต่าง Installation Complete 

จะปรากฏขึÊนให้เลือก Yes, I want to restart my computer now จากนัÊนคลิก Finish 

 
 
 

■ 
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17.2  การเริÉมการใช้โปรแกรม LightCycler®  480  และการเชืÉอมต่อกับเครืÉอง 
 

หวัขอ้นีÊจะอธิบายเกีÉยวกบัการเริÉมใชง้านทัÊง Light Cycler® 480 Software และการเชืÉอมต่อกบัเครืÉอง 

 

 

1      หลงัจากเริÉมการใชง้าน 

►  สาํหรับระบบปฏิบติัการ Windows 7 รอจนปรากฏหนา้ต่างให้ใส่รหสัผา่น 

►  สาํหรับระบบปฏิบติัการ Windows 10 ให้กดปุ่ มใดๆก็ได ้ 

ใส่ขอ้มูลดงันีÊ  

►  Login: operator 

►  Password: LC480 

คลิก  OK 

หากใชร้ะบบปฏิบติัการ Windows 10 จะมีการแจง้เตือนให้เปลีÉยนรหัสผา่นตัÊงแต่ครัÊ งแรกทีÉเปิด

ใชง้าน 

2      เปิดเครืÉอง LightCycler® 480 

3      ดบัเบิÊลคลิกไอคอนโปรแกรม LightCycler® 480 บนหนา้เดสกท์อ้ป 

 
 
 

4  เขา้สู่โปรแกรมดว้ยผูใ้ช ้“admin” และรหสัผา่น “LightCycler480”  

 

Log on to: ให้เลือกกาํหนดฐานขอ้มูลทีÉตอ้งการเขา้ ดูรายละเอียดเพิÉมเติมทีÉ Logging onto 

Different Databases 
 
 

โดยค่าเริÉมตน้ จะมีฐานขอ้มูล 2 แบบ คือแบบตรวจสอบยอ้นกลบัได ้กบัแบบวิจยั ให้เลือก

ฐานขอ้มูลทีÉตอ้งการ 

► ► ►



359 
LightCycler® 480 Instrument — Software Version 1.5 

359 
Advanced Software Functionalities 

 

 
 
 

Installation and Maintenance of LightCycler® 480 Software 
 

Starting the LightCycler® 480 Software and Connecting an Instrument 
 

17 

 

5      ►  จะมีขอ้ความแจง้เตือนให้เปลีÉยนรหัสผา่น 

 
 
 
 
 
 
 

►  คลิก 

►  ใส่รหสัผา่นปัจจุบนัทีÉใชใ้นช่อง Old Password  

►  ใส่รหสัผา่นใหม่ในช่อง New Password และซํÊาอีกรอบเพืÉอยนืยนัในช่อง 

Confirm Password  

►  คลิก   

หากรหสัผา่นใหม่ทัÊงสองช่องไม่ตรงกนั ปุ่ม            จะไม่สามารถใชง้านได ้

รหัสผา่นตอ้งมีอยา่งนอ้ยหกตวัอกัษร โดยมีตวัเลขอยา่งนอ้ยหนึÉงตวั ตวัอกัษรพิมพใ์หญ่อยา่งนอ้ยหนึÉง

ตวั 
 

6      เปิดหนา้ตา่ง Tools แลว้กดปุ่ ม   
 

7      ►  ในส่วน Tools navigator เ ลื อ ก  Instruments 

                                                                   

►  หนา้ต่าง Instruments จะปรากฏ 

► ► ►
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8  ►  ถดัจากกล่องการเลือกเครืÉอง ให้กด  . 

►  ใส่ชืÉอเครืÉอง แลว้คลิก  . 

ระวงัการใชชื้ÉอเดียวกนัของเครืÉอง LightCycler® 480 สาํหรับฐานขอ้มูลต่างกนั ซึÉ งจะทาํให้

เครืÉ องทีÉใช้งานได้ไม่ถูกกาํหนดเป็นค่าเริÉ มตน้หากเปลีÉยนฐานขอ้มูล 

 

►  ในแถบ Connection Settings ให้ใส่ขอ้มูล IP Address “192.168.95.41” 

 

►  คลิก Test Connection เพืÉอทดสอบ IP address  และตัÊงค่าการเชืÉอมต่อเครืÉอง จะมีขอ้ความ  “Test 

Connection succeeded”  ปรากฏขึÊน ให้คลิก      

►  คลิกปุ่ ม Make default  

►  ปิดหนา้ต่าง Tools  

ในทางกลบักนัหากไม่ตอ้งการเชืÉอมต่อเครืÉองจริง ให้เลือกเครืÉองเสมือนหนึÉงในสีÉของทีÉมี (ได้

ทัÊงแบบ 96-หรือ 384- well format) และทาํเป็นค่าเริÉมตน้ 

9  ►  เปิดหนา้ตา่ง Tools อีกครัÊ ง แลว้กดเลือก Instruments 

►  ตรวจเช็ควา่เลขเครืÉองปรากฏอยูใ่นช่อง Instrument ID หากมี แสดงว่าเชืÉอมต่อถูกตอ้ง 

                                             

                                                     

10     ในหนา้ Tool ให้เลือก System settings หนา้ต่างจะปรากฏขึÊน 

 

 

 

 

 

 

►  การตัÊงค่า Maximum Login Attempts  และ Password expiration days เปลีÉยนให้เหมาะสมได ้

ปิดหนา้ต่าง Tools  
 

11      คลิกปุ่ ม Exit   เพืÉอออกจากโปรแกรม LightCycler® 480  
 

■
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17.3  การบันทกึฐานข้อมูลทีÉมีอยู่แล้ว และการลงฐานข้อมูลเพิÉมเติม 
 

บนัทึกฐานขอ้มูลเพืÉอทาํเป็นการสาํรองขอ้มูล การบนัทึกตอ้งตรวจสอบขนาดของฐานขอ้มูลตอ้งไม่เกิน 700 

MB ของแผน่ CD หรือ 4.5 GB สาํหรับ DVD: 

 

ขอ้ควรระวงัสาํหรับขนาดของขอ้มูลการทดลองในฐานขอ้มูลแบบตรวจสอบยอ้นกลบั ทีÉมีขนาดใหญ่ หาก

เปรียบเทียบกบัโปรแกรมรุ่นเก่า เพืÉอเป็นการช่วยให้การวิเคราะห์ขอ้มูลเร็วขึÊน ไฟล์ของการทดลองควรเช็คจาก

ประวติัการทดลองเพืÉอให้ไฟล์การทดลองทีÉถูกจดัเก็บมีขนาดไม่เกิน10 MB 

 

เมืÉอตรวจเช็คอยูเ่สมอ จะตอ้งจดัเก็บสาํรองขอ้มูลจากฐานขอ้มูลดว้ยจะเป็นประโยชน์ ในการคดัลอกฐานขอ้มูล 

ควรเช็คใหข้นาดไม่เกิน 4.5 GB เพืÉอจะไดบ้นัทึกในแผ่น DVD ได ้
 
 

วธีิเช็คขนาดฐานข้อมูล: 

 

1  ใน Windows Explorer เลือก C:\ProgramData\Roche\Exor4\Data (ตาํแหน่งขอ้มูลอาจแตกต่างไปขึÊนอยู่

กบัการกาํหนดไวแ้ต่แรก ดูขอ้มูลเพิÉมเติมไดที้É Installing LightCy- cler® 480 Software) 

2      คลิกขวาทีÉฐานขอ้มูลทีÉตอ้งการ (*.IB) จากเมนู เลือก Properties และอา่นขนาดจากรายการเมนู 

■ 

 

หากตอ้งการบีบอดัไฟลฐ์านขอ้มูล (เช่น ขนาดเกิน 700 MB (CD) หรือเกิน 4.5 GB ทีÉจะใส่ DVD) ให้ใช้

เครืÉองมือ CompactIB  
 
 

การบีบอดัไฟล์ฐานข้อมูล: 

 

1  ปิดการใชง้านฐานขอ้มูล โดยการคลิกขวาทีÉ Exor 4 และเลือก Shutdown 

2  เลือกฐานขอ้มูลทีÉตอ้งการบีบอดั  C:\ProgramData\Roche\Exor4\Data  ดูขอ้มูลเพิÉมเติมในหวัขอ้  

Installing LightCycler® 480 Software 

3  คลิกขวาทีÉฐานขอ้มูลทีÉตอ้งการบีบอดั เลือก Properties และเลือก Security คลิก Allow สาํหรับ Full 

control และ Modify คลิก OK 

4      ใน Start Menu ให้เลือก Programs/Roche/CompactIB 

 

5  หนา้ต่าง Compact Interbase Database File จะปรากฏขึÊน ในกล่อง Database File to Compact ใส่

ไดเร็คทอรีÉของฐานขอ้มูล หรือคลิก  เพืÉอเลือกทีÉอยู ่แลว้คลิก Open 

6      คลิก Compact เพืÉอเริÉมการทาํงาน 

 
■
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การบันทึกไฟล์ฐานข้อมูล: 

 
1     ปิดการทาํงานของฐานขอ้มูลทัÊงหมด โดยคลิกขวาทีÉ Exor 4 และเลือก Shutdown 

2      บนัทึกฐานขอ้มูล  (*.IB) บนแผน่ซีดี โดยใชโ้ปรแกรมการบนัทึกในคอมพวิเตอร์ช่วย 

 
■ 

 
 

การติดตัÊงฐานข้อมูลเพิÉมเติม: 
 

ถา้โปรแกรม LightCycler® 480 ติดตัÊงไวใ้นคอมพวิเตอร์เรียบร้อยแลว้ สามารถใชโ้ปรแกรมในการติดตัÊง

ฐานขอ้มูลเพิÉมเติมได ้

เมืÉอติดตัÊงฐานขอ้มูลเพิÉม ตาํแหน่งของ Exor4 และไฟลฐ์านขอ้มูลจะตอ้งไม่เปลีÉยนแปลง ตาํแหน่งหลกัควร

มีตาํแหน่งเดียว แลว้ฐานขอ้มูลยอ่ยจะตอ้งอยูที่Éเดียวกนั 

 

1  ปิดทุกฐานขอ้มูลทีÉทาํงานอยู ่โดยการคลิกขวาทีÉไอคอน Exor4 จากนัÊนเลือก Shutdown  

2  คดัลอกไฟล ์LightCycler480_Software_Setup.exe ไปทีÉหนา้เดสกท์อ้ป แลว้เริÉมการติดตัÊงโดย

ดบัเบิÊลคลิก 

3      หนา้ต่าง Setup Type จะปรากฏขึÊน ใหเ้ลือก Install a database file และคลิก Next 

 
 

► ► ►
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4      เลือกกาํหนดสิÉงทีÉตอ้งการติดตัÊง 

►  ฐานขอ้มูลตรวจสอบยอ้นกลบัอนัใหม่ 

►  ฐานขอ้มูลวจิยัอนัใหม่ 

►  ฐานขอ้มูลทีÉมีอยู ่(หากมี) ชืÉอของฐานขอ้มูลทีÉมีอยูจ่ะปรากฏ รายละเอียดเพิÉมเติมดูไดที้É

ส่วน Database information 

คลิก  Next 

 
 
 

► ► ► 
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5  โปรแกรมจะใหใ้ส่ชืÉอฐานขอ้มูลอนัใหม่ ใส่ชืÉอแลว้คลิก Next 

 
 

หากใส่ชืÉอทีÉมีอยู่แลว้ในฐานขอ้มูล โปรแกรมจะถามใหเ้ลือกวา่จะใชฐ้านขอ้มูลเดิม หรือสร้างฐานขอ้มูลใหม่

ดว้ยชืÉอเดิม ซึÉ งฐานขอ้มูลเดิมจะยงัคงอยู ่

 

6  โปรแกรมจะใหใ้ส่เลข port number ของฐานขอ้มูล ให้เลือกใชค่้าเริÉมตน้ทีÉมี หรือกาํหนดเลข

port number ใหม่ จากนัÊน คลิก Next 

 
 

► ► ►
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7  กดเลือกทีÉอยูส่าํหรับ program icons โดยมีทีÉสามารถเลือกไดด้งัรูปดา้นล่าง สามารถ

กดยกเลิกการเลือก หากไม่ตอ้งการ location นัÊน หลงัจากนัÊนกด Next 

 
 
 

8      จะปรากฏขอ้ความวา่ การติดตัÊงเสร็จแลว้ดงัรูป หลงัจากนัÊนกด Finish 

                                                 

 
 

■ 

ในขัÊนตอนการติดตัÊงนัÊนจะปรากฏไอคอน  บนหนา้จอคอมพวิเตอร์ ก่อนทีÉจะมีการลอ็คอินเขา้ 

ฐานขอ้มูลจาํเป็นตอ้งเริÉมการใชง้านโปรแกรมทีÉติดตัÊงล่าสุดดว้ยการ ดบัเบิÊลคลิกทีÉไอคอนนัÊนบน

หนา้จอคอมพวิเตอร์ หรือการ reboot ระบบใหม่ 

 

ก่อนเริÉมการทดสอบดว้ยโปรแกรมทีÉติดตัÊงใหม่ จาํเป็นตอ้งกาํหนดอุปกรณ์ทดสอบก่อน ศึกษา

รายละเอียดในหวัขอ้ Defining an Instrument 

 

ลอ็คอินเขา้สู่เครืÉองมือเพืÉอติดตัÊงและแกไ้ขผูใ้ชง้าน ศึกษารายละเอียดเพิÉมเติมในหวัขอ้ See section 

Administrative  Tools 
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17.4       การเข้าสู่ระบบฐานข้อมูลทีÉแตกต่างออกไป 
 

สามารคลอ็คอินเขา้สู่ database ทีÉเพิÉมเติมเขา้ไปใหม่ไดโ้ดยการกดเลือก previously included database ในเมนู 

Log on to 

 

1      ดบัเบิÊลคลิกทีÉ โปรแกรมไอคอน LightCycler® 480 เพืÉอเปิดโปรแกรม 

2      กล่องขอ้ความจะเปิดขึÊน คลิกทีÉ Options เพืÉอเปิดรายการเซิร์ฟเวอร์ทีÉรู้จกั 

 
 
 

3      คลิก   หน้าต่าง  Database Properties จะปรากฏขึÊน 

 

4      ใส่ชืÉอฐานขอ้มูลและตาํแหน่งทีÉอยูไ่ฟล ์

►  หาก database นัÊนเก็บอยูใ่น location เดียวกบัโปรแกรม LightCycler® 480 ใหใ้ส่ location ชืÉอ 

“localhost” ตามดว้ยเครืÉองหมาย colon ( : ) และ port number ของ database นัÊนๆ 

►  กรณี location ของ database นัÊนอยูบ่น remote computer ใหใ้ส่ IP address หรือ network name 

ของ remote computer นัÊน ตามดว้ยเครืÉองหมาย colon ( : ) และ port number ของ database 

นัÊนๆ (เช่น 10.127.65.190:20482) 

กรณี remote computer รับ IP address แบบอตัโนมติั ใหร้ะบุชืÉอคอมพวิเตอร์แทน IP 

address 

กดเลือก   

 
 
 

เพืÉอหา port number ของ database ใหน้าํ cursor ชีÊ /วางบนไอคอน Exor4 ในถาดเครืÉองมือ

ดา้นล่าง จากนัÊนจะปรากฏขอ้มูลและ port number ตามรูปดา้นล่าง 

 
 
 

► ► ►



367 
Advanced Software Functionalities 

 

 
 
 

 

 

5      ฐานขอ้มูลดงักล่าวจะอยูใ่น 

กล่องขอ้ความ 

Log on to  

 
 

การลอ็คอินเขา้

เป็น “admin”

 

หากตอ้งการลบ ฐานขอ้มูล ออกจาก 

ตอ้งการลบ จากนัÊนกด 

 
 

 
 
 
 
 

LightCycler® 480 Instrum

Installation and Maintenance of LightCyc

Logging on to D

ฐานขอ้มูลดงักล่าวจะอยูใ่น List of known Database ซึÉ งสามารถเลือก database 

 

การลอ็คอินเขา้โปรแกรมหลงัติดตัÊงฐานขอ้มูล ใหม่แลว้ สามารถระบุชืÉอผูใ้ชแ้ละรหสัผา่นเบืÊองตน้

“admin” และ “LightCycler480” ตามลาํดบั 

หากตอ้งการลบ ฐานขอ้มูล ออกจาก List of known Database ใหก้ดเลือก ฐานขอ้มูล

ตอ้งการลบ จากนัÊนกด   แต่หากตอ้งการเปลีÉยนชืÉอหรือ ตาํแหน่งของ 

ument — Software Version 1.5 
367 

cler® 480 Software 

Different Databases 

17 
database ทีÉตอ้งการได้

ใหม่แลว้ สามารถระบุชืÉอผูใ้ชแ้ละรหสัผา่นเบืÊองตน้

■ 

ใหก้ดเลือก ฐานขอ้มูล ทีÉ

แต่หากตอ้งการเปลีÉยนชืÉอหรือ ตาํแหน่งของ database ใหก้ดเลือก 
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Replacing an Existing Database File with a Database File of the Same Name 
 

17 
 

17.5       การแทนทีÉไฟล์ฐานข้อมูลเดิมด้วยฐานข้อมูลทีÉมีชืÉอเดียวกัน 
 

การแทนทีÉไฟล ์ฐานขอ้มูล เดิมดว้ยชืÉอไฟลเ์ดียวกนั  เช่น ไฟลชื์Éอ LightCycler®480 Software ไม่จาํเป็นตอ้งเพิÉม 

Exor4 service ใดๆ 
 

วิธีแทนทีÉไฟล์ฐานข้อมูลเดิมด้วยฐานข้อมูลทีÉมีชืÉอเดียวกัน: 

 

1      ออกจากโปรแกรม LightCycler® 480 

 

2  กดปิดระบบ ฐานขอ้มูล นัÊนโดยการคลิกขวาทีÉไอคอน Exor4 และกด Shutdown 

   3      คดัลอกไฟล ์ฐานขอ้มูลทีÉจะติดตัÊง  (เช่น จาก CD) ไปสู่ไดเร็คทอรีÉฐานขอ้มูล 

 
 
 

ควรตัÊงชืÉอฐานขอ้มูลเหมือนเดิมกบัทีÉลบไป ไม่ควรเปลีÉยนชืÉอหากไม่จาํเป็น 

 

        4       เริÉมการใชง้าน Exor4 service โดยกดดบัเบิÊลคลิก ทีÉไอคอนบนหนา้จอคอมพวิเตอร์ 

 

5      เริÉมใชง้านโปรแกรม LightCycler® 480 

ชืÉอผูใ้ชง้านและรหสัผา่นจะถูกบนัทึกในฐานขอ้มูล ไม่ใช่โปรแกรม 

กรณีทีÉมีการแทนทีÉ ฐานขอ้มูลใหม่จากฐานขอ้มูลเดิมทีÉติดตัÊงจากโปรแกรม 

LightCycler® 480 ใหใ้ชชื้Éอผูใ้ชง้านและรหสัผา่นเป็น “admin” และ 

“LightCycler480” 

■ 
 

เพืÉอทีÉจะเขา้สู่ระบบไปนาํฐานขอ้มูลออกมา ใหใ้ส่ชืÉอผูใ้ชแ้ละรหสัผา่นสาํหรับฐานขอ้มูลนัÊน
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17.6       การติดตัÊงเครือข่าย Client/Server 
 

การรองรับระบบเครือข่ายและระบบLIMS  
 

ระบบเครือข่าย และ LIMS ของเครืÉอง LightCycler® 480 รองรับความสามารถในการเชืÉอมต่อ 2 ลกัษณะซึÉงทาํ

ใหเ้ครืÉองสามารถเชืÉอมต่อกบัเครือข่ายหอ้งปฏิบติัการและรวมไปถึงระบบการทาํงานอตัโนมติัต่างๆ 

 

การรองรับเครือข่ายมีคุณสมบติัทีÉจะแชร์ขอ้มูลระหวา่งส่วนควบคุมกบัคอมพวิเตอร์อืÉนๆ ผูใ้ชส้ามารถใช้

โปรแกรม LightCycler® 480 ผา่นเครือข่าย ในการบนัทึกขอ้มูลตวัอยา่ง จากการเขา้ใชแ้บบทางไกลได ้

 

การรองรับระบบ LIMS เป็นการรวมการเชืÉอมต่อระบบ LightCycler®  480 กบัเครืÉองมือในหอ้งปฏิบตัิการได ้

ทาํใหผู้ใ้ชป้ระหยดัเวลาการทาํงาน โดยสามารถควบคุมเครืÉองผา่นทางไกลได ้ ในการสัÉงงานเครืÉองดว้ย

พารามิเตอร์ต่างๆ รวมทัÊงการทาํงานของเครืÉองร่วมกบัเครืÉองแขนกลต่างๆ ในการทาํงานแบบปริมาณมากๆ เช่น

การใส่เพลทดว้ยแขนกลอตัโนมติัเป็นตน้ 
 
 

การรองรับเครือข่าย 
 

ระบบ เครือข่าย นีÊสามารถเชืÉอมต่อขอ้มูลการทดสอบกบัระบบ และคอมพวิเตอร์อืÉนๆ ซึÉ งรวมถึงคอมพวิเตอร์

แบบเชืÉอมต่อทางไกล ได ้ ขอ้มูลจะมีการเกบ็ไวใ้นระบบ server และสามารถเชืÉอมต่อหรือส่งขอ้มูลผา่น

คอมพวิเตอร์ทีÉมีในระบบ ดงัรูป 
 

          

 
  ระบบ network นีÊตอ้งการอุปกรณต่างๆดงันีÊ  

 
► เ ค รืÉ อ ง  LightCycler® 480  

 
► ส่วนควบคุมเครืÉองพร้อมโปรแกรมของ LightCycler® 480 

 
► ฐานขอ้มูลและเซิร์ฟเวอร์ 

 
► คอมพิวเตอร์ของลูกคา้เองพร้อมโปรแกรม LightCycler® 480 
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การรองรับระบบLIMS 
 

กรณีใชง้านระบบ LIMS จาํเป็นตอ้งเพิÉม LightCycler® 480 LIMS interface module โดยติดตัÊงแทนทีÉโปรแกรม 

LightCycler 480 ระบบ LIMS นีÊ  สามารถเขียนโปรแกรมการทาํงานของเครืÉองผา่น command line ไดเ้ช่น การเปิด

ปิดเครืÉอง เริÉมการทดสอบ และบนัทึกขอ้มูล เป็นตน้  

 

โปรแกรมพฒันาให้สามารถใชง้านง่ายขึÊน ดว้ยให้เครืÉอง LightCycler® 480 และแขนกลทาํงานร่วมกนั ในการทาํ

การทดลองจากเพลททีÉเรียงไวเ้ป็นแถวๆ ยกตวัอยา่งกรณีทีÉมีการใชเ้ครืÉอง LightCycler 480 หนึÉ งเครืÉองหรือ

มากกวา่ ทาํงานกบัเครืÉองแขนกลหยบิเพลท หนึÉ งเซิร์ฟเวอร์ หนึÉ งเครืÉองทีÉกาํหนดงาน และหนึÉงหรือ หลายๆ 

คอมพวิเตอร์ (ตามแผนภาพดา้นล่าง) 

 

 
 
 

ผูใ้ชง้านทางเทคโนโลยีสารสนเทศ หรอืบรษัิททีÉเกีÉยวขอ้ง สามารถพฒันาโปรแกรมกาํหนดตารางงานใหก้บั

คอมพวิเตอรที์ÉควบคมุสัÉงงาน แบบอตัโนมตัิ เพืÉอใหท้าํงานซ ํÊาๆ เพืÉอประหยดัเวลาบคุลากร 

 
ในส่วนนีÊ  โปรแกรมจะทาํการสัÉงจากระยะไกล เพืÉอควบคุมให้เครืÉองมีการเปิดประตูเครืÉอง ทาํการใส่เพลทเขา้

เครืÉองร่วมกบัแขนกล จากนัÊนปิดประตูเครืÉอง LightCycler® 480 แลว้เริÉมกาํหนดการทดลองทีÉจะใช ้ ทาํการ

บนัทึกขอ้มูลการทดลอง ผา่นระบบเซิร์ฟเวอร์ดว้ยการเขา้ใชจ้ากระยะไกล 

 
เพืÉอจดัตัÊงระบบ จะตอ้งมีอุปกรณ์ดงันีÊ: 

 
► เ ค รืÉ อ ง  LightCycler® 480  

 
► ส่วนควบคุมเครืÉองพร้อมโปรแกรม LightCycler® 480 และ LightCycler® 480 LIMS Interface 

Module (LIMS Server software) 
 

►ฐ า น ข้ อ มู ล แ ล ะ เ ซิ ร์ ฟ เ ว อ ร์  
 

► เครืÉองแขนกลสาํหรับนาํเพลทใส่เขา้และออกจากเครืÉอง  
 

► Scheduler: ประกอบด้วยคอมพิวเตอร์ LIMS พร้อม LightCycler® 480 LIMS Interface Module (โปรแกรม LIMS) 

และโปรแกรม LIMS Application 
 

► คอมพวิเตอร์พร้อมโปรแกรม LightCycler® 480 
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Removing  LightCycler® 480 Software 
 

17 

17.7       การลบโปรแกรม LightCycler®  480  

ทาํตามขัÊนตอนดงันีÊ ในการยกเลิกการติดตัÊงโปรแกรม LightCycler® 480  
 

วธีิยกเลกิการตดิตัÊงโปรแกรม LightCycler® 480: 

 

1  กดปิดโปรแกรม โดยการคลิกขวาทีÉไอคอน Exor4 และกดปุ่ม Shutdown 

2  คดัลอกไฟล ์LightCycler480_Software_Software_Setup.exe ไปทีÉหนอ้จอคอมพวิเตอร์ และกด start โดย

การกด double click จะปรากฏหนา้ต่าง The Setup Type ขึÊนมา จากนัÊนกด Uninstall LightCycler® 480 

and Exor4 

 
 
 

3      จากนัÊนกด OK เพืÉอลบโปรแกรม 

4                            

จากนัÊนจะปรากฏหนา้ต่าง InstallShield Wizard ขึÊนมา กดปุ่ม Finish เพืÉอออกจากโปรแกรม 

 
 

■
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การบาํรุงรักษา 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chapter E • การบาํรุงรักษา 
 

อธิบายขัÊนตอนการบาํรุงรักษาทีÉจาํเป็นของเครืÉอง 

LightCycler® 480 
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General Maintenance 
 

General Cleaning 
 
 
 

การบาํรุงรักษา 
 

 

1        การบาํรุงรักษาทัÉวไป 
 

เครืÉอง LightCycler® 480 มีการบาํรุงรักษาฟรี 
 

 
 
 

2        คาํแนะนําการทําความสะอาด 
 

ก่อนการทาํความสะอาด ตอ้งปิดเครืÉองและถอดปลัËกทุกครัÊ ง 

 

ระวงัไม่ใหมี้นํÊ าหกโดน thermal Bloch cycler, ส่วนประกอบของ block cycler, ส่วนประกอบภายใน 

 

กรณีทีÉเชืÊอทีÉทาํการทดสอบนัÊนเป็นอนัตรายต่อผูป้ฏิบตัิงาน หรือสิÉงแวดลอ้ม จาํเป็นตอ้งปฏิบตัิงาน

ดว้ยหลกัปฏิบติัทีÉดีของหอ้งปฏิบตัิการ 
 
 
 

2.1         การทําความสะอาดทัÉวไป 
 

การทาํความสะอาดเครืÉอง LightCycler® 480 และอุปกรณ์ทีÉเกีÉยวขอ้งนัÊนไม่จาํเป็นมากนกั แต่หากจาํเป็นตอ้ง

ทาํความสะอาด ฝาครอบเครืÉอง เทอร์มอล บลอ็ก ไซเคลอร์ และแผน่ปิดบลอ็ก ไซเคลอร์ ใหใ้ชน้ํÊ ายาทาํความ

สะอาดแบบอ่อน หรือใชเ้อธานอล 70%  

 

การทาํความสะอาดบลอ็ก ไซเคลอร์ของเครืÉอง LightCycler® 480 : ใหปิ้เปตสารเอธานอล70% หรือสารไอโซ

โพรพานอล ปริมาตร  20 µl (สําหรับบล็อก 384-well) หรือปริมาตร 125 µl (สาํหรับบล็อก 96-well) ลงในแต่ละ

หลุม ทิÊงไวป้ระมาณ 15 นาที ดว้ยการปิเปตขึÊนลงหลายๆรอบ จากนัÊนดูดของเหลวทัÊงหมดออก ปล่อยให้

บลอ็ก ไซเคลอร์แหง้สนิทดี ก่อนทีÉจะใชง้านครัÊ งต่อไป การทาํตามคาํแนะนาํดงักล่าวจะหลีกเลีÉยงการเกิดความ

เสียหายต่อบลอ็ก ไซเคลอร์ 
 
 
 

2.2         การบํารุงรักษาเชิงป้องกัน 
 

ควรตรวตสอบพืÊนทีÉรอบเครืÉอง LightCycler®480 เป็นประจาํ เพืÉอใหม้ัÉนใจวา่มีอากาศไหลเวยีนสะดวก ไม่มี

สิÉงของหรืออุปกรณ์ขวางทางหมุนเวยีนของลม สามารถพจิารณาตาํแหน่งวางเครืÉองมือทีÉเหมาะสมไดใ้น

หวัขอ้ Installation
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Exchanging the Xenon Lamp 
 
 
 
 
 

3        การเปลีÉยนหลอดไฟซีนอน 
 

ความเขม้ของแสงจากหลอดไฟซีนอน ทีÉเพยีงพอนัÊนจาํเป็นอยา่งยิÉงในการตรวจสัญญาณฟลูออเรสเซนต ์ใน

ระหวา่งการทาํปฏิกิริยาการเพิÉมปริมาณสารพนัธุกรรมชนิด Real-Time PCR และการวเิคราะห์ melting curve 

ดงันัÊนควรมีความเขม้แสงของหลอดไฟซีนอน ใหเ้พยีงพอเสมอ โดยความเขม้ตํÉาสุดทีÉใหพ้จิารณาเปลีÉยนหลอด

ใหม่คือค่าความเขม้ตํÉากวา่  2000 units หรือ 4500 units ขึÊนกบัประเภทของการใชง้านการตรวจวดัสัญญาณ หรือ

มีการใชง้านเครืÉองไปแลว้กวา่ 1000 ชัÉวโมง จาํเป็นตอ้งพจิารณาเปลีÉยนหลอดไฟซีนอน  

 

การเปลีÉยนหลอดไฟซีนอน ควรติดต่อเจา้หนา้ทีÉจาก Roche เพืÉอทาํการเปลีÉยนหลอดไฟ 

 

นอกจากนัÊนไม่แนะนาํให้ทาํการเปลีÉยนหลอดชนิด LED สาํหรับเครืÉองทีÉใชห้ลอดประเภท LED หากพบการ

ชาํรุดเสียหายของหลอดประเภทนีÊใหติ้ดต่อเจา้หนา้ทีÉตวัแทนโรช 
 

ใชห้ลอดไฟซีนอนสาํหรับเปลีÉยนจาก Roche เท่านัÊน 

(Cat. No. 04 686 136 001) 
 

หา้มเปลีÉยนหลอดไฟซีนอน โดยไม่ปิดเครืÉองและถอดปลัËกไฟ 

 

หลงัปิดเครืÉองและถอดปลัËก ควรรออยา่งนอ้ย 20 นาทีก่อนการเปลีÉยนหลอดไฟซีนอน ใหม่ เพืÉอให้

อุณหภูมิเครืÉองและหลอดไฟเยน็ลง เนืÉองจากความร้อนดงัก่าวสามารถทาํลายผวิหนงัได ้

 

ในพืÊนทีÉทีÉอุณหภูมิเยน็หรือตํÉามาก จะมีแรงดนัในหลอดไฟสูงเกือบ 20 บาร์ ดงันัÊนจาํเป็นตอ้งสวม

อุปกรณ์ป้องกนัส่วนบุคคลในขณะทาํงาน เช่น แวน่ตา เสืÊอแจค็แกต็ เป็นตน้ 

 

หา้มทิÊงรอยนิÊวมือ หรือร่องรอยใดๆจากการจบัหลอดไฟ 

 
ส่วนประกอบของหลอดไฟซีนอน ไม่มีส่วนประกอบของสารทีÉเป็นอนัตรายต่อสิÉงแวดลอ้ม ดงันัÊน

สามารถทิÊงไดต้ามหลกัการทิÊงหลอดไฟทัÉวไป หากยงัไม่ทิÊงทนัที จาํเป็นตอ้งหุม้หรือจดัเกบ็ใหมิ้ดชิด
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ขัÊนตอนการเปลีÉยนหลอดไฟซีนอน ดงันีÊ  

 

1      แยกช่องดา้นขวาของเครืÉองออก 

 
 
 

2  เลืÉอนฝาครอบเครืÉองไปทางดา้นขวา จะสามารถมองเห็น lamp unit ไดง่้าย 

 
 

 
3  ขนันอ็ตตามรูป เพืÉอเปิด และนาํส่วน lamp unit cover ทีÉยดึกนัออก 

 
 
 

► ► ►
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Exchanging the Xenon Lamp 
 
 
 
 

4  หลอดไฟซีนอน จะถูกยดึดว้ย คลิป (clip) ใหข้นัน็อตออก เพืÉอยก clip ขึÊน 

 
 
 

 
 
 

► ► ► 
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Exchanging the Xenon Lamp 
 
 
 
 
 

5      ยกหลอดไฟซีนอนเดิมออกจากตวัยึด และนาํตวันาํ (conductors) ออก 

 
 
 

6      ติดตัÊงหลอดไฟซีนอนหลอดใหม่เขา้ไป เริÉมแรกใหต่้อตวันาํขัÊวลบก่อน (—) conductor จากนัÊนค่อยเป็นขัÊวบวก 

(+) conductor 

 
 
 

7  ทาํการติดตัÊงใหส้มบูรณ์ดว้ยการใส่กลบัเขา้ไปทีÉตวัยดึ ใหแ้น่ใจวา่ขัÊวลบของตวันาํ (—) conductor 

ชีÊ ขึÊนดา้นบน ทาํตามขัÊนตอนทีÉ 4 to 1 ดา้นบนเพืÉอยอ้นวธีิทีÉใส่หลอดกลบัคืน 

8  หลงัจากเปลีÉยนหลอดไฟซีนอน แลว้ ทาํการรีเซ็ตการนบัจาํนวนชัÉวโมงในเครืÉอง 

LightCycler®480 รายละเอียดการรีเซ็ตดูในหวัขอ้ Administrative Tools 

โปรแกรม LightCycler® 480 จะอ่านและบนัทึกความเขม้แสงของหลอด xenon อตัโนมตัิ

จากค่าเริÉมตน้ของหลอดทีÉเปลีÉยนใหม ่ระหวา่งใชง้าน หากความเขม้แสงตํÉากวา่ 2000 units 

or 4500 units เครืÉองจะเตือนใหเ้ปลีÉยนหลอด หรือชัÉวโมงการทาํงานถึงหรือมากกวา่ 1000 

ชัÉวโมง 

การปรับเทียบเครืÉองใหม่ ไม่จาํเป็นตอ้งทาํเมืÉอทาํการเปลีÉยนหลอดไฟซีนอน 

■
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4        การเปลีÉยนแผ่นกรองระบายอากาศ 
 

แผงวงจรอิเลก็ทรอนิกส์ของเครืÉอง LightCycler® 480 จะเยน็ลงจากการระบายอากาศ  ระบบระบายอากาศ 2 ส่วนของ

เครืÉอง จะอยูที่Éมุมล่างขวาของดา้นขวาของเครืÉอง(ดา้นขวาของกล่องบลอ็ก ไซเคลอร์) แ ล ะ ด้ า น ห ลั ง เ ค รืÉ อ ง

เพืÉอป้องกนัการปนเปืÊ อนจากฝุ่ นเขา้ไปในตวัเครืÉอง ระบบระบายอากาศนีÊจะมีแผ่นกรองฝุ่ นอยู ่

 

ควรทาํการเปลีÉยนแผน่กรองนีÊ ทุกปี สามารถสัÉงซืÊอไดด้ว้ยรหสัสินคา้ (Cat. No. 04 686 128 001) 

 

โดยปกติมีแผน่กรองนีÊ  จาํนวน 4 ชืÊนทีÉมาพร้อมเครืÉองLightCycler® 480 
 
 

ขัÊนตอนการเปลีÉยนแผน่กรอง ดงันีÊ  

 
1      เปิดช่องดา้นขวาของเครืÉองออกเพืÉอเขา้ถึงระบบระบายอากาศดา้นขา้ง 

 
 

2      นาํกรอบแผน่กรองออกดงัภาพ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
► ► ►
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3      เช่นเดียวกนั ใหน้าํกรอบแผน่กรองทางดา้นหลงัเครืÉองออกดว้ยดงัภาพ 

 
 
 

4      ดึงแผน่กรองเก่าออกจากกรอบ แลว้ใส่แผน่กรองชิÊนใหม่เขา้ไปในกรอบเดิม 

 
 
 

5  ทาํการเปลีÉยนแผน่กรองใหค้รบทุกส่วน แลว้ประกอบฝาเครืÉองกลบัดงัเดิม 

■ 
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5        การเปลีÉยนฟิวส์ 
 

เครืÉอง LightCycler®480 ประกอบดว้ยฟิวส์ 8 ชนิด โดยจาํเป็นตอ้งเปลีÉยนเมืÉอมีการเสียหาย ในแพค็เกจเครืÉอง

เบืÊองตน้นัÊนจะมีฟิวส์จาํนวน 10 ชิÊนในแต่ละประเภทมาให ้

 
 

ตารางแสดงประเภทและตาํแหน่งของฟิวส์ทีÉใชก้บัเครืÉอง LightCycler® 480 Instrument: 

 

ชนิด ตาํแหน่ง Labeling Amperage 
Voltage 

Consumer 
Load 

ฟิวส ์Primary 
    

High-breaking 
capacity 
(T 10A H / 250V) 

ดา้นซา้ยของกล่องไฟ (เมืÉอหนัหนา้เขา้หาเครืÉอง), 

อยูด่า้นนอกตวัเครืÉอง 

FUSES LINE 
INPUT 
2 × 
T10A H / 250V 

2 × 
T10A / 250V 

กระแสไฟเขา้

สู่เครืÉอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

► ► ►
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ชนิด                  ตาํแหน่ง                                                               Labeling         Amperage     Consumer 

Voltage           Load 

ฟิวส์ Secondary 

High- or 
low-breaking 
capacity 

ดา้นขวาของกล่องไฟ, ภายในตวัเครืÉอง ในการเขา้ถึงฟิวส์ 

secondary F1 – F5, ใหเ้ปิดฝาดา้นขวาของเครืÉอง 

F1 T3.15 A / 250V ระบบตรวจวดัสัญญาณ 

F2 T8 A / 250V บลอ็กไซเคลอร์ 

F3, F4, F5 T16A / 250V เทอร์มอล บลอ็ก 

ไซเคลอร์ ส่วนเพล

เทียร์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

► ► ►             
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ชนิด                   ตาํแหน่ง                                                            Labeling         Amperage     Consumer 

Voltage           Load 

ฟิวส ์Secondary 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ฟิวส์ secondary F1 – F5 แต่ละตวัจะมีไฟ

LED ซึÉงใชแ้สดงสถานะความสมบูรณ์ หากฟิวส์มี

การเสียหาย ไ ฟ LEDจ ะ ดับ  

   

ฟิวส์หลอดซีนอน 
 

อยู่ภายในตวัเครืÉอง ดา้นขวาของหลอดไฟซีนอน เหนือ

ช่องไฟหลอดซีนอน 

 
 
 

เพืÉอทีÉจะเปลีÉยนฟิวส์หลอดซีนอน ตอ้งเอาฝา

ครอบเครืÉองออก 

 2 × 

T2.5AH /250V 
หลอดไฟซีนอน 
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เครืÉองทีÉมีเลขหลงัเครืÉองต่อไปนีÊจะมีรูปแบบของประตูบลอ็ก ไซเคลอร์เป็นแบบใหม่  

 
► LightCycler® 480 II, 96 Block Cycler with SN 30682 หรือสูงกวา่ 

 

► LightCycler® 480 II, 384 Block Cycler with SN 6190 หรือสูงกวา่ 
 

Old Block Cycler Door แบบเก่า New Block Cycler Door แบบใหม่ 

  
 

เมืÉอเปิดเครืÉอง ใหต้รวจสอบฟิวส์วา่ติดตัÊงดีหรือไม่โดยดูจากไฟ LED ทีÉสว่างขึ Êน หากมีการเสยีหายของฟิวส ์ไฟ 

LED จะดับ 

 

การใชง้านทีÉไม่เหมาะสมอาจก่อให้เกิดความเสียหายตอ่ระบบและเกิดไฟไหมไ้ด ้

► ก่อนนาํฟิวส์ออก ให้ปิดเครืÉองและถอดปลัËกไฟ 

► เปลีÉยวฟิวส์ตามขนาดและชนิดทีÉกาํหนดเท่านัÊน 

 
ขัÊนตอนการเปลีÉยนฟิวส์ F1 to F5: 

 

1      เปิดฝาดา้นขวาของเครืÉองเพืÉอเปลีÉยนฟิวส ์ F1 to F5 

 

2      เปิดประตูบล็อก ไซเคลอร์ประมาณ 45° องศา เพืÉอใหเ้ขา้ถึงฟิวส ์
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การเปลีÉยนฟิวส์ชนิด primary or secondary: 

 

1      ใชไ้ขควงขนัฝาครอบฟิวส์ออก 

 
 

2      ดึงฝาครอบทีÉติดกบัฟิวส์ออกมาทัÊงหมด 

 

3      เปลีÉยนฟิวส์ตวัใหม่แทนทีÉเสียหาย แลว้ใส่กลบัเขา้ไปทีÉเดิม 

4      ใชไ้ขควงขนัให้แน่น 

■
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Preventive Maintenance 

 

 
 
 

 
 

การเปลีÉยนฟิวส์หลอดไฟซีนอน: 

1      นาํฝาครอบเครืÉองออก 

2      ฟิวส์หลอดไฟซีนอนจะอยูเ่หนือช่องไฟหลอดไฟซีนอน 

 
 
 

3      ใชคี้มปลายแหลมหนีบดา้นขา้งขวาซา้ยของทีÉยดึฟิวส์ แลว้ดึงทัÊงชุดฟิวส์ออกจากช่อง 

                                                           

4  เปลีÉยนฟิวส์อนัใหม่แทนทีÉอนัเก่าทีÉเสียหาย แลว้ใส่กลบัเขา้ไปทีÉตวัยดึฟิวส์ตามเดิม 

5      ประกอบฝาเครืÉองเขา้ทีÉเดิม 

 
■
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ภาคผนวก 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chapter F • ภาคผนวก 

 
การแกไ้ขปัญหา, ดชันี และขอ้มูลการ

สัÉงซืÊอสินคา้
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Messages in the Message Area of the LightCycler® 480 Software 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 

1        การแก้ไขปัญหา 
 

ทุกการทดสอบและขอ้ผดิพลาดทีÉเกิดขึÊนจะถูกบนัทึกไวใ้นเครืÉอง LightCycler®480 โดยจะบนัทึกไวใ้น 

diagnostic tool (problem reporting) สามารถศึกษาเพิÉมเติมไดใ้นเนืÊอหาส่วนโปรแกรมในหวัขอ้ diagnostic 

tools 

 
รายการหรือขอ้ความผดิพลาดทีÉพบไดบ่้อยๆ ดงัตารางขา้งล่าง โดยระบุสาเหตุและการแกไ้ขเบืÊองตน้ หากไม่

สามารถแกไ้ขได ้หรือตอ้งการความช่วยเหลือเพิÉมเติมสามารถติดต่อบริษทัผูแ้ทนการขายและบริการ 

 
 

ขอ้มูลทีÉไดจ้ากการทดลองทีÉมีขอ้ความขอ้ผดิพลาดเกิดขึÊนนัÊน ควรทวนสอบขอ้มูลใหดี้ก่อน หากมี

ขอ้สงสัยในขอ้มูลการทดลองครัÊ งนัÊน แนะนาํใหท้าํซํÊ าการทดลองนัÊน  
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ขอ้ความระบบ ชนิด สาเหตุทีÉเป็นไปได ้ การแกไ้ข 

Timed out while waiting for 
large enough  buffer to resume 
consuming! 

Warning เครืÉองไม่เชืÉอมต่อ /ไฟดบัขณะทีÉทาํการ

ทดสอบ 

 

ทาํการเชืÉอมต่อเครืÉอง /ทาํการ restart เครืÉอง 

An error occurred  during the run! 
The run will now be aborted 

Warning เครืÉองไม่เชืÉอมต่อ /ไฟดบัขณะทีÉทาํการ

ทดสอบ 
ทาํการเชืÉอมต่อเครืÉอง /ทาํการ restart เครืÉอง 

Experiment New Experiment 
contains no acquisitions 

Warning ทาํการทดสอบโดยไม่มีการวดัสญัญาณ เลือก analysis mode และ acquisition 

type 

Please activate an instrument before 
setting up a new run 

 
Warning 

ไม่ไดก้าํหนดเครืÉองเป็นค่า

เริÉมตน้ 
กดปุ่ ม “open tools” เลือก instrument 
และสร้างใหม่โดยตัÊงให้เครืÉองทีÉใชเ้ป็นค่า

เริÉมตน้ 

Dispatcher Exception: Attempted 
to connect  instrument xxxxxx to 
a different instrument (yyyyyy) on 
port HTC on 192.168.95.41. Please 
choose the correct instrument in 
the software, connect  to a differ- 
ent instrument/  port, or create a 
new instrument if this is a new 
instrument (hasn’t been connected 
before)! 

Warning เครืÉองเชืÉอมต่อกบั IP address ทีÉมีการ

เปลีÉยนไป 

กดปุ่ ม “open tools” เลือก instrument 

และสร้าง new instrument จากนัÊนตัÊงให้

เป็นค่าเริÉมตน้ 

For Windows XP: Failed to open 
log file “C:\Program 
Files\Roche\ 
LightCycler480\Bin\Logs\Instr_ 
xxxxxx000.log. A connected instru- 
ment is already using the log file! 

Warning เครืÉองมีการเชืÉอมต่อเรียบร้อยแลว้ - 

For Windows 7 and 10: Failed to 
open log file 
“C:\ProgramData\Roche\ 
LightCycler480\Bin\Logs\Instr_ 
xxxxxx000.log. A connected instru- 
ment is already using the log file! 

Cannot find a user with the login 
name “xy” 

Warning ไม่ปรากฎผูใ้ช ้ในฐานขอ้มูล กดปุ่ ม “open tools” กดเลือก “User 

and Group” และตัÊงผูใ้ชง้าน 

The supplied password does not 
match user xy! 

Warning ใส่รหัสผา่นผดิ ตรวจสอบรหัสผา่น 

The application was unable to abort 
the run in a timely manner, please 
save the experiment to recover any 
data acquired  this far. The applica- 
tion may not behave as expected 
until restarted! 

Error ฮาร์ดแวร์หรือซอฟแวร์มีความผดิปกติ/

เกิดขอ้ผดิพลาด 

กดบนัทึกและเปิดโปรแกรม 

LightCycler® 480 ใหม่ 

An error occurred  during the run! 
The run will now be aborted 

Error ฮาร์ดแวร์หรือซอฟแวร์มีความผดิปกติ/

เกิดขอ้ผดิพลาด 

หากไฟ LED แสดงสถานะบนเครืÉองปรากฎสี

แดง ให้กด restart เครืÉอง 

 
 
 

1.1        ข้อความในช่องข้อความของโปรแกรม LightCycler®  480 
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เลขขอ้ผิดพลาด ขอ้ความระบบ ชนิด สาเหตุทีÉเป็นไปได ้     การแกไ้ข 

16 Restart instrument, 
inform Roche service 

Error เกิดขอ้ผดิพลาดในการเชืÉอมต่อ

กบั block cycler controller 

กด restart เครืÉอง 

26 Restart instrument, 
inform Roche service 

Error เกิดขอ้ผดิพลาดในการเชืÉอมต่อกบั 

detection controller 
กด restart เครืÉอง 

36 Restart instrument, 
inform Roche service 

Error เกิดขอ้ผดิพลาดในการ

เชืÉอมต่อกบั raw data 

controller 

กด restart เครืÉอง 

46 Restart instrument, 
inform Roche service 

Error เกิดขอ้ผดิพลาดในการ

เชืÉอมต่อกบั Detection 

Controller 3 

กด restart เครืÉอง 

11001 Command not allowed Error คาํสัÉงทีÉส่งไปทีÉเครืÉองนัÊนไม่สามารถ

ดาํเนินการได ้
a) ตรวจสอบเพลทและส่งคาํสัÉงอีกครัÊ ง 

b) หลงัขอ้ผิดพลาดให้restart เครืÉองและ

นาํขอ้มูลกลบัคืน 

c) กด restart เครืÉอง 

10006 Wrong instrument type 
connected 

Error โปรแกรมไม่เชืÉอมต่อกบัเครืÉองหรือ 

EEPROM มีปัญหา 

ตรวจสอบวา่เชืÉอมต่อเครืÉองถูกตอ้งหรือ

ติดต่อเจา้หนา้ทีÉของ Roche 

100100010 Restart instrument, 
inform Roche service 

Error มีการถอด block cycles controller 
board ออก หรือมีการเชืÉอมต่อไม่
ดี 

ตรวจสอบ Block Cycler Controller 

Board. 

100100020 Restart instrument, 
inform Roche service 

Error มีการถอด Detection Control 

Motors Controller Board ออก 

ห รื อ มี ก า ร เ ชืÉ อ ม ต่ อ ไ ม่ ดี  

ตรวจสอบ Detection Control 

Motors Controller Board. 

100100040 Restart instrument, 
inform Roche service 

Error มีการถอด Detection Control 

Controller Board ออกหรือมีการ

เชืÉ อมต่อไม่ดี  

ตรวจสอบ Detection Control 

Controller Board. 

100100050 Restart instrument, 
inform Roche service 

Error มีการถอด Data Reduction 

Controller Board ออกหรือมีการ

เชืÉอมต่อไม่ดี 

ตรวจสอบ Data Reduction 

Controller Board. 

100100080 Restart instrument, 
inform Roche service 

Error Controller Firmware เก่ากวา่ทีÉ

กาํหนด 

กด restart เครืÉอง 

100100100 Restart instrument, 
inform Roche service 

Error Indicator Board เสียหรือไม่ไดเ้สียบ

ป ลัË ก ไ ฟ  

ตรวจสอบ Indicator Board. 

100600120 Command not allowed Warning ไม่สามารถดาํเนินการคาํสัÉงได ้

เนืÉองจากขอ้ผิดพลาดก่อนหนา้ 

หากไฟ LED แสดงสถานะเครืÉองปรากฎสีแดง ให้

กด restart เครืÉอง หากปรากฎเป็นสีเขียว ให้

ตรวจสอบเพลททดสอบ และกดคาํสัÉงนัÊนซํÊ า 

100600130 Command not allowed Warning ไม่สามารถดาํเนินการคาํสัÉงได ้

เนืÉองจากขอ้ผิดพลาดก่อนหนา้ 

หากไฟ LED แสดงสถานะเครืÉองปรากฎสีแดง 

ให้กด restart เครืÉอง หากปรากฎเป็นสีเขียว ให้

ตรวจสอบเพลททดสอบ และกดคาํสัÉงนัÊนซํÊ า 

 
Instrument Control Software Messages 

 

1.2         ข้อความจากโปรแกรมการควบคุมเครืÉอง 
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เลขขอ้ผิดพลาด ขอ้ความระบบ ชนิด สาเหตุทีÉเป็นไปได ้ การแกไ้ข 

100800100  Warning 

Error 

Block cycler และฝาปิดไม่เหมาะสม
หรือเขา้คู่กนั หรือปัญหาEEPROM 

เสีย 

ตรวจสอบ thermal block cycler และ 
block cycler cover  ต ร ว ส อ บ ส า ย
EEPROM 

101100100  Warning วางเพลทผดิทิศทาง หรือทาํการใส่
เพลทขณะเครืÉองกาํลงัเริÉมทาํงาน 

ตรวจสอบเพลท 

101100110  Warning เพลทและ block cycler ไม่เขา้

คู่กนัหรือเหมาะสมกนั 

ตรวจสอบชนิดเพลทและ block 

cycler 

101400130  Error ประตูเครืÉองเปิดอยู ่

สวติช์เครืÉองเสีย 

ปิดประตูเครืÉอง 

ตรวจสอบ สวติช์เครืÉอง 
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เลขขอ้ผิดพลาด ขอ้ความระบบ ชนิด สาเหตุทีÉเป็นไปได ้ การแกไ้ข 

210259098 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error อุณหภูมิของ block ไม่อยูใ่นช่วงทีÉ
กาํหนด 

ตรวจสอบ block cycler หรือ
ตรวจสอบการตัÊงค่า ramp rate 
(°C/s) 

210259120 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error อุณหภูมิของ electronic rack สูงเกิน 

90 °C 

 

210260004 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error Cover heater ไม่ทาํงาน ตรวจสอบ block cycler 
cover. 

220257060 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error Init light barrier X-Axis ไม่

ทาํงาน 

ตรวจสอบการ Loading 

220257060 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error Init LB X-Axisไ ม่ ทาํ ง า น  ตรวจสอบการ Loading 

220272069 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error คาํสัÉงการใส่เพลทไม่ทาํงาน ตรวจสอบการ Loading 

220272759 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error คาํสัÉงการใส่เพลทไม่ทาํงาน ตรวจสอบการ Loading 

220274056 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error Motor Z- or X-Axis ไม่ เ ชืÉ อมต่อ ตรวจสอบการ Loading 

220274059 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error การใส่เพลทถูกขดัขวาง ตรวจสอบการ Loading 

220513059 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error Init light barrier Z-Axis เสีย ตรวจสอบการ Loading 

220513060 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error Init light barrier Z-Axis เสีย ตรวจสอบการ Loading 

224257400 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error   ระบบเซนเซอร์เพลทเสีย ตรวจสอบเซนเซอร์เพลท  

230257122 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error LB Ex Filter Wheel เสีย ตรวจสอบ Filter Wheel 

230258124 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error Motor Ex Filter Wheel เสีย ตรวจสอบ Filter Wheel 

230513130 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error หลอดไฟซีนอนเสีย ตรวจสอบหลอดไฟซีนอน 

240117060 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Synch-Error อุณหภูมิของกลอ้งสูงเกินไป ตรวจสอบกลอ้ง 

และอุณหภูมิภายนอก 

310000095 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ไม่ไดใ้ส่ block  ตรวจสอบ Block 

310000096 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ไม่ไดใ้ส่ block cycler หรือเซนซอร์ 

block ไม่ทาํงาน 

ตรวจสอบ Block การเชืÉอมต่อของ 

Block 

 

310000097 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ระบบเซนเซอร์ Block  ซ๊ อ ต  ตรวจสอบ Block 

310000099 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ไม่มีการปิด /ฝาปิด block cycler ตรวจสอบ block cycler 

cover heater. 

310000104 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error Block รูปร่างหรือรูปทรง
ผดิปกติไป 

ตรวจสอบ Block 

 

 
 

1.3         ข้อผดิพลาดฮาร์ดแวร์ 
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เลขขอ้ผิดพลาด ขอ้ความระบบ ชนิด สาเหตุทีÉเป็นไปได ้ การแกไ้ข 

310000107 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error  ตรวจสอบ block cycler. 

310000108 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error เซนเซอร์อุณหภูมิ Block cycler เสีย ตรวจสอบ block cycler. 

310000112 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ไม่ไดใ้ส่ block cycler หรือ  Sensor 
data ไม่ทาํงาน 

ตรวจสอบ block cycler และการ

เชืÉ อมต่อ  

310000115 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ไม่ไดใ้ส่ block หรือ  

Sensor data ไม่ทาํงาน 

ตรวจสอบ block cycler และการ

เชืÉอมต่อ 

310000118 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error เซนเซอร์อุณหภูมิของ

Electronic Rack  ไม่เชืÉอมต่อ

หรือไม่ทาํงาน 

Check Electronic Rack 
temperature sensor. 

310000145 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ฟิวส์ F5 เสีย ตรวจสอบฟิวส์ F5. 

310000146 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ฟิวส์ F4 เสีย ตรวจสอบฟิวส์ F4. 

310000147 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ฟิวส์ F3 เสีย ตรวจสอบฟิวส์ F3. 

310000148 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ฟิวส์ F2 เสีย ตรวจสอบฟิวส์ F2. 

340000050 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error สาย FireWire ของกลอ้ง
ไม่ไดเ้สียบ  

สาย data ของกลอ้ง ไม่ได้

เสียบ 

Ex Motor หรือ LB on 

Optics unit เสีย  

พดัลมของ Electronic Rack 

เสีย 

ตรวจสอบกลอ้ง 

ตรวจสอบระบบ Optics 

ตรวจสอบพดัลม Electronic 
Rack 

340000060 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error อุณหภูมิของกลอ้งสูงเกินไป ตรวจสอบกลอ้งและอุณหภูมิ
ภายนอก 

 

340000067 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error ไม่พบ Cover Markers ตรวจสอบ block cycler 
cover และกลอ้ง 

340000080 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Asynch-Error สาย Optics ไม่ไดเ้สียบ  

LB Em Filter Wheel เสีย 

ไม่พบ Block cycler cover 

markers 

ช่องอา้งอิง EEPROM ไม่มี

โปรแกรมคาํสัÉง 

ตรวจสอบหลอดไฟซีนอน 

ตรวจสอบ Optics module 

 ตรวจสอบระบบกรอง 

500100850 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Error ปรากฏร่วมกบัขอ้ผิดพลาด 

230513130 (หลอดไฟซีนอนเสีย) 

ตรวจสอบหลอดไฟซีนอน 

500500420 Restart Instrument, 
inform Roche service 

Error ไม่พบช่องเปิดชนิด 

TL-Slave 1 
ตรวจสอบการเชืÉอมต่อ

เครืÉอง 
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1.4         การบริการผ่านระบบระยะไกลของโรช 
 

โรชใหบ้ริการผา่นระบบระยะไกลในการดูแลช่วยเหลือ ติดต่อเจา้หนา้ทีÉตวัแทนเพืÉอไดรั้บขอ้มูลส่วนนีÊ 
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Instruments 

LightCycler® 480 Instrument II, 96-well                           1 instrument with control unit and             05 015 278 001 
accessories 

LightCycler® 480 Instrument II, 384-well                         1 instrument with control unit and             05 015 243 001 
accessories 

Software 

LightCycler® 480 Software, Version 1.5                           software package  including                       available online 
LightCycler® 480 Gene Scanning 
Module 

LightCycler® 480 LIMS Interface Module                        software package                                         available online 

Accessories 

LightCycler® 480 Block Kit 96 Silver                               96-well thermal block cycler unit,              05 015 219 001 
including block cycler cover, storage 
box and loading device 

LightCycler® 480 Block Kit 384 Silver                             384-well thermal block cycler unit,            05 015 197 001 
including block cycler cover, storage 
box and loading device 

LightCycler® 8-Tube Strip Adapter Plate                          1 piece, adapter  plate                                  06 612 598 001 

Spare Parts (Contact  your Roche  Service representative) 

LightCycler® 480 Ventilation Dust Filter                          4 filters                                                         04 686 128 001 

LightCycler® 480 Xenon Lamp                                         1 lamp                                                          04 686 136 001 
(Only required for first generation 
LightCycler® 480 Instruments  with 
a Xenon Lamp as excitation light source) 

LightCycler® 480 Sealing Foil Applicator                         1 piece, applicator                                       04 900 383 001 

Disposables 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, white                      50 plates with 50 sealing foils                    04 729 692 001 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 384, white                    50 plates with 50 sealing foils                    04 729 749 001 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, clear                       50 plates with 50 sealing foils                    05 102 413 001 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 384, clear                     50 plates with 50 sealing foils                    05 102 430 001 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, white,                     50 plates without sealing foils                   05 220 319 001 
4 bar codes 

LightCycler® 480 Multiwell Plate 384, white,                 50 plates without sealing foils                   05 217 555 001 
4 bar codes 

LightCycler® 480 Sealing Foil                                          1 x 50 foils                                                   04 729 757 001 

LightCycler® 8-Tube Strips (clear)                                    10 x 12 clear strips and caps                      06 327 672 001 

LightCycler® 8-Tube Strips (white)                                   10x 12 white strips and clear caps             06 612 601 001 

 

 
 
 
 

2        ข้อมูลการสัÉงซืÊอสินค้า 
 

ดา้นล่างเป็นขอ้มูลรายการเครืÉองมือและอุปกรณ์ทีÉมีขายทัÉวโลก หากตอ้งการทาํการสัÉงซืÊอสินคา้ ให้ติดต่อตวัแทนจาํหน่ายโรช 

 
โรชจะมีรายการนํÊ ายาและระบบสาํหรับดา้นวจิยัวทิยาศาสตร์ชีวภาพ เพืÉอภาพรวมของสินคา้และการแนะนาํ ใหเ้ขา้ชมเวบ็ไซตไ์ดท้ีÉ 

https://diagnostics.roche.com/ 
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